
(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】単離オリゴヌクレオチドおよび核酸－タンパク

質複合体由来の少なくとも２つのポリヌクレオチドを検

出および／または同定するための単離オリゴヌクレオチ

ドの使用方法を提供する。

【解決手段】ＤＮＡ／蛋白質／ＤＮＡ複合体の結合され

ているＤＮＡフラグメントをリンカー配列によって連結

する。リンカー配列は制限酵素切断部位を含む。蛋白質

複合体を架橋により固定後制限酵素でリンカーを切断す

る。そして遊離した末端をタグとして塩基配列の解析を

行なう。

【選択図】　図２
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 少 な く と も １ つ の 第 １ の タ グ お よ び 少 な く と も １ つ の 第 ２ の タ グ を 含 む 単 離 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド で あ っ て 、 前 記 第 １ の タ グ お よ び 前 記 第 ２ の タ グ が 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 の タ
グ で あ る 、 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 第 １ の タ グ が 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の タ グ で あ り 、 前 記 第 ２ の タ グ が 第 ２ の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の タ グ で あ り 、 こ こ で 、 前 記 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド が 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を さ ら に 含 む 、 請 求
項 １ ま た は ２ に 記 載 の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 少 な く と も １ つ の リ ン カ ー を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ～ ３ の
い ず れ か に 記 載 の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 リ ン カ ー が 、 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 含 む 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 単 離
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 少 な く と も １ つ の リ ン カ ー が 、 タ グ の 間 に 挿 入 さ れ て い る か 、 第 １ の タ グ の 上 流 ま
た は 第 ２ の タ グ の 下 流 に 配 置 さ れ て い る 、 請 求 項 ４ ま た は ５ に 記 載 の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 が 、 Ｉ Ｉ ｓ 型 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 で あ る 、 請
求 項 ３ 、 ５ ま た は ６ の い ず れ か に 記 載 の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 が 、 ホ ー ミ ン グ 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 で あ る 、
請 求 項 ３ 、 ５ 、 ま た は ６ に 記 載 の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 少 な く と も １ つ の 第 １ の タ グ が 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端
を 含 み 、 前 記 少 な く と も １ つ の 第 ２ の タ グ が 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端 お よ び ３
’ 末 端 を 含 み 、 前 記 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 核 酸 － タ ン
パ ク 質 複 合 体 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か に 記 載 の 単 離 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 リ ン カ ー が 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 切 断 し て 第 １ の タ グ を 得 る こ と が で き る 制
限 酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ る 第 １ の 制 限 認 識 部 位 、 お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 切 断 し
て 第 ２ の タ グ を 得 る こ と が で き る 制 限 酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ る 第 ２ の 制 限 認 識 部 位 を 含 み
、 前 記 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 ５ ま た は ６ に 記 載 の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 リ ン カ ー が 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 切 断 し て 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 末
端 を 得 る こ と が で き る 第 １ の 制 限 酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ る 第 １ の 制 限 認 識 部 位 、 お よ び 第
２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 切 断 し て 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端 を 得 る こ と が で き る
第 ２ の 制 限 酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ る 第 ２ の 制 限 認 識 部 位 を 含 み 、 前 記 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る
、 請 求 項 ５ ま た は ６ に 記 載 の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 リ ン カ ー が 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 切 断 し て 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末
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端 を 得 る こ と が で き る 第 １ の 制 限 酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ る 第 １ の 制 限 認 識 部 位 、 お よ び 第
２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 切 断 し て 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 末 端 を 得 る こ と が で き る
第 ２ の 制 限 酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ る 第 ２ の 制 限 認 識 部 位 を 含 み 、 前 記 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る
、 請 求 項 ５ ま た は ６ に 記 載 の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 リ ン カ ー が 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 切 断 し て 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 末
端 を 得 る こ と が で き る 第 １ の 制 限 酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ る 第 １ の 制 限 認 識 部 位 、 お よ び 第
２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 切 断 し て 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端 を 得 る こ と が で き る
第 ２ の 制 限 酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ る 第 ２ の 制 限 認 識 部 位 を 含 み 、 前 記 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド が 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 切 断 し て 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端 を 得 る こ
と が で き る 第 ３ の 制 限 酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ る 第 ３ の 制 限 認 識 部 位 を さ ら に 含 み 、 前 記 第
２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 切 断 し て 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
３ ’ 末 端 を 得 る こ と が で き る 第 ４ の 制 限 酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ る 第 ４ の 制 限 認 識 部 位 を 含
み 、 前 記 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合
体 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 前 記 少 な く と も １ つ の 第 １ の タ グ が 前 記 第 １ の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン か ら 得 ら れ 、 前 記 少 な く と も １ つ の 第
２ の タ グ が 前 記 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン か ら
得 ら れ る 、 請 求 項 ５ 、 ６ 、 ま た は １ １ の い ず れ か に 記 載 の 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 が ク ロ マ チ ン 構 造 の 一 部 で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ３ の い ず れ
か に 記 載 の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ４ の い ず れ か に 記 載
の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 １ ～ １ ５ の い ず れ か に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 少 な く と も ２ つ の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン カ テ マ ー で
あ っ て 、 各 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 少 な く と も １ つ の 第 １ の タ グ お よ び 少 な く と も １ つ
の 第 ２ の タ グ を 含 み 、 前 記 第 １ の タ グ お よ び 第 ２ の タ グ が 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 の タ グ
で あ る 、 コ ン カ テ マ ー 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 第 １ の タ グ が 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の タ グ で あ り 、 前 記 第 ２ の タ グ が 第 ２ の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の タ グ で あ り 、 前 記 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
が 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 に 由 来 し 、 各 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 少 な く と も １ つ の 制 限
酵 素 の 認 識 部 位 を 含 む 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン カ テ マ ー 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 少 な く と も １ つ の 制 限 部 位 が 少 な く と も １ つ の リ ン カ ー に 含 ま れ る 、 請 求 項 １ ８ に
記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン カ テ マ ー 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 少 な く と も １ つ の リ ン カ ー が 、 タ グ の 間 に 挿 入 さ れ て い る か 、 ま た は 第 １ の タ グ の
上 流 お よ び ／ ま た は 第 ２ の タ グ の 下 流 に 配 置 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の コ ン カ テ マ ー 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 が 、 Ｉ Ｉ ｓ 型 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 で あ る 、 請
求 項 １ ８ ～ ２ ０ の い ず れ か に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン カ テ マ ー 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 第 １ の タ グ が 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 由 来 の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 を 含 み 、 前 記
第 ２ の タ グ が 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 由 来 の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 を さ ら に 含 む 、 請 求
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項 １ ７ ～ ２ １ の い ず れ か に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン カ テ マ ー 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 １ ～ １ ５ の い ず れ か に 記 載 の 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 少 な く と も １ つ の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｄ ） 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 を 供 す る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｅ ） 少 な く と も １ つ の 第 １ の タ グ お よ び 少 な く と も １ つ の 第 ２ の タ グ を 含 む オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 調 製 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 前 記 第 １ の タ グ お よ び 第 ２ の タ グ が 前 記 核 酸 －
タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら 得 ら れ る 、 ス テ ッ プ と 、
　 （ ｆ ） 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 単 離 す る ス テ ッ プ と 、
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 第 １ の タ グ が 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ 、 前 記 第 ２ の タ グ が 第 ２ の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ 、 前 記 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 核
酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら 得 ら れ る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 ス テ ッ プ （ ｂ ） が 、
　 　 （ ｉ ） 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 含 む 少 な く と も １ つ の リ ン カ ー を 挿 入
す る ス テ ッ プ と 、
　 　 （ ｉ ｉ ） 前 記 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 リ ン カ ー 中
の 少 な く と も １ つ の 制 限 部 位 を 認 識 す る 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 で 切 断 し て 、 第 １ の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 た 第 １ の タ グ 、 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 た 第 ２ の タ グ 、 お よ
び リ ン カ ー を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 形 成 す る ス テ ッ プ と
を 含 む 、 請 求 項 ２ ４ ま た は ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 ス テ ッ プ （ ｂ ） が 、
　 　 （ ｉ ） 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 含 む 少 な く と も １ つ の リ ン カ ー を 、 複
合 体 の 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 に 挿 入 す る ス テ ッ プ と 、
　 　 （ ｉ ｉ ） 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 制 限 部 位 を 前 記 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’
末 端 お よ び 前 記 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 末 端 の 各 々 に 付 加 す る ス テ ッ プ と 、
　 　 （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 少 な く と
も １ つ の 認 識 部 位 を 認 識 す る 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 で 切 断 し て 切 断 フ ラ グ メ ン ト を 得
る ス テ ッ プ と 、
　 　 （ ｉ ｖ ） 前 記 切 断 フ ラ グ メ ン ト を ラ イ ゲ ー シ ョ ン し て 、 前 記 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
か ら 得 た 第 １ の タ グ 、 前 記 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 た 第 ２ の タ グ 、 各 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 を 含 む タ グ 、 お よ び 前 記 タ グ の 間 に 挿 入 さ れ た リ ン カ ー を
含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 形 成 す る ス テ ッ プ と
を 含 む 、 請 求 項 ２ ４ ま た は ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 ス テ ッ プ （ ｉ ｉ ） の 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 が 、 ア ダ プ タ ー ま た は ベ
ク タ ー の 一 部 で あ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 が 、 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 に よ っ て 得 ら れ た も の で あ る 、 請
求 項 ２ ４ ～ ２ ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 由 来 の 少 な く と も ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 お よ び ／ ま た
は 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 　 （ ｇ ） 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 を 供 す る ス テ ッ プ と 、
　 　 （ ｈ ） 少 な く と も １ つ の 第 １ の タ グ お よ び 少 な く と も １ つ の 第 ２ の タ グ を 含 む オ リ ゴ
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ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 前 記 第 １ の タ グ が 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か
ら 得 ら れ 、 前 記 第 ２ の タ グ が 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ 、 前 記 第 １ の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら 得 ら れ る ス テ ッ プ と
、
　 　 （ ｉ ） 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 配 列 決 定 す る ス テ ッ プ と 、
　 　 （ ｊ ） 第 １ の タ グ お よ び 第 ２ の タ グ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基 づ い て 少 な く と も ２ つ の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を マ ッ ピ ン グ し 、 そ れ に よ り 、 前 記 少 な く と も ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 検 出 お よ び ／ ま た は 同 定 す る ス テ ッ プ と
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 ス テ ッ プ （ ｂ ） が 、
　 　 （ ｉ ） 少 な く と も １ つ の 制 限 認 識 部 位 を 含 む 少 な く と も １ つ の リ ン カ ー を 挿 入 す る ス
テ ッ プ と 、
　 　 （ ｉ ｉ ） 前 記 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 リ ン カ ー 中
の 少 な く と も １ つ の 制 限 部 位 を 認 識 す る 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 で 切 断 し て 、 第 １ の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 た 第 １ の タ グ 、 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 た 第 ２ の タ グ 、 お よ
び 前 記 タ グ の 間 に リ ン カ ー を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 形 成 す る ス テ ッ プ と
を 含 む 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 ス テ ッ プ （ ｂ ） が 、
　 　 （ ｉ ） 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 含 む 少 な く と も １ つ の リ ン カ ー を 、 複
合 体 の 第 １ の ヌ ク レ オ チ ド と 第 ２ の ヌ ク レ オ チ ド と の 間 に 挿 入 す る ス テ ッ プ と 、
　 　 （ ｉ ｉ ） 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 制 限 部 位 を 前 記 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’
末 端 お よ び 前 記 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 末 端 の 各 々 に 付 加 す る ス テ ッ プ と 、
　 　 （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 少 な く と
も １ つ の 認 識 部 位 を 認 識 す る 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 で 切 断 し て 切 断 フ ラ グ メ ン ト を 得
る ス テ ッ プ と 、
　 　 （ ｉ ｖ ） 前 記 切 断 フ ラ グ メ ン ト を ラ イ ゲ ー シ ョ ン し て 、 前 記 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
か ら 得 た 第 １ の タ グ 、 前 記 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 た 第 ２ の タ グ 、 各 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 を 含 む タ グ 、 お よ び 前 記 タ グ の 間 に 挿 入 さ れ た リ ン カ ー を
含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 形 成 す る ス テ ッ プ と
を 含 む 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 ス テ ッ プ （ ｉ ｉ ） の 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 が 、 ア ダ プ タ ー ま た は ベ
ク タ ー の 一 部 で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 が 、 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 に よ っ て 得 ら れ た も の で あ る 、 請
求 項 ３ ０ ～ ３ ３ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 決 定 前 に ス テ ッ プ （ ａ ） ～ （ ｂ ） に よ っ て 得 ら れ た 少
な く と も １ つ の さ ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 鎖 状 体 形 成 さ れ る (concatenate)、 請 求 項
３ ０ ～ ３ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 同 一 染 色 体 上 に 存 在 す る か 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 異 な る 染
色 体 上 に 存 在 す る 、 請 求 項 ３ ０ ～ ３ ５ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 一 般 に 、 遺 伝 子 発 現 分 野 に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 核 酸 相 互 作 用 に 関 す る
。 特 に 、 本 発 明 は 、 核 酸 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 事 象 お よ び 成 分 の 分 析 、 検 出 お よ び 同 定 に
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関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ク ロ マ チ ン 相 互 作 用 は 、 遺 伝 子 調 節 に お い て 重 要 で あ る 。 最 近 完 了 し た ヒ ト ゲ ノ ム 配 列
に よ り 、 遺 伝 情 報 の 枠 組 み が 得 ら れ る 。 し か し 、 ヒ ト ゲ ノ ム 構 造 お よ び 情 報 は 、 し ば し ば
、 一 次 元 の 直 線 と し て 示 さ れ 、 細 胞 系 の 複 雑 さ お よ び 連 携 を 説 明 す る に は 不 十 分 で あ る 。
ど の よ う に し て ゲ ノ ム が 実 際 に 生 き た 細 胞 中 の 三 次 元 の 核 内 で 組 織 化 さ れ た 系 と し て 機 能
す る の か を 理 解 す る た め に 完 全 に 異 な る 観 点 が 必 要 で あ る 。 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ （ 全 長 ２ ｍ と 推
定 さ れ て い る ） は 、 核 内 の 染 色 体 中 に わ ず か 数 ミ ク ロ ン に 凝 縮 さ れ て い る 。 染 色 体 は ユ ー
ク ロ マ チ ン お よ び ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン に 不 規 則 に 組 織 化 さ れ 、 ク ロ マ チ ン タ ン パ ク 質 に 包 ま
れ 、 転 写 お よ び 複 製 の た め の 転 写 因 子 と や り 取 り し て い る こ と が 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ れ ら の 活 動 は 、 順 序 付 け ら れ て い る よ う で あ る 。 巨 大 な 染 色 体 ル ー プ が 活 性 遺 伝 子 を
含 む こ と が 認 め ら れ て い る 。 さ ら に 、 遺 伝 子 座 調 節 領 域 （ Ｌ Ｃ Ｒ ） 、 エ ン ハ ン サ ー 、 お よ
び イ ン ス レ ー タ ー な ど の 遠 位 調 節 エ レ メ ン ト が 特 定 の 遺 伝 子 座 を 活 性 ま た は サ イ レ ン ト な
転 写 を 行 う 領 域 に 再 配 置 す る こ と に よ っ て 作 用 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 最 近 の 研 究 に
よ り 、 β － グ ロ ビ ン 、 ご く 最 近 で は 、 サ イ ト カ イ ン 遺 伝 子 （ Ｉ Ｆ Ｎ － γ ） で 、 Ｌ Ｃ Ｒ が 同
一 染 色 体 上 の 離 れ た プ ロ モ ー タ ー と 直 接 相 互 作 用 す る こ と が で き 、 異 な る 染 色 体 上 の プ ロ
モ ー タ ー で さ え も 相 互 作 用 す る こ と が で き る こ と が 証 明 さ れ て い る 。 染 色 体 内 相 互 作 用 お
よ び 染 色 体 間 相 互 作 用 が 、 重 要 な 経 路 の 遺 伝 子 調 節 を 調 整 す る 複 数 の 遺 伝 子 座 で 起 こ る 一
般 的 な 現 象 で あ る 可 能 性 が あ る 。 染 色 体 間 相 互 作 用 は 、 疾 患 に も 関 与 し て い る 。 例 え ば 、
第 １ ５ 染 色 体 上 の ｃ － ｍ ｙ ｃ ／ ｐ ｖ ｔ － １ 遺 伝 子 座 が 第 １ ２ 染 色 体 上 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺
伝 子 座 の １ つ と 並 列 す る 染 色 体 の 転 位 置 に よ っ て ｍ ｙ ｃ 転 写 物 の 調 節 不 全 が 起 こ る 。 全 相
互 作 用 を 同 定 し 、 細 胞 に お け る 高 次 遺 伝 子 調 節 を 解 明 す る た め に 全 ゲ ノ ム レ ベ ル で の 染 色
体 間 相 互 作 用 の さ ら な る 分 析 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ク ロ マ チ ン 相 互 作 用 の 研 究 の た め に 使 用 さ れ る テ ク ノ ロ ジ ー － 三 次 元 構 造 お よ び ク ロ マ
チ ン 相 互 作 用 を 研 究 す る た め に 多 数 の ア プ ロ ー チ が 使 用 さ れ て い る が 、 こ れ ら は 全 て 非 常
に 限 定 さ れ て い る 。 こ の 問 題 に 適 用 す る こ と が で き る テ ク ノ ロ ジ ー を 、 視 覚 化 ツ ー ル （ 顕
微 鏡 法 、 蛍 光 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 （ Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ ） 、 お よ び Ｒ Ｎ Ａ － Ｔ Ｒ Ａ Ｐ
（ Ｒ Ｎ Ａ タ グ 化 お よ び 関 連 タ ン パ ク 質 の 回 収 ） な ど ） お よ び 分 子 的 方 法 （ 染 色 体 高 次 構 造
捕 捉 法 (Chromosome Conformation Capture)（ ３ Ｃ ） お よ び ３ Ｃ 後 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降
（ ３ Ｃ － Ｃ ｈ Ｉ Ｐ ） な ど ） に 大 き く 分 類 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 多 数 の 初 期 の 研 究 で 核 内 の ク ロ マ チ ン の 空 間 的 構 成 を 調 査 す る た め に 顕 微 鏡 法 を 使 用 し
て い た 。 し か し 、 こ の よ う な 細 胞 遺 伝 学 的 ア プ ロ ー チ で は 、 染 色 体 中 の ク ロ マ チ ン の 大 ま
か な セ グ メ ン ト 情 報 し か 得 る こ と が で き な い 。 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ は 、 こ の 傾 向 を 有 意 に 改 良 し て お
り 、 特 定 の 遺 伝 子 座 を ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 蛍 光 標 識 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ
プ ロ ー ブ を 介 し て 染 色 体 上 の 特 定 の 物 理 的 位 置 に 局 在 化 さ せ る 。 し か し 、 分 解 能 は 依 然 と
し て 非 常 に 限 ら れ て い る 。 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ を 修 正 し た Ｒ Ｎ Ａ － Ｔ Ｒ Ａ Ｐ は 、 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー
と 物 理 的 に 極 め て 近 接 し た 遠 位 エ ン ハ ン サ ー を 示 す こ と が で き る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 染 色 体 高 次 構 造 捕 捉 法 （ ３ Ｃ ） は 、 本 来 、 酵 母 の 染 色 体 高 次 構 造 を 調 査 す る た め に デ ザ
イ ン さ れ (Dekker et al,2002)、 長 距 離 お よ び ／ ま た は 異 な る 染 色 体 に 分 離 し た 遺 伝 因 子
の 相 互 作 用 を 研 究 す る た め に 使 用 さ れ て い る 。 ３ Ｃ で は 、 Ｄ Ｎ Ａ － タ ン パ ク 質 （ ク ロ マ チ
ン ） 構 造 は 、 イ ン ビ ボ で ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 架 橋 し て お り 、 ク ロ マ チ ン は 、 制 限 酵 素 消 化 に
よ っ て 断 片 化 さ れ る 。 次 い で 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 に よ っ て 繋 留 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ
ン ト を 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ っ て 互 い に 連 結 し 、 ２ つ の 疑 い の あ る 公 知 の エ レ メ ン ト の 連
結 点 (junction)を 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 検 出 す る 。 ３ Ｃ 手 順 で 得 ら れ た タ ン パ ク 質 と 架 橋 し た
キ メ ラ Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 抗 体 プ ル ダ ウ ン に よ っ て 富 化 さ せ る ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 （ ３
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Ｃ － Ｃ ｈ Ｉ Ｐ ） に よ っ て 、 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 ま た は 転 写 因 子 に よ っ て 媒 介 さ れ
た ク ロ マ チ ン 相 互 作 用 の 検 出 を さ ら に 増 強 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 各 技 術 お よ び い く つ か の 技 術 の 組 み 合 わ せ が い く つ か の 特 定 の 染 色 体 内 相 互 作 用 お よ び
染 色 体 間 相 互 作 用 の 同 定 に 有 用 で あ る こ と が 証 明 さ れ て い る が 、 こ れ ら の ア プ ロ ー チ は 、
ど の よ う な 可 能 な 遠 位 ク ロ マ チ ン 相 互 作 用 が 存 在 す る こ と が で き る か に つ い て の 既 存 の 知
識 ま た は 推 測 と 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て １ 回 に １ つ の 領 域 の こ の よ う な 連 結 点 を 検 出 す る た め に
デ ザ イ ン し た プ ラ イ マ ー と に 依 存 す る 。 し た が っ て 、 ク ロ マ チ ン 相 互 作 用 を 研 究 す る た め
の 現 在 の テ ク ノ ロ ジ ー で は 、 新 規 の ク ロ マ チ ン 相 互 作 用 の 同 定 お よ び 全 ゲ ノ ム レ ベ ル で の
大 規 模 の 同 定 が 非 常 に 制 限 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 染 色 体 が 核 内 で 空 間 的 に 組 織 化 さ れ る 方 法 お よ び ど の よ う に し て 染 色 体 が 遠 位 遺 伝 子 の
転 写 を 一 斉 に 調 節 す る こ と が で き る の か に つ い て 非 常 に 興 味 が 持 た れ て い る に も か か わ ら
ず 、 現 在 、 バ ラ バ ラ の 間 接 的 な 情 報 し か 利 用 で き な い 。 こ の 態 様 の 情 報 の 欠 如 は 、 主 に 、
染 色 体 相 互 作 用 の 三 次 元 の 問 題 に 有 効 に 取 り 組 む こ と が で き る 確 固 た る テ ク ノ ロ ジ ー の 欠
如 に 起 因 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 染 色 体 相 互 作 用 の 三 次 元 の 問 題 に 有 効 に 取 り 組 む こ と が で き 、 既 存 の 技 術 の 欠 点 お よ び
制 限 を 克 服 す る こ と が で き る よ り 有 効 な 方 法 お よ び 確 固 た る テ ク ノ ロ ジ ー が 当 分 野 で 必 要
で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 核 酸 複 合 体 、 特 に 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 由 来 の 少 な く と も １ つ の 核 酸 配 列
ま た は フ ラ グ メ ン ト を 検 出 、 同 定 お よ び ／ ま た は 調 製 す る 新 規 の 方 法 を 提 供 す る こ と に よ
っ て 上 記 問 題 を 解 決 す る 。 特 に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 由 来 の 少 な く
と も ２ つ の 核 酸 配 列 ま た は フ ラ グ メ ン ト を 検 出 、 同 定 お よ び ／ ま た は 調 製 す る 方 法 を 提 供
す る 。 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 任 意 の 実 施 形 態 に か か る 方 法 を 使 用 し て 調 製 し た オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド に 関 す る 。 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 に よ っ て 媒 介 さ れ る 長 い 距 離 お よ び 異
な る 染 色 体 間 の ク ロ マ チ ン 相 互 作 用 事 象 を 同 定 す る 方 法 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 少 な く と も １ つ の 第 １ の タ グ お よ び 少 な く と も １ つ の 第 ２ の
タ グ を 含 む 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 第 １ の タ グ お よ び 第 ２ の タ グ が 核 酸 － タ ン
パ ク 質 複 合 体 の タ グ で あ る 、 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 提 供 に よ っ て 上 記 問 題 を 解 決 す る
。 特 に 、 少 な く と も １ つ の 第 １ の タ グ お よ び 少 な く と も １ つ の 第 ２ の タ グ を 含 む 単 離 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 第 １ の タ グ が 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ 、 第 ２ の タ グ
が 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド が 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら 得 ら れ る 、 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 第
１ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 同 一 の 核 酸 領 域 の 一 部 で あ り 得
、 ま た 、 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 の 異 な る 核 酸 領 域 に 由 来 し 得 る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 さ ら に 、 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 、 少 な く と
も １ つ の リ ン カ ー を 含 み 得 る 。 特 に 、 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 、 リ ン カ ー
中 に 含 め る こ と が で き る 。 リ ン カ ー を タ グ の 間 (between the tags)に 挿 入 す る こ と が で き
、 ま た 、 リ ン カ ー を 少 な く と も １ つ の タ グ に 隣 接 さ せ る （ す な わ ち 、 少 な く と も １ つ の タ
グ の 上 流 お よ び ／ ま た は 下 流 に 配 置 す る ） こ と が で き る 。 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認
識 部 位 は 、 非 対 称 で あ り 得 る 。 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 は 、 例 え ば 、 Ｉ Ｉ ｓ
型 制 限 酵 素 ま た は ホ ー ミ ン グ 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 少 な く と も １ つ の 第 １ の タ グ は 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 由 来 の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末
端 を 含 む こ と が で き 、 少 な く と も １ つ の 第 ２ の タ グ は 、 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 由 来 の ５
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’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 を 含 む こ と が で き る 。 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 さ ら に 、 少 な く と
も １ つ の リ ン カ ー を 含 む こ と が で き る 。 リ ン カ ー を タ グ の 間 に 挿 入 す る こ と が で き 、 ま た
、 リ ン カ ー を 少 な く と も １ つ の タ グ の 上 流 お よ び ／ ま た は 下 流 に 配 置 す る こ と が で き る 。
リ ン カ ー は 、 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 含 む 。 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の
認 識 部 位 は 、 非 対 称 で あ り 得 る 。 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 は 、 例 え ば 、 Ｉ Ｉ
ｓ 型 制 限 酵 素 ま た は ホ ー ミ ン グ 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 リ ン カ ー は 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 切 断 し て 第 １ の タ グ を 得 る こ と が で き る 制 限 酵
素 に よ っ て 認 識 さ れ る 第 １ の 制 限 認 識 部 位 、 お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 切 断 し て 第
２ の タ グ を 得 る こ と が で き る 制 限 酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ る 第 ２ の 制 限 認 識 部 位 を 含 む こ と
が で き る 。 特 に 、 リ ン カ ー は 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 切 断 し て 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド の ３ ’ 末 端 を 得 る こ と が で き る 制 限 酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ る 第 １ の 制 限 認 識 部 位 、 お よ
び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 切 断 し て 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端 を 得 る こ と が で
き る 第 ２ の 制 限 酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ る 第 ２ の 制 限 認 識 部 位 を 含 む こ と が で き る 。 第 １ の
制 限 認 識 部 位 お よ び 第 ２ の 制 限 認 識 部 位 を 、 同 一 ま た は 異 な る 制 限 酵 素 に よ っ て 認 識 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 別 の 態 様 に よ れ ば 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 第 ３ の 認 識 部 位 を 認 識 す る 第 ３ の 制 限
酵 素 に よ っ て さ ら に 切 断 し て 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端 を 得 る こ と が で き 、 第 ２
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 第 ４ の 認 識 部 位 を 認 識 す る 第 ４ の 制 限 酵 素 に よ っ て 切 断 し て 第 ２
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 末 端 が 得 ら れ る 。 こ の 実 施 形 態 に よ れ ば 、 少 な く と も １ つ の 第
１ の タ グ は 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ っ
て 得 ら れ 、 少 な く と も １ つ の 第 ２ の タ グ は 、 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端 お よ び ３
’ 末 端 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ っ て 得 ら れ る 。 第 ３ の 認 識 部 位 お よ び 第 ４ の 認 識 部 位 を 、 同
一 ま た は 異 な る 制 限 酵 素 に よ っ て 認 識 す る こ と が で き る 。 さ ら な る 認 識 部 位 を 、 第 １ の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端 お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 末 端 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン し
た ア ダ プ タ ー 中 に そ れ ぞ れ 含 め る こ と が で き る 。 あ る い は 、 第 ３ の 制 限 部 位 お よ び 第 ４ の
制 限 部 位 は 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド － リ ン カ ー － 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 造 が 挿 入 さ
れ た ベ ク タ ー 中 に 存 在 し 得 る 。 こ の 場 合 、 第 ３ の 制 限 部 位 は 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５
’ 末 端 に 隣 接 し 、 第 ４ の 制 限 部 位 は 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 末 端 に 隣 接 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 は 、 ク ロ マ チ ン 構 造 の 一 部 で あ り 得
る 。 目 的 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る 核 酸 フ ラ グ メ ン ト は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る 領 域
（ 例 え ば 、 ヒ ス ト ン 結 合 部 位 ） を 含 む 任 意 の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト で あ り 得 る 。 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド は 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 少 な く と も ２ つ の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の コ ン カ テ マ ー で あ っ て 、 各 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 少 な く と も １ つ の 第 １ の
タ グ お よ び 少 な く と も １ つ の 第 ２ の タ グ を 含 み 、 第 １ の タ グ お よ び 第 ２ の タ グ が 核 酸 － タ
ン パ ク 質 複 合 体 の タ グ で あ る 、 コ ン カ テ マ ー を 提 供 す る 。 特 に 、 少 な く と も ２ つ の 単 離 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン カ テ マ ー で あ っ て 、 各 単 離 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド が 少 な く と も １ つ の 第 １ の タ グ お よ び 少 な く と も １ つ の 第 ２ の タ グ を 含 み 、 第 １
の タ グ が 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の タ グ で あ り 、 第 ２ の タ グ が 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
タ グ で あ り 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 核 酸 － タ ン パ ク 質
複 合 体 に 由 来 す る 、 コ ン カ テ マ ー を 提 供 す る 。 コ ン カ テ マ ー は 、 少 な く と も １ つ の リ ン カ
ー を さ ら に 含 む こ と が で き る 。 リ ン カ ー は 、 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 含 む
こ と が で き る 。 さ ら に 、 コ ン カ テ マ ー の 各 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も １ つ の
制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 含 み 得 る 。 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 は 、 少 な く と も １
つ の リ ン カ ー お よ び ／ ま た は 少 な く と も １ つ の ア ダ プ タ ー 中 に 含 ま れ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】

10

20

30

40

50

(8) JP 2007-289152 A 2007.11.8



　 リ ン カ ー を タ グ の 間 に 挿 入 す る こ と が で き 、 ま た 、 リ ン カ ー を 少 な く と も １ つ の タ グ の
上 流 お よ び ／ ま た は 下 流 に 配 置 す る こ と が で き る 。 リ ン カ ー は 、 少 な く と も １ つ の 制 限 酵
素 の 認 識 部 位 を 含 む こ と が で き る 。 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 は 、 Ｉ Ｉ ｓ 型 制
限 酵 素 ま た は ホ ー ミ ン グ 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 で あ り 得 る 。 コ ン カ テ マ ー の 各 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 第 １ の タ グ は 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 由 来 の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 を 含 む こ と
が で き 、 第 ２ の タ グ は 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 由 来 の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 を 含 む こ と
が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は コ ン カ テ マ ー を 、 ベ ク タ ー お よ び ／ ま た は 細 胞 に 挿
入 す る こ と が で き る 。 細 胞 は 、 細 菌 細 胞 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 は 、 ク ロ マ チ ン 構 造 の 一 部 で あ り 得 る 。 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 同 一 染 色 体 上 に 存 在 す る こ と が で き 、 ま た 、 異 な る 染 色 体 上 に 存 在 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン カ テ マ ー で あ っ て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド が 少 な く と も １ つ の 第 １ の タ グ お よ び 少 な く と も １ つ の 第 ２ の タ グ を 含 み 、 第 １ の タ
グ が 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ 、 第 ２ の タ グ が 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら
れ 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 か
ら 得 ら れ る 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン カ テ マ
ー を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー の 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も １ つ の リ ン カ ー を
含 む こ と が で き る 。 リ ン カ ー を タ グ の 間 に 挿 入 す る こ と が で き 、 ま た 、 リ ン カ ー を 少 な く
と も １ つ の タ グ の 上 流 お よ び ／ ま た は 下 流 に 配 置 す る こ と が で き る 。 第 １ の タ グ は 第 １ の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 由 来 の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 を 含 む こ と が で き 、 第 ２ の タ グ は 第 ２ の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 由 来 の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 少 な く と も １ つ の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 調 製 方 法 で あ っ
て 、
　 （ ａ ） 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 を 供 す る 工 程 と 、
　 （ ｂ ） 少 な く と も １ つ の 第 １ の タ グ お よ び 少 な く と も １ つ の 第 ２ の タ グ を 含 む オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 調 製 す る 工 程 で あ っ て 、 第 １ の タ グ お よ び 第 ２ の タ グ が 核 酸 － タ ン パ ク 質 複
合 体 か ら 得 ら れ る 、 工 程 と 、
　 （ ｃ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 単 離 す る 工 程 と 、
を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 特 に 、 本 発 明 は 、 少 な く と も １ つ の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 調 製 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 を 供 す る 工 程 と 、
　 （ ｂ ） 少 な く と も １ つ の 第 １ の タ グ お よ び 少 な く と も １ つ の 第 ２ の タ グ を 含 む オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 調 製 す る 工 程 で あ っ て 、 第 １ の タ グ が 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ 、
第 ２ の タ グ が 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら 得 ら れ る 、 工 程 と 、
　 （ ｃ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 単 離 す る 工 程 と 、
を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の こ の 態 様 の 工 程 （ ｂ ） が 、
　 （ ｉ ） 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 含 む 少 な く と も １ つ の リ ン カ ー を 挿 入 す
る 工 程 と 、
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　 （ ｉ ｉ ） 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 リ ン カ ー 中 の 少 な
く と も １ つ の 制 限 部 位 を 認 識 す る 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 で 切 断 し て 、 第 １ の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド か ら 得 た 第 １ の タ グ 、 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 た 第 ２ の タ グ 、 お よ び タ グ
の 間 に リ ン カ ー を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 形 成 す る 工 程 と
を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の こ の 態 様 の 工 程 （ ｂ ） が 、
　 （ ｉ ） 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 含 む 少 な く と も １ つ の リ ン カ ー を 、 複 合
体 の 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 に 挿 入 す る 工 程 と 、
　 （ ｉ ｉ ） 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 各 制 限 部 位 を 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端
お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 末 端 に 付 加 す る 工 程 と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 少 な く と も １ つ の
認 識 部 位 を 認 識 す る 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 で 切 断 し て 切 断 フ ラ グ メ ン ト を 得 る 工 程 と
、
　 （ ｉ ｖ ） 切 断 フ ラ グ メ ン ト を ラ イ ゲ ー シ ョ ン し て 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 た 第
１ の タ グ 、 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 た 第 ２ の タ グ 、 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端
お よ び ３ ’ 末 端 を 含 む タ グ 、 お よ び タ グ の 間 に 挿 入 さ れ た リ ン カ ー を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド を 形 成 す る 工 程 で あ っ て 、 工 程 （ ｉ ｉ ） の 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 が ア
ダ プ タ ー の 一 部 ま た は ベ ク タ ー の 一 部 で あ る 、 工 程 と
を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 核 酸 （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ ） お よ び ／ ま た は 目 的 の タ ン パ ク 質 へ の 光 活 性 化 可 能 な 部 分 の 組
み 込 み 、 な ら び 抗 体 媒 介 沈 降 ま た は 親 和 性 媒 介 技 術 に よ る 核 酸 ／ タ ン パ ク 質 複 合 体 の 単 離
に よ っ て 、 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 単 離 す る こ と が で き る 。 こ の
よ う な 親 和 性 ベ ー ス の 技 術 の 例 に は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン 、 グ ル タ チ オ ン － Ｓ
－ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ／ グ ル タ チ オ ン マ ト リ ク ス 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 ／ ア ミ ロ ー
ス マ ト リ ク ス の 相 互 作 用 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 由 来 の 少 な く と も ２ つ の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 検 出 お よ び ／ ま た は 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 を 供 す る 工 程 と 、
　 （ ｂ ） 少 な く と も １ つ の 第 １ の タ グ お よ び 少 な く と も １ つ の 第 ２ の タ グ を 含 む オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 調 製 す る 工 程 で あ っ て 、 第 １ の タ グ が 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ 、
第 ２ の タ グ が 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら 得 ら れ る 、 工 程 と 、
　 （ ｃ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 配 列 決 定 す る 工 程 と 、
　 （ ｄ ） 第 １ の タ グ お よ び 第 ２ の タ グ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基 づ い て 少 な く と も ２ つ の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を マ ッ ピ ン グ し 、 そ れ に よ り 、 少 な く と も ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出
お よ び ／ ま た は 同 定 す る 工 程 と
を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 工 程 （ ｂ ） で 得 た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 工 程 （ ｃ ） で 配 列 決 定 す る 前 に 増 幅 す る こ と
が で き る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ っ て 増 幅 す る こ と が で き る 。 増 幅 し た オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 、 増 幅 後 、 工 程 （ ｃ ） で 配 列 決 定 す る 前 に 少 な く と も １ つ の 精 製 工 程 に 供 す る こ
と が で き る 。 少 な く と も １ つ の 精 製 工 程 は 、 ゲ ル 電 気 泳 動 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 配 列 決 定 前 に 工 程 （ ａ ） ～ （ ｂ ） に よ っ て 得 た 少 な く
と も １ つ の さ ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 鎖 状 体 形 成 す る (concatenate)こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 Sanger法 ま た は ピ ロ シ ー ケ ン ス な ど の 多 重 配 列 決 定 に よ っ て 配 列 決 定 す る こ と が で き る

10

20

30

40

50

(10) JP 2007-289152 A 2007.11.8



。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ト ラ ン ス フ ュ ー ジ ョ ン (transfusion)ま た は 転 座 に つ い て 検 出 お よ
び ／ ま た は 同 定 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 こ の 方 法 を 使 用 し て 、 核 酸 － タ ン パ ク 質
複 合 体 （ ク ロ マ チ ン 中 の 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 ） 中 で 互 い に 近 接 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 を 検 出 お よ び ／ ま た は 同 定 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 目 的 の タ ン
パ ク 質 が 結 合 す る 核 酸 フ ラ グ メ ン ト は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る 領 域 （ 例 え ば 、 ヒ ス
ト ン 結 合 部 位 ） を 含 む 任 意 の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト で あ り 得 る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｄ Ｎ Ａ
ま た は Ｒ Ｎ Ａ で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 少 な く と も １ つ の 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と が で き る 。
エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 う こ と が で き る 。 細 胞 は 、 細
菌 細 胞 で あ り 得 る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン カ テ マ ー 、
ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は コ ン カ テ マ ー の ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む ベ ク タ ー を 提 供 す る
。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
［ 定 義 ］
　 制 限 酵 素 － 制 限 酵 素 （ ま た は 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ ） は 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 す る 酵
素 で あ る 。 こ の 酵 素 は 、 ２ つ の 切 り 込 み （ 塩 基 を 損 傷 す る こ と な く 二 重 ら せ ん の 各 リ ン 酸
骨 格 に １ つ ） を 作 製 す る 。 酵 素 に 切 断 さ れ た 化 学 結 合 は 、 そ の 末 端 が 相 補 的 で あ れ ば 、 リ
ガ ー ゼ と し て 知 ら れ る 他 の 酵 素 に よ っ て 再 形 成 す る こ と が で き 、 こ れ に よ り 異 な る 染 色 体
ま た は 遺 伝 子 か ら 得 た 制 限 フ ラ グ メ ン ト を 互 い に つ な ぎ 合 わ せ る こ と が で き る 。 Ｉ Ｉ 型 酵
素 は 、 特 定 の 核 酸 配 列 を 認 識 し 、 そ の 認 識 配 列 部 位 の 近 く ま た は 内 部 の 定 義 さ れ た 位 置 で
Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 す る 。 こ れ ら に よ り 、 個 別 の 制 限 フ ラ グ メ ン ト お よ び 異 な る ゲ ル バ ン ド パ タ
ー ン が 得 ら れ る 。 Ｉ Ｉ ｓ 型 酵 素 は 、 そ の 認 識 配 列 の 外 側 の 一 方 を 切 断 す る 。 Ｍ ｍ ｅ Ｉ に よ
り 、 ほ と ん ど の Ｉ Ｉ ｓ 型 制 限 酵 素 と 同 様 に 、 長 さ が 異 な る 末 端 が 得 ら れ る 。 Dunn etal,20
02は 、 Ｍ ｍ ｅ Ｉ が お よ そ １ ： １ の 比 で １ ８ ／ ２ ０ ま た は １ ９ ／ ２ １ 塩 基 を 切 断 す る こ と が
で き る こ と を 示 し た 。 全 図 中 に 示 し た 配 列 は 、 そ れ ぞ れ Ｍ ｍ ｅ Ｉ を 使 用 し た １ つ の 共 通 の
変 異 形 (variant)を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 Ｐ Ｅ Ｔ 中 間 体 は ま た 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 異 な る 長 さ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 得 る の
で 、 種 々 の 長 さ を 有 す る （ す な わ ち 、 ｐ Ｇ Ｉ Ｓ ８ プ ラ ス ミ ド お よ び Ｍ Ｐ Ｅ Ｔ 中 間 体 へ の ク
ロ ー ニ ン グ 後 の Ｍ お よ び Ｇ ア ダ プ タ ー Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ） 。 Ｉ Ｉ Ｉ 型 酵 素 は ま た は 、 巨 大 な 制 限
酵 素 と 修 飾 酵 素 と の 組 み 合 わ せ で あ る 。 こ れ ら は 、 そ の 認 識 配 列 の 外 側 を 切 断 し 、 切 断 す
る た め に 同 一 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 内 に 反 対 方 向 に ２ つ の こ の よ う な 配 列 を 必 要 と す る 。 ホ ー ミ ン グ
エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 巨 大 な 非 対 称 の 認 識 部 位 （ １ ２ ～ ４ ０ 塩 基 対 ） お よ び イ ン ト ロ ン
（ Ｄ Ｎ Ａ ） ま た は イ ン テ イ ン （ タ ン パ ク 質 ） の い ず れ か に 通 常 は 包 埋 さ れ た コ ー ド 配 列 を
有 す る 稀 な 二 本 鎖 Ｄ Ｎ ア ー ゼ で あ る 。 制 限 酵 素 は 、 平 滑 末 端 ま た は オ ー バ ー ハ ン グ を 有 す
る 粘 着 末 端 の い ず れ か が 残 存 す る 切 断 物 を 作 製 す る こ と が で き る 。 粘 着 末 端 フ ラ グ メ ン ト
を 、 最 初 に 切 断 さ れ た フ ラ グ メ ン ト だ け で な く 、 適 合 可 能 な 付 着 末 端 ま た は 粘 着 末 端 を 有
す る 任 意 の 他 の フ ラ グ メ ン ト と ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と が で き る 。 こ の よ う な も の と し て
、 異 な る 酵 素 に よ っ て 産 生 さ れ た 末 端 も 適 合 可 能 で あ る 。 し た が っ て 、 粘 着 末 端 を 、 ラ イ
ゲ ー シ ョ ン す る こ と が で き る 末 端 と も い う こ と が で き る 。 多 数 の Ｉ Ｉ 型 制 限 酵 素 は 、 回 文
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 切 断 す る 。 制 限 酵 素 が 非 縮 重 回 文 切 断 部 位 を 有 す る 場 合 、 産 生 さ れ る 全 末 端
は 適 合 可 能 で あ る 。 「 回 文 」 配 列 は 、 一 方 の 鎖 上 の 配 列 が 相 補 鎖 上 の 配 列 を 反 対 方 向 に 読
む 配 列 で あ る 。 そ の よ う な も の と し て 、 そ の 末 端 が 結 合 し （ ｍ ａ ｔ ｅ ） 、 核 酸 鎖 が 自 己 環
状 化 す る よ う な 回 文 付 着 末 端 が 得 ら れ る よ う に 核 酸 鎖 を 処 理 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 文
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脈 中 で の 「 回 文 」 の 意 味 は 、 そ の 言 葉 遣 い と は 異 な る 。 例 え ば 、 配 列 GTAATGは 回 文 Ｄ Ｎ Ａ
配 列 で は な く 、 配 列 GTATACは 回 文 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 で あ る 。 付 着 末 端 ま た は 粘 着 末 端 を 遊 離 す る
制 限 酵 素 の 例 に は 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 、 お よ び Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ が 含 ま れ る 。 平 滑 末
端 、 非 付 着 末 端 、 ま た は 非 粘 着 末 端 を 遊 離 す る 制 限 酵 素 の 例 に は 、 Ｂ ｓ ｅ Ｒ １ お よ び Ａ ｌ
ｕ Ｉ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド － ヌ ク レ オ シ ド の リ ン 酸 エ ス テ ル ； 核 酸 （ Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ） の 基 本 構
造 単 位 。 ヌ ク レ オ チ ド は 塩 基 対 を 形 成 す る － ２ つ の 鎖 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 ま た は Ｒ Ｎ Ａ 分
子 の 相 補 鎖 を 連 結 す る 水 素 結 合 に よ っ て 結 合 し た 化 学 塩 基 対 の １ つ ； 塩 基 対 は 、 Ｄ Ｎ Ａ で
は 、 ア デ ニ ン と チ ミ ン と の 対 お よ び グ ア ニ ン と シ ト シ ン と の 対 、 Ｒ Ｎ Ａ で は ア デ ニ ン と ウ
ラ シ ル の 対 お よ び グ ア ニ ン と シ ト シ ン と の 対 で あ る 。 ヌ ク レ オ チ ド の 短 い 鎖 を 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド と い い 、 よ り 長 い 鎖 を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と い う 。 ヌ ク レ オ チ ド を 、 他 の ヌ ク レ
オ チ ド と 結 合 す る か 鎖 状 体 形 成 す る こ と が で き る 。 用 語 「 ヌ ク レ オ チ ド 」 を 、 用 語 「 核 酸
」 と 交 換 可 能 に 使 用 す る こ と が で き る 。 核 酸 ス ト レ ッ チ は 、 ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 を 有
す る 。 核 酸 ス ト レ ッ チ の 末 端 領 域 を 、 そ れ ぞ れ ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 と い う こ と が で き
る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端 ま た は ３ ’ 末 端 を 使 用 し て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 実 際 の
５ ’ 末 端 ま た は ３ ’ 末 端 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 任 意 の 領 域 、 フ ラ グ メ ン ト 、 ま た は 全
片 が 含 ま れ る こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 コ ン カ テ マ ー － 末 端 と 末 端 が 連 結 し た 少 な く と も ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー 配 列 か ら
構 成 さ れ 、 任 意 選 択 的 に 、 リ ン カ ー ま た は ス ペ ー サ ー に よ っ て 分 離 し て い る 。 本 発 明 の 目
的 の た め に 、 コ ン カ テ マ ー は 、 本 発 明 の 方 法 に し た が っ て 調 製 さ れ た 少 な く と も ２ つ の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ク ロ ー ン 、 ク ロ ー ニ ン グ － 一 方 の 生 物 由 来 の ヌ ク レ オ チ ド （ 遺 伝 子 な ど ） を 他 方 の 生 物
に 導 入 す る こ と お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 操 作 技 術 に よ る 複 製 ヌ ク レ オ チ ド 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー － 通 常 、 １ つ ま た は 複 数 の プ ラ ス ミ ド 中 に 含 ま れ る 、 ク ロ ー ン 化 し た 核 酸
配 列 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 集 団 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ベ ク タ ー － バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド 、 ま た は 一 方 の 細 胞 か ら 他 方 の 細 胞 に 遺 伝
物 質 を 導 入 す る 他 の 因 子 (agent)。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 得 る 、 由 来 す る － 材 料 に 一 定 の 所 望 の 特 徴 を 付 与 す る た め に 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 な ど
の 生 体 材 料 に 対 し て 分 子 生 物 学 お よ び 遺 伝 子 工 学 な ら び に 操 作 技 術 を 使 用 す る こ と 。 用 語
「 得 る 」 お よ び 「 由 来 す る 」 を 、 本 発 明 で 交 換 可 能 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 増 幅 － 核 酸 コ ピ ー 数 の 増 加 。 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る １ つ の 方 法 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖
反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） で あ る 。 当 業 者 に 公 知 の 他 の 増 幅 方 法 も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ま た は 形 質 転 換 － 外 来 分 子 を 細 胞 に 移 入 す る た め の 任 意 の 方 法 。
リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 送 達 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ
ン 、 お よ び 遺 伝 子 銃 形 質 転 換 は 、 使 用 す る こ と が で き る 技 術 の ほ ん の 一 例 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ク ロ マ チ ン － 細 胞 核 に お い て 、 塩 基 性 色 素 で 容 易 に 染 色 さ れ 、 凝 縮 さ れ て 細 胞 分 裂 中 に
染 色 体 を 形 成 す る 核 酸 と タ ン パ ク 質 （ 主 に 、 ヒ ス ト ン ） と の 複 合 体 。 ク ロ マ チ ン は 、 核 酸
－ タ ン パ ク 質 複 合 体 の 例 で あ る 。 染 色 体 領 域 は 、 同 一 ま た は 異 な る 染 色 体 上 の い ず れ か の
他 の 領 域 と 相 互 作 用 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 相 互 作 用 事 象 は 、 染 色 体 間 事 象 ま た
は 染 色 体 内 事 象 で あ っ て よ く 、 関 連 領 域 で の 遺 伝 物 質 の 再 整 列 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
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　 ト ラ ン ス フ ュ ー ジ ョ ン － 新 規 の キ メ ラ 転 写 物 を 形 成 す る Ｒ Ｎ Ａ プ ロ セ シ ン グ レ ベ ル で の
遺 伝 情 報 の 再 整 列 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 転 座 － ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ レ ベ ル で の 遺 伝 情 報 の 再 整 列 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 － 遺 伝 物 質 と タ ン パ ク 質 （ ク ロ マ チ ン 中 ま た は 転 写 因 子 が 核 酸
ス ト レ ッ チ に 結 合 し た 場 合 に 見 出 さ れ る タ ン パ ク 質 な ど ） と の 相 互 作 用 。 Ｄ Ｎ Ａ － タ ン パ
ク 質 － Ｄ Ｎ Ａ （ Ｄ Ｐ Ｄ ） 複 合 体 は 、 タ ン パ ク 質 が 目 的 の 核 酸 （ Ｄ Ｎ Ａ ） の ２ つ の ス ト レ ッ
チ 間 に 結 合 す る よ り 特 異 的 な 構 造 で あ る 。 Ｄ Ｎ Ａ な ど の 核 酸 の ス ト レ ッ チ を 、 タ グ ま た は
同 定 可 能 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と な る よ う に 操 作 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 タ グ 、 タ グ － リ ン カ ー 構 造 － タ グ ま た は サ イ ン (signature)は 、 同 定 可 能 な 核 酸 配 列 で
あ り 、 任 意 の 連 続 Ｄ Ｎ Ａ 領 域 由 来 の ５ ’ ま た は ３ ’ の 最 も 末 端 の 核 酸 配 列 （ 末 端 ； 通 常 、
１ ８ ～ ２ ０ ｂ ｐ ） の い ず れ か を い う か 、 タ グ は 、 ５ ’ ま た は ３ ’ の 最 も 末 端 の 核 酸 配 列 ま
た は 任 意 の 連 続 Ｄ Ｎ Ａ 領 域 の 末 端 を 含 む こ と が で き る 。 リ ン カ ー は 、 人 工 核 酸 配 列 で あ る
。 し た が っ て 、 タ グ － リ ン カ ー － タ グ 構 造 は 、 リ ン カ ー が ２ つ の タ グ の 間 に リ ン カ ー が 挿
入 さ れ た 核 酸 の 整 列 で あ る 。 別 の 可 能 な 整 列 は 、 リ ン カ ー が タ グ に 隣 接 し た （ す な わ ち 、
少 な く と も １ つ の タ グ の 上 流 お よ び ／ ま た は 下 流 に 配 置 し た ） リ ン カ ー － タ グ － タ グ － リ
ン カ ー で あ る 。 用 語 「 タ グ 」 お よ び 「 サ イ ン 」 を 、 本 発 明 で 交 換 可 能 に 使 用 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ジ タ グ （ ｄ ｉ ｔ ａ ｇ ） － ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 短 い （ 通 常 、 １ ２ ～ ６ ０ ｂ ｐ ） 核 酸 フ ラ グ
メ ン ト 由 来 の 末 端 タ グ ま た は サ イ ン 。 ジ タ グ を 、 米 国 特 許 出 願 番 号 20050255501お よ び ／
ま た は 同 第 20050059022号 （ そ の 内 容 が 本 明 細 書 中 で 参 照 す る こ と に よ り 組 み 込 ま れ る ）
に し た が っ て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 配 列 決 定 － 生 体 高 分 子 （ こ の 場 合 、 核 酸 ） の 構 成 要 素 の 順 序 を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ
る 方 法 。 使 用 さ れ る 配 列 決 定 技 術 に は 、 Sanger法 お よ び そ の 修 正 形 態 な ら び に ピ ロ シ ー ケ
ン ス ま た は 配 列 決 定 の 「 ４ ５ ４ 法 」 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 以 下 の 説 明 で は 、 本 発 明 の 実 施 形 態 を 説 明 す る た め に 、 詳 細 、 特 定 の 量 、 お よ び パ ラ メ
ー タ ー を 示 す 。 し か し 、 こ の よ う な 詳 細 を 用 い る こ と な く 本 発 明 を 実 施 す る こ と が で き る
こ と が 当 業 者 に 明 ら か な は ず で あ る 。 詳 細 の う ち の い く つ か は 、 本 発 明 を 曖 昧 に し な い た
め に 、 長 々 と は 説 明 し て い な い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 の た め の 本 発 明 の 方 法 の 実 施 の た め に 、 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 を 実 施 す
る 目 的 の た め に 開 示 し た 任 意 の 説 明 も 使 用 す る こ と が で き 、 こ れ は 、 本 明 細 書 中 で 参 照 す
る こ と に よ り 組 み 込 ま れ る 。 特 に 、 技 術 、 試 薬 、 実 験 条 件 、 制 限 部 位 、 酵 素 、 ベ ク タ ー 、
お よ び プ ラ イ マ ー な ど 。 特 に 、 ど の よ う に し て 他 の 実 施 形 態 の た め に 開 示 さ れ た 技 術 お よ
び 材 料 を 本 発 明 の 実 施 形 態 に 適 用 す る の か に つ い て は 、 当 業 者 に 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 当 業 者 は 、 本 明 細 書 中 で 詳 細 に 教 示 し て い な い 技 術 を 、 Molecular Cloning:A Laborato
ry Manual by Sambrook and Russell,Third Edition,2001,published by Cold Spring Ha
rbor Laboratory Pressな ど の 標 準 的 な 分 子 生 物 学 の 参 考 図 書 で 見 出 す こ と が で き る こ と
を 認 識 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
［ 説 明 ］
　 本 発 明 は 、 核 酸 複 合 体 、 特 に 、 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 由 来 の 少 な く と も １ つ の 核 酸 配
列 ま た は フ ラ グ メ ン ト を 検 出 、 同 定 、 お よ び ／ ま た は 調 製 す る 新 規 の 方 法 に 関 す る 。 特 に
、 本 発 明 の 方 法 は 、 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 由 来 の 少 な く と も ２ つ の 核 酸 配 列 ま た は フ ラ
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グ メ ン ト を 検 出 、 同 定 、 お よ び ／ ま た は 調 製 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド お よ び ／ ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン カ テ マ ー を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 １ つ の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 ク ロ マ チ ン 相 互 作 用 分 析 （ Ｃ Ｉ Ａ ） 法 を 提 供 す る 。 Ｃ
Ｉ Ａ は 、 ｄ ｅ 　 ｎ ｏ ｖ ｏ で の 遠 位 調 節 領 域 お よ び 染 色 体 間 相 互 作 用 に 関 す る 新 規 の 情 報 を
捕 捉 す る た め に デ ザ イ ン さ れ て い る 。 本 方 法 は 、 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 （ ヒ ス ト ン
な ど ） に よ っ て 媒 介 さ れ る 長 距 離 お よ び 異 な る 染 色 体 間 の ク ロ マ チ ン 相 互 作 用 事 象 を 同 定
す る よ う に デ ザ イ ン さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 こ の よ う な Ｄ Ｎ Ａ 連 結 点 を 検 出 す る た め の Ｃ Ｉ Ａ 法 の ２ つ の 実 施 形 態 （ す な わ ち 、 ２ つ
の ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た 各 Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト か ら １ つ の タ グ サ イ ン （ 約 ２ ０ ｂ ｐ ） を 抽 出
し て 「 タ グ １ － リ ン カ ー － タ グ ２ 」 （ 「 第 １ の タ グ － リ ン カ ー － 第 ２ の タ グ 」 と も 呼 ば れ
る ） 対 合 末 端 ジ タ グ （ Ｐ Ｅ Ｔ ） 構 造 を 形 成 す る Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ 法 （ 図 １ ） お よ び 「 Ｐ Ｅ Ｔ
１ － リ ン カ ー － Ｐ Ｅ Ｔ ２ 」 構 造 （ い わ ゆ る 、 ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ ） 中 の ２ つ の 関 連 Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ
ン ト を 示 す た め に ２ つ の 対 合 末 端 ジ タ グ （ Ｐ Ｅ Ｔ ） を 得 る Ｃ Ｉ Ａ － ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ 法 （ 図 ２ ）
） を 本 発 明 で 提 供 す る 。 Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ お よ び Ｃ Ｉ Ａ － ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ の タ グ を 、 「 ４ ５ ４ 」
ピ ロ シ ー ケ ン ス 法 な ど の 多 重 配 列 決 定 技 術 を 使 用 し て 直 接 配 列 決 定 す る こ と が で き る か 、
従 来 の 配 列 決 定 法 を 使 用 し た ク ロ ー ニ ン グ お よ び 配 列 決 定 の た め に 鎖 状 体 形 成 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 少 な く と も １ つ の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 調 製 方 法 で あ っ て
、
　 （ ａ ） 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 を 供 す る 工 程 と 、
　 （ ｂ ） 少 な く と も １ つ の 第 １ の タ グ お よ び 少 な く と も １ つ の 第 ２ の タ グ を 含 む オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 調 製 す る 工 程 で あ っ て 、 第 １ の タ グ お よ び 第 ２ の タ グ が 核 酸 － タ ン パ ク 質 複
合 体 か ら 得 ら れ る 工 程 と 、
　 （ ｃ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 単 離 す る 工 程 と 、
を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 第 １ の タ グ を 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 る こ と が で き 、 第 ２ の タ グ を 第 ２ の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド か ら 得 る こ と が で き 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 工 程 （ ｂ ） が 、
　 （ ｉ ） 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 含 む 少 な く と も １ つ の リ ン カ ー を 挿 入 す
る 工 程 と 、
　 （ ｉ ｉ ） 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 リ ン カ ー 中 の 少 な
く と も １ つ の 制 限 部 位 を 認 識 す る 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 で 切 断 し て 、 第 １ の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド か ら 得 た 第 １ の タ グ 、 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 た 第 ２ の タ グ 、 お よ び リ ン
カ ー を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 形 成 す る 工 程 と
を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 特 に 、 工 程 （ ｂ ） が 、
　 （ ｉ ） 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 含 む 少 な く と も １ つ の リ ン カ ー を 、 複 合
体 の 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 に 挿 入 す る 工 程 と 、
　 （ ｉ ｉ ） 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 各 制 限 部 位 を 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端
お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 末 端 に 付 加 す る 工 程 と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 少 な く と も １ つ の
認 識 部 位 を 認 識 す る 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 で 切 断 し て 切 断 フ ラ グ メ ン ト を 得 る 工 程 と
、
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　 （ ｉ ｖ ） 切 断 フ ラ グ メ ン ト を ラ イ ゲ ー シ ョ ン し て 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 た 第
１ の タ グ 、 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 た 第 ２ の タ グ 、 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端
お よ び ３ ’ 末 端 を 含 む タ グ 、 お よ び タ グ の 間 に 挿 入 さ れ た リ ン カ ー を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド を 形 成 す る 工 程
と を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 由 来 の 少 な く と も ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検
出 お よ び ／ ま た は 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 を 供 す る 工 程 と 、
　 （ ｂ ） 少 な く と も １ つ の 第 １ の タ グ お よ び 少 な く と も １ つ の 第 ２ の タ グ を 含 む オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 調 製 す る 工 程 で あ っ て 、 第 １ の タ グ が 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ 、
第 ２ の タ グ が 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら 得 ら れ る 工 程 と 、
　 （ ｃ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 配 列 決 定 す る 工 程 と 、
　 （ ｄ ） 配 列 に 基 づ い て 少 な く と も ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を マ ッ ピ ン グ し 、 そ れ に よ り
、 少 な く と も ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 お よ び ／ ま た は 同 定 す る 工 程 と
を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 リ ン カ ー 配 列 は 、 各 末 端 に ２ つ の Ｉ Ｉ 型 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 保 有 す る （ 図 ２ お よ び ４
） 。 そ れ に よ り 、 Ｉ Ｉ 型 制 限 消 化 後 に 、 各 タ グ 配 列 サ イ ン の 各 々 （ 約 ２ ０ ｂ ｐ ） を 、 ２ つ
の 連 結 Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト か ら 切 り 出 し て タ グ － リ ン カ ー － タ グ 構 造 （ こ の 構 造 は 、 一 方
の タ グ は 染 色 体 の １ つ の Ｄ Ｎ Ａ 領 域 を 示 す 一 方 で 、 他 の タ グ は 同 一 染 色 体 上 の 離 れ た 領 域
の 遺 伝 子 座 ま た は 異 な る 染 色 体 中 の 遺 伝 子 座 を 示 す 。 ） を 形 成 す る こ と が で き る 。 こ の 対
合 末 端 ジ タ グ 構 造 を 、 「 Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ 」 と い い 、 よ り 長 い Ｄ Ｎ Ａ ス ト レ ッ チ へ の 鎖 状 体
形 成 (concatenation)に よ っ て 有 効 に 配 列 決 定 す る こ と が で き る か 、 配 列 決 定 に よ っ て 直
接 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 あ る い は 、 リ ン カ ー 配 列 を ２ つ の タ グ に 隣 接 さ せ て 、 リ ン カ ー － タ グ － タ グ － リ ン カ ー
構 造 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 こ の 方 法 で は 、 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 （ 未 変 性 の Ｄ Ｎ Ａ － タ ン パ ク 質 － Ｄ Ｎ Ａ （ Ｄ Ｐ
Ｄ ） 複 合 体 な ど ） を 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 ま た は メ タ ノ ー ル な ど の
適 切 な 固 定 液 に よ っ て 架 橋 す る 。 次 い で 、 架 橋 Ｄ Ｐ Ｄ 複 合 体 を 、 超 音 波 処 理 、 ハ イ ド ロ シ
ャ ー リ ン グ (hydroshearing)(Hydroshear,Gene Machines)、 皮 下 注 射 針 に よ る 引 き 抜 き の
反 復 (repeated drawing)、 ま た は 制 限 酵 素 消 化 に よ っ て 断 片 化 す る こ と が で き る 。 異 な る
染 色 体 に 由 来 す る か 、 距 離 の 長 い Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 、 Ｄ Ｐ Ｄ 複 合 体 中 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ
ン パ ク 質 に よ っ て 繋 留 す る 。 こ れ ら の Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト の う ち の ど の Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン
ト が Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 生 成 す る の か に つ い て の 既 存 の 知 識 ま た は 推 移 を 必 要 と す る ３ Ｃ
技 術 と 異 な り 、 Ｄ Ｐ Ｄ 複 合 体 中 に 結 合 し た 遠 位 関 係 の Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト の 末 端 を 、 ラ イ
ゲ ー シ ョ ン に よ っ て 特 定 の リ ン カ ー で 連 結 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 リ ン カ ー （ 約 ２ ０ ｂ ｐ ） は 、 各 Ｄ Ｐ Ｄ 複 合 体 中 の タ ン パ ク 質 に よ っ て 繋 留 さ れ た 異 な る
Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト の 末 端 を 連 結 す る た め の ２ つ の Ｉ Ｉ 型 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 含 む 。 次
い で 、 ２ つ の 関 連 す る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 連 結 点 を 、 対 合 末 端 ジ タ グ 化 （ Ｐ Ｅ Ｔ
） ス ト ラ テ ジ ー （ 米 国 特 許 出 願 番 号 20050255501号 ） に よ っ て タ グ 化 す る こ と が で き る 。
Ｉ Ｉ ｓ 型 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 が 好 ま し い 。 Ｉ Ｉ 型 制 限 酵 素 に 加 え て 、 任 意 の 他 の 適 切 な 制
限 酵 素 （ Ｉ Ｉ Ｉ 型 ま た は ホ ー ミ ン グ 制 限 酵 素 が 含 ま れ る ） を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 １ つ の 態 様 で は 、 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 （ ヒ ス ト ン な ど
） に よ っ て 媒 介 さ れ る 長 距 離 お よ び 異 な る 染 色 体 間 の ク ロ マ チ ン 相 互 作 用 事 象 を 同 定 す る
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方 法 を 提 供 す る 。 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 少 な く と も １ つ の 第 １ の タ グ お よ び 少 な く と
も １ つ の 第 ２ の タ グ を 含 む 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 第 １ の タ グ が 第 １ の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ 、 第 ２ の タ グ が 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ 、 第 １ の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら 得 ら れ る 、 単 離
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 タ グ は 、 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 中 の ク ロ マ チ ン 領 域 に
対 応 す る 。 こ れ ら の タ グ を 、 ク ロ マ チ ン 相 互 作 用 事 象 の 分 析 、 同 定 、 お よ び ／ ま た は 検 出
の た め に 配 列 決 定 す る こ と が で き る （ 図 ３ お よ び ５ ） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も １ つ の リ ン カ ー を さ ら に 含 む こ と が で き る 。 リ
ン カ ー を タ グ の 間 に 挿 入 す る こ と が で き 、 ま た 、 リ ン カ ー を 少 な く と も １ つ の タ グ の 上 流
お よ び ／ ま た は 下 流 に 配 置 す る こ と が で き る 。 リ ン カ ー は 、 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の
認 識 部 位 を 含 む こ と が で き 、 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 は 非 対 称 で あ っ て よ く
、 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 は Ｉ Ｉ ｓ 型 制 限 酵 素 ま た は ホ ー ミ ン グ 制 限 酵 素 の
認 識 部 位 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 あ る い は 、 少 な く と も １ つ の 第 １ の タ グ は 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 由 来 の ５ ’ 末 端 お よ
び ３ ’ 末 端 を 含 む こ と が で き 、 少 な く と も １ つ の 第 ２ の タ グ は 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 由
来 の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 を 含 む こ と が で き る 。 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と
も １ つ の リ ン カ ー を さ ら に 含 む こ と が で き る 。 リ ン カ ー を タ グ の 間 に 挿 入 す る こ と が で き
、 ま た 、 リ ン カ ー を 少 な く と も １ つ の タ グ の 上 流 お よ び ／ ま た は 下 流 に 配 置 す る こ と が で
き る 。 リ ン カ ー は 、 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 含 む こ と が で き 、 少 な く と も
１ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 は 非 対 称 で あ っ て よ く 、 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位
は Ｉ Ｉ ｓ 型 制 限 酵 素 ま た は ホ ー ミ ン グ 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 リ ン カ ー は 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 切 断 し て 第 １ の タ グ を 得 る こ と が で き る 制 限 酵
素 に よ っ て 認 識 さ れ る 第 １ の 制 限 認 識 部 位 、 お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 切 断 し て 第
２ の タ グ を 得 る こ と が で き る 制 限 酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ る 第 ２ の 制 限 認 識 部 位 を 含 む こ と
が で き る （ 図 １ お よ び ４ ） 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 リ ン カ ー は 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 切 断 し て 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 末 端 を
得 る こ と が で き る 制 限 酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ る 第 １ の 制 限 認 識 部 位 、 お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 切 断 し て 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端 を 得 る こ と が で き る 第 ２ の 制 限
酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ る 第 ２ の 制 限 認 識 部 位 を 含 む こ と が で き る 。 あ る い は 、 リ ン カ ー は
、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 切 断 し て 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端 を 得 る こ と が で
き る 制 限 酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ る 第 １ の 制 限 認 識 部 位 、 お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
切 断 し て 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 末 端 を 得 る こ と が で き る 第 ２ の 制 限 酵 素 に よ っ て
認 識 さ れ る 第 ２ の 制 限 認 識 部 位 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 第 ３ の 認 識 部 位 を 認 識 す る 第 ３ の 制 限 酵 素 に よ っ て さ ら に
切 断 し て 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 末 端 を 得 る こ と が で き 、 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 、 第 ４ の 認 識 部 位 を 認 識 す る 第 ４ の 制 限 酵 素 に よ っ て さ ら に 切 断 し て 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の ５ ’ 末 端 を 得 る こ と が で き 、 少 な く と も １ つ の 第 １ の タ グ は 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ っ て 得 ら れ 、 少 な く と も １ つ の 第
２ の タ グ は 、 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ っ
て 得 ら れ る （ 図 ２ お よ び ６ ） 。 第 １ の 認 識 部 位 お よ び 第 ３ の 認 識 部 位 は 同 一 の 配 列 を 有 す
る こ と が で き 、 第 ２ の 認 識 部 位 お よ び 第 ４ の 認 識 部 位 は 同 一 の 配 列 を 有 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 は 、 ク ロ マ チ ン 構 造 の 一 部 で あ り 得
る 。 目 的 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る 核 酸 フ ラ グ メ ン ト は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 が 、 例 え ば 、 ヒ

10

20

30

40

50

(16) JP 2007-289152 A 2007.11.8



ス ト ン 結 合 部 位 に 結 合 す る 領 域 を 含 む 任 意 の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト で あ り 得 る 。 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド は 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 得 ら れ た Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 、 ク ロ マ チ ン 相 互 作 用 連 結 点 を 局 在 化 す る た め に 基 準 ゲ
ノ ム 配 列 に マ ッ ピ ン グ す る こ と が で き 、 連 結 点 は 、 長 距 離 の 染 色 体 内 （ 同 一 染 色 体 上 ） ま
た は 染 色 体 間 （ 異 な る 染 色 体 上 ） の い ず れ か で あ り 得 る 。 こ の 情 報 を 、 核 内 の 染 色 体 三 次
元 組 織 化 構 造 、 転 写 因 子 に よ っ て 媒 介 さ れ る 長 距 離 お よ び 異 な る 染 色 体 に お け る 遺 伝 子 調
節 の 調 和 、 お よ び 他 の 後 成 的 遺 伝 学 に 関 す る 問 題 の 研 究 の た め に 使 用 す る こ と が で き る （
図 ３ お よ び ５ ） 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 完 全 な ゲ ノ ム 配 列 を 利 用 可 能 で あ る の で 、 全 て の ク ロ マ チ ン 相 互 作 用 の 可 能 性 を 同 定 す
る た め の 全 ゲ ノ ム ア プ ロ ー チ を 開 発 す る こ と が 可 能 で あ る 。 全 ゲ ノ ム タ イ リ ン グ (tiling)
ア レ イ は 、 ゲ ノ ム 調 査 の た め の 魅 力 的 な ア プ ロ ー チ で あ り 、 こ れ は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 中 の
全 ゲ ノ ム を 対 象 と す る た め に ２ ０ ～ ６ ０ 量 体 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を タ イ リ ン グ し 、 生 体
内 容 物 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を ア レ イ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し 、 全 ア レ イ エ レ メ ン ト の ハ イ
ブ リ ッ ド 形 成 シ グ ナ ル 強 度 の プ ロ フ ィ ー ル が 遺 伝 因 子 調 査 の た め の 読 み 出 し 情 報 で あ る 。
タ イ リ ン グ ア レ イ は 、 エ ク ソ ン の 同 定 お よ び Ｃ ｈ Ｉ Ｐ （ Ｃ ｈ Ｉ Ｐ － ｃ ｈ ｉ ｐ ） と 組 み 合 わ
せ た 場 合 の 転 写 因 子 結 合 部 位 の 局 在 化 に 有 用 で あ る こ と が 証 明 さ れ て い る 。 ア レ イ ベ ー ス
の ア プ ロ ー チ は 、 そ の 高 度 な 複 雑 さ お よ び 並 列 性 (parallel nature)に よ っ て 有 効 で あ る
け れ ど 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 ベ ー ス の 検 出 が ク ロ マ チ ン 相 互 作 用 に お け る ２ つ の Ｄ Ｎ Ａ フ ラ
グ メ ン ト の 非 直 線 関 係 を 検 出 す る こ と が で き る と は 考 え ら れ な い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
［ １ つ の 実 施 形 態 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 調 製 ］
　 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 を 、 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 （ Ｃ ｈ Ｉ Ｐ ） に よ っ て 得 る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
［ ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 （ Ｃ ｈ Ｉ Ｐ ） ］
　 Ｃ ｈ Ｉ Ｐ を 使 用 し て 富 化 し 、 そ れ に よ り 、 ヒ ス ト ン お よ び 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 中 の
核 酸 に 結 合 す る こ と が で き る 他 の タ ン パ ク 質 な ど の 特 定 の タ ン パ ク 質 と 会 合 す る ゲ ノ ム 領
域 を 同 定 可 能 で あ る （ Tavermer et al.,Genome Biol.2004.5(3):p.210に 概 説 ） 。 タ ン パ
ク 質 を そ の 相 互 作 用 部 位 で Ｄ Ｎ Ａ と 架 橋 す る こ と を 目 的 と す る 。 培 養 物 中 の 生 き た 細 胞 へ
の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 ま た は メ タ ノ ー ル な ど の 適 切 な 固 定 液 の 直 接
添 加 に よ っ て こ れ を 迅 速 且 つ 有 効 に 行 う 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 次 い で 、 こ れ ら の 固 定 細 胞 の 粗 抽 出 物 を 調 製 し 、 超 音 波 処 理 、 ハ イ ド ロ シ ャ ー リ ン グ 、
皮 下 注 射 針 に よ る 引 き 抜 き の 反 復 、 ま た は 制 限 酵 素 消 化 に よ っ て 、 ク ロ マ チ ン を 、 通 常 、
約 １ ｋ ｂ の 平 均 サ イ ズ に 剪 断 し 、 次 い で 、 目 的 の Ｄ Ｎ Ａ 会 合 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 転 写 因
子 ま た は ヒ ス ト ン ） に 対 し て 惹 起 す る 抗 体 で の 免 疫 沈 降 反 応 で 使 用 す る 。 次 い で 、 各 免 疫
沈 降 で 富 化 し た Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 脱 連 結 し 、 精 製 し 、 種 々 の 方 法 に よ っ て 同 定 す る こ
と が 可 能 で あ る 。 Ｃ ｈ Ｉ Ｐ 使 用 の 利 点 は 、 こ の ア プ ロ ー チ が ク ロ マ チ ン お よ び 他 の ヒ ス ト
ン タ ン パ ク 質 の 迅 速 な 架 橋 に よ っ て イ ン ビ ボ 遺 伝 子 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク を 「 フ リ ー ズ 」 し 、
そ れ に よ り 、 例 え ば 、 異 種 発 現 に よ っ て 課 さ れ る 人 工 産 物 を 含 ま な い 、 調 節 系 の 「 真 の 」
姿 (picture)を い つ で も 示 す 理 論 を 得 る こ と が で き る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 最 近 、 Ｃ ｈ Ｉ Ｐ は 、 全 ゲ ノ ム (Lieb et al.,Nat Genet,2001,28(4):p.327-34)、 全 染 色
体 (Euskirchen et al.,MolCell Biol.2004.24(9):p.3804-14)、 お よ び Ｃ ｐ Ｇ 島 (Weinmann
 et al.,Genes Dev,2002.16(2):p.235-44)、 ま た は 転 写 因 子 結 合 部 位 （ Ｔ Ｆ Ｂ Ｓ ） な ど の
タ ン パ ク 質 結 合 部 位 の ゲ ノ ム レ ベ ル で 局 在 化 す る こ と が で き る 見 込 み が あ る 「 Ｃ ｈ Ｉ Ｐ －
ｃ ｈ ｉ ｐ 」 ま た は 「 Ｃ ｈ Ｉ Ｐ － ｏ ｎ － ｃ ｈ ｉ ｐ 」 ア プ ロ ー チ （ Buck and Lieb,2004に 概 説
） に お け る マ イ ク ロ ア レ イ と 組 み 合 わ さ れ て い る 。 こ の ア プ ロ ー チ の 実 用 性 は 酵 母 な ど の
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小 さ な ゲ ノ ム で 証 明 さ れ て い る 一 方 で (Lieb et al.,Nat Genet,2001,28(4):p.327-34)、
よ り 複 雑 な 生 物 の 全 ゲ ノ ム マ イ ク ロ ア レ イ の 産 生 の 費 用 お よ び 複 雑 さ が 依 然 と し て 制 限 要
因 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 Ｃ ｐ Ｇ 島 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 Ｃ ｐ Ｇ 含 有 量 が 高 い ヒ ト ゲ ノ ム フ ラ グ メ ン ト を 含 む 。 Ｃ ｐ
Ｇ 島 は し ば し ば プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 対 応 す る の で (Antequera and Bird,Proc Natl Acad S
ci USA,1993.90(24):p.11995-9)、 こ の よ う な マ イ ク ロ ア レ イ は 妥 協 案 と な り え る 。 し か
し 、 推 定 タ ン パ ク 質 結 合 部 位 の 位 置 は 、 依 然 と し て 、 ア レ イ 上 に ス ポ ッ ト さ れ た Ｃ ｐ Ｇ リ
ッ チ プ ロ ー ブ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 上 流 お よ び 下 流 （ こ れ が 超 音 波 処 理 さ れ た Ｃ ｈ Ｉ Ｐ フ ラ グ
メ ン ト の お お よ そ の サ イ ズ で あ る の で 、 通 常 、 １ ～ ２ ｋ ｂ ） の 試 験 に よ っ て 間 接 的 に 推 測
し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 代 替 法 と し て 、 Ｃ ｈ Ｉ Ｐ 富 化 Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 配 列 決 定 が 以 前
に 試 み ら れ て き た が 、 少 し の 成 功 し か お さ め ら れ て い な い 。 全 ゲ ノ ム の 高 バ ッ ク グ ラ ウ ン
ド に 対 し て Ｃ ｈ Ｉ Ｐ 富 化 の 標 的 が 得 ら れ る こ と が 問 題 で あ る 。 特 異 的 標 的 が １ ０ ０ 倍 富 化
さ れ て い る 場 合 で さ え も 、 依 然 と し て Ｃ ｈ Ｉ Ｐ ラ イ ブ ラ リ ー 中 に 小 フ ラ ク シ ョ ン の ク ロ ー
ン し か 認 め ら れ ず 、 こ の こ と が 標 準 的 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 を 非 常 に 高 額 な 解 決 法 に し て い る
。 し た が っ て 、 こ れ ら の 環 境 下 で の Ｃ ｈ Ｉ Ｐ ク ロ ー ン の 配 列 決 定 は 、 富 化 標 的 の 同 定 の た
め の 良 好 な ア プ ロ ー チ で は な い 。 遺 伝 子 発 の 連 続 分 析 (Serial Analysis of Gene Express
ion)(SAGE)お よ び 大 量 並 行 サ イ ン 配 列 決 定 (Massively Parallel Signature Sequencing(M
PSS))(Brenner et al.,Nat Biotechnol,2000.18(6):p.630-4)に よ り 、 Ｃ ｈ Ｉ Ｐ 富 化 の 検
出 の た め の 有 用 な 定 量 ツ ー ル と し て も 示 唆 さ れ て お り 、 基 本 原 理 は 、 Ｃ ｈ Ｉ Ｐ 富 化 Ｄ Ｎ Ａ
フ ラ グ メ ン ト か ら 生 成 さ れ た タ グ が 非 特 異 的 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド と 比 較 し て 多 数 存 在 す る こ
と で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 次 い で 、 こ れ ら の タ グ を 、 目 的 の 一 般 的 領 域 の 同 定 の た め に 、 ゲ ノ ム 配 列 に マ ッ ピ ン グ
す る こ と が で き る （ す な わ ち 、 １ ～ ２ ｋ ｂ （ 超 音 波 処 理 フ ラ グ メ ン ト を 示 す ） ） 。 ２ ０ ｂ
ｐ の Ｓ Ａ Ｇ Ｅ タ グ お よ び Ｍ Ｐ Ｓ Ｓ タ グ は 、 ほ と ん ど の 場 合 、 特 定 の ゲ ノ ム の 位 置 を 定 義 す
る の に 十 分 に 特 異 的 な は ず で あ る に も か か わ ら ず 、 ゲ ノ ム に マ ッ ピ ン グ す る 場 合 、 タ グ の
約 １ ～ ２ ｋ ｂ 上 流 お よ び 下 流 の 全 配 列 を 依 然 と し て 試 験 し な け れ ば な ら な い 。 こ れ は 、 Ｃ
ｐ Ｇ 島 マ イ ク ロ ア レ イ ア プ ロ ー チ が 直 面 す る 問 題 と 同 一 で あ る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 方 法 を
使 用 し て 完 全 に 対 象 と す る た め に は 、 必 須 の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 （ マ ッ ピ ン グ － 酵 素 部 位
） の 利 用 可 能 性 に 依 存 し 、 認 識 部 位 が 一 定 の ゲ ノ ム の 位 置 に 存 在 し な い 場 合 、 特 定 の タ グ
が 対 応 す る Ｃ ｈ Ｉ Ｐ フ ラ グ メ ン ト か ら 喪 失 し て い る の で 、 こ の 位 置 は 、 ゲ ノ ム 内 の 「 盲 点
」 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 上 記 の 問 題 か ら 、 ゲ ノ ム レ ベ ル の 転 写 調 節 分 析 を 容 易 に す る た め に 必 要 な の は 、 全 ゲ ノ
ム ア レ イ の 代 替 法 と し て 、 タ ン パ ク 質 結 合 領 域 に 隣 接 す る 核 酸 配 列 を 正 確 且 つ 迅 速 に 特 定
す る 方 法 で あ る こ と が 明 ら か で あ る 。 こ れ に 関 し て 、 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ た 新 規 の ア
プ ロ ー チ は 、 以 下 の い く つ か の 利 点 を 有 す る 。 （ ｉ ） 各 タ グ が ５ ’ お よ び ３ ’ サ イ ン に 含
ま れ る 連 続 Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト に 由 来 す る こ と が 既 に 公 知 で あ る の で 、 本 発 明 の １ つ の 方 法
に よ っ て 生 成 さ れ た タ グ 配 列 が よ り 高 い マ ッ ピ ン グ 特 異 性 を 示 す 。 こ の 情 報 に よ っ て 目 的
の ゲ ノ ム 領 域 の 正 確 な 局 在 化 が 容 易 に な り 、 標 準 的 な Ｓ Ａ Ｇ Ｅ タ グ ま た は Ｍ Ｐ Ｓ Ｓ タ グ の
上 流 お よ び 下 流 の 配 列 を お よ そ １ ～ ２ ｋ ｂ 毎 に 繰 り 返 し 試 験 す る 必 要 性 が 回 避 さ れ る 。 （
ｉ ｉ ） し た が っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 マ ッ ピ ン グ － 酵 素 部 位 の 存 在 の た め の い か な る 要 件
と も 無 関 係 で あ る 。 （ ｉ ｉ ｉ ） 配 列 決 定 前 の タ グ の 鎖 状 体 形 成 は 、 １ 回 の 配 列 決 定 の 読 み
取 り で 数 個 の タ グ を 同 定 す る こ と が で き る こ と を 意 味 す る 。 （ ｉ ｖ ） し た が っ て 、 こ の ク
ラ ス タ ー 中 の マ ッ ピ ン グ さ れ た 全 タ グ に 共 通 の （ す な わ ち 、 重 複 し た ） 領 域 に よ り 、 問 題
の 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 に 関 与 す る Ｄ Ｎ Ａ 領 域 が 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
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［ タ グ お よ び ジ タ グ ］
　 本 出 願 の 目 的 の た め に 、 タ グ は 、 核 酸 分 子 か ら 得 ら れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は サ イ ン
で あ り 、 タ グ が 得 ら れ る か 由 来 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 当 す る 。 収 縮 す る か 相 当 す る こ
と が 意 図 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、
ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 で は 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 に 存 在 す る ２ つ の タ グ を 、 そ れ ぞ れ 、 ジ タ
グ と 呼 ぶ こ と も で き る 。 タ グ と 同 様 に 、 ジ タ グ は 、 由 来 す る か 相 当 す る 元 の 核 酸 分 子 よ り
も 短 い 。 好 ま し く は 、 ジ タ グ は 、 元 の 核 酸 分 子 よ り も 短 く な け れ ば な ら な い 。 「 収 縮 」 の
結 果 と し て 、 ジ タ グ は 、 本 質 的 に 、 元 の 核 酸 分 子 の ５ ’ 末 端 領 域 （ ５ ’ タ グ と し て も 示 さ
れ る ） お よ び ３ ’ 末 端 領 域 （ ３ ’ タ グ と し て も 示 さ れ る ） の い ず れ か ま た は 両 方 を 含 む こ
と が で き る 。 し た が っ て 、 最 初 は ５ ’ タ グ お よ び ３ ’ タ グ の 間 ま た は 内 側 に 存 在 す る 元 の
核 酸 分 子 の 一 部 は 、 ジ タ グ 中 に 含 ま れ な い 。 本 発 明 の ジ タ グ は 、 元 の 核 酸 分 子 の ほ と ん ど
の 有 益 な 特 徴 （ す な わ ち 、 核 酸 の 出 発 サ イ ン お よ び 終 結 サ イ ン ） を 保 持 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ジ タ グ を 形 成 す る ５ ’ タ グ お よ び ３ ’ タ グ は 、 同 一 ま た は 異 な る サ イ ズ を 有 す る こ と が
で き る 。 好 ま し く は 、 こ れ ら は 、 同 数 の ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 。 ジ タ グ は 、 任 意 の サ イ ズ
で あ っ て よ い が 、 由 来 す る 親 配 列 の サ イ ズ よ り 有 意 義 且 つ 有 利 で あ る 必 要 が あ る 。 タ グ ま
た は ジ タ グ の 好 ま し い サ イ ズ は 、 ゲ ノ ム の 複 雑 さ に よ っ て 決 定 さ れ る 。 細 菌 ゲ ノ ム に つ い
て は 、 約 ８ ｂ ｐ ～ 約 １ ６ ｂ ｐ の タ グ が 十 分 で あ り 得 る の に 対 し て 、 ヒ ト ゲ ノ ム の よ う な 複
雑 な ゲ ノ ム に つ い て は 、 １ ６ ～ ２ ０ ｂ ｐ の タ グ （ 言 い 換 え れ ば 、 ３ ２ ～ ４ ０ ｂ ｐ の ジ タ グ
） と 見 な す こ と が で き る 。 一 般 に 、 ジ タ グ の サ イ ズ は 、 約 １ ２ ～ ６ ０ ｂ ｐ で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 出 願 の 目 的 の た め に 、 用 語 「 ５ ’ 末 端 (terminus)」 、 「 ５ ’ 末 端 (end)」 、 お よ び 「
５ ’ タ グ 」 は 、 互 い に 等 価 で あ り 、 交 換 可 能 に 使 用 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 用 語 「 ３
’ 末 端 (terminus)」 、 「 ３ ’ 末 端 (end)」 、 お よ び 「 ３ ’ タ グ 」 は 、 互 い に 等 価 で あ り 、
交 換 可 能 に 使 用 す る こ と が で き る 。 減 少 ま た は 相 当 す る こ と を 意 図 す る 核 酸 分 子 内 の 元 の
核 酸 分 子 ま た は 一 部 で は 、 ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 は 、 そ れ ぞ れ 、 先 端 に 最 も 近 い 領 域 ま
た は 部 分 お よ び 分 子 の 中 央 領 域 か ら 最 も 遠 い 領 域 ま た は 部 分 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 に よ れ ば 、 ジ タ グ 中 に 含 ま れ る ５ ’ タ グ お よ び ３ ’ タ グ は 、 そ れ ぞ
れ 、 減 少 す る か 相 当 す る こ と が 意 図 さ れ る 核 酸 分 子 ま た は そ の 一 部 の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’
末 端 に 最 も 近 い 制 限 酵 素 に よ っ て 切 断 さ れ た 分 子 領 域 で あ る 。 し た が っ て 、 ジ タ グ の サ イ
ズ を 、 使 用 す る 制 限 酵 素 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 少 な く と も １ つ の 第 １ の タ グ お よ び 少 な く と も １ つ の 第 ２ の タ
グ を 含 む 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 第 １ の タ グ が
第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ 、 第 ２ の タ グ が 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ 、
第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら 得
ら れ る 、 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 タ グ の 間 に 挿 入 さ
れ た 少 な く と も １ つ の リ ン カ ー を さ ら に 含 む こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、
タ グ に 隣 接 さ せ る た め に 挿 入 さ れ た 少 な く と も １ つ の リ ン カ ー を さ ら に 含 む こ と が で き る
（ す な わ ち 、 少 な く と も １ つ の リ ン カ ー を 、 少 な く と も １ つ の タ グ の 上 流 お よ び ／ ま た は
下 流 に 配 置 す る こ と が で き る ） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
［ リ ン カ ー ］
　 特 に 、 各 リ ン カ ー は 、 少 な く と も １ つ の 第 １ の 制 限 部 位 お よ び 少 な く と も １ つ の 第 ２ の
隣 接 制 限 部 位 を 少 な く と も 含 む こ と が で き る 。 し た が っ て 、 各 リ ン カ ー 中 に 存 在 す る 制 限
部 位 数 は 、 １ つ ま た は 複 数 、 好 ま し く は 、 ２ つ で あ り 得 る 。 制 限 部 位 は 、 非 対 称 の 制 限 部
位 で あ り 得 る 。 非 対 称 の 制 限 部 位 の 例 は 、 ホ ー ミ ン グ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 非 対 称 認 識 部 位
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お よ び い く つ か の Ｉ Ｉ 型 （ ま た は ク ラ ス Ｉ Ｉ ） 認 識 部 位 で あ る 。 そ の 認 識 部 位 の 片 側 を 切
断 す る Ｉ Ｉ ｓ 型 制 限 酵 素 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 し か し 、 当 分 野 で 公 知 の 任 意 の 認 識 部 位 を 使 用 す る こ と が で き る 。 核 酸 分 子 内 の 少 な く
と も １ つ の 認 識 部 位 を 認 識 し 、 且 つ 使 用 す る こ と が で き る 制 限 酵 素 は 、 当 業 者 に 明 ら か で
あ る （ 例 え ば 、 Current Protocols in Molecular Biology,Vol.2,1995,Ed.Ausubel,et al
.Greene Publish.Assoc.& Wiley Interscience,Unit 3.1.15;New England Biolabs Catal
og,2005を 参 照 の こ と ） 。 可 能 な 制 限 部 位 お よ び こ れ ら を 認 識 す る 対 応 制 限 酵 素 の リ ス ト
を 以 下 に 報 告 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 例 と し て 、 制 限 部 位 を 認 識 す る 制 限 酵 素 を 、 本 発 明 の ジ タ グ の 調 製 の た め に 使 用 す る こ
と が で き る 。 特 に 、 Ｉ Ｉ ｓ 型 酵 素 （ 例 え ば 、 Ｍ ｍ ｅ Ｉ ） 。 Ｍ ｍ ｅ Ｉ を 使 用 す る 場 合 、 こ の
酵 素 は 、 減 少 す る こ と が 意 図 さ れ る 核 酸 分 子 に 隣 接 す る ２ つ の ア ダ プ タ ー の そ れ ぞ れ の 内
側 の 配 列 を 認 識 す る が 、 核 酸 分 子 の 内 側 を 切 断 し て １ ７ ～ ２ １ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む タ グ を
形 成 す る （ 図 １ お よ び ４ 中 に 示 す Ｍ ｍ ｅ Ｉ 切 断 物 を 参 照 の こ と ） 。 ２ つ の こ の よ う な タ グ
を 、 平 滑 末 端 形 成 お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ っ て さ ら に 処 理 し て 、 ３ ４ ～ ３ ８ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む ジ タ グ を 形 成 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 互 い に ス プ ラ イ シ ン グ す る か 同 一
の 核 酸 分 子 の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 を ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て ジ タ グ が 得 ら れ
る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 例 と し て 、 非 対 称 部 位 を 移 入 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 目 的 に 有 用 な 非 対 称 部 位 配 列
は 、 以 下 で あ る 。 ｉ ） ２ つ の ホ ー ミ ン グ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 非 対 称 認 識 部 位 の 配 列 、 ま た
は ｉ ｉ ） Ｉ Ｉ 型 制 限 酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ る 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 非 対 称 切 断 部 位 の 配
列 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ホ ー ミ ン グ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 市 販 さ れ て お り 、 New England Biolabs,Inc.に よ っ
て 説 明 さ れ て お り 、 非 対 称 部 位 配 列 の 説 明 を 、 New England Biolabs Catalogか ら 利 用 す
る こ と も で き る 。 こ れ ら の ホ ー ミ ン グ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 非 対 称 認 識 部 位 の 配 列 は 、 １ ８
～ ３ ９ ｂ ｐ で あ る 。 し か し 、 本 発 明 で は 、 認 識 部 位 配 列 は 、 こ れ ら の 配 列 や こ れ ら の サ イ
ズ に 限 定 さ れ な い 。 好 ま し く は 、 非 対 称 部 位 配 列 を 切 断 す る こ と が で き る 制 限 ホ ー ミ ン グ
エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 Ｉ － Ｃ ｅ ｕ Ｉ 、 Ｐ Ｉ － Ｓ ｃ ｅ Ｉ
、 Ｐ Ｉ － Ｐ ｓ ｐ Ｉ 、 お よ び Ｉ － Ｓ ｃ ｅ Ｉ 。 し か し 、 上 記 リ ス ト は 、 完 全 で は な い 。 当 分 野
で 公 知 で あ る 他 の ホ ー ミ ン グ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ お よ び そ の 後 に 発 見 す る こ と が で き る 他
の ホ ー ミ ン グ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 Ｉ Ｉ 型 制 限 酵 素 の 例 に は 、 以 下 が 含 ま れ る 。 Ａ ａ ｒ Ｉ 、 Ａ ｃ ｅ Ｉ Ｉ Ｉ 、 Ａ ｌ ｏ Ｉ 、 Ｂ ａ
ｅ Ｉ 、 Ｂ ｂ ｒ ７ Ｉ 、 Ｂ ｂ ｖ Ｉ 、 Ｂ ｂ ｖ Ｉ Ｉ 、 Ｂ ｃ ｃ Ｉ 、 Ｂ ｃ ｅ ８ ３ Ｉ 、 Ｂ ｃ ｅ Ａ Ｉ 、 Ｂ ｃ
ｅ ｆ Ｉ 、 Ｂ ｃ ｇ Ｉ 、 Ｂ ｃ ｉ Ｖ Ｉ 、 Ｂ ｆ ｉ Ｉ 、 Ｂ ｉ ｎ Ｉ 、 Ｂ ｐ Ｉ Ｉ 、 Ｂ ｓ ａ Ｘ Ｉ 、 Ｂ ｓ ｃ Ａ
Ｉ 、 Ｂ ｓ ｅ Ｍ Ｉ Ｉ 、 Ｂ ｓ ｅ Ｒ Ｉ 、 Ｂ ｓ ｇ Ｉ 、 Ｂ ｓ ｍ Ｉ 、 Ｂ ｓ ｍ Ａ Ｉ 、 Ｂ ｓ ｍ Ｆ Ｉ 、 Ｂ ｓ ｐ
２ ４ Ｉ 、 Ｂ ｓ ｐ Ｃ Ｎ Ｉ 、 Ｂ ｓ ｐ Ｍ Ｉ 、 Ｂ ｓ ｒ Ｉ 、 Ｂ ｓ ｒ Ｄ Ｉ 、 Ｂ ｓ ｔ Ｆ ５ Ｉ 、 Ｂ ｔ ｇ Ｚ Ｉ
、 Ｂ ｔ ｓ Ｉ 、 Ｃ ｊ ｅ Ｉ 、 Ｃ ｊ ｅ Ｐ Ｉ 、 Ｅ ｃ ｉ Ｉ 、 Ｅ ｃ ｏ ３ １ Ｉ 、 Ｅ ｃ ｏ ５ ７ Ｉ 、 Ｅ ｃ ｏ ５
７ Ｍ Ｉ 、 Ｅ ｓ ｐ ３ Ｉ 、 Ｆ ａ Ｉ Ｉ 、 Ｆ ａ ｕ Ｉ 、 Ｆ ｏ ｋ Ｉ 、 Ｇ ｓ ｕ Ｉ 、 Ｈ ａ ｅ Ｉ Ｖ 、 Ｈ ｇ ａ Ｉ
、 Ｈ ｉ ｎ ４ Ｉ 、 Ｈ ｐ ｈ Ｉ 、 Ｈ ｐ ｙ Ａ Ｖ 、 Ｋ ｓ ｐ ６ ３ ２ Ｉ 、 Ｍ ｂ ｏ Ｉ Ｉ 、 Ｍ ｌ ｙ Ｉ 、 Ｍ ｍ ｅ
Ｉ 、 Ｍ ｎ Ｉ Ｉ 、 Ｐ ｌ ｅ Ｉ 、 Ｐ ｐ ｉ Ｉ 、 Ｐ ｓ ｒ Ｉ 、 Ｒ ｌ ｅ Ａ Ｉ 、 Ｓ ａ ｐ Ｉ 、 Ｓ ｆ ａ Ｎ Ｉ 、 Ｓ
ｓ ｐ Ｄ ５ Ｉ 、 Ｓ ｔ ｈ １ ３ ２ Ｉ 、 Ｓ ｔ ｓ Ｉ 、 Ｔ ａ ｑ Ｉ Ｉ 、 Ｔ ｓ ｐ Ｄ Ｔ Ｉ 、 Ｔ ｓ ｐ Ｇ Ｗ Ｉ 、 Ｔ
ｓ ｐ Ｒ Ｉ 、 お よ び Ｔ ｔ ｈ １ １ １ Ｉ Ｉ （ Rebase Enzymes(登 録 商 標 )の ウ ェ ブ サ イ ト 中 の リ ス
ト ： http://rebase.neb.com/cgi-bin/outsidelist;Szybalski,W.,1985,Gene,40:169も 参
照 の こ と ） 。 し か し 、 上 記 リ ス ト は 、 完 全 で は な い 。 当 分 野 で 公 知 で あ る 他 の Ｉ Ｉ 型 酵 素
お よ び そ の 後 に 発 見 す る こ と が で き る 他 の Ｉ Ｉ 型 酵 素 は 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
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　 い く つ か の ク ラ ス Ｉ Ｉ 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 お よ び 切 断 部 位 の 例 は 、 Ｂ ｂ ｖ Ｉ （ GCAGC  
８ ／ １ ２ ） 、 Ｈ ｇ ａ Ｉ （ GACGC  ５ ／ １ ０ ） 、 Ｂ ｓ ｍ Ｆ Ｉ （ GGGAC  １ ０ ／ １ ４ ） 、 Ｓ ｆ ａ
Ｎ Ｉ （ GCATC  ５ ／ ９ ） 、 お よ び Ｂ ｓ ｐ Ｉ （ ACCTGC　 ４ ／ ８ ） で あ る （ 括 弧 内 は 認 識 部 位
お よ び 切 断 部 位 で あ る ） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 人 工 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ も 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を
、 タ ン パ ク 質 工 学 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ Ｆ ｏ ｋ Ｉ
は 、 挿 入 に よ っ て Ｄ Ｎ Ａ 基 質 の 両 鎖 上 の 認 識 部 位 か ら さ ら に 離 れ た １ つ の ヌ ク レ オ チ ド を
切 断 す る よ う に 操 作 さ れ て い る 。 Li and Chandrasegaran.Proc.Nat.Acad.Sciences USA 9
0:2764-8,1993を 参 照 の こ と 。 こ の よ う な 技 術 を 適 用 し て 、 所 望 の 認 識 配 列 お よ び 認 識 部
位 か ら 切 断 部 位 ま で の 所 望 の 距 離 を 有 す る 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を 調 製 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 で は 、 本 発 明 の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 他 の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 連 結
ま た は 鎖 状 体 形 成 し て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン カ テ マ ー を 形 成 す る こ と が で き る 。 配
列 決 定 ま た は 適 切 な プ ラ ス ミ ド ま た は ベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ の た め に か な り 多 数 の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 互 い に 連 結 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 し た が っ て 、 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 少 な く と も ２ つ の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含
む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン カ テ マ ー で あ っ て 、 各 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 少 な く と も
１ つ の 第 １ の タ グ お よ び 少 な く と も １ つ の 第 ２ の タ グ を 含 み 、 こ こ で 、 第 １ の タ グ が 第 １
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ 、 第 ２ の タ グ が 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ 、 第 １
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら 得 ら れ
る 、 コ ン カ テ マ ー で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン カ テ マ ー の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も １ つ の リ
ン カ ー を さ ら に 含 む こ と が で き る 。 リ ン カ ー を 、 タ グ の 間 に 挿 入 す る こ と が で き る 。 あ る
い は 、 リ ン カ ー を タ グ に 隣 接 さ せ る こ と が で き る 。 リ ン カ ー は 、 少 な く と も １ つ の 制 限 酵
素 の 認 識 部 位 を 含 む こ と が で き 、 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 は 、 Ｉ Ｉ ｓ 型 制 限
酵 素 の 認 識 部 位 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン カ テ マ ー の 第 １ の タ グ は 、 第 １ の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 由 来 の ３ ’ 末 端 を 含 む こ と が で き 、 第 ２ の タ グ は 、 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
由 来 の ５ ’ 末 端 を さ ら に 含 む 。 鎖 状 体 形 成 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 そ れ ぞ れ 、 タ グ の 間 に 挿 入 さ れ た 少 な く と も １ つ の リ ン カ ー を さ ら に 含 む こ と が で
き る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン カ テ マ ー の 第 １ の タ グ は 、 第 １ の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 由 来 の ５ ’ 末 端 を 含 む こ と が で き 、 第 ２ の タ グ は 、 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 由 来 の ３ ’ 末 端 を さ ら に 含 む 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン カ テ マ ー の 第 １ の タ グ は 、 第 １ の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 由 来 の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 を 含 む こ と が で き 、 第 ２ の タ グ は 、 第 ２ の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 由 来 の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 を さ ら に 含 む 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン カ
テ マ ー の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ れ ぞ れ 、 タ グ の 間 に 挿 入 さ れ た 少 な く と も １ つ の
リ ン カ ー を さ ら に 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 こ れ ら の 実 施 形 態 の い ず れ か の リ ン カ ー は 、 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 含
む こ と が で き 、 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 は 、 Ｉ Ｉ ｓ 型 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 で
あ り 得 る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン カ テ マ ー を 、 ベ ク タ ー ま た は 細 胞 に 挿 入 す る こ と が で き 、 細
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胞 は 細 菌 細 胞 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン カ テ マ ー は 、 ク ロ マ チ ン 構 造 に 由 来 し 得 る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 同 一 染 色 体 上 に 存 在 す る か 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 異 な る 染 色 体 上 に 存 在 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 こ れ ら は 好 ま し い コ ン カ テ マ ー で あ る が 、 鎖 状 体 形 成 す る こ と が で き る 本 発 明 の オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 数 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ に 依 存 し 、 当 業 者 が 過 度 に 実 験 す る こ と な く
容 易 に 決 定 す る こ と が で き る こ と が 明 ら か で あ る 。 コ ン カ テ マ ー の 形 成 後 、 配 列 決 定 の た
め に 複 数 の タ グ を ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 す る こ と が で き る か 、 ジ タ グ ま た は コ ン カ テ マ ー
を 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ っ て ク ロ ー ニ ン グ す る こ と な く 直 接 配 列 決 定 す る こ と が で き る
。 し た が っ て 、 ジ タ グ の 鎖 状 体 形 成 に よ り 、 １ つ の ベ ク タ ー ま た は ク ロ ー ン 内 の 複 数 の ジ
タ グ の 配 列 決 定 に よ る 連 続 的 様 式 に お い て 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の よ う な 核 酸 分 子 を 有 効 に 分 析 可
能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 用 語 「 ベ ク タ ー 」 ま た は 「 組 換 え ベ ク タ ー 」 は 、 ジ タ グ 遺 伝 子 配 列 の 挿 入 ま た は 組 み 込
み に よ っ て 操 作 さ れ た プ ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス 、 ま た は 当 分 野 で 公 知 の 他 の 送 達 体 (vehicle
)も 使 用 す る こ と が で き る こ と が 意 図 さ れ る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 有 効 な 転 写 を 容 易
に す る プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む 。 ベ ク タ ー は 、 典 型 的 に は 、 複 製 起 点 、 プ ロ モ ー タ ー 、 お
よ び 形 質 転 換 細 胞 を 表 現 型 で 選 択 す る こ と が 可 能 な 特 定 の 遺 伝 子 を 含 む 。 本 発 明 で の 使 用
に 適 切 な ベ ク タ ー に は 、 例 え ば 、 pBlueScript(Stratagene,La Jolla,CA)、 ｐ Ｂ Ｃ 、 ｐ Ｚ
Ｅ ｒ Ｏ － １ (Invitrogen,Carlsbad,CA)、 お よ び ｐ Ｇ Ｅ Ｍ ３ ｚ (Promega,Madison,WI)、 ま た
は こ れ ら の 修 飾 ベ ク タ ー 、 な ら び に 当 業 者 に 公 知 の 他 の 類 似 の ベ ク タ ー が 含 ま れ る 。 特 定
の 用 途 （ realization)と し て 、 ｐ Ｇ Ｅ Ｍ ３ ｚ ベ ク タ ー を 修 飾 し 、 こ れ を 、 ｐ Ｇ Ｉ Ｓ ８ と い
う （ 図 ７ お よ び １ １ ） 。 ｐ Ｇ Ｅ Ｍ ベ ク タ ー は 、 米 国 特 許 第 4,766,072号 （ 本 明 細 書 中 で 参
照 す る こ と に よ り 組 み 込 ま れ る ） に も 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 タ グ ま た は ジ タ グ が 由 来 す る 親 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 核 酸 分 子 の 産 生 の た め に 、 全 長
ラ イ ブ ラ リ ー と し て 、 適 切 な ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 範
囲 内 で あ る 適 切 な ベ ク タ ー は 、 ベ ク タ ー 骨 格 が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 挿 入 後 に ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド ま た は ジ タ グ に 隣 接 す る ア ダ プ タ ー 中 に 含 ま れ る 同 一 の 制 限 部 位 を 含 ま な い ベ ク タ ー
で あ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 は 、 ベ ク タ ー 骨 格 （ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 挿 入 時 に 除 去 さ れ る
多 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 を 含 む ス タ ッ フ ァ ー (stuffer)領 域 内 以 外 ） は 、 ア ダ プ タ ー に 含 ま れ
る 第 １ の 制 限 部 位 お よ び 第 ２ ま た は さ ら な る 制 限 部 位 を 含 ま な い ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 特
に 、 ベ ク タ ー は 、 ア ダ プ タ ー 中 に 含 ま れ る 少 な く と も Ｉ Ｉ 制 限 部 位 （ 例 え ば 、 Ｉ Ｉ ｓ 型 制
限 部 位 ） お よ び 少 な く と も 第 ２ ま た は さ ら な る 制 限 部 位 を 含 ま な い 。 よ り 好 ま し く は 、 ベ
ク タ ー 骨 格 （ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 挿 入 時 に 除 去 さ れ る ス タ ッ フ ァ ー 領 域 内 以 外 ） は 、 Ｍ ｍ
ｅ Ｉ お よ び Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ を 含 ま な い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 ス タ ッ フ ァ ー の 外 側 の 任 意 の 領 域 中 に Ｍ ｍ ｅ Ｉ を 含 ま な い こ の よ う な ベ ク タ ー の 例 は 、
図 ７ お よ び １ １ に 示 す ベ ク タ ー ｐ Ｇ Ｉ Ｓ ８ で あ る 。 ｐ Ｇ Ｉ Ｓ ８ で は 、 Ｍ ｍ ｅ Ｉ 認 識 部 位 を
、 変 異 誘 発 に よ っ て 欠 失 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の ラ イ ブ ラ リ ー で あ っ て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 少 な く と も １ つ の 第 １ の タ グ お よ び 少
な く と も １ つ の 第 ２ の タ グ を 含 み 、 第 １ の タ グ が 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ 、 第
２ の タ グ が 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド が 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら 得 ら れ る 、 ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 。 本 発
明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン カ テ マ ー の ラ イ ブ ラ リ ー も 提 供 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 タ グ の 間
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に 挿 入 さ れ た 少 な く と も １ つ の リ ン カ ー を 含 む こ と が で き る 。 あ る い は 、 リ ン カ ー は 、 そ
の 代 わ り に タ グ に 隣 接 す る こ と が で き る 。 第 １ の タ グ は 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 由 来 の
５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 を 含 む こ と が で き 、 第 ２ の タ グ は 、 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 由 来
の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 を さ ら に 含 む 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 は 、 ク ロ マ チ ン 構 造 の 一 部 で あ り 得 る 。 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 同 一 染 色 体 上 に 存 在 す る こ と が で き る か 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 異 な る
染 色 体 上 に 存 在 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 １ つ の 態 様 に よ れ ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 す る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ ま た は 任 意 の 他
の 公 知 の 増 幅 法 の 使 用 に よ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ 配 列 を 、 ジ タ グ の 配 列 情
報 に 基 づ い て 調 製 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 ベ ク タ ー 内 の 特 定 の 領 域 に 対 応 す る 適
切 な Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 使 用 す る 。 こ の よ う な 領 域 は 、 ジ タ グ お よ び ア ダ プ タ ー を 含 む オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 隣 接 す る 。 Ｐ Ｃ Ｒ を 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン （ 自 己 環 状 化 ） 反 応 に よ っ て 直
接 行 い 、 短 い （ 例 え ば 、 ２ ０ ０ ｂ ｐ ） Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 次 い で 、 必 要 な ジ タ グ を 含 む こ れ ら の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 少 な く と も 第 ２ の 制 限 部 位 （ ア ダ
プ タ ー 内 ） を 認 識 す る 酵 素 で 切 断 し て 、 必 要 な 短 い 付 着 ジ タ グ を 生 成 す る こ と が で き る 。
第 ２ の 制 限 部 位 ま た は さ ら な る 制 限 部 位 を 認 識 す る 制 限 酵 素 と し て 、 例 え ば 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ
を 使 用 す る こ と が で き 、 ５ ０ ｂ ｐ の 付 着 ジ タ グ が 生 成 さ れ る 。 こ の 増 幅 工 程 の 利 点 は 、 生
成 さ れ た ジ タ グ が ジ タ グ ラ イ ブ ラ リ ー 増 幅 を 必 要 と せ ず 、 自 己 環 状 化 タ グ 化 プ ラ ス ミ ド を
形 質 転 換 し な い こ と に よ っ て 回 避 す る こ と が で き る こ と で あ る 。 次 に 、 増 幅 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 、 ベ ク タ ー か ら 切 り 出 し （ こ の 例 で は 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で の 消 化 に よ る ） 、 次 の ク ロ
ー ニ ン グ お よ び 配 列 決 定 分 析 の た め に 長 い Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ス ト レ ッ チ 中 に 鎖 状 体 形 成
す る こ と が で き る （ 図 １ お よ び ２ ） 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 特 定 の 態 様 と し て 、 本 発 明 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 少 な く と も １ つ の ジ タ グ を 含 み 、
ジ タ グ が 約 ３ ４ ～ ３ ８ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 且 つ 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の
５ ’ 末 端 由 来 の ヌ ク レ オ チ ド お よ び ３ ’ 末 端 由 来 の ヌ ク レ オ チ ド の ス プ ラ イ シ ン グ に よ っ
て 得 ら れ る 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 開 示 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 の ジ タ グ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 元 の 核 酸 分 子 を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー の 代 表 で あ る 。 例 え
ば 、 核 酸 分 子 を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー が 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー で あ る 場 合 、 ジ タ
グ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 全 長 ジ タ グ ラ イ ブ ラ リ ー の 代 表 で あ る 。 各 ジ タ グ ク ロ ー ン は 、 特 定 の
全 長 ク ロ ー ン を 特 徴 づ け る 十 分 な 情 報 を 含 む 。 本 発 明 の よ り 重 要 な ジ タ グ は 、 核 酸 － タ ン
パ ク 質 複 合 体 由 来 の 元 の 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 を 含 む 。 し た が
っ て 、 ジ タ グ は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 造 の 代 表 で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 し た が っ て 、 ジ タ グ ラ イ ブ ラ リ ー の ジ タ グ ク ロ ー ン を 配 列 決 定 お よ び 分 析 す る こ と で 十
分 で あ る 。 目 的 の ジ タ グ が 見 出 さ れ た 場 合 、 対 応 す る 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 選 択 し 、 例
え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー か ら 調 製 す る か 、 逆 転 写 ポ リ メ
ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ っ て 標 的 Ｒ Ｎ Ａ サ ン プ ル か ら 直 接 調 製 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 「 ４ ５ ４ 」 配 列 決 定 （ ピ ロ シ ー ケ ン ス ） 法 (Margulies
 et al,2005)に よ っ て 配 列 決 定 す る か 、 ク ロ ー ニ ン グ の た め に よ り 長 い Ｄ Ｎ Ａ ス ト レ ッ チ
に 鎖 状 体 形 成 し て Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し 、 そ の 後 に 、 Sangerキ ャ ピ ラ リ ー
法 を 使 用 し て 配 列 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 し 、 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合
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体 由 来 の 少 な く と も ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 お よ び ／ ま た は 同 定 し 、 本 発 明 の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 鎖 状 体 形 成 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー を 調 製 す る 方 法
を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 し た が っ て 、 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 少 な く と も １ つ の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 調
製 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 を 供 す る 工 程 と 、
　 （ ｂ ） 少 な く と も １ つ の 第 １ の タ グ お よ び 少 な く と も １ つ の 第 ２ の タ グ を 含 む オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 調 製 す る 工 程 で あ っ て 、 第 １ の タ グ お よ び 第 ２ の タ グ が 核 酸 － タ ン パ ク 質 複
合 体 か ら 得 ら れ る 工 程 と 、
　 （ ｃ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 単 離 す る 工 程 と 、
を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 特 に 、 少 な く と も １ つ の 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 調 製 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 を 供 す る 工 程 と 、
　 （ ｂ ） 少 な く と も １ つ の 第 １ の タ グ お よ び 少 な く と も １ つ の 第 ２ の タ グ を 含 む オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 調 製 す る 工 程 で あ っ て 、 第 １ の タ グ が 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ 、
第 ２ の タ グ が 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら 得 ら れ る 工 程 と 、
　 （ ｃ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 単 離 す る 工 程 と 、
を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の こ の 態 様 の 工 程 （ ｂ ） が 、
　 （ ｉ ） 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 含 む 少 な く と も １ つ の リ ン カ ー を 挿 入 す
る 工 程 と 、
　 （ ｉ ｉ ） 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 リ ン カ ー 中 の 少 な
く と も １ つ の 制 限 部 位 を 認 識 す る 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 で 切 断 し て 、 第 １ の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド か ら 得 た 第 １ の タ グ 、 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 た 第 ２ の タ グ 、 お よ び タ グ
の 間 に リ ン カ ー を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 形 成 す る 工 程 と
を 含 む 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の こ の 態 様 の 工 程 （ ｂ ） が 、
　 （ ｉ ） 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 含 む 少 な く と も １ つ の リ ン カ ー を 、 複 合
体 の 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 に 挿 入 す る 工 程 と 、
　 （ ｉ ｉ ） 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 各 制 限 部 位 を 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端
お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 末 端 に 付 加 す る 工 程 と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 少 な く と も １ つ の
認 識 部 位 を 認 識 す る 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 で 切 断 し て 切 断 フ ラ グ メ ン ト を 得 る 工 程 と
、
　 （ ｉ ｖ ） 切 断 フ ラ グ メ ン ト を ラ イ ゲ ー シ ョ ン し て 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 た 第
１ の タ グ 、 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 た 第 ２ の タ グ 、 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端
お よ び ３ ’ 末 端 を 含 む タ グ 、 お よ び タ グ の 間 に 挿 入 さ れ た リ ン カ ー を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド を 形 成 す る 工 程 で あ っ て 、 工 程 （ ｉ ｉ ） の 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 が ベ
ク タ ー の 一 部 で あ る 工 程 と
を 含 む 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 を 、 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 由 来 の 少 な く と も ２ つ の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 検 出 お よ び ／ ま た は 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
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　 （ ａ ） 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 を 供 す る 工 程 と 、
　 （ ｂ ） 少 な く と も １ つ の 第 １ の タ グ お よ び 少 な く と も １ つ の 第 ２ の タ グ を 含 む オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 調 製 す る 工 程 で あ っ て 、 第 １ の タ グ が 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ 、
第 ２ の タ グ が 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら 得 ら れ る 工 程 と 、
　 （ ｃ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 配 列 決 定 す る 工 程 と 、
　 （ ｄ ） 第 １ の タ グ お よ び 第 ２ の タ グ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基 づ い て 少 な く と も ２ つ の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を マ ッ ピ ン グ し 、 そ れ に よ り 、 少 な く と も ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出
お よ び ／ ま た は 同 定 す る 工 程 と
を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の こ の 態 様 の 工 程 （ ｂ ） が 、
　 （ ｉ ） 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 含 む 少 な く と も １ つ の リ ン カ ー を 挿 入 す
る 工 程 と 、
　 （ ｉ ｉ ） 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 リ ン カ ー 中 の 少 な
く と も １ つ の 制 限 部 位 を 認 識 す る 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 で 切 断 し て 、 第 １ の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド か ら 得 た 第 １ の タ グ 、 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 た 第 ２ の タ グ 、 お よ び タ グ
の 間 に リ ン カ ー を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 形 成 す る 工 程 と
を 含 む 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の こ の 態 様 の 工 程 （ ｂ ） が 、
　 （ ｉ ） 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 含 む 少 な く と も １ つ の リ ン カ ー を 、 複 合
体 の 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 に 挿 入 す る 工 程 と 、
　 （ ｉ ｉ ） 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 各 制 限 部 位 を 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端
お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 末 端 に 付 加 す る 工 程 と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 少 な く と も １ つ の
認 識 部 位 を 認 識 す る 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 で 切 断 し て 切 断 フ ラ グ メ ン ト を 得 る 工 程 と
、
　 （ ｉ ｖ ） 切 断 フ ラ グ メ ン ト を ラ イ ゲ ー シ ョ ン し て 、 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 た 第
１ の タ グ 、 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 た 第 ２ の タ グ 、 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端
お よ び ３ ’ 末 端 を 含 む タ グ 、 お よ び タ グ の 間 に 挿 入 さ れ た リ ン カ ー を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド を 形 成 す る 工 程 で あ っ て 、 工 程 （ ｉ ｉ ） の 少 な く と も １ つ の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 が ア
ダ プ タ ー の 一 部 ま た は ベ ク タ ー の 一 部 で あ る 工 程 と
を 含 む 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 、 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 を 、 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 に よ っ て 得 る こ と が
で き る 。 核 酸 － タ ン パ ク 質 複 合 体 を 、 目 的 の Ｄ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 へ の 光 活 性
化 可 能 な 部 分 の 組 み 込 み 、 な ら び 抗 体 媒 介 沈 降 ま た は 親 和 性 媒 介 技 術 に よ る Ｄ Ｎ Ａ ／ タ ン
パ ク 質 複 合 体 の 単 離 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 こ の よ う な 親 和 性 ベ ー ス の 技 術 の 例 に は
、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン 、 グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ／ グ ル タ チ オ
ン マ ト リ ク ス 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 ／ ア ミ ロ ー ス マ ト リ ク ス の 相 互 作 用 が 含 ま れ る
。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 工 程 （ ｂ ） で 得 ら れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 工 程 （ ｃ ） で の 配 列 決 定 す る 前 に 増 幅 す
る こ と が で き 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ っ て 増 幅 す る こ と が で き る 。 増 幅 し た オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 、 増 幅 後 で あ る が 工 程 （ ｃ ） で 配 列 決 定 す る 前 に 少 な く と も １ つ の 精 製 工 程
に 供 す る こ と が で き る 。 少 な く と も １ つ の 精 製 工 程 は 、 ゲ ル 電 気 泳 動 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 配 列 決 定 前 に 工 程 （ ａ ） ～ （ ｂ ） に よ っ て 得 た 少 な く
と も １ つ の 他 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 鎖 状 体 形 成 し 、 そ の 後 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン
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カ テ マ ー を 作 製 す る た め に 配 列 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 Sanger法 ま た は 多 重 配 列 決 定 に よ っ て 配 列 決 定 す る こ と が で き る 。 多 重 配 列 決 定 は 、 ピ
ロ シ ー ケ ン ス で あ り 得 る 。 Bonetta(2006)に よ っ て 記 載 さ れ た 方 法 な ど の 任 意 の 適 切 な 配
列 決 定 方 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。 目 的 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る 核 酸 フ ラ グ メ ン ト は 、
目 的 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る 領 域 （ 例 え ば 、 ヒ ス ト ン 結 合 部 位 ） を 含 む 任 意 の 核 酸 フ ラ グ
メ ン ト で あ り 得 る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ で あ り 得 る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 同 一 染 色 体 上 に 存 在 す る こ と が で き 、 ま た 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は
、 異 な る 染 色 体 上 に 存 在 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ト ラ ン ス フ ュ ー ジ ョ ン ま た は 転 座 に つ い て 検 出 お よ び ／ ま た は 同 定
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と が で き る 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー
シ ョ ン に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 う こ と が で き る 。 細 胞 は 、 細 菌 細 胞 で あ り 得 る
。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 の こ の 態 様 の 実 施 形 態 を 、 以 下 の Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ お よ び Ｃ Ｉ Ａ － ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ 技 術
と し て 以 下 に よ り 詳 細 に 記 載 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン カ
テ マ ー 、 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む ベ ク タ ー を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
［ Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ ］
　 Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ 法 （ 図 １ お よ び ４ ） で は 、 Ｄ Ｐ Ｄ 複 合 体 中 の タ ン パ ク 質 に よ っ て 繋 留 さ
れ た Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 介 し て リ ン カ ー 配 列 に よ っ て 連 結 す る 。 リ
ン カ ー 配 列 は 、 ２ つ の Ｍ ｍ ｅ Ｉ 部 位 を 含 む 。 逆 (reversal)架 橋 後 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た Ｄ
Ｎ Ａ を Ｍ ｍ ｅ Ｉ で 消 化 し て 、 対 合 末 端 ジ タ グ を 放 出 さ せ る （ Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ ） 。 各 Ｃ Ｉ Ａ
－ Ｐ Ｅ Ｔ は 、 ２ つ の 隣 接 タ グ （ そ れ ぞ れ 約 ２ ０ ｂ ｐ ） を 有 す る リ ン カ ー を 含 む （ 図 １ の 工
程 ２ ） 。 し た が っ て 、 Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ 中 に 含 ま れ る ２ つ の タ グ は 、 線 状 ゲ ノ ム 配 列 中 で 互
い に 離 れ て い る が 、 互 い に 相 互 作 用 し 、 ヒ ス ト ン タ ン パ ク 質 な ど の 特 定 の タ ン パ ク 質 に よ
っ て 媒 介 さ れ る ２ つ の 遠 位 遺 伝 子 領 域 を 示 す 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ の ゲ ル 精 製 後 、 配 列 特 異 的 ア ダ プ タ ー を 、 Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ の 各 部 位 に 添
加 し 、 次 い で 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 す る （ 図 １ の 工 程 ３ ） 。 増 幅 Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ を 、 「 ４
５ ４ 」 ピ ロ シ ー ケ ン ス 法 な ど の 多 重 配 列 決 定 法 ま た は 任 意 の 他 の 適 切 な 配 列 決 定 法 に よ っ
て 直 接 配 列 決 定 す る か 、 ク ロ ー ニ ン グ の た め に よ り 長 い Ｄ Ｎ Ａ ス ト レ ッ チ に 鎖 状 体 形 成 し
て Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し 、 そ の 後 に 、 Sangerキ ャ ピ ラ リ ー 法 を 使 用 し て 配
列 決 定 す る こ と が で き る 。 Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 、 基 準 ゲ ノ ム 配 列 に マ ッ ピ ン グ す る 。 真
の ク ロ マ チ ン 相 互 作 用 部 位 を 、 特 定 の 遺 伝 子 座 中 の Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ ク ラ ス タ ー の 頻 発 に 基
づ い て 同 定 す る こ と が で き 、 シ ン グ ル ト ン と し て 無 作 為 に 散 乱 し た バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ノ イ
ズ と 区 別 す る （ 図 ３ ） 。
【 ０ １ ３ ９ 】
［ Ｃ Ｉ Ａ － ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ ］
　 Ｃ Ｉ Ａ － ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ 法 （ 図 ２ お よ び ６ ） で は 、 ２ つ の 各 関 連 Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 示 す
対 合 末 端 ジ タ グ 配 列 を 抽 出 お よ び 配 列 決 定 し 、 配 列 あ た り た っ た １ つ の タ グ と 比 較 す る 。
そ の よ う な も の と し て 、 得 ら れ た Ｃ Ｉ Ａ － ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ は 、 Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ 法 の タ グ よ り も
長 い タ グ 配 列 を 含 む 。 当 業 者 は 、 し た が っ て 、 本 発 明 の Ｃ Ｉ Ａ 検 出 法 が 当 分 野 の 他 の 方 法
よ り も ク ロ マ チ ン 相 互 作 用 の マ ッ ピ ン グ で よ り 特 異 的 で あ る こ と を 認 識 す る 。 Ｄ Ｐ Ｄ 複 合
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体 中 の Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 、 Ｍ ｍ ｅ Ｉ 部 位 お よ び Ｇ ｓ ｕ １ 部 位 を 含 む リ ン カ ー 配 列 に よ
っ て 連 結 す る 。 逆 架 橋 後 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た Ｄ Ｎ Ａ を 、 超 音 波 処 理 に よ っ て 無 作 為 に 破
壊 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 次 い で 、 Ｄ Ｎ Ａ を サ イ ズ 分 画 し 、 そ の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 （ 図 ７ ） に 即 時 型 (immediate)
Ｍ ｍ ｅ Ｉ 部 位 お よ び Ｇ ｓ ｕ 部 位 を 含 む ｐ Ｇ Ｉ Ｓ ８ ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 す る （ 図 ２ の 工 程
２ ） 。 細 菌 細 胞 中 で の 形 質 転 換 お よ び 増 殖 後 、 ラ イ ブ ラ リ ー ク ロ ー ン を 、 消 化 、 自 己 ラ イ
ゲ ー シ ョ ン 、 お よ び 形 質 転 換 の 連 続 操 作 に 供 し て １ つ の ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す
る 。 １ つ の ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ ラ イ ブ ラ リ ー の プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を Ｂ ａ ｍ Ｈ １ に よ っ て 消 化 し て 、
ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ 構 造 を 遊 離 し （ 図 ２ の 工 程 ４ ） 、 Ｍ Ｓ － Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 決 定 法 を 使 用 し て 直 接 配 列
決 定 す る か 、 ク ロ ー ニ ン グ お よ び 配 列 決 定 の た め に さ ら に 鎖 状 体 形 成 す る こ と が で き る 。
Ｃ Ｉ Ａ － ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 を 、 基 準 ゲ ノ ム 配 列 に マ ッ ピ ン グ す る 。 真 の ク ロ マ チ ン 相 互 作 用
部 位 を 、 特 定 の 遺 伝 子 座 中 の Ｃ Ｉ Ａ － ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ ク ラ ス タ ー の 頻 発 に 基 づ い て 同 定 す る こ
と が で き 、 シ ン グ ル ト ン と し て 無 作 為 に 散 乱 し た バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ノ イ ズ と 区 別 す る （ 図
５ ） 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 こ こ に 本 発 明 を 一 般 的 に 説 明 し て き た が 、 例 示 の 目 的 で 提 供 さ れ 、 本 発 明 を 制 限 す る こ
と を 意 図 し な い 以 下 の 実 施 例 を 参 照 し て 、 本 発 明 が よ り 深 く 理 解 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 品 質 管 理 お よ び リ ン カ ー ま た は ア ダ プ タ ー を 確 実 に 正 確 に 挿 入 す る た め に 、 ゲ ル 電 気 泳
動 を 実 施 し て 、 過 程 中 の 望 ま し く な い フ ラ グ メ ン ト を 除 去 す る （ 図 ８ ～ １ ０ ） 。
〔 実 施 例 〕
【 ０ １ ４ ３ 】
［ Ｃ Ｉ Ａ の 方 法 ］
　 マ ウ ス Ｅ Ｓ 細 胞 （ Ｅ １ ４ ） 中 の Ｎ ａ ｎ ｏ ｇ 転 写 因 子 、 Ｎ ａ ｎ ｏ ｇ に つ い て の Ｃ ｈ Ｉ Ｐ －
Ｐ Ｅ Ｔ デ ー タ 、 お よ び 他 の 重 要 な Ｅ Ｓ 細 胞 転 写 因 子 （ Ｏ ｃ ｔ ４ お よ び Ｓ ｏ ｘ ２ な ど ） を 、
本 発 明 を 実 施 す る た め の 生 体 系 と し て 使 用 し た 。 Ｃ ｈ Ｉ Ｐ － Ｐ Ｅ Ｔ デ ー タ に よ り 、 こ れ ら
の 転 写 因 子 が 結 合 す る 場 所 を 示 す 線 状 マ ッ プ が 得 ら れ 、 こ れ を 、 ク ロ マ チ ン 相 互 作 用 デ ー
タ を 立 証 す る た め の 基 準 と し て 使 用 す る 。 ク ロ マ チ ン 間 の 相 互 作 用 を 、 ２ つ の 方 法 （ Ｃ Ｉ
Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ お よ び Ｃ Ｉ Ａ － ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ ） に よ っ て 検 出 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 実 施 例 で 使 用 し た 配 列 を 、 以 下 お よ び 配 列 表 に 示 す 。 ２ つ の 鎖 を 示 す 場 合 、 上 の 鎖 は セ
ン ス 鎖 で あ り 、 下 の 鎖 は ア ン チ セ ン ス 鎖 で あ る 。 全 配 列 を 、 ５ ’ → ３ ’ 方 向 で 示 す 。 ヌ ク
レ オ チ ド を 、 Ｎ ま た は ｎ （ 図 中 で は Ｘ ま た は 数 字 ） で 示 す 場 合 、 そ の 位 置 を 任 意 の ヌ ク レ
オ チ ド （ Ａ 、 Ｃ 、 Ｇ 、 ま た は Ｔ ） を 示 す こ と が で き る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ４ ５ 】

5’  GGCCAAGGCGGCCGTACG T 3’ (31 nt)(配 列 番 号 1)
5’  GTTGGACGTACGGCCGCCTTGGCCTCCGAC 3’ (31 nt)(配 列 番 号 2)
５ ’ 末 端 を リ ン 酸 化 す る 。

5’  GGCCAAGGCGGCCGTACG T 3’ (31 nt)(配 列 番 号 3)
5’  CTCCAGCGTACGGCCGCCTTGGCCTCCGACT 3’ (31 nt)(配 列 番 号 4)
５ ’ 末 端 を リ ン 酸 化 す る 。

5’  CTTAATCGCCTTGCAGCACATC 3’ (28 nt)(配 列 番 号 5)
5’  GATGTGCTGCAAGGCGATTAAGGGATCCNN 3’ (30 nt)(配 列 番 号 6)
上 の ア ダ プ タ ー の ５ ’ 末 端 を リ ン 酸 化 す る 。
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Ｍ ＆ Ｍ リ ン カ ー
GTCGGA TCCAAC

Ｍ ＆ Ｇ リ ン カ ー
GTCGGA CTGGAG

Ｐ １ 鎖 状 体 形 成 ア ダ プ タ ー （ Ｐ Ｍ Ｒ ０ １ １ ）
GGATCC



下 の ア ダ プ タ ー の ５ ’ 末 端 を リ ン 酸 化 し な い 。

5’  CCTGTGTGAAATTGTTATCCGCT 3’ (29 nt)(配 列 番 号 7)
5’  AGCGGATAACAATTTCACACAGGGGATCCNN 3’ (31 nt)(配 列 番 号 8)
上 の ア ダ プ タ ー の ５ ’ 末 端 を リ ン 酸 化 す る 。
下 の ア ダ プ タ ー の ５ ’ 末 端 を リ ン 酸 化 し な い 。

5’  CTTAATCGCCTTGCAGCACATC 3’ (28 nt)(配 列 番 号 9)
5’  GATGTGCTGCAAGGCGATTAAGGGATCCNN 3’ (30 nt)(配 列 番 号 10)
上 の ア ダ プ タ ー の ５ ’ 末 端 を リ ン 酸 化 す る 。
下 の ア ダ プ タ ー の ５ ’ 末 端 を リ ン 酸 化 し な い 。

5’  AATGCTCCTCCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCT 3’ (39 nt)(配 列 番 号 11)
5’  AGCGGATAACAATTTCACACAGGGAGGAGCATTGGATCCNN 3’ (41 nt)(配 列 番 号 12)
上 の ア ダ プ タ ー の ５ ’ 末 端 を リ ン 酸 化 す る 。
下 の ア ダ プ タ ー の ５ ’ 末 端 を リ ン 酸 化 し な い 。

5’  GATGTGCTGCAAGGCGATTAAG 3’ (22 nt)(配 列 番 号 13)
５ ’ 末 端 を リ ン 酸 化 す る 。

5’  AGCGGATAACAATTTCACACAGG 3’ (23 nt)(配 列 番 号 14)
５ ’ 末 端 を リ ン 酸 化 す る 。

5’  A GGCCAAGGCGGCCGTACG T 3’ (配 列 番 号 15)
（ ビ オ チ ニ ル 化 ）
【 ０ １ ４ ６ 】

　 こ の ベ ク タ ー は 、 ｐ Ｇ Ｅ Ｍ ベ ク タ ー (Promega)に 由 来 し 、 以 下 の 制 限 酵 素 の た め の 固 有
の 多 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 を こ の 順 序 で 含 む 。
Ｂ ａ ｍ Ｈ １ → Ｍ ｍ ｅ １ ； 切 断 領 域 ； Ｇ ｓ ｕ １ → Ｂ ａ ｍ Ｈ １ → Ｂ ｓ ｅ Ｒ １
　 以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る 。
5’  AATT GAT 3’ (43 nt)(配 列 番 号 16)
5’  TCGAGAGGAGGGATCCTGGAGAATTCATCCTCGAGTCGGATCC 3’ (43 nt)(配 列 番 号 17)
５ ’ 末 端 を リ ン 酸 化 す る 。
　 こ の ベ ク タ ー の 残 り は 、 Ｂ ｓ ｅ Ｒ １ 部 位 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ １ 部 位 、 Ｍ ｍ ｅ １ 部 位 、 ま た は Ｇ ｓ
ｕ １ 部 位 の い ず れ も 含 ま な い 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 ｐ Ｇ Ｉ Ｓ ８ プ ラ ス ミ ド は 、 使 用 す る こ と が で き る ベ ク タ ー の 一 例 で あ る （ 図 ７ ） 。 セ ン
ス 鎖 配 列 を 配 列 番 号 １ ８ に 示 し 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 配 列 は 配 列 番 号 １ ９ で あ る 。 制 限 酵 素 の
認 識 部 位 を 含 む 多 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 （ 配 列 番 号 １ ６ お よ び １ ７ に 示 す ） を 、 ベ ク タ ー に 挿
入 す る 。 種 々 の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 示 す ｐ Ｇ Ｉ Ｓ ８ に つ い て の 配 列 表 を 、 図 １ １ に 示 す
。 要 件 を 満 た す 任 意 の 他 の ベ ク タ ー を 調 製 し 、 当 業 者 が 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
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Ｐ ２ 鎖 状 体 形 成 ア ダ プ タ ー （ Ｐ Ｍ Ｒ ０ １ ２ ）
GGATCC

Ｄ １ 　 ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ ｉ ｎ ｇ ア ダ プ タ ー （ Ｐ Ｍ Ｒ ０ １ １ ）
GGATCC

Ｄ ２ 　 ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ ｉ ｎ ｇ ア ダ プ タ ー （ Ｐ Ｍ Ｒ ０ １ ２ ）
GGATCC

Ｐ Ｍ Ｒ ０ １ １ プ ラ イ マ ー

Ｐ Ｍ Ｒ ０ １ ２ プ ラ イ マ ー

Ｒ ｅ ｃ Ａ 選 択 オ リ ゴ
GTCGGA CTGGAG

ｐ Ｇ Ｉ Ｓ ８ ベ ク タ ー

GGATCCGACTCGAG GAATTCTCCAGGATCCCTCCTC 

Ｍ ＆ Ｍ ア ダ プ タ ー Ｐ Ｅ Ｔ



5’ NNNNNNNNNNNNNNNNAGTCGGAGGCCAAGGCGGCCGTACGTCCAACTNNNNNNNNNNNNNNNNNN 3’ (69 nt)
(配 列 番 号 20)
5’ NNNNNNNNNNNNNNNNNNAGTTGGACGTACGGCCGCCTTGGCCTCCGACTNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 3’ (69 
nt)(配 列 番 号 21)

5’ GATGTGCTGCAAGGCGATTAAGGGATCCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAGTCGGAGGCCAAGGCGGCCGTACGTCCAA
CTNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGATCCCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCT 3’ (128 nt)(配 列 番 号 22)
5’  AGCGGATAAC AATTTCACAC AGGGGATCCNNNNNNNNNNNNNNNNNNA GTTGGACGTACGGCCGCCTTGGCCT
CCGACTNNNNNNNNN NNNNNNNNNN GGATCCCTTA ATCGCCTTGCAGCACATC  3’ (128 nt)(配 列 番 号 23
)

5’ GATCCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAGTCGGAGGCCAAGGCGGCCGTACGTCCAACTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNG
 (77 nt)(配 列 番 号 24)
5’  GATCCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAGTTGGACGTACGGCCGCCTTGGCCTCCGACTNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
G 3’ (77 nt)(配 列 番 号 25)

5’ NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAGTCGGAGGCCAAGGCGGCCGTACGCTGGAGTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNN 3’ (配 列 番 号 26)
5’  NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNACTCCAGCG TACGGCCG CCTTGGCCTCCGACTNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNN 3’ (配 列 番 号 27)
（ 種 々 の ｎ ｔ ）

（ 注 釈 ： 残 り の プ ラ ス ミ ド は 示 さ ず ）
5’ GGATCCGACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAGTCGGAGGCCAAGGCGGCCGTA
CGCTGGAGTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTCCAGGATCC 3’ (140 nt)(配 列
番 号 28)
5’  GGATCCTGGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNACTCCAGCGTACGGCCGCCTTG
GCCTCCGACTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN NGTCGGATCC 3’ (140 nt)(配
列 番 号 29)

5’  GGATCCGACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAGTCGGAGGCCAAGGCGGCCGTACGCTGGA
GTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTCCAGGATCC 3’ (132 nt)(配 列 番 号 30)
5’  GGATCCTGGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNACTCCAGCGTAC
GGCCGCCTTGGCCTCCGACTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTCGGATCC 3’ (132 nt)(配 列 番 号 31)

5’  ATCCGACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAGTCGGAGGCCAAGGCGGCCGTACGCTGGAGT
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTCCAGGATCC 3’ (116 nt)(配 列 番 号 32)
5’  GGATCCTGGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNACTCAGCGTACGGCCGCCTTGGCCTCCGACTNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN NNNNNNNNGTCGGATC 3’ (116 nt)(配 列 番 号 33)

5’  GATCCGACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAGTCGGAGGCCAAGGCGGCCGTACGCTGGAG
TNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN NNNNNCTCCAG 3’ (111 nt)(配 列 番 号 34)
5’  GATCCTGGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNACTCCAGCGTA CGGCCGCCTTGGCCTCCGACTNNNN
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ア ダ プ タ ー 配 列 を 有 す る Ｍ ＆ Ｍ ア ダ プ タ ー Ｐ Ｅ Ｔ

Ｍ ＆ Ｍ 最 終 Ｐ Ｅ Ｔ （ ア ダ プ タ ー 配 列 の 切 断 後 ）

超 音 波 処 理 後 の Ｍ ＆ Ｇ ア ダ プ タ ー Ｄ Ｎ Ａ 配 列

ｐ Ｇ Ｉ Ｓ ８ プ ラ ス ミ ド へ の ク ロ ー ニ ン グ 後 の Ｍ ＆ Ｇ ア ダ プ タ ー Ｄ Ｎ Ａ 配 列

Ｍ 　 Ｐ Ｅ Ｔ 中 間 体

Ｍ お よ び Ｇ 　 ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ

Ｂ ａ ｍ Ｈ １ 粘 着 末 端 を 有 す る 放 出 ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ



NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTCG 3’ (111 nt)(配 列 番 号 35)

5’  NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAGTCGGAGGCCAAGGCGGCCGTACGTCCAACTNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNN 3’ (91 nt)(配 列 番 号  36)
5’  NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTCAGCCTCCGGTTCCGCCGGCATGCAGGTTGANNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNN 3’ (91 nt)(配 列 番 号 37)

5’  NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 3’ (53 nt)(配 列 番 号 38)
5’  NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 3’ (53 nt)(配 列 番 号 39
)

5’  GGATCCGACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTCCAGGATCC 3’
(140 nt)(配 列 番 号 40)
5’  GGATCCTGGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTCGGATCC 3’ (140 nt)(配
列 番 号 41)

5’  GGATCCGACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTCCAGGATCC 3’ (140 nt)(配
列 番 号 42)
5’  GGATCCTGGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTCGGATCC 3’ (140 nt)(配
列 番 号 43)

5’  GATCCGANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTCCAG 3’ (112 nt)(配 列 番 号 44)
5’  GATCCTGGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTCG 3’ (112 nt)(配 列 番 号 45)

5’  NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTCCGACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 3’ (59 nt)(配 列 番
号 46)
5’  NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTCGGANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 3’ (59 nt)(配 列
番 号 47)

5’  GGATCCGACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTCCGACNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTCCAGGATCC 3’ (140 nt)(配
列 番 号 48)
5’  GGATCCTGGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
GTCGGANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTCGGATCC 3’ (140 nt)(配
列 番 号 49)
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Ｍ ｍ ｅ Ｉ 消 化 前 の Ｍ ＆ Ｍ ア ダ プ タ ー Ｐ Ｅ Ｔ

Ｍ ＆ Ｇ リ ン カ ー の 挿 入 前 の 図 ８ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

プ ラ ス ミ ド に 挿 入 し た 図 ８ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 残 り の プ ラ ス ミ ド は 示 さ ず ）

プ ラ ス ミ ド に 挿 入 し た 図 ８ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 残 り の プ ラ ス ミ ド は 示 さ ず ）

電 気 泳 動 に よ っ て 除 去 さ れ た 挿 入 Ｍ ＆ Ｇ リ ン カ ー を 含 ま な い 図 ８ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

Ｍ ＆ Ｇ リ ン カ ー の 挿 入 前 の 図 ９ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

Ｍ ＆ Ｇ リ ン カ ー の 一 部 の 挿 入 後 の 図 ９ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

制 限 酵 素 消 化 後 に 挿 入 さ れ た 部 分 的 Ｍ ＆ Ｇ リ ン カ ー を 有 す る 図 ９ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （



5’  GGATCCGACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTCCGACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTCCAGGATCC 3’ (126 nt)(配 列 番 号 50)
5’  GGATCCTGGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
GTCGGANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTCGGATCC 3’ (126 nt)(配 列 番 号 51)

5’  GATCCGACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTCCGACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTCCAG 3’ (120 nt)(配 列 番 号 52)
5’  GATCCTGGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNG
TCGGANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTCG 3’ (120 nt)(配 列 番 号 53)

5’  NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAGTCGGAGGCCAAGGCGGCCGTACGCTGGAGTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNN 3’ (85 nt)(配 列 番 号 54)
5’  NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNACTCCAGCGTACGGCCGCCTTGGCCTCCGACTNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNN 3’ (85 nt)(配 列 番 号 55)

5’  GGACTGGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAGTCGGAGGCCAAGGCGGCCGT
ACGCTGGAGTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTCGGATCC 3’ (148
 nt)(配 列 番 号 56)
5’  GGATCCGACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNACTCCAGCGTACGG
CCGCCTTGGCCTCCGACTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTCCAGTCC 3’ (148
 nt)(配 列 番 号 57)

5’  GGACTGGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTCGGATCC 3’ (62 nt)(配
列 番 号 58)
5’  GGATCCGACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTCCAGTCC 3’ (62 nt)(配
列 番 号 59)

5’  GGACTGGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 3’ (62 nt)(配 列 番 号 60)
5’  GGATCCGACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTCCAGTCC 3’ (62 nt)(配
列 番 号 61)

5’  GATCCGANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTCCAG 3’ (114 nt)(配 列 番 号 62)
5’  GATCCTGGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTCG 3’ (114 nt)(配 列 番 号 63)
〔 実 施 例 １ 〕
【 ０ １ ４ ９ 】
［ マ ウ ス 胚 幹 細 胞 を 使 用 し た Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ の プ ロ ト コ ー ル ］
　 Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ 法 （ 図 １ お よ び ４ ） は 、 以 下 の ５ つ の 部 を 含 む 。 （ １ ） Ｃ ｈ Ｉ Ｐ 　 Ｄ Ｎ
Ａ － タ ン パ ク 質 － Ｄ Ｎ Ａ 複 合 体 の 生 成 、 （ ２ ） Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ の 調 製 、 （ ３ ） Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ
Ｅ Ｔ の 増 幅 、 （ ４ ） Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ の 配 列 決 定 、 お よ び （ ５ ） Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 の マ ッ
ピ ン グ （ 図 ３ ） 。
【 ０ １ ５ ０ 】
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残 り の プ ラ ス ミ ド は 示 さ ず ）

プ ラ ス ミ ド か ら の 切 り 出 し 後 の 図 ９ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

逆 方 向 に 挿 入 さ れ た Ｍ ＆ Ｇ リ ン カ ー を 有 す る 図 １ ０ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

プ ラ ス ミ ド に 挿 入 し た 図 １ ０ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 残 り の プ ラ ス ミ ド は 示 さ ず ）

図 １ ０ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 間 体 １

図 １ ０ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 間 体 ２

図 １ ０ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 産 物



（ １ ） Ｃ ｈ Ｉ Ｐ 　 Ｄ Ｎ Ａ － タ ン パ ク 質 － Ｄ Ｎ Ａ 複 合 体 の 生 成
（ ａ ） マ ウ ス 胚 幹 （ Ｅ Ｓ ） 細 胞 を 、 白 血 病 阻 害 因 子 (Chemicon)の 存 在 下 で の 無 支 持 細 胞 (f
eeder-free)条 件 で 培 養 す る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 （ ｂ ） 約 １ ～ ２ × １ ０ 8 細 胞 を 回 収 し 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド （ 最 終 濃 度 １ ％ ； Sigma） に て
室 温 で １ ０ 分 間 架 橋 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
（ ｃ ） 細 胞 溶 解 物 お よ び ク ロ マ チ ン の 調 製
　 ｃ １ ． 細 胞 を 溶 解 緩 衝 液 （ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． １ ５ Ｍ 　 Ｎ
ａ Ｃ ｌ 、 １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 １ ％ Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ Ｘ － １ ０ ０ 、 ０ ． １ ％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ
ム 、 全 て Ambion） に 溶 解 す る 。
　 ｃ ２ ． ク ロ マ チ ン を 、 Branson450超 音 波 細 胞 破 壊 機 （ ２ ０ ％ 負 荷 出 力 、 ３ ０ 秒 、 ５ ～ ８
回 ） を 使 用 し た 超 音 波 処 理 に よ っ て 可 溶 化 す る 。
　 ｃ ３ ． ク ロ マ チ ン を １ ０ 倍 希 釈 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ を ０ ． １ ％ に 低 下 さ せ る 。
　 ｃ ４ ． 次 い で 、 抽 出 物 を 、 １ ４ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ に て ４ ℃ で １ ０ 分 間 の 遠 心 分 離 に よ っ て
明 澄 化 す る 。
　 ｃ ５ ． こ の 抽 出 物 を 、 使 用 す る ま で － ８ ０ ℃ で 保 存 す る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
（ ｄ ） 免 疫 沈 降
　 ｄ １ ． ２ μ ｇ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｆ ７ 、 Santa Cruz） を 、 プ ロ テ イ ン Ｇ セ フ ァ ロ ー
ス (Pharmacia)に 結 合 さ せ る 。
　 ｄ ２ ． 抗 体 被 覆 ビ ー ズ を 、 ク ロ マ チ ン 抽 出 物 と ４ ℃ で １ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
　 ｄ ３ ． 次 い で 、 ビ ー ズ を 、 以 下 の 緩 衝 液 を 使 用 し て 洗 浄 す る （ Sigma Chemical Company
の 試 薬 ） ：
　 　 緩 衝 液 １ （ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． １ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ．
１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 １ ％ Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ Ｘ － １ ０ ０ 、 ０ ． １ ％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム ） で ２
回 洗 浄 す る 。
　 　 緩 衝 液 ２ （ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ％ Ｓ
Ｄ Ｓ 、 １ ％ Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ Ｘ － １ ０ ０ 、 ０ ． １ ％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム ） で １ 回 洗 浄
す る 。
　 　 緩 衝 液 ３ （ ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． ２ ５
Ｍ 　 Ｌ ｉ Ｃ ｌ 、 ０ ． ５ ％ 　 Ｎ Ｐ ４ ０ 、 ０ ． ５ ％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム ） で １ 回 洗 浄
す る 。
　 　 緩 衝 液 ４ （ ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） で １ 回 洗
浄 す る 。
　 ｄ ４ ． 次 い で 、 タ ン パ ク 質 － Ｄ Ｎ Ａ 複 合 体 を 、 溶 離 緩 衝 液 （ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ Ｈ Ｃ ｌ
（ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ ） に て ６ ５ ℃ で ２ ０ 分 間 ビ ー ズ か ら 溶 離
す る 。
　 ｄ ５ ． 次 い で 、 溶 離 物 を 、 Ｐ Ｂ Ｓ （ Ａ ｍ ｂ ｉ ｏ ｎ ） 中 に て ４ ℃ で ３ 時 間 透 析 し て 、 Ｓ Ｄ
Ｓ を 除 去 す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
（ ２ ） Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ の 調 製
（ ａ ） 末 端 修 復
　 Epicentre End-Itキ ッ ト お よ び 以 下 の 化 学 物 質 を 使 用 し て 末 端 修 復 を 行 う 。
　 　 ク ロ マ チ ン （ ５ μ ｇ ま で ） 　 　 　 　 ２ ． ５ μ ｌ
　 　 １ ０ × 末 端 修 復 緩 衝 液 　 　 　 　 　 　 ５ μ ｌ
　 　 ２ ． ５ ｍ Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ミ ッ ク ス 　 　 ５ μ ｌ
　 　 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ａ Ｔ Ｐ 　 　 　 　 　 　 　 　 ５ μ ｌ
　 　 末 端 修 復 酵 素 ミ ッ ク ス 　 　 　 　 　 　 １ μ ｌ
　 　 無 ヌ ク レ ア ー ゼ 水 　 　 　 　 　 　 　 　 ５ ０ μ ｌ に す る
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短 時 間 ボ ル テ ッ ク ス し て 混 合 し 、 次 い で 、 室 温 で ４ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ７ ０ ℃ で １
０ 分 間 の 加 熱 に よ っ て 反 応 を 停 止 さ せ る 。 ２ ７ μ ｌ の 無 ヌ ク レ ア ー ゼ 水 の 添 加 に よ っ て 濃
度 を ６ ５ ｎ ｇ ／ μ ｌ に 調 整 す る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
（ ｂ ） Ａ テ ー リ ン グ
　 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ ０ μ ｌ
　 　 １ ０ ｍ Ｍ 　 ｄ Ａ Ｔ Ｐ (Roche)         ０ ． ５ μ ｌ
　 　 １ ０ × Ｅ ｘ Ｔ ａ ｑ 緩 衝 液 (Takara)　 　 ２ ． ５ μ ｌ
　 　 Ｅ ｘ Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ (Takara)　 　 ０ ． ５ μ ｌ
　 　 無 ヌ ク レ ア ー ゼ 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ ５ μ ｌ に す る
Ｐ Ｃ Ｒ 装 置 中 に て ７ ２ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 、 ４ ℃ に す る 。 一 旦 ７ ２ ℃
で イ ン キ ュ ベ ー ト す る と 、 そ の 直 後 に チ ュ ー ブ を 取 り 出 し て ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 行 う の に 最
良 で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
（ ｃ ） Ｍ ＆ Ｍ リ ン カ ー で の Ｄ Ｎ Ａ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン （ 配 列 番 号 １ お よ び ２ ）
　 　 ク ロ マ チ ン Ｄ Ｎ Ａ （ ２ ０ ０ μ ｇ ） 　 　 　 　 　 　 　 ３ ． １ μ ｌ
　 　 Ｍ ＆ Ｍ ア ダ プ タ ー － Ｔ テ ー ル （ ３ ８ ｎ ｇ ） 　 　 　 ３ ． １ μ ｌ
　 　 ５ × Ｐ Ｅ Ｇ 含 有 リ ガ ー ゼ 緩 衝 液 (Invitrogen)　 　 ６ μ ｌ
　 　 Ｔ ４ リ ガ ー ゼ （ ５ Ｕ ／ μ ｌ ） (Invitrogen)　 　 　 １ μ ｌ
　 　 無 ヌ ク レ ア ー ゼ 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ ２ ． ３ μ ｌ
１ ６ ℃ で 一 晩 ラ イ ゲ ー シ ョ ン し て 、 Ｍ ＆ Ｍ リ ン カ ー を 挿 入 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列
番 号 ２ ０ お よ び ２ １ ） を 得 る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
（ ｄ ） プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ で の 逆 架 橋 (reverse cross-link)
　 Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル を ２ ０ μ ｌ ア リ コ ー ト に 分 割 し 、 １ ５ μ ｌ の ２ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ プ ロ テ イ ナ
ー ゼ Ｋ (Ambion)の 存 在 下 で の ６ ５ ℃ に て 一 晩 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て 逆 架 橋 す る 。
翌 日 、 １ μ ｌ の １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｒ Ｎ Ａ ア ー ゼ Ａ (Qiagen)を 添 加 し 、 Ｒ Ｎ Ａ を ３ ７ ℃ で ４
５ 分 間 分 解 し 、 そ の 後 、 Ｄ Ｎ Ａ の フ ェ ノ ー ル 抽 出 お よ び エ タ ノ ー ル 沈 殿 を 行 う 。 ２ ０ μ ｌ
の 溶 離 緩 衝 液 中 に 再 懸 濁 し 、 － ２ ０ ℃ で 保 存 す る 。 得 ら れ た 濃 度 は 、 通 常 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ ／
μ ｌ で あ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ を 定 量 し 、 Takara広 範 囲 ラ ダ ー お よ び Invitrogen低 分 子 量 ラ ダ ー な ら び に （ ａ ）
由 来 の ０ ． ５ μ ｌ の 材 料 を 含 む １ ％ ゲ ル に よ る ０ ． ５ μ ｌ の Ｄ Ｎ Ａ の 泳 動 に よ っ て 品 質 管
理 を 行 う 。 （ ｄ ） 由 来 の 材 料 を ゲ ル 上 に よ り 少 な く 塗 布 す べ き で あ り 、 約 ５ ０ ～ １ ０ ０ ｂ
ｐ の マ ー ク で い か な る 明 る い バ ン ド も 示 さ れ な い は ず で あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
（ ｅ ） Ｍ ｍ ｅ １ 切 断
　 　 １ ０ μ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  ２ ０ μ ｌ
　 　 １ ０ × Ｎ Ｅ Ｂ ｕ ｆ ｆ ｅ ｒ ４ (New England Biolabs)    ２ ０ μ ｌ
　 　 １ ０ × Ｓ Ａ Ｍ (New England Biolabs)                ２ ０ μ ｌ
　 　 Ｍ ｍ ｅ １ （ ２ Ｕ ／ μ ｌ ） (New England Biolabs)      ２ ０ μ ｌ
　 　 無 ヌ ク レ ア ー ゼ 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  １ ２ ０ μ ｌ
２ つ の チ ュ ー ブ に 分 割 し 、 ３ ７ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 Ｓ Ａ Ｍ を 新 た に 調 製 す べ き
で あ る 。 グ リ コ ブ ル ー を 使 用 し て フ ェ ノ ー ル ク ロ ロ ホ ル ム お よ び エ タ ノ ー ル 沈 殿 を 行 う 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ を 定 量 し 、 Takara広 範 囲 ラ ダ ー お よ び Invitrogen低 分 子 量 ラ ダ ー な ら び に 工 程 （
ｄ ） 由 来 の ０ ． ５ μ ｌ の 材 料 を 共 に 含 む ２ ％ ゲ ル ま た は Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル に よ る ３ μ ｌ の 泳 動
に よ っ て 品 質 管 理 を 行 う 。
【 ０ １ ６ １ 】
（ ｆ ） ゲ ル 精 製
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　 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ を 、 適 切 な ラ ダ ー （ 例 え ば 、 ２ ０ μ ｌ の Takara広 範 囲 ラ ダ ー ） と 共 に 、
Scie-Plas中 型 ユ ニ ッ ト （ ６ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル ） 中 の ２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に ロ ー ド す る 。 ８
０ Ｖ で 約 １ ． ５ 時 間 泳 動 し 、 ３ ６ ５ ｎ ｍ の Ｕ Ｖ で 視 覚 化 す る 。 不 正 確 に 挿 入 さ れ た リ ン カ
ー を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 除 去 す る （ 不 正 確 に 挿 入 さ れ た
リ ン カ ー の 例 は 、 図 ８ ～ １ ０ を 参 照 の こ と ） 。 ジ タ グ バ ン ド を 切 り 出 し 、 製 造 者 の 説 明 書
に し た が っ て 使 い 捨 て Fermentas Eluta Tubesを 使 用 し て 電 気 溶 出 す る 。 ９ ０ Ｖ で １ ～ １
． ５ 時 間 電 気 溶 出 し 、 採 取 し た ジ タ グ を 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 す る 。 ２ ０ ０ μ ｌ の 溶 出 液 毎 に
、 以 下 を 添 加 す る 。
　 　 ３ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｏ Ａ ｃ （ ｐ Ｈ ５ ． ２ ） (Amresco)    ２ ０ μ ｌ
　 　 １ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ (Ambion)　 　 　 　 　 　 　 　 　  ４ ． ５ μ ｌ
　 　 グ リ コ チ ュ ー ブ (Ambion)　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  ２ μ ｌ
　 　 １ ０ ０ ％ エ タ ノ ー ル 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  ８ ０ ０ μ ｌ
沈 殿 し た ジ タ グ を 、 １ ２ μ ｌ 溶 離 緩 衝 液 (Qiagen)中 に 再 懸 濁 し 、 純 度 チ ェ ッ ク お よ び 視 覚
的 定 量 の た め の 低 分 子 量 ラ ダ ー (Invitrogen)と 共 に 、 ４ ～ ２ ０ ％ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ミ ニ ゲ ル で ２ ～
５ μ ｌ を 泳 動 す る 。 正 確 に 得 ら れ た ジ タ グ は 、 配 列 番 号 ２ ２ お よ び ２ ３ に 示 す 配 列 を 有 す
る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
（ ３ ） Ｐ Ｅ Ｔ の 増 幅
（ ａ ） ア ダ プ タ ー ラ イ ゲ ー シ ョ ン （ 配 列 番 号 ５ ～ ８ の ア ダ プ タ ー の 鎖 状 体 形 成 ）
　 　 Ｄ Ｎ Ａ （ １ ０ ０ ｎ ｇ ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ６ μ ｌ
　 　 ア ダ プ タ ー （ １ ０ μ ｇ ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ６ μ ｌ
　 　 １ ０ × リ ガ ー ゼ 緩 衝 液 （ ス ペ ル ミ ジ ン 含 有 ） 　 　 　 　 　 １ ． ５ μ ｌ
　 　 Ｔ ４ 　 Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ （ ５ Ｕ ／ μ ｌ 、 Invitrogen） 　 　 １ μ ｌ
　 　 無 ヌ ク レ ア ー ゼ 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ０ ． ５ μ ｌ
総 体 積 は １ ５ μ ｌ で あ る 。 １ ６ ℃ で １ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
１ ０ × ス ペ ル ミ ジ ン 含 有 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 緩 衝 液 を 以 下 か ら 作 製 す る 。
　 　 ６ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） (Ambion)
　 　 ６ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ (Ambion)
　 　 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ (Ambion)
　 　 １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｂ Ｓ Ａ (New England Biolabs)
　 　 ７ ０ ｍ Ｍ 　 β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル (Sigma)
　 　 １ ｍ Ｍ 　 Ａ Ｔ Ｐ (Invitrogen)
　 　 ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ (Invitrogen)
　 　 １ ０ ｍ Ｍ ス ペ ル ミ ジ ン (Sigma)
【 ０ １ ６ ３ 】
（ ｂ ） Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅
　 以 下 の プ ラ イ マ ー （ Ｐ Ｍ Ｒ １ １ お よ び １ ２ ） （ そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 １ ３ お よ び １ ４ ） お
よ び Qiagenの Hotstartaqキ ッ ト を 使 用 し て 増 幅 す る 。
　 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ μ ｌ
　 　 １ ０ × Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 (Qiagen)　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ ０ μ ｌ
　 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ミ ッ ク ス （ 各 １ ０ ｍ Ｍ ） (Invitrogen)　 　 　 　 ２ μ ｌ
　 　 Ｐ Ｍ Ｒ １ １ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ μ ｌ （ ０ ． ２ μ Ｍ ）
　 　 Ｐ Ｍ Ｒ １ ２ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ μ ｌ （ ０ ． ２ μ Ｍ ）
　 　 Ｈ ｏ ｔ Ｓ ｔ ａ ｒ Ｔ ａ ｑ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ (Qiagen)　 　 ０ ． ５ μ ｌ
　 　 無 ヌ ク レ ア ー ゼ 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ ０ ０ μ ｌ に す る
【 ０ １ ６ ４ 】
　 十 分 に 混 合 し 、 以 下 の よ う に Ｐ Ｃ Ｒ 装 置 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
　 　 １ ． ９ ５ ℃ で １ ５ 分 間
　 　 ２ ． ９ ４ ℃ で ０ ． ５ 分 間
　 　 ３ ． ５ ５ ℃ で ０ ． ５ 分 間
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　 　 ４ ． ７ ２ ℃ で １ 分 間
　 　 ５ ． 工 程 ２ を ２ ５ 回 繰 り 返 す
　 　 ６ ． ７ ２ ℃ で １ ０ 分 間
Ｐ Ｃ Ｒ 精 製 キ ッ ト (Qiagen)を 使 用 し て 精 製 す る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
（ ４ ） Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ の 配 列 決 定
　 Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ を 、 ４ ５ ４ 多 重 配 列 決 定 装 置 (454 life sciences)の プ ロ ト コ ー ル に し
た が っ て 直 接 配 列 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の 技 術 は 、 Margulies et al(2005)お よ び 米
国 特 許 出 願 番 号 20030068629号 に 教 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 引 例 は 、 そ の 全 体 が 本 明 細 書
中 で 参 照 す る こ と に よ り 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
（ ５ ） Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ の マ ッ ピ ン グ
　 Compressed Suffix Arrayを 使 用 し て 、 マ ッ ピ ン グ を 行 う こ と が で き る 。 ２ つ の 異 な る
Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト （ ｎ ＞ ３ ） に わ た る 複 数 の 連 結 を 、 実 際 の 遠 位 調 節 領 域 を 示 す た め に
利 用 す る べ き で あ る （ 図 ３ ） 。
〔 実 施 例 ３ 〕
【 ０ １ ６ ７ 】
［ Ｃ Ｉ Ａ － ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ 法 ］
　 Ｃ Ｉ Ａ － ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ 法 （ 図 ２ お よ び ６ ） は 、 以 下 の 部 を 含 む 。 （ １ ） Ｃ ｈ Ｉ Ｐ 　 Ｄ Ｎ Ａ
－ タ ン パ ク 質 － Ｄ Ｎ Ａ 複 合 体 の 生 成 、 （ ２ ） Ｃ Ｉ Ａ － ラ イ ブ ラ リ ー の 調 製 、 （ ３ ） Ｃ Ｉ Ａ
－ Ｐ Ｅ Ｔ ラ イ ブ ラ リ ー の 調 製 、 （ ４ ） 配 列 決 定 、 お よ び （ ５ ） Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ 配 列 の マ ッ
ピ ン グ （ 図 ５ ） 。
【 ０ １ ６ ８ 】
（ １ ） Ｃ ｈ Ｉ Ｐ 　 Ｄ Ｎ Ａ － タ ン パ ク 質 － Ｄ Ｎ Ａ 複 合 体 の 生 成 （ 上 記 ）
　 （ ａ ） マ ウ ス 胚 幹 （ Ｅ Ｓ ） 細 胞 を 、 白 血 病 阻 害 因 子 (Chemicon)の 存 在 下 で の 無 支 持 細 胞
条 件 で 培 養 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 （ ｂ ） 約 １ ～ ２ × １ ０ 8 細 胞 を 回 収 し 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド （ 最 終 濃 度 １ ％ ； Sigma） に て
室 温 で １ ０ 分 間 架 橋 す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 （ ｃ ） 細 胞 溶 解 物 お よ び ク ロ マ チ ン の 調 製
　 ｃ １ ． 細 胞 を 溶 解 緩 衝 液 （ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． １ ５ Ｍ 　 Ｎ
ａ Ｃ ｌ 、 １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 １ ％ Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ Ｘ － １ ０ ０ 、 ０ ． １ ％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ
ム 、 全 て Ambion） に 溶 解 す る 。
　 ｃ ２ ． ク ロ マ チ ン を 、 Branson 450超 音 波 細 胞 破 壊 機 （ ２ ０ ％ 負 荷 出 力 、 ３ ０ 秒 、 ５ ～
８ 回 ） を 使 用 し た 超 音 波 処 理 に よ っ て 可 溶 化 す る 。
　 ｃ ３ ． ク ロ マ チ ン を １ ０ 倍 希 釈 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ を ０ ． １ ％ に 低 下 さ せ る 。
　 ｃ ４ ． 次 い で 、 抽 出 物 を 、 １ ４ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ に て ４ ℃ で １ ０ 分 間 の 遠 心 分 離 に よ っ て
明 澄 化 す る 。
　 ｃ ５ ． こ の 抽 出 物 を 、 使 用 す る ま で － ８ ０ ℃ で 保 存 す る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 （ ｄ ） 免 疫 沈 降
　 ｄ １ ． ２ μ ｇ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｆ ７ 、 Santa Cruz） を 、 プ ロ テ イ ン Ｇ セ フ ァ ロ ー
ス (Pharmacia)に 結 合 さ せ る 。
　 ｄ ２ ． 抗 体 被 覆 ビ ー ズ を 、 ク ロ マ チ ン 抽 出 物 と ４ ℃ で １ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
　 ｄ ３ ． 次 い で 、 ビ ー ズ を 、 以 下 の 緩 衝 液 を 使 用 し て 洗 浄 す る （ Sigma Chemical Company
の 試 薬 ） ：
　 　 緩 衝 液 １ （ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． １ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ．
１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 １ ％ Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ Ｘ － １ ０ ０ 、 ０ ． １ ％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム ） で ２
回 洗 浄 す る 。
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　 　 緩 衝 液 ２ （ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ％ Ｓ
Ｄ Ｓ 、 １ ％ Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ Ｘ － １ ０ ０ 、 ０ ． １ ％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム ） で １ 回 洗 浄
す る 。
　 　 緩 衝 液 ３ （ ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． ２ ５
Ｍ 　 Ｌ ｉ Ｃ ｌ 、 ０ ． ５ ％ 　 Ｎ Ｐ ４ ０ 、 ０ ． ５ ％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム ） で １ 回 洗 浄
す る 。
　 　 緩 衝 液 ４ （ ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） で １ 回 洗
浄 す る 。
　 ｄ ４ ． 次 い で 、 タ ン パ ク 質 － Ｄ Ｎ Ａ 複 合 体 を 、 溶 離 緩 衝 液 （ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ Ｈ Ｃ ｌ
（ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ ） に て ６ ５ ℃ で ２ ０ 分 間 ビ ー ズ か ら 溶 離
す る 。
　 ｄ ５ ． 次 い で 、 溶 離 物 を 、 Ｐ Ｂ Ｓ (Ambion)中 に て ４ ℃ で ３ 時 間 透 析 し て 、 Ｓ Ｄ Ｓ を 除 去
す る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
（ ２ ） Ｃ Ｉ Ａ － ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ ラ イ ブ ラ リ ー の 調 製
（ ａ ） 末 端 修 復 （ Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ の 調 製 に 関 す る ） 、 Epicentre End-Itキ ッ ト を 使 用 し て
末 端 修 復 を 行 う 。
　 　 ク ロ マ チ ン （ ５ μ ｇ ま で ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　  ２ ． ５ μ ｌ
　 　 １ ０ × 末 端 修 復 緩 衝 液 (Epicentre)            ５ μ ｌ
　 　 ２ ． ５ ｍ Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ミ ッ ク ス (Epicentre)    ５ μ ｌ
　 　 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ａ Ｔ Ｐ (Epicentre)                ５ μ ｌ
　 　 末 端 修 復 酵 素 ミ ッ ク ス (Epicentre)            １ μ ｌ
　 　 無 ヌ ク レ ア ー ゼ 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  ３ １ ． ５ μ ｌ
短 時 間 ボ ル テ ッ ク ス し て 混 合 し 、 次 い で 、 室 温 で ４ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ７ ０ ℃ で １
０ 分 間 の 加 熱 に よ っ て 反 応 を 停 止 さ せ る 。 ２ ７ μ ｌ の 無 ヌ ク レ ア ー ゼ 水 の 添 加 に よ っ て 濃
度 を ６ ５ ｎ ｇ ／ μ ｌ に 調 整 す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 （ ｂ ） Ａ テ ー リ ン グ （ 上 記 の Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ と 同 様 ）
　 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ ０ μ ｌ
　 　 １ ０ ｍ Ｍ 　 ｄ Ａ Ｔ Ｐ (Roche)         ０ ． ５ μ ｌ
　 　 １ ０ × Ｅ ｘ Ｔ ａ ｑ 緩 衝 液 (Takara)　 　 ２ ． ５ μ ｌ
　 　 Ｅ ｘ Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ (Takara)　 　 ０ ． ５ μ ｌ
　 　 無 ヌ ク レ ア ー ゼ 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ ． ５ μ ｌ
Ｐ Ｃ Ｒ 装 置 中 に て ７ ２ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 、 ４ ℃ に す る 。 一 旦 ７ ２ ℃
で イ ン キ ュ ベ ー ト す る と 、 そ の 直 後 に チ ュ ー ブ を 取 り 出 し て ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 行 う の に 最
良 で あ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
（ ｃ ） Ｍ ＆ Ｇ リ ン カ ー で の Ｄ Ｎ Ａ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン （ 配 列 番 号 ３ お よ び ４ ）
　 　 ク ロ マ チ ン Ｄ Ｎ Ａ （ ２ ０ ０ ｎ ｇ ） 　 　 　 　 　 　 　 ３ ． １ μ ｌ
　 　 Ｍ ＆ Ｇ ア ダ プ タ ー － Ｔ テ ー ル （ ３ ８ ｎ ｇ ） 　 　 　 ７ ． ６ μ ｌ
　 　 ５ × Ｐ Ｅ Ｇ 含 有 リ ガ ー ゼ 緩 衝 液 (Invitrogen)　 　 ６ μ ｌ
　 　 Ｔ ４ リ ガ ー ゼ （ ５ Ｕ ／ μ ｌ ） (Invitrogen)　 　 　 １ μ ｌ
　 　 最 終 体 積 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ ２ ． ３ μ ｌ
１ ６ ℃ で 一 晩 ラ イ ゲ ー シ ョ ン し て 、 Ｍ ＆ Ｇ リ ン カ ー を 挿 入 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列
番 号 ２ ６ お よ び ２ ７ ） を 得 る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
（ ｄ ） プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ で の 逆 架 橋 （ 上 記 の Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ と 同 様 ）
　 Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル を ２ ０ μ ｌ ア リ コ ー ト に 分 割 し 、 １ ５ μ ｌ の ２ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ プ ロ テ イ ナ
ー ゼ Ｋ (Ambion)の 存 在 下 で の ６ ５ ℃ に て 一 晩 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て 逆 架 橋 す る 。
翌 日 、 １ μ ｌ の １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｒ Ｎ Ａ ア ー ゼ Ａ (Qiagen)を 添 加 し 、 Ｒ Ｎ Ａ を ３ ７ ℃ で ４
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５ 分 間 分 解 し 、 そ の 後 、 Ｄ Ｎ Ａ の フ ェ ノ ー ル 抽 出 お よ び エ タ ノ ー ル 沈 殿 を 行 う 。 ２ ０ μ ｌ
の 溶 離 緩 衝 液 中 に 再 懸 濁 し 、 － ２ ０ ℃ で 保 存 す る 。 濃 度 は 、 通 常 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ で あ
る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 定 量 し 、 Takara広 範 囲 ラ ダ ー お よ び Invitrogen低 分 子 量 ラ ダ ー な ら び に （ ａ ） 由 来 の ０
． ５ μ ｌ の 材 料 を 含 む １ ％ ゲ ル に よ る ０ ． ５ μ ｌ の 泳 動 に よ っ て 品 質 管 理 を 行 う 。 （ ｄ ）
由 来 の 材 料 を ゲ ル 上 に よ り 少 な く 塗 布 す べ き で あ り 、 約 ５ ０ ～ １ ０ ０ ｂ ｐ の マ ー ク で い か
な る 明 る い バ ン ド も 示 さ れ な い 。
【 ０ １ ７ ７ 】
（ ｅ ） Ｎ ｌ ａ 　 Ｉ Ｉ Ｉ で の 消 化
　 Ｎ ｌ ａ 　 Ｉ Ｉ Ｉ を 、 － ８ ０ ℃ （ 半 減 期 は 、 － ８ ０ ℃ で ６ ヶ 月 ） で 保 存 す る 。 使 用 直 前 に
氷 上 に 置 く 。
　 　 Ｄ Ｎ Ａ （ 約 １ μ ｇ ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  ２ μ ｌ
　 　 １ ０ × Ｎ Ｅ Ｂ ｕ ｆ ｆ ｅ ｒ ４ (New England Biolabs)    ５ μ ｌ
　 　 Ｎ ｌ ａ Ｉ Ｉ Ｉ (New England Biolabs)                １ μ ｌ
　 　 １ ０ ０ × Ｂ Ｓ Ａ (New England Biolabs)              ０ ． ５ μ ｌ
　 　 無 ヌ ク レ ア ー ゼ 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  ４ １ ． ５ μ ｌ
５ つ の 上 記 反 応 チ ュ ー ブ を 調 製 す る 。 ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 グ リ コ ブ ル ー
を 使 用 し て フ ェ ノ ー ル ク ロ ロ ホ ル ム お よ び エ タ ノ ー ル 沈 殿 を 行 い 、 １ ０ μ ｌ の 溶 離 緩 衝 液
(Qiagen)に 再 懸 濁 す る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
（ ｆ ） Epicentre End-Itキ ッ ト を 使 用 し た 末 端 の 研 磨
　 　 Ｄ Ｎ Ａ （ ５ μ ｇ ま で ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  ３ ４ μ ｌ
　 　 １ ０ × 末 端 修 復 緩 衝 液 (Epicentre)            ５ μ ｌ
　 　 ２ ． ５ ｍ Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ミ ッ ク ス (Epicentre)    ５ μ ｌ
　 　 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ａ Ｔ Ｐ (Epicentre)                ５ μ ｌ
　 　 末 端 修 復 酵 素 ミ ッ ク ス (Epicentre)            １ μ ｌ
室 温 で ４ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ７ ０ ℃ で １ ０ 分 間 の 加 熱 に よ っ て 反 応 を 停 止 さ せ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
（ ｉ ） Ｍ ｍ ｅ １ お よ び Ｇ ｓ ｕ １ 隣 接 部 位 を 有 す る ｐ Ｇ Ｉ Ｓ ８ ベ ク タ ー （ 配 列 番 号 １ ８ お よ
び １ ９ 、 図 ７ お よ び １ １ ） へ の ク ロ ー ニ ン グ
　 １ ． ７ ｍ ｌ 微 量 遠 心 管 を 使 用 し て （ 複 数 の チ ュ ー ブ を 使 用 す る ） 、 氷 上 に 準 備 す る 。
　 　 ４ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ 　 プ レ カ ッ ト ｐ Ｇ Ｉ Ｓ 　 　 　 　 　 　 　 　 １ μ ｌ
　 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ６ μ ｌ
　 　 ５ × Ｐ Ｅ Ｇ 含 有 リ ガ ー ゼ 緩 衝 液 (Invitrogen)　 　 　 　 　 ２ μ ｌ
　 　 Ｔ ４ 　 Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ （ ５ Ｕ ／ μ ｌ ） (Invitrogen)　 　 １ μ ｌ
１ ６ ℃ で 一 晩 （ １ ２ ～ １ ６ 時 間 ） イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 配 列 番 号 ２ ８ お よ び ２ ９ に 示 す オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る 。 ベ ク タ ー 自 己 ラ イ ゲ ー シ ョ ン コ ン ト ロ ー ル も 準 備 す る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ っ て ５ ０ μ ｌ の エ レ ク ト ロ コ ン ピ テ ン ト Ｔ Ｏ Ｐ １ ０ 細 胞 (I
nvitrogen)あ た り １ μ ｌ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 物 を 形 質 転 換 す る 。 １ ｍ ｌ 　 Ｌ Ｂ 培 地 中 に
各 ア リ コ ー ト を ３ ７ ℃ で １ 時 間 回 収 し 、 次 い で 、 品 質 管 理 お よ び 滴 定 の た め に 一 連 の 連 続
希 釈 物 （ Ｌ Ｂ 寒 天 ＋ ア ン ピ シ リ ン ） に プ レ ー ト す る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 次 い で 、 残 り の 培 養 物 の 巨 大 な 寒 天 プ レ ー ト (Q-trays)へ の プ レ ー テ ィ ン グ に よ っ て こ
の 過 程 を 拡 大 し 、 Qiagen HiSpeed Plasmid Maxiキ ッ ト を 使 用 し て マ キ シ プ レ ッ プ (maxipr
ep)を 行 う 。
【 ０ １ ８ ２ 】
（ ３ ） Ｃ Ｉ Ａ － ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ ラ イ ブ ラ リ ー
（ ａ ） Ｍ ｍ ｅ １ 切 断
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　 　 １ ０ μ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  １ ０ ０ μ ｌ
　 　 １ ０ × Ｎ Ｅ Ｂ ｕ ｆ ｆ ｅ ｒ ４ (New England Biolabs)    ２ ０ μ ｌ
　 　 １ ０ × Ｓ Ａ Ｍ (New England Biolabs)                ２ ０ μ ｌ
　 　 Ｍ ｍ ｅ １ （ ２ Ｕ ／ μ ｌ ） (New England Biolabs)      １ ２ μ ｌ
　 　 無 ヌ ク レ ア ー ゼ 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  ４ ８ μ ｌ
３ ７ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 配 列 番 号 ３ ０ お よ び ３ １ に 示 す オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
得 る 。 Ｓ Ａ Ｍ を 、 新 た に 調 製 す べ き で あ る 。 グ リ コ ブ ル ー を 使 用 し て フ ェ ノ ー ル ク ロ ロ ホ
ル ム お よ び エ タ ノ ー ル 沈 殿 を 行 い 、 １ ２ μ ｌ の 溶 離 緩 衝 液 に 再 懸 濁 す る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ を 定 量 し 、 Takara広 範 囲 ラ ダ ー お よ び Invitrogen低 分 子 量 ラ ダ ー な ら び に 工 程 （
ｅ ） 由 来 の １ μ ｌ の 材 料 を 共 に 含 む ２ ％ ゲ ル ま た は Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル に よ る １ μ ｌ の 泳 動 に よ
っ て 品 質 管 理 を 行 う 。
【 ０ １ ８ ４ 】
（ ｂ ） 環 状 化
　 以 下 (MJ Research)を 含 む 各 ウ ェ ル を 有 す る ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト を 準 備 す る 。
　 　 １ ０ ０ ｎ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ５ ０ μ ｌ
　 　 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 溶 液 １ (Takara Ligation Kit ver2)　 　 ５ ０ μ ｌ
プ レ ー ト を し っ か り と 密 封 し て 蒸 発 を 防 ぐ 。 １ ６ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ３ つ の カ
ラ ム を 使 用 し て Ｐ Ｃ Ｒ 精 製 (Qiagen)を 行 い 、 ４ ０ μ ｌ の 各 溶 離 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し 、 総 量 が
１ ２ ０ μ ｌ に な る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
（ ｃ ） Ｇ ｓ ｕ １ 切 断
　 ９ つ の チ ュ ー ブ を 準 備 す る
　 　 環 状 化 Ｄ Ｎ Ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  １ ２ μ ｌ
　 　 １ ０ × Ｔ Ａ Ｎ Ｇ Ｏ 緩 衝 液 (Fermentas)    ８ ． ６ μ ｌ
　 　 １ ０ × Ｓ Ａ Ｍ (New England Biolabs)    ８ ． ６ μ ｌ
　 　 Ｇ ｓ ｕ Ｉ （ ５ Ｕ ／ μ ｌ ） (Fermentas)    １ μ ｌ
　 　 無 ヌ ク レ ア ー ゼ 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  ５ ５ ． ８ μ ｌ
３ ０ ℃ で 少 な く と も ２ 時 間 消 化 さ せ る が 、 一 晩 切 断 し な い 。 配 列 番 号 ３ ２ お よ び ３ ３ に 示
す オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
（ ｄ ） 環 状 化
　 以 下 を 含 む ９ つ の チ ュ ー ブ を 準 備 す る 。
　 　 約 １ ０ ０ ｎ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ５ ０ μ ｌ
　 　 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 溶 液 １ (Takara Ligation Kit ver2)　 　 ５ ０ μ ｌ
１ ６ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 フ ェ ノ ー ル ク ロ ロ ホ ル ム エ タ ノ ー ル 沈 殿 を 行 い 、 １ ２
μ ｌ の 溶 離 緩 衝 液 に 再 懸 濁 す る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
（ ｅ ） ロ ー リ ン グ サ ー ク ル 増 幅 (Templiphi kit、 Amersham)を 使 用 し た 増 幅
　 氷 上 で 溶 液 を 解 凍 す る 。 以 下 を 含 む ３ ～ ４ つ の チ ュ ー ブ を 調 製 す る 。
　 　 ２ ． ５ ｎ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ μ ｌ
　 　 Ｔ ｅ ｍ ｐ ｌ ｉ ｐ ｈ ｉ 　 ｋ ｉ ｔ の 変 性 緩 衝 液 (Amersham)　 　 １ ０ μ ｌ
９ ５ ℃ で ３ 分 間 加 熱 し 、 そ の 後 、 氷 上 で 短 時 間 冷 却 す る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 反 応 緩 衝 液 に 、 以 下 を 添 加 す る 。
　 　 Ｔ ｅ ｍ ｐ ｌ ｉ ｐ ｈ ｉ 　 ｋ ｉ ｔ プ レ ミ ッ ク ス (Amersham)　 　 １ ０ μ ｌ
軽 く た た く か 穏 や か に ボ ル テ ッ ク ス し て 十 分 に 混 合 す る 。 震 盪 せ ず に ３ ０ ℃ で １ ６ ～ １ ８
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 材 料 を 、 例 え ば 、 １ μ ｌ の マ イ ク ロ ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 試
験 す る 。 材 料 は 、 粘 性 を 示 す は ず で あ る 。 ピ コ グ リ ー ン 蛍 光 光 度 法 （ Quant-iT DNAア ッ セ
イ キ ッ ト 、 Molecular Probes） に よ っ て 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 定 量 す る 。
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【 ０ １ ８ ９ 】
（ ｆ ） Ｂ ａ ｍ Ｈ １ 切 断
　 　 １ ０ ０ μ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  １ μ ｌ
　 　 １ ０ × 固 有 の Ｂ ａ ｍ Ｈ １ 緩 衝 液 (New England Biolabs)            １ ０ μ ｌ
　 　 １ ０ ０ × ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (New England Biolabs)              １ μ ｌ
　 　 Ｂ ａ ｍ Ｈ １ （ ２ ０ Ｕ ／ μ ｌ ； ２ 倍 過 剰 ） (New England Biolabs)    ２ ０ μ ｌ
　 　 無 ヌ ク レ ア ー ゼ 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  ７ ８ μ ｌ
必 要 に 応 じ て 、 Ｄ Ｎ Ａ を 消 化 す る た め の さ ら な る チ ュ ー ブ を 調 製 し 、 ３ ７ ℃ で 一 晩 イ ン キ
ュ ベ ー ト し て 、 配 列 番 号 ３ ４ お よ び ３ ５ に 示 す オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
（ ｇ ） ゲ ル 精 製
　 適 切 な ラ ダ ー （ 例 え ば 、 ２ ０ μ ｌ の Takara広 範 囲 ラ ダ ー ） と 共 に 、 Scie-Plas中 型 ユ ニ
ッ ト （ ６ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル ） 中 の ２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に ロ ー ド す る 。 ８ ０ Ｖ で 約 １ ． ５ 時 間
泳 動 し 、 ３ ６ ５ ｎ ｍ の Ｕ Ｖ で 視 覚 化 す る 。 不 正 確 に 挿 入 さ れ た リ ン カ ー を 有 す る オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 、 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 除 去 す る （ 不 正 確 に 挿 入 さ れ た リ ン カ ー の 例 は 、 図
８ ～ １ ０ を 参 照 の こ と ） 。 ジ タ グ バ ン ド を 切 り 出 し 、 製 造 者 の 説 明 書 に し た が っ て 使 い 捨
て Fermentas Eluta Tubesを 使 用 し て 電 気 溶 出 す る 。 ９ ０ Ｖ で １ ～ １ ． ５ 時 間 電 気 溶 出 し
、 採 取 し た ジ タ グ を 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 す る 。 ２ ０ ０ μ ｌ の 溶 出 液 毎 に 、 以 下 を 添 加 す る 。
　 　 ３ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｏ Ａ ｃ （ ｐ Ｈ ５ ． ２ ） 　 　 ２ ０ μ ｌ
　 　 １ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ４ ． ５ μ ｌ
　 　 グ リ コ チ ュ ー ブ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ μ ｌ
　 　 １ ０ ０ ％ エ タ ノ ー ル 　 　 　 　 　 　 　 　 ８ ０ ０ μ ｌ
沈 殿 し た ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ を 、 １ ２ μ ｌ 溶 離 緩 衝 液 中 に 再 懸 濁 し 、 純 度 チ ェ ッ ク お よ び 視 覚 的 定
量 の た め の 低 分 子 量 ラ ダ ー (Invitrogen)と 共 に 、 ４ ～ ２ ０ ％ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ミ ニ ゲ ル で ２ ～ ５ μ
ｌ を 泳 動 す る 。
【 ０ １ ９ １ 】
（ ４ ） Ｃ Ｉ Ａ － ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ の 配 列 決 定
（ ａ ） ゲ ル 精 製 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 付 着 ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ の 鎖 状 体 形 成
　 　 Ｃ Ｉ Ａ － ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ 　 ２ ０ ０ ～ １ ０ ０ ０ ｎ ｇ 　 　 　 　 　 ６ μ ｌ
　 　 １ ０ × リ ガ ー ゼ 緩 衝 液 （ ス ペ ル ミ ジ ン 含 有 ） 　 　 　 　 　 １ μ ｌ
　 　 Ｔ ４ 　 Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ （ ５ Ｕ ／ μ ｌ 、 Invitrogen） 　 　 １ μ ｌ
　 　 無 ヌ ク レ ア ー ゼ 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ μ ｌ
１ ６ ℃ で ２ 時 間 か ら 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、 ６ ５ ℃ で １ ０ 分 間 加 熱 不 活 化 す る
。
【 ０ １ ９ ２ 】
（ ｂ ） Ｃ Ｉ Ａ － ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ コ ン カ テ マ ー の 部 分 的 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 再 消 化
　 Qiagen PCR精 製 QuickSpinキ ッ ト を 使 用 し て 、 コ ン カ テ マ ー Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 す る 。 次 い で
、 Nanodrop(Nanodrop technologies)の た め の １ μ ｌ の 使 用 に よ っ て Ｄ Ｎ Ａ を 定 量 し 、 短
い Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ の 再 消 化 物 を 定 量 す る 。
　 　 コ ン カ テ マ ー 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  ２ ０ μ ｌ
　 　 １ ０ × Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 緩 衝 液 (New England Biolabs)            ３ μ ｌ
　 　 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ （ １ Ｕ ／ μ ｌ に 希 釈 ） (New England Biolabs)    ０ ． ２ μ ｌ
　 　 １ ０ ０ × Ｂ Ｓ Ａ (New England Biolabs)                    ０ ． ５ μ ｌ
　 　 無 ヌ ク レ ア ー ゼ 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  ６ ． ３ μ ｌ
３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ れ 以 上 は イ ン キ ュ ベ ー ト し な い 。 ６ μ ｌ の ロ ー デ
ィ ン グ 色 素 を 迅 速 に 添 加 し 、 ６ ５ ℃ で １ ５ 分 間 加 熱 し 、 氷 上 で 冷 却 し 、 そ の 後 に Ｐ Ａ Ｇ Ｅ
ゲ ル に ロ ー デ ィ ン グ す る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
（ ｃ ） 鎖 状 体 形 成 し た Ｃ Ｉ Ａ － ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ の Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 精 製
　 好 ま し く は 、 サ イ ズ 測 定 の た め の Takara広 範 囲 ラ ダ ー お よ び Invitrogen低 分 子 量 ラ ダ ー
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を 隣 接 さ せ た ４ ～ ２ ０ ％ の 勾 配 の Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ミ ニ ゲ ル の １ つ の 穴 に 全 サ ン プ ル を ロ ー デ ィ ン
グ す る 。 ２ ０ ０ Ｖ で 約 １ 時 間 電 気 泳 動 す る 。 Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ グ リ ー ン Ｉ で １ ５ ～ ３ ０ 分 間 染 色 し
、 ゲ ル 切 り 出 し 物 に つ い て Dark Readerト ラ ン ス イ ル ミ ネ ー タ ー (Clare Chemical)で 視 覚
化 す る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
（ ｄ ） コ ン カ テ マ ー の 切 り 出 し
　 鎖 状 体 形 成 Ｄ Ｎ Ａ を ３ つ の 個 別 の 画 分 （ 低 （ ４ ０ ０ ～ １ ０ ０ ０ ｂ ｐ ） 、 中 （ １ ０ ０ ０ ～
２ ０ ０ ０ ｂ ｐ ） 、 お よ び 高 （ ＞ ２ ０ ０ ０ ｂ ｐ ） ） に 切 り 出 す 。 切 り 出 し た 各 サ イ ズ 画 分 の
ゲ ル ス ラ イ ス を ０ ． ６ ｍ ｌ の 微 量 遠 心 管 に 入 れ 、 ２ １ Ｇ ニ ー ド ル で 底 を 突 き 刺 し た 。 こ の
突 き 刺 し た チ ュ ー ブ を 、 １ ． ７ ｍ ｌ 微 量 遠 心 管 内 に 入 れ 、 １ ６ １ １ ０ ｇ に て ４ ℃ で ５ 分 間
遠 心 分 離 し た 。 そ れ に よ り 、 ゲ ル 片 が 都 合 良 く バ ラ バ ラ に な り 、 １ ． ７ ｍ ｌ の 各 チ ュ ー ブ
の 底 に 回 収 さ れ る 。 ２ ０ ０ μ ｌ の Ｌ ｏ Ｔ Ｅ ： Ｎ Ｈ ４ Ｏ Ａ ｃ （ １ ６ ７ ： ３ ３ ） （ Ｌ ｏ Ｔ Ｅ は
以 下 の 配 合 表 に 従 い 、 Ｎ Ｈ ４ Ｏ Ａ ｃ は Ambionか ら 入 手 ） を 、 各 チ ュ ー ブ に 添 加 し 、 ６ ５ ℃
で ２ 時 間 の 加 熱 に よ っ て 溶 離 す る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
Ｌ ｏ Ｔ Ｅ 緩 衝 液 ：
　 　 ３ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） (Ambion)
　 　 ０ ． ２ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ (Ambion)
【 ０ １ ９ ６ 】
　 上 記 の マ イ ク ロ ス ピ ン フ ィ ル タ ー ユ ニ ッ ト を 用 い た １ ６ １ １ ０ ｇ で の ４ ℃ で １ ０ 分 間 の
ス ピ ン に よ っ て 上 清 （ 溶 離 し た 鎖 状 体 形 成 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ） を ゲ ル 片 か ら 分 離 す る 。 溶 離 し
た 各 サ イ ズ 画 分 に 対 し て フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 を 行 い 、 そ の 後 に エ タ ノ ー ル 沈 殿
を 行 う 。
　 　 溶 離 Ｄ Ｎ Ａ 画 分 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ ０ ０ μ ｌ
　 　 ３ Ｍ 　 酢 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ ５ ． ２ ） 　 　 ２ ０ μ ｌ
　 　 Ｇ ｌ ｙ ｃ ｏ Ｂ ｌ ｕ ｅ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ ． ２ μ ｌ
　 　 １ ０ ０ ％ エ タ ノ ー ル 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ８ ０ ０ μ ｌ
－ ８ ０ ℃ で ３ ０ 分 間 保 持 し 、 次 い で 、 １ ６ １ １ ０ ｇ に て ４ ℃ で ３ ０ 分 間 ス ピ ン し 、 ７ ５ ％
エ タ ノ ー ル で １ 回 洗 浄 す る 。 ６ μ ｌ の Ｌ ｏ Ｔ Ｅ 緩 衝 液 中 に ペ レ ッ ト を 再 懸 濁 し た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
（ ｅ ） ｐ Ｚ Ｅ ｒ Ｏ － １ ベ ク タ ー へ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン
　 使 用 前 に 、 ｐ Ｚ Ｅ ｒ Ｏ － １ ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー を 、 ３ ７ ℃ で ２ 時 間 の １ ０ 単 位 の Ｂ ａ
ｍ Ｈ Ｉ (New England Biolabs)で の ２ μ ｇ の ｐ Ｚ Ｅ ｒ Ｏ － １ プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ (Invitrogen
)の 消 化 に よ っ て 調 製 す る 。 消 化 さ れ た プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 、 フ ェ ノ ー ル ・ ク ロ ロ ホ ル ム
抽 出 し 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 を 行 い 、 ３ ３ ｎ ｇ ／ μ ｌ の 濃 度 の ６ ０ μ ｌ の Ｌ ｏ Ｔ Ｅ に 再 懸 濁 す
る 。 プ ラ ス ミ ド を 、 コ ン ト ロ ー ル と し て の ベ ク タ ー の 自 己 ラ イ ゲ ー シ ョ ン の 準 備 （ わ ず か
な コ ロ ニ ー が 存 在 す る は ず で あ る ） お よ び ア ガ ロ ー ス ゲ ル で の 泳 動 に よ っ て 立 証 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 以 下 の よ う に ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 準 備 す る 。
　 　 コ ン カ テ マ ー Ｄ Ｎ Ａ 画 分 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ６ μ ｌ
　 　 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ ／ ｐ Ｚ Ｅ ｒ Ｏ － １ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ μ ｌ
　 　 ５ × リ ガ ー ゼ 緩 衝 液 （ Ｐ Ｅ Ｇ 含 有 ） (Invitrogen)　 　 　 ２ μ ｌ
　 　 Ｔ ４ 　 Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ （ ５ Ｕ ／ μ Ｌ ） (Invitrogen)　 　 １ μ ｌ
１ ６ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 熱 不 活 化 さ せ な い 。 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 並 行 し て 、
ベ ク タ ー の 自 己 ラ イ ゲ ー シ ョ ン も 準 備 す る 。 自 己 ラ イ ゲ ー シ ョ ン の た め の ベ ク タ ー を 調 製
す る 場 合 、 コ ン カ テ マ ー Ｄ Ｎ Ａ 画 分 を 無 ヌ ク レ ア ー ゼ 水 と 置 換 す る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 前 に 各 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 物 を 精 製 し て 塩 を 除 去 す る 。 無 ヌ ク
レ ア ー ゼ 水 で 体 積 を ２ ０ ０ μ ｌ に 調 整 し 、 フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 （ ｐ Ｈ ７ ． ９ ）
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お よ び － ８ ０ ℃ で ３ ０ 分 間 の エ タ ノ ー ル 沈 殿 （ GlycoBlueを 使 用 ） を 行 う 。 ス ピ ン し 、 ペ
レ ッ ト を 、 ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル で 少 な く と も ２ 回 洗 浄 し 、 １ ２ μ ｌ の Ｌ ｏ Ｔ Ｅ に 再 懸 濁 す る
。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 １ μ ｌ の 精 製 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 物 を 、 予 め 冷 却 し た １ ． ７ ｍ ｌ 微 量 遠 心 管 中 の ２ ５ μ
ｌ の エ レ ク ト ロ コ ン ピ テ ン ト 細 胞 （ 例 え ば 、 Lucigenの 大 腸 菌 、 Invitrogenの Top10） に 添
加 す る 。 ピ ペ ッ ト を 上 下 さ せ て 混 合 し な い こ と 。 そ の 代 わ り に 、 ピ ペ ッ ト チ ッ プ で 穏 や か
に 撹 拌 す る 。 氷 上 に ５ 分 間 静 置 し 、 次 い で 、 予 め 冷 却 し た Bioradエ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン
キ ュ ベ ッ ト （ 光 路 ０ ． １ ｃ ｍ ） に 移 す 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 氷 上 で さ ら に ５ 分 間 静 置 す る 。 Biorad Micropulserユ ニ ッ ト 、 単 一 パ ル ス 、 プ ロ グ ラ ム
Ｅ Ｃ １ を 使 用 し て 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 行 う 。 時 定 数 は 、 通 常 、 ４ ． ５ ～ ５ ｍ ｓ で
あ る 。 パ ル シ ン グ か ら １ ０ 秒 以 内 に 室 温 で １ ｍ ｌ を 無 添 加 の Ｌ Ｂ 培 地 に 添 加 し 、 １ ５ ｍ ｌ
　 Ｆ ａ ｌ ｃ ｏ ｎ チ ュ ー ブ に 移 し 、 ２ ０ ０ ｒ ｐ ｍ に て ３ ７ ℃ で １ 時 間 震 盪 し な が ら 回 収 す る
。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 ２ ０ ～ ５ ０ μ ｌ （ １ ｍ ｌ の う ち ） を 、 低 塩 Ｌ Ｂ 寒 天 ＋ ゼ オ シ ン （ Immedia Zeocin Agar
， Invitrogen） を 含 む 小 寒 天 プ レ ー ト に プ レ ー ト し 、 ３ ７ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
（ ｆ ） ラ イ ブ ラ リ ー の 品 質 管 理
　 コ ロ ニ ー 数 を 計 数 し 、 自 己 ラ イ ゲ ー シ ョ ン バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 排 除 後 に 有 効 に ラ イ ブ ラ
リ ー を 測 定 す る 。 プ ラ イ マ ー Ｐ Ｍ Ｒ ０ １ １ お よ び Ｐ Ｍ Ｒ ０ １ ２ を 使 用 し た Ｐ Ｃ Ｒ ス ク リ ー
ニ ン グ の た め に ２ ４ ～ ４ ８ コ ロ ニ ー を 選 別 す る 。 ｐ Ｚ Ｅ ｒ Ｏ － １ ベ ク タ ー 自 体 に コ ン ト ロ
ー ル Ｐ Ｃ Ｒ を 含 め る 。 Ｐ Ｃ Ｒ の 結 果 に 基 づ い て 、 一 晩 の 培 養 物 （ 低 塩 Ｌ Ｂ ＋ ゼ オ シ ン 、 Im
media、 Invitrogen） に つ い て １ ～ ４ × ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト の コ ロ ニ ー を 選 別 し 、 プ ラ ス
ミ ド を 精 製 お よ び 配 列 決 定 し て 、 イ ン サ ー ト あ た り の ジ タ グ の 平 均 数 を 決 定 す る 。 こ の 段
階 で 、 ラ イ ブ ラ リ ー を 、 精 製 ラ イ ゲ ー シ ョ ン ミ ッ ク ス の 形 態 に て 、 大 量 形 質 転 換 、 プ ラ ス
ミ ド 抽 出 、 お よ び 配 列 決 定 の 実 施 が 望 ま れ る ま で － ２ ０ ℃ で 保 存 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
（ ｇ ） ラ イ ブ ラ リ ー プ レ ー テ ィ ン グ お よ び コ ロ ニ ー 選 別 の 配 列 決 定
　 形 質 転 換 Ｔ Ｏ Ｐ １ ０ (Invitrogen)細 菌 細 胞 を 、 ロ ボ ッ ト 選 別 を 容 易 に す る た め の ２ ， ０
０ ０ ／ プ レ ー ト 未 満 の コ ロ ニ ー 密 度 で ２ ２ × ２ ２ ｃ ｍ 寒 天 プ レ ー ト （ Q-trays， Genetix）
に プ レ ー ト し た 。 各 コ ロ ニ ー を 選 別 し 、 Ｌ Ｂ ＋ ゼ オ シ ン （ 上 記 を 参 照 の こ と ） を 含 む ３ ８
４ ウ ェ ル プ レ ー ト に て ３ ７ ℃ で 一 晩 培 養 し た 。 ３ ８ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト の 複 数 の コ ロ ニ ー を
複 製 し 、 １ ５ ％ グ リ セ ロ ー ル (Sigma)の 存 在 下 に て － ８ ０ ℃ で 保 存 す る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
（ ｈ ） テ ン プ レ ー ト の 調 製
　 ｐ Ｚ Ｅ ｒ Ｏ － １ 由 来 の ク ロ ー ン 由 来 の プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 、 Sprintprep固 相 キ ッ ト (Age
ncourt)を 使 用 し て 調 製 す る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
（ ｉ ） Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定
　 プ ラ ス ミ ド を 、 両 方 の 方 向 か ら 配 列 決 定 す る た め に 、 配 列 決 定 プ ラ イ マ ー Ｐ Ｍ Ｒ ０ １ １
お よ び Ｐ Ｍ Ｒ ０ １ ２ （ そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 １ ３ お よ び １ ４ ） を 使 用 し て 配 列 決 定 す る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
（ ５ ） Ｃ Ｉ Ａ － ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ の マ ッ ピ ン グ
　 Compressed Suffix Arrayを 使 用 し て 、 マ ッ ピ ン グ を 行 う こ と が で き る 。 ２ つ の 異 な る
Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト （ ｎ ＞ ３ ） に わ た る 複 数 の 連 結 を 、 実 際 の 遠 位 調 節 領 域 を 示 す た め に
利 用 す る べ き で あ る （ 図 ５ ） 。 ３ つ を 超 え る Ｐ Ｅ Ｔ が 、 Ｄ Ｎ Ａ の 同 一 ス ト レ ッ チ の 再 整 列
を 示 さ な け れ ば な ら な い 。 す な わ ち 、 １ ０ ｋ Ｂ を 超 え る 距 離 で 分 離 し て い る か 、 異 な る 染
色 体 上 に 存 在 す る タ グ １ お よ び タ グ ２ を 、 ゲ ノ ム の 異 な る 位 置 に マ ッ ピ ン グ す る タ グ か ら
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な る 任 意 の キ メ ラ の 前 に 、 ゲ ノ ム 再 整 列 の 代 表 と し て 利 用 す る 。
〔 実 施 例 ４ 〕
【 ０ ２ ０ ８ 】
使 用 の た め の Ｍ お よ び Ｇ ベ ク タ ー ｐ Ｇ Ｉ Ｓ ８ の 調 製
　 （ ａ ） ｐ Ｇ Ｉ Ｓ ８ ベ ク タ ー を 得 る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 （ ｂ ） 従 来 ど お り ロ ー リ ン グ サ ー ク ル 増 幅 （ Templiphi kit， Amersham） に よ っ て 増 幅
す る 。 氷 上 で 溶 液 を 解 凍 す る 。 以 下 を 含 む ３ ～ ４ つ の チ ュ ー ブ を 調 製 す る 。
　 　 １ ｎ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ (Maxiprep)　 　 　 　 　 　 　 　 １ μ ｌ
　 　 Ｔ ｅ ｍ ｐ ｌ ｉ ｐ ｈ ｉ 　 ｋ ｉ ｔ 変 性 緩 衝 液 　 　 １ ０ μ ｌ
９ ５ ℃ で ３ 分 間 加 熱 し 、 次 い で 、 氷 上 で 短 期 間 冷 却 す る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 反 応 緩 衝 液 に 以 下 を 添 加 す る 。
　 　 Ｔ ｅ ｍ ｐ ｌ ｉ ｐ ｈ ｉ 　 ｋ ｉ ｔ プ レ ミ ッ ク ス 　 　 １ ０ μ ｌ
　 　 軽 く た た く か 穏 や か に ボ ル テ ッ ク ス し て 十 分 に 混 合 す る 。 震 盪 せ ず に ３ ０ ℃ で １ ６ ～
１ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 材 料 を 試 験 す る 。 材 料 は 粘 性 を 示 す は ず で あ る 。 ピ コ グ リ
ー ン 蛍 光 光 度 法 （ Quant-It kit、 Molecular Probes） に よ っ て Ｄ Ｎ Ａ を 定 量 す る 。
【 ０ ２ １ １ 】
（ ｃ ） 制 限 酵 素 消 化 の 実 施
　 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  ２ ５ μ ｌ
　 　 Ｘ ｈ ｏ Ｉ （ ２ ０ Ｕ ／ μ ｌ ） (New England Biolabs)      １ μ ｌ
　 　 Ｅ ｃ ｏ Ｒ １ （ ２ ０ Ｕ ／ μ ｌ ） (New England Biolabs)    １ μ ｌ
　 　 １ ０ × Ｅ ｃ ｏ Ｒ １ 緩 衝 液 (New England Biolabs)        ５ μ ｌ
　 　 １ ０ ０ × Ｂ Ｓ Ａ (New England Biolabs)                １ μ ｌ
　 　 無 ヌ ク レ ア ー ゼ 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  １ ７ μ ｌ
３ ７ ℃ で １ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 精 製 キ ッ ト (Qiagen)を 使 用 し て 精 製 す る 。
１ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て ５ μ ｌ を 試 験 す る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
（ ｄ ） 平 滑 末 端 化
　 以 下 の よ う に ２ つ の チ ュ ー ブ を 準 備 す る 。
　 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  ２ ２ ． ５ μ ｌ
　 　 １ ０ × 末 端 修 復 緩 衝 液 (Epicentre)            ５ μ ｌ
　 　 ２ ． ５ ｍ Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ミ ッ ク ス (Epicentre)    ５ μ ｌ
　 　 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ａ Ｔ Ｐ (Epicentre)                ５ μ ｌ
　 　 末 端 修 復 酵 素 ミ ッ ク ス 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  １ μ ｌ
　 　 無 ヌ ク レ ア ー ゼ 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  １ １ ． ５ μ ｌ
室 温 で ４ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ７ ０ ℃ で １ ０ 分 間 の 加 熱 に よ っ て 反 応 を 停 止 さ せ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 当 業 者 は 、 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く 、 種 々 の 修 正 形 態 お よ び 改 良 を
実 施 す る こ と が で き る と 認 識 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の Ｃ Ｉ Ａ 法 を 、 哺 乳 動 物 細 胞 の 代 わ り に 、 酵 母 細 胞 な ど の 他 の 細 胞 種 で
使 用 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 Ｃ ｈ Ｉ Ｐ を 使 用 す る 代 わ り に 、 本 方 法 を 、 免 疫 沈 降 を 必
要 と し な い 適 切 な 固 定 液 で の 架 橋 に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 こ の 変 形 形 態 で は 、 プ
ロ ト コ ー ル は 以 下 で あ る 。
１ ． 細 胞 を 採 取 す る 。
２ ． ホ ル ム ア ル デ ヒ ド に て ３ ６ ℃ で １ ０ 分 間 架 橋 す る 。
３ ． ビ ー ズ ビ ー タ ー で の 細 胞 溶 解 お よ び そ の 後 の 遠 心 分 離 に よ っ て 上 清 を 得 る 。
４ ． 超 音 波 処 理 、 ハ イ ド ロ シ ャ ー リ ン グ 、 皮 下 注 射 針 に よ る 引 き 抜 き の 反 復 、 ま た は 制 限
酵 素 消 化 に よ っ て Ｄ Ｎ Ａ を 剪 断 す る 。
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５ ． Ｓ Ｄ Ｓ お よ び Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ － Ｘ 処 理 を 用 い て 望 ま し く な い タ ン パ ク 質 を 除 去 す る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 そ の 後 、 Ｄ Ｎ Ａ を 、 上 記 の よ う に さ ら に 処 理 す る こ と が で き る （ 平 滑 末 端 化 、 ラ イ ゲ ー
シ ョ ン ） 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 さ ら に 、 別 の 変 形 形 態 で は 、 ロ ー リ ン グ サ ー ク ル 増 幅 を 、 Ｐ Ｃ Ｒ の 代 わ り に 使 用 す る こ
と が で き る 。 こ の よ う な 変 形 形 態 で は 、 望 ま し く な い タ ン パ ク 質 の 除 去 後 の プ ロ ト コ ー ル
は 以 下 で あ る 。
１ ． Ｄ Ｎ Ａ を 平 滑 末 端 化 す る 。
２ ． Ｄ Ｎ Ａ を Ａ － テ ー リ ン グ す る 。
３ ． ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る 。
４ ． ロ ー リ ン グ サ ー ク ル 増 幅 を 、 Amersham Bioscienceの Templiphi kitな ど の 適 切 な 市 販
の キ ッ ト を 使 用 し て 行 う こ と が で き る 。
５ ． Ｄ Ｎ Ａ の 定 量 を 、 Invitrogen/Molecular Probesの PicoGreenの 蛍 光 定 量 キ ッ ト を 使 用
し て 行 う こ と が で き る 。
６ ． Ｍ ｍ ｅ Ｉ 制 限 酵 素 を 使 用 し て 消 化 し 、 単 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 さ ら に 、 別 の 変 形 形 態 で は 、 Ａ － テ ー リ ン グ 工 程 を 省 略 し 、 適 切 な 平 滑 末 端 化 ア ダ プ タ
ー を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ １ ９ 】
【 図 １ 】 末 端 対 合 (paired end)（ ジ ） タ グ （ Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ ） 配 列 決 定 に よ る ク ロ マ チ ン
相 互 作 用 分 析 の た め の 本 発 明 の １ つ の 方 法 の 概 観 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 Ｃ Ｉ Ａ － ｄ ｉ Ｐ ｅ ｔ 法 の た め の 本 発 明 の 別 の 方 法 の 概 観 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ の マ ッ ピ ン グ を 示 す 図 で あ る 。 実 際 の 相 互 作 用 領 域 を 示 す Ｃ Ｉ Ａ
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－ Ｐ Ｅ Ｔ に よ り 、 ２ つ の 異 な る ゲ ノ ム 領 域 に わ た る と 予 想 さ れ 、 多 重 Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ に よ
り 、 ク ラ ス タ ー 化 し て い る と 予 想 さ れ る 。
【 図 ４ 】 Ｃ Ｉ Ａ － Ｐ Ｅ Ｔ の 関 連 制 限 酵 素 の 認 識 配 列 を 示 す 図 で あ る 。 Ｎ ま た は Ｘ を 使 用 し
て 示 し た 各 塩 基 は 、 任 意 の ヌ ク レ オ チ ド （ Ａ 、 Ｃ 、 Ｇ 、 ま た は Ｔ の い ず れ か ） で あ り 得 る
。 Ｎ お よ び Ｘ を 含 む 領 域 は 、 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 た 部 分 を 示 す 。 図 中 の 上 か ら
下 ま で に 認 め ら れ る 配 列 は 以 下 で あ る 。 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ３ ６ 、 配 列 番
号 ３ ７ 、 配 列 番 号 ２ ０ 、 配 列 番 号 ２ １ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ６ 、 配 列 番 号 ７ 、 配 列 番 号
８ 、 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 ２ ２ 、 配 列 番 号 ２ ３ 、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 ２ ４ 、 配 列 番
号 ２ ５ （ 配 列 番 号 ２ ４ お よ び ２ ５ は 、 ３ 回 反 復 し て い る ） 。
【 図 ５ 】 Ｃ Ｉ Ａ － ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ の マ ッ ピ ン グ を 示 す 図 で あ る 。 相 互 作 用 領 域 を 示 す Ｃ Ｉ Ａ －
ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ に よ り 、 ２ つ の 異 な る ゲ ノ ム 領 域 に わ た る と 予 想 さ れ 、 多 重 Ｃ Ｉ Ａ － ｄ ｉ Ｐ Ｅ
Ｔ に よ り 、 ク ラ ス タ ー 化 し て い る と 予 想 さ れ る 。 Ｃ Ｉ Ａ － ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ の ２ つ の Ｐ Ｅ Ｔ に よ
っ て 得 ら れ た さ ら な る 情 報 は 、 ゲ ノ ム へ の Ｃ Ｉ Ａ － ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ の マ ッ ピ ン グ に 有 用 で あ る
。
【 図 ６ 】 Ｃ Ｉ Ａ － ｄ ｉ Ｐ Ｅ Ｔ の 関 連 制 限 酵 素 の 認 識 配 列 を 示 す 図 で あ る 。 塩 基 Ｎ お よ び Ｘ
は 、 任 意 の ヌ ク レ オ チ ド （ Ａ 、 Ｃ 、 Ｇ 、 ま た は Ｔ の い ず れ か ） を 示 し 、 こ れ ら は 、 異 な る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 ら れ る 。 数 字 １ お よ び ２ は 、 ２ つ の 領 域 由 来 の ヌ ク レ オ チ ド ま た
は １ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 た 末 端 を 示 す 一 方 で 、 数 字 ３ お よ び ４ は 、 ２ つ の 領 域 由
来 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は 別 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 得 た 末 端 を 示 す 。 数 字 （ １ 、 ２ 、 ３ 、
お よ び ／ ま た は ４ ） は 、 任 意 の ヌ ク レ オ チ ド （ Ａ 、 Ｃ 、 Ｇ 、 ま た は Ｔ の い ず れ か ） を 示 し
得 る 。 図 中 の 上 か ら 下 ま で に 認 め ら れ る 配 列 は 以 下 で あ る 。 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ４ 、 配
列 番 号 ２ ６ 、 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番 号 ２ ８ 、 配 列 番 号 ２ ９ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、 配 列 番 号 ３ １
、 配 列 番 号 ３ ２ 、 配 列 番 号 ３ ３ 、 配 列 番 号 ３ ４ 、 配 列 番 号 ３ ５ （ 配 列 番 号 ２ ４ お よ び ２ ５
は 、 ３ 回 反 復 し て い る ） 。
【 図 ７ 】 本 発 明 で 使 用 す る こ と が で き る ベ ク タ ー の 例 で あ る 複 数 の 固 有 の ク ロ ー ニ ン グ 部
位 を 含 む ベ ク タ ー ｐ Ｇ Ｉ Ｓ ８ を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 ど の よ う に し て リ ン カ ー が 挿 入 さ れ て い な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 制 限 酵 素 に よ
っ て 切 断 さ れ ず 、 そ れ に よ り 、 非 常 に 長 く 、 電 気 泳 動 に よ っ て 除 去 さ れ る の か を 示 す 図 で
あ る 。 図 中 の 上 か ら 下 ま で に 認 め ら れ る 配 列 は 以 下 で あ る 。 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ４ 、 配
列 番 号 ３ ８ 、 配 列 番 号 ３ ９ 、 配 列 番 号 ４ ０ 、 配 列 番 号 ４ １ 、 配 列 番 号 ４ ２ 、 配 列 番 号 ４ ３
、 配 列 番 号 ４ ４ 、 お よ び 配 列 番 号 ４ ５ 。
【 図 ９ 】 リ ン カ ー の 一 部 の み が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 挿 入 さ れ た 場 合 、 ど の よ う に し て 不
正 確 に 切 断 さ れ 、 そ れ に よ り 、 非 常 に 長 い の で 電 気 泳 動 に よ っ て 除 去 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド が 得 ら れ る の か に つ い て 示 す 図 で あ る 。 図 中 の 上 か ら 下 ま で に 認 め ら れ る 配 列 は 以
下 で あ る 。 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ４ ６ 、 配 列 番 号 ４ ７ 、 配 列 番 号 ４ ８ 、 配 列
番 号 ４ ９ 、 配 列 番 号 ５ ０ 、 配 列 番 号 ５ １ 、 配 列 番 号 ５ ２ 、 お よ び 配 列 番 号 ５ ３ 。
【 図 １ ０ 】 ど の よ う に し て 不 正 確 に 挿 入 さ れ た リ ン カ ー が 、 非 常 に 長 く 、 且 つ 長 さ が 変 化
し 得 る の で 、 電 気 泳 動 に よ っ て 除 去 す る こ と が で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 生 じ る の か を
示 す 図 で あ る 。 図 中 の 上 か ら 下 ま で に 認 め ら れ る 配 列 は 以 下 で あ る 。 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番
号 ４ 、 配 列 番 号 ５ ４ 、 配 列 番 号 ５ ５ 、 配 列 番 号 ５ ６ 、 配 列 番 号 ５ ７ 、 配 列 番 号 ５ ８ 、 配 列
番 号 ５ ９ 、 配 列 番 号 ６ ０ 、 配 列 番 号 ６ １ 、 配 列 番 号 ６ ２ 、 お よ び 配 列 番 号 ６ ３ 。
【 図 １ １ Ａ 】 示 し た 種 々 の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 含 む 実 施 例 で 使 用 し た ベ ク タ ー ｐ Ｇ Ｉ Ｓ
８ の 核 酸 配 列 を 示 す 図 で あ る 。 こ の 配 列 は 、 配 列 表 中 に 配 列 番 号 １ ８ お よ び 配 列 番 号 １ ９
と し て 認 め ら れ る 。
【 図 １ １ Ｂ 】 示 し た 種 々 の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 含 む 実 施 例 で 使 用 し た ベ ク タ ー ｐ Ｇ Ｉ Ｓ
８ の 核 酸 配 列 を 示 す 図 で あ る 。 こ の 配 列 は 、 配 列 表 中 に 配 列 番 号 １ ８ お よ び 配 列 番 号 １ ９
と し て 認 め ら れ る 。
【 図 １ １ Ｃ 】 示 し た 種 々 の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 含 む 実 施 例 で 使 用 し た ベ ク タ ー ｐ Ｇ Ｉ Ｓ
８ の 核 酸 配 列 を 示 す 図 で あ る 。 こ の 配 列 は 、 配 列 表 中 に 配 列 番 号 １ ８ お よ び 配 列 番 号 １ ９
と し て 認 め ら れ る 。
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【 図 １ １ Ｄ 】 示 し た 種 々 の 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 含 む 実 施 例 で 使 用 し た ベ ク タ ー ｐ Ｇ Ｉ Ｓ
８ の 核 酸 配 列 を 示 す 図 で あ る 。 こ の 配 列 は 、 配 列 表 中 に 配 列 番 号 １ ８ お よ び 配 列 番 号 １ ９
と し て 認 め ら れ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ Ａ 】 【 図 １ １ Ｂ 】

【 図 １ １ Ｃ 】 【 図 １ １ Ｄ 】

(48) JP 2007-289152 A 2007.11.8



【 配 列 表 】
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