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(57)【要約】
　本発明は、発現または発現された遺伝子配列の活性を増大させる干渉性核酸のスクリー
ニング方法において、－　翻訳を開始することを目的とする第１の非コード配列と、－　
スクリーニングすべき前記干渉性核酸と相補的である第２の配列と、また、場合によって
は、－　少なくとも１つの既定のペプチドをコードする第３のヌクレオチド配列と、を含
むハイブリッド核酸分子を細胞内に導入するステップを含み、前記第１の配列が修飾され
、こうして前記少なくとも１つのペプチドの翻訳レベルが、少なくとも１０％低減される
ようになっている、方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
－　遺伝子の発現および／または、
－　遺伝子および／または前記遺伝子の転写リボ核酸の活性、
を増大させる干渉性核酸のスクリーニング方法において、
前記干渉性核酸が、少なくとも部分的に、前記遺伝子または前記ＲＮＡと配列相補性を有
する方法であって、
－　翻訳を開始することを目的とする第１の非コード配列と、
－　スクリーニングすべき前記干渉性核酸の配列と少なくとも部分的に相補的である第２
の配列と、
－　第１の配列のシス翻訳制御下にあり、少なくとも１つの既定のペプチドをコードする
第３のヌクレオチド配列と、
を含むハイブリッド核酸分子を、特にＲＮＡに対する干渉を行なうことのできる真核細胞
内に導入するステップを含み、
前記第１の配列が、少なくとも１つのヌクレオチドの置換、欠失または付加により修飾さ
れ、こうして前記少なくとも１つのペプチドの翻訳レベルが、特に最適なその未修飾バー
ジョンにおける前記第１の配列の制御下での前記少なくとも１つのペプチドの翻訳レベル
に比べて少なくとも１０％低減されるようになっている、方法。
【請求項２】
　ハイブリッド核酸分子が、前記第３の配列の上流側に位置づけされた前記第１の配列を
含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記核酸分子が、場合によって１つのベクター内に含まれる特に２本鎖のデオキシリボ
核酸分子、または特に１本鎖のリボ核酸分子である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記第１の配列が、その未修飾バージョンにおいて下記配列、

により表わされるコザック配列であり、ここでＲはプリン、ｓはＧまたはＣ、ｍはＡ／Ｕ
またはＣを表わしている、請求項１から３のいずれか１つに記載の方法。
【請求項５】
　前記第１の配列が、その修飾バージョンにおいて配列番号４または配列番号５の配列の
１つを含む、またはそれにより構成されるコザック配列である、請求項１、２または３の
いずれか１つに記載の方法。
【請求項６】
　前記第２の配列が、前記干渉性核酸の配列と少なくとも部分的に相補的である１８～１
００００個のヌクレオチドを含む、請求項１から５のいずれか１つに記載の方法。
【請求項７】
－　翻訳を開始することを目的とする第１の非コード配列と、
－　少なくとも１つの干渉性核酸と少なくとも部分的に相補的である第２の配列と、
－　第１の配列のシス翻訳制御下にあり、少なくとも１つの既定のペプチドをコードする
第３のヌクレオチド配列と、
を含むハイブリッド核酸分子において、
前記第１の配列が、少なくとも１つのヌクレオチドの置換、欠失または付加により修飾さ
れ、こうして前記少なくとも１つのペプチドの翻訳レベルが、特に最適なその未修飾バー
ジョンにおける前記第１の配列の制御下での前記少なくとも１つのペプチドの翻訳レベル
に比べて少なくとも１０％低減されるようになっている、ハイブリッド核酸分子。
【請求項８】
　前記核酸分子が、配列番号１１６、配列番号１１７、配列番号１１８、配列番号１１９
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、配列番号１２０、配列番号１２１、配列番号１２２、配列番号１２３、配列番号１２４
、配列番号１２５、配列番号１２６、配列番号１２７および配列番号１２８の配列の分子
の中から選択される、請求項７に記載のハイブリッド核酸分子。
【請求項９】
　請求項７または請求項８に記載の少なくとも１つのハイブリッド核酸分子を含む真核細
胞。
【請求項１０】
－　請求項７または請求項８に記載の少なくとも１つの核酸分子と、
－　少なくとも１つの真核細胞および／または前記ハイブリッド核酸分子による真核細胞
の形質転換手段と、
を含むキット。
【請求項１１】
－　請求項１に記載の、翻訳を開始することを目的とする第１の非コード配列と、
－　請求項１に記載の、第１の配列のシス翻訳制御下にあり、少なくとも１つの既定のペ
プチドをコードする第３のヌクレオチド配列と、
－　干渉性核酸と相補的な配列を有する核酸分子の挿入を可能にする、制限酵素による少
なくとも１つの切断部位と、
を含む中間ハイブリッド核酸分子において、
前記第１の配列が、少なくとも１つのヌクレオチドの置換、欠失または付加により修飾さ
れ、こうして前記少なくとも１つのペプチドの翻訳レベルが、特に最適なその未修飾バー
ジョンにおける前記第１の配列の制御下での前記少なくとも１つのペプチドの翻訳レベル
に比べて少なくとも１０％低減されるようになっている、中間ハイブリッド核酸分子。
【請求項１２】
　遺伝子の発現および／または遺伝子および／または前記遺伝子の転写リボ核酸の活性を
増大させる干渉性核酸のスクリーニングのための、請求項７または請求項８、または請求
項１１に記載の少なくとも１つの核酸分子の使用。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、干渉性分子のスクリーニング方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）として公知の現象は、低分子リボ核酸がメセンジャーＲＮＡと
相互作用できるという事実に基づく。多くの酵素によって制御される複雑な機序が、メセ
ンジャーＲＮＡの分解を導き、こうして前記メセンジャーＲＮＡをコードする遺伝子の発
現を阻害し、ひいてはそれに由来するタンパク質の発現を阻害する。
【０００３】
　低分子干渉性ＲＮＡの中では、ＲＮＡの複数の種、特にマイクロＲＮＡ、ヘヤピンＲＮ
Ａが識別されており、これらは、遺伝子、ひいてはそれに由来するタンパク質の発現を類
似の機序によって阻害する能力を有する。
【０００４】
　現在、ＲＮＡ干渉による阻害が探求されている目的遺伝子の各々について試験すること
、企図されている遺伝子の各々について各干渉性ＲＮＡを個別に試験することが極めて広
く当然のこととして認められている。このような方法は、企図された各々の干渉性ＲＮＡ
が標的遺伝子の発現に対しその阻害効果を充分に及ぼすことを確認することが必要である
ため、時間および費用のかかるものである。その上、適切な阻害効果を及ぼすものとみな
される干渉性ＲＮＡの各々が、さらに当初標的とされたもの以外の１つ以上の遺伝子の発
現も同様に遮断することによる「寄生的」阻害効果を及ぼさないことを確認する必要があ
る。
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【０００５】
　米国特許第８２５２５３５号明細書は、公知の干渉性ＲＮＡの配列と相補的な標的にす
べき配列を含む人工的配列の使用について記載している。この方法は、その上、異なる標
的遺伝子をコードするＲＮＡを同時に阻害することを可能にする。しかしながら、このよ
うな方法はなお不完全なものであり、特に天然標的に特異的な干渉性ＲＮＡを効果的にス
クリーニングすることができない。
【０００６】
　さらに、遺伝子の発現にプラスの効果を有する核酸分子の技術的現状も知られている。
【０００７】
　例えば、Ｖｏｕｔｉｌａら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ、２０１２－０８－
０１は、細胞多分化能に関与する遺伝子を活性化するために使用されるｓｉＲＮＡについ
て記載している。国際公開第２００６／１１３２４６Ａ２号は、特にプロモータ領域に固
定されて遺伝子の発現を活性化するｓＲＮＡについて記載している。しかしながら、これ
らの分子は、調節配列を標的化する効果を有するが、遺伝子のコード配列を特異的に標的
化するものではない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】米国特許第８２５２５３５号明細書
【特許文献２】国際公開第２００６／１１３２４６Ａ２号
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Ｖｏｕｔｉｌａら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｔｈｅｒａ　ｐｙ、２０１２
－０８－０１
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　したがって、本発明は、これらの欠点を改善することを目的とする。
　本発明の１つの目的は、より感度の高い干渉性分子スクリーニング方法を提供すること
にある。
【００１１】
　本発明のもう１つの目的は、技術的現状から公知であるものよりも感度が高い、干渉性
分子のスクリーニング方法を実施できるようにするハイブリッド核酸に関する。
【００１２】
　本発明のさらにもう１つの目的は、上述の方法を容易かつ効果的に実施できるようにす
る手段を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　したがって本発明は、
－　遺伝子の発現および／または、
－　遺伝子および／または前記遺伝子の転写リボ核酸つまりＲＮＡの活性、
を増大させる干渉性核酸の特にインビトロでのスクリーニング方法において、
前記干渉性核酸が、少なくとも部分的に、前記遺伝子または前記ＲＮＡと配列相補性を有
する方法であって、
－　翻訳を開始することを目的とする第１の非コード配列と、
－　スクリーニングすべき前記干渉性核酸の配列と少なくとも部分的に相補的である第２
の配列と、
－　第１の配列のシス翻訳制御下にあり、少なくとも１つの既定のペプチドをコードする
第３のヌクレオチド配列と、
を含むハイブリッド核酸分子を、特にＲＮＡに対する干渉を行なうことのできる真核細胞
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内に導入するステップを含み、
前記第１の配列が、特に少なくとも１つのヌクレオチドの置換または欠失または付加によ
り修飾され、こうして前記少なくとも１つのペプチドの翻訳レベルが、特に最適なその未
修飾バージョンにおける前記第１の配列の制御下での前記少なくとも１つのペプチドの翻
訳レベルに比べて少なくとも１０％低減されるようになっている、方法に関する。
【００１４】
　本発明は、修飾された翻訳開始配列（非最適）を有する核酸分子を用いて選択された場
合に、遺伝子の発現を増大させることのできる干渉性分子をスクリーニングすることが可
能であるということを意外にも当該発明者らが確認したことに基づいている。
【００１５】
　したがって当該発明者らは、技術的現状において広く説明され認められてきたものとは
相反する特性、すなわちＲＮＡ干渉機序の公知の発現阻害特性を有する干渉性ＲＮＡを初
めて識別した。
【００１６】
　本発明においては、野生の真核生物に認めることのできるような前記配列（すなわち前
記翻訳開始配列レベルで突然変異を有していないもの）とは異なる非天然の第１の翻訳開
始配列を含む核酸分子を入手することが最も重要である。
【００１７】
　本発明において、翻訳開始配列なる用語は、遺伝子内およびそれに由来するメセンジャ
ーＲＮＡ内に存在し、開始コドンＡＴＧを取り囲む核酸配列を意味する。この配列は、よ
り一般的にはコザック配列と呼ばれる。
【００１８】
　本発明において、「最適」なる用語は、所与の細胞型においてかつ所与の培養条件下で
決定される、１つの遺伝子を操作する最大限の翻訳レベルを意味する。最適翻訳レベルは
、メチオニンイニシエータ転移ＲＮＡによって移入された第１のアミノ酸の負荷が行なわ
れる前記翻訳開始部位に依存下でのＲＮＡによるタンパク質の最大産生レベルである。細
胞は、天然の生理学的状態では所与のＲＮＡについてその最適レベルより多くのタンパク
質を産生する能力がないものとして理解される。
【００１９】
　本発明において、「遺伝子発現を増大させる」なる文言は、修飾無しで得られるタンパ
ク質の量よりも多い前記遺伝子によりコードされたタンパク質の量を得る結果をもたらす
全ての修飾を意味する。同様に、本発明に係る干渉性核酸の存在下では、（前記干渉性核
酸により標的化される）遺伝子のタンパク質産物は、前記遺伝子を標的化する干渉性核酸
の不在下または別の遺伝子を標的化する干渉性核酸の存在下での同じ遺伝子のタンパク質
産物よりも豊富なものとなるであろう。「遺伝子発現を増大させる」なる用語のこの定義
は、当業者が従来より用いている定義である。
【００２０】
　同様に、たとえタンパク質のこの増大が関与する分子機序が転写後の機序（ＲＮＡの安
定化、転写の増大）であるとしても、やはりそれは遺伝子発現の増大である。
【００２１】
　本発明において、「遺伝子および／または前記遺伝子の転写リボ核酸つまりＲＮＡの活
性の増大」は、上述の通り、遺伝子の発現の増大、すなわち前記遺伝子によりコードされ
るタンパク質産物の増大を導く機序の１つに対応する。
【００２２】
　本発明において、干渉性分子なる用語は、ＲＮＡ干渉により遺伝子発現を調節する能力
を有する核酸分子を意味する。したがって、本発明によって網羅される干渉性分子の一例
は、低分子干渉性ＲＮＡ（Ｓｍａｌｌ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ　ＲＮＡを略してｓｉＲ
ＮＡ）、マイクロＲＮＡ（「ｍｉｃｒｏ　ＲＮＡ」を略してｍｉＲＮＡ）、または低分子
ヘヤピンＲＮＡ（「ｓｈｏｒｔ　ｈａｉｒｐｉｎ　ＲＮＡ」を略してｓｈＲＮＡ）である
。
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【００２３】
　ｓｉＲＮＡは、２１～２４個のヌクレオチドの２本鎖低分子ＲＮＡである。２本鎖状態
の低分子干渉性ＲＮＡは、ＲＩＳＣ（ＲＮＡ　ｉｎｄｕｃｅ　ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ　ｃｏ
ｍｐｌｅｘの略）複合体と命名されたタンパク質複合体により細胞の細胞質内で認識され
る。この複合体は、ＲＮＡの相補鎖またはセンス鎖を放出することによって活性化される
。この活性化された複合体は、その標的転写物、メセンジャーＲＮＡを核酸塩基の相補性
により認識する。この認識系が、この機序の高い特異性を保証する。ひとたび標的が結合
されると、ＲＩＳＣ複合体の一部を成すアルゴノート（Ａｒｇｏｎａｕｔｅ）タンパク質
は、認識部位のレベルで転写物を切断できる。したがって、Ａｇｏは、エンドヌクレアー
ゼとして作用し得る。Ａｇｏにより分割された転写物の２片は、エキソヌクレアーゼによ
りその末端を介して急速に分解される。
【００２４】
　ｍｉＲＮＡは、２本鎖構造を基本対合によって形成する能力を有する１本鎖ＲＮＡであ
る。ＲＩＳＣの形成中に、２本鎖ｍｉＲＮＡは１本鎖ｍｉＲＮＡへと移行する。ｍｉＲＮ
Ａの標的メセンジャーＲＮＡの特異的鎖のみが、複合体の内部に保存される。このとき、
標的ｍＲＮＡは、ＲＩＳＣ複合体の内部に負荷される。この場合、複合体がタンパク質Ａ
ｇｏ２を含む場合の標的ｍＲＮＡの分解か、または複合体がタンパク質Ａｇｏ１を含む
のこの標的ｍＲＮＡの翻訳抑制という２つの阻害方法が考えられる。
【００２５】
　ｓｈＲＮＡは、ＲＮＡによる干渉現象に関与し得るロッドおよびループ構造を採用する
ＲＮＡである。ＲＩＳＣ複合体による取込みの後、センス鎖は分解される。アンチセンス
鎖は、ＲＩＳＣ複合体を、相補的配列を有するｍＲＮＡへと導く。このとき、分解機序は
、ｓｉＲＮＡにより操作されるものと類似である。
【００２６】
　本発明の枠内では、或る種の干渉性分子が遺伝子の発現を増大させる能力の機序は、ま
だ解明されていない。しかしながら、当該発明者らは、本発明に係る方法を用いて、技術
的現状においてメセンジャーＲＮＡの翻訳を阻害するかまたはメセンジャーＲＮＡを不安
定化するものとして一般的にみなされている一部の分子が、実際には、前記メセンジャー
ＲＮＡの発現または安定性を増大させる能力を有することを示した。
【００２７】
　本発明において、「少なくとも部分的に前記遺伝子または前記ＲＮＡとの配列相補性を
有する前記干渉性核酸」なる文言は、スクリーニングすべき干渉性核酸が、一方では、一
遺伝子またはそれがコードするメセンジャーＲＮＡの配列と少なくとも部分的に相補的と
なるように予め選択され、スクリーニングが特異的なものとなるようにされていることを
意味する。その上、当業者であれば、干渉性核酸が、標的化される遺伝子のものよりもヌ
クレオチド数で小さいサイズを有するかぎりにおいて、これらの干渉性核酸が標的化する
遺伝子の配列と完全に相補的とはなり得ないことを理解するであろう。
【００２８】
　本発明において、ハイブリッド核酸分子なる用語は、自然界では隣接していない少なく
とも２つの核酸フラグメントで構成されたハイブリッド核酸分子を意味する。したがって
、このハイブリッド分子は、天然には存在しない。
【００２９】
　上述の通りの前記ハイブリッド核酸分子は、少なくとも以下の３つの配列を含む：
－　翻訳を開始することを目的とする第１の非コード配列、またはより一般的には翻訳開
始配列と呼ばれる配列。この配列は修飾されている、すなわち、一般的集団において見ら
れる同じ配列との関係において異なる少なくとも１つのヌクレオチドを有する。
－　１つまたは複数の干渉性核酸の標的配列に対応する、スクリーニングすべき前記干渉
性核酸の配列と少なくとも部分的に相補的である第２の配列、および、
－　免疫原性ラベルまたはタグ、さらには酵素活性を有する機能タンパク質または発光ま
たは蛍光特性を有するタンパク質に対応し得る少なくとも１つの既定のペプチドをコード
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する第３のヌクレオチド配列。
【００３０】
　本発明においては、第２の配列が第３の配列内に含まれていることが可能である。この
ことはすなわち、前記少なくとも１つの既定のペプチドをコードする第３の配列が、スク
リーニングすべき前記干渉性核酸と少なくとも部分的に相補的であるその配列の一部分を
含んでいることを意味する。このことは、一方では、第２の配列が第３の配列の一部分に
対応し、２つとも既定のペプチドの一部分をコードしていること、また他方では、既定の
ペプチドが「ハイブリッド」であること、すなわちそれが、外因性配列（第２の配列）が
中に導入されている１つの配列によってコードされていることを意味することができる。
この第２の場合において、既定のペプチドは、天然には前記既定のペプチドの配列内に含
まれていないその核酸配列の一部分を含む。
【００３１】
　本発明においては、第２および第３の配列が同一であることも同様に可能である。既定
のペプチドをコードする配列が同様に全面的に、スクリーニングすべき干渉性核酸と部分
相補性または完全相補性を有する場合がそれである。特に、ＦＬＡＧラベルをコードする
配列の場合がそれである。ラベルの発現を増大させる干渉性分子が探求されている場合、
ＦＬＡＧラベルをコードする核酸配列は第１の配列の下流側に置かれ、このときハイブリ
ッド核酸分子は３つの配列（実際には２つの配列しか表わさない）で構成され、第２およ
び第３の配列は完全に一体になっているかまたは同一である。ハイブリッド核酸分子にお
いては、第１の配列による第３の配列の機能的制御が存在し、この制御はシスで実施され
、このことは、２つの配列が
同じ分子によって担持される場合に制御が行なわれるということを意味している。
【００３２】
　ハイブリッド分子の第１の配列は、前記少なくとも１つのペプチドの翻訳が、特に最適
なその未修飾バージョンにおける前記第１の配列の制御下での前記少なくとも１つのペプ
チドの翻訳レベルに比べて少なくとも１０％低減されるような形で修飾される。換言する
と、干渉性核酸の不在下では、修飾された第１の配列を有していないハイブリッド核酸分
子を含む真核細胞は、前記修飾された第１の配列を有するハイブリッド核酸分子を含む同
じ真核細胞に比べて少なくとも１０％多い（第３の配列によりコードされている）既定の
ペプチドを発現する。
【００３３】
　ハイブリッド核酸分子とスクリーニングすべき干渉性核酸との間の相互作用を可能にす
るためには、干渉性核酸の配列およびハイブリッド核酸分子の第２の配列が、当業者にと
って周知である塩基Ａ－Ｔ／Ａ－ＵおよびＧ－Ｃの相補性に応じて、少なくとも部分的に
相補的である必要がある。
【００３４】
　本発明において、「少なくとも部分的に相補的」なる文言は、スクリーニングすべき干
渉性核酸を構成する大部分のヌクレオチドが、ハイブリッド核酸分子の第２の配列を定義
するヌクレオチドと相補的であることを意味する。詳細には、スクリーニングすべき干渉
性核酸のヌクレオチドおよびハイブリッド核酸分子の第２の配列を構成するヌクレオチド
が、９０％超、有利には９５％超、特に９９％超、詳細には１００％の相補性を示すこと
、または換言すると、２つの分子が、１０％未満、５％未満、特に１％未満、詳細には０
％のミスマッチを有することが有利である。干渉性核酸分子の第２の配列が、約２０個の
ヌクレオチドで構成されている場合、相補性が完全であることが極めて有利である。
【００３５】
　本発明は、実際には、翻訳開始配列の修飾が、マーカーとして役立つ既定のペプチドの
より小さい発現を可能にし、したがって干渉性核酸の効能が試験される場合に発現変動、
特に発現増大をより正確に視覚化することを可能にする。
【００３６】
　本発明に係る方法は、有利には、以下のステップを含む：
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－　ハイブリッド核酸分子のトランスフェクションという技術的現状で周知の技術により
ＲＮＡ干渉を実現することのできる真核細胞の形質転換で構成される第１のステップ。こ
れは特に電気穿孔法、リン酸カルシウムでの形質転換、リポフェクション、ウイルス感染
さらにはヌクレオフェクションである得る。真核細胞の形質転換のこれらの例が、例示目
的で提供されるが、本発明の範囲を限定することはできない。
【００３７】
　一時的または安定した形でひとたび形質転換されると、上述の細胞は、干渉性核酸のス
クリーニングのためにいつでも利用可能な状態となる。つねに形質転換された同じ細胞を
単なる細胞培養により使用できるように、安定した形で形質転換された細胞（すなわち前
記ハイブリッド核酸分子をそのゲノム内に組込んだ細胞）を入手することが有利であり得
る。
【００３８】
－　第２のステップでは、先のステップで形質転換された１つまたは複数の細胞は、前記
スクリーニングすべき干渉性核酸を前記細胞内に導入するために、当業者にとって周知の
従来の手段によってもう一度形質転換される。
【００３９】
－　一方ではハイブリッド核酸分子およびスクリーニングすべき干渉性核酸の集団でこの
ように形質転換された細胞は、当業者が自らのＲＮＡ干渉についての一般的知識を用いて
、利用される細胞のタイプに応じて容易に決定することのできる既定の時間の間、ＲＮＡ
干渉プロセスを実施できるようにするため、第３のステップにおいて培養される。
【００４０】
－　前記既定の時間が終了すると、細胞は、このとき第４のステップにおいて、前記ハイ
ブリッド核酸分子によりコードされた前記既定のペプチドの発現率、すなわち存在、不在
または数量を測定するために分析される。既定のペプチドのこの存在、不在または数量は
、前記ハイブリッド核酸分子で形質転換されたもののスクリーニングすべき干渉性核酸を
用いては形質転換されていない、またはハイブリッド核酸分子内に標的（すなわち相補的
配列）を有していない干渉性核酸でトランスフェクトされた前記細胞により発現される、
前記同じ既定のペプチドの数量と比較して評価される。
【００４１】
　干渉性核酸で形質転換された細胞内の既定のペプチドの数量が、どの干渉性核酸でも形
質転換されなかった細胞またはハイブリッド核酸分子内に標的（すなわち相補的配列）を
有していない干渉性核酸でトランスフェクトされた細胞内のペプチドの数量以下であるま
たは１０％未満しかそれを上回っていない場合、前記干渉性核酸は考慮されないであろう
。反対に、干渉性核酸で形質転換された細胞内の既定のペプチドの数量が、どの干渉性核
酸でも形質転換されなかった細胞またはハイブリッド核酸分子内に標的（すなわち相補的
な配列）を有していない干渉性核酸でトランスフェクトされた細胞内のペプチドの数量を
少なくとも１０％上回っている場合には、前記干渉性核酸は、それが標的化する遺伝子の
発現または活性の活性化効果を及ぼすことから考慮されるであろう。
【００４２】
　少なくとも１０％の発現レベル差を測定するためには、化学発光または蛍光による検出
を用いて発出された光放射を定量的に検出することのできる従来の免疫検出技術を使用す
ることが可能である。
【００４３】
　例えば、ウエスタンブロット技術により目的ペプチドの免疫マーキングを実施し、化学
発光によりその数量を測定することができる。同様にして、ペプチドに対して導かれた抗
体が、蛍光マーカーに結合される場合、適切な波長での励起の後に発出された蛍光放射を
測定することによりその数量を測定することが可能である。
【００４４】
　ペプチド自体が、自家蛍光特性を備えている場合には、特にフローサイトメトリにより
、生きた細胞から直接その数量を測定することが可能である。
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【００４５】
　ハイブリッド核酸分子が、蛍光分子またはＦＲＥＴ間のエネルギー伝達を実施すること
のできる少なくとも２つのペプチドを、第３の配列を介しコードすることが同様に有利で
あり得る。第３の配列が、ＦＲＥＴを実施できる少なくとも２つのペプチドをコードする
特殊な場合においては、発現されたペプチドの数量、ひいては干渉性核酸の効果を、エネ
ルギー伝達の結果である蛍光発出を測定することによって、干渉性核酸により形質転換さ
れたまたはされていないハイブリッド核酸分子で形質転換された生きた細胞上で直接測定
することができる。
【００４６】
　要約すると、本発明に係る方法は、
－　遺伝子の発現および／または、
－　遺伝子および／または前記遺伝子の転写リボ核酸の活性、
を増大させる干渉性核酸のスクリーニング方法において、
前記干渉性核酸が、少なくとも部分的に、前記遺伝子または前記ＲＮＡと配列相補性を有
する方法であって、
１－　翻訳を開始することを目的とする第１の非コード配列と、
－　スクリーニングすべき前記干渉性核酸の配列と少なくとも部分的に相補的である第２
の配列と、
－　第１の配列のシス翻訳制御下にあり、少なくとも１つの既定のペプチドをコードする
第３のヌクレオチド配列と、
を含むハイブリッド核酸分子を、特にＲＮＡに対する干渉を行なうことのできる真核細胞
内に導入するステップであって、
前記第１の配列が、少なくとも１つのヌクレオチドの置換、欠失または付加により修飾さ
れ、こうして前記少なくとも１つのペプチドの翻訳レベルが、特に最適なその未修飾バー
ジョンにおける前記第１の配列の制御下での前記少なくとも１つのペプチドの翻訳レベル
に比べて少なくとも１０％低減されるようになっているステップと、
２－　干渉性核酸を先行するステップで得た真核細胞内に導入するステップと、
３－　前記少なくとも１つのペプチドの発現を測定するステップと、
を含む方法、である。
【００４７】
　この方法により、前記少なくとも１つのペプチドの発現レベルが、ステップ１で得られ
た、ただし、いかなる干渉性核酸でも、または前記ハイブリッド核酸分子の第２の配列と
いかなる配列相補性も有していない干渉性核酸でも形質転換されていない真核細胞により
発現された前記ペプチドの発現レベルよりも１０％上回っている場合、１０％超のこの発
現増大を可能にした干渉性核酸は、本発明に係る目的干渉性核酸である、との結論を下す
ことが可能になる。
【００４８】
　逆の場合、試験された干渉性核酸は、標的化された遺伝子の発現または活性の増大特性
を有していないことから保存されない。
【００４９】
　ここで、本発明において、ハイブリッド核酸分子は、リボ核酸（ＲＮＡ）、または１本
鎖または２本鎖のデオキシリボ核酸（１本鎖ＤＮＡまたは２本鎖ＤＮＡ）である点に留意
されたい。有利には、ハイブリッド核酸分子は、デオキシリボ核酸分子である。
【００５０】
　有利には、本発明は、前記第１の配列が、リボソーム内部進入部位つまりＩＲＥＳ、ま
たはＲＮＡキャップ（５’ＣＡＰ）の下流側の翻訳開始コザック配列である、上述の方法
に関する。
【００５１】
　翻訳の開始は、コザック配列の存在によって発生する。しかしながら、翻訳開始を可能
にするためには、リボソームおよび翻訳装置全体がメセンジャーＲＮＡ上に「負荷されて
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」いる必要がある。このような「負荷」は、ＲＮＡキャップ（５’ＣＡＰ）を用いてかま
たはリボソーム進入内部配列つまりＩＲＥＳを用いて操作される。これらの配列（５’Ｃ
ＡＰ／ＩＲＥＳ）は、同様に、それらが負荷されているメセンジャーＲＮＡを安定化させ
、さらにはメセンジャーＲＮＡをそれらの翻訳部位に向かって移出する能力をも有してい
る。
【００５２】
　ＲＮＡキャップ（５’ＣＡＰ）は、真核細胞内でメセンジャーＲＮＡの５’末端に見出
される修飾されたヌクレオチドである。これは、核内に局在化した複数の酵素の連続的作
用によって導入される転写後修飾である。キャップは、トリホスフェート５－５’結合に
より転写されたメセンジャーＲＮＡの第１のヌクレオチドに連結されたＮ７位でメチル化
されたグアノシンで構成される。
【００５３】
　ＩＲＥＳは、キャップの存在および走査機序とは無関係に、開始コドンレベルでリボソ
ームを直接動員することを可能にする。ＩＲＥＳは、リボソームまたは翻訳開始因子と直
接相互作用するｍＲＮＡの構造化された領域である。
【００５４】
　有利な一実施形態において、本発明は、核酸分子が前記第３の配列の上流側または５’
位に位置づけされた前記第１の配列を含んでいる、以上で定義された方法に関する。
【００５５】
　第３の配列のシス調節をコーディネートするためには、ハイブリッド核酸分子の第１の
配列が、既定のペプチドをコードする第３の配列の上流側に位置づけされることが有利で
ある。こうして、第１および第３の配列は、直接結合されるか隣接することができるが、
同様に、第２の配列または他のあらゆる配列のいずれであろうと、別の配列により分離さ
れていることも可能である。
【００５６】
　別の有利な実施形態によると、本発明は、前記第２の配列が、
－　前記第１の配列の５’位、または
－　前記第１の配列の３’位および前記第３の配列の５’位、または、
－　前記第３の配列の３’位、
に位置づけされるか、または
－　前記第３の配列内に含まれている、
上述の方法に関する。
【００５７】
　ハイブリッド核酸分子の配列の異なるシークエンシングの可能性が図１によって例示さ
れている。
【００５８】
　別の有利な実施形態においては、本発明は、前記核酸分子が、場合によって１つのベク
ター内に含まれる特に２本鎖のデオキシリボ核酸分子、または特に１本鎖のリボ核酸分子
である、以上で記載された通りの方法に関する。
【００５９】
　先に言及した通り、ハイブリッド核酸分子は真核細胞内に導入される。このハイブリッ
ド核酸分子は、前記真核細胞内に以下のような異なる形態で導入することができる：
－　前記第３の配列によりコードされた前記少なくとも１つのペプチドを翻訳するため、
真核細胞の翻訳装置により取込まれる、１本鎖のリボ核酸またはＲＮＡの形態、
－　その後真核細胞の細胞機構によってＲＮＡに転写され次に翻訳されなければならない
、特に２本鎖のデオキシリボ核酸すなわちＤＮＡの形態。この場合、ハイブリッド核酸分
子が上述の３つの配列の他に、ＲＮＡの転写を可能にする配列を含むことが重要であろう
。
－　前記ハイブリッド核酸配列を含むＤＮＡベクターの形態。このベクターは、ハイブリ
ッド核酸分子の転写を可能にする手段、特にプロモータおよび付随的には転写を増大する
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配列（エンハンサー）を含む。このとき、ベクターは、自律的に複製できるように真核生
物またはウイルスの複製起点を含み得る円形ベクター、または真核細胞内へのその組込み
を刺激するように線形ベクターであり得る。その上、前記ベクターが、例えば非限定的に
、
・　ピューロマイシン、ネオマイシン／Ｇ１４８、ブラスチシジンさらにはゼオシンなど
の一定の抗生物質に対する耐性を可能にするペプチドをコードする配列、
・　緑色蛍光タンパク質などの自家蛍光タンパク質のコード配列、または
・　例えばチミジン・キナーゼなどの、発現する細胞上で負の選択を行なうタンパク質を
コードする配列、
など、前記ベクターを自らのゲノム内に組込んだ細胞を選択できるようにするタンパク質
をコードする１つ以上の配列を含むことが有利である。
【００６０】
　さらに一層有利には、本発明は、前記第１の配列が、その未修飾バージョンにおいて下
記配列、

により表わされるコザック配列であり、ここでＲはプリン、ｓはＧまたはＣ、ｍはＡ／Ｕ
またはＣを表わしている上述の方法に関する。
【００６１】
　ここで問題となっているのは、少なくとも１つのヌクレオチドの削除、または欠失また
は挿入によって修飾されなければならないハイブリッド核酸分子の第１の配列に対応する
この配列番号１の配列である。
【００６２】
　さらに別の実施形態において、本発明は、
－　ハイブリッド核酸分子が特に２本鎖のデオキシリボ核酸分子である場合、その未修飾
バージョンにおける前記第１の配列は、

という配列によって表わされるか、あるいは、
－　ハイブリッド核酸分子が特に１本鎖リボ核酸分子である場合、その未修飾バージョン
における前記第１の配列は、

という配列によって表わされる、
以上で定義された方法に関する。
【００６３】
　同様に、配列番号２の配列は、以下の異なる配列を網羅する：



(12) JP 2017-528151 A 2017.9.28

10

20

30【００６４】
　同様にして、配列番号３の配列は、以下の異なる配列を網羅する：
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【００６５】
　有利には、本発明は、第１の配列が、その修飾バージョンにおいて、

の配列の１つを含むかまたはこの配列で構成されるコザック配列である、上述の方法に関
する。
【００６６】
　当該発明者らは、意外なことに、コザック配列の翻訳開始コドンの前にダブレットＡ（
Ｔ／Ｕ）を挿入すること、またはコザック配列の翻訳開始コドンの後でＧをＴへ置換する
ことが、突然変異したこれらのコザック配列の制御下での全配列の翻訳効率に対して一定
の効果を有していることを確認した。
【００６７】
　さらに一層有利には、本発明は、前記第１の配列がその修飾バージョンにおいて、
－　ハイブリッド核酸分子が、特に２本鎖のデオキシリボ核酸である場合には、下記配列
のいずれか１つ：
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－　ハイブリッド核酸分子が、特に１本鎖のリボ核酸である場合には、下記配列のいずれ
か１つ：
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を含むかまたはこれにより構成されているコザック配列である、上述の方法に関する。
【００６８】
　さらに一層有利には、本発明は、前記第１の配列が、その修飾バージョンにおいて、配
列番号３８～１０１の配列のいずれか１つを含むまたはそれにより構成されるコザック配
列である、上述の方法に関する。
【００６９】
　なお一層有利には、本発明は、前記第１の配列が、その修飾バージョンにおいて、配列
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番号４３、配列番号４６、配列番号５２、配列番号５９、配列番号６２、配列番号６８、
配列番号７５、配列番号７８、配列番号８４、配列番号９１、配列番号９４および配列番
号１００の配列のいずれか１つを含むかまたはそれにより構成されるコザック配列である
、上述の方法に関する。
【００７０】
　本発明は、こうして、有利には、
－　遺伝子の発現および／または、
－　遺伝子および／または前記遺伝子の転写リボ核酸の活性、
を増大させる干渉性核酸のスクリーニング方法において、
前記干渉性核酸が、少なくとも部分的に、前記遺伝子または前記ＲＮＡと配列相補性を有
する方法であって、
－　配列番号１を含むかまたは配列番号１で構成され、修飾されている、翻訳を開始する
ことを目的とする第１の非コード配列と、
－　スクリーニングすべき前記干渉性核酸の配列と少なくとも部分的に相補的である第２
の配列と、
－　第１の配列のシス翻訳制御下にあり、少なくとも１つの既定のペプチドをコードする
第３のヌクレオチド配列と、
を含むハイブリッド核酸分子を、特にＲＮＡに対する干渉を行なうことのできる真核細胞
内に導入するステップを含み、
修飾された前記第１の配列が、配列番号３８～１０１、特に配列番号４３、配列番号４６
、配列番号５２、配列番号５９、配列番号６２、配列番号６８、配列番号７５、配列番号
７８、配列番号８４、配列番号９１、配列番号９４および配列番号１００の配列のいずれ
か１つを含むかまたはそれにより構成される方法に関する。
【００７１】
　前述の定義は、変更すべきところは変更して適用される。
【００７２】
　こうして、有利には、本発明は、
－　遺伝子の発現および／または、
－　遺伝子および／または前記遺伝子の転写リボ核酸の活性、
を増大させる干渉性核酸のスクリーニング方法において、
前記干渉性核酸が、少なくとも部分的に、前記遺伝子または前記ＲＮＡと配列相補性を有
する方法であって、
－　翻訳を開始することを目的とする第１の非コード配列と、
－　スクリーニングすべき前記干渉性核酸の配列と少なくとも部分的に相補的である第２
の配列と、
－　第１の配列のシス翻訳制御下にあり、少なくとも１つの既定のペプチドをコードする
第３のヌクレオチド配列と、
を含むハイブリッド核酸分子を、特にＲＮＡに対する干渉を行なうことのできる真核細胞
内に導入するステップを含み、
修飾された前記第１の配列が、配列番号３８～１０１、特に、配列番号４３、配列番号４
６、配列番号５２、配列番号５９、配列番号６２、配列番号６８、配列番号７５、配列番
号７８、配列番号８４、配列番号９１、配列番号９４および配列番号１００の配列のいず
れか１つを含むかまたはそれにより構成される方法に関する。
【００７３】
　本発明は、さらに一層有利には、前記第２の配列が、スクリーニングすべき前記干渉性
核酸の配列と少なくとも部分的に相補的である１８～１００００個のヌクレオチド、特に
１８～１０００個、詳細には１８～５００個、より詳細には１８～１００個のスクリーニ
ングすべき前記干渉性核酸の配列と少なくとも部分的に相補的である連続するヌクレオチ
ドを含んでいる、上述の方法に関する。
【００７４】
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　本発明に係る干渉性核酸をスクリーニングする可能性を増加させるためには、低分子干
渉性ＲＮＡの最小サイズであるヌクレオチド１８個未満には決してならない大きいサイズ
の第３の配列を有するハイブリッド核酸分子を入手することが望ましい。
【００７５】
　第３の配列の有利なサイズは、ヌクレオチド１８～５００個であり、これは、配列が

個のヌクレオチドを含み得ることを意味する。
【００７６】
　有利には、本発明は、前記少なくとも１つのペプチドが、ラベル付けされているまたは
されていない天然または組換え型のタンパク質、特に自家蛍光タンパク質である、以上で
定義された方法に関する。
【００７７】
　したがって、第３の配列は、１つ以上のペプチド、特に、ラベル（またはタグ）ＦＬＡ
Ｇ、ＨＡ、Ｖ５、ＭＹＣ、ＨＩＳなどの免疫原性ペプチドを用いてラベル付けされ得るか
、またはＧＦＰ、ＣＦＰ、ＲＦＰ、ｍＣｈｅｒｒｙなどの蛍光タンパク質でラベル付けさ
れ得る１つ以上のタンパク質をコードする。このリストは限定的なものではなく、本発明
の範囲を制限することはできない。
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【００７８】
　より有利には、使用されるペプチドは、配列番号１０２の配列によりコードされるｅＧ
ＦＰ、配列番号１０３の配列によりコードされるマウスサイクリンＤ１（ＣＤ１）、配列
番号１０４の配列によりコードされるマウスＨｒａｓタンパク質、または配列番号１０５
の配列によりコードされるエクスポーチン１（ＸＰＯ）である。有利なラベルは、以下の
通りである：配列番号１０６の配列によりコードされるＦＬＡＧ（Ｆｌａｇ）ラベル、配
列番号１０７の配列によりコードされるＨＡラベル、配列番号１０８の配列によりコード
されるＮｔａｇラベル、配列番号１０９の配列によりコードされるＶ５ラベル、配列番号
１１０の配列によりコードされるＭｙｃラベル、あるいは配列番号１１１の配列によりコ
ードされるＣｔａｇラベルである。
【００７９】
　同様に、本発明の枠内で使用可能なラベル付けされたペプチドは、特に、配列番号１１
２の配列によりコードされるＭｙｃ－ＸＰＯ、配列番号１１３の配列によりコードされる
ＸＰＯ－Ｖ５、配列番号１１４の配列によりコードされるＭｙｃ－ＸＰＯ－Ｖ５、配列番
号１１５の配列によりコードされるＨａ－ＣＤ１である。
【００８０】
　本発明は、さらに、
－　翻訳を開始することを目的とする第１の非コード配列と、
－　少なくとも１つの干渉性核酸と少なくとも部分的に相補的である第２の配列と、
－　第１の配列のシス翻訳制御下にあり、少なくとも１つの既定のペプチドをコードする
第３のヌクレオチド配列と、
を含むハイブリッド核酸分子において、
前記第１の配列が、少なくとも１つのヌクレオチドの置換、欠失または付加により修飾さ
れ、こうして前記少なくとも１つのペプチドの翻訳レベルが、特に最適なその未修飾バー
ジョンにおける前記第１の配列の制御下での前記少なくとも１つのペプチドの翻訳レベル
に比べて少なくとも１０％低減されるようになっている、ハイブリッド核酸分子に関する
。
【００８１】
　このようなハイブリッド核酸分子は新規であり、由来およびゲノム局在性が異なる分子
のフラグメントで構成された人工的分子であるため、天然には存在しない。
【００８２】
　有利には、本発明は、前記第１の配列が、リボソーム内部進入部位つまりＩＲＥＳまた
はキャップ（５’ｃａｐ）の下流側の、コザックタイプの転写開始配列である、以上で定
義されている通りのハイブリッド核酸分子に関する。
【００８３】
　別の有利な実施形態において、本発明は、前記第１の配列が、その未修飾バージョンに
おいて下記配列、

により表わされるコザック配列であり、ここでＲはプリン、ｓはＧまたはＣ、ｍはＡ／Ｕ
またはＣを表わしている、上述のハイブリッド核酸分子に関する。
【００８４】
　有利には、本発明は、前記第１の配列が、その未修飾バージョンにおいて、配列番号４
～配列番号３５の配列の１つを含むかまたはそれにより構成されているコザック配列であ
る、上述のハイブリッド核酸分子に関する。
【００８５】
　別の有利な実施形態において、本発明は、修飾された前記第１の配列が、
－　ハイブリッド核酸分子が、特に２本鎖のデオキシリボ核酸分子である場合には、配列
番号３８～６９の配列のいずれか１つ、
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－　ハイブリッド核酸分子が、特に１本鎖のリボ核酸分子である場合には、配列番号７０
～１０１の配列のいずれか１つ、
の中から選択される、以上で定義された通りのハイブリッド核酸分子に関する。
【００８６】
　さらに一層有利には、本発明は、前記核酸分子が配列番号１１６、配列番号１１７、配
列番号１１８、配列番号１１９、配列番号１２０、配列番号１２１、配列番号１２２、配
列番号１２３、配列番号１２４、配列番号１２５、配列番号１２６、配列番号１２７およ
び配列番号１２８の配列分子の中から選択される、以上で定義されたハイブリッド核酸分
子に関する。
【００８７】
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【００８８】
　上記表中、突然変異したバージョンでの第１の配列は、枠に囲まれて示されている。
【００８９】
　ハイブリッド核酸分子のこれらの例は、非限定的に、本発明により網羅されている異な
る可能性を例示しており、例えば：
－　配列番号１２８の配列中、第１の配列は枠で囲まれ、第２の配列は第１の配列の３’
にあり、第３の配列は、第１の配列の５’にある。このハイブリッド核酸分子は、理想的
には、ペプチドＦＬＡＧの発現を増大させる核酸を選択することを可能にする。
－　配列番号１２６または１２５の配列中、第１の配列は枠で囲まれ、第２の配列は第１
の配列の３’にあり、第３の配列は、第２の配列の３’にある。このハイブリッド核酸分
子は、理想的には、それぞれペプチドＨＡまたはＦＬＡＧの発現を増大させる核酸を選択
することを可能にする。
【００９０】
　当然のことながら、以上で言及されている通り、第２および第３の配列は重ね合わされ
てよい。すなわち、第２の配列の一部分は、第３の配列に対応する。したがって、同様に
、配列番号１１６～１２８の配列により例示されるハイブリッド核酸分子は、マウスまた
はヒトのサイクリンＤ１タンパク質さらにはＲａｓタンパク質に対する干渉性核酸を選択
することを可能にする。
【００９１】
　上述の配列の各々は、（配列番号の下の）その名称中でＳＴＯＰ（配列番号１２５およ
び１２６の配列中で強調されているコドン）と記載されていない場合には、終止コドンＴ
ＡＧ、ＴＡＡまたはＴＧＡによって終結される。
【００９２】
　塩基の相補性のため、当業者は、ＲＮＡについての上述の配列の対応を決定することが
できる。
【００９３】
　有利には、上述のハイブリッド核酸分子は、ベクター内、特に真核生物ベクター内に含
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まれる。
【００９４】
　より有利には、ベクターは本質的に、以下の配列で構成される：特に配列番号１２９ま
たは１３０の配列の１つにより表わされるｐＢＡＢＥ、または特に配列番号１３１の配列
によって表わされるＭＳＣＶ。
【００９５】
　その上、本発明は、以上で定義された通りの少なくとも１つのハイブリッド核酸分子を
含む真核細胞に関する。本発明は同様に、以上で定義された通りの少なくとも１つのハイ
ブリッド核酸分子を含む動物、特に哺乳動物、詳細にはゲッ歯類にも関する。
【００９６】
　本発明は、ＲＮＡ干渉能力を有するあらゆるタイプの真核細胞を包含する。当業者であ
れば、インビトロで培養された真核細胞についての自らの一般的知識を用いて、適切な細
胞を容易に識別し、それに対し以上に定義された核酸分子を導入するための形質転換また
はトランスフェクション方法を決定することができる。
【００９７】
　本発明はさらに、
－　先に定義された通りの、翻訳を開始することを目的とする第１の非コード配列と、
－　先に定義された通りの、第１の配列のシス翻訳制御下にあり、少なくとも１つの既定
のペプチドをコードする第３のヌクレオチド配列と、
　さらに、干渉性核酸と相補的な配列を有する核酸分子の挿入を可能にする、制限酵素に
よる少なくとも１つの切断部位と、
を含む中間ハイブリッド核酸分子において、
前記第１の配列が、少なくとも１つのヌクレオチドの置換、欠失または付加により修飾さ
れ、こうして前記少なくとも１つのペプチドの翻訳レベルが、特に最適なその未修飾バー
ジョンにおける前記第１の配列の制御下での前記少なくとも１つのペプチドの翻訳レベル
に比べて少なくとも１０％低減されるようになっている、中間ハイブリッド核酸分子に関
する。
【００９８】
　有利には、本発明は、前記第１の配列が、その未修飾バージョンにおいて下記配列、

により表わされるコザック配列であり、ここでＲはプリン、ｓはＧまたはＣ、ｍはＡ／Ｕ
またはＣを表わしており、かつ特に前記第１の配列が、その修飾バージョンにおいて配列
番号４または配列番号５の配列の１つを含む、またはそれにより構成されるコザック配列
である、上述の分子に関する。
【００９９】
　この中間ハイブリッド核酸分子は、実際には、上述のハイブリッド核酸分子の基本構造
であり、前記制限酵素による少なくとも１つの切断部位は、前記遺伝子の発現および／ま
たは前記遺伝子および／または前記遺伝子の転写リボ核酸の活性を増大させる干渉性核酸
をスクリーニングすることが望ましい遺伝子に応じて、前記第２の配列のクローニングを
可能にする。
【０１００】
　本発明は同様に、遺伝子の発現および／または遺伝子および／または前記遺伝子の転写
リボ核酸の活性を増大させる干渉性核酸の、特にインビトロでのスクリーニングのための
、先に定義された通りの少なくとも１つの核酸分子の使用に関する。
【０１０１】
　その上、本発明は、
－　先に説明された通りの少なくとも１つのハイブリッド核酸分子と、
－　少なくとも１つの真核細胞と、
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を含むキットまたはパッケージにも関する。
【０１０２】
　本発明に係るパッケージまたはキットは同様に、
－　先に説明された通りの少なくとも１つのハイブリッド核酸分子と、
－　前記ハイブリッド核酸分子による真核細胞の形質転換手段と、
を含むこともできる。
【０１０３】
　本発明に係るパッケージまたはキットは同様に、
－　先に説明された通りの少なくとも１つのハイブリッド核酸分子と、
　○前記ハイブリッド核酸分子による真核細胞の形質転換手段および／または
　○ＲＮＡ干渉能力を有する少なくとも１つの真核細胞と、
を含むこともできる。
【０１０４】
　使用される形質転換手段は、リン酸カルシウムでの細胞の形質転換手段、リポゾームで
の形質転換手段、ポリカチオン性作用物質での形質転換手段、さらにはエレクトロロケー
ションまたはヌクレオフェクションによる形質転換手段であり得る。
【０１０５】
　本発明は同様に、
－　真核細胞内に含まれている、以上で定義された通りの少なくとも１つの核酸分子と、
－　干渉性核酸による前記細胞の形質転換手段と、
を含むキットまたはパッケージにも関する。
【０１０６】
　以上の記述全体において、細胞の「形質転換」なる用語は、考慮対象の真核細胞内への
外因性核酸分子の導入の意味で使用されている。したがって、当業者であれば、この形質
転換なる概念が、技術的現状において一般的に使用されている「トランスフェクション」
の概念に対応していることを理解するものであろう。
【０１０７】
　本発明は、以下で説明する図および実施例に照らして、より良く理解することができる
。
【図面の簡単な説明】
【０１０８】
【図１】本発明に記載の異なるタイプのハイブリッド核酸分子を概略的に描く。１は第１
の配列を概略的に表わし、２は第２の配列を概略的に表わし、３は第３の配列を概略的に
表わす。３＊は、第２の配列が中に挿入された第３の配列を表わす。ｎは、第１、第２お
よび第３の配列のいずれでもない配列を表わす。
【図２】突然変異していない第１の配列を有するハイブリッド核酸分子の第１の配列（上
の図表）、および楕円により表示されているジヌクレオチドＡＴの挿入による突然変異し
た第１の配列を有するハイブリッド核酸分子の第１の配列（上の図表）の配列決定に由来
する図表を表わす。
【図３】配列番号１２０のハイブリッド核酸分子と、試験対象の干渉性核酸分子の配列と
のアライメントを表わす。配列番号（ＳＥＱ　ＩＤ）が標示されている。
【図４】配列番号１２０のハイブリッド核酸分子を有し、ｓｉＲＮＡ：配列番号１３８（
１）、配列番号１４０（３）、配列番号１４２（５）、配列番号１４４（７）、対照の配
列番号１６１／１６２（Ｔ．）、配列番号１５０（Ｆ３）、配列番号１５２（Ｆ５）、配
列番号１５３（Ｆ６）または配列番号１５４（Ｆ－Ｍ）でトランスフェクトされた細胞か
ら実施されたウエスタンブロット法を表わす。タンパク質は、抗ＨＡ抗体（Ｂ．）を用い
て顕示される。対照群として、タンパク質負荷は、抗アクチン抗体（Ａ．）を用いて顕示
される。
【図５】配列番号１２０のハイブリッド核酸分子を有し、トランスフェクトされていない
（－）または対照ｓｉＲＮＡ：配列番号１６１／１６２（Ｔ．）、配列番号１４６（Ｆ－
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Ｎ）、配列番号１４９（Ｆ２）、配列番号１４８（Ｆ）、配列番号１４２（５）または配
列番号１４５（ＣＴ）でトランスフェクトされた細胞から実施されたウエスタンブロット
法を表わす。タンパク質は、抗ＨＡ抗体（Ｂ．）を用いて顕示される。対照群として、タ
ンパク質負荷は、抗アクチン抗体（Ａ．）を用いて顕示される。
【図６Ａ－６Ｂ】ハイブリッド核酸分子の第１の配列の突然変異効果の比較を表わす。
【図６Ａ】対照ｓｉＲＮＡ：配列番号１６１／１６２（Ｔ．）、配列番号１５０（Ｆ３）
または配列番号１５４（Ｆ－Ｍ）でトランスフェクトされた配列番号１３６のハイブリッ
ド核酸分子を有する細胞から実施されたウエスタンブロット法を表わす。タンパク質は、
抗ＨＡ抗体（Ｂ．）を用いて顕示される。対照群として、タンパク質負荷は、抗アクチン
抗体（Ａ．）を用いて顕示される。
【図６Ａ】対照ｓｉＲＮＡ：配列番号１６１／１６２（Ｔ．）、配列番号１５０（Ｆ３）
または配列番号１５４（Ｆ－Ｍ）でトランスフェクトされた配列番号１２０のハイブリッ
ド核酸分子を有する細胞から実施されたウエスタンブロット法を表わす。タンパク質は、
抗ＨＡ抗体（Ｂ．）を用いて顕示される。対照群として、タンパク質負荷は、抗アクチン
抗体（Ａ．）を用いて顕示される。
【図７】配列番号１４６（Ｂ）、配列番号１４７（Ｃ）、配列番号１４８（Ｄ）、配列番
号１４９（Ｅ）、配列番号１５０（Ｆ）、配列番号１５１（Ｇ）、配列番号１５２（Ｈ）
、配列番号１５３（Ｉ）、配列番号１５５（Ｊ）、配列番号１５６（Ｋ）、配列番号１５
４（Ｌ）、配列番号１３７（Ｍ）、配列番号１３８（Ｎ）、配列番号１３９（Ｏ）、配列
番号１４０（Ｐ）、配列番号１４１（Ｑ）、配列番号１４２（Ｒ）、配列番号１４３（Ｓ
）、配列番号１４４（Ｔ）または配列番号１４５（Ｕ）のｓｉＲＮＡの１つでトランスフ
ェクトされた配列番号１の配列を有する細胞内のＣＤ１の発現数量を、配列番号１２０の
配列を有し対照ｓｉＲＮＡ（配列番号１６１／１６２）でトランスフェクトされた細胞と
比較して表わす、ＦＲＥＴの結果のヒストグラムを表わす。結果は、百分率で表現されて
いる。対照群として、トランスフェクトされていない細胞について得た結果が提示されて
いる（Ｕ）。発現を増大させたｓｉＲＮＡは、矢印で標示されている。
【図８】配列番号１２１のハイブリッド核酸分子を有し、ｓｉＲＮＡ：配列番号１３９（
２）、配列番号１４０（３）、配列番号１４２（５）、配列番号１４４（７）、対照の配
列番号１６１／１６２（Ｔ．）、配列番号１５０（Ｆ３）、配列番号１５２（Ｆ５）、配
列番号１５３（Ｆ６）または配列番号１５４（Ｆ－Ｍ）でトランスフェクトされた細胞か
ら実施されたウエスタンブロット法を表わす。タンパク質は、抗ＨＡ抗体（Ｂ．）を用い
て顕示される。対照群として、タンパク質負荷は、抗アクチン抗体（Ａ．）を用いて顕示
される。
【図９】配列番号１２１のハイブリッド核酸分子を有し、ｓｉＲＮＡ：配列番号１３９（
２）、配列番号１４０（３）、配列番号１４２（５）、配列番号１４４（７）、対照の配
列番号１６１／１６２（Ｔ．）、配列番号１５０（Ｆ３）、配列番号１５２（Ｆ５）、配
列番号１５３（Ｆ６）または配列番号１５４（Ｆ－Ｍ）でトランスフェクトされた細胞か
ら実施されたウエスタンブロット法を表わす。タンパク質は、抗ＨＡ抗体（Ｂ．）を用い
て顕示される。対照群として、タンパク質負荷は、抗アクチン抗体（Ａ．）を用いて顕示
される。
【図１０】マウスコザック配列（Ａ）、ＡＴ挿入による突然変異したマウスコザック配列
（Ｂ）、または最適化されたコザック配列（Ｃ）を伴う構築体を有する細胞内での（恣意
的単位での）ＣＤ１発現数量を表わすＦＲＥＴの結果のヒストグラムを表わす。エラーバ
ーは、３つの独立した実験について得られた標準偏差を標示している。
【図１１】マウスコザック配列（Ａ）、ＡＴ挿入による突然変異したマウスコザック配列
（Ｂ）、または最適化されたコザック配列（Ｃ）を伴う構築体を有する細胞から実施され
たウエスタンブロット法を表わす。サイクリンＤ１のレベルは、抗サイクリン抗体Ｄ１（
１．ＲＢ－０１０－ＰＡＢＸ（ＡＢ３）、Ｆｉｓｈｅｒ　ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を用い
て顕示される。対照群として、タンパク質負荷は、抗アクチン抗体（２．ａｂ６２７６、
Ａｂｃａｍ）を用いて顕示される。
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【図１２】マウスコザック配列（Ａ）、ＡＴ挿入による突然変異したマウスコザック配列
（Ｂ）または最適化されたコザック配列（Ｃ）を伴う構築体を有する細胞内のサイクリン
Ｄ１メセンジャーＲＮＡの存在量を示すヒストグラムを表わす。
【図１３】異なるｓｉＲＮＡ：非関連対照（Ａ）；配列番号１４９／１５０のｓｉＲＮＡ
（Ｂ）；配列番号１５５のｓｉＲＮＡ（Ｃ）、配列番号１５４のｓｉＲＮＡ（Ｄ）および
配列番号１４２のｓｉＲＮＡ（Ｃ）を用いて処理された以下の構築体のうちの１つを有す
る細胞内での（恣意的単位での）ＣＤ１発現数量を表わすＦＲＥＴの結果のヒストグラム
を表わす：－　マウスコザックの制御下でＮ末端において、ＡＴ挿入を有するサイクリン
Ｄ１（Ｎｔａｇ－ｍＫｏｚＡＴ）を用いてサイクリンＤ１ラベル付けされた構築体；黒色
の棒、－　マウスコザックの制御下でＮ末端において、サイクリンＤ１（Ｎｔａｇ－ｍＫ
ｏｚ）を用いてサイクリンＤ１ラベル付けされた構築体；白色の棒、－　マウスコザック
の制御下でＣ末端において、サイクリンＤ１ＡＴ（Ｃｔａｇ－ｍＫｏｚＡＴ）を用いてサ
イクリンＤ１ラベル付けされた構築体；灰色の棒、－　マウスコザックの制御下でＣ末端
において、ＡＴ挿入を有するサイクリンＤ１（Ｃｔａｇ－ｍＫｏｚＡＴ）を用いてサイク
リンＤ１ラベル付けされた構築体；斜線を有する棒、－　マウスコザックの制御下でＮ末
端において、発現を増大させるために最適化されたサイクリンＤ１（Ｎｔａｇ－ＫｏｚＯ
ＰＴ）を用いてサイクリンＤ１ラベル付けされた構築体；水平線を有する棒。
【実施例】
【０１０９】
　実施例１：配列番号３７の第１の配列（ＡＴ挿入）を含むハイブリッド核酸分子の構築
体の例
　配列番号３６の配列により表わされる突然変異した第１の配列を含む構築体を得るため
に、当該発明者らは、ＧｅｎｅＡｒｔ（登録商標）（Ｌｉｆｅ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）
キットを使用し、供給業者の使用説明書にしたがって、ＰＣＲによりジヌクレオチドＡＴ
を配列番号９のコザック配列内に導入することで、定方向突然変異誘発戦略を利用した。
【０１１０】
　簡単に言うと、挿入は、配列番号９の配列を含むマトリックスベクターおよび突然変異
／ＡＴ挿入を含むセンスおよびアンチセンスオリゴヌクレオチドを用いて行なわれる：
　

【０１１１】
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）は、以下の条件で行なわれる：
ステップ１：　マトリックス・プラスミドのメチル化：３７℃で２０分間
ステップ２：　ＰＣＲ／突然変異誘発
　ａ　９５℃で２分間のサイクル１回
　ｂ　９５℃で３０秒間のサイクル１回
　　　６０℃で３０秒間のサイクル１回
　　　６８℃で４分間のサイクル１回
　ｃ　ｂへの戻り、３５回
　ｄ　６８℃で５分間のサイクル１回
　ｅ　反応産物を保存するため、４℃で不定の時間にわたるサイクル１回
【０１１２】
　このようにして得たＰＣＲ産物はこのとき配列決定され、配列番号５９の配列を含むベ
クターが選択される。
【０１１３】
　図２は、配列決定の結果を示す。
【０１１４】
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　実施例２：配列番号３６の第１の配列（ＧからＴへの置換）を含むハイブリッド核酸分
子の構築体例
　ＡＴＧ直後に位置するＧをＴに置換することにより突然変異した第１の配列を含むハイ
ブリッド核酸分子を得るためには：
１．　Ｇに代ってＴ（例えばＦｌａｇに代ってＨＡ）で始まるタグをもってくることによ
りタグを置き換えること、または
２．　Ｔから始まるコドンによりコードされたアミノ酸を付加するためにトリプレット（
１コドン）の挿入を行なうこと。後続するレポーター・ペプチドの翻訳のリーディング・
フレームを保つためには、３個（または３の倍数個）の塩基を付加しなければならない。
【０１１５】
　コード配列の修飾が重要でない場合には、以下のオリゴヌクレオチドを用いて、実施例
１で標示された通りの定方向突然変異誘発を実現することも可能である：
　

Ｒはプリンである。
　

Ｙはピリミジンである。
【０１１６】
　実施例３：ハイブリッド核酸分子による真核細胞の形質転換例
　行なうべき実験に応じて、以下のような複数のトランスフェクション技術を用いること
ができる：
ａ．　リポフェクタミン（登録商標）３０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）でのトランスフ
ェクション：
　この方法は、ハイブリッド核酸構築体を用いて一時的に細胞を急速にトランスフェクト
することを可能にする。トランスフェクションは供給業者の使用説明書にしたがって実施
される。
ｂ．　有利な構築体を含むウイルスの産生後のウイルス感染：
　本発明に係るハイブリッド核酸分子を安定した形で発現する細胞を得るために、当該発
明者らは、ウイルス感染を利用した。
【０１１７】
　使用されるプロトコルは以下の通りである：
　１日目：指数関数的成長中の３×１０６個の２９３Ｔ細胞を、１０ｍＬの完全培地（Ｄ
ＭＥＭ、ウシ胎児血清１０％、ペニシリン、ストレプトマイシンおよびＬ－グルタミン）
の入った１００ｍｍ入りのボックス内に播種し、一晩中３７℃でインキュベートする。
【０１１８】
　２日目：トランスフェクションの２～３時間前に、培地を交換してｐＨ変動を制限する
。
【０１１９】
　管内に、以下のプラスミドを順番に添加する：
－　ハイブリッド核酸分子を含むＭＳＣＶベクターまたはレトロウイルスベクター、１２
μｇ、
－　Ｇａｇ－ｐｏｌプラスミド、６μｇ、
－　Ｅｃｏプラスミド（ＧＭＯ操作に関連する安全上の理由で使用される、マウス細胞に
特異的なウイルス認識タンパク質）、２μｇ。
【０１２０】
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　その後、５００μＬの滅菌水をベクターに添加する。次に５００μＬの２×ＨＢＳ緩衝
液を添加し、全体を撹拌するが、それでもヴォルテックス撹拌は行わない。最後に、ｐＨ
５．５のＣａＣｌ２溶液５０μＬを添加し、混合物を撹拌するが、それでもヴォルテック
ス撹拌は行わない。ＨＳＢ２×培地は、以下のように調製する：すなわち０．８ｇのＮａ
Ｃｌ、０．０２７ｇのＮａ２ＨＰ０４・２Ｈ２Ｏおよび１．２ｇのＨＥＰＥＳを９０ｍｌ
の体積の精製水中に溶解させる。０．５ＮのＮａＯＨを用いてｐＨを７．０５に調製し、
精製水で体積を１００ｍＬに調整する。０．２２μｍの孔を有するフィルターを通してろ
過することによって溶液を滅菌し、溶液を５ｍＬのアリコートにしてから、最長１年間に
わたり－２０℃で凍結させる。
【０１２１】
　混合物を、随時穏やかに撹拌しながら、周囲温度で２０～３０分間放置する。
【０１２２】
　その後、混合物を培地に添加し、細胞を一晩中３７℃でインキュベートする。
【０１２３】
　３日目：３日目の朝、培地の約半分を交換する。その後、培地を４℃で保存する。この
作業を６時間おきに繰り返し、上清を４℃で保存する。夜間に上清を混合し、場合によっ
て一晩中、１００００ｒｐｍで遠心分離する。
【０１２４】
　４日目：ウイルスを回収し、培地を昼間３回交換して、ウイルスを感染性のまま維持す
る。
【０１２５】
　５日目：０．４５μｍのフィルター上でウイルスをろ過し、８μｇ／ｍＬのポリブレン
を含む１．５～２ｍＬの体積内で１～２時間ＮＩＨ３Ｔ３細胞を感染させるために使用す
る。次に、１０ｍＬの培地を添加し、細胞を一晩中インキュベートする。
【０１２６】
　６日目：１０ｍＬの新鮮培地で、培地を交換する。
【０１２７】
　８日目および９日目：このとき、蛍光タンパク質の発現を試験するためにフローサイト
メトリによって細胞を分析する。
【０１２８】
　このとき、細胞は分子によって感染させられている。
【０１２９】
　実施例４：遺伝子の発現および／または遺伝子および／または前記遺伝子の転写リボ核
酸の活性を増大させる干渉性核酸分子のスクリーニング例
１－プロトコル
－　細胞の培養
　○　ハイブリッド核酸構築体を発現する安定した細胞を、ＣＯ２が５％のインキュベー
タ内において３７℃でサブコンフルエント培養状態に維持する。
【０１３０】
－　プレート固定
　スクリーニングすべきｓｉＲＮＡのトランスフェクションの朝に、ハイブリッド構築体
を発現するストック細胞をトリプシンで処理して、培養支持体から剥離させ、２４ウェル
プレートの形に播種して、夜に４０～８０％の付着細胞コンフルエンシーを達成する。
【０１３１】
－　ｓｉＲＮＡの調製およびトランスフェクション
　試験すべきｓｉＲＮＡを、リポフェクタミン（登録商標）ＲＮＡｉＭＡＸ試薬（Ｌｉｆ
ｅ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）プロトコルにしたがって調製する。簡潔には、２５μＬ
のＯＰＴＩ－ＭＥＭ（登録商標）培地中に１．５μＬのリポフェクタミン（登録商標）を
希釈する。並行して、０．５μＬの滅菌水中の５ｐｍｏｌのｓｉＲＮＡを２５μＬのＯＰ
ＴＩ－ＭＥＭ（登録商標）培地中に希釈する。その後、ＯＰＴＩ－ＭＥＭ（登録商標）の
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２つの溶液を混合し、５分間周囲温度でインキュベートする。
【０１３２】
　その後、５０μＬの先行する混合物を各ウェル内に添加する。細胞を翌日まで３７℃で
インキュベートする。
【０１３３】
－　結果の分析
　翌日、細胞をＰＢＳで清浄し、次に溶解緩衝液（ＴＲＩＳ　１０ｍＭ　ｐＨ＝８、ＥＤ
ＴＡ　１ｍＭ、ＮＰ－４０　０．０５％、＋／－プロテアーゼ阻害剤－ＲＯＣＨＥ－ｃＯ
ｍｐｌｅｔｅ）および１５秒間の活発な音波処理（器具の最大出力）とそれに続く１５秒
間の休止で構成される５サイクルのバイオラプタ（Ｄｌａｇｅｎｏｄｅ）音波処理の割合
での音波処理ステップを用いて細胞を溶解させて、細胞内タンパク質、特にハイブリッド
配列によって産生される融合タンパク質を回収する。その後、試験された異なる条件のタ
ンパク質溶解物を、ＤＮＡまたはタンパク質の定量化を用いて正規化して、異なる処理条
件に由来する材料の等価総量を比較する。その後、正規化された溶解物を、ハイブリッド
構築体の翻訳産物の特異的抗体を用いたウエスタンブロット法で、またはハイブリッド構
築体の翻訳産物が許容する場合にはＦＲＥＴまたは蛍光測定で分析する。
【０１３４】
２－　結果
ａ－　ＡＴ挿入による突然変異
　最初の一連の実験において、当該発明者らは、配列番号２２０のハイブリッド核酸分子
を使用することによって、本発明に係る干渉性分子のスクリーニングを実施した。この分
子中で、第１の配列は、

であり、
第２の配列は、

であり、ＦＬＡＧ－インターカラント－ＨＡ－インターカラントの連鎖に対応し、
第３の配列は、以下のものである：
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　上述の通りの実験条件において、当該発明者らは、以下の異なる干渉性核酸（ｓｉＲＮ
Ａ）を試験した：
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【０１３６】
　読み易さのために、図３は、試験される異なる干渉性核酸（ｓｉＲＮＡ）が配列番号１
２０の分子配列上にあるアラインメントを表わしている。
【０１３７】
　ｓｉＲＮＡのトランスフェクション対照群として、負の対照ｓｉＲＮＡ（「スクランブ
ル」：Ｔ．）も同様にトランスフェクトする。これらのｓｉＲＮＡは、

のセンス配列を有し、相補鎖は、

を有する。
【０１３８】
　ウエスタンブロット法により得た結果は、図４に表わされている。
【０１３９】
　この図から、試験された異なるｓｉＲＮＡのうち、ｓｉＲＮＡ　Ｆｌａｇ　Ｍ（配列番
号１５４）が、非関連対照で観察されたレベルよりも高いマーカーペプチドＣＤ１の発現
レベルの検出を可能にすることが確認できる。
【０１４０】
　第３の配列の位置が、発現を増大させる干渉性核酸のスクリーニングに対して影響を及
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ぼさないことを確認するために、当該発明者らは、配列番号１１８のハイブリッド核酸分
子を使用した。
【０１４１】
　ウエスタンブロット法により得た結果は、図５に表わされている。
【０１４２】
　この図から、試験された異なるｓｉＲＮＡのうち、ｓｉＲＮＡ　Ｆｌａｇ　Ｎ（配列番
号１４６）およびｓｉＲＮＡ　ＨＡ－ＣＴ（配列番号１４５）が、非関連対照で観察され
たレベルよりも高いマーカーペプチドＣＤ１の発現レベルの検出を可能にすることが確認
できる。
【０１４３】
　最後に、当該発明者は、突然変異を受けていない第１の配列（配列番号１３６）を有す
るハイブリッド核酸分子の存在下での干渉性核酸の効果を比較することによって突然変異
した第１の配列を有するハイブリッド核酸分子のみが、干渉性核酸分子のスクリーニング
を可能にすることを確認した。
【０１４４】
　ウエスタンブロット法によって得た結果は、図６Ａおよび６Ｂに表わされている。
【０１４５】
　この実験から、ｓｉＲＮＡ　ＦＬＡＧ　Ｍ（配列番号１５４）は、ハイブリッド核酸分
子がその第１の配列内に突然変異を含んでいる場合のみにＣＤ１の発現レベルの増大を検
出でき（図６Ａ）、第１の配列が突然変異していない場合にはこれを検出できない（図６
Ｂ）こと、が確認される。
【０１４６】
　ｂ－　ＧからＴへの置換による突然変異
　第２の一連の実験において、当該発明者らは、配列番号１２１のハイブリッド核酸分子
を使用することによって、本発明に係る干渉性分子のスクリーニングを実施した。この分
子中で、第１の配列は、

である。
【０１４７】
　ｓｉＲＮＡのトランスフェクション対照群として、負の対照ｓｉＲＮＡ（「スクランブ
ル」：Ｔ．）も同様にトランスフェクトする。これらのｓｉＲＮＡは、

のセンス配列を有し、相補鎖は、

を有する。
【０１４８】
　ウエスタンブロット法により得た結果は、図８に表わされている。
【０１４９】
　この図から、試験された異なるｓｉＲＮＡのうち、ｓｉＲＮＡ　Ｆｌａｇ　Ｍ（配列番
号１５４）が、非関連対照で観察されたレベルよりも高いマーカーペプチドＣＤ１の発現
レベルの検出を可能にすることが確認できる。したがって、配列番号１２０のハイブリッ
ド核酸分子について得られたものと同じ結果が観察される。
【０１５０】
　当該発明者らは、突然変異を受けていない第１の配列（配列番号１３６）を有するハイ
ブリッド核酸分子の存在下での干渉性核酸の効果を比較することによって突然変異した第
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１の配列を有するハイブリッド核酸分子のみが、干渉性核酸分子のスクリーニングを可能
にすることを確認した。
【０１５１】
　ウエスタンブロット法によって得た結果は、図９に表わされている。
【０１５２】
　この実験から、ｓｉＲＮＡ　ＦＬＡＧ　Ｍ（配列番号１５４）は、ハイブリッド核酸分
子がその第１の配列内に突然変異を含んでいる場合のみにＣＤ１の発現レベルの増大を検
出できることが確認される。
【０１５３】
　結論として、特にＧからＴへの置換またはＡＴジヌクレオチドＡＴの挿入による突然変
異した第１の配列を含むハイブリッド核酸分子のみが、発現を増大させる干渉性核酸分子
スクリーニングを可能にする。
【０１５４】
　実施例５：検出手段としてＦＲＥＴを用いたスクリーニングの例
　夜間にｓｉＲＮＡでのトランスフェクションの６０％のコンフルエンスを達成するよう
に、朝方２４ウェルプレートに、配列番号１２０の構築体を安定した形で発現する細胞を
播種した。夜間に、ウェルあたり１０ｍＭのｓｉＲＮＡの割合で、細胞をリポフェクタミ
ン（ＲＮＡｉｍａｘ－供給業者の手順）でトランスフェクトした。異なるｓｉＲＮＡ（実
施例４を参照）を試験して、目的トランス遺伝子の発現に対するそれぞれの影響を評価し
た。翌朝、細胞を、ＰＢＳで１回洗浄し、緩衝液（ＴＲＩＳ　１０ｍＭ　ｐＨ＝８、ＥＤ
ＴＡ　１ｍＭ、０．０５％　ＮＰ－４０、＋プロテアーゼ阻害剤）１００マイクロリット
ル中に溶解させ、エッペンドルフ型管内に収集し、その後Ｄｉａｇｅｎｏｄｅブランドの
浴型音波処理器内において、１５秒間の活発な音波処理（最大出力）とそれに続く１５秒
間の休止で構成される５サイクルの割合での音波処理に付した。次に、細胞溶解物を４℃
、１５０００ｒｃｆで５分間遠心分離する。
【０１５５】
　上清を回収し、１リットルにつき１００マイクログラムのＤＮＡの割合で（ナノドロッ
プでの定量によるＤＮＡ濃度の測定またはＢｒｅｄｆｏｒｄ方法によるタンパク質濃度の
測定の後に）各試料のＤＮＡ（および／またはタンパク質）の類似の濃度での調整の後、
１ウェルあたり５マイクロリットルを、３８４ウェルのボックス（Ｇｒｅｉｎｅｒ－＃７
８４０７６）にトリプリケートで入れる。５マイクロリットルのドナー抗体（ＣＩＳＢＩ
Ｏ－＃６１０ＨＡＴＡＢ）およびアクセプタ抗体（ＣＩＳＢＩＯ－＃６１ＦＧ２ＸＬＢ）
の、供給業者（ＣＩＳＢＩＯ）の使用説明書にしたがった混合物を、各ウェルに添加し、
それに続いて遮光状態において、周囲温度で１時間インキュベートする。目的トランス遺
伝子により産生されたＴＡＧに対して向けられたドナーとアクセプタの間のＦＲＥＴ（Ｆ
ｌａｇおよびＨＡ）に由来する蛍光の読取りを、供給業者の使用説明書にしたがってＨＴ
ＲＦ装置（ＰＨＥＲＡｓｔａｒ　ＦＳ－ＢＭＧ　ＬＡＢＴＥＣＨ）を用いて実施する。Ｆ
ＲＥＴを有していない対照群（ＦＲＥＴシグナルを生成する能力を有するＴＡＧを含んで
いない溶解物）との関係におけるデータの正規化の後、対照群のｓｉＲＮＡ（Ｔ．）と比
べたシグナルの１０％の増大が、目的トランス遺伝子の発現の増大のために有意であると
みなされる。
【０１５６】
　結果は、図７に標示されている。
【０１５７】
　ＦＲＥＴの定量的結果は、干渉性核酸分子Ｆ－Ｎ（配列番号１４８；Ｂ）、Ｆｌａｇ（
配列番号１４８および１４９；ＤおよびＥ）、ＦＬＡＧ　Ｃｔｅｒ（配列番号１５６；Ｊ
）、Ｆ－Ｍ（配列番号１５４；Ｌ）およびＨＡ３（配列番号１４０；Ｐ）が発現を増大さ
せることを示している。
【０１５８】
　これらのデータ全体は、本発明に係る方法により遺伝子の発現を増大させる干渉性核酸
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分子スクリーニングが可能になることを示している。
【０１５９】
　実施例６：根本的機序の決定
　上述の通り、遺伝子発現を増大させる干渉性核酸分子のスクリーニングには、既定の突
然変異を有するコザック配列の使用が必要であることが確認される。このようなコザック
配列は、それが制御する遺伝子の発現を削減する、すなわちタンパク質の翻訳を削減する
効果を有する。
【０１６０】
　したがって、最初、当該発明者らは、
－　特に配列番号１２により表わされる、サイクリンＤ１のマウスコザック配列（ｍＫｏ
ｚ）、
－　配列番号９により表わされる、本発明に係るＡＴ挿入を有するサイクリンＤ１のマウ
スコザック配列（ｍＫｏｚＡＴ）、および
－　配列番号６２の配列の、最適化されたサイクリンＤ１のコザック配列（ＫｏｚＯＰＴ
）
によりそのタンパク質発現が制御されるサイクリンＤ１タンパク質のタンパク質発現レベ
ルを比較した。
【０１６１】
　サイクリンＤ１の内因性遺伝子（Ｃｃｎｄ１－／－）が備わっておらず、かつｍＫｏｚ
－Ｎｔａｇ－ＣｙｃＤ１またはｍＫｏｚＡＴ－Ｎｔａｇ－ＣｙｃＤ１（配列番号１２０）
またはＫｏｚＯＰＴ－Ｎｔａｇ－ＣｙｃＤ１を安定した形で発現するマウス線維芽細胞の
細胞系統を、１日目の朝に播種し、５％で安定した率のＣＯ２と共に３７℃のインキュベ
ータ内で培養して、翌日およそ８０％の細胞コンフルエンスに達するようにした。この段
階で、当該系統を収集して、そこからタンパク質（溶解緩衝液＝Ｔｒｉｓ　１０ｍＭ、Ｅ
ＤＴＡ１ｍＭおよびＮＰ－４０、０．０５％）または全ＲＮＡをトリゾールで抽出した。
【０１６２】
　タンパク質溶解物を次に、Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法により総タンパク質等価濃度で正規化
し、その後、アクチンまたはサイクリンＤ１に対してウエスタンブロット法で分析した。
これらの試料を、実施例５に記載のタンデム－ＨＴＲＦ方法によっても分析した。
【０１６３】
　得られた結果は、図１０および図１１に提示されている。
【０１６４】
　結果は、野生型ｍＫｏｚ配列に比べた、または人工的配列ＫｏｚＯＰＴに比べた、ｍＫ
ｏｚＡＴ由来の発現の低減を示している。したがって、これは、突然変異したコザック配
列がタンパク質発現を減少させる効果を有することを意味している。
【０１６５】
　逆転写により相補的ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）を生成するためにメセンジャーＲＮＡを使用し
、次にこれらのｃＤＮＡを定量的ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）で分析した。ｍＫｏｚ－Ｎｔａｇ－
ＣｙｃＤ１またはｍＫｏｚＡＴ－Ｎｔａｇ－ＣｙｃＤ１またはＫｏｚＯＰＴ－Ｎｔａｇ－
ＣｙｃＤ１由来のメセンジャーＲＮＡの比率を、ハウスキーピング遺伝子（Ｈｐｒｔ、Ｂ
２Ｍ、Ｔｒｆｒ１、ＴｕｂｂおよびＧａｐｄｈ）を用いることによって、正規化の後のｑ
ＰＣＲにしたがって評価した。
【０１６６】
　結果は、図１２に提示されている。
【０１６７】
　Ｎｔａｇ－ＣｙｃＤ１についてのメセンジャーＲＮＡの比率は、ｍＫｏｚ－Ｎｔａｇ－
ＣｙｃＤ１またはｍＫｏｚＡＴ－Ｎｔａｇ－ＣｙｃＤ１またはＫｏｚＯＰＴ－Ｎｔａｇ－
ＣｙｃＤ１系統間において匹敵するものである（スチューデント検定によるグループ間の
偏差は有意なものではない）と思われる。
【０１６８】
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　したがって、発現レベルも同様に翻訳レベルに変調される。
【０１６９】
　実施例７：本発明のｓｉＲＮＡのスクリーニングの枠内でのコザック配列の比較
　突然変異したコザック配列の重要性を確認するために、当該発明者らは、最後に、以下
の異なる構築体から、異なるｓｉＲＮＡの効果（発現の増大または減少）を試験した：
－　マウスコザックの制御下でＮ末端において、ＡＴ挿入を有するサイクリンＤ１（Ｎｔ
ａｇ－ｍＫｏｚＡＴ）を用いてサイクリンＤ１ラベル付けされた構築体、
－　マウスコザックの制御下でＮ末端において、サイクリンＤ１（Ｎｔａｇ－ｍＫｏｚ）
を用いてサイクリンＤ１ラベル付けされた構築体、
－　マウスコザックの制御下でＣ末端において、サイクリンＤ１　ＡＴ（Ｃｔａｇ－ｍＫ
ｏｚＡＴ）を用いてサイクリンＤ１ラベル付けされた構築体、
－　マウスコザックの制御下でＣ末端において、ＡＴ挿入を有するサイクリンＤ１（Ｃｔ
ａｇ－ｍＫｏｚＡＴ）を用いてサイクリンＤ１ラベル付けされた構築体、および
－　マウスコザックの制御下でＮ末端において、発現を増大させるために最適化されたサ
イクリンＤ１（Ｎｔａｇ－ＫｏｚＯＰＴ）を用いてサイクリンＤ１ラベル付けされた構築
体。
【０１７０】
　図７で試験した複数のｓｉＲＮＡ、すなわち配列番号１４９／１５０、配列番号１５５
、配列番号１５４および配列番号１４２を使用した。
【０１７１】
　比較試験は、図１３に提示されている。
【０１７２】
　これらのデータは、コザック配列の如何に関わらず、発現を減少させるｓｉＲＮＡがつ
ねに、そのようなものとして同定されることを示している。これに対し発現を増大させる
ｓｉＲＮＡは、レポーターが、（ここではＡＴ挿入を有する）突然変異したコザック配列
の制御下に置かれた場合に、一貫して同定される。
【０１７３】
　これらの結果全体は、本発明に係る遺伝子の発現を増大させるｓｉＲＮＡのスクリーニ
ングにおけるレポーターの翻訳を調節する領域の重要性を確認するものである。
【０１７４】
　本発明は、提示された実施形態に限定されず、当業者には、他の実施形態が明確に現わ
れるものである。
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