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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】合理的に設計されたＬＡＧＬＩＤＡＤＧメガヌクレアーゼ及びそのようなメガヌ
クレアーゼの製造法の提供。
【解決手段】野生型Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼと比べ、２本鎖ＤＮＡに対する結合親
和度が変更された組み換えメガヌクレアーゼであって、特定な配列のアミノ酸配列からな
るＩ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼの残基２－１５３に対して少なくとも８５％の配列類似
性を有するポリペプチドを含み；ＤＮＡ結合親和度が、（Ａ）Ｈ、Ｎ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｋ又
はＲによるＥ８０、Ｄ１３７、Ｉ８１、Ｌ１１２、Ｐ２９、Ｖ６４又はＹ６６の置換；又
は、（Ｂ）Ｋ又はＲによるＴ４６、Ｔ１４０又はＴ１４３の置換、から成る群より選ばれ
る一つの置換に対応する少なくとも一つの修飾によって上昇する、組み換えメガヌクレア
ーゼ。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　野生型Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼと比べ、少なくとも一つの認識配列半分部位に対
する特異性が変更された組み換えメガヌクレアーゼであって、
　配列番号１のＩ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼの残基２－１５３に対し少なくとも８５％
の配列類似性を有するポリペプチドを含み、かつ、
　配列番号２、配列番号３、配列番号４及び配列番号５から成る群より選ばれるＩ－ＣＲ
ＥＩメガヌクレアーゼ認識配列内の半分部位と、少なくとも１塩基対異なる認識配列半分
部位に対して特異性を有し、
　排外的修飾ではない表５の少なくとも一つの修飾を含む、組み換えメガヌクレアーゼ。
【請求項２】
　野生型Ｉ－ＭＳＯＩメガヌクレアーゼと比べ、少なくとも一つの認識配列半分部位に対
する特異性が変更された組み換えメガヌクレアーゼであって、
　配列番号６のＩ－ＭＳＯＩメガヌクレアーゼの残基６－１６０に対し少なくとも８５％
の配列類似性を有するポリペプチドを含み、かつ、
　配列番号７及び配列番号８から成る群より選ばれるＩ－ＭＳＯＩメガヌクレアーゼ認識
配列内の半分部位と、少なくとも１塩基対異なる認識配列半分部位に対して特異性を有し
、
　排外的修飾ではない表７の少なくとも一つの修飾を含む、組み換えメガヌクレアーゼ。
【請求項３】
　野生型Ｉ－ＳＣＥＩメガヌクレアーゼと比べ、認識配列に対する特異性が変更された組
み換えメガヌクレアーゼであって、
　配列番号９のＩ－ＳＣＥＩメガヌクレアーゼの残基３－１８６に対し少なくとも８５％
の配列類似性を有するポリペプチドを含み、かつ、
　配列番号１０及び配列番号１１から成る群より選ばれるＩ－ＳＣＥＩメガヌクレアーゼ
認識配列と、少なくとも１塩基対異なる認識配列に対して特異性を有し、
　排外的修飾ではない表９の少なくとも一つの修飾を含む、組み換えメガヌクレアーゼ。
【請求項４】
　野生型Ｉ－ＣＥＵＩメガヌクレアーゼと比べ、少なくとも一つの認識配列半分部位に対
する特異性が変更された組み換えメガヌクレアーゼであって、
　配列番号１２のＩ－ＣＥＵＩメガヌクレアーゼの残基５－２１１に対し少なくとも８５
％の配列類似性を有するポリペプチドを含み、かつ、
　配列番号１３及び配列番号１４から成る群より選ばれるＩ－ＣＥＵＩメガヌクレアーゼ
認識配列内の半分部位と、少なくとも１塩基対異なる認識配列半分部位に対して特異性を
有し、
　排外的修飾ではない表１１の少なくとも一つの修飾を含む、組み換えメガヌクレアーゼ
。
【請求項５】
　野生型Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼと比べ、少なくとも一つの認識配列半分部位に対
する特異性が変更された組み換えメガヌクレアーゼであって、
　配列番号１のＩ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼの残基２－１５３に対し少なくとも８５％
の配列類似性を有するポリペプチドを含み、かつ、
　配列番号２、配列番号３、配列番号４及び配列番号５から成る群より選ばれるＩ－ＣＲ
ＥＩメガヌクレアーゼ認識配列内の半分部位と、少なくとも１塩基対異なる認識配列半分
部位に対して特異性を有し、
　（１）位置－１における特異性が、
　　（Ａ）Ｑ７０、Ｃ７０、Ｌ７０、Ｙ７５、Ｑ７５、Ｈ７５、Ｈ１３９、Ｑ４６及びＨ
４６から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＴに変更され；
　　（Ｂ）Ｙ７５、Ｌ７５、Ｃ７５、Ｙ１３９、Ｃ４６及びＡ４６から成る群より選ばれ
る修飾によって、センス鎖においてＡに変更され；
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　　（Ｃ）Ｋ７０、Ｅ７０、Ｅ７５、Ｅ４６及びＤ４６から成る群より選ばれる修飾によ
って、センス鎖においてＧに変更され、
　　（Ｄ）Ｈ７５、Ｒ７５、Ｈ４６、Ｋ４６及びＲ４６から成る群より選ばれる修飾によ
って、センス鎖においてＣに変更され、又は、
　　（Ｅ）Ｇ７０、Ａ７０、Ｓ７０及びＧ４６から成る群より選ばれる修飾によって、セ
ンス鎖において任意の塩基に変更され；
　及び／又は
　（２）位置－２における特異性が、
　　（Ａ）Ｑ７０、Ｔ４４、Ａ４４、Ｖ４４、Ｉ４４、Ｌ４４及びＮ４４から成る群より
選ばれる修飾によって、センス鎖においてＡに変更され；
　　（Ｂ）Ｅ７０、Ｄ７０、Ｋ４４及びＲ４４から成る群より選ばれる修飾によって、セ
ンス鎖においてＣに変更され；
　　（Ｃ）Ｈ７０、Ｄ４４及びＥ４４から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖に
おいてＧに変更され；又は、
　　（Ｄ）Ｃ４４を含む修飾によって、センス鎖においてＡ又はＴに変更され；
　及び／又は、
　（３）位置－３における特異性が、
　　（Ａ）Ｑ６８及びＣ２４から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＡ
に変更され；
　　（Ｂ）Ｅ６８、Ｆ６８、Ｋ２４及びＲ２４から成る群より選ばれる修飾によって、セ
ンス鎖においてＣに変更され；
　　（Ｃ）Ｍ６８、Ｃ６８、Ｌ６８及びＦ６８から成る群より選ばれる修飾によって、セ
ンス鎖においてＴに変更され；
　　（Ｄ）Ｈ６８を含む修飾によってセンス鎖においてＡ又はＣに変更され；
　　（Ｅ）Ｙ６８を含む修飾によってセンス鎖においてＣ又はＴに変更され；
　　（Ｆ）Ｋ６８を含む修飾によってセンス鎖においてＧ又はＴに変更され；
　及び／又は、
　（４）位置－４における特異性が、
　　（Ａ）Ｅ７７及びＫ２６から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＣ
に変更され；
　　（Ｂ）Ｅ２６及びＲ７７から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＧ
に変更され；
　　（Ｃ）Ｓ７７を含む修飾によってセンス鎖においてＣ又はＴに変更され；又は、
　　（Ｄ）Ｓ２６を含む修飾によってセンス鎖において任意の塩基に変更され；
　及び／又は、
　（５）位置－５における特異性が、
　　（Ａ）Ｅ４２を含む修飾によってセンス鎖においてＣに変更され；
　　（Ｂ）Ｒ４２を含む修飾によってセンス鎖においてＧに変更され；
　　（Ｃ）Ｃ２８及びＱ４２から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＡ
又はＣに変更され；又は、
　　（Ｄ）Ｍ６６及びＫ６６から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖において任
意の塩基に変更され；
　及び／又は、
　（６）位置－６における特異性が、
　　（Ａ）Ｃ４０、Ｉ４０、Ｖ４０、Ｃ７９、Ｉ７９、Ｖ７９及びＱ２８から成る群より
選ばれる修飾によって、センス鎖においてＴに変更され；
　　（Ｂ）Ｅ４０及びＲ２８から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＣ
に変更され；
　　（Ｃ）Ｒ４０を含む修飾によってセンス鎖においてＧに変更され；
　及び／又は、
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　（７）位置－７における特異性が、
　　（Ａ）Ｅ３８、Ｋ３０及びＲ３０から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖に
おいてＣに変更され；
　　（Ｂ）Ｋ３８、Ｒ３８及びＥ３０から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖に
おいてＧに変更され；
　　（Ｃ）Ｉ３８及びＬ３８から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＴ
に変更され；
　　（Ｄ）Ｃ３８を含む修飾によってセンス鎖においてＡ又はＧに変更され；
　　（Ｅ）Ｈ３８、Ｎ３８及びＱ３０から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖に
おいて任意の塩基に変更され；
　及び／又は、
　（８）位置－８における特異性が、
　　（Ａ）Ｌ３３、Ｖ３３、Ｉ３３、Ｆ３３及びＣ３３から成る群より選ばれる修飾によ
って、センス鎖においてＴに変更され；
　　（Ｂ）Ｅ３３及びＤ３３から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＣ
に変更され；
　　（Ｃ）Ｋ３３から成る修飾によってセンス鎖においてＧに変更され；
　　（Ｄ）Ｒ３２を含む修飾によってセンス鎖においてＡ又はＣに変更され；
　　（Ｅ）Ｒ３３を含む修飾によってセンス鎖においてＡ又はＧに変更され；
　及び／又は、
　（９）位置－９における特異性が、
　　（Ａ）Ｅ３２を含む修飾によってセンス鎖においてＣに変更され；
　　（Ｂ）Ｒ３２及びＫ３２から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＧ
に変更され；
　　（Ｃ）Ｌ３２、Ｖ３２、Ａ３２及びＣ３２から成る群より選ばれる修飾によって、セ
ンス鎖においてＴに変更され；
　　（Ｄ）Ｄ３２及びＩ３２から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＣ
又はＴに変更され；又は、
　　（Ｅ）Ｓ３２、Ｎ３２、Ｈ３２、Ｑ３２及びＴ３２から成る群より選ばれる修飾によ
って、センス鎖において任意の塩基に変更される、
　ことを特徴とする、組み換えメガヌクレアーゼ。
【請求項６】
　野生型Ｉ－ＭＳＯＩメガヌクレアーゼと比べ、少なくとも一つの認識配列半分部位に対
する特異性が変更された組み換えメガヌクレアーゼであって、
　配列番号６のＩ－ＭＳＯＩメガヌクレアーゼの残基６－１６０に対し少なくとも８５％
の配列類似性を有するポリペプチドを含み、かつ、
　配列番号７及び配列番号８から成る群より選ばれるＩ－ＭＳＯＩメガヌクレアーゼ認識
配列内の半分部位と、少なくとも１塩基対異なる認識配列半分部位に対して特異性を有し
、
　（１）位置－１における特異性が、
　　（Ａ）Ｋ７５、Ｑ７７、Ａ４９、Ｃ４９及びＫ７９から成る群より選ばれる修飾によ
って、センス鎖においてＡに変更され；
　　（Ｂ）Ｃ７７、Ｌ７７及びＱ７９から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖に
おいてＴに変更され；
　　（Ｃ）Ｋ７７、Ｒ７７、Ｅ４９及びＥ７９から成る群より選ばれる修飾によって、セ
ンス鎖においてＧに変更され；
　及び／又は、
　（２）位置－２における特異性が、
　　（Ａ）Ｑ７５、Ｋ８１、Ｃ４７、Ｉ４７及びＬ４７から成る群より選ばれる修飾によ
って、センス鎖においてＡに変更され；
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　　（Ｂ）Ｅ７５、Ｄ７５、Ｒ４７、Ｋ４７、Ｋ８１及びＲ８１から成る群より選ばれる
修飾によって、センス鎖においてＣに変更され；
　　（Ｃ）Ｋ７５、Ｅ４７及びＥ８１から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖に
おいてＧに変更され；
　及び／又は、
　（３）位置－３における特異性が、
　　（Ａ）Ｑ７２、Ｃ２６、Ｌ２６、Ｖ２６、Ａ２６及びＩ２６から成る群より選ばれる
修飾によって、センス鎖においてＡに変更され；
　　（Ｂ）Ｅ７２、Ｙ７２、Ｈ２６、Ｋ２６及びＲ２６から成る群より選ばれる修飾によ
って、センス鎖においてＣに変更され；
　　（Ｃ）Ｋ７２、Ｙ７２及びＨ２６から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖に
おいてＴに変更され；
　及び／又は、
　（４）位置－４における特異性が、
　　（Ａ）Ｋ２８、Ｋ８３及びＱ２８から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖に
おいてＴに変更され；
　　（Ｂ）Ｒ８３及びＫ８３から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＧ
に変更され；
　　（Ｃ）Ｋ２８及びＱ８３から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＡ
に変更され；
　及び／又は、
　（５）位置－５における特異性が、
　　（Ａ）Ｒ４５及びＥ２８から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＧ
に変更され；
　　（Ｂ）Ｑ２８を含む修飾によってセンス鎖においてＴに変更され；
　　（Ｃ）Ｒ２８を含む修飾によってセンス鎖においてＣに変更され；
　及び／又は、
　（６）位置－６における特異性が、
　　（Ａ）Ｋ４３、Ｖ８５、Ｌ８５及びＱ３０から成る群より選ばれる修飾によって、セ
ンス鎖においてＴに変更され；
　　（Ｂ）Ｅ４３、Ｅ８５、Ｋ３０及びＲ３０から成る群より選ばれる修飾によって、セ
ンス鎖においてＣに変更され；または、
　　（Ｃ）Ｒ４３、Ｋ４３、Ｋ８５、Ｒ８５、Ｅ３０及びＤ３０より成る群から選ばれる
修飾によって、センス鎖においてＧに変更され；
　及び／又は、
　（７）位置－７における特異性が、
　　（Ａ）Ｅ３２及びＥ４１から成る群から選ばれる修飾によって、センス鎖においてＣ
に変更され；
　　（Ｂ）Ｒ３２、Ｒ４１及びＫ４１から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖に
おいてＧに変更され；
　　（Ｃ）Ｋ３２、Ｍ４１、Ｌ４１及びＩ４１から成る群より選ばれる修飾によって、セ
ンス鎖においてＴに変更され；
　及び／又は、
　（８）位置－８における特異性が、
　　（Ａ）Ｋ３２及びＫ３５から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＴ
に変更され；
　　（Ｂ）Ｅ３２を含む修飾によってセンス鎖においてＣに変更され；
　　（Ｃ）Ｋ３２、Ｋ３５及びＲ３５から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖に
おいてＧに変更され；
　及び／又は、
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　（９）位置－９における特異性が、
　　（Ａ）Ｎ３４及びＨ３４から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＡ
に変更され；
　　（Ｂ）Ｓ３４、Ｃ３４、Ｖ３４、Ｔ３４及びＡ３４から成る群より選ばれる修飾によ
って、センス鎖においてＴに変更され；
　　（Ｃ）Ｋ３４、Ｒ３４及びＨ３４から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖に
おいてＧに変更される、
　ことを特徴とする、組み換えメガヌクレアーゼ。
【請求項７】
　野生型Ｉ－ＳＣＥＩメガヌクレアーゼと比べ、認識配列に対する特異性が変更された組
み換えメガヌクレアーゼであって、
　配列番号９のＩ－ＳＣＥＩメガヌクレアーゼの残基３－１８６に対し少なくとも８５％
の配列類似性を有するポリペプチドを含み、かつ、
　配列番号１０及び配列番号１１のＩ－ＳＣＥＩメガヌクレアーゼと、少なくとも１塩基
対異なる認識配列に対して特異性を有し、
　（１）位置４における特異性が、
　　（Ａ）Ｋ５０を含む修飾によってセンス鎖においてＡに変更され；
　　（Ｂ）Ｋ５７、Ｍ５７及びＱ５０から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖に
おいてＴに変更され；
　　（Ｃ）Ｅ５０、Ｒ５７及びＫ５７から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖に
おいてＧに変更され；及び／又は、
　（２）位置５における特異性が、
　　（Ａ）Ｋ４８、Ｑ１０２から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＡ
に変更され；
　　（Ｂ）Ｅ４８、Ｋ１０２及びＲ１０２から成る群より選ばれる修飾によって、センス
鎖においてＧに変更され；
　　（Ｃ）Ｑ４８、Ｃ１０２、Ｌ１０２及びＶ１０２から成る群より選ばれる修飾によっ
て、センス鎖においてＴに変更され；
　及び／又は、
　（３）位置６における特異性が、
　　（Ａ）Ｋ５９を含む修飾によってセンス鎖においてＡに変更され；
　　（Ｂ）Ｒ５９及びＫ５９から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＣ
に変更され；
　　（Ｂ）Ｋ８４及びＥ５９から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＧ
に変更され；
　及び／又は、
　（４）位置７における特異性が、
　　（Ａ）Ｒ４６、Ｋ４６及びＥ８６から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖に
おいてＣに変更され；
　　（Ｂ）Ｋ８６、Ｒ８６及びＥ４６から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖に
おいてＧに変更され；
　　（Ｃ）Ｃ４６、Ｌ４６及びＶ４６から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖に
おいてＡに変更され；
　及び／又は、
　（５）位置８における特異性が、
　　（Ａ）Ｅ８８、Ｒ６１及びＨ６１から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖に
おいてＣに変更され；
　　（Ｂ）Ｋ８８、Ｑ６１及びＨ６１から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖に
おいてＴに変更され；
　　（Ｃ）Ｋ６１、Ｓ６１、Ｖ６１、Ａ６１及びＬ６１から成る群より選ばれる修飾によ
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って、センス鎖においてＡに変更され；
　及び／又は、
　（６）位置９における特異性が、
　　（Ａ）Ｃ９８、Ｖ９８及びＬ９８から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖に
おいてＡに変更され；
　　（Ｂ）Ｒ９８及びＫ９８から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＣ
に変更され；又は、
　　（Ｃ）Ｅ９８及びＤ９８から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＧ
に変更され；
　及び／又は、
　（７）位置１０における特異性が、
　　（Ａ）Ｋ９６及びＲ９６から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＣ
に変更され；
　　（Ｂ）Ｄ９６及びＥ９６から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＧ
に変更され；
　　（Ｃ）Ｃ９６及びＡ９６から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＡ
に変更され；
　及び／又は、
　（８）位置１１における特異性が、
　　（Ａ）Ｑ９０を含む修飾によってセンス鎖においてＴに変更され；
　　（Ｂ）Ｋ９０及びＲ９０から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＣ
に変更され；
　　（Ｃ）Ｅ９０を含む修飾によってセンス鎖においてＧに変更され；
　及び／又は、
　（９）位置１２における特異性が、
　　（Ａ）Ｑ１９３を含む修飾によってセンス鎖においてＡに変更され；
　　（Ｂ）Ｅ１６５、Ｅ１９３及びＤ１９３から成る群より選ばれる修飾によって、セン
ス鎖においてＣに変更され；
　　（Ｃ）Ｋ１６５及びＲ１６５から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖におい
てＧに変更され；
　及び／又は、
　（１０）位置１３における特異性が、
　　（Ａ）Ｑ１９３、Ｃ１６３及びＬ１６３から成る群より選ばれる修飾によって、セン
ス鎖においてＴに変更され；
　　（Ｂ）Ｅ１９３、Ｄ１９３、Ｋ１６３及びＲ１９２から成る群より選ばれる修飾によ
って、センス鎖においてＧに変更され；
　　（Ｃ）Ｃ１９３およびＬ１９３から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖にお
いてＡに変更され；
　及び／又は、
　（１１）位置１４における特異性が、
　　（Ａ）Ｋ１６１及びＱ１９２から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖におい
てＴに変更され；
　　（Ｂ）Ｌ１９２及びＣ１９２から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖におい
てＡに変更され；
　　（Ｃ）Ｋ１４７、Ｋ１６１、Ｒ１６１、Ｒ１９７、Ｄ１９２及びＥ１９２から成る群
より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＧに変更され；または、
　　（Ｄ）Ｋ１６１及びＱ１９２から成る群から選ばれる修飾によって、センス鎖におい
てＴに変更され；
　及び／又は
　（１２）位置１５における特異性が、
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　　（Ａ）Ｃ１５１、Ｌ１５１及びＫ１５１から成る群より選ばれる修飾によって、セン
ス鎖においてＴに変更され；
　　（Ｂ）Ｋ１５１を含む修飾によってセンス鎖においてＧに変更され；又は、
　　（Ｃ）Ｅ１５１を含む修飾によってセンス鎖においてＣに変更され；
　及び／又は、
　（１３）位置１７における特異性が、
　　（Ａ）Ｇ１５２及びＱ１５０から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖におい
てＴに変更され；
　　（Ｂ）Ｋ１５２及びＫ１５０から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖におい
てＣに変更され；
　　（Ｃ）Ｎ１５２、Ｓ１５２、Ｄ１５２、Ｄ１５０及びＥ１５０から成る群より選ばれ
る修飾によってセンス鎖においてＧに変更され；
　及び／又は、
　（１４）位置１８における特異性が、
　　（Ａ）Ｈ１５５及びＹ１５５から成る群より選ばれる修飾によってセンス鎖において
Ｔに変更され；
　　（Ｂ）Ｒ１５５及びＫ１５５から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖におい
てＣに変更され；
　　（Ｃ）Ｋ１５５及びＣ１５５から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖におい
てＡに変更される
　ことを特徴とする、組み換えメガヌクレアーゼ。
【請求項８】
　野生型Ｉ－ＣＥＵＩメガヌクレアーゼと比べ、少なくとも一つの認識配列半分部位に対
する特異性が変更された組み換えメガヌクレアーゼであって、
　配列番号１２のＩ－ＣＥＵＩメガヌクレアーゼの残基５－２１１に対し少なくとも８５
％の配列類似性を有するポリペプチドを含み、かつ、
　配列番号１３及び配列番号１４から成る群より選ばれるＩ－ＣＥＵＩメガヌクレアーゼ
認識配列内の半分部位と、少なくとも１塩基対異なる認識配列半分部位に対して特異性を
有し、
　（１）位置－１における特異性が、
　　（Ａ）Ｃ９２、Ａ９２及びＶ９２から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖に
おいてＡに変更され；
　　（Ｂ）Ｑ１１６及びＱ９２から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖において
Ｔに変更され；
　　（Ｃ）Ｅ１１６及びＥ９２から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖において
Ｇに変更され；
　及び／又は、
　（２）位置－２における特異性が、
　　（Ａ）Ｑ１１７、Ｃ９０、Ｌ９０及びＶ９０から成る群より選ばれる修飾によって、
センス鎖においてＡに変更され；
　　（Ｂ）Ｋ１１７、Ｒ１２４、Ｋ１２４、Ｅ１２４、Ｅ９０及びＤ９０から成る群から
選ばれる修飾によって、センス鎖においてＧに変更され；
　　（Ｃ）Ｅ１１７、Ｄ１１７、Ｒ１７４、Ｋ１２４、Ｋ９０及びＫ６８から成る群から
選ばれる修飾によって、センス鎖においてＣに変更され；
　及び／又は、
　（３）位置－３における特異性が、
　　（Ａ）Ｃ７０、Ｖ７０、Ｔ７０、Ｌ７０及びＫ７０から成る群より選ばれる修飾によ
って、センス鎖においてＡに変更され；
　　（Ｂ）Ｑ７０を含む修飾によってセンス鎖においてＴに変更され；
　　（Ｂ）Ｋ７０を含む修飾によってセンス鎖においてＣに変更され；
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　及び／又は、
　（４）位置－４における特異性が、
　　（Ａ）Ｅ１２６、Ｄ１２６、Ｒ８８、Ｋ８８及びＫ７２から成る群より選ばれる修飾
によって、センス鎖においてＣに変更され；
　　（Ｂ）Ｋ１２６、Ｌ１２６及びＱ８８から成る群より選ばれる修飾によって、センス
鎖においてＴに変更され；
　　（Ｃ）Ｑ１２６、Ｎ１２６、Ｋ８８、Ｌ８８、Ｃ７２、Ｌ７２及びＶ７２から成る群
より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＡに変更され；
　及び／又は、
　（５）位置－５における特異性が、
　　（Ａ）Ｅ７４、Ｋ１２８、Ｒ１２８及びＥ１２８から成る群より選ばれる修飾によっ
て、センス鎖においてＧに変更され；
　　（Ｂ）Ｃ１２８、Ｌ１２８、Ｖ１２８及びＴ１２８から成る群から選ばれる修飾によ
って、センス鎖においてＴに変更され；又は、
　　（Ｃ）Ｃ７４、Ｌ７４、Ｖ７４及びＴ７４から成る群より選ばれる修飾によって、セ
ンス鎖においてＡに変更され；
　及び／又は、
　（６）位置－６における特異性が、
　　（Ａ）Ｋ８６、Ｃ８６及びＬ８６から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖に
おいてＴに変更され；
　　（Ｂ）Ｄ８６、Ｅ８６、Ｒ８４及びＫ８４から成る群より選ばれる修飾によって、セ
ンス鎖においてＣに変更され；又は、
　　（Ｃ）Ｋ１２８、Ｒ１２８、Ｒ８６、Ｋ８６及びＥ８４から成る群より選ばれる修飾
によって、センス鎖においてＧに変更され；
　及び／又は、
　（７）位置－７における特異性が、
　　（Ａ）Ｒ７６、Ｋ７６及びＨ７６から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖に
おいてＣに変更され；
　　（Ｂ）Ｅ７６及びＲ８４から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＧ
に変更され；
　　（Ｃ）Ｈ７６及びＱ７６から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＴ
に変更され；
　及びび／又は、
　（８）位置－８における特異性が、
　　（Ａ）Ｙ７９、Ｒ７９及びＱ７６から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖に
おいてＡに変更され；
　　（Ｂ）Ｄ７９、Ｅ７９、Ｄ７６及びＥ７６から成る群より選ばれる修飾によって、セ
ンス鎖においてＣに変更され；
　　（Ｃ）Ｒ７９、Ｋ７９、Ｋ７６及びＲ７６から成る群より選ばれる修飾によって、セ
ンス鎖においてＧに変更され；
　及び／又は、
　（９）位置－９における特異性が、
　　（Ａ）Ｋ７８、Ｖ７８、Ｌ７８、Ｃ７８及びＴ７８から成る群より選ばれる修飾によ
って、センス鎖においてＴに変更され；
　　（Ｂ）Ｄ７８及びＥ７８から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖においてＣ
に変更され；又は、
　　（Ｃ）Ｒ７８、Ｋ７８及びＨ７８から成る群より選ばれる修飾によって、センス鎖に
おいてＧに変更される、
　ことを特徴とする、組み換えメガヌクレアーゼ。
【請求項９】
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　野生型Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼと比べ、２本鎖ＤＮＡに対する結合親和度が変更
された組み換えメガヌクレアーゼであって、
　配列番号１のＩ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼの残基２－１５３に対して少なくとも８５
％の配列類似性を有するポリペプチドを含み；
　ＤＮＡ結合親和度が、
　（Ａ）Ｈ、Ｎ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｋ又はＲによるＥ８０、Ｄ１３７、Ｉ８１、Ｌ１１２、Ｐ
２９、Ｖ６４又はＹ６６の置換；
　又は、
　（Ｂ）Ｋ又はＲによるＴ４６、Ｔ１４０又はＴ１４３の置換、
　から成る群より選ばれる一つの置換に対応する少なくとも一つの修飾によって上昇する
ことを特徴とする、組み換えメガヌクレアーゼ。
【請求項１０】
　野生型Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼと比べ、２本鎖ＤＮＡに対する結合親和度が変更
された組み換えメガヌクレアーゼであって、
　配列番号１のＩ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼの残基２－１５３に対して少なくとも８５
％の配列類似性を有するポリペプチドを含み；
　ＤＮＡ結合親和度が、
　（Ａ）Ｈ、Ｎ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｄ又はＥによるＫ３４、Ｋ４８、Ｒ５１、Ｋ８２、Ｋ１１
６、またはＫ１３９の置換；
　又は、
　（Ｂ）Ｄ又はＥによるＩ８１、Ｌ１１２、Ｐ２９、Ｖ６４、Ｙ６６、Ｔ４６、Ｔ１４０
又はＴ１４３の置換から成る群より選ばれる一つの置換に対応する少なくとも一つの修飾
によって低下することを特徴とする、組み換えメガヌクレアーゼ。
【請求項１１】
　野生型Ｉ－ＭＳＯＩメガヌクレアーゼと比べ、２本鎖ＤＮＡに対する結合親和度が変更
された組み換えメガヌクレアーゼであって、
　配列番号６のＩ－ＭＳＯＩメガヌクレアーゼの残基６－１６０に対して少なくとも８５
％の配列類似性を有するポリペプチドを含み；
　ＤＮＡ結合親和度が、
　（Ａ）Ｈ、Ｎ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｋ又はＲによるＥ１４７、Ｉ８５、Ｇ８６又はＹ１１８の
置換；
　又は、
　（Ｂ）Ｋ又はＲによるＱ４１、Ｎ７０、Ｓ８７、Ｔ８８、Ｈ８９、Ｑ１２２、Ｑ１３９
、Ｓ１５０又はＮ１５２の置換から成る群より選ばれる一つの置換に対応する少なくとも
一つの修飾によって上昇することを特徴とする、組み換えメガヌクレアーゼ。
【請求項１２】
　野生型Ｉ－ＭＳＯＩメガヌクレアーゼと比べ、２本鎖ＤＮＡに対する結合親和度が変更
された組み換えメガヌクレアーゼであって、
　配列番号６のＩ－ＭＳＯＩメガヌクレアーゼの残基６－１６０に対して少なくとも８５
％の配列類似性を有するポリペプチドを含み；
　ＤＮＡ結合親和度が、
　（Ａ）Ｈ、Ｎ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｄ又はＥによるＫ３６、Ｒ５１、Ｋ１２３、Ｋ１４３、ま
たはＲ１４４の置換；
　又は
　（Ｂ）Ｄ又はＥによるＩ８５、Ｇ８６、Ｙ１１８、Ｑ４１、Ｎ７０、Ｓ８７、Ｔ８８、
Ｈ８９、Ｑ１２２、Ｑ１３９、Ｓ１５０又はＮ１５２の置換から成る群より選ばれる一つ
の置換に対応する少なくとも一つの修飾によって低下することを特徴とする、組み換えメ
ガヌクレアーゼ。
【請求項１３】
　野生型Ｉ－ＳＣＥＩメガヌクレアーゼと比べ、２本鎖ＤＮＡに対する結合親和度が変更
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された組み換えメガヌクレアーゼであって、
　配列番号９のＩ－ＳＣＥＩメガヌクレアーゼの残基３－１８６に対して少なくとも８５
％の配列類似性を有するポリペプチドを含み；
　ＤＮＡ結合親和度が、
　（Ａ）Ｈ、Ｎ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｋ又はＲによるＤ２０１、Ｌ１９、Ｌ８０、Ｌ９２、Ｙ１
５１、Ｙ１８８、Ｉ１９１、Ｙ１９９又はＹ２２２の置換；
　又は
　（Ｂ）Ｋ又はＲによるＮ１５、Ｎ１７、Ｓ８１、Ｈ８４、Ｎ９４、Ｎ１２０、Ｔ１５６
、Ｎ１５７、Ｓ１５９、Ｎ１６３、Ｑ１６５、Ｓ１６６, Ｎ１９４又はＳ２０２の置換か
ら成る群より選ばれる一つの置換に対応する少なくとも一つの修飾によって上昇すること
を特徴とする、組み換えメガヌクレアーゼ。
【請求項１４】
　野生型Ｉ－ＳＣＥＩメガヌクレアーゼと比べ、２本鎖ＤＮＡに対する結合親和度が変更
された組み換えメガヌクレアーゼであって、
　配列番号９のＩ－ＳＣＥＩメガヌクレアーゼの残基３－１８６に対して少なくとも８５
％の配列類似性を有するポリペプチドを含み；
　ＤＮＡ結合親和度が、
　（Ａ）Ｈ、Ｎ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｄ又はＥによるＫ２０、Ｋ２３、Ｋ６３、Ｋ１２２、Ｋ１
４８、Ｋ１５３、Ｋ１９０、Ｋ１９３、Ｋ１９５又はＫ２２３の置換；
　又は
　（Ｂ）Ｄ又はＥによるＬ１９、Ｌ８０、Ｌ９２、Ｙ１５１、Ｙ１８８、Ｉ１９１、Ｙ１
９９、Ｙ２２２、Ｎ１５、Ｎ１７、Ｓ８１、Ｈ８４、Ｎ９４、Ｎ１２０、Ｔ１５６、Ｎ１
５７、Ｓ１５９、Ｎ１６３、Ｑ１６５、Ｓ１６６、Ｎ１９４又はＳ２０２の置換から成る
群から選ばれる一つの置換に対応する少なくとも一つの修飾によって低下することを特徴
とする、組み換えメガヌクレアーゼ。
【請求項１５】
　野生型Ｉ－ＣＥＵＩメガヌクレアーゼと比べ、２本鎖ＤＮＡに対する結合親和度が変更
された組み換えメガヌクレアーゼであって、
　配列番号１２のＩ－ＣＥＵＩメガヌクレアーゼの残基５－２１１に対して少なくとも８
５％の配列類似性を有するポリペプチドを含み；
　ＤＮＡ結合親和度が、
　（Ａ）Ｈ、Ｎ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｋ又はＲによるＤ２５又はＤ１２８の置換又は
　（Ｂ）Ｋ又はＲによるＳ６８、Ｎ７０、Ｈ９４、Ｓ１１７、Ｎ１２０、Ｎ１２９、又は
Ｈ１７２の置換から成る群より選ばれる一つの置換に対応する少なくとも一つの修飾によ
って上昇することを特徴とする、組み換えメガヌクレアーゼ。
【請求項１６】
　野生型Ｉ－ＣＥＵＩメガヌクレアーゼと比べ、２本鎖ＤＮＡに対する結合親和度が変更
された組み換えメガヌクレアーゼであって、
　配列番号１２のＩ－ＣＥＵＩメガヌクレアーゼの残基５－２１１に対して少なくとも８
５％の配列類似性を有するポリペプチドを含み；
　ＤＮＡ結合親和度が、
　（Ａ）Ｈ、Ｎ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｄ又はＥによるＫ２１、Ｋ２８、Ｋ３１、Ｒ１１２、Ｒ１
１４、またはＲ１３０の置換；
　又は
　（Ｂ）Ｄ又はＥによるＳ６８、Ｎ７０、Ｈ９４、Ｓ１１７、Ｎ１２０、Ｎ１２９又はＨ
１７２の置換から成る群より選ばれる一つの置換に対応する少なくとも一つの修飾によっ
て低下することを特徴とする、組み換えメガヌクレアーゼ。
【請求項１７】
　参照メガヌクレアーゼモノマーによるダイマー形成に対する親和度を変更させた組み換
えメガヌクレアーゼモノマーであって、
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　配列番号１のＩ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼの残基２－１５３に対して少なくとも８５
％の配列類似性を有するポリペプチドを含み、
　ダイマー形成に対する親和度が、
　（Ａ）Ｄ又はＥによるＫ７、Ｋ５７又はＫ９６の置換；
　又は
　（Ｂ）Ｋ又はＲによるＥ８又はＥ６１の置換から成る群より選ばれる置換に対応する少
なくとも一つの修飾によって変えられることを特徴とする組み換えメガヌクレアーゼモノ
マー。
【請求項１８】
　組み換えメガヌクレアーゼ・ヘテロダイマーであって、
　配列番号１のＩ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼの残基２－１５３に対して少なくとも８５
％の配列類似性を有する第１ポリペプチドであって、
　ダイマー形成に対する親和度が、
　（Ａ）Ｄ又はＥによるＫ７、Ｋ５７又はＫ９６の置換から成る群から選ばれる置換に対
応する少なくとも一つの修飾によって変えられる第１ポリペプチド及び、
　配列番号１のＩ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼの残基２－１５３に対して少なくとも８５
％の配列類似性を有する第２ポリペプチドであって、
　ダイマー形成に対する親和度が、
　（Ｂ）Ｋ又はＲによるＥ８又はＥ６１の置換から成る群から選ばれる置換に対応する少
なくとも一つの修飾によって変えられる第２ポリペプチドを含む、
　ことを特徴とする、組み換えメガヌクレアーゼ・ヘテロダイマー。
【請求項１９】
　参照メガヌクレアーゼモノマーによるダイマー形成に対する親和度を変更させた組み換
えメガヌクレアーゼモノマーであって、
　配列番号６のＩ－ＭＳＯＩメガヌクレアーゼの残基６－１６０に対して少なくとも８５
％の配列類似性を有するポリペプチドを含み、
　ダイマー形成に対する親和度が、
　（Ａ）Ｄ又はＥによるＲ３０２の置換；
　又は
　（Ｂ）Ｋ又はＲによるＤ２０、Ｅ１１又はＱ６４の置換から成る群から選ばれる置換に
対応する少なくとも一つの修飾によって変えられることを特徴とする、組み換えメガヌク
レアーゼモノマー。
【請求項２０】
　組み換えメガヌクレアーゼ・ヘテロダイマーであって、
　配列番号６のＩ－ＭＳＯＩメガヌクレアーゼの残基６－１６０に対して少なくとも８５
％の配列類似性を有する第１ポリペプチドであって、
　ダイマー形成に対する親和度が、
　（Ａ）Ｄ又はＥによるＲ３０２の置換から成る群より選ばれる置換に対応する少なくと
も一つの修飾によって変えられる第１ポリペプチド及び、
　配列番号６のＩ－ＭＳＯＩメガヌクレアーゼの残基６－１６０に対して少なくとも８５
％の配列類似性を有する第２ポリペプチドであって、
　ダイマー形成に対する親和度が、
　（Ｂ）Ｋ又はＲによるＤ２０、Ｅ１１又はＱ６４の置換から成る群から選ばれる置換に
対応する少なくとも一つの修飾によって変えられる第２ポリペプチドを含む、
　ことを特徴とする、組み換えメガヌクレアーゼ・ヘテロダイマー。
【請求項２１】
　参照メガヌクレアーゼモノマーによるダイマー形成に対する親和度を変更させた組み換
えメガヌクレアーゼモノマーであって、
　配列番号１２のＩ－ＣＥＵＩメガヌクレアーゼの残基５－２１１に対して少なくとも８
５％の配列類似性を有するポリペプチドを含み、
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　ダイマー形成に対する親和度が、
　（Ａ）Ｄ又はＥによるＲ９３の置換；
　又は
　（Ｂ）Ｋ又はＲによるＥ１５２の置換から成る群から選ばれる置換に対応する少なく共
一つの修飾によって変えられることを特徴とする、前記組み換えメガヌクレアーゼモノマ
ー。
【請求項２２】
　組み換えメガヌクレアーゼ・ヘテロダイマーであって、
　配列番号１２のＩ－ＣＥＵＩメガヌクレアーゼの残基５－２１１に対して少なくとも８
５％の配列類似性を有する第１ポリペプチドであって、
　ダイマー形成に対する親和度が、
　（Ａ）Ｄ又はＥによるＲ９３の置換から成る群より選ばれる置換に対応する少なくとも
一つの修飾によって変えられる第１ポリペプチド及び、
　配列番号１２のＩ－ＣＥＵＩメガヌクレアーゼの残基５－２１１に対して少なくとも８
５％の配列類似性を有する第２ポリペプチドであって、
　ダイマー形成に対する親和度が、
　（Ｂ）Ｋ又はＲによるＥ１５２の置換から成る群より選ばれる置換に対応する少なくと
も一つの修飾によって変えられる第２ポリペプチドを含む、
　ことを特徴とする組み換えメガヌクレアーゼ・ヘテロダイマー。
【請求項２３】
　表１から選ばれる少なくとも一つの修飾で、排外的修飾ではない修飾をさらに含むこと
を特徴とする、
　請求項１７又は請求項１８に記載の組み換えメガヌクレアーゼモノマー又はヘテロダイ
マー。
【請求項２４】
　表２から選ばれる少なくとも一つの修飾で、排外的修飾ではない修飾をさらに含むこと
を特徴とする、
　請求項１９又は請求項２０に記載の組み換えメガヌクレアーゼモノマー又はヘテロダイ
マー。
【請求項２５】
　表４から選ばれる少なくとも一つの修飾で、排外的修飾ではない修飾をさらに含むこと
を特徴とする、
　請求項２１又は請求項２２に記載の組み換えメガヌクレアーゼモノマー又はヘテロダイ
マー。
【請求項２６】
　真核細胞の染色体に挿入される興味の外因性配列を含む遺伝学的に修飾された真核細胞
を生産するための方法であって、
　真核細胞を、
　　（Ｉ）メガヌクレアーゼをコードする第１核酸配列及び、
　　（ＩＩ）前記興味の配列を含む第２核酸配列
　を含む一つ以上の核酸によってトランスフェクトすることを含み、
　前記メガヌクレアーゼが前記染色体の中に切断部位を生産し、かつ、前記興味の配列が
前記切断部位において前記染色体の中に挿入され、
　前記メガヌクレアーゼが請求項１～２５のいずれか１項による組み換えメガヌクレアー
ゼであることを特徴とする方法。
【請求項２７】
　前記第２核酸が、前記切断部位に側接する配列に対し相同な配列をさらに含み、前記興
味の配列が、相同組み換えによって前記切断部位において挿入されることを特徴とする、
　請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
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　前記第２核酸が、前記切断部位に対し実質的相同性を欠き、前記興味の配列が、非相同
的末端接合によって前記染色体に挿入されることを特徴とする、
　請求項２６に記載の方法。
【請求項２９】
　真核細胞の染色体に挿入される興味の外因性配列を含む、遺伝学的に修飾された真核細
胞を生産するための方法であって、
　真核細胞にメガヌクレアーゼタンパクを導入すること；
　及び、
　前記興味の配列を含む核酸によって前記真核細胞をトランスフェクトすることを含み、
　前記メガヌクレアーゼが、前記染色体の中に切断部位を生産し、前記興味の配列が、前
記切断部位において前記染色体の中に挿入され；
　かつ、
　前記メガヌクレアーゼが請求項１～２５のいずれか１項による組み換えメガヌクレアー
ゼであることを特徴とする方法。
【請求項３０】
　前記核酸が、前記切断部位に側接する配列に対し相同な配列をさらに含み、前記興味の
配列が、相同組み換えによって前記切断部位において挿入されることを特徴とする、
　請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　前記核酸が、前記切断部位に対し実質的相同性を欠き、前記興味の配列が、非相同的末
端接合によって前記染色体に挿入されることを特徴とする、
　請求項２９に記載の方法。
【請求項３２】
　真核細胞の染色体中の標的配列を破壊することによって遺伝学的に修飾された真核細胞
を生産するための方法であって、
　メガヌクレアーゼをコードする核酸によって真核細胞をトランスフェクトすることを含
み、
　前記メガヌクレアーゼが、前記染色体の中に切断部位を生産し、前記標的配列が、前記
切断部位において非相同的末端接合によって破壊され；
　かつ、
　前記メガヌクレアーゼが、請求項１～２５のいずれか１項による組み換えメガヌクレア
ーゼであることを特徴とする方法。
【請求項３３】
　遺伝学的に修飾された生物体を生産する方法であって、
　請求項２６～３２のいずれか１項の方法に従って遺伝学的に修飾された真核細胞を生産
するステップと、
　及び、
　前記遺伝学的に修飾された真核細胞を育成して遺伝学的に修飾された生物体を生産する
ステップと、
　を含む方法。
【請求項３４】
　前記真核細胞が、配偶子、接合子、胚盤胞細胞、胚幹細胞及びプロトプラスト細胞から
成る群より選ばれることを特徴とする、
　請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　真核生物において遺伝子治療によって疾患を治療するための方法であって、
　前記真核生物の少なくとも一つの細胞を、
　　（Ｉ）メガヌクレアーゼをコードする第１核酸配列及び、
　　（ＩＩ）興味の配列を含む第２核酸配列
によってトランスフェクトすることを含み；
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　前記メガヌクレアーゼが、前記染色体の中に切断部位を生産し、前記興味の配列が、前
記切断部位において前記染色体の中に挿入され；
　かつ、
　前記メガヌクレアーゼが、請求項１－２５のいずれか１項による組み換えメガヌクレア
ーゼであることを特徴とする方法。
【請求項３６】
　前記第２核酸配列が、前記切断部位に側接する配列に対し相同な配列をさらに含み、前
記興味の配列が、相同組み換えによって前記切断部位において挿入されることを特徴とす
る、
　請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　前記第２核酸配列が、前記切断部位に対し実質的相同性を欠き、前記興味の配列が、非
相同的末端接合によって前記染色体に挿入されることを特徴とする、
　請求項３５に記載の方法。
【請求項３８】
　真核生物において遺伝子治療によって疾患を治療するための方法であって、
　前記真核生物の少なくとも一つの細胞の中にメガヌクレアーゼタンパクを導入すること
ステップと、
　前記真核細胞を、興味の配列を含む核酸によってトランスフェクトするステップとを含
み、
　前記メガヌクレアーゼが、前記染色体の中に切断部位を生産し、前記興味の配列が、前
記切断部位において前記染色体の中に挿入され；
　前記メガヌクレアーゼが請求項１～２５のいずれか１項による組み換えメガヌクレアー
ゼであり；
　かつ、
　前記興味の配列の挿入が、前記疾患に対する前記遺伝子治療を与えることを特徴とする
方法。
【請求項３９】
　前記核酸が、前記切断部位に側接する配列に対し相同な配列をさらに含み、前記興味の
配列が、相同組み換えによって前記切断部位において挿入されることを特徴とする、
　請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　前記核酸が、前記切断部位に対し実質的相同性を欠き、前記興味の配列が、非相同的末
端接合によって前記染色体に挿入されることを特徴とする、
　請求項３８に記載の方法。
【請求項４１】
　真核生物において、前記真核生物の染色体中の標的配列の破壊による遺伝子治療によっ
て疾患を治療するための方法であって、
　前記真核生物の少なくとも一つの細胞を、メガヌクレアーゼをコードする核酸によって
トランスフェクトすることを含み；
　前記メガヌクレアーゼが、前記染色体の中に切断部位を生産し、前記標的配列が、前記
切断部位において非相同的末端接合によって破壊され；
　前記メガヌクレアーゼが、請求項１－２５のいずれか１項による組み換えメガヌクレア
ーゼであり；
　かつ、
　前記標的配列の破壊が、前記疾患に対する前記遺伝子治療を与えることを特徴とする方
法。
【請求項４２】
　真核細胞宿主におけるウィルス性病原体感染を、前記ウィルス病原体のゲノムにおける
標的配列を破壊することによって治療する方法であって、
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　前記真核細胞宿主の少なくとも一つの感染細胞を、メガヌクレアーゼをコードする核酸
によってトランスフェクトすることを含み；
　前記メガヌクレアーゼが、前記ウィルスゲノムの中に切断部位を生産し、前記標的配列
が、前記切断部位において非相同的末端接合によって破壊され、
　前記メガヌクレアーゼが、請求項１－２５のいずれか１項による組み換えメガヌクレア
ーゼであり；
　かつ、
　前記標的配列の破壊が、前記感染に対する治療を与えることを特徴とする方法。
【請求項４３】
　真核細胞宿主におけるウィルス性病原体感染を、前記ウィルス病原体のゲノムにおける
標的配列を破壊することによって治療する方法であって、
　前記真核細胞宿主の少なくとも一つの感染細胞を、メガヌクレアーゼをコードする第１
核酸、および第２核酸によってトランスフェクトすることを含み；
　前記メガヌクレアーゼが、前記ウィルスゲノムの中に切断部位を生産し、前記標的配列
が、前記切断部位において、前記ウィルスゲノムと前記第２核酸との相同組み換えによっ
て破壊され；
　前記メガヌクレアーゼが、請求項１－２５のいずれか１項による組み換えメガヌクレア
ーゼであり；
　前記第２核酸が、前記切断部位に側接する配列に対して相同な配列を含み；
　かつ、
　前記標的配列の破壊が、前記感染に対する治療を与えることを特徴とする方法。
【請求項４４】
　真核細胞宿主における前核細胞病原体感染を、前記前核細胞病原体のゲノムにおける標
的配列を破壊することによって治療する方法であって、
　前記真核細胞宿主に感染する前記前核細胞病原体の少なくとも一つの細胞を、メガヌク
レアーゼをコードする核酸によってトランスフェクトすることを含み；
　前記メガヌクレアーゼが、前記前核細胞ゲノムの中に切断部位を生産し、前記標的配列
が、前記切断部位において、非相同的末端接合によって破壊され；
　前記メガヌクレアーゼが、請求項１～２５のいずれか１項による組み換えメガヌクレア
ーゼであり；
　かつ、
　前記標的配列の破壊が、前記感染に対する治療を与えることを特徴とする方法。
【請求項４５】
　真核細胞宿主における前核細胞病原体感染を、前記前核細胞病原体のゲノムにおける標
的配列を破壊することによって治療する方法であって、
　前記真核細胞宿主に感染する前記前核細胞病原体の少なくとも一つの細胞を、メガヌク
レアーゼをコードする第１核酸、および第２核酸によってトランスフェクトすることを含
み；
　前記メガヌクレアーゼが、前記前核細胞ゲノムの中に切断部位を生産し、前記標的配列
が、前記切断部位において、前記前核細胞ゲノムと前記第２核酸との相同組み換えによっ
て破壊され；
　前記メガヌクレアーゼが、請求項１～２５のいずれか１項による組み換えメガヌクレア
ーゼであり；
　前記第２核酸が、前記切断部位に側接する配列に対して相同な配列を含み；
　かつ、
　前記標的配列の破壊が、前記感染に対する治療を与えることを特徴とする方法。
【請求項４６】
　少なくとも一つの所望の変化を含むように、認識配列の少なくとも一つの塩基位置に対
する特異性を変更させた組み換えメガヌクレアーゼを合理的に設計する方法であって、
　（１）参照メガヌクレアーゼ－ＤＮＡ複合体の三次元構造の少なくとも一部を決定する
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こと；
　（２）前記塩基位置において塩基接触面を形成するアミノ酸残基を特定すること；
　（３）前記接触面を含む少なくとも第１残基のβ－炭素と、前記塩基位置における少な
くとも第１塩基との間の距離を決めること；
　及び、
　（４）前記所望の変化を促進するアミノ酸置換を、表２に示される群の中から、
　　（Ａ）第１塩基から６オングストローム未満の距離にある第１残基については、Ｇ群
、Ｃ群、Ｔ群又はＡ群のうち、前記所望の変化を促進するのに適切なもののメンバーであ
る１群及び／又は２群の置換を選択すること；
　又は、
　　（Ｂ）前記第１塩基から６オングストロームより遠い距離にある第１残基については
、Ｇ群、Ｃ群、Ｔ群又はＡ群のうち、前記所望の変化を促進するのに適切なもののメンバ
ーである２群及び／又は３群の置換を選択することによって特定すること、
　を含む方法。
【請求項４７】
　ＤＮＡ－結合親和度を上昇させる組み換えメガヌクレアーゼを合理的に設計する方法で
あって、
　（１）参照メガヌクレアーゼ－ＤＮＡ複合体の三次元構造の少なくとも一部を決定する
こと；
　（２）バックボーン接触面を形成するアミノ酸接触残基を特定すること；
　（３）前記ＤＮＡ－結合親和度を上昇させるアミノ酸置換を、
　　（Ａ）陰性荷電、または疎水性側鎖を持つ接触残基については、非荷電／極性、また
は陽性荷電側鎖を持つ置換を選択すること；
　又は
　　（Ｂ）非荷電／極性側鎖を持つ接触残基については、陽性荷電側鎖を持つ置換を選択
することによって特定すること、
　を含む方法。
【請求項４８】
　ＤＮＡ－結合親和度を低下させる組み換えメガヌクレアーゼを合理的に設計する方法で
あって、
　（１）参照メガヌクレアーゼ－ＤＮＡ複合体の三次元構造の少なくとも一部を決定する
こと；
　（２）バックボーン接触面を形成するアミノ酸接触残基を特定すること；
　（３）前記ＤＮＡ－結合親和度を低下させるアミノ酸置換を、
　　（Ａ）陽性荷電側鎖を持つ接触残基については、非荷電／極性、または陰性荷電側鎖
を持つ置換を選択すること；
　又は
　　（Ｂ）疎水性、または非荷電／極性側鎖を持つ接触残基については、陰性荷電側鎖を
持つ置換を選択することによって特定すること、
　を含む方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、分子生物学および組み換え核酸工学の分野に関する。特に、本発明は、ＤＮ
Ａ認識配列特異性及び／又は親和度が変更された、合理的に設計された、非天然のメガヌ
クレアーゼに関する。さらに、本発明は、そのようなメガヌクレアーゼの生産法、および
、そのようなメガヌクレアーゼによる、組み換え核酸および生物の生産法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　（関連出願）本出願は、２００５年１０月１８日出願の米国特許仮出願第６０／７２７
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，５１２号の優先権の利益を主張する。なお、この引用出願の全開示を、参照することに
より本出願に含める。
【０００３】
（政府援助）本発明は、アメリカ合衆国国立衛生研究所、国立医科学研究所からの研究補
助金２Ｒ０１－ＧＭ－０４９８７１２、５Ｆ３２－ＧＭ０７２３２２、および５　ＤＰ１
　ＯＤ０００１２２によって一部援助された。したがって、米国政府も、本発明において
若干の権利を保有する場合がある。
【０００４】
　ゲノム工学は、あるゲノムの内部に、特定の遺伝子配列を、挿入し、欠失し、置換し、
および、その他のやり方で操作することを可能とする能力を要求するが、多くの治療的お
よび生物工学的応用を有する。ゲノム修飾のための効果的手段の開発は、これまでずっと
、遺伝子治療、農工学、および合成生物学における主要目標となっている（ＰＯＲＴＥＵ
Ｓ　ＥＴ　ＡＬ．（２００５），ＮＡＴ．ＢＩＯＴＥＣＨＮＯＬ．２３；９６７－７３；
ＴＺＦＩＲＡ　ＥＴ　ＡＬ．（２００５），ＴＲＥＮＤＳ　ＢＩＯＴＥＣＨＮＯＬ．２３
：５６７－９；ＭＣＤＡＮＩＥＬ　ＥＴ　ＡＬ．（２００５），ＣＵＲＲ．ＯＰＩＮ．Ｂ
ＩＯＴＥＣＨＮＯＬ．１６：４７６－８３）。ＤＮＡ配列を挿入又は修飾するための一般
的方法は、ゲノム標的に対して相同な配列によって側接される、トランスジェニックＤＮ
Ａ配列を導入すること、および、所望の相同組み換え事象を選択またはスクリーニングす
ることを含む。トランスジェニックＤＮＡによる組み換えはめったに起こらないが、標的
部位のゲノムＤＮＡにおける２本鎖切断によって刺激することが可能である。従来から、
ＤＮＡ２本鎖切断部を作るために、例えば、放射線照射および化学的処理を含めた数多く
の方法が用いられている。これらの方法は、効率的に組み換えを刺激することが可能では
あるけれども、二本鎖切断部は、ゲノムの中にランダムに挿入され、それらは、突然変異
誘発性および毒性が高い可能性がある。現在、染色体バックグランドにある特定の部位に
対し遺伝子修飾を照準することはできていないため、思い通りのゲノム加工に対する大き
な障害となっている。
【０００５】
　この目標を達成するための一つの方法は、ゲノム内の単一部位にしか存在しないほど十
分に大きい配列に対し特異性を持つヌクレアーゼを用いて、標的配座に二本鎖切断部を設
けてその部位における相同組み換えを刺激することである（例えば、ＰＯＲＴＥＵＳ　Ｅ
Ｔ　ＡＬ．（２００５），ＮＡＴ．ＢＩＯＴＥＣＨＮＯＬ．２３：９６７－７３を参照）
。この戦略の有効性は、ＦＯＫＩ制限酵素の、加工されたジンクフィンガーＤＮＡ－結合
ドメインと、非特異的ヌクレアーゼドメインとの間のキメラ融合を用いて、各種の生物体
において明らかにされている（ＰＯＲＴＥＵＳ（２００６），ＭＯＬ　ＴＨＥＲ　１３：
４３８－４６；ＷＲＩＧＨＴ　ＥＴ　ＡＬ．（２００５），ＰＬＡＮＴ　Ｊ．４４：６９
３－７０５；ＵＲＮＯＶ　ＥＴ　ＡＬ．（２００５），ＮＡＴＵＲＥ　４３５：６４６－
５１）。これらの人工的ジンクフィンガーヌクレアーゼは、部位特異的組み換えを刺激す
るけれども、これらのヌクレアーゼは、ヌクレアーゼドメインの調整低調に由来する、非
特異的な、残留切断活性を保持するので、不要の部位を切断することがしばしばある（Ｓ
ＭＩＴＨ　ＥＴ　ＡＬ．（２０００），ＮＵＣＬＥＩＣ　ＡＣＩＤＳ　ＲＥＳ．２８：３
３６１－９）。これらの不要な切断は、処置生物体において、突然変異および毒性を引き
起こす可能性がある（ＰＯＲＴＥＵＳ　ＥＴ　ＡＬ．（２００５），ＮＡＴ．ＢＩＯＴＥ
ＣＨＮＯＬ．２３：９６７－７３）。
【０００６】
　植物および菌類のゲノムの中に一般的に認められる、１５－４０塩基対切断部位を認識
する、１群の天然ヌクレアーゼは、比較的毒性の低い、ゲノム加工代替品を提供する可能
性がある。このような「メガヌクレアーゼ」または「ホーミング・エンドヌクレアーゼ」
は、多くの場合、寄生的ＤＮＡ要素、例えば、グループ１自己スプライシングイントロン
およびインテインとコンタクトされる。これらのヌクレアーゼは、自然状態で、宿主ゲノ
ムの特異的位置における相同的組み換えまたは遺伝子挿入を促進する。これを、細胞のＤ
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ＮＡ－修復機構を招集する、染色体において二本鎖切断を生産することによって行う（Ｓ
ＴＯＤＤＡＲＤ（２００６），ＲＥＶ．ＢＩＯＰＨＹＳ．３８：４９－９５）。一般に、
メガヌクレアーゼは、４つのファミリーに分けられる。すなわち、ＬＡＧＬＩＤＡＤＧフ
ァミリー、ＧＩＹ－ＹＩＧファミリー、ＨＩＳ－ＣＹＳボックスファミリー、およびＨＮ
Ｈファミリーである。これらのファミリーは、触媒活性および認識配列に影響を及ぼす、
構造的モチーフによって特徴づけられる。例えば、ＬＡＧＬＩＤＡＤＧファミリーのメン
バーは、ＬＡＧＬＩＤＡＤＧ保存モチーフの、１または２コピーを持つことによって特徴
づけられる（ＣＨＥＶＡＬＩＥＲ　ＥＴ　ＡＬ．（２００１），ＮＵＣＬＥＩＣ　ＡＣＩ
ＤＳ　ＲＥＳ．２９（１８）：３７５７－３７７４を参照）。ＬＡＧＬＩＤＡＤＧモチー
フの単一コピーを持つＬＡＧＬＩＤＡＤＧメガヌクレアーゼは、ホモダイマーを形成する
が、一方、２コピーのＬＡＧＬＩＤＡＤＧモチーフを持つメンバーは、モノマーであるこ
とが判明した。同様に、ＧＩＹ－ＹＩＧファミリーメンバーは、７０－１００残基長のＧ
ＩＹ－ＹＩＧモジュールを持ち、その内二つは活性のために必要な、四つの不変残基を持
つ、４から５個の保存配列モチーフを含む（ＶＡＮ　ＲＯＥＹ　ＥＴ　ＡＬ．（２００２
），ＮＡＴＵＲＥ　ＳＴＲＵＣＴ．ＢＩＯＬ．９：８０６－８１１を参照）。ＨＩＳ－Ｃ
ＹＳボックス・メガヌクレアーゼは、数百のアミノ酸残基を含む領域に分散する、高度に
保存された、ヒスチジンおよびシステインの連続列によって特徴づけられる（ＣＨＥＶＡ
ＬＩＥＲ　ＥＴ　ＡＬ．（２００１），ＮＵＣＬＥＩＣ　ＡＣＩＤＳ　ＲＥＳ．２９（１
８）：３７５７－３７７４を参照）。ＮＨＮファミリーの場合は、そのメンバーは、２対
の、アスパラギン残基によって囲まれる保存ヒスチジンを含むモチーフによって定義され
る（ＣＨＥＶＡＬＩＥＲ　ＥＴ　ＡＬ．（２００１），ＮＵＣＬＥＩＣ　ＡＣＩＤＳ　Ｒ
ＥＳ．２９（１８）：３７５７－３７７４を参照）。メガヌクレアーゼのこの４ファミリ
ーは、構造保存部位に関してＤＮＡ認識配列の特異性及び触媒活性が互いに大きく異なっ
ている。
【０００７】
　主にＬＡＧＬＩＤＡＤＧファミリーから得られる、天然のメガヌクレアーゼは、これま
で、植物、酵母、ショウジョウバエ、哺乳類細胞及びマウスにおいて部位特異的なゲノム
修飾に有効に使用されているが、この方法は、このメガヌクレアーゼ認識配列を保存する
相同配列か（ＭＯＮＮＡＴ　ＥＴ　ＡＬ．（１９９９），ＢＩＯＣＨＥＭ．ＢＩＯＰＨＹ
Ｓ．ＲＥＳ．ＣＯＭＭＵＮ．２５５：８８－９３）又は認識配列を導入したあらかじめ加
工されたゲノム（ＲＯＵＥＴ　ＥＴ　ＡＬ．（１９９４），ＭＯＬ．ＣＥＬＬ　ＢＩＯＬ
．１４：８０９６－１０６；ＣＨＩＬＴＯＮ　ＥＴ　ＡＬ．（２００３），ＰＬＡＮＴ　
ＰＨＹＳＩＯＬ．１３３：９５６－６５；ＰＵＣＨＴＡ　ＥＴ　ＡＬ．（１９９６），Ｐ
ＲＯＣ．ＮＡＴＬ．ＡＣＡＤ．ＳＣＩ．ＵＳＡ　９３：５０５５－６０；ＲＯＮＧ　ＥＴ
　ＡＬ．（２００２），ＧＥＮＥＳ　ＤＥＶ．１６：１５６８－８１；ＧＯＵＢＬＥ　Ｅ
Ｔ　ＡＬ．（２００６），Ｊ．ＧＥＮＥ　ＭＥＤ．８（５）：６１６－６２２）の修飾に
限定される。
【０００８】
　ヌクレアーゼ刺激による遺伝子修飾の体系的実施は、ゲノムの既存部位に対する標的Ｄ
ＮＡ中断部に向けて照準させた特異性を持つ加工酵素の使用が必要となる。したがって、
医学的又は生物工学的関連部位において遺伝子修飾を促進するようにメガヌクレアーゼを
適応させることについては大きな関心が寄せられている（ＰＯＲＴＥＵＳ　ＥＴ　ＡＬ．
（２００５），ＮＡＴ．ＢＩＯＴＥＣＨＮＯＬ．２３：９６７－７３；ＳＵＳＳＭＡＮ　
ＥＴ　ＡＬ．（２００４），Ｊ．ＭＯＬ．ＢＩＯＬ．３４２：３１－４１；ＥＰＩＮＡＴ
　ＥＴ　ＡＬ．（２００３），ＮＵＣＬＥＩＣ　ＡＣＩＤＳ　ＲＥＳ．３１：２９５２－
６２）。
【０００９】
　ＣＨＬＡＭＹＤＯＭＯＮＡＳＲＥＩＮＨＡＲＤＴＩＩから得られたメガヌクレアーゼＩ
－ＣＲＥＩは、ＬＡＧＬＩＤＡＤＧファミリーの一員であり、葉緑体染色体の中の２２塩
基対認識配列を認識・切断し、かつ、メガヌクレアーゼ再設計の好個の標的となっている
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。この野生型酵素は、各モノマーが、全体認識配列における９塩基対に対して直接接触す
る、ホモダイマーである。この認識配列の単一位置において（ＳＵＳＳＭＡＮ　ＥＴ　Ａ
Ｌ．（２００４），Ｊ．ＭＯＬ．ＢＩＯＬ．３４２：３１－４１；ＣＨＡＭＥＳ　ＥＴ　
ＡＬ．（２００５），ＮＵＣＬＥＩＣ　ＡＣＩＤＳ　ＲＥＳ．３３：Ｅ１７８；ＳＥＬＩ
ＧＭＡＮ　ＥＴ　ＡＬ．（２００２），ＮＵＣＬＥＩＣ　ＡＣＩＤＳ　ＲＥＳ．３０：３
８７０－９）、あるいは、比較的最近では、認識配列の中の３位置において（ＡＲＲＮＯ
ＵＬＤ　ＥＴ　ＡＬ．（２００６），Ｊ．ＭＯＬ．ＢＩＯＬ．３５５：４４３－５８）、
塩基選択性を変えるＩ－ＣＲＥＩにおける突然変異を特定するために、遺伝子選択技術が
用いられている。Ｉ－ＣＲＥＩタンパク－ＤＮＡインターフェイスは、ＤＮＡ塩基に直接
接触する９個のアミノ酸と、修飾されたインターフェイスにおいて接触を形成する可能性
のある、少なくともさらに５個の残基を含む。このインターフェイスのサイズは、切断部
位を大きく変更された酵素を選択するために構築された配列ライブラリーにおいても十分
に抽出されることがほとんどないと思われるほど複雑な組み合わせを提示する。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　ゲノムの正確な修飾を促進するヌクレアーゼについては、依然として需要がある。さら
に、特定の遺伝子座位における遺伝子配列の操作を可能とする、あらかじめ指定された、
合理的に設計された認識配列を有するヌクレアーゼを生成する技術、および、正確な配列
修飾を持つ生物体を遺伝学的に加工するために、そのようなヌクレアーゼを利用する技術
に対しては、依然として需要がある。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明は、メガヌクレアーゼＬＡＧＬＩＤＡＤＧファミリーの同定及び特徴解明に基づ
く。メガヌクレアーゼが２本鎖ＤＮＡ認識配列とコンタクトする際、ＤＮＡ塩基およびＤ
ＮＡバックボーンに結合し、そうすることによって、該酵素の特異性および活性に影響を
及ぼす。この発見は、以下に詳細に説明するように、メガヌクレアーゼの認識配列特異性
及び／又はＤＮＡ結合親和性を変えることが可能なアミノ酸置換を特定するため及び天然
のメガヌクレアーゼが認識しない所望のＤＮＡ配列を認識することが可能なメガヌクレア
ーゼを合理的に設計し、開発するために用いられた。本発明はさらに、遺伝子治療、病原
体感染の治療及び診断と研究におけるインビトロ応用のために、生物体ゲノム内の少数座
位において所望の遺伝子配列の組み換えを実現するために、このようなメガヌクレアーゼ
を使用する方法を提供する。
【００１２】
　したがって、ある実施態様では、本発明は、野生型Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼに比
べ、少なくとも一つの認識配列半分部位に対し変更特異性を持つ組み換えメガヌクレアー
ゼを提供する。この実施態様におけるメガヌクレアーゼは、配列番号１の野生型Ｉ－ＣＲ
ＥＩメガヌクレアーゼの残基２－１５３に対して少なくとも８５％の配列類似性を有する
ポリペプチドを含むが、該組み換えメガヌクレアーゼは、配列番号２、配列番号３、配列
番号４及び配列番号５から選ばれる、Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼ認識配列内の半分部
位と、少なくとも１塩基対異なる認識配列半分部位に対して特異性を持ち、かつ、この組
み換えメガヌクレアーゼは、従来技術に認められる排外的修飾ではない、表５に掲げられ
る少なくとも一つの修飾を含む。
【００１３】
　別の実施態様では、本発明は、野生型Ｉ－ＭＳＯＩメガヌクレアーゼと比べ、少なくと
も一つの認識配列半分部位に対し変更特異性を持つ組み換えメガヌクレアーゼを提供する
。この実施態様におけるメガヌクレアーゼは、配列番号６のＩ－ＭＳＯＩメガヌクレアー
ゼの残基６－１６０に対して少なくとも８５％の配列類似性を有するポリペプチドを含む
が、該組み換えメガヌクレアーゼは、配列番号７および配列番号８から選ばれる、Ｉ－Ｍ
ＳＯＩメガヌクレアーゼ認識配列内の半分部位と、少なくとも１塩基対異なる、認識配列
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半分部位に対して特異性を持ち、かつ、該組み換えメガヌクレアーゼは、従来技術に認め
られる排外的修飾ではない、表７に掲げられる少なくとも一つの修飾を含む。
【００１４】
　別の実施態様では、本発明は、野生型Ｉ－ＳＣＥＩメガヌクレアーゼと比べ、認識配列
に対し変更特異性を持つ組み換えメガヌクレアーゼを提供する。この実施態様におけるメ
ガヌクレアーゼは、配列番号９のＩ－ＳＣＥＩメガヌクレアーゼの残基３－１８６に対し
て少なくとも８５％の配列類似性を有するポリペプチドを含むが、この組み換えメガヌク
レアーゼは、配列番号１０および配列番号１１のＩ－ＳＣＥＩメガヌクレアーゼ認識配列
と少なくとも１塩基対異なる認識配列に対して特異性を持ち、かつ、この組み換えメガヌ
クレアーゼは、従来技術に認められる排外的修飾ではない、表９に掲げられる少なくとも
一つの修飾を含む。
【００１５】
　別の実施態様では、本発明は、野生型Ｉ－ＣＥＵＩメガヌクレアーゼと比べ、少なくと
も一つの認識配列半分部位に対し変更特異性を持つ組み換えメガヌクレアーゼを提供する
。この実施態様におけるメガヌクレアーゼは、配列番号１２のＩ－ＣＥＵＩメガヌクレア
ーゼの残基５－２１１に対して少なくとも８５％の配列類似性を有するポリペプチドを含
むが、該組み換えメガヌクレアーゼは、配列番号１３および配列番号１４から選ばれるＩ
－ＣＥＵＩメガヌクレアーゼ認識配列内の半分部位と少なくとも１塩基対異なる認識配列
半分部位に対して特異性を持ち、かつ、この組み換えメガヌクレアーゼは、従来技術に認
められる排外的修飾ではない、表１１に掲げられる少なくとも一つの修飾を含む。
【００１６】
　本発明のメガヌクレアーゼは、認識配列内の１、２又は３以上の位置において組み換え
メガヌクレアーゼの配列特異性に影響を及ぼすために、本出願に開示される修飾の内の一
つ、二つ又は三つ以上を含むことが可能である。メガヌクレアーゼは、本出願に開示され
る新規修飾のみを含んでもよいし又は本出願に開示される新規修飾を従来技術で認められ
る修飾と組み合わせて含んでもよい。しかしながら、特異的に排除されるものは、従来技
術の修飾のみを含む組み換えメガヌクレアーゼである。
【００１７】
　他の側面から考えると、本発明は、２本鎖ＤＮＡに対する配列特異的ではない結合親和
度を変更させた組み換えメガヌクレアーゼを提供する。これは、２本鎖ＤＮＡ認識配列の
バックボーンに接触する、メガヌクレアーゼ残基を修飾することによって実現される。こ
の修飾は、結合親和度を増大又は低減するため、酵素の全体活性を増大又は低減すること
が可能である。さらに、結合および活性の上昇／低下は、配列特異性における低下／上昇
を引き起こすことが認められた。したがって、本発明は、ＤＮＡ－結合親和度を変えるこ
とによって配列特異性を全体的に変えるための手段を提供する。
【００１８】
　したがって、ある実施態様では、本発明は、野生型Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼと比
べ、２本鎖ＤＮＡに対する結合親和度を変更させた組み換えメガヌクレアーゼを提供する
。この発明におけるメガヌクレアーゼは、配列番号１のＩ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼの
残基２－１５３に対して少なくとも８５％の配列類似性を有するポリペプチドを含むが、
ＤＮＡ結合親和度は、（１）（Ａ）Ｈ、Ｎ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｋ若しくはＲによるＥ８０、Ｄ
１３７、Ｉ８１、Ｌ１１２、Ｐ２９、Ｖ６４若しくはＹ６６の置換、又は（Ｂ）Ｋ若しく
はＲによるＴ４６、Ｔ１４０若しくはＴ１４３の置換から選ばれる一つの置換に対応する
少なくとも一つの修飾によって上昇するか、又は、逆に、（２）（Ａ）Ｈ、Ｎ、Ｑ、Ｓ、
Ｔ、Ｄ若しくはＥによるＫ３４、Ｋ４８、Ｒ５１、Ｋ８２、Ｋ１１６若しくはＫ１３９の
置換、又は（Ｂ）Ｄ若しくはＥによるＩ８１、Ｌ１１２、Ｐ２９、Ｖ６４、Ｙ６６、Ｔ４
６、Ｔ１４０若しくはＴ１４３の置換から選ばれる一つの置換に対応する少なくとも一つ
の修飾によって低下する。
【００１９】
　別の実施態様では、本発明は、野生型Ｉ－ＭＳＯＩメガヌクレアーゼに比べ、２本鎖Ｄ
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ＮＡに対する結合親和度を変更させた組み換えメガヌクレアーゼを提供する。この発明に
おけるメガヌクレアーゼは、配列番号６のＩ－ＭＳＯＩメガヌクレアーゼの残基６－１６
０に対して少なくとも８５％の配列類似性を有するポリペプチドを含むが、ＤＮＡ結合親
和度は、（１）（Ａ）Ｈ、Ｎ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｋ若しくはＲによるＥ１４７、Ｉ８５、Ｇ８
６若しくはＹ１１８の置換、又は（Ｂ）Ｋ若しくはＲによるＱ４１、Ｎ７０、Ｓ８７、Ｔ
８８、Ｈ８９、Ｑ１２２、Ｑ１３９、Ｓ１５０若しくはＮ１５２の置換から選ばれる一つ
の置換に対応する少なくとも一つの修飾によって上昇するか、又は、逆に、（２）（Ａ）
Ｈ、Ｎ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｄ若しくはＥによるＫ３６、Ｒ５１、Ｋ１２３、Ｋ１４３若しくは
Ｒ１４４の置換、又は（Ｂ）Ｄ若しくはＥによるＩ８５、Ｇ８６、Ｙ１１８、Ｑ４１、Ｎ
７０、Ｓ８７、Ｔ８８、Ｈ８９、Ｑ１２２、Ｑ１３９、Ｓ１５０若しくはＮ１５２の置換
から選ばれる一つの置換に対応する少なくとも一つの修飾によって低下する。
【００２０】
　別の実施態様では、本発明は、野生型Ｉ－ＳＣＥＩメガヌクレアーゼに比べ、２本鎖Ｄ
ＮＡに対する結合親和度を変更させた組み換えメガヌクレアーゼを提供する。この発明に
おけるメガヌクレアーゼは、配列番号９のＩ－ＳＣＥＩメガヌクレアーゼの残基３－１８
６に対して少なくとも８５％の配列類似性を有するポリペプチドを含むが、ＤＮＡ結合親
和度は、（１）（Ａ）Ｈ、Ｎ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｋ若しくはＲによるＤ２０１、Ｌ１９、Ｌ８
０、Ｌ９２、Ｙ１５１、Ｙ１８８、Ｉ１９１、Ｙ１９９若しくはＹ２２２の置換、又は（
Ｂ）Ｋ若しくはＲによるＮ１５、Ｎ１７、Ｓ８１、Ｈ８４、Ｎ９４、Ｎ１２０、Ｔ１５６
、Ｎ１５７、Ｓ１５９、Ｎ１６３、Ｑ１６５、Ｓ１６６，Ｎ１９４若しくはＳ２０２の置
換から選ばれる一つの置換に対応する少なくとも一つの修飾によって上昇するか、又は、
逆に、（２）（Ａ）Ｈ、Ｎ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｄ若しくはＥによるＫ２０、Ｋ２３、Ｋ６３、
Ｋ１２２、Ｋ１４８、Ｋ１５３、Ｋ１９０、Ｋ１９３、Ｋ１９５若しくはＫ２２３の置換
、又は（Ｂ）Ｄ若しくはＥによるＬ１９、Ｌ８０、Ｌ９２、Ｙ１５１、Ｙ１８８、Ｉ１９
１、Ｙ１９９、Ｙ２２２、Ｎ１５、Ｎ１７、Ｓ８１、Ｈ８４、Ｎ９４、Ｎ１２０、Ｔ１５
６、Ｎ１５７、Ｓ１５９、Ｎ１６３、Ｑ１６５、Ｓ１６６、Ｎ１９４若しくはＳ２０２の
置換から選ばれる一つの置換に対応する少なくとも一つの修飾によって低下する。
【００２１】
　別の実施態様では、本発明は、野生型Ｉ－ＣＥＵＩメガヌクレアーゼに比べ、２本鎖Ｄ
ＮＡに対する結合親和度を変更させた組み換えメガヌクレアーゼを提供する。この発明に
おけるメガヌクレアーゼは、配列番号１２のＩ－ＣＥＵＩメガヌクレアーゼの残基５－２
１１に対して少なくとも８５％の配列類似性を有するポリペプチドを含むが、ＤＮＡ結合
親和度は、（１）（Ａ）Ｈ、Ｎ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｋ若しくはＲによるＤ２５若しくはＤ１２
８の置換、又は（Ｂ）Ｋ若しくはＲによるＳ６８、Ｎ７０、Ｈ９４、Ｓ１１７、Ｎ１２０
、Ｎ１２９若しくはＨ１７２の置換から選ばれる一つの置換に対応する少なくとも一つの
修飾によって上昇するか、又は、逆に、（２）（Ａ）Ｈ、Ｎ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｄ若しくはＥ
によるＫ２１、Ｋ２８、Ｋ３１、Ｒ１１２、Ｒ１１４若しくはＲ１３０の置換、又は（Ｂ
）Ｄ若しくはＥによるＳ６８、Ｎ７０、Ｈ９４、Ｓ１１７、Ｎ１２０、Ｎ１２９若しくは
Ｈ１７２の置換から選ばれる一つの置換に対応する少なくとも一つの修飾によって低下す
る。
【００２２】
　本発明のメガヌクレアーゼは、ＤＮＡ－結合親和度に影響を及ぼすために、本出願に開
示される、バックボーン接触残基の修飾の内、一つ、二つ又は三つ以上を含むことが可能
である。さらに、ＤＮＡ－結合親和度に影響を及ぼすこれらの修飾は、認識配列内部の特
定位置における組み換えメガヌクレアーゼの配列特異性を変える、前述の塩基接触残基の
新規修飾の内の一つ以上と組み合わせてもよいし、前述の従来技術の修飾と組み合わせて
もよいし、新規修飾と従来技術の修飾との組み合わせと組み合わせてもよい。特に、バッ
クボーン接触修飾および塩基接触修飾を組み合わせることによって、組み換えメガヌクレ
アーゼを、所望の特異性および活性を持つように合理的に設計することが可能である。例
えば、塩基接触残基に対する設計変更に由来する親和度の損失を逆転するＤＮＡ－結合親



(23) JP 2012-196214 A 2012.10.18

10

20

30

40

50

和度の増加を設計することが可能であり、配列特異性を減少させ酵素に対する認識配列の
組を広げる親和度減少を設計することも可能である。
【００２３】
　他の側面から考えると、本発明は、ホモ又はヘテロダイマー形成に対する親和度を変更
させた合理的設計メガヌクレアーゼモノマーを提供する。ダイマー形成に対する親和度は
、同じモノマー（すなわち、ホモダイマー形成）によって又は異なるモノマー（すなわち
、ヘテロダイマー形成）、例えば、参照野生型メガヌクレアーゼによって測定することが
可能である。これらの組み換えメガヌクレアーゼは、メガヌクレアーゼダイマーにおける
モノマー間のタンパク質とタンパク質との境界面に存在するアミノ酸残基に対する修飾を
有する。これらの修飾は、ヘテロダイマー形成の促進及び非パリンドローム認識配列を持
つメガヌクレアーゼの創製に使用することが可能である。
【００２４】
　したがって、他の実施態様では、本発明は、参照メガヌクレアーゼモノマーによるダイ
マー形成に対する親和度を変更させた組み換えメガヌクレアーゼを提供する。この実施態
様では、組み換えモノマーは、配列番号１のＩ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼの残基２－１
５３に対して少なくとも８５％の配列類似性を有するポリペプチドを含むが、ダイマー形
成に対する親和度は、（Ａ）Ｄ若しくはＥによるＫ７、Ｋ５７若しくはＫ９６の置換、又
は（Ｂ）Ｋ若しくはＲによるＥ８若しくはＥ６１の置換から選ばれる置換に対応する少な
くとも一つの修飾によって変えられる。このような組み換えモノマーに基づき、本発明は
さらに、（１）配列番号１のＩ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼの残基２－１５３に対して少
なくとも８５％の配列類似性を有する第１ポリペプチドであって、ダイマー形成に対する
親和度が、（Ａ）Ｄ若しくはＥによるＫ７、Ｋ５７若しくはＫ９６の置換から選ばれる置
換に対応する少なくとも一つの修飾によって変えられる第１ポリペプチド、及び（２）配
列番号１のＩ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼの残基２－１５３に対して少なくとも８５％の
配列類似性を有する第２ポリペプチドであって、ダイマー形成に対する親和度が、（Ｂ）
Ｋ若しくはＲによるＥ８若しくはＥ６１の置換から選ばれる置換に対応する少なくとも一
つの修飾によって変えられる第２ポリペプチドを含む組み換えメガヌクレアーゼ・ヘテロ
ダイマーを提供する。
【００２５】
　他の実施態様では、本発明は、参照メガヌクレアーゼモノマーによるダイマー形成に対
する親和度を変更させた組み換えメガヌクレアーゼモノマーを提供する。この実施態様で
は、組み換えモノマーは、配列番号６のＩ－ＭＳＯＩメガヌクレアーゼの残基６－１６０
に対して少なくとも８５％の配列類似性を有するポリペプチドを含むが、ダイマー形成に
対する親和度は、（Ａ）Ｄ若しくはＥによるＲ３０２の置換、又は（Ｂ）Ｋ若しくはＲに
よるＤ２０、Ｅ１１若しくはＱ６４の置換から選ばれる置換に対応する少なくとも一つの
修飾によって変えられる。このような組み換えモノマーに基づき、本発明はさらに、（１
）配列番号６のＩ－ＭＳＯＩメガヌクレアーゼの残基６－１６０に対して少なくとも８５
％の配列類似性を有する第１ポリペプチドであって、ダイマー形成に対する親和度が、（
Ａ）Ｄ若しくはＥによるＲ３０２の置換から選ばれる置換に対応する少なくとも一つの修
飾によって変えられる第１ポリペプチド、及び（２）配列番号６のＩ－ＭＳＯＩメガヌク
レアーゼの残基６－１６０に対して少なくとも８５％の配列類似性を有する第２ポリペプ
チドであって、ダイマー形成に対する親和度が、（Ｂ）Ｋ若しくはＲによるＤ２０、Ｅ１
１若しくはＱ６４の置換から選ばれる置換に対応する少なくとも一つの修飾によって変え
られる第２ポリペプチドを含む組み換えメガヌクレアーゼ・ヘテロダイマーを提供する。
【００２６】
　他の実施態様では、本発明は、参照メガヌクレアーゼモノマーによるダイマー形成に対
する親和度を変更させた組み換えメガヌクレアーゼモノマーを提供する。この実施態様で
は、組み換えモノマーは、配列番号１２のＩ－ＣＥＵＩメガヌクレアーゼの残基５－２１
１に対して少なくとも８５％の配列類似性を有するポリペプチドを含むが、ダイマー形成
に対する親和度は、（Ａ）ＤまたはＥによるＲ９３の置換、又は（Ｂ）ＫまたはＲによる
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Ｅ１５２の置換から選ばれる置換に対応する少なく共一つの修飾によって変えられる。こ
のような組み換えモノマーに基づき、本発明はさらに、（１）配列番号１２のＩ－ＣＥＵ
Ｉメガヌクレアーゼの残基５－２１１に対して少なくとも８５％の配列類似性を有する第
１ポリペプチドであって、ダイマー形成に対する親和度が、（Ａ）ＤまたはＥによるＲ９
３の置換から選ばれる置換に対応する少なくとも一つの修飾によって変えられる第１ポリ
ペプチド、及び（２）配列番号１２のＩ－ＣＥＵＩメガヌクレアーゼの残基５－２１１に
対して少なくとも８５％の配列類似性を有する第２ポリペプチドであって、ダイマー形成
に対する親和度が、（Ｂ）ＫまたはＲによるＥ１５２の置換から選ばれる置換に対応する
少なくとも一つの修飾によって変えられる第２ポリペプチドを含む組み換えメガヌクレア
ーゼ・ヘテロダイマーを提供する。
【００２７】
　ダイマー形成に対する親和度を変更させた、組み換えメガヌクレアーゼモノマー又はヘ
テロダイマーはさらに、前述の塩基接触残基の修飾の内の一つ、二つまたは三つ以上；前
述のバックボーン接触残基の修飾の内の一つ、二つまたは三つ以上、又は両者の組み合わ
せを含むことが可能である。したがって、例えば、モノマーの塩基接触部は、配列特異性
を変えるように修飾することが可能であり、モノマーのバックボーン接触部は、ＤＮＡ結
合親和度を変えるように修飾することが可能であり、タンパク質とタンパク質との境界面
は、ダイマー形成に影響を及ぼすように修飾することが可能である。このような組み換え
モノマーは、同様に修飾されたモノマーと組み合わせて、所望の配列特異性および活性を
有する合理設計メガヌクレアーゼ・ヘテロダイマーを生産することが可能である。
【００２８】
　他の側面から考えると、本発明は、本発明において記載され可能とされた合理設計メガ
ヌクレアーゼのために使用される各種方法を提供する。これらの方法は、遺伝学的に修飾
された細胞および生物体を生産すること、病気を遺伝子治療によって治療すること、病原
体感染を治療すること及び診断学と研究用とのインビトロ応用のために組み換えメガヌク
レアーゼを使用することを含む。
【００２９】
　したがって、この側面では、本発明は、染色体に挿入された興味の外因性配列を含む遺
伝学的に修飾された真核細胞を生産するための方法であって、これを、該細胞を、（Ｉ）
本発明のメガヌクレアーゼをコードする第１核酸配列、及び（ＩＩ）前記興味の配列を含
む第２核酸配列によってトランスフェクトすることによって実現する方法を提供する。そ
の際、メガヌクレアーゼは、染色体の中に切断部位を生産し、興味の配列は、相同組み換
え又は非相同的末端接合によって、染色体中の切断部位にに挿入される。
【００３０】
　それとは別に、他の側面では、本発明は、染色体に挿入された興味の外来配列を含む遺
伝学的に修飾された真核細胞を生産するための方法であって、この細胞に本発明のメガヌ
クレアーゼタンパクを挿入すること及びこの細胞を興味の配列を含む核酸によってトラン
スフェクトすることによって実現する方法を提供する。その際、メガヌクレアーゼは、染
色体の中に切断部位を生産し、興味の配列は、相同組み換え又は非相同的末端接合によっ
て、切断部位において染色体の中に挿入される。
【００３１】
　他の側面では、本発明は、染色体中の標的配列を破壊することによって遺伝学的に修飾
された真核細胞を生産するための方法であって、この細胞を本発明のメガヌクレアーゼタ
ンパクをコードする核酸によってトランスフェクトすることによって実現する方法を提供
する。その際、メガヌクレアーゼは、染色体の中に切断部位を生産し、標的配列は切断部
位における非相同的末端接合によって破壊される。
【００３２】
　他の側面では、本発明は、遺伝学的に修飾された生物体を生産するための方法であって
、前述の方法に従って遺伝学的に修飾された真核細胞を生産し、かつ、この遺伝学的に修
飾された真核細胞を育成して遺伝学的に修飾された生物体を生産することによって実現す
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る方法を提供する。これらの実施態様では、真核細胞は、配偶子、接合子、胚盤胞細胞、
胚幹細胞及びプロトプラスト細胞から選ぶことが可能である。
【００３３】
　他の側面では、本発明は、真核生物において遺伝子治療によって疾患を治療するための
方法であって、この真核生物の少なくとも一つの細胞を、（Ｉ）本発明のメガヌクレアー
ゼをコードする第１核酸配列、及び（ＩＩ）興味の配列を含む第２核酸配列によってトラ
ンスフェクトすることによって実現する方法を提供する。その際、メガヌクレアーゼは、
染色体の中に切断部位を生産し、興味の配列は、相同組み換え又は非相同的末端接合によ
って染色体の中に挿入され、興味の配列の挿入は、疾患に対する遺伝子治療をもたらす。
【００３４】
　それとは別に、他の側面では、本発明は、真核生物において遺伝子治療によって疾患を
治療するための方法であって、この真核生物の少なくとも一つの細胞の中に本発明のメガ
ヌクレアーゼを導入すること及びこの細胞を、興味の配列を含む核酸によってトランスフ
ェクトすることによって実現する方法を提供する。その際、メガヌクレアーゼは、染色体
の中に切断部位を生産し、興味の配列は、相同組み換え、または非相同的末端接合によっ
て切断部位において染色体の中に挿入され、興味の配列の挿入は、該疾患に対する遺伝子
治療をもたらす。
【００３５】
　他の側面では、本発明は、真核生物において、該真核生物の染色体における標的配列を
破壊する遺伝子治療によって疾患を治療するための方法であって、この真核生物の少なく
とも一つの細胞を、本発明のメガヌクレアーゼをコードする核酸によってトランスフェク
トすることによって実現する方法を提供する。その際、メガヌクレアーゼは、染色体の中
に切断部位を生産し、標的配列は、相同組み換え又は非相同的末端接合によって破壊され
、該標的配列の破壊が、該疾患に対する遺伝子治療をもたらす。
【００３６】
　別の局面では、本発明は、真核細胞宿主において、ウィルス性または前核細胞性病原体
感染を治療するための方法であって、この病原体のゲノムにおける標的配列を破壊するこ
とによって実現する方法を提供する。その際、メガヌクレアーゼは、染色体の中に切断部
位を生産し、標的配列は、（１）切断部位における非相同的末端接合によって、又は（２
）第２核酸との相同組み換えによって破壊され、かつ、標的配列の破壊は、この感染に対
する治療をもたらす。
【００３７】
　さらに一般的に、他の側面では、本発明は、認識配列の少なくとも一つの塩基位置に対
する特異性を変更させた組み換えメガヌクレアーゼを合理的に設計する方法であって、（
１）参照メガヌクレアーゼ－ＤＮＡ複合体の三次元構造の少なくとも一部を決定すること
、（２）該塩基位置において塩基接触面を形成するアミノ酸残基を特定すること、（３）
接触面の少なくとも第１残基のβ－炭素と、該塩基位置における少なくとも第１塩基との
間の距離を決めること及び（４）（Ａ）第１塩基から６オングストローム未満の距離にあ
る第１残基については、Ｇ、Ｃ、Ｔ若しくはＡの内の適切なもののメンバーである基１及
び／又は基２の置換を選択すること；又は（Ｂ）前記第１塩基から６オングストロームよ
り遠い位置にある第１残基については、Ｇ、Ｃ、Ｔ及びＡの内の適切なもののメンバーで
ある基２及び／又は基３の置換を選択することによって、所望の変化を促進するアミノ酸
置換を特定することによって実現する方法を提供する。なお、上述したそれぞれの基は、
後述するように定義する。この方法は、同じ塩基に対する別の接触残基ついても、同じ位
置における他の塩基に対する接触残基についても、さらに、別の位置についても繰り返し
てよい。
【００３８】
　さらに、他の側面では、本発明は、ＤＮＡ－結合親和度を増大させた組み換えメガヌク
レアーゼを合理的に設計する方法であって、（１）基準メガヌクレアーゼ－ＤＮＡ複合体
の三次元構造の少なくとも一部を決定すること、（２）バックボーン接触面を形成するア
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ミノ酸接触残基を特定すること、（３）（Ａ）陰性荷電若しくは疎水性側鎖を持つ接触残
基について、非荷電／極性若しくは陽性荷電側鎖を持つ置換を選択すること；又は（Ｂ）
非荷電／極性側鎖を持つ接触残基について、陽性荷電側鎖を持つ置換を選択することによ
って、ＤＮＡ－結合親和度を増大させるアミノ酸置換を特定すること、によって実現する
方法を提供する。逆に、本発明は、ＤＮＡ－結合親和度を減少させた組み換えメガヌクレ
アーゼを合理的に設計する方法であって、これを、（１）基準メガヌクレアーゼ－ＤＮＡ
複合体の三次元構造の少なくとも一部を決定すること、（２）バックボーン接触面を形成
するアミノ酸接触残基を特定すること、（３）（Ａ）陽性荷電側鎖を持つ接触残基につい
て、非荷電／極性若しくは陰性荷電側鎖を持つ置換を選択すること、又は（Ｂ）疎水性及
び非荷電／極性側鎖を持つ接触残基について、陰性荷電側鎖を持つ置換を選択することに
よって、ＤＮＡ－結合親和度を減少させるアミノ酸置換を特定することよって実現する方
法を提供する。
【００３９】
　本発明の、上記、およびその他の側面および実施態様は、本発明の下記の詳細な説明に
基づき当業者には明白であろう。
【発明を実施するための最良の形態】
【００４０】
１．１序論
　本発明は、一部は、メガヌクレアーゼが２本鎖ＤＮＡ認識配列とコンタクトする際、Ｄ
ＮＡ塩基と特異的接触を形成し、かつ、ＤＮＡバックボーンと非特異的接触を形成し、そ
うすることによって、該酵素の認識配列特異性およびＤＮＡ－結合親和度に影響を及ぼす
、メガヌクレアーゼＬＡＧＬＩＤＡＤＧファミリーにおける特異的アミノ酸残基の特定お
よび特徴解明に基づく。この発見は、以下に詳細に説明するように、メガヌクレアーゼの
特異性及び／又は親和性を変えることが可能な、メガヌクレアーゼにおけるアミノ酸置換
を特定するため及び天然のメガヌクレアーゼが認識しない所望のＤＮＡ配列を認識するこ
とが可能であり、及び／又は、天然のメガヌクレアーゼに比べて特異性及び／又は親和度
が増大または減少させたメガヌクレアーゼを合理的に設計し、開発するために用いられた
。さらに、ＤＮＡ－結合親和度は、酵素活性の外に、配列特異性にも影響を及ぼすので、
本発明は、天然メガヌクレアーゼに比べ活性を変更させた、合理的設計メガヌクレアーゼ
を提供する。さらに、本発明は、ダイマーを形成するためにコンタクトされたモノマー間
のインターフェイスにおける残基が、ヘテロダイマー形成を促進するように修飾された合
理設計メガヌクレアーゼを提供する。最後に、本発明は、組み換え細胞および生物体の生
産における使用ばかりでなく、本出願に開示されるように、遺伝子療法、抗病原体、抗癌
及びインビトロ応用における合理設計メガヌクレアーゼの使用を提供する。
【００４１】
　一般的出来事として、本発明は、（１）２本鎖ＤＮＡ認識配列中の個々の塩基に対する
配列特異的結合、又は（２）２本鎖ＤＮＡ分子のフォスフォジエステルバックボーンに対
する非特異的結合による、メガヌクレアーゼ内の複数部位において変更アミノ酸残基を含
む、合理設計ＬＡＧＬＩＤＡＤＧメガヌクレアーゼを生成するための方法を提供する。し
かしながら、酵素活性は、ＤＮＡ－結合親和度と相関するのであるから、ＤＮＡ認識配列
に対する結合に与るアミノ酸を変えることは、２本鎖ＤＮＡに対する全体的結合親和度を
増大又は減少することになり、特異的塩基対相互作用を介するメガヌクレアーゼの特異性
ばかりでなく、メガヌクレアーゼの活性も変える可能性がある。同様に、ＤＮＡバックボ
ーンに対する結合によるアミノ酸を変えることは、２本鎖ＤＮＡに対する全体的結合親和
度を増大又は減少することによって、酵素の活性ばかりでなく、認識配列に対する結合の
特異性又は縮重の程度を変える可能性がある。
【００４２】
　下記に詳述するように、メガヌクレアーゼの合理的設計法は、ＤＮＡ認識／結合による
アミノ酸を特定すること及び適切なアミノ酸変化を選択するために一連の規則を適用する
ことを含む。この規則は、メガヌクレアーゼの配列特異性に関して、メガヌクレアーゼの
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アミノ酸側鎖とＤＮＡのセンス鎖及びアンチセンス鎖における塩基の間とのメガヌクレア
ーゼ－ＤＮＡ複合体距離に関する互いの立体位置、アミノ酸側鎖とＤＮＡ塩基との相対位
置及び非共有的化学的相互作用を考慮に含んでいる。
【００４３】
　最後に、ホモダイマーとしてＤＮＡに結合する天然メガヌクレアーゼの大部分は、擬似
、又は完全パリンドロームの認識配列を認識する。長々としたパリンドロームはめったに
ないと予想されるので、ゲノムの興味の配列部位でパリンドロームに遭遇する確率はきわ
めて低い。したがって、これらの酵素を、ゲノムの興味の配列部位を認識するように再設
計しなければならないとすると、異なる半分部位を認識する二つの酵素モノマーにおいて
、ヘテロダイマー形成されると非パリンドローム的ハイブリッド認識配列を切断すること
が可能な二つの酵素モノマーを設計することが必要である。それゆえ、ある側面では、本
発明は、少なくとも一つのアミノ酸位置で異なる二つのモノマーをダイマー化して、ヘテ
ロダイマーを形成して得られる合理設計メガヌクレアーゼを提供する。ある場合、両モノ
マーは、非パリンドローム的認識配列を認識するヘテロダイマーを形成するように合理的
設計される。二つの異なるモノマーから成る混合物は、最大三つの活性形メガヌクレアー
ゼダイマー、二つのホモダイマー及びヘテロダイマーをもたらす。それに加えて、または
それとは別に、ある場合、ホモダイマーまたはヘテロダイマー形成の確率を増すか、また
は減らすために、モノマー同士が相互作用を持ってダイマーを形成する境界面においてア
ミノ酸残基が変えられる。
【００４４】
　したがって、一つの側面では、本発明は、ＬＡＧＬＩＤＡＤＧメガヌクレアーゼにおい
て、酵素の特異性及び／又は活性を変えるアミノ酸変化を含むＬＡＧＬＩＤＡＤＧメガヌ
クレアーゼの合理的設計法を提供する。他の側面では、本発明は、これらの方法によって
もたらされる合理設計メガヌクレアーゼを提供する。他の側面では、本発明は、生物体ゲ
ノム内部の所望のＤＮＡ配列または遺伝子座が、ＤＮＡ配列の挿入、欠失、置換、または
その他の操作によって修飾される、組み換え核酸および生物体を生産するために、このよ
うな合理設計メガヌクレアーゼを使用する方法を提供する。さ他の側面では、本発明は、
病原体または癌細胞において、病原体特異的又は癌特異的認識配列を有する合理設計メガ
ヌクレアーゼを用いて、この病原体または癌細胞の生存率を下げるための方法を提供する
。
【００４５】
１．２　参照および定義
　本出願において参照される特許および科学文献は、当業者にとって利用可能な知識を確
定する。本出願において引用される、公刊された米国特許、承認済みの出願、出版された
外国特許、および、ＧＥＮＢＡＮＫのデータベース配列を含む参照資料は、参照により、
あたかも、それぞれが、特異的、個別的に、参照によって含まれるのと同程度に、本出願
に含まれる。
【００４６】
　本出願で用いる「メガヌクレアーゼ」という用語は、１２塩基対よりも大きい認識配列
で２本鎖ＤＮＡに結合するエンドヌクレアーゼを指す。天然のメガヌクレアーゼはモノマ
ー（例えば、Ｉ－ＳｃｅＩ）又はダイマー（例えば、Ｉ－ＣｒｅＩ）であることが可能で
ある。本出願で用いるメガヌクレアーゼという用語は、モノマー・メガヌクレアーゼ、ダ
イマー・メガヌクレアーゼ、または、コンタクトしてダイマー形メガヌクレアーゼを形成
するモノマーを指す。「ホーミング・エンドヌクレアーゼ」という用語は、「メガヌクレ
アーゼ」という用語と同義である。
【００４７】
　本出願で用いる「ＬＡＧＬＩＤＡＤＧメガヌクレアーゼ」という用語は、天然ではダイ
マー形である単一のＬＡＧＬＩＤＡＤＧモチーフを含むメガヌクレアーゼ、又は天然では
モノマー形である二つのＬＡＧＬＩＤＡＤＧモチーフを含むメガヌクレアーゼを指す。本
出願で用いる「モノＬＡＧＬＩＤＡＤＧメガヌクレアーゼ」という用語は、単一のＬＡＧ
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ＬＩＤＡＤＧモチーフを含むメガヌクレアーゼを指し、本出願で用いる「ジＬＡＧＬＩＤ
ＡＤＧメガヌクレアーゼ」という用語は、二つを区別することが必要な場合には、二つの
ＬＡＧＬＩＤＡＤＧモチーフを含むメガヌクレアーゼを指す。ＬＡＧＬＩＤＡＤＧモチー
フを含むジＬＡＧＬＩＤＡＤＧメガヌクレアーゼの二つの構造ドメインは、それぞれ、Ｌ
ＡＧＬＩＤＡＤＧサブユニットと呼ぶことが可能である。
【００４８】
　本出願で用いる「合理的に設計された」という用語は、非天然及び／又は遺伝子工学的
に加工されたことを意味する。本発明の合理的設計メガヌクレアーゼは、野生型又は天然
のメガヌクレアーゼとアミノ酸配列または一次構造において異なり、さらに、二次、三次
又は四次構造において異なる場合がある。加えて、本発明の合理設計メガヌクレアーゼは
、認識配列の特異性及び／又は活性においても、野生型又は天然メガヌクレアーゼと異な
る。
【００４９】
　タンパク質に関して本出願で用いる「組み換え」という用語は、タンパク質をコードす
る核酸に対し遺伝子工学技術を適用した結果アミノ酸配列が変化すること、及びこのタン
パク質を発現する細胞又は生物体が得られることを意味する。核酸に関して「組み換え」
という用語は、遺伝子工学技術を適用した結果、核酸配列が変化することを意味する。遺
伝子工学技術としては、これらにっ限定されるものではないが、ＰＣＲ、トランスフェク
ション、形質転換及びその他の遺伝子転移技術等のＤＮＡクローニング技術、相同組み換
え、部位特異的変異処理及び遺伝子融合が含まれる。この定義によれば、天然のタンパク
と同じアミノ酸配列を持つが、異種宿主におけるクローニング及び発現によって生産され
るタンパク質は、「組み換え」とは見なされない。
【００５０】
　組み換えタンパクに関して本出願で用いられる「修飾」という用語は、基準配列（例え
ば、野生型）と比べた場合の、組み換え配列におけるアミノ酸残基の、どのようなもので
あれ、挿入、欠失又は置換を含む意味である。
【００５１】
　本出願で用いる「遺伝学的に修飾された」という用語は、そのゲノムＤＮＡ配列が、組
み換え技術によって意図的に修飾されたゲノムＤＮＡ配列を有する細胞、生物体又は祖先
を指す。本出願で用いる「遺伝学的に修飾された」という用語は、「トランスジェニック
」という用語を含む。
【００５２】
　本出願で用いる「野生型」という用語は、どのようなものであれ、、メガヌクレアーゼ
の全ての天然形を指す。「野生型」という用語は、天然における酵素の最も一般的な変異
を意味するものではなく、自然で見られるいかなる変異も意味する。野生型メガヌクレア
ーゼは、組み換え又は非天然メガヌクレアーゼと区別される。
【００５３】
　本出願で用いる「認識配列半分部位」又は単に「半分部位」は、モノ－ＬＡＧＬＩＤＡ
ＤＧメガヌクレアーゼのモノマー又はジ－ＬＡＧＬＩＤＡＤＧメガヌクレアーゼの一つの
ＬＡＧＬＩＤＡＤＧサブユニットによって認識される２本鎖ＤＮＡ分子間の核酸配列を意
味する。
【００５４】
　本出願で用いる「認識配列」という用語は、モノ－ＬＡＧＬＩＤＡＤＧメガヌクレアー
ゼダイマー又はジ－ＬＡＧＬＩＤＡＤＧメガヌクレアーゼモノマーによって結合され、切
断される一対の半分部位を指す。この二つの半分部位は、この酵素によって特異的に認識
されない塩基対によって隔てられてもよいし、隔てられなくともよい。Ｉ－ＣＲＥＩ、Ｉ
－ＭＳＯＩ及びＩ－ＣＥＵＩの場合、各モノマーの認識配列半分部位は９塩基対の幅を持
ち、この二つの半分部位は、特異的には認識されないが実際の切断部位である塩基対（４
塩基対のオーバーハングを有する）によって分割されている。したがって、Ｉ－ＣＲＥＩ
、Ｉ－ＭＳＯＩ及びＩ－ＣＥＵＩメガヌクレアーゼダイマーの結合認識配列は、通常、４
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塩基対切断部位に側接する二つの９塩基対を含む２２塩基対の幅を持つ。各半分部位の塩
基対は－９から－１と表示され、－９位は切断部位からもっとも遠位であり、－１位はＮ
１－Ｎ４と表示される４個の中央塩基対に隣接する。－９から－１へと向かう方向（すな
わち、切断部位に向かう方向）において５′から３′に方向づけられる各半分部位鎖は、
「センス」鎖と表示され、反対鎖は、「アンチセンス鎖」と表示される。ただし、いずれ
の鎖もタンパクをコードしない。したがって、図１（Ａ）に示すように、一方の半分部位
の「センス」鎖は、他方の半分部位のアンチセンス鎖である。ジ－ＬＡＧＬＩＤＡＤＧメ
ガヌクレアーゼモノマーであるＩ－ＳＣＥＩメガヌクレアーゼの場合、認識配列は約１８
ＢＰの非パリンドローム配列であり、特異的には認識されない中央塩基対は無い。通例に
従って、２本鎖の一方は「センス」鎖と呼ばれ、他方は「アンチセンス」鎖と呼ばれるが
、いずれの鎖もタンパクをコードしない。
【００５５】
　本出願で用いる「特異性」という用語は、メガヌクレアーゼが認識配列と呼ばれる特定
の塩基対配列又は特定の一組の認識配列においてのみ、２本鎖ＤＮＡ分子を認識し切断す
る能力を意味する。この一組の認識配列は、いくつかの保存位置または配列モチーフを共
有するが、これらは１又は２以上の位置で縮重する場合がある。高い特異性を有するメガ
ヌクレアーゼは、たった一つ又はきわめて少数の認識配列の切断が可能である。特異性は
実施例１に記載される切断アッセイで決めることが可能である。本出願で用いる場合、メ
ガヌクレアーゼは、基準メガヌクレアーゼ（例えば、野生型）によって結合及び切断され
ない認識配列に結合し、切断する場合、又は、認識配列の切断速度が、基準メガヌクレア
ーゼに比べて、統計的に有意な値（Ｐ<０．０５）だけ上昇又は降下した場合に、特異性
が「変更された」ことになる。
【００５６】
　本出願で用いる「縮重」という用語は、「特異性」の反対を意味する。高縮重したメガ
ヌクレアーゼは、非常に多岐にわたる認識配列を切断することができる。メガヌクレアー
ゼは単一の、複数の又は全てのの箇所の半分部位内に配列縮重を有することができる。こ
のような配列縮重は、（Ｉ）メガヌクレアーゼのＤＮＡ結合ドメインにおける任意のアミ
ノ酸が、認識配列内の１又は２以上の位置で任意の塩基と接触できないこと、（ＩＩ）メ
ガヌクレアーゼのＤＮＡ結合ドメインにおける１又は２以上のアミノ酸が、識配列内の１
又は２以上の位置で１以上の塩基と特異的にコンタクトできること、及び／又は（ＩＩＩ
）活性に十分なほど、非特異的ＤＮＡ結合親和性を持つこと、からもたらされる可能性が
ある。「完全な」縮重位置は任意の４塩基で占められてもよく、半分部位内では”Ｎ”で
表示することができる。「部分的な」縮重位置は、４塩基の内の任意の２又は３塩基で占
められてもよい。（例えば、プリン（ＰＵ）か、ピリミジン（ＰＹ）で占められるが、Ｇ
には占められない）。
【００５７】
　メガヌクレアーゼに関して本出願で使用される場合、「ＤＮＡ－結合親和度」又は「結
合親和度」は、メガヌクレアーゼが基準ＤＮＡ分子（例えば、認識配列又は任意の配列）
と非共有的に結合する傾向を意味する。結合親和度は、解離定数ＫＤによって測定される
（例えば、ＷＴ認識配列に対するＩ－ＣＲＥＩのＫＤは約０．１ＮＭである）。本出願で
用いる場合、基準認識配列に対する組み換えメガヌクレアーゼのＫＤが、基準メガヌクレ
アーゼに比べて、統計的に有意な値（Ｐ<０．０５）だけ増加又は減少した場合に、結合
親和度を「変更させた」ことになる。
【００５８】
　メガヌクレアーゼモノマーに関して本出願で用いる場合、「ダイマー形成に対する親和
度」という用語は、メガヌクレアーゼモノマーが、基準メガヌクレアーゼモノマーと非共
有的に結合する傾向を意味する。ダイマー形成に対する親和度は、例えば、基準野生型メ
ガヌクレアーゼのような同じモノマー（すなわち、ホモダイマー形成）又は異なるモノマ
ー（すなわち、ヘテロダイマー形成）で測定することができる。結合親和度は、解離定数
ＫＤによって測定される。本出願で用いる場合、基準認識配列に対する組み換えメガヌク
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レアーゼのＫＤが、基準メガヌクレアーゼに比べて、統計的に有意な値（Ｐ＜０．０５）
だけ増加又は減少した場合に、結合親和度を「変更させた」ことになる。
【００５９】
　本出願で用いる「パリンドローム的」という用語は、同じ半分部位の逆方向反復を含む
認識配列を指す。しかしながら、この場合、パリンドローム配列は酵素にコンタクトされ
ない四つの中央塩基対に関してパリンドローム的である必要はない。ダイマー形メガヌク
レアーゼの場合、パリンドロームＤＮＡ配列は二つのモノマーが同じ半分部位にコンタク
トするホモダイマーによって認識される。
【００６０】
　本出願で用いる「擬似パリンドローム的」という用語は、非同一又は不完全なパリンド
ローム的半分部位の逆方向反復を含む認識配列を指す。この場合、擬似パリンドローム配
列は、四つの中央塩基対に関してパリンドローム的である必要はなく、二つの半分部位の
間のパリンドローム配列からもはずれることが可能である。擬似パリンドロームＤＮＡ配
列は、二つの同一の酵素モノマーが、異なる半分部位にコンタクトする、野生型ホモダイ
マー形メガヌクレアーゼによって認識される天然ＤＮＡ部位において典型的に見られる。
【００６１】
　本出願で用いる「非パリンドローム的」という用語は、メガヌクレアーゼの、二つの、
無関係の半分部位から構成される認識配列を指す。この場合、非パリンドローム配列は、
四つの中央塩基対に対しても、二つのモノマー半分部位に対しても、パリンドローム的で
ある必要はない。非パリンドロームＤＮＡ配列は、ジ－ＬＡＧＬＩＤＡＤＧメガヌクレア
ーゼ、高縮重モノ－ＬＡＧＬＩＤＡＤＧメガヌクレアーゼ（例えば、Ｉ－ＣｅｕＩ）、非
同一半分配列を認識するモノ－ＬＡＧＬＩＤＡＤＧメガヌクレアーゼのヘテロダイマーの
いずれかによって認識される。　
【００６２】
　本出願で用いる「活性」という用語は、本発明のメガヌクレアーゼが、特定の認識配列
を切断する速度を指す。このような活性は、２本鎖ＤＮＡのフォスフォジエステル結合の
加水分解に関する測定可能な酵素反応である。ある特定のＤＮＡ基質に作用するメガヌク
レアーゼの活性は、その特定のＤＮＡ基質に対するメガヌクレアーゼの親和力又は結合力
に影響され、ＤＮＡとの配列特異的相互作用及び非配列特異的相互作用によって影響され
る。
【００６３】
　本出願で用いる「相同組み換え」という用語は、２本鎖ＤＮＡ切断が、修復鋳型として
相同ＤＮＡ配列を用いて修復される、天然の、細胞プロセスを指す（例えば、ＣＡＨＩＬ
Ｌ　ＥＴ　ＡＬ．（２００６），ＦＯＮＴ．ＢＩＯＳＣＩ．１１：１９５８－１９７６を
参照）。相同のＤＮＡ配列は、内因性の染色体配列であってもよいし、細胞に輸送された
外来性の核酸であってもよい。したがって、ある実施態様では、合理設計メガヌクレアー
ゼは、標的配列内の認識配列を切断するために使用され、標的配列に対して相同な又はほ
ぼ同様の配列類似性を持つ外来性の核酸が細胞に輸送されて、相同性組み換えによる修復
のための鋳型として使用される。したがって、標的配列とは著明に異なっていてもよい外
来性のＤＮＡ配列が、染色体配列に組み込まれる。相同組み換えプロセスは、主に真核生
物において起こる。本出願では、「相同性」という用語は「配列類似性」と等価的に用い
られ、出自又は系統関係による同一性を要求することを意図するものではない。
【００６４】
　本出願で用いる「非相同的末端接合」という用語は、２本鎖ＤＮＡ切断が、２本の非相
同的ＤＮＡセグメントの直接的接合によって修復される、天然の細胞プロセスを指す（例
えば、ＣＡＨＩＬＬ　ＥＴ　ＡＬ．．（２００６），ＦＲＯＮＴ．ＢＩＯＳＣＩ．１１：
１９５８－１９７６）。非相同的末端接合によるＤＮＡ修復は、間違いを起こしやすく、
修復部位において鋳型と対応しないＤＮＡ配列の付加又は除去をもたらすことが多い。し
たがって、ある実施態様では、（例えば、塩基挿入、塩基欠失又はフレームシフト突然変
異を行うことによって）非相同的末端接合によって遺伝子を破壊し、標的配列内のメガヌ
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クレアーゼ認識配列中に二本鎖切断点を作るために、合理設計メガヌクレアーゼを用いる
ことも可能である。他の実施態様では、標的配列に対する相同性を欠如するか又は標的配
列に対する実質的配列類似性を欠如する外来性の核酸が、非相同的末端接合によって、メ
ガヌクレアーゼ刺激２本鎖ＤＮＡ切断部位で取り込まれてもよい（例えば、ＳＡＬＯＭＯ
Ｎ，ＥＴ　ＡＬ．（１９９８），ＥＭＢＯ　Ｊ．１７：６０８６－６０９５を参照）。非
相同的末端接合プロセスは、真核生物でも、細菌のような原核生物でも起こる。
【００６５】
　本出願で用いる「興味の配列」という用語は、メガヌクレアーゼタンパクを用いてゲノ
ムへ挿入するか又はゲノムＤＮＡ配列を置換するのに使用することが可能な核酸配列であ
って、タンパク、ＲＮＡ又は調整エレメント（例えば、エンハンサー、サイレンサー、ま
たはプロモーター配列）のどれをコードするかにはよらない任意の核酸配列を意味する。
興味の配列は、興味の配列から発現されるタンパク質又はＲＮＡの標識化を可能とする非
相同的なＤＮＡ配列を有することも可能である。例えば、以下のものに限定さるものでは
ないが、タンパク質は、エピトープ（例えば、Ｃ－ＭＹＣ、ＦＬＡＧ）、または他のリガ
ンド（例えば、ポリ－ＨＩＳ）を含むタグによって標識することが可能である。更に、興
味の配列は、従来技術で周知の技術に従って融合タンパクをコードしてもよい（例えば、
ＡＵＳＵＢＥＬ　ＥＴ　ＡＬ．，　「分子生物学における最近のプロトコール（“ＣＵＲ
ＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ，”）」、
ＷＩＬＥＹ　１９９９）。ある実施態様では、隣接配列は、組み換えメガヌクレアーゼに
よって切断され、ゲノム組み替え配列の中に興味の配列の適切な挿入される。
【００６６】
　したがって、この側接配列は切断され、該組み換えメガヌクレアーゼによって切断され
るゲノム認識配列の中に、興味の配列を適正に挿入することを可能となる。ある実施態様
では、興味の配列の全ては、ゲノム中の標的配列と相同であるか又は標的配列と実質的に
配列類似性を有しており、相同組み換えによって、標的配列が興味の配列によって効果的
に置換される。他の実施態様では、興味の配列は、標的配列と相同性を有するか又は実質
的配列類似性を有するＤＮＡ配列によって側接され、相同組み換えによってゲノム内の標
的配列座位において興味の配列が挿入される。ある実施態様では、興味の配列は、メガヌ
クレアーゼ認識配列における突然変異又は他の修飾を除いては、標的配列とほぼ同一であ
り、そのため、メガヌクレアーゼは、標的配列が興味の配列によって修飾された後に、標
的配列を切断することができない。
【００６７】
　アミノ酸配列及び核酸配列に関して本出願で用いる場合、「類似性パーセント」及び「
配列類似性」という用語は、アライメントされたアミノ酸残基又はヌクレオチド間の類似
性を最大にするようにアライメントされた配列に基づく２つの配列の類似度の測定値を意
味する。そしてこれは、アライメント配列中のギャップ及びギャップの数、核酸又は残基
の総数、同一又は類似する核酸又は残基の数の関数による。一般的なパラメータを用いて
配列類似性を決めるために、様々のアルゴリスムおよびコンピュータプログラムの利用が
可能である。本出願では、配列類似度は、アミノ酸配列の場合はＢＬＡＳＴＰプログラム
を用い、核酸配列の場合はＢＬＡＳＴＮプログラムを用いて算出される。両方とも、ＮＡ
ＴＩＯＮＡＬ　ＣＥＮＴＥＲ　ＦＯＲ　ＢＩＯＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ　ＩＮＦＯＲＭＡＴ
ＩＯＮ（ＷＷＷ．ＮＣＢＩ．ＮＬＭ．ＮＩＨ．ＧＯＶ／）を通じて使用可能であり、例え
ば、ＡＬＴＳＣＨＵＬ　ＥＴ　ＡＬ．（１９９０），　Ｊ．ＭＯＬ．ＢＩＯＬ．２１５：
４０３－４１０；ＧＩＳＨ　ＡＮＤ　ＳＴＡＴＥＳ（１９９３），　ＮＡＴＵＲＥ　ＧＥ
ＮＥＴ．３：２６６－２７２；ＭＡＤＤＥＮ　ＥＴ　ＡＬ．（１９９６），ＭＥＴＨ．Ｅ
ＮＺＹＭＯＬ．２６６：１３１－１４１；ＡＬＴＳＣＨＵＬ　ＥＴ　ＡＬ．（１９９７）
，ＮＵＣＬＥＩＣ　ＡＣＩＤＳ　ＲＥＳ．２５：３３８９－３４０２）；ＺＨＡＮＧ　Ｅ
Ｔ　ＡＬ．（２０００）　Ｊ．ＣＯＭＰＵＴ．ＢＩＯＬ．７（１－２）：２０３－１４に
記載される。本出願では、二つのアミノ酸配列の類似パーセントは、ＢＬＡＳＴＰアルゴ
リスムにおける下記のパラメータに基づくスコアである。単語サイズ＝３；ギャップ開放
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ペナルティー＝－１１；ギャップ延長ペナルティー＝－１；及びスコアリングマトリック
ス＝ＢＬＯＳＵＭ６２である。本出願では、二つの核酸配列の類似パーセントは、ＢＬＡ
ＳＴＮアルゴリスムにおける下記のパラメータに基づくスコアである。単語サイズ＝１１
；ギャップ開放ペナルティー＝－５；ギャップ延長ペナルティー=－２；マッチ評価＝１
；及びミスマッチペナルティー＝－３である。
【００６８】
　二つのタンパク質又はアミノ酸配列の修飾に関して本出願で用いる場合、「対応する」
という用語は、（例えば、ＢＬＡＳＴＰプログラムを用いて）二つのタンパク質を一般的
な方法で配列アライメントしたとき、第１のタンパク質の修飾が、第２のタンパク質の修
飾と同じアミノ酸残基の置換であること、及び第１のタンパク質における修飾のアミノ酸
位置が、第２のタンパク質の修飾のアミノ酸位置に対応する又は揃うことを意味する。し
たがって、もし残基ＸとＹとが配列アライメントで互いに対応するものでれば、ＸとＹの
配列番号が異なるものであっても、第１のタンパク質における残基“Ａ”がアミノ酸“Ａ
”に修飾されることは、残基“Ｙ”がアミノ酸“Ａ”に修飾されることと対応する。
【００６９】
　本出願では、ある変数に対する数値範囲は、その範囲内であれば、任意の数値に等しい
変数を用いて本発明が実行可能であることを意図する。したがって、本来的に不連続な変
数である場合、この変数は、その数値範囲の両端を含む任意の整数に等しくなることが可
能である。同様に、本来的に連続的な変数である場合、この変数は、その数値範囲の両端
を含む任意の実数に等しくなることが可能である。例えば、ただしこれらに限定されるも
のではないが、０と２の間の値を持つと記載される変数は、もしこの変数が本来的に不連
続である場合は、０、１又は２を取ることが可能であり、もしこの変数が本来的に連続的
である場合は、数値０．０、０．１、０．０１、０．００１又は≧０及び≦２の実数の任
意の実数を取ることができる。
【００７０】
　本出願では、特に別段の指定が無い限り、「又は」という単語は、「及び／又は」とい
う包括的意味で使われ、「又は／どちらか」という排除的意味では使われない。
【００７１】
２．１　配列特異性を変更させた合理的設計メガヌクレアーゼ
　本発明の一様態では、組み換えＬＡＧＬＩＤＡＤＧファミリーのメガヌクレアーゼを合
理的に設計する方法が提供される。この様態では、先ず、半分部位の各位置における塩基
指向性を変えることが可能なアミノ酸置換を予測することによって、組み換えメガヌクレ
アーゼを合理的に設計する。これらの置換は、個別に又は組み合わせて、実験的にその有
効性が検証され、所望の切断特異性を持つメガヌクレアーゼを生産する。
【００７２】
　本発明によれば、塩基指向性において所望の変化をもたらすアミノ酸置換は、メガヌク
レアーゼのＤＮＡ認識配列及びＤＮＡフォスフォジエステルバックボーンの核酸塩基との
接触に参加が可能な基準メガヌクレアーゼ（例えば、野生型メガヌクレアーゼ又は非天然
の基準メガヌクレアーゼ）のアミノ酸側鎖及びそれら接触部の空間的、化学的性質を決め
ることによって予測される。これらのアミノ酸としては、基準ＤＮＡ半分部位との接触に
与る側鎖が挙げられるが、ただしこれらに限定されない。一般に、この決定には、メガヌ
クレアーゼと、その２本鎖ＤＮＡ認識配列との間の複合体の構造に関する知識、又はきわ
めて類似性の高い複合体の構造（例えば、同じメガヌクレアーゼと、別のＤＮＡ認識配列
との間の複合体構造、又はメガヌクレアーゼの対立遺伝子変種または系統的変種と、その
ＤＮＡ認識配列との間の複合体構造）に関する知識が必要である。
【００７３】
　原子座標データとして記載される、ポリペプチド又は２個以上のポリペプチドから成る
複合体の三次元構造は、いくつかの方法で獲得することが可能である。例えば、タンパク
質の構造の決定は、以下のものに限定されるものではないが、Ｘ線結晶学、ＮＭＲ及び質
量分析を含む技術を用いて実行することが可能である。もう一つの方法は、興味のメガヌ
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クレアーゼ又は関連ヌクレアーゼの、既存の構造座標のデータベースを分析することであ
る。このような構造データは、多くの場合、三次元座標形式のデータベースから入手する
ことが可能である。多くの場合、このデータは、オンラインデータベースを通じて（例え
ば、ＷＷＷ．ＲＣＳＢ．ＯＲＧ／ＰＤＢにおいてＲＣＳＢ　ＰＲＯＴＥＩＮ　ＤＡＴＡ　
ＢＡＮＫへ）アクセスすることが可能である。
【００７４】
　構造情報は、タンパク質またはタンパク質複合体の、規則的な、二次元又は三次元アレ
イ（例えば、結晶）によって得られる。例えば、Ｘ線又は電子の回折パターンを分析する
ことによって実験的に得ることが可能である。回折データを空間における三次元原子座標
に変換するためには、コンピュータ法が使用される。例えば、Ｘ線結晶学の分野は、メガ
ヌクレアーゼを含めた、多くのタンパク質－ＤＮＡ複合体の三次元構造情報の生成のため
に使用されている（例えば、ＣＨＥＶＡＬＩＥＲ　ＥＴ　ＡＬ．（２００１），ＮＵＣＬ
ＥＩＣ　ＡＣＩＤＳ　ＲＥＳ．２９（１８）：３７５７－３７７４を参照）。
【００７５】
　溶液中の分子の原子間距離の決定には、核磁気共鳴（ＮＭＲ）も用いられている。コン
ピュータ法と組み合わせた多次元ＮＭＲ法は、増大するサイズのポリペプチドの原子座標
の決定に成功した（例えば、ＴＺＡＫＯＳ　ＥＴ　ＡＬ．（２００６），ＡＮＮＵ．ＲＥ
Ｖ．ＢＩＯＰＨＹＳ．ＢＩＯＭＯＬ．ＳＴＲＵＣＴ．３５：１２－４２を参照）。
【００７６】
　それとは別に、タンパク質／ＤＮＡの既知の一次構造及び利用可能であれば、二次、三
次、及び／又は四次構造のほか、アミノ酸側鎖、核酸塩基及び結合性相互作用に関する既
知の物理化学的性質に基づいたアルゴリスムを適用することによって、コンピュータモデ
ルを使用することも可能である。このような方法は、任意に、繰り返し法又は実験的に誘
導された制限を含むことも可能である。このようなコンピュータソフトウェアの一例とし
て、ＡＤＡＭＳ　ＥＴ　ＡＬ．（１９９９），ＡＣＴＡ　ＣＲＹＳＴＡＬＬＯＧＲ．Ｄ．
ＢＩＯＬ．ＣＲＹＳＴＡＬＬＯＧＲ．５５（ＰＴ　１）：１８１－９０によって記載され
るＣＮＳプログラムがある。他にも、タンパク質の構造におけるアミノ酸の空間配置及び
タンパクのアミノ酸側鎖と各種標的分子との相互作用を予測する、様々のコンピュータプ
ログラムが開発されている（例えば、米国特許第６，９８８，０４１号を参照）。
【００７７】
　したがって、本発明のある実施態様では、ＤＮＡ核酸塩基と特異的に相互作用を持ち、
及び／又は、非特異的フォスフォジエステルバックボーン相互作用を促進する、特異的ア
ミノ酸残基を特定するために、コンピュータモデルが使用される。例えば、可能なメガヌ
クレアーゼ－ＤＮＡ相互作用の全体に関するコンピュータモデルを、例えば、以下に限定
されるものではないが、ＭＯＬＳＣＲＩＰＴ（登録商標）２．０（ＡＶＡＴＡＲ　ＳＯＦ
ＴＷＡＲＥ　ＡＢ，ＳＴＯＣＫＨＯＬＭ，ＳＷＥＤＥＮ）、グラフィックディスプレイＯ
（ＪＯＮＥＳ　ＥＴ　ＡＬ．（１９９１），ＡＣＴＡ　ＣＲＹＳＴＡＬＬＯＧＲＡＰＨＹ
，Ａ４７：１１０）、グラフィックディスプレイ・プログラムＧＲＡＳＰ（登録商標）（
ＮＩＣＨＯＬＬＳ　ＥＴ　ＡＬ．（１９９１），ＰＲＯＴＥＩＮＳ，ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ
，ＦＵＮＣＴＩＯＮ　ＡＮＤ　ＧＥＮＥＴＩＣＳ　１１（４）：２８１ＦＦ）、グラフィ
ックディスプレイ・プログラムＩＮＳＩＧＴ（登録商標）（ＴＳＩ，ＩＮＣ．，ＳＨＯＲ
ＥＶＩＥＷ、ミネソタ州）を含む、適切なソフトウェアプログラムを用いて生産すること
が可能である。タンパク質－ＤＮＡ複合体の、三次元構造描画を生産し、視認し、かつ操
作するために好適なコンピュータハードウェアは市販されており、従来技術で周知である
（例えば、ＳＩＬＩＣＯＮ　ＧＲＡＰＨＩＣＳ　ＷＯＲＫＳＴＡＴＩＯＮ，ＳＩＬＩＣＯ
Ｎ　ＧＲＡＰＨＩＣＳ，ＩＮＣ．，ＭＯＵＮＴＡＩＮＶＩＥＷ、カリフォルニア州）。
【００７８】
　具体的に述べると、メガヌクレアーゼと、その２本鎖ＤＮＡ認識配列との間の相互作用
は、従来技術で既知の方法を用いて分解することが可能である。例えば、そのために結晶
が生産される、複数成分の複合体構造の三次元構造の描画、またはモデルは、分子置換、
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またはＳＩＲ／ＭＩＲ（ＳＩＮＧＬＥ／ＭＵＬＴＩＰＬＥ　ＩＳＯＭＯＲＰＨＯＵＳ　Ｒ
ＥＰＬＡＣＥＭＥＮＴ）（例えば、ＢＲＵＮＧＥＲ（１９９７），ＭＥＴＨ．ＥＮＺＹＭ
．２７６：５５８－５８０；ＮＡＶＡＺＡ　ＡＮＤ　ＳＡＬＵＤＩＪＩＡＮ（１９９７）
，ＭＡＴＨ．ＥＮＺＹＭ．２７６：５８１－５９４；ＴＯＮＧ　ＡＮＤ　ＲＯＳＳＭＡＮ
Ｎ（１９９７），ＭＥＴＨ．ＥＮＺＹＭ．２７６：５９４－６１１；およびＢＥＮＴＬＥ
Ｙ（１９９７），ＭＥＴＨ．ＥＮＺＹＭ．２７６：６１１－６１９を参照）を含む技術を
用いて決めることが可能であり、例えば、ＡＭＯＲＥ／ＭＯＳＦＬＭ（ＮＡＶＡＺＡ（１
９９４），ＡＣＴＡ　ＣＲＹＳＴ．Ａ５０：１５７－１６３；ＣＣＰ４（１９９４），Ａ
ＣＴＡ　ＣＲＹＳＴ．Ｄ５０：７６０－７６３）、または、ＸＰＬＯＲ（ＢＲＵＥＮＧＥ
Ｒ　ＥＴ　ＡＬ．（１９９２），Ｘ－ＰＬＯＲ　ＶＥＲＳＩＯＮ　３．１．Ａ．ＳＹＳＴ
ＥＭ　ＦＯＲ　Ｘ－ＲＡＹ　ＣＲＹＳＴＡＬＬＯＧＲＡＰＨＹ　ＡＮＤ　ＮＭＲ，ＹＡＬ
Ｅ　ＵＮＩＶＥＲＳＩＴＹ　ＰＲＥＳＳ，ＮＥＷ　ＨＡＶＥＮ、コネチカット州）などの
ソフトウェアを用いて実行することが可能である。
【００７９】
　タンパク質の構造及び可能なメガヌクレアーゼ－ＤＮＡ相互作用の決定は、酵素活性お
よび特異性に影響を及ぼすために変えることが可能なアミノ酸に関する合理的選択を可能
にする。決定は、アミノ酸側鎖の、特定の塩基又はＤＮＡフォスフォジエステルバックボ
ーンとの相互作用に関するいくつかの因子に基づく。適切なアミノ酸置換を決めるために
使用される化学的相互作用としては、以下に限定されるものではないが、ファンデルワー
ルス力、立体障害、イオン結合、水素結合及び疎水性相互作用が挙げられる。メガヌクレ
アーゼと、可能な認識配列半分部位中のある特定の塩基との特定の相互作用を優先するか
、又は忌避するアミノ酸置換が選択される。この選択は、その認識配列に対する特異性を
、かつ、ある程度は、全体的結合親和度および活性を増すようにあるいは減らすように行
われる。さらに、全体活性の増加又は減少のために、かつ、ある程度は、特異性を下げる
か又は上げるかするために、２本鎖ＤＮＡのフォスフォジエステルバックボーンに対する
結合性を増すか又は下げるアミノ酸置換を選択することが可能である。
【００８０】
　したがって、特定の実施態様では、メガヌクレアーゼ－ＤＮＡ複合体の三次元構造が決
定され、ＤＮＡ認識配列半分部位における各塩基対について「接触面」が定義される。あ
る実施態様では、接触面は、その残基が、野生型メガヌクレアーゼ－ＤＮＡ複合体におい
て塩基接触を実行するか否かとは無関係に、ペアのいずれかの塩基における大溝水素結合
ドナーまたはアクセプターから９．０オングストローム未満のβ－炭素を有する、酵素中
のアミノ酸を含む。別の実施態様では、残基が、野生型メガヌクレアーゼ－ＤＮＡ複合体
において接触を行わない場合、この残基を排除することが可能であり、又は考慮される残
基の数または名称を変えようとする設計者の意図に基づいて残基を含めること、又は排除
することが可能である。後述の一実施例では、野生型Ｉ－ＣＲＥＩ半分部位の塩基位置－
２、－７、－８及び－９において、接触面は、野生型酵素－ＤＮＡ複合体において実際に
相互作用を持つアミノ酸位置に限定された。しかしながら、位置－１、－３、－４、－５
及び－６では、接触面は、野生型接触には与らないが、異なるアミノ酸によって置換され
た場合、塩基に接触する可能性のある、さらに新たなアミノ酸位置を含むように定義され
た。
【００８１】
　認識配列半分部位は、通常、ＤＮＡの１本鎖のみに関して表されるが、メガヌクレアー
ゼは、２本鎖ＤＮＡの大溝に結合し、両鎖の核酸塩基と接触することに注意しなければな
らない。さらに、「センス」および「アンチセンス」鎖という表示は、メガヌクレアーゼ
の結合と認識に関しては完全にその場まかせである。ある位置における配列特異性は、塩
基対の一方のメンバーとの相互作用か又は塩基対の両方のメンバーとの相互作用の組み合
わせのどちらかによって実現される。したがって、例えば、位置Ｘにおいて、該位置Ｘで
はＡ塩基は「センス」鎖上にあり、Ｔ塩基が「アンチセンス」鎖上にある、Ａ／Ｔ塩基対
の存在を優先するためには、位置Ｘにおいてセンス鎖に接触できるほど十分に近接し、か
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触できるほど十分に近接し、かつＴの存在を好む残基が選択される。本発明によれば、残
基のβ－炭素が、関連塩基の最近接原子の９オングストローム以内にある場合、その残基
は十分に近接すると考慮される。
【００８２】
　したがって、例えば、ＤＮＡセンス鎖の９オングストローム以内ではあるが、アンチセ
ンス鎖から９オングストロームより大きく離れるβ－炭素を持つアミノ酸は、センス鎖に
対してのみ相互作用を持つ可能性があると考慮される。同様に、ＤＮＡアンチセンス鎖の
９オングストローム以内ではあるが、センス鎖から９オングストロームより大きく離れる
β－炭素を持つアミノ酸は、アンチセンス鎖に対してのみ相互作用を持つ可能性があると
考慮される。両方のＤＮＡ鎖の９オングストローム以内にβ－炭素を持つアミノ酸は、ど
ちらの鎖とも相互作用を持つ可能性があると考慮される。
【００８３】
　各接触面について、可能なアミノ酸置換について、４種のＤＮＡ塩基の内の一つ以上に
対し好んで相互作用を持とうとする能力を予測し、その予測能力に基づいてアミノ酸置換
が選択される。この選択プロセスは、二つの主要基準に基づく。（Ｉ）異なる核酸塩基と
の立体相互作用に影響を及ぼすアミノ酸側鎖のサイズ、及び（ＩＩ）異なる核酸塩基との
静電気的及び結合的相互作用に影響を及ぼすアミノ酸側鎖の化学的性質である。
【００８４】
　側鎖のサイズに関しては、接触面におけるアミノ酸のβ－炭素が、塩基から６オングス
トローム未満の距離にある場合には、比較的短い及び／又は比較的小さい側鎖を持つアミ
ノ酸を選択することが可能であり、接触面におけるアミノ酸のβ－炭素が、塩基から６オ
ングストロームより遠い距離にある場合には、比較的長い及び／又は比較的大きい側鎖を
持つアミノ酸を選択することが可能である。サイズが中間のアミノ酸側鎖は、接触面にお
けるアミノ酸β－炭素が、塩基から５～８オングストロームである場合に選択することが
可能である。
【００８５】
　比較的短く、比較的小さい側鎖を持つアミノ酸は、グリシン（Ｇ）、アラニン（Ａ）、
セリン（Ｓ）、トレオニン（Ｔ）、システイン（Ｃ）、バリン（Ｖ）、ロイシン（Ｌ）、
イソロイシン（Ｉ）、アスパラギン酸（Ｄ）、アスパラギン（Ｎ）及びプロリン（Ｐ）を
含む１群に割り当てられる。しかしながら、プロリンは、比較的屈曲性が低いので、比較
的頻繁な使用が期待されない。さらに、グリシンは、ペプチドバックボーンに不要な屈曲
性を導入するため、かつ、きわめてサイズが小さいために、より大きな残基を置換した場
合、効果的接触が得られる確率が低いと考えられるために、比較的頻繁な使用が期待され
ない。一方、グリシンは、ある場合、縮重位置を増進するために使用することが可能であ
る。比較的中間的長さ及びサイズの側鎖を持つアミノ酸は、リシン（Ｋ）、メチオニン（
Ｍ）、アルギニン（Ｒ）、グルタミン酸（Ｅ）、およびグルタミン（Ｑ）を含む２群に割
り当てられる。比較的長い、及び／又は比較的大きい側鎖を持つアミノ酸は、リシン（Ｋ
）、メチオニン（Ｍ）、アルギニン（Ｒ）、ヒスチジン（Ｈ）、フェニルアラニン（Ｆ）
、チロシン（Ｙ）、およびトリプトファン（Ｗ）を含む３群に割り当てられる。しかしな
がら、トリプトファンは、比較的屈曲性が低いので、比較的頻繁な使用が期待されない。
さらに、リシン、アルギニン、およびメチオニン側鎖の屈曲性によって、これらのアミノ
酸は、長い距離または中間距離からの塩基接触が可能となるために、それらが、２群と３
群の両群に含められることを保証する。これらの群をさらに、下記に表１として示す。
【００８６】
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【表１】

【００８７】
　側鎖の化学的性質に関しては、種々のアミノ酸が、種々の核酸塩基との相互作用の可能
性について評価されており（例えば、ファンデルワールス力、イオン結合、水素結合及び
疎水性相互作用）、２本鎖ＤＮＡ認識配列半分部位中の特定位置における特定塩基と、メ
ガヌクレアーゼとの特異的相互作用を好むか又は忌避する残基が選択される。ある場合に
は、一つ以上の、完全な又は部分的な縮重位置を持つ半分部位を創出することが望ましい
場合がある。そのような場合、二つ以上の塩基の存在を好む残基又は一つ以上の塩基を忌
避する残基を選んでもよい。例えば、部分的に縮重された塩基認識は、センス又はアンチ
センス位置においてピリミジンを立体的に妨げることによって実現することが可能である
。
【００８８】
　グアニン（Ｇ）塩基の認識は、該塩基のＮ７およびＯ６に対して水素結合を形成する塩
基性側鎖を持つアミノ酸を用いて実現される。シトシン（Ｃ）の特異性は、Ｃ以外の全て
の塩基の上に存在する、大溝の電気的陰性基との相互作用を持ちたがらない、陰性荷電側
鎖によって付与される。チミン（Ｔ）の認識は、疎水性側鎖と、塩基の上の大溝メチル基
との間の疎水性およびファンデルワールス相互作用を用いて合理的に設計される。最後に
、アデニン（Ａ）塩基は、該塩基のＮ７およびＮ６に対する一対の水素結合を介して、Ａ
ＳＮおよびＧＬＮのカルボキサミド側鎖、またはＴＹＲのヒロドキシル側鎖を用いて認識
される。最終として、ＨＩＳは、Ｎ７に対して水素結合を供与することによって、プリン
塩基（ＡまたはＧ）に対して特異性を付与するために使用することが可能である。この、
ＤＮＡ認識に関する単純な規則を用いて、そこでは、ある特定の塩基対位置において、塩
基の内の一つが、または両方が合理的設計接触を通じて認識される、そのような接触面を
予測することが可能である。
【００８９】
　したがって、種々の核酸塩基との結合性相互作用及び接触を行う位置において好む塩基
に基づいて、各アミノ酸残基を、それが好む種々の塩基（すなわち、Ｇ、Ｃ、Ｔ、または
Ａ）に対応する一つ以上の異なる群に割り当てることが可能である。このようにして、Ｇ
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群は、アルギニン（Ｒ）、リシン（Ｋ）、およびヒスチジン（Ｈ）を含み；Ｃ群は、アス
パラギン酸（Ｄ）およびグルタミン酸（Ｅ）を含み；Ｔ群は、アラニン（Ａ）、バリン（
Ｖ）、ロイシン（Ｌ）、イソロイシン（Ｉ）、システイン（Ｃ）、トレオニン（Ｔ）、メ
チオニン（Ｍ）、およびフェニルアラニン（Ｆ）を含み；かつ、Ａ群は、アスパラギン（
Ｎ）、グルタミン（Ｎ）、チロシン（Ｙ）、およびヒスチジン（Ｈ）を含む。なお、ヒス
チジンは、Ｇ群とＡ群の両群に現れること；セリン（Ｓ）は、どの群にも含まれないが、
縮重位置を好むものとして使用してもよいこと；および、プロリン、グリシン、およびト
リプトファンは、主に立体的配慮のためにどの特定の群にも含まれないことに注意された
い。これらの群も下記に表２として示す。
【００９０】
【表２】

【００９１】
　したがって、本発明によれば、任意の位置Ｘにおいて、メガヌクレアーゼの認識配列半
分部位に所望の変化を実行するために、（１）野生型、または参照メガヌクレアーゼ－Ｄ
ＮＡ複合体の三次元構造の少なくとも関連部分及び位置Ｘにおける接触面を定めるアミノ
酸残基側鎖を決定すること；（２）接触面を含む少なくとも一つの残基のβ－炭素及び位
置Ｘにおける塩基対の少なくとも一つの塩基との間の距離を決定すること；（３）所望の
変化を促進するために、（Ａ）塩基から６オングストローム未満の距離にある残基につい
ては、Ｇ群、Ｃ群、Ｔ群又はＡ群の内の適切な一つの群のメンバーである１群及び／又は
２群から残基を選ぶこと、及び／又は、（Ｂ）塩基から６オングストロームより遠い距離
にある残基については、Ｇ群、Ｃ群、Ｔ群又はＡ群の内の適切な一つの群のメンバーであ
る２群及び／又は３群から残基を選ぶこと、である。接触面を含む、一つを超えるこのよ
うな残基を、分析および修飾のために選ぶことが可能であり、ある実施態様では、このよ
うな各残基が分析され複数の残基が修飾される。同様に、接触面に含まれる残基のβ－炭
素と、位置Ｘにおける塩基対の二つの塩基のそれぞれとの間の距離を測定することが可能
であり、もしもその残基が両方の塩基の９オングストローム以内にある場合、該塩基対の
二つの塩基に影響を及ぼすために異なる置換を実行することが可能である（例えば、一方
の鎖の近位塩基に影響を及ぼすために１群の残基、又は他方の鎖の遠位塩基に影響を及ぼ
すために３群の残基）。それとは別に、ペアの両塩基と相互作用を持つことが可能な残基
置換の組み合わせは、特異性に影響を及ぼすことが可能である（例えば、アンチセンス鎖
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に接触するＡ群の残基と組み合わせたセンス鎖に接触するＴ群の残基はＴ／Ａを選択する
）。最後に、残基の複数の候補修飾は、経験的に（例えば、組み換えメガヌクレアーゼを
生産し、その配列認識を調べることによって）、又はコンピュータ的に（例えば、修飾さ
れた酵素のメガヌクレアーゼ－ＤＮＡ複合体のコンピュータモデル化によって）その有効
性を検証して、複数候補の中から選択することが可能である。
【００９２】
　野生型又は基準ヌクレアーゼの、一つ以上の所望のアミノ酸修飾が選択されたならば、
合理設計メガヌクレアーゼは、従来技術で周知の組み換え法および技術によって生産する
ことが可能である。ある実施態様では、特異的配列修飾を創製するために、非ランダムな
、部位指向性突然変異誘発技術が用いられる。非ランダム突然変異誘発技術の非限定的例
としては、重複プライマーＰＣＲ（例えば、ＷＡＮＧ　ＥＴ　ＡＬ．（２００６），ＮＵ
ＣＬＥＩＣ　ＡＣＩＤＳ　ＲＥＳ．３４（２）：５１７－５２７を参照）、部位指向性突
然変異誘発（例えば、米国特許第７，０４１，８１４号を参照）、カセット突然変異誘発
（例えば、米国特許第７，０４１，８１４号参照）、および、ＰＲＯＭＥＧＡ　ＢＩＯＳ
ＣＩＥＮＣＥＳ，ＩＮＣ．（ＳＡＮ　ＬＵＩＳ　ＯＢＩＳＰＯ、カリフォルニア州）から
市販されるＡＬＴＥＲＥＤ　ＳＩＴＥＳ（Ｒ）　ＩＩ　ＭＵＴＡＧＥＮＥＳＩＳ　ＳＹＳ
ＴＥＭ　ＫＩＴ用のメーカーのプロトコールが挙げられる。
【００９３】
　合理設計メガヌクレアーゼによる、特異的ＤＮＡ配列の認識及び切断は、当業者の既知
の任意の方法によって定量することが可能である（例えば、米国特許出願公開第２００６
／００７８５５２号を参照）。ある実施態様では、メガヌクレアーゼ切断の定量は、イン
ビトロ切断アッセイによって定量される。このようなアッセイは、定量されるメガヌクレ
アーゼの意図される認識配列を含むポリヌクレオチド基質のインビトロ切断を用いるが、
ある実施態様では、片方又は両方の半分部位の一つ以上の塩基が、別の塩基に変えられた
、意図された認識配列の変種を含むポリヌクレオチド基質のインビトロ切断を用いる。通
常、ポリヌクレオチド基質は、合成され、ベクターにクローンされた標的部位を含む２本
鎖ＤＮＡ分子である。ポリヌクレオチド基質は、直線状であっても、円形であってもよい
が、通常、唯一の認識配列を含む。メガヌクレアーゼは、適切な条件下で、ポリヌクレオ
チド基質とインキュベートされ、得られたポリヌクレオチドは、切断産物を特定するため
に、既知の方法で分析される（例えば、電気泳動又はクロマトグラフィー）。直線状２本
鎖ＤＮＡ基質において単一の認識配列がある場合には、メガヌクレアーゼ活性は、二つの
バンドの出現及び最初の全長の基質バンドの消失によって検出される。一実施態様では、
メガヌクレアーゼ活性は、例えば、ＷＡＮＧ　ＥＴ　ＡＬ．（１９９７），ＮＵＣＬＥＩ
Ｃ　ＡＣＩＤ　ＲＥＳ．，２５：３７６７－３７７６に記載される通りに定量することが
可能である。
【００９４】
　他の実施態様では、メガヌクレアーゼの切断パターンは、インビボ切断アッセイによっ
て定量される（例えば、米国特許出願公開第２００６／００７８５５２号）。特定の実施
態様では、このインビボ試験は、単一鎖アニーリング組み換え試験（ＳＳＡ）である。こ
の種の試験は当業者には既知である（ＲＵＤＩＮ　ＥＴ　ＡＬ．（１９８９），ＧＥＮＥ
ＴＩＣＳ　１２２：５１９－５３４；ＦＩＳＨＭＡＮ－ＬＯＢＥＬＬ　ＥＴ　ＡＬ．（１
９９２），ＳＣＩＥＮＣＥ　２５８：４８０－４）。
【００９５】
　当業者には明らかなように、ＤＮＡ認識および結合に関与するドメイン以外の、メガヌ
クレアーゼ酵素のドメインに対し、活性を完全に消失させることなく、さらに新たなアミ
ノ酸置換、挿入又は欠失を行うことが可能である。置換は、構造的または機能的に束縛さ
れた位置における、類似のアミノ酸残基の保存的置換であってもよく、又は構造的または
機能的に比較的に束縛されない位置における非保存的置換であってもよい。このような置
換、挿入又は欠失は、当業者によって、不当な努力を要することなく、通例の実験操作に
よって特定することが可能である。したがって、ある実施態様では、本発明の組み換えメ
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ガヌクレアーゼは、基準メガヌクレアーゼの配列に対し、８５％から９９％の間の任意の
パーセント（例えば、８５％、８７．５％、９０％、９２．５％、９５％、９７．５％、
９９％）の配列類似性を持つタンパクを含む。各野生型Ｉ－ＣＲＥＩ、Ｉ－ＭＳＯＩ、Ｉ
－ＳＣＥＩ、およびＩ－ＣＥＵＩタンパクに関して、多くのＮ－末端およびＣ－末端配列
は、Ｘ線結晶実験でははっきりと見ることができない。これは、これらの位置が、構造的
又は機能的に束縛されていないことを示唆する。それゆえ、これらの残基は、配列類似性
の計算から排除することが可能であり、下記の基準メガヌクレアーゼ配列を使用すること
が可能である。Ｉ－ＣＲＥＩについては配列番号１の残基２－１５３；Ｉ－ＭＳＯＩにつ
いては配列番号６の残基６－１６０；Ｉ－ＳＣＥＩについては配列番号９の残基３－１８
６；Ｉ－ＣＥＵＩについては配列番号１２の残基５－２１１である。
【００９６】
２．２　ＬＡＧＬＩＤＡＤＧファミリー・メガヌクレアーゼ
　ＬＡＧＬＩＤＡＤＧメガヌクレアーゼ・ファミリーは、多様な系統群の宿主生物体由来
の２００を超えるメンバーから構成される。このファミリーのメンバーは全て、特異的Ｄ
ＮＡ配列の切断に与る他の構造的モチーフと共に、高度に保存されるＬＡＧＬＩＤＡＤＧ
モチーフの１個又は２個の複製を有する。ＬＡＧＬＩＤＡＤＧモチーフの１つの複製有す
る酵素（すなわち、モノ－ＬＡＧＬＩＤＡＤＧメガヌクレアーゼ）はダイマーとして機能
し、一方、このモチーフの２つの複製を有する酵素（すなわち、ジ－ＬＡＧＬＩＤＡＤＧ
メガヌクレアーゼ）はモノマーとして機能する。
【００９７】
　ＬＡＧＬＩＤＡＤＧファミリーメンバーは全て、比較的長い配列（＞１２ＢＰ）を認識
、切断し、４個のヌクレオチドの、３′オーバーハングを残す。これらの酵素はさらに、
ＬＡＧＬＩＤＡＤＧの外に、タンパク－ＤＮＡインターフェイスにおいて、逆平行β鎖の
類似配置を含むいくつかの構造的モチーフを共有する。これらの保存された構造モチーフ
内のアミノ酸がＤＮＡ塩基と相互作用を持ち、認識配列特異性を付与する。ファミリーの
いくつかのメンバー（例えば、Ｉ－ＣＲＥＩ、Ｉ－ＭＳＯＩ、Ｉ－ＳＣＥＩ及びＩ－ＣＥ
ＵＩ
）の間に全体構造の類似性が見られることは、Ｘ線結晶学によって明らかにされている。
したがって、このファミリーのメンバーは、この構造モチーフ内部の特定のアミノ酸につ
いて修飾し、該酵素の全体活性又は配列特異性を変えることが可能であり、かつ、対応す
る修飾は、他のファミリーメンバーにおいても類似の結果をもたらすことが当然期待され
る。概論については、ＣＨＥＶＡＬＩＥＲＥＴ ＡＬ． （２００１）， ＮＵＣＬＥＩＣ 
ＡＣＩＤ ＲＥＳ． ２９（１８）:３７５７－３７７４）を参照されたい。
【００９８】
２．２．１　Ｉ－ＣＲＥＩから得られるメガヌクレアーゼ
　１側面において、本発明は、ＣＨＬＡＭＹＤＯＭＯＮＡＳ　ＲＥＩＮＨＡＲＤＴＩＩの
Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼに基づく、又はこのメガヌクレアーゼから得られた合理的
設計メガヌクレアーゼに関する。Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼの野生型アミノ酸配列は
、ＧＥＮＢＡＮＫアクセス＃ＰＯ５７２５に対応する、配列番号１に示される。結晶構造
ＰＤＢ＃１ＢＰ７における野生型Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼの、二つの、認識配列半
分部位を下記の表３に示す。
【００９９】
【表３】

【０１００】
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　この天然の認識配列は、中央の４塩基の外側においても、完全にはパリンドローム的で
はないことに注意されたい。なお、二つの認識配列半分部位がそれぞれのセンス鎖に太字
で示される。
【０１０１】
　野生型Ｉ－ＣＲＥＩはさらに、下記の表４に示すように、（中央のＮ１－Ｎ４塩基を除
き）完全にパリンドロームである配列も認識し、切断する。
【０１０２】
【表４】

【０１０３】
　配列番号４及び配列番号５のパリンドローム配列は、野生型Ｉ－ＣＲＥＩにとってより
優れた基質であると考えられる。なぜなら、この酵素は、天然のＤＮＡ配列よりもより高
い親和度の下にこの部位に結合し、より効率的に該部位を切断するからである。下記の開
示のために、かつ、特に本出願において提示する実験結果との関連において、野生型Ｉ－
ＣＲＥＩによって切断されるこのパリンドローム配列を”ＷＴ”と呼ぶことにする（例え
ば、図２（Ａ）参照）。二つの、認識配列半分部位が、それぞれのセンス鎖に太字で示さ
れる。
【０１０４】
　図１（Ａ）は、野生型Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼ・ホモダイマーの、２本鎖ＤＮＡ
認識配列との相互作用を描く。図１（Ｂ）は、野生型酵素の半分部位と野生型認識配列の
－４位置におけるこの酵素のアミノ酸残基と塩基との間の特異的相互作用を示し、図１（
Ｃ）～図１（Ｅ）は、半分部位の－４位置における特異性を変更させた、本発明の、三つ
の合理設計メガヌクレアーゼの、一半分部位の－４位置における、酵素のアミノ酸残基と
塩基との間の特異的相互作用を示す。
【０１０５】
　したがって、半分部位の任意の、指定の塩基位置における塩基に対する好みは、本出願
に開示される方法を用いて、他の三つの塩基のそれぞれに合理的に変えることが可能であ
る。第一に、指定の塩基位置における野生型認識面が決められる（例えば、メガヌクレア
ーゼ－ＤＮＡ複合体共結晶構造を分析することによって、又はメガヌクレアーゼ－ＤＮＡ
複合体のコンピュータモデル化によって）。第二に、指定の塩基位置における、周辺アミ
ノ酸位置のβ－炭素と、各ＤＮＡ鎖における核酸塩基の間の距離に基づいて、既存の及び
可能な接触残基が決められる。例えば、ただしこれらに限定されないが、図１（Ａ）に示
すように－４位置における、Ｉ－ＣＲＥＩ野生型メガヌクレアーゼ－ＤＮＡ接触残基は、
位置２６のグルタミンを含み、これはアンチセンスＤＮＡ鎖のＡ塩基と水素結合する。さ
らに、残基７７が、ＤＮＡアンチセンス鎖の－４塩基に接触し得る可能性を持つことが特
定された。残基２６のβ－炭素は、アンチセンスＤＮＡ鎖のＡ塩基のＮ７から５．９Å離
れており、残基７７のβ－炭素は、センス鎖のＴのＣ５メチルから７．１５オングストロ
ーム離れている。この距離及び本出願に記載される塩基化学規則によれば、センス鎖をＣ
とすると、位置７７のグルタミン酸と水素結合することが可能であり、アンチセンス鎖を
Ｇとすると、位置２６のグルタミンと結合することが可能である（野生型Ｉ－ＣＲＥＩ結
晶構造に観察されるように、水分子を介して）（図１（Ｃ）を参照）。センス鎖をＧとす
ると、位置７７のアルギニンと水素結合することが可能であり、アンチセンス鎖をＣとす
ると、位置２６のグルタミン酸と水素結合することが可能である（図１（Ｄ）を参照）。
センス鎖をＡとすると、位置７７のグルタミンと水素結合することが可能であり、アンチ
センス鎖をＴとすると、位置２６のアラニンと疎水性接触を形成することが可能である（
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図１（Ｅ）を参照）。もしも塩基の特異的接触が位置７７によって与えられるとすると、
野生型接触Ｑ２６を置換し（例えば、セリン残基によって）、その特異性に対する影響を
低下、または除去することが可能である。それとは別に、位置２６および７７における相
補的突然変異を組み合わせて、特定の塩基対を指定することが可能である（例えば、Ａ２
６は、アンチセンス鎖においてＴを指定し、Ｑ７７は、センス鎖においてＡを指定する（
図１（Ｅ））。これらの予言された残基置換は、全て、実験的にその有効性が実証された
。
【０１０６】
　したがって、本発明によれば、Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼのＤＮＡ認識ドメインに
対する、ある確定数のアミノ酸置換が特定された。これらは、単独で又は組み合わせて用
いられて、ＤＮＡ認識配列半分部位内の個別の塩基において特異性を変更された組み換え
メガヌクレアーゼを、したがって、野生型酵素とは異なる半分部位を持つ合理設計メガヌ
クレアーゼをもたらすことが可能である。Ｉ－ＣＲＥＩのアミノ酸修飾及びそれによって
もたらされる、認識配列半分部位特異性における変化を、表５に示す。
【０１０７】
【表５】
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【０１０８】
　太字入力は、野生型接触残基であり、本出願で使用される「修飾」を構成しない。
星印は、その残基が、アンチセンス鎖の塩基に接触することを示す。
【０１０９】
２．２．２．　Ｉ－ＭＳＯＬＩから得られるメガヌクレアーゼ
　他の側面では、本発明は、ＭＯＮＯＭＡＳＴＩＸ　ＳＰ．のＩ－ＭＳＯＩメガヌクレア
ーゼに基づく、又はこのヌクレアーゼから得られた合理設計メガヌクレアーゼに関する。
Ｉ－ＭＳＯＩメガヌクレアーゼの野生型アミノ酸配列は、ＧＥＮＢＡＮＫアクセス＃ＡＡ
Ｌ３４３８７に対応し、配列番号６に示される。結晶構造ＰＤＢ＃１Ｍ５Ｘにおける野生
型Ｉ－ＭＳＯＩメガヌクレアーゼの、二つの認識配列半分部位を下記の表６に示す。
【０１１０】
【表６】

【０１１１】
　認識配列は、中央の４塩基の外側においても、完全にはパリンドローム的ではないこと
に注意されたい。二つの認識配列半分部位が、それぞれのセンス鎖に太字で示される。
【０１１２】
　本発明によれば、Ｉ－ＭＳＯＩメガヌクレアーゼのＤＮＡ認識ドメインに対する、ある
確定数のアミノ酸置換が特定された。これらは、単独で又は組み合わせて用いられて、Ｄ
ＮＡ認識配列半分部位内の個別の塩基において特異性を変更された組み換えメガヌクレア
ーゼを、したがって、野生型酵素とは異なる半分部位を持つ合理設計メガヌクレアーゼを
もたらすことが可能である。Ｉ－ＭＳＯＩのアミノ酸修飾、および、予測される、認識配
列半分部位特異性における変化を、表７に示す。
【０１１３】
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【表７】

【０１１４】
　太字は、野生型接触残基を表し、本出願で使用される「修飾」を構成しない。
星印は、その残基がアンチセンス鎖の塩基に接触することを示す。
【０１１５】
２．２．３．　Ｉ－ＳＣＥＩから得られるメガヌクレアーゼ
　他の側面では、本発明は、ＳＡＣＣＨＡＲＯＭＹＣＥＳＣＥＲＥＶＩＳＩＡＥのＩ－Ｓ
ＣＥＩメガヌクレアーゼに基づく、又はこのヌクレアーゼから得られた合理設計メガヌク
レアーゼに関する。Ｉ－ＳＣＥＩメガヌクレアーゼの野生型アミノ酸配列は、ＧＥＮＢＡ
ＮＫアクセス＃ＣＡＡ０９８４３に対応し、配列番号９に示される。結晶構造ＰＤＢ＃１
Ｒ７Ｍにおける野生型Ｉ－ＳＣＥＩメガヌクレアーゼの、認識配列を下記の表８に示す。
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【０１１６】
【表８】

【０１１７】
　認識配列は、非パリンドローム的であり、かつ、半分部位を分ける四つの塩基対がない
ことに注意されたい。
【０１１８】
　本発明によれば、Ｉ－ＳＣＥＩメガヌクレアーゼのＤＮＡ認識ドメインに対する、ある
確定数のアミノ酸置換が特定された。これらは、単独で又は組み合わせて用いられて、Ｄ
ＮＡ認識配列内の個別の塩基において特異性を変更された組み換えメガヌクレアーゼ、つ
まり、野生型酵素とは異なる認識配列を持つ合理設計メガヌクレアーゼをもたらすことが
可能である。Ｉ－ＳＣＥＩのアミノ酸修飾及び予測される認識配列特異性における変化を
、表９に示す。
【０１１９】
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【表９】

【０１２０】
　太字入力は、野生型接触残基を表し、本出願で使用される「修飾」を構成しない。星印
は、その残基が、アンチセンス鎖の塩基に接触することを示す。
【０１２１】
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２．２．４　Ｉ－ＣＥＵＩから得られるメガヌクレアーゼ
　他の側面では、本発明は、ＣＨＬＡＭＹＤＯＭＯＮＡＳＥＵＧＡＭＥＴＯＳのＩ－ＣＥ
ＵＩメガヌクレアーゼに基づく、又はこのヌクレアーゼから得られた合理設計メガヌクレ
アーゼに関する。Ｉ－ＣＥＵＩメガヌクレアーゼの野生型アミノ酸配列は、ＧＥＮＢＡＮ
Ｋアクセス＃Ｐ３２７６１に対応し、配列番号１２に示される。結晶構造ＰＤＢ＃２ＥＸ
５における野生型Ｉ－ＣＥＵＩメガヌクレアーゼの、二つの認識配列半分部位を下記に示
す。
【０１２２】
【表１０】

【０１２３】
　Ｉ－ＣＥＵＩはホモダイマーであるにも拘わらず、Ｉ－ＣＥＵＩの認識インターフェイ
スにおける天然の縮重のために（ＳＰＩＥＧＥＬ　ＥＴ　ＡＬ．（２００６），ＳＴＲＵ
ＣＴＵＲＥ　１４：８６９－８０）、認識配列は、中央の４塩基の外側においても、非パ
リンドローム的であることに注意されたい。二つの認識配列半分部位がそれぞれのセンス
鎖に太字で示される。
【０１２４】
　本発明によれば、Ｉ－ＣＥＵＩメガヌクレアーゼのＤＮＡ認識ドメインに対する、ある
確定数のアミノ酸置換が特定された。これらは、単独で又は組み合わせて用いられて、Ｄ
ＮＡ認識配列半分部位内の個別の塩基において特異性を変更された組み換えメガヌクレア
ーゼを、したがって、野生型酵素とは異なる半分部位を持つ合理設計メガヌクレアーゼを
もたらすことが可能である。Ｉ－ＣＥＵＩのアミノ酸修飾及び予測される認識配列特異性
における変化を、表１１に示す。
【０１２５】
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【表１１】

【０１２６】
　太字入力は、野生型接触残基を表し、本出願で使用される「修飾」を構成しない。星印
は、その残基がアンチセンス鎖の塩基に接触することを示す。　
【０１２７】
２．２．５　特異的に排除される組み換えメガヌクレアーゼ
　本発明は、従来技術において記載され、別法によって開発された、いくつかの組み換え
メガヌクレアーゼを包含することを意図しない。これらの排除されたメガヌクレアーゼと
しては、ＡＲＮＯＵＬＤ　ＥＴ　ＡＬ．（２００６），Ｊ．ＭＯＬ．ＢＩＯＬ．３５５：
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４４３－５８；ＳＵＳＳＭＡＮ　ＥＴ　ＡＬ．（２００４），Ｊ．ＭＯＬ．ＢＩＯＬ．３
４２：３１－４１；ＣＨＡＭＥＳ　ＥＴ　ＡＬ．（２００５），ＮＵＣＬＥＩＣ　ＡＣＩ
ＤＳ　ＲＥＳ．３３：Ｅ１７８；ＳＥＬＩＧＭＡＮ　ＥＴ　ＡＬ．（２００２），ＮＵＣ
ＬＥＩＣ　ＡＣＩＤＳ　ＲＥＳ．３０：３８７０－９；およびＡＳＨＷＯＲＴＨ　ＥＴ　
ＡＬ．（２００６）　ＮＡＴＵＲＥ　４４１（７０９３）：６５６－６５９によって記載
されるものが挙げられる。なお、上記の全開示を、Ｃ３３、Ｒ３３、Ａ４４、Ｈ３３、Ｋ
３２、Ｆ３３、Ｒ３２、Ａ２８、Ａ７０、Ｅ３３、Ｖ３３、Ａ２６及びＲ６６から選ばれ
る単一置換を持つ、Ｉ－ＣＲＥＩに基づく組み換えメガヌクレアーゼを含め、引用により
本出願に含める。さらに排除されるものは、Ａ６８／Ｎ７０／Ｎ７５及びＤ４４／Ｄ７０
／Ｎ７５から選ばれた３置換、Ｋ４４／Ｔ６８／Ｇ６０／Ｎ７５及びＲ４４／Ａ６８／Ｔ
７０／Ｎ７５から選ばれる４置換を持つＩ－ＣＲＥＩに基づく組み換えメガヌクレアーゼ
である。最後に、特に指定して排除されるものは、置換Ｌ２８及びＲ８３のペアを持つＩ
－ＭＳＯＩに基づく組み換えメガヌクレアーゼである。これらの置換又は置換の組み合わ
せは、本出願では「排除修飾」と呼ばれる。
【０１２８】
２．２．６　認識配列半分部位において複数変化を有するメガヌクレアーゼ
　他の側面では、本発明は、ＤＮＡ認識配列半分部位の二つ以上の位置において半分部位
指向を変えるために、上の節２．２．１－２．２．４に記載した、二つ以上のアミノ酸置
換を組み合わせることによって得られる合理設計メガヌクレアーゼに関する。例えば、た
だしこれらに限定されるものではないが、さらに詳しく後述されるように、酵素ＤＪ１は
、修飾Ｒ３０／Ｅ３８（これは、位置－７においてＣを好む）、Ｒ４０（これは位置－６
においてＧを好む）、Ｒ４２（これは、位置－５においてＧを好む）及びＮ３２（これは
、位置－９において完全縮重を好む）を取り込むことによって、Ｉ－ＣＲＥＩから得られ
る。この合理設計ＤＪ１メガヌクレアーゼは、Ａ－７Ａ－６Ｃ－５に対する野生型の指向
性に比べ、ほぼ変わらない程度でＣ－７Ｇ－６Ｇ－５を認識し、位置－９におけるＡに対
する耐性を増大させる。
【０１２９】
　異なる塩基位置に影響を及ぼす残基置換を組み合わせることができる能力は、一部は、
ＬＡＧＬＩＤＡＤＧメガヌクレアーゼのモジュラー性による。ＬＡＧＬＩＤＡＤＧ認識イ
ンターフェイスにおける塩基接触の大部分は、個々のアミノ酸側鎖によって形成され、イ
ンターフェイスは、隣接塩基と相互作用を持つ側鎖間の相互接続性、または水素結合ネッ
トワークから比較的自由である。これによって、一般に、一塩基位置と相互作用を持つ残
基を隣接塩基における側鎖同士の相互作用に影響を及ぼさずに操作することが可能になる
。さらに、上の２．２１－２．２．４節に掲げた突然変異の加重性は、これらの突然変異
を特定するために用いた本法の直接的結果である。この方法は、単一塩基と直接に相互作
用を持つ側鎖置換を予測する。一般に、側鎖間の相互接続、または水素結合ネットワーク
は、認識インターフェイス内の置換の独立性を維持するために回避される。
【０１３０】
　側鎖置換のある組み合わせは、完全に又は部分的に相互に不適合である。不適合ペア又
は組のアミノ酸を合理設計メガヌクレアーゼに組み込んだ場合、得られた酵素の触媒活性
は、低下するか又は排除される。通常、これらの不適合は、導入されたアミノ酸側鎖間の
立体干渉によるもので、活性は、この干渉を特定し、除去することで回復が可能である。
具体的には、大きな側鎖を持つ（例えば、２又は３群のアミノ酸）二つのアミノ酸が、メ
ガヌクレアーゼ構造において、互いに隣接するアミノ酸位置に組み込まれた場合（例えば
、Ｉ－ＣＲＥＩ由来のメガヌクレアーゼの場合、位置３２及び３３、２８及び４０、２８
及び４２、４２及び７７又は６８及び７７）、これら二つのアミノ酸は互いに干渉しあっ
て、酵素活性を下げる可能性が高い。この干渉は、一方の又は両方の不適合アミノ酸を、
より小さな側鎖を持つアミノ酸（例えば、１群または２群）で置換することによって排除
することが可能である。例えば、Ｉ－ＣＲＥＩ由来の合理設計メガヌクレアーゼでは、Ｋ
２８は、Ｒ４０とＲ４２の両方に干渉する。酵素活性を最大化するためには、Ｒ４０及び
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Ｒ４２を、位置２８においてセリン又はアスパラギン酸と組み合わせることが可能である
。
【０１３１】
　本出願に記載のように特定される、アミノ酸置換の組み合わせを用いて、野生型メガヌ
クレアーゼ（又は以前に修飾されたメガヌクレアーゼ）の特異性を、元の認識配列から、
興味の核酸（例えば、ゲノム）中に存在する、所望の認識配列に合理的に変えることが可
能である。例えば、図２（Ａ）は、Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼ認識配列ＷＴ（配列番
号４）の「センス」鎖の外に、それに対し合理的設計メガヌクレアーゼを創製したならば
有用であろうと考えられる、他の、いくつかの配列を示す。ＷＴ認識配列と所望の認識配
列との間で保存される塩基には陰影を施す。本発明によれば、Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレア
ーゼに基づく組み換えメガヌクレアーゼは、これらの所望の認識配列のそれぞれについて
ばかりでなく、他の任意の認識配列についても、本出願に記載される適切なアミノ酸置換
によって、合理的に設計することが可能である。
【０１３２】
３．　ＤＮＡ結合親和度が変更された合理設計メガヌクレアーゼ
　前述のように、本発明の組み換えメガヌクレアーゼのＤＮＡ結合親和度は、ＤＮＡのフ
ォスフォジエステルバックボーンと接触面を形成するいくつかのアミノ酸を変えることに
よって修飾することが可能である。この接触面は、ＤＮＡバックボーンから９オングスト
ローム未満の距離のβ－炭素を持つ酵素のアミノ酸を、この残基が野生型メガヌクレアー
ゼ－ＤＮＡ複合体においてＤＮＡバックボーンと接触するかどうかとは無関係に含む。Ｄ
ＮＡ結合は、酵素活性に必要な前提条件であるから、ＤＮＡ結合親和度の上昇／低下は、
それぞれ、酵素活性の上昇／低下を起こすことが示されている。しかしながら、ＤＮＡ結
合親和度の上昇／低下はさらに、メガヌクレアーゼの配列特異性の低下／上昇を起こすこ
とが示されている。それゆえ、活性および特異性は両方とも、フォスフォジエステルバッ
クボーン接触を修飾することによって修飾することが可能である。
【０１３３】
　酵素活性の上昇／酵素の特異性の低下のためには、
【０１３４】
　（Ｉ）酵素とＤＮＡバックボーンの間の静電気的反発を取り除く。ある特定されたアミ
ノ酸が、陰性荷電のＤＮＡバックボーンに反発すると予想される、陰性に荷電した側鎖を
持つ場合（例えば、アスパラギン酸、グルタミン酸）、この反発は、アミノ酸を無荷電の
又は陽性荷電の側鎖で置換することによって除去することが可能である。ただし、この場
合、立体障害の作用には影響される。実験的に確かめられた例は、Ｉ－ＣＲＥＩにおける
グルタミン酸８０をグルタミンに突然変異させた場合である。
【０１３５】
　（ＩＩ）酵素とＤＮＡバックボーンの間に静電気的牽引相互作用を導入する。接触面の
位置のいずれかにおける、陽性荷電側鎖を持つアミノ酸（例えば、リシン又はアルギニン
）の導入は、立体干渉の作用には影響されるが、結合親和度を増すことが予想される。
【０１３６】
　（ＩＩＩ）酵素とＤＮＡバックボーンの間に水素結合を導入する。接触面のアミノ酸が
、適切な水素結合官能基を欠如するため、又はＤＮＡバックボーンと相互作用を持つには
、側鎖が短すぎるか長すぎるか、及び／又は、屈曲性が不足するという理由で水素結合を
造ることができない場合、適切な長さと屈曲性を持つ、水素結合を供与することが可能な
極性アミノ酸（例えば、セリン、トレオニン、チロシン、ヒスチジン、グルタミン、アス
パラギン、リシン、システイン又はアルギニン）を導入することが可能である。ただし、
立体障害の作用には影響される。
【０１３７】
　具体的に、酵素活性の低下／酵素の特異性の上昇のためには、
【０１３８】
　（Ｉ）酵素とＤＮＡバックボーンの間に静電気的反発を導入する。接触面の位置のいず
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ン酸）を導入することは、結合親和度を下げることが予想される。ただし、立体障害の作
用には影響される。
【０１３９】
　（ＩＩ）酵素とＤＮＡの間の静電気的牽引を取り除く。接触面のいずれかのアミノ酸が
、陰性に荷電したＤＮＡバックボーンと相互作用を持つ、陽性に荷電した側鎖を持つ場合
（例えば、リシン又はアルギニン）、この好ましい相互作用は、アミノ酸を無荷電の又は
陰性荷電の側鎖で置換することによって除去することが可能である。ただし、立体干渉の
作用には影響される。実験的に確かめられた例は、Ｉ－ＣＲＥＩにおけるリシン１１６を
アスパラギン酸に突然変異させた場合である。
【０１４０】
　（ＩＩＩ）酵素とＤＮＡバックボーンの間の水素結合を取り除く。接触面のいずれかの
アミノ酸が、ＤＮＡバックボーンと水素結合を造る場合、そのアミノ酸をその側鎖が適切
な官能基を持たないか又は必要な長さ／屈曲性を欠如するために、同様の水素結合を造る
とは予想されないアミノ酸に置換することが可能である。
【０１４１】
　例えば、Ｉ－ＣＲＥＩに基づくある組み換えメガヌクレアーゼにおいて、活性を上げる
ためにＩ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼの位置８０におけるグルタミン酸が、リシン又はグ
ルタミンに変更される。別の実施態様では、Ｉ－ＣＲＥＩの位置６６のチロシンが、アル
ギニン又はリシンに変更される。これは、該メガヌクレアーゼの活性を上げる。さらに別
の実施態様では、Ｉ－ＣＲＥＩの位置３４におけるリシンをアスパラギン酸に、位置６６
におけるチロシンをアスパラギン酸に、及び／又は、位置１１６におけるリシンをアスパ
ラギン酸に変えることによって、酵素活性を低下させる。
【０１４２】
　組み換えメガヌクレアーゼの活性は、その組み換え酵素が、ある特定の認識配列に関し
て、無活性から極度に高い活性までの間の任意の活性レベルを持つように修飾することが
可能である。例えば、ＤＪ組み換えメガヌクレアーゼは、位置２６においてグルタミン酸
突然変異を抱えると活性を完全に失う。しかしながら、位置２６におけるグルタミン酸置
換と位置８０におけるグルタミン置換の組み合わせは、認識配列半分部位内の－４におけ
るグアニンに対し高度の特異性および活性を持つ組み換えメガヌクレアーゼを創製する（
図１（Ｄ）を参照）。
【０１４３】
　本発明によれば、フォスフォジエステルＤＮＡバックボーン近傍の各種位置におけるア
ミノ酸は、メガヌクレアーゼ活性および特異性の両方に同時に作用するように変えること
が可能である。この、酵素の特異性と活性の「調整」は、フォスフォジエステルバックボ
ーンに対し、アミノ酸によって造られる接触点の数を増すか又は減らすことによって達成
される。フォスフォジエステルバックボーンに対する種々の接触は、アミノ酸側鎖によっ
て促進することが可能である。ある実施態様では、イオン結合、塩橋、水素結合及び立体
障害は、アミノ酸側鎖の、フォスフォジエステルバックボーンに対するコンタクトに影響
を及ぼす。例えば、Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼの場合、位置１１６におけるリシンの
アスパラギン酸への変更によって、位置－８および－９における核酸塩基間の塩橋が取り
除かれ、これは酵素の切断速度は下げるが、特異性は上げる。
【０１４４】
　野生型Ｉ－ＣＲＥＩ（配列番号１）、Ｉ－ＭＳＯＩ（配列番号６）、Ｉ－ＳＣＥＩ（配
列番号９）、およびＩ－ＣＥＵＩ（配列番号１２）各メガヌクレアーゼの、バックボーン
接触面を形成する残基は、下表１２において特定される。
【０１４５】
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【表１２】

【０１４６】
　酵素の親和度を上げ、したがって、より活性を高め／特異性を下げるためには、
（１）対応する酵素において、陰性荷電（Ｄ又はＥ）、疎水性（Ａ、Ｃ、Ｆ、Ｇ、Ｉ、Ｌ
、Ｍ、Ｐ、Ｖ、Ｗ、Ｙ）、又は無荷電／極性（Ｈ、Ｎ、Ｑ、Ｓ、Ｔ）のアミノ酸を、表１
２から選ぶ。
（２）アミノ酸が陰性荷電しているか又は疎水性である場合は、それを、無荷電／極性（
作用が小さい）又は陽性荷電（ＫまたはＲ、作用が大きい）となるように突然変異させる
。
（３）アミノ酸が無荷電／極性である場合、それを陽性荷電に突然変異させる。
【０１４７】
　酵素の親和度を下げ、したがって、より活性を下げ／特異性を上げるためには、
（１）対応する酵素において、陽性荷電（Ｋ又はＲ）、疎水性（Ａ、Ｃ、Ｆ、Ｇ、Ｉ、Ｌ
、Ｍ、Ｐ、Ｖ、Ｗ、Ｙ）、又は無荷電／極性（Ｈ、Ｎ、Ｑ、Ｓ、Ｔ）のアミノ酸を、表１
２から選ぶ。
（２）アミノ酸が陽性荷電している場合は、それを、無荷電／極性（作用が小さい）又は
陰性荷電（作用が大きい）となるように突然変異させる。
（３）アミノ酸が疎水性又は無荷電である場合、それを陰性荷電に突然変異させる。
【０１４８】
４．　ヘテロダイマー・メガヌクレアーゼ
　他の側面では、本発明は、二つのモノマーで、その一方は野生型で、その一方または両
方が、非天然形または組み換え形であるモノマーのコンタクトによって形成されるヘテロ
ダイマーであるメガヌクレアーゼを提供する。例えば、野生型Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレア
ーゼは、通常、それぞれが、擬似パリンドローム認識配列において一つの半分部位に結合
する、二つのモノマーから構成されるホモダイマーである。ヘテロダイマー組み換えメガ
ヌクレアーゼは、異なる半分部位を認識する二つのメガヌクレアーゼを組み合わせること
によって、例えば、細胞において二つのメガヌクレアーアゼを共時発現することによって
、又は溶液中で二つのメガヌクレアーゼを混合することによって生産することが可能であ
る。二つのモノマーにおいて、それらのコンタクトによるダイマー形成に影響を及ぼす、
それぞれのアミノ酸を変えることによって、ヘテロダイマーの形成を、ホモダイマーの形
成よりも優先することが可能である。特定の実施態様では、二つのモノマーのインターフ
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ェイスにおけるいくつかのアミノ酸が、第１モノマーでは、陰性荷電のアミノ酸（Ｄ又は
Ｅ）から陽性荷電のアミノ酸（Ｋ又はＲ）に変えられ、第２モノマーでは、陽性荷電のア
ミノ酸から陰性荷電のアミノ酸に変えられる（表１３参照）。例えば、Ｉ－ＣＲＥＩ由来
のメガヌクレアーゼの場合、位置７及び５７におけるリシンが、第１モノマーではグルタ
ミン酸に突然変異され、第２モノマーでは、位置８および６１におけるグルタミン酸がリ
シンに突然変異される。このプロセスの結果は、第１モノマーが、ダイマーインターフェ
イスにおいて過剰な陽性荷電残基を持ち、第２モノマーが、ダイマーインターフェイスに
おいて過剰な陰性荷電残基を持つ、一対のモノマーである。それゆえ、この第１及び第２
モノマーは、インターフェイスにおける変更アミノ酸の間の静電気的相互作用のために、
その同じモノマーペアよりも優先的にコンタクトする。
【０１４９】
【表１３】

【０１５０】
　それとは別に、またはそれに加えて、二つのモノマーのインターフェイスにおけるいく
つかのアミノ酸は、立体的にホモダイマー形成を妨げるように変えることも可能である。
具体的には、一方のモノマーのダイマーインターフェイスのアミノ酸を、ホモダイマーを
立体的に阻止する比較的大きな又は嵩高な残基によって置換する。第２のモノマーのダイ
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マーインターフェイスにおけるアミノ酸を、第１のモノマーの嵩高な残基を補正するため
に比較的小さな残基で置換し、ヘテロダイマーにおける衝突を取り除くことが可能である
し、または未修飾のままでもよい。
【０１５１】
　さらに他の実施態様では、イオン架橋又は水素結合を、ヘテロダイマー・インターフェ
イスの疎水性コアの中に埋没させることが可能である。具体的には、インターフェイスの
コアの一モノマーにおける疎水性残基は、陽性荷電残基によって置換することが可能であ
る。さらに、野生型ホモダイマーでは、第１モノマーにおいて置換された疎水性残基と相
互作用を持つ、第２モノマーの疎水性残基は、陰性荷電残基によって置換することが可能
である。したがって、この二つの置換残基は、イオン結語または水素結合を形成すること
が可能である。同時に、疎水性インターフェイスの中に埋没された満たされない電荷の静
電気的反発は、ホモダイマー形成を忌避する。
【０１５２】
　最後に、前述のように、ヘテロダイマーの各モノマーは、ＤＮＡ認識領域において、異
なるアミノ酸を置換されて、そのため、それぞれが異なるＤＮＡ半分部位を持ち、かつ、
組み合わされたダイマー形ＤＮＡ認識配列が非パリンドローム的となってもよい。
【０１５３】
５．　組み換え細胞および生物体を生産する方法
　本発明の側面はさらに、合理設計メガヌクレアーゼを用いた、組み換え、トランスジェ
ニック又は他のやり方で遺伝学的に修飾された細胞および生物体を生産する方法を提供す
る。したがって、ある実施態様では、相同組み換えによる興味の配列の正確な挿入（単数
又は複数）を可能とするために、細胞または生物体のゲノムＤＮＡの単一部位又は比較的
少数部位に、二本鎖切断点を特異的に引き起こすための、組み換えメガヌクレアーゼが開
発された。別の実施態様では、（Ａ）非相同的末端接合による興味の配列の稀な挿入（単
数又は複数）を可能とするために、又は（Ｂ）非相同的末端接合による標的配列の破壊を
可能とするために、細胞または生物体のゲノムＤＮＡの単一部位又は比較的少数部位に、
二本鎖切断点を特異的に引き起こすための、組み換えメガヌクレアーゼが開発された。興
味の配列の、相同的組み換え又は非相同的末端接合に関して本出願で用いる場合、「挿入
」という用語は、興味の配列が染色体の中に組み込まれるように、興味の配列が染色体に
コンタクトすることを意味する。相同組み換えの場合、挿入された配列は内因性配列を置
換し、そのため、元のＤＮＡは等しい長さではあるがヌクレオチド配列が変更された外因
性ＤＮＡによって置換される。それとは別に、挿入配列はそれが置換する配列よりもより
多数の又はより少数の塩基を含むことが可能である。
【０１５４】
　それゆえ、本発明のこの局面によれば、組み換え生物体としては、単子葉植物種、例え
ば、米、小麦、トウモロコシ（メイズ）並びにライ麦、及び双子葉植物種、例えば、豆類
（例えば、ソラマメ、大豆、レンズ豆、ピーナッツ、エンドウ豆）、アルファルファ、ク
ローバー、タバコ並びにＡＲＡＢＩＤＯＰＳＩＳ種が挙げられるが、これらに限定される
ものではない。さらに、組み換え生物体としては、動物、例えば、ヒト並びに非ヒト霊長
類、ウマ、ウシ、ヤギ、ブタ、ヒツジ、イヌ、ネコ、モルモット、ラット、マウス、トカ
ゲ、魚類、及び昆虫類、例えば、ショウジョウバエ種が挙げられるが、これらに限定され
るものではない。他の実施態様では、生物体は、真菌、たとえば、カンジダ、ニューロス
ボラ又はサッカロマイセスである。
【０１５５】
　ある実施態様では、本発明の方法は、成熟組み換え生物体になることが可能な又は遺伝
学的に修飾された生物体が、そのゲノムの中に興味の挿入配列を抱える子孫を出産するこ
とを可能とする。例えば、細胞、胚細胞又は幹細胞の中に興味の配列を導入することを含
む。
【０１５６】
　メガヌクレアーゼタンパクは、ゲノムＤＮＡを切断するために、細胞に輸送することが
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可能であるが、これによって、従来技術で既知の様々な機序によって、その切断部位にお
いて、興味の配列による相同組み換え、または非相同末端接合が可能とされる。組み換え
メガヌクレアーゼタンパクは、例えば、マイクロインジェクション又はリポソームトラン
スフェクション（例えば、ＬＩＰＯＦＥＣＴＡＭＩＮＥ（登録商標）、ＩＮＶＩＴＲＯＧ
ＥＮ　ＣＯＲＰ．，ＣＡＲＬＳＢＡＤ、カリフォルニア州）を含む、ただしこれらに限定
されないが、技術によって細胞中に導入することが可能である。このリポソーム処方は、
標的細胞との脂質二重層融合を促進するのに用いることが可能であり、そのため、リポソ
ームの内容物又はその表面にコンタクトするタンパクの細胞内部への取り込みを可能にす
る。それとは別に、酵素は、適切な取り込みタンパク、例えば、ＨＩＶＴＡＴタンパクな
どに融合させて細胞の取り込みを指示するようにすることも可能である（例えば、ＨＵＤ
ＥＣＺ　ＥＴ　ＡＬ．（２００５），ＭＥＤ．ＲＥＳ．ＲＥＶ．２５：６７９－７３６を
参照）。
【０１５７】
　それとは別に、メガヌクレアーゼタンパクをコードする遺伝子配列は、従来技術で既知
の技術（例えば、ＡＵＳＵＢＥＬ　ＥＴ　ＡＬ．，「分子生物学における最近のプロトコ
ール（“ＣＵＲＲＥＮＴＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧ
Ｙ，”）」、ＷＩＬＥＹ　１９９９を参照されたい）を用いて、ベクターに挿入され、真
核細胞にトランスフェクトされる。興味の配列は、同じベクターによって、異なるベクタ
ーによって又は従来技術で既知の他の手段によって導入することが可能である。
【０１５８】
　ＤＮＡトランスフェクションの非限定的例としては、ウィルスベクター、プラスミド、
コスミド及びＹＡＣベクターが挙げられる。ＤＮＡ配列のトランスフェクションは、当業
者には既知の、様々の方法によって実現することが可能である。例えば、ＤＮＡ配列を細
胞に輸送するために、リポソームおよびイムノリポソームが用いられる（例えば、ＬＡＳ
ＩＣ　ＥＴ　ＡＬ．（１９９５），ＳＣＩＥＮＣＥ　２６７：１２７５－７６を参照）。
さらに、ベクターを細胞内に導入するためにウィルスを利用することが可能である（例え
ば、米国特許第７，０３７，４９２号を参照）。それとは別に、ベクターが裸のＤＮＡと
して導入されるようにトランスフェクション戦略を利用することも可能である（例えば、
ＲＵＩ　ＥＴ　ＡＬ．（２００２），ＬＩＦＥ　ＳＣＩ．７１（１５）：１７７１－８を
参照）。
【０１５９】
　細胞内に核酸を輸送するための一般的方法としては、（１）化学的方法（ＧＲＡＨＡＭ
　ＥＴ　ＡＬ．（１９７３），ＶＩＲＯＬＯＧＹ　５４（２）：５３６－５３９；ＺＡＴ
ＬＯＵＫＡＬ　ＥＴ　ＡＬ．（１９９２），ＡＮＮ．Ｎ．Ｙ．ＡＣＡＤ．ＳＣＩ．，６６
０：１３６－１５３）；（２）物理的方法、例えば、マイクロインジェクション（ＣＡＰ
ＥＣＣＨＩ（１９８０），ＣＥＬＬ２２（２）：４７９－４８８）、電気穿孔（ＷＯＮＧ
　ＥＴ　ＡＬ，（１９８２），ＢＩＯＣＨＥＭ．ＢＩＯＰＨＹＳ．ＲＥＳ．ＣＯＭＭＵＮ
．１０７（２）：５８４－５８７；ＦＲＯＭＭ　ＥＴ　ＡＬ，（１９８５），ＰＲＯＣ．
ＮＡＴ’Ｌ　ＡＣＡＤ　ＳＣＩ．ＵＳＡ　８２（１７）：５８２４－５８２８；米国特許
第５，３８４，２５３号）、および、弾丸注入法（ＪＯＨＮＳＴＯＮ　ＥＴ　ＡＬ，（１
９９４），ＭＥＴＨＯＤＳ　ＣＥＬＬ．ＢＩＯＬ．４３（Ａ）：３５３－３６５；ＦＹＮ
ＡＮ　ＥＴ　ＡＬ，（１９９３），ＰＲＯＣ．ＮＡＴ’Ｌ　ＡＣＡＤ．ＳＣＩ．ＵＳＡ　
９０（２４）：１１４７８－１１４８２）など；（３）ウィルスベクター（ＣＬＡＰＰ（
１９９３），ＣＬＩＮ．　ＰＥＲＩＮＡＴＯＬ．２０（１）：１５５－１６８；ＬＵ　Ｅ
Ｔ　ＡＬ，（１９９３），Ｊ．ＥＸＰ．ＭＥＤ．１７８（６）：２０８９－２０９６；Ｅ
ＧＬＩＴＩＳ　ＥＴ　ＡＬ，（１９８８），ＡＶＤ．ＥＸＰ．ＭＥＤ．ＢＩＯＬ．２４１
：１９－２７；ＥＧＬＩＴＩＳ　ＥＴ　ＡＬ．（１９８８），ＢＩＯＴＥＣＨＮＩＱＵＥ
Ｓ　６（７）：６０８－６１４）；および、（４）受容体介在性機構（ＣＵＲＩＥＬ　Ｅ
Ｔ　ＡＬ．（１９９１），ＰＲＯＣ．ＮＡＴ’Ｌ　ＡＣＡＤ．ＳＣＩ．ＵＳＡ　８８（１
９）：８８５０－８８５４；ＣＵＲＩＥＬ　ＥＴ　ＡＬ．（１９９２），ＨＵＭ．ＧＥＮ
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．ＴＨＥＲ．３（２）：１４７－１５４；ＷＡＧＮＥＲ　ＥＴ　ＡＬ．（１９９２），Ｐ
ＲＯＣ．ＮＡＴ’Ｌ　ＡＣＡＤ．ＳＣＩ．ＵＳＡ　８９（１３）：６０９９－６１０３）
が挙げられる。
【０１６０】
　ある実施態様では、ゲノムに挿入された興味の配列を含む遺伝学的に修飾された植物が
生産される。ある実施態様では、組み換えメガヌクレアーゼに対応するＤＮＡ配列及びこ
のメガヌクレアーゼ認識配列及び／又は標的配列とほぼ同一の配列によって側接されても
側接されなくともよい興味の配列によって植物細胞をトランスフェクトし、遺伝学的に修
飾された植物が生産される。別の実施態様では、遺伝学的に修飾された植物は、組み換え
メガヌクレアーゼのみに対応するＤＮＡ配列によって植物細胞をトランスフェクトし、そ
れによる切断が非相同性末端接合を促進し、認識配列を含む標的配列を破壊することによ
って生産される。このような実施態様では、メガヌクレアーゼ配列は、宿主植物細胞にお
いてメガヌクレアーゼの発現を可能とする調整配列の調節下にある。これらの調整配列と
しては、構成的植物プロモーター、例えば、ＮＯＳプロモーター、化学的に誘発可能な遺
伝子プロモーター、例えば、デキサメタゾン誘発性プロモーター（例えば、ＧＲＥＭＩＬ
ＬＯＮ　ＥＴ　ＡＬ．（２００４），ＰＬＡＮＴ　Ｊ．３７：２１８－２２８を参照）、
および、植物組織特異的プロモーター、例えば、ＬＧＣ１プロモーター（例えば、ＳＩＮ
ＧＨ　ＥＴ　ＡＬ．（２００３），ＦＥＢＳ　ＬＥＴＴ．５４２：４７－５２を参照）が
挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【０１６１】
　植物細胞の中にＤＮＡを導入するための適切な方法は、ＤＮＡを細胞内に導入すること
が可能であるならば、ほとんどどの方法であってもよく、例えば、ＡＧＲＯＢＡＣＴＥＲ
ＩＵＭ感染、プロトプラストのＰＥＧ－介在性形質転換（ＯＭＩＲＵＬＬＥＨ　ＥＴ　Ａ
Ｌ．（１９９３），ＰＬＡＮＴ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ，２１：４１５－
４２８）、ＤＥＳＩＣＣＡＴＩＯＮ／ＩＮＨＩＢＩＴＩＯＮ　ＭＥＤＩＡＴＥＤ　ＤＮＡ
　ＵＰＴＡＫＥ、電気穿孔、シリコンカーバイド線維による搖動、弾丸注入、または微小
弾丸発射などが挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【０１６２】
　他の実施態様では、組み換えメガヌクレアーゼを用いて、遺伝学的に修飾された動物が
生産される。植物細胞の場合と同様、核酸配列を、胚細胞又は最終的にトランスジェニッ
ク生物体となる細胞の中に導入することが可能である。ある実施態様では、細胞は、受精
卵であり、外因性ＤＮＡ分子は、受精卵の前核の中に注入することが可能である。次に、
このマイクロインジェクションされた卵は、擬似妊娠の代理母の卵管に移送され、育成さ
れる。組み換えメガヌクレアーゼは、（例えば、３－フォスフォグリセレートキナーゼな
どの構成的プロモーターの調節下に）受精卵で発言され、ゲノムの一部位又は不連続な少
数部位における興味の配列の相同組み換えを促進する。それとは別に、ＧＯＳＳＬＥＲ　
ＥＴ　ＡＬ．（１９８６），ＰＲＯＣ．ＮＡＴＬ．ＡＣＡＤ．ＳＣＩ．ＵＳＡ　８３：９
０６５　９０６９に記載されるように、トランスジェニック動物生成のための組み換え胚
性幹（“ＥＳ”）細胞を利用することによって、遺伝学的に修飾された動物を入手するこ
とが可能である。
【０１６３】
　ある実施態様では、組み換え哺乳類発現ベクターは、核酸の組織特異的発現を、ある特
定の細胞タイプに優先的に向けて指示することが可能である。組織特異的調整要素は従来
技術で既知である。適切な組織特異的プロモーターの非限定的例としては、アルブミンプ
ロモーター（肝臓特異的、ＰＩＮＫＥＲＴ　ＥＴ　ＡＬ．（１９８７），ＧＥＮＥＳ　Ｄ
ＥＶ．１：２６８－２７７）、リンパ系特異的プロモーター（ＣＡＬＡＭＥ　ＡＮＤ　Ｅ
ＡＴＯＮ（１９８８），ＡＤＶ．ＩＭＭＵＮＯＬ．４３：２３５－２７５）、特に、Ｔ細
胞受容体のプロモーター（ＷＩＮＯＴＯ　ＡＮＤ　ＢＡＬＴＩＭＯＲＥ（１９８９），Ｅ
ＭＢＯ　Ｊ．８：７２９－７３３）、および免疫グロブリンのプロモーター（ＢＡＮＥＲ
ＪＩＥＴ　ＡＬ．（１９８３），ＣＥＬＬ　３３：７２９－７４０；ＱＵＥＥＮ　ＡＮＤ
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　ＢＡＬＴＩＭＯＲＥ（１９８３），ＣＥＬＬ　３３：７４１－７４８）、ニューロン特
異的プロモーター（例えば、ニューロフィラメント・プロモーター；ＢＡＹＮＥ　ＡＮＤ
　ＲＵＤＤＬＥ（１９８９），ＰＲＯＣ．ＮＡＴＬ．ＡＣＡＤ．ＳＣＩ．ＵＳＡ　８６：
５４７３－５４７７）、膵臓特異的プロモーター（ＥＤＬＵＮＤ　ＥＴ　ＡＬ．（１９８
５），ＳＣＩＥＮＣＥ　２３０：９１２－９１６）、および、乳腺特異的プロモーター（
例えば、ミルクフェイ・プロモーター、米国特許第４，８７３，３１６号、および欧州特
許公開ＥＰ０２６４１６６）が挙げられる。発達時の調整に与るプロモーター、例えば、
マウスのＨＯＸプロモーター（ＫＥＳＳＥＬ　ＡＮＤ　ＧＲＵＳＳ（１９９０），ＳＣＩ
ＥＮＣＥ　２４９：３７４－３７９）、および、α－フェトプロテイン・プロモーター（
ＣＡＭＰＥＳ　ＡＮＤ　ＴＩＬＧＨＭＡＮ（１９８９），ＧＥＮＥＳ　ＤＥＶ．３：５３
７－５４６）なども含まれる。
【０１６４】
　ある実施態様では、合理設計メガヌクレアーゼは、発現レベルまたは局在を監視するた
めに、ペプチドエピトープ（例えば、ＨＡ、ＦＬＡＧ、またはＭＹＣエピトープ）によっ
て標識されてもよい。ある実施態様では、メガヌクレアーゼは、細胞内局在シグナル、例
えば、核局在シグナル（例えば、ＳＶ４０の核局在シグナル）又はクロロプラストもしく
はミトコンドリア局在シグナルに融合されてもよい。別の実施態様では、メガヌクレアー
ゼは、それを、細胞質に局在させる核輸出シグナルに融合されてもよい。さらに、メガヌ
クレアーゼは、無関係のタンパク質又はタンパクドメイン、例えば、ＤＮＡ－修復又は相
同組み換えを刺激するタンパク質（例えば、ＲＥＣＡ、ＲＡＤ５１、ＲＡＤ５２、ＲＡＤ
５４、ＲＡＤ５７又はＢＲＣＡ２）に融合されてもよい。
【０１６５】
６．　遺伝子治療法
　本発明の局面は、遺伝子治療のための、組み換えメガヌクレアーゼの使用を可能とする
。本出願で用いる「遺伝子治療」という用語は、その構造及び／又は機能において欠陥的
である遺伝子又は遺伝子調整配列と置換するために、患者の中に、少なくとも一つの遺伝
子の機能的コピー又は遺伝子調整配列、例えば、プロモーター、エンハンサー又はサイレ
ンサーを導入することを含む治療処置を意味する。さらに、「遺伝子治療」という用語は
、有害遺伝子または調整要素に対し、該遺伝子の発現を下げるか又は除去するために為さ
れる修飾を指すことが可能である。遺伝子治療は、先天性病態、患者の生涯に亘る特定の
遺伝子座位における突然変異または損傷による病態又は感染生物体による病態を治療する
ために実行することが可能である。
【０１６６】
　本発明のある局面では、機能不全遺伝子は、遺伝子発現に影響を及ぼすゲノム領域に、
外因性核酸配列を挿入することによって置換されるか、不能にさせられる。ある実施態様
では、組み換えメガヌクレアーゼは、病態を緩和するために、修飾すべきゲノム領域の特
定配列を標的とする。この配列は、エキソン、イントロン、プロモーター内の領域又は遺
伝子の機能不全発現を引き起こす、他の調整領域であってもよい。本出願で用いる「機能
不全発現」という用語は、遺伝子産物の生産が少なすぎる細胞又は遺伝子産物の生産が多
すぎる細胞又は異なる機能、例えば、必要機能の欠如又は必要以上の機能を持つ遺伝子産
物を生産する細胞による、遺伝子産物の異常な発現を意味する。
【０１６７】
　修飾領域に挿入される外因性核酸配列は、遺伝子を正常化する「修復」配列を提供する
ために使用することが可能である。遺伝子修復は、再生されるべき適正機能の実現を可能
とする遺伝子中に適正遺伝子配列を導入することによって実現される。これらの実施態様
では、挿入される核酸配列は、タンパクの全体コード配列であってもよいし又はある実施
態様では、修復されるべき領域のみを含む遺伝子断片であってもよい。他の実施態様では
、挿入される核酸配列は、異常発現または調整を引き起こす突然変異が修復されるように
、プロモーター配列または、その他の調整要素を含む。他の実施態様では、挿入される核
酸配列は、突然変異遺伝子には欠如する適切な翻訳終止コドンを含む。核酸配列はさらに



(57) JP 2012-196214 A 2012.10.18

10

20

30

40

50

、適切な翻訳終止シグナルを欠如する組み換え遺伝子において翻訳を停止するための配列
を持つことが可能である。
【０１６８】
　それとは別に、核酸配列は、遺伝子の調整配列を破壊することによって又は遺伝子機能
を除去するサイレンサーを提供することによって、遺伝子機能を全く除去することが可能
である。ある実施態様では、外因性核酸配列は、遺伝子産物の発現を阻止するために翻訳
終止コドンを提供する。別の実施態様では、外因性核酸配列は、全長のＲＮＡ分子の発現
を阻止するために翻訳終止コドンを提供する。さらに別の実施態様では、遺伝子機能は、
非相同的末端接合を介して、塩基挿入、塩基欠失及び／又はフレームシフト突然変異を導
入することによって、メガヌクレアーゼによって直接破壊される。
【０１６９】
　多くの例において、病態の原因である標的細胞又は細胞集団に対し適切な遺伝子配列を
方向づけることが望ましい。治療薬の、このような標的指向は、健康な細胞が、治療薬に
よって標的とされることを防ぐ。これは、治療の効力を増し、一方では、治療が、健康な
細胞に及ぼす可能性のある、有害となる可能性のある作用を下げる。
【０１７０】
　興味の細胞に対する、組み換えメガヌクレアーゼ遺伝子及び挿入すべき興味の配列の輸
送は、様々の機構によって実現することが可能である。ある実施態様では、核酸は、ウィ
ルスの再生を阻止するように不活性化された特定のウィルス遺伝子を持つウィルスを介し
て細胞に輸送される。したがって、ウィルスは、標的細胞内に輸送され、維持されること
は可能であるが、標的細胞または組織の中で複製する能力は保持しないように変えられる
。ベクターのように活動するウィルスゲノムを生産ように、この変更ウィルスゲノムに、
一つ以上のＤＮＡ配列を挿入することが可能であるが、これらの配列は、宿主のゲノムの
中に導入されてその後発現されてもよいし、導入し発現されなくともよい。より具体的に
は、ある実施態様は、レトロウィルス、例えば、ただしこれらに限定されるものではない
が、ＭＦＧ又はＰＬＪベクターなどの採用を含む。ＭＦＧベクターは、単純化されたモロ
ニーマウス白血病ウィルスベクター（ＭＯＭＬＶ）であり、このベクターでは、複製欠損
とするために、ＰＯＬ及びＥＮＶタンパク質をコードするＤＮＡ配列は欠失される。ＰＬ
Ｊレトロウィルスベクターも、ＭＯＭＬＶの一形である（例えば、ＫＯＲＭＡＮ　ＥＴ　
ＡＬ．（１９８７），　ＰＲＯＣ．ＮＡＴ’Ｌ　ＡＣＡＤ．ＳＣＩ．，８４：２１５０－
２１５４）。別の実施態様では、組み換えアデノウィルス又はアデノ関連ウィルスを、輸
送ベクターとして使用することが可能である。
【０１７１】
　別の実施態様では、標的細胞に対する、組み換えメガヌクレアーゼタンパク質及び／又
は組み換えメガヌクレアーゼ遺伝子配列の輸送は、リポソームの使用によって実現される
。核酸及び／又はタンパク積載物を含むリポソームの生産は、従来技術で既知である（例
えば、ＬＡＳＩＣ　ＥＴ　ＡＬ．（１９９５），ＳＣＩＥＮＣＥ　２６７：１２７５－７
６）。イムノリポソームは、リポソームの中に、細胞関連抗原に対する抗体を含み、特定
の細胞タイプに対しメガヌクレアーゼのＤＮＡ配列、またはメガヌクレアーゼそのものを
輸送することが可能である（例えば、ＬＡＳＩＣ　ＥＴ　ＡＬ．（１９９５），　ＳＣＩ
ＥＮＣＥ　２６７：１２７５－７６；ＹＯＵＮＧ　ＥＴ　ＡＬ．（２００５），Ｊ．ＣＡ
ＬＩＦ．ＤＥＮＴ．ＡＳＳＯＣ．３３（１２）：９６７－７１；ＰＦＥＩＦＦＥＲ　ＥＴ
　ＡＬ．（２００６），Ｊ．ＶＡＳＣ．ＳＵＲＧ．４３（５）：１０２１－７を参照）。
リポソーム処方の生産および使用のための方法は、従来技術で周知である（例えば、米国
特許第６，３１６，０２４号、米国特許第６，３７９，６９９号、米国特許第６，３８７
，３９７号、米国特許第６，５１１，６７６号、および米国特許第６，５９３，３０８号
、およびそれらの中に引用される参考文献を参照）。ある実施態様では、リポソームは、
興味の配列の外、組み換えメガヌクレアーゼタンパク、または組み換えメガヌクレアーゼ
遺伝子配列を輸送するために使用される。
【０１７２】
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７．　病原体感染の治療法
　本発明の局面はさらに、病原体による感染の治療法を提供する。病原性生物体としては
、ウィルス、例えば、ただしこれらに限定されるものではないが、単純ヘルペスウィルス
１、単純ヘルペスウィルス２、ヒト免疫不全ウィルス１、ヒト免疫不全ウィルス２、痘瘡
ウィルス、ポリオウィルス、エプスタインバーウィルスもしくはヒトパピローマウィルス
など、及び細菌生物体、例えば、これらに限定されるものではないが、ＢＡＣＩＬＬＵＳ
　ＡＮＴＨＲＡＣＩＳ、ＨＡＥＭＯＰＨＩＬＵＳ種、ＰＮＥＵＭＯＣＯＣＣＵＳ種、ＳＴ
ＡＰＨＹＬＯＣＯＣＣＵＳ　ＡＵＲＥＵＳ、ＳＴＲＥＰＴＯＣＯＣＣＵＳ種、メシシリン
耐性ＳＴＡＰＨＹＬＯＣＯＣＣＵＳ　ＡＵＲＥＵＳ及びＭＹＣＯＰＬＡＳＭＡ　ＴＵＢＥ
ＲＣＵＬＯＳＩＳなどが挙げられる。病原生物体としてはさらに、真菌生物体、例えば、
ただしこれらに限定されるものではないが、ＣＡＮＤＩＤＡ、ＢＬＡＳＴＯＭＹＣＥＳ、
ＣＲＹＰＴＯＣＯＣＣＵＳ、およびＨＩＳＴＯＰＬＡＳＭＡ種などが挙げられる。
【０１７３】
　ある実施態様では、合理設計メガヌクレアーゼは、病原体ゲノム内の認識配列、例えば
、該病原体の増殖、生殖又は毒性にとって必須である、遺伝子または調整要素を標的とす
ることが可能である。ある実施態様では、認識配列は、細菌プラミド内にあってもよい。
病原体ゲノムの認識配列のメガヌクレアーゼ介在性切断は、非相同的末端接合を刺激する
ことによって、挿入、欠失又はフレームシフトの形で、標的必須遺伝子内の突然変異を刺
激することが可能である。それとは別に、細菌プラスミドの切断は、その上にコードされ
る任意の遺伝子、例えば、トキシン遺伝子（例えば、Ｂ．ＡＮＴＨＲＡＣＩＳ致死因子遺
伝子）又は抗生物質耐性遺伝子などと共にプラスミドの消失を招く可能性がある。前述の
ように、メガヌクレアーゼは、従来技術で一般的な技術を用いて、タンパク質又は核酸の
形で、感染患者、動物又は植物に輸送してよい。ある実施態様では、メガヌクレアーゼ遺
伝子は、病原体細菌類に輸送するために、バクテリオファージゲノムの中に組み込んでも
よい。
【０１７４】
　本発明の局面はさらに、ある形の癌の治療のための治療薬を提供する。ヒトのウィルス
は、多くの場合、腫瘍形成と関連するので（例えば、エプスタインバーウィルスと鼻咽頭
癌；ヒトパピローマウィルスと子宮頚部癌）、これらのウィルス性病原体の不活性化は、
癌の発達または進行を阻止することがある。それとは別に、合理設計メガヌクレアーゼに
よる、これらの腫瘍関連ウィルスのゲノムを標的とする、二本鎖切断点を用いて、ＤＮＡ
損傷反応経路を介してアポトーシスを誘発してもよい。このようにして、ウィルスゲノム
を抱える腫瘍細胞において選択的にアポトーシスを誘発することが可能となる場合がある
。
【０１７５】
８．　遺伝子型分析法および病原体の特定
　本発明の局面はさらに、インビトロ分子生物学研究および開発のためのツールを提供す
る。核酸、例えば、プラスミド、ＰＣＲ産物、ＢＡＣ配列、ＹＡＣ配列、ウィルス及び真
核および前核生物体由来のゲノム配列などの核酸の単離、クローニング及び操作のために
、部位特異的エンドヌクレアーゼ（例えば、制限酵素）を用いることは、従来技術で普通
のことである（例えば、ＡＵＳＵＢＥＬ　ＥＴ　ＡＬ．，「分子生物学における最近のプ
ロトコール（“ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩ
ＯＬＯＧＹ，”）」、ＷＩＬＥＹ　１９９９を参照されたい）。したがって、ある実施態
様では、インビトロにおける核酸の操作に合理設計メガヌクレアーゼを使用してもよい。
例えば、同じＤＮＡ分子の中に一対の認識配列を認識する、合理設計メガヌクレアーゼは
、その後の操作、例えば、細菌プラスミド、ＢＡＣ又はＹＡＣへのコンタクトなどのため
の介在ＤＮＡセグメントを単離するのに使用することが可能である。
【０１７６】
　別の局面では、本発明は、病原遺伝子及び生物体特定用のツールを提供する。一実施態
様では、合理設計メガヌクレアーゼは、健康な対立遺伝子から病的対立遺伝子を区別する
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ために、病気と相関する多型遺伝子領域において対応する認識部位を切断するために使用
することが可能である（例えば、ヒトのＣＦＴＲ遺伝子のΔＦ－５０８対立遺伝子を認識
する合理設計メガヌクレアーゼ、実施例４を参照）。この実施態様では、ヒトの患者、又
は他の生物体から単離されたＤＮＡ配列が、合理設計メガヌクレアーゼによって、場合に
よっては、追加の部位特異的ヌクレアーゼと組み合わせて消化され、得られたＤＮＡ断片
のパターンが、ゲル電気泳動、毛細管電気泳動、質量分析又はその他の従来技術で既知の
方法によって分析される。この断片化パターン及び具体的には合理設計メガヌクレアーゼ
による切断の有無は、ゲノム中に認識配列が存在するか否かを明らかにすることによって
該生物体の遺伝子型を示す。別の実施態様では、合理設計メガヌクレアーゼは、病原性ウ
ィルス、真菌、または細菌のゲノムにおける多型領域を標的とし、該生物体を特定するの
に使用される。この実施態様では、合理設計メガヌクレアーゼは、病原体に固有の認識配
列を切断するが（例えば、細菌における１６Ｓおよび２３ＳＲＲＮＡ遺伝子の間のスペー
サー領域；例えば、ＶＡＮ　ＤＥＲ　ＧＩＥＳＳＥＮ　ＥＴ　ＡＬ．（１９９４），ＭＩ
ＣＲＯＢＩＯＬＯＧＹ　１４０：１１０３－１１０８を参照）、これを用いて、ゲノムの
エンドヌクレアーゼ消化及びそれに続く、電気泳動、質量分析、または、従来技術で既知
の、その他の方法による断片化パターンの分析に基づいて、他の、近縁生物体と区別する
ことが可能である。
【０１７７】
９．　特注ＤＮＡ－結合ドメインの生産法
　他の側面で、本発明は、エンドヌクレアーゼ切断活性を除去した合理設計ＤＮＡ－結合
タンパク質を提供する。合理設計メガヌクレアーゼの触媒活性の除去は、触媒に与るアミ
ノ酸を突然変異させることによって実行することが可能である（例えば、Ｉ－ＣＲＥＩに
おけるＱ４７のＥへの突然変異、ＣＨＥＶＡＬＩＥＲ　ＥＴ　ＡＬ．（２００１），ＢＩ
ＯＣＨＥＭＩＳＴＲＹ，４３：１４０１５－１４０２６を参照）；Ｉ－ＳＣＥＩにおける
Ｄ４４またｈＤ１４５のＮへの突然変異；Ｉ－ＣＲＥＩにおけるＥ６６のＱへの突然変異
；Ｉ－ＭＳＯＩにおけるＤ２２のＮへの突然変異）。次に、この不活性化メガヌクレアー
ゼを別のタンパク質、例えば、ただしこれらに限定されるものではないが、転写アクチベ
ーター（例えば、ＧＡＬ４トランスアクチベーションドメイン、またはＶＰ１６トランス
アクチベーションドメイン）、転写リプレッサー（例えば、ＫＲＵＰＰＥＬタンパクのＫ
ＲＡＢドメイン）、ＤＮＡメチラーゼドメイン（例えば、Ｍ．ＣＶＩＰＩ、またはＭ．Ｓ
ＳＳＩ）、またはヒストンアセチルトランスフェラーゼ・ドメイン（例えば、ＨＤＡＣ１
、またはＨＤＡＣ２）などのエフェクタードメインに融合させることが可能である。もっ
とも著明なのとして加工されたジンクフィンガードメインがある、加工されたＤＮＡ結合
ドメイン及び、エフェクタードメインから成るキメラタンパクは、従来技術で既知である
（例えば、ＰＡＰＷＯＲＴＨ　ＥＴ　ＡＬ．（２００６），ＧＥＮＥ　３６６：２７－３
８参照）。
【０１７８】
　本発明は、下記の実施例によってさらに具体的に説明される。ただし、これらの実施例
を限定的なものと考えてはならない。当業者であれば、たかだか通例の実験操作を用いる
だけで、本出願に記載される特定物質および手順に対し数多くの等価物を認識し、確認す
ることが可能であろう。そのような等価物は、下記の実施例に先行する特許請求項の範囲
に含まれることが意図される。下記の実施例１－４は、Ｉ－ＣＲＥＩに基づく合理設計メ
ガヌクレアーゼを特異的に言及するが、その外、Ｉ－ＳＣＥＩ、Ｉ－ＭＳＯＩ、Ｉ－ＣＥ
ＵＩに基づく合理設計メガヌクレアーゼ及びその他のＬＡＧＬＩＤＡＤＧメガヌクレアー
ゼも、本出願に記載するように、同様に生産し、使用することが可能である。
【実施例１】
【０１７９】
ＨＩＶ－１ ＴＡＴ遺伝子を認識するメガヌクレアーゼの合理設計
１．　メガヌクレアーゼの設計
　一対のメガヌクレアーゼが、ＨＩＶ－１　ＴＡＴ遺伝子に認められるＤＮＡ部位５’－
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ＧＡＡＧＡＧＣＴＣＡＴＣＡＧＡＡＣＡＧＴＣＡ－３’（配列番号１５）を認識し、切断
するように設計された。表５に従って、二つのメガヌクレアーゼ、ＴＡＴ１及びＴＡＴ２
が、下記の塩基接触部（非ＷＴ接触部は太字で表す）を用い、それぞれ、半分部位５’－
ＧＡＡＧＡＧＣＴＣ－３’（配列番号１６）、および５’－ＴＧＡＣＴＧＴＴＣ－３’（
配列番号１７）に結合するように設計された。
【０１８０】
ＴＡＴ１：
【表１４】

【０１８１】
ＴＡＴ２：
【表１５】

【０１８２】
　二つの酵素はクローンされ、大腸菌において発現され、下記に記載するように、対応す
るＤＮＡ認識配列に対する酵素活性について定量された。いずれの場合も、合理設計メガ
ヌクレアーゼは、不活性であることが認められた。次に、ＤＮＡバックボーンとの接触を
向上させるためＥ８０をＱに突然変異させた、それぞれの第２世代を生産した。この第２
世代ＴＡＴ２酵素は、その意図される認識配列に対し活性を持つことが認められたが、一
方、ＴＡＴ１酵素は不活性のままであった。野生型Ｉ－ＣＲＥＩとの共晶構造の肉眼検査
から、ＴＡＴ１は、Ｒ４０とＫ２８の間の立体障害のために不活性であることが示唆され
た。この衝突を緩和するため、Ｋ２８をより小さい側鎖を持つアミノ酸（Ａ、Ｓ、Ｔ又は
Ｃ）に突然変異させ、一方、Ｑ８０突然変異はそのまま維持させた、ＴＡＴ１変種を生産
した。これらの酵素をＥ．ＣＯＬＩにおいて生産し、定量したところ、Ｓ２８及びＴ２８
を有するＴＡＴ１変種は、共に、所望の認識配列に対して活性を持つが、一方、位置－７
において所望の塩基指向性を維持することが認められた。
【０１８３】
２．　組み換えメガヌクレアーゼの構築
　再設計Ｉ－ＣＲＥＩ酵素のための突然変異を、重複ＰＣＲ戦略において突然変異誘発性
プライマーを用いて導入した。一次ＰＣＲで生成されたＩ－ＣＲＥＩの組み換えＤＮＡ断
片を、二次ＰＣＲにおいて接合し、全長の組み換え核酸を生産した。組み換えＩ－ＣＲＥ
Ｉ構築体は全て、精製用遺伝子の３‘末端に、６個のヒスチジンタグを融合させたＰＥＴ
２１Ａベクター（ＮＯＶＡＧＥＮ　ＣＯＲＰ．，ＳＡＮ　ＤＩＥＧＯ、カリフォルニア州
）にクローンした。核酸配列は全て、サンガーのジデオキシヌクレオチド配列決定法（Ｓ
ＡＮＧＥＲ　ＥＴ　ＡＬ．（１９７７），ＰＲＯＣ．ＮＡＴＬ．ＡＣＡＤ．ＳＣＩ．ＵＳ
Ａ．７４（１２）：５４６３－７を参照）を用いて確認した。
【０１８４】
　野生型Ｉ－ＣＲＥＩ及び全ての加工メガヌクレアーゼは、下記の方法を用いて発現し、
精製した。ＰＥＴ２１Ａベクターにクローンした構築体は、化学的にコンピテントとした
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ＢＬ２１（ＤＥ３）ＰＬＹＳＳにおいて形質転換され、２００μＧ／ＭＬのカルバニシリ
ンを含む、２　Ｘ　ＹＴプレートに撒いた。一晩育成の後、形質転換細菌コロニーを、プ
レートから掻き落とし、それを用いて５０　ＭＬ　の２ＸＹＴブロスに接種した。細胞を
、波長６００ＮＭにおいて光学的濁度が０．９に達するまで、振とうしながら３７℃で育
成した。次に、育成温度を３７℃から２２℃に下げた。タンパク質の発現は、１ＭＭ　Ｉ
ＰＴＧを添加することによって誘発し、細胞は、振とうしながら２時間半インキュベート
した。次に、１０分間６０００　Ｘ　Ｇの遠心によって細胞をペレットとした。ペレット
を、１ＭＬの結合バッファー（２０ＭＭ　ＴＲＩＳ－ＨＣＬ，ＰＨ８．０，５００ＭＭ　
ＮＡＣＬ，１０ＭＭイミダゾール）において渦巻き攪拌によって再縣濁させた。次に、細
胞を、５０％電力における１２パルスの超音波処理によって破壊し、細胞砕片を、１５分
間１４，０００　Ｘ　Ｇの遠心によってペレットとした。細胞上清を、４ＭＬの結合バッ
ファーで希釈し、２００μＬのニッケル充填金属キレート性セファローズカラム（ＰＨＡ
ＲＭＡＣＩＡ）に負荷した。
【０１８５】
　次いで、カラムを、４ＭＬの洗浄バッファー（２０ＭＭ　ＴＲＩＳ　ＨＣＬ，ＰＨ８．
０，５００ＭＭ　ＮＡＣＬ，６０ＭＭイミダゾール）及び０．２ＭＬの溶出バッファー（
２０ＭＭ　ＴＲＩＳ－ＨＣＬ，ＰＨ８．０，５００ＭＭ　ＮＡＣＬ，４００ＭＭイミダゾ
ール）で洗浄した。メガヌクレアーゼ酵素は、さらに０．６ＭＬの溶出バッファーを添加
することによって溶出し、ＶＩＶＯＳＰＩＮディスポーザブル濃縮器（ＩＳＣ，ＩＮＣ．
，ＫＡＹＳＶＩＬＬＥ，ユタ州）を用いて５０－１３０μＬとなるまで濃縮した。酵素は
、ＺＥＢＡスピン脱塩カラム（ＰＩＥＲＣＥ　ＢＩＯＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ，ＩＮＣ．，
ＲＯＣＫＦＯＲＤ、イリノイ州）を用い、定量および保存のためにＳＡバッファー（２５
ＭＭ　ＴＲＩＳ－ＨＣＬ，ＰＨ８．０，１００ＭＭ　ＮＡＣＬ，５ＭＭ　ＭＧＣＬ２，５
ＭＭ　ＥＤＴＡ）と交換した。酵素濃度は、２３，５９０Ｍ－１ＣＭ－１の吸光係数を用
い２８０ＮＭにおける吸収によって決めた。次に、酵素の純度および分子量は、ＭＡＬＤ
Ｉ－ＴＯＦ質量分析によって確認した。
【０１８６】
　ヘテロダイマー酵素は、二つのタンパクを独立に精製し、それらをインビトロで混合す
ることによって又は大腸菌における二つのタンパクの縦列発現用人工オペロンを構築する
ことによって生産した。前者の場合、精製メガヌクレアーゼを、溶液中で１：１で混合し
、ＤＮＡ基質の添加２０分前に４２℃で予備インキュベーションした。後者の場合、二つ
の遺伝子を、ＮＤＥＩ／ＥＣＯＲＩ及びＥＣＯＲＩ／ＨＩＮＤＩＩＩを用いて順次ＰＥＴ
－２１Ａ発現ベクターにクローンした。１２塩基対の核酸スペーサー及びＰＥＴ２１ベク
ター由来のシャイン－デルガルノ配列が、人工オペロン中の第１及び第２遺伝子を隔てた
。
【０１８７】
３．　切断アッセイ
　前述のように精製した酵素は全て、メガヌクレアーゼの認識配列を含む、直線状の２本
鎖ＤＮＡ基質とインキュベーションすることによって活性について定量した。認識配列の
センス及びアンチセンスの両鎖に対応する合成オリゴヌクレオチドをアニールし、平滑末
端コンタクトによって、ＰＵＣ１９プラスミドのＳＭＡＩ部位にクローンした。このクロ
ーンされた結合部位の配列は、サンガーのジデオキシヌクレオチド配列決定法によって確
認した。プラスミド基質は、全て、メガヌクレアーゼ消化と同時に、ＸＭＮＩ、ＳＣＡＩ
、またはＢＰＭＩによって直線化された。この酵素消化物は、５μＬの０．０５μＭ　Ｄ
ＮＡ基質、２．５μＬの５μＭ組み換えＩ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼ、９．５μＬのＳ
Ａバッファー及び０．５μＬのＸＭＮＩ、ＳＣＡＩ又はＢＰＭＩを含んでいた。消化物は
、３７℃で又はあるメガヌクレアーゼ酵素用として４２℃で、４時間インキュベートした
。消化は、０．３ＭＧ／ＭＬのプロテイナーゼＫ及び０．５％ＳＤＳを加えることによっ
て停止させ、３７℃で１時間インキュベートした。消化物を、１．５％アガロースにおい
て分析し、臭化エチジウム染色によって視像化した。
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【０１８８】
　メガヌクレアーゼ半分部位の指向性を評価するために、合理設計メガヌクレアーゼを、
意図する半分部位の完全パリンドロームに対応する、一組のＤＮＡ基質のほか、この半分
部位における２７通りの可能な単一塩基対置換の内の一つとインキュベートした。
【０１８９】
４．　認識配列－特異性
　精製組み換えＴＡＴ１およびＴＡＴ２メガヌクレアーゼは、野生型メガヌクレアーゼ配
列とは異なるＤＮＡを認識した（図２（Ｂ））。野生型Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼは
、ＷＴ認識配列を切断するが、ＴＡＴ１のために意図された配列、ＴＡＴ２のために意図
された配列のいずれも切断しない。同様に、ＴＡＴ１及びＴＡＴ２は、その意図された認
識配列は切断するが、野生型配列は切断しない。次に、これらのメガヌクレアーゼを、半
分部位指向性および全体特異性について評価した（図３）。野生型Ｉ－ＣＲＥＩは、その
天然の半分部位における単一塩基対置換についてきわめて耐性が高いことが認められた。
一方、ＴＡＴ１及びＴＡＴ２は、きわめて特異的で、ＴＡＴ１の場合は、位置－１、－２
、－３、－６及び－８において、ＴＡＴ２の場合は、位置－１、－２及び－６における塩
基置換に対して完全に耐性を持たなかった。
【実施例２】
【０１９０】
変更ＤＮＡ－結合親和度を持つメガヌクレアーゼの合理的設計
１．　親和度を上昇および活性を上昇させたメガヌクレアーゼ
　メガヌクレアーゼＣＣＲ１およびＢＲＰ２を、それぞれ、半分部位５’－ＡＡＣＣＣＴ
ＣＴＣ－３’（配列番号１８）および５’－ＣＴＣＣＧＧＧＴＣ－３’（配列番号１９）
を切断するように設計した。これらの酵素を、実施例１の場合と同様、表１に従って生産
した。
【０１９１】
ＣＣＲ１：
【表１６】

【０１９２】
ＢＲＰ２：

【表１７】

【０１９３】
　両酵素を大腸菌において発現させ、精製し、実施例１と同様にして定量した。両第１世
代酵素は、天然の認識配列を持つ野生型Ｉ－ＣＲＥＩの速度よりも相当に低い速度で、そ
の意図された認識配列を切断することが認められた。活性におけるこの低下を緩和するた
めに、ＣＣＲ１およびＢＲＰ２のＤＮＡ－結合親和度を、両酵素においてＥ８０をＱに突
然変異させることによって上昇させた。これらの、ＣＣＲ１及びＢＲＰ２の第２世代バー
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ジョンは、触媒速度をはっきりと上昇させて、その意図された認識配列を切断することが
認められた。
【０１９４】
２．　ＤＮＡ－結合親和度を低下させ、活性を低下させたが、特異性を上昇させたメガヌ
クレアーゼ
　野生型Ｉ－ＣＲＥＩは、その半分部位に対する置換に対して高い耐性を持つことが認め
られている（図３（Ａ））。この酵素の特異性をさらに高めるための試みとして、通常、
ＤＮＡバックボーンのリン酸塩と塩橋を造る、酵素の位置１１６のリシンを、アスパラギ
ン酸に突然変異させてＤＮＡ－結合親和度を下げた。この合理設計酵素の、野生型認識配
列に対する切断は、はっきりと低下していたが、この組み換え酵素の特異性は、野生型よ
りも相当に高かった。Ｋ１１６Ｄ変種の半分部位の指向性を、実施例１と同様に評価した
ところ、この酵素は、位置－１、－２及び－３における天然半分部位からの逸脱に対して
は全く耐性を持たないことが認められ、半分部位の残りの６位置では、少なくとも部分的
な塩基指向性を示した（図３（Ｂ））。
【実施例３】
【０１９５】
合理設計メガヌクレアーゼ・ヘテロダイマー
１．　溶液の中で形成されたメガヌクレアーゼ・ヘテロダイマーによる非パリンドローム
ＤＮＡ部位の切断
　二つのメガヌクレアーゼＬＡＭ１及びＬＡＭ２が、それぞれ、半分部位５’－ＴＧＣＧ
ＧＴＧＴＣ－３’（配列番号２０）及び５’－ＣＡＧＧＣＴＧＴＣ－３’（配列番号２１
）を切断するように設計された。これら二つの酵素から成るヘテロダイマーは、バクテリ
オファージλ Ｐ０５遺伝子に見られるＤＮＡ配列５’－ＴＧＣＧＧＴＧＴＣＣＧＧＣＧ
ＡＣＡＧＣＣＴＧ－３’（配列番号２２）を認識することが予想された。
【０１９６】
ＬＡＭ１：
【表１８】

【０１９７】
ＬＡＭ２：

【表１９】

【０１９８】
　ＬＡＭ１及びＬＡＭ２は、実施例１に記載されるように、クローンし、大腸菌において
発現し、個別に精製した。次に、二つの酵素を１:１で混合し、４２℃で２０分インキュ
ベートし、二つの酵素が、サブユニットを交換し、再度平衡に達するのを可能とした。Ｌ
ＡＭ１ホモダイマー、ＬＡＭ２ホモダイマー及びＬＡＭ１／ＬＡＭ２ヘテロダイマーの混
合物と予想される、得られた酵素液を、ＬＡＭ１半分部位の完全パリンドローム、ＬＡＭ
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２半分部位の完全パリンドローム及びバクテリオファージλゲノムに認められる非パリン
ドロームハイブリッド部位に対応する、３種の異なる認識配列と共にインキュベートした
。精製ＬＡＭ１酵素単独は、ＬＡＭ１パリンドローム部位を切断するが、ＬＡＭ２パリン
ドローム部位も、ＬＡＭ１／ＬＡＭ２ハイブリッド部位も切断しない。同様に、精製ＬＡ
Ｍ２酵素単独は、ＬＡＭ２パリンドローム部位を切断するが、ＬＡＭ１部位も、ＬＡＭ１
／ＬＡＭ２ハイブリッド部位も切断しない。しかしながら、ＬＡＭ１及びＬＡＭ２の１：
１混合物は、３種全てのＤＮＡ部位を切断する。ＬＡＭ１／ＬＡＭ２ハイブリッド部位の
切断は、二つの、異なる、再設計メガヌクレアーゼが溶液の中で混合されて、非パリンド
ローム的ＤＮＡ部位を切断することが可能なヘテロダイマー酵素を形成することが可能で
あることを示す。
【０１９９】
２．共時発現によって形成されるメガヌクレアーゼ・ヘテロダイマーによる非パリンドロ
ームＤＮＡ部位の切断
　前述のＬＡＭ１及びＬＡＭ２酵素をコードする遺伝子は、実施例１において記載したよ
うに、大腸菌における同時発現のためにオペロンの中に配置された。この共時発現酵素は
、実施例１と同様に精製され、かつ、酵素混合物は、前述の、三つの可能性のある認識配
列とインキュベートされた。この共時発現酵素は、ＬＡＭ１／ＬＡＭ２ハイブリッド部位
を含む三つ全ての部位を切断することが認められたが、これは、二つの、異なる合理設計
メガヌクレアーゼが共時発現されて、非パリンドロームＤＮＡ部位を切断することが可能
なヘテロダイマー酵素を形成することを示す。
【０２００】
３．タンパク－タンパクインターフェイスを修飾されたメガヌクレアーゼ・ヘテロダイマ
ーによる、非パリンドロームＤＮＡ部位の優先的切断
　非パリンドロームＤＮＡ部位の切断を必要とする応用のために、異なる（パリンドロー
ム的）ＤＮＡ部位を認識し、切断するホモダイマーの形成を最小に留めながら、酵素ヘテ
ロダイマーの形成を増進することが望ましい。このために、位置７、５７及び９６におけ
るリシンがグルタミン酸に変更されたＬＡＭ１酵素の変種が生産された。次に、この酵素
を、位置８及び６１のグルタミン酸をリシンに変えたＬＡＭ２の変種と、前述と同様に共
時発現し、精製した。この場合、ＬＡＭ１ホモダイマーの形成は、一方のモノマーにおけ
るＥ７、Ｅ５７及びＥ９６と、他方のモノマーにおけるＥ８及びＥ６１の間における静電
気的反発によって低下すると予想された。同様に、ＬＡＭ２ホモダイマーの形成は、一方
のモノマーにおけるＫ７、Ｋ５７及びＫ９６と、他方のモノマーにおけるＫ８及びＫ６１
の間における静電気的反発によって低下すると予想された。逆に、ＬＡＭ１／ＬＡＭ２ヘ
テロダイマーは、ＬＡＭ１におけるＥ７、Ｅ５７、およびＥ９６、およびＬＡＭにおける
Ｋ８及びＫ６１の間の静電気的牽引によって好まれることが予想された。インターフェイ
スが修飾されたこの二つのメガヌクレアーゼが、前述のように、共時発現され、定量され
ると、ＬＡＭ１／ＬＡＭ２ハイブリッド部位が、二つのパリンドローム部位に対し優先的
に切断されることが認められた。これは、メガヌクレアーゼのタンパク－タンパクインタ
ーフェイスにおける置換が、ヘテロダイマーの優先的形成の駆動が可能であることを示す
。
【実施例４】
【０２０１】
生理的ＤＮＡ配列を切断する、追加のメガヌクレアーゼ・ヘテロダイマー
１．遺伝子治療に関連するＤＮＡ配列を切断するメガヌクレアーゼ・ヘテロダイマー
　軟骨無形成症を引き起こす突然変異である、ヒトのＦＧＲ３遺伝子における配列５’－
ＣＴＧＧＧＡＧＴＣＴＣＡＧＧＡＣＡＧＣＣＴＧ－３’（配列番号２３）を切断する、合
理設計メガヌクレアーゼ・ヘテロダイマー（ＡＣＨ１／ＡＣＨ２）を生産することが可能
である。例えば、前述したように、Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼに基づいて、下記の接
触残基および認識配列半分部位を持つメガヌクレアーゼが設計された。
【０２０２】
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ＡＣＨ１：
【表２０】

【０２０３】
ＡＣＨ２：
【表２１】

【０２０４】
　ヒトの成長ホルモン遺伝子のプロモーターにおいて配列５’－ＣＣＡＧＧＴＧＴＣＴＣ
ＴＧＧＡＣＴＣＣＴＣＣ－３’（配列番号２４）を切断する合理設計メガヌクレアーゼ・
ヘテロダイマー（ＨＧＨ１／ＨＧＨ２）を生産することが可能である。例えば、前述した
ように、Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼに基づいて、下記の接触残基および認識配列半分
部位を持つメガヌクレアーゼが設計された。
【０２０５】
ＨＧＨ１：
【表２２】

【０２０６】
ＨＧＨ２：

【表２３】

【０２０７】
　ヒトのＣＦＴＲ遺伝子のΔＦ５０８対立遺伝子における５’－ＧＡＡＡＡＴＡＴＣＡＴ
ＴＧＧＴＧＴＴＴＣＣＴ－３’（配列番号２５）を切断する合理設計メガヌクレアーゼ・
ヘテロダイマー（ＣＦ１／ＣＦ２）を生産することが可能である。例えば、前述したよう
に、Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼに基づいて、下記の接触残基および認識配列半分部位
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を持つメガヌクレアーゼが設計された。
【０２０８】
ＣＦ１：
【表２４】

【０２０９】
ＣＦ２：
【表２５】

【０２１０】
　ヒトのＣＣＲ５遺伝子（ＨＩＶコレセプター）の配列５’－ＡＡＣＣＣＴＣＴＣＣＡＧ
ＴＧＡＧＡＴＧＣＣＴ－３’（配列番号２６）を切断する合理設計メガヌクレアーゼ・ヘ
テロダイマー（ＣＣＲ１／ＣＣＲ２）を生産することが可能である。例えば、前述したよ
うに、Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼに基づいて、下記の接触残基および認識配列半分部
位を持つメガヌクレアーゼが設計された。
【０２１１】
ＣＣＲ１：

【表２６】

【０２１２】
ＣＣＲ２：

【表２７】

【０２１３】
　ヒトのＤＭキナーゼ遺伝子の３´非翻訳領域における５’－ＧＡＣＣＴＣＧＴＣＣＴＣ
ＣＧＡＣＴＣＧＣＴＧ－３’（配列番号２７）を切断する合理設計メガヌクレアーゼ・ヘ
テロダイマー（ＭＹＤ１／ＭＹＤ２）を生産することが可能である。例えば、前述したよ
うに、Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼに基づいて、下記の接触残基および認識配列半分部
位を持つメガヌクレアーゼが設計された。
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【０２１４】
ＭＹＤ１：
【表２８】

【０２１５】
ＭＹＤ１：
【表２９】

【０２１６】
２．病原体ゲノムのＤＮＡ配列を切断するメガヌクレアーゼ・ヘテロダイマー
　単純ヘルペスウィルス－１および単純ヘルペスウィルス－２のＵＬ３６遺伝子の配列５
’－ＣＴＣＧＡＴＧＴＣＧＧＡＣＧＡＣＡＣＧＧＣＡ－３’（配列番号２８）を切断する
合理設計メガヌクレアーゼ・ヘテロダイマー（ＨＳＶ１／ＨＳＶ２）を生産することが可
能である。例えば、前述したように、Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼに基づいて、下記の
接触残基および認識配列半分部位を持つメガヌクレアーゼが設計された。
【０２１７】
ＨＳＶ１：
【表３０】

【０２１８】
ＨＳＶ２：

【表３１】

【０２１９】
　ＢＡＣＩＬＬＵＳ ＡＮＴＨＲＡＣＩＳゲノムの配列５’－ＡＣＡＡＧＴＧＴＣＴＡＴ
ＧＧＡＣＡＧＴＴＴＡ－３’（配列番号２９）を切断する合理設計メガヌクレアーゼ・ヘ
テロダイマー（ＡＮＴ１／ＡＮＴ２）を生産することが可能である。例えば、前述したよ
うに、Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼに基づいて、下記の接触残基および認識配列半分部
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位を持つメガヌクレアーゼが設計された。
【０２２０】
ＡＮＴ１：
【表３２】

【０２２１】
ＡＮＴ２：
【表３３】

【０２２２】
　痘瘡（天然痘）ウィルスＧＰ００９遺伝子の配列５’－ＡＡＡＡＣＴＧＴＣＡＡＡＴＧ
ＡＣＡＴＣＧＣＡ－３’（配列番号３０）を切断する合理設計メガヌクレアーゼ・ヘテロ
ダイマー（ＰＯＸ１／ＰＯＸ２）を生産することが可能である。例えば、前述したように
、Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼに基づいて、下記の接触残基および認識配列半分部位を
持つメガヌクレアーゼが設計された。
【０２２３】
ＰＯＸ１：
【表３４】

【０２２４】
ＰＯＸ２：
【表３５】

【０２２５】
　エプスタインバーウィルスＢＡＬＦ２遺伝子の配列５’－ＣＧＧＧＧＴＣＴＣＧＴＧＣ
ＧＡＧＧＣＣＴＣＣ－３’（配列番号３１）を切断する合理設計メガヌクレアーゼ・ヘテ
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ロダイマー（ＥＢＢ１／ＥＢＢ２）を生産することが可能である。例えば、前述したよう
に、Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼに基づいて、下記の接触残基および認識配列半分部位
を持つメガヌクレアーゼが設計された。
【０２２６】
ＥＢＢ１：
【表３６】

【０２２７】
ＥＢＢ１：

【表３７】

【０２２８】
３．植物ゲノムにおけるＤＮＡ配列を切断するメガヌクレアーゼ・ヘテロダイマー
　ＡＲＡＢＩＤＯＰＳＩＳＴＨＡＬＩＡＮＮＡ ＧＬ２遺伝子の配列５’－ＣＡＣＴＡＡ
ＣＴＣＧＴＡＴＧＡＧＴＣＧＧＴＧ－３’（配列番号３２）を切断する合理設計メガヌク
レアーゼ・ヘテロダイマー（ＧＬＡ１／ＧＬＡ２）を生産することが可能である。例えば
、前述したように、Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼに基づいて、下記の接触残基および認
識配列半分部位を持つメガヌクレアーゼが設計された。
【０２２９】
ＧＬＡ１：
【表３８】

【０２３０】
ＧＬＡ２：
【表３９】



(70) JP 2012-196214 A 2012.10.18

10

20

30

40

【０２３１】
　ＡＲＡＢＩＤＯＰＳＩＳ　ＴＨＡＬＩＡＮＮＡ　ＢＰ１遺伝子の配列５’－ＴＧＣＣＴ
ＣＣＴＣＴＡＧＡＧＡＣＣＣＧＧＡＧ－３’（配列番号３３）を切断する合理設計メガヌ
クレアーゼ・ヘテロダイマー（ＢＲＰ１／ＢＲＰ２）を生産することが可能である。例え
ば、前述したように、Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼに基づいて、下記の接触残基および
認識配列半分部位を持つメガヌクレアーゼが設計された。
【０２３２】
ＢＲＰ１：
【表４０】

【０２３３】
ＢＲＰ２：
【表４１】

【０２３４】
　ＮＩＣＯＴＩＡＮＡ ＴＡＢＡＣＵＭマグネシウムケラターゼ遺伝子の配列５’－ＴＡ
ＡＡＡＴＣＴＣＴＡＡＧＧＴＣＴＧＴＧＣＡ－３’（配列番号３４）を切断する合理設計
メガヌクレアーゼ・ヘテロダイマー（ＭＧＣ１／ＭＧＣ２）を生産することが可能である
。例えば、前述したように、Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼに基づいて、下記の接触残基
および認識配列半分部位を持つメガヌクレアーゼが設計された。
【０２３５】
ＭＧＣ１：
【表４２】

【０２３６】
ＭＧＣ２：
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【表４３】

【０２３７】
　ＮＩＣＯＴＩＡＮＡ ＴＡＢＡＣＵＭ　ＣＹＰ８２Ｅ４遺伝子の配列５’－ＣＡＡＧＡ
ＡＴＴＣＡＡＧＣＧＡＧＣＡＴＴＡＡ－３’（配列番号３５）を切断する合理設計メガヌ
クレアーゼ・ヘテロダイマー（ＣＹＰ／ＨＧＨ２）を生産することが可能である。例えば
、前述したように、Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼに基づいて、下記の接触残基および認
識配列半分部位を持つメガヌクレアーゼが設計された。
【０２３８】
ＣＹＰ：
【表４４】

【０２３９】
ＨＧＨ２：
【表４５】

【０２４０】
４．酵母ゲノムにおけるＤＮＡ配列を切断するメガヌクレアーゼ・ヘテロダイマー
　ＳＡＣＣＨＡＲＯＭＹＣＥＳ　ＣＥＲＥＶＩＳＩＡＥ　ＵＲＡ３遺伝子の配列５’－Ｔ
ＴＡＧＡＴＧＡＣＡＡＧＧＧＡＧＡＣＧＣＡＴ－３’（配列番号３６）を切断する合理設
計メガヌクレアーゼ・ヘテロダイマー（ＵＲＡ１／ＵＲＡ２）を生産することが可能であ
る。例えば、前述したように、Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼに基づいて、下記の接触残
基および認識配列半分部位を持つメガヌクレアーゼが設計された。
【０２４１】
ＵＲＡ１：
【表４６】

【０２４２】
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ＵＲＡ２：
【表４７】

【０２４３】
５．認識配列特異性
　本実施例において上に概説した合理設計メガヌクレアーゼを、実施例１と同様にして、
クローンし、大腸菌において発現し、精製した。次いで、各精製メガヌクレアーゼを、そ
のヘテロダイマー形成パートナー（例えば、ＡＣＨ１をＡＣＨ２と、ＨＧＨ１をＨＧＨ２
と、など）と１：１で混合し、各メガヌクレアーゼ・ヘテロダイマーのために意図される
非パリンドロームＤＮＡ認識配列を含む、直線化ＤＮＡ基質とインキュベートした。図３
に示すように、各合理設計メガヌクレアーゼ・ヘテロダイマーは、その意図されたＤＮＡ
部位を切断する。
【図面の簡単な説明】
【０２４４】
【図１】図１（Ａ）は、結晶学データに基づいて、Ｉ－ＣＲＥＩホモダイマー及びその天
然の２本鎖認識配列の相互作用を示す。本模式図は、二つの卵形として示すホモダイマー
によって結合される、図示目的のためだけに巻き戻された状態で示される認識配列（配列
番号２及び配列番号３）を描いたものである。各ＤＮＡ半分部位の塩基には、－１から－
９までの番号がふられ、認識表面を形成する、Ｉ－ＣＲＥＩのアミノ酸残基は、１文字ア
ミノ酸表示および残基位置を示す数字によって表される。実線：ＤＮＡ塩基に対する水素
結合。鎖線：酵素設計では新たな接触点を形成するが、野生型複合体ではＤＮＡと接触し
ないアミノ酸位置。矢印：ＤＮＡバックボーンと相互作用を持ち、切断活性に影響を及ぼ
す残基。また、図１（Ｂ）は、図１（Ａ）の右側の切断半分部位の－４位置におけるＡ－
Ｔ塩基対間の野生型接触を示す。具体的に言うと、残基Ｑ２６が、Ａ塩基と相互作用を持
つところが示される。残基Ｉ７７は、該塩基対に近接するが、特異的相互作用は持たない
。更に、図１（Ｃ）は、残基Ｉ７７が修飾されてＥ７７に変更された、Ｉ－ＣＲＥＩメガ
ヌクレアーゼの、合理設計変種との間の相互作用を示す。この変更の結果、－４位置では
Ｇ－Ｃ塩基対が好まれる。Ｑ２６とＧ塩基との間の相互作用は、図１（Ａ）の左側の切断
半分部位において結晶学的に観察されるように、水分子によって仲介される。更に又、図
１（Ｄ）は、残基Ｑ２６が修飾されてＥ２６に変更され、残基Ｉ７７が修飾されてＲ７７
に変更された、Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼの合理設計変種との間の相互作用を示す。
この変更の結果、－４位置ではＧ－Ｃ塩基対が好まれる。そして更に、図１（Ｅ）は、残
基Ｑ２６が修飾されてＡ２６に変更され、残基Ｉ７７が修飾されてＱ７７に変更された、
Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼの合理設計変種との間の相互作用を示す。この変更の結果
、－４位置ではＴ－Ａ塩基対が好まれる。
【図２】図２（Ａ）は、野生型Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼ（ＷＴ）及び本発明の１１
種の合理設計メガヌクレアーゼ・ヘテロダイマーそれぞれの一認識配列の比較を示す。Ｗ
Ｔ認識配列に対して保存される塩基には陰影を施す。９ＢＰの半分部位は太字で示す。Ｗ
Ｔ：野生型（配列番号４）；ＣＦ：多くの嚢胞性線維症例の原因となる、ヒトＣＦＴＲ遺
伝子のΔＦ５０８対立遺伝子（配列番号２５）；ＭＹＤ：筋緊張性ジストロフィーと関連
するヒトＤＭキナーゼ遺伝子；ＣＣＲ：ヒトＣＣＲ５遺伝子（大型ＨＩＶコレセプター）
（配列番号２６）；ＡＣＨ；軟骨無形成症と相関するヒトのＦＧＦＲ３遺伝子（配列番号
２３）；ＴＡＴ：ＨＩＶ－１ＴＡＴ／ＲＥＶ遺伝子（配列番号１５）；ＨＳＶ：ＨＳＶ－
１　ＵＬ３６遺伝子（配列番号２８）；ＬＡＭ：バクテリオファージλ　Ｐ０５遺伝子（
配列番号２２）；ＰＯＸ：痘瘡（天然痘）ウィルスＧＰ００９遺伝子（配列番号３０）；
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10

ＵＲＡ：ＳＡＣＣＨＡＲＯＭＹＣＥＳ　ＣＥＲＶＩＳＩＡＥ　ＵＲＡ３遺伝子（配列番号
３６）；ＧＬＡ：ＡＲＡＢＩＤＯＰＳＩＳ　ＴＨＡＬＩＡＮＡ　ＧＬ２遺伝子（配列番号
３２）；ＢＲＰ：ＡＲＡＢＩＤＯＰＳＩＳＴＨＡＬＩＡＮＡ　ＢＰ－１遺伝子（配列番号
３３）。図２（Ｂ）は、野生型Ｉ－ＣＲＥＩ（ＷＴ）及び１１種の合理設計メガヌクレア
ーゼ・ヘテロダイマーのそれぞれと、１２種全ての酵素の認識部位を担持するプラスミド
と、３７℃で６時間インキュベートした場合の結果を示す。各ボックスに切断パーセント
が示される。
【図３】図３は、野生型および合理設計Ｉ－ＣＲＥＩホモダイマーの切断パターンを示す
。（Ａ）野生型Ｉ－ＣＲＥＩ。（Ｂ）Ｉ－ＣＲＥＩＫ１１６Ｄ。（Ｃ－Ｌ）本発明の合理
設計メガヌクレアーゼ。酵素は、２７通りの対応する単一塩基対変動を持つ、意図される
切断半分部位のパリンドロームを担持する、一組のプラスミドと共にインキュベートした
。黒色バー：表１に基づいて予想される切断パターン。灰色バー：予想される切断パター
ンから変位するＤＮＡ部位。円は、意図される認識部位における塩基を示す。さらに、２
時間における切断の時間経過も示される。ＣおよびＬにおける白抜き円の時間経過プロッ
トは、Ｅ８０Ｑ突然変異を欠くＣＣＲ１およびＢＲＰ２酵素による切断に対応する。切断
部位は、図２（Ａ）に記載されるヘテロダイマー酵素の、５’（左コラム）、および３’
（右コラム）半分部位に対応する。

【図３】
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【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図１Ｃ】

【図１Ｄ】
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【図１Ｅ】
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【図２Ｂ】
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【図３Ｂ】
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【手続補正書】
【提出日】平成24年6月1日(2012.6.1)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　野生型Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼと比べ、２本鎖ＤＮＡに対する結合親和度が変更
された組み換えメガヌクレアーゼであって、
　配列番号１のＩ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼの残基２－１５３に対して少なくとも８５
％の配列類似性を有するポリペプチドを含み；
　ＤＮＡ結合親和度が、
　（Ａ）Ｈ、Ｎ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｋ又はＲによるＥ８０、Ｄ１３７、Ｉ８１、Ｌ１１２、Ｐ
２９、Ｖ６４又はＹ６６の置換；
　又は、
　（Ｂ）Ｋ又はＲによるＴ４６、Ｔ１４０又はＴ１４３の置換、
　から成る群より選ばれる一つの置換に対応する少なくとも一つの修飾によって上昇する
ことを特徴とする、組み換えメガヌクレアーゼ。
【請求項２】
　野生型Ｉ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼと比べ、２本鎖ＤＮＡに対する結合親和度が変更
された組み換えメガヌクレアーゼであって、
　配列番号１のＩ－ＣＲＥＩメガヌクレアーゼの残基２－１５３に対して少なくとも８５
％の配列類似性を有するポリペプチドを含み；
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　ＤＮＡ結合親和度が、
　（Ａ）Ｈ、Ｎ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｄ又はＥによるＫ３４、Ｋ４８、Ｒ５１、Ｋ８２、Ｋ１１
６、またはＫ１３９の置換；
　又は、
　（Ｂ）Ｄ又はＥによるＩ８１、Ｌ１１２、Ｐ２９、Ｖ６４、Ｙ６６、Ｔ４６、Ｔ１４０
又はＴ１４３の置換から成る群より選ばれる一つの置換に対応する少なくとも一つの修飾
によって低下することを特徴とする、組み換えメガヌクレアーゼ。
【請求項３】
　真核細胞の染色体に挿入される興味の外因性配列を含む遺伝学的に修飾された真核細胞
を生産するための方法であって、
　真核細胞を、
　　（Ｉ）メガヌクレアーゼをコードする第１核酸配列及び、
　　（ＩＩ）前記興味の配列を含む第２核酸配列
　を含む一つ以上の核酸によってトランスフェクトすることを含み、
　前記メガヌクレアーゼが前記染色体の中に切断部位を生産し、かつ、前記興味の配列が
前記切断部位において前記染色体の中に挿入され、
　前記メガヌクレアーゼが請求項１又は２記載の組み換えメガヌクレアーゼであることを
特徴とする方法。
【請求項４】
２７
　前記第２核酸が、前記切断部位に側接する配列に対し相同な配列をさらに含み、前記興
味の配列が、相同組み換えによって前記切断部位において挿入される、請求項３記載の方
法。
【請求項５】
　前記第２核酸が、前記切断部位に対し実質的相同性を欠き、前記興味の配列が、非相同
的末端接合によって前記染色体に挿入される、請求項３記載の方法。
【請求項６】
　真核細胞の染色体に挿入される興味の外因性配列を含む、遺伝学的に修飾された真核細
胞を生産するための方法であって、
　真核細胞にメガヌクレアーゼタンパクを導入すること；
　及び、
　前記興味の配列を含む核酸によって前記真核細胞をトランスフェクトすることを含み、
　前記メガヌクレアーゼが、前記染色体の中に切断部位を生産し、前記興味の配列が、前
記切断部位において前記染色体の中に挿入され；
　かつ、
　前記メガヌクレアーゼが請求項１又は２記載の組み換えメガヌクレアーゼであることを
特徴とする方法。
【請求項７】
　前記核酸が、前記切断部位に側接する配列に対し相同な配列をさらに含み、前記興味の
配列が、相同組み換えによって前記切断部位において挿入される、請求項６記載の方法。
【請求項８】
　前記核酸が、前記切断部位に対し実質的相同性を欠き、前記興味の配列が、非相同的末
端接合によって前記染色体に挿入される、請求項６記載の方法。
【請求項９】
　真核細胞の染色体中の標的配列を破壊することによって遺伝学的に修飾された真核細胞
を生産するための方法であって、
　メガヌクレアーゼをコードする核酸によって真核細胞をトランスフェクトすることを含
み、
　前記メガヌクレアーゼが、前記染色体の中に切断部位を生産し、前記標的配列が、前記
切断部位において非相同的末端接合によって破壊され；



(79) JP 2012-196214 A 2012.10.18

　かつ、
　前記メガヌクレアーゼが、請求項１又は２記載の組み換えメガヌクレアーゼであること
を特徴とする方法。
【請求項１０】
　遺伝学的に修飾された生物体を生産する方法であって、
　請求項３～９のいずれか１項の方法に従って遺伝学的に修飾された真核細胞を生産する
ステップと、
　及び、
　前記遺伝学的に修飾された真核細胞を育成して遺伝学的に修飾された生物体を生産する
ステップと、
　を含む方法。
【請求項１１】
　前記真核細胞が、配偶子、接合子、胚盤胞細胞、胚幹細胞及びプロトプラスト細胞から
成る群より選ばれる、請求項１０記載の方法。
【請求項１２】
　ＤＮＡ－結合親和度を上昇させる組み換えメガヌクレアーゼを合理的に設計する方法で
あって、
　（１）参照メガヌクレアーゼ－ＤＮＡ複合体の三次元構造の少なくとも一部を決定する
こと；
　（２）バックボーン接触面を形成するアミノ酸接触残基を特定すること；
　（３）前記ＤＮＡ－結合親和度を上昇させるアミノ酸置換を、
　　（Ａ）陰性荷電、または疎水性側鎖を持つ接触残基については、非荷電／極性、また
は陽性荷電側鎖を持つ置換を選択すること；
　又は
　　（Ｂ）非荷電／極性側鎖を持つ接触残基については、陽性荷電側鎖を持つ置換を選択
することによって特定すること、
　を含む方法。
【請求項１３】
　ＤＮＡ－結合親和度を低下させる組み換えメガヌクレアーゼを合理的に設計する方法で
あって、
　（１）参照メガヌクレアーゼ－ＤＮＡ複合体の三次元構造の少なくとも一部を決定する
こと；
　（２）バックボーン接触面を形成するアミノ酸接触残基を特定すること；
　（３）前記ＤＮＡ－結合親和度を低下させるアミノ酸置換を、
　　（Ａ）陽性荷電側鎖を持つ接触残基については、非荷電／極性、または陰性荷電側鎖
を持つ置換を選択すること；
　又は
　　（Ｂ）疎水性、または非荷電／極性側鎖を持つ接触残基については、陰性荷電側鎖を
持つ置換を選択することによって特定すること、
　を含む方法。
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