
(57)【要約】
活性クロマチンエレメントを含有する DNAアレイの構築方法および調査方法、ならびに、
それによる活性遺伝子制御配列を記載する。さらに、種々の条件下における、ある特定の
細胞型または組織型内の遺伝子制御活性パターンを明らかにするために、かかるアレイの
調査方法を記載する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 複 数 の 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト を 含 む 核 酸 ア レ イ 。
【 請 求 項 ２ 】
　 各 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト が ヌ ク レ ア ー ゼ 高 感 受 性 部 位 を 含 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載
の ア レ イ 。
【 請 求 項 ３ 】
　 １ 個 ま た は 複 数 個 の 高 感 受 性 部 位 を 覆 う 、 １ セ ッ ト ま た は 複 数 セ ッ ト の 核 酸 配 列 を さ ら
に 含 む 、 請 求 項 ２ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ 】
　 上 記 １ セ ッ ト ま た は 複 数 セ ッ ト の 各 セ ッ ト が 、 前 記 高 感 受 性 部 位 の 200ヌ ク レ オ チ ド 以
内 の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ 】
　 複 数 の 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト が １ の 生 物 由 来 の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア レ
イ 。
【 請 求 項 ６ 】
　 上 記 生 物 が 、 ヒ ト 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 酵 母 、 線
虫 (C.elegans)、 お よ び そ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 生 物 の 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３
に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ７ 】
　 複 数 の 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト が 、 約 16ヌ ク レ オ チ ド ～ 約 1,500ヌ ク レ オ チ ド 長 の 核
酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ８ 】
　 複 数 の 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト が 、 約 100ヌ ク レ オ チ ド ～ 約 350ヌ ク レ オ チ ド 長 の 核 酸
配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ９ 】
　 複 数 の 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト が 、 少 な く と も 100、 少 な く と も 1,000、 少 な く と も 10
,000、 少 な く と も 100,000、 ま た は 少 な く と も 1,000,000個 の 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト を
含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 転 写 さ れ た 配 列 を 示 す 核 酸 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト を 挟 む 配 列 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 反 復 配 列 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ア レ イ の 全 核 酸 の ５ パ ー セ ン ト 未 満 の 反 復 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 核 酸 内 で 修 飾 を 誘 導 す る 物 質 で 細 胞 を 処 理 す る こ と か ら な る 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ た 、
請 求 項 １ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 修 飾 が 、 切 断 、 メ チ ル 化 、 照 射 、 お よ び そ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 修 飾 さ れ た 核 酸 が 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 処 理 し た 非 修 飾 核 酸 か ら 取 り 出 さ れ た も の で あ る 、 請
求 項 １ ４ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 修 飾 核 酸 に ビ オ チ ン を 結 合 さ せ る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 PCRに よ っ て 修 飾 核 酸 を 増 幅 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の ア レ イ 。
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【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の ア レ イ を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、
ゲ ノ ム DNA内 で 修 飾 を 誘 導 す る 物 質 に よ り ゲ ノ ム DNAを 処 理 す る ス テ ッ プ ；
修 飾 さ れ た DNAの 一 部 分 を ヌ ク レ ア ー ゼ で 処 理 す る ス テ ッ プ ；
ヌ ク レ ア ー ゼ で 処 理 さ れ た DNAを 修 飾 さ れ た DNAか ら 取 り 出 す ス テ ッ プ ； お よ び
活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト の ア レ イ を 得 る ス テ ッ プ ；
を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 修 飾 が 、 DNA断 片 へ の 切 断 を 含 む 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 DNA断 片 を リ ン カ ー に 連 結 す る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 リ ン カ ー に 連 結 さ れ た DNA断 片 を 単 離 す る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 断 片 が 、 制 限 酵 素 に よ る 消 化 お よ び 超 音 波 処 理 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 に よ っ て
小 さ な サ イ ズ に 切 断 さ れ た も の で あ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 細 胞 の 核 ク ロ マ チ ン の 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト プ ロ フ ァ イ ル を 検 出 す る 方 法 で あ っ て
、
高 感 受 性 部 位 で DNAを 優 先 的 に 修 飾 す る 物 質 に よ り 前 記 ク ロ マ チ ン の 一 部 を 処 理 し 、 核 酸
の 第 １ の セ ッ ト を 作 製 す る ス テ ッ プ ；
DNAを 非 優 先 的 に 修 飾 す る 別 の 物 質 に よ り 前 記 ク ロ マ チ ン の 別 の 一 部 を 処 理 し 、 核 酸 の 第
２ の セ ッ ト を 作 製 す る ス テ ッ プ ； お よ び
第 １ の セ ッ ト と 第 ２ の セ ッ ト を 比 較 し 、 前 記 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト プ ロ フ ァ イ ル を 得
る ス テ ッ プ ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 第 １ の セ ッ ト と 第 ２ の セ ッ ト を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 比 較 す る 、 請 求 項 ２ ４
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 第 １ の セ ッ ト ま た は 第 ２ の セ ッ ト を PCRに よ っ て 増 幅 さ せ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 第 １ の セ ッ ト ま た は 第 ２ の セ ッ ト を 蛍 光 物 質 に よ り 標 識 化 す る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 真 核 細 胞 の DNA制 御 エ レ メ ン ト の プ ロ フ ァ イ ル を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
DNA高 感 受 性 部 位 で 前 記 細 胞 の DNAを 修 飾 す る 物 質 に よ り 該 細 胞 を 処 理 す る ス テ ッ プ ； お よ
び
前 記 物 質 に よ る 反 応 か ら DNA高 感 受 性 部 位 を 同 定 し 、 該 DNA高 感 受 性 部 位 の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 と 該 細 胞 型 の DNA中 の そ の 位 置 が 、 該 細 胞 型 の DNA制 御 エ レ メ ン ト の プ ロ フ ァ イ ル を 構 成
す る ス テ ッ プ ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 真 核 細 胞 の DNA制 御 エ レ メ ン ト の プ ロ フ ァ イ ル を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、
DNA高 感 受 性 部 位 で 真 核 細 胞 の DNAを 修 飾 す る 物 質 に よ り 前 記 細 胞 を 処 理 す る ス テ ッ プ ；
前 記 物 質 に よ る 反 応 か ら DNA高 感 受 性 部 位 を 同 定 し 、 該 DNA高 感 受 性 部 位 の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 と 該 細 胞 型 の DNAの そ の 位 置 が 、 該 細 胞 型 の DNA制 御 エ レ メ ン ト の プ ロ フ ァ イ ル を 構 成 す
る ス テ ッ プ ； お よ び
前 記 高 感 受 性 部 位 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 単 離 す る ス テ ッ プ ；
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を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 １ 種 ま た は 複 数 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド リ ン カ ー を 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 連 結 さ せ る
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド リ ン カ ー を ビ オ チ ン 化 し 、 前 記 単 離 を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で 被
覆 し た 磁 性 ビ ー ズ を 使 用 し て 行 う こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ っ て 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 増 幅 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む
、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 真 核 細 胞 が 、 初 代 細 胞 培 養 系 、 細 胞 株 、 生 物 か ら 新 し く 単 離 さ れ た 細 胞 、 お よ び そ れ ら
の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 真 核 細 胞 が 正 常 細 胞 ま た は 異 常 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 異 常 細 胞 が 癌 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 物 質 が 、 照 射 、 化 学 薬 品 、 酵 素 、 お よ び そ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 照 射 が 紫 外 線 照 射 を 含 む 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 化 学 薬 品 が 染 色 体 切 断 物 質 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 酵 素 が 、 特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 、 非 特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ
、 メ チ ラ ー ゼ 、 ヒ ス ト ン ア セ チ ラ ー ゼ 、 ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ 、 お よ び そ れ ら の 組 み 合
わ せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 １ 種 ま た は 複 数 種 の ４ 塩 基 認 識 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ
、 １ 種 ま た は 複 数 種 の ６ 塩 基 認 識 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ を
含 む 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 ４ 塩 基 認 識 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 Sau3a、 Styl、 Nla III、 Hsp 92、 お よ び そ れ ら
の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 ６ 塩 基 認 識 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 EcoR I、 Hind III、 お よ び そ の 組 み 合 わ せ か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 非 特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が DNAア ー ゼ  Iで あ る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ が ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ IIで あ る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 プ ロ フ ァ イ ル が 高 感 受 性 部 位 の 単 離 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法
に よ っ て 作 製 さ れ る よ う な 真 核 細 胞 の DNA制 御 エ レ メ ン ト の プ ロ フ ァ イ ル 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 真 核 細 胞 が 、 初 代 細 胞 培 養 系 、 細 胞 株 、 真 核 生 物 種 か ら 新 し く 単 離 さ れ た 細 胞 、 お よ び
そ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の プ ロ フ ァ イ ル 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 真 核 細 胞 が 正 常 細 胞 ま た は 異 常 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の プ ロ フ ァ イ ル 。
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【 請 求 項 ４ ８ 】
　 前 記 異 常 細 胞 が 癌 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の プ ロ フ ァ イ ル 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 蛍 光 物 質 、 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド 、 磁 性 粒 子 、 ま た は そ れ ら の 組 み
合 わ せ に よ り 標 識 化 さ れ る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の プ ロ フ ァ イ ル 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の プ ロ フ ァ イ ル 上 に ス ポ ッ ト さ れ て い る ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 ア レ イ が 、 ス ラ イ ド 、 チ ッ プ ま た は 濾 過 膜 に 付 着 さ れ る 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の ヌ ク レ オ
チ ド ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 高 感 受 性 部 位 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の １ コ ピ ー ま た は 複 数 の コ ピ ー が ア レ イ 上 に ス ポ ッ ト
さ れ る 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 真 核 細 胞 中 の DNA制 御 エ レ メ ン ト を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
前 記 細 胞 か ら mRNAを 単 離 し 、 前 記 mRNAを cDNAに 変 換 し 、 ア レ イ を プ ロ ー ビ ン グ し て プ ロ フ
ァ イ ル を 作 製 す る ス テ ッ プ ；
前 記 細 胞 か ら の 活 性 制 御 エ レ メ ン ト を 単 離 し 、 ア レ イ を プ ロ ー ビ ン グ し て プ ロ フ ァ イ ル を
作 製 す る ス テ ッ プ ； お よ び
cDNAプ ロ ー ブ か ら の プ ロ フ ァ イ ル と 活 性 制 御 エ レ メ ン ト プ ロ ー ブ か ら の プ ロ フ ァ イ ル を 比
較 し 、 制 御 エ レ メ ン ト 活 性 と 遺 伝 子 活 性 と を 相 関 さ せ る ス テ ッ プ ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 真 核 細 胞 中 の DNA制 御 エ レ メ ン ト を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
細 胞 か ら mRNAを 単 離 す る ス テ ッ プ ； お よ び
請 求 項 ２ ３ に 記 載 の ア レ イ に 前 記 単 離 mRNAを 接 触 さ せ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ ル
を 検 出 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ス ポ ッ ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 前 記 細 胞 の DNA制 御 エ レ メ
ン ト を 示 す ス テ ッ プ ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 真 核 細 胞 サ ン プ ル の 制 御 状 態 を 検 出 す る た め の プ ロ フ ァ イ ル の 調 製 に 好 適 な 断 片 を コ ー
ド す る 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト の 配 列 ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 断 片 が 、 サ ン プ ル の 真 核 細 胞 の 核 の 高 感 受 性 部 位 を 標 識 化 す る ス テ ッ プ に よ り 得 ら れ る
、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 標 識 化 ス テ ッ プ が 核 と DNAア ー ゼ  Iと を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 行 わ れ 、 高 感 受
性 部 位 で DNAに ニ ッ ク が 形 成 さ れ る 、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 断 片 の ５ パ ー セ ン ト 未 満 の 反 復 DNA配 列 を 含 有 す る 、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー
。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 各 断 片 が 、 DNAア ー ゼ  Iに よ る 切 断 に よ っ て 生 じ た 第 １ の 末 端 と 、 別 の ヌ ク レ ア ー ゼ に
よ る 切 断 に よ っ て 生 じ た 第 ２ の 末 端 を 含 有 す る 、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー が in silicoに 存 在 す る 、 請 求 項 ６ １ に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー が ベ ク タ ー 中 に 存 在 す る 、 請 求 項 ６ １ に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 ベ ク タ ー が 、 微 生 物 細 胞 培 養 物 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 お よ び 真 核 細 胞 培 養 物 か ら な る
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の 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ ７ に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト 断 片 の ラ イ ブ ラ リ ー を 得 る こ と と 、 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン
ト 断 片 の ク ロ ー ニ ン グ に 好 適 な 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト 断 片 の 外 側 の 配 列 を 検 出 す る こ
と に よ り 調 製 さ れ た 、 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト プ ラ イ マ ー の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 少 な く と も 10、 少 な く と も 100、 少 な く と も 1,000、 少 な く と も 10,000、 少 な く と も 100,
000、 ま た は 少 な く と も 1,000,000個 の 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト プ ラ イ マ ー を 含 む 、 請 求
項 ６ ３ に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー が in silicoに 存 在 す る 、 請 求 項 ６ ３ に 記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 核 酸 を 含 有 す る サ ン プ ル か ら 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト を プ ロ フ ァ イ リ ン グ す る 方 法 で
あ っ て 、
　 a)サ ン プ ル か ら １ 種 ま た は 複 数 種 の 精 製 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト ま た は 標 識 化 活 性 ク
ロ マ チ ン エ レ メ ン ト を 得 る ス テ ッ プ ；
　 b)ス テ ッ プ a)に よ り 得 ら れ た 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト を 、 ゲ ノ ム の 部 位 と マ ッ チ す る
別 々 の 配 置 で DNA種 を 含 有 す る DNAマ イ ク ロ ア レ イ と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； お よ び
　 c)活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト と マ イ ク ロ ア レ イ の 部 位 の 結 合 を 検 出 す る ス テ ッ プ ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 検 出 が 、 ア レ イ 中 の ポ ジ シ ョ ン 位 置 を 検 出 す る 、 蛍 光 ま た は 化 学 発 光 を 含 む 検 出 系 を 含
ん で い る 、 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 DNAマ イ ク ロ ア レ イ が 、 ア レ イ の 別 々 の 既 知 の 部 位 を 占 め て い る 5～ 40ヌ ク レ オ チ ド 長 の
固 定 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 含 む 、 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 固 定 化 DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 、 少 な く と も ２ セ ッ ト の プ ロ ー ブ を 含 み 、 少
な く と も １ 種 の 参 照 配 列 に 正 確 に 相 補 的 で あ る 第 １ の セ ッ ト は 、 互 い に オ ー バ ー ラ ッ プ す
る 複 数 の 参 照 配 列 に ま た が る プ ロ ー ブ を 含 み 、 少 な く と も も う １ つ の プ ロ ー ブ の セ ッ ト は
、 そ の 各 セ ッ ト に お い て 、 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド が 異 な る 以 外 は 第 １ の セ ッ ト と
同 一 で あ り 、 該 異 な る ヌ ク レ オ チ ド は 、 各 セ ッ ト 中 に 異 な る ヌ ク レ オ チ ド が 存 在 す る こ と
以 外 、 上 記 も う １ つ の セ ッ ト の そ れ ぞ れ の 中 の 同 一 の 位 置 に あ る 、 請 求 項 ６ ８ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 固 定 化 DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 、 少 な く と も ２ セ ッ ト の プ ロ ー ブ を 含 み 、 少
な く と も １ 種 の 参 照 配 列 に 正 確 に 相 補 的 で あ る 第 １ の セ ッ ト は 、 互 い に オ ー バ ー ラ ッ プ す
る 複 数 の 参 照 配 列 に ま た が る プ ロ ー ブ を 含 み 、 少 な く と も も う １ つ の プ ロ ー ブ の セ ッ ト は
、 そ の 各 セ ッ ト に お い て 、 少 な く と も １ つ の 異 な る ヌ ク レ オ チ ド の 付 加 ま た は 欠 失 以 外 は
第 １ の セ ッ ト と 同 一 で あ る 、 請 求 項 ６ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 DNAマ イ ク ロ ア レ イ の DNA種 が ゲ ノ ム の エ レ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 ス テ ッ プ c)の 検 出 さ れ た 結 合 が 、 コ ン ピ ュ ー タ ・ メ モ リ ー 装 置 の 参 照 プ ロ フ ァ イ ル と し
て 記 録 さ れ る 、 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 真 核 生 物 か ら 得 ら れ た 組 織 の 制 御 プ ロ フ ァ イ ル に 対 す る 化 学 的 撹 乱 ま た は 他 の 環 境 上 の
撹 乱 の 影 響 を 確 認 す る 方 法 で あ っ て 、
　 撹 乱 に 暴 露 さ れ な い 組 織 の 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト と 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に
記 載 の マ イ ク ロ ア レ イ と の 結 合 に 対 す る 第 １ の プ ロ フ ァ イ ル を 得 る ス テ ッ プ ；
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　 組 織 を 撹 乱 に 暴 露 し た 後 、 組 織 の 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト と 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の マ イ
ク ロ ア レ イ と の 結 合 に 対 す る 第 ２ の プ ロ フ ァ イ ル を 得 る ス テ ッ プ ； お よ び
　 第 １ の プ ロ フ ァ イ ル を 第 ２ の プ ロ フ ァ イ ル と 比 較 し 、 撹 乱 に よ っ て も た ら さ れ る 遺 伝 因
子 を 検 出 す る ス テ ッ プ ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 撹 乱 が 生 物 か ら 組 織 を 得 る 前 に 発 生 し 、 か つ 環 境 的 撹 乱 が 、 真 核 生 物 の 微 生 物 に よ る 感
染 、 真 核 生 物 の 免 疫 機 能 の 低 下 、 組 織 の 高 温 へ の 暴 露 、 組 織 の 低 温 へ の 暴 露 、 組 織 の 癌 、
真 核 生 物 の 別 の 組 織 の 癌 、 組 織 の 照 射 、 組 織 の 化 学 化 合 物 ま た は 他 の 製 薬 化 合 物 へ の 暴 露
、 お よ び 老 化 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 撹 乱 が 生 物 か ら 組 織 を 得 た 後 に 発 生 し 、 か つ 撹 乱 が 、 高 温 へ の 組 織 の 暴 露 、 低 温 へ の 組
織 の 暴 露 、 組 織 の 照 射 、 化 学 化 合 物 ま た は 他 の 製 薬 化 合 物 へ の 組 織 の 暴 露 、 お よ び 老 化 か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 撹 乱 が １ 種 以 上 の 化 合 物 の 添 加 で あ る 、 請 求 項 ７ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 組 織 の 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト と マ イ ク ロ ア レ イ と の 結 合 に 対 す る プ ロ フ ァ イ ル を 得
る 前 に 、 組 織 へ 少 な く と も １ 種 の 既 知 の 医 薬 化 合 物 を 添 加 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項
７ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 真 核 生 物 細 胞 の 少 な く と も １ セ ッ ト の 同 時 制 御 遺 伝 子 を 識 別 す る 方 法 で あ っ て 、
　 調 節 さ れ た 培 養 条 件 下 で 、 組 織 の 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト 間 の 結 合 に 対 す る 第 １ の プ
ロ フ ァ イ ル を 得 る ス テ ッ プ ；
　 少 な く と も １ 種 の 遺 伝 子 の 既 知 の レ ギ ュ レ ー タ ー が 、 調 節 さ れ た 培 養 条 件 に よ り 改 変 さ
れ る 条 件 下 で 、 組 織 の 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト 間 の 結 合 に 対 す る 第 ２ の プ ロ フ ァ イ ル を
得 る ス テ ッ プ ； お よ び
　 第 １ の プ ロ フ ァ イ ル と b)か ら の 第 ２ の プ ロ フ ァ イ ル と を 比 較 し 、 ど の 遺 伝 因 子 が 既 知 の
レ ギ ュ レ ー タ ー の 改 変 に よ り 影 響 さ れ る か を 決 定 す る ス テ ッ プ ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 レ ギ ュ レ ー タ ー が 、 ホ ル モ ン 、 栄 養 素 、 ま た は 製 薬 学 的 に 活 性 の あ る 薬 品 で あ る 、 請 求
項 ７ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 １ ～ ７ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の プ ロ フ ァ イ ル か ら 得 ら れ た 5～ 75ヌ ク レ オ チ ド 長 の １
セ ッ ト の 核 酸 上 に ス ポ ッ ト さ れ た ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 前 記 の ア レ イ が 、 ス ラ イ ド 、 チ ッ プ ま た は 濾 過 膜 で あ る 、 請 求 項 ８ ０ に 記 載 の ヌ ク レ オ
チ ド ア レ イ 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 サ ン プ ル が 初 代 細 胞 、 細 胞 株 、 真 核 生 物 種 か ら 新 し く 単 離 さ れ た 細 胞 、 お よ び そ れ ら の
組 み 合 わ せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ９ ～ ４ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 核 酸 を 含 有 す る サ ン プ ル か ら 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト を プ ロ フ ァ イ リ ン グ す る 方 法 で
あ っ て 、
　 a)サ ン プ ル か ら １ 種 ま た は 複 数 種 の 精 製 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト を 得 、 そ れ ら を 標 識
化 す る ス テ ッ プ ；
　 b)ス テ ッ プ a)の 標 識 化 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト と 、 推 定 上 の 制 御 エ レ メ ン ト ま た は 確
認 さ れ た 制 御 エ レ メ ン ト と マ ッ チ す る 個 別 の 位 置 に あ る DNA種 を 含 有 す る DNAマ イ ク ロ ア レ
イ と を 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； お よ び
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　 c)活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト と マ イ ク ロ ア レ イ の 部 位 の 結 合 を 検 出 す る ス テ ッ プ ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 検 出 が 、 結 合 を 検 出 す る た め の 蛍 光 ま た は 化 学 発 光 を 含 む 検 出 系 を 含 む 、 請 求 項 ８ ３ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 DNAマ イ ク ロ ア レ イ が 、 ア レ イ の 別 々 の 既 知 の 部 位 を 占 め る 5～ 40ヌ ク レ オ チ ド 長 の 固 定
化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 含 む 、 請 求 項 ８ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 固 定 化 DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 、 少 な く と も ２ セ ッ ト の プ ロ ー ブ を 含 み 、 少
な く と も １ 種 の 参 照 配 列 に 正 確 に 相 補 的 で あ る 第 １ の セ ッ ト は 、 互 い に オ ー バ ー ラ ッ プ す
る 複 数 の 参 照 配 列 に ま た が る プ ロ ー ブ を 含 み 、 少 な く と も も う １ つ の プ ロ ー ブ の セ ッ ト は
、 そ の 各 セ ッ ト に お い て 、 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド が 異 な る 以 外 は 第 １ の セ ッ ト と
同 一 で あ り 、 該 異 な る ヌ ク レ オ チ ド は 、 各 セ ッ ト 中 に 異 な る ヌ ク レ オ チ ド が 存 在 す る こ と
以 外 、 上 記 も う １ つ の セ ッ ト の そ れ ぞ れ の 中 の 同 一 の 位 置 に あ る 、 請 求 項 ８ ５ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 固 定 化 DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 、 少 な く と も ２ セ ッ ト の プ ロ ー ブ を 含 み 、 少
な く と も １ 種 の 参 照 配 列 に 正 確 に 相 補 的 で あ る 第 １ の セ ッ ト は 、 互 い に オ ー バ ー ラ ッ プ す
る 複 数 の 参 照 配 列 に ま た が る プ ロ ー ブ を 含 み 、 少 な く と も も う １ つ の プ ロ ー ブ の セ ッ ト は
、 少 な く と も １ 種 の 異 な る ヌ ク レ オ チ ド の 追 加 ま た は 欠 損 以 外 は 第 １ の セ ッ ト と 同 一 で あ
る 、 請 求 項 ８ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 DNAマ イ ク ロ ア レ イ の DNA種 が 既 知 の 制 御 配 列 で あ る 、 請 求 項 ８ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 ス テ ッ プ c)の 検 出 さ れ た 結 合 が 、 コ ン ピ ュ ー タ ・ メ モ リ ー 装 置 の 参 照 プ ロ フ ァ イ ル と し
て 記 録 さ れ て い る 、 請 求 項 ８ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 核 酸 を 含 有 す る サ ン プ ル か ら 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト を プ ロ フ ァ イ リ ン グ す る 方 法 で
あ っ て 、
　 a)サ ン プ ル か ら 複 数 の 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト を 得 、 第 １ の 標 識 で そ の エ レ メ ン ト を
標 識 化 す る ス テ ッ プ ；
　 b)サ ン プ ル か ら 複 数 の ゲ ノ ム DNA断 片 を 得 、 第 ２ の 標 識 で そ の エ レ メ ン ト を 標 識 化 す る
ス テ ッ プ ；
　 c) a)で 得 ら れ た エ レ メ ン ト と b)で 得 ら れ た 断 片 を 、 推 定 上 の 制 御 エ レ メ ン ト ま た は 確
認 さ れ た 制 御 エ レ メ ン ト に マ ッ チ す る 別 々 の 配 置 で DNA種 を 含 有 す る DNAマ イ ク ロ ア レ イ と
ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る ス テ ッ プ ； お よ び
　 d)ア レ イ 内 の 第 １ 標 識 お よ び 第 ２ 標 識 の シ グ ナ ル の 比 を 検 出 す る ス テ ッ プ ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 核 酸 を 含 有 す る ２ 群 か ら 異 な る 制 御 エ レ メ ン ト 活 性 化 を プ ロ フ ァ イ リ ン グ す る 方 法 で あ
っ て 、
　 a)第 １ の 群 か ら 複 数 の 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト を 得 、 第 １ の 標 識 で そ の エ レ メ ン ト を
標 識 化 す る ス テ ッ プ ；
　 b)第 ２ の 群 か ら 複 数 の 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト を 得 、 第 ２ の 標 識 で そ の エ レ メ ン ト を
標 識 化 す る ス テ ッ プ ；
　 c) a)で 得 ら れ た エ レ メ ン ト と b)で 得 ら れ た 断 片 を 、 推 定 上 の 制 御 エ レ メ ン ト ま た は 確
認 さ れ た 制 御 エ レ メ ン ト に マ ッ チ す る 別 々 の 配 置 で DNA種 を 含 有 す る DNAマ イ ク ロ ア レ イ と
ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る ス テ ッ プ ； お よ び
　 d)ア レ イ 内 の 第 １ 標 識 お よ び 第 ２ 標 識 の シ グ ナ ル の 比 を 検 出 す る ス テ ッ プ ；
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を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 群 の う ち の １ 群 が 未 処 理 の コ ン ト ロ ー ル で あ り 、 他 の 群 が 少 な く と も １ 種 の 化 学 薬 品 と
の 接 触 に よ っ て 処 理 さ れ 、 か つ 、 ス テ ッ プ d)で 得 ら れ た シ グ ナ ル の 比 が 、 少 な く と も １ 種
の 化 学 薬 品 に よ る 遺 伝 子 制 御 活 性 の 指 標 を 提 供 す る 、 請 求 項 ９ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 ス テ ッ プ d)で 得 ら れ た シ グ ナ ル の 比 が 、 少 な く と も １ 種 の 化 学 薬 品 が 活 性 ク ロ マ チ ン エ
レ メ ン ト に お け る 影 響 を 発 生 す る か 、 停 止 す る か 、 ま た は 有 し て い る か を 示 す 、 請 求 項 ９
１ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 制 御 エ レ メ ン ト 活 性 化 を 、 核 酸 を 含 有 す る サ ン プ ル か ら の 遺 伝 子 発 現 と 相 関 さ せ る 方 法
で あ っ て 、
　 a)サ ン プ ル か ら 複 数 の 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト を 得 、 推 定 上 の 制 御 エ レ メ ン ト ま た は
確 認 さ れ た 制 御 エ レ メ ン ト と マ ッ チ す る 別 々 の 配 置 で DNA種 を 含 有 す る DNAマ イ ク ロ ア レ イ
上 に 前 記 エ レ メ ン ト を プ ロ フ ァ イ リ ン グ す る ス テ ッ プ ；
　 b)サ ン プ ル か ら RNAを 単 離 し 、 cDNAに 転 換 す る ス テ ッ プ ；
　 c)推 定 上 の 制 御 エ レ メ ン ト ま た は 確 認 さ れ た 制 御 エ レ メ ン ト と マ ッ チ す る 別 々 の 配 置 で
DNA種 を 含 有 す る DNAマ イ ク ロ ア レ イ 上 に cDNAを プ ロ フ ァ イ リ ン グ す る ス テ ッ プ ； お よ び
　 d)情 報 ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て 、 a)と c)か ら 得 ら れ た プ ロ フ ァ イ ル 結 果 を 遺 伝 子 活 性 と
相 関 さ せ る ス テ ッ プ ；
を 含 む 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 複 数 の 核 酸 配 列 を 同 時 に 検 出 す る た め の DNAア レ イ 、 前 記 ア レ イ の 製 造 、 お
よ び そ の 使 用 に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト 、 特 に 、 真 核 細 胞
に お い て 活 性 の あ る 遺 伝 子 制 御 エ レ メ ン ト の パ タ ー ン を 検 出 す る た め の ア レ イ 方 法 お よ び
ア レ イ 装 置 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 従 来 の 形 質 発 現 研 究 で は 、 転 写 さ れ 、 mRNAへ ス プ ラ イ シ ン グ さ れ る 遺 伝 子 転 写 情 報 （ 全
転 写 情 報 ま た は そ の 選 択 領 域 ） に 相 補 的 な 固 定 化 DNA分 子 を 一 般 に 用 い る 。 こ の 分 野 の 最
近 の 進 歩 に は 、 複 数 の 異 な る 転 写 情 報 の 同 時 モ ニ タ リ ン グ が 可 能 な 、 か か る 分 子 の ア レ イ
ま た は マ イ ク ロ ア レ イ が 利 用 さ れ て い る (例 え ば 、 Schenaら 、 Science 270:467-470 (1995
); Lockhartら 、 Nature Biotechnology 14:1675-1680 (1996); Blanchardら 、 Nature Bio
technology 14, 1649 (1996); お よ び 米 国 特 許 第 5,569,588号 （ 1996年 10月 26日 に Ashbyら
に 対 し て 発 行 さ れ 、 名 称 は 「 Methods for Drug Screening」 で あ る )を 参 照 さ れ た い ） 。
か か る ア レ イ は 、 生 物 の 完 全 ゲ ノ ム 配 列 、 ま た は 少 な く と も 一 配 列 、 ま た は そ の 遺 伝 子 転
写 情 報 の す べ て を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー が 利 用 可 能 で あ れ ば 、 実 質 的 に は 、 細 胞 ま た は 細 胞 群
の す べ て の 活 性 転 写 部 位 か ら 転 写 情 報 が 検 出 で き る 可 能 性 を 有 し て い る 。 完 全 な 遺 伝 子 セ
ッ ト が ま だ 不 明 確 で あ る ヒ ト の 場 合 、 か か る ア レ イ は 、 所 与 の 細 胞 群 内 の 多 数 の 発 現 遺 伝
子 を 同 時 に モ ニ タ ー す る よ う に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ の 同 時 モ ニ タ リ ン グ の 技 術 は 、 特 に 、 疾 病 を 誘 発 す る 遺 伝 子 の 同 定 、 お よ び 薬 剤 標 的
の 同 定 に 関 連 す る (例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,165,709号 ;第 6,218,122号 ;第 5,811,231号 ;第 6,2
03,987号 ;お よ び 第 5,569,588号 を 参 照 さ れ た い 。 な お 、 こ れ ら の 特 許 は 、 す べ て の 目 的 の
た め に 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る 。 ） 。 し か し 残 念 な が ら 、 こ れ ら の ア レ イ 技 術
は 、 一 般 に 、 発 現 遺 伝 子 の 直 接 的 な 検 出 を 手 段 と し て い る 。 し た が っ て 、 遺 伝 子 発 現 自 体
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を 制 御 す る 遺 伝 子 制 御 経 路 の 活 性 は 間 接 的 に し か 明 ら か に さ れ な い 。 一 方 、 特 定 の 遺 伝 子
制 御 経 路 ま た は シ ス 作 用 性 制 御 エ レ メ ン ト の 活 性 を 検 出 す る こ と を 目 的 と し た 検 出 系 は 、
細 胞 の 制 御 状 態 に 関 す る よ り 詳 し い 情 報 の 提 供 が 可 能 で あ る 。 し た が っ て 、 活 性 制 御 エ レ
メ ン ト （ 特 に 関 連 群 お よ び 相 互 作 用 群 に お け る 前 記 エ レ メ ン ト ） の 検 出 は 、 制 御 経 路 の 図
示 に 非 常 に 重 要 と な る 可 能 性 が あ る と と も に 、 疾 病 の 診 断 お よ び 治 療 の 目 的 お よ び 発 見 に
重 要 な 情 報 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 遺 伝 子 制 御 の 分 野 に お け る 研 究 の 大 部 分 は 、 個 々 の コ ー ド 遺 伝 子 標 的 の 上 流 ま た は 下 流
に 個 々 の 配 列 を 発 見 し 、 使 用 す る こ と に 注 目 し て き た 。 一 般 に 、 配 列 の 制 御 効 果 を 検 出 し
た 場 合 、 特 定 の DNA配 列 の 欠 失 は 、 近 傍 遺 伝 子 の 発 現 の 増 加 ま た は 減 少 と 関 係 し て い る 。
例 え ば 、 β 様 グ ロ ビ ン 遺 伝 子 は 、 こ れ ら の 配 列 を 除 去 ま た は 添 加 し 、 赤 血 球 系 細 胞 に お け
る 遺 伝 子 発 現 の 影 響 を 調 査 し た 研 究 に よ れ ば 、 制 御 機 能 し 得 る ４ 種 類 の 主 要 な DNAase I高
感 受 性 部 位 を 含 む こ と が 明 ら か に な っ た 。 Grosveldら の 米 国 特 許 第 5,532,143号 を 参 照 さ
れ た い 。 関 連 の 研 究 の 結 果 、 Townesら は 、 ４ 種 類 の DNAア ー ゼ 高 感 受 性 部 位 の う ち 、 ２ 種
類 の 部 位 が 、 赤 血 球 系 統 の 細 胞 で 一 般 に 遺 伝 子 を 制 御 し て い る 可 能 性 が あ る と 主 張 し た 。
興 味 深 い 展 開 で は あ る が 、 こ れ ら の 所 見 は 、 一 般 に 、 既 知 の 遺 伝 子 の 近 傍 の コ ー ド 配 列 に
お け る 効 果 の 検 出 に 限 定 さ れ る 。 多 重 制 御 ユ ニ ッ ト (前 記 ユ ニ ッ ト は 同 等 に 作 用 す る )は 、
こ れ ら の 技 術 に よ る 分 析 に 簡 単 に 適 用 す る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 多 重 遺 伝 子 と タ ン パ ク 質 エ レ メ ン ト は 、 シ ン プ ル な 生 物 学 的 プ ロ セ ス で あ っ て も 相 互 に
作 用 す る 。 こ の た め 、 予 め 選 択 し た 遺 伝 子 に お け る 効 果 を 検 出 す る た め に 単 一 コ ー ド 遺 伝
子 と 近 傍 の 非 コ ー ド 配 列 を 標 的 と す る １ つ １ つ の 方 法 で は 、 そ の 本 来 の in vivoの 状 況 に
取 り 組 む に は 不 十 分 で あ る 。 し た が っ て 、 同 時 制 御 系 の 情 報 を 提 供 す る こ と が で き る 任 意
の ツ ー ル に よ り 、 診 断 、 臨 床 治 療 お よ び 薬 剤 探 索 の 進 歩 に お い て 多 く の メ リ ッ ト が 得 ら れ
る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ６ 】

　 本 発 明 は 、 現 行 の 方 法 に 関 連 す る 問 題 と 欠 点 を 克 服 し 、 多 数 の 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン
ト (「 ACE」 )、 し た が っ て 、 活 性 遺 伝 子 制 御 ユ ニ ッ ト を プ ロ フ ァ イ ル す る た め の 核 酸 ア レ
イ を 使 用 可 能 に す る 方 法 と 材 料 を 考 案 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 は 、 遺 伝 子 制 御 エ レ メ ン ト の ア レ イ を 製 造 す る 方 法 を 教 示 す る 。 事
実 上 、 す べ て の 活 性 遺 伝 子 制 御 領 域 は ACE内 に 含 ま れ て い る の で 、 ACEの ア レ イ は 制 御 エ レ
メ ン ト の ア レ イ を 構 成 す る 。 一 般 に 、 核 酸 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 ACEま た は 推 定 上 の 遺 伝 子
制 御 エ レ メ ン ト を コ ー ド す る ゲ ノ ム DNA配 列 に 対 応 す る 配 列 の コ ピ ー を 含 む ス ポ ッ ト を 有
す る よ う に 作 製 さ れ る 。 そ の 核 酸 配 列 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 用 い て ラ イ ブ ラ リ ー か
ら 配 列 を 増 幅 し 、 マ イ ク ロ ア レ イ 装 置 に 材 料 を 付 着 さ せ る こ と に よ っ て 、 あ る い は 、 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 装 置 を 用 い て ex situに て 合 成 し 、 続 い て 、 マ イ ク ロ ア レ イ 装 置 を 用
い て 付 着 さ せ る こ と に よ っ て 、 あ る い は ヌ ク レ オ チ ド の 圧 電 的 付 着 な ど の 方 法 を 用 い て マ
イ ク ロ ア レ イ 上 で in situに て 合 成 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は 、 ACEを 分 析 す る 方 法 で あ っ て 、 標 的 細 胞 群 か ら ク ロ マ チ ン を
調 製 す る ス テ ッ プ と ； ク ロ マ チ ン 中 の 高 感 受 性 部 位 で 修 飾 を 誘 導 す る 非 特 異 的 制 限 酵 素 な
ど の 薬 剤 で ク ロ マ チ ン を 処 理 し 、 ゲ ノ ム 内 の 他 の 位 置 よ り も 明 ら か に 優 先 的 に 、 か か る 位
置 で 一 本 鎖 切 断 お よ び 二 本 鎖 切 断 を 起 こ さ せ る ス テ ッ プ と ； 混 合 物 か ら 配 列 を 単 離 す る こ
と が で き る よ う に 、 リ ン カ ー ア ダ プ タ ー の ラ イ ゲ ー シ ョ ン ま た は 同 様 の 手 段 に よ っ て 断 片
末 端 を 修 飾 し 、 配 列 に タ グ と な る 標 識 を 付 け る ス テ ッ プ と ； 制 限 酵 素 に よ る 消 化 ま た は 超
音 波 処 理 も し く は 同 等 の 方 法 に よ っ て 断 片 を 修 飾 し 、 平 均 断 片 サ イ ズ を 小 さ く す る ス テ ッ
プ と ； 蛍 光 物 質 ま た は DNAマ イ ク ロ ア レ イ リ ー ダ ー な ど の 自 動 装 置 に よ る 検 出 に 十 分 で あ
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３ ． 発 明 の 概 要



る 他 の マ ー カ ー を 用 い て 、 高 感 受 性 部 位 配 列 を 含 む 断 片 の 亜 群 を 標 識 化 す る ス テ ッ プ と ;
マ イ ク ロ ア レ イ と と も に 標 識 化 断 片 群 を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 各 ア レ イ 座 標 の シ グ ナ ル 強 度
を 判 読 す る ス テ ッ プ と 、 を 含 む 方 法 を 教 示 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は 、 生 物 由 来 の ACEを プ ロ フ ァ イ ル す る 方 法 で あ っ て 、
遺 伝 子 制 御 エ レ メ ン ト を 含 む DNAマ イ ク ロ ア レ イ を 構 築 す る 第 １ の ス テ ッ プ と 、 制 御 エ レ
メ ン ト 活 性 化 を 分 析 す る た め に マ イ ク ロ ア レ イ を プ ロ ー ビ ン グ す る 第 ２ の ス テ ッ プ と 、 を
含 む 方 法 で あ る 。 第 １ の ス テ ッ プ に は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 高 感 受 性 部 位 ま た は 推 定 上 の 遺 伝 子
制 御 エ レ メ ン ト を コ ー ド す る ゲ ノ ム DNA配 列 に 対 応 す る DNA配 列 の １ 種 以 上 の コ ピ ー が 含 ま
れ て い る ス ポ ッ ト を 有 す る DNAマ イ ク ロ ア レ イ を 構 築 す る こ と を 含 む 。 DNA配 列 は 、 変 法 、
す な わ ち 、 か か る 配 列 を 含 有 す る ラ イ ブ ラ リ ー か ら PCRを 用 い て DNA配 列 を 増 幅 し 、 続 い て
、 マ イ ク ロ ア レ イ 装 置 に 付 着 さ せ る ス テ ッ プ と ； オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 装 置 に よ り DNA
配 列 を ex situに て 合 成 し 、 続 い て 、 マ イ ク ロ ア レ イ 装 置 に 付 着 さ せ る ス テ ッ プ と ;例 え ば
、 ヌ ク レ オ チ ド の 圧 電 的 付 着 に よ り マ イ ク ロ ア レ イ 上 で in situに て DNA配 列 を 合 成 す る ス
テ ッ プ 、 に よ る 方 法 に よ っ て 取 得 ま た は 付 着 さ せ る こ と が で き る 。 ア レ イ 上 に 付 着 さ れ て
い る 配 列 の 数 は 、 ア レ イ の 作 製 に 用 い た 技 術 に 応 じ 、 10～ 数 百 万 の 間 で 変 動 し 得 る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 既 成 の 制 御 エ レ メ ン ト ま た は 推 定 上 の 制 御 エ レ メ ン ト
に 対 応 す る ゲ ノ ム DNA配 列 を 含 有 す る DNAマ イ ク ロ ア レ イ は 、 ５ つ の ス テ ッ プ で 分 析 さ れ る
。 第 １ の ス テ ッ プ で は 、 標 的 細 胞 群 か ら ク ロ マ チ ン を 調 製 し 、 ACEで 修 飾 を 起 こ す 薬 剤 に
よ り 処 理 す る 。 例 え ば 、 非 特 異 的 制 限 酵 素 DNAア ー ゼ を 用 い て 、 ゲ ノ ム 内 の 他 の 位 置 よ り
も 明 ら か に 優 先 的 に 、 か か る 位 置 で 一 本 鎖 切 断 お よ び 二 本 鎖 切 断 を 起 こ さ せ る こ と が で き
る 。 第 ２ に 、 混 合 物 か ら 配 列 を 単 離 す る こ と が で き る よ う に 、 リ ン カ ー ア ダ プ タ ー の ラ イ
ゲ ー シ ョ ン 、 酵 素 に よ る 標 識 化 ま た は 配 列 に タ グ と な る 標 識 を 付 け る た め の 同 様 の 手 段 に
よ っ て 断 片 末 端 を 修 飾 す る 。 第 ３ に 、 平 均 断 片 サ イ ズ を 小 さ く す る た め に 、 制 限 酵 素 に よ
る 消 化 ま た は 音 波 処 理 も し く は 同 等 の 方 法 に よ っ て DNA断 片 を さ ら に 修 飾 す る こ と が で き
る 。 第 ４ に 、 高 感 受 性 部 位 配 列 を 含 有 す る DNA断 片 亜 群 は 、 蛍 光 物 質 、 ま た は DNAマ イ ク ロ
ア レ イ リ ー ダ ー な ど の 自 動 装 置 に よ る 検 出 に 十 分 で あ る 他 の マ ー カ ー で 標 識 化 す る 。 最 後
の ス テ ッ プ は 、 DNAマ イ ク ロ ア レ イ と と も に 標 識 化 断 片 群 を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 各 ア
レ イ 座 標 の シ グ ナ ル 強 度 を 判 読 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 お よ び 有 用 性 は 、 以 下 の 明 細 書 中 に 一 部 記 載 さ れ て お り 、 か つ 、
あ る 程 度 、 本 明 細 書 か ら 明 白 で あ ろ う 。 あ る い は 、 本 発 明 を 実 施 す る こ と に よ っ て 理 解 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】

　 図 面 の 簡 単 な 説 明 は 、 後 述 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】

　 ク ロ マ チ ン の ヌ ク レ ア ー ゼ 高 感 受 性 部 位 に は タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 は 存 在 せ ず 、 か つ 、
通 常 、 高 度 反 復 配 列 は 存 在 し な い 。 こ れ ら の 配 列 は 推 定 上 の 制 御 部 位 で あ り 、 し た が っ て
、 細 胞 内 ゲ ノ ム の 全 プ ロ グ ラ ム を 制 御 す る の に 十 分 で あ る 制 御 エ レ メ ン ト の セ ッ ト の 一 部
で あ る （ 以 下 、 「 ACE」 と 称 す る ） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 活 性 ク ロ マ チ ン エ レ メ ン ト （ 「 ACE」 ） は 、 核 ク ロ マ チ ン の 状 況 に お い て 、 ヌ ク レ オ ソ
ー ム 構 造 中 の 局 所 的 改 変 を 引 き 起 こ す の に 十 分 で あ る 、 結 合 の １ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 ま た
は タ ン パ ク 質 複 合 体 の テ ン プ レ ー ト と し て 機 能 す る ゲ ノ ム DNA位 置 と し て 定 義 す る こ と が
で き る 。 か か る ACEは 、 こ れ に 限 定 さ れ な い が 、 通 常 、 16塩 基 対 ～ 200塩 基 対 、 最 高 1,500
塩 基 対 の 範 囲 に 及 ぶ (例 え ば 、 J Biol Chem 2001 Jul 20; 276(29):26883-92)。
【 ０ ０ １ ５ 】
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４ ． 図 面 の 説 明

５ ． 発 明 の 説 明



　 特 定 の ゲ ノ ム 位 置 に あ る ACEは 、 例 え ば 、 非 特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る DNAア ー ゼ
な ど の DNA修 飾 物 質 の 作 用 に 対 す る そ の 差 異 感 度 （ 「 高 感 受 性 」 ） に よ っ て 明 ら か に す る
こ と が で き る (例 え ば 、 EMBO J 1995 Jan 3; 14(1):106-16を 参 照 )。 し か し 、 す べ て の DNA
ア ー ゼ 高 感 受 性 部 位 は 定 義 に よ り ACEで あ る が 、 す べ て の ACEを DNAア ー ゼ 高 感 受 性 ア ッ セ
イ に よ り 検 出 す る こ と は で き な い 。 ま た 、 ACEは 、 ヒ ス ト ン ア セ チ ル 化 お よ び シ ト シ ン メ
チ ル 化 な ど の ク ロ マ チ ン 中 の 後 成 的 修 飾 の 検 出 に 基 づ く 方 法 に よ り 明 ら か に す る こ と も で
き る 。 ACEに お い て 選 択 効 果 を 及 ぼ す 処 理 と し て は 、 以 下 の １ 種 以 上 の DNA修 飾 作 用 物 質 、
す な わ ち 、 ヌ ク レ ア ー ゼ (配 列 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ お よ び 配 列 非 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ )； ト
ポ イ ソ メ ラ ー ゼ ； メ チ ラ ー ゼ ； ア セ チ ラ ー ゼ ； 化 学 薬 品 ； 医 薬 品 (例 え ば 化 学 療 法 剤 )； 照
射 ； 物 理 的 剪 断 ； 栄 養 性 欠 失 (例 え ば 、 葉 酸 欠 失 )等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 別 法 は 、 鎖 切 断 な ど の DNA修 飾 が 起 こ る よ う に 、 あ る 特 定 の ACE(ま た は ACEの セ ッ ト )に
結 合 す る タ ン パ ク 質 を 修 飾 す る こ と で あ る 。 タ ン パ ク 質 は 、 1 2 5 I(そ の 放 射 性 崩 壊 に よ り
鎖 切 断 が 生 じ る )の 取 込 み (例 え ば 、 Acta Oncol. 39: 681-685 (2000)を 参 照 )な ど の 多 数
の 手 段 に よ っ て 修 飾 す る か 、 あ る い は 、 紫 外 線 へ の 暴 露 時 に DNAと 架 橋 を 形 成 す る 、 4-ア
ジ ド フ ェ ナ シ ル ブ ロ ミ ド (例 え ば 、  Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10287-10291を 参 照
)な ど の 架 橋 剤 に よ り 修 飾 す る こ と が で き る 。 か か る タ ン パ ク 質 と DNAと の 架 橋 は 、 次 い で
、 ピ ペ リ ジ ン を 用 い た 処 理 に よ っ て 二 本 鎖 DNA切 断 に 転 じ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 さ ら に 別 の 方 法 は 、 転 写 因 子 ま た は 構 成 上 の ク ロ マ チ ン タ ン パ ク 質 な ど の 、 １ 種 以 上 の
ACEで 結 合 さ れ た 特 定 の タ ン パ ク 質 に 対 し て 産 生 さ れ 、 in vivoで ACEに 関 連 す る 核 タ ン パ
ク 質 複 合 体 由 来 の DNAを 単 離 す る の に 用 い ら れ る 抗 体 を 利 用 す る 。 現 在 用 い ら れ て い る 技
術 の 例 で は 、 タ ン パ ク 質 と 真 核 生 物 ゲ ノ ム 内 の DNAと を 架 橋 結 合 さ せ 、 続 い て ホ ル ム ア ル
デ ヒ ド で 処 理 す る 。 ク ロ マ チ ン を 単 離 し 、 次 い で 、 音 波 処 理 ま た は ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 消
化 の い ず れ か を 行 い 、 目 的 の 配 列 を 免 疫 沈 降 さ せ る (Orlandoら 、 Methods 11: 205-214(19
97))。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 、 後 成 性 パ タ ー ン へ の 改 変 も 、 改 変 が ACEの 活 性 と 相 関 す る こ と が 知 ら れ て い る 。
最 も 詳 し く 研 究 さ れ て い る 修 飾 の タ イ プ の １ つ は 、 シ ト シ ン メ チ ル 化 で あ る 。 メ チ ル 化 の
包 括 的 パ タ ー ン は 比 較 的 安 定 し て い る が 、 あ る 遺 伝 子 が 活 性 化 し て い な い 場 合 に は メ チ ル
化 さ れ る か 、 あ る 遺 伝 子 が 活 性 化 さ れ て い る 場 合 に は 逆 に ジ メ チ ル 化 さ れ る 。 差 次 的 メ チ
ル 化 は 、 メ チ ル 化 さ れ る か 否 か に 従 っ て 、 差 次 的 に 同 一 部 位 を 切 断 す る 制 限 エ ン ド ヌ ク レ
ア ー ゼ の ペ ア を 用 い る こ と に よ り 検 出 す る こ と が で き る (Tompaら 、 Curr. Biol. 12: 65-6
8 (2002))。 あ る い は 、 ゲ ノ ム シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン と 非 メ チ ル
化 シ ト シ ン と を 識 別 す る こ と (Pfeiferら 、 Science 246: 810-813 (1989)に よ っ て 開 発 さ
れ た 方 法 )が 一 般 的 に 可 能 で あ る 。 前 記 方 法 で は 、 シ ト シ ン を ウ ラ シ ル (シ ー ク エ ン シ ン グ
反 応 に お い て チ ミ ン に 同 様 に 作 用 す る )に 変 換 し 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン は 修 飾 し な い で お く
。 シ ト シ ン か ら ウ ラ シ ル へ の 塩 基 転 移 に 対 し て 高 感 度 で あ る プ ラ イ マ ー を 用 い た PCRに お
い て 、 前 記 材 料 を テ ン プ レ ー ト と し て 用 い る こ と が で き る 。 あ る い は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド と テ ン プ レ ー ト と の 間 の 潜 在 的 ミ ス マ ッ チ (G:U)は 、 大 腸 菌 ミ ス マ ッ チ ウ ラ シ ル DNAグ リ
コ シ ラ ー ゼ に よ っ て 切 断 し 、 そ の 断 片 を 群 か ら 取 り 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 さ ら に 、 後 成 性 パ タ ー ン を も た ら す 、 あ る い は 維 持 す る 酵 素 機 構 は 、 二 本 鎖 DNA切 断 な
ど の 検 出 可 能 な DNA修 飾 を も た ら す こ と が 誘 導 さ れ 得 る よ う に 、 上 に 記 載 し た よ う に 標 識
化 す る こ と が で き る 。 こ の 種 類 の 方 法 に 用 い ら れ る 標 的 タ ン パ ク 質 と し て は 、 最 近 開 示 さ
れ た HAT(ヒ ス ト ン ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ )、 そ の 転 写 誘 導 に 関 す る 効 果 が 最 近 開 示
さ れ て い る HDAC(ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ 複 合 体 )(Cell 108: 475-487(2002))、 な ら び に
、 DNAメ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ お よ び メ チ ル 化 部 位 に 結 合 す る 構 造 タ ン パ ク 質 （ MeCP1、
MeCP2な ど ） が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 ヒ ス ト ン 、 お よ び 転 写 因 子 も 、 メ チ ル 化 、 リ ン 酸 化 、
ユ ビ キ ノ ン 化 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る 。 一 連 の 共 有 結 合 性 修 飾 (そ れ ら の う ち の い く つ
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か は ま だ 未 記 載 で あ る )は 、 転 写 、 複 製 お よ び 組 換 え の 構 造 的 お よ び 酵 素 的 機 構 に 対 し て
作 製 さ れ て い る と 考 え ら れ る 。 現 在 の 見 解 で は 、 か か る 修 飾 が 制 御 の 役 割 を 担 っ て い る と
考 え ら れ 、 こ れ ら の 修 飾 が 、 根 底 (underlying)配 列 の 機 能 的 活 性 と ポ ジ テ ィ ブ か つ ネ ガ テ
ィ ブ な 相 関 関 係 に な り 得 る こ と が 開 示 さ れ て い る (Science 293: 1150-1155)。 こ の ACE修
飾 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 根 底 ゲ ノ ム 上 に 制 御 の 複 雑 な 別 の 層 を 重 ね 合 わ せ る こ と が
で き 、 in vivoの 核 タ ン パ ク 質 複 合 体 由 来 DNA配 列 の 免 疫 沈 殿 に よ っ て 、 こ れ ら の 後 成 の 変
化 を 力 学 的 に 引 き 起 こ す こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ACEは 、 ゲ ノ ム の プ ロ セ ス の 制 御 に 大 き な 役 割 を 果 た す 核 構 造 の あ る 特 徴 と 定 義 す る 。
核 の 構 造 を コ ン ト ロ ー ル す る 、 タ ン パ ク 質 お よ び RNAを は じ め と す る 分 子 は 次 第 に 同 定 さ
れ て き て お り 、 ACEを 同 定 す る た め の 標 的 と し て こ れ ら の 分 子 も 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 さ ら に 間 期 核 の 細 胞 学 的 に 特 有 の 領 域 は 、 例 え ば 、 多 量 に 転 写 さ れ た rRNA遺 伝 子 を 含 む
核 様 体 と 記 載 さ れ て お り (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69: 3394-3398 (1972))、 ま た 、
活 性 遺 伝 子 は 、 ク ロ マ チ ン 間 の 粒 子 の ク ラ ス タ ー 化 に 主 に 関 係 す る 可 能 性 が あ る (J. Cell
 Biol. 131: 1635-1647 (1995))。 特 定 の 制 御 領 域 は 、 転 写 誘 導 時 に 核 内 の 特 有 の 領 域 に
局 在 化 す る よ う に な り 得 る (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98: 12120-12125 (2001))。 一
方 、 真 核 生 物 核 の 特 定 の 領 域 は 、 転 写 的 に 不 活 性 で あ る (Nature 381: 529-531 (1996))こ
と と 、 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン に 関 係 し て い る こ と が 開 示 さ れ て い る 。 か か る 物 性 お よ び 同 様 の
物 性 に 基 づ く 核 の 分 画 を 用 い て 、 こ れ ら の プ ロ セ ス に 関 係 し て い る ACEの セ ッ ト を 取 得 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 あ る 特 定 の ACEを 調 製 す る た め に ゲ ノ ム 位 置 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 の 数 お よ び 特 性 が 異
な っ て い る 場 合 に は 、 ACEの 数 お よ び 位 置 は 細 胞 型 間 で 異 な る 。 あ る ACEは 、 特 定 の 組 織 細
胞 型 に 、 ま た は 組 織 型 も し く は 細 胞 型 の 制 限 セ ッ ト に 特 異 的 で あ り 得 る (「 組 織 特 異 的 ACE
」 )。 別 の セ ッ ト は 細 胞 周 期 と の 調 整 で 形 成 さ れ 得 る か 、 あ る い は 環 境 上 の 刺 激 に よ り 形
成 さ れ 得 る 。 他 の ACEは 、 す べ て の 組 織 型 ま た は 細 胞 型 に 存 在 し 得 る 「 (構 成 性 ACE」 )(例
え ば 、 Mol Cell Biol 1999 May; 19(5):3714-26)。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 あ る 特 定 の 細 胞 内 の 潜 在 的 ACEの 総 数 は 、 主 と し て 細 胞 型 お よ び 細 胞 状 態 に よ っ て 左 右
さ れ る が 、 一 般 に 、 少 な く と も そ の 細 胞 内 の 活 性 遺 伝 子 の 数 と 等 し く 、 多 く の 場 合 、 活 性
遺 伝 子 が ２ 種 以 上 の ACEに よ っ て 囲 ま れ 得 る (あ る い は 、 例 え ば そ れ ら の イ ン ト ロ ン 内 に 含
有 さ れ 得 る ） 場 合 の 数 で あ り 得 る 。 ACEは 単 独 で 、 ま た は 他 の ACEと 一 緒 に な っ て 機 能 し 、
シ ス 結 合 遺 伝 子 （ cis-linked gene） の 発 現 (例 え ば 、 Mol Cell Biol 1999 Nov; 19(11):7
600-9)、 あ る い は ト ラ ン ス の 受 容 性 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ACEの ス ー パ ー セ ッ ト は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 サ イ レ ン サ ー 、 遺 伝 子 座 制 御
領 域 、 ド メ イ ン 境 界 エ レ メ ン ト 、 お よ び ク ロ マ チ ン リ モ デ リ ン グ 活 性 を 有 す る 他 の エ レ メ
ン ト を は じ め と す る 、 遺 伝 制 御 エ レ メ ン ト の 事 実 上 知 ら れ て い る す べ て の ク ラ ス 由 来 の 活
性 ユ ニ ッ ト を そ の 内 部 に 含 む こ と が 予 測 さ れ て い る 。 前 述 の 各 ユ ニ ッ ト は 、 １ 種 以 上 の AC
Eで 順 次 構 成 さ れ 得 る (例 え ば 、 Trends Genet 1999 Oct; 15(10):403-8)。 さ ら に 、 他 の プ
ロ セ ス は 、 ACEの サ ブ セ ッ ト ま た は ACE間 の 相 互 作 用 に よ っ て コ ン ト ロ ー ル さ れ 得 る 。 こ れ
ら に は 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 DNA複 製 、 組 換 え 、 な ら び に 、 核 内 の ゲ ノ ム D
NAの 構 造 （ 固 有 の ク ロ マ チ ン 構 造 の 領 域 お よ び ク ロ マ チ ン フ ァ イ バ ー の 三 次 元 ト ポ ロ ジ ー
な ど ） が 挙 げ ら れ る 。 そ の た め 、 全 細 胞 型 お よ び 組 織 型 の ACEの 完 全 セ ッ ト は 、 差 異 の あ
る 任 意 の 状 態 ま た は 任 意 の 刺 激 に 対 す る 応 答 に 応 じ て 、 ゲ ノ ム の 転 写 プ ロ グ ラ ム を 定 め る
の に 必 要 な す べ て の 制 御 エ レ メ ン ト を 実 質 的 に 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 か か る 部 位 の 構 築 さ れ た セ ッ ト に 関 連 す る プ ラ イ マ ー を 合 成 し 、 前 記 プ
ラ イ マ ー が 、 配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー の 調 製 、 ま た は 他 の 細 胞 サ ン プ ル か ら の ACEの 直 接 検 出
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に 有 用 で あ る こ と を 見 出 し た 。 す な わ ち 、 本 発 明 の ア レ イ で 生 成 さ れ た ACE配 列 ま た は 配
列 位 置 の ラ イ ブ ラ リ ー に よ り 、 ク ロ マ チ ン が 単 離 さ れ た 細 胞 の 遺 伝 子 制 御 状 態 に 関 す る 豊
富 で 非 常 に 価 値 の あ る 情 報 が 提 供 さ れ る 。 さ ら に 、 か か る 配 列 の ２ 種 以 上 の ア レ イ ま た は
プ ロ フ ァ イ ル (ア レ イ の 利 用 か ら 得 ら れ た 情 報 )は 、 高 感 受 性 部 位 の サ ン プ ル セ ッ ト を 参 照
（ 別 の サ ン プ ル 、 合 成 セ ッ ト 、 ま た は 蓄 積 キ ャ リ ブ レ ー タ な ど ） と 比 較 す る た め の 有 用 な
ツ ー ル で あ る 。 ア レ イ を 使 用 す る 際 に 、 各 々 の 核 酸 メ ン バ ー は 、 一 般 に 、 分 離 場 所 に 固 定
化 さ れ 、 結 合 反 応 の た め に 反 応 さ せ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 こ の 発 見 か ら 可 能 に な っ た 多 く の 実 施 形 態 で は 、 遺 伝 制 御 情 報 は 、 生 体 サ ン プ ル の （ 未
知 の ） 遺 伝 子 座 ま た は マ ー カ ー 情 報 か ら 抽 出 さ れ る 。 そ れ は 、 例 示 し た 方 法 に よ り en mas
sで 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る が 、 遺 伝 子 マ ー カ ー が 従 来 同 定 さ れ て い な か っ た 高 感 受 性
部 位 で あ る 。 同 定 後 、 高 感 受 性 部 位 の 配 列 を 含 有 す る DNAを 、 相 補 的 ゲ ノ ム DNA配 列 を 同 定
す る た め に プ ロ ー ブ と し て 用 い 、 制 御 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 お よ び タ ン パ ク 質 複 合 体 を
見 出 し 、 か つ 、 一 制 御 系 ま た は 多 重 制 御 系 に 影 響 を 及 ぼ し 得 る 化 合 物 の 薬 剤 活 性 を 発 見 す
る こ と が で き る 。 さ ら に 、 一 塩 基 多 型 (SNP)な ど の 細 胞 の 転 写 プ ロ グ ラ ム に 対 す る 潜 在 的
病 原 性 改 変 の 発 生 に 密 接 に 関 係 し て い る ゲ ノ ム 中 の 自 然 発 生 的 突 然 変 異 を 、 こ れ ら の 配 列
に つ い て の 知 見 に よ り マ ッ ピ ン グ お よ び 検 出 す る こ と が で き る 。 多 く の 実 施 形 態 で は 、 本
配 列 を ラ イ ブ ラ リ ー （ ア レ イ に 変 換 ま た は 取 り 出 さ れ 得 る ） へ グ ル ー プ 化 し 、 多 重 制 御 系
を 同 時 に 探 索 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ACEの ラ イ ブ ラ リ ー (あ る い は 、 少 な く と も ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 数 種 類 の 配 列 に 対 応 す る 物
理 的 に 単 離 さ れ た 核 酸 を 参 照 す る 場 合 に は 、 ア レ イ )は 、 さ ら に 下 記 に 詳 述 し た よ う な 非
常 に 望 ま し い 特 性 を 有 し て い る 。 こ れ ら の 特 性 は 、 特 定 の 細 胞 型 と 細 胞 条 件 に 関 係 し 、 制
御 プ ロ フ ァ イ ル と し て 特 徴 化 す る こ と が で き る 。 プ ロ フ ァ イ ル は 、 本 明 細 書 で 記 載 す る 場
合 、 ACEが 得 ら れ る 細 胞 の 制 御 情 報 を 提 供 す る １ セ ッ ト の メ ン バ ー を 意 味 す る 。 多 数 の 事
例 に お け る プ ロ フ ィ ル は 、 ACE由 来 の 付 着 化 ACE配 列 で 調 製 さ れ た ア レ イ 上 の 一 連 の ス ポ ッ
ト を 含 む 。 本 発 明 の こ の 実 施 態 様 の い ず れ の 理 論 に よ っ て も 限 定 さ れ る も の で は な い が 、
ヒ ト 細 胞 な ど の 真 核 細 胞 は 多 数 の 潜 在 的 ACEを 含 ん で お り 、 ACEの 潜 在 的 制 御 エ レ メ ン ト の
一 部 分 の み が 所 定 の 時 間 に 形 成 さ れ る こ と が 理 解 さ れ よ う 。 ACEを サ ン プ リ ン グ と プ ロ フ
ァ イ リ ン グ に よ り 、 ア レ イ は 、 細 胞 の 制 御 状 態 の ス ナ ッ プ シ ョ ッ ト を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 細 胞 の 制 御 状 態 の ア レ イ プ ロ フ ァ イ ル は 、 一 般 に 、 少 な く と も 10ACE、 よ り 好 ま し く は
、 少 な く と も 100、 250、 500、 1000、 2000、 5,000 ACEに 関 係 し 、 数 事 例 に お い て は 10,000
を 越 え る ACEに 関 係 す る 。 試 験 サ ン プ ル 由 来 の プ ロ フ ァ イ ル 情 報 は 、 そ の プ ロ フ ァ イ ル と
他 の プ ロ フ ァ イ ル を 判 別 す る の に 必 要 な ACE数 に よ っ て あ る 程 度 調 べ る こ と が で き る 。 例
え ば 、 特 定 の 染 色 体 破 壊 、 架 橋 結 合 ま た は 他 の 欠 失 の 存 在 を 検 出 す る こ と を 目 的 と し た プ
ロ フ ァ イ ル は 、 2～ 3、 2～ 10、 3～ 5、 10～ 20の ACE、 ま た は そ れ 以 外 の 少 数 の ACEが 検 出 に
必 要 で あ り 得 る 。 １ 種 ま た は 非 常 に 限 定 さ れ た 数 の か か る 配 列 エ レ メ ン ト の み の 活 性 化 状
態 (こ の 状 態 は ク ロ マ チ ン 中 の ヌ ク レ ア ー ゼ 高 感 受 性 部 位 を 形 成 す る 能 力 に よ っ て 定 義 さ
れ る )は 、 本 技 術 を 用 い て 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 な ど の 単 一 実 験 で 検 出 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 特 有 の プ ロ フ ァ イ ル は 、 一 般 に 、 ア レ イ の 使 用 に よ っ て 調 製 す る 。 ア レ イ プ ロ フ ァ イ ル
は 、 １ 種 以 上 の 他 の ア レ イ プ ロ フ ァ イ ル ま た は 他 の 参 照 プ ロ フ ァ イ ル と 比 較 す る こ と が で
き る 。 比 較 結 果 に よ り 、 疾 病 状 態 、 発 生 状 態 、 薬 物 治 療 へ の 感 受 性 、 ホ メ オ ス タ シ ス 、 お
よ び サ ン プ リ ン グ さ れ た 細 胞 群 の 他 の 情 報 に 関 す る 豊 富 な 情 報 を 提 供 す る こ と が で き る 。
こ の 情 報 か ら 、 細 胞 型 の 情 報 、 形 態 、 栄 養 、 細 胞 齢 、 遺 伝 子 欠 損 、 特 定 の 悪 性 腫 瘍 に な り
が ち な 傾 向 、 お よ び 他 の 情 報 を 明 ら か に す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 下 に 詳 述 し た よ う に
、 ACEラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 に ア レ イ を 使 用 す る 特 に 望 ま し い 実 施 形 態 を 検 討 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
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　 ア レ イ を 使 用 す る 多 重 高 感 受 性 部 位 の 同 時 検 出 に よ り 、 種 々 の 有 効 性 を 得 る た め の 多 様
な 方 法 を 提 供 す る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 ア レ イ は 、 １ 種 以 上 の 内 部 参 照 を 含 ん で お
り 、 デ ー タ プ ロ フ ァ イ ル は 参 照 デ ー タ と の 比 較 を 行 う こ と な く 直 接 使 用 さ れ る 。 他 の 実 施
形 態 で は 、 部 位 (配 列 、 ポ ジ シ ョ ン 位 置 、 ま た は そ の 両 方 )の ラ イ ブ ラ リ ー を サ ン プ ル か ら
得 、 次 い で 、 別 の ラ イ ブ ラ リ ー （ 既 存 の 「 型 」 ラ イ ブ ラ リ ー な ど ） と 比 較 す る 。 型 ラ イ ブ
ラ リ ー は 、 細 胞 型 、 発 生 状 態 型 、 遺 伝 病 な ど の 疾 病 型 、 ま た は 、 ホ ル モ ン 、 栄 養 、 薬 学 的
活 性 化 合 物 等 な ど の 要 因 の 存 在 に 関 連 す る 形 態 型 に 特 有 で あ り 得 る 。 型 ラ イ ブ ラ リ ー と 比
較 す る こ と に よ っ て 、 ラ イ ブ ラ リ ー 用 の 示 差 「 プ ロ フ ァ イ ル 情 報 」 の ア ウ ト プ ッ ト セ ッ ト
を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 ラ イ ブ ラ リ ー 」 と い う 用 語 は 、 特 有 の 配 列 を 有 す る 、 少 な く と
も 10、 好 ま し く は 、 50、 100、 200、 300、 500、 1000、 2000、 5000、 10,000、 20,000、 30,0
000、 ま た は 少 な く と も 50,000メ ン バ ー の 核 酸 の セ ッ ト を 意 味 す る 。 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 a) 
ACE DNA配 列 、 b) ゲ ノ ム 中 の ACEに つ い て の 位 置 情 報 、 ま た は 、 c) 配 列 情 報 と マ ッ チ ン グ
す る 位 置 情 報 の 両 方 、 を 含 む 情 報 ラ イ ブ ラ リ ー で あ っ て よ い 。 情 報 ラ イ ブ ラ リ ー の 場 合 、
メ ン バ ー は 、 配 列 お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 ポ ジ シ ョ ン 位 置 と し て コ ン ピ ュ ー タ 記 憶 装 置 媒 体
に 格 納 す る の が 好 ま し い 。 物 理 的 DNAラ イ ブ ラ リ ー の 場 合 、 メ ン バ ー は 、 同 時 操 作 に 有 用
な 形 態 で 、 核 酸 、 ク ロ ー ン 、 フ ァ ー ジ 、 細 胞 、 ま た は DNAの 他 の 物 理 的 表 示 の セ ッ ト と し
て 存 在 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 核 酸 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 宿 主 細 胞 で 単 離 し た ク ロ ー ン 化 ベ ク タ ー と し て 保 持 さ れ る
の が 都 合 が よ い 。 共 通 容 器 内 の メ ン バ ー の 混 合 物 は 、 特 に 、 例 え ば 、 固 相 上 の 特 定 の メ ン
バ ー と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る な ど 、 物 理 的 特 性 に 基 づ い て メ ン バ ー が 単 離 さ れ
る ア ッ セ イ 用 に 適 当 で あ る が 、 各 メ ン バ ー は 、 物 理 的 に 他 の メ ン バ ー か ら 単 離 さ れ る の が
好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 大 部 分 の 事 例 に お け る ACEラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー は 、 少 な く と も 16塩 基 長 で あ っ て 、 か
つ 1500塩 基 長 未 満 の 配 列 を 含 む 。 よ り 好 ま し く は 、 配 列 は 60塩 基 ～ 400塩 基 を 含 む 。 よ り
さ ら に 好 ま し く は 、 配 列 は 、 75塩 基 ～ 300塩 基 を 含 む 。 「 高 感 受 性 DNA配 列 の 平 均 配 列 長 」
と い う 用 語 は 、 各 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は ア レ イ 中 の 全 DNA配 列 の 数 値 的 平 均 を 意 味 す る 。 実
験 結 果 で は 、 大 部 分 の ACEが 約 50～ 400塩 基 で あ り 、 よ り 一 般 的 に は 150～ 300塩 基 長 で あ っ
た 。 DNA(ま た は RNA)配 列 を 複 製 し 、 ラ イ ブ ラ リ ー に そ れ ら の 配 列 の コ ピ ー を 維 持 す る 方 法
は 十 分 に 知 ら れ て お り 、 過 去 数 年 用 い ら れ て き て い る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,987,073号
、 第 5,763,239号 、 第 5,427,908号 、 第 5,853,991号 に 記 載 さ れ て い る 手 順 を 参 照 さ れ た い
。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 例 で は 、 サ ン プ ル か ら 得 ら れ た 少 な く と も 10個 の 高 感 受 性 配 列 お
よ び ／ ま た は 位 置 の セ ッ ト を 組 み 合 わ せ て サ ン プ ル の プ ロ フ ァ イ ル を 形 成 す る 。 一 般 的 に
、 配 列 を 検 出 し 、 少 な く と も 、 a)サ ン プ ル 中 の 各 配 列 も し く は ACE部 位 の 存 在 も し く は 欠
如 、 ま た は 、 b)サ ン プ ル 由 来 の 活 性 (高 感 受 性 )部 位 の 相 対 存 在 量 、 を 示 す デ ー タ プ ロ フ ァ
イ ル を 得 る こ と が で き る ア レ イ を 作 製 す る 。 ア レ イ 上 の 群 プ ロ フ ァ イ ル と し て 、 サ ン プ ル
の 少 な く と も 数 種 の 高 感 受 性 ACEを 「 検 出 」 (す な わ ち 、 前 記 ACEの 存 在 お よ び ／ ま た は 相
対 存 在 量 の 測 定 )す る こ と に よ り 、 サ ン プ ル の 有 用 な 特 性 を 明 ら か に す る こ と が で き る こ
と を 見 出 し た 。 か か る 特 性 と し て は 、 例 え ば 、 サ ン プ ル が 、 特 定 の 悪 性 腫 瘍 の 危 険 性 を 高
め る DNA切 断 を 含 ん で い る か ど う か 、 あ る い は 、 標 準 状 態 に 対 し て 高 発 現 領 域 を 有 し て い
る か ど う か 、 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 サ ン プ ル を 処 理 し て 利 用 の ACE使 用 を 検 出 し 、 サ ン プ ル か ら 得 ら れ
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た 核 酸 配 列 と 他 の 核 酸 参 照 と の 結 合 反 応 か ら プ ロ フ ァ イ ル を 得 る 。 参 照 核 酸 ま た は サ ン プ
ル 核 酸 の い ず れ か を ま ず ア レ イ 中 で 結 合 さ せ 、 そ の ア レ イ を 他 の セ ッ ト に 暴 露 さ せ る の が
都 合 が よ い 。 一 実 施 形 態 で は 、 少 な く と も 10、 好 ま し く は 、 少 な く と も 100、 1000、 10,00
0、 ま た は よ り 好 ま し く は 20,000よ り 多 く の 参 照 核 酸 が 本 実 施 形 態 に お い て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 サ ン プ ル を 処 理 し て ACEの 配 列 に 対 応 す る 核 酸 を 取 得 し 、 シ
ー ケ ン シ ン グ 、 質 量 分 析 法 お よ び ／ ま た は 他 の 方 法 に よ っ て そ の 核 酸 を 同 定 す る 。 得 ら れ
た プ ロ フ ァ イ ル 結 果 は 既 知 の 値 と 比 較 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は 、 細 胞 中 の 可 能 性 の あ る す べ て の ACEを 実 質 的 に 含 む
マ ス タ ー 生 物 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 。 こ の 文 脈 中 の 「 実 質 的 に 含 む 」 と い う 句 は 、
あ る 状 態 (細 胞 型 、 細 胞 形 態 、 も し く は 他 の 条 件 )ま た は 別 の 状 態 で 見 出 さ れ 得 る す べ て の
部 位 を 含 む 、 可 能 性 の あ る 全 高 感 受 性 部 位 の 少 な く と も 50％ を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 「
実 質 的 に 含 む 」 と は 、 可 能 性 の あ る 全 高 感 受 性 部 位 の 少 な く と も 75％ を 意 味 し 、 よ り 好 ま
し く は 少 な く と も 90％ 、 95％ を 意 味 し 、 よ り 一 層 好 ま し く は 、 全 配 列 お よ び ／ ま た は 部 位
位 置 の 少 な く と も 99％ を 意 味 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 生 物 の 少 な く と も ３ 種 の 異 な る 細 胞
型 、 よ り 好 ま し く は 、 ４ 、 ５ 、 ６ 種 の 、 よ り 一 層 好 ま し く は 10種 を 越 え る 異 な る 細 胞 型 由
来 の ACEを マ ッ ピ ン グ し 、 か つ 、 異 な る ACEの す べ て を ACEの 「 生 物 特 異 的 」 セ ッ ト へ コ ン
パ イ ル す る こ と に よ り 、 か か る ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 。 ラ イ ブ ラ リ ー の あ る バ ー ジ ョ ン
に は 、 各 ACEに 対 応 す る 配 列 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 ラ イ ブ ラ リ ー の 別 の バ ー ジ ョ ン に は 、
各 ACEの ポ ジ シ ョ ン 情 報 が 含 ま れ る 。 い ず れ の バ ー ジ ョ ン ま た は 両 バ ー ジ ョ ン の デ ー タ は
、 診 断 試 験 や 他 の 研 究 用 の ツ ー ル と し て 非 常 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 さ ら に 、 別 の 実 施 形 態 は 、 そ の 特 定 の 細 胞 型 の 全 ACEを 「 実 質 的 に 含 む 」 細 胞 型 特 異 的
参 照 ラ イ ブ ラ リ ー で あ る 。 こ の 文 脈 中 の 「 実 質 的 に 含 む 」 と い う 用 語 は 、 そ の 細 胞 型 に よ
っ て 経 験 さ れ た １ 種 以 上 の 条 件 下 で 高 感 受 性 部 位 と し て 作 用 す る 全 ACEの 少 な く と も 50％
を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 「 実 質 的 に 含 む 」 と は 、 可 能 性 の あ る 全 高 感 受 性 部 位 の 少 な く
と も 75％ を 意 味 し 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 90％ 、 95％ を 意 味 し 、 よ り 一 層 好 ま し く
は 、 全 配 列 お よ び ／ ま た は 部 位 位 置 の 少 な く と も 99％ を 意 味 す る 。 実 施 例 に よ っ て 、 ヒ ト
細 胞 株 は 、 増 殖 の 後 期 log段 階 で 試 験 し た 場 合 、 約 30,000個 の 高 感 受 性 部 位 ACEを 含 む こ と
が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　
　 本 発 明 の 多 く の 用 途 は 、 ラ イ ブ ラ リ ー に よ っ て 多 数 の 情 報 を 生 成 し 、 操 作 し 、 か つ 分 析
す る 能 力 と 、 情 報 を 提 供 す る た め の マ イ ク ロ ア レ イ に お け る そ れ ら の 使 用 に よ り 生 じ る 。
ア レ イ は 、 一 般 に 、 i)ア レ イ の 調 製 ； ii)サ ン プ ル 調 製 と 断 片 ラ イ ブ ラ リ ー へ の コ ン バ ー
ジ ョ ン ； iii)例 え ば 、 増 幅 お よ び ク ロ ー ニ ン グ に よ る 断 片 の 操 作 ； iv)ア レ イ で の 検 出 に
よ る ラ イ ブ ラ リ ー (す な わ ち 、 調 製 断 片 の 全 セ ッ ト ま た は そ れ ら の サ ブ セ ッ ト の い ず れ か )
の プ ロ フ ァ イ ル ； に よ っ て 検 討 可 能 な 種 々 の 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ 、 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　
　 マ イ ク ロ ア ッ セ イ (「 バ イ オ チ ッ プ 」 ま た は 「 ア レ イ 」 と も 称 す る )は 、 マ イ ク ロ メ ー ト
ル ～ ミ リ メ ー ト ル 範 囲 の 寸 法 に 一 般 的 に 小 型 化 さ れ た 、 化 学 ・ 生 化 学 反 応 を 実 施 す る 装 置
で あ り 、 本 発 明 の 実 施 態 様 に 特 に 好 適 で あ る 。 ア レ イ は 、 半 導 体 産 業 お よ び 生 化 学 産 業 に
お い て 既 知 の 超 小 型 電 子 技 術 と 微 細 加 工 技 術 に よ っ て 構 築 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 プ ロ フ ァ イ ル お よ び 他 の デ ー タ の 作 製 に あ た っ て 、 マ イ ク ロ ア レ イ が 高 サ ン プ ル 処 理 能
力 と 低 コ ス ト の 長 所 を 有 す る の が 特 に 望 ま し い 。 DNAマ イ ク ロ ア ッ セ イ は 、 ACE配 列 と と も
に 核 酸 を 含 む ス ポ ッ ト で 一 般 に 構 成 さ れ て い る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 固 定 化 DNAは 、
推 定 上 の ゲ ノ ム 制 御 エ レ メ ン ト な ど の ACE高 感 受 性 部 位 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 を 有 す
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る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 実 施 形 態 に よ る マ イ ク ロ ア レ イ は 、 ア レ イ 表 面 上 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 cDNA
、 DNA結 合 蛋 白 質 、 RNAお よ び ／ ま た は 抗 体 な ど の 固 定 化 生 体 分 子 を 含 ん で い て も よ い 。 本
発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 ア レ イ 表 面 上 に 固 定 化 核 酸 を 有 す る 。 こ の 核 酸 は 、 高 感 受 性
部 位 か ら 調 製 さ れ た 核 酸 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 結 合 に 関 与 す る 。 か か る チ ッ プ は 、
多 数 の 異 な る 方 法 に よ っ て 作 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 Affymetrix社 に よ っ て 開
発 さ れ た 、 光 指 向 性 化 学 合 成 プ ロ セ ス (米 国 特 許 第 5,445,934号 お よ び 第 5,856,174号 を 参
照 ） を 用 い て 、 固 相 光 化 学 合 成 と 写 真 石 版 術 の 製 作 技 術 と を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、
チ ッ プ 表 面 上 で 生 体 分 子 を 合 成 す る こ と が で き る 。 Incyte Pharmaceutical社 に よ っ て 開
発 さ れ た 化 学 析 出 方 法 は 、 チ ッ プ 表 面 上 へ の 定 方 向 付 着 に 予 め 合 成 し た cDNAプ ロ ー ブ を 用
い る (例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,874,554号 )。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 使 用 可 能 な 他 の 有 用 な 技 術 は 、 ス タ ン フ ォ ー ド 大 学 に よ っ て 開 発 さ れ た 密 着 印 画 方 法 で
あ り 、 前 記 方 法 は 、 コ ン ト ロ ー ル す る 高 速 、 高 精 度 の ロ ボ ッ ト ア ー ム を 用 い 、 定 方 向 cDNA
付 着 と チ ッ プ 表 面 上 へ の プ リ ン ト 用 の 液 体 分 注 ヘ ッ ド を 移 動 ・ コ ン ト ロ ー ル す る (Schena,
 M.ら 、 Science 270:467-70 (1995)を 参 照 )。 シ ア ト ル の ワ シ ン ト ン 大 学 は 、 ４ つ の 圧 電
性 付 着 ヘ ッ ド を 使 用 し た 一 本 鎖 ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 合 成 方 法 を 開 発 し た 。 前 記 ヘ ッ ド に
は 、 チ ッ プ 表 面 上 で 必 要 な ヌ ク レ オ チ ド 付 着 と 同 時 合 成 を 達 成 す る た め に 、 ４ 種 類 の ヌ ク
レ オ チ ド 分 子 が 別 々 に 装 填 さ れ て い る (Blanchard, A. P.ら 、 Biosensors & Bioelectroni
cs 11:687-90 (1996)を 参 照 )。 Hyseq社 は 、 ゲ ノ ム を シ ー ク エ ン ス す る た め の 受 動 メ ン ブ
レ ン 装 置 を 開 発 し た (米 国 特 許 第 5,202,231号 を 参 照 )。 こ れ ら の 方 法 お よ び そ の 適 応 方 法
、 な ら び に 当 業 者 に よ り 知 ら れ て い る 他 の 方 法 は 、 本 発 明 の 実 施 形 態 に 用 い る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ア レ イ は 、 一 般 に 、 2種 類 の 基 本 型 、 す な わ ち 、 受 動 型 と 能 動 型 で あ り 得 る 。 受 動 型 ア
レ イ は 、 化 学 反 応 ま た は 生 化 学 反 応 に あ た っ て 、 サ ン プ ル 分 子 の 受 動 拡 散 を 利 用 す る 。 能
動 型 ア レ イ は 、 外 部 的 作 用 力 に よ っ て 能 動 的 に 移 動 す る か 、 薬 剤 を 集 め る 。 受 動 型 ア レ イ
中 で 生 じ る 反 応 は 、 単 純 拡 散 だ け で な く 作 用 力 も 影 響 す る 。 最 も 利 用 可 能 な ア レ イ 型 (例
え ば Affymterixの オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ベ ー ス の DNAチ ッ プ お よ び Incyte Pharmaceuticals
の cDNAベ ー ス の ア レ イ )は 受 動 型 で あ る 。 活 性 型 ア レ イ と 受 動 型 ア レ イ の 間 に は 構 造 の 類
似 が あ る 。 両 ア レ イ 型 は 、 異 な る 固 定 化 配 位 子 群 ま た は 配 位 子 分 子 群 を 用 い る こ と が で き
る 。 「 配 位 子 ま た は 配 位 子 分 子 」 と い う 句 は 、 他 の 分 子 が 反 応 可 能 な 生 化 学 分 子 お よ び 化
学 分 子 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 配 位 子 は 、 相 補 的 核 酸 鎖 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る １ 本 鎖 DNAで
あ っ て よ い 。 配 位 子 は 、 対 応 す る 抗 原 (エ ピ ト ー プ )が 結 合 可 能 な 抗 体 分 子 で あ っ て よ い 。
ま た 、 配 位 子 に は 、 他 の 分 子 が 反 応 し 得 る 複 数 の 分 子 を 有 す る 表 面 の 粒 子 も 挙 げ ら れ る 。
配 位 子 と 他 の 分 子 の 反 応 は 、 蛍 光 物 質 な ど の １ 種 以 上 の マ ー カ ー ま た は 標 識 分 子 に よ り モ
ニ タ ー し 、 か つ 計 量 す る の が 好 ま し い 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ア レ イ 上 に 固 定 さ れ た 配
位 子 の マ ト リ ッ ク ス に よ り 、 多 重 被 検 体 分 子 の 反 応 と モ ニ タ リ ン グ が 可 能 で あ る 。 例 え ば
、 ACE断 片 の 固 定 化 ラ イ ブ ラ リ ー を 有 す る ア レ イ は 、 １ 種 以 上 の 推 定 上 の DNA結 合 タ ン パ ク
質 と の 結 合 に つ い て 試 験 す る こ と が で き る 。 ２ 次 元 ア レ イ は 、 図 １ ～ 図 ６ に 示 し た よ う に
、 画 像 化 す る こ と が で き る 効 果 的 プ ロ フ ァ イ ル を 得 る の に 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 近 年 、 ア レ イ 製 造 お よ び 使 用 の 開 発 が 特 に 検 討 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Nanogenに よ っ て
開 発 さ れ た 電 子 ア レ イ は 、 微 小 電 極 に よ り 生 成 さ れ た 電 場 に よ っ て サ ン プ ル 生 体 分 子 を 操
作 ・ コ ン ト ロ ー ル し 、 そ れ に よ り 、 受 動 型 ア レ イ 上 で の 反 応 速 度 と 検 出 感 度 を 顕 著 に 改 良
す る こ と が で き る (米 国 特 許 第 5,605,662号 、 第 5,632,957号 お よ び 第 5,849,486号 を 参 照 )
。 い く つ か の 実 施 形 態 で 検 討 さ れ た 別 の 受 動 型 ア レ イ 手 順 は 、 「 Individually addressab
le micro-electromagnetic unit array chips」 と い う 名 称 の Zhouら に 発 行 さ れ た 米 国 特
許 第 6,355,491号 に 記 載 さ れ て い る 技 術 で あ る 。 こ の 後 者 の 技 術 に よ り 、 ア レ イ に 並 べ ら
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れ た 個 々 に ア ド レ ス 可 能 な (制 御 可 能 な )ユ ニ ッ ト が 磁 場 を 生 成 す る 受 動 型 ア レ イ が 得 ら れ
る 。 磁 力 は 修 飾 分 子 お よ び 修 飾 粒 子 を 磁 気 的 に 操 作 し 、 チ ッ プ 表 面 上 で の 分 子 の 相 互 作 用
お よ び ／ ま た は 反 応 を 促 進 す る 。 結 合 後 、 細 胞 混 合 物 か ら の 細 胞 磁 性 粒 子 複 合 体 は 磁 石 を
使 用 し て 選 択 的 に 除 去 さ れ る (例 え ば 、 Miltenyi, S.ら 、 "High gradient magnetic cell-
separation with MACS." Cytometry 11:231-236 (1990)を 参 照 )。 ま た 、 望 ま し い 実 施 形
態 で は 、 試 験 ア レ イ へ DNAを 添 加 す る 前 に 、 サ ン プ ル 調 製 中 に 磁 気 操 作 を 行 い 、 標 識 化 ACE
配 列 を 単 離 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ア レ イ は 、 わ ず か な １ 本 鎖 ヌ ク レ オ チ ド の 差 に 基 づ い て 、 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー な ら び に プ
ロ フ ァ イ リ ン グ を 比 較 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 か か る ア レ イ プ ロ フ ァ イ リ ン グ と
比 較 を 行 う た め の 化 学 お よ び 装 置 は 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 Sosnowski, R. G.ら に よ る 論
説 「 Rapid determination of single base mismatch mutations in DNA hybrids by dire
ct electric field control」 (Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 94:1119-1123 (1997))、
お よ び Wang, D. G.ら に よ る 「 Large-scale identification, mapping and genotyping of
 single-nucleotide polymorphisms in the Human genome」 (Science, 280: 1077-1082 (
1998))を 参 照 さ れ た い 。 前 記 論 説 は 、 点 突 然 変 異 な ど の DNAの 配 列 改 変 の 操 作 お よ び 検 出
に ア レ イ を 使 用 す る 近 年 の 技 術 を 開 示 し て い る 。 Drmanac, S.ら に よ る 「 Accurate sequen
cing by hybridization for DNA diagnostics and individual genomics」 (Nature Biote
chnol. 16: 54-58 (1998))、 Shoemaker, D. D.ら に よ る 「 Quantitative phenotypic anal
ysis of yeast deletion mutants using a highly parallel molecular bar-coding stra
tegy」 (Nature Genet., 14:450-456 (1996))、 お よ び Chee, Mら に よ る 「 Accessing genet
ic information with high density DNA arrays」 (Science, 274:610-614 (1996))も ま た
、 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ に 用 い ら れ る 既 知 の ア レ イ 技 術 を 開 示 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 さ ら に 、 ア レ イ の 作 製 ・ 使 用 に 際 し 、 使 用 を 検 討 さ れ た 技 術 の 例 は 、 Wodicka, L.ら に
よ る 「 Genome-wide expression monitoring in Saccharomyces cerevisiae」 (Nature Bio
technol. 15:1359-1367 (1997))、 Brown, P. 0お よ び Hartwell, L.に よ る 「 Genomics and
 Human disease-variations on variation」 、 な ら び に 、 Ruan, Y.ら に よ る 「 Towards Ar
abidopsis genome analysis: monitoring expression profiles of 1400 genes using cD
NA microarrays」 (The Plant Journal 15:821-833 (1998))に よ り 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　

　 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の 作 製 と 使 用 の 第 １ の ス テ ッ プ は 、 多 重 高 感 受 性 部 位 を 標 識 化 す
る こ と で あ る 。 シ ー ク エ ン シ ン グ で 部 位 を 同 定 ま た は 単 離 す る た め に 用 い る こ と が で き る
部 位 は 、 生 化 学 的 改 変 に よ り 標 識 化 す る こ と が で き る 。 こ の 改 変 に は 、 特 定 の ACE内 の 共
有 結 合 の 切 断 ま た は 作 製 が 含 ま れ る 場 合 が 多 い 。 例 え ば 、 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 ACEを 切 断 す
る こ と に よ り 標 識 化 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 DNAア ー ゼ  Iな ど の 非 特
異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 高 感 受 性 部 位 で DNAを 切 断 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 特 に 望 ま し い 実 施 形 態 で は 、 DNAア ー ゼ  Iを 用 い 、 高 感 受 性 部 位 で DNA鎖 を 切 断 す る こ と
に よ り 前 記 部 位 を 標 識 化 す る 。 高 感 受 性 切 断 部 位 に 隣 接 す る DNAセ グ メ ン ト の 単 離 お よ び
任 意 増 幅 を 行 っ た 後 、 好 適 な ベ ク タ ー （ 市 販 の 細 菌 プ ラ ス ミ ド な ど ） へ 断 片 を サ ブ ク ロ ー
ン 化 す る 。 こ れ を 達 成 す る に は 、 断 片 を 制 限 酵 素 で 消 化 し 、 前 記 消 化 物 の 切 断 部 位 を リ ン
カ ー 領 域 へ 操 作 す る 。 好 適 な 細 菌 プ ラ ス ミ ド へ 組 込 み を 行 っ た 後 、 プ ラ ス ミ ド を 複 製 す る
細 菌 を 含 む コ ロ ニ ー を 回 収 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 高 感 受 性 部 位 で 真 核 生 物 の DNAに 標 識 化 す る た め に 使 用 可 能 な 他 の 作 用 物 質 お よ び 方 法
に は 、 例 え ば 、 紫 外 線 照 射 な ど の 照 射 、 共 有 結 合 に よ り DNAに 結 合 す る か 、 あ る い は 紫 外
線 照 射 後 に 結 合 す る 化 学 療 法 化 合 物 な ど の 化 学 薬 品 、 メ チ ル メ タ ン ス ル ホ ナ ー ト 、 エ チ ル
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ii. ACE含 有 ア レ イ の イ ン タ ロ ゲ ー シ ョ ン (ACE標 識 化 に よ る 試 料 調 製 と 断 片 ラ イ ブ ラ リ
ー へ の コ ン バ ー ジ ョ ン )



メ タ ン ス ル ホ ナ ー ト 、 エ チ ル ニ ト ロ ソ 尿 素 、 マ イ ト マ イ シ ン Ｃ お よ び ブ レ オ マ イ シ ン な ど
の 他 の 染 色 体 異 常 誘 発 物 質 、 特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 、 非 特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 、
ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ II、 S1ま た は P1ヌ ク レ ア ー ゼ な ど の 一 本 鎖 DNA特 異
的 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 、 EcoR I、 Sau3a、 DNAア ー ゼ  I、 Styl、 メ チ ラ
ー ゼ 、 ヒ ス ト ン ア セ チ ラ ー ゼ 、 ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ な ど の 酵 素 、 お よ び そ れ ら の 組 み
合 わ せ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 当 業 者 に 理 解 さ れ る よ う に 、 染 色 体 異 常 誘 発 物 質 は DNAを 切 断 す る た め に 用 い 、 そ の 切
断 末 端 を 種 々 の 技 術 に よ っ て 標 識 化 し 、 単 離 す る こ と が で き る 。 DNAに 共 有 結 合 す る 化 合
物 は 、 ア ビ ジ ン と ビ オ チ ン な ど の 結 合 反 応 に よ っ て 溶 液 か ら 容 易 に 除 去 す る こ と が で き る
他 の 成 分 へ の 結 合 形 態 と し て 特 に 有 用 で あ る 。 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 技 術 の 分 野 は
進 歩 し 、 抗 体 抗 原 結 合 反 応 は 、 高 感 受 性 ACE部 位 か ら 標 識 化 DNA、 断 裂 化 DNA、 ま た は 切 断
化 DNAの 除 去 に 基 づ い て 形 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 多 く の 実 施 形 態 で は 、 切 断 の 形 成 ま た は DNAへ の 直 接 結 合 後 、 部 位 周 辺 の 影 響 を 受 け た D
NA配 列 を 単 離 し 検 出 す る こ と が で き 、 か つ ／ ま た は 、 そ の 部 位 を ゲ ノ ム 中 の 位 置 に マ ッ ピ
ン グ す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 DNAと 共 有 結 合 を 形 成 す る 薬 剤 は 、 ビ オ チ ン な ど の よ う
な 結 合 メ ン バ ー ま た は ハ プ テ ン に 結 合 し 得 る 。 結 合 形 成 後 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い 、
よ り 小 さ な DNA断 片 を 作 製 す る こ と が で き る 。 標 識 化 ACEを 含 有 す る 断 片 は 、 例 え ば 、 ACE
断 片 を 固 定 し 、 他 の 断 片 は 除 去 可 能 な 固 相 上 で 、 共 役 結 合 メ ン バ ー (こ の 場 合 、 そ れ ぞ れ
、 ア ビ ジ ン ま た は 抗 体 /抗 体 フ ラ グ メ ン ト )と の 特 異 的 結 合 反 応 に よ っ て 単 離 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 サ ン プ ル 調 製 は 細 胞 材 料 の ク ロ マ チ ン か ら 開 始 す る 。 ク ロ マ チ ン は 、 動 物 細 胞 群 、 植 物
細 胞 群 な ど の 真 核 細 胞 群 、 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 、 不 死 化 細 胞 株 、 マ ウ ス 繊 維 芽 細 胞 、 ヒ ト 繊
維 芽 細 胞 、 幹 細 胞 、 胚 細 胞 な ど の 培 養 さ れ た 初 代 組 織 、 癌 細 胞 な ど の 異 常 細 胞 、 形 質 転 換
細 胞 ま た は 非 形 質 転 換 細 胞 、 マ ウ ス 胎 児 肝 臓 な ど の 新 鮮 初 代 組 織 、 ま た は そ れ ら の 抽 出 物
あ る い は 組 み 合 わ せ か ら 抽 出 す る の が 好 ま し い 。 ま た 、 ク ロ マ チ ン は 、 天 然 染 色 体 ま た は
組 換 え 人 工 染 色 体 か ら 得 る こ と も で き る 。 例 え ば 、 ク ロ マ チ ン は 、 予 め サ ブ ク ロ ー ニ ン グ
さ れ た 大 型 ゲ ノ ム 断 片 ま た は ヒ ト も し く は 酵 母 の 人 工 染 色 体 を 用 い て in vitroで 構 築 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 多 く の 実 施 形 態 で は 、 複 数 の ACE配 列 お よ び ／ ま た は 位 置 部 位 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 出
願 第 09/432,576号 に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 、 サ ン プ ル か ら ま ず 核 を 抽 出 し 、 精 製 す る
こ と に よ っ て 真 核 細 胞 サ ン プ ル か ら 得 ら れ る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 サ ン プ ル を 処 理 し て 、
好 ま し く は 約 1,000,000～ 1,000,000,000個 の 単 離 細 胞 を 得 る 。 細 胞 を 洗 浄 し 、 核 を 例 え ば
NP-40界 面 活 性 剤 処 理 に よ っ て 取 り 出 し 、 続 い て 核 を ペ レ ッ ト 化 す る 。 ACEで ゲ ノ ム DNAと
優 先 的 に 反 応 す る 物 質 を 加 え 、 一 般 に 、 DNAの 切 断 ま た は DNAへ の 結 合 に よ り DNAを 標 識 化
す る 。 特 に 有 利 な 実 施 形 態 で は 、 DNAア ー ゼ  Iを 使 用 し 、 各 近 傍 で 、 一 般 に は 各 ５ 塩 基 以
内 で ２ 本 の １ 本 鎖 切 断 を 形 成 す る 。 高 感 受 性 DNA部 位 と の 反 応 後 、 反 応 DNAは 、 す ぐ に で は
な い が 、 小 断 片 と な り 、 反 応 断 片 は 、 場 合 に よ っ て は 増 幅 し 、 ラ イ ブ ラ リ ー に 分 け る 。 両
鎖 上 の 双 方 10塩 基 対 以 内 の 切 断 は 、 抽 出 後 、 そ の 部 位 の 一 方 の 側 ま た は 両 側 を ク ロ ー ニ ン
グ す る こ と に よ っ て 検 出 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　
　 標 識 化 と 断 片 化 後 の DNAの 単 離 は 、 多 く の 技 術 に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 具 体 的
な 方 法 と し て は 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー へ の 選 択 的 な 組 込 み を 促 進 す る 適 応 可 能 な ク ロ ー
ニ ン グ リ ン カ ー ま た は PCR;ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン 回 収 系 ;磁 性 ビ ー ズ 、 シ リ カ 化
合 ビ ー ズ ま た は ゲ ル ;ジ オ キ シ ゲ ニ ン ／ 抗 ジ オ キ シ ゲ ニ ン 回 収 系 ;ま た は 種 々 の 他 の 方 法 が
挙 げ ら れ る 。 一 度 単 離 す る と (ま た は 単 離 前 )、 断 片 は 、 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 化 す る こ と
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が で き る 。 好 適 な 検 出 可 能 標 識 に は 、 蛍 光 性 化 学 薬 品 、 磁 性 粒 子 、 放 射 性 物 質 お よ び そ れ
ら の 組 み 合 わ せ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 単 離 DNA断 片 の 増 幅 は 、 こ の 単 離 ス テ ッ プ か ら 回 収 さ れ た DNAの 量 が 、 所 望 の セ グ メ ン ト
の 効 率 的 な ク ロ ー ニ ン グ を 達 成 す る の に 不 十 分 で あ る か 、 よ り 効 率 的 な 方 法 を 得 る の に 少
量 で あ る と い っ た 場 合 に 必 要 と さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 実 施 例 １ に 記 載 し た 望 ま し い 実 施 形 態 で は 、 DNAア ー ゼ  Iに よ る 切 断 末 端 の 形 成 後 に ビ
オ チ ン 標 識 リ ン カ ー を 添 加 し 、 切 断 末 端 に 結 合 さ せ る 。 Sau3aま た は Stylな ど の １ 種 以 上
の 制 限 酵 素 で 混 合 物 を 消 化 し て よ り 小 さ な 断 片 を 作 製 し 、 固 体 化 ア ビ ジ ン へ の 結 合 反 応 に
よ っ て 標 識 化 ビ オ チ ン 断 片 を 回 収 し 、 次 い で 、 未 結 合 断 片 を 除 去 す る 。 場 合 に よ っ て は 、
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (「 PCR」 )な ど の 増 幅 ス テ ッ プ を 実 施 す る こ と が で き る 。 PCRに 適 し
て い る 断 片 を 得 る に は 、 別 の リ ン カ ー を 、 ビ オ チ ン 化 リ ン カ ー の 末 端 と は 逆 の 末 端 に 組 み
入 れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 PCRお よ び 関 連 す る DNA操 作 の 最 近 の 変 法 が 望 ま し く 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,143,497号 (
Method of synthesizing diverse collections of oligomers);同 第 6,117,679号 (Methods
 for generating polynucleotides having desired characteristics by iterative sele
ction and recombination);同 第 6,100,030号 (Use of selective DNA fragment amplifica
tion products for hybridization based genetic fingerprinting, marker assisted se
lection, and high throughput screening);同 第 5,945,313号 (Process for controlling 
contamination of nucleic acid amplification reactions);同 第 5,853,989号 (Method of
 characterization of genomic DNA);同 第 5,770,358号 (Tagged synthetic oligomer libr
aries);同 第 5,503,721号 (Method for photoactivation);お よ び 同 第 5,221,608号 (Methods
 for rendering amplified nucleic acid subsequently un-amplifiable) に 記 載 さ れ て
い る 。 DNA操 作 の 方 法 に 関 係 す る 、 引 用 し た 各 特 許 の 内 容 は 、 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 特
に 組 み 入 れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 し た が っ て 、 標 識 化 と 増 幅 に よ り 調 製 し た DNAサ ン プ ル は 、 さ ら に 、 多 く の 方 法 で 操 作
し 、 ア レ イ に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 用 い て 、 か か る 配 列
を 含 有 す る ラ イ ブ ラ リ ー か ら DNA配 列 を 増 幅 し 、 次 い で 、 マ イ ク ロ ア レ イ 装 置 を 用 い て 付
着 さ せ る こ と が で き る 。 別 法 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 装 置 を 使 用 し て 、 DNA配 列 を e
x situで 合 成 し 、 次 い で 、 マ イ ク ロ ア レ イ 装 置 を 用 い て 付 着 さ せ る こ と が で き る 。 さ ら に
、 別 法 で は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 圧 電 性 付 着 な ど の 方 法 を 用 い て 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 で DNA配
列 を in situに て 合 成 す る こ と が で き る 。 ア レ イ 上 に 付 着 さ れ て い る 配 列 の 数 は 、 用 い る
技 術 に 応 じ て 、 一 般 に 、 少 な く と も 、 10、 100、 1000、 ま た は 10,000の 最 小 値 か ら 、 上 限 1
0,000～ 数 100万 ま で 変 動 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ACE配 列 を 含 有 す る DNA断 片 亜 群 は 、 蛍 光 物 質 ま た は 自 動 DNAマ イ ク ロ ア レ イ リ ー ダ ー に
よ る 検 出 に 十 分 で あ る 他 の マ ー カ ー を 用 い た 標 識 化 に よ る 蛍 光 測 定 に よ っ て 検 出 す る こ と
が で き る 。 標 識 化 断 片 群 は 、 一 般 に 、 複 数 の 異 な る 結 合 成 分 が ス ポ ッ ト さ れ て い る DNAマ
イ ク ロ ア レ イ の 表 面 と イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 各 ア レ イ 座 標 に お け る シ グ ナ ル 強 度 が 表 示 さ
れ る 。 Cy3お よ び Cy5な ど の 蛍 光 物 質 は 、 例 え ば 、 Integrated DNA Technologies(「 http:/
/www.idtDNA.com/ program/techbulletins/ Dark_Quenchers.aspの Technical Bulletinを
参 照 )に よ っ て 論 述 さ れ 、 ま た 、 Amersham(カ タ ロ グ # PA53022, PA55022と 関 連 の 記 載 を 参
照 )に よ っ て 提 供 さ れ て い る よ う に 、 検 出 に 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 次 に 論 じ る と お り 、 配 列 （ 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 配 列 な ど ） 、 そ の 相 補 配 列 、 ま た
は 、 そ れ ら 由 来 の 他 の 配 列 を 含 有 す る DNAア レ イ は 、 多 様 な 技 術 に よ っ て 調 製 す る こ と が
で き る 。
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【 ０ ０ ６ ２ 】
　
　 上 に 記 載 し て い る と お り 、 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 DNA配 列 と し て の in silicoに 存 在 し 得 る か
、 あ る い は DNAを 含 有 す る 物 理 要 素 と し て in vitroに 存 在 し 得 る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 ラ
イ ブ ラ リ ー は ア レ イ 上 で プ ロ フ ァ イ リ ン グ さ れ る 。 ラ イ ブ ラ リ ー エ レ メ ン ト の 大 規 模 な 群
か ら 得 ら れ た デ ー タ は 、 多 く の 目 的 に 有 用 で あ る 。 基 本 的 に 、 １ つ の ア レ イ が 他 の ア レ イ
の コ ン ト ロ ー ル ま た は 参 照 の 役 割 を す る ２ 種 以 上 の ア レ イ は 、 同 様 の 条 件 下 で 調 製 す る 。
例 え ば 、 薬 剤 候 補 な ど の 試 験 化 合 物 に よ っ て 誘 導 さ れ る 発 現 の 改 変 は 、 2種 類 の ア レ イ を
作 製 す る こ と に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 前 記 に お い て 、 第 １ の ア レ イ は 試 験 化 合 物 で
処 理 さ れ た 細 胞 に 対 応 す る も の で あ り 、 第 ２ の ア レ イ は 処 理 前 の 細 胞 に 対 応 す る も の で あ
る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ア レ イ デ ー タ プ ロ フ ィ ー ル の 差 異 に よ り 、 試 験 化 合 物 に よ っ て 影 響 を 受 け る ACEを 明 ら
か に す る こ と が で き る 。 ACEは 、 プ ロ フ ァ イ ル の ACEシ グ ナ ル の 強 度 を 高 め る 核 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン ／ 反 応 ス テ ッ プ に お け る ACE部 位 の 多 量 の ヒ ッ ト に よ り 明 ら か な よ う に 、 薬 剤 の
存 在 下 で よ り 高 感 受 性 で あ り 得 る 。 ACEは 、 ア レ イ 中 の そ の ACEス ポ ッ ト に 対 し て 弱 い シ グ
ナ ル が 生 じ た 場 合 (薬 剤 無 の コ ン ト ロ ー ル と の 比 較 に お い て )、 あ ま り 高 感 受 性 で は な い と
確 認 す る こ と が で き る 。 別 の 実 施 例 に お い て 、 悪 性 腫 瘍 の 組 織 サ ン プ ル か ら 得 ら れ た ア レ
イ プ ロ フ ァ イ ル を 、 コ ン ト ロ ー ル ま た は 正 常 組 織 の サ ン プ ル か ら 得 ら れ た ア レ イ プ ロ フ ァ
イ ル と 比 較 す る こ と が で き る 。 ア レ イ 間 の 高 感 受 性 ACE差 異 の 調 査 に よ り 、 疾 病 中 の 遺 伝
子 原 因 ま た は 疾 患 進 行 中 の 遺 伝 因 子 を 明 ら か に す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 種 々 の 疾 病 は 遺 伝 成 分 を 有 し て お り 、 本 発 明 の 実 施 形 態 に よ る ACEプ ロ フ ァ イ リ ン グ に
よ り 分 析 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 試 験 サ ン プ ル か ら 得 ら れ た 試
験 ACEプ ロ フ ァ イ ル (通 常 、 ア レ イ 結 果 )を 健 常 組 織 か ら 得 ら れ た 参 照 ACEプ ロ フ ァ イ ル と 比
較 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 核 抽 出 前 に 、 １ 種 以 上 の 疾 病 状 態 に 有 効 で あ る よ う に デ ザ イ
ン さ れ た １ 種 以 上 の 薬 剤 化 合 物 で 細 胞 を 処 理 す る 前 と 後 に 試 験 ACEプ ロ フ ァ イ ル を 得 る 。
さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 疾 病 状 態 に 関 連 し た １ 種 以 上 の ACEか ら 得 ら れ た 配 列 と 比 較 す
る た め の デ ー タ ベ ー ス と し て 、 既 知 の 多 型 性 ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る 。 こ の よ う に 、 薬 物 療
法 は 、 患 者 の 遺 伝 子 制 御 プ ロ フ ァ イ ル に 、 よ り 個 別 的 に 特 化 さ れ 得 る 。 こ の 後 者 の 実 施 形
態 は 、 悪 性 腫 瘍 （ 特 に 、 DNA切 断 ま た は 遺 伝 子 転 位 の 事 象 が 生 じ て い る 場 合 ） を 分 析 す る
の に 特 に 有 用 で あ る 。 特 に 有 利 な 実 施 形 態 で は 、 患 者 に つ い て 、 染 色 体 切 断 部 位 に 関 連 す
る ACEの プ ロ フ ァ イ ル を 検 出 す る 。 そ の プ ロ フ ァ イ ル を 参 照 と 比 較 し 、 診 断 の 取 得 し 、 可
能 な 治 療 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 多 く の DNA切 断 が 悪 性 腫 瘍 に 関 係 し て お り 、 そ れ は ACEで 発 生 し て い る 。 し た が っ て 、 生
検 サ ン プ ル か ら 得 た プ ロ フ ァ イ ル の プ ロ フ ァ イ リ ン グ と 比 較 は 、 DNA鎖 切 断 に 関 係 し て い
る 悪 性 腫 瘍 の 分 析 に 特 に 有 用 で あ る 。 こ の プ ロ フ ァ イ リ ン グ と 分 析 は 、 有 効 な 薬 品 お よ び
(好 適 に は ） 化 学 療 法 剤 の 選 択 に つ な が る 臨 床 的 に 価 値 の あ る 情 報 を 提 供 す る こ と が で き
る の で 、 他 の 既 知 の 療 法 と の 併 用 に お い て 特 に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 あ る 悪 性 腫 瘍 は 、 汎
発 性 DNA鎖 切 断 お よ び ／ ま た は 化 学 療 法 に 対 す る 保 護 系 の 活 性 化 (ア ッ プ レ ギ ュ ー レ ー シ ョ
ン )（ 例 え ば 、 非 生 体 物 質 の 排 出 な ど )に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。 か か る サ ン プ ル か ら 得 ら
れ た ACEプ ロ フ ァ イ ル に よ っ て 、 疾 病 へ の 薬 剤 投 与 に 対 し て 感 受 性 の あ る 制 御 系 を 、 医 薬
品 に 対 し て 感 受 性 が な い も の 、 ま た は 感 受 性 を 喪 失 し た も の か ら 識 別 す る こ と が で き る 。
さ ら に 薬 剤 併 用 療 法 は 、 同 時 に 複 数 の 制 御 系 の プ ロ フ ァ イ リ ン グ に よ っ て 最 適 化 さ れ る の
が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ACEプ ロ フ ァ イ ル は 、 6、 7、 8、 10、 10～ 25、 25～ 100、 ま た は 100～ 500ACEの 少 量 の セ ッ
ト の よ う に シ ン プ ル で あ っ て よ い 。 Cronin、 M.T.ら に よ る 「 Cystic fibrosis mutation d
etection by hybridization to light-generated DNA probe arrays」 (Human Mutation, 
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7:244-255 (1996))、 お よ び Livache, T.ら に よ る 「 Polypyrrole DNA chip on a silicon 
device: Example of hepatitis C virus genotyping」 (Anal. Biochem. 255:188-194 (19
98))に 記 載 さ れ て い る 手 順 と 材 料 は 、 特 に 、 参 考 配 列 ま た は ラ イ ブ ラ リ ー 配 列 と サ ン プ ル
か ら 得 ら れ た 配 列 の 相 違 を 検 出 す る た め に 検 討 さ れ て い る 。 こ れ ら の 文 献 は 参 照 に よ り 本
明 細 書 に 特 に 組 み 入 れ る 。 ま た 、 前 記 文 献 に は 、 当 技 術 分 野 の 当 業 者 の 知 見 が 記 載 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 ア レ イ に よ り ACEコ ピ ー 数 を 示 す デ ー タ が 得 ら れ る 。 容 易 に 理 解 さ
れ る よ う に 、 ACEは 、 他 に 比 べ て あ る 特 定 の 細 胞 状 態 に 対 し て 高 感 受 性 で あ る も の が 多 く
、 こ の 特 性 は 、 他 の ACEま た は 参 照 サ ン プ ル と 比 較 し て 、 コ ピ ー 数 が 多 い 場 合 、 ま た は (好
適 に は )検 出 シ グ ナ ル が 大 き い 場 合 に 読 み 取 る こ と が で き る 。 本 発 明 の 実 施 形 態 に よ れ ば
、 １ 種 以 上 の ACEの 相 対 的 コ ピ ー 数 を 参 照 ま た は 参 照 の セ ッ ト と 比 較 し 、 ACEの 相 対 活 性 を
検 出 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の い ず れ の 理 論 に よ っ て も 拘 束 さ れ る も の で は な い が 、 「 高 感 受
性 」 自 体 が 、 制 御 系 が オ ン で あ る か オ フ で あ る か と い う 直 接 的 基 準 で あ る の で 、 本 方 法 に
お け る ACEプ ロ フ ァ イ リ ン グ は 、 多 く の 場 合 、 転 写 mRNAま た は 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 産 物 を
測 定 す る よ り も 遺 伝 子 制 御 を よ り 正 確 に 検 出 す る と 考 え ら れ る 。 一 方 、 転 写 ま た は 翻 訳 産
物 の 単 な る 定 量 は 一 般 に 多 く の 変 数 に 基 づ い て お り 、 対 応 す る 制 御 ユ ニ ッ ト の 生 化 学 的 操
作 に そ れ ほ ど 密 接 に 関 係 し て い な い か も し れ な い 。 本 発 明 の 一 実 施 形 態 は 、 １ 種 以 上 の AC
Eお よ び ／ ま た は ACEプ ロ フ ァ イ ル が ア レ イ に よ っ て 検 出 さ れ 、 そ れ が 特 定 の タ ン パ ク 質 機
能 ま た は 他 の 生 物 学 的 効 果 と 関 連 し て い る 、 遺 伝 子 制 御 に つ い て の 従 来 の 診 断 試 験 お よ び
定 量 試 験 を 改 良 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は 、 ACEの ラ イ ブ ラ リ ー に 対 応 す る １ セ ッ ト の プ ラ イ マ ー と 、 そ
れ に よ る ア レ イ の 形 成 で あ る 。 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 特 定 の ACEに 対 応 す る 、 少 な く と も 10、 1
00、 250、 500、 1,000、 5,000個 の プ ラ イ マ ー 、 ま た は 10,000個 を 越 え る プ ラ イ マ ー を 含 有
す る の が 好 ま し い 。 好 ま し い 方 法 に お い て は 、 ACE特 異 的 プ ラ イ マ ー の ラ イ ブ ラ リ ー を 用
い て 、 特 定 の 所 望 の プ ロ フ ァ イ ル に 対 応 す る ACE配 列 を 選 択 的 に 増 幅 ま た は 検 出 す る 。 ラ
イ ブ ラ リ ー プ ロ フ ァ イ ル は 、 5個 ま た は 10個 の ACE配 列 を １ セ ッ ト と す る よ う に 少 量 で あ っ
て よ い 。 こ の 場 合 、 所 望 の ACEに 対 応 す る 配 列 を 有 す る 5個 の プ ラ イ マ ー ま た は 10個 の プ ラ
イ マ ー を DNAサ ン プ ル と と も に 用 い て 、 さ ら な る 分 析 を 行 う た め に 、 そ れ ら の ACEを 選 択 的
に 増 幅 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の ラ イ ブ ラ リ ー プ ロ フ ァ イ リ ン グ お よ び 比 較 は 、 １ 種 以 上 の ACEに よ っ て 仲 介 さ
れ て い る 制 御 機 構 と 相 互 に 作 用 す る 医 薬 品 を 発 見 す る の に 有 用 で あ る 。 各 実 施 形 態 で は 、
可 能 性 の あ る 医 薬 品 に ACE配 列 の マ イ ク ロ ア レ イ を 暴 露 す る こ と に よ っ て 医 薬 品 を 直 接 ス
ク リ ー ニ ン グ す る 。 別 の 実 施 形 態 は 、 薬 剤 に 核 を 暴 露 し 、 次 い で 、 処 理 後 の 核 か ら ACEラ
イ ブ ラ リ ー を 得 る こ と に よ っ て 、 完 全 な 核 に 対 す る 化 学 薬 品 の 効 果 を 調 べ る 。 こ の 実 施 形
態 に お け る 組 み 合 わ せ に 有 用 な 代 表 的 な 技 術 と 材 料 は 、 Milner, N.ら に よ る 「 Selecting 
effective antisense reagents on combinatorial oligonucleotide arrays」 (Nature Bi
otechnol., 15:537-541 (1997))、 お よ び Marton, M. J.ら に よ る 「 Drug target validati
on and identification of secondary drug target effects using DNA microarray」 (Na
ture Medicine, 4:1293-1301 (1998))に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の 多 く の 実 施 形 態 は ア レ イ か ら 得 た プ ロ フ ァ イ リ ン グ 情 報 に 関 す る が 、 断 片 ラ イ
ブ ラ リ ー と そ の 誘 導 体 は そ れ ぞ れ 有 用 な ツ ー ル で あ る 。 ク ロ マ チ ン か ら 得 た ACEを 標 識 化
し 、 切 り 離 す こ と に よ っ て 調 製 し た 断 片 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 種 々 の 形 態 で 取 り 出 し 、 用 い る
こ と が で き る 有 用 な 情 報 を 含 ん で い る 。 例 え ば 、 断 片 は 配 列 可 能 で あ り 、 ま た 、 そ れ ら の
プ ロ フ ァ イ ル 情 報 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ま た は 他 の デ ー タ ベ ー ス に 入 力 し 、 １ 種 以 上 の 参 照 ラ
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イ ブ ラ イ ー と in silicoで 比 較 す る こ と が で き る 。 断 片 は ク ロ ー ン 化 し 、 １ 種 以 上 の ス ク
リ ー ニ ン グ 方 法 に よ る 薬 剤 発 見 に 用 い る こ と が で き る 。 単 離 断 片 は 、 任 意 の 数 の ク ロ ー ニ
ン グ ベ ク タ ー を 用 い て 、 多 数 の 技 術 に よ っ て ク ロ ー ン 化 す る こ と が で き る 。 具 体 的 な 技 術
と し て は 、 自 己 増 殖 型 細 菌 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー へ の 導 入 ;自 己 増 殖 型 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ
ベ ク タ ー へ の 導 入 ;お よ び 酵 母 シ ャ ト ル ベ ク タ ー へ の 導 入 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 一 般 に 、 断 片 ラ イ ブ ラ リ ー は in silicoま た は in vitroで の ア レ イ 操 作 に よ り 別 の 有 用
な ラ イ ブ ラ リ ー に 種 々 の 技 術 を 用 い て 変 換 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 高 度 反 復 配 列 を 有
す る ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー は 、 パ タ ー ン マ ッ チ ン グ を 行 い 、 一 致 し た 配 列 を 除 去 す る こ
と に よ っ て 、 コ ン ピ ュ ー タ ・ メ モ リ ー か ら 削 除 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 高 度 反 復 配 列
お よ び ／ ま た は 他 の 不 適 当 な 配 列 /部 位 （ DNA単 離 中 の ラ ン ダ ム 切 断 に よ っ て 見 出 さ れ た 配
列 ／ 部 位 な ど ） が あ る 。 か か る 断 片 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー デ ー タ ベ ー ス セ ッ ト
と し て 、 ま た は 容 器 、 分 子 、 プ ラ ス ミ ド 、 細 胞 も し く は 生 物 の 物 理 的 DNAを 含 有 し て い る
セ ッ ト と し て 、 有 用 な 商 品 で あ る 。 例 え ば 、 特 定 の 疾 病 を 患 っ て い る 患 者 の 組 織 か ら 得 ら
れ た ラ イ ブ ラ リ ー は 、 疾 病 に 関 連 し て い る 活 性 ACEプ ロ フ ァ イ ル の ス ナ ッ プ シ ョ ッ ト を 示
し 、 薬 剤 発 見 と 診 断 に 非 常 に 有 用 で あ る 。 コ ン ピ ュ ー タ ー ベ ー ス の デ ー タ セ ッ ト ラ イ ブ ラ
リ ー 、 お よ び そ の セ ッ ト の 物 理 的 実 施 形 態 （ ク ロ ー ン の ラ イ ブ ラ リ ー な ど ） 有 用 性 が 高 く
、 種 々 の 目 的 の た め に 販 売 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 実 施 形 態 を 説 明 す る た め に 以 下 の 詳 細 な 実 施 例 を 提 供 す る が 、 こ れ ら は 、 本 発
明 の 範 囲 を 限 定 す る も の と 解 釈 す べ き で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 多 数 の 例 示 し た 方 法 は 新 旧 の 技 術 を 組 み 合 わ せ て 利 用 し 、 図 １ お よ び 図 ２ に 例 示 し た と
お り 、 そ れ に よ り 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 高 感 受 性 部 位 を 含 有 す る 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た DNA断
片 の ラ イ ブ ラ リ ー が 得 ら れ た 。 よ り 詳 細 な 実 施 例 は 、 下 に 記 載 し 、 ま た 図 ２ に 示 し て い る
と お り 、 赤 血 球 系 セ ル ラ イ ン 由 来 細 胞 の ク ロ マ チ ン に 存 在 す る ヌ ク レ ア ー ゼ 高 感 受 性 部 位
の 相 補 DNAを 表 す サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た DNA断 片 の ラ イ ブ ラ リ ー を 得 る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 実 施 例 １ ～ ３ に は 、 一 般 的 で は あ る が 好 ま し い 、 培 養 造 血 系 セ ル ラ イ ン 由 来 の 高 感 受 性
部 位 ラ イ ブ ラ リ ー を 生 産 す る 方 法 が 記 載 さ れ て い る 。 こ の 方 法 は 、 図 ２ に 示 し た 方 法 を 具
体 的 に 説 明 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】

　 プ ラ イ マ ー ペ ア は 、 ヒ ト ゲ ノ ム DNAか ら 約 500bpの PCR産 物 が 増 幅 で き る よ う に 設 計 し た
。 ２ 回 の 増 幅 （ ２ 回 目 は 、 最 初 の PCR反 応 の 100分 の １ 容 量 を テ ン プ レ ー ト と し て 用 い た ）
を 行 っ た 後 、 PCR産 物 を 精 製 し (Millipore社 マ ル チ ス ク リ ー ン PCR精 製 プ レ ー ト を 使 用 )、
定 量 し （ A260)、 そ れ ら の 濃 度 が 50ng/μ l～ 150ng/μ lの 範 囲 に あ る よ う に 確 立 し た 。 PCR
産 物 の サ イ ズ を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 確 認 し た 後 、 Amersham社 の Lucidea Arraye
rを 使 用 し て 、 マ イ ク ロ ア レ イ を ミ ラ ー ス ラ イ ド (RPK0331、 Amersham社 製 )上 に プ リ ン ト (5
0％ DMSO中 )し た 。 PCR産 物 は 、 Stratagene社 の Stratalinkerを 用 い て 、 500mJ照 射 に よ り ス
ラ イ ド に 架 橋 結 合 さ せ た 。 ス ラ イ ド は 、 使 用 ま で 乾 燥 保 存 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】

　 K562細 胞 を 集 密 (血 球 計 数 器 に よ る 分 析 に お い て 、 5× 10 5 個 ／ cubit mililiter)ま で 増
殖 さ せ た 。 適 当 な 容 量 (例 え ば 100ml)か ら 核 を 調 製 し 、 さ ら に 核 を Reitmanら 、 MCB 13:399
0に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 調 製 し た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 37℃ で ３ 分 間 、 2U/マ イ ク ロ
リ ッ ト ル の DNAア ー ゼ  I（ Sigma社 製 ） 10マ イ ク ロ リ ッ ト ル と と も に 、 核 を 8 OD/mlの 濃 度
に 再 懸 濁 し た 。 DNAを フ ェ ノ ー ル ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 と エ タ ノ ー ル 沈 殿 に よ っ て 精 製 し た 。
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実 施 例 １ ： ACE含 有 DNAマ イ ク ロ ア レ イ の 調 製

実 施 例 ２ ： ACEに よ り 定 義 さ れ て い る ド メ イ ン 内 の １ 種 以 上 の 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 切 断 部
位 を 含 む DNAの 調 製



メ ー カ ー の 推 薦 バ ッ フ ァ ー に 溶 解 し た 10マ イ ク ロ グ ラ ム の DNAと 6Uの T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ (
New England Biolabs社 製 )を 含 有 す る 100マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 反 応 混 合 物 中 で そ の DNAを 修
復 さ せ 、 続 い て 、 37℃ で 15分 間 、 次 い で 70℃ に て 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 1.5Uの Taq
ポ リ メ ラ ー ゼ (Roche社 製 )を 添 加 し 、 72℃ に て さ ら に 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 継 続 し
た 。 Qiagen社 製 PCRク リ ー ン ア ッ プ キ ッ ト を 使 用 し て DNAを 回 収 し 、 そ の DNAを 10mMト リ ス
塩 酸 (pH8.0)50マ イ ク ロ リ ッ ト ル 中 に 溶 出 さ せ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】

　 メ ー カ ー 推 奨 バ ッ フ ァ ー に 溶 解 し た 40Uの T4 DNAリ ガ ー ゼ (New England Biolabs社 製 )と
PS003ア ダ プ タ ー (Not I部 位 を 含 有 す る ア ダ プ タ ー を 生 成 す る た め に 、 等 モ ル 量 の オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 5'ビ オ チ ン 化 PS003fと 5'リ ン 酸 化 PS003rを ア ニ リ ー リ ン グ す る こ と に よ っ て
生 成 し た も の )50pmolを 含 有 す る 100マ イ ク ロ リ ッ ト ル 容 量 の 反 応 溶 液 中 に 、 4℃ に て 16時
間 DNAを 混 合 し た 。 そ の 反 応 液 を 65℃ で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 0.3Mの NaOAcの 存 在
下 で DNAを イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 沈 殿 さ せ 、 エ タ ノ ー ル 洗 浄 後 、 20マ イ ク ロ リ ッ ト ル の TEバ ッ
フ ァ ー (10mMト リ ス 塩 酸 、 1mM EDTA、 pH8.0)中 に 再 懸 濁 し た 。 メ ー カ ー 推 奨 の バ ッ フ ァ ー
に 20U Hsp92 II(Promega社 製 )を 含 有 す る 50マ イ ク ロ リ ッ ト ル 容 量 の 反 応 液 中 、 37℃ に て 2
時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て DNAを 消 化 し 、 そ の 後 、 20Uの 酵 素 を さ ら に 添 加
し 、 １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 継 続 し 、 次 い で 、 72℃ に て 15分 間 加 熱 し た 。 メ ー カ ー の
指 示 に 従 っ て 、 M-270 Dynalビ ー ズ 上 で DNAを 捕 捉 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ビ ー ズ は 、 捕 捉 前 に 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー 200マ イ ク ロ リ ッ ト ル で 最 終 的 に 洗 浄
し 、 メ ー カ ー 推 奨 の バ ッ フ ァ ー に 溶 解 し た 6Uの T4 DNAリ ガ ー ゼ (New England Biolabs社 製
)を 補 充 し た 、 Hspア ダ プ タ ー (等 モ ル 量 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド fHspお よ び rHspを ア ニ ー リ
ン グ す る こ と に よ っ て 調 製 し た も の )50pmolを 含 有 す る 100マ イ ク ロ リ ッ ト ル 容 量 の 反 応 液
中 に 再 懸 濁 液 し 、 16℃ で 16時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 反 応 液 を 65℃ で 15分 間 加 熱 し た
後 、 ビ ー ズ に よ り 捕 捉 し た 。 1× NEB3バ ッ フ ァ ー (New England Biolabs社 製 )で ビ ー ズ を 洗
浄 し 、 次 い で 、 40Uの Not I(New England Biolabs社 製 )を 補 充 し た 、 同 一 の バ ッ フ ァ ー 100
マ イ ク ロ リ ッ ト ル 容 量 の 反 応 液 に 再 懸 濁 し 、 時 々 混 合 し な が ら 、 37℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 そ の 後 、 ビ ー ズ を 取 得 し 、 上 清 は 保 持 し た 。 ビ ー ズ を 再 度 洗 浄 し 、 20マ イ ク ロ
グ ラ ム の グ リ コ ー ゲ ン お よ び 0.3Mの NaOAcの 存 在 下 で 、 得 ら れ た 上 清 を 最 初 の イ ソ プ ロ パ
ノ ー ル 沈 殿 物 と 合 わ せ た 。 エ タ ノ ー ル 洗 浄 後 、 10mMの ト リ ス 塩 酸 、 pH8.0に そ の DNAを 再 懸
濁 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 上 記 の 手 順 に よ っ て 単 離 さ れ た 断 片 ま た は そ の 修 飾 物 は 、 別 々 に 調 製 さ れ た 、 他 の 方 法
に よ る 断 片 化 ゲ ノ ム DNA群 と 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 DNA修 飾 部 位 に 隣 接 す る ゲ ノ ム DN
Aセ グ メ ン ト を 単 離 ま た は 同 定 用 試 薬 と し て 用 い る こ と が で き る こ と は 当 業 者 に 明 ら か で
あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 こ の 詳 細 な 実 施 形 態 ／ 実 施 例 の 場 合 で は 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ に 先 立 ち 、 増 幅 ス テ ッ プ を
行 な う こ と が 望 ま し い 。 上 述 の よ う に 、 か か る ス テ ッ プ は 、 多 く の 場 合 必 要 と さ れ 得 る が
、 本 発 明 の 方 法 を 適 用 す る す べ て の 場 合 に 必 ず し も 必 要 と さ れ る も の で は な い こ と は 理 解
さ れ よ う 。 ク ロ ー ニ ン グ 前 に 、 回 収 さ れ た DNA断 片 の 増 幅 を 行 な う に は 、 PCR法 、 ま た は RC
A(Rolling Circle Amplification)法 も し く は そ の バ ー ジ ョ ン な ど の 他 の 増 幅 方 法 を 用 い
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 PCRに 適 し て い る 断 片 を 得 る に は 、 別 の リ ン カ ー を 上 記 の ビ オ
チ ン 化 リ ン カ ー の 末 端 と は 反 対 の 末 端 で 組 込 む こ と が で き る 。 次 い で 、 PCR増 幅 を 実 施 す
る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 上 記 の 手 順 で 単 離 さ れ た DNAセ グ メ ン ト が K562な ど の 赤 血 球 セ ル ラ イ ン で 予 測 さ れ る ACE
領 域 を 含 む こ と を 確 認 す る に は 、 こ の 細 胞 タ イ プ 中 に 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る ヌ ク レ
ア ー ゼ ACEの 存 在 に つ い て 産 物 を 探 索 す る 。
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実 施 例 ３ ： ACEに 関 連 す る DNA断 片 の 単 離



【 ０ ０ ８ ３ 】

　 DNA2μ gを 水 と 2.5× ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー 溶 液 (Invitrogen社 製 , BioPrime Labeling Kit
の 構 成 物 )20μ lで 24μ l容 量 ま で 希 釈 し 、 そ の 混 合 物 を 95℃ に て 5分 間 加 熱 し た 。 そ の 混 合
物 を 5分 間 氷 上 に て 冷 却 し た 後 、 dNTP溶 液 (5mMの Promega社 製 dATP、 dGTP、 dTTP、 お よ び 1m
Mの dCTPか ら な る 溶 液 )2ml、 1mM dCTP-Cy3ま た は dCTP-Cy5(Amersham社 製 )3μ l、 な ら び に 4
0U/mlの Klenow(Invitrogen社 製 )1μ lを 加 え た 。 そ の 混 合 物 を 37℃ で 2.5時 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し 、 次 い で 、 0.5Mの EDTA 5μ lを 添 加 す る こ と に よ っ て 反 応 を 停 止 さ せ た 。 Qiagen QIAq
uickカ ラ ム で プ ロ ー ブ を 精 製 し 、 EB 100μ lに 溶 出 さ せ た 。 550nm(Cy3に 対 し て )と 650nm(C
y5に 対 し て )で 吸 光 度 を 測 定 す る こ と に よ り 組 込 ま れ た 量 を 算 出 し 、 4:1(pmol Cy3: pmol 
Cy5)の 蛍 光 物 質 の モ ル 比 で プ ロ ー ブ を 混 合 し た 。 通 常 、 Cy3標 識 化 プ ロ ー ブ 200pmol、 Cy5
標 識 化 プ ロ ー ブ 50pmolを 使 用 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】

　 ヌ ク レ ア ー ゼ で 処 理 し た K562核 (8 OD/ml(A260)で 核 1mlを 処 理 )か ら ゲ ノ ム DNAを 単 離 し
、 続 い て 完 了 す る ま で Nla IIIで 消 化 し 、 Qiagen Dneasyカ ラ ム を 使 用 し て DNAを 精 製 し た
。 150ng/plに DNAの 濃 度 を 補 正 し た 。 こ れ ら の プ ロ ー ブ を Cy3で 標 識 化 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】

　 計 算 量 の プ ロ ー ブ を 混 合 し 、 暗 所 に て 乾 燥 さ せ た 。 8.5μ lの 4× ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン バ ッ フ ァ ー (Amersham社 製 、 #RPK0325)と 8.5μ lの 水 に 対 の プ ロ ー ブ を 完 全 に 再 懸 濁 さ せ
、 次 い で 、 17μ lの ホ ル ム ア ミ ド と 混 合 し 、 ボ ル テ ッ ク ス し た 。 混 合 物 を 95℃ に て 3分 間 加
熱 し 、 次 い で 、 2分 間 13Kで 遠 心 し て 冷 却 し た 。 こ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 30μ l
を ス ラ イ ド ガ ラ ス 全 体 に わ た っ て 細 線 で 分 配 し 、 カ バ ー ガ ラ ス を そ の 上 に 置 く こ と に よ っ
て ス ラ イ ド ガ ラ ス 表 面 に わ た っ て 均 等 に 前 記 溶 液 を 広 め 、 湿 度 を 高 く し 、 か つ 暗 く し た ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン チ ャ ン バ ー で 16時 間 42℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 そ の ス ラ イ ド は 、 暗 所 に て 穏 や か に 揺 り 動 か し な が ら 洗 浄 し た 。 第 １ 洗 浄 (1× SSC、 0.2
％ SDS)で は 37℃ に て 5分 間 洗 浄 し 、 第 ２ 洗 浄 (0.1× SSC、 0.2％ SDS)で は 37℃ に て 5分 間 、 2
回 洗 浄 し 、 第 ３ 洗 浄 (0.1× SSC)で は 、 室 温 に て 5分 間 2回 洗 浄 し た 。 ス ラ イ ド ガ ラ ス を 風 乾
し 、 直 ち に Packard Biosciences ScanArray 4000を 使 用 し て ス キ ャ ニ ン グ し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】

　 図 １ に 代 表 的 な 方 法 の 概 要 を 説 明 す る 。 こ の 図 は 、 サ ン プ ル 中 の ACEの 構 造 完 全 性 (stru
ctural integrity)を ２ ス テ ッ プ （ す な わ ち 、 探 索 試 薬 を 生 成 す る ス テ ッ プ と 、 照 会 群 と
比 較 す る ス テ ッ プ ） の 方 法 で ど の よ う に 検 出 す る こ と が で き る の か を 示 す 。 前 記 試 薬 を 生
成 す る た め に 、 ゲ ノ ム 構 造 上 形 成 さ れ た ACE、 ま た は ACEの 機 能 的 サ ブ セ ッ ト （ 転 写 プ ロ モ
ー タ ー な ど ） 、 ま た は 構 造 的 サ ブ セ ッ ト (メ チ ル 化 配 列 な ど )が 多 く 含 ま れ て い る ゲ ノ ム か
ら DNA断 片 群 を 単 離 し 、 か つ 標 識 化 す る こ と を 目 的 と し て 開 発 さ れ た 手 順 に よ っ て 細 胞 を
処 理 し た 。 本 実 施 例 で は 、 こ れ ら の DNA断 片 を マ イ ク ロ ア レ イ 上 の 配 列 群 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ さ せ る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る 。 こ れ ら の 配 列 は 、 こ れ ま で に 特 徴 付 け ら れ た ACEの セ
ッ ト で あ っ て も よ く 、 あ る い は 、 物 理 的 に ゲ ノ ム の セ ク シ ョ ン に 及 ん で い て も よ く 、 あ る
い は 複 合 の 結 合 パ タ ー ン の 判 別 が 可 能 で あ る よ う に 十 分 な 大 き さ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
組 み 合 わ せ で あ っ て よ い 。 分 析 後 、 特 定 の ACEが 細 胞 の そ の 群 内 に 形 成 さ れ て い る 範 囲 が
シ グ ナ ル の 存 在 と 強 度 に よ り 表 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 あ る い は 、 差 異 発 現 パ タ ー ン を 明 ら か に す る た め に 、 2種 類 の 異 な る マ ー カ ー を 使 用 し
て 、 本 方 法 を 並 行 し て 実 施 す る こ と が で き る 。 図 2に 示 す よ う に 、 本 方 法 は 、 シ グ ナ ル 対
ノ イ ズ 比 を 高 め る た め に 用 い る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 同 一 の 手 順 に よ っ て 生 成 さ れ て

10

20

30

40

50

(25) JP 2005-519635 A 2005.7.7

実 施 例 ４ ： ACEに 関 連 す る DNA断 片 の 標 識 化

実 施 例 ５ ： コ ン ト ロ ー ル DNA断 片 の 調 製 と 標 識 化

実 施 例 ６ ： ACEに 関 連 す る 制 御 DNA断 片 の ACE含 有 DNAマ イ ク ロ ア レ イ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン

実 施 例 ７ ： 方 法 の 概 要



い る が 、 処 理 群 と 未 処 理 群 か ら 単 離 さ れ た ２ 群 の プ ロ ー ブ の シ グ ナ ル を 比 較 す る こ と に よ
っ て マ イ ク ロ ア レ イ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 感 度 と 正 確 性 が 最 大 化 さ れ る 。 本 実 施 例 で
は 、 Cy5標 識 化 プ ロ ー ブ は 、 ACEが ゲ ノ ム 中 で 生 じ る の と 同 一 頻 度 で ACEを 含 む が 、 Cy3に よ
る 標 識 化 プ ロ ー ブ は ACEに 富 ん で い る 。 プ ロ ー ブ が 同 一 の 方 法 に よ っ て 生 成 さ れ る の で 、
プ ロ ー ブ は 長 さ や 標 識 効 果 な ど 、 同 様 の 物 理 的 特 性 を 共 有 す る 。 し た が っ て 、 ア レ イ 中 の
対 等 物 上 で 確 認 さ れ た 強 度 比 は 、 探 索 す る 群 の う ち の １ 群 の 配 列 が 豊 富 で あ る こ と を 正 確
に 示 す 。 本 実 施 例 で は 、 細 胞 群 中 の 構 造 的 に 形 成 さ れ た ACEが 緑 色 (Cy3)ス ポ ッ ト を 生 じ る
の に 対 し 、 ACE未 形 成 部 位 は 黄 色 (等 量 の Cy3と Cy5が 結 合 )ま た は 赤 色 (Cy5)で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の さ ら な る 用 途 を 図 ３ ～ ６ に 示 す 。 こ れ ら の 用 途 に は 以 下 の も の が 含 ま
れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　

図 ３ に 本 方 法 の 概 要 を 示 す 。 図 ３ は 、 本 技 術 を
用 い て 、 ど の よ う に し て ACE形 成 の ダ イ ナ ミ ッ ク 特 質 （ dynamic nature） を 検 討 す る こ と
が で き る か 示 す 。 こ の 実 施 例 で は 、 同 様 の 手 順 で ２ 種 類 の 細 胞 型 を 処 理 し 、 ACE内 で 豊 富
で あ る 、 異 な っ た 標 識 化 プ ロ ー ブ 群 を 各 細 胞 型 か ら 生 成 す る 。 図 ２ に 示 す よ う に 、 プ ロ ー
ブ は 、 直 接 比 較 が 可 能 な 類 似 の 物 理 的 特 性 を 有 す る 。 こ の た め 、 あ る 組 織 で は 形 成 さ れ た
が 別 の 組 織 内 で 未 形 成 で あ っ た ACEに は 、 際 立 っ た 赤 色 ま た は 緑 色 の ス ポ ッ ト が 標 識 さ れ
る が 、 両 方 の 組 織 で 形 成 さ れ た ACEに は 黄 色 が 生 じ る 。 Cy5に 対 す る Cy3の 正 確 な 比 に よ り
、 組 織 内 の ACEの 相 対 存 在 量 に 関 す る 情 報 が 得 ら れ る 。 両 組 織 に 存 在 し な い ACEは い ず れ も
ア レ イ 上 で 発 色 し な い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　

図 ４ に 本 方 法 の 概 要 を 示 す 。 図 ４ か ら 明 ら か な よ う に 、 プ ロ フ ァ イ ル 変 化 を モ ニ タ
ー し 、 刺 激 に 対 応 し た ACEの パ タ ー ン の 変 化 を 示 す こ と が で き る 。 本 実 施 例 で は 、 図 ３ に
示 す よ う に 、 比 較 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 用 い て 、 ACEが 薬 剤 ま た は 低 分 子 の 処 理 に よ
り 誘 導 ま た は 抑 制 さ れ る こ と を 検 出 す る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ 群 は 、 非 処 理 細 胞 の 参 照
群 か ら 調 製 し 、 マ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 処 理 に 続 い て 、 細 胞 由 来 の
異 な っ た 標 識 化 プ ロ ー ブ の も の と 比 較 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　

。 ACEと 発 現 デ ー タ の 相 関 を 確 立 す る 本 方 法 の 概 要 を 図 ５ 示 す 。 遺
伝 子 発 現 (発 現 ア レ イ の 使 用 に よ っ て 検 出 さ れ た 発 現 )と ACE構 造 完 全 性 (structural integ
rity)を 並 行 分 析 す る こ と に よ っ て 、 特 定 の 遺 伝 子 の 転 写 調 節 に 関 係 す る ACEの 情 報 が 得 ら
れ る 。 ま た 、 か か る 相 関 に よ り 、 従 来 の 発 現 ア レ イ の 品 質 管 理 を 向 上 さ せ る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　

。 図 ６ に 本 方 法 の 概 要 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 と 用 途 は 、 本 明 細 書 を 検 討 し 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 本 発 明
を 実 施 す る こ と に よ り 、 当 業 者 に は 明 白 と な ろ う 。 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/108,206号 、 お よ
び 米 国 特 許 出 願 第 09/432,576号 を は じ め と す る 、 本 明 細 書 に 引 用 さ れ た 米 国 お よ び 外 国 の
特 許 お よ び 特 許 出 願 を 含 む す べ て の 文 献 は 、 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 具 体 的 に か つ 完 全 に
組 み 入 れ る 。 本 明 細 書 と 実 施 例 は 単 な る 例 示 で あ り 、 本 来 の 本 発 明 の 特 許 請 求 の 範 囲 と 趣
旨 は 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に よ っ て 示 し て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ５ 】
【 図 １ 】 ACE DNAマ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 し て ACE活 性 を 分 析 す る た め の 一 実 施 形 態 を 示 す 全
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i.　 制 御 エ レ メ ン ト の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル プ ロ フ ァ イ リ ン グ (す な わ ち 、 ２ 種 類 の 異 な
る 細 胞 群 間 に お け る プ ロ フ ァ イ リ ン グ )。

ii.　 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ ま た は 制 御 エ レ メ ン ト 活 性 プ ロ フ ァ イ ル に 影 響 を 与 え る
処 理 。

iii.　 制 御 ネ ッ ト ワ ー ク 地 図 を 構 築 す る た め の 制 御 エ レ メ ン ト 活 性 化 パ タ ー ン と 遺 伝 子
発 現 パ タ ー ン と の 相 関

iv.　 遺 伝 子 発 現 ア レ イ に 優 れ た 生 物 学 的 品 質 管 理 ア ッ セ イ を 備 え る た め の 制 御 エ レ メ
ン ト 活 性 化 と 遺 伝 子 発 現 の 相 関



体 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 シ グ ナ ル ノ イ ズ 比 を 高 め る た め に ２ 種 類 の 色 素 系 を 用 い た ACE活 性 の プ ロ フ ァ イ
リ ン グ 結 果 を 示 す 。
【 図 ３ 】 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ACE発 現 の プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 示 す 。
【 図 ４ 】 薬 剤 お よ び ／ ま た は 低 分 子 化 合 物 を ス ク リ ー ン す る こ と を 目 的 と し た ACEア レ イ
の 使 用 を 示 す 。
【 図 ５ 】 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に よ っ て 得 ら れ た 遺 伝 子 発 現 と ACEと の 相 関 を 示 す 。
【 図 ６ 】 従 来 の 発 現 ア レ イ の 品 質 を 調 節 す る た め の 一 実 施 形 態 の 使 用 を 示 す 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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