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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】ゲノム工学分野、特に、細胞ゲノムへの標的組込みのための線形ドナーコンスト
ラクトの提供。
【解決手段】５０～７５０塩基対の間のホモロジーアームと対象配列とを含み、ホモロジ
ーアームは前記対象配列に隣接する線形ドナー核酸分子。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　５０～７５０塩基対の間のホモロジーアームと対象配列とを含み、ホモロジーアームは
前記対象配列に隣接する線形ドナー核酸分子。
【請求項２】
　前記ホモロジーアームの長さが５０～１００塩基対の間である、請求項１記載の線形ド
ナー核酸。
【請求項３】
　前記ホモロジーアームの塩基対の１つ以上がホスホロチオエートホスホジエステル結合
で連結されている、請求項１記載の線形ドナー核酸。
【請求項４】
　前記ホスホロチオエートホスホジエステル結合が前記ドナー核酸の５’および３’末端
の第１および、任意で、第２結合に配置される、請求項３記載の線形ドナー核酸。
【請求項５】
　前記ホモロジーアーム間に２Ａペプチドをコードする配列、ＳＡ部位を含む配列および
ＩＲＥＳ配列を含む配列からなる群より選択される配列をさらに含む、請求項１～４のい
ずれかに記載の線形ドナー核酸。
【請求項６】
　前記対象配列がポリペプチドをコードしない、請求項１～５のいずれかに記載の線形ド
ナー核酸。
【請求項７】
　前記対象配列がポリペプチドをコードする、請求項１～５のいずれかに記載の線形ドナ
ー核酸。
【請求項８】
　前記対象配列に作動可能に結合されたプロモーター配列をさらに含む、請求項７記載の
線形ドナー核酸。
【請求項９】
　前記ポリペプチドが、抗体、抗原、酵素、成長因子、細胞表面受容体、核内受容体、ホ
ルモン、リンホカイン、サイトカイン、レポーター遺伝子、選択可能なマーカー、分泌因
子、エピトープタグおよびそれらの機能性フラグメントならびにそれらの組み合わせから
なる群より選択される、請求項７または８に記載の線形ドナー核酸。
【請求項１０】
　前記配列が非コード核酸を含む、請求項１～４のいずれかに記載の線形ドナー核酸。
【請求項１１】
　前記非コード核酸がｍｉＲＮＡ、およびＳＨ－ＲＮＡ、またはｓｉＲＮＡからなる群よ
り選択される、請求項１０記載の線形ドナー核酸。
【請求項１２】
　（ａ）ＤＮＡ－結合ドメインと切断ドメインまたは切断ハーフドメインを含み、ＤＮＡ
－結合ドメインが対象領域内の標的部位に結合するように操作されている融合タンパク質
を細胞内で発現させることと、
　（ｂ）前記細胞を請求項１～１１のいずれかに記載のドナーポリヌクレオチドと接触さ
せることと、
　を含み、
　前記標的部位への前記融合タンパク質の結合により、前記対象領域内の細胞ゲノムが切
断され、これにより前記対象配列の前記細胞ゲノム内への相同性依存標的組込みが得られ
る、細胞のゲノム内の対象領域への対象配列の相同性依存標的組換えのための方法。
【請求項１３】
　（ａ）第１のＤＮＡ－結合ドメインと第１の切断ハーフドメインを含み、前記第１のＤ
ＮＡ－結合ドメインが細胞のゲノム内の対象領域内の第１の標的部位に結合するように操
作されている第１の融合タンパク質を細胞内で発現させることと、
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　（ｂ）第２のＤＮＡ－ドメインと第２の切断ハーフドメインを含む第２の融合タンパク
質を細胞内で発現させることであって、前記第２のジンクフィンガー結合ドメインが細胞
のゲノム内の対象領域内の第２の標的部位に結合し、前記第２の標的部位は前記第１の標
的部位とは異なる、工程と、
　（ｃ）前記細胞を請求項１～１１のいずれかに記載のドナー核酸を含むポリヌクレオチ
ドと接触させることと、
　を含み、
　前記第１の標的部位への前記第１の融合タンパク質の結合により、および前記第２の標
的部位への前記第２の融合タンパク質の結合により、細胞ゲノムが前記対象領域内で切断
され、これにより前記ドナー核酸の前記細胞ゲノムへの相同性依存組込みが得られるよう
に前記切断ハーフドメインが配置される、細胞への対象配列の相同性依存標的組換えのた
めの方法。
【請求項１４】
　少なくとも１つのＤＮＡ－結合ドメインがジンクフィンガー結合ドメインまたはメガヌ
クレアーゼＤＮＡ－結合ドメインである、請求項１２または１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記切断配列がメガヌクレアーゼまたはＩＩＳ型制限エンドヌクレアーゼに由来する、
請求項１２～１４のいずれかに記載の方法。
【請求項１６】
　前記ＩＩＳ型制限エンドヌクレアーゼがＦｏｋＩおよびＳｔｓＩからなる群より選択さ
れる、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記融合タンパク質の少なくとも１つが、前記切断ハーフドメインの二量体形成面のア
ミノ酸配列の変化を含む、請求項１２～１６のいずれかに記載の方法。
【請求項１８】
　前記細胞が哺乳類細胞および植物細胞からなる群より選択される、請求項１２～１７の
いずれかに記載の方法。
【請求項１９】
　前記哺乳類細胞がヒト細胞である、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記細胞が細胞周期のＧ２期で停止される、請求項１２～１９のいずれかに記載の方法
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ゲノム工学分野、特に、細胞ゲノムへの標的組込みのための線形ドナーコン
ストラクトに関する。
【背景技術】
【０００２】
　ゲノム生物学、特に多くのゲノム完全なヌクレオチド配列の決定における主な関心領域
は、ゲノム配列への標的組込みである。相同組換えの自然現象を利用することにより、培
養細胞内のゲノム配列を変化させるために多くの試みがなされてきた。例えば、Ｃａｐｅ
ｃｃｈｉ　（１９８９）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４４：１２８８－１２９２、米国特許第６
，５２８，３１３号および同第６，５２８，３１４号を参照されたい。
【０００３】
　さらに、ゲノムＤＮＡの標的切断のための様々な方法および組成物が記載されている。
そのような標的切断事象は、例えば、予め決められた染色体座位で、標的変異誘発を誘導
する、細胞ＤＮＡ配列の標的欠失を誘導する、ならびに標的組換えおよび標的組込みを促
進するために使用することができる。例えば、米国特許出願公開第２００３０２３２４１
０号、同第２００５０２０８４８９号、同第２００５００２６１５７号、同第２００５０
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０６４４７４号および同第２００６０１８８９８７号、ならびに国際公開公報第ＷＯ　２
００７／０１４２７５号を参照されたい。これらの開示内容は参照により、全ての目的の
ために、その全体が実際に組み入れられる。例えば、ジンクフィンガーヌクレアーゼを使
用した標的組込みが長い（～７５０塩基対）ホモロジーアームを有する環状（プラスミド
）ＤＮＡを用いて証明されている。Ｍｏｅｈｌｅ　ｅｔ　ａｌ．　（２００７）　Ｐｒｏ
ｃ．　Ｎａｔ’ｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　１０４（９）：３０５５－３０６
０を参照されたい。
【０００４】
　しかしながら、任意でエキソヌクレアーゼ分解に抵抗することができる、より短い、線
形外来ポリヌクレオチドを含むさらなる組成物、および標的組込みのための方法における
これらの組成物の使用が依然として必要である。
【発明の概要】
【０００５】
　本開示は、線形外来（ドナー）核酸、これらの核酸を含む組成物、およびこれらの線形
ドナー分子を製造および使用する方法を提供する。一般に、本明細書で記載したドナー分
子は対象配列に隣接する約５０～１００塩基対の間の２つのホモロジーアームを有する。
【０００６】
　ドナー配列は、標的様式で細胞のゲノムに、例えばジンクフィンガーヌクレアーゼ（Ｚ
ＦＮ）および／またはメガヌクレアーゼを用いて組み込むことができる。外来核酸配列の
ゲノムへの組込みは、対象領域内のゲノム（染色体）の標的二本鎖切断により促進される
。切断は好ましくは、対象領域内の配列に結合するように操作されたジンクフィンガー結
合ドメインおよび切断ドメインまたは切断ハーフドメインを含む融合タンパク質の使用に
より対象領域に標的される。そのような切断は、切断部位またはその近くでの外来ポリヌ
クレオチド配列の組込みを刺激する。
【０００７】
　１つの態様では、対象配列に隣接する５０～１００塩基対のホモロジーアームを含む線
形核酸分子（ドナー分子）が提供されることが本明細書に記載されている。ある実施形態
では、線形ドナー分子は安定に、それが導入された細胞内で存続する。他の実施形態では
、線形ドナー分子は、例えば、１つ以上のホスホロチオエートホスホジエステル結合をド
ナー分子の両端の１つ以上の塩基対間に配置することにより、エキソヌクレアーゼ切断に
抵抗するように修飾される。
【０００８】
　ドナー分子の対象配列は、機能性ポリペプチドをコードする１つ以上の配列（例えば、
ｃＤＮＡ）を、プロモーターと共に、またはプロモーターなしで含み得る。ある実施形態
では、核酸配列は、抗体、抗原、酵素、成長因子、受容体（細胞表面または核内）、ホル
モン、リンホカイン、サイトカイン、レポーター、上記いずれかの機能性フラグメントお
よび上記の組み合わせをコードするプロモーターレス配列を含む。組み込まれた配列の発
現はその後、対象領域での内在プロモーターまたは他の調節領域により駆動される転写に
より確保される。他の実施形態では、「タンデム」カセットがこのように選択された部位
に組み込まれ、カセットの第１の構成要素は上記のようなプロモーターレス配列を含み、
転写終結配列が続き、第２の配列は自己発現カセットをコードする。追加の配列（コード
または非コード配列）がホモロジーアーム間のドナー分子内に含まれ得、２Ａペプチド、
ＳＡ部位、ＩＲＥＳなどをコードする配列が挙げられるが、これらに限定されない。
【０００９】
　開示のドナー分子は、例えば、ゲノム内の特定の位置に標的されるＤＮＡ－結合ドメイ
ンおよび特定の座位に対する切断ドメイン（例えば、ジンクフィンガーヌクレアーゼ（Ｚ
ＦＮ）または天然のもしくは非天然のメガヌクレアーゼを含む１つ以上の融合分子を使用
して、ゲノムの切断後、ゲノムの特定の位置に挿入させることができる。したがって、別
の態様では、本明細書では、本明細書で記載したような外来配列を細胞ゲノムの対象領域
内に組み込むための方法であって、（ａ）ＤＮＡ－結合ドメイン（例えば、ジンクフィン
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ガー結合ドメイン）と切断ドメインまたは切断ハーフドメインを含み、ＤＮＡ－結合ドメ
イン（例えば、ジンクフィンガー結合ドメイン）が細胞のゲノム内の対象領域内の標的部
位に結合するように操作されている融合タンパク質を細胞内で発現させることと、（ｂ）
細胞を本明細書で記載したようなドナーポリヌクレオチドと接触させることであって、標
的部位への融合タンパク質の結合により、対象領域内の細胞ゲノムが切断され、これによ
り外来配列の対象領域内の細胞ゲノム内への組込みが得られること、を含む方法が提供さ
れる。
【００１０】
　ある実施形態では、方法は（ａ）第１のジンクフィンガー結合ドメインと第１の切断ハ
ーフドメインを含み、第１のジンクフィンガー結合ドメインが細胞のゲノム内の対象領域
内の第１の標的部位に結合するように操作されている第１の融合タンパク質を細胞内で発
現させることと、（ｂ）第２のジンクフィンガー結合ドメインと第２の切断ハーフドメイ
ンを含む第２の融合タンパク質を細胞内で発現させることであって、第２のジンクフィン
ガー結合ドメインが細胞のゲノム内の対象領域内の第２の標的部位に結合し、第２の標的
部位は第１の標的部位とは異なり、（ｃ）細胞を本明細書で記載したような外来ドナー分
子と接触させることであって、第１の標的部位への第１の融合タンパク質の結合により、
および第２の標的部位への第２の融合タンパク質の結合により、細胞ゲノムが対象領域内
で切断され、これにより外来ドナー分子の対象領域内の細胞ゲノムへの組込みが得られる
ように切断ハーフドメインが配置させることと、を含む。
【００１１】
　本明細書で記載した方法のいずれにおいても、ドナーポリヌクレオチドは機能性ポリペ
プチドをコードする配列を含み、その配列が細胞ゲノムに挿入される。
【００１２】
　さらに、本明細書で記載した方法のいずれかでは、第１および第２の切断ハーフドメイ
ンは、ＩＩＳ型制限エンドヌクレアーゼ、例えば、ＦｏｋＩまたはＳｔｓＩに由来する。
さらに、本明細書で記載した方法のいずれかでは、融合タンパク質の少なくとも１つは、
切断ハーフドメインの二量体形成面のアミノ酸配列の変化を含み得、例えば、そのため、
切断ハーフドメイン強制的ヘテロ二量体が形成される。また、本明細書で記載した方法の
いずれかでは、切断ドメインは天然または非天然メガヌクレアーゼとし得る。
【００１３】
　本明細書で記載した方法のいずれかでは、細胞は哺乳類細胞、例えば、ヒト細胞、ラッ
ト細胞、マウス細胞もしくはウサギ細胞、または植物細胞とすることができる。さらに、
細胞は昆虫、ツメガエルまたは線形動物系由来とし得る。さらに、細胞は細胞周期のＧ２
期で停止させ得る。
【００１４】
　したがって、本発明の内容としては、下記実施形態が挙げられるが、これらに限定され
ない：
　１．５０～７５０塩基対の間のホモロジーアームと対象配列とを含み、ホモロジーアー
ムは対象配列に隣接する線形ドナー核酸分子。
　２．ホモロジーアームの長さが５０～１００塩基対の間である、１の線形ドナー核酸。
　３．ホモロジーアームの塩基対の１つ以上がホスホロチオエートホスホジエステル結合
で連結されている、１の線形ドナー核酸。
　４．ホスホロチオエートホスホジエステル結合がドナー核酸の５’および３’末端の第
１、任意で、第２結合に配置される、３の線形ドナー核酸。
　５．ホモロジーアーム間に２Ａペプチドをコードする配列をさらに含む、１～４のいず
れかの線形ドナー核酸。
　６．ホモロジーアーム間にＳＡ部位を含む配列をさらに含む、１～５のいずれかの線形
ドナー核酸。
　７．ホモロジーアーム間にＩＲＥＳ配列を含む配列をさらに含む、１～６のいずれかの
線形ドナー核酸。
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　８．対象配列がポリペプチドをコードしない、１～７のいずれかの線形ドナー核酸。
　９．　対象配列に作動可能に結合されたプロモーター配列をさらに含む、１～７のいず
れかの線形ドナー核酸。
　１０．対象配列がポリペプチドをコードする、１～７または９のいずれかの線形ドナー
核酸。
　１１．ポリペプチドが、抗体、抗原、酵素、成長因子、受容体（細胞表面または核内）
、ホルモン、リンホカイン、サイトカイン、レポーター遺伝子、選択可能なマーカー、分
泌因子、エピトープタグおよびそれらの機能性フラグメントならびにそれらの組み合わせ
からなる群より選択される、１０による線形ドナー核酸。
　１２．配列が非コード核酸を含む、１～７または９のいずれかの線形ドナー核酸。
　１３．非コード核酸がｍｉＲＮＡ、およびＳＨ－ＲＮＡ、またはｓｉＲＮＡからなる群
より選択される、請求項１２記載の線形ドナー核酸。
　１４．（ａ）ＤＮＡ－結合ドメインと切断ドメインまたは切断ハーフドメインを含み、
ＤＮＡ－結合ドメインが対象領域内の標的部位に結合するように操作されている融合タン
パク質を細胞内で発現させることと、
　（ｂ）細胞を１～１１のいずれかのドナーポリヌクレオチドと接触させることと、
　を含み、
　標的部位への融合タンパク質の結合により、対象領域内の細胞ゲノムが切断され、これ
により対象配列の細胞ゲノム内への相同性依存標的組込みが得られる、細胞のゲノム内の
対象領域への対象配列の相同性依存標的組換えのための方法。
　１５．（ａ）第１のＤＮＡ－結合ドメインと第１の切断ハーフドメインを含み、第１の
ＤＮＡ－結合ドメインが細胞のゲノム内の対象領域内の第１の標的部位に結合するように
操作されている第１の融合タンパク質を細胞内で発現させることと、
　（ｂ）第２のＤＮＡ－結合ドメインと第２の切断ハーフドメインを含む第２の融合タン
パク質を細胞内で発現させることであって、第２のジンクフィンガー結合ドメインが細胞
のゲノム内の対象領域内の第２の標的部位に結合し、第２の標的部位は第１の標的部位と
は異なり、
　（ｃ）細胞を１～１１のいずれかによるドナー核酸を含むポリヌクレオチドと接触させ
ることと、
　を含み、
　第１の標的部位への第１の融合タンパク質の結合により、および第２の標的部位への第
２の融合タンパク質の結合により、細胞ゲノムが対象領域内で切断され、これによりドナ
ー核酸の細胞ゲノムへの相同性依存組込みが得られるように切断ハーフドメインが配置さ
れる、細胞への対象配列の相同性依存標的組換えのための方法。
　１６．少なくとも１つのＤＮＡ－結合ドメインがジンクフィンガー結合ドメインである
、１４または１５の方法。
　１７．少なくとも１つのＤＮＡ－結合ドメインがメガヌクレアーゼＤＮＡ－結合ドメイ
ンである、１４～１６の方法。
　１８．組み込まれたドナー核酸由来の対象配列がポリペプチドを発現する、１４または
１７の方法。
　１９．組み込まれたドナー由来の対象配列が非コード核酸配列を含む、１４または１７
の方法。
　２０．切断ドメインがメガヌクレアーゼに由来する、１４～１９の方法。
　２１．第１および第２の切断ハーフドメインがＩＩＳ型制限エンドヌクレアーゼに由来
する、１４～１９のいずれかによる方法。
　２２．ＩＩＳ型制限エンドヌクレアーゼはＦｏｋＩおよびＳｔｓＩからなる群より選択
される、２１による方法。
　２３．細胞が細胞周期のＧ２期で停止される、１４～２２のいずれかによる方法。
　２４．融合タンパク質の少なくとも１つが、切断ハーフドメインの二量体形成面のアミ
ノ酸配列の変化を含む、１４～２３のいずれかによる方法。
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　２５．細胞が哺乳類細胞である、１４～２４のいずれかによる方法。
　２６．細胞がヒト細胞である、２５による方法。
　２７．細胞が植物細胞である、１４～２４のいずれかによる方法。
　２８．細胞がツメガエル細胞、昆虫細胞または線形動物細胞である、１４～２４のいず
れかによる方法。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】本明細書で記載した線形ドナーポリヌクレオチドの構築を示す概略図である。「
ｘ」はポリヌクレオチドの５’および３’末端上の第１および第２の結合としてのホスホ
ロチオエートホスホジエステル結合を示す。
【図２】１００塩基対のホモロジーアームを有する例示的な線形ドナー配列（ＳＥＱ　Ｉ
Ｄ　ＮＯ：１）を示す。線形ドナー分子は、ヌクレオチド１～１００（小文字、下線）の
左ホモロジーアーム、ヌクレオチド１０７～１３２（小文字、太字）のスプライス受容（
ＳＡ）部位、ヌクレオチド１４１～２１２（大文字、下線なし）の口蹄疫ウイルス（ＦＭ
ＤＶ）由来の２Ａ自己プロセシング配列（２Ａペプチド）をコードする配列、ヌクレオチ
ド２１９～１，２１５（大文字、下線）の緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）ポリ（Ａ）をコ
ードする配列、およびヌクレオチド１２３５～１３３４（小文字、下線）の右ホモロジー
アームを含む。
【図３】７５塩基対のホモロジーアームを有する例示的な線形ドナー配列（ＳＥＱ　ＩＤ
　ＮＯ：２）を示す。線形ドナー分子は、ヌクレオチド１～７５（小文字、下線）の左ホ
モロジーアーム、ヌクレオチド８２～１０７（小文字、太字）のＳＡ部位、ヌクレオチド
１１６～１８７（大文字、下線なし）の２Ａペプチドをコードする配列、ヌクレオチド１
９４～１，１９０（大文字、下線）のＧＦＰポリ（Ａ）をコードする配列、およびヌクレ
オチド１２１０～１２８４（小文字、下線）の右ホモロジーアームを含む。
【図４】５０塩基対のホモロジーアームを有する例示的な線形ドナー配列（ＳＥＱ　ＩＤ
　ＮＯ：３）を示す。線形ドナー分子は、ヌクレオチド１～５０（小文字、下線）の左ホ
モロジーアーム、ヌクレオチド５７～８２（小文字、太字）のＳＡ部位、ヌクレオチド９
１～１６２（大文字、下線なし）の２Ａペプチドをコードする配列、ヌクレオチド１６９
～１，１６５（大文字、下線）のＧＦＰポリ（Ａ）をコードする配列、およびヌクレオチ
ド１，１８５～１，２３４（小文字、下線）の右ホモロジーアームを含む。
【図５】５０塩基対のホモロジーアームを有する別の例示的な線形ドナー配列（ＳＥＱ　
ＩＤ　ＮＯ：４）を示す。線形ドナー分子は、ヌクレオチド１～５０（小文字、下線）の
左ホモロジーアーム、ヌクレオチド７９～５９４（小文字、太字）のｈＰＧＫプロモータ
ー配列、ヌクレオチド６１５～１，６１１（大文字、下線）のＧＦＰポリ（Ａ）をコード
する配列、およびヌクレオチド１，６３９～１，６８８（小文字、下線）の右ホモロジー
アームを含む。
【図６】ＰＣＲアッセイ法の結果を示し、本明細書で記載した様々なドナー分子が、ＡＡ
ＶＳ１標的ＺＦＮの存在なし（レーン２～７）で、または存在下（レーン８～１３）で、
Ｋ５６２細胞中に導入された場合のＰＰＰ１Ｒ１２Ｃ　（ＡＡＶＳ１）座位の修飾を示す
。
【図７】本明細書で記載した様々なドナー分子が、ＡＡＶＳ１標的ＺＦＮの存在なし（レ
ーン３～７）で、または存在下（レーン９～１３）で、Ｋ５６２細胞中に導入された場合
のＰＰＰ１Ｒ１２Ｃ　（ＡＡＶＳ１）座位の修飾を示すサザンブロットである。修飾され
た染色体の割合をレーン９～１３の下方で列挙する。
【図８】ＦＡＣＳにより評価したＧＦＰ－陽性細胞の割合を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　本開示は、ゲノム中の対象領域への相同性依存標的組込み（ＴＩ）に有用な外来（ドナ
ー）ポリヌクレオチドに関する。特に、本明細書で記載したドナーポリヌクレオチドは約
５０～１００塩基対のホモロジーアーム（ＨＡ）を含む線形分子である。ホモロジーアー
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ムは細胞のゲノムに挿入される対象の１つ以上の配列に隣接する。これらのドナー分子は
、切断ドメイン（または切断ハーフドメイン）とジンクフィンガー結合ドメイン（および
／またはこれらのタンパク質をコードするポリヌクレオチド）を含む融合タンパク質（ジ
ンクフィンガーヌクレアーゼ）と組み合わせて使用した場合、標的切断およびゲノム中の
特定の対象領域への組換えに有用である。ジンクフィンガー結合ドメインは１つ以上のジ
ンクフィンガー（例えば、２、３、４、５、６、７、８、９またはそれ以上のジンクフィ
ンガー）を含むことができ、対象の領域内のいずれかの配列に結合するように操作するこ
とができる。ＺＦＰ存在下では、記載した線形ドナーポリヌクレオチドが相同性依存法に
より、高い比率で切断部位に組み込まれる。
【００１７】
　本明細書で記載した線形ドナー分子の利点としては、ＺＦＮと共に使用するためのドナ
ー粒子の迅速で、効率的な提供が挙げられる。現在、ゲノムの特定座位への標的挿入のた
めにジンクフィンガーヌクレアーゼ（ＺＦＮ）と組み合わせて使用されるドナー分子は、
対象の導入遺伝子に隣接する長い（～７５０塩基対）ホモロジーアームを含むプラスミド
コンストラクトである。そのようなプラスミドドナーの構築は時間がかかり、少なくとも
２週間かかる。対照的に、本明細書で記載した線形ドナー分子は、数時間以内で構築し、
直ちに使用することができる。さらに、本明細書で記載した線形ドナーの使用により、プ
ラスミドドナーの宿主細胞への安定な挿入現象が低減され、または排除される。
【００１８】
概要
　本明細書で開示した方法の実行、ならびに組成物の調製および使用は、別記しない限り
、分子生物学、生物化学、クロマチン構造および分析、コンピュータ化学、細胞培養、組
換えＤＮＡおよび当技術分野の技術の範囲内にある関連分野における従来の技術を使用す
る。これらの技術は文献で十分に説明されている。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａ
ｌ．　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ：　Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡ
Ｌ，　Ｓｅｃｏｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，　１９８９　ａｎｄ　Ｔｈｉｒｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，　
２００１、Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，　ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　Ｉ
Ｎ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，　
Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　１９８７および定期的更新、ｔｈｅ　ｓｅｒｉｅｓ　ＭＥＴＨＯＤ
Ｓ　ＩＮ　ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｓａｎ　Ｄｉｅ
ｇｏ；　Ｗｏｌｆｆｅ，　ＣＨＲＯＭＡＴＩＮ　ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ　ＡＮＤ　ＦＵＮＣ
ＴＩＯＮ，　Ｔｈｉｒｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｓａｎ
　Ｄｉｅｇｏ，　１９９８、ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ，　Ｖｏｌ．
　３０４，　“Ｃｈｒｏｍａｔｉｎ”　（Ｐ．Ｍ．　Ｗａｓｓａｒｍａｎ　ａｎｄ　Ａ．
　Ｐ．　Ｗｏｌｆｆｅ，　ｅｄｓ．），　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｓａｎ　Ｄ
ｉｅｇｏ，　１９９９、およびＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯ
ＧＹ，　Ｖｏｌ．　１１９，　“Ｃｈｒｏｍａｔｉｎ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ”　（Ｐ．Ｂ
．　Ｂｅｃｋｅｒ，　ｅｄ．）　Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｔｏｔｏｗａ，　１９９
９を参照されたい。
【００１９】
定義
　「核酸」、「ポリヌクレオチド」および「オリゴヌクレオチド」は同じ意味で使用され
、線形または環状構造で、一本鎖または二本鎖形態のデオキシリボヌクレオチドまたはリ
ボヌクレオチドポリマを示す。本開示のために、これらの用語は、ポリマ長さに関して制
限するものと解釈すべきではない。用語は、天然ヌクレオチドの公知の類似体、ならびに
塩基、糖、および／またはリン酸部分（例えば、ホスホロチオエート主鎖）において修飾
されたヌクレオチドを含むことができる。一般に、特定のヌクレオチドの類似体は同じ塩
基対特異性を有し、すなわち、Ａの類似体はＴと塩基対合する。
【００２０】
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　「ポリペプチド」、「ペプチド」および「タンパク質」という用語は、アミノ酸残基の
ポリマを示すために同じ意味で使用される。用語はまた、１つ以上のアミノ酸が、対応す
る天然アミノ酸の化学類似体または修飾誘導体であるアミノ酸ポリマにも当てはまる。
【００２１】
　「結合」は、配列特異的な、高分子間（例えば、タンパク質と核酸の間）の非共有結合
相互作用である。相互作用が全体として配列特異的である限り、結合相互作用の構成要素
が全て配列特異的である必要はない（例えば、ＤＮＡ主鎖中のリン酸残基と接触する）。
そのような相互作用は一般に、１０-6 Ｍ-1以下の解離定数（Ｋd）により特徴づけられる
。「親和性」は結合強度を示し、結合親和性の増加はＫdの減少と相関する。
【００２２】
　「結合タンパク質」は、非共有結合により、別の分子に結合することができるタンパク
質である。結合タンパク質は、例えば、ＤＮＡ分子（ＤＮＡ－結合タンパク質）、または
ＲＮＡ分子（ＲＮＡ－結合タンパク質）および／またはタンパク質分子（タンパク質－結
合タンパク質）に結合することができる。タンパク質結合タンパク質の場合、それ自体に
結合することができ（ホモ二量体、ホモ三量体などを形成する）、および／または異なる
１つ以上のタンパク質の１つ以上の分子に結合することができる。結合タンパク質は１を
超える型の結合活性を有することができる。例えば、ジンクフィンガータンパク質はＤＮ
Ａ－結合、ＲＮＡ－結合およびタンパク質－結合活性を有する。
【００２３】
　「ジンクフィンガーＤＮＡ結合タンパク質」（または結合ドメイン）は、配列特異的様
式で１つ以上のジンクフィンガーによりＤＮＡに結合するタンパク質、またはより大きな
タンパク質内のドメインであり、ジンクフィンガーはその構造が亜鉛イオンの配位により
安定化されている結合ドメイン内のアミノ酸配列領域である。ジンクフィンガーＤＮＡ結
合タンパク質という用語は、しばしば、ジンクフィンガータンパク質またはＺＦＰとして
短縮される。
【００２４】
　ジンクフィンガー結合ドメインは、予め決められたヌクレオチド配列に結合するように
「操作する」ことができる。ジンクフィンガータンパク質を操作するための方法の非制限
的方法はデザインおよび選択である。デザインされたジンクフィンガータンパク質は、そ
のデザイン／組成が主に合理的基準から生じる天然に生じないタンパク質である。デザイ
ンのための合理的基準は、置換規則ならびに現存のＺＦＰデザインおよび結合データの情
報を保存するデータベース中の情報を処理するためのコンピュータアルゴリズムの適用を
含む。例えば、米国特許第６，１４０，０８１号、同第６，４５３，２４２号、および同
第６，５３４，２６１号を参照されたい。また、ＷＯ　９８／５３０５８号、ＷＯ　９８
／５３０５９号、ＷＯ　９８／５３０６０号、ＷＯ　０２／０１６５３６号およびＷＯ　
０３／０１６４９６号も参照されたい。
【００２５】
　「選択した」ジンクフィンガータンパク質は、その生成がファージディスプレイ、相互
作用トラップまたはハイブリッド選択などの実験的過程から主に得られる天然に見られな
いタンパク質である。例えば、ＵＳ第５，７８９，５３８号、ＵＳ第５，９２５，５２３
号、ＵＳ第６，００７，９８８号、ＵＳ第６，０１３，４５３号、ＵＳ第６，２００，７
５９号、ＷＯ　９５／１９４３１号、ＷＯ　９６／０６１６６号、ＷＯ　９８／５３０５
７号、ＷＯ　９８／５４３１１号、ＷＯ　００／２７８７８号、ＷＯ　０１／６０９７０
号、ＷＯ　０１／８８１９７号およびＷＯ　０２／０９９０８４号を参照されたい。
【００２６】
　「配列」という用語は、任意の長さのヌクレオチド配列を示し、ＤＮＡまたはＲＮＡと
することができ、線形、環状または分枝とすることができ、一本鎖または二本鎖のいずれ
かとすることができる。「ドナー配列」という用語は、ゲノムに挿入されるヌクレオチド
配列を示す。ドナー配列は任意の長さ、例えば２～１０，０００ヌクレオチドの間の長さ
（またはそれらの間もしくはそれ以上の任意の整数値）、好ましくは約１００～１，００
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０ヌクレオチドの間の長さ（またはそれらの間の任意の整数値）、より好ましくは約２０
０～５００ヌクレオチドの間の長さとすることができる。
【００２７】
　「相同の、同一でない配列」は、第２の配列とある程度の配列同一性を共有するが、そ
の配列が第２の配列とは同一ではない第１の配列を示す。例えば、突然変異遺伝子の野生
型配列を含むポリヌクレオチドは、突然変異遺伝子配列と相同であるが、同一ではない。
ある実施形態では、２つの配列間の相同性の程度は、正常な細胞機構を用いて、それらの
間での相同組換えを可能とするのに十分なものである。２つの相同の、同一ではない配列
は任意の長さとすることができ、その非相同性の程度は、単一ヌクレオチドと同じくらい
小さく（例えば、標的相同組換えによるゲノム点変異の補正のため）、または１０以上キ
ロベースと同じくらい大きく（例えば、染色体内の予め決められた異所部位での遺伝子の
挿入のため）することができる。相同の同一でない配列を含む２つのポリヌクレオチドは
同じ長さである必要はない。例えば、２０～１０，０００ヌクレオチドの間の外来ポリヌ
クレオチド（すなわち、ドナーポリヌクレオチド）またはヌクレオチド対を使用すること
ができる。
【００２８】
　核酸および核酸配列同一性を決定するための技術は当技術分野において知られている。
典型的には、そのような技術は、ある遺伝子のためのｍＲＮＡのヌクレオチド配列を決定
すること、および／またはそれによりコードされるアミノ酸配列を決定すること、および
これらの配列を第２のヌクレオチドまたはアミノ酸配列と比較することを含む。ゲノム配
列はまた、このように決定され、比較され得る。一般に、同一性は、それぞれ、２つのポ
リヌクレオチドまたはポリペプチド配列の正確なヌクレオチド対ヌクレオチドまたはアミ
ノ酸対アミノ酸対応を示す。２つ以上の配列（ポリヌクレオチドまたはアミノ酸）は、そ
の同一性％を決定することにより比較することができる。核酸配列かアミノ酸配列である
かに関わらず、２つの配列の同一性％は、２つの整列させた配列間の完全な一つの数を、
より短い配列の長さで割り、１００をかけたものである。核酸配列のためのおおよその整
列は、Ｓｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｗａｔｅｒｍａｎ，　Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ａｐｐｌｉ
ｅｄ　Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃｓ　２：４８２－４８９　（１９８１）の局所相同性アルゴ
リズムにより提供される。このアルゴリズムは、Ｄａｙｈｏｆｆ，　Ａｔｌａｓ　ｏｆ　
Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ａｎｄ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，　Ｍ．Ｏ．　Ｄａ
ｙｈｏｆｆ　ｅｄ．，　５　ｓｕｐｐｌ．　３：３５３－３５８，　Ｎａｔｉｏｎａｌ　
Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ，　Ｗａｓｈｉｎｇｔ
ｏｎ，　Ｄ．Ｃ．，　ＵＳＡ，より開発され、Ｇｒｉｂｓｋｏｖ，　Ｎｕｃｌ．　Ａｃｉ
ｄｓ　Ｒｅｓ．　１４（６）：６７４５－６７６３　（１９８６）により規格化されたス
コアリング行列を用いてアミノ酸配列に適用することができる。配列の同一性％を決定す
るためのこのアルゴリズムの例示的な実行は、「ＢｅｓｔＦｉｔ」実用的用途におけるＧ
ｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ　（Ｍａｄｉｓｏｎ，　ＷＩ）により提
供される。この方法のデフォルトパラメータは、Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
　Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｐａｃｋａｇｅ　Ｐｒｏｇｒａｍ　Ｍａｎｕａｌ，　Ｖｅｒｓｉｏ
ｎ　８　（１９９５）　（Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ，　Ｍａｄ
ｉｓｏｎ，　ＷＩから入手可能）において記載されている。本開示との関連で同一性％を
確立する好ましい方法は、Ｅｄｉｎｂｕｒｇｈ大学により著作権保護され、Ｊｏｈｎ　Ｆ
．　ＣｏｌｌｉｎｓおよびＳｈａｎｅ　Ｓ．　Ｓｔｕｒｒｏｋにより開発され、Ｉｎｔｅ
ｌｌｉＧｅｎｅｔｉｃｓ，　Ｉｎｃ．　（Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ，　ＣＡ）により
流通されているＭＰＳＲＣＨプログラムパッケージを使用するものである。この一組のパ
ッケージから、デフォルトパラメータがスコアリング表（例えば、１２のギャップ開始ペ
ナルティ、１のギャップ伸長ペナルティ、および６のギャップ）のために使用されるＳｍ
ｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎアルゴリズムを使用することができる。データから生成された
「一致」値は配列同一性を反映する。配列間の同一性％または類似性％を計算するための
他の適したプログラムは、当技術分野において一般に知られており、例えば、別の整列プ
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ログラムは、デフォルトパラメータと共に使用されるＢＬＡＳＴである。例えば、ＢＬＡ
ＳＴＮおよびＢＬＡＳＴＰは、下記デフォルトパラメータを用いて使用することができる
：遺伝暗号＝標準、フィルタ＝なし、鎖＝両方、カットオフ＝６０、期待＝１０、行列＝
ＢＬＯＳＵＭ６２、記述＝５０配列、分類＝ハイスコア、データベース＝非冗長、Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ＋ＥＭＢＬ＋ＤＤＢＪ＋ＰＤＢ＋ＧｅｎＢａｎｋ　ＣＤＳ翻訳＋Ｓｗｉｓｓタン
パク質＋Ｓｐｕｐｄａｔｅ＋ＰＩＲ。これらのプログラムの詳細はインターネットで見出
すことができる。本明細書で記載した配列に関しては、所望の配列同一性の程度の範囲は
約８０％～１００％およびそれらの間の任意の整数値である。典型的には、配列間の同一
性％は少なくとも７０～７５％、好ましくは８０～８２％、より好ましくは８５－９０％
、さらに好ましくは９２％、さらにいっそう好ましくは９５％、および最も好ましくは９
８％の配列同一性である。
【００２９】
　また、ポリヌクレオチド間の配列類似性の程度は、相同領域間で安定な二本鎖を形成さ
せる条件下での、ポリヌクレオチドのハイブリダイゼーション、続く一本鎖特異的ヌクレ
アーゼによる消化、ならびに消化されたフラグメントのサイズ決定により決定することが
できる。２つの核酸、または２つのポリペプチド配列は、配列が上記方法を用いて決定し
て、規定された長さの分子にわたって、少なくとも約７０％～７５％、好ましくは８０％
～８２％、より好ましくは８５％～９０％、さらにより好ましくは９２％、さらにいっそ
う好ましくは９５％、最も好ましくは９８％の配列同一性を示した場合に、実質的に互い
に相同である。本明細書で使用されるように、実質的に相同というのはまた、特定のＤＮ
Ａまたはポリペプチド配列に対し完全な同一性を示す配列を表す。実質的に相同であるＤ
ＮＡ配列は、例えば、特定の系に対して規定されるようなストリンジェントな条件下での
サザンハイブリダイゼーション実験により識別することができる。適当なハイブリダイゼ
ーション条件の規定は、当技術分野の技術範囲内にある。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅ
ｔ　ａｌ．，　上記、　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ：　Ａ
　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，　ｅｄｉｔｏｒｓ　Ｂ．Ｄ．　Ｈａｍｅｓ　
ａｎｄ　Ｓ．Ｊ．　Ｈｉｇｇｉｎｓ，　（１９８５）　Ｏｘｆｏｒｄ、Ｗａｓｈｉｎｇｔ
ｏｎ，　ＤＣ；　ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓを参照されたい。
【００３０】
　２つの核酸フラグメントの選択的ハイブリダイゼーションは下記のように決定すること
ができる。２つの核酸分子間の配列同一性の程度は、そのような分子間のハイブリダイゼ
ーション事象の効率および強度に影響する。部分的に同一の核酸配列は、少なくとも部分
的に、標的分子への完全に同一な配列のハイブリダイゼーションを示す。完全に同一な配
列のハイブリダイゼーションの阻害は、当技術分野においてよく知られたハイブリダイゼ
ーションアッセイ法（例えば、サザン（ＤＮＡ）ブロット、ノーザン（ＲＮＡ）ブロット
、溶液ハイブリダイゼーション、など、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　Ｓｅｃｏ
ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，　（１９８９）　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，　Ｎ
．Ｙ．を参照されたい）を用いて評価することができる。そのようなアッセイ法は、様々
な程度の選択性を使用して、例えば、低～高ストリンジェンシーと変化する条件を使用し
て、実施することができる。低ストリンジェンシー条件を使用した場合、非特異的結合が
ないことは、部分的な程度の配列同一性さえ失った第２プローブ（例えば、標的分子と約
３０％未満の配列同一性を有するプローブ）を用いて評価することができ、そのため、非
特異的結合事象が存在しないと、第２プローブは標的にハイブリダイズしない。
【００３１】
　ハイブリダイゼーションに基づく検出システムを使用する場合、基準核酸配列に相補的
である核酸ブローブが選択され、その後、適当な条件を選択することにより、プローブと
基準配列が選択的に互いにハイブリダイズし、または結合し、二本鎖分子を形成する。適
度にストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下で基準配列に選択的にハイブリダ
イズすることができる核酸分子は典型的には、選択された核酸プローブの配列と少なくと
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も約７０％の配列同一性を有する、少なくとも約１０～１４ヌクレオチドの長さを有する
標的核酸配列の検出を可能にする条件下でハイブリダイズする。ストリンジェントハイブ
リダイゼーション条件は、典型的には、選択された核酸プローブの配列と約９０～９５％
を超える配列同一性を有する、少なくとも約１０～１４ヌクレオチドの長さの標的核酸配
列の検出を可能にする。プローブ／基準配列ハイブリダイゼーションに対して有用なハイ
ブリダイゼーション条件は、プローブおよび基準配列が特定の配列同一性の程度を有する
場合、当技術分野で知られているように決定することができる（例えば、Ｎｕｃｌｅｉｃ
　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ：　Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃ
ｈ，　ｅｄｉｔｏｒｓ　Ｂ．Ｄ．　Ｈａｍｅｓ　ａｎｄ　Ｓ．Ｊ．　Ｈｉｇｇｉｎｓ，　
（１９８５）　Ｏｘｆｏｒｄ；　Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，　ＤＣ；　ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ
を参照されたい）。
【００３２】
　ハイブリダイゼーションのための条件は当業者にはよく知られている。ハイブリダイゼ
ーションストリンジェンシーは、ハイブリダイゼーション条件が不適正ヌクレオチドを含
むハイブリッドの形成を嫌う程度を示し、より高いストリンジェンシーは不適正ハイブリ
ッドの許容度がより低いことと相関する。ハイブリダイゼーションのストリンジェンシー
に影響する因子は、当業者によく知られており、温度、ｐＨ、イオン強度、および有機溶
媒、例えば、ホルムアミドおよびジメチルスルホキシドの濃度が挙げられるが、これらに
限定されない。当業者に知られているように、ハイブリダイゼーションストリンジェンシ
ーはより高い温度、より低いイオン強度およびより低い溶媒濃度により増加する。
【００３３】
　ハイブリダイゼーションのストリンジェンシー条件に関しては、例えば、下記因子：配
列の長さおよび性質、様々な配列の塩基組成、塩および他のハイブリダイゼーション溶液
成分の濃度、ハイブリダイゼーション溶液中の遮断薬（例えば、硫酸デキストラン、およ
びポリエチレングリコール）の有無、ハイブリダイゼーション反応温度および時間パラメ
ータ、ならびに様々な洗浄条件を変化させることにより、多くの等価な条件を使用して特
定のストリンジェンシーを確立することができることが当技術分野においてよく知られて
いる。特定のハイブリダイゼーション条件の組の選択は、当技術分野における標準法に従
い選択される（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃ
ｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔ
ｉｏｎ，　（１９８９）　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，　Ｎ．Ｙ．を参照さ
れたい）。
【００３４】
　「組換え」は、２つのポリヌクレオチド間の遺伝情報の交換過程を示す。この開示のた
めに、「相同組換え（ＨＲ）」は、例えば、細胞内の二本鎖切断の修復中に起こるそのよ
うな交換の特定の形態を示す。この過程はヌクレオチド配列相同性を必要とし、「標的」
分子（すなわち、二本鎖切断を受けた１つ）の鋳型修復に対し「ドナー」分子を使用し、
「非クロスオーバー遺伝子変換」または「短い領域の遺伝子変換」として様々に知られて
おり、というのも、これにより、ドナーから標的への遺伝情報のトランスファに至るから
である。いずれの特定の理論にも縛られることを望まないが、そのようなトランスファは
、切断された標的とドナー間で形成されるヘテロ二本鎖ＤＮＡのミスマッチ補正、および
／または標的の一部となる遺伝情報を再合成するためにドナーが使用される「合成依存鎖
アニーリング」、および／または関連する過程を含むことができる。そのように特定化さ
れたＨＲにより、しばしば、ドナーポリヌクレオチドの配列の一部または全てが標的ポリ
ヌクレオチドに組み入れられるように、標的分子の配列変化が起こる。
【００３５】
　「切断」は、ＤＮＡ分子の共有結合した主鎖の破損を示す。切断は、ホスホジエステル
結合の酵素または化学加水分解を含むがこれらに限定されない様々な方法により開始させ
ることができる。一本鎖切断および二本鎖切断の両方が可能であり、二本鎖切断は２つの
異なる一本鎖切断事象の結果として起こり得る。ＤＮＡ切断により、平滑末端または付着
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末端のいずれかを生成させることができる。ある実施形態では、融合ポリペプチドが標的
二本鎖ＤＮＡ切断のために使用される。
【００３６】
　「切断ドメイン」はＤＮＡ切断のための触媒活性を有する１つ以上のポリペプチド配列
を含む。切断ドメインは、単一のポリペプチド鎖に含まれ得、または切断活性は２つ（ま
たはそれ以上）のポリペプチドの会合により得ることができる。
【００３７】
　「切断ハーフドメイン」は、第２のポリペプチド（同一かまたは異なる）と共に切断活
性（好ましくは、二本鎖切断活性）を有する複合体を形成するポリペプチド配列である。
【００３８】
　「クロマチン」は細胞ゲノムを含む核タンパク質構造である。細胞クロマチンは核酸、
主にＤＮＡ、ならびにヒストンおよび非ヒストン染色体タンパク質を含むタンパク質を有
する。真核生物細胞クロマチンの大部分がヌクレオソームの形態で存在し、ここで、ヌク
レオソームコアはヒストンＨ２Ａ、Ｈ２Ｂ、Ｈ３およびＨ４、それぞれ２つを含む八量体
と結合したＤＮＡの約１５０の塩基対を含み、リンカーＤＮＡ（生物によって様々な長さ
を有する）がヌクレオソームコア間に延在する。ヒストンＨ１の分子は一般にリンカーＤ
ＮＡと結合する。本開示のために、「クロマチン」という用語は、全ての型の細胞核タン
パク質、原核生物および真核生物の両方を含むことを意味する。細胞クロマチンは染色体
クロマチンおよびエピソームクロマチンの両方を含む。
【００３９】
　「染色体」は、細胞のゲノムの全てまたは一部を含むクロマチン複合体である。細胞ゲ
ノムはしばしば、その核型により特徴づけられるが、これは細胞ゲノムを含む染色体全て
を集めたものである。細胞ゲノムは１つ以上の染色体を含むことができる。
【００４０】
　「エピソーム」は細胞の染色体核型の一部でない核酸を含む複製核酸、核タンパク質複
合体または他の構造である。エピソームの例としてはプラスミドおよびあるウイルスゲノ
ムが挙げられる。
【００４１】
　「到達可能領域」は、核酸中に存在する標的部位が、標的部位を認識する外来分子によ
り結合され得る細胞クロマチン内の部位である。いずれの特定の理論にも縛られることを
望まないが、到達可能領域はヌクレオソーム構造中にパッケージされていないものである
と考えられる。到達可能領域の異なる構造はしばしば、その化学および酵素プローブ、例
えばヌクレアーゼに対する感受性により検出され得る。
【００４２】
　「標的部位」または「標的配列」は、結合のための十分な条件が存在するという条件で
、結合分子が結合する核酸の一部を規定する核酸配列である。例えば、配列５’－ＧＡＡ
ＴＴＣ－３は、ＥｃｏＲＩ制限エンドヌクレアーゼのための標的部位である。
【００４３】
　「外来」分子は、細胞中に普通存在しないが、１つ以上の遺伝学的手法、生物化学的手
法または他の方法により細胞に導入することができる分子である。「細胞中に普通に存在
する」とは、細胞の特定の発生段階および環境条件に関して決定される。したがって、例
えば、筋肉の胚発生中のみに存在する分子は成人筋肉細胞に関して外来分子である。同様
に、熱ショックにより誘導された分子は、熱ショックを受けていない細胞に関し外来分子
である。外来分子は、例えば、任意のポリペプチドまたはそのフラグメントのコード配列
、機能不全内在分子の機能バージョン、または正常に機能する内在分子の機能不全バージ
ョンを含むことができる。外来分子はまた、内在分子と同じ型の分子であり得るが、内在
分子が誘導される種とは異なる種から誘導され得る。例えば、ヒト核酸配列は、ハムスタ
ーまたはマウスを起源とする細胞株に導入し得る。
【００４４】
　外来分子は、特に、小分子、例えばコンビナトリアルケミストリー過程により生成され
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たもの、または高分子、例えば、タンパク質、核酸、炭水化物、脂質、糖タンパク質、リ
ポタンパク質、多糖、上記分子の任意の修飾誘導体、または１つもしくは複数の上記分子
を含む任意の複合体とすることができる。核酸はＤＮＡおよびＲＮＡを含み、一本鎖また
は二本鎖とすることができ、線形、分枝または環状とすることができ、任意の長さとする
ことができる。核酸としては、二本鎖を形成することができるもの、ならびに三本鎖形成
核酸が挙げられる。例えば、米国特許第５，１７６，９９６号および同第５，４２２，２
５１号を参照されたい。ゲノムへの挿入のために標的とされ得る外来核酸分子はまた、「
ドナー」ポリヌクレオチドと呼ばれる。タンパク質としては、ＤＮＡ－結合タンパク質、
転写因子、クロマチンリモデリング因子、メチル化ＤＮＡ結合タンパク質、ポリメラーゼ
、メチラーゼ、デメチラーゼ、アセチラーゼ、デアセチラーゼ、キナーゼ、ホスファター
ゼ、インテグラーゼ、リコンビナーゼ、リガーゼ、トポイソメラーゼ、ギラーゼおよびヘ
リカーゼが挙げられるが、これらに限定されない。
【００４５】
　外来分子は、内在分子、例えば、内在タンパク質または核酸と同じ型の分子とすること
ができる。例えば、外来核酸は細胞に導入された感染ウイルスゲノム、プラスミドもしく
はエピソーム、または普通細胞中に存在しない染色体を含むことができる。外来分子の細
胞中への導入のための方法は当業者に知られており、脂質媒介トランスファ（すなわち、
リポソーム、中性およびカチオン性脂質を含む）、エレクトロポレーション、直接注入、
細胞融合、微粒子銃、リン酸カルシウム共沈、ＤＥＡＥ－デキストラン媒介トランスファ
およびウイルスベクター媒介トランスファが挙げられるが、これらに限定されない。
【００４６】
　対照的に、「内在」分子は、特定の環境条件下、特定の発生段階にある特定の細胞内に
普通存在するものである。例えば、内在核酸は、染色体、ミトコンドリアゲノム、葉緑体
ゲノム、または他の小器官のゲノム、天然エピソーム核酸を含むことができる。追加の内
在分子は、タンパク質、例えば、転写因子および酵素を含むことができる。
【００４７】
　「融合」分子は、２つまたはそれ以上のサブユニット分子が、好ましくは共有結合によ
り結合された分子である。サブユニット分子は同じ化学型の分子とすることができ、また
は異なる化学型の分子とすることができる。第１の型の融合分子の例としては、融合タン
パク質（例えば、ＺＦＰ　ＤＮＡ－結合ドメインと切断ドメインとの間の融合物）および
融合核酸（例えば、上記で記載されている融合タンパク質をコードする核酸）が挙げられ
るが、これらに限定されない。第２の型の融合分子の例としては、三本鎖形成核酸とポリ
ペプチドの間の融合、副溝バインダーと核酸の間の融合が挙げられるが、これらに限定さ
れない。
【００４８】
　細胞内での融合タンパク質の発現は、融合タンパク質の細胞への送達、または融合タン
パク質をコードするポリヌクレオチドの細胞への送達により得ることができ、この場合、
ポリヌクレオチドが転写され、転写物が翻訳され、融合タンパク質が生成される。トラン
ススプライシング、ポリペプチド切断およびポリペプチド連結もまた、細胞内でのタンパ
ク質の発現に関与し得る。ポリヌクレオチドおよびポリペプチドの細胞への送達法は、本
開示のほかの場所で提供する。
【００４９】
　「遺伝子」は、本開示のために、遺伝子産物（以下を参照されたい）をコードするＤＮ
Ａ領域、ならびに遺伝子産物の産生を制御する全てのＤＮＡ領域を、そのような制御配列
がコード配列および／または転写配列に隣接しているかどうかに関係なく、含む。したが
って、遺伝子としては、プロモーター配列、ターミネーター、翻訳制御配列、例えばリボ
ソーム結合部位および配列内リボソーム進入部位、エンハンサー、サイレンサー、インス
レーター、境界要素、複製開始点、マトリクス付着部位および遺伝子座調節領域が挙げら
れるが、必ずしもこれらに限定されない。
【００５０】
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　「遺伝子発現」は、遺伝子内に含まれる情報の遺伝子産物への変換を示す。遺伝子産物
は、遺伝子の直接転写産物（例えば、ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ、アンチセンスＲＮ
Ａ、リボザイム、構造ＲＮＡ　または任意の他の型のＲＮＡ）、またはｍＲＮＡの翻訳に
より生成されるタンパク質とすることができる。遺伝子産物はまた、キャッピング、ポリ
アデニル化、メチル化およびエディティングにより修飾されたＲＮＡ、ならびに、例えば
、メチル化、アセチル化、ホスホリル化、ユビキチン化、ＡＤＰ－リボシル化、ミリスチ
ル化およびグリコシル化により修飾されたタンパク質を含む。
【００５１】
　遺伝子発現の「調節」は、遺伝子活性の変化を示す。発現の調節としては、遺伝子活性
化および遺伝子抑制が挙げられるが、これらに限定されない。
【００５２】
　「真核生物」細胞としては、真菌細胞（例えば酵母）、植物細胞、動物細胞、哺乳類細
胞およびヒト細胞が挙げられるが、これらに限定されない。
【００５３】
　「植物」細胞としては、単子葉（単子葉植物）または双子葉（双子葉植物）植物が挙げ
られるが、これらに限定されない。単子葉植物の非制限的例としては、穀物用植物、例え
ば、トウモロコシ、コメ、オオムギ、カラスムギ、コムギ、モロコシ、ライムギ、サトウ
キビ、パイナップル、タマネギ、バナナ、およびココナッツが挙げられる。双子葉植物の
非制限的例としては、タバコ、トマト、ヒマワリ、ワタ、サトウダイコン、ジャガイモ、
レタス、メロン、大豆、キャノーラ（ナタネ）、およびアルファルファが挙げられる。植
物細胞は植物の任意の部分および／または任意の植物発生段階に由来してもよい。
【００５４】
　「対象」領域は細胞クロマチンの任意の領域であり、例えば、遺伝子または遺伝子内も
しくは遺伝子に隣接する非コード配列であり、この場合、外来分子に結合することが望ま
しい。結合は、標的ＤＮＡ切断および／または標的組換えのためとすることができる。対
象領域は、例えば、染色体、エピソーム、細胞小器官ゲノム（例えば、ミトコンドリア、
葉緑体）、または感染ウイルスゲノム内に存在することができる。対象領域は遺伝子のコ
ード領域内、転写される非コード領域、例えば、リーダー配列、トレーラー配列もしくは
イントロン内、または非転写領域内に、コード領域の上流または下流のいずれかで、存在
することができる。対象領域は長さが１～２０００のヌクレオチド対ほどの小さいもの、
または任意の整数値のヌクレオチド対とすることができる。
【００５５】
　「作動的結合」および「作動可能に結合された」（または「作動できるように結合され
た」）という用語は、近位の２つ以上の構成要素（例えば配列要素）対し同じ意味で使用
され、この場合、構成要素は、両方の構成要素が正常に機能し構成要素の少なくとも１つ
が他の構成要素の少なくとも１つにより実施される機能を媒介することができる可能性を
与えるように配列される。説明のために、転写制御配列が１つ以上の転写制御因子の有無
に応じてコード配列の転写レベルを制御する場合、転写制御配列、例えばプロモーターが
コード配列に作動可能に結合される。転写制御配列は一般に作動可能にｃｉｓで、コード
配列と結合されるが、それに直接隣接する必要はない。例えば、エンハンサーは、例え近
接していなくても、コード配列に作動可能に結合された転写制御配列である。
【００５６】
　融合ポリペプチドに関しては、「作動可能に結合された」という用語は、構成要素の各
々が他の構成要素と結合して、そのように結合されていなければ実行するのと同じ機能を
実行するという事実を示すことができる。例えば、ＺＦＰ　ＤＮＡ－結合ドメインが切断
ドメインに融合されている融合ポリペプチドに関しては、融合ポリペプチドにおいて、Ｆ
Ｐ　ＤＮＡ－結合ドメイン部分がその標的部位および／またはその結合部位に結合するこ
とができ、一方、切断ドメインが標的部位付近でＤＮＡを切断することができる場合、Ｚ
ＦＰ　ＤＮＡ－結合ドメインおよび切断ドメインが作動的結合にある。
【００５７】
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　タンパク質、ポリペプチドまたは核酸の「機能性フラグメント」はその配列が全長タン
パク質、ポリペプチドまたは核酸と同一ではないが、依然として全長タンパク質、ポリペ
プチドまたは核酸と同じ機能を保持するタンパク質、ポリペプチドまたは核酸である。機
能性フラグメントは、対応する天然分子より多い、少ない、または同じ数の残基を有する
ことができ、および／または１つ以上のアミノ酸またはヌクレオチド置換を含むことがで
きる。核酸の機能（例えば、コード機能、別の核酸にハイブリダイズする能力）を決定す
るための方法は当技術分野においてよく知られている。同様に、タンパク質機能を決定す
る方法はよく知られている。例えば、ポリペプチドのＤＮＡ－結合機能は、例えば、フィ
ルタ結合アッセイ法、電気泳動移動度シフト解析または免疫沈降アッセイ法により決定す
ることができる。ＤＮＡ切断は、ゲル電気泳動によりアッセイすることができる。上記Ａ
ｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．を参照されたい。タンパク質が別のタンパク質と相互作用す
る能力は、例えば、免疫共沈降、ツーハイブリッドアッセイ法または相補性により、遺伝
的および生物化学的の両方で決定することができる。例えば、Ｆｉｅｌｄｓ　ｅｔ　ａｌ
．　（１９８９）　Ｎａｔｕｒｅ　３４０：２４５－２４６、米国特許第５，５８５，２
４５号およびＰＣＴ　ＷＯ　９８／４４３５０号を参照されたい。
【００５８】
外来（ドナー）ポリヌクレオチド
　ゲノムに挿入するためのポリヌクレオチドが本明細書で記載されており、「外来」ポリ
ヌクレオチドまたは「ドナー」ポリヌクレオチドとも呼ばれている。対象導入遺伝子に隣
接する７５０ｂｐホモロジーアームを、デザインされたジンクフィンガーヌクレアーゼ（
ＺＦＮ）と組み合わせて有するプラスミドドナーは、標的遺伝子変化に使用することがで
きることが示されている。例えば、Ｍｏｅｈｌｅ　ｅｔ　ａｌ．　（２００７）　Ｐｒｏ
ｃ．　Ｎａｔ’ｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　１０４（９）：３０５５－３０６
０　および米国特許公開第２００５００６４４７４号を参照されたい。長いホモロジーア
ームを有するそのようなプラスミドドナーポリヌクレオチドの構築は時間がかかる手順で
あり、対象座位の～１．５フラグメントを増幅させるＰＣＲプライマーのデザイン、所望
のフラグメントを有し、ＰＣＲにより誘発された突然変異のない単一クローンの識別（増
幅、クローニングおよび配列決定による）、そのフラグメントの中心への独特なＲＦＬＰ
の導入（典型的には、部位特異的変異誘発による）、対象のＯＲＦのそのフラグメントへ
のクローニング、所望の配向でＯＲＦを有するクローンの識別（典型的には制限消化によ
る）および標的ゲノム変化において使用するために十分な量となるまでのプラスミドの増
幅を含む。最良の状況下で、この過程は約２週間を要し、環状（プラスミド）ドナーポリ
ヌクレオチドが得られる。
【００５９】
　驚いたことに、本発明者らは、約５０～１００塩基対の短いホモロジーアームを含む本
開示の線形ドナー配列は細胞ゲノムに効果的に組み込まれ得ることを、本明細書で証明し
ている。本明細書で記載した線形ドナー配列は構築するのに数時間しかかからない。
【００６０】
　ある実施形態では、本明細書で記載した線形ドナー配列は、２５～５０塩基対（または
その間の任意の値、例えば、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、
３５、３６、３７、３８、３９、４０、４１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４
８、４９または５０ヌクレオチド）の長さである。他の実施形態では、配列は５０～７５
ヌクレオチドの長さ（例えば、５０、５１、５２、５３、５４、５５、５６、５７、５８
、５９、６０、６１、６２、６３、６４、６５、６６、６７、６８、６９、７０、７１、
７２、７３、７４または７５ヌクレオチドの長さ）である。さらに他の実施形態では、配
列は７５～１００ヌクレオチドの長さ（例えば、７５、７６、７７、７８、７９、８０、
８１、８２、８３、８４、８５、８６、８７、８８、８９、９０、９１、９２、９３、９
４、９５、９６、９７、９８、９９または１００ヌクレオチドの長さ）である。さらに他
の実施形態では、ドナーポリヌクレオチドは１００～１５０の間のヌクレオチド（または
その間の任意の値）の長さである。他の実施形態では、ドナーポリヌクレオチドは５０～
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７５０の間のヌクレオチド（例えば、５０～１００、５０～１５０、５０～２００、５０
～２５０、５０～３００、５０～３５０、５０～４００、５０～４５０、５０～５００、
５０～５５０、５０～６００、５０～６５０、５０～７００）の長さである。
【００６１】
　本明細書で記載したドナー配列は、プラスミド、細胞、または他の起源から、ＰＣＲな
どの当技術分野において知られている標準技術を用いて単離し得る。また、これらは標準
オリゴヌクレオチド合成技術を用いて化学的に合成し得る。典型的には、ドナーポリヌク
レオチドはＰＣＲにより、ゲノム標的に相同な５０－１００　ｂｐ　５’部分、および対
象ＯＲＦと同一の１５～１８ｂｐ部分を有するプライマーを用いて作製される（図１）。
【００６２】
　本明細書で記載した線形ドナーポリヌクレオチドは、線形ドナーポリヌクレオチドがエ
キソヌクレアーゼ分解を受けないように、末端塩基対間に１つ以上のホスホロチオエート
ホスホジエステル結合を含み得る。これらの結合は分子の５’および／または３’末端の
２つ以上の位置に存在し得、標準技術を用いて単離または合成中に付加し得る。例えば、
Ｃｉａｆｒｅ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９５）　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　
２３（２０）：４１３４－４２；　Ｊｏｈａｎｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．　（２００２）　
Ｖａｃｃｉｎｅ　２０（２７－２８）：３３７９－８８を参照されたい。ドナーポリヌク
レオチドがプライマーを使用するＰＣＲ（図１）により単離される実施形態では、プライ
マー（およびドナーポリヌクレオチド）の５’末端は典型的にはホスホロチオエートホス
ホジエステル結合である。また、線形ドナーポリヌクレオチドは、１つ以上の５’デオキ
シヌクレオチド、ビオチンおよび／１つ以上のアミン基を含み得、これらはすべて、エキ
ソヌクレアーゼ分解を減少させることが示されている。
【００６３】
　外来（ドナー）ポリヌクレオチドは、任意の対象配列（外来配列）を含み得る。例示的
な外来配列としては、任意のポリペプチドコード配列（例えば、ｃＤＮＡ）、プロモータ
ー配列、エンハンサー配列、エピトープタグ、マーカー遺伝子、切断酵素認識部位、エピ
トープタグおよび様々な型の発現コンストラクトが挙げられるが、これらに限定されない
。マーカー遺伝子としては、抗生物質耐性（例えば、アンピシリン耐性、ネオマイシン耐
性、Ｇ４１８耐性、ピューロマイシン耐性）を媒介するタンパク質をコードする配列、有
色または蛍光もしくは発光タンパク質（例えば、緑色蛍光タンパク質、高感度緑色蛍光タ
ンパク質、赤色蛍光タンパク質、ルシフェラーゼ）、ならびに増強された細胞成長および
／または遺伝子増幅（例えば、ジヒドロ葉酸レダクターゼ）を媒介するタンパク質をコー
ドする配列が挙げられるが、これらに限定されない。エピトープタグとしては、例えば、
ＦＬＡＧ、Ｈｉｓ、ｍｙｃ、Ｔａｐ、ＨＡまたは任意の検出可能なアミノ酸配列の１つ以
上のコピーが挙げられる。
【００６４】
　外来（ドナー）ポリヌクレオチドはまた、ポリペプチドをコードしない配列、むしろ、
任意の型の非コード配列、ならびに１つ以上の調節領域（例えば、プロモーター）を含み
得る。さらに、外来核酸配列は１つ以上のＲＮＡ分子（例えば、低分子ヘアピン型ＲＮＡ
（ｓｈＲＮＡ）、抑制ＲＮＡ（ＲＮＡｉｓ）、マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）など）を生
成し得る。
【００６５】
　ドナー分子は細胞クロマチンに対し相同性を有する複数の不連続領域を含むことができ
る。例えば、相同領域は、所望の変化を含む２つ以上の領域に隣接することができる。好
ましい実施形態では、外来配列は、細胞内での発現が望ましい任意のポリペプチド、例え
ば、限定されないが、抗体、抗原、酵素、受容体（細胞表面または核内）、ホルモン、リ
ンホカイン、サイトカイン、レポーターポリペプチド、成長因子、および上記いずれかの
機能性フラグメントをコードするポリヌクレオチドを含む。コード配列は例えば、ｃＤＮ
Ａとし得る。
【００６６】
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　ドナー分子は、細胞により取り込まれたプラスミドの、ＺＦＮ駆動切断結果としての、
線形化後の線形分子とすることができる。別の実施形態では、線形ドナー分子は細胞ゲノ
ム中に存在することができ、この場合、ドナー分子は、ゲノムからのドナーのＺＦＮ駆動
切断および放出後の相同性駆動標的組込みのために使用可能となる。
【００６７】
　例えば、外来配列は、遺伝疾患、例えば、限定はされないが下記遺伝子疾患：軟骨無形
成症、色覚異常、酸性マルターゼ欠損症、アデノシンデアミナーゼ欠損症（ＯＭＩＭ　Ｎ
ｏ．１０２７００）、副腎皮質ジストロフィー、アイカルディ症候群、α１アンチトリプ
シン欠損症、αサラセミア、アンドロゲン不応症、アペール症候群、不整脈源性右室異形
成、毛細血管拡張性運動失調症、バース症候群、βサラセミア、青色ゴム乳首様母斑症候
群、カナバン病、慢性肉芽腫症（ＣＧＤ）、ネコ鳴き症候群、のう胞性線維症、ダーカム
病、外胚葉異形成、ファンコニー貧血、進行性骨化性線維異形成症、脆弱Ｘ症候群、ガラ
クトース血症、ゴーシェ病、全身性ガングリオシドーシス（例えば、ＧＭ１）、ヘモクロ
マトーシス、β－グロブリンの第６コドンにおけるヘモグロビンＣ突然変異（ＨｂＣ）、
血友病、ハンチントン病、ハーラー症候群、低ホスファターゼ血症、クラインフェルター
症候群、クラッベ病、ランガー・ギーディオン症候群、白血球粘着不全症（ＬＡＤ，　Ｏ
ＭＩＭ　Ｎｏ．　１１６９２０）、白質ジストロフィー、ＱＴ延長症候群、マルファン症
候群、メビウス症候群、ムコ多糖症（ＭＰＳ）、爪膝蓋骨症候群、腎性尿崩症、神経線維
腫症、ニーマン・ピック病、骨形成不全症、ポルフィリン症、プラダー・ウィリー症候群
、早老症、プロテウス症候群、網膜芽細胞腫、レット症候群、ルビンシュタイン・テイビ
症候群、サンフィリポ症候群、重症複合免疫不全症（ＳＣＩＤ）、シュバックマン症候群
、鎌状赤血球症（鎌状赤血球貧血）、スミス・マゲニス症候群、スティックラー症候群、
テイ・サックス病、血小板減少橈骨欠損（ＴＡＲ）症、トリーチャ・コリンズ症候群、ト
リソミー、結節性硬化症、ターナー症候群、尿素サイクル異常症、フォン・ヒッペル・リ
ンドウ病、ワールデンブルグ症候群、ウィリアムズ症候群、ウィルソン病、ウィスコット
・アルドリッチ症候群、Ｘ－連鎖リンパ球増殖症候群（ＸＬＰ，　ＯＭＩＭ　Ｎｏ．　３
０８２４０）のいずれかを有する被験体において欠如している、または機能しないポリペ
プチドをコードする配列を含み得る。
【００６８】
　標的組込みにより治療することができる追加の例示的な疾患としては、後天性免疫不全
、リソソーム蓄積症（例えば、ゴーシェ病、ＧＭ１、ファブリー病およびテイ・サックス
病）、ムコ多糖症（例えば、ハンター病、ハーラー病）、異常ヘモグロビン症（例えば、
鎌状赤血球症、ＨｂＣ、αサラセミア、βサラセミア）および血友病が挙げられる。
【００６９】
　ある実施形態では、外来配列は、標的組込みを受けた細胞の選択を可能にするマーカー
遺伝子（上記）、および追加の機能性をコードする結合配列を含むことができる。マーカ
ー遺伝子の非制限的な例としては、ＧＦＰ、薬剤選択マーカーなどが挙げられる。
【００７０】
　さらに、発現には必要とされないが、外来配列はまた、転写または翻訳制御配列、例え
ば、プロモーター、エンハンサー、インスレーター、配列内リボソーム進入部位、２Ａペ
プチドをコードする配列および／またはポリアデニル化信号を含み得る。
【００７１】
標的部位
　開示した方法および組成物は、切断ドメイン（または切断ハーフドメイン）およびジン
クフィンガードメインを含む融合タンパク質を含み、ここで、ジンクフィンガードメイン
は、細胞ゲノム内の対象領域の配列に結合することにより、切断ドメイン（または切断ハ
ーフドメイン）の活性を配列近くに移動させ、これにより、対象領域での切断（例えば、
二本鎖切断）を誘導する。本開示のほかの場所で説明したように、ジンクフィンガードメ
インは、事実上、任意の所望の配列に結合するように操作することができる。したがって
、１つ以上のジンクフィンガー結合ドメインは対象領域内の１つ以上の配列に結合するよ
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うに操作することができる。ジンクフィンガー結合ドメインおよび切断ドメインを含む融
合タンパク質（または、それぞれがジンクフィンガー結合ドメインおよび切断ハーフドメ
インを含む２つの融合タンパク質）の、細胞内での発現は、対象領域での切断を達成する
。
【００７２】
　ジンクフィンガードメインによる結合のための対象領域における配列の選択は（例えば
、標的部位）、例えば、共に所有されている米国特許第６，４５３，２４２号（２００２
年９月１７日）（これもまた、選択された配列に結合するようにＺＦＰをデザインするた
めの方法を開示する）に開示されている方法にしたがって、達成することができる。標的
部位の選択のために、ヌクレオチド配列の簡単な視覚検査もまた使用できることは当業者
には明らかであろう。したがって、本明細書で記載した方法では、標的部位選択のための
いずれの手段も使用することができる。
【００７３】
　標的部位は、一般に、複数の隣接する標的サブサイトから構成される。標的サブサイト
は、個々のジンクフィンガーにより結合される配列（通常、ヌクレオチドトリプレット、
または隣接するクアドルプレットと１つのヌクレオチドだけ重なり得るヌクレオチドクア
ドルプレットのいずれか）を示す。例えば、ＷＯ　０２／０７７２２７号を参照されたい
。ジンクフィンガータンパク質が最も接触する鎖が標的鎖「主認識鎖」または「主接触鎖
」とデザインされた場合、いくらかのジンクフィンガータンパク質が標的鎖中の３つの塩
基トリプレットおよび非標的鎖上の４番目の塩基に結合する。標的部位は一般に、少なく
とも９ヌクレオチドの長さを有し、そのため、少なくとも３つのジンクフィンガーを含む
ジンクフィンガー結合ドメインにより結合される。しかしながら、例えば、４－フィンガ
ー結合ドメインの１２－ヌクレオチド標的部位への結合、５－フィンガー結合ドメインの
１５－ヌクレオチド標的部位への結合、または６－フィンガー結合ドメインの１８ヌクレ
オチド標的部位への結合もまた可能である。以下で明らかになるように、より大きな結合
ドメイン（例えば、７－、８－、９－フィンガーおよびそれ以上）のより長い標的部位へ
の結合もまた可能である。
【００７４】
　標的部位は、多様な３つのヌクレオチドである必要はない。例えば、交差鎖相互作用が
起こる場合（例えば、米国特許第６，４５３，２４２号およびＷＯ　０２／０７７２２７
号を参照されたい）、マルチフィンガー結合ドメインの個々のジンクフィンガーのうちの
１つ以上が、重なっているクアドルプレットサブサイトに結合することができる。結果と
して、３－フィンガータンパク質は１０－ヌクレオチド配列に結合することができ、この
場合、１０番目のヌクレオチドは、末端フィンガーにより結合されたクアドルプレットの
一部であり、４－フィンガータンパク質は１３－ヌクレオチド配列に結合することができ
、この場合、１３番目のヌクレオチドが末端フィンガーにより結合されたクアドルプレッ
トの一部である、など。
【００７５】
　マルチフィンガー結合ドメインにおける個々のジンクフィンガー間のアミノ酸リンカー
配列の長さおよび性質もまた、標的配列への結合に影響する。例えば、マルチフィンガー
結合ドメイン内の隣接するジンクフィンガー間にいわゆる「非標準リンカー」、「長いリ
ンカー」または「構造化リンカー」が存在すると、それらのフィンガーは直接隣接してい
ないサブサイトに結合できるようになる。そのようなリンカーの非制限的例は、例えば、
米国特許第６，４７９，６２６号およびＷＯ　０１／５３４８０号において記載されてい
る。したがって、ジンクフィンガー結合ドメインに対する標的部位中の１つ以上のサブサ
イトが互いに、１、２、３、４、５またはそれ以上のヌクレオチドだけ分離され得る。一
例にすぎないが、４－フィンガー結合ドメインは、２つの隣接３－ヌクレオチドサブサイ
ト、１つの介在ヌクレオチド、および２つの隣接トリプレットサブサイトを順に含む、１
３ヌクレオチド標的部位に結合することができる。
【００７６】
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　配列（例えば、標的部位）間の距離は、互いに最も近い配列の端から測定した２つの配
列間に介在するヌクレオチドまたはヌクレオチド対の数を示す。
【００７７】
　切断が、２つのジンクフィンガードメイン／切断ハーフドメイン融合分子の別個の標的
部位への結合に依存するある実施形態では、２つの標的部位は逆ＤＮＡ鎖上に存在するこ
とができる（実施例１）。他の実施形態では、両方の標的部位は同じＤＮＡ鎖上に存在す
る。
【００７８】
ＤＮＡ結合ドメイン
　本明細書で開示した方法では、任意のＤＮＡ結合ドメインを使用することができる。あ
る実施形態では、ＤＮＡ結合ドメインはジンクフィンガータンパク質を含む。ジンクフィ
ンガー結合ドメインは１つ以上のジンクフィンガーを含む。Ｍｉｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．
　（１９８５）　ＥＭＢＯ　Ｊ．　４：１６０９－１６１４、Ｒｈｏｄｅｓ　（１９９３
）　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｆｅｂ．：５６－６５、米国特許第６，
４５３，２４２号。本明細書で記載したジンクフィンガー結合ドメインは一般に、２、３
、４、５、６または実にそれ以上のジンクフィンガーを含む。
【００７９】
　典型的には、１つのジンクフィンガードメインは約３０アミノ酸の長さである。構造研
究により、各ジンクフィンガードメイン（モチーフ）は２つのβシート（２つのインバリ
アントなシステイン残基を含むβターンで保持）およびαへリックス（２つのインバリア
ントなヒスチジン残基を含む）を含み、これらは２つのシステインおよび２つのヒスチジ
ンによる亜鉛原子の配位により特定の立体構造で保持されていることが証明されている。
【００８０】
　ジンクフィンガーは標準Ｃ2Ｈ2ジンクフィンガー（すなわち、亜鉛イオンが２つのシス
テインおよび２つのヒスチジン残基により配位されているもの）と、非標準ジンクフィン
ガー、例えば、Ｃ3Ｈジンクフィンガー（亜鉛イオンが３つのシステイン残基および１つ
のヒスチジン残基により配位されているもの）およびＣ4ジンクフィンガー（亜鉛イオン
が４つのシステイン残基により配位されているもの）の両方を含む。ＷＯ　０２／０５７
２９３号も参照されたい。
【００８１】
　ジンクフィンガー結合ドメインは、標準技術を用いて標的部位（以上を参照されたい）
に結合するように操作することができる。実施例１、共に所有されている米国特許第６，
４５３，２４２号および同第６，５３４，２６１号（その中で引用されている参考文献を
含む）を参照されたい。操作されたジンクフィンガー結合ドメインは、天然ジンクフィン
ガータンパク質に比べ、新規結合特異性を有することができる。操作方法としては、合理
的デザインおよび様々な型の選択が挙げられるが、これらに限定されない。合理的デザイ
ンとしては、例えば、トリプレット（またはクアドルプレット）ヌクレオチド配列および
個々のジンクフィンガーアミノ酸配列を含むデータベースの使用が挙げられ、この場合、
各トリプレットまたはクアドルプレットヌクレオチド配列が、特定のトリプレットまたは
クアドルプレット配列に結合するジンクフィンガーの１つ以上のアミノ酸配列と結合する
。
【００８２】
　ファージディスプレイおよびツーハイブリッド系を含む例示的な選択方法が、米国特許
第５，７８９，５３８号、同第５，９２５，５２３号、同第６，００７，９８８号、同第
６，０１３，４５３号、同第６，４１０，２４８号、同第６，１４０，４６６号、同第６
，２００，７５９号および同第６，２４２，５６８号、ならびにＷＯ　９８／３７１８６
号、ＷＯ　９８／５３０５７号、ＷＯ　００／２７８７８号、ＷＯ　０１／８８１９７号
およびＧＢ　２，３３８，２３７号において開示されている。
【００８３】
　ジンクフィンガー結合ドメインに対する結合特異性の増強は、例えば、共に所有されて
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いるＷＯ　０２／０７７２２７号において記載されている。
【００８４】
　個々のジンクフィンガーは３つのヌクレオチド（すなわち、トリプレット）配列（また
は、１つのヌクレオチドのみが隣接するジンクフィンガーの４－ヌクレオチド結合部位と
重なり得る４－ヌクレオチド配列）に結合するので、ジンクフィンガー結合ドメインが結
合するように操作された配列（例えば、標的配列）の長さは、操作されたジンクフィンガ
ー結合ドメイン中のジンクフィンガーの数を決定する。例えば、フィンガーモチーフが重
なったサブサイトに結合していないＺＦＰでは、６－ヌクレオチド標的配列が２－フィン
ガー結合ドメインにより結合され、９－ヌクレオチド標的配列が３－フィンガー結合ドメ
インにより結合される、など。本明細書で言及したように、標的部位における個々のジン
クフィンガーの結合部位（すなわち、サブサイト）は連続である必要はなく、マルチフィ
ンガー結合ドメイン中のジンクフィンガー間のアミノ酸配列（すなわち、フィンガー間リ
ンカー）の長さおよび性質によって、１つ以上のヌクレオチドにより分離させることがで
きる。
【００８５】
　マルチフィンガージンクフィンガー結合ドメインでは、隣接するジンクフィンガーは、
約５アミノ酸のアミノ酸リンカー配列（いわゆる「標準」）フィンガー間リンカー）によ
り、または１つもしくは複数の非標準リンカーにより分離させることができる。例えば、
共に所有されている米国特許第６，４５３，２４２号および同第６，５３４，２６１号を
参照されたい。３を超えるフィンガーを含む、操作ジンクフィンガー結合ドメインでは、
より長い（「非標準」）フィンガー間リンカーのあるジンクフィンガー間への挿入が、結
合ドメインによる結合の親和性および／または特異性を増加させ得るので好ましい可能性
がある。例えば、米国特許第６，４７９，６２６号およびＷＯ　０１／５３４８号を参照
されたい。したがって、マルチフィンガージンクフィンガー結合ドメインはまた、非標準
フィンガー間リンカーの存在および位置に関して特徴付けることができる。例えば、３つ
のフィンガー（２つの標準フィンガー間リンカーにより連結されている）、１つの長いリ
ンカーおよび３つの追加のフィンガー（２つの標準フィンガー間リンカーにより連結され
ている）を含む６－フィンガージンクフィンガー結合ドメインは、２　ｘ３構造で示され
る。同様に、２つのフィンガー（その間に標準リンカーを有する）、１つの長いリンカー
および２つの追加のフィンガー（標準リンカーにより連結されている）を含む結合ドメイ
ンは２ｘ２タンパク質で示される。３つの２－フィンガーユニット（それらの各々におい
て、２つのフィンガーが標準リンカーにより連結されている）および、各２－フィンガー
ユニットが１つの長いリンカーにより隣接する２つのフィンガーにより連結されているタ
ンパク質は３ｘ２タンパク質と呼ばれる。
【００８６】
　マルチフィンガー結合ドメイン中の２つの隣接するフィンガー間に１つの長い、または
非標準フィンガー間リンカーが存在すると、しばしば、２つのフィンガーは、標的配列内
の直接隣接していないサブサイトに結合できるようになる。したがって、標的サイト内の
サブサイト間に１つ以上のヌクレオチドのギャップが存在できる、すなわち、標的部位は
ジンクフィンガーが接触していない１つ以上のヌクレオチドを含むことができる。例えば
、２ｘ２ジンクフィンガー結合ドメインは、１つのヌクレオチドにより分離された２つの
６－ヌクレオチド配列に結合することができる、すなわち、１３－ヌクレオチド標的サイ
トに結合する。Ｍｏｏｒｅ　ｅｔ　ａｌ．　（２００１ａ）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　
Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　９８：１４３２－１４３６、Ｍｏｏｒｅ　ｅｔ　ａｌ．
　（２００１ｂ）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　９８：１
４３７－１４４１およびＷＯ　０１／５３４８０号もまた参照されたい。
【００８７】
　前に言及したように、標的サブサイトは単一ジンクフィンガーにより結合される３－ま
たは４－ヌクレオチド配列である。ある目的のために、２－フィンガーユニットは結合分
子と示される。結合分子は、例えば、特定の６－ヌクレオチド標的配列に結合するマルチ
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フィンガータンパク質（一般に３フィンガー）との関係で２つの隣接するフィンガーを選
択することによりに得ることができる。また、個々のジンクフィンガーの集合により分子
を構築することができる。ＷＯ　９８／５３０５７号およびＷＯ　０１／５３４８０号も
また、参照されたい。
【００８８】
　また、ＤＮＡ－結合ドメインは、ヌクレアーゼから誘導され得る。例えば、Ｉ－Ｓｃｅ
Ｉ、Ｉ－ＣｅｕＩ、ＰＩ－ＰｓｐＩ、ＰＩ－Ｓｃｅ、Ｉ－ＳｃｅＩＶ、Ｉ－ＣｓｍＩ、Ｉ
－ＰａｎＩ、Ｉ－ＳｃｅＩＩ、Ｉ－ＰｐｏＩ、Ｉ－ＳｃｅＩＩＩ、Ｉ－ＣｒｅＩ、Ｉ－Ｔ
ｅｖＩ、Ｉ－ＴｅｖＩＩおよびＩ－ＴｅｖＩＩＩなどのホーミングエンドヌクレアーゼお
よびメガヌクレアーゼの認識配列は知られている。米国特許第５，４２０，０３２号、米
国特許第６，８３３，２５２号、　Ｂｅｌｆｏｒｔ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９７）　Ｎｕ
ｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　２５：３３７９-３３８８、　Ｄｕｊｏｎ　ｅｔ　
ａｌ．　（１９８９）　Ｇｅｎｅ　８２：１１５-１１８、Ｐｅｒｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．
　（１９９４）　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　２２，　１１２５-１１２７
、Ｊａｓｉｎ　（１９９６）　Ｔｒｅｎｄｓ　Ｇｅｎｅｔ．　１２：２２４-２２８、Ｇ
ｉｍｂｌｅ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９６）　Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　２６３：１６
３-１８０、Ａｒｇａｓｔ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９８）　Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．
　２８０：３４５-３５３　およびＮｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓカタログも
また、参照されたい。さらに、ホーミングエンドヌクレアーゼおよびメガヌクレアーゼの
ＤＮＡ－結合特異性は、非天然標的部位に結合するように操作することができる。例えば
、Ｃｈｅｖａｌｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．　（２００２）　Ｍｏｌｅｃ．　Ｃｅｌｌ　１０：
８９５－９０５、Ｅｐｉｎａｔ　ｅｔ　ａｌ．　（２００３）　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉ
ｄｓ　Ｒｅｓ．　３１：２９５２－２９６２、　Ａｓｈｗｏｒｔｈ　ｅｔ　ａｌ．　（２
００６）　Ｎａｔｕｒｅ　４４１：６５６－６５９、Ｐａｑｕｅｓ　ｅｔ　ａｌ．　（２
００７）　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　７：４９－６６、米国特許公開
第２００７０１１７１２８号を参照されたい。
【００８９】
切断ドメイン
　本明細書で開示した融合タンパク質の切断ドメイン部分は、任意のエンドヌクレアーゼ
またはエキソヌクレアーゼから得ることができる。切断ドメインを誘導することができる
例示的なエンドヌクレアーゼとしては、制限エンドヌクレアーゼおよびホーミングエンド
ヌクレアーゼが挙げられるが、これらに限定されない。例えば、２００２－２００３　Ｃ
ａｔａｌｏｇｕｅ，　Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ，　Ｂｅｖｅｒｌｙ，　
ＭＡ、およびＢｅｌｆｏｒｔ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９７）　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ
ｓ　Ｒｅｓ．　２５：３３７９－３３８８を参照されたい。ＤＮＡを切断する追加の酵素
が知られている（例えば、Ｓ１　ヌクレアーゼ、マングビーンヌクレアーゼ、膵臓ＤＮａ
ｓｅ　Ｉ、小球菌ヌクレアーゼ、酵母ＨＯエンドヌクレアーゼ、Ｌｉｎｎ　ｅｔ　ａｌ．
　（ｅｄｓ．）　Ｎｕｃｌｅａｓｅｓ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，１９９３も参照されたい）。Ｉ－ＳｃｅＩ、Ｉ－Ｃｅｕ
Ｉ、ＰＩ－ＰｓｐＩ、ＰＩ－Ｓｃｅ、Ｉ－ＳｃｅＩＶ、Ｉ－ＣｓｍＩ、Ｉ－ＰａｎＩ、Ｉ
－ＳｃｅＩＩ、Ｉ－ＰｐｏＩ、Ｉ－ＳｃｅＩＩＩ、Ｉ－ＣｒｅＩ、Ｉ－ＴｅｖＩ、Ｉ－Ｔ
ｅｖＩＩおよびＩ－ＴｅｖＩＩＩなどのホーミングエンドヌクレアーゼおよびメガヌクレ
アーゼの非制限的例が知られている。米国特許第５，４２０，０３２号、米国特許第６，
８３３，２５２号、Ｂｅｌｆｏｒｔ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９７）　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａ
ｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　２５：３３７９-３３８８、　Ｄｕｊｏｎ　ｅｔ　ａｌ．　（１９
８９）　Ｇｅｎｅ　８２：１１５-１１８、Ｐｅｒｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９４）
　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　２２，　１１２５-１１２７、Ｊａｓｉｎ　
（１９９６）　Ｔｒｅｎｄｓ　Ｇｅｎｅｔ．　１２：２２４-２２８；　Ｇｉｍｂｌｅ　
ｅｔ　ａｌ．　（１９９６）　Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　２６３：１６３-１８０、
Ａｒｇａｓｔ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９８）　Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　２８０：３
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４５-３５３　およびＮｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓカタログもまた、参照さ
れたい。これらの酵素（またはそれらの機能性フラグメント）の１つ以上を切断ドメイン
および切断ハーフドメインの起源として使用することができる。
【００９０】
　制限エンドヌクレアーゼ（制限酵素）は、多くの種に存在し、ＤＮＡに配列特異的結合
し（認識部位で）、結合部位またはその近くでＤＮＡを切断することができる。ある制限
酵素（例えば、ＩＩＳ型）は認識部位から離れた部位でＤＮＡを切断し、分離可能な結合
および切断ドメインを有する。例えば、ＩＩＳ型酵素Ｆｏｋ　Ｉは、１つの鎖上の認識部
位から９ヌクレオチドで、およびもう一方の認識部位から１３ヌクレオチドで、ＤＮＡの
二本鎖切断を触媒する。例えば、米国特許第５，３５６，８０２号、同第５，４３６，１
５０号および同第５，４８７，９９４号、ならびに　Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９２）
　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　８９：４２７５－４２７９
、Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９３）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．
　ＵＳＡ　９０：２７６４－２７６８、Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９４ａ）　Ｐｒｏ
ｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　９１：８８３－８８７、Ｋｉｍ　ｅ
ｔ　ａｌ．　（１９９４ｂ）　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．　２６９：３１，９７８－
３１，９８２を参照されたい。したがって、１つの実施形態では、融合タンパク質は、少
なくとも１つのＩＩＳ型制限酵素由来の切断ドメイン（または切断ハーフドメイン）およ
び１つ以上のジンクフィンガー結合ドメインを含み、操作されていても、またはされてい
なくてもよい。
【００９１】
　その切断ドメインが結合ドメインから分離可能である、例示的なＩＩＳ型制限酵素はＦ
ｏｋ　Ｉである。この特定の酵素は二量体として活性である。Ｂｉｔｉｎａｉｔｅ　ｅｔ
　ａｌ．　（１９９８）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　９
５：　１０，５７０－１０，５７５。したがって、本開示のために、開示した融合タンパ
ク質中で使用されるＦｏｋ　Ｉ酵素の部分は、切断ハーフドメインであると考えられる。
したがって、ジンクフィンガー－Ｆｏｋ　Ｉ融合物を使用する細胞配列の標的二本鎖切断
および／または標的置換では、各々がＦｏｋ　Ｉ切断ハーフドメインを含む２つの融合タ
ンパク質を使用して、触媒活性切断ドメインを再構成することができる。また、ジンクフ
ィンガー結合ドメインおよび２つのＦｏｋ　Ｉ切断ハーフドメインを含む単一ポリペプチ
ド分子を使用することもできる。ジンクフィンガー－Ｆｏｋ　Ｉ融合物を用いた標的切断
および標的配列変化のためのパラメータは本開示の他の場所で提供する。
【００９２】
　切断ドメインまたは切断ハーフドメインは、切断活性を保持する、または多量体を形成
し（例えば、二量体化し）機能性切断ドメインを形成する能力を保持するタンパク質の任
意の部分とすることができる。
【００９３】
　例示的なＩＩＳ型制限酵素は共に所有されている国際公開公報第ＷＯ　２００７／０１
４２７５号（その全体が参照により本明細書に組み込まれる）に記載されている。
【００９４】
　切断特異性を増強させるために、切断ドメインはまた、修飾し得る。ある実施形態では
、切断ハーフドメインのホモ二量体化を最小に抑え、または阻止する切断ハーフドメイン
の変異体が使用される。そのような修飾切断ハーフドメインの非制限的例は、全体が参照
により本明細書に組み入れられるＷＯ　２００７／０１４２７５号に詳細に記載されてい
る。実施例もまた参照されたい。ある実施形態では、切断ドメインは、ホモ二量体化を最
小に抑え、または阻止する、当業者に知られており、例えば、参照により全体が本明細書
に組み入れられる米国特許公開第２００５００６４４７４号および同第２００６０１８８
９８７号に記載されている、操作された切断ハーフドメイン（二量体化ドメイン変異体と
も呼ばれる）を含む。Ｆｏｋ　Ｉの４４６、４４７、４７９、４８３、４８４、４８６、
４８７、４９０、４９１、４９６、４９８、４９９、５００、５３１、５３４、５３７お



(24) JP 2016-208980 A 2016.12.15

10

20

30

40

50

よび５３８位のアミノ酸残基は全て、Ｆｏｋ　Ｉ切断ハーフドメインの二量体化に影響す
るための標的である。
【００９５】
　Ｆｏｋ　Ｉの追加の操作された切断ハーフドメインは強制的ヘテロ二量体を形成し、こ
れもまた、本明細書で記載したＺＦＮ中で使用することができる。第１の切断ハーフドメ
インは、Ｆｏｋ　Ｉの４９０および５３８位のアミノ酸残基で突然変異を含み、第２の切
断ハーフドメインは、４８６および４９９位のアミノ酸残基で突然変異を含む。
【００９６】
　ある実施形態では、切断ドメインは２つの切断ハーフドメインを含み、それらの両方が
、結合ドメイン、第１の切断ハーフドメインおよび第２の切断ハーフドメインを含む単一
ポリペプチドの一部である。切断ハーフドメインは、それらがＤＮＡを切断するように機
能する限り、同じアミノ酸配列または異なるアミノ酸配列を有することができる。
【００９７】
　一般に、融合タンパク質が切断ハーフドメインを含む場合、切断には２つの融合タンパ
ク質が必要とされる。また、２つの切断ハーフドメインを含む単一タンパク質を使用する
ことができる。２つの切断ハーフドメインは、同じエンドヌクレアーゼ（またはその機能
性フラグメント）から誘導することができ、または各切断ハーフドメインは異なるエンド
ヌクレアーゼ（またはその機能性フラグメント）から誘導することができる。さらに別の
実施形態では、２つの切断ハーフドメインが使用され、この場合、ハーフドメインの１つ
は酵素的に不活性であり、そのため、一本鎖ニックが標的部位で導入される（例えば、共
に所有されている米国特許仮出願第６１／１８９，８００号を参照されたい）。さらに、
２つの融合タンパク質のための標的部位は好ましくは、互いに対し、２つの融合タンパク
質のそれらの個々の標的部位への結合により、切断ハーフドメインが例えば、二量体化に
より、機能性切断ドメインを形成することができる互いに対する空間配向で配置されるよ
うに、配置される。したがって、ある実施形態では、標的部位の近い端が、５～８ヌクレ
オチドだけ、または１５～１８ヌクレオチドだけ分離される。しかしながら、任意の整数
のヌクレオチドまたはヌクレオチド対が、２つの標的部位間に介在することができる（例
えば、２～５０またはそれ以上のヌクレオチド）。一般に、切断点は標的部位間に存在す
る。
【００９８】
ＤＮＡ－結合ドメイン－切断ドメイン融合物
　融合タンパク質（および融合タンパク質をコードするポリヌクレオチド）のデザインお
よび構築のための方法が当業者に公知である。例えば、ジンクフィンガータンパク質（お
よびこれをコードするポリヌクレオチド）を含む融合タンパク質のデザインおよび構築の
ための方法が、共に所有されている米国特許第６，４５３，２４２号および同第６，５３
４，２６１号、ならびに国際公開公報第ＷＯ　２００７／０１４２７５号において記載さ
れている。ある実施形態では、そのような融合タンパク質をコードするポリヌクレオチド
が構築される。これらのポリヌクレオチドは、ベクターに挿入することができ、ベクター
は細胞に導入することができる（ポリヌクレオチドの細胞への導入のためのベクターおよ
び方法に関するさらなる開示については以下を参照されたい）。
【００９９】
　本明細書で記載した方法のある実施形態では、融合タンパク質は、ジンクフィンガー結
合ドメインおよびＦｏｋ　Ｉ制限酵素由来の切断ハーフドメインを含み、２つのそのよう
な融合タンパク質が細胞内で発現される。２つの融合タンパク質の細胞内での発現は、２
つのタンパク質の細胞への送達、１つのタンパク質およびタンパク質の１つをコードする
１つの核酸の細胞への送達、２つの核酸（各々がタンパク質の１つをコードする）の細胞
への送達、または両方のタンパク質をコードする単一の核酸の細胞への送達により得るこ
とができる。別の実施形態では、融合タンパク質は２つの切断ハーフドメインおよびジン
クフィンガー結合ドメインを含む単一ポリペプチド鎖を含む。この場合、単一融合タンパ
ク質が細胞内で発現され、理論に縛られることは望まないが、切断ハーフドメインの分子
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内二量体の形成の結果、ＤＮＡを切断すると考えられる。
【０１００】
　それぞれがジンクフィンガー結合ドメインおよび切断ハーフドメインを含む２つの融合
タンパク質は細胞内で発現され、機能切断ドメインが再構成され、ＤＮＡが標的部位近く
で切断されるように並置された標的部位に結合し得る。１つの実施形態では、切断は２つ
のジンクフィンガー結合ドメインの標的部位間で起こる。ジンクフィンガー結合ドメイン
および／または切断ドメインのうちの１つまたは両方を操作することができる。
【０１０１】
　融合タンパク質（例えば、ＺＦＰ－Ｆｏｋ　Ｉ融合物）の構成要素は、ジンクフィンガ
ードメインが融合タンパク質のアミノ末端に最も近く、切断ハーフドメインがカルボキシ
末端に最も近くなるように配列され得る。機能性ヌクレアーゼを形成するための切断ハー
フドメインの二量体化は、融合タンパク質の逆ＤＮＡ鎖上の部位への結合により引き起こ
され、結合部位の５’末端は互いに近接する。
【０１０２】
　また、融合タンパク質（例えば、ＺＦＰ－Ｆｏｋ　Ｉ融合物）の構成要素は、切断ハー
フドメインが融合タンパク質のアミノ末端に最も近く、ジンクフィンガードメインがカル
ボキシ末端に最も近くなるように配列され得る。これらの実施形態では、機能性ヌクレア
ーゼを形成するための切断ハーフドメインの二量体化は、融合タンパク質の逆ＤＮＡ鎖上
の部位への結合により引き起こされ、結合部位の３’末端は互いに近接する。
【０１０３】
　さらに別の実施形態では、第１の融合タンパク質は、融合タンパク質のアミノ末端に最
も近い切断ハーフドメインと、カルボキシ末端に最も近いジンクフィンガードメインを含
み、第２の融合タンパク質は、ジンクフィンガードメインが融合タンパク質のアミノ末端
に最も近く、切断ハーフドメインがカルボキシ末端に最も近くなるように配列される。こ
れらの実施形態では、両方の融合タンパク質が同じＤＮＡ鎖に結合し、カルボキシ末端に
最も近いジンクフィンガードメインを含む第１の融合タンパク質の結合部位は、アミノ末
端に最も近いジンクフィンガーを含む第２の融合タンパク質の結合部位の５’側に配置さ
れている。
【０１０４】
　２つの融合タンパク質は、同じまたは逆の極性の対象領域で結合することができ、それ
らの結合部位（すなわり、標的部位）は任意の数のヌクレオチド、例えば０～２００ヌク
レオチドまたはそれらの間の任意の整数値のヌクレオチドにより分離することができる。
ある実施形態では、各々がジンクフィンガー結合ドメインと切断ハーフドメインを含む、
２つの融合タンパク質に対する結合部位は、他の結合部位に最も近い各結合部位の端から
測定して、５～１８の間のヌクレオチド離して、例えば、５～８ヌクレオチド離して、ま
たは１５～１８ヌクレオチド離して、または６ヌクレオチド離して、または１６ヌクレオ
チド離して配置することができ、切断は結合部位間で起こる。
【０１０５】
　ＤＮＡが切断される部位は一般に、２つの融合タンパク質のための結合部位間に存在す
る。ＤＮＡの二本鎖切断は、しばしば、１、２、３、４、５、６またはそれ以上のヌクレ
オチドによりオフセットされた２つの一本鎖切断、または「ニック」に起因する（例えば
、天然Ｆｏｋ　Ｉによる二本鎖ＤＮＡの切断は４ヌクレオチドだけオフセットされた一本
鎖切断に起因する）。したがって、切断は必ずしも、各ＤＮＡ鎖上の正反対の部位で起こ
らない。さらに、融合タンパク質の構造および標的部位間の距離は、切断が１つのヌクレ
オチド対の付近で起こるか、切断が複数の部位で起こるかに影響し得る。しかしながら、
標的組込みでは、ある範囲のヌクレオチド内の切断で一般に十分であり、特定の塩基対間
の切断は必要とされない。
【０１０６】
　開示した融合タンパク質では、ジンクフィンガードメインと切断ドメイン（または切断
ハーフドメイン）の間のアミノ酸配列は、「ＺＣ」リンカーと示される。ＺＣリンカーは
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上記フィンガー間リンカーとは識別されるべきである。ＺＣリンカーは例えば、ＷＯ　２
００７／０１４２７５号において詳細に説明されている。
【０１０７】
　以下で詳細に説明されているように、融合タンパク質（ＺＦＮ）、またはこれをコード
するポリヌクレオチドは、細胞内に導入される。細胞内に導入される、または細胞内で発
現されるとすぐに、融合タンパク質はＰＰＰ１Ｒ１２Ｃの標的配列に結合し、この遺伝子
座位内で切断する。
【０１０８】
標的組込み
　開示した方法および組成物を使用し、細胞クロマチン内のＤＮＡを切断することができ
、これは本明細書で記載されるように外来配列（ドナーポリヌクレオチド）の標的組込み
を促進する。「組込み」により、物理的挿入（例えば、宿主細胞のゲノム内への）および
、さらに、核酸複製過程によるドナー配列の宿主細胞ゲノムへのコピーによる組込みの両
方が意味される。
【０１０９】
　標的組込みでは、１つ以上のジンクフィンガー結合ドメインが、予め決められた切断部
位またはその付近の標的部位に結合するように操作され、操作されたジンクフィンガー結
合ドメインおよび切断ドメインを含む融合タンパク質が細胞内で発現される。融合タンパ
ク質のジンクフィンガー部分が標的部位へ結合すると、ＤＮＡは、好ましくは二本鎖切断
により、標的部位付近で切断ドメインにより切断される。二本鎖切断の存在は、相同組換
えによる本明細書で記載した外来配列の組込みを促進する。
【０１１０】
　本明細書で開示されるように、外来配列の標的組込みを使用して、タンパク質発現のた
めの細胞および細胞株を生成させることができる。例えば、共に所有されている米国特許
出願公開第２００６／００６３２３１号（その開示は、全ての目的のために、その全体が
参照により本明細書に組み込まれる）を参照されたい。ゲノムに組み入れられた外来配列
によりコードされる１つ以上のタンパク質の最適発現のために、染色体組込み部位は、好
ましくは広範囲の細胞型および発生状態において、組込み配列の高レベルの転写と適合す
べきである。しかしながら、組み込まれた配列の転写は、とりわけ、組込み部位のゲノム
のクロマチン構造のために、組込み部位によって変動することが観察されている。したが
って、組み込まれた配列の高レベルの転写を支持するゲノム標的部位が望ましい。ある実
施形態では、外来配列の組込みが、１つ以上の細胞遺伝子（例えば、癌遺伝子）の異所性
活性化とならないこともまた望ましい。他方、プロモーターおよび／またはエンハンサー
配列の組込みの場合、異所性発現は望ましい可能性がある。
【０１１１】
　外来（ドナー配列）は、融合タンパク質の発現前に、発現と同時に、または発現後に導
入することができる。
【０１１２】
　追加のＺＦＰ－機能性ドメイン融合物を含むがそれに限定されない標的組換えのレベル
を増強し得る方法および組成物もまた提供される。ＷＯ　２００７／０１４２７５号を参
照されたい。
【０１１３】
　ジンクフィンガー／ヌクレアーゼ融合分子およびドナーＤＮＡ分子を含む細胞内での、
標的組換えの効率のさらなる増加が、相同性駆動修復過程が最大活性にある場合、細胞周
期のＧ2期で細胞をブロックすることにより達成される。そのような停止は多くの様式で
達成し得る。例えば、細胞は、Ｇ2期の細胞を停止させるために細胞周期進行に影響する
、例えば、薬物、化合物、および／または小分子により処理することができる。この型の
例示的な分子としては、微小管重合に影響する化合物（例えば、ビンブラスチン、ノコダ
ゾール、タキｓ－ル）、ＤＮＡと相互作用する化合物（例えば、ｃｉｓ－ジアミン白金（
ＩＩ）ジクロリド、シスプラチン、ドキソルビシン）および／またはＤＮＡ合成に影響す



(27) JP 2016-208980 A 2016.12.15

10

20

30

40

50

る化合物（例えば、チミジン、ヒドロキシ尿素、Ｌ－ミモシン、エトポシド、５－フルオ
ロウラシル）が挙げられるが、これらに限定されない。ゲノムＤＮＡを細胞組換え機構に
、より到達可能にするようにクロマチン構造を変化させるヒストンデアセチラーゼ（ＨＤ
ＡＣ）阻害剤（例えば、酪酸ナトリウム、トリコスタチンＡ）の使用により、組換え効率
の更なる増加が達成される。
【０１１４】
　細胞周期停止のための別の方法としては、例えば、タンパク質をコードするｃＤＮＡを
細胞内に導入することによる、細胞内に、タンパク質をコードする遺伝子の発現を活性化
する操作ＺＦＰを導入することによる、ＣＤＫ細胞周期キナーゼの活性を阻害するタンパ
ク質の過発現が挙げられる。細胞周期停止はまた、サイクリンおよびＣＤＫの活性を、例
えば、ＲＮＡｉ法を用いて阻害することにより（例えば、米国特許第６，５０６，５５９
号）、または、細胞周期進行に関与する１つ以上の遺伝子、例えばサイクリンおよび／ま
たはＣＤＫ遺伝子の発現を抑制する操作ＺＦＰを細胞内に導入することにより、達成され
る。遺伝子発現を制御するための操作ジンクフィンガータンパク質の合成のための方法に
対しては、例えば、共に所有されている米国特許第６，５３４，２６１号を参照されたい
。
【０１１５】
　また、ある場合には、標的切断はドナーポリヌクレオチド（好ましくは、ＳまたはＧ2

期）なしで実施され、組換えが相同染色体間で起こる。
【０１１６】
送達
　本明細書で記載した核酸（例えば、ＺＦＮおよび／またはドナー配列をコードするポリ
ヌクレオチド）は、任意の適した方法を用いて細胞内に導入し得る。
【０１１７】
　植物細胞では、ＤＮＡコンストラクトは、様々な従来技術により所望の植物宿主に（例
えば、そのゲノムに）導入し得る。そのような技術の再考のために、例えば、Ｗｅｉｓｓ
ｂａｃｈ　＆　Ｗｅｉｓｓｂａｃｈ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　（１９８８，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎ．Ｙ．
）　Ｓｅｃｔｉｏｎ　ＶＩＩＩ，　ｐｐ．　４２１－４６３、およびＧｒｉｅｒｓｏｎ　
＆　Ｃｏｒｅｙ，　Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　（１９８８，　
２ｄ　Ｅｄ．），　Ｂｌａｃｋｉｅ，　Ｌｏｎｄｏｎ，　Ｃｈ．　７－９を参照されたい
。
【０１１８】
　例えば、ＤＮＡコンストラクトは、植物細胞プロトプラストのエレクトロポレーション
およびマイクロインジェクションなどの技術を使用して植物細胞のゲノムＤＮＡに直接導
入することができ、またはＤＮＡコンストラクトは、ＤＮＡ微粒子銃などの遺伝子銃法を
使用して植物組織に直接導入することができる（例えば、Ｋｌｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ　（１
９８７）　Ｎａｔｕｒｅ　３２７：７０－７３を参照されたい）。また、ＤＮＡコンスト
ラクトは適したＴ－ＤＮＡ隣接領域と結合させ、従来のアグロバクテリウム・ツメファシ
エンス宿主ベクターに導入し得る。武装解除およびバイナリベクターの使用を含むアグロ
バクテリウム・ツメファシエンス－媒介形質転換技術は、科学文献においてよく記載され
ている。例えば、Ｈｏｒｓｃｈ　ｅｔ　ａｌ　（１９８４）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３３：
４９６－４９８、および　Ｆｒａｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ　（１９８３）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａ
ｔ’ｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　８０：４８０３を参照されたい。
【０１１９】
　さらに、遺伝子導入は、非アグロバクテリウム細菌またはウイルス、例えば、リゾビウ
ム　ｓｐ．　ＮＧＲ２３４、シノリゾビウム・メリロティ、メソリゾビウム・ロティ、ジ
ャガイモウィルスＸ、カリフラワーモザイクウイルスおよびキャッサバ葉脈モザイクウィ
ルスおよび／またはタバコモザイクウイルスを用いて達成し得る。例えば、Ｃｈｕｎｇ　
ｅｔ　ａｌ．　（２００６）　Ｔｒｅｎｄｓ　Ｐｌａｎｔ　Ｓｃｉ．　１１（１）：１－
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４を参照されたい。
【０１２０】
　アグロバクテリウム・ツメファシエンス宿主の病原性機能は、細胞をバイナリＴ　ＤＮ
Ａベクタを用いて細菌により（Ｂｅｖａｎ　（１９８４）　Ｎｕｃ．　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ
．　１２：８７１１－８７２１）、または共培養手順により（Ｈｏｒｓｃｈ　ｅｔ　ａｌ
　（１９８５）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２７：１２２９－１２３１）、感染させた場合、コ
ンストラクトおよび隣接マーカーの植物細胞ＤＮＡへの挿入を駆動する。一般に、双子葉
類植物を操作するのに、アグロバクテリウム形質転換系が使用される（Ｂｅｖａｎ　ｅｔ
　ａｌ　（１９８２）　Ａｎｎ．　Ｒｅｖ．　Ｇｅｎｅｔ　１６：３５７-３８４、Ｒｏ
ｇｅｒｓ　ｅｔ　ａｌ　（１９８６）　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．　１１８：６
２７-６４１）。アグロバクテリウム形質転換系はまた、ＤＮＡを単子葉植物および植物
細胞に形質転換、ならびにトランスファするために使用し得る。米国特許第５，　５９１
，６１６号、Ｈｅｒｎａｌｓｔｅｅｎ　ｅｔ　ａｌ　（１９８４）　ＥＭＢＯ　Ｊ　３：
３０３９-３０４１、Ｈｏｏｙｋａｓｓ-Ｖａｎ　Ｓｌｏｇｔｅｒｅｎ　ｅｔ　ａｌ　（１
９８４）　Ｎａｔｕｒｅ　３１１：７６３-７６４、Ｇｒｉｍｓｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ　（
１９８７）　Ｎａｔｕｒｅ　３２５：１６７７－１７９、Ｂｏｕｌｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ　
（１９８９）　Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　１２：３１-４０．、およびＧｏｕ
ｌｄ　ｅｔ　ａｌ　（１９９１）　Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．　９５：４２６－４３
４を参照されたい。
【０１２１】
　別の遺伝子導入および形質転換法としては、ネイキッドＤＮＡのカルシウム－、ポリエ
チレングリコール（ＰＥＧ）－またはエレクトロポレーション－媒介取り込みによるプロ
トプラスト形質転換（Ｐａｓｚｋｏｗｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．　（１９８４）　ＥＭＢＯ　
Ｊ　３：２７１７-２７２２，　Ｐｏｔｒｙｋｕｓ　ｅｔ　ａｌ．　（１９８５）　Ｍｏ
ｌｅｃ．　Ｇｅｎ．　Ｇｅｎｅｔ．　１９９：１６９-１７７、Ｆｒｏｍｍ　ｅｔ　ａｌ
．　（１９８５）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　８２：５８
２４-５８２８、およびＳｈｉｍａｍｏｔｏ　（１９８９）　Ｎａｔｕｒｅ　３３８：２
７４－２７６を参照されたい）および植物組織のエレクトロポレーション（Ｄ’Ｈａｌｌ
ｕｉｎ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９２）　Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　４：１４９５-１５０５
）が挙げられるが、これらに限定されない。植物細胞形質転換のための別の方法としては
、マイクロインジェクション、炭化ケイ素媒介ＤＮＡ取り込み（Ｋａｅｐｐｌｅｒ　ｅｔ
　ａｌ．　（１９９０）　Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｐｏｒｔｅｒ　９：４１５-４１
８）、および微粒子銃（Ｋｌｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ．　（１９８８）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ
．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　８５：４３０５－４３０９およびＧｏｒｄｏｎ-Ｋ
ａｍｍ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９０）　Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　２：６０３－６１８を参
照されたい）が挙げられる。
【０１２２】
　同様に、融合タンパク質（ＺＦＮ）は、ポリペプチドおよび／またはポリヌクレオチド
として導入させることができる。例えば、各々が上記ポリペプチドのうちの１つをコード
する配列を含む２つのポリヌクレオチドを細胞に導入することができ、ポリペプチドが発
現され、各々がその標的配列に結合した場合、切断が標的配列またはその付近で起こる。
また、両方の融合ポリペプチドをコードする配列を含む単一のポリヌクレオチドが細胞に
導入される。ポリヌクレオチドはＤＮＡ、ＲＮＡまたは任意の修飾形態もしくはＤＮＡお
よび／またはＲＮＡの類似体とすることができる。
【０１２３】
　ある実施形態では、１つ以上のＺＦＰまたはＺＦＰ融合タンパク質は、複製および／ま
たは発現のための原核生物または真核生物細胞中への形質転換のためのベクター内にクロ
ーン化させることができる。ベクターは原核生物ベクター、例えば、プラスミド、または
シャトルベクター、昆虫ベクター、あるいは真核生物ベクターとすることができる。本明
細書で記載した配列（ＺＦＮ）をコードする核酸もまた、植物細胞、動物細胞、好ましく
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は哺乳類細胞またはヒト細胞、真菌細胞、細菌細胞、または原生動物細胞に投与するため
に、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，上記および米国特許出願公開第２００３
０２３２４１０号、同第２００５０２０８４８９号、同第２００５００２６１５７号、同
第２００５００６４４７４号および同第２００６０１８８９８７号、ならびに国際公開公
報第ＷＯ　２００７／０１４２７５号に記載されている標準技術を用いて、発現ベクター
にクローン化させることができる。
【０１２４】
　ある実施形態では、ＺＦＮおよびドナー配列はインビボまたはエクスビボで遺伝子治療
用途のために送達される。ポリヌクレオチドを細胞に送達するための非ウイルスベクター
送達系としては、ＤＮＡプラスミド、ネイキッド核酸、および送達ビヒクル、例えばリポ
ソームまたはポロキサマーと複合体化された核酸が挙げられる。ＺＦＮの送達のためのウ
イルスベクター送達系としては、ＤＮＡおよびＲＮＡウイルスが挙げられ、これらは細胞
に送達された後エピソームまたは組込みゲノムのいずれかを有する。遺伝子治療手順の再
考のために、Ａｎｄｅｒｓｏｎ，　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５６：８０８－８１３　（１９９
２）、Ｎａｂｅｌ　＆　Ｆｅｌｇｎｅｒ，　ＴＩＢＴＥＣＨ　１１：２１１－２１７　（
１９９３）、　Ｍｉｔａｎｉ　＆　Ｃａｓｋｅｙ，　ＴＩＢＴＥＣＨ　１１：１６２－１
６６　（１９９３）、Ｄｉｌｌｏｎ，　ＴＩＢＴＥＣＨ　１１：１６７－１７５　（１９
９３）、　Ｍｉｌｌｅｒ，　Ｎａｔｕｒｅ　３５７：４５５－４６０　（１９９２）、Ｖ
ａｎ　Ｂｒｕｎｔ，　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　６（１０）：１１４９－１１５４　
（１９８８）、Ｖｉｇｎｅ，　Ｒｅｓｔｏｒａｔｉｖｅ　Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　
Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ　８：３５－３６　（１９９５）、Ｋｒｅｍｅｒ　＆　Ｐｅｒ
ｒｉｃａｕｄｅｔ，　Ｂｒｉｔｉｓｈ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｂｕｌｌｅｔｉｎ　５１（１）
：３１－４４　（１９９５）、Ｈａｄｄａｄａ　ｅｔ　ａｌ．，　ｉｎ　Ｃｕｒｒｅｎｔ
　Ｔｏｐｉｃｓ　ｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｄ
ｏｅｒｆｌｅｒ　ａｎｄ　Ｂｏｈｍ　（ｅｄｓ．）　（１９９５）、およびＹｕ　ｅｔ　
ａｌ．，　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　１：１３－２６　（１９９４）を参照されたい。
【０１２５】
　インビボまたはエクスビボでの核酸の非ウイルス送達の方法としては、エレクトロポレ
ーション、リポフェクション（米国特許第５，０４９，３８６号および同第４，９４６，
７８７号、ならびに市販試薬、例えば、Ｔｒａｎｓｆｅｃｔａｍ（商標）およびＬｉｐｏ
ｆｅｃｔｉｎ（商標）を参照されたい）、マイクロインジェクション、遺伝子銃、ビロソ
ーム、リポソーム（例えば、Ｃｒｙｓｔａｌ，　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７０：４０４－４１
０　（１９９５）、Ｂｌａｅｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃａｎｃｅｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ
．　２：２９１－２９７　（１９９５）、Ｂｅｈｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｂｉｏｃｏｎｊｕ
ｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．　５：３８２－３８９　（１９９４）、Ｒｅｍｙ　ｅｔ　ａｌ．，
　Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．　５：６４７－６５４　（１９９４）、　Ｇａ
ｏ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　２：７１０－７２２　（１９９５）、
Ａｈｍａｄ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　５２：４８１７－４８２０　（
１９９２）、米国特許第４，１８６，１８３号、同第４，２１７，３４４号、同第４，２
３５，８７１号、同第４，２６１，９７５号、同第４，４８５，０５４号、同第４，５０
１，７２８号、同第４，７７４，０８５号、同第４，８３７，０２８号および同第４，９
４６，７８７号を参照されたい）、免疫リポソーム、ポリカチオンまたは脂質：核酸コン
ジュゲート、ネイキッドＤＮＡ、人工ビリオン、ウイルスベクター系（例えば、ＺＦＰを
含むタンパク質を送達するための、ＷＯ　２００７／０１４２７５号に記載されているよ
うなレトロウイルス、レンチウイルス、アデノウイルス、アデノ－関連、ワクシニアおよ
びヘルペスシンプレックスウイルスベクター）およびＤＮＡの薬剤増強取り込みが挙げら
れる。例えば、Ｓｏｎｉｔｒｏｎ　２０００系（Ｒｉｃｈ－Ｍａｒ）を使用するソノポレ
ーションもまた、核酸の送達のために使用することができる。
【０１２６】
　追加の例示的な核酸送達系としては、Ａｍａｘａ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　（Ｃｏｌｏ
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ｇｎｅ，　Ｇｅｒｍａｎｙ）、Ｍａｘｃｙｔｅ，　Ｉｎｃ．　（Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，　
Ｍａｒｙｌａｎｄ）およびＢＴＸ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅ
ｍｓ（Ｈｏｌｌｉｓｔｏｎ，　ＭＡ）により提供されるものが挙げられる。
【０１２７】
　例えば、ＺＦＰ融合タンパク質の一過性発現が好ましいある実施形態では、アデノウイ
ルスに基づく系を使用することができる。アデノウイルスに基づくベクターは多くの細胞
型で非常に高い形質導入効率を可能にし、細胞分裂を必要としない。そのようなベクター
を用いると、高い力価および高レベルの発現が得られる。このベクターは比較的単純な系
で、大量に製造させることができる。例えば、核酸およびペプチドのインビトロ産生にお
いて、ならびにインビボおよびエクスビボ遺伝子治療手順のために、細胞に標的核酸を形
質導入させるのにアデノ関連ウイルス（「ＡＡＶ」）ベクターもまた使用される（例えば
、Ｗｅｓｔ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　１６０：３８－４７　（１９８７）、
米国特許第４，７９７，３６８号、ＷＯ　９３／２４６４１号、Ｋｏｔｉｎ，　Ｈｕｍａ
ｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　５：７９３－８０１　（１９９４）、Ｍｕｚｙｃｚｋａ
，　Ｊ．　Ｃｌｉｎ．　Ｉｎｖｅｓｔ．　９４：１３５１　（１９９４）を参照されたい
）。組換えＡＡＶベクターの構築は多くの出版物、例えば、米国特許第５，１７３，４１
４号、Ｔｒａｔｓｃｈｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｏｌ．　Ｃｅｌｌ．　Ｂｉｏｌ．　５：
３２５１－３２６０　（１９８５）、Ｔｒａｔｓｃｈｉｎ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｏｌ．
　Ｃｅｌｌ．　Ｂｉｏｌ．　４：２０７２－２０８１　（１９８４）、Ｈｅｒｍｏｎａｔ
　＆　Ｍｕｚｙｃｚｋａ，　ＰＮＡＳ　８１：６４６６－６４７０　（１９８４）、およ
び　Ｓａｍｕｌｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｖｉｒｏｌ．　６３：０３８２２－３８
２８　（１９８９）において記載されている。
【０１２８】
　少なくとも６のウイルスベクターアプローチが現在、臨床試験における遺伝子導入のた
めに有効であり、この場合、形質導入剤を作成するためにヘルパー細胞株に挿入された遺
伝子による欠陥ベクターの相補性が関連するアプローチが使用される。
【０１２９】
　ｐＬＡＳＮおよびＭＦＧ－Ｓは、臨床試験において使用されているレトロウイルスベク
ターの例である（Ｄｕｎｂａｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｂｌｏｏｄ　８５：３０４８－３０５
　（１９９５）、Ｋｏｈｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔ．　Ｍｅｄ．　１：１０１７－１０
２　（１９９５）、Ｍａｌｅｃｈ　ｅｔ　ａｌ．，　ＰＮＡＳ　９４：２２　１２１３３
－１２１３８　（１９９７））。ＰＡ３１７／ｐＬＡＳＮは遺伝子治療臨床試験で使用さ
れた最初の治療ベクターであった（（Ｂｌａｅｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｓｃｉｅｎｃｅ　
２７０：４７５－４８０　（１９９５））。５０％以上の形質導入効率がＭＦＧ－Ｓパッ
ケージベクターに対して観察されている（Ｅｌｌｅｍ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｉｍｍｕｎｏｌ
　Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．　４４（１）：１０－２０　（１９９７）、Ｄｒａｎｏｆｆ　
ｅｔ　ａｌ．，　Ｈｕｍ．　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．　１：１１１－２　（１９９７））。
【０１３０】
　組換えアデノ関連ウイルスベクター（ｒＡＡＶ）は、欠陥および非病原性パルボウイル
スアデノ関連２型ウイルスに基づく有望な代替遺伝子送達系である。ベクターは全て、導
入遺伝子発現カセットに隣接するＡＡＶ　１４５ｂｐ末端逆位配列のみを保持するプラス
ミドから誘導される。形質導入された細胞のゲノムへの組込みによる効率的な遺伝子導入
および安定な導入遺伝子送達がこのベクター系の重要な特徴である（Ｗａｇｎｅｒ　ｅｔ
　ａｌ．，　Ｌａｎｃｅｔ　３５１：９１１７　１７０２－３　（１９９８），　Ｋｅａ
ｒｎｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．　９：７４８－５５　（１９９６））。
【０１３１】
　複製欠陥組換えアデノウイルスベクター（Ａｄ）は、高力価で生成させることができ、
容易に多くの異なる細胞型に感染させることができる。ほとんどのアデノウイルスベクタ
ーは、導入遺伝子がＡｄ　Ｅ１ａ、Ｅ１ｂ、および／またはＥ３遺伝子にとって代わるよ
うに操作され、その後、複製欠陥ベクターはヒト２９３細胞で増殖され、トランスで欠失
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遺伝子機能が供給される。Ａｄベクターは、肝臓、腎臓および筋肉で見られるものなどの
非分裂分化細胞を含む複数の型の組織にインビボで形質導入することができる。従来のＡ
ｄベクターは大きな運搬能力を有する。臨床試験におけるＡｄベクターの使用の例は、筋
内注射を用いた抗腫瘍免疫化のためのポリヌクレオチド療法を含んだ（Ｓｔｅｒｍａｎ　
ｅｔ　ａｌ．，　Ｈｕｍ．　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．　７：１０８３－９　（１９９８））
。臨床試験における遺伝子導入のためのアデノウイルスベクターの使用の別の例としては
、Ｒｏｓｅｎｅｃｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　２４：１　５－１０　
（１９９６）、Ｓｔｅｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｈｕｍ．　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．　９
：７　１０８３－１０８９　（１９９８）、Ｗｅｌｓｈ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｈｕｍ．　Ｇ
ｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．　２：２０５－１８　（１９９５）、Ａｌｖａｒｅｚ　ｅｔ　ａｌ．
，　Ｈｕｍ．　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．　５：５９７－６１３　（１９９７）、Ｔｏｐｆ　
ｅｔ　ａｌ．，　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．　５：５０７－５１３　（１９９８）、Ｓｔｅｒ
ｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｈｕｍ．　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．　７：１０８３－１０８９　
（１９９８）が挙げられる。
【０１３２】
　パッケージング細胞を使用して、宿主細胞に感染することができるウイルス粒子を形成
させる。そのような細胞は、アデノウイルスをパッケージする２９３細胞、およびレトロ
ウイルスをパッケージするψ２細胞またはＡ３１７を含む。遺伝子治療において使用され
るウイルスベクターは通常、核酸ベクターをウイルス粒子にパッケージする産生細胞株に
より生成される。ベクターは典型的には、パッケージングおよびその後の宿主（妥当な場
合）への組込みのために必要とされる最小ウイルス配列を含み、他のウイルス配列は、発
現されるタンパク質をコードする発現カセットにより置換される。欠損したウイルス機能
はトランスでパッケージング細胞株により供給される。例えば、遺伝子治療で使用される
ＡＡＶベクターは典型的には、パッケージングおよび宿主ゲノムへの組込みに必要とされ
るＡＡＶゲノム由来の末端逆位配列（ＩＴＲ）しか有さない。ウイルスＤＮＡは、他のＡ
ＡＶ遺伝子、すなわち、ｒｅｐおよびｃａｐをコードするが、ＩＴＲ配列が欠損している
ヘルパープラスミドを含む細胞株にパッケージされる。細胞株はまた、ヘルパーとしてア
デノウイルスで感染される。ヘルパーウイルスはＡＡＶベクターの複製およびヘルパープ
ラスミド由来のＡＡＶ遺伝子の発現を促進する。ヘルパープラスミドはＩＴＲ配列の欠如
のために、相当量ではパッケージされない。アデノウイルスによる汚染は、例えば、アデ
ノウイルスがＡＡＶよりも感受性である熱処理により低減させることができる。
【０１３３】
　多くの遺伝子治療用途では、ポリヌクレオチド（例えば、ＺＦＮ－コード配列）が高い
程度の特異性で特定の組織型に送達されることが望ましい。したがって、ウイルスベクタ
ーは、ウイルスの外表面にウイルスコートタンパク質を有する融合タンパク質としてリガ
ンドを発現させることにより、ある細胞型に対する特異性を有するように修飾することが
できる。リガンドは、対象の細胞型上に存在することが知られている受容体に対する親和
性を有するように選択される。例えば、Ｈａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ
．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　９２：９７４７－９７５１　（１９９５）は、モロ
ニーマウス白血病ウイルスはｇｐ７０に融合させたヒトヘレグレンを発現するように修飾
することができ、組換えウイルスはヒト上皮増殖因子受容体を発現するあるヒト乳癌細胞
に感染することを報告した。この原理は、標的細胞が受容体を発現し、ウイルスが細胞表
面受容体のためのリガンドを含む融合タンパク質を発現する他のウイルス－標的細胞対ま
で拡張することができる。例えば、糸状ファージは、実際に任意に選択した細胞受容体に
対し特異的結合親和性を有する抗体フラグメント（例えば、ＦＡＢまたはＦｖ）を示すよ
うに操作することができる。上記説明は主にウイルスベクターに当てはまるが、同じ原理
が非ウイルスベクターに適用され得る。そのようなベクターは、特定の標的細胞による取
り込みを優先する特異的な取り込み配列を含むように操作することができる。
【０１３４】
　遺伝子治療ベクターは、以下で記載するように、個々の患者に投与することにより、典
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型的には全身投与（例えば、静脈内、腹腔内、筋内、皮下、または頭蓋内注入）または局
所投与により、インビボで送達させることができる。また、ベクターはエクスビボで細胞
に、および個々の患者から外植させた細胞（例えば、リンパ球、骨髄液、組織生検）また
は普遍的ドナー造血幹細胞に送達させることができ、続いて、通常、ベクターが組み入れ
られた細胞を選択した後、患者に細胞を再移植することができる。
【０１３５】
　診断、研究、または遺伝子治療のためのエクスビボ細胞トランスフェクション（例えば
、トランスフェクトされた細胞の宿主生物への再注入を介する）は当業者によく知られて
いる。好ましい実施形態では、細胞は被験体生物から単離され、ＺＦＰ核酸（遺伝子また
はｃＤＮＡ）および外来配列によりトランスフェクトされ、被験体生物（例えば、患者）
に再び注入して戻される。エクスビボトランスフェクションに適した様々な細胞型が当業
者によく知られている（例えば、Ｆｒｅｓｈｎｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｕｌｔｕｒｅ　
ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌｓ，　Ａ　Ｍａｎｕａｌ　ｏｆ　Ｂａｓｉｃ　Ｔｅｃｈｎ
ｉｑｕｅ　（３ｒｄ　ｅｄ．　１９９４）および患者から細胞を単離し、培養する方法の
考察のために本明細書で引用された参考文献を参照されたい）。
【０１３６】
　１つの実施形態では、細胞トランスフェクションおよび遺伝子治療のために、幹細胞を
エクスビボ手順で使用する。幹細胞を使用する利点は、それらをインビトロで他の細胞型
に分化させることができる、またはそれらが骨髄内に生着する哺乳類（例えば細胞のドナ
－）に導入することができることである。ＣＤ３４＋細胞をインビトロで臨床的に重要な
免疫細胞型に、ＧＭ－ＣＳＦ、ＩＦＮ－γおよびＴＮＦ－αなどのサイトカインを使用し
て分化させるための方法が知られている（Ｉｎａｂａ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｅｘｐ．
　Ｍｅｄ．　１７６：１６９３－１７０２　（１９９２）を参照されたい）。
【０１３７】
　幹細胞は公知の方法を用いて形質導入および分化のために単離される。例えば、幹細胞
は、不要な細胞、例えば、ＣＤ４＋およびＣＤ８＋（Ｔ細胞）、ＣＤ４５＋（ｐａｎＢ　
細胞）、ＧＲ－１（顆粒球）、およびＩａｄ（分化抗原提示細胞）に結合する抗体を用い
て骨髄細胞をパニングすることにより骨髄細胞から単離される（Ｉｎａｂａ　ｅｔ　ａｌ
．，　Ｊ．　Ｅｘｐ．　Ｍｅｄ．　１７６：１６９３－１７０２　（１９９２）を参照さ
れたい）。
【０１３８】
　１つの実施形態では、使用する細胞は卵母細胞である。
【０１３９】
　他の実施形態では、モデル生物に由来する細胞を使用し得る。これらとしては、ツメガ
エル由来の細胞、昆虫細胞（例えば、ショウジョウバエ）および線形動物細胞が挙げられ
る。
【０１４０】
　本明細書で記載した核酸を含むベクター（例えば、レトロウイルス、アデノウイルス、
ルポソーム、など）もまた、細胞のインビボ形質導入のために、直接、生物に投与するこ
とができる。また、ネイキッドＤＮＡを投与することができる。投与は、分子を導入して
血液または組織細胞と最終的に接触させるために普通使用される経路のいずれかによるも
のであり、注射、注入、局所投与およびエレクトロポレーションが挙げられるが、これら
に限定されない。そのような核酸を投与する適した方法は有効であり、当業者によく知ら
れており、特定の組成物を投与するために１つ以上の経路を使用することができるが、１
つの特定の経路がしばしば、別の経路よりも、より速効型の、より効果的な反応を提供す
ることができる。
【０１４１】
　ＤＮＡを造血幹細胞に導入するための方法が、米国特許第５，９２８，６３８号におい
て開示されている。導入遺伝子の造血幹細胞、例えば、ＣＤ３４＋細胞への導入のために
有用なベクターとしてはアデノウイルス３５型が挙げられる。
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【０１４２】
　導入遺伝子の免疫細胞（例えば、Ｔ－細胞）への導入のために適したベクターとしては
非組込みレンチウイルスベクターが挙げられる。例えば、Ｏｒｙ　ｅｔ　ａｌ．　（１９
９６）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　９３：１１３８２－
１１３８８、Ｄｕｌｌ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９８）　Ｊ．　Ｖｉｒｏｌ．　７２：８４
６３－８４７１、Ｚｕｆｆｅｒｙ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９８）　Ｊ．　Ｖｉｒｏｌ．　
７２：９８７３－９８８０、Ｆｏｌｌｅｎｚｉ　ｅｔ　ａｌ．　（２０００）　Ｎａｔｕ
ｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　２５：２１７－２２２を参照されたい。
【０１４３】
　薬学的に許容される担体は、一部、投与される特定の組成物により、ならびに組成物を
投与するために使用される特定の方法により決定される。したがって、下記で記載するよ
うに、有効な薬学的組成物の広範囲にわたる適した製剤が存在する（例えば、Ｒｅｍｉｎ
ｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，　１７ｔｈ　ｅｄ．
，　１９８９を参照されたい）。
【０１４４】
　上記のように、１つ以上のＺＦＮ融合タンパク質はまた、例えば、ＷＯ　２００７／０
１４２７５号において記載されている方法を用いてポリペプチドとして細胞内に導入する
ことができる。タンパク質送達ビヒクルの非制限的例としては、「膜移行ポリペプチド」
が挙げられ、例えば、ペプチドは膜移行担体、毒素分子、リポソームおよびリポソーム誘
導体、例えば、免疫リポソーム（標的リポソームを含む）として機能する能力を有する両
親媒性または疎水性アミノ酸部分配列を有する。
【０１４５】
　ＺＦＰおよびＺＦＰをコードする発現ベクターは、例えば、癌、虚血、糖尿病性網膜症
、黄斑変性症、関節リウマチ、乾癬、ＨＩＶ感染、鎌状赤血球貧血、アルツハイマー病、
筋ジストロフィー、神経変性症、血管病、のう胞性線維症、脳卒中などの治療または予防
用途のために、ＰＰＰ１Ｒ１２Ｃ座位への標的切断組込みのために、直接患者に投与する
ことができる。
【０１４６】
　治療的有効量の投与は、ＺＦＰを導入して治療すべき組織と最終的に接触させるために
普通使用される経路のいずれかによる。ＺＦＰは任意の適した様式で、好ましくは、薬学
的に許容される担体と共に投与される。そのようなモジュレーターを投与する適した方法
が使用でき、当業者によく知られおり、特定の組成物を投与するために１つを超える経路
を使用することができるが、１つの特定の経路はしばしば、別の経路よりも、より速効性
で、より効果的な反応を提供することができる。
【０１４７】
　薬学的に許容される担体は、一部、投与される特定の組成物により、ならびに組成物を
投与するための特定の方法により決定される。したがって、有効な薬学的組成物の広範囲
にわたる適した製剤が存在する（例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕ
ｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，　１７ｔｈ　ｅｄ．　１９８５）を参照されたい）。
【０１４８】
　ＺＦＰは、単独でまたは他の適した成分と組み合わせて、吸入により投与されるエアロ
ゾル製剤（すなわち、「噴霧」させることができる）とすることができる。エアロゾル製
剤は、許容される加圧推進剤、例えば、ジクロロジフルオロメタン、プロパン、窒素など
中に入れることができる。
【０１４９】
　例えば、静脈内、筋内、皮内および皮下経路による非経口投与に適した製剤としては、
酸化防止剤、緩衝剤、静菌薬、および製剤を対象レシピエントの血液と等張にする溶質を
含むことができる水性および非水性等張滅菌注射液、ならびに懸濁化剤、可溶化剤、増粘
剤、安定化剤および保存剤を含むことができる水性および非水性滅菌懸濁液が挙げられる
。開示した組成物は、例えば、静脈内注射により、経口で、局所的に、腹腔内に、膀胱内
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に、または髄腔内に投与することができる。化合物の製剤は、単位用量または複数回用量
密閉容器内、例えば、アンプルおよびバイアル内で提供することができる。注射液および
懸濁液は、前に記載した種類の滅菌粉末、顆粒、および錠剤から調製することができる。
【０１５０】
　上記植物細胞形質転換技術のいずれかにより生成させた形質転換植物細胞は、形質転換
された遺伝子型およびこのように所望の表現型を有する植物全体を再生するように培養さ
せることができる。そのような再生技術は、組織培養成長培地中のある植物ホルモンの処
置に依存しており、典型的には、所望のヌクレオチド配列と共に導入された殺生物剤およ
び／または除草剤マーカーに依存している。培養プロトプラストからの植物再生はＥｖａ
ｎｓ，　ｅｔ　ａｌ．，　”Ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｃ
ｕｌｔｕｒｅ”　ｉｎ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒ
ｅ，　ｐｐ．　１２４-１７６，　Ｍａｃｍｉｌｌｉａｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ
ｍｐａｎｙ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　１９８３、およびＢｉｎｄｉｎｇ，　Ｒｅｇｅｎｅ
ｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｌａｎｔｓ，　Ｐｌａｎｔ　Ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ，　ｐｐ．
　２１－７３，　ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，　１９８５において記
載されている。再生はまた、植物カルス、外植片、器官、花粉、胚またはその部分から得
ることができる。そのような再生技術は、Ｋｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ　（１９８７）　Ａｎｎ
．　Ｒｅｖ．　ｏｆ　Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓ．　３８：４６７－４８６において一般的に
記載されている。
【０１５１】
　植物細胞に導入された核酸を使用して、本質的に全ての植物に所望の形質を与えること
ができる。様々な植物および植物細胞系を、本開示の核酸コンストラクトおよび上記様々
な形質転換法を用いて、本明細書で記載した所望の生理学的および農学的特徴に対し操作
することができる。好ましい実施形態では、操作のための標的植物および植物細胞として
は、単子葉植物および双子葉植物、例えば、作物、例えば穀類作物（例えば、コムギ、ト
ウモロコシ、コメ、アワ、オオムギ）、果実作物（例えば、トマト、リンゴ、セイヨウナ
シ、イチゴ、オレンジ）、飼料（例えば、アルファルファ）、根菜作物（例えば、にんじ
ん、ジャガイモ、サトウダイコン、ヤムイモ）、葉菜作物（例えば、レタス、ほうれん草
）、顕花植物（例えば、ペチュニア、バラ、キク）、針葉樹およびマツ（例えば、モミ、
トウヒ）、ファイトレメディエーションにおいて使用される植物（例えば、重金属蓄積植
物）、油料作物（例えば、ヒマワリ、菜種）および実験目的のために使用される植物（例
えば、シロイヌナズナ）が挙げられるが、これらに限定されない。したがって、開示した
方法および組成物は、広範囲にわたる植物で使用され、アスパラガス属、カラスムギ属、
アブラナ属、柑橘類、スイカ属、トウガラシ属、カボチャ属、ニンジン属、ムカシヨモギ
属、ダイズ属、ワタ属、オオムギ属、アキノノゲシ属、ドクムギ属、トマト属、リンゴ属
、キャッサバ属、タバコ属、ショカツサイ属、オリザ属、ワニナシ属、インゲンマメ属、
エンドウ属、ナシ属、ダイコン属、ライムギ属、ナス属、モロコシ属、コムギ属、ブドウ
属、ササゲ属、およびトウモロコシ属が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１５２】
　当業者であれば、発現カセットが安定にトランスジェニック植物に組み入れられ、作動
可能であることが確認された後、性的交雑により他の植物に導入可能であることを認識す
るであろう。交雑させる種によって、多くの標準繁殖技術のいずれかを使用することがで
きる。
【０１５３】
　形質転換した植物細胞、カルス、組織または植物は、形質転換ＤＮＡ上に存在するマー
カー遺伝子によりコードされる形質に対し、操作した植物材料を選択し、またはスクリー
ニングすることにより識別し、単離し得る。例えば、選択は、操作した植物材料を、形質
転換遺伝子コンストラクトが耐性を与える阻害量の抗生物質または除草剤を含む培地上で
成長させることにより実施し得る。さらに、形質転換植物および植物細胞はまた、組み換
え核酸コンストラクト上に存在し得る任意の視認可能なマーカー遺伝子（例えば、β－グ
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ルクロニダーゼ、ルシフェラーゼ、ＢまたはＣ１遺伝子）の活性のスクリーニングにより
識別し得る。そのような選択およびスクリーニング法は当業者によく知られている。
【０１５４】
　挿入された遺伝子コンストラクトを含む植物または植物細胞形質転換体を識別するため
に、物理的方法および生物化学的方法もまた使用し得る。これらの方法としては、１）組
換えＤＮＡインサートの構造を検出、決定するためのサザン解析またはＰＣＲ増幅、２）
遺伝子コンストラクトのＲＮＡ転写物を検出、調査するためのノーザンブロット、Ｓ１　
Ｒｎａｓｅ保護、プライマー伸長法または逆転写ＰＣＲ増幅、３）遺伝子産物が遺伝子コ
ンストラクトによりコードされる場合の、酵素またはリボザイム活性を検出するための酵
素アッセイ法、４）遺伝子コンストラクト産物がタンパク質である場合の、タンパク質ゲ
ル電気泳動、ウエスタンブロット技術、免疫沈降、または酵素結合免疫測定法が挙げられ
るが、これらに限定されない。別の技術、例えば、インサイチューハイブリダイゼーショ
ン、酵素染色、および免疫染色もまた、特定の植物器官および組織における組換えコンス
トラクトの存在または発現を検出するために使用し得る。これらのアッセイ法を全て実施
するための方法は当業者によく知られている。
【０１５５】
　本開示はまた、上記トランスジェニック植物の種子を含み、種子は導入遺伝子または遺
伝子コンストラクトを有する。本開示はさらに、上記トランスジェニック植物の子孫、ク
ローン、細胞株または細胞を含み、ここで、前記子孫、クローン、細胞株または細胞は導
入遺伝子または遺伝子コンストラクトを有する。
【実施例】
【０１５６】
実施例１：線形ドナーコンストラクトのデザイン
　対象タンパク質をコードする配列に隣接する５０、７５または１００塩基対のホモロジ
ーアームを有する線形ドナーコンストラクトを、下記のようにデザインし、構築した。ド
ナーコンストラクトは、ＰＰＰ１Ｒ１２Ｃ座位（ＡＡＶＳ１またはｐ８４部位とも呼ばれ
る）内、または内在ＩＬ２Ｒγ座位内に含まれるホモロジーアームを含んだ。ＰＰＰ１Ｒ
１２Ｃ座位の説明については、２００７年４月２６日に出願された米国特許仮出願第６０
／９２６，３２２号（その全体が参照により本明細書に組み込まれる）を参照されたい。
【０１５７】
　ドナーコンストラクトはＰＣＲにより、ゲノム標的（ＰＰＰ１Ｒ１２ＣまたはＩＬ２Ｒ
γ）に相同な５０、７５または１００塩基対を有するプライマーを用いて調製した。これ
らのＰＣＲに対して使用した鋳型は、ゲノム標的に相同で、ＧＦＰコンストラクトに隣接
する２つの長い（約７５０ｂｐ）フラグメントを含むプラスミド分子であった（ＧＦＰコ
ンストラクトは、ＡＡＶＳ１に対してはセクション０１３９で、ＩＬ２Ｒγに対してはセ
クション０１４０で説明されている）。さらに、プライマーは、線形ドナーをエキソヌク
レアーゼ分解から保護するために、プライマーの５’末端の第１および第２ホスホジエス
テル結合でホスホロチオエートホスホジエステル結合を含むように構築した。ホスホロチ
オエートホスホジエステル結合は、標準技術を用いて、例えば、Ｃｉａｆｒｅ　ｅｔ　ａ
ｌ．　（１９９５）　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　２３（２０）：４１３４
－４２およびＪｏｈａｎｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．　（２００２）　Ｖａｃｃｉｎｅ　２０
（２７－２８）：３３７９－８８に記載されるように導入した。
【０１５８】
　また、ドナーコンストラクトは、ＰＣＲにより図１で概略が示されているように、調製
することができる。簡単に言うと、ドナーはＰＣＲにより、ゲノム標的（ＰＰＰ１Ｒ１２
ＣまたはＬ２Ｒγ）に相同な５０、７５または１００塩基対５’部分および対象の翻訳領
域（ＯＲＦ）と同一な１５～３０塩基対部分を有するプライマーを用いて作製することが
できる。さらに、プライマーは線形ドナーをエキソヌクレアーゼ分解から保護するために
、プライマーの５’末端の第１および第２ホスホジエステル結合でホスホロチオエートホ
スホジエステル結合を含むように構築することができる。ホスホロチオエートホスホジエ
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ステル結合は、標準技術を用いて、例えば、Ｃｉａｆｒｅ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９５）
　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　２３（２０）：４１３４－４２およびＪｏｈ
ａｎｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．　（２００２）　Ｖａｃｃｉｎｅ　２０（２７－２８）：３
３７９－８８に記載されるように導入することができる。
【０１５９】
　ＰＰＰ１Ｒ１２Ｃに対する５０、７５または１００塩基対ホモロジーアームを含むコン
ストラクトのためのＰＣＲプライマーを表１に示し、ＩＬ２Ｒγに対する５０塩基対ホモ
ロジーアームを含むコンストラクトのためのＰＣＲプライマーを表２に示す。
【表１】

【表２】

【０１６０】
　複数のＰＣＲ反応を、各ドナーコンストラクトに対し実行させた。ＡＡＶＳ１およびＩ
Ｌ２ＲγドナーＰＣＲのための条件は、９５°Ｃ、３分→３０×［９５°Ｃ、３０秒；７
２°Ｃ、２分］→７２°Ｃ、５分→４℃で保持であった。反応物をプールし、コンストラ
クトをＱｉａＱｕｉｃｋ（商標）ＰＣＲ精製キット（Ｑｉａｇｅｎ）を用いて精製し、図
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【０１６１】
　図２、３および４は、ＰＰＰ１Ｒ１２Ｃ（ＡＡＶＳ１）に標的されたドナー分子を示す
。特に、図２はＡＡＶＳ１に標的され、１００塩基対のホモロジーアームを有し、ＡＡＶ
Ｓ１　１００ｂｐ　ＨＡドナーと呼ばれる線形ドナー分子（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１）を
示す。ＡＡＶＳ１　１００ｂｐ　ＨＡの左ホモロジーアームがヌクレオチド１～１００（
小文字、下線）まで延在し、ＳＡ部位がヌクレオチド１０７～１３２（小文字、太字）ま
で延在し、２Ａペプチドをコードする配列がヌクレオチド１４１～２１２（大文字、下線
なし）であり、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）ポリ（Ａ）をコードする配列がヌクレオチ
ド２１９～１，２１５（大文字、下線）まで延在し、右ホモロジーアームがヌクレオチド
１２３５～１３３４（小文字、下線）まで延在する。
【０１６２】
　図３は７５塩基対のホモロジーアームを有し、ＡＡＶＳ１　７５ｂｐ　ＨＡと呼ばれる
線形ドナー分子（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）を示す。このコンストラクトでは、左ホモロ
ジーアームがヌクレオチド１～７５（小文字、下線）まで延在し、ＳＡ部位がヌクレオチ
ド８２～１０７（小文字、太字）まで延在し、２Ａペプチドをコードする配列がヌクレオ
チド１１６～１８７（大文字、下線なし）まで延在し、ＧＦＰポリ（Ａ）をコードする配
列がヌクレオチド１９４～１，１９０（大文字、下線）まで配列し、右ホモロジーアーム
がヌクレオチド１２１０～１２８４（小文字、下線）まで延在する。
【０１６３】
　図４は、５０塩基対のホモロジーアームを有し、ＡＡＶＳ１　５０ｂｐ　ＨＡと呼ばれ
る線形ドナー配列（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３）を示す。ＡＡＶＳ１　５０ｂｐ　ＨＡはヌ
クレオチド１～５０（小文字、下線）の左ホモロジーアーム、ヌクレオチド５７～８２（
小文字、太字）のＳＡ部位、ヌクレオチド９１～１６２（大文字、下線なし）の２Ａペプ
チドをコードする配列、ヌクレオチド１６９～１，１６５（大文字、下線）のＧＦＰポリ
（Ａ）をコードする配列、およびヌクレオチド１，１８５～１，２３４（小文字、下線）
の右ホモロジーアームを含む。
【０１６４】
　ＩＬ２Ｒγに対するドナー分子の配列を図５に示す（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４）。この
分子は、ヌクレオチド１～５０（小文字、下線）の５０塩基対のホモロジーアーム（左ホ
モロジーアーム）および１，６３９～１，６８８（小文字、下線）の右ホモロジーアーム
を含む。ＩＬ２Ｒγ　５０ｂｐ　ＨＡドナー分子はまた、ヌクレオチド７９～５９４（小
文字、太字）のｈＰＧＫプロモーター配列およびヌクレオチド６１５～１，６１１（大文
字、下線）のＧＦＰポリ（Ａ）をコードする配列を含む。
【０１６５】
実施例２：線形ドナーコンストラクトの標的組込み
　短い（５０～１００塩基対）ホモロジーアームを有する線形ドナーコンストラクトの標
的組込みを評価するために、２００７年４月２６日に出願された米国特許仮出願第６０／
９２６，３２２号に記載され、表３（大文字で示されるＤＮＡ標的部位、小文字で示され
る非接触ヌクレオチド）に示されているような、線形ドナーおよびジンクフィンガータン
パク質ヌクレアーゼ（ＺＦＮ）を含む一対の融合タンパク質を、表４に示すように、Ａｍ
ａｘａ（商標）Ｎｕｃｌｅｏｆｅｃｔｉｏｎキットを用いてＫ５６２細胞にトランスフェ
クトさせた。
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【表３】

【表４】

【０１６６】
　ＳＡ－２Ａ－ＧＦＰ－ｐＡドナーは、ＰＰＰ１Ｒ１２Ｃの６０３１８１０４～６０３１
９７５０位に対応する、米国特許仮出願第６０／９２６，３２２号に記載された１，６４
７　ｂｐ環状ドナーフラグメントを示す。
【０１６７】
　トランスフェクション４８時間後、標的組込み（ＴＩ）率を、Ｍｏｅｈｌｅ　ｅｔ　ａ
ｌ．　（２００７）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　１０４
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：３０５５－３０６０に記載されているように、放射標識ＰＣＲアッセイ法およびサザン
ブロッティングによりアッセイした。
【０１６８】
　ＰＣＲおよびサザンブロッティングの結果をそれぞれ、図６および７に示す。それぞれ
のレーンの最上部には試料番号（表４、左欄）が示されており、修飾された染色体の割合
が各レーンの下方に列挙されている。
【０１６９】
　さらに、トランスフェクション１週間後、ＧＦＰ－陽性細胞の割合を、これもまたＭｏ
ｅｈｌｅ　ｅｔ　ａｌ．　（２００７）に記載されているように、ＦＡＣＳによりアッセ
イした。
【０１７０】
　結果が表５および図８に示されており、線形ドナー配列のＧＦＰ　ＯＲＦがゲノムに組
み入れられたことが確認される。
【表５】

【０１７１】
　したがって、これらの結果は、短いホモロジーアーム（～５０～１００ｂｐ）を有する
線形ドナーコンストラクトを使用して、対象のポリペプチドをコードする配列を特定のゲ
ノム位置に効率的にトランスファさせることができることを証明する。本明細書で記載し
た線形ドナーコンストラクトは、ＰＣＲにより、プラスミド鋳型を用い迅速に生成され、
ホスホロチオエート修飾を用いてエキソヌクレアーゼ分解から保護することができる。
【０１７２】
　本明細書で言及した全ての特許、特許出願および出版物は、全ての目的のために、参照
におり、その全体が本明細書に組み入れられる。
【０１７３】
　理解を明確にするために、開示は図および実施例に詳細に説明してきたが、本開示の精
神または範囲から逸脱しなければ様々な変更および改変が可能であることは当業者には明
らかであろう。したがって、前記説明および実施例は制限するものと解釈すべきではない
。
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