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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも一つの内因性タンパク質にタグを付けるための方法であって、該方法が：
ａ）（ｉ）少なくとも一つの標的エンドヌクレアーゼあるいは標的エンドヌクレアーゼを
コードする核酸、該標的エンドヌクレアーゼは標的部位に結合し、かつ内因性タンパク質
をコードする染色体配列内の切断部位を切断することができるものである、および（ｉｉ
）タグ配列を含む少なくとも一つのドナーポリヌクレオチド、該タグ配列は上流配列およ
び下流配列に挟まれ、該上流配列および下流配列は染色体配列における切断部位の両側と
実質的な配列同一性を共有するものである、を細胞内に導入すること、ならびに、
ｂ）標的エンドヌクレアーゼにより切断部位で導入された二本鎖切断が、タグ無しの内因
性タンパク質と機能的に同等であるタグ付き内因性タンパク質が生成されるように、ドナ
ーポリヌクレオチド内のタグ配列が、内因性タンパク質をコードする染色体配列内にイン
フレームでインテグレートされるように、相同性指向過程により修復されるような条件下
で、細胞を維持すること、ここで、該内因性タンパク質は、アクチン、チューブリン、ラ
ミン、ヒト上皮成長因子受容体２（ＨＥＲ２）、および高移動度グループＡタンパク質（
ＨＭＧＡ）から選択されるものである、
を含む方法。
【請求項２】
　標的エンドヌクレアーゼが一対のジンクフィンガーヌクレアーゼである、請求項１に記
載の方法。
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【請求項３】
　細胞が、ヒトＵ２ＯＳ細胞、ヒトＭＣＦ１０Ａ細胞、ヒトＳＫＯＶ３細胞、またはヒト
ｉＰＳ細胞である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　内因性タンパク質がＣ末端で、またはＮ末端でタグ付けされる、請求項１に記載の方法
。
【請求項５】
　ジンクフィンガーヌクレアーゼが、配列番号１および２、配列番号１３および１４、配
列番号１８および１９、配列番号２２および２３、または配列番号２５および２６と、少
なくとも８０％の配列同一性を有する一対の配列に結合する、請求項２に記載の方法。
【請求項６】
　配列同一性が８５％、９０％、９５％、９９％または１００％である、請求項５に記載
の方法。
【請求項７】
　細胞が、タグ無しの内因性タンパク質と機能的に同等である少なくとも一つのタグ付き
内因性タンパク質を発現するように、内因性タンパク質をコードする染色体配列内にイン
フレームでインテグレートされた、少なくとも一つのタグ配列を含む、ほ乳類細胞であっ
て、該内因性タンパク質は、アクチン、チューブリン、ラミン、ヒト上皮成長因子受容体
２（ＨＥＲ２）、および高移動度グループＡタンパク質（ＨＭＧＡ）から選択されるもの
である、ほ乳類細胞。
【請求項８】
　細胞が、ヒトＵ２ＯＳ細胞、ヒトＭＣＦ１０Ａ細胞、ヒトＳＫＯＶ３細胞、またはヒト
ｉＰＳ細胞である、請求項７に記載の細胞。
【請求項９】
　内因性タンパク質がＣ末端で、またはＮ末端でタグ付けされる、請求項７に記載の細胞
。
【請求項１０】
　細胞が一つ以上の蛍光タグ付けされた内因性タンパク質を発現する、請求項７に記載の
細胞。
【請求項１１】
　細胞が：
ａ）（ｉ）少なくとも一つの標的エンドヌクレアーゼあるいは標的エンドヌクレアーゼを
コードする核酸、該標的エンドヌクレアーゼは標的部位に結合し、かつ内因性タンパク質
をコードする染色体配列内の切断部位を切断することができるものである、および（ｉｉ
）タグ配列を含む少なくとも一つのドナーポリヌクレオチド、該タグ配列は上流配列およ
び下流配列に挟まれ、該上流配列および下流配列は染色体配列における切断部位の両側と
実質的な配列同一性を共有するものである、を親細胞内に導入すること、ならびに、
ｂ）標的エンドヌクレアーゼにより切断部位で導入された二本鎖切断が、ドナーポリヌク
レオチド内のタグ配列が、内因性タンパク質をコードする染色体配列内にインフレームで
インテグレートされるように、相同性指向過程により修復されるような条件下で、細胞を
維持すること、
によって生成される、請求項７に記載の細胞。
【請求項１２】
　標的エンドヌクレアーゼが一対のジンクフィンガーヌクレアーゼである、請求項１１に
記載の細胞。
【請求項１３】
　ジンクフィンガーヌクレアーゼが、配列番号１および２、配列番号１３および１４、配
列番号１８および１９、配列番号２２および２３、または配列番号２５および２６と、少
なくとも８０％の配列同一性を有する一対の配列に結合する、請求項１２に記載の細胞。
【請求項１４】
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　配列同一性が８５％、９０％、９５％、９９％または１００％である、請求項１３に記
載の細胞。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、その全体が出典明示により本明細書に組み込まれる、２０１０年４月１３日
に出願された米国仮特許出願第６１／３２３，７０２号、２０１０年４月１３日に出願さ
れた米国仮特許出願第６１／３２３，７１９号、２０１０年４月１３日に出願された米国
仮特許出願第６１／３２３，６９８号、２０１０年７月２３日に出願された米国仮特許出
願第６１／３６７，０１７号、２０１０年１０月７日に出願された米国仮特許出願第６１
／３９０，６６８号、２０１０年１１月１日に出願された米国仮特許出願第６１／４０８
，８５６号、および２０１１年１月１２日に出願された米国仮特許出願第６１／４３１，
９５７号の利益を主張する。
【０００２】
発明の分野
　本開示は内因性タンパク質にタグを付けるための方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　タンパク質のタグ付けは、細胞内の対象のタンパク質での視覚的な読み出し情報を提供
するため広範囲に使用されている。他の用途間では、タグ付きタンパク質を使用して、タ
ンパク質の分布および局在、転写および翻訳調節、翻訳後修飾、タンパク質間相互作用、
選択的スプライシング、ＲＮＡｉによるＲＮＡおよびタンパク質のノックダウン、および
転写因子結合部位が研究されている。しかしながら、細胞内でタグ付きタンパク質を発現
する現在の方法は、内因性タンパク質の発現パターンを反映しない、歪んだ発現を引き起
こす。これは、タグ付きタンパク質の発現が、発現のために異種プロモーターに依存する
ことが多いからである。加えて、いくつかのタグ付きタンパク質は、エピジェネティック
なベクターまたは細胞ゲノム内にランダムにインテグレートされたベクターから異所性に
発現され、それゆえ内因性調節経路によって制御されない。そのため、内因性調節経路に
よって制御されるタグ付きタンパク質を生成するため、細胞の染色体内へ特異的なインテ
グレーションを行うことができる方法について、強い要望がある。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　一態様では、本開示は、少なくとも一つの内因性タンパク質にタグを付けるための方法
を提供する。該方法は、ａ）（ｉ）少なくとも一つの標的エンドヌクレアーゼあるいは標
的エンドヌクレアーゼをコードする核酸、該標的エンドヌクレアーゼは標的部位に結合し
、かつ内因性タンパク質をコードする染色体配列内の切断部位を切断することができるも
のである、および（ｉｉ）タグ配列を含む少なくとも一つのドナーポリヌクレオチド、該
タグ配列は上流配列および下流配列に挟まれ（ｆｌａｎｋｅｄ）、該上流配列および下流
配列は染色体配列における切断部位の両側と実質的な配列同一性を共有するものである、
を細胞内に導入すること；ならびに、（ｂ）標的エンドヌクレアーゼにより切断部位で導
入された二本鎖切断が、該ドナーポリヌクレオチド内のタグ配列が、内因性タンパク質を
コードする染色体配列内にインフレームでインテグレートされ、ここにタグ付き内因性タ
ンパク質が生成されるものであるように、相同性指向過程により修復されるような条件下
で、細胞を維持すること、を含む。
【０００５】
　別の態様では、本開示は、細胞が少なくとも一つのタグ付きタンパク質を発現するよう
に、内因性タンパク質をコードする染色体配列内にインフレームでインテグレートされた
、少なくとも一つのタグ配列を含む細胞を提供する。



(4) JP 5841997 B2 2016.1.13

10

20

30

40

50

【０００６】
　さらに別の態様では、本開示は、内因性タンパク質の局在を観察するためのキットを提
供する。該キットは、細胞が少なくとも一つのタグ付き内因性タンパク質を発現するよう
に、内因性タンパク質をコードする染色体配列内にインフレームでインテグレートされた
、少なくとも一つのタグ配列を有する細胞を含む。
【０００７】
　本開示の他の態様および繰り返し（ｉｔｅｒａｔｉｏｎ）は、以下に、より詳細に記載
される。
【０００８】
カラー図面の参照
　本願は、カラーで制作された少なくとも一つの写真を含む。カラー写真付きの本特許出
願公報の写しは、請求および必要手数料の支払いにより、特許庁から提供されるであろう
。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】図１は、ＴＵＢＡ１Ｂ遺伝子座（ｌｏｃｕｓ）でのタグ配列インテグレーション
の設計を表す。（Ａ）は、タグ配列のインテグレーションのための標的領域、染色体標的
領域上のＺＦＮ結合部位（囲まれたヌクレオチド）、ＺＦＮ切断部位（黄色の矢印）、お
よびタグ配列インテグレーション部位（緑色の矢印）での染色体配列（配列番号２９）を
示す概略図である。（Ｂ）は、コード領域（赤）、非翻訳領域（青）、およびＺＦＮ切断
部位（黄色の矢印）を示す、ＴＵＢＡ１Ｂゲノム標的領域を表す概略図である。（Ｃ）は
、インテグレーション前のＴＵＢＡ１Ｂゲノム領域のＤＮＡ断片の概略図である。（Ｄ）
は、ＴＵＢＡ１Ｂコード配列とインフレームでインテグレートされたＧＦＰ配列を備える
ＴＵＢＡ１Ｂゲノム領域のＤＮＡ断片の概略図である。（Ｅ）は、タグ配列のインテグレ
ーション成功後に構築される、Ｎ末端でＧＦＰタグに融合された内因性α－チューブリン
タンパク質の概略図である。
【００１０】
【図２】図２は、ゲノムチューブリン配列に挟まれたＧＦＰタグを含むドナープラスミド
のマップを表す。
【００１１】
【図３】図３は、ＧＦＰ２コード配列がチューブリンコード領域内にインテグレートされ
たことを示す、Ｕ２ＯＳ細胞内のＴＵＢＡ１Ｂゲノム領域のＤＮＡ配列（配列番号４）を
表す。下線が引かれた文字は配列解析された領域を示し、太字の文字はＧＦＰ２のコード
配列を示し、斜字は制限部位またはリンカーを示し、太字かつ大文字の文字はスプライス
ジャンクションのためのＭｅｔコドンを示す。
【００１２】
【図４】図４は、ＲＦＰコード配列がチューブリンコード領域内にインテグレートされた
ことを示す、Ｕ２ＯＳ細胞内のＴＵＢＡ１Ｂゲノム領域のＤＮＡ配列（配列番号５）を表
す。下線が引かれた文字は配列解析された領域を示し、太字の文字はＲＦＰのコード配列
を示し、斜字は制限部位またはリンカーを示し、太字かつ大文字の文字はスプライスジャ
ンクションのためのＭｅｔコドンを示す。
【００１３】
【図５】図５は、ＴＵＢＡ１Ｂ遺伝子座内へのＧＦＰの標的化インテグレーション（ｔａ
ｒｇｅｔｅｄ　ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ）に対して特異的なプライマーを用いる、１４種
の細胞クローンのジャンクションＰＣＲのアガロースゲル電気泳動解析を示す。分子サイ
ズマーカーおよびＧＦＰ対照もまた示される。
【００１４】
【図６】図６は、ＧＦＰでタグ付けされた内因性α－チューブリンアイソフォーム１Ｂタ
ンパク質を発現する、個々の単離された細胞クローンの微分干渉コントラスト（ＤＩＣ）
顕微鏡画像および蛍光顕微鏡画像の多数の例を示す。（Ａ）Ｕ２ＯＳ細胞内のＧＦＰタグ



(5) JP 5841997 B2 2016.1.13

10

20

30

40

50

付きα－チューブリンアイソフォーム１Ｂタンパク質、（Ｂ）Ｕ２ＯＳ細胞内のＧＦＰタ
グ付きα－チューブリンアイソフォーム１Ｂタンパク質、（Ｃ）Ｕ２ＯＳ細胞内のＧＦＰ
タグ付きα－チューブリンアイソフォーム１Ｂタンパク質、（Ｄ）Ａ５４９細胞内のＧＦ
Ｐタグ付きα－チューブリンアイソフォーム１Ｂタンパク質、（Ｅ）Ａ５４９細胞内のＧ
ＦＰタグ付きα－チューブリンアイソフォーム１Ｂタンパク質、（Ｆ）Ｋ５６２細胞内の
ＧＦＰタグ付きα－チューブリンアイソフォーム１Ｂタンパク質、（Ｇ）ＨＥＫ２９３細
胞内のＧＦＰタグ付きα－チューブリンアイソフォーム１Ｂタンパク質、および（Ｈ）Ｈ
ＥＫ２９３Ｔ細胞内のＧＦＰタグ付きα－チューブリンアイソフォーム１Ｂタンパク質。
【００１５】
【図７】図７は、ゲノムチューブリン配列に挟まれたＲＦＰタグを含むドナープラスミド
のマップを表す。
【００１６】
【図８】図８は、ＭＣＦ１０ａ細胞株におけるＴＵＢＡ１Ｂ領域内へのＲＦＰインテグレ
ーションの検証（ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ）を表す。インテグレーションは、チューブ
リンプライマーを用いてゲノムＰＣＲおよびジャンクションＰＣＲにより検証した。（Ａ
）１９４５ｂｐのＲＦＰ／チューブリン融合バンドの存在を示すサザンブロッティング、
および（Ｂ）数クローンにおけるＴＵＢＡ１Ｂ内へのＲＦＰタグ配列の陽性インテグレー
ション（ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ）を示すゲノムＰＣＲ（Ｔ．Ｉ．＝
標的化インテグレーション）。野生型（Ｗｔ）ＭＣＦ１０ａ細胞およびＲＦＰインテグレ
ーションを備えるＵ２ＯＳ細胞株を対照群として用いた。
【００１７】
【図９】図９は、ＲＦＰ配列のインテグレーションを示すＭＣＦ１０ａ細胞におけるＴＵ
ＢＡ１Ｂ領域の確認された配列を表す（配列番号８）。下線が引かれた文字は配列解析さ
れた領域を示し、太字の文字はＧＦＰ２のコード配列を示し、斜字は制限部位またはリン
カーを示し、太字かつ大文字の文字はスプライスジャンクションのためのＭｅｔコドンを
示す。
【００１８】
【図１０】図１０は、ＭＣＦ１０ａ細胞のＴＵＢＡ１Ｂ遺伝子座内へのＲＦＰインテグレ
ーション、ならびに、Ｕ２ＯＳ細胞の同じ遺伝子座内へのＲＦＰおよびＧＦＰインテグレ
ーションのＰＣＲ検証を表す。野生型バンドは４５２ｂｐであり、標的化インテグレート
（Ｔ．Ｉ．）されたバンドは１１９０ｂｐであった。
【００１９】
【図１１】図１１は、ＭＣＦ１０ａクローン５におけるＲＦＰの挿入の部位でのジャンク
ション（ｊｕｎｃｔｉｏｎ）が予測されるサイズであったことを示す。左ジャンクション
の予測されるサイズは４５３ｂｐであり、右ジャンクションの予測されるサイズは４０８
９ｂｐであった。
【００２０】
【図１２】図１２は、ＲＦＰタグ付きチューブリンを備えるＭＣＦ１０ａクローン５にお
けるＲＦＰおよびチューブリン発現を検出するウェスタンブロッティングを表す。
【００２１】
【図１３】図１３は、野生型ＭＣＦ１０ａ細胞の＞９９％は赤色蛍光を欠く一方、ＲＦＰ
タグ付きチューブリンを含むＭＣＦ１０ａクローン５細胞の＞９９％は赤色蛍光を有した
ことを表す。
【００２２】
【図１４】図１４は、ＲＦＰタグ付きチューブリンを含むトランスフェクトされたＭＣＦ
１０ａ細胞の表現型安定性を表す。（Ａ）Ｐ２での発現、および（Ｂ）Ｐ１８。ＤＩＣ画
像が左、蛍光画像が右である。
【００２３】
【図１５】図１５は、ゲノムＳＴＡＴ３配列に挟まれたＧＦＰタグを含むドナープラスミ
ドのマップを表す。
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【００２４】
【図１６】図１６は、タグ配列のインテグレーションのためのＳＴＡＴ３領域、染色体標
的領域上のＺＦＮ結合部位（黄色の配列）、ＺＦＮ切断部位（黄色の矢印）、およびタグ
配列インテグレーション部位（緑色の矢印）での染色体配列（配列番号２７）を示す概略
図である。「Ｍ」はアミノ酸開始コドンメチオニンを表す。
【００２５】
【図１７】図１７は、意図される部位でのＳＴＡＴ３染色体配列の切断におけるＺＦＮの
有効性を確認するＣｅｌ－１アッセイを表す（第三レーン）。ドナーポリヌクレオチド対
照単独に対するＣｅｌ－１の結果、およびドナーポリヌクレオチド対照を備えるＺＦＮに
対するＣｅｌ－１の結果も示される。
【００２６】
【図１８】図１８は、ＳＴＡＴ３遺伝子座に対して特異的なＺＦＮをコードする合成ＲＮ
Ａのアガロースゲル電気泳動解析を示す。
【００２７】
【図１９】図１９は、ＳＴＡＴ３遺伝子座内へのＧＦＰのインテグレーションのために、
ＺＦＮおよびドナーポリヌクレオチドでトランスフェクトされた細胞に対するセルソータ
ーデータを表す（Ａ）。陰性対照細胞に対するセルソーターデータも示される（Ｂ）。
【００２８】
【図２０】図２０は、ゲノムにおける２つの異なる標的とされる領域のジャンクションＰ
ＣＲのアガロースゲル電気泳動解析を示す：β－アクチンをコードするＡＣＴＢ領域はＧ
ＦＰまたはＲＦＰのいずれかをコードするタグ配列で標的とされ、一方でＳＴＡＴ３はＧ
ＦＰをコードするタグ配列で標的とされた。ＳＴＡＴ３は２つの異なるジャンクションプ
ライマーセット（「プライマー１」および「プライマー２」）を用いて解析された。ＰＣ
Ｒでアクチン遺伝子座内のインテグレーションは確認されたが、ＳＴＡＴ３遺伝子座内は
確認されなかった。分子サイズマーカーおよびＧＦＰ対照も示される。
【００２９】
【図２１】図２１は、ＧＦＰタグ配列を挟むゲノムＭＡＰＲＥ３配列を含むドナープラス
ミドのマップを表す。
【００３０】
【図２２】図２２は、Ｎ末端インテグレーション部位でのＭＡＰＲＥ３染色体配列の切断
における多数のＺＦＮペアの有効性を確認するＣｅｌ－１アッセイを表す。レーン１はＤ
ＮＡサイズマーカー、レーン２および１１はＧＦＰ対照、ならびにレーン３から１０は各
レーンの上部に示される様々なＺＦＮペアを用いるＣｅｌ－１アッセイを表す。
【００３１】
【図２３】図２３は、Ｃ末端インテグレーション部位でのＭＡＰＲＥ３標的化染色体配列
の切断における多数のＺＦＮペアの有効性（レーン４－７）、および、ＬＭＮＢ１標的化
染色体配列の切断におけるＺＦＮペアのＣｅｌ－１アッセイ結果（レーン１０－１３）を
示すＣｅｌ－１アッセイを表す。レーン１および２はＤＮＡサイズマーカー、レーン３お
よび８はＧＦＰ－ＭＡＰＲＥ３対照、ならびにレーン９および１４はＧＦＰ－ラミン（Ｌ
ａｍｉｎ）対照である。
【００３２】
【図２４】図２４は、ＭＡＰＲＥ３標的部位でのジャンクションＰＣＲのアガロースゲル
電気泳動解析を示す。丸はタグ配列の予想されるインテグレーションを強調する。
【００３３】
【図２５】ＭＡＰＲＥ３遺伝子座内へＧＦＰタグ配列をインテグレートするために、ＺＦ
Ｎおよびドナーポリヌクレオチドでトランスフェクトされた細胞のセルソーター解析を表
す。（Ａ）ドナーポリヌクレオチド単独でトランスフェクトされた対照細胞、および（Ｂ
）ＺＦＮ＋ドナーポリヌクレオチドでトランスフェクトされた細胞。
【００３４】
【図２６】図２６は、ＡＣＴＢ遺伝子座でのタグ配列インテグレーションの設計を表す。
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（Ａ）は、タグ配列のインテグレーションのための標的領域、染色体標的領域上のＺＦＮ
結合部位（黄色の配列）、ＺＦＮ切断部位（黄色の矢印）、およびタグ配列インテグレー
ション部位（緑色、ならびに緑黄色の矢印）での染色体配列（配列番号２４）を示す概略
図である。（Ｂ）は、コード領域（赤）、非翻訳領域（青）、およびＺＦＮ切断部位（黄
色の矢印）を示す、ＡＣＴＢゲノム標的領域を表す概略図である。（Ｃ）は、ＡＣＴＢコ
ード配列とインフレームでインテグレートされたＧＦＰ配列を備えるＡＣＴＢゲノム領域
の概略図である。（Ｄ）は、タグ配列のインテグレーション成功後に構築される、Ｎ末端
でＧＦＰタグに融合された内因性β－アクチンタンパク質の概略図である。
【００３５】
【図２７】図２７は、Ｋ５６２細胞におけるＡＣＴＢ遺伝子座を標的とするＺＦＮに対す
るＣｅｌ－１アッセイスクリーンを示す。レーン１はマーカー、レーン上部の数字はＺＦ
Ｎペアを示す。
【００３６】
【図２８】図２８は、インテグレーション部位が図２６Ａで「ｖ．２」として表される、
ゲノムＡＣＴＢ配列に挟まれたＧＦＰタグを含む、ドナープラスミドのマップを表す。
【００３７】
【図２９】図２９は、ＧＦＰでタグ付けされた内因性β－アクチンタンパク質を発現する
個々の単離された細胞クローンの蛍光顕微鏡画像を示す。ウェル位置は各画像上部に表示
される。
【００３８】
【図３０】図３０は、ＧＦＰ２コード配列がアクチンコード領域内にインテグレートされ
たことを示す、Ｕ２ＯＳ細胞内のＡＣＴＢ１ゲノム領域のＤＮＡ配列（配列番号１６）を
表す。下線が引かれた文字は配列解析された領域を示し、太字の文字はＧＦＰ２のコード
配列を示し、斜字は制限部位またはリンカーを示し、太字かつ大文字の文字はスプライス
ジャンクションのためのＭｅｔコドンを示す。
【００３９】
【図３１】図３１は、ＲＦＰコード配列がアクチンコード領域内にインテグレートされた
ことを示す、Ｕ２ＯＳ細胞内のＡＣＴＢ１ゲノム領域のＤＮＡ配列（配列番号１７）を表
す。下線が引かれた文字は配列解析された領域を示し、太字の文字はＲＦＰのコード配列
を示し、斜字は制限部位またはリンカーを示し、太字かつ大文字の文字はスプライスジャ
ンクションのためのＭｅｔコドンを示す。
【００４０】
【図３２】図３２は、インテグレーション部位が図２６Ａで「ｖ．１」として表される、
ＧＦＰタグ配列をインテグレートし、かつ、代替コドン使用（ｃｏｄｏｎ　ｕｓａｇｅ）
をコードする核酸配列と、β－アクチンタンパク質の最初の１５アミノ酸をコードするゲ
ノム配列を交換するための、ドナープラスミドのマップを表す。
【００４１】
【図３３】図３３は、代替コドン使用をコードする核酸配列と、β－アクチンタンパク質
の最初の１５アミノ酸をコードするゲノム配列を置き換えるために使用されるドナーポリ
ヌクレオチドにおける、ＡＴＣＢゲノム領域の図３２において示されるＤＮＡ断片の概略
図である。
【００４２】
【図３４】図３４は、ＬＭＮＢ１遺伝子座でのタグ配列インテグレーションの設計を表す
。（Ａ）は、タグ配列のインテグレーションのための標的領域、染色体標的領域上のＺＦ
Ｎ結合部位（黄色の配列）、ＺＦＮ切断部位（黄色の矢印）、およびタグ配列インテグレ
ーション部位（緑色の矢印）での染色体配列（配列番号２０）を示す概略図である。（Ｂ
）は、コード領域（赤）、非翻訳領域（青）、およびＺＦＮ切断部位（黄色の矢印）を示
す、ＬＭＮＢ１ゲノム標的領域を表す概略図である。（Ｃ）は、ＬＭＮＢ１ゲノム領域に
おけるインテグレーションの標的化部位の概略図である。（Ｄ）は、ＬＭＮＢ１コード配
列内にインテグレートされたＧＦＰ配列を備えるＬＭＮＢ１ゲノム領域の概略図である。
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（Ｅ）は、タグ配列のインテグレーション成功後に構築される、Ｎ末端でＧＦＰタグに融
合された内因性ラミン（Ｌａｍｉｎ）Ｂ１タンパク質の概略図である。
【００４３】
【図３５】図３５は、ＧＦＰでタグ付けされた内因性ラミンＢ１タンパク質を発現する細
胞の微分干渉コントラスト（ＤＩＣ）顕微鏡画像および蛍光顕微鏡画像を示す。
【００４４】
【図３６】図３６は、ＲＦＰコード配列がラミンコード領域内にインテグレートされたこ
とを示す、Ｕ２ＯＳ細胞内のＬＡＭＮＢ１ゲノム領域のＤＮＡ配列を表す（配列番号２１
）。下線が引かれた文字は配列解析された領域を示し、太字の文字はＧＦＰ２のコード配
列を示し、斜字は制限部位またはリンカーを示し、太字かつ大文字の文字はスプライスジ
ャンクションのための開始コドンを示す。
【００４５】
【図３７】図３７は、ＲＦＰタグ付きラミンを含むｉＰＳ細胞の画像を示す。（Ａ）細胞
の視野のＤＩＣ画像。（Ｂ）ＲＦＰでタグ付けされたラミンの発現を示す赤色蛍光画像。
（Ｃ）ＤＡＰＩで染色された細胞の核。
【００４６】
【図３８】図３８は、ＥＲＢＢ２遺伝子座でのタグ配列（配列番号１５）インテグレーシ
ョンの設計を表す。概略図は、タグ配列のインテグレーションのための標的領域、染色体
標的領域上のＺＦＮ結合部位、ＺＦＮ切断部位、およびタグ配列インテグレーション部位
での染色体配列を示す。
【００４７】
【図３９】図３９は、ＧＦＰタグ配列をインテグレートするための、ドナープラスミドの
マップを表す。ＧＦＰコード配列はＥＲＢＢ２ゲノム配列に挟まれている。
【００４８】
【図４０】図４０は、ＳＫＯＶ３細胞におけるＥＲＢＢ２遺伝子座内へのＧＦＰ２のイン
テグレーションを確認するための、左ジャンクションのジャンクションＰＣＲを表す。
【００４９】
【図４１】図４１は、ＳＫＯＶ３細胞内のＧＦＰタグ付きＨＥＲ２の発現を示す。上画像
：ＤＩＣ、下画像　蛍光顕微鏡。
【００５０】
【図４２】図４２は、ＨＭＧＡ遺伝子座でのタグ配列インテグレーションの設計を表す。
概略図は、タグ配列のインテグレーションのための標的領域、染色体標的領域上のＺＦＮ
結合部位、ＺＦＮ切断部位、およびタグ配列インテグレーション部位での染色体配列（配
列番号３）、ならびに、コード領域の関連する部位、非翻訳領域、およびＨＭＧＡ遺伝子
座におけるＧＦＰの挿入部位を示す。
【００５１】
【図４３】図４３は、ＧＦＰタグ配列をインテグレートするためのドナープラスミドのマ
ップを表す。ＧＦＰコード配列はＨＭＧ１染色体配列により挟まれている。
【００５２】
【図４４】図４４は、選択されたクローンにおけるＨＭＧＡ１遺伝子座内へのＧＦＰタグ
のインテグレーションの（Ａ）ゲノムＰＣＲおよび（Ｂ）サザンブロッティング（ＧＦＰ
プローブを用いる）検証を表す。
【００５３】
【図４５】図４５は、ＧＦＰ２コード配列がＨＭＧＡコード領域内にインテグレートされ
たことを示す、Ｕ２ＯＳ細胞内のＨＭＧＡ１ゲノム領域のＤＮＡ配列を表す（配列番号１
７）。下線が引かれた文字は配列解析された領域を示し、太字の文字はＧＦＰ２のコード
配列を示し、斜字は制限部位またはリンカーを示し、太字かつ大文字の文字はスプライス
ジャンクションのための開始コドンを示す。
【００５４】
【図４６】図４６は、ＧＦＰタグ付きＨＭＧＡ１タンパク質を発現するＵ２ＯＳ細胞の画
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像を示す。左；ＤＩＣ画像；右：蛍光画像。
【発明を実施するための形態】
【００５５】
発明の詳細な説明
　本開示は、細胞内の内因性タンパク質にタグを付けるための方法を包含する。該方法は
、標的エンドヌクレアーゼおよびタグ配列を含むドナーポリヌクレオチドと細胞を接触さ
せることを含む。標的エンドヌクレアーゼは、内因性タンパク質をコードする染色体配列
内の特定の部位で二本鎖切断を導入する。二本鎖切断は、鋳型としてドナーポリヌクレオ
チドを用いる、相同組換えおよび二本鎖切断の修復を引き起こす、細胞ＤＮＡ修復過程を
誘導する。結果として、ドナーポリヌクレオチド内のタグ配列は、内因性タンパク質をコ
ードする染色体配列内にインフレームでインテグレートされる。タグ配列が内因性コード
配列とインフレームでインテグレートされるため、内因性タンパク質は、生成される際、
タグ配列を含む。
【００５６】
　有利なことに、実施例で説明されるように、本方法は、内因性タンパク質の発現パター
ンを反映する内因性調節経路の制御下で、タグ付きタンパク質を発現するために利用する
ことができる。
【００５７】
　本開示はまた、細胞が少なくとも一つのタグ付き内因性タンパク質を発現するように、
内因性タンパク質をコードする染色体配列内にインフレームでインテグレートされた、少
なくとも一つのタグ配列を含む細胞を提供する。また本明細書において、少なくとも一つ
の内因性タンパク質の局在を観察するためのキット、ここに該キットは、内因性タンパク
質をコードする染色体配列内にインフレームでインテグレートされた、少なくとも一つの
タグ配列を有する細胞を含むものである、も提供される。
【００５８】
Ｉ．タグ付き内因性タンパク質を含む細胞
　本開示の一態様は、細胞が少なくとも一つのタグ付き内因性タンパク質を発現するよう
に、内因性タンパク質をコードする染色体配列内にインフレームでインテグレートされた
、少なくとも一つのタグ配列を含む細胞を提供する。適したタグの例があるように、適し
た内因性タンパク質の例が以下に詳述される。
【００５９】
　（ａ）内因性タンパク質
　本明細書における用語「内因性タンパク質」は、細胞の遺伝物質によりコードされるタ
ンパク質をさす。一般的に、任意の対象の内因性タンパク質は、様々なタグ配列でタグ付
けされるであろう。
【００６０】
　一つの実施形態では、内因性タンパク質はチューブリンタンパク質であってもよい。様
々な実施形態では、チューブリンタンパク質は、ＴＵＢＡ１Ａ、ＴＵＢＡ１Ｂ、ＴＵＢＡ
１Ｃ、ＴＵＢＡ３Ｃ、ＴＵＢＡ３Ｄ、ＴＵＢＡ３Ｅ、ＴＵＢＡ４ＡおよびＴＵＢＡ８遺伝
子によってコードされるα－チューブリンタンパク質；ＴＵＢＢ、ＴＵＢＢ１、ＴＵＢＢ
２Ａ、ＴＵＢＢ２Ｂ、ＴＵＢＢ２Ｃ、ＴＵＢＢ３、ＴＵＢＢ４、ＴＵＢＢ４ＱおよびＴＵ
ＢＢ６遺伝子によってコードされるβ－チューブリンタンパク質；ＴＵＢＧ１、ＴＵＢＧ
２、ＴＵＢＧＣＰ２、ＴＵＢＧＣＰ３、ＴＵＢＧＣＰ４、ＴＵＢＧＣＰ５およびＴＵＢＧ
ＣＰ６遺伝子によってコードされるγ－チューブリンタンパク質；ＴＵＢＤ１遺伝子によ
ってコードされるδ－チューブリンタンパク質、またはＴＵＢＥ１遺伝子によってコード
されるε－チューブリンタンパク質などの、ヒトチューブリンタンパク質であってもよい
。例示的な実施形態では、内因性チューブリンは、ヒト１２番染色体上のＴＵＢＡ１Ｂ遺
伝子（登録番号　ＮＭ＿００６０８２）によってコードされるヒトα－チューブリンアイ
ソフォーム１Ｂタンパク質であってもよい。
【００６１】
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　別の実施形態では、内因性タンパク質はアクチンタンパク質であってもよい。いくつか
の実施形態では、アクチンタンパク質は、ＡＣＴＡ１遺伝子によってコードされるα－ア
クチンタンパク質、ＡＣＴＢ遺伝子によってコードされるβ－アクチンタンパク質、また
はＡＣＴＧ１遺伝子によってコードされるγ－アクチンタンパク質などの、ヒトアクチン
タンパク質であってもよい。例示的な実施形態では、ヒト７番染色体上のＡＣＴＢ遺伝子
（登録番号　ＮＭ＿００１１０１）によってコードされるヒトβ－アクチンタンパク質で
あってもよい。
【００６２】
　また別の実施形態では、内因性タンパク質はラミン（ｌａｍｉｎ）タンパク質であって
もよい。特定の実施形態では、ＬＭＮＢ１遺伝子およびＬＭＮＢ２遺伝子によって発現さ
れるＢ１ラミンおよびＢ２ラミンなどのヒトラミンタンパク質、または、ラミンＡおよび
Ｃタンパク質、ＬＭＮＡ遺伝子のスプライスバリアント（ｓｐｌｉｃｅ　ｖａｒｉａｎｔ
）であってもよい。例示的な実施形態では、ヒト５番染色体上のＬＭＮＢ１遺伝子（登録
番号　ＮＭ＿００５５７３）によってコードされるヒトラミンＢ１タンパク質であっても
よい。
【００６３】
　さらに別の実施形態では、内因性タンパク質はＥＲＢＢ２遺伝子によってコードされる
ヒト上皮成長因子受容体２（ＨＥＲ２タンパク質）であってもよい。ＨＥＲ２は、細胞膜
表面結合受容体チロシンキナーゼであり、細胞成長および分化を導くシグナル伝達経路に
関わる。ＥＲＢＢ２遺伝子の増幅またはそのタンパク質生成物の過剰発現は、乳癌、卵巣
癌、および胃癌に関連する。内因性ＨＥＲ２タンパク質はヒトＨＥＲ２タンパク質であっ
てもよい（ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ／Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ　登録番号：Ｐ０４６２６）。
【００６４】
　代替的な実施形態では、内因性タンパク質はＨＭＧＡである。ＨＭＧＡは、ＡＴリッチ
領域に結合することにより、ＤＮＡ構造を変化させることによって、遺伝子発現を制御す
る高移動度グループの染色体タンパク質をさす。それらは、最も大きくかつ最も特徴づけ
られた非ヒストン性核タンパク質グループの一つである。ＨＭＧＡ１遺伝子は、細胞成長
、増殖、分化および死滅を含む多種多様の正常な生物学的過程を調節する。この遺伝子に
対して、２種の異なるアイソフォームをコードする少なくとも７種の転写バリアントが発
見されている。いくつかの実施形態では、内因性タンパク質はヒトＨＭＧＡタンパク質で
あってもよい。本発明において使用することができるヒトＨＭＧＡタンパク質の非限定的
な例には、ＨＭＧＡ１遺伝子（登録番号　ＮＭ＿１４５８９９）によって発現される、Ｈ
ＭＧＡアイソフォームａおよびアイソフォームｂが挙げられる。
【００６５】
　さらなる実施形態では、内因性タンパク質は表Ａに記載されるタンパク質とすることが
できる。
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【表１－１】
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【表１－２】
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【表１－３】
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【表１－４】
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【表１－５】

【００６６】
　（ｂ）タグ配列
　本明細書においてタグは、タグ付き内因性タンパク質を構築するために内因性タンパク
質に融合されるタンパク質をさす。タグ配列は、融合タンパク質が生成されるように、内
因性タンパク質コード配列にインフレームで融合される。インフレームは、タンパク質を
コードする染色体配列のオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）が、タグ配列の挿入後
、維持されることを意味する。インフレーム挿入は、挿入されたヌクレオチドの数が３に
よって割り切れる際に起こり、可能な場合には、タグタンパク質コード配列に、任意の数
のヌクレオチドのリンカーを付加することによって達成することができる。内因性タンパ
ク質は、該内因性タンパク質の機能に影響しないことを条件に、タンパク質ポリペプチド
配列内であればどこでも、タグ付けされてもよい。一般的にタグ付けは、タンパク質のＮ
末端またはＣ末端である。内因性タンパク質は、例えば、タンパク質のＮ末端でタグ付け
されてもよい。あるいは、内因性タンパク質は、タンパク質のＣ末端でタグ付けされても
よい。
【００６７】
　タグ配列は、核酸配列によってコードされる任意のペプチド配列であってもよい。タグ
配列は、エピトープタグ、アフィニティータグ、レポーター、またはそれらの組み合わせ
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を含むが、これらに限定されるものではない、様々なタグをコードすることができる。
【００６８】
　タグ配列は、例えば、エピトープタグであってもよい。エピトープタグは、無作為のア
ミノ酸配列または公知のアミノ酸配列を含んでもよい。公知のアミノ酸配列は、例えば、
それに対して生成された抗体を有してもよく、または、その配列に対して生成された公知
の抗体が存在しなくてもよい。エピトープタグは、それに対する市販の抗体が入手できる
抗体エピトープタグであってもよい。適した抗体エピトープタグの非限定的な例は、ｍｙ
ｃ、ＡｃＶ５、ＡＵ１、ＡＵ５、Ｅ、ＥＣＳ、Ｅ２、ＦＬＡＧ、ＨＡ、マルトース結合タ
ンパク質、ｎｕｓ、Ｓｏｆｔａｇ１、Ｓｏｆｔａｇ３、Ｓｔｒｅｐ、ＳＢＰ、Ｇｌｕ－Ｇ
ｌｕ、ＨＳＶ、ＫＴ３、Ｓ、Ｓ１、Ｔ７、Ｖ５、ＶＳＶ－Ｇ、６ｘＨｉｓ、ＢＣＣＰおよ
びカルモジュリンである。
【００６９】
　例示的なタグはレポーターであってもよい。適したレポーターは当分野において知られ
ている。レポーターの非限定的な例には、アフィニティータグ、視覚的レポーター、また
は選択的マーカーレポーターが挙げられる。アフィニティータグの非限定的な例には、キ
チン結合タンパク質（ＣＢＰ）、チオレドキシン（ＴＲＸ）、ポリ（ＮＡＮＰ）、タンデ
ムアフィニティー精製（ＴＡＰ）タグ、およびグルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ（
ＧＳＴ）が挙げられる。視覚的レポーターは典型的に、細胞における色彩変化、または細
胞の蛍光もしくは発光などの、視覚的シグナルをもたらす。例えば、βーガラクトシダー
ゼをコードする、レポーターＬａｃＺは、Ｘ－ｇａｌなどの適した基質が存在する中で、
細胞を青色に変化させるであろう。視覚的レポーターの他の非限定的な例には、蛍光タン
パク質、ルシフェラーゼ、アルカリフォスファターゼ、ベータ－ガラクトシダーゼ、ベー
タ－ラクタマーゼ、セイヨウワサビペルオキシダーゼ、およびそれらの変種が挙げられる
。さらに、ルシフェラーゼが使用されてもよい。選択的マーカーレポーターは、典型的に
薬物耐性（例えば、抗生物質耐性）などの選択可能な特徴を細胞へ与える。
【００７０】
　例示的なタグは蛍光タンパク質視覚的レポーターである。蛍光タンパク質視覚的レポー
ターの非限定的な例には、緑色蛍光タンパク質（例えば、ＧＦＰ、ＧＦＰ－２、タグＧＦ
Ｐ（ｔａｇＧＦＰ）、ｔｕｒｂｏＧＦＰ、ＥＧＦＰ、エメラルド（Ｅｍｅｒａｌｄ）、ア
ザミグリーン（Ａｚａｍｉ　Ｇｒｅｅｎ）、単量体アザミグリーン、ＣｏｐＧＦＰ、Ａｃ
ｅＧＦＰ、ＺｓＧｒｅｅｎ１）、黄色蛍光タンパク質（例えば、ＹＦＰ、ＥＹＦＰ、シト
リン（Ｃｉｔｒｉｎｅ）、ビーナス（Ｖｅｎｕｓ）、ＹＰｅｔ、ＰｈｉＹＦＰ、ＺｓＹｅ
ｌｌｏｗ１）、青色蛍光タンパク質（例えば、ＥＢＦＰ、ＥＢＦＰ２、アズライト（Ａｚ
ｕｒｉｔｅ）、ｍＫａｌａｍａ１、ＧＦＰｕｖ、サファイア（Ｓａｐｐｈｉｒｅ）、Ｔ－
サファイア）、シアン蛍光タンパク質（例えば、ＥＣＦＰ、セルリアン（Ｃｅｒｕｌｅａ
ｎ）、ＣｙＰｅｔ、ＡｍＣｙａｎ１、ミドリイシ（Ｍｉｄｏｒｉｉｓｈｉ）－シアン）、
赤色蛍光タンパク質（例えば、ｍＫａｔｅ、ｍＫａｔｅ２、ｍＰｌｕｍ、ＤｓＲｅｄモノ
マー、ｍＣｈｅｒｒｙ、ｍＲＦＰ１、ＤｓＲｅｄ－エクスプレス、ＤｓＲｅｄ２、ＤｓＲ
ｅｄ－モノマー、ＨｃＲｅｄ－タンデム、ＨｃＲｅｄ１、ＡｓＲｅｄ２、ｅｑＦＰ６１１
、ｍＲａｓｂｅｒｒｙ、ｍＳｔｒａｗｂｅｒｒｙ、Ｊｒｅｄ）、およびオレンジ色蛍光タ
ンパク質（例えば、ｍＯｒａｎｇｅ、ｍＫＯ、クサビラ－オレンジ（Ｋｕｓａｂｉｒａ－
Ｏｒａｎｇｅ）、単量体クサビラ－オレンジ、ｍＴａｎｇｅｒｉｎｅ、ｔｄＴｏｍａｔｏ
）、または任意の他の適した蛍光タンパク質が挙げられる。例示的なタグは、緑色蛍光タ
ンパク質、または赤色蛍光タンパク質である。
【００７１】
　非限定的な例にはまた、アミノ部分およびカルボキシル部分が入れ替えられ、かつ本来
の末端を結合する短いスペーサーと再結合され、同時にまだ蛍光性である、緑色蛍光タン
パク質の環状変異体（ｃｉｒｃｕｌａｒ　ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ）も挙げられる。蛍光
タンパク質のこれらの環状変異体は、ｐＫａ値および発色団の配向（ｏｒｉｅｎｔａｔｉ
ｏｎ）が変化した。さらに、いくつかの蛍光タンパク質内の特定の位置は、タンパク質全
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体の挿入を許容し、挿入における構造変化は色彩増強または色彩変化などの、蛍光に重大
な影響を及ぼす。例えば、ＧＦＰの黄色変異体（ＥＹＦＰ、高感度黄色蛍光タンパク質）
のＴｙｒ－１４５の位置におけるカルモジュリンまたはジンクフィンガードメインの挿入
は、金属結合するとすぐにその蛍光を数倍増強させることができる、指標タンパク質（ｉ
ｎｄｉｃａｔｏｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ）をもたらす。高感度黄色蛍光タンパク質へのカルモ
ジュリングラフト（ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ　ｇｒａｆｔ）は、単一のほ乳類細胞における
細胞質Ｃａ２＋を観察することができる。
【００７２】
　内因性タンパク質は、例えば、ペプチドリンカーを介してタグに融合されてもよい。リ
ンカーペプチドの配列は、適切なフォールディングを可能にし、タグ付けされるタンパク
質およびタグポリペプチドの立体障害を妨げるために、ペプチド断片（ｓｅｇｍｅｎｔ）
の公知の構造的寄与および立体配座的寄与（ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌ　ｃｏｎｔｒ
ｉｂｕｔｉｏｎ）に基づき選択されている。リンカーペプチドは通常、当分野で使用され
、かつ知られており、約３から約４０アミノ酸長であってもよい。
【００７３】
　内因性タンパク質は二以上のタグでタグ付けされてもよい。例えば、内因性タンパク質
は、少なくとも１、２、３、４、５、６、７、８、または９個のタグでタグ付けされても
よい。二以上のタグは、対象の内因性タンパク質に融合された単一のポリペプチドとして
、発現されてもよい。内因性タンパク質に融合された二以上のタグは、翻訳後に個々のタ
グポリペプチドへと切断される単一のポリペプチドとして、発現されてもよい。非限定的
な例として、タグポリペプチド間、またはタグポリペプチドと内因性タンパク質の間に挿
入されたピコルナウイルスの２Ａポリペプチドが、タグの共翻訳「切断」をもたらし、等
モルレベルでの多数のタンパク質の発現を引き起こすことができる。
【００７４】
　一つの例示的な実施形態では、細胞は蛍光タンパク質でタグ付けされる一つの内因性タ
ンパク質を発現する。別の例示的な実施形態では、細胞は２つの蛍光タグ付けされた内因
性タンパク質を発現する。また別の例示的な実施形態では、細胞は３つの蛍光タグ付けさ
れた内因性タンパク質を発現する。さらなる実施形態では、細胞は４つ以上のタグ付き内
因性タンパク質を発現する。
【００７５】
　（ｃ）細胞型
　一般的に、細胞は真核細胞であろう。適した細胞には、ピキア・パストリス（Ｐｉｃｈ
ｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ）もしくはサッカロマイセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍ
ｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）などの、真菌または酵母；スポドプテラ・フルギペル
ダ（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ）由来のＳＦ９細胞もしくはドロソフ
ィア・メラノガスター（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ　ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）由来のＳ２
細胞などの、昆虫細胞；植物細胞；マウス細胞、ラット細胞、ハムスター細胞、非ヒト霊
長類細胞、もしくはヒト細胞などの、動物細胞が挙げられる。例示的な細胞はほ乳類であ
る。ほ乳類細胞は、初代細胞（ｐｒｉｍａｒｙ　ｃｅｌｌ）であってもよい。一般的に、
二本鎖切断に感受性である任意の初代細胞を用いることができる。細胞は、例えば、線維
芽細胞、筋芽細胞、ＴもしくはＢ細胞、マクロファージ、上皮細胞など、様々な細胞型で
あってもよい。
【００７６】
　ほ乳類細胞はほ乳類細胞株細胞であってもよい。細胞株は任意の樹立された細胞株また
は初代細胞株であってもよい。細胞株は接着性もしくは非接着性であってもよく、あるい
は、細胞株は、当業者に知られた標準的な技術を使用して、接着性、非接着性もしくは器
官型の生育を促す条件下で成長させることができる。適したほ乳類細胞株の非限定的な例
には、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、ＳＶ４０により形質転換されたサル
腎臓ＣＶＩ株（ＣＯＳ７）；ヒト胎児腎臓株２９３；ベビーハムスター腎臓細胞（ＢＨＫ
）；マウスセルトリ細胞（ＴＭ４）；サル腎臓細胞（ＣＶＩ－７６）；アフリカミドリザ
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ル腎臓細胞（ＶＥＲＯ－７６）；ヒト子宮頸癌細胞（ＨＥＬＡ）；イヌ腎臓細胞（ＭＤＣ
Ｋ）；バッファローラット肝細胞（ＢＲＬ　３Ａ）；ヒト肺細胞（Ｗ１３８）；ヒト肝細
胞（Ｈｅｐ　Ｇ２）；マウス乳癌細胞（ＭＭＴ）；ラット肝臓癌細胞（ＨＴＣ）；ＨＩＨ
／３Ｔ３細胞、ヒトＵ２－ＯＳ骨肉腫細胞株、ヒトＡ５４９細胞株、ヒトＫ５６２細胞株
、ヒトＨＥＫ２９３細胞株、ヒトＨＥＫ２９３Ｔ細胞株、およびＴＲＩ細胞が挙げられる
。ほ乳類細胞株の広範なリストに関して、当業者は、アメリカンタイプカルチャーコレク
ションカタログ（ＡＴＣＣ登録商標、Ｍａｍａｓｓａｓ、ＶＡ）を参照することができる
。一般的に、細胞は、例えば、線維芽細胞、筋芽細胞、ＴもしくはＢ細胞、マクロファー
ジ、上皮細胞など、様々な種類の細胞であってもよい。本開示による、例示的な細胞株は
、ヒトＵ２ＯＳ骨肉腫細胞株である。代替的な例示的なヒト細胞株は、Ａ５４９細胞株、
Ｋ５６２細胞株細胞株、ＨＥＫ２９３細胞株、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞株細胞株である。別の
例示的なヒト細胞株は、ＭＣＦ１０ａ、乳腺上皮癌細胞株、である。まだ別の例示的なヒ
ト細胞株は、ＳＫＯＶ３、上皮細胞株、である。代替的な例示的なヒト細胞株には、線維
芽細胞または他の細胞型から生成された、誘導性多能性幹細胞であるｉＰＳ細胞が挙げら
れる。
【００７７】
　さらに他の実施形態では、細胞は幹細胞であってもよい。適した幹細胞には、胚性幹細
胞、ＥＳ様幹細胞、胎児幹細胞、成体幹細胞、多能性（ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ）幹細胞
、誘導性多能性幹細胞、複能性（ｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔ）幹細胞、少能性（ｏｌｉｇｏ
ｐｏｔｅｎｔ）幹細胞、単能性（ｕｎｉｐｏｔｅｎｔ）幹細胞が挙げられるが、これらに
限定されるものではない。
【００７８】
　さらなる実施形態では、細胞は一細胞胚（ｏｎｅ－ｃｅｌｌ　ｅｍｂｒｙｏ）であって
もよい。胚は、脊椎動物または無脊椎動物であってもよい。適した脊椎動物には、ほ乳類
、鳥類、爬虫類、両生類および魚類が挙げられる。適したほ乳類の例には、齧歯類、コン
パニオンアニマル、家畜、および非霊長類が挙げられるが、これらに限定されるものでは
ない。齧歯類の非限定的な例には、マウス、ラット、ハムスター、アレチネズミ、および
モルモットが挙げられる。適したコンパニオンアニマルには、ネコ、イヌ、ウサギ、ハリ
ネズミおよびフェレットが挙げられるが、これらに限定されるものではない。家畜の非限
定的な例には、ウマ、ヤギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ラマおよびアルパカが挙げられる。適
した非霊長類には、オマキザル、チンパンジー、キツネザル、マカク、マーモセット、タ
マリン、クモザル、リスザルおよびオナガザルが挙げられるが、これらに限定されるもの
ではない。鳥類の非限定的な例には、鶏、七面鳥、アヒルおよびガチョウが挙げられる。
あるいは、動物は、昆虫、線虫等などの無脊椎動物であってもよい。昆虫の非限定的な例
には、ショウジョウバエ（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ）および蚊が挙げられる。
【００７９】
ＩＩ．タグ付き内因性タンパク質のための方法
　本開示の別の態様は、細胞内で少なくとも一つの内因性タンパク質にタグを付けるため
の方法を包含する。本方法は、インフレームでの内因性コード配列とタグ配列のインテグ
レーションを介在するために、標的エンドヌクレアーゼを使用することを含む。より具体
的には、本方法は、少なくとも一つのジンクフィンガーヌクレアーゼまたはジンクフィン
ガーヌクレアーゼをコードする核酸、および少なくとも一つのドナーポリヌクレオチドを
細胞内に導入することを含む。ドナーポリヌクレオチドは、内因性染色体配列内にインフ
レームでインテグレートされるタグ配列、タグ配列を挟む上流配列および下流配列を含み
、ここに該上流配列および下流配列は、タンパク質をコードする内因性染色体配列におけ
る切断部位の両側と実質的な配列同一性を共有するものである。細胞は次いで、該ジンク
フィンガーヌクレアーゼにより切断部位で導入された二本鎖切断が、該ドナーポリヌクレ
オチド内のタグ配列が、内因性タンパク質をコードする染色体配列内にインフレームでイ
ンテグレートされるような、相同性指向過程により修復されるような条件下で、維持され
る。少なくとも一つのタグ付き内因性タンパク質を発現する、本方法によって生成された
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細胞は、上記（Ｉ）節に詳述される。本方法の構成要素は、以下に詳しく記載される。
【００８０】
　（ａ）標的エンドヌクレアーゼ
　本方法は、一つには、少なくとも一つの標的エンドヌクレアーゼまたは標的エンドヌク
レアーゼをコードする核酸を細胞内に導入することを含む。標的エンドヌクレアーゼは、
天然に存在するタンパク質または人工タンパク質であってもよい。いくつかの実施形態で
は、標的エンドヌクレアーゼは、メガヌクレアーゼまたはホーミングエンドヌクレアーゼ
とすることができる。他の実施形態では、標的エンドヌクレアーゼは、転写活性化物質様
エフェクター（ＴＡＬＥ）－ヌクレアーゼであってもよい。好ましい実施形態では、標的
エンドヌクレアーゼはジンクフィンガーヌクレアーゼとすることができる。典型的に、ジ
ンクフィンガーヌクレアーゼは、以下に記載される、ＤＮＡ結合ドメイン（すなわち、ジ
ンクフィンガー）および切断ドメイン（すなわち、ヌクレアーゼ）を含む。
【００８１】
　　（ｉ）ジンクフィンガー結合ドメイン
　ジンクフィンガー結合ドメインは、任意の最適な核酸配列を認識し、結合するように操
作されてもよい。例えば、Ｂｅｅｒｌｉ　ｅｔ　ａｌ．　（２００２）　Ｎａｔ．　Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌ．　２０：１３５－１４１；Ｐａｂｏ　ｅｔ　ａｌ．　（２００１）　
Ａｎｎ．　Ｒｅｖ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　７０：３１３－３４０；Ｉｓａｌａｎ　ｅｔ　
ａｌ．　（２００１）　Ｎａｔ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　１９：６５６－６６０；Ｓ
ｅｇａｌ　ｅｔ　ａｌ．　（２００１）　Ｃｕｒｒ．　Ｏｐｉｎ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
ｌ．　１２：６３２－６３７；Ｃｈｏｏ　ｅｔ　ａｌ．　（２０００）　Ｃｕｒｒ．　Ｏ
ｐｉｎ．　Ｓｔｒｕｃｔ．　Ｂｉｏｌ．　１０：４１１－４１６；Ｚｈａｎｇ　ｅｔ　ａ
ｌ．　（２０００）　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．　２７５（４３）：３３８５０－３
３８６０；Ｄｏｙｏｎ　ｅｔ　ａｌ．　（２００８）　Ｎａｔ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
．　２６：７０２－７０８；およびＳａｎｔｉａｇｏ　ｅｔ　ａｌ．　（２００８）　Ｐ
ｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　１０５：５８０９－５８１４を
参照されたい。操作されたジンクフィンガー結合ドメインは、天然に存在するジンクフィ
ンガータンパク質に比べて、新規の結合特異性を有してもよい。操作方法は、合理的設計
および様々な型の選択が挙げられるが、これらに限定されるものではない。合理的設計に
は、例えば、二重鎖、三重鎖、および／または四重鎖ヌクレオチド配列ならびに個々のジ
ンクフィンガーアミノ酸配列を含み、ここに各二重鎖、三重鎖、および／または四重鎖ヌ
クレオチド配列は、特定の三重鎖または四重鎖配列に結合するジンクフィンガーの一以上
のアミノ酸配列と会合されるものである、データベースを使用することが挙げられる。例
えば、その開示の全体が出典明示により本明細書に組み込まれる、米国特許第６，４５３
，２４２号および同第６，５３４，２６１号を参照されたい。例として、米国特許第６，
４５３，２４２号において記載されるアルゴリズムを使用して、事前に選択された配列を
標的とするためのジンクフィンガー結合ドメインを設計することができる。また、非縮重
認識コード表を使用する合理的設計などの代替方法を使用して、特定の配列を標的とする
ためのジンクフィンガー結合ドメインを設計することができる（Ｓｅｒａ　ｅｔ　ａｌ．
　（２００２）　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　４１：７０７４－７０８１）。ＤＮＡ配列
における標的部位候補を同定し、ジンクフィンガー結合ドメインを設計するための、公的
に利用可能なウェブをベースとするツールが、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｚｉｎｃｆｉｎｇ
ｅｒｔｏｏｌｓ．ｏｒｇおよびｈｔｔｐ：／／ｂｉｎｄｒ．ｇｄｃｂ．ｉａｓｔａｔｅ．
ｅｄｕ／ＺｉＦｉＴ／　にそれぞれ見つかり得る（Ｍａｎｄｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．　（２
００６）　Ｎｕｃ．　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．　３４：Ｗ５１６－Ｗ５２３；Ｓａｎｄｅｒ　
ｅｔ　ａｌ．　（２００７）　Ｎｕｃ．　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．　３５：Ｗ５９９－Ｗ６０
５）。
【００８２】
　ジンクフィンガー結合ドメインは、約３ヌクレオチドから約２１ヌクレオチド長、また
は約８から約１９ヌクレオチド長の範囲であるＤＮＡ配列を認識し、結合するように設計
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することができる。一般的に、本明細書に開示されるジンクフィンガーヌクレアーゼのジ
ンクフィンガー結合ドメインは、少なくとも３つのジンクフィンガー認識領域（すなわち
、ジンクフィンガー）を含む。一つの実施形態では、ジンクフィンガー結合ドメインは４
つのジンクフィンガー認識領域を含んでもよい。別の実施形態では、ジンクフィンガー結
合ドメインは５つのジンクフィンガー認識領域を含んでもよい。また別の実施形態では、
ジンクフィンガー結合ドメインは６つのジンクフィンガー認識領域を含んでもよい。ジン
クフィンガー結合ドメインは、任意の適した標的ＤＮＡ配列に結合するように設計されて
もよい。例えば、その開示の全体が出典明示により本明細書に組み込まれる、米国特許第
６，６０７，８８２号、同第６，５３４，２６１号および同第６，４５３，２４２号を参
照されたい。
【００８３】
　ジンクフィンガー認識領域を選択するための例示的な方法には、ファージディスプレイ
およびツーハイブリッドシステムが挙げられ、その開示の全体が出典明示により本明細書
に組み込まれる、米国特許第５，７８９，５３８号、同第５，９２５，５２３号、同第６
，００７，９８８号、同第６，０１３，４５３号、同第６，４１０，２４８号、同第６，
１４０，４６６号、同第６，２００，７５９号、および同第６，２４２，５６８号、なら
びに、国際公開第９８／３７１８６号；国際公開第９８／５３０５７号；国際公開第００
／２７８７８号；国際公開第０１／８８１９７号、および英国特許第２，３３８，２３７
号に開示される。さらに、ジンクフィンガー認識領域に対する結合特異性の増強が、例え
ば、国際公開第０２／０７７２２７号に記載される。
【００８４】
　ジンクフィンガー結合ドメイン、ならびに融合タンパク質（および同一物をコードする
ポリヌクレオチド）の設計および構築のための方法は当業者に知られており、全体が出典
明示により本明細書に組み込まれる、米国特許出願公開第２００５００６４４７４号およ
び同第２００６０１８８９８７号に詳しく記載される。ジンクフィンガー認識領域および
／またはマルチ－フィンガー型ジンクフィンガータンパク質は、例えば５以上のアミノ酸
長のリンカーを含む、適したリンカー配列を使用して、共に結合することができる。６以
上のアミノ酸長のリンカー配列の非限定的な例に関して、その開示の全体が出典明示によ
り本明細書に組み込まれる、米国特許第６，４７９，６２６号、同第６，９０３，１８５
号、および同第７，１５３，９４９号を参照されたい。本明細書に記載されるジンクフィ
ンガー結合ドメインは、タンパク質の個々のジンクフィンガーの間に適したリンカーの組
み合わせを含むことができる。
【００８５】
　いくつかの実施形態では、ジンクフィンガーヌクレアーゼはさらに核局在化シグナルま
たは配列（ＮＬＳ）を含んでもよい。ＮＬＳは、染色体における標的配列で二本鎖切断を
導入するために、ジンクフィンガーヌクレアーゼタンパク質を核内に標的化させることを
促進する、アミノ酸配列である。核局在化シグナルは当分野において知られている。例え
ば、Ｍａｋｋｅｒｈ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９６）　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　
６：１０２５－１０２７を参照されたい。
【００８６】
　例示的なジンクフィンガーＤＮＡ結合ドメインは、配列番号１、２、１３、１４、１８
、１９、２２、２３、２５および２６から選択される配列と、少なくとも約８０％の配列
同一性を有する配列を認識し、結合する。他の実施形態では、配列同一性は、約８１％、
８２％、８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、
９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％で
あってもよい。
【００８７】
　　（ｉｉ）切断ドメイン
　ジンクフィンガーヌクレアーゼは切断ドメインも含有する。本明細書で開示されるジン
クフィンガーヌクレアーゼの切断ドメイン部分は、任意のエンドヌクレアーゼまたはエキ
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ソヌクレアーゼから得ることができる。切断ドメインが由来し得るエンドヌクレアーゼの
非限定的な例には、制限エンドヌクレアーゼおよびホーミングエンドヌクレアーゼが挙げ
られるが、これらに限定されるものではない。例えば、２００２－２００３　Ｃａｔａｌ
ｏｇ，　Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ，　Ｂｅｖｅｒｌｙ，　Ｍａｓｓ．；
およびＢｅｌｆｏｒｔ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９７）　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒ
ｅｓ．　２５：３３７９－３３８８またはｗｗｗ．ｎｅｂ．ｃｏｍを参照されたい。ＤＮ
Ａを切断するさらなる酵素が知られている（例えば、Ｓ１ヌクレアーゼ；マング・ビーン
・ヌクレアーゼ；膵臓ＤＮａｓｅ　Ｉ；ミクロコッカス・ヌクレアーゼ；酵母ＨＯエンド
ヌクレアーゼ）。Ｌｉｎｎ　ｅｔ　ａｌ．　（ｅｄｓ．）　Ｎｕｃｌｅａｓｅｓ，　Ｃｏ
ｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，　１９９３も
参照されたい。これらの酵素（またはそれらの機能的断片）の一以上を、切断ドメインの
供給源として使用してもよい。
【００８８】
　切断ドメインはまた、上述のような、切断活性のために二両体化を必要とする、酵素ま
たはその部分であってもよい。２つのジンクフィンガーヌクレアーゼが、活性酵素二量体
の単量体を含む各ヌクレアーゼとして、切断のために必要とされ得る。あるいは、単一の
ジンクフィンガーヌクレアーゼが、活性酵素二量体を構築するための両方の単量体を含む
ことができる。本明細書で用いる場合、「活性酵素二量体」とは核酸分子を切断すること
ができる酵素二量体である。２つの切断単量体が同一のエンドヌクレアーゼ（あるいはそ
の機能的な断片）に由来してもよく、または、各単量体が異なるエンドヌクレアーゼ（あ
るいはその機能的な断片）に由来してもよい。
【００８９】
　２つの切断単量体を使用して活性酵素二量体を形成する場合、２つのジンクフィンガー
ヌクレアーゼのための認識部位は、それら各々の認識部位との２つのジンクフィンガーヌ
クレアーゼの結合が、例えば二量体化によって、切断単量体に活性酵素二両体を形成させ
る、互いに対する空間的配向で切断単量体を設置するように、配置されるのが好ましい。
結果として、認識部位の近端は、約５から約１８ヌクレオチドにより分離され得る。例え
ば、近端は、約５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７
、または１８ヌクレオチドにより分離され得る。しかしながら、任意の整数のヌクレオチ
ドまたはヌクレオチド対が、２つの認識部位の間に介入し得ることが認識される（例えば
、約２から約５０ヌクレオチド対以上）。例えば、本明細書で詳細に記載されるものなど
、ジンクフィンガーヌクレアーゼの認識部位の近端は、６ヌクレオチドにより分離され得
る。一般的に、切断部位は認識部位の間に位置する。
【００９０】
　制限エンドヌクレアーゼ（制限酵素）は多数の種に存在し、かつ、ＤＮＡに配列特異的
に（認識部位で）結合し、結合部位またはその付近で、ＤＮＡを切断することが可能であ
る。特定の制限酵素（例えば、タイプＩＩＳ）は、認識部位から移動した部位でＤＮＡを
切断し、分離可能な結合ドメインおよび切断ドメインを有する。例えば、タイプＩＩＳ酵
素ＦｏｋＩは、一方の鎖のその認識部位から９ヌクレオチド、他方のその認識部位から１
３ヌクレオチドのところで、ＤＮＡの二本鎖切断を触媒する。例えば、米国特許第５，３
５６，８０２号；同第５，４３６，１５０号および同第５，４８７，９９４号；ならびに
Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９２）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　
ＵＳＡ　８９：４２７５－４２７９；Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９３）　Ｐｒｏｃ．　
Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　９０：２７６４－２７６８；Ｋｉｍ　ｅｔ
　ａｌ．　（１９９４ａ）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　
９１：８８３－８８７；Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９４ｂ）　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃ
ｈｅｍ．　２６９：３１，　９７８－３１，　９８２を参照されたい。それゆえ、ジンク
フィンガーヌクレアーゼは、操作されてもされなくてもよいが、少なくとも一つのタイプ
ＩＩＳ制限酵素由来の切断ドメインおよび一以上のジンクフィンガー結合ドメインを含む
ことができる。例示的なタイプＩＩＳ制限酵素は、例えば、その開示の全体が出典明示に
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より本明細書に組み込まれる、国際公開第０７／０１４，２７５号に記載される。さらな
る制限酵素はまた、分離可能な結合ドメインおよび切断ドメインを含有し、これらもまた
本開示によって企図される。例えば、Ｒｏｂｅｒｔｓ　ｅｔ　ａｌ．　（２００３）　Ｎ
ｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　３１：４１８－４２０を参照されたい。
【００９１】
　切断ドメインが結合ドメインから分離可能である、例示的なタイプＩＩＳ制限酵素は、
ＦｏｋＩである。この特定の酵素は、二量体として活性である（Ｂｉｔｉｎａｉｔｅ　ｅ
ｔ　ａｌ．　（１９９８）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　
９５：　１０，　５７０－１０，　５７５）。したがって、本開示の目的のため、ジンク
フィンガーヌクレアーゼにおいて使用されるＦｏｋＩ酵素の部分は、切断単量体であると
みなされる。それゆえ、ＦｏｋＩ切断ドメインを使用する標的化二本鎖切断のために、各
々がＦｏｋＩ切断単量体を含む、２つのジンクフィンガーヌクレアーゼを使用して、活性
酵素二量体を再構成することができる。あるいは、ジンクフィンガー結合ドメインおよび
２つのＦｏｋＩ切断単量体を含有する単一のポリペプチド分子が用いられてもよい。
【００９２】
　特定の実施形態では、切断ドメインは、例えば、その開示の全体が出典明示により本明
細書に組み込まれる、米国特許出願公開第２００５００６４４７４号、同第２００６０１
８８９８７号および同第２００８０１３１９６２号に記載されるように、ホモ二量体化を
最小化するまたは防ぐ、一以上の操作された切断単量体を含むことができる。非限定的な
例として、ＦｏｋＩの４４６、４４７、４７９、４８３、４８４、４８６、４８７、４９
０、４９１、４９６、４９８、４９９、５００、５３１、５３４、５３７、および５３８
位のアミノ酸残基は、全て、ＦｏｋＩ切断ハーフ－ドメインの二量体化に影響を与えるた
めの標的である。強制的なヘテロ二量体を形成する、例示的なＦｏｋＩの操作された切断
単量体には、第一の切断単量体がＦｏｋＩのアミノ酸残基４９０位および５３８位での変
異を含み、第二の切断単量体がアミノ酸残基４８６位および４９９位での変異を含むもの
である、ペアが挙げられる。
【００９３】
　それゆえ、一つの実施形態では、アミノ酸４９０位での変異はＧｌｕ（Ｅ）をＬｙｓ（
Ｋ）で置換し；アミノ酸５３８位での変異はＩｓｏ（Ｉ）をＬｙｓ（Ｋ）で置換し；アミ
ノ酸４８６位での変異はＧｌｎ（Ｑ）をＧｌｕ（Ｅ）で置換し；かつ、アミノ酸４９９位
での変異はＩｓｏ（Ｉ）をＬｙｓ（Ｋ）で置換する。特に、操作された切断単量体は、「
Ｅ４９０Ｋ：Ｉ５３８Ｋ」で示される操作された切断単量体を生成するために、一つの切
断単量体において、４９０位をＥからＫへ、５３８位をＩからＫへ変異させること、およ
び、「Ｑ４８６Ｅ：Ｉ４９９Ｌ」で示される操作された切断単量体を生成するために、別
の切断単量体において、４８６位をＱからＥへ、４９９位をＩからＬへ変異させることに
より、調製され得る。上述の操作された切断単量体は、異常な切断が最小化または撤廃さ
れた、強制されたヘテロ二量体変異体である。操作された切断単量体は、例えば、米国特
許出願公開第２００５００６４４７４号に記載されるような、野生型切断単量体（Ｆｏｋ
Ｉ）の部位特異的変異導入（ｓｉｔｅ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ）に
より、適した方法を用いて調製されてもよい（実施例５を参照されたい）。
【００９４】
　上述のジンクフィンガーヌクレアーゼは、インテグレーションの標的化部位で二本鎖切
断を導入するように操作されてもよい。二本鎖切断はインテグレーションの標的化部位で
あってもよく、インテグレーションの部位から最大１、２、３、４、５、１０、１５、２
０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、１００、または１０００ヌクレオチド離れて
もよい。いくつかの実施形態では、二本鎖切断はインテグレーションの部位から最大１、
２、３、４、５、１０、１５、または２０ヌクレオチド離れてもよい。他の実施形態では
、二本鎖切断はインテグレーションの部位から最大１０、１５、２０、２５、３０、３５
、４０、４５、または５０ヌクレオチド離れてもよい。さらに他の実施形態では、二本鎖
切断はインテグレーションの部位から最大５０、１００、または１０００ヌクレオチド離
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れてもよい。
【００９５】
　　（ｉｖ）標的化切断のためのさらなる方法
　染色体配列における標的部位を有する任意のヌクレアーゼが、本明細書に開示される方
法において用いられてもよい。例えば、ホーミングエンドヌクレアーゼおよびメガヌクレ
アーゼは非常に長い認識配列を有し、そのうちのいくつかは、統計的に、ヒトサイズのゲ
ノムにおいて一度ぐらい、存在する可能性がある。細胞内ゲノムにおいて固有の標的部位
を有する任意のこのようなヌクレアーゼを、細胞染色体の標的化切断のために、ジンクフ
ィンガーヌクレアーゼの代わりに、または、加えて、使用してもよい。
【００９６】
　ホーミングエンドヌクレアーゼの非限定的な例には、Ｉ－ＳｃｅＩ、Ｉ－ＣｅｕＩ、Ｐ
Ｉ－ＰｓｐＩ、ＰＩ－Ｓｃｅ、Ｉ－ＳｃｅＩＶ、Ｉ－ＣｓｍＩ、Ｉ－ＰａｎＩ、Ｉ－Ｓｃ
ｅｌｌ、Ｉ－ＰｐｏＩ、Ｉ－ＳｃｅＩＩＩ、Ｉ－ＣｒｅＩ、Ｉ－ＴｅｖＩ、Ｉ－ＴｅｖＩ
ｌおよびＩ－ＴｅｖＩＩＩが挙げられる。これらの酵素の認識配列は当分野において知ら
れている。米国特許第５，４２０，０３２号；米国特許第６，８３３，２５２号；Ｂｅｌ
ｆｏｒｔ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９７）　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　２５
：３３７９－３３８８；Ｄｕｊｏｎ　ｅｔ　ａｌ．　（１９８９）　Ｇｅｎｅ　８２：１
１５－１１８；Ｐｅｒｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９４）　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ
ｓ　Ｒｅｓ．　２２，　１１２５－１１２７；Ｊａｓｉｎ　（１９９６）　Ｔｒｅｎｄｓ
　Ｇｅｎｅｔ．　１２：２２４－２２８；Ｇｉｍｂｌｅ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９６）　
Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　２６３：１６３－１８０；Ａｒｇａｓｔ　ｅｔ　ａｌ．　
（１９９８）　Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　２８０：３４５－３５３およびＮｅｗ Ｅ
ｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓカタログも参照されたい。
【００９７】
　ほとんどのホーミングエンドヌクレアーゼの切断特異性は、それらの認識部位に対して
絶対的ではないが、その部位は、ほ乳類サイズのゲノムあたり単一の切断事象が、単コピ
ーのその認識部位を含有する細胞においてホーミングエンドヌクレアーゼを発現すること
により得られる、十分な長さである。ホーミングエンドヌクレアーゼおよびメガヌクレア
ーゼの特異性を、非天然標的部位に結合するよう操作してもよいということもまた、報告
されている。例えば、Ｃｈｅｖａｌｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．　（２００２）　Ｍｏｌｅｃ．
　Ｃｅｌｌ　１０：８９５－９０５；Ｅｐｉｎａｔ　ｅｔ　ａｌ．　（２００３）　Ｎｕ
ｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　３１：２９５２－２９６２；Ａｓｈｗｏｒｔｈ　ｅ
ｔ　ａｌ．　（２００６）　Ｎａｔｕｒｅ　４４１：６５６－６５９；Ｐａｑｕｅｓ　ｅ
ｔ　ａｌ．　（２００７）　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　７：４９－６
６を参照されたい。
【００９８】
　　（ｖ）ジンクフィンガーヌクレアーゼをコードする核酸
　ジンクフィンガーヌクレアーゼは、ジンクフィンガーヌクレアーゼをコードする核酸と
して細胞内に導入されてもよい。ジンクフィンガーヌクレアーゼをコードする核酸は、Ｄ
ＮＡまたはＲＮＡとすることができる。一つの実施形態では、ジンクフィンガーヌクレア
ーゼをコードする核酸はＤＮＡとすることができる。例えば、ジンクフィンガーヌクレア
ーゼコード配列を含むプラスミドＤＮＡが、細胞内に導入されてもよい。別の実施形態で
は、ジンクフィンガーヌクレアーゼをコードする核酸は、ＲＮＡまたはｍＲＮＡであって
もよい。ジンクフィンガーヌクレアーゼをコードする核酸がｍＲＮＡである場合、該ｍＲ
ＮＡ分子は５’キャップされてもよい。同様に、ジンクフィンガーヌクレアーゼをコード
する核酸がｍＲＮＡである場合、該ｍＲＮＡ分子はポリアデニル化されてもよい。それゆ
え、本方法による核酸は、ジンクフィンガーヌクレアーゼをコードする、キャップされ、
ポリアデニル化されたｍＲＮＡとすることができる。ｍＲＮＡをキャップする方法および
ポリアデニル化する方法は当分野において知られている。
【００９９】
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　（ｂ）ドナーポリヌクレオチド
　標的とされる染色体配列内にインフレームでタグ配列をインテグレートするための方法
は、タグ配列を含む少なくとも一つのドナーポリヌクレオチドを細胞内に導入することを
さらに含む。ドナーポリヌクレオチドは、上記（Ｉ）（ｂ）節に詳述されるようにタグ配
列を含むだけでなく、上流配列および下流配列も含む。該上流および下流配列は、ドナー
ポリヌクレオチドにおいてタグ配列を挟む。さらに、該上流および下流配列は、内因性染
色体配列におけるインテグレーション部位の両側と実質的な配列同一性を共有する。
【０１００】
　ドナーポリヌクレオチドにおける上流および下流配列は、標的とされる染色体配列およ
びドナーポリヌクレオチドの間の組換えを促進するように選択される。上流配列とは、本
明細書で用いられる場合、インテグレーションの標的化部位の上流の染色体配列と配列類
似性を共有する核酸配列をいう。同様に、下流配列とは、インテグレーションの標的化部
位の下流の染色体配列と配列類似性を共有する核酸配列をいう。ドナーポリヌクレオチド
における上流および下流配列は、標的とされる染色体配列と約７５％、８０％、８５％、
９０％、９５％または１００％配列同一性を有してもよい。他の実施形態では、ドナーポ
リヌクレオチドにおける上流および下流配列は、標的とされる染色体配列と約９５％、９
６％、９７％、９８％、９９％、または１００％配列同一性を有してもよい。例示的な実
施形態では、ドナーポリヌクレオチドにおける上流および下流配列は、標的とされる染色
体配列と約９９％または１００％配列同一性を有してもよい。
【０１０１】
　上流または下流配列は、約２０ｂｐから約２５００ｂｐを含んでもよい。一つの実施形
態では、上流または下流配列は、約５０、１００、２００、３００、４００、５００、６
００、７００、８００、９００、１０００、１１００、１２００、１３００、１４００、
１５００、１６００、１７００、１８００、１９００、２０００、２１００、２２００、
２３００、２４００、または２５００ｂｐを含んでもよい。例示的な上流または下流配列
は、約２００ｂｐから約２０００ｂｐ、約６００ｂｐから約１０００ｂｐ、またはより具
体的には約７００ｂｐから約１０００ｂｐを含んでもよい。
【０１０２】
　典型的には、ドナーポリヌクレオチドはＤＮＡであるだろう。ドナーポリヌクレオチド
は、ＤＮＡプラスミド、細菌人工染色体（ＢＡＣ）、酵母人工染色体（ＹＡＣ）、ウイル
スベクター、線状断片（ｌｉｎｅａｒ　ｐｉｅｃｅ）ＤＮＡ、ＰＣＲ断片、ネイキッドな
（ｎａｋｅｄ）核酸、またはリポソームあるいはポロキサマー（ｐｏｌｏｘａｍｅｒ）な
どの送達媒体（ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｖｅｈｉｃｌｅ）と複合体化された核酸であってもよ
い。一つの実施形態では、タグ配列を含むドナーポリヌクレオチドは、ＤＮＡプラスミド
とすることができる。別の実施形態では、タグ配列を含むドナーポリヌクレオチドは、Ｂ
ＡＣとすることができる。
【０１０３】
　当業者は、周知の標準的な組換え技術を使用して、本明細書に記載されるようなドナー
ポリヌクレオチドを構築できるであろう（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，　
２００１およびＡｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，　１９９６を参照されたい）。
【０１０４】
　（ｃ）細胞への送達
　本方法は、標的エンドヌクレアーゼまたは標的エンドヌクレアーゼをコードする核酸お
よびドナーポリヌクレオチドを、細胞内に導入することを含む。適した細胞は上記（Ｉ）
（ｃ）節に詳述される。
【０１０５】
　適した送達方法には、マイクロインジェクション、エレクトロポレーション、ソノポレ
ーション、微粒子銃（ｂｉｏｌｉｓｔｉｃｓ）、リン酸カルシウム介在トランスフェクシ
ョン（ｃａｌｃｉｕｍ　ｐｈｏｓｐｈａｔｅ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉ
ｏｎ）、陽イオントランスフェクション、リポソームトランスフェクション、デンドリマ
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ートランスフェクション、熱ショックトランスフェクション、ヌクレオフェクショントラ
ンスフェクション、マグネトフェクション、リポフェクション、インペールフェクション
（ｉｍｐａｌｅｆｅｃｔｉｏｎ）、オプティカルトランスフェクション（ｏｐｔｉｃａｌ
　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ）、専売薬剤（ｐｒｏｐｒｉｅｔａｒｙ　ａｇｅｎｔ）で促
進された核酸の取り込み、およびリポソーム、免疫リポソーム、ビロソーム、あるいは人
工ビリオンを介する送達、が挙げられる。一つの実施形態では、分子はヌクレオフェクシ
ョンにより細胞内に導入することができる。別の実施形態では、分子はマイクロインジェ
クションにより細胞内に導入することができる。分子は、細胞の核内あるいは細胞質内に
マイクロインジェクションすることができる。
【０１０６】
　標的エンドヌクレアーゼまたは標的エンドヌクレアーゼをコードする核酸に対する、タ
グ配列を含むドナーポリヌクレオチドの割合は、変化でき、変化するであろう。好ましい
実施形態では、標的エンドヌクレアーゼはジンクフィンガーヌクレアーゼとすることがで
きる。一般的に、ジンクフィンガーヌクレアーゼ分子に対するドナーポリヌクレオチドの
割合は、約１：１０から約１０：１の範囲であってもよい。様々な実施形態では、ジンク
フィンガーヌクレアーゼ分子に対するドナーポリヌクレオチドの割合は、約１：１０、１
：９、１：８、１：７、１：６、１：５、１：４、１：３、１：２、１：１、２：１、３
：１、４：１、５：１、６：１、７：１、８：１、９：１、または１０：１であってもよ
い。一つの実施形態では、割合は約１：１であってもよい。
【０１０７】
　二以上の標的エンドヌクレアーゼ分子および二以上のドナーポリヌクレオチドが細胞内
に導入される実施形態では、分子は同時にあるいは順に導入されてもよい。例えば、各々
異なる認識配列に特異的である標的エンドヌクレアーゼ分子、ならびに、対応するドナー
ポリヌクレオチドを、同時に導入してもよい。あるいは、各標的エンドヌクレアーゼ分子
、ならびに、対応するドナーポリヌクレオチドを順に導入してもよい。
【０１０８】
　（ｄ）細胞培養
　本方法はさらに、標的エンドヌクレアーゼ介在インテグレーションが起こり得るような
、適切な条件下で細胞を維持することを含む。必要であれば、細胞は、標的エンドヌクレ
アーゼの発現を可能とする標準手順を使用して、培養することができる。標準的な細胞培
養技術は、例えば、Ｓａｎｔｉａｇｏ　ｅｔ　ａｌ．　（２００８）　ＰＮＡＳ　１０５
：５８０９－５８１４；Ｍｏｅｈｌｅ　ｅｔ　ａｌ．　（２００７）　ＰＮＡＳ　１０４
：３０５５－３０６０；Ｕｒｎｏｖ　ｅｔ　ａｌ．　（２００５）　Ｎａｔｕｒｅ　４３
５：６４６－６５１；およびＬｏｍｂａｒｄｏ　ｅｔ　ａｌ　（２００７）　Ｎａｔ．　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２５：１２９８－１３０６に記載される。当業者は、細胞
を培養するための方法が当分野において知られ、かつ、細胞型によって変化でき、変化す
るであろうことを十分理解している。いかなる場合でも、特定の細胞型のための最良の技
術を決定するために、所定の最適化を用いることができる。
【０１０９】
　細胞が一細胞胚である実施形態では、胚をインビトロで培養することができる（例えば
、細胞培養）。典型的には、胚は、ジンクフィンガーヌクレアーゼを可能とする、必須の
Ｏ２／ＣＯ２比を備える、適切な温度かつ適切な培地で培養される。培地の適した非限定
的な例には、Ｍ２、Ｍ１６、ＫＳＯＭ、ＢＭＯＣ、およびＨＴＦ培地が挙げられる。当業
者は、培養条件が、胚の種類によって変化でき、変化するであろうことを十分理解してい
るであろう。いかなる場合でも、特定の胚の種類のための最良の技術を決定するために、
所定の最適化を用いることができる。場合によっては、胚は、メス宿主の子宮内に胚を移
植する（ｔｒａｎｓｆｅｒ）ことにより、インビボで培養することができる。一般的に言
えば、メス宿主は、胚と同種または類似種に由来する。好ましくは、メス宿主は偽妊娠で
ある。偽妊娠メス宿主の調製方法は当分野において知られている。さらに、胚をメス宿主
に移植する方法も知られている。インビボで胚を培養することは胚の発生（ｄｅｖｅｌｏ
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ｐ）をもたらし、その胚に由来する動物の生児出生（ｌｉｖｅ　ｂｉｒｔｈ）を引き起こ
す。
【０１１０】
　過程のこの段階の間、（場合によっては、導入された核酸から発現した）標的エンドヌ
クレアーゼは、染色体内の標的配列を認識し、結合し、切断する。標的エンドヌクレアー
ゼにより導入された二本鎖切断は、ドナーポリヌクレオチドのタグ配列が染色体位置内に
インフレームでインテグレートされるように、ドナーポリヌクレオチドとの相同組換えを
介して、修復される。ドナーポリヌクレオチドは物理的に（ｐｈｙｓｉｃａｌｌｙ）イン
テグレートされてもよく、またあるいは、染色体内へのドナーポリヌクレオチドのタグ配
列ならびに上流および下流配列の全部または一部のインテグレーションを引き起こす、切
断の修復のための鋳型として、ドナーポリヌクレオチドを使用してもよい。当業者は、細
胞の培養のための方法が当分野において知られ、かつ、細胞型によって変化でき、変化す
るであろうことを十分理解している。いかなる場合でも、特定の細胞型のための最良の技
術を決定するために、所定の最適化を用いることができる。
【０１１１】
　（ｅ）多重インテグレーション
　上記発明のさらなる実施形態は、二以上の内因性タンパク質がタグ付けされるように、
二以上の標的化インテグレーションと共に細胞を発生（ｄｅｖｅｌｏｐ）させるよう、本
発明の方法を連続的に実行することを含む。例えば、第一の標的化インテグレーションを
備える細胞を、第二の標的化インテグレーションを構築するために、次いで、本発明の方
法において使用することができる。同じ過程を繰り返して、３、４、５、６、７、８、９
、１０、または１１以上の標的化インテグレーションを備える細胞を構築することができ
る。
【０１１２】
　あるいは、多重インテグレーションを備える細胞は、各々異なるインテグレーション部
位に特異的である、二以上の標的エンドヌクレアーゼを導入すること、および、対応する
数のドナーポリヌクレオチドを導入することによって、発生（ｄｅｖｅｌｏｐ）させるこ
とができる。各ドナーポリヌクレオチドは、上記に詳述されるような、インテグレートさ
れる核酸配列ならびにインテグレーションの染色体部位と相同である上流および下流配列
を含むであろう。細胞内に注入される、標的エンドヌクレアーゼおよび対応するドナーポ
リヌクレオチドの数は、２、３、４、５、または６以上であってもよい。
【０１１３】
ＩＩＩ．内因性タンパク質にタグを付けるためのキット。
　本開示はまた、細胞内の少なくとも一つの内因性タンパク質の局在を観察するためのキ
ットを包含する。該キットは、細胞が少なくとも一つのタグ付き内因性タンパク質を発現
するように、該内因性タンパク質をコードする染色体配列内にインフレームでインテグレ
ートされた、少なくとも一つのタグ配列を有する細胞を含む。該細胞はほ乳類細胞であっ
てもよい。好ましくは、該細胞はヒト細胞である。ヒト細胞は、ヒトＵ２ＯＳ細胞、ヒト
ＭＣＦ１０Ａ細胞、ヒトＳＫＯＶ３、またはヒトｉＰＳ細胞から選ばれる細胞株細胞であ
ってもよい。タグ付き内因性タンパク質は、チューブリン、アクチン、ラミン、ＨＥＲ２
、およびＨＭＧＡから選ぶことができる。あるいは該キットは、表Ａに記載されるものか
ら選ばれる少なくとも一つのタグ付きタンパク質を発現することができる。好ましい実施
形態では、内因性タンパク質のタグは、緑色蛍光タンパク質、青色蛍光タンパク質、シア
ン蛍光タンパク質、黄色蛍光タンパク質、オレンジ色蛍光タンパク質、および赤色蛍光タ
ンパク質から選ばれる蛍光タンパク質とすることができる。例示的なタグは、緑色蛍光タ
ンパク質および赤色蛍光タンパク質である。
【０１１４】
定義
　別段の定めがない限り、本明細書で用いられるすべての技術用語および科学用語は、こ
の発明の属する分野における当業者により通常理解される意味を有する。以下の参考文献
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は、この発明で用いられる用語の多くの一般的な定義を当業者に提供する：Ｓｉｎｇｌｅ
ｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　ａ
ｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　（２ｎｄ　ｅｄ．　１９９４）；Ｔｈｅ　
Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ　（Ｗａｌｋｅｒ　ｅｄ．，　１９８８）；Ｔｈｅ　Ｇｌｏｓｓａｒｙ　ｏ
ｆ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，　５ｔｈ　Ｅｄ．，　Ｒ．　Ｒｉｅｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．　（ｅ
ｄｓ．），　Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ　（１９９１）；およびＨａｌｅ　＆　Ｍ
ａｒｈａｍ，　Ｔｈｅ　Ｈａｒｐｅｒ　Ｃｏｌｌｉｎｓ　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　
Ｂｉｏｌｏｇｙ　（１９９１）。本明細書で用いられる場合、特に指定がない限り、以下
の用語はそれらに与えられた意味を有する。
【０１１５】
　本開示またはその好ましい実施形態の要素を導入する場合、冠詞「ａ」、「ａｎ」、「
ｔｈｅ」および「ｓａｉｄ」は、一以上の要素が存在するということを意味することを目
的としている。用語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」、「含む（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）
」、および「有する（ｈａｖｉｎｇ）」は、包括的であり、記載された要素以外のさらな
る要素が存在してもよいということを意味することを目的としている。
【０１１６】
　本明細書で用いられる「遺伝子」は、遺伝子産物をコードする（エキソンおよびイント
ロンを含む）ＤＮＡ領域、ならびに、そのような調節配列が、コード配列および／または
転写配列に隣接しているか否かを問わず、遺伝子産物の生成を調節する、全てのＤＮＡ領
域をさす。従って、遺伝子には、プロモーター配列、ターミネーター、リボソーム結合部
位および内部リボソーム侵入部位（ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｒｉｂｏｓｏｍｅ　ｅｎｔｒｙ　
ｓｉｔｅ）などの翻訳調節配列、エンハンサー、サイレンサー、インスレーター、バウン
ダリーエレメント（ｂｏｕｎｄａｒｙ　ｅｌｅｍｅｎｔ）、複製起点、マトリックス付着
部位（ｍａｔｒｉｘ　ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ　ｓｉｔｅ）、および遺伝子座制御領域が挙
げられるが、必ずしもこれらに限定されるものではない。
【０１１７】
　「異種タンパク質」とは、対象の細胞または生命体に対して天然でない（例えば、外来
性の）タンパク質である。
【０１１８】
　用語「核酸」および「ポリヌクレオチド」は、線状または環状構造で、かつ、一本鎖ま
たは二本鎖形態の、デオキシリボヌクレオチドまたはリボヌクレオチドのポリマーをさす
。本開示のため、これらの用語は、ポリマーの長さに関する制限と解釈されることはない
。該用語は、天然のヌクレオチドの公知のアナログ、ならびに、塩基、糖、および／また
はリン酸部分において修飾された（例えば、ホスホロチオエート骨格）ヌクレオチドを包
含し得る。一般的に、特定のヌクレオチドのアナログは、同一の塩基対合特異性を有する
；すなわち、ＡのアナログはＴと塩基対合するであろう。
【０１１９】
　用語「ポリペプチド」および「タンパク質」は、アミノ酸残基のポリマーをさすために
区別しないで用いられる。
【０１２０】
　用語「組換え」は、２つのポリヌクレオチド間での、遺伝情報の交換過程をさす。本開
示のため、「相同組換え」は、例えば、細胞における二本鎖切断の修復の間で起こる、そ
のような交換の特殊な形態をさす。この過程は、２つのポリヌクレオチド間の配列相同性
（ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ）を必要とし、「標的」分子（すなわち、二
本鎖切断を経験したもの）の鋳型修復に対し「ドナー」または「交換」分子を使用し、か
つ、「非クロスオーバー（ｎｏｎ－ｃｒｏｓｓｏｖｅｒ）遺伝子変換」または「ショート
トラクト（ｓｈｏｒｔ　ｔｒａｃｔ）遺伝子変換」として、さまざまに知られている、と
いうのも、ドナーから標的への遺伝情報の移動を導くからである。特定の理論に拘束され
るつもりはないが、このような移動は、切断された標的とドナーの間に形成されるヘテロ
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二重鎖ＤＮＡのミスマッチ修正、および／または、標的の一部分となる遺伝情報の再合成
のためにドナーが使用される「合成依存鎖アニーリング（ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ－ｄｅｐｅ
ｎｄｅｎｔ　ｓｔｒａｎｄ　ａｎｎｅａｌｉｎｇ）」、および／または関連過程を伴うこ
とができる。そのような特殊な相同組換えは、しばしば、ドナーポリヌクレオチドの配列
の一部または全部が標的ポリヌクレオチドに組み込まれるような、標的分子配列の変更を
もたらす。
【０１２１】
　用語「配列同一性」とは、２つのヌクレオチド配列が変化していない度合い、すなわち
、２つの配列が同一の位置に同一のヌクレオチドを有する度合いをさす。配列同一性は一
般的にパーセントとして表される。配列および長さにおいて同一である２つのヌクレオチ
ド配列は、１００％の配列同一性を有する。
【０１２２】
　本明細書で用いられる場合、用語「標的部位」または「標的配列」は、改変（ｅｄｉｔ
）される染色体配列の部分を定義する核酸配列であって、結合のために十分な条件が存在
するという条件で、ジンクフィンガーヌクレアーゼが認識かつ結合するために操作される
ものをさす。
【０１２３】
　核酸およびアミノ酸配列同一性を決定するための技術は当分野において知られている。
典型的にそのような技術には、ある遺伝子のためのｍＲＮＡのヌクレオチド配列を決定す
ること、および／または、それによりコードされるアミノ酸配列を決定すること、ならび
にこれらの配列を第二のヌクレオチドもしくはアミノ酸配列と比較すること、が含まれる
。ゲノム配列もまたこのような方法で決定され、比較され得る。一般的に同一性とは、そ
れぞれ、２つのポリヌクレオチド配列またはポリペプチド配列の、正確なヌクレオチド対
ヌクレオチドまたはアミノ酸対アミノ酸の対応をさす。二以上の配列（ポリヌクレオチド
またはアミノ酸）を、それらの同一性パーセントを決定することにより比較することがで
きる。２つの配列の同一性パーセントは、核酸配列であるかアミノ酸配列であるかを問わ
ず、２つの整列された配列間の正確な合致数をより短い方の配列の長さで割り、１００を
かけたものである。核酸配列の近似アラインメントは、Ｓｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｗａｔｅｒ
ｍａｎ，　Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃｓ２：４８
２－４８９（１９８１）の局所相同性アルゴリズムにより提供される。このアルゴリズム
は、Ｄａｙｈｏｆｆ，　Ａｔｌａｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ａｎ
ｄ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，　Ｍ．Ｏ．　Ｄａｙｈｏｆｆ　ｅｄ．，　５　ｓｕｐｐｌ．　
３：３５３－３５８，　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　
Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ，　Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，　Ｄ．Ｃ．，　ＵＳＡ，より開発され
、Ｇｒｉｂｓｋｏｖ，　Ｎｕｃｌ．　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　１４（６）：６７４５－６
７６３（１９８６）により規格化されたスコアリング行列を用いて、アミノ酸配列に適用
することができる。配列の同一性パーセントを決定するためのこのアルゴリズムの例示的
な実施態様は、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ＣｏｍｐｕｔｅｒＧｒｏｕｐ（Ｍａｄｉｓｏｎ，　Ｗ
ｉｓ．）により、「ＢｅｓｔＦｉｔ」ユーティリティアプリケーションによって提供され
ている。配列間の同一性パーセントまたは類似性パーセントを算出するための他の適した
プログラムは、当分野において広く知られており、例えば、別のアラインメントプログラ
ムは、デフォルトパラメータで使用されるＢＬＡＳＴである。例えば、ＢＬＡＳＴＮおよ
びＢＬＡＳＴＰは、以下のデフォルトパラメータ用いて使用することができる：遺伝コー
ド（ｇｅｎｅｔｉｃ　ｃｏｄｅ）＝標準（ｓｔａｎｄａｒｄ）；フィルター（ｆｉｌｔｅ
ｒ）＝なし（ｎｏｎｅ）；鎖（ｓｔｒａｎｄ）＝両方（ｂｏｔｈ）；カットオフ（ｃｕｔ
ｏｆｆ）＝６０；期待数（ｅｘｐｅｃｔ）＝１０；行列（Ｍａｔｒｉｘ）＝ＢＬＯＳＵＭ
６２；表示（Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｓ）＝５０配列；分類方法（ｓｏｒｔ　ｂｙ）＝高
スコア（ＨＩＧＨ　ＳＣＯＲＥ）；データベース（Ｄａｔａｂａｓｅｓ）＝非重複（ｎｏ
ｎ－ｒｅｄｕｎｄａｎｔ）、ＧｅｎＢａｎｋ＋ＥＭＢＬ＋ＤＤＢＪ＋ＰＤＢ＋ＧｅｎＢａ
ｎｋ　ＣＤＳ　ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｓ＋Ｓｗｉｓｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ＋Ｓｐｕｐｄａ
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ｔｅ＋ＰＩＲ。これらのプログラムの詳細はＧｅｎＢａｎｋウェブサイト上に見出すこと
ができる。本明細書に記載する配列に関して、望ましい配列同一性の度合の範囲は約８０
％から１００％およびその間の任意の整数値である。典型的に、配列間の同一性パーセン
トは、少なくとも７０－７５％、好ましくは８０－８２％、より好ましくは８５－９０％
、さらに好ましくは９２％、より一層好ましくは９５％、最も好ましくは９８％の配列同
一性である。
【０１２４】
　あるいは、ポリヌクレオチド間の配列類似性の度合いは、配列類似性の度合いを共有す
る領域間で安定な二重鎖を形成させるような条件下での、ポリヌクレオチドのハイブリダ
イゼーション、続く一本鎖特異的ヌクレアーゼによる消化、ならびに消化された断片のサ
イズ決定により、決定することができる。２つの核酸配列、または２つのポリペプチド配
列は、配列が、上記の方法を用いて決定して、規定された長さの分子にわたって、少なく
とも約７０％－７５％、好ましくは８０％－８２％、より好ましくは８５％－９０％、さ
らに好ましくは９２％、より一層好ましくは９５％、最も好ましくは９８％の配列同一性
を示す場合に、実質的に互いに相同である。本明細書で用いる場合、実質的に相同という
のはまた、特定のＤＮＡまたはポリペプチド配列に対して完全な同一性を示す配列をさす
。実質的に相同なＤＮＡ配列は、例えば、その特定の系に対して規定されるようなストリ
ンジェントな条件下でのサザンハイブリダイゼーション実験により同定することができる
。適当なハイブリダイゼーション条件の規定は、当分野の技術の範囲内にある。例えば、
Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，　ｓｕｐｒａ；Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒ
ｉｄｉｚａｔｉｏｎ：　Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，　ｅｄｉｔｏｒｓ
　Ｂ．Ｄ．　Ｈａｍｅｓ　ａｎｄ　Ｓ．Ｊ．　Ｈｉｇｇｉｎｓ，　（１９８５）　Ｏｘｆ
ｏｒｄ；Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，　ＤＣ；ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓを参照されたい。
【０１２５】
　２つの核酸断片の選択的ハイブリダイゼーションは、次のように決定することができる
。２つの核酸分子間の配列同一性の度合いは、そのような分子間のハイブリダイゼーショ
ン事象の効率および強さに影響する。部分的に同一な核酸配列は、少なくとも部分的に、
標的分子への完全に同一な配列のハイブリダイゼーションを阻害する。完全に同一な配列
のハイブリダイゼーションの阻害は、当分野においてよく知られたハイブリダイゼーショ
ンアッセイを用いて評価することができる（例えば、サザン（ＤＮＡ）ブロット、ノーザ
ン（ＲＮＡ）ブロット、溶液ハイブリダイゼーションなど、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａ
ｌ．，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕ
ａｌ，　Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，　（１９８９），　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　
Ｈａｒｂｏｒ，　Ｎ．Ｙ．を参照されたい）。そのようなアッセイは、さまざまな度合い
の選択性を使用して、例えば低から高ストリンジェンシーへと変化する条件を使用して実
施することができる。低ストリンジェンシー条件を使用する場合、非特異的結合が存在し
ないことは、部分的な度合いの配列同一性さえ失った第２プローブ（例えば標的分子と約
３０％未満の配列同一性を有するプローブ）を用いて評価することができ、そのため、非
特異的結合事象が存在しないと、第２プローブは標的にハイブリダイズしない。
【０１２６】
　ハイブリダイゼーションに基づく検出システムを利用する場合は、参照核酸配列に相補
的な核酸プローブが選ばれ、次に適当な条件を選択することにより、プローブと参照配列
とが互いに選択的にハイブリダイズし、または結合し、二本鎖分子を形成する。適度にス
トリンジェントなハイブリダイゼーション条件下で参照配列に選択的にハイブリダイズす
ることができる核酸分子は、典型的には、選択された核酸プローブの配列と少なくとも約
７０％の配列同一性を有する、少なくとも約１０－１４ヌクレオチドの長さを有する標的
核酸配列の検出を可能にする条件下でハイブリダイズする。ストリンジェントなハイブリ
ダイゼーション条件は、典型的には、選択された核酸プローブの配列と約９０－９５％を
上回る配列同一性を有する、少なくとも約１０－１４ヌクレオチドの長さの標的核酸配列
の検出を可能にする。プローブ／参照配列ハイブリダイゼーションに役立つハイブリダイ
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ゼーション条件は、プローブおよび参照配列が特定の配列同一性の度合いを有する場合、
当分野で公知であるように決定することができる（例えばＮｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈ
ｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ：　Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，　ｅｄｉｔ
ｏｒｓ　Ｂ．Ｄ．　Ｈａｍｅｓ　ａｎｄ　ＳＪ．　Ｈｉｇｇｉｎｓ　（１９８５）　Ｏｘ
ｆｏｒｄ；Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，　ＤＣ；ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓを参照されたい）。ハイ
ブリダイゼーションのための条件は当業者には周知である。
【０１２７】
　ハイブリダイゼーションストリンジェンシーとは、ハイブリダイゼーション条件が、ミ
スマッチしたヌクレオチドを含有するハイブリッドの形成を嫌う度合いをさし、より高い
ストリンジェンシーはミスマッチしたハイブリッドに対する許容度がより低いことと相関
する。ハイブリダイゼーションのストリンジェンシーに影響を及ぼす因子は当業者によく
知られており、温度、ｐＨ、イオン強度、および有機溶媒、例えば、ホルムアミドおよび
ジメチルスルホキシドなどの濃度が挙げられるが、これらに限定されるものではない。当
業者に知られているように、ハイブリダイゼーションストリンジェンシーは、より高い温
度、より低いイオン強度およびより低い溶媒濃度により増大する。ハイブリダイゼーショ
ンのストリンジェンシー条件に関して、例えば、以下の因子：配列の長さおよび性質、さ
まざまな配列の塩基組成、塩類および他のハイブリダイゼーション溶液成分の濃度、ハイ
ブリダイゼーション溶液中のブロッキング剤（例えば、デキストラン硫酸およびポリエチ
レングリコール）の有無、ハイブリダイゼーション反応温度および時間パラメータを変化
させると共に、洗浄条件を変化させることにより、数多くの等価な条件を使用して、ある
特定のストリンジェンシーを確立することができることが、当分野においてよく知られて
いる。特定のハイブリダイゼーション条件の組の選択は、当分野の標準的方法に従って選
択することができる（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄ
ｉｔｉｏｎ，　（１９８９）　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，　Ｎ．Ｙ．を参
照されたい）。
【実施例】
【０１２８】
　以下の実施例は、本発明の好ましい実施形態を行うために含まれる。
【実施例１】
【０１２９】
内因性α－チューブリンアイソフォーム１Ｂタンパク質のタグ付け。
　内因性α－チューブリンアイソフォーム１Ｂタンパク質を、ＺＦＮ誘導相同組換えを使
用して、ＧＦＰでタグ付けした。要するに、ＺＦＮを使用して、ＴＵＢＡ１Ｂ遺伝子座に
よりコードされる、α－チューブリンアイソフォーム１Ｂタンパク質をコードする染色体
領域内に、二本鎖切断を導入した。二本鎖切断は、染色体内へのＧＦＰコード領域のイン
テグレーションを引き起こす、ＴＵＢＡ１Ｂ遺伝子座染色体領域と相同である核酸配列に
挟まれたＧＦＰコード配列を含むドナーポリヌクレオチドとの相同組換えを誘導する。ド
ナーポリヌクレオチドを構築して、Ｎ末端においてＧＦＰでタグ付けされたタンパク質を
生成するために、α－チューブリンアイソフォーム１Ｂコード配列とインフレームでＧＦ
Ｐタグを融合した。ＧＦＰタグ付きα－チューブリンアイソフォーム１Ｂタンパク質を、
内因性チューブリンプロモーターの制御下で発現させた。
【０１３０】
　一対のＺＦＮが、ＴＵＢＡ１Ｂ標的部位内へのタグの標的化インテグレーションのため
に設計された。さらなる情報は、その全体が出典明示により本明細書に組み込まれる、Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ（２００９）３２５：４３３を参照されたい。細胞のＺＦＮ処理プールにお
ける、標的化ＺＦＮペア二本鎖切断発生の頻度を、Ｃｅｌ－１ヌクレアーゼアッセイを使
用することにより決定した。このアッセイは、ＺＦＮ誘導ＤＮＡ二本鎖切断の非相同末端
結合（ＮＨＥＪ）介在性の不完全な修復の結果として、野生型から逸脱する、標的遺伝子
座のアレル（ａｌｌｅｌｅ）を検出する。ＺＦＮ処理細胞のプールからの標的化領域のＰ
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ＣＲ増幅は、ＷＴおよび変異アンプリコンの混合物を生成する。この混合物の融解および
再アニーリングは、ＷＴおよび変異アレルのヘテロ二重鎖間で生じるミスマッチを引き起
こす。ミスマッチの部位で形成されたＤＮＡ「バブル」は、サーベイヤーヌクレアーゼ（
ｓｕｒｖｅｙｏｒ　ｎｕｃｌｅａｓｅ）Ｃｅｌ－１により切断され、切断産物がゲル電気
泳動により確認できる。親バンドと比較した切断産物の相対強度が、ヘテロ二重鎖のＣｅ
ｌ－１切断のレベルの測定量である。これは、同様に、その後にＮＨＥＪによって不完全
な修復を受けた内因性標的遺伝子座のＺＦＮ介在切断の頻度を反映する。α－チューブリ
ンアイソフォーム１Ｂタンパク質にタグを付けるために使用されるＺＦＮペアのため、一
方のＺＦＮは５’　ＣＴＴＣＧＣＣＴＣＣＴＡＡＴＣ　３’（配列番号１）配列に結合す
るように設計され、他方のＺＦＮは５’　ＣＡＣＴＡＴＧＧＴＧＡＧＴＡＡ　３’（配列
番号２）配列に結合するように設計された（図１Ａ）。次いで、ＺＦＮペアをコードする
、キャップされポリアデニル化されたｍＲＮＡを公知の分子生物学的手法を用いて生成し
た。結合するとすぐに、ＺＦＮペアは、相同組換えを誘導するために、認識部位間のＣＣ
ＴＡＧＣ染色体配列内に二本鎖切断を導入する（図１Ａおよび１Ｂ）。
【０１３１】
　Ｕ２ＯＳヒト細胞株のＴＵＢＡ１Ｂ遺伝子座内へのＧＦＰタグの標的化インテグレーシ
ョンのため、ポリヌクレオチドドナーとしてプラスミド（図２）が構築された。該プラス
ミドは、１Ｋｂおよび７００塩基対の、ＺＦＮペアにより導入される切断部位の上流およ
び下流のＴＵＢＡ１Ｂ遺伝子座配列に挟まれたＧＦＰコード配列を含んだ（図１Ｃおよび
Ｄ）。該プラスミドにおけるタグ配列は、ＴＵＢＡ１Ｂ遺伝子座が発現された場合、図１
Ｅで詳述されるように、Ｎ末端でＧＦＰタグに融合されたα－チューブリンアイソフォー
ム１Ｂタンパク質が生成されるような方法で、上流および下流のＴＵＢＡ１Ｂ遺伝子座に
融合された。ＧＦＰ－チューブリン融合はまた、ＧＦＰコード配列が導入された、ＴＵＢ
Ａ１Ｂ遺伝子座の第一エキソンのスプライスシグナル（ｓｐｌｉｃｅ　ｓｉｇｎａｌ）が
、無傷（ｉｎｔａｃｔ）のままであるように、設計された。
【０１３２】
Ｕ２ＯＳ細胞におけるチューブリンのタグ付け。
　ドナープラスミドおよびＺＦＮをコードするＲＮＡのペアを、Ｕ２ＯＳ、Ａ５４９、Ｋ
５６２、ＨＥＫ２９３、ＭＣＦ１０ａ、またはＨＥＫ２９３Ｔ細胞にトランスフェクトし
た。該核酸混合物は、一部のＺＦＮ　ＲＮＡに対し、一部のドナーＤＮＡを含んだ。トラ
ンスフェクトされた細胞は、次いで培養され、個々の細胞クローンが解析された。３７℃
および３０℃で実行されるジャンクションＰＣＲを用いて、ドナーＤＮＡがチューブリン
ＴＵＢＡ１Ｂ遺伝子座にインテグレートされたことを確認した。図３に示されるように、
ＧＦＰ２配列がＵ２ＯＳ細胞においてＴＵＢＡ１Ｂ遺伝子座内へインテグレートされたこ
とを、配列解析で確認した（配列番号４）。Ｕ２ＯＳ細胞でＴＵＢＡ１Ｂ領域において確
認されたＲＦＰ配列のインテグレーションは、図４に示される（配列番号５）。
【０１３３】
　右ジャンクションを挟むプライマーを使用するＰＣＲ解析でインテグレーションを確認
した。このために、１００ｎｇの鋳型ＤＮＡを、２５μｌ反応混合液内で増幅した（２６
サイクルの９５℃、５分；９５℃、３０秒；５１℃、３０秒；７０℃、１．１分；７０°
Ｃ、７分；４°Ｃ、ホールド）。図５は、１４細胞クローンがＧＦＰインテグレーション
を示すＰＣＲ断片サイズを含んでいたことを示す。次いで、蛍光顕微鏡を用いて、ＧＦＰ
タグ付きα－チューブリンアイソフォーム１Ｂタンパク質を視覚化した、Ｕ２ＯＳ細胞（
図６Ａ－Ｃ）、Ａ５４９細胞（図６Ｄ－Ｅ）、Ｋ５６２細胞（図６Ｆ）およびＨＥＫ２９
３細胞（図６Ｇ－Ｈ）。
【０１３４】
ＭＣＦ１０ａ細胞株におけるチューブリンのタグ付け。
　ＭＣＦ１０ａヒト細胞株のＴＵＢＡ１Ｂ遺伝子座内へのＲＦＰタグの標的化インテグレ
ーションのため、ポリヌクレオチドドナーとしてプラスミド（図７）が構築された。ＭＣ
Ｆ１０ａ細胞株のＴＵＢＡ１Ｂ遺伝子座内へのＲＦＰタグインテグレーションは、チュー
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ブリンプライマー５’　ＣＣＣＣＴＣＣＧＣＡＧＣＣＧＣＴＡＣＴ　３’（配列番号６；
ｔｕｂ８０Ｕ）および５’　ＧＧＡＣＣＧＣＡＣＣＣＡＧＧＡＣＡＣＡＧＴ　３’（配列
番号７；ｔｕｂ５１１Ｌ）を使用する、ゲノムＰＣＲおよびジャンクションＰＣＲにより
検証した。ゲノムＰＣＲおよびサザンブロッティングは、数個のクローンにおけるＴＵＢ
Ａ１Ｂ内へのＲＦＰタグのインテグレーションを示した（図８）。ＭＣＦ１０ａ細胞株に
おけるＴＵＢＡ１Ｂ遺伝子座内へのタグ配列のインテグレーションを確認する配列解析が
、図９（配列番号８）に示される。トランスフェクトされたＭＣＦ１０ａのクローン５が
、さらなる検証のために選択された（図１０）。ＲＦＰインテグレーションのジャンプス
タート（Ｊｕｍｐｓｔａｒｔ）ＰＣＲ検証において：９５ｎｇのゲノムＤＮＡ（ＭＣＦ１
０ａ細胞の野生型およびクローン５、ならびにＵ２ＯＳ細胞の野生型およびクローン９、
５）が増幅された（ｔｕｂ８０Ｕプライマーおよびｔｕｂ５２２Ｌプライマーを用いて、
３５Ｘ、６９℃でアニーリングかつ７２℃で伸長）。トランスフェクトされたＭＣＦ１０
ａクローン５はインテグレートされた配列を有することが確認された（図１０を参照され
たい）。ＭＣＦ１０ａクローン５の左ジャンクションおよび右ジャンクションのサイズは
、ＲＦＰ特異的プライマーおよびチューブリン特異的プライマーを用いて確認され、それ
ぞれ、４５２塩基対および４０８塩基対の予測されたサイズであることがわかった（図１
１）。ＲＦＰ－チューブリンタンパク質の発現はウェスタンブロッティングを通して検証
された（図１２）。ブロットは、抗－ＲＦＰ抗体または抗－チューブリン抗体のいずれか
を用いて調べられた。ＲＦＰ発現もまた蛍光顕微鏡で観察され、内因性ＴＵＢＡ１Ｂ発現
と共存することが観察された（図１３）。トランスフェクトされたＭＣＦ１０ａ細胞の成
長特性を親細胞株と比較した。トランスフェクトされたＭＣＦ１０ａ細胞の倍化時間（ｄ
ｏｕｂｌｉｎｇ　ｔｉｍｅ）は、親細胞株のものの＋／－２０％であった。トランスフェ
クトされたＭＣＦ１０ａ細胞の表現型安定性を評価した。８週かつ１６分割後、９９％の
細胞がＲＦＰシグナルを維持したことが観察された（表１）。蛍光顕微鏡でＭＣＦ１０ａ
クローン５細胞におけるＲＦＰタグ付きチューブリンの発現を確認した（図１４）。
【表２】

【実施例２】
【０１３５】
ＳＴＡＴ３によりコードされるシグナル伝達性転写活性化因子３タンパク質へのタグ付け
の試み。
　ＧＦＰまたはＲＦＰタグ付きのＳＴＡＴ３によりコードされるシグナル伝達性転写活性
化因子３タンパク質の生成への試みは成功しなかった。シグナル伝達性タンパク質のＮ末
端に融合されたＧＦＰまたはＲＦＰをコードするポリヌクレオチドを挟む、上流および下
流ＳＴＡＴ３遺伝子座配列を含むドナープラスミドが生成された（図１５）。ＺＦＮは上
記の実施例に記載されるように設計された。一方のＺＦＮは５’　ＡＧＣＴＡＣＡＧＣＡ
ＧＣＴＴＧ　３’（配列番号９）配列に結合するように設計され、もう一方のＺＦＮは、
ＳＴＡＴ３遺伝子座を含み、５’　ＣＧＧＴＡＣＣＴＧＧＡＧＣＡＧ　３’（配列番号１
０）配列に結合するように設計された（図１６）。上述のＣｅｌ－１アッセイを用いて、
ＺＦＮペアが適切な部位でＳＴＡＴ３遺伝子座を効率よく切断することを確認した（図１
７）。
【０１３６】
　ドナープラスミドおよびＺＦＮをコードするＲＮＡのペア（図１８）を、細胞にトラン



(33) JP 5841997 B2 2016.1.13

10

20

30

40

スフェクトした。蛍光活性化セルソーティング（ＦＡＣＳ）解析では、蛍光シグナルは全
く検出されず、それゆえ、標的化インテグレーションは成功しなかった（図１９）。これ
らの結果は、β－アクチンタンパク質をコードするＡＣＴＢ遺伝子座での、ＧＦＰおよび
ＲＦＰをコードするタグ配列の標的化インテグレーションを検出すると同時に、ＳＴＡＴ
３遺伝子座内でのＧＦＰのいかなる標的化インテグレーションも検出できなかった、ジャ
ンクションＰＣＲにより確認された（図２０）。
【０１３７】
　それゆえ、たとえ設計されたＺＦＮペアが正しい染色体位置へ二本鎖切断を導入するこ
とができても、ＧＦＰタグのインテグレーションは達成されなかった。
【実施例３】
【０１３８】
ＭＡＰＲＥ３によりコードされる微小管結合タンパク質ＲＰ／ＥＢファミリーメンバー３
へのタグ付けの試み。
　ＧＦＰタグ付きのＭＡＰＲＥ３によりコードされる微小管結合タンパク質ＲＰ／ＥＢフ
ァミリーメンバー３の生成への試みは成功しなかった。
【０１３９】
　第一に、Ｎ末端での微小管結合タンパク質のタグ付けが試みられた。上記実施例１に記
載されるように、多重ＺＦＮを設計して、微小管結合タンパク質のＮ末端でタグ配列をイ
ンテグレートした。ＭＡＰＲＥ３のＮ末端付近で染色体ＤＮＡの切断に成功したＺＦＮが
見出された（ペア６／８および１６／１７；図２２および表２）。しかしながら、所望の
タグ付き融合タンパク質を生成するために適した位置で染色体を切断したＺＦＮペアはな
かった。
【表３】

【０１４０】
　Ｎ末端での微小管結合タンパク質のタグ付けが成功しなかったので、Ｃ末端での該タン
パク質のタグ付けが試みられた。多重ＺＦＮを設計して、微小管結合タンパク質のＣ末端
でタグ配列をインテグレートした。対照として、ＺＦＮペアを設計して、ラミンタンパク
質のＮ末端でタグ配列をインテグレートした（図２３および表４）。一つのＺＦＮペアが
、ＭＡＰＲＥ３のＣ末端またはその付近で染色体ＤＮＡの切断に成功したことが見出され
た（ペア３１／３２；図２３および表３）。このペアにおいて、一方のＺＦＮは５’　Ｔ
ＴＣＣＴＣＴＣＴＣＴＣＣＣＡＣ　３’（配列番号１１）配列に結合するように設計され
、もう一方のＺＦＮは、ＭＡＰＲＥ３遺伝子座を含み、５’　ＡＧＧＡＡＧＧＡＴＴＣＧ
ＣＡＣ　３’（配列番号１２）配列に結合するように設計された。
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【表４】

【表５】

【０１４１】
　ＧＦＰをコードするポリヌクレオチドを挟む、上流および下流ＭＡＰＲＥ３遺伝子座配
列を含むプラスミドが生成された（図２１）。ドナープラスミドおよびＺＦＮをコードす
るＲＮＡの３１／３２ペアを細胞内にトランスフェクションし、ジャンクションＰＣＲに
よりＭＡＰＲＥ３遺伝子座内のＧＦＰタグの予想される挿入が示された（図２４）。しか
しながら、ＦＡＣＳ解析では蛍光シグナルは全く検出されず、それゆえ標的化インテグレ
ーションは成功しなかった（図２５）。
【実施例４】
【０１４２】
内因性β－アクチンタンパク質のタグ付け。
　内因性β－アクチンタンパク質を、ＺＦＮ誘導相同組換えを使用してタグ付けした。要
するに、ＺＦＮを使用して、ＡＣＴＢ遺伝子座によりコードされる、β－アクチンをコー
ドする染色体領域内に、二本鎖切断を導入した。二本鎖切断は、染色体内へのＧＦＰコー
ド領域のインテグレーションを引き起こす、ＡＣＴＢ遺伝子座染色体領域と相同である核
酸配列に挟まれたＧＦＰコード配列を含むドナーポリヌクレオチドとの相同組換えを誘導
する。ドナーポリヌクレオチド（図２８）を構築して、Ｎ末端においてＧＦＰでタグ付け
されたタンパク質（図２６Ｄ）を生成するために、β－アクチンコード配列（図２６、「
ｖ．２」）とインフレームでＧＦＰタグをインテグレートした。ＧＦＰタグ付きβ－アク
チンタンパク質を、内因性アクチンプロモーターの制御下で発現させた。
【０１４３】
　一対のＺＦＮが、上記に詳述されるように、ＡＣＴＢ標的部位内へのタグの標的化イン
テグレーションのために設計された。β－アクチンタンパク質にタグを付けるために使用
されるＺＦＮペアのため、一方のＺＦＮは５’　ＧＴＣＧＴＣＧＡＣＡＡＣＧＧＣＴＣＣ
　３’（配列番号１３）配列に結合するように設計され、他方のＺＦＮは５’　ＴＧＣＡ
ＡＧＧＣＣＧＧＣＴＴＣＧＣＧＧ　３’（配列番号１４）配列に結合するように設計され
た（図２６Ａ）。結合するとすぐに、ＺＦＮペアは、相同組換えを誘導するために、認識
部位間のＧＧＣＡＴＧ染色体配列内に二本鎖切断を導入する（図２６Ａおよび２６Ｂ）。
次いで、ＺＦＮペアをコードする、キャップされポリアデニル化されたｍＲＮＡを公知の
分子生物学的手法を用いて生成した。
【０１４４】
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　細胞のＺＦＮ処理プールにおける、標的化ＺＦＮペア二本鎖切断発生の頻度を、Ｃｅｌ
－１ヌクレアーゼアッセイを使用することにより決定した（図２７）。このアッセイは、
ＺＦＮ誘導ＤＮＡ二本鎖切断の非相同末端結合（ＮＨＥＪ）介在性の不完全な修復の結果
として、野生型から逸脱する、標的遺伝子座のアレルを検出する。ＺＦＮ処理細胞のプー
ルからの標的化領域のＰＣＲ増幅は、ＷＴおよび変異アンプリコンの混合物を生成する。
この混合物の融解および再アニーリングは、ＷＴおよび変異アレルのヘテロ二重鎖間で生
じるミスマッチを引き起こす。ミスマッチの部位で形成されたＤＮＡ「バブル」は、サー
ベイヤーヌクレアーゼＣｅｌ－１により切断され、切断産物がゲル電気泳動により確認で
きる。親バンドと比較した切断産物の相対強度が、ヘテロ二重鎖のＣｅｌ－１切断のレベ
ルの測定量である。これは、同様に、その後にＮＨＥＪによって不完全な修復を受けた内
因性標的遺伝子座のＺＦＮ介在切断の頻度を反映する。
【０１４５】
　ヒト細胞株のＡＣＴＢ遺伝子座内へのＧＦＰタグの標的化インテグレーションのため、
ポリヌクレオチドドナーとしてプラスミド（図２８）が構築された。該プラスミドは、８
６１および５９３ヌクレオチドの、ＺＦＮペアにより導入される切断部位の上流および下
流のＡＣＴＢ遺伝子座配列に挟まれたＧＦＰコード配列を含んだ（図２６Ｃ）。該プラス
ミドにおけるタグ配列は、ＡＣＴＢ遺伝子座が発現された場合、図２６Ｄで詳述されるよ
うに、Ｎ末端でＧＦＰタグに融合されたβ－アクチンタンパク質が生成されるような方法
で、上流および下流のＡＣＴＢ遺伝子座に融合された。ＧＦＰ－アクチン融合はまた、Ｇ
ＦＰコード配列が導入された、ＡＣＴＢ遺伝子座の第一エキソンのスプライスシグナル（
ｓｐｌｉｃｅ　ｓｉｇｎａｌ）が、無傷（ｉｎｔａｃｔ）のままであるように、設計され
た。
【０１４６】
　ドナープラスミドおよびＺＦＮをコードするＲＮＡのペアを、細胞にトランスフェクト
した。該核酸混合物は、一部のＺＦＮ　ＲＮＡに対し、一部のドナーＤＮＡを含んだ。ト
ランスフェクトされた細胞は、次いで培養され、個々の細胞クローンが解析された。蛍光
顕微鏡を用いて、ＧＦＰタグ付きβ－アクチンタンパク質を視覚化した（図２９）。Ｕ２
ＯＳ細胞内のＧＦＰ２インテグレーションを備えるＡＣＴＢ遺伝子座の確認された配列は
、図３０に示される（配列番号１６）。Ｕ２ＯＳ細胞内のＲＦＰインテグレーションを備
えるＡＣＴＢ遺伝子座の確認された配列は、図３１に示される（配列番号１７）。
【実施例５】
【０１４７】
２Ａペプチドを利用するＧＦＰタグ付きβ－アクチン。
　β－アクチンはまた、β－アクチンの最初の１５アミノ酸をコードする核酸配列を、代
替のコドン使用を有する核酸配列で同時に置換しながら、Ｎ末端においてＧＦＰでタグ付
けされる。
【０１４８】
　ＧＦＰと翻訳的に融合された全長β－アクチンをもたらすであろう、タグ配列をＺＦＮ
切断部位（図２６、「Ｖ．１」）付近でインテグレートするために、β－アクチンの最初
の１５アミノ酸が変更された、新たなドナープラスミドが構築された（図３２）。該ドナ
ープラスミドは、順に、３アラニンアミノ酸リンカーを介して、代替コドンによりコード
されるβ－アクチンの最初の１５アミノ酸に融合される、ＧＦＰに融合した２ａペプチド
をコードするポリヌクレオチドを挟む、上流および下流ＡＣＴＢ遺伝子座配列を含んだ（
図３３）。２ａペプチドの共翻訳切断（ｃｏ－ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ　ｃｌｅａｖ
ａｇｅ）は、新しいコドンによりコードされるβ－アクチンの最初の１５アミノ酸を除き
、Ｎ末端においてＧＦＰでタグ付けされたβ－アクチンを生成する（図２６Ｄ）。
【０１４９】
　ＺＦＮは実施例４に記載されるとおりであった。ドナープラスミド、およびＺＦＮをコ
ードするＲＮＡのペアを細胞にトランスフェクトした。該核酸混合物は、一部のＺＦＮ　
ＲＮＡに対し、一部のドナーＤＮＡを含んだ。トランスフェクトされた細胞は、次いで培
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養され、個々の細胞クローンが解析された。蛍光顕微鏡を用いて、ＧＦＰタグ付きβ－ア
クチンタンパク質の発現を確認した（図２９）。
【実施例６】
【０１５０】
内因性ラミンＢ１タンパク質のタグ付け。
　内因性ラミンＢ１タンパク質を、ＺＦＮ誘導相同組換えを使用して、ＧＦＰでタグ付け
した。要するに、ＺＦＮを使用して、ＬＭＮＢ１遺伝子座によりコードされる、ラミンＢ
１をコードする染色体領域内に、二本鎖切断を導入した。二本鎖切断は、染色体内へのＧ
ＦＰコード領域のインテグレーションを引き起こす、ＬＭＮＢ１遺伝子座染色体領域と相
同である核酸配列に挟まれたＧＦＰコード配列を含むドナーポリヌクレオチドとの相同組
換えを誘導する。ドナーポリヌクレオチドを構築して、Ｎ末端においてＧＦＰでタグ付け
されたタンパク質を生成するために、ラミンＢ１コード配列とインフレームでＧＦＰタグ
を融合した。ＧＦＰタグ付きラミンＢ１タンパク質を、内因性ラミンプロモーターの制御
下で発現させた。
【０１５１】
　一対のＺＦＮが上述のように設計された。細胞のＺＦＮ処理プールにおける、標的化Ｚ
ＦＮペア二本鎖切断発生の頻度を、Ｃｅｌ－１ヌクレアーゼアッセイを使用することによ
り決定した。ラミンＢ１タンパク質にタグを付けるために使用されるＺＦＮペアのため、
一方のＺＦＮは５’　ＣＣＴＣＧＣＣＧＣＣＣＣＧＣＴ　３’（配列番号１８）配列に結
合するように設計され、他方のＺＦＮは５’　ＧＣＣＧＣＣＣＧＣＣＡＴＧＧＣＧ　３’
（配列番号１９）配列に結合するように設計された（図３４Ａ）。結合するとすぐに、Ｚ
ＦＮペアは、相同組換えを誘導するために、認識部位間のＧＴＣＴＣＣ染色体配列内に二
本鎖切断を導入する（図３４Ａおよび３４Ｂ）。次いで、ＺＦＮペアをコードする、キャ
ップされポリアデニル化されたｍＲＮＡを公知の分子生物学的手法を用いて生成した。
【０１５２】
　Ｕ２ＯＳヒト細胞株のＬＭＮＢ１遺伝子座内へのＧＦＰタグの標的化インテグレーショ
ンのため、ポリヌクレオチドドナーとしてプラスミドが構築された。該プラスミドは、６
３３塩基対および６２９塩基対の、ＺＦＮペアによって導入される切断部位の上流および
下流のＬＭＮＢ１遺伝子座配列に挟まれたＧＦＰコード配列を含んだ（図３４Ｃおよび３
４Ｄ）。該プラスミドにおけるタグ配列は、ＬＭＮＢ１遺伝子座が発現された場合、図３
４Ｅで詳述されるように、Ｎ末端でＧＦＰタグに融合されたラミンＢ１タンパク質が生成
されるような方法で、上流および下流のＬＭＮＢ１遺伝子座に融合された。
【０１５３】
　ドナープラスミド、およびＺＦＮをコードするＲＮＡのペアを細胞にトランスフェクト
した。該核酸混合物は、一部のＺＦＮ　ＲＮＡに対し、一部のドナーＤＮＡを含んだ。ト
ランスフェクトされた細胞は、次いで培養され、個々の細胞クローンが解析された。３７
℃および３０℃で実行されるジャンクションＰＣＲを用いて、ドナーＤＮＡがＬＭＮＢ１
遺伝子座にインテグレートされたことを確認した。次いで、蛍光顕微鏡を用いて、ＧＦＰ
タグ付きラミンＢ１タンパク質を視覚化した（図３５）。Ｕ２ＯＳ細胞内のラミンコード
領域におけるＧＦＰ２のインテグレーション部位で確認された配列は、図３６に示される
（配列番号２１）。
【０１５４】
　ＲＦＰコード配列を含みラミン配列を挟むドナープラスミド、およびＺＦＮをコードす
るＲＮＡのペアを、線維芽細胞または他の細胞型から生成された人工多能性幹細胞である
、ｉＰＳ細胞にもトランスフェクトした。ＲＦＰタグ付きラミンを含むｉＰＳ細胞の画像
は図３７に示される。
【実施例７】
【０１５５】
内因性ＨＥＲ２タンパク質のタグ付け。
　内因性ＨＥＲ２タンパク質を、ＺＦＮ誘導相同組換えを使用して、ＧＦＰでタグ付けし
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た。要するに、ＺＦＮを使用して、ＥＲＢＢ２遺伝子座によりコードされる、ＨＥＲ２を
コードする染色体領域内に、二本鎖切断を導入した。二本鎖切断は、染色体内へのＧＦＰ
コード領域のインテグレーションを引き起こす、ＥＲＢＢ２遺伝子座染色体領域と相同で
ある核酸配列に挟まれたＧＦＰコード配列を含むドナーポリヌクレオチドとの相同組換え
を誘導する。ドナーポリヌクレオチドを構築して、Ｎ末端においてＧＦＰでタグ付けされ
たタンパク質を生成するために、ＨＥＲ２コード配列とインフレームでＧＦＰタグを融合
した。ＧＦＰタグ付きＨＥＲ２タンパク質を、内因性ＥＲＢＢ２プロモーターの制御下で
発現させた。
【０１５６】
　一対のＺＦＮが上述のように設計された。細胞のＺＦＮ処理プールにおける、標的化Ｚ
ＦＮペア二本鎖切断発生の頻度を、Ｃｅｌ－１ヌクレアーゼアッセイを使用することによ
り決定した。ＨＥＲ２タンパク質にタグを付けるために使用されるＺＦＮペアのため、一
方のＺＦＮは５’　ＴＡＣＣＴＧＧＧＴＣＴＧＧＡＣ　３’（配列番号２２）配列に結合
するように設計され、他方のＺＦＮは５’　ＡＧＴＧＴＧＡＡＣＣＡＧＡＡＧＧＣＣ　３
’（配列番号２３）配列に結合するように設計された。結合するとすぐに、ＺＦＮペアは
、相同組換えを誘導するために、認識部位間のＧＴＧＣＣ染色体配列内に二本鎖切断を導
入する（図３８）。次いで、ＺＦＮペアをコードする、キャップされポリアデニル化され
たｍＲＮＡを公知の分子生物学的手法を用いて生成した。
【０１５７】
　ＥＲＢＢ２遺伝子座内へのＧＦＰタグの標的化インテグレーションのため、ポリヌクレ
オチドドナーとしてプラスミドが構築された（図３９）。該プラスミドにおけるタグ配列
は、ＥＲＢＢ２遺伝子座が発現された場合、Ｎ末端でＧＦＰタグに融合されたＨＥＲ２タ
ンパク質が生成されるような方法で、上流および下流のＥＲＢＢ２遺伝子座に融合された
。
【０１５８】
　ドナープラスミド、およびＺＦＮをコードするＲＮＡのペアをＳＫＯＶ３細胞にトラン
スフェクトした。該核酸混合物は、一部のＺＦＮ　ＲＮＡに対し、一部のドナーＤＮＡを
含んだ。トランスフェクトされた細胞は、次いで培養され、個々の細胞クローンが解析さ
れた。３７℃および３０℃で実行されるジャンクションＰＣＲを用いて、ドナーＤＮＡが
トランスフェクトされたＳＫＯＶ３細胞内のＥＲＢＢ２遺伝子座にインテグレートされた
ことを確認した（図４０）。次いで、蛍光顕微鏡を用いて、ＧＦＰタグ付きＨＥＲ２タン
パク質を視覚化した（図４１）。
【実施例８】
【０１５９】
内因性ＨＭＧＡタンパク質のタグ付け。
　ＨＭＧＡタンパク質を、ＺＦＮ誘導相同組換えを使用して、ＧＦＰでタグ付けした。要
するに、ＺＦＮを使用して、ＨＭＧＡ１遺伝子座によりコードされる、ＨＭＧＡをコード
する染色体領域内に、二本鎖切断を導入した。二本鎖切断は、染色体内へのＧＦＰコード
領域のインテグレーションを引き起こす、ＨＭＧＡ１遺伝子座染色体領域と相同である核
酸配列に挟まれたＧＦＰコード配列を含むドナーポリヌクレオチドとの相同組換えを誘導
する。ドナーポリヌクレオチドを構築して、Ｎ末端においてＧＦＰでタグ付けされたタン
パク質を生成するために、ＨＭＧＡ１コード配列とインフレームでＧＦＰタグを融合した
。ＧＦＰタグ付きＨＭＧＡ１タンパク質を、内因性ＨＭＧＡ１プロモーターの制御下で発
現させた。
【０１６０】
　内因性ＨＭＧ１タンパク質にタグを付けるため、一対のＺＦＮが上述のように設計され
た。一方のＺＦＮは５’　ＣＡＣＡＣＣＡＡＣＡＡＣＴＧＣＣＣＡ　３’（配列番号２５
）配列に結合するように設計され、他方のＺＦＮは５’　ＧＧＡＧＡＡＧＧＡＧＧＡＡＧ
Ａ　３’（配列番号２６）配列に結合するように設計された（図４２）。結合するとすぐ
に、ＺＦＮペアは、相同組換えを誘導するために、認識部位間のＣＣＴＣＡＣＡ染色体配
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列内に二本鎖切断を導入する（図４４）。次いで、ＺＦＮペアをコードする、キャップさ
れポリアデニル化されたｍＲＮＡを公知の分子生物学的手法を用いて生成した。
【０１６１】
　ＨＭＧＡ１遺伝子座内へのＧＦＰタグの標的化インテグレーションのため、ポリヌクレ
オチドドナーとしてプラスミドが構築された（図４３）。該プラスミドは、８０６塩基対
および７４７塩基対の、ＺＦＮペアによって導入される切断部位の上流および下流のＨＭ
ＧＡ１遺伝子座配列に挟まれたＧＦＰコード配列を含めた（図４３）。該プラスミドにお
けるタグ配列は、ＨＭＧＡ１遺伝子座が発現された場合、Ｎ末端でＧＦＰタグに融合され
たＨＭＧＡタンパク質が生成されるような方法で、上流および下流のＨＭＧＡ１遺伝子座
に融合された。
【０１６２】
　ドナープラスミド、およびＺＦＮをコードするＲＮＡのペアをＵ２ＯＳ細胞にトランス
フェクトした。該核酸混合物は、一部のＺＦＮ　ＲＮＡに対し、一部のドナーＤＮＡを含
んだ。トランスフェクトされた細胞は、次いで培養され、個々の細胞クローンが解析され
た。ゲノムＰＣＲおよびサザンブロッティングは、選択されたクローンにおけるＨＭＧＡ
１遺伝子座内へのタグ配列のインテグレーションを示した（図４４Ａおよび図４４Ｂ）。
配列解析で標的とされる染色体領域内へのインテグレーションを確認した（図４５）（配
列番号２８）。次いで、蛍光顕微鏡を用いて、ＧＦＰタグ付きＨＭＧＡ１タンパク質を視
覚化した（図４６）。

【図１】 【図２】
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