
(57)【要約】

本発明の一態様において、異なる人工キメラタンパク質

をコーディングする核酸のライブラリーをスクリーニン

グして細胞または生物体の表現形質を変化させるキメラ

タンパク質を同定する。キメラタンパク質は特定の標的

遺伝子または経路に対する先知識がなくても同定できる

。あるキメラタンパク質は多数のジンクフィンガードメ

インを含み、たとえば、熱抵抗性、溶媒抵抗性、変化し

た細胞成長度、インシュリン生産、分化および薬剤抵抗

性を誘導できる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
人 工 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 異 種 核 酸 を 含 む 変 形 細 胞 で あ っ て 、 前 記 人 工 転 写 因 子 は
、 前 記 変 形 細 胞 と 実 質 的 に 同 じ で あ り 、 か つ 異 種 核 酸 お よ び 人 工 転 写 因 子 を 欠 く 対 照 細 胞
に 比 べ て 変 形 細 胞 に ス ト レ ス 抵 抗 性 を 与 え る 、 変 形 細 胞 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 人 工 転 写 因 子 が ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 請 求 項 １ 記 載 の 変 形 細 胞 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 細 胞 が 細 菌 細 胞 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 変 形 細 胞 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 細 胞 が 真 核 細 胞 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 変 形 細 胞 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 ス ト レ ス 抵 抗 性 が 、 熱 抵 抗 性 、 溶 媒 抵 抗 性 、 重 金 属 抵 抗 性 、 浸 透 圧 抵 抗 性 、 極 限 ｐ Ｈ
抵 抗 性 、 化 学 物 質 抵 抗 性 、 寒 さ 抵 抗 性 、 遺 伝 子 毒 性 製 剤 抵 抗 性 お よ び 放 射 能 抵 抗 性 の 形 質
の う ち 一 つ 以 上 を 含 む 請 求 項 ２ 記 載 の 変 形 細 胞 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 変 形 細 胞 が 、 人 工 転 写 因 子 を 発 現 し 、 人 工 転 写 因 子 を 欠 く 実 質 的 に 同 一 の 培 養 細 胞 に
比 べ て 増 大 し た ス ト レ ス 抵 抗 性 を 示 す こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 変 形 細 胞 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 １ 記 載 の 変 形 細 胞 を 提 供 す る 段 階 ；
前 記 変 形 細 胞 を 人 工 転 写 因 子 が 生 産 さ れ る 条 件 下 で 保 持 す る 段 階 ； お よ び
人 工 転 写 因 子 以 外 の 、 培 養 さ れ た 細 胞 に よ っ て 生 産 さ れ た 生 成 物 を 回 収 す る 段 階 を 含 む 、
細 胞 生 成 物 の 生 産 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 変 形 細 胞 が 人 工 転 写 因 子 以 外 の 異 種 タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 含 み 、 前 記
生 成 物 が 異 種 タ ン パ ク 質 で あ る 請 求 項 ７ 記 載 の 生 産 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 生 成 物 が 代 謝 産 物 ま た は 内 生 （ endogenous） タ ン パ ク 質 で あ る 請 求 項 ７ 記 載 の 生 産 方
法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 変 形 細 胞 が 異 種 タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 第 ２ 核 酸 を さ ら に 含 み 、 前 記 異 種 タ ン
パ ク 質 が 代 謝 産 物 の 生 産 に 関 与 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 記 載 の 生 産 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 変 形 細 胞 が ２ ０ ℃ ～ ４ ０ ℃ に 保 た れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ 記 載 の 生 産 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 変 形 細 胞 が 、 人 工 転 写 因 子 を 欠 く 実 質 的 に 同 一 細 胞 の 成 長 を 抑 制 す る 条 件 下 で 保 持 さ
れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ 記 載 の 生 産 方 法 。 　
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 人 工 転 写 因 子 が ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ 記 載 の 生
産 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
前 記 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン が 、 表 １ ５ に 記 載 さ れ た ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン の Ｄ Ｎ
Ａ 接 触 残 基 に 相 応 す る Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 の 集 合 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 生
産 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 人 工 転 写 因 子 が 少 な く と も ３ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン 配 列 を 含 み 、 前 記 配 列 の
各 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン の Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 が 表 １ ５ の 列 に 記 載 さ れ た 任 意 の ３ つ の 連
続 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン の Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 に 各 々 相 応 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 １ ４ 記 載 の 生 産 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
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前 記 ス ト レ ス 抵 抗 性 が 、 熱 抵 抗 性 、 溶 媒 抵 抗 性 、 重 金 属 抵 抗 性 、 浸 透 圧 抵 抗 性 、 極 限 ｐ Ｈ
抵 抗 性 、 化 学 物 質 抵 抗 性 、 寒 さ 抵 抗 性 お よ び 放 射 能 抵 抗 性 の う ち 一 つ 以 上 を 含 む 請 求 項 ７
記 載 の 生 産 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
標 的 タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 遺 伝 子 、 お よ び 前 記 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ
ン グ す る 配 列 を 含 む 異 種 核 酸 を 含 み 、 前 記 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 が （ １ ） 異 種 核 酸 を 含 ま
な い 細 胞 に 比 べ て 細 胞 の タ ン パ ク 質 生 産 量 を 増 加 さ せ 、 ま た （ ２ ） 標 的 タ ン パ ク 質 を コ ー
デ ィ ン グ す る 遺 伝 子 の 転 写 を 直 接 的 に 調 節 す る 転 写 調 節 領 域 に 結 合 し て い な い 細 胞 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 が ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 み 、 Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 す る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ ９ 】
前 記 細 胞 が 真 核 細 胞 で あ り 、 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 が ゲ ノ ム （ genomic） Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 結
合 す る た め に Ｐ Ｂ ０ ８ 、 Ｋ ＿ Ｆ ０ ２ ま た は Ｋ ＿ Ｄ １ ０ と 競 争 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
１ ７ 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 が 細 胞 の 細 胞 周 期 進 行 速 度 を 変 化 さ せ る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 細 胞
。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 遺 伝 子 が 内 生 遺 伝 子 で あ る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
（ １ ） 人 工 転 写 因 子 を 含 ま な い 細 胞 に 比 べ て 真 核 細 胞 に よ る 標 的 タ ン パ ク 質 の 生 産 量 を 増
加 さ せ 、 ま た （ ２ ） 標 的 タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 遺 伝 子 の 転 写 を 直 接 的 に 調 節 す る
転 写 調 節 領 域 に 結 合 し な い 人 工 転 写 因 子 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
複 数 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 み 、 真 核 細 胞 に お い て 細 胞 周 期 進 行 速 度 を 変 化 さ せ
る 人 工 転 写 因 子 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
請 求 項 １ ７ に 記 載 の 細 胞 を 提 供 す る 段 階 ； お よ び
前 記 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 が 細 胞 の 異 種 核 酸 を 含 ま な い 細 胞 に 比 べ て 標 的 タ ン パ ク 質 の 生
産 量 を 増 加 さ せ る 条 件 下 で 、 前 記 細 胞 を 保 持 す る 段 階 を 含 む タ ン パ ク 質 生 産 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
前 記 タ ン パ ク 質 が 分 泌 タ ン パ ク 質 で あ る 請 求 項 ２ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
分 泌 タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 内 生 遺 伝 子 お よ び 人 工 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 配
列 を 含 む 異 種 核 酸 を 含 む 細 胞 で あ っ て 、 前 記 人 工 転 写 因 子 が 異 種 核 酸 を 含 ま な い 細 胞 に 比
べ て 細 胞 の 分 泌 タ ン パ ク 質 の 生 産 量 を 増 加 さ せ る 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
前 記 細 胞 が 真 核 細 胞 で あ り 、 分 泌 タ ン パ ク 質 が イ ン シ ュ リ ン で あ る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 細 胞
。
【 請 求 項 ２ ８ 】
前 記 人 工 転 写 因 子 が 、 ０ ８ ＿ Ｄ ０ ４ ＿ ｐ ６ ５ が 特 異 的 に 結 合 す る 内 生 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 特 異 的
に 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
前 記 人 工 転 写 因 子 が 、 内 生 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 特 異 的 に 結 合 し 、 内 生 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 結 合 す る た め
に ０ ８ ＿ Ｄ ０ ４ ＿ ｐ ６ ５ と 競 争 す る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
前 記 人 工 転 写 因 子 が 下 記 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 細 胞 ：
Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｓ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２

－ ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｈ Ｊ Ｘ Ｔ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ４ ５ ） ； ま た は Ｃ Ｘ （
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２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｈ Ｊ Ｘ Ｔ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ）

Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｖ Ｘ Ｓ Ｓ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ４ ６ ）
（ こ こ で 、 Ｂ は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン で あ り 、 Ｊ は 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る 。 ）
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 ２ ４ 記 載 の 細 胞 を 提 供 す る 段 階 ； お よ び
前 記 異 種 核 酸 を 含 ま な い 細 胞 に 比 べ て 前 記 人 工 転 写 因 子 が 細 胞 の イ ン シ ュ リ ン 生 産 量 を 増
加 さ せ る 条 件 下 で 細 胞 を 保 持 す る 段 階 を 含 む イ ン シ ュ リ ン 生 産 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
少 な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 人 工 転 写 因 子 で あ っ て 、 前 記 人 工 転 写
因 子 が な い と き は 内 生 イ ン シ ュ リ ン 遺 伝 子 を 発 現 し な い 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 内 生 イ ン シ
ュ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 を 誘 導 す る 人 工 転 写 因 子 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
人 工 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 含 ま な い 同 一 細 胞 に 比 べ て 毒 性 物 質 に 対 す る 細 胞
の 感 受 性 を 変 化 さ せ る 人 工 転 写 因 子 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
人 工 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 含 み 、 発 現 す る 細 胞 で あ っ て 、 前 記 人 工 転 写 因 子
が 前 記 核 酸 を 含 ま な い 同 一 細 胞 に 比 べ て 毒 性 物 質 に 対 す る 細 胞 の 感 受 性 を 変 化 さ せ る 細 胞
。
【 請 求 項 ３ ５ 】
前 記 毒 性 物 質 が 薬 剤 （ drug） で あ る 細 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
前 記 感 受 性 が 増 加 す る 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
前 記 感 受 性 が 減 少 す る 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
前 記 細 胞 が 、 真 菌 細 胞 で あ る 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
前 記 毒 性 物 質 が ケ ト コ ナ ゾ ー ル で あ る 請 求 項 ３ ８ 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
前 記 人 工 転 写 因 子 が ３ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ４ １ 】
前 記 人 工 転 写 因 子 が 、 内 生 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 結 合 し 、 前 記 内 生 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 結 合 す る た め に 、
表 ５ に 記 載 さ れ た ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 と 競 争 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ９ 記
載 の 細 胞 。 　
【 請 求 項 ４ ２ 】
細 胞 に お い て 、 Ａ Ｑ Ｙ １ 、 Ｙ Ｊ Ｒ １ ４ ７ Ｗ 、 Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ２ Ｃ 、 Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ３ Ｃ ま た は Ｙ Ｐ
Ｌ ０ ９ １ Ｗ の タ ン パ ク 質 の 発 現 ま た は 活 性 を ７ ０ ％ 以 上 同 等 に 変 化 さ せ る こ と を 含 む 、 真
菌 細 胞 の 薬 剤 抵 抗 性 を 変 化 さ せ る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
複 数 の 核 酸 を 含 む 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー で あ っ て 、 複 数 の 核 酸 の う ち 各 核 酸 が 少 な く と も ３ つ
の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン の 配 列 を 含 む キ メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ し 、 こ こ で 、
少 な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は 天 然 型 タ ン パ ク 質 で は 互 い に 隣 接 し て 現 れ
な い 、 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 段 階 ；
前 記 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 員 （ member） を 試 験 細 胞 の 複 製 物 に 導 入 し て 形 質 転 換 細 胞 を 得 る
段 階 ；
前 記 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 毒 性 物 質 の 存 在 下 で 培 養 す る 段 階 ； お よ び
前 記 毒 性 物 質 に 対 す る 感 受 性 が 試 験 細 胞 に 比 べ て 変 化 し た 細 胞 を 、 前 記 形 質 転 換 さ れ た 細
胞 か ら 同 定 す る 段 階 を 含 む 、
毒 性 物 質 に 対 す る 細 胞 の 感 受 性 を 変 化 さ せ る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 同 定 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
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前 記 試 験 細 胞 が 真 菌 細 胞 で あ り 、 前 記 毒 性 物 質 が 抗 真 菌 製 剤 で あ る 請 求 項 ４ ３ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ ５ 】
前 記 試 験 細 胞 が 癌 細 胞 で あ り 、 前 記 毒 性 物 質 が 抗 分 裂 製 剤 （ anti-mitotic agent） で あ る
請 求 項 ４ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
前 記 核 酸 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ る キ メ ラ タ ン パ ク 質 が 転 写 調 節 ド メ イ ン を 含 む 請 求 項
４ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
選 択 さ れ た 細 胞 内 の ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ る キ メ ラ タ ン パ ク 質 の
ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン 配 列 を 含 む が 、 同 定 さ れ た 細 胞 内 の ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 に よ っ
て コ ー デ ィ ン グ さ れ る キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 転 写 調 節 ド メ イ ン は 含 ま な い 第 ２ の キ メ ラ タ ン
パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 製 作 す る 段 階 を さ ら に 含 む 請 求 項 ４ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
（ ｉ ） 前 記 選 択 さ れ た 細 胞 内 の ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ る キ メ ラ タ
ン パ ク 質 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン 配 列 、 お よ び （ ｉ ｉ ） 同 定 さ れ た 細 胞 内 の ラ イ ブ ラ
リ ー 構 成 員 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ る キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 転 写 調 節 ド メ イ ン で な い 転 写
調 節 ド メ イ ン を 含 む 、 第 ２ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 製 作 す る 段 階 を
さ ら に 含 む 請 求 項 ４ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
３ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 人 工 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 を 含 み 、 前
記 人 工 転 写 因 子 の 発 現 が 少 な く と も 一 つ の 脊 椎 動 物 細 胞 に お い て 神 経 細 胞 の 表 現 型 を 誘 導
す る 核 酸 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
前 記 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン の う ち 、 少 な く と も 一 つ が 下 記 の 配 列 を 有 す る 請 求 項 ４ ９
記 載 の 核 酸 ：
Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｇ ｌ ｎ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ｓ ｅ ｒ － Ａ ｓ ｎ － Ｈ ｉ
ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ０ ）
Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｇ ｌ ｎ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ｓ ｅ ｒ － Ａ ｓ ｎ － Ｈ ｉ
ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ２ ５ １ ） ； ま た は
Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ｓ ｅ ｒ － Ａ ｓ ｎ － Ｈ ｉ
ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ２ ）
（ こ こ で 、 Ｘ ａ は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン で あ り ； Ｘ ｂ は 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る
。 ）
【 請 求 項 ５ １ 】
前 記 人 工 転 写 因 子 が 下 記 の 配 列 を 含 む 請 求 項 ５ ０ 記 載 の 核 酸 ：
Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｇ ｌ ｎ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ｓ ｅ ｒ － Ａ ｓ ｎ － Ｈ ｉ
ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ １ － ６ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｇ ｌ ｎ
－ Ｘ ｂ － Ｘ － Ｓ ｅ ｒ － Ａ ｓ ｎ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ １ － ６ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５

－ Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ｓ ｅ ｒ － Ａ ｓ ｎ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ
ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ３ ） 　
（ こ こ で 、 Ｘ ａ は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン で あ り ； Ｘ ｂ は 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る
。 ）
【 請 求 項 ５ ２ 】
請 求 項 ４ ４ 記 載 の 核 酸 を 含 む 脊 椎 動 物 細 胞 を 提 供 す る 段 階 ； お よ び
前 記 脊 椎 動 物 細 胞 を 、 人 工 転 写 因 子 が 生 産 さ れ 、 神 経 突 起 の 形 成 が 誘 導 さ れ る 条 件 下 で 培
養 す る 段 階 を 含 む 、 脊 椎 動 物 細 胞 に お い て 神 経 突 起 の 形 成 を 誘 導 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
前 記 脊 椎 動 物 細 胞 が 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 請 求 項 ５ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
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前 記 哺 乳 動 物 細 胞 が ヒ ト 細 胞 で あ る 請 求 項 ５ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
前 記 脊 椎 動 物 細 胞 が 人 工 転 写 因 子 を 生 産 す る 前 の 幹 細 胞 で あ る 請 求 項 ５ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
３ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン か ら な る 人 工 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 を 含 み 、
前 記 人 工 転 写 因 子 の 発 現 が 少 な く と も 一 つ の 脊 椎 動 物 細 胞 に お い て 骨 細 胞 形 成 （ osteogen
esis） を 誘 導 す る 核 酸 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
前 記 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン の 少 な く と も 一 つ が 下 記 の 配 列 を 有 す る 請 求 項 ５ ６ 記 載 の
核 酸 ：
Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ａ ｒ ｇ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ａ ｓ ｐ － Ｌ ｙ ｓ － Ｈ ｉ
ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ４ ） ；
Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｇ ｌ ｎ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ｔ ｈ ｒ － Ｈ ｉ ｓ － Ｈ ｉ
ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ５ ） ；
Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｖ ａ ｌ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ｓ ｅ ｒ － Ｔ ｈ ｒ － Ｈ ｉ
ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ６ ） ； ま た は
Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ａ ｒ ｇ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ａ ｓ ｐ － Ｌ ｙ ｓ － Ｈ ｉ
ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ７ ）
（ こ こ で 、 Ｘ ａ は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン で あ り ； Ｘ ｂ は 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る
。 ）
【 請 求 項 ５ ８ 】
前 記 人 工 転 写 因 子 が 下 記 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 ５ ７ 記 載 の 核 酸 ： 　
Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ａ ｒ ｇ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ａ ｓ ｐ － Ｌ ｙ ｓ － Ｈ ｉ
ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ １ － ６ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｇ ｌ ｎ
－ Ｘ ｂ － Ｘ － Ｔ ｈ ｒ － Ｈ ｉ ｓ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ １ － ６ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５

－ Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｖ ａ ｌ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ｓ ｅ ｒ － Ｔ ｈ ｒ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ
ｉ ｓ － Ｘ １ － ６ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ａ ｒ ｇ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ａ ｓ
ｐ － Ｌ ｙ ｓ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ８ ）
（ こ こ で 、 Ｘ ａ は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン で あ り ； Ｘ ｂ は 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る
。 ）
【 請 求 項 ５ ９ 】
請 求 項 ４ ４ 記 載 の 核 酸 を 含 む 脊 椎 動 物 細 胞 を 提 供 す る 段 階 ； お よ び
前 記 脊 椎 動 物 細 胞 を 、 人 工 転 写 因 子 が 生 産 さ れ 、 骨 細 胞 形 成 が 誘 導 さ れ る 条 件 下 で 培 養 す
る 段 階 を 含 む 、 脊 椎 動 物 細 胞 に お い て 骨 細 胞 形 成 を 誘 導 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
複 数 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 み 、 幹 細 胞 の 分 化 能 力 を 変 化 さ せ る 人 工 転 写 因 子 を
コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 を 含 む 核 酸 お よ び 幹 細 胞 を 提 供 す る 段 階 ；
前 記 核 酸 を 幹 細 胞 に 導 入 す る 段 階 ； お よ び
前 記 人 工 転 写 因 子 が 生 産 さ れ 、 前 記 幹 細 胞 の 分 化 能 力 を 変 化 さ せ る 条 件 下 で 前 記 幹 細 胞 を
保 持 す る 段 階 を 含 む 、 幹 細 胞 の 分 化 能 力 を 変 化 さ せ る 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
前 記 人 工 転 写 因 子 が 幹 細 胞 の 分 化 を 誘 導 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
前 記 人 工 転 写 因 子 が 幹 細 胞 の 自 家 複 製 （ self-renewal） 能 力 を 増 大 さ せ る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 ６ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
前 記 幹 細 胞 が 胚 性 幹 細 胞 で あ る 請 求 項 ６ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
前 記 幹 細 胞 が 脊 椎 動 物 幹 細 胞 ま た は 植 物 幹 細 胞 で あ る 請 求 項 ６ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
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前 記 幹 細 胞 が 造 血 幹 細 胞 （ hematopoietic stem cell） 、 神 経 前 駆 細 胞 （ neuronal progen
itor cell） ま た は 筋 肉 前 駆 細 胞 （ muscular progenitor cell)で あ る 請 求 項 ６ ２ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
各 々 少 な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン 、 お よ び 転 写 を 活 性 化 ま た は 抑 制 す る 調
節 ド メ イ ン 配 列 を 含 む 異 な る 人 工 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 複 数 の 核 酸 を 含 む 核 酸 ラ イ
ブ ラ リ ー を 提 供 す る 段 階 ；
所 定 の 形 質 （ trait） を 有 す る 細 胞 を 提 供 す る 段 階 ；
前 記 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 員 を 前 記 細 胞 内 に 導 入 す る 段 階 ；
前 記 所 定 の 形 質 を 変 化 さ せ る ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 員 を 同 定 す る 段 階 ； お よ び
前 記 同 定 さ れ た 構 成 員 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン 配 列 は 含 む が 、 同 定 さ れ た 構 成 員 の 調
節 ド メ イ ン と 同 一 の 調 節 ド メ イ ン は 含 ま な い Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る
配 列 を 含 む コ ー デ ィ ン グ 核 酸 を 製 造 す る 段 階 を 含 む 、 人 工 転 写 因 子 の 同 定 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
前 記 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド が 、 同 定 さ れ た 構 成 員 の 調 節 ド メ イ ン を 有 し な い 請 求 項 ６ ６
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
前 記 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド が 、 同 定 さ れ た 構 成 員 の 調 節 ド メ イ ン に 比 べ て 突 然 変 異 さ れ
た 調 節 ド メ イ ン を 含 む 請 求 項 ６ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
前 記 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド が 、 同 定 さ れ た 構 成 員 の 調 節 ド メ イ ン と 反 対 の 機 能 を 果 た す
調 節 ド メ イ ン を 含 む 請 求 項 ６ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
前 記 細 胞 に 前 記 コ ー デ ィ ン グ 核 酸 を 導 入 し 、 前 記 細 胞 の 所 定 形 質 を 評 価 す る こ と を さ ら に
含 む 請 求 項 ６ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
前 記 同 定 段 階 が 、 所 定 の 環 境 条 件 に 対 す る 抵 抗 性 ； 分 化 ； 逆 分 化 ； 増 殖 ； ア ポ ト ー シ ス （
apoptosis） ； 血 清 － 独 立 性 （ serum-independence） ； 病 原 体 抵 抗 性 ； お よ び 病 原 体 感 受
性 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 特 性 を 有 す る 細 胞 を 同 定 す る こ と を 含 む 請 求 項 ６ ６ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ７ ２ 】
複 数 の 第 １ 核 酸 お よ び 第 ２ 核 酸 を 複 数 含 み 、 こ こ で 、
（ ａ ） 複 数 の 第 １ 核 酸 の 各 々 が 少 な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン お よ び 転 写 を
活 性 化 す る 第 １ の 機 能 ド メ イ ン を 含 む 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ し 、
（ ｂ ） 複 数 の 第 ２ 核 酸 の 各 々 が 少 な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 み 、 第 １
の 機 能 ド メ イ ン は 含 ま な い 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 、 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー
。
【 請 求 項 ７ ３ 】
前 記 複 数 の 第 ２ 核 酸 の 各 々 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 が 前 記 第 １
の 機 能 ド メ イ ン と は 異 な る 第 ２ の 機 能 ド メ イ ン を 含 む 請 求 項 ７ ２ 記 載 の 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー
。
【 請 求 項 ７ ４ 】
前 記 第 １ の 機 能 ド メ イ ン が 活 性 化 ド メ イ ン で あ り 、 前 記 第 ２ の 機 能 ド メ イ ン が 抑 制 ド メ イ
ン で あ る 請 求 項 ７ ２ 記 載 の 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
前 記 第 １ の 機 能 ド メ イ ン が 活 性 化 ド メ イ ン で あ り 、 前 記 第 ２ の 機 能 ド メ イ ン が 第 １ の 活 性
化 ド メ イ ン と 異 な る 効 率 の 活 性 化 ド メ イ ン で あ る 請 求 項 ７ ３ 記 載 の 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
前 記 第 １ の 機 能 ド メ イ ン が ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 （ deacetylase） ド メ イ ン で あ る 請
求 項 ７ ２ 記 載 の 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー 。
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【 請 求 項 ７ ７ 】
請 求 項 ７ ２ 記 載 の 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 段 階 ；
前 記 所 定 の 形 質 を 有 す る 細 胞 に 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 員 を 導 入 す る 段 階 ； お よ び
前 記 所 定 の 形 質 を 変 化 さ せ る ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 を 同 定 す る 段 階 を 含 む 、 複 数 の キ メ ラ タ
ン パ ク 質 の 同 定 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
発 現 さ れ る と 試 験 細 胞 の 所 定 の 形 質 を 変 化 さ せ る 第 １ の 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ
ン グ す る 核 酸 を 含 む 試 験 細 胞 の 複 製 細 胞 を 提 供 す る 段 階 ；
２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 異 な る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 各 々 コ ー デ ィ ン グ
す る 、 複 数 の 核 酸 を 含 む 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 員 を 各 複 製 細 胞 に 導 入 す る 段 階 ； お よ び
前 記 各 複 製 細 胞 が ラ イ ブ ラ リ ー の 第 １ の 構 成 員 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ る キ メ ラ タ ン パ
ク 質 お よ び 導 入 さ れ た 前 記 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 員 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ る 第 ２ の
キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 複 製 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 所 定 の 形 質 が さ ら に 変 化 し た
細 胞 を 同 定 す る 段 階 を 含 む 、 複 数 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 同 定 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
少 な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 各 々 の 異 な る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を
各 々 コ ー デ ィ ン グ す る 、 複 数 の 核 酸 を 含 む 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 段 階 ；
細 胞 の 所 定 の 形 質 を 変 化 さ せ る 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー の 第 １ お よ び 第 ２ の 構 成 員 を 同 定 す る 段
階 ； お よ び
前 記 同 定 さ れ た 第 １ お よ び 第 ２ の ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 に よ っ て 各 々 コ ー デ ィ ン グ さ れ る 第
１ お よ び 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 を 製 造 す る 段 階 を 含 む 、 変 形 細 胞 の 製 造 方 法
。
【 請 求 項 ８ ０ 】
前 記 同 定 段 階 が 、 細 胞 複 製 物 に 前 記 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 員 を 導 入 し て 形 質 転 換 細 胞 を
提 供 し 、 所 定 の 形 質 が 変 化 し た 第 １ お よ び 第 ２ の 細 胞 を 同 定 す る こ と を 含 む 請 求 項 ７ ９ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
前 記 製 造 さ れ た 細 胞 に 対 し て 前 記 所 定 形 質 を 評 価 す る 段 階 を さ ら に 含 む 請 求 項 ７ ９ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
前 記 細 胞 の 製 造 段 階 が 、 前 記 第 １ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 第 １ の 遺 伝 子 お よ び
前 記 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 第 ２ の 遺 伝 子 を 細 胞 に 導 入 す る こ と を 含 む 請
求 項 ７ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 遺 伝 子 が 同 一 核 酸 の 成 分 （ components） で あ る 請 求 項 ８ ２ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
前 記 細 胞 の 製 造 段 階 が 、 前 記 第 １ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 第 １ の 遺 伝 子 を 含 む
第 １ の 細 胞 を 、 前 記 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 第 ２ の 遺 伝 子 を 含 む 第 ２ の 細
胞 と 融 合 す る こ と を 含 む 請 求 項 ７ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
少 な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 異 な る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 各 々 コ
ー デ ィ ン グ す る 複 数 の 核 酸 を 含 む 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 段 階 ；
所 定 の 形 質 を 有 す る 細 胞 に 前 記 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 員 を 導 入 す る 段 階 ；
前 記 所 定 の 形 質 を 変 化 さ せ る ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 員 を 同 定 す る 段 階 ； お よ び
下 記 の 変 異 体 ま た は キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 各 々 コ ー デ ィ ン グ す る 複 数 の 核 酸 を 含 む 第 ２ の ラ
イ ブ ラ リ ー を 製 作 す る 段 階 を 含 む 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 同 定 方 法 ： 　
（ １ ） １ ～ ６ 個 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 挿 入 ま た は 欠 失 に よ っ て 、 前 記 同 定 さ れ た 構 成 員 に 相
応 す る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 と 区 別 さ れ る 変 異 体 、
（ ２ ） 前 記 同 定 さ れ た 構 成 員 に 相 応 す る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ
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ン お よ び 追 加 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 み 、 前 記 追 加 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン
が 第 ２ の ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 員 の 間 で 多 様 に 変 化 す る キ メ ラ タ ン パ ク 質 、
（ ３ ） 前 記 同 定 さ れ た 構 成 員 に 相 応 す る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 変 異 体 で あ っ て 、 他 の ジ
ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン で 置 換 さ れ た ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン 位 置 の 下 位 集 合 （ subset
） お よ び 前 記 同 定 さ れ た 構 成 員 に 相 応 す る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 相 応 す る 位 置 に あ る ジ
ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン と 同 一 な 少 な く と も 一 つ の 不 変 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 有 す
る 変 異 体 、 ま た は
（ ４ ） 前 記 同 定 さ れ た 構 成 員 に 相 応 す る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 変 異 体 で あ っ て 、 前 記 第
２ の ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 員 の う ち 、 一 つ 以 上 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン の 位 置 が 、 前 記
同 定 さ れ た 構 成 員 に 相 応 す る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 内 の 位 置 に お け る 特 定 の ド メ イ ン が そ
の 位 置 に お け る 他 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン よ り も 高 い 頻 度 で 現 れ る よ う に 変 化 さ せ た
変 異 体 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
少 な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 各 々 含 む 異 な る 人 工 転 写 因 子 を 各 々 コ ー デ
ィ ン グ す る 複 数 の 核 酸 を 含 む 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 段 階 ；
前 記 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 員 を 試 験 細 胞 の 複 製 物 に 導 入 し て 複 数 の 形 質 転 換 細 胞 を 提 供 す る
段 階 ；
前 記 形 質 転 換 細 胞 を 人 工 転 写 因 子 が 発 現 さ れ る 条 件 下 で 保 持 す る 段 階 ；
前 記 複 数 の 形 質 転 換 細 胞 か ら 、 試 験 細 胞 に 比 べ て 変 化 し た 表 現 型 を 有 す る 複 数 の 表 現 型 変
換 細 胞 （ phenotypically altered cell） を 同 定 す る 段 階 ；
前 記 複 数 の 各 表 現 型 変 換 細 胞 内 の 転 写 体 （ transcripts） ま た は タ ン パ ク 質 の 量 を プ ロ フ
ァ イ リ ン グ （ profiling） し て 各 表 現 型 変 換 細 胞 の プ ロ フ ァ イ ル を 提 供 す る 段 階 ； お よ び
前 記 プ ロ フ ァ イ ル を 互 い に 比 較 し て 、 前 記 複 数 細 胞 の う ち 少 な く と も ２ つ の 表 現 型 変 換 細
胞 に お い て そ の 量 が 試 験 細 胞 に 比 べ て 同 じ よ う に 変 化 し た 一 つ 以 上 の 転 写 体 ま た は タ ン パ
ク 質 を 同 定 す る 段 階 を 含 む 、
人 工 転 写 因 子 の 標 的 （ target） を 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
少 な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 人 工 転 写 因 子 で あ っ て 、 前 記 人 工 転 写
因 子 が 発 現 さ れ な い 対 照 細 胞 に 比 べ て 細 胞 の 表 現 形 質 を 変 化 さ せ る 人 工 転 写 因 子 を コ ー デ
ィ ン グ す る 配 列 を 含 む 異 種 核 酸 を 含 む 変 形 細 胞 を 提 供 す る 段 階 ；
前 記 変 形 細 胞 に お け る 発 現 が 前 記 対 照 細 胞 に 比 べ て 変 化 し た 標 的 遺 伝 子 を 同 定 す る 段 階 ；
お よ び
前 記 異 種 核 酸 を 含 み 、 前 記 人 工 転 写 因 子 を 発 現 し 、 標 的 遺 伝 子 の 活 性 が 変 化 し た 試 験 細 胞
の 表 現 形 質 を 評 価 す る 段 階 を 含 む 、
細 胞 の 評 価 方 法 。 　
【 請 求 項 ８ ８ 】
前 記 標 的 遺 伝 子 の 活 性 が 遺 伝 子 突 然 変 異 に よ っ て 変 化 す る 請 求 項 ８ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
前 記 標 的 遺 伝 子 の 活 性 が 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は リ ボ ザ
イ ム に よ っ て 変 化 す る 請 求 項 ８ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
前 記 標 的 遺 伝 子 の 活 性 が 標 的 遺 伝 子 の 過 発 現 に よ っ て 変 化 す る 請 求 項 ８ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
少 な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 人 工 転 写 因 子 で あ っ て 、 前 記 人 工 転 写
因 子 が 発 現 さ れ な い 対 照 細 胞 に 比 べ て 細 胞 の 表 現 形 質 を 変 化 さ せ る 人 工 転 写 因 子 を コ ー デ
ィ ン グ す る 配 列 を 含 む 異 種 核 酸 を 含 む 変 形 細 胞 を 提 供 す る 段 階 ；
前 記 ラ イ ブ ラ リ ー 核 酸 を 変 形 細 胞 の 複 製 物 に 導 入 す る 段 階 ； お よ び
前 記 人 工 転 写 因 子 に よ る 表 現 形 質 の 変 化 を 減 少 さ せ る ラ イ ブ ラ リ ー 核 酸 を 同 定 す る 段 階 を
含 む 、
人 工 転 写 因 子 を 評 価 す る 方 法 。
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【 請 求 項 ９ ２ 】
前 記 ラ イ ブ ラ リ ー 核 酸 が ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 核 酸 を 含 む 請 求 項 ９ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
前 記 ラ イ ブ ラ リ ー 核 酸 が 、 異 な る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 含 む 請
求 項 ９ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
前 記 異 な る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 が 、 異 な る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 請 求 項 ９ ３
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
少 な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む が 、 少 な く と も 一 つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ
ー ド メ イ ン が 天 然 型 タ ン パ ク 質 か ら 由 来 す る こ と を 特 徴 と す る 、 異 な る 人 工 キ メ ラ タ ン パ
ク 質 を 各 々 コ ー デ ィ ン グ す る 複 数 の 核 酸 を 含 む 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 段 階 ；
所 定 の 形 質 を 有 す る 細 胞 に 前 記 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 を 導 入 す る 段 階 ； お よ び
前 記 所 定 の 形 質 を 変 化 さ せ る ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 を 有 す る 細 胞 を 同 定 す る 段 階 を 含 む 、
キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 同 定 方 法 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
少 な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 異 な る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 各 々 コ
ー デ ィ ン グ す る 複 数 の 核 酸 を 含 む が 、 前 記 複 数 核 酸 の う ち 少 な く と も 一 つ の 構 成 員 の 少 な
く と も 一 つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン が 表 １ に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と を 特
徴 と す る 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 段 階 ； 　
前 記 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 を 所 定 の 形 質 を 有 す る 細 胞 に 挿 入 す る 段 階 ； お よ び
前 記 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 が 前 記 所 定 の 形 質 を 変 化 さ せ た 細 胞 を 同 定 す る 段 階 を 含 む 、
キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 同 定 方 法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
（ １ ） 核 酸 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 第 １ お よ び 第 ２ の ジ ン ク フ ィ ン ガ
ー ド メ イ ン が 各 々 天 然 型 タ ン パ ク 質 由 来 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン で あ る が 、 （ ｉ ） 同
じ 天 然 型 タ ン パ ク 質 で は 同 時 に 現 れ ず 、 ま た は （ ii） 同 じ 天 然 タ ン パ ク 質 で は 前 記 ポ リ ペ
プ チ ド に お け る 配 列 と は 異 な り 、 （ ２ ） 前 記 第 １ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン が 複 数 の 核
酸 の 間 で 多 様 に 変 化 し 、 （ ３ ） 前 記 第 ２ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン が 複 数 の 核 酸 の 間 で
多 様 に 変 化 す る 、 第 １ お よ び 第 ２ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
デ ィ ン グ す る 核 酸 を 含 む 複 数 の 細 胞 を 含 む 細 胞 ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 段 階 ；
対 照 細 胞 と 表 現 型 が 異 な る ラ イ ブ ラ リ ー 細 胞 を 同 定 す る 段 階 ； お よ び
前 記 同 定 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー 細 胞 か ら 核 酸 を 回 収 す る 段 階 を 含 む 、
キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 同 定 方 法 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
人 工 転 写 因 子 を 生 産 す る 細 胞 に お い て 異 種 の 過 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 の 溶 解 度 を 改 善 す る
人 工 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
前 記 人 工 転 写 因 子 が 複 数 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 請 求 項 ９ ８ 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
前 記 細 胞 が 細 菌 細 胞 で あ る 請 求 項 ９ ８ 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
前 記 タ ン パ ク 質 が 哺 乳 動 物 タ ン パ ク 質 で あ る 請 求 項 ９ ８ 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
前 記 タ ン パ ク 質 が Ａ Ｋ Ｔ タ ン パ ク 質 を 含 む 請 求 項 １ ０ １ 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
前 記 複 数 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン が Ｑ Ｓ Ｔ Ｒ － Ｄ Ｓ Ａ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｈ Ｔ － Ｗ Ｓ Ｎ Ｒ ま た は
Ｖ Ｓ Ｔ Ｒ － Ｄ Ｇ Ｎ Ｖ － Ｑ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｑ Ｓ Ｎ Ｋ ド メ イ ン を 含 む 請 求 項 ９ ９ 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
請 求 項 ９ ８ ～ １ ０ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 異 種 核 酸 を 含 む 変 形 細 胞 。
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【 請 求 項 １ ０ ５ 】
異 種 標 的 タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 を 含 む 第 ２ 核 酸 を 含 む 請 求 項 １ ０ ４ に 記 載 の
変 形 細 胞 を 提 供 す る 段 階 ； お よ び
前 記 変 形 細 胞 を 人 工 転 写 因 子 お よ び 異 種 標 的 タ ン パ ク 質 が 生 産 さ れ る 条 件 下 で 保 持 す る 段
階 を 含 む 、 　
異 種 標 的 タ ン パ ク 質 の 生 産 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
前 記 変 形 細 胞 が 培 養 細 胞 で あ る 請 求 項 １ ０ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
前 記 変 形 細 胞 が 対 象 （ subject） 内 に 存 在 す る 請 求 項 １ ０ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
請 求 項 １ に 記 載 の 変 形 細 胞 を 提 供 す る 段 階 ；
前 記 変 形 細 胞 を 人 工 転 写 因 子 が 生 産 さ れ る 条 件 下 で 保 持 す る 段 階 ； お よ び
前 記 培 養 細 胞 か ら 生 産 さ れ た 人 工 転 写 因 子 で な い 産 物 を 回 収 す る 段 階 を 含 む 、
細 胞 産 物 の 生 産 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
少 な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 異 な る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 各 々 コ
ー デ ィ ン グ す る 複 数 の 核 酸 を 含 む 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 段 階 ；
所 定 の 形 質 を 有 す る 第 １ の 細 胞 に 前 記 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 を 導 入 し て 形 質 転 換 さ れ た
細 胞 を 提 供 す る 段 階 ；
前 記 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 か ら 、 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 が 所 定 の 形 質 を 変 化 さ せ た 細 胞 を
同 定 す る 段 階 ；
前 記 同 定 、 変 化 さ れ た 細 胞 か ら 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 を 回 収 す る 段 階 ；
前 記 所 定 の 形 質 外 の 表 現 形 質 が 第 １ の 細 胞 と 異 な る 第 ２ の 細 胞 に 前 記 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー 構
成 員 を 挿 入 す る 段 階 ； お よ び
前 記 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 を 含 み 、 該 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 が コ ー デ ィ ン グ す る 人 工
キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 第 ２ の 細 胞 を 評 価 す る 段 階 を 含 む 、
第 １ の 細 胞 か ら 第 ２ の 細 胞 に 変 化 し た 形 質 を 転 移 さ せ る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 細 胞 が 真 核 細 胞 で あ る 請 求 項 １ ０ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 細 胞 が 酵 母 細 胞 で あ る 請 求 項 １ １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 細 胞 が 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 請 求 項 １ １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 細 胞 の 増 殖 特 性 が 異 な る 請 求 項 １ １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ４ 】
前 記 第 １ 細 胞 が 癌 細 胞 で あ り 、 前 記 第 ２ の 細 胞 が 非 癌 細 胞 （ non-cancerous） で あ る 請 求
項 １ １ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ５ 】
前 記 評 価 さ れ た 第 ２ の 細 胞 が 所 定 の 形 質 が 変 化 し た か ど う か に よ っ て 評 価 さ れ る 請 求 項 １
０ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ６ 】
配 列 番 号 ： ２ ， ４ ， ６ ， ８ ， １ ０ ， １ ２ ， １ ４ ， １ ６ ， １ ８ ， ２ ０ ， ２ ６ ０ ， ２ ６ ２ お よ
び ２ ６ ４ か ら な る 群 か ら 選 ば れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】
請 求 項 １ １ ６ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 １ １ ８ 】
３ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン か ら 構 成 さ れ 、 そ の 発 現 が 少 な く と も 一 つ の 真 核 細 胞 の
ウ イ ル ス 複 製 、 ウ イ ル ス 生 産 お よ び ウ イ ル ス 感 染 性 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 特 性 を 変 化 さ
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せ る 人 工 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 を 含 む 核 酸 。
【 請 求 項 １ １ ９ 】
３ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 み 、 そ の 発 現 が 真 核 細 胞 と 共 同 培 養 さ れ る か 、 真 核
細 胞 に よ っ て 調 節 さ れ た （ conditioned） 培 地 で 培 養 さ れ た 幹 細 胞 を 調 節 す る 真 核 細 胞 の
能 力 を 変 化 さ せ る 人 工 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 を 含 む 核 酸 。
【 請 求 項 １ ２ ０ 】
３ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 み 、 そ の 発 現 が 分 泌 さ れ た タ ン パ ク 質 を グ リ コ シ ル
化 さ せ る 哺 乳 動 物 細 胞 の 能 力 を 変 化 さ せ る 人 工 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 を 含 む 核
酸 。
【 請 求 項 １ ２ １ 】
前 記 分 泌 さ れ た タ ン パ ク 質 が 少 な く と も 一 つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ immunoglobulin） 可 変 ド
メ イ ン を 含 む 異 種 タ ン パ ク 質 で あ る 請 求 項 １ ２ ０ 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ２ ２ 】
前 記 細 胞 が Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 で あ る 請 求 項 １ ２ ０ 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ２ ３ 】
３ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 み 、 そ の 発 現 が 外 生 （ exogenous） 核 酸 を 受 け 入 れ
る 細 胞 の 能 力 を 変 化 さ せ る 人 工 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 を 含 む 核 酸 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 背 景 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 多 く の 遺 伝 子 は 、 通 常 プ ロ モ ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー 領 域 内 に あ る 該 遺 伝 子 内 の 特 定
の Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド 転 写 因 子 に よ る 転 写 水 準 で 調 節 さ れ る 。 こ れ ら の タ
ン パ ク 質 は 、 プ ロ モ ー タ ー 部 位 で Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に よ る 転 写 開 始 を 活 性 化 ま た は 抑 制
す る こ と に よ っ て 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 。 活 性 化 因 子 （ activator） で あ る か ま た
は 抑 制 因 子 （ repressor） で あ る か に か か わ ら ず 多 く の 転 写 因 子 は 、 構 造 的 に 単 位 モ ジ ュ
ー ル 性 （ module） を 有 す る 。 そ の よ う な 単 位 モ ジ ュ ー ル は 、 構 造 的 に 別 個 の ド メ イ ン と し
て フ ォ ー ル デ ィ ン グ が 可 能 で あ り 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 、 二 量 化 （ dimerization） ま た は 転 写 機 構
（ transcriptional machinery） と の 相 互 作 用 の よ う な 特 定 の 機 能 を 有 す る 。 活 性 化 ド メ
イ ン ま た は 抑 制 ド メ イ ン の よ う な エ フ ェ ク タ ー （ effector） ド メ イ ン は 、 異 種 転 写 因 子 の
Ｄ Ｎ Ａ － 結 合 ド メ イ ン に 連 結 さ れ て も そ の 機 能 を 維 持 す る （ Brentお よ び Ptashne, (1985)
 Cell 43:729-36;Dawson et al., (1995) Mol. Cell Biol. 15:6923-31） 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 人 工 転 写 因 子 は 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン （ zinc finger domain） の キ メ ラ タ ン パ ク
質 と し て 製 作 で き る 。 た と え ば 、 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ６ ０ ９ ７ ０ （ Kimら ） は 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー
ド メ イ ン の 特 異 性 を 決 定 す る 方 法 と 特 定 の 標 的 部 位 を 認 識 す る 人 工 転 写 因 子 の 製 作 方 法 を
開 示 し て い る 。 人 工 転 写 因 子 の 適 用 の 一 つ と し て 、 特 定 の 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 変 化 さ せ る
こ と が 挙 げ ら れ る 。 標 的 部 位 は 標 的 遺 伝 子 の 調 節 領 域 で 同 定 さ れ 、 人 工 転 写 因 子 は 少 な く
と も 一 つ の 標 的 部 位 を 認 識 す る よ う に 操 作 さ れ る 。 こ の よ う な 人 工 転 写 因 子 が 細 胞 内 に 導
入 さ れ る と 、 こ れ ら は 該 当 す る 標 的 部 位 に 結 合 し て 転 写 を 調 節 す る 。 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を
調 節 す る こ の よ う な 方 法 は し ば し ば 転 写 因 子 を 同 定 す る た め の 「 標 的 － 誘 導 （ target-dri
ven） 」 接 近 法 と し て 引 用 さ れ て い る 。
【 発 明 の 概 要 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 次 の 段 階 を 含 む 方 法 を 特 徴 と す る ： （ １ ） 第 １ お よ
び ２ の 結 合 ド メ イ ン を 含 む 人 工 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 異 種 核 酸 を 有 す る 細 胞 を 複
数 含 む ラ イ ブ ラ リ ー で あ っ て 、 こ の 際 、 第 １ お よ び ２ の 結 合 ド メ イ ン は 互 い に 異 種 で あ り
、 複 数 の 細 胞 の 各 構 成 員 の 第 １ お よ び 第 ２ の 結 合 ド メ イ ン は 他 の 構 成 員 の も の と 異 な る こ
と を 特 徴 と す る ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 段 階 ； お よ び （ ２ ） 対 照 細 胞 に 比 べ て 異 な る 形 質
を 有 す る 細 胞 を 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 同 定 す る 段 階 。 結 合 ド メ イ ン は 、 た と え ば 、 ジ ン ク
フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン の よ う に 独 立 的 に フ ォ ー ル デ ィ ン グ （ folded） さ れ た モ ジ ュ ー ル で あ
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り 得 る 。 多 く の 実 施 態 様 に お い て 、 結 合 ド メ イ ン は Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン で あ り 、 対 照 細 胞
は 一 般 的 に 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 含 ま な い か 、 対 照 核 酸 を 含 む 細 胞 で あ る 。 対 照 細 胞 は ラ イ
ブ ラ リ ー が 作 ら れ た 母 細 胞 で あ る か 、 ま た は そ の 誘 導 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 特 定 の 形 質 は 、 観 察 、 選 抜 、 推 論 お よ び ／ ま た は 定 量 で き る 、 測 定 可 能 な す べ て の 表 現
形 質 で あ る 。 本 発 明 に 用 い ら れ る キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 、 互 い に 異 種 で あ る 少 な く と も ２ つ
の 結 合 ド メ イ ン を 含 む 。 ２ つ の 結 合 ド メ イ ン は 異 な る 天 然 型 タ ン パ ク 質 か ら 由 来 し 得 る 。
２ つ の 領 域 は 同 じ 天 然 型 タ ン パ ク 質 か ら 由 来 す る こ と も あ る が 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 に お い
て は 該 当 す る 天 然 型 タ ン パ ク 質 と は 異 な る 配 列 に 位 置 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 多 く の 実 施 態 様 に お い て 、 細 胞 は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 ま な い 。 す な わ ち 、 キ メ ラ ポ リ
ペ プ チ ド の 発 現 に よ っ て 調 節 さ れ る 標 的 遺 伝 子 に 対 す る 先 験 的 な 情 報 が な く て も 細 胞 を 選
別 で き る 。 ま た 、 細 胞 は 、 特 定 形 質 に 関 連 す る か 、 関 連 し な い マ ー カ ー （ marker） の 追 加
的 な 標 識 子 （ indicator） と し て レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 ん で も よ い 。 同 様 に 、 少 な く と も
一 つ の 標 的 遺 伝 子 が ス ク リ ー ニ ン グ の 前 に 同 定 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 他 の 例 に お い て 、 特 定 形 質 は 、 あ る 化 合 物 （ た と え ば 、 天 然 ま た は 人 工 化 合 物 ） を 生 産
す る こ と で あ り 得 る 。 前 記 化 合 物 は 抗 生 剤 、 増 殖 抑 制 剤 、 麻 酔 剤 、 タ ン パ ク 質 な ど で あ る
。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 他 の 例 に お い て 、 特 定 形 質 は 重 金 属 、 塩 度 、 環 境 毒 素 、 生 物 毒 素 、 病 原 菌 、 寄 生 物
質 、 他 の 環 境 的 極 限 （ 例 ： 乾 燥 、 熱 、 寒 さ ） な ど の 環 境 条 件 に 対 す る 抵 抗 性 、 ス ト レ ス （
例 ： 熱 、 寒 さ 、 極 限 ｐ Ｈ 、 ア ン モ ニ ア の よ う な 化 学 物 質 、 薬 剤 、 浸 透 圧 、 電 離 放 射 線 ） に
対 す る 抵 抗 性 ま た は 薬 剤 抵 抗 性 で あ り 、 こ の 際 、 特 定 形 質 の 変 化 は 、 敏 感 性 ま た は 抵 抗 性
の 増 加 ま た は 減 少 の ど ち ら の 方 向 で も あ り 得 る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま た 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 細 胞 は 植 物 、 動 物 （ 例 ： 哺 乳 類 ） 、 菌 類 ま た は 細 菌 の 細 胞
で あ る 。 哺 乳 動 物 細 胞 の 場 合 、 特 定 形 質 は 細 胞 増 殖 ； サ イ ト カ イ ン 、 ホ ル モ ン ま た は 信 号
物 質 の 生 産 ； 細 胞 信 号 経 路 の 活 性 化 お よ び 生 理 的 経 路 （ 例 ： ブ ド ウ 糖 恒 常 性 、 代 謝 、 肥 満
） の 活 性 化 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン は 、 た と え ば 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン で あ る 。 典 型 的 に 、 第 １
の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は ラ イ ブ ラ リ ー の 核 酸 の 間 で 多 様 に 変 化 し 、 第 ２ の ジ ン ク フ
ィ ン ガ ー ド メ イ ン も ま た ラ イ ブ ラ リ ー の 核 酸 の 間 で 多 様 に 変 化 す る 。 核 酸 は ま た 少 な く と
も 一 つ の 第 ３ Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 、 た と え ば 、 第 ３ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 発 現 す る
こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 発 現 さ れ る 各 ポ リ ペ プ チ ド の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は 異 な る 天 然 型 タ ン パ ク 質 か ら
由 来 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン と 同 じ で あ る か 、 Ｄ Ｎ Ａ 接 触 位 置 に お け る 突 然 変 異 体
の よ う な 天 然 型 タ ン パ ク 質 の 誘 導 体 で あ り 得 る 。 天 然 型 タ ン パ ク 質 は 、 た と え ば 、 菌 類 （
例 ： 酵 母 ） 、 植 物 ま た は 動 物 由 来 タ ン パ ク 質 （ 例 ： ヒ ト や ネ ズ ミ タ ン パ ク 質 の よ う な 哺 乳
類 の タ ン パ ク 質 ） の よ う に 、 任 意 の 真 核 生 物 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 で あ り 得 る 。
各 々 の ポ リ ペ プ チ ド は 第 ３ 、 第 ４ 、 第 ５ お よ び ／ ま た は 第 ６ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン
を さ ら に 含 み 得 る 。 各 々 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は ヒ ト な ど の 哺 乳 類 由 来 ジ ン ク フ ィ
ン ガ ー ド メ イ ン で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 選 択 的 に 、 複 数 の 細 胞 の 核 酸 は １ ０ ， ２ ０ ， ３ ０ ， ４ ０ ま た は ５ ０ 個 以 上 の 互 い に 異 な
る ３ － 塩 基 対 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 を 認 識 す る の に 十 分 な 数 の 異 な る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を コ
ー デ ィ ン グ す る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 複 数 の 核 酸 は ３ ０ ， ２ ０ ， １ ０ ま た は ５ 個 以 下 の
互 い に 異 な る ３ － 塩 基 対 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 を 認 識 す る の に 十 分 な 数 の 異 な る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド
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メ イ ン を コ ー デ ィ ン グ す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 細 胞 ラ イ ブ ラ リ ー の 各 核 酸 か ら 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 転 写 活 性 化 お よ び 抑 制 ド メ
イ ン 、 メ チ ル 化 ド メ イ ン 、 ア セ チ ル 化 ド メ イ ン ま た は 脱 ア セ チ ル 化 ド メ イ ン の よ う な 機 能
性 転 写 調 節 ド メ イ ン を さ ら に 含 み 得 る 。 ま た 、 多 く の キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド は 特 定 転 写 調 節
ド メ イ ン と 融 合 し て い な く て も 作 動 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 は 構 造 性
（ constitutive） ま た は 誘 導 性 （ inducible） プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 前 記 方 法 は 、 同 定 さ れ た 細 胞 か ら 核 酸 を 分 離 す る こ と を さ ら に 含 み 得 る 。 分 離 さ れ た 核
酸 の 配 列 は 確 認 で き 、 核 酸 に コ ー デ ィ ン グ さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 分 離 す る こ と も で き る 。
前 記 方 法 は ま た ポ リ ペ プ チ ド が 特 異 的 に 認 識 す る 核 酸 結 合 部 位 を 同 定 す る こ と を さ ら に 含
み 得 る 。 結 合 部 位 は 、 た と え ば 、 コ ン ピ ュ ー タ を 用 い た 一 連 の 配 列 （ 特 に 、 調 節 配 列 （ re
gulatory sequence） ） デ ー タ ベ ー ス の 検 索 を 通 じ て 確 認 さ れ る か 、 イ ン ビ ト ロ で 該 ポ リ
ペ プ チ ド に 結 合 す る 核 酸 を 選 別 す る 方 法 （ 例 ： SELEX） で 確 認 で き る 。 核 酸 塩 基 配 列 の コ
ン ピ ュ ー タ デ ー タ ベ ー ス は 既 に 同 定 さ れ た 核 酸 結 合 部 位 ま た は そ れ と 類 似 す る 部 位 を 検 索
す る こ と に よ っ て 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 前 記 方 法 は 、 同 定 さ れ た 細 胞 内 で 少 な く と も 一 つ の 内 生 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 発 現 さ れ た
少 な く と も 一 つ の 内 生 （ endogenous） ポ リ ペ プ チ ド の 量 ／ 活 性 を 、 た と え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ プ
ロ フ ァ イ リ ン グ （ 例 ： 微 細 配 列 （ microarray） 分 析 ） 、 ２ － Ｄ ゲ ル 電 気 泳 動 、 タ ン パ ク 質
リ ガ ン ド （ 例 ： 抗 体 ） 配 列 、 お よ び ／ ま た は 質 量 分 光 法 （ mass spectroscopy） な ど を 用
い て 分 析 す る こ と を 含 み 得 る 。 ま た 、 一 つ ま た は 少 数 の 遺 伝 子 ま た は タ ン パ ク 質 を プ ロ フ
ァ イ ル で き る 。 一 実 施 態 様 に お い て は 、 プ ロ フ ァ イ ル を 参 照 プ ロ フ ァ イ ル （ reference pr
ofile） の デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 同 定 さ れ た キ メ ラ ポ リ ペ
プ チ ド の 発 現 に よ っ て 変 化 し た 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 有 す る 遺 伝 子 の 調 節 部 位 を 比 較 し て キ
メ ラ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に よ っ て 直 接 ま た は 間 接 的 に 発 生 す る 共 同 調 節 （ coodinate regu
lation） を 決 定 す る 候 補 部 位 を 同 定 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 、 前 記 方 法 は 、 変 化 し た 形 質 を 示 す よ う に 細 胞 を 培 養 す る こ と を 含 む 。 た と え ば 、
変 化 し た 特 性 が 代 謝 産 物 の 生 産 量 の 増 加 で あ れ ば 、 本 発 明 は 代 謝 産 物 を 生 産 す る た め の 細
胞 培 養 を 含 み 得 る 。 細 胞 は ラ イ ブ ラ リ ー か ら 分 離 さ れ た 細 胞 、 ま た は キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 再 導 入 し た 細 胞 で あ っ て も よ い 。 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 は
、 た と え ば 、 精 巧 な 形 質 変 換 の た め に 誘 導 プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る か 、 他 の 条 件 の プ ロ モ
ー タ ー （ 例 ： 細 胞 型 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー （ cell type specific promoter） ） を 用 い て 誘
導 で き る 。 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 有 す る 細 胞 は 有 機 体 （ organism
） に 導 入 （ 例 ： 生 体 外 処 理 （ ex vivo treatment） ） さ れ る か 、 遺 伝 子 転 換 体 （ transgeni
c organism） の 製 作 に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 少 な く と も い く つ か の ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 は 互 い に 異 な る 調 節 ド
メ イ ン を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 。 た と え ば 、 一 部 の ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 は
活 性 化 ド メ イ ン を 、 他 の 一 部 要 素 は 抑 制 ド メ イ ン を 含 み 得 る 。 す な わ ち 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ
イ ン の 個 別 的 組 合 せ が 、 あ る 場 合 は 活 性 化 ド メ イ ン と の 融 合 ラ イ ブ ラ リ ー を 意 味 し 、 他 の
場 合 は 抑 制 ド メ イ ン と の 融 合 ラ イ ブ ラ リ ー を 意 味 す る こ と も あ る 。 ま た 、 一 部 の ラ イ ブ ラ
リ ー 構 成 員 は 活 性 化 ド メ イ ン を 含 む 反 面 、 他 の 構 成 員 は 調 節 ド メ イ ン を 含 ま な い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 次 は 表 現 型 の い く つ か の 例 で あ る ： 幹 細 胞 群 （ 例 ： 造 血 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 、 上 皮 幹 細
胞 、 ま た は 臍 帯 血 幹 細 胞 ） お よ び イ ン ビ ト ロ で 制 限 さ れ た 拡 張 能 力 を 有 す る 他 の 細 胞 の 拡
張 ； 幹 細 胞 分 化 抑 制 ； 細 胞 の 増 大 し た 分 化 能 力 （ 例 ： 分 化 さ れ た 細 胞 ま た は 幹 細 胞 ） ； 変
化 し た ス ト レ ス 抵 抗 性 （ 例 ： 熱 、 寒 さ 、 極 限 ｐ Ｈ 、 細 胞 培 養 の 際 に 生 成 す る ア ン モ ニ ア の
よ う な 化 学 物 質 、 薬 剤 、 塩 （ 浸 透 圧 ） 、 電 離 放 射 線 な ど に 対 す る 増 加 ま た は 減 少 し た 抵 抗
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性 ） ； 癌 細 胞 な ど に お い て 増 大 す る と 分 か っ て い る 、 電 離 放 射 線 ま た は 毒 性 物 質 （ 例 ： 抗
癌 剤 ） に 対 す る 敏 感 性 ； ウ イ ル ス 感 染 ／ 増 殖 補 助 能 力 （ 例 ： Ｃ 型 感 染 ウ イ ル ス 増 殖 ） ； ウ
イ ル ス 、 細 菌 ま た は 原 生 生 物 な ど の 病 原 菌 へ の 抵 抗 能 力 ； 細 胞 内 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 効 率 性 増 大 ； 形
質 導 入 効 率 性 の 増 大 ； 細 胞 や 有 機 体 の 老 化 遅 延 ； 成 長 因 子 が 転 化 さ れ て い な い 無 血 清 （ se
rum-free） の 化 学 的 に 定 義 さ れ た 培 地 に お け る 成 長 、 細 胞 含 有 体 （ inclusion body） の 形
成 遅 延 ま た は 除 去 ； お よ び 細 胞 内 タ ン パ ク 質 分 泌 増 加 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 前 記 方 法 は 次 の 適 用 例 を 含 む ： 病 原 体 （ 例 ： 病 原 細 菌 ） 内 の 必 須 遺 伝 子 の 同 定 ； 細 菌 の
発 病 原 因 で あ る （ 宿 主 ま た は 病 原 体 の ） 遺 伝 子 の 同 定 ； 薬 剤 候 補 の 標 的 同 定 、 信 号 伝 達 経
路 に お け る 遺 伝 子 発 見 、 微 生 物 の 製 作 お よ び 産 業 的 生 命 工 学 、 商 業 的 利 用 の た め の 代 謝 産
物 の 生 産 量 増 大 、 お よ び 成 長 方 式 の 調 節 （ 例 ： 微 生 物 の 成 長 促 進 ま た は 癌 細 胞 の 成 長 抑 制
） 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る （ 細 胞 内 生 ま た は
外 生 ） 遺 伝 子 お よ び （ ｂ ） 人 工 転 写 因 子 を 含 む 培 養 さ れ た 細 胞 で あ っ て 、 前 記 細 胞 が 前 記
遺 伝 子 は 含 む が 前 記 転 写 因 子 は 含 ま な い 同 一 細 胞 よ り も 高 い 水 準 に 前 記 タ ン パ ク 質 を 生 産
し 、 前 記 転 写 因 子 は 、 前 記 遺 伝 子 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 調 節 領 域 に 結 合 す る こ と 以 外 の
方 式 で タ ン パ ク 質 の 生 産 に 影 響 を 及 ぼ す 、 培 養 さ れ た 細 胞 を 提 供 す る 。 こ の 際 、 「 人 工 」
は 天 然 型 で は な い こ と を 意 味 し 、 「 遺 伝 子 」 は 、 染 色 体 （ chromosomal） ま た は ゲ ノ ム （ g
enomic） （ す な わ ち 、 イ ン ト ロ ン を 含 む ） Ｄ Ｎ Ａ 、 お よ び 内 生 ま た は （ 一 時 的 に ま た は 安
定 的 に 遺 伝 子 導 入 さ れ た ） 外 生 遺 伝 子 の 「 コ ー デ ィ ン グ 配 列 」 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 人 工 転 写 因 子 は ２ つ 、 ３ つ ま た は ４ つ 以 上 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む キ メ ラ Ｄ
Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 含 み 得 る 。 人 工 転 写 因 子 は ま た 調 節 ド メ イ ン （ 活 性 お よ び 抑 制 ド メ イ
ン の 要 約 リ ス ト ） を 含 み 得 る 。 少 な く と も 一 つ ま た は ２ つ の 個 別 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ
ン は 天 然 型 （ 哺 乳 類 、 植 物 ま た は ヒ ト ） か ら 由 来 し 得 る 。 一 実 施 態 様 に お い て は 、 す べ て
の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン が 天 然 型 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 人 工 転 写 因 子 は 細 胞 の 異 種 （ heterologous） 遺 伝 子 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ で き る 。 異 種
転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 異 種 遺 伝 子 は 誘 導 プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 調 節 で き る 。 ま た 、
細 胞 は 少 な く と も ２ つ 以 上 の 人 工 転 写 因 子 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 た と え ば 、 （ ｉ ） 人 工 転 写 因 子 は 、 第 １ の 遺 伝 子 を 欠 く 同 一 細 胞 ま た は 培 養 細 胞 が 、 第
１ の 遺 伝 子 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 調 節 領 域 と は 異 な る 調 節 領 域 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た
第 ２ の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ る 第 ２ の タ ン パ ク 質 を 、 第 ２ の 遺 伝 子 を 含 む が 該
転 写 因 子 を 含 ま な い 同 一 細 胞 よ り も 高 い 水 準 に 生 産 さ せ 、 （ ii） 転 写 因 子 は 第 ２ の 遺 伝 子
に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 調 節 領 域 に 結 合 す る こ と 以 外 の 方 式 で 第 ２ の タ ン パ ク 質 の 生 産 に
影 響 を 及 ぼ す 。 他 の 例 に お い て 、 （ ｉ ） 前 記 細 胞 は ま た 第 ２ の タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ
す る 第 ２ の 遺 伝 子 を さ ら に 含 み 、 （ ii） 該 細 胞 は 第 ２ の 遺 伝 子 を 含 む が 転 写 因 子 は 含 ま な
い 同 一 細 胞 よ り も 高 い 水 準 に 第 ２ の タ ン パ ク 質 を 生 産 し 、 （ iii） 転 写 因 子 は 第 ２ の 遺 伝
子 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 調 節 領 域 に 結 合 す る こ と 以 外 の 方 式 で 第 ２ の タ ン パ ク 質 の 生 産
に 影 響 を 及 ぼ す こ と が あ る 。 第 １ の 遺 伝 子 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 調 節 領 域 は 、 第 ２ の 遺
伝 子 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 調 節 領 域 と 異 な る こ と も あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 第 １ お よ び ２ の 転 写 因 子 は 次 を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 。 　
　 ａ ） 配 列 番 号 ： ２ １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド （ Ｆ Ｅ Ｃ Ｋ Ｄ Ｃ Ｇ Ｋ Ａ Ｆ Ｉ Ｑ Ｋ
Ｓ Ｎ Ｌ Ｉ Ｒ Ｈ Ｑ Ｒ Ｔ Ｈ Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ Ｙ Ａ Ｃ Ｐ Ｖ Ｅ Ｓ Ｃ Ｄ Ｒ Ｒ Ｆ Ｓ Ｄ Ｓ Ｓ Ｎ Ｌ Ｔ Ｒ Ｈ Ｉ Ｒ Ｉ Ｈ
Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ Ｙ Ａ Ｃ Ｐ Ｖ Ｅ Ｓ Ｃ Ｄ Ｒ Ｒ Ｆ Ｓ Ｄ Ｓ Ｓ Ｎ Ｌ Ｔ Ｒ Ｈ Ｉ Ｒ Ｉ Ｈ ） 、 　
　 ｂ ） 配 列 番 号 ： ２ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｉ Ｃ Ｇ Ｋ Ｓ Ｆ Ｓ Ｄ Ｓ Ｓ
Ａ Ｋ Ｒ Ｒ Ｈ Ｃ Ｉ Ｌ Ｈ Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ Ｙ Ｖ Ｃ Ｄ Ｖ Ｅ Ｇ Ｃ Ｔ Ｗ Ｋ Ｆ Ａ Ｒ Ｓ Ｄ Ｋ Ｌ Ｎ Ｒ Ｈ Ｋ Ｋ Ｒ Ｈ Ｔ
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Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ Ｙ Ｖ Ｃ Ｄ Ｖ Ｅ Ｇ Ｃ Ｔ Ｗ Ｋ Ｆ Ａ Ｒ Ｓ Ｄ Ｅ Ｌ Ｎ Ｒ Ｈ Ｋ Ｋ Ｒ Ｈ Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ Ｙ Ｅ Ｃ Ｈ Ｄ Ｃ
Ｇ Ｋ Ｓ Ｆ Ｒ Ｑ Ｓ Ｔ Ｈ Ｌ Ｔ Ｒ Ｈ Ｒ Ｒ Ｉ Ｈ ） 、 お よ び 　
　 ｃ ） 配 列 番 号 ： ２ ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド （ Ｙ Ｅ Ｃ Ｄ Ｈ Ｃ Ｇ Ｋ Ｓ Ｆ Ｓ Ｑ Ｓ
Ｓ Ｈ Ｌ Ｎ Ｖ Ｈ Ｋ Ｒ Ｔ Ｈ Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ Ｙ Ｒ Ｃ Ｅ Ｅ Ｃ Ｇ Ｋ Ａ Ｆ Ｒ Ｗ Ｐ Ｓ Ｎ Ｌ Ｔ Ｒ Ｈ Ｋ Ｒ Ｉ Ｈ Ｔ Ｇ
Ｅ Ｋ Ｐ Ｙ Ｒ Ｃ Ｅ Ｅ Ｃ Ｇ Ｋ Ａ Ｆ Ｒ Ｗ Ｐ Ｓ Ｎ Ｌ Ｔ Ｒ Ｈ Ｋ Ｒ Ｉ Ｈ Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ Ｆ Ａ Ｃ Ｐ Ｅ Ｃ Ｐ Ｋ Ｒ
Ｆ Ｍ Ｒ Ｓ Ｄ Ｎ Ｌ Ｔ Ｑ Ｈ Ｉ Ｋ Ｔ Ｈ ） 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は タ ン パ ク 質 を 生 産 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 本 願
に 記 述 さ れ た （ 例 ： 前 記 の ） 細 胞 を 提 供 す る 段 階 ； 前 記 遺 伝 子 を 含 む が 転 写 因 子 は 含 ま な
い 同 一 細 胞 よ り も 高 い 水 準 （ 例 ： ２ 倍 、 ３ 倍 、 ５ 倍 、 １ ０ 倍 ま た は １ ０ ０ 倍 以 上 ） の タ ン
パ ク 質 生 産 を 許 容 す る 条 件 下 で 細 胞 を 培 養 す る 段 階 ； 細 胞 に よ っ て 生 産 さ れ た タ ン パ ク 質
を 検 出 す る か 、 細 胞 お よ び ／ ま た は 細 胞 周 囲 の 培 地 か ら 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 を 精 製 す る
段 階 を 含 む 。 遺 伝 子 は 内 生 ま た は 外 生 遺 伝 子 で あ っ て も よ く 、 内 生 遺 伝 子 の 場 合 、 天 然 型
遺 伝 子 ま た は 天 然 型 遺 伝 子 に 比 べ て 遺 伝 的 に 変 形 さ れ た 遺 伝 子 （ た と え ば 、 調 節 配 列 の 挿
入 ま た は 修 飾 に よ っ て ） で あ っ て も よ い 。 ま た 、 内 生 遺 伝 子 の 例 と し て は 、 ホ ル モ ン 、 細
胞 表 面 受 容 体 （ receptor） 、 抗 体 、 生 長 因 子 、 付 着 （ adhesion） タ ン パ ク 質 、 神 経 伝 達 物
質 、 お よ び 酵 素 を コ ー デ ィ ン グ す る 遺 伝 子 な ど を 含 む 。 外 生 遺 伝 子 は Ｃ Ｍ Ｖ ま た は ア デ ノ
ウ イ ル ス の よ う な ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー に 連 結 さ れ 、 細 胞 は 哺 乳 類 由 来 細 胞 で あ っ て も よ
い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た 、 前 記 方 法 は 、 前 記 細 胞 を あ る 対 象 （ subject） に 導 入 す る こ と を さ ら に 含 み 得 る
。 前 記 方 法 は ま た 、 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 を 薬 剤 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 と と も に 製 剤 化 （
formulating） す る こ と を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 前 記 方 法 は 次 の よ う な 特 徴 の 一 つ 以 上 を 含 む ： 前 記 転 写 因 子 が 、 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー に
作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 遺 伝 子 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ た ル シ フ ェ ラ ー ゼ マ ー カ ー タ ン パ
ク 質 の 生 産 を １ ． １ ま た は ２ 倍 以 上 増 加 さ せ る の に 十 分 な 量 で 細 胞 内 に 存 在 す る ； 前 記 転
写 因 子 が 、 Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ ー に 連 結 さ れ た 遺 伝 子 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ た ア ル カ
リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 を ２ 倍 、 ５ 倍 、 ７ 倍 、 １ ０ 倍 以 上 増 加 さ せ
る の に 十 分 な 量 で 細 胞 内 に 存 在 す る ； 前 記 転 写 因 子 が 、 複 数 の 内 生 遺 伝 子 の 発 現 を 直 接 的
に 変 化 さ せ る ； 転 写 因 子 が 細 胞 分 割 率 （ rate of division） を 変 化 さ せ る ； 前 記 転 写 因 子
が Ｐ Ｂ ０ ８ 、 Ｋ ＿ Ｆ ０ ２ ま た は Ｋ ＿ Ｄ １ ０ に よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る 天 然 型 Ｄ Ｎ Ａ 結 合
部 位 に 競 争 的 に 結 合 し 、 ５ ０ ｎ Ｍ 以 下 の Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 対 す る 解 離 常 数 を 有 す る ； 前 記 転 写
因 子 が 、 Ｐ Ｂ ０ ８ 、 Ｋ ＿ Ｆ ０ ２ ま た は Ｋ ＿ Ｄ １ ０ に よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 結 合
部 位 と 部 分 重 複 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 部 位 を 特 異 的 に 認 識 す る ； 前 記 転 写 因 子 が 、 Ｑ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｄ Ｓ
Ｎ Ｒ ； Ｄ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｄ Ｓ Ｎ Ｒ ； Ｄ Ｓ Ａ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｋ Ｒ ； Ｒ Ｄ Ｋ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｅ Ｒ ； Ｒ Ｄ Ｅ Ｒ － Ｑ Ｔ
Ｈ Ｒ ； Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ － Ｗ Ｓ Ｎ Ｒ ； Ｗ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｗ Ｓ Ｎ Ｒ ； Ｗ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｎ Ｑ ， Ｑ Ｓ Ｎ Ｒ １ － Ｑ
Ｓ Ｎ Ｋ ； Ｑ Ｓ Ｎ Ｋ － Ｃ Ｓ Ｎ Ｒ １ か ら な る 群 か ら 選 ば れ る ２ つ の 連 続 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー
ド メ イ ン を 含 み 、 こ の 際 、 ４ 文 字 標 識 は 、 各 々 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン の － １ 、 ＋ ２ 、
＋ ３ お よ び ＋ ６ Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 を 認 識 す る ； 前 記 転 写 因 子 が 配 列 番 号
： ２ １ 、 ２ ２ ま た は ２ ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 前 記 転 写 因 子 は 配 列 番 号 ２ １ 、 ２ ２ 、 ま た は ２ ３ に お い て １ ～ ８ 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、
挿 入 ま た は 欠 失 さ れ る こ と に よ っ て 変 形 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 得 る 。 置 換 は 、 た と え
ば 、 金 属 配 位 シ ス テ イ ン （ Cysteine） お よ び － １ 位 置 の 間 の よ う な Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 以 外 の
位 置 で 行 わ れ て も よ く 、 保 存 的 （ conservative） 置 換 で あ っ て も よ い 。 前 記 転 写 因 子 は 図
１ ７ 、 １ ８ お よ び １ ９ に 示 さ れ て い る 核 酸 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ る ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
他 の 例 に お い て 、 転 写 因 子 は 不 変 部 位 で 一 つ ～ ３ つ の 置 換 を 含 む 次 の ３ つ の ジ ン ク フ ィ ン
ガ ー ド メ イ ン を 含 む ： 　
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　 ａ ） Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｇ ｌ ｎ － Ｘ － Ｓ ｅ ｒ － Ａ ｓ ｎ － Ｘ ｂ

－ Ｘ － Ａ ｒ ｇ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ２ ４ ） ； 　
　 ｂ ） Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ａ ｓ ｐ － Ｘ － Ｓ ｅ ｒ － Ａ ｓ ｎ － Ｘ ｂ

－ Ｘ － Ａ ｒ ｇ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ） ； お よ び 　
　 ｃ ） Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ａ ｓ ｐ － Ｘ － Ｓ ｅ ｒ － Ａ ｓ ｎ － Ｘ ｂ

－ Ｘ － Ａ ｒ ｇ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ２ ６ ） 、
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 他 の 例 に お い て 、 転 写 因 子 は 不 変 部 位 に お け る 一 つ ～ ３ つ の 置 換 を 含 む 例 で あ る 次 の ４
つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン の う ち 少 な く と も ３ つ を （ こ の 順 に ） 含 む ： 　
　 ａ ） Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ａ ｓ ｐ － Ｘ － Ｓ ｅ ｒ － Ａ ｌ ａ － Ｘ ｂ

－ Ｘ － Ａ ｒ ｇ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ２ ７ ） ； 　
　 ｂ ） Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ａ ｒ ｇ － Ｘ － Ａ ｓ ｐ － Ｌ ｙ ｓ － Ｘ ｂ

－ Ｘ － Ａ ｒ ｇ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ２ ８ ） ； 　
　 ｃ ） Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ａ ｒ ｇ － Ｘ － Ａ ｓ ｐ － Ｇ ｌ ｕ － Ｘ ｂ

－ Ｘ － Ａ ｒ ｇ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ２ ９ ） ； お よ び 　
　 ｄ ） Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｇ ｌ ｎ － Ｘ － Ｔ ｈ ｒ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ｂ

－ Ｘ － Ａ ｒ ｇ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ３ ０ ） 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 他 の 例 に お い て 、 転 写 因 子 は 不 変 部 位 に お け る 一 つ ～ ３ つ の 置 換 を 含 む 例 で あ る 次 の ４
つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン の 少 な く と も ３ つ を （ こ の 順 に ） 含 む ： 　
　 ａ ） Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｇ ｌ ｎ － Ｘ － Ｓ ｅ ｒ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ｂ

－ Ｘ － Ｖ ａ ｌ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ３ １ ） ； 　
　 ｂ ） Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｔ ｒ ｐ － Ｘ － Ｓ ｅ ｒ － Ａ ｓ ｎ － Ｘ ｂ

－ Ｘ － Ａ ｒ ｇ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ３ ２ ） ； 　
　 ｃ ） Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｔ ｒ ｐ － Ｘ － Ｓ ｅ ｒ － Ａ ｓ ｎ － Ｘ ｂ

－ Ｘ － Ａ ｒ ｇ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ３ ３ ） ； お よ び 　
　 ｄ ） Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ａ ｒ ｇ － Ｘ － Ａ ｓ ｐ － Ａ ｓ ｎ － Ｘ ｂ

－ Ｘ － Ｌ ｙ ｓ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ３ ４ ） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 前 記 リ ス ト に お い て 、 Ｘ ａ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た
は チ ロ シ ン で あ り ； Ｘ ｂ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 細 胞 内 （ 例 ： イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ ） で 標 的 タ ン パ ク
質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 の 発 現 を 含 む 標 的 タ ン パ ク 質 の 生 産 方 法 を 提 供 し 、 こ の 際 、 細
胞 は 、 異 種 転 写 因 子 を 含 ま な い 細 胞 と は 違 い 、 タ ン パ ク 質 の 生 産 量 を 増 加 さ せ る 異 種 の 人
工 転 写 因 子 を 含 む 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 異 種 転 写 因 子 は 標 的 タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ
す る 遺 伝 子 の 転 写 を 直 接 調 節 し な い で 外 の 方 法 で 生 産 量 を 増 加 さ せ る 。 た と え ば 、 異 種 転
写 因 子 は 標 的 タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 直 接 調 節 す る 調 節 領 域 に 結 合 し な い 。
転 写 因 子 は タ ン パ ク 質 と し て 細 胞 内 に 導 入 さ れ る か 、 そ れ を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 の 導 入
お よ び 転 写 に よ っ て 導 入 で き る 。 前 記 方 法 は 本 願 に 記 載 さ れ た 他 の 特 徴 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ま た 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 転 写 因 子 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 次 の
段 階 を 含 む ： 互 い に キ メ ラ を な す ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 有 し 、 各 々 異 な る 人
工 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 複 数 含 む 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 段 階 ； 複 数 の
細 胞 の 各 々 に ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 を 導 入 す る 段 階 ； 複 数 の 細 胞 か ら 第 １ の 転 写 調 節 配 列 に
作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 遺 伝 子 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ る 第 １ の 標 的 タ ン パ ク 質 の 生 産 増
大 を 示 す 細 胞 を 同 定 す る 段 階 ； お よ び 第 １ の 転 写 調 節 配 列 と 異 な る 第 ２ の 転 写 調 節 配 列 に
作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 遺 伝 子 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ た 第 ２ の 標 的 タ ン パ ク 質 の 生 産 を
増 大 さ せ る ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 の 能 力 を 評 価 す る 段 階 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
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　 前 記 方 法 は 次 に 述 べ る 特 徴 の 一 つ 以 上 を 含 み 得 る ： 第 １ お よ び 第 ２ の 標 的 タ ン パ ク 質 は
同 じ で あ る ； ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 が 導 入 さ れ た 細 胞 は 、 各 々 、 第 ２ の 転 写 調 節 配 列 に 作 動
可 能 に 連 結 さ れ た 第 ２ の 標 的 タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 遺 伝 子 を 含 む ； 前 記 細 胞 は 真
核 細 胞 で あ る ； 第 １ お よ び ／ ま た は 第 ２ の 転 写 調 節 配 列 は ウ イ ル ス 調 節 配 列 を 含 む ； 前 記
方 法 は 、 第 １ お よ び 第 ２ の 標 的 タ ン パ ク 質 の 生 産 を 増 加 さ せ る ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 員 に よ
っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ た 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 遺 伝 子 を 含 む 宿 主 細 胞 を 製 造 す る 段
階 を さ ら に 含 む ； 前 記 方 法 は 宿 主 細 胞 か ら 第 １ お よ び 第 ２ の 標 的 タ ン パ ク 質 と は 異 な る 、
第 ３ 標 的 タ ン パ ク 質 を 生 産 す る 段 階 を さ ら に 含 む ； そ し て 、 評 価 は 同 定 さ れ た 細 胞 の 評 価
を 含 む 。 第 ２ ま た は 第 ３ 標 的 タ ン パ ク 質 は 、 た と え ば 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ erythropoiet
in） 、 ト ロ ン ボ ポ エ チ ン （ thrombopoietin） 、 成 長 因 子 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン （ interleuki
n） ま た は ケ モ カ イ ン （ chemokine） の よ う な 、 分 泌 タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い 。 他 の 実 施
態 様 に お い て は 、 標 的 タ ン パ ク 質 は 代 謝 産 物 の 生 産 経 路 に お い て 反 応 を 促 進 す る 酵 素 で あ
る 。 ま た 、 本 願 に 記 述 さ れ た 他 の 特 徴 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 関 連 態 様 に お い て 、 本 発 明 は キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は
次 を 含 む ： 少 な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 異 な る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク
質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 複 数 含 む 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 段 階 ； 特 定 の 条 件 下 で
、 第 １ の 転 写 調 節 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 遺 伝 子 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ た 第 １ の
標 的 タ ン パ ク 質 を 所 定 水 準 に 生 産 す る 試 験 用 細 胞 を 提 供 す る 段 階 ； 複 数 の 核 酸 の 各 構 成 員
を 試 験 細 胞 の 複 製 物 に 導 入 し て 複 数 の 形 質 転 換 細 胞 を 提 供 す る 段 階 ； 複 数 の 形 質 転 換 さ れ
た 細 胞 ま た は そ の 子 孫 細 胞 か ら 、 特 定 の 条 件 下 で 第 １ の 標 的 タ ン パ ク 質 を 所 定 水 準 と は 異
な る 水 準 に 生 産 す る 細 胞 を 同 定 す る 段 階 ； お よ び 、 第 １ の 転 写 調 節 配 列 と は 異 な る 第 ２ の
転 写 調 節 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 遺 伝 子 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ た 第 ２ の 標 的 タ ン
パ ク 質 の 生 産 量 増 大 を 示 す 同 定 さ れ た 細 胞 内 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 の 能 力 を 評 価 す る 段 階 。
ま た 、 本 願 に 記 述 さ れ た 他 の 特 徴 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 異 種 遺 伝 子 の な い 標 準 宿 主 細 胞 に 比 べ て 、 標 的 遺 伝 子 に よ
っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ た 標 的 タ ン パ ク 質 の 生 産 量 を ３ ０ ％ 以 上 増 加 さ せ る 人 工 転 写 因 子 を
コ ー デ ィ ン グ す る 異 種 遺 伝 子 を 含 む 遺 伝 物 質 を 有 す る 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。 一 実 施 態 様 に
お い て は 、 転 写 因 子 は 標 的 タ ン パ ク 質 の 転 写 を 直 接 的 に 調 節 し な い 。 他 の 実 施 態 様 に お い
て は 、 転 写 因 子 は 標 的 タ ン パ ク 質 の 転 写 を 直 接 的 に 調 節 す る 。 宿 主 細 胞 は 、 プ ロ モ ー タ ー
（ 例 ： ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー ） に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 、 ｌ ａ ｃ Ｚ 、 分 泌 ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ （ Ｓ Ｅ Ａ Ｐ ） 、 Ｇ Ｆ Ｐ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ な ど を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 の よ う な 塩
基 配 列 ま た は レ ポ ー タ ー 構 造 体 （ reporter construct） を 含 み 得 る 。 ま た 、 細 胞 は 本 願 に
記 述 さ れ た 他 の 特 徴 を 有 す る こ と も あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 少 な く と も ２ つ 、 ３ つ ま た は ４ つ 以 上 の ジ ン ク フ ィ ン ガ
ー ド メ イ ン か ら 構 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 異 種 遺 伝 子 を 含 む 宿 主 細 胞 を
提 供 す る 。 こ の 際 、 該 ポ リ ペ プ チ ド は ５ ０ ｎ Ｍ 以 下 の 平 衡 解 離 常 数 で 天 然 型 Ｄ Ｎ Ａ に 結 合
し 、 Ｐ Ｂ ０ ８ 、 Ｋ ＿ Ｆ ０ ２ ま た は Ｋ ＿ Ｄ １ ０ と Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 に 競 争 的 に 結 合 す る 。 細 胞
は 本 願 に 記 述 さ れ た 他 の 特 徴 を 有 す る こ と も あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ま た 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 標 的 タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 第 １ の 異 種 遺 伝
子 、 お よ び 第 ２ の 異 種 遺 伝 子 の 導 入 が な い 場 合 よ り も 少 な く と も ３ ０ ％ 以 上 に 標 的 タ ン パ
ク 質 の 生 産 量 を 増 加 で き る 人 工 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 第 ２ の 異 種 遺 伝 子 を 含 む 細 胞
を 提 供 す る 。 こ の 際 、 転 写 因 子 は 標 的 タ ン パ ク 質 の 転 写 を 直 接 調 節 し な い 。 細 胞 は 本 願 に
記 述 さ れ た 他 の 特 性 を 有 す る こ と も あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 さ ら に 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 次 の 配 列 を 有 す る 遊 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す
る ： Ｘ ａ － Ｘ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ ５ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ａ ｒ ｇ － Ｈ ｉ

10

20

30

40

50

(18) JP 2005-511049 A 2005.4.28



ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ １ － ６ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ －
Ｘ ５ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ａ ｒ ｇ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ １ － ６ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ

２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ ５ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ａ ｒ ｇ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配
列 番 号 ： ３ ５ ） 。 こ の 際 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヒ ト ２ ９ ３ 細 胞 に お い て 、 適 正 濃 度 で 存
在 す る 場 合 、 次 の よ う な 効 果 を 一 つ 以 上 示 す ： ａ ） Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー に 連 結 さ れ た ル シ
フ ェ ラ ー ゼ を コ ー デ ィ ン グ す る 遺 伝 子 の 発 現 を ２ 倍 以 上 増 加 さ せ る ； ｂ ） Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ モ
ー タ ー に 連 結 さ れ た Ｓ Ｅ Ａ Ｐ を コ ー デ ィ ン グ す る 遺 伝 子 の 発 現 を ２ 倍 以 上 増 加 さ せ る ； お
よ び ｃ ） 細 胞 の 増 殖 速 度 を ５ ０ ％ 以 上 増 加 ま た は 抑 制 さ せ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 後 生 動 物 由 来 細 胞 の 分 化 状 態 を 変 化 さ せ る 方 法 を 提 供 し
、 こ の 方 法 は 細 胞 の 分 化 状 態 を 変 化 さ せ る の に 十 分 な 量 の 人 工 転 写 因 子 を 細 胞 に お い て 発
現 さ せ る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 分 化 さ れ た 状 態 は 神 経 （ Neuronal） 表 現 型 （ 例 ： 神 経 突
起 （ neurite） 拡 張 、 シ ナ プ ス （ synapse） 形 成 、 ま た は 神 経 細 胞 マ ー カ ー 発 現 ） ま た は 骨
細 胞 表 現 型 （ 例 ： 骨 細 胞 マ ー カ ー 発 現 ） に よ っ て 特 定 で き る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 分 化
さ れ た 状 態 を 、 細 胞 の 分 化 能 力 （ pluripotency） を 増 加 さ せ る よ う に 、 た と え ば 、 幹 細 胞
ま た は 前 駆 細 胞 の よ う に 分 化 が 進 ん で い る 状 態 に 変 え る 。 一 実 施 態 様 に お い て は 、 分 化 さ
れ た 状 態 は 一 つ の 分 化 状 態 か ら 他 の 分 化 状 態 に 変 わ る （ 例 ： 筋 肉 細 胞 状 態 か ら 骨 細 胞 状 態
に 、 神 経 細 胞 状 態 か ら グ リ ア （ glia） 細 胞 状 態 に な ど ） 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 人 工 転 写
因 子 は 神 経 突 起 の 拡 張 を 誘 導 す る 。 た と え ば 、 細 胞 は 幹 細 胞 、 神 経 細 胞 、 神 経 堤 （ neural
 crest） 細 胞 ま た は 神 経 根 源 細 胞 （ neuronal progenitor cell） で あ る 。 人 工 転 写 因 子 は
前 記 の 転 写 因 子 、 た と え ば 、 ニ ュ ー ロ １ － ｐ ６ ５ （ Neuro1-p65） ま た は ニ ュ ー ロ １ （ Neur
o1） 系 の 分 子 で あ る （ 後 記 参 照 ） 。 人 工 転 写 因 子 は 天 然 型 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 に 対 す る 結 合 の
た め に Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ １ － ｐ ６ ５ と 競 争 し 得 る 。 人 工 転 写 因 子 は Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ １ － ｐ ６ ５ と 同 じ
部 位 ま た は Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ １ － ｐ ６ ５ が 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ 部 位 と 重 複 す る 部 位 に 結 合 で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 人 工 転 写 因 子 は 、 筋 細 胞 （ Myoblast） の よ う に 元 は 骨 細 胞 で な
い 細 胞 に お い て 、 骨 細 胞 特 定 的 な マ ー カ ー （ marker） を 誘 導 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 次 の 段 階 を 含 む 、 転 写 因 子 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る ： 少
な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン か ら 構 成 さ れ た 互 い に 異 な る 人 工 転 写 因 子 を コ
ー デ ィ ン グ す る 複 数 の 核 酸 を 含 む 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 段 階 ； 複 数 の 各 細 胞 に ラ イ
ブ ラ リ ー の 構 成 員 を 導 入 す る 段 階 ； お よ び 複 数 の 細 胞 か ら 分 化 状 態 が 変 化 し た 細 胞 を 選 別
す る 段 階 。 前 記 方 法 は 次 の よ う な 特 性 を 一 つ 以 上 含 み 得 る ： 細 胞 は 幹 細 胞 で あ る ； 細 胞 は
神 経 細 胞 、 神 経 堤 （ neural crest） 細 胞 ま た は 神 経 根 源 細 胞 で あ る ； そ し て 、 分 化 さ れ た
状 態 は 神 経 高 度 成 長 （ outgrowth） ま た は 神 経 突 起 形 成 を 含 む 。 ま た 、 他 の 特 性 を 含 み 得
る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ま た 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 複 数 の 転 写 因 子 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法
は 次 の 段 階 を 含 む ： ２ つ 以 上 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン か ら 構 成 さ れ た 互 い に 異 な る 人
工 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 複 数 含 む 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 段 階 ； 細 胞 の
所 定 形 質 を 変 化 さ せ る ラ イ ブ ラ リ ー の 第 １ の 構 成 員 を 同 定 す る 段 階 ； お よ び 、 細 胞 を 選 別
し て 所 定 形 質 が さ ら に 変 化 し た 細 胞 を 同 定 す る 段 階 、 こ の 段 階 に お い て 、 各 ス ク リ ー ニ ン
グ さ れ た 細 胞 は ラ イ ブ ラ リ ー の 第 １ の 構 成 員 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ る 転 写 因 子 お よ び
同 じ 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 人 工 転 写 因 子 の 他 の 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー の 第 ２ の 構 成 員 に よ っ
て コ ー デ ィ ン グ さ れ た 転 写 因 子 を 発 現 す る 。 前 記 方 法 は 第 １ お よ び 第 ２ の 転 写 因 子 の 存 在
下 で の 追 加 の ス ク リ ー ニ ン グ 段 階 を 含 み 得 る 。 あ る 場 合 に は 、 前 記 方 法 は 第 １ の 構 成 員 の
影 響 に よ る 表 現 型 の 変 化 を 逆 転 さ せ る 第 ２ の ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 を 同 定 す る こ と を 含 む 。
こ の 方 法 は 本 願 に 記 述 さ れ た 他 の 特 徴 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 次 の 段 階 を 含 む 、 変 形 さ れ た 細 胞 を 製 作 す る 方 法 を 提 供 す
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る ： 少 な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン か ら 構 成 さ れ た 各 々 異 な る 人 工 転 写 因 子
を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 複 数 含 む 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 段 階 ； 細 胞 の 所 定 形 質 を
変 化 さ せ る 第 １ お よ び 第 ２ の ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 を 同 定 す る 段 階 ； 第 １ お よ び 第 ２ の ラ イ
ブ ラ リ ー 構 成 員 に よ っ て 各 々 コ ー デ ィ ン グ さ れ た 第 １ お よ び 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す
る 細 胞 を 製 造 す る 段 階 。 前 記 方 法 は ま た 第 ３ 構 成 員 の よ う な 追 加 の 構 成 員 に 拡 張 で き る 。
前 記 方 法 は ま た 製 造 さ れ た 細 胞 の 所 定 形 質 を 評 価 す る こ と を さ ら に 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 前 記 方 法 は さ ら に 次 の 特 性 の 一 つ 以 上 を 含 み 得 る ： 製 造 方 法 は 、 第 １ の ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー デ ィ ン グ す る 第 １ の 遺 伝 子 お よ び 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 第 ２ の 遺 伝
子 を 細 胞 内 に 導 入 す る こ と を 含 む ； 第 １ お よ び 第 ２ の 遺 伝 子 は 同 じ 核 酸 の 構 成 要 素 で あ る
； こ こ で 、 製 造 方 法 は 、 第 １ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 第 １ の 遺 伝 子 を 含 む 第 １
細 胞 と 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 第 ２ の 遺 伝 子 を 含 む 第 ２ の 細 胞 を 融 合 す る
こ と を 含 む ； 所 定 の 形 質 は 代 謝 産 物 の 生 産 で あ る ； 所 定 の 形 質 は 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 生 産
で あ る ； そ し て 、 生 産 は 分 泌 を 含 む 。 本 願 に 説 明 さ れ た 他 の 特 徴 も 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 次 の 方 法 は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 （ Ｚ Ｆ Ｐ ） ラ イ ブ ラ リ ー の 有 機 体 的 性 質 を ス ク
リ ー ニ ン グ す る た め に ウ イ ル ス を 用 い る 方 法 に 関 す る も の で あ る 。 転 写 因 子 を 同 定 す る 方
法 は 次 を 含 む ： 各 々 少 な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 互 い に 異 な る 人 工
転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 複 数 含 む 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 段 階 ； 複 数 の ウ
イ ル ス ま た は ウ イ ル ス 粒 子 （ viral particles） を 形 成 す る た め に 、 哺 乳 動 物 細 胞 を 感 染
さ せ る ウ イ ル ス ま た は ウ イ ル ス 粒 子 に ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 を 含 ま せ る （ packing） 段 階 ；
複 数 の 非 － ヒ ト 哺 乳 動 物 実 験 細 胞 に 複 数 の ウ イ ル ス ま た は ウ イ ル ス 粒 子 を 導 入 す る 段 階 ；
お よ び 複 数 の 細 胞 か ら 変 形 さ れ た 表 現 型 を 示 す 実 験 細 胞 を 同 定 す る 段 階 。 た と え ば 、 各 実
験 細 胞 （ subject） は 検 出 可 能 な 障 害 （ disorder） を 有 す る ； 複 数 の ウ イ ル ス ま た は ウ イ
ル ス 粒 子 は グ ル ー プ （ pool） に 分 け ら れ 、 各 々 の グ ル ー プ は 複 数 の 実 験 細 胞 を 構 成 す る 個
々 の 実 験 細 胞 に 導 入 さ れ る ； 複 数 の ウ イ ル ス や ウ イ ル ス 粒 子 は 個 々 の 試 料 （ samples） を
含 む が 、 各 試 料 は 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー の 単 一 核 酸 内 に 含 ま れ て お り 、 各 試 料 は 各 実 験 体 に 導
入 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 人 工 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 異 種 核 酸 を 含 む 変 形 細 胞
で あ っ て 、 前 記 人 工 転 写 因 子 が 前 記 変 形 （ modified） 細 胞 と 実 質 的 に 同 じ で あ り 、 異 種 核
酸 お よ び 人 工 転 写 因 子 を 欠 く 対 照 細 胞 に 比 べ て 変 形 細 胞 に ス ト レ ス 抵 抗 性 を 与 え る 、 変 形
細 胞 を 提 供 す る 。 た と え ば 、 人 工 転 写 因 子 は 少 な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン
を 含 む 。 一 つ ま た は そ れ 以 上 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は 、 た と え ば 、 下 記 表 １ に 示 す
天 然 型 ド メ イ ン で あ っ て も よ い 。 代 表 的 な 人 工 転 写 因 子 は 、 た と え ば 、 本 願 に 記 載 さ れ た
熱 抵 抗 ま た は 溶 剤 （ solvent） 抵 抗 タ ン パ ク 質 の よ う に 、 少 な く と も 一 つ の 連 続 的 な モ チ
ー フ （ motifs） か ら 構 成 さ れ た 転 写 因 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 変 形 さ れ た 細 胞 は 原 核 ま た は 真 核 細 胞 で あ っ て も よ い 。 ス ト レ ス 抵 抗 性 は 次 の 形 質 を 一
つ 以 上 含 む ： 熱 抵 抗 性 、 溶 剤 抵 抗 性 、 重 金 属 抵 抗 性 、 浸 透 圧 抵 抗 性 、 極 限 ｐ Ｈ 抵 抗 性 、 化
学 物 質 抵 抗 性 、 寒 さ 抵 抗 性 、 ゲ ノ ム 毒 性 物 質 に 対 す る 抵 抗 性 お よ び 放 射 性 物 質 抵 抗 性 。 ス
ト レ ス 抵 抗 性 は 抵 抗 性 の な い 細 胞 が 死 ぬ か 生 長 で き な い 条 件 下 で 生 存 ま た は 生 長 さ せ る 。
た と え ば 、 変 形 さ れ た 細 胞 は 人 工 転 写 因 子 を 発 現 で き 、 同 じ 培 養 条 件 の 人 工 転 写 因 子 の な
い 細 胞 よ り も ス ト レ ス に 対 し て 遥 か に よ く 耐 え ら れ る 。 本 発 明 は ま た こ の よ う な 人 工 タ ン
パ ク 質 を 提 供 し 、 こ の タ ン パ ク 質 は 核 酸 を 含 む 同 一 細 胞 に 比 べ て 毒 性 物 質 に 対 す る 細 胞 の
感 受 性 を 変 化 さ せ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 前 記 方 法 は 次 の 細 胞 生 成 物 の 生 産 方 法 を 含 む ： 人 工 転 写 因 子 を コ ー
デ ィ ン グ す る 異 種 核 酸 を 含 む 変 形 さ れ た 細 胞 を 提 供 す る 段 階 ； 人 工 転 写 因 子 が 生 産 さ れ る
状 態 に 変 形 さ れ た 細 胞 を 保 持 す る 段 階 ； お よ び 培 養 さ れ た 細 胞 に よ っ て 生 産 さ れ た 人 工 転
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写 因 子 外 の 産 物 を 回 収 す る 段 階 。 前 記 人 工 転 写 因 子 は 、 た と え ば 、 ス ト レ ス 抵 抗 性 、 ま た
は タ ン パ ク 質 の 生 産 、 代 謝 産 物 の 生 産 の 変 化 な ど の よ う な 前 記 の 他 の 特 性 を 与 え る こ と が
で き る 。 た と え ば 、 人 工 転 写 因 子 は 少 な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 。
少 な く と も 一 つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は 表 １ に 記 載 さ れ た よ う な 天 然 型 で あ っ て も
よ い 。 代 表 的 な 人 工 転 写 因 子 は 前 記 少 な く と も 一 つ の 連 続 的 な モ チ ー フ （ 例 ： 少 な く と も
２ つ 、 ３ つ ま た は ４ つ の 連 続 す る モ チ ー フ 、 ま た は 非 連 続 形 態 を 含 み な が ら 、 少 な く と も
３ つ の モ チ ー フ と 同 じ 形 態 ） か ら 構 成 さ れ た 転 写 因 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
代 表 的 な 生 成 物 は 代 謝 産 物 ま た は タ ン パ ク 質 （ 例 ： 内 生 ま た は 外 生 タ ン パ ク 質 ） を 含 む 。
　 た と え ば 、 変 形 細 胞 は 人 工 転 写 因 子 以 外 の 異 種 タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 含
み 、 そ の 生 成 物 は 異 種 タ ン パ ク 質 で あ る 。 他 の 例 に お い て 、 変 形 細 胞 は ま た 異 種 タ ン パ ク
質 を コ ー デ ィ ン グ す る 第 ２ 核 酸 を 含 み 、 そ の 異 種 タ ン パ ク 質 は 代 謝 産 物 の 生 産 に 関 与 す る
。 変 形 細 胞 は ２ ０ ～ ４ ０ ℃ ま た は ３ ７ ℃ 以 上 の 温 度 で 保 存 で き る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、
人 工 転 写 因 子 を 欠 く 実 質 的 に 同 一 な 細 胞 の 成 長 が 抑 制 さ れ る 条 件 下 で 変 形 さ れ た 細 胞 を 保
持 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は 下 記 表 １ ５ に 記 述 す る ジ ン ク フ
ィ ン ガ ー ド メ イ ン の Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 に 該 当 す る Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 セ ッ ト を 含 む 。 関 連 す る 実
施 態 様 に お い て 、 人 工 転 写 因 子 は 少 な く と も ３ つ 以 上 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン の 整 列
（ array） を 含 み 、 こ の 際 、 各 整 列 の Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 は 下 記 表 １ ５ の 一 列 （ row） に 示 す 任
意 の 連 続 す る ３ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン の Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 に 各 々 該 当 す る 。 ま た 他
の 実 施 態 様 に お い て 、 人 工 転 写 因 子 は 下 記 表 １ ５ の 一 列 に 示 す ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン
配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 と 競 争 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 標 的 遺 伝 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 遺 伝 子 お よ び 人 工 キ メ ラ
タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 を 含 む 異 種 核 酸 を 含 む 細 胞 を 提 供 す る 。 こ の 際 、 前 記
人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 、 （ １ ） 異 種 核 酸 を 含 ま な い 細 胞 に 比 べ て タ ン パ ク 質 の 生 産 量 を
増 加 さ せ 、 （ ２ ） 標 的 タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 遺 伝 子 の 転 写 を 直 接 調 節 で き る 転 写
調 節 領 域 に 結 合 し な い 。 前 記 人 工 転 写 因 子 は 、 た と え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 す る 、 ２ つ 以 上 の
ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 。 少 な く と も 一 つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は 、 た と
え ば 、 下 記 表 １ の 天 然 型 ド メ イ ン の よ う な 天 然 型 で あ っ て も よ い 。 代 表 的 な 人 工 転 写 因 子
は 前 記 の 少 な く と も 一 つ の 連 続 的 な モ チ ー フ か ら 構 成 さ れ た 転 写 因 子 を 含 む 。 一 実 施 態 様
に お い て 、 前 記 細 胞 は 真 核 細 胞 で あ り 、 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 は ゲ ノ ム （ genomic） Ｄ Ｎ
Ａ 結 合 部 位 に 対 し て Ｐ Ｂ ０ ８ 、 Ｋ ＿ Ｆ ０ ２ ま た は Ｋ ＿ Ｄ １ ０ と 競 争 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 細 胞 周 期 進 行 速 度 を 変 化 （ 例 ： 増 加 ま た
は 減 少 ） さ せ る 。 本 発 明 は ま た こ の よ う な 人 工 転 写 因 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 前 記 細 胞 は タ ン パ ク 質 の 生 産 方 法 に 使 用 で き 、 こ の 方 法 は 次 の 段 階 を 含 む ： 細 胞 を 提 供
す る 段 階 ； お よ び 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 が 異 種 核 酸 を 含 ま な い 細 胞 に 比 べ て 細 胞 に よ る 標
的 タ ン パ ク 質 の 生 産 量 を 増 加 さ せ る 条 件 で 細 胞 を 培 養 す る 段 階 。 前 記 タ ン パ ク 質 は 、 た と
え ば 、 分 泌 タ ン パ ク 質 、 細 胞 質 タ ン パ ク 質 ま た は 核 内 タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 分 泌 タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 内 生 遺 伝 子 お よ び 、 　
異 種 核 酸 を 含 ま な い 細 胞 に 比 べ て 細 胞 に よ っ て 生 産 さ れ る 分 泌 タ ン パ ク 質 の 量 を 増 加 さ せ
る 人 工 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 塩 基 配 列 を 含 む 異 種 核 酸 を 含 む 細 胞 を 提 供 す る 。 一 実
施 態 様 に お い て 、 前 記 細 胞 は 真 核 細 胞 で あ り 、 前 記 分 泌 タ ン パ ク 質 は イ ン シ ュ リ ン で あ る
。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 人 工 転 写 因 子 は 、 ０ ８ ＿ Ｄ ０ ４ ＿ ｐ ６ ５ が 特 異 的 に 結 合 す る
内 生 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 結 合 す る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 人 工 転 写 因 子 は 細 胞 内 の Ｄ Ｎ Ａ
部 位 に 特 異 的 に 結 合 し 、 内 生 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 対 す る 結 合 の た め に ０ ８ ＿ Ｄ ０ ４ ＿ ｐ ６ ５ と 競
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争 す る 。 前 記 人 工 転 写 因 子 は 、 た と え ば 、 次 の よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ： 　
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｓ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｈ Ｊ Ｘ Ｔ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ４ ５ ） ； ま た は
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｈ Ｊ Ｘ Ｔ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｖ Ｘ Ｓ Ｓ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ４ ６ ）
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ の 際 、 Ｂ は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン を 意 味 し 、 Ｊ は 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 を 意 味 す
る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 前 記 細 胞 は 分 泌 タ ン パ ク 質 （ 例 ： イ ン シ ュ リ ン ） を 生 産 す る 方 法 に 使 用 で き る 。 前 記 細
胞 は 、 た と え ば 、 異 種 核 酸 を 含 ま な い 細 胞 に 比 べ て 、 人 工 転 写 因 子 が 細 胞 に よ る イ ン シ ュ
リ ン の 生 産 量 を 増 加 さ せ る 条 件 で 培 養 さ れ る 。 同 じ よ う に 、 本 発 明 は 少 な く と も ２ つ の ジ
ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 転 写 因 子 を 提 供 し 、 こ の 際 、 前 記 人 工 転 写 因 子 は 、 人 工 転
写 因 子 の な い 状 態 で は 細 胞 内 生 イ ン シ ュ リ ン 遺 伝 子 を 発 現 し な い 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 内
生 イ ン シ ュ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 を 誘 導 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ま た 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 核 酸 を 含 ま な い 同 一 の 細 胞 に 比 べ て 毒 性 物 質 （ 例 ： 薬
剤 （ 例 ： 抗 菌 剤 （ 例 ： ケ ト コ ナ ゾ ー ル ） ） ） に 対 す る 敏 感 性 を 変 化 さ せ る 人 工 転 写 因 子 を
提 供 す る 。 前 記 敏 感 性 は 増 加 ま た は 減 少 し 得 る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 細 胞 は 菌 類 細
胞 で あ る 。 前 記 人 工 転 写 因 子 は 、 た と え ば 、 少 な く と も ２ つ （ 例 ： 少 な く と も ３ つ ） の ジ
ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 。 少 な く と も 一 つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は 表 １ の 天
然 型 ド メ イ ン の よ う な 天 然 型 で あ っ て も よ い 。 代 表 的 な 人 工 転 写 因 子 は 本 願 に 記 載 さ れ た
少 な く と も 一 つ の 連 続 す る モ チ ー フ を 有 す る 転 写 因 子 を 含 む 。 前 記 人 工 転 写 因 子 は 、 た と
え ば 、 内 生 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 結 合 し 、 細 胞 内 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 に 対 し て 下 記 表 ５ の ジ ン ク フ ィ
ン ガ ー タ ン パ ク 質 と 競 争 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 菌 株 細 胞 の 薬 剤 抵 抗 性 を 変 化 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。 前 記
方 法 は 、 Ａ Ｑ Ｙ １ ， Ｙ Ｊ Ｒ １ ４ ７ Ｗ ， Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ２ Ｃ ， Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ３ Ｃ ま た は Ｙ Ｐ Ｌ ０ ９
１ Ｗ と 少 な く と も ７ ０ ％ 以 上 類 似 す る タ ン パ ク 質 の 発 現 ま た は 活 性 を 変 化 さ せ る こ と を 含
む 。 こ の 発 現 は 、 た と え ば 、 転 写 因 子 を 用 い て 変 化 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ま た 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 毒 性 物 質 に 対 す る 細 胞 の 敏 感 性 を 変 化 さ せ る 人 工 キ メ
ラ タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 次 を 含 む ： 少 な く と も ３ つ の ジ ン ク
フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン の 配 列 を 含 み 、 こ の う ち 、 少 な く と も ２ つ の 隣 接 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ
ー ド メ イ ン は 天 然 型 タ ン パ ク 質 で は 隣 接 し て 現 れ な い キ メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す
る 核 酸 を 複 数 含 む 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 段 階 ； 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 生 産 す る た め
に ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 を 試 験 細 胞 に 導 入 す る 段 階 ； 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 毒 性 物 質 の 存 在
下 で 培 養 す る 段 階 ； お よ び 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 か ら 、 試 験 細 胞 に 比 べ て 毒 性 物 質 に 対 す る
敏 感 性 が 変 わ っ た 細 胞 を 選 別 す る 段 階 。 前 記 試 験 細 胞 は 、 た と え ば 、 菌 株 細 胞 で あ り 、 前
記 毒 性 物 質 は 抗 菌 株 製 剤 で あ る 。 他 の 例 に お い て 、 前 記 試 験 細 胞 は 癌 細 胞 で あ り 、 前 記 毒
性 物 質 は 抗 体 細 胞 分 裂 （ anti-mitotic） 製 剤 で あ る 。 複 数 の 各 核 酸 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ
さ れ る キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 転 写 調 節 ド メ イ ン を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 前 記 方 法 は 、 選 別 さ れ た 細 胞 に お い て ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ る
キ メ ラ タ ン パ ク 質 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン 配 列 は 含 む が 、 同 一 細 胞 の ラ イ ブ ラ リ ー 構
成 員 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ る キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 転 写 調 節 ド メ イ ン は 含 ま な い 第 ２ の
キ メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 製 作 す る こ と を さ ら に 含 み 得 る 。 前 記 方 法 は
ま た （ ｉ ） 選 別 さ れ た 細 胞 内 の ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ る キ メ ラ タ
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ン パ ク 質 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン 配 列 、 お よ び （ ii） 同 定 さ れ た 細 胞 内 で ラ イ ブ ラ リ
ー 構 成 員 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ る キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 転 写 調 節 ド メ イ ン 以 外 の 転 写 調
節 ド メ イ ン を 含 む 第 ２ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 構 成 す る こ と を 含 み
得 る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は ３ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 人 工 転 写 因 子 を コ
ー デ ィ ン グ す る 塩 基 配 列 を 含 む 核 酸 を 提 供 し 、 こ の 際 、 前 記 人 工 転 写 因 子 の 発 現 は 少 な く
と も 一 つ の 脊 椎 動 物 細 胞 に お い て 神 経 細 胞 表 現 型 を 誘 導 す る 。 一 例 に お い て 、 ジ ン ク フ ィ
ン ガ ー ド メ イ ン 中 の 少 な く と も 一 つ は 次 の 塩 基 配 列 を 有 す る ：
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 　 Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｇ ｌ ｎ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ｓ ｅ ｒ － Ａ ｓ ｎ －
Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ０ ）
　 　 Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｇ ｌ ｎ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ｓ ｅ ｒ － Ａ ｓ ｎ －
Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ２ ５ １ ） ； ま た は
　 　 Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ｓ ｅ ｒ － Ａ ｓ ｎ －
Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ２ ） 、
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 こ の 際 、 Ｘ ａ は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン で あ り 、 Ｘ ｂ は 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る
。 前 記 人 工 転 写 因 子 は 、 た と え ば 、 次 の 配 列 を 含 む 。 Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ －
Ｘ ａ － Ｘ － Ｇ ｌ ｎ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ｓ ｅ ｒ － Ａ ｓ ｎ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ １ － ６ －
Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｇ ｌ ｎ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ｓ ｅ ｒ － Ａ ｓ ｎ － Ｈ ｉ
ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ １ － ６ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｃ ｙ ｓ
－ Ｘ ｂ － Ｘ － Ｓ ｅ ｒ － Ａ ｓ ｎ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ３ ） 。 こ の 際
、 Ｘ ａ は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン で あ り 、 Ｘ ｂ は 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 一 つ の 方 法 は 前 記 核 酸 を 含 む 脊 椎 動 物 細 胞 （ 例 ： 哺 乳 動 物 細 胞 、 ま た は ヒ ト 細 胞 ） を 提
供 し 、 前 記 人 工 転 写 因 子 が 発 現 さ れ 、 神 経 突 起 が 形 成 さ れ る 条 件 下 で 該 細 胞 を 培 養 す る こ
と を 含 む 。 一 例 に お い て 、 前 記 脊 椎 動 物 細 胞 は 人 工 転 写 因 子 の 生 産 前 の 幹 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は ３ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 人 工 転 写 因 子 を コ
ー デ ィ ン グ す る 塩 基 配 列 を 含 む 核 酸 を 特 徴 と す る 。 こ の 際 、 人 工 転 写 因 子 の 発 現 は 少 な く
と も 一 つ の 脊 椎 動 物 細 胞 に お い て 骨 細 胞 化 （ osteogenesis） を 誘 導 す る 。 前 記 ジ ン ク フ ィ
ン ガ ー ド メ イ ン の 少 な く と も 一 つ は 、 た と え ば 、 次 の 塩 基 配 列 を 有 す る ： 　
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 　 Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ａ ｒ ｇ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ａ ｓ ｐ － Ｌ ｙ ｓ －
Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ４ ） ；
　 　 Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｇ ｌ ｎ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ｔ ｈ ｒ － Ｈ ｉ ｓ －
Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ５ ） ；
　 　 Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｖ ａ ｌ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ｓ ｅ ｒ － Ｔ ｈ ｒ －
Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ６ ） ： ま た は
　 　 Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ａ ｒ ｇ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ａ ｓ ｐ － Ｌ ｙ ｓ －
Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ７ ） ：
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 こ の 際 、 Ｘ ａ は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン 、 Ｘ ｂ は 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ り 、 あ る
い は 前 記 人 工 転 写 因 子 は 次 の ア ミ ノ 酸 塩 基 配 列 を 含 み 得 る ：
【 ０ ０ ７ １ 】
Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ａ ｒ ｇ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ａ ｓ ｐ － Ｌ ｙ ｓ － Ｈ ｉ
ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ １ － ６ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｇ ｌ ｎ
－ Ｘ ｂ － Ｘ － Ｔ ｈ ｒ － Ｈ ｉ ｓ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ １ － ６ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５

－ Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ｖ ａ ｌ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ｓ ｅ ｒ － Ｔ ｈ ｒ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ
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ｉ ｓ － Ｘ １ － ６ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ － Ａ ｒ ｇ － Ｘ ｂ － Ｘ － Ａ ｓ
ｐ － Ｌ ｙ ｓ － Ｈ ｉ ｓ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ ｉ ｓ （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ８ ） ： こ の 際 、 Ｘ ａ は フ ェ ニ ル
ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン で あ り 、 Ｘ ｂ は 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 一 つ の 方 法 は 前 記 核 酸 を 含 む 脊 椎 動 物 細 胞 を 提 供 し 、 前 記 人 工 転 写 因 子 が 発 現 さ れ 、 骨
細 胞 化 が 誘 導 さ れ る 条 件 下 で 該 脊 椎 動 物 細 胞 を 培 養 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 幹 細 胞 の 分 化 能 力 を 変 化 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法
は 次 を 含 む ： 複 数 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 み 、 幹 細 胞 の 分 化 能 力 を 変 化 さ せ る 人
工 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 を 含 む 核 酸 と 幹 細 胞 を 提 供 す る 段 階 ； 前 記 核 酸 を 幹 細
胞 に 導 入 す る 段 階 ； お よ び 前 記 人 工 転 写 因 子 の 発 現 で 前 記 幹 細 胞 の 分 化 能 力 を 変 化 さ せ る
条 件 で 前 記 幹 細 胞 を 培 養 す る 段 階 。 前 記 人 工 転 写 因 子 は 、 た と え ば 、 幹 細 胞 の 分 化 を 誘 導
す る 。 他 の 例 に お い て 、 前 記 人 工 転 写 因 子 は 幹 細 胞 の 自 家 複 製 （ self-renewal） 能 力 を 増
加 さ せ る 。 前 記 幹 細 胞 は 胎 児 幹 細 胞 、 脊 椎 動 物 幹 細 胞 、 植 物 幹 細 胞 、 造 血 幹 細 胞 、 神 経 根
源 細 胞 ま た は 筋 肉 根 源 細 胞 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ま た 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 次 を 含 む 方 法 を 提 供 す る ： 各 々 少 な く と も ２ つ の ジ ン
ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン お よ び 転 写 を 活 性 化 ま た は 抑 制 す る 調 節 ド メ イ ン の 配 列 を 含 む 互 い
に 異 な る 人 工 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 複 数 含 む 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 段
階 ； 所 定 の 形 質 を 有 す る 細 胞 を 提 供 す る 段 階 ； 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー 成 分 を 前 記 細 胞 に 導 入 す
る 段 階 ； 所 定 の 形 質 を 変 化 さ せ る ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 を 同 定 す る 段 階 ； お よ び 同 定 さ れ た
構 成 員 か ら の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン 配 列 を 含 む が 、 同 定 さ れ た 構 成 員 の 調 節 ド メ イ ン
と 同 じ 調 節 ド メ イ ン は 含 ま な い 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 を 含 む
コ ー デ ィ ン グ 核 酸 を 製 造 す る 段 階 。 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 同 定 さ れ
た 構 成 員 の 調 節 ド メ イ ン を 欠 い て い る 。 ま た 他 の 例 に お い て 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ポ リ ペ プ チ
ド は 同 定 さ れ た 構 成 員 の 調 節 ド メ イ ン が 突 然 変 異 さ れ た 調 節 ド メ イ ン を 含 む 。 一 実 施 態 様
に お い て 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 同 定 さ れ た 構 成 員 の 調 節 ド メ イ ン と 相 反 す る 機
能 を 有 す る 調 節 ド メ イ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 前 記 方 法 は ま た 細 胞 に 前 記 核 酸 を 導 入 し 、 該 細 胞 の 所 定 形 質 を 評 価 す る こ と を さ ら に 含
ん で も よ い 。 同 定 段 階 は 次 を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 特 性 を 有 す る 細 胞 を 同 定 す る こ と を 含
ん で も よ い ： 与 え ら れ た 環 境 条 件 に 対 す る 抵 抗 性 ； 分 化 ； 脱 分 化 （ dedifferentiation）
； 増 殖 ； 細 胞 死 滅 （ apoptosis） ； 血 清 － 独 立 性 （ serum-independence） ； 病 原 菌 抵 抗 性
； お よ び 病 原 菌 敏 感 性 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 人 工 転 写 因 子 を 生 産 す る 細 胞 に お い て 過 発 現 さ れ た 異 種
タ ン パ ク 質 の 水 溶 性 を 向 上 さ せ る 人 工 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 、 分 離 さ れ た 核 酸 を 提
供 す る 。 前 記 人 工 転 写 因 子 は 、 た と え ば 、 複 数 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 。 前 記
細 胞 は 細 菌 ま た は 真 核 細 胞 で あ っ て も よ い 。 一 例 に お い て 、 前 記 タ ン パ ク 質 は Ａ Ｋ Ｔ タ ン
パ ク 質 の よ う な 哺 乳 類 由 来 タ ン パ ク 質 で あ る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 複 数 の ジ ン ク フ
ィ ン ガ ー ド メ イ ン は 次 の ド メ イ ン を 含 む ： Ｑ Ｓ Ｔ Ｒ － Ｄ Ｓ Ａ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｈ Ｔ － Ｗ Ｓ Ｎ Ｒ ま た
は Ｖ Ｓ Ｔ Ｒ － Ｄ Ｇ Ｎ Ｖ － Ｑ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｑ Ｓ Ｎ Ｋ 。 本 発 明 は ま た 、 請 求 項 ９ ９ ～ １ ０ ４ の い ず
れ か に 該 当 す る 異 種 核 酸 を 含 む 変 形 細 胞 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 異 種 標 的 タ ン パ ク 質
を 生 産 す る 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 異 種 標 的 タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 を 含
む 第 ２ 核 酸 を 含 む 変 形 細 胞 を 提 供 し 、 前 記 変 形 細 胞 を 人 工 転 写 因 子 お よ び 異 種 標 的 タ ン パ
ク 質 が 生 産 さ れ る 条 件 下 で 培 養 す る こ と を 含 む 。 前 記 変 形 細 胞 は 培 養 細 胞 ま た は 対 象 体 内
の 生 細 胞 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 変 化 し た 形 質 を 第 １ 細 胞 か ら 第 ２ の 細 胞 に 転 移 さ せ る 方 法
を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 次 を 含 む ： 少 な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 互
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い に 異 な る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 複 数 含 む 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を
提 供 す る 段 階 ； 前 記 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 を 第 １ 細 胞 に 導 入 し て 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を
提 供 す る 段 階 ； 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 の 一 つ に よ っ て あ る 形 質 が 変 化 し た 細 胞 を 前 記 形
質 転 換 さ れ た 細 胞 か ら 選 別 す る 段 階 ； 同 定 さ れ た 前 記 変 形 細 胞 か ら 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成
員 を 分 離 す る 段 階 ； 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 を 第 ２ 細 胞 に 導 入 す る 段 階 ： こ の 際 、 第 ２ 細
胞 は 所 定 の 形 質 と は 異 な る 表 現 形 質 に よ っ て 第 １ 細 胞 と 区 別 さ れ る ； お よ び 前 記 核 酸 ラ イ
ブ ラ リ ー 構 成 員 を 含 み 、 該 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 が コ ー デ ィ ン グ す る 人 工 キ メ ラ タ ン パ
ク 質 を 発 現 す る 第 ２ 細 胞 を 評 価 す る 段 階 。 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 細 胞 は 、 た と え ば 、 酵 母
ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 の よ う な 真 核 細 胞 で あ る 。 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 細 胞 は 増 殖 ま た は 分
化 の 特 性 に よ っ て 区 別 さ れ る 。 た と え ば 、 第 １ 細 胞 は 癌 細 胞 で あ る 反 面 、 第 ２ の 細 胞 は 癌
細 胞 で は な い か 、 ま た は そ の 反 対 で あ る 。 評 価 さ れ た 第 ２ 細 胞 は 所 定 の 形 質 の 変 化 に よ っ
て 評 価 で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は ３ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 人 工 転 写 因 子 を コ
ー デ ィ ン グ す る 配 列 を 含 む 核 酸 を 提 供 す る 。 前 記 人 工 転 写 因 子 の 発 現 は 、 た と え ば 、 少 な
く と も 一 つ の 真 核 細 胞 の 特 性 を 変 化 さ せ 、 こ の 際 、 特 性 は ウ イ ル ス 増 殖 、 ウ イ ル ス 生 産 お
よ び ウ イ ル ス 感 染 を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る ； 前 記 人 工 転 写 因 子 の 発 現 は 、 真 核 細 胞 と 同 時
培 養 （ co-cultured） さ れ る か 、 ま た は 真 核 細 胞 に よ っ て 調 節 さ れ た 培 地 で 培 養 さ れ る 幹
細 胞 を 調 節 す る 真 核 細 胞 の 能 力 を 変 化 さ せ る ； 前 記 人 工 転 写 因 子 の 発 現 は 、 分 泌 タ ン パ ク
質 （ 例 ： 抗 体 ） を 糖 鎖 化 す る 哺 乳 類 培 養 細 胞 （ 例 ： Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 ） の 能 力 を 変 化 さ せ る ； そ
し て 、 前 記 人 工 転 写 因 子 の 発 現 は 、 外 生 核 酸 を 受 け 入 れ る 細 胞 の 能 力 を 変 化 さ せ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ま た 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 転 写 因 子 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 次 を
含 む ： 各 々 少 な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 互 い に 異 な る 人 工 転 写 因 子
を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 複 数 含 む 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 段 階 ； 基 本 形 質 を 有 す る
細 胞 に 前 記 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 を 導 入 す る 段 階 ； 所 定 の 形 質 を 変 化 さ せ る ラ イ ブ ラ リ
ー 構 成 員 を 同 定 す る 段 階 ； お よ び 下 記 （ １ ） ～ （ ４ ） を 各 々 コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 複 数
含 む 第 ２ の ラ イ ブ ラ リ ー を 製 造 す る 段 階 。 （ １ ） 一 つ ～ ６ つ の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 挿 入 ま た
は 欠 失 に よ っ て 、 前 記 同 定 さ れ た 構 成 員 に 相 応 す る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 と 区 別 さ れ る 変
異 体 、 （ ２ ） 前 記 同 定 さ れ た 構 成 員 に 相 応 す る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー
ド メ イ ン お よ び 追 加 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 み 、 前 記 追 加 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド
メ イ ン が 第 ２ の ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 員 の 間 で 多 様 に 変 わ る キ メ ラ タ ン パ ク 質 、 （ ３ ） 前 記
同 定 さ れ た 構 成 員 に 相 応 す る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 変 異 体 で あ っ て 、 他 の ジ ン ク フ ィ ン
ガ ー ド メ イ ン で 置 換 さ れ た ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン 位 置 の 下 位 集 合 （ subset） お よ び 前
記 同 定 さ れ た 構 成 員 に 相 応 す る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 相 応 す る 位 置 に あ る ジ ン ク フ ィ ン
ガ ー ド メ イ ン と 同 一 で あ る 少 な く と も 一 つ の 不 変 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 有 す る 変 異
体 、 お よ び ／ ま た は （ ４ ） 前 記 同 定 さ れ た 構 成 員 に 相 応 す る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 変 異
体 で あ っ て 、 第 ２ の ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 員 の う ち 、 少 な く と も 一 つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド
メ イ ン の 位 置 が 前 記 同 定 さ れ た 構 成 員 に 相 応 す る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 内 の 特 定 ド メ イ ン
が そ の 位 置 に お い て 他 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン よ り も 高 い 頻 度 で 現 れ る よ う に 変 化 し
た 変 異 体 。 前 記 方 法 は 前 記 の 他 の 特 性 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 次 を 含 む 転 写 因 子 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る ： 少 な く と も
２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン お よ び 転 写 を 活 性 化 ま た は 抑 制 す る 第 １ の 転 写 調 節 ド メ
イ ン を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 結 合 要 素 を 含 む 異 な る 人 工 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 複 数 含
む 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 段 階 ； 所 定 の 形 質 を 有 す る 細 胞 に 前 記 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー 構
成 員 を 導 入 す る 段 階 ； 所 定 の 形 質 を 変 化 さ せ る ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 を 同 定 す る 段 階 ； お よ
び 前 記 第 １ の 調 節 ド メ イ ン と は 異 な る 第 ２ の 調 節 ド メ イ ン お よ び 同 定 さ れ た 前 記 構 成 員 の
Ｄ Ｎ Ａ 結 合 要 素 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 製 作 す る 段 階 。 関 連 す る 一 つ の 方 法 は 調 節 ド メ
イ ン の な い 転 写 因 子 を 同 定 し 、 調 節 ド メ イ ン を 添 加 す る こ と ； ま た は 調 節 ド メ イ ン を 含 む
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転 写 因 子 か ら 調 節 ド メ イ ン を 除 去 す る こ と を 含 む 。 一 部 の 転 写 因 子 は 転 写 調 節 ド メ イ ン が
な く て も 作 用 で き る 。 本 発 明 は ま た 、 複 数 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン お よ び 第 １ の 調 節
ド メ イ ン か ら 構 成 さ れ た 人 工 転 写 因 子 を 提 供 す る 。 前 記 人 工 転 写 因 子 は 細 胞 内 で 生 産 さ れ
る 場 合 、 第 １ の 形 質 を 示 す が 、 第 １ の 調 節 ド メ イ ン が 不 活 性 化 さ れ 、 該 ド メ イ ン と 反 対 の
特 性 を 有 す る 第 ２ の 調 節 ド メ イ ン が 含 ま れ る 場 合 、 第 ２ の 形 質 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 一 例 に お い て 、 前 記 第 １ の 調 節 ド メ イ ン は 転 写 を 活 性 化 し 、 前 記 第 ２ の 調 節 ド メ イ ン は
転 写 を 抑 制 す る 。 他 の 例 に お い て 、 前 記 第 １ の 調 節 ド メ イ ン は 転 写 を 抑 制 し 、 前 記 第 ２ の
調 節 ド メ イ ン は 転 写 を 活 性 化 す る 。 ま た 他 の 例 に お い て 、 前 記 第 １ の 調 節 ド メ イ ン は 前 記
第 １ の 範 囲 ま で 転 写 を 活 性 化 し 、 前 記 第 ２ の 調 節 ド メ イ ン は 前 記 第 １ の 範 囲 の ５ ０ ％ 未 満
範 囲 ま で 転 写 を 活 性 化 す る 。 前 記 方 法 は 製 作 さ れ た 核 酸 を 試 験 細 胞 に 導 入 し 、 こ の 試 験 細
胞 の 所 定 形 質 を 評 価 す る こ と を 含 ん で も よ い 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 同 定 さ れ た 構 成
員 は 細 胞 の 分 割 率 を 増 加 さ せ 、 製 作 さ れ た 核 酸 は 細 胞 分 割 率 を 減 少 さ せ る 転 写 因 子 を コ ー
デ ィ ン グ す る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 同 定 さ れ た 構 成 員 は 化 合 物 に 対 す る 抵 抗 性 を
惹 起 し 、 製 作 さ れ た 核 酸 は 化 合 物 に 対 す る 感 受 性 を 惹 起 す る 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る
。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 次 の 段 階 を 含 む 、 転 写 因 子 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る ： 前
記 第 １ お よ び 第 ２ の 複 数 の 核 酸 を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 段 階 で あ っ て 、 こ の 際 、 第
１ の 複 数 の 核 酸 は 各 々 少 な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン お よ び 転 写 を 活 性 化 さ
せ る 調 節 ド メ イ ン を 含 む 互 い に 異 な る 人 工 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ し 、 第 ２ の 複 数 の 核 酸
は 各 々 少 な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン お よ び 転 写 を 抑 制 す る 調 節 ド メ イ ン を
含 む 互 い に 異 な る 人 工 転 写 因 子 を コ ー デ ィ ン グ す る 段 階 ； 所 定 の 形 質 を 有 す る 細 胞 に 前 記
核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 を 導 入 す る 段 階 ； お よ び 所 定 の 形 質 を 変 化 さ せ る ラ イ ブ ラ リ ー 構
成 員 を 同 定 す る 段 階 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 第 １ 細 胞 に お い て 人 工 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 表 現 型 を
確 認 し 、 第 ２ 細 胞 に お い て タ ン パ ク 質 を 発 現 し 、 第 ２ 細 胞 の 表 現 型 を 確 認 す る こ と を 含 む
方 法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 、 た と え ば 、 第 １ 細 胞 （ 例 ： 酵 母 菌 株 （ strain） ま た は ２ ９
３ 細 胞 の よ う な ヒ ト 細 胞 株 （ cell line） ） に お い て 所 定 の 表 現 型 を 変 化 さ せ る 転 写 因 子
ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 員 を 同 定 し 、 そ の 構 成 員 を 別 の 細 胞 （ 例 ： 別 の 酵 母 菌 株 ま た は Ｈ ｅ ｌ
ａ 細 胞 ） で 発 現 さ せ る こ と を 含 み 得 る 。 前 記 第 １ 細 胞 は 他 の 菌 株 ま た は 細 胞 株 よ り も ス ク
リ ー ニ ン グ に さ ら に 適 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 次 の 段 階 を 含 む 、 抗 真 菌 製 剤 に 対 す る 真 菌 菌 株 の 感 受 性 を
変 化 さ せ る 方 法 を 提 供 す る ： 少 な く と も ３ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン か ら な る 人 工 キ
メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 真 菌 細 胞 に 導 入 す る 段 階 ； お よ び 細 胞 に 導 入 さ
れ た 核 酸 が 発 現 さ れ る 条 件 下 で 真 菌 細 胞 を 培 養 す る 段 階 。 前 記 真 菌 細 胞 は 、 た と え ば 、 カ
ン ジ ダ （ Candida） 、 ピ キ ア （ Pichia） 、 ハ ン ゼ ヌ ラ （ Hansenula） 、 ヒ ス ト プ ラ ス マ (His
toplasma） ま た は ク リ プ ト コ ッ ク ス （ Cryptococcus） な ど の 酵 母 細 胞 で あ る 。 一 実 施 態 様
に お い て 、 前 記 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 は Ｋ １ ～ Ｋ １ １ か ら 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 の ジ ン ク
フ ィ ン ガ ー 整 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む （ 実 施 例 ３ ） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 前 記 方 法 は 次 の 特 徴 の 少 な く と も 一 つ を 含 み 得 る ： 前 記 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 転 写 調
節 ド メ イ ン （ 例 ： 転 写 活 性 ま た は 抑 制 ド メ イ ン ） か ら な る ； 前 記 細 胞 内 の 人 工 キ メ ラ タ ン
パ ク 質 の 発 現 は 水 運 搬 体 （ water transporter） の 転 写 水 準 を 変 化 さ せ る ； Ｓ ． セ レ ビ ジ
エ ー （ S. cerevisiae） 細 胞 内 の 前 記 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 発 現 は Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ３ 遺 伝 子
ま た は Ｐ Ｄ Ｒ ５ 遺 伝 子 の 転 写 水 準 を 変 化 さ せ る ； 前 記 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 は Ｋ １ ～ Ｋ １
１ か ら 選 別 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド と 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 に 対 し て 競 争 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
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　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 抗 真 菌 製 剤 に 対 す る 真 菌 菌 株 の 感 受 性 を 変 化 さ せ る 方 法 を
提 供 す る 。 前 記 方 法 は 、 Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ３ 、 Ａ Ｑ Ｙ １ 、 Ｙ Ｊ Ｒ １ ４ ７ Ｗ 、 Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ２ Ｃ ま た
は Ｙ Ｐ Ｌ ０ ９ １ Ｗ と ３ ０ 、 ５ ０ 、 ６ ０ 、 ７ ０ 、 ８ ０ 、 ９ ０ ま た は ９ ５ ％ 以 上 同 一 な ５ ０ 個
以 上 の ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 の 発 現 ま た は 活 性 を 変 化 さ せ る こ と を 含 む 。 前 記
真 菌 細 胞 は 、 た と え ば 、 カ ン ジ ダ （ Candida） 、 ピ キ ア （ Pichia） 、 ハ ン セ ヌ ラ （ Hansenu
la） 、 ヒ ス ト プ ラ ス マ （ Histoplasma） ま た は ク リ プ ト コ ッ ク ス （ Cryptococcus） な ど の
よ う な 酵 母 細 胞 で あ る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 活 性 ま た は 発 現 の 増 加 に よ っ て 感 受 性 が 減
少 さ れ る ； す な わ ち 、 抵 抗 性 が 増 加 す る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 感 受 性 を 減 少 さ せ る た
め 、 す な わ ち 、 抵 抗 性 を 増 加 さ せ る た め に 活 性 ま た は 発 現 を 増 加 さ せ る 。 他 の 実 施 態 様 に
お い て 、 感 受 性 を 増 加 さ せ る た め に 活 性 ま た は 発 現 を 減 少 さ せ る 。 活 性 ま た は 発 現 を 変 化
さ せ る こ と は 、 人 工 転 写 因 子 の 発 現 、 Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ３ 、 Ａ Ｑ Ｙ １ 、 Ｙ Ｊ Ｒ １ ４ ７ Ｗ 、 Ｙ Ｌ Ｌ
０ ５ ２ Ｃ ま た は Ｙ Ｐ Ｌ ０ ９ １ Ｗ 遺 伝 子 に 相 応 す る 少 な く と も ２ ０ 個 塩 基 の 配 列 を 含 む 二 本
鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） を 細 胞 に 接 触 さ れ る か 、 ま た は 化 学 物 質 を 細 胞 に 接 触 さ せ る こ と
を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 関 連 す る 一 つ の 方 法 は 、 前 記 タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 に 対 し て 試 験 化 合 物 （ 例 ： 小 さ い
有 機 化 合 物 ） を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 た と え ば 、 Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ３ ／ Ａ Ｑ Ｙ １ 関 連 タ ン パ ク 質
の 抑 制 を 同 定 す る か 、 Ａ Ｑ Ｙ １ 、 Ｙ Ｊ Ｒ １ ４ ７ Ｗ 、 Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ２ Ｃ 、 Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ３ Ｃ ま た
は Ｙ Ｐ Ｌ ０ ９ １ Ｗ の 活 性 ま た は 発 現 を 変 化 さ せ る 試 験 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含
む 。 　
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 抗 真 菌 製 剤 に 対 す る 真 菌 菌 株 の 敏 感 性 を 変 化 さ せ る 人 工 キ
メ ラ タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 次 を 含 む ： 天 然 型 タ ン パ ク 質 に お
い て は 少 な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン が 互 い に 隣 接 し な い ジ ン ク フ ィ ン ガ ー
ド メ イ ン の 少 な く と も ３ つ の 配 列 か ら な る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 複 数
の 核 酸 か ら な る 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 段 階 ； 形 質 転 換 さ れ た 真 菌 細 胞 を 生 産 す る た
め に 真 菌 細 胞 に 前 記 複 数 の 核 酸 を 各 々 導 入 す る 段 階 ； 抗 真 菌 製 剤 の 存 在 下 で 前 記 形 質 転 換
さ れ た 真 菌 細 胞 を 保 持 （ 例 ： 培 養 （ culturing） ） す る 段 階 ； お よ び 前 記 形 質 転 換 さ れ た
真 菌 細 胞 の う ち 対 照 細 胞 に 比 べ て 抗 真 菌 製 剤 に 対 す る 敏 感 性 が 変 化 し た 細 胞 を 選 別 す る 段
階 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 前 記 方 法 は 次 の 特 性 の 一 つ 以 上 を 含 み 得 る ： 対 照 真 菌 細 胞 は 形 質 転 換 さ れ て い な い か 、
ま た は 対 照 核 酸 で 形 質 転 換 さ れ る ； 複 数 の 核 酸 各 々 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ る キ メ ラ タ
ン パ ク 質 は 転 写 調 節 ド メ イ ン を 含 む ； 真 菌 細 胞 は 、 た と え ば 、 カ ン ジ ダ （ Candida） 、 ヒ
ス ト プ ラ ス マ （ Histoplasma） ま た は ク リ プ ト コ ッ ク ス （ Cryptococcus） の よ う な 病 原 性
真 菌 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ま た 、 前 記 方 法 は 、 た と え ば 、 （ ｉ ） 各 々 選 別 さ れ た 細 胞 内 の ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 に よ
っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ る キ メ ラ タ ン パ ク 質 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン 配 列 、 お よ び （ ii
） 前 記 選 別 さ れ た 細 胞 内 の ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ る キ メ ラ タ ン パ
ク 質 の 転 写 調 節 ド メ イ ン 以 外 の 転 写 調 節 ド メ イ ン か ら な る 第 ２ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー
デ ィ ン グ す る 核 酸 を 製 作 す る こ と を 含 み 得 る 。 前 記 方 法 は 前 記 の 他 の 特 性 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 抗 真 菌 製 剤 に 対 す る 真 菌 細 胞 の 抵 抗 性 を 相 殺 さ せ る 製 剤
を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 次 を 含 む ： Ｙ Ｊ Ｒ １ ４ ７ Ｗ 、 Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ２ Ｃ 、 Ｙ
Ｌ Ｌ ０ ５ ３ Ｃ ま た は Ｙ Ｐ Ｌ ０ ９ １ Ｗ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 試 験 物 質 を 接 触 さ せ る 段 階 ； お
よ び 、 前 記 試 験 物 質 と ポ リ ペ プ チ ド の 相 互 作 用 を 明 ら か に す る 段 階 ： こ の 際 、 相 互 作 用 と
は 、 試 験 物 質 の 抗 真 菌 製 剤 に 対 す る 抵 抗 性 を 相 殺 さ せ る 製 剤 と し て の 有 用 性 を 意 味 す る 。
ま た 、 前 記 方 法 は 、 た と え ば 、 前 記 試 験 物 質 お よ び 抗 真 菌 製 剤 を 真 菌 細 胞 と 接 触 さ せ 、 前
記 細 胞 の 生 存 ま た は 生 長 を 評 価 す る こ と を 含 み 得 る 。 前 記 細 胞 は 抗 真 菌 製 剤 （ 例 ： ケ ト コ

10

20

30

40

50

(27) JP 2005-511049 A 2005.4.28



ナ ゾ ー ル ） に 対 す る 抵 抗 性 を 有 す る 細 胞 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 次 の 段 階 を 含 む 、 前 記 人 工 転 写 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 標
的 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る ： 少 な く と も ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 各 々
含 む 互 い に 異 な る 人 工 転 写 因 子 を 各 々 コ ー デ ィ ン グ す る 複 数 の 核 酸 を 含 む 核 酸 ラ イ ブ ラ リ
ー を 提 供 す る 段 階 ； 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー の 各 構 成 員 を 試 験 細 胞 の 複 製 物 に 導 入 し て 複 数 の 形
質 転 換 さ れ た 細 胞 を 提 供 す る 段 階 ； 前 記 形 質 転 換 さ れ た 複 数 の 細 胞 か ら 、 試 験 細 胞 に 比 べ
て 表 現 型 が 変 形 さ れ た 複 数 の 表 現 型 変 換 細 胞 （ phenotypically altered cell） を 同 定 す
る 段 階 ； お よ び 、 前 記 複 数 細 胞 の う ち 、 少 な く と も ２ つ の 表 現 型 変 換 細 胞 に お い て そ の 量
が 同 じ よ う に 変 化 し た 少 な く と も 一 つ の 転 写 体 ま た は タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 段 階 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 方 法 は 、 た と え ば 、 試 験 細 胞 内 に お け る 遺 伝 子 変 形 （ 例 ： 突
然 変 異 ま た は 過 発 現 ） ま た は 他 の 方 法 （ 例 ： Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 （ interference） 、 ア ン チ セ ン ス
（ anti-sense） ま た は 抗 体 結 合 ） に よ っ て 少 な く と も ２ つ の 表 現 型 変 換 細 胞 に お い て そ の
量 が 同 じ よ う に 変 化 し た 転 写 体 ま た は タ ン パ ク 質 の 活 性 を 変 化 さ せ る こ と を 含 む 。 あ る 場
合 に は 、 複 数 の 転 写 体 ま た は タ ン パ ク 質 の 活 性 が 変 化 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 複 数 の 類 似 に 変 化 し た 転 写 体 ま た は タ ン パ ク 質 は 各 表 現 型 変
換 細 胞 内 の 転 写 体 ま た は タ ン パ ク 質 の 量 を プ ロ フ ァ イ リ ン グ し 、 各 表 現 型 変 換 細 胞 の プ ロ
フ ァ イ ル を 提 供 し 、 該 プ ロ フ ァ イ ル を 互 い に 比 較 す る こ と に よ っ て 同 定 す る 。 前 記 プ ロ フ
ァ イ ル は 、 た と え ば 、 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 ア レ イ （ array） 、 Ｓ Ａ Ｇ Ｅ 標 識 （ tag） 、 デ
ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ デ ィ ス プ レ ー （ differential display） ま た は 相 殺 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン （ subtractive　 hybridization） な ど を 用 い て 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 細 胞 は ヒ ト 癌 細 胞 の よ う な 癌 細 胞 で あ る 。 前 記 一 つ 以 上 の 同
定 さ れ た 転 写 体 は 人 工 転 写 因 子 の な い 細 胞 に は 存 在 し な い 転 写 体 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 前 記 同 定 さ れ た 転 写 体 の う ち の 一 つ に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 標 的 と
相 互 作 用 す る 試 験 化 合 物 を 検 索 す る ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 標 的 ポ リ ペ プ チ ド と し て 使 用
で き る 。 こ の 試 験 化 合 物 は 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 増 大 ま た は 抑 制 す る か を 決 定 す る た
め に 分 析 で き る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 試 験 化 合 物 は １ ０ 、 ５ 、 ま た は ２ ｋ Ｄ ａ 以 下
の 分 子 量 を 有 す る 小 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 前 記 の す べ て の 方 法 に キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 ラ イ
ブ ラ リ ー が 使 用 で き る 。 「 ラ イ ブ ラ リ ー 」 と は 、 類 似 す る が 同 一 で は な い 生 分 子 （ biomol
ecules） の 物 理 的 集 合 を 意 味 す る 。 前 記 集 合 は 、 た と え ば 、 一 つ の 容 器 （ vessel） に 集 ま
る か 、 固 体 支 持 体 上 の 分 離 さ れ た 領 域 ま た は 分 離 さ れ た 容 器 に （ 群 ま た は 個 別 に ） 物 理 的
に 分 離 で き る 。 ラ イ ブ ラ リ ー の 個 別 構 成 員 は 集 合 的 に 二 重 に 存 在 し て も よ い 。 ラ イ ブ ラ リ
ー は １ ０ 、 １ ０ ２ 、 １ ０ ３ 、 １ ０ ５ 、 １ ０ ７ ま た は １ ０ ９ 以 上 の 互 い に 異 な る 構 成 員 ま た
は １ ０ １ ３ 、 １ ０ １ ２ 、 １ ０ １ ０ 、 １ ０ ９ 、 １ ０ ７ 、 １ ０ ５ ま た は １ ０ ３ 未 満 の 互 い に 異
な る 構 成 員 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 代 表 的 な 第 １ の ラ イ ブ ラ リ ー は 複 数 の 核 酸 を 含 み 、 各 核 酸 は 少 な く と も 第 １ 、 第 ２ お よ
び 第 ３ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 。 前 記 「 第 １
、 第 ２ お よ び 第 ３ 」 は ポ リ ペ プ チ ド に お い て 如 何 な る 順 序 で も 存 在 で き る ３ つ の 分 離 さ れ
た ド メ イ ン を 意 味 す る ： た と え ば 、 各 ド メ イ ン は 他 の ド メ イ ン の い ず れ か 一 つ ま た は 両 方
の Ｎ － 末 端 ま た は Ｃ － 末 端 に 位 置 で き る 。 第 １ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は 複 数 の 核 酸
間 で 多 様 に 変 わ る 。 第 ２ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン も 複 数 の 核 酸 間 で 多 様 に 変 わ る 。 少
な く と も １ ０ の 互 い に 異 な る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン が ラ イ ブ ラ リ ー に 現 れ る 。 一 実 施
態 様 に お い て 、 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 の う ち 少 な く と も ０ ． ５ 、 １ 、 ２ 、 ５ ％ 、 １ ０ ％ 、 ま
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た は ２ ５ ％ は 次 の 特 性 の 一 つ ま た は 両 方 を 示 す 。 （ １ ） 各 々 は 少 な く と も 一 つ の ｐ １ Ｇ レ
ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド の 転 写 を イ ン ビ ボ で 少 な く と も １ ． ２ ５ 倍 抑 制 す る ； （ ２ ） 各 々 は 少
な く と も 一 つ の 標 的 部 位 に ７ 、 ５ 、 ３ 、 ２ 、 １ 、 ０ ． ５ ま た は ０ ． ０ ５ ｎ Ｍ 以 下 の 解 離 常
数 （ dissociation constant） で 結 合 す る 。 第 １ お よ び 第 ２ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン
は 異 な る 天 然 型 タ ン パ ク 質 か ら 由 来 す る か 、 天 然 型 タ ン パ ク 質 内 に お け る 整 列 と は 異 な る
整 列 に 位 置 し て も よ い 。 た と え ば 、 第 １ お よ び 第 ２ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は ポ リ ペ
プ チ ド 内 で 隣 接 す る か 、 天 然 型 タ ン パ ク 質 に お い て は 少 な く と も 一 つ の 介 在 （ intervenin
g） ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン に よ っ て 分 離 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 代 表 的 な 第 ２ の ラ イ ブ ラ リ ー は 少 な く と も 第 １ お よ び 第 ２ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン
を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 複 数 含 む 。 各 ポ リ ペ プ チ ド の 第 １ お よ び 第
２ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は 、 （ １ ） 互 い に 異 な る 天 然 型 タ ン パ ク 質 の ジ ン ク フ ィ ン
ガ ー ド メ イ ン と 同 じ で あ る （ そ し て 、 一 般 的 に 同 じ 天 然 型 タ ン パ ク 質 内 に 存 在 し な い か 、
天 然 型 タ ン パ ク 質 内 の 相 対 的 位 置 と は 異 な る 整 列 で 位 置 す る ） 、 （ ２ ） 天 然 型 タ ン パ ク 質
の ド メ イ ン と 、 ４ つ 、 ３ つ 、 ２ つ ま た は 一 つ 以 下 の ア ミ ノ 酸 基 が 異 な り 、 ま た は （ ３ ） 天
然 型 タ ン パ ク 質 で は 隣 接 し な い ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン で あ る 。 同 じ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー
ド メ イ ン と は 、 第 １ の 金 属 配 位 残 基 （ 主 と し て シ ス テ イ ン ） か ら 最 後 の 金 属 配 位 残 基 （ 主
と し て ヒ ス チ ジ ン ） ま で の 各 ア ミ ノ 酸 が 同 じ で あ る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 意 味 す る
。 第 １ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は 複 数 の 核 酸 間 に 多 様 で 変 化 し 、 第 ２ の ジ ン ク フ ィ ン
ガ ー ド メ イ ン も 複 数 の 核 酸 間 で 多 様 に 変 化 す る 。 天 然 型 タ ン パ ク 質 は 真 核 細 胞 由 来 の ジ ン
ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ く ： た と え ば 、 真 菌 （ 例 ： 酵 母 ） 、 植 物 、 ま た は 動
物 タ ン パ ク 質 （ 例 ： ヒ ト ま た は ネ ズ ミ タ ン パ ク 質 の よ う な 哺 乳 類 タ ン パ ク 質 ） で あ る 。 各
ポ リ ペ プ チ ド は ま た 第 ３ 、 第 ４ 、 第 ５ お よ び ／ ま た は 第 ６ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を
含 み 得 る 。 各 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は ヒ ト の よ う な 哺 乳 類 由 来 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド
メ イ ン で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 突 然 変 異 さ れ た ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン の よ う な 他 の 形 態 の ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る
こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 ラ イ ブ ラ リ
ー ま た は そ の よ う な タ ン パ ク 質 自 体 の ラ イ ブ ラ リ ー は 異 な る 調 節 ド メ イ ン を 有 す る 構 成 員
を 含 み 得 る 。 こ の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 た と え ば 、 活 性 化 ド メ イ ン を 有 す る 少 な く と も １ ０ ％
の 構 成 員 と 、 抑 制 ド メ イ ン を 有 す る 少 な く と も １ ０ ％ の 他 の 構 成 員 と を 含 み 得 る 。 他 の 例
に お い て 、 少 な く と も １ ０ ％ は 活 性 ま た は 抑 制 ド メ イ ン を 有 し 、 他 の 少 な く と も １ ０ ％ は
調 節 ド メ イ ン を 有 し な い 。 ま た 他 の 例 に お い て は 、 一 部 は 活 性 化 ド メ イ ン を 含 み ； 他 の 一
部 は 抑 制 ド メ イ ン を 含 み ； 残 り は 調 節 ド メ イ ン を 全 く 含 ま な い 。 た と え ば 、 少 な く と も ２
０ 、 ２ ５ 、 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 ６ ０ ％ の よ う な 他 の 百 分 率 を 使 用 で き る 。
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ＊ ＊ ＊
【 ０ １ ０ ２ 】
１ ． Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ １ ｐ ６ ５ お よ び 関 連 分 子
【 ０ １ ０ ３ 】
　 ま た 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 次 の 配 列 を 含 む 人 工 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る ：
【 ０ １ ０ ４ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｋ Ｈ 　
　 Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３

－ ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ３ ６ ） 、
【 ０ １ ０ ５ 】
　 こ の 際 、 Ｂ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン で あ
る ； ま た 、 Ｊ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る 。 ま た 、 前 記 整

10

20

30

40

50

(29) JP 2005-511049 A 2005.4.28



列 は 次 の よ う に 略 称 す る ： Ｑ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｑ Ｓ Ｎ Ｋ － Ｃ Ｓ Ｎ Ｒ 。 他 の 人 工 ポ リ ペ プ チ ド の 例 は
次 を 含 む ：
【 ０ １ ０ ６ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｋ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ３ ７ ） 、 お よ び
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｋ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ３ ８ ） 。 　
【 ０ １ ０ ７ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 ネ ズ ミ の Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ２ ａ 細 胞 に 効 果 的 な 濃 度 で 存 在 す
る と き 神 経 突 起 を 誘 導 し 得 る 。 た と え ば 、 分 離 さ れ た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ２ 内
の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 同 じ で あ る か 、 配 列 番 号 ： ２ 内 に 存 在 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド
メ イ ン に お い て ８ 、 ６ 、 ４ 、 ３ ま た は ２ 個 以 下 の 置 換 に よ っ て 変 わ っ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
み 得 る 。 置 換 は 保 存 的 （ conservative） 置 換 で あ っ て も よ い 。 前 記 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ
ド は 配 列 番 号 ： ２ 内 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 少 な く と も ８ ０ 、 ８ ５ 、 ９ ０ 、 ９ ５ ま た は
９ ７ ％ 同 一 な 配 列 を 有 し て も よ い 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ
部 位 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 た と え ば 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は １ ０ ｎ Ｍ 以 下 の Ｋ ｄ を 有
し 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 対 す る 結 合 の た め に Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ １ ｐ キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ （ 配 列 番 号 ： ２ ）
と 競 争 で き る 。 ま た 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 活 性 化 ま た は 抑 制 ド メ イ ン の よ う な 転 写 調 節 ド
メ イ ン を 含 み 得 る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 一 つ 、 ２ つ ま た は ３ つ 、 ま た は そ れ 以 上 の 追 加 の
ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 ま た 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 提 供 す る 。 た と え ば 、 配 列 番 号 ： ２
の ア ミ ノ 酸 を 含 む 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： １ の 配 列 を 含 む 核 酸 に よ っ て コ ー
デ ィ ン グ さ れ て も よ い 。 提 供 さ れ た 核 酸 は プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 エ ン ハ ン サ ー （ enhancer）
配 列 、 イ ン シ ュ レ ー タ ー （ insulator） 配 列 、 非 翻 訳 （ untranslated） 調 節 配 列 、 ポ リ Ａ
添 加 部 位 な ど の よ う な 、 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 調 節 配 列 を 含 み 得 る 。 一 実 施 態 様 に お い て
、 前 記 コ ー デ ィ ン グ 核 酸 は 誘 導 プ ロ モ ー タ ー ま た は 細 胞 － 型 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー の よ う な
条 件 的 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ て い る 。 前 記 核 酸 は ベ ク タ ー に 含 ま れ る か 、 染
色 体 内 に 挿 入 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 宿 主 細 胞 （ 例 ： 哺 乳 類 宿 主 細 胞 ） を 提 供 す
る 。 こ の 宿 主 細 胞 は 前 記 核 酸 を 含 み 、 発 現 で き る 。 前 記 宿 主 細 胞 は 、 た と え ば 、 少 な く と
も 部 分 的 に 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に よ る 帰 結 と な る 神 経 突 起 を 拡 張 す る 神 経 細 胞 で あ っ て も よ
い 。
【 ０ １ １ ０ 】
２ ． Ｏ ｓ ｔ ｅ ｏ １ ｐ ６ ５ お よ び 関 連 分 子
【 ０ １ １ １ 】
　 ま た 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 次 の 配 列 を 含 む 人 工 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る ：
【 ０ １ １ ２ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｋ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｔ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ）

Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｖ Ｘ Ｓ Ｔ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ
Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｋ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ３ ９ ） 、
【 ０ １ １ ３ 】
　 こ の 際 、 Ｂ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン で あ
り 、 Ｊ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る 。 ま た 、 前 記 整 列 は 次
の よ う に 略 称 す る ： Ｒ Ｄ Ｋ Ｒ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ － Ｖ Ｓ Ｔ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｋ Ｒ 。 他 の 人 工 ポ リ ペ プ チ ド の
例 は 次 を 含 む ： 　
【 ０ １ １ ４ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｋ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （
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２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｔ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ）

Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｖ Ｘ Ｓ Ｔ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ４ ０ ） ；
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｔ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｖ Ｘ Ｓ Ｔ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ）

Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｋ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ４ １ ） ；
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｋ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｔ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ４ ２ ） ； お よ び
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｖ Ｘ Ｓ Ｔ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｋ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ４ ３ ） 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 Ｃ ２ Ｃ １ ２ 筋 芽 細 胞 株 に 効 果 的 な 濃 度 で 存 在 す る と き
、 骨 芽 細 胞 （ osteoblasts） の 他 の 標 識 ま た は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 誘 導 で き る 。 た
と え ば 、 分 離 さ れ た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ４ 内 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 同 じ で
あ る か 、 配 列 番 号 ： ４ 内 に 存 在 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン 内 の ８ 、 ６ 、 ４ 、 ３ 、 ま た
は ２ つ 未 満 の 置 換 に よ っ て 変 わ っ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 得 る 。 置 換 は 保 存 的 置 換 で あ っ て
も よ い 。 前 記 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ４ 内 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 少 な く
と も ８ ０ 、 ８ ５ 、 ９ ０ 、 ９ ５ ま た は ９ ７ ％ 同 一 な 配 列 を 有 し て も よ い 。 一 実 施 態 様 に お い
て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 た と え ば 、 前 記 ポ リ
ペ プ チ ド は Ｋ ｄ 　 １ ０ ｎ Ｍ 未 満 で 結 合 す る 部 位 の よ う な 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 対 す る 結 合 の た
め に Ｏ ｓ ｔ ｅ ｏ １ ｐ キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ （ 配 列 番 号 ： ４ ） と 競 争 で き る 。 ま た 、 前 記 ポ リ ペ プ チ
ド は 活 性 ま た は 抑 制 ド メ イ ン の よ う な 転 写 調 節 ド メ イ ン を 含 み 得 る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は
１ つ 、 ２ つ ま た は ３ つ 、 ま た は そ れ 以 上 の 追 加 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 み 得 る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 ま た 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 提 供 す る 。 た と え ば 、 配 列 番 号 ： ４
の ア ミ ノ 酸 を 含 む 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ３ の 配 列 を 含 む 核 酸 に よ っ て コ ー
デ ィ ン グ さ れ て よ い 。 提 供 さ れ た 核 酸 は プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 、 イ ン シ ュ
レ ー タ ー 配 列 、 非 翻 訳 調 節 配 列 、 ポ リ Ａ 添 加 部 位 な ど の よ う な 、 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 調
節 配 列 を 含 み 得 る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 コ ー デ ィ ン グ 核 酸 は 誘 導 プ ロ モ ー タ ー ま た
は 細 胞 － 型 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー の よ う な 条 件 的 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ て い る
。 前 記 核 酸 は ベ ク タ ー に 含 ま れ る か 、 染 色 体 上 に 挿 入 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 宿 主 細 胞 （ 例 ： 哺 乳 類 宿 主 細 胞 ） を 提 供 す る
。 こ の 宿 主 細 胞 は 前 記 核 酸 を 含 み 、 発 現 で き る 。 前 記 宿 主 細 胞 は 、 た と え ば 、 少 な く と も
部 分 的 に 人 工 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド に よ る 帰 結 と な る 骨 芽 細 胞 の 表 現 型 を 有 す る 幹 細 胞 で あ
っ て も よ い 。
【 ０ １ １ ８ 】
３ ． ０ ８ ＿ Ｄ ０ ４ ＿ ６ お よ び 関 連 分 子
【 ０ １ １ ９ 】
　 ま た 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 次 の 配 列 を 含 む 人 工 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る ：
【 ０ １ ２ ０ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｓ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｈ Ｊ Ｘ Ｔ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ）

Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｖ Ｘ Ｓ Ｓ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ４ ４ ） 、
【 ０ １ ２ １ 】
　 こ の 際 、 Ｂ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 ま た は 選 択 的 に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン で あ る ；
ま た 、 Ｊ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 ま た は 選 択 的 に 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る 。 前 記 整 列 は ま た 次 の よ
う に 略 称 す る ： Ｒ Ｓ Ｈ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｈ Ｔ － Ｖ Ｓ Ｓ Ｒ 。 代 表 的 な 他 の 人 工 ポ リ ペ プ チ ド は 次 を 含
む ： 　
【 ０ １ ２ ２ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｓ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （
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２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｈ Ｊ Ｘ Ｔ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ４ ５ ） ； お よ び
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｈ Ｊ Ｘ Ｔ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｖ Ｘ Ｓ Ｓ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ４ ６ ）
【 ０ １ ２ ３ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 ヒ ト ２ ９ ３ 細 胞 に 効 果 的 な 濃 度 で 存 在 す る と き 、 イ ン
シ ュ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 を 誘 導 で き る 。 た と え ば 、 分 離 さ れ た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号
： ６ 内 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 同 じ で あ る か 、 配 列 番 号 ： ６ 内 に 存 在 す る ジ ン ク フ ィ ン
ガ ー ド メ イ ン 内 で ８ 、 ６ 、 ４ 、 ３ 、 ま た は ２ つ 以 下 の 置 換 に よ っ て 変 わ っ た ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 み 得 る 。 置 換 は 保 存 的 置 換 で あ っ て も よ い 。 前 記 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号
： ６ 内 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 少 な く と も ８ ０ 、 ８ ５ 、 ９ ０ 、 ９ ５ ま た は ９ ７ ％ 同 一 な
配 列 を 有 し て も よ い 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 特 異 的
に 結 合 し て も よ い 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 １ ０ ｎ Ｍ 未 満 の Ｋ ｄ で 結 合 す る 部 位
の よ う な 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 対 す る 結 合 の た め に ０ ８ ＿ Ｄ ０ ４ ＿ ６ キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ （ 配 列 番 号
： ６ ） と 競 争 で き る 。 ま た 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 活 性 ま た は 抑 制 ド メ イ ン の よ う な 転 写 調
節 ド メ イ ン を 含 み 得 る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は １ つ 、 ２ つ ま た は ３ つ 、 ま た は そ れ 以 上 の 追
加 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 提 供 す る 。 た と え ば 、 配 列 番 号 ： ６ の ア ミ
ノ 酸 を 含 む 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ５ の 配 列 を 含 む 核 酸 に よ っ て コ ー デ ィ ン
グ さ れ て も よ い 。 提 供 さ れ た 核 酸 は プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 、 イ ン シ ュ レ ー
タ ー 配 列 、 非 翻 訳 調 節 配 列 、 ポ リ Ａ 添 加 部 位 な ど の よ う な 、 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 調 節 配
列 を 含 み 得 る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 コ ー デ ィ ン グ 核 酸 は 誘 導 プ ロ モ ー タ ー ま た は 細
胞 － 型 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー の よ う な 条 件 的 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ る 。 前 記 核
酸 は ベ ク タ ー に 含 ま れ る か 、 染 色 体 内 に 挿 入 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 宿 主 細 胞 （ 例 ： 哺 乳 類 宿 主 細 胞 ） を 提 供 す る
。 こ の 宿 主 細 胞 は 前 記 核 酸 を 含 み 、 発 現 で き る 。 前 記 宿 主 細 胞 は 、 た と え ば 、 少 な く と も
部 分 的 に 人 工 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド に よ る 帰 結 と な る イ ン シ ュ リ ン 遺 伝 子 を 発 現 す る ヒ ト 細
胞 で あ っ て も よ い 。 ま た 、 本 発 明 は 本 願 に 記 述 さ れ た 細 胞 を イ ン ビ ト ロ 内 で 培 養 す る こ と
を 含 む イ ン シ ュ リ ン 生 産 方 法 、 ま た は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド ま た は こ れ を コ ー デ ィ ン グ す る 核
酸 を 対 象 の 細 胞 内 に 導 入 す る こ と に よ っ て 対 象 で イ ン シ ュ リ ン を 生 産 す る 方 法 を 提 供 す る
。
【 ０ １ ２ ６ 】
４ ． Ｐ ＿ Ｂ ０ ８ お よ び 関 連 分 子
【 ０ １ ２ ７ 】
　 ま た 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 次 の 配 列 を 含 む 人 工 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る ：
【 ０ １ ２ ８ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｄ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ）

Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｄ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ４ ７ ） 、
【 ０ １ ２ ９ 】
　 こ の 際 、 Ｂ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン で あ
り 、 Ｊ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る 。 ま た 、 前 記 整 列 は 次
の よ う に 略 称 す る ： Ｑ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｄ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｄ Ｓ Ｎ Ｒ 。 他 の 人 工 ポ リ ペ プ チ ド の 例 は 次 を 含
む ： 　
【 ０ １ ３ ０ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｄ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ４ ８ ） ； お よ び
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｄ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｄ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ４ ９ ） 。
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【 ０ １ ３ １ 】
　 た と え ば 、 該 ポ リ ペ プ チ ド は 効 果 的 な 濃 度 で 存 在 す る と き 、 ２ ９ ３ 細 胞 に お い て Ｓ Ｖ ４
０ － Ｓ Ｅ Ａ Ｐ レ ポ ー タ ー 構 造 体 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ る レ ポ ー タ ー ポ リ ペ プ チ ド の よ
う な 異 種 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 増 加 で き る 。 た と え ば 、 分 離 さ れ た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 配
列 番 号 ： ８ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 同 じ で あ る か 、 配 列 番 号 ： ８ 内 に 存 在 す る ジ ン ク フ
ィ ン ガ ー ド メ イ ン に お い て ８ 、 ６ 、 ４ 、 ３ 、 ま た は ２ つ 以 下 の 置 換 に よ っ て 変 わ っ た ア ミ
ノ 酸 を 含 み 得 る 。 置 換 は 保 存 的 置 換 で あ っ て も よ い 。 前 記 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 配 列
番 号 ： ８ 内 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 少 な く と も ８ ０ 、 ８ ５ 、 ９ ０ 、 ９ ５ ま た は ９ ７ ％ 同
一 な 配 列 を 有 し て も よ い 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 特
異 的 に 結 合 し て も よ い 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 １ ０ ｎ Ｍ 以 下 の Ｋ ｄ で 結 合 す る
部 位 の よ う な 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 対 す る 結 合 の た め に Ｐ ＿ Ｂ ０ ８ キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ （ 配 列 番 号 ：
８ ） と 競 争 で き る 。 ま た 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 活 性 ま た は 抑 制 ド メ イ ン の よ う な 転 写 調 節
ド メ イ ン を 含 み 得 る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は １ つ 、 ２ つ ま た は ３ つ 、 ま た は そ れ 以 上 の 追 加
の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 ま た 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 提 供 す る 。 た と え ば 、 配 列 番 号 ： ８
の ア ミ ノ 酸 を 含 む 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ７ の 配 列 を 含 む 核 酸 に よ っ て コ ー
デ ィ ン グ さ れ て も よ い 。 提 供 さ れ た 核 酸 は プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 、 イ ン シ
ュ レ ー タ ー 配 列 、 非 翻 訳 調 節 配 列 、 ポ リ Ａ 添 加 部 位 な ど の よ う な 、 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た
調 節 配 列 を 含 み 得 る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 コ ー デ ィ ン グ 核 酸 は 誘 導 プ ロ モ ー タ ー ま
た は 細 胞 － 型 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー の よ う な 条 件 的 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ て い
る 。 前 記 核 酸 は ベ ク タ ー に 含 ま れ る か 、 染 色 体 内 に 挿 入 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 宿 主 細 胞 （ 例 ： 哺 乳 類 宿 主 細 胞 ） を 提 供 す る
。 こ の 宿 主 細 胞 は 前 記 核 酸 を 含 み 、 発 現 で き る 。 前 記 宿 主 細 胞 は 、 た と え ば 、 増 加 さ れ た
異 種 ポ リ ペ プ チ ド の 生 産 を 有 す る 哺 乳 動 物 細 胞 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ３ ４ 】
５ ． Ｋ ＿ Ｄ １ ０ お よ び 関 連 分 子
【 ０ １ ３ ５ 】
　 ま た 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 次 の 配 列 を 含 む 人 工 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る ：
【 ０ １ ３ ６ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｈ Ｊ Ｘ Ｖ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｗ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ）

Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｗ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ
Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｎ Ｊ Ｘ Ｑ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ５ ０ ） 、
【 ０ １ ３ ７ 】
　 こ の 際 、 Ｂ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン で あ
る ； Ｊ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る 。 前 記 整 列 は ま た 次 の
よ う に 略 称 す る ： Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ － Ｗ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｗ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｎ Ｑ 。 他 の 人 工 ポ リ ペ プ チ ド の 例
は 次 を 含 む ：
【 ０ １ ３ ８ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｗ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｗ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ）

Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｎ Ｊ Ｘ Ｑ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ５ １ ） ； お よ び
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｈ Ｊ Ｘ Ｖ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｗ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ）

Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｗ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ５ ２ ） 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 哺 乳 動 物 細 胞 内 に 十 分 な 濃 度 で 存 在 す る 場 合 細 胞 の 増 殖 を 少 な く と
も ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ ま た は ６ ０ ％ 減 少 で き る 。 細 胞 増 殖 は 予 定 さ れ た 培 養 （ incubation）
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時 間 後 の 細 胞 数 に よ っ て 評 価 さ れ る 。 た と え ば 、 分 離 さ れ た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号
： １ ０ 内 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 同 じ で あ る か 、 ま た は 配 列 番 号 ： １ ０ 内 に 存 在 す る ジ
ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン に お い て ８ 、 ６ 、 ４ 、 ３ 、 ま た は ２ つ 以 下 の 置 換 に よ っ て 変 わ っ
た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 得 る 。 置 換 は 保 存 的 置 換 で あ っ て も よ い 。 前 記 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド は 配 列 番 号 ： １ ０ 内 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 少 な く と も ８ ０ 、 ８ ５ 、 ９ ０ 、 ９ ５ ま
た は ９ ７ ％ 同 一 な 配 列 を 有 し て も よ い 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 標 的 Ｄ
Ｎ Ａ 部 位 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 １ ０ ｎ Ｍ 以 下 の Ｋ

ｄ で 結 合 す る 部 位 の よ う な 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 対 す る 結 合 の た め に Ｋ ＿ Ｄ １ ０ キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ
（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） と 競 争 で き る 。 ま た 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 活 性 化 ま た は 抑 制 ド メ イ ン
の よ う な 転 写 調 節 ド メ イ ン を 含 み 得 る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は １ つ 、 ２ つ ま た は ３ つ 、 ま た
は そ れ 以 上 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 ま た 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 提 供 す る 。 た と え ば 、 配 列 番 号 ： １
０ の ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ９ の 配 列 を 含 む 核 酸 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ
さ れ て も よ い 。 提 供 さ れ た 核 酸 は プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 、 イ ン シ ュ レ ー タ
ー 配 列 、 非 翻 訳 調 節 配 列 、 ポ リ Ａ 添 加 部 位 な ど の よ う な 、 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 調 節 配 列
を 含 み 得 る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 コ ー デ ィ ン グ 核 酸 は 誘 導 プ ロ モ ー タ ー ま た は 細 胞
－ 型 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー の よ う な 条 件 的 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ て い る 。 前 記
核 酸 は ベ ク タ ー に 含 ま れ る か 、 染 色 体 内 に 挿 入 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 宿 主 細 胞 （ 例 ： 哺 乳 類 宿 主 細 胞 ） を 提 供 す
る 。 こ の 宿 主 細 胞 は ま た 核 酸 を 発 現 す る 。 前 記 宿 主 細 胞 は 、 た と え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド を 含
ま な い 同 一 細 胞 に 比 べ て 細 胞 増 殖 速 度 が 減 少 し た 哺 乳 動 物 細 胞 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ４ ２ 】
６ ． Ｋ ＿ Ｆ ０ ２ お よ び 関 連 分 子
【 ０ １ ４ ３ 】
　 ま た 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 次 の 配 列 を 含 む 人 工 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る ：
【 ０ １ ４ ４ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｄ Ｘ Ｓ Ａ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｋ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ）

Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｅ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ
Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｔ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ５ ３ ） 、
【 ０ １ ４ ５ 】
　 こ の 際 、 Ｂ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン で あ
る ； ま た 、 Ｊ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る 。 前 記 整 列 は 次
の よ う に 略 称 す る ： Ｄ Ｓ Ａ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｋ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｅ Ｒ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ 。 他 の 人 工 ポ リ ペ プ チ ド の
例 は 次 を 含 む ： 　
【 ０ １ ４ ６ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｋ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｅ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ）

Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｔ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） （ 配 列 番 号 ： ５ ４ ） ； お よ び
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｄ Ｘ Ｓ Ａ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｋ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ）

Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｅ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ５ ５ ） 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は ２ ９ ３ 細 胞 の よ う な 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 少 な く と も ５ ０ 、 １ ０ ０
ま た は １ ２ ０ ％ ま で 細 胞 の 増 殖 を 増 加 で き る 。 た と え ば 、 分 離 さ れ た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は
配 列 番 号 ： １ ２ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 同 じ で あ る か 、 配 列 番 号 ： １ ２ 内 に 存 在 す る ジ
ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン に お い て ８ 、 ６ 、 ４ 、 ３ 、 ま た は ２ つ 以 下 の 置 換 に よ っ て 変 わ っ
た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 得 る 。 置 換 は 保 存 的 置 換 で あ っ て も よ い 。 前 記 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ
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チ ド は 配 列 番 号 ： １ ２ 内 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 少 な く と も ８ ０ 、 ８ ５ 、 ９ ０ 、 ９ ５ ま
た は ９ ７ ％ 同 一 な 配 列 を 有 し て も よ い 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 標 的 Ｄ
Ｎ Ａ 部 位 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 １ ０ ｎ Ｍ 以 下 の Ｋ

ｄ で 結 合 す る 部 位 の よ う な 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 対 す る 結 合 の た め に Ｋ ＿ Ｆ ０ ２ キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ
（ 配 列 番 号 ： １ ２ ） と 競 争 で き る 。 ま た 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 活 性 ま た は 抑 制 ド メ イ ン の
よ う な 転 写 調 節 ド メ イ ン を 含 み 得 る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は １ つ 、 ２ つ ま た は ３ つ 、 ま た は
そ れ 以 上 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 提 供 す る 。 た と え ば 、 配 列 番 号 ： １ ２ の ア
ミ ノ 酸 を 含 む 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： １ １ の 配 列 を 含 む 核 酸 に よ っ て コ ー デ
ィ ン グ さ れ て も よ い 。 提 供 さ れ た 核 酸 は プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 、 イ ン シ ュ
レ ー タ ー 配 列 、 非 翻 訳 調 節 配 列 、 ポ リ Ａ 添 加 部 位 な ど の よ う な 、 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 調
節 配 列 を 含 み 得 る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 核 酸 は 誘 導 プ ロ モ ー タ ー ま た は 細 胞 特 異 的
プ ロ モ ー タ ー の よ う な 条 件 的 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ て い る 。 前 記 核 酸 は ベ ク
タ ー に 含 ま れ る か 、 染 色 体 内 に 導 入 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 宿 主 細 胞 （ 例 ： 哺 乳 類 宿 主 細 胞 ） を 提 供 す る
。 こ の 宿 主 細 胞 は 前 記 核 酸 を 含 み 、 発 現 で き る 。 前 記 宿 主 細 胞 は 、 た と え ば 、 ポ リ ペ プ チ
ド を 含 ま な い 同 一 細 胞 に 比 べ て 増 加 し た 細 胞 増 殖 速 度 を 有 す る 哺 乳 動 物 細 胞 で あ っ て も よ
い 。
【 ０ １ ５ ０ 】
７ ． Ｋ １ ２ ＿ Ａ １ １ お よ び 関 連 分 子
【 ０ １ ５ １ 】
　 ま た 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 次 の 配 列 を 含 む 人 工 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る ：
【 ０ １ ５ ２ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｈ Ｊ Ｘ Ｔ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｖ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ）

Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｔ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ
Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｆ Ｎ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ５ ６ ） 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 こ の 際 、 Ｂ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン で あ
る ； ま た 、 Ｊ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る 。 前 記 整 列 は 次
の よ う に 略 称 す る ： Ｒ Ｄ Ｈ Ｔ － Ｑ Ｓ Ｎ Ｖ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ － Ｑ Ｆ Ｎ Ｒ 。 他 の 人 工 ポ リ ペ プ チ ド の
例 は 次 を 含 む ： 　
【 ０ １ ５ ４ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｈ Ｊ Ｘ Ｔ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｖ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ）

Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｔ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ５ ７ ） ； お よ び
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｖ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｔ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ）

Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｆ Ｎ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ５ ８ ）
【 ０ １ ５ ５ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 哺 乳 動 物 細 胞 内 で ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー の よ う な 強 力 な プ ロ モ ー タ
ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 遺 伝 子 の よ う な 異 種 遺 伝 子 の 発 現 を 増 加 で き る 。 た と え ば 、 分
離 さ れ た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ２ ６ ０ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 同 じ で あ る か 、
配 列 番 号 ： ２ ６ ０ 内 に 存 在 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン に お い て ８ 、 ６ 、 ４ 、 ３ 、 ま た
は ２ つ 以 下 の 置 換 に よ っ て 変 わ っ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 得 る 。 置 換 は 保 存 的 置 換 で あ っ て
も よ い 。 前 記 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ２ ６ ０ 内 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 少
な く と も ８ ０ 、 ８ ５ 、 ９ ０ 、 ９ ５ ま た は ９ ７ ％ 同 一 な 配 列 を 有 し て も よ い 。 一 実 施 態 様 に
お い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 前 記 ポ リ ペ プ チ
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ド は 、 た と え ば 、 １ ０ ｎ Ｍ 以 下 の Ｋ ｄ で 結 合 す る 部 位 の よ う な 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 対 す る 結
合 の た め に Ｋ １ ２ ＿ Ａ ＿ １ １ キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ （ 配 列 番 号 ： ２ ６ ０ ） と 競 争 で き る 。 ま た 、 前
記 ポ リ ペ プ チ ド は 活 性 ま た は 抑 制 ド メ イ ン の よ う な 転 写 調 節 ド メ イ ン を 含 み 得 る 。 前 記 ポ
リ ペ プ チ ド は １ つ 、 ２ つ ま た は ３ つ 、 ま た は そ れ 以 上 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 み
得 る 。 Ｋ １ ２ ＿ Ａ ＿ １ １ キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ は 抑 制 ド メ イ ン を 含 ん で い る の で 、 異 種 遺 伝 子 の プ
ロ モ ー タ ー に 直 接 結 合 す る こ と に よ っ て 異 種 遺 伝 子 の 発 現 を 増 加 さ せ 得 る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 ま た 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 提 供 す る 。 た と え ば 、 配 列 番 号 ： ２
６ ０ の ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ２ ５ ９ の 配 列 を 含 む 核 酸 に よ っ て コ ー デ
ィ ン グ さ れ て も よ い 。 提 供 さ れ た 核 酸 は プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 、 イ ン シ ュ
レ ー タ ー 配 列 、 非 翻 訳 調 節 配 列 、 ポ リ Ａ 添 加 部 位 な ど の よ う な 調 節 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結
さ れ た こ と を 含 み 得 る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 コ ー デ ィ ン グ 核 酸 は 誘 導 プ ロ モ ー タ ー
ま た は 細 胞 － 型 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー の よ う な 条 件 的 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ て
い る 。 前 記 核 酸 は ベ ク タ ー に 含 ま れ る か 、 染 色 体 内 に 導 入 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 宿 主 細 胞 （ 例 ： 哺 乳 類 宿 主 細 胞 ） を 提 供 す る
。 こ の 宿 主 細 胞 は 前 記 核 酸 を 含 み 、 発 現 で き る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
８ ． Ｋ ４ ４ － １ ６ － Ｅ １ ２ お よ び 関 連 分 子
【 ０ １ ５ ９ 】
　 ま た 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 次 の 配 列 を 含 む 人 工 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る ：
【 ０ １ ６ ０ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｈ Ｊ Ｘ Ｖ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｓ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ）

Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｔ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ５ ９ ） 、 　
【 ０ １ ６ １ 】
　 こ の 際 、 Ｂ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン で あ
る ； ま た 、 Ｊ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る 。 前 記 整 列 は 次
の よ う に 略 称 す る ： Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ － Ｑ Ｓ Ｓ Ｒ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ 。 他 の 人 工 ポ リ ペ プ チ ド の 例 は 次 を 含
む ： 　
【 ０ １ ６ ２ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｓ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｔ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ６ ０ ） ； お よ び
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｈ Ｊ Ｘ Ｖ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｓ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ６ １ ） 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 哺 乳 動 物 細 胞 内 で ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー の よ う な 強 力 な プ ロ モ ー タ
ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ て い る 遺 伝 子 の よ う な 異 種 遺 伝 子 の 発 現 を 増 加 で き る 。 た と え ば
、 分 離 さ れ た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ２ ６ ２ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 同 じ で あ る
か 、 配 列 番 号 ： ２ ６ ２ 内 に 存 在 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン に お い て ８ 、 ６ 、 ４ 、 ３ 、
ま た は ２ つ 以 下 の 置 換 に よ っ て 変 わ っ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 得 る 。 置 換 は 保 存 的 置 換 で あ
っ て も よ い 。 前 記 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ２ ６ ２ 内 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列
と 少 な く と も ８ ０ 、 ８ ５ 、 ９ ０ 、 ９ ５ ま た は ９ ７ ％ 同 一 な 配 列 を 有 し て も よ い 。 一 実 施 態
様 に お い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 前 記 ポ リ ペ
プ チ ド は 、 た と え ば 、 １ ０ ｎ Ｍ 以 下 の Ｋ ｄ で 結 合 す る 部 位 の よ う な 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 対 す
る 結 合 の た め に Ｋ ４ ４ － １ ６ － Ｅ １ ２ キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ （ 配 列 番 号 ： ２ ６ ２ ） と 競 争 で き る 。
ま た 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 活 性 ま た は 抑 制 ド メ イ ン の よ う な 転 写 調 節 ド メ イ ン を 含 み 得 る
。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は １ つ 、 ２ つ ま た は ３ つ 、 ま た は そ れ 以 上 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ
ン を 含 み 得 る 。 Ｋ ４ ４ － １ ６ － Ｅ １ ２ キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ は 抑 制 ド メ イ ン を 含 ん で い る の で 、 異
種 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー に 直 接 結 合 す る こ と に よ っ て 異 種 遺 伝 子 の 発 現 を 増 加 さ せ な い で
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あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 提 供 す る 。 た と え ば 、 配 列 番 号 ： ２ ６ ２ の
ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ２ ６ １ の 配 列 を 含 む 核 酸 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ
さ れ て も よ い 。 提 供 さ れ た 核 酸 は プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 、 イ ン シ ュ レ ー タ
ー 配 列 、 非 翻 訳 調 節 配 列 、 ポ リ Ａ 添 加 部 位 な ど の よ う な 、 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 調 節 配 列
を 含 み 得 る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 核 酸 は 誘 導 プ ロ モ ー タ ー ま た は 細 胞 － 型 特 異 的 プ
ロ モ ー タ ー の よ う な 条 件 的 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ て い る 。 前 記 核 酸 は ベ ク タ
ー に 含 ま れ る か 、 染 色 体 内 に 挿 入 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 宿 主 細 胞 （ 例 ： 哺 乳 類 宿 主 細 胞 ） を 提 供 す る
。 こ の 宿 主 細 胞 は 前 記 核 酸 を 含 み 、 発 現 で き る 。 前 記 宿 主 細 胞 は 、 た と え ば 、 増 加 さ れ た
異 種 タ ン パ ク 質 生 産 の 表 現 型 を 有 す る ２ ９ ３ 細 胞 の よ う な 哺 乳 動 物 細 胞 で あ っ て も よ い （
例 ： Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 遺 伝 子 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ る 分 泌
お よ び 細 胞 内 の レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 ） 。
【 ０ １ ６ ６ 】
９ ． Ｋ １ ３ ＿ Ｂ ０ ８ お よ び 関 連 分 子
【 ０ １ ６ ７ 】
　 ま た 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 次 の 配 列 を 含 む 人 工 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る ：
【 ０ １ ６ ８ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｓ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ）

Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｔ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ
Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｋ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ６ ２ ） 、
【 ０ １ ６ ９ 】
　 こ の 際 、 Ｂ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン で あ
る ； ま た 、 Ｊ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る 。 前 記 整 列 は 次
の よ う に 略 称 す る ： Ｑ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｑ Ｓ Ｓ Ｒ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｋ Ｒ 。 他 の 人 工 ポ リ ペ プ チ ド の
例 は 次 を 含 む ：
【 ０ １ ７ ０ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｓ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｔ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ）

Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｋ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ６ ３ ） ； お よ び
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｓ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ）

Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｔ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ６ ４ ） 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 異 種 遺 伝 子 に よ っ て
コ ー デ ィ ン グ さ れ る Ｓ Ｅ Ａ Ｐ タ ン パ ク 質 に 対 し て 増 加 し た Ｓ Ｅ Ａ Ｐ 生 産 を 惹 起 し 得 る 。 た
と え ば 、 分 離 さ れ た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ２ ６ ４ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 同 じ
で あ る か ま た は 配 列 番 号 ： ２ ６ ４ 内 に 存 在 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン に お い て ８ 、 ６
、 ４ 、 ３ 、 ま た は ２ つ 以 下 の 置 換 に よ っ て 変 わ っ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 得 る 。 置 換 は 保 存
的 置 換 で あ っ て も よ い 。 前 記 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ２ ６ ４ 内 の ジ ン ク フ ィ
ン ガ ー 整 列 と 少 な く と も ８ ０ 、 ８ ５ 、 ９ ０ 、 ９ ５ ま た は ９ ７ ％ 同 一 な 配 列 を 有 し て も よ い
。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。
前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 １ ０ ｎ Ｍ 以 下 の Ｋ ｄ で 結 合 す る 部 位 の よ う な 標 的 Ｄ Ｎ Ａ
部 位 に 対 す る 結 合 の た め に Ｋ １ ３ ＿ Ｂ ０ ８ キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ （ 配 列 番 号 ： ２ ６ ４ ） と 競 争 で き
る 。 ま た 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 活 性 ま た は 抑 制 ド メ イ ン の よ う な 転 写 調 節 ド メ イ ン を 含 み
得 る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は １ つ 、 ２ つ ま た は ３ つ 、 ま た は そ れ 以 上 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド
メ イ ン を 含 み 得 る 。
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【 ０ １ ７ ２ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 提 供 す る 。 た と え ば 、 配 列 番 号 ： ２ ６ ４ の
ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ２ ６ ３ の 配 列 を 含 む 核 酸 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ
さ れ て も よ い 。 提 供 さ れ た 核 酸 は プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 エ ン ハ ン サ ー （ enhancer） 配 列 、 イ
ン シ ュ レ ー タ ー （ insulator） 配 列 、 非 翻 訳 調 節 配 列 、 ポ リ Ａ 添 加 部 位 な ど の よ う な 、 作
動 可 能 に 連 結 さ れ た 調 節 配 列 を 含 み 得 る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 核 酸 は 誘 導 プ ロ モ ー
タ ー や 細 胞 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー の よ う な 条 件 的 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ て い る
。 前 記 核 酸 は ベ ク タ ー に 含 ま れ る か 染 色 体 内 に 挿 入 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 宿 主 細 胞 （ 例 ： 哺 乳 類 宿 主 細 胞 ） を 提 供 す る
。 こ の 宿 主 細 胞 は 前 記 核 酸 を 含 み 、 発 現 で き る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
１ ０ ． Ｆ １ ０ ４ ＿ ｐ ６ ５ お よ び 関 連 分 子
【 ０ １ ７ ５ 】
　 ま た 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 次 の 配 列 を 含 む 人 工 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る ：
【 ０ １ ７ ６ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｈ Ｊ Ｘ Ｔ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｓ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ）

Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ６ ５ ） 、
【 ０ １ ７ ７ 】
　 こ の 際 、 Ｂ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン で あ
る ； ま た 、 Ｊ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る 。 こ の 整 列 は 次
の よ う に 略 称 す る ： Ｒ Ｄ Ｈ Ｔ － Ｒ Ｓ Ｈ Ｒ － Ｑ Ｓ Ｈ Ｒ 。 他 の 人 工 ポ リ ペ プ チ ド の 例 は 次 を 含
む ： 　
【 ０ １ ７ ８ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｓ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ６ ６ ） ； お よ び
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｈ Ｊ Ｘ Ｔ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｓ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ６ ７ ） 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 た と え ば 、 分 離 さ れ た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： １ ８ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 同
じ で あ る か 、 配 列 番 号 ： １ ８ 内 に 存 在 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン に お い て ８ 、 ６ 、 ４
、 ３ 、 ま た は ２ つ 以 下 の 置 換 に よ っ て 変 わ っ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 得 る 。 置 換 は 保 存 的 置
換 で あ っ て も よ い 。 前 記 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： １ ８ 内 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー
整 列 と 少 な く と も ８ ０ 、 ８ ５ 、 ９ ０ 、 ９ ５ ま た は ９ ７ ％ 同 一 な 配 列 を 有 し て も よ い 。 一 実
施 態 様 に お い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 前 記 ポ
リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 １ ０ ｎ Ｍ 以 下 の Ｋ ｄ で 結 合 す る 部 位 の よ う な 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に
対 す る 結 合 の た め に Ｆ １ ０ ４ ＿ ｐ ６ ５ キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ （ 配 列 番 号 ： １ ８ ） と 競 争 で き る 。 ま
た 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 活 性 ま た は 抑 制 ド メ イ ン の よ う な 転 写 調 節 ド メ イ ン を 含 み 得 る 。
前 記 ポ リ ペ プ チ ド は １ つ 、 ２ つ ま た は ３ つ 、 ま た は そ れ 以 上 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン
を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 提 供 す る 。 た と え ば 、 配 列 番 号 ： １ ８ の ア
ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： １ ７ の 配 列 を 含 む 核 酸 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ
て も よ い 。 提 供 さ れ た 核 酸 は プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 、 イ ン シ ュ レ ー タ ー 配
列 、 非 翻 訳 調 節 配 列 、 ポ リ Ａ 添 加 部 位 な ど の よ う な 、 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 調 節 配 列 を 含
み 得 る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 核 酸 は 誘 導 プ ロ モ ー タ ー ま た は 細 胞 － 型 特 異 的 プ ロ モ
ー タ ー の よ う な 条 件 的 プ ロ モ ー タ ー に 連 結 さ れ て い る 。 前 記 核 酸 は ベ ク タ ー に 含 ま れ る か
、 染 色 体 内 に 挿 入 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ８ １ 】
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　 さ ら に 、 本 発 明 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 宿 主 細 胞 （ 例 ： 哺 乳 類 宿 主 細 胞 ） を 提 供 す る
。 こ の 宿 主 細 胞 は 前 記 核 酸 を 含 み 、 発 現 す る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
１ １ ． Ｆ １ ２ １ ＿ ｐ ６ ５ お よ び 関 連 分 子
【 ０ １ ８ ３ 】
　 ま た 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 次 の 配 列 を 含 む 人 工 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る ：
【 ０ １ ８ ４ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｈ Ｊ Ｘ Ｔ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｓ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ）

Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｈ Ｊ Ｘ Ｔ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ６ ８ ） 、
【 ０ １ ８ ５ 】
　 こ の 際 、 Ｂ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン で あ
る ； ま た 、 Ｊ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 ま た は 選 択 的 に 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る 。 該 整 列 は 次 の よ う
に 略 称 す る ： Ｑ Ｓ Ｈ Ｔ － Ｒ Ｓ Ｈ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｈ Ｔ 。 他 の 人 工 ポ リ ペ プ チ ド の 例 は 次 を 含 む ：
【 ０ １ ８ ６ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｓ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｈ Ｊ Ｘ Ｔ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ６ ９ ） ； お よ び
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｈ Ｊ Ｘ Ｔ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｓ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ７ ０ ） 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 た と え ば 、 分 離 さ れ た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ２ ０ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 同
じ で あ る か 、 ま た は 配 列 番 号 ： ２ ０ 内 に 存 在 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン に お い て ８ 、
６ 、 ４ 、 ３ 、 ま た は ２ つ 以 下 の 置 換 に よ っ て 変 わ っ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 得 る 。 置 換 は 保
存 的 置 換 で あ っ て も よ い 。 前 記 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ２ ０ 内 の ジ ン ク フ ィ
ン ガ ー 整 列 と 少 な く と も ８ ０ 、 ８ ５ 、 ９ ０ 、 ９ ５ ま た は ９ ７ ％ 同 一 な 配 列 を 有 し て も よ い
。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。
前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 １ ０ ｎ Ｍ 以 下 の Ｋ ｄ で 結 合 す る 部 位 の よ う な 標 的 Ｄ Ｎ Ａ
部 位 に 対 す る 結 合 の た め に Ｆ １ ２ １ ＿ ｐ ６ ５ キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ （ 配 列 番 号 ： ２ ０ ） と 競 争 で き
る 。 ま た 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 活 性 ま た は 抑 制 ド メ イ ン の よ う な 転 写 調 節 ド メ イ ン を 含 み
得 る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は １ つ 、 ２ つ ま た は ３ つ 、 ま た は そ れ 以 上 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド
メ イ ン を 含 み 得 る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 イ ン シ ュ リ ン － 類 似 成 長 因 子 ２ （ in
sulin-like growth factor-2） の 発 現 を 調 節 す る の に 使 用 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 提 供 す る 。 た と え ば 、 配 列 番 号 ： ２ ０ の ア
ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： １ ９ の 配 列 を 含 む 核 酸 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ
て も よ い 。 提 供 さ れ た 核 酸 は プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 、 イ ン シ ュ レ ー タ ー 配
列 、 非 翻 訳 調 節 配 列 、 ポ リ Ａ 添 加 部 位 な ど の よ う な 、 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 調 節 配 列 を 含
み 得 る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 核 酸 は 誘 導 プ ロ モ ー タ ー ま た は 細 胞 － 型 特 異 的 プ ロ モ
ー タ ー の よ う な 条 件 的 プ ロ モ ー タ ー に 連 結 さ れ て い る 。 前 記 核 酸 は ベ ク タ ー に 含 ま れ る か
、 染 色 体 内 に 挿 入 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 宿 主 細 胞 （ 例 ： 哺 乳 類 宿 主 細 胞 ） を 提 供 す る
。 こ の 宿 主 細 胞 は 前 記 核 酸 を 含 み 、 発 現 す る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
１ ２ ． Ｋ ４ ４ － １ １ － Ｄ ０ １ と Ｋ ４ ４ － １ １ － Ｇ １ ２ お よ び 関 連 分 子
【 ０ １ ９ １ 】
　 ま た 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 次 の 配 列 を 含 む 人 工 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る ：
【 ０ １ ９ ２ 】
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｈ Ｊ Ｘ Ｖ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｉ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ）
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Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｔ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ
Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ Ｓ Ｎ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ２ ６ ５ ） ，
　 Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｓ Ｈ Ｊ Ｘ Ｖ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （

２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｖ Ｘ Ｓ Ｔ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ）

Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ Ｂ Ｘ Ｒ Ｘ Ｄ Ｎ Ｊ Ｘ Ｑ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ Ｘ （ １ － ６ ） Ｂ Ｘ Ｃ Ｘ （ ２ － ５ ） Ｃ Ｘ Ｘ Ｘ
Ｂ Ｘ Ｑ Ｘ Ｔ Ｈ Ｊ Ｘ Ｒ Ｈ Ｘ （ ３ － ５ ） Ｈ （ 配 列 番 号 ： ２ ６ ６ ） 、
【 ０ １ ９ ３ 】
　 こ の 際 、 Ｂ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン で あ
る ； Ｊ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る 。 こ の 整 列 は 次 の よ う
に 略 称 す る ： Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ － Ｓ Ｑ Ｎ Ｉ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ － Ｃ Ｓ Ｎ Ｒ お よ び Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ － Ｖ Ｓ Ｔ Ｒ － Ｒ Ｄ
Ｎ Ｑ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 た と え ば 、 分 離 さ れ た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： １ ４ ま た は 配 列 番 号 ： １ ６ の ジ ン
ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 同 じ で あ る か 、 配 列 番 号 ： ２ ０ 内 に 存 在 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ
ン に お い て ８ 、 ６ 、 ４ 、 ３ 、 ま た は ２ つ 以 下 の 置 換 に よ っ て 変 わ っ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み
得 る 。 置 換 は 保 存 的 置 換 で あ っ て も よ い 。 前 記 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： １ ４
ま た は １ ６ 内 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 少 な く と も ８ ０ 、 ８ ５ 、 ９ ０ 、 ９ ５ ま た は ９ ７ ％
同 一 な 配 列 を 有 し て も よ い 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に
特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 １ ０ ｎ Ｍ 以 下 の Ｋ ｄ で 結 合 す
る 部 位 の よ う な 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 対 す る 結 合 の た め に Ｆ １ ２ １ ＿ ｐ ６ ５ キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ （ 配
列 番 号 ： １ ４ ま た は １ ６ ） と 競 争 で き る 。 ま た 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 活 性 ま た は 抑 制 ド メ
イ ン の よ う な 転 写 調 節 ド メ イ ン を 含 み 得 る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は １ つ 、 ２ つ ま た は ３ つ 、
ま た は そ れ 以 上 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 み 得 る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 タ
ン パ ク 質 生 産 を 調 節 す る の に 使 用 で き る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 提 供 す る 。 た と え ば 、 配 列 番 号 ： １ ４ ま た
は １ ６ の ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： １ ３ ま た は １ ５ の 配 列 を 含 む 核 酸 に よ
っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ て も よ い 。 提 供 さ れ た 核 酸 は プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 エ ン ハ ン サ ー 配 列
、 イ ン シ ュ レ ー タ ー 配 列 、 非 翻 訳 調 節 配 列 、 ポ リ Ａ 添 加 部 位 な ど の よ う な 、 作 動 可 能 に 連
結 さ れ た 調 節 配 列 を 含 み 得 る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 核 酸 は 誘 導 プ ロ モ ー タ ー ま た は
細 胞 － 型 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー の よ う な 条 件 的 プ ロ モ ー タ ー に 連 結 さ れ て い る 。 前 記 核 酸 は
ベ ク タ ー に 含 ま れ る か 、 染 色 体 内 に 挿 入 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 宿 主 細 胞 （ 例 ： 哺 乳 類 宿 主 細 胞 ） を 提 供 す る
。 こ の 宿 主 細 胞 は 前 記 核 酸 を 含 み 、 発 現 す る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ＊ ＊ ＊
　 本 願 に お い て 、 「 解 離 常 数 （ dissociation constant） 」 は 、 一 つ の ９ － 塩 基 対 標 的 部
位 を 含 む ２ ８ － 塩 基 対 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ と の 結 合 に 関 す る ポ リ ペ プ チ ド の 平 衡 解 離 常 数 を 意 味
す る 。 解 離 常 数 は 、 室 温 で ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ７ 、 １ ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５
ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ２ ０ μ Ｍ 　 Ｚ ｎ Ｓ Ｏ ４ 　 １ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル 、 ０ ． １ ％ 　 Ｎ ｏ ｎ ｉ ｄ
ｅ ｔ 　 Ｐ － ４ ０ 、 ５ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ お よ び ０ ． １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ 　 Ｂ Ｓ Ａ （ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ
ン ） 中 で 結 合 精 製 タ ン パ ク 質 を 用 い た ゲ ル シ フ ト 分 析 （ Gel Shift Assay） に よ っ て 決 定
す る 。 追 加 的 な 細 部 事 項 は 実 施 例 １ ０ お よ び レ バ ー と パ ボ の 方 法 （ Rebarと Pabo, Science
, 263, 671-673, 1994） に 提 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 本 発 明 の 「 ス ク リ ー ニ ン グ 」 は 、 所 定 の 特 性 を 有 す る 少 な く と も 一 つ の 特 定 の 構 成 員 を
検 索 す る た め に ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 を 分 析 す る 過 程 を 意 味 す る 。 た と え ば 、 各 細 胞 が 神 経
突 起 を 拡 張 す る か ど う か を 分 析 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ の 他 の 形 態 で あ る 「 選 別 」 に お い て
は 、 各 構 成 員 を 直 接 的 に 分 析 し な い 。 か え っ て 、 特 定 の 形 質 を 有 す る 構 成 員 だ け が 残 る 条
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件 下 で 、 構 成 員 を 対 象 と す る 分 析 を 行 う 。 選 別 は 生 存 （ 例 ： 薬 剤 抵 抗 性 ） ま た は 表 面 結 合
（ 例 ： 基 質 へ の 接 着 ） な ど に よ っ て 媒 介 さ れ て も よ い 。 こ の よ う な 選 別 過 程 は 「 ス ク リ ー
ニ ン グ 」 の 概 念 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 「 塩 基 接 触 部 位 」 、 「 Ｄ Ｎ Ａ 接 触 部 位 、 ま た は 「 核 酸 接 触 部 位 」 は Ｚ Ｉ Ｆ ２ ６ ８ の ア ル
ギ ニ ン ７ ３ 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 ７ ５ 、 グ ル タ ミ ン 酸 ７ ６ お よ び ア ル ギ ニ ン ７ ９ の ア ミ ノ 酸 部
位 に 構 造 的 に 相 応 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン の ４ つ の ア ミ ノ 酸 位 置 を 意 味 す る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ １ 】
　 こ の よ う な 位 置 は 各 々 － １ 、 ２ 、 ３ お よ び ６ の 位 置 を 意 味 す る 。 塩 基 接 触 位 置 （ base c
ontacting position） に 相 応 す る 疑 問 （ query） 配 列 に お け る 部 位 を 同 定 す る た め に 、 疑
問 配 列 は 、 疑 問 配 列 の シ ス テ イ ン お よ び ヒ ス チ ジ ン 残 基 が Ｚ ｉ ｆ ２ ６ ８ の フ ィ ン ガ ー ３ の
シ ス テ イ ン お よ び ヒ ス チ ジ ン 残 基 と 整 列 す る よ う に 目 標 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン に 整
列 さ れ る 。 ヨ ー ロ ッ パ バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス 連 合 （ Thompsonら (1994)Nucleic Acids 
Res. 22:4673-4680） の Ｃ ｌ ｕ ｓ ｔ ａ ｌ Ｗ 　 Ｗ Ｗ Ｗ サ ー ビ ス は こ の よ う な 配 列 整 列 の た め
の 便 利 な 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 類 似 の 側 鎖 （ side chain） を 有 す る 残 基 の 相 互 交 換 を 意 味 す る 。
た と え ば 、 脂 肪 族 （ Aliphatic） 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 基 は グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 ロ イ シ
ン お よ び イ ソ ロ イ シ ン で あ り ； 脂 肪 族 － ヒ ド ロ キ シ ル （ aliphatic-hydroxyl） 側 鎖 を 有 す
る ア ミ ノ 酸 基 は セ リ ン お よ び ト レ オ ニ ン で あ り ； ア ミ ド 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 基 は ア
ス パ ラ ギ ン お よ び グ ル タ ミ ン で あ り ； 芳 香 族 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 基 は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン
、 チ ロ シ ン お よ び ト リ プ ト フ ァ ン で あ り ； 塩 基 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 基 は リ ジ ン 、 ア ル
ギ ニ ン お よ び ヒ ス チ ジ ン で あ り ； 酸 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 基 は ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ
ル タ ミ ン 酸 で あ り ； お よ び 硫 黄 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 基 は シ ス テ イ ン お よ び メ チ オ ニ
ン で あ る 。 状 況 に 応 じ て 、 同 じ 群 に 属 す る ア ミ ノ 酸 は 相 互 交 換 可 能 で あ る 。 追 加 的 な 保 存
的 ア ミ ノ 酸 置 換 群 は バ リ ン － ロ イ シ ン － イ ソ ロ イ シ ン ； フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン － チ ロ シ ン ； リ
ジ ン － ア ル ギ ニ ン ； ア ラ ニ ン － バ リ ン ； ア ス パ ラ ギ ン 酸 － グ ル タ ミ ン 酸 ； お よ び ア ス パ ラ
ギ ン － グ ル タ ミ ン で あ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 「 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 天 然 型 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド （ 例 ： 雑 種 （ hybrid） ポ リ
ペ プ チ ド ） ま た は 天 然 型 ポ リ ペ プ チ ド と 同 一 配 列 を 有 す る が 、 天 然 型 で は な い 中 間 体 と し
て 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。
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【 ０ ２ ０ ４ 】
　 「 ハ イ ブ リ ッ ド 」 お よ び 「 キ メ ラ 」 は 、 次 か ら 由 来 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 非 － 天 然 型
ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る ： （ ｉ ） 少 な く と も ２ つ の 天 然 型 配 列 、 ま た は 同 じ 天 然 型 配 列 の
隣 接 し な い 領 域 で あ っ て 、 ハ イ ブ リ ッ ド 内 で 隣 接 す る 該 領 域 ； （ ii） 少 な く と も 一 つ の 人
工 配 列 （ 例 ： 天 然 型 で は な い 配 列 ） お よ び 少 な く と も 一 つ の 天 然 型 配 列 ； ま た は （ iii）
少 な く と も ２ つ の 人 工 配 列 （ 同 一 ま た は 相 違 ） 。 人 工 配 列 の 例 は 、 天 然 型 配 列 の 突 然 変 異
体 ま た は 新 規 に デ ザ イ ン さ れ た 配 列 を 含 む 。 「 人 工 配 列 」 は 天 然 型 配 列 中 に 存 在 し な い 。
こ こ で 記 述 さ れ た 任 意 の 人 工 配 列 （ タ ン パ ク 質 、 核 酸 ） に 関 連 し て 、 本 発 明 は 同 一 要 素 を
有 す る 配 列 を 意 味 す る が 、 次 の よ う に 全 体 ゲ ノ ム 配 列 が 明 ら か に さ れ た 有 機 体 内 に は 存 在
し な い ： 人 類 （ Homo sapiens） 、 ハ ツ カ ネ ズ ミ 類 （ Mus musculus） 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 類 （
Arabidopsis thaliana） 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 類 （ Drosophila melanogaster） 、 大 腸 菌 類
（ Escherichia coli） 、 酵 母 類 （ Saccharomyces cerevisiae） 、 お よ び イ ネ 類 （ Oryza sa
tiva） 。 前 記 配 列 を 有 す る 分 子 は 前 記 有 機 体 中 の 一 つ の 細 胞 内 の 異 種 分 子 と し て 発 現 で き
る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 本 願 に 記 述 さ れ た 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ た 配 列 （ 必 然 的 に 「 人 工 」 の 概
念 で は な い ） を 含 む 。 そ の 方 法 は 、 た と え ば 、 互 い に 異 な る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を
コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 配 列 を 連 結 す る 方 法 ま た は 表 現 型 ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 で あ る 。 本
発 明 は そ の よ う な 配 列 を 含 む 細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 「 厳 格 な 条 件 下 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 は 、 ６ × 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ク エ ン
酸 ナ ト リ ウ ム （ Ｓ Ｃ Ｃ ） 、 ４ ５ ℃ の 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド 化 し た 後 、 ０ ． ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０
． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ６ ５ ℃ で ２ 回 洗 浄 す る 条 件 を 意 味 す る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 「 結 合 優 位 （ binding preference） 」 は 、 他 の 部 位 に 比 べ て 一 つ の 核 酸 結 合 部 位 を 選 択
す る ポ リ ペ プ チ ド の 特 性 を 区 別 す る こ と を 意 味 す る 。 た と え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド が ２ つ の 互
い に 異 な る 核 酸 結 合 部 位 に 結 合 で き る 量 的 制 限 が あ る と き 、 ポ リ ペ プ チ ド が イ ン ビ ボ ま た
は イ ン ビ ト ロ で 他 の 部 位 に 優 先 し て さ ら に 多 く 結 合 す る 部 位 を 意 味 す る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 「 対 照 細 胞 」 は す べ て の 種 類 の 標 準 細 胞 を 意 味 す る 。 一 例 に お い て 、 対 照 細 胞 は ジ ン ク
フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 の 母 細 胞 で あ る 。 す な わ ち 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン
パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 と 実 質 的 に 同 じ で あ る が 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 生 成 し な い
細 胞 を 意 味 す る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 多 く の 長 所 の う ち 、 多 く の 方 法 お よ び 組 成 は 新 規 か つ 有 用 な キ メ ラ タ ン パ ク 質 、 す な わ
ち 、 キ メ ラ 転 写 因 子 の 同 定 お よ び 利 用 に 関 わ っ て い る 。 一 部 の 実 施 態 様 は 少 な く と も 一 つ
の 次 の よ う な 長 所 を 含 む ： ｉ ） 細 胞 内 の 遺 伝 子 の 発 現 を 増 大 ま た は 減 少 す る よ う に 調 節 で
き る 。 あ る 所 定 の 人 工 キ メ ラ 転 写 因 子 も 適 切 な 転 写 活 性 化 ド メ イ ン と の 融 合 ま た は 抑 制 ド
メ イ ン と の 融 合 に よ っ て 転 写 活 性 体 ま た は 阻 害 体 に 変 換 で き る 。 ま た 、 転 写 調 節 ド メ イ ン
が な く て も 、 た と え ば 、 Ｔ Ａ Ｔ Ａ ボ ッ ク ス お よ び 開 始 部 位 （ initiator element） の 近 く
に 結 合 す る こ と に よ っ て 、 キ メ ラ 転 写 因 子 が 強 力 な 阻 害 体 に な れ る 。 ま た 、 互 い に 異 な る
Ｄ Ｎ Ａ 結 合 特 異 性 を 有 す る 活 性 体 お よ び 阻 害 体 の 両 方 を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン
グ も 可 能 で あ る 。 ii） 遺 伝 子 発 現 を 細 密 に 調 節 で き る 。 Ｄ Ｎ Ａ － 結 合 親 和 力 に よ っ て 、 キ
メ ラ 転 写 因 子 は 、 た と え ば 、 中 間 乃 至 強 い 活 性 化 お よ び 抑 制 の よ う な 範 囲 の 効 果 を 惹 起 で
き る 。 こ れ は 完 全 な 非 活 性 化 ま た は 特 定 の 標 的 遺 伝 子 の 高 い 水 準 の 過 発 現 に よ っ て の み 得
ら れ る も の で は な い 様 々 な 表 現 型 と し て 現 れ る 。 た と え ば 、 目 的 と す る 表 現 型 を 推 進 す る
た め に い く つ か の 遺 伝 子 の 協 同 作 業 が 要 求 さ れ る 場 合 、 幅 広 い 特 異 性 が 利 点 と な り 得 る 。
他 の 場 合 は 、 狭 い 特 異 性 が 要 求 さ れ る 。 特 異 性 を 柔 軟 に 調 節 す る 一 つ の 方 法 は 、 ジ ン ク フ
ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 挿 入 ま た は 除 去 す る こ と で あ る 。 ３ － フ ィ ン ガ ー Ｚ Ｆ Ｐ ｓ は 理 論 的 に
６ － フ ィ ン ガ ー Ｚ Ｆ Ｐ ｓ よ り も さ ら に 多 く の 遺 伝 子 を 調 節 す る 。 iii） Ｚ Ｆ Ｐ ラ イ ブ ラ リ
ー 接 近 法 を 幅 広 く 適 用 で き る 。 転 写 調 節 機 構 は 高 度 に 維 持 さ れ て お り 、 す べ て の 公 知 の 有
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機 体 は 生 き て い る 間 Ｄ Ｎ Ａ お よ び 転 写 を 使 用 す る の で 、 Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 し た キ メ ラ タ ン パ ク
質 は あ る 目 的 と す る 細 胞 に 対 し て も 使 用 で き る 。 ま た 、 こ こ に 記 述 さ れ た 多 く の 方 法 は 有
用 な キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 細 胞 に 対 す る 先 験 的 情 報 （ 例 ： ゲ ノ ム 配 列 ） を 要
求 し な い 。 ｖ ） Ｚ Ｆ Ｐ － Ｔ Ｆ は 主 転 写 調 節 因 子 の よ う な 主 調 節 タ ン パ ク 質 の 機 能 を 模 倣 で
き る 。 た と え ば 、 Ｚ Ｆ Ｐ － Ｔ Ｆ は 主 調 節 タ ン パ ク 質 と 同 じ 部 位 に 結 合 す る か 、 重 な る 部 位
に 結 合 し て も よ い 。 vi） 遺 伝 子 発 現 変 化 の 水 準 お よ び こ れ に よ る Ｚ Ｆ Ｐ － Ｔ Ｆ に よ っ て 生
成 し た 表 現 型 の 範 囲 は 細 胞 内 の Ｚ Ｆ Ｐ － Ｔ Ｆ の 発 現 程 度 を 変 化 さ せ る こ と に よ っ て 細 密 に
調 節 で き る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 本 願 に 記 述 さ れ た す べ て の 特 許 、 特 許 出 願 お よ び 参 考 文 献 は 参 照 に よ っ て 完 全 に 援 用 さ
れ る 。 次 の 特 許 出 願 ： Ｗ Ｏ 　 ０ １ ／ ６ ０ ９ ７ ０ （ キ ム ら ） ； 米 国 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ３ ８ ， ４
４ １ 号 ； 米 国 出 願 第 ６ ０ ／ ３ １ ３ ， ４ ０ ２ 号 ； 米 国 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ７ ４ ， ３ ５ ５ 号 ； 米 国
出 願 第 ６ ０ ／ ３ ７ ６ ， ０ ５ ３ 号 ； 米 国 出 願 第 ６ ０ ／ ４ ０ ０ ， ９ ０ ４ 号 ； 米 国 出 願 第 ６ ０ ／
４ ０ １ ， ０ ８ ９ 号 ； お よ び 米 国 出 願 第 １ ０ ／ ２ ２ ３ ， ７ ６ ５ 号 は す べ て の 目 的 で 参 照 に よ
っ て 完 全 に 明 白 に 援 用 さ れ る 。 本 発 明 の 少 な く と も 一 つ の 態 様 に よ る 細 部 事 項 は 添 付 の 図
面 お よ び 下 記 明 細 書 に 示 さ れ て い る 。 本 願 に 記 述 さ れ た あ る 特 徴 も 本 願 に 説 明 さ れ た 他 の
両 立 可 能 な （ compatible） 特 徴 と 組 合 せ て 使 用 で き る 。 本 発 明 の 他 の 特 徴 、 目 的 お よ び 利
点 は 明 細 書 お よ び 図 面 、 お よ び 請 求 項 か ら 明 ら か に な る で あ ろ う 。
【 発 明 の 詳 細 記 述 】
【 ０ ２ １ ０ 】
　 以 下 、 本 発 明 を さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。
　 本 発 明 の 一 態 様 に お い て 、 細 胞 ま た は 個 体 の 表 現 形 質 を 変 化 さ せ る キ メ ラ タ ン パ ク 質 を
同 定 す る た め に 、 互 い に 異 な る 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 の ラ イ ブ ラ
リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 特 定 の 標 的 遺 伝 子 ま た は 経 路 に 対 す る 先
知 識 が な く て も 同 定 で き る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 一 例 に お い て 、 ラ イ ブ ラ リ ー の 各 核 酸 は 複 数 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 人 工 ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 。 た と え ば 、 前 記 の よ う に 別 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー デ
ィ ン グ す る 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 製 作 で き る 。 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 は 個 々 の 細 胞 ま た は 培 養
中 の 細 胞 に 導 入 で き る 。 コ ー デ ィ ン グ さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の た め の 時 間 が 経 っ た 後
、 変 形 さ れ た 表 現 形 質 を 有 す る 細 胞 ま た は 有 機 体 を 同 定 す る 。 形 質 が 変 形 さ れ た 細 胞 の う
ち 少 な く と も 一 つ に お い て ラ イ ブ ラ リ ー 核 酸 が 回 収 さ れ 、 表 現 型 に 影 響 を 与 え る キ メ ラ ポ
リ ペ プ チ ド を 同 定 す る よ う に な る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 こ の よ う な 方 法 は 、 下 記 で は 一 般 的 に キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン の 側 面 で 記 述 し
た が 、 他 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン ま た は 細 胞 信 号 （ signal） ド メ イ ン を 含 む 他 の 構 造 ド メ イ
ン に 容 易 に 適 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
ラ イ ブ ラ リ ー の 製 作 ： １ ． 構 造 ド メ イ ン の 例
【 ０ ２ １ ４ 】
　 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー は 少 な く と も 一 つ の 構 造 ド メ イ ン の キ メ ラ 人 工 タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ
ン グ し 、 発 現 で き る 核 酸 を 含 む よ う に 製 作 さ れ る 。 あ る 態 様 に お い て は 、 構 造 ド メ イ ン は
、 様 々 な 結 合 特 異 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る ラ イ ブ ラ リ ー の よ う に 、 様 々
な 特 異 性 を 有 す る 核 酸 結 合 ド メ イ ン で あ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 様 々 な 構 造 ド メ イ ン は 優 れ た 親 和 度 お よ び 優 れ た 特 異 性 を 有 す る 核 酸 に 結 合 す る と 知 ら
れ て い る 。 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 認 識 す る 構 造 的 モ チ ー フ に 対 す る 概 説 と し て 文 献 ［ Paboと Saue
r (1992) Annu. Rev. Biochem. 61:1053-95; Patikoglouと Burley (1997) Annu. Rev. Bi
ophys. Biomol. Struct. 26:289-325; Nelson (1995) Curr Opin Genet Dev. 5:180-189]
が あ る 。 核 酸 結 合 ド メ イ ン の い く つ か の 例 は 次 を 含 む :
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【 ０ ２ １ ６ 】
ジ ン ク フ ィ ン ガ ー
　 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー は 約 ３ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る 小 さ い ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン で あ
っ て 、 そ の う ち 、 シ ス テ イ ン ま た は ヒ ス チ ジ ン か ら な る ４ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 適 切 に 配 置
さ れ て 亜 鉛 イ オ ン と 配 位 結 合 が で き る （ 総 説 と し て は 、 た と え ば 、 文 献 ［ Klug and Rhode
s (1987) Trends Biochem. Sci. 12: 464-469 (1987); Evans and Hollenberg, (1988) C
ell 52: 1-3; Payre and Vincent (1988) FEBS Lett. 234: 245-250; Miller et al., (1
985) EMBO J. 4:1609-1614; Berg (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:99-102；
お よ び Rosenfeld and Margalit, (1993) J. Biomol. Struct. Dyn. 11: 557-570］ を 参 照
） 。 し た が っ て 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は 亜 鉛 イ オ ン と 配 位 結 合 す る 残 基 の 種 類 に よ
っ て 、 た と え ば 、 Ｃ ｙ ｓ ２ － Ｈ ｉ ｓ ２ 類 、 Ｃ ｙ ｓ ２ － Ｃ ｙ ｓ ２ 類 、 Ｃ ｙ ｓ ２ － Ｃ ｙ ｓ Ｈ ｉ
ｓ 類 な ど に 分 類 で き る 。 Ｃ ｙ ｓ ２ － Ｈ ｉ ｓ ２ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー に お い て 亜 鉛 と 配 位 結 合 す
る 残 基 は 典 型 的 に 次 の よ う に 配 置 さ れ て い る ：
【 ０ ２ １ ７ 】
Ｘ ａ － Ｘ － Ｃ － Ｘ ２ － ５ － Ｃ － Ｘ ３ － Ｘ ａ － Ｘ ５ － Ψ － Ｘ ２ － Ｈ － Ｘ ３ － ５ － Ｈ （ 配 列 番
号 ： ７ ２ ）
【 ０ ２ １ ８ 】
　 こ こ で 、 Ψ （ プ サ イ ） は 疎 水 性 残 基 で あ り （ Wolfe et al., (1999) Annu. Rev. Biophy
s. Biomol. Struct. 3:183-212） 、 「 Ｘ 」 は 任 意 の ア ミ ノ 酸 を 示 し 、 Ｘ ａ は フ ェ ニ ル ア ラ
ニ ン ま た は チ ロ シ ン で あ り 、 下 付 き は ア ミ ノ 酸 の 個 数 を 示 し 、 ハ イ フ ン で つ な い だ ２ つ の
下 付 き は 介 入 ア ミ ノ 酸 の 典 型 的 な 範 囲 を 示 す 。 普 通 、 介 入 す る ア ミ ノ 酸 は フ ォ ー ル デ ィ ン
グ さ れ て α － へ リ ッ ク ス に 対 し て 充 填 さ れ る 逆 平 行 （ anti-parallel） β － シ ー ト を 形 成
す る が 、 β － シ ー ト が 短 く 、 非 理 想 的 、 ま た は 存 在 し な い 場 合 も あ る 。 フ ォ ー ル デ ィ ン グ
に よ っ て 、 亜 鉛 と 配 位 結 合 す る 側 鎖 が 亜 鉛 イ オ ン と 配 位 結 合 す る の に 適 合 な 四 面 体 構 造 を
有 す る よ う に 配 置 さ れ る 。 塩 基 接 触 残 基 は フ ィ ン ガ ー の Ｎ － 末 端 に 位 置 し 、 先 行 す る ル ー
プ 領 域 内 に あ る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 便 宜 の た め に 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン の 主 な Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 を 次 の 例 に 基 づ い て －
１ 、 ２ 、 ３ お よ び ６ と し て 番 号 付 け た ：
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 -1 1 2 3 4 5 6
X a -X-C-X 2 - 5 -C-X 3 -X a -X-C-X-S-N-X b -X-R-H-X 3 - 5 -H (配 列 番 号 ： ７ ３ )、
【 ０ ２ ２ １ 】
　 こ こ で 、 Ｘ ａ は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン で あ り 、 Ｘ ｂ は 疎 水 性 残 基 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 前 記 例 に 示 し た よ う に 、 Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 は シ ス テ イ ン （ Ｃ ） 、 セ リ ン （ Ｓ ） 、 ア ス パ ラ
ギ ン （ Ｎ ） お よ び ア ル ギ ニ ン （ Ｒ ） で あ る 。 前 記 モ チ ー フ は Ｃ Ｓ Ｎ Ｒ に 略 記 で き る 。 本 明
細 書 に 使 用 さ れ た よ う に 、 そ の よ う な 略 記 は 前 記 モ チ ー フ に 相 応 す る ド メ イ ン を 含 む 一 部
類 の 配 列 を い う 。 前 記 部 類 は ま た 、 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 通 常 、 前 記 モ チ ー フ に 相 応
す る 表 １ ま た は ２ に 記 載 の 配 列 を 含 む 配 列 を 有 す る 種 （ species） を 含 む 。 ２ つ の 配 列 が
同 じ モ チ ー フ を 有 す る 場 合 、 各 配 列 を 区 別 す る た め に 数 字 を 使 用 で き る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 は 通 常 、 直 列 に 配 置 さ れ た ３ つ 以 上 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド
メ イ ン か ら 構 成 で き る 。 た と え ば 、 モ チ ー フ が 連 続 的 に 記 載 さ れ た ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ
イ ン に は 、 他 の フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た ド メ イ ン が 散 在 し て は い な い が 、 ド メ イ ン の 間 に
本 明 細 書 に 記 述 さ れ た 柔 軟 な リ ン カ ー の よ う な リ ン カ ー を 含 み 得 る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン （ 「 Ｚ Ｆ Ｄ 」 ） は 最 も あ り ふ れ た 真 核 生 物 Ｄ Ｎ Ａ － 結 合 モ チ
ー フ 中 の 一 つ で あ っ て 、 酵 母 か ら 高 等 植 物 お よ び ヒ ト に 至 る 様 々 な 種 か ら 発 見 さ れ る 。 ヒ
ト ゲ ノ ム に も 数 千 個 以 上 、 た ぶ ん ４ ， ５ ０ ０ 個 以 上 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン が 存 在 す
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る と 推 測 さ れ る 。 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 か ら 同 定 さ れ
る か 、 そ れ か ら 単 離 で き る 。 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 非 制 限 的 な 例 と し て は 、 Ｃ Ｆ
２ － Ｉ Ｉ ； ク ル ッ ペ ル （ Kruppel） ； Ｗ Ｔ １ ； バ ソ ヌ ク リ ン （ basonuclin） ； Ｂ Ｃ Ｌ － ６
／ Ｌ Ａ Ｚ － ３ 、 赤 血 球 ク ル ッ ペ ル － 類 似 転 写 因 子 ； 転 写 因 子 Ｓ ｐ １ 、 Ｓ ｐ ２ 、 Ｓ ｐ ３ お よ
び Ｓ ｐ ４ ； 転 写 抑 制 剤 Ｙ Ｙ １ ； Ｅ Ｇ Ｒ １ ／ Ｋ ｒ ｏ ｘ ２ ４ ； Ｅ Ｇ Ｒ ２ ／ Ｋ ｒ ｏ ｘ ２ ０ ； Ｅ Ｇ
Ｒ ３ ／ Ｐ ｉ ｌ ｏ ｔ ； Ｅ Ｇ Ｒ ４ ／ Ａ Ｔ １ ３ ３ ； Ｅ ｖ ｉ － １ ； Ｇ Ｌ Ｉ １ ； Ｇ Ｌ Ｉ ２ ； Ｇ Ｌ Ｉ ３
； Ｈ Ｉ Ｖ － Ｅ Ｐ １ ／ Ｚ Ｎ Ｆ ４ ０ ； Ｈ Ｉ Ｖ － Ｅ Ｐ ２ ； Ｋ Ｒ １ ； Ｚ ｆ Ｘ ； Ｚ ｆ Ｙ ； お よ び Ｚ Ｎ
Ｆ ７ な ど が あ る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 後 述 す る 電 算 化 方 法 を 用 い て 配 列 が 明 ら か に な っ た ゲ ノ ム ま た は 核 酸 デ ー タ ベ ー ス 中 に
コ ー デ ィ ン グ さ れ た す べ て の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 同 定 で き る 。 そ の よ う な ジ ン ク
フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は ど れ で も 使 用 で き る 。 ま た 、 電 算 化 方 法 な ど の 人 為 的 ジ ン ク フ ィ ン
ガ ー ド メ イ ン が デ ザ イ ン さ れ て い る （ 例 ： Dahiyat and Mayo, (1997) Science 278: 82-7
） 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 少 な く と も い く つ か の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は Ｒ Ｎ Ａ ま た は タ ン パ ク 質 の よ う な 非
－ Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ン ド に 結 合 す る 。 し た が っ て 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン の キ メ ラ ま た は ジ
ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン と 異 な る タ イ プ の ド メ イ ン の キ メ ラ が た だ Ｄ Ｎ Ａ だ け で な く 、 様
々 な 標 的 化 合 物 を 認 識 し て 使 用 で き る 。 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ６ ０ ９ ７ ０ 、 米 国 特 許 出 願 第 ６ ０ ／ ３
７ ４ ， ３ ５ ５ 号 （ 出 願 日 ： ２ ０ ０ ２ 年 ４ 月 ２ ２ 日 ） お よ び 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ２ ２ ３ ，
７ ６ ５ 号 （ 出 願 日 ： ２ ０ ０ ２ 年 ８ 月 １ ９ 日 ） は 人 工 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 製 作 す
る た め に 使 用 で き る 例 示 的 な ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 記 述 し て い る 。 ま た 、 下 記 表 １
参 照 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
ホ メ オ ド メ イ ン
　 ホ メ オ ド メ イ ン は 、 Ｄ Ｎ Ａ の 副 溝 （ minor groove） と 接 触 す る Ｎ － 末 端 ア ー ム 、 お よ び
、 次 い で 主 溝 （ major groove） と 接 触 す る ３ つ の α － ヘ リ ッ ク ス か ら 構 成 さ れ た 簡 単 な 真
核 生 物 ド メ イ ン で あ る （ た と え ば 、 Laughon, (1991) Biochemistry 30: 11357-67参 考 ）
。 ３ 番 目 の α － ヘ リ ッ ク ス は 主 溝 に 位 置 し 、 最 も 重 要 な Ｄ Ｎ Ａ － 接 触 側 鎖 を 含 有 す る 。 ホ
メ オ ド メ イ ン は 三 番 目 の α － ヘ リ ッ ク ス に 至 る 転 換 点 （ turn） に 存 在 す る 高 度 に 保 存 さ れ
た モ チ ー フ を 有 す る 。 こ の モ チ ー フ は 、 ド メ イ ン の 疎 水 性 コ ア 中 に 充 填 さ れ る 不 変 の ト リ
プ ト フ ァ ン を 含 む 。 こ の モ チ ー フ は 、 プ ロ サ イ ト （ Prosite） デ ー タ ベ ー ス （ Falquet et 
al. (2002) Nucleic Acids Res. 30:235-238参 照 ） に Ｐ Ｄ Ｏ Ｃ ０ ０ ０ ２ ７ （ ［ Ｌ ／ Ｉ ／ Ｖ
／ Ｍ ／ Ｆ ／ Ｙ ／ Ｇ ］ － ［ Ａ ／ Ｓ ／ Ｌ ／ Ｖ ／ Ｒ ］ － Ｘ （ ２ ） － ［ Ｌ ／ Ｉ ／ Ｖ ／ Ｍ ／ Ｓ ／ Ｔ ／
Ａ ／ Ｃ ／ Ｎ ］ － Ｘ － ［ Ｌ ／ Ｉ ／ Ｖ ／ Ｍ ］ － Ｘ 　 （ ４ ） － ［ Ｌ ／ Ｉ ／ Ｖ ］ － ［ Ｒ ／ Ｋ ／ Ｎ ／
Ｑ ／ Ｅ ／ Ｓ ／ Ｔ ／ Ａ ／ Ｉ ／ Ｙ ］ － ［ Ｌ ／ Ｉ ／ Ｖ ／ Ｆ ／ Ｓ ／ Ｔ ／ Ｎ ／ Ｋ ／ Ｈ ］ － Ｗ － ［ Ｆ ／
Ｙ ／ Ｖ ／ Ｃ ］ － Ｘ － ［ Ｎ ／ Ｄ ／ Ｑ ／ Ｔ ／ Ａ ／ Ｈ ］ － Ｘ （ ５ ） － ［ Ｒ ／ Ｋ ／ Ｎ ／ Ａ ／ Ｉ ／ Ｍ
／ Ｗ ］ ； 配 列 番 号 ： ７ ７ ） と し て 公 知 で あ る 。 ホ メ オ ド メ イ ン は 細 胞 同 一 性 を 決 定 し 、 有
機 体 の 発 生 過 程 中 に 位 置 的 な 情 報 を 提 供 す る 転 写 因 子 か ら 普 通 発 見 さ れ る 。 そ の よ う な 古
典 的 な ホ メ オ ド メ イ ン は 、 ゲ ノ ム 上 に ク ラ ス タ ー （ cluster） の 形 で 存 在 す る が 、 ク ラ ス
タ ー の ホ メ オ ド メ イ ン の 順 序 は ボ デ ィ ー 軸 （ body axis） に 沿 っ て そ れ ら の 発 現 パ タ ー ン
に ほ ぼ 相 応 す る 。 ホ メ オ ド メ イ ン は 、 た と え ば 、 Ｈ ｏ ｘ － １ の よ う な ホ メ オ ド メ イ ン と の
整 列 （ alignment） に よ っ て 、 ま た は ホ メ オ ド メ イ ン プ ロ フ ァ イ ル ま た は ホ メ オ ド メ イ ン
ヒ ド ン ・ マ ル コ フ ・ モ デ ル （ hidden Markov Model； Ｈ Ｍ Ｍ ； 下 記 参 照 ） 、 た と え ば 、 Ｐ
ｆ ａ ｍ デ ー タ ベ ー ス の Ｐ Ｆ ０ ０ ０ ４ ６ ま た は Ｓ Ｍ Ａ Ｒ Ｔ デ ー タ ベ ー ス の 「 Ｈ Ｏ Ｘ 」 と の 整
列 に よ っ て 、 ま た は 前 記 プ ロ サ イ ト モ チ ー フ Ｐ Ｄ Ｏ Ｃ ０ ０ ０ ２ ７ に よ っ て 同 定 で き る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
ヘ リ ッ ク ス ・ タ ー ン ・ ヘ リ ッ ク ス タ ン パ ク 質
　 こ の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 モ チ ー フ は 多 く の 原 核 生 物 転 写 因 子 か ら 普 通 発 見 さ れ る 。 た と え ば 、 Ｌ
ａ ｃ Ｉ 族 、 Ａ ｒ ａ Ｃ 族 な ど 多 く の 亜 族 が あ る 。 名 称 に お け る ２ つ の ヘ リ ッ ク ス は 、 二 番 目
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の α － ヘ リ ッ ク ス を Ｄ Ｎ Ａ の 主 溝 内 に 配 置 さ せ 、 そ の 主 溝 に 対 し て 充 填 さ れ る 一 番 目 の α
－ ヘ リ ッ ク ス お よ び 前 記 二 番 目 の α － ヘ リ ッ ク ス を い う 。 こ れ ら の ド メ イ ン は Ｈ Ｍ Ｍ 、 た
と え ば 、 Ｓ Ｍ Ａ Ｒ Ｔ デ ー タ ベ ー ス か ら 得 ら れ る Ｈ Ｔ Ｈ ＿ Ａ Ｒ Ａ Ｃ ， Ｈ Ｔ Ｈ ＿ Ａ Ｒ Ｓ Ｒ ， Ｈ
Ｔ Ｈ ＿ Ａ Ｓ Ｎ Ｃ ， Ｈ Ｔ Ｈ ＿ Ｃ Ｒ Ｐ ， Ｈ Ｔ Ｈ ＿ Ｄ Ｅ Ｏ Ｒ ， Ｈ Ｔ Ｈ ＿ Ｄ Ｔ Ｘ Ｒ ， Ｈ Ｔ Ｈ ＿ Ｇ Ｎ
Ｔ Ｒ ， Ｈ Ｔ Ｈ ＿ Ｉ Ｃ Ｌ Ｒ ， Ｈ Ｔ Ｈ ＿ Ｌ Ａ Ｃ Ｉ ， Ｈ Ｔ Ｈ ＿ Ｌ Ｕ Ｘ Ｒ ， Ｈ Ｔ Ｈ ＿ Ｍ Ａ Ｒ Ｒ ， Ｈ
Ｔ Ｈ ＿ Ｍ Ｅ Ｒ Ｒ お よ び Ｈ Ｔ Ｈ ＿ Ｘ Ｒ Ｅ プ ロ フ ァ イ ル と の 整 列 に よ っ て 同 定 で き る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
ラ イ ブ ラ リ ー の 製 作 ： ２ ． 構 造 ド メ イ ン の 同 定
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 様 々 な 方 法 を 用 い て 構 造 ド メ イ ン を 同 定 で き る 。 同 定 さ れ た ド メ イ ン を コ ー デ ィ ン グ す
る 核 酸 は 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー の 製 作 に 用 い ら れ る 。 ま た 、 こ の よ う な ド メ イ ン を コ ー デ ィ ン
グ す る 核 酸 は ラ イ ブ ラ リ ー に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ る 追 加 の ド メ イ ン を 提 供 す る た め に
多 様 化 （ 例 ： 突 然 変 異 ） で き る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
電 算 化 方 法 （ Computational Method）
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 に 記 述 さ れ た 方 法 に よ っ て 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 を 公
知 の 配 列 の デ ー タ ベ ー ス 、 た と え ば 、 タ ン パ ク 質 配 列 を 注 釈 し た デ ー タ ベ ー ス ま た は 核 酸
結 合 ド メ イ ン に 対 す る 記 入 を 含 む 注 釈 を 付 け た デ ー タ ベ ー ス と 比 較 で き る 。 ま た 他 の 実 施
態 様 に お い て 、 特 徴 づ け ら れ て い な い 配 列 、 た と え ば 、 注 釈 づ け ら れ て い な い ゲ ノ ム 配 列
、 Ｅ Ｓ Ｔ ま た は 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の デ ー タ ベ ー ス ； 特 徴 づ け ら れ た 配 列 の デ ー タ ベ ー ス 、
た と え ば 、 SwissProtま た は Ｐ Ｄ Ｂ ； お よ び ド メ イ ン の デ ー タ ベ ー ス 、 た と え ば 、 Ｐ ｆ ａ
ｍ 、 Ｐ ｒ ｏ Ｄ ｏ ｍ （ Corpet et al. (2000) Nucleic Acids Res. 28:267-269） 、 お よ び Ｓ
Ｍ Ａ Ｒ Ｔ （ Simple Modular Architecture Research Tool, Letunic et al. (2002) Nucle
ic Acids Res 30, 242-244） が 核 酸 結 合 ド メ イ ン 配 列 の 供 給 源 （ source） を 提 供 で き る 。
疑 問 ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 す る た め に 、 核 酸 配 列 デ ー タ ベ ー ス を す べ て の ６ 個 の リ ー デ ィ ン
グ ・ フ レ ー ム （ reading frame） で 翻 訳 で き る 。 候 補 核 酸 結 合 ド メ イ ン を コ ー デ ィ ン グ す
る も の と 標 識 さ れ た 核 酸 配 列 を 適 合 な 核 酸 供 給 源 、 た と え ば 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ま た は 細 胞 Ｒ
Ｎ Ａ か ら 増 幅 で き る 。 そ の よ う な 核 酸 配 列 を 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ で き る 。 コ ン ピ
ュ ー タ に 基 づ く ド メ イ ン 同 定 の 前 記 過 程 を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 器 お よ び ロ ボ ッ ト シ ス
テ ム と 提 携 し て 高 い 作 業 処 理 能 力 で ド メ イ ン を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 生 産 で き る 。 候 補
ド メ イ ン を コ ー デ ィ ン グ す る ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 核 酸 を 宿 主 発 現 ベ ク タ ー に 貯 蔵 し 、 制 限
酵 素 － 媒 介 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ ま た は 部 位 － 特 異 的 組 換 え 酵 素 － 媒 介 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ （ 米
国 特 許 第 ５ ， ８ ８ ８ ， ７ ３ ２ 号 参 照 ） に よ っ て Ｚ ｉ ｆ ２ ６ ８ フ ィ ン ガ ー １ お よ び ２ と と も
に 発 現 ベ ク タ ー 、 た と え ば 、 翻 訳 融 合 ベ ク タ ー に 容 易 に 導 入 で き る 。 こ の よ う な 高 い 作 業
処 理 能 力 を 有 す る 方 式 で 異 な る 候 補 核 酸 結 合 ド メ イ ン を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 含 有 す る
複 数 の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 生 成 で き る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 出 発 配 列 ま た は プ ロ フ ァ イ ル か ら ド メ イ ン を 同 定 す る 詳 細 な 方 法 は 当 業 界 に 周 知 さ れ て
い る 。 た と え ば 、 プ ロ サ イ ト （ ［ Hofmann et al., (1999) Nucleic Acids Res. 27:215-2
19］ 参 照 ） 、 Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ａ 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ （ ［ Altschul et al., (1990) J. Mol. Biol. 215:
403-10］ 参 照 ） な ど を 参 照 。 簡 単 な ス ト リ ン グ （ string） 検 索 を 行 っ て 疑 問 配 列 ま た は 疑
問 プ ロ フ ァ イ ル に 対 す る 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 見 つ け る こ と が で き 、 た と え ば 、
Ｐ ｅ ｒ ｌ を 用 い て テ キ ス ト フ ァ イ ル を ス キ ャ ン で き る 。 こ の よ う に 同 定 さ れ た 配 列 は 初 期
入 力 配 列 に 対 し て 約 ３ ０ ％ 、 ４ ０ ％ 、 ５ ０ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ９ ０ ％ ま た は そ
れ 以 上 の 同 一 性 を 示 す 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 疑 問 ド メ イ ン と 類 似 す る ド メ イ ン を 共 用 の デ ー タ ベ ー ス 、 た と え ば 、 文 献 ［ Altschul e
t al., (1990) J. Mol. Biol. 215:403-10］ の Ｘ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム （ バ ー ジ ョ ン ２ ．
０ ） を 用 い て 同 定 で き る 。 た と え ば 、 ス コ ア ＝ ５ ０ 、 単 語 長 さ ＝ ３ の Ｘ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ パ ラ メ
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ー タ ー を 用 い て Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ タ ン パ ク 質 の 検 索 を 行 う こ と が で き る 。 文 献 ［ Altschul et al
., (1997) Nucleic Acids Res. 25(17):3389-3402］ に 記 述 さ れ た よ う に 、 疑 問 配 列 ま た
は 検 索 さ れ た 配 列 に 間 隔 （ gaps） を 導 入 で き る 。 Ｘ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ お よ び Ｇ ａ ｐ ｐ ｅ ｄ 　 Ｂ Ｌ
Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム に 対 す る デ フ ォ ル ト 変 数 は ア メ リ カ の メ リ ー ラ ン ド 州 ベ セ ス ダ に 所 在 す
る 国 立 保 健 院 内 の 国 立 生 物 工 学 情 報 セ ン タ ー （ Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ ） か ら 求 め ら れ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 プ ロ サ イ ト プ ロ フ ァ イ ル Ｐ Ｓ ０ ０ ０ ２ ８ お よ び Ｐ Ｓ ５ ０ １ ５ ７ を 用 い て ジ ン ク フ ィ ン ガ
ー ド メ イ ン を 同 定 で き る 。 Ｓ Ｗ Ｉ Ｓ Ｓ Ｐ Ｒ Ｏ Ｔ が 発 表 し た ８ ０ ， ０ ０ ０ 個 の タ ン パ ク 質 配
列 の う ち に は 上 記 の ２ つ の プ ロ フ ァ イ ル は 各 々 ３ １ ８ ９ お よ び ２ ３ １ ６ 個 の ジ ン ク フ ィ ン
ガ ー ド メ イ ン と 検 索 さ れ る 。 様 々 な 異 な る 技 法 を 用 い て 関 連 タ ン パ ク 質 の 多 重 配 列 整 列 か
ら プ ロ フ ァ イ ル を 構 築 で き る 。 グ リ ブ ス コ フ （ Gribskov） ら ［ Gribskov et al., (1990) 
Meth. Enzymol. 183:146-159］ は 、 シ ン ボ ル 比 較 表 を 用 い て 残 基 頻 度 分 布 が 提 供 さ れ た 多
重 配 列 整 列 を 各 位 置 に 対 す る 加 重 値 に 転 換 し た 。 た と え ば 、 Ｐ Ｒ Ｏ Ｓ Ｉ Ｔ Ｅ デ ー タ ベ ー ス
お よ び 文 献 ［ Luethy et al., (1994) Protein Sci. 3:139-1465］ を 参 照 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 目 標 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン の ヒ ド ン ・ マ ル コ フ ・ モ デ ル （ Hidden Markov Models； Ｈ Ｍ
Ｍ ’ ｓ ） は 、 た と え ば 、 Ｐ ｆ ａ ｍ デ ー タ ベ ー ス 、 リ リ ー ス ２ ． １ の よ う な そ の よ う な モ デ
ル の デ ー タ ベ ー ス か ら 生 成 す る か 、 得 ら れ る 。 追 加 的 な ド メ イ ン を 発 見 す る た め に 、 た と
え ば 、 前 記 デ フ ォ ル ト 変 数 を 用 い て Ｈ Ｍ Ｍ で デ ー タ ベ ー ス を 検 索 で き る （ 例 ： Bateman et
 al. (2002) Nucleic Acids Research 30:276-280参 照 ） 。 ま た は 、 使 用 者 は 前 記 パ ラ メ
ー タ ー を 最 適 化 で き る 。 境 界 ス コ ア （ threshold score） を 選 択 し て 配 列 デ ー タ ベ ー ス を
濾 過 す る こ と に よ っ て 、 境 界 以 上 の ス コ ア を 有 す る 配 列 が 候 補 ド メ イ ン と し て 表 示 さ れ る
よ う に で き る 。 Ｐ ｆ ａ ｍ デ ー タ ベ ー ス の 説 明 は 文 献 ［ Sonhammer et al., (1997) Protein
s 28(3):405-420］ に あ り 、 Ｈ Ｍ Ｍ に 関 す る 詳 細 な 説 明 は 、 た と え ば 、 文 献 ［ Gribskov et
 al., (1990) Meth. Enzymol. 183:146-159; Gribskov et al,. (1987) Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 84:4355-4358; Krogh et al., (1994) J. Mol. Biol. 235:1501-1531;お よ
び Stultz et al., (1993) Protein Sci. 2:305-314］ に あ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 Ｈ Ｍ Ｍ の Ｓ Ｍ Ａ Ｒ Ｔ デ ー タ ベ ー ス （ Simple Modular Architecture Research Tool, Sch
ultz et al., (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:5857； お よ び Schultz et al., (2
000) Nucl. Acids Res 28:231） は 、 Ｈ Ｍ Ｍ ｅ ｒ ２ 検 索 プ ロ グ ラ ム （ Durbin et al., (199
8) Biological sequence analysis: probabilistic models of proteins and nucleic ac
ids. Cambridge University Press.） の ヒ ド ン ・ マ ル コ フ ・ モ デ ル で プ ロ フ ァ イ ル す る こ
と に よ っ て 、 同 定 さ れ た ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン の カ タ ロ グ （ Ｚ ｎ Ｆ ＿ Ｃ ２ Ｈ ２ ； Ｚ ｎ
Ｆ ＿ Ｃ ２ Ｃ ２ ； Ｚ ｎ Ｆ ＿ Ｃ ２ Ｈ Ｃ ； Ｚ ｎ Ｆ ＿ Ｃ ３ Ｈ １ ； Ｚ ｎ Ｆ ＿ Ｃ ４ ； Ｚ ｎ Ｆ ＿ Ｃ Ｈ Ｃ Ｃ
； Ｚ ｎ Ｆ ＿ Ｇ Ａ Ｔ Ａ ； お よ び Ｚ ｎ Ｆ ＿ Ｎ Ｆ Ｘ ） を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 基 づ く 方 法
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 様 々 な 形 態 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 集 合 体 を 分 析 し て ア ミ ノ 末 端
お よ び カ ル ボ キ シ 末 端 の 保 存 さ れ た 境 界 部 配 列 を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 プ ロ フ ァ イ ル が 得
ら れ る 。 そ の よ う な 保 存 さ れ た 境 界 部 配 列 を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン で き る 縮 退 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を デ ザ イ ン で き る 。 ま た 、 そ の よ う な 縮 退 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の 有 効 性 は そ れ ら の 組 成 と 公 知 の ゲ ノ ム 配 列 上 の 可 能 な ア ニ ー リ ン グ 部 位 の 頻 度
を 比 較 す る こ と に よ っ て 評 価 で き る 。 複 数 の 反 復 さ れ た デ ザ イ ン に よ っ て 縮 退 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 最 適 化 で き る 。 た と え ば 、 公 知 の Ｃ ｙ ｓ ２ － Ｈ ｉ ｓ ２ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー を 比 較
す る こ と に よ っ て 天 然 型 配 列 中 の 隣 接 フ ィ ン ガ ー の 間 の リ ン カ ー 領 域 の 共 通 配 列 を 明 ら か
に て い る （ 文 献 ［ Agata et al., (1998) Gene 213:55-64］ 参 照 ） 。 そ の よ う な 縮 退 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 複 数 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 増 幅 さ せ る の に 用 い ら れ る 。 増 幅 さ れ た ド
メ イ ン を 試 験 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン と し て ハ イ ブ リ ッ ド 核 酸 中 に 挿 入 し 、 後 続 的 に 本
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明 細 書 に 記 述 さ れ た 方 法 に 従 っ て 標 的 部 位 に 対 す る 結 合 を 分 析 す る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
ラ イ ブ ラ リ ー の 製 作 ： ３ ． 構 造 ド メ イ ン を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸
【 ０ ２ ４ １ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 成 す る の に 用 い ら れ る 核 酸 は 様 々 な 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 。 ラ イ ブ ラ
リ ー 核 酸 成 分 の 一 部 の 構 成 員 は 天 然 型 ド メ イ ン を コ ー デ ィ ン グ で き る 。 さ ら に 、 一 部 の 核
酸 構 成 員 は 他 の 無 作 為 的 方 法 ま た は 突 然 変 異 に よ っ て 得 ら れ た 変 異 体 で あ る 。 一 般 的 に 、
単 一 ド メ イ ン の み を コ ー デ ィ ン グ す る 構 成 核 酸 は 、 他 の ド メ イ ン と の 融 合 体 を コ ー デ ィ ン
グ す る 核 酸 を 創 出 す る た め に 互 い に 組 合 せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
天 然 型 ド メ イ ン の 分 離
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー を ヒ ト の よ う な 真 核 生 物 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 構
築 で き る 。 こ の た め 、 複 数 の 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 た と え ば 、 前 述 の よ う に 、 利 用
可 能 な ア ミ ノ 酸 配 列 の 電 算 検 索 で ド メ イ ン を 同 定 で き る 。 核 ド メ イ ン を コ ー デ ィ ン グ す る
核 酸 を 単 離 し 、 た と え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 、 活 性 化 ド メ イ ン お よ び 選 別 マ ー カ ー を 含 有 す る
ベ ク タ ー の よ う な 、 細 胞 内 発 現 に 適 し た ベ ク タ ー 内 に 挿 入 で き る 。 ま た 他 の 実 施 態 様 に お
い て 、 保 存 さ れ た モ チ ー フ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る 縮 退 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い
て 、 た と え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 該 モ チ ー フ を 含 有 す る 複 数 の 関 連 ド メ イ ン を 増 幅 さ せ る 。
た と え ば 、 ク ル ッ ペ ル － 類 似 Ｃ ｙ ｓ ２ Ｈ ｉ ｓ ２ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー を 文 献 （ Agataら （ 1998
）  Gene 213:55-64） の 方 法 に よ っ て 増 幅 で き る 。 こ の 方 法 は ま た 、 た と え ば 、 Ｔ ｈ ｒ －
Ｇ ｌ ｙ － （ Ｇ ｌ ｕ ／ Ｇ ｌ ｎ ） － （ Ｌ ｙ ｓ ／ Ａ ｒ ｇ ） － Ｐ ｒ ｏ － （ Ｔ ｙ ｒ ／ Ｐ ｈ ｅ ） （ 配 列
番 号 ： ７ ４ ） の パ タ ー ン を 有 す る 配 列 で あ る 、 天 然 型 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン リ ン カ ー
ペ プ チ ド 配 列 を 保 有 す る 。 し か も 、 非 選 別 的 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の ラ
イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と と は 異 な り 、 目 標 の ド メ イ ン に 制 限 さ れ た 集 合 を ス
ク リ ー ニ ン グ す る こ と は 、 ラ イ ブ ラ リ ー 複 雑 性 が 非 常 に 減 少 し 、 大 規 模 の ラ イ ブ ラ リ ー を
完 全 に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と の 内 生 的 な 難 し さ に よ っ て 目 的 と す る 配 列 を 落 と す 可 能 性
を 減 少 さ せ る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 ヒ ト ゲ ノ ム は 複 数 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 有 し 、 こ の う ち 、 多 数 は 特 性 化 お よ
び 同 定 さ れ て い な い 。 ジ ン ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す
る 数 千 個 の 遺 伝 子 が あ る こ と と 推 定 さ れ る （ Pellegrino and Berg, (1991) Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 88:671-675） 。 こ れ ら の ヒ ト ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は 、 新 規 な Ｄ Ｎ
Ａ － 結 合 タ ン パ ク 質 を 構 築 で き る 様 々 な ド メ イ ン の 広 範 囲 な 集 合 で あ る 。 ヒ ト ジ ン ク フ ィ
ン ガ ー ド メ イ ン の 多 く の 例 は ２ ０ ０ ２ 年 ８ 月 １ ９ 日 に 出 願 さ れ た Ｗ Ｏ ０ １ ／ ６ ０ ９ ７ ０ 、
米 国 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ７ ４ ， ３ ５ ５ 号 （ 出 願 日 ： ２ ０ ０ ２ 年 ４ 月 ２ ２ 日 ） お よ び 米 国 出 願 第
１ ０ ／ ２ ２ ３ ， ７ ６ ５ 号 に よ く 示 さ れ て い る 。 下 記 表 １ を 参 考 で き る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
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【 表 １ 】
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【 ０ ２ ４ ６ 】
　 各 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン が ユ ニ ー ク な ３ － ～ ４ － ｂ ｐ 配 列 を 認 識 す る 場 合 、 す べ て
の 可 能 な ３ － ～ ４ － ｂ ｐ 配 列 に 結 合 す る の に 必 要 な ド メ イ ン の 総 数 は た だ ６ ４ ～ ２ ５ ６ （
４ ３ ～ ４ ４ ） 個 で あ る 。 ヒ ト ゲ ノ ム の 天 然 型 目 録 が す べ て の 可 能 な 認 識 部 位 を 特 異 的 に 認
識 で き る 十 分 な 数 の ユ ニ ー ク な ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 有 で き る 。 こ れ ら の ジ ン ク
フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は 人 工 キ メ ラ Ｄ Ｎ Ａ － 結 合 タ ン パ ク 質 を 構 築 す る た め の 貴 重 な 供 給 源
で あ る 。 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー は 天 然 型 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 、 前 記 ド メ イ ン の 人 工 突
然 変 異 お よ び こ れ ら の 組 合 せ を 含 む タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 含 み 得 る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
突 然 変 異 ド メ イ ン
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 ラ イ ブ ラ リ ー は 天 然 型 配 列 の 人 工 変 位 で あ る 少 な く と も 一 つ の 構
造 ド メ イ ン を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 含 む 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 こ の よ う な 変 異 ド メ イ
ン は 縮 退 形 態 （ degenerated patterned） の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 構 成 さ れ る 。 核 酸 結 合 ド メ
イ ン の 場 合 、 核 酸 結 合 面 に 近 い か 、 隣 接 す る 位 置 は 突 然 変 異 の 標 的 部 位 と な る 。 た と え ば
、 突 然 変 異 さ れ た 試 験 用 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は 縮 退 形 態 の ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る こ
と に よ っ て 任 意 の 突 然 変 異 部 位 で 、 可 能 な ア ミ ノ 酸 の サ ブ セ ッ ト （ subset） に 作 る こ と が
で き る 。 縮 退 コ ド ン セ ッ ト は 各 位 置 に プ ロ フ ァ イ ル を コ ー デ ィ ン グ す る の に 利 用 で き る 。
た と え ば 、 疎 水 性 残 基 の み 、 脂 肪 族 残 基 の み ま た は 親 水 性 残 基 の み を コ ー デ ィ ン グ す る コ
ド ン セ ッ ト を 利 用 で き る 。 フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る 全 長
ク ロ ー ン の た め に 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー を 選 別 で き る 。 文 献 ［ Cho et al., (2000) J. Mol. B
iol. 297(2): 309-19］ は 、 縮 退 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て そ の よ う な 縮 退 ラ イ ブ ラ リ
ー を 製 造 す る 方 法 を 提 供 し 、 ま た 、 全 長 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る ラ イ ブ ラ リ ー 核
酸 を 選 別 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の よ う な 核 酸 は 制 限 酵 素 切 断 部 位 を 用 い て 発 現 プ ラ ス ミ
ド 内 に 容 易 に 挿 入 で き る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 適 合 な コ ド ン お よ び 所 定 位 置 に お け る 各 ヌ ク レ オ チ ド の 相 対 比 率 の 選 択 は 、 遺 伝 子 コ ー
ド を 示 す 表 の 簡 単 な 調 査 、 ま た は 電 算 化 ア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 決 定 で き る 。 た と え ば 、 前
記 チ ョ （ Cho） ら の 文 献 で は 、 タ ン パ ク 質 配 列 の 目 的 と す る プ ロ フ ァ イ ル を 入 力 し 、 そ の
プ ロ フ ァ イ ル の 配 列 を コ ー デ ィ ン グ す る 好 ま し い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド デ ザ イ ン を 出 力 す る
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電 算 プ ロ グ ラ ム が 記 載 さ れ て い る 。
　 い く つ か の 有 用 な ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン に 対 し て Zhangら , (2000) J. Biol. Chem.
 275:33850-33860; Rebarと Pabo (1994) Science 263:671-673; Segal (1999) Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA 96:2758; Gogusら , (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 93:2159-2
164; Drierら , (2001) J. Biol. Chem. 276: 29466-29478; Liuら , (2001) J. Biol. Che
m. 276(14): 11323-11334;お よ び Hsuら , (1992) Science 257:1946-50を 参 考 す る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
ラ イ ブ ラ リ ー の 製 作 ： ４ ． キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 ラ イ ブ ラ リ ー
【 ０ ２ ５ １ 】
　 様 々 な キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 の ラ イ ブ ラ リ ー は 実
施 例 １ に 記 述 す る よ う に 、 連 続 的 な 連 結 に よ っ て 形 成 で き る 。 各 核 酸 が ３ つ 、 ４ つ ま た は
５ つ 以 上 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る よ う に ラ イ
ブ ラ リ ー が 製 造 で き る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て は 、 特 に 大 規 模 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作
る た め に 各 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 が ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン の セ ッ ト の い ず れ か
を 無 作 為 で 含 む よ う に 考 案 で き る 。 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン の セ ッ ト は 、 た と え ば 、 ６
４ 個 の 可 能 な ３ － 塩 基 対 下 位 部 位 の う ち 、 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ ま た は そ れ 以 上 を カ バ ー す る
範 囲 の 特 異 性 を 有 す る ド メ イ ン を 示 す よ う に 選 択 で き る 。 こ の セ ッ ト は 約 １ ２ 、 １ ５ 、 ２
０ 、 ２ ５ 、 ３ ０ 、 ４ ０ ま た は ５ ０ 個 以 上 の 異 な る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 み 得 る 。
こ れ ら の ド メ イ ン の い く つ か ま た は す べ て は 天 然 型 タ ン パ ク 質 か ら 分 離 さ れ た ド メ イ ン で
あ っ て も よ い 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 一 つ の 例 示 的 な ラ イ ブ ラ リ ー は 各 フ ィ ン ガ ー ご と に ３ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー お よ び ３ ０
個 の 可 能 な ド メ イ ン を 有 す る キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸
を 含 む 。 完 全 に 表 示 さ れ た 形 態 で あ る と き 、 該 ラ イ ブ ラ リ ー は ３ ０ ３ の 結 果 で あ る ２ ７ ，
０ ０ ０ 個 の 配 列 を 含 む 。 該 ラ イ ブ ラ リ ー は ３ ０ 個 の 可 能 な す べ て の ド メ イ ン を コ ー デ ィ ン
グ す る 核 酸 の プ ー ル （ pool） が 各 段 階 で 付 加 さ れ る 連 続 的 な 連 結 に よ っ て 製 造 で き る 。 最
終 ラ イ ブ ラ リ ー は プ ー ル と し て 貯 蔵 で き る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て は 、 ラ イ ブ ラ リ ー は 無 作 為 の 集 合 と し て 貯 蔵 で き る 。 他 の 実 施 態 様
に お い て は 、 各 構 成 員 が 分 離 さ れ 、 住 所 化 が 可 能 な 位 置 に 貯 蔵 さ れ （ た と え ば 、 整 列 さ れ
） 、 配 列 分 析 さ れ る 。 ４ ０ ， ０ ０ ０ ～ ５ ０ ， ０ ０ ０ 個 の 製 造 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 の
高 効 率 配 列 分 析 （ high throughput sequencing） 後 に 、 完 全 な 範 囲 を 得 る た め 、 落 と さ れ
た キ メ ラ 組 合 を 個 別 的 に 組 み 立 て る こ と が で き る 。 た と え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト
な ど に 一 旦 整 列 さ れ る と 、 各 構 成 体 は 追 加 の 分 析 ま た は 特 定 の 応 用 の た め に さ ら に 回 収 で
き る 。 目 的 と す る 表 現 型 を 有 す る 細 胞 は 選 別 さ れ 、 特 徴 化 さ れ る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て
、 各 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 は 細 胞 に 形 質 転 換 さ れ 、 各 細 胞 は 特 徴 化 さ れ る 。 す な わ ち 、 核 酸
マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 を 用 い て 内 生 遺 伝 子 の 転 写 が 変 化 し た か を 決 定 す る （ 下 記 の 「 キ メ ラ
ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 調 節 能 力 プ ロ フ ァ イ ル 化 」 参 照 ） 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー の 細 胞 内 導 入
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー は 様 々 な 方 法 で 細 胞 内 に 導 入 で き る 。 一 例 と し て 、 ラ イ ブ ラ リ ー は 各
核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー の 多 重 複 製 を 含 む 無 作 為 的 プ ー ル と し て 貯 蔵 す る 。 そ の プ ー ル の 一 部 は
細 胞 に 形 質 転 換 さ れ る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 個 々 の ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 は 個 別 的 に 貯
蔵 さ れ （ 例 ： マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 分 離 さ れ た ウ ェ ル （ well） ま た は 整 列 の 分 離 さ
れ た 住 所 に 貯 蔵 ） 、 個 別 的 に 細 胞 に 導 入 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 は 全 体 ラ イ ブ ラ リ ー に 比 べ て 複 雑 で な い プ
ー ル に 貯 蔵 さ れ る 。 た と え ば 、 各 プ ー ル は １ ０ ５ ま た は １ ０ ６ の 異 な る 構 成 員 を 有 す る ラ
イ ブ ラ リ ー か ら １ ０ ３ の 異 な る ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 を 含 み 得 る 。 あ る プ ー ル が 特 定 効 果 を
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も た ら す 構 成 員 を 有 す る も の と し て 同 定 さ れ る 場 合 、 そ の プ ー ル は 表 現 型 効 果 を 媒 介 す る
個 別 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 を 同 定 す る た め に 分 析 で き る 。 こ の よ う な 接 近 法 は 、 ア ポ ト ー シ
ス を 誘 導 す る キ メ ラ タ ン パ ク 質 に 対 す る ス ク リ ー ニ ン グ に お け る よ う に 、 変 形 さ れ た 細 胞
の 回 収 が 難 し い 場 合 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー は 様 々 な 方 法 に よ っ て 細 胞 に 導 入 で き る 。 代 表 的 な 方 法 は 電 気 突 孔 法
（ 米 国 特 許 第 ５ ， ３ ８ ４ ， ２ ５ ３ 号 ） 、 粒 子 銃 （ 遺 伝 子 銃 ） 技 術 （ 参 考 ： 米 国 特 許 第 ５ ，
５ ５ ０ ， ３ １ ８ 号 ； 第 ５ ， ５ ３ ８ ， ８ ８ ０ 号 ； お よ び 第 ５ ， ６ １ ０ ， ０ ４ ２ 号 ； お よ び Ｗ
Ｏ ９ ４ ／ ０ ９ ６ ９ ９ ） ； リ ポ ソ ー ム -媒 介 さ れ た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ 例 ： LIPOFECTAMI
NE（ 登 録 商 標 ） （ Invitrogen） ま た は SUPERFECT（ 登 録 商 標 ） （ QIAGEN GmbH） を 使 用 ； Ni
colauら , Methods Enzymol., 149: 157-176, 1987.） ； リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ま た は Ｄ Ｅ Ａ Ｅ
－ デ キ ス ト リ ン 媒 介 形 質 転 換 （ 例 ： Rippe et al.,(1990) Mol. Cell Biol., 10: 689-695
） ； 直 接 的 な 微 細 注 入 ま た は 超 音 波 粉 砕 ロ ー デ ィ ン グ ； 受 容 体 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
（ 例 ： Ｅ Ｐ ２ ７ ３ ０ ８ ５ ） お よ び ア グ ロ バ ク テ リ ア － 媒 介 形 質 転 換 （ 参 考 ： 米 国 特 許 第 ５
， ５ ６ ３ ， ０ ５ ５ 号 お よ び 第 ５ ， ５ ９ １ ， ６ １ ６ 号 ） 。 こ こ で 使 用 さ れ た 「 形 質 転 換 」 と
い う 用 語 は 、 外 生 核 酸 を 細 胞 に 導 入 す る い ず れ の 方 法 も 含 む 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 細 胞 に 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 導 入 す る た め に ウ イ ル ス 粒 子 を
使 用 で き る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 ウ イ ル ス 包 装 （ packaging） は ラ イ ブ ラ リ ー 核 酸 を 個
体 内 細 胞 に 導 入 す る の に 用 い ら れ る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 ラ イ ブ ラ リ ー 核 酸 が イ ン ビ
ト ロ で 細 胞 に 導 入 さ れ た 後 細 胞 が 個 体 に 伝 達 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー 核 酸 の 導 入 後 、 ラ イ ブ ラ リ ー 核 酸 が 発 現 さ れ て ラ イ ブ ラ リ ー に よ っ て コ ー
デ ィ ン グ さ れ る キ メ ラ タ ン パ ク 質 が 細 胞 に よ っ て 生 成 さ れ る 。 ラ イ ブ ラ リ ー 核 酸 の 不 変 領
域 は 発 現 を 可 能 に す る 必 須 調 節 お よ び 支 持 配 列 を 提 供 で き る 。 そ の よ う な 配 列 は 転 写 プ ロ
モ ー タ ー 、 転 写 終 結 部 位 、 ス プ ラ イ ス 部 位 ド ナ ー お よ び ア セ プ タ ー （ splice site donors
 and acceptors） 、 非 翻 訳 調 節 部 位 （ ポ リ Ａ 追 加 部 位 ） 、 細 菌 複 製 開 始 部 位 （ origin of 
replication） お よ び ラ イ ブ ラ リ ー 核 酸 の 存 在 を 指 す か 、 ラ イ ブ ラ リ ー 核 酸 の 選 別 に 用 い
ら れ る マ ー カ ー （ markers） を 含 む 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
キ メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ
【 ０ ２ ６ １ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 、 細 胞 ま た は 個 体 は 変 形 さ れ た 表 現 型 を 示 す も の を 同 定 す る た
め に 分 析 さ れ る 。 こ の よ う な 過 程 は 目 標 の 表 現 型 に よ っ て 異 な る 。 可 能 な 表 現 型 の 数 が 莫
大 と な る に つ れ て 、 ス ク リ ー ニ ン グ の 可 能 な 方 法 も 莫 大 と な る 。 数 多 く の 遺 伝 子 ス ク リ ー
ニ ン グ お よ び 選 別 が 、 突 然 変 異 体 ま た は 特 定 の 表 現 型 を 示 す 天 然 型 遺 伝 子 の 過 発 現 を 同 定
す る た め に 行 わ れ た 。 各 方 法 は キ メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 有 用 な 核 酸 ラ イ ブ ラ
リ ー 構 成 員 を 同 定 す る の に 適 用 で き る 。 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 ラ イ ブ ラ リ ー 核 酸 を 含 む 各 細
胞 ま た は 個 体 の 分 析 お よ び 選 別 、 す な わ ち 、 生 存 ま た は 特 定 の 処 理 に 耐 え る 他 の 特 徴 を 示
す 細 胞 ま た は 個 体 の 分 析 を 含 み 得 る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 細 胞 を 分 析 す る 代 表 的 な 方 法 は 顕 微 鏡 （ 例 ： 光 学 、 共 焦 点 、 蛍 光 、 電 子 走 査 お よ び 透 過
電 子 ） 、 蛍 光 根 拠 細 胞 分 類 （ sorting） 、 鑑 別 遠 心 分 離 、 鑑 別 結 合 、 免 疫 分 析 、 酵 素 分 析
、 成 長 分 析 、 お よ び イ ン ビ ボ 分 析 な ど を 含 む 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 一 部 の ス ク リ ー ニ ン グ は 特 定 の 環 境 条 件 を 含 む 。 こ の 条 件 に 対 し て 敏 感 で あ る か 抵 抗 性
が あ る 細 胞 が 同 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 一 部 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 細 胞 の 特 定 様 態 （ 例 ： 走 化 性 （ chemotaxis） 、 形 態 変 化 ま た
は ア ポ ト ー シ ス ） 、 ま た は 個 体 の 特 定 様 態 （ 例 ： 植 物 に よ る 走 光 性 （ phototaxis） 、 シ ョ
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ウ ジ ョ ウ バ エ 属 の 交 配 行 動 な ど ） を 要 求 す る 。 一 態 様 に お い て 、 細 胞 ま た は 個 体 は 、 顕 微
鏡 お よ び 選 択 的 に 変 形 細 胞 を 自 動 で 検 索 す る 電 算 プ ロ グ ラ ム を 用 い て 視 覚 的 検 査 に よ っ て
直 接 的 に 分 析 で き る 。 他 の 態 様 に お い て は 、 細 胞 ま た は 個 体 は 、 目 的 と す る 表 現 型 に 係 る
分 析 ま た は 他 の 標 識 体 （ indicator） を 用 い て 分 析 で き る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 一 部 の ス ク リ ー ニ ン グ は 細 胞 増 殖 に 関 連 す る 。 対 照 細 胞 （ 例 ： 正 常 細 胞 ） と 異 な る 速 度
で 増 殖 す る 細 胞 が 同 定 さ れ る 。 ま た 、 増 殖 信 号 （ 例 ： 成 長 因 子 ま た は 他 の ミ ト ゲ ン （ mito
gen） ） に 異 な っ て 反 応 す る 細 胞 が 同 定 で き る 。 細 胞 は 信 号 に 多 か れ 少 な か れ 敏 感 し て も
よ い 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 細 胞 分 化 に 関 連 す る ス ク リ ー ニ ン グ が 用 い ら れ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ お よ び キ メ ラ ジ ン ク
フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 使 用 は 分 化 お よ び 様 々 な 細 胞 の 増 殖 能 力 を 調 節 す る た め に 使 用 で
き る が 、 細 胞 は ヒ ト ま た は ヒ ト 以 外 の Ｅ Ｓ 細 胞 お よ び 体 腔 （ somatic） 幹 細 胞 の よ う な 幹
細 胞 を 含 む 。 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 は 、 Ｅ Ｓ 細 胞 を 神 経 母 細 胞 （ neuronal progeni
tor cells） ま た は 造 血 幹 細 胞 （ hematopoietic stem cells） の よ う に 制 限 さ れ た 系 列 （ l
ineage） に 直 接 分 化 さ せ る 場 合 に 発 見 で き る 。 ま た 、 幹 細 胞 を 限 定 さ れ た 細 胞 分 裂 － 後 （
post-mitotic） 細 胞 亜 型 に 、 た と え ば 、 Ｅ Ｓ 細 胞 の お よ び ／ ま た は 神 経 幹 細 胞 の ド パ ミ ン
性 ま た は コ リ ン 性 神 経 へ の 直 接 的 分 化 に 、 直 接 分 化 さ せ る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 に
対 す る ス ク リ ー ニ ン グ が 可 能 で あ ろ う 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 分 化 を 分 析 す る 他 の 表 現 型 の う ち 、 標 識 遺 伝 子 お よ び 標 識 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 観 察 す る
こ と が 可 能 で あ る 。 前 記 標 識 は 次 を 含 む ： 　
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 ・ 　 上 皮 細 胞 用 Ｆ Ｌ Ｋ １ （ チ ョ ら ， (2001) Blood 98:3635-42; Nishikawaら , Developm
ent 125: 1747-1757） 、
　 ・ 　 血 管 平 滑 筋 細 胞 － 特 異 的 平 滑 筋 用 ミ オ シ ン 重 鎖 （ Drabら ,(1997) FASEB J 11:905-1
5） 　
　 ・ 　 骨 － 特 異 的 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ｂ Ａ Ｐ ） お よ び 骨 細 胞 用 オ ー ス テ オ カ ル シ （
osteocalci） (Demersら ,(2000) Cancer 88:2919-26)
　 ・ 　 白 血 球 用 Ｃ Ｄ ４ 、 Ｃ Ｄ ８ お よ び Ｃ Ｄ ４ ５ （ Ｏ ｄ ｙ ら ， (2000) Blood 96:3988-90, M
artinら , (2000) Blood 96:2511-9）
　 ・ 　 造 血 幹 細 胞 用 Ｆ ｌ ｋ － ２ お よ び Ｃ Ｄ ３ ４ （ Julieら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
 2001,Vol. 98, Issue 25, 14541-14546, Woodward & Jenkinson. Eur J Immunol 2001 N
ov;31(11):3329-38, George AAら , Blood 2001 Jun 15;97(12):3925-30）
　 ・ 　 造 血 幹 細 胞 お よ び Ｍ Ｓ Ｃ 前 駆 細 胞 用 Ｃ Ｆ Ｕ （ Frimbergerら , Exp Hematol 2001 May
;29(5):643-52）
　 ・ 　 骨 髄 繊 維 細 胞 用 Muc-18(CD146)(Filshieら , (1998) Leukemia 12:414-21)
　 ・ 　 軟 骨 細 胞 用 コ ラ ー ゲ ン Ｉ Ｉ 型 、 コ ラ ー ゲ ン Ｉ Ｖ 型 お よ び 軟 骨 細 胞 発 現 タ ン パ ク 質 －
６ ８ （ Carlbergら , (2001) Differentiation 67:128-38, Steckら , (2001) Biochem J 35
3:169-74）
　 ・ 　 脂 肪 細 胞 用 脂 質 － 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ａ Ｌ Ｂ Ｐ ） お よ び 脂 肪 酸 移 動 物 質 （ transporte
r） (Amriら ,(1995) J. Biol. Chem. 270:2367-2371, Bastieら , (1999) J Biol Chem 274
:21920-5, Frohnertら , (1999) J. Biol. Chem. 274, 3970 3977, Teboulら , (2001) Bio
chem. J. 360:305 312)
　 ・ 　 神 経 幹 細 胞 用 Ｃ Ｄ １ ３ ３ （ Uchida Nら ,(2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:14
720-5）
　 ・ 　 星 状 膠 細 胞 用 Ｇ Ｆ Ａ Ｐ （ Daiら , (2001) Genes Dev 15:1913-25）  
　 ・ 　 神 経 用 微 小 管 － 関 連 タ ン パ ク 質 － ２ （ Royら , (2000) Nat Med 6:2717）
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 抗 癌 効 果 、 ア ポ ト ー シ ス の 変 化 お よ び ウ イ ル ス 抵 抗 性 な ど の 他 の 特 性 で 哺 乳 類 由 来 細 胞
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を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 。 た と え ば 、 ウ イ ル ス 感 染 ま た は ウ イ ル ス の 生 成
に 対 す る 抵 抗 細 胞 を 選 別 す る こ と に よ っ て 、 抗 － ウ イ ル ス 製 剤 に 用 い ら れ る 人 工 キ メ ラ タ
ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 類 似 に 、 細 胞 信 号 経 路 に お け る 変 化 も 経 路 の 活 性 ま た は 不 活 性 と 関 連 す る 探 り 針 （ prob
e） を 使 用 す る か 、 経 路 の 活 性 ま た は 不 活 性 と 関 連 す る 認 識 す べ き 標 識 を 用 い て 検 索 で き
る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 あ る ス ク リ ー ニ ン グ は 代 謝 産 物 、 分 泌 タ ン パ ク 質 お よ び 翻 訳 後 修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質 の
よ う な 目 標 の 合 成 物 の 生 成 と 関 係 が あ る 。 た と え ば 、 細 胞 は 合 成 物 の 増 大 さ れ た 生 産 量 で
同 定 で き る 。 他 の 例 に お い て 、 細 胞 は 好 ま し く な い 副 産 物 の よ う な 合 成 物 の 減 少 し た 生 産
量 で 同 定 で き る 。 目 標 の 細 胞 は 反 応 細 胞 、 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 、 化 学 検 索 分 析 お よ び 免 疫
分 析 の 使 用 を 含 む 様 々 な 方 法 に よ っ て 同 定 で き る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 特 定 の 実 施 態 様 の さ ら に 多 く の 例 は 次 を 含 む ：
１ ） タ ン パ ク 質 可 溶 性 ：
　 大 腸 菌 に お い て 、 多 く の 異 種 タ ン パ ク 質 は 封 入 体 （ inclusion body） と し て 発 現 さ れ る
。 本 発 明 に お い て は 、 大 腸 菌 で 発 現 さ れ る ヒ ト タ ン パ ク 質 の 溶 解 性 分 画 を 増 加 さ せ る キ メ
ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 同 定 し た （ 実 施 例 １ ２ 参 考 ） 。 こ れ に よ れ ば 、 本 発 明 は
発 現 さ れ た （ 例 ： 細 胞 内 過 発 現 さ れ た ） 異 種 タ ン パ ク 質 の 溶 解 度 を 変 化 さ せ る （ 例 ： 増 加
さ せ る ） 人 工 転 写 因 子 ま た は キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
２ ） 糖 鎖 化 （ Glycosylation） ：
　 抗 体 を 含 む 治 療 用 タ ン パ ク 質 は 主 に Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 で 生 産 さ れ る 。 し か し 、 こ の よ う な タ ン
パ ク 質 は 適 切 な 糖 鎖 化 様 式 （ Glycosylation pattern） を 備 え て い な い 。 一 実 施 態 様 に お
い て 、 Ｂ 細 胞 か ら 生 産 さ れ る 抗 体 の 特 徴 で あ る 糖 鎖 化 を 一 つ 以 上 （ 例 ： す べ て ） 含 む 抗 体
の よ う な 分 泌 タ ン パ ク 質 に 変 形 さ れ た Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 を 同 定 す る た め に 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を
コ ー デ ィ ン グ す る ラ イ ブ ラ リ ー が ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 こ れ に よ れ ば 、 本 発 明 は Ｃ Ｈ Ｏ
細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ る 抗 体 の よ う に 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ る タ ン パ ク 質 の よ う
な 分 泌 タ ン パ ク 質 の 糖 鎖 化 を 変 化 さ せ る 、 人 工 転 写 因 子 ま た は キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ
ン パ ク 質 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
３ ） ウ イ ル ス 力 価 （ titer） ：
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 細 胞 培 養 で ウ イ ル ス 力 価 を 増 加 ま た は 減 少 さ せ る キ メ ラ タ ン パ ク
質 を 糾 明 す る た め に 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る ラ イ ブ ラ リ ー が ス ク リ ー ニ ン
グ さ れ る 。 ウ イ ル ス は 遺 伝 子 伝 達 体 の よ う な 伝 達 体 と し て 使 用 で き る 。 た と え ば 、 治 療 用
ウ イ ル ス は 特 定 の 形 態 の 癌 を 治 療 す る た め に 開 発 中 で あ る （ 例 ： ア デ ノ ウ イ ル ス ） 。 ウ イ
ル ス 力 価 の 増 大 は 治 療 用 ウ イ ル ス の 製 作 に 有 用 で あ る 。 反 面 、 細 胞 培 養 お よ び イ ン ビ ボ で
の ウ イ ル ス 生 産 阻 害 は ウ イ ル ス 性 疾 病 を 治 療 す る の に 有 用 で あ る 。 こ れ に よ れ ば 、 本 発 明
は 真 核 生 物 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 の よ う な 細 胞 で の ウ イ ル ス 生 産 を 変 化 （ 例 ： 増 加 ま た は 減
少 ） さ せ る 人 工 転 写 因 子 ま た は キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
４ ） 形 質 転 換 効 率 ：
　 多 く の 真 核 細 胞 株 ま た は 原 核 個 体 に お け る 遺 伝 子 工 学 は 低 い ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ま た
は 形 質 転 換 効 率 に よ っ て 限 界 が あ る 。 人 工 転 写 因 子 は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ま た は 形 質 転
換 効 率 が 増 大 す る よ う に 改 造 さ れ た 細 胞 で 選 別 で き る 。 そ の よ う な 因 子 の 選 別 は 、 限 定 さ
れ た 濃 度 の 標 識 ま た は 標 識 で 形 質 転 換 し た 後 、 標 識 獲 得 し た 細 胞 の 選 別 で 選 別 可 能 で あ る
。 こ れ に よ り 、 本 発 明 は 細 胞 の Ｄ Ｎ Ａ 獲 得 効 率 ま た は Ｄ Ｎ Ａ 獲 得 過 程 の 耐 性 を 変 化 さ せ る
人 工 転 写 因 子 ま た は キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
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５ ） 栄 養 細 胞 （ Feeder cells）
　 栄 養 細 胞 の 生 産 に よ る よ う に 、 幹 細 胞 の 増 殖 ま た は 分 化 を 補 助 で き る よ う に 培 養 細 胞 の
特 徴 を 変 化 さ せ る 人 工 転 写 因 子 ま た は 他 の キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 同 定 で き る 。 培 養 細 胞 は ヒ
ト ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 で あ っ て も よ い 。 こ の よ う な 細 胞 は 、 同 じ 環 境 で 培 養 さ れ た 幹 細 胞
を 幹 細 胞 が 増 殖 ま た は 分 化 す る よ う に す る 細 胞 を 同 定 す る た め に ス ク リ ー ニ ン グ （ 例 ： ラ
イ ブ ラ リ ー 構 成 員 プ ー リ ン グ ） で き る 。 人 工 転 写 因 子 は 培 地 に 分 泌 さ れ る 主 な サ イ ト カ イ
ン お よ び 成 長 因 子 を 活 性 化 で き る 。 前 記 培 地 は 幹 細 胞 の 分 化 ま た は 増 殖 を 誘 導 （ 例 ： 自 家
複 製 の 補 助 を 通 じ て ） す る の に 用 い ら れ る 。 こ れ に よ り 、 本 発 明 は 培 地 を 調 節 す る か 、 幹
細 胞 の 分 化 ま た は 増 殖 調 節 の よ う な 幹 細 胞 の 行 動 様 式 を 変 化 さ せ る 哺 乳 動 物 細 胞 の 能 力 を
変 化 （ 例 ： 増 加 ） さ せ る 人 工 転 写 因 子 ま た は キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 提 供 す
る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 一 種 類 の 細 胞 を 用 い て 人 工 転 写 因 子 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 他 の 種 類 の 細 胞 で 人 工 転 写 因
子 を 発 現 す る こ と も ま た 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 過 程 は 一 般 的 に 転 写 因 子 に よ っ て 誘 導 さ
れ た 第 １ 細 胞 か ら 第 ２ 細 胞 へ の 表 現 型 転 移 に 使 用 さ れ る 。 た と え ば 、 本 発 明 者 ら は 広 範 囲
で 互 い に 異 な る ２ つ の 細 胞 株 に お い て 部 分 的 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 プ ロ フ ァ
イ ル を 決 定 し た ； 細 胞 株 は 癌 細 胞 で は な い ヒ ト 胎 生 期 腎 臓 ２ ９ ３ 細 胞 お よ び ヒ ト 頸 部 癌 細
胞 で あ る Ｈ ｅ Ｌ ａ で あ る 。 本 発 明 者 ら は そ の プ ロ フ ァ イ ル が 非 常 に 類 似 す る こ と を 確 認 し
た 。 同 じ よ う に 、 酵 母 に お い て も 本 発 明 者 ら は 一 つ の 菌 株 内 の あ る Ｚ Ｅ Ｐ に よ っ て 誘 導 さ
れ た 表 現 型 が 互 い に 異 な る 菌 株 に 転 移 で き る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
幹 細 胞
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 こ こ で 記 述 す る 方 法 は 一 般 的 な あ る 細 胞 に も 適 用 可 能 で あ り 、 ま た 、 あ る 後 生 動 物 個 体
由 来 の 幹 細 胞 に も そ の 様 式 の 調 節 に 特 に 有 用 で あ る 。 幹 細 胞 は 自 家 複 製 （ self-renewal）
能 力 お よ び 分 化 可 能 性 を 有 す る 細 胞 で あ る 。 自 家 複 製 は 無 限 に 延 長 で き る 。 幹 細 胞 は 高 度
に 分 化 さ れ た 子 女 細 胞 （ descendants） を 生 産 で き る （ Wattお よ び Hogan（ 2000）  Science
　 287: 1427-1430） 。 ヒ ト 胚 性 幹 細 胞 の 培 養 に 関 す る 最 近 の 成 功 に よ っ て 細 胞 に 基 づ く 治
療 の た め の 細 胞 根 源 を 提 示 す る よ う に な っ た 。 し か し 、 幹 細 胞 の 維 持 、 複 製 お よ び 分 化 は
時 に よ っ て 難 し い 場 合 が あ る 。 た と え ば 、 Ｅ Ｓ 細 胞 は イ ン ビ ト ロ で 無 作 為 に 分 化 す る 傾 向
を 示 す 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 キ メ ラ 転 写 因 子 ラ イ ブ ラ リ ー は 細 胞 分 化 を 調 節 で き る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る の に 用 い ら
れ る 。 た と え ば 、 制 限 さ れ た 有 糸 分 裂 － 後 細 胞 亜 型 （ defined post-mitotic cell subtyp
e） （ た と え ば 、 ド パ ミ ン 性 ま た は コ リ ン 性 神 経 ） に 幹 細 胞 の 分 化 を 直 接 誘 導 す る キ メ ラ
転 写 因 子 を 同 定 で き る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 自 家 複 製 能 力 を 増 加 さ せ て 分 化 を 阻 害 す る か 分 化 の 範 囲 お よ び 性 格 に 直 接 影 響 を 及 ぼ す
タ ン パ ク 質 を 同 定 で き る 。 こ の よ う な タ ン パ ク 質 は 、 一 般 的 に 人 工 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン
パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 幹 細 胞 ま た は 前 駆 細 胞 （ progenitor） に 導 入 し 、 そ の 細
胞 の 表 現 型 を 分 析 す る こ と に よ っ て 同 定 で き る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 幹 細 胞 の 分 化 や 増 殖 を 調 節 す る 方 法 は 、 未 分 化 細 胞 の 大 量 供 給 を 提 供 し 、 特 定 細 胞 形 態
へ の 分 化 を 調 節 す る こ と を 可 能 に す る 。 こ の よ う な 調 節 は 治 療 目 的 ま た は 他 の 適 用 （ 例 ：
形 質 転 換 動 物 の 発 達 、 イ ン ビ ト ロ 内 細 胞 培 養 な ど ） へ の 使 用 が 可 能 な よ う に 開 発 で き る 。
　 他 の 例 に お い て 、 あ る 場 合 に は 胚 性 幹 細 胞 （ Ｅ Ｓ 細 胞 ） を 限 定 さ れ た 系 列 に 直 接 分 化 さ
せ る キ メ ラ 転 写 因 子 を 同 定 で き る 。 し た が っ て 、 Ｅ Ｓ 細 胞 か ら 神 経 母 細 胞 （ neuronal pro
genitor） ま た は 造 血 幹 細 胞 を 生 産 で き る 。 ま た 、 １ ） 分 化 さ れ た 細 胞 を 他 の 分 化 状 態 で
適 応 さ せ る か 、 ２ ） 分 化 さ れ た 細 胞 を 幹 細 胞 ま た は 前 駆 細 胞 （ pluripotent progenitor c
ell） を 作 り 出 す 未 分 化 状 態 で 適 応 さ せ る よ う に 誘 導 す る キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ の よ う な キ メ ラ タ
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ン パ ク 質 を 同 定 で き る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 同 定 方 法 は 特 定 の 標 的 遺 伝 子 に 対 す る 情 報 を 必 要 と な い 。 標 的 遺 伝 子 は 、 た と え ば 、 同
定 さ れ た キ メ ラ 転 写 因 子 に よ っ て 活 性 や 発 現 が 変 化 し た 遺 伝 子 を 転 写 体 ま た は タ ン パ ク 質
の プ ロ フ ァ イ ル で 同 定 す る ス ク リ ー ニ ン グ 後 に 同 定 で き る 。 Ｚ Ｆ Ｐ － Ｔ Ｆ に よ っ て 調 節 さ
れ た 遺 伝 子 の 同 定 は 細 胞 分 化 を 理 解 す る の に 役 立 つ だ ろ う 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
細 胞 産 物 の 生 産
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 本 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 ま た は 代 謝 産 物 の よ う な 細 胞 産 物 を 生 産 す る 細 胞 の 能 力 を 変 化 さ
せ る 人 工 転 写 因 子 （ 例 ： キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 ） を 提 供 す る 。 細 胞 産 物 は 内
生 ま た は 異 種 タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い 。 た と え ば 、 特 定 の タ ン パ ク 質 （ 例 ： 特 定 の 内 生
タ ン パ ク 質 ） 、 過 発 現 タ ン パ ク 質 、 異 種 タ ン パ ク 質 ま た は ミ ス フ ォ ー ル ド （ mis-folded）
タ ン パ ク 質 の よ う な 、 タ ン パ ク 質 を 生 産 す る 細 胞 の 能 力 を 増 加 さ せ る 人 工 転 写 因 子 を 同 定
す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 細 胞 は 、 た と え ば 、 酵 素 的 ま た は 蛍 光 的 に 追 跡 可 能 な レ ポ ー タ ー
タ ン パ ク 質 を 生 産 す る 能 力 に 対 し て ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。 一 例 に お い て 、 レ ポ ー タ ー タ
ン パ ク 質 は 対 照 細 胞 に お い て 過 発 現 さ れ る 場 合 に 不 溶 性 で あ る 。 た と え ば 、 細 菌 細 胞 は 封
入 体 を 減 少 さ せ る 人 工 転 写 因 子 に 対 し て ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、
レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 は 原 核 ま た は 真 核 細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ る 。 細 胞 は 、 さ ら に 高 い 分
泌 産 物 の 増 加 、 増 大 し た 糖 鎖 化 、 リ ン 酸 化 ま た は タ ン パ ク 質 分 解 過 程 の よ う な 翻 訳 後 修 飾
に 対 し て 同 定 で き る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 細 胞 は 異 な る ２ つ の レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 を 変 化 (例 ： 増
加 ま た は 減 少 )さ せ る 能 力 で 同 定 さ れ る 。 レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 は 、 活 性 、 位 置 (例 ： 分 泌
/細 胞 質 /核 内 )、 サ イ ズ 、 溶 解 性 、 等 電 点 (isoelectric point)、 重 合 状 態 、 翻 訳 -後 調 節
、 翻 訳 調 節 お よ び 転 写 調 節 (例 ： 異 な る 配 列 に よ っ て 調 節 さ れ る レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 を
コ ー デ ィ ン グ す る 遺 伝 子 )で 区 分 で き る 。 本 発 明 は 、 こ の よ う な 特 徴 で 区 分 さ れ る 異 な る
少 な く と も ２ つ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 変 形 さ せ る 人 工 転 写 因 子 (例 ： ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ
ン パ ク 質 )や レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 選 択 的 に 調 節 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 含 む 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 表 現 型 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 人 工 転 写 因 子 を 分 離 す る の に 利 用 で き る の で 、 ジ ン ク フ ィ
ン ガ ー タ ン パ ク 質 が ど の よ う に タ ン パ ク 質 生 産 の 増 加 を 媒 介 す る か を 優 先 的 に 知 る 必 要 は
な い 。 確 認 可 能 な 機 構 は 、 次 の う ち の 少 な く と も 一 つ の 変 形 を 含 む ； 翻 訳 機 構 、 転 写 過 程
、 転 写 、 分 泌 、 タ ン パ ク 質 分 解 、 ス ト レ ス 抵 抗 性 、 代 謝 産 物 の 生 産 の よ う な 触 媒 活 性 。 一
例 に お い て 、 人 工 転 写 因 子 は 代 謝 経 路 に お い て 少 な く と も 一 つ の 酵 素 発 現 を 調 節 で き 、 こ
れ に よ っ て 代 謝 産 物 ま た は タ ン パ ク 質 の よ う な 細 胞 産 物 の 生 産 を 増 加 で き る 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
反 復 （ iterative） 考 案
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 キ メ ラ Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 が 同 定 さ れ る と 、 細 胞 の 表 現 型 を 変 化 さ せ る 能 力 は 様 々 な
方 法 に よ っ て 改 善 で き る 。 た と え ば 、 約 ６ ～ ２ ０ ０ 個 ま た は ５ ０ ～ ２ ０ ０ ０ 個 の 構 成 員 を
有 す る 小 型 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 大 型 ラ イ ブ ラ リ ー は 特 別 に 同 定 さ れ た キ メ ラ タ ン パ ク 質 の
最 適 化 に 利 用 で き る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 反 復 考 案 の 一 番 目 の 代 表 的 な 実 施 態 様 に お い て は 、 オ リ ジ ナ ル キ メ ラ Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ
ク 質 を 変 化 さ せ る の に 突 然 変 異 技 術 が 用 い ら れ る 。 こ の 技 術 は オ リ ジ ナ ル タ ン パ ク 質 の 、
た と え ば 、 第 １ の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質 の 、 変 異 体 で あ る 構 成 員 を 含 む
第 ２ の ラ イ ブ ラ リ ー を 製 作 す る の に 適 用 さ れ る 。 こ の よ う な 技 術 の 例 は 次 を 含 む ： 誤 謬 －
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誘 発 （ error-prone） Ｐ Ｃ Ｒ （ Leungら (1989) Technique 1:11-15） 、 組 換 え 、 無 作 為 切 断
を 用 い た Ｄ Ｎ Ａ シ ャ フ リ ン グ （ shuffling） (Stemmer (1994) Nature 389-391), Cocoら (2
001) Nature Biotech. 19:354、 位 置 特 異 的 突 然 変 異 （ Zollnerら (1987) Nucl Acids Res 
10:6487-6504） 、 カ セ ッ ト 突 然 変 異 化 （ cassette mutagenesis） (Reidhaar-Olson (1991)
 Methods Enzymol. 208:564-586);縮 退 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 挿 入 (Griffithsら (1994) EM
BO J 13: 3245)； 連 続 的 連 結 、 事 前 に 製 造 さ れ 、 整 列 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー か ら 特 異 的 構 成
員 の プ ー ル （ pool） 化 、 組 換 え （ 例 ： 性 的 Ｐ Ｃ Ｒ お よ び 「 Ｄ Ｎ Ａ シ ャ フ リ ン グ （ 登 録 商 標
） （ Maxygen, Inc., CA） 」 、 ま た は こ れ ら の 方 法 の 組 合 せ 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 ラ イ ブ ラ リ ー は ア ミ ノ 酸 位 置 を 突 然 変 異 さ せ る よ う に 製 作 さ れ る
。 た と え ば 、 キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 場 合 、 ア ミ ノ 酸 の 位 置 は Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残
基 に 近 接 で き る が 、 Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 そ の も の で は な い 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 ラ イ ブ ラ
リ ー は キ メ ラ タ ン パ ク 質 内 の 各 々 コ ー デ ィ ン グ さ れ た ド メ イ ン が 様 々 で あ る が 、 キ メ ラ Ｄ
Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 が 同 定 さ れ る 初 期 の ラ イ ブ ラ リ ー よ り は 一 層 制 限 さ れ る 。 キ メ ラ ジ ン
ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン で は 、 特 定 の ド メ イ ン を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 は オ リ ジ ナ ル キ メ ラ
タ ン パ ク 質 に 存 在 す る ド メ イ ン の 特 異 性 と 類 似 す る 特 異 性 を 有 す る と 知 ら れ て い る 他 の ジ
ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 間 で 多 様 に 変 化 し 得 る 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 一 部 の 技 術 は 、 一 部 の 機 能 的 特 性 を 示 す 少 な く と も ２ つ の キ メ ラ Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質
ド メ イ ン を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 か ら 、 新 し い キ メ ラ Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 を 創 出 す る こ
と を 含 む 。 こ の よ う な Ｄ Ｎ Ａ シ ャ フ リ ン グ お よ び 基 本 ド メ イ ン 交 換 （ swapping） な ど の 技
術 は 新 し い ド メ イ ン の 組 合 せ を 創 出 す る 。 米 国 特 許 第 ６ ， ２ ９ １ ， ２ ４ ２ 号 参 照 。 Ｄ Ｎ Ａ
シ ャ フ リ ン グ は ド メ イ ン 交 換 だ け で な く 、 点 突 然 変 異 （ point mutation） を 導 入 で き る 。
シ ャ フ リ ン グ 反 応 は 、 目 的 と す る 表 現 型 を 誘 導 す る キ メ ラ タ ン パ ク 質 コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配
列 か ら 始 ま る 。 核 酸 は シ ャ フ リ ン グ さ れ る 。 第 ２ の ラ イ ブ ラ リ ー は シ ャ フ リ ン グ 産 物 か ら
製 作 さ れ 、 類 似 ま た は 強 化 さ れ た 条 件 下 で 目 的 と す る 形 質 を 誘 導 す る 構 成 員 に 対 し て ス ク
リ ー ニ ン グ さ れ る 。 も し 初 期 ラ イ ブ ラ リ ー が す べ て の 可 能 な ド メ イ ン 組 合 せ が ス ク リ ー ニ
ン グ さ れ る よ う に 広 範 囲 で あ れ ば 、 同 一 な 初 期 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 分 離 さ れ た ド メ イ ン の Ｄ
Ｎ Ａ シ ャ フ リ ン グ は 無 駄 に な る 。 Ｄ Ｎ Ａ シ ャ フ リ ン グ は 範 囲 （ coverage） が 幅 広 い 場 合 、
ま た は 幅 広 い ス ク リ ー ニ ン グ が 合 理 的 で な い 場 合 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 反 復 考 案 の 第 ２ の 実 施 態 様 に お い て は 、 目 的 と す る 表 現 型 を 生 成 す る キ メ ラ Ｄ Ｎ Ａ 結 合
タ ン パ ク 質 が 各 ド メ イ ン の 多 様 化 に よ っ て 変 化 す る 。 ド メ イ ン は 、 １ 回 に 一 つ ず つ 、 ま た
は 一 回 に 一 つ 以 上 に 、 順 次 変 化 で き る 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 次 の 例 は ３ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン ： フ ィ ン ガ ー Ｉ 、 IIお よ び IIIを 含 み 、 目 的
と す る 表 現 型 を 生 産 す る オ リ ジ ナ ル キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 意 味 す る 。 第 ２ の ラ イ ブ ラ リ ー は
そ の 各 核 酸 構 成 員 が 初 期 に 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質 と 同 一 な フ ィ ン ガ ー IIお よ び フ ィ ン ガ ー
IIIを コ ー デ ィ ン グ す る よ う に 製 作 さ れ る 。 し か し 、 ラ イ ブ ラ リ ー は オ リ ジ ナ ル タ ン パ ク
質 の フ ィ ン ガ ー Ｉ と 異 な る 、 フ ィ ン ガ ー Ｉ の 核 酸 構 成 員 を 含 む 。 相 違 点 は コ ー デ ィ ン グ さ
れ た キ メ ラ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 変 化 さ せ る 単 一 ヌ ク レ オ チ ド で あ る か 、 さ ら に 根
本 的 で あ り 得 る 。 第 ２ の ラ イ ブ ラ リ ー は フ ィ ン ガ ー Ｉ の 塩 基 － 接 触 残 基 が 様 々 な 形 態 で 製
作 さ れ る か 、 フ ィ ン ガ ー Ｉ の 塩 基 － 接 触 残 基 は 変 わ り な い が 、 隣 接 残 基 が 多 様 化 で き る 。
ま た 、 第 ２ の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 少 な く と も ２ ０ 、 ３ ０ 、 ４ ０ ま た は ６ ０ 個 の 異 な る ト リ ヌ
ク レ オ チ ド 位 置 を 認 識 す る 、 十 分 な 数 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 み 得 る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 第 ２ の ラ イ ブ ラ リ ー は 細 胞 ま た は 個 体 の 表 現 型 を 変 化 さ せ る 成 分 を 同 定 す る よ う に ス ク
リ ー ニ ン グ さ れ る 。 変 化 の 範 囲 は オ リ ジ ナ ル タ ン パ ク 質 に よ る も の と 類 似 す る か ま た は さ
ら に 広 い 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
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　 同 時 に ま た は 連 続 的 に 、 第 ３ ラ イ ブ ラ リ ー は フ ィ ン ガ ー IIを 多 様 に 製 作 で き 、 第 ４ ラ イ
ブ ラ リ ー は フ ィ ン ガ ー IIIを 多 様 に 製 作 で き る 。 も し キ メ ラ タ ン パ ク 質 ま た は 既 に 同 定 さ
れ た 変 異 体 が 十 分 で あ れ ば 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を さ ら に 向 上 さ せ る た め に す べ て の ド メ イ
ン を 多 様 化 す る 必 要 は な い 。 他 の 場 合 に は 、 各 ド メ イ ン を 再 最 適 化 す る こ と が 必 要 で あ る
。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 も し 同 時 に 他 の ド メ イ ン が 多 様 化 さ れ る と す れ ば 、 特 定 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 向 上 し た 変
異 体 は 他 の ラ イ ブ ラ リ ー を 製 作 す る た め に 互 い に 組 換 え る こ と が で き る 。 こ の よ う な ラ イ
ブ ラ リ ー も 類 似 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 反 復 考 案 の ３ 番 目 の 実 施 態 様 に お い て は 、 こ の 方 法 が ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン ま た は
調 節 ド メ イ ン の よ う な ド メ イ ン を 挿 入 、 置 換 ま た は 欠 失 す る こ と を 含 む 。 挿 入 さ れ た ジ ン
ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 特 異 性 を 増 加 さ せ る か 、 そ の 結 合 親 和 度 を 増
加 で き る 。 あ る 場 合 に は 、 結 合 親 和 度 の 増 加 が キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 創 出 す る 表 現 型 を 強 化
す る こ と も あ る 。 第 ２ の 活 性 化 ド メ イ ン ま た は 補 助 因 子 を 誘 導 す る ド メ イ ン の よ う な 、 挿
入 調 節 ド メ イ ン は キ メ ラ タ ン パ ク 質 が 生 産 す る 表 現 型 を 強 化 す る こ と も あ る 。 欠 失 は キ メ
ラ タ ン パ ク 質 の 活 性 の 特 異 性 を 強 化 ま た は 拡 張 さ せ 、 こ れ は 削 除 さ れ た ド メ イ ン の 寄 与 度
な ど に よ る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 反 復 考 案 の ４ 番 目 の 実 施 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は オ リ ジ ナ ル キ メ ラ タ ン パ ク 質 と 第 ２
の キ メ ラ Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 を 細 胞 で 共 発 現 す る こ と を 含 む 。 第 ２ の キ メ ラ タ ン パ ク 質
は 異 な る キ メ ラ を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し て 同 定 で き る 。
　
一 実 施 態 様 に お い て 、 第 ２ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 は オ リ ジ ナ ル キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る
細 胞 で ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し て 同 定 さ れ る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 第 ２ の キ
メ ラ タ ン パ ク 質 は 独 立 的 に 同 定 さ れ る 。
【 ０ ３ ０ １ 】
キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 調 節 特 性 の プ ロ フ ァ イ リ ン グ （ profiling）
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 細 胞 の 表 現 型 を 変 化 さ せ る キ メ ラ 転 写 因 子 の 特 性 を さ ら に 確 認 し て 、 こ の タ ン パ ク 質 が
直 接 ま た は 間 接 的 に 調 節 す る 内 生 遺 伝 子 を 同 定 で き る 。 普 通 、 キ メ ラ 転 写 因 子 は 内 生 遺 伝
子 を 細 胞 内 で 生 成 さ れ る 。 表 現 型 の 変 化 前 、 変 化 期 間 ま た は 変 化 後 の よ う な 適 切 な 時 間 に
細 胞 を 分 析 し て 細 胞 内 ま た は 培 地 に 存 在 す る 転 写 体 や タ ン パ ク 質 の 発 現 水 準 を 測 定 す る 。
た と え ば 、 細 胞 か ら ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 核 酸 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 を 通 じ て 分 析 す る 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 核 酸 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 は 、 た と え ば 、 フ ォ ト リ ソ グ ラ フ ィ ー 法 （ 例 ： 米 国 特 許 第 ５ ，
５ １ ０ ， ２ ７ ０ 号 参 照 ） 、 機 械 的 方 法 （ 例 ： 米 国 特 許 第 ５ ， ３ ８ ４ ， ２ ６ １ 号 に 記 載 さ れ
た 直 接 流 れ （ directed flow） 法 ） ま た は ピ ン 基 盤 （ pin based） 法 （ 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ８
８ ， ５ １ ４ 号 に 記 載 ） な ど の 様 々 な 方 法 に よ っ て 製 作 で き る 。 こ の 分 析 は 、 発 現 さ れ た 特
定 の 遺 伝 子 に 対 す る 核 酸 を 検 出 す る の に 適 し た 特 別 な キ ャ プ チ ャ ー プ ロ ー ブ （ capture pr
obe） を 各 住 所 に 有 す る よ う に 製 作 さ れ る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 た と え ば 、 文 献 （ Current Protocols in Molecular Biology John Wiley 
& Sons, N.Y） に 記 述 さ れ た よ う に Ｄ ｎ ａ ｓ ｅ を 処 理 し 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 除 去 し 、 オ リ ゴ
－ ｄ Ｔ を 結 合 し た 固 体 基 質 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る こ と を 含 む 一 般 の 方 法 で 分 離 で
き る 。 基 質 を 洗 浄 し た 後 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 溶 出 さ せ る 。 分 離 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 米 国 特 許 第 ４ ，
６ ８ ３ ， ２ ０ ２ 号 に 記 載 さ れ た よ う に 、 ｒ ｔ Ｐ Ｃ Ｒ な ど に よ っ て 逆 転 写 さ せ 、 任 意 に 増 殖
さ せ る 。 増 殖 ま た は 逆 転 写 過 程 中 、 標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の 挿 入 に よ っ て 核 酸 を 標 識 で
き る 。 好 ま し い 標 識 の 例 は 、 赤 色 蛍 光 染 料 Ｃ ｙ ５ （ Amersham） ま た は 緑 色 蛍 光 染 料 Ｃ ｙ ３
（ Amersham） の よ う な 蛍 光 標 識 を 含 む 。 一 方 、 核 酸 を ビ オ チ ン で 標 識 し 、 ス ト レ プ ト ア ビ
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ジ ン ピ コ エ リ ト リ ン （ Molecular Probes） な ど の 標 識 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で 検 出 で き る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 次 い で 、 標 識 さ れ た 核 酸 を ア レ イ に 接 触 さ せ る 。 さ ら に 、 対 照 核 酸 ま た は 参 考 核 酸 を 同
じ ア レ イ に 接 触 で き る 。 対 照 核 酸 ま た は 参 考 核 酸 を 標 本 核 酸 の 標 識 と は 異 な る 標 識 、 た と
え ば 、 異 な る 最 大 放 出 （ emission） 波 長 を 有 す る 標 識 で 認 識 で き る 。 標 識 さ れ た 核 酸 を ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 で ア レ イ と 接 触 さ せ る 。 ア レ イ を 洗 浄 し た 後 、 ア レ イ の 各 ア
ド レ ス で 蛍 光 を 検 出 す る た め に 映 像 化 す る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 プ ロ フ ァ イ ル を 作 っ て 評 価 す る 一 般 的 な 方 法 は ア レ イ の 各 ア ド レ ス で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン を 検 出 す る 段 階 を 含 む 。 各 ア ド レ ス の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 程 度 は 数 字 で 表 示
し て ベ ク タ ー 、 一 次 元 マ ト リ ッ ク ス 、 ま た は 一 次 元 ア レ イ で 貯 蔵 す る 。 ベ ク タ ー ｘ は ア レ
イ の 各 ア ド レ ス に 対 す る 値 を 有 す る 。 た と え ば 、 特 定 の ア ド レ ス で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン の 程 度 に 対 す る 数 値 は ｘ ａ と い う 変 数 で 貯 蔵 さ れ る 。 こ の 数 値 は 、 各 地 域 の 背 景 水 準 、
標 本 量 お よ び 他 の 変 異 条 件 に 合 わ せ て 調 節 で き る 。 ま た 、 対 照 標 本 か ら 核 酸 を 準 備 し 、 同
一 ま た は 異 な る ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で き る 。 ベ ク タ ー ｙ は ベ ク タ ー ｘ と 等 し
く 製 作 す る 。 た と え ば 、 ２ つ の ベ ク タ ー の 関 数 で あ る 数 学 式 を 用 い て 標 本 発 現 プ ロ フ ァ イ
ル を 対 照 プ ロ フ ァ イ ル と 比 較 で き る 。 こ の 比 較 は 、 ２ つ の プ ロ フ ァ イ ル の 類 似 性 を 示 す 値
数 な ど の ス カ ラ ー （ scalar） 値 と し て 評 価 で き る 。 ア レ イ に よ っ て 検 出 さ れ る 異 な る 遺 伝
子 に 加 重 値 を 与 え る た め に 前 記 ベ ク タ ー の い ず れ か ま た は す べ て は マ ト リ ッ ク ス に よ っ て
変 換 で き る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 発 現 デ ー タ は デ ー タ ベ ー ス 、 た と え ば 、 Ｓ Ｑ Ｌ デ ー タ ベ ー ス （ 例 ： オ ラ ク ル （ Oracle）
ま た は サ イ ベ ー ス （ Sybase） デ ー タ ベ ー ス 環 境 ） の よ う な 関 連 デ ー タ ベ ー ス に 貯 蔵 で き る
。 デ ー タ ベ ー ス は 数 個 の 表 を 有 す る 。 た と え ば 、 処 理 さ れ て い な い （ raw） 発 現 デ ー タ を
、 各 縦 列 は 分 析 さ れ る 遺 伝 子 （ 例 ： ア ド レ ス ま た は ア レ イ ） に 該 当 し 、 各 横 列 は 標 本 に 該
当 す る 一 つ の 表 に 貯 蔵 で き る 。 別 途 の 表 は 、 識 別 子 、 お よ び 使 用 し た ア レ イ の バ ッ チ （ ba
tch） 数 字 、 日 付 お よ び 他 の 品 質 管 理 情 報 な ど の 標 本 情 報 を 貯 蔵 で き る 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 同 様 に 調 節 さ れ る 遺 伝 子 は 共 に 調 節 さ れ る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 発 現 デ ー タ を ク ラ ス
タ リ ン グ （ clustering） す る こ と に よ っ て 同 定 で き る 。 こ の よ う な ク ラ ス タ ー は キ メ ラ ジ
ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 に よ っ て 同 等 に 調 節 さ れ る 遺 伝 子 セ ッ ト を 表 示 す る 。 遺 伝 子 は
階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ （ hierarchical clustering)[例 :Sokal and Michener (1958) Univ
. Kans. Sci. Bull. 38:1409参 照 ]、 ベ イ ジ ア ン ク ラ ス タ リ ン グ （ Bayesian clustering）
、 カ ッ パ ー 平 均 ク ラ ス タ リ ン グ （ k-means clustering） 、 お よ び 自 体 組 織 地 図 （ self-org
anizing maps)［ Tamayo et al. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:2907参 照 ］ を 用
い て ク ラ ス タ リ ン グ で き る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 標 本 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 対 照 発 現 プ ロ フ ァ イ ル （ 例 ： 対 照 細 胞 ） と の 類 似 性 は 、 た と え
ば 、 標 本 発 現 水 準 の ロ グ を プ レ デ ィ ク タ ー （ predictor） ま た は 対 照 発 現 値 の ロ グ と 比 較
し 、 こ の 比 較 結 果 を プ ロ フ ァ イ ル 内 の 例 示 値 の す べ て の 遺 伝 子 に 対 す る 重 要 度 に よ っ て 調
整 す る こ と に よ っ て 決 定 で き る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 ま た 、 活 性 化 さ れ た キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 有 す る 細 胞 内 で タ ン パ ク 質 を プ ロ フ ァ イ リ ン グ
で き る 。 代 表 的 な タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 法 の 一 例 と し て 、 個 別 タ ン パ ク 質 の 種 類 を
特 定 化 す る ２ － Ｄ ゲ ル 電 気 泳 動 (gel electrophoresis)お よ び 質 量 分 光 法 (mass spectrosc
opy)が 含 ま れ る 。 ２ － Ｄ ゲ ル 上 の 個 別 「 点 」 は 加 水 分 解 さ れ た 後 、 質 量 分 光 器 で 分 析 さ れ
る 。 こ の 方 法 は タ ン パ ク 質 構 成 要 素 お よ び 、 多 く の 場 合 の 、 翻 訳 段 階 の 変 形 を す べ て 見 極
め る こ と が で き る 。
【 ０ ３ １ １ 】
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　 タ ン パ ク 質 お よ び 核 酸 の プ ロ フ ァ イ リ ン グ 方 法 は キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 特 性 に 関 す る 情 報
だ け で な く 、 細 胞 内 で 作 動 す る 自 然 機 構 に 関 す る 情 報 も 提 供 で き る 。 た と え ば 、 キ メ ラ タ
ン パ ク 質 の 発 現 に よ っ て 増 加 し た タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 は 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 発 現 に よ
っ て 引 起 さ れ る 表 現 型 の 変 化 に 対 し て 自 然 的 作 用 体 （ effector） で あ っ て も よ い 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 さ ら に 、 他 の 方 法 を 用 い て 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 に よ っ て 直 接 ま た は 間 接 的 に 調 節 さ れ
る 標 的 遺 伝 子 お よ び タ ン パ ク 質 を 同 定 で き る 。 一 例 と し て 、 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 が 表 現
形 質 に 及 ぼ す 効 果 を 相 殺 （ 例 ： 抑 制 ） さ せ る 変 化 を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ の よ う な 変 化
は 染 色 体 遺 伝 子 内 の 突 然 変 異 お よ び 特 定 遺 伝 子 の 過 発 現 の よ う な 遺 伝 的 変 化 だ け で な く 、
Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 （ 例 ： 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ に よ る ） の よ う な 他 の 変 化 も 含 む 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 特 定 の 一 例 と し て 、 病 原 性 細 菌 ま た は カ ビ の よ う な 細 胞 内 で 条 件 的 に 発 現 さ れ る 場 合 、
成 長 欠 陥 ま た は 致 死 を 引 起 こ す キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ を 分 離 す る 。 こ の よ う な Ｚ Ｆ Ｐ は 、 Ｚ Ｆ Ｐ を
コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 含 む Ｚ Ｆ Ｐ ラ イ ブ ラ リ ー を 有 す る 細 胞 の 形 質 転 換 に よ っ て 同 定 で
き 、 核 酸 の 発 現 は 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 調 節 さ れ る 。 形 質 転 換 体 は 誘 導 性 お よ び 非
誘 導 性 培 地 で 培 養 さ れ た 後 、 誘 導 性 お よ び 非 誘 導 性 プ レ ー ト 上 に 複 製 さ れ る 。 非 誘 導 性 プ
レ ー ト で 正 常 に 成 長 す る が 、 誘 導 性 プ レ ー ト 上 で は 増 殖 欠 陥 を 示 す コ ロ ニ ー が 観 察 さ れ 、
こ れ ら は 「 条 件 的 致 死 」 ま た は 「 条 件 的 増 殖 欠 陥 」 コ ロ ニ ー と し て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 （ ａ ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い た 標 的 遺 伝 子 の 同 定
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー は 上 述 の 「 条 件 的 致 死 」 ま た は 「 条 件 的 増 殖 欠 陥 」 菌 株 に 形
質 転 換 さ れ る 。 形 質 転 換 体 は 誘 導 性 プ レ ー ト に 塗 布 さ れ る 。 欠 陥 を 引 き 起 こ す Ｚ Ｆ Ｐ の 存
在 お よ び 発 現 に も か か わ ら ず 生 存 す る コ ロ ニ ー を 分 離 す る 。 欠 陥 形 質 を 補 完 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ
の 配 列 を 分 析 す る 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 欠 陥 形 質 に 媒 介 す る キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ に よ っ て 調 節 さ れ
る 標 的 遺 伝 子 の 直 接 的 ま た は 間 接 的 転 写 体 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 （ ｂ ） 第 ２ の Ｚ Ｆ Ｐ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い た 標 的 遺 伝 子 の 確 認
　 第 １ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 効 果 を 抑 制 す る 第 ２ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 が 同 定 さ れ る 。 第 ２
の キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 標 的 遺 伝 子 は （ 第 １ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 存 在 ま た は 不 在 時 ） 同 定
さ れ る 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 た と え ば 、 Ｚ Ｆ Ｐ ラ イ ブ ラ リ ー は （ 欠 陥 を 引 起 こ す 第 １ の キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ を 含 む ） 「 条 件
的 致 死 」 ま た は 「 条 件 的 成 長 欠 陥 」 に 形 質 転 換 さ れ る 。 形 質 転 換 体 は 誘 導 性 プ レ ー ト に 塗
布 さ れ る 。 導 入 さ れ た Ｚ Ｆ Ｐ の 発 現 に よ っ て 生 存 で き る コ ロ ニ ー は 「 抑 制 さ れ た 菌 株 」 と
し て 同 定 さ れ る 。 第 ２ の Ｚ Ｆ Ｐ の 標 的 遺 伝 子 は Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に よ っ て 分 析 さ
れ る 。 比 較 分 析 は 次 の ４ つ の 菌 株 の 間 で 行 い 得 る ： １ ） Ｚ Ｆ Ｐ の な い 菌 株 ； ２ ） 第 １ の Ｚ
Ｆ Ｐ の み を 有 す る 菌 株 ； ３ ） 第 ２ の Ｚ Ｆ Ｐ の み を 有 す る 菌 株 ； ４ ） 第 １ お よ び 第 ２ の Ｚ Ｆ
Ｐ を す べ て 有 す る 菌 株 。 た と え ば 、 第 １ お よ び 第 ２ の キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ に よ っ て 反 対 方 向 に 調
節 さ れ る 遺 伝 子 が 成 長 － 欠 陥 表 現 型 に 媒 介 す る 標 的 遺 伝 子 の 候 補 と な る 。 こ の 方 法 は た だ
増 殖 欠 陥 だ け で な く 、 い ず れ の 表 現 形 質 に も 適 用 で き る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 (ｃ )発 現 プ ロ フ ァ イ ル 分 析 に よ っ て 同 定 さ れ た 共 調 節 （ co-regulated） 遺 伝 子
　 キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ の 標 的 候 補 は 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ （ expression profiling） に よ っ て 同
定 で き る 。 段 階 的 に 、 キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ の 表 現 型 に 媒 介 す る 標 的 候 補 を 決 定 す る た め に 、 標 的
候 補 を 個 別 的 に 過 発 現 ま た は 抑 制 （ 例 ： 遺 伝 子 欠 失 ま た は Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 ） で き る 。 さ ら に 、
こ の 分 析 法 を 多 重 標 的 候 補 に 対 し て 適 用 で き る 。 こ れ は 少 な く と も い く つ か の 場 合 に 、 少
な く と も 一 つ の 候 補 が 表 現 型 を 示 す こ と を 妨 げ る 必 要 が あ る た め で あ る 。 こ の よ う な 接 近
法 の 一 例 が 実 施 例 ３ （ ケ ト コ ナ ゾ ー ル 抵 抗 性 ） に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 (ｄ )時 間 － 推 移 分 析 （ Time-Course Analysis）
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　 キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ の 標 的 は 細 胞 を キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ に 露 出 さ せ た 後 遺 伝 子 発 現 の 特 徴 的 な 経 時 変
化 を 分 析 し て 同 定 で き る 。 た と え ば 、 キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ を コ ー デ ィ ン グ す る 遺 伝 子 は 誘 導 プ ロ
モ ー タ ー に 連 結 で き る 。 代 表 的 な 誘 導 プ ロ モ ー タ ー は ド キ シ サ イ ク リ ン （ doxycycline）
の よ う な 小 分 子 （ small molecule） に よ っ て 調 節 さ れ る 。 キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ を コ ー デ ィ ン グ す
る 遺 伝 子 は 細 胞 に 導 入 さ れ る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 試 料 は 誘 導 プ ロ モ ー タ ー に よ る 誘 導 後 、 様 々 な 時
間 に 細 胞 か ら 得 ら れ る 。 た と え ば 、 図 １ ３ で は 、 Ｚ Ｆ Ｐ 　 Ｆ １ ０ ４ － ｐ ６ ５ の 誘 導 過 程 で
活 性 化 ま た は 抑 制 さ れ た 遺 伝 子 が 見 ら れ る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 （ ｅ ） タ ン パ ク 質 導 入 と ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 を 用 い た 、 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る
Ｚ Ｆ Ｐ － Ｔ Ｆ の 一 次 標 的 遺 伝 子 の 同 定
　 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 転 移 （ transduction） に よ っ て 細 胞 内 に 伝 達 す る こ と も ま た 可 能 で
あ る 。 タ ン パ ク 質 は 細 胞 外 部 条 件 で 供 給 さ れ 、 細 胞 は そ の タ ン パ ク 質 を 自 身 に 転 移 さ せ る
。 こ の 接 近 は 外 生 核 酸 の 融 合 （ integration） 、 伝 播 (propagation） な ど に 対 す る お そ れ
を 除 去 す る だ ろ う 。 タ ン パ ク 質 の 量 は 正 確 に 調 節 で き る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 キ メ ラ Ｚ
Ｆ Ｐ は Ｔ ａ ｔ ま た は Ｖ Ｐ ２ ２ の タ ン パ ク 質 転 移 ド メ イ ン に 融 合 （ fusion） さ れ る 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 培 養 細 胞 に 転 移 さ れ た キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 効 能 を 分 析 す る た め に 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 は
、 た と え ば 、 タ ン パ ク 質 転 移 ド メ イ ン と の 融 合 の よ う に 、 培 養 培 地 に 添 加 さ れ る 。 調 節 さ
れ た 標 的 遺 伝 子 の 検 索 は シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド （ cycloheximide） の よ う な タ ン パ ク 質 合 成 阻
害 剤 の 添 加 で 向 上 で き る 。 し た が っ て 、 一 次 標 的 遺 伝 子 の 翻 訳 が 遮 断 さ れ 、 そ の 一 次 標 的
遺 伝 子 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ た タ ン パ ク 質 に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 が 検 索 さ れ る 。
一 次 標 的 遺 伝 子 の 同 定 は Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に よ っ て 発 見 で き る 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 一 次 標 的 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の シ ク ロ ヘ キ サ ミ ド の 使 用 は 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 が 細 胞
内 の 異 種 核 酸 に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ た 場 合 に も ま た 使 用 で き る 。 た と え ば 、 異 種 核 酸
の 発 現 は ３ ０ 、 ２ ０ 、 １ ５ 、 １ ０ ま た は ５ 分 以 内 に 誘 導 で き 、 こ の 際 、 シ ク ロ ヘ キ サ ミ ド
を 添 加 で き る 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 （ ｆ ） 活 性 分 析
　 潜 在 標 的 遺 伝 子 の 機 能 は 、 た と え ば 、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ dsRNA） に よ る Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 （ RNAi
） 、 ア ン チ セ ン ス （ anti-sense） 技 術 、 リ ボ ザ イ ム （ Ribozyme） 、 ま た は 標 的 遺 伝 子 の 突
然 変 異 に よ っ て 、 標 的 遺 伝 子 の 活 性 を 抑 制 す る こ と に よ っ て 分 析 で き る 。 標 的 遺 伝 子 の 活
性 が 減 少 し た 細 胞 ま た は 個 体 は Ｒ Ｎ Ａ ｉ を 処 理 し て い な い 対 照 群 細 胞 ま た は 個 体 と 比 較 し
、 分 析 で き る 。 ま た 他 の 例 に お い て 、 標 的 遺 伝 子 を 調 節 す る と さ れ る 人 工 ジ ン ク フ ィ ン ガ
ー タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 ま た は 個 体 に Ｒ Ｎ Ａ ｉ が 処 理 さ れ る 。 一 つ の 表 現 形 質 を 誘 導
す る 人 工 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 効 能 は Ｒ Ｎ Ａ ｉ の 存 在 ま た は 不 在 下 で 分 析 で き る
。 あ る 場 合 に は 、 も し 潜 在 的 標 的 遺 伝 子 が 実 際 に 決 定 的 標 的 で あ れ ば 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 処 理 が 潜
在 標 的 を 不 活 性 化 す る こ と は 人 工 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 に よ る 表 現 形 質 を 弱 化 で き
る 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 、 た と え ば 、 カ セ ッ ト （ cassette） の 両 方 向 に Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー を 含 ま せ
て 一 つ の カ セ ッ ト を 両 方 向 か ら 転 写 し て 製 造 で き る 。 カ セ ッ ト 内 の 挿 入 体 （ insert） は 潜
在 的 標 的 遺 伝 子 の 相 補 的 な 配 列 を 含 む よ う に 選 択 さ れ る ［ HiScribe（ 登 録 商 標 ） Ｒ Ｎ Ａ ｉ
転 写 キ ッ ト （ New England Biolabs, MA） お よ び Fire, A. (1999) Trends Genet. 15, 358
-363を 参 照 ］ 。 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は さ ら に 小 さ い 切 片 に 分 解 で き る ［ た と え ば 、 米 国 特 許 出 願 第
２ ０ ０ ２ － ０ ０ ８ ６ ３ ５ ６ 号 参 照 ］ 。 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 遺 伝 子 発 現 を 不
活 性 化 さ せ る の に 使 用 で き る ［ Clemens,ら (2000) Proc. Natl. Sci. USA 97, 6499-6503;
 Billy, E.ら (2001) Proc. Natl. Sci. USA 98, 14428-14433; Elbashirら (2001) Nature
. 411(6836):494-8; Yang, D.ら (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99, 9942-9947参 照
］ 。
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【 ０ ３ ２ ４ 】
標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 の 確 認
【 ０ ３ ２ ５ 】
　 キ メ ラ Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 に 関 連 し て 、 目 標 の 表 現 型 を 生 産 す る キ メ ラ Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ
ン パ ク 質 の 標 的 部 位 を 決 定 す る た め に 様 々 な 方 法 が 使 用 で き る 。 こ の よ う な 方 法 は 標 的 部
位 を 探 す た め に 単 独 で ま た は 組 合 せ て 使 用 で き る 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に よ る 情 報 は キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク
質 に よ っ て 認 識 さ れ る 標 的 部 位 を 同 定 す る の に 用 い ら れ る 。 キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン
パ ク 質 に よ っ て 共 調 節 さ れ る （ co-regulated） 遺 伝 子 の 調 節 領 域 （ regulatory region）
は 、 す べ て の 、 ま た は 大 部 分 の 調 節 領 域 内 に 共 通 し て 存 在 す る モ チ ー フ を 同 定 す る た め に
比 較 さ れ る 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 生 化 学 的 方 法 が キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 に よ っ て 結
合 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 部 位 を 決 定 す る た め に 用 い ら れ る 。 た と え ば 、 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 澱 （ Chro
matin immuno-precipitation） 実 験 は 、 キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 が 結 合 し た 核
酸 を 分 離 す る の に 使 用 で き る 。 分 離 さ れ た 核 酸 は Ｐ Ｃ Ｒ 方 法 で 増 幅 さ れ 、 配 列 が 分 析 さ れ
る 。 Gogusら （ 1996） Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 93:2159-2164の 例 を 見 る こ と が で き
る 。 他 の 例 と し て 、 Ｓ Ｅ Ｌ Ｅ Ｘ 方 法 を 使 用 で き る 。 さ ら に 、 個 別 キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー
タ ン パ ク 質 の 結 合 特 異 性 に 関 す る 情 報 は 標 的 部 位 を 予 測 す る の に 用 い ら れ る 。 そ の 予 測 は
証 明 さ れ る か 、 他 の 結 果 （ 例 ： ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 澱 、 イ ン シ リ コ （ in-silico） 共 調 節 さ
れ た 遺 伝 子 分 析 お よ び Ｓ Ｅ Ｌ Ｅ Ｘ か ら の 結 果 ） を 解 釈 す る 指 標 と し て 使 用 で き る 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 ま た 他 の 態 様 に お い て 、 潜 在 的 標 的 部 位 は 、 各 々 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 構 成 要 素 の 結 合 特
異 性 に 関 す る 情 報 に 基 づ い て 推 論 さ れ る 。 た と え ば 、 図 １ ０ Ａ お よ び １ ０ Ｂ か ら 分 か る よ
う に 、 Ｎ － 末 端 な い し Ｃ － 末 端 で ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む キ メ ラ ： Ｃ Ｓ Ｎ Ｒ 、 Ｒ
Ｓ Ｎ Ｒ お よ び Ｑ Ｓ Ｎ Ｒ は 標 的 部 位 ５ ’ － Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ： １ ３ ０
） を 認 識 す る と 予 想 さ れ る 。 Ｃ Ｓ Ｎ Ｒ 、 Ｒ Ｓ Ｎ Ｒ お よ び Ｑ Ｓ Ｎ Ｒ ド メ イ ン は 各 々 Ｇ Ａ Ｃ 、
Ｇ Ａ Ｇ お よ び Ｇ Ａ Ａ に Ｄ Ｎ Ａ 結 合 特 異 性 を 有 す る 。 予 想 標 的 部 位 は 、 Ｃ － 末 端 か ら Ｎ － 末
端 へ の 順 に ド メ イ ン を 考 慮 し 、 そ れ ら の 認 識 特 異 性 を 連 結 し て ５ ’ か ら ３ ’ 方 向 に 一 本 鎖
の 標 的 部 位 を 得 る こ と に よ っ て 形 成 す る 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 た と え 大 部 分 の 場 合 、 キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 が 転 写 調 節 子 の 機 能 を す る だ
ろ う が 、 あ る 場 合 に は 、 キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 が Ｒ Ｎ Ａ ま た は タ ン パ ク 質 標
的 に 結 合 し て そ れ ら の 表 現 型 効 果 を 媒 介 す る 。 あ る 天 然 型 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 は
実 際 に こ の よ う な 高 分 子 に 結 合 す る 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
キ メ ラ 転 写 因 子 の 追 加 的 特 徴
【 ０ ３ ３ １ 】
　 キ メ ラ 核 酸 結 合 ド メ イ ン を コ ー デ ィ ン グ す る ラ イ ブ ラ リ ー に 関 連 し て 、 コ ー デ ィ ン グ さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド は 次 の 少 な く と も 一 つ の 特 徴 を 含 み 得 る 。 こ の よ う な 特 徴 は そ の ラ イ ブ
ラ リ ー の す べ て の 構 成 員 の 間 で 変 わ ら な い か 、 多 様 で あ る 。 一 例 と し て 、 あ る 核 酸 は 活 性
化 ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ し 、 他 の も の は 阻 害 ド メ イ ン を 含 む か 、 転
写 調 節 ド メ イ ン を 有 し な い 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
　 活 性 化 ド メ イ ン
　 本 発 明 に 用 い ら れ る 転 写 活 性 化 ド メ イ ン は 、 酵 母 か ら 由 来 す る Ｇ ａ ｌ ４ 活 性 化 ド メ イ ン
お よ び ヘ ル ペ ス シ ン プ レ ッ ク ス ウ イ ル ス （ herpes simplex virus） か ら 由 来 す る Ｖ Ｐ １ ６
ド メ イ ン を 含 む が 、 こ れ に 制 限 さ れ な い 。 転 写 を 活 性 化 さ せ る ド メ イ ン の 能 力 は 、 既 に 公
知 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に 融 合 さ せ 、 そ の 公 知 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン が 認 識 す る 部 位 に 連
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結 さ れ た 標 識 遺 伝 子 の 発 現 が キ メ ラ タ ン パ ク 質 に よ っ て 活 性 化 さ れ る か を 決 定 し て 確 認 さ
れ る 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 活 性 化 ド メ イ ン の 例 と し て 次 の ｐ ６ ５ 由 来 の ド メ イ ン が あ る ：
【 ０ ３ ３ ４ 】
Ｙ Ｌ Ｐ Ｄ Ｔ Ｄ Ｄ Ｒ Ｈ Ｒ Ｉ Ｅ Ｅ Ｋ Ｒ Ｋ Ｒ Ｔ Ｙ Ｅ Ｔ Ｆ Ｋ Ｓ Ｉ Ｍ Ｋ Ｋ Ｓ Ｐ Ｆ Ｓ Ｇ Ｐ Ｔ Ｄ Ｐ Ｒ Ｐ Ｐ
Ｐ Ｒ Ｒ Ｉ Ａ Ｖ Ｐ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ａ Ｓ Ｖ Ｐ Ｋ Ｐ Ａ Ｐ Ｑ Ｐ Ｙ Ｐ Ｆ Ｔ Ｓ Ｓ Ｌ Ｓ Ｔ Ｉ Ｎ Ｙ Ｄ Ｅ Ｆ Ｐ Ｔ Ｍ Ｖ
Ｆ Ｐ Ｓ Ｇ Ｑ Ｉ Ｓ Ｑ Ａ Ｓ Ａ Ｌ Ａ Ｐ Ａ Ｐ Ｐ Ｑ Ｖ Ｌ Ｐ Ｑ Ａ Ｐ Ａ Ｐ Ａ Ｐ Ａ Ｐ Ａ Ｍ Ｖ Ｓ Ａ Ｌ Ａ Ｑ Ａ Ｐ
Ａ Ｐ Ｖ Ｐ Ｖ Ｌ Ａ Ｐ Ｇ Ｐ Ｐ Ｑ Ａ Ｖ Ａ Ｐ Ｐ Ａ Ｐ Ｋ Ｐ Ｔ Ｑ Ａ Ｇ Ｅ Ｇ Ｔ Ｌ Ｓ Ｅ Ａ Ｌ Ｌ Ｑ Ｌ Ｑ Ｆ Ｄ Ｄ
Ｅ Ｄ Ｌ Ｇ Ａ Ｌ Ｌ Ｇ Ｎ Ｓ Ｔ Ｄ Ｐ Ａ Ｖ Ｆ Ｔ Ｄ Ｌ Ａ Ｓ Ｖ Ｄ Ｎ Ｓ Ｅ Ｆ Ｑ Ｑ Ｌ Ｌ Ｎ Ｑ Ｇ Ｉ Ｐ Ｖ Ａ Ｐ Ｈ
Ｔ Ｔ Ｅ Ｐ Ｍ Ｌ Ｍ Ｅ Ｙ Ｐ Ｅ Ａ Ｉ Ｔ Ｒ Ｌ Ｖ Ｔ Ａ Ｑ Ｒ Ｐ Ｐ Ｄ Ｐ Ａ Ｐ Ａ Ｐ Ｌ Ｇ Ａ Ｐ Ｇ Ｌ Ｐ Ｎ Ｇ Ｌ Ｌ
Ｓ Ｇ Ｄ Ｅ Ｄ Ｆ Ｓ Ｓ Ｉ Ａ Ｄ Ｍ Ｄ Ｆ Ｓ Ａ Ｌ Ｌ Ｓ Ｑ （ 配 列 番 号 ： １ ３ １ ）
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 代 表 的 な Ｇ ａ ｌ ４ 活 性 化 ド メ イ ン の 配 列 は 次 の 通 り で あ る ：
【 ０ ３ ３ ６ 】
Ｎ Ｆ Ｎ Ｑ Ｓ Ｇ Ｎ Ｉ Ａ Ｄ Ｓ Ｓ Ｌ Ｓ Ｆ Ｔ Ｆ Ｔ Ｎ Ｓ Ｓ Ｎ Ｇ Ｐ Ｎ Ｌ Ｉ Ｔ Ｔ Ｑ Ｔ Ｎ Ｓ Ｑ Ａ Ｌ Ｓ Ｑ Ｐ Ｉ
Ａ Ｓ Ｓ Ｎ Ｖ Ｈ Ｄ Ｎ Ｆ Ｍ Ｎ Ｎ Ｅ Ｉ Ｔ Ａ Ｓ Ｋ Ｉ Ｄ Ｄ Ｇ Ｎ Ｎ Ｓ Ｋ Ｐ Ｌ Ｓ Ｐ Ｇ Ｗ Ｔ Ｄ Ｑ Ｔ Ａ Ｙ Ｎ Ａ
Ｆ Ｇ Ｉ Ｔ Ｔ Ｇ Ｍ Ｆ Ｎ Ｔ Ｔ Ｔ Ｍ Ｄ Ｄ Ｖ Ｙ Ｎ Ｙ Ｌ Ｆ Ｄ Ｄ Ｅ Ｄ Ｔ Ｐ Ｐ Ｎ Ｐ Ｋ Ｋ Ｅ Ｉ Ｓ Ｍ Ａ Ｙ Ｐ Ｙ
Ｄ Ｖ Ｐ Ｄ Ｙ Ａ Ｓ （ 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ）
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 バ ク テ リ ア に お い て 、 活 性 化 ド メ イ ン の 機 能 は 野 生 型 Ｒ Ｎ Ａ 重 合 酵 素 ア ル フ ァ サ ブ ユ ニ
ッ ト Ｃ － 末 端 ド メ イ ン ま た は タ ン パ ク 質 結 合 ド メ イ ン と 融 合 し た Ｃ － 末 端 ド メ イ ン の よ う
な 突 然 変 異 ア ル フ ァ サ ブ ユ ニ ッ ト Ｃ － 末 端 ド メ イ ン に よ っ て 模 倣 で き る 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
　 抑 制 ド メ イ ン
　 必 要 に 応 じ て 、 活 性 化 ド メ イ ン の 代 わ り に 抑 制 ド メ イ ン を Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に 融 合 で
き る 。 真 核 生 物 の 抑 制 ド メ イ ン の 例 と し て は 、 Ｋ ｉ ｄ 、 Ｕ Ｍ Ｅ ６ 、 Ｏ Ｒ Ａ Ｎ Ｇ Ｅ 、 グ ル ー
チ ョ （ groucho） お よ び Ｗ Ｒ Ｐ Ｗ （ Dawsonら , (1995) Mol. Cell Biol. 15:6923-31参 照 ）
な ど か ら 由 来 す る 抑 制 ド メ イ ン が 含 ま れ る 。 抑 制 ド メ イ ン の 能 力 は そ の ド メ イ ン を 公 知 の
Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン と 融 合 さ せ 、 そ の 公 知 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に よ っ て 認 識 さ れ る 配 列
が 連 結 さ れ た 標 識 遺 伝 子 が 融 合 タ ン パ ク 質 に よ っ て 阻 害 さ れ る か を 決 定 す る こ と に よ っ て
確 認 で き る 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
　 代 表 的 な 抑 制 ド メ イ ン は 次 の Ｕ Ｍ Ｅ ６ タ ン パ ク 質 か ら 由 来 す る ド メ イ ン で あ る ：
【 ０ ３ ４ ０ 】
Ｎ Ｓ Ａ Ｓ Ｓ Ｓ Ｔ Ｋ Ｌ Ｄ Ｄ Ｄ Ｌ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｖ Ｌ Ｓ Ｎ Ｍ Ｒ Ｓ Ｓ Ｐ Ｙ Ｒ Ｔ Ｈ Ｄ Ｋ Ｐ Ｉ Ｓ Ｎ Ｖ Ｎ Ｄ
Ｍ Ｎ Ｎ Ｔ Ｎ Ａ Ｌ Ｇ Ｖ Ｐ Ａ Ｓ Ｒ Ｐ Ｈ Ｓ Ｓ Ｓ Ｆ Ｐ Ｓ Ｋ Ｇ Ｖ Ｌ Ｒ Ｐ Ｉ Ｌ Ｌ Ｒ Ｉ Ｈ Ｎ Ｓ Ｅ Ｑ Ｑ Ｐ Ｉ
Ｆ Ｅ Ｓ Ｎ Ｎ Ｓ Ｔ Ａ Ｃ Ｉ （ 配 列 番 号 ： １ ３ ３ ）
【 ０ ３ ４ １ 】
　 他 の 代 表 的 な 抑 制 ド メ イ ン は Ｋ ｉ ｄ タ ン パ ク 質 か ら 由 来 す る ド メ イ ン で あ る 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
Ｖ Ｓ Ｖ Ｔ Ｆ Ｅ Ｄ Ｖ Ａ Ｖ Ｌ Ｆ Ｔ Ｒ Ｄ Ｅ Ｗ Ｋ Ｋ Ｌ Ｄ Ｌ Ｓ Ｑ Ｒ Ｓ Ｌ Ｙ Ｒ Ｅ Ｖ Ｍ Ｌ Ｅ Ｎ Ｙ Ｓ Ｎ Ｌ Ａ
Ｓ Ｍ Ａ Ｇ Ｆ Ｌ Ｆ Ｔ Ｋ Ｐ Ｋ Ｖ Ｉ Ｓ Ｌ Ｌ Ｑ Ｑ Ｇ Ｅ Ｄ Ｐ Ｗ （ 配 列 番 号 ： １ ３ ４ ）
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 ま た 他 の キ メ ラ 転 写 因 子 は 活 性 化 ド メ イ ン も 抑 制 ド メ イ ン も 含 ま な い 。 か え っ て 、 こ の
よ う な 転 写 因 子 は 、 結 合 し た 内 生 転 写 因 子 (例 ： 活 性 因 子 ま た は 抑 制 因 子 )を 置 換 す る か 、
こ れ ら と 競 争 し て 転 写 を 変 化 さ せ る 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
　 ペ プ チ ド リ ン カ ー
　 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン は 様 々 な リ ン カ ー に よ っ て 連 結 で き る 。 リ ン カ ー の 有 用 性 と デ ザ イ
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ン は こ の 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 特 に 有 用 な リ ン カ ー は 、 核 酸 に よ っ て コ ー デ ィ ン
グ さ れ る ペ プ チ ド リ ン カ ー で あ る 。 し た が っ て 、 第 １ の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 、 ペ プ チ ド リ
ン カ ー 、 お よ び 第 ２ の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を コ ー デ ィ ン グ す る 合 成 遺 伝 子 を 製 造 で き る 。
こ の よ う な デ ザ イ ン は 大 規 模 な 合 成 多 数 － ド メ イ ン Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 を 製 造 す る た め
に 繰 り 返 す こ と が で き る 。 Ｐ Ｃ Ｔ 　 Ｗ Ｏ ９ ９ ／ ４ ５ １ ３ ２ お よ び キ ム お よ び パ ボ （ Kim an
d Pabo, 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:2812-7） は 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン
を 連 結 す る の に 適 し た ペ プ チ ド リ ン カ ー の デ ザ イ ン を 記 述 し て い る 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
　 無 作 為 コ イ ル 、 α － 螺 旋 ま た は β － ひ だ 状 の ３ 次 構 造 を 形 成 す る 追 加 的 な ペ プ チ ド リ ン
カ ー を 使 用 で き る 。 適 し た 柔 軟 性 の あ る リ ン カ ー を 形 成 す る ポ リ ペ プ チ ド は こ の 技 術 分 野
で よ く 知 ら れ て い る （ Robinson and Sauer (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 95:592
9-34参 照 ） 。 柔 軟 性 の あ る リ ン カ ー は 典 型 的 に グ リ シ ン を 含 む が 、 こ れ は グ リ シ ン が 側 鎖
を 欠 い て い る た め 唯 一 の 回 転 自 由 度 を 有 す る ア ミ ノ 酸 で あ る た め で あ る 。 親 水 性 を 増 加 さ
せ る た め に セ リ ン ま た は ト レ オ ニ ン を リ ン カ ー に 挿 入 で き る 。 ま た 、 結 合 親 和 度 を 増 加 さ
せ る た め に Ｄ Ｎ Ａ の リ ン 酸 骨 格 と 相 互 作 用 で き る ア ミ ノ 酸 を 使 用 で き る 。 こ の よ う な ア ミ
ノ 酸 の 適 切 な 使 用 に よ っ て 親 和 度 の 増 加 と 配 列 特 異 性 の 減 少 と の 間 の バ ラ ン ス を 取 る こ と
が で き る 。 も し 、 リ ン カ ー が 厳 格 な 伸 張 性 を 要 求 す る 場 合 、 文 献 ［ Pantoliano et al. (1
991) Biochem. 30:10117-10125］ に 記 述 さ れ た 螺 旋 状 リ ン カ ー の よ う な α － 螺 旋 リ ン カ ー
を 使 用 で き る 。 ま た 、 リ ン カ ー は コ ン ピ ュ ー タ モ デ リ ン グ に よ っ て デ ザ イ ン で き る （ 米 国
特 許 第 ４ ， ９ ４ ６ ， ７ ７ ８ 号 参 照 ） 。 分 子 モ デ リ ン グ の た め の ソ フ ト ウ エ ア は 市 販 の も の
を 使 用 で き る （ た と え ば 、 Molecular Simulation, Inc., San Diego, CA） 。 こ の よ う な
リ ン カ ー は 、 タ ン パ ク 質 工 学 分 野 で 実 施 さ れ る 標 準 的 な 突 然 変 異 誘 導 技 術 お よ び 適 切 な 生
物 理 学 的 テ ス ト 、 お よ び 本 明 細 書 に 記 述 さ れ た 機 能 的 分 析 法 を 用 い て 、 抗 原 性 を 減 少 さ せ
／ 減 少 さ せ る か 、 安 定 性 を 増 加 さ せ る た め の 目 的 な ど に 任 意 に 最 適 化 す る 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
　 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 活 用 し た 実 施 の た め に 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 間 の 天 然 ペ プ チ
ド を ジ ン ク フ ィ ン ガ ー と 共 に 連 結 す る た め の リ ン カ ー と し て 使 用 で き る 。 そ の よ う な 天 然
リ ン カ ー と し て 典 型 的 な も の は Ｔ ｈ ｒ － Ｇ ｌ ｙ － （ Ｇ ｌ ｕ ま た は Ｇ ｌ ｎ ） － （ Ｌ ｙ ｓ ま た
は Ａ ｒ ｇ ） － Ｐ ｒ ｏ － （ Ｔ ｙ ｒ ま た は Ｐ ｈ ｅ ） （ 配 列 番 号 ： ７ ４ ） で あ る （ ア ガ タ ら 、 前
記 参 照 ） 。 一 般 的 に 、 天 然 型 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー と 結 合 す る 配 列 に 基 づ い て リ ン カ ー を 選 別
で き る 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
　 二 量 化 ド メ イ ン
　 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 連 結 す る ま た 他 の 方 法 は 二 量 化 ド メ イ ン 、 特 に 異 種 二 量 化 ド メ イ
ン （ Pomerantz et al. (1998) Biochemistry 37: 965-970参 照 ） を 用 い る こ と で あ る 。 こ
の 実 施 形 態 に よ れ ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン が 別 個 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 で 存 在 す る 。 た と え ば
、 一 番 目 の ポ リ ペ プ チ ド は Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン Ａ 、 リ ン カ ー お よ び ド メ イ ン Ｂ を コ ー デ ィ
ン グ す る 反 面 、 二 番 目 の ポ リ ペ プ チ ド は ド メ イ ン Ｃ 、 リ ン カ ー お よ び ド メ イ ン Ｄ を コ ー デ
ィ ン グ す る 。 当 業 者 は 特 性 が 明 ら か に な っ た 多 く の 二 量 化 ド メ イ ン か ら 一 つ の 二 量 化 ド メ
イ ン を 選 別 で き る 。 同 種 二 量 体 が 好 ま し く な い 場 合 、 異 種 二 量 体 化 を 選 好 す る ド メ イ ン を
使 用 で き る 。 特 に 、 適 用 可 能 な 二 量 化 ド メ イ ン は コ イ ル 化 さ れ た コ イ ル モ チ ー フ 、 た と え
ば 、 二 量 体 平 衡 ま た は 逆 平 衡 コ イ ル 化 さ れ た コ イ ル で あ る 。 優 先 的 に 異 種 二 量 体 を 形 成 す
る コ イ ル 化 さ れ た コ イ ル 配 列 も 入 手 で き る （ Lumb and Kim, (1995) Biochemistry 34:864
2-8648） 。 二 量 化 ド メ イ ン の ま た 他 の 種 類 と し て 二 量 化 が 小 分 子 に よ っ て ま た は 信 号 伝 達
経 路 を 通 じ て 誘 発 さ れ る も の が あ る 。 た と え ば 、 Ｆ Ｋ ５ ０ ６ の 二 量 体 形 態 は ２ つ の Ｆ Ｋ ５
０ ６ 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ） ド メ イ ン を 二 量 化 す る の に 使 用 で き る 。 こ の よ う な 二 量
化 ド メ イ ン は 追 加 的 な 調 節 段 階 を 提 供 す る た め に 利 用 で き る 。 　
【 ０ ３ ４ ８ 】
非 Ｄ Ｎ Ａ 適 用 キ メ ラ タ ン パ ク 質
【 ０ ３ ４ ９ 】
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　 本 願 の 実 施 例 を 非 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン の 互 い に 異 な る 組 合 せ を 含 む キ メ ラ タ ン パ ク 質 を
コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 の ラ イ ブ ラ リ ー を 製 作 す る た め に 変 形 で き 、 非 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン
に は 細 胞 内 信 号 伝 達 ド メ イ ン （ Ｓ Ｈ ２ 、 Ｓ Ｈ ３ 、 Ｐ Ｄ Ｚ 、 Ｃ ｈ ｅ ド メ イ ン ま た は リ ン 酸 化
ド メ イ ン ） が あ る 。 ラ イ ブ ラ リ ー に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ た キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 細 胞 内
で 発 現 で き 、 変 形 さ れ た 表 現 型 を 有 す る 細 胞 は 同 定 さ れ る 。 た と え ば 、 信 号 伝 達 ド メ イ ン
の 異 な る 組 合 せ か ら な る キ メ ラ タ ン パ ク 質 が 細 胞 増 殖 速 度 の 減 少 ま た は 増 加 を 同 定 で き る
。
【 ０ ３ ５ ０ 】
ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 発 現
【 ０ ３ ５ １ 】
　 本 願 に 記 述 さ れ た 方 法 は 、 分 子 生 物 学 、 生 化 学 、 古 典 的 遺 伝 学 お よ び 組 換 え 遺 伝 学 分 野
の 典 型 的 技 術 の 使 用 を 含 み 得 る 。 本 発 明 の 一 般 的 な 利 用 方 法 を 提 示 し た 基 礎 文 献 の 例 と し
て は 、 Sambrookら , Molecular Cloning, A Laboratory Manual (2nd ed. 1989); Kriegle
r, Gene Transfer and Expression: A Laboratory Manual (1990);お よ び Current Protoc
ols in Molecular Biology (Ausubelら , eds., 1994)を 含 む 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
　 本 願 に 記 述 さ れ た 他 に 加 え て 、 ジ ン ク タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 は 、 合 成 遺 伝
子 を 製 造 す る た め に 、 リ ン カ ー と し て 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 製 作 で き る 。 他 の
例 と し て 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 人 工 ま た は 合 成 の Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 か ら 一
つ 以 上 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 を 増 幅 さ せ る た め に プ ラ イ マ
ー と し て 使 用 さ れ る ［ 米 国 特 許 第 ４ ， ６ ８ ３ ， １ ９ ５ 号 と 第 ４ ， ６ ８ ３ ， ２ ０ ２ 号 ； Ｐ Ｃ
Ｒ プ ロ ト コ ー ル （ protocol） ： 方 法 と 応 用 に 対 す る 案 内 （ A Guide to Methods and Appli
cations） (Innisら , eds, 1990)］ 参 照 ］ 。 重 合 酵 素 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） の よ う な 方 法 が
ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム ま た は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 直 接 核
酸 配 列 を 増 幅 さ せ る の に 使 用 で き る 。 変 質 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 本 書 に 提 供 さ れ た 配 列 を
用 い て 類 似 体 （ homologs） を 増 幅 さ せ る よ う に 考 案 で き る 。 制 限 酵 素 部 位 を プ ラ イ マ ー に
挿 入 で き る 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
　 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現 は 当 業 界 で 公 知 の 方 法 、 た と え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ
の 逆 転 写 お よ び 増 幅 、 全 体 Ｒ Ｎ Ａ ま た は ｐ ｏ ｌ ｙ 　 Ａ ＋ 　 Ｒ Ｎ Ａ の 分 離 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ
ト （ Northern blotting） 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト （ dot blotting） 、 そ の 場 合 で の ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン （ in situ　 hybridization） 、 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 保 護 （ protection） 分 析 、 核 酸 ア
レ イ 技 術 お よ び そ れ と 類 似 す る 分 析 法 な ど を 用 い て 分 析 で き る 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
　 人 工 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 複 製 お よ び ／
ま た は 発 現 の た め に 原 核 ま た は 真 核 細 胞 を 形 質 転 換 さ せ る 前 に ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ
で き る 。 こ の ベ ク タ ー は プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ （ phage） ま た は シ ャ ッ ト ル （ shuttle） ベ
ク タ ー の よ う な 原 核 生 物 由 来 の ベ ク タ ー で あ る か 、 真 核 生 物 由 来 の ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
　 タ ン パ ク 質 発 現
　 人 工 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 組 換 え 発 現 (
例 ： 高 い 水 準 )を 得 る た め に 、 適 合 な コ ー デ ィ ン グ 核 酸 を 発 現 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン
グ (subcloning)で き 、 該 発 現 ベ ク タ ー は 直 接 転 写 の た め の 強 力 な プ ロ モ ー タ ー 、 転 写 /翻
訳 終 結 部 位 お よ び 翻 訳 開 始 部 位 に 対 す る リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 を 含 む 。 適 合 な バ ク テ リ ア プ
ロ モ ー タ ー は 当 業 界 に 公 知 で あ り 、 次 の 例 に 具 体 的 に 提 示 さ れ て い る (例 ： Sambrookら ,お
よ び Ausubelら , 前 記 文 献 )。 バ ク テ リ ア 発 現 シ ス テ ム は 発 現 の た め に 有 用 で あ る が 、 た と
え ば 、 大 腸 菌 (E. coli)、 バ チ ル ス (Bacillus sp.)お よ び サ ル モ ネ ラ (Salmonella)(Palva
ら , (1983) Gene 22:229-235; Mosbachら , (1983) Nature 302:543-545)が あ る 。 こ の よ
う な 発 現 シ ス テ ム の た め の キ ッ ト は 市 販 の も の を 使 用 で き る 。 哺 乳 動 物 細 胞 、 酵 母 (例 ： S
. cerevisiae, S. pombe, Pichia,お よ び Hanseula)お よ び 昆 虫 細 胞 に お け る 真 核 生 物 発 現
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シ ス テ ム は 当 業 界 で 公 知 で あ り 、 ま た 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
　 異 種 核 酸 の 直 接 発 現 に 用 い ら れ る プ ロ モ ー タ ー の 選 別 は 適 用 範 囲 に よ っ て 異 な る 。 プ ロ
モ ー タ ー は 、 天 然 型 で あ る と き 、 転 写 開 始 部 位 か ら の 距 離 と 同 一 な 転 写 開 始 部 位 か ら の 距
離 に 位 置 す る こ と が 好 ま し い 。 し か し 、 当 業 界 に 公 知 の よ う に 、 こ の よ う な 距 離 に 対 す る
若 干 の 変 化 は プ ロ モ ー タ ー の 機 能 が 損 な わ れ る こ と な く 適 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ３ ５ ７ 】
　 プ ロ モ ー タ ー に 加 え て 、 発 現 ベ ク タ ー は 一 般 的 に 宿 主 細 胞 に お け る 発 現 に 要 求 さ れ る す
べ て の 追 加 的 な 要 素 が 含 ま れ た 転 写 単 位 ま た は 発 現 カ セ ッ ト を 含 む 。 し た が っ て 、 典 型 的
発 現 カ セ ッ ト は 、 コ ー デ ィ ン グ 核 酸 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー タ ー お よ び 転 写 の 効
率 的 な ポ リ ア デ ニ ル 化 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 お よ び 翻 訳 終 結 部 位 に 要 求 さ れ る 信 号 を 含 む
。 カ セ ッ ト の 追 加 的 な 構 成 要 素 に は 、 エ ン ハ ン サ ー お よ び 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ が 構 造 遺 伝 子 と
し て 用 い ら れ た 場 合 、 機 能 的 ス プ ラ イ ス ド ナ ー お よ び ア ク セ プ タ ー 部 位 （ splice donor a
nd acceptor sites） を 有 す る イ ン ト ロ ン が 含 ま れ て も よ い 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
　 プ ロ モ ー タ ー 配 列 に 加 え て 、 発 現 カ セ ッ ト は 効 率 的 終 結 の た め に 構 造 遺 伝 子 の 転 写 終 結
領 域 を 下 流 （ downstream） に 含 ま な け れ ば な ら な い 。 終 結 部 位 は プ ロ モ ー タ ー 配 列 が 由 来
す る 同 一 な 遺 伝 子 か ら 得 ら れ る か 、 ま た は 異 な る 遺 伝 子 か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 細 胞 内 に 遺 伝 的 情 報 を 伝 達 す る の に 用 い ら れ る 特 定 の 発 現 ベ ク タ ー は 特 別 に 重 要 で は な
い 。 従 来 の 原 核 ま た は 真 核 細 胞 に お い て 発 現 の た め に 用 い ら れ た ベ ク タ ー は い ず れ も 使 用
で き る 。 標 準 バ ク テ リ ア 発 現 ベ ク タ ー は ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ に 基 づ く プ ラ ス ミ ド 、 ｐ Ｓ Ｋ Ｆ お よ
び ｐ Ｅ Ｔ ２ ３ Ｄ の よ う な プ ラ ス ミ ド 、 お よ び Ｍ Ｂ Ｐ 、 Ｇ Ｓ Ｔ お よ び Ｌ ａ ｃ Ｚ の よ う な 融 合
発 現 シ ス テ ム を 含 む 。 分 離 の 便 宜 の た め 、 エ ピ ト ー プ タ グ （ epitope tag） ま た は 組 換 え
タ ン パ ク 質 を 追 加 で き 、 た と え ば 、 ｃ － ｍ ｙ ｃ － ま た は ヘ キ サ － ヒ ス チ ジ ン タ グ が あ る 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
　 発 現 ベ ク タ ー は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ ベ ク タ ー 、 パ ピ ロ マ ウ イ ル ス ベ ク タ ー お よ び エ プ ス テ イ ン ・
バ ー ・ ウ ィ ル ス 由 来 の ベ ク タ ー の よ う な 真 核 ウ イ ル ス 由 来 の 調 節 要 素 を 含 み 得 る 。 他 の 代
表 的 な 真 核 ベ ク タ ー に は ｐ Ｍ Ｓ Ｇ 、 ｐ Ａ Ｖ ０ ０ ９ ／ Ａ ＋ 、 ｐ Ｍ Ｔ Ｏ １ ０ ／ Ａ ＋ 、 ｐ Ｍ Ａ Ｍ
ｎ ｅ ｏ － ５ 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ｐ Ｄ Ｓ Ｖ Ｅ 、 お よ び Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｓ Ｖ ４ ０ 初 期 プ
ロ モ ー タ ー 、 Ｓ Ｖ ４ ０ 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン （ metallothionein） プ ロ モ
ー タ ー 、 マ ウ ス 乳 房 癌 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー （ murine mammary tumor virus promoter）
、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー （ Rous sarcoma virus promoter） 、 ポ リ ヘ ド リ ン （ p
olyhedrin） プ ロ モ ー タ ー ま た は 真 核 細 胞 の 発 現 に 効 果 的 に 現 れ た プ ロ モ ー タ ー の 指 示 下
に タ ン パ ク 質 発 現 が 許 容 さ れ る 他 の ベ ク タ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ６ １ 】
　 真 核 ベ ク タ ー か ら の タ ン パ ク 質 発 現 は 誘 導 プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 調 節 で き る 。 誘 導 プ ロ
モ ー タ ー の 使 用 に よ っ て 、 発 現 水 準 は テ ト ラ サ イ ク リ ン （ tetracycline） ま た は エ ク ジ ソ
ン （ ecdysone） の よ う な 誘 導 製 剤 の 濃 度 に よ っ て 決 定 で き 、 こ れ は こ の よ う な 製 剤 に 対 す
る 感 応 要 素 を プ ロ モ ー タ ー に 併 合 さ せ る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 一 般 的 に 、 高 い 水 準 の 発
現 は た だ 誘 導 物 質 が あ る と き に の み 誘 導 プ ロ モ ー タ ー か ら 得 ら れ ； 基 本 水 準 は 最 小 限 で あ
る 。 真 核 タ ン パ ク 質 の 発 現 が 真 核 細 胞 に 有 害 な 場 合 、 誘 導 発 現 ベ ク タ ー が し ば し ば 用 い ら
れ る 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
　 あ る 発 現 シ ス テ ム は チ ミ ジ ン リ ン 酸 化 酵 素 （ thymidine kinase） お よ び ジ ヒ ド ロ 葉 酸 （
dihydrofolate） 還 元 酵 素 の よ う に 遺 伝 子 を 増 幅 で き る マ ー カ ー （ marker） を 有 す る も の
も あ る 。 変 形 的 に 、 遺 伝 子 増 幅 を 含 ま な い 高 効 率 の 発 現 シ ス テ ム は 、 昆 虫 細 胞 に バ キ ュ ロ
ウ イ ル ス （ baculovirus） ベ ク タ ー を 用 い る こ と と 同 様 に 、 ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー ま
た は 他 の 強 力 な バ キ ュ ロ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー の 指 示 下 に 、 ミ ト コ ン ド リ ア 呼 吸 鎖 （ mito
chondrial respiratory chain） の コ ー デ ィ ン グ 配 列 お よ び 糖 分 解 タ ン パ ク 質 コ ー デ ィ ン
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グ 配 列 を 有 す る も の も 適 す る 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
　 一 般 的 に 、 発 現 ベ ク タ ー に 含 ま れ る 要 素 は ま た 大 腸 菌 、 組 換 え プ ラ ス ミ ド を 有 す る バ ク
テ リ ア の 選 別 の た め の 抗 生 剤 抵 抗 性 コ ー デ ィ ン グ 遺 伝 子 お よ び 真 核 配 列 の 挿 入 が 許 容 さ れ
る プ ラ ス ミ ド の 非 必 須 領 域 内 の 同 一 な 制 限 部 位 に 作 用 す る レ プ リ コ ン （ replicon） を 含 む
。 　 原 核 配 列 は 真 核 細 胞 内 の Ｄ Ｎ Ａ 複 製 を 妨 げ な い も の と し て 選 択 で き る 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
　 標 準 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 方 法 は 、 多 量 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 発 現 す る バ ク
テ リ ア 、 哺 乳 類 、 酵 母 ま た は 昆 虫 の 細 胞 株 を 作 る た め に 用 い ら れ 、 こ の よ う に 発 現 さ れ た
タ ン パ ク 質 は 標 準 技 術 を 用 い て 分 離 さ れ る （ Colleyら , J. Biol. Chem. 264:17619-17622
 (1989); Guide to Protein Purification, in Methods in Enzymology, vol. 182 (Deut
scher, ed., 1990)参 照 ） 。 真 核 お よ び 原 核 細 胞 の 形 質 転 換 は 標 準 技 術 に 従 っ て 行 わ れ る
（ Morrison, J. Bact. 132:349-351 (1977); Clark-Curtiss & Curtiss, Methods in Enz
ymology 101:347-362 (Wuら , eds, 1983)参 照 ） 。
【 ０ ３ ６ ５ 】
　 外 来 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 宿 主 細 胞 内 に 導 入 す る た め に 従 来 の い ず れ の 方 法 も 使 用 で き る
。 こ の よ う な 方 法 は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 原 形 質 体 （ protoplast）
融 合 、 電 気 穿 孔 法 （ electroporation） 、 リ ポ ソ ー ム （ liposomes） 、 微 細 注 入 （ microinj
ection） 、 プ ラ ズ マ ベ ク タ ー （ plasma vectors） 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ viral vectors）
お よ び そ の 他 の ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 合 成 Ｄ Ｎ Ａ ま た は 他 の 外 来
遺 伝 物 質 を 宿 主 細 胞 に 導 入 す る 従 来 の 方 法 を 含 む （ Sambrookら , supra参 照 ） 。 た だ 使 用
さ れ た 特 別 な 遺 伝 工 学 過 程 が 少 な く と も 一 つ の 遺 伝 子 を 宿 主 細 胞 に 成 功 的 に 導 入 す る 能 力
が あ る か の み が 重 要 で あ る 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
　 発 現 ベ ク タ ー を 細 胞 内 に 導 入 し た 後 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 は 発 現 す る の に よ い
か 、 ま た は 発 現 を 活 性 化 す る 条 件 下 で 培 養 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 は 細 胞 抽 出 物 、 細 胞 膜 構 成
要 素 ま た は 小 胞 （ vesicle） か ら 分 離 で き 、 ま た は 培 養 液 か ら 分 離 で き る 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
　 ま た 、 適 切 な 調 節 配 列 を 有 す る 発 現 ベ ク タ ー は シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 類 、 線 虫 類 、 ゼ ブ ラ フ
ィ ッ シ ュ （ zebrafish） 、 蛙 類 （ Xenopus） ま た は マ ウ ス 類 の よ う な モ デ ル 個 体 内 で 人 工 ジ
ン ク フ ィ ン ガ ー を コ ー デ ィ ン グ す る 異 種 遺 伝 子 を 発 現 す る の に 使 用 で き る （ Riddleら , ed
s., C. elegans II.　 Plainview (NY): Cold Spring Harbor Laboratory Press; 1997参
照 ） 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 精 製
　 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 は 、 前 述 の よ う に 、 あ る 適 切 な 発 現 シ ス テ ム に よ っ て 製 造
さ れ た 物 質 か ら 精 製 で き る 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
　 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 は 標 準 方 法 に よ っ て 高 い 純 度 で 精 製 で き 、 こ の よ う な 方 法
に は 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 親 和 度 （ affinity） に よ る 分 離 、 免
疫 分 離 （ immunopurification） お よ び そ の 他 の 物 質 を 用 い た 選 別 沈 澱 を 含 む （ Scopes, Pr
otein Purification: Principles and Practice (1982)； 米 国 特 許 第 ４ ， ６ ７ ３ ， ６ ４ １
号 ； Ausubelら ， 前 記 文 献 ； お よ び Sambrookら ， 前 記 文 献 ） 。 た と え ば 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ
ー タ ン パ ク 質 は 他 の 段 階 と の 組 合 せ の よ う に 、 分 離 段 階 で 使 用 で き る 親 和 度 タ グ （ affini
ty tag） を 含 み 得 る 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
　 組 換 え タ ン パ ク 質 は 一 般 的 に プ ロ モ ー タ ー 誘 導 後 多 量 の 形 質 転 換 さ れ た バ ク テ リ ア に よ
っ て 発 現 さ れ る が 、 発 現 は 構 成 的 で あ り 得 る （ constitutive） 。 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ に よ る プ ロ モ ー
タ ー 誘 導 は 誘 導 プ ロ モ ー タ ー シ ス テ ム の 一 例 で あ る 。 バ ク テ リ ア は 当 業 界 の 標 準 方 法 に 従
っ て 培 養 さ れ る 。 細 胞 タ ン パ ク 質 の 分 離 の た め 、 新 規 ま た は 冷 凍 の バ ク テ リ ア 細 胞 が 用 い
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ら れ る 。 バ ク テ リ ア に 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 は 不 溶 性 凝 集 体 （ 「 封 入 体 」 （ 「 inclusion 
bodies」 ） ） を 形 成 で き る 。 封 入 体 か ら タ ン パ ク 質 を 精 製 す る の に 適 合 な 様 々 な 方 法 が あ
る （ Sambrookら ， 前 記 文 献 ； Ausubelら ， 前 記 文 献 参 照 ） 。 も し タ ン パ ク 質 が 溶 解 性 で あ
る か 、 ペ リ プ ラ ズ ム （ periplasm） に 伝 達 さ れ た 形 態 で あ れ ば 、 細 胞 溶 解 物 （ lysates） ま
た は ペ リ プ ラ ズ ム 分 離 液 （ periplasmic preparations） か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ３ ７ １ 】
　 選 別 的 沈 澱
　 塩 添 加 － 溶 解 ま た は 析 出 （ Salting-in or out） 法 は 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 ま
た は 汚 染 タ ン パ ク 質 を 選 別 的 に 沈 澱 さ せ る の に 使 用 で き る 。 代 表 的 な 塩 は 硫 酸 ア ン モ ニ ウ
ム で あ る 。 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム は タ ン パ ク 質 の 溶 解 度 に 基 づ い て タ ン パ ク 質 を 沈 澱 さ せ る 。
さ ら に 強 い 疎 水 性 の タ ン パ ク 質 で あ る ほ ど さ ら に 低 い 濃 度 の 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で 沈 澱 さ れ
る 傾 向 に あ る 。 一 般 的 な 方 法 に は 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム の 濃 度 が ２ ０ ～ ３ ０ ％ に な る よ う に 飽
和 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 添 加 さ せ る 段 階 を 含 む 。 こ の 濃 度 は 多 く の 疎 水 性 の 強 い タ ン パ ク 質
を 沈 澱 さ せ る 。 沈 澱 物 は 目 標 の タ ン パ ク 質 が 沈 澱 さ れ た か 、 上 澄 み 液 に 溶 け て い る か を 決
定 す る た め に 分 析 さ れ る 。 目 標 の タ ン パ ク 質 を 沈 澱 さ せ る と 知 ら れ た 濃 度 に な る よ う に 上
澄 み 液 に 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 添 加 す る 。 そ の 後 、 沈 澱 物 は 緩 衝 液 に 溶 解 し 、 過 量 の 塩 は 必
要 に 応 じ て 透 析 ま た は ダ イ ア フ ィ ル ト レ ー シ ョ ン （ diafiltration） で 除 去 さ れ る 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
　 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
　 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 の 大 き さ 、 表 面 電 位 、 疎 水 性 お よ び リ ガ ン
ド に 対 す る 親 和 力 に 基 づ い て 他 の タ ン パ ク 質 か ら 分 離 で き る 。 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 に 反 応
す る 抗 体 は カ ラ ム マ ト リ ッ ク ス お よ び 免 疫 分 離 さ れ た タ ン パ ク 質 に 接 合 で き る 。 こ の よ う
な す べ て の 方 法 は 当 業 界 で 公 知 で あ る 。 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 技 術 は い ず れ の 規 模 で も 行 う
こ と が で き 、 用 い た 方 法 は い ず れ の 規 模 で も 行 う こ と が で き 、 多 く の 他 の 製 造 会 社 （ 例 ：
Pharmacia Biotech） の 装 置 を 用 い て 行 う こ と も で き る （ 一 般 的 に 、 Scopes, Protein Pur
ification: Principles and Practice (1982)参 照 ） 。
【 ０ ３ ７ ３ 】
　 同 じ よ う に 、 一 般 的 な タ ン パ ク 質 の 精 製 過 程 は 、 生 産 細 胞 内 の 人 工 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ
ン パ ク 質 の 発 現 に そ の 生 産 が 変 化 し た （ 例 ： 増 大 し た ） タ ン パ ク 質 を 回 収 す る の に 使 用 で
き る 。
【 ０ ３ ７ ４ 】
遺 伝 子 お よ び 細 胞 － 利 用 治 療 法
【 ０ ３ ７ ５ 】
　 前 記 本 発 明 の 一 態 様 は 、 人 工 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 単 離 さ れ
た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 提 供 す る 。 こ の よ う な 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 遺 伝 子 を 治 療 す る 目 的 で 様
々 な Ｄ Ｎ Ａ 構 造 お よ び ベ ク タ ー に 挿 入 で き る 。 本 願 に 用 い ら れ た 「 ベ ク タ ー 」 は 、 他 の 核
酸 分 子 を 共 有 的 に 連 結 し て 運 搬 で き る 核 酸 分 子 の 構 成 要 素 で あ る 。 ベ ク タ ー は 、 プ ラ ス ミ
ド 、 コ ス ミ ド 、 人 工 染 色 体 （ artificial chromosomes） お よ び ウ イ ル ス 要 素 を 含 む 。 ベ ク
タ ー は 宿 主 細 胞 内 で 複 製 す る か 、 宿 主 Ｄ Ｎ Ａ に 統 合 さ れ る 構 成 要 素 で あ る 。 ウ イ ル ス ベ ク
タ ー は 、 た と え ば 、 複 製 損 傷 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス お よ び ア デ ノ － 関 連 ウ イ ル
ス を 含 む 。 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー は 哺 乳 動 物 の よ う な 対 象 に 投 与 す る た め に 考 案 さ れ る が 、
対 象 の 細 胞 は ベ ク タ ー 内 に 含 ま れ た 治 療 用 遺 伝 子 を 発 現 で き る 。
【 ０ ３ ７ ６ 】
　 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー は 、 ５ ’ 調 節 要 素 、 エ ン ハ ン サ ー 、 プ ロ モ ー タ ー 、 ５ ’ 非 翻 訳 領 域
、 信 号 配 列 （ signal sequence） 、 ３ ’ 非 翻 訳 領 域 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 お よ び ３ ’ 調 節
領 域 の よ う な 調 節 要 素 を 含 み 得 る 。 た と え ば 、 ５ ’ 調 節 要 素 、 エ ン ハ ン サ ー ま た は プ ロ モ
ー タ ー は 治 療 用 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー デ ィ ン グ す る Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 を 調 節 で き る 。 そ の 調 節 は
組 織 特 異 的 で あ っ て も よ い 。 た と え ば 、 調 節 は 目 的 と す る 遺 伝 子 の 転 写 を 皮 質 神 経 ま た は
神 経 膠 細 胞 の よ う な 脳 細 胞 ； 造 血 細 胞 ま た は 上 皮 細 胞 （ endothelial） の み に 制 限 で き る
。 他 の 方 途 と し て 、 調 節 要 素 は ス テ ロ イ ド 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン ま た は そ れ と 類 似 す る 外 部
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薬 剤 に 対 す る 反 応 を 含 み 得 る 。 し た が っ て 、 治 療 用 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ポ リ ペ プ チ ド （ 例 ：
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ を 調 節 す る ポ リ ペ プ チ ド ） の 発 現 の 水 準 お よ び 時 期 は 調 節 で き る 。
【 ０ ３ ７ ７ 】
　 遺 伝 子 治 療 用 ベ ク タ ー は 、 核 酸 と し て 、 ウ イ ル ス の 、 ま た は 非 活 性 化 さ れ た ウ イ ル ス の
構 成 要 素 と し て 、 ま た は リ ポ ソ ー ム ま た は 他 の 運 搬 媒 介 体 と し て 伝 達 さ れ る た め に 製 作 で
き る 。 他 の 方 途 と し て 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー の よ う な 遺 伝 子 運 搬 製 剤 は 遺 伝 子 伝 達 シ ス テ ム
を 生 成 す る 組 換 え 細 胞 か ら 生 産 で き る 。 適 切 な ウ イ ル ス ベ ク タ ー に は モ ロ ニ ー レ ト ロ ウ イ
ル ス （ Moloney retrovirus） の よ う な レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ － 関 連 ウ
イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス シ ン プ レ ッ ク ス ウ イ ル ス （ Ｈ Ｓ Ｖ ） の よ う な レ ン チ ウ イ ル ス な ど が 含 ま
れ る 。 Ｈ Ｓ Ｖ は 神 経 組 織 細 胞 を 感 染 さ せ る の に 潜 在 的 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
遺 伝 子 治 療 用 ベ ク タ ー は 、 た と え ば 、 静 脈 内 注 射 、 局 部 投 与 （ 米 国 特 許 第 ５ ， ３ ２ ８ ， ４
７ ０ 号 参 照 ） ま た は 定 位 （ stereotactic） 注 射 （ Chenら (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 91:3054-3057参 照 ） に よ っ て 対 象 生 物 に 投 与 で き る 。 遺 伝 子 治 療 製 剤 は 、 た と え ば 、
徐 放 出 マ ト リ ッ ク ス で 製 剤 の 放 出 を 遅 延 ま た は 持 続 さ せ る な ど 追 加 的 調 剤 が 可 能 で あ る 。
治 療 用 組 換 え ト リ -ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 一 つ の 方 法 は 、 対 象 生 物 か ら 抽 出 さ
れ た 骨 髄 細 胞 に 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー を 挿 入 す る こ と で あ る 。 た と え ば 、 細 胞 は レ ト ロ ウ イ
ル ス 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー を 用 い て 感 染 さ れ 、 培 地 で 成 長 す る 。 一 方 、 治 療 対 象 に 放 射 能 を
照 射 し て 骨 髄 細 胞 を 除 去 す る 。 治 療 対 象 の 骨 髄 は 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー に 感 染 し た 培 養 細 胞
で さ ら に 満 た さ れ る 。 治 療 対 象 の 回 復 お よ び 治 療 用 ポ リ ペ プ チ ド の 生 産 は 細 心 に 観 察 さ れ
る 。
　 細 胞 － 基 盤 治 療 方 法 は 、 培 養 細 胞 に プ ロ モ ー タ ー と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 人 工 ジ ン ク フ
ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 導 入 す る こ と を 含 む 。 人 工 ジ ン ク フ ィ ン ガ
ー タ ン パ ク 質 は 培 養 細 胞 内 の 内 生 遺 伝 子 を 調 節 す る か 、 培 養 細 胞 に 目 的 と す る 表 現 型 を 生
産 す る よ う に 選 別 で き る 。 ま た 、 形 質 転 換 遺 伝 子 の 挿 入 の よ う な 核 酸 組 換 え を 用 い て 幹 細
胞 の よ う な 細 胞 を 修 飾 す る こ と が 可 能 で あ り 、 形 質 転 換 遺 伝 子 は 内 生 遺 伝 子 を 調 節 す る 人
工 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 。 修 飾 さ れ た 幹 細 胞 は 対 象 生 物 に 投 与
で き る 。 イ ン ビ ト ロ 内 の 幹 細 胞 の 培 養 方 法 は 米 国 特 許 出 願 第 ２ ０ ０ ２ － ０ ０ ８ １ ７ ２ ４ 号
に 記 述 さ れ て い る 。 特 定 例 に お い て 、 幹 細 胞 は 対 象 生 物 の 体 内 で 分 化 す る よ う に 誘 導 で き
、 形 質 転 換 遺 伝 子 を 発 現 す る 。 た と え ば 、 幹 細 胞 は 、 肝 、 脂 肪 ま た は 骨 筋 肉 細 胞 に 分 化 で
き る 。 幹 細 胞 は 、 肝 、 脂 肪 、 骨 筋 肉 細 胞 の よ う な 目 的 と す る 組 織 形 態 の 細 胞 を 生 産 す る 系
列 か ら 由 来 で き る 。
【 ０ ３ ７ ９ 】
　 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 願 に 記 述 さ れ て い る よ う に 、 人 工 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク
質 を 発 現 す る か 、 ま た は 発 現 可 能 な 組 換 え 細 胞 は 代 替 療 法 で 治 療 対 象 に 使 用 で き る 。 た と
え ば 、 プ ロ モ ー タ ー （ 例 ： ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 受 容 体 － 調 節 プ ロ モ ー タ ー の よ う な 誘 導 プ
ロ モ ー タ ー ） に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 人 工 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す
る 核 酸 は ヒ ト 、 ま た は ブ タ 組 換 え 細 胞 の よ う な 哺 乳 動 物 な ど の 非 ヒ ト 細 胞 に 導 入 で き る 。
細 胞 は 培 養 さ れ 、 ア ル ギ ン 酸 ポ リ リ ジ ン の よ う な 生 物 学 的 親 和 性 物 質 に カ プ セ ル 化 さ れ 、
治 療 対 象 に 移 植 で き る （ Lanza (1996) Nat. Biotechnol. 14:1107; Jokiら (2001) Nat. B
iotechnol. 19:35； お よ び 米 国 特 許 第 ５ ， ８ ７ ６ ， ７ ４ ２ 号 参 照 ） 。 人 工 ジ ン ク フ ィ ン ガ
ー タ ン パ ク 質 が 分 泌 タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 内 生 遺 伝 子 を 調 節 す る 実 施 態 様 に お い
て 、 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド の 生 産 は 治 療 対 象 に 薬 物 （ 例 ： ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン ） を 投 与 す る こ
と に よ っ て 調 節 で き る 。
【 ０ ３ ８ ０ 】
　 ま た 他 の 態 様 に お い て 、 人 工 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 発 現 す る か 、 発 現 で き る 組
換 え 細 胞 は イ ン ビ ト ロ で 培 養 さ れ る 。 組 換 え 細 胞 に よ っ て 生 産 さ れ る タ ン パ ク 質 は 細 胞 ま
た は 細 胞 周 囲 の 培 養 液 か ら 回 収 （ 例 ： 分 離 ） で き る 。
【 ０ ３ ８ １ 】
タ ン パ ク 質 生 産 変 化 の 標 的
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【 ０ ３ ８ ２ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 少 な く と も 一 つ の 特 定 の 標 的 タ ン パ ク 質 の
生 産 、 合 成 ま た は 活 性 を 変 化 さ せ る 人 工 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に ス
ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 変 化 は 標 的 タ ン パ ク 質 の 活 性 ま た は 量 を 増 加 ま た は 減 少 で き る 。 ス
ク リ ー ニ ン グ の 対 象 で あ る 表 現 型 は 少 な く と も 一 つ の 標 的 タ ン パ ク 質 の 変 化 し た 生 産 ま た
は 活 性 が 関 係 あ る か 、 そ れ 自 体 の 生 産 ま た は 活 性 水 準 で あ る 。 た と え ば 、 内 生 標 的 遺 伝 子
の 調 節 配 列 （ 例 ： プ ロ モ ー タ ー ） の 統 制 下 に 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 Ｌ ａ
ｃ Ｚ 、 ま た は Ｇ Ｆ Ｐ コ ー デ ィ ン グ 遺 伝 子 な ど の 遺 伝 子 ） を 活 性 化 ま た は 抑 制 す る 人 工 転 写
因 子 に 対 す る 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー ス ク リ ー ニ ン グ が 可 能 で あ る 。 あ る 代 表 的 な タ ン パ ク 質 は
次 を 含 む ： 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 （ 例 ： 糖 鎖 化 し た 表 面 タ ン パ ク 質 ） 、 癌 関 連 タ ン パ ク 質 、
サ イ ト カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン 、 ペ プ チ ド ホ ル モ ン 、 神 経 伝 達 体 （ neurotransmitter） 、 細 胞
表 面 受 容 体 （ 例 ： 細 胞 表 面 受 容 体 リ ン 酸 化 酵 素 、 ７ つ の 膜 透 過 性 受 容 体 、 ウ イ ル ス 受 容 体
お よ び 共 受 容 体 （ co-receptor） ） 、 細 胞 外 構 造 体 結 合 タ ン パ ク 質 、 細 胞 － 結 合 タ ン パ ク
質 お よ び 病 原 性 抗 原 （ 例 ： バ ク テ リ ア 抗 原 、 マ ラ リ ア 抗 原 な ど ） 。 標 的 タ ン パ ク 質 に は 、
エ ノ ラ ー ゼ （ enolases） 、 サ イ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 、 ア シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ acyltran
sferases） 、 メ チ ラ ー ゼ （ methylases） 、 Ｔ Ｉ Ｍ 障 壁 酵 素 （ TIM barrel enzymes） お よ び
イ ソ メ ラ ー ゼ （ isomerases） な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ８ ３ 】
　 さ ら に 細 分 化 し た 例 と し て は 次 を 含 む ： イ ン テ グ リ ン 、 細 胞 接 合 分 子 ま た は 「 Ｃ Ａ Ｍ 」
（ 例 ： カ ド ヘ リ ン 、 セ レ ク チ ン 、 Ｎ － Ｃ Ａ Ｍ 、 Ｅ － Ｃ Ａ Ｍ 、 Ｕ － Ｃ Ａ Ｍ お よ び Ｉ － Ｃ Ａ Ｍ
な ど ） ； タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 （ 例 ： ズ ブ チ リ シ ン 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン ； ウ ロ キ
ナ ー ゼ ま た は ヒ ト 組 織 － 型 プ ラ ス ミ ノ ゲ ン 活 性 化 酵 素 の よ う な プ ラ ス ミ ノ ゲ ン ） ； ボ ン ベ
シ ン （ bombesin） ； 因 子 Ｉ Ｘ 、 ト ロ ン ビ ン ； Ｃ Ｄ － ４ ； 血 小 板 － 誘 導 成 長 因 子 ； イ ン シ ュ
リ ン － 類 似 成 長 因 子 － Ｉ お よ び － II； 神 経 成 長 因 子 ； 繊 維 芽 細 胞 成 長 因 子 （ 例 ： ａ Ｆ Ｇ Ｆ
お よ び ｂ Ｆ Ｇ Ｆ ） ； 内 皮 成 長 因 子 （ Ｅ Ｇ Ｆ ） ； Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ａ ； 形 質 転 換 成 長 因 子 （ Ｔ Ｇ Ｆ －
α お よ び Ｔ Ｇ Ｆ － β の よ う な Ｔ Ｇ Ｆ ； イ ン シ ュ リ ン － 類 似 成 長 因 子 結 合 タ ン パ ク 質 ； 赤 血
球 生 成 促 進 因 子 ； 血 小 板 生 成 促 進 因 子 ； ム チ ン ； ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン ； 成 長 ホ ル モ ン （ 例
： ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン ） ； プ ロ イ ン シ ュ リ ン 、 イ ン シ ュ リ ン Ａ － 鎖 お よ び イ ン シ ュ リ ン Ｂ －
鎖 ； 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン ； 甲 状 腺 促 進 ホ ル モ ン ； チ ロ キ シ ン ； 卵 胞 促 進 ホ ル モ ン ； カ ル シ ト
ニ ン ； 心 房 性 ナ ト リ ウ ム 排 泄 増 加 タ ン パ ク Ａ 、 Ｂ ま た は Ｃ ； 黄 体 形 成 ホ ル モ ン ； グ ル カ ゴ
ン ； 因 子 Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ ； 造 血 成 長 因 子 ； 組 織 壊 死 因 子 （ 例 ： TNF-α お よ び TNF-β ； エ ン ケ フ ァ
リ ナ ー ゼ ； ミ ュ ー ラ ー 管 抑 制 物 質 ； 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン － 関 連 ペ プ チ ド ； 組 織 因 子 タ ン パ ク
質 ； イ ン ヒ ビ ン ； ア ク チ ビ ン ； 血 管 内 皮 成 長 因 子 ； ホ ル モ ン ま た は 成 長 因 子 受 容 体 ； リ ウ
マ チ 因 子 ； 骨 誘 導 因 子 ； イ ン タ ー フ ェ ロ ン （ た と え ば 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン － α ， β ， γ ）
； コ ロ ニ ー 促 進 因 子 （ Ｃ Ｓ Ｆ ｓ ） （ た と え ば 、 Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ 、 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ お よ び Ｇ － Ｃ Ｓ
Ｆ ） ； イ ン タ ー ロ イ キ ン （ Ｉ Ｌ ｓ ） （ た と え ば 、 Ｉ Ｌ － １ 、 Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｉ Ｌ － ３ 、 Ｉ Ｌ －
４ な ど ； 崩 壊 促 進 因 子 ； お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て は 、 標 的 は
癌 の よ う な 疾 病 に 関 わ っ て い る ） 。
【 実 施 例 】
【 ０ ３ ８ ４ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 下 記 実 施 例 に よ っ て さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。 た だ し 、 こ れ ら は 本 発 明 を
例 示 す る た め の も の で あ り 、 本 発 明 の 範 囲 を 制 限 し な い 。
【 ０ ３ ８ ５ 】
実 施 例 １ ： ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築
　 一 例 に お い て 、 サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ ジ エ ー （ Saccharomyces cerevisiae） の 様 々
な 表 現 型 は 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 （ Ｚ Ｅ Ｐ ） 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 遺 伝 子 発
現 を 調 節 す る こ と に よ っ て 変 化 さ せ る 。 こ の よ う な 代 表 的 な ラ イ ブ ラ リ ー の ジ ン ク フ ィ ン
ガ ー タ ン パ ク 質 は ３ ま た は ４ 個 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン （ Ｚ Ｆ Ｄ ｓ ） か ら な り 、 各 々
９ － ～ １ ２ － 塩 基 対 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 認 識 す る 。 キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 は 標 的
遺 伝 子 の 先 験 的 知 識 が な く て も 同 定 さ れ る 。 互 い に 異 な る ３ つ の 転 写 因 子 種 類 は ラ イ ブ ラ
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リ ー 内 の Ｚ Ｆ Ｐ か ら 生 産 さ れ る ： Ｚ Ｆ Ｐ が プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 近 い 部 位 に 結 合 す る 場 合 、
単 離 さ れ た Ｚ Ｆ Ｐ 自 体 が 効 果 的 な 転 写 リ プ レ ッ サ ー と し て 機 能 し ； ま た 、 Ｚ Ｆ Ｐ は 転 写 活
性 化 ま た は 阻 害 の た め に 、 転 写 活 性 化 ド メ イ ン ま た は 抑 制 ド メ イ ン に 融 合 し た タ ン パ ク 質
と し て 発 現 さ れ る 。
【 ０ ３ ８ ６ 】
　 本 発 明 で は 、 ３ － フ ィ ン ガ ー ま た は ４ － フ ィ ン ガ ー ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 製 作
す る た め 、 モ ジ ュ ー ル ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク と し て ４ ０ 個 の 異 な る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ
イ ン を 用 い た 。 こ れ ら の 最 大 限 界 値 と し て 、 ３ － フ ィ ン ガ ー Ｚ Ｆ Ｐ ラ イ ブ ラ リ ー は ６ ４ ，
０ ０ ０ （ ＝ ４ ０ ３ ） 配 列 を 、 ４ － フ ィ ン ガ ー Ｚ Ｆ Ｐ ラ イ ブ ラ リ ー は ２ ， ５ ６ ０ ， ０ ０ ０ （
＝ ４ ０ ４ ） 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ３ ８ ７ 】
　 こ れ ら の Ｚ Ｆ Ｐ 発 現 プ ラ ス ミ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を 酵 母 細 胞 内 に 形 質 転 換 さ せ た 。 各 々 の
形 質 転 換 細 胞 に お い て 、 異 な る Ｚ Ｆ Ｐ 転 写 因 子 が 発 現 さ れ 、 ゲ ノ ム 上 の 任 意 の 標 的 遺 伝 子
を 調 節 し た 。 こ の よ う な 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン の 変 化 は 表 現 形 質 の 変 化 を 引 起 こ す 。 多 数 の
形 質 転 換 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 目 的 と す る 表 現 型 を 有 す る 単 一 ク ロ ー ン を 分 離 で き る
。 さ ら に 、 調 節 さ れ た 標 的 遺 伝 子 は 、 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル （ 例 ： Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ
イ 分 析 を 通 じ て ） の ゲ ノ ム － 範 囲 分 析 に よ っ て 同 定 で き る か 、 形 質 転 換 体 に 導 入 さ れ た ジ
ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 同 定 し た 後 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 対 す る イ ン シ リ コ （ in silico
） 予 測 で 同 定 で き る 。
【 ０ ３ ８ ８ 】
　 （ １ ） 酵 母 菌 株
　 使 用 し た Ｓ ． セ レ ビ ジ エ ー 菌 株 は 、 Ｙ Ｐ Ｈ ４ ９ ９ ａ （ MATa, ade2-101, ura352, lys2-8
01, trp1-63, his3-△ 　 200, leu2-△  1, GAL+） で あ る 。 酵 母 細 胞 の 形 質 転 換 は 酢 酸 リ チ
ウ ム 形 質 転 換 法 （ Gietz ら , (1992) Nucl. Acids Res 20:1245） を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ３ ８ ９ 】
　 （ ２ ） ｐ ３ プ ラ ス ミ ド の 製 作
　 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の ラ イ ブ ラ リ ー を 製 作 す る の に 用 い ら れ る 親 ベ ク タ ー （ pa
rental vector） は ｐ ３ プ ラ ス ミ ド で あ る 。 ｐ ３ は 次 の よ う な 方 法 で ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ベ ク タ
ー （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン ， San Diego CA） を 操 作 し て 製 作 し た 。 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ベ ク タ ー を Hi
ndIIIお よ び XhoIで 切 断 し た 。 相 応 す る オ ー バ ー ハ ン グ （ overhangs） を 有 す る 合 成 重 複 部
位 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 切 断 さ れ た ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ に 連 結 し た 。 重 複 部 位 は ヘ マ グ ル チ ニ ン
（ Ｈ Ａ ） 標 識 お よ び 核 位 置 信 号 （ nuclear localization signal） を コ ー デ ィ ン グ す る 核
酸 を 含 む 。 ま た 、 重 複 部 位 は 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ お よ び Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ に 対
す る 制 限 酵 素 切 断 部 位 と 終 結 コ ド ン を 含 む 。 ベ ク タ ー 内 の Ｓ Ｖ ４ ０ 由 来 の Ｘ ｍ ａ Ｉ 部 位 は
、 Ｘ ｍ ａ Ｉ 切 断 、 切 断 さ れ た オ ー バ ー ハ ン の 端 部 を 充 填 し 、 ま た 両 末 端 を さ ら に 連 結 す る
こ と に よ っ て 破 壊 し た 。
【 ０ ３ ９ ０ 】
　 （ ３ ） ｐ Ｙ Ｃ Ｔ － Ｌ ｉ ｂ プ ラ ス ミ ド の 製 作
　 本 発 明 で は 、 酵 母 に お け る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 条 件 的 発 現 の た め の 親 ベ ク タ
ー と し て ｐ Ｙ Ｃ Ｔ － Ｌ ｉ ｂ を 用 い た 。 ｐ Ｙ Ｃ Ｔ － Ｌ ｉ ｂ は 誘 導 Ｇ Ａ Ｌ １ プ ロ モ ー タ ー （ 図
１ ） を 含 む 酵 母 シ ャ ッ ト ル ベ ク タ ー で あ る 。 他 の 特 徴 と し て は 、 （ ｉ ） 核 位 置 信 号 （ Ｎ Ｌ
Ｓ ） お よ び ヘ マ グ ル チ ニ ン （ Ｈ Ａ ） 標 識 、 お よ び （ ii） ト リ プ ト フ ァ ン の な い 合 成 最 小 培
地 で プ ラ ス ミ ド 含 有 細 胞 の 選 別 の た め の Ｔ Ｒ Ｐ １ 遺 伝 子 を 含 む 配 列 を 挙 げ る こ と が で き る
。 　
【 ０ ３ ９ １ 】
　 Ｔ ７ プ ラ イ マ ー 部 位 か ら Ｓ ｐ ｈ Ｉ 部 位 に ポ リ リ ン カ ー 領 域 は 次 の 配 列 を 含 み 得 る ：
【 ０ ３ ９ ２ 】
Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ
Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ
Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ
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Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ
Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ
Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ （ 配 列 番 号 ： １ ３ ５ ）
【 ０ ３ ９ ３ 】
　 ｐ Ｙ Ｃ Ｔ － Ｌ ｉ ｂ は 次 の よ う に 製 作 し た 。 酵 母 発 現 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｙ Ｅ Ｓ Ｔ ｒ ｐ ２ 　 （ In
vitrogen, San Diego CA） は Ｎ ｇ ｏ Ｍ ４ に よ っ て 切 断 し た 後 、 ベ ク タ ー か ら ２ μ 　 ｏ ｒ ｉ
断 片 を 除 去 す る た め に Ｐ ｓ ｔ Ｉ で 部 分 切 断 し た 。 切 断 さ れ た Ｎ ｇ ｏ Ｍ ４ － Ｐ ｓ ｔ Ｉ か ら の
５ ． ０ ｋ ｂ 　 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 は ゲ ル 電 気 泳 動 後 分 離 し 、 ｐ Ｒ Ｓ ３ １ ３ （ 前 方 向 プ ラ イ マ ー ： 　
５ ’ － Ｃ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ 　 Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ － ３ ’ （ 配 列
番 号 ： １ ３ ６ ） 、 逆 方 向 プ ラ イ マ ー ： ５ ’ － Ｃ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ 　 Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｇ
Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ （ 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ） ） か ら 増 幅 さ れ た Ｃ Ｅ Ｎ － Ａ Ｒ Ｓ 断 片 と
結 合 し た 。
【 ０ ３ ９ ４ 】
　 Ｂ ４ ２ 活 性 化 ド メ イ ン を コ ー デ ィ ン グ す る Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト は Ｎ ｃ ｏ Ｉ お よ び Ｂ ａ ｍ Ｈ
Ｉ で 切 断 し て 除 去 し 、 こ れ に Ｖ ５ エ ピ ト ー プ 標 識 お よ び 核 位 置 信 号 を コ ー デ ィ ン グ す る Ｄ
Ｎ Ａ 断 片 を 置 換 導 入 し た 。 該 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 は ｐ Ｙ Ｅ Ｓ Ｔ ｒ ｐ ２ か ら Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 （ 前 方 向 プ ラ
イ マ ー ： ５ ’ － Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｃ － ３ ’ （ 配
列 番 号 ： １ ３ ８ ） 、 逆 方 向 プ ラ イ マ ー ： ５ ’ － Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ
Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ： １ ３ ９ ） ） し 、 こ れ を Ｎ ｃ ｏ Ｉ お よ び Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ
制 限 部 位 に 結 合 し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド を ｐ Ｙ Ｔ Ｃ － Ｌ ｉ ｂ （ 図 １ ） と 命 名 し た 。
【 ０ ３ ９ ５ 】
　 （ ４ ） ｐ Ｙ Ｃ Ｔ － Ｌ ｉ ｂ － Ｇ ａ ｌ ４ プ ラ ス ミ ド 製 作
　 ｐ Ｙ Ｃ Ｔ － Ｌ ｉ ｂ － Ｇ ａ ｌ ４ を 製 作 す る た め に 、 Ｇ ａ ｌ ４ 活 性 化 ド メ イ ン は 酵 母 ゲ ノ ム
Ｄ Ｎ Ａ （ 前 方 向 プ ラ イ マ ー ： ５ ’ － Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ
Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ： １ ４ ０ ） 、 逆 方 向 プ ラ イ マ
ー ： ５ ’ － Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ － ３ ’
配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ４ １ ） ） か ら Ｐ Ｃ Ｒ － 増 幅 し 、 ｐ Ｙ Ｃ Ｔ － Ｌ ｉ ｂ の Ｎ ｏ ｔ Ｉ お よ び Ｓ
ｐ ｈ Ｉ 認 識 部 位 に 挿 入 し て ｐ Ｙ Ｔ Ｃ － Ｌ ｉ ｂ － Ｇ ａ ｌ ４ を 製 作 し た 。 Ｇ ａ ｌ ４ 活 性 化 ド メ
イ ン を コ ー デ ィ ン グ す る 代 表 的 配 列 お よ び 連 結 配 列 は 次 を 含 む ：
【 ０ ３ ９ ６ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ９ ７ 】
　 （ ５ ） ｐ Ｙ Ｃ Ｔ － Ｌ ｉ ｂ － Ｕ ｍ ｅ ６ プ ラ ス ミ ド の 製 作
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　 ｐ Ｙ Ｃ Ｔ － Ｌ ｉ ｂ － Ｕ ｍ ｅ ６ を 製 作 す る た め に 、 Ｓ ． セ レ ビ ジ エ ー Ｕ ｍ ｅ ６ の ５ ０ ８ ～
５ ９ ４ の ア ミ ノ 酸 を コ ー デ ィ ン グ す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 酵 母 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ （ 前 方 向 プ ラ イ マ ー
： 　 ５ ’ － Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ
Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ： １ ４ ３ ） 、 逆 方 向 プ ラ イ マ ー ： ５ ’ － Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ａ
Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ： １ ４ ４
） ） か ら 増 幅 し 、 ｐ Ｙ Ｃ Ｔ － Ｌ ｉ ｂ の Ｎ ｏ ｔ Ｉ お よ び Ｓ ｐ ｈ Ｉ 認 識 部 位 の 間 に 挿 入 し た 。
こ の ８ ７ － ア ミ ノ 酸 領 域 は 転 写 抑 制 ド メ イ ン と し て 機 能 す る （ Kadoshお よ び Struhl (1997
) Cell 89:365-371） 。 Ｕ ｍ ｅ ６ 抑 制 ド メ イ ン を コ ー デ ィ ン グ す る 代 表 的 配 列 お よ び 連 結
配 列 は 次 の 配 列 を 含 む ：
【 ０ ３ ９ ８ 】
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ９ ９ 】
　 （ ６ ） ラ イ ブ ラ リ ー の 製 作
　 ３ つ の Ｚ Ｆ Ｄ の ア レ イ を 有 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 、 ３ －
フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 ラ イ ブ ラ リ ー （ 「 ３ － Ｆ ラ イ ブ ラ リ ー 」 ） は ４ ０ 個 の 異 な る Ｚ Ｆ Ｄ
ま た は 「 フ ィ ン ガ ー 」 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 か ら 製 作 し た 。 ４ － フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質
ラ イ ブ ラ リ ー （ 「 ４ － Ｆ ラ イ ブ ラ リ ー 」 ） は ２ ７ 個 の 異 な る Ｚ Ｆ Ｄ を コ ー デ ィ ン グ す る 核
酸 か ら 製 作 し た （ 下 記 表 ２ ） 。
【 ０ ４ ０ ０ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ０ １ 】
　 前 記 表 ２ の ２ 列 の 上 付 き は 、 １ ） Zhangら , (2000) J. Biol. Chem. 275:33850-33860; 
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2) Rebarお よ び Pabo(1994) Science 263:671-673; 3) Segal (1999) Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 96:2758; 4) Gogusら , (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 93:2159-2164; 5
)Drierら , (2001) J. Biol. Chem. 276: 29466-29478; 6)Liuら (2001)J. Biol. Chem. 27
6(14):11323-11334; 7)Hsuら , (1992) Science 257:1946-50を 示 す 。
【 ０ ４ ０ ２ 】
　 図 ７ は 、 様 々 な ３ － フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る 方 法 を 示 す 。 各 Ｚ Ｆ
Ｄ を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 断 片 は 「 単 一 フ ィ ン ガ ー 」 ベ ク タ ー を 形 成 す る た め に 個 別 的 に
ｐ ３ ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 。 同 一 量 の 各 「 単 一 フ ィ ン ガ ー 」 ベ ク タ ー を 組 合 せ
て プ ー ル を 形 成 し た 。 プ ー ル の 一 部 は Ａ ｇ ｅ Ｉ と Ｘ ｈ ｏ Ｉ で 切 断 し て 切 断 さ れ た ベ ク タ ー
断 片 を 得 た 。 こ の ベ ク タ ー 断 片 を ３ ０ 分 間 脱 リ ン 酸 化 酵 素 で 処 理 し た 。 プ ー ル の 他 の 一 部
は Ｘ ｍ ａ Ｉ と Ｘ ｈ ｏ Ｉ で 切 断 し て 単 一 フ ィ ン ガ ー を コ ー デ ィ ン グ す る セ グ メ ン ト を 得 た 。
Ａ ｇ ｅ Ｉ お よ び Ｘ ｈ ｏ Ｉ で 切 断 さ れ た プ ー ル か ら 切 断 さ れ た ベ ク タ ー 核 酸 を Ｘ ｍ ａ Ｉ お よ
び Ｘ ｈ ｏ Ｉ 切 断 に よ っ て ベ ク タ ー か ら 放 出 さ れ た 核 酸 セ グ メ ン ト と 結 合 し た 。 こ の よ う な
結 合 は 、 各 々 ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を コ ー デ ィ ン グ す る ベ ク タ ー を 生 成 し た 。
大 腸 菌 を 形 質 転 換 し た 後 、 約 １ ． ４ × １ ０ ４ 個 の 個 別 形 質 転 換 体 を 得 、 ２ － フ ィ ン ガ ー ラ
イ ブ ラ リ ー を 形 成 し た 。 ２ － フ ィ ン ガ ー ラ イ ブ ラ リ ー の 挿 入 領 域 の サ イ ズ は ４ ０ 個 コ ロ ニ
ー の Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 に よ っ て 確 認 し た 。 ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 の ９ ５ ％ は 所 定 の サ イ ズ の 挿 入 を
示 し た 。
【 ０ ４ ０ ３ 】
　 ３ － フ ィ ン ガ ー ラ イ ブ ラ リ ー を 製 作 す る た め に 、 単 一 フ ィ ン ガ ー を コ ー デ ィ ン グ す る Ｄ
Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を ２ つ の フ ィ ン ガ ー を コ ー デ ィ ン グ す る プ ラ ス ミ ド に 挿 入 し た 。 ２ － フ ィ
ン ガ ー ラ イ ブ ラ リ ー は Ａ ｇ ｅ Ｉ お よ び Ｘ ｈ ｏ Ｉ で 切 断 し た 。 ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ
イ ン を 有 す る 切 断 さ れ た プ ラ ス ミ ド は 単 一 フ ィ ン ガ ー （ 前 記 と 同 一 な 方 法 で Ｘ ｍ ａ Ｉ お よ
び Ｘ ｈ ｏ Ｉ で 切 断 さ れ た ） を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 に 結 合 し た 。 こ の 連 結 の 生 成 物 を 大 腸
菌 内 に 形 質 転 換 さ せ て ２ ． ４ × １ ０ ５ 個 の 個 別 形 質 転 換 体 を 得 た 。 挿 入 領 域 の 確 認 で ラ イ
ブ ラ リ ー 構 成 員 が ３ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 を 優 勢 に 有 す
る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ４ ０ ４ 】
　 ４ － フ ィ ン ガ ー ラ イ ブ ラ リ ー を 製 作 す る た め に 、 ２ － フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を コ ー デ ィ ン
グ す る Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を 、 ２ － フ ィ ン ガ ー を コ ー デ ィ ン グ す る プ ラ ス ミ ド に 挿 入 し た 。
２ － フ ィ ン ガ ー ラ イ ブ ラ リ ー は Ｘ ｍ ａ Ｉ お よ び Ｘ ｈ ｏ Ｉ で 切 断 し 、 ２ － フ ィ ン ガ ー ド メ イ
ン を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 セ グ メ ン ト を 得 た 。 ２ － フ ィ ン ガ ー ラ イ ブ ラ リ ー は ま た Ａ ｇ ｅ
Ｉ お よ び Ｘ ｈ ｏ Ｉ で 切 断 し 、 切 断 さ れ た プ ラ ス ミ ド プ ー ル を 得 た 。 ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ
ー ド メ イ ン を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 配 列 を 含 有 す る 切 断 さ れ た プ ラ ス ミ ド は ２ つ の ジ ン ク
フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 セ グ メ ン ト に 連 結 し て 異 な る 組 合 せ の ４ － フ
ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 生 成 し た 。 こ の 連 結 の 生 成 物 を 大 腸 菌 内 に 形 質 転 換 さ せ て 約 ７ × １
０ ６ の 個 別 形 質 転 換 体 を 生 成 し た 。
【 ０ ４ ０ ５ 】
　 （ ７ ） 酵 母 内 の 発 現 の た め の ラ イ ブ ラ リ ー の 製 作
　 ３ － フ ィ ン ガ ー （ ３ － Ｆ ） お よ び ４ － フ ィ ン ガ ー （ ４ － Ｆ ） ラ イ ブ ラ リ ー を ｐ Ｙ Ｔ Ｃ －
Ｌ ｉ ｂ 、 ｐ Ｙ Ｔ Ｃ － Ｇ ａ ｌ ４ お よ び ｐ Ｙ Ｔ Ｃ － Ｕ ｍ ｅ ６ の Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ お よ び Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位
に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ の 段 階 で は 、 転 写 調 節 ド メ イ ン を 有 す る
か 、 有 し な い ３ お よ び ４ つ の フ ィ ン ガ ー Ｚ Ｆ Ｐ を コ ー デ ィ ン グ す る ６ つ の 異 な る ラ イ ブ ラ
リ ー が 生 成 さ れ た 。 大 腸 菌 内 で の 増 幅 後 、 各 ラ イ ブ ラ リ ー は 酢 酸 リ チ ウ ム を 用 い て 酵 母 菌
株 で あ る Ｙ Ｐ Ｈ ４ ９ ９ ａ 内 に 形 質 転 換 さ せ た 。 形 質 転 換 は 約 １ ． ５ × １ ０ ７ コ ロ ニ ー を 生
成 し た 。 ラ イ ブ ラ リ ー の 挿 入 領 域 の サ イ ズ は ５ ０ コ ロ ニ ー の Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 で 確 認 し た 。 ９ ５
％ の ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 は 正 確 な 挿 入 サ イ ズ を 含 ん で い た 。 形 質 転 換 体 は Ｔ Ｅ 緩 衝 溶 液 に
再 懸 濁 し 、 － ８ ０ ℃ で グ リ セ ロ ー ル に 保 管 し た 。
【 ０ ４ ０ ６ 】
実 施 例 ２ ： ガ ラ ク ト ー ス 培 地 上 の 成 長 － 欠 陥 形 質 転 換 体
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　 酵 母 細 胞 の 成 長 を 損 な う キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に ３ － Ｆ ラ
イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ は キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ
ク 質 を 条 件 的 に 発 現 さ せ る た め に Ｇ Ａ Ｌ プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る 。 従 来 の 研 究 は 、 過 発 現
時 に 致 命 的 な 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 、 酵 母 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に Ｇ Ａ Ｌ プ
ロ モ ー タ ー を 使 用 し た （ Liuら , (1992) Genetics 132:665-673; Ramerら (1992) Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA 89: 11589-11593; Espinetら , (1995) Yeast 11:25-32; Akadaら , (
1997) Mol. Gen. Genet 254: 267-274; Stevensonら , (2001) Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA. 98: 3946-3951） 。
【 ０ ４ ０ ７ 】
　 酵 母 菌 株 Ｙ Ｐ Ｈ ４ ９ ９ ａ は ３ － Ｆ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 核 酸 で 形 質 転 換 さ せ た 。 形 質 転 換 体
を 、 ト リ プ ト フ ァ ン を 欠 き 、 グ ル コ ー ス を 含 有 す る 合 成 最 小 培 地 が 入 っ て い る プ レ ー ト 上
で ３ ０ ℃ で ２ 日 間 成 長 さ せ た 。 こ れ ら の 各 グ ル コ ー ス プ レ ー ト は ガ ラ ク ト ー ス プ レ ー ト お
よ び 第 ２ の グ ル コ ー ス プ レ ー ト 上 に 複 製 － 培 養 し た 。 複 製 プ レ ー ト は ３ ０ ℃ で 一 晩 培 養 し
た 。 そ の 後 、 各 ガ ラ ク ト ー ス プ レ ー ト を そ れ に 相 応 す る グ ル コ ー ス プ レ ー ト と 比 較 し た 。
ガ ラ ク ト ー ス 上 で 成 長 し な か っ た が 、 グ ル コ ー ス 上 で 成 長 し た コ ロ ニ ー を 同 定 し た 。 こ の
コ ロ ニ ー を グ ル コ ー ス プ レ ー ト か ら 回 収 し 、 さ ら に ガ ラ ク ト ー ス 培 地 上 に ス ト リ ー キ ン グ
（ streaking） し て 再 試 験 を 行 っ た 。 再 試 験 さ れ た 各 コ ロ ニ ー か ら ラ イ ブ ラ リ ー プ ラ ス ミ
ド を 得 た 。 プ ラ ス ミ ド の 成 長 欠 陥 が ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 に よ る も の で あ る
か を 確 証 す る た め に Ｙ Ｐ Ｈ ４ ９ ９ ａ 内 に 再 質 転 換 さ せ た 。 如 何 な る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン
パ ク 質 も コ ー デ ィ ン グ し な い ２ つ の ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド ｐ Ｙ Ｔ Ｃ と ｐ Ｙ Ｔ Ｃ － Ｇ ａ ｌ ４ を
対 照 群 と し て 同 様 に 行 っ た 。
【 ０ ４ ０ ８ 】
　 表 ３ か ら 分 か る よ う に 、 ３ － Ｆ と ４ － Ｆ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 形 質 転 換 体 の ０ ． ７ ％ ～ ２ ．
８ ％ は ガ ラ ク ト ー ス 培 地 で 成 長 で き な か っ た 。 こ の よ う な 百 分 率 は 、 対 照 群 ｐ Ｙ Ｔ Ｃ － Ｌ
ｉ ｂ ベ ク タ ー 対 照 群 （ ０ ． １ ％ ） お よ び ｐ Ｙ Ｔ Ｃ － Ｌ ｉ ｂ － Ｇ ａ ｌ ４ ベ ク タ ー 対 照 群 （ ０
． ２ ％ ） で 得 ら れ た 値 と 類 似 す る か 、 遥 か に 高 か っ た 。
【 ０ ４ ０ ９ 】

10

20

(76) JP 2005-511049 A 2005.4.28



【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ４ １ ０ 】
　 グ ル コ ー ス 上 で 成 長 － 欠 陥 を 示 す １ ０ 個 の コ ロ ニ ー か ら プ ラ ス ミ ド を 回 収 し た 。 プ ラ ス
ミ ド （ Ｌ １ な い し Ｌ １ ０ ） を 酵 母 細 胞 内 に 再 形 質 転 換 さ せ た 。 １ ０ 個 の プ ラ ス ミ ド を す べ
て 再 試 験 し た 。 回 収 さ れ た プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は グ ル コ ー ス 培 地 で は 成 長 し
た が 、 ガ ラ ク ト ー ス 培 地 で は 成 長 で き な か っ た 。 こ の よ う な １ ０ 個 の プ ラ ス ミ ド に よ っ て
コ ー デ ィ ン グ さ れ た ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を Ｄ Ｎ Ａ 配 列 分 析 （ 表 ４ ） に よ っ て 分 析
し た 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 に 対 す る 潜 在 的 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 は 構 成 要 素 ジ ン ク フ ィ ン ガ
ー ド メ イ ン の 結 合 特 異 性 に 関 す る 情 報 か ら 類 推 し た 。
【 ０ ４ １ １ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ １ ２ 】
実 施 例 ３ ： 抗 菌 薬 物 に 対 す る 抵 抗 性
　 ケ ト コ ナ ゾ ー ル （ Ketoconazol） は 経 口 吸 収 さ れ る 抗 菌 性 （ antimycotic） イ ミ ダ ゾ ー ル
（ imidazole） 薬 剤 で あ る 。 こ れ は 特 定 の 粘 膜 の 治 療 の た め に 投 与 で き る 。 ケ ト コ ナ ゾ ー
ル は 酵 母 お よ び 他 の 真 菌 類 に お い て エ ル ゴ ス テ ロ ー ル （ ergosterol） の 生 合 成 を 遮 断 し （
Burdenら , (1989) Phytochemistry 28:1791-1804） 、 細 胞 の 代 謝 に 追 加 的 効 果 を 示 す （ Ke
llyら , (1992) In Fernandes, P. B. (Ed.) New Approaches for Antifungal Drug, Birk
hauser, Boston, pp.155-187） 。
【 ０ ４ １ ３ 】
　 ケ ト コ ナ ゾ ー ル に 対 す る 試 験 菌 株 Ｙ Ｐ Ｈ ４ ９ ９ ａ の 真 菌 抵 抗 （ fungistatic） 反 応 を 確
認 す る た め に 、 Ｙ Ｐ Ｈ ４ ９ ９ ａ 菌 株 １ ０ ７ 細 胞 を 異 な る 濃 度 の 薬 剤 を 含 有 す る 合 成 培 地 上
に 塗 布 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 ３ ５ μ Ｍ の ケ ト コ ナ ゾ ー ル が Ｙ Ｐ Ｈ ４ ９ ９ ａ 細 胞 の 増 殖 を 阻
害 す る こ と を 確 認 し 、 ケ ト コ ナ ゾ ー ル － 抵 抗 酵 母 コ ロ ニ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に こ
の よ う な 濃 度 を 使 用 し た 。
【 ０ ４ １ ４ 】
　 ３ － フ ィ ン ガ ー お よ び ４ － フ ィ ン ガ ー ラ イ ブ ラ リ ー か ら プ ラ ス ミ ド を 含 有 す る １ × １ ０
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７ 酵 母 細 胞 を 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 を 誘 導 す る た め に 、 ２ ％ ガ ラ ク ト ー ス
含 有 合 成 培 養 液 で ３ ０ ℃ 、 ３ 時 間 培 養 し 、 そ の 後 、 ３ ５ μ Ｍ ケ ト コ ナ ゾ ー ル （ ICN Biomed
icals） を 含 有 す る 合 成 ガ ラ ク ト ー ス ア ガ プ レ ー ト に 塗 布 し た 。 ３ ０ ℃ で ４ 日 間 培 養 し た
後 、 ３ ５ μ Ｍ ケ ト コ ナ ゾ ー ル を 含 有 す る ガ ラ ク ト ー ス 培 地 上 に 約 １ ２ ０ 個 の ク ロ ー ン が コ
ロ ニ ー を 形 成 し た 。 こ れ ら の ケ ト コ ナ ゾ ー ル 抵 抗 性 酵 母 コ ロ ニ ー を 採 取 し て ３ ５ μ Ｍ ケ ト
コ ナ ゾ ー ル を 含 有 す る 新 鮮 な 合 成 ガ ラ ク ト ー ス 寒 天 プ レ ー ト に ス ト リ ー キ ン グ し た 。 １ ２
０ 個 の 抵 抗 性 ク ロ ー ン の う ち 、 ２ ３ 個 の ク ロ ー ン を 無 作 為 に 選 別 し た 。 各 々 の ２ ３ 個 の ク
ロ ー ン に 対 し て 、 抵 抗 表 現 型 は プ ラ ス ミ ド 回 収 で 確 認 し た 。 プ ラ ス ミ ド を 分 離 し て 増 幅 の
た め に 大 腸 菌 内 に 形 質 転 換 さ せ 、 酵 母 菌 株 で あ る Ｙ Ｐ Ｈ ４ ９ ９ ａ 内 に 再 形 質 転 換 さ せ た （
Ausubelら (Eds)(1995) Current Protocols in Molecular Biology John Wileyお よ び Sons
 Ltd, New York） 。 同 じ 数 の 形 質 転 換 体 を 、 ３ ５ μ Ｍ ケ ト コ ナ ゾ ー ル を 含 有 す る か 、 含 有
し な い 合 成 ガ ラ ク ト ー ス 寒 天 プ レ ー ト に ス ポ ッ ト （ spot） し た 。 再 形 質 転 換 体 は 、 薬 剤 抵
抗 性 が ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の ガ ラ ク ト ー ス － 誘 導 発 現 に よ っ て 誘 導 さ れ た も の で
あ る か を 確 認 す る た め に 、 ケ ト コ ナ ゾ ー ル を 含 有 す る か 、 含 有 し な い 合 成 グ ル コ ー ス 寒 天
プ レ ー ト に ま た ス ポ ッ ト し た 。
【 ０ ４ １ ５ 】
　 一 つ の 実 験 に お い て 、 各 形 質 転 換 体 か ら ５ × １ ０ ４ 細 胞 を 順 次 希 釈 し （ １ ０ － １ 、 １ ０
－ ２ お よ び １ ０ － ３ 倍 ） 、 ３ ５ μ Ｍ の ケ ト コ ナ ゾ ー ル を 含 有 す る か 、 含 有 し な い ガ ラ ク ト
ー ス ま た は グ ル コ ー ス 供 給 さ れ た 培 地 に ス ポ ッ ト し た 。 細 胞 の 成 長 を ３ ０ ℃ で ４ 日 後 観 察
し 、 同 じ プ レ ー ト 上 の 対 照 群 と 比 較 し た 。 対 照 群 は 、 ケ ト コ ナ ゾ ー ル の 抵 抗 性 を 誘 導 し な
い ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る プ ラ ス ミ ド お よ び ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ
ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 挿 入 体 を 有 し な い ｐ Ｙ Ｔ Ｃ － Ｌ ｉ ｂ プ ラ ス ミ ド を 含 ん で い た
。 ２ ３ 個 の す べ て の 場 合 に お い て 、 回 収 さ れ た プ ラ ス ミ ド を 再 試 験 し た 。 さ ら に 、 ケ ト コ
ナ ゾ ー ル 抵 抗 性 を た だ ガ ラ ク ト ー ス 培 地 に 塗 布 さ れ た 細 胞 の み で 観 察 し 、 こ れ に よ り 、 ジ
ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 が ケ ト コ ナ ゾ ー ル 抵 抗 性 を 誘 導 す る こ と が 分 か る 。
【 ０ ４ １ ６ 】
　 ケ ト コ ナ ゾ ー ル 抵 抗 形 質 転 換 体 か ら 分 離 さ れ た プ ラ ス ミ ド の 塩 基 配 列 を 分 析 し 、 酵 母 ゲ
ノ ム 内 の 予 想 標 的 配 列 を 予 測 し た （ 表 ５ ） 。 １ １ 個 の ユ ニ ー ク な ク ロ ー ン が 同 定 さ れ た （
表 ５ ） 。
【 ０ ４ １ ７ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ １ ８ 】
　 こ の よ う な タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 下 記 に 示 す （ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は 下 線
で 表 示 し 、 転 写 調 節 ド メ イ ン を [　 ]内 に 示 す ） 。 Ｋ １ ： Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ － Ｑ Ｆ Ｎ Ｒ － Ｒ Ｓ Ｈ Ｒ －
Ｕ ｍ ｅ ６ は 次 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ：
【 ０ ４ １ ９ 】
Ｍ Ｇ Ｋ Ｐ Ｉ Ｐ Ｎ Ｐ Ｌ Ｌ Ｇ Ｌ Ｎ Ｓ Ｔ Ｑ Ａ Ｍ Ｇ Ａ ｐ ｐ ｋ ｋ ｋ ｒ ｋ ｖ ｇ ｉ ｒ ｉ ｐ ｇ ｅ ｋ ｐ Ｙ Ｅ Ｃ
Ｄ Ｈ Ｃ Ｇ Ｋ Ｓ Ｆ Ｓ Ｑ Ｓ Ｓ Ｈ Ｌ Ｎ Ｖ Ｈ Ｋ Ｒ Ｔ Ｈ Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ

Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ Ａ Ａ Ａ Ａ
[Ｎ Ｓ Ａ Ｓ Ｓ Ｓ Ｔ Ｋ Ｌ Ｄ Ｄ Ｄ Ｌ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｖ Ｌ Ｓ Ｎ Ｍ Ｒ Ｓ Ｓ Ｐ Ｙ Ｒ Ｔ Ｈ Ｄ Ｋ Ｐ Ｉ Ｓ Ｎ Ｖ Ｎ
Ｄ Ｍ Ｎ Ｎ Ｔ Ｎ Ａ Ｌ Ｇ Ｖ Ｐ Ａ Ｓ Ｒ Ｐ Ｈ Ｓ Ｓ Ｓ Ｆ Ｐ Ｓ Ｋ Ｇ Ｖ Ｌ Ｒ Ｐ Ｉ Ｌ Ｌ Ｒ Ｉ Ｈ Ｎ Ｓ Ｅ Ｑ Ｑ Ｐ
Ｉ Ｆ Ｅ Ｓ Ｎ Ｎ Ｓ Ｔ Ａ Ｃ Ｉ ]（ 配 列 番 号 ： ２ ２ １ ）
【 ０ ４ ２ ０ 】
　 Ｋ ２ ： Ｒ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｒ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｑ Ｓ Ｓ Ｒ １ － Ｑ Ｓ Ｈ Ｔ － Ｕ ｍ ｅ ６ は 次 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
む ：
【 ０ ４ ２ １ 】
Ｍ Ｇ Ｋ Ｐ Ｉ Ｐ Ｎ Ｐ Ｌ Ｌ Ｇ Ｌ Ｎ Ｓ Ｔ Ｑ Ａ Ｍ Ｇ Ａ ｐ ｐ ｋ ｋ ｋ ｒ ｋ ｖ ｇ ｉ ｒ ｉ ｐ ｇ ｅ ｋ ｐ

Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ Ｙ Ｉ Ｃ Ｒ Ｋ Ｃ Ｇ Ｒ Ｇ Ｆ Ｓ Ｒ Ｋ Ｓ Ｎ
Ｌ Ｉ Ｒ Ｈ Ｑ Ｒ Ｔ Ｈ Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ
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Ｙ Ｋ Ｃ Ｈ Ｑ Ｃ Ｇ Ｋ Ａ Ｆ Ｉ Ｑ Ｓ Ｆ Ｎ
Ｌ Ｒ Ｒ Ｈ Ｅ Ｒ Ｔ Ｈ Ｙ Ｋ Ｃ Ｍ Ｅ Ｃ Ｇ Ｋ Ａ Ｆ Ｎ Ｒ Ｒ Ｓ Ｈ Ｌ Ｔ Ｒ Ｈ Ｑ Ｒ Ｉ Ｈ

Ｙ Ｉ Ｃ
Ｒ Ｋ Ｃ Ｇ Ｒ Ｇ Ｆ Ｓ Ｒ Ｋ Ｓ Ｎ Ｌ Ｉ Ｒ Ｈ Ｑ Ｒ Ｔ Ｈ

Ｙ Ｋ Ｃ Ｐ Ｄ Ｃ Ｇ Ｋ Ｓ Ｆ Ｓ Ｑ Ｓ Ｓ Ｓ Ｌ Ｉ Ｒ Ｈ Ｑ Ｒ Ｔ Ｈ



Ｐ Ａ Ａ Ａ Ａ [Ｎ Ｓ Ａ Ｓ Ｓ Ｓ Ｔ Ｋ Ｌ Ｄ Ｄ
Ｄ Ｌ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｖ Ｌ Ｓ Ｎ Ｍ Ｒ Ｓ Ｓ Ｐ Ｙ Ｒ Ｔ Ｈ Ｄ Ｋ Ｐ Ｉ Ｓ Ｎ Ｖ Ｎ Ｄ Ｍ Ｎ Ｎ Ｔ Ｎ Ａ Ｌ Ｇ Ｖ Ｐ Ａ
Ｓ Ｒ Ｐ Ｈ Ｓ Ｓ Ｓ Ｆ Ｐ Ｓ Ｋ Ｇ Ｖ Ｌ Ｒ Ｐ Ｉ Ｌ Ｌ Ｒ Ｉ Ｈ Ｎ Ｓ Ｅ Ｑ Ｑ Ｐ Ｉ Ｆ Ｅ Ｓ Ｎ Ｎ Ｓ Ｔ Ａ Ｃ Ｉ ]
（ 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ）
【 ０ ４ ２ ２ 】
　 Ｋ ３ ： Ｒ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｒ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｑ Ｇ Ｔ Ｒ － Ｑ Ｓ Ｈ Ｒ ５ － Ｕ ｍ ｅ ６ は 次 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
む ：
【 ０ ４ ２ ３ 】
Ｍ Ｇ Ｋ Ｐ Ｉ Ｐ Ｎ Ｐ Ｌ Ｌ Ｇ Ｌ Ｎ Ｓ Ｔ Ｑ Ａ Ｍ Ｇ Ａ ｐ ｐ ｋ ｋ ｋ ｒ ｋ ｖ ｇ ｉ ｒ ｉ ｐ ｇ ｅ ｋ ｐ

Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ
Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ

Ｐ Ａ Ａ Ａ Ａ [Ｎ Ｓ Ａ Ｓ Ｓ Ｓ Ｔ Ｋ Ｌ Ｄ Ｄ
Ｄ Ｌ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｖ Ｌ Ｓ Ｎ Ｍ Ｒ Ｓ Ｓ Ｐ Ｙ Ｒ Ｔ Ｈ Ｄ Ｋ Ｐ Ｉ Ｓ Ｎ Ｖ Ｎ Ｄ Ｍ Ｎ Ｎ Ｔ Ｎ Ａ Ｌ Ｇ Ｖ Ｐ Ａ
Ｓ Ｒ Ｐ Ｈ Ｓ Ｓ Ｓ Ｆ Ｐ Ｓ Ｋ Ｇ Ｖ Ｌ Ｒ Ｐ Ｉ Ｌ Ｌ Ｒ Ｉ Ｈ Ｎ Ｓ Ｅ Ｑ Ｑ Ｐ Ｉ Ｆ Ｅ Ｓ Ｎ Ｎ Ｓ Ｔ Ａ Ｃ Ｉ ]
（ 配 列 番 号 ： ２ ２ ３ ）
【 ０ ４ ２ ４ 】
　 Ｋ ４ ： Ｒ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｒ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｑ Ｇ Ｔ Ｒ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｑ － Ｕ ｍ ｅ ６ は 次 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む
：
【 ０ ４ ２ ５ 】
Ｍ Ｇ Ｋ Ｐ Ｉ Ｐ Ｎ Ｐ Ｌ Ｌ Ｇ Ｌ Ｎ Ｓ Ｔ Ｑ Ａ Ｍ Ｇ Ａ ｐ ｐ ｋ ｋ ｋ ｒ ｋ ｖ ｇ ｉ ｒ ｉ ｐ ｇ ｅ ｋ ｐ

Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ
Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ

Ｐ Ａ Ａ Ａ Ａ [Ｎ Ｓ Ａ Ｓ Ｓ Ｓ Ｔ Ｋ Ｌ Ｄ Ｄ
Ｄ Ｌ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｖ Ｌ Ｓ Ｎ Ｍ Ｒ Ｓ Ｓ Ｐ Ｙ Ｒ Ｔ Ｈ Ｄ Ｋ Ｐ Ｉ Ｓ Ｎ Ｖ Ｎ Ｄ Ｍ Ｎ Ｎ Ｔ Ｎ Ａ Ｌ Ｇ Ｖ Ｐ Ａ
Ｓ Ｒ Ｐ Ｈ Ｓ Ｓ Ｓ Ｆ Ｐ Ｓ Ｋ Ｇ Ｖ Ｌ Ｒ Ｐ Ｉ Ｌ Ｌ Ｒ Ｉ Ｈ Ｎ Ｓ Ｅ Ｑ Ｑ Ｐ Ｉ Ｆ Ｅ Ｓ Ｎ Ｎ Ｓ Ｔ Ａ Ｃ Ｉ ]
（ 配 列 番 号 ： ２ ２ ４ ）
【 ０ ４ ２ ６ 】
　 Ｋ ５ ： Ｖ Ｓ Ｓ Ｒ － Ｄ Ｇ Ｎ Ｖ － Ｖ Ｓ Ｓ Ｒ － Ｖ Ｄ Ｙ Ｋ － Ｇ ａ ｌ ４ は 次 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む
：
【 ０ ４ ２ ７ 】
Ｍ Ｇ Ｋ Ｐ Ｉ Ｐ Ｎ Ｐ Ｌ Ｌ Ｇ Ｌ Ｎ Ｓ Ｔ Ｑ Ａ Ｍ Ｇ Ａ ｐ ｐ ｋ ｋ ｋ ｒ ｋ ｖ ｇ ｉ ｒ ｉ ｐ ｇ ｅ ｋ ｐ

Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ
Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ

Ｐ Ａ Ａ Ａ Ａ [Ｎ Ｆ Ｎ Ｑ Ｓ Ｇ Ｎ Ｉ Ａ Ｄ Ｓ Ｓ
Ｌ Ｓ Ｆ Ｔ Ｆ Ｔ Ｎ Ｓ Ｓ Ｎ Ｇ Ｐ Ｎ Ｌ Ｉ Ｔ Ｔ Ｑ Ｔ Ｎ Ｓ Ｑ Ａ Ｌ Ｓ Ｑ Ｐ Ｉ Ａ Ｓ Ｓ Ｎ Ｖ Ｈ Ｄ Ｎ Ｆ Ｍ Ｎ Ｎ
Ｅ Ｉ Ｔ Ａ Ｓ Ｋ Ｉ Ｄ Ｄ Ｇ Ｎ Ｎ Ｓ Ｋ Ｐ Ｌ Ｓ Ｐ Ｇ Ｗ Ｔ Ｄ Ｑ Ｔ Ａ Ｙ Ｎ Ａ Ｆ Ｇ Ｉ Ｔ Ｔ Ｇ Ｍ Ｆ Ｎ Ｔ Ｔ Ｔ
Ｍ Ｄ Ｄ Ｖ Ｙ Ｎ Ｙ Ｌ Ｆ Ｄ Ｄ Ｅ Ｄ Ｔ Ｐ Ｐ Ｎ Ｐ Ｋ Ｋ Ｅ Ｉ Ｓ Ｍ Ａ Ｙ Ｐ Ｙ Ｄ Ｖ Ｐ Ｄ Ｙ Ａ Ｓ ]（ 配 列 番
号 ： ２ ２ ５ ）
【 ０ ４ ２ ８ 】
　 Ｋ ６ ： Ｍ Ｈ Ｈ Ｅ － Ｑ Ｓ Ｎ Ｒ １ － Ｖ Ｓ Ｓ Ｒ － Ｑ Ｇ Ｄ Ｒ － Ｇ ａ ｌ ４ は 次 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
む ：
【 ０ ４ ２ ９ 】
Ｍ Ｇ Ｋ Ｐ Ｉ Ｐ Ｎ Ｐ Ｌ Ｌ Ｇ Ｌ Ｎ Ｓ Ｔ Ｑ Ａ Ｍ Ｇ Ａ ｐ ｐ ｋ ｋ ｋ ｒ ｋ ｖ ｇ ｉ ｒ ｉ ｐ ｇ ｅ ｋ ｐ

Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ
Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ Ｔ Ｇ

Ｅ Ｋ Ｐ Ａ Ａ Ａ Ａ [Ｎ Ｆ Ｎ Ｑ Ｓ Ｇ Ｎ Ｉ Ａ
Ｄ Ｓ Ｓ Ｌ Ｓ Ｆ Ｔ Ｆ Ｔ Ｎ Ｓ Ｓ Ｎ Ｇ Ｐ Ｎ Ｌ Ｉ Ｔ Ｔ Ｑ Ｔ Ｎ Ｓ Ｑ Ａ Ｌ Ｓ Ｑ Ｐ Ｉ Ａ Ｓ Ｓ Ｎ Ｖ Ｈ Ｄ Ｎ Ｆ
Ｍ Ｎ Ｎ Ｅ Ｉ Ｔ Ａ Ｓ Ｋ Ｉ Ｄ Ｄ Ｇ Ｎ Ｎ Ｓ Ｋ Ｐ Ｌ Ｓ Ｐ Ｇ Ｗ Ｔ Ｄ Ｑ Ｔ Ａ Ｙ Ｎ Ａ Ｆ Ｇ Ｉ Ｔ Ｔ Ｇ Ｍ Ｆ Ｎ
Ｔ Ｔ Ｔ Ｍ Ｄ Ｄ Ｖ Ｙ Ｎ Ｙ Ｌ Ｆ Ｄ Ｄ Ｅ Ｄ Ｔ Ｐ Ｐ Ｎ Ｐ Ｋ Ｋ Ｅ Ｉ Ｓ Ｍ Ａ Ｙ Ｐ Ｙ Ｄ Ｖ Ｐ Ｄ Ｙ Ａ ]（
配 列 番 号 ： ２ ２ ６ ）
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Ｙ Ｋ Ｃ Ｅ Ｅ Ｃ Ｇ Ｋ Ａ Ｆ Ｒ Ｑ Ｓ Ｓ Ｈ Ｌ Ｔ Ｔ Ｈ Ｋ Ｉ Ｉ Ｈ

Ｙ Ｉ Ｃ
Ｒ Ｋ Ｃ Ｇ Ｒ Ｇ Ｆ Ｓ Ｒ Ｋ Ｓ Ｎ Ｌ Ｉ Ｒ Ｈ Ｑ Ｒ Ｔ Ｈ Ｙ Ｉ Ｃ Ｒ Ｋ Ｃ Ｇ Ｒ Ｇ Ｆ Ｓ Ｒ Ｋ Ｓ Ｎ
Ｌ Ｉ Ｒ Ｈ Ｑ Ｒ Ｔ Ｈ Ｆ Ｑ Ｃ Ｒ Ｉ Ｃ Ｍ Ｒ Ｎ Ｆ Ｓ Ｑ Ｒ Ｇ Ｔ Ｌ Ｔ Ｒ Ｈ Ｉ Ｒ Ｔ Ｈ

Ｙ Ｖ Ｃ Ｒ Ｅ Ｃ Ｇ Ｒ Ｇ Ｆ Ｒ Ｑ Ｈ Ｓ Ｈ Ｌ Ｖ Ｒ Ｈ Ｋ Ｒ Ｔ Ｈ

Ｙ Ｉ Ｃ
Ｒ Ｋ Ｃ Ｇ Ｒ Ｇ Ｆ Ｓ Ｒ Ｋ Ｓ Ｎ Ｌ Ｉ Ｒ Ｈ Ｑ Ｒ Ｔ Ｈ Ｙ Ｉ Ｃ Ｒ Ｋ Ｃ Ｇ Ｒ Ｇ Ｆ Ｓ Ｒ Ｋ Ｓ Ｎ
Ｌ Ｉ Ｒ Ｈ Ｑ Ｒ Ｔ Ｈ Ｆ Ｑ Ｃ Ｒ Ｉ Ｃ Ｍ Ｒ Ｎ Ｆ Ｓ Ｑ Ｒ Ｇ Ｔ Ｌ Ｔ Ｒ Ｈ Ｉ Ｒ Ｔ Ｈ

Ｙ Ｅ Ｃ Ｈ Ｄ Ｃ Ｇ Ｋ Ｓ Ｆ Ｒ Ｑ Ｓ Ｔ Ｈ Ｌ Ｔ Ｑ Ｈ Ｒ Ｒ Ｉ Ｈ

Ｙ Ｔ Ｃ
Ｋ Ｑ Ｃ Ｇ Ｋ Ａ Ｆ Ｓ Ｖ Ｓ Ｓ Ｓ Ｌ Ｒ Ｒ Ｈ Ｅ Ｔ Ｔ Ｈ Ｆ Ｑ Ｃ Ｒ Ｉ Ｃ Ｍ Ｒ Ｎ Ｆ Ｓ Ｄ Ｓ Ｇ Ｎ
Ｌ Ｒ Ｖ Ｈ Ｉ Ｒ Ｔ Ｈ Ｙ Ｔ Ｃ Ｋ Ｑ Ｃ Ｇ Ｋ Ａ Ｆ Ｓ Ｖ Ｓ Ｓ Ｓ Ｌ Ｒ Ｒ Ｈ Ｅ Ｔ Ｔ Ｈ

Ｆ Ｈ Ｃ Ｇ Ｙ Ｃ Ｅ Ｋ Ｓ Ｆ Ｓ Ｖ Ｋ Ｄ Ｙ Ｌ Ｔ Ｋ Ｉ Ｒ Ｔ Ｈ

Ｙ Ａ Ｃ
Ｐ Ｖ Ｅ Ｓ Ｃ Ｄ Ｒ Ｒ Ｆ Ｓ Ｍ Ｓ Ｈ Ｈ Ｌ Ｋ Ｅ Ｈ Ｉ Ｒ Ｔ Ｈ Ｆ Ｅ Ｃ Ｋ Ｄ Ｃ Ｇ Ｋ Ａ Ｆ Ｉ Ｑ Ｋ
Ｓ Ｎ Ｌ Ｉ Ｒ Ｈ Ｑ Ｒ Ｔ Ｈ Ｙ Ｔ Ｃ Ｋ Ｑ Ｃ Ｇ Ｋ Ａ Ｆ Ｓ Ｖ Ｓ Ｓ Ｓ Ｌ Ｒ Ｒ Ｈ Ｅ Ｔ Ｔ Ｈ

Ｆ Ｑ Ｃ Ｒ Ｉ Ｃ Ｍ Ｒ Ｎ Ｆ Ｓ Ｑ Ｓ Ｇ Ｄ Ｌ Ｒ Ｒ Ｈ Ｉ Ｒ Ｔ Ｈ

Ｓ



【 ０ ４ ３ ０ 】
　 Ｋ ７ ： Ｄ Ｇ Ｎ Ｖ － Ｑ Ｓ Ｈ Ｔ － Ｑ Ｓ Ｓ Ｒ １ － Ｄ Ｇ Ｈ Ｒ － Ｇ ａ ｌ ４ は 次 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
む ：
【 ０ ４ ３ １ 】
Ｍ Ｇ Ｋ Ｐ Ｉ Ｐ Ｎ Ｐ Ｌ Ｌ Ｇ Ｌ Ｎ Ｓ Ｔ Ｑ Ａ Ｍ Ｇ Ａ ｐ ｐ ｋ ｋ ｋ ｒ ｋ ｖ ｇ ｉ ｒ ｉ ｐ ｇ ｅ ｋ ｐ

Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ
Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ

Ｐ Ａ Ａ Ａ Ａ [Ｎ Ｆ Ｎ Ｑ Ｓ Ｇ Ｎ Ｉ Ａ Ｄ Ｓ
Ｓ Ｌ Ｓ Ｆ Ｔ Ｆ Ｔ Ｎ Ｓ Ｓ Ｎ Ｇ Ｐ Ｎ Ｌ Ｉ Ｔ Ｔ Ｑ Ｔ Ｎ Ｓ Ｑ Ａ Ｌ Ｓ Ｑ Ｐ Ｉ Ａ Ｓ Ｓ Ｎ Ｖ Ｈ Ｄ Ｎ Ｆ Ｍ Ｎ
Ｎ Ｅ Ｉ Ｔ Ａ Ｓ Ｋ Ｉ Ｄ Ｄ Ｇ Ｎ Ｎ Ｓ Ｋ Ｐ Ｌ Ｓ Ｐ Ｇ Ｗ Ｔ Ｄ Ｑ Ｔ Ａ Ｙ Ｎ Ａ Ｆ Ｇ Ｉ Ｔ Ｔ Ｇ Ｍ Ｆ Ｎ Ｔ Ｔ
Ｔ Ｍ Ｄ Ｄ Ｖ Ｙ Ｎ Ｙ Ｌ Ｆ Ｄ Ｄ Ｅ Ｄ Ｔ Ｐ Ｐ Ｎ Ｐ Ｋ Ｋ Ｅ Ｉ Ｓ Ｍ Ａ Ｙ Ｐ Ｙ Ｄ Ｖ Ｐ Ｄ Ｙ Ａ ]（ 配 列
番 号 ： ２ ２ ７ ）
【 ０ ４ ３ ２ 】
　 Ｋ ８ ： Ｄ Ｇ Ａ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｔ Ｎ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｑ － Ｒ Ｄ Ｔ Ｎ は 次 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ：
【 ０ ４ ３ ３ 】
Ｍ Ｇ Ｋ Ｐ Ｉ Ｐ Ｎ Ｐ Ｌ Ｌ Ｇ Ｌ Ｎ Ｓ Ｔ Ｑ Ａ Ｍ Ｇ Ａ ｐ ｐ ｋ ｋ ｋ ｒ ｋ ｖ ｇ ｉ ｒ ｉ ｐ ｇ ｅ ｋ ｐ

Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ
Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ

Ｐ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｒ Ｇ Ｍ Ｈ Ｌ Ｅ Ｇ Ｒ Ｉ Ｍ 　 （
配 列 番 号 ： ２ ２ ８ ）
【 ０ ４ ３ ４ 】
　 Ｋ ９ ： Ｒ Ｄ Ｈ Ｔ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｑ － Ｑ Ｓ Ｈ Ｔ － Ｄ Ｇ Ｎ Ｖ は 次 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ：
【 ０ ４ ３ ５ 】
Ｍ Ｇ Ｋ Ｐ Ｉ Ｐ Ｎ Ｐ Ｌ Ｌ Ｇ Ｌ Ｎ Ｓ Ｔ Ｑ Ａ Ｍ Ｇ Ａ ｐ ｐ ｋ ｋ ｋ ｒ ｋ ｖ ｇ ｉ ｒ ｉ ｐ ｇ ｅ ｋ ｐ

Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ
Ｒ Ｒ Ｉ Ｈ Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ

Ｐ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｒ Ｇ Ｍ Ｈ Ｌ Ｅ Ｇ Ｒ Ｉ Ｍ 　 （
配 列 番 号 ： ２ ２ ９ ）
【 ０ ４ ３ ６ 】
　 Ｋ １ ０ ： Ｒ Ｄ Ｈ Ｔ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｑ － Ｑ Ｓ Ｈ Ｔ は 次 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ：
【 ０ ４ ３ ７ 】
Ｍ Ｇ Ｋ Ｐ Ｉ Ｐ Ｎ Ｐ Ｌ Ｌ Ｇ Ｌ Ｎ Ｓ Ｔ Ｑ Ａ Ｍ Ｇ Ａ ｐ ｐ ｋ ｋ ｋ ｒ ｋ ｖ ｇ ｉ ｒ ｉ ｐ ｇ ｅ ｋ ｐ

Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ
Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ Ａ Ａ Ａ Ａ

Ｒ Ｇ Ｍ Ｈ Ｌ Ｅ Ｇ Ｒ Ｉ Ｍ （ 配 列 番 号 ： ２ ３ ０ ）
【 ０ ４ ３ ８ 】
　 Ｋ １ １ ： Ｒ Ｄ Ｈ Ｔ － Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ － Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ は 次 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ：
【 ０ ４ ３ ９ 】
Ｍ Ｇ Ｋ Ｐ Ｉ Ｐ Ｎ Ｐ Ｌ Ｌ Ｇ Ｌ Ｎ Ｓ Ｔ Ｑ Ａ Ｍ Ｇ Ａ ｐ ｐ ｋ ｋ ｋ ｒ ｋ ｖ ｇ ｉ ｒ ｉ ｐ ｇ ｅ ｋ ｐ

Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ
Ｔ Ｇ Ｅ Ｋ Ｐ Ａ Ａ Ａ Ａ

Ｒ Ｇ Ｍ Ｈ Ｌ Ｅ Ｇ Ｒ Ｉ Ｍ （ 配 列 番 号 ： ２ ３ １ ）
【 ０ ４ ４ ０ 】
　 同 一 の 一 般 の モ チ ー フ （ 例 ： ４ 個 の Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 の セ ッ ト ） を 有 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ
ー ド メ イ ン を ２ 個 、 ３ 個 ま た は そ れ 以 上 を 含 み 、 前 記 如 何 な る タ ン パ ク 質 と も 同 一 な 一 連
の 順 に 整 列 さ れ た 残 り の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 は ま た 真 菌 細 胞 に 薬 剤 抵 抗 性 を 付 与
で き る 。
【 ０ ４ ４ １ 】
　 あ る ク ロ ー ン は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン と 類 似 す る 構 造 を 含 む 。 Ｋ ２ 、 Ｋ ３ お よ び Ｋ
４ の 第 １ お よ び 第 ２ の フ ィ ン ガ ー は 互 い に 同 じ で あ る 。 こ の よ う な ク ロ ー ン で は 、 ４ 個 の
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Ｆ Ｑ Ｃ
Ｒ Ｉ Ｃ Ｍ Ｒ Ｎ Ｆ Ｓ Ｄ Ｓ Ｇ Ｎ Ｌ Ｒ Ｖ Ｈ Ｉ Ｒ Ｔ Ｈ Ｙ Ｋ Ｃ Ｅ Ｅ Ｃ Ｇ Ｋ Ａ Ｆ Ｒ Ｑ Ｓ Ｓ Ｈ
Ｌ Ｔ Ｔ Ｈ Ｋ Ｉ Ｉ Ｈ Ｙ Ｋ Ｃ Ｐ Ｄ Ｃ Ｇ Ｋ Ｓ Ｆ Ｓ Ｑ Ｓ Ｓ Ｓ Ｌ Ｉ Ｒ Ｈ Ｑ Ｒ Ｔ Ｈ

Ｆ Ｑ Ｃ Ｒ Ｉ Ｃ Ｍ Ｒ Ｎ Ｆ Ｓ Ｄ Ｐ Ｇ Ｈ Ｌ Ｖ Ｒ Ｈ Ｉ Ｒ Ｔ Ｈ

Ｓ

Ｆ Ｑ Ｃ
Ｒ Ｉ Ｃ Ｍ Ｒ Ｎ Ｆ Ｓ Ｄ Ｐ Ｇ Ａ Ｌ Ｖ Ｒ Ｈ Ｉ Ｒ Ｔ Ｈ Ｆ Ｑ Ｃ Ｒ Ｉ Ｃ Ｍ Ｒ Ｎ Ｆ Ｓ Ｒ Ｓ Ｄ Ｔ
Ｌ Ｓ Ｎ Ｈ Ｉ Ｒ Ｔ Ｈ Ｙ Ｅ Ｃ Ｈ Ｄ Ｃ Ｇ Ｋ Ｓ Ｆ Ｒ Ｑ Ｓ Ｔ Ｈ Ｌ Ｔ Ｑ Ｈ Ｒ Ｒ Ｉ Ｈ

Ｆ Ｑ Ｃ Ｒ Ｉ Ｃ Ｍ Ｒ Ｎ Ｆ Ｓ Ｒ Ｓ Ｄ Ｔ Ｌ Ｓ Ｎ Ｈ Ｉ Ｒ Ｔ Ｈ

Ｆ Ｑ Ｃ
Ｋ Ｔ Ｃ Ｑ Ｒ Ｋ Ｆ Ｓ Ｒ Ｓ Ｄ Ｈ Ｌ Ｋ Ｔ Ｈ Ｔ Ｒ Ｔ Ｈ Ｙ Ｅ Ｃ Ｈ Ｄ Ｃ Ｇ Ｋ Ｓ Ｆ Ｒ Ｑ Ｓ Ｔ Ｈ
Ｌ Ｔ Ｑ Ｈ Ｙ Ｋ Ｃ Ｅ Ｅ Ｃ Ｇ Ｋ Ａ Ｆ Ｒ Ｑ Ｓ Ｓ Ｈ Ｌ Ｔ Ｔ Ｈ Ｋ Ｉ Ｉ Ｈ

Ｆ Ｑ Ｃ Ｒ Ｉ Ｃ Ｍ Ｒ Ｎ Ｆ Ｓ Ｄ Ｓ Ｇ Ｎ Ｌ Ｒ Ｖ Ｈ Ｉ Ｒ Ｔ Ｈ

Ｆ Ｑ Ｃ
Ｋ Ｔ Ｃ Ｑ Ｒ Ｋ Ｆ Ｓ Ｒ Ｓ Ｄ Ｈ Ｌ Ｋ Ｔ Ｈ Ｔ Ｒ Ｔ Ｈ Ｙ Ｅ Ｃ Ｈ Ｄ Ｃ Ｇ Ｋ Ｓ Ｆ Ｒ Ｑ Ｓ Ｔ Ｈ
Ｌ Ｔ Ｑ Ｈ Ｒ Ｒ Ｉ Ｈ Ｙ Ｋ Ｃ Ｅ Ｅ Ｃ Ｇ Ｋ Ａ Ｆ Ｒ Ｑ Ｓ Ｓ Ｈ Ｌ Ｔ Ｔ Ｈ Ｋ Ｉ Ｉ Ｈ

Ｆ Ｑ Ｃ
Ｋ Ｔ Ｃ Ｑ Ｒ Ｋ Ｆ Ｓ Ｒ Ｓ Ｄ Ｈ Ｌ Ｋ Ｔ Ｈ Ｔ Ｒ Ｔ Ｈ Ｙ Ｅ Ｃ Ｄ Ｈ Ｃ Ｇ Ｋ Ｓ Ｆ Ｓ Ｑ Ｓ Ｓ Ｈ
Ｌ Ｎ Ｖ Ｈ Ｋ Ｒ Ｔ Ｈ Ｙ Ｅ Ｃ Ｄ Ｈ Ｃ Ｇ Ｋ Ｓ Ｆ Ｓ Ｑ Ｓ Ｓ Ｈ Ｌ Ｎ Ｖ Ｈ Ｋ Ｒ Ｔ Ｈ



フ ィ ン ガ ー の う ち ３ つ が 他 の タ ン パ ク 質 の 相 応 す る 位 置 に あ る フ ィ ン ガ ー と 同 じ で あ る 。
こ れ ら の Ｚ Ｆ Ｐ の 関 係 が た だ 偶 然 で は な い だ ろ う （ Ｐ ＜ １ ． ６ × １ ０ － ５ ） 。 し た が っ て
、 Ｋ ２ 、 Ｋ ３ お よ び Ｋ ４ 　 Ｚ Ｆ Ｐ は 生 体 内 の 同 一 の 標 的 部 位 に 結 合 し 、 同 一 の 標 的 遺 伝 子
を 調 節 で き る 。
【 ０ ４ ４ ２ 】
　 さ ら に 、 Ｋ １ ０ ク ロ ー ン に よ っ て コ ー デ ィ ン グ さ れ る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 は Ｋ
９ お よ び Ｋ １ １ ク ロ ー ン に コ ー デ ィ ン グ さ れ た も の と 密 接 な 関 連 が あ る 。 Ｋ ９ 、 Ｋ １ ０ お
よ び Ｋ １ １ か ら 発 見 さ れ た Ｑ Ｔ Ｈ Ｑ 、 Ｑ Ｓ Ｈ Ｔ お よ び Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ フ ィ ン ガ ー は 同 じ ３ － ｂ ｐ
　 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 ： ５ ’ － Ｈ Ｇ Ａ － ３ ’ を 認 識 で き る 。 そ れ ら が 構 造 的 に 類 似 す る と 仮 定 す る
場 合 、 Ｋ ９ 、 Ｋ １ ０ 、 Ｋ １ １ 　 Ｚ Ｆ Ｐ ｓ は イ ン ビ ボ で 同 一 の 標 的 に 結 合 し 、 同 一 の 遺 伝 子
を 調 節 で き る 。 関 連 の あ る ク ロ ー ン （ 例 ： Ｋ ２ 、 Ｋ ３ 、 Ｋ ４ ； そ し て 、 Ｋ ９ 、 Ｋ １ ０ 、 Ｋ
１ １ ） に お い て 、 各 ２ つ の 群 を 有 す る す べ て の Ｚ Ｆ Ｐ は 調 節 様 相 が 同 じ 類 型 を 含 む 。 Ｋ ２
、 Ｋ ３ 、 Ｋ ４ ク ロ ー ン は 各 々 Ｕ ｍ ｅ ６ 抑 制 ド メ イ ン を 含 む 。 Ｋ ９ 、 Ｋ １ ０ お よ び Ｋ １ １ ク
ロ ー ン は 専 用 転 写 調 節 ド メ イ ン が な く て も 各 々 機 能 す る 。
【 ０ ４ ４ ３ 】
　 少 な く と も ２ つ の Ｚ Ｆ Ｐ が 細 胞 内 に 共 形 質 転 換 さ れ る 場 合 、 相 乗 的 ま た は 追 加 的 効 果 を
示 し 得 る 。 た と え ば 、 Ｋ ４ お よ び Ｋ ５ 　 Ｚ Ｆ Ｐ が 共 発 現 さ れ る 場 合 、 酵 母 細 胞 は ケ ト コ ナ
ゾ ー ル に 対 し て 完 全 に 抵 抗 性 を 有 す る こ と に な っ た 。 こ の 組 合 せ は 約 １ ， ０ ０ ０ 倍 の 表 現
形 質 の 増 大 を も た ら す 。
【 ０ ４ ４ ４ 】
　 Ｚ Ｆ Ｐ 突 然 変 異 は Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 を 変 化 さ せ る か 、 調 節 ド メ イ ン を 置 換 し て 製 作 し た 。
一 つ の 突 然 変 異 （ Ｖ Ｓ Ｓ Ｒ － Ｄ Ｇ Ａ Ｖ － Ｖ Ｓ Ｓ Ｒ － Ｖ Ｄ Ｙ Ｋ － Ｇ Ａ Ｌ ４ Ａ Ｄ ） に お い て 、
Ｋ ５ の 第 ２ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー の ア ス パ ラ ギ ン Ｄ Ｎ Ａ と 接 触 す る 残 基 は ア ラ ニ ン に 突 然 変
異 さ れ た 。 ゲ ル シ フ ト 分 析 は 、 こ の よ う な 突 然 変 異 さ れ た Ｚ Ｆ Ｐ の 予 想 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 対 す
る 結 合 力 が １ ０ 倍 以 上 減 少 す る こ と を 示 す 。 こ の よ う な 突 然 変 異 Ｋ ５ タ ン パ ク 質 は 酵 母 細
胞 に 薬 剤 抵 抗 性 を 付 与 し な い 。 他 の 突 然 変 異 に お い て は 、 Ｋ ５ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク
質 の Ｇ ａ ｌ ４ 活 性 化 ド メ イ ン を 、 そ れ を コ ー デ ィ ン グ す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 前 に 終 結 コ ド ン を 挿
入 し て 削 除 し た 。 こ の よ う な タ ン パ ク 質 も ま た ケ ト コ ナ ゾ ー ル 抵 抗 性 を 付 与 し な い 。 類 似
す る 結 果 が 他 の ケ ト コ ナ ゾ ー ル 抵 抗 性 Ｚ Ｆ Ｐ か ら も 得 ら れ た 。
【 ０ ４ ４ ５ 】
　 Ｋ ５ 　 Ｚ Ｆ Ｐ に 融 合 し た 活 性 化 ド メ イ ン が Ｕ ｍ ｅ ６ 抑 制 ド メ イ ン で 置 換 さ れ る 場 合 、 Ｕ
ｍ ｅ ６ － 形 タ ン パ ク 質 は ケ ト コ ナ ゾ ー ル 抵 抗 性 表 現 型 を 逆 に し た 。 Ｕ ｍ ｅ ６ － 形 タ ン パ ク
質 を 発 現 す る 細 胞 は 対 照 細 胞 に 比 べ て ケ ト コ ナ ゾ ー ル に さ ら に 敏 感 に し た 。 こ の よ う な 結
果 は 、 目 的 と す る 表 現 型 効 果 を 有 す る 転 写 因 子 を 生 産 す る た め に 、 表 現 型 を 悪 化 さ せ る 転
写 因 子 を 選 別 し 、 接 合 調 節 ド メ イ ン （ 例 ： 機 能 的 方 向 性 の 転 換 （ switching） ） を 変 形 さ
せ る こ と に よ っ て 転 写 因 子 を 選 別 で き る こ と を 示 す 。 目 的 と す る 形 質 と 異 な る 反 対 の 形 質
に 対 す る ス ク リ ー ニ ン グ は 目 的 と す る 表 現 型 自 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と よ り も さ ら に
容 易 で あ る 。 機 能 的 方 向 性 を 転 換 す る 置 換 の 例 と し て は 、 一 つ の 調 節 ド メ イ ン 型 を 他 の 型
ま た は 他 の 調 節 ド メ イ ン で 置 換 す る こ と お よ び 調 節 ド メ イ ン を 除 去 す る こ と が 含 ま れ る 。
Ｋ ５ 　 Ｚ Ｆ Ｐ の 場 合 、 薬 剤 敏 感 性 を 増 大 さ せ る タ ン パ ク 質 は 薬 剤 抵 抗 性 を 増 加 さ せ る タ ン
パ ク 質 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ の 転 写 活 性 化 ド メ イ ン を 転 写 抑 制 ド メ イ ン で 置 換 し て 得 ら
れ た 。
【 ０ ４ ４ ６ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ４ ７ 】
　 薬 剤 抵 抗 表 現 型 に 関 連 す る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 を 用 い た
。 本 発 明 者 ら は 同 一 の 表 現 型 を 付 与 す る 異 な る Ｚ Ｆ Ｐ が 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 表 現 型 と 関
わ る 異 な る 発 現 を 有 す る 同 定 遺 伝 子 セ ッ ト を 調 節 す る と 推 論 し た 。 ３ 個 の Ｚ Ｆ Ｐ の 「 Ｋ ５
、 Ｋ ６ お よ び Ｋ ７ 」 を 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 分 析 の た め に 選 択 し た 。 こ の ３ つ の 転 写 因 子 は
Ｇ ａ ｌ ４ 活 性 化 ド メ イ ン を 含 む 。 酵 母 の ６ ４ ０ ０ 個 の オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム
の う ち 、 １ ０ 個 が 少 な く と も ２ つ の 異 な る Ｚ Ｆ Ｐ 転 写 因 子 に よ っ て ２ 倍 以 上 活 性 化 さ れ 、
４ つ の 活 性 化 し た オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム は 試 験 し た ３ つ の す べ て の Ｚ Ｆ Ｐ 転
写 因 子 に よ っ て 活 性 化 さ れ た 。 ４ つ の オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム は Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ３
Ｃ 、 Ｙ Ｊ Ｒ １ ４ ７ Ｗ 、 Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ２ Ｃ お よ び Ｙ Ｐ Ｌ ０ ９ １ Ｗ で あ る 。
【 ０ ４ ４ ８ 】
　 表 ７ は 、 少 な く と も 一 つ の キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ に よ っ て 調 節 さ れ た 遺 伝 子 の 数 を 示 す 。
【 ０ ４ ４ ９ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ５ ０ 】
　 ケ ト コ ナ ゾ ー ル を 細 胞 外 に 排 出 す る と 知 ら れ て い る Ｐ Ｄ Ｒ ５ は ２ つ の Ｚ Ｆ Ｐ で あ る Ｋ ６
お よ び Ｋ ７ に よ っ て 活 性 化 さ れ 、 Ｋ ５ に よ っ て は 活 性 化 さ れ な か っ た 。 こ の よ う な 結 果 は
、 Ｋ ５ が Ｐ Ｄ Ｒ ５ － 無 関 係 な 機 構 で ケ ト コ ナ ゾ ー ル 抵 抗 性 を 付 与 し 、 酵 母 に お い て ケ ト コ
ナ ゾ ー ル 抵 抗 性 を 誘 発 す る の に 少 な く と も ２ つ の 経 路 が 関 与 す る こ と を 示 す 。 一 つ の 経 路
は Ｐ Ｄ Ｒ の 活 性 に よ る が 、 も う 一 つ は Ｐ Ｄ Ｒ ５ と 関 係 な い 。
【 ０ ４ ５ １ 】
　 薬 剤 抵 抗 表 現 型 に 関 連 す る 新 し い 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は ３ つ の 試 験 Ｚ
Ｆ Ｐ 転 写 因 子 に よ っ て 活 性 化 さ れ た ４ つ の 遺 伝 子 中 の 一 つ を 過 発 現 す る 細 胞 の 薬 剤 抵 抗 表
現 型 を 分 析 し た 。 本 発 明 者 ら は 遺 伝 子 中 の 一 つ の 「 Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ３ Ｃ 」 が そ の 遺 伝 子 の 過 発
現 時 、 ケ ト コ ナ ゾ ー ル 抵 抗 性 を 誘 発 す る こ と を 発 現 し た 。 前 記 表 ６ に 示 し た Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ３
Ｃ は カ ン ジ ダ ア ル ビ カ ン （ Candida albicans） の 細 胞 膜 お よ び 水 分 通 路 （ water channel
） タ ン パ ク 質 と 相 同 す る 。 Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ３ Ｃ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 次 の 通 り で あ る ： 　
【 ０ ４ ５ ２ 】
Ｍ Ｗ Ｆ Ｐ Ｑ Ｉ Ｉ Ａ Ｇ Ｍ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｓ Ａ Ｍ Ｔ Ｐ Ｇ Ｋ Ｖ Ｌ Ｆ Ｔ Ｎ Ａ Ｌ Ｇ Ｌ Ｇ Ｃ Ｓ Ｒ Ｓ Ｒ Ｇ Ｌ
Ｆ Ｌ Ｅ Ｍ Ｆ Ｇ Ｔ Ａ Ｖ Ｌ Ｃ Ｌ Ｔ Ｖ Ｌ Ｍ Ｔ Ａ Ｖ Ｅ
Ｋ Ｒ Ｅ Ｔ Ｎ Ｆ Ｍ Ａ Ａ Ｌ Ｐ Ｉ Ｇ Ｉ Ｓ Ｌ Ｆ Ｍ Ａ Ｈ Ｍ Ａ Ｌ Ｔ Ｇ Ｙ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｖ Ｎ Ｐ Ａ Ｒ Ｓ Ｌ Ｇ Ａ Ａ
Ｖ Ａ Ａ Ｒ Ｙ Ｆ Ｐ Ｈ Ｙ Ｈ Ｗ Ｉ Ｙ Ｗ Ｉ Ｓ Ｐ Ｌ Ｌ Ｇ
Ａ Ｆ Ｌ Ａ Ｗ Ｓ Ｖ Ｗ Ｑ Ｌ Ｌ Ｑ Ｉ Ｌ Ｄ Ｙ Ｔ Ｔ Ｙ Ｖ Ｎ Ａ Ｅ Ｋ Ａ Ａ Ｇ Ｑ Ｋ Ｋ Ｅ Ｄ （ 配 列 番 号 ： ２ ３
２ ）
【 ０ ４ ５ ３ 】
　 カ ン ジ ダ ア ル ビ カ ン （ Candida albicans） の 水 分 通 路 １ タ ン パ ク 質 （ Ａ Ｑ Ｙ １ ） の ア ミ
ノ 酸 配 列 は 次 の 通 り で あ る ： 　
【 ０ ４ ５ ４ 】
Ｍ Ｖ Ａ Ｅ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｄ Ｎ Ｔ Ｐ Ｎ Ｄ Ｖ Ｅ Ａ Ｑ Ｒ Ｐ Ｖ Ｙ Ｅ Ｐ Ｋ Ｙ Ｄ Ｄ Ｓ Ｖ Ｎ Ｖ Ｓ Ｐ Ｌ Ｋ Ｎ Ｈ Ｍ Ｉ
Ａ Ｆ Ｌ Ｇ Ｅ Ｆ Ｆ Ｇ Ｔ Ｆ Ｉ Ｆ Ｌ Ｗ Ｖ Ａ Ｆ Ｖ Ｉ Ａ
Ｑ Ｉ Ａ Ｎ Ｑ Ｄ Ｐ Ｔ Ｉ Ｐ Ｄ Ｋ Ｇ Ｓ Ｄ Ｐ Ｍ Ｑ Ｌ Ｉ Ｍ Ｉ Ｓ Ｆ Ｇ Ｆ Ｇ Ｆ Ｇ Ｖ Ｍ Ｍ Ｇ Ｖ Ｆ Ｍ Ｆ Ｆ Ｒ Ｖ
Ｓ Ｇ Ｇ Ｎ Ｌ Ｎ Ｐ Ａ Ｖ Ｔ Ｌ Ｔ Ｌ Ｖ Ｌ Ａ Ｑ Ａ Ｖ Ｐ
Ｐ Ｉ Ｒ Ｇ Ｌ Ｆ Ｍ Ｍ Ｖ Ａ Ｑ Ｍ Ｉ Ａ Ｇ Ｍ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｓ Ａ Ｍ Ｔ Ｐ Ｇ Ｐ Ｉ Ａ Ｆ Ｔ Ｎ Ｇ Ｌ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ
Ｓ Ｋ Ａ Ｒ Ｇ Ｖ Ｆ Ｌ Ｅ Ａ Ｆ Ｇ Ｔ Ｃ Ｉ Ｌ Ｃ Ｌ Ｔ Ｖ
Ｌ Ｍ Ｍ Ａ Ｖ Ｅ Ｋ Ｓ Ｒ Ａ Ｔ Ｆ Ｍ Ａ Ｐ Ｆ Ｖ Ｉ Ｇ Ｉ Ｓ Ｌ Ｆ Ｌ Ｇ Ｈ Ｌ Ｉ Ｃ Ｖ Ｙ Ｙ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｌ Ｎ Ｐ Ａ
Ｒ Ｓ Ｆ Ｇ Ｐ Ｃ Ｖ Ａ Ａ Ｒ Ｓ Ｆ Ｐ Ｖ Ｙ Ｈ Ｗ Ｉ Ｙ Ｗ
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Ｖ Ｇ Ｐ Ｉ Ｌ Ｇ Ｓ Ｖ Ｉ Ａ Ｆ Ａ Ｉ Ｗ Ｋ Ｉ Ｆ Ｋ Ｉ Ｌ Ｋ Ｙ Ｅ Ｔ Ｃ Ｎ Ｐ Ｇ Ｑ Ｄ Ｓ Ｄ Ａ （ 配 列 番 号 ： ２
３ ３ ）
【 ０ ４ ５ ５ 】
　 Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ３ Ｃ 遺 伝 子 生 成 物 は Ｐ Ｄ Ｒ ５ 遺 伝 子 生 成 物 と 同 様 に ケ ト コ ナ ゾ ー ル を 細 胞 外
に 排 出 す る 作 用 を 通 じ て 抵 抗 性 を 付 与 す る 。 こ の よ う な 結 果 は 、 表 現 型 の 変 化 に 係 る 遺 伝
子 が 細 胞 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル 分 析 に よ っ て 同 定 で き る こ と を 示 す 。 さ ら に 、 遺 伝 子
同 定 は 同 一 の 表 現 型 （ 本 実 施 例 に お い て 、 ケ ト コ ナ ゾ ー ル 抵 抗 性 ） を 誘 発 す る 互 い に 異 な
る キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ の 使 用 に よ っ て 更 に 容 易 に な る 。
【 ０ ４ ５ ６ 】
実 施 例 ４ ： 熱 抵 抗 性 形 質 転 換 体 ス ク リ ー ニ ン グ
　 本 発 明 で は 、 酵 母 細 胞 に 熱 抵 抗 性 を 付 与 す る タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を 同 定
す る た め に 、 キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー を コ ー デ ィ ン グ す る ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ
し た 。
【 ０ ４ ５ ７ 】
　 ３ － フ ィ ン ガ ー ラ イ ブ ラ リ ー の 核 酸 を 含 有 す る １ × １ ０ ７ 酵 母 細 胞 を ２ ％ ガ ラ ク ト ー ス
を 含 有 す る Ｓ Ｄ 合 成 培 養 液 で ３ ０ ℃ 、 ３ 時 間 培 養 し た 後 、 ５ ２ ℃ で ２ 時 間 徐 々 に 回 転 培 養
し た 。 熱 処 理 後 、 培 養 液 を ガ ラ ク ト ー ス 培 地 に 載 せ 、 こ れ を ３ ０ ℃ で ５ 日 間 培 養 し た 。 成
長 酵 母 コ ロ ニ ー は 熱 抵 抗 表 現 型 を 確 認 す る た め に ガ ラ ク ト ー ス 培 養 液 に 希 釈 さ せ て ５ ２ ℃
で ２ 時 間 培 養 し た 。 こ れ ら の 細 胞 か ら プ ラ ス ミ ド を 分 離 し て 前 述 の 方 法 で 酵 母 内 に 再 形 質
転 換 さ せ た 。 再 形 質 転 換 体 は ３ ０ ℃ ガ ラ ク ト ー ス 培 養 液 で ３ 時 間 培 養 し た 後 、 ５ ２ ℃ で ２
時 間 培 養 し た 。 培 養 さ れ た 再 形 質 転 換 体 は Ｓ Ｄ ガ ラ ク ト ー ス ア ガ プ レ ー ト に ４ 段 階 で 希 釈
し て ス ポ ッ ト し た 。 熱 抵 抗 性 が 突 然 変 異 体 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 に よ っ て
誘 導 さ れ た こ と を 確 認 す る た め に 、 再 形 質 転 換 体 を 前 記 と 同 様 な 条 件 の Ｓ Ｄ グ ル コ ー ス 培
養 液 で 培 養 し た 後 、 Ｓ Ｄ グ ル コ ー ス 寒 天 プ レ ー ト に ス ポ ッ ト し た 。 ｐ Ｙ Ｔ Ｃ ベ ク タ ー の 形
質 転 換 体 お よ び 無 作 為 に 選 択 さ れ た ３ － フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る プ ラ ス
ミ ド を 対 照 群 と し て 用 い た 。
【 ０ ４ ５ ８ 】
　 熱 抵 抗 酵 母 細 胞 は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 発 現 プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 か
ら 同 定 さ れ た 。 ｐ Ｙ Ｔ Ｃ － Ｌ ｉ ｂ プ ラ ス ミ ド ま た は 無 作 為 に 選 定 さ れ た ジ ン ク フ ィ ン ガ ー
タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る プ ラ ス ミ ド を 含 有 す る 野 生 型 細 胞 を 陰 性 対 照 群 と し て 使 用
し た 。 総 １ ０ ７ 細 胞 を ガ ラ ク ト ー ス 培 養 液 で 増 殖 し た 。 ガ ラ ク ト ー ス は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー
タ ン パ ク 質 の 発 現 を 誘 導 し た 。 細 胞 は ５ ２ ℃ で ２ 時 間 熱 処 理 し た 後 、 最 小 ガ ラ ク ト ー ス 寒
天 プ レ ー ト に 移 し た 。 ３ ０ ℃ で ５ 日 間 培 養 し た 後 、 ２ ６ 個 の コ ロ ニ ー が プ レ ー ト で 成 長 し
た 。 本 発 明 者 ら は 、 こ の コ ロ ニ ー か ら プ ラ ス ミ ド を 回 収 し 、 Ｙ Ｐ Ｈ ４ ９ ９ ａ 内 に 再 形 質 転
換 さ せ た 。 こ れ か ら 様 々 な 程 度 の 熱 抵 抗 性 を 示 す ９ 個 の ク ロ ー ン を 分 離 し た 。 普 通 、 こ の
よ う な ク ロ ー ン の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 発 現 は 熱 処 理 後 ガ ラ ク ト ー ス 培 地 で は 細 胞
の １ ０ ％ 以 上 が 生 存 す る よ う 誘 導 さ れ た が 、 グ ル コ ー ス で は 誘 導 さ れ な か っ た 。 対 照 プ ラ
ス ミ ド で 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 で は た だ ０ ． ３ ％ の み が 同 一 条 件 で 生 存 し た 。 新 し く 成 長 し
た 形 質 転 換 細 胞 は 凍 結 保 管 さ れ た 細 胞 よ り も 実 験 条 件 で よ く 生 存 し た 。 こ の よ う な 結 果 は
特 定 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 が 酵 母 細 胞 に お い て 熱 抵 抗 性 を 誘 導 で き る こ と
を 示 す 。 Ｚ Ｆ Ｐ は 、 回 収 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 塩 基 配 列 分 析 で 特 徴 付 け
ら れ た （ 表 ８ ） 。
【 ０ ４ ５ ９ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ６ ０ 】
実 施 例 ５ ： 神 経 突 起 の 生 成
　 本 発 明 者 ら は 、 神 経 細 胞 タ イ プ に 分 化 で き る マ ウ ス 神 経 芽 細 胞 腫 （ neuroblastoma） 細
胞 株 Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ２ Ａ に お い て 神 経 突 起 形 成 を 誘 導 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー
デ ィ ン グ す る 核 酸 を 検 索 す る た め に 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 本 発 明 者 ら
は 、 細 胞 の 形 態 の 変 化 お よ び 神 経 標 識 遺 伝 子 の 発 現 に よ っ て 証 明 す る こ と に よ り 神 経 分 化
を 誘 導 す る 新 規 な キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ を 発 見 し た 。
【 ０ ４ ６ １ 】

　 ラ イ ブ ラ リ ー の 製 作
　 前 記 実 施 例 １ に 示 す よ う に 、 ３ － フ ィ ン ガ ー お よ び ４ － フ ィ ン ガ ー Ｚ Ｆ Ｐ － Ｔ ｆ ラ イ ブ
ラ リ ー を 各 々 ４ ０ 個 お よ び ２ ５ 個 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 用 い て 製 作 し た 。 ３ － フ
ィ ン ガ ー と ４ － フ ィ ン ガ ー ラ イ ブ ラ リ ー は 各 々 略 ９ － お よ び １ ２ － ｂ ｐ 　 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位
を 認 識 す る 。 Ｚ Ｆ Ｐ は ｐ ６ ５ 転 写 活 性 化 ド メ イ ン お よ び Ｋ Ｒ Ａ Ｂ 抑 制 ド メ イ ン と の 融 合 タ
ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ た 。
【 ０ ４ ６ ２ 】
　 Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ２ Ａ 細 胞 培 養 と 神 経 分 化
　 マ ウ ス 神 経 芽 細 胞 腫 ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ２ Ａ 細 胞 は １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ と 抗 生 剤 を 含 む Ｍ Ｅ Ｍ － α 培 地
で ３ ７ ℃ 、 ９ ５ ％ 空 気 と ５ ％ Ｃ Ｏ ２ の 湿 っ た 空 気 状 態 で 培 養 さ れ た 。 細 胞 は ９ ６ － ウ ェ ル
プ レ ー ト の ウ ェ ル 当 た り の ８ ． ０ × １ ０ ３ 細 胞 に な る よ う に 分 株 し 、 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン プ
ラ ス 試 薬 （ LIPOFECTAMINE PLUS（ 商 標 ） reagent） （ Invitrogen, CA） を 用 い て Ｚ Ｆ Ｐ 　
５ ０ ｎ ｇ お よ び Ｌ ａ ｃ Ｚ 標 識 プ ラ ス ミ ド ２ ０ ｎ ｇ を 共 に 製 造 社 の 方 法 に 従 っ て ト ラ ン ス フ
ェ ク ト し た 。 イ ン ビ ト ロ 分 化 は レ チ ノ イ ン 酸 （ Ｒ Ａ ） （ １ ０ ｕ Ｍ ） を 添 加 す る か 、 ま た は
添 加 し な い 条 件 で 行 わ れ 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い な い 細 胞 の 数 を 減 ら す た め に Ｇ ４ １
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８ （ １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て か ら ２ ４ 時 間 後 に 処 理 し た 。 細 胞 を ９ ６
時 間 培 養 し た 後 固 定 し 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ β -galactosidase） の 活 性 を 観 察 す る た
め に 染 色 後 写 真 撮 影 し た 。 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ － 陽 性 細 胞 の う ち 、 神 経 突 起 の 長 さ が 細
胞 体 の 直 径 よ り も 少 な く と も ２ 倍 以 上 拡 張 し た 場 合 、 分 化 し た 細 胞 と み な し た 。
【 ０ ４ ６ ３ 】

　 神 経 突 起 生 成 を 誘 導 す る Ｚ Ｆ Ｐ － Ｔ Ｆ の ス ク リ ー ニ ン グ
　 神 経 分 化 を 誘 導 す る Ｚ Ｆ Ｐ － Ｔ Ｆ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ２ Ａ 細 胞 を
ラ イ ブ ラ リ ー プ ラ ス ミ ド お よ び Ｌ ａ ｃ Ｚ 遺 伝 子 を 含 む 標 識 プ ラ ス ミ ド で 一 過 性 ト ラ ン ス フ
ェ ク ト し た 。 Ｌ ａ ｃ Ｚ 発 現 は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 の 形 態 を 視 覚 化 す る の に 使 用 さ
れ た 。 分 化 す る 細 胞 は 未 分 化 細 胞 よ り も 徐 々 に 成 長 し 、 未 分 化 細 胞 が 細 胞 集 団 で 優 勢 に な
る の で 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い な い 細 胞 を 除 去 す る た め に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て
か ら ２ ４ 時 間 後 に 培 養 細 胞 に Ｇ ４ １ ８ を 処 理 し た 。 ５ 日 後 、 細 胞 を 固 定 し て Ｌ ａ ｃ Ｚ － 染
色 し た 。 そ の 後 、 細 胞 形 態 的 特 徴 に よ っ て 細 胞 を 分 類 し た 。 特 に 、 本 発 明 者 ら は 神 経 突 起
の 長 さ お よ び 太 さ が 増 加 し た 細 胞 を 同 定 し た 。
【 ０ ４ ６ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は 神 経 突 起 生 成 を 変 化 さ せ る い く つ か の Ｚ Ｆ Ｐ － Ｔ Ｆ を 同 定 し た 。 こ の Ｚ Ｆ
Ｐ － Ｔ Ｆ は 様 々 な 程 度 に 神 経 突 起 生 成 に 影 響 を 与 え た 。 Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ １ － ｐ ６ ５ と 命 名 さ れ
た Ｚ Ｆ Ｐ － Ｔ Ｆ は 、 誘 導 さ れ る 神 経 突 起 の 長 さ と 厚 さ の 測 定 値 か ら み る と き 、 分 化 に 最 も
優 れ た 効 果 を 示 し た 。 ま た 、 Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ １ － ｐ ６ ５ － ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ
２ Ａ 細 胞 の 神 経 突 起 生 成 増 大 を 示 す 標 識 は １ ０ ｕ Ｍ 　 Ｒ Ａ （ レ チ ノ イ ン 酸 ） で 細 胞 を 処 理
し た 場 合 に も 観 察 さ れ た 。
【 ０ ４ ６ ５ 】
　 Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ １ － ｐ ６ ５ を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 １ ４ に 示 す
。 Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ １ － ｐ ６ ５ 核 酸 は Ｑ Ｓ Ｎ Ｒ １ － Ｑ Ｓ Ｎ Ｋ － Ｃ Ｓ Ｎ Ｒ １ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ
イ ン を 誘 導 す る キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ を コ ー デ ィ ン グ す る 。 同 じ モ チ ー フ を 有 す る 他 の Ｚ Ｆ Ｐ お よ
び ／ ま た は Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ １ － ｐ ６ ５ の 結 合 部 位 に 少 な く と も 部 分 的 に 重 な る 部 位 に 結 合 す る
Ｚ Ｆ Ｐ も ま た 分 化 を 調 節 す る と 予 測 し た 。 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー － Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 リ ス ト （ 表
６ 参 照 ） に 基 づ い て 、 Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ １ の 予 想 さ れ る 結 合 部 位 は ５ ’ － Ｇ Ａ Ｃ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ａ －
３ ’ で あ る 。
【 ０ ４ ６ ６ 】
　 神 経 突 起 の 生 成 を 誘 導 す る た め に Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ １ － ｐ ６ ５ は ｐ ６ ５ 活 性 化 ド メ イ ン を 必 要
と す る 。 Ｋ Ｒ Ａ Ｂ 転 写 抑 制 ド メ イ ン と 融 合 さ れ た か 、 ま た は 如 何 な る エ フ ェ ク タ ー ド メ イ
ン も 有 し な い 同 一 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン は 神 経 突 起 生 成 を 誘 導 し な い 。 図 ８ お よ び
表 ９ 参 照 。 ま た 、 Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ １ － ｐ ６ ５ （ Neuro1-p65mut） の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン
が 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 結 合 能 力 を 失 う と 予 想 さ れ る 突 然 変 異 に よ っ て 、 神 経 突 起 生 成 を 誘 導 す る
能 力 が 失 わ れ る の で Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ １ － ｐ ６ ５ の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 能 力 は 重 要 で あ る 。
【 ０ ４ ６ ７ 】
　 細 胞 に お い て Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ １ － ｐ ６ ５ が 発 現 さ れ る 間 神 経 標 識 遺 伝 子 の 発 現 水 準 を 示 す た
め に 実 時 間 （ Real-time） Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い た 。 同 じ よ う に 、 Ｒ Ａ － 処 理 さ れ た 細 胞 と Ｚ Ｆ Ｐ
－ Ｔ Ｆ で 処 理 さ れ た 細 胞 間 の 分 化 過 程 の 様 々 な 時 間 ポ イ ン ト 別 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 比 較
す る た め に 核 酸 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 を 用 い た 。 Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ １ － ｐ ６ ５ は 少 な く と も イ ン ビ
ト ロ で 神 経 芽 細 胞 腫 細 胞 が 分 化 す る の に 必 須 的 な 経 路 を 活 性 化 さ せ 得 る 。
【 ０ ４ ６ ８ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ６ ９ 】
実 施 例 ６ ： 骨 細 胞 生 成
　 Ｃ ２ Ｃ １ ２ 細 胞 は 筋 芽 細 胞 （ myoblast） 系 列 か ら 由 来 す る が 、 骨 形 成 タ ン パ ク － ２ （ Ｂ
Ｍ Ｐ － ２ ） （ Katagiri, T.ら , (1994) J. Cell. Biol. 127, 1755） の 存 在 下 で 骨 芽 細 胞
（ osteoblast） に 分 化 で き る 。 い く つ か の 天 然 型 転 写 因 子 が こ の よ う な 過 程 を 統 制 す る 候
補 者 と し て 同 定 さ れ た （ Lee, K.-S.ら , (2000) Mol. Cell. Biol. 20:8783; Nakashima, 
K.ら , (2002) Cell 108:17） 。
【 ０ ４ ７ ０ 】
　 本 発 明 者 ら は Ｂ Ｍ Ｐ － ２ が 存 在 し な い と き 、 Ｃ ２ Ｃ １ ２ 筋 芽 細 胞 か ら 骨 芽 細 胞 に 分 化 転
換 （ transdifferentiation） す る よ う に 誘 導 す る キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を ス
ク リ ー ニ ン グ し た 。 キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る ラ イ ブ ラ リ ー
核 酸 を Ｃ ２ Ｃ １ ２ 細 胞 に 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 Ｂ Ｍ Ｐ － ２ の な い 条 件 で 分 化 転 換
す る 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て か ら ７ 日 後 、 形 質 転 換 細 胞 を 骨 芽
細 胞 の 標 識 で あ る ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ａ Ｌ Ｐ ） （ Katagiri, T.ら , (1994) J. Cell
. Biol. 127:1755） で 染 色 し た 。
【 ０ ４ ７ １ 】
　 約 ２ ０ ０ ０ 個 の Ｚ Ｆ Ｐ － Ｔ Ｆ の ス ク リ ー ニ ン グ か ら 、 約 ３ ０ ％ の 細 胞 に お い て 強 い Ａ Ｌ
Ｐ 染 色 を 誘 導 す る 一 つ の 活 性 化 タ ン パ ク 質 Ｏ ｓ ｔ ｅ ｏ １ － ｐ ６ ５ を 同 定 し た 。 Ａ Ｌ Ｐ で 染
色 さ れ た 細 胞 の 百 分 率 は Ｌ ａ ｃ Ｚ 染 色 に よ っ て 検 出 さ れ る ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 の
百 分 率 と 同 等 で あ っ た 。 こ の よ う な 結 果 か ら 、 本 発 明 者 ら は 、 Ｏ ｓ ｔ ｅ ｏ １ － ｐ ６ ５ 転 写
因 子 が Ｂ Ｍ Ｐ － ２ な し に Ｃ ２ Ｃ １ ２ 筋 芽 細 胞 か ら 骨 芽 細 胞 に 分 化 転 換 を 促 進 で き る と 結 論
付 け た 。
【 ０ ４ ７ ２ 】
　 陽 性 対 照 群 と し て は 、 細 胞 を １ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｂ Ｍ Ｐ － ２ で 処 理 し た 。 ほ と ん ど １ ０ ０ ％
の 陽 性 対 照 群 細 胞 は Ｂ Ｍ Ｐ － ２ 処 理 に よ っ て 強 い Ａ Ｌ Ｐ 染 色 を 示 し た 。 Ｂ Ｍ Ｐ － ２ で 処 理
せ ず 、 対 照 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 陰 性 対 照 群 細 胞 は た だ 背 景 の み が 染 色 さ れ た
。 Ｏ ｓ ｔ ｅ ｏ １ － ｐ ６ ５ は Ｒ Ｄ Ｋ Ｒ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ １ － Ｖ Ｓ Ｔ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｋ Ｒ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー
ド メ イ ン （ Ｎ － 末 端 か ら Ｃ － 末 端 に ） か ら な る ４ － フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 で あ る 。 図 １ ５
を 参 照 。 こ の タ ン パ ク 質 は Ｄ Ｎ Ａ 構 成 要 素 ５ ’ － Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ｗ Ｒ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ － ３ ’ （ 配 列
番 号 ： ２ ３ ４ ） を 認 識 す る と 予 測 さ れ る 。
【 ０ ４ ７ ３ 】
　 こ の よ う な 実 験 に お い て 、 マ ウ ス 筋 芽 細 胞 細 胞 株 で あ る Ｃ ２ Ｃ １ ２ は ４ ． ５ ｇ ／ Ｌ グ ル
コ ー ス 、 １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ お よ び 抗 生 剤 を 含 む ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 （ Dulbecco’ s Mo
dified Eagle’ s Medium: DMEM） で ３ ７ ℃ 、 ９ ５ ％ 空 気 お よ び ５ ％ Ｃ Ｏ ２ を 含 む 湿 っ た 空
気 条 件 で 保 持 さ れ た 。 細 胞 は ９ ６ － ウ ェ ル プ レ ー ト 当 た り の １ ． ０ × １ ０ ４ 細 胞 に 分 株 し
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た 。 細 胞 は リ ポ フ ェ ク タ ミ ン プ ラ ス （ LIPOFECTAMINE PLUＳ （ 商 標 ） 、 Invitrogen） を 用
い て 製 造 社 の 方 法 に 従 っ て ラ イ ブ ラ リ ー 核 酸 ５ ０ ｎ ｇ を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス
フ ェ ク ト 後 ２ ４ 時 間 に 、 成 長 培 地 は ２ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 含 有 す る Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ に 取 り 替 え 、 細 胞 を さ
ら に ６ 日 間 培 養 し た 。
【 ０ ４ ７ ４ 】
　 Ｃ ２ Ｃ １ ２ 細 胞 が 骨 芽 細 胞 に 分 化 す る か 否 か を 調 べ る た め 、 Katagiri, T.ら , (1994) J
. Cell. Biol. 127:1755に 記 載 の 通 り に Ａ Ｌ Ｐ 染 色 を 行 っ た 。
【 ０ ４ ７ ５ 】
　 要 約 す る と （ 実 施 例 ５ お よ び ６ に 従 っ て ） 、 ２ つ の 異 な る 細 胞 分 化 過 程 を 誘 導 で き る タ
ン パ ク 質 を 発 見 す る た め に 人 工 転 写 因 子 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 言 い 換 え れ
ば 、 こ の 方 法 は 特 定 の 幹 細 胞 の 生 物 学 的 知 識 を 要 し な い 。
【 ０ ４ ７ ６ 】
実 施 例 ７ ： イ ン シ ュ リ ン 調 節
　 本 発 明 者 ら は 、 キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を ヒ ト ２ ９
３ 細 胞 株 に 安 定 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 形 質 転 換 細 胞 に 対 す る Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 分
析 を 用 い て 各 々 の キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー に よ っ て 調 節 さ れ た 遺 伝 子 を 分 析 し た （ 図 ４ 、
５ お よ び ９ を 参 照 ） 。 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト イ ン シ ュ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 を ６ ０ 倍 以 上 増 加 さ
せ る キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 （ ０ ８ ＿ Ｄ ０ ４ － ｐ ６ ５ ） を 同 定 し た 。
【 ０ ４ ７ ７ 】
　 ０ ８ ＿ Ｄ ０ ４ － ｐ ６ ５ が 、 異 な る ヒ ト 細 胞 株 に お い て イ ン シ ュ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 を 誘 導
す る か ど う か を 確 認 す る た め に 、 ０ ８ ＿ Ｄ ０ ４ － ｐ ６ ５ を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 を Ｈ ｅ ｌ
ａ 細 胞 に 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 の 核 酸 発 現 が イ ン シ ュ リ ン 遺 伝 子 の
発 現 を ８ ０ 倍 に 増 加 さ せ る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ４ ７ ８ 】
　 し た が っ て 、 ０ ８ ＿ Ｄ ０ ４ － ｐ ６ ５ 、 そ の 誘 導 体 お よ び 機 能 的 に 類 似 す る ジ ン ク フ ィ ン
ガ ー タ ン パ ク 質 は 糖 尿 病 治 療 剤 と し て 使 用 で き る 。 ０ ８ ＿ Ｄ ０ ４ － ｐ ６ ５ ま た は 機 能 的 に
類 似 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る Ｄ Ｎ Ａ を 糖 尿 病 患 者 に ウ イ ル ス
性 運 搬 ま た は カ プ セ ル 化 し た 形 態 （ 例 ： リ ポ ゾ ー ム ） で 伝 達 で き る 。 一 旦 、 Ｄ Ｎ Ａ が 細 胞
に 伝 達 さ れ る と 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 は 発 現 さ れ 、 イ ン シ ュ リ ン の 生 産 を 誘 導 で
き る 。 あ る 実 施 態 様 に お い て は 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 が
Ｔ ｅ ｔ － 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー の よ う な 誘 導 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ て も よ い 。
誘 導 物 質 と し て 、 ド キ シ サ イ ク リ ン を 用 い て 、 小 さ い 化 学 物 質 で イ ン シ ュ リ ン 生 産 の 水 準
を 調 節 す る こ と が 可 能 で る 。 ０ ８ ＿ Ｄ ０ ４ － ｐ ６ ５ の よ う な イ ン シ ュ リ ン － 誘 導 性 ジ ン ク
フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 は 異 な る ヒ ト 細 胞 株 で 作 用 し 得 る た め 、 膵 臓 細 胞 （ 例 ： ベ ー タ 細 胞
と 非 ベ ー タ 細 胞 ） お よ び 非 膵 臓 細 胞 の 両 方 に お い て 作 用 し 得 る 。
【 ０ ４ ７ ９ 】
　 イ ン シ ュ リ ン の 酵 素 の 発 現 工 程 酵 素 を 誘 導 す る 人 工 転 写 因 子 を 同 定 す る こ と も ま た 可 能
で あ る 。 細 胞 は こ の よ う な 転 写 因 子 お よ び イ ン シ ュ リ ン 遺 伝 子 を 誘 導 す る 転 写 因 子 、 例 ：
０ ８ ＿ Ｄ ０ ４ － ｐ ６ ５ を 誘 導 す る 転 写 因 子 を 発 現 す る よ う に 操 作 で き る 。 さ ら に 、 イ ン シ
ュ リ ン － 誘 導 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 は 生 体 外 細 胞 治 療 に 使 用 で き る 。 一 つ の 例 と し
て 、 患 者 の 細 胞 を イ ン シ ュ リ ン － 誘 導 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核
酸 の 導 入 に よ っ て イ ン ビ ト ロ で 変 形 で き る 。 変 形 細 胞 は 以 降 患 者 ま た は 他 の 対 象 動 物 に 移
植 で き る 。
【 ０ ４ ８ ０ 】

　 Ｚ Ｆ Ｐ － Ｔ Ｆ を 発 現 す る 細 胞 株 の Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 分 析
　 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 は Ｆ ｌ ｐ Ｔ Ｒ ｅ ｘ － ２ ９ ３ 細 胞 株
（ Invitrogen） に 製 造 者 の 方 法 に 従 っ て 安 定 的 に 導 入 さ れ た 。 要 約 す る と 、 ｐ Ｌ Ｆ Ｄ － ｐ
６ ５ ま た は ｐ Ｌ Ｆ Ｄ － Ｋ ｉ ｄ ベ ク タ ー か ら 切 断 さ れ た Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ － Ｘ ｈ ｏ Ｉ 断 片 を ｐ
Ｃ Ｄ Ｎ Ａ ５ ／ Ｆ Ｒ Ｔ ／ Ｔ Ｏ （ Invitrogen CA） に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の 断 片 は ジ ン
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ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 を 含 む 。 結 果 物 と し て 得 ら れ た プ ラ ス ミ
ド は ｐ Ｏ Ｇ ４ ４ （ invitrogen） と と も に Ｆ ｌ ｐ Ｔ Ｒ ｅ ｘ － ２ ９ ３ 細 胞 に 共 同 ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し た 。 ド キ シ サ イ ク リ ン の 誘 導 下 に Ｚ Ｆ Ｐ － Ｔ Ｆ を 発 現 す る 安 定 し た 挿 入 細 胞 が 得 ら
れ た 。
【 ０ ４ ８ １ 】
　 ７ ４ ５ ８ ヒ ト Ｅ Ｓ Ｔ ク ロ ー ン を 含 む Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ は ゲ ノ ミ ッ ク ト リ ー （ Genomi
ctree、 韓 国 ） か ら 購 入 し た 。 Ｚ Ｆ Ｐ － Ｔ Ｆ を 安 定 的 に 発 現 す る Ｆ ｌ ｐ Ｔ Ｒ ｅ ｘ － ２ ９ ３
細 胞 は １ μ ｇ ／ ｍ ｌ ド キ シ サ イ ク リ ン の 存 在 下 （ ＋ Ｄ ｏ ｘ ） ま た は 不 在 下 （ － Ｄ ｏ ｘ ） で
４ ８ 時 間 培 養 し た 。 総 Ｒ Ｎ Ａ を 各 々 の 試 料 か ら 得 た 。 － Ｄ ｏ ｘ 試 料 か ら 得 ら れ た Ｒ Ｎ Ａ は
標 準 （ Ｃ ｙ ３ ） と し て 、 ＋ Ｄ ｏ ｘ は 実 験 試 料 （ Ｃ ｙ ５ ） と し て 用 い ら れ た 。 マ イ ク ロ ア レ
イ 分 析 は 製 造 社 の 方 法 に 従 っ て 行 っ た 。 中 間 値 の 和 が ５ ０ ０ 以 下 で あ る も の は 赤 色 で 表 示
し 、 分 析 し な か っ た 。
【 ０ ４ ８ ２ 】
　 特 定 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 は Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 に お い て も
発 現 さ れ た 。 ０ ８ ＿ Ｄ ０ ４ 　 Ｚ Ｆ Ｐ を 含 有 す る ｐ Ｌ Ｆ Ｄ － ｐ ６ ５ は リ ポ フ ェ ク タ ミ ン （ Ｌ
Ｉ Ｐ Ｏ Ｆ Ｅ Ｃ Ｔ Ａ Ｍ Ｉ Ｎ Ｅ ） （ 商 標 ） ２ ０ ０ ０ （ Invitrogen） を 用 い て Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 に 一
過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ し な い ｐ Ｌ Ｆ
Ｄ － ｐ ６ ５ ベ ク タ ー は 対 照 群 と し て 同 等 に 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
【 ０ ４ ８ ３ 】
実 施 例 ８
　 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 標 識 遺 伝 子 の 発 現 を 変 化 さ せ る タ ン パ ク 質 の コ ー デ ィ ン グ 核 酸 を
同 定 す る た め に キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー を コ ー デ ィ ン グ す る ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン
グ し た 。
【 ０ ４ ８ ４ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー の 製 作
　 ４ － お よ び ３ － フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 と し て 、 変 形 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ベ ク タ ー で あ る Ｐ ３ に
挿 入 さ れ た ２ 種 類 の Ｚ Ｆ Ｐ ラ イ ブ ラ リ ー を 製 造 し た 。 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー の 製 作 は 前
記 の 方 法 に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ ４ ８ ５ 】
　 Ｚ Ｆ Ｐ プ ラ ス ミ ド に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 　
　 ヒ ト 胎 生 期 腎 臓 ２ ９ ３ 細 胞 を ９ ５ ％ 空 気 お よ び ５ ％ 二 酸 化 炭 素 を 含 有 す る 湿 っ た 空 気 条
件 で １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ の １ ０ ０ μ ｌ 　 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ で 培 養 し 、 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト の ウ ェ ル に 分 株
し て ト ラ ン ス フ ェ ク ト の 一 日 前 ま で 育 て た 。 プ ラ ス ミ ド は 各 ラ イ ブ ラ リ ー の 個 別 的 コ ロ ニ
ー か ら 各 々 分 離 し て リ ポ フ ェ ク タ ミ ン プ ラ ス （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン ） に お い て 製 造 社 の 方 法
に 従 っ て ２ ９ ３ 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 Ｍ Ｔ Ｔ 分 析 の た め に 、 機 能 ド メ イ ン が 融 合
し た ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 遺 伝 子 を 含 む ５ ０ ｎ ｇ の プ ラ ス ミ ド を ウ ェ ル 当 た り の ５
× １ ０ ３ 細 胞 で 培 養 さ れ た 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 Ｓ Ｅ Ａ Ｐ 分 析 の た め に 、 １ ０ ｎ
ｇ の ｐ Ｓ Ｅ Ａ Ｐ ２ － 対 照 （ ク ロ ー ン テ ッ ク ） プ ラ ス ミ ド を ウ ェ ル 当 た り の １ × １ ０ ４ 細 胞
で 培 養 さ れ た 細 胞 に 機 能 ド メ イ ン が 融 合 し た ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 遺 伝 子 を 含 む ５
０ ｎ ｇ の プ ラ ス ミ ド と と も に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 は 分 析
前 ３ 日 間 ３ ７ ℃ で 培 養 し た 。
【 ０ ４ ８ ６ 】
　 Ｓ Ｅ Ａ Ｐ 分 析 　
　 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て か ら ３ 日 後 に 、 培 地 を 新 し い チ ュ ー ブ に 移 し 、 ６ ５ ℃ で ３ ０ 分 間
熱 処 理 し て 内 生 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 失 活 さ せ た 。 培 地 ２ ５ μ ｌ を ２ × Ｓ Ｅ Ａ Ｐ 分 析
緩 衝 液 （ ２ Ｍ ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ ｐ Ｈ ９ ． ８ ） １ ０ ｍ ｌ 、 １ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 　 １ ０ μ ｌ
、 １ Ｍ 酵 母 ア ル ギ ニ ン ２ ０ ０ μ ｌ 、 パ ラ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 ４ ４ ． ５ ２ ｍ ｇ ） の 同 量
と 混 合 し た 。 ３ ７ ℃ で 指 示 さ れ た 時 間 培 養 し た 後 ４ ０ ５ ｎ ｍ で 吸 光 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ４ ８ ７ 】
　 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 分 析 　
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　 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 分 析 す る た め に 、 各 々 ５ ｎ ｇ の Ｃ Ｍ Ｖ － ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び ｐ Ｒ Ｌ
－ Ｓ Ｖ ４ ０ プ ラ ス ミ ド を Ｚ Ｆ Ｐ コ ー デ ィ ン グ プ ラ ス ミ ド ５ ０ ｎ ｇ と と も に ９ ６ ウ ェ ル プ レ
ー ト で 育 て た ２ ９ ３ 細 胞 に 共 同 － ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ３ 日 間 培 養 し た 後 、 細 胞 を 収 集
し 、 デ ュ ア ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー 分 析 シ ス テ ム （ プ ロ メ ガ ） を 用 い て 製 造 社 の 方 法
に 従 っ て ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 分 析 し た 。
【 ０ ４ ８ ８ 】
　 Ｍ Ｔ Ｔ 分 析 　
　 Ｍ Ｔ Ｔ 分 析 は 、 細 胞 の 成 長 を 測 定 す る の に 用 い ら れ る 。 代 謝 活 性 の あ る 細 胞 に よ っ て 還
元 さ れ た テ ト ラ ゾ リ ウ ム Ｍ Ｔ Ｔ （ tetrazolium MTT） は 黄 色 に 変 わ っ た 。 黄 色 の 吸 光 度 測
定 値 は 生 き て い る 細 胞 の 個 数 を 示 す 。 Ｍ Ｔ Ｔ 分 析 は Ｍ Ｔ Ｔ 分 析 キ ッ ト （ Trevigen） を 用 い
て 行 っ た 。 Ｍ Ｔ Ｔ 分 析 は ト ラ ン ス フ ェ ク ト 後 ３ 日 目 に 行 っ た 。 簡 略 に 説 明 す る と 、 １ ０ μ
ｌ の Ｍ Ｔ Ｔ 溶 液 を 直 接 細 胞 培 養 液 に 添 加 し 、 二 酸 化 炭 素 培 養 器 で ２ 時 間 培 養 し た 。 そ の 後
、 Ｍ Ｔ Ｔ 分 析 キ ッ ト に 含 ま れ て い る 界 面 活 性 剤 （ detergent） １ ０ ０ μ ｌ を 添 加 し て ２ 時
間 暗 室 で 培 養 し た 後 、 パ ワ ー － ウ ェ ー ブ ３ ４ ０ ｘ （ Bio-Tek Instrument） で ５ ７ ０ ｎ ｍ に
お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ４ ８ ９ 】
　 細 胞 数 を 確 認 す る た め に 、 ２ ９ ３ 細 胞 を ２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト に １ ． ５ × １ ０ ４ 細 胞 ／ ウ
ェ ル で ト ラ ン ス フ ェ ク ト の 一 日 前 に 分 株 し た 。 Ｚ Ｆ Ｐ － コ ー デ ィ ン グ 核 酸 ま た は 対 照 ベ ク
タ ー プ ラ ス ミ ド ２ ０ ０ ｎ ｇ を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て か ら ３ 日 後 、 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ で １ 回 洗 浄
し 、 Ｔ Ｅ （ １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ， ｐ Ｈ ８ ． ０ ） 緩 衝 液 ３ ０ μ ｌ で 希 釈 し た 後
ヘ マ サ イ ト メ ー タ ー （ hemacytometer） で 測 定 し た 。
【 ０ ４ ９ ０ 】

　
　 タ ン パ ク 質 生 産 性 の 変 化
　 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー が 異 種 核 酸 の 発 現 を 変 化 さ せ た か ど う か を 調 べ た 。 Ｚ Ｆ Ｐ が 細 胞 内 で
生 産 さ れ る 外 部 タ ン パ ク 質 の 量 に 影 響 を 与 え た か ど う か を 調 べ る た め に 、 Ｓ Ｅ Ａ Ｐ （ 分 泌
性 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ） を レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 と し て 用 い た 。 表 １ ０ は ８ １ 個 の ウ
ェ ル か ら 得 ら れ た 代 表 的 な 結 果 を 示 す が 、 各 ウ ェ ル は 、 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 無 作 為 に 選 択 さ
れ た キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 含 み 、 ３ つ の
ウ ェ ル は 、 対 照 群 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 標 準 細 胞 を 含 む 。 い く つ か の ウ ェ ル
は 、 無 作 為 Ｚ Ｆ Ｐ を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 含 む ウ ェ ル お
よ び 対 照 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 含 む ウ ェ ル に 比 べ て 増 加 し た 吸 光 度 を
示 し た 。
【 ０ ４ ９ １ 】
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【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ９ ２ 】
　 ｐ ６ ５ ド メ イ ン に 融 合 し た 一 つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 で あ る Ｐ ＿ Ｂ ０ ８ が 最 も
高 い Ｓ Ｅ Ａ Ｐ 活 性 を 示 す 。 こ の よ う な Ｚ Ｆ Ｐ は ３ つ の 別 々 の ト ラ ン ス フ ェ ク ト に お い て Ｓ
Ｅ Ａ Ｐ プ ラ ス ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 再 確 認 し た 。 表 １ １ は 、 そ の よ う な 再 確 認 結 果
の う ち 一 つ を 示 す 。 こ の 分 析 に お い て Ｐ ＿ Ｂ ０ ８ に 対 す る Ｐ 値 は ０ ． ０ ０ ８ で あ る 。 Ｐ ＿
Ｂ ０ ８ は 親 プ ラ ス ミ ド に 比 べ て 約 １ ６ 倍 増 加 し た Ｓ Ｅ Ａ Ｐ 活 性 を 示 す 。
【 ０ ４ ９ ３ 】
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【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ９ ４ 】
　 Ｓ Ｅ Ａ Ｐ 分 析 は 外 部 タ ン パ ク 質 の 生 産 を 分 析 す る の に 使 用 し た の で 、 観 察 さ れ た Ｓ Ｅ Ａ
Ｐ 活 性 の 増 加 に 対 す る 原 因 は 様 々 で あ る が 、 た と え ば 、 一 つ は ｐ Ｓ Ｅ Ａ Ｐ ２ － 対 照 プ ラ ス
ミ ド の Ｓ Ｅ Ａ Ｐ 遺 伝 子 発 現 に 用 い ら れ た Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ ー の 直 接 的 ま た は 間 接 的 活 性
化 で あ る 。 他 の 理 由 は 、 分 泌 経 路 に 係 る タ ン パ ク 質 の 作 用 の 増 大 し た 活 性 ま た は タ ン パ ク
質 生 産 に 係 る 一 般 的 な 機 構 の 活 性 化 を 含 む 。 Ｓ Ｅ Ａ Ｐ の 増 加 し た 活 性 の 機 構 は 、 他 の レ ポ
ー タ ー タ ン パ ク 質 （ 例 ： 非 分 泌 レ ポ ー タ ー ） お よ び 他 の プ ロ モ ー タ ー に 連 結 さ れ た レ ポ ー
タ ー の よ う な 他 の タ ン パ ク 質 の 生 産 に 対 す る ｐ ＿ Ｂ ０ ８ の 効 果 を 決 定 す る こ と に よ っ て 明
ら か に で き る 。
【 ０ ４ ９ ５ 】
　 こ れ を 調 査 す る た め に 、 ２ ９ ３ Ｆ 細 胞 に お い て Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー の 調 節 下 に あ る Ｓ Ｅ
Ａ Ｐ レ ポ ー タ ー （ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｓ Ｅ Ａ Ｐ ） を 用 い て 幅 広 い ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 Ｓ Ｅ Ａ Ｐ
タ ン パ ク 質 の 活 性 を 増 加 さ せ る ２ つ の Ｚ Ｆ Ｐ で あ る Ｋ ４ ４ ＿ １ １ ＿ Ｄ ０ １ お よ び Ｋ ４ ４ ＿
１ １ ＿ Ｇ １ ２ を 分 離 し た 。 こ の よ う な ２ つ の Ｚ Ｆ Ｐ は ２ つ の 他 の レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド で
あ る Ｓ Ｖ ４ ０ － Ｓ Ｅ Ａ Ｐ お よ び Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー の 調 節 下 に あ る ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ Ｃ Ｍ
Ｖ － Ｌ ｕ ｃ ） を 用 い て ま た 確 認 し た 。 表 １ ２ に そ の 結 果 の 一 部 を 示 す 。 Ｋ ４ ４ ＿ １ １ ＿ Ｄ
０ １ お よ び Ｋ ４ ４ ＿ １ １ ＿ Ｇ １ ２ は 親 プ ラ ス ミ ド （ ベ ク タ ー ） と 比 較 し て 約 ３ 倍 に 増 加 し
た Ｓ Ｅ Ａ Ｐ 活 性 を 示 し た 。 Ｋ ４ ４ ＿ １ １ ＿ Ｄ ０ １ は Ｓ Ｖ ４ ０ － Ｓ Ｅ Ａ Ｐ の 活 性 を 示 し た が
、 Ｃ Ｍ Ｖ － ル シ フ ェ ラ ー ゼ は 示 さ ず 、 こ れ は 前 記 活 性 化 が 分 泌 の よ う な Ｓ Ｅ Ａ Ｐ に 特 異 的
な 機 構 に 関 連 し て い る こ と を 示 唆 す る 。 こ れ に 対 し 、 Ｋ ４ ４ ＿ １ １ ＿ Ｇ １ ２ は 、 Ｓ Ｖ ４ ０
－ Ｓ Ｅ Ａ Ｐ お よ び Ｃ Ｍ Ｖ － ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 両 方 に 対 し て 約 ２ ～ ３ 倍 増 加 し た 活 性 を 示 し
た が 、 こ れ は 、 そ の 機 構 が プ ロ モ ー タ ー ま た は レ ポ ー タ ー に 特 異 的 で な い こ と を 暗 示 す る
。 し た が っ て 、 Ｋ ４ ４ ＿ １ １ ＿ Ｇ １ ２ は 、 真 核 細 胞 の よ う な 細 胞 に タ ン パ ク 質 の 生 産 を 一
般 的 に 増 加 さ せ る の に 使 用 で き る 。
【 ０ ４ ９ ６ 】
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【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ９ ７ 】
　 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 で あ る Ｋ ４ ４ － １ ６ － Ｅ １ ２ （ 図 ２ ５ ） お よ び Ｋ １ ２ ＿ Ａ
１ １ （ 図 ２ ４ ） は 、 Ｃ Ｍ Ｖ － Ｓ Ｅ Ａ Ｐ お よ び Ｓ Ｍ Ｖ － Ｌ ｕ ｃ 発 現 に よ っ て 表 示 さ れ た 通 り
、 タ ン パ ク 質 の 生 産 を 変 化 さ せ 得 る 。
【 ０ ４ ９ ８ 】
　 同 様 な 例 と し て 、 サ イ ク リ ン Ｄ １ の 過 発 現 が あ る タ ン パ ク 質 の 生 産 を 増 加 さ せ る と 報 告
さ れ て い る （ 米 国 特 許 第 ６ ， ２ １ ０ ， ９ ２ ４ Ｂ １ 号 ） 。 サ イ ク リ ン Ｄ １ の 発 現 を 直 接 的 ま
た は 間 接 的 に 活 性 化 さ せ る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 は タ ン パ ク 質 の 生 産 を 上 向 調 節 で
き る が 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 効 果 は 更 に 強 力 に 、 ま た は 広 範 囲 に 変 化 す る 。 サ
イ ク リ ン Ｄ １ の 過 発 現 と 類 似 す る 生 理 的 効 果 を も た ら す 他 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質
を こ の よ う な 分 析 に よ っ て 分 離 で き る 。 こ の よ う な ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 は 目 標 の
タ ン パ ク 質 生 産 の 増 加 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ４ ９ ９ 】
　 細 胞 成 長 速 度 の 変 化 　
　 ｋ ｉ ｄ ド メ イ ン に 結 合 し た ２ つ の Ｚ Ｆ Ｐ で あ る Ｋ ＿ Ｄ １ ０ お よ び Ｋ ＿ Ｆ ０ ２ は 、 Ｍ Ｔ Ｔ
分 析 結 果 に 基 づ い て 対 照 群 と 比 較 し た と き 最 大 変 異 を 示 す た め 、 細 胞 成 長 を 調 節 す る 代 表
的 Ｚ Ｆ Ｐ と し て 選 別 さ れ た 。 Ｍ Ｔ Ｔ 分 析 結 果 を 確 認 す る た め に 、 ２ ９ ３ 細 胞 に Ｋ ＿ Ｄ １ ０
お よ び Ｋ ＿ Ｆ ０ ２ を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 後 細 胞 数 を 確 認 し た 。 こ の よ う な 結 果 は 、 親 ベ
ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た ウ ェ ル の 細 胞 数 と 比 較 し て 相 対 的 な 百 分 率 に 転 換 し 、 表 １
３ ａ に 示 す 。 親 ベ ク タ ー と 比 較 し て 、 対 照 群 に 比 べ て 細 胞 成 長 活 性 に お い て Ｋ ＿ Ｄ １ ０ は
約 ３ 倍 の 阻 害 を 示 し 、 Ｋ ＿ Ｆ ０ ２ は 約 ２ ． ７ 倍 の 活 性 化 を 示 し た 。 Ｋ ＿ Ｄ １ ０ お よ び Ｋ ＿
Ｆ ０ ２ に 対 す る Ｐ 値 は 各 々 ０ ． ０ ０ １ お よ び ０ ． ０ １ で あ っ た 。 配 列 の 情 報 は 、 図 １ ８ お
よ び １ ９ を 参 照 。
【 ０ ５ ０ ０ 】
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【 表 １ ３ ａ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ０ １ 】
　 細 胞 成 長 速 度 の 変 化 　
　 本 発 明 者 ら は 、 細 胞 成 長 お よ び 増 殖 速 度 を 変 化 さ せ る こ と が で き る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ
ン パ ク 質 を 同 定 し た 。 こ の よ う な 重 要 表 現 型 は 癌 お よ び ウ イ ル ス 感 染 の よ う な 疾 病 お よ び
発 達 過 程 に 関 連 し て い る 。 細 胞 成 長 お よ び 増 殖 を 調 節 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の
能 力 は 、 細 胞 ア ポ ト ー シ ス （ apoptosis） 調 節 、 細 胞 分 化 、 宿 主 細 胞 防 御 （ 例 ： ウ イ ル ス
感 染 に 対 す る ） お よ び ｐ ５ ３ － 媒 介 信 号 伝 達 を 含 む 。
【 ０ ５ ０ ２ 】
　 こ れ ら の 形 質 の 一 つ 以 上 を 生 産 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 は 直 接 ま た は 間 接 的 に
細 胞 成 長 ま た は 信 号 伝 達 を 調 節 す る 遺 伝 子 を 調 節 す る 。 前 記 特 定 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン
パ ク 質 は 、 Ｍ Ｔ Ｔ 分 析 に よ っ て 検 索 さ れ た よ う に 、 細 胞 成 長 に 検 地 で き る 効 果 を も た ら す
。 た と え ば 、 ２ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 は 対 照 群 に 比 べ て 少 な く と も ２ 倍 の 細 胞
成 長 の 違 い を 示 し た 。 こ の 分 析 が 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て か ら ３ 日 後 の 細 胞 か ら 観 察
さ れ た こ と を 考 慮 す る と 、 こ の ２ 倍 の 違 い は 有 意 義 で あ る 。 さ ら に 、 細 胞 数 の 変 化 は Ｍ Ｔ
Ｔ 分 析 を 用 い て 検 索 さ れ た 相 違 点 が 分 析 に 特 異 的 で な い こ と を 確 認 さ せ る 。
【 ０ ５ ０ ３ 】
　 細 胞 成 長 が こ の よ う に 細 胞 生 理 の 重 要 な 変 数 で あ る の で 、 こ の 実 験 は 細 胞 成 長 を 調 節 す
る 十 分 な 数 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 分 離 す る た め に 、 大 規 模 の ス ク リ ー ニ ン グ に
拡 大 で き る 。 こ の よ う な 各 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 の 遺 伝 子 発 現 パ タ
ー ン の プ ロ フ ァ イ リ ン グ の た め に ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 で き る 。 こ の プ ロ フ ァ イ
ル は 細 胞 増 殖 ま た は 死 滅 に 関 わ る 新 規 な 遺 伝 子 お よ び 経 路 を 同 定 で き る 。
【 ０ ５ ０ ４ 】
　 こ の よ う な 実 験 は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 が 、 細 胞 増 殖 を 変 化 さ せ る 場 合 に お け る
よ う に 、 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 様 々 な 表 現 型 を 誘 導 で き る こ と を 示 す 。
【 ０ ５ ０ ５ 】
実 施 例 ９ ： 溶 媒 抵 抗 性 バ ク テ リ ア 細 胞
　 人 工 キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 結 果 と し て 有 機 溶 媒 に 抵 抗 性 を 示 す 細 胞 に お
い て 、 人 工 キ メ ラ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 発 現 す る バ ク テ リ ア 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン
グ し た 。 互 い に 異 な る ３ つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 が 大 腸 菌 細 胞 に ヘ キ サ ン （ hexa
ne） 抵 抗 性 を 付 与 す る 能 力 を 同 定 し た （ 表 １ ３ ｂ ） 。 核 酸 抵 抗 性 は 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ
ン パ ク 質 中 の 一 つ の 「 Ｈ Ｔ － １ 、 Ｈ Ｔ － ２ お よ び Ｈ Ｔ － ３ 」 を 発 現 す る 形 質 転 換 体 の 生 存
率 を 対 照 細 胞 の 生 存 率 と 比 較 し て 分 析 し た 。 対 照 群 細 胞 は 共 ベ ク タ ー （ empty vector） （
Ｃ １ ） ま た は Ｚ Ｆ Ｐ － １ の い ず れ か を 含 ん で い た 。 Ｚ Ｆ Ｐ － １ 構 造 体 （ construct） は ヘ
キ サ ン 抵 抗 性 を 与 え ず 、 Ｒ Ｄ Ｅ Ｒ － Ｑ Ｓ Ｓ Ｒ － Ｄ Ｓ Ｋ Ｒ の フ ィ ン ガ ー を 含 む ジ ン ク フ ィ ン
ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 。 ヘ キ サ ン 抵 抗 性 － 付 与 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質
を 発 現 す る バ ク テ リ ア 細 胞 は ２ ０ ０ 倍 増 加 し た ヘ キ サ ン 抵 抗 性 を 示 し た 。
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【 ０ ５ ０ ６ 】
【 表 １ ３ ｂ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ０ ７ 】
　 こ の よ う な ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 に 対 す る 発 現 プ ラ ス ミ ド は Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ － 誘 導 プ ロ
モ ー タ ー を 含 む 。 各 ヘ キ サ ン 抵 抗 性 誘 導 Ｚ Ｆ Ｐ を 発 現 す る 形 質 転 換 体 は Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ の 有 無 に
よ っ て 区 別 さ れ た 。 Ｈ Ｔ － ２ を 発 現 す る 形 質 転 換 体 は Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ の 存 在 下 で さ ら に 高 い ヘ キ
サ ン 抵 抗 性 を 示 す の に 対 し 、 Ｈ Ｔ － １ ま た は Ｈ Ｔ － ３ 発 現 細 胞 は Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ が な く て も ヘ キ
サ ン 抵 抗 性 を 示 し た 。
【 ０ ５ ０ ８ 】
【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ０ ９ 】
　 大 腸 菌 発 現 の た め の Ｚ Ｆ Ｐ を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー の 製 作
　 大 腸 菌 で の み ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る た め に 、 本 発 明 者 ら は ｐ Ｙ Ｔ Ｃ
－ Ｌ ｉ ｂ 酵 母 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を ｐ Ｚ Ｌ １ に サ
ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ｐ Ｚ Ｌ １ は ｐ Ｂ Ｔ － Ｌ Ｇ Ｆ ２ （ ク ロ ー ン テ ッ ク 、 Palo Alto, CA）
を 操 作 し て 製 作 さ れ た 。 Ｐ ｌ ａ ｃ － Ｕ Ｖ ５ は ｐ Ｂ Ｔ － Ｌ Ｇ Ｆ ２ か ら Ｐ Ｃ Ｒ （ 前 方 向 プ ラ イ
マ ー ： ５ ’ － Ｇ Ａ Ｃ Ａ 　 Ａ Ｃ Ｃ 　 Ｇ Ｇ Ｔ 　 Ｃ Ａ Ｔ 　 Ｃ Ｇ Ａ 　 Ｔ Ａ Ａ 　 Ｇ Ｃ Ｔ 　 Ａ Ａ Ｔ 　 Ｔ
Ｃ Ｔ 　 Ｃ Ａ Ｃ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ： ２ ３ ６ ） ； 逆 方 向 プ ラ イ マ ー ： ５ ’ － Ｔ Ｔ Ｇ 　 Ｔ Ｃ Ｃ 　
Ａ Ｔ Ｇ 　 Ｇ Ａ Ｃ 　 Ｇ Ｃ Ｔ 　 Ｇ Ｔ Ｔ 　 Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｔ Ｇ 　 Ｇ Ｔ Ｇ 　 Ａ Ａ Ａ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ： ２
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３ ７ ） ） に よ っ て 増 幅 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は ｐ Ｙ Ｔ Ｃ － Ｌ ｉ ｂ ベ ク タ ー の Ａ ｇ ｅ Ｉ お よ び Ｎ
ｏ ｔ Ｉ 部 位 の 間 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の ベ ク タ ー を ｐ Ｙ Ｔ Ｃ － ｌ ａ ｃ と 命 名 し た 。 ｐ Ｙ
Ｔ Ｃ － ｌ ａ ｃ は Ｃ ｌ ａ Ｉ お よ び Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 切 断 し て 次 の 要 素 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を サ ブ ク ロ
ー ニ ン グ し た ： Ｐ ｌ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー － Ｖ ５ エ ピ ト ー プ － Ｍ Ｃ Ｓ 。 切 断 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 断 片
は ゲ ル － 電 気 泳 動 後 分 離 し て ｐ Ｂ Ｔ － Ｌ Ｇ Ｆ ２ の Ｃ ｌ ａ Ｉ お よ び Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 の 間 に サ ブ
ク ロ ー ニ ン グ し た 。 結 果 ベ ク タ ー を ｐ Ｚ Ｌ １ と し て 命 名 し た 。 ｐ Ｙ Ｔ Ｃ － Ｌ ｉ ｂ に 構 築 さ
れ た ３ Ｆ － ま た は ４ Ｆ － Ｚ Ｆ Ｐ ラ イ ブ ラ リ ー は Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ お よ び Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 切 断 し た 。 切
断 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 は ゲ ル － 分 離 し て ｐ Ｚ Ｌ １ の Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ お よ び Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 の 間 に サ
ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 こ れ に よ っ て 、 大 腸 菌 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 製 作 し た 。
【 ０ ５ １ ０ 】
　 溶 媒 抵 抗 性 ス ク リ ー ニ ン グ
　 大 腸 菌 菌 株 で あ る Ｄ Ｈ ５ α は 原 核 発 現 の た め に 構 成 さ れ た ３ － フ ィ ン ガ ー ま た は ４ － フ
ィ ン ガ ー Ｚ Ｆ Ｐ 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー で 形 質 転 換 さ れ た 。 形 質 転 換 体 は ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル
（ ３ ４ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 含 有 Ｌ Ｂ で 一 晩 培 養 し た 。 一 晩 培 養 し た 培 地 は １ ｍ Ｍ 　 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ お よ
び ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル を 含 有 す る 新 鮮 な Ｌ Ｂ 培 地 １ ｍ ｌ に １ ： ５ ０ ０ に 希 釈 し て Ｚ Ｆ Ｐ
発 現 を 誘 導 し た 。 ３ ０ ℃ で ３ 時 間 培 養 後 、 ヘ キ サ ン を １ ． ５ ％ 加 え 、 速 や か に ボ ル テ ッ ク
ス （ vortexing） し て ヘ キ サ ン お よ び 大 腸 菌 培 養 液 エ マ ル ジ ョ ン を 製 造 し た 。 混 合 液 を ３
７ ℃ で ３ 時 間 回 転 さ せ な が ら （ ２ ５ ０ ｒ ｐ ｍ ） 培 養 し 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル （ ３ ４ μ ｇ
／ ｍ ｌ ） を 含 有 す る Ｌ Ｂ プ レ ー ト に 分 株 し た 。 プ ラ ス ミ ド は 成 長 し た コ ロ ニ ー プ ー ル か ら
分 離 し 、 Ｄ Ｈ ５ α 内 に 形 質 転 換 さ せ た 。 そ の 後 、 形 質 転 換 体 に 前 記 の 方 法 に 従 っ て ヘ キ サ
ン 処 理 を 行 っ た 。 ヘ キ サ ン 抵 抗 性 に 対 す る 選 別 は ２ 回 さ ら に 繰 り 返 し た 。 選 別 の ３ 番 目 の
段 階 後 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル （ ３ ４ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 含 有 す る Ｌ Ｂ プ レ ー ト で 育 っ た ２ ０ 個
の 個 別 的 コ ロ ニ ー か ら プ ラ ス ミ ド を 回 収 し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド を Ｄ Ｈ ５ α 内 に 再 形 質 転 換
さ せ た 。 各 形 質 転 換 体 は 前 記 の 方 法 に 従 っ て ヘ キ サ ン － 抵 抗 性 に 対 し て 再 確 認 さ れ た 。 コ
ー デ ィ ン グ さ れ た ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 調 べ る た め に ヘ キ サ ン 抵 抗 性 を 誘 導 す る
プ ラ ス ミ ド の 配 列 調 査 を 行 っ た 。
【 ０ ５ １ １ 】
実 施 例 １ ０ ： 熱 － 抵 抗 バ ク テ リ ア 細 胞
　 本 発 明 者 ら は 、 細 胞 に 熱 抵 抗 性 を 与 え る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を ス ク リ ー ニ ン グ
し た 。 互 い に 異 な る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を
大 腸 菌 細 胞 内 に 形 質 転 換 さ せ た 。 こ の 細 胞 を 熱 に さ ら し た 後 、 熱 抵 抗 性 細 胞 を 回 収 し た 。
表 現 型 ス ク リ ー ニ ン グ の ３ 番 目 の 段 階 後 選 択 さ れ た ２ ３ 個 の コ ロ ニ ー か ら 個 別 的 に プ ラ ス
ミ ド を 分 離 し た 。 １ ０ 個 の 異 な る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 が 同 定 さ れ （ 表 １ ５ ） 、 熱
抵 抗 性 の 増 大 は 熱 処 理 条 件 で Ｚ Ｆ Ｐ 形 質 転 換 体 お よ び 対 照 細 胞 で あ る Ｃ １ ま た は Ｚ Ｆ Ｐ －
２ の 生 存 率 と 比 較 し て 分 析 し た 。 Ｃ １ ま た は Ｚ Ｆ Ｐ － ２ は 各 々 空 ベ ク タ ー （ empty vector
） ま た は 無 関 係 な Ｚ Ｆ Ｐ （ Ｑ Ｔ Ｈ Ｔ － Ｒ Ｓ Ｈ Ｒ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ １ ） の 形 質 転 換 体 を 意 味 す る 。
５ ０ ℃ で ２ 時 間 熱 処 理 条 件 で ９ ９ ． ９ ９ ％ 以 上 の 野 生 型 細 胞 が 死 ん だ 。 こ れ に 対 し 、 こ の
よ う な 極 限 の 条 件 下 で 、 あ る Ｚ Ｆ Ｐ － Ｔ Ｆ 形 質 転 換 体 は ６ ％ 程 度 生 存 し 、 こ れ は 熱 抵 抗 性
表 現 型 が ７ ０ ０ 倍 増 加 し た こ と を 示 す 。 こ の 値 は す な わ ち 、 ス ト レ ス 条 件 で 生 存 し た Ｚ Ｆ
Ｐ － Ｔ Ｆ 発 現 細 胞 の 百 分 率 （ ６ ． ３ ％ ） を 同 一 の 条 件 で 生 存 し た Ｃ １ の 百 分 率 （ ０ ． ０ ０
８ ５ ％ ） で 割 っ た 値 で あ る 。 Ｚ Ｆ Ｐ 発 現 は Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ に よ っ て 誘 導 さ れ る の で 、 熱 抵 抗 性 を
誘 導 す る Ｚ Ｆ Ｐ の 形 質 転 換 体 を Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ の 有 無 下 で そ の 表 現 型 を 分 析 し た 。 Ｔ － １ ま た は
Ｔ － １ ０ 形 質 転 換 体 は Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ の 存 在 下 で さ ら に 高 い 熱 抵 抗 性 を 示 し た 。
【 ０ ５ １ ２ 】
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【 表 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ １ ３ 】
熱 抵 抗 性 ス ク リ ー ニ ン グ
　 原 核 細 胞 発 現 用 ラ イ ブ ラ リ ー は 前 記 実 施 例 ９ の 方 法 に 従 っ て 製 作 し た 。 大 腸 菌 菌 株 Ｄ Ｈ
５ α を ３ － フ ィ ン ガ ー ま た は ４ － フ ィ ン ガ ー Ｚ Ｆ Ｐ ラ イ ブ ラ リ ー で 形 質 転 換 さ せ 、 ク ロ ラ
ム フ ェ ニ コ ー ル （ ３ ４ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 含 有 す る Ｌ Ｂ で 一 晩 培 養 し た 。 一 晩 培 養 し た 培 養 液
を １ ｍ Ｍ 　 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ お よ び ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル （ ３ ４ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 含 有 す る 新 鮮 な Ｌ
Ｂ 培 地 １ ｍ ｌ に １ ： ５ ０ ０ に 希 釈 し て Ｚ Ｆ Ｐ 発 現 を 誘 導 し た 。 こ れ を ３ ０ ℃ で ３ 時 間 培 養
し た 後 、 １ ０ ０ μ ｌ を マ イ ク ロ － 遠 心 分 離 チ ュ ー ブ に 移 し た 後 、 ５ ０ ℃ の 水 浴 で ２ 時 間 培
養 し た 。 培 養 液 を ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル （ ３ ４ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 含 有 す る Ｌ Ｂ プ レ ー ト に 載
せ た 。 成 長 し た コ ロ ニ ー プ ー ル か ら プ ラ ス ミ ド を 分 離 し て Ｄ Ｈ ５ α 内 に 形 質 転 換 さ せ た 。
熱 抵 抗 性 の 選 別 は 再 形 質 転 換 を 用 い て 繰 り 返 し た 。 ３ 番 目 の 選 別 後 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー
ル （ ３ ４ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 含 有 す る Ｌ Ｂ で 育 っ た ３ ０ 個 の コ ロ ニ ー か ら 個 別 的 に プ ラ ス ミ ド
を 分 離 し て Ｄ Ｈ ５ α 内 に 再 形 質 転 換 し た 。 各 形 質 転 換 体 は 前 記 の 方 法 に 従 っ て 熱 抵 抗 性 を
分 析 し た 。 Ｚ Ｆ Ｐ を 同 定 す る た め に 熱 抵 抗 性 を 誘 導 す る プ ラ ス ミ ド の 配 列 を 分 析 し た 。
【 ０ ５ １ ４ 】
実 施 例 １ １ ： Ｚ Ｆ Ｐ 　 Ｆ １ ２ １ ＿ Ｐ ６ ５ に よ る 遺 伝 子
　 Ｆ １ ２ １ _ｐ ６ ５ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を ヒ ト 胎 生 期 腎 臓 ２ ９ ３ 細 胞 で 発 現 し た
。 細 胞 の 転 写 体 （ transcripts） を プ ロ フ ァ イ リ ン グ し 、 プ ロ フ ァ イ リ ン グ さ れ た 転 写 体
を Ｆ １ ２ １ _ｐ ６ ５ を 発 現 し な い 対 照 細 胞 と 比 較 し た 。 Ｆ １ ２ １ _ｐ ６ ５ に よ っ て 上 向 き 調
整 さ れ た 転 写 体 の 例 を 表 １ ６ に 示 す 。 Ｆ １ ２ １ _ｐ ６ ５ は 他 の 遺 伝 子 中 の イ ン シ ュ リ ン －
類 似 成 長 因 子 ２ （ insulin-like growth factor 2） の 転 写 を 増 加 さ せ る 。
【 ０ ５ １ ５ 】
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【 表 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ １ ６ 】
実 施 例 １ ２ ： 大 腸 菌 に お け る 外 生 タ ン パ ク 質 溶 解 度 の 変 化
　 本 発 明 者 ら は 、 大 腸 菌 で 発 現 さ れ た 組 換 え タ ン パ ク 質 で あ る Ａ ｋ ｔ １ の 溶 解 度 を 増 加 さ
せ る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 哺 乳 類 の Ａ ｋ ｔ １ 遺 伝 子 を ｐ Ｅ
Ｔ １ ２ ｂ ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、 Ａ ｋ ｔ １ 　 Ｏ Ｒ Ｆ の Ｃ － 末 端 に Ｇ Ｆ Ｐ を 連 結 し た 。
互 い に 異 な る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を コ ー デ ィ ン グ す る 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー で 大 腸 菌
細 胞 を 形 質 転 換 し た 。 溶 解 性 Ａ ｋ ｔ １ を 発 現 す る 細 胞 は さ ら に 多 く の 蛍 光 Ｇ Ｆ Ｐ を 生 成 す
る の で 、 Ａ ｋ ｔ １ の 増 加 し た 溶 解 度 を Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 離 に よ っ て 分 析 し た 。 ８ 番 目 の 表 現 型 ス
ク リ ー ニ ン グ 後 個 別 コ ロ ニ ー を 選 別 し 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト （ Western Blot） 分 析 に よ っ
て Ｚ Ｆ Ｐ が 発 現 さ れ た 細 胞 と Ｃ １ が 発 現 さ れ た 細 胞 間 の 溶 解 性 分 画 （ fraction） の Ａ ｋ ｔ
１ 量 を 比 較 す る こ と に よ っ て 溶 解 度 の 増 加 を 分 析 し た 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 結 果 は 、 映 像
分 析 ソ フ ト ウ エ ア で あ る Ｑ Ｕ Ａ Ｎ Ｔ Ｉ Ｔ Ｙ 　 Ｏ Ｎ Ｅ （ Bio-rad, Hercules, CA） を 用 い て
定 量 化 し た 。 Ｃ １ は 、 共 ベ ク タ ー で あ る ｐ Ｚ Ｌ １ 形 質 転 換 体 を 意 味 す る 。 ２ つ の 互 い に 異
な る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 が 大 腸 菌 で 発 現 さ れ た 組 換 え Ａ ｋ ｔ １ タ ン パ ク 質 の 溶 解
度 を 増 加 さ せ る と 同 定 さ れ た 。
【 ０ ５ １ ７ 】
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　 Ｃ １ に お け る 溶 解 お よ び 非 溶 解 分 画 間 の Ａ ｋ ｔ １ タ ン パ ク 質 量 の 比 は ３ ２ ． ５ ： ６ ７ ．
５ で あ っ た 。 こ れ に 対 し 、 あ る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 で 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 溶 解
分 画 に お け る Ａ ｋ ｔ １ の 比 が ２ 倍 増 加 し た こ と が 分 か っ た 。 こ の 値 は 、 す な わ ち 、 Ｚ Ｆ Ｐ
－ Ｔ Ｆ 発 現 細 胞 の 溶 解 分 画 Ａ ｋ ｔ １ タ ン パ ク 質 量 の 百 分 率 （ ６ ６ ． １ ％ ） を Ｃ １ に お け る
量 （ ３ ２ ． ５ ％ ） で 割 っ た 値 で あ る 。
【 ０ ５ １ ８ 】
【 表 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ １ ９ 】
【 表 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ２ ０ 】
　 組 換 え タ ン パ ク 質 の 溶 解 度 増 加 の た め の ス ク リ ー ニ ン グ
　 原 核 細 胞 発 現 用 ラ イ ブ ラ リ ー は 前 記 実 施 例 ９ の 方 法 に 従 っ て 製 作 し た 。 大 腸 菌 菌 株 Ｄ Ｈ
５ α 内 に Ｚ Ｆ Ｐ ラ イ ブ ラ リ ー お よ び Ａ ｋ ｔ １ 発 現 ベ ク タ ー を 共 に 共 同 － 形 質 転 換 さ せ 、 ク
ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル （ ３ ４ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） お よ び ア ン ピ シ リ ン （ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 含 有 す
る Ｌ Ｂ で 一 晩 培 養 し た 。 一 晩 培 養 し た 培 養 液 を １ ｍ Ｍ 　 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル
（ ３ ４ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） お よ び ア ン ピ シ リ ン （ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 含 有 す る 新 鮮 な Ｌ Ｂ 培 地 １
ｍ ｌ に １ ： ５ ０ ０ に 希 釈 し て Ｚ Ｆ Ｐ の 発 現 を 誘 導 し た 。 ３ ０ ℃ で ３ 時 間 培 養 し た 後 、 １ ０
６ 細 胞 を Ｆ Ａ Ｃ Ｓ バ ン テ ー ジ フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー （ Vantage flow cytometer） で Ｆ Ａ Ｃ
Ｓ 分 析 し て 高 い 蛍 光 を 示 す ５ ～ １ ０ ％ の 細 胞 を 分 離 し た 。 Ｇ Ｆ Ｐ 発 現 ま た は ｐ Ｅ Ｔ ２ １ ｂ
空 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 各 々 陽 性 ま た は 陰 性 対 照 群 と し て 用 い て 背 景 （ backgr
ound） 蛍 光 水 準 を 定 め た 。
【 ０ ５ ２ １ 】
　 分 離 さ れ た 細 胞 を ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル （ ３ ４ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） と ア ン ピ シ リ ン （ ５ ０ μ ｇ
／ ｍ ｌ ） を 含 有 す る Ｌ Ｂ 培 地 で 一 晩 培 養 し た 。 培 養 液 か ら プ ラ ス ミ ド を 分 離 し て Ｄ Ｈ ５ α
を 形 質 転 換 さ せ た 。 組 換 え タ ン パ ク 質 の 増 加 し た 溶 解 度 に 対 す る ス ク リ ー ニ ン グ は 再 形 質
転 換 体 を 用 い て 繰 り 返 し た 。 ８ 番 目 の 選 別 後 、 Ｌ Ｂ ＋ ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル （ ３ ４ μ ｇ ／
ｍ ｌ ） ＋ ア ン ピ シ リ ン （ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） プ レ ー ト で 成 長 し た 個 別 コ ロ ニ ー か ら プ ラ ス ミ
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ド を 分 離 し て Ｄ Ｈ ５ α を 形 質 転 換 し た 。 各 形 質 転 換 体 は ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ る Ａ
ｋ ｔ １ 溶 解 度 の 増 加 に 対 し て 分 析 し た 。 Ｚ Ｆ Ｐ を 同 定 す る た め に Ａ ｋ ｔ １ の 溶 解 度 を 増 加
さ せ る プ ラ ス ミ ド の 配 列 を 分 析 し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ５ ２ ２ 】
【 図 １ 】 酵 母 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｙ Ｔ Ｃ － Ｌ ｉ ｂ の 遺 伝 子 マ ッ プ で あ る 。
【 図 ２ 】 例 示 的 な 標 的 － 誘 導 接 近 方 法 の 模 式 図 で あ る 。
【 図 ３ Ａ 】 例 示 的 な ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 ラ イ ブ ラ リ ー の 製 造 方 法 に 対 す る 模 式 図
で あ る 。
【 図 ３ Ｂ 】 例 示 的 な 表 現 型 － 誘 導 接 近 方 法 の 模 式 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｚ Ｆ Ｐ の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 。 　 左 図 に お
い て 、 ｐ ６ ５ 活 性 化 ド メ イ ン の み を 発 現 す る 細 胞 を 対 照 細 胞 と 比 較 し た 。 右 図 に お い て 、
Ｆ １ ２ １ ｐ ６ ５ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 を 対 照 細 胞 と 比 較 し た 。 対 角
線 か ら 離 脱 し た 各 点 は そ の 発 現 が 実 質 上 変 化 し た 遺 伝 子 を 意 味 す る 。
【 図 ５ 】 安 定 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｚ Ｆ Ｐ の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 図 ６ の Ａ は Ｋ ５ 　 Ｚ Ｆ Ｐ に 対 す る Ｄ Ｎ Ａ － 結 合 ド メ イ ン 突 然 変 異 お よ び 作 用 ド メ
イ ン の 変 化 が 薬 剤 抵 抗 性 に 及 ぼ す 影 響 を 示 し 、 図 ６ の Ｂ は Ｋ ５ と Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ３ Ｃ 過 多 発 現
の 効 果 を 示 す 。
【 図 ７ 】 ３ － フ ィ ン ガ ー ラ イ ブ ラ リ ー の 製 作 方 法 を 示 す 。
【 図 ８ 】 対 照 細 胞 お よ び 神 経 突 起 の 形 成 が 誘 導 さ れ た Ｚ Ｆ Ｐ － 発 現 細 胞 の 写 真 で あ る 。 　
図 ８ の Ａ は レ チ ノ イ ン 酸 （ Ｒ Ａ ） を 処 理 し て い な い ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ （ 空 ベ ク タ ー ） － ト ラ ン
ス フ ェ ク ト さ れ た Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ２ Ａ 細 胞 で あ り 、 図 ８ の Ｂ は Ｒ Ａ を 処 理 し て い な い Ｎ ｅ ｕ ｒ
ｏ １ － ｐ ６ ５ （ ま た ０ ８ ＿ Ｄ ０ １ － ６ ５ と も 呼 ぶ ） で あ り 、 図 ８ の Ｃ は １ ０ ｕ Ｍ 　 Ｒ Ａ を
処 理 し た ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ （ 空 ベ ク タ ー ） － ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 で あ り 、 図 ８ の Ｄ は
１ ０ ｕ Ｍ 　 Ｒ Ａ を 処 理 し た Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ １ － ｐ ６ ５ の 発 現 で あ る 。
【 図 ９ 】 イ ン シ ュ リ ン 遺 伝 子 が 過 発 現 さ れ た 細 胞 に 対 す る 比 較 マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ を 示
す 。 　 キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ は ０ ８ ＿ Ｄ ０ ４ － ｐ ６ ５ で あ る 。 そ の 配 列 は 図 １ ６ に 示 さ れ て い る 。
【 図 １ ０ Ａ 】 Ｚ Ｆ Ｐ 　 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 特 異 性 を 列 挙 す る 表 で あ る 。
【 図 １ ０ Ｂ 】 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン お よ び 認 識 部 位 配 列 の 相 互 連 関 性 を 示 す 模 式 図 で
あ る 。
【 図 １ １ 】 人 工 Ｚ Ｆ Ｐ の 標 的 を 同 定 す る 方 法 に 対 す る フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。
【 図 １ ２ 】 分 化 を 誘 導 す る Ｚ Ｆ Ｐ を 同 定 す る 方 法 に 対 す る 模 式 図 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 Ｆ １ ０ ４ － ｐ ６ ５ Ｚ Ｆ Ｐ が 存 在 す る 細 胞 に 対 す る 様 々 な 時 間 帯 別 比 較 マ イ ク ロ
ア レ イ 資 料 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 神 経 突 起 を 誘 導 で き る タ ン パ ク 質 で あ る Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ １ － ｐ ６ ５ に 対 す る コ ー デ
ィ ン グ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ） お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ） を 示 す 。 　 Ｎ ｅ ｕ
ｒ ｏ １ － ｐ ６ ５ は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン Ｑ Ｓ Ｎ Ｒ １ － Ｑ Ｓ Ｎ Ｋ － Ｃ Ｓ Ｎ Ｒ １ お よ び ｐ
６ ５ 転 写 活 性 化 ド メ イ ン を 含 む 。 Ｑ Ｓ Ｎ Ｒ １ － Ｑ Ｓ Ｎ Ｋ － Ｃ Ｓ Ｎ Ｒ １ － ｐ ６ ５ の ド メ イ ン
と 同 一 パ タ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 を 有 す る 少 な く と も ２ つ ま た は ３ つ の 連 続 的 な ジ ン ク フ
ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 有 す る 他 の 人 工 タ ン パ ク 質 が 神 経 突 起 を ま た 誘 導 で き る 。
【 図 １ ５ 】 骨 細 胞 を 誘 導 で き る タ ン パ ク 質 で あ る Ｏ ｓ ｔ ｅ ｏ １ － ｐ ６ ５ に 対 す る コ ー デ ィ
ン グ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ３ ） お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ４ ） を 示 す 。 　 Ｏ ｓ ｔ ｅ
ｏ １ － ｐ ６ ５ は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン で あ る Ｒ Ｄ Ｋ Ｒ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ １ － Ｖ Ｓ Ｔ Ｒ － Ｒ Ｄ
Ｋ Ｒ お よ び ｐ ６ ５ 活 性 化 ド メ イ ン を 含 む 。 Ｒ Ｄ Ｋ Ｒ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ １ － Ｖ Ｓ Ｔ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｋ Ｒ －
ｐ ６ ５ の ド メ イ ン と 同 一 パ タ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 を 有 す る 少 な く と も ２ つ ま た は ３ つ の
連 続 的 な ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 有 す る 他 の 人 工 タ ン パ ク 質 も 骨 細 胞 を 誘 導 で き る 。
【 図 １ ６ 】 イ ン シ ュ リ ン 生 産 （ 図 ９ ） を 増 加 さ せ る タ ン パ ク 質 で あ る ０ ８ ＿ Ｄ ０ ４ ＿ ｐ ６
５ に 対 す る コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ５ ） と ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ６ ） を 示
す 。 　 ０ ８ ＿ Ｄ ０ ４ ＿ ｐ ６ ５ は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン で あ る Ｒ Ｓ Ｈ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｈ Ｔ － Ｖ
Ｓ Ｓ Ｒ お よ び ｐ ６ ５ 活 性 化 ド メ イ ン を 含 む 。 Ｒ Ｓ Ｈ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｈ Ｔ － Ｖ Ｓ Ｓ Ｒ の ド メ イ ン と

10

20

30

40

50

(102) JP 2005-511049 A 2005.4.28



同 一 パ タ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 を 有 す る 少 な く と も ２ つ ま た は ３ つ の 連 続 的 な ジ ン ク フ ィ
ン ガ ー ド メ イ ン を 有 す る 他 の 人 工 タ ン パ ク 質 も イ ン シ ュ リ ン の 生 産 を 増 加 さ せ る こ と が で
き る 。
【 図 １ ７ 】 Ｓ Ｖ ４ ０ － Ｓ Ｅ Ａ Ｐ の 生 産 を 増 加 さ せ る タ ン パ ク 質 で あ る Ｐ ＿ Ｂ ０ ８ に 対 す る
コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ７ ） お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ８ ） を 示 す 。 　
Ｐ ＿ Ｂ ０ ８ は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン で あ る Ｑ Ｓ Ｎ Ｒ １ － Ｄ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｄ Ｓ Ｎ Ｒ と ｐ ６ ５
活 性 化 ド メ イ ン を 含 む 。 Ｑ Ｓ Ｎ Ｒ １ － Ｄ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｄ Ｓ Ｎ Ｒ の ド メ イ ン と 同 一 パ タ ー ン の Ｄ
Ｎ Ａ 接 触 残 基 を 有 す る 少 な く と も ２ つ ま た は ３ つ の 連 続 的 な ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を
有 す る 他 の 人 工 タ ン パ ク 質 も Ｓ Ｖ ４ ０ － Ｓ Ｅ Ａ Ｐ の 生 産 を 増 加 さ せ る こ と が で き る 。
【 図 １ ８ 】 細 胞 増 殖 を 減 少 さ せ る タ ン パ ク 質 で あ る Ｋ ＿ Ｄ １ ０ に 対 す る コ ー デ ィ ン グ 核 酸
配 列 （ 配 列 番 号 ： ９ ） お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ０ ） を 示 す 。 　 Ｋ ＿ Ｄ １ ０ は ジ
ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン で あ る Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ － Ｗ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｗ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｎ Ｑ お よ び ｋ ｉ ｄ 抑
制 ド メ イ ン を 含 む 。 Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ － Ｗ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｗ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｎ Ｑ の ド メ イ ン と 同 一 パ タ ー ン
の Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 を 有 す る 少 な く と も ２ つ ま た は ３ つ の 連 続 的 な ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ
ン を 有 す る 他 の 人 工 タ ン パ ク 質 も 細 胞 増 殖 を 抑 制 で き る 。
【 図 １ ９ 】 細 胞 増 殖 を 増 加 さ せ る タ ン パ ク 質 、 Ｋ ＿ Ｆ ０ ２ に 対 す る コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： １ １ ） と ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ２ ） を 示 す 。 　 Ｋ ＿ Ｆ ０ ２ は ジ ン ク フ
ィ ン ガ ー ド メ イ ン で あ る Ｄ Ｓ Ａ Ｒ ２ － Ｒ Ｄ Ｋ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｅ Ｒ １ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ １ お よ び ｋ ｉ ｄ 抑
制 ド メ イ ン を 含 む 。 Ｄ Ｓ Ａ Ｒ ２ － Ｒ Ｄ Ｋ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｅ Ｒ １ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ １ の ド メ イ ン と 同 一 パ
タ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 を 有 す る 少 な く と も ２ つ ま た は ３ つ の 連 続 的 な ジ ン ク フ ィ ン ガ ー
ド メ イ ン を 有 す る 他 の 人 工 タ ン パ ク 質 も 細 胞 増 殖 を 増 加 さ せ る こ と が で き る 。
【 図 ２ ０ 】 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 増 加 さ せ る タ ン パ ク 質 で あ る Ｋ ４ ４ ＿ １ １ ＿ Ｄ ０ １ に 対 す
る コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ３ ） お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ４ ） を 示
す 。 　 Ｋ ４ ４ ＿ １ １ ＿ Ｄ ０ １ は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ － Ｑ Ｓ Ｎ Ｉ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ
１ － Ｃ Ｓ Ｎ Ｒ １ と ｋ ｉ ｄ 抑 制 ド メ イ ン を 含 む 。 Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ － Ｑ Ｓ Ｎ Ｉ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ １ － Ｃ Ｓ Ｎ
Ｒ １ の ド メ イ ン と 同 一 な Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 を 有 す る 少 な く と も ２ つ ま た は ３ つ の 連 続 的 な ジ
ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 有 す る 他 の 人 工 タ ン パ ク 質 も タ ン パ ク 質 発 現 を 増 加 さ せ る こ と
が で き る 。
【 図 ２ １ 】 タ ン パ ク 質 発 現 を 増 加 さ せ る タ ン パ ク 質 で あ る Ｋ ４ ４ ＿ １ １ ＿ Ｇ １ ２ に 対 す る
コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ５ ） お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ６ ） を 示 す
。 　 Ｋ ４ ４ ＿ １ １ ＿ Ｇ １ ２ は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン で あ る Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ － Ｖ Ｓ Ｔ Ｒ － Ｒ Ｄ
Ｎ Ｑ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ １ お よ び ｋ ｉ ｄ 抑 制 ド メ イ ン を 含 む 。 Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ － Ｖ Ｓ Ｔ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｎ Ｑ － Ｑ
Ｔ Ｈ Ｒ １ の ド メ イ ン と 同 一 な Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 を 有 す る 少 な く と も ２ つ ま た は ３ つ の 連 続 的
な ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 有 す る 他 の 人 工 タ ン パ ク 質 も タ ン パ ク 質 発 現 を 増 加 で き る
。
【 図 ２ ２ 】 Ｆ １ ０ ４ ＿ ｐ ６ ５ に 対 す る コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ７ ） お よ び ア
ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ８ ） を 示 す 。 　 Ｆ １ ０ ４ ＿ ｐ ６ ５ は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン
で あ る Ｒ Ｄ Ｈ Ｔ － Ｒ Ｓ Ｈ Ｒ － Ｑ Ｓ Ｈ Ｒ ２ － ｐ ６ ５ を 含 む 。
【 図 ２ ３ 】 Ｆ １ ２ １ ＿ ｐ ６ ５ に 対 す る コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ９ ） お よ び ア
ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ０ ） を 示 す 。 　 Ｆ １ ２ １ ＿ ｐ ６ ５ は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン
で あ る Ｑ Ｓ Ｈ Ｔ － Ｒ Ｓ Ｈ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｈ Ｔ － ｐ ６ ５ を 含 む 。 Ｑ Ｓ Ｈ Ｔ － Ｒ Ｓ Ｈ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｈ Ｔ の
ド メ イ ン と 同 一 パ タ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 を 有 す る 少 な く と も ２ つ ま た は ３ つ の 連 続 的 な
ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 有 す る 他 の 人 工 タ ン パ ク 質 も イ ン シ ュ リ ン － 類 似 成 長 因 子 ２
の 転 写 を 増 加 さ せ る こ と が で き る 。
【 図 ２ ４ 】 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン で あ る Ｒ Ｄ Ｈ Ｔ － Ｑ Ｓ Ｎ Ｖ ２ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ １ － Ｑ Ｆ Ｎ
Ｒ － ｋ ｉ ｄ を 含 む Ｋ １ ２ ＿ Ａ １ １ に 対 す る コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ９ ） お
よ び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ６ ０ ） を 示 す 。
【 図 ２ ５ 】 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン で あ る Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ － Ｑ Ｓ Ｓ Ｒ １ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ １ － ｋ ｉ ｄ
を 含 む Ｋ ４ ４ － １ ６ － Ｅ １ ２ に 対 す る コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ６ １ ） お よ び
ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ６ ２ ） を 示 す 。
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【 図 ２ ６ 】 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン で あ る Ｑ Ｓ Ｎ Ｒ １ － Ｑ Ｓ Ｓ Ｒ １ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ １ － Ｒ Ｄ
Ｋ Ｒ － Ｋ Ｉ Ｄ を 含 む Ｋ １ ３ ＿ Ｂ ０ ８ に 対 す る コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ６ ３ ）
お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ６ ４ ） を 示 す 。 　 図 １ ４ ～ 図 ２ ６ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は Ｈ Ａ
タ グ （ tag） （ 灰 色 下 線 ） を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 お よ び 核 位 置 信 号 （ nuclear localizat
ion signal、 ボ ッ ク ス で 表 記 ） を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 を 含 み 得 る 。 開 始 お よ び 終 了 コ ド
ン は 下 線 で 表 示 さ れ て い る 。 小 文 字 は 連 結 配 列 を 示 す 。 ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 イ タ リ ッ
ク 体 お よ び 網 か け 文 字 は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 示 し 、 網 か け 文 字 で あ り な が ら イ タ
リ ッ ク 体 で な い も の は ｋ ｉ ｄ や ｐ ６ ５ ド メ イ ン の よ う な 調 節 ド メ イ ン を 示 す 。 　 図 １ ４ ～
図 ２ ４ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は Ｈ Ａ タ グ （ tag） （ 灰 色 下 線 ） を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 お よ び 核 位
置 信 号 （ ボ ッ ク ス で 表 記 ） を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 を 含 む 。 開 始 お よ び 終 了 コ ド ン は 下 線
で 表 示 さ れ て い る 。 網 か け 文 字 は ｋ ｉ ｄ ま た は ｐ ６ ５ ド メ イ ン の よ う な 調 節 ド メ イ ン を コ
ー デ ィ ン グ す る 配 列 を 示 す 。 小 文 字 は 連 結 配 列 を 示 す 。 ア ミ ノ 酸 配 列 と 関 連 し て 、 イ タ リ
ッ ク 体 お よ び 網 か け 文 字 は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 示 し 、 網 か け 文 字 で あ り な が ら イ
タ リ ッ ク 体 で な い も の は Ｋ ｉ ｄ や ｐ ６ ５ ド メ イ ン の よ う な 調 節 ド メ イ ン を 示 す 。
【 ０ ５ ２ ３ 】
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ Ａ 】

【 図 ３ Ｂ 】
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【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ Ａ 】

【 図 １ ０ Ｂ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】
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【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】 【 図 ２ ２ 】
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【 図 ２ ３ 】 【 図 ２ ４ 】

【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 15年 11月 26日 (2003.11.26)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 図
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ Ａ 】

【 図 ３ Ｂ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ Ａ 】

【 図 １ ０ Ｂ 】

【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】
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【 図 ２ １ 】 【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ 】 【 図 ２ ４ 】
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【 図 ２ ５ 】 【 図 ２ ６ 】

【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ８ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 前 記 方 法 は 次 の 特 徴 の 少 な く と も 一 つ を 含 み 得 る ： 前 記 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 転 写 調
節 ド メ イ ン （ 例 ： 転 写 活 性 ま た は 抑 制 ド メ イ ン ） か ら な る ； 前 記 細 胞 内 の 人 工 キ メ ラ タ ン
パ ク 質 の 発 現 は 水 運 搬 体 （ water transporter） の 転 写 水 準 を 変 化 さ せ る ； Ｓ ． セ レ ビ ジ
エ ー （ S. cerevisiae） 細 胞 内 の 前 記 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 発 現 は Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ３ 遺 伝
子 ま た は Ｐ Ｄ Ｒ ５ 遺 伝 子 の 転 写 水 準 を 変 化 さ せ る ； 前 記 人 工 キ メ ラ タ ン パ ク 質 は Ｋ １ ～ Ｋ
１ １ か ら 選 別 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド と 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 に 対 し て 競 争 す る 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ８ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 抗 真 菌 製 剤 に 対 す る 真 菌 菌 株 の 感 受 性 を 変 化 さ せ る 方 法 を
提 供 す る 。 前 記 方 法 は 、 Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ３ 、 Ａ Ｑ Ｙ １ 、 Ｙ Ｊ Ｒ １ ４ ７ Ｗ 、 Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ２ Ｃ ま
た は Ｙ Ｐ Ｌ ０ ９ １ Ｗ と ３ ０ 、 ５ ０ 、 ６ ０ 、 ７ ０ 、 ８ ０ 、 ９ ０ ま た は ９ ５ ％ 以 上 同 一 な ５ ０
個 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 の 発 現 ま た は 活 性 を 変 化 さ せ る こ と を 含 む 。 前
記 真 菌 細 胞 は 、 た と え ば 、 カ ン ジ ダ （ Candida） 、 ピ キ ア （ Pichia） 、 ハ ン セ ヌ ラ （ Hanse
nula） 、 ヒ ス ト プ ラ ス マ （ Histoplasma） ま た は ク リ プ ト コ ッ ク ス （ Cryptococcus） な ど
の よ う な 酵 母 細 胞 で あ る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 活 性 ま た は 発 現 の 増 加 に よ っ て 感 受 性 が
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減 少 さ れ る ； す な わ ち 、 抵 抗 性 が 増 加 す る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 感 受 性 を 減 少 さ せ る
た め 、 す な わ ち 、 抵 抗 性 を 増 加 さ せ る た め に 活 性 ま た は 発 現 を 増 加 さ せ る 。 他 の 実 施 態 様
に お い て 、 感 受 性 を 増 加 さ せ る た め に 活 性 ま た は 発 現 を 減 少 さ せ る 。 活 性 ま た は 発 現 を 変
化 さ せ る こ と は 、 人 工 転 写 因 子 の 発 現 、 Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ３ 、 Ａ Ｑ Ｙ １ 、 Ｙ Ｊ Ｒ １ ４ ７ Ｗ 、 Ｙ
Ｌ Ｌ ０ ５ ２ Ｃ ま た は Ｙ Ｐ Ｌ ０ ９ １ Ｗ 遺 伝 子 に 相 応 す る 少 な く と も ２ ０ 個 塩 基 の 配 列 を 含 む
二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） を 細 胞 に 接 触 さ れ る か 、 ま た は 化 学 物 質 を 細 胞 に 接 触 さ せ る
こ と を 含 み 得 る 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ８ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 関 連 す る 一 つ の 方 法 は 、 前 記 タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 に 対 し て 試 験 化 合 物 （ 例 ： 小 さ い
有 機 化 合 物 ） を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 た と え ば 、 Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ３ ／ Ａ Ｑ Ｙ １ 関 連 タ ン パ ク
質 の 抑 制 を 同 定 す る か 、 Ａ Ｑ Ｙ １ 、 Ｙ Ｊ Ｒ １ ４ ７ Ｗ 、 Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ２ Ｃ 、 Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ３ Ｃ ま
た は Ｙ Ｐ Ｌ ０ ９ １ Ｗ の 活 性 ま た は 発 現 を 変 化 さ せ る 試 験 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を
含 む 。 　
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ０ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ０ ２ 】
　 　 　  １ ． Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ １ ｐ ６ ５ お よ び 関 連 分 子
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ０ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ０ ７ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 ネ ズ ミ の Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ２ ａ 細 胞 に 効 果 的 な 濃 度 で 存 在 す
る と き 神 経 突 起 を 誘 導 し 得 る 。 た と え ば 、 分 離 さ れ た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ２ 内
の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 同 じ で あ る か 、 配 列 番 号 ： ２ 内 に 存 在 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド
メ イ ン に お い て ８ 、 ６ 、 ４ 、 ３ ま た は ２ 個 以 下 の 置 換 に よ っ て 変 わ っ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
み 得 る 。 置 換 は 保 存 的 （ conservative） 置 換 で あ っ て も よ い 。 前 記 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ
ド は 配 列 番 号 ： ２ 内 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 少 な く と も ８ ０ 、 ８ ５ 、 ９ ０ 、 ９ ５ ま た は
９ ７ ％ 同 一 な 配 列 を 有 し て も よ い 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ
部 位 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 た と え ば 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は １ ０ ｎ Ｍ 以 下 の Ｋ ｄ を 有
し 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 対 す る 結 合 の た め に Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ １ ｐ キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ （ 配 列 番 号
： ２ ） と 競 争 で き る 。 ま た 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 活 性 化 ま た は 抑 制 ド メ イ ン の よ う な 転 写
調 節 ド メ イ ン を 含 み 得 る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 一 つ 、 ２ つ ま た は ３ つ 、 ま た は そ れ 以 上 の
追 加 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 み 得 る 。
【 手 続 補 正 ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ １ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ １ ０ 】
２ ． Ｏ ｓ ｔ ｅ ｏ １ ｐ ６ ５ お よ び 関 連 分 子
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【 手 続 補 正 ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ １ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ １ ５ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 Ｃ ２ Ｃ １ ２ 筋 芽 細 胞 株 に 効 果 的 な 濃 度 で 存 在 す る と き
、 骨 芽 細 胞 （ osteoblasts） の 他 の 標 識 ま た は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 誘 導 で き る 。 た
と え ば 、 分 離 さ れ た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ４ 内 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 同 じ で
あ る か 、 配 列 番 号 ： ４ 内 に 存 在 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン 内 の ８ 、 ６ 、 ４ 、 ３ 、 ま た
は ２ つ 未 満 の 置 換 に よ っ て 変 わ っ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 得 る 。 置 換 は 保 存 的 置 換 で あ っ て
も よ い 。 前 記 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ４ 内 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 少 な く
と も ８ ０ 、 ８ ５ 、 ９ ０ 、 ９ ５ ま た は ９ ７ ％ 同 一 な 配 列 を 有 し て も よ い 。 一 実 施 態 様 に お い
て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 た と え ば 、 前 記 ポ リ
ペ プ チ ド は Ｋ ｄ 　 １ ０ ｎ Ｍ 未 満 で 結 合 す る 部 位 の よ う な 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 対 す る 結 合 の た
め に Ｏ ｓ ｔ ｅ ｏ １ ｐ キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ （ 配 列 番 号 ： ４ ） と 競 争 で き る 。 ま た 、 前 記 ポ リ
ペ プ チ ド は 活 性 ま た は 抑 制 ド メ イ ン の よ う な 転 写 調 節 ド メ イ ン を 含 み 得 る 。 前 記 ポ リ ペ プ
チ ド は １ つ 、 ２ つ ま た は ３ つ 、 ま た は そ れ 以 上 の 追 加 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 み
得 る 。
【 手 続 補 正 ９ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ １ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ １ ８ 】
３ ． ０ ８ ＿ Ｄ ０ ４ ＿ 　 お よ び 関 連 分 子
【 手 続 補 正 １ ０ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ２ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ２ ３ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 ヒ ト ２ ９ ３ 細 胞 に 効 果 的 な 濃 度 で 存 在 す る と き 、 イ ン
シ ュ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 を 誘 導 で き る 。 た と え ば 、 分 離 さ れ た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号
： ６ 内 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 同 じ で あ る か 、 配 列 番 号 ： ６ 内 に 存 在 す る ジ ン ク フ ィ ン
ガ ー ド メ イ ン 内 で ８ 、 ６ 、 ４ 、 ３ 、 ま た は ２ つ 以 下 の 置 換 に よ っ て 変 わ っ た ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 み 得 る 。 置 換 は 保 存 的 置 換 で あ っ て も よ い 。 前 記 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号
： ６ 内 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 少 な く と も ８ ０ 、 ８ ５ 、 ９ ０ 、 ９ ５ ま た は ９ ７ ％ 同 一 な
配 列 を 有 し て も よ い 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 特 異 的
に 結 合 し て も よ い 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 １ ０ ｎ Ｍ 未 満 の Ｋ ｄ で 結 合 す る 部 位
の よ う な 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 対 す る 結 合 の た め に ０ ８ ＿ Ｄ ０ ４ ＿ 　 キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ （ 配
列 番 号 ： ６ ） と 競 争 で き る 。 ま た 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 活 性 ま た は 抑 制 ド メ イ ン の よ う な
転 写 調 節 ド メ イ ン を 含 み 得 る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は １ つ 、 ２ つ ま た は ３ つ 、 ま た は そ れ 以
上 の 追 加 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 み 得 る 。
【 手 続 補 正 １ １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ５ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ５ ５ 】
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　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 哺 乳 動 物 細 胞 内 で ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー の よ う な 強 力 な プ ロ モ ー タ
ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 遺 伝 子 の よ う な 異 種 遺 伝 子 の 発 現 を 増 加 で き る 。 た と え ば 、 分
離 さ れ た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ２ ６ ０ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 同 じ で あ る か 、
配 列 番 号 ： ２ ６ ０ 内 に 存 在 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン に お い て ８ 、 ６ 、 ４ 、 ３ 、 ま た
は ２ つ 以 下 の 置 換 に よ っ て 変 わ っ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 得 る 。 置 換 は 保 存 的 置 換 で あ っ て
も よ い 。 前 記 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ２ ６ ０ 内 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 少
な く と も ８ ０ 、 ８ ５ 、 ９ ０ 、 ９ ５ ま た は ９ ７ ％ 同 一 な 配 列 を 有 し て も よ い 。 一 実 施 態 様 に
お い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 前 記 ポ リ ペ プ チ
ド は 、 た と え ば 、 １ ０ ｎ Ｍ 以 下 の Ｋ ｄ で 結 合 す る 部 位 の よ う な 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 対 す る 結
合 の た め に Ｋ １ ２ ＿ Ａ キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ （ 配 列 番 号 ： ２ ６ ０ ） と 競 争 で き る 。 ま た 、 前 記
ポ リ ペ プ チ ド は 活 性 ま た は 抑 制 ド メ イ ン の よ う な 転 写 調 節 ド メ イ ン を 含 み 得 る 。 前 記 ポ リ
ペ プ チ ド は １ つ 、 ２ つ ま た は ３ つ 、 ま た は そ れ 以 上 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 み 得
る 。 Ｋ １ ２ ＿ Ａ キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ は 抑 制 ド メ イ ン を 含 ん で い る の で 、 異 種 遺 伝 子 の プ ロ モ
ー タ ー に 直 接 結 合 す る こ と に よ っ て 異 種 遺 伝 子 の 発 現 を 増 加 さ せ 得 る 。
【 手 続 補 正 １ ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ９ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ９ ３ 】
　 こ の 際 、 Ｂ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン で あ
る ； Ｊ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 選 択 的 に 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る 。 こ の 整 列 は 次 の よ う
に 略 称 す る ： Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ － － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ － Ｃ Ｓ Ｎ Ｒ お よ び Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ － Ｖ Ｓ Ｔ Ｒ － Ｒ Ｄ
Ｎ Ｑ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ 。
【 手 続 補 正 １ ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ９ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ９ ４ 】
　 た と え ば 、 分 離 さ れ た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： １ ４ ま た は 配 列 番 号 ： １ ６ の ジ ン
ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 同 じ で あ る か 、 配 列 番 号 ： 内 に 存 在 す る ジ ン ク フ ィ ン
ガ ー ド メ イ ン に お い て ８ 、 ６ 、 ４ 、 ３ 、 ま た は ２ つ 以 下 の 置 換 に よ っ て 変 わ っ た ア ミ ノ 酸
配 列 を 含 み 得 る 。 置 換 は 保 存 的 置 換 で あ っ て も よ い 。 前 記 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 配 列
番 号 ： １ ４ ま た は １ ６ 内 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 整 列 と 少 な く と も ８ ０ 、 ８ ５ 、 ９ ０ 、 ９ ５ ま
た は ９ ７ ％ 同 一 な 配 列 を 有 し て も よ い 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 標 的 Ｄ
Ｎ Ａ 部 位 に 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 １ ０ ｎ Ｍ 以 下 の Ｋ

ｄ で 結 合 す る 部 位 の よ う な 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 部 位 に 対 す る 結 合 の た め に
キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ （ 配 列 番 号 ： １ ４ ま た は １ ６ ） と 競 争 で き る 。 ま

た 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 活 性 ま た は 抑 制 ド メ イ ン の よ う な 転 写 調 節 ド メ イ ン を 含 み 得 る 。
前 記 ポ リ ペ プ チ ド は １ つ 、 ２ つ ま た は ３ つ 、 ま た は そ れ 以 上 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン
を 含 み 得 る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 タ ン パ ク 質 生 産 を 調 節 す る の に 使 用 で き る 。
【 手 続 補 正 １ ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ５ ２ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ５ ２ ２ 】
【 図 １ 】 酵 母 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｙ Ｔ Ｃ － Ｌ ｉ ｂ の 遺 伝 子 マ ッ プ で あ る 。
【 図 ２ 】 例 示 的 な 標 的 － 誘 導 接 近 方 法 の 模 式 図 で あ る 。
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【 図 ３ Ａ 】 例 示 的 な ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 ラ イ ブ ラ リ ー の 製 造 方 法 に 対 す る 模 式 図
で あ る 。
【 図 ３ Ｂ 】 例 示 的 な 表 現 型 － 誘 導 接 近 方 法 の 模 式 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｚ Ｆ Ｐ の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 。 　 左 図 に お
い て 、 ｐ ６ ５ 活 性 化 ド メ イ ン の み を 発 現 す る 細 胞 を 対 照 細 胞 と 比 較 し た 。 右 図 に お い て 、
Ｆ １ ２ １ ｐ ６ ５ ジ ン ク フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 を 対 照 細 胞 と 比 較 し た 。 対 角
線 か ら 離 脱 し た 各 点 は そ の 発 現 が 実 質 上 変 化 し た 遺 伝 子 を 意 味 す る 。
【 図 ５ 】 安 定 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｚ Ｆ Ｐ の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 図 ６ の Ａ は Ｋ ５ 　 Ｚ Ｆ Ｐ に 対 す る Ｄ Ｎ Ａ － 結 合 ド メ イ ン 突 然 変 異 お よ び 作 用 ド メ
イ ン の 変 化 が 薬 剤 抵 抗 性 に 及 ぼ す 影 響 を 示 し 、 図 ６ の Ｂ は Ｋ ５ と Ｙ Ｌ Ｌ ０ ５ ３ Ｃ 過 多 発 現
の 効 果 を 示 す 。
【 図 ７ 】 ３ － フ ィ ン ガ ー ラ イ ブ ラ リ ー の 製 作 方 法 を 示 す 。
【 図 ８ 】 対 照 細 胞 お よ び 神 経 突 起 の 形 成 が 誘 導 さ れ た Ｚ Ｆ Ｐ － 発 現 細 胞 の 写 真 で あ る 。 　
図 ８ の Ａ は レ チ ノ イ ン 酸 （ Ｒ Ａ ） を 処 理 し て い な い ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ （ 空 ベ ク タ ー ） － ト ラ ン
ス フ ェ ク ト さ れ た Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ２ Ａ 細 胞 で あ り 、 図 ８ の Ｂ は Ｒ Ａ を 処 理 し て い な い Ｎ ｅ ｕ ｒ
ｏ １ － ｐ ６ ５ （ ま た ０ ８ ＿ Ｄ ０ １ － ６ ５ と も 呼 ぶ ） で あ り 、 図 ８ の Ｃ は １ ０ ｕ Ｍ 　 Ｒ Ａ を
処 理 し た ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ （ 空 ベ ク タ ー ） － ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 で あ り 、 図 ８ の Ｄ は
１ ０ ｕ Ｍ 　 Ｒ Ａ を 処 理 し た Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ １ － ｐ ６ ５ の 発 現 で あ る 。
【 図 ９ 】 イ ン シ ュ リ ン 遺 伝 子 が 過 発 現 さ れ た 細 胞 に 対 す る 比 較 マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ を 示
す 。 　 キ メ ラ Ｚ Ｆ Ｐ は ０ ８ ＿ Ｄ ０ ４ ＿ ｐ ６ ５ で あ る 。 そ の 配 列 は 図 １ ６ に 示 さ れ て い る 。
【 図 １ ０ Ａ 】 Ｚ Ｆ Ｐ 　 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 特 異 性 を 列 挙 す る 表 で あ る 。
【 図 １ ０ Ｂ 】 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン お よ び 認 識 部 位 配 列 の 相 互 連 関 性 を 示 す 模 式 図 で
あ る 。
【 図 １ １ 】 人 工 Ｚ Ｆ Ｐ の 標 的 を 同 定 す る 方 法 に 対 す る フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。
【 図 １ ２ 】 分 化 を 誘 導 す る Ｚ Ｆ Ｐ を 同 定 す る 方 法 に 対 す る 模 式 図 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 Ｆ １ ０ ４ － ｐ ６ ５ Ｚ Ｆ Ｐ が 存 在 す る 細 胞 に 対 す る 様 々 な 時 間 帯 別 比 較 マ イ ク ロ
ア レ イ 資 料 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 神 経 突 起 を 誘 導 で き る タ ン パ ク 質 で あ る Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ １ － ｐ ６ ５ に 対 す る コ ー デ
ィ ン グ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ） お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ） を 示 す 。 　 Ｎ ｅ ｕ
ｒ ｏ １ － ｐ ６ ５ は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン Ｑ Ｓ Ｎ Ｒ １ － Ｑ Ｓ Ｎ Ｋ － Ｃ Ｓ Ｎ Ｒ １ お よ び ｐ
６ ５ 転 写 活 性 化 ド メ イ ン を 含 む 。 Ｑ Ｓ Ｎ Ｒ １ － Ｑ Ｓ Ｎ Ｋ － Ｃ Ｓ Ｎ Ｒ １ － ｐ ６ ５ の ド メ イ ン
と 同 一 パ タ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 を 有 す る 少 な く と も ２ つ ま た は ３ つ の 連 続 的 な ジ ン ク フ
ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 有 す る 他 の 人 工 タ ン パ ク 質 が 神 経 突 起 を ま た 誘 導 で き る 。
【 図 １ ５ 】 骨 細 胞 を 誘 導 で き る タ ン パ ク 質 で あ る Ｏ ｓ ｔ ｅ ｏ １ － ｐ ６ ５ に 対 す る コ ー デ ィ
ン グ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ３ ） お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ４ ） を 示 す 。 　 Ｏ ｓ ｔ ｅ
ｏ １ － ｐ ６ ５ は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン で あ る Ｒ Ｄ Ｋ Ｒ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ １ － Ｖ Ｓ Ｔ Ｒ － Ｒ Ｄ
Ｋ Ｒ お よ び ｐ ６ ５ 活 性 化 ド メ イ ン を 含 む 。 Ｒ Ｄ Ｋ Ｒ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ １ － Ｖ Ｓ Ｔ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｋ Ｒ －
ｐ ６ ５ の ド メ イ ン と 同 一 パ タ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 を 有 す る 少 な く と も ２ つ ま た は ３ つ の
連 続 的 な ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 有 す る 他 の 人 工 タ ン パ ク 質 も 骨 細 胞 を 誘 導 で き る 。
【 図 １ ６ 】 イ ン シ ュ リ ン 生 産 （ 図 ９ ） を 増 加 さ せ る タ ン パ ク 質 で あ る ０ ８ ＿ Ｄ ０ ４ ＿ ｐ ６
５ に 対 す る コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ５ ） と ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ６ ） を 示
す 。 　 ０ ８ ＿ Ｄ ０ ４ ＿ ｐ ６ ５ は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン で あ る Ｒ Ｓ Ｈ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｈ Ｔ － Ｖ
Ｓ Ｓ Ｒ お よ び ｐ ６ ５ 活 性 化 ド メ イ ン を 含 む 。 Ｒ Ｓ Ｈ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｈ Ｔ － Ｖ Ｓ Ｓ Ｒ の ド メ イ ン と
同 一 パ タ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 を 有 す る 少 な く と も ２ つ ま た は ３ つ の 連 続 的 な ジ ン ク フ ィ
ン ガ ー ド メ イ ン を 有 す る 他 の 人 工 タ ン パ ク 質 も イ ン シ ュ リ ン の 生 産 を 増 加 さ せ る こ と が で
き る 。
【 図 １ ７ 】 Ｓ Ｖ ４ ０ － Ｓ Ｅ Ａ Ｐ の 生 産 を 増 加 さ せ る タ ン パ ク 質 で あ る Ｐ ＿ Ｂ ０ ８ に 対 す る
コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ７ ） お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ８ ） を 示 す 。 　
Ｐ ＿ Ｂ ０ ８ は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン で あ る Ｑ Ｓ Ｎ Ｒ １ － Ｄ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｄ Ｓ Ｎ Ｒ と ｐ ６ ５
活 性 化 ド メ イ ン を 含 む 。 Ｑ Ｓ Ｎ Ｒ １ － Ｄ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｄ Ｓ Ｎ Ｒ の ド メ イ ン と 同 一 パ タ ー ン の Ｄ
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Ｎ Ａ 接 触 残 基 を 有 す る 少 な く と も ２ つ ま た は ３ つ の 連 続 的 な ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を
有 す る 他 の 人 工 タ ン パ ク 質 も Ｓ Ｖ ４ ０ － Ｓ Ｅ Ａ Ｐ の 生 産 を 増 加 さ せ る こ と が で き る 。
【 図 １ ８ 】 細 胞 増 殖 を 減 少 さ せ る タ ン パ ク 質 で あ る Ｋ ＿ Ｄ １ ０ に 対 す る コ ー デ ィ ン グ 核 酸
配 列 （ 配 列 番 号 ： ９ ） お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ０ ） を 示 す 。 　 Ｋ ＿ Ｄ １ ０ は ジ
ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン で あ る Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ － Ｗ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｗ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｎ Ｑ お よ び ｋ ｉ ｄ 抑
制 ド メ イ ン を 含 む 。 Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ － Ｗ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｗ Ｓ Ｎ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｎ Ｑ の ド メ イ ン と 同 一 パ タ ー ン
の Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 を 有 す る 少 な く と も ２ つ ま た は ３ つ の 連 続 的 な ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ
ン を 有 す る 他 の 人 工 タ ン パ ク 質 も 細 胞 増 殖 を 抑 制 で き る 。
【 図 １ ９ 】 細 胞 増 殖 を 増 加 さ せ る タ ン パ ク 質 、 Ｋ ＿ Ｆ ０ ２ に 対 す る コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： １ １ ） と ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ２ ） を 示 す 。 　 Ｋ ＿ Ｆ ０ ２ は ジ ン ク フ
ィ ン ガ ー ド メ イ ン で あ る Ｄ Ｓ Ａ Ｒ ２ － Ｒ Ｄ Ｋ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｅ Ｒ １ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ １ お よ び ｋ ｉ ｄ 抑
制 ド メ イ ン を 含 む 。 Ｄ Ｓ Ａ Ｒ ２ － Ｒ Ｄ Ｋ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｅ Ｒ １ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ １ の ド メ イ ン と 同 一 パ
タ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 を 有 す る 少 な く と も ２ つ ま た は ３ つ の 連 続 的 な ジ ン ク フ ィ ン ガ ー
ド メ イ ン を 有 す る 他 の 人 工 タ ン パ ク 質 も 細 胞 増 殖 を 増 加 さ せ る こ と が で き る 。
【 図 ２ ０ 】 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 増 加 さ せ る タ ン パ ク 質 で あ る Ｋ ４ ４ ＿ １ １ ＿ Ｄ ０ １ に 対 す
る コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ３ ） お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ４ ） を 示
す 。 　 Ｋ ４ ４ ＿ １ １ ＿ Ｄ ０ １ は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ － Ｑ Ｓ Ｎ Ｉ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ
１ － Ｃ Ｓ Ｎ Ｒ １ と ｋ ｉ ｄ 抑 制 ド メ イ ン を 含 む 。 Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ － Ｑ Ｓ Ｎ Ｉ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ １ － Ｃ Ｓ Ｎ
Ｒ １ の ド メ イ ン と 同 一 な Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 を 有 す る 少 な く と も ２ つ ま た は ３ つ の 連 続 的 な ジ
ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 有 す る 他 の 人 工 タ ン パ ク 質 も タ ン パ ク 質 発 現 を 増 加 さ せ る こ と
が で き る 。
【 図 ２ １ 】 タ ン パ ク 質 発 現 を 増 加 さ せ る タ ン パ ク 質 で あ る Ｋ ４ ４ ＿ １ １ ＿ Ｇ １ ２ に 対 す る
コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ５ ） お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ６ ） を 示 す
。 　 Ｋ ４ ４ ＿ １ １ ＿ Ｇ １ ２ は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン で あ る Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ － Ｖ Ｓ Ｔ Ｒ － Ｒ Ｄ
Ｎ Ｑ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ １ お よ び ｋ ｉ ｄ 抑 制 ド メ イ ン を 含 む 。 Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ － Ｖ Ｓ Ｔ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｎ Ｑ － Ｑ
Ｔ Ｈ Ｒ １ の ド メ イ ン と 同 一 な Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 を 有 す る 少 な く と も ２ つ ま た は ３ つ の 連 続 的
な ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 有 す る 他 の 人 工 タ ン パ ク 質 も タ ン パ ク 質 発 現 を 増 加 で き る
。
【 図 ２ ２ 】 Ｆ １ ０ ４ ＿ ｐ ６ ５ に 対 す る コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ７ ） お よ び ア
ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ８ ） を 示 す 。 　 Ｆ １ ０ ４ ＿ ｐ ６ ５ は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン
で あ る Ｒ Ｄ Ｈ Ｔ － Ｒ Ｓ Ｈ Ｒ － Ｑ Ｓ Ｈ Ｒ ２ － ｐ ６ ５ を 含 む 。
【 図 ２ ３ 】 Ｆ １ ２ １ ＿ ｐ ６ ５ に 対 す る コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ９ ） お よ び ア
ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ０ ） を 示 す 。 　 Ｆ １ ２ １ ＿ ｐ ６ ５ は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン
で あ る Ｑ Ｓ Ｈ Ｔ － Ｒ Ｓ Ｈ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｈ Ｔ － ｐ ６ ５ を 含 む 。 Ｑ Ｓ Ｈ Ｔ － Ｒ Ｓ Ｈ Ｒ － Ｒ Ｄ Ｈ Ｔ の
ド メ イ ン と 同 一 パ タ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 接 触 残 基 を 有 す る 少 な く と も ２ つ ま た は ３ つ の 連 続 的 な
ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 有 す る 他 の 人 工 タ ン パ ク 質 も イ ン シ ュ リ ン － 類 似 成 長 因 子 ２
の 転 写 を 増 加 さ せ る こ と が で き る 。
【 図 ２ ４ 】 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン で あ る Ｒ Ｄ Ｈ Ｔ － Ｑ Ｓ Ｎ Ｖ ２ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ １ － Ｑ Ｆ Ｎ
Ｒ － ｋ ｉ ｄ を 含 む Ｋ １ ２ ＿ Ａ １ １ に 対 す る コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ９ ） お
よ び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ６ ０ ） を 示 す 。
【 図 ２ ５ 】 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン で あ る Ｑ Ｓ Ｈ Ｖ － Ｑ Ｓ Ｓ Ｒ １ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ １ － ｋ ｉ ｄ
を 含 む Ｋ ４ ４ － １ ６ － Ｅ １ ２ に 対 す る コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ６ １ ） お よ び
ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ６ ２ ） を 示 す 。
【 図 ２ ６ 】 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン で あ る Ｑ Ｓ Ｎ Ｒ １ － Ｑ Ｓ Ｓ Ｒ １ － Ｑ Ｔ Ｈ Ｒ １ － Ｒ Ｄ
Ｋ Ｒ － を 含 む Ｋ １ ３ ＿ Ｂ ０ ８ に 対 す る コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ６ ３ ）
お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ６ ４ ） を 示 す 。 　 図 １ ４ ～ 図 ２ ６ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は Ｈ Ａ
タ グ （ tag） （ 灰 色 下 線 ） を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 お よ び 核 位 置 信 号 （ nuclear localizat
ion signal、 ボ ッ ク ス で 表 記 ） を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 を 含 み 得 る 。 開 始 お よ び 終 了 コ ド
ン は 下 線 で 表 示 さ れ て い る 。 小 文 字 は 連 結 配 列 を 示 す 。 ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 イ タ リ ッ
ク 体 お よ び 網 か け 文 字 は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 示 し 、 網 か け 文 字 で あ り な が ら イ タ
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リ ッ ク 体 で な い も の は ｋ ｉ ｄ や ｐ ６ ５ ド メ イ ン の よ う な 調 節 ド メ イ ン を 示 す 。 　 図 １ ４ ～
図 ２ ４ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は Ｈ Ａ タ グ （ tag） （ 灰 色 下 線 ） を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 お よ び 核 位
置 信 号 （ ボ ッ ク ス で 表 記 ） を コ ー デ ィ ン グ す る 配 列 を 含 む 。 開 始 お よ び 終 了 コ ド ン は 下 線
で 表 示 さ れ て い る 。 網 か け 文 字 は ｋ ｉ ｄ ま た は ｐ ６ ５ ド メ イ ン の よ う な 調 節 ド メ イ ン を コ
ー デ ィ ン グ す る 配 列 を 示 す 。 小 文 字 は 連 結 配 列 を 示 す 。 ア ミ ノ 酸 配 列 と 関 連 し て 、 イ タ リ
ッ ク 体 お よ び 網 か け 文 字 は ジ ン ク フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 示 し 、 網 か け 文 字 で あ り な が ら イ
タ リ ッ ク 体 で な い も の は Ｋ ｉ ｄ や ｐ ６ ５ ド メ イ ン の よ う な 調 節 ド メ イ ン を 示 す
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