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【 誤 訳 訂 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 6月 26日 (2006.6.26)
【 誤 訳 訂 正 １ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
合 成 輸 送 実 体 を 用 い る こ と で 、 細 胞 内 ま た は 該 細 胞 上 の 特 定 の 位 置 に 、 目 的 の 核 酸 を 生 体
膜 を 越 え て 輸 送 、 お よ び ／ ま た は 該 目 的 の 核 酸 を 誘 導 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 目 的 の 核 酸 と 結 合 因 子 （ Ｂ Ｅ ） 標 的 配 列 と を 含 み 、 該 結 合 因 子 （ Ｂ Ｅ ） 標 的 配 列
が ペ プ チ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） 標 的 で あ る 担 体 分 子 を 提 供 す る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｂ ） ペ プ チ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） ま た は そ の 誘 導 体 も し く は 類 似 体 で あ る 結 合 因 子 （ Ｂ Ｅ
） に 対 し て 、 少 な く と も １ つ の 機 能 因 子 （ Ｆ Ｅ ） を 結 合 す る こ と に よ っ て 、 複 合 体 を 提 供
す る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｃ ） 前 記 複 合 体 の 前 記 Ｂ Ｅ を 前 記 担 体 の 前 記 Ｂ Ｅ 標 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る ス テ ッ
プ と 、
　 （ ｄ ） 前 記 輸 送 実 体 を 前 記 生 体 膜 に 接 触 さ せ て 、 前 記 膜 を 越 え る 前 記 目 的 の 核 酸 の 輸 送
に 提 供 す る ス テ ッ プ と 、
　 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 ス テ ッ プ （ ｂ ） で 、 前 記 Ｂ Ｅ お よ び 前 記 Ｆ Ｅ が リ ン カ ー 因 子 に よ っ て 分 離 さ れ る 複 合
体 が 提 供 さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 ス テ ッ プ （ ｂ ） で 、 提 供 さ れ た 前 記 担 体 が 、 前 記 目 的 の 核 酸 と 少 な く と も １ つ の Ｂ Ｅ



標 的 配 列 と を 含 む プ ラ ス ミ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 ス テ ッ プ （ ａ ） で 、 検 出 可 能 な マ ー カ ー 因 子 も ま た 前 記 担 体 に 挿 入 さ れ る 請 求 項 １ か
ら ３ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 目 的 の 核 酸 が 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 ま た は Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 請 求
項 １ か ら ４ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 生 体 膜 が 細 胞 壁 で あ る 請 求 項 １ か ら ５ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 ス テ ッ プ （ ｂ ） で 、 ア ン テ ナ ペ デ ィ ア ・ ペ プ チ ド を 含 む Ｆ Ｅ が 前 記 複 合 体 に 与 え ら れ
、 前 記 細 胞 壁 を 越 え る 前 記 目 的 の 核 酸 の 前 記 輸 送 を 可 能 に す る 請 求 項 ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
生 体 膜 が 核 膜 で あ る 請 求 項 １ か ら ５ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 ス テ ッ プ （ ｂ ） で 、 核 局 在 化 シ グ ナ ル を 含 む Ｆ Ｅ が 前 記 複 合 体 に 与 え ら れ 、 前 記 目 的
の 核 酸 の 前 記 輸 送 が 核 膜 を 越 え る こ と を 可 能 に す る 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 ス テ ッ プ （ ｂ ） で 、 Ｈ Ｉ Ｖ タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 Ｔ Ａ Ｔ ） 等 の タ ン パ ク 質 を 含 む Ｆ Ｅ
が 前 記 複 合 体 に 与 え ら れ 、 前 記 目 的 の 核 酸 の 膜 輸 送 お よ び 核 輸 送 を 可 能 に す る 、 請 求 項 １
か ら ５ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
細 胞 内 ま た は 該 細 胞 上 の 特 定 の 位 置 に 、 目 的 の 核 酸 を 生 体 膜 を 越 え て 輸 送 、 お よ び ／ ま た
は 該 目 的 の 核 酸 を 誘 導 す る こ と が 可 能 な 輸 送 実 体 を 作 る た め の 成 分 を 含 む キ ッ ト で あ っ て
、
　 ペ プ チ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） ま た は そ の 誘 導 体 も し く は 類 似 体 の 形 状 に あ る 結 合 因 子 （ Ｂ Ｅ
） と 、 機 能 因 子 （ Ｆ Ｅ ） と 、 前 記 目 的 の 核 酸 を 含 む 所 望 の プ ラ ス ミ ド へ の ク ロ ー ニ ン グ に
適 当 な 前 記 Ｆ Ｅ に 対 す る 標 的 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 、 そ の よ う な 輸 送 お よ び ／ ま た
は 誘 導 に 適 し た 任 意 の 試 薬 と を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 機 能 因 子 （ Ｆ Ｅ ） が ア ン テ ナ ペ デ ィ ア ・ ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 １ １ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 機 能 因 子 （ Ｆ Ｅ ） が Ｓ Ｖ ４ ０ ラ ー ジ Ｔ 抗 原 タ ン パ ク 質 等 の 核 局 在 化 シ グ ナ ル （ Ｎ Ｌ Ｓ
） 、 ま た は 核 局 在 化 シ グ ナ ル 特 性 を 示 す そ の フ ラ グ メ ン ト で あ る 請 求 項 １ １ 記 載 の キ ッ ト
。
【 請 求 項 １ ４ 】
前 記 機 能 因 子 （ Ｆ Ｅ ） が 膜 輸 送 お よ び 核 輸 送 を 可 能 に す る タ ン パ ク 質 で あ る 請 求 項 １ １ 記
載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 １ か ら １ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 で の 使 用 に 適 し た 合 成 輸 送 実 体 で あ っ て 、
　 ペ プ チ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） ま た は そ の 誘 導 体 も し く は 類 似 体 の 形 状 に あ る 結 合 因 子 （ Ｂ Ｅ
） と 複 合 体 を 形 成 す る 少 な く と も １ つ の 機 能 因 子 （ Ｆ Ｅ ） と 、 ベ ク タ ー 内 に 少 な く と も １
つ の Ｂ Ｅ 標 的 配 列 お よ び 目 的 の 核 酸 を 含 む 核 酸 担 体 と か ら 構 成 さ れ 、 前 記 複 合 体 が Ｂ Ｅ －
Ｂ Ｅ 標 的 相 互 作 用 を 用 い て 前 記 担 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 合 成 輸 送 担 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 ベ ク タ ー が プ ラ ス ミ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 請 求 項 １ ５ 記 載 の 輸 送 実 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
前 記 担 体 が 検 出 可 能 な マ ー カ ー 因 子 を 含 む 請 求 項 １ ５ ま た は １ ６ 記 載 の 輸 送 実 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
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前 記 目 的 の 核 酸 が ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 ま た は Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 請 求 項
１ ５ か ら １ ７ の い ず れ か 一 項 記 載 の 輸 送 実 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
前 記 Ｂ Ｅ お よ び Ｆ Ｅ が リ ン カ ー 因 子 に よ っ て 分 離 さ れ る 請 求 項 １ ５ か ら １ ８ の い ず れ か 一
項 記 載 の 輸 送 実 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
２ つ 以 上 の Ｆ Ｅ － Ｂ Ｅ 複 合 体 を 含 み 、 該 Ｆ Ｅ － Ｂ Ｅ 複 合 体 の 各 々 が 、 同 一 の 担 体 上 に あ る
別 の Ｂ Ｅ 標 的 に 結 合 す る 請 求 項 １ ５ か ら １ ９ の い ず れ か 一 項 記 載 の 輸 送 実 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】
各 々 の Ｆ Ｅ － Ｂ Ｅ 複 合 体 が ２ つ 以 上 の Ｆ Ｅ を 含 み 、 該 ２ つ 以 上 の Ｆ Ｅ が 好 ま し く は リ ン カ
ー に よ っ て 離 間 し て い る 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 輸 送 実 体 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 Ｆ Ｅ が ア ン テ ナ ペ デ ィ ア ・ ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 １ ５ か ら ２ １ の い ず れ か 一 項 記 載 の
輸 送 実 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
前 記 Ｆ Ｅ が 、 Ｓ Ｖ ４ ０ ラ ー ジ Ｔ 抗 原 タ ン パ ク 質 等 の 核 局 在 化 シ グ ナ ル （ Ｎ Ｌ Ｓ ） 、 ま た は
核 局 在 化 シ グ ナ ル 特 性 を 表 す そ の フ ラ グ メ ン ト で あ る 請 求 項 １ ５ か ら ２ １ の い ず れ か 一 項
記 載 の 輸 送 実 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
前 記 Ｆ Ｅ が 、 膜 輸 送 お よ び 核 輸 送 を 可 能 に す る 特 性 を 表 す Ｈ Ｉ Ｖ タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 Ｔ
Ａ Ｔ ） 等 の タ ン パ ク 質 で あ る 請 求 項 １ ５ か ら ２ １ の い ず れ か 一 項 記 載 の 輸 送 実 体 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
請 求 項 １ か ら １ ０ の い ず れ か 一 項 に 定 義 さ れ る 方 法 ま た は 請 求 項 １ ５ か ら ２ ４ の い ず れ か
一 項 に 定 義 さ れ る 輸 送 実 体 の 使 用 に よ っ て 提 供 さ れ る １ つ 以 上 の 遺 伝 的 修 飾 を 含 む 組 換 え
細 胞 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
遺 伝 子 治 療 で の 請 求 項 １ ５ か ら ２ ４ の い ず れ か 一 項 記 載 の 輸 送 実 体 ま た は 請 求 項 ２ ５ に も
と づ く 細 胞 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン 接 種 で の 請 求 項 １ ５ か ら ２ ４ の い ず れ か 一 項 記 載 の 輸 送 実 体 ま た は 請 求 項
２ ５ に も と づ く 細 胞 の 使 用 。
【 誤 訳 訂 正 ２ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 名 称 】 核 酸 の 細 胞 特 異 的 局 在 化 の た め の 輸 送 方 法
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 新 規 の 合 成 輸 送 実 体 を 用 い て 、 細 胞 内 ま た は 細 胞 上 の 特 定 の 位 置 へ 、 核 酸 、
そ の 誘 導 体 ま た は 類 似 体 を 、 生 体 膜 を 介 し た 輸 送 、 お よ び ／ あ る い は そ の 誘 導 を お こ な う
方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 外 来 遺 伝 物 質 を 宿 主 細 胞 に 輸 送 し て そ の 機 能 を 与 え る 遺 伝 学 的 修 飾 の 方 法 は 、 一 般 に 細
胞 に 輸 送 さ れ た 遺 伝 物 質 の 取 り 込 み 率 に よ っ て 限 定 さ れ る 。 真 核 細 胞 で は 、 核 取 り 込 み が
し ば し ば 制 限 さ れ て い る 。 し か し 、 こ の 場 合 、 直 接 注 射 法 が 使 用 さ れ る に も か か わ ら ず 、
該 方 法 は 遅 く て 、 労 働 集 約 的 で あ る 。 し た が っ て 、 よ り 大 規 模 に 使 用 す る た め に は 、 核 酸
を 細 胞 内 に 輸 送 す る た め の 標 準 的 な 方 法 は む し ろ 、 核 酸 の 異 な る 化 学 成 分 間 で 形 成 さ れ た
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複 合 体 の 取 り 込 み に 、 基 づ い て い る 。 次 に 、 遺 伝 物 質 は 、 受 動 的 に 細 胞 の 核 に 入 る ま で 放
置 さ れ る 。
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル （ Ｎ Ｌ Ｓ ） が こ の よ う な 状 況 下 で 提 案 さ れ て い る 。 一 例 と し て 、 セ ベ
ス チ エ ン （ Sebestyen） 他 （ ネ イ チ ャ ー ・ バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー （ Nat. Biotechnol.） 第 １
６ 巻 （ １ ） ８ ０ ～ ８ ５ 頁 （ １ ９ ９ ８ 年 ） ） は 、 ジ ギ ト ニ ン 透 過 性 細 胞 を 用 い て Ｎ Ｌ Ｓ ペ プ
チ ド を プ ラ ス ミ ド に 対 し て 化 学 的 に 結 合 さ せ た 後 に 、 核 転 移 が 可 能 に な る こ と を 示 唆 し た
。
　 さ ら に 、 非 特 許 文 献 ２ は 、 ９ ７ ０ ｋ Ｄ ａ を 上 回 る 大 き さ の タ ン パ ク 質 を 核 に 転 移 さ せ る
こ と を 報 告 し た 。 よ り 具 体 的 に は 、 核 局 在 化 シ グ ナ ル （ Ｎ Ｌ Ｓ ） を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を
細 胞 の 核 に 輸 送 す る 。
　 ニ ー ル セ ン （ Nielsen） 他 を 名 義 と す る 特 許 文 献 １ は 、 ペ プ チ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） と し て
知 ら れ る 一 類 の 化 合 物 を 開 示 し て い る 。 こ こ に 記 載 さ れ た Ｐ Ｎ Ａ は 、 適 当 な リ ン カ ー を 介
し て ペ プ チ ド 骨 格 に 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ 塩 基 等 の リ ガ ン ド を 含 む も の と 考 え ら れ る 。 特 許 文 献
１ に も と づ く Ｐ Ｎ Ａ を 利 用 し て 、 例 え ば 細 胞 内 の 特 定 の 遺 伝 子 お よ び ウ イ ル ス を 標 的 に す
る こ と が 可 能 で あ り 、 一 方 で Ｐ Ｎ Ａ の 性 質 は 電 荷 の 欠 如 お よ び 水 溶 性 に よ っ て 特 徴 づ け ら
れ る 。
　 さ ら に 、 同 じ く ニ ー ル セ ン （ Nielsen） 他 を 名 義 と す る 特 許 文 献 ２ は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト
、 例 え ば 多 数 あ る 核 （ そ れ ら の す べ て が Ｐ Ｎ Ａ に 対 し て 所 望 の 特 性 を 与 え る こ と を 目 的 と
し て い る ） の う ち の い ず れ か 一 つ に 化 学 的 に 結 合 し た Ｐ Ｎ Ａ か ら 構 成 さ れ る Ｐ Ｎ Ａ コ ン ジ
ュ ゲ ー ト を 提 案 し て い る 。 し た が っ て 、 Ｐ Ｎ Ａ は 、 例 え ば 診 断 薬 ま た は 治 療 薬 と し て 有 用
で あ る 。 上 記 Ｐ Ｎ Ａ は 、 上 記 し た 特 許 文 献 １ と 同 様 に 、 細 胞 内 で そ れ の 有 利 な 機 能 を 発 揮
す る こ と こ と を 意 図 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ３ ９ ， ０ ８ ２ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 Ｗ Ｏ ９ ６ ／ １ １ ２ ０ ５ 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 セ ベ ス チ エ ン （ Sebestyen） 他 （ ネ イ チ ャ ー ・ バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー （ Nat
. Biotechnol.） 第 １ ６ 巻 （ １ ） ８ ０ ～ ８ ５ 頁 （ １ ９ ９ ８ 年 ） ）
【 非 特 許 文 献 ２ 】 ヨ ネ ダ （ Yoneda） 他 （ エ ク ス ピ リ メ ン タ ル ・ セ ル ・ リ サ ー チ （ Exp. Cel
l. Res.） 第 ２ ０ １ 巻 ２ １ ３ 頁 （ １ ９ ９ ２ 年 ）
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 遺 伝 学 的 修 飾 に 関 す る 一 般 的 か つ 効 率 的 方 法 を 提 供 す る こ と で あ り 、
新 規 の 合 成 輸 送 実 体 （ synthetic transport entity） に よ っ て 、 目 的 の 核 酸 、 ま た は そ の
誘 導 体 も し く は 類 似 体 を 、 生 体 膜 を 介 し て 輸 送 す る こ と 、 お よ び ／ ま た は そ れ を 細 胞 内 も
し く は 細 胞 上 に 導 く こ と で あ る 。 本 輸 送 実 体 は 、 本 発 明 に よ れ ば 、 な ん ら か の 種 類 の 生 物
学 的 特 性 を 示 す と 思 わ れ る 機 能 的 実 体 （ Ｆ Ｅ ） と 、 ペ プ チ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） 等 の 結 合 要 素
（ Ｂ Ｅ ） と を 、 必 要 に 応 じ て 上 記 Ｆ Ｅ お よ び 上 記 Ｂ Ｅ を 分 離 さ せ て お く た め の リ ン カ ー 分
子 と と も に 、 結 合 さ せ る こ と 、 な ら び に そ れ を 目 的 の 核 酸 の 担 体 上 に 存 在 す る Ｂ Ｅ 標 的 に
そ れ を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ っ て 、 提 供 さ れ る 。 本 発 明 は ま た 、 新 規 の 輸 送 実 体
に 関 す る も の で あ る こ と か ら 、 そ れ に 加 え て 該 輸 送 エ ン テ ィ テ ィ の 種 々 の 有 利 な 用 途 に も
関 す る 。
（ 図 面 の 簡 単 な 説 明 ）
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 図 １ は 、 本 発 明 に も と づ く セ ン ス Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ 二 重 機 能 ペ プ チ ド に 対 す る ア ン チ セ ン
ス Ｃ ｙ － ５ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で の 標 的 部 位 を 示 す 模 式 図 で あ
る 。 　
　 図 ２ は 、 蛍 光 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 核 転 移 を 説 明 す る 図 で あ る 。
　 図 ３ は 、 核 、 細 胞 質 、 お よ び ゴ ル ジ 様 の Ｃ ｙ － ５ ／ Ｃ ｙ － ３ 蛍 光 比 で あ る 。
　 図 ４ は 、 本 発 明 に も と づ く Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ 二 重 機 能 ペ プ チ ド に よ る ア ン チ セ ン ス お よ び
セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の シ フ ト ・ ア ッ セ イ を 示 す 図 で あ る 。
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　 図 ５ は 、 本 発 明 に も と づ く 輸 送 実 体 の 効 果 を 説 明 す る 図 で あ る 。 す な わ ち 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ プ
ラ ス ミ ド を 含 む Ｐ Ｎ Ａ 標 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 場 合 の Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ の 効 果 と 、 ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン 混 合 物 か ら 過 剰 な Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ 分 子 を 除 去 す る 効 果 と を 示 す 。
　 図 ６ は 、 過 剰 な Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ の 精 製 後 、 Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ の 添 加 ま た は 無 添 加 で の ｌ ａ
ｃ Ｚ お よ び Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 示 す 。
（ 定 義 ）
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 明 細 書 で は 、 以 下 の 用 語 お よ び 略 語 を 以 下 の 通 り に 使 用 す る 。
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 用 語 「 目 的 の 核 酸 （ nucleic acid of interest） 」 は 、
細 胞 の 遺 伝 学 的 修 飾 を 実 施 す る 上 で 有 用 な 、 任 意 の Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 他 の ヌ ク レ オ
チ ド 、 な ら び に そ の 任 意 の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 に 関 す る 。 す な わ ち 、 そ の よ う な 「 目 的 の
核 酸 」 を 生 体 膜 を 介 し て 細 胞 内 ま た は 細 胞 核 内 に 輸 送 す る こ と 、 お よ び ／ ま た は 上 記 「 目
的 の 核 酸 」 を そ の よ う な 新 た な 環 境 内 の 特 定 の 位 置 に 誘 導 す る こ と が 、 求 め ら れ る 場 合 が
あ る 。 例 え ば 、 「 目 的 の 核 酸 」 は 、 結 合 部 位 等 の 調 節 機 能 を 付 与 す る 酵 素 等 の タ ン パ ク 質
ま た は ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 「 機 能 因 子 （ functional
element） 」 （ Ｆ Ｅ ） は 、 任 意 の 部 分 で あ っ て 、 こ の 部 分 に 結 合 し た 分 子 に 対 し て 一 種 類
以 上 の 特 異 的 な 生 物 学 的 機 能 ま た は 特 性 を 与 え る こ と が で き る 部 分 で あ る 。 例 え ば 、 輸 送
能 を 与 え る こ と が 可 能 で あ る 。 本 機 能 因 子 に つ い て は 、 以 下 の 本 発 明 の 詳 細 な 説 明 で さ ら
に 例 示 す る 。
　 「 結 合 因 子 （ binding
element） 」 （ Ｂ Ｅ ） は 、 特 異 的 標 的 に 対 し て 、 好 ま し く は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ
っ て 、 特 異 的 に 、 強 く 、 し か も 耐 久 性 を 持 っ て 結 合 す る こ と が で き る 任 意 の 天 然 ま た は 合
成 核 酸 、 核 酸 誘 導 体 、 ま た は 核 酸 類 似 体 で あ る 。 そ の よ う な Ｂ Ｅ の 一 例 は 、 以 下 に 説 明 す
る Ｐ Ｎ Ａ で あ る 。
　 し た が っ て 、 「 Ｐ Ｎ Ａ 」 は 、 ペ プ チ ド 核 酸 （ Peptide Nucleic Acid） の こ と を い い 、 よ
り 詳 し く は 、 ア ミ ノ エ チ ル ・ グ リ シ ン 単 位 か ら な る 疑 似 ペ プ チ ド 骨 格 を 持 つ Ｄ Ｎ Ａ 模 倣 体
の こ と を い い 、 こ れ に 対 し て 核 酸 塩 基 が メ チ レ ン カ ル ボ ニ ル リ ン カ ー を 介 し て 結 合 す る （
例 え ば 、 ニ ー ル セ ン （ Nielsen） 、 Ｐ ． Ｅ ． ： 　 ペ プ チ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） ： 「 遺 伝 子 治 療
薬 の 先 例 （ A lead for gene
therapeutic drugs） 」 、 薬 物 発 見 お よ び 設 計 の 展 望 （ Perspectives in
Drug Discovery and Design） 、 第 ４ 巻 ７ ６ ～ ８ ４ 頁 、 お よ び デ ュ ー ホ ル ム （ Dueholm） 他
、 ニ ュ ー ・ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ケ ミ ス ト リ ー （ New J. Chem.） 、 第 ２ １ 巻 １ ９ ～ ３ １ 頁 （
１ ９ ９ ７ 年 ） ： 「 Ｐ Ｎ Ａ の 化 学 、 特 性 、 お よ び 適 用 （ Chemistry, Properties and applic
ations of Ｐ Ｎ Ａ ） 」 を 参 照 せ よ ） 。 Ｐ Ｎ Ａ 分 子 は 、 相 補 的 ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ
Ｎ Ａ 、 お よ び Ｐ Ｎ Ａ 標 的 に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 を 持 つ 。 本 特 許 出 願 で は 、 用 語
「 Ｐ Ｎ Ａ 」 と は 上 記 の 骨 格 お よ び 核 酸 塩 基 か ら 構 成 さ れ る 任 意 の Ｄ Ｎ Ａ 類 似 体 の こ と を い
い 、 し た が っ て こ の 用 語 は 本 明 細 書 に 示 し た 参 照 文 献 に 開 示 さ れ た 特 定 の 構 造 に 限 定 さ れ
る も の で は な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 「 Ｎ Ｌ Ｓ 」 と は 、 あ る 種 の 輸 送 タ ン パ ク 質 上 に あ る 残 基 を 認 識 し て 特 異 的 に 結 合 す る 任
意 の タ ン パ ク 質 ／ ペ プ チ ド で あ る と 考 え ら れ る 核 局 在 化 シ グ ナ ル の こ と を い う 。 よ り 具 体
的 に は 、 Ｎ Ｌ Ｓ ド メ イ ン は ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 包 含 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 で あ り 、 細 胞 質
か ら 核 へ の ポ リ ペ プ チ ド の 移 動 が 促 進 さ れ る 。 Ｎ Ｌ Ｓ ド メ イ ン を 含 む 特 異 的 核 ポ リ ペ プ チ
ド は 、 核 へ の ポ リ ペ プ チ ド Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の 輸 送 を 可 能 に す る こ と が 示 さ れ た （ マ ッ タ ー ジ
（ Mattaj） お よ び デ ロ ベ ル チ ス （ DeRobertis） 、 １ ９ ８ ５ 年 ） 。
　 用 語 「 ベ ク タ ー （ vector） 」 は 、 本 明 細 書 で は 、 遺 伝 学 的 修 飾 過 程 で の 核 酸 の 保 持 お よ
び ／ ま た は 移 動 が 可 能 で あ る プ ラ ス ミ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 任 意 の 他 の 分 子 も
し く は コ ン ス ト ラ ク ト を 示 す た め に 用 い ら れ る 。 し た が っ て 、 用 語 「 ベ ク タ ー 」 は 、 上 に
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例 示 し た も の の 任 意 の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 に も 関 わ る 。
　 用 語 「 細 胞 壁 （ cell
wall） 」 は 、 本 明 細 書 で は 生 物 を 囲 む 働 き を す る 任 意 の 膜 、 例 え ば 真 核 細 胞 膜 、 植 物 細 胞
も し く は 細 菌 等 を 囲 む 膜 に 関 す る 。
　 「 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ transfection） 」 は 、 細 胞 が 培 地 か ら 遺 伝 物 質 を 何 ら か の か
た ち で 取 り 込 む こ と に つ い て の 一 般 的 用 語 と し て 用 い ら れ る 。
　 本 文 脈 中 で 、 「 形 質 転 換 配 列 （ transforming sequence） 」 は 、 宿 主 細 胞 内 で の 遺 伝 学
的 修 飾 現 象 に 関 与 す る 任 意 の 配 列 に 関 し 、 例 え ば タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 、 調 節 因 子 、 全 遺
伝 子 等 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 細 胞 に つ い て 言 及 す る 場 合 、 用 語 「 組 換 え 体 （ recombinant） 」 と は 、 本 明 細 書 中 で は
細 胞 内 で 生 じ た 遺 伝 学 的 修 飾 を 単 に 示 す に す ぎ な い 。 よ り 具 体 的 に は 、 そ の 改 変 が 外 来 核
酸 の 導 入 に よ っ て 、 ま た は 天 然 の 核 酸 に よ る 変 化 に よ っ て 得 ら れ る こ と 、 あ る い は そ の 細
胞 が そ の よ う に 改 変 さ れ た 細 胞 に 由 来 す る こ と を 示 す 際 に 用 い ら れ る 。
　 「 細 胞 （ cell） 」 ま た は 「 宿 主 細 胞 （ host cell） 」 は 、 異 種 ま た は 外 来 の 任 意 の 遺 伝
物 質 が 導 入 さ れ た 任 意 の 細 胞 を 示 す た め に 、 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る 。 最 も 広 義 の 意 味 で
は 、 遺 伝 子 操 作 さ れ た 細 胞 を 示 す た め に 「 宿 主 細 胞 」 が 用 い ら れ る 。
　 用 語 「 ポ リ マ ー （ polymer） 」 、 例 え ば 「 タ ン パ ク 質 （ protein） 」 、 「 ポ リ ペ プ チ ド （
polypeptide） 」 、 お よ び 「 ペ プ チ ド （ peptide） は 、 本 明 細 書 中 で は 同 義 的 に 用 い ら れ 、
ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る 任 意 の 短 い 、 ま た は 長 い ポ リ マ ー に 関 す る 。 天 然 の ア ミ ノ 酸 ポ リ マ
ー に 加 え て 、 こ の 用 語 は 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 対 応 す る 天 然 の ア ミ ノ 酸 の 人 工 的 な
化 学 類 似 体 で あ る ア ミ ノ 酸 ポ リ マ ー に も 適 用 さ れ る 。 さ ら に 、 本 文 脈 中 で 、 用 語 「 ポ リ マ
ー （ polymer） 」 は 、 任 意 の 糖 タ ン パ ク 質 、 脂 質 、 リ ポ タ ン パ ク 質 等 を 包 含 す る と も 理 解
さ れ る 。
　 「 標 識 （ label） 」 は 、 分 光 学 的 、 光 化 学 的 、 生 化 学 的 、 免 疫 学 的 、 ま た は 化 学 的 手 段
に よ っ て 検 出 可 能 な 組 成 物 で あ る 。
　 用 語 「 ハ イ ブ リ ダ イ ズ （ hybridise） 」 と は 、 本 明 細 書 中 で は 、 核 酸 ま た は ペ プ チ ド 核
酸 あ る い は そ の 任 意 の 誘 導 体 ま た は 類 似 体 の 相 補 的 塩 基 の 塩 基 対 合 に よ る 任 意 の 結 合 、 二
本 鎖 化 、 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の こ と を い う 。
　 用 語 「 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ specific hybridisation） 」 と は 、 特 定 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 が 細 胞 環 境 等 の 中 に あ る 複 合 混 合 物 、 ま た は Ｄ Ｎ Ａ お よ び ／ も し く は Ｒ Ｎ Ａ
に 存 在 す る 場 合 に 、 そ の 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て の み に 行 わ れ る 分 子 の 結 合 、 二
本 鎖 化 、 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の こ と を い う 。
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 「 相 同 （ homologous） 」 配 列 は 、 標 的 化 配 列 と 細 胞 Ｄ Ｎ
Ａ と が 特 異 的 な 塩 基 対 合 を 行 い 得 る よ う に 細 胞 Ｄ Ｎ Ａ と 同 一 ま た は 十 分 に 類 似 し て い る 配
列 で あ る 。
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 「 標 的 化 配 列 （ targeting sequence） 」 は 、 標 的 細 胞 に
含 ま れ る ゲ ノ ム ま た は 染 色 体 外 Ｄ Ｎ Ａ も し く は Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に あ る 所 望 の 部 位 に 、 目 的 の 核
酸 を 誘 導 す る 配 列 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 第 １ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 合 成 輸 送 実 体 （ synthetic transport entity） を 使 用 す る
こ と で 、 細 胞 内 も し く は 細 胞 上 の 特 定 の 位 置 に 、 生 体 膜 を 介 し て 目 的 の 核 酸 を 輸 送 し 、 お
よ び ／ ま た は そ の よ う な 核 酸 を 誘 導 す る 方 法 に 関 し 、 該 方 法 は 、
　 （ ａ ） 目 的 の 核 酸 と 結 合 因 子 （ Ｂ Ｅ ） 標 識 配 列 と を 含 む 担 体 分 子 を 、 必 要 に 応 じ て 一 つ
の 分 子 と し て 、 提 供 す る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｂ ） 少 な く と も 一 つ の 機 能 因 子 （ Ｆ Ｅ ） を Ｂ Ｅ に 結 合 す る こ と で 、 複 合 体 を 提 供 す る
ス テ ッ プ と 、
　 （ ｃ ） 上 記 複 合 体 の Ｂ Ｅ を 上 記 担 体 の Ｂ Ｅ 標 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｄ ） 上 記 膜 を 介 し て 目 的 の 核 酸 を 輸 送 す る た め に 、 上 記 輸 送 実 体 を 上 記 生 体 膜 に 接 触
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さ せ る ス テ ッ プ と を 、 含 む 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 結 合 因 子 （ Ｆ Ｅ ） は Ｐ Ｎ Ａ 標 的 配 列 に 対 す る 特 異 的 か
つ 持 続 性 の あ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を お こ な う こ と が で き る 、 ペ プ チ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ
） ま た は そ の 誘 導 体 も し く は 類 似 体 で あ る 。 生 体 膜 は 、 例 え ば 、 細 胞 壁 ま た は 核 膜 で あ っ
て も よ い 。 ス テ ッ プ （ ｂ ） で 生 成 さ れ た 複 合 体 も ま た 、 ス ペ ー サ ー 因 子 （ 例 え ば 、 リ ン カ
ー （ Ｌ ） 分 子 ） を 含 む も の で あ っ て も よ く 、 該 ス ペ ー サ ー 因 子 は Ｂ Ｆ と Ｆ Ｅ と を 分 け る 。
以 下 に よ り 詳 し く 論 じ ら れ る 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 複 合 体 は 複 数 の Ｆ Ｅ か ら 構 成 さ れ 、 こ
の 場 合 、 分 離 の た め に 複 数 の リ ン カ ー を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 ス テ ッ プ （ ａ ） は 、 検
出 可 能 な マ ー カ ー ま た は 標 識 を 担 体 内 に 挿 入 す る こ と も 含 む も の で あ っ て も よ く 、 こ の 担
体 に よ っ て 、 こ の 方 法 に よ っ て 実 行 さ れ る 遺 伝 学 的 修 飾 の 効 率 に つ い て の そ の 後 の 分 析 が
容 易 に な る 。
　 し た が っ て 、 本 方 法 で は 、 結 合 因 子 （ Ｂ Ｅ ） 、 好 ま し く は Ｐ Ｎ Ａ ま た は Ｐ Ｎ Ａ 様 分 子 の
有 利 な 特 性 は 、 目 的 の 核 酸 の 効 果 が 求 め ら れ る 細 胞 ま た は 核 へ 、 そ の 目 的 の 核 酸 を 実 際 に
移 す の に 先 立 っ て 、 遺 伝 子 輸 送 の 最 初 の ス テ ッ プ で 主 と し て 用 い ら れ る 。 し た が っ て 、 本
明 細 書 の は じ め に 述 べ ら れ た 先 行 技 術 特 許 と は 逆 に 、 本 発 明 に も と づ く 方 法 の 利 点 は 、 細
胞 ま た は 核 に 入 る Ｐ Ｎ Ａ も し く は 結 合 因 子 の 能 力 に も と づ く も の で は な く 、 ま た 依 存 し た
り す る も の で は な い 。 む し ろ 、 Ｐ Ｎ Ａ ま た は 任 意 の 等 価 な 結 合 因 子 を 本 発 明 に も と づ い て
使 用 す る こ と で 、 目 的 の 核 酸 の 担 体 に 対 し て 、 Ｐ Ｎ Ａ ／ Ｐ Ｎ Ａ 標 的 相 互 作 用 を 介 し て 、 機
能 因 子 （ Ｆ Ｅ ） を 強 力 か つ 満 足 の い く か た ち で 結 合 さ せ る 。 し た が っ て 、 Ｆ Ｅ は 、 生 体 膜
を 介 し た 輸 送 実 体 全 体 を 実 際 に 輸 送 す る た め に 、 本 発 明 に も と づ い て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で 使 用 さ れ る Ｐ Ｎ Ａ は 、 合 成 Ｄ Ｎ Ａ 類 似 体 で あ り 、 Ｄ Ｎ Ａ －
Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は Ｒ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ 結 合 よ り も 高 い 親 和 性 で 、 Ｄ Ｎ Ａ お よ び
Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て 強 く 結 合 す る 。 そ の 特 異 的 配 列 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 結 合
す る こ と が 意 図 さ れ る 核 酸 に 対 し て 特 異 的 で あ る よ う に 、 設 計 さ れ る 。 Ｐ Ｎ Ａ は 、 非 常 に
ゆ っ く り と 代 謝 さ れ 、 ま た 非 毒 性 を 示 す も の で 、 こ の こ と は 医 薬 分 野 で 使 用 し た 場 合 に 明
ら か に 大 き な 利 点 で あ る 。 ま た 、 Ｐ Ｎ Ａ は 、 相 補 的 で あ る 核 酸 の 配 列 に 対 し て 高 特 異 的 結
合 を お こ な う こ と が で き 、 そ の こ と に よ っ て 、 Ｐ Ｎ Ａ が 遺 伝 的 形 質 転 換 の た め に 本 方 法 で
Ｂ Ｅ と し て 使 用 さ れ る 場 合 、 正 し く 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 高 頻 度 で 提 供 す る 。 し た が っ て
、 本 方 法 で の Ｂ Ｅ と し て の Ｐ Ｎ Ａ の 使 用 に よ っ て 、 形 成 さ れ た 複 合 体 に 対 し て 優 れ た Ｒ Ｎ
Ａ お よ び Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 特 性 と 生 物 学 的 安 定 性 と が 得 ら れ る 。 Ｐ Ｎ Ａ は 、
固 相 ペ プ チ ド 合 成 に よ っ て 当 業 者 に よ り 容 易 に 作 ら れ る （ 例 え ば 、 国 際 特 許 出 願 公 報 Ｗ Ｏ
９ ５ ／ ０ １ ３ ７ ０ お よ び Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ２ ０ ７ ２ な ら び に ニ ー ル セ ン （ Nielsen） 、 Ｐ ． Ｅ ．
： ペ プ チ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） ： 「 遺 伝 子 治 療 薬 の 先 例 （ A lead for gene
therapeutic drugs） 」 、 薬 物 発 見 お よ び 設 計 の 展 望 （ Perspectives in Drug
Discovery and Design） 、 第 ４ 巻 ７ ６ ～ ８ ４ 頁 を 参 照 せ よ ） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 上 記 リ ン カ ー 配 列 は 、 実 施 的 ま た は 完 全 に は 帯 電 し て い な い 。
こ の 場 合 、 「 非 反 応 性 （ non-reactive） 」 と い う 用 語 を 用 い て 、 リ ン カ ー が 用 い ら れ る 環
境 下 で 該 リ ン カ ー が い っ さ い の 不 要 ま た は 有 害 な 化 学 反 応 を 引 き 起 こ さ な い こ と 、 例 え ば
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 過 程 で そ れ が 接 触 す る 細 胞 お よ び ／ ま た は 核 の 他 の い ず れ の 成 分 と
も 反 応 し な い こ と が 説 明 さ れ る 。 そ れ は ま た 、 本 発 明 で 使 用 さ れ る あ ら ゆ る 試 薬 に 関 し て
、 同 様 に Ｐ Ｎ Ａ 等 の Ｂ Ｅ な ら び に 機 能 因 子 （ Ｆ Ｅ ） 、 担 体 等 を 鑑 み て 、 本 質 的 に 非 反 応 性
で な け れ ば な ら な い 。 本 リ ン カ ー は 、 所 望 の 結 果 を 妨 げ る こ と な く ス ペ ー サ ー 因 子 と し て
機 能 す る 任 意 の 他 の 分 子 が 使 用 さ れ る 場 合 も あ る こ と が 理 解 さ れ る に も か か わ ら ず 、 例 え
ば 適 当 な 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る ポ リ マ ー か ら 構 成 さ れ る も の で あ っ て も よ い 。 リ ン カ
ー 配 列 の 大 き さ お よ び 性 質 は 、 周 囲 の 因 子 に 依 存 す る も の で 、 な ぜ な ら そ の 主 な 機 能 が そ
れ ら の 因 子 間 に 十 分 な 空 間 を 設 け る こ と で 所 望 の 機 能 の 効 果 を 可 能 に す る か ら で あ る 。 さ
ら に 、 そ れ は 、 膜 を 介 し て の 輸 送 後 、 目 的 の 核 酸 の 所 望 の 効 果 ま た は 発 現 を 妨 げ る も の で
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あ っ て は な ら な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 リ ン カ ー を 細 胞 性 プ ロ テ ア ー ゼ ま た は ヌ ク レ ア ー ゼ 等 の 酵 素 に
よ っ て 開 裂 可 能 で あ る こ と か ら 、 生 体 膜 を 介 し た 輸 送 お よ び ／ ま た は 細 胞 表 面 受 容 体 に 対
す る 粘 着 が 可 能 と な り 、 そ れ に 続 い て 標 的 内 、 例 え ば 細 胞 質 ま た は 核 内 で 不 要 で あ る 部 分
ま た は 複 数 の 部 分 を 捨 て る こ と が 可 能 と な る 。 一 つ の 具 体 的 実 施 形 態 で は 、 挿 入 さ れ た 目
的 の 核 酸 が よ り 有 効 な 効 果 を 生 ず る よ う に Ｂ Ｅ を 切 断 す る 。 本 方 法 の 別 の 典 型 的 な 実 施 形
態 で は 、 リ ン カ ー は 、 例 え ば 不 要 の 生 物 学 的 分 解 （ 例 え ば 、 プ ロ テ ア ー ゼ に よ る ） か ら 、
本 輸 送 実 体 を 実 質 的 に 隠 蔽 ま た は マ ス キ ン グ す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 あ る い は そ の 代
わ り と し て 、 リ ン カ ー は 、 さ ら に 別 の 有 利 な 特 性 （ 例 え ば 、 そ れ 自 体 の 中 に 別 の 生 物 学 的
機 能 を 与 え る 特 性 ） を 持 つ も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 機 能 因 子 （ Ｆ Ｅ ） は 、 任 意 の 数 の 機 能 （ 例 え ば 、 細 胞 膜 標 的 分 子 へ の 結 合 等 の 構 造 的
機 能 ま た は イ ン テ グ ラ ー ゼ 活 性 等 の 酵 素 的 機 能 ） を 提 供 す る こ と で 、 転 移 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の
部 位 特 異 的 挿 入 を 向 上 さ せ る 。 本 発 明 に も と づ く 使 用 に 適 し た 有 利 な Ｆ Ｅ の 具 体 例 と し て
、 細 胞 付 着 の 機 能 （ 例 え ば 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 を 介 し た も の ） 、 細 胞 膜 貫 通 （ 例 え
ば 、 ア ン テ ナ ペ デ ィ ア ・ ペ プ チ ド を 介 し た も の ） 、 核 輸 送 （ 以 下 に よ り 詳 し く 説 明 ） 、 核
酸 濃 縮 ペ プ チ ド （ 好 ま し く は 、 強 い 正 荷 電 ） 、 エ ン ド ゾ ー ム ／ リ ボ ゾ ー ム （ 例 え ば 、 ア デ
ノ ウ イ ル ス ・ カ プ シ ド ・ タ ン パ ク 質 、 お よ び Ｄ Ｎ Ａ 組 み 込 み （ 例 え ば 、 イ ン テ グ ラ ー ゼ を
介 し た も の ） が 挙 げ ら れ る 。 一 つ の 具 体 的 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 に も と づ く Ｆ Ｅ は 、 Ｔ Ａ
Ｔ と 示 さ れ た Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス の タ ン パ ク 質 で あ る 。 本 発 明 の 別 の 具 体 例 で は 、 Ｆ Ｅ は エ ン
ド ゾ ー ム 妨 害 成 分 で あ り 、 転 移 さ れ た 生 物 学 的 因 子 が リ ソ ソ ー ム 分 解 の 細 胞 過 程 に よ っ て
分 解 さ れ る の を 防 ぐ 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 貫 通 す べ き 生 体 膜 は 、 真 核 細 胞 ま た は 原 核 細 胞 を 囲 む 膜 ま た
は 壁 で あ る 。 追 加 ま た は 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 方 法 は 目 的 の 核 酸 を 真 核 細 胞 の 核 に 挿 入 す
る た め に 用 い ら れ る 。 最 後 に 指 摘 し た 実 施 形 態 で は 、 効 率 的 な 輸 送 を 、 Ｂ Ｅ （ 例 え ば 、 Ｐ
Ｎ Ａ ） と Ｆ Ｅ ま た は Ｆ Ｅ の 一 部 と し て の 適 当 な 核 局 在 化 シ グ ナ ル （ Ｎ Ｌ Ｓ ） と の 複 合 体 を
生 成 す る こ と に よ っ て 、 お こ な う こ と が 可 能 で あ る 。
　 本 方 法 で は 、 目 的 と す る 用 途 お よ び 所 望 の 結 果 に 応 じ て 、 適 当 な 順 番 で 、 Ｂ Ｅ と 複 数 の
上 記 Ｆ Ｅ お よ び リ ン カ ー と か ら 構 成 さ れ る 輸 送 実 体 を 用 い て も よ い 。 し た が っ て 、 一 例 と
し て 、 Ｂ Ｅ － リ ン カ ー － Ｆ Ｅ － リ ン カ ー － Ｆ Ｅ 等 の 順 序 で 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 さ ら
に 、 特 定 の 実 施 形 態 で 、 担 体 は 複 数 の Ｂ Ｅ 標 的 配 列 を 含 む こ と か ら 、 該 配 列 上 に 複 数 あ る
種 々 の Ｂ Ｅ － リ ン カ ー － Ｆ Ｅ 複 合 体 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 可 能 と な る 。 こ の 特 定 の
実 施 形 態 で は 、 Ｂ Ｅ お よ び ／ ま た は Ｆ Ｅ が 同 一 で あ る 必 要 は な い 。 こ れ に 反 し て 、 異 な る
も の を 含 む こ と が 有 利 で あ る 場 合 も あ る 。 し た が っ て 、 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 複 合 体 は Ｐ
Ｎ Ａ － リ ン カ ー － Ｆ Ｅ － リ ン カ ー － Ｆ Ｅ 配 列 を 含 む も の で あ っ て も よ い 。 リ ン カ ー は 、 例
え ば 因 子 の 大 き さ お よ び 他 の 特 性 に 応 じ て 、 適 当 な 空 間 が 生 ず る よ う に 作 ら れ る 。 さ ら に
、 本 担 体 は 、 Ｂ Ｅ 、 例 え ば Ｐ Ｎ Ａ に 対 す る 複 数 の 標 的 を 含 む も の で あ っ て も よ い 。 し た が
っ て 、 そ の よ う な 担 体 は 、 本 明 細 書 に 例 示 さ れ る 複 数 の 複 合 体 に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン す る こ と が 可 能 で あ る 。
　 さ ら に 、 本 発 明 は 診 断 目 的 で 使 用 さ れ る 上 記 の 方 法 に 関 す る 。 し た が っ て 、 目 的 の 核 酸
が 診 断 用 マ ー カ ー ま た は 標 識 を コ ー ド す る も の で あ っ て も よ く 、 ま た こ の 方 法 を 生 体 内 （
in vivo） で お こ な う こ と も 可 能 で あ り 、 そ の 場 合 、 後 で 診 断 を 必 要 と し て い る 患 者 に 対
し て 該 診 断 が お こ な え る よ う に す る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 方 法 の い ず れ か 一 つ を 実 行 す る の に 適 し た キ ッ ト
に 関 す る 。 そ の よ う な キ ッ ト は 、 結 合 因 子 （ Ｂ Ｅ ） 、 例 え ば Ｐ Ｎ Ａ ま た は そ の 機 能 的 フ ラ
グ メ ン ト と 、 機 能 因 子 （ Ｆ Ｅ ） 、 例 え ば 核 局 在 化 シ グ ナ ル （ Ｎ Ｌ Ｓ ） ま た は ア ン テ ナ ペ デ
ィ ア ・ ペ プ チ ド と 、 上 記 Ｂ Ｅ に 対 す る 標 的 部 位 を 有 す る 二 重 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え
ば Ｐ Ｎ Ａ 標 的 配 列 と を 、 含 む も の で あ っ て も よ い 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 に も と づ く
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キ ッ ト は 、 輸 送 （ transfer） お よ び ／ ま た は 誘 導 （ direction） の た め の 適 当 な 試 薬 も 含
む 。 本 発 明 に も と づ く キ ッ ト は 、 適 当 な 容 器 に 入 れ ら れ て お り 、 必 要 に 応 じ て 、 適 切 な 方
法 で 該 キ ッ ト の 使 用 を 容 易 に す る 指 示 書 を 具 備 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 第 ２ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 新 規 の 輸 送 実 体 に 関 す る こ と か ら 、 該 輸 送 実 体 は 上 記 方 法 の
い ず れ か 一 つ で 有 用 で あ る 。 本 Ｂ Ｅ － Ｆ Ｅ 複 合 体 を 、 一 般 式 Ｉ に よ っ て 表 す こ と が 可 能 で
あ る 。
　 　 　 ... Ｂ Ｅ － Ｌ － Ｆ Ｅ ...   （ Ｉ ）
こ の 式 中 、 Ｂ Ｅ は 結 合 因 子 、 Ｌ は リ ン カ ー （ し か し 、 任 意 の 因 子 で あ る ） 、 お よ び Ｆ Ｅ は
機 能 因 子 を 示 す 。
　 次 に 、 上 記 複 合 体 は 、 担 体 上 に 存 在 す る Ｂ Ｅ 標 的 に 対 し て 配 列 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン す る こ と が 可 能 で あ り 、 そ れ に 加 え て 、 あ る い は 本 Ｂ Ｅ の 一 部 と し て 、 複 数 の 目
的 の 核 酸 を 含 む 。 担 体 は 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド ま た は そ の 機 能 的 部 分 （ 例 え ば 遺 伝 子 、 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 も し く は キ メ ラ プ ラ ス ト ） を 含 む も の で あ っ て も よ い （ 例 え ば 、 コ ー
ル ・ ス ト ラ ウ ス （ Cole Strauss） 、 Ａ ． 他 、 サ イ エ ン ス （ Science） 第 ２ ７ ３ 巻 、 １ ９ ９
６ 年 ９ 月 ： 「 Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ る 鎌 状 赤 血 球 貧 血 に 関 与 す る 突 然 変
異 の 修 復 （ Correction of the Mutation Responsible for Sickle Cell Anemia by an
RNA-DNA Oligonucleotide） 」 を 参 照 せ よ ） 。 上 記 し た よ う に Ｂ Ｅ は 、 好 ま し く は Ｐ Ｎ Ａ
で あ っ て も よ い 。 本 発 明 に も と づ く リ ン カ ー の 使 用 は 、 任 意 で は あ る が 、 好 ま し い も の で
あ り 、 ま た 本 発 明 の 第 一 の 態 様 に 関 連 し て は 詳 し く 上 記 さ れ て い る 。
　 し た が っ て 、 こ の 第 ２ の 態 様 の 一 実 施 形 態 は 、 目 的 の 核 酸 を 、 膜 （ 例 え ば 、 細 胞 壁 ） を
介 し て 輸 送 す る こ と 、 お よ び ／ ま た は 上 記 核 酸 を 細 胞 内 も し く は 細 胞 上 の 特 定 の 位 置 に 誘
導 す る こ と に 適 し た 合 成 輸 送 実 体 で あ る 。
　 さ ら に 、 本 発 明 の こ の 第 ２ の 態 様 で は 、 輸 送 実 体 が 、 意 図 し た 用 途 お よ び 所 望 の 結 果 に
応 じ て 適 当 な 順 番 で 、 上 記 し た 複 数 の Ｆ Ｅ お よ び リ ン カ ー を 含 む こ と が で き る と 考 え ら れ
る 。 し た が っ て 、 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 複 合 体 は Ｂ Ｅ － リ ン カ ー － Ｆ Ｅ － リ ン カ ー － Ｆ Ｅ
配 列 を 含 む も の で あ っ て も よ い 。 使 用 し た 担 体 は 、 好 ま し く は 、 目 的 と す る 複 数 の 核 酸 と
同 様 に 複 数 の Ｂ Ｅ 標 的 を 含 む プ ラ ス ミ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 し た が っ て 、
配 列 特 異 性 が 高 い Ｂ Ｅ ／ Ｂ Ｅ 標 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 複 合 体 が 担 体 に 結 合 し
、 Ｆ Ｅ は 問 題 と な っ て い る 膜 を 介 し た 輸 送 を 好 ま し く は 提 供 す る 。 必 要 に 応 じ て 、 リ ン カ
ー 分 子 を 含 む 。
　 さ ら に 、 こ の 第 ２ の 態 様 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 目 的 と す る 複 数 の 核 酸 を 真 核
細 胞 の 核 膜 を 介 し て 輸 送 す る こ と に 特 に 適 し て い る 輸 送 実 体 に 関 し 、 該 輸 送 実 体 は 、 Ｂ Ｅ
、 好 ま し く は ペ プ チ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） か ら 構 成 さ れ 、 Ｆ Ｅ （ こ の 場 合 、 核 局 在 化 シ グ ナ ル
（ Ｎ Ｌ Ｓ ） を 含 む ） と 複 合 体 を 形 成 し て い る 。 し た が っ て 、 本 輸 送 実 体 は 、 真 核 細 胞 を 形
質 転 換 す る こ と 、 目 的 の 核 酸 を 細 胞 の 核 に 誘 導 す る こ と を 目 的 と し た 任 意 の 方 法 で の 使 用
に 、 特 に 適 し て い る 。 し か し 、 い ず れ の 場 合 も 、 特 定 の Ｂ Ｅ 、 Ｆ Ｅ 、 お よ び 核 酸 に 応 じ て
、 本 輸 送 実 体 を 、 任 意 の 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 要 素 に よ る 任 意 の 核 の 効 果 的 か つ 特 異 的 形 質 転
換 を 可 能 に す る よ う に 、 設 計 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 し た が っ て 、 よ り 具 体 的 に は 、 第 ２ の 態 様 の 有 利 な 実 施 形 態 は 、 本 発 明 に も と づ く Ｐ Ｎ
Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ 複 合 体 で あ り 、 該 複 合 体 は 一 般 式 に よ っ て 記 載 さ れ る 。
　 ． ． ． Ｂ Ｅ － Ｌ － Ｆ Ｅ ． ． ． 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ ）
こ の 式 中 、 Ｂ Ｅ は 複 数 の Ｐ Ｎ Ａ 塩 基 か ら な る 一 つ の 配 列 、 Ｌ は リ ン カ ー 配 列 、 お よ び Ｆ Ｅ
は Ｎ Ｌ Ｓ 配 列 で あ る 。
　 次 に 、 上 記 Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ 複 合 体 は 、 Ｐ Ｎ Ａ 標 的 お よ び 目 的 の 核 酸 、 例 え ば ペ プ チ ド 、
タ ン パ ク 質 、 も し く は Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
。 上 記 Ｒ Ｎ Ａ は 、 例 え ば リ ボ ザ イ ム 、 す な わ ち 酵 素 機 能 を 持 つ Ｒ Ｎ Ａ で あ っ て も よ い 。 特
定 の 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｌ Ｓ 配 列 は Ｓ Ｖ ４ ０ 大 型 Ｔ 抗 原 タ ン パ ク 質 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト
で あ り 、 そ れ は 所 望 の 核 局 在 化 シ グ ナ ル 特 性 を 示 す 。 し か し 、 当 業 者 が 明 確 に 理 解 す る よ

(9) JP 2002-525066 A5 2006.8.17



う に 、 適 当 な Ｎ Ｌ Ｓ の 選 択 は 、 将 来 の 意 図 さ れ た 用 途 に 応 じ て お こ な わ れ る 。 し た が っ て
、 宿 主 細 胞 の 膜 を 介 し て 、 ま た そ の 核 の 中 に 、 本 発 明 に も と づ い て 輸 送 実 体 を 輸 送 す る 所
望 の 機 能 を 満 た す 限 り 、 本 Ｎ Ｌ Ｓ は 、 任 意 の 他 の 起 源 ま た は 組 成 物 の も の で あ る と 考 え ら
れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 一 つ の 具 体 的 か つ 例 証 と な る 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 に も と づ く Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ 複 合 体 は
、 式 Ｉ Ｉ Ｉ に よ っ て 記 載 さ れ る 。
　 Ｇ Ｃ Ｇ 　 Ｃ Ｔ Ｃ 　 Ｇ Ｇ Ｃ 　 Ｃ Ｃ Ｔ 　 Ｔ Ｔ Ｃ 　 Ｌ 　 Ｐ ｒ ｏ 　 Ｌ ｙ ｓ 　 Ｌ ｙ ｓ 　 Ｌ ｙ ｓ 　 Ａ
ｒ ｇ 　 Ｌ ｙ ｓ 　 Ｖ ａ ｌ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ Ｉ ）
こ の 式 中 、 Ｌ は 式 Ｉ Ｖ に よ っ て 表 さ れ る 。
　 Ｎ Ｈ Ｃ Ｈ ２ Ｃ Ｈ ２ Ｏ Ｃ Ｈ ２ Ｃ Ｈ ２ Ｏ Ｃ Ｈ ２ Ｃ Ｏ ２ Ｈ 　 　 　 （ Ｉ Ｖ ）
　 し か し 、 当 業 者 が 明 確 に 理 解 す る こ と が 容 易 で あ る よ う に 、 添 付 し た 特 許 請 求 の 範 囲 に
よ っ て 定 義 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 内 に 有 利 な 合 成 輸 送 実 体 を な お も 得 ら れ る か た ち で 、 こ れ
ら の 配 列 に 変 更 を 加 え る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 を 用 い る こ と で 、 核 酸 ま た は 細 胞 に 輸
送 さ れ る 任 意 の 他 の 生 体 分 子 お よ び ／ も し く は 複 合 体 に 対 し て 、 機 能 を 直 接 付 加 さ せ る こ
と で 、 ウ イ ル ス お よ び 微 生 物 の 異 な る 機 能 を 模 倣 す る こ と が 可 能 で あ る 。 同 時 に 、 本 輸 送
実 体 の 使 用 に よ っ て 、 天 然 の ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー の 有 害 な 特 性 が 回 避 さ れ る 。
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 例 示 と し て 使 用 さ れ る 複 合 体 を 含 む Ｐ Ｎ Ａ に よ っ て 、 優 れ た Ｒ Ｎ
Ａ お よ び Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 特 性 お よ び 生 物 学 的 安 定 性 が 得 ら れ 、 ま た 該 Ｐ Ｎ
Ａ は 固 相 ペ プ チ ド 合 成 に よ っ て 容 易 に 作 ら れ る （ 例 え ば 、 国 際 特 許 出 願 Ｗ Ｏ ９ ５ ／ ０ １ ３
７ ０ お よ び Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ２ ０ ７ ２ と 、 ニ ー ル セ ン （ Nielsen） 、 Ｐ ． Ｅ ． ： 　 ペ プ チ ド 核 酸
（ Ｐ Ｎ Ａ ） ： 「 遺 伝 子 治 療 薬 の 先 例 （ A lead for gene
therapeutic drugs） 」 、 薬 物 発 見 お よ び 設 計 の 展 望 （ Perspectives in
Drug Discovery and Design） 、 第 ４ 巻 ７ ６ ～ ８ ４ 頁 を 参 照 せ よ ） 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 に も と づ く 輸 送 実 体 の 構 築 で は 、 ベ ク タ ー の Ｂ Ｅ 標 的 に 対 す る
複 合 体 の Ｂ Ｅ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 、 本 複 合 体 お よ び 担 体 が 互 い に 結 合 す る
。 し た が っ て 、 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 Ｐ Ｎ Ａ は Ｐ Ｎ Ａ 標 的 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 そ
の よ う な 配 列 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 実 行 さ れ る （ ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 に つ い て は 、 例 え ば 、 一 般 に 、 「 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、
実 践 的 な ア プ ロ ー チ （ Nucleic Acid Hybridisation, A practical Approach） 」 、 ハ ム ズ
（ Hames） 、 Ｂ ． Ｄ ． 、 お よ び ヒ ギ ン ズ （ Higgins） 、 Ｂ ． Ｄ ． 、 Ｉ Ｒ Ｌ プ レ ス （ IRL  Pre
ss） （ １ ９ ８ ５ ） 、 ガ ル （ Gall） お よ び パ ー デ ュ ー （ Pardue） ： 米 国 科 学 ア カ デ ミ ー 紀 要
（ Proc. Natl. Acad.
Sci. USA） 、 第 ６ ３ 巻 ３ ７ ８ ～ ３ ８ ３ 頁 （ １ ９ ６ ９ ） 、 な ら び に ジ ョ ン （ John） 他 、 ネ イ
チ ャ ー （ Nature） 第 ２ ２ ３ 巻 ５ ８ ２ ～ ５ ８ ７ 頁 （ １ ９ ６ ９ ） に 記 載 さ れ て い る ） 。 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 直 接 化 学 合 成 法 等 の 当 業 者 が 周 知 の 任 意 の 適 当 な 方 法 に よ っ て 合 成 可 能
で あ り 、 該 方 法 と し て ナ ラ ン グ （ Narang） 他 、 メ ソ ッ ド ・ オ ブ ・ エ ン ザ イ モ ロ ジ ー （ Meth
. Enzymol.） 第 ６ ８ 巻 ９ ０ ～ ９ ９ 頁 （ １ ９ ７ ９ ） の ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 法 、 ブ ラ ウ ン （ Br
own） 他 、 メ ソ ッ ド ・ オ ブ ・ エ ン ザ イ モ ロ ジ ー （ Meth. Enzymol.） 第 ６ ８ 巻 １ ０ ９ ～ １ ５
１ 頁 （ １ ９ ７ ９ ） の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 法 、 ビ ュ ー ケ ー ジ （ Beaucage） 他 、 テ ト ラ ヒ ド ロ ン
・ レ タ ー ズ （ Tetra. Lett.） 第 ２ ２ 巻 １ ８ ５ ９ ～ １ ８ ６ ２ 号 （ １ ９ ８ １ ） の ジ メ チ ル ホ ス
ホ ル ア ミ ダ イ ト 法 、 お よ び 米 国 特 許 第 ４ ， ４ ５ ８ ， ０ ６ ６ 号 の 固 相 支 持 法 が 挙 げ ら れ る 。
　 担 体 の 構 築 に 使 用 さ れ る 異 な る ベ ク タ ー お よ び 核 酸 が 当 該 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 当 業
者 に よ っ て 容 易 に 選 択 さ れ る （ 使 用 可 能 な 実 験 方 法 に つ い て の 一 般 参 照 と し て 、 例 え ば 、
サ ム ブ ル ー ク （ Sambrook） 他 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ 、 ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル
（ Molecular
Cloning, A Laboratory Manual） 、 第 ２ 版 、 １ ～ ３ 巻 、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー
・ ラ ボ ラ ト リ ー （ Cold Spring Harbor Laboratory） 、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー
、 Ｎ ． Ｙ ． 、 １ ９ ８ ９ 年 を 見 よ ） 。
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【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に も と づ く 輸 送 実 体 の 具 体 的 実 施 形 態 で は 、 そ の 輸 送 実 体 を 含 ん だ 細 胞 の 検 出 お
よ び 同 定 を 可 能 に す る た め に 、 担 体 も ま た マ ー カ ー ま た は 標 識 （ 例 え ば 、 蛍 光 標 識 ） を 含
む 。 プ ラ ス ミ ド 担 体 の 場 合 、 標 識 は 、 例 え ば 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） 等 の 蛍 光 タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ っ て も よ い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 担 体 の 場 合 、 マ ー カ ー は
、 例 え ば Ｃ ｙ － ３ 等 の 蛍 光 マ ー カ ー で あ る 。 そ れ ら の 標 識 お よ び 検 出 は 、 こ の 分 野 の 当 業
者 に 周 知 で あ り 、 例 え ば 米 国 特 許 第 ３ ， ８ １ ７ ， ８ ３ ７ 号 、 第 ３ ， ８ ５ ０ ， ７ ５ ２ 号 、 第
３ ， ９ ３ ９ ， ３ ５ ０ 号 、 第 ３ ， ９ ９ ６ ， ３ ４ ５ 号 、 第 ４ ， ２ ７ ７ ， ４ ３ ７ 号 、 第 ４ ， ２ ７
４ ， １ ４ ９ 号 、 お よ び 第 ４ ， ３ ６ ６ ， ２ ４ １ 号 に 開 示 さ れ て い る 。
　 本 発 明 の 最 後 に 述 べ た 実 施 形 態 に も と づ い て 新 規 の 輸 送 実 体 を 用 い る こ と で 、 目 的 と す
る 任 意 の 核 酸 配 列 、 例 え ば 遺 伝 子 を 、 核 に 入 る Ｎ Ｌ Ｓ 能 に よ っ て 宿 主 細 胞 に 効 率 的 に 導 入
す る こ と が 可 能 で あ る 。 遺 伝 要 素 を 効 率 的 か つ 特 異 的 に 移 す 効 果 的 な 複 合 的 能 力 を 持 つ 本
発 明 に も と づ く ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実 体 は 、 多 く の 異 な る 用 途 で 大 き な 価 値 を 有 し 、 そ
の い く つ か を 以 下 に 、 よ り 詳 し く 説 明 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 を 例 示 す る よ う に 、 細 胞 を 形 質 転 換 さ せ る 方 法 は 、
　 （ ｉ ） 少 な く と も １ つ の Ｐ Ｎ Ａ 標 的 を 含 む 担 体 を Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の Ｐ Ｎ
Ａ ド メ イ ン に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 に も と づ く 複 合 体 を 提 供 す る ス テ
ッ プ と 、
　 （ ｉ ｉ ） ス テ ッ プ （ ａ ） で 形 成 さ れ た 複 合 体 と ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 の 存 在 下 で ト
ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 細 胞 と を 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 複 合 体 が 細 胞 の 核 に 入 る の を 可 能 に す る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｉ ｖ ） 遺 伝 的 形 質 転 換 を 起 こ さ せ る ス テ ッ プ と に よ っ て 表 さ れ 、 上 記 Ｐ Ｎ Ａ 複 合 体 が
核 転 移 開 始 因 子 と し て 用 い ら れ る 。 し た が っ て 、 必 要 不 可 欠 な 位 置 に あ る ベ ク タ ー 内 に 事
前 に 含 ま れ た 任 意 の 形 質 転 換 配 列 を 、 細 胞 の 核 に 入 る Ｎ Ｌ Ｓ 能 と 目 的 の 核 酸 配 列 を 含 む ベ
ク タ ー 上 の Ｐ Ｎ Ａ 標 的 に 特 異 的 に 結 合 す る Ｐ Ｎ Ａ 能 と に よ り 効 率 的 に 輸 送 す る こ と が 可 能
で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ス テ ッ プ （ ｉ ） に 関 し て は 、 種 々 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ フ ォ ー マ ッ ト が こ の 分 野
の 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 例 え ば サ ン ド イ ッ チ ・ ア ッ セ イ お よ び 競 合 ま た は 置 換 ア ッ セ イ
が あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 は 、 例 え ば 、 一 般 に 「 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
、 実 践 的 な ア プ ロ ー チ （ Nucleic Acid Hybridisation, A practical Approach） 」 、 編 集
。 ハ ム ズ （ Hames） 、 Ｂ ． Ｄ ． お よ び ヒ ギ ン ズ （ Higgins） 、 Ｂ ． Ｄ ． 、 Ｉ Ｒ Ｌ プ レ ス （ IR
L  Press） （ １ ９ ８ ５ ） 、 ガ ル （ Gall） お よ び パ ー デ ュ ー （ Pardue） ： 米 国 科 学 ア カ デ ミ
ー 紀 要 （ Proc. Natl. Acad.
Sci. USA） 、 第 ６ ３ 巻 ３ ７ ８ ～ ３ ８ ３ 頁 （ １ ９ ６ ９ ） 、 な ら び に ジ ョ ン （ John） 他 、 ネ イ
チ ャ ー （ Nature） 第 ２ ２ ３ 巻 ５ ８ ２ ～ ５ ８ ７ 頁 （ １ ９ ６ ９ ） に 記 載 さ れ て い る 。
　 し た が っ て 、 最 初 に 、 本 発 明 の 方 法 は Ｎ Ｌ Ｓ の 輸 送 能 を 利 用 す る こ と で 、 Ｎ Ｌ Ｓ を 該 Ｎ
Ｌ Ｓ に 結 合 し た 任 意 の 因 子 と と も に 宿 主 細 胞 の 核 に 入 れ る 。 ひ と た び 核 の 中 に 置 か れ る と
、 Ｎ Ｌ Ｓ タ ン パ ク 質 複 合 体 が 分 解 し て Ｆ Ｅ （ Ｎ Ｌ Ｓ ） の 結 合 相 手 で あ る タ ン パ ク 質 が 核 を
出 て 分 解 し 、 そ の 一 方 で 輸 送 さ れ た 担 体 が 核 の 中 に 残 る 。 し た が っ て 、 次 に 、 担 体 に 存 在
す る 目 的 の 核 酸 が 利 用 さ れ て 標 的 細 胞 内 で の 遺 伝 的 形 質 転 換 を お こ な う 。 そ の 一 方 で 、 Ｆ
Ｅ （ Ｎ Ｌ Ｓ ） の 相 手 で あ る タ ン パ ク 質 が 、 別 の 実 体 を 核 の 中 に 随 伴 す る こ と で 、 そ の 機 能
を 繰 り 返 す こ と が で き る こ と か ら 、 本 発 明 に も と づ い て 得 ら れ る か な り 高 い 形 質 転 換 頻 度
に 貢 献 す る 。
　 し た が っ て 、 上 記 し た よ う に 、 セ ベ ス チ エ ン （ Sebestyen） 他 は 、 細 胞 で の 遺 伝 学 的 修
飾 法 で 、 プ ラ ス ミ ド に 対 す る 核 局 在 化 シ グ ナ ル の 化 学 的 結 合 を 用 い て お ら ず 、 こ こ で は Ｐ
Ｎ Ａ は 用 い ら れ て い な い 。 し か し 、 そ の こ と は 彼 ら の 方 法 が プ ラ ス ミ ド の 機 能 ま で も 損 ね
て し ま う と い う 重 大 な 欠 点 が あ る こ と が わ か る 。 し た が っ て 、 得 ら れ た 形 質 転 換 頻 度 の 実
質 的 な 差 を 説 明 可 能 で あ る と 考 え ら れ る セ ベ ス チ エ ン （ Sebestyen） 他 と 本 発 明 と の 方 法
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で の 本 質 的 な 違 い が 存 在 す る 。
　 し た が っ て 、 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 （ transfection reage
nt） は ポ リ マ ー ・ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 、 例 え ば Ｐ Ｅ Ｉ （ ポ リ エ チ レ ン ・ イ ミ ン ） で
あ る 。 Ｐ Ｅ Ｉ は 、 す で に 遺 伝 子 治 療 の 実 験 構 成 に 用 い ら れ て お り 、 そ れ に 該 当 す る 用 量 で
非 毒 性 で あ り な が ら 高 い ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 （ transfection efficiency） を 与 え
る 能 力 を 持 つ こ と が 報 告 さ れ て い る 。 Ｐ Ｅ Ｉ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 経 路 は 、 今 日 一 般 に
使 わ れ て い る 脂 質 ベ ー ス の 標 準 的 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 と は 異 な る 。 ポ リ マ ー は 、
プ ロ ト ン ・ ア ク セ プ タ ー と し て 機 能 し 、 浸 透 ス ト レ ス に よ っ て エ ン ド ソ ー ム を 崩 壊 さ せ て
核 酸 を 放 出 さ せ る と 考 え ら れ て い る 。 こ の 状 況 で は 、 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 で 、 他 の 特 異
的 な 機 能 因 子 （ 例 え ば Ｐ Ｅ Ｉ お よ び 脂 質 等 と 同 様 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 ） を 除 外 し
て も よ い 。 こ の こ と は 、 輸 送 実 体 に 含 ま れ た 機 能 因 子 が 所 望 の 膜 を 通 過 す る 輸 送 を お こ な
う こ と が で き る か ど う か に 依 存 し て い る 。 本 発 明 の 具 体 例 で は 、 本 発 明 に も と づ く 方 法 は
、 さ ら に 別 の ス テ ッ プ （ ｖ ） を 有 し 、 こ こ で は 結 果 と し て 得 ら れ た 形 質 転 換 が す で に 導 入
さ れ た 標 識 ま た は マ ー カ ー に よ っ て 確 認 さ れ る 。 そ の よ う な 標 識 ま た は マ ー カ ー の 性 質 お
よ び 同 一 性 も ま た 、 こ の 出 願 の 別 の 場 所 で 議 論 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 に も と づ く 上 記 に 開 示 し た 方 法 の 有 利 な 一 実 施 形 態 で は 、 ス テ ッ プ （ ｉ ｖ ） に 適
宜 し た 形 質 転 換 が 、 プ ラ ス ミ ド ・ ベ ク タ ー に よ っ て １ 種 類 以 上 の タ ン パ ク 質 を 導 入 す る 。
そ れ に よ っ て 、 外 来 性 ま た は 非 天 然 の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 等 を 発 現 す る 効 率 的
な 形 質 転 換 が 得 ら れ る 。 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 ス テ ッ プ （ ｉ ｖ ） に も と づ く 形 質 転
換 は 、 １ 種 類 以 上 の 遺 伝 子 調 節 配 列 を 宿 主 細 胞 に 導 入 す る た め に 用 い る こ と が 可 能 で あ り
、 そ れ に よ っ て 他 の サ イ レ ン ト 遺 伝 子 が 発 現 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 こ の 後 者 の 実 施 形 態 は
、 遺 伝 子 活 性 化 と し て 知 ら れ て い る 技 術 を 用 い る も の で 、 該 技 術 は 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ４ １
， ６ ７ ０ 号 等 に 記 載 さ れ て い る 。 本 発 明 の ２ つ の 上 記 開 示 さ れ た 実 施 形 態 の い ず れ か 一 方
で 、 結 果 と し て 生 ず る 形 質 転 換 細 胞 を 、 薬 物 と し て 有 用 な タ ン パ ク 質 等 の 物 質 の 生 産 に 用
い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 ス テ ッ プ （ ｉ ｖ ） に 定 義 さ れ た 形 質 転 換 は 、 宿 主 細 胞
で の 突 然 変 異 の 修 復 を 目 的 と し て お り 、 例 え ば 、 塩 基 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ 修 復 に よ っ て 得 る こ と
が 可 能 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 上 記 形 質 転 換 は 、 宿 主 細 胞 で の 突 然 変 異 を 誘 導 す る こ
と を 目 的 と す る 。 こ の こ と は 、 例 え ば 発 現 産 物 の 性 質 に よ っ て 遺 伝 子 の 発 現 が 必 要 で は な
い 場 合 、 あ る い は 種 々 の 遺 伝 子 疾 患 の 研 究 に 関 す る 動 物 モ デ ル の 生 産 で 必 要 と さ れ な い 場
合 に 、 求 め ら れ る こ と が あ る 。
　 本 発 明 の さ ら な る 利 点 は 、 例 示 さ れ て い る Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ 複 合 体 が 幅 広 い 適 用 性 を 有 し
て い る こ と か ら 、 本 発 明 を 用 い て 、 世 界 中 の 研 究 室 で 日 常 的 に 従 来 用 い ら れ る 全 プ ラ ス ミ
ド の う ち の ９ ０ ％ を 上 回 る プ ラ ス ミ ド の 輸 送 を お こ な う こ と が 可 能 で あ る と い う こ と で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 上 に 開 示 さ れ た 方 法 に よ っ て 生 産 さ れ た 組 換 え 細 胞
で あ る 。 本 発 明 は ま た 、 何 ら か の ゲ ノ ム 上 の 欠 陥 を 研 究 す る た め に 特 別 に 設 計 さ れ た 動 物
モ デ ル 、 例 え ば マ ウ ス に 関 す る 。 培 養 細 胞 の 一 般 的 ク ロ ー ン 技 術 お よ び 方 法 は 、 当 業 者 に
周 知 で あ る （ 例 え ば 、 サ ム ブ ル ー ク （ Sambrook） 他 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ 、 ラ ボ
ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル （ Molecular
Cloning, A Laboratory Manual） 、 第 ２ 版 、 １ ～ ３ 巻 、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー
・ ラ ボ ラ ト リ ー （ Cold Spring Harbor Laboratoary） 、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー
、 Ｎ ． Ｙ ． 、 １ ９ ８ ９ 年 、 お よ び フ レ ッ シ ュ ニ ー （ Freshney） 、 動 物 の 培 養 、 基 本 技 術 マ
ニ ュ ア ル （ Culture of Animal
Cell, A Manual of Basic Technique） 、 第 ３ 版 、 ウ イ リ ー ・ リ ス （ Wiley-Liss） 、 ニ ュ
ー ・ ヨ ー ク 、 Ｎ ． Ｙ （ １ ９ ９ ４ ） を 参 照 せ よ ） 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
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　 本 発 明 の 特 に 有 利 な 一 態 様 は 、 上 記 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 方 法 お よ び Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ
複 合 体 を 遺 伝 子 治 療 で 用 い る こ と で あ る 。 そ の よ う な 用 途 で は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド ・ ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｐ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は 任 意 の 他 の
組 み 合 わ せ の キ メ ラ ・ コ ン ス ト ラ ク ト ） に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 遺 伝
子 治 療 の 手 法 は 、 い く つ か の 状 況 で 、 獲 得 性 お よ び 遺 伝 子 性 の 遺 伝 的 欠 陥 を 正 す た め に 使
わ れ て い る 。 ヒ ト 、 ま た は 動 物 （ 例 え ば 哺 乳 類 ） で 人 口 遺 伝 子 を 発 現 す る 能 力 は 、 し ば し
ば 他 の 治 療 法 に よ る 処 置 が 適 さ な い 多 く の 重 要 な 疾 患 の 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 を 容 易 に
す る 。 し か し 、 遺 伝 子 治 療 の た め の 現 在 利 用 可 能 な ア プ ロ ー チ は 、 発 現 す べ き 遺 伝 物 質 が
含 ま れ る 感 染 性 の ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー ） を 利 用 す る 。 そ の よ う
な ア プ ロ ー チ は 限 界 を 有 し て お り 、 そ の よ う な 限 界 と し て 、 例 え ば 、 ベ ク タ ー 生 産 過 程 で
複 製 能 を 持 つ ウ イ ル ス （ replication-competent virus） を 生 成 す る 可 能 性 と 、 新 規 な 細
胞 特 異 性 を 持 つ 感 染 性 の 因 子 を 生 成 す る 可 能 性 の あ る 治 療 用 ウ イ ル ス と 内 因 性 レ ト ロ ウ イ
ル ス 因 子 と の 間 の 組 換 え と 、 宿 主 範 囲 、 も し く は 増 加 し た 病 原 性 お よ び 細 胞 毒 性 と 、 腫 瘍
形 成 性 の 挿 入 現 象 が 生 ず る 危 険 性 が 増 加 す る 多 数 の 細 胞 へ の 独 自 の 組 み 込 み と 、 レ ト ロ ウ
イ ル ス で の 限 定 さ れ た ク ロ ー ニ ン グ 能 力 （ 治 療 的 適 用 性 を 制 限 ） と 、 目 的 と す る 産 物 の 一
時 的 な 生 体 内 （ in vivo） 発 現 と が 挙 げ ら れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 に も と づ く Ｐ Ｎ Ａ －
Ｎ Ｌ Ｓ コ ン ジ ュ ゲ ー ト ま た は 複 合 体 が 使 用 さ れ る 本 発 明 に も と づ く 用 途 は 、 従 来 の ウ イ ル
ス 方 法 に 関 連 し て 制 限 お よ び リ ス ク を 回 避 す る 。 例 え ば 、 す で に 、 嚢 胞 性 線 維 症 と の 関 連
で は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー が 遺 伝 子 治 療 の ベ ク タ ー と し て 用 い ら れ て い た 。 そ の よ
う な ベ ク タ ー は 、 不 要 な 免 疫 応 答 を 生 ず る 場 合 が あ り 、 し た が っ て 、 そ の こ と は 本 発 明 に
も と づ く 新 規 の Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ コ ン ジ ュ ゲ ー ト に よ っ て 回 避 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は ま た 、 そ れ 自 体 と し て 遺 伝 子 治 療 法 に 関 す る も の で 、 本 発 明 に も
と づ く コ ン ジ ュ ゲ ー ト ま た は 複 合 体 が 特 定 の 用 途 で 、 少 な く と も １ 種 類 の ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 試 薬 、 例 え ば 上 記 し た ポ リ エ チ レ ン ・ イ ミ ン （ Ｐ Ｅ Ｉ ） と と も に 用 い ら れ る 。 そ の
よ う な 方 法 は 、 し ば し ば 、 突 然 変 異 遺 伝 子 ま た は 欠 損 遺 伝 子 を 修 復 す る こ と を 目 的 と す る
け れ ど も 、 例 え ば 、 不 要 な タ ン パ ク 質 の 発 現 を 防 ぐ た め に 、 ま た は 何 ら か の 欠 損 の 研 究 用
に 動 物 モ デ ル を 作 る た め に 突 然 変 異 を 誘 導 す る た め に 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 遺 伝 治 療
に よ っ て 処 置 可 能 な 疾 患 の 一 例 は 、 か な り の 数 の 患 者 を 苦 し め て い る 嚢 胞 性 線 維 症 （ Ｃ Ｆ
） で あ る 。 Ｃ Ｆ は 、 実 際 に 手 が 届 き や す い 肺 が 標 的 器 官 で あ る こ と か ら 、 プ ラ ス ミ ド 媒 介
遺 伝 子 移 入 の 影 響 を 受 け や す い と 考 え ら れ る 。 し か し 、 遺 伝 的 欠 陥 が 確 認 さ れ る 疾 患 の 数
が 着 実 に 増 加 の 一 途 を た ど る こ と か ら 、 将 来 、 多 数 の 別 の 遺 伝 子 関 連 症 状 ま た は 疾 患 が 本
発 明 に も と づ く 遺 伝 子 治 療 に よ る 処 置 に か な り 適 し て い る こ と が 確 認 さ れ る と 予 測 さ れ る
（ 例 え ば 、 遺 伝 子 治 療 法 の 総 説 に つ い て は 、 ア ン ダ ー ソ ン （ Anderson） 、 サ イ エ ン ス （ Sc
ience） （ １ ９ ９ ２ ） ２ ５ ６ ： ８ ０ ２ ～ ８ １ ３ と 、 ナ ベ ル （ Nabel） お よ び フ ェ ル グ ナ ー （
Felgner） （ １ ９ ９ ３ ） 、 Ｔ Ｉ Ｂ Ｔ Ｅ Ｃ Ｈ 　 １ １ ： ２ １ １ ～ ２ １ ７ と 、 ミ タ ニ （ Mitani）
お よ び カ ス ケ イ （ Caskey） （ １ ９ ９ ３ ） 、 Ｔ Ｉ Ｂ Ｔ Ｅ Ｃ Ｈ 　 １ １ ： １ ６ ２ ～ １ ６ ６ と 、 ム
リ ガ ン （ Mulligan） （ １ ９ ９ ３ ） 、 サ イ エ ン ス （ Science） ９ ２ ６ ～ ９ ３ ２ と 、 ジ ロ ン （ D
illon） （ １ ９ ９ ３ ） 、 Ｔ Ｉ Ｂ Ｔ Ｅ Ｃ Ｈ 　 １ １ ： １ ６ ７ ～ １ ７ ５ と 、 ミ ラ ー （ Miller） （
１ ９ ９ ２ ） 、 ネ イ チ ャ ー （ Nature） ３ ５ ７ ： ４ ５ ５ ～ ４ ６ ０ と 、 バ ン ・ ブ ル ン ド （ Van Br
undt） （ １ ９ ８ ８ ） 、 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー （ Biotechnology） ６ （ １ ０ ） ： １ １ ４ ９ ～ １
１ ５ ４ と 、 ビ ニ ュ （ Vigne） （ １ ９ ９ ５ ） 、 修 復 神 経 学 お よ び 神 経 科 学 （ Restorative Neu
rology and Neuroscience） ８ ： ３ ５ ～ ３ ６ と 、 ク レ メ ー ル （ Kremer） お よ び ペ リ コ ー デ
ッ ト （ Perricaudet） （ １ ９ ９ ５ ） 、 英 国 医 学 会 会 報 （ British Medical Bulletin） ５ １
（ １ ） ３ １ ～ ４ ４ と 、 微 生 物 学 お よ び 免 疫 学 の 今 日 の 話 題 （ Current Topics in Microbio
logy and Immunology） 内 の ハ ダ ッ ダ （ Haddada） 他 （ １ ９ ９ ５ ） と 、 ユ ー （ Yu） 他 、 遺 伝
子 治 療 （ Gene Therapy） （ １ ９ ９ ４ ） １ ： １ ３ ～ ２ ６ と が 挙 げ ら れ る ） 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 同 様 の 態 様 は 、 本 発 明 に も と づ く 輸 送 実 体 ま た は 複 合 体 を 用 い て 、 遺 伝 子 治 療
に 使 用 さ れ る 細 胞 を 遺 伝 学 的 に 修 飾 す る こ と で あ る （ 細 胞 治 療 の 基 本 を 開 示 し た も の と し
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て 、 例 え ば 、 ゲ ー ジ （ Gage） 、 Ｆ ． Ｈ 、 ネ イ チ ャ ー （ Nature） 第 ３ ９ ２ 巻 １ ９ ９ ８ 年 ４ 月
３ ０ 日 を 参 照 せ よ ） 。 し た が っ て 、 本 発 明 は ま た 、 そ の よ う な 細 胞 治 療 法 と 該 細 胞 治 療 法
に 使 用 さ れ る 細 胞 （ 本 発 明 に も と づ く 方 法 に よ っ て 遺 伝 学 的 に 修 飾 さ れ て い る ） と に 関 す
る 。
　 し た が っ て 、 最 後 の 態 様 で は 、 本 発 明 は ま た 、 処 置 の 方 法 を 包 含 し 、 該 方 法 で は 本 輸 送
実 体 の 有 効 量 を 、 遺 伝 子 治 療 に よ る 処 置 を 必 要 と し て い る 被 検 体 に 投 与 す る 。 上 記 処 置 は
、 予 防 的 お よ び ／ ま た は 治 療 的 で あ っ て も よ く 、 さ ら に 任 意 の 疾 患 ま た は 症 状 に 向 け ら れ
る も の で あ っ て も よ い 。 そ の よ う な 症 状 と し て 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 種 々 の 遺 伝
的 欠 損 が 挙 げ ら れ る 。 む し ろ 、 さ ら に 別 の 症 状 も ま た 考 え ら れ る 可 能 性 が あ り 、 遺 伝 的 環
境 を 、 例 え ば 所 望 の 治 療 的 機 能 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド の 挿 入 に よ っ て 、 変
え る こ と が 望 ま れ る 。 そ の よ う な 処 置 方 式 に 関 す る 詳 細 は 、 処 置 す べ き 症 状 、 患 者 の 年 齢
お よ び 体 重 等 の 因 子 に 依 存 し た 個 々 の 症 例 に 関 わ る 医 師 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 そ の よ う な
方 法 で の 使 用 に 適 し た 製 剤 も ま た 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
（ 図 面 の 詳 細 な 説 明 ）
　 図 １ は 、 本 発 明 に も と づ く セ ン ス Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ 二 重 機 能 ペ プ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る ア ン チ セ ン ス Ｃ ｙ － ５ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 標 的 部 位 を 示 す 模 式 図 で あ る 。 Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ
Ｌ Ｓ ／ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 は 、 カ リ オ フ ェ リ ン α ／ β タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 。 そ の
後 、 こ の 結 合 体 は 核 内 に 送 ら れ る 。 同 様 に 、 Ｐ Ｎ Ａ 標 的 部 位 は 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ プ ラ ス ミ ド に ク
ロ ー ニ ン グ さ れ 、 Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 核 輸 送 が 可 能 と な る 。 略 語
： 　 Ａ Ｓ は ア ン チ セ ン ス 、 Ｓ は セ ン ス 、 Ｓ Ｖ ４ ０ Ｎ Ｌ Ｓ は シ ミ ア ン ・ ウ イ ル ス ４ ０ 核 局 在
化 シ グ ナ ル 、 お よ び Ｐ Ｎ Ａ は ペ プ チ ド 核 酸 で あ る 。
　 図 ２ （ ａ ） は 、 蛍 光 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 核 転 移 を 示 す 図 で あ る 。 矢 印 は 、 Ｃ
ｙ － ５ オ リ ゴ が エ ン リ ッ チ さ れ て い る 核 を 示 す 。 図 ２ （ ｂ ） は 、 Ｃ ｙ － ５ Ａ Ｓ － オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の 位 置 を 表 す Ｃ ｙ － ５ チ ャ ン ネ ル を 示 す 。 図 ２ （ ｃ ） は 、 Ｃ ｙ － ３ － Ｓ － オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 位 置 を 示 す Ｃ ｙ － ３ チ ャ ン ネ ル を 示 す 。
　 図 ３ は 、 Ｃ ｙ － ５ ／ Ｃ ｙ － ３ 蛍 光 の 核 、 細 胞 質 、 お よ び ゴ ル ジ 様 比 率 を 示 す 。 （ ａ ） ア
ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ 、 核 、 （ ｂ ） ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ 、 ゴ ル ジ 様 、 （ ｃ ） ア ン チ セ ン ス
・ オ リ ゴ 、 細 胞 質 、 （ ｄ ） セ ン ス ・ オ リ ゴ 、 核 、 （ ｅ ） セ ン ス ・ オ リ ゴ 、 ゴ ル ジ 様 、 お よ
び （ ｆ ） セ ン ス ・ オ リ ゴ 、 細 胞 質 。
　 図 ４ は 、 本 発 明 に も と づ く Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ 二 重 機 能 ペ プ チ ド に よ る ア ン チ セ ン ス お よ び
セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の シ フ ト ・ ア ッ セ イ で あ る 。 （ ａ ） Ｐ Ｎ Ａ に 対 す る 標 的 配 列
（ Ａ Ｓ ） を 持 つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ｂ ） （ ａ ） と 同 様 で は あ る け れ ど も 、 長 時 間 露 出
し て １ ： １ ０ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の よ り 弱 い シ フ ト が 示 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｃ ） Ｐ Ｎ Ａ に 対 す る 標 的 配 列 を 持 た な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 濃 度
を 、 各 々 の レ ー ン で ２ ． ６ ４ ｐ ｍ ｏ ｌ と し た 。 Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ を 異 な る モ ル 比 で ５ ’ 標 識
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 加 え た 。 す な わ ち 、 レ ー ン １ は １ ： １ ０ 、 レ ー ン ２ は １ ： １ 、 レ ー
ン ３ は １ ０ ： １ 、 レ ー ン ４ は １ ０ ０ ： １ 、 レ ー ン ５ は １ ０ ０ ０ ： １ 、 お よ び レ ー ン ６ は ０
： １ で あ る 。
　 図 ５ は 、 本 発 明 に も と づ く 輸 送 実 体 の 効 果 を 示 す 図 で あ る 。 す な わ ち 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ プ ラ ス
ミ ド を 含 む Ｐ Ｎ Ａ 標 的 に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 場 合 の Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ の 効 果 と ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン 混 合 物 か ら 過 剰 な Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ 分 子 を 取 り 除 く 効 果 と を 示 す 。 （ ａ ） Ｐ
Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ 無 し で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ を 含 む Ｐ Ｎ Ａ 標 的 部 位 、 （ ｂ ） Ｐ Ｎ Ａ
－ Ｎ Ｌ Ｓ に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ プ ラ ス ミ ド を 含 む Ｐ Ｎ Ａ 標 的 部 位 （ Ｅ Ｇ Ｆ
Ｐ プ ラ ス ミ ド と Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ と の 比 が １ ： １ ０ ０ ） 、 （ ｃ ） Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ に 対 し て ハ
イ ブ リ ダ イ ズ し た Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ プ ラ ス ミ ド （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ プ ラ ス ミ ド と Ｐ Ｎ － Ｎ Ｌ Ｓ と の 比 が １ ：
１ ０ ０ ） を 含 み 、 か つ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 前 に 過 剰 の Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ が 除 去 さ れ た Ｐ Ｎ
Ａ 標 的 部 位 。
　 図 ６ は 、 Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ の 添 加 有 り ま た は 添 加 無 し の Ｌ ａ ｃ Ｚ お よ び Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン を 示 す 図 で あ る 。 Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン も ま た 、 未 結 合 Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ
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Ｌ Ｓ （ 精 製 ） の 除 去 後 に 調 べ た 。
【 ０ ０ ３ １ 】

　 以 下 、 例 を 挙 げ な が ら 本 発 明 を さ ら に 詳 し く 説 明 す る 。 実 施 例 は 単 に 発 明 を 例 証 し て い
る だ け で あ り 、 添 付 し た 特 許 請 求 の 範 囲 に よ っ て 定 義 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 を 制 限 す る も の
と し て 解 釈 さ れ な い こ と が 理 解 さ れ る 。 こ の 出 願 の 以 下 ま た は 他 の 箇 所 に 記 し た 全 て の 参
照 文 献 を 、 本 明 細 書 中 に 援 用 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】

【 ０ ０ ３ ３ 】
 Ｃ Ｏ Ｓ － ７ 、 ３ Ｔ ３ 、 お よ び Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 用 い 、 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 、
４ ５ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｌ の グ ル コ ー ス 、 １ ０ ｍ Ｍ の Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 １ ０ ％ 牛 胎 仔 血 清 、 お よ び
５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ゲ ン タ マ イ シ ン で 培 養 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】

　 ペ プ チ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） の 合 成 は 、 パ ー ス ペ ク テ ィ ブ ・ バ イ オ ス ン セ シ ス 社 （ Perspect
ive BioSynthesis Ltd.） で お こ な っ た 。 Ｐ Ｎ Ａ の 配 列 の 選 択 は 、 起 こ り 得 る 非 特 異 的 結
合 を 避 け る た め に 、 既 知 の 真 核 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 同 様 に 、 プ ラ ス ミ ド か ら の 排 除 の 判 定 に よ っ
て お こ な っ た 。 Ｐ Ｎ Ａ ペ プ チ ド を 、 疎 水 性 ス ペ ー サ ー Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ｎ Ｃ ６ ０ ３ Ｈ １ １ － Ｏ Ｈ
（ Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ａ Ｅ Ｅ Ａ － Ｏ Ｈ ） に よ っ て 、 Ｓ Ｖ ４ ０ コ ア Ｎ Ｌ Ｓ で あ る 一 続 き の ア ミ ノ 酸 残
基 Ｐ Ｋ Ｋ Ｋ Ｒ Ｋ Ｖ に 結 合 さ せ た 。 完 全 な 配 列 は 、 Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ － リ ン
カ ー － Ｐ Ｋ Ｋ Ｋ Ｒ Ｋ Ｖ で あ る 。 ペ プ チ ド と 同 様 に 、 ペ プ チ ド ア ミ ド ・ リ ン カ ー を 有 す る ポ
リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル － ポ リ ス チ レ ン （ Ｐ Ｅ Ｇ － Ｐ Ｓ ） 支 持 体 上 で 、 Ｐ Ｎ Ａ の 合 成 を お こ
な っ た 。 こ の リ ン カ ー は 最 終 産 物 の 分 解 の 際 に Ｐ Ｎ Ａ ア ミ ド を 生 成 し た （ http://www.pbi
o.com/cat/synth/pna/pnacycle.htm） 。
【 ０ ０ ３ ５ 】

　 ２ 種 類 の 蛍 光 色 素 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 す な わ ち Ａ Ｓ － Ｃ ｙ － ５ 標 識 さ れ た Ｐ Ｎ Ａ
－ Ｎ Ｌ Ｓ 二 元 機 能 ペ プ チ ド に 対 す る ア ン チ セ ン ス と Ｓ － Ｃ ｙ － ３ 標 識 さ れ た Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ
Ｓ 二 元 機 能 ペ プ チ ド に 対 す る セ ン ス と を 、 サ イ バ ー ジ ー ン （ Cybergene） Ａ Ｂ で 合 成 し た
。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 精 製 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 す る た
め の Ｃ ｙ － ３ お よ び Ｃ ｙ － ５ 蛍 光 色 素 サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 パ ー キ ン ・ エ ル マ ー （ Perkin-Elm
er） か ら 購 入 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】

　
　 γ － ３ ２ Ｐ － Ａ Ｔ Ｐ （ ＞ ５ ０ ０ ０ ｍ Ｃ ｉ ／ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 用 い て 、 ア ン チ セ ン ス お よ び セ
ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ を Ｔ ４ － ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ・ キ ナ ー ゼ に よ っ て 末 端 標 識 し た 。 種
々 の 濃 度 の Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ と と も に 、 室 温 で 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ／ Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ 複 合 体 を 分 離 す る た め に 、 １ ５ ％ の 低 イ オ ン 強
度 の 非 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ・ ゲ ル を 用 い た （ 「 低 イ オ ン 強 度 Ｐ Ａ Ｇ Ｅ を 用 い た 移 動 度
シ フ ト ・ ア ッ セ イ 」 （ ” Mobility shift assay using low-ionic-strength PAGE） 、 分 子
生 物 学 に お け る 簡 単 な プ ロ ト コ ー ル （ Short protocols in molecular biology） 、 編 集 ：
　 フ リ ー デ リ ッ ク （ Frederick） Ｍ ） 。 ア ウ ス ベ ル （ Ausbel） 。 ロ ジ ャ ー ・ ブ レ ン ト （ Rog
er Brent） 、 ロ バ ー ト （ Robert） Ｅ ． キ ン グ ス ト ン （ Kingston） 、 デ ビ ッ ド （ David） Ｄ
． ム ア ー （ Moore） 、 Ｊ ． Ｇ ． セ イ ド マ ン （ Seidman） 、 ジ ョ ン （ John） Ａ ． ス ミ ス （ Smit
h） 、 ケ ビ ン ・ ス ト ル ー ル （ Kevin Struhl） 、 第 ２ 版 、 １ ９ ９ ２ ） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】

　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 以 下 の よ う に ２ ５ ｋ Ｄ ａ Ｐ Ｅ Ｉ に よ っ て お こ な っ た 。 Ｐ Ｎ Ａ
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材 料 お よ び 方 法
細 胞 株 お よ び 培 地

Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ

蛍 光 色 素 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 　

低 イ オ ン 強 度 Ｐ Ａ Ｇ Ｅ を 用 い た 移 動 度 シ フ ト Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ア ッ セ イ

Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ 蛍 光 色 素 標 識 オ リ グ ヌ ク レ オ チ ド に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン



－ Ｎ Ｌ Ｓ ： Ａ ｓ ： Ｓ を １ ： １ ： １ の モ ル 比 で 混 合 し 、 ９ ０ ℃ で 加 熱 し た 。 こ の 混 合 物 を ゆ
っ く り と 室 温 に 冷 や す こ と で 、 Ａ Ｓ － オ リ ゴ に 対 す る Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン を 最 適 化 す る 条 件 を 得 た 。 こ の 混 合 物 を 水 で 希 釈 し て 、 ０ ． ０ ５ μ ｇ ／ μ ｌ の 濃 度
に し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ の 混 合 物 に 対 し て 、 ヌ ク レ オ チ ド ２ μ
ｇ あ た り １ ． ４ ４ μ ｌ の ０ ． １ Ｍ ２ ５ ｋ Ｄ ａ Ｐ Ｅ Ｉ 溶 液 を 加 え た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
溶 液 に よ る 複 合 体 の 形 成 を 室 温 で １ ０ 分 間 お こ な っ た 後 、 １ ０ ％ 牛 血 清 お よ び １ ０ ０ μ ｇ
／ ｍ ｌ ゲ ン タ マ イ シ ン を 含 む １ ｍ ｌ の Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ と 混 合 し た 。 次 に 、 培 地 ／ ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 複 合 体 混 合 物 を 細 胞 に 添 加 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を お こ な う た め に 、 該 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ８ 時 間 前 に １ ０ ５ Ｃ Ｏ Ｓ － ７ 細 胞 を ６ 穴 プ レ ー ト の 各 穴 の 培 地 ２ ｍ ｌ
に 播 種 し て 細 胞 を 付 着 さ せ た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 時 間 を １ ０ 時 間 と し た 。 全 て の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 中 、 ３ ７ ℃ で
お こ な っ た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】

　 Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ ハ イ ブ リ ッ ド 用 の 標 的 配 列 を 取 り 込 む た め に 、 プ ラ ス ミ ド Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｎ
３ （ 増 強 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ ク ロ ー ン テ ッ ク （ Clonetech） ） を 修 飾 し た 。 Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ －
Ｎ ３ プ ラ ス ミ ド を Ａ ｆ ｌ Ｉ Ｉ で 消 化 し 、 Ａ ｆ １ Ｉ Ｉ 部 位 で フ ラ ン キ ン グ し た Ｐ Ｎ Ａ 標 的 配
列 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ フ ラ グ メ ン ト に よ っ て 連 結 し た 。 こ の フ ラ グ メ ン ト を 、 Ｅ
Ｇ Ｆ Ｐ 遺 伝 子 機 能 ま た は プ ラ ス ミ ド 機 能 に と っ て 必 須 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 任 意 の 配
列 の 外 側 の 位 置 に 、 ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の コ ン ト ラ ス ト の 種 々 の ク ロ ー ン を 単 離 し た と
こ ろ 、 異 な る 数 の Ｐ Ｎ Ａ 標 的 部 位 を 有 し て い た 。 Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ お よ び ｌ ａ ｃ Ｚ 遺 伝 子 の 発 現 に
よ っ て 、 陽 性 細 胞 の 数 を 直 接 記 録 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る よ う に 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子
の 機 能 性 に 関 し て プ ラ ス ミ ド の 状 態 に つ い て の 情 報 が 得 ら れ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は
、 以 下 の よ う に し て ２ ５ ｋ Ｄ ａ の Ｐ Ｅ Ｉ に よ っ て お こ な っ た 。 Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ ： プ ラ ス ミ
ド 試 料 を １ ０ ０ ： １ の モ ル 比 で 混 合 し 、 ９ ０ ℃ に 加 熱 し た 。 混 合 物 を ゆ っ く り と 室 温 に ま
で 冷 や し 、 プ ラ ス ミ ド 標 的 部 位 に 対 す る 本 発 明 に も と づ く Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン を 最 適 化 し た 。 こ の 混 合 物 を ０ ． ０ ５ μ ｇ ／ μ ｌ の 濃 度 に 希 釈 し た 。 混 合 物 に
対 し て 、 プ ラ ス ミ ド ２ μ ｌ あ た り １ ． ４ ４ μ ｌ の ０ ． １ Ｍ ２ ５ ｋ Ｄ ａ Ｐ Ｅ Ｉ 溶 液 を 添 加 し
た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 溶 液 に よ る 複 合 体 の 形 成 を 室 温 で １ ０ 分 間 お こ な っ た 後 、 １ ０
％ 牛 血 清 お よ び １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ゲ ン タ マ イ シ ン が 追 加 さ れ た １ ｍ ｌ の Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ と 混 合 し
た 。 次 に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 混 合 物 を 標 的 細 胞 に 加 え た 。 ｌ ａ ｃ Ｚ に 関 す る 手 順 は 上
記 し た 通 り に お こ な っ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め に 、 １ ０ ５ Ｃ Ｏ Ｓ － ７ 細 胞 を ６ 穴
プ レ ー ト の 穴 あ た り ２ ｍ ｌ の 培 地 に 播 種 し た 。 こ の こ と は 、 細 胞 の 付 着 を 目 的 と し て 、 ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ８ 時 間 前 に お こ な っ た 。 遺 伝 子 発 現 を 最 大 と す る た め に 、 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン 時 間 を ４ ８ 時 間 と し た 。 全 て の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 中 、 ３ ７ ℃
で お こ な っ た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】

　
　 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を 、 ２ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 ０ ． ２ ％ グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 含
有 １ × Ｐ Ｂ Ｓ で 固 定 し た 。 染 色 溶 液 Ａ は 、 ５ ｍ Ｍ フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム 、 ５ ｍ Ｍ フ ェ ロ
シ ア ン 化 カ リ ウ ム 、 お よ び ２ ｍ Ｍ 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム を 含 む も の と し た 。 Ｘ － ｇ ａ ｌ を 濃 度
４ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ で Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ に 溶 解 し た 。 溶 液 Ａ を １ ： １ の 比 率 で Ｘ － ｇ ａ ｌ ／ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 溶
液 と 混 合 し 、 ３ ７ ℃ で 予 熱 し 、 さ ら に 固 定 細 胞 に 添 加 し た 。 次 に 、 細 胞 を ３ ７ ℃ で 一 晩 イ
ン キ ュ ベ ー ト し 、 光 学 顕 微 鏡 で 記 録 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】

　
　 冷 却 フ レ ー ム Ｃ Ｃ Ｄ （ 電 荷 結 合 素 子 ） カ メ ラ を 装 着 し た ラ イ カ （ Leica） Ｄ Ｍ Ｒ Ｘ Ａ 顕
微 鏡 下 で 、 生 細 胞 の 蛍 光 顕 微 鏡 観 察 を お こ な っ た 。 そ れ に 続 く 画 像 分 析 は 、 イ ン テ リ ジ ェ
ン ト ・ イ メ ー ジ ン グ ・ イ ノ ベ ー シ ョ ン ズ 社 （ Intelligent Imaging Innovations Ltd.） の
ス ラ イ ド ブ ッ ク （ Slidebook 2.1.4） と い う ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て お こ な っ た 。 核 取 り 込
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み の 増 加 を 、 核 を マ ス キ ン グ す る こ と に よ っ て 計 算 し 、 Ｃ ｙ － ５ （ 図 ２ ｂ ） お よ び Ｃ ｙ －
３ （ 図 ２ ｃ ） ス ペ ク ト ル か ら の 蛍 光 の 測 定 を そ れ ぞ れ お こ な い 、 さ ら に バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
の 蛍 光 を 差 し 引 い た 。
【 ０ ０ ４ １ 】

：

　 第 １ の 実 験 群 で は 、 Ｃ ｙ － ３ お よ び Ｃ ｙ － ５ 蛍 光 標 識 １ ５ 量 体 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と Ｐ
Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ と を モ ル 比 １ ： １ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 こ の 技 術 の 原 理 を 模 式 的 に 図 １
に ま と め た 。 Ｐ Ｅ Ｉ 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 後 、 対 照 Ｃ ｙ － ３ 蛍 光 色 素 標 識 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド と 比 較 し て 、 ２ ０ ０ ～ ８ ０ ０ ％ に 及 ぶ Ｃ ｙ － ５ 蛍 光 色 素 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド ／ Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ 複 合 体 の 核 転 移 の 増 加 （ 図 ２ お よ び ３ ） が 観 察 さ れ た 。 分 析 し た 際 、
細 胞 は 異 な る 細 胞 区 画 で 異 な る 蛍 光 レ ベ ル を 有 し て い た 。 蛍 光 レ ベ ル は 、 全 て の 陽 性 細 胞
の 核 の も の と 同 様 で あ っ た 。 細 胞 質 蛍 光 は 、 低 強 度 か ら 高 強 度 に 変 化 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 内 の 同 族 配 列 に Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ が 結 合 す る こ と を 確 認 す る た め に 、 放 射 性 標 識 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 低 イ オ ン 強 度 の 非 変 性 ポ リ
ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 分 離 し た 。 図 ４ か ら 明 ら か な よ う に 、 Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ 結 合 は 特 異
的 で あ り 、 Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ と 対 応 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の モ ル 比 を １ ： １ ０ で 用 い る こ と
で 、 シ フ ト が 一 目 瞭 然 と な っ た 。 一 方 、 １ ０ ４ ： １ の 比 は 、 標 的 部 位 が 欠 け た オ リ ゴ に 影
響 を 及 ぼ す こ と は な か っ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】

　 Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ 分 子 を 、 Ｐ Ｎ Ａ 標 的 配 列 含 有 プ ラ ス ミ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 Ｌ ａ
ｃ Ｚ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ レ ポ ー タ ー ・ コ ン ス ト ラ ク ト を 用 い た 。 遺 伝 子 導 入 の 効 率 を 、 ｌ ａ ｃ
Ｚ 活 性 に つ い て 染 色 し た 後 の Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ 発 現 細 胞 の 頻 度 ま た は 青 色 細 胞 の 数 と し て 、 測 定 し
た 。 ｌ ａ ｃ Ｚ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ プ ラ ス ミ ド の Ｐ Ｅ Ｉ 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 Ｐ Ｎ Ａ －
Ｎ Ｌ Ｓ ペ プ チ ド を １ ０ ０ ： １ の 比 で 添 加 す る こ と で 、 ３ ～ ８ 倍 に 増 強 し た （ 図 ５ 、 ６ ） 。
プ ラ ス ミ ド は 、 両 方 と も 、 既 知 の 機 能 を 持 た な い 領 域 （ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の ポ リ ア デ ニ ル
化 シ グ ナ ル の ３ ’ に 位 置 ） に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た １ １ 個 の コ ン カ テ マ ー Ｐ Ｎ Ａ 標 的 部 位 を
有 し た 。 最 初 に 、 用 量 応 答 分 析 を 実 行 し た と こ ろ 、 Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ ： プ ラ ス ミ ド の 比 率 １
０ ０ ： １ が 最 適 で あ っ た （ デ ー タ 不 図 示 ） 。 ２ 個 の コ ン カ テ マ ー Ｐ Ｎ Ａ 標 的 部 位 を 含 む ｌ
ａ ｃ Ｚ プ ラ ス ミ ド は 、 野 生 型 の 効 率 （ 不 図 示 ） と 変 わ ら な か っ た こ と か ら 、 そ れ 以 上 調 べ
な か っ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 力 （ transfection efficacy） は 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ プ ラ ス ミ
ド の 場 合 （ 図 ５ 、 ６ ） に 示 さ れ る よ う に 、 プ ラ ス ミ ド － Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ 複 合 体 を 遊 離 の Ｐ
Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ か ら 精 製 し た 場 合 に 、 増 強 さ れ た （ 対 照 と 比 較 し て ８ 倍 ） 。 こ の こ と は 、 遊
離 の Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ が プ ラ ス ミ ド ／ Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ 複 合 体 の 核 輸 送 を 阻 害 す る こ と で 核 の
転 移 を 損 な う こ と が 示 さ れ て い る 。 対 照 プ ラ ス ミ ド を Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ と 混 合 し た 場 合 、 ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 力 に 対 し て 何 ら 効 果 が 見 ら れ な か っ た 。 プ ラ ス ミ ド ／ Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ
Ｓ 相 互 作 用 は 、 ｌ ａ ｃ Ｚ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ プ ラ ス ミ ド の い ず れ か を 含 む 複 合 体 で の レ ポ ー タ
ー 遺 伝 子 の 発 現 に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 正 常 な 機 能 を 妨 げ る よ う に は
見 え な い 。 さ ら に 、 １ ０ ０ 倍 以 上 の 遊 離 の Ｎ Ｌ Ｓ ペ プ チ ド （ Ｎ Ｌ Ｓ ： プ ラ ス ミ ド の 比 率 が
１ ０ ４ ： １ ） を 亜 添 加 す る こ と で 、 Ｐ Ｎ Ａ 部 位 を 含 む プ ラ ス ミ ド の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
効 力 が 著 し く 減 少 し た （ 不 図 示 ） 。
【 ０ ０ ４ ３ 】

　 本 発 明 は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ Ｎ Ｌ Ｓ ペ プ チ ド に 結 合 し た Ｐ Ｎ Ａ 分 子 が 、 蛍 光 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド に 対 し て 、 ま た は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド に 対 し て 結 合 し た 場 合 に 、 核 標
的 シ グ ナ ル と し て 作 用 し 得 る こ と を 示 す 。 同 様 の 結 果 は 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 、 Ｎ Ｉ Ｈ － ３ Ｔ ３ 、 ま
た は Ｃ Ｏ Ｓ － ７ 細 胞 で Ｄ Ｏ Ｔ Ａ Ｐ ま た は ２ ５ ｋ Ｄ Ｐ Ｅ Ｉ を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 と し
て 用 い る こ と で 得 ら れ る こ と か ら 、 技 術 の 汎 用 性 が 示 さ れ た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。 本 発 明 に
も と づ く 方 法 は 、 一 般 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に つ い て の 潜 在 的 価 値 に つ い て で あ り 、 ま
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た 遺 伝 子 治 療 も し く は Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン 接 種 の 場 面 で 適 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 標 的 細 胞
へ の 核 酸 の 取 り 込 み の 増 大 は 、 遺 伝 子 発 現 に と っ て 、 同 様 に ア ン チ セ ン ス ・ コ ン ス ト ラ ク
ト の 送 達 に と っ て 、 も し く は 突 然 変 異 誘 発 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 送 達 に と っ て も 、 重 要 で
あ る と 考 え ら れ る 。 ア ン チ セ ン ス 活 性 の 場 面 で は 、 Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ コ ン ス ト ラ ク ト 単 独 の
適 用 も 可 能 で な け れ ば な ら な い 。 本 発 明 に よ れ ば 、 研 究 さ れ た 未 修 飾 Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ ま た は Ｌ ａ
ｃ Ｚ プ ラ ス ミ ド に は 存 在 し な い Ｐ Ｎ Ａ 標 的 配 列 で あ る CGCGAGCCGGGAAGGを 使 用 し た 。 Ｐ Ｎ
Ａ と そ の 標 的 配 列 と の 相 互 作 用 は 、 か な り 特 異 的 で あ り 、 Ｐ Ｎ Ａ は 非 関 連 配 列 と は 相 互 に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 。 Ｄ Ｎ Ａ と Ｐ Ｎ Ａ と の 間 の 強 力 な 相 互 作 用 も ま た 、 複 合 体 が 分 離 す
る の を 防 止 す る （ ク ヌ ー セ ン （ Knudsen） Ｈ ． 、 ニ ー ル セ ン （ Nielsen） Ｐ ． Ｅ ． ： 二 重 鎖
お よ び 三 重 鎖 形 成 Ｐ Ｎ Ａ の ア ン チ セ ン ス 特 性 （ Antisense properties of duplex- and tr
iplex-forming Ｐ Ｎ Ａ s） 、 核 酸 研 究 （ Nucleic Acid Research） ２ ４ （ ３ ） ４ ９ ４ ～ ５ ０
０ （ １ ９ ９ ６ ） ） 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 が 進 め ら れ て い る 最 中 に 、 Ｎ Ｌ Ｓ ペ プ チ ド を プ ラ ス ミ ド に 化 学 的 に 結 合 さ せ 、 そ
れ を 細 胞 質 に 注 射 し た 後 の 核 転 移 に つ い て の 研 究 に 、 ジ ギ ト ニ ン 透 過 性 ヒ ー ラ （ Ｈ ｅ Ｌ ａ
） 細 胞 が 用 い ら れ る と い う 報 告 が 出 現 し た （ セ ベ ス テ ィ エ ン （ Sebestyen） Ｍ ． Ｇ 、 ル ド
ケ （ Ludtke） Ｊ ． Ｊ ． 、 バ シ ッ ク （ Bassik） Ｍ ． Ｃ ． 、 チ ャ ン （ Zhang） Ｇ ． 、 バ ド カ ー
（ Budker） Ｖ ． 、 ラ ク タ ノ フ （ Lukhtanov） Ｅ ． Ａ ． 、 ハ グ ス ト ロ ム （ Hagstrom） Ｊ ． Ｅ
． 、 ウ オ ル フ （ Wolff） Ｊ ． Ａ ． 、 Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー ・ ケ ミ ス ト リ ー ： 　 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ
に 対 す る シ グ ナ ル ・ ペ プ チ ド の 共 有 結 合 （ DNA vector chemistry:  The covalent attach
ment of signal
peptides to plasmid DNA） 、 ネ イ チ ャ ー ・ バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー （ Nature
Biotechnology） １ ６ （ １ ） ： ８ ０ － ５ （ １ ９ ９ ８ ） ） 。 セ ベ ス テ ィ ア ン （ Sebestyen） 等
に よ っ て 得 ら れ た 結 果 も ま た 、 Ｎ Ｌ Ｓ 結 合 プ ラ ス ミ ド を 用 い た 核 内 へ の 輸 送 増 加 を 示 し て
い る 。 し か し 、 こ の 技 術 に 特 有 の 化 学 的 修 飾 に よ り 、 修 飾 プ ラ ス ミ ド で の レ ポ ー タ ー 遺 伝
子 の 発 現 が 阻 害 さ れ る 。 対 照 的 に 、 Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ ペ プ チ ド を 用 い る こ と で 、 発 現 が 保 た
れ た 。 こ の た め に 、 お そ ら く 非 不 可 欠 な 地 域 の Ｐ Ｎ Ａ 標 的 部 位 の 位 置 が 必 須 で あ っ た 。 プ
ラ ス ミ ド に つ い て は 、 ２ つ の Ｐ Ｎ Ａ 標 的 部 位 は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 力 に 対 し て 何 ら 効
果 を 有 し な か っ た 。 そ の 一 方 で １ １ 個 の 部 位 が 著 し く 効 率 を 高 め た 。 プ ラ ス ミ ド の 同 一 領
域 に 全 て の 標 的 部 位 を 局 在 化 す る こ と が 重 要 で あ る か ど う か 、 あ る い は そ れ ら が 均 一 に 広
が る か ど う か に つ い て の 研 究 を 実 施 し な か っ た 。 し か し 、 こ れ ら の 選 択 肢 は 両 方 と も 、 添
付 し た 特 許 請 求 の 範 囲 に よ っ て 定 義 さ れ る よ う に 、 保 護 の 範 囲 内 に あ る 。 さ ら に 、 セ ベ ス
テ ィ ア ン 他 （ １ ９ ９ ８ ） の デ ー タ か ら 推 定 さ れ る よ う に 、 Ｓ 配 列 の 数 を １ １ ５ 以 上 （ １
１ ５ Ｎ Ｌ Ｓ ） と し た 場 合 に 何 ら 効 果 が 見 ら れ な か っ た こ と か ら 、 Ｎ Ｌ Ｓ 濃 度 が 局 所 的 に 高
い こ と が 必 須 で あ る こ と が 提 案 さ れ る 。 一 方 、 本 発 明 に よ れ ば 、 １ １ 個 の Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ
標 的 部 位 を 持 つ ２ ５ ０ ｂ ｐ コ ン カ ト マ ー ・ ス ト レ ッ チ を 用 い る こ と で 、 取 り 込 み の 促 進 が
見 ら れ る 。 し か し 、 現 時 点 で は 、 Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ 配 列 が 各 標 的 部 位 に 結 合 す る か ど う か は
、 完 全 に は 明 ら か に さ れ て お ら ず 、 し た が っ て 、 こ の こ と は 本 発 明 に も と づ い た 方 法 を 使
用 す る こ の 分 野 の 当 業 者 に よ っ て 試 験 さ れ な け れ ば な ら な い 。 Ｓ Ｖ ４ ０ コ ア Ｎ Ｌ Ｓ が 最 も
研 究 さ れ た Ｎ Ｌ Ｓ 配 列 の う ち の 一 つ で あ る こ と か ら 、 実 用 上 の 理 由 で Ｓ Ｖ ４ ０ コ ア Ｎ Ｌ Ｓ
を 選 択 し た 。 ９ ７ ０ ｋ Ｄ ａ を 上 回 る 大 き さ の Ｓ Ｖ ４ ０ 結 合 タ ン パ ク 質 が 核 の 中 に 転 移 す る
こ と が 報 告 さ れ て い る （ ヨ ネ ダ （ Yoneda） Ｙ ． 、 セ ン バ （ Semba） Ｔ ． 、 カ ネ ダ （ Kaneda
） Ｙ ． 、 ノ ー ブ ル （ Noble） Ｒ ． Ｌ ． 、 マ ツ オ カ （ Matsuoka） Ｙ ． 、 ク リ ハ ラ （ Kurihara
） Ｔ ． 、 オ カ ダ （ Okada） Ｙ ． 、 イ マ モ ト （ Imamoto） Ｎ ． ： 「 核 局 在 化 シ グ ナ ル と そ の Ｓ
Ｖ ４ ０ Ｔ 抗 原 の フ ラ ン キ ン グ 配 列 と を 含 む 長 い 合 成 ペ プ チ ド は 、 核 内 へ の Ｉ ｇ Ｍ の 効 率 的
な 輸 送 を 導 く （ A long synthetic peptide containing a nuclear localization signal
and its flanking sequences of SV40 T-antigen directs the transport of IgM into
the nucleous efficiently） 」 、  実 験 的 細 胞 研 究 （ Experimental Cell
Research） ２ ０ １ （ ２ ） ： ３ １ ３ ～ ３ ２ ０ （ １ ９ ９ ２ ） 。 こ の こ と は 、 ２ ８ ０ ０ ｋ Ｄ ａ の
Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ プ ラ ス ミ ド を 含 む Ｐ Ｎ Ａ 標 的 配 列 の 分 子 量 と 比 較 す べ き で あ る 。 さ ら に 、 ザ ン タ
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（ Zanta） 他 （ ザ ン タ （ Zanta） Ｍ ． Ａ ． 、 ベ ル ギ ー ズ ・ バ ラ ン ジ エ ー ル （ Belguise-Valla
dier） Ｐ ． 、 ベ ー ル （ Behr） Ｊ ． 、 遺 伝 子 送 達 （ Gene delivery） ： 「 単 一 核 局 在 化 シ グ
ナ ル ペ プ チ ド は 、 Ｄ Ｎ Ａ を 細 胞 核 に 運 ぶ の に 十 分 で あ る （ A single nuclear localizatio
n signal peptide is sufficient to carry
DNA to the cell nucleus） 」 、 米 国 科 学 ア カ デ ミ ー 紀 要 （ Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America） 、 １ ９ ９ ９ 　 ９
６ ： ９ １ ～ ９ ６ ） は 、 本 特 許 出 願 の 最 も 早 い 優 先 日 よ り も 後 に 、 精 製 し た レ ポ ー タ ー 遺 伝
子 フ ラ グ メ ン ト に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｎ Ｌ Ｓ － Ｄ Ｎ Ａ の リ ゲ ー シ ョ ン が 用 い ら れ る 興 味 深
い 論 文 を 開 示 し て い る （ ８ ） 。 そ の 著 者 は 、 Ｎ Ｌ Ｓ ア プ ロ ー チ の 実 現 可 能 性 を は っ き り と
示 し て い る 。 し か し 、 ザ ン タ （ Zanta） 他 （ 上 掲 ） に よ っ て 使 用 さ れ る 方 法 は 、 本 方 法 よ
り も 扱 い に く い 。 な ぜ な ら 、 プ ラ ス ミ ド の 制 限 酵 素 に よ る 切 断 と そ の 後 の レ セ プ タ ー 遺 伝
子 フ ラ グ メ ン ト に 対 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 担 持 Ｎ Ｌ Ｓ の リ ゲ ー シ ョ ン と を 伴 う か ら で あ
る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 方 法 お よ び 輸 送 実 体 （ 例 え ば 、 Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ 方 式 ） は 、 突 然 変 異 修 復 の た め に 修 復
コ ン ス ト ラ ク ト が 核 の 中 へ 送 り 届 け ら れ る 方 式 で 有 効 で あ る と 同 様 に 、 一 時 的 な ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン を 伴 う 方 式 お よ び 治 療 で も 有 効 で あ る 。 Ｓ Ｖ ４ ０ コ ア Ｎ Ｌ Ｓ に 基 づ い た 核 転
移 の 方 式 は 、 蛍 光 色 素 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る こ と に よ っ て 核 蛍 光 の プ ラ ト ー が
達 成 さ れ た こ と に よ り 、 飽 和 し て い る よ う に 見 え た 。 こ の こ と は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
細 胞 質 レ ベ ル が 異 な る こ と で 標 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 同 様 の 核 内 レ ベ ル と な る 一 方 で 非
標 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 相 対 的 に 幅 広 い 変 動 を 示 す と い う 事 実 に よ っ て 、 示 さ れ る （ 図
３ ｂ ） 。 Ｃ ｙ － ５ 標 識 ア ン チ セ ン ス に よ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 核 転 移 の 記 録 は 、 Ｃ ｙ －
５ フ ル オ ロ フ ォ ア を 赤 外 線 放 射 す る こ と か ら 、 客 観 性 が 与 え ら れ た 。 Ｓ Ｖ ４ ０ Ｎ Ｌ Ｓ の 結
合 相 手 は 、 カ リ オ フ ェ リ ン α で あ り 、 こ の カ リ オ フ ェ リ ン α は 続 け て カ リ オ フ ェ リ ン β と
複 合 体 を 形 成 す る （ ミ ヤ モ ト （ Miyamoto） Ｙ ． 、 イ マ モ ト （ Imamoto） Ｎ ． 、 セ キ モ ト （ S
ekimoto） Ｔ ． 、 タ チ バ ナ （ Tachibana） Ｔ ． 、 セ キ （ Seki） Ｔ ． 、 タ ダ （ Tada） Ｓ ． 、 エ
ノ モ ト （ Enomoto） Ｔ ． 、 ヨ ネ ダ （ Yoneda） Ｙ ． 、 異 な る ３ つ の ク ラ ス の Ｎ Ｌ Ｓ レ セ プ タ
ー に よ る 核 局 在 化 シ グ ナ ル （ Ｎ Ｌ Ｓ ） の 異 な っ た モ ー ド （ Differential modes of nuclea
r localization signal (Ｎ Ｌ Ｓ ) recognition by three distinct classes of Ｎ Ｌ Ｓ  r
eceptors） 、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ オ ロ ジ カ ル ケ ミ ス ト リ ー （ Journal
of Biological Chemistry） 、 ２ ７ ２ （ ４ ２ ） ： ２ ６ ３ ７ ５ ～ ８ １ （ １ ９ ９ ７ ） ） 。 こ の
輸 送 メ カ ニ ズ ム が 飽 和 し 得 る こ と か ら 、 Ｎ Ｌ Ｓ の 全 量 は 重 要 で あ り 、 本 方 法 を 用 い て 当 業
者 に よ っ て 測 定 さ れ る （ ミ シ ョ ー （ Michaud） Ｎ ． 、 ゴ ー ル ド フ ァ ー ブ （ Goldfarb） Ｄ ．
Ｓ ． 、 「 ほ と ん ど の 核 タ ン パ ク 質 が 単 一 の 経 路 に よ っ て 導 入 さ れ る （ Most nuclear prote
ins are imported by a single pathway） 」 、 実 験 的 細 胞 研 究 、 ２ ０ ８ （ １ ） ： １ ２ ８ ～
１ ３ ６ （ １ ９ ９ ３ ） ） 。 核 内 移 入 方 式 の 飽 和 も ま た 、 遊 離 の Ｎ Ｌ Ｓ の 添 加 が 核 輸 送 を 妨 げ
る と い う 本 発 明 に も と づ く 知 見 を 適 切 に 説 明 す る も の で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 核 内
移 入 を さ ら に 高 め る た め に 、 異 な る Ｎ Ｌ Ｓ 経 路 を 標 的 に す る 一 組 の Ｎ Ｌ Ｓ 配 列 を 含 む Ｐ Ｎ
Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ ペ プ チ ド の 混 合 物 を 用 い る こ と が で き た （ ミ シ ョ ー （ Michaud） 他 、 上 掲 ） 。
こ の こ と は 、 ひ と つ の 経 路 の 飽 和 が 導 入 生 体 分 子 の 核 転 移 を 制 限 し な い こ と を 確 実 に す る
。 こ の た め 、 Ｑ ｉ ｐ １ 、 Ｒ ｃ ｈ １ 、 お よ び Ｎ Ｐ Ｉ － １ 等 の 少 な く と も ３ つ の 異 な る Ｎ Ｌ Ｓ
レ セ プ タ ー ・ フ ァ ミ リ ー が 報 告 さ れ て い る （ ミ ヤ モ ト （ Miyamoto） 他 、 上 掲 ） 。 本 発 明 に
よ れ ば 、 レ ン チ ウ イ ル ス の 核 へ の 侵 入 を 模 倣 す る 一 つ の 方 法 は 、 Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ ペ プ チ ド
を 介 し て Ｈ Ｉ Ｖ － マ ト リ ッ ク ス 結 合 （ Ｍ Ａ ） タ ン パ ク 質 を 核 酸 コ ン ス ト ラ ク ト に 結 合 さ せ
る こ と で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。 次 に 、 複 合 体 は Ｖ ｐ ｒ に 結 合 し 、 前 一 体 化 複 合 体 （ pre-
integration complex） と し て 続 い て 処 理 さ れ る と 考 え ら れ る （ バ ク リ ン ス キ ー （ Bukrins
ky） Ｍ ． Ｉ ． 、 ハ フ ァ ー （ Haffar） Ｏ ． Ｋ ． 、 「 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 核 内 移 入 ： 　 今 回 は Ｖ
ｐ ｒ と と も に 、 マ ト リ ッ ク ス ・ タ ン パ ク 質 が 中 心 段 階 に も ど る （ HIV-1 nuclear import: 
Matrix
protein is back on center stage, this time together with Vpr.） 」 、 分 子 医 学 （ Mol
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ecular Medicine） 、 ４ （ ３ ） ： １ ３ ８ ～ １ ４ ３ （ １ ９ ９ ８ ） ） 。 Ｍ Ａ － Ｖ ｐ ｒ 複 合 体 の
機 能 が 、 シ ャ オ （ Ｘ ｉ ａ ｏ ） 等 （ １ ９ ９ ７ ） に よ っ て 記 載 さ れ た 拡 張 Ｓ Ｖ ４ ０ Ｎ Ｌ Ｓ 配 列
（ extended SV40 NLS sequence） に 類 似 す る と い う こ と が 提 案 さ れ て い る （ シ ャ オ （ Xiao
） Ｃ ． Ｙ ． 、 ハ ブ ナ ー （ Hubner） Ｓ ． 、 ジ ェ ー ン ズ （ Jans） Ｄ ． Ａ ． 、 核 局 在 化 配 列 を フ
ラ ン キ ン グ す る 二 重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 依 存 型 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ 部 位 （ セ リ ン １ ２ ０ ） に よ っ て Ｓ
Ｖ ４ ０ 巨 大 腫 瘍 抗 原 の 核 内 移 入 を 調 節 す る （ SV40 large tumor antigen nuclear import 
is regulated by the
double-stranded DNA-dependent protein kinase site (serine 120) flanking the
nuclear localization sequence） 、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ オ ロ ジ カ ル ケ ミ ス ト リ ー （ J
ournal
of Biological Chemistry） 、 ２ ７ ２ （ ３ ５ ） ： ２ ２ １ ９ １ ～ ２ ２ １ ９ ８ （ １ ９ ９ ７ ） ）
。 従 来 技 術 で は 、 核 酸 送 達 の 種 々 の 態 様 を 強 化 す る タ ン パ ク 質 が 研 究 さ れ て い る （ ブ ッ シ
フ （ Boussif） Ｏ ． 、 レ ゾ ー ウ ル チ （ Lezoualch） Ｆ ． 、 ザ ン タ （ Zanta） Ｍ ． Ａ ． 、 マ ー
グ ニ イ （ Mergny） Ｍ ． Ｄ ． 、 シ ャ ー マ ン Ｄ ． 、 デ メ ネ イ ク ス （ Demeneix） Ｂ ． 、 ベ ー ル （
Behr） Ｊ ． Ｐ ． 、 培 地 お よ び 生 体 内 で の 細 胞 へ の 遺 伝 子 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 輸 送 の
た め の 万 能 因 子 ： ポ リ エ チ ル イ ミ ン （ A versatile factor for gene and oligonucleotid
e transfer into cells
in culture and in vivo: polyethylenimine） 、 米 国 科 学 ア カ デ ミ ー 紀 要 （ National
Academy of Sciences of the United States of America） 、 ９ ２ （ １ ６ ） ： ７ ２ ９ ７ ～
７ ３ ０ １ （ １ ９ ９ ５ ） ） 。 本 発 明 に よ れ ば 、 そ の よ う な 機 能 は 、 Ｍ Ｌ Ｓ 媒 介 輸 送 に 加 え て
、 Ｐ Ｎ Ａ に よ る ア プ ロ ー チ を 用 い て 核 酸 を 直 接 標 的 に す る こ と が 可 能 で あ る こ と を 示 唆 し
て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ６ 】
【 図 １ 】 本 発 明 に も と づ く セ ン ス Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ 二 重 機 能 ペ プ チ ド に 対 す る ア ン チ セ ン ス
Ｃ ｙ － ５ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で の 標 的 部 位 を 示 す 模 式 図 で あ る
。
【 図 ２ 】 蛍 光 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 核 転 移 を 説 明 す る 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 核 、 細 胞 質 、 お よ び ゴ ル ジ 様 の Ｃ ｙ － ５ ／ Ｃ ｙ － ３ 蛍 光 比 で あ る 。
【 図 ４ 】 本 発 明 に も と づ く Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ 二 重 機 能 ペ プ チ ド に よ る ア ン チ セ ン ス お よ び セ
ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の シ フ ト ・ ア ッ セ イ を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 本 発 明 に も と づ く 輸 送 実 体 の 効 果 を 説 明 す る 図 で あ る 。 す な わ ち 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ プ ラ
ス ミ ド を 含 む Ｐ Ｎ Ａ 標 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 場 合 の Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ の 効 果 と 、 ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン 混 合 物 か ら 過 剰 な Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ 分 子 を 除 去 す る 効 果 と を 示 す 。
【 図 ６ 】 過 剰 な Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ の 精 製 後 、 Ｐ Ｎ Ａ － Ｎ Ｌ Ｓ の 添 加 ま た は 無 添 加 で の ｌ ａ ｃ
Ｚ お よ び Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 示 す 。
【 誤 訳 訂 正 ３ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 図 １
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
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【 図 １ 】
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【 誤 訳 訂 正 ４ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 図 ６
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
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【 図 ６ 】
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