
(57)【要約】
【課題】体細胞中の遺伝子座における体細胞相同組換えを誘発し、多様な新規遺伝子を取
得する方法を提供する。
【解決手段】任意の遺伝子座において DNA相同組換えが起きている真核生物細胞中の該遺
伝子座に存在する遺伝子の転写活性を制御することにより、該遺伝子と、転写プロモータ
ーの上流域に存在する該遺伝子に類似する DNA配列を持つ遺伝子との間で体細胞相同組換
えを誘発し、これによって、複数の遺伝情報を保持する多様な新規遺伝子の取得を可能に
する。
【選択図】　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
任 意 の 遺 伝 子 座 に お い て DNA相 同 組 換 え が 起 き て い る 真 核 生 物 細 胞 の 体 細 胞 相 同 組 換 え を
誘 発 す る 方 法 で あ っ て 、 該 遺 伝 子 座 の 遺 伝 子 の 転 写 制 御 を 行 う こ と に よ っ て 、 該 遺 伝 子 の
塩 基 配 列 と 該 遺 伝 子 と 類 似 す る 塩 基 配 列 と の 間 で DNA相 同 組 換 え を 誘 発 す る こ と を 特 徴 と
す る 体 細 胞 相 同 組 換 え の 誘 発 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 細 胞 が DT40細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 転 写 制 御 の た め の 転 写 プ ロ モ ー タ ー が 、 前 記 遺 伝 子 と 類 似 す る 塩 基 配 列 の 下 流 3’ 側
に 配 置 さ れ 、 前 記 遺 伝 子 と 作 用 可 能 に 隣 接 す る こ と に よ っ て 、 該 遺 伝 子 の 転 写 を 制 御 す る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 転 写 制 御 の た め の シ ス に 作 用 す る 領 域 が 、 エ ン ハ ン サ ー 、 核 マ ト リ ッ ク ス 結 合 領 域 （
MAR） の い ず れ か 一 つ 又 は 両 方 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ な い し ３ の い ず れ か 一 項
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 遺 伝 子 及 び 前 記 遺 伝 子 と 類 似 す る 塩 基 配 列 が 外 来 性 で あ る 場 合 、
（ a） 該 遺 伝 子 に 類 似 す る 塩 基 配 列 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー 及 び 該 遺 伝 子 の ベ ク タ ー 上 に お け
る 順 番 が 、 5’ 側 か ら 該 遺 伝 子 と 類 似 す る 塩 基 配 列 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー 、 該 遺 伝 子 の 順 番
で あ っ て 、 該 転 写 プ ロ モ ー タ ー が 該 遺 伝 子 と 作 用 可 能 と な る よ う に 挿 入 す る 段 階 、
（ b） 該 ベ ク タ ー を 細 胞 内 へ 導 入 し て 、 該 遺 伝 子 に 類 似 す る 塩 基 配 列 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー
及 び 該 遺 伝 子 を 染 色 体 上 に 組 込 む 段 階 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ な い し ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 ベ ク タ ー 上 に エ ン ハ ン サ ー 、 核 マ ト リ ッ ク ス 結 合 領 域 （ MAR） の い ず れ か 一 つ 又 は 両
方 を 前 記 転 写 プ ロ モ ー タ ー に 対 し て 作 用 可 能 に 挿 入 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 転 写 プ ロ モ ー タ ー が 誘 導 的 プ ロ モ ー タ ー で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ 又 は ６ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 誘 導 的 プ ロ モ ー タ ー が テ ト ラ サ イ ク リ ン 誘 導 プ ロ モ ー タ ー で あ る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 遺 伝 子 が 強 化 青 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ EGFP） 遺 伝 子 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５
な い し ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 遺 伝 子 と 類 似 す る 塩 基 配 列 が 強 化 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ EGFP） 遺 伝 子 配 列 で あ る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ な い し ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 エ ン ハ ン サ ー が ニ ワ ト リ 抗 体 軽 鎖 遺 伝 子 エ ン ハ ン サ ー （ 3' enhancer） で あ っ て 、 前
記 核 マ ト リ ッ ク ス 結 合 領 域 （ MAR） が ニ ワ ト リ 由 来 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ な い
し １ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 １ な い し １ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 、 DNA相 同 組 換 え が 誘 発 さ れ る 細
胞 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 １ な い し １ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 、 相 同 組 換 え が 誘 発 さ れ る 遺 伝 子
。
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【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 １ ３ に 記 載 の 相 同 組 換 え が 誘 発 さ れ る 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ５ 】
相 同 組 換 え を 誘 発 す る 遺 伝 子 及 び 該 遺 伝 子 の 転 写 制 御 の た め の 転 写 プ ロ モ ー タ ー が 配 置 さ
れ た ベ ク タ ー に お い て 、 該 転 写 プ ロ モ ー タ ー の 5'側 上 流 域 に 該 遺 伝 子 に 類 似 す る 塩 基 配 列
が 配 置 さ れ 、 該 遺 伝 子 の 相 同 組 換 え を 誘 発 す る た め に 構 築 さ れ る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ６ 】
エ ン ハ ン サ ー 、 核 マ ト リ ッ ク ス 結 合 領 域 （ Ｍ Ａ Ｒ ） の い ず れ か 一 つ ま た は 両 方 を さ ら に 作
用 可 能 に 挿 入 し た 請 求 項 １ ５ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
【 発 明 の 属 す る 技 術 分 野 】
本 発 明 は 、 一 般 に は 真 核 生 物 細 胞 に お け る 体 細 胞 相 同 組 換 え を 誘 発 す る 技 術 に 係 り 、 よ り
詳 細 に は 体 細 胞 中 の 任 意 の 遺 伝 子 座 に お け る 体 細 胞 相 同 組 換 え を 誘 発 す る 方 法 及 び か か る
方 法 に よ っ て 体 細 胞 相 同 組 換 え が 誘 発 さ れ る 細 胞 に 関 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 の 体 細
胞 相 同 組 換 え の 誘 発 方 法 を 利 用 し て 複 数 の 遺 伝 情 報 を 保 持 す る 新 規 遺 伝 子 を 作 製 す る 方 法
並 び に か か る 方 法 に よ っ て 作 成 さ れ た 新 規 遺 伝 子 に も 関 す る 。
さ ら に 、 本 発 明 は 上 記 新 規 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 新 規 タ ン パ ク 質 に も 関 す る 。
ま た さ ら に 、 本 発 明 は 体 細 胞 相 同 組 換 え を 誘 発 す る た め に 使 用 し て 好 適 な 構 成 を 構 築 し た
ベ ク タ ー に も 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
【 従 来 の 技 術 】
真 核 生 物 に と っ て 体 細 胞 の 相 同 組 換 え は 、 遺 伝 子 の 多 様 性 を 獲 得 し 、 そ の 結 果 と し て タ ン
パ ク 質 の 多 様 な 活 性 を 創 出 す る 上 で 最 も 重 要 な DNA代 謝 反 応 の 一 つ で あ る 。 従 っ て 、 体 細
胞 の 相 同 組 換 え を 制 御 す る こ と は 、 多 様 な 遺 伝 子 を 獲 得 す る 上 で 、 非 常 に 重 要 な 課 題 の 一
つ で あ る 。
従 来 、 新 し い 機 能 ・ 属 性 を 有 す る 多 様 な 遺 伝 子 を 取 得 す る 手 法 と し て 、 DNAシ ャ ッ フ リ ン
グ と い う 技 術 が （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ 参 照 。 ） が あ る 。 こ の 技 術 は 、 相 同 性 の あ る 複 数
の 遺 伝 子 配 列 を 混 合 し 、 DNaseIで 適 当 に 消 化 し て 生 じ た 小 さ な 断 片 を プ ラ イ マ ー と し 、 も
と も と の 遺 伝 子 を 鋳 型 と し て PCRを 行 う こ と で 、 擬 似 的 に 相 同 組 換 え を お こ さ せ る も の で
あ る 。 し か し な が ら 、 組 換 え 産 物 の 解 析 は 、 増 幅 さ れ た 断 片 を 発 現 ベ ク タ ー に つ な ぎ 、 バ
ク テ リ ア に ト ラ ン ス フ ォ ー ム し た の ち に お こ な う の が 一 般 的 で あ り 、 産 物 が 高 等 真 核 生 物
に お い て ど の よ う な 性 質 を も つ か を 解 析 す る の は 直 接 的 に は 困 難 で あ る と 思 わ れ る 。 ま た
、 動 物 細 胞 内 で の 発 現 チ ェ ッ ク は 、 新 た な ベ ク タ ー へ の 移 入 と コ ド ン 利 用 率 な ど に 起 因 す
る 発 現 適 合 性 を 逐 次 確 認 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
一 方 、 動 物 細 胞 内 で 遺 伝 子 組 換 え を 誘 発 す る 系 と し て は 、 細 胞 内 で の 組 換 え を 活 性 化 す る
系 と し て 、 部 位 特 異 的 組 換 え 酵 素 Cre-loxを 用 い た 系 （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ２ 参 照 。 ） 、
配 列 特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ I-SceIを 用 い た 系 （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ３ 参 照 。 ） な ど が
存 在 す る 。 Cre-loxの 系 は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ P1か ら 得 ら れ た 38kDaの 部 位 特 異 的 リ コ ン ビ
ナ ー ゼ で あ る Creを 用 い て 、 loxPサ イ ト と 呼 ば れ る 特 定 部 位 間 で 組 換 え を 行 わ せ る も の で
あ る 。 ま た 、 I-SceIの 系 は 、 出 芽 酵 母 由 来 の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る I-SceIが 、 そ の 認
識 サ イ ト に お い て DNA二 重 鎖 を 切 断 し 、 DNA相 同 組 換 え を 誘 起 す る 活 性 を 利 用 し た も の で あ
る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 系 で は 、 組 換 え が 特 定 配 列 間 で 限 定 し て 起 き る こ と と 、 組 換
え 事 象 が 単 発 で あ る こ と な ど か ら 、 得 ら れ る 組 換 え 体 は 原 則 的 に 一 種 類 の み で あ っ た 。 ま
た 、 組 換 え の 制 御 に 関 わ る 配 列 を あ ら か じ め 染 色 体 に 導 入 し 、 Creあ る い は I-SceIな ど の
組 換 え 酵 素 を 細 胞 内 で 発 現 さ せ る 必 要 が あ り 、 染 色 体 の 組 換 え を 誘 導 す る の は 容 易 で は な
か っ た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】
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Crameri等 , 1998. Nature 391:288-291
【 非 特 許 文 献 ２ 】
DiSanto等 , 1995. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:377-381
【 非 特 許 文 献 ３ 】
Rouet 等 , 1994. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:6064-6068
【 ０ ０ ０ ５ 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
本 発 明 者 等 は 、 上 記 事 情 に 鑑 み て 、 所 望 の 体 細 胞 相 同 組 換 え を 制 御 さ れ た 状 況 下 で 誘 発 さ
せ る 方 法 が な い か に つ い て 鋭 意 研 究 し た 結 果 、 意 外 に も 、 組 換 え が 望 ま れ る 遺 伝 子 座 に お
け る 転 写 を 制 御 す る こ と で 、 類 似 し た 塩 基 配 列 と の 間 で 体 細 胞 相 同 組 換 え を 誘 発 さ せ る こ
と が 可 能 に な る こ と を 見 出 し た 。
よ っ て 、 本 発 明 は 、 一 般 に は 、 体 細 胞 中 の 遺 伝 子 座 に お け る 体 細 胞 相 同 組 換 え を 誘 発 す る
方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
ま た 、 本 発 明 は 上 記 方 法 に よ っ て 体 細 胞 相 同 組 換 え が 誘 発 さ れ る 細 胞 を 提 供 す る こ と を 目
的 と す る 。
さ ら に 、 本 発 明 は 、 細 胞 に お い て 誘 発 さ れ た 体 細 胞 相 同 組 換 え を 利 用 し て 複 数 の 遺 伝 情 報
を 保 持 す る 新 規 遺 伝 子 及 び 該 新 規 遺 伝 子 を 作 製 す る 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
ま た さ ら に 、 本 発 明 は 該 新 規 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 新 規 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る こ と
を 目 的 と す る 。
ま た 、 本 発 明 は 体 細 胞 相 同 組 換 え を 誘 発 す る た め に 使 用 し て 好 適 な 転 写 制 御 の た め の 構 成
を 構 築 し た ベ ク タ ー を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
し か し て 、 本 発 明 に お い て は 、 任 意 の 遺 伝 子 座 に お い て Ｄ Ｎ Ａ 相 同 組 換 え が 起 き う る 真 核
生 物 細 胞 の 体 細 胞 相 同 組 換 え を 、 該 遺 伝 子 座 に お け る 遺 伝 子 の 転 写 制 御 を 行 う こ と に よ っ
て 、 該 遺 伝 子 と 類 似 す る 塩 基 配 列 と の 間 で DNA相 同 組 換 え を 誘 発 す る こ と を 特 徴 と す る 体
細 胞 相 同 組 換 え の 誘 発 方 法 が 提 供 さ れ る 。 ま た 、 か か る 方 法 に よ っ て 体 細 胞 相 同 組 換 え が
誘 発 さ れ た 細 胞 も 提 供 さ れ る 。
ま た 、 本 発 明 に お い て は 、 任 意 の 遺 伝 子 座 に お い て Ｄ Ｎ Ａ 相 同 組 換 え が 起 き う る 真 核 生 物
細 胞 の 体 細 胞 相 同 組 換 え を 、 該 遺 伝 子 座 に お け る 遺 伝 子 の 転 写 制 御 を 行 う こ と に よ っ て 、
該 遺 伝 子 と 類 似 す る 塩 基 配 列 と の 間 で DNA相 同 組 換 え を 誘 発 し て 複 数 の 遺 伝 情 報 を 保 持 す
る 新 規 遺 伝 子 を 取 得 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 ま た 、 か か る 方 法 に よ っ て 作 成 さ れ る 新 規 遺
伝 子 も 提 供 さ れ る 。
ま た さ ら に 、 該 新 規 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 新 規 タ ン パ ク 質 も 提 供 さ れ る 。
ま た 、 本 発 明 は 体 細 胞 相 同 組 換 え を 誘 発 す る た め に 使 用 し て 好 適 な 転 写 制 御 に 必 要 な 構 成
を 構 築 し た ベ ク タ ー が 提 供 さ れ る 。
本 発 明 の 明 細 書 中 に 開 示 さ れ た 技 術 を 用 い れ ば 、 DNA相 同 組 換 え が 色 々 な 箇 所 で 継 続 的 に
行 わ れ る た め 、 得 ら れ る 組 換 体 の 多 様 性 を 高 め る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 本 発 明 の 明 細
書 中 に 開 示 さ れ た 技 術 を 用 い れ ば 、 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ 技 術 に お い て 必 要 と さ れ る 組 換 え
用 の DNAラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る こ と な く 、 目 的 の 細 胞 内 で 遺 伝 的 多 様 性 を も っ た 目 的 遺
伝 子 が 自 発 的 に 形 成 さ れ る た め 、 所 望 の 新 規 遺 伝 子 の 産 生 に つ い て 該 細 胞 内 に て ス ク リ ー
ニ ン グ を 行 う こ と が で き る 。 従 っ て 、 多 様 な 新 規 遺 伝 子 の 取 得 を 従 来 技 術 に 比 べ て 短 縮 さ
れ た 時 間 で 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
本 発 明 に お い て 使 用 で き る 真 核 生 物 細 胞 と し て は 、 任 意 の 遺 伝 子 座 に お い て 体 細 胞 相 同 組
換 え が 生 じ う る 細 胞 で あ れ ば 如 何 な る も の で も 使 用 可 能 で あ る と 思 わ れ る が 、 好 適 に は ニ
ワ ト リ 由 来 の DT40培 養 細 胞 が 使 用 さ れ る 。
体 細 胞 相 同 組 換 え を 誘 発 さ せ る 遺 伝 子 は 、 内 在 性 の 遺 伝 子 で あ っ て も 、 外 来 性 の 遺 伝 子 で
あ っ て も よ い 。 ま た 、 該 遺 伝 子 と 類 似 す る 塩 基 配 列 に は 、 例 え ば 、 天 然 に 存 在 す る 遺 伝 子
配 列 、 遺 伝 子 と し て の 形 態 を 具 備 し て い な い 天 然 に 存 在 す る 塩 基 配 列 、 人 為 的 な 配 列 な ど
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が 含 ま れ る 。
内 在 性 の 遺 伝 子 の 場 合 は 、 該 遺 伝 子 の 転 写 活 性 を 促 進 す る 転 写 プ ロ モ ー タ ー の 上 流 近 傍 に
該 遺 伝 子 と 類 似 す る 配 列 が 存 在 す る 遺 伝 子 座 に 存 在 し て い れ ば 利 用 可 能 で あ り 、 例 え ば 、
抗 体 軽 鎖 又 は 重 鎖 遺 伝 子 座 な ど が 利 用 可 能 で あ る 。
ま た 、 外 来 性 の 遺 伝 子 の 場 合 は 、 相 同 組 換 え を 引 き 起 こ す 遺 伝 子 の 上 流 に 転 写 プ ロ モ ー タ
ー を 含 み 、 さ ら に そ の 上 流 近 傍 に 該 遺 伝 子 と の 類 似 配 列 を 含 む よ う な 構 成 で 適 当 な ベ ク タ
ー 上 に 構 築 さ せ 、 対 象 の 細 胞 の 染 色 体 上 に 組 込 ま せ る の で あ れ ば 、 如 何 な る 遺 伝 子 も 利 用
可 能 で あ る 。
こ こ で 、 対 象 の 遺 伝 子 と 類 似 す る 塩 基 配 列 は 、 対 象 の 遺 伝 子 の 転 写 開 始 位 置 か ら 1 bps～ 1
00kbps程 度 上 流 域 に 配 置 さ れ れ ば よ く 、 よ り 好 ま し く は 500bps～ 50kbps程 度 、 さ ら に 好 ま
し く は 3kbps～ 25kbps程 度 上 流 域 に 配 置 さ れ る の が よ い 。 外 来 性 の 遺 伝 子 と し て 、 限 定 は
し な い が 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 GFP遺 伝 子 、 CFP遺 伝 子 な ど ） 、 薬 剤 耐 性 遺 伝
子 （ 例 え ば 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 、 又 は ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 ） な ど が 含
ま れ る 。
本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 、 「 体 細 胞 相 同 組 換 え を 誘 発 さ せ る 遺 伝 子 と 類 似 す る 塩 基 配 列
」 と は 、 該 遺 伝 子 の 全 体 も し く は 一 部 と 類 似 す る 塩 基 配 列 の こ と で あ る 。 こ こ で 、 類 似 す
る と は 、 体 細 胞 相 同 組 換 え を 誘 発 さ せ る 遺 伝 子 の 全 体 も し く は 一 部 と 、 60%以 上 の 配 列 同
一 性 、 好 ま し く は 70%以 上 の 配 列 同 一 性 、 さ ら に 好 ま し く は 80%、 81%、 82%、 83%、 84%、 85
%、 86%、 87%、 88%、 89%、 90%、 91%、 92%、 93%、 94%、 95%、 96%、 97%、 98%、 99%、 を 含 む 8
0%～ 99%の 配 列 同 一 性 を 有 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 転 写 制 御 の 方 法 は 、 当 業 者 に お い て 周 知 の 方 法 で あ れ ば 使 用 可
能 で あ る が 、 内 在 性 の 転 写 プ ロ モ ー タ ー を 利 用 す る こ と に よ る 方 法 、 又 は 外 来 性 の 誘 導 的
な 転 写 プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 制 御 す る 方 法 な ど が 好 ま し い 。 ま た 、 転 写 活 性 を 促 進 さ せ る
た め に 、 目 的 の 遺 伝 子 に 適 す る エ ン ハ ン サ ー 、 核 マ ト リ ッ ク ス 結 合 領 域 （ MAR） を 用 い て
も よ い 。 転 写 制 御 を 行 う た め に は 、 転 写 を 促 進 す る 対 象 遺 伝 子 に 対 し て 、 転 写 プ ロ モ ー タ
ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 核 マ ト リ ッ ク ス 結 合 領 域 （ MAR） が 作 用 可 能 に 配 置 さ れ る 必 要 が あ る
。 こ こ で 、 「 作 用 可 能 に 」 と は 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 及 び 核 マ ト リ ッ ク ス 結
合 領 域 （ MAR） が そ れ ぞ れ の 機 能 を 発 揮 す る こ と が で き る よ う に と の 意 味 で あ り 、 対 象 遺
伝 子 が 所 望 の 状 態 に 転 写 制 御 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー の 場 合 は
、 特 に 限 定 は し な い が 、 対 象 の 遺 伝 子 の 転 写 開 始 位 置 よ り 上 流 側 100bps以 内 程 度 の 領 域 に
配 置 さ れ 、 エ ン ハ ン サ ー の 場 合 は 、 限 定 は し な い が 、 通 常 、 転 写 開 始 点 か ら 100bps以 上 、
あ る い は 数 キ ロ bps以 上 離 れ て 存 在 し て も よ く 、 対 象 遺 伝 子 の 5’ 側 で あ っ て も 、 3'側 で あ
っ て も よ い 。 ま た 、 核 マ ト リ ッ ク ス 結 合 領 域 （ MAR） は エ ン ハ ン サ ー と 隣 接 し て 配 置 さ れ
、 エ ン ハ ン サ ー の 3'側 で も 5'側 で も よ い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
【 発 明 の 実 施 の 形 態 】
強 化 青 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ ECFP） 遺 伝 子 の 相 同 組 換 え 方 法 は 、 本 発 明 に 係 る 体 細 胞 相 同
組 換 え の 誘 発 方 法 を 一 部 に 利 用 す る も の で あ る の で 、 以 下 で は 強 化 青 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質
（ ECFP） 遺 伝 子 の 相 同 組 換 え 方 法 に つ い て 詳 細 に 説 明 す る 。 前 述 の よ う に 、 本 発 明 の 強 化
青 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ ECFP） 遺 伝 子 の 相 同 組 換 え 方 法 に お い て は 、 DNA相 同 組 換 え が 起
き て い る 細 胞 を 選 択 し て 培 養 し 、 相 同 組 換 え を 誘 発 す る に あ た り 、 該 細 胞 の DNA相 同 組 換
え を 誘 導 的 な プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 調 節 し 、 ECFPと 類 似 し た 塩 基 配 列 を 持 つ 強 化 緑 色 蛍 光
タ ン パ ク 質 （ EGFP） 遺 伝 子 配 列 と の 間 で 相 同 組 換 え を 誘 発 さ せ る 。
よ っ て 、 以 下 で は 、 細 胞 の 選 択 及 び 培 養 、 誘 導 的 転 写 制 御 の た め の ベ ク タ ー の 構 築 、 相 同
組 換 え が 誘 発 さ れ た 新 規 遺 伝 子 の 発 現 確 認 、 相 同 組 換 え が 誘 発 さ れ た 新 規 遺 伝 子 配 列 の 確
認 に つ い て 順 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
１ ． 体 細 胞 相 同 組 換 え を 誘 発 さ せ る 細 胞 の 選 択
本 発 明 に お け る 「 真 核 生 物 細 胞 」 と は 、 体 細 胞 相 同 組 換 え が あ る 程 度 の 頻 度 で 生 じ て い る
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も の を 指 し 、 好 ま し く は 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ヒ ツ ジ 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ニ ワ ト リ な ど の B細
胞 又 は そ の 細 胞 株 、 よ り 好 ま し く は ヒ ト バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 由 来 の ラ モ ス 細 胞 （ Ramos ce
ll） 株 、 又 は ニ ワ ト リ B細 胞 由 来 の DT40細 胞 株 で あ り 、 最 も 好 ま し く は DT40細 胞 株 で あ る
。
本 発 明 に お い て 用 い ら れ る 「 DT40細 胞 株 」 は 、 当 該 細 胞 の 保 有 す る 染 色 体 に 何 ら か の 修 飾
（ 例 え ば 、 特 定 の 遺 伝 子 の 組 換 え 、 挿 入 、 削 除 等 ） が 加 え ら れ た 、 誘 導 体 株 、 サ ブ ラ イ ン
（ Subline） な ど も 含 む 。
本 発 明 で 用 い る 細 胞 の 培 養 条 件 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 に よ っ て 行 わ れ る が 、
選 択 さ れ る 細 胞 に 適 し た 培 地 、 培 養 条 件 （ 培 養 温 度 、 Ｃ Ｏ ２ 濃 度 ） 下 で 行 わ れ る こ と は 言
う ま で も な い 。 　 培 地 と し て は 、 一 般 に 使 用 さ れ て い る RPMI1640培 地 、 DMEM培 地 又 は こ れ
ら の 培 地 に ウ シ 胎 児 血 清 等 を 添 加 し た 培 地 等 が 挙 げ ら れ る 。 培 養 は 、 通 常 、 ５ ％ CO 2 存 在
下 、 用 い る 細 胞 に と っ て の 適 温 （ 例 え ば 、 25℃ ～ 40℃ ） で １ ～ 30日 行 う 。 培 養 中 は 必 要 に
応 じ て カ ナ マ イ シ ン 、 ペ ニ シ リ ン 等 の 抗 生 物 質 を 培 地 に 添 加 し て も よ い 。 ま た 、 転 写 制 御
を 誘 導 的 な プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 行 う 場 合 は 、 転 写 を 誘 導 す る た め の 薬 剤 （ 例 え ば 、 テ ト
ラ サ イ ク リ ン な ど ） を 添 加 し て も よ い 。 し か し て 、 選 択 さ れ る 免 疫 細 胞 が DT40細 胞 で あ る
場 合 、 例 え ば 、 培 地 は IMDM（ Invitrogen社 ） を 用 い 、 培 養 温 度 は 例 え ば ３ ９ ． ５ ℃ 、 ５ ％
の Ｃ Ｏ ２ 濃 度 条 件 下 で 行 う 。
【 ０ ０ １ １ 】
２ ． 転 写 制 御 の た め の ベ ク タ ー の 構 築
（ １ ） シ ス に 作 用 す る 領 域
本 発 明 で 用 い ら れ る 転 写 制 御 の 方 法 は 、 当 業 者 に と っ て 周 知 の 技 術 で あ れ ば 、 如 何 な る 方
法 を 用 い て も よ い が 、 好 ま し く は 、 転 写 制 御 に お い て シ ス に 作 用 す る 領 域 を 適 当 な ベ ク タ
ー に 構 築 し 、 該 ベ ク タ ー を 細 胞 内 へ 導 入 す る こ と で 、 染 色 体 上 の 特 定 の 遺 伝 子 座 に 組 込 ま
せ る 方 法 が 用 い ら れ る 。 こ こ で 、 「 シ ス に 作 用 す る 領 域 」 と は 、 特 定 の 遺 伝 子 の 転 写 制 御
に 必 要 な DNA配 列 で あ っ て 、 該 遺 伝 子 に 隣 接 し て 存 在 す る 領 域 の こ と を 指 す 。 「 シ ス に 作
用 す る 領 域 」 に は 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 核 マ ト リ ッ ク ス 結 合 領 域 （ MAR）
、 そ の 他 転 写 活 性 を 制 御 す る の に 必 要 な 任 意 の 配 列 が 含 ま れ る 。
転 写 プ ロ モ ー タ ー は 、 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー 又 は 誘 導 的 プ ロ モ ー タ ー の い ず れ も 使 用 可 能 で
あ る が 、 転 写 制 御 が 容 易 で あ る こ と か ら 、 誘 導 的 プ ロ モ ー タ ー が 好 ま し い 。 誘 導 的 プ ロ モ
ー タ ー と し て は 、 α － イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 ヒ ー ト シ ョ ッ ク 、 重 金 属 イ オ ン 、 及 び グ ル コ コ
ル チ コ イ ド な ど の ス テ ロ イ ド （ Kaufman, 1990） 及 び テ ト ラ サ イ ク リ ン に 応 答 す る も の が
含 ま れ る 。 他 の 望 ま し い 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 プ ロ モ ー タ ー の 活 性 化 因 子 が
外 か ら 添 加 さ れ た 場 合 に 、 細 胞 内 で 応 答 す る も の が 含 ま れ る 。 好 適 に は 、 例 え ば 、 テ ト ラ
サ イ ク リ ン 誘 導 プ ロ モ ー タ ー な ど が 使 用 可 能 で あ る 。
エ ン ハ ン サ ー 及 び 核 マ ト リ ッ ク ス 結 合 領 域 （ MAR） は 選 択 さ れ た 細 胞 中 で の 転 写 活 性 の 制
御 に 機 能 す る も の で あ れ ば 、 如 何 な る も の も 使 用 可 能 で あ る が 、 DT40細 胞 を 用 い る 場 合 に
は 、 ニ ワ ト リ 抗 体 軽 鎖 遺 伝 子 エ ン ハ ン サ ー （ 3' enhancer） 、 ニ ワ ト リ 由 来 の 核 マ ト リ ッ
ク ス 結 合 領 域 を 用 い る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
シ ス に 作 用 す る 領 域 の 構 成 成 分 の う ち 、 誘 導 的 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 及 び 核 マ ト リ
ッ ク ス 結 合 領 域 （ MAR） は 、 配 列 が 公 知 で あ る 場 合 に は 、 そ の 配 列 に 基 づ い て PCR法 等 に よ
り 該 配 列 を 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー を 作 製 し 、 適 当 な cDNAラ イ ブ ラ リ ー 又 は ゲ ノ ム ラ イ
ブ ラ リ ー か ら 直 接 取 得 す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ こ で 用 い る プ ラ イ マ ー は 、 ク ロ ー ニ ン グ
の 便 宜 上 、 ク ロ ー ン 化 す る た め の ベ ク タ ー 上 に 存 在 す る 制 限 酵 素 サ イ ト を 付 加 さ せ る よ う
に 設 計 す る の が 望 ま し い 。 取 得 さ れ た エ ン ハ ン サ ー 及 び 核 マ ト リ ッ ク ス 結 合 領 域 （ MAR）
は 相 同 組 換 え を 誘 発 さ せ る 遺 伝 子 及 び 該 遺 伝 子 と 類 似 し た DNA配 列 が 構 築 さ れ て い る ベ ク
タ ー 上 、 該 遺 伝 子 と 類 似 し た DNA配 列 の 間 に プ ロ モ ー タ ー 、 該 遺 伝 子 の 下 流 、 3'方 向 に 向
か っ て 、 核 マ ト リ ッ ク ス 結 合 領 域 （ MAR） 、 エ ン ハ ン サ ー の 順 番 あ る い は そ の 逆 の 順 番 で
、 適 切 に 付 加 さ れ た 制 限 酵 素 サ イ ト を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
ま た 、 誘 導 的 プ ロ モ ー タ ー が 予 め ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 市 販 の ベ ク タ ー 、 例 え ば 、 pTRE2hyg
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（ Clontech社 ） な ど に 、 目 的 の 遺 伝 子 、 該 遺 伝 子 と 類 似 の 塩 基 配 列 、 エ ン ハ ン サ ー 、 核 マ
ト リ ッ ク ス 結 合 領 域 （ MAR） 等 を ク ロ ー ニ ン グ し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
（ ２ ） 遺 伝 子 （ ECFP） の 取 得
相 同 組 換 え を 誘 発 さ せ る 遺 伝 子 は 、 内 在 性 の 遺 伝 子 あ っ て も よ い が 、 単 離 さ れ た 外 来 性 の
遺 伝 子 で も よ い 。 転 写 制 御 が 容 易 で あ る こ と か ら 、 外 来 性 の 遺 伝 子 が 好 ま し い 。
相 同 組 換 え を 誘 発 さ せ る 遺 伝 子 は 、 当 業 者 に お い て 周 知 の 方 法 に よ り ク ロ ー ニ ン グ さ れ る
が 、 該 遺 伝 子 が 存 在 す る cDNAラ イ ブ ラ リ ー 又 は ゲ ノ ム DNAに 対 し 、 該 遺 伝 子 を 増 幅 す る の
に 使 用 可 能 な プ ラ イ マ ー セ ッ ト （ 例 え ば 、 該 遺 伝 子 の 5'端 側 及 び 3'端 側 に 該 遺 伝 子 を 増 幅
可 能 に 設 計 し た １ 対 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト ） を 用 い て 、 正 確 性 の 高 い DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ 例
え ば 、 Pyrobest DNA Polymerase（ TaKaRa） ） に よ り 該 遺 伝 子 を 増 幅 し て も よ い 。
得 ら れ た 遺 伝 子 は 、 適 当 な ク ロ ー ニ ン グ 用 の ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 pBlueScriptII、 pUC19な
ど ） に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
相 同 組 換 え を 誘 発 さ せ る 遺 伝 子 が ECFP遺 伝 子 の 場 合 は 、 市 販 の ベ ク タ ー （ pECFP-C1） か ら
ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ て も よ い 。
同 様 な 方 法 に よ り 、 ECFP遺 伝 子 の 全 体 又 は 一 部 と 類 似 す る 塩 基 配 列 を 得 る こ と が 可 能 で あ
る 。 ECFP遺 伝 子 と 類 似 す る 配 列 で あ れ ば 、 如 何 な る 配 列 で も 利 用 可 能 で あ る が 、 例 え ば 、
EGFP遺 伝 子 配 列 な ど が 好 ま し い 。
取 得 さ れ た ECFP遺 伝 子 及 び ECFP遺 伝 子 と 類 似 す る 配 列 は 、 前 述 し た よ う に 、 転 写 プ ロ モ ー
タ ー を 間 に 挟 ん で 、 ECFP遺 伝 子 の 上 流 側 （ 即 ち 、 5'側 ） に な る よ う に 、 「 シ ス に 作 用 す る
領 域 」 を 構 築 し た ベ ク タ ー 上 に 作 用 可 能 に 挿 入 す る 。 類 似 す る DNA配 列 の 挿 入 す る 方 向 は
、 順 方 向 で も 逆 方 向 で も よ い 。 「 順 方 向 」 と は 、 対 象 の DNA配 列 が 天 然 に 存 在 す る も の で
あ れ ば 、 天 然 に 存 在 す る 方 向 の こ と で あ り 、 人 為 的 な 配 列 の 場 合 は 、 任 意 の 方 向 を 「 順 方
向 」 と 決 め て も よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
３ ． 転 写 因 子 発 現 ベ ク タ ー の 構 築
遺 伝 子 の 体 細 胞 相 同 組 換 え を 誘 発 す る た め に は 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー の 活 性 を 促 進 又 は 抑 制
す る の に 必 要 な 転 写 因 子 の 発 現 が 必 要 で あ る 。 例 え ば 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 誘 導 プ ロ モ ー タ
ー の 場 合 は 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 応 答 配 列 に 結 合 し て 転 写 を 調 節 す る 転 写 因 子 （ 例 え ば 、 Te
tリ プ レ ッ サ ー と VP16転 写 活 性 化 ド メ イ ン を 融 合 し た も の ） が 必 要 で あ る 。 こ れ ら 転 写 因
子 を 発 現 さ せ る た め の ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 該 転 写 因 子 の 発 現 に 対 し て 作 用 可 能 に 連 結 さ
れ た プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス 最 初 期 プ ロ モ ー タ ー な ど ） 、 適 当
な 選 択 マ ー カ ー （ 例 え ば 、 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 マ ー カ ー 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 マ ー カ ー な
ど ） な ど を 含 ん で も よ い 。
ま た 、 プ ロ モ ー タ ー を 制 御 す る た め の ベ ク タ ー は 、 市 販 の も の 、 例 え ば 、 pTet-Off又 は pT
et-Onベ ク タ ー （ Clontech社 ） な ど を 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
４ ． 相 同 組 換 え が 誘 発 さ れ た 新 規 遺 伝 子 の 発 現 確 認
（ １ ） 選 択 し た 遺 伝 子 の 相 同 組 換 え の 誘 発
選 択 し た 遺 伝 子 （ こ こ で は ECFP遺 伝 子 ） の 相 同 組 換 え を 誘 発 さ せ る た め に は 、 ECFP遺 伝 子
に 作 用 可 能 に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー タ ー に 対 す る 転 写 因 子 の 活 性 を 、 さ ら に 調 節 す る 因 子 が
必 要 で あ る 。 該 因 子 は 選 択 さ れ た 転 写 プ ロ モ ー タ ー に 依 存 し て 決 定 さ れ 、 当 業 者 で あ れ ば
過 度 の 実 験 等 を す る こ と な く 選 択 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 選 択 さ れ た プ ロ モ ー タ ー が
テ ト ラ サ イ ク リ ン 誘 導 プ ロ モ ー タ ー で あ る 場 合 、 該 因 子 と し て 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 又 は ド
キ ソ サ イ ク リ ン な ど が 利 用 可 能 で あ る 。
ま た 、 転 写 制 御 の た め の ベ ク タ ー 及 び 転 写 因 子 発 現 ベ ク タ ー を 選 択 さ れ た 細 胞 に 導 入 す る
必 要 が あ る 。 ベ ク タ ー を 細 胞 に 導 入 す る 方 法 と し て は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い る こ と
が で き る が 、 例 え ば 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 （ Chen及 び Okayama, 1988） 、 カ チ オ ン 性 脂 質
に よ る 方 法 （ Elroy-Stein及 び Moss, 1990） 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 （ Neumann等 , 19
82） 等 が 利 用 可 能 で あ る 。
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前 記 ２ 種 類 の ベ ク タ ー を 細 胞 に 導 入 し た の ち 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー の 活 性 化 に 必 要 な 因 子 （
例 え ば 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 ド キ ソ サ イ ク リ ン な ど ） を 培 地 に 添 加 又 は 除 去 す る こ と で 目
的 の 転 写 プ ロ モ ー タ ー を 活 性 化 さ せ る 。 こ れ に よ り 、 選 択 し た 遺 伝 子 の 相 同 組 換 え が 誘 発
さ れ る 。
（ ２ ） 相 同 組 換 え が 誘 発 さ れ た 新 規 遺 伝 子 の 発 現 確 認
相 同 組 換 え が 誘 発 さ れ る こ と に よ り 生 じ る 新 規 遺 伝 子 の 発 現 は 、 組 換 え が 誘 発 さ れ る 前 の
遺 伝 子 産 物 の 特 性 に 応 じ て 、 当 業 者 に よ り 周 知 の 技 術 を 用 い て 確 認 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 選 択 さ れ た 遺 伝 子 が 特 定 の 薬 剤 耐 性 を 示 す も の で あ る 場 合 に は 、 相 同 組 換 え 誘 発 前
の 細 胞 と 誘 発 後 の 細 胞 に お け る 特 定 の 薬 剤 に 対 す る 許 容 濃 度 等 を 比 較 す る こ と で 、 新 規 遺
伝 子 の 発 現 を 予 測 す る こ と が で き る 。 ま た 、  ECFP遺 伝 子 の 場 合 に は 、 発 す る 蛍 光 波 長 の
変 化 等 で 、 新 規 遺 伝 子 の 発 現 を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
５ ． 相 同 組 換 え が 誘 発 さ れ た 新 規 遺 伝 子 の 配 列 解 析
新 規 遺 伝 子 が 創 出 さ れ た こ と は 、 相 同 組 換 え が 行 わ れ た 新 規 遺 伝 子 の 配 列 解 析 を 行 い 、 実
際 に 相 同 組 換 え が 起 こ っ た こ と に よ り さ ら に 確 認 す る こ と が で き る 。 相 同 組 換 え に 関 し 確
認 を 行 う 細 胞 の ゲ ノ ム DNAを 既 知 の 方 法 に よ り 抽 出 し 、 確 認 す べ き 遺 伝 子 の 増 幅 に 使 用 可
能 な 特 異 的 な DNAプ ラ イ マ ー （ 例 え ば 、 目 的 の 遺 伝 子 領 域 全 体 を 含 む よ う に 、 該 遺 伝 子 の
５ ’ 側 近 傍 に 正 方 向 の プ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 該 遺 伝 子 の ３ ’ 側 に 逆 方 向 の プ ラ イ マ ー を 設
計 す る ） を 用 い て PCR法 に よ り 目 的 の 遺 伝 子 を 増 幅 さ せ る 。
増 幅 に 使 用 さ れ る DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 市 販 の も の を 用 い る こ と が で き る が 、 正 確 性 の 高 い
も の を 使 用 す る こ と が 望 ま し い 。 増 幅 を 行 う た め の 条 件 は 、 使 用 す る DNAプ ラ イ マ ー の ア
ニ ー ル 温 度 、 使 用 す る DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 性 質 等 に 依 存 す る が 、 例 え ば 、 ９ ８ ℃ ２ 分 間 の
反 応 後 、 ９ ８ ℃ ３ ０ 秒 、 ５ ８ ℃ ３ ０ 秒 、 ７ ２ ℃ １ 分 を ２ ６ サ イ ク ル 、 さ ら に ７ ２ ℃ で ５ 分
間 反 応 さ せ る 。 反 応 後 の 増 幅 産 物 は 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 離 し 、 目 的 の 遺 伝 子 を
含 む Ｄ Ｎ Ａ の バ ン ド を 切 り 出 し 、 Ｄ Ｎ Ａ を 回 収 後 、 配 列 決 定 用 の ベ ク タ ー へ 組 込 む 。 配 列
決 定 用 の ベ ク タ ー は 当 該 技 術 分 野 で 用 い ら れ る 如 何 な る ベ ク タ ー で あ っ て も よ い が 、 例 え
ば 、 pCR2.1-TOPO（ Invitrogen社 ） な ど が 用 い ら れ る 。 上 記 調 製 さ れ た 配 列 決 定 用 の ベ ク
タ ー 中 の 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 、 定 法 に 従 い 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
【 実 施 例 】
以 下 に 実 施 例 を 示 す が 、 本 発 明 は こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
実 施 例 １ ： 誘 導 的 転 写 制 御 の た め の ベ ク タ ー の 構 築
遺 伝 子 の 発 現 を 誘 導 的 に 制 御 す る た め の プ ロ モ ー タ ー を 細 胞 内 に 導 入 す る た め に 、 転 写 誘
導 に 必 要 な シ ス に 作 用 す る 領 域 を ベ ク タ ー 上 に 構 築 し た （ 図 １ ） 。
テ ト ラ サ イ ク リ ン 誘 導 プ ロ モ ー タ ー （ TRE及 び ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス ミ ニ プ ロ モ ー タ
ー ） の 下 流 に ECFP遺 伝 子 を つ な ぎ 、 さ ら に 下 流 に MAR、 エ ン ハ ン サ ー （ 3' enhancer） を つ
な い だ 。 上 流 に は 、 約 3kbの ス ペ ー サ ー 配 列 （ 酵 母 Arg4遺 伝 子 、 3kbの PstI断 片 ） を 配 置 し
、 さ ら に ECFPと は 逆 向 き に EGFPを つ な い だ 。
MAR及 び 3' enhancerの ク ロ ー ニ ン グ は 、 PCR法 を 利 用 し た 。 PCRは 、 Roche社 製 、 Expand Hi
gh Fidelity PCR systemを 用 い 、 DT40ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 と し 、 以 下 の よ う に デ ザ イ ン し た
プ ラ イ マ ー に よ り 行 っ た 。
MAR：
正 方 向 プ ラ イ マ ー
5'-GCTGCAGTGTCCTTGGGGGTGAAATTCAG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ）
逆 方 向 プ ラ イ マ ー
5'-GCTCTAGAACTGCCCCCATTAAAAACTTTC-3' （ 配 列 番 号 ： ２ ）
3' enhancer：
正 方 向 プ ラ イ マ ー
5'-GCTCTAGAAGGCACAGCGCTGTCAGGGTGC-3' （ 配 列 番 号 ： ３ ）

10

20

30

40

50

(8) JP 2004-201619 A 2004.7.22



逆 方 向 プ ラ イ マ ー
5'-CCGCGGCCGCGTGGTGGGAGCGGGCAGGGG-3' （ 配 列 番 号 ： ４ ）
PCR産 物 は 、 一 度 pCR2.1ベ ク タ ー に TAク ロ ー ニ ン グ し 、 そ の 後 適 切 な 制 限 酵 素 で 消 化 （ MAR
： PstI, XbaI, 3' enhancer： XbaI, NotI） し た 後 、 pBluescriptIIに ク ロ ー ニ ン グ し 直 し
た 。 テ ト ラ サ イ ク リ ン 誘 導 プ ロ モ ー タ ー は 、 pTRE2hyg（ Clontech社 ） の 、 TREを 含 む XhoI,
 EcoRI断 片 を pBlueScriptIIに ク ロ ー ニ ン グ し た （ pHS305） 。 こ の 、 TREを 含 む プ ラ ス ミ ド
に 、 ECFP遺 伝 子 を 挿 入 し た 。 ECFP遺 伝 子 は 、 pECFP-C1プ ラ ス ミ ド （ Clontech社 ） の ECFPを
含 む NheI, MulI断 片 を 、 EcoRI消 化 し た pHS305に ブ ラ ン ト エ ン ド ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た （ pHS
344） 。 さ ら に 、 pBluescriptIIに ク ロ ー ニ ン グ し て あ る MARを pHS344の ECFPの 下 流 部 分 に
挿 入 し た （ pHS345） 。 前 述 の よ う に 、 ス ペ ー サ ー 配 列 に は 酵 母 ARG4遺 伝 子 を 用 い た 。 こ れ
は 、 PstIに よ り 生 じ る 3kb断 片 を pUC119つ な い だ も の で あ る が 、 こ の プ ラ ス ミ ド の SnaBI断
片 に 、 EGFP断 片 （ pEGFP-C1の NheI, BspEI断 片 ） を ブ ラ ン ト エ ン ド ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た 。
こ こ か ら 、 PstIに よ り EGFP, ARG4遺 伝 子 を 含 む 配 列 を 切 り 出 し 、 pHS345の XhoI断 片 に ブ ラ
ン ド エ ン ト ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と で 、 pHS346を 得 た 。 さ ら に 、 pBlueScriptIIに ク ロ ー
ニ ン グ し て あ る 3’ enhancerを XbaI お よ び NotIで 消 化 し た pHS346に 挿 入 し て pHS347と し た
。
【 ０ ０ １ ９ 】
実 施 例 ２ ： DNA相 同 組 換 え が 誘 発 さ れ る 細 胞 の 調 製
（ １ ） 細 胞 培 養
DT40細 胞 は 、 CO 2 恒 温 槽 に て 5%CO 2 、 39.5℃ で 培 養 し た 。 培 地 は 、 IMDM培 地 （ Invitrogen社
） を 用 い 、 10%FBS、 1%ニ ワ ト リ 血 清 、 ペ ニ シ リ ン  100単 位 /ml、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン  100
μ g/ml、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル  55μ Mを 加 え て 使 用 し た 。
（ ２ ） ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
テ ト ラ サ イ ク リ ン 誘 導 転 写 因 子 を 発 現 す る 発 現 ベ ク タ ー pTA-Hyg（ Clontech社 ）  30μ gを H
indIIIで 、 ま た 、 60μ gの pHS347を XmnIで 直 線 化 し 、 既 知 の 手 法 （ Buerstedde,等 , 1991）
に 従 っ て DT40細 胞 に 感 染 さ せ た 。 そ の 際 、 2.5mg/mlハ イ グ ロ マ イ シ ン 、 100ng/mlド キ シ サ
イ ク リ ン を 培 地 に 加 え て セ レ ク シ ョ ン を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 ク ロ ー
ン の う ち 、 ド キ シ サ イ ク リ ン 非 存 在 下 で ECFPを 発 現 す る ク ロ ー ン を 得 る こ と が で き た （ HS
101株 ） 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
実 施 例 ３ ： 新 規 遺 伝 子 産 物 の 確 認
HS101を ド キ シ サ イ ク リ ン 非 存 在 下 で 培 養 し 、 蛍 光 強 度 を EPICS ELITE ESP (ベ ッ ク マ ン -
コ ー ル タ ー 社 )に て 測 定 し た 結 果 、 ECFPと 思 わ れ る 蛍 光 を 発 す る 集 団 が 観 測 さ れ た （ 図 ２
： ゲ ー ト E） 。 培 養 を 続 け る と 、 ECFPよ り も さ ら に 蛍 光 強 度 の 強 い 集 団 が 観 測 さ れ た （ 図
２ ： ゲ ー ト F） 。 Eと Fの 比 を と っ た と こ ろ 、 誘 導 開 始 か ら の 培 養 時 間 に 依 存 し て Fの 存 在 比
が 上 昇 す る こ と が 観 測 さ れ た （ 図 ３ ） 。 さ ら に 、 誘 導 後 培 養 ５ 日 目 の 細 胞 を 蛍 光 顕 微 鏡 で
観 察 す る と 、 ECFPの 蛍 光 を 発 す る 細 胞 の 中 に 、 GFPと 思 わ れ る 蛍 光 を 発 す る も の が 観 測 さ
れ た （ 図 ４ ） 。
【 ０ ０ ２ １ 】
実 施 例 ４ ： 新 規 遺 伝 子 配 列 の 解 析
（ １ ） ゲ ノ ム DNAの 抽 出
FACSに お い て ゲ ー ト F近 く の 細 胞 を ソ ー ト し 、 EPICS ELITE ESP (ベ ッ ク マ ン -コ ー ル タ ー
社 )に よ り 生 細 胞 5000個 を シ リ コ ン コ ー ト し た 1.5mlチ ュ ー ブ に 集 め た 。 シ ー ス 液 に 懸 濁 さ
れ た 細 胞 を 遠 心 （ 1000g, 10min） に よ り 回 収 し 、 ペ レ ッ ト に 直 接 100μ lの ゲ ノ ム 抽 出 バ ッ
フ ァ ー （ 100 mM Tris-HCl(pH8.0), 5mM EDTA, 0.2%SDS, 200 mM NaCl及 び 100μ g/mlプ ロ
テ イ ナ ー ゼ K） を 加 え 、 50℃ で 一 晩 消 化 し た 。 翌 日 、 250μ lの エ タ ノ ー ル を 加 え 、 穏 や か
に 上 下 し 反 転 さ せ て 混 ぜ た 。 ゲ ノ ム を 遠 心 （ 1000 g, 10 min） に よ り 回 収 し 、 70%エ タ ノ
ー ル で 洗 い 、 風 乾 し た 。 こ こ に 100μ lの TE(10 mM Tris-HCl(pH8.0), 1 mM EDTA） を 加 え
、 50℃ で 30分 放 置 し た 後 、 4℃ に て 一 晩 か け て 溶 解 さ せ た 。
（ ２ ） TRE直 下 の 配 列 の 解 析
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抽 出 し た ゲ ノ ム か ら 、 PCR（ Perkin Elmer 9600） で テ ト ラ サ イ ク リ ン 誘 導 プ ロ モ ー タ ー の
直 下 の 配 列 を 増 幅 し た も の を TAク ロ ー ニ ン グ し て 配 列 を 解 析 し た 。
ゲ ノ ム DNA溶 液 5μ l（ 細 胞 5000個 に 相 当 ） を 鋳 型 と し 、 プ ラ イ マ ー は 上 流 （ 5'-CCATAGAAGA
CACCGGGACCGATCC-3'） （ 配 列 番 号 ： ５ ） 、 下 流 （ 5'-TGCACGCTGCCGTCCTCGATGTTG-3'） （ 配
列 番 号 ： ６ ） そ れ ぞ れ 10 pmolを 使 用 し た 。 Pyrobest DNA Polymerase（ TaKaRa） を 用 い て
、 50μ lス ケ ー ル で 反 応 さ せ た 。 反 応 条 件 は 、 98℃ 2分 の 後 、 98℃ 30秒 、 58℃ 30秒 、 72℃ 1
分 を 26サ イ ク ル 行 い 、 最 後 に 72℃ 5分 間 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 ExTaq DNA Plymerase（ TaKa
Ra） を 1μ l加 え 、 72℃ 15分 反 応 さ せ た 後 、 全 反 応 液 の 20μ l分 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動
で 分 離 し た 。 軽 鎖 遺 伝 子 可 変 領 域 に 相 当 す る バ ン ド を 切 り 出 し 、 Gel Extraction kit（ Qi
agen社 ） に よ り DNAを 回 収 後 、 TOPO TA Cloning kit（ Invitrogen社 ） に て pCR2.1-TOPOベ
ク タ ー に 組 込 み 、 大 腸 菌 に ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン し た 。 プ ラ ス ミ ド を 抽 出 し 、 ABI PR
ISM 377 DNA Sequencer(Perkin Elmer社 )に よ り 配 列 を 解 析 し た 。 そ の 結 果 、 図 ５ に 示 す
よ う に 、 ECFPと EGFPの キ メ ラ が 生 じ て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。 二 種 類 の キ メ ラ の う ち
、 type1は 22ク ロ ー ン 、 type2は 1ク ロ ー ン 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
【 発 明 の 効 果 】
本 発 明 で は ラ イ ブ ラ リ ー 作 製 を 経 ず に 、 自 発 的 に 遺 伝 的 多 様 性 を 持 っ た 目 的 遺 伝 子 が 形 成
さ れ 、 そ の 後 す ぐ に 動 物 細 胞 内 で の ス ク リ ー ニ ン グ が 可 能 に な る の で 、 目 的 遺 伝 子 の 取 得
ま で の 時 間 を 大 幅 に 短 縮 す る こ と が 可 能 と な る 。
ま た 、 本 発 明 で は 、 様 々 な 箇 所 に お い て 、 継 続 的 に 相 同 組 換 え が 誘 発 さ れ る た め 、 得 ら れ
る 組 換 体 の 多 様 性 を 上 昇 さ せ る こ と も 原 理 的 に 可 能 で あ り 、 新 規 な 活 性 及 び 機 能 を 持 つ 遺
伝 子 を 創 出 す る 技 術 と し て も 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
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【 ０ ０ ２ ４ 】
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】 転 写 誘 導 に 必 要 な シ ス に 作 用 す る 領 域 を ベ ク タ ー 上 に 構 築 す る 方 法 の 概 略 を 示 す
。
【 図 ２ 】 FACSに よ る 蛍 光 強 度 の 経 時 的 変 化 に つ い て 示 す 。 ECFPと 思 わ れ る ゲ ー ト E、 さ ら
に 蛍 光 強 度 の 強 い 集 団 を ゲ ー ト Fと し た 。
【 図 ３ 】 FACSに よ る 蛍 光 強 度 の 経 時 的 変 化 に つ い て 示 す 。 Eの 蛍 光 強 度 と Fの 蛍 光 強 度 と の
比 を と り 、 定 量 化 し た 。
【 図 ４ 】 ECFP遺 伝 子 と EGFP遺 伝 子 と の 間 で 相 同 組 換 え を 誘 発 さ せ た 細 胞 の 蛍 光 顕 微 鏡 に よ
る 観 察 像 を 示 す 。 ECFPの 転 写 誘 導 ５ 日 後 の 蛍 光 顕 微 鏡 像 で あ る 。 CFPの 蛍 光 を 発 す る 細 胞 (
A)の 中 に 、 GFPと 思 わ れ る 蛍 光 を 発 す る 細 胞 （ B） が 観 測 さ れ た （ C） 。
【 図 ５ 】 新 規 遺 伝 子 配 列 の 解 析 結 果 を 示 す 。 蛍 光 強 度 の 強 い 細 胞 集 団 の TRE直 下 の 配 列 を
解 析 し た 結 果 、 type1、 type2の 新 規 な 二 種 類 の 組 換 体 が 見 出 さ れ た 。
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【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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