
(57)【要約】

本特許出願は、特定のヌクレオチド配列を認識して切断

する、メガヌクレアーゼと呼ばれるハイブリッドおよび

／または単鎖レアカットエンドヌクレアーゼ、該レアカ

ットエンドヌクレアーゼをエンコードするポリヌクレオ

チド配列、該ポリヌクレオチド配列の1つを含むベクタ

ー、該ポリヌクレオチド配列の1つまたは該レアカット

エンドヌクレアーゼを含む細胞もしくは非ヒト動物、該

レアカットエンドヌクレアーゼの1つの製造方法、なら

びに開示される産物および方法のいずれの使用に関する

。より具体的には、本発明はこのようなレアカットエン

ドヌクレアーゼの遺伝子工学および遺伝子治療へのいず

れの使用を意図する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 N-末 端 か ら C-末 端 の 方 向 に 第 一 の ド メ イ ン お よ び 第 二 の ド メ イ ン を 含 み 、 該 第 一 お よ び
第 二 の ド メ イ ン が 2つ の 異 な る 当 初 の ド デ カ ペ プ チ ド に 由 来 し 、 か つ ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ
ク レ ア ー ゼ が DNA切 断 を 起 こ し 得 る 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 ２ 】
　 第 一 の ド メ イ ン が 第 一 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 し 、 か つ 第 二 の ド
メ イ ン が 第 二 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 し 、 該 第 一 お よ び 第 二 の ド メ
イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 し て い る 、 請 求 項 1に 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ 。
【 請 求 項 ３ 】
　 第 一 の ド メ イ ン が モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 し 、 か つ 第 二 の ド メ イ
ン が ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 し 、 該 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切
な リ ン カ ー に よ り 結 合 し て い る 、 請 求 項 1に 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 ４ 】
　 第 一 の ド メ イ ン が ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 し 、 か つ 第 二 の ド メ イ ン
が モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 し 、 該 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切
な リ ン カ ー に よ り 結 合 し て い る 、 請 求 項 1に 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 ５ 】
　 第 一 の ド メ イ ン が モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 し 、 か つ 第 二 の ド メ イ
ン が 別 の モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 し 、 該 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン
が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 し て い る 、 請 求 項 1に 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ
。
【 請 求 項 ６ 】
　 第 一 の ド メ イ ン が 第 一 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来
し 、 か つ 第 二 の ド メ イ ン が 第 二 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の C-末 端 ド メ イ ン
に 由 来 す る 、 請 求 項 2に 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 ７ 】
　 第 一 の ド メ イ ン が 第 一 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来
し 、 か つ 第 二 の ド メ イ ン が 第 二 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン
に 由 来 す る 、 請 求 項 2に 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 ８ 】
　 第 一 の ド メ イ ン が 第 一 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の C-末 端 ド メ イ ン に 由 来
し 、 か つ 第 二 の ド メ イ ン が 第 二 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の C-末 端 ド メ イ ン
に 由 来 す る 、 請 求 項 2に 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 ９ 】
　 第 一 の ド メ イ ン が 第 一 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の C-末 端 ド メ イ ン に 由 来
し 、 か つ 第 二 の ド メ イ ン が 第 二 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン
に 由 来 す る 、 請 求 項 2に 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 第 二 の ド メ イ ン が 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る
、 請 求 項 3に 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 第 二 の ド メ イ ン が 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の C-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る
、 請 求 項 3に 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 第 一 の ド メ イ ン が 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る
、 請 求 項 4に 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 第 一 の ド メ イ ン が 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の C-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る
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、 請 求 項 4に 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 適 切 な リ ン カ ー が 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 す る ル ー プ を 含 む 、 請
求 項 1～ 13の い ず れ か 1つ に 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 適 切 な リ ン カ ー が 、 第 一 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 す る ル ー プ ま た
は そ の 部 分 を 含 む 、 請 求 項 2、 4、 6、 7お よ び 12の い ず れ か 1つ に 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ
ヌ ク レ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 適 切 な リ ン カ ー が 、 第 二 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 す る ル ー プ ま た
は そ の 部 分 を 含 む 、 請 求 項 2、 3、 6、 8お よ び 11の い ず れ か 1つ に 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ
ヌ ク レ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 I-Sce I、 I-Chu I、 I-Dmo I、 I-Cre I、 I-Csm I
、 PI-Sce I、 PI-Tli I、 PI-Mtu I、 I-Ceu I、 I-Sce II、 I-Sce III、 HO、 PI-Civ I、 PI-C
tr I、 PI-Aae I、 PI-Bsu I、 PI-Dha I、 PI-Dra I、 PI-Mav I、 PI-Mch I、 PI-Mfu I、 PI-M
fl I、 PI-Mga I、 PI-Mgo I、 PI-Min I、 PI-Mka I、 PI-Mle I、 PI-Mma I、 PI-Msh I、 PI-M
sm I、 PI-Mth I、 PI-Mtu I、 PI-Mxe I、 PI-Npu I、 PI-Pfu I、 PI-Rma I、 PI-Spb I、 PI-S
sp I、 PI-Fac I、 PI-Mja I、 PI-Pho I、 PI-Tag I、 PI-Thy I、 PI-Tko Iお よ び PI-Tsp I；
好 ま し く は I-Sce I、 I-Chu I、 I-Dmo I、 I-Cre I、 I-Csm I、 PI-Pfu I、 PI-Sce I、 PI-Tl
i I、 PI-Mtu I、 I-Ceu I、 I-Sce II、 I-Sce IIIお よ び HOか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請
求 項 1～ 16の い ず れ か 1つ に 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 I-Sce I、 I-Chu I、 I-Dmo I、 I-Cre I、 I-Csm I
、 PI-Sce I、 PI-Pfu I、 PI-Tli I、 PI-Mtu Iお よ び I-Ceu Iか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、
請 求 項 17に 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ が I-Dmo Iで あ り 、 か つ モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ
ヌ ク レ ア ー ゼ が I-Cre Iで あ る 、 請 求 項 4ま た は 12に 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ
。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 配 列 番 号 4の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 19に 記 載 の ハ イ ブ
リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 N-末 端 か ら C-末 端 の 方 向 に 該 第 一 の ド メ イ ン お よ び 該 第 二 の ド メ イ ン を 含 み 、 各 ド メ イ
ン が 同 じ ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 し 、 か つ 第 一 の ド メ イ ン が C-末 端 ド
メ イ ン に 由 来 し 、 第 二 の ド メ イ ン が N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 し 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ が DNA切 断 を 起 こ し 得 る 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 N-末 端 か ら C-末 端 の 方 向 に 該 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン を 含 み 、 第 一 お よ び 第 二 の ド メ
イ ン が 同 じ モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 し 、 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ が DNA
切 断 を 起 こ し 得 る 、 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ が I-Creで あ る 、 請 求 項 22に 記 載 の 単 鎖 メ ガ ヌ ク
レ ア ー ゼ 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 配 列 番 号 6の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 23に 記 載 の 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ
ア ー ゼ 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 1～ 24の い ず れ か 1つ に 記 載 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を エ ン コ ー ド す る 精 製 ま た は 組 換
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え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 請 求 項 1～ 24の い ず れ か 1項 に 記 載 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に つ い て の ハ イ ブ リ ッ ド 標 的 部 位
お よ び 切 断 部 位 を 含 む 、 精 製 ま た は 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 部 位 が 、 当 初 の ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 2つ の 半 分 の 部 位 を 含 む 、 請 求 項 28
に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 25～ 27の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 請 求 項 25～ 27の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 28に 記 載 の ベ ク タ ー ま た は
請 求 項 1～ 24の い ず れ か 1つ に 記 載 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 分 子 生 物 学 的 道 具 と し て の 、 請 求 項 25～ 27の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求
項 28に 記 載 の ベ ク タ ー ま た は 請 求 項 1～ 24の い ず れ か に 記 載 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 使 用 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 遺 伝 子 工 学 の た め の 、 請 求 項 25～ 27の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 28に
記 載 の ベ ク タ ー ま た は 請 求 項 1～ 24の い ず れ か に 記 載 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 遺 伝 子 治 療 の た め の 、 請 求 項 25～ 27の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 28に
記 載 の ベ ク タ ー ま た は 請 求 項 1～ 24の い ず れ か に 記 載 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 1) 請 求 項 1～ 24の い ず れ か に 記 載 の 対 応 す る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い て 、 ハ イ ブ リ ッ ド
標 的 部 位 を 含 む 標 的 遺 伝 子 座 に 二 本 鎖 切 断 を 導 入 し ； そ し て
2) 標 的 遺 伝 子 座 に 、 相 同 配 列 を 側 面 に 有 し 、 導 入 す る 配 列 を 含 む 標 的 構 築 物 を 提 供 す る
工 程 を 含 む 、 遺 伝 子 工 学 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 標 的 遺 伝 子 座 が ゲ ノ ム 遺 伝 子 座 で あ る 、 請 求 項 33に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 請 求 項 25に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ ー に よ る か
、 ま た は 該 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 自 身 の い ず れ か に よ り 提 供 さ れ る 、 請 求 項 33～ 34の い ず れ か
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 二 本 鎖 切 断 が 、 請 求 項 1～ 24の い ず れ か に 記 載 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に
よ り 誘 導 さ れ 、 か つ 該 二 本 鎖 切 断 が 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム ま た は そ の 部 分 の 欠 失 に 導 く 組 換 え
事 象 を 誘 導 す る 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム ま た は そ の 部 分 を 欠 失 す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
背 景
発 明 の 分 野
　 本 特 許 出 願 は 、 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 認 識 し て 切 断 す る 、 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ と 呼 ば
れ る ハ イ ブ リ ッ ド お よ び ／ ま た は 単 鎖 レ ア カ ッ ト (rare-cutting)エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 、 該
レ ア カ ッ ト エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 の 1つ を 含 む ベ ク タ ー 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も し く は 該 レ ア カ ッ ト エ ン ド ヌ
ク レ ア ー ゼ の 1つ を 含 む 細 胞 ま た は 動 物 、 該 レ ア カ ッ ト エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の 1つ を 産 生 す
る 方 法 、 な ら び に 開 示 さ れ る 産 物 お よ び 方 法 の い ず れ の 使 用 に 関 す る 。 よ り 具 体 的 に は 、
本 発 明 は 遺 伝 子 工 学 お よ び 遺 伝 子 治 療 の た め の こ の よ う な レ ア カ ッ ト エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ
の い ず れ の 使 用 を 意 図 す る 。
【 背 景 技 術 】
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【 ０ ０ ０ ２ 】
従 来 技 術 の 簡 単 な 説 明
　 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 非 常 に 希 に 切 断 す る エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る
。 こ れ は 、 90年 代 の 初 め に 、 タ ン パ ク 質 I-Sce I (元 来 、 酵 母 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ
エ (Saccharomyces cerevisiae)の ミ ト コ ン ド リ ア グ ル ー プ Iイ ン ト ロ ン に よ り エ ン コ ー ド
さ れ る オ メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ )の 使 用 に よ り 、 最 初 に 特 性 決 定 さ れ た 。 イ ン ト ロ ン ORF、 独 立
遺 伝 子 ま た は 介 在 配 列 (イ ン テ イ ン )に よ り エ ン コ ー ド さ れ る ホ ー ミ ン グ エ ン ド ヌ ク レ ア ー
ゼ は 、 現 在 、 「 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 」 と 定 義 さ れ 、 そ れ ら を 「 古 典 的 な 」 制 限 酵 素 （ 通 常 、
細 菌 系 R/MIIよ り ） か ら 区 別 す る 、 著 し い 構 造 的 お よ び 機 能 的 な 特 性 を 有 す る 。 こ れ ら は 1
2～ 40 bpの DNAに わ た る 認 識 配 列 を 有 す る が 、 「 古 典 的 な 」 制 限 酵 素 は 、 よ り 短 い 範 囲 で
あ る 3～ 8 bpの 範 囲 (レ ア カ ッ ト に つ い て は 12 bpま で ) の DNAを 認 識 す る 。 よ っ て 、 メ ガ ヌ
ク レ ア ー ゼ は 、 ヒ ト ゲ ノ ム に お い て さ え も 非 常 に 低 い 頻 度 の 切 断 を 示 す 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 さ ら に 、 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 標 的 配 列 の 一 般 的 な 非 対 称 性 は 、 ほ と ん ど の 制 限 酵 素 認 識
部 位 の 特 徴 的 な ダ イ ア ド 対 称 性 と 対 比 さ れ る 。 イ ン ト ロ ン ORFま た は イ ン テ イ ン に よ り エ
ン コ ー ド さ れ る い く つ か の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 そ れ ら の 各 遺 伝 子 要 素 の 対 立 遺 伝 子 が イ
ン ト ロ ン レ ス ま た は イ ン テ イ ン レ ス 部 位 に 戻 る こ と (homing)を 促 進 す る こ と が 示 さ れ て い
る 。 イ ン ト ロ ン レ ス ま た は イ ン テ イ ン レ ス 対 立 遺 伝 子 中 に 部 位 特 異 的 二 本 鎖 切 断 を つ く る
こ と に よ り 、 こ れ ら の ヌ ク レ ア ー ゼ は コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 重 複 さ せ 、 DNAレ ベ ル で の イ ン
ト ロ ン ま た は 介 在 配 列 の 挿 入 に 導 く 遺 伝 子 変 換 プ ロ セ ス に 携 わ る 組 換 え 生 成 末 端 (recombi
nogenic end)を 創 る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 非 常 に よ く 保 存 さ れ た ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ を 基 に 、 4つ の 別 々 の フ
ァ ミ リ ー に 分 類 さ れ る 。 そ れ ら の 1つ は ド デ カ ペ プ チ ド フ ァ ミ リ ー (ド デ カ マ ー 、 DOD、 D1-
D2、 LAGLI-DADG、 P1-P2)で あ る 。 こ れ は 、 そ れ ら の 最 も 一 般 的 に 保 存 さ れ た 配 列 モ チ ー フ
： 12残 基 の 配 列 の 1ま た は 2の コ ピ ー (非 常 に 大 多 数 )： ジ -ド デ カ ペ プ チ ド に よ り 集 め ら れ
た タ ン パ ク 質 の 最 大 の フ ァ ミ リ ー で あ る 。 1つ の ド デ カ ペ プ チ ド を も つ メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (
D)は 分 子 質 量 が 約 20 kDaで あ り 、 ホ モ ダ イ マ ー と し て 作 用 す る 。 2つ の コ ピ ー を 有 す る も
の (DD)は 、 25 kDa (230 AA)～ 50 kDa (HO、 545 AA)の 範 囲 で 、 各 モ チ ー フ の 間 に 70～ 150
残 基 を 有 し 、 モ ノ マ ー と し て 作 用 す る 。 切 断 は 認 識 部 位 の 内 部 で あ り 、 3'OHの 突 出 を も つ
4 ntの ジ グ ザ グ の カ ッ ト を 残 す 。 I-Ceu Iお よ び I-Cre Iは 、 1つ の ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー
フ (モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド )に よ り メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を 例 証 す る 。 I-Dmo I、 I-Sce I、 PI-Pf
u Iお よ び PI-Sce Iは 、 2つ の ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ に よ り メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を 例 証 す る
。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Goguelら (Mol. Cell. Biol.、 1992、 12、 696～ 705)は 、 酵 母 ミ ト コ ン ド リ ア の RNAマ チ
ュ ラ ー ゼ (maturase)と メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 実 験 を 交 換 す る こ と に よ り 、 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ
が 配 列 の 交 換 に 対 す る 耐 性 が 悪 く 、 そ の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 失 う こ と を 示 し て い る
。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は 今 日 の 進 歩 し た 遺 伝 子 工 学 技 術 、 特 に ク ロ ー ニ ン グ お よ び 遺 伝 子
の 分 析 の た め に 必 須 の 酵 素 で あ る 。 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 レ ア カ ッ ト エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ
と し て 非 常 に 興 味 深 い が 、 こ れ は 、 こ れ ら が そ れ ら の 認 識 部 位 の サ イ ズ の た め に 、 大 き い
ゲ ノ ム 中 で 非 常 に 低 い 認 識 お よ び 切 断 頻 度 を 有 す る か ら で あ る 。 し た が っ て 、 メ ガ ヌ ク レ
ア ー ゼ は 、 分 子 生 物 学 お よ び 遺 伝 子 工 学 、 よ り 具 体 的 に は WO 96/14408、 米 国 特 許 第 5,830
,729号 、 WO 00/46385お よ び WO 00/46386に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 現 在 ま で に 、 新 規 な エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を 生 じ る 第 一 の ア プ ロ ー チ に お い て 、 天 然 の 制
限 酵 素 Fok Iか ら 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー DNA結 合 ド メ イ ン と 非 特 異 的 DNA切 断 ド メ イ ン の 間 の
ハ イ ブ リ ッ ド を 介 し て 、 い く つ か の キ メ ラ 制 限 酵 素 が つ く ら れ て い る (Smithら 、 2000、 Nu
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cleic Acids Res、 28、 3361～ 9； Kimら 、 1996、 Proc Natl Acad Sci USA、 93、 1156～ 60
； Kimお よ び Chandrasegaran、 1994、 Proc Natl Acad Sci USA、 91、 883～ 7； WO 95/09233
； WO 94/18313)。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 そ の 他 の ア プ ロ ー チ は 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 に よ る そ の 特 異 性 の 変 更 の た め の EcoR
V制 限 酵 素 の 認 識 ド メ イ ン の 変 更 か ら な っ て い た (Wenzら 、 1994、 Biochim Biophys Acta、
1219、 73～ 80)。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ れ ら の 努 力 に も か か わ ら ず 、 認 識 お よ び 切 断 に つ い て の 新 規 な 配 列 特 異 性 を 有 す る 新
規 な レ ア カ ッ ト エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ へ の 強 い 必 要 性 が ま だ 存 在 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
要 約
　 本 発 明 は 、 第 一 の ド メ イ ン お よ び 第 二 の ド メ イ ン を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ
に 関 し 、 こ こ で 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン は 2つ の 異 な る 当 初 の LAGLIDADGメ ガ ヌ ク レ ア ー
ゼ に 由 来 し 、 該 当 初 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は モ ノ -ま た は ジ -LAGLIDADGメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の
い ず れ か で あ る 。 本 発 明 は 、 2つ の ド メ イ ン を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ も 意 図
し 、 こ こ で 各 ド メ イ ン は 同 じ メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 し 、 か つ 該 2つ の ド メ イ ン は 当 初 の
メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら は 異 な る 配 置 を 有 す る (す な わ ち 、 第 二 の ド メ イ ン は 当 初 の メ ガ ヌ
ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 し 、 お よ び ／ ま た は 第 一 の ド メ イ ン は 当 初 の メ ガ ヌ ク
レ ア ー ゼ の C-末 端 に 由 来 す る )。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 第 一 の ド メ イ ン お よ び 第 二 の ド メ イ ン を 含 む 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に も 関 し
、 こ こ で 該 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン は 当 初 の モ ノ - LAGLIDADGメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来
す る 。
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を エ ン コ ー
ド す る い ず れ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 な ら び に こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー
、 細 胞 ま た は 非 ヒ ト 動 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ま た は そ れ を エ ン
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 、 分 子 生 物 学 、 遺 伝 子 工 学 お よ び 遺 伝 子 治 療 の た め の い ず
れ の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
図 面 の 簡 単 な 説 明
　 図 1は 、 I-DmoI (pdbコ ー ド 1b24)の リ ボ ン 図 で あ る 。 不 連 続 の 線 は 、 2つ の ド メ イ ン 間 の
2回 回 転 (two-fold)擬 対 称 軸 を 示 す 。 I-DmoIの N-末 端 ド メ イ ン は 軸 の 左 側 で あ り 、 C-末 端
ド メ イ ン は 右 側 に あ る 。 DNA (構 造 1b24中 に は 存 在 し な い )は 、 2つ の β シ ー ト (矢 印 )よ り
下 で 、 対 称 軸 に 垂 直 に 結 合 す る 。 α D お よ び α ' D は ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ を 含 む ヘ リ ッ
ク ス の こ と を い い 、 DBMは DNA結 合 部 分 、 そ し て Vは 可 変 配 列 の こ と を い う 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 図 2は 、 棒 状 の 図 の 結 合 し た DNAを 有 す る ダ イ マ ー I-CreIの リ ボ ン 図 で あ る (pdbコ ー ド 1g
9y)。 不 連 続 の 線 は 、 2つ の ド メ イ ン ま た は モ ノ マ ー の 間 の 2回 回 転 対 称 軸 を 示 す 。 結 合 し
た DNAは 、 2つ の β シ ー ト (矢 印 )よ り 下 で 、 対 称 軸 に 垂 直 で あ る 。 α D は ド デ カ ペ プ チ ド モ
チ ー フ を 含 む ヘ リ ッ ク ス の こ と を い い 、 DBMは DNA結 合 部 分 、 そ し て Vは 可 変 配 列 の こ と を
い う 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 図 3Aお よ び 3Bは 、 そ れ ぞ れ 、 ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ 領 域 で の I-DmoIお よ び I-CreIの リ
ボ ン 図 で あ る 。 両 方 の タ ン パ ク 質 に つ い て 、 ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ に 対 応 す る 残 基 の 主
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鎖 の 原 子 を 、 そ の 他 の タ ン パ ク 質 か ら の 重 ね 合 わ せ た 原 子 と 共 に 棒 状 の 図 で 示 す 。 不 連 続
の 線 は 、 2つ の タ ン パ ク 質 ド メ イ ン の 間 の 2回 回 転 対 称 軸 を 示 す 。 図 3Aで は 、 星 印 は I-DmoI
ド メ イ ン の 間 の リ ン カ ー の 限 界 を 示 し 、 そ し て 図 3B中 で は リ ン カ ー が 工 作 さ れ る (to be e
ngineered) I-CreI中 の 対 応 す る 位 置 を 示 す 。 タ ン パ ク 質 の 方 向 は 図 1お よ び 2と 同 じ で あ
る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 図 4は 、 I-DmoI/I-CreIハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の リ ボ ン 図 で あ る (モ デ ル 構 造 は 、 そ れ
ら の 各 X線 構 造 か ら 得 ら れ た 2つ の ド メ イ ン の 並 列 に よ り 構 築 さ れ る )。 I-DmoI部 分 の 末 端
で あ る 、 両 方 の ド メ イ ン を 連 結 す る リ ン カ ー は 、 2つ の 星 印 の 間 で あ る 。 不 連 続 の 線 は 、 2
つ の タ ン パ ク 質 ド メ イ ン の 間 の 2回 回 転 対 称 軸 を 示 す 。 I-DmoIの N-末 端 ド メ イ ン は 軸 の 左
で あ り 、 I-CreIド メ イ ン は 右 で あ る 。 α D お よ び α ' D は ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ を 含 む ヘ
リ ッ ク ス の こ と を い い 、 DBMは DNA結 合 部 分 、 そ し て Vは 可 変 配 列 の こ と を い う 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 図 5Aお よ び 5Bは 、 そ れ ぞ れ 、 I-CreIダ イ マ ー (1g9y)お よ び 単 鎖 I-CreIの リ ボ ン 図 で あ る
(モ デ ル 構 造 )。 (図 5A)星 印 は 、 リ ン カ ー が 導 入 さ れ る と こ ろ を 示 し ； 第 一 の モ ノ マ ー 中 の
3つ の α -ヘ リ ッ ク ス (最 も 左 の 星 印 に 続 く )は 、 第 二 の モ ノ マ ー の N-末 端 残 基 (も う 1つ の 星
印 に 先 立 つ )と 共 に 、 単 鎖 中 で は 除 去 さ れ る 。 (図 5B) 2つ の 星 印 の 間 に 含 ま れ 、 両 方 の ド
メ イ ン を 連 結 す る ル ー プ は 、 I-DmoI (構 造 1b24)か ら 得 ら れ る 。 灰 色 の 円 盤 は 、 対 称 軸 を
表 す (方 向 は 構 造 の 頂 部 か ら で あ り 、 例 え ば 前 の 図 に 比 べ る と 、 横 軸 の 周 り に 90° 回 転 さ
れ て い た )。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 図 6Aお よ び 6Bは 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ I-Dmo I/I-Cre Iの 2つ の 代 案 の ア ミ ノ
酸 配 列 お よ び 各 代 案 を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 開 示 す る 。 下 線 を 引 い た 残
基 は LAGLI-DADGモ チ ー フ で あ る 。 太 字 で 、 変 異 さ れ た I-DmoI中 の 残 基 を 示 す 。 「 H」 は 、 I
-DmoIお よ び I-CreIド メ イ ン の 間 の 交 換 点 (swap point)を 示 す 。 全 て の タ ン パ ク 質 の 配 列
に お い て 、 2つ の 当 初 の N-末 端 残 基 が メ チ オ ニ ン お よ び ア ラ ニ ン (MA)で あ り 、 か つ 3つ の C-
末 端 残 基 が ア ラ ニ ン 、 ア ラ ニ ン お よ び ア ス パ ラ ギ ン 酸 (AAD)で あ る 。 こ れ ら の 配 列 は 、 Nco
I (CCATGG)お よ び EagI (CGGCCG)制 限 部 位 を 含 む DNAコ ー デ ィ ン グ 配 列 を 有 す る こ と を 許 容
し 、 こ れ ら は 種 々 の ベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ の た め に 用 い ら れ る 。 代 案 Aは 、 交 換 点 を
示 す の み で あ る が 、 代 案 Bは 、 起 こ り 得 る 障 害 を 避 け る 3つ の 付 加 変 異 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 図 7は 、 単 鎖 I-Cre Iの 代 案 の ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び 該 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を エ ン コ ー ド
す る 1つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 開 示 す る 。 タ ン パ ク 質 の 配 列 に お い て 、 2つ の 当 初 の N-末 端
残 基 は メ チ オ ニ ン お よ び ア ラ ニ ン (MA)で あ り 、 そ し て 3つ の C-末 端 残 基 は ア ラ ニ ン 、 ア ラ
ニ ン お よ び ア ス パ ラ ギ ン 酸 (AAD)で あ る 。 こ れ ら の 配 列 は 、 NcoI (CCATGG)お よ び EagI (CG
GCCG)制 限 部 位 を 含 む DNAコ ー デ ィ ン グ 配 列 を 有 す る こ と を 許 容 し 、 こ れ ら は 種 々 の ベ ク タ
ー へ の ク ロ ー ニ ン グ の た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 図 8は 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ I-Dmo I/I- Cre Iの イ ン ビ ト ロ 切 断 ア ッ セ イ (図
8B)、 お よ び そ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド を 用 い た SDS-PAGEゲ ル (図 8A)を 示 す 。 図 8A： ラ イ ン A
： 分 子 量 マ ー カ ー ； ラ イ ン B： ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ I-Dmo I/I-Cre I； ラ イ ン C
： 野 生 型 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ I-Dmo I。 図 8B： ハ イ ブ リ ッ ド I-Dmo I/I-Creの ア ガ ロ ー ス ゲ ル
活 性 ； ラ イ ン A、 B、 C、 D： 標 的 I-Dmo I/I-Cre I； ラ イ ン E、 F、 G、 H： 標 的 I-Cre I/I-Dmo
 I； ラ イ ン D、 G： サ イ ズ マ ー カ ー ； ラ イ ン C、 H： 直 鎖 プ ラ ス ミ ド ； ラ イ ン B、 F： 37℃ で の
ア ッ セ イ ； ラ イ ン A、 E； 65℃ で の ア ッ セ イ 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 図 9は 、 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ I-Cre Iの イ ン ビ ト ロ 切 断 ア ッ セ イ (図 9B)お よ び こ の よ う
な 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い た ゲ ル ろ 過 の SDS-PAGEゲ ル (図 9A)を 示 す 。 図 9A： ラ イ ン A
： 分 子 量 マ ー カ ー ； ラ イ ン Bお よ び C： ゲ ル ろ 過 の デ ッ ド カ ラ ム 。 ラ イ ン D： 単 鎖 メ ガ ヌ ク
レ ア ー ゼ I-Cre I。 図 9B： 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 活 性 ； ラ イ ン A： マ ー カ
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ー ； ラ イ ン B： 野 生 型 I-Cre Iメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 標 的 部 位 ； ラ イ ン C： 野 生 型 I-Cre I + 
野 生 型 I Cre Iメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 標 的 部 位 (ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル )； ラ イ ン D： 野 生 型
I-Sce I + 単 鎖 I-Cre Iメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 標 的 部 位 (ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル )； ラ イ ン E
お よ び F： そ れ ぞ れ ラ イ ン Eお よ び Fに つ い て 、 37℃ お よ び 65℃ で 1時 間 の 野 生 型 I-Cre I + 
単 鎖 I-Cre Iメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 標 的 部 位 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 図 10Aは 、 LACURAZレ ポ ー タ ー 構 築 物 の 概 略 図 で あ る 。 LACZは 、 Lac Z遺 伝 子 の 要 素 を 示
す 。 介 在 配 列 の そ れ ぞ れ の 側 面 の 区 画 Aは 、 Lac Z遺 伝 子 の 内 部 の 重 複 を 含 む 。 pADH1は 、
酵 母 の 構 成 プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 tADH1は 、 酵 母 の タ ー ミ ネ ー タ ー で あ る 。 Ura3は Ura3遺
伝 子 を 示 す 。 矢 印 は 転 写 の 始 ま り を 示 す 。 「 切 断 部 位 」 の タ グ は 、 ア ッ セ イ さ れ る メ ガ ヌ
ク レ ア ー ゼ の 認 識 お よ び 切 断 部 位 の こ と を い う 。 「 Trp1」 は 、 Trp1選 択 マ ー カ ー (selecta
ble marker)、 《 cen》 は 複 製 の ARS-CEN起 点 の こ と を い う 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 図 10Bは 、 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 誘 導 可 能 発 現 ベ ク タ ー の 概 略 図 で あ る 。 pGAL10は ガ ラ ク ト
ー ス の 存 在 下 で 誘 導 可 能 な 酵 母 プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 tADH1は 酵 母 の タ ー ミ ネ ー タ ー で あ
る 。 「 Leu2」 お よ び 「 2μ 」 は 、 そ れ ぞ れ Leu2選 択 マ ー カ ー お よ び 2μ 複 製 起 点 の こ と を い
う 。 矢 印 は 転 写 の 始 ま り を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 図 11は 、 同 時 形 質 転 換 (co-transformation)お よ び そ れ に 続 く レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 修 飾
の 組 み 合 わ せ を 示 す 。 《 #X》 は 、 表 Aに 開 示 さ れ る 組 み 合 わ せ の こ と を い う 。 淡 灰 色 の 箱
は Ura3遺 伝 子 の こ と を い う 。 濃 灰 色 の 箱 は Lac Z遺 伝 子 の こ と を い う 。 白 色 の 箱 は メ ガ ヌ
ク レ ア ー ゼ を エ ン コ ー ド す る 遺 伝 子 の こ と を い う 、 白 色 の タ グ は ア ッ セ イ さ れ る メ ガ ヌ ク
レ ア ー ゼ の 認 識 お よ び 切 断 部 位 の こ と を い う 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ５ 】
詳 細 な 説 明
定 義
　 本 出 願 に お い て 「 」 に よ り 、 一 般 的 に 約 12～ 40 bpの 長 さ 、 よ り 好 ま
し く は 14～ 40 bpの ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 認 識 部 位 を 有 す る レ ア カ ッ ト エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を
意 図 す る 。 一 般 的 な メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 そ れ ら の 認 識 部 位 の 内 部 で 切 断 を 起 こ し 、 3'OH
突 出 を 有 す る 4 ntの ジ グ ザ グ の カ ッ ト を 残 す 。 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 一 般 に ホ ー ミ ン グ エ
ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ と も 呼 ば れ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 に よ る 「 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 」 は 、 ド
デ カ ペ プ チ ド フ ァ ミ リ ー  (LAGLIDADG)に 属 す る 。 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に つ い て の さ ら な る 情
報 に つ い て は Dalgaardら (1997、 Nucleic Acids Resarch、 25、 4626～ 4638)、 な ら び に Che
valierお よ び Stoddard (2001、 Nucleic Acids Resarch、 29、 3757～ 3774)を 参 照 。 LAGLID
ADGメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 具 体 例 を 表 1に 列 挙 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 に お い て 「 ヘ リ ッ ク ス 」 に よ り 、 α -ヘ リ ッ ク ス を 意 図 す る 。 本 発 明 に お け る α D

お よ び α L A G L I D A D G  は 、 LAGLIDADG、 DODま た は ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ を 含 む ヘ リ ッ ク ス
の こ と を い う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 「 」 に よ り 、 ド メ イ ン が 、 ド メ イ ン が 由 来 す る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の ド メ イ ン の
配 列 を 含 む こ と を 意 図 す る 。 ド メ イ ン の 該 配 列 は い く つ か の 修 飾 ま た は 置 換 を 含 み 得 る 。
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 」 ま た は 認 識 お よ び ／ ま た は 切 断 部 位 は 、 メ ガ
ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り 結 合 さ れ 、 か つ 切 断 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の こ と を い う 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 」 の 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 人 工 的 に 設 計 さ れ 、 か つ そ れ ら の
当 初 の 天 然 の 環 境 に お い て 近 接 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と し て 見 出 さ れ な い 少 な く と も 2つ
の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 発 現 さ れ る
ポ リ ペ プ チ ド の こ と を い う 。
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【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う な 「 」 の 語 は 哺 乳 動 物 、 お よ び そ の 他 の 動 物 (例
え ば 鳥 類 、 魚 類 、 爬 虫 類 、 昆 虫 )を 含 む 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う な 「
」 お よ び 「 」 の 語 は 、 そ れ ら の 子 に 授 乳 し 、 か つ 生 き て い る 子 を 産 む (真 獣 類 ま た
は 胎 盤 哺 乳 類 )か 、 ま た は 産 卵 す る (後 獣 亜 綱 ま た は 無 胎 盤 哺 乳 類 )の い ず れ か の 単 孔 類 、
有 袋 類 お よ び 胎 盤 哺 乳 類 を 含 む い ず れ の 脊 椎 動 物 の こ と を い う 。
　 哺 乳 動 物 種 の 例 は 、 ヒ ト お よ び そ の 他 の 霊 長 類 (例 え ば サ ル 、 チ ン パ ン ジ ー )、 げ っ 歯 類
(例 え ば ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 モ ル モ ッ ト )お よ び 反 芻 動 物 (例 え ば ウ シ 、 ブ タ 、 ウ マ )を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 」 の 語 は 、 そ の 産 物 が 、 ガ ラ ク ト シ ダ
ー ゼ を エ ン コ ー ド す る lacZ遺 伝 子 の よ う な 、 例 え ば 酵 素 反 応 産 物 と し て 呈 色 的 に 容 易 に ア
ッ セ イ で き る 核 酸 配 列 の こ と を い う 。 広 く 用 い ら れ る レ ポ ー タ ー 分 子 の 例 は 、 β -ガ ラ ク
ト シ ダ ー ゼ 、 β -グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 、 β -グ ル コ シ ダ ー ゼ の よ う な 酵 素 ； グ リ ー ン 蛍 光 タ ン
パ ク 質 お よ び ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ の よ う な 蛍 光 分 子 ； な ら び に His3pお よ び Ura3pの よ う
な 栄 養 要 求 性 マ ー カ ー  (例 え ば Ausubel, F. M.ら 、 Current Protocols in Molecular Bio
logy、 John Wiley & Sons, Inc. (1998)の 9章 参 照 )を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 交 換 可 能 に 用 い ら れ る よ う な 「 」 、 「 」 お よ
び 「 」 の 語 は 、 一 本 鎖 ま た は 二 重 の 形 態 の い ず れ か に あ る 1以 上 の ヌ ク
レ オ チ ド の RNA、 DNAま た は RNA/DNAハ イ ブ リ ッ ド 配 列 を 含 む 。 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 の 語
は 、 プ リ ン ま た は ピ リ ミ ジ ン 、 リ ボ ー ス ま た は デ オ キ シ リ ボ ー ス 糖 部 分 、 お よ び リ ン 酸 基
ま た は ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 を 含 む 単 位 の ポ リ マ ー の こ と を い う 。 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」
は 、 次 の 修 飾 (a) 代 替 の 連 結 基 、 (b) プ リ ン の 類 似 の 形 態 、 (c) ピ リ ミ ジ ン の 類 似 の 形 態
、 ま た は (d) 類 似 の 糖 の 少 な く と も 1つ を 含 む 「 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド 」 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の こ と も い う 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ： 「 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 」 に よ り 、 高 度 に 特 異 的 な 位 置 で の DNA分
子 に お け る 二 本 鎖 切 断 を 起 こ し 得 る 酵 素 を 意 図 す る 。
　 「 」 ま た は 「 宿 主 細 胞 」 は 、 本 明 細 書 中 に お い て 交 換 可 能 に 用 い ら れ る 語 で あ る 。
こ の よ う な 語 は 、 特 定 の 対 象 細 胞 だ け で な く 、 こ の よ う な 細 胞 の 子 孫 、 ま た は 潜 在 的 な 子
孫 の こ と も い う こ と が 理 解 さ れ る 。 あ る 修 飾 は 、 続 い て 起 こ る 世 代 に お い て 変 異 ま た は 環
境 的 影 響 の い ず れ か に よ り 起 こ り 得 る の で 、 こ の よ う な 子 孫 は 親 細 胞 と 同 一 で は な い が 、
そ れ で も 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う な 語 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 同 一 性 (identity)」 は 、 2つ の 核 酸 分 子 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 間 の 配 列 の 同 一 性 を い う
。 同 一 性 は 、 比 較 の 目 的 で 整 列 さ せ 得 る 各 配 列 に お け る 位 置 を 比 較 す る こ と に よ り 決 定 で
き る 。 比 較 さ れ る 配 列 中 の 位 置 が 同 じ 塩 基 で 占 め ら れ る と き 、 そ の 分 子 は そ の 位 置 に お い
て 同 一 で あ る 。 核 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 の 間 の 類 似 性 (similarlity)ま た は 同 一 性 の 程 度
は 、 核 酸 配 列 に よ り 共 有 さ れ る 位 置 に お け る 同 一 ま た は 適 合 す る (matching)ヌ ク レ オ チ ド
の 数 の 関 数 で あ る 。 GCG配 列 分 析 パ ッ ケ ー ジ (University of Wisconsin、 Madison、 Wis.)
の 部 分 と し て 入 手 可 能 で あ り 、 例 え ば デ フ ォ ル ト 設 定 で 用 い 得 る FASTAま た は BLASTを 含 む
種 々 の 整 列 ア ル ゴ リ ズ ム お よ び ／ ま た は プ ロ グ ラ ム を 、 2つ の 配 列 の 間 の 同 一 性 を 計 算 す
る の に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 「 」 は 、 げ っ 歯 類 、 非 ヒ ト 霊 長 類 、 ヒ ツ ジ 、 イ ヌ 、 ウ シ 、 ニ ワ ト リ
、 両 生 類 、 爬 虫 類 な ど の よ う な 哺 乳 動 物 を 含 む 。 好 ま し い 非 ヒ ト 動 物 は 、 ラ ッ ト お よ び マ
ウ ス を 含 む げ っ 歯 類 の フ ァ ミ リ ー か ら 選 択 さ れ 、 最 も 好 ま し く は マ ウ ス で あ る が 、 ツ メ ガ
エ ル 属 の 構 成 要 素 よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 両 生 類 、 お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ニ ワ ト リ
、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ も 重 要 な 道 具 を 提 供 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
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　 「 」 の 語 は 、 そ れ が 連 結 さ れ て い る そ の 他 の 核 酸 を 移 す こ と が で き る 核 酸 分 子
の こ と を い う 。 好 ま し い ベ ク タ ー の あ る タ イ プ は 、 エ ピ ソ ー ム 、 す な わ ち 染 色 体 外 の 複 製
が 可 能 な 核 酸 で あ る 。 好 ま し い ベ ク タ ー は 、 自 律 複 製 お よ び ／ ま た は そ れ ら が 連 結 さ れ て
い る 核 酸 の 発 現 が 可 能 な も の で あ る 。 そ れ ら が 実 施 可 能 に (operably)連 結 さ れ て い る 遺 伝
子 の 発 現 に 向 け る こ と が で き る ベ ク タ ー は 、 本 明 細 書 に お い て 「 発 現 ベ ク タ ー 」 と い う 。
本 発 明 に よ る ベ ク タ ー は 、 限 定 さ れ な い が 、 YAC (酵 母 人 工 染 色 体 )、 BAC (細 菌 人 工 )、 バ
キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 フ ァ ー ジ 、 フ ァ ー ジ ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 プ ラ
ス ミ ド 、 RNAベ ク タ ー 、 ま た は 染 色 体 、 非 染 色 体 、 半 合 成 (semi-synthetic)も し く は 合 成 D
NAか ら な る 直 鎖 も し く は 環 状 DNAも し く は RNA分 子 を 含 む 。 一 般 に 、 組 換 え DNA技 術 に お い
て 実 用 性 の あ る 発 現 ベ ク タ ー は 、 し ば し ば 、 一 般 に 環 状 二 本 鎖 DNAル ー プ を い う 「 プ ラ ス
ミ ド 」 の 形 態 に あ り 、 そ の ベ ク タ ー の 形 態 に お い て そ れ ら は 染 色 体 に 結 合 し な い 。 適 切 な
ベ ク タ ー の 多 数 は 、 次 の 細 菌 ベ ク タ ー ： pQE70、 pQE60、 pQE-9 (キ ア ゲ ン )、 pbs、 pDlO、 p
hagescript、 psi174、 pbluescript SK、 pbsks、 pNH8A、 pNH16A、 pNH18A、 pNH46A (ス ト ラ
タ ジ ー ン )； ptrc99a、 pKK223-3、 pKK233-3、 pDR540、 pRIT5 (フ ァ ル マ シ ア )； pWLNEO、 pS
V2CAT、 pOG44、 pXT1、 pSG (ス ト ラ タ ジ ー ン )； pSVK3、 pBPV、 pMSG、 pSVL (フ ァ ル マ シ ア )
； pQE-30 (QIAexpress)の よ う に 当 業 者 に 知 ら れ て お り 市 場 で 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 パ ル ボ ウ イ ル ス (例 え ば ア デ
ノ 随 伴 ウ イ ル ス )、 コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 オ ル ト ミ ク ソ ウ イ ル ス (例 え ば イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル
ス )、 ラ ブ ド ウ イ ル ス (例 え ば 狂 犬 病 お よ び 水 疱 性 口 内 炎 ウ イ ル ス )、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス (
例 え ば 麻 疹 お よ び セ ン ダ イ )の よ う な マ イ ナ ス 鎖 RNAウ イ ル ス 、 ピ コ ル ナ ウ イ ル ス お よ び α
ウ イ ル ス の よ う な プ ラ ス 鎖 RNAウ イ ル ス 、 な ら び に ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス (例
え ば 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1型 お よ び 2型 、 エ プ ス タ イ ン -バ ー ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ
イ ル ス )お よ び ポ ッ ク ス ウ イ ル ス (例 え ば ワ ク シ ニ ア 、 鶏 痘 ウ イ ル ス お よ び カ ナ リ ア 痘 ウ イ
ル ス )を 含 む 二 本 鎖 DNAウ イ ル ス を 含 む 。 そ の 他 の ウ イ ル ス は 、 例 え ば ノ ー ウ ォ ー ク ウ イ ル
ス 、 ト ガ ウ イ ル ス 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 、 レ オ ウ イ ル ス 、 パ ポ バ ウ イ ル ス 、 ヘ パ ド ナ ウ イ ル ス
(hepadnavirus)、 お よ び 肝 炎 ウ イ ル ス を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス の 例 は 、 ト リ 白 血 病 -肉 腫 、 哺 乳 動 物 C型 、 B型 ウ イ ル ス 、 D型 ウ イ ル ス 、
HTLV-BLVグ ル ー プ 、 レ ン チ ウ イ ル ス 、 ス プ マ ウ イ ル ス (Coffin, J. M.、 Retroviridae: Th
e viruses and their replication, In Fundamental Virology、 第 3版 、 B. N. Fieldsら
編 、 Lippincott- Raven Publishers、 Philadelphia、 1996)を 含 む 。 そ の 他 の 例 は 、 マ ウ
ス 白 血 病 ウ イ ル ス 、 マ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス 、 マ ウ ス 乳 腺 癌 ウ イ ル ス 、 ウ シ 白 血 病 ウ イ ル ス 、
ネ コ 白 血 病 ウ イ ル ス 、 ネ コ 肉 腫 ウ イ ル ス 、 ト リ 白 血 病 ウ イ ル ス 、 ヒ ト T細 胞 白 血 病 ウ イ ル
ス 、 ヒ ヒ 内 在 性 ウ イ ル ス 、 テ ナ ガ ザ ル 白 血 病 ウ イ ル ス 、 メ イ ソ ン フ ァ イ ザ ー サ ル ウ イ ル ス
、 サ ル 免 疫 不 全 性 ウ イ ル ス 、 サ ル 肉 腫 ウ イ ル ス 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス お よ び レ ン チ ウ イ ル
ス を 含 む 。 ベ ク タ ー の そ の 他 の 例 は 、 例 え ば McVeyら 、 米 国 特 許 第 5, 801,030号 に 記 載 さ
れ 、 こ の 教 示 は 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ベ ク タ ー は 、 選 択 マ ー カ ー (例 え ば 、 原 核 細 胞 培 養 に は ネ オ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ 、 ヒ ス チ ジ ノ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ 、 ハ イ グ ロ マ イ
シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 、 ア デ ノ シ ン デ
ア ミ ナ ー ゼ 、 グ ル タ ミ ン シ ン セ タ ー ゼ 、 お よ び ハ イ ポ キ サ ン チ ン -グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ
ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ； エ ス ・ セ レ ビ シ エ に は TRP1； イ ー ・ コ リ で は テ ト ラ サ イ ク リ ン 、
リ フ ァ ン ピ シ ン ま た は ア ン ピ シ リ ン 耐 性 な ど )を 含 み 得 る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 は 、 同
等 の 機 能 を 提 供 し 、 か つ 本 発 明 に 続 い て 知 ら れ る こ と と な る 発 現 ベ ク タ ー の そ の 他 の 形 態
を 含 む こ と を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ： 線 状 化 さ れ る か ま た は 切 り 出 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 側 面 に は 、 切 断
部 位 が あ る が 、 こ れ は こ の よ う な 部 位 が 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の い ず れ か も し く は 両 方 の 端
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に あ る か 、 ま た は そ の 近 く に あ る 場 合 で あ る 。 線 状 化 さ れ る か ま た は 切 り 出 さ れ る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 1つ の 端 も し く は そ の 近 く に 1つ の 切 断 部 位 が 存 在 す る こ と が で き る か 、 ま た
は 線 状 化 さ れ る か ま た は 切 り 出 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の そ れ ぞ れ の 端 も し く は そ の 近 く
に １ つ が あ る 、 2つ の 切 断 部 位 が 存 在 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に お い て 、 「 近 く 」 に よ
り 、 好 ま し く は 切 断 部 位 が 、 組 み 込 ま れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 端 の 1 kb未 満 、 好 ま し く は
500 bp未 満 、 よ り 好 ま し く は 200ま た は 100 bp未 満 に 位 置 す る こ と を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 は 、 新 規 な 、 設 計 さ れ た レ ア カ ッ ト エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ お よ び そ の 使 用 に 関 す る
。 こ れ ら の 新 規 な 、 設 計 さ れ た レ ア カ ッ ト エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 好 ま し く は 「 ド デ カ ペ
プ チ ド 」 LAGLIDADGの メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ フ ァ ミ リ ー に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ
　 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 200を 越 え る レ ア カ ッ ト 二 本 鎖 DNAエ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の ク ラ ス を
形 成 す る (グ ル ー プ Iイ ン ト ロ ン ホ ー ミ ン グ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ お よ び イ ン テ イ ン ) (Belfo
rtお よ び Roberts、 1997、 Nucleic Acids Res、 25、 3379～ 3388； Juricaお よ び Stoddard、
1999、 Cell Mol Life Sci、 55、 1304～ 1326)。 こ れ ら は 14～ 40塩 基 対 の 間 の 長 さ の 非 対 称
な DNA配 列 を 認 識 し 、 そ れ ら の 標 的 配 列 の ほ ぼ 中 央 で 二 本 鎖 切 断 を つ く る 。 本 明 細 書 に お
い て 該 標 的 部 位 は 、 2つ の 異 な る 半 分 の 部 位 (half-site)の 合 計 と し て 定 義 さ れ る 。 複 合 DN
Aで は 、 16 (お よ び そ れ を 超 え る )ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ の DNA配 列 は 、 ヒ ト ゲ ノ ム (3× 10 9  
塩 基 対 )の サ イ ズ の ゲ ノ ム に お い て さ え も 、 非 反 復 (unique)で あ る こ と を 予 想 す る こ と が
で き る 。 よ っ て 、 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 標 的 遺 伝 子 座 に お い て 細 胞 の ゲ ノ ム を た だ 1度 だ
け 切 断 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 LAGLIDADGタ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー は 、 ド デ カ ペ プ チ ド 、 ま た は P1お よ び P2、 LAGLIお よ び
DADGま た は LAGLIDADGと 呼 ば れ る 、 よ く 保 存 さ れ た 配 列 モ チ ー フ の 1ま た は 2コ ピ ー の 存 在
を 特 徴 と す る 。 こ れ ら の モ チ ー フ の 外 側 で は 、 関 連 す る 相 同 な 配 列 は な い (全 体 の 対 の 様
式 で の 配 列 相 同 性 は 25%未 満 で あ る )。 よ り 小 さ い 例 、 す な わ ち I-CreI (Durrenbergerお よ
び Rochaix、 1991、 Embo J、 10、 3495～ 3501)は 、 た だ 1つ の ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ を 有
し 、 2つ の 15～ 20 kDaサ ブ ユ ニ ッ ト ま た は ド メ イ ン の ホ モ ダ イ マ ー と し て 機 能 す る 。 た だ 1
つ の ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ を 有 す る こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 本 明 細 書 に お い て 「 モ ノ -
ド デ カ ペ プ チ ド 」 タ ン パ ク 質 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 一 方 、 よ り 大 き い タ ン パ ク 質 、 す な わ ち I-DmoI (Dalgaardら 、 1993、 Proc Natl Acad S
ci U S A、 90、 5414～ 5417)、 I-SceI (Jacquier et Dujon、 1985、 Cell、 41、 383～ 394)
お よ び PI-SceI (Gimbleお よ び Wang、 1996、 J Mol Biol、 263、 163～ 180)は 、 2つ の (同 一
で な い )ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ を 有 す る 単 鎖 タ ン パ ク 質 (20～ 30 kDa)で あ る 2つ の ド デ カ
ペ プ チ ド モ チ ー フ を 有 す る こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 本 明 細 書 に お い て 「 ジ -ド デ カ ペ プ チ
ド 」 タ ン パ ク 質 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 詳 細 な 3次 元 構 造 は  (Chevalierら 、 2001、 Nat Struct Biol、 8、 312～ 316； Duanら 、 19
97、 Cell、 89、 555～ 564； Heathら 、 1997、 Nat Struct Biol、 4、 468～ 476； Huら 、 2000
、 J Biol Chem、 275、 2705～ 2712； Ichiyanagiら 、 2000、 J Mol Biol、 300、 889～ 901； J
uricaら 、 1998、 Mol Cell、 2、 469～ 476； Polandら 、 2000、 J Biol Chem、 275、 16408～ 1
6413； Silvaら 、 1999、 J Mol Biol、 286、 1123～ 1136)、 4つ の LAGLIDADGタ ン パ ク 質 ： I-C
reI (図 1)、 I-DmoI (図 2)、 PI-SceIお よ び PI-PfuIに つ い て 説 明 さ れ て い る 。 こ れ ら の 構
造 は 、 ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ が 2-ヘ リ ッ ク ス の 束 の 部 分 で あ る こ と を 説 明 す る 。 2つ の
α -ヘ リ ッ ク ス は 中 心 の 界 面 (interface)の ほ と ん ど を 形 成 し 、 こ こ で 2回 回 転 (擬 )対 称 軸
が 2つ の 構 成 ド メ イ ン を 分 け て い る 。 ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ の 他 に も 、 各 ド メ イ ン が 標
的 DNA配 列 の 2つ の 半 分 の 部 位 の 1つ と 相 互 作 用 す る よ う に タ ン パ ク 質 を 駆 り 立 て る DNA結 合
界 面 を 示 す 。

10

20

30

40

50

(11) JP 2005-520519 A 2005.7.14



【 ０ ０ ４ ５ 】
　 非 反 復 の 活 性 な 触 媒 部 位 は 、 そ の 特 異 的 性 質 お よ び 空 間 的 配 置 が DNA切 断 に 必 要 と さ れ
る 両 方 の 構 造 ド メ イ ン か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。 LAGLIDADGタ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー に お
い て 、 活 性 部 位 の 残 基 は 互 い に 異 な っ て い る 。 持 続 性 の 保 存 を 示 す 独 特 の 残 基 は 、 両 方 の
LAGLIDA Gモ チ ー フ (下 線 を 引 い た 残 基 )か ら の 最 後 の 酸 性 ア ミ ノ 酸 (Dま た は E)で あ る 。 し
た が っ て 、 こ れ ら の 酸 性 ア ミ ノ 酸 を 除 い て 、 活 性 部 位 の 残 基 に 機 能 的 役 割 を 割 り 当 て る の
は 困 難 で あ る 。 こ れ ら の 残 基 の 変 異 は 触 媒 作 用 を 完 全 に 破 壊 す る が 、 DNA結 合 は 破 壊 し な
い (Lykke-Andersenら 、 1997、 Embo J、 16、 3272～ 3281； Gimbleお よ び Stephens、 1995、 J
. Biol. Chem.、 270、 5849～ 5856)。 そ の 他 に 、 酸 性 お よ び 塩 基 性 残 基 の ア ミ ノ 酸 側 鎖 に
よ り 構 造 的 に 構 成 さ れ て い る い く つ か の 水 分 子 か ら な る 水 和 殻 は 、 二 価 の カ チ オ ン と 共 に
、 お そ ら く DNAホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 の 切 断 を 行 う の に 必 須 の 役 割 を 有 し て い る (Chevalie
rら 、 2001、 Nat Struct Biol、 8、 312～ 316)。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 DNA配 列 に 対 す る そ れ ら の 特 異 性 を 変 更 す る た め の 既 知 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 工 作 は 、
新 規 な DNA配 列 を 標 的 と し 、 選 択 さ れ た 遺 伝 子 の 二 本 鎖 切 断 を 創 る こ と を 許 容 す る こ と が
で き た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 し か し な が ら 、 ド メ イ ン 間 パ ッ キ ン グ 界 面 (inter-domain packing interface)お よ び 触
媒 部 位 に 関 連 す る 残 基 は 、 非 常 に 圧 迫 さ れ て い る 。 酵 素 の 触 媒 ド メ イ ン は 、 し ば し ば 複 雑
で 修 飾 に 対 し て 高 度 に 反 応 性 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 場 合 、 触 媒
部 位 が 2つ の ド メ イ ン の 界 面 に よ り 構 成 さ れ て い る の で 、 こ の 修 飾 に 対 す る 感 受 性 が 増 大
さ れ て い る 。 し た が っ て 、 明 確 な 触 媒 部 位 残 基 を 有 す る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の ド メ イ ン 交 換
が 、 機 能 的 な 活 性 タ ン パ ク 質 を 回 復 さ せ る か は 知 ら れ て い な い 。 さ ら に 、 既 知 の メ ガ ヌ ク
レ ア ー ゼ の ド メ イ ン 構 造 、 特 に LAGLIDADGタ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の も の に も か か わ ら ず 、
こ の よ う な ド メ イ ン 構 造 の 単 位 (module)と し て の 行 動 に つ い て は 何 も 知 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 は 、 LAGLIDADGエ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が モ ジ ュ ー ル の も の で あ り 、 そ し て 天 然 の ホ
ー ミ ン グ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ ま た は メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の ド メ イ ン 交 換 が 可 能 、 そ し て 有 利
の 両 方 で あ る こ と を 最 初 に 示 し て い る ： 異 な る LAGLIDADGメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら 得 ら れ る 2
つ の ド メ イ ン の 新 規 で 人 工 的 な 組 み 合 わ せ は 、 対 応 す る 2つ の 半 分 の 部 位 で つ く ら れ る DNA
配 列 を 認 識 し 、 結 合 し 、 か つ 切 断 す る 。 こ の よ う な 人 工 的 な 組 み 合 わ せ (ハ イ ブ リ ッ ド も
し く は キ メ ラ ホ ー ミ ン グ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ ま た は メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ )の 工 作 は 、 新 規 な
特 異 性 を 有 す る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を 生 み 出 す た め に 主 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 LAGLIDADGタ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー は 、 本 質 的 に 、 ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ 内 に 配 列 の 保
存 を 示 す 。 3D構 造 は 類 似 で あ る ： こ れ ら は 、 独 特 の ト ポ ロ ジ ー で 構 成 さ れ て い る 二 次 構 造
の 要 素 の 同 じ 組 を 有 す る 。 ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ お よ び タ ン パ ク 質 サ イ ズ の 保 存 (特 に
、 ジ -ド デ カ メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 2つ の ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ 間 の 配 列 の 長 さ に お け る 隔
離 長 さ と と も に 生 物 学 的 関 係 、 す な わ ち 同 じ 「 機 能 」 お よ び 保 存 さ れ た 3D構 造 )は 、 二 次
構 造 が 保 存 さ れ て い る こ と を 提 案 す る の に 充 分 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 は 、 好 ま し く は 少 な く と も 2つ の 異 な る LAGLIDADGメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 す る 、
新 規 な エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 、 よ り 具 体 的 に は ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 関 す る 。 当
初 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 I-Cre Iメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の よ う な 「 モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド 」 も
し く は 「 モ ノ -LAGLIDADG」 、 ま た は I-Dmo Iの よ う な 「 ジ -ド デ カ ペ プ チ ド 」 も し く は 「 ジ
-LAGLIDADG」 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ で あ り 得 る 。 こ れ ら の 新 規 な 、 設 計 さ れ た エ ン ド ヌ ク レ ア
ー ゼ ま た は メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 LAGLIDADGメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の ハ イ ブ リ ッ ド で あ る 。 本
発 明 は 、 各 ド メ イ ン が 異 な る LAGLIDADGメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 す る 2つ の ド メ イ ン を 含 む
ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 関 す る 。 表 1参 照 (モ チ ー フ 「 D」 は 、 モ ノ -ド デ カ ペ プ チ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 そ し て 「 dd」 ま た は 「 DD」 は 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー
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ゼ の こ と を い う )。 本 発 明 は 、 各 ド メ イ ン が 同 じ メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 す る が 、 当 初 の
メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 比 べ て 異 な る 配 置 (例 え ば 位 置 (location)、 構 成 (organization)、 位
置 (position)な ど )に あ る 2つ の ド メ イ ン を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (例 え ば 、
第 二 の ド メ イ ン は 当 初 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 し 、 お よ び ／ ま た は 第
一 の ド メ イ ン は 当 初 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の C-末 端 に 由 来 す る )も 意 図 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 に お い て 、 LAGLIDADGメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 「 ド メ イ ン 」 に よ り 、 ド デ カ ペ プ チ ド
モ チ ー フ お よ び DNA結 合 部 分 を 含 む か 、 ま た は そ れ ら か ら な る ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト
を 意 図 す る 。 任 意 に 、 該 ド メ イ ン は DNA結 合 ま た は ド メ イ ン 界 面 に 関 与 し な い 付 加 的 な ポ
リ ペ プ チ ド 配 列 も 含 み 得 る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 付 加 的 な 配 列 は 、 多 様 な サ イ ズ を 有
し 、 DNAの 認 識 お よ び 結 合 、 ま た は エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 に は 一 般 的 に 重 要 で は な い 。
ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ は α -ヘ リ ッ ク ス に 含 ま れ 、 本 明 細 書 中 で は 概 略 的 に α L A G L I D A D G

ま た は α D と い う 。 よ り 詳 細 に は 、 最 後 の D (E)残 基 は 一 般 的 に α -ヘ リ ッ ク ス を キ ャ ッ ピ
ン グ し 、 そ し て 続 く Gly残 基 が 主 鎖 を α -ヘ リ ッ ク ス に 垂 直 な β -ス ト ラ ン ド へ 再 び 向 け さ
せ る 。 DNA結 合 部 分 (本 明 細 書 中 で は 概 略 的 に DBMと い う )は 、 一 般 的 に α -ヘ リ ッ ク ス お よ
び β -ス ト ラ ン ド を 含 む 。 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 最 小 限 の DNA結 合 部 分 は 、 β -ヘ ア ピ ン (2つ
の β -ス ト ラ ン ド が ル ー プ ま た は タ ー ン に よ り 連 な っ て い る )で あ る 。 天 然 の メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ は 、 各 DNA結 合 部 分 中 に 2つ の こ の よ う な β ヘ ア ピ ン を 含 み 、 4ス ト ラ ン ド の β -シ ー ト
に 連 結 す る 。 2つ の β -ヘ ア ピ ン の 間 の 連 結 は 1つ の α -ヘ リ ッ ク ス を 含 む 。 一 般 に 、 DNA結
合 部 分 は 4ス ト ラ ン ド の β -シ ー ト の 下 流 に さ ら に 1つ の α -ヘ リ ッ ク ス を 含 む 。 付 加 的 な ポ
リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ お よ び DNA結 合 部 分 か ら な る グ ル ー プ の 各 側
面 に 見 出 す こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 に よ る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ ド メ イ ン は 、 ド デ
カ ペ プ チ ド モ チ ー フ 含 む ヘ リ ッ ク ス 、 α D お よ び DNA結 合 部 分 で あ る DBMを を 含 む 。 任 意 に
、 付 加 的 な 配 列 は 、 さ ら に 該 ド メ イ ン に 含 ま れ る こ と が で き る 。 該 付 加 的 な 配 列 は 、 ハ イ
ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 第 一 の ド メ イ ン の N-末 端 側 、 ま た は ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ
ア ー ゼ の 第 二 の ド メ イ ン の C-末 端 側 に あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 2つ の ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ を 含 む LAGLIDADGメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (本 明 細 書 に お い て ジ -
LAGLIDADGメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ と い う )は 、 2つ の ド メ イ ン を 含 み 、 1つ の ド メ イ ン は N-末 端 ド
メ イ ン 、 も う 1つ は C-末 端 ド メ イ ン と 呼 ば れ る 。 N-末 端 ド メ イ ン は 、 連 続 的 に 、 付 加 的 な
任 意 の 配 列 、 ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ お よ び DNA結 合 部 分 を 含 む 。 C-末 端 ド メ イ ン は 、 連
続 的 に 、 ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ 、 DNA結 合 部 分 お よ び 付 加 的 な 任 意 の 配 列 を 含 む 。 各 ド
メ イ ン の 2つ の ド デ カ ペ プ チ ド α -ヘ リ ッ ク ス は 、 密 に パ ッ キ ン グ さ れ た ド メ イ ン 界 面 を 形
成 す る 。 2つ の ド メ イ ン を 連 結 す る ル ー プ は N-末 端 ド メ イ ン の DNA結 合 部 分 と 、 C-末 端 ド メ
イ ン の 第 二 の ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ を 含 む ヘ リ ッ ク ス と の 間 で あ る 。 ジ -ド デ カ ペ プ チ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 概 略 的 に 、 N-末 端 の 端 か ら C-末 端 の 端 に 、 次 の 構 造 で 表 す こ と が
で き る ： V α D  DBM (L) α ' D  DBM' V' (Vは 、 付 加 的 な 任 意 の 配 列 を い い 、 α D は ド デ カ ペ
プ チ ド モ チ ー フ を 含 む ヘ リ ッ ク ス を い い 、 DBMは DNA結 合 部 分 を い い 、 Lは 連 結 ル ー プ を い
う ； 'は C-末 端 ド メ イ ン の 要 素 を い う )。 ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α ' D  は 、 ド デ カ ペ プ チ ド モ
チ ー フ を 含 む ヘ リ ッ ク ス に 相 当 す る 。 2つ の ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ を 含 む メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ の ド メ イ ン は 非 対 称 で あ る (類 似 で あ る が 、 通 常 、 同 一 で な い )。 ジ -ド デ カ ペ プ チ ド
メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 数 は 既 知 で あ る 。 表 1の 「 dd」 ま た は 「 DD」 を 参 照 。 (Dalgaardら 、 19
93、 Proc Natl Acad Sci USA、 90、 5414～ 5417、 表 1お よ び 図 1も 参 照 )。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 1つ の ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ を 含 む ダ イ マ ー の LAGLIDADGメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (本 明 細 書
に お い て モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ と い う )は 、 連 続 的 に 、 付 加 的 な 任 意 の ポ
リ ペ プ チ ド 配 列 、 ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ 、 DNA結 合 部 分 お よ び 付 加 的 な 任 意 ポ リ ペ プ チ
ド 配 列 を 含 む 。 2つ の ド デ カ ペ プ チ ド ヘ リ ッ ク ス (各 モ ノ マ ー に 1つ )は 、 密 に パ ッ キ ン グ さ
れ た ダ イ マ ー 界 面 を 形 成 す る 。 モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 概 略 的 に 、 N-
末 端 の 端 か ら C-末 端 の 端 を 含 む 次 の 構 造 に よ り 表 す こ と が で き る ：  V α D  DBM V' (Vお よ
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び V'は 、 付 加 的 な 任 意 の 配 列 を い い 、 α D は ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ を 含 む ヘ リ ッ ク ス を
い い 、 DBMは DNA結 合 部 分 を い う )。 モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 数 は 既 知 で あ
る 。 表 1の モ チ ー フ Dを 参 照  (Lucasら 、 2001、 Nucleic Acids Res.、 29、 960～ 9、 表 1お よ
び 図 1も 参 照 )。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 N-末 端 か ら C-末 端 の 方 向 に 第 一 の ド メ イ ン お よ び 第 二 の ド メ イ
ン を 含 む か 、 ま た は そ れ ら か ら な る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 関 し 、 該 第 一 お よ び
第 二 の ド メ イ ン は 2つ の 異 な る 当 初 の LAGLIDADGメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 し 、 該 当 初 の メ ガ
ヌ ク レ ア ー ゼ は モ ノ -ま た は ジ -ド デ カ ペ プ チ ド の い ず れ か で あ り 、 そ し て 該 第 一 お よ び 第
二 の ド メ イ ン は 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ 、 こ こ で 該 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ
は DNA切 断 を 起 こ し 得 る 。 本 発 明 は 、 2つ の ド メ イ ン を 含 む か ま た は そ れ ら か ら な る ハ イ ブ
リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ も 意 図 し 、 各 ド メ イ ン は 同 じ メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 し 、 該 2つ
の ド メ イ ン は 当 初 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ と は 異 な る 配 置 を 有 し (す な わ ち 、 第 二 の ド メ イ ン
は 、 当 初 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 し 、 お よ び ／ ま た は 第 一 の ド メ イ ン
は 、 当 初 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の C末 端 に 由 来 す る )、 そ し て 該 第 1お よ び 第 2の ド メ イ ン は 、
適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 生 成 の た め の 本 発 明 に よ る 当 初 の モ ノ -お よ び ジ -ド デ
カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 表 1に 記 載 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら な る 群 か ら 好 ま し く
は 選 択 さ れ 、 特 に I-Sce I、 I-Chu I、 I-Dmo I、 I-Cre I、 I-Csm I、 PI-Sce I、 PI-Tli I
、 PI-Mtu I、 I-Ceu I、 I-Sce II、 I-Sce III、 HO、 PI-Civ I、 PI-Ctr I、 PI-Aae I、 PI-B
su I、 PI-Dha I、 PI-Dra I、 PI-Mav I、 PI-Mch I、 PI-Mfu I、 PI-Mfl I、 PI-Mga I、 PI-M
go I、 PI-Min I、 PI-Mka I、 PI-Mle I、 PI-Mma I、 PI-Msh I、 PI-Msm I、 PI-Mth I、 PI-M
tu I、 PI-Mxe I、 PI-Npu I、 PI-Pfu I、 PI-Rma I、 PI-Spb I、 PI-Ssp I、 PI-Fac I、 PI-M
ja I、 PI-Pho I、 PI-Tag I、 PI-Thy I、 PI-Tko Iお よ び PI-Tsp I； 好 ま し く は 、 I-Sce I
、 I-Chu I、 I-Dmo I、 I-Cre I、 I-Csm I、 PI-Pfu I、 PI-Sce I、 PI-Tli I、 PI-Mtu I、 I-
Ceu I、 I-Sce II、 I-Sce IIIお よ び HO； よ り 好 ま し く は 、 I-Sce I、 I-Chu I、 I-Dmo I、 I
-Cre I、 I-Csm I、 PI-Sce I、 PI-Pfu I、 PI-Tli I、 PI-Mtu Iお よ び I-Ceu I； さ ら に よ り
好 ま し く は 、 I-Dmo I、 I-Cre I、 I-Sce Iお よ び I-Chu I； さ ら に よ り 好 ま し く は I-DmoIお
よ び I-Cre Iで あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 生 成 の た め の 本 発 明 に よ る 当 初 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド
メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 表 1に 記 載 の 「 DD」 ま た は 「 dd」 モ チ ー フ を 含 む メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ
か ら な る 群 か ら 好 ま し く は 選 択 さ れ 、 特 に ： I-Sce I、 I-Chu I、 I-Dmo I、 I-Csm I、 PI-S
ce I、 PI-Tli I、 PI-Mtu I、 I-Sce II、 I-Sce III、 HO、 PI-Civ I、 PI-Ctr I、 PI-Aae I
、 PI-Bsu I、 PI-Dha I、 PI-Dra I、 PI-Mav I、 PI-Mch I、 PI-Mfu I、 PI-Mfl I、 PI-Mga I
、 PI-Mgo I、 PI-Min I、 PI-Mka I、 PI-Mle I、 PI-Mma I、 PI-Msh I、 PI-Msm I、 PI-Mth I
、 PI-Mtu I、 PI-Mxe I、 PI-Npu I、 PI-Pfu I、 PI-Rma I、 PI-Spb I、 PI-Ssp I、 PI-Fac I
、 PI-Mja I、 PI-Pho I、 PI-Tag I、 PI-Thy I、 PI-Tko Iお よ び PI-Tsp I； 好 ま し く は 、 I-
Sce I、 I-Chu I、 I-Dmo I、 I-Csm I、 PI-Pfu I、 PI-Sce I、 PI-Tli I、 PI-Mtu I、 I-Sce 
II、 I-Sce IIIお よ び HO； よ り 好 ま し く は 、 I-Sce I、 I-Chu I、 I-Dmo I、 I-Csm I、 PI-Sc
e I、 PI-Tli Iお よ び PI-Mtu I； さ ら に よ り 好 ま し く は 、 I-Dmo I、 I-Sce Iお よ び I-Chu I
； さ ら に よ り 好 ま し く は I-DmoIで あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 生 成 の た め の 本 発 明 に よ る 当 初 の モ ノ -ド デ カ ペ プ チ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 表 1に 記 載 の 「 D」 モ チ ー フ を 含 む メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら な る 群 か
ら 好 ま し く は 選 択 さ れ 、 特 に ： I-Cre I、 I-Ceu I； 好 ま し く は I-Cre Iで あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 本 発 明 は 、 モ ノ -も し く は ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の
第 一 の ド メ イ ン お よ び 別 の モ ノ -も し く は ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の 第 二
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の ド メ イ ン を 含 む か 、 ま た は そ れ ら か ら な る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 関 し 、 該 第
一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン は 、 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に
お い て 、 本 発 明 は 次 の ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ハ イ ブ リ
ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 関 す る ：
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 I-Sce I/I-Chu I、 I-Sce I/PI-Pfu I、 I-Chu I/I-Sce I、 I-Chu I/PI-Pfu I、 I-Sce I/
I-Dmo I、 I- Dmo I/I-Sce I、 I-Dmo I/PI-Pfu I、 I-Dmo I/I-Cre I、 I-Cre I/I-Dmo I、 I
-Cre I/PI-Pfu I、 I-Sce I/I-Csm I、 I-Sce I/I-Cre I、 I-Sce I/PI-Sce I、 I-Sce I/PI-
Tli I、 I-Sce I/PI-Mtu I、 I-Sce I/I-Ceu I、 I-Cre I/I-Ceu I、 I-Chu I/I-Cre I、 I-Ch
u I / I-Dmo I、 I-Chu I / I-Csm I、 I-Chu I / PI-Sce I、 I-Chu I/PI-Tli I、 I-Chu I/
PI-Mtu I、 I-Cre I/I-Chu I、 I-Cre I/I-Csm I、 I-Cre I/PI-Sce I、 I- Cre I/PI-Tli I
、 I-Cre I / PI-Mtu I、 I-Cre I / I-Sce I、 I-Dmo I / I-Chu I、 I-Dmo I / I-Csm I、 I
- Dmo I/PI-Sce I、 I-Dmo I/PI-Tli I、 I-Dmo I/PI-Mtu I、 I-Csm I/I-Chu I、 I-Csm I/P
I-Pfu I、 I-Csm I/I-Cre I、 I-Csm I/I-Dmo I、 I-Csm I/PI-Sce I、 I-Csm I/PI-Tli I、 I
-Csm I/PI- Mtu I、 I-Csm I/I-Sce I、 PI-Sce I/I-Chu I、 PI-Sce I/I-Pfu I、 PI-Sce I/
I-Cre I、 PI-Sce I/I-Dmo I、 PI-Sce I/I-Csm I、 PI-Sce I/PI-Tli I、 PI-Sce I/PI-Mtu 
I、 PI-Sce I/I-Sce I、 PI-Tli I/I-Chu I、 PI-Tli I/PI-Pfu I、 PI-Tli I/I-Cre I、 PI-T
li I/I-Dmo I、 PI-Tli I/I-Csm I、 PI-Tli I/PI- Sce I、 PI-Tli I / PI-Mtu I、 PI-Tli 
I / I-Sce I、 PI-Mtu I/I-Chu I、 PI-Mtu I / PI-Pfu I、 PI-Mtu I/I-Cre I、 PI-Mtu I/I
-Dmo I、 PI-Mtu I / I-Csm I、 PI-Mtu I/PI-Sce I、 PI-Mtu I/PI-Tli I、 お よ び PI-Mtu I
/I-Sce I；
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 好 ま し く は 、 I-Sce I/I-Chu I、 I-Sce I/PI-Pfu I、 I-Chu I/I-Sce I、 I-Chu I/PI-Pfu
 I、 I-Sce I/I-DmoI、 I-Dmo I/I-Sce I、 I-Dmo I/PI-Pfu I、 I-Dmo I/I-Cre I、 I-Cre I/
I-Dmo I、 I-Cre I/PI-Pfu I、 I-Sce I/I-Csm I、 I-Sce I/I-Cre I、 I-Sce I/PI-Sce I、 I
-Sce I/PI-Tli I、 I-Sce I/PI-Mtu I、 I-Sce I/I-CeuI、 I-Chu I / I-Cre I、 I-Chu I / 
I-Dmo I、 I-Chu I / I-Csm I、 I-Chu I / PI-Sce I、 I-Chu I / PI-Tli I、 I-Chu I / PI
-Mtu I、 I-Cre I / I-Chu I、 I-Cre I / I-Csm I、 I-Cre I / PI-Sce I、 I-Cre I / PI-T
li I、 I-Cre I / PI-Mtu I、 I-Cre I / I-Sce I、 I-Dmo I / I-Chu I、 I-Dmo I / I-Csm 
I、 I-Dmo I / PI-Sce I、 I-Dmo I / PI-Tli I、 I-Dmo I / PI-Mtu I、 I-Csm I / I-Chu I
、 I-Csm I / PI-Pfu I、 I-Csm I / I-Cre I、 I-Csm I / I-Dmo I、 I-Csm I / PI-Sce I、
I-Csm I / PI-Tli I、 I-Csm I / PI-Mtu I、 I-Csm I/I-Sce I、 PI-Sce I / I-Chu I、 PI-
Sce I / I-Pfu I、 PI-Sce I / I-Cre I、 PI-Sce I / I-Dmo I、 PI-Sce I / I-Csm I、 PI-
Sce I/ PI-Tli I、 PI-Sce I/PI-Mtu I、 PI-Sce I / I-Sce I、 PI-Tli I / I-Chu I、 PI-T
li I / PI-Pfu I、 PI-Tli I / I-Cre I、 PI-Tli I / I-Dmo I、 PI-Tli I / I-Csm I、 PI-
Tli I / PI-Sce I、 PI-Tli I / PI-Mtu I、 PI-Tli I / I-Sce I、 PI-Mtu I / I-Chu I、 P
I-Mtu I / PI-Pfu I、 PI-Mtu I / I-Cre I、 PI-Mtu I / I-Dmo I、 PI-Mtu I / I-Csm I、
PI-Mtu I / PI-Sce I、 PI-Mtu I / PI-Tli Iお よ び PI-Mtu I / I-Sce I；
【 ０ ０ ６ １ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 I-Sce I/I-Chu I、 I-Chu I/I-Sce I、 I-Sce I/I-Dmo I、 I-Dmo I/I-S
ce I、 I-Dmo I/I-Cre Iお よ び I-Cre I/I-Dmo I；
　 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 I-Dmo I/I-Cre Iお よ び I-Cre I/I-Dmo I； ま た は
　 さ ら に よ り 好 ま し く は I-Dmo I/I-Cre I； よ り 具 体 的 に は 配 列 番 号 2ま た は 4の ハ イ ブ リ
ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 例 え ば 、 「 I-Sce I / I-Ceu I」 に つ い て 、 最 初 に 示 さ れ る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 ハ イ
ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 第 一 の ド メ イ ン の 起 源 に 相 当 し 、 二 番 目 に 示 さ れ る メ ガ ヌ ク
レ ア ー ゼ は 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 第 二 の ド メ イ ン の 起 源 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 任 意 に 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は ：
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1) 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の 第 一 の ド メ イ ン お よ び 別 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー
ゼ か ら の 第 二 の ド メ イ ン ；
2) 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 モ ノ -ド デ カ ペ プ
チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の 第 一 の ド メ イ ン お よ び 別 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ か ら の 第 二 の ド メ イ ン ；
【 ０ ０ ６ ４ 】
3) 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の 第 一 の ド メ イ ン お よ び 別 の モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ か ら の 第 二 の ド メ イ ン ； ま た は
4) 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 モ ノ -ド デ カ ペ プ
チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の 第 一 の ド メ イ ン お よ び 同 じ か も し く は 別 の モ ノ -ド デ カ ペ プ
チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら 、 好 ま し く は 別 の モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら
の 第 二 の ド メ イ ン
を 含 む か 、 ま た は そ れ ら か ら な る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 好 ま し く は 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は ：
1) 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の 第 一 の ド メ イ ン お よ び 別 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー
ゼ か ら の 第 二 の ド メ イ ン ； ま た は
2) 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の 第 一 の ド メ イ ン お よ び 別 の モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ か ら の 第 二 の ド メ イ ン
を 含 む か 、 ま た は そ れ ら か ら な る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適
切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の 第 一 の
ド メ イ ン お よ び 別 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の 第 二 の ド メ イ ン を 含 む か
、 ま た は そ れ ら か ら な る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 任 意 に 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は ：
1) 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 一 の ド メ イ ン お よ び 別 の ジ -ド デ カ ペ
プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の C-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 二 の ド メ イ ン ；
2) 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 一 の ド メ イ ン お よ び 同 じ も し く は 別 の
ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 二 の ド メ イ ン ；
【 ０ ０ ６ ８ 】
3) 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 一 の ド メ イ ン お よ び 別 の モ ノ -ド デ カ
ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 す る 第 二 の ド メ イ ン ；
4) 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の C-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 一 の ド メ イ ン お よ び 同 じ も し く は 別 の
ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の C-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 二 の ド メ イ ン ；
【 ０ ０ ６ ９ 】
5) 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 モ ノ -ド デ カ ペ プ
チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 す る 第 一 の ド メ イ ン お よ び 別 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク
レ ア ー ゼ の C-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 二 の ド メ イ ン ；
6) 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の C-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 一 の ド メ イ ン お よ び 同 じ も し く は 別 の
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ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 二 の ド メ イ ン ；
【 ０ ０ ７ ０ 】
7) 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 モ ノ -ド デ カ ペ プ
チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 す る 第 一 の ド メ イ ン お よ び 別 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク
レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 二 の ド メ イ ン ；
8) 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の C-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 一 の ド メ イ ン お よ び 別 の モ ノ -ド デ カ
ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 す る 第 二 の ド メ イ ン ； ま た は
9) 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 モ ノ -ド デ カ ペ プ
チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 す る 第 一 の ド メ イ ン お よ び 同 じ も し く は 別 の モ ノ -ド デ カ ペ
プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 す る 第 二 の ド メ イ ン
を 含 む か 、 ま た は そ れ ら か ら な る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 好 ま し く は 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は ：
1) 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 一 の ド メ イ ン お よ び 別 の ジ -ド デ カ ペ
プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の C-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 二 の ド メ イ ン ；
2) 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 一 の ド メ イ ン お よ び 同 じ も し く は 別 の
ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 二 の ド メ イ ン ；
【 ０ ０ ７ ２ 】
3) ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 一 の ド メ イ ン お よ
び 別 の モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 す る 第 二 の ド メ イ ン ；
4) 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の C-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 一 の ド メ イ ン お よ び 同 じ も し く は 別 の
ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の C-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 二 の ド メ イ ン ； ま た
は
5) 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 モ ノ -ド デ カ ペ プ
チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 す る 第 一 の ド メ イ ン お よ び 別 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク
レ ア ー ゼ の C-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 二 の ド メ イ ン
を 含 む か 、 あ る い は そ れ ら か ら な る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は ：
1) 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 一 の ド メ イ ン お よ び 別 の ジ -ド デ カ ペ
プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の C-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 二 の ド メ イ ン ；
2) 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 一 の ド メ イ ン お よ び 同 じ も し く は 別 の
ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 二 の ド メ イ ン ； ま た
は
3) 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 一 の ド メ イ ン お よ び 別 の モ ノ -ド デ カ
ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 す る 第 二 の ド メ イ ン
を 含 む か 、 ま た は そ れ ら か ら な る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 ド メ イ ン の 順 序 が 当 初 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ と 同 じ で な け れ ば 、 第 一
お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 同 じ ジ -ド デ カ ペ プ チ ド
メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の 第 一 の ド メ イ ン お よ び 第 二 の ド メ イ ン を 含 む か 、 ま た は そ れ ら か
ら な る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ も 意 図 す る 。 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 に お い て は 、
N-末 端 か ら C-末 端 へ の 方 向 で 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア
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ー ゼ を 意 図 し 、 こ こ で 各 ド メ イ ン は 同 じ ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 し 、
か つ 該 第 一 の ド メ イ ン は C-末 端 ド メ イ ン に 由 来 し 、 該 第 二 の ド メ イ ン は N-末 端 ド メ イ ン に
由 来 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 2つ の ド メ イ ン の 間 に 連 結 を 導 入 す る 方 法 は 、 当 業 者
に よ く 知 ら れ て い る 。 本 発 明 に お い て は 、 好 ま し い 方 法 は 、 フ レ キ シ ブ ル ポ リ ペ プ チ ド リ
ン カ ー の 使 用 、 ま た は ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の ル ー プ の 使 用 の い ず れ
か で あ る 。 本 発 明 に お い て は 、 ル ー プ が リ ン カ ー の 実 施 形 態 で あ る 。 フ レ キ シ ブ ル ポ リ ペ
プ チ ド リ ン カ ー は 、 本 質 的 に 、 グ リ シ ン 、 セ リ ン お よ び ス レ オ ニ ン 残 基 を 含 む 。 ル ー プ は
、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 設 計 の た め に 用 い ら れ る 2つ の 当 初 の ジ -ド デ カ ペ プ チ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 1つ に 存 在 す る ル ー プ 、 ま た は 2つ の ド メ イ ン の 間 に 導 入 さ れ る い ず
れ の そ の 他 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の ル ー プ 、 好 ま し く は I-Dmo Iル ー
プ の い ず れ か で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 生 成 の た め の 我 々 の 好 ま し い ア プ ロ ー チ は 、 種 々 の LA
GLIDADGメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ と 矛 盾 し な い ド メ イ ン 交 換 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン ／ ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ の C-末 端 ド メ イ ン
　 第 一 の 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ
れ て い る 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 一 の ド
メ イ ン お よ び 別 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (B)の C-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第
二 の ド メ イ ン を 含 む か 、 ま た は そ れ ら か ら な る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 関 す る 。
交 換 点 は い ず れ の 適 切 な 場 所 に 位 置 す る 。 交 換 点 は 、 第 一 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の 配 列
が 第 二 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (B)の 配 列 に よ り 実 質 的 に 置 き 換 え ら れ る 点 で あ る 。 こ の 交 換
点 は 、 DNA結 合 部 分 DBMの 最 後 の ヘ リ ッ ク ス か ら 第 二 の ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ α ' D を 含 む
ヘ リ ッ ク ス の 端 ま で に 位 置 す る こ と が 可 能 で あ る 。 第 二 の ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ (α ' D )
に 先 行 す る ル ー プ (L)の 内 部 、 ま た は ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ を 含 む ヘ リ ッ ク ス (α ' D )の
中 に 位 置 す る の が 好 ま し い 。 一 般 に 、 ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ の 上 流 に は ほ と ん ど ア ミ ノ
酸 が な く (約 4～ 10ア ミ ノ 酸 )、 ヘ リ ッ ク ス (α ' D )の 形 成 に も ほ と ん ど の ア ミ ノ 酸 が 参 加 し
な い 。 あ る 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 交 換 点 は ヘ リ ッ ク ス (α ' D )の 内 部 に 位 置 す る 。 特
に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 交 換 点 は ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ 自 身 の 前 の ヘ リ ッ ク ス (
α ' D )中 に 位 置 す る 。 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aの N-
末 端 ド メ イ ン お よ び メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Bの C-末 端 ド メ イ ン を 含 む 。 こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 概 略 的 に ：
【 ０ ０ ７ ８ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ９ 】
を 含 む 。
　 Aお よ び Bは 、 セ グ メ ン ト V、 α D 、 DBM、 L、 α ' D 、 DBM'、 V'の 起 源 で の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ
を 示 す 。 A/Bは 、 交 換 点 が セ グ メ ン ト の 内 部 に あ り 、 要 素 の 第 一 の 部 分 の 起 源 が Aで あ り 、
第 二 の 部 分 の そ れ が Bで あ る こ と を 示 す 。 α Aお よ び α Bは 、 N-末 端 ド メ イ ン の α D の こ と を
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い い 、 α 'Aお よ び α 'Bは 、 C-末 端 ド メ イ ン の α ' D の こ と を い う 。 「 DBM」 欄 に つ い て 、 文
字 (N)お よ び (C)は 、 そ れ ぞ れ 、 N-末 端 ド メ イ ン お よ び C-末 端 ド メ イ ン か ら の 起 源 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 代 替 の 実 施 形 態 に お い て 、 交 換 点 は 「 交 換 ド メ イ ン 」 に よ り 置 き 換 え ら れ る 。 実 際 に 、
配 列 を 急 に 変 更 す る 代 わ り に 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α '
D は 、 2つ の 当 初 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 混 合 物 で あ り 得 る 。 ヘ リ ッ ク ス 界 面 の ほ う に 向 け ら
れ て い る ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α ' D か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 両 方 の ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α
' D に つ い て 1つ の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の も の で あ る (メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aか ら の α D お よ び α ' D

の も の 、 ま た は メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Bか ら の α D お よ び α ' D の も の の い ず れ か )。 任 意 に 、 界
面 に お け る 残 基 は 、 モ ノ -ま た は ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Xか ら の ド デ カ ペ プ
チ ド ヘ リ ッ ク ス の 別 の 対 に 由 来 す る こ と が 可 能 で あ る 。 各 ド メ イ ン の 内 部 に お い て 、 ド メ
イ ン の 内 側 の 方 に 向 け ら れ て い る α D お よ び α ' D を 含 む ヘ リ ッ ク ス か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 は
、 そ れ が 由 来 す る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の そ の ド メ イ ン 中 の そ の 点 で 見 出 さ れ る 残 基 に 対 応 す
る も の で あ る (メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aか ら の α D の も の お よ び メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Bか ら の α ' D の
も の )。 こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 概 略 的 に ：
【 ０ ０ ８ １ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ２ 】
を 含 む 。
　 A、 Bお よ び Xは 、 セ グ メ ン ト V、 α D 、 DBM、 L、 α ' D 、 DBM'、 V'の 起 源 で の メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ を 示 す 。 A/Bは 、 交 換 点 が セ グ メ ン ト の 内 部 に あ り 、 要 素 の 第 一 の 部 分 の 起 源 が Aで あ
り 、 第 二 の 部 分 の そ れ が Bで あ る こ と を 示 す 。 「 イ ン タ ー 」 は 、 ド メ イ ン 間 の 界 面 に 向 い
て い る α D お よ び α ' D の 残 基 の こ と を い い 、 「 イ ン ト ラ 」 は 、 各 ド メ イ ン の 内 部 に 向 い て
い る α D お よ び α ' D の 残 基 の こ と を い う 。 α Aお よ び α Bは 、 N-末 端 ド メ イ ン の α D の こ と を
い い 、 α 'Aお よ び α 'Bは 、 C-末 端 ド メ イ ン の α ' D の こ と を い う 。 「 DBM」 欄 に つ い て 、 文
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字 (N)お よ び (C)は 、 そ れ ぞ れ 、 N-末 端 ド メ イ ン お よ び C-末 端 ド メ イ ン か ら の 起 源 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 任 意 に 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 間 の 立 体 障 害 を 避 け 、 そ し て ／ ま た は 安 定 性 を 増 大 さ せ る た め
に 、 い く ら か の ア ミ ノ 酸 修 飾 を さ ら に 導 入 す る こ と が で き る 。 任 意 に 、 生 産 性 お よ び ／ ま
た は 溶 解 性 を 増 大 さ せ 、 か つ 毒 性 を 減 少 さ せ る た め に 、 い く ら か の ア ミ ノ 酸 修 飾 を さ ら に
導 入 す る こ と が で き る (Turmelら 、 1997、 Nucleic Acid Research、 25、 2610～ 2619)。
　 任 意 に 、 ル ー プ を 適 切 な リ ン カ ー に よ り 完 全 に ま た は 部 分 的 に 置 き 換 え る こ と が で き る
。 適 切 な リ ン カ ー は 、 好 ま し く は フ レ キ シ ブ ル で あ る 。 該 フ レ キ シ ブ ル リ ン カ ー は 、 好 ま
し く は グ リ シ ン 、 セ リ ン お よ び ス レ オ ニ ン 残 基 を 含 む 。 ル ー プ と ド メ イ ン と の 間 に 、 短 い
フ レ キ シ ブ ル リ ン カ ー を 導 入 す る こ と も で き る 。 任 意 に 、 該 ル ー プ を 、 い ず れ の 他 の ジ -
ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の ル ー プ 、 好 ま し く は I-Dmo Iル ー プ に よ り 置 き 換
え る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 任 意 に 、 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 ジ -ド デ
カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の N-末 端 ド メ イ ン か ら の 第 一 の ド メ イ ン お よ び 別 の ジ -ド
デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (B)の C-末 端 ド メ イ ン か ら の 第 二 の ド メ イ ン を 含 む か 、 ま
た は そ れ ら か ら な る こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 そ の Nお よ び ／ ま た は C
-末 端 の 端 に ル ー プ ま た は リ ン カ ー 、 お よ び い ず れ の 付 加 的 な ド メ イ ン を さ ら に 含 む こ と
が で き る 。 好 ま し く は 、 該 付 加 的 な ド メ イ ン は 、 DNA結 合 ド メ イ ン 、 転 写 促 進 剤 ま た は リ
プ レ ッ サ ー ド メ イ ン 、 核 局 在 化 シ グ ナ ル ま た は DNA切 断 ド メ イ ン で あ る 。 任 意 に 、 こ の よ
う な ハ イ ブ リ ッ ド の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 撤 廃 す る こ と が で き る 。 よ っ て 、 ハ イ ブ リ
ッ ド の 主 要 な 機 能 は 特 異 的 DNA結 合 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン ／ ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン
　 第 二 の 実 施 形 態 は 、 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る
、 ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 一 の ド メ イ ン お
よ び 別 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (B)の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 二 の ド メ
イ ン を 含 む か 、 ま た は そ れ ら か ら な る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 関 す る 。 交 換 点 は
い ず れ の 適 切 な 場 所 に 位 置 す る 。 第 二 の ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ (α ' D )に 先 行 す る ル ー プ
(LA)の 端 、 ま た は ヘ リ ッ ク ス (α ' D )の 中 に 位 置 す る の が 好 ま し い 。 あ る 好 ま し い 実 施 形 態
に お い て 、 交 換 点 は ヘ リ ッ ク ス (α ' D )の 内 部 に 位 置 す る 。 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て
、 交 換 点 は ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ 自 身 の 前 の ヘ リ ッ ク ス (α ' D )中 に 位 置 す る 。 得 ら れ る
ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 N-末 端 の 端 か ら C-末 端 の 端 に 、 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aの N
-末 端 ド メ イ ン お よ び メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Bの N-末 端 ド メ イ ン を 含 む 。 好 ま し く は 、 得 ら れ る
ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Bの C-末 端 ド メ イ ン の DBMを 含 ま ず 、
よ り 好 ま し く は そ の C-末 端 ド メ イ ン を 含 ま な い 。 こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー
ゼ は 、 概 略 的 に ：
【 ０ ０ ８ ６ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ７ 】
を 含 む 。
　 Aお よ び Bは 、 セ グ メ ン ト V、 α D 、 DBM、 L、 α ' D 、 DBM'、 V'の 起 源 で の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ
を 示 す 。 A/Bは 、 交 換 点 が セ グ メ ン ト の 内 部 に あ り 、 要 素 の 第 一 の 部 分 の 起 源 が Aで あ り 、
第 二 の 部 分 の そ れ が Bで あ る こ と を 示 す 。 α Aお よ び α Bは 、 N-末 端 ド メ イ ン の α D の こ と を
い い 、 α 'Aお よ び α 'Bは 、 C-末 端 ド メ イ ン の α ' D の こ と を い う 。 「 DBM」 欄 に つ い て 、 文
字 (N)お よ び (C)は 、 そ れ ぞ れ 、 N-末 端 ド メ イ ン お よ び C-末 端 ド メ イ ン か ら の 起 源 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
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　 代 替 の 実 施 形 態 に お い て 、 交 換 点 は 交 換 ド メ イ ン に よ り 置 き 換 え ら れ る 。 実 際 に 、 配 列
を 急 に 変 更 す る 代 わ り に 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α ' D は
、 2つ の 当 初 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 混 合 物 で あ り 得 る 。 ヘ リ ッ ク ス 界 面 の ほ う に 向 け ら れ
て い る ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α ' D か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 両 方 の ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α ' D

に つ い て 1つ の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の も の で あ る (メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aま た は Bの い ず れ か か ら
の α D お よ び α ' D の も の )。 任 意 に 、 界 面 に お け る 残 基 は 、 モ ノ -ま た は ジ -ド デ カ ペ プ チ ド
メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Xか ら の ド デ カ ペ プ チ ド ヘ リ ッ ク ス の 別 の 対 に 由 来 す る こ と が 可 能 で あ
る 。 各 ド メ イ ン の 内 部 に お い て 、 ド メ イ ン の 内 部 の 方 に 向 け ら れ て い る ヘ リ ッ ク ス α D お
よ び α ' D か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 そ れ が 由 来 す る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の そ の ド メ イ ン 中 の そ
の 位 置 で 見 出 さ れ る 残 基 に 対 応 す る も の で あ る (メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aか ら の α D の も の お よ
び メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Bか ら の α D の も の )。 こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、
概 略 的 に ：
【 ０ ０ ８ ９ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ０ 】
を 含 む 。
　 A、 Bお よ び Xは 、 セ グ メ ン ト V、 α D 、 DBM、 L、 α ' D 、 DBM'、 V'の 起 源 で の メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ を 示 す 。 「 イ ン タ ー 」 は 、 ド メ イ ン 間 の 界 面 に 向 い て い る α D お よ び α ' D の 残 基 の こ
と を い い 、 「 イ ン ト ラ 」 は 、 各 ド メ イ ン の 内 部 に 向 い て い る α D お よ び α ' D の 残 基 の こ と
を い う 。 α Aお よ び α Bは 、 N-末 端 ド メ イ ン の α D の こ と を い い 、 α 'Aお よ び α 'Bは 、 C-末
端 ド メ イ ン の α ' D の こ と を い う 。 「 DBM」 欄 に つ い て 、 文 字 (N)お よ び (C)は 、 そ れ ぞ れ 、 N
-末 端 ド メ イ ン お よ び C-末 端 ド メ イ ン か ら の 起 源 を 示 す 。
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【 ０ ０ ９ １ 】
　 任 意 に 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 間 の 立 体 障 害 を 避 け 、 そ し て ／ ま た は 安 定 性 を 増 大 さ せ る た め
に 、 い く ら か の ア ミ ノ 酸 修 飾 を さ ら に 導 入 す る こ と が で き る 。 任 意 に 、 生 産 性 お よ び ／ ま
た は 溶 解 性 を 増 大 さ せ 、 か つ 毒 性 を 減 少 さ せ る た め に 、 い く ら か の ア ミ ノ 酸 修 飾 を さ ら に
導 入 す る こ と が で き る (Turmelら 、 1997、 Nucleic Acid Research、 25、 2610～ 2619)。
　 任 意 に 、 ル ー プ を 適 切 な リ ン カ ー に よ り 完 全 に ま た は 部 分 的 に 置 き 換 え る こ と が で き る
。 適 切 な リ ン カ ー は 、 好 ま し く は フ レ キ シ ブ ル で あ る 。 該 フ レ キ シ ブ ル リ ン カ ー は 、 本 質
的 に グ リ シ ン 、 セ リ ン お よ び ス レ オ ニ ン 残 基 を 含 む 。 ル ー プ と ド メ イ ン と の 間 に 、 短 い フ
レ キ シ ブ ル リ ン カ ー を 導 入 す る こ と も で き る 。 任 意 に 、 該 ル ー プ を 、 い ず れ の 他 の ジ -ド
デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の ル ー プ 、 好 ま し く は I-Dmo Iル ー プ に よ り 置 き 換 え
る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 任 意 に 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の N-末 端 ド メ イ ン か ら の 第 一 の ド メ イ
ン お よ び 別 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (B)の N-末 端 ド メ イ ン か ら の 第 二 の ド メ
イ ン を 含 む こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 そ の Nお よ び ／ ま た は C-末 端 の
端 に ル ー プ ま た は リ ン カ ー 、 お よ び い ず れ の 付 加 的 な ド メ イ ン を さ ら に 含 む こ と が で き る
。 好 ま し く は 、 該 付 加 的 な ド メ イ ン は 、 DNA結 合 ド メ イ ン 、 転 写 促 進 剤 ま た は リ プ レ ッ サ
ー ド メ イ ン 、 核 局 在 化 シ グ ナ ル ま た は DNA切 断 ド メ イ ン で あ る 。 任 意 に 、 こ の よ う な ハ イ
ブ リ ッ ド の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 撤 廃 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 一 の ド メ イ ン お よ び 同 じ ジ -ド デ カ
ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 二 の ド メ イ ン を 含 む か 、 ま
た は そ れ ら か ら な る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ も 、 本 発 明 の 意 図 す る と こ ろ で あ る 。
こ の 種 類 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に も 、 同 じ 設 計 の 規 則 が 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン ／ モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ
ア ー ゼ の ド メ イ ン
　 第 三 の 実 施 形 態 は 、 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る
、 ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の N-末 端 ド メ イ ン か ら の 第 一 の ド メ イ ン お よ び
別 の モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (B)か ら の 第 二 の ド メ イ ン を 含 む か 、 ま た は そ
れ ら か ら な る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 関 す る 。 交 換 点 は い ず れ の 適 切 な 場 所 に 位
置 す る 。 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の 第 二 の ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ (α ' D )に 先 行 す る ル ー プ (
LA)の 端 、 ま た は ヘ リ ッ ク ス α D の 中 に 位 置 す る の が 好 ま し い 。 あ る 好 ま し い 実 施 形 態 に お
い て 、 交 換 点 は ヘ リ ッ ク ス α ' D の 内 部 に 位 置 す る 。 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 交 換
点 は ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ 自 身 の 前 の ヘ リ ッ ク ス α ' D 中 に 位 置 す る 。 得 ら れ る ハ イ ブ リ
ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 N-末 端 の 端 か ら C-末 端 の 端 に 、 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aの N-末 端 ド
メ イ ン お よ び メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Bの ド メ イ ン を 含 む 。 こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ
ア ー ゼ は 、 概 略 的 に ：
【 ０ ０ ９ ５ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
を 含 む 。
　 Aお よ び Bは 、 セ グ メ ン ト V、 α D 、 DBM、 L、 α ' D 、 DBM'、 V'の 起 源 で の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ
を 示 す 。 A/Bは 、 交 換 点 が セ グ メ ン ト の 内 部 に あ り 、 要 素 の 第 一 の 部 分 の 起 源 が Aで あ り 、
第 二 の 部 分 の そ れ が Bで あ る こ と を 示 す 。 α Aお よ び α Bは 、 N-末 端 ド メ イ ン の α D の こ と を
い い 、 α 'Aお よ び α 'Bは 、 C-末 端 ド メ イ ン の α ' D の こ と を い う 。 「 DBM」 欄 に つ い て 、 文
字 (N)お よ び (C)は 、 そ れ ぞ れ 、 N-末 端 ド メ イ ン お よ び C-末 端 ド メ イ ン か ら の 起 源 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 は 、 よ り 具 体 的 に は 、 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ
れ て い る 、 I-Dmo Iメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン か ら の 第 一 の ド メ イ ン お よ び I-Cre
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 Iメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の 第 二 の ド メ イ ン を 含 む か 、 ま た は そ れ ら か ら な る ハ イ ブ リ ッ ド
メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ I-Dmo I/I-Cre Iに 関 す る 。 好 ま し く は 、 該 適 切 な リ ン カ ー は I-Dmo Iメ
ガ ヌ ク レ ア ー ゼ ル ー プ で あ る 。 好 ま し く は 、 交 換 点 は ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ 自 身 の 前 の
ヘ リ ッ ク ス α ' D 中 に 位 置 す る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 実 施 例 1お よ び 図 6に 開 示
さ れ る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ I-Dmo I/I-Cre Iま た は そ れ ら の 変 形 に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 代 替 の 実 施 形 態 に お い て 、 交 換 点 は 交 換 ド メ イ ン に よ り 置 き 換 え ら れ る 。 実 際 に 、 配 列
を 急 に 変 更 す る 代 わ り に 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α ' D は
、 2つ の 当 初 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 混 合 物 で あ り 得 る 。 ヘ リ ッ ク ス 界 面 の ほ う に 向 け ら れ
て い る ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α ' D か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 両 方 の ヘ リ ッ ク ス に つ い て 1つ の
メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の も の で あ る (メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aか ら の α D お よ び α ' D の も の 、 ま た は
メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Bか ら の α D の も の )。 任 意 に 、 界 面 に お け る 残 基 は 、 モ ノ -ま た は ジ -ド
デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Xか ら の ド デ カ ペ プ チ ド ヘ リ ッ ク ス の 別 の 対 に 由 来 す る こ
と が 可 能 で あ る 。 各 ド メ イ ン の 内 部 に お い て 、 ド メ イ ン の 内 部 の 方 に 向 け ら れ て い る ヘ リ
ッ ク ス α D お よ び α ' D か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 そ れ が 由 来 す る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の そ の ド
メ イ ン 中 の そ の 位 置 で 見 出 さ れ る 残 基 に 対 応 す る も の で あ る (メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aか ら の α
D の も の お よ び メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Bか ら の α D の も の )。 こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ
ア ー ゼ は 、 概 略 的 に ：
【 ０ ０ ９ ８ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ９ 】
を 含 む 。
　 A、 Bお よ び Xは 、 セ グ メ ン ト V、 α D 、 DBM、 L、 α ' D 、 DBM'、 V'の 起 源 で の メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ を 示 す 。 A/Bは 、 交 換 点 が セ グ メ ン ト の 内 部 に あ り 、 要 素 の 第 一 の 部 分 の 起 源 が Aで あ
り 、 第 二 の 部 分 の そ れ が Bで あ る こ と を 示 す 。 「 イ ン タ ー 」 は 、 ド メ イ ン 間 の 界 面 に 向 い
て い る α D お よ び α ' D の 残 基 の こ と を い い 、 「 イ ン ト ラ 」 は 、 各 ド メ イ ン の 内 部 に 向 い て
い る α D お よ び α ' D の 残 基 の こ と を い う 。 α Aお よ び α Bは 、 N-末 端 ド メ イ ン の α D の こ と を
い い 、 α 'Aお よ び α 'Bは 、 C-末 端 ド メ イ ン の α ' D の こ と を い う 。 「 DBM」 欄 に つ い て 、 文
字 (N)お よ び (C)は 、 そ れ ぞ れ 、 N-末 端 ド メ イ ン お よ び C-末 端 ド メ イ ン か ら の 起 源 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 任 意 に 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 間 の 立 体 障 害 を 避 け 、 そ し て ／ ま た は 安 定 性 を 増 大 さ せ る た め
に 、 い く ら か の ア ミ ノ 酸 修 飾 を さ ら に 導 入 す る こ と が で き る 。 任 意 に 、 生 産 性 お よ び ／ ま
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た は 溶 解 性 を 増 大 さ せ 、 か つ 毒 性 を 減 少 さ せ る た め に 、 い く ら か の ア ミ ノ 酸 修 飾 を さ ら に
導 入 す る こ と が で き る (Turmelら 、 1997、 Nucleic Acid Research、 25、 2610～ 2619)。
　 任 意 に 、 ル ー プ を 適 切 な リ ン カ ー に よ り 完 全 に ま た は 部 分 的 に 置 き 換 え る こ と が で き る
。 適 切 な リ ン カ ー は 、 好 ま し く は フ レ キ シ ブ ル で あ る 。 該 フ レ キ シ ブ ル リ ン カ ー は 、 好 ま
し く は グ リ シ ン 、 セ リ ン お よ び ス レ オ ニ ン 残 基 を 含 む 。 ル ー プ と ド メ イ ン と の 間 に 、 短 い
フ レ キ シ ブ ル リ ン カ ー を 導 入 す る こ と も で き る 。 任 意 に 、 該 ル ー プ を 、 い ず れ の 他 の ジ -
ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の ル ー プ 、 好 ま し く は I-Dmo Iル ー プ に よ り 置 き 換
え る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 任 意 に 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の N-末 端 ド メ イ ン か ら の 第 一 の ド メ イ
ン お よ び 別 の モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (B)の ド メ イ ン か ら の 第 二 の ド メ イ ン
を 含 む こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 そ の N-末 端 お よ び ／ ま た は C-末 端 の
端 に ル ー プ ま た は リ ン カ ー 、 お よ び い ず れ の 付 加 的 な ド メ イ ン を さ ら に 含 む こ と が で き る
。 好 ま し く は 、 該 付 加 的 な ド メ イ ン は 、 DNA結 合 ド メ イ ン 、 転 写 促 進 剤 ま た は リ プ レ ッ サ
ー ド メ イ ン 、 核 局 在 化 シ グ ナ ル ま た は DNA切 断 ド メ イ ン で あ る 。 任 意 に 、 こ の よ う な ハ イ
ブ リ ッ ド の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 撤 廃 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の C-末 端 ド メ イ ン ／ ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ の C-末 端 ド メ イ ン
　 第 四 の 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ
れ て い る 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の C-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 一 の ド
メ イ ン お よ び 別 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (B)の C-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第
二 の ド メ イ ン を 含 む か 、 ま た は そ れ ら か ら な る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 関 す る 。
交 換 点 は い ず れ の 適 切 な 場 所 に 位 置 す る 。 こ の 交 換 点 は 、 DNA結 合 部 分 DBMの 最 後 の ヘ リ ッ
ク ス か ら 、 ヘ リ ッ ク ス α ' D に 先 行 す る ル ー プ (LB)の 開 始 ま で に 位 置 す る 。 ヘ リ ッ ク ス α ' D

に 先 行 す る ル ー プ (LB)の 開 始 に 位 置 す る の が 好 ま し い 。 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ
ア ー ゼ は 、 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aお よ び Bの C-末 端 ド メ イ ン を 含 む 。 好 ま し く は 、 得 ら れ る ハ
イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aの N-末 端 ド メ イ ン の DBMを 含 ま ず 、 よ
り 好 ま し く は そ の N-末 端 ド メ イ ン を 含 ま な い 。 こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ
は 、 概 略 的 に ：
【 ０ １ ０ ３ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ４ 】
を 含 む 。
　 Aお よ び Bは 、 セ グ メ ン ト V、 α D 、 DBM、 L、 α ' D 、 DBM'、 V'の 起 源 で の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ
を 示 す 。 A/Bは 、 交 換 点 が セ グ メ ン ト の 内 部 に あ り 、 要 素 の 第 一 の 部 分 の 起 源 が Aで あ り 、
第 二 の 部 分 の そ れ が Bで あ る こ と を 示 す 。 α Aお よ び α Bは 、 N-末 端 ド メ イ ン の α D の こ と を
い い 、 α 'Aお よ び α 'Bは 、 C-末 端 ド メ イ ン の α ' D の こ と を い う 。 「 DBM」 欄 に つ い て 、 文
字 (N)お よ び (C)は 、 そ れ ぞ れ 、 N-末 端 ド メ イ ン お よ び C-末 端 ド メ イ ン か ら の 起 源 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ５ 】
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　 代 替 の 実 施 形 態 に お い て 、 交 換 点 は 「 交 換 ド メ イ ン 」 に よ り 置 き 換 え ら れ る 。 実 際 に 、
配 列 を 急 に 変 更 す る 代 わ り に 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α '
D は 、 2つ の 当 初 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 混 合 物 で あ り 得 る 。 ヘ リ ッ ク ス 界 面 の ほ う に 向 け ら
れ て い る ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α ' D か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 両 方 の ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α
' D に つ い て 1つ の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の も の で あ る (メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aか ら の α D お よ び α ' D

の も の 、 ま た は メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Bか ら の α D お よ び α ' D の も の )。 任 意 に 、 界 面 に お け る
残 基 は 、 モ ノ -ま た は ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Xか ら の ド デ カ ペ プ チ ド ヘ リ ッ
ク ス の 別 の 対 に 由 来 す る こ と が 可 能 で あ る 。 各 ド メ イ ン の 内 部 に お い て 、 ド メ イ ン の 内 部
の 方 に 向 け ら れ て い る ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α ' D か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 そ れ が 由 来 す る
メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の そ の ド メ イ ン 中 の そ の 位 置 で 見 出 さ れ る 残 基 に 対 応 す る も の で あ る (
メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aか ら の α D の も の お よ び メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Bか ら の α ' D の も の )。 こ の よ
う な ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 概 略 的 に ：
【 ０ １ ０ ６ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ７ 】
を 含 む 。
　 A、 Bお よ び Xは 、 セ グ メ ン ト V、 α D 、 DBM、 L、 α ' D 、 DBM'、 V'の 起 源 で の メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ を 示 す 。 A/Bは 、 交 換 点 が セ グ メ ン ト の 内 部 に あ り 、 要 素 の 第 一 の 部 分 の 起 源 が Aで あ
り 、 第 二 の 部 分 の そ れ が Bで あ る こ と を 示 す 。 「 イ ン タ ー 」 は 、 ド メ イ ン 間 の 界 面 に 向 い
て い る α D お よ び α ' D の 残 基 の こ と を い い 、 「 イ ン ト ラ 」 は 、 各 ド メ イ ン の 内 部 に 向 い て
い る α D お よ び α ' D の 残 基 の こ と を い う 。 α Aお よ び α Bは 、 N-末 端 ド メ イ ン の α D の こ と を
い い 、 α 'Aお よ び α 'Bは 、 C-末 端 ド メ イ ン の α ' D の こ と を い う 。 「 DBM」 欄 に つ い て 、 文
字 (N)お よ び (C)は 、 そ れ ぞ れ 、 N-末 端 ド メ イ ン お よ び C-末 端 ド メ イ ン か ら の 起 源 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 任 意 に 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 間 の 立 体 障 害 を 避 け 、 そ し て ／ ま た は 安 定 性 を 増 大 さ せ る た め
に 、 い く ら か の ア ミ ノ 酸 修 飾 を さ ら に 導 入 す る こ と が で き る 。 任 意 に 、 生 産 性 お よ び ／ ま

10

20

30

40

50

(33) JP 2005-520519 A 2005.7.14



た は 溶 解 性 を 増 大 さ せ 、 か つ 毒 性 を 減 少 さ せ る た め に 、 い く ら か の ア ミ ノ 酸 修 飾 を さ ら に
導 入 す る こ と が で き る (Turmelら 、 1997、 Nucleic Acid Research、 25、 2610～ 2619)。
　 任 意 に 、 ル ー プ を 適 切 な リ ン カ ー に よ り 完 全 に ま た は 部 分 的 に 置 き 換 え る こ と が で き る
。 適 切 な リ ン カ ー は 、 好 ま し く は フ レ キ シ ブ ル で あ る 。 該 フ レ キ シ ブ ル リ ン カ ー は 、 好 ま
し く は グ リ シ ン 、 セ リ ン お よ び ス レ オ ニ ン 残 基 を 含 む 。 ル ー プ と ド メ イ ン と の 間 に 、 短 い
フ レ キ シ ブ ル リ ン カ ー を 導 入 す る こ と も で き る 。 任 意 に 、 該 ル ー プ を 、 い ず れ の 他 の ジ -
ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の ル ー プ 、 好 ま し く は I-Dmo Iル ー プ に よ り 置 き 換
え る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 任 意 に 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の C-末 端 ド メ イ ン か ら の 第 一 の ド メ イ
ン お よ び 別 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (B)の C-末 端 ド メ イ ン か ら の 第 二 の ド メ
イ ン を 含 む こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 そ の N-末 端 お よ び ／ ま た は C-末
端 の 端 に ル ー プ ま た は リ ン カ ー 、 お よ び い ず れ の 付 加 的 な ド メ イ ン を さ ら に 含 む こ と が で
き る 。 好 ま し く は 、 該 付 加 的 な ド メ イ ン は 、 DNA結 合 ド メ イ ン 、 転 写 促 進 剤 ま た は リ プ レ
ッ サ ー ド メ イ ン 、 核 局 在 化 シ グ ナ ル ま た は DNA切 断 ド メ イ ン で あ る 。 任 意 に 、 こ の よ う な
ハ イ ブ リ ッ ド の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 撤 廃 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の C-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 一 の ド メ イ ン お よ び 同 じ ジ -ド デ カ
ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の C-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 二 の ド メ イ ン を 含 む か 、 ま
た は そ れ ら か ら な る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ も 、 本 発 明 の 意 図 す る と こ ろ で あ る 。
こ の 種 類 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に も 、 同 じ 設 計 の 規 則 が 適 用 さ れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の ド メ イ ン ／ ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ
の C-末 端 ド メ イ ン
　 第 五 の 実 施 形 態 は 、 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る
、 モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の ド メ イ ン か ら の 第 一 の ド メ イ ン お よ び 別 の
ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (B)の C末 端 ド メ イ ン か ら の 第 二 の ド メ イ ン を 含 む か
、 ま た は そ れ ら か ら な る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 関 す る 。 交 換 点 は 、 DNA結 合 部
分 DBMの 最 後 の ヘ リ ッ ク ス か ら 、 ヘ リ ッ ク ス α ' D に 先 行 す る ル ー プ (LB)の 開 始 ま で に 位 置
す る こ と が で き る 。 ヘ リ ッ ク ス (α ' D )に 先 行 す る ル ー プ (LB)の 開 始 に 位 置 す る の が 好 ま し
い 。 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 N-末 端 の 端 か ら C-末 端 の 端 に 、 メ ガ ヌ ク
レ ア ー ゼ Aの ド メ イ ン お よ び メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Bの C-末 端 ド メ イ ン を 含 む 。 こ の よ う な ハ イ
ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 概 略 的 に ：
【 ０ １ １ ２ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
を 含 む 。
　 Aお よ び Bは 、 セ グ メ ン ト V、 α D 、 DBM、 L、 α ' D 、 DBM'、 V'の 起 源 で の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ
を 示 す 。 A/Bは 、 交 換 点 が セ グ メ ン ト の 内 部 に あ り 、 要 素 の 第 一 の 部 分 の 起 源 が Aで あ り 、
第 二 の 部 分 の そ れ が Bで あ る こ と を 示 す 。 α Aお よ び α Bは 、 N-末 端 ド メ イ ン の α D の こ と を
い い 、 α 'Aお よ び α 'Bは 、 C-末 端 ド メ イ ン の α ' D の こ と を い う 。 「 DBM」 欄 に つ い て 、 文
字 (N)お よ び (C)は 、 そ れ ぞ れ 、 N-末 端 ド メ イ ン お よ び C-末 端 ド メ イ ン か ら の 起 源 を 示 す 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 代 替 の 実 施 形 態 に お い て 、 交 換 点 は 「 交 換 ド メ イ ン 」 に よ り 置 き 換 え る こ と が で き る 。
実 際 に 、 配 列 を 急 に 変 更 す る 代 わ り に 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の ヘ リ ッ ク ス α D
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お よ び α ' D は 、 2つ の 当 初 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 混 合 物 で あ り 得 る 。 ヘ リ ッ ク ス 界 面 の ほ
う に 向 け ら れ て い る ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α ' D か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 両 方 の ヘ リ ッ ク ス
α D お よ び α ' D に つ い て 1つ の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の も の で あ る (メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aか ら の α
D の も の 、 ま た は メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Bか ら の α D お よ び α ' D の も の )。 任 意 に 、 界 面 に お け る
残 基 は 、 モ ノ -ま た は ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Xか ら の ド デ カ ペ プ チ ド ヘ リ ッ
ク ス の 別 の 対 に 由 来 す る こ と が 可 能 で あ る 。 各 ド メ イ ン の 内 部 に お い て 、 ド メ イ ン の 内 部
の 方 に 向 け ら れ て い る ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α ' D か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 そ れ が 由 来 す る
メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の そ の ド メ イ ン 中 の そ の 位 置 で 見 出 さ れ る 残 基 に 対 応 す る も の で あ る (
メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aか ら の α D の も の お よ び メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Bか ら の α ' D の も の )。 こ の よ
う な ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 概 略 的 に ：
【 ０ １ １ ４ 】
【 表 １ ０ 】
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【 ０ １ １ ５ 】
を 含 む 。
　 A、 Bお よ び Xは 、 セ グ メ ン ト V、 α D 、 DBM、 L、 α ' D 、 DBM'、 V'の 起 源 で の メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ を 示 す 。 A/Bは 、 交 換 点 が セ グ メ ン ト の 内 部 に あ り 、 要 素 の 第 一 の 部 分 の 起 源 が Aで あ
り 、 第 二 の 部 分 の そ れ が Bで あ る こ と を 示 す 。 「 イ ン タ ー 」 は 、 ド メ イ ン 間 の 界 面 に 向 い
て い る α D お よ び α ' D の 残 基 の こ と を い い 、 「 イ ン ト ラ 」 は 、 各 ド メ イ ン の 内 部 に 向 い て
い る α D お よ び α ' D の 残 基 の こ と を い う 。 α Aお よ び α Bは 、 N-末 端 ド メ イ ン の α D の こ と を
い い 、 α 'Aお よ び α 'Bは 、 C-末 端 ド メ イ ン の α ' D の こ と を い う 。 「 DBM」 欄 に つ い て 、 文
字 (N)お よ び (C)は 、 そ れ ぞ れ 、 N-末 端 ド メ イ ン お よ び C-末 端 ド メ イ ン か ら の 起 源 を 示 す 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 任 意 に 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 間 の 立 体 障 害 を 避 け 、 そ し て ／ ま た は 安 定 性 を 増 大 さ せ る た め
に 、 い く ら か の ア ミ ノ 酸 修 飾 を さ ら に 導 入 す る こ と が で き る 。 任 意 に 、 生 産 性 お よ び ／ ま
た は 溶 解 性 を 増 大 さ せ 、 か つ 毒 性 を 減 少 さ せ る た め に 、 い く ら か の ア ミ ノ 酸 修 飾 を さ ら に
導 入 す る こ と が で き る (Turmelら 、 1997、 Nucleic Acid Research、 25、 2610～ 2619)。
　 任 意 に 、 ル ー プ を 適 切 な リ ン カ ー に よ り 完 全 に ま た は 部 分 的 に 置 き 換 え る こ と が で き る
。 適 切 な リ ン カ ー は 、 好 ま し く は フ レ キ シ ブ ル で あ る 。 該 フ レ キ シ ブ ル リ ン カ ー は 、 本 質
的 に グ リ シ ン 、 セ リ ン お よ び ス レ オ ニ ン 残 基 を 含 む 。 ル ー プ と ド メ イ ン と の 間 に 、 短 い フ
レ キ シ ブ ル リ ン カ ー を 導 入 す る こ と も で き る 。 任 意 に 、 該 ル ー プ を 、 い ず れ の 他 の ジ -ド
デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の ル ー プ 、 好 ま し く は I-Dmo Iル ー プ に よ り 置 き 換 え
る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 任 意 に 、 モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の ド メ イ ン か ら の 第 一 の ド メ イ ン お
よ び 別 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (B)の C-末 端 ド メ イ ン か ら の 第 二 の ド メ イ ン
を 含 む こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 そ の N-末 端 お よ び ／ ま た は C-末 端 の
端 に ル ー プ ま た は リ ン カ ー 、 お よ び い ず れ の 付 加 的 な ド メ イ ン を さ ら に 含 む こ と が で き る
。 好 ま し く は 、 該 付 加 的 な ド メ イ ン は 、 DNA結 合 ド メ イ ン 、 転 写 促 進 剤 ま た は リ プ レ ッ サ
ー ド メ イ ン 、 核 局 在 化 シ グ ナ ル ま た は DNA切 断 ド メ イ ン で あ る 。 任 意 に 、 こ の よ う な ハ イ
ブ リ ッ ド の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 撤 廃 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の C-末 端 ド メ イ ン ／ ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン
　 第 六 の 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ
れ て い る 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の C-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 一 の ド
メ イ ン お よ び 別 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (B)の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第
二 の ド メ イ ン を 含 む か 、 ま た は そ れ ら か ら な る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 関 す る 。
第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン は 、 い ず れ の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Yか ら の 適 切
な リ ン カ ー ま た は 連 結 ル ー プ の い ず れ か 、 例 え ば I-Dmo Iメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の ル ー プ に よ
り 連 結 さ れ て い る 。 適 切 な リ ン カ ー は 、 好 ま し く は フ レ キ シ ブ ル で あ る 。 該 フ レ キ シ ブ ル
リ ン カ ー は 、 本 質 的 に グ リ シ ン 、 セ リ ン お よ び ス レ オ ニ ン 残 基 を 含 む 。 ル ー プ と ド メ イ ン
と の 間 に 、 短 い フ レ キ シ ブ ル リ ン カ ー を 導 入 す る こ と も で き る 。 リ ン カ ー は 、 メ ガ ヌ ク レ
ア ー ゼ Aの C-末 端 ド メ イ ン の DBMの 4ス ト ラ ン ド の β -シ ー ト に 続 く ヘ リ ッ ク ス の 一 端 、 お よ
び メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Bの N-末 端 ド メ イ ン の ヘ リ ッ ク ス α D に お け る 他 の 端 に 付 着 し て い る の
が 好 ま し い 。 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 N-末 端 の 端 か ら C-末 端 の 端 に メ
ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aの C-末 端 ド メ イ ン 、 リ ン カ ー ま た は 連 結 ル ー プ 、 お よ び メ ガ ヌ ク レ ア ー
ゼ Bの N-末 端 ド メ イ ン を 含 む 。 好 ま し く は 、 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、
メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aの N-末 端 ド メ イ ン の DBMを 含 ま ず 、 よ り 好 ま し く は そ の N-末 端 ド メ イ ン
を 含 ま な い 。 好 ま し く は 、 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ
Bの C-末 端 ド メ イ ン の DBMを 含 ま ず 、 よ り 好 ま し く は そ の C-末 端 ド メ イ ン を 含 ま な い 。 こ の
よ う な ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 概 略 的 に ：
【 ０ １ １ ９ 】
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【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ １ ２ ０ 】
を 含 む 。
　 A、 Bお よ び Yは 、 セ グ メ ン ト V、 α D 、 DBM、 L、 α ' D 、 DBM'、 V'の 起 源 で の メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ を 示 す 。 α Aお よ び α Bは 、 N-末 端 ド メ イ ン の α D の こ と を い い 、 α 'Aお よ び α 'Bは 、 C
-末 端 ド メ イ ン の α ' D の こ と を い う 。 「 DBM」 欄 に つ い て 、 文 字 (N)お よ び (C)は 、 そ れ ぞ れ
、 N-末 端 ド メ イ ン お よ び C-末 端 ド メ イ ン か ら の 起 源 を 示 す 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 代 替 の 実 施 形 態 に お い て 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α ' D

は 、 2つ の 当 初 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 混 合 物 で あ り 得 る 。 ヘ リ ッ ク ス 界 面 の ほ う に 向 け ら
れ て い る ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α ' D か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 両 方 の ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α
' D に つ い て 1つ の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の も の で あ る (メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aま た は Bか ら の α D お
よ び α ' D の も の )。 任 意 に 、 界 面 に お け る 残 基 は 、 モ ノ -ま た は ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ
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ク レ ア ー ゼ Xか ら の ド デ カ ペ プ チ ド ヘ リ ッ ク ス の 別 の 対 に 由 来 す る こ と が 可 能 で あ る 。 各
ド メ イ ン の 内 部 に お い て 、 ド メ イ ン の 内 部 の 方 に 向 け ら れ て い る ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α '
D か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 そ れ が 由 来 す る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の そ の ド メ イ ン 中 の そ の 位 置
で 見 出 さ れ る 残 基 に 対 応 す る も の で あ る (メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aか ら の α ' D の も の お よ び メ ガ
ヌ ク レ ア ー ゼ Bか ら の α D の も の )。 こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 概 略 的
に ：
【 ０ １ ２ ２ 】
【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ １ ２ ３ 】
を 含 む 。
　 A、 B、 Xお よ び Yは 、 セ グ メ ン ト V、 α D 、 DBM、 L、 α ' D 、 DBM'、 V'の 起 源 で の メ ガ ヌ ク レ
ア ー ゼ を 示 す 。 「 イ ン タ ー 」 は 、 ド メ イ ン 間 の 界 面 に 向 い て い る α D お よ び α ' D の 残 基 の
こ と を い い 、 「 イ ン ト ラ 」 は 、 各 ド メ イ ン の 内 部 に 向 い て い る α D お よ び α ' D の 残 基 の こ
と を い う 。 α Aお よ び α Bは 、 N-末 端 ド メ イ ン の α D の こ と を い い 、 α 'Aお よ び α 'Bは 、 C-
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末 端 ド メ イ ン の α ' D の こ と を い う 。 「 DBM」 欄 に つ い て 、 文 字 (N)お よ び (C)は 、 そ れ ぞ れ
、 N-末 端 ド メ イ ン お よ び C-末 端 ド メ イ ン か ら の 起 源 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 任 意 に 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 間 の 立 体 障 害 を 避 け 、 そ し て ／ ま た は 安 定 性 を 増 大 さ せ る た め
に 、 い く ら か の ア ミ ノ 酸 修 飾 を さ ら に 導 入 す る こ と が で き る 。 任 意 に 、 生 産 性 お よ び ／ ま
た は 溶 解 性 を 増 大 さ せ 、 か つ 毒 性 を 減 少 さ せ る た め に 、 い く ら か の ア ミ ノ 酸 修 飾 を さ ら に
導 入 す る こ と が で き る (Turmelら 、 1997、 Nucleic Acid Research、 25、 2610～ 2619)。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 任 意 に 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の C-末 端 ド メ イ ン か ら の 第 一 の ド メ イ
ン お よ び 別 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (B)の N-末 端 ド メ イ ン か ら の 第 二 の ド メ
イ ン を 含 む こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 そ の N-末 端 お よ び ／ ま た は C-末
端 の 端 に ル ー プ ま た は リ ン カ ー 、 お よ び い ず れ の 付 加 的 な ド メ イ ン を さ ら に 含 む こ と が で
き る 。 好 ま し く は 、 該 付 加 的 な ド メ イ ン は 、 DNA結 合 ド メ イ ン 、 転 写 促 進 剤 ま た は リ プ レ
ッ サ ー ド メ イ ン 、 核 局 在 化 シ グ ナ ル ま た は DNA切 断 ド メ イ ン で あ る 。 任 意 に 、 こ の よ う な
ハ イ ブ リ ッ ド の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 撤 廃 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の C-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 一 の ド メ イ ン お よ び 同 じ ジ -ド デ カ
ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 二 の ド メ イ ン を 含 む か 、 ま
た は そ れ ら か ら な る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ も 、 本 発 明 の 意 図 す る と こ ろ で あ る 。
こ の 種 類 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に も 、 同 じ 設 計 の 規 則 が 適 用 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の ド メ イ ン ／ ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ
の N-末 端 ド メ イ ン
　 第 七 の 実 施 形 態 は 、 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る
、 モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の ド メ イ ン か ら の 第 一 の ド メ イ ン お よ び 別 の
ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (B)の N-末 端 ド メ イ ン か ら の 第 二 の ド メ イ ン を 含 む か
、 ま た は そ れ ら か ら な る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 関 す る 。 第 一 お よ び 第 二 の ド メ
イ ン は 、 い ず れ の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Yか ら の 適 切 な リ ン カ ー ま た は 連 結
ル ー プ の い ず れ か 、 例 え ば I-Dmo Iメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の ル ー プ に よ り 連 結 さ れ て い る 。 適
切 な リ ン カ ー は 、 好 ま し く は フ レ キ シ ブ ル で あ る 。 該 フ レ キ シ ブ ル リ ン カ ー は 、 本 質 的 に
グ リ シ ン 、 セ リ ン お よ び ス レ オ ニ ン 残 基 を 含 む 。 ル ー プ と ド メ イ ン と の 間 に 、 短 い フ レ キ
シ ブ ル リ ン カ ー を 導 入 す る こ と も で き る 。 リ ン カ ー は 、 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aの ド メ イ ン の D
BMの 4ス ト ラ ン ド の β -シ ー ト に 続 く ヘ リ ッ ク ス の 一 端 、 お よ び メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Bの N-末
端 ド メ イ ン の ヘ リ ッ ク ス α D に お け る 他 の 端 に 付 着 し て い る の が 好 ま し い 。 得 ら れ る ハ イ
ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 N-末 端 の 端 か ら C-末 端 の 端 に メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aの ド メ イ
ン 、 リ ン カ ー ま た は 連 結 ル ー プ 、 お よ び メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Bの N-末 端 ド メ イ ン を 含 む 。 好
ま し く は 、 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Bの C-末 端 ド メ
イ ン の DBMを 含 ま ず 、 よ り 好 ま し く は そ の C-末 端 ド メ イ ン を 含 ま な い 。
　 こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 概 略 的 に ：
【 ０ １ ２ ８ 】
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【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ９ 】
を 含 む 。
　 A、 Bお よ び Yは 、 セ グ メ ン ト V、 α D 、 DBM、 L、 α ' D 、 DBM'、 V'の 起 源 で の メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ を 示 す 。 α Aお よ び α Bは 、 N-末 端 ド メ イ ン の α D の こ と を い い 、 α 'Aお よ び α 'Bは 、 C
-末 端 ド メ イ ン の α ' D の こ と を い う 。 「 DBM」 欄 に つ い て 、 文 字 (N)お よ び (C)は 、 そ れ ぞ れ
、 N-末 端 ド メ イ ン お よ び C-末 端 ド メ イ ン か ら の 起 源 を 示 す 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 代 替 の 実 施 形 態 に お い て 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α ' D
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は 、 2つ の 当 初 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 混 合 物 で あ り 得 る 。 ヘ リ ッ ク ス 界 面 の ほ う に 向 け ら
れ て い る ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α ' D か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 両 方 の ヘ リ ッ ク ス に つ い て 1つ
の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の も の で あ る (メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aか ら の α D の も の 、 ま た は メ ガ ヌ ク
レ ア ー ゼ Bか ら の α D お よ び α ' D の も の )。 任 意 に 、 界 面 に お け る 残 基 は 、 モ ノ -ま た は ジ -
ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Xか ら の ド デ カ ペ プ チ ド ヘ リ ッ ク ス の そ の 他 の 対 に 由 来
す る こ と が 可 能 で あ る 。 各 ド メ イ ン の 内 部 に お い て 、 ド メ イ ン の 内 部 の 方 に 向 け ら れ て い
る ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α ' D か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 そ れ が 由 来 す る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の
そ の ド メ イ ン 中 の そ の 位 置 で 見 出 さ れ る 残 基 に 対 応 す る も の で あ る (メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aか
ら の α D の も の お よ び メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Bか ら の α D の も の )。 こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ
ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 概 略 的 に ：
【 ０ １ ３ １ 】
【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ １ ３ ２ 】
を 含 む 。
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　 A、 B、 Xお よ び Yは 、 セ グ メ ン ト V、 α D 、 DBM、 L、 α ' D 、 DBM'、 V'の 起 源 で の メ ガ ヌ ク レ
ア ー ゼ を 示 す 。 「 イ ン タ ー 」 は 、 ド メ イ ン 間 の 界 面 に 向 い て い る α D お よ び α ' D の 残 基 の
こ と を い い 、 「 イ ン ト ラ 」 は 、 各 ド メ イ ン の 内 部 に 向 い て い る α D お よ び α ' D の 残 基 の こ
と を い う 。 α Aお よ び α Bは 、 N-末 端 ド メ イ ン の α D の こ と を い い 、 α 'Aお よ び α 'Bは 、 C-
末 端 ド メ イ ン の α ' D の こ と を い う 。 「 DBM」 欄 に つ い て 、 文 字 (N)お よ び (C)は 、 そ れ ぞ れ
、 N-末 端 ド メ イ ン お よ び C-末 端 ド メ イ ン か ら の 起 源 を 示 す 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 任 意 に 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 間 の 立 体 障 害 を 避 け 、 そ し て ／ ま た は 安 定 性 を 増 大 さ せ る た め
に 、 い く ら か の ア ミ ノ 酸 修 飾 を さ ら に 導 入 す る こ と が で き る 。 任 意 に 、 生 産 性 お よ び ／ ま
た は 溶 解 性 を 増 大 さ せ 、 か つ 毒 性 を 減 少 さ せ る た め に 、 い く ら か の ア ミ ノ 酸 修 飾 を さ ら に
導 入 す る こ と が で き る (Turmelら 、 1997、 Nucleic Acid Research、 25、 2610～ 2619)。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 任 意 に 、 モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の ド メ イ ン か ら の 第 一 の ド メ イ ン お
よ び 別 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (B)の N-末 端 ド メ イ ン か ら の 第 二 の ド メ イ ン
を 含 む こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 そ の N-末 端 お よ び ／ ま た は C-末 端 の
端 に ル ー プ ま た は リ ン カ ー 、 お よ び い ず れ の 付 加 的 な ド メ イ ン を さ ら に 含 む こ と が で き る
。 好 ま し く は 、 該 付 加 的 な ド メ イ ン は 、 DNA結 合 ド メ イ ン 、 転 写 促 進 剤 ま た は リ プ レ ッ サ
ー ド メ イ ン 、 核 局 在 化 シ グ ナ ル ま た は DNA切 断 ド メ イ ン で あ る 。 任 意 に 、 こ の よ う な ハ イ
ブ リ ッ ド の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 撤 廃 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の C-末 端 ド メ イ ン ／ モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ
ア ー ゼ の ド メ イ ン
　 第 八 の 実 施 形 態 は 、 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る
、 ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の C-末 端 ド メ イ ン か ら の 第 一 の ド メ イ ン お よ び
別 の モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (B)か ら の 第 二 の ド メ イ ン を 含 む か 、 ま た は そ
れ ら か ら な る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 関 す る 。 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン は 、 い
ず れ の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Yか ら の 適 切 な リ ン カ ー ま た は 連 結 ル ー プ の い
ず れ か 、 例 え ば I-Dmo Iメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の ル ー プ に よ り 連 結 さ れ て い る 。 適 切 な リ ン カ
ー は 、 好 ま し く は フ レ キ シ ブ ル で あ る 。 該 フ レ キ シ ブ ル リ ン カ ー は 、 本 質 的 に グ リ シ ン 、
セ リ ン お よ び ス レ オ ニ ン 残 基 を 含 む 。 ル ー プ と ド メ イ ン と の 間 に 、 短 い フ レ キ シ ブ ル リ ン
カ ー を 導 入 す る こ と も で き る 。 リ ン カ ー は 、 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aの C-末 端 ド メ イ ン の DBMの
4ス ト ラ ン ド の β -シ ー ト に 続 く ヘ リ ッ ク ス の 一 端 、 お よ び メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Bの ド メ イ ン
の ヘ リ ッ ク ス α D に お け る 他 の 端 に 付 着 し て い る の が 好 ま し い 。 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド メ
ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 N-末 端 の 端 か ら C-末 端 の 端 に メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aの C-末 端 ド メ イ ン 、
リ ン カ ー ま た は 連 結 ル ー プ 、 お よ び メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Bの ド メ イ ン を 含 む 。 好 ま し く は 、
得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aの N-末 端 ド メ イ ン の DBMを
含 ま ず 、 よ り 好 ま し く は そ の N-末 端 ド メ イ ン を 含 ま な い 。 こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ
ク レ ア ー ゼ は 、 概 略 的 に ：
【 ０ １ ３ ６ 】
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【 表 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ７ 】
を 含 む 。
　 A、 Bお よ び Yは 、 セ グ メ ン ト V、 α D 、 DBM、 L、 α ' D 、 DBM'、 V'の 起 源 で の メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ を 示 す 。 α Aお よ び α Bは 、 N-末 端 ド メ イ ン の α D の こ と を い い 、 α 'Aお よ び α 'Bは 、 C
-末 端 ド メ イ ン の α ' D の こ と を い う 。 「 DBM」 欄 に つ い て 、 文 字 (N)お よ び (C)は 、 そ れ ぞ れ
、 N-末 端 ド メ イ ン お よ び C-末 端 ド メ イ ン か ら の 起 源 を 示 す 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 代 替 の 実 施 形 態 に お い て 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α ' D

10

20

30

40

50

(44) JP 2005-520519 A 2005.7.14



は 、 2つ の 当 初 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 混 合 物 で あ り 得 る 。 ヘ リ ッ ク ス 界 面 の ほ う に 向 け ら
れ て い る ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α ' D か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 両 方 の ヘ リ ッ ク ス に つ い て 1つ
の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の も の で あ る (メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aか ら の α D お よ び α ' D の も の 、 ま た
は メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Bか ら の α D の も の )。 任 意 に 、 界 面 に お け る 残 基 は 、 モ ノ -ま た は ジ -
ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Xか ら の ド デ カ ペ プ チ ド ヘ リ ッ ク ス の そ の 他 の 対 に 由 来
す る こ と が 可 能 で あ る 。 各 ド メ イ ン の 内 部 に お い て 、 ド メ イ ン の 内 部 の 方 に 向 け ら れ て い
る ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α ' D か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 そ れ が 由 来 す る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の
そ の ド メ イ ン 中 の そ の 位 置 で 見 出 さ れ る 残 基 に 対 応 す る も の で あ る (メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aか
ら の α ' D の も の お よ び メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Bか ら の α D の も の )。 こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド メ
ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 概 略 的 に ：
【 ０ １ ３ ９ 】
【 表 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

50

(45) JP 2005-520519 A 2005.7.14



【 ０ １ ４ ０ 】
を 含 む 。
　 A、 B、 Xお よ び Yは 、 セ グ メ ン ト V、 α D 、 DBM、 L、 α ' D 、 DBM'、 V'の 起 源 で の メ ガ ヌ ク レ
ア ー ゼ を 示 す 。 「 イ ン タ ー 」 は 、 ド メ イ ン 間 の 界 面 に 向 い て い る α D お よ び α ' D の 残 基 の
こ と を い い 、 「 イ ン ト ラ 」 は 、 各 ド メ イ ン の 内 部 に 向 い て い る α D お よ び α ' D の 残 基 の こ
と を い う 。 α Aお よ び α Bは 、 N-末 端 ド メ イ ン の α D の こ と を い い 、 α 'Aお よ び α 'Bは 、 C-
末 端 ド メ イ ン の α ' D の こ と を い う 。 「 DBM」 欄 に つ い て 、 文 字 (N)お よ び (C)は 、 そ れ ぞ れ
、 N-末 端 ド メ イ ン お よ び C-末 端 ド メ イ ン か ら の 起 源 を 示 す 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 任 意 に 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 間 の 立 体 障 害 を 避 け 、 そ し て ／ ま た は 安 定 性 を 増 大 さ せ る た め
に 、 い く ら か の ア ミ ノ 酸 修 飾 を さ ら に 導 入 す る こ と が で き る 。 任 意 に 、 生 産 性 お よ び ／ ま
た は 溶 解 性 を 増 大 さ せ 、 か つ 毒 性 を 減 少 さ せ る た め に 、 い く ら か の ア ミ ノ 酸 修 飾 を さ ら に
導 入 す る こ と が で き る (Turmelら 、 1997、 Nucleic Acid Research、 25、 2610～ 2619)。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 任 意 に 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の C-末 端 ド メ イ ン か ら の 第 一 の ド メ イ
ン お よ び 別 の モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (B)の ド メ イ ン か ら の 第 二 の ド メ イ ン
を 含 む こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 そ の N-末 端 お よ び ／ ま た は C-末 端 の
端 に ル ー プ ま た は リ ン カ ー 、 お よ び い ず れ の 付 加 的 な ド メ イ ン を さ ら に 含 む こ と が で き る
。 好 ま し く は 、 該 付 加 的 な ド メ イ ン は 、 DNA結 合 ド メ イ ン 、 転 写 促 進 剤 ま た は リ プ レ ッ サ
ー ド メ イ ン 、 核 局 在 化 シ グ ナ ル ま た は DNA切 断 ド メ イ ン で あ る 。 任 意 に 、 こ の よ う な ハ イ
ブ リ ッ ド の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 撤 廃 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の ド メ イ ン ／ モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー
ゼ の ド メ イ ン
　 第 九 の 実 施 形 態 は 、 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン が 適 切 な リ ン カ ー に よ り 結 合 さ れ て い る
、 モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の ド メ イ ン に 由 来 す る 第 一 の ド メ イ ン お よ び
同 じ も し く は 別 の モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (B)の ド メ イ ン に 由 来 す る 第 二 の
ド メ イ ン を 含 む か 、 ま た は そ れ ら か ら な る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 関 す る 。 第 一
お よ び 第 二 の ド メ イ ン は 、 い ず れ の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Yか ら の 適 切 な リ
ン カ ー ま た は 連 結 ル ー プ の い ず れ か 、 例 え ば I-Dmo Iメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の ル ー プ に よ り 連
結 さ れ て い る 。 適 切 な リ ン カ ー は 、 好 ま し く は フ レ キ シ ブ ル で あ る 。 該 フ レ キ シ ブ ル リ ン
カ ー は 、 本 質 的 に グ リ シ ン 、 セ リ ン お よ び ス レ オ ニ ン 残 基 を 含 む 。 ル ー プ と ド メ イ ン と の
間 に 、 短 い フ レ キ シ ブ ル リ ン カ ー を 導 入 す る こ と も で き る 。 リ ン カ ー は 、 メ ガ ヌ ク レ ア ー
ゼ Aの ド メ イ ン の DBMの 4ス ト ラ ン ド の β -シ ー ト に 続 く ヘ リ ッ ク ス の 一 端 、 お よ び メ ガ ヌ ク
レ ア ー ゼ Bの ド メ イ ン の ヘ リ ッ ク ス α D に お け る 他 の 端 に 付 着 し て い る の が 好 ま し い 。 得 ら
れ る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 N-末 端 の 端 か ら C-末 端 の 端 に Bの DBMの 下 流 に 位 置
す る 可 変 配 列 VAを 欠 失 し た メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aの ド メ イ ン 、 リ ン カ ー ま た は 連 結 ル ー プ 、
お よ び Bの ド メ イ ン を 含 む 。 こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 概 略 的 に ：
【 ０ １ ４ ４ 】
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【 表 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ５ 】
を 含 む 。
　 A、 Bお よ び Yは 、 セ グ メ ン ト V、 α D 、 DBM、 L、 α ' D 、 DBM'、 V'の 起 源 で の メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ を 示 す 。 α Aお よ び α Bは 、 N-末 端 ド メ イ ン の α D の こ と を い い 、 α 'Aお よ び α 'Bは 、 C
-末 端 ド メ イ ン の α ' D の こ と を い う 。 「 DBM」 欄 に つ い て 、 文 字 (N)お よ び (C)は 、 そ れ ぞ れ
、 N-末 端 ド メ イ ン お よ び C-末 端 ド メ イ ン か ら の 起 源 を 示 す 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 代 替 の 実 施 形 態 に お い て 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α ' D
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は 、 2つ の 当 初 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 混 合 物 で あ り 得 る 。 ヘ リ ッ ク ス 界 面 の ほ う に 向 け ら
れ て い る ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α ' D か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 両 方 の ヘ リ ッ ク ス に つ い て 1つ
の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の も の で あ る (メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aま た は Bか ら の α D の も の )。 任 意 に
、 界 面 に お け る 残 基 は 、 モ ノ -ま た は ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Xか ら の ド デ カ
ペ プ チ ド ヘ リ ッ ク ス の 別 の 対 に 由 来 す る こ と が 可 能 で あ る 。 各 ド メ イ ン の 内 部 に お い て 、
ド メ イ ン の 内 部 の 方 に 向 け ら れ て い る ヘ リ ッ ク ス α D お よ び α ' D か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、
そ れ が 由 来 す る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の そ の ド メ イ ン 中 の そ の 位 置 で 見 出 さ れ る 残 基 に 対 応 す
る も の で あ る (メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aお よ び Bか ら の α D の も の )。 こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド メ
ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 概 略 的 に ：
【 ０ １ ４ ７ 】
【 表 １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ８ 】
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を 含 む 。
　 A、 B、 Yお よ び Xは 、 セ グ メ ン ト V、 α D 、 DBM、 L、 α ' D 、 DBM'、 V'の 起 源 で の メ ガ ヌ ク レ
ア ー ゼ を 示 す 。 「 イ ン タ ー 」 は 、 ド メ イ ン 間 の 界 面 に 向 い て い る α D お よ び α ' D の 残 基 の
こ と を い い 、 「 イ ン ト ラ 」 は 、 各 ド メ イ ン の 内 部 に 向 い て い る α D お よ び α ' D の 残 基 の こ
と を い う 。 α Aお よ び α Bは 、 N-末 端 ド メ イ ン の α D の こ と を い い 、 α 'Aお よ び α 'Bは 、 C-
末 端 ド メ イ ン の α ' D の こ と を い う 。 「 DBM」 欄 に つ い て 、 文 字 (N)お よ び (C)は 、 そ れ ぞ れ
、 N-末 端 ド メ イ ン お よ び C-末 端 ド メ イ ン か ら の 起 源 を 示 す 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 任 意 に 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 間 の 立 体 障 害 を 避 け 、 そ し て ／ ま た は 安 定 性 を 増 大 さ せ る た め
に 、 い く ら か の ア ミ ノ 酸 修 飾 を さ ら に 導 入 す る こ と が で き る 。 任 意 に 、 生 産 性 お よ び ／ ま
た は 溶 解 性 を 増 大 さ せ 、 か つ 毒 性 を 減 少 さ せ る た め に 、 い く ら か の ア ミ ノ 酸 修 飾 を さ ら に
導 入 す る こ と が で き る (Turmelら 、 1997、 Nucleic Acid Research、 25、 2610～ 2619)。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 任 意 に 、 モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の ド メ イ ン か ら の 第 一 の ド メ イ ン お
よ び 別 の モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (B)の ド メ イ ン か ら の 第 二 の ド メ イ ン を 含
む こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 そ の N-末 端 お よ び ／ ま た は C-末 端 の 端 に
ル ー プ ま た は リ ン カ ー 、 お よ び い ず れ の 付 加 的 な ド メ イ ン を さ ら に 含 む こ と が で き る 。 好
ま し く は 、 該 付 加 的 な ド メ イ ン は 、 DNA結 合 ド メ イ ン 、 転 写 促 進 剤 ま た は リ プ レ ッ サ ー ド
メ イ ン 、 核 局 在 化 シ グ ナ ル ま た は DNA切 断 ド メ イ ン で あ る 。 任 意 に 、 こ の よ う な ハ イ ブ リ
ッ ド の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 撤 廃 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 よ り 具 体 的 に は ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (
A)の N-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 一 の ド メ イ ン お よ び 別 の ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ
ア ー ゼ (B)の C-末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る 第 二 の ド メ イ ン を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ は 、 I-Dmo I / I-Cre Iハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に つ い て 実 施 例 1に 開 示 さ れ て
い る 。 2つ の ド メ イ ン 間 に 該 リ ン カ ー を 導 入 す る あ る 方 法 の 例 は 、 単 鎖 I-Cre Iメ ガ ヌ ク レ
ア ー ゼ に つ い て 、 実 施 例 2に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 代 替 の 工 作 の 計 略 が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 フ レ キ シ ブ ル リ ン カ ー は 、 グ リ シ ン 、 セ リ ン
お よ び ス レ オ ニ ン ア ミ ノ 酸 の い く つ か を 含 む 配 列 で あ り 得 る 。 我 々 の 発 明 に は 存 在 し な い
不 都 合 は 、 こ の 場 合 、 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン へ の 連 結 と 共 に 、 各 ド メ イ ン の 組 み 合 わ せ に つ
い て 正 確 な リ ン カ ー 配 列 お よ び 長 さ を 決 定 す る 必 要 が あ る こ と だ ろ う 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 我 々 の 好 ま し い 計 略 は 、 「 ド メ イ ン 交 換 」 さ れ た 親 の タ ン パ ク 質 の 構 造 解 析 お よ び 比 較
に 基 づ く 。 別 の ア プ ロ ー チ は 、 保 存 構 造 の モ チ ー フ に 最 も 確 実 に 一 致 す る 領 域 に お け る 2
つ の タ ン パ ク 質 の 配 列 を 整 列 さ せ る こ と を 必 要 と す る 。 例 え ば 、 ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ
の 配 列 保 存 は 、 ド メ イ ン 内 の 2-ヘ リ ッ ク ス の 束 の 持 続 的 な 存 在 に 関 連 す る 。 ド メ イ ン 交 換
さ れ た エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 第 二 の ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ 内 の ど こ か 、 ま た は リ ン カ
ー 領 域 が 存 在 し な け れ ば な ら な い モ チ ー フ の 直 前 に お い て タ ン パ ク 質 配 列 を 交 換 す る こ と
に よ り 、 工 作 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 発 明 は 、 本 質 的 に 認 識 ド メ イ ン と し て の こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の
使 用 も 意 図 す る 。 こ の 場 合 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 触 媒 活
性 は 、 あ る 変 異 、 例 え ば 触 媒 活 性 に 必 要 な 酸 性 残 基 D/Eに よ り 撤 廃 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 あ る 具 体 的 な 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 す る
あ る ド メ イ ン 、 リ ン カ ー お よ び ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ を 含 む ヘ リ ッ ク ス を 含 む キ メ ラ タ
ン パ ク 質 に 関 す る 。 任 意 に 、 該 リ ン カ ー は ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の ル
ー プ で あ る 。 任 意 に 、 該 キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 、 付 加 的 な ド メ イ ン を さ ら に 含 む 。 該 付 加 的
な ド メ イ ン は 、 好 ま し く は DNA結 合 ド メ イ ン 、 転 写 促 進 剤 ま た は リ プ レ ッ サ ー ド メ イ ン 、
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核 局 在 化 シ グ ナ ル ま た は DNA切 断 ド メ イ ン で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ
　 本 発 明 に お い て 、 我 々 は 、 「 モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド 」 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 す る 単 鎖
メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を 開 示 し て い る 。 「 モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド 」 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 ホ モ
ダ イ マ ー と し て 活 性 で あ る 。 各 モ ノ マ ー は 、 主 に 、 そ れ ら の ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ を 介
し て ダ イ マ ー 化 す る 。 こ の 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 こ の 酵 素 の 2つ の サ ブ ユ ニ ッ ト の 間
に 共 有 結 合 を 導 入 す る よ う に 修 飾 さ れ た 「 モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド 」 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 2つ
の モ ノ マ ー を 共 有 的 に 結 合 す る 。 好 ま し く は 、 該 共 有 結 合 は 、 2つ の モ ノ マ ー の 間 に ペ プ
チ ド 結 合 を 創 る こ と に よ り 導 入 さ れ る 。 し か し な が ら 、 そ の 他 の 適 切 な 共 有 結 合 も 本 発 明
に よ り 意 図 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 本 発 明 は 、 N-末 端 か ら C-末 端 の 方 向 に 該 第 一 お よ び 第 二 の ド メ イ ン を 含 み 、 第 一 お よ び
第 二 の ド メ イ ン が 同 じ モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 由 来 し 、 そ し て 単 鎖 メ ガ
ヌ ク レ ア ー ゼ が DNA切 断 を 起 こ し 得 る 、 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 関 す る 。 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ
ア ー ゼ は 、 単 鎖 I-Creお よ び 単 鎖 I-Ceu Iの よ う な 同 じ メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の 2つ の サ ブ
ユ ニ ッ ト を 含 む こ と が で き る 。 単 鎖 I-Ceu IIも 、 本 発 明 に よ り 意 図 す る 。 単 鎖 I-Cre Iに
つ い て の 実 施 例 2を 参 照 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 6の 配 列 を 含 む I-Creの 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 関 す る 。 単 鎖 メ ガ ヌ
ク レ ア ー ゼ は 、 多 数 の 利 点 を 有 す る 。 例 え ば 、 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 操 作 す る の が よ
り 容 易 で あ る 。 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 例 え ば 標 的 配 列 の 認 識 に つ い て 、 ダ イ マ ー の 形
成 に 比 べ て 熱 力 学 的 に 好 ま し い 。 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 オ リ ゴ マ ー 化 の 調 節 を 許 容 す
る 。 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 同 じ 原 理 が 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 適 用 さ れ る 。 よ
り 具 体 的 に は 、 モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (A)の ド メ イ ン に 由 来 す る 第 一 の ド
メ イ ン お よ び 同 じ ま た は 別 の モ ノ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (B)の ド メ イ ン に 由 来
す る 第 二 の ド メ イ ン を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を 参 照 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 変 形 に も 関 す る 。
好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ッ ド ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 変 形 は 、 当 初 の ハ イ ブ リ ッ ド ま
た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ と 少 な く と も 70％ の 相 同 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 80、 90
、 95ま た は 99％ の 相 同 性 を 有 す る 、 2つ の ド メ イ ン お よ び リ ン カ ー か ら な る メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ の 核 を 含 む 。 変 形 は 、 1) 1以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 保 存 ま た は 非 保 存 ア ミ ノ 酸 残 基 に よ
り 置 換 さ れ て お り 、 か つ こ の よ う な 置 換 ア ミ ノ 酸 残 基 が 遺 伝 コ ー ド に よ り エ ン コ ー ド さ れ
る こ と が で き る か 、 ま た は さ れ る こ と が で き な い も の 、 ま た は 2) 1以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が
置 換 基 を 含 む も の 、 ま た は 3) ハ イ ブ リ ッ ド ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 ポ リ ペ プ チ
ド の 半 減 期 を 増 加 さ せ る 化 合 物 (例 え ば ポ リ ペ プ チ ド エ チ レ ン グ リ コ ー ル )の よ う な 別 の 化
合 物 と 融 合 さ れ て い る も の 、 ま た は 4) リ ー ダ ー 配 列 も し く は 分 泌 配 列 、 ま た は ハ イ ブ リ
ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 精 製 に 用 い ら れ る 配 列 の よ う な 、 付 加 的 な ア ミ ノ 酸 が ハ イ ブ リ ッ
ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 結 合 さ れ た も の で あ り 得 る 。 こ の よ う な 変 形 は 、 当 業 者 の 視 野 の 範
囲 内 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ア ミ ノ
酸 置 換 の 場 合 、 1ま た は い く つ か の ア ミ ノ 酸 を 「 等 価 」 ア ミ ノ 酸 に よ り 置 換 す る こ と が で
き る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 等 価 」 ア ミ ノ 酸 の 表 現 は 、 ペ プ チ ド 化 学 の 当 業 者 が
ポ リ ペ プ チ ド の 二 次 構 造 お よ び ヒ ド ロ パ シ ー の 性 質 (hydropathic nature)が 実 質 的 に 変 更
さ れ な い こ と を 予 期 で き る よ う に 、 類 似 の 特 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 1つ に つ い て 置 換 す る
こ と が で き る い ず れ の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 一 般 に 、 次 の ア ミ ノ 酸 の 群 が 等 価 な 変 更 を 表 す ：
(1) Ala、 Pro、 Gly、 Glu、 Asp、 Gln、 Asn、 Ser、 Thr； (2) Cys、 Ser、 Tyr、 Thr； (3) Val
、 Ile、 Leu、 Met、 Ala、 Phe； (4) Lys、 Arg、 His； (5) Phe、 Tyr、 Trp、 His。 修 飾 さ れ た
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ハ イ ブ リ ッ ド ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 タ ン パ ク 質 溶 解 に 耐 性 が あ る ペ プ チ ド 分 子
で あ り 、 CONHペ プ チ ド 結 合 が 、 (CH2NH)還 元 結 合 (reduced bond)、  (NHCO) レ ト ロ 逆 (retr
o inverso)結 合 、 (CH2-O)メ チ レ ン -オ キ シ 結 合 、 (CH2-S)チ オ メ チ レ ン 結 合 、 (CH2CH2)カ
ル バ (carba)結 合 、 (CO-CH2)セ ト メ チ レ ン 結 合 、 (CHOH-CH2)ヒ ド ロ キ シ エ チ レ ン 結 合 、 (N-
N)結 合 、 E-ア ル セ ン (alcene)結 合 ま た は -CH=CH-結 合 に よ り 修 飾 さ れ 、 か つ 置 換 さ れ て い
る ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 は 、 少 な く と も 1つ の ペ プ チ ド 結 合 が 上 記 の よ う に し て 修 飾 さ れ て い る ハ イ ブ リ
ッ ド ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ も 包 含 す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド も し く は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 む い ず れ の 細
胞 、 ま た は 非 ヒ ト 動 物 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ
ク レ ア ー ゼ を 含 む い ず れ の 医 薬 組 成 物 も 含 む 。
【 ０ １ ６ ３ 】
ハ イ ブ リ ッ ド お よ び 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ベ ク タ ー
、 細 胞 お よ び 動 物
　 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を エ ン コ ー ド す る 組
換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 。 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号
1、 3お よ び 5か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 本 発 明 は ：
a) 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 む い ず れ の ベ ク タ ー ；
b) 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 も し く は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ベ ク タ ー の い ず れ か を 含 む 原 核 細 胞 ま
た は 真 核 細 胞 ；
c) 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 、 ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も し く は 該
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー の い ず れ か を 含 む 細 胞 を 含 む 非 ヒ ト 動 物
に 関 す る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ
ク タ ー は 、 1以 上 の 発 現 調 節 配 列 に 実 施 可 能 に 連 結 さ れ た 該 ハ イ ブ リ ッ ド ま た は 単 鎖 メ ガ
ヌ ク レ ア ー ゼ の コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 全 部 ま た は 部 分 を 含 み 、 そ れ に よ り コ ー デ ィ ン グ 配 列
が 転 写 シ グ ナ ル の 調 節 下 に あ っ て 該 ハ イ ブ リ ッ ド ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 産 生 ま た
は 合 成 を 許 容 す る 。 よ っ て 、 ハ イ ブ リ ッ ド ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を エ ン コ ー ド す る
該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 発 現 カ セ ッ ト の 中 に 含 ま れ る 。
　 よ り 具 体 的 に は 、 ベ ク タ ー は 、 複 製 起 点 、 該 エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 実 施 可
能 に 連 結 さ れ る プ ロ モ ー タ ー 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 RNAス プ ラ イ シ ン グ 部 位 (ゲ ノ ム DNA
を 用 い る 場 合 )、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 お よ び 転 写 終 結 部 位 を 含 む 。 ま た 、 エ ン ハ ン サ ー を
含 む こ と も で き る 。 プ ロ モ ー タ ー の 選 択 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の
発 現 の た め に 要 求 さ れ る 経 路 に 依 存 す る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 本 発 明 は 、 発 現 ベ ク タ ー の 要 素 に 影 響 を 及 ぼ さ な い 細 胞 に 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 す る こ と
を 含 む 、 ハ イ ブ リ ッ ド ま た は メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 製 造 方 法 に 関 す る 。
　 ハ イ ブ リ ッ ド ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、
い ず れ の 既 知 の 方 法 に よ り 製 造 で き る 。
　 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ッ ド ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 は 、 通 常 の 分 子 生 物 学 の 技 術 を 用 い る こ と に よ り 、 当 初 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を エ ン コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 製 造 で き る 。
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【 ０ １ ６ ７ 】
　 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ッ ド ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 は 、 よ く 知 ら れ た 逆 翻 訳 法 (back or reverse-translation methods)に よ り つ く
ら れ る の が 好 ま し い 。 例 え ば GCG配 列 解 析 パ ッ ケ ー ジ (University of Wisconsin、 Madison
、 Wis)； EMBOSS (European Molecular Biology Open Software Suite： http://www.hgmp.
 mrc. ac. uk/Software/EMBOSS/Apps/backtranseq.htmlな ど )の DNAス ト ラ イ ダ ー (strider
)な ど に お い て 、 い く つ か の 逆 翻 訳 ソ フ ト が 入 手 可 能 で あ る 。 得 ら れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ た い ず れ の 方 法 を 用 い て 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
ハ イ ブ リ ッ ド 認 識 お よ び 切 断 部 位
　 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 含 ま
れ る 各 ド メ イ ン に よ り 認 識 さ れ る 半 分 の 部 位 を 含 む 、 ハ イ ブ リ ッ ド 部 位 ま た は 標 的 を 認 識
し 、 か つ 切 断 す る 。
　 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 認 識 部 位 は 、 パ リ ン ド ロ ー ム で は な い 。 ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ
ク レ ア ー ゼ Aに つ い て 、 N-末 端 お よ び C-末 端 は 、 2つ の 異 な る 半 分 の 認 識 部 位 (本 明 細 書 に
お い て 、 「 部 位 L A 」 お よ び 「 部 位 R A 」 と い う )を 認 識 す る 。 当 初 の 半 分 の 部 位 に つ い て 示
さ れ る 配 列 は 、 通 常 、 ゲ ノ ム の プ ラ ス 鎖 の 配 列 に 対 応 す る 。 「 L」 は 、 部 位 の 左 の 部 分 、
「 R」 は 、 右 の 部 分 を い う 。 よ っ て 、 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aの 部 位 は 、 部 位 L A -部 位 R A と 記 載
す る こ と が で き る 。 本 発 明 に お い て 、 「 RC部 位 」 に よ り 、 ゲ ノ ム の 標 的 部 位 の プ ラ ス 鎖 上
の 半 分 の 部 位 の 逆 相 補 配 列 を 意 図 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 そ れ ら の そ れ ぞ れ の 認 識 お よ び 切 断 部 位 上 で の 親 の 分 子 の 配 向 は 、 常 に よ く 定 義 さ れ 、
知 ら れ て い る わ け で は な い 。 よ っ て 、 好 ま し く は 、 い く つ か の 半 分 の 部 位 の 組 み 合 わ せ を
合 成 し 、 切 断 に 付 さ な け れ ば な ら な い 。 例 え ば 、 ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Aの
ド メ イ ン に 由 来 す る 第 一 の ド メ イ ン お よ び ジ -ド デ カ ペ プ チ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ Bの ド メ イ
ン に 由 来 す る 第 二 の ド メ イ ン を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に つ い て 、 次 の 標 的 部
位 が 好 ま し く 用 い ら れ る ；
部 位 L A -部 位 R B
RC 部 位 R A -部 位 R B
部 位 L A -RC 部 位 L B
RC 部 位 R A -RC 部 位 L B
【 ０ １ ７ ０ 】
　 配 向 が わ か っ て い る 場 合 、 ハ イ ブ リ ッ ド 部 位 は 、 い ず れ の 組 み 合 わ せ な し に 容 易 に 定 義
す る こ と が で き る 。 配 向 の 決 定 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 発 生 、 お よ び 上 記 の
組 み 合 わ せ の い く つ か の 標 的 へ の そ れ ら の 特 異 性 の 研 究 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 メ
ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 各 配 向 、 お よ び 認 識 部 位 の 決 定 の 方 法 に つ い て は 、 実 施 例 3 (I-Dmo I/I
-Cre I)を 参 照 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 お よ び 特 異 性 を 試 験 す る た め に 、 親 の 半 分 の 部 位 の 融 合 ま た は
そ れ ら の 組 み 合 わ せ に 対 応 す る 合 成 標 的 部 位 を 合 成 し 、 そ し て ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す
る か 、 ま た は そ の ま ま 用 い る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド 標 的 部 位 を 含 む 単 離 ま た は 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド に 関 す る 。 こ の ハ イ ブ リ ッ ド 標 的 部 位 は 、 当 初 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の 2つ の 半 分 の
部 位 (1つ の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 当 た り 1つ )を 含 む 。 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド 標
的 部 位 を 含 む ベ ク タ ー に も 関 す る 。 本 発 明 は 、 さ ら に 、 本 発 明 に よ る 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド ま た は ハ イ ブ リ ッ ド 標 的 部 位 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 さ ら に
、 本 発 明 に よ る 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ハ イ ブ リ ッ ド 標 的 部 位 を 含 む ベ ク タ ー を 含
む 非 ヒ ト 動 物 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 さ ら に 、 本 発 明 に よ る 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は
ハ イ ブ リ ッ ド 標 的 部 位 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 植 物 に 関 す る 。
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【 ０ １ ７ ３ 】
　 認 識 お よ び 切 断 部 位 に 関 し て 何 も 知 ら れ て い な い 場 合 、 こ の 部 位 を 決 定 す る た め に 次 の
方 法 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 ド デ カ ペ プ チ ド フ ァ ミ リ ー の 、 イ ン ト ロ ン に エ ン コ ー ド さ れ た ホ ー ミ ン グ メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ は 、 通 常 、 イ ン ト ロ ン を 有 さ な い 遺 伝 子 中 に 存 在 す る 配 列 を 認 識 し 、 切 断 す る が 、 こ
こ で 該 イ ン ト ロ ン は メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を エ ン コ ー ド す る 配 列 を 含 む 。 実 際 に 、 メ ガ ヌ ク レ
ア ー ゼ に つ い て の 標 的 配 列 は 、 イ ン ト ロ ン を 有 さ な い 遺 伝 子 中 に 天 然 に 存 在 す る 上 流 お よ
び 下 流 の エ キ ソ ン の 接 合 点 に よ り 表 さ れ る 。 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の こ の ク ラ ス に つ い て の 二
本 鎖 切 断 は 、 認 識 部 位 の 内 部 で 起 こ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 認 識 部 位 の 伸 張 に つ い て の デ ー タ が な い 場 合 、 認 識 部 位 の 長 さ は 、 左 の 部 分 に 30ヌ ク レ
オ チ ド (上 流 の エ キ ソ ン )、 お よ び 右 の 部 分 に 30ヌ ク レ オ チ ド (下 流 の エ キ ソ ン )で あ る べ き
で あ り 、 つ ま り タ ン パ ク 質 の 結 合 お よ び ／ ま た は 切 断 を 試 験 す る の に 60ヌ ク レ オ チ ド と い
う 意 味 で あ る 。 認 識 配 列 は 、 イ ン ト ロ ン を 有 さ な い 遺 伝 子 中 の イ ン ト ロ ン 挿 入 点 の 場 所 の
付 近 の 中 心 に お く べ き で あ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 イ ン テ イ ン の 特 定 の 場 合 (PI)、 規 範 的 な 標 的 は 、 DNAレ ベ ル に お い て 、 2つ の エ ク ス テ イ
ン を エ ン コ ー ド す る 配 列 の 接 合 点 に よ り 表 さ れ る べ き で あ り 、 か つ 前 出 の 部 位 に 等 価 な サ
イ ズ (合 計 で 約 30＋ 30＝ 60ヌ ク レ オ チ ド )の も の で あ る べ き で あ る 。 認 識 部 位 に つ い て の デ
ー タ が な い 場 合 、 イ ン ト ロ ン に エ ン コ ー ド さ れ た 部 位 の 決 定 と の 1つ の 相 違 点 は 、 認 識 部
位 (TGTま た は TGC)の 真 ん 中 で の シ ス テ イ ン コ ド ン の 存 在 (多 く の 場 合 に 観 察 さ れ る )で あ ろ
う 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 場 合 、 規 範 的 な 標 的 配 列 は 、 各 原 型 の メ ガ ヌ ク レ ア ー
ゼ の 2つ の 半 分 の 部 位 の 間 の 接 合 点 に よ り 表 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
イ ン ビ ト ロ 切 断 ア ッ セ イ
　 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド お よ び ／ ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 特 定 の DNA配 列
の 認 識 お よ び 切 断 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る い ず れ の 方 法 に よ り 分 析 さ れ 得 る 。 ハ イ ブ リ
ッ ド お よ び ／ ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 活 性 を 試 験 す る あ る 方 法 は 、 ア ッ セ イ す る メ
ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 対 応 す る 認 識 お よ び 切 断 部 位 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 基 質 (subtrat)の
イ ン ビ ト ロ 切 断 ア ッ セ イ を 用 い る こ と で あ る 。 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 基 質 は 、 合 成 さ れ 、 ベ
ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 親 の 半 分 の 部 位 の 融 合 に 対 応 す る 合 成 標 的 部 位 で あ る 。 制 限
酵 素 に よ り 一 旦 線 状 化 さ れ た こ の ベ ク タ ー を 、 次 い で ハ イ ブ リ ッ ド と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
す る 。 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 基 質 は 、 線 状 ま た は 環 状 で あ る こ と が で き 、 好 ま し く は 切 断 部
位 を 1つ だ け 含 む 。 ア ッ セ イ さ れ る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 適 切 な 条 件 で ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
基 質 と イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 得 ら れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 い ず れ の 既 知 の 方 法 、 例 え
ば ア ガ ロ ー ス 上 で の 電 気 泳 動 ま た は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 分 析 さ れ る 。 メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ 活 性 は 、 2つ の バ ン ド (産 物 )の 出 現 、 お よ び 当 初 の 全 長 の 基 質 の バ ン ド の 消 滅 に よ り
検 出 さ れ る 。 好 ま し く は 、 該 ア ッ セ イ さ れ る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 例 え ば 得 ら れ る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 分 析 の 前 に 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Kに よ り 消 化 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 標 的 産 物 は 、 TAま た は 制 限 酵 素 ク ロ ー ニ ン グ に よ る 、 プ ラ ス ミ
ド へ の 認 識 お よ び 切 断 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 導 入 、 お よ び 任 意 に そ れ に 続 く プ ラ
ス ミ ド の 線 状 化 を 用 い て 調 製 さ れ る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な 線 状 化 は 、 標 的 部 位 の 周 囲
で は 行 わ れ な い 。 Wangら 、 1997、 Nucleic Acid Research、 25、 3767～ 3776； In material
s &Methods "I-CreI endonuclease activity assays"セ ク シ ョ ン (そ の 開 示 は 本 明 細 書 中
に 参 照 に よ り 組 み 込 ま れ る )、 お よ び 考 慮 す る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 特 性 を 決 定 し て い る 文
献 を 参 照 。
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【 ０ １ ８ ０ 】
　 そ れ ら の そ れ ぞ れ の 認 識 お よ び 切 断 部 位 上 で の 当 初 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 配 向 は 、 い つ
も 知 ら れ て い る わ け で は な い (例 え ば 、 I-Dmo Iの N-末 端 は 、 そ の 部 位 の 左 半 分 ま た は 右 半
分 の 部 分 に 結 合 す る の か ？ )。 よ っ て 、 い く つ か の 半 分 の 部 位 の 組 み 合 わ せ が 合 成 さ れ 、
切 断 に 付 さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ８ １ 】
イ ン ビ ボ 切 断 ア ッ セ イ
　 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド お よ び ／ ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 特 定 の DNA配 列
の 認 識 お よ び 切 断 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る い ず れ の 方 法 に よ り 分 析 さ れ 得 る 。 ハ イ ブ リ
ッ ド お よ び ／ ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 活 性 を 試 験 す る あ る 方 法 は 、 イ ン ビ ボ 一 本 鎖
ア ニ ー リ ン グ 組 換 え 試 験 (SSA)の 使 用 で あ る 。 こ の 種 の 試 験 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、
例 え ば そ の 開 示 が 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 み 込 ま れ る Rudinら (Genetics 1989、 122、 519
～ 534)； Fishman-Lobellお よ び Haber (Science 1992、 258、 480～ 4)； Linら (Mol. Cell. 
Biol.、 1984、 4、 1020～ 1034)、 な ら び に Rouetら (Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 1994、 9
1、 6064～ 6068)に 開 示 さ れ る 。 こ の 試 験 は 、 い ず れ の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 、 好 ま し く は レ
ア カ ッ ト エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の 分 析 の た め に 用 い 得 る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド お よ び ／ ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を 試 験 す る た め に 、 我
々 は 、 真 核 細 胞 、 す な わ ち 酵 母 細 胞 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 の よ う な 高 等 真 核 細 胞 中 で SSAに
基 づ く イ ン ビ ボ ア ッ セ イ を 開 発 し た 。 イ ン ビ ボ ア ッ セ イ の あ る 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て
、 該 方 法 は 酵 母 細 胞 を 用 い る 。 こ の 生 物 は 、 高 頻 度 で 相 同 組 換 え を 介 し て そ の DNAを 自 然
に 組 み 換 え る 利 点 を 有 す る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 こ の イ ン ビ ボ 試 験 は 、 ア ッ セ イ さ れ る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り そ の 認 識 お よ び 切 断 部 位
に お い て つ く ら れ る 部 位 特 異 的 二 本 鎖 切 断 に よ り 誘 導 さ れ る レ ポ ー タ ー マ ー カ ー の SSAに
よ る 修 復 に 基 づ く 。 標 的 は 、 ア ッ セ イ さ れ る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 認 識 お よ び 切 断 部 位 を 含
む 介 在 配 列 に よ り 分 離 さ れ る 内 部 重 複 を 持 つ 修 飾 さ れ た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 か ら な る 。 内 部
重 複 は 、 少 な く と も 50 bp、 好 ま し く は 少 な く と も 200 bp、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 300
ま た は 400 bpを 含 む べ き で あ る 。 SSA試 験 の 効 率 は 、 内 部 重 複 の サ イ ズ に よ り 増 加 さ れ る
。 介 在 配 列 は 、 2 kbに あ り 、 好 ま し く は 2 kb未 満 で あ る 。 好 ま し く は 、 少 な く と も 認 識 お
よ び 切 断 部 位 を 含 む 介 在 配 列 の サ イ ズ は 、 数 bp～ 1 kbの 間 、 好 ま し く は 500 bpの 中 で あ る
。 介 在 配 列 は 、 任 意 に 、 選 択 マ ー カ ー (例 え ば 、 真 核 細 胞 培 養 に は ネ オ マ イ シ ン ホ ス ホ ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ヒ ス チ ジ ノ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ 、 ハ イ
グ ロ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 、 ア デ
ノ シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ 、 グ ル タ ミ ン シ ン セ タ ー ゼ お よ び ヒ ポ キ サ ン チ ン -グ ア ニ ン ホ ス ホ リ
ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ； エ ス ・ セ レ ビ シ エ に は TRP1ま た は URA3； イ ー ・ コ リ で は テ ト
ラ サ イ ク リ ン 、 リ フ ァ ン ピ シ ン ま た は ア ン ピ シ リ ン 耐 性 な ど )を 含 み 得 る 。 レ ポ ー タ ー 遺
伝 子 に よ り 、 容 易 に ア ッ セ イ さ れ る 産 物 、 例 え ば β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ
、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 グ リ ー ン 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 チ ロ シ ナ ー ゼ 、 DsRedタ ン パ ク 質
を エ ン コ ー ド す る い ず れ の 核 酸 を 意 図 す る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、 好 ま し く は 、 ア ッ セ イ
に お い て 用 い ら れ る 細 胞 に 関 連 す る 構 成 プ ロ モ ー タ ー (例 え ば CMVプ ロ モ ー タ ー )に 実 施 可
能 に 連 結 さ れ る 。 本 ア ッ セ イ 方 法 に よ る と 、 レ ポ ー タ ー は SSAイ ベ ン ト が 、 ア ッ セ イ さ れ
る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り 導 入 さ れ る 二 本 鎖 切 断 に 続 い て 起 こ る 場 合 に の み 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 ア ッ セ イ さ れ る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 発 現 カ セ ッ ト 中 に 導 入 さ れ る 。 好 ま し く は 、 こ の
発 現 カ セ ッ ト は 独 立 し た 構 築 物 上 に あ る 。 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を エ ン コ ー ド す る 配 列 は 、 誘
導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー ま た は 構 成 プ ロ モ ー タ ー に 実 施 可 能 に 連 結 さ れ る こ と が で き る 。 も
ち ろ ん 、 該 プ ロ モ ー タ ー は 、 ア ッ セ イ で 用 い ら れ る 細 胞 に 影 響 を 及 ぼ さ な い も の で あ る 必
要 が あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 該 構 築 物 は プ ラ ス ミ ド に 含 ま れ て い る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
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　 任 意 に 、 各 構 築 物 は 、 細 胞 中 の プ ラ ス ミ ド の 存 在 を 確 実 に す る の に 選 択 可 能 な マ ー カ ー
を 含 む こ と が で き る 。 こ の 選 択 可 能 な マ ー カ ー の 存 在 は 、 酵 母 細 胞 中 で 進 め ら れ る ア ッ セ
イ に 必 要 で あ る 。 例 え ば 、 酵 母 に つ い て 、 標 的 遺 伝 子 を 含 む 第 一 の 構 築 物 は 、 形 質 転 換 さ
れ た 酵 母 が い ず れ の ロ イ シ ン も 含 ま な い 合 成 培 地 で 増 殖 す る の を 許 容 す る Leu2選 択 マ ー カ
ー を 含 む こ と が で き 、 そ し て 第 二 の 構 築 物 は 、 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 が い ず れ の ト リ プ ト フ
ァ ン も 含 ま な い 合 成 培 地 で 増 殖 す る の を 許 容 す る Trp1選 択 マ ー カ ー を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 2つ の 構 築 物 を 用 い て 、 適 切 な 細 胞 を 同 時 に 形 質 転 換 す る 。 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ が 発 現 し
、 そ し て レ ポ ー タ ー 構 築 物 上 で そ の 切 断 部 位 を 認 識 す る 場 合 、 一 本 鎖 ア ニ ー リ ン グ と し て
知 ら れ る 機 構 に よ り 、 そ れ は 二 本 鎖 切 断 お よ び 標 的 配 列 の 間 の 部 位 特 異 的 組 換 え を 促 進 す
る こ と が で き る 。 得 ら れ る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、 次 い で 完 全 に 活 性 な レ ポ ー タ ー タ ン パ ク
質 を 発 現 す る は ず で あ る 。 コ ン ト ロ ー ル 実 験 を 、 い ず れ の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 遺 伝 子 を 発 現
し な い 構 築 物 、 な ら び に 認 識 お よ び 切 断 部 位 を 有 さ な い レ ポ ー タ ー 構 築 物 を 用 い て 行 う こ
と が で き る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 実 施 例 4は 、 Ura3選 択 マ ー カ ー に よ り 分 離 さ れ た 900pbの 内 部 重 複 を 有 す る 修 飾 さ れ た β
-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 、 お よ び ア ッ セ イ さ れ る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (単 鎖 I-Cre I)へ の 切
断 部 位 か ら な る 標 的 の 使 用 を 開 示 し た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド お よ び ／ ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 認 識 お よ び 切 断
は 、 遺 伝 子 変 換 ア ッ セ イ に よ っ て も 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 レ ポ ー タ ー 構 築 物 は 、 欠
失 お よ び 欠 失 の 位 置 で の 介 在 配 列 の 挿 入 を も つ 第 一 の 修 飾 さ れ た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 む
。 こ の 介 在 配 列 は 、 ア ッ セ イ さ れ る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 認 識 お よ び 切 断 部 位 を 含 む 。 レ ポ
ー タ ー 構 築 物 は 、 さ ら に 、 欠 失 に 接 す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 配 列 が そ れ ぞ れ の 側 に あ る 、 欠
失 さ れ た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の フ ラ グ メ ン ト を 含 む 。 こ の 接 す る 配 列 は 、 そ れ ぞ れ の 側 で 、
レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と 少 な く と も 100 bp、 好 ま し く は 少 な く と も 300 pbの 相 同 性 を 有 す る 。
そ の 認 識 お よ び 切 断 部 位 に お け る 、 ア ッ セ イ さ れ る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り つ く ら れ る 部
位 特 異 的 二 本 鎖 切 断 の 誘 導 は 、 遺 伝 子 変 換 事 象 の 引 き 金 と な り 、 機 能 的 な レ ポ ー タ ー 遺 伝
子 と な る 。 こ の 種 の ア ッ セ イ は 、 次 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る ： Rudinら (Genetics 1989、 1
22、 519～ 534)、 Fishman- Lobellお よ び Haber (Science 1992、 258、 480～ 4)、 Paquesお
よ び Haber (Mol. Cell. Biol.、 1997、 17、 6765～ 6771)、 こ れ ら の 開 示 は 本 明 細 書 に 参 照
と し て 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 他 に は 、 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド お よ び ／ ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 認 識 お
よ び 切 断 は 、 染 色 体 の 標 的 上 の 組 換 え ア ッ セ イ を 介 し て 行 う こ と が で き る 。 組 換 え は 、 SS
Aま た は 遺 伝 子 変 換 機 構 に 基 づ く こ と が で き る 。 例 え ば 、 ア ッ セ イ さ れ る メ ガ ヌ ク レ ア ー
ゼ に つ い て の 認 識 お よ び 切 断 部 位 を 含 む 変 異 非 機 能 性 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、 細 胞 の 染 色 体
に 導 入 さ れ る 。 該 切 断 部 位 は 、 変 異 の 近 傍 で な け れ ば な ら ず 、 好 ま し く は 変 異 か ら 1 kb未
満 、 よ り 好 ま し く は 変 異 の 周 囲 で 500 bp、 200 bpま た は 100 pb未 満 で あ る 。 変 異 に 対 応 す
る 機 能 性 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の フ ラ グ メ ン ト お よ び 細 胞 内 で 、 ア ッ セ イ さ れ る メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ の 産 生 を 許 容 す る 発 現 構 築 物 で 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と に よ り 、 ア ッ セ
イ さ れ る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り つ く ら れ る 二 本 鎖 切 断 の 相 同 性 組 換 え に よ る 修 復 は 、 機
能 性 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に 導 き 、 こ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 が 検 出 さ れ る 。 こ の 種 の ア ッ
セ イ は 、 次 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る ： Rouetら (Mol. Cell.Biol.、 1994、 14、 8096～ 8106)
； Choulikaら (Mol. Cell. Biol.、 1995、 15、 1968～ 1973)； Donohoら (Mol. Cell. Biol.
、 1998、 18、 4070～ 4078)； こ れ ら の 開 示 は 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
標 的 遺 伝 子 ま た は ウ イ ル ス に 対 す る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 検 索
　 本 発 明 は 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム ま た は 興 味 の あ る そ の 他 の ゲ ノ ム 中 、 よ り 具 体 的 に は そ れ ら
の 遺 伝 子 内 の 標 的 遺 伝 子 座 に お け る 、 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 天 然 も し く は ハ イ ブ リ ッ ド に つ
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い て の 新 規 な 標 的 を 見 出 す 新 規 な 方 法 を 開 示 す る 。 実 際 に 、 多 数 の LAGLIDADGメ ガ ヌ ク レ
ア ー ゼ か ら 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 標 的 部 位 の 高 い 多 様 性 を 生 み 出 す の を 許
容 し て い る 。 こ れ ら の 新 規 な 標 的 部 位 は 、 興 味 の あ る ゲ ノ ム 中 に 希 で あ り 、 好 ま し く は ほ
ぼ 唯 一 で あ り 、 そ し て さ ら に 以 下 で 詳 細 に 説 明 さ れ る い く つ か の 使 用 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 全 て の 既 知 の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 標 的 部 位 を 含 む デ ー タ ベ ー ス を 作 成 す る 。 好 ま し く は 、
こ の よ う な デ ー タ ベ ー ス は 、 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り 切 断 さ れ る と 実 験 的 に 示 さ れ て い る
標 的 部 位 を 含 む 。 第 二 の デ ー タ ベ ー ス は 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に つ い て の 全 て
の 可 能 な 標 的 を 含 ん で 設 計 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に つ い て の こ の よ う な
標 的 は 、 上 で 開 示 さ れ る よ う に し て 設 計 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 こ れ ら の デ ー タ ベ ー ス か ら 、 整 列 を 行 っ て ギ ャ ッ プ の な い 相 同 配 列 を 見 出 す が 、 該 相 同
配 列 は 少 な く と も 70 %、 好 ま し く は 80%、 よ り 好 ま し く は 90 %、 さ ら に よ り 好 ま し く は 95 
%の 同 一 性 を 有 す る 。 2つ の 配 列 の 間 の 同 一 性 を 計 算 す る の に 、 GCG配 列 分 析 パ ッ ケ ー ジ (Un
iversity of Wisconsin、 Madison、 Wis.)の 部 分 と し て 入 手 可 能 で あ っ て 、 例 え ば デ フ ォ
ル ト の 設 定 で 用 い 得 る FASTAま た は BLASTを 含 む 種 々 の 整 列 ア ル ゴ リ ズ ム お よ び ／ ま た は プ
ロ グ ラ ム を 用 い 得 る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 使 用
　 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 分 子 生 物 学 な ら び に 遺 伝 子 工 学 お よ び
遺 伝 子 治 療 の た め に 、 よ り 具 体 的 に は WO 96/14408、 米 国 特 許 第 5,830,729号 、 WO 00/4638
5、 WO 00/46386な ら び に 証 明 番 号 (Docket No.)第 3665-20号 の 下 で 2001年 10月 26日 に フ ァ
イ ル さ れ た 仮 出 願 (provisional application)お よ び 証 明 番 号 3665-17の 下 で 2001年 9月 14
日 に フ ァ イ ル さ れ た 仮 出 願 (こ れ ら の 文 書 の 開 示 は 参 照 と し て 組 み 込 ま れ る )に 記 載 の 方 法
に 従 っ て 、 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 非 常 に 興 味 深 い 使 用 は 、 興 味 の あ る 特 定 の ゲ ノ ム 遺 伝
子 座 を 標 的 と す る た め の も の で あ る 。 実 際 、 細 胞 の 染 色 体 DNAの 興 味 の あ る 部 位 で の 二 本
鎖 切 断 の 誘 導 は 、 高 い 効 率 で の 、 切 断 部 位 を 取 り 囲 む 領 域 に 相 同 な 標 的 DNAの 導 入 に よ り
達 成 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 標 的 部 位 を 含 む 特 定 の ゲ ノ
ム 遺 伝 子 座 を 標 的 と す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク
レ ア ー ゼ は 、 染 色 体 DNAの 特 定 部 位 で の 二 本 鎖 DNA切 断 の 細 胞 内 に お け る 誘 導 を 含 む 方 法 に
お い て 用 い 得 る 。 よ り 詳 細 に は 、 WO 96/14408、 米 国 特 許 第 5,830,729号 、 WO 00/46386を
参 照 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 次 の 工 程 を 含 む 遺 伝 子 工 学 の 方 法 に お い て 用 い 得 る
： 1) 対 応 す る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い て 、 ハ イ ブ リ ッ ド 標 的 部 位 を 含 む ゲ
ノ ム 遺 伝 子 座 に て 二 本 鎖 切 断 を 導 入 し ； 2) 標 的 遺 伝 子 座 に 、 相 同 配 列 が 側 面 に あ る 導 入
す る 配 列 を 含 む 標 的 DNA構 築 物 を 提 供 す る 。 実 際 に 、 相 同 DNAは 、 標 的 DNA構 築 物 の 左 お よ
び 右 の ア ー ム に あ り 、 興 味 の あ る 配 列 を 修 飾 す る DNAは 、 2つ の ア ー ム の 間 に 位 置 す る 。 該
ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を エ ン コ ー ド し 、 か
つ 用 い ら れ る 細 胞 に お け る そ の 発 現 に 適 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 、
ま た は ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 自 体 の い ず れ か を 介 し て 細 胞 に 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド ま た は 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム ま た は そ の
部 分 の 欠 失 の た め に 用 い 得 る 。 実 際 に 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム に お け る カ ッ ト は 、 ウ イ ル ス ゲ ノ
ム 全 体 ま た は 部 分 の 欠 失 に 導 き 得 る 組 換 え を 誘 導 す る 。 こ の 方 法 は 、 通 常 、 ウ イ ル ス ポ ッ
プ ア ウ ト と 呼 ば れ る 。 よ っ て 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム を 標 的
と す る こ と を 許 容 す る 。 WO 96/14408の 実 施 例 5を 参 照 。
【 ０ １ ９ ７ 】
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　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り ウ イ ル ス ゲ ノ ム 中 に 二 本
鎖 切 断 を 導 入 し 、 そ し て 該 二 本 鎖 切 断 が 組 換 え 事 象 を 誘 導 し て ウ イ ル ス ゲ ノ ム ま た は そ の
部 分 の 欠 失 に 導 く 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム ま た は そ の 部 分 を 欠 失 す る 方 法 に 関 す る 。
　 標 的 遺 伝 子 座 ま た は 標 的 ウ イ ル ス ゲ ノ ム に 二 本 鎖 切 断 を 導 入 す る た め の 適 切 な ハ イ ブ リ
ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 決 定 の た め に は 、 す ぐ 前 の セ ク シ ョ ン を 参 照 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 そ の 他 の 使 用 に お い て 、 ハ イ ブ リ ッ ド お よ び 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 少 な く と も 1つ
、 好 ま し く は 2つ の ハ イ ブ リ ッ ド 標 的 部 位 が 側 面 に あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ メ ン ト の
イ ン ビ ボ で の 切 り 出 し の た め で あ り 得 る 。 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は
、 ベ ク タ ー を 取 り 込 ん だ 細 胞 内 の ベ ク タ ー か ら の 標 的 DNAま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ
メ ン ト の 切 り 出 し を 含 む 方 法 に お い て 用 い 得 る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 少 な く と も 1つ 、 好
ま し く は 2つ の ハ イ ブ リ ッ ド 標 的 部 位 が 側 面 に あ る 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 含
む ベ ク タ ー 、 お よ び 用 い ら れ る 細 胞 中 で の 発 現 に 適 し た ハ イ ブ リ ッ ド 標 的 部 位 に 対 応 す る
ハ イ ブ リ ッ ド お よ び 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現
ベ ク タ ー 、 ま た は 該 ハ イ ブ リ ッ ド お よ び 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の い ず れ か の 使 用 を 含 む 。
該 切 り 出 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ メ ン ト は 、 USSN 60/330,639の 下 で 2001年 10月 26
日 に フ ァ イ ル さ れ た 仮 出 願 お よ び USSN 60/318,818の 下 で 2001年 9月 14日 に フ ァ イ ル さ れ た
仮 出 願 中 に 記 載 さ れ て い る よ う な 、 ト ラ ン ス ジ ェ ネ シ ス (transgenesis)の た め に 用 い 得 る
。 該 切 り 出 さ れ た 標 的 DNAは 、 標 的 DNAの 左 お よ び 右 の ア ー ム に 相 同 DNAを 含 み 、 興 味 の あ
る 配 列 を 修 飾 す る DNAが 2つ の ア ー ム の 間 に 位 置 す る 。 よ り 詳 細 に は 、 WO 00/46385を 参 照
。 細 胞 内 の ベ ク タ ー か ら の 標 的 DNAの 切 り 出 し の こ の 方 法 は 、 染 色 体 DNA中 の 興 味 の あ る 特
定 の 配 列 の 修 復 の た め 、 染 色 体 DNA中 の 特 定 の 配 列 も し く は 遺 伝 子 の 修 飾 の た め 、 興 味 の
あ る 内 在 遺 伝 子 の 弱 毒 化 の た め 、 標 的 部 位 へ の 変 異 の 導 入 の た め 、 ま た は 個 体 に お け る 遺
伝 子 疾 患 の 治 療 も し く は 予 防 の た め に 用 い 得 る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 本 発 明 は 、 得 ら れ る 細 胞 、 お よ び タ ン パ ク 質 も し く は そ の 他 の 遺 伝 子 産 物 の 産 生 の た め
、 あ る い は 遺 伝 子 的 な 欠 損 (変 異 )の 結 果 と し て 起 こ る 個 体 (例 え ば ヒ ト ま た は そ の 他 の 哺
乳 動 物 も し く は 脊 椎 動 物 )に お け る 症 状 も し く は 障 害 の 治 療 ま た は 予 防 の た め の そ れ ら の
使 用 に も 関 す る 。 例 え ば 、 細 胞 を 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 方 法 に よ り 産 生 (例 え ば エ ク ス ビ
ボ で )し 、 次 い で 既 知 の 方 法 を 用 い て 個 体 に 導 入 す る こ と が で き る 。 代 わ り に 、 個 体 内 で
細 胞 を 修 飾 す る こ と が で き る (個 体 か ら 移 動 さ せ る こ と な く )。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 本 発 明 は 、 最 適 な デ リ バ リ ー 技 術 の 評 価 の た め の 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位
が 疾 患 遺 伝 子 の 部 位 に お い て 導 入 さ れ て い る 、 疾 患 の 動 物 モ デ ル の 産 生 に も 関 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ２ ０ １ 】
　 実 施 例
実 施 例 1： I-Dmo I/I-Cre Iハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ
　
　 I-Dmo Iは 、 超 高 熱 始 原 菌 で あ る デ ス ル フ ロ コ ッ カ ス ・ モ ビ リ ス (Desulfurococcus mobi
lis)の 23S rRNA遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン に よ り エ ン コ ー ド さ れ て い る 熱 安 定 性 エ ン ド ヌ ク レ ア
ー ゼ で あ る (Dalgaardら 、 1993、 Proc Natl Acad Sci U S A、 90、 5414～ 5417)。 I-Dmo I
は 、 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の LAGLIDADGフ ァ ミ リ ー に 属 す る 。 X線 結 晶 学 に よ り 解 明 さ れ た そ の
構 造 は  (pdb コ ー ド 1b24) (Silvaら 、 1999、 J Mol Biol、 286、 1123～ 1136)、 擬 2回 回 転
対 称 に よ り 関 連 づ け ら れ る 2つ の 類 似 の α ／ β ド メ イ ン (α β β α β β α )か ら な る 。 ド デ
カ ペ プ チ ド モ チ ー フ は 、 各 ド メ イ ン の 第 一 の α -ヘ リ ッ ク ス の C-末 端 の 端 に 位 置 す る 。 こ
れ ら の ヘ リ ッ ク ス は 、 ド メ イ ン 間 の 界 面 に お い て 2-ヘ リ ッ ク ス の 束 を 形 成 し 、 2つ の 4ス ト
ラ ン ド 逆 平 行 β シ ー ト に よ り 形 成 さ れ る 鞍 形 (saddle-shaped) DNA結 合 表 面 に 垂 直 で あ る (
図 1)。
【 ０ ２ ０ ２ 】
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　 I-Cre Iは 、 ク ラ ミ ド モ ナ ス ・ レ イ ン ハ ル デ ィ テ ィ (Chlamydomonas reinhardtii)の 葉 緑
体 23S rRNA遺 伝 子 中 の 自 己 ス プ ラ イ シ ン グ イ ン ト ロ ン 内 に 含 ま れ る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ
フ レ ー ム に よ り エ ン コ ー ド さ れ る 、 別 の LAGLIDADGメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る (Durrenberger
お よ び Rochaix、 1991、 Embo J、 10、 3495～ 3501)。 し か し な が ら 、 こ の タ ン パ ク 質 フ ァ ミ
リ ー の 多 く の 構 成 要 素 と は 異 な り 、 I-Cre Iは ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ の 単 一 コ ピ ー を 含
み 、 か つ ダ イ マ ー の 形 態 で 機 能 す る 。 I-Cre Iダ イ マ ー は 、 単 鎖 LAGLIDADGタ ン パ ク 質 の 全
体 の 構 造 を 示 す (図 2) (Chevalierら 、 2001、 Nat Struct Biol、 8、 312～ 316； Heathら 、 1
997、 Nat Struct Biol、 4、 468～ 476； Juricaら 、 1998、 Mol Cell、 2、 469～ 476)。 各 モ
ノ マ ー は 単 一 の ド メ イ ン に 対 応 し 、 DNA結 合 の た め の 2つ の 4ス ト ラ ン ド 逆 平 行 β シ ー ト の
う ち の 1つ を 提 供 し 、 そ し て ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ は 、 ド メ イ ン 間 の 界 面 に お け る α -ヘ
リ ッ ク ス 内 に あ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 こ れ ら は 類 似 の 全 体 の ト ポ ロ ジ ー を 示 す の で 、 I-Dmo Iお よ び I-Cre Iの 構 造 は 、 重 ね 合
わ せ る と 低 い (狭 い )二 乗 平 均 偏 差 (RMSD)で あ り 、 I-Cre Iか ら の 各 モ ノ マ ー は 、 I-Dmo Iか
ら の 2つ の ド メ イ ン の 1つ に よ く 適 合 し て い る 。 最 適 な 構 造 的 適 合  (RMSD = 0.66 Å 、 図 3)
は 、 次 の 原 子 を 重 ね 合 わ せ て 得 ら れ た (残 基 の 番 号 は pdb構 造 の い ず れ か に 対 応 し 、 そ し て
I-Cre Iに つ い て は 、 第 二 の モ ノ マ ー 中 の 残 基 は 、 第 一 の モ ノ マ ー 中 の も の に 関 し て 200シ
フ ト し て い る )：
【 ０ ２ ０ ４ 】
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【 表 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 低 い RMSDは 、 2つ の ド デ カ ペ プ チ ド ド メ イ ン 間 パ ッ キ ン グ 界 面 の 類 似 性 を 強 く 示 唆 し て
い る 。 ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ お よ び 対 応 す る α -ヘ リ ッ ク ス の 整 合 し た (aligned)配 列 は
：
【 ０ ２ ０ ６ 】
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【 表 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ７ 】
で あ る 。
　 重 ね 合 わ せ の 視 覚 的 な 検 査 は 、 対 応 す る I-Cre Iモ ノ マ ー で 第 二 の I-Dmo Iド メ イ ン を 置
き 換 え る こ と に よ り 、 両 方 の タ ン パ ク 質 の ハ イ ブ リ ッ ド が 形 成 さ れ て い る で あ ろ う こ と を
示 し た 。 両 方 の DNA結 合 ド メ イ ン を つ な ぐ ル ー プ 内 、 ま た は そ れ に 続 く 第 二 の ド デ カ ペ プ
チ ド α -ヘ リ ッ ク ス 内 の 同 じ 点 (交 換 点 )か ら 開 始 す る I-Dmo I配 列 は 、 対 応 す る 点 か ら 開 始
す る I-Cre Iの そ れ に よ り 置 換 さ れ る べ き で あ る 。 我 々 は 、 第 二 の ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー
フ の 始 ま り で ド メ イ ン を 交 換 す る こ と を 選 択 し た 。 得 ら れ た ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 配 列
は 、 Phe109 (含 ま れ る )ま で I-Dmo Iの タ ン パ ク 質 配 列 で 、 そ し て Leu213 (含 ま れ る )か ら I
-Cre Iの タ ン パ ク 質 配 列 で あ っ た 。 し た が っ て 、 Leu213に 先 行 す る I-Cre Iか ら の 残 基 は
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除 い た 。 こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド の ア ミ ノ 酸 (配 列 番 号 2)、 お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (
配 列 番 号 1)に つ い て は 図 6を 参 照 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 モ デ ル 配 列 に お い て は 、 新 規 な ド メ イ ン 間 パ ッ キ ン グ 界 面 は ほ と ん ど 欠 陥 を 示 さ ず 、 例
え ば 、 お そ ら く Phe294 (I-Cre I)と の オ ー バ ー ラ ッ プ を 有 す る Ile107 (I-Dmo I)を 除 い て
、 容 易 に 弛 緩 し な い 空 間 的 衝 突 を 有 す る ア ミ ノ 酸 側 鎖 は 存 在 し な か っ た 。 潜 在 的 に 好 ま し
く な い 斥 力 が 得 ら れ る こ と を 抑 制 す る た め に 、 イ ソ ロ イ シ ン 残 基 を ロ イ シ ン ア ミ ノ 酸 (I-C
re I中 の 整 合 し た ア ミ ノ 酸 残 基 )に よ り 置 換 す る 。 結 局 、 ド メ イ ン 間 の リ ン カ ー 配 列 は 次
の よ う で あ る ：
【 ０ ２ ０ ９ 】
【 表 ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ０ 】
　 さ ら に 、 Leu47、 His51お よ び Leu55 (I-Dmo I)は 、 Lys296 (I-Cre I)に 非 常 に 近 い 。 し
か し な が ら 、 タ ン パ ク 質 の 主 鎖 構 造 (残 基 47、 51お よ び 55が 位 置 す る I-Dmo I領 域 )が 、 構
造 が 充 分 に 確 か な も の で は な い こ と を 示 し 得 る の で 、 こ れ は 不 確 定 で あ る 。 に も か か わ ら
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ず 、 3つ の 付 加 的 な 変 異 ： L47A、 H51Aお よ び L55Dを 含 む ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の 第 二 の
バ ー ジ ョ ン が 設 計 さ れ て い る 。 ア ラ ニ ン ア ミ ノ 酸 は 、 対 応 す る 残 基 の α -ヘ リ ッ ク ス 構 造
を 安 定 化 さ せ る の に 選 択 さ れ た 。 第 三 の 変 異 (ア ス パ ラ ギ ン 酸 )は 、 Lys296へ の ド メ イ ン 間
塩 橋 の 形 成 に 導 き 、 そ れ に よ り 更 な る 安 定 化 を 与 え る は ず で あ る 。 こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ
ド の ア ミ ノ 酸 (配 列 番 号 4)お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 3)は 、 図 6Bを 参 照 。
【 ０ ２ １ １ 】
　
溶 液
　 超 音 波 破 砕 溶 液 ： 25 mM HEPES (pH 7.5)、 5% (v/v)グ リ セ ロ ー ル 、 0.1% (v/v) 抗 プ ロ
テ ア ー ゼ 溶 液 ；
　 溶 液 A： 25 mM HEPES (pH 7.5)、 5% (v/v)グ リ セ ロ ー ル 、
　 保 存 溶 液 ： 25 mM HEPES (pH 7.5)、 20% (v/v) グ リ セ ロ ー ル
　 標 準 反 応 溶 液 ： 12.5 mM HEPES (pH 7.5)、 2.5% (v/v) グ リ セ ロ ー ル 、 5～ 10 mM MgCl 2
；
　 標 準 停 止 溶 液 (10X)： 0.1 M Tris-HCl pH 7.5、 0.25 M EDTA、 5% (w/v) SDS、 0.5 mg/ml
 プ ロ テ イ ナ ー ゼ K。
【 ０ ２ １ ２ 】
プ ラ ス ミ ド
　 発 現 プ ラ ス ミ ド  (pET 24 d(+) Novagen)を 工 作 し て 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ を 有 す る か ま た は
有 さ な い I-Dmo I/I-Cre Iハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を 産 生 し た 。 簡 単 に 、 ORF配 列 を
有 し 、 か つ NcoIお よ び EagIま た は XhoI制 限 部 位 が 側 面 に あ る フ ラ グ メ ン ト を 、 ポ リ メ ラ ー
ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)お よ び 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 作 製 し た 。 ま ず 、 半 分 の I-Dmo
 Iお よ び I-Cre I配 列 を PCRに よ り 作 製 し 、 次 い で I-Dmo I/I-Cre Iハ イ ブ リ ッ ド 配 列 を 別
の PCRに よ り 完 成 し た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
I-Dmo I/I-Cre Iハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 発 現 お よ び 精 製
　 エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ (Escherichia coli) BL21株  (DE3) RILを 、 I-Dmo I/I-Cre Iの 精 製
に 用 い た 。 I-Dmo I/I-Cre Iプ ラ ス ミ ド (pET 24 d(+) Novagen)で 形 質 転 換 し た ク ロ ー ン を
、 30 mg/mlカ ナ マ イ シ ン を 含 む 250 mlの ル リ ア 培 地 で 、 37℃ に お い て 振 と う し な が ら 増 殖
さ せ た 。
　 培 養 物 が 0.8～ 1.2の A 6 0 0 に 到 達 し た と き に 、 1 mMの 最 終 濃 度 ま で の IPTGの 添 加 に よ り 発
現 を 誘 導 し 、 25℃ で 5時 間 ～ 15時 間 後 に 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 特 に 記 載 し な い 限 り は 、 次 の 手 順 を 4℃ で 行 っ た 。 回 収 し た 細 胞 を 氷 冷 超 音 波 破 砕 溶 液 2
5 mlに 再 懸 濁 し 、 次 い で 5分 間 超 音 波 破 砕 し た 。 溶 菌 液 を 105 000 gで 30分 間 遠 心 分 離 し た
。 上 清 を 回 収 し 、 次 い で 105 000 gで 30分 間 の 第 二 の 超 遠 心 分 離 に 付 し た 。 タ ン パ ク 質 90%
を 含 ん で い た こ の 上 清 を 、 「 可 溶 性 」 フ ラ ク シ ョ ン と 称 し た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 該 可 溶 性 フ ラ ク シ ョ ン を 、 コ バ ル ト を の せ た Hi-Trapキ レ ー テ ィ ン グ カ ラ ム (Amersham、
Uppsala、 Sweden) 5 mlに 、 流 速 2.5 ml/分 (Amersham-Pharmacia FPLC Akta purifier 10)
で ア プ ラ イ し た 。 溶 液 A 25 mlで カ ラ ム を 洗 浄 後 、 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 、 溶 液 A中 で 作 製
し た 0～ 0.25 Mの イ ミ ダ ゾ ー ル の 直 線 勾 配 、 そ の 後 の 0.5Mイ ミ ダ ゾ ー ル -0.5M NaClの 溶 出
段 階 で 溶 出 し た 。 フ ラ ク シ ョ ン を 回 収 し 、 タ ン パ ク 質 の 量 お よ び I-Dmo I/I-Cre I活 性 (以
下 を 参 照 )を 測 定 し た 。 カ ラ ム フ ラ ク シ ョ ン を SDS-PAGEに よ っ て も 分 析 し た 。 ほ と ん ど の I
-Dmo I/I-Cre I活 性 を 含 む フ ラ ク シ ョ ン を プ ー ル し 、 10 kDaカ ッ ト オ フ の セ ン ト リ プ レ ッ
プ ア ミ コ ン シ ス テ ム を 用 い て 濃 縮 し た 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 こ の 濃 縮 さ れ た フ ラ ク シ ョ ン を 、 溶 液 Aの 流 速 1 ml/分 (Amersham-Pharmacia FPLC Akta 
purifier 10)で の Superdex75 PG Hi-Load 26-60カ ラ ム (Amersham、 Uppsala、 Sweden)に ア
プ ラ イ し て 精 製 し た 。 フ ラ ク シ ョ ン を 回 収 し 、 タ ン パ ク 質 の 量 お よ び I-Dmo I/I-Cre I活
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性 (以 下 を 参 照 )を 測 定 し た 。 カ ラ ム フ ラ ク シ ョ ン を SDS-PAGEに よ っ て も 分 析 し た 。 ほ と ん
ど の I-Dmo I/I-Cre I活 性 を 含 む フ ラ ク シ ョ ン を プ ー ル し 、 10 kDaカ ッ ト オ フ の セ ン ト リ
プ レ ッ プ ア ミ コ ン シ ス テ ム を 用 い て 濃 縮 し た 。 次 い で 、 保 存 溶 液 に 対 し て 一 晩 透 析 し 、 そ
し て ア リ コ ー ト で 液 体 窒 素 中 に 保 存 し た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動
　 SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 (SDS-PAGE)を 、 Laemmliに よ り 記 載 さ れ た よ う に
し て 、 15%の ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い て 行 っ た 。 ゲ ル を ク マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー を
用 い て 染 色 し た 。 図 8Aは 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ I-Dmo I/I-Cre Iが よ く 発 現 さ
れ て お り 、 こ の ハ イ ブ リ ッ ド が 上 清 中 に 得 ら れ て お り 、 つ ま り 可 溶 性 で あ る こ と を 示 し て
い る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
I-Dmo I/I-Cre Iハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の サ イ ズ
　 溶 液 中 の I-Dmo I/I-Cre Iの 分 子 量 を 、 精 製 タ ン パ ク 質 の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ り 判 断 し た 。 カ ラ ム フ ラ ク シ ョ ン を SDS-PAGEに よ り 分 析 し 、 そ し て 主 と し て 31.2 k
Daの バ ン ド が 溶 出 し た が 、 こ れ は 30 kDaの 分 子 量 に 相 当 し た 。 つ ま り 、 こ の 分 析 は 、 I-Dm
o I/I-Cre Iが 主 に モ ノ マ ー で あ る こ と を 示 し た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
実 施 例 2： 単 鎖 I-Cre Iメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ
　
　 I-Cre Iは 、 ダ イ マ ー 化 す る 単 独 (single) LAGLIDADGタ ン パ ク 質 ド メ イ ン で あ る (図 2)。
ド メ イ ン 交 換 ス ト ラ テ ジ ー の た め に 、 我 々 は I-Cre Iド メ イ ン を い ず れ の 他 の LAGLIDADGド
メ イ ン に つ な ぐ こ と を 計 画 し た 。 2つ の モ ノ マ ー 間 に 連 結 を 置 く こ と に よ る 単 鎖 I-Cre Iタ
ン パ ク 質 の 工 作 は 、 実 施 例 Iに 相 補 的 で あ っ た 。 こ れ は 、 新 規 な DNA結 合 特 異 性 を 有 す る タ
ン パ ク 質 を 与 え な か っ た 。 代 わ り に 、 得 ら れ た 人 工 タ ン パ ク 質 は 、 天 然 の 単 独 LAGLIDADG
タ ン パ ク 質 が 、 よ り 大 き い 二 倍 の (double) LAGLIDADGタ ン パ ク 質 の 半 分 が 2つ と し て 効 果
的 に 判 断 す る こ と が で き る こ と を 明 ら か に し た 。 2つ の ド メ イ ン の 融 合 が 機 能 的 で あ っ た
な ら 、 異 な る 単 独 LAGLIDADGか ら の ド メ イ ン の 、 こ の よ う な タ ン パ ク 質 の 間 で の 、 ま た は
二 倍 の LAGLIDADGタ ン パ ク 質 か ら の ド メ イ ン と の 交 換 は 、 簡 単 で あ る は ず で あ る 。
　 各 I-Cre Iド メ イ ン は 、 二 倍 の LAGLIDADGタ ン パ ク 質 の C-末 端 ド メ イ ン に 存 在 す る が 、 N-
末 端 ド メ イ ン の 部 分 で は あ り 得 な い 3つ の α -ヘ リ ッ ク ス か ら つ く ら れ た C-末 端 サ ブ ド メ イ
ン を 含 む 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の N-末 端 ド メ イ ン は 、 2つ の ド メ イ ン を つ な ぐ ル ー プ ま た
は リ ン カ ー が 3つ の α -ヘ リ ッ ク ス の 位 置 に あ る の で 、 実 際 に よ り 短 い 。 3つ の ヘ リ ッ ク ス
は ダ イ マ ー 構 造 の 反 対 側 の 部 位 、 ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ の N-末 端 ヘ リ ッ ク ス か ら 遠 く で
終 結 す る 。 1つ の ド メ イ ン の C-末 端 残 基 を 他 の ド メ イ ン の N-末 端 残 基 に つ な げ る (末 端 -末
端 融 合 )フ レ キ シ ブ ル リ ン カ ー の 長 さ は 、 か な り で あ る 。 そ の ほ か に も 、 こ の よ う な リ ン
カ ー の 工 作 は 、 タ ン パ ク 質 表 面 の 多 く の 部 分 を 横 切 る 必 要 が あ る た め に 困 難 で あ ろ う 。 し
た が っ て 、 正 し い ド メ イ ン の パ ッ キ ン グ が 得 ら れ る か は 確 か で な い 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 前 の 実 施 例 に お い て 論 じ た I-Dmo Iお よ び I-Cre Iの 構 造 的 重 ね 合 わ せ は 、 単 純 な リ ン カ
ー の 解 決 を 設 計 す る の を 許 容 し た 。 I-Dmo I自 体 か ら の ル ー プ 領 域 で あ る 残 基 96～ 103 (配
列 ERIRLFNM)は 、 1つ の I-Cre Iド メ イ ン の C-末 端 フ ラ グ メ ン ト を 置 き 換 え 、 そ し て 第 二 の
ド メ イ ン の N-末 端 領 域 に 導 く こ と が で き る (そ れ が I-Dmo I/I-Cre Iハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク
質 中 で 行 っ て い る よ う に ； I-Cre Iα -ヘ リ ッ ク ス の 始 め の 残 基 を 置 き 換 え る 必 要 が な く 、
そ し て 置 き 換 え る べ き で な い こ と を 除 い て )。 ル ー プ の 両 側 に お い て 、 I-Dmo Iお よ び I- C
re Iか ら の 残 基 は よ く 整 合 し 、 そ し て 重 ね 合 わ せ る こ と が で き る 。 こ れ ら の 残 基 は ：
【 ０ ２ ２ １ 】
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【 表 ２ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ２ 】
で あ る 。
　 よ っ て 、 I-Cre Iド メ イ ン の 間 の 連 結 は 、 第 一 の ド メ イ ン の C-末 端 残 基 、 お よ び 第 二 の
も の の N-末 端 残 基 、 そ れ ぞ れ Pro93、 Phe94ま た は Leu95か ら Lys207、 Glu208ま た は Phe209
ま で の い ず れ か を 置 き 換 え る よ う に 選 択 さ れ る べ き で あ る 。 実 際 、 2つ の 重 ね 合 わ さ れ た
位 置 の ア ミ ノ 酸 は 同 一 で あ り (両 方 の タ ン パ ク 質 中 の Leu95、 お よ び I- Dmo Iか ら の Glul05
と I-Cre Iか ら の Glu208； 下 線 の 残 基 )、 第 三 の 位 置 で は こ れ ら は 等 価 で あ る の に 充 分 に 類
似 で あ る (そ れ ぞ れ I-Dmo Iお よ び I-Cre Iか ら の Arg104お よ び Lys207； 下 線 の 残 基 )。
【 ０ ２ ２ ３ 】
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　 よ く 保 存 さ れ た 残 基 で あ り 、 そ し て 活 性 (切 断 )部 位 に 近 い I-Cre Iの リ シ ン 98は 機 能 的
役 割 を 有 し て い る で あ ろ う と 言 う Juricaら (1998、 Mol. Cell.、 2,469～ 476)の 開 示 に も か
か わ ら ず 、 第 一 の ド メ イ ン I-Cre Iの リ シ ン 98を 除 去 す る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 プ ロ リ ン 93は 、 そ の 残 基 の 位 置 で の 主 鎖 の α -ヘ リ ッ ク ス 構 造 に つ い て 最 適 な 残 基 で は
な い 。 I-Dmo I中 の 対 応 す る ア ス パ ラ ギ ン は 、 わ ず か に よ り 良 い だ け で あ る ； ア ミ ノ 酸 の
独 特 な 水 素 結 合 の 特 性 は 、 α -ヘ リ ッ ク ス 中 の N-末 端 切 断 を 促 進 す る 明 白 な 傾 向 を 確 立 す
る 。 こ の 位 置 に お い て は 、 結 局 、 ア ラ ニ ン 残 基 が 好 ま し い (グ ル タ ミ ン 酸 が 別 の 適 切 な ア
ミ ノ 酸 で あ ろ う 、 こ れ は α -ヘ リ ッ ク ス 構 造 を 採 用 す る 良 好 な 本 来 の 性 質 を 有 し 、 そ の 後
に 続 く リ ン カ ー 領 域 の Arg97と 安 定 化 塩 橋 を 形 成 し 得 る )。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 よ っ て 、 I-Cre Iの 単 鎖 バ ー ジ ョ ン を 、 天 然 の I-Cre Iド メ イ ン の 短 く し た バ ー ジ ョ ン (P
ro93Ala変 異 の 後 を 切 り 捨 て )と そ の ド メ イ ン の ほ ぼ 完 全 な コ ピ ー (Phe209の 前 を 切 捨 て )と
の 間 に 、 Met94か ら 開 始 し て Glu105ま で 、 I-Dmo Iブ リ ッ ジ を 導 入 す る よ う に 工 作 し た (ア
ミ ノ 酸 (配 列 番 号 6)お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 5)に つ い て 、 図 5お よ び 図 7)。 M
et94は 、 I-CreIタ ン パ ク 質 ダ イ マ ー 内 に 埋 ま っ て い る 、 よ り か さ ば る フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ア
ミ ノ 酸 を 置 換 し た 。 両 方 の ア ミ ノ 酸 は 、 同 等 に よ く 適 合 し て い る よ う で あ り 、 そ し て そ の
配 列 の 位 置 で 代 わ り と し て 試 す こ と が で き る 。 別 の 非 極 性 ア ミ ノ 酸 、 位 置 98で の イ ソ ロ イ
シ ン (I-Dmo Iで の 数 え 方 )は 、 い ず れ の 原 子 の 重 な り を 創 る こ と な く 、 原 型 の ダ イ マ ー 構
造 に パ ッ キ ン グ さ れ る 。 残 基 101の 芳 香 族 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン は 、 同 等 に 良 好 で あ る が 、 別
の 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 の チ ロ シ ン に よ り 置 き 換 え る こ と も 可 能 で あ り 、 こ れ は 次 い で 残 基 94の
主 鎖 カ ル ボ ニ ル 基 に 安 定 化 水 素 結 合 を 形 成 す る こ と が で き る 。 つ ま り 、 次 の 配 列 は 、 2つ
の I-Cre Iド メ イ ン 間 の リ ン カ ー 領 域 を 提 供 す る 代 替 の 解 決 で あ る ：
【 ０ ２ ２ ６ 】
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【 表 ２ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ７ 】

溶 液
　 超 音 波 破 砕 溶 液 ： 25 mM HEPES (pH 7.5)、 5% (v/v) グ リ セ ロ ー ル 、 0.1% (v/v) 抗 プ ロ
テ ア ー ゼ 溶 液 ；
　 溶 液 A： 25 mM HEPES (pH 7.5)、 5% (v/v) グ リ セ ロ ー ル 、
　 保 存 溶 液 ： 25 mM HEPES (pH 7.5)、 20% (v/v) グ リ セ ロ ー ル
　 標 準 反 応 溶 液 ： 12.5 mM HEPES (pH 7.5)、 2.5% (v/v) グ リ セ ロ ー ル 、 5～ 10 mM MgCl 2
；
　 標 準 停 止 溶 液 (10X)： 0.1 M Tris-HCl pH 7.5、 0.25 M EDTA、 5% (w/v) SDS、 0.5 mg/ml
 プ ロ テ イ ナ ー ゼ K。
【 ０ ２ ２ ８ 】
プ ラ ス ミ ド
　 発 現 プ ラ ス ミ ド  (pET 24 d(+) Novagen)を 工 作 し て 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ を 有 す る か ま た は
有 さ な い 単 鎖 I-Cre I (Sc I-Cre I)を 産 生 し た 。 簡 単 に 、 ORF配 列 を 有 し 、 か つ NcoIお よ
び EagIま た は XhoI制 限 部 位 が 側 面 に あ る フ ラ グ メ ン ト を 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)お
よ び 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 作 製 し た 。 ま ず 、 2つ の 半 分 の 修 飾 さ れ た I-Cre I
配 列 を PCRに よ り 作 製 し 、 次 い で 単 鎖 I-Cre Iハ イ ブ リ ッ ド 配 列 を 別 の PCRに よ り 完 成 し た
。
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【 ０ ２ ２ ９ 】
Sc I-Cre I (Sc = 単 鎖 )の 発 現 お よ び 精 製
　 エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ (Escherichia coli) BL21株  (DE3) RILを 、 Sc I-Cre Iポ リ ペ プ チ
ド の 産 生 お よ び 精 製 に 用 い た 。 Sc I-Cre Iプ ラ ス ミ ド (pET 24 d(+) Novagen)で 形 質 転 換
し た ク ロ ー ン を 、 30 mg/mlカ ナ マ イ シ ン を 含 む 250 mlの ル リ ア 培 地 で 、 37℃ に お い て 振 と
う し な が ら 増 殖 さ せ た 。
　 培 養 物 が 0.8～ 1.2の A 6 0 0 に 到 達 し た と き に 、 1 mMの 最 終 濃 度 ま で の IPTGの 添 加 に よ り 発
現 を 誘 導 し 、 25℃ で 5時 間 ～ 15時 間 後 に 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 特 に 記 載 し な い 限 り は 、 次 の 手 順 を 4℃ で 行 っ た 。 回 収 し た 細 胞 を 氷 冷 超 音 波 破 砕 溶 液 2
5 mlに 再 懸 濁 し 、 次 い で 5分 間 超 音 波 破 砕 し た 。 溶 菌 液 を 105 000 gで 30分 間 遠 心 分 離 し た
。 上 清 を 回 収 し 、 次 い で 105 000 gで 30分 間 の 第 二 の 超 遠 心 分 離 に 付 し た 。 タ ン パ ク 質 90%
を 含 ん で い た こ の 上 清 を 、 「 可 溶 性 」 フ ラ ク シ ョ ン と 称 し た 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 該 可 溶 性 フ ラ ク シ ョ ン を 、 コ バ ル ト を の せ た Hi-Trapキ レ ー テ ィ ン グ カ ラ ム (Amersham、
Uppsala、 Sweden) 5 mlに 、 流 速 2.5 ml/分 (Amersham-Pharmacia FPLC Akta purifier 10)
で ア プ ラ イ し た 。 溶 液 A 25 mlで カ ラ ム を 洗 浄 後 、 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 、 溶 液 A中 で 作 製
し た 0～ 0.25 Mの イ ミ ダ ゾ ー ル の 直 線 勾 配 、 そ の 後 の 0.5Mイ ミ ダ ゾ ー ル -0.5M NaClの 溶 出
段 階 で 溶 出 し た 。 フ ラ ク シ ョ ン を 回 収 し 、 タ ン パ ク 質 の 量 お よ び Sc I-Cre I活 性 (以 下 を
参 照 )を 測 定 し た 。 カ ラ ム フ ラ ク シ ョ ン を SDS-PAGEに よ っ て も 分 析 し た 。 ほ と ん ど の Sc I-
Cre I活 性 を 含 む フ ラ ク シ ョ ン を プ ー ル し 、 10 kDaカ ッ ト オ フ の セ ン ト リ プ レ ッ プ ア ミ コ
ン シ ス テ ム を 用 い て 濃 縮 し た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 こ の 濃 縮 さ れ た フ ラ ク シ ョ ン を 、 溶 液 Aの 流 速 1 ml/分 (Amersham-Pharmacia FPLC Akta 
purifier 10)で の Superdex75 PG Hi-Load 26-60カ ラ ム (Amersham、 Uppsala、 Sweden)に ア
プ ラ イ し て 精 製 し た 。 フ ラ ク シ ョ ン を 回 収 し 、 タ ン パ ク 質 の 量 お よ び Sc I-Cre I活 性 (以
下 を 参 照 )を 測 定 し た 。 カ ラ ム フ ラ ク シ ョ ン を SDS-PAGEに よ っ て も 分 析 し た 。 ほ と ん ど の S
c I-Cre I活 性 を 含 む フ ラ ク シ ョ ン を プ ー ル し 、 10 kDaカ ッ ト オ フ の セ ン ト リ プ レ ッ プ ア
ミ コ ン シ ス テ ム を 用 い て 濃 縮 し た 。 次 い で 、 保 存 溶 液 に 対 し て 一 晩 透 析 し 、 そ し て ア リ コ
ー ト で 液 体 窒 素 中 に 保 存 し た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動
　 SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 (SDS-PAGE)を 、 Laemmliに よ り 記 載 さ れ た よ う に
し て 、 15%の ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い て 行 っ た 。 ゲ ル を ク マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー を
用 い て 染 色 し た 。 (図 9A)
【 ０ ２ ３ ４ 】
Sc I-Cre Iメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の サ イ ズ
　 溶 液 中 の Sc I-Cre Iの 分 子 量 を 、 精 製 タ ン パ ク 質 の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ
り 判 断 し た 。 並 べ た カ ラ ム の 結 果 を 図 2Aに ま と め る 。 カ ラ ム フ ラ ク シ ョ ン を SDS-PAGEに よ
り 分 析 し 、 そ し て 主 と し て 31.4 kDaの バ ン ド が 溶 出 し 、 こ れ は 30 kDaの 分 子 質 量 に 相 当 し
た 。 つ ま り 、 こ の 分 析 は 、 Sc I-Cre Iが 主 に モ ノ マ ー で あ る こ と を 示 し た 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
実 施 例 3： 切 断 ア ッ セ イ
　 イ ン ビ ト ロ 切 断 ア ッ セ イ
　 ハ イ ブ リ ッ ド I-Dmo I/I-Cre Iメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 の ア ッ セ イ
　 プ ラ ス ミ ド pGEMtarget (3.9 kb)を 、 PCRま た は シ ン グ ル ス ト レ イ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン (single strain hybridization)に よ り 得 ら れ る 標 的 産 物 の TAま た は 制 限 酵 素 ク ロ ー
ニ ン グ に よ り 構 築 し た 。 標 的 産 物 は 、 次 の 認 識 お よ び 切 断 部 位 を 含 む ：
【 ０ ２ ３ ６ 】
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【 表 ２ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 こ の プ ラ ス ミ ド を 切 断 ア ッ セ イ に 用 い た 。 こ れ は キ ア ゲ ン マ キ シ プ レ ッ プ DNA精 製 シ ス
テ ム (キ ア ゲ ン )を 用 い て 単 離 し た 。 ほ と ん ど の 実 験 に つ い て 、 ア ッ セ イ の 前 に こ れ を XmnI
で 線 状 化 し た 。 標 準 I-Dmo I/I-Cre Iア ッ セ イ を 、 37℃ で 標 準 反 応 溶 液 (溶 液 A 0.5× 、 MgC
l 2  5～ 10 mMを 添 加 )中 に 行 い 、 0.1容 量 の 10× 標 準 停 止 溶 液 で 停 止 し 、 そ し て 産 物 を 室 温
で の 1%ア ガ ロ ー ス /エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド ゲ ル で の 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し た 。 ト ラ ン ス イ
ル ミ ネ ー タ ー を 用 い て 蛍 光 を カ メ ラ で 捉 え た 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 1単 位 の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 (U)を 、 I-Cre I野 生 型 と 同 じ ア ッ セ イ 条 件 に お い て 、 3
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7℃ で 60分 間 に 標 的 DNA 200 ngを 切 断 す る の に 必 要 な I-Dmo I/I-Cre Iの 量 と 定 義 し た 。 活
性 ア ッ セ イ を 、 DNA切 断 の た め の I-Dmo I の 最 適 温 度 で あ る 65℃ で も 行 っ た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 I-Dmo I/I-Cre Iハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 標 的 I-Cre I/I-Dmo Iを 特 異 的 に 切
断 し 、 I-Dmo I、 I-Cre Iお よ び I-Sce Iメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 野 生 型 標 的 、 な ら び に 標 的 I-D
mo I/I-Cre Iを 切 断 し な い 。 こ れ ら の 結 果 を 図 8Bに 示 す 。 よ っ て 、 I-Dmo I/I-Cre Iハ イ
ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 そ の 新 規 な 標 的 配 列 に 高 い 特 異 性 を 示 す 。 I-Dmo I/I-Cre 
Iハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 37お よ び 65℃ で 標 的 I-Cre I/I-Dmo Iを 切 断 す る が 、
切 断 は 65℃ で よ り 速 い 。 標 的 I-Cre I/I-Dmo Iに 対 す る I-Dmo I/I-Cre Iハ イ ブ リ ッ ド メ ガ
ヌ ク レ ア ー ゼ の 新 規 な 特 異 性 は 、 野 生 型 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ I-Dmo Iの 相 対 的 な 配 向 な ら び
に そ の 認 識 お よ び 切 断 部 位 の 決 定 を 許 容 す る 。 実 際 、 I-Dmo Iメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端
ド メ イ ン は 、 標 的 I-Cre I/I-Dmo Iの 第 二 の 半 分 の ド メ イ ン を 認 識 す る 。 よ っ て 、 I-Dmo I
メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の N-末 端 ド メ イ ン は 、 右 側 半 分 の 部 位 (R)と 、 左 側 の も の (L)の C-末 端 ド
メ イ ン を 認 識 す る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 単 鎖 I-Cre Iメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 ア ッ セ イ
　 プ ラ ス ミ ド pGEMtarget (3.9 kb)を 、 PCRま た は シ ン グ ル ス ト レ イ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン に よ り 得 ら れ る 標 的 産 物 の TAま た は 制 限 酵 素 ク ロ ー ニ ン グ に よ り 構 築 し た 。 標 的 産 物
は 、 次 の 認 識 お よ び 切 断 部 位 を 含 む ：
【 ０ ２ ４ １ 】
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【 表 ２ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 こ の プ ラ ス ミ ド を 切 断 ア ッ セ イ に 用 い た 。 こ れ は キ ア ゲ ン マ キ シ プ レ ッ プ DNA精 製 シ ス
テ ム (キ ア ゲ ン )を 用 い て 単 離 し た 。 ほ と ん ど の 実 験 に つ い て 、 ア ッ セ イ の 前 に こ れ を XmnI
で 線 状 化 し た 。 標 準 Sc I-Cre Iア ッ セ イ を 、 37℃ で 標 準 反 応 溶 液 (溶 液 A 0.5× 、 MgCl 2  5
～ 10 mMを 添 加 )で 行 い 、 0.1容 量 の 10× 標 準 停 止 溶 液 で 停 止 し 、 そ し て 産 物 を 室 温 で の 1%
ア ガ ロ ー ス /エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド ゲ ル で の 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し た 。 ト ラ ン ス イ ル ミ ネ
ー タ ー を 用 い て 蛍 光 を カ メ ラ で 捉 え た 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 1単 位 の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 (U)を 、 I-Cre I野 生 型 と 同 じ ア ッ セ イ 条 件 に お い て 、 3
7℃ で 60分 間 に 標 的 DNA 200 ngを 切 断 す る の に 必 要 な Sc I-Cre Iの 量 と 定 義 し た 。 活 性 ア
ッ セ イ を 、 DNA切 断 に 対 す る 温 度 の 影 響 に つ い て 野 生 型 I-Cre Iと 比 較 す る の に 65℃ で も 行
っ た 。
　 こ の メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は I-Sce I標 的 部 位 を 切 断 せ ず 、 か つ 野 生 型 I-Cre I標 的 部 位 を 切
断 し た の で 、 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は そ の 特 異 性 を 保 存 し て い た 。 こ れ ら の 結 果 を 図 9Bに
示 す 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
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　 酵 母 に お け る イ ン ビ ボ 切 断 ア ッ セ イ
　 単 鎖 I-Cre Iメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 ア ッ セ イ
　 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を 試 験 す る た め に 、 我 々 は 酵 母 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ (Sacchar
omyces cerevisiae)で の イ ン ビ ボ ア ッ セ イ を 開 発 し た 。 こ の 生 物 は 、 相 同 組 換 え を 介 し て
自 然 に そ の DNAを 組 み 換 え る と い う 利 点 を 有 す る 。
　 こ の 試 験 は 、 興 味 の あ る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 部 位 特 異 的 二 本 鎖 切 断 に よ り 誘 導 さ れ
る 比 色 マ ー カ ー の 修 復 に 基 づ い た 。
　 標 的 は 、 Ura3選 択 マ ー カ ー に よ り 分 離 さ れ た 900 pbの 内 部 重 複 を も つ 、 修 飾 さ れ た β -
ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 、 お よ び 研 究 さ れ る メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ に 対 す る 切 断 部 位 か ら な っ
て い た (得 ら れ る 構 築 物 を LACURAZと 称 す る ) (図 10A)。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 ガ ラ ク ト ー ス 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー の 調 節 下 に お い て 、 2μ 複
製 起 点 、 お よ び Leu2選 択 マ ー カ ー を 持 ち 、 い ず れ の ロ イ シ ン も 含 ま な い 培 地 上 で 形 質 転 換
さ れ た 酵 母 が 増 殖 す る の を 許 容 す る 核 発 現 プ ラ ス ミ ド (nuclear expression plasmid)か ら
発 現 さ れ た (図 10B)。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 (LACURAZ)は 、 構 成 プ ロ モ ー タ ー に よ り 調 節
さ れ 、 そ し て ARS-CEN 複 製 起 点 、 お よ び Trp1選 択 マ ー カ ー を 持 ち 、 い ず れ の ト リ プ ト フ ァ
ン も 含 ま な い 培 地 上 で 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 が 増 殖 す る の を 許 容 す る 別 の シ ャ ト ル ベ ク タ ー
に よ り 運 ば れ た (図 10A)。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 2つ の 構 築 物 を 用 い て 、 適 切 な 酵 母 株 を 同 時 に 形 質 転 換 し た 。 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ が 発 現
さ れ (ま た は ガ ラ ク ト ー ス 培 地 上 で の 誘 導 後 に 過 剰 発 現 さ れ )、 そ し て レ ポ ー タ ー 構 築 物 上
の 切 断 部 位 を 認 識 す る と 、 二 本 鎖 切 断 、 お よ び 一 本 鎖 ア ニ ー リ ン グ 機 構 に よ る 標 的 配 列 の
間 の 部 位 特 異 的 組 換 え を 促 進 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 得 ら れ る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 完
全 に 活 性 な β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 発 現 す る は ず で あ る 。 我 々 は 、 い ず れ の メ ガ ヌ ク レ ア
ー ゼ 遺 伝 子 お よ び 切 断 部 位 を 有 さ な い レ ポ ー タ ー 構 築 物 を 発 現 し な い プ ラ ス ミ ド を 用 い て
、 全 て の コ ン ト ロ ー ル 実 験 も 行 っ た (全 て の 可 能 な 事 象 は 図 11に 記 載 さ れ る )。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 ア ッ セ イ は 、 次 の よ う に し て 行 う ：
　 酵 母 を 、 発 現 プ ラ ス ミ ド お よ び レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド で 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン (co-
transfected)し た 。 同 時 形 質 転 換 体 を 選 択 し 、 2つ の プ ラ ス ミ ド の 存 在 を 、 ロ イ シ ン ま た
は ト リ プ ト フ ァ ン の い ず れ も 含 ま な い 合 成 培 地 上 で の 選 択 に よ り 達 成 し た (表 A)。 さ ら に
、 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 を 許 容 す る か ま た は 許 容 し な い 培 地 の 2つ の 組 を 用
い た (す な わ ち 、 異 な る 炭 素 源 の 選 択 培 地 ： メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 発 現 を 誘 導 す る ガ ラ ク ト
ー ス 、 ま た は グ ル コ ー ス )。 コ ロ ニ ー が 充 分 に 大 き い と き に 、 オ ー バ ー レ イ ア ッ セ イ は β -
ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 の 存 在 ま た は 不 在 を 明 ら か に し た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 理 論 的 に は 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 は 、 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ お よ び そ れ 自 体 の 認 識 部
位 が 同 じ 酵 母 細 胞 内 に 存 在 す る と き に の み 検 出 さ れ る は ず で あ る (レ ポ ー タ ー 構 築 物 の 自
発 的 な 組 み 換 え の 自 然 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 除 い て ) (図 10を 参 照 )。
　 こ の 概 要 に 従 い 、 我 々 は I-Cre I単 鎖 遺 伝 子 を 我 々 の ガ ラ ク ト ー ス で 誘 導 可 能 な プ ラ ス
ミ ド に 、 そ し て I-Cre I認 識 部 位 を 我 々 の レ ポ ー タ ー 構 築 物 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ
し て 両 方 の プ ラ ス ミ ド を 我 々 の 酵 母 株 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た  (コ ン ト ロ ー ル と
し て 、 我 々 は 同 じ レ ポ ー タ ー 構 築 物 上 の I-Cre I遺 伝 子 を 用 い る )。
【 ０ ２ ４ ９ 】
表 A： ア ッ セ イ 当 た り の 形 質 転 換 数
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【 表 ２ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
各 形 質 転 換 は 、 グ ル コ ー ス お よ び ガ ラ ク ト ー ス 培 地 上 に お く 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 方 法 ：
酵 母 細 胞 形 質 転 換
　 1． 液 体 YPGlu 2～ 5 ml、 ま た は 最 少 培 地 10 mlに 植 菌 し 、 振 と う し な が ら 30℃ で 一 晩 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。
　 2． 培 養 を 計 測 し 、 温 YPGlu 50 mlに 、 5× 10 6 細 胞 /mlの 細 胞 密 度 の 培 養 物 を 植 菌 す る 。
　 3． 培 養 物 を 、 2× 10 7 細 胞 /ml に 等 し く な る ま で 30℃ で 200 rpmの 振 と う 器 上 で イ ン キ ュ
ベ ー ト す る 。 こ れ は 、 3～ 5時 間 要 す る 。 こ の 培 養 は 、 10の 形 質 転 換 に 充 分 な 細 胞 を 与 え る
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。
　 4． 50 mlの 滅 菌 遠 心 管 中 に 、 3000 g (5000 rpm)で 5分 間 、 培 養 物 を 回 収 す る 。
　 5． 培 地 を 捨 て 、 滅 菌 水 25 ml中 に 細 胞 を 再 懸 濁 し て 、 再 び 遠 心 分 離 す る 。
　 6． 水 を 捨 て 、 100 mM LiAc (酢 酸 リ チ ウ ム ) 1 ml中 に 細 胞 を 再 懸 濁 し 、 懸 濁 物 を 1.5 ml
の マ イ ク ロ 遠 心 管 に 移 す 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 7． 15秒 間 、 最 高 速 度 で 細 胞 を ペ レ ッ ト 化 し 、 マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト で LiAcを 除 く 。
　 8． 最 終 容 積 500μ lに 細 胞 を 再 懸 濁 す る  (2× 10 9 細 胞 /ml) (100 mM LiAc約 400μ l)。
　 9． サ ケ 精 子 -DNA の サ ン プ ル 1 mlを 5分 間 沸 騰 さ せ 、 素 早 く 氷 水 で 冷 却 す る 。
　 10． 細 胞 懸 濁 液 を ボ ル テ ッ ク ス し 、 サ ン プ ル 50μ lを ラ ベ ル し た マ イ ク ロ 遠 心 管 に ピ ペ
ッ ト で 移 す 。 細 胞 を ペ レ ッ ト 化 し 、 そ し て マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト で LiAcを 除 く 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 11． 基 本 的 な 「 形 質 転 換 ミ ッ ク ス 」 は ：
240μ l PEG (50% w/v)
36μ l 1.0 M LiAc
50μ l SS-DNA (2.0 mg/ml)
Xμ l プ ラ ス ミ ド DNA (0.1～ 10μ g)
34-Xμ l 滅 菌 ddH 2 O 
360μ l 合 計
か ら な る 。
　 こ れ ら の 成 分 を 、 記 載 し た 順 番 で 注 意 深 く 添 加 す る 。
　 (プ ラ ス ミ ド DNA以 外 の 成 分 を 予 め 混 合 し 、 そ し て 細 胞 ペ レ ッ ト の 上 に 「 形 質 転 換 ミ ッ ク
ス 」  355μ lを 添 加 す る こ と も で き る 。 次 い で 、 プ ラ ス ミ ド DNA 5μ lを 添 加 し て 混 合 す る
。 「 形 質 転 換 ミ ッ ク ス 」 は 粘 性 が あ る の で 、 正 確 な 容 積 を も た ら す よ う に 注 意 す る )。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 12． 細 胞 の ペ レ ッ ト が 完 全 に 混 ざ る ま で 各 チ ュ ー ブ を 勢 い よ く ボ ル テ ッ ク ス す る 。
　 13． 30℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。
　 14． 42℃ の 温 浴 中 で 30分 間 ヒ ー ト シ ョ ッ ク す る 。
　 15． 6～ 8000 rpmで 15秒 間 マ イ ク ロ 遠 心 分 離 し 、 マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト で 形 質 転 換 ミ ッ ク ス
を 除 く 。
　 16． 滅 菌 YPGlu 1 mlを ピ ペ ッ ト で 移 し 、 細 胞 を 30℃ で 1～ 2時 間 そ の ま ま に す る 。 こ れ に
よ り 、 グ ル コ ー ス お よ び ガ ラ ク ト ー ス プ レ ー ト 上 で 増 殖 す る 形 質 転 換 体 の 同 じ 数 を 得 る こ
と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 17． 6～ 8000 rpmで 15秒 間 マ イ ク ロ 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 除 く 。
　 18． 滅 菌 YPGlu 50% 200μ l mlを 各 チ ュ ー ブ に ピ ペ ッ ト で 移 し 、 静 か に ピ ペ ッ ト で 上 下
す る こ と に よ り ペ レ ッ ト を 再 懸 濁 す る 。
　 17． 選 択 プ レ ー ト に 形 質 転 換 100μ lを 広 げ る 。
　 18． プ レ ー ト を 2～ 4日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 形 質 転 換 体 を 得 る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
X-Galア ガ ロ ー ス オ ー バ ー レ イ ア ッ セ イ
　 2枚 の プ レ ー ト に 、 次 の 溶 液 を 与 え る ：
　 1． 水 中 の 1%ア ガ ロ ー ス 5 mlを 電 子 レ ン ジ に か け る 。
　 2． X-Galミ ッ ク ス を
1M リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー  5 ml 
ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド (DMF) 600μ l
10% SDS 100μ l
と と も に 調 製 す る 。
　 3． ア ガ ロ ー ス と ミ ッ ク ス と を 合 わ せ 、 攪 拌 し な が ら 55℃ ま で 冷 却 さ せ る 。
　 4． 上 記 の 溶 液 が 準 備 で き た と き 、 DMF中 の 10% X-Gal 20μ lを 添 加 す る 。
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【 ０ ２ ５ ６ 】
　 5． プ ラ ス チ ッ ク ピ ペ ッ ト を 用 い て 、 温 か い 溶 液 5 mlで 細 胞 の 各 プ レ ー ト の 表 面 を カ バ
ー す る 。
　 6． 寒 天 が 冷 却 し て 固 ま っ た 後 、 プ レ ー ト を 25℃ 、 30℃ ま た は 37℃ の い ず れ か で イ ン キ
ュ ベ ー ト す る こ と が で き る 。 イ ン デ ュ ー サ ー の 強 さ に 依 存 し て 、 数 時 間 で 青 色 が 現 れ る 。
　 7． 5日 後 で あ っ て も 、 上 部 の 寒 天 を 通 し て コ ロ ニ ー を 採 取 す る こ と が で き る 。 滅 菌 パ ス
ツ ー ル ピ ペ ッ ト を 持 ち 、 そ れ を 所 望 の コ ロ ニ ー ま た は 斑 点 に 寒 天 を 通 し て 突 く 。 次 い で 、
パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト の 先 端 を 用 い て 新 鮮 な プ レ ー ト 上 に 画 線 し 、 透 過 に も か か わ ら ず (des
pite the permeabilization)、 細 胞 が 増 殖 す る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 結 果 ：
　 1- I-Cre Iを 用 い た コ ン ト ロ ー ル 実 験
【 表 ２ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 2-単 鎖 I-Cre Iを 用 い た 実 験
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【 表 ２ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 単 鎖 I-Cre I遺 伝 子 が 、 そ れ 自 身 の 切 断 部 位 を 認 識 し て 切 断 し 、 レ ポ
ー タ ー 配 列 の 相 同 組 換 え を 誘 導 す る こ と に よ り 、 天 然 の I-Cre I分 子 の よ う に ふ る ま う 活
性 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の 発 現 を 許 容 す る こ と を 示 す 。 薄 い 青 色 は 、 細 胞 内 で 非 常 に 安 定 な メ
ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の わ ず か な 発 現 の た め で あ る 。 こ の 少 量 の タ ン パ ク 質 は 、 レ ポ ー タ ー 構 築
物 が 組 換 え を 起 こ し て 検 出 可 能 な β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 の 産 生 に 導 く の を 許 容 す る 。
全 て の 「 白 色 」 プ レ ー ト に お い て 、 10 - 2 の 平 均 の 率 で い く つ か の 青 色 の コ ロ ニ ー が 出 現 す
る 。 こ の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド は 、 酵 母 で の 高 い 自 発 組 み 換 え の た め で あ る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る イ ン ビ ボ 切 断 ア ッ セ イ
　 単 鎖 I-Cre Iメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性
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　 我 々 は 、 標 的 二 本 鎖 切 断 に よ り 誘 導 さ れ る 相 同 組 み 換 え の 検 出 に 基 づ く 、 哺 乳 動 物 細 胞
内 で の ア ッ セ イ も 開 発 し た 。 上 記 の 酵 母 系 に お け る よ う に 、 我 々 は 興 味 の あ る メ ガ ヌ ク レ
ア ー ゼ の 切 断 活 性 に 起 因 す る 機 能 的 LacZマ ー カ ー の 修 復 を モ ニ タ ー す る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 ま ず 我 々 は 、 酵 母 レ ポ ー タ ー 系 を 哺 乳 動 物 発 現 プ ラ ス ミ ド に 移 し た 。 I-Cre I切 断 部 位
を 含 む LACZ反 復 を 介 在 配 列 と 共 に pcDNA3 (Invitrogene)に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 よ っ て 、 組
換 え に 起 因 す る い ず れ の 機 能 的 LACZ遺 伝 子 も pcDNA3の CMVプ ロ モ ー タ ー の 調 節 下 で あ り 、
か つ 機 能 的 タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 を 示 す 。 ま た 、 我 々 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 の た め の 自 家 製 発 現
ベ ク タ ー で あ る pCLS3.1に 、 I-Cre Iお よ び 単 鎖 I-Cre Iオ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を
ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 Effectene (キ ア ゲ ン )ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン キ ッ ト を 用 い て 、 レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド  0
.5μ gを 、 pCLS3.1 0.5μ g 、 I-Cre I発 現 プ ラ ス ミ ド 0.5μ g、 ま た は 単 鎖 I-Cre I発 現 プ ラ
ス ミ ド 0.5μ gと 共 に 、 サ ル COS細 胞 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー
ゼ 活 性 を 、 以 下 に 記 載 の ア ッ セ イ に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 72時 間 後 に モ ニ タ ー し た
。 コ ン ト ロ ー ル 実 験 で は 、 い ず れ の 切 断 部 位 も 有 さ な い レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド 0.5μ gを 、
pCLS3.1 0.5μ g 、 I-Cre I発 現 プ ラ ス ミ ド 0.5μ g、 ま た は 単 鎖 I-Cre I発 現 プ ラ ス ミ ド 0.5
μ gと 共 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 こ の ア ッ セ イ は 、 SSA (一 本 鎖 ア ニ ー リ ン グ )と 呼 ば れ る プ ロ セ ス に よ り し ば し ば 起 こ る
縦 列 反 復 組 み 換 え (tandem repeat recombination)の 検 出 に 基 づ く 。 し た が っ て 、 我 々 は
、 逆 方 向 反 復 の 間 の 組 み 換 え の 検 出 に 基 づ く ア ッ セ イ も 設 計 し た 。 逆 方 向 反 復 の 間 で の 組
み 換 え は 、 ほ と ん ど が 、 別 の 種 類 の 組 み 換 え 事 象 で あ る 遺 伝 子 変 換 に よ り 起 こ る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 I-Cre I切 断 部 位 に よ り 中 断 さ れ て い る (よ っ て 機 能 的 で な い )完 全 LacZ ORFを 、 pcDNA3
に 、 CMVプ ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 の 間 に 導 入 す る 。 遺 伝 子 の 切 り 捨 て ら れ た 非
機 能 的 な コ ピ ー を 逆 方 向 で ク ロ ー ニ ン グ し て 、 遺 伝 子 変 換 の た め の 相 同 供 与 体 鋳 型 を 得 る
。 こ れ は 、 プ ロ モ ー タ ー お よ び タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 が 側 面 に な い 。 こ れ は 、 I-Cre I切 断
部 位 が 他 の コ ピ ー に お い て 見 出 さ れ る 領 域 が 重 複 す る 、 LacZ ORFの 内 部 の 部 分 の 2.5 Kbを
含 む 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド 0.5μ gを 、 pCLS3.1 0.5μ g、 I-Cre I発 現 プ ラ ス ミ ド 0.5μ g、 ま
た は 単 鎖 I-Cre I発 現 プ ラ ス ミ ド 0.5μ gと 共 に 、 COS細 胞 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た
。 コ ン ト ロ ー ル 実 験 に お い て 、 い ず れ の 相 同 供 与 体 鋳 型 を 有 さ な い レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド
0.5μ gを 、 pCLS3.1 0.5μ g、 I-Cre I発 現 プ ラ ス ミ ド 0.5μ g、 ま た は 単 鎖 I-Cre I発 現 プ ラ
ス ミ ド 0.5μ gと 共 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 ア ッ セ イ は 、 次 の よ う に し て 行 う ：
　 COS細 胞 を 、 供 給 業 者 (キ ア ゲ ン )の プ ロ ト コ ル に 従 っ て Effecteneト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
試 薬 を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 72時 間 後 、 細 胞 を PBS1
Xで 2回 リ ン ス し 、 溶 菌 バ ッ フ ァ ー  (Tris-HCl 10 mM pH7.5、 NaCl 150 mM、 ト リ ト ン X100 
0.1%、 BSA 0.1 mg/ml、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 )中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 溶 菌 液 を 遠 心
分 離 し 、 そ し て 上 清 を タ ン パ ク 質 濃 度 測 定 お よ び β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 液 体 ア ッ セ イ に 用
い た 。 一 般 的 に は 、 抽 出 液 30μ lを 3μ lの Mg 100Xバ ッ フ ァ ー (MgCl 2  100mM、 β -メ ル カ プ
ト エ タ ノ ー ル  35%)、 33μ lの ONPG 8 mg/mlお よ び 234μ lの リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 0.1M pH7.5と
合 わ せ た 。 37℃ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 反 応 を 1M Na 2 CO 3  500μ lで 停 止 し 、 ODを 415 
nmで 測 定 し た 。 相 対 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 を こ の ODの 関 数 と し て 測 定 し 、 反 応 時 間 お
よ び タ ン パ ク 質 全 量 に よ り 標 準 化 す る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
結 果
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　 1． 縦 列 反 復 組 換 え ：
【 表 ２ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 2． 逆 方 向 反 復 組 換 え
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【 表 ３ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ２ ６ ９ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 単 鎖 I-Cre I刺 激 が 、 I-Cre I切 断 部 位 の 充 分 な 切 断 を 誘 導 し て 、 直 列
反 復 の 間 、 お よ び 逆 方 向 反 復 の 間 の 相 同 組 換 え を 刺 激 し 得 る こ と を 示 す 。
　 直 列 反 復 で は 、 単 鎖 I-Cre I (#5～ 6)ま た は I-Cre I (#3～ 4)の い ず れ で も 類 似 の レ ベ ル
の 誘 導 さ れ た 組 換 え が 観 察 さ れ た 。 組 換 え の こ の レ ベ ル は 、 レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド (#1～ 2
)の 組 換 え の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の レ ベ ル と 比 べ て 2～ 2.5倍 の 増 加 を 表 す 。 さ ら に 、 組 換 え
レ ベ ル の こ の よ う な 増 加 は 、 I-Cre I切 断 部 位 を 欠 失 し て い る レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド (#7～
12)で は 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 逆 方 向 反 復 で は 、 単 鎖 I-Cre I (#5～ 6)お よ び I-Cre Iメ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ (#3～ 4)が 遺 伝
子 変 換 の 類 似 の 刺 激 を 誘 導 し た ； バ ッ ク グ ラ ウ ン ド (#1～ 2)の レ ベ ル に 比 較 し て 2.5～ 4倍
の 増 加 。 真 正 な (bona fide)相 同 組 換 え 事 象 か ら 予 測 さ れ る よ う に 、 相 同 供 与 体 鋳 型 を 欠
失 し た レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド (#7～ 12)で は 、 刺 激 が 観 察 さ れ な か っ た 。
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【 ０ ２ ７ １ 】
【 表 ３ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ２ 】
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【 表 ３ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ３ 】
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【 表 ３ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ４ 】
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【 表 ３ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ５ 】
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【 表 ３ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ６ 】
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【 表 ３ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ７ ７ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 I-DmoI (pdbコ ー ド 1b24)の リ ボ ン 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 棒 状 の 図 の 結 合 し た DNAを 有 す る ダ イ マ ー I-CreIの リ ボ ン 図 で あ る (pdbコ
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ー ド 1g9y)。
【 図 ３ 】 図 3Aお よ び 3Bは 、 そ れ ぞ れ 、 ド デ カ ペ プ チ ド モ チ ー フ 領 域 で の I-DmoIお よ び I-Cr
eIの リ ボ ン 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 4は 、 I-DmoI/I-CreIハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の リ ボ ン 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 図 5Aお よ び 5Bは 、 そ れ ぞ れ 、 I-CreIダ イ マ ー (1g9y)お よ び 単 鎖 I-CreIの リ ボ ン 図
で あ る (モ デ ル 構 造 )。
【 ０ ２ ７ ８ 】
【 図 ６ 】 図 6Aお よ び 6Bは 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ I-Dmo I/I-Cre Iの 2つ の 代 案 の
ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び 各 代 案 を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 開 示 す る 。
【 図 ７ 】 図 7は 、 単 鎖 I-Cre Iの 代 案 の ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び 該 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を エ ン
コ ー ド す る 1つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 開 示 す る 。
【 図 ８ 】 図 8は 、 ハ イ ブ リ ッ ド メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ I-Dmo I/I- Cre Iの イ ン ビ ト ロ 切 断 ア ッ
セ イ (図 8B)、 お よ び そ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド を 用 い た SDS-PAGEゲ ル (図 8A)を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 9は 、 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ I-Cre Iの イ ン ビ ト ロ 切 断 ア ッ セ イ (図 9B)お よ び こ
の よ う な 単 鎖 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い た ゲ ル ろ 過 の SDS-PAGEゲ ル (図 9A)を 示 す 。
【 図 １ ０ Ａ 】 図 10Aは 、 LACURAZレ ポ ー タ ー 構 築 物 の 概 略 図 で あ る 。
【 図 １ ０ Ｂ 】 図 10Bは 、 メ ガ ヌ ク レ ア ー ゼ 誘 導 可 能 発 現 ベ ク タ ー の 概 略 図 で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 11は 、 同 時 形 質 転 換 お よ び そ れ に 続 く レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 修 飾 の 組 み 合 わ せ
を 示 す 。
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【 図 ２ 】

【 図 ３ Ａ 】

【 図 ３ Ｂ 】
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【 図 ４ 】

【 図 ５ Ａ 】

【 図 ５ Ｂ 】

【 図 ６ Ａ 】 【 図 ６ Ｂ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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