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一种异源转录激活因子，所述异源转录激活

因子包含DNA靶向域，优选无催化活性的DNA靶向

蛋白，例如CRISPR‑Cas蛋白，以及包含至少一个

本文所述的反式激活域或其功能变体的效应域。

本文还提供了编码或表达所述转录激活因子的

表达构建体、载体和细胞，以及用于靶基因的转

录激活的系统和方法，以及用于其制备和使用的

组合物、试剂盒和试剂。
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1.一种异源转录激活因子，所述转录激活因子包含：

DNA靶向域，任选地无酶活性的CRISPR‑CAS蛋白、锌指DNA结合域、tet阻遏物或转录激

活因子样效应物(TALE)DNA结合域；和

效应域，所述效应域包含：

至少一种反式激活域(TAD)或其功能变体，所述TAD选自表2或表6、任选地表6中列出的

TAD，或

选自表1或表3中列出的TAD的至少两种TAD或其功能变体，优选地选自表4、或表5或表6

中列出的TAD的至少一种TAD和/或其功能变体，

其中所述DNA靶向域和所述效应域可操作地连接。

2.如权利要求1所述的转录激活因子，其中所述效应域包含选自表1或表3中列出的TAD

的至少三种或至少4种反式激活域或其功能变体。

3.如权利要求1或权利要求2所述的转录激活因子，所述转录激活因子还包含至少一种

相互作用组分。

4.如权利要求1至3中任一项所述的转录激活因子，其中所述DNA靶向域和效应域是单

一多肽的域。

5.如权利要求3所述的转录激活因子，所述转录激活因子包含：

包含所述DNA靶向域和第一相互作用组分的第一多肽，和

包含效应域和第二相互作用组分的第二多肽，

其中所述第一和第二相互作用组分在合适的条件下相互作用。

6.如权利要求5所述的转录激活因子，其中所述第一和第二相互作用组分形成在诱导

条件下相互作用的诱导型异源二聚体对，任选地ABI1和PYL1。

7.如权利要求1至6中任一项所述的转录激活因子，其中所述DNA靶向域包含锌指域。

8.如权利要求1至7中任一项所述的转录激活因子，其中所述效应域包含选自SEQ  ID 

NO:103、104、105、106、167和185的TAD中的任一者的至少一种TAD，任选地选自SEQ  ID  NO:

90、91、46、47、101‑106、110、116‑119、156、157、159、162、165、166、167和172的TAD中的任一

者的至少一种TAD。

9.如权利要求1至8中任一项所述的转录激活因子，所述转录激活因子还包含一种或多

种核定位信号(NLS)，任选地SV40  NLS。

10.如权利要求1至9中任一项所述的转录激活因子，其中所述效应域包含SEQ  ID  NO:

121、123、125、127、129、131、133、135、174、176、178、180或182，或与其中的TAD具有至少

80％、85％、90％、95％或99％序列同一性的氨基酸序列。

11.一种分离的核酸，所述核酸编码如权利要求1至10中任一项所述的转录激活因子或

如权利要求1至10中任一项所述的效应域。

12.一种表达构建体，所述表达构建体包含可操作地连接至一个或多个启动子和一个

或多个转录终止位点的如权利要求11所述的核酸。

13.一种载体，所述载体包含如权利要求11所述的核酸或如权利要求12所述的表达构

建体，任选地其中所述载体是腺病毒或慢病毒载体。

14.一种细胞，所述细胞包含如权利要求1至10中任一项所述的转录激活因子、如权利

要求11所述的核酸、如权利要求12所述的表达构建体或如权利要求13所述的载体。
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15.一种转录激活系统，所述转录激活系统包含：

a)如权利要求1至10中任一项所述的异源转录激活因子，其中所述DNA靶向域包含

CRISPR‑Cas蛋白，和

b)至少一种gRNA。

16.如权利要求15所述的转录激活系统，其中所述至少一种gRNA靶向基因的调节元件，

任选地所述调节元件是启动子区域、增强子区域或远端调节位点。

17.一种激活细胞中靶基因的转录的方法，所述方法包括：

a)将如权利要求1‑10中任一项所述的转录激活因子、如权利要求11所述的核酸、如权

利要求12所述的表达构建体或如权利要求13所述的载体引入所述细胞中；以及

b)在合适的条件下培养所述细胞以使得所述效应域激活所述靶基因的转录。

18.如权利要求17所述的方法，其中所述DNA靶向域包含CRISPR‑Cas蛋白，所述方法还

包括将至少一种gRNA引入所述细胞中，以及在合适的条件下培养所述细胞以使得所述至少

一种gRNA与所述CRISPR‑Cas蛋白缔合，从而将所述转录激活因子引导至CRISPR靶位点。

19.一种筛选测定，所述测定包括：

a)将如权利要求1至10中任一项所述的转录激活因子、如权利要求11所述的一种或多

种核酸、如权利要求12所述的一种或多种表达构建体或如权利要求13所述的一种或多种载

体引入多个细胞中，其中所述DNA靶向域包含CRISPR‑Cas蛋白和多种gRNA；或将多种gRNA引

入根据权利要求14所述的细胞的群中，其中所述DNA靶向域包含CRISPR‑Cas蛋白；

b)培养所述多个细胞以使得所述一种或多种gRNA与所述CRISPR‑Cas蛋白缔合并且将

所述转录激活因子引导至CRISPR靶位点，以使得所述效应域激活靶基因的转录；

c)任选地用一定量的测试药物或毒素进行处理；

d)任选地培养所述多个细胞一段时间以允许gRNA丢失或富集；以及

e)收集所述多个细胞或其子集。

20.如权利要求19所述的测定，其中所述方法还包括鉴定在所述多个细胞或其子集中

过度表现或表现不足的一种或多种gRNA。

21.一种组合物，所述组合物包含如权利要求1至10中任一项所述的转录激活因子、如

权利要求11所述的核酸、如权利要求12所述的表达构建体、如权利要求13所述的载体或如

权利要求14所述的细胞。

22.一种试剂盒，所述试剂盒包括小瓶和如权利要求1至9中任一项所述的异源转录激

活因子、如权利要求11所述的核酸、如权利要求12所述的表达构建体、如权利要求13所述的

载体、如权利要求14所述的细胞或如权利要求21所述的组合物和任选的以下中的一者或多

者：诱导剂、gRNA或gRNA表达构建体。
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反式激活因子以及其方法和用途

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本公开要求2021年7月14日提交的美国专利申请第63/221 ,611号的优先权，其内

容以引用的方式整体并入本文中。

技术领域

[0003] 本公开涉及用于转录激活的试剂和方法，并且特别涉及转录激活因子中的异源反

式激活因子域用于靶向转录激活的用途。

[0004] 引言

[0005] 蛋白质编码基因的转录通过以序列特异性方式结合DNA的转录因子(TF)、从启动

子启动转录的RNA聚合酶II机制以及调节染色质结构并充当TF与RNA  pol  II之间的桥梁的

多种染色质相关因子和复合物的协调相互作用来协调(Cramer,2019)。人类基因组编码参

与转录调节各个阶段的数千种蛋白质，并且诸如ChIP‑seq等方法的现成可用性揭示了不同

条件下数百种因子的基因组结合位点(The  ENCODE  Project  Consortium等人,2020)。与此

同时，系统研究已经表征或推断了约四分之三的人类TF的DNA结合特异性(Badis等人 ,

2009；Jolma等人,2013；Lambert等人,2018；Najafabadi等人,2015；Weirauch等人,2014)。

类似地，相互作用蛋白质组学方法发现了许多染色质相关蛋白，并且表征了人类细胞中转

录调节复合物的组成(Gao等人 ,2012；Huttlin等人 ,2020；Lambert等人 ,2019；Li等人 ,

2015；Marcon等人,2014；Mashtalir等人,2018)。

[0006] 然而，由于这些方法提供的因果见解有限，TF和染色质相关因子是否以及如何促

进转录激活或阻遏(或通过其它方式调节染色质状态)仍然很大程度上未知。例如，ChIP‑

seq实验中观察到的绝大多数基因组结合位点与转录事件没有因果关系。也就是说，给定转

录调节因子的敲低或敲除不会影响所述调节因子所结合的大多数基因的转录。另一方面，

基于序列的转录调节因子注释一直具有挑战性，因为大多数转录效应功能是由简并线性基

序而不是折叠和保守的蛋白质域编码的(Arnold等人,2018；Erijman等人,2020；Sigler,

1988；Staller等人,2021)。

[0007] 人工募集，也称为激活因子旁路，是在限定背景下表征不同蛋白质转录效应的有

效方法(Ptashne和Gann,1997；Sadowski等人,1988)。在这种方法中，通过将蛋白质融合至

特征明确的TF(例如Gal4或TetR)的DNA结合域，将蛋白质或其片段异位募集至报告基因。限

定背景减轻了内源基因调节带来的挑战，在内源基因调节中，多种因子协同结合调节元件，

阻碍了因果推理。传统上，人工募集已用于鉴定个体转录调节因子中的转录激活因子或反

式激活域(TAD)(Ptashne和Gann,1997)。然而，最近的研究通过将果蝇或酵母中的大量调节

因子单独系连至报告基因来表征其转录效应(Keung等人,2014；Stampfel等人,2015)。由于

阵列格式的可扩展性有限，这些研究侧重于已知的调节因子，而不是潜在的新因子。此外，

经典模式生物缺乏若干对哺乳动物基因表达至关重要的调节机制和层次，例如增强子(酵

母)或DNA甲基化(酵母和果蝇)。最近，Tycko和其同事实施了一种无偏的合并筛选策略来表

征注释的人类蛋白质域的转录激活潜力(Tycko等人,2020)。此研究强调了无偏方法在鉴定
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新型转录调节因子方面的价值，例如变异KRAB域在转录激活而不是阻遏中的意想不到的作

用。然而，由于大多数转录激活域是由无序区域编码(Arnold等人 ,2018；Dyson和Wright,

2005)，因此以域为中心的筛选可能会遗漏很大一部分反式激活因子。

[0008] 因此，尽管人们对转录调节复合物的组成和其基因组结合模式的了解有所增加，

但仍缺乏对TF和多种染色质相关因子引起的下游效应的完整了解。

发明内容

[0009] 如本文所述，本发明人建立了一个平台来以无偏的方式系统地鉴定和表征人类蛋

白质的转录调节潜力。通过以合并形式筛选13,000多种蛋白质，鉴定了数百种有效的激活

因子，其中许多激活因子先前注释不充分。在命中当中系统地发现了反式激活域，包括一些

不符合激活域的规范“酸性斑点”模型的域。此外，相互作用蛋白质组学与化学抑制剂相结

合，描述了新型和已知转录激活因子的辅因子特异性，强调了即使具有几乎相同的DNA结合

特异性的高度相关的TF也可通过不同的辅因子复合物激活转录。

[0010] 本发明人在本文描述了人类细胞中转录激活因子的首次系统筛选。鉴定了数百种

转录激活因子，如所预期，其富含序列特异性转录因子和其它染色质相关蛋白。

[0011] 本文显示的结果表明，只有非常有限数量的TF是强转录激活因子。这在已知的人

类TF的DNA结合特异性和染色质占据的背景下是有意义的(Jolma等人 ,2013；The  ENCODE 

Project  Consortium等人,2020；Yan等人,2013)。大多数TF识别短(约6‑10bp)基序，并与基

因组中的数千个位点相关。然而，大多数结合事件与转录输出无关。强转录激活域与DNA结

合域的有限序列特异性相结合，会导致大量基因的虚假激活，可能会阻碍细胞适应性。本文

鉴定的许多最强激活因子不是DNA结合转录因子，而是其它染色质相关蛋白。

[0012] 新颖且高效的人类反式激活域的发现也具有治疗意义。源自病毒蛋白的组分，例

如VP16反式激活域或三联VPR激活因子可引发体内免疫反应并导致临床不良反应。从完全

人类组分中设计合成转录调节因子预计将在治疗应用中具有优势(Israni等人,2021)。此

外，本文还显示，组合来自多种不同人类蛋白质的激活域可产生“超级激活因子”，其即使在

基因组的高度压缩区域中也能够稳健地上调基因。

[0013] 一个方面包括一种异源转录激活因子，其包含：

[0014] DNA靶向域，任选地无酶活性的CRISPR‑CAS蛋白、锌指DNA结合域、tet阻遏物或转

录激活因子样效应物(TALE)DNA结合域；和

[0015] 效应域，其包含：

[0016] 至少一种反式激活域(TAD)或其功能变体，所述TAD选自表1至6中的任一者、任选

地表2或表6中列出的TAD，或

[0017] 选自表1‑6中的任一者、任选地表1或表3中列出的TAD的至少两种TAD或其任一者

的功能变体，优选地选自表4或表5或表6中列出的TAD的至少一种TAD或其功能变体，

[0018] 其中DNA靶向域和效应域可操作地连接。

[0019] 一个方面包括编码本文所述的效应域的分离的核酸

[0020] 一个方面包括编码本文所述的异源转录激活因子的分离的核酸。

[0021] 一个方面包括表达构建体，其包含可操作地连接至一个或多个启动子和一个或多

个转录终止位点的本文所述的核酸。
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[0022] 一个方面包括包含本文所述的核酸或表达构建体的载体，任选地其中该载体是腺

病毒或慢病毒载体。

[0023] 一个方面包括包含本文所述的转录激活因子、核酸、表达构建体或载体的细胞。

[0024] 一个方面包括转录激活系统，其包含：本文所述的异源转录激活因子，其中DNA靶

向域包含CRISPR‑Cas蛋白和至少一种gRNA。

[0025] 一个方面包括激活细胞中靶基因的转录的方法，所述方法包括：a)将本文所述的

转录激活因子、核酸、表达构建体或载体引入至细胞中；以及b)在合适的条件下培养细胞，

以使得效应域激活靶基因的转录。

[0026] 一个方面包括筛选方法，所述方法包括：a)将转录激活因子、一种或多种核酸、一

种或多种表达构建体或一种或多种本文所述的载体引入至多个细胞中，其中DNA靶向域包

含CRISPR‑Cas蛋白和多种gRNA；或将多种gRNA引入至本文所述的细胞群中，其中DNA靶向域

包含CRISPR‑Cas蛋白；b)培养所述多个细胞，以使得一种或多种gRNA与CRISPR‑Cas蛋白缔

合并将转录激活因子引导至CRISPR靶位点，以使得效应域激活靶基因的转录；c)任选地用

一定量的测试药物或毒素进行处理；d)任选地培养所述多个细胞一段时间以允许gRNA丢失

或富集；以及e)收集所述多个细胞或其子集。

[0027] 一个方面包括包含本文所述的转录激活因子、核酸、表达构建体、载体或细胞的组

合物。

[0028] 一个方面包括试剂盒，其包括小瓶和本文所述的异源转录激活因子、核酸、表达构

建体、载体、细胞或组合物，以及任选的以下中的一者或多者：诱导剂、gRNA或gRNA表达构建

体。

[0029] 前面的章节仅作为实例提供，并且不意图限制本公开和所附权利要求的范围。根

据本发明的权利要求、描述和实施例，本领域普通技术人员将理解与本公开的组合物和方

法相关的附加目的和优点。例如，本公开的各个方面和实施方案可以以多种组合使用，本说

明书明确地考虑了所有这些组合。这些额外的优势、目的和实施方案明确地包括在本公开

的范围内。本文中用于说明本公开背景的出版物和其它材料，以及在特定情况下用于提供

与实践相关的附加细节的出版物和其它材料通过引用并入，并且为了方便起见，在所附的

参考文献章节中列出。

附图说明

[0030] 本公开的另外的目的、特征和优点从结合示出本公开的说明性实施方案的附图进

行的以下详细描述中显而易见，在附图中：

[0031] 图1描绘了转录激活因子的合并ORFeome筛选。A，显示了用于表征人类细胞中的转

录激活因子的化学诱导的二聚化系统的示意图。B，显示了当所示构建体转染至HEK293T报

告细胞并用脱落酸或DMSO处理48小时时，高GFP细胞的百分比。C，转录激活因子的合并

ORFeome筛选的概述。D，48小时ABA处理后，在合并ORFeome筛选中高GFP细胞的富集。E，与未

分选的ORFeome相比，高GFP池中ORF的富集。F，阳性筛选命中当中基因本体类别的富集。G，

阳性筛选命中当中InterPro域的富集。H，筛选命中当中CORUM复合物的富集。

[0032] 图2显示了转录因子家族的转录活性。以阵列方式单独测试转录调节因子的报告

基因激活情况。DNA结合特异性(显示为序列标识)来自CisBP(Weirauch等人,2014)。星号表
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示统计上显著的激活因子(FDR<0.05)。A，同源盒家族蛋白B，叉头盒蛋白，C，Kruppel样因

子，D，SRY相关HMG盒(SOX)蛋白，E，多梳家族环指(PCGF)蛋白。规范(cPRC1)和非规范

(ncPRC1)复合物的组成如右侧所示。F，Spy1/RINGO家族蛋白。统计显著性通过假定方差相

等的不配对双尾t检验计算，并使用Benjamini、Krieger和Yekutieli(Benjamini等人 ,

2006)的错误发现率(FDR)方法校正多个假设。

[0033] 图3显示了利用TAD‑seq对人类蛋白质中的反式激活域进行的系统发现。A，TAD‑

seq合并测定的概述。B，已知反式激活域的实例。域组织显示在顶部。TAD‑seq图显示了高

GFP群体或中等GFP群体中RNAseq读段的富集倍数。每个圆圈显示60aa平铺(tile)的中点

(第30个氨基酸)。实心圆圈表示统计上显著的命中。灰色框表示先前描述的反式激活域。C，

新型反式激活域的实例。标签如图板B中所示。D，HOXA2的反式激活域的位置。E，HOXA2中鉴

定的激活片段的序列。激活片段以粗体显示。在中等GFP群体中富集的所有三个片段共有的

区域表示为激活片段的重叠。触角足样六肽序列的位置被表示为六肽。F，YAF2中反式激活

域的位置。G，与RYBP(PDB  3IXS)的YAF2_RYBP域和CBX7(PDB  3GS2)的CBX_C域结合的RING1B 

RAWUL域的晶体结构。H，分别测试所示蛋白质的YAF2_RYBP域和CBX_C域的转录活性。星号表

示统计上显著的激活因子(FDR<0.05)。统计显著性通过假定方差相等的不配对双尾t检验

计算，并使用Benjamini、Krieger和Yekutieli(Benjamini等人,2006)的错误发现率(FDR)

方法校正多个假设。右侧，域对RING1B的体外亲和力(Wang等人,2008,2010)。使用不配对双

尾t检验计算统计显著性。

[0034] 图4显示了转录激活因子的辅因子特异性。A，用BioID2鉴定指定转录调节因子的

邻近配偶体。所选辅因子复合物的富集显示为热图。将平均光谱计数(n+1)标准化为EGFP和

Nanoluc诱饵的背景光谱计数(n+1)。B，基于AP‑MS研究的激活叉头转录因子的相互作用模

式(Li等人,2015)。光谱计数按照图板A进行标准化。C，左侧，A‑485抑制p300/CBP对83个转

录调节因子活性的影响。已知的p300相互作用因子显示为实心深色圆圈，已知的NuA4相互

作用因子显示为轮廓圆圈。右侧，p300相互作用因子比其它转录调节因子更容易受到A‑485

处理的影响。使用邓尼特氏多重检验校正通过单向方差分析计算统计显著性。D，左侧，JQ1

抑制BET溴域蛋白对83个转录调节因子活性的影响。已知的p300相互作用因子显示为实心

深色圆圈，已知的NuA4相互作用因子显示为轮廓圆圈。右侧，p300相互作用因子比其它转录

调节因子更容易受到A‑485处理的影响。使用邓尼特氏多重检验校正通过单向方差分析计

算统计显著性。E，转录激活因子基于其对不同抑制剂的敏感性的聚类。使用具有平均连锁

的欧几里德距离(Euclidian  distance)进行聚类。显示了富含已知CBP/p300相互作用因子

(实心圆圈)和NuA4相互作用因子杂交的簇。

[0035] 图5显示了SRF‑C3orf62融合物产生促进SRF/MRTF靶基因的表达的有效p300依赖

性转录激活因子。A，低级别子宫内膜间质肉瘤中发现的JAZF1‑SUZ12融合物的示意图。指示

了由TAD‑seq鉴定的反式激活域。B，肌纤维瘤/肌周细胞瘤中发现的SRF‑C3orf62融合物的

示意图。指示了由TAD‑seq鉴定的反式激活域。C，使用BioID2鉴定了JAZF1、SUZ12和JAZF1‑

SUZ12邻近相互作用因子。JAZF1‑SUZ12与PRC2组分和NuA4组分相互作用，生成超级复合物。

D，使用BioID鉴定了SRF、C3orf62、C3orf62‑Cterm和SRF‑C3orf62邻近相互作用因子。SRF‑

C3orf62融合物与CBP和p300相互作用。E，SRF‑C3orf62是一种有效的转录激活因子。单独测

试了指定PYL1融合物的基因组整合报告基因的激活情况。F，SRF‑C3orf62在不存在辅因子
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的情况下激活血清反应元件报告基因的表达。将C末端标记有3xFLAG‑V5的指定构建体与

SRE‑Firefly荧光素酶报告基因和组成型Nanoluc报告基因共转染至NIH3T3细胞中。测量相

对荧光素酶活性以评估每个构建体的活性。G，稳定表达多西环素诱导型SRF‑C3orf62‑GFP

或Nanoluc‑GFP的NIH3T3细胞用多西环素处理46小时，其中最后22小时在低血清条件

(0.5％FCS)下。通过RNA‑seq分析基因表达模式。显著上调(深色圆圈，顶部)和下调(中等圆

圈，底部)基因(绝对log2倍数变化>1，FDR<0.05)。指出了SRF/MRTF(顶部，标记圆圈)和SRF/

TCF(底部，标记圆圈)的明确特征目标。H，SRF‑C3orf62‑GFP表达细胞与Nanoluc‑GFP表达细

胞相比的基因集富集分析。

[0036] 图6显示了转录激活因子的ORFeome筛选。A，合并质粒DNA和感染细胞中跨ORFeome

的测序读段的分布。B，质粒池和感染细胞中ORF大小的分布。C，转录活性取决于脱落酸处

理。用100μM  ABA处理ORFeome‑PYL1感染的细胞，并随时间推移通过流式细胞仪测量高GFP

细胞的分数。D，ABA浓度对转录活性的影响。用指定构建体转染的报告细胞用增加量的ABA

处理48小时。E，在不表达ORFeome‑PYL1文库的ABA处理细胞中未观察到高GFP群体。F，相互

作用中心在激活筛选命中当中的富集。G，酵母双杂交自动激活因子在激活筛选命中当中的

富集。H，激活筛选中鉴定的转录激活因子的单独验证。将指定构建体转染至报告细胞系中，

并在用ABA处理48小时后通过流式细胞术测量高GFP细胞分数。星号表示高GFP群体中统计

上显著的ABA依赖性增加(FDR<5％)。统计显著性通过假定方差相等的不配对双尾t检验计

算，并使用Benjamini、Krieger和Yekutieli(Benjamini等人,2006)的错误发现率(FDR)方

法校正多个假设。

[0037] 图7显示转录因子和染色质相关蛋白家族的转录活性。以阵列方式单独测试转录

调节因子的报告基因激活情况。DNA结合特异性(显示为序列标识)来自CisBP(Weirauch等

人,2014)。星号表示统计上显著的激活因子(FDR<5％)。统计显著性通过假定方差相等的不

配对双尾t检验计算，并使用Benjamini、Krieger和Yekutieli(Benjamini等人,2006)的错

误发现率(FDR)方法校正多个假设。A，ETS家族TF，B，无调性相关bHLH因子，C，肌源性因子，

D，Twist/Hand  bHLH因子，E，酪蛋白激酶，F，介体组分，G，在初级激活筛选中鉴定的转录因

子富含当异位表达时，可重新编程人类iPS细胞(右)或小鼠ES细胞(左)的因子(Ng等人 ,

2021；Theodorou等人,2009)。使用威尔科克森(Wilcoxon)秩和检验(左)或费歇尔(Fisher)

精确检验(右)计算统计显著性。

[0038] 图8显示了转录因子的差异活性不能用表达水平来解释。A，测量报告基因表达和

效应蛋白表达的转录激活测定的示意图。B，Kruppel样因子的反式激活(左)与通过RFP荧光

测量的每个因子的表达水平(右)的比较。背景RFP强度显示为虚线。C，叉头TF活性。D，同源

域TF活性，E，SOX  TF活性。

[0039] 图9显示了TAD‑seq鉴定反式激活域。A，用ABA向报告基因募集60aa片段48小时后，

通过流式细胞术评估高和中等GFP群体。高GFP和中等GFP细胞通过FACS进行分选，并通过下

一代测序鉴定池中富集的ORF。B，与文库中的非活性片段相比，鉴定的反式激活片段中氨基

酸的富集和消耗。以粗体显示的氨基酸在统计上显著富集或耗尽。C，活性片段中的预测反

式激活域的富集。9aaTAD通过9aaTAD预测工具(https://www.med .muni.cz/9aaTAD/)使用

“适度严格模式”进行预测。分析中仅考虑100％置信匹配。ADpred算法描述于(Erijman等

人,2020)中。用费歇尔精确检验计算统计显著性。D，活性片段中的预测TAD比非活性片段中
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的预测TAD长。统计显著性通过假定方差相等的双尾t检验来计算。E，片段在高GFP池与中等

GFP池中的富集。显著的命中显示为轮廓圆圈。F，反式激活片段的单独验证。指定TAD与PYL1

融合并以阵列形式转染至报告细胞中。星号表示统计上显著的激活因子(FDR<5％)。统计显

著性通过假定方差相等的不配对双尾t检验计算，并使用Benjamini、Krieger和Yekutieli

(Benjamini等人,2006)的错误发现率(FDR)方法校正多个假设。

[0040] 图10显示了利用TAD‑seq对人类蛋白质中的反式激活域进行的系统发现。A，已知

反式激活域的实例。域组织显示在顶部。TAD‑seq图显示了高GFP群体(深色圆圈)或中等GFP

群体(浅色圆圈)中RNAseq读段的富集倍数。每个圆圈显示60aa平铺的中点(第30个氨基

酸)。实心圆圈表示统计上显著的命中。灰色框表示先前描述的反式激活域。B，新型反式激

活域的实例。标签如图板A中所示。

[0041] 图11显示了SPDYE4和YAF2的反式激活域。A，五种Spy1/RINGO家族蛋白的比对：

SPDYE4(SEQ  ID  NO:142)；SPDYE1(SEQ  ID  NO:143)；SPDYE7P(SEQ  ID  NO:144)；SPDYE2(SEQ 

ID  NO:145)；和SPDYC(SEQ  ID  NO:146)。通过TAD‑seq筛选的四个片段(SPDYE4‑2(SEQ  ID 

NO:154)；SPDYE4‑3(SEQ  ID  NO:90)；SPDYE4‑4(SEQ  ID  NO:91)；和SPDYE4‑5(SEQ  ID  NO:

155))显示于比对上方，且活性片段以粗体指示。虚线框指示推断的最小激活域。应注意，最

小激活域区域在SPDYC中并不保守，SPDYC是唯一不激活转录的Spy1/RINGO家族成员。B，

YAF2(SEQ  ID  NO:147)和RYBP(SEQ  ID  NO:148)的YAF2_RYBP域以及CBX家族蛋白(SEQ  ID 

NO:149‑153)的CBX_C域的比对。两个β片层的位置用箭头指示。

[0042] 图12显示转录激活因子的相互作用网络。A，转录激活因子的BioID2网络。诱饵蛋

白(例如FAM90A1、SPDYE4、SS18L2、SOX7等)显示为浅灰色矩形。指示了BAF复合物成员、

p300/CBP、NuA4复合物成员、介体组分和TFIID组分。边缘的宽度指示两次重复的平均光谱

计数。为了清楚起见，从该可视化中删除了两种高度连接的猎物蛋白(ZNF518A和ZNF518B)。

B，转录激活因子的AP‑MS网络。标记如图板A中所示。为了清楚起见，从该可视化中删除了九

种高度连接的猎物蛋白(APEH、ACTC1、ALDH1L1、PSDM4、LSS、FLII、PACSIN2、RPS3A、QPCTL)。

[0043] 图13显示了小分子抑制剂对83种转录调节因子的转录活性的影响。A，黄酮吡醇对

CDK9抑制的影响。已知的p300相互作用因子显示为实心深色圆圈，已知的NuA4相互作用因

子显示为轮廓圆圈。B，CX4945对酪蛋白激酶2抑制的影响。已知的p300相互作用因子显示为

实心深色圆圈，已知的NuA4相互作用因子显示为轮廓圆圈。C，AZ191对DYRK1A/DYRK1B抑制

的影响。已知的p300相互作用因子显示为实心深色圆圈，已知的NuA4相互作用因子显示为

轮廓圆圈。突出显示了DYRK1A/DYRK1B相互作用因子DCAF7和DCAF7相互作用因子NCKISPD。

D，通过AP‑MS和BioID表征的A‑485抑制p300对转录调节因子的影响。星号表示统计上显著

的激活因子(FDR<5％)。统计显著性通过假定方差相等的不配对双尾t检验计算，并使用

Benjamini、Krieger和Yekutieli(Benjamini等人,2006)的错误发现率(FDR)方法校正多个

假设。E，通过AP‑MS和BioID表征的JQ1抑制BET溴域对转录调节因子的影响。星号表示统计

上显著的激活因子(FDR<5％)。统计显著性通过假定方差相等的不配对双尾t检验计算，并

使用Benjamini、Krieger和Yekutieli(Benjamini等人,2006)的错误发现率(FDR)方法校正

多个假设。

[0044] 图14显示了SRF‑C3orf62的转录激活。A，SRF、C3orf62、C3orf62‑Cterm和SRF‑

C3orf62相互作用因子通过AP‑MS进行表征。SRF‑C3orf62融合物与CBP和p300相互作用。B，
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与表达Nanoluc‑GFP的细胞相比，表达SRF‑GFP、C3orf62‑GFP或SRF‑C3orf62‑GFP的NIH3T3

细胞中差异表达基因的分析。C，表达SRF‑C3orf62‑GFP的NIH3T3细胞中显著上调和下调基

因的基因本体富集分析。D，先前发表的SRF‑C3orf62‑GFP和SRF/MRTF或SRF/TCF靶基因显著

上调的基因重叠(Esnault等人,2014；Gualdrini等人,2016)。通过超几何分布检验来计算

统计显著性。

[0045] 图15显示了SPDYE4‑CITED1‑P65‑HSF1融合物的每个单独组分的最小激活序列对

EGFP报告基因的转录活性的影响。所有组分均与PYL1二聚化域融合，并通过添加1μM脱落酸

(ABA)后维持48小时而募集至报告基因。每个融合物的序列显示于SEQ  ID  NO:121、123、

127、129、131、133和135中。所测试的每个单独域的序列提供于SEQ  ID  NO:47、90、101‑104、

116和118中。

[0046] 图16显示了融合两种或多种反式激活域并将其靶向同一报告基因时的实例。添加

SPDYE4激活域显示单独CITED1域的活性显著改善。这与SPDYE4单独与报告基因系连时的弱

活性形成鲜明对比，表明当与CITED1激活域融合时具有协同活性。所有融合构建体都指示

激活域而不是全长蛋白质，除了所指示的“全长CITED1/2”，对其进行测试以将活性与其相

应的反式激活域进行比较。P300core是催化域EP300(氨基酸1048‑1664)。报告细胞用1μM脱
落酸(ABA)或相同体积的DMSO处理48小时，然后收集用于流式细胞术。误差条表示四次重复

的S.D.。

[0047] 图17显示将来自人类SPDYE4、CITED1、p65和HSF1蛋白的激活域的不同组合和方向

系连至HEK293T细胞中的EGFP报告基因(左)或CD133基因的启动子的活性。通过在收集细胞

之前24或48小时添加1μM脱落酸(ABA)来诱导募集。

[0048] 图18显示了用不同的激活域替换多组分SPDYE4‑CITED1‑P65‑HSF1(SCPH)激活因

子的各部分的效果。SPDYE4激活域似乎是最不可或缺的，因为用其它单独更强的激活域替

换它会破坏SPCH激活因子的活性。另一方面，用我们筛选的其它强人类反式激活域替换

CITED1组分对活性没有有害影响，甚至似乎通过ZXDC和C3orf62激活域提高了其效力。通过

添加1μM脱落酸后维持48小时，将所有构建体与EGFP报告基因系连。

[0049] 图19显示当与基于rTetR或dCas9的募集系统组合使用时，包含反式激活域或其片

段的不同组合的117个不同效应域的影响。A，使用117个效应域与rTetR  DNA靶向域的组合

进行转录激活。B，使用117个效应域与dCas9  DNA靶向域的组合进行转录激活。C，基于rTetR

和dCas9的募集系统之间转录激活的相关性。

具体实施方式

[0050] 以下是为帮助本领域技术人员实施本公开而提供的详细描述。除非另外定义，否

则本文使用的所有技术术语和科学术语具有与本公开所属领域的普通技术人员通常所理

解的相同的含义。本文中所使用的术语仅仅是为了描述具体实施方案，并且并不意图限制

本公开。本文中提及的所有出版物、专利申请、专利、附图和其它参考文献的全文均以引用

的方式明确地并入本文。

[0051] I.定义

[0052] 如本文所用，除非另外指明，否则以下术语可具有下面赋予它们的含义。然而，应

当理解，本领域普通技术人员已知或理解的其它含义也是可能的，并且在本公开的范围内。
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本文中提及的所有出版物、专利申请、专利和其它参考文献的全文均以引用的方式并入本

文。在冲突的情况下，以本说明书(包括定义)为准。另外，所述材料、方法和实例仅是说明性

的而不是意图限制。

[0053] 如本文所用的术语“核酸”、“寡核苷酸”、“引物”意指两个或更多个共价连接的核

苷酸。除非上下文另有明确指示，否则该术语一般包括但不限于脱氧核糖核酸(DNA)和核糖

核酸(RNA)，它们可以是单链的(ss)或双链的(ds)。例如，本公开的核酸分子或多核苷酸可

由单链和双链DNA、作为单链区和双链区的混合物的DNA、单链和双链RNA，以及作为单链区

和双链区的混合物的RNA、包含DNA和RNA(其可以是单链的或更典型地是双链的，或单链区

和双链区的混合物)的杂合分子组成。此外，核酸分子可由包含RNA或DNA或RNA和DNA两者的

三链区组成。如本文所用的术语“寡核苷酸”一般是指长度为至多200个碱基对的核酸，并且

可以是单链或双链的。本文提供的序列可以是DNA序列或RNA序列，但应理解，所提供的序列

涵盖DNA和RNA，以及互补的RNA和DNA序列，除非上下文另有明确指示。例如，序列5 '‑

GAATCC‑3'被理解为包括5'‑GAAUCC‑3'、5'‑GGATTC‑3'和5'GGAUUC‑3'。

[0054] 如本文所用的术语“功能变体”包括本文公开的多肽序列的修饰，所述修饰以基本

相同的方式执行与本文公开的多肽分子基本相同的功能。例如，功能变体可包括本文所述

的多肽的活性片段，例如保留转录激活活性和/或共激活因子相互作用的N末端和/或C末端

截短体。功能变体可包括具有一个或多个经取代的氨基酸和/或至少保留与未修饰或非变

体序列的最小序列同一性的变体。例如，功能变体可包含每十个氨基酸至多1个、2个、3个或

更多个氨基酸的取代。例如，功能变体可包含与本文公开的序列具有至少80％，或至少

90％，或至少95％序列同一性的序列。功能变体还可包含本文公开的序列的经保守取代的

氨基酸序列。取代性氨基酸变体是其中序列中的至少一个残基已被移除并在其位置插入了

不同残基的变体。取代性氨基酸变体的一个实例是保守氨基酸取代。可例如使用本文所述

的方法来鉴定保留转录激活活性和/或辅激活因子相互作用的功能变体，例如包括最小片

段的活性片段，其保留转录激活活性和/或辅激活因子相互作用。

[0055] 如本文所用的“保守氨基酸取代”是其中一个氨基酸残基被另一个氨基酸残基替

代而不消除蛋白质的所需特性的取代。合适的保守氨基酸取代可以通过将具有相似疏水

性、极性和R‑链长度的氨基酸彼此取代来进行。保守取代的实例包括以一种非极性(疏水)

残基如丙氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、亮氨酸或甲硫氨酸取代另一种，以一种极性(亲水)残基

取代另一种(例如在精氨酸和赖氨酸之间的取代、在谷氨酰胺和天冬酰胺之间的取代、在甘

氨酸和丝氨酸之间的取代)，以一种碱性残基如赖氨酸、精氨酸或组氨酸取代另一种，或以

一种酸性残基如天冬氨酸或谷氨酸取代另一种。短语“保守取代”还包括使用化学衍生的残

基或非天然氨基酸代替非衍生的残基，条件是此类多肽展现出必需的活性。

[0056] 本文使用的术语“异源转录激活因子”或“本文所述的转录激活因子”意指工程化

融合蛋白或工程化二聚体，其包含：效应域，其包含选自表2中列出的TAD和其功能变体的至

少一种反式激活域(TAD)，或选自表1、表2、表3、表4、表5和/或表6中列出的TAD和其任一者

的功能变体的至少两种TAD，可操作地连接至DNA靶向域。

[0057] 本文使用的术语“可操作地连接”是指两种组分之间允许其以预期方式起作用的

关系。例如，第一多肽可通过共价连接(例如作为融合蛋白)或通过一种或多种相互作用组

分与第二多肽可操作地连接。类似地，当报告基因可操作地连接至启动子时，启动子启动报

说　明　书 8/60 页

11

CN 117795084 A

11



告基因的表达。

[0058] 转录激活因子可进一步包含提供效应域和/或DNA靶向域和/或靶DNA之间的功能

性相互作用的相互作用系统的一种或多种相互作用组分。术语“相互作用组分”在本文中用

于涵盖相互作用系统的一种或多种组分，所述组分一起提供所述功能相互作用。如本文所

用的术语“相互作用系统”意图涵盖允许共价或非共价相互作用和/或组成型或诱导型相互

作用的相互作用组分。此类相互作用系统可包括例如肽接头，任选地为蛋白酶敏感肽接头；

一种或多种二聚体、三聚体或更高阶多聚化组分，例如相互作用域，任选地为诱导型二聚

体、三聚体或多聚化组分，任选地为诱导型相互作用域；和/或一种或多种可调节转录激活

因子亚细胞定位的组分。所述相互作用系统可包括两种或更多种组分。

[0059] DNA靶向域和效应域可例如共价连接为单个多肽(例如融合蛋白)的域，或者可通

过相互作用组分，例如在某些条件下相互作用的相互作用域连接(例如连接为二聚体)。因

此，异源转录激活因子可包含单一多肽，或可包含含有DNA靶向域和第一相互作用组分(例

如二聚体相互作用域)的第一多肽，和含有效应域和第二相互作用组分(例如二聚体相互作

用域)的第二多肽，其中第一和第二二聚体相互作用域可例如在某些条件下相互作用。更高

阶多聚化系统，例如SunTag系统(Tenenbaum等人,2014)也在本文中考虑范围之内。

[0060] 效应域和/或DNA靶向域和/或靶DNA之间的相互作用可使用多种诱导型相互作用

系统来控制。例如，效应域和DNA靶向域可通过蛋白酶敏感接头，例如在存在NS3抑制剂(例

如格拉瑞韦(grazoprevir))时稳定的自裂解NS3蛋白酶域连接。在另一实例中，DNA靶向域

和/或效应域向细胞核的定位可由相互作用组分，例如定位域，例如使用雌激素受体配体结

合域变体的经他莫昔芬(tamoxifen)调节的细胞核定位来控制。在另一实例中，DNA靶向域

可连接至第一相互作用组分(例如第一相互作用域)并且效应域可连接至第二相互作用组

分(例如第二相互作用域)，以使得第一和第二相互作用域相互作用。

[0061] 如本文所用，术语“相互作用域”意指第一多肽(例如第一二聚体相互作用域)中的

序列基序，所述序列基序能够与包含第二多肽(例如第二二聚体相互作用域)中的序列基序

的结合配偶体相互作用，以可操作地连接第一多肽和第二多肽。特别地，所述术语意图涵盖

第一或第二相互作用二聚体域，其一起形成例如在合适的诱导条件下二聚化的异源二聚体

对。其它相互作用域也被具体考虑并且可由技术人员根据期望的特征来鉴定。合适的诱导

型相互作用域对包括但不限于：可用例如雷帕霉素或AP21967诱导的FKBP/FRB(FK506结合

蛋白/FKBP雷帕霉素结合)、可用例如脱落酸诱导的PYL/ABI、可用例如赤霉素或赤霉酸诱导

的GID1/GAI、和可由例如蓝光和/或温度诱导的pMag/nMag。

[0062] 如本文所用，“DNA靶向域”是指在DNA结合条件下结合DNA的多肽域，从而将多肽靶

向所述DNA。DNA靶向域可以是任何合适的DNA结合域，例如无酶活性的序列特异性DNA靶向

蛋白，例如CRISPR‑Cas蛋白(例如dCas9、dCas12或其它Cas家族蛋白)、锌指DNA结合域、转录

激活因子样效应物(TALE)DNA结合域、溴域、染色域、Tudor域、WD40域、PHD域、PWWP域或来自

真核生物或原核生物的其它DNA结合域(DBD)(例如叉头、碱性螺旋‑环‑螺旋、亮氨酸拉链、

同源域、核激素受体或tet阻遏物)或其变体。DNA靶向域可以序列特异性方式结合DNA(例如

Cas家族蛋白、锌指DNA结合域、TALE  DNA结合域)或可结合特定染色质修饰(例如溴域(对于

乙酰化组蛋白)或染色质域、Tudor域、WD40域、PHD域、PWWP域等(对于甲基化组蛋白)。DNA靶

向域可以是天然的(例如非工程化的)DNA结合域，例如在天然存在的(例如内源性的)转录
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因子中发现的DNA结合域，或者DNA靶向域可被工程化以例如提供定制序列特异性(例如不

同于非工程化DNA结合域的序列特异性)或改变的DNA结合亲和力。工程化例如锌指DNA结合

域和TALE  DNA结合域以提供定制DNA结合特异性的方法是本领域已知的，例如在Maeder等

人2008和Sanjana等人2012中。有酶活性的Cas9在其将会导致阻遏时，例如在引导物是截短

的引导物时(参见例如[24])也可被使用。DNA靶向域可具有固有的靶序列特异性，例如在锌

指DNA结合域和TALE  DNA结合域的情况下，或者靶序列特异性可由另外的序列特异性因子，

例如引导RNA(在CRISPR‑Cas蛋白的情况下)介导。合适的DNA结合条件取决于DNA靶向域并

且可包括例如额外因素的存在，例如在tet阻遏物的情况下的四环素，或在Cas家族蛋白的

情况下的指导RNA。

[0063] 本文使用的术语“效应域”是指包含以下的多肽域：至少一个本文所述的反式激活

域(TAD)，例如表1‑5中列出的TAD和其功能变体，例如其活性片段。任选地，效应域可包含两

个或更多个，例如两个、三个、四个或更多个本文所述的反式激活域。在本文所述的激活因

子中，活性片段可以是约15个氨基酸、约20个氨基酸、约30个氨基酸、约40个氨基酸、约50个

氨基酸、约60个氨基酸、约70个氨基酸或15与70个氨基酸之间的任何数量，或超过70个氨基

酸。例如，对于HSF1，活性片段可包含对应于HSF1的氨基酸406至420的GFSVDTSALDLFSP(SEQ 

ID  NO:104)。因此，举例来说，HSF1的活性片段可包含HSF1的氨基酸401至427。其它TAD的活

性片段可通过任何合适的方法来鉴定，例如使用本文所述的方法。

[0064] 异源转录激活因子可以是效应N末端或C末端融合物，例如融合的顺序可以是效应

域‑DNA靶向域或DNA靶向域‑效应域(参见例如[25]、[26]、[27]和[28])。效应域可通过接头

融合至DNA靶向域。类似地，两种或更多种TAD可通过一个或多个接头融合在一起。例如，可

使用甘氨酸和甘氨酸丝氨酸接头。实施例中描述的转录激活因子使用多种甘氨酸丝氨酸接

头，例如SGGSGGS(SEQ  ID  NO:6)、GGS、SGGS(SEQ  ID  NO:7)和/或GSGSGS(SEQ  ID  NO:8)。也

可使用其它接头，例如INSRSSGS(SEQ  ID  NO:9)。

[0065] 如本文所用的术语“CRISPR‑Cas”或“Cas”是指CRISPR成簇的规律间隔的短回文重

复序列‑CRISPR相关(CRISPR‑Cas)蛋白，所述蛋白结合RNA并且通过其所结合的RNA靶向至

特定DNA序列。CRISPR‑Cas是II类单体Cas蛋白，例如II型Cas，例如Cas9。Cas9蛋白可以是来

自化脓性链球菌(Streptococcus  pyogene)、新弗朗西斯菌(Francisella  novicida)、耐苏

氏放线菌(A .Naesulndii)、金黄色葡萄球菌(Staphylococcus  aureus)或脑膜炎奈瑟菌

(Neisseria  meningitidis)的Cas9。任选地，Cas9来自化脓性链球菌。Cas蛋白也可以是例

如来自氨基酸球菌属种(Acidaminococcus  sp .)、毛螺菌科细菌(Lachnospiraceae 

bacterium)或土拉弗朗西斯菌(Francisella  tularensis)(这些已被证明可充当dCas变

体)的Cas12a(例如dCas12a)，也可使用CasΦ (Cas12j)和CasX(Cas12e)。

[0066] 如本文所用，术语“dCas9”是指无酶活性(或死的)Cas9，该Cas9缺乏DNA核酸内切

酶活性但保留了靶DNA结合活性。例如，dCAS9包含RuvC1和HNH核酸酶域中的CAS9和D10A/

H840A突变的序列。任选地，dCas9是这样的蛋白质，该蛋白质包含与由SEQ  ID  NO:1编码的

蛋白质具有至少80％、至少90％、至少95％、至少99％或100％序列同一性的氨基酸序列并

且包含D10A/H840A突变并且保留了Cas9靶DNA结合活性(例如结合gRNA和靶位点)。类似地，

dCas12a是指无酶活性的Cas12a。

[0067] 如本文所用的术语“引导RNA”、“引导物”或“gRNA”是指与特定DNA序列杂交并且最
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少包含间隔区序列的RNA分子。引导RNA可进一步包含结合CRISPR‑Cas蛋白的蛋白结合区

段。引导RNA的与特定DNA序列杂交的部分在本文中称为核酸靶向序列或间隔区序列。引导

物的蛋白结合区段可包含例如tracrRNA和/或直接重复序列(direct  repeat)。根据上下

文，术语“引导物”或“引导RNA”可以指单独的间隔区序列，或包含间隔区序列和蛋白结合区

段的RNA分子。引导RNA可以由相应的DNA序列表示。当酶是Cas9时，引导物可以是例如如

[24]中描述的包含15个或更少的与靶位点互补的核苷酸的截短的引导物。例如，当Cas9与

截短的引导物相互作用时，Cas9的DNA结合能力保持不变，同时其核酸分解活性被消除。可

以使用保持Cas结合能力的任何长度的引导物。

[0068] 如本文所用的术语“间隔区”或“间隔区序列”是指引导物的与靶序列或靶序列的

一部分形成或能够形成RNA‑DNA双链体的部分。间隔区序列可以与特定的CRISPR靶序列互

补或对应。间隔区序列的核苷酸序列可决定CRISPR靶序列并且可被设计或构造成靶向期望

的CRISPR靶位点。

[0069] 如本文所用的术语“tracrRNA”是指“反式编码的crRNA”，该反式编码的crRNA可以

例如与CRISPR‑Cas蛋白(例如Cas9)相互作用并且可以连接至引导RNA或者形成引导RNA的

一部分。tracrRNA可以是来自例如化脓性链球菌的tracrRNA。tracrRNA可具有例如5’‑gtt

tcagagctatgctggaaacagcatagcaagttgaaataaggctagtccgttatcaacttgaaaaagtggcaccgag

tcggtgc‑3’(SEQ  ID  NO:2)的序列。也可使用其它tracrRNA。合适的tracrRNA可由本领域技

术人员鉴定，包括例如5’‑GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGA

AAAAGTGGCACCGAGTCGGTGC‑3’(SEQ  ID  NO:3)或5’‑GTTTCAGAGCTACAGCAGAAATGCTGTAGCAAG

TTGAAAT‑3’(SEQ  ID  NO:4)。

[0070] 如本文所用的术语“CRISPR靶位点”或“CRISPR‑Cas靶位点”意指激活的CRISPR‑

Cas蛋白(例如CRISPR‑Cas蛋白，例如与引导RNA结合的dCas9)将在合适的条件下结合至的

核酸。CRISPR靶位点包含原型间隔区相邻基序(protospacer‑adjacent  motif ,PAM)和

CRISPR靶序列(即与激活的CRISPR‑Cas蛋白所结合至的引导物的间隔区序列对应)。PAM的

序列和相对于CRISPR靶序列的相对位置将取决于CRISPR‑Cas蛋白的类型。例如，Cas9或

dCas9的CRISPR靶位点从5’至3’可包含15至25、16至24、17至23、18至22或19至21个核苷酸、

任选地20个核苷酸的靶序列，随后是具有序列NGG的3个核苷酸的PAM。因此，Cas9靶位点可

具有序列5’‑N1NGG‑3’，其中N1的长度为15至25、16至24、17至23、18至22或19至21个核苷酸，

任选地长度为20个核苷酸。

[0071] CRISPR靶位点可位于任何合适的基因组基因座中。例如，CRISPR靶位点可位于启

动子、增强子、3’UTR或其它调节元件中，位于基因中，任选地内含子或外显子中，位于与非

编码RNA对应的基因座中，或位于基因间区中。任选地，CRISPR靶位点位于启动子或增强子

中。

[0072] 位于细胞核中的靶DNA需要可进入细胞核的转录激活因子。因此，转录激活因子可

定位于细胞核和/或可包含例如一种或多种细胞核定位信号(NLS)，任选一种或多种SV40 

NLS。任选地，转录激活因子包含两种或更多种NLS。任选地，转录激活因子可包含一种或多

种N末端NLS、一种或多种C末端NLS、一种或多种内部NLS，或一种或多种N末端NLS、一种或多

种C末端NLS和/或一种或多种内部NLS。特别考虑了其它配置。在一个实施方案中，NLS是具

有序列PKKKRKV(SEQ  ID  NO:22)的SV40  NLS。在一个实施方案中，NLS还包含N末端和/或C末
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端接头，例如INSRSSGS(SEQ  ID  NO:9)，并且任选地具有序列INSRSSGSPKKKRKVGS(SEQ  ID 

NO:141)。

[0073] 也可用标签来标记转录激活因子。例如，合适的标签包括但不限于Myc、FLAG、HA、

V5、ALFA、T7、6xHis、VSV‑G、S‑tag、AviTag、StrepTagII、CBP、GFP、mCherry。标签可在N末端、

C末端或异源转录激活因子的两个组分之间，例如DNA靶向域与效应域之间融合。

[0074] 在提供数值范围的情况下，应理解，在所述范围的上下限值之间的每个中间值(除

非上下文另外清楚地指出，否则所述中间值达到下限值单位的十分之一)和在所陈述范围

中的任何其它陈述值或中间值涵盖在说明书内。涵盖从任何下限值到任何上限值的范围。

这些较小范围的可独立地包括于该较小范围中的上限值和下限值也涵盖在说明书内，受制

于所陈述范围内任何特别排除的限值。在所陈述范围包括限值中的一个限值或两个限值的

情况下，不包括那些所包括的限值中的任一个限值或两个限值的范围也包括在说明书中。

[0075] 必须指出，如本文和在所附权利要求书中所使用，单数形式“一个(a)/一种(an)”

和“该/所述(the)”包括复数个指示物，除非上下文另外清楚地指出。

[0076] 本文的详细描述和权利要求书内的所有数值都通过“约”或“大约”指示值修改，并

且考虑了本领域普通技术人员将预期的实验误差和变化。

[0077] 如本文在专利说明书和权利要求书中所用的短语“和/或(以及/或者，并且/或

者)”应理解为意指如此结合的要素，即，在一些情况下结合存在并且在另一些情况下分离

地存在的要素中的“任一个要素或两个要素”。用“和/或(以及/或者，并且/或者)”列出的多

个要素应以相同方式解读，即，如此结合的要素中的“一个要素或多个要素”。除了通过“和/

或(以及/或者，并且/或者)”句子具体标识的要素之外，其它要素也可以任选地存在，无论

与具体标识的那些要素相关或无关。

[0078] 如本文在专利说明书和权利要求书中所使用，“或(或者)”应理解为具有与如上文

所定义的“和/或(以及/或者，并且/或者)”相同的含义。例如，当将清单中的项分列时，“或

(或者)”或“和/或(以及/或者，并且/或者)”应解释为包含性的，即，不仅包括许多要素或要

素清单中的至少一个要素，而且包括许多要素或要素清单中的超过一个要素，以及任选的

另外未列出的项。仅当术语有明确相反的指示(例如“......中的仅一个”或“......中的刚

好一个”)，或者当在权利要求书中使用时，“由 ......组成”将指包括许多要素或要素清单

中的刚好一个要素。一般来说，如本文中所用的术语“或(或者)”在后面存在排他性术语(例

如“......中的任一个”、“......中的一个”、“......中的仅一个”或“......中的刚好一

个”)时，仅应解释为指示排他性替代物(即，“一个或另一个，而非两个”)。

[0079] 在权利要求书以及以上专利说明书中，所有过渡性短语，例如“包含”、“包括”、“携

有”、“具有”、“含有”、“涉及”、“容纳”、“由 ......组成”等都应理解为开放式的(open‑

ended)，即，意指包括(但不限于)。仅过渡性短语“由......组成”和“基本上由......组成”

分别应是封闭或半封闭的过渡性短语。

[0080] 如本文在专利说明书和权利要求书中所使用，短语“......中的至少一者”在提及

一个或多个要素的清单时，应理解为意指选自要素清单中的任一个或多个要素的至少一个

要素，但不一定包括要素清单内具体列举的每一个要素中的至少一者，并且不排除要素清

单中的要素的任何组合。此定义还允许可任选地存在短语“至少一个”所指的要素清单内具

体标识的要素以外的要素，不论是否与那些具体标识的要素相关。
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[0081] 类似地，本文特别设想的是，涉及一组要素的短语“一个或多个”包括所述组的至

少一个成员，但不一定包括所述组的各一个成员。例如，当要素包括组成员A、B和/或C中的

一者或多者时，所述要素可包括A；B；C；A和B；A和C；B和C。还可存在所述组中未具体列出的

其它成员，例如参考以上实例，所述要素可另外包括未列出的成员D，并且相应地可包括A和

D；B和D；A、C和D；等。

[0082] 如本文所用的术语“约”意指加或减所提及数字的10％‑15％、5‑10％，或任选地约

5％。

[0083] 还应理解，在本文描述的包括多于一个步骤或动作的某些方法中，所述方法的步

骤或动作的顺序不一定限于所述方法的步骤或动作被叙述的顺序，除非上下文另有指示。

此外，在特定部分中描述的定义和实施方案意图适用于本文中描述的其适合于的其它实施

方案，如本领域技术人员将理解。例如，在以下段落中，更详细地定义了本公开的不同方面。

如此定义的每个方面可与任何其它一个或多个方面组合，除非清楚地表明相反。具体地，本

文描述的任何特征可与本文描述的任何一个或多个其它特征组合。

[0084] 虽然还可在本公开的实践或测试中使用类似于或等同于本文所述的材料和方法

的任何材料和方法，但现在描述以下材料和方法。

[0085] II.材料和方法

[0086] 本文描述异源转录激活因子的集合，其包含一种或多种反式激活域(TAD)和其组

合(“效应域”)，其可以可操作地连接至DNA靶向域以产生异源转录激活因子，并且其可用于

激活所需基因(包括内源基因)的基因表达，例如用于治疗目的。在本文所述的异源转录激

活因子中，效应域可操作地连接至DNA靶向域，所述DNA靶向域可指导融合构建体与基因组

中的任何基因座的结合。如实施例中所证明，包含与效应域功能性关联的dCas9或rTetR的

异源转录激活因子可用于激活靶基因的转录，所述效应域包含表1中列出的任一种TAD、其

活性片段，例如SEQ  ID  NO:100‑104、107‑115、118‑119、156‑160、162、164和166‑185的那

些，以及两种或更多种TAD或其活性片段的组合，例如如表3中所列。TAD或其活性片段可在

TAD或活性片段末端另外包含接头和/或另外的天然序列，例如1、2、3、4、5、6、7或更多个，例

如至多5个、至多10个、至多20个、至多30个或至多40个(或之间的任何数量)N末端和/或C末

端氨基酸。例如，表3中标记为“ZXDC短”的TAD(SEQ  ID  NO:107)包含在ZXDC‑12和13中均发

现的40个氨基酸片段，并且包含ZXDC‑12天然序列的另外6个N末端氨基酸和ZXDC‑13天然序

列的另外5个C末端氨基酸。在一个实施方案中，活性片段可比所鉴定的片段短。例如，活性

片段可为例如ZXDC‑12和ZXDC‑13两者中发现的40个氨基酸片段中的20个氨基酸或25个氨

基酸，任选地例如SEQ  ID  NO:107的内部部分。较短活性片段例如以SEQ  ID  NO:119为例，其

包含在HSF1‑20和HSF1‑21两者中发现的20个氨基酸片段。活性片段可如本文别处所述进行

鉴定。例如，可通过比较活性片段来鉴定最小片段，例如对于ATF6，表5中所示的重叠片段是

HRLDEDWDSALFAELGYFTDTDELQLEAANETYENNFDNL，并且对于KLF7，重叠片段是YFSALPSLEETW

QQTCLELERYLQTEPRRISETFGEDLDC。

[0087] 因此，本公开的一个方面包括异源转录激活因子，其包含DNA靶向域和效应域，所

述效应域包含至少一种选自表1‑6中的任一者(任选地表1或任选地表2或表6)中列出的TAD

中的任一者的TAD、其活性片段和其组合，例如选自表1或表3中列出的TAD的至少两种TAD或

其功能变体，优选地选自表4、或表5或表6中列出的TAD的至少一种TAD，和/或其功能变体，
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其中DNA靶向域和效应域可操作地连接。

[0088] 在一个实施方案中，至少一种TAD选自表1。

[0089] 在一个实施方案中，至少一种TAD选自表2。

[0090] 在一个实施方案中，至少一种TAD选自表3。

[0091] 在一个实施方案中，至少一种TAD选自表4。

[0092] 在一个实施方案中，至少一种TAD选自表5。

[0093] 在一个实施方案中，至少一种TAD选自表6。

[0094] 应理解，至少两种TAD或其功能变体可选自任何表，例如选自表3和表4中的每一

者、两者或更多者，例如表3或表4、表3等。还预期分组可包括表1‑6中的任一者中描述的

TADS的任何子组合，例如可排除一种或多种TAD。

[0095] DNA靶向域和效应域可通过共价连接可操作地连接，例如作为单个多肽的域，和/

或可通过一种或多种相互作用组分(例如相互作用域)可操作地连接和/或在某些条件下相

互作用。因此，在一个实施方案中，异源转录激活因子是单一多肽。在另一实施方案中，异源

转录激活因子还包含一对(即第一和第二)相互作用域，任选地二聚体相互作用域，任选地

一对在合适条件下二聚化的诱导型二聚体相互作用域。例如，异源转录激活因子可包含含

有DNA靶向域和第一二聚体相互作用域(任选地为诱导型二聚化域)的第一多肽，以及含有

效应域和第二二聚体相互作用域(任选地为诱导型二聚化域)的第二多肽，其中第一二聚体

相互作用域和第二二聚体相互作用域相互作用，任选地，第一诱导型二聚化域和第二诱导

型二聚化域在一种或多种诱导剂存在下相互作用。

[0096] 如实施例中所示，包含ABI1和PYL1的异源转录激活因子的二聚化可通过添加脱落

酸来诱导。因此，在一个实施方案中，转录激活因子包含第一和第二诱导型二聚化域，所述

第一和第二诱导型二聚化域在诱导剂存在下提供可诱导的转录激活。技术人员可容易地鉴

定和选择可一起使用的合适的诱导型二聚化域。可使用任何合适的诱导型二聚化域，例如

可通过添加脱落酸来诱导ABI1和PYL1的二聚化。其它诱导型系统包括那些基于利用雷帕霉

素、赤霉酸/赤霉素的诱导的系统和基于分裂dCas9的系统。例如，GID1和GAI的二聚化可由

赤霉素诱导，并且FKBP和FRB的二聚化可用雷帕霉素或其类似物(例如雷帕霉素类似物

(rapalog))诱导。本文还考虑了更高阶多聚化系统，例如SunTag系统(Tenenbaum等人 ,

2014)。

[0097] 也可使用其它诱导型系统来控制DNA靶向域与效应域之间的相互作用。其它系统

(其不依赖于二聚化)包括格拉瑞韦诱导的稳定性(Tague等人,2018)或使用雌激素受体配

体结合域变体的他莫昔芬调节的核定位。在格拉瑞韦诱导的稳定性的情况下，DNA靶向域和

效应域将通过自裂解NS3蛋白酶域连接。仅在存在格拉瑞韦(其抑制NS3活性)的情况下，DNA

靶向域和效应域才会保持在一起并调节基因表达。

[0098] DNA靶向域可选自多种DNA结合域，例如锌指DNA结合域、转录激活因子样效应物

(TALE)DNA结合域、dCas9、dCas12或其它Cas家族蛋白，或来自真核生物或原核生物的其它

DNA结合域(DBD)(例如叉头、碱性螺旋‑环‑螺旋、亮氨酸拉链、同源域、细胞核激素受体或

tet阻遏物)，或其变体。DNA靶向域可以是天然的(例如非工程化的)DNA结合域，例如在天然

存在的(例如内源性的)转录因子中发现的DNA结合域，或者DNA靶向域可被工程化以例如提

供定制序列特异性(例如不同于非工程化DNA结合域的序列特异性)或改变的DNA结合亲和

说　明　书 14/60 页

17

CN 117795084 A

17



力。工程化例如锌指DNA结合域和TALE  DNA结合域以提供定制DNA结合特异性的方法是本领

域已知的，例如在Maeder等人2008和Sanjana等人2012中。在本文所述的异源转录激活因子

包含含有天然DNA结合域的DNA靶向域的情况下，效应域将靶向转录因子内源性结合至的所

有基因座，从而增强/取代内源转录因子的功能。例如，已知用VP16替换Oct4反式激活域可

提高将成纤维细胞重编程为iPS细胞的效率。类似地，包含可操作地连接至效应域的天然

DNA结合域的异源转录激活因子可通过激活受内源转录因子调节的靶基因的转录来促进例

如伤口愈合、转分化或组织再生。在工程化(例如定制序列特异性)锌指DNA结合域、TALE 

DNA结合域或Cas家族蛋白的情况下，可将效应域带到一个或多个特定基因座，或任选地以

受控的方式带到基因组中的单个基因座。

[0099] 在一个实施方案中，DNA靶向域包含CRISPR‑Cas蛋白，例如dCas9。可使用保留gRNA

和靶DNA结合活性的无酶活性的CRISPR‑Cas蛋白。例如，Cas9中的D10A/H840A的突变会在

RuvC1和HNH核酸酶域中引入突变并导致失活。在一个实施方案中，CRISPR‑Cas蛋白是

dCas9，其具有SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列或与SEQ  ID  NO:1具有至少80％、至少90％、至少

95％或至少99％序列同一性的氨基酸序列，并且包含D10A/H840A，并且保留gRNA和靶DNA结

合活性。技术人员可鉴定另外考虑的其它无酶活性的CRISPR‑Cas蛋白。

[0100] 在一个实施方案中，DNA靶向域包含锌指DNA结合域。在一个实施方案中，锌指DNA

结合域是工程化锌指DNA结合域，其已被工程化以结合特定DNA序列。

[0101] 效应域包含至少一种本文所述的反式激活域(TAD)或其活性片段。如实施例中所

示，本文鉴定的各种全长ORF和TAD可单独或组合使用，以激活GFP报告构建体或内源基因，

例如CD133的转录。实施例中还显示，效应域可包含表1中所示的至少一种TAD域，和/或其活

性片段，例如表3中所示。因此，在一个实施方案中，效应域包含表2、表4和/或表5和/或表6

中所示的至少一种TAD和/或其任一者的功能变体，或表1、表2、表3、表4、表5和/或表6中所

示的两种或更多种TAD和其任一者的功能变体。在一个实施方案中，TAD包含具有与表1、表

2、表3、表4、表5和/或表6中的任一TAD域和其任一者的功能变体具有至少80％、至少90％、

至少95％或至少99％序列同一性的序列的多肽，并且其保留(例如至少80％有效)转录激活

活性和/或与特定转录辅激活因子，例如CBP/p300、NuA4和/或BRD4的相互作用。

[0102] 也可使用其变体和组合。在一个实施方案中，效应域包含两个或更多个串联TAD，

任选地两种TAD、三种TAD、四种TAD或超过四种TAD，例如5种TAD、10种TAD、15种TAD、20种

TAD、25种TAD、30种TAD，或5种TAD与30种TAD之间的任何数量的TAD，或超过30种TAD。在一个

实施方案中，效应域包含选自以下的两种或更多种TAD或其功能变体：表1、表2、表3、表4、表

5和/或表6中所列的那些和其任一者的功能变体。在一个实施方案中，效应域包含选自表3

中所列的那些的三种或四种TAD。在一个实施方案中，效应域包含SEQ  ID  NO:185、SEQ  ID 

NO:103、SEQ  ID  NO:167、SEQ  ID  NO:105、SEQ  ID  NO:106和/或SEQ  ID  NO:104中的一者或

多者。在一个实施方案中，效应域包含SEQ  ID  NO:185，任选地SEQ  ID  NO:90、91、102或157。

在一个实施方案中，效应域包含SEQ  ID  NO:103，任选地SEQ  ID  NO:46、47或162。在一个实

施方案中，效应域包含SEQ  ID  NO:167，任选地SEQ  ID  NO:101、110、166或172。在一个实施

方案中，效应域包含SEQ  ID  NO:105，任选地SEQ  ID  NO:116、117或165。在一个实施方案中，

效应域包含SEQ  ID  NO:106，任选地SEQ  ID  NO:116或117。在一个实施方案中，效应域包含

SEQ  ID  NO:104，任选地SEQ  ID  NO:118、119或159。在一个实施方案中，效应域包含SPDYE4‑
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CITED1‑RELA‑HSF1(SEQ  ID  NO:121)；SPDYE4‑CITED1‑RELA(SEQ  ID  NO:123)；HSF1‑RELA‑

SPDYE4‑CITED1(SEQ  ID  NO:125)；SPDYE4‑CITED1‑p65‑miniHSF1(SEQ  ID  NO:127)；

miniSPDYE4‑CITED1‑p65‑HSF1(SEQ  ID  NO:129)；SPDYE4‑miniCITED1‑p65‑HSF1(SEQ  ID 

NO:131)；SPDYE4‑CITED1‑minip65(C)‑HSF1(SEQ  ID  NO:133)；或SPDYE4‑CITED1‑minip65

(N)‑HSF1(SEQ  ID  NO:135)。在一个实施方案中，效应域包含SPDYE4‑CITED1‑SERTAD2‑

HSF1；SPDYE4‑CITED1‑KLF6‑HSF1；SPDYE4‑CITED1‑ZXDC‑HSF1；SPDYE4‑CITED1‑ATF6‑HSF1；

SPDYE4‑CITED1‑FOXO1‑HSF1；SPDYE4‑CITED1‑ATMIN‑HSF1；SPDYE4‑CITED1‑p65‑SERTAD2；

SPDYE4‑CITED1‑p65‑KLF6；SPDYE4‑CITED1‑p65‑ZXDC；SPDYE4‑CITED1‑p65‑ATF6；SPDYE4‑

CITED1‑p65‑FOXM1；SPDYE4‑CITED1‑p65‑ATMIN；SPDYE4‑C3orf62‑p65‑HSF1；SPDYE4‑

DDIT3‑p65‑HSF1；SPDYE4‑FOXO1‑p65‑HSF1；SPDYE4‑ATMIN‑p65‑HSF1；SPDYE4‑ZXDC‑p65‑

HSF1；C3orf62‑CITED1‑p65‑HSF1；C11orf74‑CITED1‑p65‑HSF1；KLF6‑CITED1‑p65‑HSF1；

ZXDC‑CITED1‑p65‑HSF1；或SOX7‑CITED1‑p65‑HSF1。在一个实施方案中，效应域包含

SPDYE4‑C3orf62.2‑P_AD‑HSF1(SEQ  ID  NO:174)；SPDYE4‑C3orf62.3‑P_AD‑HSF1(SEQ  ID 

NO:176)；SPDYE4‑C3orf62_MT‑P_AD‑HSF1(SEQ  ID  NO:178)；SPDYE4‑DDIT3_MT‑P_AD‑HSF1

(SEQ  ID  NO:180)；SPDYE4‑CITED1‑P_AD‑HSF1_MT(SEQ  ID  NO:182)；或3x  ZNF473_KRAB

(SEQ  ID  NO:184)。特别考虑了其它构造。

[0103] 效应域可包含具有不同转录辅激活因子偏好的两种或更多种TAD。例如，效应域可

包含与CBP/p300组分相互作用的TAD，例如FOXO  TAD，和与BET组分相互作用的TAD，例如

SPDYE4  TAD。效应域可包含具有类似转录辅激活因子偏好的两种或更多种TAD。例如，效应

域可包含与CBP/p300组分相互作用的两种TAD，例如效应域可包含FOXO1  TAD和CITED1 

TAD。特别考虑了其它构造。

[0104] 对于功能变体，本文所用的“有效”意指与未修饰或非变体TAD(例如野生型或全长

TAD)相比，功能变体保留至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至

少98％、至少99％、100％或大于100％转录激活活性和/或辅激活因子相互作用。变体(例如

截短体)的转录激活活性和/或共激活因子相互作用可例如使用本文描述的方法来确定。例

如，可使用实施例中描述的一个或多个GFP报告基因系统来确定转录激活活性。可在控制每

个DNA靶向域(例如dCas9)的表达水平的同时将变体系连至相同的报告基因或内源环境。在

报告基因或靶基因的所诱导表达中检测到的与亲本TAD相比的任何差异都可能促成变体的

影响。辅激活因子相互作用可例如通过AP‑MS和/或BioID来测定，例如如实施例中所示。

[0105] 表1‑6以及SEQ  ID  NO:120‑135和173‑184中提供了示例性TAD和效应域核酸和多

肽。在一个实施方案中，效应域可包含由所述核酸编码的氨基酸序列，或与由SEQ  ID  NO:

120‑135和173‑184的TAD编码的氨基酸序列具有至少80％、至少90％、至少95％、至少96％、

至少97％、至少98％或至少99％序列同一性的氨基酸序列。此类多肽的编码多肽(融合或在

表达和激活时)的活性与例如SEQ  ID  NO:120‑135和173‑184一样有效(例如提供至少80％

有效的转录激活)。

[0106] 在一个实施方案中，效应域通过接头与DNA靶向域融合。在一个实施方案中，两种

或更多种TAD通过一个或多个接头融合在一起。例如，可使用甘氨酸和甘氨酸丝氨酸接头。

实施例中描述的转录激活因子使用多种甘氨酸丝氨酸接头，例如SGGSGGS(SEQ  ID  NO:6)、

GGS、SGGS(SEQ  ID  NO:7)和/或GSGSGS(SEQ  ID  NO:8)。也可使用其它接头，例如INSRSSGS
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(SEQ  ID  NO:9)。

[0107] 在一个实施方案中，转录激活因子包含一种或多种细胞核定位信号(NLS)。可使用

任何合适的NLS。任选地，NLS是SV40  NLS。所述一种或多种NLS可以是一种或多种N末端NLS、

一种或多种C末端NLS、一种或多种内部NLS和/或其组合。任选地，NLS可包含SEQ  ID  NO:22

的NLS。在一个实施方案中，NLS还包含N末端和/或C末端接头，例如INSRSSGS(SEQ  ID  NO:

9)，并且任选地具有序列INSRSSGSPKKKRKVGS(SEQ  ID  NO:141)。

[0108] 如本文所述，转录激活因子或效应域可由核酸编码和/或由表达构建体表达。因

此，本公开的一个方面是编码本文所述的转录激活因子的核酸。本公开的另一方面是编码

本文所述的转录激活因子的效应域的核酸。例如，核酸可编码如表1至6中的任一者，任选地

表2、4、5和/或6，任选地表2或表4或表6中所提供的TAD，或表1‑6中所提供的两种或更多种

TAD。在一个实施方案中，核酸可包含SEQ  ID  NO:120、122、124、126、128、130、132、134、173、

175、177、179和180中的任一者的核酸，或与SEQ  ID  NO:120、122、124、126、128、130、132、

134、173、175、177、179和180具有至少80％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少

98％、至少99％或100％序列同一性的序列，其中异源转录激活因子例如大约与由SEQ  ID 

NO:120、122、124、126、128、130、132、134、173、175、177、179和180编码的效应域一样有效地

激活转录，例如至少80％有效、至少85％有效、或至少90％有效、至少95％有效、至少96％有

效、至少97％有效、至少98％有效、至少99％有效、至少100％有效、或多于100％有效，例如

在本文描述的测定中所评估。序列同一性例如相对于完整效应域序列或相对于其中编码的

一种或多种TAD或TAD片段。其它部分、接头、NLS等可完全不同。编码效应域的核酸可适合于

产生编码本文所述的转录激活因子的核酸。例如，编码效应域的核酸可侧接有合适的克隆

位点，或者包含所述核酸的表达构建体或载体可包含克隆位点以促进插入DNA靶向域以可

操作地连接效应域和DNA靶向域。

[0109] 本文使用的术语“克隆位点”是指使用重组DNA技术(克隆)可将感兴趣的核酸分子

插入其中或与可感兴趣的核酸分子连接的核酸分子的一部分。在表达盒的情况下，克隆位

点可位于启动子与聚腺苷酸化信号之间，使得感兴趣的核酸分子可被克隆至与启动子和聚

腺苷酸化位点可操作连接的表达盒中。技术人员已知若干克隆技术，并且克隆位点将包括

必要的特征(例如限制性核酸内切酶位点、重组酶识别位点、或平端或突出端)以允许在克

隆位点插入感兴趣的核酸分子。克隆位点可以是例如多克隆位点(MCS)或多接头区域，其包

含多个独特的限制酶识别位点以允许插入感兴趣的核酸分子。或者或另外，克隆位点可包

括一个或多个重组酶识别位点以允许通过重组克隆插入DNA；使用位点特异性重组酶(例如

整合酶或Cre重组酶)来催化DNA插入。重组克隆系统的实例包括 (整合酶)、

CreatorTM(Cre重组酶)和Echo  CloningTM(Cre重组酶)。对于一些克隆策略，表达盒或载体

可作为线性分子提供，允许感兴趣的核酸分子的平端或突出端与表达盒或载体的平端或突

出端连接，例如通过连接或聚合酶活性，从而形成环状分子。在此情况下，表达盒或载体的

平端或突出端可一起被视为克隆位点。这种方法通常用于克隆PCR产物。

[0110] 相关方面是表达构建体，所述达构建体包含编码可操作地连接至启动子和转录终

止位点的转录激活因子的核酸。可使用任何合适的启动子。合适的启动子可由本领域技术

人员鉴定，并且可包括例如CMV、EF1A或PGK。例如，SEQ  ID  NO:25、26、27和/或28的启动子

和/或增强子序列可用于表达构建体中。也可使用诱导型启动子。
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[0111] 在一个实施方案中，构建体是载体。可使用任何合适的载体。合适的载体可由本领

域技术人员鉴定，并且可包括病毒载体，任选地慢病毒载体或腺病毒载体。合适的载体可包

括例如用于表达效应构建体的启动子、polyA尾、用于增加表达的稳定性的3’UTR元件(如

WPRE)、绝缘子序列、慢病毒包装信号、荧光蛋白和/或抗生素抗性标记。本领域技术人员可

鉴定另外的合适的组分。

[0112] 在另一实施方案中，转录激活因子、核酸、构建体或载体在细胞中。可使用任何合

适的细胞，并且可由技术人员基于期望的应用来确定。细胞可来自任何生物体。任选地，细

胞是哺乳动物细胞，例如人类细胞或小鼠细胞。任选地，细胞是细胞系。细胞系可以是任何

合适的细胞系。

[0113] 转录激活因子、核酸、构建体或载体可以任何合适的方式引入至细胞中，例如通过

转染。合适的转染试剂和方法是本领域常规实践的并且可由技术人员鉴定。任选地，该构建

体是病毒载体，任选地是慢病毒载体，并且通过转导被引入到细胞中。合适的转导方法是本

领域常规实践的并且可由技术人员鉴定。

[0114] 在一些实施方案中，细胞稳定表达异源转录激活因子，任选地，细胞被稳定转导，

例如使用包含编码异源转录激活因子的核酸的病毒制备。

[0115] 另一个方面是转录激活系统，所述转录激活系统包含本文所述的转录激活因子、

编码所述转录激活因子的核酸，或包含所述核酸的构建体或载体，或表达所述转录激活因

子的细胞。在基于CRISPR‑Cas的系统的情况下，所述系统包含至少一种gRNA。在基于诱导型

二聚化域的系统的情况下，所述系统任选地包含至少一种诱导剂。

[0116] 还提供了一种组合物，该组合物包含本文所述的异源转录激活因子、本文所述的

核酸、本文所述的构建体、本文所述的载体、本文所述的细胞和/或本文所述的转录激活系

统。所述组合物可包含载剂(例如BSA)，或根据组合物组分合适的稀释剂(任选地为水或缓

冲盐水)。所述组合物可包含多种组分，例如包含相同或不同元件的转录激活因子、核酸、构

建体、载体或细胞。

[0117] 本文还提供了例如用于激活靶基因转录或执行本文所述方法的试剂盒，所述试剂

盒包括本文所述的转录激活因子；核酸；表达构建体；或编码本文所述的转录激活因子的载

体；或表达本文所述的转录激活因子的细胞；以及任选的容纳所述转录激活因子、核酸、表

达构建体、载体、细胞或组合物的小瓶。该试剂盒可包括前面提到的组分中的一者或多者。

任选地，试剂盒包括gRNA表达构建体、诱导剂和/或用于实施本文所述方法的说明书。

[0118] 本文还描述了激活细胞中靶基因的转录的方法。如实施例中所证明，本公开的转

录激活因子可靶向于基因组基因座，例如启动子以激活细胞中靶基因的转录。

[0119] 本文鉴定的转录效应子可以是全长蛋白质、其片段(反式激活域)、其功能变体或

反式激活域或其功能变体的组合。其涵盖多种不同的转录激活强度，从非常强到中等到弱。

这可用于实现内源基因所需表达水平，特别是在表达过高可能导致有害表型的情况下。可

通过选择不同的TAD或功能变体(例如活性片段)包含在效应域中来调整激活强度。效应域

的激活强度可由技术人员确定，例如使用本文描述的实施例中所示的募集测定中的MFI或

GFP阳性细胞百分比。例如，效应域的相对强度可通过比较与特定DNA靶向域和特定DNA靶标

组合的特定效应域相对于对照，例如海肾(Renilla)与相同DNA靶向域和特定DNA靶标组合

的MFI或GFP阳性细胞百分比来确定。高激活可被视为例如至少或高于50X对照、至少或高于
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75X对照、至少或高于100X对照、或至少或高于150X对照。中等激活可被视为例如至少或高

于10X、至少或高于20X、至少或高于30X、或至少或高于40X对照，以及至多50X、至多75X、至

多100X、或至多150X对照。低激活可被视为例如至少2X、至少2.5X、至少3X、至少4X或至少5X

对照以及至多10X、至多20X、至多30X或至多40X对照。例如，如图19A和19B中所示，相对于海

肾对照，高激活可被视为>50倍，中等激活可以是20X至50X，并且低激活可以是至少3X至至

多20X。可根据所需的应用来选择合适的激活水平。

[0120] 如本文所述，可利用化学诱导的与例如雷帕霉素类似物或脱落酸的二聚化来添加

用于转录调节的另一水平的控制。在这种情况下，一半(例如DNA靶向域)将与FKBP或PYL1融

合，而另一半(例如效应域)与FRB或ABI1融合。用雷帕霉素类似物或脱落酸处理将分别诱导

FKBP与FRB或PYL1与ABI1之间的相互作用，从而导致暂时调节的基因表达。如实施例中所

示，包含ABI1和PYL1的异源转录激活因子的二聚化可通过添加脱落酸来诱导。本领域技术

人员可容易地鉴定和选择可一起使用的合适的诱导型二聚化域和诱导剂。可以使用蛋白质

二聚化域和诱导剂的任何合适的诱导型组合，例如ABI1和PYL1的二聚化可以通过添加脱落

酸来诱导。其它诱导型系统包括那些基于利用雷帕霉素、赤霉酸/赤霉素的诱导的系统和基

于分裂dCas9的系统。例如GID1和GAI的二聚化可由赤霉素诱导，并且FKBP和FRB的二聚化可

用雷帕霉素或其类似物(例如雷帕霉素类似物(rapalog))诱导。本文还考虑了更高阶多聚

化系统，例如SunTag系统(Tenenbaum等人,2014)。

[0121] 也可使用其它诱导型系统来控制DNA靶向域与效应域之间的相互作用。其它系统

(其不依赖于二聚化)包括格拉瑞韦诱导的稳定性(Tague等人,2018)或使用雌激素受体配

体结合域变体的他莫昔芬调节的核定位。在格拉瑞韦诱导的稳定性的情况下，DNA靶向域和

效应域将通过自裂解NS3蛋白酶域连接。只有在存在格拉瑞韦(其抑制NS3活性)的情况下，

DNA结合域和效应域才会保持在一起并且调节基因表达。

[0122] 因此，本公开的一个方面是激活细胞中靶基因表达的方法，所述方法包括将本文

所述的转录激活因子引入所述细胞中，以及在合适的条件下培养所述细胞以使得DNA靶向

域将转录激活因子引导至靶位点并且效应域激活所述靶基因的转录。在一个实施方案中，

靶基因是内源基因。在其中转录激活因子包含CRISPR‑Cas的实施方案中，所述方法还包括

将至少一种靶向细胞中期望基因组基因座的gRNA引入所述细胞中，以及在合适的条件下培

养细胞以使得所述至少一种gRNA与CRISPR‑Cas蛋白缔合并且引导CRISPR‑Cas蛋白将转录

激活因子引导至CRISPR靶位点，以使得效应域激活靶基因的转录。在其中转录激活因子在

DNA靶向域和效应域中的每一者中均包含诱导型二聚化域的实施方案中，所述方法还包括

将至少一种诱导剂引入到该细胞中以及在使第一和第二诱导型二聚化域缔合从而使得所

述至少一个效应域激活靶基因的转录的合适条件下培养所述细胞。

[0123] 本文所述的方法可用于调节靶基因的基因表达，例如诱导内源基因的表达或调节

基因组的限定区域中的染色质开放。举例来说，一些TAD可促进基因间区域(即不是启动子

或增强子)的染色质开放，这可能导致染色质开放和染色体折叠重排。

[0124] 本文所述的方法可用于鉴定或筛选对于细胞活力或感兴趣的表型重要的一个或

多个基因组基因座。举例来说，本文所述的方法可被用于筛选对于对感兴趣的毒素(例如白

喉毒素)的抗性或敏感性重要的基因或其调节元件。在另一实例中，本文所述的方法可用于

鉴定对于感兴趣的蛋白质(例如CD81)的表达重要的调节元件。在另一实例中，本文所述的
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方法可在高通量筛选方法中用于通过筛选在某些条件(例如随时间推移的药物治疗)下在

细胞群中过度表现或表现不足的gRNA来鉴定细胞类型中的必需或非必需基因。其它应用可

由本领域技术人员确定。

[0125] 上面的公开总体地描述了本申请。通过参考以下具体实施例可以得到更完整的理

解。这些实施例仅出于说明的目的而描述，并且不意图限制本公开的范围。考虑了形式改变

和等效物替代，因为环境可能会暗示或出现应急情况。尽管本文中已使用了特定术语，但此

类术语意图处于描述性含义，而不是用于限制的目的。

[0126] 以下非限制性实施例是对本发明的举例说明：

[0127] III.实施例

[0128] 实施例1.用于鉴定人类细胞中的转录激活因子的平台。

[0129] 为了以系统的方式鉴定转录调节因子，使用了化学诱导二聚化(CID)系统，其中无

催化活性的Cas9(dCas9)在其N末端用蛋白磷酸酶ABI1进行标记，并且潜在转录激活因子与

脱落酸受体PYL1融合(图1A)(Gao等人,2016；Liang等人,2011)。用脱落酸(ABA)处理细胞会

诱导ABI1与PYL1之间的相互作用，从而将潜在的转录激活因子募集至由指导RNA(gRNA)限

定的特定基因组基因座。作为报告基因，使用含有稳定整合构建体的HEK293T细胞系，所述

构建体具有7xTetO阵列和驱动EGFP表达的基础CMV启动子(Gao等人,2016)。通过慢病毒感

染产生表达ABI1‑dCas9和靶向TetO的单一gRNA的单克隆细胞系。用与PYL1融合的已知转录

激活因子VPR、VP64和p300转染此细胞系导致在ABA处理后强烈诱导GFP(图1B)，这与之前的

报告一致(Gao等人,2016)。将荧光素酶或RFP募集至启动子不会诱导GFP表达，表明单独的

ABA不会激活报告基因(图1B)。

[0130] 为了扩大单个克隆的规模，在含有C末端PYL1的慢病毒载体中生成了人类ORFeome 

8.1和ORFeome协作克隆的合并文库(ORFeome  Collaboration,2016；Yang等人,2011)。这些

开放阅读框(ORF)文库总共含有14,821个克隆，对应于13,571个独特基因。报告细胞系以低

感染复数被合并文库感染，从而确保大多数细胞仅被一种慢病毒感染(图1C)。合并文库在

感染前后分别覆盖96％和93％的ORFeome，表明尽管插入物大小存在显著差异，但文库的覆

盖范围很广(图6A和B)。用ABA处理受感染的细胞后，在细胞子集中观察到GFP的明显诱导

(图1D)。报告基因诱导取决于处理时间、ABA浓度和ORFeome的存在(图6C‑6E)。此外，ABA的

撤回导致高GFP群体的快速损失(图6C)，表明激活需要持续的启动子占据。为了鉴定转录激

活因子，将ABA处理细胞的前1％GFP阳性细胞一式两份分选，并通过测序鉴定高GFP群体中

的ORF(图1D)。

[0131] 方法如实施例7中所述。

[0132] 实施例2.ORFeome范围的筛选鉴定已知和新颖的转录激活因子。

[0133] 使用5％错误发现率的截止值以及前1％GFP阳性细胞与未分选细胞之间的读段计

数至少4倍的变化，鉴定了248个假定的转录激活因子(图1E)。基因本体(GO)分析揭示了与

转录激活相关的多个功能类别的显著富集(图1F)。所述命中还高度富集于许多转录调节因

子(图1G)、染色质相关蛋白复合物亚基(图1H)以及转录中枢相互作用因子，例如RNA聚合酶

II和组蛋白乙酰转移酶CBP和p300(图6F)中发现的蛋白域中。此外，所述命中与在酵母双杂

交测定中充当自动激活因子的人类蛋白质显著重叠(蛋白质组中的11％相对于命中当中的

29％；p<0.0001，费歇尔精确检验；图6G)，所述自动激活因子是当异位募集至启动子时激活

说　明　书 20/60 页

23

CN 117795084 A

23



酵母中的报告基因表达的蛋白质(Luck等人,2020)。筛选结果还通过将90个命中和非命中

的集合单独转染至相同的报告细胞系中进行测定来验证。结果与筛选高度一致：单独测试

时几乎所有命中均得到再现，相反，大多数非命中并未激活报告基因(图6H)，表明在此设置

中假阳性和假阴性率较低。总之，这些结果表明筛选以可再现的方式鉴定了功能相关的转

录激活因子。

[0134] 单个筛选结果包括调节不同转录阶段的特征明确的因子(图1E)。例如，除了若干

调节应激反应的主TF(例如HSF1、ATF6和DDIT3/CHOP(Vihervaara等人,2018))之外，序列特

异性转录因子命中当中还包括已知的激活因子RELB和MYCL(Barrett等人,1992；Ryseck等

人,1992)。本身不结合DNA但与TF相关的辅激活因子包括STAT2、CITED1和SERTAD1(Bousoik

和Montazeri  Aliabadi ,2018；Hsu等人 ,2001；Yahata等人 ,2001)。TFIIE的两个亚基

(GTF2E1和GTF2E2)都是调节前起始复合物组装的通用转录因子(Cramer,2019)，也是突出

的命中，促进RNA聚合酶II释放的蛋白质(P‑TEFb复合物亚基CDK9)和促进转录延伸的蛋白

质(例如ELL3和MLLT1)也如此(Chen等人,2018；Cramer,2019)。其它突出的激活因子包括染

色质修饰复合物的亚基，例如SAGA(ATXN7L3、TADA3、SGF29)和NuA4(EPC1、MGRBP)，以及介导

DNA去甲基化的GADD45家族蛋白(GADD45A、GADD45B、GADD45G)(Barreto等人,2007)。最后，

鉴定了文库中存在的15个介体亚基中的13者。这些突出的实例说明，筛选发现了通过多种

不同机制并在转录周期的不同阶段促进转录的因子。

[0135] 除了已知的转录调节因子外，筛选中还鉴定出大量先前未与转录相关的蛋白质

(例如C11orf74/IFTAP、NCKIPSD、DCAF7、HFM1)或完全未表征的蛋白质(例如C3orf62、

FAM90A1、SPDYE4、SS18L2、FAM9A、C21orf58)(图1H)。这些结果表明人类基因组编码许多先

前未知的转录调节因子。下面描述了其中若干因子的详细特征。

[0136] 方法如实施例7中所述。

[0137] 实施例3.TF家族内独特的转录活性。

[0138] 转录因子包括多个特征在于其独特的DNA结合域和辅助域的家族(Lambert等人,

2018)。属于同一家族的转录因子通常具有高度相似甚至相同的序列特异性(Jolma等人 ,

2013；Lambert等人,2018；Weirauch等人,2014)。然而，即使是高度相关的TF，由于其独特的

辅助域，也可能对转录和染色质产生不同的影响。与此一致，只有转录因子家族的一些成员

被鉴定为合并筛选中的命中。为了排除合并方法的敏感性作为原因，对叉头盒(FOX)、SRY相

关的HMG‑盒(SOX)、E‑二十六(ETS)、无调性相关碱性螺旋‑环‑螺旋(bHLH)、Twist/Hand、Krü

ppel样因子(KLF)和同源盒蛋白(HOX)家族的成员均进行了单独测定(图2A和7A)。还包括两

个与转录和染色质相关的蛋白质家族(多梳家族环指(PCGF)和酪蛋白激酶家族)、一个先前

未与转录相关的家族(Spy1/RINGO)(Gastwirt等人,2007)以及24个在进化上不相关，但为

同一保守复合物的组成部分的介体亚基。

[0139] 与合并筛选一致，许多高度同源的转录因子的激活谱即使一次测试一个也有显著

不同。例如，37个叉头TF中仅有5个、14个SOX中有1个、14个KLF中有5个以及36个HOX蛋白中

有2个激活报告基因表达(图2A‑2D和7)。为了排除活性差异是由表达引起的这种简单解释，

将若干TF作为RFP‑PYL1融合物进行测定，以解释融合蛋白表达水平。结果与仅PYL1的融合

物高度一致，并且与RFP水平不相关(图8)，表明转录活性的差异反映了TF的内在潜力。

[0140] 值得注意的是，筛选中鉴定的激活TF显著富集了异位表达时可诱导小鼠胚胎干细
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胞和人类诱导多能细胞(iPSC)分化的因子(图7G)(Ng等人,2021；Theodorou等人,2009)，表

明测定中的激活差异与生物功能的差异有关。例如，在相关的bHLH家族转录因子中，

NEUROG1、NEUROG2、NEUROD1和NEUROD2可诱导iPSC的神经元分化，而NEUROD6则不能

(Goparaju等人,2017)。这种模式与其激活报告基因的能力一致(图7B)。类似地，只有四种

HOX因子(HOXA1、HOXA2、HOXB1、HOXB2)可激活位于Hoxb1基因座中的b1‑ARE自动调节元件

(Di  Rocco等人,1997)，并且其中三个在测定中被表征为激活因子(合并筛选和阵列测定中

的HOXA2和HOXB2，筛选中的HOXA1)(图2A)。此外，最近的工作揭示了HOX基因的阻遏潜力、表

达模式和基因组位置之间存在惊人的共线性(Tycko等人 ,2020)，其中同源盒簇的5’端的

HOX转录因子具有阻遏作用。与此一致，测定中的HOX家族激活因子由其HOX基因簇中的最3’

或倒数第二个3’基因编码。

[0141] 一个特别有趣的例子是PCGF家族蛋白，其为规范和非规范多梳阻遏复合物1

(PRC1)的互斥组分(Gahan等人,2020；Gao等人,2012)(图2E)。尽管普遍认为PCGF3在PRC1的

背景下在染色质压缩和基因沉默中起作用，但PCGF3在最初的筛选中被鉴定为激活因子。当

单独测试时，PCGF3强烈激活报告基因，PCGF5(原始合并筛选中不存在)也是如此(图2E)。相

比之下，其它三个PCGF家族成员(PCGF1、PCGF2和PCGF4/BMI1)在单独测试时既不是筛选命

中也不激活报告基因(图2E)。PCGF5先前已被证明可调节转录激活(Gao等人,2014)，但尚未

描述PCGF3的这种作用。有趣的是，在PCGF家族系统发育中，PCGF3和PCGF5形成一个在动物

进化早期出现的独特群体(Gahan等人,2020)，表明其转录激活功能具有古老的起源。

[0142] 一些研究表明，介体复合物的亚基可具有不同的调节功能，一些亚基促进转录激

活，而另一些亚基促进阻遏(Conaway和Conaway,2011；Stampfel等人,2015)。在测定中，24

个测定的介体亚基中有20个强烈激活报告基因，在介体子模块之间没有差异(图7F)。例如，

MED29被认为具有转录阻遏活性(Wang等人,2004)，但其为合并筛选中的命中，并且在单独

测试时被验证为激活因子(图7F)。因此，至少在报告系统的背景下，几乎所有介体亚基都促

进转录激活。

[0143] 初步激活筛选鉴定了两种蛋白(SPDYE4和SPDYE7P)，其属于细胞周期调节因子

Spy1/RINGO(卵母细胞G2/M进展的快速诱导因子)家族。Spy1/RINGO蛋白以不依赖于细胞周

期蛋白的方式结合并激活Cdk1和Cdk2，从而促进细胞周期进展(Gonzalez和Nebreda ,

2020)。然而，其先前并未涉及转录调节。由于最近的扩展(Chauhan等人,2012)，人类基因组

包含至少19个Spy1/RINGO家族基因和多个假基因。分别测试了五个Spy1/RINGO蛋白的转录

激活情况，并且其中四个强烈激活了报告基因(图2F)。这些结果表明，Spy1/RINGO蛋白可能

部分通过充当转录激活因子来促进细胞周期进展。

[0144] 方法如实施例7中所述。

[0145] 实施例4.TAD‑seq揭示了新型人类反式激活域。

[0146] 转录因子通常通过与辅激活因子(例如介体、CBP/p300乙酰转移酶或TFIID)相互

作用的反式激活域(TAD)来激活转录。大多数TAD是富含酸性和疏水性残基的短的、非结构

化的序列(Sigler,1988)。尽管付出了巨大的努力，但尚未出现明确的共识主题，使得TAD的

计算预测具有挑战性(Eri  jman等人,2020；Ravarani等人,2018；Stal  ler等人,2021)。几

个小组最近实施了合并募集方法，以从已知的转录调节因子或随机序列中鉴定TAD(Arnold

等人,2018；Erijman等人,2020；Ravarani等人,2018；Sanborn等人,2020)。修改上述筛选平
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台以鉴定命中当中负责转录激活的区域。此方法与之前发布的TAD‑seq方法(Arnold等人,

2018)类似，不同之处在于使用合成片段而不是随机片段化DNA。

[0147] 生成了我们筛选中鉴定的75个激活因子的片段文库，每20个氨基酸使用60个氨基

酸平铺，使得每个氨基酸都由三个不同的片段代表(图3A)。合并的片段文库与PYL1融合，并

募集至原始ORFeome筛选中使用的相同GFP报告基因(图3A)。再次，在经片段文库感染的报

告细胞子集中观察到ABA依赖性GFP表达(图9A)。将GFP阳性群体分为两个独立的重复，并通

过测序对每个群体中的片段进行定量。然而，与ORFeome筛选相反，高GFP细胞(前1％)和中

等GFP细胞(前2‑5％)均经过分选以潜在地鉴定不同强度的反式激活因子。

[0148] 汇总方法揭示了39种不同蛋白质中的70个激活片段。如所预期，这些片段富含酸

性和疏水性氨基酸，并且缺乏带正电(碱性)氨基酸(图9B)，表明许多片段代表与“酸斑点”

想法一致的“规范”TAD(Sigler,1988)。事实上，基于两种不同的算法，激活片段包含更多的

预测TAD(Eri  jman等人,2020；Piskacek等人,2007)(图9C)，并且激活片段中的预测TAD比

非活性片段中的预测TAD更长(图9D)。然而，许多活性片段无法通过任何算法预测，凸显了

实验方法的必要性。

[0149] 在70个活性片段中，大多数(44＝63％)仅在高GFP或中等GFP群体中被鉴定，表明

所述片段具有不同的激活潜力(图9E)。例如，与未分选的片段文库相比，VP64在高GFP群体

中富集，但在中等GFP群体中耗尽(图9E)。这与VP16在转录激活中的异常效力一致(VP64由

四个串联的VP16肽组成)(Sadowski等人 ,1988)。对筛选中鉴定的10个片段进行了单独测

试，其中9个片段强烈激活了报告基因(图9F)，表明假阳性率较低。

[0150] 片段筛选回收了若干已知TAD。例如，鉴定了KLF6、KLF7、KLF15、ATF6和CITED2中的

已知TAD(图3B和10A)。另外，由于活性片段之间的重叠可精准确定活性所需的最小序列，因

此先前鉴定的TAD(例如KLF6、KLF7和SERTAD2的那些)的活性所需的区域被缩小(图3B和

10A)。在ORFeome范围的筛选中发现了规范转录调节因子和新型蛋白质中许多以前未知的

TAD(图3C和10B)。在先前未表征的蛋白质SPDYE4、C3orf62、FAM22F和FAM90A1中发现了TAD

(图3C)。有趣的是，SPDYE4中的新型TAD与其Spy1域相邻，所述域与Cdk2相互作用并激活

Cdk2，表明潜在的转录活性和Cdk调节活性是由Speedy家族蛋白的不同域介导的(图3C和

11A)(McGrath等人,2017)。此外，与Spy1/RINGO家族蛋白的转录激活谱一致，TAD区域在除

SPDYC之外的所有家族成员中都是保守的，SPDYC是唯一在募集测定中无活性的Spy1/RINGO

家族蛋白(图2F和11A)。

[0151] 有趣的是，一些未发现的TAD不具有典型反式激活域的特征。例如，HOXA2中激活转

录的三个重叠片段跨越同源盒DNA结合域与触角足样六肽基序之间的聚丙氨酸伸长段(图

3D和3E)，所述基序与PBX1辅激活因子相互作用(Piper等人,1999)。然而，缺乏六肽基序的

片段仍激活转录，表明所述活性不通过PBX1调节(图3E)。聚丙氨酸伸长段在果蝇的

Ultrabithorax(Ubx)蛋白中具有重要的功能，并且最近其被认为在驱动例如HOXD13的许多

TF的相分离中发挥作用(Basu等人,2020)。本文的结果表明，聚丙氨酸伸长段可能在转录激

活中具有额外作用。

[0152] 另一个非规范激活区域来自YAF2，它是多梳阻遏复合物1(PRC1)的组分(Gao等人,

2012)，并且是原始ORFeome筛选中的一个突出命中(图3F)。此区域含有YAF2_RYBP域，所述

域折叠成结合RING1B(PRC1核心亚基)的反平行β片层(Wang等人 ,2010)(图3G)。YAF2的
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YAF2_RYBP域和其密切同源物RYBP与CBX家族多梳蛋白中存在的CBX‑C域具有序列和结构同

源性(Wang等人,2010)(图11B)。含有CBX‑C域的蛋白质和YAF2/RYBP以互斥的方式与RING1A

和RING1B相互作用，以形成规范(cPRC1)和非规范(ncPRC1)多梳复合物(图3G)。

[0153] 为了测试是否所有CBX‑C和YAF2_RYBP域均可促进转录激活，YAF2(SEQ  ID  NO:96)

和RYBP(SEQ  ID  NO:140)的YAF2_RYBP域以及CBX2(SEQ  ID  NO:136)、CBX4、CBX6(SEQ  ID 

NO:138)、CBX7和CBX8(SEQ  ID  NO:139)的CBX‑C域被克隆并用报告系统测定活性。来自YAF2

和RYBP的YAF2_RYBP基序强烈激活报告基因，与YAF2的TADseq结果一致(图3H)。一些CBX‑C

域也是激活因子：来自CBX2的CBX‑C是最有效的激活因子，而来自CBX6和CBX8的CBX‑C对报

告基因的激活较弱(图3H)。相比之下，CBX4和CBX7  CBX‑C域对报告基因没有影响。这种模式

反映了CBX‑C域蛋白的进化祖先(图3H)。有趣的是，CBX4和CBX7的CBX‑C域与RING1B的结合

亲和力比激活转录的CBX蛋白的相同域或RYBP的YAF2_RYBP域高约10倍(p＝0.008，双尾t检

验)(图3H)(Wang等人,2008,2010)。因此，CBX‑C和YAF2_RYBP域的转录活性的差异可能通过

其对RING1B的结合亲和力或与其它因子的差异结合来解释。无论如何，这些结果表明CBX蛋

白功能的差异(Morey等人,2012；Vincenz和Kerppola ,2008)至少可部分地通过其CBX‑C域

的内在差异来解释。更广泛地说，这些结果揭示了非规范和规范PRC2复合物的组装和功能

的另一层复杂性。

[0154] 方法如实施例7中所述。

[0155] 实施例5.新型转录激活因子与已知辅因子相互作用。

[0156] ORFeome范围的筛选揭示了若干有效的反式激活因子，所述反式激活因子的特征

不明或完全无特征。为了解这些因子如何调节转录，建立了稳定的四环素诱导型HEK293细

胞系，其表达九种特征不明的筛选命中(C3orf62、C11orf74/IFTAP、NCKIPSD、DCAF7、

SS18L2、SPDYE4、FAM90A1、FAM22F/NUTM2F、JAZF1)、五种已知的转录调节因子命中(SOX7、

KLF6、KLF15、CTBP1、HOXA2和HOXB2)、两种合成反式激活因子(VP64和VPR)以及与来自风产

液菌(Aquifex  aeolicus)的生物素连接酶BirA和FLAG表位标签融合的阴性对照(EGFP和

Nanoluc)。其蛋白质相互作用组通过亲和纯化联合质谱(AP‑MS)和具有邻近依赖性生物素

化(BioID2)的邻近配偶体进行表征(Kim等人,2016)。AP‑MS是表征稳定蛋白质复合物的理

想方法，而BioID擅长鉴定较弱或涉及难溶性蛋白质，例如与染色质紧密结合的蛋白质的相

互作用(Lambert等人,2015)。

[0157] 转录激活因子的相互作用组揭示了两种模式。首先，他们指出，新命中的反式激活

潜力可能反映其内源功能，而不是系连测定的假象。其次，相互作用组揭示了激活因子对特

定辅助激活因子复合物的显著偏好，集中于五种不同的辅因子(CBP/p300、BAF、NuA4、介体

和TFIID)上。

[0158] 支持新型激活因子在转录调节中的天然作用，九个特征不明的命中当中有八个与

AP‑MS、BioID或两者中已知的转录辅因子相关(图4A、图12)。C3orf62、DCAF7和FAM22F/

NUTM2F与作为已知转录辅助激活因子的p300和/或CBP相互作用。相比之下，JAZF1与BioID

中NuA4组蛋白乙酰转移酶复合物的多个亚基相关，表明它是这种高度保守复合物的新亚

基。SS18L2反过来与BAF染色质重塑复合物相互作用，包括核心BAF成员SMARCA2和SMARCA4

以及规范BAF(cBAF)和非规范BAF(ncBAF)特有的亚基(图4A和12)(Centore等人 ,2020)。

SPDYE4和FAM90A1与调节转录延伸的BET家族溴域蛋白BRD2、BRD3和BRD4相互作用
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(Fujisawa和Filippakopoulos,2017)。NCKIPSD(也称为SPIN90)与运动神经元存活(SMN)复

合物相互作用，所述复合物调节核糖核蛋白复合物的组装，但也与转录激活有关

(Pellizzoni等人 ,2001；Singh等人 ,2017；Strasswimmer等人 ,1999)(图12)。有趣的是，

NCKIPSD还与DCAF7相互作用(图12B)。DCAF7和NCKIPSD都与细胞质中肌动蛋白动力学的调

节有关(Cao等人,2020；Morita等人,2006)，表明这些蛋白质可能在细胞质和细胞核中具有

不同的作用。

[0159] 已知的转录调节因子也与辅激活因子复合物相关(图4A和12)。KLF6诱饵将NuA4亚

基EPC1鉴定为邻近相互作用因子，而HOXB2、KLF15、CTBP1和SOX7诱饵将CBP和p300作为邻近

配偶体。另外，SOX7还与BAF亚基相关。与除SOX7之外的所有天然激活因子相比，强大的合成

激活因子VP64和VPR将多种不同的辅激活因子鉴定为邻近配偶体。VP64由病毒VP16反式激

活基序的四个串联拷贝组成，与CBP/p300和介体亚基MED14和MED15相关，与先前的报道一

致(Kundu等人,2000；Yang等人,2004)。VPR是VP64、人类p65/RELA反式激活域和爱泼斯坦‑

巴尔病毒(Epstein‑Barr  virus)R反式激活蛋白的融合物(Chavez等人,2015)，与更多辅因

子相关，包括CBP/p300以及介体和TFIID的多个亚基(图4A和12A)。与多种辅因子的此类关

联可能解释了当VPR与dCas9融合时出色的反式激活效力(Chavez等人,2015,2016)。

[0160] 这些结果表明激活转录因子和其它转录调节因子对特定辅因子具有强烈的内在

偏好。为了进一步研究这一点，对先前发布的叉头家族TF的AP‑MS相互作用数据集(Li等人,

2015)进行了分析，并与此测定中的转录激活结果进行了比较。值得注意的是，只有那些在

募集至报告基因时激活转录的叉头转录因子才能与AP‑MS中的辅激活因子相互作用(图

4B)。另外，与质谱结果类似，激活叉头TF具有不同的辅因子偏好：FOXO1和FOXO3与CBP和

p300特异性相互作用，FOXN1与p300和BAF复合物的亚基相互作用，而FOXR1和FOXR2更喜欢

NuA4复合物(图4B)。这些数据强烈表明，鉴定高度相似的序列并以几乎相同的程度激活转

录的相关转录因子可通过不同的辅激活因子复合物促进转录。

[0161] 为了在功能上研究转录激活因子与辅因子之间的关联，阵列了一组83个强大的激

活因子。使用报告基因测定测试了其激活潜力，但现在存在针对多个转录辅调节因子的小

分子抑制剂。采用三种靶向转录激酶的激酶抑制剂(针对CDK9的黄酮吡醇、针对酪蛋白激酶

2的CX‑4945以及针对DYRK1A和DYRK1B的AZ191)，以及两种抑制转录辅因子的化合物(针对

CBP/p300的A‑485和针对BET家族溴域蛋白的JQ1)。

[0162] 所述三种激酶抑制剂几乎影响所有激活因子，尽管程度不同。用黄酮吡醇抑制

CDK9导致所有激活因子的活性几乎完全丧失，与p‑TEFb在启动子清除中的关键作用一致

(图13A)。对调节转录延伸的酪蛋白激酶2的抑制(Basnet等人,2014)也导致转录激活的普

遍但适度的减弱(图13B)。DYRK1A/DYRK1B抑制比其它两种化合物具有更微妙的影响，略微

减弱了大多数激活因子的活性(图13C)。有趣的是，不受DYRK1A/DYRK1B抑制剂AZ191影响的

两种激活因子是DCAF7，其与DYRK1A形成保守复合物(Breitkreutz等人 ,2010；Yu等人 ,

2019)，以及NCKIPSD，其与DCAF7相互作用(图13C)。

[0163] 与对转录具有广泛影响的激酶抑制剂相比，抑制CBP/p300的乙酰转移酶活性会强

烈影响一些但不是所有反式激活因子的活性(图4C)。重要的是，这些效应与我们的AP‑MS和

BioID结果一致：六个CBP/p300相互作用因子中有四个的活性显著降低，而七个非相互作用

因子中只有一个受到A‑485的影响(图13D)。例如，A‑485抑制KLF15的活性，而其对相关的
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Kruppel样因子KLF6没有影响(图13D)。更广泛地说，与非相互作用的反式激活因子相比，A‑

485显著更强地抑制已知与CBP/p300相互作用的蛋白质的活性(图4C)。相比之下，NuA4复合

物的相互作用因子并未受到CBP/p300抑制的显著影响(图4D和13D)。

[0164] 与CBP/p300抑制类似，JQ1对BET家族的抑制对某些反式激活因子有明显的影响。

有趣的是，在大多数情况下，JQ1处理导致报告基因活性增加(图4D)。尽管JQ1处理在许多情

况下会导致BRD4靶基因快速下调(Lovén等人,2013；Muhar等人,2018)，但其也与报告基因

的转录激活有关(Sdelci等人,2016)，这可能解释了观察到的影响。然而，并非所有反式激

活因子对JQ1处理的反应都相似。特别地，与NuA4复合物的亚基相互作用的因子不受JQ1处

理的影响(例如JAZF1和KLF6；图4D和13D)。事实上，与CBP/p300相互作用因子或其它反式激

活因子相比，NuA4相互作用因子受JQ1处理的影响明显较小(图4D)。尽管NuA4相互作用因子

以独特的方式对JQ1处理作出反应的机制需要进一步研究，但这些结果证明了转录激活因

子如何在单个启动子的背景下通过不同的辅助激活因子复合物促进转录。事实上，基于激

活因子对五种化合物的敏感性的分层聚类揭示了多个不同的组(图4E)。许多旁系同源因子

(例如CITED1和CITED2，或PCGF3和PCGF5)彼此相邻聚类，表明聚类产生了功能相关的基团。

此外，已知的CBP/p300相互作用因子主要位于两个不同的簇中，NuA4相互作用因子也是如

此(图4E)。这些簇的其它成员很可能类似地使用CBP/p300或NuA4作为辅激活因子，例如用

于p300的YAF2或MYOG，或用于NuA4的NOM1。

[0165] 方法如实施例7中所述。

[0166] 实施例6.SRF‑C3orf62融合物与CBP/p300相互作用并促进SRF/MRTF转录程序。

[0167] 涉及转录调节因子的融合蛋白是某些癌症，例如白血病和肉瘤的常见标志。我们

的ORFeome范围筛选的命中显著丰富了COSMIC数据库(cancer.sanger.ac.uk)中记录的作

为不同癌症融合配偶体的基因(p＝0.019；超几何分布测试)。其中包括特征明确的融合配

偶体，例如ERG，其在尤文氏肉瘤(Ewing  sarcoma)中与EWSR1融合并且在前列腺癌中与

TMPRSS2融合；DDIT3/CHOP，其在粘液样脂肪肉瘤中与EWSR1或FUS融合；CRTC1，其在粘液表

皮样癌中与MAML2融合；和ENL/MLLT1，其在混合谱系白血病中与MLL融合。另外，文献中已将

若干命中描述为融合配偶体，但未进行功能表征。例如，BTBD18和NCKIPSD被鉴定为KMT2A/

MLL融合配偶体白血病(Alonso等人,2010；Sano等人,2000)。此外，与MLL融合的BTBD18片段

含有TAD‑seq鉴定的反式激活域(图10B)，暗示TAD与融合产物的致癌潜力有关。大多数MLL

融合物涉及调节转录延伸的基因，例如超级延伸复合物(Winters和Bernt,2017)。有趣的

是，BTBD18也被证明可促进转录延伸(Zhou等人,2017)。

[0168] 为了更深入地了解激活筛选命中可能作为融合配偶体促进肿瘤发生的机制，选择

了两个特征不明的融合物JAZF1‑SUZ12和SRF‑C3orf62进行进一步表征。JAZF1‑SUZ12融合

物是低级别子宫内膜间质肉瘤(LG‑ESS)的标志(Hrzenjak ,2016)，将多梳蛋白SUZ12和

JAZF1结合在一起(图5A)(Piunti等人,2019)。最近在一例肌纤维瘤/肌周细胞瘤儿科病例

中描述了SRF‑C3orf62(Antonescu等人,2017)。在此融合物中，血清反应因子(SRF)的DNA结

合域与C3orf62的C末端融合(图5B)。值得注意的是，在这两种情况下，TAD‑seq鉴定的反式

激活域(图3C和10B)均保留在融合构建体中(图5A和5B)。

[0169] SUZ12、SRF、JAZF1‑SUZ12、SRF‑C3orf62以及与SRF融合的C3orf62的C末端片段

(C3orf62‑Cterm)用BirA‑FLAG进行标记，并使用BioID和AP‑MS分析其相互作用组，以补充
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我们为JAZF1和C3orf62获得的数据。如所预期，SUZ12邻近配偶体包括PRC2复合物的其它组

分，例如EZH2、MTF2/PCL2和C10orf12(Alekseyenko等人 ,2014)(图5C)。引人注目的是，

JAZF1‑SUZ12融合蛋白具有PRC2和NuA4亚基两者作为邻近配偶体(图5C)，表明此融合物组

装成两种染色质相关复合物的超级复合物，所述两种染色质相关复合物通常与相反的转录

活性相关。与此一致，也与LG‑ESS相关的EPC1‑PHF1融合物类似地组装PRC2‑NuA4超级复合

物，从而导致多梳靶标的异常表达(Sudarshan等人,2021)。此外，JAZF1‑SUZ12和EPC1‑PHF1

最近都被证明是强转录激活因子(Sudarshan等人,2021)。因此，NuA4整合至致癌超级复合

物中可超越PRC2复合物的正常阻遏功能。

[0170] SRF邻近配偶体包括多种转录因子，例如ELK1，其与血清反应元件(SRE)上的SRF形

成三元复合物(Buchwalter等人,2004)(图5D)。然而，它不与任何转录辅激活因子相关。相

比之下，C3orf62‑Cterm构建体和SRF‑C3orf62融合物都强有力地将CBP和p300鉴定为邻近

配偶体(图5D)。AP‑MS将CBP和p300类似地鉴定为突出的SRF‑C3orf62相互作用因子(图

14A)。与这些结果一致，当与报告基因系连时，C3orf62‑Cterm和SRF‑C3orf62都强烈激活

GFP报告基因(图5E)。此活性对A‑485的CBP/p300抑制高度敏感(图5F)，与SRF‑C3orf62的相

互作用模式一致。

[0171] SRF与三元复合因子(TCF；例如ELK1)或心肌素相关转录因子(MRTF；例如MAL)一起

发挥作用，以调节靶基因表达(Buchwalter等人,2004；Olson和Nordheim,2010)。结果表明，

SRF‑C3orf62可在没有此类辅因子的情况下激活SRF靶基因。为了进一步测试这一点，使用

基于荧光素酶的血清反应元件报告基因在NIH3T3成纤维细胞中测定了不同构建体的活性

(Vartiainen等人,2007)。单独的SRF或C3orf62不会激活报告基因，而SRF‑C3orf62强有力

地激活报告基因(图5G)，进一步证实与癌症相关的融合物绕过了转录激活中对SRF辅因子

的需求。

[0172] 受MAP激酶信号传导调节的SRF/TCF途径调节立即早期基因的表达(Gualdrini等

人,2016)，而肌动蛋白‑Rho信号传导依赖的SRF/MRTF途径靶向参与细胞运动和粘附的基因

(Miral  les等人,2003)。为了测试SRF‑C3orf62是否可调节这两种途径的靶基因，生成了稳

定表达SRF、C3orf62、SRF‑C3orf62和与GFP融合的Nanoluc的稳定多西环素诱导型NIH3T3细

胞系。用多西环素诱导转基因表达24小时，并通过RNA‑seq分析基因表达的变化。虽然与

Nanoluc相比，GFP标记的C3orf62或SRF的表达对转录组的影响非常有限或无影响(图14B)，

但SRF‑C3orf62‑GFP的表达导致564个基因上调和471个基因下调(log2倍数变化>1，FDR<

0.05；图5H和14B)。基因集富集分析(GSEA)和基因本体分析显示，上调基因高度富集于涉及

DNA复制、细胞周期进展和有丝分裂的基因(图5I和14C)，而下调基因与细胞外基质相关(图

14C)。上调基因在E2F转录因子(细胞增殖的关键调节因子)的靶标中也显著富集(图5I)。这

些特征与SRF‑C3orf62融合物的致癌性质一致。另外，许多上调最多的基因与肌动蛋白动力

学和肌生成有关。例如，上调最多的基因之一是平滑肌肌动蛋白(ACTA2)，它是SRF/MTRF的

已知靶标，并且是SRF融合阳性肌纤维瘤/肌周细胞瘤的标志(Antonescu等人 ,2017)(图

5H)。与此一致，上调基因的另一显著特征是肌生成(图5I)。相反，许多特征明确的SRF/TCF

立即早期靶基因，例如FOS、EGR1或EGR2不受异位SRF‑C3orf62表达的影响(图5H)。有趣的

是，SRF与VP16的融合可有效上调FOS，表明不同TAD激活靶基因表达的能力存在内在差异

(Schratt等人,2002)。事实上，SRF‑C3orf62上调的基因与先前报道的SRF/MRTF的靶基因之
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间存在显著重叠，但与SRF/TCF的靶基因不存在显著重叠(图14D)(Esnault等人 ,2014；

Gualdrini等人,2016)。综上所述，这些结果表明，SRF‑C3orf62表达导致增殖和肌源性基因

表达特征，并且SRF/MRTF靶基因比SRF/TCF靶标优先表达。

[0173] 方法如实施例7中所述。

[0174] 实施例7.方法：

[0175] 细胞培养。将包括用于筛选的pTRE3G‑EGFP报告基因细胞系(来自斯坦福大学Lei 

Stanley  Qi实验室的礼物)在内的所有HEK293T细胞维持在含有10％胎牛血清(FBS)的DMEM

中。NIH‑3T3细胞获自Sachdev  Sidhu博士的实验室(多伦多大学)，并保存在含有10％小牛

血清(BCS)的达尔伯克改良伊格尔培养基(DMEM)中。所有培养基均补充有1％青霉素‑链霉

素。将细胞维持在37℃、5％CO2的加湿培养箱中，并常规测试支原体污染。

[0176] 慢病毒生产。通过用pLX301‑ORFs/TADs‑PYL1、psPAX2(Addgene#12260)和pVSV‑G

(Addgene#8454)以8:6:1的比率转染293T细胞，产生了含有合并ORFeome和反式激活文库的

慢病毒颗粒。根据制造商的方案，使用XtremeGENE  9(Roche)在15cm培养皿上进行转染。转

染后6‑8小时将培养基更换为收获培养基(DMEM+1.1g/100mL  BSA)。转染后72小时，上清液

经过滤(0 .45μM)，合并并收集。当建立单个稳定细胞系时，小规模病毒生产遵循类似的方

案，其中使用Lipofectamine  2000(Thermo  Fisher  Scientific,11668019)试剂在6孔板上

进行转染。

[0177] 细胞系生成。生成表达ABI‑dCas9(blastacidin，6μg/mL)和靶向pTRE3G启动子的

gRNA(SEQ  ID  NO:10)(共表达EBFP2)的EGFP报告基因系的克隆系。对单细胞进行分选(FACS 

Aria  IIIu,BD)并扩增，并选择显示出被强转录激活因子诱导的克隆用于后续实验。为了生

成表达多西环素诱导型EGFP标记蛋白的NIH3T3细胞，从hORFeome集合中挑选入门克隆，并

亚克隆至Gateway相容的pSTV6‑TetO‑ccdB‑EGFP慢病毒质粒(Payman  Samavarchi‑Tehrani

的善意礼物)中。NIH‑3T3细胞在8μg/mL聚凝胺存在下被感染，并在感染后24小时用2μg/mL
嘌呤霉素进行选择。

[0178] 合并ORFeome文库生成。来自人类ORFeome集合(v8.1)的入门克隆被收集至40个标

准化子池中，每个子池含有约384个ORF，并克隆至慢病毒Gateway相容的目的载体pLX301‑

DEST‑PYL1中。LR反应一式两份进行，每个入门ORF子池各150ng，与1μl  Gateway  LR克隆酶

II混合，反应体积总计5μl，并在室温下在TE缓冲液中培育过夜。接下来的两天，向每个反应

中添加含1μl额外LR酶的4μlTE和150ng目的载体。将菌落转化为化学感受态DH5α大肠杆菌，

并在30℃下铺展在含有羧苄青霉素(100μg/μl)的LB琼脂平板上过夜。对菌落进行计数以确

保>200倍的覆盖度，将其收集在冰上的SOC中，沉淀并根据干沉淀的重量在多个柱上进行大

规模制备。

[0179] 激活域平铺文库生成。平铺文库由ORFeome筛选中鉴定为激活因子的75种蛋白质

生成。含有5’衔接子GGAAGTCAGGGTAGCGGAAGTATG (SEQ  ID  NO:23)和3 '衔接子

GGAGGTAGTGTTGAACGCGAAGGC(SEQ  ID  NO:24)以生成5’衔接子(GSQGSGSM)(SEQ  ID  NO:11)

和3’衔接子 (GGSVEREG) (SEQ  ID  NO:12)的寡核苷酸被合成为合并文库 (Twist 

Biosciences)。使用NEBNext  Ultra  IIQ5主混合物(New  England  Biolabs)以5nM寡核苷酸

作为模板建立6×50μl  PCR反应。PCR条件经过优化，以找到具有预期300bp长度的干净可见

产物的最低循环。热循环条件为初始98℃持续30秒，接着是98℃持续10秒、63℃持续20秒和
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72℃持续15秒的2个循环，随后再进行10个98℃持续10秒和72℃持续30秒的循环，最后在72

℃下延伸5分钟。引物被设计为具有与Gateway相容的侧接序列。所得文库在以60V负载于

2％TAE凝胶上2小时后，通过QIAgen凝胶提取试剂盒进行凝胶提取，且随后使用20个单独的

BP反应(总共5μl反应)克隆至pDONR221中。过夜反应后，将入门质粒池转化至DH5α感受态大

肠杆菌中，并在含有卡那霉素(100μg/μl)的LB琼脂板上培育过夜。收集菌落并纯化质粒

DNA。接着按照上一节所述建立20个LR反应。将每个反应转化至NEB  10‑β化学感受态大肠杆

菌中，并在30℃下在含有羧苄青霉素(100μg/μl)的LB琼脂板上生长过夜。对菌落进行计数，

以确保克隆、合并和大规模制备的每个步骤的覆盖率>200倍。

[0180] 合并激活筛选。ORFeome和C末端标记有PYL1的反式激活平铺文库被包装成慢病毒

颗粒。稳定共表达ABI‑dCas9的克隆EGFP报告细胞系和靶向启动子的gRN以低感染复数

(MOI)转导，在嘌呤霉素(1μg/mL)选择后，细胞存活率大约为30％。相同条件下未转导的细

胞被完全消除。转导足够的细胞以维持文库的>500倍覆盖率。通过用100μM脱落酸(ABA ,

Sigma)处理细胞48小时来诱导募集。同时，用等总体积的DMSO处理对照批次的细胞。接着用

PBS洗涤细胞，用解离缓冲液(1mM  EDTA、10mM  KCl、150mM  NaCl、5mM碳酸氢钠、0.1％葡萄

糖)处理，并再悬浮于流动缓冲液(5mM  EDTA、25mM  HEPES  pH  7、1％BSA、PBS)中。对每个文

库的高GFP群体(ORFeome的前1％以及TAD筛选的前1％和接下来的4％的两个箱)进行分选，

并使用QIAmp  DNA  Blood  Mini  Kit(QIAGEN)直接提取其基因组DNA。

[0181] ORFeome测序。使用来自分选群体的所有纯化基因组DNA或来自预分选群体的至少

5μg基因组DNA进行巢式PCR。使用靶向T7启动子和PYL1的引物从基因组DNA中扩增目标

ORFeome区域。汇集每个样品的此反应产物，并通过靶向Gateway  attB位点之外的引物进一

步扩增另外10个循环。随后在1％琼脂糖凝胶上分离扩增子，并对除引物二聚体之外的任何

可见PCR产物进行凝胶纯化。使用Quant‑iT  1X  dsDNA  HS试剂盒(Thermo  Fisher 

Scientific，Q33232)对DNA进行定量后，使用Illumina  DNA  Prep，(M)Tagmentation试剂盒

(Illumina，20018705)对每个样品50ng进行处理，并进行6个扩增循环。每个纯化的最终文

库取2μl在Agilent  TapeStation  HS  D1000  ScreenTape(Agilent  Technologies，5067‑

5584)上运行。使用Quant‑iT  1X  dsDNA  HS试剂盒(Thermo  Fisher  Scientific，Q33232)对

文库进行定量，并在大小调整后以等摩尔比合并。使用Illumina的NEBNext  Library  Quant 

Kit(New  England  Biolabs,E7630L)对最终池进行定量，并在Illumina  MiSeq上进行配对

末端测序。

[0182] TAD测序。在第一步中使用靶向骨架载体的T7启动子和PYL1的引物对纯化的基因

组DNA进行巢式PCR，产生约470bp的产物。接着汇集第一反应的产物，并使用靶向Gateway位

点之外的引物进行另外10个步骤的扩增，产生约300bp产物。在Qubit  dsDNA  Broad  Range

试剂盒上对文库进行定量，并在Illumina  MIseq上使用定制PAGE纯化的R1测序引物进行配

对末端测序。

[0183] 对合并激活筛选的测序数据进行的分析。ORFeome参考序列的索引是使用STAR比

对器v2 .7 .8a创建的，预索引字符串的长度设置为11，以考虑较小的“基因组”大小。来自

ORFeome文库的读段用STAR比对器比对，允许最多3个不匹配。对于TAD测序读段，首先使用

cutadapt从两端去除克隆衔接子序列，对于5’衔接子使用CCAGTGTGGTGGAATTCTGCAGATATC

AACAAGTTTGTACAAAAAAGTTGGCGGAAGTCAGGGTAGCGGAAGT(SEQ  ID  NO:20)，并且对于3’衔接子
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使用CCGCCACTGTGCTGGATATCAACCACTTTGTACAAGAAAGTTGGGTAGCCTTCGCGTTC  AACACTACCTCC

(SEQ  ID  NO:21)。生成Bowtie参考，并使用Bowtie  v1.2.3映射读段，允许0个不匹配。为了

鉴定激活因子，使用edgeR包(Robinson等人,2010)通过比较分选样品与未分选细胞的计数

变化来计算每个ORF的log2倍数变化、p值和错误发现率(FDR)。

[0184] 阵列募集测定。将稳定共表达ABI‑dCas9和TetO  gRNA的报告细胞接种在48孔或96

孔板(Sarstedt)上，以在转染当天达到50‑70％铺满。将150ng待测试的每种构建体用聚乙

烯亚胺(PEI)以0.6μl试剂的比率转染。转染后第二天，通过ABA(100μM)处理来诱导募集。对

于抑制剂存在下的系连报告基因测定，转染后第二天用100μM  ABA类似地诱导募集，但在抑

制剂或相同体积的任何额外DMSO存在下进行。将抑制剂溶解于DMSO中至储备浓度为10mM。

使用的最终浓度为：黄酮吡醇为100nM，JQ1为300nM，A‑485为1μM，CX‑4945为2.5μM，且AZ191

为3μM。所有抑制剂都是结构基因组学联盟(SGC)的一份善意礼物。诱导后48小时，使用液体

处理机器人(TECAN)将细胞解离并再悬浮于流动缓冲液中，并通过LSR  Fortessa(BD)进行

分析。在高EBFP2和RFP上对细胞进行门控，分别作为gRNA和转染对照的量度。使用FlowJo

(v10)分析流式细胞术数据。

[0185] SRF报告基因测定。用8ng  SRF报告基因 (p3DA .luc)、20ng参考报告基因

(pcDNA3.1‑Nanoluc‑3xFLAG‑V5)和50ng  3xFLAG标记构建体(Addgene#87063)转染24孔板

上的30,000个NIH‑3T3细胞。使用Lipofectamine  3000试剂(Thermo  Fisher  Scientific,

L3000001)根据制造商的方案进行转染。荧光素酶构建体是Maria  Vartiainen博士

(University  of  Helsinki)的一份善意礼物。将细胞在低血清培养基(0.5％BCS)中维持18

小时，并刺激7小时(15％BCS)，然后测量荧光素酶活性。使用来自四次独立转染的数据将萤

火虫荧光素酶标准化为海肾荧光素酶活性。

[0186] RNA测序和分析。用1μg/mL多西环素诱导NIH‑3T3细胞24小时，所述细胞具有在C末

端经EGFP标记的SRF、C3orf62、SRF‑C3orf62或Nanoluc的稳定整合。使用RNeasy纯化试剂盒

(Qiagen)从维持在低血清条件(0 .5％小牛血清)下22小时的细胞中提取RNA，并在柱上用

DNA酶处理。从6孔板中诱导并收集技术重复形式的样品。使用NEBNext  Ultra  II定向RNA‑

seq和Poly‑A选择试剂盒制备文库，合并并且在100循环NovaSeq  6000SP上测序。使用

STARal  igner  v2.7.8a将读段与Gencode小鼠初级装配(GRCm39)进行比对。使用Gencode 

vM26转录本注释生成每个基因的计数。使用edgeR包对与表达Nanoluc‑EGFP的细胞相比基

因表达的变化进行量化(Robinson等人,2010)。

[0187] 质谱分析样品。入门克隆来自人类ORFeome集合(Yang等人,2011)。使用Gateway重

组酶将克隆转移至携带C末端BioID2‑FLAG标签的pDEST‑pcDNA5载体(Kim等人,2016)。如先

前所报道地生成稳定的HEK293  Flp‑In  T‑REx细胞系(Piette等人,2021)。

[0188] 对于AP‑MS，细胞在150mm培养皿上生长至70％铺满，然后用1μg/mL四环素诱导诱

饵表达24小时。接着用1xPBS洗涤细胞一次，刮擦、沉淀、快速冷冻，并储存在‑80℃下直至处

理。AP‑MS如先前所述进行(Lambert等人,2015)。简而言之，使用1:4沉淀重量:体积比将细

胞再悬浮于冷裂解缓冲液(50mM  HEPES‑NaOH  pH  8.0、100mM  KCl、2mM  EDTA、0.1％NP40、

10％甘油、1mM  PMSF、1mM  DTT、15nM  Calyculin  A和蛋白酶抑制剂混合液(Sigma‑Aldrich 

P8340))中。通过一轮冻融裂解细胞，并在4℃下使用35％振幅的三次10秒突发并暂停2秒而

对裂解物进行超声处理。将超声处理的裂解物用100U全能核酸酶在4℃下处理30分钟，然后
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通过在4℃下以20,000g离心20分钟进行澄清。将一批内处理的所有样品的等量上清液转移

至含有25μL预洗抗FLAG磁性珠粒50％浆液(Sigma，M8823)的管中，并在4℃下培育两小时。

通过磁化回收珠粒并丢弃上清液。将珠粒在裂解缓冲液中洗涤一次，并在含有2mM  CaCl2的

20mM  Tris‑HCl  pH8.0中洗涤一次，并在两个阶段中用胰蛋白酶消化珠粒(1μg胰蛋白酶持

续4小时，然后向上清液中添加0.5μg胰蛋白酶并在37℃下培育过夜)，如前所述(Taipale等

人,2014)。最后，将样品用5％甲酸(最终浓度)酸化并储存在‑80℃下。

[0189] 对于BioID，细胞在150mm培养皿中生长至70％铺满，然后用1μg/mL四环素诱导基

因表达18小时。接着将50μM生物素添加至每个板后维持6小时。按照AP‑MS收集细胞沉淀，并

使用1:10沉淀重量:体积比再悬浮于裂解缓冲液(50mM  Tris‑HCl  pH  7 .5、150mM  NaCl、

0.1％SDS、1％Igepal  CA‑630、1mM  EDTA、1mM  MgCl2、蛋白酶抑制剂混合液(Sigma‑Aldrich 

P8340，1:500)和0 .5％脱氧胆酸钠)中。超声处理后，每个样品用250U  Turbonuclease

(BioVision  9207‑50KU)和1μL  RNA酶A溶液(Sigma‑Aldrich  R6148)处理，并在4℃下培育

30分钟。接着添加SDS至最终浓度为0.25％，并且在混合后，将样品在4℃下再培育10分钟，

然后以20 ,000g离心20分钟。将上清液转移至含有30μl预洗包装链霉亲和素珠粒(GE 

Healthcare，17‑5113‑01)的管中。链霉亲和素下拉在4℃下进行3小时。将珠粒在1ml  SDS缓

冲液(2％SDS/50mM  Tris‑HCl  pH7.5)中洗涤一次，在1ml裂解缓冲液中洗涤一次，并在TAP

缓冲液(50mM  HEPES‑KOH  pH  8.0、100mM  KCl、10％甘油、2mM  EDTA、0.1％Igepal  CA‑630)

中洗涤一次，然后用50mM碳酸氢铵pH  8.0进行三次1ml洗涤。洗涤后，将珠粒再悬浮于含有1

μg胰蛋白酶的ABC缓冲液中，并在37℃下培育过夜。第二天，收集上清液，并用50μl水洗涤链

霉亲和素珠粒，将其与第一个上清液级分合并。将0.5μg胰蛋白酶添加至合并的上清液样品

中，接着将其在37℃下培育4小时。接着将珠粒减速旋转并回收上清液。使用ABC缓冲液冲洗

珠粒两次，并将这些冲洗液与原始上清液合并。通过离心蒸发干燥合并的上清液。

[0190] 质谱数据采集和分析。如前所述(Piette等人,2021)，使用数据依赖型采集(DDA)

在TripleTOF  5600仪器(AB  SCIEX，Concord ,Ontario,Canada)上对样品进行分析。如前所

述(Piette等人 ,2021)，使用ProHits  v4 .0(Liu等人 ,2016)、Mascot和Comet(Eng等人 ,

2013)中实现的Protowwizard(Adusumilli和Mallick,2017)对数据进行处理和分析。随后

使用iProphet(Shteynberg等人,2011)通过Trans‑Proteomic  Pipeline对结果进行分析，

并对iProphet概率≥0.95的蛋白质进行进一步分析。

[0191] 使用SAINTexpress鉴定了重要的相互作用因子(Teo等人 ,2014)。EGFP‑BioID2‑

FLAG和EGFP‑BioID2‑FLAG用作阴性对照，使用2倍压缩以达到严格性，如先前所述

(Mellacheruvu等人,2013)。SAINTexpress分析使用默认参数，并且如果猎物蛋白符合≤

5％的计算得出的贝叶斯FDR截止值，则被视为显著的。点图是使用ProHits‑viz网络服务器

生成的(Knight等人,2017)。

[0192] 实施例8.可组合多种TAD来激活转录

[0193] 将多种TAD与PYL1融合在一起，并使用上述PYL1‑ABI  EGFP报告系统测试转录活

性。使用以下TAD片段：CITED1‑8(SEQ  ID  NO:47)、CITED2‑12(SEQ  ID  NO:49)、C3orf62‑12

(SEQ  ID  NO:45)、BRD8‑25(SEQ  ID  NO:40)、ZXDC‑12(SEQ  ID  NO:97)、KLF7‑1(SEQ  ID  NO:

72)、ATXN7L3‑1(SEQ  ID  NO:35)、FAM90A1‑20(SEQ  ID  NO:60)、SPDYE4‑3(SEQ  ID  NO:90)、

YAF2‑7(SEQ  ID  NO:96)。
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[0194] 如图16中所示，与单独的TAD相比，SPDYE4‑CITED1  TAD融合蛋白使转录激活显著

增加。

[0195] 从p65和HSF1中选出的至多2个另外的TAD与SPDYE4‑CITED1  TAD以不同的顺序组

合，并测试激活PYL1‑ABI  EGFP报告系统(图17，左图板)或内源CD133基因(图17，右图板)的

转录的能力。SPDYE4‑CITED1‑P65‑HSF1(SCPH)效应子在测试的两个系统中均提供最强大的

激活。

[0196] 为了测试另外的TAD组合，将多组分SPDYE4‑CITED1‑P65‑HSF1  (SCPH)效应子的每

个部分单独替换为实施例4中鉴定的另一TAD(参见例如表1)。结果在图18中示出。

[0197] 为了测试较短的TAD序列是否可在SCPH效应子中使用，每种TAD都被独立地替换为

短或迷你TAD组分。结果在图15中示出。Mini‑TAD序列选择如下：

[0198] miniSPDYE4(SEQ  ID  NO:102)：基于来自我们的SPDYE4全长蛋白质平铺筛选的两

个富集片段之间的重叠来选择序列。最小序列被设计为包括富含酸性区域或随后的β发夹。

[0199] miniHSF1：HSF1的150个氨基酸的C末端区域，含有其激活域，所述激活域由两个已

知的TAD构成。较长的TAD位于氨基酸431‑529之间，并且较短的TAD(“mini‑HSF1(401‑420)”

或“H(mini)”；SEQ  ID  NO:119)位于氨基酸401‑420之间。我们选择富含疏水残基的较短域

进行测试，因为其尺寸更紧凑，并且先前报道其相比于较长的TAD具有更强的效力。(Newton

等人,1996；10.1128/MCB.16.3.839)

[0200] miniP65：已知RelA或p65在其C末端内有两个不同的反式激活域。第一种TAD(“P

(mini  N‑term)”；SEQ  ID  NO:105)包含氨基酸428‑520，并且第二个(“P(mini  C‑term)”；

SEQ  ID  NO:106)是前面的521‑551个残基。(Schmitz和Baeuerle,1991；10.1002/j.1460‑

2075.1991.tb04950.x)

[0201] 选择miniCITED1(“C(mini)”；SEQ  ID  NO:103)以包括CITED1‑7与CITED1‑8之间的

重叠区域内的C末端富含酸性区域。

[0202] 方法：将细胞接种于48孔板上。第二天，在细胞达到70‑90％铺满后，使用(Thermo 

Fisher  Scientific，11668019)试剂将250ng的每种构建体转染至每个孔中。每个构建体直

接融合TagRFP，或直接融合至每个组分，或从相同的质粒共表达，用作转染的量度。在每个

实验中，RFP+细胞的相同门用于控制每个构建体的表达水平对活性的影响。EGFP报告细胞

从克隆系扩增，以控制ABI‑dCas9和靶向启动子上游TetO7位点的gRNA的水平。对于CD133诱

导实验，所有激活因子均使用稳定表达ABI‑dCas9的293T细胞系和靶向启动子的5个gRNA

池。使用与APC结合的CD133抗体(Miltenyi  Biotec，130‑113‑668)。所有激活因子构建体均

在其C末端与PYL1融合，并通过用1μM脱落酸处理细胞24或48小时将其募集至其靶标。

[0203] 实施例9.

[0204] 另外117种不同的激活域组合或单个激活域的片段通过将其与PYL1(用dCas9‑

ABI1系统进行测试)或rTetR(一种在多西环素存在下结合DNA的转录因子)融合进行了测

定。所有构建体均使用相同的TetO报告构建体进行测试。在这些构建体的活性中观察到很

大的差异，范围从无活性至非常高的效力(图19A‑B)。一般而言，基于rTetR和dCas9的募集

系统的结果之间存在良好相关性(图19C)，表明大多数激活域在两种情况下的功能相似。然

而，例如，VPR作为rTetR融合物的活性远低于作为dCas9融合物的活性。与先前的实验一致，

SCPH和其变体仍然是系统中最具活性的构建体。例如，含有C3orf62的小型化激活域而不是
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CITED1的激活域(SCPH构建体中的“C”)和较短型式的p65激活域(“P”)的构建体比原始SCPH

构建体更有效，尽管显著较小(1059bp相对于1611bp)(图19A‑B)。

[0205] 方法：将200ng在C末端与rTetR融合的表达质粒的超级激活因子和50ng  DsRed转

染至稳定表达7xTetO‑EGFP报告基因的HEK293T细胞中。转染一天后，用1μg/ml多西环素处

理细胞48小时。处理后，通过流式细胞术分析细胞的EGFP表达

[0206] 尽管已参考目前被认为是优选的实施例对本申请进行了描述，但应理解，本申请

不限于所公开的实施例。与此相反，本申请意图涵盖各种修改和包括在所附权利要求书的

精神和范围内的等效布置。权利要求书的范围不应受优选实施例和实例限制，而应给予与

整个说明书一致的最广泛的解释。

[0207] 所有出版物、专利和专利申请均以引用的方式整体并入本文中，其程度如同每个

单独出版物、专利或专利申请被具体地和单独地指示为以引用的方式整体并入。

[0208] 序列表

[0209] 甘氨酸丝氨酸接头(SEQ  ID  NO:6)SGGSGGS

[0210] 甘氨酸丝氨酸接头(SEQ  ID  NO:7)SGGS

[0211] 甘氨酸丝氨酸接头(SEQ  ID  NO:8)GSGSGS

[0212] 接头(SEQ  ID  NO:9)INSRSSGS

[0213] NLS(SEQ  ID  NO:22)PKKKRKV

[0214] 连接子+NLS(SEQ  ID  NO:141)INSRSSGSPKKKRKVGS

[0215] >YAF2的YAF2_RYBP域(SEQ  ID  NO:147)

[0216] RPRLKNVDRSSAQHLEVTVGDLTVIITDFKEKT

[0217] >RYBP的YAF2_RYBP域(SEQ  DI  NO:148)

[0218] RPRLKNVDRSTAQQLAVTVGNVTVIITDFKEKT

[0219] >CBX2的CBX‑C域(SEQ  ID  NO:149)

[0220] QDWKPTRSLIEHVFVTDVTANLITVTVKESPTSV

[0221] >CBX6的CBX‑C域(SEQ  ID  NO:150)

[0222] GDWRPEMSPCSNVVVTDVTSNLLTVTIKEFCNPE

[0223] >CBX8的CBX‑C域(SEQ  ID  NO:151)

[0224] ESWSPSLTNLEKVVVTDVTSNFLTVTIKESNTDQ

[0225] >CBX4的CBX‑C域(SEQ  ID  NO:152)

[0226] SEFKPFFGNII  ITDVTANCLTVTFKEYVTV

[0227] >CBX7的CBX‑C域(SEQ  ID  NO:153)

[0228] PPWTPALPSSEVTVTDITANSITVTFREAQAAE

[0229] >SPDYE4‑2(SEQ  ID  NO:154)

[0230] VRSPEVVVDDEVPGPSAPWIDPSPQPQSLGLKRKSEWSDESEEELEEELELERAPEPEDT

[0231] >SPDYE4‑5(SEQ  ID  NO:155)

[0232] WVVETLCGLKMKLKRKRASSVLPEHHEAFNRLLGDPVVQKFLAWDKDLRVSDKYLLAMVI
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[0233]
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[0234]
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[0235]
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[0236]
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[0237]
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[0238]

[0239] 表2：表1中通过TADseq鉴定为TAD的片段子集。
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[0240]
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[0241]

[0242] 表3：TAD和其功能变体和活性片段的示例性序列。

[0243]
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[0244]

说　明　书 42/60 页

45

CN 117795084 A

45



[0245]

[0246] 表4：表1中通过TADseq鉴定为TAD的片段子集。

[0247]
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[0248]
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[0249]

[0250] 表5：通过TADseq鉴定为TAD的活性片段子集。

[0251]

[0252] 表6：鉴定为TAD的片段子集。

[0253]
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[0254]
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[0255]

[0256] SPDYE4‑CITED1‑RELA‑HSF1核苷酸序列(SEQ  ID  NO:120)

[0257] SPDYE4‑CITED1‑RELA‑HSF1蛋白质序列(SEQ  ID  NO:121)

[0258] MDPSPQPQSLGLKRKSEWSDESEEELEEELELERAPEPEDTWVVETLCGLKMKLKRKRASSGGSGGSE

SLSPSAGAQSPAI  IDSDPVDEEVLMSLVVELGLDRANELPELWLGQNEFDFTADFPSSCGGSINSRSSGSPKKKR

KVGSQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFSGPTDPRPPPRRIAVPSRSSASVPKPAPQPYPFTSSLSTIN

YDEFPTMVFPSGQISQASALAPAPPQVLPQAPAPAPAPAMVSALAQAPAPVPVLAPGPPQAVAPPAPKPTQAGEGTL

SEALLQLQFDDEDLGALLGNSTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGIPVAPHTTEPMLMEYPEAITRLVTGAQRPPDP

APAPLGAPGLPNGLLSGDEDFSSIADMDFSALLGSGSGSGFSVDTSALLDLFSPSVTVPDMSLPDLDSSLASIQELL

SPQEPPRPPEAENSSPDSGKQLVHYTAQPLFLLDPGSVDTGSNDLPVLFELGEGSYFSEGDGFAEDPTISLLTGSEP

PKAKDPTVS

[0259] 接头和NLS序列用下划线表示

[0260] SPDYE4‑CITED1‑RELA核苷酸序列(SEQ  ID  NO:122)

[0261] SPDYE4‑CITED1‑RELA蛋白质序列(SEQ  ID  NO:123)

[0262] MDPSPQPQSLGLKRKSEWSDESEEELEEELELERAPEPEDTWVVETLCGLKMKLKRKRASSGGSGGSE

SLSPSAGAQSPAI  IDSDPVDEEVLMSLVVELGLDRANELPELWLGQNEFDFTADFPSSCGGSINSRSSGSPKKKR

KVGSQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFSGPTDPRPPPRRIAVPSRSSASVPKPAPQPYPFTSSLSTIN

YDEFPTMVFPSGQISQASALAPAPPQVLPQAPAPAPAPAMVSALAQAPAPVPVLAPGPPQAVAPPAPKPTQAGEGTL

SEALLQLQFDDEDLGALLGNSTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGIPVAPHTTEPMLMEYPEAITRLVTGAQRPPDP

APAPLGAPGLPNGLLSGDEDFSSIADMDFSALL

[0263] 接头和NLS序列用下划线表示

[0264] HSF1‑RELA‑SPDYE4‑CITED1核苷酸序列(SEQ  ID  NO:124)

[0265] HSF1‑RELA‑SPDYE4‑CITED1蛋白质序列(SEQ  ID  NO:125)

[0266] MGFSVDTSALLDLFSPSVTVPDMSLPDLDSSLASIQELLSPQEPPRPPEAENSSPDSGKQLVHYTAQPL

FLLDPGSVDTGSNDLPVLFELGEGSYFSEGDGFAEDPTISLLTGSEPPKAKDPTVSINSRSSGSPKKKRKVGSQYLP

DTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFSGPTDPRPPPRRIAVPSRSSASVPKPAPQPYPFTSSLSTINYDEFPTMV

FPSGQISQASALAPAPPQVLPQAPAPAPAPAMVSALAQAPAPVPVLAPGPPQAVAPPAPKPTQAGEGTLSEALLQLQ
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FDDEDLGALLGNSTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGIPVAPHTTEPMLMEYPEAITRLVTGAQRPPDPAPAPLGAP

GLPNGLLSGDEDFSSIADMDFSALLGSGSGSDPSPQPQSLGLKRKSEWSDESEEELEEELELERAPEPEDTWVVETL

CGLKMKLKRKRASSGGSGGSESLSPSAGAQSPAIIDSDPVDEEVLMSLVVELGLDRANELPELWLGQNEFDFTADFP

SSCGGS

[0267] 接头和NLS序列用下划线表示

[0268] SPDYE4‑CITED1‑p65‑miniHSF1核苷酸序列(SEQ  ID  NO:126)

[0269] SPDYE4‑CITED1‑p65‑miniHSF1蛋白质序列(SEQ  ID  NO:127)

[0270] MDPSPQPQSLGLKRKSEWSDESEEELEEELELERAPEPEDTWVVETLCGLKMKLKRKRASSGGSGGSES

LSPSAGAQSPAIIDSDPVDEEVLMSLVVELGLDRANELPELWLGQNEFDFTADFPSSCGGSINSRSSGSPKKKRKVG

SPTQAGEGTLSEALLQLQFDDEDLGALLGNSTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGIPVAPHTTEPMLMEYPEAITRL

VTGAQRPPDPAPAPLGAPGLPNGLLSGDEDFSSIADMDFSALLGSGSGSMLSSHGFSVDTSALLDLFSP

[0271] 接头和NLS序列用下划线表示

[0272] miniSPDYE4‑CITED1‑p65‑HSF1核苷酸序列(SEQ  ID  NO:128)

[0273] miniSPDYE4‑CITED1‑p65‑HSF1蛋白质序列(SEQ  ID  NO:129)

[0274] MSDESEEELEEELELERAPEPEDTWVVETLSGGSGGSESLSPSAGAQSPAIIDSDPVDEEVLMSLVVEL

GLDRANELPELWLGQNEFDFTADFPSSCGGSINSRSSGSPKKKRKVGSPTQAGEGTLSEALLQLQFDDEDLGALLGN

STDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGIPVAPHTTEPMLMEYPEAITRLVTGAQRPPDPAPAPLGAPGLPNGLLSGDED

FSSIADMDFSALLGSGSGSGFSVDTSALLDLFSPSVTVPDMSLPDLDSSLASIQELLSPQEPPRPPEAENSSPDSGK

QLVHYTAQPLFLLDPGSVDTGSNDLPVLFELGEGSYFSEGDGFAEDPTISLLTGSEPPKAKDPTVS

[0275] 接头和NLS序列用下划线表示

[0276] SPDYE4‑miniCITED1‑p65‑HSF1核苷酸序列(SEQ  ID  NO:130)

[0277] SPDYE4‑miniCITED1‑p65‑HSF1蛋白质序列(SEQ  ID  NO:131)

[0278] MDPSPQPQSLGLKRKSEWSDESEEELEEELELERAPEPEDTWVVETLCGLKMKLKRKRASSGGSGGS

[0279] DSDPVDEEVLMSLVVELGLDRANELGGSINSRSSGSPKKKRKVGSPTQAGEGTLSEALLQLQFDDEDLG

ALLGNSTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGIPVAPHTTEPMLMEYPEAITRLVTGAQRPPDPAPAPLGAPGLPNGLL

SGDEDFSSIADMDFSALLGSGSGSGFSVDTSALLDLFSPSVTVPDMSLPDLDSSLASIQELLSPQEPPRPPEAENSS

PDSGKQLVHYTAQPLFLLDPGSVDTGSNDLPVLFELGEGSYFSEGDGFAEDPTISLLTGSEPPKAKDPTVS

[0280] 接头和NLS序列用下划线表示

[0281] SPDYE4‑CITED1‑minip65(C)‑HSF1核苷酸序列(SEQ  ID  NO:132)

[0282] SPDYE4‑CITED1‑minip65(C)‑HSF1蛋白质序列(SEQ  ID  NO:133)

[0283] MDPSPQPQSLGLKRKSEWSDESEEELEEELELERAPEPEDTWVVETLCGLKMKLKRKRASSGGSGGSE

SLSPSAGAQSPAI  IDSDPVDEEVLMSLVVELGLDRANELPELWLGQNEFDFTADFPSSCGGSINSRSSGSPKKKR

KVGSAPGLPNGLLSGDEDFSSIADMDFSALLGSGSGSGFSVDTSALLDLFSPSVTVPDMSLPDLDSSLASIQELLSP

QEPPRPPEAENSSPDSGKQLVHYTAQPLFLLDPGSVDTGSNDLPVLFELGEGSYFSEGDGFAEDPTISLLTGSEPPK

AKDPTVS

[0284] 接头和NLS序列用下划线表示

[0285] SPDYE4‑CITED1‑minip65(N)‑HSF1核苷酸序列(SEQ  ID  NO:134)

[0286] SPDYE4‑CITED1‑minip65(N)‑HSF1蛋白质序列(SEQ  ID  NO:135)

[0287] MDPSPQPQSLGLKRKSEWSDESEEELEEELELERAPEPEDTWVVETLCGLKMKLKRKRASSGGSGGSE
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SLSPSAGAQSPAI  IDSDPVDEEVLMSLVVELGLDRANELPELWLGQNEFDFTADFPSSCGGSINSRSSGSPKKKR

KVGSPTQAGEGTLSEALLQLQFDDEDLGALLGNSTDPAVFTDLASVDNSEFQQGSGSGSGFSVDTSALLDLFSPSVT

VPDMSLPDLDSSLASIQELLSPQEPPRPPEAENSSPDSGKQLVHYTAQPLFLLDPGSVDTGSNDLPVLFELGEGSYF

SEGDGFAEDPTISLLTGSEPPKAKDPTVS

[0288] 接头和NLS序列用下划线表示

[0289] >S‑C3orf62.2‑P_AD‑H核苷酸序列(SEQ  ID  NO:173)

[0290] >S‑C3orf62.2‑P_AD‑H蛋白质序列(SEQ  ID  NO:174)

[0291] MDPSPQPQSLGLKRKSEWSDESEEELEEELELERAPEPEDTWVVETLCGLKMKLKRKRASSGGSATDAD

PGSLKQAFDDHNIVETVLDLEEDYNVMTGGSINSRSSGSPKKKRKVGSPTQAGEGTLSEALLQLQFDDEDLGALLGN

STDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGIPVAPHTTEPMLMEYPEAITRLVTGAQRPPDPAPAPLGAPGLPNGLLSGDED

FSSIADMDFSALLGSGSGSGFSVDTSALLDLFSPSVTVPDMSLPDLDSSLASIQELLSPQEPPRPPEAENSSPDSGK

QLVHYTAQPLFLLDPGSVDTGSNDLPVLFELGEGSYFSEGDGFAEDPTISLLTGSEPPKAKDPTVS

[0292] 接头和NLS序列用下划线表示

[0293] >S‑C3orf62.3‑P_AD‑H核苷酸序列(SEQ  ID  NO:175)

[0294] >S‑C3orf62.3‑P_AD‑H蛋白质序列(SEQ  ID  NO:176)

[0295] MDPSPQPQSLGLKRKSEWSDESEEELEEELELERAPEPEDTWVVETLCGLKMKLKRKRASSGGSDDHNI

VETVLDLEEDYNVMTGGSINSRSSGSPKKKRKVGSPTQAGEGTLSEALLQLQFDDEDLGALLGNSTDPAVFTDLASV

DNSEFQQLLNQGIPVAPHTTEPMLMEYPEAITRLVTGAQRPPDPAPAPLGAPGLPNGLLSGDEDFSSIADMDFSALL

GSGSGSGFSVDTSALLDLFSPSVTVPDMSLPDLDSSLASIQELLSPQEPPRPPEAENSSPDSGKQLVHYTAQPLFLL

DPGSVDTGSNDLPVLFELGEGSYFSEGDGFAEDPTISLLTGSEPPKAKDPTVS

[0296] 接头和NLS序列用下划线表示

[0297] >S‑C3orf62_MT‑P_AD‑H核苷酸序列(SEQ  ID  NO:177)

[0298] >S‑C3orf62_MT‑P_AD‑H蛋白质序列(SEQ  ID  NO:178)

[0299] MDPSPQPQSLGLKRKSEWSDESEEELEEELELERAPEPEDTWVVETLCGLKMKLKRKRASSGGSATDAD

PGSLKQAFDDHNIVETVLDLEEDYNVMTSFKYQIEGSSGGSINSRSSGSPKKKRKVGSPTQAGEGTLSEALLQLQFD

DEDLGALLGNSTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGIPVAPHTTEPMLMEYPEAITRLVTGAQRPPDPAPAPLGAPGL

PNGLLSGDEDFSSIADMDFSALLGSGSGSGFSVDTSALLDLFSPSVTVPDMSLPDLDSSLASIQELLSPQEPPRPPE

AENSSPDSGKQLVHYTAQPLFLLDPGSVDTGSNDLPVLFELGEGSYFSEGDGFAEDPTISLLTGSEPPKAKDPTVS

[0300] 接头和NLS序列用下划线表示

[0301] >S‑DDIT3_MT‑P_AD‑H核苷酸序列(SEQ  ID  NO:179)

[0302] >S‑DDIT3_MT‑P_AD‑H蛋白质序列(SEQ  ID  NO:180)

[0303] MDPSPQPQSLGLKRKSEWSDESEEELEEELELERAPEPEDTWVVETLCGLKMKLKRKRASSGGSGGSSF

GTLSSWELEAWYEDLQEVLSSDENGGTYVSPPGNEEEESKIFTTLDPASLAWLTGGSINSRSSGSPKKKRKVGSPTQ

AGEGTLSEALLQLQFDDEDLGALLGNSTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGIPVAPHTTEPMLMEYPEAITRLVTGA

QRPPDPAPAPLGAPGLPNGLLSGDEDFSSIADMDFSALLGSGSGSGFSVDTSALLDLFSPSVTVPDMSLPDLDSSLA

SIQELLSPQEPPRPPEAENSSPDSGKQLVHYTAQPLFLLDPGSVDTGSNDLPVLFELGEGSYFSEGDGFAEDPTISL

LTGSEPPKAKDPTVS

[0304] 接头和NLS序列用下划线表示

[0305] >S‑C‑P_AD‑HSF1_MT核苷酸序列(SEQ  ID  NO:181)
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[0306] >S‑C‑P_AD‑HSF1_MT蛋白质序列(SEQ  ID  NO:182)

[0307] MDPSPQPQSLGLKRKSEWSDESEEELEEELELERAPEPEDTWVVETLCGLKMKLKRKRASSGGSGGSE

SLSPSAGAQSPAI  IDSDPVDEEVLMSLVVELGLDRANELPELWLGQNEFDFTADFPSSCGGSINSRSSGSPKKKR

KVGSPTQAGEGTLSEALLQLQFDDEDLGALLGNSTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGIPVAPHTTEPMLMEYPEAI

TRLVTGAQRPPDPAPAPLGAPGLPNGLLSGDEDFSSIADMDFSALLGSGSGSGFSVDTSALLDLFSPSVTVPDMSLP

DLDSSLASIQELLSPQEPPR

[0308] 接头和NLS序列用下划线表示

[0309] >3x  ZNF473_KRAB核苷酸序列(SEQ  ID  NO:183)

[0310] >3x  ZNF473_KRAB蛋白质序列(SEQ  ID  NO:184)

[0311] MAEEFVTLKDVGMDFTLGDWEQLGLEQGDTFWDTALDNCQDLFLLDPPRPNLTSHPDGSEDLEPLAGGS

PEATSMAEEFVTLKDVGMDFTLGDWEQLGLEQGDTFWDTALDNCQDLFLLDPPRPNLTSHPDGSEDLEPLAGGSPEA

TSMAEEFVTLKDVGMDFTLGDWEQLGLEQGDTFWDTALDNCQDLFLLDPPRPNLTSHPDGSEDLEPLAGGSPEATS
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