
(57)【要約】
クロマチン由来のゲノム DNAの領域の DNA修飾因子に対する感受性を、従来法を上回る改善
された精度のために参照領域および標準曲線の慎重な使用を伴うリアルタイム PCRを用い
て定量する。一本鎖切断剤を含む様々な DNA修飾因子が DNAの修飾に用いられ、それにより
従来可能であったものよりも高い精度での様々な DNA構造の解析が可能になる。 100個とい
う少ない細胞から得られた高感受性 DNA領域の緻密で詳細な解析を可能にする方法も提供
される。これらの方法はクロマチン線維の折り畳みおよびヌクレオソーム－ヌクレオソー
ム接触のより緻密で詳細な研究をも可能にする。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 DNA修 飾 因 子 に 対 す る ゲ ノ ム の 候 補 領 域 の 感 受 性 を 正 確 か つ 効 率 的 に 決 定 す る 方 法 で あ
っ て 、 以 下 の a） ～ g） ：
　 a） 該 ゲ ノ ム を 含 有 す る 真 核 細 胞 の 集 団 か ら ク ロ マ チ ン を 単 離 す る こ と ；
　 b） 単 離 さ れ た ク ロ マ チ ン の 少 な く と も 1つ の 部 分 を 、 該 DNA修 飾 因 子 に よ り 、 DNA鎖 の 切
断 が 生 じ る 条 件 下 に お い て 処 理 す る こ と ；
　 c） 別 の 部 分 を 、 該 DNA修 飾 因 子 に よ り 、 改 変 条 件 下 に お い て 処 理 す る こ と ；
　 d） 処 理 さ れ た DNAを そ れ ら の 部 分 か ら 単 離 す る こ と ；
　 e） 各 々 の 部 分 か ら リ ア ル タ イ ム PCRに よ っ て 単 離 さ れ た DNAか ら 、 該 候 補 領 域 を 、 リ ア
ル タ イ ム PCRに よ り プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い て 増 幅 し 、 シ グ ナ ル を 得 る こ と ；
　 f） 各 々 の 単 離 さ れ た DNA部 分 内 の 該 候 補 領 域 の 相 対 的 コ ピ ー 数 を 、 次 の (i)～ (iii)：
　 　 i） 各 々 が 異 な る 量 の DNAを 互 い に 対 し て 固 定 さ れ た 割 合 で 含 有 す る 複 数 の DNAサ ン プ
ル の 各 々 に お け る 該 候 補 領 域 の コ ピ ー 数 を 決 定 し 、 そ れ に よ り 、 第 1の コ ピ ー 数 標 準 曲 線
を 算 出 し 、
　 　 ii） 各 々 が 異 な る 量 の DNAを 互 い に 対 し て 固 定 さ れ た 割 合 で 含 有 す る 複 数 の DNAサ ン プ
ル の 各 々 に お け る 参 照 領 域 の コ ピ ー 数 を 決 定 し 、 そ れ に よ り 、 該 参 照 領 域 の PCR増 幅 に よ
り 第 2の コ ピ ー 数 標 準 曲 線 を 算 出 し 、 さ ら に
　 　 iii） シ グ ナ ル を 該 第 1の 標 準 曲 線 お よ び 該 第 2の 標 準 曲 線 と 比 較 し て 、 各 々 の 単 離 さ
れ た DNAに つ い て 候 補 領 域 お よ び 参 照 領 域 の コ ピ ー 数 相 対 比 率 を 得 る こ と 、
に よ っ て 決 定 す る こ と ； 並 び に 、
　 g） 該 候 補 領 域 の 該 DNA修 飾 因 子 に 対 す る 感 受 性 を 、 該 参 照 領 域 の 感 受 性 に 対 し て 相 対 的
に 決 定 す る こ と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ゲ ノ ム が ヒ ト ゲ ノ ム で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 候 補 配 列 の 長 さ が 250塩 基 対 未 満 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 候 補 領 域 の 長 さ が 約 50～ 約 2,000塩 基 対 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 単 離 さ れ た ク ロ マ チ ン の 1つ の 部 分 が 1.5pg～ 約 5μ gの 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ６ 】
　 単 離 さ れ た ク ロ マ チ ン の 1つ の 部 分 が 1コ ピ ー の 前 記 ゲ ノ ム を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ７ 】
　 DNA修 飾 因 子 が 、 非 特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 、 配 列 特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 、 DNア
ー ゼ 、 DNア ー ゼ I、 S1ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ミ ク ロ コ ッ カ ス ・ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 マ ン グ ・ ビ ー ン ・
ヌ ク レ ア ー ゼ 、 P1ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ II、 メ チ ル 化 感 受
性 酵 素 、 DpnI、 MspI、 HpaII、 化 学 DNA修 飾 剤 、 過 酸 化 水 素 、 過 マ ン ガ ン 酸 カ リ ウ ム 、 DNA
修 飾 性 化 学 療 法 剤 、 放 射 線 、 紫 外 線 、 ヒ ス ト ン ア セ チ ル 化 、 シ ト シ ン メ チ ル 化 、 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 ； DNAに 影 響 を 及 ぼ す 化 学 療 法 剤 ；
放 射 線 ； 物 理 的 剪 断 ； 栄 養 欠 乏 、 葉 酸 欠 乏 、 お よ び そ れ ら の 組 合 せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 条 件 お よ び 改 変 条 件 が 、 異 な る 濃 度 の DNA修 飾 因 子 、 異 な る 時 間 、 異 な る 温 度 、 異 な る
バ ッ フ ァ ー 条 件 、 異 な る 濃 度 の ク ロ マ チ ン 、 お よ び そ れ ら の 組 合 せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
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　 条 件 お よ び 改 変 条 件 が 同 一 温 度 で 実 施 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 単 離 さ れ た DNAの 各 々 の リ ア ル タ イ ム PCRに よ る 増 幅 が 、 少 な く と も 8サ イ ク ル を 経 る 、
請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 単 離 さ れ た DNAの 各 々 の リ ア ル タ イ ム PCRに よ る 増 幅 が 、 少 な く と も 35サ イ ク ル を 経 る 、
請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 プ ラ イ マ ー セ ッ ト が 、 長 さ が 約 200～ 400塩 基 対 で あ る DNA断 片 を 増 幅 す る 、 請 求 項 １ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 参 照 領 域 が DNA修 飾 因 子 に 対 し て 同 様 の 感 受 性 を 有 す る も の で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 参 照 領 域 が DNA修 飾 因 子 に 対 し て よ り 高 い 感 受 性 を 示 す 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 参 照 領 域 が DNA修 飾 因 子 に 対 し て よ り 低 い 感 受 性 を 示 す 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 参 照 配 列 の 長 さ が 約 250塩 基 対 未 満 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 参 照 領 域 の 長 さ が 約 25～ 約 2,000塩 基 対 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 参 照 領 域 の 長 さ が 200～ 400塩 基 対 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 二 本 鎖 DNA特 異 的 マ ー カ ー を PCRの 際 に 用 い て 、 PCR産 物 の 蓄 積 を 増 幅 の 回 数 の 関 数 と し
て 検 出 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 DNA修 飾 因 子 が DNア ー ゼ Iで あ り 、 DNA修 飾 反 応 に 単 一 の 反 応 時 点 お よ び 異 な る 濃 度 の DN
ア ー ゼ Iを 用 い る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 DNA修 飾 因 子 が 一 本 鎖 ニ ッ ク を DNAに 導 入 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ア ン プ リ コ ン の サ イ ズ に 応 じ て 複 数 の 条 件 セ ッ ト 下 で 反 応 を サ イ ク リ ン グ さ せ る 、 請 求
項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 真 核 生 物 種 の ゲ ノ ム の 感 受 性 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の a） ～ f） ：
　 a） 第 1の ゲ ノ ム を 有 す る 第 1の 真 核 生 物 種 の 細 胞 を 、 第 2の ゲ ノ ム を 有 す る 第 2の 真 核 生
物 種 由 来 の 細 胞 と 組 合 せ て 、 合 計 で 少 な く と も 約 10 8 細 胞 の 混 合 細 胞 集 団 を 有 す る よ う に
す る こ と ；
　 b） 混 合 細 胞 集 団 か ら ク ロ マ チ ン を 単 離 す る こ と ；
　 c） 該 単 離 さ れ た ク ロ マ チ ン の 1つ の 部 分 を 第 1の 量 の 該 DNA修 飾 因 子 に よ っ て 処 理 す る こ
と ；
　 d） 処 理 さ れ た DNAを そ れ ら の 部 分 か ら 単 離 す る こ と ；
　 e） 単 離 さ れ た DNAの 各 々 を リ ア ル タ イ ム PCRに よ り 、 第 1の 真 核 生 物 種 の テ ン プ レ ー ト 配
列 を 増 幅 す る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い て 増 幅 す る こ と ； 並 び に
　 f） 第 1の ゲ ノ ム 内 で DNA修 飾 因 子 に 対 す る 該 テ ン プ レ ー ト 配 列 の 感 受 性 を 決 定 す る こ と
、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 第 1の 真 核 生 物 種 の 細 胞 が 10 7 個 未 満 で あ る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。

10

20

30

40

50

(3) JP 2005-522981 A 2005.8.4



【 請 求 項 ２ ５ 】
　 第 1の 真 核 生 物 種 の 細 胞 が 約 10 6 個 未 満 の 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 DNA修 飾 因 子 が 一 本 鎖 ニ ッ ク を DNAに 導 入 す る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ア ン プ リ コ ン の サ イ ズ に 応 じ て 複 数 の 条 件 セ ッ ト 下 で 反 応 を サ イ ク リ ン グ さ せ る 、 請 求
項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 願 は 、 2001年 5月 30日 出 願 の 「 リ ア ル タ イ ム PCRに よ る DNア ー ゼ I感 受 性 の 正 確 な 定 量
（ Accurate Quantification of DNaseI Sensitivity by Real Time PCR） 」 と 題 す る 米 国
仮 出 願 60/294,890に 対 す る 優 先 権 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 本 発 明 は 、 全 体 と し て は DNA解 析 の 方 法 に 関 し 、 よ り 具 体 的 に は 所 望 の 生 化 学 的 活 性 を
有 す る ゲ ノ ム 配 列 の 解 析 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 酵 素 、 化 学 薬 品 ま た は 紫 外 線 に よ る 分 解 に 対 す る ク ロ マ チ ン の 感 受 性 が in vivoで ク ロ
マ チ ン 構 造 を マ ッ ピ ン グ す る 手 段 で あ る こ と は 長 年 に わ た っ て 認 め ら れ て い る 。 最 も 広 範
に 用 い ら れ る 方 法 は 、 核 を 非 特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ DNア ー ゼ Iで 消 化 す る こ と で あ る
。 そ の よ う な 消 化 と サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と の 組 合 せ に よ り 、 DNア ー ゼ I非 感 受
性 部 位 、 DNア ー ゼ I感 受 性 部 位 お よ び DNア ー ゼ I高 感 受 性 部 位 と い う 一 般 的 分 類 が 為 さ れ て
き た 。 そ の よ う な 高 感 受 性 部 位 は 構 造 的 お よ び 機 能 的 に 興 味 深 い 。 機 能 的 に は 、 そ れ ら は
し ば し ば 近 接 す る 遺 伝 子 の 調 節 領 域 と 一 致 し 、 そ の こ と か ら 、 そ れ ら の 正 確 な 特 徴 付 け が
重 要 に な っ て い る 。 構 造 的 に は 、 そ れ ら は 多 様 で あ る よ う に 思 わ れ る 。 研 究 室 で は 特 定 の
高 感 受 性 部 位 が 解 析 さ れ 、 そ れ ら が ヌ ク レ オ ソ ー ム を 有 さ ず 、 転 写 因 子 に よ っ て 協 働 的 に
結 び 付 け ら れ て い る か 、 ま た は 修 飾 ヌ ク レ オ ソ ー ム を 含 む こ と が 報 告 さ れ て い る 。 転 写 活
性 を 有 す る ク ロ マ チ ン 線 維 の 基 礎 を な す は ず の 無 数 の 構 造 形 態 の 検 出 お よ び 特 徴 付 け を 可
能 に す る で あ ろ う DNア ー ゼ I感 受 性 を 記 述 す る の に 、 よ り 正 確 な 方 法 が 必 要 で あ る こ と は
明 白 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 DNア ー ゼ I感 受 性 を ア ッ セ イ す る た め の サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 慣 用 的 使 用 に
お け る 他 の 限 界 は 、 そ の 方 法 が 概 し て 専 門 的 で あ る こ と で あ る 。 こ の ア ッ セ イ は 、 消 化 、
分 離 お よ び ブ ロ ッ テ ィ ン グ に 続 い て 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 得 る の に 最 大 50ミ リ グ ラ ム の ゲ
ノ ム DNAを 必 要 と す る 。 リ ア ル タ イ ム PCRで は 10000倍 少 な い も の を 慣 用 的 に 用 い れ ば よ い
。 第 2に 、 高 感 受 性 部 位 の 検 出 は 副 次 バ ン ド （ こ れ は 、 DNア ー ゼ Iの 切 断 部 位 と 精 製 ゲ ノ ム
DNAの 消 化 に 用 い ら れ る 制 限 酵 素 切 断 部 位 と に よ り 生 成 さ れ る ） の 存 在 に 依 存 す る 。 こ れ
ら は 、 DNア ー ゼ I部 位 が 分 散 し て い る 場 合 に は ほ と ん ど 検 出 す る こ と が で き な い 。 こ の 副
次 バ ン ド と 親 バ ン ド （ 制 限 酵 素 の 2つ の 切 断 部 位 に よ っ て 生 じ る ） と の 間 の シ グ ナ ル の 定
量 は 、 幾 つ か の 変 数 に よ っ て 損 な わ れ る 可 能 性 が あ る 。 そ の 変 数 と し て は 親 バ ン ド と よ り
小 さ い 副 次 バ ン ド と を ブ ロ ッ テ イ ン グ す る 際 に 転 写 効 率 が 異 な り 得 る こ と ； 分 散 切 断 （ di
sperse cutting） は ス メ ア 状 の 副 次 バ ン ド を 形 成 す る こ と ； こ れ ら 2つ の バ ン ド へ の プ ロ
ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 効 率 が 異 な り 得 る こ と ； 2つ 以 上 の 高 感 受 性 部 位 が 同 じ
親 バ ン ド 上 に 存 在 す る 場 合 に は 解 析 が 混 乱 し 得 る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ に お け る 別 の 問 題 は 、 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
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シ ョ ン ア ッ セ イ が 、 一 般 に は 、 物 質 の 比 較 的 大 き い セ グ メ ン ト （ 親 バ ン ド の サ イ ズ ） の 解
析 の み を 可 能 に す る も の で あ り 、 新 規 DNア ー ゼ I高 感 受 性 部 位 の 位 置 の マ ッ ピ ン グ は ゲ ル
の 分 解 能 に 依 存 す る こ と で あ る 。 PCRア プ ロ ー チ は 配 列 を 増 幅 さ せ て 、 そ れ ら が 消 化 に 対
し て 高 感 受 性 で あ る か ど う か に つ い て 直 接 試 験 さ れ 得 る よ う に す る 。 切 断 の 分 布 も 、 隣 接
配 列 ま た は 重 複 配 列 を 増 幅 す る プ ラ イ マ ー 対 を 設 計 す る こ と に よ っ て 明 ら か に す る こ と が
で き る 。 高 感 受 性 部 位 に 近 接 す る 配 列 の 状 態 お よ び そ れ ら が 存 在 す る こ と に よ る 局 所 ク ロ
マ チ ン 構 造 に 対 す る 効 果 に 関 し て 、 構 造 的 情 報 を 初 め て 収 集 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 例 え ば 、 Kramer et al.（ Bio Techniques 22: 879-882, 1997） お よ び  Gregory et al.
（ Nucleic Acids Res. 27: e32, 1999； ま た 、 Kramer et al., Development 125: 4749-4
755, 1998 も 参 照 ） に 記 載 さ れ る 半 定 量 PCRは 、 こ れ ら の 問 題 に 取 り 組 ん で は い る が 、 通
常 は 定 量 を 困 難 に す る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 問 題 に 苦 し め ら れ 、 そ し て ／ ま た は そ れ を 全 ゲ
ノ ム 解 析 に 適 用 す る こ と は で き な い 。 一 般 に は 、 こ れ ら の 従 来 法 は 高 感 受 性 部 位 と い う 狭
い 側 面 を 限 定 し て 研 究 す る た め に 開 発 さ れ た も の で あ り 、 非 常 に 不 正 確 で あ る 。 こ れ ら の
方 法 は 、 一 般 に は 、 ヌ ク レ オ ソ ー ム の 開 い た 領 域 に つ い て コ ピ ー 数 の 情 報 を 提 供 す る こ と
が で き ず 、 従 っ て よ り 正 確 な 方 法 が 必 要 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 は 、 現 行 の 方 策 お よ び 設 計 に 伴 う 問 題 点 お よ び 不 利 な 点 を 克 服 し 、 ゲ ノ ム 内 の 領
域 を 正 確 か つ 効 率 的 に 解 析 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 は 、 DNA修 飾 因 子 に 対 す る ゲ ノ ム の 候 補 領 域 の 感 受 性 を 正 確 か つ 効 率 的
に 決 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 該 ゲ ノ ム を 含 有 す る 真 核 細 胞 の 集 団 か ら ク ロ マ チ ン を 単
離 し ； 該 単 離 さ れ た ク ロ マ チ ン の 少 な く と も 1つ の 部 分 を 、 該 DNA修 飾 因 子 に よ り 、 DNA鎖
の 切 断 が 生 じ る 条 件 下 に お い て 処 理 し ； 別 の 部 分 を 、 該 DNA修 飾 因 子 に よ り 、 改 変 条 件 下
に お い て 処 理 し ； 処 理 さ れ た DNAを 、 そ れ ら 部 分 か ら 単 離 し ； 各 々 の 部 分 か ら リ ア ル タ イ
ム PCRに よ っ て 単 離 さ れ た DNAか ら 、 候 補 領 域 を 、 リ ア ル タ イ ム PCRに よ り プ ラ イ マ ー セ ッ
ト を 用 い て 増 幅 し 、 シ グ ナ ル を 得 ； 各 々 の 単 離 さ れ た DNA部 分 内 の 該 候 補 領 域 の 相 対 コ ピ
ー 数 を 、 以 下 ： 各 々 が 異 な る 量 の DNAを 互 い に 対 し て 固 定 さ れ た 割 合 で 含 有 す る 複 数 の DNA
サ ン プ ル の 各 々 に お い て 該 候 補 領 域 の コ ピ ー 数 を 決 定 し 、 そ れ に よ っ て 第 1の コ ピ ー 数 標
準 曲 線 を 算 出 し ； 各 々 が 異 な る 量 の DNAを 互 い に 対 し て 固 定 さ れ た 割 合 で 含 有 す る 複 数 の D
NAサ ン プ ル の 各 々 に お い て 参 照 領 域 の コ ピ ー 数 を 決 定 し 、 そ れ に よ っ て 該 参 照 領 域 の PCR
増 幅 か ら 第 2の コ ピ ー 数 標 準 曲 線 を 算 出 し ； 並 び に シ グ ナ ル を 該 第 1標 準 曲 線 お よ び 該 第 2
標 準 曲 線 と 比 較 し 、 各 々 の 単 離 さ れ た DNAに つ い て 候 補 領 域 お よ び 参 照 領 域 の 相 対 コ ピ ー
数 比 を 得 る こ と 、 に よ り 決 定 し ； さ ら に 、 該 候 補 領 域 の 該 DNA修 飾 因 子 に 対 す る 感 受 性 を
該 参 照 領 域 の 感 受 性 に 対 し て 相 対 的 に 決 定 す る こ と を 含 む 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て は 、 ゲ ノ ム は ヒ ト ゲ ノ ム で あ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て は
、 候 補 配 列 は 長 さ が 250塩 基 対 未 満 で あ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て は 、 候 補 領 域 は 長 さ
が 約 50～ 約 2,000塩 基 対 で あ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た ク ロ マ チ ン の 1つ
の 部 分 が 0.15pg～ 約 5μ gの 核 酸 を 含 む 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た ク ロ マ チ
ン の 1つ の 部 分 が 前 記 ゲ ノ ム を １ コ ピ ー 含 む 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 別 の 態 様 に お い て は 、 条 件 お よ び 改 変 条 件 が 、 異 な る 濃 度 （ 例 え ば 、 pM、 nM、 mM） の DN
A修 飾 因 子 、 異 な る 時 間 （ 例 え ば 、 秒 、 分 、 時 間 ） 、 異 な る 温 度 （ 例 え ば 、 15℃ 、 20℃ 、 2
5℃ 、 30℃ 、 35℃ 、 40℃ 、 45℃ 、 50℃ 、 55℃ 、 60℃ 、 65℃ 、 70℃ ） 、 異 な る バ ッ フ ァ ー 条
件 （ 例 え ば 、 高 ～ 低 pH、 イ オ ン 濃 度 ま た は 緩 衝 能 ） 、 異 な る 濃 度 （ 例 え ば 、 ゲ ノ ム 1コ ピ
ー ～ 5μ g） の ク ロ マ チ ン 、 お よ び そ れ ら の 組 合 せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 別 の 態 様 に
お い て は 、 条 件 お よ び 改 変 条 件 は 同 じ 温 度 （ 例 え ば 、 20℃ 、 30℃ 、 37℃ 、 50℃ ） で 実 施 さ
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れ る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た DNAの 各 々 の リ ア ル タ イ ム PCRに よ る 増 幅 は 少 な く
と も 8サ イ ク ル を 経 る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た DNAの 各 々 の リ ア ル タ イ ム PCRに
よ る 増 幅 は 少 な く と も 35サ イ ク ル を 経 る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト は 長 さ
が 約 200～ 400塩 基 対 で あ る DNA断 片 を 増 幅 す る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 参 照 領 域 は DNA修 飾
因 子 に 対 し て 非 感 受 性 で あ る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 参 照 領 域 は DNA修 飾 因 子 に 対 し て よ
り 高 い 感 受 性 を 示 す 。 別 の 態 様 に お い て は 、 参 照 領 域 は DNA修 飾 因 子 に 対 し て よ り 低 い 感
受 性 を 示 す 。 別 の 態 様 に お い て は 、 参 照 配 列 は 長 さ が 約 250塩 基 対 未 満 で あ る 。 別 の 態 様
に お い て は 、 参 照 領 域 は 長 さ が 約 50～ 約 2,000塩 基 対 で あ る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 参 照
領 域 は 長 さ が 200～ 400塩 基 対 で あ る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 二 本 鎖 DNA特 異 的 マ ー カ ー を P
CRの 際 に 用 い て 、 PCR産 物 の 蓄 積 を 増 幅 の 回 数 の 関 数 と し て 検 出 す る 。 別 の 態 様 に お い て
は 、 DNA修 飾 因 子 が DNア ー ゼ Iで あ り 、 DNA修 飾 反 応 で は 単 一 の 反 応 時 点 お よ び 異 な る 濃 度
の DNア ー ゼ Iを 用 い る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 DNA修 飾 因 子 は 一 本 鎖 ニ ッ ク を DNAに 導 入 す
る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 真 核 生 物 種 の ゲ ノ ム の 感 受 性 は 、 以 下 を 含 む ： 第 1の ゲ ノ ム を
有 す る 第 1の 真 核 生 物 種 の 細 胞 を 、 第 2の ゲ ノ ム を 有 す る 第 2の 真 核 生 物 種 由 来 の 細 胞 と 組
合 せ て 、 合 計 で 少 な く と も 約 10 8 細 胞 、 約 10 9 細 胞 、 ま た は 約 10 1 0 細 胞 の 混 合 細 胞 集 団 を 有
す る よ う に し ； 混 合 細 胞 集 団 か ら ク ロ マ チ ン を 単 離 し て そ の 単 離 さ れ た ク ロ マ チ ン を 1つ
ま た は そ れ 以 上 の 部 分 に 分 割 し 、 ； ク ロ マ チ ン の 1つ の 部 分 ま た は 副 次 部 分 を 第 1の 量 の 前
記 DNA修 飾 因 子 に よ っ て 処 理 し ； 処 理 さ れ た DNAを そ れ ら 部 分 か ら 単 離 し ； 単 離 さ れ た DNA
の 各 々 を 、 リ ア ル タ イ ム PCRに よ り 、 第 1の 真 核 生 物 種 の テ ン プ レ ー ト 配 列 を 増 幅 す る プ ラ
イ マ ー セ ッ ト を 用 い て 増 幅 し ； さ ら に 第 1の ゲ ノ ム 内 で 該 テ ン プ レ ー ト 配 列 の DNA修 飾 因 子
に 対 す る 感 受 性 を 決 定 す る こ と 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 別 の 態 様 に お い て は 、 第 1の 真 核 生 物 種 の 細 胞 は 10 7 個 未 満 の 数 で あ る 。 別 の 態 様 に お い
て は 、 第 1の 真 核 生 物 種 の 細 胞 は 約 10 6 個 未 満 の 細 胞 を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て は 、 DNA修
飾 因 子 は 一 本 鎖 ニ ッ ク を DNAに 導 入 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 お よ び 利 点 は 、 部 分 的 に は 以 下 の 説 明 に 記 載 さ れ て お り 、 部 分 的 に は
こ の 説 明 か ら 明 ら か で あ り 、 ま た は 本 発 明 の 実 施 か ら 確 認 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ３ 】

　 図 1は マ ウ ス β － グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 の LCRの マ ッ プ を 示 す 。 DNア ー セ I高 感 受 性 部 位 は
鉛 直 方 向 の 矢 印 で 示 さ れ 、 そ の 推 定 強 度 が そ れ ら の 相 対 的 な 厚 み お よ び 長 さ で 表 さ れ て い
る 。 Hpalの 制 限 部 位 の 位 置 は 上 部 に Hの つ い た 鉛 直 線 と し て 示 さ れ る 。 リ ア ル タ イ ム プ ラ
イ マ ー を 設 計 す る 際 に 増 幅 対 象 と し た ア ン プ リ コ ン の 名 称 お よ び 位 置 が 示 さ れ る 。 「 HS」
と い う 文 字 は 高 感 受 性 部 位 を 示 し 、 「 Fk」 は フ ラ ン キ ン グ 配 列 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 図 2は マ ウ ス 胎 児 肝 臓 に お け る NF-Mお よ び HS2の DNア ー ゼ I感 受 性 を 示 す 。 （ a） Nf-Mお よ
び （ b） HS2を 増 幅 す る 、 DNア ー ゼ I消 化 胎 児 肝 臓 核 か ら 単 離 さ れ た 一 連 の ゲ ノ ム DNAに 対 し
て 実 施 し た リ ア ル タ イ ム 定 量 PCR実 験 の 後 に 、 Lightcycler system（ Roche） で ク ロ マ ト グ
ラ ム を 作 成 し た 。 LightCycler FastStart DNA Master SYBR green I mixを 1× 最 終 濃 度 （
PCRバ ッ フ ァ ー 、 dNTPs、 MgCl 2 お よ び Taqポ リ メ ラ ー ゼ を 含 む ） で 用 い て 、 QCPR反 応 を 以 下
の よ う に 構 築 し た ： 0.3μ Mの 各 プ ラ イ マ ー 、 3mMま で の 追 加 MgCl 2 お よ び 5～ 30ngの テ ン プ
レ ー ト DNA。 250bpま た は 500bpの ア ン プ リ コ ン の サ イ ズ に 応 じ た 2組 の 条 件 下 で 、 反 応 を 熱
サ イ ク リ ン グ さ せ る 。 250bpア ン プ リ コ ン に は 以 下 の 増 幅 プ ロ ト コ ル を 用 い る ： 95℃ で 10
分 間 、 続 い て 95℃ ； 5秒 、 60℃ ； 5秒 お よ び 72℃ ； 15秒 を 40サ イ ク ル 。 500bpア ン プ リ コ ン
に つ い て は 72℃ 相 を 25秒 に 延 長 す る 。 両 増 幅 プ ロ ト コ ル に 続 い て 融 解 曲 線 解 析 を 行 っ た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 各 々 の パ ネ ル は 、 PCR反 応 の 進 行 を 、 dsDNA特 異 的 SYBR－ green色 素 の PCR産 物 へ の 結 合 に
よ る 蛍 光 の 増 加 （ 対 数 ス ケ ー ル で の ） を サ イ ク ル 数 の 関 数 と し て プ ロ ッ ト し て 示 す 。 製 造
者 の ソ フ ト ウ ェ ア に よ る 解 析 は 、 曲 線 の 、 増 幅 が 指 数 関 数 的 で あ る 部 分 （ 灰 色 の 十 字 を 用
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い る ） か ら 外 挿 し 、 蛍 光 シ グ ナ ル が 閾 値 （ 緑 色 線 ） に 到 達 す る ま で の PCRの サ イ ク ル 数 を
決 定 す る 。 標 準 曲 線 サ ン プ ル か ら の 切 片 の 位 置 に 、 用 い た テ ン プ レ ー ト の 量 （ ng） を 表 示
し 、 作 成 し た 標 準 曲 線 を 図 3cに プ ロ ッ ト す る 。 他 の 切 片 は DNア ー ゼ I消 化 サ ン プ ル 由 来 の
も の で あ り 、 消 化 に 用 い た DNア ー ゼ Iの 単 位 が パ ネ ル bに 表 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 切 片 が
50ngの 周 囲 に 密 集 す る こ と か ら 、 Nf-Mア ン プ リ コ ン の 消 化 は み と め ら れ な か っ た こ と が 明
ら か で あ る （ a） 。 HS2の 切 片 （ b） は 50と 5の 値 の 間 に 、 よ り 広 範 に 分 布 す る 。 両 実 験 は 陰
性 対 照 （ テ ン プ レ ー ト を 含 ま な い 増 幅 ） を 含 み 、 パ ネ ル bに お け る こ の 反 応 （ H 2 Oと し て 記
し た ） か ら シ グ ナ ル が 得 ら れ る 。 解 析 に よ り 、 こ の シ グ ナ ル が テ ン プ レ ー ト DNAの 不 在 下
で 形 成 さ れ る プ ラ イ マ ー ・ ダ イ マ ー に よ る も の で あ る こ と が 確 認 さ れ た （ 図 3aお よ び b）
。 算 出 さ れ た HS2の DNア ー ゼ I消 化 プ ロ フ ァ イ ル が 図 4に 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 図 3は SYBR－ greenを 用 い る リ ア ル タ イ ム PCRの 特 異 性 お よ び 感 受 性 の 解 析 を 示 す 。 （ a）
図 2に お い て 生 じ た PCR産 物 の 融 解 曲 線 解 析 。 増 幅 の 最 終 ス テ ッ プ に 続 い て 、 温 度 を 95℃ ま
で 徐 々 に 上 昇 さ せ る こ と に よ っ て サ ン プ ル を 融 解 さ せ 、 そ の 蛍 光 シ グ ナ ル を 継 続 的 に モ ニ
タ ー し た 。 蛍 光 の 変 化 の 割 合 が 温 度 の 関 数 と し て 示 さ れ て い る 。 そ れ ぞ れ HS2お よ び Nf-M 
PCR産 物 の 融 解 に よ り 、 そ れ ぞ れ 84℃ お よ び 88℃ に 集 中 す る 2つ の 主 要 ピ ー ク が 生 じ る 。 79
℃ で の よ り 小 さ い ピ ー ク （ H 2 Oと し て 記 さ れ る ） は 図 3b中 の 陰 性 対 照 試 験 か ら 得 ら れ る 。
こ れ ら の 結 果 は 、 テ ン プ レ ー ト DNAか ら 単 一 の 産 生 物 を 増 幅 す る プ ラ イ マ ー 対 お よ び テ ン
プ レ ー ト の 不 在 下 で は 不 安 定 性 に な る プ ラ イ マ ー ・ ダ イ マ ー で あ る HS2対 と 一 致 す る 。 （ b
） Nf-M、 HS2お よ び 陰 性 対 照 の PCR産 物 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 。 テ ン プ レ ー ト 依 存 性 PC
Rで は 同 じ サ イ ズ （ 450bp） の 単 一 バ ン ド が 明 ら か に 示 さ れ 、 そ れ に 対 し て 陰 性 対 照 で は 単
一 バ ン ド は 見 ら れ な い 。 （ c） （ □ ） HS2お よ び （ ◆ ） Nf Mに つ い て 図 2か ら 作 成 さ れ る 標
準 曲 線 。 得 ら れ た デ ー タ は テ ン プ レ ー ト の 0.5～ 50ngの 範 囲 に わ た っ て 線 形 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 図 4は 胎 児 肝 臓 HS2の DNア ー ゼ I消 化 の プ ロ ッ ト を 示 す 。 図 3cに お け る 標 準 曲 線 を 、 50ng
の DNア ー ゼ I処 理 ゲ ノ ム DNA中 に 残 留 す る HS2ア ン プ リ コ ン の コ ピ ー の パ ー セ ン テ ー ジ を 算
出 す る の に 用 い た 。 テ ン プ レ ー ト DNAの 量 は 、 DNア ー ゼ I非 感 受 性 Nf-M配 列 の 増 幅 に 対 し て
補 正 す る こ と に よ っ て 標 準 化 し た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 図 5は 、 マ ウ ス β － グ ロ ビ ン LCR全 体 の ア ン プ リ コ ン の DNア ー ゼ I消 化 プ ロ フ ァ イ ル を 示
す 。 こ れ ら の プ ロ ッ ト は 図 4の 説 明 に 記 載 さ れ る 通 り に 作 成 し た 。 用 い た プ ラ イ マ ー 対 は
図 1に 示 さ れ る も の で あ る ； （ a） Nf-M、 お よ び DNア ー ゼ I高 感 受 性 部 位 で あ る HS1～ HS4、
並 び に （ b） フ ラ ン キ ン グ 配 列 Fk1～ Fk3お よ び 「 脆 弱 な 」 HS6。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 図 6は 、 こ の 研 究 に お い て 作 成 さ れ た 全 て の DNア ー ゼ I消 化 プ ロ フ ァ イ ル の プ ロ ッ ト を 示
す 。 プ ロ フ ァ イ ル の 4種 類 の 異 な る ク ラ ス が 明 ら か で あ り 、 文 字 に 記 載 さ れ て い る よ う に
表 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 図 7は 、 DNア ー ゼ Iが 接 近 可 能 性 を 探 査 す る や り 方 を 説 明 す る 模 式 図 を 示 す 。 （ a） 裸 の D
NA、 （ b） 部 分 的 に 結 合 し た DNA、 お よ び （ c） 覆 わ れ た DNAの 場 合 に お け る 、 二 重 鎖 DNA分
子 の 制 限 切 断 の 程 度 に つ い て の DNア ー ゼ I（ 黒 塗 り の 円 と し て 示 さ れ る ） と ヌ ク レ オ ソ ー
ム （ 白 抜 き の 楕 円 ） と の 間 の 競 合 の 結 果 。
【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 明 細 書 で 具 体 化 さ れ 、 か つ 広 範 に 説 明 さ れ る よ う に 、 本 発 明 は ゲ ノ ム の 1領 域 を 正 確
か つ 効 率 的 に 解 析 す る た め の 方 法 に 向 け ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 リ ア ル タ イ ム 定 量 PCRは 、 McArthur et al.（ J. Mol. Biol. 313: 27-34,2001） （ そ の
内 容 は 参 照 す る こ と に よ り そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） に 記 載 さ れ る よ う に し て
行 っ た 。 簡 潔 に 述 べ る と 、 Roche Molecular Biochemicals製 の Lightcyclerシ ス テ ム を 用
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い 、 全 て の 反 応 は そ の 製 造 者 の FastStart DNA SYBR-greenマ ス タ ー キ ッ ト を 用 い て 行 っ た
。 反 応 条 件 は 、 製 造 者 の プ ロ ト コ ル に 記 載 さ れ る よ う に し て 、 反 応 に お い て 用 い る マ グ ネ
シ ウ ム の 濃 度 を 様 々 に 変 え る こ と に よ り 標 準 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 対 に つ い て 最 適 化 し た 。
反 応 は 、 各 々 の ア ン プ リ コ ン に つ い て 標 準 曲 線 を 作 成 す る た め に 組 織 培 養 細 胞 か ら 単 離 さ
れ た 0.5、 5、 お よ び 50ngの ゲ ノ ム DNAを 含 む か 、 ま た は 各 々 の DNア ー ゼ I消 化 点 か ら の サ ン
プ ル 50ngを 含 む 10マ イ ク ロ リ ッ ト ル 容 量 で 行 っ た 。 DNア ー ゼ I処 理 ゲ ノ ム DNAは 標 準 的 な 方
法 論 に よ っ て 調 製 し た 。 断 片 の サ イ ズ に つ い て 補 正 さ れ た 、 イ ン タ ク ト な ま ま の 標 的 の コ
ピ ー 数 は 、 標 準 曲 線 を 参 照 す る こ と に よ っ て 算 出 し た 。 次 に 、 こ れ ら の デ ー タ を 、 核 の 消
化 に 用 い た 酵 素 の 単 位 数 に 対 し て プ ロ ッ ト し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 態 様 は 、 上 記 の よ う な 当 該 技 術 分 野 に お け る 問 題 点 を さ ら に 軽 減 す る 幾 つ か の
望 ま し い 特 徴 を 含 む 。 第 1の 特 に 望 ま し い 態 様 は 、 限 ら れ た 量 の 組 織 か ら ク ロ マ チ ン 構 造
を 解 析 す る た め の 方 法 で あ る 。 こ の 態 様 に よ り 、 10 5 個 と い う 少 量 の 細 胞 を 解 析 に 用 い る
こ と が 可 能 に な る 。 目 的 の 細 胞 を 異 な る 種 由 来 の 細 胞 の よ り 大 き な 細 胞 集 団 に 混 合 す る こ
と が で き る 。 こ の 物 質 は 解 析 に お い て 用 い ら れ る ゲ ノ ム DNAの DNア ー ゼ I消 化 系 列 の 作 製 に
用 い る こ と が で き る 。 各 々 の DNア ー ゼ I消 化 に お い て は 10 8 個 ま で の 細 胞 を 用 い る こ と が 好
ま し い 。 さ も な け れ ば 、 添 加 し よ う と す る DNア ー ゼ Iの 量 を 算 出 す る た め に 好 ま し い 、 単
離 さ れ た 核 の 濃 度 の 推 定 が 不 正 確 に な る 。 定 量 リ ア ル タ イ ム PCRに お い て 用 い ら れ る プ ラ
イ マ ー 対 を 試 験 し て 、 そ れ ら が 種 特 異 的 で あ る （ お よ び 「 担 体 」 集 団 と し て 用 い ら れ る 細
胞 の DNAか ら は 増 幅 さ れ な い ） こ と を 示 す こ と が で き る 。 そ の 後 、 存 在 す る 標 的 DNAの 量 の
見 積 も り を 用 い て 解 析 を 開 始 す る こ と が で き る 。 第 ３ 節 に 記 載 さ れ る よ う な DNア ー ゼ I非
感 受 性 対 照 の 使 用 に よ っ て 各 々 の 反 応 中 に 存 在 す る 目 的 の ゲ ノ ム DNAの 量 を 正 確 に 明 ら か
に し 、 し た が っ て 、 目 的 と す る ア ン プ リ コ ン の DNア ー ゼ I消 化 の 動 態 の 正 確 な 決 定 が 可 能
に な る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 第 2の 特 に 望 ま し い 態 様 は 、 ク ロ マ チ ン 配 列 に 導 入 さ れ た 一 本 鎖 ニ ッ ク の 検 出 を 可 能 に
す る 。 こ の 方 法 は DNア ー ゼ Iで 処 理 し た 核 か ら 単 離 さ れ る ゲ ノ ム DNAだ け に 適 用 さ れ な け れ
ば な ら な い と い う こ と は な く 、 あ ら ゆ る DNA修 飾 因 子 を 用 い る こ と が で き る 。 サ ザ ン ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 導 入 さ れ た 一 本 鎖 ニ ッ ク を 検 出 す る こ と が で き な い （ DNA分 子 が
二 重 鎖 と し て 移 動 す る た め ） の に 対 し て 、 こ の PCRベ ー ス の ア ッ セ イ は 、 テ ン プ レ ー ト の
半 分 を 破 壊 す る よ う な 切 断 を 検 出 す る 。 切 断 の 配 列 特 異 性 を 持 た ず 、 か つ 完 全 に 可 溶 性 で
あ る と い う DNア ー ゼ Iを 上 回 る 利 点 を 有 す る 幾 つ か の 感 受 性 DNA修 飾 因 子 （ 例 え ば 、 過 酸 化
水 素 ） は 、 そ の 切 断 パ タ ー ン に お い て よ り 高 い 分 解 能 を 可 能 に し 、 か つ 一 本 鎖 ニ ッ ク の み
を 導 入 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 様 々 な DNA切 断 作 用 物 質 お よ び DNAの 切 断 方 法 が 利 用 可 能 で あ り 、 本 発 明 の 態 様 の た め に
は っ き り と 意 図 さ れ る 。 例 え ば 、 ク ロ マ チ ン に お け る 後 成 的 修 飾 、 例 え ば 、 ヒ ス ト ン ア セ
チ ル 化 お よ び シ ト シ ン メ チ ル 化 を 、 用 い る こ と が で き る 。 さ ら な る 任 意 処 理 に は 、 以 下 の
DNA修 飾 因 子 ま た は 条 件 の 1つ 以 上 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む ： ヌ ク レ ア ー ゼ （ 配 列 特 異 的 お
よ び 非 特 異 的 の 両 方 ） 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ ； メ チ ラ ー ゼ ； ア セ チ ラ ー ゼ ； 化 学 品 ； 医 薬 品
（ 例 え ば 、 化 学 療 法 剤 ） ； 放 射 線 ； 物 理 的 剪 断 ； 栄 養 欠 乏 （ 例 え ば 、 葉 酸 欠 乏 ） 、 お よ び
商 業 的 に 入 手 可 能 で あ り 、 か つ 当 業 者 に 公 知 の 他 の 作 用 因 子 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 核 の 構 造 を 制 御 す る タ ン パ ク 質 お よ び RNAを 含 む 、 ゲ ノ ム の プ ロ セ ス の 調 節 に お い て 大
き な 役 割 を 果 た す 他 の 分 子 が 同 定 さ れ つ つ あ り 、 こ れ ら も DNA修 飾 の 標 的 と し て 用 い る こ
と が で き る 。 さ ら に 、 所 定 の DNA配 列 ま た は 配 列 の セ ッ ト に 結 合 す る タ ン パ ク 質 も 、 DNA修
飾 、 例 え ば 、 鎖 切 断 を 導 入 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 ど の よ う な タ ン パ ク 質 も 多 く の
手 段 、 例 え ば 、 1 2 5 Iの 組 み 込 み 、 鎖 切 断 を 生 じ る 放 射 性 崩 壊 （ 例 え ば 、 Acta Oncol. 39: 
681-685 (2000)） 、 ま た は UV光 へ 曝 露 す る と 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） の よ う な 修 飾 性 架 橋 試
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薬 に よ っ て 、 修 飾 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な タ ン パ ク 質 － DNA架 橋 は 、 次 に 、 ピ ペ リ
ジ ン で 処 理 す る こ と に よ っ て 二 本 鎖 DNA破 壊 に 変 換 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 DNA修 飾 へ の さ ら に 別 の ア プ ロ ー チ は 、 1つ 以 上 の DNA部 位 に 結 合 す る 特 異 的 タ ン パ ク 質
（ 例 え ば 、 転 写 因 子 ま た は 構 築 ク ロ マ チ ン タ ン パ ク 質 ） に 対 し て 産 生 さ れ 、 か つ 核 タ ン パ
ク 質 複 合 体 か ら の DNAの 単 離 に 用 い ら れ る 抗 体 に 、 依 存 す る 。 現 在 用 い ら れ る 技 術 の 例 で
は 、 タ ン パ ク 質 と 真 核 生 物 ゲ ノ ム 内 の DNAを 、 例 え ば 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で の 処 理 に 続 い
て 架 橋 し 、 ク ロ マ チ ン の 単 離 の 後 、 超 音 波 処 理 ま た は ヌ ク レ ア ー ゼ で の 消 化 の い ず れ か に
続 い て 目 的 の 配 列 を 免 疫 沈 降 さ せ る （ Orlando et al. Methods 11: 205-214, 1997） 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 別 の 修 飾 は シ ト シ ン メ チ ル 化 で あ る 。 メ チ ル 化 の 全 体 的 パ タ ー ン は 比 較 的 安 定 で あ る が
、 特 定 の 遺 伝 子 制 御 領 域 は 、 そ れ ら が 無 活 性 で あ る か ま た は 活 性 で あ る 場 合 に は 逆 に 脱 メ
チ ル 化 さ れ て い る 場 合 、 メ チ ル 化 さ れ る よ う に な る 。 示 差 的 メ チ ル 化 は 、 同 一 部 位 を そ れ
が メ チ ル 化 さ れ て い る か ど う か に 応 じ て 異 な る よ う に 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 っ て 検 出 す る こ と が で き る （ Tompa et al. Curr. Biol. 12: 65-68
, 2002） 。 あ る い は 、 シ ト シ ン を ウ ラ シ ル （ こ れ は シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 に お い て チ ミ ン
に 類 似 す る 挙 動 を 示 す ） に 変 換 し 、 そ し て メ チ ル － シ ト シ ン を 非 修 飾 の ま ま に す る ゲ ノ ム
シ ー ク エ ン シ ン グ （ Pfeifer et al. Science 246: 810-813, 1989に よ っ て 開 発 さ れ た 方
法 論 ） に よ っ て メ チ ル 化 シ ト シ ン と 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 包 括 的 に 区 別 す る こ と が 可 能 で
あ る 。 こ の 物 質 は 、 Cか ら Uへ の ト ラ ン ジ シ ョ ン に 感 受 性 で あ る プ ラ イ マ ー を 用 い る PCRに
お い て 、 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 潜 在 的 ミ ス マ ッ チ （ G： U） を 、 大 腸 菌 ミ ス マ ッ チ ウ ラ シ ル DNAグ リ コ シ ラ ー
ゼ （ E. coli Mismatch Uracil DNA Glycosylase） に よ っ て 開 裂 し 、 そ の 断 片 を 集 団 か ら
除 去 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 さ ら な る ア プ ロ ー チ は 、 後 成 的 パ タ ー ン を 生 じ る か ま た は そ れ を 維 持 す る 酵 素 機 構 に 向
け ら れ る 。 こ の 機 構 は 上 述 の よ う に 標 識 す る こ と が で き る の で 、 そ れ を 誘 導 す る こ と に よ
り 検 出 可 能 な DNA修 飾 、 例 え ば 、 二 本 鎖 DNA切 断 を 引 き 起 こ す こ と が で き る 。 こ の 種 の ア プ
ロ ー チ の た め の 標 的 タ ン パ ク 質 に は 、 最 近 報 告 さ れ た HAT（ ヒ ス ト ン － ア セ チ ル ト ラ ン ス
フ ェ ラ ー ゼ ） 、 転 写 誘 導 に 対 す る そ の 効 果 が 最 近 報 告 さ れ た HDAC（ ジ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー
ゼ 複 合 体 ） （ Cell 108: 475-487, 2002） の 他 に 、 DNAト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ お よ び メ チ ル 化
さ れ る 部 位 に 結 合 す る 構 造 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 MeCP1お よ び MeCP2が 含 ま れ る 。 ヒ ス ト ン
、 お よ び 転 写 因 子 は ま た 、 メ チ ル 化 、 リ ン 酸 化 お よ び ユ ビ キ チ ン 化 さ れ る こ と も 公 知 で あ
る 。 一 連 の 共 有 結 合 性 の 修 飾 （ そ の 幾 つ か は 既 に 報 告 さ れ て い 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 向 け て な さ れ 得 る 。 我 々 の 現 在 の 理 解 は そ の よ う な 修
飾 が 調 節 的 な 役 割 を 有 す る こ と を 示 唆 し て お り 、 さ ら に そ れ ら の 修 飾 は そ の 基 礎 を な す 配
列 の 機 能 的 活 性 と 正 お よ び 負 に 相 関 し 得 る こ と が 実 証 さ れ て い る （ Science 293: 1150-11
55） 。 配 列 の 修 飾 の 組 合 せ の 可 能 性 は 、 基 礎 を な す ゲ ノ ム に 対 し て 、 調 節 の 複 雑 性 と い う
さ ら な る 階 層 を か ぶ せ る も の で あ る が 、 in vivo核 タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら の DNA配 列 の 免 疫
沈 降 に よ っ て こ れ ら の 後 成 的 変 化 を 動 的 に 追 跡 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 DNAの 選 択 お よ び 修 飾 に 対 す る さ ら に 別 の ア プ ロ ー チ は 、 例 え ば 、 大 量 に 転 写 さ れ た rRN
A遺 伝 子 を 含 む 仁 の よ う な 、 間 期 の 核 の 細 胞 学 的 に 異 な る 領 域 に つ い て の 説 明 に よ っ て 示
唆 さ れ て い る が （ Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69: 3394-3398, 1972） 、 活 性 遺 伝 子 が ク
ロ マ チ ン 間 顆 粒 群 と 選 択 的 に 会 合 す る （ J. Cell Biol. 131: 1635-1647, 1995） 。 転 写 誘
導 の 際 に 特 定 の 調 節 領 域 が 核 内 の 異 な る 領 域 に 局 在 化 さ れ う る （ Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA 98: 12120-12125,2001） 。 対 照 的 に 、 真 核 細 胞 核 の 特 定 の 領 域 は 転 写 的 に 不 活 性 で
あ る こ と が 示 さ れ て お り （ Nature 381: 529-531, 1996） 、 そ れ は 、 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン と
関 連 す る 。 そ の よ う な 、 お よ び 類 似 の 物 理 的 特 性 に 基 づ く 核 の 細 分 化 は DNAの 選 択 的 開 裂
に 用 い る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ３ １ 】
　 第 3の 特 に 望 ま し い 態 様 は 、 in vivoで の 天 然 の 一 本 鎖 DNA構 造 の 定 量 的 解 析 を 可 能 に す
る 。 核 内 の 一 本 鎖 DNAの 存 在 は 普 通 で は な く 、 酵 素 、 例 え ば 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ Iの 作 用 に
よ り DNA複 製 の 一 時 的 な 結 果 と し て 、 ま た は 異 常 DNA構 造 （ 例 え ば 、 Z－ DNAま た は 三 重 鎖 DN
A） の 形 成 か ら 生 じ 得 る 。 一 本 鎖 特 異 的 カ ッ タ ー （ 例 え ば 、 過 マ ン ガ ン 酸 カ リ ウ ム ） の 消
化 ま た は プ ラ イ マ ー 指 向 性 制 限 切 断 の 動 態 は 上 述 の ア ッ セ イ を 用 い て 効 率 的 に モ ニ タ ー す
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 三 重 鎖 DNA構 造 の 形 成 は 、 そ れ が 下 流 遺 伝 子 の 調 節 に 関 与 す る
と 考 え ら れ て い る こ と か ら 、 特 に 興 味 深 く 、 さ ら に そ れ ら の 形 成 と 発 現 と の 間 に 相 関 が 存
在 す る か ど う か を 明 ら か に す る こ と も 興 味 深 い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 リ ア ル タ イ ム PCRを 用 い て 、 DNア ー ゼ Iに よ る 消 化 に 対 す る ク ロ マ チ ン の 感 受 性 を 定 量 化
す る こ と が 可 能 に な っ た 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ の
慣 用 的 使 用 に 対 し て 3つ の 明 ら か な 利 点 を 有 す る 。 す な わ ち 、 定 量 の 精 度 が 改 良 さ れ る ；
小 ア ン プ リ コ ン を 増 幅 す る よ う に プ ラ イ マ ー を 設 計 す る こ と に よ っ て ア ッ セ イ の 分 解 能 が
高 ま り 、 そ れ に よ り DNア ー ゼ I高 感 受 性 部 位 と 一 致 し か つ 近 接 し て 存 在 す る 配 列 の 解 析 が
可 能 で あ る こ と ； 必 要 と さ れ る 材 料 が よ り 少 な く 、 処 理 さ れ た ゲ ノ ム DNAを 5ngと い う 少 量
で 用 い る こ と が で き る こ と で あ る 。 こ の 方 法 を 、 胎 児 肝 臓 細 胞 を 用 い て 、 先 に 報 告 さ れ て
い る マ ウ ス β － グ ロ ビ ン 遺 伝 子 座 制 御 領 域 （ LCR） の ク ロ マ チ ン 構 造 の 解 析 に 適 用 し た 。
標 準 的 マ ウ ス LCRの 4つ の 高 感 受 性 部 位 で あ る HS1～ HS4が 、 in vivoで ヌ ク レ オ ソ ー ム を 有
し な い こ れ ら の 配 列 と 一 致 す る 消 化 の 動 態 を 有 す る こ と が 示 さ れ る 。 HS6（ 近 年 、 「 脆 弱
な 」 高 感 受 性 部 位 と 記 載 さ れ る ） に つ い て は 異 な る パ タ ー ン が み と め ら れ た 。 こ の 部 位 は
急 速 に 失 わ れ た が 、 HS6の 部 分 の み が ヌ ク レ オ ソ ー ム を 有 し な い こ と と 一 致 す る よ う に 、
よ り 多 く の 部 位 は 耐 性 で あ る こ と が 立 証 さ れ た 。 こ の 知 見 は in vivoで LCRが 構 造 的 に 不 均
一 で あ る こ と を 示 す 。 高 感 受 性 部 位 に 対 し て 近 接 し た 配 列 は 、 ク ロ マ チ ン は 折 り 畳 ま れ て
い な い も の の そ れ ら の 部 位 は 連 続 的 な ヌ ク レ オ ソ ー ム ・ ア レ ー に よ っ て 依 然 と し て 結 合 さ
れ て い る こ と と 一 致 す る よ う に 、 中 間 的 感 受 性 の 第 3パ タ ー ン を 示 す 。 こ れ ら の 結 果 は 、
こ の 方 法 が 、 少 量 の 組 織 サ ン プ ル か ら ク ロ マ チ ン 構 造 の 正 確 か つ 詳 細 な マ ッ ピ ン グ を 得 る
可 能 性 を 有 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 DNア ー ゼ I感 受 性 ア ッ セ イ は 、 ク ロ マ チ ン 構 造 が 転 写 プ ロ グ ラ ム の 動 的 決 定 要 因 で あ り
得 る こ と を 示 す の に 用 い ら れ て き た （ 1） 。 真 核 生 物 ゲ ノ ム の 大 部 分 は 転 写 的 に 不 活 性 で
あ っ て 、 ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 消 化 に 対 し て 非 感 受 性 で あ る 密 に 凝 縮 さ れ た ク ロ マ チ ン 内 に
閉 じ 込 め ら れ て い る （ 2） 。 組 織 特 異 的 ま た は 発 生 特 異 的 な 様 式 で 調 節 さ れ て い る 遺 伝 子
、 例 え ば 、 マ ウ ス プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン c-fosお よ び c-mycは 、 そ れ ら の 転 写 誘 導 と 同 時 に 全
体 的 な DNア ー ゼ I感 受 性 に 変 化 を 起 こ す （ 3、 4） 。 幾 つ か の 配 列 は 消 化 に 対 し て 極 度 に 感
受 性 で あ り 、 こ れ は 、 DNア ー ゼ I高 感 受 性 部 位 と し て 知 ら れ る 。 こ れ ら の 大 部 分 は ヌ ク レ
オ ソ ー ム ・ ア レ ー に お け る ギ ャ ッ プ で あ り 、 そ れ を 構 成 す る 200～ 400bpの 配 列 は 、 DNア ー
ゼ Iお よ び そ れ ら の コ グ ネ イ ト 制 限 酵 素 に よ る 消 化 に 対 し て 無 防 備 な ま ま に な る （ 5） 。 近
年 の 研 究 は 、 幾 つ か の DNア ー ゼ I高 感 受 性 部 位 （ 例 え ば 、 ヒ ト イ プ シ ロ ン － グ ロ ビ ン プ ロ
モ ー タ ー の も の ） は 、 依 然 と し て ヌ ク レ オ ソ ー ム に よ っ て 結 合 さ れ る も の の 構 造 が 変 化 し
て い る こ と を 示 唆 し て い る （ 6） 。 遍 在 性 か つ 組 織 特 異 的 転 写 因 子 の 協 働 的 結 合 に よ り 、
こ れ ら の 部 位 に お い て ヌ ク レ オ ソ ー ム の 崩 壊 ま た は モ ジ ュ レ ー シ ョ ン が 生 じ る （ 7、 8） 。
転 写 因 子 の 高 密 度 結 合 に よ り 、 そ の よ う な 配 列 が シ ス 作 用 性 調 節 エ レ メ ン ト 、 例 え ば 、 プ
ロ モ ー タ ー お よ び エ ン ハ ン サ で あ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 高 感 受 性 部 位 の ク ラ ス タ ー は 遺 伝 子 座 制 御 領 域 （ LCR） と し て も 知 ら れ る 超 調 節 エ レ メ
ン ト を も 形 成 す る こ と が で き 、 こ れ は 長 距 離 に わ た り ク ロ マ チ ン 構 造 を 調 節 し 、 遺 伝 子 フ
ァ ミ リ ー の 転 写 を 増 強 す る こ と が で き る 。 現 在 ま で 、 25の LCRが ヒ ト に お い て 同 定 さ れ て
お り （ 9） 、 こ れ ら の 幾 つ か に つ い て は 相 同 体 が 他 の 真 核 生 物 に お い て 見 い だ さ れ て い る
。 こ れ ら の う ち の 最 も よ く 研 究 さ れ て い る の は 、 と り わ け マ ウ ス 相 同 体 を 有 す る 、 β － グ
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ロ ビ ン 遺 伝 子 座 に 関 す る も の で あ る 。 ヒ ト の バ ー ジ ョ ン は 、 5つ の β － グ ロ ビ ン 様 遺 伝 子
の 上 流 25kb領 域 内 の 4つ の 組 織 特 異 的 DNア ー ゼ I高 感 受 性 部 位 で あ る HS1～ HS4か ら な る （ 10
、 11、 12） 。 LCRが 指 向 性 転 写 に 必 要 で あ る こ と の 証 拠 は 2つ の 情 報 源 か ら も た ら さ れ る ：
LCRの 大 部 分 を 除 去 す る 自 然 欠 失 （ 例 え ば 、 ヒ ス パ ニ ッ ク （ γ δ β ） ° サ ラ セ ミ ア 症 候 群
に 対 し て 生 じ る も の ） に よ り イ ン タ ク ト な 遺 伝 子 は 発 現 す る こ と が で き ず 、 突 然 変 異 染 色
体 を 含 む 体 細 胞 ハ イ ブ リ ッ ド に お け る DNア ー ゼ I感 受 性 が 喪 失 す る こ と （ 13、 14） ； LCRの
存 在 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る ヒ ト グ ロ ビ ン 遺 伝 子 の 適 正 な 発 現 に 必 要 で あ る
こ と が 示 さ れ て お り 、 そ れ に よ り 位 置 効 果 の 多 様 性 を 是 正 す る そ の 能 力 が 実 証 さ れ る こ と
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ れ ら 4つ の 高 感 受 性 部 位 の 配 列 お よ び そ れ ら の 相 対 位 置 は 哺 乳 動 物 界 を 通 し て 高 度 に
保 存 さ れ て い る （ 16） 。 し か し な が ら 、 上 流 配 列 間 で は 相 同 性 の 程 度 が そ れ ほ ど 高 く な く
（ 17） 、 追 加 の DNア ー ゼ I高 感 受 性 部 位 の 幾 つ か に は 相 同 体 が な い 。 Benderお よ び そ の 共
同 研 究 者 ら は 、 近 年 、 マ ウ ス に お け る 2つ の 「 脆 弱 な 」 部 位 で あ る HS5お よ び HS6を 報 告 し
て お り 、 こ れ ら は こ れ ま で 機 能 が 割 り 当 て ら れ て い な い （ 18） 。 ヒ ト HS5は 、 そ れ ら 部 位
の い ず れ に 対 し て も 相 同 性 を 有 し な い が 、 類 似 し た 位 置 に 存 在 し て お り 、 さ ら に ク ロ マ チ
ン の イ ン ス レ ー タ ー 機 能 を 有 す る こ と が 示 さ れ て い る （ 19） 。 そ の よ う な 新 規 の 高 感 受 性
部 位 の 特 徴 付 け は 、 そ れ ら が 、 2つ の LCRの 示 唆 さ れ て い る 機 能 的 相 違 に 寄 与 す る よ う な 、
未 だ 特 徴 付 け ら れ て い な い 調 節 エ レ メ ン ト で あ り 得 る こ と か ら 、 重 要 で あ る （ 20）
　 通 常 の DNア ー ゼ I感 受 性 ア ッ セ イ の 正 確 な 定 量 は 困 難 で あ る 。 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン ア ッ セ イ は 多 く の 変 数 、 例 え ば 、 プ ロ ー ブ の 選 択 、 標 的 DNAの 膜 へ の 転 写 効 率 お よ
び 異 な る サ イ ズ の 標 的 に 対 す る ア ニ ー リ ン グ 効 率 に 対 し て 感 受 性 で あ る 。 ま た 、 DNア ー ゼ
Iに よ り 生 成 さ れ る 副 次 バ ン ド は 、 そ の 消 化 部 位 が 分 散 す る 場 合 に は 、 拡 散 す る 可 能 性 が
あ り 定 量 が 困 難 で あ る 。 定 量 PCRは 感 受 性 の 評 価 に 用 い ら れ て お り （ 21） 、 リ ア ル タ イ ム P
CRの 適 用 に は よ り 高 い 精 度 お よ び 感 受 性 と い う 利 点 が あ る 。 二 本 鎖 DNA特 異 的 蛍 光 色 素 SYB
R Greenを 用 い て 、 PCR産 物 の 蓄 積 を 、 増 幅 の 回 数 の 関 数 と し て 検 出 す る 。 プ ラ イ マ ー は 、
DNア ー ゼ I処 理 し た 核 か ら 単 離 さ れ た 一 連 の ゲ ノ ム DNA由 来 の 、 LCR、 ま た は 既 知 DNア ー ゼ I
非 感 受 性 遺 伝 子 で あ る Nf-M（ こ れ は テ ン プ レ ー ト の 量 の 内 部 対 照 と し て 用 い ら れ る ） の い
ず れ か か ら 、 同 様 の サ イ ズ の 産 物 を 別 々 に 増 幅 す る よ う に 設 計 す る 。 標 準 曲 線 を 参 照 す る
こ と に よ り 、 破 壊 さ れ た ア ン プ リ コ ン の 数 を DNア ー ゼ I濃 度 の 関 数 と し て 算 出 す る こ と が
で き る 。 こ れ ら の デ ー タ に よ り 、 各 々 の 部 位 に つ い て の 消 化 の 動 態 を 調 べ 、 DNア ー ゼ I非
感 受 性 で あ る と 立 証 さ れ た 部 位 の 割 合 を 正 確 に 決 定 す る こ と が 可 能 に な る 。 こ の ア プ ロ ー
チ を 用 い て 例 示 態 様 の よ う に マ ウ ス β － グ ロ ビ ン 遺 伝 子 座 の ク ロ マ チ ン 構 造 を 調 べ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 以 下 の 例 は 本 発 明 の 態 様 を 説 明 す る た め に 提 示 さ れ る も の で あ り 、 本 発 明 の 範 囲 を 限 定
す る も の と し て 見 ら れ る べ き で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 以 下 の 材 料 お よ び 手 順 を 引 き 続 く 例 に 用 い た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 11.5- 12.5 d.p.cマ ウ ス 胚 か ら 20個 の 胎 児 肝 臓 を 収 集 す る こ と に よ り 、 サ ン プ ル 中 で マ
ウ ス 胎 児 肝 臓 を DNア ー ゼ I消 化 し た 。 こ れ ら の 肝 臓 を プ ー ル し 、 ゆ る め の ホ モ ジ ナ イ ザ ー
に お い て 5mlバ ッ フ ァ ー A（ 15mMト リ ス HCl pH7.6、 60mM KCl、 15mM NaCl、 1mM EDTA、 0.5m
M EGTA、 0.5mMス ペ ル ミ ジ ン 、 0.15mMス ペ ル ミ ジ ン ） 中 に 分 散 さ せ た 。 0.5％  NP40の 存 在
下 で 細 胞 を 溶 解 さ せ 、 核 を 集 め て 消 化 バ ッ フ ァ ー （ 3mM CaCl 2 、 75mM NaClを 補 足 し た バ ッ
フ ァ ー A） 中 に 800μ g／ mlク ロ マ チ ン の 濃 度 で 再 懸 濁 さ せ た 。 消 化 を 37℃ で 0.25～ 8単 位 の
DNア ー ゼ I（ Sigma） を 用 い て 3分 間 行 っ た 後 、 等 量 の 停 止 バ ッ フ ァ ー （ 0.1M NaCl、 0.1％ S
DS、 50mMト リ ス HCl pH8.0、 100mM EDTA） を 添 加 し て そ れ を 停 止 さ せ た 。 こ れ ら の サ ン プ
ル を プ ロ テ イ ナ ー ゼ Kで 一 晩 処 理 し 、 フ ェ ノ ー ル － ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 お よ び エ タ ノ ー ル 沈
殿 の 後 に DNAを 回 収 し た 。 そ の 後 、 DNAを TEバ ッ フ ァ ー （ 10mMト リ ス -HCl pH8.0、 1mM EDTA
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） に 対 し て 2回 交 換 し な が ら 透 析 し 、 再 沈 殿 さ せ 、 DNA蛍 光 光 度 分 析 に よ る 測 定 で 50ng／ μ
lの 濃 度 に な る ま で 水 で 希 釈 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 DNア ー ゼ I感 受 性 研 究 は 、 Roche Molecular-Biochemicalの Lightcyclerシ ス テ ム を 用 い
て DNAサ ン プ ル に 対 す る リ ア ル タ イ ム 定 量 PCRを 実 施 す る こ と に よ っ て 行 っ た 。 PCR反 応 は
以 下 の プ ラ イ マ ー 対 を 用 い た 使 用 の た め に 最 適 化 さ れ た 前 記 製 造 者 の SYBR－ greenマ ス タ
ー キ ッ ト を 用 い て 実 施 し た （ β － グ ロ ビ ン LCR内 の ア ン プ リ コ ン の 位 置 に つ い て は 図 1を 参
照 ； 増 幅 さ れ た 断 片 の 配 列 の 座 標 お よ び 配 列 フ ァ イ ル の GIア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 が 示 さ れ て
い る ） ：
HSIf、 5'-AGA TTA TAT TGC CAT GGT ACA CTT GAA-3'（ 配 列 番 号 1） ；
HSIr、 5'-ACT GGA CCA ATT TTC TCC CTC C-3'（ 配 列 番 号 2） （ 297I-3441； GI： 50150） ；
Fk1f、 5'-GGC TTT TGA GGC AAC ACT AT-3'（ 配 列 番 号 3） ；
Fk1r、 5'-CAT TGG CAG AAA GCT CTC ATA CA-3'（ 配 列 番 号 4） （ 5709-6179； GI： 50150）
；
Fk2f、 5'-GGA TTT TAC TAT ATA ACT ATG CTA TCA-3'（ 配 列 番 号 5） ；  
Fk2r、 5'-AGA AAG TAA GGG ATGACG TGT AAT ACA AC-3'（ 配 列 番 号 6） （ 11130-11601； GI
： 50150） ；
HS2f、 5'-AGT GTC AGC ATA TTA CCG-ATG-TTC C-3'（ 配 列 番 号 7） ；
HS2r、 5'-CAC ACA GCA AGG CAG GGT C-3'（ 配 列 番 号 8） （ 11767-12237； GI： 50150） ；
HS3f、 5'-TGT AAG TGT AAA TTT TGG AGC ACA GG-3'（ 配 列 番 号 9） ；
HS3r； 5'-CTG AAA GAC TAA AGT TCC CGG C-3'（ 配 列 番 号 10） （ 5639-6119； 50515） ；
Fk3、 5'-GTA CCA TGT GTT TGT GTG AAG TAG A-3'（ 配 列 番 号 11） ；
Fk3r、 5'-TTT TTG AGG ATT TCC ATC AGC AT-3'（ 配 列 番 号 12） （ 7423-7943； GI： 50515）
；
HS4f、 5'-TGT TTG TGG TTT TTC TGT TGT ATG TTT-3'（ 配 列 番 号 13） ；
H54r、 5'-AAG AGC AGA AAG GAA TTA AAT ACA CAC A-3'（ 配 列 番 号 14） （ 62758-63257； GI
： 11908223） ；
HS6f、 5'-CAG AGC ATT GTT GAA AGA TGA GGA-3'（ 配 列 番 号 15） ；
HS6r、 5-GGG TTA GCA GAA ATG TAG AGC TCC-3'（ 配 列 番 号 15） （ 57283-577733； GI： 1190
8223） ；
Nf-Mf、 5'-GCT GGG TGA TGC TTA CGA CC-3'（ 配 列 番 号 17） ；
Nf-Mr、 5'-GCG GCA TTT GAA CCA CTC TT-3'（ 配 列 番 号 18） （ 988-1438； GI： 53357） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 PCRは 、 製 造 者 の 使 用 説 明 書 の と お り 、 FastStart DNA SYBR-greenキ ッ ト （ Roche） を 用
い て 行 っ た 。 反 応 は 、 10μ lの 容 量 で 、 各 々 の ア ン プ リ コ ン に つ い て 標 準 曲 線 を 作 成 す る
た め に マ ウ ス 赤 白 血 病 株 （ MEL） か ら 単 離 さ れ た 0.5、 5お よ び 50ngの ゲ ノ ム DNAを 用 い て 、
ま た は 各 DNア ー ゼ I消 化 点 か ら の 50ngの サ ン プ ル を 用 い て 行 っ た 。 断 片 の サ イ ズ に つ い て
補 正 し た 、 イ ン タ ク ト な ま ま の 標 的 の コ ピ ー 数 を 、 標 準 曲 線 を 参 照 す る こ と に よ っ て 算 出
し た 。 次 に 、 こ れ ら の デ ー タ を 、 核 の 消 化 に 用 い ら れ た DNア ー ゼ Iの 単 位 に 対 し て プ ロ ッ
ト し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 代 替 プ ロ ト コ ル は 、 LightCycler FastStart DNA Master SYBR green I mixを 1× 最 終 濃
度 （ PCRバ ッ フ ァ ー 、 dNTPs、 MgCl 2 お よ び Taqポ リ メ ラ ー ゼ を 含 む ） で 用 い 、 QPCR反 応 を 以
下 の よ う に 構 築 す る も の で あ る ： 0.3μ Mの 各 プ ラ イ マ ー 、 3mMま で の 追 加 MgCl 2 お よ び 5－ 3
0ngの テ ン プ レ ー ト DNA。 250bpま た は 500bpの ア ン プ リ コ ン の サ イ ズ に 応 じ て 反 応 を 2組 の
条 件 下 で 熱 サ イ ク リ ン グ さ せ る 。 250bpの ア ン プ リ コ ン に つ い て は 以 下 の 増 幅 プ ロ ト コ ル
を 用 い る ； 95℃ で 10分 間 、 続 い て 95℃ ； 5秒 、 60℃ ； 5秒 お よ び 72℃ ； 15秒 を 40サ イ ク ル 。
500bpの ア ン プ リ コ ン に つ い て は 72℃ 相 を 25秒 に 延 長 す る 。 両 増 幅 プ ロ ト コ ル に 続 い て 融
解 曲 線 解 析 を 行 う 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
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　 従 来 の 研 究 は 、 組 織 培 養 細 胞 の HPRT遺 伝 子 に お け る DNア ー ゼ I感 受 性 の 程 度 の 推 定 に 半
定 量 PCRを 用 い て い る （ 21） 。 リ ア ル タ イ ム PCRの 開 発 に 伴 い 、 よ り 正 確 か つ 再 現 性 の あ る
定 量 PCRを 慣 用 的 に 行 う こ と が 可 能 に な っ て い る 。 SYBR-greenを 二 本 鎖 DNAに 対 す る 一 般 的
プ ロ ー ブ と し て 用 い る と 、 別 々 の サ ン プ ル 中 に 存 在 す る テ ン プ レ ー ト の 数 に お け る わ ず か
20％ の 相 違 を 検 出 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。 採 用 さ れ た ア プ ロ ー チ は 、 50ngの DNア ー ゼ I
処 理 DNAか ら 目 的 の 断 片 を 別 々 に 増 幅 し 、 標 準 曲 線 を 参 照 す る こ と に よ っ て サ ン プ ル 中 の
破 壊 さ れ た テ ン プ レ ー ト の 量 を 算 出 す る も の で あ っ た 。 プ ラ イ マ ー は 、 DNア ー ゼ I高 感 受
性 部 位 お よ び 介 在 配 列 を 含 み 、 マ ウ ス β － グ ロ ビ ン LCR（ 図 1） 全 体 に わ た る 450bp断 片 を
増 幅 す る よ う に 設 計 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 試 験 し た ゲ ノ ム DNAサ ン プ ル は 、 そ れ ら の ク ロ マ チ ン 構 造 の 消 化 に 対 す る 感 受 性 を 明 ら
か に す る た め 、 漸 増 量 の DNア ー ゼ Iで 処 理 さ れ た マ ウ ス 胎 児 肝 臓 核 か ら 回 収 さ れ た 。 典 型
的 に は 、 50ngの ゲ ノ ム DNAを 各 々 の 反 応 に 用 い た が 、 5ngと い う 少 量 を 用 い る こ と が 可 能 で
あ っ た 。 標 準 曲 線 を 作 成 し 、 そ れ に よ り 各 々 の サ ン プ ル 中 の テ ン プ レ ー ト の コ ピ ー 数 を 算
出 で き る よ う に す る た め 、 未 消 化 ゲ ノ ム DNAの 連 続 希 釈 物 （ 0.5ngの 材 料 を 初 期 点 と し て 用
い る ） も 解 析 し た 。 DNAの 量 の わ ず か な 相 違 を 補 正 す る た め 、 既 知 DNア ー ゼ I非 感 受 性 遺 伝
子 で あ る Nf-M（ 22） 由 来 の 類 似 サ イ ズ の 断 片 を 別 途 増 幅 し て 、 そ れ を 反 応 中 に 存 在 す る DN
Aの 量 に 対 す る 内 部 対 照 と し て 用 い た 。 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ に よ り 、
用 い た 条 件 下 で の こ の 遺 伝 子 の 検 出 可 能 な 消 化 は 存 在 し な い こ と が 確 認 さ れ た （ デ ー タ は
示 さ ず ） 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 （ a） Nf-Mお よ び （ b） HS2の 増 幅 に つ い て の Roche Molecular Biochemicalの Lightcycle
r機 器 に よ る ク ロ マ ト グ ラ ム が 図 2に 示 さ れ る 。 各 々 の 実 験 は 、 標 準 曲 線 を 算 出 す る た め の
反 応 （ 0.5、 5お よ び 50ngの 未 処 理 ゲ ノ ム DNAを 用 い る ） 、 DNア ー ゼ I系 列 （ 0.25、 0.5、 1、
2、 4お よ び 8単 位 の 酵 素 を 用 い る ） の 消 化 点 の 各 々 か ら の 50ngの サ ン プ ル 、 お よ び テ ン プ
レ ー ト DNAの 代 わ り に 水 を 添 加 し た 陰 性 対 照 を 含 む 。 こ の 装 置 は 、 PCR産 物 へ の SYBR-green
の 比 例 的 結 合 に よ る 蛍 光 の 増 加 を 測 定 し 、 こ の 値 の 対 数 を サ イ ク ル 数 の 関 数 と し て プ ロ ッ
ト す る 。 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る ア ン プ リ コ ン の コ ピ ー が 多 い ほ ど 蛍 光 の 閾 値 （ 水 平 の 緑 色
線 に よ っ て 示 さ れ 、 バ ッ ク グ ラ ン ド を 上 回 る 最 初 の 値 を 含 む よ う に 設 定 さ れ る ） を 達 成 す
る の に 必 要 な PCRの サ イ ク ル が 少 な く な る 。 こ の サ イ ク ル 数 、 す な わ ち C T 値 は 、 増 幅 が 指
数 関 数 的 で あ る 前 記 曲 線 の 直 線 部 （ 2つ の 灰 色 の 十 字 で 示 さ れ る ） か ら 外 挿 す る こ と に よ
っ て 算 出 し 、 さ ら に そ の 切 片 を 赤 の 十 字 で 表 さ れ る 閾 線 に よ り プ ロ ッ ト す る 。 し た が っ て
、 各 々 の 実 験 に つ い て 標 準 曲 線 を 作 成 す る の に 用 い ら れ た デ ー タ （ 切 片 は 用 い ら れ た テ ン
プ レ ー ト の 量 で 同 定 さ れ る ） は テ ン プ レ ー ト の 量 が 10倍 ま で 減 少 す る と き に C T 値 の 規 則 的
な 増 加 を 示 す 。 C T 値 に 対 し て テ ン プ レ ー ト の 対 数 濃 度 を プ ロ ッ ト す る と 直 線 が 作 成 さ れ 、
こ れ は DNア ー ゼ I消 化 サ ン プ ル 中 に 残 存 す る ア ン プ リ コ ン の パ ー セ ン テ ー ジ の 算 出 に 用 い
ら れ る （ 図 3c） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 図 2aに お い て 、 全 て の DNア ー ゼ I処 理 サ ン プ ル は 、 DNア ー ゼ Iに よ る 消 化 で は ア ン プ リ コ
ン が 失 わ れ な い こ と と 一 致 す る よ う に 、 50ngの 未 処 理 DNAに つ い て の 値 に 近 い C T 値 を 有 す
る 。 HS2に つ い て の パ タ ー ン は 異 な る 。 サ ン プ ル の 処 理 に 用 い る DNア ー ゼ Iを 増 加 さ せ て い
く と 、 イ ン タ ク ト な ま ま の ア ン プ リ コ ン は 徐 々 に 減 少 す る 。 こ れ は 、 HS2部 位 が DNア ー ゼ I
消 化 に よ っ て 選 択 的 に 破 壊 さ れ る こ と と 一 致 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 記 録 さ れ た シ グ ナ ル が 所 望 の 産 生 物 の 増 幅 に よ る も の で あ る こ と を 確 認 す る た め 、 融 解
曲 線 解 析 （ 図 3a） お よ び ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 （ 図 3b） を 行 っ た 。 融 解 曲 線 解 析 で は 、
PCRの 最 終 ス テ ッ プ の 後 に 温 度 を 上 昇 さ せ る こ と に よ っ て PCR産 物 を 変 性 さ せ 、 さ ら に 蛍 光
シ グ ナ ル の 喪 失 を 測 定 す る こ と に よ っ て DNA鎖 の 解 離 を 連 続 的 に モ ニ タ ー す る 。 単 一 ピ ー
ク （ HS2お よ び Nf-M産 物 を そ れ ぞ れ 表 す 84℃ お よ び 89℃ を 中 心 と す る ） か ら な る PCR産 物 の
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各 々 の 融 解 曲 線 は 、 単 一 種 類 の 産 物 の 存 在 と 一 致 す る 。 HS2実 験 に お い て 記 録 さ れ る 水 に
対 す る 正 シ グ ナ ル は HS2産 物 （ 79℃ ） よ り も か な り 低 い 融 解 温 度 を 有 す る こ と が 示 さ れ 、
こ れ は 、 こ れ ら の 産 物 が 非 特 異 的 プ ラ イ マ ー ・ ダ イ マ ー で あ る こ と を 示 す 。 こ れ ら の 実 験
か ら 回 収 さ れ る サ ン プ ル の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 は こ れ を 確 認 し た 。 Nf-Mお よ び HS2の
産 物 は 450bpの 単 一 バ ン ド で あ り 、 こ れ は HS2陰 性 対 照 に お い て は 明 ら か に さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 DNA含 有 量 に つ い て 補 正 さ れ た 、 残 存 す る HS2の コ ピ ー の パ ー セ ン テ ー ジ を 、 核 の 消 化 に
お い て 用 い ら れ た DNア ー ゼ Iの 単 位 数 に 対 し て プ ロ ッ ト す る こ と に よ り 、 消 化 プ ロ フ ァ イ
ル を 確 認 す る こ と が で き る （ 図 4） 。 こ の 曲 線 の 2つ の 全 体 的 な 特 徴 が は っ き り し て い る 。
コ ピ ー 損 失 の 初 期 速 度 が 非 常 に 速 く 、 そ の 曲 線 は プ ラ ト ー に 到 達 し 、 こ れ は 消 化 を 受 け に
く い 部 位 の 数 を 示 す 。 第 1の 特 性 は 、 そ の 部 位 の 消 化 に 対 す る 感 受 性 の レ ベ ル の 指 標 で あ
る （ 接 近 可 能 な 部 位 が よ り 少 な い こ と か ら 、 消 化 が よ り 遅 く 、 従 っ て よ り 遅 い 速 度 に つ な
が る こ と が 予 想 さ れ る ） 。 第 2は 、 高 感 受 性 部 位 が 形 成 さ れ な い 組 織 の 非 赤 血 球 区 画 か ら
細 胞 を 得 る こ と に よ っ て 、 接 近 不 能 な ま ま で あ る 材 料 の 割 合 を 確 定 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】

　 LCR領 域 を 橋 渡 す プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て こ れ ら の 実 験 を 繰 り 返 し た 。 そ れ ら の 消 化 プ ロ
フ ァ イ ル が 図 5に 示 さ れ る 。 4種 類 の 異 な る タ イ プ の プ ロ フ ァ イ ル が 存 在 す る こ と が わ か る
。 最 も 単 純 な も の は Nf-Mの も の （ 図 5a） で あ り 、 こ れ は こ れ ら の 条 件 下 で 未 消 化 の ま ま で
あ り 、 そ れ 故 ア ン プ リ コ ン の コ ピ ー は 損 失 し な い 。 用 い ら れ る ヌ ク レ ア ー ゼ の 量 を 徐 々 に
増 加 さ せ れ ば 、 こ れ ら の Nf-M部 位 は 最 終 的 に は 破 壊 さ れ た で あ ろ う 。 こ の プ ロ フ ァ イ ル と
は 対 照 的 に 、 DNア ー ゼ I高 感 受 性 部 位 （ HS1、 HS2、 HS3お よ び HS4） を 指 向 す る プ ラ イ マ ー
は 安 定 数 ま で コ ピ ー 数 を 急 速 に 損 失 さ せ る こ と を 示 す （ 図 5a） 。 前 に 説 明 し た よ う に 、 こ
れ は 接 近 可 能 な 部 位 の 急 速 な 損 失 を 示 す が 接 近 不 能 な 部 位 の 永 続 性 を 示 す も の で は な い も
の と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 部 位 は 、 お そ ら く は 、 DNア ー ゼ I高 感 受 性 の 形 成 が 赤 血 球 依 存
的 で あ り 、 か つ 胎 児 肝 臓 が 採 取 時 （ 12.5 d.p.c.） に 約 20％ の 非 赤 血 球 細 胞 で 構 成 さ れ る
た め に 、 接 近 不 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 介 在 配 列 （ Fk1－ 3） の プ ロ フ ァ イ ル は 互 い に 類 似 し 、 図 5bの 影 付 き 区 画 に プ ロ ッ ト さ れ
て い る 。 こ れ ら は 高 感 受 性 部 位 よ り も ゆ る い 勾 配 で コ ピ ー 数 の 損 失 速 度 を 示 し 、 曲 線 は よ
り 遅 く 、 か つ よ り 高 い レ ベ ル で プ ラ ト ー に 達 す る 。 記 録 さ れ た 最 終 プ ロ フ ァ イ ル は 「 脆 弱
な 」 DNア ー ゼ I高 感 受 性 HS6の も の で あ る （ 図 5b） 。 損 失 速 度 は 他 の 高 感 受 性 部 位 の も の と
に 類 似 し 、 早 期 に プ ラ ト ー に 到 達 す る が 、 そ の プ ラ ト ー は よ り 高 い レ ベ ル で あ る 。 4種 類
の タ イ プ の プ ロ フ ァ イ ル の 全 て が 図 6に 一 緒 に プ ロ ッ ト さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 こ れ ら の プ ロ フ ァ イ ル の 2つ の 特 性 で あ る 、 消 化 速 度 お よ び 非 感 受 性 材 料 の 割 合 は 、 ク
ロ マ チ ン の 基 礎 を な す 構 造 を 示 す も の と 判 断 す る こ と が で き る 。 速 い 消 化 速 度 は 、 そ の 部
位 が 核 内 で 極 度 に 消 化 さ れ や す い こ と と 一 致 し 、 そ の こ と は 、 ヌ ク レ オ ソ ー ム ・ ア レ ー が
中 断 さ れ て DNア ー ゼ I酵 素 が 自 由 に 接 近 し て 切 断 で き る よ う に な る 高 感 受 性 部 位 で 、 生 じ
る こ と が 予 想 さ れ る と お り で あ る 。 図 7aに 示 さ れ る よ う に 、 こ の 酵 素 は 独 立 に 2回 切 断 し
て そ の 部 位 を 完 全 に 破 壊 す る こ と が で き る 。 よ り 遅 い 消 化 速 度 は 、 お そ ら く は 、 in vivo
で は 、 お そ ら く ヌ ク レ オ ソ ー ム に よ っ て 妨 害 さ れ て い る 部 位 に よ っ て 生 じ 、 こ の ヌ ク レ オ
ソ ー ム は そ の 部 位 へ の 接 近 に つ い て DNア ー ゼ Iと 競 合 す る （ 図 7b） 。 切 断 が こ こ で 生 じ る
場 合 、 そ れ は お そ ら く は 一 本 鎖 ニ ッ ク で あ り 得 る 。 こ れ は 、 定 量 PCRに よ っ て 検 出 さ れ る
（ 50％ の テ ン プ レ ー ト が 破 壊 さ れ て い る た め ） が 、 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ
イ に お い て は 検 出 さ れ な い （ ニ ッ ク の 入 っ た 分 子 が ゲ ル 中 を 二 重 鎖 と し て 移 動 す る た め ）
。 接 近 不 能 の 部 位 、 つ ま り ク ロ マ チ ン 線 維 の 密 に 折 り 畳 ま れ た 部 分 で あ り 、 か つ DNア ー ゼ
Iへ の 接 近 を 有 効 に 阻 止 す る 場 合 に は 、 ヌ ク レ オ ソ ー ム は 速 い オ ン ・ オ フ 速 度 （ on-and-of
f rate） を 示 さ な い （ 図 7c） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
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　 こ れ ら の デ ー タ は 、 高 感 受 性 部 位 HS1～ HS4が 大 部 分 の 赤 血 球 組 織 に お い て ヌ ク レ オ ソ ー
ム を 有 し な い こ と を 示 す 。 介 在 配 列 は 、 「 開 い た 」 ヌ ク レ オ ソ ー ム ・ ア レ ー の 一 部 で あ り
、 そ こ に お い て ヌ ク レ オ ソ ー ム が 、 基 礎 を な す 配 列 へ の 接 近 に つ い て DNア ー ゼ Iと 競 合 す
る 。 ヌ ク レ ア ー ゼ は DNAに ニ ッ ク の み を 入 れ る た め 、 そ れ ら の プ ロ フ ァ イ ル に お い て 到 達
す る プ ラ ト ー が 高 け れ ば 完 全 に 接 近 不 能 の 配 列 の 割 合 も 高 い こ と を 表 す わ け で は な く 、 単
一 の 切 断 を 受 け る 赤 血 球 組 織 内 の 部 位 の 全 て の 割 合 が 高 い こ と を 表 す 。 こ れ ら の 理 解 に よ
り 、 HS6の 構 造 の 決 定 が 可 能 に な る 。 こ の 部 位 の 相 対 的 な 「 脆 弱 性 」 は 、 そ れ が 赤 血 球 組
織 の 半 分 の み で 形 成 さ れ て い る か 、 ま た は ア レ ー か ら ヌ ク レ オ ソ ー ム を 完 全 に 除 去 し て い
な い か の い ず れ か に よ る も の で あ り 得 る 。 こ こ に 提 示 さ れ る デ ー タ は 前 者 の 結 論 が 正 し い
こ と を 示 す 。 重 要 な こ と に は 、 こ の 部 位 は 、 そ れ が ヌ ク レ オ ソ ー ム を 有 し な い こ と と 一 致
す る よ う に 急 速 に 分 解 さ れ る が 、 こ の こ と は プ ラ ト ー が 高 い ほ ど 接 近 不 能 部 位 の 割 合 が 大
き い こ と を 真 に 示 す こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】

　 上 述 の 実 施 例 に お い て 得 ら れ た デ ー タ は 、 DNア ー ゼ I高 感 受 性 部 位 で あ る HS1～ HS4が マ
ウ ス 胎 児 肝 臓 の 全 て の 赤 血 球 細 胞 に お い て 形 成 さ れ る こ と を 示 す 。 こ れ は 、 個 々 の 部 位 が
異 な る 効 率 で 形 成 さ れ た こ と が あ り 得 る こ と か ら 重 要 な 知 見 で あ る 。 そ の 場 合 、 ヒ ト β －
グ ロ ビ ン 遺 伝 子 座 か ら 個 々 の 高 感 受 性 部 位 を 欠 失 さ せ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 研 究 に よ り 、
こ れ ら の 欠 失 さ せ た LCRス ポ ン サ ー が 転 写 プ ロ グ ラ ム を 変 化 さ せ る こ と が 示 さ れ た （ 23、 2
4） こ と か ら 、 赤 血 球 組 織 内 の 標 準 的 LCRが 機 能 的 に 不 均 一 な も の で あ り 得 る こ と が 示 さ れ
る 。 高 感 受 性 部 位 が 独 立 に 形 成 さ れ る の か ま た は 協 働 的 に 形 成 さ れ る の か と い う 問 題 に 取
り 組 む た め 、 そ れ ら の 部 位 が 最 適 以 下 に 形 成 さ れ る 系 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 こ こ で 採
用 さ れ る ア プ ロ ー チ は DNア ー ゼ I高 感 受 性 部 位 の う ち の 1つ を 欠 失 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
マ ウ ス を 研 究 す る こ と で あ る 。 こ の 系 に お い て は 、 発 現 レ ベ ル が 低 い の で 、 全 て の 高 感 受
性 部 位 が 形 成 さ れ る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 「 脆 弱 な 」 DNア ー ゼ I高 感 受 性 部 位 HS6は 赤 血 球 組 織 の 半 分 に お い て の み 形 成 さ れ る こ と
が 推 定 さ れ 、 こ れ は in vivoで は 標 準 的 LCRの 上 流 の ク ロ マ チ ン が 構 造 的 に 異 質 で あ る こ と
を 暗 示 す る 。 し か し な が ら 、 初 期 研 究 が HS6に 対 す る い か な る シ ス 作 用 性 の 調 節 的 役 割 を
も 未 だ に 定 義 し て い る （ 18） た め 、 こ の 構 造 的 不 均 一 性 が 機 能 的 重 要 性 を 有 し て い る の か
ど う か は 不 明 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 こ れ ら の 研 究 に よ り 、 DNア ー ゼ I高 感 受 性 部 位 間 の 配 列 の ク ロ マ チ ン 構 造 の 研 究 を も 可
能 に な っ た 。 こ れ ら の 配 列 の 消 化 プ ロ フ ァ イ ル は 高 感 受 性 部 位 の も の と は 異 な っ て お り 、
こ れ は 、 機 能 的 LCRが 、 高 感 受 性 部 位 の 出 現 に 相 当 す る ギ ャ ッ プ を 有 す る 点 在 し た 「 開 い
た 」 ヌ ク レ オ ソ ー ム ・ ア レ ー に よ っ て 覆 わ れ て い る も の と し て 、 想 定 で き る こ と を 示 唆 す
る 。 そ の よ う な ギ ャ ッ プ の 形 成 は 、 ク ロ マ チ ン 線 維 の 折 り 畳 み が ヌ ク レ オ ソ ー ム － ヌ ク レ
オ ソ ー ム 接 触 を 伴 う こ と か ら 、 局 所 ク ロ マ チ ン 構 造 を 変 化 さ せ る こ と が 推 定 さ れ る 。 こ の
ク ロ マ チ ン 構 造 の 局 部 的 な 緩 み は 、 LCR活 性 に 関 わ る ド メ イ ン 規 模 の 変 化 に 関 与 し 得 る 。 L
CRに お け る 配 列 の 接 近 可 能 性 の 増 大 は 、 ク ロ マ チ ン を 開 か せ る 活 性 を 増 大 さ せ る こ と が 可
能 な ヒ ス ト ン ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ま た は ク ロ マ チ ン 修 飾 性 複 合 体 （ 25） の 結 合 を
可 能 に す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 お よ び 用 途 は 本 明 細 書 を 考 察 し 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 本 発 明 を 実 施
す る こ と に よ っ て 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。 本 明 細 書 で 引 用 さ れ る 全 て の 参 考 文 献 （ 全
て の 米 国 お よ び 外 国 特 許 お よ び 特 許 出 願 、 並 び に 2001年 5月 30日 出 願 の 米 国 仮 出 願 第 60/29
4,890号 を 含 む ） は 、 参 照 す る こ と に よ り 具 体 的 か つ 全 体 的 に 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
本 明 細 書 お よ び 実 施 例 は 例 示 的 に の み 考 慮 さ れ 、 本 発 明 の 真 の 範 囲 お よ び 精 神 は 以 下 の 請
求 の 範 囲 に よ っ て 示 さ れ る こ と が 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ７ 】
【 図 １ 】 図 1は ネ ズ ミ β － グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 の LCRの マ ッ プ を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 2は マ ウ ス 胎 児 肝 臓 に お け る NF-Mお よ び HS2の DNア ー ゼ I感 受 性 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 3は SYBR－ greenを 用 い る リ ア ル タ イ ム PCRの 特 異 性 お よ び 感 受 性 の 解 析 を 示 す
。
【 図 ４ 】 図 4は 胎 児 肝 臓 HS2の DNア ー ゼ I消 化 の プ ロ ッ ト を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 5は 、 マ ウ ス β － グ ロ ビ ン LCR全 体 の ア ン プ リ コ ン の DNア ー ゼ I消 化 プ ロ フ ァ イ
ル を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 6は 、 こ の 研 究 に お い て 生 成 さ れ た 全 て の DNア ー ゼ I消 化 プ ロ フ ァ イ ル の プ ロ ッ
ト を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 7は 、 DNア ー ゼ Iが 接 近 性 を 探 る 方 法 を 説 明 す る 模 式 図 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】
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