
(57)【要約】
本発明は、 RNA干渉による遺伝子サイレンシングのための方法と組成物を提供する。特に
本発明また、その標的遺伝子と部分的配列相同性を有する小干渉性 RNA（ siRNA）を使用す
る、遺伝子サイレンシングまたは RNAノックダウンのための方法を提供する。本発明はま
た、遺伝子を標的とする複数の異なる siRNAに対する共通のおよび／または鑑別的応答を
同定する方法を提供する。本発明はまた、 siRNAの 2つの鎖の相対活性を評価する方法を提
供する。本発明はさらに、遺伝子サイレンシングのための siRNAを設計する方法を提供す
る。本発明はさらに、疾患の治療のための治療薬として siRNAを使用する方法を提供する
。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 真 核 細 胞 を 小 干 渉 性 RNA（ siRNA） の 分 子 に 付 す こ と を 含 む RNA干 渉 に よ り 該 細 胞 中 の 標
的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ さ せ る 方 法 で あ っ て 、 該 siRNAは 、 該 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 の 配
列 と 同 一 の 、 セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 少 な く と も 11ヌ ク レ オ チ ド の 連 続 的 ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 む が 、 該 siRNAは 、 該 転 写 体 中 の ど の 配 列 と も 完 全 長 の セ ン ス 鎖 ま た は ア
ン チ セ ン ス 鎖 配 列 の 同 一 性 を 持 た ず 、 該 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 該 siRNAの 中 央 領 域 に
あ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 siRNAは 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 の 配 列 と 同 一 の 16ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た
は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 siRNAは 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 の 配 列 と 同 一 の 15ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た
は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 該 siRNAは 、 該 標 的 遺 伝 子 の 該 転 写 体 の 配 列 と 同 一 の 14ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス
鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 siRNAは 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 の 配 列 と 同 一 の 13ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た
は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 siRNAは 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 の 配 列 と 同 一 の 12ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た
は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 真 核 細 胞 を 小 干 渉 性 RNA（ siRNA） の 分 子 に 付 す こ と を 含 む RNA干 渉 に よ り 該 細 胞 中 の 標
的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ さ せ る 方 法 で あ っ て 、 該 siRNAは 、 該 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 の 配
列 と 同 一 の 、 セ ン ス 鎖 の 少 な く と も 9ヌ ク レ オ チ ド の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む が 、
該 siRNAは 、 該 転 写 体 中 の ど の 配 列 と も 完 全 長 の セ ン ス 鎖 ま た は セ ン ス 鎖 配 列 の 同 一 性 を
持 た ず 、 該 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 該 siRNA鎖 の 3'末 端 に あ る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 　 siRNAは 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 の 配 列 と 同 一 の 16ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま
た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 siRNAは 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 の 配 列 と 同 一 の 12ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た
は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 siRNAは 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 の 配 列 と 同 一 の 11ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た
は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 siRNAは 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 の 配 列 と 同 一 の 10ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た
は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 RNA干 渉 に よ り 真 核 細 胞 中 の 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ さ せ る 方 法 で あ っ て
、 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 の そ れ ぞ れ の 転 写 体 配 列 は 、 該 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 に 共 通 す る 9～ 1
8ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 前 記 細 胞 を 小 干 渉 性 RNA（ siRNA） の 分 子 に 付
す こ と を 含 み 、 前 記 siRNAは 、 (i)前 記 共 通 配 列 中 の 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 11ヌ ク レ オ チ
ド の セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ／ ま た は (ii)
前 記 共 通 配 列 中 の 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 9ヌ ク レ オ チ ド の 3'セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン
ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
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　 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 11～ 15ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 14～ 15ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 13ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 12ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 11ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 RNA干 渉 に よ り 真 核 細 胞 中 の 第 1遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る が 第 2遺 伝 子 は サ イ レ ン シ
ン グ し な い 方 法 で あ っ て 、 (i)第 1遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 11ヌ ク レ オ チ ド
の セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は (ii)該 第 1遺
伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 9ヌ ク レ オ チ ド の 3'セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖
の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む siRNA分 子 に 該 真 核 細 胞 を 付 す こ と を 含 み 、 該 siRNAは 、
前 記 第 2遺 伝 子 の 前 記 転 写 体 の 配 列 と 同 一 の 10ヌ ク レ オ チ ド を 超 え る セ ン ス 鎖 ま た は ア ン
チ セ ン ス 鎖 の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま ず 、 か つ 前 記 siRNAは 、 前 記 第 2遺 伝 子
の 前 記 転 写 体 の 配 列 と 同 一 の 8ヌ ク レ オ チ ド を 超 え る 3'セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の
連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま な い 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 siRNA分 子 は 、 第 2遺 伝 子 の 転 写 体 の 配 列 と 同 一 の 8ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 超 え る 連 続 的
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま な い 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 (i)の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 11～ 15ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ ８
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 (i)の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 14～ 15ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 20に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 (i)の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 13ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 (i)の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 12ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 (i)の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 11ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 (ii)の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 9～ 15ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 (ii)の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 9～ 12ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 (ii)の 該 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 10ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の
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方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 (ii)の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 9ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 RNA干 渉 に よ り 真 核 細 胞 中 の 第 1遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る が 第 2遺 伝 子 は サ イ レ ン シ
ン グ し な い た め の 小 干 渉 性 RNAを 設 計 す る 方 法 で あ っ て 、 (i)該 第 1遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と
同 一 の 少 な く と も 11ヌ ク レ オ チ ド の セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 、 ま た は (ii)該 第 1遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 9ヌ ク レ オ チ ド の 3'
セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む siRNA分 子 を 同 定 す る こ
と を 含 み 、 該 siRNAは 、 前 記 第 2遺 伝 子 の 前 記 転 写 体 の 配 列 と 同 一 の 10ヌ ク レ オ チ ド を 超 え
る セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま ず 、 か つ 前 記 si
RNAは 、 前 記 第 2遺 伝 子 の 前 記 転 写 体 の 配 列 と 同 一 の 8ヌ ク レ オ チ ド を 超 え る 3'セ ン ス 鎖 ま
た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま な い 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 siRNA分 子 は 、 第 2遺 伝 子 の 転 写 体 の 配 列 と 同 一 の 8ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 超 え る セ ン ス
鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま な い 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 (i)の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 11～ 15ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ２ ９
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 (i)の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 14～ 15ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ３ １
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 (i)の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 13ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ３ １ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 (i)の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 12ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ３ １ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 (i)の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 11ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ３ １ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 (ii)の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 9～ 15ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 (ii)の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 9～ 12ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 (ii)の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 10ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 (ii)の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 9ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 真 核 細 胞 を siRNAに 付 し た 後 の 選 択 し た 時 点 で 該 真 核 細 胞 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 す
る こ と を 含 む 、 該 真 核 細 胞 に 対 す る siRNAnの 作 用 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 各 発 現 プ ロ フ
ァ イ ル は 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 の 測 定 さ れ た 転 写 体 レ ベ ル を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
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　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 5個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 10個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 100個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 1,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 該 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 10,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 25,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 真 核 細 胞 に 対 す る siRNAの 作 用 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 (a)真 核 細 胞 を siRNAに 付 し た 後 の 複 数 の 異 な る 各 時 点 で 該 真 核 細 胞 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル
を 測 定 し 、 こ こ で 各 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 の 測 定 さ れ た 転 写 体 レ ベ ル を
含 み ； そ し て
　 (b)該 測 定 さ れ た 転 写 体 レ ベ ル の 動 力 学 的 挙 動 に 基 づ い て 、 該 複 数 の 遺 伝 子 を 異 な る 動
力 学 群 に 分 類 す る 、 こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 5個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 10個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 100個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 1,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 10,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ５ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 25,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 真 核 細 胞 中 の 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ る 小 干 渉 性 RNA（ siRNA）
に よ り サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 該 真 核 細 胞 中 の １ つ 以 上 の 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 (a)前 記 真 核 細 胞 を 前 記 siRNAに 付 し た 後 の 複 数 の 異 な る 各 時 点 で 前 記 真 核 細 胞 の 発 現 プ
ロ フ ァ イ ル を 測 定 し 、 各 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 の 測 定 さ れ た 転 写 体 レ ベ
ル を 含 み ； そ し て
　 (b)そ の 転 写 体 レ ベ ル が 、 標 的 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 低 下 よ り 実 質
的 に 速 く 低 下 す る 、 前 記 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 の 中 の １ つ 以 上 の 遺 伝 子 を 同 定 す る 、 こ と を
含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が そ の 摂 動 さ れ な い レ ベ ル の 約 50％
ま で 低 下 す る 前 に 、 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 の 転 写 体 レ ベ ル は 少 な く と も 50％ 低 下 す る 、 請 求 項
５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 低 下 は 、 複 数 の 異 な る 各 時 点 で 該 タ ン パ ク 質 の 量 を 測 定 す る こ と を
含 む 方 法 に よ り 測 定 さ れ る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 5個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 10個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ５ ７ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ５ ９ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 100個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ５ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 1,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ５ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 10,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ６ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 25,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ６ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 複 数 の 異 な る 小 干 渉 性 RNA分 子 （ siRNA） に よ り 直 接 サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 真 核 細 胞 中 の
１ つ 以 上 の 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 各 siRNAは 、 真 核 細 胞 中 の 同 じ 標 的 遺 伝 子 を
サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ 、 該 方 法 は 、
　 (a)複 数 の 異 な る 各 siRNAに つ い て 前 記 真 核 細 胞 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 し 、 こ こ で 各
発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 の 測 定 さ れ た 転 写 体 レ ベ ル を 含 み ； そ し て
　 (b)そ の 転 写 体 レ ベ ル が 前 記 複 数 の siRNAに よ り 一 般 的 に 影 響 を 受 け る 、 前 記 複 数 の 異 な
る 遺 伝 子 の 中 の １ つ 以 上 の 遺 伝 子 を 同 定 す る 、 こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 工 程 (b)は 、 異 な る siRNAの 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 中 の 複 数 の 遺 伝 子 を 集 め る こ と を 含 む 方
法 に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 ６ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 各 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 該 細 胞 を 各 siRNAに 付 し た 後 に 同 時 に 測 定 さ れ る 、 請 求 項 ６ ４
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 測 定 時 点 は 、 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 レ ベ ル の そ の 摂 動 さ れ な い レ ベ
ル の 約 50％ 低 下 の 時 間 ス ケ ー ル よ り 実 質 的 に 短 い 、 請 求 項 ６ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 5個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ６ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 10個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ６ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 100個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ６ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 1,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 10,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ７ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 25,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ７ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 真 核 細 胞 中 の １ つ 以 上 の 候 補 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 １ つ 以 上 の 候 補 遺 伝 子 の
発 現 レ ベ ル の 変 化 が 真 核 細 胞 中 の 表 現 型 の 特 徴 に な り 、
　 (a)真 核 細 胞 へ の 小 干 渉 性 RNA（ siRNA） の 導 入 に 関 連 す る 真 核 細 胞 の 表 現 型 特 徴 を 同 定
し 、 こ こ で 該 siRNAは 、 真 核 細 胞 中 の 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ 、
；
　 (b)siRNAの 導 入 後 の 複 数 の 異 な る 各 時 点 で 真 核 細 胞 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 し 、 こ こ
で 各 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 の 測 定 さ れ た 転 写 体 レ ベ ル を 含 み ；
　 (c)そ の 転 写 体 レ ベ ル が 、 該 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル の 低 下
よ り 実 質 的 に 速 く 低 下 す る 、 該 複 数 の 遺 伝 子 か ら １ つ 以 上 の 遺 伝 子 を 同 定 し ； そ し て
　 (d)該 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 を １ つ 以 上 の 候 補 遺 伝 子 と し て 同 定 す る 、 こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が そ の 摂 動 さ れ な い レ ベ ル の 約 50％
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ま で 低 下 す る 前 に 、 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 の 転 写 体 レ ベ ル は 少 な く と も 50％ 低 下 す る 、 請 求 項
７ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 低 下 は 、 複 数 の 異 な る 各 時 点 で 該 タ ン パ ク 質 の 量 を 測 定 す る こ と を
含 む 、 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 5個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 10個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ７ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 100個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ７ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 1,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ７ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 10,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ７ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 25,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ８ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 １ つ 以 上 の 候 補 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 変 化 が 真 核 細 胞 中 の 表 現 型 の 特 徴 に な る 、 真 核 細
胞 中 の １ つ 以 上 の 候 補 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 (a)複 数 の 異 な る 各 小 干 渉 性 RNA分 子 （ siRNA） の そ れ ぞ れ の 導 入 に 通 常 関 連 す る 真 核 細
胞 の 表 現 型 特 徴 を 同 定 し 、 こ こ で 該 siRNAは 、 真 核 細 胞 中 の 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ
す る よ う に 設 計 さ れ ；
　 (b)複 数 の 異 な る 各 小 干 渉 性 RNA分 子 （ siRNA） の そ れ ぞ れ の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 し
、 こ こ で 各 siRNAは 前 記 真 核 細 胞 中 の 同 じ 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ
れ 、 か つ 各 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 の 測 定 さ れ た 転 写 体 レ ベ ル を 含 み ；
　 (c)そ の 転 写 体 レ ベ ル が 、 前 記 複 数 の siRNAに よ り 通 常 影 響 を 受 け る 、 前 記 複 数 の 遺 伝 子
か ら １ つ 以 上 の 遺 伝 子 を 同 定 し ； そ し て
　 (d)前 記 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 を １ つ 以 上 の 候 補 遺 伝 子 と し て 同 定 す る 、 こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 工 程 (c)は 、 異 な る siRNAの 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 中 に 複 数 の 遺 伝 子 を 集 め る こ と を 含 む 方
法 に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 ８ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 各 siRNAの 導 入 後 に 同 じ 時 点 で 測 定 さ れ る 、 請 求 項 ８ ２ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 測 定 時 点 は 、 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 レ ベ ル の そ の 摂 動 さ れ な い レ ベ
ル の 約 50％ 低 下 の 時 間 ス ケ ー ル よ り 実 質 的 に 短 い 、 請 求 項 ８ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 5個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ８ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 10個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ８ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 100個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ８ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 1,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ８ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 10,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ８ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 25,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ９ ０ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ９ ２ 】
　 真 核 細 胞 中 で 第 1タ ン パ ク 質 に よ り 制 御 さ れ る が 第 2タ ン パ ク 質 に は 制 御 さ れ な い １ つ 以
上 の 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 (a)(i)該 第 1タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 第 1遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 11ヌ ク
レ オ チ ド の セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は (ii)
該 第 1遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 9ヌ ク レ オ チ ド の 3'セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ
ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 siRNAの 分 子 に 前 記 真 核 細 胞 を 付 し 、 こ こ で 該 s
iRNAは 、 第 2タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 第 2遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 10ヌ ク レ オ チ ド を 超
え る セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま ず 、 か つ siRN
Aは 、 第 2遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 8ヌ ク レ オ チ ド を 超 え る 3'セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ
ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と を 含 ま ず ；
　 (b)前 記 真 核 細 胞 を 前 記 siRNAに 付 し た 後 の あ る 期 間 後 に 、 真 核 細 胞 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル
を 測 定 し 、 こ こ で 各 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 の 測 定 さ れ た 転 写 体 レ ベ ル
を 含 み 、 前 記 期 間 は 、 siRNAに 付 さ れ て い な い 細 胞 中 の 第 1タ ン パ ク 質 の レ ベ ル と 比 較 し て
、 第 1タ ン パ ク 質 の レ ベ ル の 50％ 低 下 が 観 察 さ れ る 時 間 よ り 長 く ； そ し て
　 (c)第 1タ ン パ ク 質 に よ り サ イ レ ン シ ン グ さ れ る が 第 2タ ン パ ク 質 に は サ イ レ ン シ ン グ さ
れ な い 遺 伝 子 と し て の siRNAに 付 さ れ て い な い 細 胞 中 の 転 写 体 レ ベ ル か ら 、 そ の 転 写 体 レ
ベ ル が 変 化 し て い る １ つ 以 上 の 遺 伝 子 を 同 定 す る 、 こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 siRNA分 子 は 、 第 2遺 伝 子 の 任 意 の 配 列 と 同 一 の 、 8ヌ ク レ オ チ ド を 超 え る 長 さ の セ ン ス
鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま な い 、 請 求 項 ９ ２ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 11～ 15ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ９ ２ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 14～ 15ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ９ ４ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 13ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ９ ４ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 12ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ９ ４ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 11ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ９ ４ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 (ii)の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 9～ 15ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ９ ２ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 (ii)の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 9～ 12ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ９ ９ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 (ii)の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 10ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ ０ ０ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 (ii)の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 9ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ ０ ０ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
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　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 100個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ９ ２ 、 ９ ５ 、 ま た は １ ０ ２
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 1,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 １ ０ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 10,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 １ ０ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 25,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 １ ０ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 小 干 渉 性 RNA（ siRNA） を 含 む 真 核 細 胞 で あ っ て 、 該 siRNAは 、 該 真 核 細 胞 中 の 遺 伝 子 の
転 写 体 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 11ヌ ク レ オ チ ド の セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む が 、 該 真 核 細 胞 の ゲ ノ ム 中 の 他 の 遺 伝 子 の 転 写 体 の 任 意 の 配 列 と
完 全 長 の セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 配 列 同 一 性 は 無 く 、 前 記 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配
列 は 前 記 siRNA分 子 の 中 央 領 域 に あ る 真 核 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 siRNAは 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 16ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た は
ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い 、 請 求 項 １ ０ ７ に 記 載 の 真 核 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
　 siRNAは 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 15ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た は
ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い 、 請 求 項 １ ０ ８ に 記 載 の 真 核 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
　 siRNAは 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 14ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た は
ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い 、 請 求 項 １ ０ ８ に 記 載 の 真 核 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
　 siRNAは 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 13ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た は
ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い 、 請 求 項 １ ０ ８ に 記 載 の 真 核 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
　 siRNAは 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 12ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た は
ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い 、 請 求 項 １ ０ ８ に 記 載 の 真 核 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
　 小 干 渉 性 RNA（ siRNA） を 含 む 真 核 細 胞 で あ っ て 、 該 siRNAは 、 該 真 核 細 胞 中 の 遺 伝 子 の
転 写 体 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 11ヌ ク レ オ チ ド の セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む が 、 前 記 真 核 細 胞 の ゲ ノ ム 中 の 他 の 遺 伝 子 の 転 写 体 の 任 意 の 配 列
と 完 全 長 の セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 配 列 同 一 性 は 無 く 、 前 記 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド
配 列 は 前 記 siRNA分 子 の 3'末 端 に あ る 真 核 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ ４ 】
　 siRNAは 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 15ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た は
ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い 、 請 求 項 １ １ ３ に 記 載 の 真 核 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ ５ 】
　 siRNAは 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 12ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た は
ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い 、 請 求 項 １ １ ４ に 記 載 の 真 核 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ ６ 】
　 siRNAは 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 11ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た は
ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い 、 請 求 項 １ １ ４ に 記 載 の 真 核 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】
　 siRNAは 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 9ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た は ア
ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い 、 請 求 項 １ １ ４ に 記 載 の 真 核 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ ８ 】
　 真 核 細 胞 は ヒ ト 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ 、 ７ 、 １ ２ 、 １ ８ 、 ２ ９ 、 ４ ０ 、 ４ ７ 、 ５ ４ 、 ６
３ 、 ７ ３ 、 ８ ２ お よ び ９ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ １ ９ 】
　 真 核 細 胞 は ヒ ト 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ０ ７ ま た は １ １ ３ に 記 載 の 真 核 細 胞 。
【 請 求 項 １ ２ ０ 】
　 真 核 細 胞 中 の 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ た 第 1の siRNAと 第 2の siR
NAに よ り 鑑 別 的 に サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 (a)前 記 真 核 細 胞 の 第 1の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル と 前 記 真 核 細 胞 の 第 2の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル と
を 比 較 し 、 こ こ で 第 1の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 前 記 細 胞 へ の 第 1siRNAの 導 入 後 の 選 択 さ れ
た 時 点 で 測 定 さ れ 、 第 2の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 前 記 細 胞 へ の 第 2siRNAの 導 入 後 の 前 記 の 選
択 さ れ た 時 点 で 測 定 さ れ 、 前 記 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 の 測 定 さ れ た 転 写
体 レ ベ ル を 含 み ； そ し て
　 (b)転 写 体 レ ベ ル が 該 第 1お よ び 第 2siRNAに よ り 鑑 別 的 に 影 響 を 受 け る 、 前 記 標 的 遺 伝 子
以 外 の 遺 伝 子 を 同 定 す る 、 こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ １ 】
　 選 択 さ れ た 時 点 は 、 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 レ ベ ル の そ の 摂 動 さ れ な
い レ ベ ル の 50％ 低 下 の 時 間 ス ケ ー ル よ り 実 質 的 に 短 く 、 同 定 さ れ る 遺 伝 子 は 、 第 1お よ び
第 2siRNAに よ り 直 接 鑑 別 的 に サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 、 請 求 項 １ ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ２ 】
　 選 択 さ れ た 時 点 は 、 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 レ ベ ル の そ の 摂 動 さ れ な
い レ ベ ル か ら の 前 記 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル の 50％ 低 下 の 時 間
ス ケ ー ル よ り 実 質 的 に 長 く 、 同 定 さ れ る 遺 伝 子 は 、 直 接 サ イ レ ン シ ン グ さ れ た 遺 伝 子 の 鑑
別 的 サ イ レ ン シ ン グ の 結 果 と し て 、 第 1お よ び 第 2siRNAに よ り 鑑 別 的 に サ イ レ ン シ ン グ さ
れ る 、 請 求 項 １ ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ３ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 5個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 １ ２ ０ ～ １ ２ ２ の い ず れ か １
項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ４ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 10個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 １ ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ５ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 100個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 １ ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ６ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 1,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 １ ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ７ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 10,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 １ ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ８ 】
　 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 25,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 １ ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ９ 】
　 哺 乳 動 物 に 治 療 的 に 充 分 な 量 の siRNAを 投 与 す る こ と を 含 む 哺 乳 動 物 の 疾 患 ま た は 好 ま
し く な い 症 状 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 該 siRNAは 、 そ の 発 現 が 前 記 疾 患 ま た は 好 ま し く な い
症 状 を 引 き 起 こ す 遺 伝 子 を 標 的 と し 、 前 記 siRNAは 、 (i)前 記 遺 伝 子 の 転 写 体 中 の 配 列 と 同
一 の 少 な く と も 11ヌ ク レ オ チ ド で あ り 18ヌ ク レ オ チ ド 以 下 の セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス
鎖 の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ／ ま た は (ii)前 記 転 写 体 中 の 配 列 と 同 一 の 少 な
く と も 9ヌ ク レ オ チ ド で あ り 18ヌ ク レ オ チ ド 以 下 の 3'セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連
続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 治 療 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ０ 】
　 siRNAは 、 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 16ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た は ア ン
チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い 、 請 求 項 １ ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ １ 】
　 siRNAは 、 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 15ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た は ア ン
チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い 、 請 求 項 １ ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ２ 】
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　 siRNAは 、 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 14ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た は ア ン
チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い 、 請 求 項 １ ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ３ 】
　 siRNAは 、 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 13ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た は ア ン
チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い 、 請 求 項 １ ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ４ 】
　 siRNAは 、 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 12ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た は ア ン
チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い 、 請 求 項 １ ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ５ 】
　 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 、 請 求 項 １ ３ ０ ～ １ ３ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ６ 】
　 真 核 細 胞 中 の 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る た め に 複 数 の 異 な る siRNAか ら １ つ 以 上 の 小
干 渉 性 RNA（ siRNA） を 選 択 す る 方 法 で あ っ て 、 各 異 な る siRNAは 遺 伝 子 の 転 写 体 中 の 異 な
る 配 列 を 標 的 と す る よ う に 設 計 さ れ 、
　 (a)各 siRNAに つ い て 応 答 プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 し 、 こ こ で 該 応 答 プ ロ フ ァ イ ル は 、 複 数 の
遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 測 定 値 を 含 み ； そ し て
　 (b)そ の 応 答 プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ い て １ つ 以 上 の siRNAを 選 択 す る 、 こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ７ 】
　 複 数 の 異 な る siRNAは 、 そ の 配 列 が 標 的 遺 伝 子 の 一 部 の ま た は 全 て の コ ー ド 配 列 を う め
る siRNAを 含 む 、 請 求 項 １ ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ８ 】
　 複 数 の 異 な る siRNAは 、 そ の 配 列 が 10塩 基 の 間 隔 で 標 的 遺 伝 子 の 一 部 の ま た は 全 て の コ
ー ド 配 列 を う め る siRNAを 含 む 、 請 求 項 １ ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ９ 】
　 複 数 の 異 な る siRNAは 、 そ の 配 列 が 5塩 基 の 間 隔 で 標 的 遺 伝 子 の 一 部 の ま た は 全 て の コ ー
ド 配 列 を う め る siRNAを 含 む 、 請 求 項 １ ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ０ 】
　 複 数 の 異 な る siRNAは 、 そ の 配 列 が 1塩 基 の 間 隔 で 標 的 遺 伝 子 の 一 部 の ま た は 全 て の コ ー
ド 配 列 を う め る siRNAを 含 む 、 請 求 項 １ ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ １ 】
　 １ つ 以 上 の siRNAは 、 各 siRNAの 応 答 プ ロ フ ァ イ ル を 所 望 の 応 答 プ ロ フ ァ イ ル と 比 較 し 、
そ の 応 答 プ ロ フ ァ イ ル が 所 望 の 応 答 プ ロ フ ァ イ ル に 一 致 す る １ つ 以 上 の siRNAを 選 択 す る
こ と に よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ３ ６ ～ １ ４ ０ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ２ 】
　 真 核 細 胞 中 の 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 を 標 的 と す る 小 干 渉 性 RNA（ siRNA） を 設 計 す る 方 法 で
あ っ て 、 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 9～ 18ヌ ク レ オ チ ド の 共 通 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 共 有 し 、 (
i)前 記 共 通 配 列 中 の 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 11ヌ ク レ オ チ ド の セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン
ス 鎖 の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ／ ま た は (ii)該 共 通 配 列 中 の 配 列 と 同 一 の 少
な く と も 9ヌ ク レ オ チ ド の 3'セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 む 、 siRNAを 選 択 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ３ 】
　 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 11～ 15ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ ４ ２ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ４ 】
　 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 14～ 15ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ ４ ３ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ５ 】
　 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 13ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ ４ ３ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ６ 】
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　 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 12ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ ４ ３ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ７ 】
　 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 11ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ ４ ３ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ８ 】
　 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ た 複 数 の 異 な る siRNAを 該 真 核 細 胞 に
導 入 す る こ と を 含 む 、 RNA干 渉 に よ り 真 核 細 胞 中 の 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る 方 法
。
【 請 求 項 １ ４ ９ 】
　 複 数 の 異 な る siRNAは 少 な く と も 3個 の 異 な る siRNAか ら な る 、 請 求 項 １ ４ ８ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ５ ０ 】
　 複 数 の siRNAの 総 濃 度 は 、 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る た め の 最 適 の 濃 度 で あ り 、
該 最 適 濃 度 は 、 そ の 濃 度 を さ ら に 上 昇 さ せ て も サ イ レ ン シ ン グ レ ベ ル が 実 質 的 に 上 昇 し な
い 濃 度 で あ る 、 請 求 項 １ ４ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ １ 】
　 最 適 濃 度 は 、 そ の 濃 度 を さ ら に 上 昇 さ せ て も 標 的 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ レ ベ ル が 5％
よ り 大 き く 上 昇 し な い 濃 度 で あ る 、 請 求 項 １ ５ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ２ 】
　 複 数 中 の 異 な る siRNAの 数 と 該 複 数 中 の 各 siRNAの 濃 度 は 、 前 記 複 数 の siRNAが 任 意 の オ
フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 の 30％ 未 満 の サ イ レ ン シ ン グ を 引 き 起 こ す も の で あ る 、 請 求 項 １ ５ １
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ３ 】
　 複 数 の 異 な る siRNAは 等 し い 比 率 で 各 siRNAを 含 む 、 請 求 項 １ ５ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ４ 】
　 複 数 の 異 な る siRNAは 5％ 未 満 だ け 互 い に 異 な る 比 率 で 各 siRNAを 含 む 、 請 求 項 １ ５ １ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ５ 】
　 複 数 の 異 な る siRNAの い ず れ も 、 複 数 の siRNA中 で 総 siRNA濃 度 の 90％ よ り 大 き い 濃 度 を
構 成 し な い 、 請 求 項 １ ５ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ６ 】
　 複 数 の siRNA中 の 各 siRNAは 、 他 の siRNAの 非 存 在 下 ま た は 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ
す る よ う に 設 計 さ れ た 他 の siRNAの 非 存 在 下 で 使 用 さ れ る 時 、 少 な く と も 30％ の サ イ レ ン
シ ン グ を 達 成 す る の に 有 効 な siRNAの 濃 度 よ り 低 い 濃 度 を 有 す る 、 請 求 項 １ ４ ９ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ７ 】
　 各 siRNAは 、 他 の siRNAの 非 存 在 下 ま た は 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ
れ た 他 の siRNAの 非 存 在 下 で 使 用 さ れ る 時 、 30％ 未 満 の サ イ レ ン シ ン グ を 引 き 起 こ す 濃 度
を 有 す る 、 請 求 項 １ ５ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ８ 】
　 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 の そ れ ぞ れ の 転 写 体 配 列 と の 第 1鎖 の 配 列 類 似 性 と 第 2鎖 の 配 列 類 似 性
と を 比 較 す る こ と を 含 む 、 siRNAの 第 1鎖 と 第 2鎖 の 相 対 的 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ 活 性 を 評
価 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ９ 】
　 請 求 項 １ ５ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 比 較 は 、
　 (a)１ つ 以 上 の 遺 伝 子 の そ れ ぞ れ に つ い て 、 該 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と siRNAの 第 1鎖 を ア
ラ イ ン メ ン ト さ せ た 場 合 の 配 列 同 一 性 の 最 も 長 い 連 続 区 間 の 長 さ を 測 定 し ；
　 (b)１ つ 以 上 の 遺 伝 子 の そ れ ぞ れ に つ い て 、 該 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と siRNAの 第 2鎖 を ア
ラ イ ン メ ン ト さ せ た 場 合 の 配 列 同 一 性 の 最 も 長 い 連 続 区 間 の 長 さ を 測 定 し ； そ し て

10

20

30

40

50

(12) JP 2006-525811 A 2006.11.16



　 (c)ト ー タ ル の 第 1鎖 の 同 一 性 長 さ と ト ー タ ル の 第 2鎖 の 同 一 性 長 さ と を 比 較 し 、 こ こ で
、 ト ー タ ル の 第 1鎖 の 同 一 性 長 さ は 、 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 に つ い て 工 程 (a)で 測 定 し た 長 さ を
合 計 し 、 ト ー タ ル の 第 2鎖 の 同 一 性 長 さ は 、 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 に つ い て 工 程 (b)で 測 定 し た
長 さ を 合 計 す る こ と に よ り 得 ら れ る 、 方 法 に よ り 行 わ れ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ０ 】
　 請 求 項 １ ５ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 へ の 第 1鎖 の 配 列 類 似 性 は 、 (
i)該 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 第 1鎖 を ア ラ イ ン メ ン ト さ せ た 場 合 の 配 列 同 一 性 の 最 も 長 い 連
続 区 間 の 長 さ で 示 さ れ 、 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 へ の 第 2鎖 の 配 列 類 似 性 は 、 (ii)前 記 遺 伝 子
の 転 写 体 配 列 と 第 2鎖 を ア ラ イ ン メ ン ト さ せ た 場 合 の 配 列 同 一 性 の 最 も 長 い 連 続 区 間 の 長
さ で 示 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ １ 】
　 比 較 は 、 遺 伝 子 に つ い て (i)と (ii)と の 差 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ６ ０ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ２ 】
　 請 求 項 １ ６ １ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 差 は 、 (i)と (ii)の 短 い 方 よ り 過 剰 に あ る (i)と (i
i)の 長 い 方 の ヌ ク レ オ チ ド の 数 で あ り 、 配 列 類 似 性 の 比 較 は 、
　 (a)該 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 に つ い て 、 (i)の 総 ヌ ク レ オ チ ド 数 か ら (ii)の 総 ヌ ク レ オ チ ド 数
を 引 い た 数 を 決 定 し ；
　 (b)該 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 に つ い て 、 (ii)の 総 ヌ ク レ オ チ ド 数 か ら (i)の 総 ヌ ク レ オ チ ド 数
を 引 い た 数 を 決 定 し ； そ し て
　 (c)も し 工 程 (a)で 決 定 し た 総 ヌ ク レ オ チ ド 数 が 工 程 (b)で 決 定 し た 総 ヌ ク レ オ チ ド 数 よ
り 大 き い 場 合 は 、 siRNAを 、 第 1鎖 の 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ 活 性 よ り 高 い 第 2鎖 の サ イ レ ン
シ ン グ 活 性 を 有 す る と し て 確 定 し 、 ま た は も し 工 程 (b)で 決 定 し た 総 ヌ ク レ オ チ ド 数 が 工
程 (a)で 決 定 し た 総 ヌ ク レ オ チ ド 数 よ り 大 き い 場 合 は 、 第 2鎖 の 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ 活 性
よ り 高 い 第 1鎖 の サ イ レ ン シ ン グ 活 性 を 有 す る と し て 確 定 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ３ 】
　 請 求 項 １ ５ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 比 較 は 、
　 (a)siRNAの 第 1鎖 の 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 7塩 基 の 配 列 の 連 続 区 間 を 有 し 、 か つ 該 siRN
Aの 第 1鎖 の 3'末 端 の 3塩 基 内 で 終 止 す る 、 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 中 の 各 遺 伝 子 を 同 定 し ；
　 (b)siRNAの 第 2鎖 の 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 7塩 基 の 配 列 の 連 続 区 間 を 有 し 、 か つ 該 siRN
Aの 第 2鎖 の 3'末 端 の 3塩 基 内 で 終 止 す る 、 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 中 の 各 遺 伝 子 を 同 定 し ； そ し
て
　 (c)工 程 (a)で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 数 と 工 程 (b)で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 数 と を 比 較 す る 、
こ と に よ り 行 わ れ 、
　 こ こ で も し 工 程 (a)で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 数 が 工 程 (b)で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 数 よ り 大 き
い 場 合 は 、 siRNAは 第 1鎖 の サ イ レ ン シ ン グ 活 性 よ り 高 い 第 2鎖 の サ イ レ ン シ ン グ 活 性 を 有
す る と 確 定 さ れ 、 ま た は も し 工 程 (b)で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 数 が 工 程 (a)で 同 定 さ れ た 遺 伝
子 の 数 よ り 大 き い 場 合 は 、 siRNAは 第 2鎖 の サ イ レ ン シ ン グ 活 性 よ り 高 い 第 1鎖 の サ イ レ ン
シ ン グ 活 性 を 有 す る と 確 定 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ４ 】
　 工 程 (c)に お け る 比 較 は 、 以 下 の 式 に 従 っ て SLRス コ ア 算 出 す る こ と に よ り 行 わ れ る 請 求
項 163に 記 載 の 方 法 ：
　 SLR＝ log（ 第 1鎖 同 一 遺 伝 子 の 数 ／ 第 2鎖 同 一 遺 伝 子 の 数 ）
（ こ こ で 、 第 1鎖 同 一 遺 伝 子 の 数 は 、 工 程 (a)で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 数 で あ り 、 第 2鎖 同 一
遺 伝 子 の 数 は 、 工 程 (b)で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 数 で あ る ） 。
【 請 求 項 １ ６ ５ 】
　 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 は 少 な く と も 5個 の 異 な る 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 １ ５ ８ ～ １ ６ ４ の い
ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ６ 】
　 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 は 、 siRNAに よ り 直 接 サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 遺 伝 子 か ら な る 、 請 求 項
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１ ６ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ７ 】
　 siRNAに よ り 直 接 サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 遺 伝 子 は 、 該 siRNAに よ り 同 じ 動 力 学 で ダ ウ ン レ
ギ ュ レ ー ト さ れ る 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 １ ６ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ８ 】
　 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 は 、 siRNAに よ り 直 接 サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 遺 伝 子 と 、 siRNAに よ り 間
接 的 に サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 遺 伝 子 と を 含 む 、 請 求 項 １ ６ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ９ 】
　 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 は 、 細 胞 へ の siRNAの 導 入 後 の あ る 時 点 で 検 出 す る と 、 そ の 転 写 体 レ
ベ ル が siRNAに よ り 低 下 さ せ ら れ る 遺 伝 子 か ら な る 、 請 求 項 １ ６ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ０ 】
　 あ る 時 点 は 、 細 胞 へ の siRNAの 導 入 後 12時 間 で あ る 、 請 求 項 １ ６ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ １ 】
　 あ る 時 点 は 、 細 胞 へ の siRNAの 導 入 後 24時 間 で あ る 、 請 求 項 １ ６ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ ２ 】
　 工 程 (c)の 比 較 は 、 下 記 式 に 従 っ て SLRス コ ア を 計 算 す る こ と に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 １
６ ２ に 記 載 の 方 法 ：
　 SLR＝ log（ １ つ 以 上 の 遺 伝 子 中 の 第 2鎖 よ り 過 剰 の 第 1鎖 中 の 総 ヌ ク レ オ チ ド 数 ／ １ つ 以
上 の 遺 伝 子 中 の 第 2鎖 よ り 過 剰 の 第 2鎖 中 の 総 ヌ ク レ オ チ ド 数 ） 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は 、 35 U.S.C. & 119(e)に 従 っ て 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/515,223号 （ 2003年 10月 27
日 出 願 ） お よ び 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/471,392号 （ 2003年 5月 16日 出 願 ） （ こ れ ら 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 ） の 利 益 を 請 求 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
1. 発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 RNA干 渉 （ RNA inteference） を 使 用 す る 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ （ gene silen
cing） の た め の 方 法 と 組 成 物 に 関 す る 。 本 発 明 ま た 、 遺 伝 子 を サ イ レ ン ス （ silence） さ
せ る よ う に 設 計 さ れ た 複 数 の 小 干 渉 性 RNAに 対 す る 共 通 の お よ び ／ ま た は 鑑 別 的 応 答 を 同
定 す る 方 法 に も 関 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の た め の 小 干 渉 性 RNAを
設 計 す る 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 治 療 薬 と し て siRNAを 使 用 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
2. 発 明 の 背 景
　 RNA干 渉 （ RNAi） は 、 哺 乳 動 物 細 胞 中 の 遺 伝 子 発 現 を 抑 制 す る た め の 強 力 な 方 法 で あ り
、 科 学 会 で 大 き な 刺 激 を 与 え て い る （ Couzin, 2002, Science 298:2296-2297； McManusら
、 2002, Nat. Rev. Genet. 3, 737-747； Hannon, G.J. 2002, Nature 418, 244-251； Pad
disonら 、 2002, Cancer Cell 2, 17-23） 。 RNA干 渉 は 、 進 化 を 通 し て 線 虫 （ C. elegans）
か ら ヒ ト ま で 保 存 さ れ て お り 、 RNAウ イ ル ス の 侵 入 か ら 細 胞 を 防 御 す る 機 能 を す る と 考 え
ら れ て い る 。 細 胞 は dsRNAウ イ ル ス で 感 染 さ れ る と 、 dsRNAは RNaseIII型 酵 素 （ ダ イ サ ー （
Dicer） と 呼 ぶ ） に よ り 認 識 さ れ 切 断 の 標 的 と な る 。 ダ イ サ ー （ Dicer） 酵 素 は RNAを 「 さ
い の 目 に 切 っ て 」 、 完 全 に 対 に な っ た 19ntの リ ボ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る が 各 鎖 の 3'末 端 上
に 2つ の 対 に な っ て い な い ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 、 21ntの 短 い 2本 鎖 （ siRNAま た は 短 干 渉
性 RNAと 呼 ぶ ） に す る 。 こ れ ら の 短 い 2本 鎖 は 、 リ ス ク （ RISC） と 呼 ぶ マ ル チ タ ン パ ク 質 複
合 体 と 結 合 し 、 こ の 複 合 体 を 、 siRNAと 配 列 類 似 性 を 有 す る mRNA転 写 体 に 向 け る 。 そ の 結
果 、 リ ス ク （ RISC） 複 合 体 中 に 存 在 す る ヌ ク レ ア ー ゼ は mRNA転 写 体 を 切 断 し 、 こ う し て 遺
伝 子 産 物 の 発 現 を 止 め る 。 ウ イ ル ス 感 染 の 場 合 、 こ の 機 構 に よ り ウ イ ル ス 転 写 体 が 破 壊 さ
れ 、 ウ イ ル ス 合 成 が 妨 害 さ れ る で あ ろ う 。 siRNAは 2本 鎖 で あ る た め 、 い ず れ か の 鎖 は リ ス
ク （ RISC） に 結 合 し て 、 配 列 類 似 性 を 有 す る 転 写 体 の サ イ レ ン シ ン グ を 指 令 す る 。
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【 ０ ０ ０ ４ 】
　 特 異 的 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ は 、 遺 伝 子 機 能 を 解 明 し 、 薬 剤 標 的 を 特 定 し 、 よ り 特 異 的
な 治 療 薬 を 開 発 す る た め に ヒ ト ゲ ノ ム デ ー タ を 利 用 で き る 可 能 性 が あ る 。 こ れ ら の 応 用 の
多 く は 、 そ の 目 的 の 標 的 に 対 し て siRNAが 高 度 に 特 異 性 を 有 す る と 仮 定 す る 。 siRNA配 列 と
部 分 的 な 同 一 性 を 有 す る 転 写 体 と の ク ロ ス ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 標 的 遺 伝 子 以 外 に
目 的 で は な い 転 写 体 の サ イ レ ン シ ン グ を 反 映 す る 表 現 型 を 誘 発 す る か も 知 れ な い 。 こ れ は
、 表 現 型 に 含 ま れ る 遺 伝 子 の 同 定 を 複 雑 に す る で あ ろ う 。 無 数 の 文 献 の 報 告 が 、 siRNAの
微 妙 な 特 異 性 を 記 載 し 、 siRNA配 列 と の ほ と ん ど 完 全 な 同 一 性 の 必 要 性 を 示 唆 し て い る （ E
lbashirら 、 2001, EMBO. J. 20:6877-6888； Tuschlら 、 1999, Genes Dev. 13:3191-3197
； Hutvagnerら 、 2002, Sciencexpress 297:2056-2060） 。 最 近 の １ つ の 報 告 は 、 siRNA標
的 化 転 写 体 切 断 に は 完 全 な 配 列 相 補 性 が 必 要 で あ る が 、 部 分 的 な 相 補 性 は マ イ ク ロ RNAの
形 で 、 転 写 体 分 解 無 し で 翻 訳 抑 制 を 引 き 起 こ す と 予 測 し て い る （ Hutvagnerら 、 2002, Sci
encexpress 297:2056-2060） 。 し か し siRNA誘 導 性 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 公 表 さ れ た 分
析 の ほ と ん ど は 、 標 的 遺 伝 子 以 外 に １ つ ま た は 数 個 の 遺 伝 子 を 調 べ る の み で 、 「 電 柱 の 下
の 鍵 を 捜 す 」 ア プ ロ ー チ に 似 て い な い こ と も な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 siRNAと miRNAを 含 む 小 制 御 性 RNAの 生 物 学 的 機 能 は あ ま り わ か っ て い な い 。 １ つ の よ く
あ る 質 問 は 、 こ れ ら の 2つ の ク ラ ス の 制 御 性 RNAの 明 確 な サ イ レ ン シ ン グ 経 路 が 決 定 さ れ る
機 構 に 関 す る も の で あ る 。 miRNAは ゲ ノ ム か ら 発 現 さ れ る 制 御 性 RNAで あ り 、 前 駆 体 ス テ ム
－ ル ー プ 構 造 か ら 処 理 さ れ て 、 標 的 mRNAの 3'UTR中 の 配 列 に 結 合 す る 1本 鎖 核 酸 を 産 生 す る
（ Leeら 、 1993, Cell 75:843-854； Reinhartら 、 2000, Nature 403:901-906； Leeら 、 200
1, Science 294:862-864； Lauら 、 2001, Science 294:858-862； Hutvagnerら 、 2001, Sci
ence 293:834-838） 。 miRNAは ほ ん の わ ず か の 相 補 性 で 転 写 体 配 列 に 結 合 し （ Zengら 、 200
2, Molec. Cell 9:1327-1333） 、 定 常 状 態 RNAレ ベ ル に 影 響 を 与 え る こ と な く 翻 訳 を 抑 制
す る （ Leeら 、 1993, Cell 75:843-854； Wightmanら 、 1993, Cell 75:855-862） 。 miRNAと
siRNAの 両 方 と も 、 ダ イ サ ー （ Dicer） に よ り 処 理 さ れ 、 RNA誘 導 性 サ イ レ ン シ ン グ 複 合 体
の 成 分 に 結 合 す る （ Hutvagnerら 、 2001, Science 293:834-838； Grishokら 、 2001, Cell 
106:23-34； Kettingら 、 2001, Genes Dev. 15:2654-2659； Williamsら 、 2002, Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA 99:6889-6894； Hammondら 、 2001, Science 293:1146-1150； Mourlato
sら 、 Genes Dev. 16:720-728） 。 最 近 の 報 告 （ Hutvagnerら 、 2002, Sciencexpress 297:2
056-2060） は 、 miRNA経 路 対 siRNA経 路 を 介 す る 遺 伝 子 制 御 が 、 標 的 転 写 体 に 対 す る 相 補 性
の 程 度 に よ っ て の み 決 定 さ れ る と い う 仮 説 を 報 告 し て い る 。 miRNA標 的 に 対 し て ほ ん の わ
ず か の 同 一 性 を 有 す る siRNAは 、 RNA分 解 を 開 始 さ せ る の で は な く 、 miRNAと 同 様 に 翻 訳 抑
制 で 機 能 す る と 推 測 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ま た 、 siRNAと shRNAは in vivoで 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る の に 使 用 で き る こ と も 証
明 さ れ て い る 。 in vivoの 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の た め に siRNAと shRNAを 利 用 す る 能 力 は
、 治 療 用 途 の siRNAの 選 択 と 開 発 と を 可 能 に す る 可 能 性 が あ る 。 最 近 の 報 告 は 、 siRNAの 治
療 的 応 用 の 可 能 性 を 強 調 し て い る 。 広 範 囲 の 肝 臓 疾 患 に お い て Fas介 在 ア ポ ト ー シ ス の 関
与 が 示 唆 さ れ て お り 、 肝 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス 性 死 滅 を 阻 害 す る こ と に よ り 生 命 を 救 う こ と
が で き る か も 知 れ な い 。 Song（ Songら 、 2003, Nat. Medicine 9:347-351） は 、 Fas受 容 体
を 標 的 と す る siRNAを マ ウ ス に 静 脈 内 注 射 し た 。 Fas遺 伝 子 は 、 mRNAと タ ン パ ク 質 レ ベ ル で
マ ウ ス 肝 細 胞 に サ イ レ ン シ ン グ さ れ 、 ア ポ ト ー シ ス を 防 ぎ 、 マ ウ ス を 肝 炎 誘 導 肝 臓 傷 害 か
ら 防 御 し た 。 す な わ ち Fas発 現 を サ イ レ ン シ ン グ す る こ と は 、 細 胞 毒 性 か ら 肝 細 胞 を 防 御
し て 肝 臓 傷 害 を 防 ぐ の に 有 望 で あ る 。 別 の 例 と し て 、 マ ウ ス に TNF-aを 標 的 と す る siRNAを
腹 腔 内 注 入 し た 。 リ ポ 多 糖 誘 導 性 TNF-a遺 伝 子 発 現 が 阻 害 さ れ 、 こ れ ら の マ ウ ス は 敗 血 症
か ら 防 御 さ れ た 。 ま と め る と こ れ ら の 結 果 は 、 siRNAが イ ン ビ ボ で 機 能 し 、 治 療 薬 と し て
有 望 で あ る こ と を 示 唆 す る （ Sorensenら 、 2003, J. Mol. Biol. 327:761-766） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 US Patent No. 6,506,559は 、 細 胞 中 の 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る た め の RNA干 渉 法 を
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開 示 す る 。 こ の 方 法 は 、 標 的 遺 伝 子 中 の 配 列 と 同 一 の 配 列 を 2本 鎖 領 域 中 に 有 す る 部 分 的
に ま た は 完 全 に 2本 鎖 の RNAを 、 細 胞 ま た は 細 胞 外 環 境 に 導 入 す る こ と を 含 む 。 標 的 配 列 に
対 し て 挿 入 、 欠 失 、 お よ び 単 一 の 点 突 然 変 異 を 有 す る RNA配 列 は ま た 、 発 現 阻 害 に 有 効 で
あ る こ と が わ か っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 米 国 特 許 出 願 公 報 No.2002/0086356は 、 21～ 23ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ の RNAセ グ メ ン ト を 使
用 し て キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Drosophila） の in vitro系 で の RNA干 渉 を 開 示 す る 。 本
特 許 出 願 公 報 は 、 こ れ ら の 21～ 23nt断 片 を 精 製 し 、 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Drosophila
） 抽 出 物 に 戻 し 加 え る と 、 こ れ ら は 長 い dsRNAの 非 存 在 下 で 配 列 特 異 的 RNA干 渉 を 仲 介 す る
こ と を 教 示 す る 。 本 特 許 出 願 公 報 は ま た 、 哺 乳 動 物 細 胞 中 の 分 解 に つ い て 特 異 的 mRNAを 標
的 と す る の に 、 同 じ か ま た は 同 様 の 性 質 の 化 学 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ と が
で き る こ と を 教 示 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 PCT公 報 WO02/44321は 、 19～ 23ntの 長 さ の 2本 鎖 RNA（ dsRNA） が 、 in vitroで キ イ ロ シ ョ
ウ ジ ョ ウ バ エ （ Drosophila） の 配 列 特 異 的 翻 訳 後 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ を 誘 導 す る こ と を
開 示 す る 。 こ の PCT公 報 は 、 長 い dsRNAま た は オ ー バ ー ハ ン グ 3'末 端 を 有 す る 化 学 合 成 し た
siRNA2本 鎖 か ら RNaseIII様 プ ロ セ シ ン グ 反 応 に よ り 作 成 し た 小 干 渉 性 RNA（ siRNA） が 、 溶
解 物 中 の 標 的 RNA切 断 を 仲 介 し 、 切 断 部 位 が ガ イ デ ィ ン グ siRNAが ま た が る 領 域 の 中 心 近 く
に 位 置 す る こ と を 教 示 す る 。 こ の PCT公 報 は ま た 、 セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス 標 的 RNAが 、
産 生 さ れ た siRNA複 合 体 に よ り 切 断 さ れ る こ と が で き る か を 、 dsRNAプ ロ セ シ ン グ の 指 令 が
決 定 す る と い う 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 米 国 特 許 出 願 公 報 US2002/016216は 、 標 的 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 2本 鎖 RNA（ dsRNA） を 、 標 的 遺
伝 子 の 発 現 を 弱 め る の に 充 分 な 量 で 細 胞 中 に 導 入 す る こ と に よ り 、 培 養 細 胞 中 の 標 的 遺 伝
子 の 発 現 を 弱 め る た め の 方 法 を 開 示 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 PCT公 報 WO03/006477は 、 細 胞 中 で 発 現 さ れ る と 細 胞 に よ り 処 理 さ れ て 、 細 胞 自 体 の RNA
干 渉 （ RNAi） 経 路 を 使 用 し て 標 的 化 遺 伝 子 を 選 択 的 に サ イ レ ン シ ン グ す る （ 特 異 的 mRNAを
除 去 す る こ と に よ り ） 標 的 化 小 干 渉 性 RNA（ siRNA） を 産 生 す る 遺 伝 子 操 作 し た RNA前 駆 体
を 開 示 す る 。 こ の PCT公 報 は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 操 作 し た RNA前 駆 体 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を
、 適 切 な 制 御 配 列 を 有 す る 細 胞 に in vivoで 導 入 す る こ と に よ り 、 遺 伝 子 操 作 さ れ た RNA前
駆 体 の 発 現 を 、 一 時 的 に か つ 空 間 的 に 、 す な わ ち 特 定 の 時 間 に お よ び ／ ま た は 特 定 の 組 織
、 臓 器 、 ま た は 細 胞 中 で 選 択 的 に 制 御 す る こ と が で き る こ と を 教 示 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 DNAア レ イ 技 術 は 、 多 数 の 遺 伝 子 転 写 体 の 発 現 レ ベ ル を 一 度 に 追 跡 す る こ と を 可 能 に し
た （ 例 え ば 、 Schenaら 、 1995, Science 270:467-470； Lochhartら 、 1996, Nature Biotec
hnology 14:1675-1680； Blanchardら 、 1996, Nature Biotechnology 14:1649； Ashbyら 、
US Patent No. 5,569,588、 1996年 10月 29日 発 行 、 を 参 照 ） 。 DNAア レ イ の 2つ の 主 要 な フ
ォ ー マ ッ ト の う ち 、 ス ポ ッ ト cDNAア レ イ は 、 サ イ ズ が 約 0.6～ 2.4kbの cDNA断 片 、 完 全 長 cD
NA、 ESTな ど の PCR産 物 を 適 当 な 表 面 上 に 沈 積 す る こ と に よ り 調 製 さ れ る （ 例 え ば 、 DeRisi
ら 、 1996, Nature Genetics 14:457-460； Shalonら 、 1996, Genome Res. 6:689-645； Sch
enaら 、 1995, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:10539-11286； お よ び Dugganら 、 Nature G
enetics Supplement 21:10-14） 。 あ る い は 、 表 面 上 の 規 定 の 位 置 に 規 定 の 配 列 に 相 補 的
な 数 千 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 高 密 度 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ は 、 例 え ば 写 真
平 版 法 に よ り 表 面 上 に in situで 合 成 さ れ る （ 例 え ば 、 Fodorら 、 1991, Science 251:767-
773； Peaseら 、 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:5022-5026； Lockhartら 、 1996, N
ature Biotechnology 14:1675； McGallら 、 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:13555
-13560； US Patent No. 5,578,832； 5,556,752； 5,510,270； お よ び 6,040,138参 照 ） 。 in
 situオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 の た め に イ ン ク ジ ェ ッ ト 技 術 を 使 用 し て ア レ イ を 作 成 す る
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方 法 が 、 当 該 分 野 で 公 知 で あ る （ Blanchard, 国 際 特 許 公 報 WO98/41531、 1998年 9月 24日 公
表 ； Blanchardら 、 1996, Biosensors and Bioelectronics 11:687-690； Blanchard,　 199
8, 「 遺 伝 子 工 学 に お け る 合 成 DNAア レ イ （ Synthetic DNA Arrays in Genetic Engineerin
g） 」 、 第 20巻 、 J.K. Setlow編 、 プ レ ヌ ム ・ プ レ ス （ Plenum Press） 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 11
1～ 123頁 参 照 ） 。 DNAア レ イ の 情 報 能 力 を さ ら に 上 昇 さ せ る 試 み は 、 DNAア レ イ 上 の 構 造 サ
イ ズ を さ ら に 縮 小 し て 、 あ る 表 面 積 中 の プ ロ ー ブ の 数 を さ ら に 増 加 さ せ る こ と か ら 、 各 標
的 核 酸 の 検 出 に 必 要 な 重 複 プ ロ ー ブ の 数 を 低 下 さ せ る こ と を 目 的 と す る 感 度 と 特 異 性 ベ ー
ス の プ ロ ー ブ 設 計 と 選 択 を し て 、 プ ロ ー ブ 密 度 を 上 昇 さ せ る こ と な く 追 跡 さ れ る 標 的 核 酸
の 数 を 増 加 さ せ る こ と に わ た る （ 例 え ば 、 Friendら 、 米 国 特 許 出 願 第 09/364,751号 （ 1999
年 6月 30日 出 願 ） ； お よ び Friendら 、 米 国 特 許 出 願 第 09/561,487号 （ 2000年 4月 28日 出 願 ）
参 照 ） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 数 万 の 遺 伝 子 を 同 時 に 追 跡 す る こ と に よ り 、 DNAア レ イ 技 術 は 特 に 、 細 胞 ま た は 細 胞 タ
イ プ ま た は 任 意 の 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の mRNA発 現 の ゲ ノ ム 全 体 に わ た る 分 析 を 可 能 に す る
。 高 度 な デ ー タ 管 理 と 分 析 法 に 補 助 さ れ て 、 細 胞 ま た は 細 胞 タ イ プ の 転 写 状 態 な ら び に 外
部 摂 動 （ 特 に 限 定 さ れ な い が 薬 剤 の 摂 動 ） に 応 答 し た 転 写 状 態 の 変 化 を 、 mRNAレ ベ ル で 解
析 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Stoughtonら 、 国 際 公 報 WO003/39336（ 2000年 6月 6日 公 開 ）
； Friendら 、 国 際 公 報 WO00/24936（ 2000年 5月 4日 公 開 ） ； お よ び Shoemaker、 国 際 公 報 WO0
2/16550（ 2002年 2月 28日 ） 。 か か る 技 術 の 応 用 に は 、 例 え ば 種 々 の 生 理 学 的 状 態 （ 特 に 疾
患 状 態 ） で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ て い る 遺 伝 子 の 同 定 を 含 む
。 DNAア レ イ の 追 加 の 用 途 例 に は 、 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の メ ン バ ー の 分 析 、 お よ び 種 々 の 薬
物 の 標 的 の 同 定 が あ る 。 例 え ば Friendと Hartwell、 国 際 公 報 WO98/38329（ 1998年 9月 3日 公
開 ） ； Stoughton、 国 際 公 報 WO99/66067（ 1999年 12月 23日 公 開 ） ； Stoughtonと Friend、 国
際 公 報 WO99/58708（ 1999年 11月 18日 公 開 ） ； Friendと Stoughton、 国 際 公 報 WO99/59037（ 1
999年 11月 18日 公 開 ） ； Friendら 、 米 国 特 許 出 願 第 98/334,328（ 1999年 6月 16日 出 願 ） を 参
照 さ れ た い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 文 献 の 考 察 ま た は 引 用 は 、 こ れ ら が 本 発 明 の 先 行 技 術 で あ る こ と を 認
め る も の で は な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ５ 】
3. 発 明 の 要 約
　 本 発 明 は 、 真 核 細 胞 を 小 干 渉 性 RNA（ siRNA） の 分 子 に 付 す こ と を 含 む RNA干 渉 に よ り 該
細 胞 中 の 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ さ せ る 方 法 で あ っ て 、 前 記 siRNAは 、 前 記 標 的 遺 伝
子 の 転 写 体 の 配 列 と 同 一 の 、 セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 少 な く と も 11ヌ ク レ オ チ ド
の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む が 、 前 記 siRNAは 、 前 記 転 写 体 中 の ど の 配 列 と も 完 全 長
の セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 配 列 の 同 一 性 を 持 た ず 、 前 記 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は
前 記 siRNAの 中 央 領 域 に あ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 に
お い て siRNAは 、 前 記 標 的 遺 伝 子 の 前 記 転 写 体 と 同 一 の 16、 15、 14、 13、 12、 ま た は 11ヌ
ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い
。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 真 核 細 胞 を 小 干 渉 性 RNA（ siRNA） の 分 子 に 付 す こ と を 含 む RNA干 渉 に よ
り 該 細 胞 中 の 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ さ せ る 方 法 で あ っ て 、 前 記 siRNAは 、 前 記 標 的
遺 伝 子 の 転 写 体 の 配 列 と 同 一 の 、 セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 少 な く と も 9ヌ ク レ オ
チ ド の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む が 、 前 記 siRNAは 、 前 記 転 写 体 中 の ど の 配 列 と も 完
全 長 の セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 配 列 の 同 一 性 を 持 た ず 、 前 記 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配
列 は 前 記 siRNAの 3'末 端 に あ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の あ る 実 施 形 態
に お い て siRNAは 、 前 記 標 的 遺 伝 子 の 前 記 転 写 体 と 同 一 の 16、 15、 14、 13、 12、 11、 10、
ま た は 9ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配
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列 を 含 な い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 の そ れ ぞ れ の 転 写 体 配 列 が 該 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 に
共 通 す る 9～ 18ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 RNA干 渉 に よ り 真 核 細 胞 中 の 複 数
の 異 な る 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ さ せ る 方 法 で あ っ て 、 前 記 細 胞 を 小 干 渉 性 RNA（ siRNA）
の 分 子 に 付 す こ と を 含 み 、 前 記 siRNAは 、 (i)前 記 共 通 配 列 中 の 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 11
ヌ ク レ オ チ ド の セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ／
ま た は (ii)該 共 通 配 列 中 の 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 9ヌ ク レ オ チ ド の 3'セ ン ス 鎖 ま た は ア
ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て
中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 11～ 15、 14～ 15、 13、 12、 ま た は 11ヌ ク レ オ チ ド の 長
さ で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 (i)第 1遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 11ヌ ク レ オ チ ド の セ ン ス
鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は (ii)前 記 第 1遺 伝 子 の
転 写 体 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 9ヌ ク レ オ チ ド の 3'セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続
的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む siRNA分 子 に 前 記 真 核 細 胞 を 付 す こ と を 含 む 、 RNA干 渉 に よ り 真
核 細 胞 中 の 第 1遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る が 第 2遺 伝 子 は サ イ レ ン シ ン グ し な い 方 法 で あ
っ て 、 前 記 siRNAは 、 前 記 第 2遺 伝 子 の 前 記 転 写 体 の 配 列 と 同 一 の 10ヌ ク レ オ チ ド を 超 え る
セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま ず 、 か つ 前 記 siRN
Aは 、 前 記 第 2遺 伝 子 の 前 記 転 写 体 の 配 列 と 同 一 の 8ヌ ク レ オ チ ド を 超 え る 3'セ ン ス 鎖 ま た
は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま な い こ と を 特 徴 と す る 方 法 を 提 供 す る
。 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 siRNA分 子 は 、 前 記 第 2遺 伝 子 の 転 写 体 の 任 意 の 配 列 と 同 一 の 8
ヌ ク レ オ チ ド を 超 え る 長 さ の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま な い 。 あ る 実 施 形 態 に お い て
、 (i)の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 11～ 15、 14～ 15、 13、 12、 ま た は 11ヌ ク レ オ チ
ド の 長 さ で あ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 (ii)の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 9～ 15、 9～ 12
、 10、 ま た は 9ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 (i)第 1遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 11ヌ ク レ オ チ ド の セ ン ス
鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は (ii)第 1遺 伝 子 の 転 写
体 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 9ヌ ク レ オ チ ド の 3'セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む siRNA分 子 を 同 定 す る こ と を 含 む 、 RNA干 渉 に よ り 真 核 細 胞 中 の 第 1
遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る が 第 2遺 伝 子 は サ イ レ ン シ ン グ し な い た め の 小 干 渉 性 RNAを 設
計 す る 方 法 で あ っ て 、 該 siRNAは 前 記 第 2遺 伝 子 の 転 写 体 の 配 列 と 同 一 の 10ヌ ク レ オ チ ド を
超 え る 長 さ の セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま ず 、
か つ 前 記 siRNAは 前 記 第 2遺 伝 子 の 転 写 体 の 任 意 の 配 列 と 同 一 の 8ヌ ク レ オ チ ド を 超 え る 長
さ の 3'セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま な い こ と を 特 徴 と
す る 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 siRNA分 子 は 、 該 第 2遺 伝 子 の 転 写 体 の 任 意
の 配 列 と 同 一 の 8ヌ ク レ オ チ ド を 超 え る 長 さ の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま な い 。 別 の
実 施 形 態 に お い て 、 (i)の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 11～ 15、 14～ 15、 13、 12、 ま
た は 11ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 (ii)の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配
列 は 9～ 15、 9～ 12、 10、 ま た は 9ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 各 異 な る siRNAは 遺 伝 子 の 転 写 体 中 の 異 な る 配 列 を 標 的 と す る よ う に 設
計 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 真 核 細 胞 中 の 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る た め に 複 数 の 異 な
る siRNAか ら １ つ 以 上 の 小 干 渉 性 RNA（ siRNA） を 選 択 す る 方 法 で あ っ て 、 (a)各 siRNAに つ
い て 応 答 プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 し 、 （ 該 応 答 プ ロ フ ァ イ ル は 、 複 数 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の
測 定 値 を 含 む ） ； そ し て (b)そ の 応 答 プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ い て １ つ 以 上 の siRNAを 選 択 す る
、 こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 複 数 の 異 な る siRNAは 、 そ の 配 列
が 前 記 標 的 遺 伝 子 の 一 部 の ま た は 全 て の コ ー ド 配 列 を 分 割 す る siRNAを 含 む 。 別 の 実 施 形
態 に お い て 、 複 数 の 異 な る siRNAは 、 そ の 配 列 が 10塩 基 の 間 隔 で 前 記 標 的 遺 伝 子 の 一 部 の
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ま た は 全 て の コ ー ド 配 列 を う め る (tile across)す る siRNAを 含 む 。 別 の 実 施 形 態 に お い て
、 複 数 の 異 な る siRNAは 、 そ の 配 列 が 5塩 基 の 間 隔 で 前 記 標 的 遺 伝 子 の 一 部 の ま た は 全 て の
コ ー ド 配 列 を う め る siRNAを 含 む 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 複 数 の 異 な る siRNAは 、 そ の 配
列 が 1塩 基 の 間 隔 で 前 記 標 的 遺 伝 子 の 一 部 の ま た は 全 て の コ ー ド 配 列 を う め る siRNAを 含 む
。 あ る 実 施 形 態 に お い て １ つ 以 上 の siRNAは 、 各 siRNAの 応 答 プ ロ フ ァ イ ル を 所 望 の 応 答 プ
ロ フ ァ イ ル と 比 較 し 、 そ の 応 答 プ ロ フ ァ イ ル が 所 望 の 応 答 プ ロ フ ァ イ ル に 一 致 す る １ つ 以
上 の siRNAを 選 択 す る こ と に よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 9～ 18ヌ ク レ オ チ ド の 共 通 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
共 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 真 核 細 胞 中 の 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 を 標 的 と す る 小 干 渉 性 RNA
（ siRNA） を 設 計 す る 方 法 で あ っ て 、 (i)前 記 共 通 配 列 中 の 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 11ヌ ク
レ オ チ ド の セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ／ ま た
は (ii)該 共 通 配 列 中 の 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 9ヌ ク レ オ チ ド の 3'セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ
セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と を 含 む siRNAを 選 択 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る
。 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 11～ 15、 14～ 15、 13、 12、 ま
た は 11ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 真 核 細 胞 を siRNAに 付 し た 後 の 選 択 し た 時 点 で 該 真 核 細 胞 の 発 現 プ ロ フ
ァ イ ル を 測 定 す る こ と を 含 む 、 前 記 真 核 細 胞 に 対 す る siRNAの 作 用 を 測 定 す る 方 法 で あ っ
て 、 各 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 の 測 定 さ れ た 転 写 体 レ ベ ル を 含 む 方 法 を 提
供 す る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 5、 10、 100、 1000、 10,000、 ま た
は 25,000の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 真 核 細 胞 に 対 す る siRNAの 作 用 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 (a)該 真 核 細 胞
を 前 記 siRNAに 付 し た 後 の 複 数 の 異 な る 各 時 点 で 前 記 真 核 細 胞 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 測 定
し （ こ こ で 各 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 の 測 定 さ れ た 転 写 体 レ ベ ル を 含 む ）
； そ し て 、 (b)測 定 さ れ た 転 写 体 レ ベ ル の 動 力 学 的 挙 動 に 基 づ い て 、 前 記 複 数 の 遺 伝 子 を
異 な る 動 力 学 群 に 分 類 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 複 数 の 異
な る 遺 伝 子 は 5、 10、 100、 1000、 10,000、 ま た は 25,000の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 siRNAが 真 核 細 胞 中 の 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ
る 、 該 小 干 渉 性 RNA（ siRNA） に よ り サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 前 記 真 核 細 胞 中 の １ つ 以 上 の 遺
伝 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 (a)前 記 真 核 細 胞 を 前 記 siRNAに 付 し た 後 の 複 数 の 異 な る 各
時 点 で 前 記 真 核 細 胞 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 し （ こ こ で 各 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 複 数 の 異
な る 遺 伝 子 の 測 定 さ れ た 転 写 体 レ ベ ル を 含 む ） ； (b)そ の 転 写 体 レ ベ ル が 、 標 的 遺 伝 子 に
コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 低 下 よ り 実 質 的 に 速 く 低 下 す る 、 前 記 複 数 の 異 な る 遺 伝
子 の 中 の １ つ 以 上 の 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て
、 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 前 記 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が そ の 摂 動 さ れ な い レ ベ ル の 約
50％ ま で 低 下 す る 前 に 、 前 記 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 の 転 写 体 レ ベ ル は 少 な く と も 50％ 低 下 す る
。 別 の 実 施 形 態 に お い て 前 記 タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 低 下 は 、 前 記 複 数 の 異 な る 各 時 点 で 前 記
タ ン パ ク 質 の 量 を 測 定 す る こ と を 含 む 方 法 に よ り 測 定 さ れ る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 複
数 の 異 な る 遺 伝 子 は 5、 10、 100、 1000、 10,000、 ま た は 25,000の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 各 siRNAは 、 真 核 細 胞 中 の 同 じ 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に
設 計 さ れ る 、 複 数 の 異 な る 小 干 渉 性 RNA分 子 （ siRNA） に よ り 直 接 サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 真
核 細 胞 中 の １ つ 以 上 の 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 (a)複 数 の 異 な る 各 siRNAに つ い て
前 記 真 核 細 胞 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 し （ こ こ で 各 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 複 数 の 異 な る 遺
伝 子 の 測 定 さ れ た 転 写 体 レ ベ ル を 含 む ） ； そ し て 、 (b)そ の 転 写 体 レ ベ ル が 前 記 複 数 の siR
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NAに よ り 一 般 的 に 影 響 を 受 け る 、 前 記 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 の 中 の １ つ 以 上 の 遺 伝 子 を 同 定
す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 工 程 (b)は 、 異 な る siRNAの 発 現
プ ロ フ ァ イ ル の 中 に 前 記 複 数 の 遺 伝 子 を 集 め る こ と を 含 む 方 法 に よ り 行 わ れ る 。 別 の 実 施
形 態 に お い て 各 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 各 siRNAの 導 入 後 に 同 時 に 測 定 さ れ る 。 別 の 実 施 形
態 に お い て 、 前 記 の 時 点 は 、 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 レ ベ ル の そ の 摂 動
さ れ な い レ ベ ル の 約 50％ 低 下 の 時 間 ス ケ ー ル よ り 実 質 的 に 短 い 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 、
複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 5、 10、 100、 1000、 10,000、 ま た は 25,000の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 １ つ 以 上 の 候 補 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 変 化 が 真 核 細 胞 中 の 表 現 型 の 特
徴 に な る 、 該 真 核 細 胞 中 の １ つ 以 上 の 候 補 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 (a)真 核 細 胞
へ の 小 干 渉 性 RNA（ siRNA） の 導 入 に 関 連 す る 真 核 細 胞 の 表 現 型 特 徴 を 同 定 し （ 該 siRNAは
、 真 核 細 胞 中 の 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ る ） ； (b)siRNAの 導 入 後
の 複 数 の 異 な る 各 時 点 で 真 核 細 胞 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 し （ 各 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、
複 数 の 異 な る 遺 伝 子 の 測 定 さ れ た 転 写 体 レ ベ ル を 含 む ） ； (c)そ の 転 写 体 レ ベ ル が 、 前 記
標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル の 低 下 よ り 実 質 的 に 速 く 低 下 す る 、 前
記 複 数 の 遺 伝 子 か ら １ つ 以 上 の 遺 伝 子 を 同 定 し ； そ し て 、 (d)前 記 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 を １
つ 以 上 の 候 補 遺 伝 子 と し て 同 定 す る 、 こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て
、 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 前 記 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が そ の 摂 動 さ れ な い レ ベ ル の 約
50％ ま で 低 下 す る 前 に 、 前 記 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 の 転 写 体 レ ベ ル は 少 な く と も 50％ 低 下 す る
。 別 の 実 施 形 態 に お い て 前 記 タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 低 下 は 、 前 記 複 数 の 異 な る 各 時 点 で 前 記
タ ン パ ク 質 の 量 を 測 定 す る こ と を 含 む 方 法 に よ り 測 定 さ れ る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 複
数 の 異 な る 遺 伝 子 は 5、 10、 100、 1000、 10,000、 ま た は 25,000の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 １ つ 以 上 の 候 補 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 変 化 が 真 核 細 胞 中 の 表 現 型 の 特
徴 に な る 、 該 真 核 細 胞 中 の １ つ 以 上 の 候 補 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 (a)複 数 の 異
な る 各 小 干 渉 性 RNA分 子 （ siRNA） の そ れ ぞ れ の 導 入 に 通 常 関 連 す る 真 核 細 胞 の 表 現 型 特 徴
を 同 定 し （ 前 記 siRNAは 、 真 核 細 胞 中 の 同 じ 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計
さ れ る ） ； (b)複 数 の 異 な る 各 小 干 渉 性 RNA分 子 （ siRNA） の そ れ ぞ れ の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル
を 測 定 し （ 各 siRNAは 前 記 真 核 細 胞 中 の 同 じ 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計
さ れ 、 か つ 各 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 の 測 定 さ れ た 転 写 体 レ ベ ル を 含 む
） ； (c)そ の 転 写 体 レ ベ ル が 、 前 記 複 数 の siRNAに よ り 通 常 影 響 を 受 け る 、 前 記 複 数 の 遺 伝
子 か ら １ つ 以 上 の 遺 伝 子 を 同 定 し ； そ し て (d)前 記 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 を １ つ 以 上 の 候 補 遺
伝 子 と し て 同 定 す る 、 こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 工 程 (c)は 、
異 な る siRNAの 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 中 に 前 記 複 数 の 遺 伝 子 を 集 め る こ と を 含 む 方 法 に よ り
行 わ れ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 各 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 各 siRNAの 導 入 後 に 同 じ 時 点
で 測 定 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て そ の 時 点 は 、 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ
ク 質 レ ベ ル の そ の 摂 動 さ れ な い レ ベ ル の 約 50％ 低 下 の 時 間 ス ケ ー ル よ り 実 質 的 に 短 い 。 本
発 明 の 方 法 に お い て 、 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 5、 10、 100、 1000、 10,000、 ま た は 25,000の
異 な る 遺 伝 子 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 真 核 細 胞 中 で 第 1タ ン パ ク 質 に よ り 制 御 さ れ る が 第 2タ ン パ ク 質 に は 制
御 さ れ な い １ つ 以 上 の 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 (a)(i)該 第 1タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る 第 1遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 11ヌ ク レ オ チ ド の セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ
セ ン ス 鎖 の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は (ii)前 記 第 1遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同
一 の 少 な く と も 9ヌ ク レ オ チ ド の 3'セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 含 む 、 siRNAの 分 子 に 前 記 真 核 細 胞 を 付 し （ 前 記 siRNAは 、 第 2タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る 第 2遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 10ヌ ク レ オ チ ド を 超 え る セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン
ス 鎖 の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま ず 、 か つ siRNAは 、 第 2遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と
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同 一 の 8ヌ ク レ オ チ ド を 超 え る 3'セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配
列 と を 含 ま な い ） ； (b)前 記 真 核 細 胞 を 前 記 siRNAに 付 し た 後 の あ る 期 間 後 に 、 真 核 細 胞 の
発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 し （ 各 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 の 測 定 さ れ た 転
写 体 レ ベ ル を 含 み 、 そ の 期 間 は 、 siRNAに 付 さ れ て い な い 細 胞 中 の 第 1タ ン パ ク 質 の レ ベ ル
と 比 較 し て 、 第 1タ ン パ ク 質 の レ ベ ル の 50％ 低 下 が 観 察 さ れ る 時 間 よ り 長 い ） ； そ し て 、 (
c)第 1タ ン パ ク 質 に よ り サ イ レ ン シ ン グ さ れ る が 第 2タ ン パ ク 質 に は サ イ レ ン シ ン グ さ れ な
い 遺 伝 子 と し て 、 siRNAに 付 さ れ て い な い 細 胞 中 の レ ベ ル か ら は そ の 転 写 体 レ ベ ル が 変 化
し て い る １ つ 以 上 の 遺 伝 子 を 同 定 す る 、 こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 実 施 形 態 に お い
て 、 siRNA分 子 は 、 第 2遺 伝 子 の 転 写 体 の 任 意 の 配 列 と 同 一 の 、 8ヌ ク レ オ チ ド を 超 え る 長
さ の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま な い 。 別 の 実 施 形 態 に お い て (i)中 の 中 央 の 連 続 的 ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 は 11～ 15、 14～ 15、 13、 12、 ま た は 11ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 。 別 の 実
施 形 態 に お い て 、 (ii)の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 9～ 15、 9～ 12、 10、 ま た は 9ヌ ク レ オ
チ ド の 長 さ で あ る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 5、 10、 100、 1000、 10
,000、 ま た は 25,000の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 小 干 渉 性 RNA（ siRNA） を 含 む 真 核 細 胞 で あ っ て 、 該 siRNAは 、 該 真 核
細 胞 中 の 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 11ヌ ク レ オ チ ド の セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ
セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む が 、 前 記 真 核 細 胞 の ゲ ノ ム 中 の 他 の 遺 伝 子 の 転
写 体 の 任 意 の 配 列 と 完 全 長 の セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 配 列 同 一 性 は 無 く 、 前 記 連
続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 前 記 siRNA分 子 の 中 央 領 域 に あ る 真 核 細 胞 を 提 供 す る 。 本 発 明 の
あ る 実 施 形 態 に お い て siRNAは 、 前 記 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 16、 15、 14、 13、 1
2、 ま た は 11ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 含 な い 。 本 発 明 は ま た 、 小 干 渉 性 RNA（ siRNA） を 含 む 真 核 細 胞 で あ っ て 、 該 siRN
Aは 、 該 真 核 細 胞 中 の 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 11ヌ ク レ オ チ ド の セ ン ス 鎖
ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む が 、 前 記 真 核 細 胞 の ゲ ノ ム 中 の 他
の 遺 伝 子 の 転 写 体 の 任 意 の 配 列 と 完 全 長 の セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 配 列 同 一 性 は
無 く 、 前 記 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 前 記 siRNA分 子 の 3'末 端 に あ る 真 核 細 胞 を 提 供 す る
。 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 に お い て siRNAは 、 前 記 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 16、 15
、 14、 13、 12、 11、 10、 ま た は 9ヌ ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖
の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い 。 真 核 細 胞 は ヒ ト 細 胞 で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 真 核 細 胞 中 の 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ た 第 1の s
iRNAと 第 2の siRNAに よ り 鑑 別 的 に サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
(a)前 記 真 核 細 胞 の 第 1の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル と 該 真 核 細 胞 の 第 2の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル と を 比
較 し （ 第 1の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 前 記 細 胞 へ の 第 1siRNAの 導 入 後 の 選 択 さ れ た 時 点 で 測
定 さ れ 、 第 2の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 前 記 細 胞 へ の 第 2siRNAの 導 入 後 の 前 記 の 選 択 さ れ た 時
点 で 測 定 さ れ 、 前 記 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 の 測 定 さ れ た 転 写 体 レ ベ ル を
含 む ） ； そ し て (b)そ の 転 写 体 レ ベ ル が 前 記 第 1お よ び 第 2siRNAに よ り 鑑 別 的 に 影 響 を 受 け
る 、 前 記 標 的 遺 伝 子 以 外 の 遺 伝 子 を 同 定 す る 、 こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 実 施 形 態
に お い て 、 前 記 の 選 択 さ れ た 時 点 は 、 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 レ ベ ル の
そ の 摂 動 さ れ な い レ ベ ル の 50％ 低 下 の 時 間 ス ケ ー ル よ り 実 質 的 に 短 く 、 前 記 同 定 さ れ る 遺
伝 子 は 、 前 記 第 1お よ び 第 2siRNAに よ り 直 接 鑑 別 的 に サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 。 別 の 実 施 形
態 に お い て 、 前 記 の 選 択 さ れ た 時 点 は 、 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 レ ベ ル
の そ の 摂 動 さ れ な い レ ベ ル か ら 、 前 記 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル
の 50％ 低 下 の 時 間 ス ケ ー ル よ り 実 質 的 に 長 く 、 前 記 同 定 さ れ る 遺 伝 子 は 、 直 接 サ イ レ ン シ
ン グ さ れ た 遺 伝 子 の 鑑 別 的 サ イ レ ン シ ン グ の 結 果 と し て 、 前 記 第 1お よ び 第 2siRNAに よ り
鑑 別 的 に サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 は 5、 10、 1
00、 1000、 10,000、 ま た は 25,000の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 任 意 の 方 法 に お い て 、 真 核 細 胞 は ヒ ト 細 胞 で あ る 。
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【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 哺 乳 動 物 に 治 療 的 に 充 分 な 量 の siRNAを 投 与 す る こ と を 含 む 哺 乳 動 物
の 疾 患 ま た は 好 ま し く な い 症 状 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 該 siRNAは そ の 発 現 が 該 疾 患 ま た は
好 ま し く な い 症 状 を 引 き 起 こ す 遺 伝 子 を 標 的 と し 、 前 記 siRNAは 、 (i)前 記 遺 伝 子 の 転 写 体
中 の 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 11ヌ ク レ オ チ ド で あ る が 18ヌ ク レ オ チ ド 以 下 の セ ン ス 鎖 ま た
は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ／ ま た は (ii)前 記 転 写 体 中 の 配
列 と 同 一 の 少 な く と も 9ヌ ク レ オ チ ド で あ る が 18ヌ ク レ オ チ ド 以 下 の 3'セ ン ス 鎖 ま た は ア
ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 治 療 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の あ る 実 施
形 態 に お い て siRNAは 、 該 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 16、 15、 14、 13、 12、 ま た は 11ヌ
ク レ オ チ ド よ り 大 き い セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 な い
。 あ る 実 施 形 態 に お い て 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 別 の 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 RNA干 渉 に よ り 真 核 細 胞 中 の 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ
す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ た 複 数
の 異 な る siRNAを 真 核 細 胞 中 に 挿 入 す る こ と を 含 む 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 複 数 の 異 な
る siRNAは 、 少 な く と も 3、 5、 9、 12、 15、 20、 50、 ま た は 100個 の 異 な る siRNAか ら な る 。
好 適 な 実 施 形 態 に お い て 複 数 の siRNAの 総 濃 度 は 、 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る た め
の 最 適 の 濃 度 で あ る 。 か か る 最 適 濃 度 は 、 そ の 濃 度 を さ ら に 上 昇 さ せ て も サ イ レ ン シ ン グ
レ ベ ル が 実 質 的 に 上 昇 し な い 濃 度 で も よ い 。 例 え ば 最 適 濃 度 は 、 そ の 濃 度 を さ ら に 上 昇 さ
せ て も 前 記 標 的 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ レ ベ ル が 5％ 、 10％ ま た は 20％ よ り 大 き く 上 昇 し
な い 濃 度 で も よ い 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 複 数 の 組 成 物 （ 複 数 に は 、 異 な る siRNAの 数
と 各 異 な る siRNAの 濃 度 を 含 む ） は 、 複 数 の siRNAが 標 的 で は な い 遺 伝 子 の 30％ 、 20％ 、 10
％ 、 ま た は 5％ 、 1％ 、 0.1％ ま た は 0.01％ 未 満 の サ イ レ ン シ ン グ を 引 き 起 こ す よ う に 選 択
さ れ る 。 別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 複 数 の 異 な る siRNAは 、 等 し い 比 率 で 各 siRNAを 含 む
。 さ ら に 別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 複 数 の 異 な る siRNAは 、 5％ 、 10％ 、 20％ ま た は 50％
未 満 だ け 互 い に 異 な る 比 率 で 各 siRNAを 含 む 。 さ ら に 別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 複 数
の 異 な る siRNAの い ず れ も 、 該 複 数 の siRNA中 で 総 siRNA濃 度 の 90％ 、 80％ 、 70％ 、 50％ 、
ま た は 20％ よ り 大 き い 濃 度 を 構 成 し な い 。 他 の あ る 実 施 形 態 に お い て 、 複 数 の siRNA中 の
各 siRNAは 、 他 の siRNAの 非 存 在 下 ま た は 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ
た 他 の siRNAの 非 存 在 下 で 使 用 さ れ る 時 、 少 な く と も 30％ 、 50％ 、 75％ 、 80％ 、 85％ 、 90
％ 、 ま た は 95％ の サ イ レ ン シ ン グ を 達 成 す る の に 有 効 な siRNAの 濃 度 よ り 低 い 濃 度 を 有 す
る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 各 siRNAは 、 他 の siRNAの 非 存 在 下 ま た は 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン
シ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ た 他 の siRNAの 非 存 在 下 で 使 用 さ れ る 時 、 30％ 、 20％ 、 10％ 、
ま た は 5％ 未 満 の サ イ レ ン シ ン グ を 引 き 起 こ す 濃 度 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 別 の 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 の そ れ ぞ れ の 転 写 体 配 列 と の 第 1鎖 の 配
列 類 似 性 と 第 2鎖 の 配 列 類 似 性 と を 比 較 す る こ と を 含 む 、 siRNAの 第 1鎖 と 第 2鎖 の 相 対 的 遺
伝 子 サ イ レ ン シ ン グ 活 性 を 評 価 す る 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し く は １ つ 以 上 の 遺 伝 子 は 、 2
、 5、 10、 100、 ま た は 1,000個 の 異 な る 遺 伝 子 を 含 む 。 あ る 実 施 形 態 に お い て １ つ 以 上 の
遺 伝 子 は 、 siRNAに よ り 直 接 サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 遺 伝 子 か ら な る 。 あ る 実 施 形 態 に お い
て siRNAに よ り 直 接 サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 遺 伝 子 は 、 同 じ 動 力 学 に よ り siRNAに よ り ダ ウ ン
レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 遺 伝 子 で あ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て １ つ 以 上 の 遺 伝 子 は 、 siRNAに
よ り 直 接 サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 遺 伝 子 と siRNAに よ り 間 接 的 に サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 遺 伝
子 と を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 に お い て １ つ 以 上 の 遺 伝 子 は 、 細 胞 へ の siRNAの 導 入 後 の あ る
時 点 で 検 出 さ れ る siRNAに よ り そ の 転 写 体 レ ベ ル が 低 下 さ せ ら れ る 遺 伝 子 か ら な る 。 あ る
時 点 は 、 細 胞 へ の siRNAの 導 入 の 約 12時 間 後 ま た は 24時 間 後 で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て 比 較 は 、 (a)１ つ 以 上 の 遺 伝 子 の そ れ ぞ れ に つ い て 、 遺 伝 子 の 転
写 体 配 列 と siRNAの 第 1鎖 と を ア ラ イ ン メ ン ト さ せ た 場 合 の 配 列 同 一 性 の 最 も 長 い 連 続 区 間
の 長 さ を 測 定 し ； (b)１ つ 以 上 の 遺 伝 子 の そ れ ぞ れ に つ い て 、 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と siRNA
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の 第 2鎖 と を ア ラ イ ン メ ン ト さ せ た 場 合 の 配 列 同 一 性 の 最 も 長 い 連 続 区 間 の 長 さ を 測 定 し
； そ し て (c)ト ー タ ル の 第 1鎖 の 同 一 性 長 さ ト ー タ ル の 第 2鎖 の 同 一 性 長 さ と を 比 較 す る （
こ こ で 、 ト ー タ ル の 第 1鎖 の 同 一 性 長 さ は 、 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 に つ い て 工 程 (a)で 測 定 し た
長 さ を 合 計 し 、 ト ー タ ル の 第 2鎖 の 同 一 性 長 さ は 、 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 に つ い て 工 程 (b)で 測
定 し た 長 さ を 合 計 す る こ と に よ り 得 ら れ る ） こ と を 含 む 方 法 に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 へ の 第 1鎖 の 配 列 類 似 性 は 、 (i)該 遺 伝 子 の
転 写 体 配 列 と 第 1鎖 と を ア ラ イ ン メ ン ト さ せ た 場 合 の 配 列 同 一 性 の 最 も 長 い 連 続 区 間 の 長
さ で 示 さ れ 、 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 へ の 第 2鎖 の 配 列 類 似 性 は 、 (ii)前 記 遺 伝 子 の 転 写 体 配
列 と 第 2鎖 と を ア ラ イ ン メ ン ト さ せ た 場 合 の 配 列 同 一 性 の 最 も 長 い 連 続 区 間 の 長 さ で 示 さ
れ る 。 好 ま し く は そ の 比 較 は 、 遺 伝 子 の (i)と (ii)と の 差 を 測 定 す る こ と を 含 む 。 あ る 実
施 形 態 に お い て 差 は 、 (i)と (ii)の 短 い 方 よ り 過 剰 に あ る (i)と (ii)の 長 い 方 の ヌ ク レ オ チ
ド の 数 で あ り 、 配 列 類 似 性 の 比 較 は 、 (a)１ つ 以 上 の 遺 伝 子 中 の 第 2鎖 よ り 過 剰 の 第 1鎖 中
の 総 ヌ ク レ オ チ ド 数 を 決 定 し ； (b)１ つ 以 上 の 遺 伝 子 中 の 第 2鎖 よ り 過 剰 の 第 2鎖 中 の 総 ヌ
ク レ オ チ ド 数 を 決 定 し ； そ し て (c)も し 工 程 (a)で 決 定 し た 総 ヌ ク レ オ チ ド 数 が 工 程 (b)で
決 定 し た 総 ヌ ク レ オ チ ド 数 よ り 大 き い 場 合 は 、 siRNAを 第 1鎖 の 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ 活 性
よ り 高 い 第 2鎖 の サ イ レ ン シ ン グ 活 性 を 有 す る と し て 確 定 し 、 ま た は も し 工 程 (b)で 決 定 し
た 総 ヌ ク レ オ チ ド 数 が 工 程 (a)で 決 定 し た 総 ヌ ク レ オ チ ド 数 よ り 大 き い 場 合 は 、 第 2鎖 の 遺
伝 子 サ イ レ ン シ ン グ 活 性 よ り 高 い 第 1鎖 の サ イ レ ン シ ン グ 活 性 を 有 す る と し て 確 定 す る こ
と を 含 む 方 法 に よ り 行 わ れ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 工 程 (c)に お け る 比 較 は 、 以 下 の 式
に 従 っ て SLRス コ ア 算 出 す る こ と に よ り 行 わ れ る
　 SLR＝ log（ １ つ 以 上 の 遺 伝 子 中 の 第 2鎖 よ り 過 剰 の 第 1鎖 中 の 総 ヌ ク レ オ チ ド 数 ／ １ つ 以
上 の 遺 伝 子 中 の 第 2鎖 よ り 過 剰 の 第 2鎖 中 の 総 ヌ ク レ オ チ ド 数 ） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 第 1鎖 お よ び 第 2鎖 中 の 総 ヌ ク レ オ チ ド 数 は 、 バ ッ ク グ ラ ン ド の 過
剰 の ヌ ク レ オ チ ド 数 に よ り 補 正 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て 比 較 は 、 (a)siRNAの 第 1鎖 の 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 7塩 基
の 配 列 の 連 続 区 間 を 有 し 、 か つ 該 siRNAの 第 1鎖 の 3'末 端 の 3塩 基 内 で 終 止 す る 、 １ つ 以 上
の 遺 伝 子 中 の 各 遺 伝 子 を 同 定 し ； (b)前 記 siRNAの 第 2鎖 の 配 列 と 同 一 の 少 な く と も 7塩 基 の
配 列 の 連 続 区 間 を 有 し 、 か つ 前 記 siRNAの 第 2鎖 の 3'末 端 の 3塩 基 内 で 終 止 す る 、 １ つ 以 上
の 遺 伝 子 中 の 各 遺 伝 子 を 同 定 し ； そ し て (c)工 程 (a)で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 数 と 工 程 (b)で
同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 数 と を 比 較 す る こ と に よ り 行 わ れ 、 こ こ で も し 工 程 (a)で 同 定 さ れ た
遺 伝 子 の 数 が 工 程 (b)で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 数 よ り 大 き い 場 合 は 、 前 記 siRNAは 第 1鎖 の サ
イ レ ン シ ン グ 活 性 よ り 高 い 第 2鎖 の サ イ レ ン シ ン グ 活 性 を 有 す る と 確 定 さ れ 、 ま た は も し
工 程 (b)で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 数 が 工 程 (a)で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 数 よ り 大 き い 場 合 は 、 前
記 siRNAは 第 2鎖 の サ イ レ ン シ ン グ 活 性 よ り 高 い 第 1鎖 の サ イ レ ン シ ン グ 活 性 を 有 す る と 確
定 さ れ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 工 程 (c)の 比 較 は 、 以 下 の 式 に 従 っ て SLRス コ ア 算 出 す る
こ と に よ り 行 わ れ る
　 SLR＝ log（ 第 1鎖 同 一 遺 伝 子 の 数 ／ 第 2鎖 同 一 遺 伝 子 の 数 ）
こ こ で 、 第 1鎖 同 一 遺 伝 子 の 数 は 工 程 (a)で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 数 で あ り 、 第 2鎖 同 一 遺 伝
子 の 数 は 工 程 (b)で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 数 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ９ 】
4. 図 面 の 簡 単 な 説 明
　 図 1A～ Bは 、 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に よ り 証 明 さ れ る siRNA配 列 に 特 異 的 な 遺 伝 子 発 現 パ タ ー
ン を 示 す 。 図 1A： MAPK14コ ー ド 領 域 に 対 す る 8個 の 異 な る siRNA2本 鎖 標 的 を 、 HeLa細 胞 中
で 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の た め に 使 用 し た 。 Luc、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ に 対 す る siRNA標 的 。 図
1B： IGF1Rコ ー ド 領 域 に 対 す る 16個 の 異 な る siRNA2本 鎖 標 的 を 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の た
め に 使 用 し た 。 オ リ ゴ フ ェ タ ミ ン （ Invitrogen） と ウ ェ ル 当 た り 100nM siRNA2本 鎖 を 使 用
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し て 、 細 胞 を 6ウ ェ ル プ レ ー ト 中 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 siRNAは Dharmacon（ コ ロ ラ ド
州 ボ ー ル ダ ー ） か ら 、 ア ニ ー リ ン グ し た 精 製 2本 鎖 と し て 得 ら れ た 。 siRNAト ラ ン ス フ ェ ク
ト し た 細 胞 か ら の RNAを 、 モ ッ ク ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 （ RNA2本 鎖 の 非 存 在 下 で ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 で 処 理 し た ） か ら の RNAに 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 総 RNAを 、 Qiag
en RNeasyキ ッ ト に よ り 精 製 し 、 約 21,000の ヒ ト 遺 伝 子 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
含 有 す る マ イ ク ロ ア レ イ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に 処 理 し た 。 マ イ ク ロ ア レ イ
は 、 Agilent Technologiesか ら 購 入 し た か ま た は 合 成 し た 。 各 行 は 、 個 々 の siRNAの ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 生 じ る 発 現 プ ロ フ ァ イ ル で あ る 。 記 載 の デ ー タ は 、 モ ッ ク ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し た 細 胞 に 対 し て 発 現 レ ベ ル の 少 な く と も 2倍 の 変 化 （ p値 ＜ 0.01、 お よ び log1
0強 度 ＞ 1） を 示 す 遺 伝 子 で あ る 。 薄 い 灰 色 は 発 現 の 低 下 を 示 し 、 黒 は 発 現 の 上 昇 を 示 す 。
デ ー タ は Rosetta Resolver（ 登 録 商 標 ） ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て 解 析 し た 。 棒 グ ラ フ は 、
siRNAト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 に 残 存 す る 標 的 タ ン パ ク 質 （ 灰 色 の 棒 ） と RNA（ 黒 い 棒 ） の
割 合 で あ る 。 RNA定 量 は 、 IGF1Rの た め の AP Biosystems TaqManプ レ デ ベ ロ ッ プ ア ッ セ イ 試
薬 （ #4319442） を 使 用 し て リ ア ル タ イ ム PCRに よ り 行 っ た 。 MAPK14の プ ラ イ マ ー プ ロ ー ブ
は 、 Primer Expressソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て カ ス タ ム 設 計 し た 。 IGF1Rと MAPK14の RNA値 は
、 ア ク チ ン （ #4326315） の RNAに 対 し て 標 準 化 し た 。 IGF1Rタ ン パ ク 質 は 、 IGF1R特 異 的 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ BD Biosciences #555998） と フ ィ コ エ リ ト リ ン 結 合 2次 抗 体 （ BD Bios
ciences #550589） で 染 色 後 に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 定 量 し た 。 星 印 は 、 タ ン パ ク
質 レ ベ ル を 少 な く と も 60％ 低 下 さ せ た IGF1R siRNA2本 鎖 を 示 す 。 MAPK14タ ン パ ク 質 は 、 MA
PK14特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ BD Biosciences） を 用 い て 細 胞 溶 解 物 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ ト し た 後 、 化 学 発 光 免 疫 ブ ロ ッ ト の Kodak画 像 分 析 に よ り 定 量 し た 。 MAPK14タ ン パ ク 質
レ ベ ル は 、 ア ク チ ン レ ベ ル に 対 し て 標 準 化 し た 。 誤 差 棒 は 、 少 な く と も 3つ の 独 立 し た 実
験 の 標 準 偏 差 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 図 2は オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 用 量 効 果 を 示 す 。 オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子
サ イ レ ン シ ン グ は 、 siRNA濃 度 の 低 下 に よ り 排 除 さ れ な か っ た 。 HeLa細 胞 を 記 載 の 濃 度 の M
APK14-1 siRNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 48時 間 後 に RNAを 抽 出 し
、 図 1に 記 載 の よ う に 分 析 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 図 3A～ Cは 、 RNAiに よ る MAPK14タ ン パ ク 質 と RNAノ ッ ク ダ ウ ン の 動 力 学 的 分 析 を 示 す 。 図
3A、 HeLa細 胞 を siRNA MAPK14-1で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 の 記 載 の 時 間 に タ ン パ ク 質 抽 出
物 を 採 取 し 、 MAPK14タ ン パ ク 質 の 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 に 付 し た 。 図 3B、 HeLa細 胞 を ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン 後 の 記 載 の 時 間 に RNA抽 出 物 を 採 取 し 、 図 1に 記 載 の よ う に 発 現 プ ロ フ ァ イ ル
の た め に 処 理 し た 。 siRNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 か ら の RNAを 、 同 じ 時 点 の モ ッ ク ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 か ら の RNAに 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 MAPK14に 対 す る 8つ の RN
Aの う ち の 5つ に よ り 共 通 に 制 御 さ れ る 遺 伝 子 の セ ッ ト で 集 め る こ と に よ り 測 定 し た 。 各 行
は 、 単 一 の 時 点 で の 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 示 す 。 デ ー タ は 、 2つ の 独 立 し た 実 験 （ 1～ 24時
間 の 短 時 間 コ ー ス と 24～ 96時 間 の 長 時 間 コ ー ス ） を ま と め た も の で あ る 。 す な わ ち 、 24時
間 の 時 点 に つ い て 2つ の 独 立 し た デ ー タ セ ッ ト が あ り 、 実 験 の 再 現 性 を 証 明 し て い る 。 棒
グ ラ フ は 、 リ ア ル タ イ ム PCRに よ り 定 量 し た 、 siRNAト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 に 残 存 し て い
る MAPK14 RNAの 割 合 で あ る 。 図 3C、 (b)の マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 か ら の 転 写 体 デ ー タ を ト レ
ン ド プ ロ ッ ト に よ り 分 析 し た 。 制 御 し た 転 写 体 の 選 択 を 示 す （ 9つ の 時 点 の う ち の 3つ で p
値 ＜ 0.1、 9つ の 時 点 の う ち の 2つ で log10比 ＞ 0.3、 お よ び 9つ の 時 点 の う ち の 2つ で log10強
度 ＞ -1） 。 異 な る 時 点 で 一 貫 し な い 発 現 パ タ ー ン を 示 し た い く つ か の 遺 伝 子 を 、 分 析 か ら
除 去 し た （ NMP200、 HIRA、 HKE2、 EYA4、 FLJ20281、 LMNB1、 EGR1） 。 残 り の 転 写 体 を 、 半
最 大 転 写 体 分 解 の タ イ ミ ン グ に 基 づ き 一 時 的 に 6つ の 群 に 分 類 し た 。 デ ー タ は 、 ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン 後 の 時 間 の 関 数 と し て プ ロ ッ ト し た 発 現 比 の log10と し て 示 す 。 第 1群 ： MAPK
14； 第 2群 ： KPNB3、 RAP2A、 FLJ20291、 RRAD、 RPA2、 DKFZp564J157、 AF093680、 お よ び 2つ
の 未 解 析 ESTコ ン テ ィ グ （ contig） （ 図 4A参 照 ） 。 第 3群 ： MGC4809、 NCF2、 IFI44、 コ ン テ
ィ グ 41538_RC、 CBFA2T3、 ISG15、 LGP2、 SCYA5。 第 4群 ： H2AFL。 第 5群 ： KIAA1460。 第 6群
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： VCP、 TIMP4、 AL162069、 BIRC3、 CTGF。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 図 4A～ Cは 、 オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 制 御 へ の 配 列 類 似 性 の 寄 与 を 示 す 。 図 4A： MAPK14と
類 似 の 動 力 学 で 制 御 さ れ る 遺 伝 子 の 配 列 。 MAPK14配 列 と 完 全 な 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ
ド を 太 字 で 示 し 、 ミ ス マ ッ チ ヌ ク レ オ チ ド を 小 さ い 文 字 で 示 す 。 MAPK14転 写 体 と の 配 列 同
一 性 の 程 度 は 、 連 続 同 一 ヌ ク レ オ チ ド の 数 ／ 同 一 ヌ ク レ オ チ ド の 総 数 と し て 示 さ れ る 。 図
4B： 動 力 学 的 第 2群 の 転 写 体 の 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の ク ラ ス タ ー 分 析 。 HeLa細 胞 を 、 同
族 の MAPK14 siRNA、 ま た は 配 列 類 似 性 の 程 度 を 小 さ く す る た め の 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 置 換 を
含 有 す る siRNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 48時 間 後 に RNA抽 出 物 を
採 取 し た 。 各 行 は 、 迅 速 に サ イ レ ン シ ン グ さ れ た 転 写 体 の 遺 伝 子 発 現 の パ タ ー ン に 対 す る
単 一 ヌ ク レ オ チ ド 置 換 の 作 用 を 示 す 。 緑 色 は 遺 伝 子 発 現 の 低 下 を 示 し 、 黒 は 鑑 別 的 制 御 の
欠 如 を 示 す （ siRNA配 列 に つ い て は 表 1を 参 照 ） 。 図 4C： オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 KPNB3と FJL
J20291の サ イ レ ン シ ン グ に よ り 生 じ る 遺 伝 子 発 現 。 HeLa細 胞 を 、 オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 KP
NB3（ 上 の パ ネ ル ） お よ び FLJ20291（ 下 の パ ネ ル ） に 対 応 す る siRNA配 列 で ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し た 。 マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ を 、 発 現 比 の log10に 対 す る 蛍 光 強 度 の log10と し て プ ロ ッ
ト す る 。 標 的 化 し た 遺 伝 子 な ら び に MAPK14を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 図 5は 、 MAPK14と IGF1Rサ イ レ ン シ ン グ は 、 明 確 な 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 示 す 。 8つ の MAP
K14 siRNAと 16個 の IGF1R siRNAの 転 写 体 発 現 デ ー タ を 、 １ つ の 実 験 群 に ま と め た 。 統 計 的
な 要 件 は 、 少 な く と も 7つ の siRNAに つ い て p値 ＜ 0.01と log10発 現 比 ＝ 0.3で あ っ た 。 点 線
は 、 IGF1R発 現 プ ロ フ ァ イ ル を MAPK14発 現 プ ロ フ ァ イ ル か ら 分 離 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 図 6A～ Cは 、 IGF1R siRNAが 受 容 体 発 現 と 機 能 を 妨 害 す る こ と を 示 す 。 図 6A、 IGF1R siRN
Aで MCF7 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 96時 間 後 に 、 タ ン パ ク 質 抽 出 物 を 採 取 し た 。 IG
F1Rタ ン パ ク 質 を 、 図 1に 記 載 し た よ う に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 定 量 し た 。 図 6B、 IG
F1R siRNAで MCF7 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 72時 間 後 に 、 細 胞 を 24時 間 血 清 枯 渇 さ
せ 、 次 に 記 載 の 用 量 の IGFで 2時 間 刺 激 し た 。 タ ン パ ク 質 抽 出 物 を 、 こ の タ ン パ ク 質 の リ ン
酸 化 型 に 特 異 的 な 抗 体 を 使 用 し て リ ン 酸 化 AKTの 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 に 付 し た （ 細 胞 シ グ ナ
ル 伝 達 ） 。 図 6C、 血 清 枯 渇 さ せ IGFで 刺 激 し た モ ッ ク ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 ま た は siR
NAト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 か ら の RNAを 、 同 様 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 枯 渇 さ せ IGFで 刺 激
し な か っ た 細 胞 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 図 7は 、 siRNAオ リ ゴ に よ る MAPK14 mRNAの ノ ッ ク ダ ウ ン に 対 す る 単 一 ヌ ク レ オ チ ド ミ ス
マ ッ チ の 作 用 を 示 す 。 こ の ミ ス マ ッ チ ヌ ク レ オ チ ド を 下 線 で 示 す 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 図 8は 、 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る の に 有 用 な コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム の 例 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 図 9は 、 RNA干 渉 の 略 図 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 図 10は 、 3つ の siRNAの siRNAプ ー ル を 使 用 し て 得 ら れ た 結 果 を 示 す 。 個 々 の siRNAを 、 33
nM濃 度 で HeLa細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 3つ の siRNAの プ ー ル を 100nM（ そ れ ぞ れ 33n
M） で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 24時 間 後 RNAを 抽 出 し 、 モ ッ ク ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 か ら の RNAに 対 し て プ ロ フ ァ イ リ ン グ し た 。 右 の パ ネ ル は 、 オ ン タ
ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ が プ ー ル 中 で 維 持 さ れ る こ と を 示 す 。 オ フ タ ー ゲ ッ ト イ ベ
ン ト の 数 は 、 個 々 の siRNAか ら の オ フ タ ー ゲ ッ ト イ ベ ン ト の ほ ぼ 合 計 で あ る が 、 オ フ タ ー
ゲ ッ ト サ イ レ ン シ ン グ の 強 度 は 低 下 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 図 11は 、 siRNAプ ー ル が サ イ レ ン シ ン グ 特 異 性 を 上 昇 さ せ る こ と を 示 す 。 単 一 の siRNA濃
度 の 低 下 は 、 特 異 性 を 改 善 し な い （ 上 の パ ネ ル ） 。 こ れ に 対 し て 、 プ ー ル サ イ ズ を 上 昇 さ
せ る こ と は オ ン タ ー ゲ ッ ト サ イ レ ン シ ン グ を 維 持 す る が 、 オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 サ イ レ ン
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シ ン グ の 数 と 強 度 を 低 下 さ せ る 。 こ れ は 、 リ ス ク （ RISC） と の 結 合 に つ い て の siRNA間 の
競 合 の た め か も 知 れ な い 。 そ の 結 果 、 オ ン タ ー ゲ ッ ト ： オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 サ イ レ ン シ
ン グ の 比 は 上 昇 し 、 特 異 性 が 上 昇 す る 。 こ れ は 、 さ ら に 大 き な プ ー ル サ イ ズ ま で 上 昇 さ せ
る と 特 異 性 が さ ら に 上 昇 す る こ と を 示 唆 し 、 標 的 評 価 の 試 み で 非 常 に 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 図 12は 、 9つ の siRNAの siRNAプ ー ル を 使 用 し て 得 ら れ た 結 果 を 示 す 。 個 々 の siRNAの 濃 度
は 11nMで あ り 、 プ ー ル は そ れ ぞ れ 11nMの 9つ の メ ン バ ー を 含 有 し た 。 siRNAプ ー ル 中 の siRN
Aの 数 が 増 加 す る と 、 お そ ら く リ ス ク （ RISC） と の 結 合 に つ い て の siRNA間 の 競 合 の た め に
、 プ ー ル 中 の シ グ ナ チ ャ （ signature） 遺 伝 子 の 数 が 低 下 し た 。 そ の 結 果 、 オ フ タ ー ゲ ッ
ト サ イ レ ン シ ン グ の 強 度 が 低 下 し 、 オ ン タ ー ゲ ッ ト ： オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン
グ の 比 率 が 上 昇 し 、 特 異 性 が 上 昇 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 図 13A～ Bは 、 siRNAと そ の 逆 相 補 体 の GC含 量 と 悪 い siRNA（ bad siRNA） の GC含 量 と の 比
較 を 示 し 、 悪 い siRNAが 良 い siRNA（ good siRNA） と 同 様 の セ ン ス 鎖 を 有 し 、 良 い siRNAが
悪 い siRNAと 同 様 の セ ン ス 鎖 を 有 す る こ と を 示 す 。 RC： siRNA標 的 配 列 の 逆 相 補 体 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 図 14は 、 あ ま り 有 効 で な い siRNAが 活 性 な セ ン ス 鎖 を 有 す る こ と を 示 す 。 61個 の siRNAの
鎖 の 偏 り は 、 3'偏 り 法 （ 3'-biased method） に よ る 発 現 プ ロ フ ァ イ ル 、 siRNAの GC PSSMス
コ ア の 比 較 、 お よ び こ れ ら の 逆 相 補 体 か ら 予 測 さ れ た 。 鎖 の 偏 り 予 測 は 、 siRNAサ イ レ ン
シ ン グ 効 率 に よ り 区 分 け し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 図 15は 、 セ ン ス 鎖 修 飾 が 、 「 セ ン ス 活 性 」 siRNAの 特 異 性 を 変 化 さ せ る こ と を 示 す 。 100
nMの 濃 度 で HeLa細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た siRNA。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 12時 間
後 に RNAを 抽 出 し 、 モ ッ ク ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 か ら の RNAに 対 し て プ ロ フ ァ イ リ ン グ
し た 。 オ ン タ ー ゲ ッ ト siRNAは セ ン ス 鎖 中 に 2つ の 2'-o-メ チ ル 置 換 を 含 有 し て 、 こ の 鎖 を
不 活 性 化 し 、 こ れ が 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ で 機 能 す る こ と を 妨 害 す る 。 以 前 は ア ン チ セ ン
ス 活 性 で あ る と 測 定 さ れ た siRNA 71の シ グ ナ チ ャ は 、 セ ン ス 鎖 不 活 性 化 に よ り 変 化 し な か
っ た 。 こ れ に 対 し て siRNA 73の シ グ ナ チ ャ （ 両 方 の 鎖 が 活 性 で あ る ） は 、 セ ン ス 鎖 不 活 性
化 に よ り 大 き く 変 化 し た 。 こ の 状 況 で 、 セ ン ス 鎖 は 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ で 機 能 す る こ と
が 妨 害 さ れ 、 リ ス ク （ RISC） と 相 互 作 用 す る こ と が 妨 害 さ れ 、 従 っ て ア ン チ セ ン ス 鎖 が 優
勢 に な っ た 。 こ の 結 果 は 、 セ ン ス 鎖 の 化 学 不 活 性 化 が 、 セ ン ス 活 性 siRNAの オ フ タ ー ゲ ッ
ト シ グ ナ チ ャ を 変 化 さ せ る こ と が で き る が 、 そ れ を 排 除 し な い こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 図 16は オ フ タ ー ゲ ッ ト 制 御 に お け る 鎖 の 偏 り を 示 す 。 siRNAを シ グ ナ チ ャ 遺 伝 子 と ア ラ
イ ン メ ン ト さ せ た 。 セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 と の ア ラ イ ン メ ン ト に 対 す る 偏 り を 、
連 続 的 ア ラ イ ン メ ン ト 長 の 比 較 に よ り 測 定 し た 。 ラ ン ダ ム セ ッ ト の 予 測 さ れ る ス コ ア を 、
灰 色 で 示 す 。 siRNA 73に つ い て 、 非 修 飾 siRNAの シ グ ナ チ ャ は ア ン チ セ ン ス 鎖 と の 同 一 性
を 示 し 、 セ ン ス 鎖 に よ る サ イ レ ン シ ン グ を 示 し て い る 。 こ の siRNAの セ ン ス 不 活 性 化 型 で
は 、 シ グ ナ チ ャ 遺 伝 子 は 、 セ ン ス 鎖 と の 同 一 性 を 示 し 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 の 活 性 に よ る サ イ
レ ン シ ン グ を 示 し て い る 。 こ れ は 両 方 の 鎖 が siRNA 73に つ い て 機 能 性 で あ り 、 セ ン ス 鎖 が
優 勢 で あ る こ と を 証 明 す る 。 こ の 鎖 の 不 活 性 化 は 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 が 優 勢 に な る こ と を 可
能 に し た 。 siRNA 71に つ い て 、 シ グ ナ チ ャ 遺 伝 子 は セ ン ス 鎖 と の 同 一 性 を 示 し 、 ア ン チ セ
ン ス 鎖 が こ の 2本 鎖 中 で は 優 先 的 に 活 性 で あ り 、 セ ン ス 鎖 の 化 学 的 不 活 性 化 が こ の シ グ ナ
チ ャ を 変 化 さ せ な い こ と を 証 明 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 図 17は 、 セ ン ス 鎖 修 飾 が 「 セ ン ス 活 性 」 siRNAの 力 価 を 上 昇 さ せ る こ と を 示 す 。 siRNA力
価 曲 線 は 、 よ り 低 い 濃 度 で サ イ レ ン シ ン グ 効 率 を 維 持 す る 能 力 と し て 定 義 さ れ る 力 価 を 評
価 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 siRNAを 記 載 の 濃 度 で HeLa細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト
さ せ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 24時 間 後 に RNAを 抽 出 し 、 オ ン タ ー ゲ ッ ト サ イ レ ン シ ン
グ を リ ア ル タ イ ム PCRに よ り 測 定 し た 。 セ ン ス 活 性 siRNA（ 黒 の 実 線 ） は 、 ア ン チ セ ン ス 活
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性 siRNA（ 灰 色 の 実 線 ） と 比 較 し て 力 価 が 低 下 し て い る こ と を 示 す 。 こ の ア ッ セ イ は オ ン
タ ー ゲ ッ ト サ イ レ ン シ ン グ を 測 定 し 、 こ れ は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 活 性 の 関 数 で あ る 。 2本 鎖 7
3中 の セ ン ス 鎖 の 優 勢 な 活 性 は 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 の 活 性 に 干 渉 し 、 こ う し て 力 価 と 最 大 効
率 の 両 方 を 制 限 す る 。 こ の 2本 鎖 の セ ン ス 鎖 の 化 学 的 不 活 性 化 は 、 お そ ら く ア ン チ セ ン ス
鎖 と の 結 合 の た め に リ ス ク （ RISC） を 解 放 す る こ と に よ り 、 力 価 と 最 大 効 率 （ 黒 の 点 線 ）
の 両 方 を 上 昇 さ せ る 。 こ れ は 、 セ ン ス 鎖 の 不 活 性 化 が 、 よ り 有 効 な 標 的 遺 伝 子 サ イ レ ン シ
ン グ に つ い て よ り 強 力 な siRNAを 達 成 す る た め の １ つ の 機 構 で あ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
5. 発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 RNA干 渉 に よ る 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の た め の 方 法 と 組 成 物 を 提 供 す る 。 好
ま し く は こ の 方 法 と 組 成 物 は 、 生 物 の 内 因 性 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る た め に 使 用 さ れ
る 。 特 に 本 発 明 は 、 標 的 遺 伝 子 転 写 体 と わ ず か に 部 分 的 な 配 列 相 同 性 を 有 す る 小 さ い か ま
た は 短 い 干 渉 性 RNA（ siRNA） （ 例 え ば 、 転 写 体 の 配 列 と 同 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ ン ス
鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 中 央 領 域 を 含 む siRNA、 お よ び 転 写 体 の 配 列 と 同 一 の セ ン ス 鎖 ま
た は ア ン チ セ ン ス 鎖 3'ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る siRNA） を 使 用 す る 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン
グ の 方 法 を 提 供 す る 。 本 出 願 で は 、 siRNA鎖 の 配 列 と 目 的 の 遺 伝 子 の 配 列 の 比 較 が し ば し
ば 行 わ れ る 。 こ の 比 較 は 、 siRNAの 特 定 の 鎖 と 遺 伝 子 の 転 写 体 と の 配 列 比 較 を 意 味 す る こ
と を 理 解 さ れ た い 。 本 出 願 で は 、 siRNAは ま た 遺 伝 子 を 標 的 と す る と 言 わ れ る 。 こ の 説 明
が さ れ る 場 合 、 siRNAは 遺 伝 子 の 転 写 体 を 標 的 と し こ れ の 分 解 を 引 き 起 こ す こ と を 意 味 す
る こ と を 理 解 さ れ た い 。 本 出 願 で は 、 siRNA鎖 中 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の 位 置 は 、 し ば し ば siRNAの 3'末 端 を 参 照 し て 説 明 さ れ る 。 こ の 説 明 が 使 用 さ れ る 時 、 3'
オ ー バ ー ハ ン グ の 2つ の ヌ ク レ オ チ ド は ヌ ク レ オ チ ド の 番 号 付 け に 含 ま れ ず 、 す な わ ち 3'
末 端 の ヌ ク レ オ チ ド の 番 号 付 け は 、 siRNAの 2本 鎖 部 分 の 最 初 の ヌ ク レ オ チ ド で 始 ま る こ と
を 理 解 さ れ た い 。 本 発 明 は ま た 、 遺 伝 子 を 標 的 化 す る よ う に 設 計 さ れ た 複 数 の 異 な る 小 干
渉 性 RNAに よ り 通 常 制 御 さ れ る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 本 方 法 に お い て
、 そ の 発 現 が 複 数 の 異 な る siRNAに よ り サ イ レ ン シ ン グ さ れ る １ つ 以 上 の 遺 伝 子 は 、 こ れ
ら の siRNAに 対 す る 測 定 さ れ た 応 答 プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ い て 同 定 さ れ る 。 本 発 明 は ま た 、
そ れ ぞ れ が 標 的 遺 伝 子 中 に 異 な る 配 列 を 標 的 化 す る siRNAの プ ー ル を 使 用 す る 遺 伝 子 サ イ
レ ン シ ン グ の 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 鎖 の 優 先 、 す な わ ち 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ
に お け る siRNAの 2つ の 鎖 の 相 対 活 性 を 測 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 遺 伝 子
サ イ レ ン シ ン グ の た め に siRNAを 設 計 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 は 少 な く と も 部 分 的 に 、 遺 伝 子 の 転 写 体 と 同 一 の 、 例 え ば 約 11～ 14ヌ ク レ オ チ ド
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 中 央 領 域 、 ま た は 約 9ヌ ク レ オ チ ド の 3'末 端 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 s
iRNAが 遺 伝 子 の 発 現 を サ イ レ ン シ ン グ す る の に 充 分 で あ る と い う 本 発 明 者 ら に よ る 発 見 に
基 づ く 。 従 っ て 特 定 の 遺 伝 子 転 写 体 を 標 的 と す る よ う に 設 計 さ れ た siRNAは 、 siRNA中 の 適
切 な サ ブ 配 列 が 他 の 遺 伝 子 の 転 写 体 中 の 配 列 と 同 一 な ら 、 こ の １ つ 以 上 の 他 の 遺 伝 子 （ 標
的 遺 伝 子 以 外 ） の 発 現 を 改 変 す る こ と が あ る 。 さ ら に 、 部 分 的 ま た は 完 全 な 配 列 同 一 性 で
標 的 遺 伝 子 を 標 的 と し な い 鎖 （ 例 え ば 、 セ ン ス 同 一 標 的 を 標 的 と す る siRNAの セ ン ス 鎖 、
ま た は ア ン チ セ ン ス 同 一 標 的 を 標 的 と す る ア ン チ セ ン ス 鎖 ） も ま た 、 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 の
発 現 を 改 変 す る こ と が あ る 。 す な わ ち 各 siRNAは 、 細 胞 中 の 明 確 な 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を
与 え る こ と が あ る 。 siRNAの 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン は 、 siRNAに 付 さ れ た 細 胞 を 発 現 プ ロ フ ァ
イ リ ン グ す る こ と に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 そ の 発 現 が siRNAの 導 入 に よ り 影
響 を 受 け る 遺 伝 子 は 、 そ の 応 答 の 動 力 学 に 基 づ い て 異 な る 群 に 分 類 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 あ る 群 の 遺 伝 子 に つ い て 、 siRNAの 導 入 後 ま も な く 、 転 写 体 レ ベ ル が 低 下 す る こ と
が わ か っ て い る 。 こ れ ら の 群 は 、 siRNAに よ り 直 接 サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 遺 伝 子 を 含 有 す
る 。 あ る 群 の 遺 伝 子 に つ い て は 、 充 分 に 長 期 間 が 経 過 す る ま で 転 写 体 レ ベ ル は 低 下 し な い
。 こ れ ら の 群 は 、 siRNAに よ り 標 的 化 さ れ る 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 喪 失
の 結 果 と し て そ の 転 写 体 レ ベ ル が 改 変 さ れ る 遺 伝 子 を 含 有 す る 。 別 に 、 特 定 の 遺 伝 子 を 標
的 化 す る 複 数 の 異 な る siRNAを 使 用 し て 、 複 数 の 異 な る siRNAに よ り 通 常 制 御 さ れ る １ つ 以
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上 の 遺 伝 子 の セ ッ ト を 、 そ の 応 答 プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ い て 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 出 願 で は 便 宜 上 、 本 発 明 の 方 法 と 組 成 物 を 例 示 す る た め に 、 21ヌ ク レ オ チ ド か ら な る
siRNAが し ば し ば 使 用 さ れ る 。 よ り 長 い siRNA（ 例 え ば 22ま た は 23ヌ ク レ オ チ ド の siRNA）
が 同 様 に 応 用 可 能 で あ り 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 本 出 願 で は 、
siRNAは 小 さ い か ま た は 短 い 干 渉 性 RNAを 意 味 す る 。 適 切 な 配 列 を 有 す る 小 さ い ヘ ア ピ ン RN
A（ shRNA） を siRNAの 代 わ り に 使 用 で き る こ と は 、 当 業 者 に よ り 理 解 さ れ る で あ ろ う （ セ
ク シ ョ ン 5.5を 参 照 、 下 記 ） 。 こ の shRNAは 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る と 企 図 さ れ る 。 本 出 願 で
は 、 細 胞 は 培 養 細 胞 ま た は in vivoの 細 胞 で も よ い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 出 願 で は 、 siRNAの い ず れ か の 鎖 が 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の ガ イ ド 鎖 と し て 作 用 す る
。 本 明 細 書 に お い て 便 宜 上 siRNAの 2つ の 鎖 を 、 サ イ レ ン シ ン グ さ れ る す べ て の 標 的 転 写 配
列 の 方 向 （ 5'か ら 3'ま た は 3'か ら 5'） を 記 載 せ ず に 、 セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 と 呼
ぶ 。 一 般 に 本 発 明 に お け る セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス の siRNA鎖 の 記 載 は 、 siRNAが 標 的 と
す る 選 択 さ れ た 転 写 配 列 （ 参 照 標 的 配 列 ） の 配 列 の 方 向 に 関 し て で あ る 。 す な わ ち 、 siRN
Aの ア ン チ セ ン ス 鎖 は 、 こ の 参 照 標 的 配 列 に 対 す る ガ イ ド 鎖 を 意 味 し 、 一 方 セ ン ス 鎖 は 、
こ の 参 照 標 的 配 列 と 「 同 一 」 で あ る か ま た は 非 ガ イ ド 鎖 を 意 味 す る 。 siRNAが 標 的 と す る
こ と が で き る 任 意 の 転 写 体 配 列 は 、 参 照 標 的 配 列 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 好 適 な 実
施 形 態 に お い て 参 照 標 的 配 列 は 、 siRNAが サ イ レ ン シ ン グ す る は ず の 目 的 と す る 標 的 配 列
で あ る 。 こ の 鎖 の 記 載 の 慣 習 で は siRNAの セ ン ス 鎖 は 、 同 じ か ま た は 異 な る 転 写 体 中 の 他
の 配 列 の 標 的 化 に お い て ガ イ ド 鎖 と し て 作 用 す る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
5.1. 生 物 学 的 状 態 と 発 現 プ ロ フ ァ イ ル
　 細 胞 ま た は 他 の 生 物 学 的 サ ン プ ル の 状 態 は 、 セ ク シ ョ ン 5.1.1（ 後 述 ） で 規 定 さ れ る 細
胞 成 分 （ 任 意 の 測 定 可 能 な 生 物 学 的 変 量 ） で 示 さ れ る 。 こ れ ら の 細 胞 成 分 は 、 摂 動 （ pert
urbation） に 応 答 し て ま た は 異 な る 条 件 下 で 変 化 す る 。 測 定 さ れ た シ グ ナ ル は 、 こ の 細 胞
成 分 の 測 定 値 ま た は 細 胞 成 分 の 応 答 の 測 定 値 で も よ い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
5.1.1 生 物 学 的 状 態
　 本 明 細 書 に お い て 「 生 物 学 的 サ ン プ ル 」 は 、 任 意 の 細 胞 、 組 織 、 臓 器 ま た は 多 細 胞 生 物
を 含 む と 、 広 く 定 義 さ れ る 。 生 物 学 的 サ ン プ ル は 例 え ば 、 in vitroの 細 胞 ま た は 組 織 培 養
物 由 来 で も よ い 。 あ る い は 生 物 学 的 サ ン プ ル は 、 生 き た 生 物 ま た は 単 一 細 胞 生 物 の 集 団 に
由 来 し て も よ い 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 生 物 学 的 サ ン プ ル は 、 生 き た 細 胞 ま た は 生 物 を
含 む 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル の 状 態 は 、 そ の 細 胞 成 分 の 含 量 、 活 性 ま た は 構 造 に よ り 測 定 す る こ と
が で き る 。 本 明 細 書 に お い て 生 物 学 的 サ ン プ ル の 状 態 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が siRNAま た
は 他 の 変 化 の 影 響 の 解 析 を 含 む 目 的 に つ い て 、 細 胞 ま た は 生 物 を 解 析 す る の に 充 分 な 細 胞
成 分 の 集 団 の 状 態 か ら 得 ら れ る 。 用 語 「 細 胞 成 分 」 は ま た 本 開 示 に お い て 、 任 意 の 種 類 の
測 定 可 能 な 生 物 学 的 変 量 を 包 含 す る と 広 く 定 義 さ れ る 。 こ れ ら の 成 分 の 状 態 に つ い て の 測
定 値 お よ び ／ ま た は 観 察 結 果 は 、 例 え ば mRNAも し く は タ ン パ ク 質 の こ れ ら の 豊 富 さ （ す な
わ ち 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の 量 ま た は 濃 度 ） 、 ま た は こ れ ら の 活 性 、 ま た は こ れ ら の 修 飾
状 態 （ 例 え ば リ ン 酸 化 ） 、 ま た は 生 物 学 的 サ ン プ ル の 生 物 学 に 関 連 す る 他 の 測 定 値 で も よ
い 。 種 々 の 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 細 胞 成 分 の 異 な る 集 団 に つ い て こ の 測 定 値 お よ び
／ ま た は 観 察 結 果 を 作 成 す る こ と を 含 む 。 こ れ ら の 異 な る 細 胞 成 分 の 集 団 は ま た 本 明 細 書
に お い て 、 生 物 学 的 サ ン プ ル の 生 物 学 的 状 態 の 態 様 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 有 用 に 測 定 さ れ る 生 物 学 的 サ ン プ ル （ 例 え ば 細 胞 ま た は 細 胞 培 養 物 ） の
生 物 学 的 状 態 の １ つ の 態 様 は 、 そ の 転 写 状 態 で あ る 。 実 際 転 写 状 態 は 、 本 発 明 で 測 定 さ れ
る 生 物 学 的 状 態 の 好 適 な 態 様 で あ る 。 生 物 学 的 サ ン プ ル の 転 写 状 態 に は 、 あ る 条 件 下 で の

10

20

30

40

50

(28) JP 2006-525811 A 2006.11.16



細 胞 中 の 構 成 RNA種 （ 特 に mRNA） の 本 体 お よ び 量 を 含 む 。 好 ま し く は 生 物 学 的 サ ン プ ル 中
の 構 成 RNA種 の か な り の 割 合 が 測 定 さ れ る が 、 siRNAの 作 用 ま た は 目 的 の 他 の 摂 動 を 解 析 す
る の に 少 な く と も 充 分 な 割 合 が 測 定 さ れ る 。 生 物 学 的 サ ン プ ル の 転 写 状 態 は 、 例 え ば い く
つ か の 既 存 の 遺 伝 子 発 現 法 の 任 意 の 方 法 を 使 用 し て cDNAの 量 を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 す
る こ と が 便 利 で あ る 。 本 発 明 の １ つ の 特 に 好 適 な 実 施 形 態 は 、 多 数 の 遺 伝 子 の mRNAま た は
転 写 体 レ ベ ル を 測 定 す る た め に DNAア レ イ を 使 用 す る 。 本 発 明 の 他 の 好 適 な 実 施 形 態 は 、
あ る 生 物 の ゲ ノ ム 中 の 多 数 の 遺 伝 子 ま た は エ キ ソ ン の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る た め に DNAア
レ イ を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 で 有 用 に 測 定 さ れ る 生 物 学 的 サ ン プ ル の 生 物 学 的 状 態 の 他 の 態 様 は 、 転 写 状 態 で
あ る 。 生 物 学 的 サ ン プ ル の 転 写 状 態 に は 、 あ る 条 件 下 で の 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の 構 成 タ ン
パ ク 質 種 の 本 体 お よ び 量 を 含 む 。 好 ま し く は 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の 構 成 タ ン パ ク 質 種 の か
な り の 割 合 が 測 定 さ れ る が 、 siRNAの 作 用 ま た は 目 的 の 他 の 摂 動 を 解 析 す る の に 少 な く と
も 充 分 な 割 合 が 測 定 さ れ る 。 当 業 者 に は 公 知 の よ う に 、 転 写 状 態 は し ば し ば 翻 訳 状 態 を 示
す 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル の 生 物 学 的 状 態 の さ ら に 別 の 態 様 は 、 小 分 子 状 態 （ 例 え ば 代 謝 状 態 ）
で あ る 。 生 物 学 的 サ ン プ ル の 小 分 子 状 態 は 、 細 胞 中 に 存 在 す る 小 分 子 の 本 体 お よ び 量 を 含
む 。 小 分 子 は 、 分 子 量 が 約 5000未 満 の 分 子 を 意 味 し 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 脂 肪 酸 、 ア ミ
ノ 酸 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 細 胞 プ ロ セ ス の 中 間 体 （ 例 え ば 代 謝 経 路 お よ び シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の
中 間 体 ） が あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル の 生 物 学 的 状 態 の 他 の 態 様 も ま た 、 本 発 明 に お い て 有 用 で あ る 。 例 え
ば 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 用 語 の 生 物 学 的 サ ン プ ル の 活 性 状 態 は 、 あ る 条 件 下 の 生 物 学 的 サ
ン プ ル 中 の 成 分 タ ン パ ク 質 種 （ お よ び ま た 、 随 時 触 媒 活 性 の あ る 核 酸 種 ） の 活 性 を 含 む 。
当 業 者 に は 公 知 の よ う に 、 転 写 状 態 は し ば し ば 活 性 状 態 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 適 宜 生 物 学 的 サ ン プ ル の 生 物 学 的 状 態 の 「 混 合 」 状 態 に 適 用 さ れ 、 生 物
学 的 サ ン プ ル の 生 物 学 的 状 態 の 異 な る 態 様 の 測 定 値 が 組 合 わ さ れ る 。 例 え ば あ る 混 合 態 様
に お い て 、 あ る RNA種 お よ び あ る タ ン パ ク 質 種 の 量 は 、 い く つ か の 他 の タ ン パ ク 質 種 の 活
性 の 測 定 値 と 組 合 わ さ れ る 。 さ ら に 本 発 明 は ま た 、 測 定 可 能 な 生 物 学 的 サ ン プ ル の 生 物 学
的 状 態 の 他 の 態 様 に 適 用 可 能 で あ る こ と が 、 以 下 か ら 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル （ 例 え ば 細 胞 ま た は 細 胞 培 養 物 ） の 生 物 学 的 状 態 は 、 い く つ か の 数 の
細 胞 成 分 の プ ロ フ ァ イ ル で 示 さ れ る 。 細 胞 成 分 の こ の プ ロ フ ァ イ ル は 、 ベ ク ト ル Sで 示 さ
れ る
　 S＝ （ S 1 ,..,S i ,...,S k ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 (1)
こ こ で 、 S i は 、 i番 目 の 細 胞 成 分 の レ ベ ル （ 例 え ば 遺 伝 子 iの 転 写 体 レ ベ ル ） で あ る か 、 ま
た は タ ン パ ク 質 iの 量 も し く は 活 性 レ ベ ル で あ る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 kは 2よ り 大
き く 、 好 ま し く は 10よ り 大 き く 、 さ ら に 好 ま し く は 100よ り 大 き く 、 さ ら に 好 ま し く は 100
0よ り 大 き く 、 さ ら に 好 ま し く は 10,000よ り 大 き く 、 さ ら に 好 ま し く は 25,000よ り 大 き く
、 さ ら に 好 ま し く は 50,000よ り 大 き く 、 最 も 好 ま し く は 100,000よ り 大 き い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て 細 胞 成 分 は 連 続 的 変 量 と し て 測 定 さ れ る 。 例 え ば 転 写 速 度 は 、 代
表 的 に は 単 位 時 間 に 合 成 さ れ る 分 子 の 数 と し て 測 定 さ れ る 。 転 写 速 度 は ま た 、 対 照 速 度 の
パ ー セ ン ト と し て 測 定 し て も よ い 。 し か し 他 の あ る 実 施 形 態 で は 、 細 胞 成 分 は 範 疇 的 変 量
と し て 測 定 さ れ る 。 例 え ば 転 写 速 度 は 、 「 オ ン 」 ま た は 「 オ フ 」 と し て 測 定 さ れ 、 こ こ で
値 「 オ ン 」 は 所 定 の 閾 値 よ り 大 き い 転 写 速 度 を 示 し 、 「 オ フ 」 は 、 閾 値 よ り 小 さ い 転 写 速
度 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
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5.1.2 生 物 学 的 応 答 と 発 現 プ ロ フ ァ イ ル
　 摂 動 （ す な わ ち 、 例 え ば siRNAの 適 用 の よ う な あ る 条 件 ） に 対 す る 生 物 学 的 サ ン プ ル の
応 答 は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル の 生 物 学 的 状 態 の 変 化 を 観 察 す る こ と に よ り 測 定 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 生 物 学 的 サ ン プ ル の 応 答 は 、 摂 動 （ 例 え ば siRNAの 適 用 、 遺 伝 子 突 然 変 異 、
環 境 変 化 な ど ） に 対 す る 生 き た 細 胞 ま た は 生 物 の 応 答 で も よ い 。 応 答 プ ロ フ ァ イ ル は 、 細
胞 成 分 の 変 化 の 集 ま り で あ る 。 本 発 明 に お い て 、 摂 動 mに 対 す る 生 物 学 的 サ ン プ ル （ 例 え
ば 細 胞 ま た は 細 胞 培 養 物 ） の 応 答 プ ロ フ ァ イ ル は 、 ベ ク ト ル ν ( m ) で 示 さ れ る
　 ν ( m ) ＝ （ ν 1

( m ) ,...ν i
( m ) ,...ν k

( m ) ） 　 　 　 　 　 　 　 (2)
こ こ で 、 ν i

( m ) は 、 摂 動 m下 で の 細 胞 成 分 iの 応 答 の 強 度 で あ る 。 本 発 明 の あ る 特 に 好 適 な
実 施 形 態 に お い て 、 siRNA、 薬 物 、 薬 物 候 補 の 適 用 、 ま た は 任 意 の 他 の 摂 動 に 対 す る 生 物
学 的 応 答 は 、 少 な く と も 2つ の 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 、 好 ま し く は 10個 よ り 多
い 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 、 さ ら に 好 ま し く は 100個 よ り 多 い 遺 伝 子 お よ び ／ ま
た は タ ン パ ク 質 、 さ ら に 好 ま し く は 1000個 よ り 多 い 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 、 さ
ら に 好 ま し く は 10、 000個 よ り 多 い 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 、 さ ら に 好 ま し く は 2
5,000個 よ り 多 い 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 、 さ ら に 好 ま し く は 50,000個 よ り 多 い
遺 伝 子 お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 、 さ ら に 好 ま し く は 100,000個 よ り 多 い 遺 伝 子 お よ び ／
ま た は タ ン パ ク 質 の 転 写 体 レ ベ ル の 誘 導 さ れ た 変 化 に よ り 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 に お い て 応 答 は 単 に 、 摂 動 の 前 と 後 の 生 物 学 的 変 量 の 差 で あ る 。
あ る 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 応 答 は 、 摂 動 が 適 用 さ れ る 前 と 後 の 細 胞 成 分 の 比 と し て 定 義
さ れ る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 応 答 は 、 摂 動 後 の 時 間 の 関 数 、 す な わ ち ν ( m ) ＝ ν ( m ) (t)
で あ る 。 例 え ば ν ( m ) (t)は 、 摂 動 前 と 摂 動 後 の 時 間 tに お け る 細 胞 成 分 の 差 ま た は 比 で あ
る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 あ る 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 も し 遺 伝 子 iの 応 答 が あ る 閾 値 強 度 ま た は 測 定 誤 差 挙 動
の 知 識 か ら 決 定 さ れ る 信 頼 レ ベ ル よ り 低 い 場 合 、 ν i

( m ) は ゼ ロ に 設 定 さ れ る 。 こ の 実 施 形
態 に お い て 、 そ の 測 定 応 答 が 閾 値 よ り 小 さ い 細 胞 成 分 は 応 答 値 ゼ ロ が 与 え ら れ 、 一 方 そ の
測 定 応 答 が 閾 値 よ り 大 き い 細 胞 成 分 は そ の 測 定 応 答 値 が 保 持 さ れ る 。 こ の 応 答 ベ ク ト ル の
切 り 捨 て は 、 小 さ い 応 答 の ほ と ん ど が 測 定 誤 差 で あ る と 予 測 さ れ る 場 合 は 、 優 れ た 方 法 で
あ る 。 切 り 捨 て 後 、 応 答 ベ ク ト ル ν ( m ) は ま た 、 同 様 の 摂 動 の 存 在 に つ い て 「 一 致 検 出 物
（ matched detector） 」 に 近 づ く （ 例 え ば 、 Van Trees, 1968, 「 検 出 、 推 定 、 お よ び 調
節 理 論 （ Detection, Estimation, and Modulation Theory） 」 、 Vol. I, Wiley & Sons参
照 ） 。 切 り 捨 て レ ベ ル は 検 出 目 的 と 測 定 誤 差 に 基 づ い て 設 定 で き る こ と は 、 当 業 者 に 公 知
で あ ろ う 。 例 え ば あ る 実 施 形 態 に お い て 、 そ の 転 写 体 レ ベ ル の 変 化 が 2倍 よ り 小 さ い か ま
た は さ ら に 好 ま し く は 4倍 よ り 小 さ い 遺 伝 子 は 、 ゼ ロ の 値 が 与 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 あ る 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 摂 動 は い く つ か の 強 度 レ ベ ル で 適 用 さ れ る 。 例 え ば 、 そ
の 応 答 を 観 察 す る た め に siRNAの 異 な る 量 が 生 物 学 的 サ ン プ ル に 適 用 さ れ る 。 こ の 実 施 形
態 に お い て 摂 動 応 答 は 、 摂 動 強 度 uの 単 一 の パ ラ メ ー タ 化 「 モ デ ル 」 関 数 に よ り そ れ ぞ れ
を 近 似 す る こ と に よ り 内 挿 さ れ る 。 転 写 状 態 デ ー タ を 近 似 す る の に 適 し た モ デ ル 関 数 の 例
は 、 ヒ ル （ Hill） 関 数 で あ り 、 こ れ は 調 整 可 能 な パ ラ メ ー タ a、 u 0 、 お よ び nを 有 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 調 整 可 能 な パ ラ メ ー タ は 、 摂 動 応 答 の 各 細 胞 成 分 に つ い て 独 立 に 選 択 さ れ る 。 好 ま し く
は 調 整 可 能 な パ ラ メ ー タ は 、 各 細 胞 成 分 に つ い て モ デ ル 関 数 （ 例 え ば 、 ヒ ル 関 数 、 式 3）
と 各 摂 動 強 度 の 対 応 す る 実 験 デ ー タ と の 差 の 平 方 和 が 最 小 に な る よ う に 選 択 さ れ る 。 こ の
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好 適 パ ラ メ ー タ 調 整 法 は 、 最 小 二 乗 適 合 と し て 当 該 分 野 で 公 知 で あ る 。 他 の 可 能 な モ デ ル
関 数 は 、 例 え ば 種 々 の 既 知 の ク ラ ス の 多 項 式 に よ る 多 項 適 合 に 基 づ く 。 モ デ ル 適 合 と 生 物
学 的 応 答 の さ ら に 詳 細 な 説 明 は 、 Friendと Stoughtonの Methods of Determining Protein 
Activity Levels Using Gene Expression Profiles、 PCT公 報 WO99/59037（ こ れ 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 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
5.2. 遺 伝 子 を 標 的 化 す る 複 数 の 小 干 渉 性 RNAに 対 す る 共 通 の 応 答 を 同 定 す る 方 法
　 本 発 明 は 、 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ た 複 数 の 異 な る 小 干 渉 性 RN
Aに よ り 共 通 に サ イ レ ン シ ン グ さ れ 、 か つ 標 的 遺 伝 子 と は 異 な る １ つ 以 上 の 遺 伝 子 を 同 定
す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の １ つ 以 上 の 遺 伝 子 は ま た 、 「 非 標 的 」 ま た は 「 オ フ タ ー ゲ ッ ト
」 遺 伝 子 と 呼 ば れ る 。 本 発 明 に お い て 非 標 的 遺 伝 子 は 、 複 数 の siRNAに 対 す る 測 定 さ れ た
応 答 プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ い て 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
5.2.1. 小 干 渉 性 RNAの 応 答 プ ロ フ ァ イ ル
　 本 発 明 は 、 siRNAの 応 答 プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 で は 、 siRNA
に よ る 摂 動 に 付 さ れ た 細 胞 中 の 複 数 の 遺 伝 子 の mRNAレ ベ ル お よ び ／ ま た は コ ー ド さ れ る タ
ン パ ク 質 の レ ベ ル が 測 定 さ れ る 。 好 ま し く は siRNAの 応 答 プ ロ フ ァ イ ル は 、 細 胞 中 の siRNA
分 子 の 導 入 後 の 選 択 さ れ た 時 点 で 測 定 さ れ る 。 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 に お い て 、 siRNAに
対 す る 応 答 速 度 が 測 定 さ れ る 時 、 siRNA導 入 後 の 複 数 の 時 点 で 複 数 の 応 答 プ ロ フ ァ イ ル を
測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 siRNAに よ る 摂 動 に 付 さ れ た 細 胞 中 の mRNAレ ベ ル お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 の レ ベ ル は
、 当 該 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 細 胞 中 の す べ て
の 成 分 種 の か な り の 割 合 が 測 定 さ れ る 。 あ る 好 適 な 実 施 形 態 に お い て mRNAレ ベ ル は DNAマ
イ ク ロ ア レ イ を 使 用 し て 測 定 さ れ る 。 好 ま し く は 、 5よ り 大 き い 、 10よ り 大 き い 、 100よ り
大 き い 、 1000よ り 大 き い 、 10,000よ り 大 き い 、 25,000よ り 大 き い 、 50,000よ り 大 き い 、 ま
た は 100,000よ り 大 き い mRNA種 が 、 siRNAの 応 答 プ ロ フ ァ イ ル に つ い て 測 定 さ れ る 。 別 の 好
適 な 実 施 形 態 に お い て タ ン パ ク 質 レ ベ ル は 、 2Dゲ ル 電 気 泳 動 ま た は タ ン パ ク 質 ア レ イ に よ
り 測 定 さ れ る 。 好 ま し く は 5よ り 大 き い 、 10よ り 大 き い 、 100よ り 大 き い 、 1000よ り 大 き い
、 10,000よ り 大 き い 、 25,000よ り 大 き い 、 50,000よ り 大 き い 、 ま た は 100,000よ り 大 き い
タ ン パ ク 質 種 が 、 siRNAの 応 答 プ ロ フ ァ イ ル に つ い て 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 例 と し て 標 準 的 選 択 規 則 （ 例 え ば 、 Elbashirら 、 2002, Methods 26:199-213参 照 ） に 従
っ て 、 IGF1Rま た は MAPK14の コ ー ド 領 域 を 標 的 と す る 21ヌ ク レ オ チ ド の 2本 鎖 siRNAを 設 計
し た 。 IGF1Rを 標 的 と す る 全 部 で 16個 の siRNAと MAPK14を 標 的 と す る 8個 の siRNA（ 表 I） を
設 計 し た 。 こ れ ら の siRNAは 、 個 々 に HeLa細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 異 な る siRNAに
よ る 同 じ 標 的 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ に よ り 生 じ る 発 現 プ ロ フ ァ イ ル が 得 ら れ た 。 発 現 プ
ロ フ ァ イ ル は 、 21,000個 の ヒ ト 遺 伝 子 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る マ イ ク ロ
ア レ イ を 使 用 し て 測 定 さ れ た 、 約 21,000個 の ヒ ト 遺 伝 子 の 測 定 さ れ た 転 写 体 レ ベ ル を 含 有
し た 。 こ れ ら の siRNAの 測 定 さ れ た 応 答 プ ロ フ ァ イ ル の 一 部 を 図 1Aと 1Bに 示 す 。 MAPK14を
標 的 と す る 8個 の siRNA2本 鎖 の そ れ ぞ れ は 、 明 確 な 発 現 パ タ ー ン を 与 え た （ 図 1A） 。 同 様
に IGF1Rに 対 す る 16個 の siRNA2本 鎖 の そ れ ぞ れ は 、 ユ ニ ー ク な 発 現 パ タ ー ン を 与 え た （ 図 1
B） 。 3つ の 異 な る 独 立 し た 実 験 で 、 実 質 的 に 同 一 の 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン が 得 ら れ 、 特 定 の
siRNAか ら 生 じ る 遺 伝 子 制 御 が 再 現 性 あ る こ と を 証 明 し て い る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 同 じ 標
的 転 写 体 に 対 す る 異 な る siRNAが 、 少 数 の 共 通 の 遺 伝 子 制 御 を 誘 発 す る が 、 転 写 体 発 現 パ
タ ー ン の 大 部 分 は 標 的 特 異 的 で あ る と い う よ り siRNA特 異 的 で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 改 変 さ れ た 転 写 体 の 数 と 本 体 は 、 標 的 遺 伝 子 以 外 の 遺 伝 子 を 含 む 。 MAPK14 siRNA 2本 鎖
の す べ て が 標 的 を 有 効 に サ イ レ ン シ ン グ し 、 RNAと タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 80％ を 超 え る 低 下
を 示 し て い る が 、 各 siRNAは ま た 、 MAPK14以 外 の 異 な る 数 の 転 写 体 の 発 現 を 制 御 す る （ 図 1
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A） 。 16個 の IGF1R siRNAの う ち の 11個 は IGF1Rタ ン パ ク 質 レ ベ ル を 約 60～ 80％ 低 下 さ せ た
（ 図 1B） 。 2つ の IGF1R siRNAは IGF1Rタ ン パ ク 質 と RNAレ ベ ル を 再 現 性 よ く 上 昇 さ せ た 。 IG
F1R-4は IGF1Rの 発 現 を 80％ 低 下 さ せ る が 、 発 現 が 改 変 さ れ た 遺 伝 子 は IGF1R-5よ り 少 な く
、 標 的 の わ ず か に 30％ の サ イ レ ン シ ン グ を 引 き 起 こ し た の み で あ っ た 。 さ ら に ル シ フ ェ ラ
ー ゼ を 標 的 と す る siRNAは 、 ヒ ト ゲ ノ ム 中 に 相 同 的 標 的 が 無 い に も か か わ ら ず い く つ か の
遺 伝 子 の 発 現 を 再 現 性 よ く 制 御 し 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ siRNAに よ り 制 御 さ れ た 転 写 体 の 数 は
、 同 じ 対 照 に つ い て の 数 よ り 大 き か っ た 。 す な わ ち 発 現 プ ロ フ ァ イ ル か ら 、 遺 伝 子 制 御 の
観 察 さ れ た パ タ ー ン は 目 的 の 標 的 で は な く 、 サ イ レ ン シ ン グ に 利 用 さ れ た siRNA配 列 に 特
異 的 で あ る こ と が 証 明 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 従 っ て 本 発 明 は ま た 、 真 核 細 胞 に 対 す る siRNAの 作 用 を 測 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の
方 法 は 、 細 胞 へ の siRNA導 入 後 の １ つ 以 上 の 選 択 さ れ た 時 点 で 真 核 細 胞 の 発 現 プ ロ フ ァ イ
ル を 測 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
5.2.2. １ つ 以 上 の 小 干 渉 性 RNAの 共 通 の 応 答 パ タ ー ン を 同 定 す る 方 法
　 １ つ 以 上 の siRNAに 対 す る 細 胞 の 共 通 の 応 答 パ タ ー ン は 、 １ つ 以 上 の siRNAに 対 す る 細 胞
の 応 答 プ ロ フ ァ イ ル を 使 用 し て 同 定 す る こ と が で き る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 単 一 の si
RNAに よ り 共 通 に サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 遺 伝 子 は 、 siRNAの 応 答 プ ロ フ ァ イ ル 動 力 学 を 分 析
す る こ と に よ り 同 定 さ れ る 。 あ る 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 複 数 の 異 な る siRNAに よ り 共
通 に サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 遺 伝 子 は 、 複 数 の 異 な る siRNAの 複 数 の 応 答 プ ロ フ ァ イ ル を 分
析 す る こ と に よ り 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
5.2.2.1. 動 力 学 デ ー タ を 使 用 し て 小 干 渉 性 RNAに よ り 直 接 サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 遺 伝 子 を
同 定 す る 方 法
　 本 発 明 は 、 siRNAに よ り 直 接 サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 遺 伝 子 、 す な わ ち siRNAに よ り サ イ レ
ン シ ン グ さ れ る １ つ 以 上 の 他 の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る １ つ 以 上 の タ ン パ ク 質 の 喪 失 の
た め で は な く 、 siRNAの 直 接 の 作 用 の た め に そ の mRNAレ ベ ル が 変 化 す る 遺 伝 子 を 同 定 す る
方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ の siRNA濃 度 へ の 依 存 が 測 定 さ れ 分
析 さ れ る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝 子 （ 例 え ば 標 的 遺 伝 子 ま た は 非 標 的 遺 伝 子 ） の
mRNAレ ベ ル お よ び ／ ま た は コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 レ ベ ル が 、 siRNAの 複 数 の 異 な る 濃 度
で 測 定 さ れ る 。 次 に 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ の 濃 度 依 存 性 の 特 徴 が 、 非 標 的 遺 伝 子 と 標 的
遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ と の 間 で 比 較 さ れ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 濃 度 依 存 性 を 解 析 す
る た め に siRNA濃 度 に つ い て の 半 最 大 応 答 （ half-maximal response） が 使 用 さ れ る 。 あ る
実 施 形 態 に お い て 、 オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 制 御 と 目 的 の 標 的 の サ イ レ ン シ ン グ の 間 に 差 が
無 い 場 合 、 オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 制 御 が 単 に 高 siRNA濃 度 の ア ー チ フ ァ ク ト で は な い こ と
を 示 す 。 例 と し て MAPK14タ ン パ ク 質 と siRNA MAPK14-1に よ る RNAノ ッ ク ダ ウ ン の 濃 度 分 析
を 行 っ た 。 siRNA濃 度 を 1000倍 低 下 さ せ た 時 、 標 的 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ が 検 出 さ れ た が
、 オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 制 御 も ま た 検 出 さ れ た （ 図 2） 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の 多 く は 、 MAPK1
4と し て siRNA濃 度 に つ い て ほ と ん ど 同 一 の 半 最 大 応 答 を 示 す （ ～ 1nM） 。 目 的 の 標 的 の サ
イ レ ン シ ン グ か ら オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 制 御 を 力 価 測 定 す る こ と が で き な か っ た と い う 事
実 は 、 オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 制 御 が 単 に 高 siRNA濃 度 の ア ー チ フ ァ ク ト で は な い こ と を 示
す 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ の 動 力 学 が 測 定 さ れ 分 析 さ れ る
。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝 子 （ 例 え ば 標 的 遺 伝 子 ま た は 非 標 的 遺 伝 子 ） の mRNAレ ベ
ル お よ び ／ ま た は コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 レ ベ ル が 、 細 胞 へ の siRNAの 導 入 後 の 複 数 の 異
な る 時 点 で 測 定 さ れ る 。 次 に 遺 伝 子 の 転 写 体 レ ベ ル の 一 時 的 プ ロ フ ァ イ ル の 特 徴 を 使 用 し
て 、 遺 伝 子 が siRNAに よ り 直 接 に 、 ま た は 例 え ば siRNAに よ り サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 遺 伝 子
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に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 喪 失 の 結 果 と し て の 2次 的 作 用 を 介 し て サ イ レ ン シ ン グ
さ れ る か ど う か を 調 べ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 時 間 依 存 性 を 解 析 す る た め に 、 mRNAの
半 最 大 分 解 の 時 間 が 使 用 さ れ る 。 siRNAに サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ
る タ ン パ ク 質 の 寿 命 よ り 速 い 速 度 で 、 例 え ば タ ン パ ク 質 の 半 減 期 よ り 短 い 半 最 大 分 解 の 時
間 で 非 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る こ と は 、 遺 伝 子 が 標 的 タ ン パ ク 質 の 喪 失 に よ る よ
り 、 直 接 サ イ レ ン シ ン グ さ れ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 一 時 的 プ ロ フ ァ イ ル は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 任 意 の 標 準 的 方 法 を 使 用
し て 測 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 に お い て 、 細 胞 へ の siRNAの 送 達 後 の
複 数 の 異 な る 時 間 で 複 数 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が 測 定 さ れ る 。 こ の 実 施 形 態 に お い て 、 発
現 レ ベ ル は 最 も 好 ま し く は 、 0時 間 、 す な わ ち RNA導 入 直 後 か ら 、 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド
さ れ る タ ン パ ク 質 の 喪 失 に よ る 下 流 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル へ の 影 響 が 観 察 さ れ る の に 充 分
な 長 い 時 点 ま で の 範 囲 に わ た っ て 測 定 さ れ る 。 好 ま し く は 複 数 の 時 点 は 、 0時 間 か ら 標 的
遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が そ の 摂 動 の 無 い レ ベ ル の 約 50％ ま で 低 下 す る
時 点 ま で の 範 囲 に わ た る 時 点 を 含 む 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 複 数 の 時 間 は 、 標 的 遺 伝 子 に
よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が そ の 摂 動 の 無 い レ ベ ル の 約 10％ 、 20％ 、 30％ 、 40
％ 、 50％ ま で 低 下 す る 時 点 を 含 む 。 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が
そ の 摂 動 の 無 い レ ベ ル の 約 50％ ま で 低 下 す る 時 点 は 、 タ ン パ ク 質 の 「 半 減 期 」 と 呼 ば れ る
。 さ ら に 好 ま し く は 発 現 レ ベ ル は 、 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 半 減 期 の
約 2倍 長 い 時 間 で 測 定 さ れ る 。 例 え ば MAPK14タ ン パ ク 質 は 、 約 40時 間 の 半 減 期 を 有 す る 。
す な わ ち MAPK14が 標 的 遺 伝 子 で あ る 実 施 形 態 に お い て 、 代 表 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
時 間 は 、 約 0～ 40時 間 、 さ ら に 好 ま し く は 約 0～ 80時 間 で あ る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 標
的 タ ン パ ク 質 の 半 減 期 は 、 発 現 レ ベ ル の 測 定 と 同 時 に 測 定 さ れ る 。 例 え ば 発 現 プ ロ フ ァ イ
ル が 測 定 さ れ る 各 時 点 で 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 量 も ま た 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て 異 な る 時 点 で の 複 数 の 遺 伝 子 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル が 、 異 な る 同 一
の マ イ ク ロ ア レ イ 上 で 別 々 に 測 定 さ れ る 。 こ の 各 測 定 に つ い て 発 現 レ ベ ル が 測 定 さ れ る 時
点 で 、 短 時 間 、 好 ま し く は 室 温 で 、 高 ～ 中 程 度 の 塩 濃 度 （ 例 え ば 0.5～ 3M塩 濃 度 ） の 水 溶
液 中 で 、 す べ て の 結 合 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 保 持 し す べ て の 非 結
合 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 除 去 す る 条 件 下 で 、 マ イ ク ロ ア レ イ が 洗 浄 さ れ る 。 次 に 、 各 プ ロ ー
ブ 上 の 残 存 す る ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 上 の 検 出 可 能 な 標 識 物 が 、 使 用
さ れ る 具 体 的 な 標 識 法 に 適 し た 方 法 に よ り 測 定 さ れ る 。 次 に 、 得 ら れ る 発 現 レ ベ ル を 組 合
せ て 発 現 動 力 学 曲 線 を 生 成 す る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 発 現 レ ベ ル は 、 単 一 の マ イ ク ロ ア
レ イ を 使 用 し て リ ア ル タ イ ム で 測 定 さ れ る 。 こ の 実 施 形 態 に お い て マ イ ク ロ ア レ イ は 、 妨
害 無 し で サ ン プ ル に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ ら れ 、 マ イ ク ロ ア レ イ は 各 時 点 で 非 侵 襲 的 に 信 号
を 送 る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 １ つ の ア レ イ を 使 用 し 、 短 時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ
せ 、 洗 浄 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン レ ベ ル を 測 定 し 、 同 じ サ ン プ ル に 戻 り 、 別 の 期 間 ハ
イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 洗 浄 し 、 再 度 測 定 し て 発 現 動 力 学 曲 線 を 得 る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 例 と し て 、 一 時 的 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 測 定 し 解 析 し た 。 MAPK14タ ン パ ク 質 は 、 siRNA
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 に 約 40時 間 の 半 減 期 を 示 し た （ 図 3A） 。 こ れ に 対 し て MAPK14転 写
体 は 急 速 に 分 解 さ れ 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 11時 間 後 に 半 最 大 分 解 を 示 し た （ 図 3B） 。
発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ に よ り 、 MAPKタ ン パ ク 質 の 観 察 可 能 な 低 下 の 充 分 前 の 早 い 時 点 （ 6
～ 12時 間 ） で 複 数 の 非 標 的 遺 伝 子 の 遺 伝 子 制 御 が 観 察 さ れ た 。 さ ら に 分 析 す る と 、 発 現 シ
グ ナ チ ャ は 、 い く つ か の 一 時 的 な 明 確 な 転 写 体 群 に 分 類 で き た （ 図 3C） 。 第 1群 は 、 単 一
の 転 写 体 の 目 的 標 的 MAPK14を 含 有 し た 。 第 2群 は 、 MAPK14に 対 し て 同 様 の サ イ レ ン シ ン グ
動 力 学 （ マ イ ク ロ ア レ イ に よ り 測 定 す る と 半 最 大 分 解 は 7～ 13時 間 ） を 示 す 9つ の 転 写 体 を
含 有 し た 。 同 じ 群 の 転 写 体 は 、 別 の 実 験 で 迅 速 な 動 力 学 で ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ 、 こ れ
ら の 遺 伝 子 が siRNAに よ り 再 現 性 よ く サ イ レ ン シ ン グ さ れ る こ と を 証 明 し て い る 。 転 写 体
制 御 の 迅 速 な 速 度 は 、 こ れ ら が 直 接 の 転 写 体 分 解 イ ベ ン ト で あ る こ と を 示 唆 し た 。 こ れ は
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、 動 力 学 第 3群 と 第 4群 （ 半 最 大 分 解 は 約 40時 間 で 起 き 、 従 っ て 2次 遺 伝 子 発 現 変 化 で あ る
可 能 性 が あ る ） と は 反 対 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 従 っ て 本 発 明 は ま た 、 真 核 細 胞 に 対 す る siRNAの 作 用 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞 へ
の siRNAの 導 入 の 複 数 の 異 な る 時 間 に 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 の 転 写 体 レ ベ ル の 測 定 値 を 含 む
真 核 細 胞 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 し 、 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 を 該 測 定 さ れ た 転 写 体 レ ベ ル
の 動 力 学 的 挙 動 に 基 づ い て 異 な る 動 力 学 群 に 分 類 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方
法 は 、 siRNAに よ り 直 接 サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 遺 伝 子 と 、 直 接 サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 遺 伝
子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 喪 失 に よ り 影 響 を 受 け る 遺 伝 子 と を 区 別 す る の に 使 用
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ た siRNAの 応 答 プ ロ フ
ァ イ ル の 動 力 学 的 挙 動 に 基 づ い て 、 標 的 遺 伝 子 の 機 能 （ 標 的 遺 伝 子 に よ り 制 御 さ れ る 下 流
の 遺 伝 子 ） を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し く は siRNAは 、 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン
グ す る が １ つ 以 上 の 他 の 遺 伝 子 は サ イ レ ン シ ン グ し な い よ う に 設 計 さ れ る 。 あ る 実 施 形 態
に お い て 本 発 明 は 、 真 核 細 胞 中 の 第 1タ ン パ ク 質 に よ り 制 御 さ れ る が 第 2タ ン パ ク 質 に よ っ
て は 制 御 さ れ な い １ つ 以 上 の 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 (a)該 真 核 細 胞 中 に 、 (i)第
1タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 第 1遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 11～ 18ヌ ク レ オ チ ド の セ ン ス 鎖
ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は (ii)前 記 第 1遺 伝 子 の 転
写 体 配 列 と 同 一 の 9～ 18ヌ ク レ オ チ ド の 3'セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 み 、 か つ (iii)第 2タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 第 2遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一
の 11～ 18ヌ ク レ オ チ ド の セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 ま ず 、 か つ (iv)第 2遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 9～ 18ヌ ク レ オ チ ド の 3'セ ン ス 鎖 ま た
は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま な い siRNA分 子 を 導 入 し ； (b)前 記 siRN
Aの 導 入 の あ る 期 間 後 に 該 真 核 細 胞 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 し （ こ こ で 、 各 発 現 プ ロ フ
ァ イ ル は 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 の 測 定 さ れ た 転 写 体 レ ベ ル を 含 み 、 そ の 期 間 は 該 第 1タ ン パ
ク 質 の 寿 命 よ り 長 い ） ； そ し て (c)そ の 転 写 体 レ ベ ル が 、 前 記 siRNAに 付 さ れ て い な い 細 胞
中 の レ ベ ル か ら は 変 化 し て い る １ つ 以 上 の 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る
。
【 ０ ０ ９ １ 】
5.2.2.2. 共 通 の 応 答 パ タ ー ン を 同 定 す る 方 法
　 本 発 明 は 、 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 を 標 的 と す る 複 数 の siRNAに 対 す る 共 通 の 応 答 パ タ ー ン を
同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 複 数 の siRNAは 、 3、 5、 8、 10、 16、 50、 100、 1,000、 ま た は そ
れ 以 上 の siRNAを 含 む こ と が で き る 。 遺 伝 子 を 標 的 と す る 複 数 の siRNAの 応 答 プ ロ フ ァ イ ル
セ ッ ト の 測 定 さ れ た 発 現 レ ベ ル は 、 こ れ ら の siRNAに よ る 摂 動 に 応 答 し て 同 時 変 化 す る 傾
向 に 従 っ て 同 時 変 化 セ ッ ト に 分 類 す る こ と が で き る 。 こ う し て 同 定 さ れ る 遺 伝 子 の セ ッ ト
は 、 複 数 の siRNAに 対 す る 細 胞 の 共 通 応 答 で あ る 。 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は ま た 、 コ ー ド さ
れ る タ ン パ ク 質 の 量 を 分 析 し て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 あ る 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 共 通 の 応 答 は 、 細 胞 に siRNAま た は siRNAの 前 駆 体 （ 例 え ば
、 siRNAを コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド ） を 導 入 後 の 維 持 時 間 に 測 定 さ れ た 応 答 プ ロ フ ァ イ ル に
基 づ い て 測 定 さ れ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 共 通 の 応 答 は 、 早 い 時 点 で 測 定 さ れ た 応 答 プ
ロ フ ァ イ ル に 基 づ い て 測 定 さ れ る 。 早 い 時 点 は 、 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク
質 の レ ベ ル が 、 非 摂 動 レ ベ ル （ 例 え ば 、 siRNAに 付 さ れ て い な い 細 胞 中 の タ ン パ ク 質 の レ
ベ ル ） の 約 50％ ま で 低 下 し て い な い 時 点 を 意 味 す る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 共 通 の 応 答 は
、 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 、 非 摂 動 レ ベ ル の 約 10％ ま で 低 下
し て い な い 時 点 で 測 定 さ れ る 応 答 プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ い て 測 定 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 に お
い て 共 通 の 応 答 は 、 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 、 非 摂 動 レ ベ ル
の 約 20％ ま で 低 下 し て い な い 時 点 で 測 定 さ れ る 応 答 プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ い て 測 定 さ れ る 。
さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て 共 通 の 応 答 は 、 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の
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レ ベ ル が 、 非 摂 動 レ ベ ル の 約 30％ ま で 低 下 し て い な い 時 点 で 測 定 さ れ る 応 答 プ ロ フ ァ イ ル
に 基 づ い て 測 定 さ れ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て 共 通 の 応 答 は 、 標 的 遺 伝 子 に よ り コ
ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 、 非 摂 動 レ ベ ル の 約 40％ ま で 低 下 し て い な い 時 点 で 測 定
さ れ る 応 答 プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ い て 測 定 さ れ る 。 早 い 時 点 で siRNAに よ り 共 通 に サ イ レ ン
シ ン グ さ れ る 遺 伝 子 は 、 し ば し ば siRNAに よ り 直 接 サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 共 通 の 応 答 は 、 遅 い 時 点 で 測 定 さ れ た 応 答 プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ い
て 測 定 さ れ る 。 遅 い 時 点 は 、 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 、 非 摂
動 レ ベ ル の 少 な く と も 約 50％ ま で 低 下 す る 時 点 を 意 味 す る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 共 通 の
応 答 は 、 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 、 非 摂 動 レ ベ ル の 約 50％ ま
で 低 下 す る 時 点 で 測 定 さ れ る 応 答 プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ い て 測 定 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 に お
い て 共 通 の 応 答 は 、 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 、 非 摂 動 レ ベ ル
の 約 60％ ま で 低 下 す る 時 点 で 測 定 さ れ る 応 答 プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ い て 測 定 さ れ る 。 さ ら に
別 の 実 施 形 態 に お い て 共 通 の 応 答 は 、 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル
が 、 非 摂 動 レ ベ ル の 約 75％ ま で 低 下 す る 時 点 で 測 定 さ れ る 応 答 プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ い て 測
定 さ れ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て 共 通 の 応 答 は 、 標 的 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ
ン パ ク 質 の レ ベ ル が 、 非 摂 動 レ ベ ル の 約 90％ ま で 低 下 す る 時 点 で 測 定 さ れ る 応 答 プ ロ フ ァ
イ ル に 基 づ い て 測 定 さ れ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て 共 通 の 応 答 は 、 標 的 遺 伝 子 に よ
り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 、 非 摂 動 レ ベ ル の 約 50％ ま で 低 下 す る 時 点 の 2倍 長
い 時 点 で 測 定 さ れ る 応 答 プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ い て 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 同 時 変 動 セ ッ ト 中 の 測 定 さ れ た 発 現 レ ベ ル を 分 類 し 共 通 の 応 答 を 同 定 す る 方 法 は 、 当 該
分 野 で 公 知 で あ る 。 例 え ば US Patent No. 6,203,987お よ び 米 国 特 許 出 願 No. 09/220,142
（ い ず れ も 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 ） を 参 照 さ れ た い 。 好
ま し く は 本 発 明 の 同 時 変 動 セ ッ ト は 、 ク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム （ す な わ ち 「 ク ラ ス タ
リ ン グ 分 析 」 ） に よ り 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る ク ラ ス タ リ ン グ 法 お よ び ア ル ゴ リ ズ ム は 、 両 方 と も 「 階 層 制 」 ま た
は 「 固 定 数 の 群 」 の ア ル ゴ リ ズ ム を 含 む （ 例 え ば 、 S-Plus Guide to Statistical and Ma
thematical Analysis v.3.3, 195, MathSoft, Inc.: StatSci. Division, ワ シ ン ト ン 州
シ ア ト ル 、 を 参 照 ） 。 か か る ア ル ゴ リ ズ ム は 当 該 分 野 で 公 知 （ 例 え ば 、 Fukunaga, 1990, 
Statistical Pattern Recognition, 第 2版 、 サ ン ジ エ ゴ ； Academic Press; Everitt, 197
4, Cluster Analysis, ロ ン ド ン ； Heinemann Educ. Books; Hartigan, 1975, Clustering
 Algorithms, ニ ュ ー ヨ ー ク ； Wiley; Sneath and Sokal, 1973, Numerical Taxonomy, Fr
eeman; Anderberg, 1973, Cluster Analysis for Applications, New York; Academic Pr
ess参 照 ） で あ り 、 例 え ば 階 層 制 集 塊 性 ク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム 、 Hartiganの 「 k手 段
」 ア ル ゴ リ ズ ム 、 お よ び モ デ ル ベ ー ス の ク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム （ 例 え ば MathSoft, 
Inc.に よ る mclust） を 含 む 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 好 ま し く は 階 層 制 ク ラ ス タ リ ン グ 法
お よ び ／ ま た は ア ル ゴ リ ズ ム が 使 用 さ れ る 。 特 に 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 hclustル ー チ
ン ま た は ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 本 発 明 の ク ラ ス タ リ ン グ 分 析 が 行 わ れ る （ 例 え ば 、 ソ フ
ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ S-Plusか ら の 「 hclust」 ル ー チ ン 、 MathSoft, Inc.、 マ サ チ ュ ー セ ッ
ツ 州 ケ ン ブ リ ッ ジ 、 参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る ク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム は 、 遺 伝 子 発 現 測 定 値 を 含 む デ ー タ 表
の 上 で 機 能 す る 。 特 に 本 発 明 の ク ラ ス タ リ ン グ 法 に よ り 分 析 さ れ る デ ー タ 表 は 、 m× kア レ
イ ま た は マ ト リ ッ ク ス を 含 む （ こ こ で 、 mは 状 態 ま た は 摂 動 の 総 数 、 す な わ ち 異 な る siRNA
の 総 数 で あ り 、 kは 測 定 お よ び ／ ま た は 分 析 さ れ た 細 胞 成 分 （ 例 え ば 遺 伝 子 の 転 写 体 ） の
数 で あ る ） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム は か か る ア レ イ ま た は マ ト リ ッ ク ス を 分 析 し て 、 細 胞 成 分
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間 の 相 違 点 を 調 べ る 。 数 学 的 に は 、 細 胞 成 分 iと jの 差 は 「 距 離 」 I i j で あ る 。 例 え ば あ る
実 施 形 態 に お い て 、 ユ ー ク リ ッ ド 幾 何 学 的 距 離 は 、 以 下 の 式 に よ り 決 定 さ れ る
　
　
　
（ 式 中 、 v i

( n ) と v j
( n ) は そ れ ぞ れ 細 胞 成 分 iと jの 摂 動 nに 対 す る 応 答 で あ る ） 。 別 の 実 施

形 態 に お い て 、 上 記 式 4の ユ ー ク リ ッ ド 幾 何 学 的 距 離 は 平 方 さ れ て 、 細 胞 成 分 に 漸 進 的 に
重 み を 加 る と 、 こ れ ら は さ ら に 離 れ て い く 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 距 離 測 定 値 I i j は 以 下
の 式 に よ り 与 え ら れ る マ ン ハ ッ タ ン 距 離 （ Manhattan distance） で あ る
　
　
　
　
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 距 離 は 、 I i j ＝ 1－ r i j と し て 定 義 さ れ 、 こ こ で r i j は 、 応 答 ベ ク ト
ル ν i と ν j の 「 相 関 係 数 」 ま た は 標 準 化 「 ド ッ ト 積 」 で あ る 。 例 え ば r i j は 以 下 の 式 に よ
り 定 義 さ れ
　
　
　
　
こ こ で 、 ド ッ ト 積 ν i・ ν jは 以 下 の 式 で 定 義 さ れ
　
　
　
　
　
　
　
そ し て 、
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 距 離 尺 度 は チ ェ ビ チ ェ フ 距 離 （ Chebychev distance） 、
パ ワ ー 距 離 （ power distance） 、 お よ び パ ー セ ン ト 不 一 致 （ percent disagreement） で も
よ く 、 こ れ ら は す べ て 当 該 分 野 で 公 知 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 距 離 尺 度 は I i j ＝ 1－
r i j で あ り 、 相 関 係 数 は 応 答 ベ ク ト ル ν i と ν j の 加 重 ド ッ ト 積 を 含 む 。 特 に こ の 実 施 形 態
に お い て 、 r i j は 好 ま し く は 以 下 の 式 に よ り 定 義 さ れ る
　
　
　
　
　
　
　
こ こ で 、 Φ i

( n ) と Φ j
( n ) は 、 実 験 nで そ れ ぞ れ i番 目 と j番 目 の 細 胞 成 分 に 関 連 す る 標 準 誤

差 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 式 6と 8の 相 関 係 数 は 、 ＋ 1（ こ れ は 2つ の 応 答 が 完 全 に 相 関 し て お り 基 本 的 に 同 一 で あ る
こ と を 示 す ） と － 1（ こ れ は 、 2つ の 応 答 ベ ク ト ル が 「 反 相 関 」 し て お り 「 ア ン チ セ ン ス 」
（ す な わ ち 反 対 で あ る ） こ と を 示 す ） の 値 の 間 で 結 ば れ て い る 。 こ れ ら の 相 関 係 数 は 、 細
胞 成 分 セ ッ ト ま た は ク ラ ス タ ー が 同 じ 符 号 の 応 答 を 有 す る 成 分 で あ る と 考 え ら れ る 場 合 に
、 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
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　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 同 じ 生 物 学 的 応 答 ま た は 経 路 で 同 時 制 御 さ れ る か ま た は 含 ま れ
る が 同 様 の か つ 反 相 関 応 答 を 含 む 細 胞 成 分 セ ッ ト ま た は ク ラ ス タ ー を 、 同 定 す る こ と が 好
ま し い 。 か か る 実 施 形 態 に お い て 、 相 関 係 数 と し て 式 6ま た は 8の 絶 対 値 す な わ ち ｜ r i , j ｜
を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 同 時 制 御 お よ び ／ ま た は 同 時 摂 動 細 胞 成 分 の 関 係 は さ ら
に 複 雑 で あ り 、 例 え ば 複 数 の 生 物 学 的 経 路 （ 例 え ば シ グ ナ ル 伝 達 経 路 ） が 同 じ 細 胞 成 分 上
に 収 束 し て 異 な る 結 果 を 生 み 出 す 。 か か る 例 で は 、 符 号 に 無 関 係 に 同 時 摂 動 お よ び ／ ま た
は 同 時 制 御 細 胞 成 分 を 同 定 で き る 相 関 係 数 r i j ＝ r i j

（ c h a n g e ） を 使 用 す る こ と が 好 ま し い
。 式 9で 特 定 さ れ る 相 関 係 数 は か か る 例 で 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ２ 】
　 一 般 に 本 発 明 の 方 法 で 使 用 さ れ る ク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム は ま た 、 １ つ 以 上 の 結 合
規 則 を 使 用 し て 、 細 胞 成 分 を １ つ 以 上 の セ ッ ト ま た は 「 ク ラ ス タ ー 」 に 分 類 す る 。 例 え ば
単 一 結 合 ま た は 最 隣 接 法 （ nearest neighbor method） は 、 デ ー タ 表 中 の 2つ の 最 も 近 い 対
象 間 （ す な わ ち 、 2つ の 最 も 近 い 細 胞 成 分 間 ） の 距 離 を 決 定 す る 。 こ れ に 対 し て 、 完 全 結
合 法 は 、 異 な る ク ラ ス タ ー ま た は セ ッ ト 中 の 任 意 の 2つ の 対 象 （ す な わ ち 細 胞 成 分 ） の 間
の 最 大 の 距 離 を 決 定 す る 。 あ る い は 、 重 み 付 け を し な い 対 に な っ た 群 の 平 均 は 、 2つ の ク
ラ ス タ ー 中 の す べ て の 対 の 対 象 （ す な わ ち 細 胞 成 分 ） の 間 の 平 均 距 離 を 測 定 す る こ と に よ
り 、 2つ の ク ラ ス タ ー ま た は セ ッ ト の 間 の 「 距 離 」 を 評 価 す る 。 あ る い は 重 み 付 け を し た
対 に な っ た 群 の 平 均 は 、 2つ の ク ラ ス タ ー 中 の す べ て の 対 の 対 象 の 間 の 加 重 平 均 距 離 を 測
定 す る こ と に よ り 、 2つ の ク ラ ス タ ー ま た は セ ッ ト の 間 の 「 距 離 」 を 評 価 し 、 加 重 因 子 は
各 ク ラ ス タ ー の サ イ ズ に 比 例 す る 。 他 の 結 合 規 則 （ 例 え ば 重 み 付 け を し な い お よ び 重 み 付
け を し た 対 に な っ た 群 の 重 心 、 お よ び ウ ォ ー ド （ Ward） 法 ） も ま た 、 本 発 明 の い く つ か の
実 施 形 態 に 有 用 で あ る （ 例 え ば 、 Ward, 1963, J. Am. Stat. Assn 58:236； Hartigan, 19
75, Clustering Algorithms、 ニ ュ ー ヨ ー ク ； Wiley） 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 ク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム が 例 え ば 上 記 の よ う な 結 合 規 則 を 適 用 し て デ ー タ 表 か ら の
細 胞 成 分 を セ ッ ト ま た は ク ラ ス タ ー に い っ た ん 分 類 す る と 、 ク ラ ス タ リ ン グ 「 ツ リ ー 」 が
作 成 さ れ て 、 こ う し て 決 定 さ れ た 細 胞 成 分 の ク ラ ス タ ー を 例 示 す る 。 図 1Aと 1Bで は 、 図 に
示 し た 応 答 プ ロ フ ァ イ ル デ ー タ の 分 析 に つ い て hclustク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム に よ り
作 成 し た ク ラ ス タ リ ン グ ツ リ ー を 、 応 答 プ ロ フ ァ イ ル デ ー タ 表 示 の 上 に 示 す 。 測 定 さ れ た
応 答 デ ー タ ｛ ν i(n)｝ は 、 各 異 な る 実 験 nを 含 む 対 の 条 件 （ す な わ ち 、 siRNA摂 動 と 摂 動 無
し ） 中 の 各 転 写 体 i量 の 間 の 比 の 底 10の 対 数 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 細 胞 成 分 は 、 上 記 方 法 に よ り 得 ら れ た か ま た は 提 供 さ れ た 細 胞 成 分 セ ッ ト ま た は ク ラ ス
タ ー に 従 っ て 再 ア ラ イ ン メ ン ト さ れ 、 視 覚 的 に 表 示 さ れ る 。 分 析 的 に は 、 か か る 再 ア ラ イ
ン メ ン ト は 、 特 定 の 摂 動 応 答 プ ロ フ ァ イ ル の よ う な 特 定 の 元 々 の 生 物 学 的 応 答 プ ロ フ ァ イ
ル 、 ν ( n ) ＝ ｛ ν i

( n ) ｝ を 、 再 ア ラ イ ン メ ン ト 精 製 ｛ ν A ( i )
( n ) ｝ （ こ こ で iは 細 胞 成 分 指

数 で あ る ） に 変 換 す る こ と に 対 応 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 図 1Aと 1Bは 、 細 胞 成 分 の か か る 再 ア ラ イ ン メ ン ト 測 定 値 を 示 す 。 特 に 図 1Aは 、 9つ の 異
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な る 実 験 で 測 定 さ れ た 複 数 の 遺 伝 子 転 写 体 （ す な わ ち 、 細 胞 成 分 ； 横 軸 ） を 示 し 、 そ の う
ち 8つ は MAPK14遺 伝 子 を 標 的 と す る 異 な る siRNAに 暴 露 し 、 １ つ は ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 標 的 と
す る siRNAに 暴 露 し た （ す な わ ち 、 摂 動 応 答 プ ロ フ ァ イ ル 、 縦 軸 ） 。 図 1Bは 、 17の 異 な る
実 験 で 測 定 さ れ た 複 数 の 遺 伝 子 転 写 体 を 示 し 、 そ の う ち 16は IGF1R遺 伝 子 を 標 的 と す る 異
な る siRNAに 暴 露 し 、 １ つ は ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 標 的 と す る siRNAに 暴 露 し た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 siRNA群 の メ ン バ ー に よ り 活 性 化 （ ま た は 脱 活 性 化 ） さ れ た
細 胞 成 分 は 、 定 性 的 ま た は 定 量 的 方 法 に よ り 同 定 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て 細 胞 成 分 は 、 複 数 の 摂 動 に つ い て 応 答 プ ロ フ ァ イ ル デ ー タ を 視 覚
的 に 検 査 す る こ と に よ り 同 定 さ れ る 。 好 ま し く は か か る デ ー タ は 、 例 え ば 上 記 方 法 に 従 っ
て 再 ア ラ イ ン メ ン ト さ れ 、 そ の 結 果 同 時 変 動 細 胞 成 分 お よ び 同 様 の 応 答 プ ロ フ ァ イ ル が よ
り 容 易 に 同 定 さ れ る 。 例 え ば 図 1Aは 、 複 数 の 実 験 で 測 定 し た 複 数 の 遺 伝 子 転 写 体 （ 横 軸 ）
（ す な わ ち 応 答 プ ロ フ ァ イ ル ） を 示 し 、 こ こ で HeLa細 胞 は 、 横 軸 に 示 す よ う に 、 MAPK14遺
伝 子 と 標 的 と す る siRNAと ル シ フ ェ ラ ー ゼ に 暴 露 し た 。 同 時 変 動 細 胞 成 分 （ す な わ ち 遺 伝
子 セ ッ ト ） が 容 易 に 見 え る よ う に 、 細 胞 成 分 を 分 類 し 再 ア ラ イ ン メ ン ト し た 。 図 1Aの 視 覚
的 検 査 は 、 表 示 の 左 側 の 行 に 対 応 す る 遺 伝 子 の 発 現 が 、 す べ て ま た は 多 数 の 異 な る siRNA
実 験 で 低 下 し て い る こ と を 証 明 す る 。 こ れ に 対 し て 、 表 示 の 右 側 の 行 に 対 応 す る 遺 伝 子 の
発 現 は 、 上 昇 を 含 む 多 様 な 応 答 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 よ り 定 量 的 な 実 施 形 態 に お い て 、 好 ま し く は 例 え ば 応 答 プ ロ フ ァ イ ル 中 の 個 々 の 応 答 強
度 を 閾 値 で 区 切 る こ と に よ り 、 遺 伝 子 の 交 点 が 同 定 さ れ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 応 答 強
度 は 、 摂 動 サ ン プ ル と 非 摂 動 サ ン プ ル の 比 で あ り 、 閾 値 は 、 発 現 レ ベ ル の 2、 4ま た は 10倍
の 低 下 と し て 設 定 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 １ つ 以 上 の プ ロ フ ァ イ ル 中 の 遺 伝 子 の 応 7B54の 統 計 的 有 意 性
も 測 定 さ れ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 遺 伝 子 の 測 定 さ れ た 応 答 は 、 Weng、 米 国 特 許 出 願 No
. 10/349,364（ 2003年 1月 22日 出 願 ） お よ び Weng、 米 国 特 許 出 願 No. 10/354,664（ 2003年 1
月 30日 出 願 ） （ そ れ ぞ れ が 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 の よ う な 変 換 に よ り 変 換 さ れ る 。 次 に 、 変 換 さ れ た 応 答 に 基 づ い て 、 応 答 の 統 計 的 有 意
性 が 決 定 さ れ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 統 計 的 有 意 性 は 、 p値 に よ り 特 徴 付 け ら れ 、 変 換
さ れ た 応 答 の 摂 動 が ラ ン ダ ム な 誤 差 に 由 来 す る 確 率 を 示 す 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 そ
の 応 答 が あ る 閾 値 レ ベ ル よ り 小 さ い p値 で あ る 閾 値 レ ベ ル よ り 上 の 倍 数 変 化 を 有 す る 遺 伝
子 は 、 有 意 に 制 御 さ れ た 遺 伝 子 と し て 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝 子 の 応 答 の 統 計 的 有 意 性 は 、 パ ー セ ン タ イ ル ラ ン ク に よ り
特 徴 付 け ら れ る （ 例 え ば 、 US Patent No. 6,351,712参 照 、 こ れ は 参 照 す る こ と に よ り 本
明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 目 的 の 遺 伝 子 が プ ロ フ ァ イ ル の ア ッ プ
レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 上 位 1％ 中 に 存 在 す る な ら 、 プ ロ フ ァ
イ ル 中 の そ の 遺 伝 子 の パ ー セ ン タ イ ル ラ ン ク は 、 p値 ＝ 0.01と し て 表 さ れ る 。 kプ ロ フ ァ イ
ル 中 の 遺 伝 子 の パ ー セ ン タ イ ル ラ ン ク は 以 下 の 式 に よ り 与 え ら れ る
　
　
　
　
こ こ で 、 p i は i番 目 の プ ロ フ ァ イ ル 中 の 遺 伝 子 の p値 で あ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 １ つ
以 上 の プ ロ フ ァ イ ル 中 の そ の p値 が 閾 値 よ り 小 さ い 遺 伝 子 が 同 定 さ れ る 。 好 適 な 実 施 形 態
に お い て 、 そ の p値 が 応 答 プ ロ フ ァ イ ル の 少 な く と も 50％ 、 70％ 、 ま た は 90％ で 0.01未 満
で あ る 遺 伝 子 は 、 共 通 に 制 御 さ れ た 遺 伝 子 と し て 同 定 さ れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
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5.2.3. 表 現 型 の 原 因 で あ る 候 補 遺 伝 子 の 測 定 法
　 本 発 明 は 、 真 核 細 胞 の 表 現 型 特 徴 の 原 因 で あ る １ つ 以 上 の 候 補 遺 伝 子 の 測 定 法 を 提 供 す
る 。 こ の 方 法 は 、 細 胞 中 の 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ た １ つ 以 上 の
siRNAに よ り 共 通 に サ イ レ ン シ ン グ さ れ る １ つ 以 上 の 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と 、 お よ び １ つ
以 上 の siRNAの 摂 動 に 関 連 す る 表 現 型 特 徴 に 遺 伝 子 を 関 連 さ せ る こ と と を 含 む 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ た siRNAが 細
胞 中 に 導 入 さ れ る 。 siRNAの 導 入 に 関 連 す る 表 現 型 特 徴 が 同 定 さ れ る 。 siRNAの 導 入 後 の 複
数 の 時 点 で の 細 胞 中 の siRNAの 応 答 プ ロ フ ァ イ ル が 測 定 さ れ る 。 siRNAに よ り 直 接 サ イ レ ン
シ ン グ さ れ る １ つ 以 上 の 非 標 的 遺 伝 子 が 、 セ ク シ ョ ン 5.2.2.1に 記 載 の 方 法 を 使 用 し て 動
力 学 に 基 づ い て 同 定 さ れ る 。 １ つ 以 上 の 非 標 的 遺 伝 子 は 標 的 遺 伝 子 と と も に 、 表 現 型 特 徴
の 原 因 で あ る 候 補 遺 伝 子 と し て 同 定 さ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ た 複 数 の 異 な る
siRNAが 、 あ る 細 胞 タ イ プ の 細 胞 に 別 々 に 導 入 さ れ る 。 siRNAの 導 入 に 共 通 に 関 連 す る 表 現
型 特 徴 が 同 定 さ れ る 。 siRNAの そ れ ぞ れ の 各 プ ロ フ ァ イ ル を 含 む 応 答 プ ロ フ ァ イ ル が 測 定
さ れ る 。 複 数 の siRNAに よ り 共 通 に サ イ レ ン シ ン グ さ れ る １ つ 以 上 の 遺 伝 子 （ 標 的 遺 伝 子
と 非 標 的 遺 伝 子 の 両 方 ） が 、 セ ク シ ョ ン 5.2.2.2に 記 載 の 方 法 を 使 用 し て 同 定 さ れ る 。 表
現 型 特 徴 の 原 因 で あ る 候 補 遺 伝 子 と し て 、 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 が 同 定 さ れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ た 複 数 の 異 な
る siRNAが 、 あ る 細 胞 タ イ プ の 細 胞 に 一 緒 に 導 入 さ れ る 。 siRNAの 導 入 に 共 通 に 関 連 す る 表
現 型 特 徴 が 同 定 さ れ る 。 複 数 の siRNAの 応 答 プ ロ フ ァ イ ル が 測 定 さ れ る 。 標 的 遺 伝 子 は 、
表 現 型 特 徴 の 原 因 で あ る 候 補 遺 伝 子 と し て 同 定 さ れ る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 複 数 の 異
な る siRNAは 、 3、 5、 9、 12、 15、 20、 50ま た は 100個 の 異 な る siRNAを 含 む 。 好 ま し く は 複
数 の siRNAの 総 濃 度 は 、 目 的 の 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る の に 最 適 な 濃 度 で あ る 。
最 適 濃 度 は 、 そ れ 以 上 濃 度 を 上 げ て も サ イ レ ン シ ン グ の レ ベ ル が 実 質 的 に 上 昇 し な い 濃 度
で あ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 最 適 濃 度 は 、 そ れ 以 上 濃 度 を 上 げ て も サ イ レ ン シ ン グ の レ
ベ ル が 5％ 、 10％ 、 ま た は 20％ よ り 大 き く 上 昇 し な い 濃 度 で あ る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い
て 、 複 数 の siRNAが 30％ 、 20％ 、 10％ 、 ま た は 5％ 、 1％ 、 0.1％ 、 ま た は 0.01％ 未 満 の オ フ
タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ し か 引 き 起 こ さ な い よ う に 、 複 数 の 組 成 （ 複 数 中 の 異
な る siRNAの 数 と 各 異 な る siRNAの 濃 度 を 含 む ） が 選 択 さ れ る 。 別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い
て 複 数 の 異 な る siRNAは 各 siRNAを 等 し い 比 率 で 含 む 。 さ ら に 別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て
複 数 の 異 な る siRNAは 、 各 siRNAを 互 い に 5％ 、 10％ 、 20％ ま た は 50％ 未 満 し か 異 な ら な い
よ う に 含 む 。 さ ら に 別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 複 数 の 異 な る siRNA中 の ど の siRNAも 、
そ の 複 数 中 の 総 siRNA濃 度 の 90％ 、 80％ 、 70％ 、 50％ 、 ま た は 20％ 以 上 を 構 成 し な い 。 別
の 実 施 形 態 に お い て 複 数 中 の 各 siRNAは 、 個 々 に 使 用 さ れ る 時 の 濃 度 よ り 低 い 濃 度 を 有 す
る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 複 数 の 異 な る 各 siRNAは 、 他 の siRNAの 非 存 在 下 ま た は 遺 伝 子
を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ た 他 の siRNAの 非 存 在 下 で 使 用 さ れ る 時 、 少 な く と
も 30％ 、 50％ 、 75％ 、 80％ 、 85％ 、 90％ 、 ま た は 95％ の サ イ レ ン シ ン グ を 達 成 す る の に 有
効 な siRNAの 濃 度 よ り 低 い 濃 度 を 有 す る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 複 数 の 異 な る 各 siRNAは
、 他 の siRNAの 非 存 在 下 ま た は 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ た 他 の siRNAの
非 存 在 下 で 使 用 さ れ る 時 、 遺 伝 子 の 30％ 、 20％ 、 10％ 、 ま た は 5％ 未 満 の サ イ レ ン シ ン グ
し か 引 き 起 こ さ な い 濃 度 を 有 す る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 複 数 の siRNAが 標 的 遺 伝 子
の 少 な く と も 80％ ま た は 90％ の サ イ レ ン シ ン グ を 引 き 起 こ し て も 、 各 siRNAは 単 独 で 使 用
さ れ る と 標 的 遺 伝 子 の 30％ 、 20％ 、 10％ 、 ま た は 5％ 未 満 の サ イ レ ン シ ン グ し か 引 き 起 こ
さ な い 濃 度 を 有 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
5.2.4. 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に お い て 鎖 の 優 先 を 測 定 す る 方 法 。
【 ０ １ １ ６ 】
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　 本 発 明 は 、 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に お け る 遺 伝 子 の 優 先 、 す な わ ち ど の 遺 伝 子 が よ り 活
性 で あ る か を 測 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 siRNAに よ り ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ
る 複 数 の 遺 伝 子 （ 例 え ば プ ロ フ ァ イ リ ン グ に よ り 同 定 さ れ る ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ た シ
グ ナ チ ャ 遺 伝 子 ） の 転 写 体 配 列 と の 、 siRNAの セ ン ス 鎖 対 ア ン チ セ ン ス 鎖 の ア ラ イ ン メ ン
ト を 比 較 す る こ と を 含 む （ セ ク シ ョ ン 5.2を 参 照 ） 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 複 数 の 遺 伝 子
は 、 siRNAに よ り 直 接 サ イ レ ン シ ン グ さ れ る オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 で あ る 。 か か る オ フ タ
ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 は 、 例 え ば サ イ レ ン シ ン グ 速 度 を 調 べ る こ と に よ り 同 定 す る こ と が で き る
（ セ ク シ ョ ン 5.2） 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 複 数 の 遺 伝 子 は 、 あ る 時 点 で 測 定 す る と 転 写
体 レ ベ ル が siRNAに よ り ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 遺 伝 子 を 含 む 。 す な わ ち こ の 実 施 形 態
に お け る 、 複 数 の 遺 伝 子 は 直 接 サ イ レ ン シ ン グ さ れ た オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 と 、 お よ び si
RNAに よ り サ イ レ ン シ ン グ さ れ る １ つ 以 上 の 他 の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る １ つ 以 上 の タ
ン パ ク 質 の 喪 失 の 結 果 と し て そ の 転 写 体 レ ベ ル が 低 下 す る 遺 伝 子 と を 含 ん で よ い 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 と 同 一 の ア ラ イ ン メ ン ト が 含 ま
れ る 。 本 発 明 者 は 、 そ の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 速 度 を 調 べ た siRNAに つ い て 、 セ ン ス 鎖
と ア ン チ セ ン ス 鎖 の 両 方 と の ア ラ イ ン メ ン ト が 観 察 さ れ る こ と を 発 見 し た （ 例 え ば 、 実 施
例 6.3参 照 、 後 述 ） 。 こ れ ら の 協 調 し て ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る オ フ タ ー ゲ ッ ト シ グ ナ
チ ャ 遺 伝 子 は 、 2つ の 方 法 で こ れ ら を 制 御 す る siRNAを ア ラ イ ン メ ン ト す る こ と が わ か っ た
： (1)同 一 の 中 央 連 続 区 間 ： す べ て オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 と 同 一 の siRNA2本 鎖 の 中 央 部 分
の 11以 上 の 塩 基 ； ま た は (2)同 一 の 3'ベ ー ス の 連 続 区 間 ： す べ て オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 と
同 一 の siRNA2本 鎖 の 3'末 端 の 3塩 基 内 で 終 止 す る 8以 上 の 塩 基 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ア ラ イ ン メ ン ト が セ ン ス 鎖 と 同 じ siRNAに つ い て は 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 が オ ン タ ー ゲ ッ ト
制 御 と オ フ タ ー ゲ ッ ト 制 御 と の 両 方 を 引 き 起 こ し て お り ； ア ラ イ ン メ ン ト が ア ン チ セ ン ス
鎖 と 同 じ siRNAに つ い て は 、 セ ン ス 鎖 が ア ン チ セ ン ス 鎖 の 活 性 以 外 に オ フ タ ー ゲ ッ ト 制 御
を 引 き 起 こ し て い る と 推 測 さ れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 単 一 時 点 の シ グ ナ チ ャ は 、 １ つ の siRNA鎖 対 他 の siRNA鎖 と の ア
ラ イ ン メ ン ト の よ り 大 き な 程 度 に つ い て 、 す べ て の シ グ ナ チ ャ 遺 伝 子 の す べ て ま た は 一 部
（ す な わ ち 、 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 遺 伝 子 ） を 投 票 （ polling） す る こ と に よ り 評 価
さ れ る （ 「 投 票 法 （ polling method） 」 ） 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て シ グ ナ チ ャ 遺 伝 子 配
列 は 、 siRNAの 両 方 の 鎖 と ア ラ イ ン メ ン ト さ れ る 。 各 鎖 と の ア ラ イ ン メ ン ト は 、 最 も 長 い
連 続 的 同 一 区 間 に つ い て 調 べ ら れ る 。 こ れ ら の 同 一 区 間 の 長 さ が 比 較 さ れ る 。 遺 伝 子 は 、
よ り 長 い 連 続 的 同 一 区 間 を 有 す る 鎖 に 投 票 し た と 見 な さ れ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 投 票
は 、 2つ の 同 一 性 の 区 間 の 短 い 方 よ り 過 剰 の 2つ の 同 一 性 の 区 間 の 長 い 方 の 塩 基 の 数 に よ り
重 み 付 け さ れ る 。 す な わ ち 、 配 列 同 一 性 の 2つ の 区 間 の 長 さ の よ り 大 き な 差 を 有 す る siRNA
が 、 よ り 多 く の 票 （ vote） Sに 寄 与 す る 。 例 え ば 、 １ つ の 鎖 に 15塩 基 の 同 一 性 区 間 を 有 し
別 の 鎖 に 5塩 基 の 同 一 性 区 間 を 有 す る siRNAは 、 １ つ の 鎖 に 8塩 基 の 同 一 性 区 間 を 有 し 別 の
鎖 に 7塩 基 の 同 一 性 区 間 を 有 す る siRNAよ り 、 大 き く 重 み 付 け を さ れ る 。 従 っ て 票 は 、 あ る
鎖 の 過 剰 の 連 続 的 同 一 性 区 間 で あ る 。 総 票 数 は 、 そ れ が 優 勢 で あ っ た す べ て の 遺 伝 子 中 の
勝 者 の 鎖 の 連 続 的 同 一 性 の 総 過 剰 長 さ で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て siRNAの 鎖 と の ア ラ イ ン メ ン ト の 程 度 の バ ッ ク グ ラ ン ド （ バ ッ ク
グ ラ ン ド 鎖 優 先 ） は 、 siRNAの 両 方 の 鎖 と 遺 伝 子 （ す な わ ち 、 siRNAに つ い て そ の 転 写 体 レ
ベ ル が 調 べ ら れ た す べ て の 遺 伝 子 ） の よ り 大 き い セ ッ ト と の ア ラ イ ン メ ン ト を 調 べ る こ と
に よ り 測 定 さ れ る 。 バ ッ ク グ ラ ン ド 鎖 の 優 先 は 、 上 記 し た よ う に 鎖 に 投 票 さ せ て 、 siRNA
の 各 鎖 に つ い て 遺 伝 子 当 た り の 平 均 過 剰 重 み を 計 算 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。 好 適 な 実
施 形 態 に お い て 転 写 体 レ ベ ル は 、 DNAマ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 し て 測 定 さ れ る 。 か か る 実 施
形 態 に お い て 、 測 定 し た す べ て の 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 siRNAプ ロ フ ァ イ ル に 含 ま れ る す べ て
の 遺 伝 子 ） を 使 用 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 siRNAの 応 答 プ ロ フ ァ イ ル に つ い て 5よ
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り 大 き い 、 10よ り 大 き い 、 100よ り 大 き い 、 1000よ り 大 き い 、 10,000よ り 大 き い 、 25,000
よ り 大 き い 、 50,000よ り 大 き い 、 ま た は 100,000よ り 大 き い 転 写 体 レ ベ ル が 測 定 さ れ 、 使
用 さ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 目 的 の 標 的 遺 伝 子 と 同 じ 動 力 学 で siRNAに よ り ダ ウ ン レ ギ ュ レ
ー ト さ れ る 複 数 の 遺 伝 子 を 調 べ る こ と に よ り 、 siRNAの 鎖 の 優 先 を 評 価 し 測 定 す る た め に
投 票 法 が 使 用 さ れ る 。 か か る 遺 伝 子 は 、 セ ク シ ョ ン 5.2に 記 載 の よ う に 同 定 さ れ る 。 鎖 優
先 は 、 １ つ の siRNA鎖 対 他 の siRNA鎖 と の ア ラ イ ン メ ン ト の よ り 大 き な 程 度 に つ い て 、 か か
る シ グ ナ チ ャ 遺 伝 子 を 投 票 す る こ と に よ り 評 価 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 目 的 の 標 的 遺 伝 子 と 同 じ 動 力 学 で ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト し た 遺 伝
子 と の siRNAの ア ラ イ ン メ ン ト か ら 開 発 さ れ た 3'偏 り モ デ ル （ 3'偏 り モ デ ル ） と の シ グ ナ
チ ャ 遺 伝 子 の ア ラ イ ン メ ン ト の 比 較 に よ り 、 単 一 時 点 の シ グ ナ チ ャ が 評 価 さ れ る （ セ ク シ
ョ ン 5.2参 照 ） 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 シ グ ナ チ ャ 遺 伝 子 は 分 析 さ れ て 、 オ フ タ ー ゲ ッ
ト 遺 伝 子 ア ラ イ ン メ ン ト の 3'偏 り モ デ ル （ す な わ ち 、 オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 と す べ て 同 一
の siRNA2本 鎖 の 3'末 端 の 3塩 基 内 で 終 止 す る 8つ 以 上 の 塩 基 の 3'ベ ー ス の 連 続 的 同 一 区 間 ）
に 一 致 す る 割 合 を 調 べ る 。 シ グ ナ チ ャ 遺 伝 子 配 列 は 、 siRNAの 両 方 の 鎖 と ア ラ イ ン メ ン ト
さ れ る 。 各 鎖 と の ア ラ イ ン メ ン ト が 、 連 続 的 同 一 区 間 に つ い て 調 べ ら れ る 。 ア ラ イ ン メ ン
ト は 、 も し a)少 な く と も 7つ の 連 続 的 同 一 区 間 を 有 す る な ら ； お よ び b)特 定 の 鎖 の 3'末 端
の 3塩 基 以 内 で 終 止 す る な ら 、 印 が 付 け ら れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 セ ン ス 鎖 と の 同 一 性 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 と の 同 一 性 を 有 す る
上 記 基 準 a)と b)を 満 足 す る ア ラ イ ン メ ン ト の 印 は 、 以 下 の 式 の SLRス コ ア を 計 算 す る こ と
に よ り 比 較 さ れ る
　 SLR＝ log（ セ ン ス 同 一 印 ／ ア ン チ セ ン ス 同 一 印 ） 　 　 　 　 　 　 (11)
　 SLRの 有 意 性 は 、 そ の 転 写 体 レ ベ ル が siRNAに つ い て 測 定 さ れ る す べ て の 遺 伝 子 に つ い て
セ ン ス 同 一 印 と ア ン チ セ ン ス 同 一 印 を 有 す る シ グ ナ チ ャ に つ い て 、 セ ン ス 同 一 印 と ア ン チ
セ ン ス 同 一 印 を 比 較 す る こ と に よ り 評 価 さ れ る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 転 写 体 レ ベ ル
は DNAマ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 し て 測 定 さ れ る 。 か か る 実 施 形 態 に お い て は 、 測 定 さ れ る す
べ て の 遺 伝 子 （ 例 え ば siRNAプ ロ フ ァ イ ル 中 に 含 ま れ る す べ て の 遺 伝 子 ） を 使 用 す る こ と
が で き る 。 好 ま し く は 、 siRNAの 応 答 プ ロ フ ァ イ ル に つ い て 5よ り 大 き い 、 10よ り 大 き い 、
100よ り 大 き い 、 1000よ り 大 き い 、 10,000よ り 大 き い 、 25,000よ り 大 き い 、 50,000よ り 大
き い 、 ま た は 100,000よ り 大 き い 転 写 体 レ ベ ル が 測 定 さ れ 、 使 用 さ れ る 。 あ る 実 施 形 態 に
お い て 有 意 性 は 以 下 の 式 に 従 っ て 超 幾 何 分 布 か ら 計 算 さ れ る
　
　
　
　
　
　
こ こ で
　 x、 サ ン プ ル － 選 択 ＝ １ つ の 鎖 の シ グ ナ チ ャ 印
　 n、 サ ン プ ル － 合 計 ＝ 両 方 の 鎖 の シ グ ナ チ ャ 印
　 M、 親 － 選 択 ＝ 同 じ 鎖 の チ ッ プ 印
　 N、 親 － 合 計 ＝ 両 方 の 鎖 の チ ッ プ 印
　 超 幾 何 分 布 は 対 称 で は な い た め 、 セ ン ス 鎖 と ア ン チ セ ン ス 鎖 選 択 超 幾 何 分 布 の 両 方 の テ
イ ル が 使 用 さ れ る 。 セ ン ス 同 一 過 剰 に 対 応 す る 2つ の テ イ ル を 平 均 し て 過 剰 セ ン ス 同 一 性
の p値 が 得 ら れ 、 ア ン チ セ ン ス 同 一 過 剰 に 対 応 す る 両 方 の テ イ ル を 平 均 し て 過 剰 ア ン チ セ
ン ス 同 一 性 の p値 が 得 ら れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
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　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 目 的 の 標 的 遺 伝 子 と 同 じ 動 力 学 で ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 複
数 の 遺 伝 子 を 調 べ る こ と に よ り 、 siRNAの 鎖 の 優 先 を 評 価 し 測 定 す る た め に 3'偏 り モ デ ル
が 使 用 さ れ る 。 か か る 遺 伝 子 は 、 セ ク シ ョ ン 5.2に 記 載 の よ う に 同 定 さ れ る 。 鎖 優 先 は 、
１ つ の siRNA鎖 対 他 の siRNA鎖 と の ア ラ イ ン メ ン ト に つ い て か か る シ グ ナ チ ャ 遺 伝 子 を 印 付
け す る こ と に よ り 評 価 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 特 に 投 票 法 は 、 12時 間 、 24時 間 、 お よ び 48時 間 シ グ ナ チ ャ （ 実 施 例 3参 照 、 後 述 ） の 分
析 に 有 効 で あ る こ と が わ か っ た 。 24時 間 シ グ ナ チ ャ が 一 般 に 最 も 有 意 な 結 果 を 与 え た 。 実
際 、 siRNAの 鎖 優 先 性 の 測 定 に つ い て の シ グ ナ チ ャ の か な り の 割 合 ま た は シ グ ナ チ ャ 全 体
の 有 用 性 は 、 細 胞 中 の 遺 伝 子 発 現 に 対 す る siRNAの 直 接 作 用 が シ グ ナ チ ャ 遺 伝 子 の か な り
の 割 合 に よ り 示 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 両 方 法 は 、 約 35～ 40％ の 12時 間 IGF1R-73シ
グ ナ チ ャ が 鎖 の 偏 り の 推 定 に 関 連 と 推 定 す る （ す な わ ち 約 12時 間 ） 。 35～ 40％ の 24時 間 IG
F1R-73シ グ ナ チ ャ も ま た 関 連 す る （ す な わ ち 約 80遺 伝 子 ） 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 siRNAの 位 置 特 異 的 塩 基 組 成 に 基 づ い て siRNAの
鎖 優 先 性 お よ び ／ ま た は 有 効 性 お よ び 特 異 性 を 予 測 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 者 は 、 そ
の 塩 基 組 成 PSSMス コ ア （ 2003年 10月 27日 出 願 の 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/515,223号 、 Jackson
ら 、 こ れ 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 ） が そ の 逆 相 補 体 の 塩
基 組 成 PSSM（ G/C PSSM） ス コ ア よ り 大 き い siRNAが 、 そ の セ ン ス 鎖 よ り 活 性 の 高 い ア ン チ
セ ン ス 鎖 を 有 す る と 予 測 さ れ る こ と を 発 見 し た 。 こ れ に 対 し て 、 そ の 塩 基 組 成 PSSMス コ ア
が そ の 逆 相 補 体 の 塩 基 組 成 PSSMス コ ア よ り 小 さ い siRNAは 、 そ の ア ン チ セ ン ス 鎖 よ り 活 性
の 高 い セ ン ス 鎖 を 有 す る と 予 測 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 有 効 性 の 上 昇 は 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 の よ り 高 い 活 性 と セ ン ス 鎖 の よ り 低 い 活 性 に 対 応 す る
こ と が 証 明 さ れ て い る 。 本 発 明 者 は 、 悪 い siRNAと し て 強 い セ ン ス 鎖 を 有 す る siRNAを 、 良
い siRNAと し て 弱 い セ ン ス 鎖 を 有 す る siRNAか ら 区 別 す る の に 使 用 で き る こ と を 発 見 し た 。
悪 い siRNAの 逆 相 補 体 は 、 良 い siRNAよ り も 、 悪 い siRNA自 体 と よ り 大 き く 異 な る こ と が わ
か っ た 。 平 均 す る と 、 悪 い siRNAの 逆 相 補 体 は 、 良 い siRNAよ り も 5'末 端 で の G/C含 量 が は
る か に 大 き く 、 3'末 端 で は 良 い siRNAと 同 様 の B/C含 量 で あ っ た 。 こ れ に 対 し て 、 良 い siRN
Aの 逆 相 補 体 は 、 良 い siRNAよ り も 悪 い siRNAに 実 質 的 に よ り 類 似 し て い た 。 平 均 す る と 、
良 い siRNAの 逆 相 補 体 は 、 5'末 端 の G/C含 量 が 悪 い siRNAと あ ま り 異 な ら ず 、 3'末 端 で 悪 い s
iRNAよ り G/C含 量 が わ ず か に 少 な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 G/C PSSMが 、 悪 い siRNAと し て
強 い セ ン ス 鎖 を 有 す る siRNAを 、 良 い siRNAと し て 弱 い セ ン ス 鎖 を 有 す る siRNAか ら 区 別 し
て い る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 図 13Aは 、 19量 体 2本 鎖 領 域 内 の 悪 い siRNAの 逆 相 補 体 の 平 均 G/C含 量 と 、 悪 い siRNA自 体
の 平 均 G/C含 量 の 差 を 示 す 。 良 い siRNAと 悪 い siRNAの 平 均 G/C含 量 の 差 を 、 比 較 の た め に 示
す 。 曲 線 は 5の ウ ィ ン ド ウ に わ た っ て 平 滑 化 し た （ 配 列 の 端 で 、 5の ウ ィ ン ド ウ の 部 分 ） 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 図 13Bは 、 19量 体 2本 鎖 領 域 内 の 良 い siRNAの 逆 相 補 体 の 平 均 G/C含 量 と 、 悪 い siRNAの 平
均 G/C含 量 の 差 を 示 す 。 良 い siRNAと 悪 い siRNAの 平 均 G/C含 量 の 差 を 、 比 較 の た め に 示 す 。
曲 線 は 5の ウ ィ ン ド ウ に わ た っ て 平 滑 化 し た （ 配 列 の 端 で 、 5の ウ ィ ン ド ウ の 部 分 ） 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 図 14で は 、 測 定 さ れ た サ イ レ ン シ ン グ 効 率 に よ り 区 分 け し 、 3'偏 り 法 と G/C PSSM法 に よ
る セ ン ス 活 性 コ ー ル の 頻 度 を 比 較 し た 。 こ れ ら の 方 法 は 異 な る 分 析 に 基 づ く が 、 一 致 は 極
め て 良 好 で あ る 。 両 方 と も 、 高 サ イ レ ン シ ン グ siRNAに 対 し て 低 サ イ レ ン シ ン グ siRNAの 高
い 比 率 が セ ン ス 活 性 で あ る こ と を 示 す 。 （ siRNA G/C PSSMス コ ア － 逆 相 補 体 G/C PSSMス コ
ア ） 対 log10（ セ ン ス 同 一 ス コ ア ／ ア ン チ セ ン ス 同 一 ス コ ア ） の 相 関 係 数 は 、 図 14に 区 分
け し た 61の siRNAの セ ッ ト に つ い て 0.59で あ っ た 。
【 ０ １ ３ １ 】
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　 す な わ ち あ る 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 siRNAの 位 置 特 異 的 塩 基 組 成 に 基 づ く siRNAの
鎖 優 先 を 予 測 す る 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て こ の 方 法 は 、 siRNAの セ ン ス お
よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 の 塩 基 組 成 を 比 較 す る こ と に よ り 、 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に お け る si
RNAの 鎖 優 先 を 評 価 す る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て こ の 方 法 は 、 siRNAの セ ン ス 配 列 お よ び 標
的 配 列 の 逆 相 補 体 の 塩 基 組 成 を 比 較 す る こ と に よ り 、 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に お け る siRN
Aの 鎖 優 先 を 評 価 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 siRNAの ア ン チ セ ン ス 鎖 ま た は 転 写 体 中 の siRNAの 標 的 配 列 の 逆
相 補 体 が 、 PSSMア プ ロ ー チ を 使 用 し て セ ン ス 鎖 と 比 較 さ れ る （ 2003年 10月 27日 出 願 の 米 国
仮 特 許 出 願 第 60/515,180号 参 照 、 Jacksonら 、 こ れ 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 ） 。 siRNAと そ の 逆 相 補 体 は 、 加 重 マ ト リ ッ ク ス と し て 、 2本 鎖 領 域 内
の 良 い siRNAと 悪 い siRNAと の 平 滑 化 し た G/C含 量 の 差 に 基 づ い た PSSMを 使 用 し て ス コ ア 化
さ れ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 図 13Aに 記 載 の 塩 基 組 成 加 重 マ ト リ ッ ク ス が 加 重 マ ト リ
ッ ク ス と し て 使 用 さ れ る 。 好 適 例 で は 各 鎖 の PSSMス コ ア は 、 siRNA鎖 G/C含 量 と G/C含 量 差
マ ト リ ッ ク ス と の ド ッ ト 積 と し て 計 算 す る こ と が で き る （ 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/515,180号
に 記 載 の 曲 線 モ デ ル PSSMの ス コ ア 計 算 法 と し て ） 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 そ の 逆 相 補 体
PSSMス コ ア が そ れ 自 体 の PSSMス コ ア よ り 大 き い 場 合 、 siRNAは セ ン ス 活 性 と し て 同 定 さ れ
る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 siRNAの 鎖 優 先 を 測 定 す る た め に 3'偏 り 法 が PSSMス コ ア と 一 緒
に 使 用 さ れ る 。 か か る 実 施 形 態 に お い て 、 ア ン チ セ ン ス 同 一 ス コ ア が セ ン ス 同 一 ス コ ア よ
り 大 き い 場 合 、 鎖 優 先 測 定 の 3'偏 り 法 に よ り siRNAは セ ン ス 活 性 で あ る と 同 定 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 鎖 の 偏 り の 予 測 の た め に siRNAと そ の 逆 相 補 体 の G/C PSSMの 比 較 に 基 づ く 方 法 を 、 3'偏
り 法 に よ る siRNA発 現 プ ロ フ ァ イ ル か ら の 鎖 偏 り の 推 定 と の 比 較 に よ り 試 験 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 siRNAの サ イ レ ン シ ン グ 特 異 性 を 改 良 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は
、 オ フ タ ー ゲ ッ ト サ イ レ ン シ ン グ に お け る siRNAの 鎖 優 先 を 測 定 す る 。 siRNAが セ ン ス 鎖 優
先 を 有 す る と し て 測 定 さ れ る 場 合 、 セ ン ス 鎖 活 性 が 低 下 す る か 排 除 さ れ る よ う に 、 セ ン ス
鎖 が 修 飾 さ れ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 修 飾 は 、 セ ン ス 鎖 中 に 2つ の 2'-o-メ チ ル 置 換 を 導
入 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
5.3. 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 方 法 と 組 成 物
　 本 発 明 は 、 標 的 遺 伝 子 に 対 し て ほ ん の 部 分 的 な 配 列 相 同 性 を 有 す る siRNAを 使 用 す る 、
遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 方 法 と 組 成 物 を 提 供 す る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 標
的 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 で あ る が 転 写 体 中 の ど の 配 列 と も 完 全 長 相 同 性 を 持 た な い 11
～ 18ヌ ク レ オ チ ド の セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む siRNA
を 使 用 し て 、 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る た め の 方 法 と 組 成 物 を 提 供 す る 。 好 ま し く
は 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 siRNA分 子 の 中 央 領 域 に あ る 。 siRNAの 中 央 領 域 に あ る 連 続
的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 3'末 端 で 開 始 し な い siRNA中 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 任 意 の 連 続 区
間 で あ る 。 例 え ば 11ヌ ク レ オ チ ド の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 2～ 12
、 3～ 13、 4～ 14、 5～ 15、 6～ 16、 7～ 17、 8～ 18、 ま た は 9～ 19で も よ い 。 好 適 な 実 施 形 態
に お い て 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 11～ 16、 11～ 15、 14～ 15、 11、 12、 ま た は 13ヌ ク レ
オ チ ド の 長 さ で あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 配 列 と 同 一 の 9～ 18ヌ ク レ
オ チ ド の 3'セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む が 、 転 写 体 の
連 続 配 列 と 完 全 長 配 列 同 一 性 を 持 た な い siRNAを 使 用 し て 、 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ
す る た め の 方 法 と 組 成 物 を 提 供 す る 。 本 出 願 に お い て 、 3'の 9～ 18ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、
第 1の 対 に な っ た 塩 基 で 始 ま る ヌ ク レ オ チ ド の 連 続 区 間 で あ り 、 す な わ ち こ れ は 2塩 基 3'オ
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ー バ ー ハ ン グ を 含 ま な い 。 す な わ ち 、 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が siRNAの 3'末 端 に あ る と
言 う 場 合 、 2塩 基 オ ー バ ー ハ ン グ は 考 慮 さ れ な い 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 連 続 的 ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 は 、 9～ 16、 9～ 15、 9～ 12、 11、 10、 ま た は 9ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ た 複 数
の 異 な る siRNAは 、 一 緒 に あ る 細 胞 タ イ プ の 細 胞 中 に 導 入 さ れ る 。 異 な る 各 siRNAは 異 な る
配 列 を 含 む 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 複 数 の 異 な る siRNAは 、 3、 5、 9、 12、 15、 20、 50、
ま た は 100の 異 な る siRNAを 含 む 。 好 ま し く は 複 数 の siRNAの 総 濃 度 は 、 目 的 の 標 的 遺 伝 子
を サ イ レ ン シ ン グ す る の に 最 適 な 濃 度 で あ る 。 最 適 濃 度 は 、 そ れ 以 上 濃 度 を 上 げ て も サ イ
レ ン シ ン グ の レ ベ ル が 実 質 的 に 上 昇 し な い 濃 度 で あ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 最 適 濃 度 は
、 そ れ 以 上 濃 度 を 上 げ て も サ イ レ ン シ ン グ の レ ベ ル が 5％ 、 10％ 、 ま た は 20％ よ り 大 き く
上 昇 し な い 濃 度 で あ る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 複 数 の siRNAが 30％ 、 20％ 、 10％ 、 ま
た は 5％ 、 1％ 、 0.1％ 、 ま た は 0.01％ 未 満 の オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ し か
引 き 起 こ さ な い よ う に 、 複 数 の 組 成 （ 複 数 中 の 異 な る siRNAの 数 と 各 異 な る siRNAの 濃 度 を
含 む ） が 選 択 さ れ る 。 別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 複 数 の 異 な る siRNAは 各 siRNAを 等 し
い 比 率 で 含 む 。 さ ら に 別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 複 数 の 異 な る siRNAは 、 各 siRNAを 互
い に 5％ 、 10％ 、 20％ ま た は 50％ 未 満 し か 異 な ら な い よ う に 含 む 。 さ ら に 別 の 好 適 な 実 施
形 態 に お い て 、 複 数 の 異 な る siRNA中 の ど の siRNAも 、 そ の 複 数 中 の 総 siRNA濃 度 の 90％ 、 8
0％ 、 70％ 、 50％ 、 ま た は 20％ 以 上 を 構 成 し な い 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 複 数 中 の 各 siR
NAは 、 個 々 に 使 用 さ れ る 時 の 濃 度 よ り 低 い 濃 度 を 有 す る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 複 数
の 異 な る 各 siRNAは 、 他 の siRNAの 非 存 在 下 ま た は 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計
さ れ た 他 の siRNAの 非 存 在 下 で 使 用 さ れ る 時 、 少 な く と も 30％ 、 50％ 、 75％ 、 80％ 、 85％
、 90％ 、 ま た は 95％ の サ イ レ ン シ ン グ を 達 成 す る の に 有 効 な siRNAの 濃 度 よ り 低 い 濃 度 を
有 す る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 複 数 の 異 な る 各 siRNAは 、 他 の siRNAの 非 存 在 下 ま た は 遺
伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ た 他 の siRNAの 非 存 在 下 で 使 用 さ れ る 時 、 遺 伝
子 の 30％ 、 20％ 、 10％ 、 ま た は 5％ 未 満 の サ イ レ ン シ ン グ し か 引 き 起 こ さ な い 濃 度 を 有 す
る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 複 数 の siRNAが 標 的 遺 伝 子 の 少 な
く と も 80％ ま た は 90％ の サ イ レ ン シ ン グ を 引 き 起 こ し て も 、 各 siRNAは 単 独 で 使 用 さ れ る
と 標 的 遺 伝 子 の 30％ 、 20％ 、 10％ 、 ま た は 5％ 未 満 の サ イ レ ン シ ン グ し か 引 き 起 こ さ な い
濃 度 を 有 す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 具 体 的 な 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 KPNB3、 RAP2A、 FLJ20291、 RRAD、 RPA2、 DKFZp564
J157、 AF093680、 お よ び 2つ の 未 解 析 ESTコ ン テ ィ グ （ contig） に 対 応 す る 遺 伝 子 、 コ ン テ
ィ グ 53709_RCと コ ン テ ィ グ 56528_RCの 転 写 体 を 、 こ れ ら の 遺 伝 子 中 の 配 列 と ほ ん の 部 分 的
な 配 列 相 同 性 し か 持 た な い siRNAを 使 用 し て 、 サ イ レ ン シ ン グ す る た め の 方 法 と 組 成 物 を
提 供 す る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る た め に 使 用 さ れ る siRNAは 、 表 1に 示 す よ
う に MAPK14-1～ MAPK14-8で あ る 。 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 が 2つ の 亜 群 に
分 け ら れ る こ と を 示 し た 。 3つ の 遺 伝 子 か ら な る １ つ の 亜 群 は 、 siRNA配 列 の 中 央 領 域 を 含
む 類 似 性 の 14～ 15ヌ ク レ オ チ ド の コ ア を 含 有 し た 。 第 2の 亜 群 は 、 siRNAセ ン ス 鎖 配 列 の 3'
末 端 に 9つ の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 類 似 性 の よ り 小 さ い コ ア を 含 有 し た 。 こ れ は 、 siRNA配 列
中 に ラ ン ダ ム に 分 布 し た 類 似 性 の 短 い 区 間 （ ＜ 6～ 8ヌ ク レ オ チ ド ） を 示 し た 動 力 学 群 3～ 5
中 の 転 写 体 と は 反 対 で あ る 。 す な わ ち siRNAの 3'末 端 を 包 含 す る 配 列 類 似 性 の コ ア に つ い
て の 偏 り は 、 急 速 に サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 転 写 体 に ユ ニ ー ク で あ る 。 こ の 可 能 性 を 試 験 す
る た め に 、 siRNA配 列 の 各 位 置 の ヌ ク レ オ チ ド に 系 統 的 な 置 換 を 行 い 、 改 変 配 列 の 発 現 シ
グ ナ チ ャ へ の 作 用 を 調 べ た （ 図 7） 。 代 表 的 結 果 を 図 5Bに 示 す 。 4位 の 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 置
換 は MAPK14の サ イ レ ン シ ン グ を 劇 的 に に 低 下 さ せ 、 こ の 位 置 で MAPK14と の 類 似 性 を 有 す る
亜 群 1中 の 3つ の オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ を 排 除 し た 。 し か し 、 こ の 領 域 に
MAPK14と の 類 似 性 を 持 た な い 亜 群 2の 6つ の オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 で は 、 サ イ レ ン シ ン グ は
排 除 さ れ な か っ た 。 5位 の 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 置 換 は 、 MAPK14サ イ レ ン シ ン グ を 低 下 さ せ た
が 排 除 は せ ず 、 こ の 領 域 に MAPK14と の 類 似 性 を 有 す る 亜 群 1中 の 3つ の 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ
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ン グ を 排 除 し た 。 こ の 領 域 に 類 似 性 を 持 た な い 6つ の オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル
は 、 こ の ミ ス マ ッ チ に よ り 影 響 を 受 け な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子
の サ イ レ ン シ ン グ が 、 MAPK14発 現 の 喪 失 に は 依 存 し な い こ と を 確 認 す る 。 15位 の 単 一 ヌ ク
レ オ チ ド 置 換 も ま た 、 MAPK14の サ イ レ ン シ ン グ を 低 下 さ
せ 、 9つ す べ て の オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ を 排 除 し た 。 15位 の ミ ス マ ッ チ
の 影 響 は よ り 劇 的 に で あ り 、 こ れ は お そ ら く 、 9つ す べ て の 転 写 体 が こ の 領 域 で MAPK14と
の 類 似 性 を 有 す る た め で あ ろ う 。 ま と め る と こ れ ら の 結 果 は 、 こ れ ら の 転 写 体 の siRNA MA
PK14-1～ 8と の 配 列 類 似 性 が 、 MAPK14 siRNAに よ る こ れ ら の サ イ レ ン シ ン グ の 原 因 で あ る
こ と を 確 認 し て い る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 観 察 さ れ た オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ が 、 低 下 し た MAPK14発 現 の 結 果 で は な
く 配 列 類 似 性 に 基 づ く こ と の さ ら な る 証 拠 と し て 、 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 図 5A
） を 有 す る 異 な る siRNA2本 鎖 を 試 験 し た 。 こ の 第 2の siRNA（ MAPK14-2） は MAPK14を サ イ レ
ン シ ン グ さ せ た が 、 第 2群 転 写 体 の い ず れ も サ イ レ ン シ ン グ さ せ ず 、 こ れ ら は 新 し い siRNA
配 列 に 似 て い な い （ 図 5B） 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 別 の 具 体 例 に お い て 、 MAPK14遺 伝 子 中 の 配 列 と わ ず か な 配 列 相 同 性 し か 持 た な い siRNA
を 使 用 し て MAPK14を サ イ レ ン シ ン グ す る 方 法 と 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 2つ の 転 写 体 KPNB3と
FLJ20291（ 図 5C） の siRNAは 、 そ の 目 的 の 標 的 以 外 に MAPK14の 発 現 を サ イ レ ン シ ン グ さ せ
た （ 図 5C） 。 KPNB3 siRNAは MAPK14と 、 14の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド お よ び 全 部 で 15の ヌ ク レ オ
チ ド を 共 有 す る 。 FLJ20291 siRNAは MAPK14と 、 わ ず か に 11の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド お よ び 全 部
で 15の ヌ ク レ オ チ ド を 共 有 す る 。 す な わ ち 非 標 的 転 写 体 を 直 接 サ イ レ ン シ ン グ す る の に 、
わ ず か に 11個 の 配 列 同 一 性 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド で 充 分 で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 疾 患 ま た は 好 ま し く な い 症 状 に 罹 っ た 臓 器 ま た は 組 織 の 細 胞 中 の １ つ 以
上 の 遺 伝 子 の 発 現 を 低 下 さ せ る こ と に よ り 、 哺 乳 動 物 の よ う な 動 物 の 疾 患 ま た は 他 の 好 ま
し く な い 症 状 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 動 物 に 、 本 発 明 の siRNA、 例 え ば 1
1～ 15、 14～ 15、 11、 12、 ま た は 13ヌ ク レ オ チ ド の セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 中 央 の
連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む siRNA、 ま た は 9～ 15、 9～ 12、 11、 10、 ま た は 9ヌ ク レ オ チ
ド の 3'セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む siRNA、 を 投 与 す
る こ と を 含 む 。 siRNAは 当 該 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 を 使 用 し て 投 与 さ れ る 。 siRNAの in v
ivo送 達 の た め に 、 好 ま し く は セ ク シ ョ ン 5.5（ 後 述 ） に 記 載 の 方 法 が 使 用 さ れ る 。 あ る 実
施 形 態 に お い て こ の 方 法 は 、 ヒ ト の 疾 患 ま た は 好 ま し く な い 症 状 を 治 療 す る の に 使 用 さ れ
る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 そ の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 疾 患 の 治 療 に 有 効 な
標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ た 複 数 の 異 な る siRNAを 動 物 に 投 与 す る
こ と に よ り 、 哺 乳 動 物 の よ う な 動 物 の 疾 患 ま た は 好 ま し く な い 症 状 を 治 療 す る 方 法 を 提 供
す る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 複 数 の 異 な る siRNAは 、 3、 5、 9、 12、 15、 20、 50、 ま た は
100の 異 な る siRNAを 含 む 。 好 ま し く は 複 数 の siRNAの 総 濃 度 は 、 目 的 の 標 的 遺 伝 子 を サ イ
レ ン シ ン グ す る の に 最 適 な 濃 度 で あ る 。 最 適 濃 度 は 、 そ れ 以 上 濃 度 を 上 げ て も サ イ レ ン シ
ン グ の レ ベ ル が 実 質 的 に 上 昇 し な い 濃 度 で あ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 最 適 濃 度 は 、 そ れ
以 上 濃 度 を 上 げ て も サ イ レ ン シ ン グ の レ ベ ル が 5％ 、 10％ 、 ま た は 20％ よ り 大 き く 上 昇 し
な い 濃 度 で あ る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 複 数 の siRNAが 30％ 、 20％ 、 10％ 、 ま た は 5％
、 1％ 、 0.1％ 、 ま た は 0.01％ 未 満 の オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ し か 引 き 起 こ
さ な い よ う に 、 複 数 の 組 成 （ 複 数 中 の 異 な る siRNAの 数 と 各 異 な る siRNAの 濃 度 を 含 む ） が
選 択 さ れ る 。 別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 複 数 の 異 な る siRNAは 各 siRNAを 等 し い 比 率 で
含 む 。 さ ら に 別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 複 数 の 異 な る siRNAは 、 各 siRNAを 互 い に 5％
、 10％ 、 20％ ま た は 50％ 未 満 し か 異 な ら な い よ う に 含 む 。 さ ら に 別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お
い て 、 複 数 の 異 な る siRNA中 の ど の siRNAも 、 そ の 複 数 中 の 総 siRNA濃 度 の 90％ 、 80％ 、 70
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％ 、 50％ 、 ま た は 20％ 以 上 を 構 成 し な い 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 複 数 中 の 各 siRNAは 、
個 々 に 使 用 さ れ る 時 の 濃 度 よ り 低 い 濃 度 を 有 す る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 複 数 の 異 な
る 各 siRNAは 、 他 の siRNAの 非 存 在 下 ま た は 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ た
他 の siRNAの 非 存 在 下 で 使 用 さ れ る 時 、 少 な く と も 30％ 、 50％ 、 75％ 、 80％ 、 85％ 、 90％
、 ま た は 95％ の サ イ レ ン シ ン グ を 達 成 す る の に 有 効 な siRNAの 濃 度 よ り 低 い 濃 度 を 有 す る
。 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 複 数 の 異 な る 各 siRNAは 、 他 の siRNAの 非 存 在 下 ま た は 遺 伝 子 を
サ イ レ ン シ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ た 他 の siRNAの 非 存 在 下 で 使 用 さ れ る 時 、 遺 伝 子 の 30
％ 、 20％ 、 10％ 、 ま た は 5％ 未 満 の サ イ レ ン シ ン グ し か 引 き 起 こ さ な い 濃 度 を 有 す る 。 好
適 な 実 施 形 態 に お い て 、 複 数 の siRNAが 標 的 遺 伝 子 の 少 な く と も 80％ ま た は 90％ の サ イ レ
ン シ ン グ を 引 き 起 こ し て も 、 各 siRNAは 単 独 で 使 用 さ れ る と 標 的 遺 伝 子 の 30％ 、 20％ 、 10
％ 、 ま た は 5％ 未 満 の サ イ レ ン シ ン グ し か 引 き 起 こ さ な い 濃 度 を 有 す る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
5.4. 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の た め の 小 干 渉 性 RNAの 設 計 法
　 本 発 明 は 、 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る た め の siRNAを 設 計 す る 方 法 を 提 供
す る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 遺 伝 子 を 標 的 と す る が １ つ 以 上 の 選 択 さ れ た 非 標 的 遺
伝 子 を 標 的 と し な い siRNAの 配 列 を 設 計 す る 方 法 を 提 供 す る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 s
iRNAの 配 列 は 、 中 央 領 域 の セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 が １ つ 以 上 の 選 択 さ れ た 非 標 的
遺 伝 子 の 転 写 体 中 の 任 意 の 配 列 と 同 一 で は な い よ う に 選 択 さ れ る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い
て 中 央 領 域 は 約 10～ 14ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て siRNAの 中 央 領
域 の 配 列 は 、 １ つ 以 上 の 非 標 的 遺 伝 子 中 の 配 列 と 比 較 し て 少 な く と も 1、 2、 3ま た は 5つ の
ミ ス マ ッ チ を 有 す る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て siRNAの 配 列 は 、 3'セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 が １ つ
以 上 の 選 択 さ れ た 非 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 中 の 任 意 の 配 列 と 同 一 で は な い よ う に 選 択 さ れ る
。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 3'配 列 は 約 9ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い
て siRNAの 3'配 列 は 、 １ つ 以 上 の 非 標 的 遺 伝 子 中 の 配 列 と 比 較 し て 少 な く と も 1、 2、 3ま た
は 5つ の ミ ス マ ッ チ を 有 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 9～ 18ヌ ク レ オ チ ド の 共 通 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 共 有 す る 複 数 の 異 な る 遺 伝 子 を 標 的 と す る siRNAの 配 列 を 設 計 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ
の 方 法 は 、 (i)該 共 通 配 列 を 含 む 11～ 18ヌ ク レ オ チ ド の セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の
中 央 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 お よ び ／ ま た は (ii)該 共 通 配 列 中 の 配 列 と 同 一 の 少 な
く と も 9ヌ ク レ オ チ ド の 3'セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と を
含 む 、 小 干 渉 性 RNA（ siRNA） を 選 択 す る こ と を 含 む 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 中 央 の 連 続
的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 11～ 15、 14～ 15,11、 12、 ま た は 13ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 。
別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 3'連 続 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 9～ 15、 9～ 12、 11、 10、 ま た
は 9ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 核 酸 配 列 を 設 計 す る た め の 任 意 の 公 知 の 方 法 を 、 こ の 目 的 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 さ ら に 別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る た め の
siRNAを 設 計 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 そ れ ぞ れ が 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 中 の 異 な
る 配 列 を 標 的 と す る よ う に 設 計 さ れ た 、 複 数 の 異 な る siRNAを 作 成 す る こ と を 含 む 。 次 に
複 数 の siRNAの そ れ ぞ れ に つ い て 、 応 答 プ ロ フ ァ イ ル が 測 定 さ れ る 。 次 に 所 望 の 応 答 プ ロ
フ ァ イ ル を 有 す る １ つ 以 上 の siRNAが 同 定 さ れ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 最 小 数 の オ フ
タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 を 有 す る １ つ 以 上 の siRNAが 同 定 さ れ 選 択 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い
て 、 １ つ 以 上 の 選 択 さ れ た 遺 伝 子 に 影 響 を 与 え な い （ 例 え ば 、 １ つ 以 上 の 選 択 さ れ た 遺 伝
子 の 転 写 体 レ ベ ル の 50％ 、 25％ 、 10％ 、 ま た は 5％ 未 満 の 低 下 を 引 き 起 こ す ） １ つ 以 上 の s
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iRNAが 同 定 さ れ 選 択 さ れ る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 複 数 の 異 な る siRNAは 、 標 的 遺 伝 子
の 一 部 の ま た は す べ て の コ ー ド 配 列 に 重 ね た 配 列 を 有 す る （ す な わ ち 、 標 的 遺 伝 子 の 一 部
の ま た は す べ て の コ ー ド 配 列 に 重 ね た 重 複 配 列 を 有 す る ） siRNAを 含 む 。 あ る 実 施 形 態 に
お い て 複 数 の 異 な る siRNAは 、 20、 15、 10、 5、 2ま た は 1塩 基 の 間 隔 で 標 的 遺 伝 子 の 全 コ ー
ド 配 列 に 重 ね た 配 列 を 有 す る siRNAを 含 む 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 複 数 の 異 な る siRNAは 、
20、 15、 10、 5、 2ま た は 1塩 基 の 間 隔 で 標 的 遺 伝 子 の す べ て の 公 知 の ま た は 予 測 さ れ る エ
キ ソ ン お よ び エ キ ソ ン 変 種 の 配 列 に 重 ね た 配 列 を 有 す る siRNAを 含 む 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 選 択 さ れ た siRNAは さ ら に 、 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る 効 率 お よ び ／ ま た は 特 異
性 に つ い て 評 価 す る こ と が で き る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 標 的 転 写 体 レ ベ ル の 最 大 の 低
下 を 示 す siRNAが 選 択 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 レ ベ ル の 特 定
の 低 下 レ ベ ル （ 例 え ば 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 体 レ ベ ル の 低 下 の 少 な く と も 5％ 、 10％ 、 25％
、 50％ 、 75％ 、 90％ 、 ま た は 95％ ） が 所 望 の 時 、 転 写 体 レ ベ ル の 所 望 の 低 下 を 示 す siRNA
が 選 択 さ れ る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 2003年 10月 27日 出 願 の 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/515
,180号 参 照 、 Jacksonら （ こ れ 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 の 方 法 が 、 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に お け る siRNAの 効 率 お よ び ／ ま た は 特 異 性 を
評 価 す る の に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
5.5 RNA干 渉 を 実 施 す る た め の 方 法
　 RNA干 渉 を 実 施 す る の に 当 該 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 が 使 用 で き る 。 あ る 実 施 形 態 に お
い て 、 細 胞 に siRNAを 提 示 す る こ と に よ り 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ が 誘 導 さ れ 、 こ れ は ダ イ
サ ー （ Dicer） 切 断 の 生 成 物 を 模 倣 す る （ 例 え ば 、 Elbashirら 、 2001, Nature 411:494-49
8； Elbashirら 、 2001, Genes Dev. 15:188-200参 照 、 こ れ ら の す べ て 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 ） 。 合 成 siRNA2本 鎖 は 、 リ ス ク （ RISC） に 結 合 し 、
mRNA転 写 体 の サ イ レ ン シ ン グ を 指 令 す る 能 力 を 保 持 し 、 従 っ て 哺 乳 動 物 細 胞 中 で 遺 伝 子 サ
イ レ ン シ ン グ を 行 う た め の 強 力 な 手 段 を 科 学 者 に 提 供 す る 。 siRNAは 化 学 的 に 合 成 で き る
か 、 ま た は 組 換 え ダ イ サ ー に よ る 2本 鎖 RNAの 切 断 か ら 得 ら れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の た め の 2本 鎖 DNA（ dsDNA） を 導 入 す る 別 の 方 法 は 、 shRNA（ 短 い
ヘ ア ピ ン RNA） で あ る （ 例 え ば 、 Paddisonら 、 2002, Genes Dev. 16:948-958； Brummelkam
pら 、 2002, Science 296:550-553； Sui, G.ら 、 2002, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:5
515-5520参 照 、 こ れ ら の す べ て 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
） 。 こ の 方 法 で は 所 望 の siRNA配 列 が 、 ヘ ア ピ ン 構 造 を 形 成 す る た め の 介 在 ル ー プ 配 列 を
有 す る 反 転 繰 り 返 し 配 列 と し て プ ラ ス ミ ド （ ま た は ウ イ ル ス ） か ら 発 現 さ れ る 。 ヘ ア ピ ン
を 含 む 生 じ る RNA転 写 体 は 次 に 、 ダ イ サ ー に よ り 処 理 さ れ て サ イ レ ン シ ン グ の た め の siRNA
を 生 成 す る 。 プ ラ ス ミ ド ベ ー ス の siRNAは 細 胞 中 で 安 定 に 発 現 さ れ 、 in vitroと in vivo（
例 え ば 動 物 中 ） の 両 方 で 細 胞 中 の 長 期 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ を 可 能 に す る （ McCaffreyら
、 2002, Nature 418:38-39； Xiaら 、 2002, Nature Biotech. 20:1006-1010； Lewisら 、 20
02, Nat. Genetics 32:107-108； Rubbinsonら 、 2003, Nat. Genetics 33:401-406； Tisco
rniaら 、 2003, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:1844-1848参 照 、 こ れ ら の す べ て 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 ） 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 さ ら に 別 の 方 法 で は siRNAは 、 動 物 （ 例 え ば ヒ ト ） で in vivoで 臓 器 ま た は 組 織 に 送 達 す
る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Songら 、 2003, Nat. Medicine 9:347-351； Sorensenら 、 2003,
 J. Mol. Biol. 327:761-766； Lewisら 、 2002, Nat. Genetics 32:107-108参 照 、 こ れ ら
の す べ て 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 ） 。 こ の 方 法 で は 、 si
RNAの 溶 液 が 動 物 に 静 脈 内 注 射 さ れ る 。 次 に siRNAは 目 的 の 臓 器 ま た は 組 織 に 達 し 、 動 物 の
臓 器 ま た は 組 織 中 で 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 有 効 に 低 下 さ せ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
5.6. 生 物 学 的 状 態 と 生 物 学 的 応 答 を 測 定 す る 方 法
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　 本 発 明 は 、 siRNAの 応 答 プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 測 定 さ れ た 応 答 は 、
細 胞 ま た は 生 物 中 の 細 胞 成 分 の 測 定 値 、 ま た は siRNAに よ る 摂 動 に 対 す る 細 胞 ま た は 生 物
の 応 答 で も よ い 。 細 胞 サ ン プ ル は 、 RNA干 渉 が 起 き る 任 意 の 生 物 、 例 え ば 真 核 生 物 、 哺 乳
動 物 、 霊 長 類 、 ヒ ト 、 非 ヒ ト 動 物 （ 例 え ば イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ マ 、 ウ シ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 キ
イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Drosophila） 、 シ ー ・ エ レ ガ ン ス （ C. elelgans） な ど ） 、 植 物
（ 例 え ば イ ネ 、 コ ム ギ 、 マ メ 、 タ バ コ な ど ） 、 お よ び 真 菌 の サ ン プ ル で も よ い 。 細 胞 サ ン
プ ル は 、 死 滅 し た か ま た は 健 康 な 生 物 、 ま た は 疾 患 に 罹 り や す い 生 物 由 来 で も よ い 。 細 胞
サ ン プ ル は 、 特 定 の 組 織 タ イ プ で も 成 長 段 階 で も 、 特 定 の siRNA摂 動 に 付 し た サ ン プ ル で
も よ い 。 こ の セ ク シ ョ ン と 以 後 の サ ブ セ ク シ ョ ン は 、 細 胞 サ ン プ ル の 応 答 プ ロ フ ァ イ ル を
得 る た め の 方 法 の い く つ か の 例 を 示 す 。 当 業 者 は 、 本 発 明 が 生 物 学 的 シ ス テ ム の 発 現 プ ロ
フ ァ イ ル お よ び 応 答 を 測 定 す る た め の 以 下 の 具 体 的 な 方 法 に 限 定 さ れ な い こ と を 理 解 す る
で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ５ 】
5.6.1. マ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 す る 転 写 体 ア ッ セ イ
　 本 発 明 は 、 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 追 跡 す る こ と に よ り 、 細 胞 ま た は 細 胞 タ イ プ ま た は 任 意
の 他 の 細 胞 サ ン プ ル の 発 現 状 態 ま た は 転 写 状 態 を 測 定 す る の に 特 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 の
１ つ の 態 様 は 、 複 数 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 同 時 測 定 の た め の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ
ア レ イ 、 お よ び か か る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ア レ イ を 設 計 し 作 成 す る た め の 方 法 を 提
供 す る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 遺 伝 子 中 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 レ ベ ル は 、 任 意 の 大 量 処 理 法 に よ り 測 定 す る こ と が
で き る 。 い か に 測 定 し て も 、 結 果 は 転 写 体 の 絶 対 量 ま た は 相 対 的 量 、 ま た は 応 答 デ ー タ （
特 に 限 定 さ れ な い が 、 量 比 を 示 す 値 を 含 む ） で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 好 ま し く は 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 測 定 は 、 転 写 体 ア レ イ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ
り 行 わ れ る （ こ れ は こ の サ ブ セ ク シ ョ ン で 説 明 さ れ る ） 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 「 転 写 体 ア レ イ 」 ま た は 「 プ ロ フ ァ イ リ ン グ ア レ イ
」 を 利 用 す る 。 転 写 体 ア レ イ は 、 細 胞 サ ン プ ル 中 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 分 析 す る た め に 、
お よ び 特 に 特 定 の 組 織 型 の 、 ま た は 成 長 段 階 の 、 ま た は 目 的 の siRNAに 暴 露 さ れ た か 、 も
し く は 目 的 の 生 物 学 的 経 路 へ の 摂 動 に 暴 露 さ れ た 細 胞 サ ン プ ル の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 測 定
す る た め に 使 用 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 細 胞 サ ン プ ル は 、 患 者 、 例 え ば 疾 患 細 胞 サ
ン プ ル 由 来 で も よ く 、 好 ま し く は 健 常 細 胞 サ ン プ ル と 比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 細 胞 中 に 存 在 す る mRNA転 写 体 中 の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 で あ る 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 総 細 胞 mRNAか ら 合 成 さ
れ た 蛍 光 標 識 さ れ た cDNA） を マ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ り 得 ら れ る
。 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 多 く の 方 法 で 作 成 す る こ と が で き 、 そ の い く つ か は 本 明 細 書 で 記 載
さ れ る 。 い か に 産 生 さ れ て も 、 マ イ ク ロ ア レ イ は い く つ か の 特 徴 を 共 有 す る 。 ア レ イ は 再
現 性 が あ り 、 あ る ア レ イ の 複 数 の コ ピ ー を 産 生 す る こ と が 可 能 で あ り 、 容 易 に 互 い に 比 較
す る こ と が で き る 。 好 ま し く は マ イ ク ロ ア レ イ は 、 結 合 （ 例 え ば 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン ） 条 件 下 で 安 定 な 材 料 か ら 作 成 さ れ る 。 マ イ ク ロ ア レ イ は 好 ま し く は 小 さ く 、 例 え ば
約 1cm 2 ～ 25cm 2 、 好 ま し く は 約 1～ 3cm 2 で あ る 。 し か し 大 き い ア レ イ も 小 さ い ア レ イ も 企 図
さ れ 、 例 え ば 大 量 の 異 な る プ ロ ー ブ を 同 時 評 価 す る た め に は 好 ま し い 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 好 ま し く は マ イ ク ロ ア レ イ 中 の あ る 結 合 部 位 ま た は 結 合 部 位 の ユ ニ ー ク な セ ッ ト は 、 細
胞 ま た は 生 物 か ら の 単 一 の 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 例 え ば 、 特 異 的 mRNAま た は そ こ か
ら 得 ら れ る 特 異 的 cDNA） に 特 異 的 に 結 合 （ 例 え ば ハ イ ブ リ ダ イ ズ ） す る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 と 組 成 物 で 使 用 さ れ る マ イ ク ロ ア レ イ は 、 １ つ 以 上 の 試 験 プ ロ ー ブ を 含 み
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、 そ の 各 々 が 、 検 出 す べ き RNAま た は DNAの サ ブ 配 列 に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有
す る 。 各 プ ロ ー ブ は 好 ま し く は 、 異 な る 核 酸 配 列 を 有 し 、 ア レ イ の 固 相 表 面 上 の 各 プ ロ ー
ブ の 位 置 は 好 ま し く は 公 知 で あ る 。 実 際 マ イ ク ロ ア レ イ は 好 ま し く は 、 ア ド レ ス 可 能 な ア
レ イ で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 位 置 的 に ア ド レ ス 可 能 な ア レ イ で あ る 。 さ ら に 詳 し く は ア
レ イ の 各 プ ロ ー ブ は 好 ま し く は 、 ア レ イ 上 の 位 置 （ す な わ ち 、 支 持 体 ま た は 表 面 上 ） か ら
各 プ ロ ー ブ の 本 体 （ す な わ ち 配 列 ） が 決 定 で き る よ う に 、 固 体 支 持 体 上 の 既 知 の 所 定 の 位
置 に あ る 。 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 に お い て 、 ア レ イ は 規 則 的 な ア レ イ で あ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 好 ま し く は マ イ ク ロ ア レ イ ま た は マ イ ク ロ ア レ イ の セ ッ ト 上 の プ ロ ー ブ の 密 度 は 、 1cm 2

当 た り 約 100個 の 異 な る （ す な わ ち 同 一 で は な い ） プ ロ ー ブ ま た は そ れ 以 上 で あ る 。 さ ら
に 好 ま し く は 本 発 明 の 方 法 で 使 用 さ れ る マ イ ク ロ ア レ イ は 、 1cm 2 当 た り 少 な く と も 550個
の プ ロ ー ブ 、 1cm 2 当 た り 少 な く と も 1,000個 の プ ロ ー ブ 、 1cm 2 当 た り 少 な く と も 1,500個 の
プ ロ ー ブ 、 ま た は 1cm 2 当 た り 少 な く と も 2,000個 の プ ロ ー ブ を 有 す る 。 特 に 好 適 な 例 で は
、 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 好 ま し く は 1cm 2 当 た り 少 な く と も 2,500個 の プ ロ ー ブ の 密 度 を 有 す
る 高 密 度 ア レ イ で あ る 。 従 っ て 本 発 明 で 使 用 さ れ る マ イ ク ロ ア レ イ は 、 少 な く と も 2,500
、 少 な く と も 5,000、 少 な く と も 10,000、 少 な く と も 15,000、 少 な く と も 20,000、 少 な く
と も 25,000、 少 な く と も 50,000、 ま た は 少 な く と も 55,000の 異 な る （ す な わ ち 非 同 一 の ）
プ ロ ー ブ を 含 有 す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て マ イ ク ロ ア レ イ は 、 各 位 置 が 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 転 写 体 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 例 え ば 、 mRNAの エ キ ソ ン ま た は そ こ か ら 得 ら れ る cDNA） の 別 個 の 結 合
部 位 で あ る ア レ イ （ す な わ ち マ ト リ ッ ク ス ） で あ る 。 マ イ ク ロ ア レ イ 上 の 結 合 部 位 の 集 合
は 、 複 数 の 遺 伝 子 の 結 合 部 位 の セ ッ ト を 含 有 す る 。 例 え ば 種 々 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発
明 の マ イ ク ロ ア レ イ は 、 生 物 の ゲ ノ ム 中 の 50％ よ り 少 な い 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 生 成
物 の 結 合 部 位 を 含 む こ と が で き る 。 あ る い は 本 発 明 の マ イ ク ロ ア レ イ は 、 生 物 の ゲ ノ ム 中
の 少 な く と も 50％ 、 少 な く と も 75％ 、 少 な く と も 85％ 、 少 な く と も 90％ 、 少 な く と も 95％
、 少 な く と も 99％ 、 ま た は 100％ に よ り コ ー ド さ れ る 生 成 物 の 結 合 部 位 を 有 す る こ と が で
き る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 の マ イ ク ロ ア レ イ は 、 生 物 の 細 胞 に よ り 発 現 さ れ る 50
％ よ り 少 な い 、 少 な く と も 75％ 、 少 な く と も 85％ 、 少 な く と も 90％ 、 少 な く と も 95％ 、 少
な く と も 99％ 、 ま た は 100％ の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 生 成 物 の 結 合 部 位 を 有 す る こ と
が で き る 。 結 合 部 位 は 、 特 定 の RNAが 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る DNAま た は DNA類 似 体
で も よ い 。 DNAま た は DNA類 似 体 は 、 例 え ば 合 成 オ リ ゴ マ ー ま た は 遺 伝 子 断 片 （ 例 え ば 遺 伝
子 に 対 応 す る ） で も よ い 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 に お い て 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 中 の エ キ ソ ン は 、 遺 伝 子 ま た は 遺 伝
子 の エ キ ソ ン の 異 な る コ ー ド 配 列 セ グ メ ン ト に 相 補 的 な 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の プ ロ
ー ブ を 含 む 結 合 部 位 の セ ッ ト に よ り プ ロ フ ァ イ リ ン グ ア レ イ 中 で 示 さ れ る 。 か か る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド は 好 ま し く は 、 15～ 200塩 基 の 長 さ 、 さ ら に 好 ま し く は 20～ 100塩 基 の 長 さ 、 最
も 好 ま し く は 40～ 60塩 基 の 長 さ で あ る 。 各 プ ロ ー ブ 配 列 は ま た 、 標 的 配 列 に 相 補 的 な 配 列
以 外 に リ ン カ ー 配 列 を 含 有 し て も よ い こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 本 明 細 書 に お い て リ ン
カ ー 配 列 は 、 そ の 標 的 配 列 に 相 補 的 な 配 列 と 支 持 体 の 表 面 と の 間 の 配 列 を 意 味 す る 。 例 え
ば 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の プ ロ フ ァ イ リ ン グ ア レ イ は 各 標 的 遺 伝 子 ま た は エ キ
ソ ン に 特 異 的 な １ つ の プ ロ ー ブ を 含 む 。 し か し 所 望 で あ れ ば 、 プ ロ フ ァ イ リ ン グ ア レ イ は
、 い く つ か の 標 的 遺 伝 子 ま た は エ キ ソ ン に 特 異 的 な 少 な く と も 2、 5、 10、 100、 1000プ ロ
ー ブ を 含 有 し て も よ い 。 例 え ば ア レ イ は 、 単 一 塩 基 工 程 で 遺 伝 子 の 最 も 長 い mRNAア イ ソ フ
ォ ー ム の 配 列 に わ た っ て 重 な っ た プ ロ ー ブ を 含 有 し て も よ い 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 異 な る 条 件 か ら の 細 胞 サ ン プ ル の cDNAは 、 2色 プ ロ ト コ ー ル
を 使 用 し て マ イ ク ロ ア レ イ の 結 合 部 位 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 siRNA応 答 の 場 合 、 １ つ
の 細 胞 サ ン プ ル は siRNAに 暴 露 さ れ 、 同 じ タ イ プ の 他 の 細 胞 サ ン プ ル は siRNAに 暴 露 さ れ な
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い 。 経 路 応 答 の 場 合 、 １ つ の 細 胞 は 経 路 摂 動 に 暴 露 さ れ 、 同 じ タ イ プ の 他 の 細 胞 は 経 路 摂
動 に 暴 露 さ れ な い 。 2つ の 細 胞 タ イ プ の そ れ ぞ れ か ら 得 ら れ る cDNAは 、 区 別 で き る よ う に
別 々 に 標 識 さ れ る （ 例 え ば Cy3と Cy5） 。 例 え ば あ る 実 施 形 態 に お い て 、 例 え ば siRNAで 処
理 し た （ ま た は 経 路 摂 動 に 暴 露 し た ） 細 胞 か ら の cDNAは 、 フ ル オ レ セ イ ン 標 識 dNTPを 使 用
し て 合 成 さ れ 、 siRNAに 暴 露 さ れ て い な い 第 2の 細 胞 か ら の cDNAは 、 ロ ー ダ ミ ン 標 識 dNTPを
使 用 し て 合 成 さ れ る 。 2つ の cDNAが 混 合 さ れ マ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る と 、
ア レ イ 上 の 各 部 位 に つ い て 各 cDNAセ ッ ト か ら の シ グ ナ ル の 相 対 強 度 が 測 定 さ れ 、 特 定 の 遺
伝 子 の 量 の 相 対 的 差 が 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 上 記 の 例 で は 、 siRNA処 理 （ ま た は 経 路 摂 動 さ れ た ） 細 胞 か ら の cDNAは 、 蛍 光 物 質 が 刺
激 さ れ る と 緑 色 の 蛍 光 を 出 し 、 未 処 理 細 胞 か ら の cDNAは 赤 色 の 蛍 光 を 出 す 。 そ の 結 果 、 si
RNA処 理 が 細 胞 中 の 特 定 の 遺 伝 子 の 転 写 お よ び ／ ま た は 翻 訳 後 ス プ ラ イ シ ン グ に 対 し て 直
接 で も 間 接 で も 何 の 影 響 も 無 い 時 、 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は エ キ ソ ン 発 現 パ タ ー ン は 両 方 の
細 胞 で 区 別 で き ず 、 逆 転 写 に よ り 、 赤 標 識 お よ び 緑 標 識 cDNAは 同 程 度 に 存 在 す る で あ ろ う
。 マ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る と 、 そ の RNA種 の 結 合 部 位 は 両 方 の 蛍 光 物 質 に
特 徴 的 な 波 長 の 光 を 放 出 す る で あ ろ う 。 こ れ に 対 し て siRNAに 暴 露 さ れ た 細 胞 が 、 細 胞 中
の 特 定 の 遺 伝 子 の 転 写 お よ び ／ ま た は 翻 訳 後 ス プ ラ イ シ ン グ を 直 接 ま た は 間 接 に 変 化 さ せ
る siRNAで 処 理 さ れ る と 、 各 遺 伝 子 ま た は エ キ ソ ン 結 合 部 位 の 緑 と 赤 の 蛍 光 の 比 で 示 さ れ
る 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は エ キ ソ ン 発 現 パ タ ー ン は 変 化 す る で あ ろ う 。 siRNAが mRNAの 量 を
上 昇 さ せ る と 、 mRNA中 で 発 現 さ れ る 各 遺 伝 子 ま た は エ キ ソ ン の 比 は 上 昇 す る が 、 siRNAが m
RNAの 量 を 低 下 さ せ る と 、 mRNA中 で 発 現 さ れ る 各 遺 伝 子 ま た は エ キ ソ ン の 比 は 低 下 す る で
あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 遺 伝 子 発 現 の 変 化 を 規 定 す る た め の 2色 蛍 光 標 識 と 検 出 ス キ ー ム の 使 用 は 、 mRNAの 検 出
に 関 連 し て 記 載 さ れ て お り 、 例 え ば Shenaら 、 1995, 相 補 的 DNAマ イ ク ロ ア レ イ を 用 い る 遺
伝 子 発 現 パ タ ー ン の 定 量 的 モ ニ タ リ ン グ 、 Science 270:467-470が あ る （ こ れ 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 ） 。 こ の ス キ ー ム は 、 遺 伝 子 ま た は エ キ ソ
ン の 標 識 と 検 出 に 等 し く 適 用 可 能 で あ る 。 2つ の 異 な る 蛍 光 物 質 で 標 識 し た cDNAを 使 用 す
る 利 点 は 、 2つ の 細 胞 状 態 で 各 ア ラ イ ン メ ン ト し た 遺 伝 子 に 対 応 す る mRNAま た は エ キ ソ ン
発 現 レ ベ ル の 直 接 お よ び 内 部 制 御 比 較 が で き る こ と で あ り 、 実 験 条 件 （ 例 え ば ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 ） の 小 さ な 差 に よ る 変 動 が 以 後 の 分 析 に 影 響 を 与 え な い こ と で あ る 。 し
か し 、 単 一 の 細 胞 の cDNAを 使 用 し て 、 例 え ば siRNA処 理 ま た は 経 路 摂 動 細 胞 お よ び 未 処 理
細 胞 中 の 特 定 の 遺 伝 子 も し く は エ キ ソ ン の 絶 対 量 を 比 較 す る こ と も 可 能 で あ る こ と は 認 識
さ れ る で あ ろ う 。 さ ら に 3つ 以 上 の 色 で 標 識 す る こ と も 本 発 明 で 企 図 さ れ る 。 本 発 明 の あ
る 実 施 形 態 で は 、 少 な く と も 5、 10、 20、 ま た は 100の 異 な る 色 の 色 素 を 標 識 に 使 用 す る こ
と が で き る 。 か か る 標 識 は 、 同 じ ア レ イ へ の 区 別 で き る よ う に 標 識 さ れ た cDNA集 団 の 同 時
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に し 、 こ う し て 3つ 以 上 の サ ン プ ル か ら 得 ら れ る mRNA分 子
を 測 定 し 、 随 時 そ の 発 現 レ ベ ル を 比 較 す る こ と を 可 能 に す る 。 使 用 さ れ る 色 素 に は 、 特 に
限 定 さ れ な い が 、 フ ル オ レ セ イ ン と そ の 誘 導 体 、 ロ ー ダ ミ ン と そ の 誘 導 体 、 テ キ サ ス レ ッ
ド 、 5'-カ ル ボ キ シ － フ ル オ レ セ イ ン （ 「 FMA」 ） 、 2',7'-ジ メ ト キ シ -4',5'-ジ ク ロ ロ -6-
カ ル ボ キ シ -フ ル オ レ セ イ ン （ 「 JOE」 ） 、 N,N,N',N'-テ ト ラ メ チ ル -6-カ ル ボ キ シ -ロ ー ダ
ミ ン （ 「 TAMRA」 ） 、 6'-カ ル ボ キ シ -X-ロ ー ダ ミ ン （ 「 ROX」 ） 、 HEX、 TET、 IRD40、 お よ
び IRD41、 シ ア ミ ン 色 素 （ 特 に 限 定 さ れ な い が 、 Cy3、 Cy3.5お よ び Cy5を 含 む ） 、 BODIPY色
素 （ 特 に 限 定 さ れ な い が 、 BODIPY-FL、 BODIPY-TR、 BODIPY-TMR、 BODIPY-630-650、 お よ び
BODIPY-650-670を 含 む ） 、 お よ び ALEXA色 素 （ 特 に 限 定 さ れ な い が 、 ALEXA-488、 ALEXA-53
2、 ALEXA-546、 ALEXA-568、 お よ び ALEXA-594を 含 む ） 、 な ら び に 当 業 者 に 公 知 の 他 の 蛍 光
色 素 が あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 に お い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン レ ベ ル の 平 衡 へ の 進 展 が 測 定
で き る よ う に 、 複 数 の 異 な る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 時 間 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン デ ー
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タ が 測 定 さ れ る 。 か か る 実 施 形 態 に お い て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン レ ベ ル は 、 混 合 物 が 実
質 的 に 到 達 し た 平 衡 に 近 く 、 2本 鎖 が 拡 散 よ り 親 和 性 と 量 に 依 存 す る 濃 度 で あ る よ う に 、
最 も 好 ま し く は 0か ら 、 標 識 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 結 合 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ す な わ
ち プ ロ ー ブ ） の サ ン プ リ ン グ に 必 要 な 時 間 よ り 多 い 時 間 に わ た る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
時 間 で 測 定 さ れ る 。 し か し ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 時 間 は 、 好 ま し く は 標 識 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド と プ ロ ー ブ お よ び ／ ま た は 表 面 と の 不 可 逆 的 結 合 相 互 作 用 が 起 き な い か ま た は 少 な く
と も 限 定 さ れ る よ う に 充 分 に 小 さ い も の で あ る 。 例 え ば 、 断 片 化 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 複 雑
な 混 合 物 を プ ロ ー ブ 結 合 す る の に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ が 使 用 さ れ る 実 施 形 態 に お い て
、 代 表 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 時 間 は 約 0～ 72時 間 で あ る 。 他 の 実 施 態 様 の 適 切 な ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 時 間 は 、 使 用 さ れ る 特 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び プ ロ ー ブ に 依 存 し
、 当 業 者 に よ り 決 定 さ れ る （ 例 え ば 、 Sambrookら 編 、 1989, 「 分 子 ク ロ ー ニ ン グ ： 実 験 室
マ ニ ュ ア ル （ Molecular Cloning: A Laboratory Manual） 」 第 2反 、 第 1～ 3巻 、 コ ー ル ド
ス プ リ ン グ ハ ー バ ー ラ ボ ラ ト リ ー （ Cold Spring Harbor Laboratory） 、 コ ー ル ド ス プ リ
ン グ ハ ー バ ー （ Cold Spring Harbor） 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 参 照 ） 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 異 な る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 時 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
レ ベ ル は 、 異 な る 、 同 一 の マ イ ク ロ ア レ イ で 別 々 に 測 定 さ れ る 。 各 か か る 測 定 に つ い て 、
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン レ ベ ル が 測 定 さ れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 時 間 に 、 マ イ ク ロ ア
レ イ は 短 時 間 、 好 ま し く は 室 温 で 高 ～ 中 塩 濃 度 （ 例 え ば 、 0.5～ 3M 塩 濃 度 ） の 水 溶 液 中 で
、 す べ て の 結 合 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 保 持 す る が す べ て の 非 結 合
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 除 去 す る 条 件 下 で 洗 浄 さ れ る 。 次 に 、 各 プ ロ ー ブ 上 の 残 存 す る ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 検 出 可 能 な 標 識 は 、 使 用 さ れ る 特 定 の 標 識 法 に 適 し
た 方 法 で 測 定 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン レ ベ ル は 、 単 一 の マ
イ ク ロ ア レ イ を 使 用 し て リ ア ル タ イ ム で 測 定 さ れ る 。 こ の 実 施 形 態 で は 、 マ イ ク ロ ア レ イ
は 中 断 す る こ と な く サ ン プ ル に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ 、 マ イ ク ロ ア レ イ は 各 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 時 間 に 非 侵 襲 的 に 信 号 を 送 る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 １ つ の ア レ イ を 使
用 し 、 短 時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 洗 浄 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン レ ベ ル を 測 定 し 、 同 じ
サ ン プ ル に 戻 り 、 さ ら な る 時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 洗 浄 し 、 再 度 測 定 し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 時 間 曲 線 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 好 ま し く は 2つ の 異 な る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 時 間 に 少 な く と も 2つ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン レ ベ ル が 測 定 さ れ 、 最 初 の レ ベ ル は 交 差 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 平 衡 の 時 間 ス ケ
ー ル に 近 い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 時 間 で 、 第 2の レ ベ ル は 第 1よ り 長 い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 時 間 で 測 定 さ れ る 。 交 差 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 平 衡 の 時 間 ス ケ ー ル は 、 特 に サ ン
プ ル 組 成 と プ ロ ー ブ 配 列 に 依 存 し 、 当 業 者 に よ り 決 定 さ れ る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 最
初 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン レ ベ ル は 1～ 10時 間 に 測 定 さ れ 、 第 2の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 時 間 は 第 1の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 時 間 の 約 2、 4、 6、 10、 12、 16、 18、 48ま た は 72倍
長 い 時 間 に 測 定 さ れ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
5.6.2. マ イ ク ロ ア レ イ の プ ロ ー ブ の 調 製
　 上 記 し た よ う に 、 本 発 明 の 特 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 （ 例 え ば 遺 伝 子 ま た は エ キ ソ ン
） が 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 「 プ ロ ー ブ 」 は 、 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
好 ま し く は 各 標 的 遺 伝 子 ま た は エ キ ソ ン の た め に １ つ 以 上 の プ ロ ー ブ が 選 択 さ れ る 。 例 え
ば 遺 伝 子 ま た は エ キ ソ ン の 検 出 の た め に 最 小 数 の プ ロ ー ブ が 使 用 さ れ る 時 は 、 プ ロ ー ブ は
通 常 約 40塩 基 を 超 え る 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 あ る い は 、 遺 伝 子 ま た は エ キ ソ ン
の た め に 重 複 プ ロ ー ブ の 大 き な セ ッ ト が 使 用 さ れ る 時 、 プ ロ ー ブ は 通 常 約 40～ 60塩 基 の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 プ ロ ー ブ は ま た 、 完 全 長 エ キ ソ ン に 相 補 的 な 配 列 を 含 む こ と が で
き る 。 エ キ ソ ン の 長 さ は 、 50塩 基 未 満 ～ 200塩 基 を 超 え る 範 囲 で も よ い 。 す な わ ち 、 エ キ
ソ ン よ り 長 い プ ロ ー ブ 長 が 使 用 さ れ る 時 、 プ ロ ー ブ 長 が 標 的 エ キ ソ ン を 含 有 す る 連 続 的 mR
NA断 片 に 相 補 的 に な る よ う に 、 隣 接 す る 構 成 性 に ス プ ラ イ ス し た エ キ ソ ン 配 列 で エ キ ソ ン
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配 列 を 増 強 す る こ と が 好 ま し い 。 こ れ は 、 エ キ ソ ン プ ロ フ ァ イ リ ン グ ア レ イ の プ ロ ー ブ 中
で 類 似 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 可 能 に す る で あ ろ う 。 各 プ ロ ー ブ
配 列 は ま た 、 標 的 配 列 に 相 補 的 な 配 列 以 外 に 、 リ ン カ ー 配 列 を 含 む こ と は 理 解 さ れ る で あ
ろ う 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 プ ロ ー ブ は 、 生 物 の ゲ ノ ム 中 の 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 の エ キ ソ ン の 一 部 に 対 応 す る DNAま
た は DNA「 模 倣 物 」 （ 例 え ば 誘 導 体 と 類 似 体 ） を 含 ん で よ い 。 あ る 実 施 形 態 に お い て マ イ
ク ロ ア レ イ プ ロ ー ブ は 、 相 補 的 RNAま た は RNA模 倣 物 で あ る 。 DNA模 倣 物 は 、 DNAと 特 異 的 ワ
ト ソ ン － ク リ ッ ク 様 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は RNAと の 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン が 可 能 な サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る ポ リ マ ー で あ る 。 核 酸 は 、 塩 基 成 分 、 糖 成 分 、 ま た は リ
ン 酸 塩 骨 格 で 修 飾 す る こ と が で き る 。 DNA模 倣 物 の 例 に は 、 例 え ば ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト が
あ る 。 DNAは 例 え ば ゲ ノ ム DNA、 cDNA（ 例 え ば RT-PCRに よ り ） 、 ま た は ク ロ ー ン 化 配 列 か ら
の 遺 伝 子 ま た は エ キ ソ ン セ グ メ ン ト の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） 増 幅 に よ り 得 る こ と
が で き る 。 PCRプ ラ イ マ ー は 、 好 ま し く は ユ ニ ー ク な 断 片 （ す な わ ち 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上
の 他 の 断 片 と 連 続 的 同 一 配 列 の 10塩 基 を 超 え て 共 有 す る こ と は 無 い 断 片 ） の 増 幅 を 与 え る
遺 伝 子 ま た は エ キ ソ ン ま た は cDNAの 既 知 の 配 列 に 基 づ い て 選 択 さ れ る 。 必 要 な 特 異 性 と 最
適 増 幅 性 を 有 す る プ ラ イ マ ー の 設 計 に は 、 当 該 分 野 で 公 知 の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム が 有
用 で あ り 、 例 え ば Oligoバ ー ジ ョ ン 5.0（ National Biosciences） が あ る 。 代 表 的 に は マ イ
ク ロ ア レ イ 上 の 各 プ ロ ー ブ は 、 20塩 基 ～ 600塩 基 で あ り 、 通 常 30～ 200塩 基 の 長 さ で あ る 。
PCR法 は 当 該 分 野 で 公 知 で あ り 、 例 え ば Innisら 編 、 1990, 「 PCRプ ロ ト ン ： 方 法 と 応 用 の
ガ イ ド （ PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications） 」 、 ア カ デ ミ ッ ク プ レ
ス イ ン ク （ Academic Press inc.） （ サ ン ジ エ ゴ 、 カ リ ホ ル ニ ア 州 ） に 記 載 さ れ て い る 。
核 酸 を 単 離 し 増 幅 す る の に 制 御 さ れ た ロ ボ ッ ト シ ス テ ム が 有 用 で あ る こ と は 、 当 業 者 に 明
ら か で あ ろ う 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 作 成 す る た め の 別 の 好 適 な 手 段 は 、 N-ホ
ス ホ ネ ー ト ま た は ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト 化 学 を 使 用 す る 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の 合 成 で あ る （ Froehlerら 、 1986, Nucleic Acids Res. 14:5399-5407； McBri
deら 、 1983, Tetrahedron Lett. 24:246-248） 。 合 成 配 列 は 代 表 的 に は 、 約 15～ 約 600塩
基 の 長 さ 、 さ ら に 代 表 的 に は 約 20～ 約 100塩 基 、 最 も 好 ま し く は 約 40～ 約 70塩 基 の 長 さ で
あ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 合 成 核 酸 は 、 非 天 然 の 塩 基 （ 例 え ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、 イ
ノ シ ン ） を 含 む 。 上 記 し た よ う に 核 酸 類 似 体 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 結 合 部 位 と し
て 使 用 さ れ る 。 適 当 な 核 酸 類 似 体 の 例 は ペ プ チ ド 核 酸 で あ る （ 例 え ば 、 Egholmら 、 1993, 
Nature 363:566-568； US Patent No. 5,539,083参 照 ） 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 別 の 実 施 態 様 に お い て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 （ す な わ ち プ ロ ー ブ ） は 、 遺 伝 子 の
プ ラ ス ミ ド ま た は フ ァ ー ジ ク ロ ー ン 、 cDNA（ 例 え ば 発 現 さ れ た 配 列 タ グ ） 、 ま た は そ の 挿
入 体 か ら 作 成 さ れ る （ Nguyenら 、 1995, Genomics 29:207-209） 。
【 ０ １ ７ ５ 】
5.6.3. 固 体 表 面 へ の プ ロ ー ブ の 結 合
　 あ ら か じ め 生 成 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 支 持 体 上 に 沈 積 さ せ て ア レ イ を 形
成 す る こ と が で き る 。 あ る い は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 直 接 支 持 体 上 で 合 成 し て ア レ
イ を 形 成 す る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ は 、 ガ ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク （ 例 え ば 、 ポ リ プ ロ ピ レ
ン 、 ナ イ ロ ン ） 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ゲ ル 、 ま た は 他 の 多 孔 性 も し
く は 非 多 孔 性 材 料 か ら 作 成 さ れ た 固 体 支 持 体 ま た は 表 面 上 に 結 合 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 核 酸 を 表 面 に 結 合 さ せ る た め の 好 適 な 方 法 は 、 Schenaら 、 1995, Science 270:467-470
に 一 般 的 に 記 載 さ れ た よ う に ガ ラ ス プ レ ー ト 上 へ の プ リ ン ト で あ る 。 こ の 方 法 は 、 cDNAの
マ イ ク ロ ア レ イ を 調 製 す る の に 特 に 有 用 で あ る （ ま た 、 DeRisiら 、 1996, Nature Genetic
s 14:457-460； Shalonら 、 1996, Genome Res. 6:639-645； お よ び Schenalら 、 1995, Proc
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. Natl. Acad. Sci. USA 93:10539-11286参 照 ） 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ を 作 成 す る た め の 第 2の 好 適 な 方 法 は 、 高 密 度 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ
を 作 成 す る こ と に よ る 。 in situ合 成 の た め の 写 真 平 版 法 （ Fodorら 、 1991, Science 251:
767-773； Peaseら 、 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:5022-5026； Lockhartら 、 199
6, Nature Biotechnology 14:1675； US Patent No. 5,578,832； 5,556,752； お よ び 5,510
,270参 照 ） 、 ま た は 規 定 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 迅 速 な 合 成 と 沈 積 の た め の 他 の 方 法 （ Bl
anchardら 、 Biosensors & Bioelectronics 11:687-690） を 使 用 し て 、 規 定 の 位 置 に 規 定
の 配 列 に 相 補 的 な 数 千 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る ア レ イ を 製 造 す る た め の 方 法 は 公
知 で あ る 。 こ れ ら の 方 法 が 使 用 さ れ る 時 、 既 知 の 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 60量
体 ） は 、 誘 導 体 化 ガ ラ ス ス ラ イ ド の よ う な 表 面 で 直 接 合 成 さ れ る 。 産 生 さ れ た ア レ イ は 重
複 し て も よ く 、 １ つ の 遺 伝 子 も し く は エ キ ソ ン 当 た り い く つ か の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 が
あ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 例 え ば マ ス キ ン グ （ Maskosと Southern、 1992, Nucleic Acids Res. 20:1679-1684） に
よ り マ イ ク ロ ア レ イ を 作 成 す る た め の 他 の 方 法 も 使 用 さ れ る 。 原 理 的 に か つ 上 記 し た よ う
に 、 任 意 の タ イ プ の ア レ イ 、 例 え ば ド ッ ト ブ ロ ッ ト ま た は ナ イ ロ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 膜 （ Sambrookら 参 照 、 前 述 ） を 使 用 し て も よ い 。 し か し 当 業 者 に は 明 ら か な よ う に 、 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 容 量 が 小 さ く な る た め に 、 非 常 に 小 さ な ア レ イ が し ば し ば 好 適 で あ
る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 特 に 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 の マ イ ク ロ ア レ イ は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 の た
め の イ ン ク ジ ェ ッ ト 印 刷 装 置 を 使 用 し て 、 例 え ば Glanchardの 国 際 特 許 公 報 WO98/41531（ 1
998年 9月 24日 公 開 ） ； Blanchardら 、 1996, Biosensors & Bioelectronics 11:687-690； B
lanchard, 1998, Synthetic DNA Arrays in Genetic Engineering, Vol.20, J.K. Setlow
編 、 プ レ ヌ ム ・ プ レ ス （ Plenum Press） 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 111～ 123頁 ； お よ び Blanchard
の US Patent No. 6,028,1889に 記 載 の 方 法 と シ ス テ ム を 使 用 し て 製 造 さ れ る 。 具 体 的 に は
か か る マ イ ク ロ ア レ イ 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 好 ま し く は ア レ イ （ 例 え ば ガ ラ ス
ス ラ イ ド 上 ） で 、 炭 酸 プ ロ ピ レ ン の よ う な 高 表 面 張 力 溶 媒 の 「 微 小 液 滴 」 中 に 個 々 の ヌ ク
レ オ チ ド 塩 基 を 連 続 し て 沈 積 す る こ と に よ り 合 成 さ れ る 。 微 小 液 滴 は 容 量 が 小 さ く （ 例 え
ば 、 100pLま た は そ れ 以 下 、 さ ら に 好 ま し く は 50pLま た は そ れ 以 下 ） 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上
で 互 い に 分 離 さ れ て 、 ア レ イ 要 素 （ す な わ ち 異 な る プ ロ ー ブ ） の 位 置 を 画 定 す る 円 形 表 面
張 力 ウ ェ ル を 形 成 す る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 通 常 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 3'末 端 で
表 面 に 共 有 結 合 さ れ る 。 あ る い は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 5'
末 端 で 表 面 に 共 有 結 合 さ れ る （ 例 え ば 、 Blanchard, 1998, Synthetic DNA Arrays in Gen
etic Engineering, Vol.20, J.K. Setlow編 、 プ レ ヌ ム ・ プ レ ス （ Plenum Press） 、 ニ ュ
ー ヨ ー ク 、 111～ 123頁 参 照 ） 。
【 ０ １ ８ ０ 】
5.6.4. ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 標 的 と す る
　 本 発 明 の 方 法 と 組 成 物 に よ り 分 析 さ れ る 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 RNA分 子 、 例 え ば
特 に 限 定 さ れ な い が 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA（ mRNA） 分 子 、 リ ボ ゾ ー ム RNA（ rRNA） 分 子 、 cR
NA分 子 （ す な わ ち 、 in vivoで 転 写 さ れ る cDNA分 子 か ら 調 製 さ れ る RNA分 子 ） 、 お よ び こ れ
ら の 断 片 が あ る 。 本 発 明 の 方 法 と 組 成 物 に よ り 分 析 さ れ る 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は ま た
、 特 に 限 定 さ れ な い が DNA分 子 、 例 え ば ゲ ノ ム DNA分 子 、 cDNA分 子 、 お よ び こ れ ら の 断 片 （
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 EST、 STSな ど を 含 む ） が あ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 任 意 の 供 給 源 か ら 得 ら れ る 。 例 え ば 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子
は 、 天 然 に 存 在 す る 核 酸 分 子 、 例 え ば 生 物 か ら 単 離 さ れ る DNA分 子 も し く は ゲ ノ ム 外 DNA分
子 、 ま た は 生 物 か ら 単 離 さ れ る mRNA分 子 の よ う な RNA分 子 で も よ い 。 あ る い は ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 分 子 は 合 成 さ れ 、 例 え ば in vivoも し く は in vitroで 酵 素 的 に 合 成 さ れ る 核 酸 分 子
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、 例 え ば cDNA分 子 、 ま た は PCRに よ り 合 成 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 、 in vitro転 写 に
よ り 合 成 さ れ る RNA分 子 な ど が あ る 。 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の サ ン プ ル は 、 例 え ば DNA、 RN
A、 ま た は DNAと RNAの コ ポ リ マ ー の 分 子 を 含 ん で よ い 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 の
標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 特 定 の 遺 伝 子 ま た は 特 定 の 遺 伝 子 転 写 体 （ 例 え ば 、 細 胞 中 で 発
現 さ れ る mRNA配 列 、 ま た は か か る mRNA配 列 か ら 得 ら れ る 特 定 の cDNA配 列 ） に 対 応 す る 。 し
か し 多 く の 実 施 形 態 、 特 に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 が 哺 乳 動 物 細 胞 か ら 得 ら れ る 実 施 形 態 に
お い て 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 遺 伝 子 転 写 体 の 特 定 の 断 片 に 対 応 し て も よ い 。 例 え ば 標
的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ の 遺 伝 子 の 異 な る ス プ ラ イ ス 変 種 が 検 出 さ れ お よ び ／ ま た は 分
析 さ れ る よ う に 、 同 じ 遺 伝 子 の 異 な る エ キ ソ ン に 対 応 し て も よ い 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 分 析 さ れ る 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 細 胞 か ら 抽 出 さ れ た 核 酸
か ら in vitroで 調 製 さ れ る 。 例 え ば あ る 実 施 形 態 に お い て RNAは 、 細 胞 か ら 抽 出 さ れ （ 例
え ば 、 総 細 胞 RNA、 ポ リ (A) + メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA、 こ れ ら の 断 片 ） 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAは
総 抽 出 RNAか ら 精 製 さ れ る 。 総 お よ び ポ リ (A) +  RNAを 調 製 す る 方 法 は 当 該 分 野 で 公 知 で あ
り 、 例 え ば Sambrookら （ 前 述 ） に 一 般 的 に 記 載 さ れ て い る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て RNAは
、 本 発 明 の 目 的 の 種 々 の タ イ プ の 細 胞 か ら 、 チ オ シ ア ン 酸 グ ア ニ ジ ン 溶 解 し 、 次 に CsCl遠
心 分 離 し オ リ ゴ dT精 製 す る こ と に よ り 抽 出 さ れ る （ Chirgwinら 、 1979, Biochemistry 18:
5294-5299） 。 別 の 実 施 形 態 に お い て RNAは 、 チ オ シ ア ン 酸 グ ア ニ ジ ン 溶 解 し 、 次 に RNeasy
カ ラ ム （ キ ア ゲ ン （ Qiagen） ） で 精 製 し て 抽 出 さ れ る 。 次 に 精 製 さ れ た mRNAか ら 、 例 え ば
オ リ ゴ dTま た は ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 精 製 mRNAか ら cDNAが 合 成 さ れ る 。 好 適 な 実
施 形 態 に お い て 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 細 胞 か ら 抽 出 さ れ た 精 製 さ れ た メ ッ セ ン ジ ャ ー
RNAか ら 調 製 さ れ た cRNAで あ る 。 本 明 細 書 に お い て cRNAは 、 供 給 源 RNAに 相 補 的 な RNAと し
て 定 義 さ れ る 。 抽 出 さ れ た RNAは 、 ア ン チ セ ン ス RNAの 転 写 を 指 令 す る こ と が で き る 方 向 で
RNAポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー に 結 合 し た プ ラ イ マ ー を 使 用 し て RNAか ら 2本 鎖 cDNAが 合 成
さ れ る 方 法 を 使 用 し て 、 増 幅 さ れ る 。 次 に ア ン チ セ ン ス RNAま た は cRNAは 、 RNAポ リ メ ラ ー
ゼ を 使 用 し て 2本 鎖 cDNAの 第 2鎖 か ら 転 写 さ れ る （ 例 え ば 、 US Patent No. 5,891,636、 5,7
16,785； 5,545,522お よ び 6,132,997； ま た 米 国 特 許 出 願 第 09/411,074（ 1999年 10月 4日 出
願 、 Linsleyと Schelter） 、 お よ び PCT公 報 WO02/44399参 照 ） 。 RNAポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー
タ ー ま た は そ の 相 補 体 を 含 有 す る オ リ ゴ dTプ ラ イ マ ー （ US Patent No. 5,545,522と 6,132
,997） お よ び ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー （ PCT公 報 WO02/44399） の 両 方 が 使 用 で き る 。 好 ま し く
は 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 細 胞 の 元 々 の 核 酸 集 団 を 代 表 す る 短 い お よ び ／ ま た は 断 片 化
し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 で あ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 と 組 成 物 に よ り 分 析 さ れ る 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 好 ま し く は 検 出 で き
る よ う に 標 識 さ れ る 。 例 え ば cDNAは 、 直 接 、 例 え ば ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 に よ り 、 ま た は 間
接 に 、 例 え ば 第 1鎖 を 鋳 型 と し て 使 用 し て 第 2の 標 識 cDNA鎖 を 作 成 す る こ と に よ り 標 識 す る
こ と が で き る 。 あ る い は 2本 鎖 cDNAを cRNAに 転 写 し 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 好 ま し く は 検 出 可 能 な 標 識 物 は 、 例 え ば ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 の 取 り 込 み に よ る 蛍 光 標 識
物 で あ る 。 本 発 明 で の 使 用 に 適 し た 他 の 標 識 物 に は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 ビ オ チ ン 、 イ
ミ ノ ビ オ チ ン 、 抗 原 、 補 助 因 子 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 、 リ ポ 酸 、 オ レ フ ィ ン 化 合 物 、 検 出
可 能 な ポ リ ペ プ チ ド 、 電 子 リ ッ チ な 分 子 、 基 質 へ の 作 用 に よ り 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 成
す る こ と が で き る 酵 素 、 お よ び 放 射 活 性 ア イ ソ ト ー プ が あ る 。 好 適 な 放 射 活 性 ア イ ソ ト ー
プ に は 、 3 2 P、 3 5 S、 1 4 C、 1 5 N、 お よ び 1 2 5 Iが あ る 。 本 発 明 に 適 し た 蛍 光 分 子 に は 、 特 に 限
定 さ れ な い が 、 フ ル オ レ セ イ ン お よ び そ の 誘 導 体 、 ロ ー ダ ミ ン お よ び そ の 誘 導 体 、 テ キ サ
ス レ ッ ド 、 5'-カ ル ボ キ シ － フ ル オ レ セ イ ン （ 「 FMA」 ） 、 2',7'-ジ メ ト キ シ -4',5'-ジ ク
ロ ロ -6-カ ル ボ キ シ -フ ル オ レ セ イ ン （ 「 JOE」 ） 、 N,N,N',N'-テ ト ラ メ チ ル -6-カ ル ボ キ シ
-ロ ー ダ ミ ン （ 「 TAMRA」 ） 、 6'-カ ル ボ キ シ -X-ロ ー ダ ミ ン （ 「 ROX」 ） 、 HEX、 TET、 IRD40
、 お よ び IRD41が あ る 。 本 発 明 の 適 し た 蛍 光 分 子 に は さ ら に 、 シ ア ミ ン 色 素 （ 特 に 限 定 さ
れ な い が 、 Cy3、 Cy3.5お よ び Cy5を 含 む ） 、 BODIPY色 素 （ 特 に 限 定 さ れ な い が 、 BODIPY-FL
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、 BODIPY-TR、 BODIPY-TMR、 BODIPY-630/650、 お よ び BODIPY-650/670を 含 む ） 、 お よ び ALE
XA色 素 （ 特 に 限 定 さ れ な い が 、 ALEXA-488、 ALEXA-532、 ALEXA-546、 ALEXA-568、 お よ び AL
EXA-594を 含 む ） 、 な ら び に 当 業 者 に 公 知 の 他 の 蛍 光 色 素 が あ る 。 本 発 明 に 適 し た 電 子 リ
ッ チ な 指 標 分 子 に は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 フ ェ リ チ ン 、 ヘ モ シ ア ニ ン 、 お よ び コ ロ イ ド
金 が あ る 。 あ る い は や や 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 第 1の 基 を ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド に 特 異 的 に 複 合 体 化 す る こ と に よ り 標 識 し て も よ い 。 指 標 分 子 に 共 有 結 合 し 第
1の 基 に 対 し て 親 和 性 を 有 す る 第 2の 基 は 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 間 接 的 に 検 出 す る の に
使 用 す る こ と が で き る 。 か か る 実 施 形 態 に お い て 第 1基 と し て 使 用 す る の に 適 し た 化 合 物
に は 、 特 に 限 定 さ れ な い が ビ オ チ ン と イ ミ ノ ビ オ チ ン が あ る 。 第 2基 と し て の 使 用 に 適 し
た 化 合 物 に は 、 特 に 限 定 さ れ な い が ア ビ ジ ン お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン が あ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
5.6.5. マ イ ク ロ ア レ イ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 上 記 し た よ う に 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 洗 浄 条 件 は 、 本 発 明 に よ り 分 析 さ れ る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 （ 本 明 細 書 に お い て 「 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 」 と 呼 ぶ ） が 、 そ の
相 補 的 DNAが 位 置 す る ア レ イ の 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 好 ま し く は 特 異 的 ア レ イ 部
位 ） に 、 特 異 的 に 結 合 ま た は 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 そ の 上 に 2本 鎖 プ ロ ー ブ DNAを 含 有 す る ア レ イ は 好 ま し く は 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子
と の 接 触 前 に DNAを 1本 鎖 に す る た め に 変 性 条 件 に 付 さ れ る 。 1本 鎖 プ ロ ー ブ DNA（ 例 え ば 、
合 成 オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ 核 酸 ） を 含 有 す る ア レ イ は 、 例 え ば 自 己 相 補 配 列 の た め に 形 成 す
る ヘ ア ピ ン ま た は ダ イ マ ー を 除 去 す る た め に 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に 接 触 す る 前 に
、 変 性 さ れ る こ と が 必 要 で あ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 最 適 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 プ ロ ー ブ と 標 的 核 酸 の 長 さ （ 例 え ば 、 200塩 基 よ
り 大 き い オ リ ゴ マ ー 対 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） と タ イ プ （ 例 え ば RNAま た は DNA） に 依 存 す る で
あ ろ う 。 核 酸 の 特 異 的 （ す な わ ち 厳 密 ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 一 般 的 パ ラ メ ー タ
は 、 Sambrookら （ 前 述 ） と Ausubelら 、 1987, 「 分 子 生 物 学 の 現 代 の プ ロ ト コ ー ル （ Curre
nt Protocols in Molecular Biology） 」 、 Greene Publishing and Wiley-Interscience
、 ニ ュ ー ヨ ー ク に 記 載 さ れ て い る 。 Schenaら の cDNAマ イ ク ロ ア レ イ が 使 用 さ れ る 時 、 代 表
的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 5× SSC＋ 0.2％  SDS中 65ECで 4時 間 、 次 に 25ECで 低 ス
ト リ ン ジ ェ ン シ ー バ ッ フ ァ ー （ 1× SSC＋ 0.2％  SDS） で 洗 浄 、 次 に 25ECで 高 ス ト リ ン ジ ェ
ン シ ー バ ッ フ ァ ー （ 0.1× SSC＋ 0.2％  SDS） で 10分 洗 浄 で あ る （ Shenaら 、 1996, Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA 93:10614） 。 有 用 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は ま た 、 例 え ば Tij
essen, 1993, 「 核 酸 プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ Hybridization With Nuclei
c Acid probes） 」 、 Elsevier Science Publishers B.V. and Kricka, 1992, 「 非 ア イ ソ
ト ー プ DNAプ ロ ー ブ 技 術 （ Nonisotopic DNA Probe Techniques） 」 、 ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス
（ Academic Press） 、 サ ン ジ エ ゴ 、 カ リ ホ ル ニ ア 州 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び ／ ま た は シ グ ナ ル 伝 達 チ ッ プ で 使 用 す る の に 特 に 好 適 な
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 プ ロ ー ブ の 平 均 融 点 ま た は そ の 近 く の 温 度 （ 例 え ば 、 5
℃ 以 内 、 さ ら に 好 ま し く は 2℃ 以 内 ） で 、 1M NaCl、 50mM MESバ ッ フ ァ ー （ pH6.5） 、 0.5％
サ ル コ シ ン ナ ト リ ウ ム 、 お よ び 30％ ホ ル ム ア ミ ド 中 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が あ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
5.6.6. シ グ ナ ル 検 出 と デ ー タ 解 析
　 細 胞 の RNAに 相 補 的 な 標 的 配 列 （ 例 え ば cDNAま た は cRNA） が 作 成 さ れ 、 適 当 な ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で マ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 時 、 遺 伝 子 ま た は 特 定 の
遺 伝 子 の エ キ ソ ン に 対 応 す る ア レ イ 中 の 部 位 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の レ ベ ル が 、 そ
の 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た エ キ ソ ン を 含 有 す る mRNAの 細 胞 中 で の 存 在 量 を 反 映 す る こ と は 理
解 さ れ る で あ ろ う 。 例 え ば 、 総 細 胞 mRNAに 相 補 的 な 検 出 で き る よ う に 標 識 さ れ た （ 例 え ば
蛍 光 物 質 で ） cDNAが マ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 時 、 細 胞 中 の RNAス プ ラ イ シ ン
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グ 中 に 転 写 さ れ な い か ま た は 除 去 さ れ る 遺 伝 子 の エ キ ソ ン （ す な わ ち 、 遺 伝 子 発 現 の 生 成
物 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る ） に 対 応 す る ア レ イ 上 の 部 位 は 、 ほ と ん ど ま た は 全 く
シ グ ナ ル （ 例 え ば 蛍 光 シ グ ナ ル ） を 持 た ず 、 エ キ ソ ン を 発 現 す る コ ー ド さ れ た mRNAが 多 い
遺 伝 子 の エ キ ソ ン が 比 較 的 強 い シ グ ナ ル を 有 す る で あ ろ う 。 次 に 、 代 替 ス プ ラ イ シ ン グ に
よ り 同 じ 遺 伝 子 か ら 産 生 さ れ る 異 な る mRNAの 相 対 量 は 、 遺 伝 子 に つ い て 追 跡 さ れ る エ キ ソ
ン の 全 セ ッ ト に わ た っ て シ グ ナ ル 強 度 パ タ ー ン に よ り 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 2つ の 異 な る 細 胞 か ら の 標 的 配 列 （ 例 え ば 、 cDNAま た は cRNA
） は 、 マ イ ク ロ ア レ イ の 結 合 部 位 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 siRNA応 答 の 場 合 、 １ つ の 細
胞 サ ン プ ル は siRNAに 暴 露 さ れ 、 同 じ タ イ プ の 他 の 細 胞 サ ン プ ル は siRNAに 暴 露 さ れ な い 。
経 路 応 答 の 場 合 、 １ つ の 細 胞 サ ン プ ル は 経 路 摂 動 に 暴 露 さ れ 、 同 じ タ イ プ の 他 の 細 胞 サ ン
プ ル は 経 路 摂 動 に 暴 露 さ れ な い 。 2つ の 細 胞 タ イ プ の そ れ ぞ れ か ら 得 ら れ る cDNAま た は cRN
Aは 、 区 別 で き る よ う に す る た め に 鑑 別 的 に 標 識 さ れ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 例 え ば s
iRNAで 処 理 さ れ た （ ま た は 経 路 摂 動 に 暴 露 さ れ た ） 細 胞 か ら の cDNAは 、 フ ル オ レ セ イ ン 標
識 dNTPを 使 用 し て 合 成 さ れ 、 第 2の 細 胞 か ら の cDNA（ siRNAに 暴 露 さ れ て い な い ） は ロ ー ダ
ミ ン 標 識 dNTPを 使 用 し て 合 成 さ れ る 。 2つ の cDNAが 混 合 さ れ マ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ さ れ る と 、 各 cDNAか ら の シ グ ナ ル の 相 対 強 度 が ア レ イ 上 の 各 部 位 に つ い て 測 定 さ れ 、
特 定 の エ キ ソ ン の 量 の 相 対 的 差 が 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 上 記 し た 例 で は 、 siRNA処 理 （ ま た は 経 路 摂 動 さ れ た ） 細 胞 か ら の cDNAは 、 蛍 光 物 質 が
刺 激 さ れ る と 緑 色 の 蛍 光 を 出 し 、 未 処 理 細 胞 か ら の cDNAは 赤 色 の 蛍 光 を 出 す 。 そ の 結 果 、
siRNA処 理 が 細 胞 中 の 特 定 の 遺 伝 子 の 転 写 お よ び ／ ま た は 翻 訳 後 ス プ ラ イ シ ン グ に 対 し て
直 接 で も 間 接 で も 何 の 影 響 も 無 い 時 、 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は エ キ ソ ン 発 現 パ タ ー ン は 両 方
の 細 胞 で 区 別 で き ず 、 逆 転 写 に よ り 、 赤 標 識 お よ び 緑 標 識 cDNAは 同 程 度 に 存 在 す る で あ ろ
う 。 マ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る と 、 そ の RNA種 の 結 合 部 位 は 両 方 の 蛍 光 物 質
に 特 徴 的 な 波 長 の 光 を 放 出 す る で あ ろ う 。 こ れ に 対 し て siRNAに 暴 露 さ れ た 細 胞 が 、 細 胞
中 の 特 定 の 遺 伝 子 の 転 写 お よ び ／ ま た は 翻 訳 後 ス プ ラ イ シ ン グ を 直 接 ま た は 間 接 に 変 化 さ
せ る siRNAで 処 理 さ れ る と 、 各 遺 伝 子 ま た は エ キ ソ ン 結 合 部 位 の 緑 と 赤 の 蛍 光 の 比 で 示 さ
れ る 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は エ キ ソ ン 発 現 パ タ ー ン は 変 化 す る で あ ろ う 。 siRNAが mRNAの 量
を 上 昇 さ せ る と 、 mRNA中 で 発 現 さ れ る 各 遺 伝 子 ま た は エ キ ソ ン の 比 は 上 昇 す る が 、 siRNA
が mRNAの 量 を 低 下 さ せ る と 、 mRNA中 で 発 現 さ れ る 各 遺 伝 子 ま た は エ キ ソ ン の 比 は 低 下 す る
で あ ろ う 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 遺 伝 子 発 現 の 変 化 を 規 定 す る た め の 2色 蛍 光 標 識 と 検 出 ス キ ー ム の 使 用 は 、 mRNAの 検 出
に 関 連 し て 記 載 さ れ て お り 、 例 え ば Shenaら 、 1995, 相 補 的 DNAマ イ ク ロ ア レ イ を 用 い る 遺
伝 子 発 現 パ タ ー ン の 定 量 的 モ ニ タ リ ン グ 、 Science 270:467-470が あ る （ こ れ 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 ） 。 こ の ス キ ー ム は 、 エ キ ソ ン の 標 識 と 検
出 に 等 し く 適 用 可 能 で あ る 。 2つ の 異 な る 蛍 光 物 質 で 標 識 し た 標 的 配 列 （ 例 え ば cDNAま た
は cRNA） を 使 用 す る 利 点 は 、 2つ の 細 胞 状 態 で 各 ア ラ イ ン メ ン ト し た 遺 伝 子 に 対 応 す る mRN
Aま た は エ キ ソ ン 発 現 レ ベ ル の 直 接 お よ び 内 部 制 御 比 較 が で き る こ と で あ り 、 実 験 条 件 （
例 え ば ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 ） の 小 さ な 差 に よ る 変 動 が 以 後 の 分 析 に 影 響 を 与 え な
い こ と で あ る 。 し か し 、 単 一 の 細 胞 の cDNAを 使 用 し て 、 例 え ば siRNA処 理 ま た は 経 路 摂 動
細 胞 お よ び 未 処 理 細 胞 中 の 特 定 の 遺 伝 子 も し く は エ キ ソ ン の 絶 対 量 を 比 較 す る こ と も 可 能
で あ る こ と は 認 識 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 別 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 例 え ば 1色 蛍 光 標 識 を 使 用 す る シ ン グ ル チ ャ ネ ル 検 出 法
が 使 用 さ れ る （ 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/227,966号 、 2000年 8月 25日 出 願 ） 。 こ の 実 施 形 態 に
お い て 逆 相 補 体 （ RC） プ ロ ー ブ を 含 む ア レ イ が 設 計 さ れ 作 成 さ れ る 。 DNA配 列 の 逆 相 補 体
は 、 種 々 の 尺 度 （ 例 え ば 、 GC含 量 お よ び GCト レ ン ド の よ う な 尺 度 は 逆 相 補 体 下 で は 不 変 で
あ る ） に つ い て 標 的 配 列 に 相 補 的 な 対 応 す る 前 進 鎖 （ FS） プ ロ ー ブ に 等 し い 配 列 複 雑 さ を
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有 す る た め 、 対 応 す る FSプ ロ ー ブ へ の 非 特 異 的 ク ロ ス ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の レ ベ ル の
測 定 の た め の 対 照 プ ロ ー ブ と し て RCプ ロ ー ブ が 使 用 さ れ る 。 標 的 配 列 の FSプ ロ ー ブ 強 度 の
有 意 性 は 、 各 測 定 誤 差 と と も に FSプ ロ ー ブ の 生 強 度 測 定 値 と RCプ ロ ー ブ の 対 応 す る 生 強 度
測 定 値 を 比 較 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 FSプ ロ ー ブ と 対 応 す
る RCプ ロ ー ブ と の 強 度 差 が 有 意 な ら 、 遺 伝 子 ま た は エ キ ソ ン が 存 在 す る と 言 わ れ る 。 さ ら
に 好 ま し く は 、 FSプ ロ ー ブ 強 度 が ま た バ ッ ク グ ラ ン ド レ ベ ル よ り 有 意 に 高 い 場 合 、 遺 伝 子
ま た は エ キ ソ ン が 存 在 す る と 言 わ れ る 。 シ ン グ ル チ ャ ネ ル 検 出 法 は 多 色 標 識 と と も に 使 用
す る こ と が で き る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 複 数 の 異 な る サ ン プ ル （ そ れ ぞ れ 異 な る 色 で 標
識 さ れ て い る ） が ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 各 色 に つ い て の FSと RCプ ロ ー ブ と の 差
は 、 対 応 す る サ ン プ ル の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン レ ベ ル を 測 定 す る の に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 蛍 光 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ が 使 用 さ れ る 時 、 転 写 体 ア レ イ の 各 部 位 で の 蛍 光 放 出 は 、 共 焦
点 レ ー ザ ー 走 査 顕 微 鏡 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 使 用 さ れ る
2つ の 蛍 光 物 質 の そ れ ぞ れ に つ い て 、 適 切 な 励 起 線 を 使 用 し て 別 の ス キ ャ ン が 行 わ れ る 。
あ る い は 、 2つ の 蛍 光 物 質 に 特 異 的 な 波 長 で サ ン プ ル を 同 時 照 射 す る こ と を 可 能 に す る レ
ー ザ ー を 使 用 す る こ と が で き 、 2つ の 蛍 光 物 質 か ら の 発 光 が 同 時 に 分 析 さ れ る （ Shalonら
、 1996, Genome Res. 6:639-645） 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て ア レ イ は 、 コ ン ピ ュ ー タ 制
御 さ れ た X-Yス テ ー ジ と 顕 微 鏡 対 物 レ ン ズ を 有 す る レ ー ザ ー 蛍 光 ス キ ャ ナ ー を 用 い て ス キ
ャ ン さ れ る 。 多 重 線 混 合 ガ ス レ ー ザ ー を 用 い る 2つ の 蛍 光 物 質 の 連 続 励 起 が 行 わ れ 、 2つ の
光 電 子 増 倍 管 に よ り 検 出 さ れ る 。 か か る 蛍 光 レ ー ザ ー ス キ ャ ニ ン グ 装 置 は 、 例 え ば Schena
ら 、 1996, Genome Res. 6:639-645に 記 載 さ れ て い る 。 あ る い は 、 Fergusonら 、 1996, Nat
ure Biotech. 14:1681-1684に 記 載 の 光 フ ァ イ バ ー 束 を 使 用 し て 、 多 数 の 部 位 の mRNAレ ベ
ル を 同 時 に 測 定 し て も よ い 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 シ グ ナ ル は 記 録 さ れ 、 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 例 え ば 12ビ ッ ト ア ナ ロ グ デ ジ タ ル 基 板 を 使
用 し て コ ン ピ ュ ー タ で 解 析 さ れ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て ス キ ャ ン さ れ た 画 像 は 、 グ ラ フ
ィ ク ス プ ロ グ ラ ム （ 例 え ば Hijaak Graphics Suite） を 使 用 し て 斑 点 の 除 去 が 行 わ れ 、 次
に 画 像 グ リ ッ ド プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 解 析 さ れ て 、 各 波 長 で 各 部 位 で 平 均 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン の ス プ レ ッ ド シ ー ト が 作 成 さ れ る 。 必 要 で あ れ ば 、 2つ の 蛍 光 物 質 の チ ャ ネ ル 間
の 「 ク ロ ス ト ー ク 」 （ ま た は 重 複 ） に つ い て 実 験 的 に 決 定 さ れ た 補 正 が 行 わ れ る 。 転 写 体
ア レ イ 上 の 任 意 の 具 体 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 に つ い て 、 2つ の 蛍 光 物 質 の 発 光
の 比 が 計 算 さ れ る 。 こ の 比 は 、 同 系 遺 伝 子 の 絶 対 発 現 レ ベ ル に は 依 存 し な い が 、 そ の 発 現
が siRNAト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 遺 伝 子 欠 失 、 ま た は 他 の 試 験 さ れ た イ ベ ン ト で 有 意 に 調
節 さ れ る 遺 伝 子 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 、 2つ の 細 胞 ま た は 細 胞 株 中 の mRNAお よ び ／ ま た は mRNA中 で 発 現
さ れ た エ キ ソ ン の 相 対 的 量 は 、 摂 動 し た （ す な わ ち 、 試 験 し た mRNAの 2つ の 供 給 源 で 量 は
異 な る ） か 、 ま た は 摂 動 し な い （ す な わ ち 、 相 対 量 は 同 じ で あ る ） と し て ス コ ア が 付 け ら
れ る 。 本 明 細 書 に お い て 、 RNAの 2つ の 供 給 源 間 の 差 が 少 な く と も 約 25％ （ す な わ ち 、 あ る
供 給 源 中 の RNAが 他 の 供 給 源 中 よ り 25％ 多 い ） 、 さ ら に は 約 50％ 、 さ ら に は 約 2倍 （ す な わ
ち 2倍 多 い ） 、 3倍 （ 3倍 多 い ） 、 ま た は 5倍 （ 5倍 多 い ） 多 い も の は 、 摂 動 と し て ス コ ア が
付 け ら れ る 。 本 検 出 法 は 、 約 3倍 ～ 約 5倍 の オ ー ダ ー の 差 の 信 頼 で き る 検 出 を 可 能 に す る が
、 よ り 高 感 度 の 方 法 が 開 発 さ れ る と 期 待 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 し か し 、 2つ の 細 胞 ま た は 2つ の 細 胞 株 中 の mRNAお よ び ／ ま た は mRNA中 で 発 現 さ れ る エ キ
ソ ン の 量 の 相 対 差 の 強 度 を 測 定 す る こ と も 有 用 で あ る 。 こ れ は 上 記 し た よ う に 、 鑑 別 的 標
識 に 使 用 さ れ た 2つ の 蛍 光 物 質 の 発 光 の 比 を 計 算 す る か 、 ま た は 当 業 者 に 容 易 に 明 ら か な
類 似 の 方 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
5.6.7. 転 写 状 態 測 定 の 他 の 方 法
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　 当 該 分 野 で 公 知 の 他 の 遺 伝 子 発 現 法 に よ り 、 細 胞 の 転 写 状 態 を 測 定 し て も よ い 。 い く つ
か の か か る 技 術 は 、 電 気 泳 動 分 析 の た め の 限 定 的 な 複 雑 さ の 制 限 断 片 の プ ー ル を 作 成 し 、
例 え ば 2重 制 限 酵 素 消 化 を 段 階 的 プ ラ イ マ ー と 組 合 せ た 方 法 （ 例 え ば 、 ヨ ー ロ ッ パ 特 許 O53
4858A1、 1992年 9月 24日 出 願 、 Zabeauら ） 、 ま た は 規 定 の mRNA末 端 に 最 も 近 い 部 位 を 有 す
る 制 限 断 片 を 選 択 す る 方 法 （ 例 え ば 、 Prasharら 、 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93
:659-663） 。 他 の 方 法 は 、 例 え ば 複 数 の cDNAの そ れ ぞ れ の 充 分 な 塩 基 （ 例 え ば 20～ 50塩 基
） を 配 列 決 定 し て 各 cDNAを 同 定 す る 、 ま た は 規 定 の mRNA末 端 に 対 し て 既 知 の 位 置 で 生 成 さ
れ る 短 い タ グ （ 例 え ば 9～ 10塩 基 ） を 配 列 決 定 す る こ と に よ り 、 cDNAプ ー ル を 統 計 的 に サ
ン プ リ ン グ す る （ 例 え ば 、 Velculescu, 1995, Science 270:484-487） 。
【 ０ １ ９ ９ 】
5.7. 生 物 学 的 状 態 の 他 の 態 様 の 測 定
　 本 発 明 の 種 々 の 実 施 形 態 に お い て 、 転 写 状 態 以 外 の 生 物 学 的 状 態 の 態 様 （ 翻 訳 状 態 、 活
性 状 態 、 ま た は 混 合 態 様 ） を 測 定 し て 、 本 発 明 で 分 析 さ れ 測 定 さ れ た シ グ ナ ル を 生 成 す る
こ と が で き る 。 す な わ ち か か る 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝 子 発 現 デ ー タ は 、 翻 訳 状 態 測 定 値
ま た は タ ン パ ク 質 発 現 測 定 値 を 含 ん で よ い 。 実 際 、 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝 子 発 現 に
基 づ く 遺 伝 子 発 現 相 互 作 用 地 図 を 使 用 す る よ り 、 タ ン パ ク 質 発 現 地 図 に 基 づ く タ ン パ ク 質
相 互 作 用 地 図 が 使 用 さ れ る 。 転 写 状 態 以 外 の 生 物 学 的 状 態 の 態 様 の 詳 細 が 本 セ ク シ ョ ン で
説 明 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
5.7.1. 翻 訳 状 態 測 定 値 に 基 づ く 実 施 形 態
　 翻 訳 状 態 の 測 定 は い く つ か の 方 法 に よ り 行 わ れ る 。 例 え ば マ イ ク ロ ア レ イ を 構 築 す る こ
と に よ り 、 タ ン パ ク 質 の 全 ゲ ノ ム モ ニ タ リ ン グ （ す な わ ち 「 プ ロ テ オ ー ム 」 、 Goffeauら
、 1996, Science 274:546-567； Aebersoldら 、 1999, Nature Biotechnology 10:994-999
） を 行 う こ と が で き 、 こ こ で 結 合 部 位 は 、 細 胞 ゲ ノ ム に コ ー ド さ れ る 複 数 の タ ン パ ク 質 種
に 特 異 的 な 固 定 化 さ れ た （ 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル ） 抗 体 を 含 む （ 例 え ば 、 Zhuら 、 200
1, Science 293:2101-2105； MacBeathら 、 2000, Science 289:1760-63； de Wildtら 、 200
0, Nature Biotechnology 18:989-994参 照 ） 。 好 ま し く は 、 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 、 ま
た は 少 な く と も 目 的 の siRNAの 作 用 に 関 連 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 実 質 的 な 割 合 に つ い
て 抗 体 が 存 在 す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 成 す る 方 法 は 公 知 で あ る （ 例 え ば 、 ハ ー ロ ー
（ Harlow） と レ ー ン （ Lane） 、 1988, 「 抗 体 ： 実 験 室 マ ニ ュ ア ル （ Antibodies: A Labora
tory Manual） 」 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー （ Cold Spring Harbor） 、 ニ ュ ー ヨ ー ク
、 こ れ 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 ） 。 好 適 な 実 施 形 態 に お
い て 、 細 胞 の ゲ ノ ム 配 列 に 基 づ い て 設 計 さ れ た 合 成 ペ プ チ ド 断 片 に 対 し て モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 が 作 成 さ れ る 。 か か る 抗 体 ア レ イ を 使 用 し て 、 細 胞 か ら の タ ン パ ク 質 は ア レ イ に 接 触
さ れ 、 そ の 結 合 が 当 該 分 野 で 公 知 の ア ッ セ イ に よ り 測 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 あ る い は タ ン パ ク 質 は 、 2次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 シ ス テ ム に よ り 分 離 し 測 定 す る こ と が で き
る 。 2次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 は 当 該 分 野 で 公 知 で あ り 、 代 表 的 に は 1次 元 に 沿 っ て 等 電 点 電 気 泳
動 を 行 い 、 次 に 2次 元 に 沿 っ て SDS-PAGE電 気 泳 動 を 行 う 。 例 え ば 、 Hamesら 、 1990, 「 タ ン
パ ク 質 の ゲ ル 電 気 泳 動 ： 実 際 的 ア プ ロ ー チ （ Gel Electrophoresis of Proteins: A Pract
ical Approach） 」 、 ア イ ア ー ル エ ル プ レ ス （ IRL Press） 、 ニ ュ ー ヨ ー ク ； Shevchenkoら
、 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:1440-1445； Saglioccoら 、 1996, Yeast 12:151
9-1533； Lander, 1996, Science 274:536-539； お よ び Beaumontら 、 Life Science News 7
, 2001, ア マ シ ャ ム ・ フ ァ ル マ シ ア ・ バ イ オ テ ク （ Amersham Pharmacia Biotech） 。 生 じ
る 電 気 泳 動 図 は 、 多 く の 方 法 （ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る
質 量 ス ペ ク ト ル 法 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 、 お よ び 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 、 お よ び 内 部
と N末 端 マ イ ク ロ 配 列 決 定 を 含 む ） に よ り 分 析 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 を 使 用 し
て 、 siRNAに 暴 露 さ れ た 細 胞 （ 例 え ば 酵 母 ） 中 、 ま た は 特 異 的 遺 伝 子 の 欠 失 ま た は 過 剰 発
現 に よ り 修 飾 さ れ た 細 胞 中 の 、 あ る 生 理 学 的 条 件 下 で 産 生 さ れ る す べ て の タ ン パ ク 質 の 実
質 的 な 割 合 を 同 定 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ２ ０ ２ 】
5.7.2. 生 物 学 的 状 態 の 他 の 態 様 に 基 づ く 実 施 形 態
　 本 発 明 の 方 法 は 、 遺 伝 子 発 現 を 含 む 実 施 形 態 に よ り 例 示 さ れ る が 、 本 発 明 の 方 法 は 、 追
跡 可 能 な 任 意 の 細 胞 成 分 に 適 用 可 能 で あ る 。 特 に タ ン パ ク 質 の 活 性 が 測 定 可 能 な 場 合 、 本
発 明 の 実 施 形 態 は か か る 測 定 を 使 用 す る こ と が で き る 。 活 性 措 定 は 、 解 析 さ れ る 特 定 の 活
性 に 適 し た 任 意 の 機 能 的 、 生 化 学 的 、 ま た は 物 理 的 手 段 に よ り 行 わ れ る 。 活 性 が 化 学 的 変
換 を 含 む 場 合 、 細 胞 タ ン パ ク 質 は 天 然 の 基 質 と 接 触 さ れ 、 変 換 速 度 が 測 定 さ れ る 。 活 性 が
マ ル チ マ ー 単 位 の 結 合 を 含 む 場 合 （ 例 え ば DNAと の 活 性 化 DNA結 合 複 合 体 ） 、 結 合 タ ン パ ク
質 の 量 ま た は 結 合 の 2次 的 結 果 （ 例 え ば 転 写 さ れ る mRNAの 量 ） を 測 定 す る こ と が で き る 。
ま た 機 能 活 性 の み が 公 知 の 場 合 （ 例 え ば 細 胞 サ イ ク ル 調 節 ） 、 機 能 の 実 施 を 観 察 す る こ と
が で き る 。 公 知 で あ っ て も 測 定 さ れ て も 、 タ ン パ ク 質 活 性 の 変 化 は 、 本 発 明 の 前 記 方 法 に
よ り 分 析 さ れ る 応 答 デ ー タ を 形 成 す る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 別 の お よ び 非 限 定 例 に お い て 、 細 胞 の 生 物 学 的 状 態 の 混 合 態 様 に つ い て 応 答 デ ー タ が 生
成 さ れ る 。 応 答 デ ー タ は 、 例 え ば あ る mRNA量 の 変 化 、 あ る タ ン パ ク 質 量 の 変 化 、 お よ び あ
る タ ン パ ク 質 活 性 の 変 化 か ら 構 築 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
5.8. 実 施 シ ス テ ム と 方 法
　 本 発 明 の 分 析 法 は 好 ま し く は 、 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム 、 例 え ば 本 セ ク シ ョ ン で 記 載 の コ
ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム を 使 用 し て 、 以 下 の プ ロ グ ラ ム と 方 法 に 従 っ て 実 施 す る こ と が で き る
。 か か る コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム は ま た 、 好 ま し く は 本 発 明 の 分 析 法 と と も に 実 施 さ れ る コ
ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム に よ り 使 用 で き る 種 々 の 実 験 で 得 ら れ る 測 定 シ グ ナ ル を 保 存 し 操 作 す
る こ と が で き る 。 従 っ て か か る コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム は ま た 、 本 発 明 の 一 部 と 考 え ら れ る
。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 分 析 法 を 実 施 す る の に 適 し た コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム の 例 を 、 図 8に 例 示 す る 。
コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム 801は 、 内 部 成 分 を 含 み 、 外 部 成 分 に 連 結 し て い る と し て 記 載 さ れ
る 。 こ の コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム の 内 部 成 分 に は 、 主 メ モ リ ー 803に 相 互 連 結 し た １ つ 以 上
の プ ロ セ ッ サ ー 要 素 を 含 む 。 例 え ば コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム 801は 2 GHZ以 上 の ク ロ ッ ク 速 度
で 256MB以 上 の 主 メ モ リ ー を 有 す る イ ン テ ル ペ ン テ ィ ア ム IV（ 登 録 商 標 ） ベ ー ス の プ ロ セ
ッ サ ー で も よ い 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム 801は 、 ヘ ッ ド 「 ノ ー ド
」 と 8つ の 姉 妹 「 ノ ー ド 」 を 含 む 複 数 の コ ン ピ ュ ー タ の ク ラ ス タ ー で あ り 、 各 ノ ー ド は 中
央 処 理 装 置 （ 「 CPU」 ） を 有 す る 。 さ ら に ク ラ ス タ ー は ま た 、 ヘ ッ ド ノ ー ド 上 に 少 な く と
も 128MBの ラ ン ダ ム ア ク セ ス メ モ リ ー （ 「 RAM」 ） と 、 8つ の 姉 妹 ノ ー ド の そ れ ぞ れ に 少 な
く と も 256MBの RAMを 含 む 。 従 っ て 本 発 明 の コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム は 、 単 一 の メ モ リ ー ユ ニ
ッ ト ま た は 単 一 の プ ロ セ ッ サ ー ユ ニ ッ ト か ら な る も の に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 外 部 成 分 は 、 大 容 量 記 憶 装 置 804を 含 む こ と が で き る 。 こ の 大 容 量 記 憶 装 置 は 、 代 表 的
に は プ ロ セ ッ サ ー と メ モ リ ー が 一 緒 に パ ッ ケ ー ジ さ れ た １ つ 以 上 の ハ ー ド デ ィ ス ク で も よ
い 。 か か る ハ ー ド デ ィ ス ク は 、 代 表 的 に は 10GB以 上 の 保 存 容 量 を 有 し 、 さ ら に 好 ま し く は
少 な く と も 40GBの 保 存 容 量 を 有 す る 。 例 え ば 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 上 記 し た よ う に 本
発 明 の コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム が い く つ か の ノ ー ド を 含 む 場 合 、 各 ノ ー ド は そ れ 自 体 の ハ ー
ド ド ラ イ ブ を 有 す る 。 ヘ ッ ド ノ ー ド は 好 ま し く は 、 少 な く と も 10GBの 保 存 容 量 を 有 す る ハ
ー ド ド ラ イ ブ を 有 し 、 各 姉 妹 ノ ー ド は 好 ま し く は 、 少 な く と も 40GBの 保 存 容 量 の ハ ー ド ド
ラ イ ブ を 有 す る 。 本 発 明 の コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム は 、 他 の 大 容 量 記 憶 装 置 （ 例 え ば 、 １ つ
以 上 の フ ロ ッ ピ ー デ ィ ス ク 、 １ つ 以 上 の CD-ROMド ラ イ ブ 、 １ つ 以 上 の DVDド ラ イ ブ 、 ま た
は １ つ 以 上 の DATド ラ イ ブ を 含 む ） を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 他 の 外 部 成 分 は 代 表 的 に は 、 ユ ー ザ ー イ ン タ ー フ ェ ー ス 装 置 805を 含 み 、 こ れ は 最 も 代
表 的 に は 、 モ ニ タ ー と キ ー ボ ー ド と グ ラ フ ィ カ ル 入 力 装 置 806（ 例 え ば 「 マ ウ ス 」 ） で あ
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る 。 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム は ま た 代 表 的 に は ネ ッ ト ワ ー ク リ ン ク 807に 連 結 さ れ 、 こ れ は
例 え ば 、 ロ ー カ ル エ リ ア ネ ッ ト ワ ー ク （ 「 LAN」 ） と 他 の ロ ー カ ル コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム
、 お よ び ／ ま た は ワ イ ド エ リ ア ネ ッ ト ワ ー ク （ 「 WAN」 ） 、 例 え ば 他 の 遠 く の コ ン ピ ュ ー
タ シ ス テ ム に 連 結 さ れ た イ ン タ ー ネ ッ ト で も よ い 。 例 え ば 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 上 記
し た よ う に 、 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム が 複 数 の ノ ー ド を 含 む 場 合 、 各 ノ ー ド は 好 ま し く は ネ
ッ ト ワ ー ク （ 好 ま し く は NFSネ ッ ト ワ ー ク ） に 連 結 し 、 そ の 結 果 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム の
ノ ー ド は 互 い に 通 信 し 、 随 時 他 の コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム と ネ ッ ト ワ ー ク に よ り 通 信 し 、 従
っ て デ ー タ を 共 有 し 、 互 い に タ ス ク を 処 理 す る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 か か る コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム の 操 作 中 に メ モ リ ー に い く つ か の ソ フ ト ウ ェ ア 成 分 が ロ ー
ド さ れ 、 こ れ は ま た 図 8に 示 す 。 ソ フ ト ウ ェ ア 成 分 は 、 当 該 分 野 で 標 準 的 な ソ フ ト ウ ェ ア
成 分 と 本 発 明 に 特 殊 な 成 分 と を 含 む 。 こ れ ら の ソ フ ト ウ ェ ア 成 分 は 代 表 的 に は 、 大 容 量 記
憶 装 置 例 え ば ハ ー ド ド ラ イ ブ 804に 保 存 さ れ る が 、 他 の コ ン ピ ュ ー タ で 読 め る 媒 体 、 例 え
ば １ つ 以 上 の フ ロ ッ ピ ー デ ィ ス ク 、 １ つ 以 上 の CD-ROMド ラ イ ブ 、 １ つ 以 上 の DVDド ラ イ ブ
、 ま た は １ つ 以 上 の DATド ラ イ ブ を 含 む ） に 保 存 す る こ と が で き る 。 ソ フ ト ウ ェ ア 成 分 810
は 、 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム と そ の ネ ッ ト ワ ー ク 接 続 の 管 理 を 行 う オ ペ レ ー テ ィ ン グ シ ス テ
ム で あ る 。 オ ペ レ ー テ ィ ン グ シ ス テ ム は 、 例 え ば マ イ ク ロ ソ フ ト ウ ィ ン ド ウ ズ （ 登 録 商 標
） フ ァ ミ リ ー 、 例 え ば ウ ィ ン ド ウ ズ 95、 ウ ィ ン ド ウ ズ 98、 ウ ィ ン ド ウ ズ NT、 ウ ィ ン ド ウ ズ
2000ま た は ウ ィ ン ド ウ ズ XPで も よ い 。 あ る い は オ ペ レ ー テ ィ ン グ ソ フ ト ウ ェ ア は マ ッ キ ン
ト ッ シ ュ オ ペ レ ー テ ィ ン グ シ ス テ ム 、 UNIXオ ペ レ ー テ ィ ン グ シ ス テ ム 、 ま た は LINUXオ ペ
レ ー テ ィ ン グ シ ス テ ム で も よ い 。 ソ フ ト ウ ェ ア 成 分 811は 、 共 通 の 言 語 と シ ス テ ム 中 に 存
在 す る こ と が 好 ま し い 機 能 を 含 ん で 、 本 発 明 に 特 異 的 な 方 法 を 実 施 す る プ ロ グ ラ ム を 支 援
す る 。 本 発 明 の 分 析 方 法 を プ ロ グ ラ ム す る の に 使 用 で き る 言 語 に は 、 例 え ば Cと C++、 フ ォ
ー ト ラ ン 、 PERL、 HTML、 JAVA、 お よ び 任 意 の UNIXま た は LINUXシ ェ ル 命 令 言 語 （ 例 え ば Cシ
ェ ル ス ク リ プ ト 言 語 ） が あ る 。 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 式 の 記 号 エ ン ト リ ー お よ び プ ロ セ シ
ン グ の 高 レ ベ ル 指 定 を 可 能 に す る 数 学 的 ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ （ 使 用 さ れ る 特 異 的 ア ル
ゴ リ ズ ム を 含 む ） で プ ロ グ ラ ム 化 ま た は モ デ ル 化 さ れ 、 こ う し て ユ ー ザ ー が 個 々 の 式 お よ
び ア ル ゴ リ ズ ム を プ ロ グ ラ ム す る 手 続 き を 不 要 に す る 。 か か る パ ッ ケ ー ジ に は 、 例 え ば Ma
thworks（ Natick、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） か ら の Matlab、 Wolfram Research（ Champaign, 
イ リ ノ イ 州 ） か ら の Mathematica、 ま た は MathSoft（ シ ア ト ル 、 ワ シ ン ト ン 州 ） か ら の S-P
lusが あ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 ソ フ ト ウ ェ ア 成 分 812は 、 好 ま し く は 操 作 言 語 ま た は 記 号 パ ッ ケ ー ジ で プ ロ グ ラ ム さ れ
た 前 記 し た 本 発 明 の 分 析 方 法 を 含 む 。 例 え ば 、 ソ フ ト ウ ェ ア 成 分 812は 好 ま し く は 、 プ ロ
セ ッ サ ー に 複 数 の 測 定 し た シ グ ナ ル を 受 け 、 測 定 し た シ グ ナ ル を メ モ リ ー に 保 存 す る 工 程
を 実 施 さ せ る プ ロ グ ラ ム を 含 む 。 例 え ば コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム は 、 ユ ー ザ ー が 用 手 的 に 入
力 し た （ 例 え ば ユ ー ザ ー イ ン タ ー フ ェ ー ス に よ り ） 測 定 さ れ た シ グ ナ ル を 受 け る こ と が で
き る 。 し か し さ ら に 好 ま し く は 、 プ ロ グ ラ ム は コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム に デ ー タ ベ ー ス か ら
測 定 さ れ た シ グ ナ ル を 検 索 さ せ る 。 か か る デ ー タ ベ ー ス は 、 大 容 量 記 憶 装 置 （ 例 え ば ハ ー
ド ド ラ イ ブ ） ま た は 他 の コ ン ピ ュ ー タ で 読 め る 媒 体 に 保 存 す る こ と が で き 、 コ ン ピ ュ ー タ
の メ モ リ ー に ロ ー ド す る こ と が で き 、 ま た は ネ ッ ト ワ ー ク 807を 使 用 し て コ ン ピ ュ ー タ シ
ス テ ム に よ り デ ー タ ベ ー ス に ア ク セ ス す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 上 記 の プ ロ グ ラ ム 例 と コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム 以 外 に 、 他 の 代 替 プ ロ グ ラ ム 構 造 と コ ン ピ
ュ ー タ シ ス テ ム は 当 業 者 に 容 易 に 明 ら か で あ ろ う 。 上 記 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム お よ び プ ロ
グ ラ ム の 精 神 ま た は 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く か か る 代 替 シ ス テ ム は 、 添 付 の 特 許 請 求 の
範 囲 に 包 含 さ れ る と 企 図 さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ２ １ １ 】
6. 実 施 例
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　 以 下 の 例 は 本 発 明 を 例 示 す る た め に 提 供 さ れ 、 決 し て 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ２ １ ２ 】
実 施 例 1
6.1. 実 施 例 1： 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ は siRNAの 遺 伝 子 制 御 を 明 ら か に す る
　 RNA干 渉 （ RNAi） ま た は RNAサ イ レ ン シ ン グ は 、 遺 伝 子 発 現 を 抑 制 す る の に 広 く 使 用 さ れ
て い る 。 RNAサ イ レ ン シ ン グ は 、 分 解 の た め に 同 族 の mRNA種 を 標 的 と す る 21ntの 短 い 干 渉
性 RNA（ siRNA） に よ り 開 始 さ れ る 。 サ イ レ ン シ ン グ は 一 般 に 極 め て 特 異 的 で あ り 、 siRNA
と そ の 同 種 の mRNAと の 間 で ほ ぼ 完 璧 な 相 同 性 を 要 求 す る と 考 え ら れ て い る 。 こ の 例 で は 、
遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 使 用 し て 、 培 養 ヒ ト 細 胞 中 の siRNAに よ る 遺 伝 子 サ イ レ ン
シ ン グ の 特 異 性 を 解 析 す る 。 こ の 解 析 は 、 異 な る siRNAが ユ ニ ー ク な セ ッ ト の 遺 伝 子 を 抑
制 し 、 そ の 中 に は 目 的 の 標 的 ま た は 標 的 サ イ レ ン シ ン グ の 程 度 に 無 関 係 の 遺 伝 子 が あ る こ
と を 明 ら か に し た 。 こ れ ら の 転 写 プ ロ フ ァ イ ル は 、 siRNAに 対 し て わ ず か に 11の 連 続 ヌ ク
レ オ チ ド の 相 同 性 を 含 有 す る 非 標 的 遺 伝 子 の 直 接 サ イ レ ン シ ン グ を 明 ら か に し た 。 す な わ
ち 、 こ の 結 果 は 、 内 因 性 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ が 、 予 想 さ れ た よ り siRNAと の は る か に
少 な い 相 同 性 が 必 要 な だ け で あ り 、 siRNAは 完 全 長 で は な い 配 列 類 似 性 を 有 す る 非 標 的 遺
伝 子 の mRNAと 交 差 反 応 す る こ と を 証 明 す る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 RNAiに よ る 遺 伝 子 サ イ レ ン
シ ン グ か ら 生 じ る 表 現 型 へ の オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 制 御 の 寄 与 を 考 慮 す る 必 要 が あ る こ と
を 確 認 す る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 、 そ の 発 現 が 、 生 存 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 関 与 す る 2つ の タ ン パ
ク 質 、 MAPK14（ p38α ） と イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 受 容 体 （ IGF1R） の HeLa細 胞 中 の RNAi誘 導
サ イ レ ン シ ン グ の 結 果 と し て 変 化 し た 遺 伝 子 を 同 定 す る の に 使 用 さ れ る 。 21ヌ ク レ オ チ ド
の 2本 鎖 siRNAを 、 標 準 的 選 択 規 則 に 従 っ て こ れ ら の 遺 伝 子 の そ れ ぞ れ の コ ー ド 領 域 を 標 的
と す る よ う に 設 計 （ Elbashirら 、 2002, Methods 26:199-213） し 、 配 列 を BLAST解 析 に 付
し て 、 ヒ ト ゲ ノ ム 中 の 他 の 遺 伝 子 と の 大 き な 相 同 性 を 除 外 し た 。 以 前 の 報 告 は 、 siRNAと
転 写 体 と の 単 一 ヌ ク レ オ チ ド ミ ス マ ッ チ が サ イ レ ン シ ン グ を 排 除 す る こ と を 示 し た （ Elba
shirら 、 2001, EMBO. J. 20:6877-6888） 。 こ の 例 で は 、 標 的 遺 伝 子 以 外 の 遺 伝 子 と は 18
未 満 の ヌ ク レ オ チ ド の 相 同 性 を 示 し た 配 列 の み を 選 択 し た 。 MAPK14を 標 的 と す る よ う に 設
計 し た 8つ の siRNAと IGF1Rを 標 的 と す る よ う に 設 計 し た 16個 の siRNAを 、 個 々 に HeLa細 胞 中
に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 siRNAト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 に 、 RNAを 単 離 し 、 マ イ ク ロ ア レ
イ 分 析 に 付 し た （ Hughesら 、 2001, Nature Biotech. 19:342-347） 。 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン
の 共 通 の 変 化 を 同 定 す る た め に 、 異 な る siRNAに よ り 同 じ 標 的 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ か
ら 生 じ る 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 比 較 し た 。
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ４ 】
　 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 初 期 分 析 は 、 同 じ 標 的 遺 伝 子 に 対 す る 異 な る siRNAに 応 答 し た 、 明
ら か な 共 通 の 遺 伝 子 発 現 を 示 さ な か っ た 。 そ の 代 わ り に 、 MAPK14を 標 的 と す る 8つ の siRNA
2本 鎖 の そ れ ぞ れ は 、 明 確 な 発 現 パ タ ー ン を 与 え た （ 図 1A） 。 同 様 に IGF1Rに 対 す る 16個 の
2本 鎖 の そ れ ぞ れ は 、 ユ ニ ー ク な 発 現 パ タ ー ン を 与 え た （ 図 1B） 。 3つ の 独 立 し た 実 験 で 実
質 的 に 同 一 の 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン が 観 察 さ れ 、 特 定 の siRNAか ら 生 じ る 遺 伝 子 制 御 が 再 現
性 あ る こ と を 証 明 し た 。 す な わ ち 転 写 体 発 現 パ タ ー ン は siRNA特 異 的 で あ っ た 。 改 変 転 写
体 の 数 と 本 体 は 、 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る siRNAの 能 力 に 対 応 し な か っ た 。 MAPK1
4 siRNA2本 鎖 の す べ て は 標 的 を 有 効 に サ イ レ ン シ ン グ し 、 RNAと タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 90％
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を 超 え る 低 下 を 示 し た （ 図 1A） 。 16個 の IGF1R siRNAの う ち の 14個 は 、 IGF1Rタ ン パ ク 質 と
RNAレ ベ ル を 60％ よ り 大 き く 低 下 さ せ た （ 図 1B） 。 IGFR1-4は IGF1Rの 発 現 を 80％ 低 下 さ せ
た が 、 発 現 が 改 変 さ れ た 遺 伝 子 の 数 は IGFR1-5よ り 少 な く 、 標 的 の 30％ の み が サ イ レ ン シ
ン グ さ れ た 。 さ ら に ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 標 的 と す る siRNAは 、 ヒ ト ゲ ノ ム 中 に 同 族 の 標 的 が
無 い に も か か わ ら ず い く つ か の 遺 伝 子 の 発 現 を 再 現 性 よ く 制 御 し た 。 す な わ ち 遺 伝 子 制 御
の パ タ ー ン は 、 目 的 の 標 的 で は な く 、 サ イ レ ン シ ン グ に 使 用 し た siRNA配 列 に 特 異 的 で あ
る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 siRNA誘 導 性 サ イ レ ン シ ン グ に よ る 遺 伝 子 制 御 を 理 解 す る た め に 、 siRNA MAPK14-1に よ
る MAPK14タ ン パ ク 質 と RNAノ ッ ク ダ ウ ン の 濃 度 と 動 力 学 の 詳 細 な 分 析 を 行 っ た 。 siRNA濃 度
を 1000倍 低 下 さ せ た 時 、 標 的 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ が 検 出 で き た が 、 オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝
子 制 御 も 検 出 で き た （ 図 2） 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の 多 く は 、 siRNA濃 度 に つ い て MAPK14（ ～ 1n
M） と ほ と ん ど 同 じ 半 最 大 応 答 を 示 し た 。 オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 制 御 は 目 的 の 標 的 の サ イ
レ ン シ ン グ か ら は 測 定 で き ず 、 こ れ は オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 制 御 が 単 に 高 siRNA濃 度 の ア
ー チ フ ァ ク ト で は な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 MAPK14タ ン パ ク 質 と RNAノ ッ ク ダ ウ ン の 詳 細 な 動 力 学 分 析 を 行 い 、 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン
グ を 使 用 し て 一 時 的 な 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 分 析 し た 。 MAPK14タ ン パ ク 質 は 、 siRNAト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 に 約 40時 間 の 半 減 期 を 示 し た （ 図 3A） 。 こ れ に 対 し て MAPK14転 写 体 は
急 速 に 分 解 さ れ 、 半 最 大 分 解 は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 11時 間 で あ っ た （ 図 3B） 。 発 現 プ
ロ フ ァ イ リ ン グ に よ り 、 MAPK14タ ン パ ク 質 の 低 下 が 観 察 さ れ る よ り か な り 早 い 時 点 （ 6～ 1
2時 間 ） で の 遺 伝 子 制 御 が 観 察 さ れ た 。 従 っ て 遺 伝 子 発 現 の 変 化 は 、 MAPK14機 能 の 喪 失 に
よ り 生 じ る 2次 的 イ ベ ン ト で あ る 可 能 性 は 低 か っ た 。 さ ら な る 分 析 に よ り 、 発 現 シ グ ナ チ
ャ が い く つ か の 一 時 的 に 明 確 な 転 写 体 群 に 分 類 で き る こ と が 明 ら か に な っ た （ 図 3C） 。 第
1群 は 、 急 速 な サ イ レ ン シ ン グ を 示 す 単 一 の 転 写 体 （ 標 的 MAPK14） を 含 有 す る 。 第 2群 は 、
半 最 大 分 解 が マ イ ク ロ ア レ イ で 測 定 す る と 7～ 13時 間 の 、 MAPK14へ の サ イ レ ン シ ン グ の 同
様 の 動 力 学 を 示 す 9つ の 転 写 体 を 含 有 す る 。 こ の 同 じ 群 の 転 写 体 は 、 独 立 し た 実 験 で 急 速
な 速 度 で ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ 、 こ れ ら の 遺 伝 子 が こ の siRNAに よ り 再 現 性 よ く サ イ レ
ン シ ン グ さ れ る こ と を 証 明 す る 。 転 写 体 制 御 の 急 速 な 速 度 は 、 こ れ ら が 直 接 の 遺 伝 子 制 御
イ ベ ン ト で あ る こ と を 示 唆 す る 。 こ れ は 第 3群 お よ び 第 4群 と 反 対 で あ り 、 こ れ ら に つ い て
は 半 最 大 分 解 は 約 40時 間 で 起 き 、 従 っ て 間 接 的 な 遺 伝 子 発 現 の 変 化 で あ る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 MAPK14と の 同 時 制 御 の 基 礎 を 理 解 す る た め に 、 急 速 に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 転 写 体
を さ ら に 調 べ た 。 こ れ ら の 転 写 体 は 、 KPNB3、 RAP2A、 FLJ20291、 RRAD、 RPA2、 DKFZp564J1
57、 AF093680、 お よ び 2つ の 未 解 析 ESTコ ン テ ィ グ を 含 む （ 図 4A） 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の い ず
れ も 、 MAPK14経 路 で 機 能 す る こ と は わ か っ て い な い 。 こ れ ら の 転 写 体 の す べ て は 、 siRNA2
本 鎖 と 部 分 的 配 列 相 同 性 の 領 域 を 含 有 す る こ と が わ か っ た （ 図 4A） 。 配 列 の ア ラ イ ン メ ン
ト は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 が 2つ の 亜 群 に 分 類 で き る こ と を 示 し た 。 3つ の オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝
子 か ら な る １ つ の 亜 群 は 、 siRNA配 列 の 中 央 領 域 を 含 む 相 同 性 の 14～ 15ヌ ク レ オ チ ド の コ
ア を 含 有 し た 。 第 2の 亜 群 は 、 siRNA配 列 の 3'末 端 に 9つ の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 相 同 性 の 小
さ い コ ア を 含 有 し た 。 こ れ は 、 動 力 学 群 3～ 5と 反 対 で あ り 、 こ れ ら は 、 siRNA配 列 中 に ラ
ン ダ ム に 分 布 し た 相 同 性 の ほ ん の 短 い 区 間 （ 6～ 8ヌ ク レ オ チ ド ） を 示 し た 。 す な わ ち siRN
Aの 3'末 端 を 含 む 配 列 相 同 性 の コ ア の 偏 り は 、 急 速 に サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 転 写 体 に ユ ニ
ー ク で あ る 。 siRNA配 列 中 の ヌ ク レ オ チ ド 変 化 に よ り 排 除 さ れ る 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の
公 開 さ れ た 報 告 （ Elbashirら 、 2001, EMBO. J. 20:6877-6888； Holenら 、 2002 Nucleic A
cids Res. 30:1757-1766） に 基 づ く と 、 こ の 限 定 さ れ た 程 度 の 配 列 相 同 性 が 転 写 体 サ イ レ
ン シ ン グ に 充 分 で あ る こ と は 予 測 で き な か っ た で あ ろ う 。 し か し こ の 可 能 性 を 検 討 す る た
め に 、 siRNA配 列 の 各 位 置 の ヌ ク レ オ チ ド を 系 統 的 に 置 換 し 、 発 現 シ グ ナ チ ャ に 対 す る 改
変 配 列 の 作 用 を 調 べ た 。 代 表 的 結 果 を 図 4Bに 示 す 。 第 4位 で の 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 置 換 は MAP
K14の サ イ レ ン シ ン グ を 排 除 し 、 こ の 位 置 で MAPK14と 相 同 性 を 有 す る 亜 群 1の 3つ の オ フ タ
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ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ を 排 除 し た 。 し か し こ の 領 域 に MAPK14と の 相 同 性 を 持 た
な い 亜 群 2の 6つ の オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 で は 、 サ イ レ ン シ ン グ は 排 除 さ れ な か っ た 。 し か
し 第 5位 で の 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 置 換 は 、 MAPK14サ イ レ ン シ ン グ を 排 除 は し な い が 低 下 さ せ
、 こ の 領 域 で MAPK14と 相 同 性 を 有 す る 亜 群 1の 3つ の オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン
グ を 排 除 し た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
こ の 領 域 に 相 同 性 を 共 有 し な い 6つ の オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 こ の ミ ス マ
ッ チ に よ り 影 響 を 受 け な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン
グ が MAPK14発 現 の 喪 失 に 依 存 し な い こ と を 確 認 し て い る 。 第 15位 で の 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 置
換 も ま た MAPK14サ イ レ ン シ ン グ を 低 下 さ せ 、 す べ て の 9つ の オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 の サ イ
レ ン シ ン グ を 排 除 し た 。 第 15位 で の ミ ス マ ッ チ の 影 響 は よ り 劇 的 で あ り 、 こ れ は お そ ら く
す べ て の 9つ の 転 写 体 が こ の 領 域 で MAPK14と の 相 同 性 を 有 す る た め で あ ろ う 。 RPA2は す で
に こ の 位 置 に Cで は な く Tを 含 有 し 、 こ れ は MAPK14オ リ ゴ の ア ン チ セ ン ス 鎖 と G:U塩 基 対 を
生 成 す る で あ ろ う 。 す な わ ち こ の 置 換 は 、 塩 基 対 合 と サ イ レ ン シ ン グ に つ い て 許 容 さ れ る
も の で あ る 。 改 変 さ れ た siRNA配 列 U:U塩 基 対 合 を 生 成 し 、 こ れ は あ ま り 許 容 さ れ ず 、 従 っ
て こ の 転 写 体 の サ イ レ ン シ ン グ を 排 除 す る で あ ろ う 。 す な わ ち 、 一 部 の ヌ ク レ オ チ ド 置 換
は サ イ レ ン シ ン グ に と っ て よ り 有 害 で あ る 。 ま と め る と こ れ ら の 結 果 は 、 こ れ ら の 転 写 体
の MAPK14と の 配 列 相 同 性 は 、 MAPK14 siRNAに よ る そ の サ イ レ ン シ ン グ の 原 因 で あ る こ と を
確 認 す る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 観 察 さ れ た オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ が 配 列 相 同 性 に 基 づ き 、 MAPK14発 現 の
低 下 の 結 果 で は な い こ と の さ ら な る 証 拠 と し て 、 MAPK14を 標 的 と す る よ う に 設 計 し た が 異
な る オ リ ゴ 配 列 を 有 す る 異 な る siRNA2本 鎖 を 試 験 し た 。 こ の 2番 目 の siRNA（ MAPK14-2） は
MAPK14の サ イ レ ン シ ン グ を 保 持 し た が 、 新 し い siRNA配 列 と の 相 同 性 が 無 い 第 2群 の 転 写 体
の い ず れ も サ イ レ ン シ ン グ し な か っ た （ 図 4B） 。 最 後 に 2つ の オ フ タ ー ゲ ッ ト 転 写 体 （ KPN
B3と FLJ20291） に つ い て 図 4Aに 例 示 し た 配 列 に 対 応 す る siRNAは 、 そ の 目 的 の 標 的 以 外 に M
APK14の 発 現 を サ イ レ ン シ ン グ し た （ 図 4C） 。 KPNB3 siRNAは 、 MAPK14と 14個 の 連 続 ヌ ク レ
オ チ ド を 共 有 し 、 全 部 で 15ヌ ク レ オ チ ド の 相 同 性 を 共 有 す る 。 FLJ20291 siRNAは MAPK14と
、 11個 の み の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド を 共 有 し 、 全 部 で 15ヌ ク レ オ チ ド の 相 同 性 を 共 有 す る 。 す
な わ ち 、 15ヌ ク レ オ チ ド 、 そ し て お そ ら く は 11と 少 な い 連 続 ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 相 同 性 が
、 非 標 的 転 写 体 の サ イ レ ン シ ン グ を 指 令 す る の に 充 分 で あ ろ う 。 従 っ て RNA干 渉 は 所 望 の
標 的 の 確 実 な サ イ レ ン シ ン グ を 引 き 起 こ す が 、 siRNA配 列 と 部 分 的 相 同 性 を 有 す る mRNA転
写 体 の 分 解 に よ り オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 制 御 が 起 き る こ と が あ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 MAPK14に 対 す る す べ て の 8つ の siRNA2本 鎖 と IGF1Rに 対 す る 14個 の siRNA2本 鎖 が 、 有 効 に
標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ し た 。 従 っ て 、 標 的 遺 伝 子 機 能 の 喪 失 を 示 す 各 標 的 に 対 す る
異 な る siRNA中 で 共 通 の 発 現 シ グ ナ チ ャ を 同 定 す る こ と が 可 能 で あ ろ う 。 デ ー タ に 厳 し い
要 件 を つ け て 、 複 数 の siRNAに よ る 標 的 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に よ り 生 じ る 発 現 パ タ ー ン
の み を 含 む よ う に す る と 、 共 通 の 発 現 パ タ ー ン が 観 察 さ れ た 。 両 方 の 実 験 の デ ー タ を 併 せ
て １ つ の 実 験 群 に し 、 少 な く と も 7つ の siRNAに よ る サ イ レ ン シ ン グ に 応 答 し て 発 現 が 少 な
く と も 2倍 変 化 し た 遺 伝 子 に 限 定 し た デ ー タ 解 析 を 行 っ た 。 こ の 解 析 に よ り 、 MAPK14 siRN
Aに 応 答 し て 8つ の 遺 伝 子 に つ い て 発 現 低 下 の 共 通 の パ タ ー ン が 得 ら れ た （ 図 5） 。 こ れ ら
の 中 に 標 的 MAPK14が あ り 、 こ れ で は 8つ す べ て の siRNAに 応 答 し て 発 現 が 10倍 抑 制 さ れ た 。
MAPK14サ イ レ ン シ ン グ の 共 通 の 発 現 シ グ ナ チ ャ は ま た 、 通 常 イ ン タ ー フ ェ ロ ン に 応 答 し て
誘 導 さ れ る 多 く の 遺 伝 子 を 含 ん だ 。 こ の 解 析 は 、 IGF1R siRNAに 応 答 し て そ の 発 現 が 低 下
し た 16個 の 遺 伝 子 を 証 明 し た （ 図 5） 。 IGF1R自 体 は こ の 細 胞 株 中 で 充 分 に 低 レ ベ ル で 発 現
さ れ て 統 計 的 採 用 基 準 よ り 低 か っ た た め 、 こ の ク ラ ス タ ー 解 析 に よ り 発 現 低 下 す る と し て
同 定 さ れ な か っ た 。 リ ア ル タ イ ム PCRに よ る IGF1R mRNAの 定 量 は 、 IGF1Rの 発 現 が siRNA2本
鎖 の そ れ ぞ れ に 応 答 し て 低 下 し て い る こ と を 証 明 し た （ 図 1B） 。 IGF1Rサ イ レ ン シ ン グ の
共 通 の 発 現 シ グ ナ チ ャ は 、 EGR1（ 増 殖 因 子 シ グ ナ ル 伝 達 に 応 答 し て 誘 導 さ れ る 早 期 増 殖 応
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答 遺 伝 子 ） 、 い く つ か の 転 写 レ ギ ュ レ ー タ ー （ HMCS、 CAMTA2、 CHOP、 DDIT3） 、 お よ び 栄
養 物 質 検 知 と グ ル コ ー ス 制 御 に 関 与 す る 遺 伝 子 （ PCK2、 ASNS） を 含 ん だ 。 い く つ か の 転 写
体 は 、 siRNAに よ り 両 方 の 標 的 遺 伝 子 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と が わ か っ た 。 こ れ
ら は 主 に 、 非 解 析 ESTコ ン テ ィ グ で あ り 、 お よ び お そ ら く 長 い dsRNAに 応 答 し た イ ン タ ー フ
ェ ロ ン 遺 伝 子 の 誘 導 に 似 た 方 法 で 、 siRNAに 対 し て 応 答 し て 刺 激 さ れ た 遺 伝 子 を 反 映 す る
で あ ろ う 。 １ つ の 興 味 深 い 例 外 は 、 複 数 の siRNAに よ る ダ イ サ ー の IGF1Rへ の 誘 導 で あ る が
、 こ の 遺 伝 子 制 御 の 意 義 は 不 明 で あ る 。 IGF1Rサ イ レ ン シ ン グ に
応 答 し て ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 遺 伝 子 は 、 MAPK14サ イ レ ン シ ン グ に 応 答 し て 制 御 さ れ
る 遺 伝 子 と は 明 確 に 異 な る （ 図 5） 。 す な わ ち 、 観 察 さ れ た 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は オ フ タ ー
ゲ ッ ト 遺 伝 子 制 御 を 含 む が 、 オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 制 御 を 示 す 発 現 パ タ ー ン は 区 別 で き る
で あ ろ う 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 IGF1Rに 対 し て siRNAに よ り 誘 発 さ れ る オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 制 御 を さ ら に 解 明 す る た め
に 、 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 使 用 し て 、 IGF（ イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 ） 刺 激 に 応 答 す る MCF
7乳 癌 細 胞 中 の IGF1R遺 伝 子 機 能 を 解 析 し た 。 siRNAト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 に 、 細 胞 を 血
清 枯 渇 さ せ 、 次 に IGFで 処 理 し て IGF1R経 路 を 刺 激 し た 。 IGF1R siRNAは 標 的 遺 伝 子 発 現 を
有 効 に サ イ レ ン シ ン グ し 、 下 流 の タ ン パ ク 質 Aktの リ ン 酸 化 の 低 下 に よ り 測 定 さ れ る 受 容
体 機 能 を 妨 害 し た （ 図 6B） 。 siRNAの 非 存 在 下 で は 、 Aktリ ン 酸 化 は 非 常 に 低 濃 度 の IGFで
も 明 ら か で あ っ た 。 こ れ に 対 し て Aktリ ン 酸 化 は 、 飽 和 レ ベ ル の IGFで も IGF1Rサ イ レ ン シ
ン グ に 応 答 し て 大 き く 低 下 し た 。 モ ッ ク ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 の IGF刺 激 は 、 IGFシ グ
ナ ル 伝 達 に 応 答 し て そ の 発 現 が 上 昇 し た 転 写 体 を 同 定 し た （ 図 6C） 。 こ の 群 の 遺 伝 子 は 、
同 じ 遺 伝 子 が い く つ か の 他 の 細 胞 株 で 誘 導 さ れ た た め 、 IGFシ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 介 し て 遺
伝 子 制 御 を 示 す 可 能 性 が あ る 。 siRNAに よ る IGF1Rサ イ レ ン シ ン グ の バ ッ ク グ ラ ン ド 下 で IG
F刺 激 を 行 う と 、 こ れ ら の IGFシ グ ナ チ ャ 遺 伝 子 の 発 現 は 、 変 化 し な か っ た か ま た は 低 下 し
た 。 す な わ ち 標 的 遺 伝 子 機 能 の 干 渉 を 反 映 す る 発 現 シ グ ナ チ ャ は 、 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ
に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 ま と め る と デ ー タ は 、 RNAi誘 導 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に よ
り 生 じ る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 オ ン 標 的 遺 伝 子 制 御 と オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 制 御 の
合 わ さ っ た も の で あ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 RNA干 渉 は 、 培 養 哺 乳 動 物 細 胞 中 で 遺 伝 子 発 現 を 操 作 す る た め の 強 力 手 段 で あ る 。 し か
し RNAiに よ る 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ か ら 生 じ る 表 現 型 の 解 釈 に は 、 オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子
制 御 の 影 響 の 評 価 を 含 め な け れ ば な ら な い 。 こ の 試 験 で 同 定 さ れ る オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子
産 物 は 、 目 的 の 標 的 の 生 物 学 的 経 路 内 で 機 能 す る こ と が 知 ら れ て り 、 従 っ て 標 的 化 シ グ ナ
ル 伝 達 経 路 に 関 連 す る 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 ま た は RNA分 析 に よ り 、 検 出 さ れ て い な い で あ
ろ う 。 こ れ ら の オ フ タ ー ゲ ッ ト イ ベ ン ト が 同 定 さ れ た の は 、 偏 り の 無 い マ イ ク ロ ア レ イ 分
析 に よ っ て の み で あ る 。 オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 の 詳 細 な 配 列 解 析 は 、 siRNA2本 鎖 と の 相 同
性 の 15個 の ヌ ク レ オ チ ド の コ ア お よ び 11個 の 少 な い 連 続 ヌ ク レ オ チ ド で も 、 目 的 の 標 的 以
外 に 転 写 体 の 分 解 を 指 令 す る こ と が で き る こ と を 証 明 し た 。 siRNAの 3'末 端 と の 相 同 性 の 9
つ の ヌ ク レ オ チ ド の 小 さ い コ ア は 、 転 写 体 サ イ レ ン シ ン グ に 充 分 で あ ろ う 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 siRNAと miRNAを 含 む 小 制 御 性 RNAの 生 物 学 的 機 能 は あ ま り わ か っ て い な い 。 １ つ の よ く
あ る 質 問 は 、 こ れ ら の 2つ の ク ラ ス の 制 御 性 RNAの 明 確 な サ イ レ ン シ ン グ 経 路 が 決 定 さ れ る
機 構 に 関 す る も の で あ る 。 miRNAは ゲ ノ ム か ら 発 現 さ れ る 制 御 性 RNAで あ り 、 前 駆 体 ス テ ム
－ ル ー プ 構 造 か ら 処 理 さ れ て 、 標 的 mRNAの 3'UTR中 の 配 列 に 結 合 す る 1本 鎖 核 酸 を 産 生 す る
（ Leeら 、 1993, Cell 75:843-854； Reinhartら 、 2000, Nature 403:901-906； Leeら 、 200
1, Science 294:862-864； Lauら 、 2001, Science 294:858-862； Hutvagnerら 、 2001, Sci
ence 293:834-838） 。 miRNAは ほ ん の わ ず か の 相 補 性 で 転 写 体 配 列 に 結 合 し （ Zengら 、 200
2, Molec. Cell 9:1327-1333） 、 定 常 状 態 RNAレ ベ ル に 影 響 を 与 え る こ と な く 翻 訳 を 抑 制
す る （ Leeら 、 1993, Cell 75:843-854； Wightmanら 、 1993, Cell 75:855-862） 。 miRNAと
siRNAの 両 方 と も 、 ダ イ サ ー （ Dicer） に よ り 処 理 さ れ 、 RNA誘 導 性 サ イ レ ン シ ン グ 複 合 体
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の 成 分 に 結 合 す る （ Hutvagnerら 、 2001, Science 293:834-838； Grishokら 、 2001, Cell 
106:23-34； Kettingら 、 2001, Genes Dev. 15:2654-2659； Williamsら 、 2002, Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA 99:6889-6894； Hammondら 、 2001, Science 293:1146-1150； Mourlato
sら 、 Genes Dev. 16:720-728） 。 最 近 の 報 告 （ Hutvagnerら 、 2002, Sciencexpress 297:2
056-2060） は 、 miRNA経 路 対 siRNA経 路 を 介 す る 遺 伝 子 制 御 が 、 標 的 転 写 体 に 対 す る 相 補 性
の 程 度 に よ っ て の み 決 定 さ れ る と い う 仮 説 を 報 告 し て い る 。 著 者 ら は 、 miRNA標 的 に 対 し
て ほ ん の わ ず か の 同 一 性 を 有 す る siRNAは 、 RNA分 解 を 開 始 さ せ る の で は な く 、 miRNAと 同
様 に 翻 訳 抑 制 で 機 能 す る と 推 測 し て い る 。 こ れ に 対 し て 本 例 で は 、 mRNA転 写 体 に 対 し て ほ
ん の 部 分 的 な 相 補 性 を 有 す る 合 成 siRNA2本 鎖 が 、 培 養 ヒ ト 細 胞 中 で こ の 転 写 体 の 分 解 を 引
き 起 こ す こ と を 明 確 に 証 明 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 標 的 転 写 体 と の 相 同 性 の 程 度 が 、 siRN
Aの 機 能 を mRNAの 機 能 か ら 区 別 す る 唯 一 の 決 定 要 因 で は な い こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 制 御 に 関 係 す る 相 同 性 の 程 度 は 小 さ い た め 、 目 的 の 標 的 に 絶 対 的
に 特 異 的 な siRNA配 列 を 選 択 す る こ と は 困 難 で あ ろ う 。 さ ら に 、 siRNAと の 相 同 性 を 有 す る
遺 伝 子 の ゲ ノ ム を 探 索 し て オ フ タ ー ゲ ッ ト イ ベ ン ト を 予 測 す る こ と は 困 難 で あ ろ う 。 配 列
相 同 性 の み で は 、 転 写 体 配 列 が siRNAに ア ク セ ス で き る こ と を 保 証 で き な い 。 さ ら に 、 必
ず し も す べ て の オ フ タ ー ゲ ッ ト 転 写 体 候 補 が 、 目 的 の 細 胞 株 中 で 発 現 さ れ る と は 限 ら な い
。 す な わ ち 配 列 相 同 性 を 有 す る す べ て の 転 写 体 が サ イ レ ン シ ン グ さ れ る わ け で は な い 。 さ
ら に 、 サ イ レ ン シ ン グ さ れ る 転 写 体 の す べ て が 配 列 相 同 性 を 有 す る わ け で は な い 。 直 接 的
な 相 同 性 ベ ー ス の 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ は 早 い 時 点 で 同 定 で き る が 、 遅 い 時 点 で 観 察 さ れ
る 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン は 、 標 的 遺 伝 子 な ら び に オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ か
ら の 下 流 の 遺 伝 子 制 御 を 含 む で あ ろ う 。 さ ら な る 複 雑 さ は 、 siRNA2本 鎖 が ク ロ マ チ ン コ ン
フ ォ メ ー シ ョ ン の 改 変 を 介 し て 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る 能 力 を 有 す る こ と か ら 生 じ る 。 動 原
体 反 復 配 列 に 対 す る siRNA2本 鎖 が 最 近 、 エ ス ・ ポ ン ベ （ S. pombe） 中 の ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン
の サ イ レ ン シ ン グ に 影 響 を 与 え る こ と が 報 告 さ れ た （ Volpeら 、 Science 297:1833-1837；
Reinhartら 、 2000, Science 297:1831） 。 ク ロ マ チ ン コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 維 持 す る の に
関 与 す る 転 写 体 と の siRNA配 列 の 部 分 的 相 同 性 は 、 標 的 遺 伝 子 の 近 傍 に 位 置 す る 非 標 的 遺
伝 子 の 発 現 を 変 化 さ せ る こ と が 考 え ら れ る 。 す な わ ち RNA干 渉 は 、 遺 伝 子 発 現 の 複 雑 な 変
化 を 生 じ さ せ 、 得 ら れ る 表 現 型 の 解 釈 は 慎 重 に し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 siRNA特 異 的 オ フ タ ー ゲ ッ ト 作 用 に も か か わ ら ず 、 同 じ 標 的 に 対 す る 複 数 の siRNA2本 鎖
を 分 析 す る と 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 喪 失 を 示 す 可 能 性 の あ る 共 通 の 発 現 シ グ ナ チ ャ が 同 定 で
き る で あ ろ う 。 目 的 の 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る た め に 複 数 の siRNA2本 鎖 を 取 り 込
む こ と は 、 観 察 さ れ た 表 現 型 と 発 現 パ タ ー ン が 標 的 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に 関 連 し て い る
こ と の 自 信 を 上 昇 さ せ る で あ ろ う 。 こ う し て 、 RNAiに よ る 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ と 組 合 せ
た 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 、 培 養 哺 乳 動 物 細 胞 中 の 遺 伝 子 機 能 を 同 定 し 解 析 す る た め の 強
力 な 手 段 と な る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
実 施 例 2
6.2. 実 施 例 2： siRNAプ ー ル は サ イ レ ン シ ン グ 特 異 性 を 上 昇 さ せ る
　 本 例 は 、 siRNAプ ー ル を 使 用 す る こ と に よ り 、 オ フ タ ー ゲ ッ ト イ ベ ン ト の 数 は 増 加 （ 付
加 ） す る が 、 そ の 強 度 制 御 は 低 下 す る ら し い こ と を 証 明 す る 。 オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 お よ
び オ ン タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ は 同 様 の 用 量 応 答 で 変 化 す る た め 、 単 一 siRNA
の 濃 度 の 低 下 は 、 特 異 性 を 改 良 し な い 。 こ れ に 対 し て siRNAの プ ー ル を 増 加 さ せ る こ と は
、 オ ン タ ー ゲ ッ ト サ イ レ ン シ ン グ を 維 持 し 、 オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 数 と
強 度 を 低 下 さ せ る 。 こ れ は 、 限 定 量 の リ ス ク （ RISC） と の 結 合 に つ い て の siRNA間 の 競 合
が 原 因 か も 知 れ な い 。 こ れ ら の 例 で は 、 す べ て の siRNAが 標 的 サ イ レ ン シ ン グ に お い て 有
効 で あ る こ と が す で に 測 定 さ れ て い る 。 こ れ ら の siRNAは 同 じ 標 的 遺 伝 子 転 写 体 を 標 的 と
し 、 従 っ て オ ン タ ー ゲ ッ ト サ イ レ ン シ ン グ に 寄 与 す る が そ れ ぞ れ は 明 確 な オ フ タ ー ゲ ッ ト
活 性 を 有 す る た め 、 プ ー ル 中 の siRNAの 数 を 増 加 さ せ る こ と に よ り オ フ タ ー ゲ ッ ト 活 性 が
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希 釈 さ れ る 。 そ の 結 果 、 オ ン タ ー ゲ ッ ト ： オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 比 が 上
昇 し 、 特 異 性 が 上 昇 す る 。 こ れ は 、 プ ー ル サ イ ズ を さ ら に 大 き く す る こ と が 特 異 性 の さ ら
な る 上 昇 に つ な が る こ と を 示 唆 す る 。 こ れ は 、 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 特 異 性 を 上 昇 さ せ
、 こ れ は 標 的 を 証 明 す る 試 み に お い て 大 い に 有 益 で あ ろ う 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 図 10は 、 3つ の siRNAの siRNAプ ー ル を 使 用 し て 得 ら れ た 結 果 を 示 す 。 個 々 の siRNAを 、 33
nM濃 度 で HeLa細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 3つ の siRNAの プ ー ル を 100nM（ そ れ ぞ れ 33n
M） で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 24時 間 後 RNAを 抽 出 し 、 モ ッ ク ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 か ら の RNAに 対 し て プ ロ フ ァ イ リ ン グ し た 。 右 の パ ネ ル は 、 オ ン タ
ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ が プ ー ル 中 で 維 持 さ れ る こ と を 示 す 。 オ フ タ ー ゲ ッ ト イ ベ
ン ト の 数 は 、 個 々 の siRNAか ら の オ フ タ ー ゲ ッ ト イ ベ ン ト の ほ ぼ 合 計 で あ る が 、 オ フ タ ー
ゲ ッ ト サ イ レ ン シ ン グ の 強 度 は 低 下 し た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 図 11は 、 siRNAプ ー ル が サ イ レ ン シ ン グ 特 異 性 を 上 昇 さ せ た こ と を 示 す 。 単 一 の siRNA濃
度 の 低 下 は 、 特 異 性 を 改 善 し な い （ 上 の パ ネ ル ） 。 こ れ に 対 し て 、 プ ー ル サ イ ズ を 上 昇 さ
せ る こ と は オ ン タ ー ゲ ッ ト サ イ レ ン シ ン グ を 維 持 し た が 、 オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 サ イ レ ン
シ ン グ の 数 と 強 度 を 低 下 さ せ た 。 こ れ は 、 リ ス ク （ RISC） と の 結 合 に つ い て の siRNA間 の
競 合 の た め か も 知 れ な い 。 そ の 結 果 、 オ ン タ ー ゲ ッ ト ： オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 サ イ レ ン シ
ン グ の 比 は 上 昇 し 、 特 異 性 が 上 昇 し た 。 こ れ は 、 さ ら に 大 き な プ ー ル サ イ ズ ま で 上 昇 さ せ
る と 特 異 性 が さ ら に 上 昇 す る こ と を 示 唆 し 、 こ れ は 標 的 評 価 の 試 み で 非 常 に 有 用 で あ ろ う
。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 図 12は 、 9つ の siRNAの siRNAプ ー ル を 使 用 し て 得 ら れ た 結 果 を 示 す 。 個 々 の siRNAの 濃 度
は 11nMで あ り 、 プ ー ル は そ れ ぞ れ 11nMの 9つ の メ ン バ ー を 含 有 す る 。 siRNAプ ー ル 中 の siRN
Aの 数 が 増 加 す る と 、 お そ ら く リ ス ク （ RISC） と の 結 合 に つ い て の siRNA間 の 競 合 の た め に
、 プ ー ル 中 の シ グ ナ チ ャ 遺 伝 子 の 数 が 低 下 し た 。 そ の 結 果 、 オ フ タ ー ゲ ッ ト サ イ レ ン シ ン
グ の 強 度 が 低 下 し 、 オ ン タ ー ゲ ッ ト ： オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 比 率 が 上 昇
し 、 特 異 性 が 上 昇 し た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
実 施 例 3
6.3. 実 施 例 3： RNA干 渉 に お け る 鎖 優 先 の 評 価
　 実 施 例 1に お い て 、 siRNAが オ ン タ ー ゲ ッ ト な ら び に オ フ タ ー ゲ ッ ト 活 性 を 有 す る こ と が
証 明 さ れ た 。 い く つ か の オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 は 、 目 的 の 標 的 遺 伝 子 と 同 じ 速 度 で ダ ウ ン
レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と が 証 明 さ れ 、 こ れ ら の 遺 伝 子 が siRNAに よ り 直 接 制 御 さ れ る こ と
を 意 味 す る 。 こ れ ら の 協 調 的 に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ た オ フ タ ー ゲ ッ ト シ グ ナ チ ャ 遺 伝
子 は 、 2つ の 方 法 で こ れ ら を 制 御 す る siRNAと ア ラ イ ン メ ン ト す る こ と が わ か っ た ：
　 1)同 一 性 の 中 央 連 続 区 間 ： オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 と す べ て 同 一 の siRNA2本 鎖 の 中 央 部 分
の 11個 以 上 の 塩 基 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 2)同 一 性 の 3'ベ ー ス の 連 続 区 間 ： オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 と す べ て 同 一 の siRNA2本 鎖 の 3'
末 端 の 3塩 基 以 内 で 終 止 す る 8個 以 上 の 塩 基 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 ア ラ イ ン メ ン ト は 、 そ の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 速 度 を 調 べ た siRNAの セ ン ス 鎖 ま た は
ア ン チ セ ン ス 鎖 の い ず れ か と 同 一 で あ る こ と が わ か っ た 。 そ の ア ラ イ ン メ ン ト が セ ン ス 鎖
と 同 一 の siRNAに つ い て は 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 が オ ン タ ー ゲ ッ ト お よ び オ フ タ ー ゲ ッ ト 制 御
を 引 き 起 こ し ； そ の ア ラ イ ン メ ン ト が ア ン チ セ ン ス 鎖 と 同 一 の siRNAに つ い て は 、 ア ン チ
セ ン ス 鎖 の 活 性 以 外 に セ ン ス 鎖 が オ フ タ ー ゲ ッ ト 制 御 を 引 き 起 こ し て い る と 推 測 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 こ の 例 は 、 １ つ の 時 点 の シ グ ナ チ ャ の み が 利 用 で き る 時 に 、 siRNA2本 鎖 の ど ち ら が オ フ
タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ し て い る か を 評 価 す る た め の 2つ の 方 法 を 報 告 す る 。
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【 ０ ２ ３ ４ 】
　 第 1の 方 法 で は 、 １ つ の 時 点 の シ グ ナ チ ャ が 、 １ つ の siRNA鎖 対 他 の siRNA鎖 と の よ り 大
き な ア ラ イ ン メ ン ト の 程 度 に つ い て 、 す べ て の シ グ ナ チ ャ 遺 伝 子 を 投 票 す る こ と に よ り 評
価 さ れ た 。 こ れ は ま た 、 目 的 の 標 的 遺 伝 子 と 同 じ 速 度 で ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 遺 伝 子
に つ い て 鎖 優 先 を 評 価 す る た め に 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 こ の 方 法 で は 、 シ グ ナ チ ャ 遺 伝 子 配 列 を 、 siRNAの 両 方 の 配 列 と ア ラ イ ン メ ン ト さ せ た
。 各 鎖 と の ア ラ イ ン メ ン ト を 、 最 も 長 い 連 続 的 同 一 区 間 に つ い て 調 べ た 。 こ れ ら の 連 続 的
同 一 区 間 の 長 さ を 比 較 し た 。 遺 伝 子 が そ の 鎖 に 対 し て 最 も 長 い 連 続 的 同 一 区 間 を 有 し た 鎖
に 、 遺 伝 子 が 投 票 し た と 見 な し た 。 投 票 は 、 2つ の 同 一 区 間 の 長 い 方 の 過 剰 の 塩 基 数 に よ
り 重 み 付 け を し た 。 こ の 理 由 は 、 例 え ば １ つ の 鎖 が 15塩 基 の 同 一 区 間 を 有 し 、 他 の 鎖 が 5
塩 基 の 同 一 区 間 を 有 す る ケ ー ス は 、 １ つ の 鎖 が 8塩 基 の 同 一 区 間 を 有 し 、 他 の 鎖 が 7塩 基 の
同 一 区 間 を 有 す る ケ ー ス よ り 、 よ り 大 き く 重 み 付 け を す べ き で あ る と い う こ と で あ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 従 っ て 票 は 、 あ る 鎖 中 で 過 剰 の 連 続 的 同 一 区 間 中 の 塩 基 で あ る 。 総 票 は 、 優 勢 で あ っ た
す べ て の 遺 伝 子 中 の 勝 っ た 鎖 の 連 続 的 同 一 性 中 の 総 過 剰 長 さ で あ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 こ の 方 法 の バ ッ ク グ ラ ン ド は 、 siRNA制 御 シ グ ナ チ ャ を 測 定 し た 複 数 の 遺 伝 子 、 例 え ば
マ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 し て 測 定 し た す べ て の 遺 伝 子 に 対 す る siRNAの 両 方 の 鎖 の ア ラ イ ン
メ ン ト を 調 べ 、 鎖 を 上 記 し た よ う に 投 票 さ せ 、 siRNAの 各 鎖 に つ い て 遺 伝 子 当 た り の 平 均
過 剰 重 み を 計 算 す る こ と に よ り 、 測 定 さ れ た 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 第 2の 方 法 で は 、 単 一 時 点 シ グ ナ チ ャ を 、 目 的 の 標 的 遺 伝 子 と 同 じ 速 度 で ダ ウ ン レ ギ ュ
レ ー ト し た 遺 伝 子 と の siRNAの ア ラ イ ン メ ン ト か ら 開 発 さ れ た 3'偏 り モ デ ル と シ グ ナ チ ャ
遺 伝 子 ア ラ イ ン メ ン ト と を 比 較 す る こ と に よ り 評 価 し た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 こ の 方 法 で は 、 シ グ ナ チ ャ 遺 伝 子 を 分 析 し て 、 オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 ア ラ イ ン メ ン ト の
3'偏 り モ デ ル に 一 致 す る 割 合 を 測 定 し た （ ア ラ イ ン メ ン ト 2)上 記 参 照 ） 。 シ グ ナ チ ャ 遺 伝
子 配 列 を siRNAの 両 方 の 鎖 と ア ラ イ ン メ ン ト さ せ た 。 各 鎖 と の ア ラ イ ン メ ン ト を 、 連 続 的
同 一 区 間 に つ い て 調 べ た 。 こ れ ら は ：
　 a)少 な く と も 7塩 基 の 連 続 的 同 一 区 間 を 有 し た ； お よ び
　 b)特 定 の 鎖 の 3'末 端 の 3塩 基 以 内 で 終 止 し た 、
場 合 に ア ラ イ ン メ ン ト を 印 付 け を し た 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 セ ン ス 鎖 と の 同 一 性 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 と の 同 一 性 を 有 す る 上 記 基 準 を 満 足 す る ア ラ
イ ン メ ン ト の 印 (tally)は 、 以 下 の よ う に 比 較 さ れ る
　 SLR＝ log（ セ ン ス 同 一 印 ／ ア ン チ セ ン ス 同 一 印 ）
　 SLRの 有 意 性 は 、 そ の 上 で siRNA制 御 シ グ ナ チ ャ が 測 定 さ れ た チ ッ プ 上 の す べ て の 配 列 に
つ い て セ ン ス 同 一 印 と ア ン チ セ ン ス 同 一 印 を 有 す る シ グ ナ チ ャ に つ い て 、 セ ン ス 同 一 印 と
ア ン チ セ ン ス 同 一 印 を 比 較 す る こ と に よ り 評 価 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 有 意 性 は 超 幾 何 分 布 か ら 計 算 さ れ 、 こ こ で
　 x、 サ ン プ ル － 選 択 ＝ １ つ の 鎖 の シ グ ナ チ ャ 印
　 n、 サ ン プ ル － 合 計 ＝ 両 方 の 鎖 の シ グ ナ チ ャ 印
　 M、 親 － 選 択 ＝ 同 じ 鎖 の チ ッ プ 印
　 N、 親 － 合 計 ＝ 両 方 の 鎖 の チ ッ プ 印
　 そ し て 、 超 幾 何 分 布 の 式 は 以 下 の 通 り で あ る ：

10

20

30

40

(68) JP 2006-525811 A 2006.11.16



　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 超 幾 何 分 布 は 対 称 で は な い た め 、 セ ン ス 鎖 と ア ン チ セ ン ス 鎖 選 択 超 幾 何 分 布 の 両 方 の テ
イ ル が 使 用 さ れ た 。 セ ン ス 同 一 過 剰 に 対 応 す る 2つ の テ イ ル を 平 均 し て 過 剰 セ ン ス 同 一 性
の p値 が 得 ら れ 、 ア ン チ セ ン ス 同 一 過 剰 に 対 応 す る 両 方 の テ イ ル を 平 均 し て 過 剰 ア ン チ セ
ン ス 同 一 性 の p値 が 得 ら れ た 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 こ れ ら の 両 方 の 鎖 の 鎖 優 先 は 、 標 的 遺 伝 子 と 同 じ 速 度 で ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 遺 伝
子 の 鎖 優 先 分 析 の 結 果 と 一 致 す る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 特 に 最 初 の 方 法 は 、 12時 間 、 24時 間 、 お よ び 48時 間 シ グ ナ チ ャ の 分 析 に 有 効 で あ る こ と
が わ か っ た 。 24時 間 シ グ ナ チ ャ が 一 般 に 最 も 有 意 な 結 果 を 与 え た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 実 際 、 siRNAの 鎖 優 先 性 の 測 定 に つ い て の シ グ ナ チ ャ 遺 伝 子 の か な り の 割 合 ま た は シ グ
ナ チ ャ 全 体 の 有 用 性 は 、 細 胞 中 の 遺 伝 子 発 現 に 対 す る siRNAの 直 接 作 用 が シ グ ナ チ ャ 遺 伝
子 の か な り の 割 合 に よ り 示 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 両 方 法 は 、 12時 間 IGF1R-73シ グ
ナ チ ャ の 約 35～ 40％ の 遺 伝 子 （ す な わ ち 約 12遺 伝 子 ） が 鎖 の 偏 り の 推 定 に 関 連 す る と 推 定
し た 。 一 方 24時 間 IGF1R-73シ グ ナ チ ャ の 約 35～ 40％ の （ す な わ ち 約 80遺 伝 子 ） も ま た 関 連
し た 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 表 IIは 、 377個 の siRNAの ラ イ ブ ラ リ ー を 示 す 。 表 II中 の BioID数 は ま た 、 siRNAを 特 定 す
る た め に こ の 開 示 で も 使 用 さ れ る 。 例 え ば siRNA MAPK14-193は 表 II中 の BioID No. 193を
有 す る siRNAに 対 応 す る 。
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【 表 ２ 】
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【 ０ ２ ４ ７ 】
　 表 IIIは 、 IGF1R-73早 期 動 力 学 遺 伝 子 と IGF1R-73の ア ン チ セ ン ス 鎖 と の ア ラ イ ン メ ン ト
を 示 す 。 表 IVAと Bは 、 IGF1R-73早 期 動 力 学 遺 伝 子 と IGF1R-73の そ れ ぞ れ セ ン ス 鎖 と ア ン チ
セ ン ス 鎖 と の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 表 VAと Bは 、 IGF1R-193早 期 動 力 学 遺 伝 子 と MAPK14-1
93の そ れ ぞ れ セ ン ス 鎖 と ア ン チ セ ン ス 鎖 と の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 こ れ ら の 表 に お い て
、 大 文 字 は 相 補 的 塩 基 、 小 文 字 は 非 相 補 的 塩 基 、 灰 色 の 影 は siRNA鎖 上 の ア ラ イ ン メ ン ト
の ギ ャ ッ プ の 位 置 、 Contig start（ コ ン テ ィ グ ス タ ー ト ） は 最 も 長 い 連 続 的 ア ラ イ ン メ ン
ト 区 間 の 開 始 位 置 、 そ し て Contg length（ コ ン テ ィ グ 長 さ ） は 、 最 も 長 い 連 続 的 ア ラ イ ン
メ ン ト 区 間 を 示 す 。
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【 表 ３ 】
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【 表 ４ Ａ 】
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【 表 ４ Ｂ 】
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【 表 ５ Ａ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 表 ５ Ｂ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 鎖 優 先 は 、 IGF1R-73と MAPK14-193の ア ラ イ ン メ ン ト デ ー タ に 基 づ く 投 票 法 と 3'偏 り 法 を
使 用 し て 評 価 し 、 そ れ ぞ れ 表 VIと VIIに 示 す 。
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 予 測 さ れ る ス コ ア は 、 シ グ ナ チ ャ サ イ ズ に 対 応 し 、 24,975の mRNA配 列 と ア ラ イ ン メ ン ト
し た 377の siRNA（ 表 II） に つ い て 遺 伝 子 当 た り の 平 均 ス コ ア か ら 計 算 し た 。 遺 伝 子 当 た り
平 均 ス コ ア は 0.491で あ り 、 標 準 偏 差 は 0.0454で あ っ た 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 セ ン ス 同 一 性 ス コ ア は 、 MAPK14-193の 12時 間 と 24時 間 で ア ン チ セ ン ス 同 一 性 ス コ ア を 超
え た 。 セ ン ス 鎖 と の 同 一 性 に よ る ア ラ イ ン メ ン ト は siRNAの ア ン チ セ ン ス 鎖 に 相 補 的 で あ
り 、 細 胞 中 で こ れ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る と 予 測 さ れ る た め 、 こ れ は 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 の 過
剰 の オ フ タ ー ゲ ッ ト 活 性 に 対 応 し た 。 12時 間 で は 、 セ ン ス 同 一 性 ス コ ア の み が バ ッ ク グ ラ
ン ド よ り 大 き く 、 こ の siRNAの 直 接 オ フ タ ー ゲ ッ ト シ グ ナ チ ャ が 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 の 活 性
の た め で あ る 可 能 性 が あ っ た 。 24時 間 で は 、 両 方 の 鎖 が バ ッ ク グ ラ ン ド よ り 大 き く 、 こ れ
は お そ ら く 二 次 的 制 御 の 開 始 の た め で あ る 。 し か し 過 剰 の セ ン ス 同 一 性 も 検 出 で き た 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 ア ン チ セ ン ス 同 一 性 ス コ ア は 、 IGF1R-73の 12時 間 と 24時 間 で セ ン ス 同 一 性 ス コ ア を 超 え
た 。 ア ン チ セ ン ス 鎖 と の 同 一 性 に よ る ア ラ イ ン メ ン ト は siRNAの セ ン ス 鎖 に 相 補 的 で あ り
、 細 胞 中 で こ れ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る と 予 測 さ れ る た め 、 こ れ は 、 セ ン ス 鎖 の 過 剰 の オ フ
タ ー ゲ ッ ト 活 性 に 対 応 し た 。 12時 間 で は 、 ア ン チ セ ン ス 同 一 性 ス コ ア の み が バ ッ ク グ ラ ン
ド よ り 大 き く 、 こ の siRNAの 直 接 オ フ タ ー ゲ ッ ト シ グ ナ チ ャ が 、 セ ン ス 鎖 の 活 性 の た め で
あ る 可 能 性 が あ っ た 。 セ ン ス 同 一 性 ス コ ア は わ ず か に バ ッ ク グ ラ ン ド よ り 大 き く 、 ア ン チ
セ ン ス 鎖 は 目 的 の 標 的 の 弱 い サ イ レ ン シ ン グ を 示 し 、 同 様 に 活 性 で あ る こ と が わ か っ た た
め 、 こ れ は 予 想 外 で は な か っ た 。 24時 間 で は 、 両 方 の 鎖 が バ ッ ク グ ラ ン ド よ り 大 き く 、 こ
れ は お そ ら く 二 次 的 制 御 の 寄 与 に よ り 補 助 さ れ た た め で あ っ た 。 し か し 過 剰 の ア ン チ セ ン
ス 同 一 性 も 検 出 で き た 。
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ １ 】
　 予 測 さ れ る ス コ ア は 、 シ グ ナ チ ャ サ イ ズ に 対 応 し 、 24,975の mRNA配 列 と ア ラ イ ン メ ン ト
し た 377の siRNA（ 表 II） に つ い て 遺 伝 子 当 た り の 平 均 ス コ ア か ら 計 算 し た 。 遺 伝 子 当 た り
平 均 ス コ ア は 0.0945で あ り 、 標 準 偏 差 は 0.0221で あ っ た 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 セ ン ス 同 一 性 ス コ ア は 、 MAPK14-193の 12時 間 と 24時 間 で ア ン チ セ ン ス 同 一 性 ス コ ア を 超
え る 。 セ ン ス 鎖 と の 同 一 性 に よ る ア ラ イ ン メ ン ト は siRNAの ア ン チ セ ン ス 鎖 に 相 補 的 で あ
り 、 細 胞 中 で こ れ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る と 予 測 さ れ る た め 、 こ れ は 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 の 過
剰 の オ フ タ ー ゲ ッ ト 活 性 に 対 応 す る 。 12時 間 と 24時 間 の 両 方 で 、 セ ン ス 同 一 性 ス コ ア の み
が バ ッ ク グ ラ ン ド よ り 大 き く 、 こ の siRNAの 直 接 オ フ タ ー ゲ ッ ト シ グ ナ チ ャ が 、 ア ン チ セ
ン ス 鎖 の 活 性 の た め で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 ア ン チ セ ン ス 同 一 性 ス コ ア は 、 IGF1R-73の 12時 間 と 24時 間 で セ ン ス 同 一 性 ス コ ア を 超 え
る 。 ア ン チ セ ン ス 鎖 と の 同 一 性 に よ る ア ラ イ ン メ ン ト は siRNAの セ ン ス 鎖 に 相 補 的 で あ り
、 細 胞 中 で こ れ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る と 予 測 さ れ る た め 、 こ れ は 、 セ ン ス 鎖 の 過 剰 の オ フ
タ ー ゲ ッ ト 活 性 に 対 応 す る 。 12時 間 で は 、 ア ン チ セ ン ス 同 一 性 ス コ ア の み が バ ッ ク グ ラ ン
ド よ り 大 き く 、 こ の siRNAの 直 接 オ フ タ ー ゲ ッ ト シ グ ナ チ ャ が 、 セ ン ス 鎖 の 活 性 の た め で
あ る 可 能 性 が あ る 。 12時 間 で は セ ン ス 同 一 性 ス コ ア は バ ッ ク グ ラ ン ド よ り 小 さ く 、 こ の 方
法 に よ り 直 接 シ グ ナ チ ャ に 寄 与 す る と し て 検 出 で き な い 。 24時 間 で は 、 両 方 の 鎖 が バ ッ ク
グ ラ ン ド よ り 大 き く 、 こ れ は お そ ら く 二 次 的 制 御 の 寄 与 に よ り 補 助 さ れ た た め で あ る 。 し
か し 過 剰 の ア ン チ セ ン ス 同 一 性 も 検 出 で き た 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 投 票 法 と 比 較 し て 、 3'偏 り 法 は 、 siRNA鎖 の １ つ の 二 次 的 制 御 ま た は 弱 い 寄 与 の た め に
、 検 出 に 対 し て 比 較 的 非 感 受 性 の よ う で あ る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
実 施 例 4
6.4. 実 施 例 4： siRNAの 鎖 優 先 の 予 測 の た め の 塩 基 組 成 モ デ ル
　 良 い siRNAと 悪 い siRNAと の G/C含 量 の 平 均 差 は 、 siRNA機 能 的 モ チ ー フ と 耐 性 モ チ ー フ と
を 分 け る G/C PSSMの モ デ ル を 提 供 す る 。 siRNAの 両 方 の 鎖 が 活 性 が あ る こ と は 公 知 の よ う
に （ 例 え ば 、 Elbashirら 、 2001, Genes Dev.15:188-200） 、 siRNAの セ ン ス 鎖 と ア ン チ セ
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ン ス 鎖 の 両 方 の G/C含 量 が 、 良 い siRNAと 悪 い siRNAの G/C含 量 の 平 均 差 か ら 得 ら れ る siRNA
機 能 的 標 的 モ チ ー フ G/C含 量 の モ デ ル に い か に う ま く 適 合 す る か を 発 見 す る こ と は 興 味 深
い 。 こ の た め に 、 良 い siRNAと 悪 い siRNAの 逆 相 補 体 を 調 べ た 。 こ れ ら の 逆 相 補 体 は 、 siRN
A2本 鎖 の セ ン ス 鎖 の 仮 説 の 完 全 一 致 標 的 部 位 に 対 応 す る 。 逆 相 補 体 を 、 siRNA2本 鎖 の ア ン
チ セ ン ス 鎖 の 実 際 の 完 全 一 致 標 的 部 位 で 示 さ れ る 実 際 の 良 い siRNAと 悪 い siRNAに 比 較 し た
。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 図 13Aは 、 19量 体 の siRNA2本 鎖 領 域 内 の 、 悪 い siRNAの 逆 相 補 体 の G/C含 量 と 悪 い siRNA自
体 の G/C含 量 と 差 を 示 す 。 比 較 の た め に 、 良 い siRNAの G/C含 量 と 悪 い siRNAの G/C含 量 の 差
を 示 す 。 曲 線 は 5の ウ ィ ン ド ウ （ ま た は 5の ウ ィ ン ド ウ の 一 部 、 配 列 の 末 端 で ） に わ た っ て
平 滑 化 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 図 13Bは 、 19量 体 の siRNA2本 鎖 領 域 内 の 、 良 い siRNAの 逆 相 補 体 の G/C含 量 と 悪 い siRNA自
体 の G/C含 量 と 差 を 示 す 。 比 較 の た め に 、 良 い siRNAの G/C含 量 と 悪 い siRNAの G/C含 量 の 差
を 示 す 。 曲 線 は 5の ウ ィ ン ド ウ （ ま た は 5の ウ ィ ン ド ウ の 一 部 、 配 列 の 末 端 で ） に わ た っ て
平 滑 化 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 悪 い siRNAの 逆 相 補 体 は 、 良 い siRNAよ り も 悪 い siRNAと よ り 大 き く 異 な る こ と が わ か っ
た 。 平 均 す る と 、 悪 い siRNAの 逆 相 補 体 は 、 良 い siRNAよ り 5'末 端 で よ り 強 い G/C含 量 を 示
し 、 3'末 端 で は 良 い siRNAと G/C含 量 が 同 様 で あ っ た 。 こ れ に 対 し て 良 い siRNAの 逆 相 補 体
は 、 良 い siRNAと よ り も 悪 い siRNAに 実 質 的 に よ り よ く 似 て い る こ と が わ か っ た 。 平 均 す る
と 、 良 い siRNAの 逆 相 補 体 は 、 5'末 端 で 悪 い siRNAと ほ と ん ど 違 い が な く 、 3'末 端 で は 悪 い
siRNAよ り G/C含 量 が わ ず か に 少 な か っ た 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 G/C PSSMが 悪 い siRNAと し て 強 い セ ン ス 鎖 を 有 す る siRNAを 、 良 い siRN
Aと し て 弱 い セ ン ス 鎖 を 有 す る siRNAと 区 別 し て い る こ と を 意 味 す る よ う で あ る 。 そ の G/C 
PSSMス コ ア が 逆 相 補 体 の G/C PSSMス コ ア よ り 大 き い siRNAは 、 そ の セ ン ス 鎖 よ り 活 性 が 大
き い ア ン チ セ ン ス 鎖 を 有 す る と 予 測 さ れ る 。 こ れ に 対 し て そ の G/C PSSMス コ ア が 逆 相 補 体
の G/C PSSMス コ ア よ り 小 さ い siRNAは 、 そ の ア ン チ セ ン ス 鎖 よ り 活 性 が 大 き い セ ン ス 鎖 を
有 す る と 予 測 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 効 力 の 上 昇 は 、 よ り 大 き い ア ン チ セ ン ス 鎖 活 性 と よ り 小 さ い セ ン ス 鎖 活 性 に 対 応 す る こ
と が 証 明 さ れ て い る 。 す な わ ち 本 発 明 の G/C PSSMは 、 優 勢 な ア ン チ セ ン ス 鎖 活 性 の た め に
よ り 大 き な 効 力 を 有 す る 良 い siRNA（ 「 ア ン チ セ ン ス 鎖 活 性 」 siRNA） を 、 優 勢 な セ ン ス 鎖
活 性 を 有 す る siRNA（ 「 セ ン ス 活 性 」 siRNA） と 区 別 す る よ う で あ る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 鎖 の 偏 り の 予 測 に つ い て の siRNAの G/C PSSMと そ の 逆 相 補 体 の 比 較 の 妥 当 性 を 、 3'偏 り
法 に よ る siRNA発 現 プ ロ フ ァ イ ル か ら の 鎖 の 偏 り の 推 定 と の 比 較 に よ り 試 験 し た 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 siRNAと そ の 逆 相 補 体 は 、 加 重 マ ト リ ッ ク ス と し て 図 13Aに 記 載 の 19量 体 内 の 悪 い siRNA
と 悪 い siRNAと の 平 滑 化 し た G/C含 量 差 を 使 用 し て ス コ ア 化 し た 。 各 鎖 の G/C PSSMは 、 曲 線
モ デ ル PSSMの ス コ ア 計 算 法 に 従 う 、 siRNA鎖 G/C含 量 と G/C含 量 差 マ ト リ ッ ク ス の ド ッ ト 積
で あ っ た 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 siRNAは 、 ア ン チ セ ン ス 同 一 性 ス コ ア が セ ン ス 同 一 性 ス コ ア を 超 え た 場 合 、 発 現 プ ロ フ
ァ イ ル 分 析 の 3'偏 り 法 に よ り セ ン ス 活 性 と 呼 ん だ 。 siRNAは 、 そ の 逆 相 補 体 G/C PSSMス コ
ア が そ れ 自 体 の G/C PSSMス コ ア を 超 え た 場 合 、 G/C PSSM法 に よ り セ ン ス 活 性 と 呼 ん だ 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 図 14に お い て 、 測 定 し た サ イ レ ン シ ン グ 効 力 に よ り 区 分 け し 、 発 現 プ ロ フ ァ イ ル と G/C 
PSSM法 に よ り セ ン ス 活 性 コ ー ル の 頻 度 を 比 較 し た 。 こ れ ら の 方 法 は 異 な る 分 析 に 基 づ く が
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、 一 致 は 極 め て 良 好 で あ っ た 。 い ず れ も 、 低 サ イ レ ン シ ン グ siRNA対 高 サ イ レ ン シ ン グ siR
NAの よ り 高 い 比 率 が セ ン ス 活 性 で あ る と 予 測 さ れ る 。 （ siRNA G/C PSSMス コ ア － 逆 相 補 体
G/C PSSMス コ ア ） 対 log10（ セ ン ス 同 一 性 ス コ ア ／ ア ン チ セ ン ス 同 一 性 ス コ ア ） の 相 関 係
数 は 、 図 14で 分 類 し た 61個 の siRNAの セ ッ ト に つ い て 0.59で あ る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
実 施 例 5
6.5. 実 施 例 5： セ ン ス 鎖 修 飾 は セ ン ス 活 性 siRNAの 特 異 性 を 変 化 さ せ る
　 本 例 は 、 オ フ タ ー ゲ ッ ト サ イ レ ン シ ン グ で あ る siRNA鎖 の 不 活 性 化 が siRNAの 特 異 性 を 改
良 し 得 る こ と を 例 示 す る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 図 15は 、 セ ン ス 鎖 修 飾 が 、 「 セ ン ス 活 性 」 siRNAの 特 異 性 を 変 化 さ せ る こ と を 示 す 。 siR
NAは 、 100nMの 濃 度 で HeLa細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 12
時 間 後 に RNAを 抽 出 し 、 モ ッ ク ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 か ら の RNAに 対 し て プ ロ フ ァ イ リ
ン グ し た 。 オ ン タ ー ゲ ッ ト siRNAは セ ン ス 鎖 中 に 2つ の 2'-o-メ チ ル 置 換 を 含 有 し て 、 こ の
鎖 を 不 活 性 化 し 、 こ れ が 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ で 機 能 す る こ と を 妨 害 し た 。 以 前 は ア ン チ
セ ン ス 活 性 で あ る と 測 定 さ れ た siRNA 71の シ グ ナ チ ャ は 、 セ ン ス 鎖 不 活 性 化 に よ り 変 化 し
な か っ た 。 こ れ に 対 し て siRNA 73の シ グ ナ チ ャ （ 両 方 の 鎖 が 活 性 で あ る ） は 、 セ ン ス 鎖 不
活 性 化 に よ り 大 き く 変 化 し た 。 こ の 状 況 で 、 セ ン ス 鎖 は 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ で 機 能 す る
こ と が 妨 害 さ れ 、 リ ス ク （ RISC） と 相 互 作 用 す る こ と が 妨 害 さ れ 、 従 っ て ア ン チ セ ン ス 鎖
が 優 勢 に な っ た 。 こ の 結 果 は 、 セ ン ス 鎖 の 化 学 不 活 性 化 が 、 セ ン ス 活 性 siRNAの オ フ タ ー
ゲ ッ ト シ グ ナ チ ャ を 変 化 さ せ る こ と が で き る が 、 そ れ を 排 除 し な い こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 図 16は オ フ タ ー ゲ ッ ト 制 御 に お け る 鎖 の 偏 り を 示 す 。 siRNAを シ グ ナ チ ャ 遺 伝 子 と ア ラ
イ ン メ ン ト さ せ た 。 セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 と の ア ラ イ ン メ ン ト に 対 す る 偏 り を 、
連 続 的 ア ラ イ ン メ ン ト 長 の 比 較 に よ り 測 定 し た 。 ラ ン ダ ム セ ッ ト の 予 測 さ れ る ス コ ア を 、
灰 色 で 示 す 。 siRNA 73に つ い て 、 非 修 飾 siRNAの シ グ ナ チ ャ は ア ン チ セ ン ス 鎖 と の 同 一 性
を 示 し 、 セ ン ス 鎖 に よ る サ イ レ ン シ ン グ を 示 し て い る 。 こ の siRNAの セ ン ス 不 活 性 化 型 で
は 、 シ グ ナ チ ャ 遺 伝 子 は セ ン ス 鎖 と の 同 一 性 を 示 し 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 の 活 性 に よ る サ イ レ
ン シ ン グ を 示 し て い る 。 こ れ は 両 方 の 鎖 が siRNA 73に つ い て 機 能 性 で あ り 、 セ ン ス 鎖 が 優
勢 で あ る こ と を 証 明 す る 。 こ の 鎖 の 不 活 性 化 は 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 が 優 勢 に な る こ と を 可 能
に し た 。 siRNA 71に つ い て 、 シ グ ナ チ ャ 遺 伝 子 は セ ン ス 鎖 と の 同 一 性 を 示 し 、 ア ン チ セ ン
ス 鎖 が こ の 2本 鎖 中 で は 優 先 的 に 活 性 で あ り 、 セ ン ス 鎖 の 化 学 的 不 活 性 化 が こ の シ グ ナ チ
ャ を 変 化 さ せ な い こ と を 証 明 し て い る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 図 17は 、 セ ン ス 鎖 修 飾 が 「 セ ン ス 活 性 」 siRNAの 力 価 を 上 昇 さ せ る こ と を 示 す 。 siRNA力
価 曲 線 は 、 よ り 低 い 濃 度 で サ イ レ ン シ ン グ 効 率 を 維 持 す る 能 力 と し て 定 義 さ れ る 力 価 を 評
価 す る の に 使 用 し た 。 siRNAを 記 載 の 濃 度 で HeLa細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ せ た 。 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 24時 間 後 に RNAを 抽 出 し 、 オ ン タ ー ゲ ッ ト サ イ レ ン シ ン グ を リ ア ル タ
イ ム PCRに よ り 測 定 し た 。 セ ン ス 活 性 siRNA（ 黒 の 実 線 ） は 、 ア ン チ セ ン ス 活 性 siRNA（ 灰
色 の 実 線 ） と 比 較 し て 力 価 が 低 下 し て い る こ と を 示 し た 。 こ の ア ッ セ イ は オ ン タ ー ゲ ッ ト
サ イ レ ン シ ン グ を 測 定 し 、 こ れ は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 活 性 の 関 数 で あ る 。 2本 鎖 73中 の セ ン
ス 鎖 の 優 勢 な 活 性 は 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 の 活 性 に 干 渉 し 、 こ う し て 力 価 と 最 大 効 率 の 両 方 を
制 限 す る 。 こ の 2本 鎖 の セ ン ス 鎖 の 化 学 的 不 活 性 化 は 、 お そ ら く ア ン チ セ ン ス 鎖 と の 結 合
の た め に リ ス ク （ RISC） を 解 放 す る こ と に よ り 、 力 価 と 最 大 効 率 （ 黒 の 点 線 ） の 両 方 を 上
昇 さ せ た 。 こ れ は 、 セ ン ス 鎖 の 不 活 性 化 が 、 よ り 有 効 な 標 的 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に つ い
て よ り 強 力 な siRNAを 達 成 す る た め の １ つ の 機 構 で あ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
7. 引 用 し た 文 献
　 本 明 細 書 で 引 用 し た す べ て の 文 献 は 、 各 特 許 ま た は 特 許 出 願 が 具 体 的 か つ 個 別 に 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 か の よ う に 、 同 程 度 に 参 照 す る こ と に よ
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り そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 当 業 者 に 明 ら か な よ う に 、 本 発 明 の 精 神 と 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く 本 発 明 の 多 く の 修 飾
お よ び 変 更 態 様 が 可 能 で あ る 。 本 明 細 書 に 記 載 の 具 体 例 は 例 示 の た め の み で あ り 、 本 発 明
は 、 特 許 請 求 の 範 囲 の 条 項 と か か る 特 許 請 求 の 範 囲 の 全 範 囲 に よ っ て の み 限 定 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ７ １ 】
【 図 １ Ａ 】 図 １ Aは 、 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に よ り 証 明 さ れ る siRNA配 列 に 特 異 的 な 遺 伝 子 発 現
パ タ ー ン を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ Ｂ 】 図 １ Bは 、 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に よ り 証 明 さ れ る siRNA配 列 に 特 異 的 な 遺 伝 子 発 現
パ タ ー ン を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 用 量 効 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ Ａ 】 図 ３ Aは 、 RNAiに よ る MAPK14タ ン パ ク 質 と RNAノ ッ ク ダ ウ ン の 動 力 学 的 分 析 を 示
す 図 で あ る 。
【 図 ３ Ｂ 】 図 ３ Bは 、 RNAiに よ る MAPK14タ ン パ ク 質 と RNAノ ッ ク ダ ウ ン の 動 力 学 的 分 析 を 示
す 図 で あ る 。
【 図 ３ Ｃ 】 図 ３ Cは 、 RNAiに よ る MAPK14タ ン パ ク 質 と RNAノ ッ ク ダ ウ ン の 動 力 学 的 分 析 を 示
す 図 で あ る 。
【 図 ４ Ａ 】 図 ４ Aは 、 オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 制 御 へ の 配 列 類 似 性 の 寄 与 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ Ｂ 】 図 ４ Bは 、 オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 制 御 へ の 配 列 類 似 性 の 寄 与 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ Ｃ 】 図 ４ Cは 、 オ フ タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 制 御 へ の 配 列 類 似 性 の 寄 与 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 MAPK14と IGF1Rサ イ レ ン シ ン グ は 、 明 確 な 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 示 す 図
で あ る 。
【 図 ６ Ａ 】 図 ６ Aは 、 IGF1R siRNAが 受 容 体 発 現 と 機 能 を 妨 害 す る こ と を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ Ｂ 】 図 ６ Bは 、 IGF1R siRNAが 受 容 体 発 現 と 機 能 を 妨 害 す る こ と を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ Ｃ 】 図 ６ は 、 IGF1R siRNAが 受 容 体 発 現 と 機 能 を 妨 害 す る こ と を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 siRNAオ リ ゴ に よ る MAPK14 mRNAの ノ ッ ク ダ ウ ン に 対 す る 単 一 ヌ ク レ オ チ
ド ミ ス マ ッ チ の 作 用 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る の に 有 用 な コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム の 例 を 示 す 図
で あ る 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 RNA干 渉 の 略 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 3つ の siRNAの siRNAプ ー ル を 使 用 し て 得 ら れ た 結 果 を 示 す 図 で あ る
。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 siRNAプ ー ル が サ イ レ ン シ ン グ 特 異 性 を 上 昇 さ せ る こ と を 示 す 図 で
あ る 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 9つ の siRNAの siRNAプ ー ル を 使 用 し て 得 ら れ た 結 果 を 示 す 図 で あ る
。
【 図 １ ３ Ａ 】 図 １ ３ Aは 、 siRNAと そ の 逆 相 補 体 の GC含 量 と 悪 い siRNA（ bad siRNA） の GC含
量 と の 比 較 を 示 し 、 悪 い siRNAが 良 い siRNA（ good siRNA） と 同 様 の セ ン ス 鎖 を 有 し 、 良 い
siRNAが 悪 い siRNAと 同 様 の セ ン ス 鎖 を 有 す る こ と を 示 す で あ る 。
【 図 １ ３ Ｂ 】 図 13Bは 、 siRNAと そ の 逆 相 補 体 の GC含 量 と 悪 い siRNA（ bad siRNA） の GC含 量
と の 比 較 を 示 し 、 悪 い siRNAが 良 い siRNA（ good siRNA） と 同 様 の セ ン ス 鎖 を 有 し 、 良 い si
RNAが 悪 い siRNAと 同 様 の セ ン ス 鎖 を 有 す る こ と を 示 す で あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 あ ま り 有 効 で な い siRNAが 活 性 な セ ン ス 鎖 を 有 す る こ と を 示 す 図 で
あ る 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 セ ン ス 鎖 修 飾 が 、 「 セ ン ス 活 性 」 siRNAの 特 異 性 を 変 化 さ せ る こ と
を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は オ フ タ ー ゲ ッ ト 制 御 に お け る 鎖 の 偏 り を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 セ ン ス 鎖 修 飾 が 「 セ ン ス 活 性 」 siRNAの 力 価 を 上 昇 さ せ る こ と を 示
す 図 で あ る 。
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【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】

【 図 ２ 】 【 図 ３ Ａ 】
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【 図 ３ Ｂ 】 【 図 ３ Ｃ 】

【 図 ４ Ａ 】 【 図 ４ Ｂ 】
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【 図 ４ Ｃ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ Ａ 】 【 図 ６ Ｂ 】
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【 図 ６ Ｃ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ Ａ 】
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【 図 １ ３ Ｂ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ７ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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