
(57)【要約】
　本発明は、核膜および／または核ラミナ結合ドメインおよびＤＮＡ結合ドメインを含む
、核酸標的特異的キメラタンパク質に関する。これらのタンパク質を、それらのタンパク
質をコードする核酸と同様に、選択された遺伝子の発現を抑制もしくはダウンレギュレー
トする方法において使用することができる。該ＤＮＡ結合ドメインは、好ましくは、天然
に存在するジンクフィンガータンパク質（ＺＦＰｓ）もしくは人工のジンクフィンガータ
ンパク質（ＡＺＰｓ）に由来するものである。遺伝子調節のための分子スイッチシステム
も提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 標 的 遺 伝 子 と 関 連 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 結 合 す る こ と の で き る 、 １ つ も し く
は そ れ 以 上 の 第 １ ド メ イ ン 、 お よ び 核 周 辺 部 と 会 合 す る こ と の で き る 、 １ つ も し く は そ れ
以 上 の 第 ２ ド メ イ ン を 含 む 核 酸 標 的 特 異 的 キ メ ラ タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 少 な く と も １ つ の
前 記 第 １ ド メ イ ン が 、 少 な く と も １ つ の 前 記 第 ２ ド メ イ ン に 対 し て 異 種 で あ る キ メ ラ タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 の １ つ も し く は そ れ 以 上 の 第 １ ド メ イ ン が 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 （ Ｚ Ｆ Ｐ
） 、 人 工 的 な ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 （ Ａ Ｚ Ｐ ） 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー タ ン パ ク 質 、 ヘ
リ ッ ク ス － タ ー ン － ヘ リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 、 ヘ リ ッ ク ス － ル ー プ － ヘ リ ッ ク ス タ ン パ ク 質
、 ホ メ オ ボ ッ ク ス ド メ イ ン タ ン パ ク 質 、 前 記 の タ ン パ ク 質 の い ず れ か の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 分 、
ま た は そ れ ら の い ず れ か の 組 み 合 わ せ を 含 む 、 請 求 項 １ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 Ａ Ｚ Ｐ が 、 少 な く と も １ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー を 含 む も の で あ っ て 、 該 フ ィ ン ガ ー
は 、 さ ら な る フ ィ ン ガ ー が 存 在 す る 場 合 に は 、 独 立 し て 、 ０ な い し １ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基
で も っ て そ れ ら に 共 有 結 合 し 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー の α － ヘ リ ッ ク ス の － １ 、 ２ 、 ３ お よ び
６ 位 の ア ミ ノ 酸 が 、 以 下 の も の ：
－ １ 位 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 は 、 ア ル ギ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン も し く
は グ ル タ ミ ン 酸 で あ り ；
２ 位 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 は 、 セ リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ス レ オ ニ ン も し く は ア ス パ ラ ギ ン 酸
；
３ 位 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 は 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 セ リ ン も し く は ア ス パ ラ ギ ン 酸
； お よ び
６ 位 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 は 、 ア ル ギ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 ロ イ シ ン
も し く は グ ル タ ミ ン 酸 で あ る ；
よ り 選 択 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 ２ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 Ａ Ｚ Ｐ が 、 少 な く と も １ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー を 含 む も の で あ っ て 、 そ れ ぞ れ の ジ
ン ク フ ィ ン ガ ー は 、 独 立 し て 、 式 ： － Ｘ ３ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ４ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ５ － Ｚ － １ －
Ｘ － Ｚ ２ － Ｚ ３ － Ｘ ２ － Ｚ ６ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ４ -
［ 式 中 ：
　 Ｘ は 、 独 立 し て 、 あ ら ゆ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 Ｘ ｎ は 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 に お け る Ｘ の 存 在
数 を 示 し ；
　 Ｚ － １ は 、 ア ル ギ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン も し く は グ ル タ ミ ン 酸 で
あ り ；
　 Ｚ ２ は 、 セ リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ス レ オ ニ ン も し く は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り ；
　 Ｚ ３ は 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 セ リ ン も し く は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り ； お よ び
　 Ｚ ６ は 、 ア ル ギ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 ロ イ シ ン も し く は グ ル タ ミ
ン 酸 で あ る ］
に よ っ て 示 さ れ る も の で あ り 、 該 フ ィ ン ガ ー は 、 さ ら な る フ ィ ン ガ ー が 存 在 す る 場 合 に は
、 独 立 し て 、 ０ な い し １ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 で も っ て そ れ ら に 共 有 結 合 し た も の で あ る 、
請 求 項 ２ も し く は ３ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ５ 】
　 Ｚ － １ が 、 ア ル ギ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ス レ オ ニ ン も し く は グ ル タ ミ ン 酸 で あ り ；
　 Ｚ ２ が 、 セ リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ス レ オ ニ ン も し く は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り ；
　 Ｚ ３ が 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 セ リ ン も し く は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り ； お よ び
　 Ｚ ６ が 、 ア ル ギ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ス レ オ ニ ン も し く は グ ル タ ミ ン 酸 で あ る 、
請 求 項 ４ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ６ 】
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　 前 記 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー の 少 な く と も １ つ の Ｘ 位 が 、 Ｚ ｉ ｆ ２ ６ ８ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 、 Ｓ
ｐ １ フ ィ ン ガ ー も し く は Ｓ ｐ １ Ｃ フ ィ ン ガ ー に 由 来 す る 対 応 ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 請 求 項 ４ ま
た は ５ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 の １ つ も し く は そ れ 以 上 の 第 １ ド メ イ ン が 、 少 な く と も ３ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー を
含 む も の で あ っ て 、 そ れ ぞ れ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー が 、 式 ： － Ｐ ｒ ｏ － Ｔ ｙ ｒ － Ｌ ｙ ｓ － Ｃ
ｙ ｓ － Ｐ ｒ ｏ － Ｇ ｌ ｕ － Ｃ ｙ ｓ － Ｇ ｌ ｙ － Ｌ ｙ ｓ － Ｓ ｅ ｒ － Ｐ ｈ ｅ － Ｓ ｅ ｒ － Ｚ － １ － Ｓ
ｅ ｒ － Ｚ ２ － Ｚ ３ － Ｌ ｅ ｕ － Ｇ ｌ ｎ － Ｚ ６ － Ｈ ｉ ｓ － Ｇ ｌ ｎ － Ａ ｒ ｇ － Ｔ ｈ ｒ － Ｈ ｉ ｓ －
Ｔ ｈ ｒ － Ｇ ｌ ｙ － Ｇ ｌ ｕ － Ｌ ｙ ｓ －
に よ っ て 示 さ れ る も の で あ っ て 、 前 記 フ ィ ン ガ ー は 互 い に 直 接 結 合 し て い る も の で あ っ て
、 こ こ に 、
　 Ｚ － １ が 、 ア ル ギ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン も し く は グ ル タ ミ ン 酸 で
あ り ；
　 Ｚ ２ が 、 セ リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ス レ オ ニ ン も し く は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り ；
　 Ｚ ３ が 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 セ リ ン も し く は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り ； お よ び
　 Ｚ ６ が 、 ア ル ギ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 ロ イ シ ン も し く は グ ル タ ミ
ン 酸 で あ る 、
請 求 項 １ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ８ 】
　 Ｚ － １ が 、 ア ル ギ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 も し く は グ ル タ ミ ン 酸 で あ り ；
　 Ｚ ２ が 、 セ リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ス レ オ ニ ン も し く は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り ；
　 Ｚ ３ が 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 セ リ ン も し く は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り ； お よ び
　 Ｚ ６ が 、 ア ル ギ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ス レ オ ニ ン も し く は グ ル タ ミ ン 酸 で あ る 、
請 求 項 ７ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 Ａ Ｚ Ｐ が 、 ３ か ら １ ５ 個 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー を 含 み 、 そ の い ず れ か １ つ も し く は そ
れ 以 上 が 前 記 式 に よ っ て 示 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 ３ ～ ８ の い ず れ か １ 項 の キ メ ラ タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 Ａ Ｚ Ｐ が 、 ７ 、 ８ も し く は ９ 個 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー を 含 む も の で あ る 、 請 求 項 ９ の
キ メ ラ タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 Ａ Ｚ Ｐ が 、 ６ 個 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー を 含 む も の で あ る 、 請 求 項 １ ０ の キ メ ラ タ ン パ
ク 質 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 の １ つ も し く は そ れ 以 上 の 第 ２ ド メ イ ン が 、 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 、 核 膜 、 核 ラ ミ
ナ 、 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン も し く は そ れ ら い ず れ か の 組 み 合 わ せ と 会 合 す る 、 ま た は 結 合 す る
、 前 記 請 求 項 の い ず れ か １ 項 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 第 ２ ド メ イ ン の １ つ が Ｇ Ｃ Ｌ タ ン パ ク 質 も し く は Ｇ Ｃ Ｌ タ ン パ ク 質 の 結 合 部 分 で あ
る 、 請 求 項 １ ２ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 の １ つ も し く は そ れ 以 上 の 第 ２ ド メ イ ン が 、 核 膜 結 合 タ ン パ ク 質 、 核 ラ ミ ナ 結 合 タ
ン パ ク 質 、 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 、 前 記 タ ン パ ク 質 の い ず れ か と 会 合 も し く は
結 合 す る こ と の で き る タ ン パ ク 質 、 前 記 タ ン パ ク 質 の い ず れ か の 結 合 部 分 、 あ る い は そ れ
ら の い ず れ か の 組 み 合 わ せ を 含 む 、 請 求 項 １ ２ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 核 ラ ミ ナ 結 合 タ ン パ ク 質 、 も し く は 前 記 核 ラ ミ ナ 結 合 タ ン パ ク 質 の 結 合 部 分 が 、 ラ
ミ ン も し く は ラ ミ ナ 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 １ ４ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ６ 】
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　 前 記 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 、 も し く は 前 記 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質
の 結 合 部 分 が 、 Ｈ Ｐ １ お よ び ポ リ コ ー ム 群 タ ン パ ク 質 （ polycomb-group protein） か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 １ ４ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 １ か ら ６ 個 の 第 １ ド メ イ ン 、 お よ び １ か ら ６ の 第 ２ ド メ イ ン を 含 む 、 前 記 請 求 項 の い ず
れ か １ 項 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 さ ら に 、 核 局 在 シ グ ナ ル を 含 む 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か １ 項 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 さ ら に 、 細 胞 取 り 込 み シ グ ナ ル を 含 む 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か １ 項 の キ メ ラ タ ン パ ク 質
。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 さ ら に 、 核 局 在 シ グ ナ ル を 含 む 、 請 求 項 １ ９ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 治 療 上 有 効 量 の 前 記 請 求 項 の い ず れ か １ 項 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 、 医 薬 上 許 容 さ れ る 担
体 と の 混 合 物 中 に 含 む 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 １ ～ ２ ０ の い ず れ か １ 項 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
む 、 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 ２ ２ の 核 酸 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 ２ ３ の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む ホ ス ト 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 　 前 記 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 条 件 下 で 、 請 求 項 ２ ４ の ホ ス ト 細 胞 を 一 定 時
間 培 養 す る こ と ； お よ び
　 （ ｂ ） 　 前 記 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 回 収 す る こ と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 ベ ク タ ー が 、 調 節 の た め の 標 的 遺 伝 子 を 含 む 細 胞 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク ト に 適 合 し た
真 核 細 胞 発 現 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ２ ３ の 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 治 療 上 有 効 量 の 請 求 項 ２ ２ 、 ２ ３ も し く は ２ ６ の い ず れ か １ 項 の 核 酸 ま た は 発 現 ベ ク タ
ー を 、 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 と の 混 合 物 中 に 含 む 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 標 的 核 酸 を キ メ ラ タ ン パ ク 質 と 結 合 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 標 的 遺 伝 子 に 関 連 し た ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 む 標 的 核 酸 を 、 請 求 項 １ － ２ ０ の い ず れ か の キ メ ラ タ ン パ ク 質 と 、 前 記 タ
ン パ ク 質 が 前 記 核 酸 に 結 合 す る の に 十 分 な 量 お よ び 時 間 に て 、 接 触 さ せ る こ と を 含 む 方 法
。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 も し く は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る 方 法 で あ っ て 、 標 的 遺 伝 子 に
関 連 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 標 的 核 酸 を 、 請 求 項 １ － ２ ０ の い ず れ か の キ メ ラ タ ン パ
ク 質 と 、 前 記 キ メ ラ タ ン パ ク 質 が 前 記 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 も し く は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー
ト す る の に 十 分 な 量 お よ び 時 間 に て 、 接 触 さ せ る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 キ メ ラ タ ン パ ク 質 が 、 タ ン パ ク 質 と し て 、 ま た は 前 記 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸
と し て 、 細 胞 も し く は 生 物 に 導 入 さ れ る 、 請 求 項 ２ ８ も し く は ２ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 キ メ ラ タ ン パ ク 質 が 、 さ ら に 、 核 局 在 シ グ ナ ル を 含 む も の で あ る 、 請 求 項 ２ ８ ～ ３ ０ の
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い ず れ か １ 項 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 キ メ ラ タ ン パ ク 質 が 、 さ ら に 、 細 胞 取 り 込 み シ グ ナ ル を 含 む も の で あ る 、 請 求 項 ２ ８ ～
３ １ の い ず れ か １ 項 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 標 的 遺 伝 子 が 、 哺 乳 類 遺 伝 子 、 昆 虫 遺 伝 子 も し く は 酵 母 遺 伝 子 を コ ー ド す る も の で
あ る 、 請 求 項 ２ ８ ～ ３ ２ の い ず れ か １ 項 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 標 的 遺 伝 子 が 、 哺 乳 類 に 由 来 す る も の で あ っ て 、 サ イ ト カ イ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン
、 癌 遺 伝 子 、 血 管 形 成 因 子 、 抗 血 管 形 成 因 子 、 薬 物 耐 性 遺 伝 子 、 成 長 因 子 ま た は 腫 瘍 サ プ
レ ッ サ ー を コ ー ド す る も の で あ る 、 請 求 項 ３ ３ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 標 的 遺 伝 子 が 、 ウ イ ル ス 遺 伝 子 を コ ー ド す る も の で あ る 、 請 求 項 ２ ８ ～ ３ ２ の い ず
れ か １ 項 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 ウ イ ル ス 遺 伝 子 が 、 Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に 由 来 す る も の で あ る 、 請 求 項 ３ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 標 的 遺 伝 子 が 、 植 物 遺 伝 子 を コ ー ド す る も の で あ る 、 請 求 項 ２ ８ ～ ３ ２ の い ず れ か １ 項
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 植 物 遺 伝 子 が 、 ジ ャ ガ イ モ 、 ト マ ト 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 コ メ も し く は 穀 物 用 植 物 に 由
来 す る も の で あ る 、 請 求 項 ３ ７ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 標 的 遺 伝 子 が 、 商 業 用 動 物 に 由 来 す る も の で あ る 、 請 求 項 ２ ８ ～ ３ ２ の い ず れ か １
項 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 （ ａ ） 　 標 的 遺 伝 子 に 関 連 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と の で き る 第 １
ド メ イ ン 、 お よ び ２ 価 の リ ガ ン ド の 第 １ の 結 合 部 分 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と の で き る 第 ２
ド メ イ ン を 含 む 、 第 １ の 融 合 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 前 記 リ ガ ン ド が 、 細 胞 に よ っ て 取 り 込
ま れ る こ と の で き る も の で あ っ て 、 前 記 第 １ ド メ イ ン が 、 前 記 第 ２ ド メ イ ン に 対 し て 異 種
で あ る 第 １ の 融 合 タ ン パ ク 質 ； な ら び に
　 （ ｂ ） 　 核 周 辺 部 と 会 合 す る こ と の で き る 第 １ ド メ イ ン 、 お よ び 前 記 の ２ 価 の リ ガ ン ド
の 第 ２ の 結 合 部 分 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と の で き る 第 ２ ド メ イ ン を 含 む 、 第 ２ の 融 合 タ ン
パ ク 質 ；
を 含 む 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 そ れ ぞ れ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 前 記 第 ２ ド メ イ ン が 、 ２ 価 の リ ガ ン ド の そ れ ぞ れ の 結 合 部
分 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 抗 体 の １ 本 鎖 可 変 領 域 （ ｓ ｃ Ｆ ｖ ） で あ る 、 請 求 項 ４ ０ の 分 子
ス イ ッ チ シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 （ ａ ） 　 標 的 遺 伝 子 に 関 連 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 第 １
ド メ イ ン 、 お よ び 結 合 相 手 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 第 ２ ド メ イ ン を 含 み 、 前 記 第
１ ド メ イ ン が 前 記 第 ２ ド メ イ ン に 対 し て 異 種 で あ る 、 第 １ の 融 合 タ ン パ ク 質 、 な ら び に
　 （ ｂ ） 　 核 周 辺 部 と 会 合 す る こ と が で き る 第 １ ド メ イ ン 、 お よ び 前 記 前 記 第 １ の 融 合 タ
ン パ ク 質 の 第 ２ ド メ イ ン の 結 合 相 手 を 含 む 第 ２ ド メ イ ン を 含 み 、 前 記 第 １ ド メ イ ン が 前 記
第 ２ ド メ イ ン に 対 し て 異 種 で あ る 、 第 ２ の 融 合 タ ン パ ク 質
を 含 む 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 第 １ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 前 記 第 ２ ド メ イ ン が 、 Ｓ － タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 前 記 第 ２ の 融
合 タ ン パ ク 質 の 第 ２ ド メ イ ン が 、 Ｓ － タ グ で あ る か 、 あ る い は そ の 逆 で あ る 、 請 求 項 ４ ２
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の 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 第 １ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 第 １ ド メ イ ン が 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 （ Ｚ Ｆ Ｐ ）
、 人 工 的 な ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 （ Ａ Ｚ Ｐ ） 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー タ ン パ ク 質 、 ヘ リ
ッ ク ス － タ ー ン － ヘ リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 、 ヘ リ ッ ク ス － ル ー プ － ヘ リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 、
ホ メ オ ボ ッ ク ス ド メ イ ン タ ン パ ク 質 、 前 記 タ ン パ ク 質 の い ず れ か の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 分 、 ま た
は そ れ ら の い ず れ か の 組 み 合 わ せ を 含 む も の で あ る 、 請 求 項 ４ ０ ～ ４ ３ の い ず れ か １ 項 の
分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 Ａ Ｚ Ｐ が 、 少 な く と も １ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー を 含 む も の で あ っ て 、 そ れ ぞ れ の ジ
ン ク フ ィ ン ガ ー は 、 独 立 し て 、 式 ： － Ｘ ３ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ４ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ５ － Ｚ － １ －
Ｘ － Ｚ ２ － Ｚ ３ － Ｘ ２ － Ｚ ６ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ４ -
［ 式 中 ：
　 Ｘ は 、 独 立 し て 、 あ ら ゆ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 Ｘ ｎ は 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 に お け る Ｘ の 存 在
数 を 示 し ；
　 Ｚ － １ は 、 ア ル ギ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン も し く は グ ル タ ミ ン 酸 で
あ り ；
　 Ｚ ２ は 、 セ リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ス レ オ ニ ン も し く は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り ；
　 Ｚ ３ は 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 セ リ ン も し く は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り ； お よ び
　 Ｚ ６ は 、 ア ル ギ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 ロ イ シ ン も し く は グ ル タ ミ
ン 酸 で あ る ］
に よ っ て 示 さ れ る も の で あ り 、 該 フ ィ ン ガ ー は 、 さ ら な る フ ィ ン ガ ー が 存 在 す る 場 合 に は
、 独 立 し て 、 ０ な い し １ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 で も っ て そ れ ら に 共 有 結 合 し た も の で あ る 、
請 求 項 ４ ４ の 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 Ｚ － １ が 、 ア ル ギ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ス レ オ ニ ン も し く は グ ル タ ミ ン 酸 で あ り ；
　 Ｚ ２ が 、 セ リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ス レ オ ニ ン も し く は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り ；
　 Ｚ ３ が 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 セ リ ン も し く は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り ； お よ び
　 Ｚ ６ が 、 ア ル ギ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ス レ オ ニ ン も し く は グ ル タ ミ ン 酸 で あ る 、
請 求 項 ４ ５ の 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 前 記 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー の 少 な く と も １ つ の Ｘ 位 が 、 Ｚ ｉ ｆ ２ ６ ８ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 、 Ｓ
ｐ １ フ ィ ン ガ ー も し く は Ｓ ｐ １ Ｃ フ ィ ン ガ ー に 由 来 す る 対 応 ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 請 求 項 ４ ５
ま た は ４ ６ の 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 前 記 の 第 １ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 第 １ ド メ イ ン が 、 少 な く と も ３ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー を
含 む も の で あ っ て 、
そ れ ぞ れ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー が 、 式 ：
－ Ｐ ｒ ｏ － Ｔ ｙ ｒ － Ｌ ｙ ｓ － Ｃ ｙ ｓ － Ｐ ｒ ｏ － Ｇ ｌ ｕ － Ｃ ｙ ｓ － Ｇ ｌ ｙ － Ｌ ｙ ｓ － Ｓ ｅ ｒ
－ Ｐ ｈ ｅ － Ｓ ｅ ｒ － Ｚ － １ － Ｓ ｅ ｒ － Ｚ ２ － Ｚ ３ － Ｌ ｅ ｕ － Ｇ ｌ ｎ － Ｚ ６ － Ｈ ｉ ｓ － Ｇ ｌ
ｎ － Ａ ｒ ｇ － Ｔ ｈ ｒ － Ｈ ｉ ｓ － Ｔ ｈ ｒ － Ｇ ｌ ｙ － Ｇ ｌ ｕ － Ｌ ｙ ｓ －
に よ っ て 示 さ れ る も の で あ っ て 、 前 記 フ ィ ン ガ ー は 互 い に 直 接 結 合 し て い る も の で あ っ て
、 こ こ に 、
　 Ｚ － １ が 、 ア ル ギ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン も し く は グ ル タ ミ ン 酸 で
あ り ；
　 Ｚ ２ が 、 セ リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ス レ オ ニ ン も し く は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り ；
　 Ｚ ３ が 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 セ リ ン も し く は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り ； お よ び
　 Ｚ ６ が 、 ア ル ギ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 ロ イ シ ン も し く は グ ル タ ミ
ン 酸 で あ る 、
請 求 項 ４ ０ ～ ４ ３ の い ず れ か １ 項 の 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム 。
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【 請 求 項 ４ ９ 】
　 Ｚ － １ が 、 ア ル ギ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 も し く は グ ル タ ミ ン 酸 で あ り ；
　 Ｚ ２ が 、 セ リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ス レ オ ニ ン も し く は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り ；
　 Ｚ ３ が 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 セ リ ン も し く は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り ； お よ び
　 Ｚ ６ が 、 ア ル ギ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ス レ オ ニ ン も し く は グ ル タ ミ ン 酸 で あ る 、
請 求 項 ４ ８ の 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 前 記 Ａ Ｚ Ｐ が 、 ３ か ら １ ５ 個 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー を 含 み 、 そ の い ず れ か １ つ も し く は そ
れ 以 上 が 前 記 式 に よ っ て 示 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 ４ ４ ～ ４ ９ の い ず れ か １ 項 の 分 子 ス
イ ッ チ シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 前 記 Ａ Ｚ Ｐ ま た は 前 記 第 １ ド メ イ ン が 、 ６ 、 ７ 、 ８ も し く は ９ 個 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー を
含 む 、 請 求 項 ５ ０ の 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 前 記 第 ２ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 第 １ ド メ イ ン が 、 核 膜 、 核 ラ ミ ナ 、 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 、 も
し く は そ れ ら の い ず れ か の 組 み 合 わ せ と 、 直 接 も し く は 間 接 的 に 、 会 合 ま た は 結 合 す る も
の で あ る 、 請 求 項 ４ ０ ～ ５ １ の い ず れ か １ 項 の 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 第 ２ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 前 記 第 １ ド メ イ ン が 、 Ｇ Ｃ Ｌ タ ン パ ク 質 も し く は Ｇ Ｃ Ｌ タ
ン パ ク 質 の 結 合 部 分 で あ る 、 請 求 項 ５ ２ の 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 前 記 第 ２ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 前 記 第 １ ド メ イ ン が 、 核 膜 結 合 タ ン パ ク 質 、 核 ラ ミ ナ 結 合
タ ン パ ク 質 、 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 、 前 記 タ ン パ ク 質 の い ず れ か と 会 合 も し く
は 結 合 す る こ と の で き る タ ン パ ク 質 、 前 記 タ ン パ ク 質 の い ず れ か の 結 合 部 分 、 あ る い は そ
れ ら の い ず れ か の 組 み 合 わ せ を 含 む 、 請 求 項 ５ ２ の 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 前 記 核 ラ ミ ナ 結 合 タ ン パ ク 質 、 も し く は 前 記 核 ラ ミ ナ 結 合 タ ン パ ク 質 の 結 合 部 分 が 、 ラ
ミ ン も し く は ラ ミ ナ 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 ５ ４ の 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 前 記 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 、 も し く は 前 記 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質
の 結 合 部 分 が 、 Ｈ Ｐ １ お よ び ポ リ コ ー ム 群 タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る も の で あ
る 、 請 求 項 ５ ４ の 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 治 療 上 有 効 量 の 請 求 項 ４ ０ ～ ５ ６ の い ず れ か １ 項 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 、 医 薬 上 許 容 さ
れ る 担 体 と の 混 合 物 中 に 含 む 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 請 求 項 ４ ０ ～ ５ ６ の い ず れ か １ 項 の 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム の 第 １ も し く は 第 ２ の 融 合 タ
ン パ ク 質 、 ま た は そ の 両 方 を コ ー ド す る 核 酸 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 協 調 し て 調 節 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 ５ ８
の 核 酸 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 独 立 し て 調 節 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 ５ ８
の 核 酸 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 請 求 項 ５ ８ の 核 酸 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 請 求 項 ６ １ の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む ホ ス ト 細 胞 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 １ つ も し く は そ れ 以 上 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、
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　 （ ａ ） 　 前 記 の １ つ も し く は そ れ 以 上 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 条 件 下 で 、 請 求 項 ６
２ の ホ ス ト 細 胞 を 一 定 時 間 培 養 す る こ と ； お よ び
　 （ ｂ ） 　 前 記 の １ つ も し く は そ れ 以 上 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 回 収 す る こ と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 前 記 ベ ク タ ー が 、 調 節 の た め の 標 的 遺 伝 子 を 含 む 細 胞 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 適 合
し た 真 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ６ １ の 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 治 療 上 有 効 量 の 請 求 項 ６ ４ の 発 現 ベ ク タ ー を 、 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 と の 混 合 物 中 に 含
む 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 （ ａ ） 　 標 的 遺 伝 子 に 関 連 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む
細 胞 も し く は 生 物 を 、 請 求 項 ４ ０ 、 ４ １ ま た は ４ ４ ～ ５ ６ の い ず れ か １ 項 の 分 子 ス イ ッ チ
シ ス テ ム と 接 触 さ せ る こ と 、 つ い で 、
　 （ ｂ ） 　 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 間 の 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る 時 期 ま た は 位 置 に お い て 、
前 記 細 胞 ま た は 生 物 を 、 前 記 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム の ２ 価 の リ ガ ン ド と 接 触 さ せ 、 そ の こ
と に よ り 、 前 記 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る こ と
を 含 む 、 時 間 的 も し く は 空 間 的 な 様 式 で 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 （ ａ ） 　 標 的 遺 伝 子 と 関 連 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む
細 胞 も し く は 生 物 を 、 請 求 項 ４ ２ ～ ５ ６ の い ず れ か １ 項 の 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム と 接 触 さ
せ る こ と 、 つ い で 、
　 （ ｂ ） 　 第 １ お よ び 第 ２ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 会 合 を 分 裂 さ せ る 時 期 ま た は 位 置 に お い て
、 前 記 細 胞 ま た は 生 物 を リ ガ ン ド と 接 触 さ せ 、 そ の こ と に よ り 、 前 記 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を
抑 制 解 除 す る こ と
を 含 む 、 時 間 的 も し く は 空 間 的 な 様 式 で 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 活 性 化 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 前 記 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 タ ン パ ク 質 と し て 、 １ つ も し く は そ れ
以 上 の 前 記 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る １ つ も し く は そ れ 以 上 の 核 酸 と し て 、 ま た は そ れ ら の
組 み 合 わ せ と し て 、 細 胞 も し く は 生 物 へ 導 入 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 ６ ６ も し く は ６ ７
の 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　
　 本 発 明 は 、 核 膜 お よ び ／ ま た は 核 ラ ミ ナ 結 合 ド メ イ ン お よ び Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 含 む
、 核 酸 標 的 特 異 的 キ メ ラ タ ン パ ク 質 に 関 す る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 と 、 タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る 核 酸 も 同 様 に 、 遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る た め の 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き 、 特
に 、 選 択 さ れ た 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 も し く は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る た め に 有 用 で あ
る 。 該 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン は 、 好 ま し く は 、 天 然 に 存 在 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質
（ Ｚ Ｆ Ｐ ｓ ） も し く は 人 工 的 な ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 （ Ａ Ｚ Ｐ ｓ ） 由 来 の も の で あ
る 。 本 発 明 は 、 遺 伝 子 抑 制 お よ び 抑 制 解 除 の た め の 、 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム に も 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　
　 遺 伝 子 の 転 写 抑 制 は 、 機 構 の 多 様 性 に よ っ て 達 成 さ れ る こ と が で き る 。 標 準 的 な 例 は 、
ｌ ａ ｃ リ プ レ ッ サ ー で あ り 、 ｌ ａ ｃ オ ペ ロ ン 上 の 標 的 配 列 に 結 合 す る と 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ
ー ゼ の 結 合 お よ び そ れ に よ る 転 写 開 始 を 妨 げ る も の で あ る 。 真 核 生 物 に お い て 、 遺 伝 子 抑
制 を 制 御 す る さ ら な る 機 構 が 存 在 す る 。 例 え ば 、 構 成 的 な ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 中 に あ る 遺 伝
子 は 、 転 写 的 に サ イ レ ン ト で あ る 。 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン は 、 無 作 為 に 配 置 さ れ て い る の で は
な く 、 核 の 周 辺 部 と 関 連 し て い る よ う で あ り [Cohen et al. (2001) Trends Biochem. Sci
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. 26:41-47]、 遺 伝 子 を ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン の 近 く 、 ま た は 核 周 辺 部 に 持 っ て い く こ と は 、
少 な く と も 部 分 的 に 、 遺 伝 子 抑 制 に お い て 役 割 を 果 た し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 真 核 生 物 に お い て 、 転 写 リ プ レ ッ サ ー も 、 核 周 辺 部 で 見 い だ さ れ て い る 。 い く つ か の 場
合 に お い て 、 か か る タ ン パ ク 質 は 、 核 周 辺 部 に 局 在 す る と き の み 、 リ プ レ ッ サ ー と し て の
活 性 が あ る よ う で あ る 。 高 等 真 核 生 物 （ 後 生 動 物 お よ び 上 記 ） の 核 周 辺 部 は 、 内 お よ び 外
膜 の あ る 核 膜 （ Ｎ Ｅ ） な ら び に 核 ラ ミ ナ か ら 構 成 さ れ る 。 核 ラ ミ ナ は 、 内 側 の 核 膜 の 直 下
に あ り 、 ラ ミ ン と 呼 ば れ る 中 間 径 フ ィ ラ メ ン ト 、 お よ び ラ ミ ナ 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ｌ Ａ Ｐ ｓ
） よ り 構 成 さ れ る 。 あ る Ｌ Ａ Ｐ ｓ は 、 内 側 の 核 膜 の 膜 タ ン パ ク 質 で も あ る 。 様 々 な 種 の 核
ラ ミ ナ の 組 成 に つ い て の 議 論 は 、 Cohen et al.に お い て 行 わ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ｏ ｃ ｔ － １ は 、 加 齢 関 連 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の リ プ レ ッ サ ー で あ る 。 Ｏ ｃ ｔ － １ の 核 周
辺 部 か ら の 解 離 が コ ラ ゲ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 を 誘 導 す る こ と を 、 実 験 的 証 拠 は 示 す [Imai 
et al. (1997) Mol. Biol. Cell 8: 2404-2419]。 さ ら に 、 網 膜 芽 細 胞 腫 タ ン パ ク 質 （ Ｒ
ｂ ） 活 性 型 が 、 転 写 因 子 Ｅ ２ Ｆ に 結 合 す る と 、 複 合 体 は ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ に お い て 核 周 辺 部
に ラ ミ ン Ａ ／ Ｃ と 共 存 し て 、 転 写 を 抑 制 す る [Mancini et al. (1999) Dev. Biol. 215: 2
88-297]。 マ ウ ス ジ ャ ー ム セ ル レ ス （ germ-cell-less） タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｃ Ｌ ） は 、 同 様 に
遺 伝 子 抑 制 に 関 与 し [Nili et al. (2001) J. Cell. Sci. 114: 3297- 3307]、 核 ラ ミ ナ に
お い て Ｌ Ａ Ｐ ２ ３ に 結 合 す る こ と が 報 告 さ れ て い る (Cohen et al.)。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 転 写 因 子 お よ び 他 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る た め に 配 列 特 異 的
な 方 法 で 標 的 に 結 合 し 、 そ れ に よ っ て 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 促 進 も し く は 抑 制 す る 。 遺 伝 子
発 現 の 調 節 は 、 時 間 的 （ 例 え ば 、 発 生 も し く は 細 胞 周 期 の 異 な る 時 期 に ） お よ び ／ ま た は
空 間 的 に （ 例 え ば 、 異 な る 組 織 に お い て ） 達 成 さ れ う る 。 い く つ か の 例 で は 、 特 定 の 時 期
ま た は 特 定 の 細 胞 の 種 類 に お い て 、 望 ま し く な い 遺 伝 子 の 発 現 を 止 め る こ と が 望 ま し い だ
ろ う 。 例 え ば 、 発 癌 に 関 連 し 、 活 性 化 さ れ る 遺 伝 子 は 、 抑 制 の 標 的 と な っ て も よ い 。 ヘ テ
ロ ク ロ マ チ ン お よ び 核 周 辺 部 に 局 在 す る 遺 伝 子 が 、 サ イ レ ン ス に さ れ る こ と が 知 ら れ て い
る た め 、 遺 伝 子 を 核 周 辺 部 に 結 合 さ せ る 配 列 特 異 的 な 方 法 に よ っ て 、 そ の 標 的 遺 伝 子 の 発
現 を サ イ レ ン ス に す る あ る い は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト （ 抑 制 ） す る 方 法 へ の 道 が 提 供 さ れ る
だ ろ う 。 あ る い は 、 遺 伝 子 を 抑 制 状 態 か ら 解 放 す る （ す な わ ち 、 そ れ ら の 遺 伝 子 を 抑 制 解
除 も し く は 活 性 化 す る ） 方 法 も 、 価 値 が あ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 し か し 、 既 知 の 転 写 因 子 に は 、 限 ら れ た 有 用 性 し か な い ― ― か か る タ ン パ ク 質 は 、 本 来
の 標 的 配 列 に 関 連 し た 遺 伝 子 の 制 御 、 ま た は 密 接 に 関 連 し た 標 的 配 列 の 限 ら れ た セ ッ ト に
は 有 用 で あ る 。 こ の 欠 点 を 克 服 す る た め の １ つ の 方 法 は 、 大 き く 複 雑 な ゲ ノ ム 中 の 、 特 に
、 単 一 の 標 的 配 列 へ の 配 列 特 異 性 が あ ら か じ め 決 定 さ れ た 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 を 設 計
し 、 構 築 す る こ と で あ る 。 か か る 操 作 に 従 う こ と が 示 さ れ た タ ン パ ク 質 の １ つ の 特 定 の ク
ラ ス が 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 （ Ｚ Ｆ Ｐ ｓ ） で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Ｚ Ｆ Ｐ は 、 Ｚ Ｆ Ｐ 中 の そ れ ぞ れ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー の α ヘ リ ッ ク ス に お け る 特 定 の ア ミ
ノ 酸 と 、 標 的 配 列 と の 相 互 作 用 に よ っ て 、 Ｄ Ｎ Ａ を 認 識 し 、 結 合 す る 、 周 知 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合
タ ン パ ク 質 で あ る 。 Ｚ Ｆ Ｐ は 、 典 型 的 に は 、 ３ か ら ９ 個 、 時 に は そ れ 以 上 の ジ ン ク フ ィ ン
ガ ー を 含 み 、 Ｚ Ｆ Ｐ の 多 く の ク ラ ス が 存 在 す る ； レ ビ ュ ー の た め に 、 例 え ば 、 Laity et a
l. (2001) Curr. Opin. Struct. Biol. 11: 39-46を 参 照 。 Ｚ Ｆ Ｐ の Ｃ ｙ ｓ ２ Ｈ ｉ ｓ ２ ク
ラ ス は 、 広 く 研 究 さ れ て お り 、 特 に 、 あ ら か じ め 決 定 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 標 的 配 列 に 結 合 す る 、
人 工 的 な ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 （ Ａ Ｚ Ｐ ｓ ） の 設 計 を 許 容 す る 普 遍 的 な 認 識 コ ー ド
の 開 発 に お い て 、 有 用 で あ る こ と が 証 明 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Wolfe et al. (2000) Ann.
 Rev. Biophys. Biomol. Struct. 29: 183-212; Choo et al. (2000) Curr. Opin. Struc
t. Biol. 10: 411-416; Segal et al. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96: 2758-27
63; Kim et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 2812-2817; お よ び ２ ０ ０ １ 年
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７ 月 ２ ３ 日 、 タ カ シ セ ラ に 付 与 さ れ た 、 「 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン 認 識 コ ー ド お よ び そ
れ ら の 使 用 （ Zinc Finger Domain Recognition Code and Uses Thereof） 」 と い う 名 称 の
米 国 特 許 出 願 第 09/911,261号 を 参 照 に す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Ａ Ｚ Ｐ の 入 手 可 能 性 に よ っ て 、 既 知 の 調 節 配 列 だ け で な く 、 あ ら ゆ る ユ ニ ー ク な 配 列 に
結 合 す る 、 標 的 遺 伝 子 を 調 節 で き る タ ン パ ク 質 の 設 計 が 可 能 と な っ た 。 こ れ ら の Ａ Ｚ Ｐ （
も し く は 他 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 ） が 、 １ つ も し く は そ れ 以 上 の 、 核 周 辺 部 に 結 合 で き
る タ ン パ ク 質 ド メ イ ン と 結 合 す る 場 合 、 標 的 遺 伝 子 と 関 連 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 結 合 す
る た め に 使 用 で き る キ メ ラ タ ン パ ク 質 が 生 成 し 、 そ の 標 的 遺 伝 子 を 、 サ イ レ ン シ ン グ も し
く は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の た め に 、 核 周 辺 部 に 局 在 さ せ る 。 こ れ ら の キ メ ラ タ ン パ ク
質 の ド メ イ ン が 、 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム に 再 構 成 さ れ る 場 合 、 遺 伝 子 発 現 の 活 性 化 も し く
は 抑 制 の い ず れ か の た め の 、 シ ス テ ム を 提 供 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　
　 本 発 明 は 、 標 的 遺 伝 子 に 関 連 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 特 異 的 に 結 合 で き る １ つ も し く は
そ れ 以 上 の 第 １ ド メ イ ン を 有 し 、 核 周 辺 部 に 会 合 も し く は 結 合 す る こ と の で き る 、 １ つ も
し く は そ れ 以 上 の 第 ２ ド メ イ ン を 有 す る 、 核 酸 標 的 特 異 的 な キ メ ラ タ ン パ ク 質 に 関 す る 。
こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 遺 伝 子 発 現 調 節 に お い て 有 用 で あ る 。 多 数 の 第 １ お よ び 第 ２ ド メ
イ ン が 、 好 ま し く は 、 １ か ら ５ の さ ら な る ド メ イ ン も 、 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 中 に 存
在 し う る 。 好 ま し い 第 １ ド メ イ ン は 、 Ａ Ｚ Ｐ で あ り 、 好 ま し い 第 ２ ド メ イ ン は 、 Ｇ Ｃ Ｌ タ
ン パ ク 質 で あ る 。 あ る 具 体 例 に お い て 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 の 取 り 込 み お よ び ／ ま
た は 核 へ の 輸 送 を 容 易 に す る た め に 、 さ ら な る ド メ イ ン を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 、 そ れ
ら の 核 酸 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 、 お よ び 該 発 現 ベ ク タ ー で （ あ ら ゆ る 方 法 に よ っ て ） 形 質 転
換 さ れ た ホ ス ト 細 胞 を 提 供 す る 。 か か る ホ ス ト 細 胞 を 、 例 え ば 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 発 現
す る 条 件 下 で 、 ホ ス ト 細 胞 を 一 定 時 間 培 養 し て 、 次 い で 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 回 収 す る こ
と に よ り 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 調 製 す る 方 法 に お い て 、 使 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、
該 ホ ス ト 細 胞 を 、 発 現 ベ ク タ ー の ソ ー ス と し て 使 用 し て 、 細 胞 も し く は 生 物 へ の 遺 伝 子 移
入 法 に よ っ て 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 送 達 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 こ れ ら の
キ メ ラ タ ン パ ク 質 、 核 酸 お よ び 発 現 ベ ク タ ー の 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 標 的 核 酸 （ 標 的 遺 伝 子 に 関 連 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る
） を 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 と 、 タ ン パ ク 質 が 標 的 核 酸 に 結 合 す る の に 十 分 な 量 お よ び
時 間 に て 、 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 標 的 核 酸 を 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 と 結 合 さ せ る
方 法 に 関 す る 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 該 キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ 結 合 の
た め に 、 核 酸 を 介 し て 、 細 胞 へ 導 入 さ れ る 。 あ る い は 、 該 方 法 は 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 結 合
ア ッ セ イ に 使 用 す る こ と の で き る キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 標 的 遺 伝 子 に 関 連 し た 、 も し く は 十 分 近 い ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む 核 酸 を 、 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 と 、 適 切 な 対 照 に 比 べ て 標 的 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ
ル が 減 少 す る の に 十 分 な 量 お よ び 時 間 に て 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑
制 も し く は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 態 様 に お い て 、 該 キ メ ラ
タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 、 も し く は 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 と し て 、 細 胞 も し く
は 生 物 に 導 入 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 企 図 さ れ る 標 的 核 酸 の 結 合 方 法 、 も し く は 企 図 さ れ る 遺 伝 子 発 現 の 抑 制 方 法 に お い て 、
標 的 遺 伝 子 は 、 植 物 遺 伝 子 、 哺 乳 類 遺 伝 子 、 昆 虫 遺 伝 子 、 酵 母 遺 伝 子 も し く は Ｄ Ｎ Ａ ウ イ
ル ス の ご と き ウ イ ル ス 由 来 の も の を コ ー ド す る か 、 あ る い は 、 標 的 と な っ た ヌ ク レ オ チ ド
配 列 部 位 は 、 そ れ ら に 由 来 す る か 、 そ れ ら を 制 御 す る 。 標 的 遺 伝 子 が 哺 乳 類 に 由 来 す る 場
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合 、 そ れ は 、 サ イ ト カ イ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 癌 遺 伝 子 、 抗 血 管 新 生 因 子 、 薬 物 耐 性 遺
伝 子 お よ び ／ ま た は 、 選 択 さ れ た 遺 伝 子 を 核 周 辺 部 の 近 く に も っ て い く こ と に よ っ て 、 サ
イ レ ン ス す る 、 あ る い は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る こ と の で き る 、 あ ら ゆ る 他 の 所 望 の 標 的
を コ ー ド す る 、 ま た は 制 御 す る 。 目 的 の 植 物 遺 伝 子 は 、 ト マ ト 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 コ メ お よ
び 穀 物 用 植 物 の 遺 伝 子 を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 さ ら に 、 共 通 の 核 酸 標 的 配 列 を
共 有 す る 多 数 の 標 的 遺 伝 子 は 、 調 和 し て 、 も し く は 同 時 に 制 御 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 遺 伝 子 抑 制 に 有 用 な 、 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム に 関 す る 。 こ れ
ら の シ ス テ ム は 、 （ ａ ） 標 的 遺 伝 子 に 関 連 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と
の で き る 第 １ ド メ イ ン 、 お よ び ２ 価 の リ ガ ン ド の 第 １ 結 合 部 分 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が
で き る 第 ２ ド メ イ ン を 含 む 第 １ の 融 合 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 こ こ に 該 リ ガ ン ド が 細 胞 に よ
っ て 取 り 込 ま れ う る も の で あ り 、 か つ 第 １ ド メ イ ン お よ び 第 ２ ド メ イ ン が 、 そ れ ぞ れ 異 種
で あ り ； （ ｂ ） 核 周 辺 部 に 結 合 で き る 第 １ ド メ イ ン 、 お よ び ２ 価 の リ ガ ン ド の 第 ２ の 結 合
部 位 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 第 ２ ド メ イ ン を 含 む 第 ２ の 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 。
第 １ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 第 １ ド メ イ ン は 、 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 第 １ ド メ イ ン と 同
じ も の で あ り ； 第 ２ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 第 １ ド メ イ ン は 、 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 第
２ ド メ イ ン と 同 じ も の で あ る 。 ２ つ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 第 ２ ド メ イ ン は 、 そ れ ぞ れ の ２ 価
の リ ガ ン ド の 結 合 部 分 に 対 す る 特 異 性 の あ る 、 抗 体 の １ 本 鎖 可 変 領 域 （ ｓ ｃ Ｆ ｖ ） で あ っ
て も よ い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 本 発 明 の 遺 伝 子 抑 制 の た め の 、 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 さ
れ た 核 酸 、 そ れ ら の 核 酸 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 、 お よ び 該 発 現 ベ ク タ ー で （ あ ら ゆ る 方 法 に
よ っ て ） 形 質 転 換 さ れ た ホ ス ト 細 胞 を 提 供 す る 。 か か る ホ ス ト 細 胞 を 、 融 合 タ ン パ ク 質 を
発 現 す る 条 件 下 で 、 ホ ス ト 細 胞 を 一 定 時 間 培 養 し て 、 次 い で 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 回 収 す る
こ と に よ り 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 調 製 す る 方 法 に お い て 、 使 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、
該 ホ ス ト 細 胞 を 、 発 現 ベ ク タ ー の ソ ー ス と し て 使 用 し て 、 細 胞 も し く は 生 物 へ の 遺 伝 子 移
入 法 に よ っ て 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 送 達 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 こ れ ら の 融
合 タ ン パ ク 質 の 医 薬 組 成 物 、 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム 、 核 酸 お よ び 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る
。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 遺 伝 子 抑 制 に 有 用 な 分 子 ス イ ッ チ は 、 （ ａ ） こ れ ら の 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム と 、 標 的 遺
伝 子 に 関 連 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 標 的 核 酸 を 含 む 細 胞 も し く は 生 物 を 接 触 さ せ る
こ と ； お よ び （ ｂ ） 融 合 タ ン パ ク 質 間 で 複 合 体 形 成 を 可 能 に し 、 そ の こ と に よ っ て 、 標 的
遺 伝 子 を 核 周 辺 部 に 局 在 さ せ る こ と に よ り 、 前 記 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る こ と が で き
る 時 間 も し く は 場 所 に て 、 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム の ２ 価 の リ ガ ン ド と 、 細 胞 も し く は 生 物
を 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を ， 時 間 的 も し く は 空 間 的 に 抑 制 す る 方 法
に お い て 使 用 さ れ る こ と が で き る 。 こ の 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 タ ン
パ ク 質 と し て 、 １ つ も し く は そ れ 以 上 の 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る １ つ も し く は そ れ 以 上
の 核 酸 と し て 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ と し て 、 細 胞 も し く は 生 物 へ 導 入 さ れ る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 態 様 は 、 遺 伝 子 抑 制 解 除 、 す な わ ち 、 抑 制 さ れ た 遺 伝 子 の 活
性 化 に 有 用 な 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム に 関 す る 。 こ れ ら の シ ス テ ム は 、 （ ａ ） 標 的 遺 伝 子 に
関 連 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と の で き る 第 １ ド メ イ ン 、 お よ び 結 合 相
手 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 第 ２ ド メ イ ン を 含 む 第 １ の 融 合 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、
こ こ に 第 １ ド メ イ ン お よ び 第 ２ ド メ イ ン が 、 そ れ ぞ れ 異 種 で あ り ； （ ｂ ） 核 周 辺 部 に 結 合
で き る 第 １ ド メ イ ン 、 お よ び 前 記 第 １ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 第 ２ ド メ イ ン の 結 合 相 手 を 含 む
第 ２ ド メ イ ン を 含 み 、 前 記 第 １ ド メ イ ン が 、 前 記 第 ２ ド メ イ ン に つ い て 異 種 で あ る 第 ２ の
融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 。 第 １ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 第 １ ド メ イ ン は 、 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ
ク 質 の 第 １ ド メ イ ン と 同 じ も の で あ り ； 第 ２ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 第 １ ド メ イ ン は 、 本 発 明
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の キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 第 ２ ド メ イ ン と 同 じ も の で あ る 。 第 １ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 第 ２ ド メ
イ ン は 、 Ｓ － タ ン パ ク 質 （ S-protein） で あ っ て も よ く 、 前 記 第 ２ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 第
２ ド メ イ ン は 、 Ｓ － タ グ （ S-tag） で あ っ て も よ く 、 ま た は 逆 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 本 発 明 の 遺 伝 子 抑 制 解 除 の た め の 、 こ れ ら の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 、 そ れ ら の 核 酸 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 、 お よ び 該 発 現 ベ ク タ ー で （
あ ら ゆ る 方 法 に よ っ て ） 形 質 転 換 さ れ た ホ ス ト 細 胞 を 提 供 す る 。 か か る ホ ス ト 細 胞 を 、 融
合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 条 件 下 で 、 ホ ス ト 細 胞 を し ば ら く 培 養 し て 、 次 い で 、 融 合 タ ン パ
ク 質 を 回 収 す る こ と に よ り 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 調 製 す る 方 法 に お い て 、 使 用 す る こ と が で
き る 。 さ ら に 、 該 ホ ス ト 細 胞 を 、 発 現 ベ ク タ ー の 原 料 と し て 使 用 し て 、 細 胞 も し く は 生 物
へ の 遺 伝 子 移 入 法 に よ っ て 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 送 達 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 は
、 こ れ ら の 融 合 タ ン パ ク 質 の 医 薬 組 成 物 、 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム 、 核 酸 お よ び 発 現 ベ ク タ
ー を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 遺 伝 子 抑 制 解 除 に 有 用 な 分 子 ス イ ッ チ は 、 （ ａ ） こ れ ら の 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム と 、 標
的 遺 伝 子 に 関 連 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 標 的 核 酸 を 含 む 細 胞 も し く は 生 物 を 接 触 さ
せ る こ と ； お よ び （ ｂ ） 第 １ お よ び 第 ２ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 複 合 体 を 分 裂 さ せ 、 そ の こ と
に よ っ て 、 前 記 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 解 除 す る 時 間 も し く は 場 所 に て 、 分 子 ス イ ッ チ シ
ス テ ム の リ ガ ン ド と 、 細 胞 も し く は 生 物 を 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 時 間 的 も し く は 空 間
的 に 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 変 化 さ せ る 方 法 に お い て 使 用 さ れ る こ と が で き る 。 こ の 分 子 ス
イ ッ チ シ ス テ ム の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 と し て 、 １ つ も し く は そ れ 以 上 の 該 タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る １ つ も し く は そ れ 以 上 の 核 酸 と し て 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ と し
て 、 細 胞 も し く は 生 物 へ 導 入 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　

　 本 発 明 は 、 標 的 遺 伝 子 を 核 周 辺 部 に 導 き 、 そ の 結 果 、 そ の 遺 伝 子 の 発 現 を サ イ レ ン ス も
し く は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る こ と に よ っ て 、 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る た め の 、 標 的 特 異
的 な キ メ ラ タ ン パ ク 質 に 関 す る 。 該 キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 、 少 な く と も ２ つ の 異 種 ド メ イ ン
： 標 的 遺 伝 子 に 関 連 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 結 合 さ せ る こ と の で き る 第 １ ド メ イ
ン 、 お よ び 核 膜 、 核 ラ ミ ナ 、 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 、 も し く は そ れ ら ３ つ の い ず れ か の 組 み 合
わ せ に お い て 、 も し く は そ の 中 で 、 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る も し く は タ ン パ ク 質 と 会 合 す る
こ と に よ っ て 、 核 周 辺 部 と 会 合 す る こ と が で き る 第 ２ の ド メ イ ン を 含 む 。 本 発 明 の キ メ ラ
タ ン パ ク 質 は 、 遺 伝 子 発 現 の 調 節 、 特 に 、 選 択 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 の 抑 制 も し く は ダ ウ ン
レ ギ ュ レ ー ト に お い て 、 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 癌 、 細 胞 の 増 殖 お よ び 再 生 、 血 管 形 成 （ 腫
瘍 の よ う な 、 望 ま し く な い 血 管 形 成 が 起 こ る 場 合 ） に 、 あ る い は 特 定 の 発 生 も し く は 成 長
段 階 の 植 物 に お い て 関 与 す る 遺 伝 子 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト も し く は 停 止 す る こ と が 、 望 ま
し い で あ ろ う 。 同 様 に 、 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 、 ウ イ ル ス 遺 伝 子 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ
ー ト も し く は 停 止 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 「 核 周 辺 部 」 と い う 語 は 、 核 膜 お よ び 核 ラ ミ ナ を 含 む 。 核 周
辺 部 の 近 く に あ る 遺 伝 子 と は 、 物 理 的 に 核 周 辺 部 に 隣 接 し て お り 、 本 発 明 に 従 え ば 、 タ ン
パ ク 質 と （ 共 有 結 合 的 も し く は 非 共 有 結 合 的 な ） 会 合 体 を 形 成 す る こ と に よ っ て 配 置 さ れ
、 核 膜 、 核 ラ ミ ナ ま た は 核 膜 も し く は 核 ラ ミ ナ と 会 合 し た ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン と 結 合 す る か
そ れ ら の １ 部 分 を 形 成 す る も の で あ る 。 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 核 周 辺 部 に 関 連 し た 遺 伝
子 の 物 理 的 位 置 を 決 定 す る 必 要 は な い が 、 む し ろ 、 正 常 な 発 現 レ ベ ル 、 も し く は 発 現 の 対
照 レ ベ ル に 対 す る 遺 伝 子 発 現 の 減 少 を 測 定 お よ び 使 用 し て 、 遺 伝 子 が 核 周 辺 部 に あ る か ま
た は そ の 近 く に あ る か を 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 「 キ メ ラ タ ン パ ク 質 」 も し く は 「 キ メ ラ タ ン パ ク 質 (複 数 形 )
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」 と い う 語 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 、 天 然 に 存 在 し な い タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 示 す た
め に 使 用 さ れ る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 核 酸 結 合 ド メ イ ン お よ び 核 周 辺 部 と 会 合 で き る
ド メ イ ン で あ っ て 、 異 な る ソ ー ス に 由 来 す る 、 す な わ ち 、 ２ つ の ド メ イ ン が そ れ ぞ れ 異 種
で あ る も の を 組 み 合 わ せ た 人 工 的 な 構 築 物 で あ る 。 多 数 の ド メ イ ン が 存 在 す る 場 合 、 １ つ
の 核 酸 結 合 ド メ イ ン が 、 核 周 辺 部 と 会 合 で き る ド メ イ ン と 異 な る ソ ー ス に 由 来 す れ ば 十 分
で あ る 。 異 種 ド メ イ ン の ソ ー ス は 、 い ず れ の 組 み 合 わ せ も 天 然 の タ ン パ ク 質 を 生 じ る も の
で な く 、 独 立 し て 、 異 な る 種 、 生 物 の 異 な る 株 、 単 一 の 生 物 の 異 な る タ ン パ ク 質 、 も し く
は 所 望 の 活 性 を 有 す る よ う に 設 計 さ れ た 人 工 的 な タ ン パ ク 質 に 由 来 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 該 キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 核 酸 結 合 ド メ イ ン は 、 標 的 遺 伝 子 と 関 連 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に
特 異 的 に 結 合 す る 。 そ の ド メ イ ン の 同 一 性 お よ び 特 徴 は 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 に よ っ て 結 合
さ れ る こ と が 望 ま し い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、
「 特 異 的 に 結 合 す る 」 と は 、 例 え ば 、 温 度 、 イ オ ン 強 度 、 溶 媒 の 極 性 等 の ご と き 特 定 の 条
件 の セ ッ ト の 下 で の 、 他 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 へ の 結 合 ま た は 会 合 よ り も 検 出 可 能 で よ り 大
き な 程 度 （ 例 え ば 、 少 な く と も バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の １ ． ５ 倍 ） で の 、 DNA結 合 部 分 も し く
は タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 全 体 と し て 、 ド メ イ ン と し て 、 も し く は 本 発 明 の キ メ
ラ タ ン パ ク 質 に 存 在 す る も の と し て ） の 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 結 合 ま た は 会 合 を 意
味 し 、 そ れ に 対 す る 言 及 を 包 含 し 、 か つ 、 他 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 実 質 的 排 除 を 意 味 し 、
そ れ に 対 す る 言 及 を 包 含 す る 。 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 、 ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ は 、 結 合 が 特
定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 特 異 的 で あ る か を 評 価 お よ び 証 明 す る た め に 、 有 用 な １ つ の 方 法
で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 標 的 遺 伝 子 に 関 連 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 性 質 お よ び 位 置 を 制 御 す る こ と が 可 能 で あ る
。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 「 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 「 標 的 遺 伝 子 に 関 連 し た ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 」 も し く は 「 標 的 に さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 」 ま た は 他 の 類 似 用 語 は 、 ２ 本 鎖 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は Ｄ Ｎ Ａ の 部 分 で あ っ て 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ
イ ン が 結 合 す る も の を い う 。 標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 そ の 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る
の に 適 し た 場 所 を 提 供 す る 、 あ ら ゆ る 場 所 、 調 節 さ れ る 標 的 遺 伝 子 の 近 く も し く は そ の 内
部 で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 コ ー ド 領 域 内 、 そ れ ら の す ぐ 上 流
も し く は 下 流 で あ っ て も よ く 、 あ る い は 、 選 択 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 依 然 と し て 遺 伝
子 を 核 周 辺 部 に 十 分 近 い と こ ろ に 持 っ て く る 結 果 、 当 該 遺 伝 子 の 発 現 を そ の 正 常 ま た は 他
の 制 御 さ れ た レ ベ ル よ り も 低 下 さ せ る 場 合 に は 、 標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 幾 分 離 れ た と こ
ろ （ 例 え ば 、 数 百 ヌ ク レ オ チ ド ） に あ っ て も よ い 。 標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 標 的 遺 伝 子
の 既 知 の 転 写 制 御 エ レ メ ン ト の 全 部 も し く は 一 部 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ は 、 ６ － １ ０ ヌ ク レ オ チ ド か ら 、 約 ５ ０ 、 ６ ０ 、 ７ ０ も し
く は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て も よ い 。 適 当 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ の 例 は 、
約 ８ か ら 約 ３ ０ 、 約 １ ０ か ら 約 ２ ５ 、 お よ び 約 １ ０ か ら 約 ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 約 １
６ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ は 、 ヒ ト の ゲ ノ ム に お い て 、 単 一 の 標 的 部 位 を 提 供 す る の に 十 分 で
あ る 。 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン の 特 異 性 お よ び 親 和 性 、 標 的 と な る 生 物 お よ び 配 列 の 性 質 は 、
全 て 、 標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 適 切 な 長 さ を 決 定 す る 際 の 要 素 と な り う る 。 当 業 者 な ら 、
か か る 考 察 に 基 づ い て 、 標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ お よ び 同 一 性 を 、 容 易 に 決 定 で き る
。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 核 酸 結 合 ド メ イ ン は 、 既 知 も し く は 人 工 的 な Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質
ま た は DNA結 合 活 性 を 有 す る そ れ ら の 断 片 で あ っ て も よ い 。 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 の 例 は
、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 （ Ｚ Ｆ Ｐ ｓ ） 、 人 工 的 な ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 （ Ａ
Ｚ Ｐ ｓ ） 、 転 写 因 子 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 分 、 核 ホ ル モ ン 受 容 体 、 の ご と き ホ メ オ ボ ッ ク ス ド メ
イ ン タ ン パ ク 質 、 ラ ム ダ リ プ レ ッ サ ー 、 ｔ ｅ ｔ リ プ レ ッ サ ー 、 Ｇ ａ ｌ ４ 、 Ｔ Ａ Ｔ Ａ 結 合 タ
ン パ ク 質 の ご と き ヘ リ ッ ク ス － ル ー プ － ヘ リ ッ ク ス モ チ ー フ タ ン パ ク 質 、 ｍ ｙ ｃ お よ び ｍ
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ｙ ｏ Ｄ の ご と き ヘ リ ッ ク ス － タ ー ン － ヘ リ ッ ク ス モ チ ー フ タ ン パ ク 質 、 ｆ ｏ ｓ お よ び ｊ ｕ
ｎ の ご と き ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 型 タ ン パ ク 質 、 な ら び に ｍ ｅ ｔ 、 ａ ｒ ｃ お よ び ｍ ｎ ｔ リ プ レ
ッ サ ー の ご と き β － シ ー ト モ チ ー フ タ ン パ ク 質 、 ま た は そ れ ら の タ ン パ ク 質 の い ず れ か の
Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 分 を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 か か る タ ン パ ク 質 お よ び 部 分 は 、 当 業
者 に 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 核 酸 結 合 ド メ イ ン に 好 ま し い Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 Ｚ Ｆ Ｐ お よ び Ａ Ｚ Ｐ で
あ る 。 Ｚ Ｆ Ｐ に は 多 く の ク ラ ス が あ り 、 Ｃ ｙ ｓ ２ Ｈ ｉ ｓ ２ ク ラ ス （ 例 え ば 、 Ｓ ｐ Ｉ Ｃ お よ
び Ｚ ｉ ｆ ２ ６ ８ ） 、 Ｃ ｙ ｓ ６ （ 例 え ば 、 Ｇ ａ ｌ ４ 　 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 ） な ら び に Ｃ ｙ
ｓ ４ （ 例 え ば 、 エ ス ト ロ ジ ェ ン ホ ル モ ン 受 容 体 ） を 含 む が そ れ ら に 限 定 さ れ な い ； 所 望 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 特 異 性 を 有 す る こ れ ら の タ ン パ ク 質 の い ず れ か を 使 用 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 」 「 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ポ リ ペ プ チ ド 」 「 Ｚ Ｆ Ｐ ］ 「 人 工
的 な ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 」 も し く は 「 Ａ Ｚ Ｐ 」 は 、 亜 鉛 に よ っ て 安 定 化 さ れ る Ｄ
Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 典 型 的 に 、 「 フ ィ ン ガ ー 」 と し て 示
さ れ 、 個 々 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン は 、 Ｚ Ｆ Ｐ も し く は ペ プ チ ド が 、 少 な く と も １ つ の フ ィ
ン ガ ー 、 典 型 的 に は ２ つ の フ ィ ン ガ ー 、 よ り 好 ま し く は ３ つ の フ ィ ン ガ ー 、 ま た は さ ら に
好 ま し く は ４ つ も し く は ５ つ の フ ィ ン ガ ー 、 ６ つ も し く は そ れ 以 上 の フ ィ ン ガ ー を 有 す る
。 そ れ ぞ れ の フ ィ ン ガ ー は 、 Ｄ Ｎ Ａ の ３ も し く は ４ 塩 基 対 を 結 合 す る 。 Ｃ ｙ ｓ ２ Ｈ ｉ ｓ ２

ク ラ ス の Ｚ Ｆ Ｐ お よ び Ａ Ｚ Ｐ に お い て 、 そ れ ぞ れ の フ ィ ン ガ ー は 、 典 型 的 に 、 約 ３ ０ ア ミ
ノ 酸 の 、 亜 鉛 を 配 位 し た 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 分 ド メ イ ン で あ る 。 Ｃ ｙ ｓ ２ Ｈ ｉ ｓ ２ ク ラ ス の 代
表 的 な 配 列 モ チ ー フ は 、 -Cys-(X) 2 - 4 -Cys-(X) l 2 -His-(X) 3 - 5 -Hisで あ り 、 こ こ に 、 Xは い
ず れ の ア ミ ノ 酸 で も よ い （ 配 列 番 号 １ ） 。 ２ つ の 不 変 の ヒ ス チ ジ ン 残 基 お よ び ２ つ の 不 変
の シ ス テ イ ン 残 基 は 、 亜 鉛 イ オ ン を 結 合 す る [例 え ば 、 Berg et al. (1996) Science 271:
1081-1085を 参 照 ]。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の １ つ の 具 体 例 に お い て 、 該 キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 、 少 な く と も １ つ の ジ ン ク フ ィ
ン ガ ー を 含 む AZPで あ る 第 １ ド メ イ ン を 有 し 、 そ れ ぞ れ の フ ィ ン ガ ー は 式  -X 3 -Cys-X 2 - 4 -C
ys-X 5 -Z

- 1 -X-Z 2 -Z 3 -X 2 -Z
6 -His-X 3 - 5 -His-X 4 -（ 配 列 番 号 ２ ） で あ り 、 こ こ に 、 複 数 の フ ィ

ン ガ ー が 存 在 す る 場 合 に は 、 独 立 し て 、 そ れ ら は ０ な い し １ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 で も っ て
互 い に 共 有 結 合 し 、 Xは い ず れ か の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 Ｘ ｎ は ポ リ ペ プ チ ド 鎖 中 に 存 在 す る
Ｘ の 数 を 表 し 、 Ｚ － １ 、 Ｚ ２ 、 Ｚ ３ お よ び Ｚ ６ は 、 表 １ お よ び ２ に 示 さ れ る （ そ し て さ ら
に 後 で 説 明 さ れ る ） 認 識 コ ー ド に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 Ｘ に よ っ て 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 は 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー の 骨 格 を 形 成 し 、 既 知 の ジ ン ク フ ィ
ン ガ ー 骨 格 、 一 致 し た 骨 格 、 こ れ ら の 骨 格 の い ず れ か の 配 列 を 変 化 さ せ る こ と に よ っ て 得
ら れ る 骨 格 、 ま た は あ ら ゆ る 人 工 的 な 骨 格 で あ っ て も よ い 。 好 ま し い 既 知 の 骨 格 は 、 そ れ
ぞ れ の Ｘ の 同 一 性 を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ る 。 あ る 具 体 例 に お い て 、 Ｘ を 決 定 す る た め
の 骨 格 は 、 Sp1、 Sp1Cも し く は Zif268で あ る 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 骨 格 は 、 配 列 が -
Pro-Tyr-Lys-Cys-Pro-Glu-Cys-Gly-Lys-Ser-Phe-Ser-Z- 1 -Ser-Z 2 - Z 3 -Leu-Gln-Z 6 -His-Gl
n-Arg-Thr-His-Thr-Gly-Glu-Lys-（ 配 列 番 号 ３ ） で あ る 、 Sp1C ド メ イ ン ２ （ す な わ ち 、
Ｓ ｐ １ Ｃ の 中 指 ） 配 列 を 有 す る 。 か か る Ａ Ｚ Ｐ は 、 ２ ０ ０ １ 年 ７ 月 ２ ３ 日 、 セ ラ タ カ シ 出
願 の 米 国 特 許 出 願 第 09/911,261号 に よ り 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の Ａ Ｚ Ｐ は 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ も し く は ９ 個 の フ ィ ン ガ ー を 有 す る Ｚ Ｆ Ｐ
と 同 様 に 、 ３ か ら ４ ０ 個 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 、 ３ か ら １ ５ 個 の フ ィ ン ガ ー 、 ３ か ら １ ２ 個
の フ ィ ン ガ ー 、 ３ か ら ９ 個 の フ ィ ン ガ ー 、 も し く は ３ か ら ６ 個 の フ ィ ン ガ ー を 含 む こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
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　 上 記 の 式 に お い て 、 Ｚ － １ 、 Ｚ ２ 、 Ｚ ３ お よ び Ｚ ６ と し て 設 計 さ れ る 該 ジ ン ク フ ィ ン ガ
ー の ４ つ の 核 酸 接 触 残 基 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 の 特 異 性 お よ び 親 和 性 の 決 定 に 主 に 関 与 す る 。 こ
れ ら の ４ つ の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 塩 基 接 触 ア ミ ノ 酸 と し て 示 さ れ て も よ い 。 こ れ ら ４ つ の 残
基 は 、 第 １ の コ ン セ ン サ ス ヒ ス チ ジ ン お よ び コ ン セ ン サ ス シ ス テ イ ン に 対 し て 同 じ 位 置 に
あ る 。 第 １ の 残 基 は 、 第 １ の 一 致 し た ヒ ス チ ジ ン の Ｎ 末 端 側 に ７ 残 基 、 第 ２ の シ ス テ イ ン
の Ｃ 末 端 側 に ６ 残 基 の と こ ろ で あ る 。 第 １ の 残 基 は 、 「 － １ ポ ジ シ ョ ン 」 と し て も 示 さ れ
、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 中 の α － ヘ リ ッ ク ス の Ｎ 末 端 に す ぐ 隣 接 し た 残 基 を 示 す こ と か ら 、 そ
の よ う に 言 わ れ て い る （ よ っ て ポ ジ シ ョ ン １ は 、 α － ヘ リ ッ ク ス の 第 １ の Ｎ 末 端 残 基 で あ
る ） 。 他 の ３ つ の ア ミ ノ 酸 は 、 α ヘ リ ッ ク ス の ポ ジ シ ョ ン ２ 、 ３ お よ び ６ に あ り 、 そ れ ぞ
れ 「 ２ ポ ジ シ ョ ン 」 「 ３ ポ ジ シ ョ ン 」 お よ び 「 ６ ポ ジ シ ョ ン 」 と し て 示 さ れ る 。 こ れ ら ４
つ の ポ ジ シ ョ ン は 、 Ｚ － １ 、 Ｚ ２ 、 Ｚ ３ お よ び Ｚ ６ と し て 、 互 換 的 に 本 明 細 書 中 で 示 さ れ
る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 認 識 コ ー ド の 表 は 、 所 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に つ い て 、 Ｚ － １ 、 Ｚ ２ 、 Ｚ ３ お よ び Ｚ ６

の 同 一 性 を 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 認 識 コ ー ド 表 （ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の そ れ ぞ れ ４ 塩 基
対 に つ い て ） に お い て 、  塩 基 は 常 に ５ ’ か ら ３ ’ の 順 に 提 供 さ れ る 。 し か し 、 第 ４ の 塩
基 は 、 常 に 、 標 的 配 列 に お い て 提 供 さ れ る 第 ４ の 塩 基 の 相 補 で あ る 。 例 え ば 、 標 的 配 列 が
、 ATCCと 書 か れ て い る な ら ば 、 標 的 配 列 の セ ン ス 鎖 が 5'-ATCC-3'で あ っ て 、 ア ン チ セ ン ス
鎖 が 3'-TAGG-5'で あ る こ と を 意 味 す る 。 従 っ て 、 セ ン ス 鎖 の 配 列 ATCCが 、 以 下 の 表 １ の ア
ミ ノ 酸 に 翻 訳 さ れ た 場 合 、 第 １ 塩 基 の Ａ は 、 ポ ジ シ ョ ン ６ に グ ル タ ミ ン が あ る こ と を 意 味
し 、 第 ２ 塩 基 の Ｔ は 、 ポ ジ シ ョ ン ３ に セ リ ン が あ る こ と を 意 味 し 、 第 ３ 塩 基 の Ｃ は 、 ポ ジ
シ ョ ン － １ に グ ル タ ミ ン 酸 が あ る こ と を 意 味 す る 。 し か し 、 Ｃ と し て 書 か れ た 第 ４ 塩 基 に
つ い て は 、 表 中 に あ る Ｃ の 相 補 鎖 、 す な わ ち Ｇ が 、 ポ ジ シ ョ ン ２ の ア ミ ノ 酸 の 同 定 に 使 用
さ れ る 。 こ の 場 合 、 ポ ジ シ ョ ン ２ の ア ミ ノ 酸 は セ リ ン で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 表 １ お よ び ２ は 、 本 発 明 に お い て 有 効 で あ る 、 Ａ Ｚ Ｐ の た め の 、 好 ま し い 、 選 択 的 な 認
識 コ ー ド 表 を 、 そ れ ぞ れ 一 覧 形 式 に て 提 供 す る ：
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　

【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　

　 表 ２ に お い て 、 そ れ ぞ れ の マ ス に 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 の 順 は 、 左 か ら 右 方 向 に 、 そ の 場 所
に お い て 、 よ り 好 ま し い － あ ま り 好 ま し く な い ア ミ ノ 酸 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
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　 こ れ ら の 認 識 コ ー ド 表 は 、 以 下 の よ う に 記 載 さ れ て い て も よ い 。 Ａ Ｚ Ｐ の た め の 好 ま し
い 認 識 コ ー ド 表 （ 表 １ に 相 当 す る ） は 、 各 ４ 塩 基 標 的 配 列 の た め の も の で あ り 、 ５ ’ か ら
３ ’ の 順 に な っ て い る ：
　 (i)　 　 第 １ 塩 基 が Ｇ な ら ば 、 Ｚ ６ は ア ル ギ ニ ン で あ り 、
　 　 　 　 第 １ 塩 基 が Ａ な ら ば 、 Ｚ ６ は グ ル タ ミ ン で あ り 、
　 　 　 　 第 １ 塩 基 が Ｔ な ら ば 、 Ｚ ６ は ス レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン も し く は ロ イ シ ン で あ り 、
　 　 　 　 第 １ 塩 基 が Ｃ な ら ば 、 Ｚ ６ は グ ル タ ミ ン 酸 で あ り
　 (ii)　 第 ２ 塩 基 が Ｇ な ら ば 、 Ｚ ３ は ヒ ス チ ジ ン で あ り 、
　 　 　 　 第 ２ 塩 基 が Ａ な ら ば 、 Ｚ ３ は ア ス パ ラ ギ ン で あ り 、
　 　 　 　 第 ２ 塩 基 が Ｔ な ら ば 、 Ｚ ３ は セ リ ン で あ り 、
　 　 　 　 第 ２ 塩 基 が Ｃ な ら ば 、 Ｚ ３ は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り
　 (iii)　 第 ３ 塩 基 が Ｇ な ら ば 、 Ｚ － １ は ア ル ギ ニ ン で あ り 、
　 　 　 　 第 ３ 塩 基 が Ａ な ら ば 、 Ｚ － １ は グ ル タ ミ ン で あ り 、
　 　 　 　 第 ３ 塩 基 が Ｔ な ら ば 、 Ｚ － １ は ス レ オ ニ ン も し く は メ チ オ ニ ン で あ り 、
　 　 　 　 第 ３ 塩 基 が Ｃ な ら ば 、 Ｚ － １ は グ ル タ ミ ン 酸 で あ り
　 (iv)　 第 ４ 塩 基 の 相 補 塩 基 が Ｇ な ら ば 、 Ｚ ２ は セ リ ン で あ り 、
　 　 　 　 第 ４ 塩 基 の 相 補 塩 基 が Ａ な ら ば 、 Ｚ ２ は ア ス パ ラ ギ ン で あ り 、
　 　 　 　 第 ４ 塩 基 の 相 補 塩 基 が Ｔ な ら ば 、 Ｚ ２ は ス レ オ ニ ン で あ り 、 お よ び
　 　 　 　 第 ４ 塩 基 の 相 補 塩 基 が Ｃ な ら ば 、 Ｚ ２ は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ る 。
　 上 記 の 認 識 コ ー ド （ す な わ ち 、 表 １ の 認 識 コ ー ド ） の 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 第 １ 塩
基 が Ｔ な ら ば 、 Ｚ ６ は ス レ オ ニ ン で あ り ； 第 ３ 塩 基 が Ｔ な ら ば 、 Ｚ － １ は ス レ オ ニ ン で あ
る （ 表 １ ） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 別 の 認 識 コ ー ド 表 （ 表 ２ に 相 当 す る ） も 、 次 の も の と し て 存 在 し う る ：
　 (i)　 　 第 １ 塩 基 が Ｇ な ら ば 、 Ｚ ６ は ア ル ギ ニ ン も し く は リ ジ ン で あ り 、
　 　 　 　 第 １ 塩 基 が Ａ な ら ば 、 Ｚ ６ は グ ル タ ミ ン も し く は ア ス パ ラ ギ ン で あ り 、
　 　 　 　 第 １ 塩 基 が Ｔ な ら ば 、 Ｚ ６ は ス レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン も
し く は メ チ オ ニ ン で あ り 、
　 　 　 　 第 １ 塩 基 が Ｃ な ら ば 、 Ｚ ６ は グ ル タ ミ ン 酸 も し く は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り
　 (ii)　 　 　 　 　 第 ２ 塩 基 が Ｇ な ら ば 、 Ｚ ３ は ヒ ス チ ジ ン も し く は リ ジ ン で あ り 、
　 　 　 　 第 ２ 塩 基 が Ａ な ら ば 、 Ｚ ３ は ア ス パ ラ ギ ン も し く は グ ル タ ミ ン で あ り 、
　 　 　 　 第 ２ 塩 基 が Ｔ な ら ば 、 Ｚ ３ は セ リ ン 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン も し く は ス レ オ ニ ン で あ
り 、
　 　 　 　 第 ２ 塩 基 が Ｃ な ら ば 、 Ｚ ３ は ア ス パ ラ ギ ン 酸 も し く は グ ル タ ミ ン 酸 で あ り
　 (iii)　 　 　 　 　 第 ３ 塩 基 が Ｇ な ら ば 、 Ｚ － １ は ア ル ギ ニ ン も し く は リ ジ ン で あ り 、
　 　 　 　 第 ３ 塩 基 が Ａ な ら ば 、 Ｚ － １ は グ ル タ ミ ン も し く は ア ス パ ラ ギ ン で あ り 、
　 　 　 　 第 ３ 塩 基 が Ｔ な ら ば 、 Ｚ － １ は ス レ オ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ロ イ シ ン も し く イ ソ ロ
イ シ ン は で あ り 、
　 　 　 　 第 ３ 塩 基 が Ｃ な ら ば 、 Ｚ － １ は グ ル タ ミ ン 酸 も し く は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り
　 (iv)　 　 　 　 　 第 ４ 塩 基 の 相 補 塩 基 が Ｇ な ら ば 、 Ｚ ２ は セ リ ン も し く は ア ル ギ ニ ン で あ
り 、
　 　 　 　 第 ４ 塩 基 の 相 補 塩 基 が Ａ な ら ば 、 Ｚ ２ は ア ス パ ラ ギ ン も し く は グ ル タ ミ ン で あ り
、
　 　 　 　 第 ４ 塩 基 の 相 補 塩 基 が Ｔ な ら ば 、 Ｚ ２ は ス レ オ ニ ン 、 バ リ ン も し く は ア ラ ニ ン で
あ り 、
　 　 　 　 第 ４ 塩 基 の 相 補 塩 基 が Ｃ な ら ば 、 Ｚ ２ は ア ス パ ラ ギ ン 酸 も し く は グ ル タ ミ ン 酸 で
あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 認 識 コ ー ド 表 を 使 用 し て 、 所 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に つ い て の Ａ Ｚ Ｐ を 設 計 し 、 同 定 す
る た め に 、 Ｎ が 標 的 中 の 部 分 的 に 重 複 し た ４ 塩 基 対 の セ グ メ ン ト の 数 で あ る 、 ３ Ｎ ＋ １ 塩

10

20

30

40

50

(16) JP 2005-514957 A 2005.5.26



基 対 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 Ｎ － １ の セ グ メ ン ト ま で の 、 そ れ ぞ れ の セ グ メ ン ト の 第 ４ の
塩 基 が す ぐ 次 の セ グ メ ン ト の 第 １ 塩 基 で あ る 、 部 分 的 に 重 複 し た ４ 塩 基 対 の セ グ メ ン ト に
分 け ら れ る 。 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー に お け る Ｚ － １ 、 Ｚ ２ 、 Ｚ ３ お よ び Ｚ ６ そ れ ぞ れ の 同 一 性
は 、 該 認 識 コ ー ド 表 に 従 っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 設 計 さ れ た ジ ン ク フ ィ ン ガ ー は 、 も う 一 方 と 直 接 共 有 結 合 的 に 結 合 す る
か 、 １ － １ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 の リ ン カ ー に よ っ て 分 け ら れ て い る か の い ず れ か で あ る 。 該 リ
ン カ ー ア ミ ノ 酸 は 、 可 動 性 も し く は あ る 程 度 の 構 造 的 な 強 直 性 を 与 え る こ と が で き る 。 リ
ン カ ー の 選 択 は 、 所 望 の Ｚ Ｆ Ｐ の 、 同 種 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 へ の 親 和 性 に よ っ て 決 定 さ れ
う る が 、 必 ず し も そ う で は な い 。 同 種 の 標 的 配 列 へ の Ａ Ｚ Ｐ の 結 合 親 和 性 を 向 上 さ せ る た
め の 、 様 々 な リ ン カ ー 配 列 を 試 験 し 最 適 化 す る こ と は 、 当 該 技 術 の 範 囲 内 で あ る 。 例 え ば
、 ６ フ ィ ン ガ ー Ｚ Ｆ Ｐ の た め の １ つ の 有 用 な 組 み 合 わ せ は 、 ア ミ ノ 酸 リ ン カ ー な し で 結 合
し た 始 め の ３ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 、 第 ３ お よ び 第 ４ フ ィ ン ガ ー 間 の 可 動 的 な ア ミ ノ 酸 リ
ン カ ー 、 な ら び に ア ミ ノ 酸 リ ン カ ー な し で 結 合 し た 後 ろ ３ つ の フ ィ ン ガ ー を 有 す る も の で
あ る 。 こ の 組 み 合 わ せ は 、 他 の ３ つ の フ ィ ン ガ ー 群 の 結 合 に 対 す る 立 体 障 害 を 最 小 化 さ せ
つ つ 、 そ れ ぞ れ ３ つ の フ ィ ン ガ ー 群 が 、 独 立 し て そ の 標 的 配 列 を 結 合 で き る よ う に す る と
思 わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 １ つ の 具 体 例 に お い て 、 Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ 、 Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ お よ び Ｇ Ｇ Ｓ （ こ れ ら の 配 列 は 、 Ａ Ｚ Ｐ
に お け る 付 加 的 な １ － １ ０ の ア ミ ノ 酸 の 一 部 と な り う る ； そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号
４ の 残 基 ２ － ５ お よ び 配 列 番 号 ４ の 残 基 ３ － ５ ） を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 可 動 性
リ ン カ ー を 用 い て 、 他 の マ ル チ フ ィ ン ガ ー Ａ Ｚ Ｐ に 結 合 し た マ ル チ フ ィ ン ガ ー Ａ Ｚ Ｐ を 使
用 し て 、 よ り 長 い ゲ ノ ム 配 列 が 標 的 と さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 核 酸 結 合 ド メ イ ン は 、 単 一 の ド メ イ ン も し く は 複
数 の ド メ イ ン の い ず れ か を 用 い て 、 非 隣 接 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 結 合 す る よ う に 設 計 さ れ て
も よ い 。 例 え ば 、 ６ フ ィ ン ガ ー の Ａ Ｚ Ｐ に よ っ て 結 合 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 １ ０ 塩 基
対 の 配 列 （ ３ つ の フ ィ ン ガ ー に よ っ て 認 識 さ れ る ） で あ っ て 、 介 在 塩 基 （ 他 の ３ つ の フ ィ
ン ガ ー に よ っ て 認 識 さ れ な い ） を 有 す る も の で あ っ て も よ い 。 介 在 塩 基 の 数 は 多 様 で あ り
、 適 切 に 設 計 さ れ た ア ミ ノ 酸 リ ン カ ー で 、 Ａ Ｚ Ｐ の ２ つ の ３ フ ィ ン ガ ー 部 分 の 間 の 介 在 距
離 を 補 正 す る こ と が で き る 。 標 的 結 合 部 位 に お い て 介 在 す る 核 酸 塩 基 の 範 囲 は 、 ５ ～ １ ０
０ 塩 基 で あ る こ と が で き 、 好 ま し く は １ ０ ～ ２ ０ も し く は そ れ 以 下 の 塩 基 、 よ り 好 ま し く
は １ ０ も し く は そ れ 以 下 で あ り 、 さ ら に よ り 好 ま し く は ６ も し く は そ れ 以 下 の 塩 基 で あ ろ
う 。 も ち ろ ん 、 リ ン カ ー は 、 連 結 さ れ た Ａ Ｚ Ｐ の 部 分 間 の 読 み 枠 を 維 持 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 、 ラ ン ダ ム 変 異 導 入 法 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 、 コ ン ピ
ュ ー タ ／ 合 理 的 設 計 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー セ レ ク シ ョ ン 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ も し く は ゲ ノ ム ラ
イ ブ ラ リ ー か ら の ク ロ ー ニ ン グ 、 合 成 的 構 築 お よ び そ の 類 似 法 に よ っ て 、 Ｚ Ｆ Ｐ お よ び Ａ
Ｚ Ｐ を コ ー ド す る 核 酸 を 設 計 し 、 構 築 す る 方 法 は 既 知 で あ る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,786,
538号 ; Wu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 344-348 (1995); Jamieson et al.
, Biochemistry 33: 5689- 5695 (1994); Rebar & Pabo, Science 263: 671-673 (1994);
 Choo & Klug, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 11168-11172 (1994); Desjarlais et a
l., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 7345-5349 (1992); Desjarlais et al., Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA 90: 2256-2260 (1993); Desjarlais et al., Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA 91: 11099-11103; Pomerantzet al., Science 267: 93-96 (1995); Pomerantz et
 al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 9752-9756 (1995); Liu et al., Proc. Natl. A
cad. Sci. USA 94: 5525- 5530 (1997); Griesman & Berg, Science 275: 657-661 (1997
); ２ ０ ０ １ 年 ７ 月 ２ ３ 日 、 タ カ シ セ ラ に 付 与 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 09/911,261号 (Sera出
願 )参 照 ） 。 例 え ば 、 Sera出 願 に は 、 Ａ Ｚ Ｐ の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を 得 る た め
に 適 応 さ れ う る 、 モ ジ ュ ラ ー 式 の Ａ Ｚ Ｐ 製 造 方 法 が 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の Ａ Ｚ Ｐ を 、
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標 的 遺 伝 子 に 、 も し く は そ の 近 く に 結 合 す る Ａ Ｚ Ｐ を 同 定 す る た め の 、 ス ク リ ー ニ ン グ ／
セ レ ク シ ョ ン ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 か か る Ａ Ｚ Ｐ が わ か れ ば 、 そ れ ら
は 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 第 １ ド メ イ ン と し て 働 く こ と が で き る 。 同 様 に 、 ｉ ｎ 　 ｖ
ｉ ｔ ｒ ｏ も し く は ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ の 手 順 に か か わ ら ず 、 ス ク リ ー ニ ン グ も し く は セ レ ク シ
ョ ン の 手 順 に よ っ て 得 ら れ る 、 あ ら ゆ る Ａ Ｚ Ｐ （ も し く は Ｚ Ｆ Ｐ ） を 、 Ａ Ｚ Ｐ （ も し く は
Ｚ Ｆ Ｐ ） が 、 本 発 明 に よ っ て 意 図 さ れ た 方 法 に て 、 標 的 遺 伝 子 と 特 異 的 に 結 合 も し く は 会
合 す る よ う に す る 、 第 １ ド メ イ ン と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 よ る と 、 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 、 多 数 の 第 １ 核 酸 結 合 ド メ イ ン を 有 す る こ
と が で き る 。 か か る そ れ ぞ れ の ド メ イ ン は 、 選 択 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 特 異 的 に 結 合
す る 。 か か る 配 列 は 、 互 い に 近 く て も 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 が 核 周 辺 部 に 局 在 し て 、 会 合 し
た 標 的 遺 伝 子 （ gene or genes） の 発 現 を 抑 制 す る こ と を 妨 げ な い 距 離 で 位 置 し て い て も
よ い 。 第 １ ド メ イ ン が 存 在 す る 場 合 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 核
周 辺 部 の 両 方 と 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 結 合 体 も し く は 会 合 体 が 遺 伝 子 発 現 を 抑 制 す る 、 意
図 さ れ た 標 的 遺 伝 子 に 関 連 し た あ ら ゆ る 位 置 に 存 在 す る こ と が で き る 。 さ ら な る 第 １ ド メ
イ ン を 、 転 写 抑 制 を 促 進 す る た め に 、 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 に 加 え る こ と が で き る 。
該 キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 、 １ つ か ら ６ つ の 第 １ ド メ イ ン 、 １ つ か ら ３ つ の 第 １ ド メ イ ン 、 ま
た は １ つ の 第 １ ド メ イ ン を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 他 の 転 写 リ プ レ ッ サ ー の 例 は 、 ヒ ト Ｋ Ｏ Ｘ － Ｉ タ ン パ ク 質 由 来 の Ｋ Ｒ Ａ Ｂ 抑 制 ド メ イ ン
を 含 む が そ れ ら に 限 定 さ れ な い (Thiesen et al., New Biologist 2: 363-374 (1990); Ma
rgolin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 91: 4509-4513 (1994); Pengue et a
l., Nucl. Acids Res. 22: 2908-2914 (1994); Witzgall et al., Proc. Natl. Acad. Sc
i. U. S. A. 91: 4514-4518 (1994) )。 Ｋ Ｒ Ａ Ｂ の コ リ プ レ ッ サ ー で あ る Ｋ Ａ Ｐ － １ を 、
Ｋ Ｒ Ａ Ｂ と 共 に 使 用 す る こ と が で き る (Friedman et al., Genes Dev. 10:2067-2078 (199
6))。 Ｋ Ａ Ｐ － １ も ま た 、 単 独 で 使 用 す る こ と が で き る 。 転 写 リ プ レ ッ サ ー と し て 働 く 他
の 転 写 因 子 お よ び 転 写 因 子 ド メ イ ン は 、 MAD（ 例 え ば 、 Sommer et al., J. Biol. Chem. 2
73:6632-6642 (1998); Gupta et al., Oncogene 16:1149- 1159 (1998); Queva et al., 
Oncogene 16:967-977 (1998); Larsson et al., Oncogene :737-748 (1997); Laherty et
 al., Cell 89:349-356 (1997); and Cultraro et al., Mol. Cell. Biol. 17:2353-2359
 (19977)参 照 ); FKHR (横 紋 筋 肉 腫 遺 伝 子 に お け る フ ォ ー ク ヘ ッ ド （ forkhead in rhapdos
arcoma gene） ; Ginsberg et al., Cancer Res. 15:3542-3546 (1998); Epstein et al.,
 Mol. Cell. Biol. 18:4118-4130 (1998)); EGR- I (初 期 成 長 応 答 遺 伝 子 産 物 － １ （ earl
y growth response gene product- 1） ; Yan et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 9
5:8298-8303 (1998); and Liu et al., Cancer Gene Ther. 5:3-28 (1998)); ets2リ プ レ
ッ サ ー 因 子 リ プ レ ッ サ ー ド メ イ ン  (ERD; Sgouras et al., EMBO J. 14:4781- 4793 ((190
95)); お よ び  MAD smSIN3相 互 作 用 ド メ イ ン (SID; Ayer et al., Mol. Cell. Biol. 16:57
72-5781 (1996))を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 第 ２ ド メ イ ン は 、 核 周 辺 部 と 会 合 す る こ と が で き る 。 こ の
会 合 は 、 直 接 も し く は 間 接 で も よ く 、 典 型 的 に は 、 第 ２ ド メ イ ン お よ び １ つ も し く は そ れ
以 上 の 核 膜 、 核 ラ ミ ナ 、 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン ま た は そ れ ら い ず れ か の 組 み 合 わ せ の タ ン パ ク
質 成 分 間 の 、 タ ン パ ク 質 ― タ ン パ ク 質 相 互 作 用 に よ っ て も た ら さ れ る 。 例 え ば 、 第 ２ ド メ
イ ン は 、 （ １ ） 核 ラ ミ ナ の 成 分 で あ る タ ン パ ク 質 、 ま た は （ ２ ） 核 ラ ミ ナ の 成 分 で あ る タ
ン パ ク 質 と 会 合 し た タ ン パ ク 質 と 会 合 も し く は 結 合 す る こ と が で き る 。 よ っ て 、 第 ２ ド メ
イ ン は 、 核 膜 結 合 タ ン パ ク 質 、 核 ラ ミ ナ 結 合 タ ン パ ク 質 （ あ る い は 、 ラ ミ ナ 会 合 ポ リ ペ プ
チ ド と し て 知 ら れ た も の ） 、 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 、 こ れ ら い ず れ か の 結 合 部
分 、 前 記 の い ず れ か と 会 合 も し く は 結 合 で き る タ ン パ ク 質 、 ま た は そ れ ら の い ず れ か の 組
み 合 わ せ を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
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　 核 膜 お よ び 核 ラ ミ ナ 結 合 タ ン パ ク 質 （ も し く は そ れ ら の 適 切 な 結 合 部 分 ） は 、 そ れ ぞ れ
、 核 の 構 造 成 分 に 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 結 合 す る こ と に よ っ て 、 核 膜 （ 特 に 核 膜 の 内 膜 ）
ま た は 核 ラ ミ ナ と 相 互 作 用 す る こ と が 知 ら れ て い る か 、 あ る い は そ の よ う に 操 作 さ れ る 。
い く つ か の 場 合 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 第 ２ ド メ イ ン は 、 核 膜 の 内 膜 お よ び 核 ラ ミ ナ の 両 方
と 相 互 作 用 し て も よ い 。 好 ま し い 核 膜 お よ び ／ ま た は 核 ラ ミ ナ 結 合 タ ン パ ク 質 （ ま た は そ
れ ら の 結 合 部 分 ） は 、 ラ ミ ン （ 例 え ば 、 ラ ミ ン Ａ 、 Ｂ お よ び Ｃ ） お よ び Ｌ Ａ Ｐ 　 ２ β の ご
と き ラ ミ ナ 結 合 タ ン パ ク 質 、 Ｌ Ａ Ｐ 　 ２ β 相 互 作 用 領 域 （ １ ３ ８ － ５ ２ ４ ア ミ ノ 酸 ） を 含
む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い [Nili et al., 2001]。 第 ２ ド メ イ ン に 好 ま し い 他 の タ ン パ
ク 質 は 、 ５ ２ ４ ア ミ ノ 酸 の マ ウ ス Ｇ Ｃ Ｌ タ ン パ ク 質 [Leatherman et al. (2000) Mech. De
v. 92: 145-153]、 ま た は は ド ロ ソ フ ィ ラ （ Drosophila） も し く は 他 の あ ら ゆ る 哺 乳 類 種
に 由 来 す る よ う な 、 他 の あ ら ゆ る Ｇ Ｃ Ｌ タ ン パ ク 質 を 含 む 。 Ｇ Ｃ Ｌ タ ン パ ク 質 は 、 ラ ミ ナ
会 合 タ ン パ ク 質 （ Ｌ Ａ Ｐ ） を 介 し て 、 核 ラ ミ ナ に 間 接 的 に 結 合 す る よ う で あ る 。 第 ２ ド メ
イ ン に 有 用 な 他 の タ ン パ ク 質 （ も し く は そ れ ら の 結 合 部 分 ） は 、 Ｒ ｂ 、 Ｏ ｃ ｔ － ａ お よ び
イ ン ス リ ン ア ク チ ベ ー タ ー Ｉ Ｐ Ｆ ／ Ｐ Ｄ Ｘ １ （ 低 グ ル コ ー ス 時 に 核 膜 に 局 在 す る ） の 過 剰
リ ン 酸 化 型 を 含 む 。 全 て の 第 ２ ド メ イ ン に つ い て 、 標 的 遺 伝 子 と 同 種 由 来 の ド メ イ ン を 選
択 す る こ と は 有 用 で あ る か も し れ な い 。 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 （ も し く は 結 合
活 性 を 有 す る そ れ ら の 部 分 ） も 、 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 に お け る 第 ２ ド メ イ ン と し て
使 用 す る こ と が で き る 。 有 用 な ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 Ｈ Ｐ １ お よ び ポ リ コ
ー ム （ polycomb） 群 タ ン パ ク 質 を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
).
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の も う １ つ の 態 様 に お い て 、 核 コ ン パ ー ト メ ン ト へ の タ ン パ ク 質 の 輸 送 を 補 助 す
る た め に 、 核 局 在 性 ポ リ ペ プ チ ド を 、 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ る こ と が で き
る 。 核 局 在 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 質 に あ る タ ン パ ク 質 の 核 へ の 輸 送 を 容 易 に す る 。 核 局
在 性 ポ リ ペ プ チ ド を 、 単 独 で 、 も し く は 他 の ド メ イ ン と 連 結 し て 使 用 す る こ と が で き る 。
核 局 在 性 ポ リ ペ プ チ ド の １ つ の 例 は 、 配 列 Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val（ 配 列 番 号 ９ ）
を 有 す る 、 Ｓ Ｖ ４ ０ ラ ー ジ Ｔ 抗 原 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 さ ら に 、 該 キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 へ の タ ン パ ク 質 の 輸 送 を 補 助 す る た め に 、 単 独 、
も し く は 核 局 在 性 ポ リ ペ プ チ ド と 連 結 す る か の い ず れ か で 、 細 胞 取 り 込 み シ グ ナ ル を 有 す
る こ と が で き る 。 か か る 細 胞 取 り 込 み シ グ ナ ル は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｔ ａ ｔ タ ン パ ク
質 の ４ ７ ～ ５ ７ 残 基 で あ る 、 最 小 Ｔ ａ ｔ タ ン パ ク 質 伝 達 ド メ イ ン ： YGRKKRRQRRR（ 配 列 番
号 ５ ） ； ア ン テ ナ ペ デ ィ ア （ ｐ Ａ ｎ ｔ ｐ ） ホ メ オ ド メ イ ン の ４ ３ ～ ５ ８ 残 基 ： Arg-Gln-Il
e-Lys-Ile-Trp- Phe-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys（ 配 列 番 号 １ ０ ） (Derossi e
t al., (1994) J. Biol. Chem. 269: 10444-10450)； 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ Ｈ Ｓ Ｖ ） Ｖ
Ｐ ２ ２ タ ン パ ク 質 の ２ ６ ７ ～ ３ ０ ０ 残 基 ： Asp-Ala-Ala-Thr- Ala-Thr-Arg-Gly-Arg-Ser-A
la-Ala-Ser-Arg-Pro-Thr-Glu-Arg-Pro-Arg-Ala-Pro-Ala-Arg-SerAla-Ser-Arg-Pro-Arg-Ar
g-Pro-Val-Glu（ 配 列 番 号 １ １ ） (Elliott et al. (1997) Cell 88: 223- 233)；  Tyr-Ala
- Arg-Ala-Ala-Ala-Arg-Gln-Ala-Arg-Ala（ 配 列 番 号 １ ２ ）  (Ho et al. (2001) Cancer R
es. 61: 474-477)、 Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg（ 配 列 番 号 １ ３ ） 、 Ｒ ９ と し
て 知 ら れ て い る も の (Jin et al. (2001) Free Rad. Biol. Med. 31: 1509-1519)、 お よ び
全 て の Ｄ － ア ル ギ ニ ン 型 の Ｒ ９ (Winder et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:
 13003-13008)の ご と き 報 告 さ れ た 細 胞 取 り 込 み シ グ ナ ル 活 性 を 有 す る 様 々 な 塩 基 性 ペ プ
チ ド ； な ら び に 、 血 液 脳 関 門 を 超 え て 物 質 を 運 ぶ こ と の で き る WO00/32236の ポ リ ペ プ チ ド
、 WO00/32237に 記 載 の 癌 細 胞 へ 抗 ガ ン 剤 を 運 ぶ こ と の で き る ポ リ ペ プ チ ド 、 W002/02595の
抗 生 ポ リ ペ プ チ ド の 両 親 媒 性 ペ プ チ ド 部 分 、 W002/053583に 記 載 の 細 胞 内 も し く は 細 胞 核
へ 負 電 荷 の 物 質 を 輸 送 す る 両 親 媒 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 な ら び に 、 W002/067994の 鎮 痛 性 分 子
の ペ プ チ ド ベ ク タ ー 部 分 を 含 む Temsamaniの グ ル ー プ に よ っ て 記 載 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を
含 む が そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 Temsamaniに よ っ て 記 載 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｄ － ペ ネ
ト ラ チ ン （ D-penetratin） （ rqikiwfqnrrmkwkk； 全 て の ア ミ ノ 酸 が Ｄ 型 で あ る ） （ 配 列 番
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号 １ ４ ） 、 ｐ Ａ ｎ ｔ ｐ お よ び そ れ ら の 活 性 型 変 種 、 Ｓ ｙ ｎ Ｂ １ （ RGGRLSYSRRRFSTSTGR） （
配 列 番 号 １ ５ ） 、 Ｌ － Ｓ ｙ ｎ Ｂ ３ （ RRLSYSRRRF） （ 配 列 番 号 １ ６ ） 、 お よ び Ｄ － Ｓ ｙ ｎ Ｂ
３ （ rrlsysrrrf ； 全 て の ア ミ ノ 酸 が Ｄ 型 で あ る ） （ 配 列 番 号 １ ７ ） を 含 む が 、 そ れ ら に
限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 精 製 、 発 現 の 測 定 、 細 胞 お よ び 細 胞 内 局 在 の 測 定 を 容 易 に す る た め に 、 本 発 明 の キ メ ラ
タ ン パ ク 質 は 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 （ 「 Ｍ Ｂ Ｐ 」 ） 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ
） 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） 、 ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン 、 ｃ － ｍ ｙ ｃ 、 お
よ び Ｆ Ｌ Ａ Ｇ エ ピ ト ー プ Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys（ 配 列 番 号 １ ８ ） の ご と き タ
ン パ ク 質 も し く は タ ン パ ク 質 部 分 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 、 あ ら ゆ る 多 く の 当 業 者 に 広 く 知 ら れ た 方 法 を 用 い て 、 合
成 的 も し く は 組 み 換 え 的 の い ず れ か 、 好 ま し く は 組 み 換 え 的 に 、 調 製 さ れ る こ と が で き る
。 タ ン パ ク 質 が 組 み 換 え 的 に 、 例 え ば 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 介 し て 調
製 さ れ る 場 合 、 コ ド ン 使 用 頻 度 を 、 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 生 物 に お け る 高 い 発 現 の た め に
最 適 化 す る こ と が で き る 。 か か る 生 物 は 、 細 菌 、 真 菌 、 酵 母 、 動 物 、 昆 虫 お よ び 植 物 を 含
む 。 よ り 詳 細 に は 、 該 生 物 は 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 イ ー ・ コ リ （ E. coli） 、 穀 物 用 植 物 、 コ
メ 、 ト マ ト お よ び ト ウ モ ロ コ シ を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 核 酸 を 用 い て 本 発 明 の
キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 送 達 す る 場 合 、 コ ド ン 使 用 頻 度 を 、 核 酸 構 築 物 を 受 け 取 る 真 核 生 物 向
け に 最 適 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 当 業 者 に 知 ら れ た 適 当 な タ ン パ ク 質 の 精 製 方 法 の い ず れ も 、 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質
を 精 製 す る た め に 使 用 で き る [例 え ば 、 Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A L
aboratory Manual (2ded., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, New Yor
k 参 照 ]。 さ ら に 、 あ ら ゆ る 適 当 な ホ ス ト 、 例 え ば 、 細 菌 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 哺
乳 類 細 胞 、 植 物 細 胞 お よ び そ れ ら の 類 似 物 を 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 の た め に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 お よ び そ れ を コ ー ド す る 核 酸 を 、 酵 母 、 動 物 、 植 物 を 含 む あ
ら ゆ る 真 核 生 物 に お い て 、 （ 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 会 合 に よ っ て 決 定 さ れ る ） 標 的
遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 、 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る も し く は 減 少 さ せ る た め に 使 用 さ れ る
。 標 的 遺 伝 子 は 、 発 現 の 抑 制 が 望 ま れ る あ ら ゆ る 真 核 生 物 遺 伝 子 を コ ー ド す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 標 的 遺 伝 子 は 、 サ イ ト カ イ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 癌 遺 伝 子 、 血 管 形 成 因 子
、 抗 血 管 形 成 因 子 、 薬 物 耐 性 遺 伝 子 、 成 長 因 子 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー を コ ー ド
す る こ と が で き る 。 標 的 遺 伝 子 は 、 ウ イ ル ス 遺 伝 子 、 特 に Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 遺 伝 子 由 来 の も
の で も よ い 。 標 的 遺 伝 子 は 、 植 物 遺 伝 子 を コ ー ド す る も の で も よ い 。 好 ま し い 植 物 遺 伝 子
源 は 、 ト マ ト 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 コ メ お よ び 穀 物 植 物 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 標 的 遺 伝 子 は 、 ｍ ｙ ｃ 、 ｊ ｕ ｎ 、 ｆ ｏ ｓ 、 ｍ ｙ ｂ 、 ｍ ａ ｘ 、 ｍ ａ ｄ 、 ｒ ｅ ｌ 、 ｅ ｔ ｓ 、
ｂ ｃ ｌ 、 ｍ ｙ ｂ 、 ｍ ｏ ｓ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー ま た は そ れ ら の 関 連 因 子 お よ び 修 飾 因 子 を
含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 癌 遺 伝 子 で あ る こ と が で き る 。 癌 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、 Coop
er, , 2nded., The Jones and Bartlett Series in Biology, Boston, MA, Jone
s and Bartlett Publishers, 1995に 記 載 さ れ て い る 。 ｅ ｔ ｓ 転 写 因 子 は 、 Waslylk et al
., Eur. J. Biochem. 211: 7-18 (1993)に 概 説 さ れ て い る 。 Ｍ ｙ ｃ 癌 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、
Ryan et al., Biochem. J. 314: 713-21 (1996)に 概 説 さ れ て い る 。 Ｆ ｏ ｓ お よ び Ｊ ｕ ｎ
フ ァ ミ リ ー は 、 例 え ば 、  Angel &
 Herrlich, eds. (1994)に 記 載 さ れ て い る 。 ｍ ａ ｘ 癌 遺 伝 子 は 、 Hurlin et al., Cold Sp
ring Harb. Symp. Quant. Biol. 59: 109-16に 概 説 さ れ て い る 。 ｍ ｙ ｂ 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー
は 、 Kanei-Ishii et al., Curr. Top. Microbiol. Immunol. 211: 89-98 (1996)に 概 説 さ
れ て い る 。 ｍ ｏ ｓ フ ァ ミ リ ー は 、 Yew et al., Curr. Opin. Genet. Dev. 3: 19-25 (1993
)に 概 説 さ れ て い る 。
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【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 、 疾 患 関 連 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る た め に 使 用 す る こ と が
で き る 。 １ つ の 例 に お い て 、 疾 患 関 連 遺 伝 子 は 、 Ｂ Ｃ Ｒ － Ａ Ｂ Ｌ 融 合 癌 遺 伝 子 も し く は ｒ
ａ ｓ 癌 遺 伝 子 の ご と き 癌 遺 伝 子 で あ り 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 GCAGAAGCC （
配 列 番 号 ６ ） に 結 合 す る よ う に 設 計 し て 、 核 周 辺 部 に タ ー ゲ テ ィ ン グ す る こ と 、 お よ び 転
写 過 程 に 必 要 な 配 列 に 結 合 す る こ と に よ り 発 現 を 阻 害 す る こ と の い ず れ も に よ っ て 、 Ｂ Ｃ
Ｒ － Ａ Ｂ Ｌ 融 合 癌 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る こ と が で き る 。 疾 患 に 関 連 す る 転 写 因 子 は 、 As
o et al., J Clin. Invest. 97: 1561-9 (1996)に 概 説 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　
　 本 発 明 の も う １ つ の 態 様 は 、 遺 伝 子 を 核 周 辺 部 に 局 在 さ せ る こ と に よ る 、 標 的 遺 伝 子 の
発 現 の 抑 制 も し く は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト の 方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法 は 、 標 的 遺 伝 子 と 会 合
し た 、 も し く は 標 的 遺 伝 子 の 十 分 近 く に あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 標 的 核 酸 を 、 本 発 明
の キ メ ラ タ ン パ ク 質 と 接 触 さ せ る こ と を 伴 う 。 該 核 酸 は 、 細 胞 も し く は 生 物 に 存 在 す る こ
と が で き 、 好 ま し く は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 し か し な が ら 、 核 酸 は 、 核 に 存 在 す る 染 色 体
外 の Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て も よ い 。 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 標 的 遺 伝 子 は 、 前 に 記 載 さ れ て い
る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 標 的 遺 伝 子 の 近 さ は 、 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 に さ ら さ れ
た 後 の 、 測 定 可 能 な 標 的 遺 伝 子 の 抑 制 も し く は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン に 十 分 な も の で あ
る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 、 該 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 、 タ ン パ ク 質 と し て 、 も し く は そ の タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る 核 酸 と し て 、 細 胞 に 導 入 す る こ と も で き る 。 タ ン パ ク 質 が 使 用 さ れ る 場 合 、
該 キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 に よ る タ ン パ ク 質 の 取 り 込 み と そ の 核 へ の 輸 送 を 容 易 に す る
た め に 、 細 胞 取 り 込 み シ グ ナ ル お よ び ／ ま た は 核 局 在 シ グ ナ ル を 有 し て い て も よ い 。 標 的
遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 も し く は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る の に 必 要 な キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 量 は
、 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 決 定 さ れ る こ と が で き る 。 Ｒ Ｎ Ａ も し く は Ｄ Ｎ Ａ の ご と き 核 酸 を
使 用 す る 場 合 、 裸 の プ ラ ス ミ ド も し く は 他 の Ｄ Ｎ Ａ と し て 、 リ ポ ソ ー ム 中 に 処 方 さ れ た も
の 、 お よ び ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス お よ び Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ） 中 、 Ｄ Ｎ Ａ も し く
は Ｒ Ｎ Ａ を 用 い た Powderject（ 商 標 ） の ご と き 注 入 装 置 を 介 し て 、 あ る い は 他 の 好 都 合 な
手 段 に よ る も の を 含 む 、 様 々 な 形 式 の い ず れ か に て 送 達 さ れ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 標
的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 も し く は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る の に 必 要 な 核 酸 の 量 は 、 標 的 細 胞
も し く は 生 物 、 送 達 処 方 お よ び 形 式 に 基 づ い て 、 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 決 定 さ れ る こ と が
で き 、 核 酸 は Ｄ Ｎ Ａ も し く は Ｒ Ｎ Ａ の い ず れ か で あ る 。 好 ま し く は Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 該 キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 、 標 的 遺 伝 子 に 関 連 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お
い て 、 標 的 核 酸 に 結 合 す る 。 結 合 が 生 じ た か 否 か 、 お よ び 標 的 遺 伝 子 の 抑 制 も し く は 目 的
の タ ン パ ク 質 が 生 成 す る 効 率 を 決 定 す る ア ッ セ イ は 、 知 ら れ て い る 。 要 す る に 、 １ つ の 具
体 例 に お い て 、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ （ Ｇ Ｕ Ｓ ） 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｃ Ａ Ｔ ） 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ β － ｇ ａ ｌ ） も し く は Ｇ Ｆ Ｐ を 、 プ ロ
モ ー タ ー を 制 御 す る 標 的 遺 伝 子 と 作 動 可 能 に 結 合 さ せ 、 形 質 転 換 ベ ク タ ー に 連 結 し 、 動 物
も し く は 植 物 細 胞 へ 形 質 転 換 す る 。 キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 導 入 後 （ タ ン パ ク 質 と し て 、 も し
く は 翻 訳 し て 該 タ ン パ ク 質 を 生 じ る 核 酸 と し て 、 い ず れ で も ） 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の レ ベ
ル を 、 適 切 な 対 照 に 対 し て 、 評 価 す る こ と が で き る 。 も う １ つ の 選 択 肢 と し て 、 ノ ザ ン ブ
ロ ッ ト も し く は 他 の 方 法 に よ っ て Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル を 測 定 す る こ と が で き る 。 こ の 後 者 の 方
法 は 、 レ ポ ー タ ー 構 築 物 が 実 用 的 で な い 場 合 に 有 効 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 は 、 組 織 特 異 的 も し く は そ う で な く て も 、 誘 導 可 能 も し く は そ う で な く て も よ い
、 お よ び 動 物 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 あ る い は 培 養 細 胞 も し く は 完 全 な 植 物 体 い ず れ
か の 植 物 細 胞 に お い て 生 じ る 遺 伝 子 調 節 を 意 図 し て い る 。 有 用 な 抑 制 レ ベ ル は 、 通 常 ど の
程 度 緊 密 に 調 節 さ れ て い る の か 、 調 節 変 化 の 影 響 、 お よ び 他 の 類 似 の 因 子 に よ っ て 変 化 し
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う る 。 望 ま し く は 、 遺 伝 子 発 現 に お け る 変 化 は 、 少 な く と も １ ． ５ 倍 な い し ２ 倍 ； 約 ３ 倍
な い し ５ 倍 、 約 ８ な い し 、 １ ０ な い し １ ５ 倍 ； も し く は そ れ 以 上 、 例 え ば 、 ２ ０ な い し 、
２ ５ な い し ３ ０ 倍 ； お よ び さ ら に ４ ０ 、 ５ ０ 、 ７ ５ も し く は １ ０ ０ 倍 、 ま た は そ れ 以 上 に
変 わ る 。 遺 伝 子 発 現 に お け る 変 化 の 程 度 は 、 系 ご と に 異 な る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 使 用 さ れ る 「 生 物 」 と は 、 酵 母 、 動 物 、 鳥 類 、 昆 虫 、 植 物 も し く は そ の 類 似 物 を 含 む あ
ら ゆ る 真 核 生 物 の こ と で あ る 。 動 物 は 、 哺 乳 類 （ ヒ ト 、 霊 長 類 等 ） 、 商 業 も し く は 農 業 動
物 （ 魚 、 ニ ワ ト リ 、 乳 牛 、 畜 牛 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 七 面 鳥 等 ） 、 実 験 動 物 （ マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、
ウ サ ギ 等 ） お よ び ペ ッ ト （ イ ヌ 、 ネ コ 、 イ ン コ お よ び 他 の ペ ッ ト と な る 鳥 、 魚 等 ） を 含 む
が そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 明 細 書 で 企 図 さ れ る よ う に 、 特 定 の 動 物 は 、 複 数 の 動 物 群 の
メ ン バ ー で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 （ も し く は そ れ ら の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 ） を 、 例 え
ば 、 様 々 な 植 物 の 種 類 お よ び 植 物 組 織 、 好 ま し く は 形 質 転 換 技 術 に 敏 感 な 高 等 植 物 綱 、 特
に 単 子 葉 お よ び 双 子 葉 植 物 に 対 し て 、 遺 伝 子 発 現 を 抑 制 、 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト ま た は 減 少
さ せ る た め に 、 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 「 植 物 」 と は 、 あ ら ゆ る 植 物 、 も し く は 、 種 子 、 懸 濁 培 養 、 胚 、 成 長 点 領 域 、 カ ル ス 組
織 、 葉 、 根 、 シ ュ ー ト 、 配 偶 体 、 胞 子 体 、 花 粉 、 お よ び 小 胞 子 、 あ ら ゆ る 発 生 段 階 の 植 物
の 部 分 お よ び そ れ ら の 子 孫 を い う 。 切 断 物 、 お よ び 細 胞 も し く は 組 織 培 養 も 同 様 に 含 ま れ
る 。 本 発 明 と 関 連 し て 使 用 さ れ る 、 「 植 物 組 織 」 と い う 語 は 、 植 物 細 胞 、 植 物 器 官 （ 例 え
ば 、 葉 、 茎 、 根 、 成 長 点 ） 、 植 物 種 子 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 、 カ ル ス 、 細 胞 培 養 、 あ る い は 構
造 的 お よ び ／ ま た は 機 能 的 単 位 に ま と ま っ た 植 物 細 胞 の 群 の い ず れ か を 含 む が そ れ ら に 限
定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 特 に 好 ま し く は 、 ソ ル ガ ム ・ ビ コ ロ （ Sorghum bicolor） お よ び ジ ー ・ メ イ ズ （ Zea may
s） を 含 む イ ネ 科 の 種 の ご と き 単 子 葉 植 物 で あ る 。 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 お よ び タ ン パ
ク 質 は 、 以 下 の 属 ： キ ュ キ ュ ル ビ タ （ Cucurbita） 、 ロ ー サ （ Rosa） 、 ヴ ィ テ ィ ス （ Vitis
） 、 ジ ュ グ ラ ン ス （ Juglans） 、 フ ラ ガ リ ア （ Fragaria） 、 ロ ー タ ス （ Lotus） 、 メ デ ィ カ
ゴ （ Medicago） 、 オ ノ ブ リ チ ス （ Onobrychis） 、 ト リ フ ォ リ ウ ム （ Trifolium） 、 ト リ ゴ
ネ ラ （ Trigonella） 、 ヴ ィ グ ナ （ Vigna） 、 シ ト ル ス （ Citrus） 、 リ ナ ム （ Linum） 、 ジ ェ
ラ ニ ウ ム （ Geranium） 、 マ ニ ホ ッ ト （ Manihot） 、 ダ ウ カ ス （ Daucus） 、 ア ラ ビ ド プ シ ス
（ Arabidopsis） 、 ブ ラ シ カ （ Brassica） 、 ラ フ ァ ナ ス （ Raphanus） 、 シ ナ ピ ス （ Sinapis
） 、 ア ト パ （ Atropa） 、 カ プ シ カ ム （ Capsicum） 、 ダ チ ュ ラ （ Datura） 、 ヒ オ シ ア ム ス （
Hyoscyamus） 、 リ コ ペ ル シ コ ン （ Lycopersicon） 、 ニ コ チ ア ナ （ Nicotiana） 、 ソ ラ ナ ム
（ Solanum） 、 ペ チ ュ ニ ア （ Petunia） 、 ジ ギ タ リ ス （ Digitalis） 、 マ ジ ョ ラ ナ （ Majoran
a） 、 シ ア ホ リ ウ ム （ Ciahorium） 、 ヘ リ ア ン タ ス （ Helianthus） 、 ラ ク ツ カ （ Lactuca）
、 ブ ロ ム ス （ Bromus） 、 ア ス パ ラ ガ ス （ Asparagus） 、 ア ン チ リ ヒ ナ ム （ Antirrhinum） 、
ヘ テ ロ カ リ ス （ Heterocallis） 、 ネ メ シ ス （ Nemesis） 、 ペ ラ ル ゴ ニ ウ ム （ Pelargonium）
、 パ ニ ウ ム （ Panieum） 、 ペ ニ セ タ ム （ Pennisetum） 、 ラ ナ ン キ ュ ラ ス （ Ranunculus） 、
セ ネ シ オ （ Senecio） 、 サ ル ピ ゴ ロ シ ス （ Salpiglossis） 、 ク ク ミ ス （ Cucumis） 、 ブ ロ ワ
ー リ ア （ Browaalia） 、 グ リ シ ン （ Glycine） 、 ピ サ ム （ Pisum） 、 フ ァ セ オ ラ ス （ Phaseol
us） 、 ロ リ ウ ム （ Lolium） 、 オ リ ザ （ Oryza） 、 ア ベ ナ （ Avena） 、 ホ ル デ ウ ム （ Hordeum
） 、 セ カ ル （ Secale） 、 お よ び ト リ チ カ ム （ Triticum） の 種 に お い て も 使 用 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 好 ま し い 植 物 お よ び 植 物 組 織 は 、 ト ウ モ ロ コ シ (Zea mays） 、 キ ャ ノ ー ラ (Brassica nap
us, Brassica rapa ssp. ） 、 ア ル フ ァ ル フ ァ （ Medicago sativa） 、 コ メ （ Oryza sativa
） 、 ラ イ 麦 （ Secale cereale） 、 ソ ル ガ ム （ Sorghumbicolor, Sorghum vulgare） 、 ヒ マ
ワ リ （ Helianthus annuus） 、 コ ム ギ （ Triticum aestivum） 、 ダ イ ズ （ Glycine max） 、
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タ バ コ （ Nicotiana tabacum） 、 ジ ャ ガ イ モ （ Solanum tuberosum） 、 ピ ー ナ ッ ツ （ Arachi
s hypogaea） 、 ワ タ （ Gossypium barbadense, Gossypium hirsutum） 、 サ ツ マ イ モ  Qpomo
ea batatus） 、 キ ャ ッ サ バ （ Manihot esculenta） 、 コ ー ヒ ー （ Cqfea spp. ） 、 コ コ ナ ッ
ツ （ Cocos nucijra） 、 パ イ ナ ッ プ ル （ Ananas comosus） 、 citrus trees （ Citrus spp.
） 、 コ コ ア （ Theobroma cacao） 、 チ ャ （ Camellia sinensis） 、 バ ナ ナ （ Musa spp. ） 、
ア ボ カ ド （ Persea americana） 、 イ チ ジ ク （ Ficus casica） 、 グ ァ バ （ Psidium guajava
） 、 マ ン ゴ ー （ Mangifera indica） 、 オ リ ー ブ （ Olea europaea） 、 パ パ イ ア （ Carica pa
paya） 、 カ シ ュ ー （ Anacardium occidentale） 、 マ カ ダ ミ ア （ Macadamia integr‾fblia）
、 ア ー モ ン ド （ Prunus amygdalus） 、 テ ン サ イ （ Beta vulgaris） 、 サ ト ウ キ ビ （ Sacchar
um spp.） 、 ウ キ ク サ （ Lemna spp.） 、 エ ン バ ク 、 オ オ ム ギ 、 野 菜 、 観 賞 植 物 お よ び 針 葉
樹 に 由 来 す る も の を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 好 ま し い 野 菜 は 、 ト マ ト （ Lycopersicon esculentum） 、 レ タ ス （ 例 え ば 、 Lactuca sat
iva） 、 イ ン ゲ ン マ メ （ Phaseolus vulgaris） 、 ラ イ マ メ （ Phaseolus limensis） 、 エ ン
ド ウ （ Lathyrus spp.） 、 さ ら に 、 キ ュ ウ リ （ C. sativus） 、 カ ン タ ロ ー プ （ C. cantalup
ensis） 、 お よ び マ ス ク メ ロ ン （ C. mero） の ご と き （ Cucumis） 属 の メ ン バ ー を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 好 ま し い 観 賞 植 物 は 、 ア ザ レ ア （ Rhododendron spp.） 、 ア ジ サ イ （ Macrophylla hydra
ngea） 、 ハ イ ビ ス カ ス （ Hibiscus rosasanensis） 、 バ ラ （ Rosa spp.） 、 チ ュ ー リ ッ プ （
Tulipa spp.） 、 ス イ セ ン （ Narcissus spp.） 、 ペ チ ュ ニ ア （ Petunia hybrida） 、 カ ー ネ
ー シ ョ ン （ Dianthus caryophyllus） 、 ポ イ ン セ チ ア （ Euphorbia pulcherrima） お よ び キ
ク を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 を 実 施 す る 際 に 使 用 し て も よ い 針 葉 樹 は 、 例 え ば 、 テ ー ダ マ ツ （ Pinus taeda）
、 ス ラ ッ シ ュ マ ツ （ Pinus elliotii） 、 ポ ン デ ロ ー サ マ ツ （ Pinus ponderosa） 、 ロ ッ ジ
ポ ー ル マ ツ （ Pinus contorta） 、 お よ び モ ン ト レ ー マ ツ （ Pinus radiata)の ご と き マ ツ ；
ベ イ マ ツ （ Pseudotsuga menziesii） ； ア メ リ カ ツ ガ （ Isuga canadensis） ； ベ イ ト ウ ヒ
（ Picea glauca） ； セ コ イ ア （ Sequoia sempervirens） ； ヨ ー ロ ッ パ モ ミ （ Abies amabil
is） お よ び バ ル サ ム モ ミ （ Abies balsamea） の ご と き モ ミ ； な ら び に ベ イ ス ギ （ Thuja pl
icata） お よ び ア ラ ス カ ヒ ノ キ （ Chamaecyparis nootkatensis)の ご と き シ ー ダ ー を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 最 も 好 ま し く は 、 本 発 明 の 植 物 お よ び 植 物 組 織 は 、 農 作 物 （ 例 え ば 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 ア
ル フ ァ ル フ ァ 、 ヒ マ ワ リ 、 キ ャ ノ ー ラ 、 ダ イ ズ 、 ワ タ 、 ピ ー ナ ッ ツ 、 ソ ル ガ ム 、 コ ム ギ 、
タ バ コ 等 ） で あ り 、 さ ら に よ り 好 ま し く は ト ウ モ ロ コ シ お よ び ダ イ ズ で あ り 、 さ ら に い っ
そ う 好 ま し く は ト ウ モ ロ コ シ で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 「 遺 伝 子 組 み 換 え 植 物 」 も し く は 「 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た 植 物
」 は 、 ゲ ノ ム 中 に 異 種 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ す な わ ち 、 受 け 手 の 生 物 以 外 の ソ ー ス に 由 来
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） を 含 む 植 物 と の 関 連 を 含 む 。 通 常 、 お よ び 好 ま し く は 、 異 種 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ゲ ノ ム 中 に 安 定 し て 組 み 込 ま れ る た め 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 以 後 の 世
代 に 受 け 継 が れ る 。 異 種 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 単 独 も し く は 組 み 換 え 発 現 カ セ ッ ト の 一
部 と し て ゲ ノ ム 中 に 組 み 込 ま れ て も よ い 。 本 明 細 書 中 の 、 「 遺 伝 子 組 み 換 え の 」 と い う 語
は 、 最 初 に 変 化 し た 組 み 換 え 体 だ け で な く 、 最 初 の 遺 伝 子 組 み 換 え 体 か ら 優 性 交 配 も し く
は 無 性 繁 殖 に よ っ て 生 じ た も の も 含 む 、 遺 伝 子 型 が 異 種 の 核 酸 の 存 在 に よ っ て 変 化 し た 、
あ ら ゆ る 細 胞 、 細 胞 株 、 カ ル ス 、 組 織 、 植 物 の 部 分 も し く は 植 物 体 に 対 し て 使 用 さ れ る 。
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 遺 伝 子 組 み 換 え の 」 と い う 語 は 、 従 来 の 植 物 育 種 法 、 ま た は 他
家 受 精 （ crossfertilization） 、 非 組 み 換 え 型 ウ イ ル ス の 感 染 、 非 組 み 換 え 型 細 菌 の 形 質
転 換 、 非 組 み 換 え 型 遺 伝 子 転 移 、 も し く は 自 然 発 生 的 な 変 異 の ご と き 自 然 発 生 の 事 象 に よ
る 、 ゲ ノ ム の 変 化 （ 染 色 体 も し く は 染 色 対 外 の ） を 包 含 し な い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】

10

20

30

40

50

(23) JP 2005-514957 A 2005.5.26



　 Ｃ ．
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 組 み 換 え 発 現 カ セ ッ ト も
提 供 す る 。 本 発 明 の 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 使 用 し て 、 所 望 の ホ ス ト
細 胞 へ 導 入 で き る 組 み 換 え 発 現 カ セ ッ ト を 構 築 す る こ と が で き る 。 組 み 換 え 発 現 カ セ ッ ト
は 、 典 型 的 に 、 目 的 の ホ ス ト 細 胞 、 例 え ば 、 形 質 転 換 植 物 の 組 織 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 転 写 を 誘 導 す る で あ ろ う 、 翻 訳 開 始 調 節 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 し た 、 本 発 明 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 含 む で あ ろ う 。 発 現 ベ ク タ ー は 、 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー 、 昆 虫 発 現 ベ ク タ ー
、 酵 母 発 現 ベ ク タ ー も し く は 植 物 発 現 ベ ク タ ー で あ っ て も よ い 。 タ ン パ ク 質 が 、 タ ン パ ク
質 の 調 製 お よ び 生 成 の た め に 発 現 さ れ る 場 合 （ タ ン パ ク 質 を 次 に 使 う 場 合 、 例 え ば 、 本 発
明 の 方 法 に お い て ） 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 細 菌 発 現 ベ ク タ ー で あ っ て も よ い 。 発 現 ベ ク タ ー
は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て お り 、 所 望 の 目 的 に よ り 容 易 に 選 択 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 転 写 因 子 は 、 真 核 生 物 中 で 活 性 の あ る プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ
グ ナ ル も し く は ポ リ Ａ ト ラ ク ト （ poly A tract） を 含 む 転 写 終 結 シ グ ナ ル 、 核 原 形 質 性 輸
送 を 容 易 に す る エ レ メ ン ト 等 を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 適 当 な 転 写 終 結 エ レ メ ン
ト は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ 転 写 終 結 領 域 も し く は そ れ ら に 由 来 す る タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 に お い て 、 あ ら ゆ る 哺 乳 類 、 酵 母 、 細 菌 、 昆 虫 、 ウ イ ル ス 、 他 の 真 核 発 現 ベ ク タ
ー 、 も し く は 発 現 カ セ ッ ト を 使 用 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 Invitrogen Corporation (Sa
n Diego, Calif.)よ り 販 売 さ れ る 、 pCEP4も し く は pRc/RSV、 Stratagene (La Jolla, Cali
f.)よ り 販 売 さ れ る 、 pXT1、 pSG5、 pPbacも し く は pMbac、 ClonTech (PaloAlto, Calif. )
よ り 販 売 さ れ る 、 pPURも し く は pMAM、 な ら び に Promega Corporation (Madison, Wis. )よ
り 販 売 さ れ る pSVβ -galの ご と き 多 く の 商 業 的 に 入 手 可 能 な ベ ク タ ー も し く は カ セ ッ ト の
い ず れ か 、 あ る い は 、 ｄ ｅ 　 ｎ ｏ ｖ ｏ ま た は 公 に も し く は 商 業 的 に 入 手 可 能 な 真 核 発 現 系
の 改 変 の い ず れ か か ら 合 成 さ れ た も の よ り 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 発 現 カ セ ッ ト 内 の 個 々 の エ レ メ ン ト は 、 複 数 の ソ ー ス に 由 来 し て も よ く 、 活 性 部 位 に お
け る 特 異 性 を 与 え る た め 、 も し く は 受 け 手 側 の 細 胞 で の カ セ ッ ト の 寿 命 を 延 ば す た め に 選
択 さ れ て も よ い 。 か か る 発 現 カ セ ッ ト の 操 作 を 、 あ ら ゆ る 通 常 の 分 子 生 物 学 の 手 法 に よ っ
て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 植 物 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 （ １ ） ５ ’ お よ び ３ ’ 調 節 配 列 の 転 写 制 御 下 で ク ロ ー ン 化 さ れ
た 植 物 遺 伝 子 、 な ら び に （ ２ ） 優 性 選 抜 可 能 な マ ー カ ー を 含 ん で い て も よ い 。 か か る 発 現
ベ ク タ ー は 、 必 要 で あ れ ば 、 プ ロ モ ー タ ー 調 節 領 域 （ 例 え ば 、 誘 導 可 能 も し く は 構 成 的 な
、 環 境 的 も し く は 発 生 的 に 調 節 さ れ る 、 ま た は 細 胞 も し く は 組 織 特 異 的 ／ 選 択 的 発 現 を さ
せ る も の ） 、 転 写 開 始 部 位 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 Ｒ Ｎ Ａ プ ロ セ シ ン グ シ グ ナ ル 、 転 写 終
結 部 位 、 お よ び ／ ま た は ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル も 含 ん で よ い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 高 等 植 物 に お い て 、 遺 伝 子 の 発 現 に 有 用 な 典 型 的 な ベ ク タ ー は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て
お り 、 Rogers et al., Meth. in Enzymol. , 153: 253-277 (1987)に 記 載 の 、 ア グ ロ バ ク
テ リ ウ ム ・ チ ュ メ フ ァ シ エ ン ス （ Agrobacterium tumefaciens） の 腫 瘍 誘 導 （ Ｔ ｉ ） プ ラ
ス ミ ド 由 来 の ベ ク タ ー を 含 む 。 こ れ ら の ベ ク タ ー は 、 形 質 転 換 時 に 、 ベ ク タ ー Ｄ Ｎ Ａ の 一
部 を ホ ス ト 植 物 の ゲ ノ ム 中 に 組 み 込 む こ と か ら 、 植 物 組 み 込 み ベ ク タ ー で あ る 。 本 明 細 書
中 で 有 用 な エ ー ・ チ ュ メ フ ァ シ エ ン ス （ A. tumefaciens） ベ ク タ ー の 例 は 、 Schardl et a
l., Gene, 6 1 : 1-11 (1987)お よ び Berger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 
, 86: 8402-8406 (1989)の 、 pKYLX6お よ び pKYLX7で あ る 。 も う １ つ の 有 用 な ベ ク タ ー は 、
プ ラ ス ミ ド pBI101.2で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 細 胞 形 質 転 換 技 術 お よ び 遺 伝 子 送 達 方 法 （ 例 え ば 、 遺 伝 子 を 送 達 し て ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で
使 用 す る た め の 方 法 ） は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 。 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー
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ド す る 核 酸 を 、 細 胞 に 、 も し く は ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で 被 験 者 の 細 胞 に 、 そ れ ぞ れ 送 達 す る た
め に 、 か か る あ ら ゆ る 技 術 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 発 現 カ セ ッ ト 」 と い う 語 は 、 適 切 な ホ ス ト 細 胞 に お い て 、 特
定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 発 現 さ せ る こ と の で き る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 で あ っ て 、 終 止 シ グ ナ ル に 作
動 可 能 に 連 結 し た 目 的 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー を 含 む も の
を 意 味 す る 。 そ れ は 、 典 型 的 に 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 適 切 な 翻 訳 に 必 要 な 配 列 も 含 む 。 コ
ー ド 領 域 は 、 通 常 、 目 的 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る が 、 目 的 の 機 能 的 な Ｒ Ｎ Ａ 、 例 え ば 、
ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ も し く は 非 翻 訳 Ｒ Ｎ Ａ を 、 セ ン ス も し く は ア ン チ セ ン ス 方 向 に コ ー ド
し て い て も よ い 。 目 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 カ セ ッ ト は 、 少 な く と も そ の １ つ の 構
成 成 分 が 、 少 な く と も １ つ の 他 の 構 成 成 分 に 対 し て 異 種 で あ る よ う な 、 キ メ ラ で あ っ て も
よ い 。 該 発 現 カ セ ッ ト は 、 天 然 に 存 在 す る も の で あ る が 異 種 発 現 に 有 効 な 組 み 換 え 型 と な
っ た も の で も よ い 。 し か し 、 典 型 的 に 、 発 現 カ セ ッ ト は 、 ホ ス ト に 対 し て 異 種 で あ る 。 す
な わ ち 、 発 現 カ セ ッ ト の 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 ホ ス ト 中 に 本 来 的 に 存 在 し な い も の で あ り
、 形 質 転 換 に よ っ て 、 ホ ス ト 細 胞 も し く は ホ ス ト 細 胞 の 祖 先 へ 導 入 さ れ て い な け れ ば な ら
な い 。 発 現 カ セ ッ ト 中 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 は 、 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー 、 も し く は ホ ス
ト 細 胞 が い く つ か の 特 定 の 外 部 刺 激 に さ ら さ れ た 場 合 の み 転 写 を 開 始 さ せ る 、 誘 導 性 プ ロ
モ ー タ ー の 制 御 下 に あ っ て も よ い 。 植 物 の ご と き 、 多 細 胞 生 物 の 場 合 、 プ ロ モ ー タ ー は 、
特 定 の 組 織 も し く は 器 官 も し く は 発 生 段 階 に 特 異 的 で あ っ て も よ い 。  
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 動 物 細 胞 に お い て 、 遺 伝 子 の 発 現 を 駆 動 す る の に 有 効 で あ る こ と が よ く 知 ら れ て い る 様
々 な プ ロ モ ー タ ー は 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス に 由 来 す る SV40、 ご く 初 期 の CMVお よ び 、 RSVプ ロ
モ ー タ ー も し く は 真 核 生 物 由 来 の β － カ ゼ イ ン 、 ウ テ ロ グ ロ ブ リ ン 、 β － ア ク チ ン も し く
は チ ロ シ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 特 定 の プ ロ モ ー タ ー は 、 時 期 も し く は 組 織 特 異 的 な
発 現 を 得 る こ と が 目 的 で な い 限 り 、 本 発 明 に 重 要 で は な い 。 例 え ば 、 所 望 の 組 織 も し く は
選 択 さ れ た 細 胞 型 に お い て の み 活 性 の あ る プ ロ モ ー タ ー を 選 択 す る こ と が で き る 。 組 織 特
異 的 プ ロ モ ー タ ー の 例 は 、 乳 腺 組 織 に 特 異 的 な α Ｓ １ － お よ び β － カ ゼ イ ン プ ロ モ ー タ ー
(Platenburget al., Trans. Res. , 3: 99-108 (1994); and Maga et al., Trans. Res. 
, 3: 36-42 (1994) )； 肝 臓 、 腎 臓 、 脂 肪 、 空 腸 お よ び 乳 腺 組 織 に て 活 性 の あ る 、 ホ ス ホ
エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボ キ シ キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー (McGrane et al., J. Reprod. Fert
., 41:17 23 (1990))； 肺 お よ び 脾 臓 に て 活 性 が あ る が 、 精 巣 、 脳 、 心 臓 、 肝 臓 も し く は
腎 臓 に お い て 活 性 の な い チ ロ シ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー (Vile et al., Canc. Res., 54:6228 
6234 (1994))； 扁 平 上 皮 の 分 化 し て い る ケ ラ チ ノ サ イ ト に お い て の み 活 性 の あ る イ ン ボ ル
ク リ ン プ ロ モ ー タ ー (Carroll et al., J. Cell Sci., 103:925 930 (1992))； な ら び に 肺
お よ び 子 宮 内 膜 に お い て 活 性 の あ る ウ テ ロ グ ロ ブ リ ン プ ロ モ ー タ ー (Helftenbein et al.,
 Annal. N.Y. Acad. Sci., 622:69 79 (1991))を 含 む が そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 あ る い は 、 細 胞 特 異 的 エ ン ハ ン サ ー 配 列 を 、 発 現 を 制 御 す る た め に 使 用 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 ヒ ト 向 神 経 性 パ ポ バ ウ イ ル ス Ｊ Ｃ Ｖ エ ン ハ ン サ ー は 、 グ リ ア 細 胞 の み に お い
て 、 ウ イ ル ス の 転 写 を 調 節 す る (Remenick et al., J. Virol., 65:5641 5646 (1991))。
組 織 特 異 的 な 発 現 を 制 御 す る さ ら に も う １ つ の 方 法 は 、 ど の 細 胞 系 譜 で プ ロ モ ー タ ー が 活
性 で あ る か を 特 定 す る た め に 、 ホ ル モ ン 応 答 性 エ レ メ ン ト （ Ｈ Ｒ Ｅ ） を 使 用 す る こ と で あ
り 、 例 え ば 、 Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ プ ロ モ ー タ ー は 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 の ご と き ホ ル モ ン 受 容 体 の
、 活 性 化 前 の Ｈ Ｒ Ｅ の 上 流 へ の 結 合 を 必 要 と す る (Beato, FASEB J., 5:2044 2051 (1991)
; and Truss et al., J. Steroid Biochem. Mol. Biol., 41:241 248 (1992))。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 植 物 プ ロ モ ー タ ー 断 片 を 、 再 生 さ れ た 植 物 の 全 て の 組 織 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 発 現 さ せ る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 か か る プ ロ モ ー タ ー は 、 本 明 細 書 中 で
、 「 構 成 的 な 」 プ ロ モ ー タ ー と 呼 ば れ て お り 、 ほ と ん ど の 環 境 状 態 お よ び 発 生 も し く は 細
胞 分 化 状 態 の 下 で 活 性 が あ る 。 構 成 的 な プ ロ モ ー タ ー は 、 カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス
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（ Ｃ ａ Ｍ Ｖ ） ３ ５ Ｓ 転 写 開 始 領 域 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ チ ュ メ フ ァ シ エ ン ス （ Agrobact
erium tumefaciens） に 由 来 す る Ｐ － も し く は ２ ’ － プ ロ モ ー タ ー 、 ユ ビ キ チ ン Ｉ プ ロ モ
ー タ ー 、 Ｓ ｍ ａ ｓ プ ロ モ ー タ ー 、 シ ナ ミ ル ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー (米
国 特 許 第 5,683,439号 )、 Ｎ ｏ ｓ プ ロ モ ー タ ー 、 ｐ Ｅ ｍ ｕ プ ロ モ ー タ ー 、 ル ビ ス コ プ ロ モ ー
タ ー 、 Ｇ Ｒ Ｐ １ － ８ プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び 他 の 当 業 者 に 知 ら れ た 様 々 な 植 物 遺 伝 子 に 由 来
す る 転 写 開 始 領 域 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 あ る い は 、 植 物 プ ロ モ ー タ ー は 、 特 定 の 組 織 に お け る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現
を 指 令 す る こ と が で き る も の で あ る か 、 さ も な く ば 、 よ り 正 確 な 環 境 的 も し く は 発 生 的 制
御 下 に あ る も の で あ っ て も よ い 。 か か る プ ロ モ ー タ ー は 、 本 明 細 書 中 で 、 「 誘 導 性 の 」 プ
ロ モ ー タ ー と 呼 ば れ る 。 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 転 写 に 影 響 を 及 ぼ す 環 境 の 状 態 は 、
病 原 体 の 攻 撃 、 嫌 気 条 件 、 も し く は 光 の 存 在 を 含 む 。 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー の 例 は 、 低 酸 素
も し く は 低 温 ス ト レ ス に よ っ て 誘 導 可 能 な Ａ ｄ ｈ Ｉ プ ロ モ ー タ ー 、 熱 ス ト レ ス に よ っ て 誘
導 可 能 な Ｈ Ｓ Ｐ ７ ０ プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び 光 に よ っ て 誘 導 可 能 な Ｐ Ｐ Ｄ Ｋ プ ロ モ ー タ ー を
含 む 。 発 生 の 制 御 下 の プ ロ モ ー タ ー の 例 は 、 葉 、 根 、 果 実 、 種 子 も し く は 花 の ご と き 、 あ
る 組 織 の み で 、 ま た は 選 択 的 に 、 転 写 を 開 始 さ せ る プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 典 型 的 な プ ロ モ
ー タ ー は 、 葯 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー ５ １ ２ ６ （ 米 国 特 許 第 5,689, 049号 お よ び 第 5,689,051
号 ） で あ る 。 プ ロ モ ー タ ー の 作 用 は 、 ゲ ノ ム に お け る そ の 位 置 に よ っ て 異 な る か も し れ な
い 。 よ っ て 、 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー は 、 あ る 位 置 で は 、 完 全 も し く は 部 分 的 に 構 成 的 に な る
か も し れ な い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 異 種 お よ び 非 異 種 （ す な わ ち 、 内 在 性 ） プ ロ モ ー タ ー の い ず れ も を 、 本 発 明 の 核 酸 の 発
現 を 導 く た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の プ ロ モ ー タ ー を 、 例 え ば 、 所 望 の 組 織 に
お け る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 濃 度 お よ び ／ ま た は 組 成 を 、 減 少 さ せ る 、 増 加 さ せ る 、 ま た
は 変 化 さ せ る た め に 、 ア ン チ セ ン ス の 核 酸 の 発 現 を 駆 動 す る た め の 組 み 換 え 体 発 現 カ セ ッ
ト に も 使 用 す る こ と が で き る 。 よ っ て 、 い く つ か の 具 体 例 に お い て 、 核 酸 構 築 物 は 、 ジ ー
・ メ イ ズ （ Zea mays） の ご と き 植 物 細 胞 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 作 動 可 能
に 連 結 し た 機 能 的 な プ ロ モ ー タ ー を 含 む だ ろ う 。 こ れ ら の 具 体 例 に お い て 有 用 な プ ロ モ ー
タ ー は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 駆 動 す る 、 内 在 性 プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 い く つ か の 具 体 例 に お い て 、 プ ロ モ ー タ ー も し く は エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト と し て 働 く
単 離 さ れ た 核 酸 は 、 非 異 種 型 の ポ リ ペ プ チ ド の 適 切 な 部 位 （ 通 常 は 上 流 ） に お い て 、 そ れ
の 発 現 の ア ッ プ ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る た め に 導 入 さ れ る 。 例 え ば 、 内 在 性 プ ロ モ
ー タ ー を 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で 、 変 異 、 欠 失 、 お よ び ／ ま た は 置 換 に よ っ て 変 え る こ と が で
き （ 米 国 特 許 第 5,565,350号 ; PCT/US93/03868） 、 あ る い は 、 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る た
め に 、 単 離 さ れ た プ ロ モ ー タ ー を 、 本 発 明 の 遺 伝 子 か ら の 適 切 な 方 向 お よ び 距 離 に て 、 植
物 細 胞 へ 導 入 す る こ と が で き る 。 植 物 細 胞 中 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 全 濃 度 を 変 え る お
よ び ／ ま た は 組 成 を 変 え る た め に 、 遺 伝 子 発 現 を 、 植 物 の 成 長 に 適 し た 条 件 下 で 、 変 化 さ
せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 に お い て 、 特 に 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 発 現 を 制 御 す る た め に 、 様 々 な プ ロ モ ー タ
ー が 有 効 で あ る と さ れ 、 そ の 選 択 は 、 部 分 的 に 、 所 望 の タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル 、 所 望 の 組
織 特 異 的 、 時 期 特 異 的 、 も し く は 環 境 の 合 図 特 異 的 な 制 御 が 植 物 細 胞 に あ る な ら ば 、 そ れ
ら に 依 存 す る だ ろ う 。 構 成 的 お よ び 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー は 、 特 に 重 要 で あ る 。 か か る
構 成 的 プ ロ モ ー タ ー は 、 例 え ば 、 Ｒ ｓ ｙ ｎ ７ の コ ア プ ロ モ ー タ ー 、 コ ア Ｃ ａ Ｍ Ｖ ３ ５ Ｓ プ
ロ モ ー タ ー (Odell et al. (1985) Nature 313: 810-812)、 コ メ ア ク チ ン (McElroy et al.
 (1990) Plant Cell 2: 163-171)； ユ ビ キ チ ン (Christensen et al. (1989) Plant Mol. 
Biol. 12: 619-632 and Christensen et al. (1992) Plant Mol. Biol. 18: 675-689)、
ｐ Ｅ Ｍ Ｕ (Last et al. (1991) Theor. Appl. Genet. 81: 581-588)、 Ｍ Ａ Ｓ (Veltenet al
. (1984) EMBOJ. 3: 2723- 2730)な ら び に 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,608,149号 ; 第 5,608,1

10

20

30

40

50

(26) JP 2005-514957 A 2005.5.26



44号 ; 第 5,604,121号 ; 第 5,569,597号 ; 第 5,466,785号 ; 第 5,399,680号 ; 第 5,268,463号 ;
 お よ び 第 5,608,142号 に 記 載 の 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー を 、 特 定 の 植 物 組 織 内 の 増 大 し た 発 現 を 標 的 に す る た め に 使 用
す る こ と が で き る 。 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー は 、 Yamamoto et al. (1997) PlantJ. 12 (2
) 255-265、 Kawamata et al. (1997) Plant Cell Physiol. 38 (7): 792-803、 Hansen et
 al. (1997) Mol. Gen Genet. 254 (3): 337)、 Russell et al. (1997) Transgenic Res.
 6 (2): 15 7-168、 Rinehart et al. (1996) Plant Physiol. 112 (3):1331、 Van Camp e
t al. (1996) Plant Physiol. 112 (2): 525-535、 Canevascini et al. (1996) Plant Ph
ysiol. 112 (2): 513-524、 Yamamoto et al. (1994) Plant Cell Physiol. 35 (5): 773-
778、 Lam (1994) Results Probl. Cell Differ. 20: 181-196、 Orozcoet al. (1993) Pla
nt Mol. Biol. 23 (6): 1129-113 8、 Matsuoka et al. (1993) Proc Natl. Acad. Sci. U
SA 90 (20): 9586-9590お よ び Guevara-Garcia et al. (1993) PlantJ. 4 (3):495-505に
記 載 の も の を 含 む 。 か か る プ ロ モ ー タ ー を 、 弱 い 発 現 の た め に 、 必 要 で あ れ ば 、 変 え る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 葉 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー は 、 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 Yamamoto et al. (1997) P
lantJ. 12 (2): 255-265, Kwon et al. (1994) Plant Physiol. 105: 357- 67, Yamamoto
 et al. (1994) Plant Cell Physiol. 35 (5): 773-778, Gotor et al. (1993) Plant J.
 3: 509-18,Orozcoet al. (1993) Plant Mol. Biol. 23 (6): 1129-1138, and Matsuoka 
et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 90 (20): 9586-9590に 記 載 の も の を 含
む  
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 構 成 的 も し く は 誘 導 性 お よ び 非 組 織 特 異 的 も し く は 組 織 特 異 的 な も の の あ ら ゆ る 組 み 合
わ せ を 、 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 発 現 を 制 御 す る た め に 使 用 し て も よ い 。 所 望 の 制 御
は 、 適 当 な プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 、 時 間 的 、 発 生 的 も し く は 環 境 的 に 制 御 さ れ て も よ い 。
環 境 的 に 制 御 さ れ た プ ロ モ ー タ ー は 、 病 原 体 、 病 原 性 の 毒 物 、 も し く は 他 の 外 部 の 化 合 物
（ 例 え ば 、 意 図 的 に 用 い ら れ た 小 分 子 誘 導 物 質 ） の 攻 撃 に 応 答 す る も の で あ る 。 時 間 的 も
し く は 発 生 的 な プ ロ モ ー タ ー の １ 例 は 、 果 実 の 成 熟 依 存 的 な プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 特 に 好
ま し い も の は 、 誘 導 性 Ｐ Ｒ １ プ ロ モ ー タ ー 、 ト ウ モ ロ コ シ ユ ビ キ チ ン プ ロ モ ー タ ー 、 お よ
び Ｏ Ｒ Ｓ で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 例 え ば 、 組 織 の 種 類 、 細 胞 の 種 類 、 発 生 の 段 階 、 お よ び ／ ま た は 環 境 の 状 態 に 関 し て 、
特 定 の 発 現 様 式 を 有 す る プ ロ モ ー タ ー を 同 定 す る 方 法 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 。 例
え ば 、 The Maize Handbook, Chapters 114-115, Freeling and Walbot, Eds. , Springer
, New York (1994); Corn and Corn Improvement, Pedition, Chapter 6, Sprague and D
udley, Eds. , American Society of Agronomy, Madison, Wisconsin (1988)参 照 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 植 物 の 形 質 転 換 の プ ロ ト コ ー ル は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 植 物 に 導 入 す る た め の プ ロ ト コ
ー ル と 同 様 に 、 形 質 転 換 の 標 的 と な る 植 物 も し く は 植 物 細 胞 の 種 類 、 す な わ ち 、 単 子 葉 も
し く は 双 子 葉 に よ っ て 異 な っ て い て も よ い 。 植 物 細 胞 に ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 導 入 し た 後 、
植 物 の ゲ ノ ム に 挿 入 す る 適 当 な 方 法 は 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン  (Crossway et al. (1
986) Biotechniques 4: 320-334)、 エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン (Riggs et al. (1986) Pro
c. Natl. Acad Sci. USA 83:5602- 5606） 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム を 介 し た 形 質 転 換 (Towns
end et al., 米 国 特 許 第 5,563,055号 )、 直 接 遺 伝 子 転 移 (Paszkowski et al. (1984) EMBO
 J. 3: 2717-2722)、 弾 道 粒 子 の 高 速 化 （ 例 え ば 、 Sanford et al., 米 国 特 許 第 4,945,050
号 ; Tomes et al. (1995) "Direct DNA Transfer into Intact Plant Cells via Micropr
ojectile Bombardment, "in 

, ed. Gamborg and Phillips (Springer-Verlag, Berlin); and McCabe et al. (198
8) Biotechnology 6: 923-926参 照 )を 含 む 。 Weissinger et al. (1988) Ann. Rev. Genet
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. 22: 421-477; Sanford et al. (1987) Particulate Science and Technology 5: 27-37
 (タ マ ネ ギ ); Christou et al. (1988) Plant Physiol. 87: 671- 674 (ダ イ ズ ); McCabe
 et al. (1988) BioTechnology 6: 923-926 (ダ イ ズ ); Finer and McMullen (1991) In V
itro Cell Dev. Biol. 2 7P: 175-182 (ダ イ ズ ); Singh et al. (1998) Theor. Appl. Ge
net. 96: 319-324 (ダ イ ズ ); Datta et al. (1990) Biotechnology 8: 736- 740 (rice);
 Klein et al. (1988) Proc. Natl. Acad Sci. USA 85: 4305-4309 (ト ウ モ ロ コ シ ); Kle
in et al. (1988) Biotechnology 6: 559-563 (ト ウ モ ロ コ シ ); Tomes, 米 国 特 許 第 5,240
,855号 ; Buising et al., 米 国 特 許 第 5,322,783号 お よ び 第 5,324,646号 ; Tomes et al. (
1995) "Direct DNA Transfer into Intact Plant Cells via Microprojectile Bombardme
nt, "in , ed. Gamborg (
Springer-Verlag, Berlin) (ト ウ モ ロ コ シ ); Klein et al. (1988) Plant Physiol. 91: 
440-444 (ト ウ モ ロ コ シ );Frommet al. (1990) Biotechnology 8: 833-839 (ト ウ モ ロ コ シ
); Hooykaas-Van Slogteren et al. (1984) Nature (London) 311: 763-764; Bowen et a
l., 米 国 特 許 第 5,736,369 (穀 物 ); Bytebieret al. (1987) Proc. Natl. Acad Sci. USA 
84:5345-5349 (ユ リ 科 ); De Wet et al. (1985) in 

, ed. Chapman et al. (Longman, New York), pp. 197-209 (pollen); Kae
ppleral. (1990) Plant Cell Reports 9: 415- 418 and Kaeppler et al. (1992) Theor.
 Appl. Genet. 84: 560- 566 (ウ ィ ス カ ー を 介 し た 形 質 転 換 ); D'Halluinet al. (1992) 
Plant Cell 4: 1495-1505 (エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン ); Li et al. (1993) Plant Cell 
Reports 12: 250-255 and Christou and Ford (1995) Annals of Botany 75: 407-413 (
コ メ ); Osjodaet al : (1996) Nature Biotechnology 14: 745-750 (ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム
・ チ ュ メ フ ァ シ エ ン ス （ Agrobacterium tumefaciens） を 介 し た ト ウ モ ロ コ シ )も 参 照 と し
、 そ れ ら の 全 て は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。  
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 改 変 さ れ た 植 物 を 、 従 来 の 方 法 に よ っ て 植 物 体 に 生 育 さ せ て も よ い 。 例 え ば 、 McCormic
k et al. (1986) Plant Cell. Reports: 81-84参 照 。 次 い で 、 こ れ ら の 植 物 は 、 生 育 し 、
同 じ 形 質 転 換 株 も し く は 異 な る 株 の い ず れ か と 受 粉 し 、 同 定 さ れ た 所 望 の 表 現 型 的 な 特 性
を 有 す る ハ イ ブ リ ッ ド を 生 じ て も よ い 。 ２ つ も し く は そ れ 以 上 の 世 代 を 生 育 さ せ て 、 目 的
の 表 現 型 的 な 特 性 が 安 定 し て 保 持 さ れ 、 継 承 さ れ る よ う に し て も よ く 、 こ の 時 、 収 穫 さ れ
た 種 子 は 、 所 望 の 表 現 型 的 も し く は 他 の 特 性 を 確 保 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】

　 本 発 明 の も う １ つ の 態 様 は 、 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る た め の 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム 、 特 に
、 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 中 の ド メ イ ン を 用 い た 、 遺 伝 子 発 現 を 抑 制 も し く は ダ ウ ン レ
ギ ュ レ ー ト す る た め の 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム に 関 す る 。 か か る シ ス テ ム （ 「 化 学 ス イ ッ チ
」 と も 呼 ば れ る ） は 、 遺 伝 子 発 現 が 調 節 さ れ て い る も し く は 制 御 さ れ て い る 、 時 期 も し く
は 場 所 を 操 作 す る た め の 、 さ ら な る 道 具 を 提 供 す る 。 簡 単 に 、 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム は 、
１ つ が 核 酸 結 合 ド メ イ ン を 有 す る も の で あ り 、 も う １ つ が 核 周 辺 部 結 合 ド メ イ ン を 有 す る
も の で あ る ２ つ の 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 細 胞 も し く は 生 物 へ 導 入 す る 。 こ れ ら の ２ つ の 融 合
タ ン パ ク 質 は 、 そ れ ぞ れ 、 １ つ も し く は そ れ 以 上 の ２ 価 の リ ガ ン ド に 特 異 的 に 結 合 す る 第
２ の ド メ イ ン を 有 す る 。 ２ つ の 融 合 タ ン パ ク 質 を 有 す る 細 胞 も し く は 生 物 へ 、 ２ 価 の リ ガ
ン ド が 導 入 さ れ る と 、 該 リ ガ ン ド は 、 そ の ３ つ の も の の 間 の 複 合 体 の 形 成 を 誘 発 す る ス イ
ッ チ と し て 働 く 。 そ の 後 、 こ の 複 合 体 は 、 一 度 形 成 さ れ る と 、 標 的 遺 伝 子 を 核 周 辺 部 と 会
合 さ せ て 、 遺 伝 子 発 現 を 抑 制 も し く は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト で き る こ と か ら 、 本 発 明 の キ メ
ラ タ ン パ ク 質 と 同 様 の 機 能 を す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 一 例 は 、 部 分 Ａ お よ び Ｂ を 有 す る ２ 価 の 化 学 リ ガ ン ド 、 Ａ Ｚ Ｐ お よ び 部 分 Ａ に 特 異 的 な
抗 体 （ も し く は か か る 抗 体 の 活 性 断 片 ） を コ ー ド す る 第 １ の 融 合 タ ン パ ク 質 、 な ら び に 核
周 辺 部 と 会 合 で き る ド メ イ ン お よ び 部 分 Ｂ に 特 異 的 な 抗 体 （ も し く は か か る 抗 体 の 活 性 断
片 ） を コ ー ド す る 第 ２ の 融 合 タ ン パ ク 質 に よ っ て 形 成 さ れ た 複 合 体 で あ る 。 ２ つ の 融 合 タ
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ン パ ク 質 を 、 同 じ 細 胞 に お い て 、 別 々 に 、 も し く は 協 調 し て 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 互
い に 結 合 し た 部 分 Ａ と 部 分 Ｂ を 含 む ２ 価 の 化 学 物 質 を 細 胞 ま た は 生 物 に 添 加 す る と 、 部 分
Ａ ま た は 部 分 Ｂ の い ず れ か に 対 す る 各 融 合 タ ン パ ク 質 の ア フ ィ ニ テ ィ ー に よ り 複 合 体 の 形
成 が も た ら さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の こ の 態 様 の 第 １ の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 標 的 遺 伝 子 に 関 連 し た ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 に 特 異 的 に 結 合 し う る 第 １ の ド メ イ ン 、 お よ び ２ 価 の リ ガ ン ド の 第 １ の 結 合 部 分
に 特 異 的 に 結 合 し う る 第 ２ の ド メ イ ン を 含 み 、 前 記 リ ガ ン ド が 細 胞 に よ っ て 取 り 込 ま れ う
る も の で あ り 、 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の ド メ イ ン は 互 い に 異 種 の も の で あ る 。 融 合 タ ン パ ク
質 の 第 １ ド メ イ ン は 、 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 第 １ ド メ イ ン と 同 じ も の で あ る 。 例 え
ば 、 第 １ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 第 １ ド メ イ ン は 、 Ｚ Ｆ Ｐ 、 Ａ Ｚ Ｐ 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー タ ン パ
ク 質 、 ヘ リ ッ ク ス － タ ー ン － ヘ リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 、 ヘ リ ッ ク ス － ル ー プ － ヘ リ ッ ク ス タ
ン パ ク 質 、 ホ メ オ ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 、 そ れ ら の タ ン パ ク 質 の い ず れ か の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 分
、 ま た は そ れ ら の い ず れ か の 組 み 合 わ せ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 同 様 に 、 標 的 遺 伝 子 に 関 連 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び 標 的 遺 伝 子 は 、 本 発 明 の キ メ
ラ タ ン パ ク 質 に つ い て 記 載 さ れ た も の と 同 じ で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の こ の 態 様 の 第 ２ の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 核 周 辺 部 と 会 合 す る こ と の で き る 第 １ ド
メ イ ン 、 お よ び ２ 価 の リ ガ ン ド の 第 ２ の 結 合 部 分 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と の で き る 第 ２ ド
メ イ ン を 含 み 、 前 記 第 １ ド メ イ ン は 、 前 記 第 ２ ド メ イ ン に 対 し て 異 種 の も の で あ る 。 こ れ
ら の 融 合 タ ン パ ク 質 の 第 １ ド メ イ ン は 、 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 第 ２ ド メ イ ン と 同 じ
も の で あ る 。 よ っ て 、 前 記 第 ２ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 第 １ ド メ イ ン は 、 核 周 辺 部 、 核 ラ ミ ナ
、 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 、 も し く は そ れ ら の い ず れ か の 組 み 合 わ せ と 結 合 す る も の で 、 好 ま し
く は 核 膜 結 合 タ ン パ ク 質 、 核 ラ ミ ナ 結 合 タ ン パ ク 質 、 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 、
そ れ ら の タ ン パ ク 質 の い ず れ か の 結 合 部 分 、 も し く は そ れ ら の い ず れ か の 組 み 合 わ せ で あ
る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 こ の 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム の 第 １ お よ び 第 ２ 融 合 タ ン パ ク 質 の 第 ２ ド メ イ ン は 、 そ れ ぞ
れ 、 ２ 価 の リ ガ ン ド の １ つ の 結 合 部 分 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 。 第 １ の 融 合 タ ン
パ ク 質 は 、 ２ 価 の リ ガ ン ド の 結 合 部 分 の １ つ （ 例 え ば 、 部 分 Ａ ） に 結 合 し 、 第 ２ の 融 合 タ
ン パ ク 質 は 、 ２ 価 の リ ガ ン ド の 他 の 結 合 部 分 （ 例 え ば 、 部 分 Ｂ ） に 結 合 す る 。 １ つ の 具 体
例 に お い て 、 そ れ ぞ れ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 第 ２ ド メ イ ン は 、 ２ 価 の リ ガ ン ド の そ れ ぞ れ の
結 合 部 分 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 抗 体 の 一 本 鎖 可 変 領 域 （ ｓ ｃ Ｆ Ｖ ） で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 部 分 Ａ お よ び Ｂ に つ い て は 、 多 く の 候 補 が 存 在 す る 。 基 準 は 、 該 部 分 が 、 十 分 に 抗 原 性
が あ り 、 当 該 部 分 に 特 異 的 な 抗 体 の 選 抜 が で き る こ と 、 お よ び ２ つ の 部 分 が 互 い に 結 合 し
て 、 細 胞 内 に 入 っ て 作 用 し て 、 複 合 体 の 形 成 を 媒 介 し う る 化 合 物 を 形 成 す る こ と で あ る 。
１ つ の 具 体 例 に お い て 、 部 分 Ａ は 、 例 え ば 、 以 下 に 示 す 構 造 ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　

を 有 し て い て も よ く 、 部 分 Ｂ は 、 例 え ば 、 以 下 に 示 す 構 造 ：
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【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
を 有 し て い て も よ く 、 部 分 Ａ お よ び Ｂ は 、 あ ら ゆ る 適 当 な 長 さ の 、 例 え ば 、 以 下 に 示 す ユ
ニ ッ ト ：
【 化 ３ 】
　
　
　
　
を 有 す る リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 細 胞 へ 入 る こ と が で き て 、 か つ 抗 体 を 産 生 さ せ る こ と の で き る 部 分 を 有 す る あ ら ゆ る 化
合 物 が 、 本 発 明 の ２ 価 の リ ガ ン ド の 態 様 に 適 当 で あ る 。 本 発 明 の こ の 具 体 例 は 、 ２ 価 の リ
ガ ン ド 存 在 下 に て 複 合 体 を 形 成 さ せ る こ と に よ っ て 、 核 周 辺 部 へ の 標 的 遺 伝 子 ド メ イ ン の
配 列 特 異 的 局 在 を 許 容 す る 。 ２ 価 の リ ガ ン ド の 不 在 の 場 合 、 三 次 構 造 は 形 成 さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 ２ つ の 連 結 し た 化 合 物 を 含 む 二 価 の 化 学 物 質 で あ る 、 化 学 ス
イ ッ チ が 使 用 さ れ る 。 こ れ ら の 化 合 物 は 、 短 い リ ン カ ー 、 例 え ば 、 CH 2 CH 2 に よ っ て 連 結 さ
れ た 、 抗 体 を 産 生 さ せ る こ と の で き る あ ら ゆ る 化 合 物 で あ っ て も よ い 。 １ つ の 好 ま し い 具
体 例 に お い て 、 一 本 鎖 抗 体 （ 例 え ば 、 一 本 鎖 Ｆ ｖ （ ｓ ｃ Ｆ ｖ ） ） は 、 二 価 の 化 学 物 質 の １
部 分 に 結 合 し て 、 そ れ を 核 酸 結 合 ド メ イ ン に 連 結 す る 。 二 価 の 化 学 物 質 の 他 の 部 分 は 、 核
周 辺 部 と 会 合 も し く は 結 合 す る こ と の で き る タ ン パ ク 質 の ド メ イ ン を 認 識 し て 結 合 す る 、
第 ２ の １ 本 鎖 抗 体 、 例 え ば 、 一 本 鎖 Ｆ ｖ （ ｓ ｃ Ｆ ｖ ） に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 も う １ つ の 具 体 例 に お い て 、 ２ つ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 第 ２ ド メ イ ン は 、 変 異 型 Ｓ － タ グ
お よ び Ｓ － タ ン パ ク 質 （ 以 下 に 記 載 ） で あ っ て 、 小 さ な 分 子 も し く は 化 学 物 質 の 存 在 下 で
の み 、 そ れ ぞ れ と 結 合 で き る も の で あ っ て も よ い 。 従 っ て 、 こ の 小 分 子 は 、 ２ 価 の リ ガ ン
ド と し て 働 き 、 ２ つ の 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 核 周 辺 部 に 局 在 す る 単 一 の 複 合 体 に し て 、 遺 伝
子 抑 制 も し く は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 こ の 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム を 、 時 間 的 も し く は 空 間 的 な 様 式 で 、 標 的 遺 伝 子 の 抑 制 を 調
節 す る た め の 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 特 に 、 該 方 法 は 、 標 的 遺 伝 子 に 関 連 し
た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 標 的 核 酸 を 含 む 細 胞 ま た は 生 物 を 、 本 発 明 の 分 子 ス イ ッ チ シ
ス テ ム （ 本 セ ク シ ョ ン に お い て 記 載 さ れ て い る ） と 接 触 さ せ る こ と 、 次 い で 、 融 合 タ ン パ
ク 質 と の 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る 時 期 ま た は 位 置 に お い て 、 細 胞 ま た は 生 物 を 適 当 な ２
価 の リ ガ ン ド と 接 触 さ せ 、 そ の こ と に よ り 、 核 周 辺 部 へ の そ の 局 在 に よ っ て 標 的 遺 伝 子 の
発 現 を 抑 制 ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る こ と を 包 含 す る 。 キ メ ラ タ ン パ ク 質 と 同 様 に 、
分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 と し て 、 １ つ も し く は そ れ 以 上 の
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る １ つ も し く は そ れ 以 上 の 核 酸 と し て 、 も し く は そ れ ら の 組 み 合 わ
せ と し て 、 細 胞 ま た は 生 物 に 導 入 さ れ て も よ い 。 １ つ の 核 酸 が 融 合 タ ン パ ク 質 の 送 達 の た
め に 使 用 さ れ る 場 合 、 そ れ ぞ れ の タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 協 調 し て も し く は 独 立 し て 制 御 さ
れ る こ と が で き る 。 同 様 に 、 該 方 法 は 、 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 使 用 す る 方 法 に つ い
て 企 図 さ れ た も の と 同 じ 標 的 遺 伝 子 に 有 効 で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
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　 キ メ ラ タ ン パ ク 質 に つ い て 前 に 説 明 し た よ う に 、 該 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 発 現 、 単 離 お よ
び 生 成 さ せ る こ と が で き る 。 同 様 に 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 に つ い て 前 に 説 明 し た よ う に 、 そ
れ ら を 細 胞 ま た は 生 物 へ 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】

　 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム は 、 標 的 遺 伝 子 の 抑 制 解 除 の た め の 、 す な わ ち 、 現 在 抑 制 さ れ て
い る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 活 性 化 す る た め の 、 制 御 さ れ た 調 節 を 許 容 す る 、 も う １ つ の 形 式
に て 提 供 さ れ る こ と が で き る 。 本 発 明 の こ の 態 様 に お い て 、 「 ス イ ッ チ 」 は 、 ２ つ の 融 合
タ ン パ ク 質 感 の 相 互 作 用 を な く す （ セ ク シ ョ ン Ｄ に あ る よ う に 、 相 互 作 用 を 促 進 す る よ り
も む し ろ ） た め に 使 用 さ れ る 。 さ ら に 、 こ れ ら の シ ス テ ム （ 「 化 学 ス イ ッ チ 」 と も 呼 ば れ
る ） は 、 遺 伝 子 発 現 が 調 節 も し く は 制 御 さ れ る 時 期 ま た は 場 所 を 操 作 す る た め の 、 も う １
つ の 道 具 を 提 供 す る 。 簡 単 に は 、 該 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム は 、 一 方 が 核 酸 結 合 ド メ イ ン を
有 す る も の で あ り 、 他 方 が 核 周 辺 部 結 合 ド メ イ ン を 有 す る も の で あ る 、 ２ つ の 融 合 タ ン パ
ク 質 を 、 細 胞 ま た は 生 物 へ 導 入 す る 。 こ れ ら の ２ つ の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 そ れ ぞ れ 、 互 い
に 特 異 的 に 結 合 す る 第 ２ ド メ イ ン 、 例 え ば 、 互 い の 結 合 パ ー ト ナ ー で あ る 第 ２ ド メ イ ン を
有 す る 。 こ の シ ス テ ム に お い て 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 導 入 に よ っ て 、 核 周 辺 部 に 局 在 し て 、
会 合 し た 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 も し く は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る 複 合 体 が 形 成 さ れ る 。
化 学 ス イ ッ チ が 、 所 望 の 時 期 の 細 胞 も し く は 生 物 に （ も し く は 特 定 の 細 胞 の 種 類 に ） 導 入
さ れ る と 、 複 合 体 を 分 裂 さ せ 、 抑 制 状 態 を 解 く 働 き を す る 、 す な わ ち 、 該 化 学 ス イ ッ チ の
存 在 が 、 標 的 遺 伝 子 の 抑 制 解 除 を 引 き 起 こ す 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の こ の 態 様 の 第 １ の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 標 的 遺 伝 子 と 関 連 し た ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 特 異 的 に 結 合 す る こ と の で き る 第 １ ド メ イ ン 、 お よ び ２ 価 の リ ガ ン ド の 第 二 の
結 合 部 分 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と の で き る 第 ２ ド メ イ ン を 含 み 、 前 記 第 １ ド メ イ ン は 前 記
第 ２ ド メ イ ン に 対 し て 異 種 で あ る 。 こ れ ら の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 セ ク シ ョ ン Ｄ に 記 載 さ れ
た も の と は 異 な る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 の 第 １ ド メ イ ン は 、 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 第 １ ド メ イ ン と 同 じ も
の で あ る 。 例 え ば 、 第 １ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 第 １ ド メ イ ン は 、 Ｚ Ｆ Ｐ 、 Ａ Ｚ Ｐ 、 ロ イ シ ン
ジ ッ パ ー タ ン パ ク 質 、 ヘ リ ッ ク ス － タ ー ン － ヘ リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 、 ヘ リ ッ ク ス － ル ー プ
－ ヘ リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 、 ホ メ オ ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 、 そ れ ら の タ ン パ ク 質 の い ず れ か の
Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 分 、 ま た は そ れ ら の い ず れ か の 組 み 合 わ せ で あ っ て も よ い 。 同 様 に 、 標 的 遺
伝 子 に 関 連 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び 標 的 遺 伝 子 は 、 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 に つ
い て 記 載 さ れ た も の と 同 じ も の で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 の こ の 態 様 の 第 ２ の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 核 周 辺 部 と 会 合 す る こ と の で き る 第 １ ド
メ イ ン 、 お よ び 前 記 第 １ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 第 ２ ド メ イ ン の 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 第 ２ ド
メ イ ン を 含 み 、 前 記 第 １ ド メ イ ン は 前 記 第 ２ ド メ イ ン に 対 し て 異 種 で あ る 。 こ れ ら の 第 ２
の 融 合 タ ン パ ク 質 の 第 １ ド メ イ ン は 、 本 発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 第 ２ ド メ イ ン と 同 じ も
の で あ る 。 よ っ て 、 前 記 第 ２ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 第 １ ド メ イ ン は 、 核 周 辺 部 、 核 ラ ミ ナ 、
ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 、 も し く は そ れ ら の い ず れ か の 組 み 合 わ せ と 結 合 す る も の で 、 好 ま し く
は 、 核 膜 結 合 タ ン パ ク 質 、 核 ラ ミ ナ 結 合 タ ン パ ク 質 、 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 、
そ れ ら の タ ン パ ク 質 の い ず れ か の 結 合 部 分 、 も し く は そ れ ら の い ず れ か の 組 み 合 わ せ で あ
る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 こ の 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム の 第 １ お よ び 第 ２ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 第 ２ ド メ イ ン は 、 そ れ
ぞ れ 、 互 い に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 。 第 ２ ド メ イ ン の 一 例 は 、 Ｓ － タ グ ／ Ｓ － タ
ン パ ク 質 系 [Kim et al.(1993) Protein Sci. 3: 348- 356]に よ っ て 示 さ れ る 。 Ｓ － タ グ
は 、 短 い ペ プ チ ド （ １ ５ ア ミ ノ 酸 ） で あ り 、 Ｓ － タ ン パ ク 質 は 小 さ な タ ン パ ク 質 （ １ ０ ４
ア ミ ノ 酸 ） で あ り 、 ２ つ の 融 合 タ ン パ ク 質 の い ず れ か の 第 ２ ド メ イ ン と し て 、 互 換 的 に 使
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用 さ れ る こ と が で き る 。 Ｓ － タ グ と Ｓ － タ ン パ ク 質 複 合 体 の 親 和 性 は 、 高 い （ Ｋ ｄ ＝ １ ｎ
Ｍ ） 。 そ の 場 合 、 化 学 ス イ ッ チ も し く は リ ガ ン ド は 、 Ｓ － タ グ お よ び Ｓ － タ ン パ ク 質 間 の
相 互 作 用 を な く す こ と の で き る 分 子 で あ る 。 例 え ば 、 遊 離 も し く は 抱 合 化 さ れ た Ｓ － タ グ
タ ン パ ク 質 は 、 化 学 ス イ ッ チ と し て 働 く か も し れ な い 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 こ の 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム を 、 時 間 的 も し く は 空 間 的 な 様 式 で 、 標 的 遺 伝 子 の 抑 制 を 調
節 す る た め の 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 特 に 、 該 方 法 は 、 本 発 明 の 分 子 ス イ ッ
チ シ ス テ ム （ 本 セ ク シ ョ ン に お い て 記 載 さ れ て い る ） と 、 標 的 遺 伝 子 と 関 連 し た ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 有 す る 標 的 核 酸 を 含 む 細 胞 ま た は 生 物 を 接 触 さ せ る こ と 、 つ い で 、 第 １ お よ び
第 ２ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 会 合 を 分 裂 さ せ る 時 期 も し く は 位 置 に お い て 、 細 胞 ま た は 生 物 を
リ ガ ン ド と 接 触 さ せ 、 そ の こ と に よ り 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 の 抑 制 を 解 除 す る こ と を 包 含 す
る 。 キ メ ラ タ ン パ ク 質 と 同 様 に 、 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質
と し て 、 １ つ も し く は そ れ 以 上 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る １ つ も し く は そ れ 以 上 の 核 酸 と
し て 、 も し く は そ れ ら の 組 み 合 わ せ と し て 、 細 胞 ま た は 生 物 に 導 入 さ れ て も よ い 。 １ つ の
核 酸 が 融 合 タ ン パ ク 質 の 送 達 の た め に 使 用 さ れ る 場 合 、 そ れ ぞ れ の タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、
協 調 し て も し く は 独 立 し て 制 御 さ れ る こ と が で き る 。 同 様 に 、 該 方 法 は 、 本 発 明 の キ メ ラ
タ ン パ ク 質 を 使 用 す る 方 法 に つ い て 企 図 さ れ た も の と 同 じ 標 的 遺 伝 子 に 有 効 で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 該 融 合 タ ン パ ク 質 も 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 に つ い て 前 に 記 載 さ れ た よ う に 、 発 現 、 単 離 お
よ び 生 成 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 そ れ ら を 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 に つ い て 前 に 記 載 さ れ
た よ う に 、 細 胞 ま た は 生 物 へ 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　
　 キ メ ラ タ ン パ ク 質 、 分 子 ス イ ッ チ シ ス テ ム （ セ ク シ ョ ン Ｄ も し く は Ｅ に お い て 提 供 さ れ
る ） 、 様 々 な （ セ ク シ ョ ン Ｄ も し く は Ｅ の ） 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は 本 発 明 の 他 の タ ン パ
ク 質 も し く は シ ス テ ム の い ず れ か を コ ー ド す る 核 酸 の 治 療 製 剤 は 、 所 望 の 純 度 を 有 す る そ
れ ら の 実 体 を 、 任 意 の 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 も し く は 安 定 剤 (Remington's P
harmaceutical Sciences16th edition, Osol, A. Ed. (1980) )と 混 合 す る こ と に よ っ て
、 凍 結 乾 燥 さ れ た 製 剤 も し く は 水 性 溶 液 の 形 に て 、 貯 蔵 の た め に 調 製 さ れ る 。 許 容 さ れ る
担 体 、 賦 形 剤 も し く は 安 定 剤 は 、 使 用 さ れ る 用 量 ま た は 濃 度 に て 、 レ シ ピ エ ン ト に 対 し て
無 毒 で あ り 、 リ ン 酸 、 ク エ ン 酸 も し く は 他 の 有 機 酸 の ご と き バ ッ フ ァ ー ； ア ス コ ル ビ ン 酸
お よ び メ チ オ ニ ン を 含 む 抗 酸 化 剤 ； 保 存 料 （ 例 え ば 、 オ ク タ デ シ ル ジ メ チ ル ベ ン ジ ル 塩 化
ア ン モ ニ ウ ム ； 塩 化 ヘ キ サ メ ト ニ ウ ム ； 塩 化 ベ ン ズ ア ル コ ニ ウ ム ， 塩 化 ベ ン ゼ ト ニ ウ ム ；
フ ェ ノ ー ル ， ブ チ ル も し く は ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル ； メ チ ル も し く は プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン の ご
と き ア ル キ ル パ ラ ベ ン ； カ テ コ ー ル ； レ ソ ル シ ノ ー ル ； シ ク ロ ヘ キ サ ノ ー ル ； ３ － ペ ン タ
ノ ー ル ； お よ び ｍ － ク レ ゾ ー ル ） ； 低 分 子 量 （ 約 １ ０ 残 基 以 下 ） の ポ リ ペ プ チ ド ； 血 清 ア
ル ブ ミ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 も し く は イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の ご と き タ ン パ ク 質 ； ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ
ド ン の ご と き 親 水 性 ポ リ マ ー ； グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ル
ギ ニ ン 、 も し く は リ ジ ン の ご と き ア ミ ノ 酸 ； 単 糖 類 、 二 糖 類 、 お よ び グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ
ー ス も し く は デ キ ス ト リ ン を 含 む 炭 水 化 物 ； Ｅ Ｄ Ｔ Ａ の ご と き キ レ ー ト 剤 ； シ ョ 糖 、 マ ン
ニ ト ー ル 、 ト レ ハ ロ ー ス も し く は ソ ル ビ ト ー ル の ご と き 糖 ； ナ ト リ ウ ム の ご と き 塩 形 成 対
イ オ ン （ salt-forming counter-ions） ； 金 属 複 合 体 （ 例 え ば 、 Zn－ タ ン パ ク 質 複 合 体 ）
； お よ び ／ ま た は Ｔ Ｗ Ｅ Ｅ Ｎ （ 商 標 ） 、 Ｐ Ｌ Ｕ Ｒ Ｏ Ｎ Ｉ Ｃ Ｓ （ 商 標 ） も し く は ポ リ エ チ レ
ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） の ご と き 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 包 含 し う る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 明 細 書 中 の 製 剤 は 、 治 療 さ れ る 特 定 の 徴 候 に 必 要 な 、 １ つ よ り 多 く の 化 合 物 、 好 ま し
く は 、 互 い に 悪 影 響 を 与 え な い 、 相 補 的 な 活 性 を 有 す る も の も 含 ん で も よ い 。 か か る 分 子
は 、 適 当 に は 、 企 図 さ れ た 目 的 を 達 成 す る た め に 効 果 的 な 量 の 組 み 合 わ せ に て 存 在 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 活 性 の あ る 成 分 は 、 例 え ば 、 コ ア セ ル ベ ー シ ョ ン 技 術 に よ っ て 、 ま た は 、 界 面 重 合 、 例
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え ば 、 ヒ ド ロ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス も し く は ゼ ラ チ ン － マ イ ク ロ カ プ セ ル お よ び ポ リ － （
メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） マ イ ク ロ カ プ セ ル 、 そ れ ぞ れ に よ っ て 、 コ ロ イ ド 状 薬 物 送 達 系 （
例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 、 ア ル ブ ミ ン マ イ ク ロ ス フ ェ ア 、 マ イ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン 、 ナ ノ 粒 子 お
よ び ナ ノ カ プ セ ル ） ま た は マ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン に て 、 調 製 さ れ た マ イ ク ロ カ プ セ ル 中 に 閉
じ こ め て も よ い 。 か か る 技 術 は 、 ,16th edition, 
Osol, A. Ed. (1980)に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ 投 与 に 使 用 さ れ る 製 剤 は 、 滅 菌 さ れ る 。 こ れ は 、 滅 菌 フ ィ ル タ ー を 通 し
た ろ 過 に よ っ て 容 易 に 達 成 さ れ る が 、 活 性 成 分 の 活 性 が 消 失 も し く は 変 化 し な い の で あ れ
ば 、 他 の 滅 菌 方 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 徐 放 性 製 剤 が 、 調 製 さ れ て も よ い 。 徐 放 性 製 剤 の 適 当 な 例 は 、 マ ト リ ク ス が 成 形 物 の 形
で あ る ポ リ ペ プ チ ド 変 種 を 含 む 固 体 疎 水 性 ポ リ マ ー の 半 透 性 マ ト リ ク ス を 含 む 。 徐 放 性 製
剤 の 例 は 、 ポ リ エ ス テ ル 、 ヒ ド ロ ゲ ル （ 例 え ば 、 ポ リ （ ２ － ヒ ド ロ キ シ エ チ ル － メ タ ク リ
レ ー ト ） 、 も し く は 、 ポ リ （ ビ ニ ル ア ル コ ー ル ） ） 、 ポ リ 乳 酸 （ 米 国 特 許 第 3,773, 919号
） 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 と Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 エ チ ル の 共 重 合 体 、 非 分 解 性 エ チ レ ン － 酢 酸 ビ
ニ ル 、 LUPRON DEPOT（ 商 標 ） （ 乳 酸 － グ リ コ ー ル 酸 共 重 合 体 お よ び 酢 酸 リ ュ ー プ ロ リ ド か
ら な る 注 射 可 能 な マ イ ク ロ ス フ ェ ア ） の ご と き 分 解 性 乳 酸 － グ リ コ ー ル 酸 共 重 合 体 、 お よ
び ポ リ － Ｄ － （ － ） － ３ － ヒ ド ロ キ シ 酪 酸 を 含 む 。 エ チ レ ン 酢 酸 ビ ニ ル お よ び 乳 酸 － グ リ
コ ー ル 酸 共 重 合 体 の ご と き 重 合 体 は 、 １ ０ ０ 日 間 以 上 分 子 を 放 出 す る こ と が で き る が 、 あ
る ヒ ド ロ ゲ ル は 、 短 い 時 間 タ ン パ ク 質 を 放 出 す る 。 合 理 的 な 戦 略 を 、 必 要 な 機 構 に 依 存 し
た 安 定 化 に つ い て 考 案 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 集 合 機 構 が 、 チ オ ー ル － ジ ス ル フ ィ ド
の 互 換 を 介 し た 、 分 子 内 の Ｓ － Ｓ 結 合 で あ る こ と が 発 見 さ れ る な ら ば 、 安 定 化 は 、 メ ル カ
プ ト 残 基 の 修 飾 、 酸 性 溶 液 か ら の 凍 結 乾 燥 、 水 分 量 の 制 御 、 適 当 な 添 加 物 の 使 用 、 お よ び
特 定 の ポ リ マ ー マ ト リ ク ス 組 成 物 の 開 発 に よ っ て 達 成 さ れ る か も し れ な い 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 、 あ ら ゆ る 医 薬 組 成 物 中 に 含 ま れ る 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 、 分 子 ス イ ッ チ
シ ス テ ム （ セ ク シ ョ ン Ｄ も し く は Ｅ に 記 載 ） 、 様 々 な 融 合 タ ン パ ク 質 （ セ ク シ ョ ン Ｄ も し
く は Ｅ の ） ま た は 本 発 明 の そ れ ら の タ ン パ ク 質 も し く は シ ス テ ム の い ず れ か を コ ー ド す る
核 酸 の 量 、 な ら び に 企 図 さ れ た 使 用 の た め の 適 正 投 与 量 を 、 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ １ ４ 】
　 こ の 出 願 の 中 で 、 様 々 な 出 版 物 、 特 許 お よ び 特 許 出 願 が 参 照 さ れ て い る 。 こ れ ら の 出 版
物 、 特 許 お よ び 特 許 出 願 の 教 示 お よ び 開 示 は 、 参 照 に よ り 、 全 体 と し て 、 本 出 願 に 組 み 込
ま れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 発 明 の 本 質 に お け る 変 化 が 行 わ れ う る こ と が 当 業 者 に よ っ て 理 解
さ れ 、 期 待 さ れ る が 、 か か る 修 正 、 変 化 お よ び 置 換 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る と さ れ
る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ １ ６ 】
　 実 施 例 １
　 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ の 抑 制
　 ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 増 殖 因 子 Ａ （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ ） 遺 伝 子 の 発 現 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る
た め に 、 ５ ２ ４ ア ミ ノ 酸 の マ ウ ス Ｇ Ｃ Ｌ タ ン パ ク 質 [Leatherman et al.(2000)]を 含 む キ
メ ラ タ ン パ ク 質 （ Ｃ Ｐ １ － ｖ ｅ ｇ ｆ ） 、 お よ び 配 列 5'-GTG TGG GTG AGT GAG TGT G-3'（
配 列 番 号 ７ ） を 標 的 と し た Ａ Ｚ Ｐ を コ ー ド す る 組 み 換 え 構 築 物 を 調 製 す る 。 も う １ つ の キ
メ ラ タ ン パ ク 質 （ Ｃ Ｐ ２ － ｖ ｅ ｇ ｆ ） を コ ー ド す る 第 ２ の 構 築 物 を 、 同 じ マ ウ ス Ｇ Ｃ Ｌ タ
ン パ ク 質 お よ び 配 列 5'-GGG GCT GGG GGC GGT GTC T-3'（ 配 列 番 号 ８ ） を 標 的 と し た Ａ Ｚ
Ｐ を 用 い て 調 製 す る 。 標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー
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配 列 に 由 来 す る [Tischer et al. (1991) J. Biol. Chem. 266:11947-11954]。 Ａ Ｚ Ｐ は 、
６ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー を 有 し 、 そ れ ぞ れ が フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 -Pro-Tyr-Lys-Cys-Pro-G
lu-Cys-Gly-Lys-Ser-Phe-Ser-Z- 1 -Ser-Z 2 -Z 3 -Leu-Gln-Z 6 -His-Gln-Arg-Thr-His-Thr-Gly-
Glu-Lys-（ 配 列 番 号 ３ ） を 伴 っ て い る ； そ れ ぞ れ の フ レ ー ム ワ ー ク は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の 付
加 な く 、 次 に 結 合 し て い る 。 Ｃ Ｐ １ － ｖ ｅ ｇ ｆ お よ び Ｃ Ｐ ２ － ｖ ｅ ｇ ｆ へ の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 特
異 性 を 決 定 す る 残 基 （ Ｚ － １ 、 Ｚ ２ 、 Ｚ ３ お よ び Ｚ ６ ） の 同 定 を 表 ３ に 示 す 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 抑 制 活 性 を 試 験 す る た め に 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 構 築 物 を 、 組 織 球 性 リ ン パ 腫 細 胞 株 Ｕ －
９ ３ ７ へ 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ ネ イ テ ィ ブ プ ロ モ ー タ ー 調 節 下 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 レ ポ
ー タ ー を 含 む ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド と 共 に 、 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト
（ co-transfect） す る 。 こ の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド は 、 ル シ フ ェ ラ
ー ゼ 遺 伝 子 の 上 流 に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 遺 伝 子 の － ２ ２ ７ ９ か ら ＋ １ ０ ４ １ ま で の ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む [Liu et al. (2001) J. Biol. Chem. 276:11323-11334]。 正 の 対 照 に つ い て は 、
Ｕ － ９ ３ ７ 細 胞 を 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド 単 独 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト
す る か 、 ま た は ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド 、 な ら び に Ｇ Ｃ Ｌ お よ び 関 連
し な い 標 的 配 列 の た め の Ａ Ｚ Ｐ （ も し く は 他 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン ） の キ メ ラ タ ン パ ク 質
構 築 物 （ タ ン パ ク 質 と し て 、 も し く は 核 酸 と し て ） で 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 対 照 の
レ ベ ル に 比 べ て ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 が 減 少 す る こ と は 、 Ｃ Ｐ １ － ｖ ｅ ｇ ｆ お よ び Ｃ Ｐ ２ －
ｖ ｅ ｇ ｆ が Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ プ ロ モ ー タ ー 活 性 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る こ と を 示 す 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 あ る い は 、 Ｃ Ｐ １ － ｖ ｅ ｇ ｆ も し く は Ｃ Ｐ ２ － ｖ ｅ ｇ ｆ タ ン パ ク 質 で 細 胞 を 処 理 す る こ
と に よ っ て 、 ま た は 、 Ｃ Ｐ １ － ｖ ｅ ｇ ｆ も し く は Ｃ Ｐ ２ － ｖ ｅ ｇ ｆ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 核 酸 で Ｕ － ９ ３ ７ 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 技 術 に よ り 内 在 性 Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 抑 制 活 性 を 測 定 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ １ ９ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ ０ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 １ つ も し く は そ れ 以 上 の 標 的 遺 伝 子 を 核 周 辺 部 の 近 傍 に 導 く た め の 、 本
発 明 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 用 い た 、 単 量 体 お よ び 重 合 体 の 遺 伝 子 抑 制 を 図 示 す る 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 11月 16日 (2004.11.16)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】
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