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【 誤 訳 訂 正 書 】
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【 誤 訳 訂 正 １ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 遺 伝 子 転 写 調 節 特 性 を 有 す る 単 離 さ れ た 及 び ／ 又 は 組 換 え ら れ た DNA配 列 で あ っ て 、 前
記 配 列 は 、 （ ａ ） 図 ２ ６ の SEQ　 ID： 1-119か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 と ； （ ｂ ） 図 ２
６ の SEQ　 ID： 1-119か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 の 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト 、 誘 導 体 又 は 相
同 物 と か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 み 、 前 記 配 列 は 、
　 － 250マ イ ク ロ g/ml ゼ オ シ ン 及 び 0.1ng/ml ド キ シ サ イ ク リ ン の 存 在 下 で 、 ５ 週 間 細 胞
を 成 長 す る こ と ；
　 － ５ 週 間 後 に な お 成 長 す る コ ロ ニ ー を 選 択 す る こ と ；
　 － 前 記 コ ロ ニ ー か ら 単 離 さ れ た プ ラ ス ミ ド 中 の 遺 伝 子 転 写 調 節 抑 制 を 有 す る 前 記 DNA配
列 の 存 在 を 検 証 す る こ と ；
　 の ス テ ッ プ を 含 む 工 程 に よ っ て 決 定 さ れ る よ う な 遺 伝 子 転 写 調 節 特 性 を 有 し 、
　 こ こ で 前 記 細 胞 は 、 LexA DNA結 合 性 ド メ イ ン 及 び HP1又 は HPC2の コ ー ド 領 域 を 含 む LexA-
リ プ レ ッ サ ー 融 合 タ ン パ ク 質 を Tet-Off転 写 的 調 節 シ ス テ ム の 制 御 下 で 発 現 す る U-2 OSヒ
ト 骨 肉 腫 細 胞 株 か ら の も の で あ り 、 及 び
　 こ こ で 前 記 細 胞 は 、 ４ つ の LexAオ ペ レ ー タ ー 部 位 及 び ゼ オ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 制 御 す る Ｓ
Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ ー の 間 に 置 か れ た 、 前 記 プ ラ ス ミ ド 内 の ポ リ リ ン カ ー 配 列 内 に ク ロ ー ニ
ン グ さ れ た 転 写 調 節 特 性 を 有 す る 前 記 DNAフ ラ グ メ ン ト を 含 む プ ラ ス ミ ド を 含 み 、 及 び
　 こ こ で さ も な け れ ば 前 記 ゼ オ シ ン 耐 性 遺 伝 子 は 、 も し 転 写 調 節 特 性 を 有 す る 前 記 DNAフ
ラ グ メ ン ト の 存 在 が な け れ ば 、 前 記 LexA-リ プ レ ッ サ ー 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 故 に 抑 制 さ
れ る で あ ろ う 、
　 前 記 DNA配 列 。
【 請 求 項 ２ 】
　 約 50～ 5000塩 基 対 の テ ス ト 核 酸 配 列 内 で STAR配 列 の 存 在 を 予 測 す る た め の 方 法 で あ っ て
、
　 ａ ） 図 ２ ６ の SEQ． ID： 1-65及 び SEQ． ID： 85-119か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る STAR配 列 を
含 む STAR配 列 の セ ッ ト に 対 し て パ タ ー ン 頻 度 分 析 を 実 行 し て 、 ラ ン ダ ム 配 列 と 比 較 し て ST
AR配 列 内 の 有 意 に 過 剰 に 表 さ れ て い る 配 列 パ タ ー ン の セ ッ ト を 識 別 す る こ と 、



　 ｂ ） ス テ ッ プ ａ ） で 得 ら れ た 前 記 セ ッ ト に 対 し て ス テ ッ プ ワ イ ズ 線 形 判 別 式 分 析 に よ り
STAR配 列 の 予 測 の た め の モ デ ル を ト レ ー ニ ン グ し て 、 STAR配 列 と ラ ン ダ ム 配 列 と の 間 の 最
大 の 判 別 力 を 有 す る パ タ ー ン の サ ブ セ ッ ト を 得 る こ と 、
　 ｃ ） ス テ ッ プ ｂ ） で 得 ら れ た 前 記 サ ブ セ ッ ト を 使 用 し て 、 前 記 テ ス ト 核 酸 配 列 内 の STAR
配 列 の 存 在 を 予 測 す る こ と 、
　 を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 ラ ン ダ ム 配 列 が 、
　 ｉ ） 前 記 テ ス ト 配 列 と 同 じ 種 （ species） か ら 得 ら れ ； 及 び ／ 又 は
　 ｉ ｉ ） 前 記 テ ス ト 配 列 と 類 似 の AT/CG含 量 を 有 す る 、
　 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ス テ ッ プ ａ ） の 前 記 パ タ ー ン 頻 度 分 析 は 、
　 ａ ） 少 な く と も ５ 塩 基 、 及 び ／ 又 は
　 ｂ ） 少 な く と も ６ 塩 基 、 及 び ／ 又 は
　 ｃ ） 少 な く と も ８ 塩 基 、
　 を 含 む 配 列 パ タ ー ン を 使 用 し て 行 わ れ る 、 請 求 項 ２ 又 は 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 約 50～ 5000塩 基 対 の テ ス ト 核 酸 配 列 内 で STAR配 列 の 存 在 を 予 測 す る た め の 方 法 で あ っ て
、
　 ａ ） 表 ９ 及 び ／ 又 は 表 １ ０ に リ ス ト さ れ た パ タ ー ン を 含 む 配 列 の セ ッ ト に 対 し て ス テ ッ
プ ワ イ ズ 線 形 判 別 式 分 析 に よ り STAR配 列 の 予 測 の た め の モ デ ル を ト レ ー ニ ン グ し て 、 STAR
配 列 と ラ ン ダ ム 配 列 と の 間 の 最 大 の 判 別 力 を 有 す る パ タ ー ン の サ ブ セ ッ ト を 得 る こ と 、
　 ｂ ） ス テ ッ プ ａ ） で 得 ら れ た 前 記 サ ブ セ ッ ト を 使 用 し て 、 前 記 テ ス ト 核 酸 配 列 内 の STAR
配 列 の 存 在 を 予 測 す る こ と 、
　 を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 約 50～ 5000塩 基 対 の テ ス ト 核 酸 配 列 内 で STAR配 列 の 存 在 を 予 測 す る た め の 方 法 で あ っ て
、
　 配 列 パ タ ー ン の セ ッ ト を 使 用 し て 、 前 記 テ ス ト 核 酸 配 列 内 で STAR配 列 の 存 在 を 予 測 す る
こ と を 含 み 、 こ こ で 配 列 パ タ ー ン の 前 記 セ ッ ト は 、 GGACCC、 CCCTGC、 AAGCCC、 CCCCCA、 AG
CACC、 CCCN{16}AGC、 GGCN{9}GAC、 CACN{13}AGG、 CTGN{4}GCCか ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 配
列 パ タ ー ン を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 約 50～ 5000塩 基 対 の テ ス ト 核 酸 配 列 内 で STAR配 列 の 存 在 を 予 測 す る た め の 方 法 で あ っ て
、
　 配 列 パ タ ー ン GGACCC、 CCCTGC、 AAGCCC、 CCCCCA、 AGCACC、 CCCN{16}AGC、 GGCN{9}GAC、 C
ACN{13}AGG、 及 び CTGN{4}GCCを 使 用 し て 、 前 記 テ ス ト 核 酸 配 列 内 で STAR配 列 の 存 在 を 予 測
す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 方 法 が 、
　 ｄ ） 前 記 予 測 さ れ た STAR配 列 が 遺 伝 子 転 写 シ ス テ ム に お い て 遺 伝 子 転 写 調 節 特 性 を 有 す
る か ど う か を 決 定 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ～ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 を 含
む STAR配 列 を 識 別 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 予 測 さ れ た STAR配 列 が 遺 伝 子 転 写 シ ス テ ム に お い て 遺 伝 子 転 写 調 節 特 性 を 有 す る か ど う
か を 決 定 す る こ と が 、
　 － 250マ イ ク ロ g/ml ゼ オ シ ン 及 び 0.1ng/ml ド キ シ サ イ ク リ ン の 存 在 下 で 、 ５ 週 間 細 胞
を 成 長 す る こ と ；
　 － ５ 週 間 後 に な お 成 長 す る コ ロ ニ ー を 選 択 す る こ と ；
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　 － 前 記 コ ロ ニ ー か ら 単 離 さ れ た プ ラ ス ミ ド 中 の STAR配 列 の 存 在 を 検 証 す る こ と ；
　 を 含 み 、
　 こ こ で 前 記 細 胞 は 、 LexA DNA結 合 性 ド メ イ ン 及 び HP1又 は HPC2の コ ー ド 領 域 を 含 む LexA-
リ プ レ ッ サ ー 融 合 タ ン パ ク 質 を Tet-Off転 写 的 調 節 シ ス テ ム の 制 御 下 で 発 現 す る U-2 OSヒ
ト 骨 肉 腫 細 胞 株 か ら の も の で あ り 、 及 び
　 こ こ で 前 記 細 胞 は 、 ４ つ の LexAオ ペ レ ー タ ー 部 位 及 び ゼ オ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 制 御 す る Ｓ
Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ ー の 間 に 置 か れ た 、 前 記 プ ラ ス ミ ド 内 の ポ リ リ ン カ ー 配 列 内 に ク ロ ー ニ
ン グ さ れ た STAR配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド を 含 み 、 及 び こ こ で さ も な け れ ば 前 記 ゼ オ シ ン 耐 性
遺 伝 子 は 、 も し 転 写 調 節 特 性 を 有 す る 前 記 STAR配 列 の 存 在 が な け れ ば 、 前 記 LexA-リ プ レ
ッ サ ー 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 故 に 抑 制 さ れ る で あ ろ う 、
　 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 遺 伝 子 転 写 調 節 活 性 を 有 す る 単 離 さ れ た 及 び ／ 又 は 組 み 換 え ら れ た 配 列 で あ っ て 、 前 記
配 列 は 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ う る 、 前 記 配 列 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 パ タ ー ン 頻 度 分 析 で ラ ン ダ ム 配 列 と 比 較 し て 少 な く と も １ つ の 有 意 に 過 剰 に 表 さ れ て い
る 配 列 パ タ ー ン を 含 む 単 離 さ れ た 及 び ／ 又 は 組 換 え ら れ た 配 列 で あ っ て 、 こ こ で 前 記 有 意
に 過 剰 に 表 さ れ て い る 配 列 パ タ ー ン は 、 表 ９ 又 は 表 １ ０ に リ ス ト さ れ た 配 列 パ タ ー ン で あ
り 、 前 記 単 離 さ れ た 及 び ／ 又 は 組 換 え ら れ た 配 列 は 、
　 － 250マ イ ク ロ g/ml ゼ オ シ ン 及 び 0.1ng/ml ド キ シ サ イ ク リ ン の 存 在 下 で 、 ５ 週 間 細 胞
を 成 長 す る こ と ；
　 － ５ 週 間 後 に な お 成 長 す る コ ロ ニ ー を 選 択 す る こ と ；
　 － 前 記 コ ロ ニ ー か ら 単 離 さ れ た プ ラ ス ミ ド 中 の 遺 伝 子 転 写 調 節 抑 制 を 有 す る 前 記 配 列 の
存 在 を 検 証 す る こ と ；
の ス テ ッ プ を 含 む プ ロ セ ス に よ っ て 決 定 さ れ る よ う な 遺 伝 子 転 写 調 節 特 性 を 有 し 、
　 こ こ で 前 記 細 胞 は 、 LexA DNA結 合 性 ド メ イ ン 及 び HP1又 は HPC2の コ ー ド 領 域 を 含 む LexA-
リ プ レ ッ サ ー 融 合 タ ン パ ク 質 を Tet-Off転 写 的 調 節 シ ス テ ム の 制 御 下 で 発 現 す る U-2 OSヒ
ト 骨 肉 腫 細 胞 株 か ら の も の で あ り 、 及 び
　 こ こ で 前 記 細 胞 は 、 ４ つ の LexAオ ペ レ ー タ ー 部 位 及 び ゼ オ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 制 御 す る Ｓ
Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ ー の 間 に 置 か れ た 、 前 記 プ ラ ス ミ ド 内 の ポ リ リ ン カ ー 配 列 内 に ク ロ ー ニ
ン グ さ れ た 転 写 調 節 特 性 を 有 す る 前 記 配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド を 含 み 、 及 び
　 こ こ で さ も な け れ ば 前 記 ゼ オ シ ン 耐 性 遺 伝 子 は 、 も し 転 写 調 節 特 性 を 有 す る 前 記 配 列 の
存 在 が な け れ ば 、 前 記 LexA-リ プ レ ッ サ ー 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 故 に 抑 制 さ れ る で あ ろ う
、
　 前 記 配 列 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 少 な く と も １ つ の 有 意 に 過 剰 に 表 さ れ て い る 配 列 パ タ ー ン は 、 配 列 パ タ ー ン GGACCC
、 CCCTGC、 AAGCCC、 CCCCCA、 AGCACC、 CCCN{16}AGC、 GGCN{9}GAC、 CACN{13}AGG、 又 は CTGN
{4}GCCを 含 む 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 単 離 さ れ た 及 び ／ 又 は 組 換 え ら れ た 配 列 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 遺 伝 子 転 写 調 節 特 性 を 有 す る 単 離 さ れ た 及 び ／ 又 は 組 換 え ら れ た DNAフ ラ グ メ ン ト で あ
っ て 、 そ の DNAフ ラ グ メ ン ト は 、
　 ａ ） 250マ イ ク ロ g/ml ゼ オ シ ン 及 び 0.1ng/ml ド キ シ サ イ ク リ ン の 存 在 下 で 、 ５ 週 間 細
胞 を 成 長 す る こ と ；
　 ｂ ） ５ 週 間 後 に な お 成 長 す る コ ロ ニ ー を 選 択 す る こ と ；
　 ｃ ） 遺 伝 子 転 写 調 節 特 性 を 有 す る 前 記 DNA配 列 を 単 離 し 及 び ／ 又 は 分 析 す る こ と ；
　 ｄ ） ス テ ッ プ ａ ） ～ ｃ ） を 繰 り 返 す こ と に よ っ て 前 記 単 離 さ れ た DNAフ ラ グ メ ン ト の 前
記 遺 伝 子 転 写 調 節 特 性 を 確 認 す る こ と
　 　 を 含 む 方 法 に よ っ て 得 ら れ る こ と が で き 、
　 こ こ で 前 記 細 胞 は 、 LexA DNA結 合 性 ド メ イ ン 及 び HP1又 は HPC2の コ ー ド 領 域 を 含 む LexA-
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リ プ レ ッ サ ー 融 合 タ ン パ ク 質 を Tet-Off転 写 的 調 節 シ ス テ ム の 制 御 下 で 発 現 す る U-2 OSヒ
ト 骨 肉 腫 細 胞 株 か ら の も の で あ り 、 及 び
　 こ こ で 前 記 細 胞 は 、 ４ つ の LexAオ ペ レ ー タ ー 部 位 及 び ゼ オ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 制 御 す る Ｓ
Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ ー の 間 に 置 か れ た 、 前 記 プ ラ ス ミ ド 内 の ポ リ リ ン カ ー 配 列 内 に ク ロ ー ニ
ン グ さ れ た 転 写 調 節 特 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る べ き 前 記 DNAフ ラ グ メ ン ト を 含 む
プ ラ ス ミ ド を 含 み 、 及 び
　 こ こ で さ も な け れ ば 前 記 ゼ オ シ ン 耐 性 遺 伝 子 は 、 も し 転 写 調 節 特 性 を 有 す る 前 記 DNAフ
ラ グ メ ン ト の 存 在 が な け れ ば 、 前 記 LexA-リ プ レ ッ サ ー 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 故 に 抑 制 さ
れ る で あ ろ う 、
　 前 記 DNAフ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 DNAフ ラ グ メ ン ト が 植 物 若 し く は 脊 椎 動 物 、 又 は そ れ ら の 派 生 体 か ら 得 ら れ 、 或 い
は 合 成 DNAフ ラ グ メ ン ト す な わ ち 遺 伝 子 工 学 に よ っ て 構 築 さ れ た DNAフ ラ グ メ ン ト で あ る 、
請 求 項 １ ３ に 記 載 の 遺 伝 子 転 写 調 節 特 性 を 有 す る 単 離 さ れ た 及 び ／ 又 は 組 換 え ら れ た DNA
フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ SCSエ レ メ ン ト に よ っ て 隣 接 さ れ て い る 又 は 遺
伝 子 転 写 調 節 特 性 を 有 す る DNAフ ラ グ メ ン ト に よ っ て 隣 接 さ れ て い な い 場 合 と 比 べ て 、 U-2
 OS細 胞 の ゲ ノ ム 内 に 統 合 さ れ る 前 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 隣 接 す る 場 合 に 前 記 DNAフ ラ グ メ
ン ト が 、 レ ポ ー タ ー 過 剰 発 現 ク ロ ー ン の よ り 高 い 割 合 を 提 供 す る 、 請 求 項 １ ３ 又 は 請 求 項
１ ４ に 記 載 の 遺 伝 子 転 写 調 節 特 性 を 有 す る 単 離 さ れ た 及 び ／ 又 は 組 換 え ら れ た DNAフ ラ グ
メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 DNAフ ラ グ メ ン ト は 、 同 一 の 核 酸 単 独 と 比 較 し て 転 写 ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る 動 作 可
能 に リ ン ク さ れ た 核 酸 に 、 （ ｉ ） 転 写 の よ り 高 い 予 測 性 、 （ ｉ ｉ ） よ り 高 い 転 写 、 及 び ／
又 は （ ｉ ｉ ｉ ） 長 期 に わ た る 転 写 の よ り 高 い 安 定 性 を 与 え る こ と が 可 能 で あ る 、 請 求 項 １
３ ～ １ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 遺 伝 子 転 写 調 節 特 性 を 有 す る 単 離 さ れ た 及 び ／ 又 は 組 換
え ら れ た DNAフ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ３ ～ １ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 単 離 さ れ た 及 び ／ 又 は 組 換 え ら れ た DNAフ ラ
グ メ ン ト で あ っ て 、 ヒ ト か ら 得 ら れ た も の で あ る 、 前 記 DNAフ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 １ ３ ～ １ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 単 離 さ れ た 及 び ／ 又 は 組 換 え ら れ た DNAフ ラ
グ メ ン ト で あ っ て 、 植 物 か ら 得 ら れ た も の で あ る 、 前 記 DNAフ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 遺 伝 子 転 写 調 節 特 性 を 有 す る 配 列 の 存 在 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 種 （ species
） の 細 胞 の 染 色 体 の 一 部 分 に お け る 請 求 項 １ 又 は １ ０ ～ １ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 遺 伝
子 転 写 を 助 長 す る 特 性 を 含 む 配 列 を 識 別 す る こ と 、 及 び 前 記 配 列 と 、 異 な る 種 の 染 色 体 の
配 列 と の 間 の 有 意 な 相 同 性 を 検 出 す る こ と 、 及 び 異 な る 種 の 染 色 体 の 前 記 配 列 が 、 転 写 シ
ス テ ム に お け る 遺 伝 子 転 写 調 節 特 性 を 有 す る か ど う か を 決 定 す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 脊 椎 動 物 種 又 は 植 物 種 の 約 ５ ０ ～ ５ ０ ０ ０ 塩 基 対 の 核 酸 配 列 内 の 遺 伝 子 転 写 調 節 特 性 を
有 す る 配 列 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ 又 は １ ０ ～ １ ８ の い ず れ か 一 項 に 記
載 の 遺 伝 子 転 写 を 助 長 す る 特 性 を 含 む 配 列 を 識 別 す る こ と 、 及 び 前 記 核 酸 配 列 の 隣 接 （ fl
anking） 配 列 が 少 な く と も １ つ の 他 の 種 内 で 保 存 さ れ て い る か ど う か を 識 別 す る こ と 、 及
び 前 記 少 な く と も １ つ の 他 の 種 内 の 前 記 保 存 さ れ た 隣 接 配 列 に 隣 接 す る 前 記 配 列 が 転 写 シ
ス テ ム に お い て 遺 伝 子 転 写 調 節 特 性 を 有 す る か ど う か を 決 定 す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 配 列 が 転 写 シ ス テ ム に お い て 遺 伝 子 転 写 調 節 特 性 を 有 す る か ど う か を 決 定 す る こ と
が 、
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　 － 250マ イ ク ロ g/ml ゼ オ シ ン 及 び 0.1ng/ml ド キ シ サ イ ク リ ン の 存 在 下 で 、 ５ 週 間 細 胞
を 成 長 す る こ と ；
　 － ５ 週 間 後 に な お 成 長 す る コ ロ ニ ー を 選 択 す る こ と ；
　 － 前 記 コ ロ ニ ー か ら 単 離 さ れ た プ ラ ス ミ ド 中 の 転 写 調 節 特 性 を 有 す る 前 記 配 列 の 存 在 を
検 証 す る こ と ；
　 を 含 み 、
　 こ こ で 前 記 細 胞 は 、 LexA DNA結 合 性 ド メ イ ン 及 び HP1又 は HPC2の コ ー ド 領 域 を 含 む LexA-
リ プ レ ッ サ ー 融 合 タ ン パ ク 質 を Tet-Off転 写 的 調 節 シ ス テ ム の 制 御 下 で 発 現 す る U-2 OSヒ
ト 骨 肉 腫 細 胞 株 か ら の も の で あ り 、 及 び
　 こ こ で 前 記 細 胞 は 、 ４ つ の LexAオ ペ レ ー タ ー 部 位 及 び ゼ オ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 制 御 す る Ｓ
Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ ー の 間 に 置 か れ た 、 前 記 プ ラ ス ミ ド 内 の ポ リ リ ン カ ー 配 列 内 に ク ロ ー ニ
ン グ さ れ た 遺 伝 子 転 写 特 性 を 有 す る 前 記 配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド を 含 み 、 及 び
　 こ こ で さ も な け れ ば 前 記 ゼ オ シ ン 耐 性 遺 伝 子 は 、 も し 転 写 調 節 特 性 を 有 す る 前 記 配 列 の
存 在 が な け れ ば 、 前 記 LexA-リ プ レ ッ サ ー 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 故 に 抑 制 さ れ る で あ ろ う
、
　 請 求 項 １ ９ 又 は 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 １ 又 は １ ０ ～ １ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 配 列 又 は 修 飾 に よ っ て そ れ ら か ら
得 ら れ る 核 酸 配 列 を 備 え ら れ た DNA構 築 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 目 的 の 核 酸 に 動 作 可 能 に リ ン ク さ れ た プ ロ モ ー タ ー を 含 む 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の DNA構
築 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 目 的 の 核 酸 を 有 す る 前 記 プ ロ モ ー タ ー が 請 求 項 １ 若 し く は １ ０ ～ １ ８ の い ず れ か 一 項 に
記 載 の 核 酸 配 列 又 は 修 飾 に よ っ て そ れ か ら 得 ら れ る 配 列 に よ っ て 隣 接 さ れ て い る 、 請 求 項
２ ３ に 記 載 の DNA構 築 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 目 的 の 核 酸 の 転 写 を 調 節 す る た め に 、 請 求 項 １ 若 し く は １ ０ ～ １ ８ の い ず れ か 一 項 に 記
載 の DNA配 列 又 は そ れ ら か ら 得 ら れ る 配 列 を 使 用 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 細 胞 内 で 遺 伝 子 生 成 物 を 生 産 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 ｉ ） 目 的 の 遺 伝 子 及 び ｉ ｉ ） 請
求 項 １ 若 し く は １ ０ ～ １ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の DNA配 列 又 は そ れ ら か ら 得 ら れ る 配 列
を 含 む 発 現 カ セ ッ ト を 用 意 す る こ と 、 及 び 細 胞 内 で 前 記 発 現 カ セ ッ ト の 転 写 を さ せ る こ と
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 目 的 の 前 記 遺 伝 子 が 請 求 項 １ 若 し く は １ ０ ～ １ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の DNA配 列 又 は
そ れ ら か ら 得 ら れ る 配 列 に よ っ て 隣 接 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 ２ ３ 又 は 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の DNA構 築 物 を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 誤 訳 訂 正 ２ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 名 称 】 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 を 含 む DNA配 列 及 び そ の よ う な DNA配 列 を 検 出 し
且 つ 使 用 す る た め の 方 法
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 医 薬 及 び 細 胞 生 物 学 の 分 野 に 関 連 す る 。 本 発 明 は 、 詳 細 に は 遺 伝 子 転 写 の 調
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節 の 手 段 及 び 方 法 に 関 連 す る 。 本 発 明 は 、 DNA配 列 が 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 及 び ／ 又
は 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 を 含 む か ど う か を 決 定 す る た め の 方 法 に さ ら に 関 連 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 様 々 な ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク ト の 発 達 に 伴 い 、 完 全 な 生 物 体 ゲ ノ ム の 配 列 が 利 用 可 能 に な っ
て き て い る 。 デ ー タ の 洪 水 は 、 多 く の 研 究 員 の 目 的 （ interest） を 引 き 起 こ し て い る 。 よ
り 注 目 さ れ 得 る 発 見 の １ つ は 、 ヒ ト ゲ ノ ム は シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ fruit fly） の よ う な 簡
単 な 生 物 体 の ゲ ノ ム よ り も 極 め て 多 く の 遺 伝 子 を コ ー ド し て い な い と い う 所 見 で あ っ た 。
多 く の 研 究 員 の 焦 点 は 、 遺 伝 子 の 同 定 か ら 遺 伝 子 発 現 及 び 遺 伝 子 機 能 の 決 定 に 今 シ フ ト し
て い る 。 そ の よ う な 技 術 の 例 が 、 DNAマ イ ク ロ ア レ イ 、 機 能 的 ゲ ノ ミ ク ス （ genomics） 利
用 及 び プ ロ テ オ ミ ク ス （ proteomics） で あ る 。 こ れ ら の 技 術 は 、 そ れ ら が コ ー ド す る 配 列
の 機 能 及 び 発 現 の 周 り に 集 中 さ れ て い る こ と で 共 通 点 を 有 す る 。 し か し な が ら 、 我 々 の 遺
伝 子 の 知 識 は 劇 的 に 増 加 す る 一 方 、 遺 伝 子 の 発 現 が ど の よ う に 制 御 さ れ る か の 理 解 は 、 こ
の 迅 速 に 増 加 す る 知 識 に 適 用 す る 能 力 を 制 限 し て い る 。 こ れ は 例 え ば 、 遺 伝 子 組 み 換 え 植
物 及 び 動 物 の 生 成 、 並 び に ヒ ト 遺 伝 子 治 療 の 場 合 で あ る 。 こ れ ら の 利 用 に お い て 、 外 来 の
核 酸 は 、 コ ー ド す る 配 列 の 発 現 を 得 る た め に 細 胞 内 に 典 型 的 に 導 入 さ れ る 。 細 胞 の ゲ ノ ム
内 へ の 外 来 の 核 酸 の し ば し ば の 組 み 込 み は 、 導 入 さ れ た 配 列 の 長 期 に わ た る 機 能 の た め に
必 要 と さ れ る 。 し か し な が ら 、 ゲ ノ ム 内 へ の 配 列 の 組 み 込 み は 、 発 現 の 予 測 不 可 能 性 を も
た ら す 。 な ぜ な ら ば 、 周 り の DNAが 、 組 み 込 ま れ た 配 列 の 転 写 に 影 響 を 及 ぼ す た め で あ る
。 こ の 予 測 不 可 能 性 は 、 導 入 さ れ た 配 列 が 周 り の DNAの 効 果 に 影 響 を 及 ぼ す 転 写 か ら 組 み
込 ま れ た 配 列 を 機 能 的 に 単 離 す る た め に 十 分 な ゲ ノ ム 情 報 を い ま だ 提 供 さ れ る こ と が で き
な い と い う 事 実 に 一 部 拠 る も の で あ る 。 他 の 部 分 で は 、 こ れ は 、 周 り の DNAの 効 果 に 影 響
を 与 え る 転 写 に つ い て 十 分 に 知 ら れ て い な い と い う 事 実 に 拠 る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 発 明 は 、 イ ン 　 シ ス で （ in cis） 遺 伝 子 の 転 写 に 影 響 を 与 え る 能 力 を 含 む DNA配 列 に
関 連 が あ る 。 典 型 的 に は 、 必 要 で は な い け れ ど も 、 調 査 さ れ た 配 列 は 機 能 的 タ ン パ ク 質 を
そ れ ら 自 身 で コ ー ド し て い な い 。 イ ン 　 シ ス で 遺 伝 子 転 写 に 影 響 を 与 え る 能 力 を 有 す る 種
々 の 配 列 エ レ メ ン ト が 、 同 定 さ れ て き て い る 。 こ れ ら の エ レ メ ン ト は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ
ン ハ ン サ ー 及 び サ イ レ ン サ ー か ら 境 界 エ レ メ ン ト （ boundary element） 及 び マ ト リ ッ ク ス
結 合 領 域 （ matrix attachment regions） に 及 ん で い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 非 常 に 多 く の 種 々 の 型 の 調 節 塩 基 配 列 （ regulatory sequences） が 発 見 さ れ て き て い る
と い う 事 実 は 、 有 効 な 発 現 カ セ ッ ト を 設 計 す る こ と が 非 常 に 簡 単 で あ る と い う 印 象 を 与 え
る 。 し か し な が ら 、 全 く 逆 が 真 実 で あ る 。 発 現 カ セ ッ ト の 設 計 は 、 試 行 錯 誤 に よ っ て 今 な
お し ば し ば お こ な わ れ て い る 、 タ ー ゲ ッ ト 細 胞 又 は そ の 後 代 に お い て 外 来 遺 伝 子 の あ る 種
の 発 現 を 得 る こ と を 可 能 に す る こ と は か な り 頻 繁 に 可 能 で あ る 。 し か し な が ら 、 非 常 に し
ば し ば 、 発 現 カ セ ッ ト が タ ー ゲ ッ ト 細 胞 に お い て 表 わ す こ と が で き る 発 現 の レ ベ ル 又 は 発
現 の 持 続 性 を 、 何 ら か の 正 確 性 で 予 測 す る こ と は 困 難 で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は な か ん ず く 、 新 規 の 転 写 調 節 エ レ メ ン ト を 検 出 し 且 つ 単 離 す る た め の 手 段 及 び
方 法 を 提 供 す る 。 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 を 有 す る DNA配 列 を 検 出 し 、 任 意 的 に 選 択 す
る た め の 方 法 で あ っ て 、 転 写 シ ス テ ム に 様 々 な フ ラ グ メ ン ト 含 有 ベ ク タ ー を 備 え る こ と を
含 み 、 前 記 ベ ク タ ー は 、 ｉ ） 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 を 有 す る エ レ メ ン ト 、 及 び ｉ ｉ ）
レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 転 写 を 指 示 す る プ ロ モ ー タ ー を 含 み 、 前 記 方 法 は 前 記 遺 伝 子 転 写 を 調
節 す る 特 性 を 有 す る 前 記 DNA配 列 を 識 別 す る た め に 前 記 転 写 シ ス テ ム に お い て 選 択 ス テ ッ
プ を 実 行 す る こ と を さ ら に 含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 フ ラ グ メ
ン ト は 、 ｉ ） 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 を 有 す る 前 記 エ レ メ ン ト 、 及 び ｉ ｉ ） 前 記 レ ポ ー
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タ ー 遺 伝 子 の 転 写 を 指 示 す る 前 記 プ ロ モ ー タ ー の 間 に 配 置 さ れ る 。 RNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、
ど こ で RNA合 成 が 開 始 す べ き か を 合 図 す る プ ロ モ ー タ ー と 呼 ば れ る 特 定 の 配 列 に 結 合 後 、
転 写 工 程 を 開 始 す る 。 調 節 す る 特 性 は 、 所 定 の 細 胞 型 及 び ／ 又 は 所 定 の プ ロ モ ー タ ー に お
い て イ ン 　 シ ス で 前 記 プ ロ モ ー タ ー か ら の 転 写 を 助 長 す る こ と が で き る 。 同 一 の DNA配 列
は 、 １ つ の 型 の 細 胞 に お い て 又 は １ つ の 型 の プ ロ モ ー タ ー と と も に 、 助 長 す る 特 性 を 含 む
こ と が で き る 。 一 方 、 そ れ は 他 の 細 胞 に お い て 又 は 他 の 型 の プ ロ モ ー タ ー と と も に 、 遺 伝
子 転 写 を 調 節 す る 他 の 特 性 を 含 む こ と が で き る か 又 は 含 ま な い 。 転 写 は 、 特 定 の プ ロ モ ー
タ ー の 転 写 に 対 す る 調 節 エ レ メ ン ト （ 又 は そ れ に 結 合 す る タ ン パ ク 質 ） の 直 接 の 影 響 を 通
じ て 影 響 さ れ う る 。 し か し な が ら 、 転 写 は 、 間 接 的 な 影 響 に よ っ て も ま た 影 響 さ れ う る 。
例 え ば 調 節 エ レ メ ン ト が 、 １ つ 又 は そ れ 以 上 の 他 の 調 節 エ レ メ ン ト の 機 能 に 影 響 を 与 え る
か ら で あ る 。 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 は 、 安 定 な （ stable） 遺 伝 子 転 写 特 性 を も ま た 含
み う る 。 安 定 と は 、 観 察 さ れ た 転 写 レ ベ ル が 少 な く と も 30細 胞 分 割 の 間 、 有 意 に は 変 化 さ
れ な い こ と を 意 味 す る 。 安 定 な 特 性 は 、 発 現 特 徴 が 多 く の 細 胞 分 割 に わ た っ て 予 測 可 能 で
あ る べ き と こ ろ の 状 況 に お い て 有 益 で あ る 。 典 型 的 な 例 は 、 外 来 遺 伝 子 で ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン さ れ た 細 胞 株 （ cell line） で あ る 。 他 の 例 は 、 形 質 転 換 動 物 及 び 植 物 並 び に 遺 伝
子 治 療 で あ る 。 導 入 さ れ た 発 現 カ セ ッ ト が 細 胞 分 割 若 し く は 植 物 又 は 動 物 世 代 の 数 の 増 加
後 に 夫 々 に 非 常 に し ば し ば 違 う よ う に 機 能 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 安 定 な 特 性 は 、
形 質 転 換 植 物 又 は 動 物 の 後 の 世 代 に お い て 遺 伝 子 転 写 を 維 持 す る 能 力 を 含 む 。 も ち ろ ん 、
発 現 が 誘 発 可 能 で あ る 場 合 、 前 記 特 性 は 形 質 転 換 植 物 又 は 動 物 の 後 の 世 代 に お い て 発 現 の
誘 発 性 を 維 持 す る 特 性 を 含 む 。 し ば し ば 、 発 現 レ ベ ル は 、 細 胞 分 割 の 数 の 増 加 に 伴 い 劇 的
に 落 ち る 。 本 発 明 の 方 法 で は 、 細 胞 分 割 の 数 の 増 加 に つ れ て 転 写 レ ベ ル の 劇 的 な 落 ち 込 み
を 少 な く と も 部 分 的 に 防 ぐ こ と が 可 能 で あ る DNA配 列 を 検 出 し 、 任 意 的 に 選 択 す る 、 こ と
が 可 能 で あ る 。 従 っ て 、 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 は 、 安 定
な 遺 伝 子 転 写 特 性 を 含 む 。 驚 く べ き こ と に は 、 前 記 方 法 は 転 写 の 長 期 的 な 安 定 性 を 必 ず し
も 測 定 し な い と い う 事 実 に も か か わ ら ず 、 前 記 安 定 な 遺 伝 子 転 写 特 性 を 有 す る DNA配 列 を
含 む フ ラ グ メ ン ト は 、 本 発 明 の 方 法 で 検 出 さ れ 且 つ 任 意 的 に 選 択 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 好 ま
し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 は 、 遺 伝 子 転 写 を 助 長 す る 安 定 な 特 性
を 含 む 。 目 的 の 遺 伝 子 を 有 す る 発 現 ベ ク タ ー へ の 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 を 有 す る DNA
配 列 の 組 み 込 み は 、 細 胞 の ゲ ノ ム へ の 発 現 ベ ク タ ー の 組 み 込 み に 応 答 し て 目 的 の 前 記 遺 伝
子 の よ り 高 い レ ベ ル の 転 写 を 生 じ る こ と 、 且 つ そ の 上 、 前 記 よ り 高 い 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル は
ま た 、 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 を 有 す る 前 記 DNA配 列 の 不 存 在 に お け る よ り も よ り 安 定
で あ る と い う こ と が 観 察 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 細 胞 の ゲ ノ ム 内 に 目 的 の 遺 伝 子 を 導 入 す る た め に 且 つ 目 的 の 前 記 遺 伝 子 の 発 現 を 取 得 す
る た め に 設 計 さ れ た 実 験 に お い て 、 次 の こ と が 観 察 さ れ て い る 。 目 的 の 前 記 遺 伝 子 と と も
に 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 を 有 す る DNAが ま た 導 入 さ れ た 場 合 、 前 記 DNA配 列 が 目 的 の 前
記 遺 伝 子 と と も に 導 入 さ れ な い と き よ り も 、 目 的 の 前 記 遺 伝 子 の 遺 伝 子 生 成 物 を 或 る 量 よ
り も 多 く 発 現 し た ク ロ ー ン が 、 よ り 多 く 検 出 さ れ た 。 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 前 記 細 胞 の ゲ
ノ ム に 目 的 の 前 記 遺 伝 子 を 備 え る と 目 的 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 生 成 物 を あ る レ ベ ル よ り も 多 く
発 現 す る 細 胞 の 数 を 増 加 す る 方 法 を ま た 提 供 し 、 該 方 法 は 、 目 的 の 前 記 遺 伝 子 と と も に 遺
伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 を 含 む DNA配 列 を 前 記 細 胞 に 備 え る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 を 有 す る フ ラ グ メ ン ト を 検 出 す る こ と の 機 会 は 、 フ ラ グ メ ン
ト が そ こ か ら 得 ら れ る と こ ろ の 起 源 で 変 わ る 。 典 型 的 に は 、 前 記 特 性 を 有 す る フ ラ グ メ ン
ト の 存 在 又 は 不 存 在 に つ い て の 先 行 す る 知 識 が な い 。 そ れ ら の 状 況 に お い て 、 多 く の フ ラ
グ メ ン ト は 、 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 を 有 す る DNA配 列 を 含 ま な い 。 こ れ ら の 状 況 に お
い て 、 前 記 特 性 を 有 す る DNA配 列 の た め の 正 式 な 選 択 ス テ ッ プ が 導 入 さ れ る 。 こ れ は 、 前
記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 生 産 物 の 特 性 に 基 づ き 前 記 配 列 を 含 む セ レ ク シ ョ ン ベ ク タ ー に よ っ
て 行 わ れ 、 こ れ は そ れ に 有 利 に も 不 利 に も 選 択 さ れ う る 。 例 え ば 、 前 記 遺 伝 子 生 成 物 は 、
蛍 光 若 し く は 色 沈 着 （ 例 え ば 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 及 び そ の 誘 導 体 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 又
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は ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ ） を 誘 発 し 、 又 は 抗 生 物 質 耐 性 を 与 え 、 若 し く は ア ポ ト ー シ
ス 及 び 細 胞 死 を 誘 発 し う る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 遺 伝 子 転 写 を 助 長 す る 特 性 を 含 む DNA配 列 を 検 出 し 、 且 つ 任 意 的 に 選
択 す る 、 た め に 特 に 適 し て い る 。 目 的 の 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 ま れ る と 、 ベ
ク タ ー が 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 を 有 す る エ レ メ ン ト を 含 ま な く と も 、 選 択 さ れ た DNA
配 列 の 少 な く と も 幾 つ か は 宿 主 細 胞 中 で 目 的 の 前 記 遺 伝 子 の 遺 伝 子 転 写 を 劇 的 に 増 加 す る
こ と が で き る 。 こ の 遺 伝 子 転 写 を 助 長 す る 特 性 は 、 外 来 遺 伝 子 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ
れ た 細 胞 株 に お い て 又 は 形 質 転 換 動 物 及 び 植 物 に お い て 非 常 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 前 記 転 写 シ ス テ ム は 、 細 胞 フ リ ー の イ ン 　 ビ ト ロ （ in vitro） 転 写 シ ス テ ム で あ り う る
。 自 動 化 さ れ た 現 在 の 専 門 的 技 術 で は 、 そ の よ う な 細 胞 フ リ ー シ ス テ ム は 、 正 確 且 つ 迅 速
で あ り う る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 の た め に 、 前 記 転 写 シ ス テ ム は 宿 主 細 胞 を 好 ま し く は
含 む 。 宿 主 細 胞 を 使 用 す る こ と は 、 フ ラ グ メ ン ト が 細 胞 内 で 活 性 に よ り 検 出 さ れ 且 つ 任 意
的 に 選 択 さ れ る こ と を 保 証 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 を 有 す る エ レ メ ン ト は 、 使 用 さ れ る
転 写 シ ス テ ム に お い て プ ロ モ ー タ ー か ら の 転 写 を 抑 制 す る 。 前 記 抑 制 は 、 検 出 不 可 能 な 発
現 レ ベ ル に ま で 進 む 必 要 は な い 。 重 要 な こ と は 、 抑 制 の 不 存 在 又 は 存 在 に お い て 発 現 レ ベ
ル の 相 違 が 、 検 出 可 能 で あ り 且 つ 任 意 的 に 選 択 可 能 で あ る と い う こ と で あ る 。 好 ま し い 実
施 態 様 で は 、 前 記 ベ ク タ ー に お け る 遺 伝 子 転 写 抑 制 は 、 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る ク ロ マ チ ン
を も た ら す 。 こ の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る ク ロ マ チ ン の 形 成 を 少 な
く と も 部 分 的 に 妨 げ る こ と が 可 能 で あ る DNA配 列 が 検 出 さ れ 且 つ 任 意 的 に 選 択 さ れ う る 。
１ つ の 観 点 で は 、 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る ク ロ マ チ ン の 形 成 を 少 な く と も 部 分 的 に 妨 げ る こ
と が 可 能 で あ る DNA配 列 は 、 安 定 な 遺 伝 子 転 写 特 性 を 含 む 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 遺 伝
子 転 写 抑 制 に 関 係 す る DNA配 列 が 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 に よ っ て 認 識 さ れ る DNA配 列 で あ り 、
及 び 前 記 転 写 シ ス テ ム が 前 記 複 合 体 を 含 む 。 好 ま し く は 、 前 記 複 合 体 は 、 HP1を 含 む ヘ テ
ロ ク ロ マ チ ン 結 合 性 タ ン パ ク 質 （ heterochromatin-binding protein） 、 ポ リ コ ー ム － グ
ル ー プ （ Pc-G） タ ン パ ク 質 、 ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 活 性 又 は MeCP２ （ メ チ ル － CpG－
結 合 性 タ ン パ ク 質 ） を 含 む 。 多 く の 生 物 体 が 、 １ つ 又 は そ れ 以 上 の こ れ ら の タ ン パ ク 質 を
含 む 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は し ば し ば 、 他 の 種 に お い て も 活 性 を 示 す 。 従 っ て 、 前 記 複 合
体 は 、 ２ つ 又 は そ れ 以 上 の 種 か ら の タ ン パ ク 質 を ま た 含 む こ と が で き る 。 既 知 の ク ロ マ チ
ン に 関 連 付 け ら れ た タ ン パ ク 質 複 合 物 の 前 記 さ れ た セ ッ ト は 、 多 く の 塩 基 対 に わ た る 長 い
範 囲 の 抑 制 を も も た ら す こ と が で き る 。 前 記 複 合 体 は 、 細 胞 分 割 す る と 娘 細 胞 に 遺 伝 子 の
抑 制 さ れ た 状 態 を 安 定 に 移 す こ と に ま た 関 係 す る 。 こ の 方 法 で 選 択 さ れ た 配 列 は 、 多 く の
塩 基 対 に わ た る 長 い 範 囲 の 抗 抑 制 を も た ら す こ と が で き る （ フ ァ ン 　 デ ル 　 フ ラ ッ グ ら 、
2000年 ） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 使 用 さ れ る ベ ク タ ー は 、 DNAク ロ ー ニ ン グ に 適 切 で あ り 且 つ 転 写 シ ス テ ム で 使 用 さ れ う
る 任 意 の ベ ク タ ー で あ り 得 る 。 宿 主 細 胞 が 使 用 さ れ る 場 合 、 該 ベ ク タ ー が 、 エ ピ ソ ー ム 的
に 複 製 す る ベ ク タ ー で あ る こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う に し て 、 ベ ク タ ー の 組 込 み の 異 な る
部 位 に よ る 効 果 は 避 け ら れ る 。 組 込 み の 部 位 で ベ ク タ ー に 隣 接 す る （ flanking） DNAエ レ
メ ン ト は 、 プ ロ モ ー タ ー の 転 写 の レ ベ ル に 対 し て 影 響 を 与 え 且 つ そ れ に よ っ て 、 遺 伝 子 転
写 を 調 節 す る 特 性 を 有 す る DNA配 列 を 含 む フ ラ グ メ ン ト の 影 響 を ま ね る こ と が で き る 。 好
ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 ベ ク タ ー が 、 イ プ シ ュ タ イ ン － バ ー ル （ Epstein-Barr） ウ ィ ル
ス （ EBV） 、 OriP、 及 び 核 抗 原 （ EBNA-1） か ら の 複 製 起 源 を 含 む 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は
、 適 切 な 条 件 下 で 真 核 生 物 の 細 胞 の 多 く の 型 に お い て 複 製 す る こ と が で き 且 つ ク ロ マ チ ン
内 に 組 入 れ る （ assemble） こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 他 の 観 点 で は 、 本 発 明 は 、 ｉ ） 植 物 若 し く は 脊 椎 動 物 か ら 単 離 さ れ た DNA配 列 又 は そ れ
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ら の 誘 導 体 、 又 は ｉ ｉ ） 合 成 DNA配 列 す な わ ち 遺 伝 子 エ ン ジ ニ ア リ ン グ に よ っ て 構 築 さ れ
た DNA配 列 を 含 む DNA配 列 で あ っ て 、 本 発 明 に 従 う 方 法 に よ っ て 検 出 さ れ 、 選 択 さ れ 及 び 任
意 的 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ 得 る 、 抑 制 を 阻 害 す る 配 列 で あ る と こ ろ の 前 記 DNA配 列 を 提 供 す
る 。 他 の 観 点 で は 、 本 発 明 は 、 ｉ ） 植 物 若 し く は 脊 椎 動 物 か ら 単 離 さ れ た DNA配 列 又 は そ
れ ら の 誘 導 体 、 又 は ｉ ｉ ） 合 成 DNA配 列 す な わ ち 遺 伝 子 エ ン ジ ニ ア リ ン グ に よ っ て 構 築 さ
れ た DNA配 列 を 含 む DNA配 列 で あ っ て 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 検 出 さ れ 、 選 択 さ れ 及 び 任 意
的 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る と こ ろ の 前 記 DNA配 列 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 前 記 DNA配 列 は 、
表 ４ Ａ に 記 載 さ れ て い る 配 列 又 は そ れ ら の 機 能 的 相 同 物 を 含 む 。 表 ４ に 記 載 さ れ て い る 配
列 の 機 能 的 相 同 物 は 、 表 ４ （ 表 ４ Ａ 又 は 表 ４ Ｂ で あ る ） に 与 え ら れ た 情 報 で 導 出 さ れ た 配
列 で あ る 。 例 え ば 、 表 ４ に 示 さ れ た 配 列 に 又 は 配 列 か ら 塩 基 を 削 除 し 、 修 飾 し 及 び ／ 又 は
挿 入 す る こ と に よ っ て 表 ４ に お け る 配 列 か ら 導 出 さ れ う る 配 列 で あ り 、 こ こ で 前 記 導 出 さ
れ た 配 列 は 表 ４ に 記 載 さ れ て い る 配 列 の 種 類 と 同 一 の 活 性 （ し か し 、 必 ず し も 同 じ 量 で は
な い ） を 含 む 。 機 能 的 相 同 物 は 、 表 ４ に 記 載 さ れ て い る 配 列 の ２ 又 は そ れ 以 上 か ら の 部 分
を 含 む 配 列 で あ る 。 合 成 DNA配 列 は 、 生 物 体 に 存 在 す る 配 列 か ら 直 接 的 に 又 は 間 接 的 に 導
出 さ れ な い 配 列 で あ る 。 例 え ば シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ scs又 は scs’ 配 列 を 含 む 配 列 は 、 該 scs
又 は scs’ 配 列 が 人 工 的 に 生 成 さ れ た と き で あ っ て も 合 成 配 列 で は な い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 １ つ の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は よ り 高 次 の 遺 伝 子 調 節 の 知 識 を 増 加 す る こ と 並 び に こ の
知 識 を 利 用 す る た め の 手 段 及 び 方 法 に 関 連 が あ る 。 シ ン グ ル 遺 伝 子 の 転 写 を 指 示 し 且 つ 調
節 す る エ レ メ ン ト 例 え ば 古 典 的 な プ ロ モ ー タ ー 及 び エ ン ハ ン サ ー は 特 性 が 調 べ ら れ て い る
が 、 一 方 、 染 色 体 領 域 全 体 の 遺 伝 子 転 写 能 力 を 支 配 す る よ り 高 位 の 調 節 エ レ メ ン ト は ま だ
殆 ど 注 意 が 払 わ れ て い な い 。 そ の よ う な 高 位 エ レ メ ン ト に 関 連 す る 我 々 の 知 識 の 殆 ど は 、
胚 形 成 の 研 究 か ら き て い る 。 胚 形 成 の 間 、 細 胞 は 種 々 の 発 達 経 路 に 委 ね ら れ る 。 委 ね ら れ
た 後 に は 、 多 く の 細 胞 分 割 の 後 で さ え も 細 胞 は そ れ ら の 運 命 を め っ た に 変 化 し な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 細 胞 型 特 異 的 遺 伝 子 転 写 パ タ ー ン の 安 定 な 伝 達 は プ ロ モ ー タ ー の 文 脈 に 依 存 し な い が 、
そ の 代 わ り に DNAの 構 造 に お け る 変 化 に 及 び ク ロ マ チ ン と 称 さ れ る 関 係 す る タ ン パ ク 質 に
よ っ て 調 整 さ れ る こ と が だ ん だ ん に 判 っ て き た 。 染 色 体 レ ベ ル で の 遺 伝 子 調 節 は 、 DNAの
修 飾 （ 例 え ば 、 メ チ ル 化 ） 、 ヒ ス ト ン の 修 飾 （ 例 え ば ア セ チ ル 化 及 び 又 は メ チ ル 化 ） 、 及
び 離 れ た 染 色 体 の エ レ メ ン ト 間 で の 長 い 範 囲 の 相 互 作 用 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ク ロ マ チ ン テ ン プ レ ー ト は 、 DNA、 ヒ ス ト ン 及 び 非 ヒ ス ト ン タ ン パ ク 質 の 高 度 に 凝 縮 さ
れ た 複 合 体 で あ り 、 そ れ は 核 内 に ゲ ノ ム 全 体 を パ ッ ケ ー ジ す る こ と が で き 且 つ 同 時 に 特 定
の 遺 伝 子 の 適 切 な 転 写 を 可 能 に す る 。 真 核 細 胞 染 色 体 は 、 遺 伝 子 転 写 の 活 性 の た め の 均 一
の テ ン プ レ ー ト で は な い 。 ク ロ マ チ ン 及 び ク ロ マ チ ン 領 域 の 種 々 の 型 は 区 別 さ れ 得 、 そ れ
ら は 遺 伝 子 転 写 に 区 別 を つ け て 影 響 を 与 え る 。 い わ ゆ る ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン （ heterochroma
tin） 領 域 は 「 閉 ざ さ れ た （ closed） 」 ク ロ マ チ ン 構 造 を 識 別 し 、 一 方 、 真 正 ク ロ マ チ ン
（ euchromatin） は よ り 拡 散 し 且 つ 「 開 い た （ open） 」 ク ロ マ チ ン 構 造 に 関 連 す る 。 真 正
ク ロ マ チ ン 領 域 は 、 構 造 的 な 変 化 に 付 さ れ る こ と が で き 、 条 件 的 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン （ facu
ltative heterochromatin） 及 び 条 件 的 真 正 ク ロ マ チ ン （ facultative euchromatin） と 言
わ れ る 多 か れ 少 な か れ 凝 縮 さ れ た 構 造 を 生 じ る 。 条 件 的 真 正 ク ロ マ チ ン 又 は 条 件 的 ヘ テ ロ
ク ロ マ チ ン の 形 成 は 、 ク ロ マ チ ン が 仲 介 す る 遺 伝 子 調 節 の 潜 在 す る 機 構 を 表 わ す と 信 じ ら
れ て お り 、 遺 伝 子 を 細 胞 型 特 異 的 な 様 式 で 活 性 な 又 は 抑 制 さ れ た 状 態 に 保 持 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 全 て の 真 核 生 物 に お い て 、 幾 つ か の ク ロ マ チ ン に 関 連 付 け ら れ た タ ン パ ク 質 複 合 体 が 識
別 さ れ て お り 、 そ れ は 細 胞 型 特 異 性 の 維 持 に 関 係 し 、 そ れ ら の １ つ は ポ リ コ ー ム － グ ル ー
プ （ Pc-G） 複 合 体 で あ る 。 Pc-G複 合 体 は 、 遺 伝 子 の 安 定 な 抑 制 に 関 係 し 、 そ こ で は ク ロ マ
チ ン 構 造 に お け る 変 化 は 重 要 な 役 割 を 果 た す と 信 じ ら れ て い る 。 同 様 に 、 ト リ ソ ラ ッ ク ス
（ trithorax） グ ル ー プ （ TrG） と 名 付 け ら れ た タ ン パ ク 質 の 第 ２ の ク ラ ス が 識 別 さ れ て お
り 、 そ れ は PcGタ ン パ ク 質 の 活 性 を 妨 げ る 。 TrGタ ン パ ク 質 は 、 遺 伝 子 の 維 持 に 関 係 す る 。
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そ れ 故 に 、 そ れ ら の 個 々 の 活 性 の モ ー ド に 基 づ き 、 PcG及 び TrGタ ン パ ク 質 は 、 遺 伝 子 転 写
パ タ ー ン の 遺 伝 性 の 伝 達 に と っ て 重 要 で あ る 細 胞 の メ モ リ ー シ ス テ ム を 表 わ す 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 PcG及 び TrG複 合 体 が そ れ ら の 目 標 遺 伝 子 に ど の よ う に 関 連 付 け ら れ て い る か は 、 い ま だ
不 明 で あ る 。 遺 伝 子 研 究 は 、 遺 伝 子 の 転 写 的 に 不 活 性 な 状 態 を 維 持 す る シ ス （ cis） 活 動
調 節 配 列 （ regulatory sequence） の 特 徴 を 調 べ た 。 こ れ ら の シ ス 活 動 調 節 配 列 に よ っ て
仲 介 さ れ る サ イ レ ン シ ン グ （ silencing） は 、 機 能 的 PcGタ ン パ ク 質 の 存 在 に 依 存 し 、 そ れ
故 に こ れ ら の 配 列 は PcG応 答 エ レ メ ン ト （ PcG response elements； PRE） と 名 付 け ら れ て
い る 。 ク ロ マ チ ン の PcG仲 介 さ れ た 抑 制 に 関 係 す る 配 列 は 識 別 さ れ て い る 。 し か し な が ら
（ 脊 椎 動 物 又 は 植 物 の い ず れ に お い て も ） ク ロ マ チ ン の 抑 制 を 仲 介 す る た め に 要 求 さ れ る
全 て の 配 列 情 報 を 含 む 完 全 な PREは ま だ 見 つ か っ て は い な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 加 え て 、 コ ヒ ー レ ン ト な 様 式 （ coherent way） で 長 い 範 囲 の 抑 制 能 力 を 有 す る 配 列 を 研
究 す る こ と は ま だ 可 能 で は な い 。 こ れ は 、 そ の よ う な 長 い 範 囲 の 活 動 配 列 を 体 系 的 に ス ク
リ ー ン す る こ と が 不 可 能 で あ る こ と に 大 部 分 拠 る 。 １ つ の 観 点 で は 、 本 発 明 は DNAに お け
る そ の よ う な 配 列 を 体 系 的 に 検 出 す る た め の 手 段 及 び 方 法 を 提 供 す る 。 １ つ の 実 施 態 様 で
は 、 本 発 明 は 、 遺 伝 子 転 写 抑 制 特 性 を 有 す る DNA配 列 を 識 別 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 テ ス ト 核 酸 の コ レ ク シ ョ ン を 用 意 す る こ と 、
　 プ ロ モ ー タ ー の 転 写 制 御 下 に あ る テ ス ト 核 酸 及 び 第 １ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ
ク タ ー の コ レ ク シ ョ ン を 生 成 す る こ と 、
　 細 胞 に 発 現 ベ ク タ ー の 前 記 コ レ ク シ ョ ン を 備 え る こ と 、
　 そ れ ら の 後 代 を 含 む 細 胞 又 は ベ ク タ ー を 選 択 す る こ と 、 こ こ で 前 記 第 １ の レ ポ ー タ ー 遺
伝 子 の 転 写 は 抑 制 さ れ て い る 、 及 び
　 前 記 細 胞 中 の 前 記 テ ス ト 核 酸 を 識 別 す る こ と 、
　 を 含 む 。 前 記 識 別 さ れ た テ ス ト 核 酸 は 、 前 記 プ ロ モ ー タ ー 機 能 を 抑 制 す る 能 力 を 有 し 、
従 っ て 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 を 有 す る 。 好 ま し く は 、 前 記 識 別 さ れ た テ ス ト 核 酸 は ま
た 回 収 さ れ 且 つ ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。 前 記 特 性 を 有 す る DNA配 列 の 不 存 在 下 に お け る レ ベ
ル と 比 較 し て 、 前 記 プ ロ モ ー タ ー に 物 理 的 に リ ン ク さ れ た 場 合 、 前 記 特 性 は 前 記 プ ロ モ ー
タ ー か ら の 転 写 の レ ベ ル を 減 少 す る 能 力 を 少 な く と も 一 部 分 含 む 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は
、 前 記 遺 伝 子 転 写 抑 制 特 性 は 、 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る ク ロ マ チ ン 特 性 を 有 す る 。 す な わ ち
、 転 写 の レ ベ ル の 前 記 減 少 は 、 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 構 成 を 有 す る ク ロ マ チ ン の 結 果 で あ
る 。 こ の 構 成 は 好 ま し く は 、 前 記 プ ロ モ ー タ ー を 包 含 す る 。 し か し な が ら 、 前 記 構 成 が エ
ン ハ ン サ ー な ど を 包 含 す る こ と も ま た 可 能 で あ り 、 そ れ に よ っ て 前 記 プ ロ モ ー タ ー 上 で 前
記 エ ン ハ ン サ ー の 転 写 を 助 長 す る 効 果 を 少 な く と も 一 部 分 不 活 性 に す る 。 特 に 好 ま し い 実
施 態 様 で は 、 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る ク ロ マ チ ン 特 性 を 有 す る 前 記 DNA配 列 は ポ リ コ ー ム －
グ ル ー プ 様 応 答 エ レ メ ン ト を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 上 記 に 記 載 さ れ た 方 法 を 使 用 し て 、 プ ロ モ ー タ ー か ら の 転 写 の レ ベ ル を 減 少 す る 能 力 を
含 む 幾 つ か の 核 酸 配 列 及 び 従 っ て 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 を 含 む 核 酸 配 列 を 検 索 す る こ
と が 可 能 で あ る 。 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 を 有 す る エ レ メ ン ト 例 え ば ポ リ コ ー ム － グ ル
ー プ 様 応 答 エ レ メ ン ト の １ 又 は そ れ 以 上 の コ ン セ ン サ ス 配 列 が 推 論 さ れ う る よ う な 配 列 類
似 性 に つ い て 、 類 似 の 機 能 を 有 す る 配 列 が 互 い に 比 較 さ れ う る 。 そ の 上 、 生 命 体 の ゲ ノ ム
の 全 体 の 配 列 が 知 ら れ 且 つ 簡 単 に 理 解 さ れ る こ と を 考 え る と 、 こ れ ら の ゲ ノ ム 又 は そ れ ら
の 一 部 を ス ク リ ー ン す る こ と 、 及 び ゲ ノ ム に お け る こ れ ら の 配 列 の 存 在 を 予 測 す る こ と は
可 能 で あ る 。 ゲ ノ ム 中 の 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 及 び ／ 又 は 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性
を 含 む DNA配 列 の 存 在 及 び 配 置 の 知 識 は 、 ゲ ノ ム に お け る 遺 伝 子 転 写 の よ り 高 位 の 調 節 の
我 々 の 知 識 を 大 い に 増 加 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ポ リ コ ー ム － グ ル ー プ 応 答 エ レ メ ン ト は 、 前 記 エ レ メ ン ト を 有 す る １ つ 又 は そ れ 以 上 の
ポ リ コ ー ム グ ル ー プ タ ン パ ク 質 の 直 接 的 な 及 び ／ 又 は 間 接 的 な 相 互 作 用 に 応 答 し て プ ロ モ
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ー タ ー か ら の 転 写 を 抑 制 す る こ と が で き る エ レ メ ン ト で あ る 。 ポ リ コ ー ム － グ ル ー プ 様 応
答 エ レ メ ン ト は 、 ポ リ コ ー ム － グ ル ー プ 応 答 エ レ メ ン ト 又 は 代 替 的 に は 前 記 エ レ メ ン ト を
有 す る １ つ 又 は そ れ 以 上 の タ ン パ ク 質 の 直 接 的 な 及 び ／ 又 は 間 接 的 な 相 互 作 用 に 応 答 し て
プ ロ モ ー タ ー の 転 写 を 抑 制 す る こ と が で き る エ レ メ ン ト で あ る 。 こ こ で 、 前 記 １ つ 又 は そ
れ 以 上 の タ ン パ ク 質 は 、 ポ リ コ ー ム グ ル ー プ に 属 し な い が 、 前 記 相 互 作 用 の 結 果 、 遺 伝 子
転 写 を 抑 制 す る ク ロ マ チ ン が 形 成 さ れ る 。 そ の よ う な タ ン パ ク 質 の 例 は 、 ク ロ マ チ ン に 関
連 付 け ら れ た タ ン パ ク 質 例 え ば ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン タ ン パ ク 質 １ （ HP1） （ ア イ ゼ ン ベ ル グ
ら 、 1990年 ） で あ る 。 遺 伝 子 活 性 を 抑 制 す る ク ロ マ チ ン に 関 連 付 け ら れ た 他 の タ ン パ ク 質
は 、 メ チ ル － CpG結 合 性 タ ン パ ク 質 、 MeCP2（ ナ ン ら 、 1997年 ） で あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様
で は 、 本 発 明 の ポ リ コ ー ム － グ ル ー プ 様 応 答 エ レ メ ン ト は 、 長 い 距 離 好 ま し く は 2000塩 基
対 よ り も 多 く に 亙 っ て プ ロ モ ー タ ー の 転 写 を 抑 制 す る 能 力 を 有 す る （ フ ァ ン 　 デ ル 　 フ ラ
ッ グ ら 、 2000年 ） 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 テ ス ト 核 酸 の コ レ ク シ ョ ン は 、 多 く の 方 法 で 生 成 さ れ 得 る 。 テ ス ト 配 列 と し て 人 工 的 な
配 列 を 使 用 し 、 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 の た め の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 得 る こ と が 可 能 で
あ る 。 異 な る 特 性 は 異 な る コ ン セ ン サ ス 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 前 記 コ レ
ク シ ョ ン は 染 色 体 の DNAか ら 生 成 さ れ る 。 こ の よ う に し て 、 染 色 体 に お い て 自 然 に 生 じ る
配 列 を 含 む 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 が 見 つ け ら れ る 。 こ れ は 、 染 色 体 に お け る こ れ ら の
特 性 の 位 置 が 、 前 記 位 置 に お け る よ り 高 位 の 遺 伝 子 転 写 に 対 す る そ れ ら の 影 響 が 消 滅 す る
と す ぐ に 決 定 さ れ う る と い う 有 利 点 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、 そ の 存 在 が 細 胞 に お い て 直 接 的 に 又 は 間 接 的 に 検 出 さ れ う る と こ
ろ の 発 現 生 成 物 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 。 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 を 検 出 す る た め の
方 法 で は 、 細 胞 内 へ の 発 現 ベ ク タ ー の 転 移 （ transfer） は 、 前 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現
を 導 出 す る 。 し か し な が ら 、 テ ス ト 核 酸 が 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 例 え ば ポ リ コ ー ム －
グ ル ー プ 様 応 答 エ レ メ ン ト を 含 む 場 合 、 発 現 は 前 記 細 胞 に お い て 抑 制 さ れ 、 そ れ に よ っ て
前 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 少 な く と も 部 分 的 に 減 少 し た 発 現 を 導 出 す る 。 従 っ て 、 前 記 プ ロ
モ ー タ ー の 転 写 を 抑 制 す る こ と が 可 能 な 核 酸 の 存 在 又 は 非 存 在 は 、 前 記 細 胞 に お け る 前 記
発 現 生 成 物 を 検 出 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ 得 、 そ れ に よ っ て 減 少 し た 検 出 又 は 非 検 出 が
遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 の 存 在 を 示 す 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、 蛍 光 レ ポ ー タ ー タ ン パ ク
質 を コ ー ド し 得 る 。 す る と 、 減 少 し た 発 現 は 蛍 光 手 段 に よ っ て 例 え ば フ ロ ー サ イ ト メ ー タ
ー （ flow cytometer） に お い て 検 出 さ れ 得 る 。 蛍 光 を 示 さ な い 又 は 低 い 蛍 光 を 示 す 細 胞 は
、 蛍 光 活 性 化 細 胞 ソ ー タ ー （ a fluorescence activated cell sorter） 及 び 発 現 ベ ク タ ー
及 び ／ 又 は 例 え ば 増 幅 反 応 に よ っ て 単 離 さ れ た テ ス ト 核 酸 を 使 用 し ソ ー ト さ れ 得 る 。 好 ま
し く は 、 前 記 第 １ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 選 択 可 能 な レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 み 、 そ の 発 現 は
前 記 細 胞 に 前 記 第 １ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 低 い レ ベ ル を 発 現 し な い 又 は 低 い レ ベ ル で 発 現
す る 細 胞 全 体 に わ た っ て 少 な く と も 成 長 不 利 点 を 直 接 的 に 又 は 間 接 的 に 備 え る 。 遺 伝 子 転
写 を 抑 制 す る 特 性 を 有 す る DNA配 列 に つ い て ス ク リ ー ン さ れ る 場 合 、 前 記 第 １ レ ポ ー タ ー
遺 伝 子 の 発 現 は 好 ま し く は 直 接 的 に 又 は 間 接 的 に 前 記 細 胞 に 対 し て 毒 性 で あ る 。 そ の よ う
な 毒 性 発 現 生 成 物 の 非 限 定 的 な 例 は 、 リ シ ン （ ricin） 又 は そ れ ら の 毒 性 変 異 体 で あ る 。
他 の 例 で は 、 前 記 第 １ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 す る 遺 伝 子 生 産 物 を コ
ー ド す る 。 好 ま し く は 、 前 記 ア ポ ロ ー シ ス を 誘 発 す る 遺 伝 子 生 産 物 は 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス （
adenovirus）  13S E1A又 は そ れ ら の 機 能 的 等 価 体 で あ る （ ブ レ ッ ケ ン リ ッ ジ 及 び シ ョ ー ル
、 2000年 ） 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 前 記 ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 す る 遺 伝 子 生 産 物 は 、 ア ポ プ チ
ン （ apoptin） 又 は そ れ ら の 機 能 的 等 価 体 を 含 む （ ピ ー タ ー セ ン 及 び ノ ー ト ボ ー ン 、 2000
年 ） 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 他 の 例 は い わ ゆ る 自 殺 遺 伝 子 生 産 物 例 え ば 単 純 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ HS
V-tk） を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 。 HSV-tkを 発 現 す る 細 胞 の 培 地 へ の ガ ン シ ク ロ ビ ル （ ga
ncyclovir） の 添 加 は 、 こ れ ら の 細 胞 に お い て 毒 性 物 質 の 形 成 を 生 じ 、 そ れ 故 に こ れ ら の
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細 胞 を 殺 す 。 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 自 殺 遺 伝 子 は シ ト シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ （ cyto
sine deaminase） を 含 む 。 シ ト シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ は シ ト シ ン を ウ ラ シ ル に 転 化 す る 。 こ の
酵 素 活 性 は 、 原 核 生 物 及 び 低 度 の 真 核 生 物 に お い て 見 つ け ら れ 、 し か し 高 度 の 真 核 生 物 に
お い て は 存 在 し な い 。 該 遺 伝 子 は 、 プ ロ ド ラ ッ グ 　 ５ － フ ル オ ロ シ ト シ ン （ 5-FC） と 組 み
合 わ せ て 代 謝 性 自 殺 遺 伝 子 と し て 使 用 さ れ る 。 シ ト シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ は 、 非 毒 性 　 ５ － FC
を ５ － フ ル オ ロ ウ ラ シ ル に 転 化 す る こ と が で き 、 そ れ は DNA合 成 を 妨 害 す る こ と に よ っ て
細 胞 を 殺 し 、 そ れ に よ っ て ア ポ ト ー シ ス を 引 き 起 こ す （ ミ ュ ー レ ン ら 、 1992年 ； ウ ェ イ 及
び フ ー バ ー 、 1996年 ） 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 前 記 第 １ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 転 写 を 制 御 す る プ ロ モ ー タ ー は 、 活 性 で あ る 又 は 前 記 細
胞 内 で 活 性 化 さ れ 得 る 任 意 の プ ロ モ ー タ ー で あ り 得 る 。 特 定 の プ ロ モ ー タ ー を 選 択 す る こ
と に よ っ て 、 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 例 え ば 前 記 特 定 の プ ロ モ ー タ ー の 転 写 を 抑 制 す る
こ と が で き る ポ リ コ ー ム － グ ル ー プ 様 応 答 エ レ メ ン ト を 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の
よ う に し て 、 前 記 特 定 の プ ロ モ ー タ ー が 属 す る と こ ろ の プ ロ モ ー タ ー の ク ラ ス を 特 異 的 に
抑 制 す る 特 性 を 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 プ ロ モ ー タ ー は
、 こ れ を 含 む 細 胞 に シ グ ナ ル を 備 え る と 、 前 記 プ ロ モ ー タ ー の 活 性 が 誘 発 さ れ う る と こ ろ
の プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 そ の よ う な 誘 発 性 プ ロ モ ー タ ー は 好 ま し く は 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン
応 答 性 プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 該 シ グ ナ ル は こ こ で は 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 ド キ シ サ イ ク リ
ン 及 び 等 価 な 化 合 物 で あ る 。 そ の よ う な プ ロ モ ー タ ー は 、 真 核 生 物 細 胞 に お い て テ ト ラ サ
イ ク リ ン 応 答 性 に ま た 適 合 さ れ う る （ イ ン ら 、 1996年 ） 。 テ ト ラ サ イ ク リ ン 又 は そ れ ら の
等 価 体 を 添 加 す る と 遺 伝 子 の 発 現 を 誘 発 し 又 は 抑 制 す る プ ロ モ ー タ ー 及 び 処 理 す る 分 子 は
入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 は 、 典 型 的 に 低 い 頻 度 で 且 つ
遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 を 有 す る DNA配 列 の 存 在 に 関 連 付 け ら れ な い 理 由 の た め に 、 前
記 第 １ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 生 成 物 の 検 出 可 能 な 量 を 発 現 し な い 。 こ れ は 例 え ば 、 前
記 第 １ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 を 破 壊 す る 組 み 換 え 事 象 に 拠 る こ と が で き る 。 本
発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 発 現 ベ ク タ ー の 前 記 コ レ ク シ ョ ン は 、 第 ２ の レ ポ ー タ ー 遺
伝 子 を さ ら に 含 む 。 前 記 第 ２ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 は 好 ま し く は 、 第 ２ の プ ロ モ ー タ
ー の 制 御 下 で あ る 。 前 記 第 ２ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 生 成 物 の 発 現 の 検 出 の た め の 方 法
は 、 前 記 テ ス ト 核 酸 の 発 現 を 抑 制 す る 活 性 を 確 認 す る た め に 使 用 さ れ 得 、 そ れ に よ っ て 前
記 第 １ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 誤 っ て 表 わ さ な い 細 胞 の 数 の 少 な く と も 一 部 を 減 少 す る 。 好
ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 第 ２ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 発 現 カ セ ッ ト を 含 む 細 胞 を 選 択 す る
た め に 使 用 さ れ る 。 こ の よ う に し て 、 前 記 発 現 カ セ ッ ト を 含 ま な い 細 胞 は 、 容 易 に 無 視 さ
れ う る 。 こ の 目 的 を 達 成 す る た め に 、 前 記 第 ２ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 生 成 物 は 好 ま し
く は 、 ポ ジ テ ィ ブ 優 性 選 択 可 能 な レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 む 。 好 ま し く は 、 前 記 ポ ジ テ ィ ブ
優 性 選 択 可 能 な レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、 さ も な く ば 毒 性 化 合 物 に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る こ と
が 可 能 な 発 現 生 成 物 を コ ー ド す る 。 非 限 定 的 な 例 は 、 G418耐 性 及 び ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性
で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 は 転 写 を 抑 制 す る こ と が で き る こ と を 考 慮 す る と 、 こ の 実 施
態 様 で は 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 を 有 し て 、 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る
特 性 を 有 す る DNA配 列 の 転 写 抑 制 効 果 を 妨 害 す る こ と を 出 来 る 少 な く と も １ つ の DNA配 列 を
さ ら に 含 む こ と が 好 ま し い 。 発 現 ベ ク タ ー に お け る 前 記 転 写 を 妨 害 す る エ レ メ ン ト の 配 置
は 好 ま し く は 、 そ れ が 前 記 第 ２ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 転 写 の レ ベ ル に 対 す る 前 記 遺 伝 子 転
写 を 抑 制 す る 特 性 の 低 減 す る 効 果 を 効 率 的 に 邪 魔 す る よ う な も の で あ る 。 好 ま し い 実 施 態
様 で は 、 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 を 有 す る 前 記 DNA配 列 は 、 前 記 第 １ の レ ポ ー タ ー 遺 伝
子 及 び 前 記 第 ２ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 む 発 現 カ セ ッ ト を 機 能 的 に 分 離 す る 。 好 ま し く は
、 前 記 第 ２ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ 及 び 前 記 第 ２ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 転 写 を 制 御 す る プ ロ
モ ー タ ー ） は 、 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 を 有 す る DNA配 列 に よ っ て 隣 接 さ れ る 。 遺 伝 子
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転 写 を 調 節 す る 特 性 を 有 す る DNA配 列 の 例 は 、 表 １ 及 び 表 ２ に リ ス ト さ れ た い わ ゆ る STAR
エ レ メ ン ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 及 び ／ 又 は 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 を 有
す る 多 く の エ レ メ ン ト の ク ロ ー ニ ン グ 及 び 識 別 を も た ら す 。 そ の よ う な エ レ メ ン ト は 、 前
記 特 性 を 実 行 す る 際 に 役 立 た な い 例 え ば 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る ク ロ マ チ ン の 形 成 に 関 係 し
な い 無 関 係 な 核 酸 を 含 ん で も よ い 。 そ の よ う な エ レ メ ン ト に お け る 機 能 的 配 列 は 、 当 業 者
に 知 ら れ て い る 種 々 の 方 法 に よ っ て 描 写 さ れ 得 る 。 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 削 除 及 び ／ 又 は
置 換 は 、 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 又 は 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 を 有 す る DNA配 列 に お
い て な さ れ る 。 そ の よ う に し て 修 飾 さ れ る DNAは 、 本 発 明 の 方 法 で 活 性 の 試 験 を さ れ る 。
こ れ は 、 シ ン グ ル 修 飾 さ れ た 核 酸 を 使 用 し 又 は 前 記 修 飾 さ れ た 核 酸 を 含 む テ ス ト 核 酸 の コ
レ ク シ ョ ン を 生 成 す る こ と に よ っ て 行 わ れ う る 。 本 発 明 の DNA配 列 内 の 機 能 的 配 列 の 説 明
は 、 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 及 び ／ 又 は 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 を 有 す る エ レ メ ン ト
の た め の コ ン セ ン サ ス 配 列 の 説 明 を 可 能 に す る 。 そ れ ぞ れ が 種 々 の 機 能 性 及 び 発 現 パ タ ー
ン を 含 む 幾 つ か の ポ リ コ ー ム － グ ル ー プ 様 複 合 体 が あ る こ と を 考 慮 す る と 、 コ ン セ ン サ ス
配 列 の １ よ り 多 い 型 が 本 発 明 の 方 法 で 見 つ け ら れ る こ と が 予 想 さ れ る 。 同 じ よ う に 、 コ ン
セ ン サ ス 配 列 の １ よ り 多 い 型 が 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 を 含 む エ レ メ ン ト の た め に 見 つ
け ら れ る こ と が 予 想 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す 特 性 及 び ／ 又 は 遺 伝
子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 を 有 す る 単 離 さ れ た 及 び ／ 又 は 組 み 換 え ら れ た 核 酸 例 え ば ポ リ コ ー
ム － グ ル ー プ 様 応 答 エ レ メ ン ト の ラ イ ブ ラ リ ー を さ ら に 提 供 す る 。 １ つ の 実 施 態 様 で は 、
前 記 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 同 一 の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た 及 び 又 は 組 み 換 え ら れ た
核 酸 を 含 む 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 の １ よ り 多
い 型 を 含 む 。 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー は 例 え ば 、 所 与 の DNA分 子 が DNAを 調 節 す る 特 性 を 有 す る か
ど う か を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ う る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 遺
伝 子 転 写 を 助 長 す る 機 能 を 有 す る 全 て の エ レ メ ン ト を 本 質 的 に 含 み 、 該 エ レ メ ン ト は 、 染
色 体 の 安 定 な 遺 伝 子 転 写 特 性 及 び ／ 又 は 遺 伝 子 転 写 抑 制 特 性 を 有 す る エ レ メ ン ト 例 え ば ポ
リ コ ー ム － グ ル ー プ 様 応 答 エ レ メ ン ト を 含 む 。 染 色 体 上 の こ れ ら の エ レ メ ン ト の 配 置 に 対
す る 知 識 と と も に 、 こ の こ と は 前 記 染 色 体 上 に 自 然 に 存 在 す る 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 の よ り
高 位 の 調 節 の た め の 及 び 組 み 換 え 手 段 に よ っ て 前 記 染 色 体 中 に 導 入 さ れ た 遺 伝 子 （ 外 来 核
酸 ） の た め の 予 測 を 行 う こ と を 当 業 者 に 可 能 に す る 。 そ の よ う な 予 測 は 例 え ば 、 外 来 DNA
の 挿 入 の た め に 前 記 染 色 体 上 に 安 定 な 候 補 位 置 を 選 択 す る た め に 使 用 さ れ う る 。 適 切 な 位
置 は 、 或 る 細 胞 、 細 胞 型 及 び ／ 又 は 組 織 に お い て 特 異 的 に 発 現 さ れ る こ と を 予 想 さ れ る 位
置 で あ り 得 る 。 好 ま し く は 、 前 記 染 色 体 は 、 21番 染 色 体 又 は 22番 染 色 体 を 含 む 。 特 に 好 ま
し い 実 施 態 様 で は 、 細 胞 に お い て 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 又 は 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特
性 を 有 す る 全 て の DNA配 列 が 、 ラ イ ブ ラ リ ー に あ る 。 こ の 実 施 態 様 で は 、 ゲ ノ ム 全 体 が 、
適 切 な 候 補 位 置 の 予 測 の た め に 使 用 さ れ う る 。 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー は
、 植 物 か ら ヒ ト に 亙 る 種 々 の 異 な る 細 胞 株 に お い て 生 成 さ れ て い る 。 種 々 の 細 胞 株 及 び ／
又 は 種 （ species） に お い て 、 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 を 有 す る DNA配 列 と 相 互 作 用 す る
こ と が 可 能 な 種 々 の タ ン パ ク 質 （ 又 は タ ン パ ク 質 複 合 体 ） が 発 現 さ れ 、 遺 伝 子 転 写 を 抑 制
す る 特 性 を 有 す る 種 々 の DNAエ レ メ ン ト を も た ら す 。 同 様 に 、 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性
を 有 す る DNA配 列 と 直 接 的 に 又 は 間 接 的 に 相 互 作 用 す る 種 々 の タ ン パ ク 質 が 発 現 さ れ る で
あ ろ う 。 そ れ 故 に 、 ラ イ ブ ラ リ ー の 作 成 は 、 細 胞 型 依 存 性 で あ り 且 つ 関 連 し た タ ン パ ク 質
の 存 在 に 依 存 す る 。 こ れ は ま た 、 ポ リ コ ー ム － グ ル ー プ 様 応 答 エ レ メ ン ト の 場 合 で も あ る
。 HP1が 細 胞 型 １ （ cell type one） に お い て 発 現 さ れ る 場 合 、 HP1に 依 存 す る エ レ メ ン ト
は 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 検 出 さ れ る で あ ろ う 。 HP1が 細 胞 型 ２ （ cell type two） に お い て
発 現 さ れ な い 場 合 、 本 発 明 の 方 法 は 、 細 胞 型 １ か ら 回 収 さ れ た エ レ メ ン ト を 検 出 し な い で
あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の １ つ の 観 点 で は 、 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る ク ロ マ チ ン の 形
成 を 少 な く と も 一 部 を 妨 げ る こ と が 可 能 な 少 な く と も 一 つ の エ レ メ ン ト を 含 む 。 染 色 体 又
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は ゲ ノ ム 上 の 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 を 有 す る DNA配 列 の 位 置 の 知 識 と と も に 、 そ の よ
う に 妨 げ る エ レ メ ン ト の 位 置 の 知 識 は 、 前 記 染 色 体 又 は ゲ ノ ム に お い て （ 挿 入 さ れ た ） 遺
伝 子 の 遺 伝 子 転 写 の よ り 高 位 の 調 節 の よ り 正 確 な 予 測 を 可 能 に す る 。 好 ま し く は 、 前 記 ラ
イ ブ ラ リ ー は 他 の 転 写 調 節 エ レ メ ン ト 例 え ば エ ン ハ ン サ ー 及 び サ イ レ ン サ ー を さ ら に 含 む
。 そ の よ う な 配 列 は よ り 高 位 の 遺 伝 子 調 節 に 限 定 的 影 響 を 有 し て い る け れ ど も 、 そ の よ う
な 他 の 配 列 の 位 置 に つ い て の 情 報 は 、 そ の 中 に 導 入 さ れ た 外 来 配 列 の 発 現 の た め の ゲ ノ ム
に お け る 適 切 な 位 置 に つ い て の 予 測 の 正 確 性 を さ ら に 増 加 す る 。 好 ま し く は 、 前 記 ラ イ ブ
ラ リ ー は 、 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 を 有 す る 全 て の DNA配 列 及 び ／ 又 は 染 色 体 の 全 て の
他 の 調 節 配 列 を 本 質 的 に 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 染 色 体 が す で に 何 千 万 の 塩 基 か ら 典 型 的 に 成 る こ と を 考 慮 す れ ば 、 ラ イ ブ ラ リ ー が 高 位
の 遺 伝 子 調 節 を 与 え う る と こ ろ の 情 報 は 少 な く と も 部 分 的 に 自 動 化 さ れ た シ ス テ ム 内 に 組
み 入 れ ら れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の ラ イ ブ ラ リ ー の 他 の 使 用 は 、 染 色 体 上 の 配 列 の 目 的 の 修 飾 、 た と え ば 、 「 よ り
高 位 の 」 調 節 配 列 が 変 異 さ れ た 後 の 遺 伝 子 の 転 写 に 対 す る 予 測 の 生 成 で あ る 。 例 え ば 、 本
発 明 の １ つ 又 は そ れ 以 上 の ポ リ コ ー ム － グ ル ー プ 様 応 答 エ レ メ ン ト 、 及 び ／ 又 は 前 記 染 色
体 上 の 他 の 調 節 エ レ メ ン ト が 変 異 さ れ う る 。 こ の こ と は 、 ポ リ コ ー ム － グ ル ー プ 様 応 答 エ
レ メ ン ト 及 び ／ 又 は 他 の 発 現 を 調 節 す る エ レ メ ン ト の 近 傍 に あ る 遺 伝 子 の 転 写 レ ベ ル を 変
化 さ せ る と 予 期 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の ラ イ ブ ラ リ ー 又 は シ ス テ ム の ま た 別 の 使 用 は 、 ゲ ノ ム に お け る 変 異 か ら 生 じ る
遺 伝 子 発 現 の 予 測 で あ る 。 変 異 が 変 更 さ れ た 遺 伝 子 転 写 を 生 じ る 場 合 に は 、 そ の よ う な 変
更 さ れ た 遺 伝 子 転 写 の 検 出 は 、 前 記 自 然 に 生 じ る 変 異 の 存 在 を 示 す こ と が で き る 。 こ の ア
プ ロ ー チ は 、 例 え ば 診 断 用 ア ッ セ イ に お い て テ ス ト さ れ る べ き 配 列 又 は タ ン パ ク 質 の 数 を
制 限 す る 際 に 使 用 さ れ る 。 こ の こ と は 、 マ イ ク ロ ア レ イ ア プ ロ ー チ に お い て 特 に 重 要 で あ
る 。 な ぜ な ら ば 、 こ れ ら の ア プ ロ ー チ に お い て 、 試 験 さ れ る べ き 発 現 さ れ た 配 列 の 数 は ア
レ イ が 最 大 に 保 存 で き る 配 列 の 数 に よ っ て 制 限 さ れ る か ら で あ る 。 本 発 明 の 手 段 及 び 方 法
を 用 い て 、 マ イ ク ロ ア レ イ ア プ ロ ー チ に お い て テ ス ト さ れ る べ き 配 列 の 数 を 制 限 す る こ と
が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の シ ス テ ム 又 は ラ イ ブ ラ リ ー の ま た 別 の 使 用 は 、 薬 の タ ー ゲ ッ ト の 発 見 で あ る 。
調 整 エ レ メ ン ト （ そ れ ら が 「 よ り 高 位 の 」 エ レ メ ン ト か 又 は そ う で な く と も ） は 、 そ れ ら
に 結 合 で き る 蛋 白 質 （ 複 合 体 ） の 故 に 機 能 す る 。 本 発 明 の シ ス テ ム は 、 特 定 の タ ン パ ク 質
（ 複 合 体 ） の 結 合 を 又 は 機 能 を 妨 げ な い た め の 薬 の タ ー ゲ テ ィ ン グ が 特 定 の 遺 伝 子 の 代 替
の 発 現 の 見 込 み を 有 す る か ど う か を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 取 得 可 能 な 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 を 有 す る DNA配
列 を さ ら に 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 を 有 す る 前 記 DN
A配 列 は 、 脊 椎 動 物 又 は 植 物 か ら 得 ら れ る 。 よ り 好 ま し く は 、 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性
を 有 す る 前 記 DNA配 列 は 、 表 ４ Ｂ に 従 う 配 列 又 は そ れ ら の 機 能 的 相 同 体 を 含 む 。 DNA構 築 物
に 本 発 明 の DNA配 列 を 備 え る こ と 又 は そ の よ う な DNA配 列 を 修 飾 す る こ と も ま た 可 能 で あ る
。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 目 的 の 核 酸 に 動 作 可 能 に リ ン ク さ れ た プ ロ モ ー タ ー を 含 む DNA
構 築 物 が 用 意 さ れ る 。 好 ま し く は 、 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 及 び ／ 又 は 抑 制 す る 特 性 を 有 す
る 前 記 DNA配 列 の 活 性 の 特 性 の 量 が 、 前 記 プ ロ モ ー タ ー と 比 較 し て 前 記 構 築 物 内 で の 前 記 D
NA配 列 の 方 向 に 依 存 す る 。 好 ま し く は 、 前 記 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 及 び ／ 又 は 抑 制 す る 特
性 が シ グ ナ ル の 存 在 に 依 存 す る 。 好 ま し く は 、 前 記 シ グ ナ ル が DNA結 合 性 タ ン パ ク 質 （ DNA
-binding protein） を 含 む 。 好 ま し く は 、 前 記 シ グ ナ ル が ヒ ト 免 疫 不 全 ウ ィ ル ス TATタ ン
パ ク 質 （ a human immuno-deficiency virus TAT protein） を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
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　 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 又 は 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 を 有 す る DNA配 列 の 使 用 の 一
つ は 勿 論 、 目 的 の 遺 伝 子 の 転 写 の 調 節 で あ る 。 目 的 の 遺 伝 子 の 転 写 は 、 前 記 特 性 を 有 す る
DNA配 列 が 備 え ら れ 又 は 除 去 さ れ る よ う に 前 記 遺 伝 子 の 近 傍 に お い て 配 列 を 変 更 す る こ と
に よ っ て 変 更 さ れ う る 。 特 定 の 発 現 特 徴 は 、 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 及 び ／ 又 は 遺 伝 子
転 写 を 抑 制 す る 特 性 を 有 す る DNA配 列 （ の 一 部 ） を 結 合 す る こ と に よ っ て 設 計 さ れ う る 。
例 え ば 、 発 現 ベ ク タ ー に お け る 安 定 な 遺 伝 子 転 写 特 性 を 有 す る 配 列 の 複 製 は 、 タ ー ゲ ッ ト
細 胞 に お け る 前 記 ベ ク タ ー の 導 入 に 応 答 し て 、 前 記 タ ー ゲ ッ ト 細 胞 又 は 後 代 に お け る 発 現
の 改 善 さ れ た 安 定 性 を 導 出 す る 。 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 を 有 す る DNA配 列 を 結 合 す る
こ と に よ っ て 、 変 更 さ れ た 遺 伝 子 転 写 調 節 特 性 は 、 種 類 若 し く は 量 又 は 両 方 で 生 成 さ れ う
る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 望 ま し い 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 及 び ／ 又 は 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 を 有 す る DNA
配 列 を 設 計 す る こ と も ま た 可 能 で あ る 。 他 の タ ン パ ク 質 及 び DNA配 列 と と も に DNA結 合 性 タ
ン パ ク 質 は 、 DNA配 列 の 特 性 を 決 定 す る 。 １ つ 又 は そ れ 以 上 の 他 の タ ン パ ク 質 結 合 DNA配 列
を 、 あ る 特 性 を 有 す る DNA配 列 内 に 挿 入 す る こ と が 可 能 で あ る 。 結 合 性 タ ン パ ク 質 の 結 合
を 可 能 に す る こ と に よ っ て 、 該 特 性 を 妨 げ る 又 は 指 示 す る こ と が 可 能 で あ り 、 そ の 結 果 設
計 者 の 特 性 を 有 す る DNA配 列 の 生 成 を 可 能 に す る 。 特 定 の 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 及 び
／ 又 は 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 を 有 す る DNA配 か ら タ ン パ ク 質 結 合 部 位 を 除 去 す る こ と
も 勿 論 ま た 可 能 で あ り 、 そ れ に よ っ て 生 じ た DNA配 列 の 特 性 を 変 更 す る 。 付 加 と 除 去 の 組
み 合 わ せ が 、 ま た 可 能 で あ る 。 特 定 の 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 及 び ／ 又 は 遺 伝 子 転 写 を
抑 制 す る 特 性 は 、 本 発 明 に お い て 記 載 さ れ た 検 出 方 法 を 調 整 す る こ と に よ っ て 選 択 可 能 で
あ り 得 る 。 例 え ば 、 誘 発 可 能 な 遺 伝 子 転 写 調 節 特 性 及 び ／ 又 は 遺 伝 子 転 写 抑 制 特 性 を 有 す
る DNA配 列 を 合 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 を 有 す る DNA配
列 に TAT結 合 性 エ レ メ ン ト を 含 め る こ と に よ っ て 、 TATを 含 む 細 胞 に お い て 遺 伝 子 転 写 を 抑
制 す る 特 性 を 少 な く と も 一 部 不 活 性 に す る こ と が 可 能 で あ る 。 同 様 に 、 シ グ ナ ル の 不 存 在
下 又 は 存 在 下 に お い て そ れ ら の タ ー ゲ ッ ト 配 列 に の み 結 合 す る 利 用 可 能 な DNA結 合 性 タ ン
パ ク 質 が あ る 。 そ の よ う な タ ン パ ク 質 の 非 限 定 的 な 例 は 、 TETリ プ レ ッ サ ー 及 び そ れ ら の
種 々 の 変 異 体 、 lac－ リ プ レ ッ サ ー 、 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 受 容 体 、 レ チ ノ イ ン 酸 受 容 体 及
び 誘 導 体 で あ る 。 細 胞 型 特 異 的 な 遺 伝 子 転 写 調 節 特 性 及 び ／ 又 は 遺 伝 子 転 写 抑 制 特 性 を 有
す る DNA配 列 を 設 計 す る こ と が 例 え ば 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 上 記 し た TAT例 の 場 合 で あ る 。
言 及 さ れ る DNA配 列 は 、 TATを 発 現 す る HIV感 染 し た 細 胞 に 特 異 的 に さ れ う る 。 あ る い は 、 D
NA配 列 は 細 胞 型 特 異 的 な 様 式 で 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 複 合 体 に 特 異 的 に 作 成 さ れ う る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 及 び ／ 又 は 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 を 有 す る DNA配 列 を 含
む 発 現 構 築 物 は 、 前 記 発 現 構 築 物 の １ よ り 上 の コ ピ ー を 含 む 細 胞 内 で 前 記 構 築 物 か ら 発 現
を 得 る た め に 適 切 で あ る 。 発 現 構 築 物 が 前 記 細 胞 の ゲ ノ ム に お い て 存 在 す る 場 合 及 び ま た
発 現 カ セ ッ ト が 前 記 細 胞 中 に お い て １ よ り 上 の コ ピ ー で 存 在 す る 場 合 も ま た で あ る 。 そ の
上 、 そ れ ら は 、 １ つ よ り 上 の コ ピ ー に お い て 同 一 の 位 置 内 に 統 合 さ れ た 場 合 に さ え 働 く 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 を 有 す る 前 記 DNA配 列 は 、
い わ ゆ る STAR（ Stabilizing Anti-Repression： 安 定 化 抗 抑 制 ） 配 列 を 含 む 。 本 明 細 書 中
で 使 用 さ れ る STAR配 列 と い う 語 は 、 記 載 さ れ た 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 の １ 又 は そ れ 以
上 を 有 す る DNA配 列 を 言 う 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 い く つ か の 方 法 が 、 あ る 共 通 の 特 性 を 共 有 す る DNA配 列 の フ ァ ミ リ ー か ら 配 列 識 別 子 を
抽 出 す る た め に 当 業 者 に と っ て 利 用 可 能 で あ る 。 そ の よ う な 配 列 識 別 子 は 次 に 、 １ つ 又 は
そ れ 以 上 の 識 別 子 を 共 有 す る 配 列 を 識 別 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 そ の よ う な １ つ 又 は そ
れ 以 上 の 識 別 子 を 共 有 す る 配 列 は 、 同 じ フ ァ ミ リ ー の 配 列 の メ ン バ ー で あ る 可 能 性 が 高 い
、 す な わ ち 、 フ ァ ミ リ ー の 共 通 の 特 徴 を 共 有 す る 可 能 性 が 高 い よ う で あ る 。 本 明 細 書 で は
、 STAR活 性 を 含 む 非 常 に 多 く の 配 列 （ い わ ゆ る STAR配 列 ） が 、 STAR活 性 を 含 む 配 列 に 特 徴
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的 で あ る 配 列 識 別 子 （ パ タ ー ン ） を 得 る た め に 使 用 さ れ た 。 こ れ ら の パ タ ー ン は 、 テ ス ト
配 列 が STAR活 性 を 含 ん で い る 可 能 性 が あ る か ど う か を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ う る 。 従 っ
て 、 １ つ の 観 点 か ら 、 本 発 明 は 、 約 50～ 5000塩 基 対 の 核 酸 配 列 内 の STAR配 列 の 存 在 を 検 出
す る た め の 方 法 で あ っ て 、 前 記 配 列 に お け る 少 な く と も １ つ の 配 列 パ タ ー ン の 出 現 の 頻 度
を 決 定 し 、 そ し て 出 現 の 頻 度 が STAR配 列 を 含 む 少 な く と も １ つ の 配 列 に お け る 前 記 少 な く
と も １ つ の 配 列 パ タ ー ン の 出 現 の 頻 度 を 表 わ す こ と を 決 定 す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 を 提
供 す る 。 原 則 的 に 、 配 列 パ タ ー ン が STAR配 列 を 表 わ す か ど う か を 決 定 す る た め の 任 意 の 方
法 が 適 し て い る 。 多 く の 種 々 の 方 法 が 、 当 業 者 に と っ て 利 用 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 好 ま し
い 実 施 態 様 で は 、 出 現 の 頻 度 が 、 STAR配 列 を 含 む 少 な く と も １ つ の 配 列 に お け る 前 記 少 な
く と も １ つ の 配 列 パ タ ー ン の 出 現 の 頻 度 を 表 わ す こ と を 決 定 す る 前 記 ス テ ッ プ が 、 前 記 少
な く と も １ つ の 配 列 パ タ ー ン の 出 現 の 頻 度 が 、 前 記 少 な く と も １ つ の STAR配 列 及 び 少 な く
と も １ つ の 対 照 配 列 の 間 で 有 意 に 異 な る こ と を 決 定 す る こ と を 含 む 。 原 則 的 に 、 任 意 の 有
意 な 相 違 が 、 STAR配 列 の 存 在 の た め に 識 別 力 が あ る 。 し か し な が ら 、 特 に 好 ま し い 実 施 態
様 で は 、 前 記 少 な く と も １ つ の 配 列 パ タ ー ン の 出 現 の 頻 度 が 、 前 記 少 な く と も １ つ の 対 照
配 列 と 比 較 し て 、 STAR配 列 を 含 む 前 記 少 な く と も １ つ の 配 列 に お い て 有 意 に 高 い 。 STAR配
列 を 含 む 相 当 多 く の 配 列 が 、 本 発 明 で 識 別 さ れ て い る 。 パ タ ー ン が 対 照 配 列 と STAR配 列 を
含 む 配 列 と を 区 別 す る 際 に い か に 有 効 で あ る か を テ ス ト す る た め に こ れ ら の 配 列 を 使 用 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 い わ ゆ る 判 別 式 分 析 （ discriminant analysis） を 使 用 し て 、 一 つ
の 種 （ species） に お け る STAR配 列 の 任 意 の セ ッ ト に 基 づ き 、 最 適 な 判 別 配 列 （ discrimin
ative sequence） パ タ ー ン 又 は そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 決 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 従 っ て
、 好 ま し く は 前 記 パ タ ー ン の 少 な く と も １ つ が 、 STAR配 列 を 含 む 前 記 少 な く と も １ つ の 配
列 と 対 照 配 列 と の 間 の 所 望 の 及 び 好 ま し く は 最 適 の 判 別 に 基 づ い て 選 択 さ れ る 。 所 望 の 判
別 は 、 バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ッ ク ス を 通 じ て 前 記 パ タ ー ン に 関 連 づ け ら れ た 或 る 重 み フ ァ
ク タ ー で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 テ ス ト 核 酸 に お け る 配 列 パ タ ー ン の 出 現 の 頻 度 は 、 STAR配 列 を
含 む こ と が 知 ら れ て い る 配 列 に お け る 出 現 の 頻 度 と 比 較 さ れ る 。 こ の 場 合 に お い て 出 現 の
頻 度 が 同 様 で あ る 場 合 、 パ タ ー ン は STAR配 列 を 含 む 配 列 を 表 わ す と 考 え ら れ る 。 好 ま し い
実 施 態 様 で は 、 他 の 基 準 が 使 用 さ れ る 。 STRA配 列 を 含 む 配 列 に お け る パ タ ー ン の 出 現 の 頻
度 が 、 対 照 配 列 に お け る 前 記 パ タ ー ン の 出 現 の 頻 度 と 比 較 さ れ る 。 該 2つ の 頻 度 を 比 較 す
る こ と に よ っ て 、 こ の よ う に 分 析 さ れ た 各 パ タ ー ン に つ い て 、 STAR配 列 を 含 む 配 列 に お け
る 前 記 頻 度 が 対 照 配 列 に お け る 頻 度 と 有 意 に 異 な る か ど う か を 決 定 で き る 。 こ の 実 施 態 様
で は 、 も し STAR配 列 を 含 む 少 な く と も １ つ の 配 列 に お け る パ タ ー ン の 出 現 の 頻 度 が 対 照 配
列 に お け る 同 じ パ タ ー ン の 出 現 の 頻 度 と 有 意 に 異 な る 場 合 、 配 列 パ タ ー ン は 、 STAR配 列 を
含 む 配 列 を 表 わ す と 考 え ら れ る 。 STAR配 列 を 含 む 配 列 の 多 く の 数 を 使 用 す る こ と に よ っ て
、 統 計 的 な 相 違 が 確 立 さ れ う る と こ ろ の パ タ ー ン の 数 が 増 加 し 、 そ の 結 果 出 現 の 頻 度 が ST
AR配 列 を 含 む 配 列 を 表 わ す と こ ろ の パ タ ー ン の 数 を 増 大 す る 。 好 ま し く は 、 出 現 の 頻 度 は
STAR配 列 を 含 む 少 な く と も 2配 列 に お け る 、 よ り 好 ま し く は STAR配 列 を 含 む 少 な く と も 5配
列 に お け る 前 記 少 な く と も １ つ の 配 列 パ タ ー ン の 出 現 の 頻 度 を 表 わ す 。 よ り 好 ま し く は 、
STAR配 列 を 含 む 少 な く と も 10配 列 に お け る も の で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 出 現 の 頻 度 は 、
STAR配 列 を 含 む 少 な く と も 20配 列 に お け る 少 な く と も １ つ の 配 列 の 出 現 の 頻 度 を 表 わ す 。
特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 出 現 の 頻 度 は STAR配 列 を 含 む 少 な く と も 50配 列 に お け る 前 記
少 な く と も １ つ の 配 列 パ タ ー ン の 出 現 の 頻 度 を 表 わ す 。 STAR配 列 を 含 む 配 列 を 表 示 す る と
こ ろ の パ タ ー ン は 使 用 さ れ る 対 照 核 酸 の 型 に ま た 依 存 す る 。 使 用 さ れ る 対 照 配 列 の 型 は 好
ま し く は 、 STAR配 列 の 存 在 が 検 出 さ れ る べ き で あ る と こ ろ の 配 列 に 基 づ き 選 択 さ れ る 。 好
ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 対 照 配 列 が 、 STAR配 列 を 含 む 前 記 少 な く と も １ つ の 配 列 と 類 似
の AT/CG含 量 を 有 す る ラ ン ダ ム 配 列 を 含 む 。 他 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 対 照 配 列 は 、 前
記 STAR配 列 を 含 む 前 記 配 列 と 同 じ 種 か ら 得 ら れ る 。 例 え ば 、 テ ス ト 配 列 が 、 植 物 細 胞 に お
い て 活 性 で あ る STAR配 列 の 存 在 を 検 査 さ れ る 場 合 、 対 照 配 列 は 好 ま し く は 植 物 細 胞 か ら 取
得 さ れ る 。 同 様 に 、 ヒ ト 細 胞 に お け る STAR活 性 を テ ス ト す る た め に 、 対 照 核 酸 が 好 ま し く
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は 、 ヒ ト ゲ ノ ム か ら ま た 取 得 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 対 照 配 列 は 、 STAR配 列 を 含
む 前 記 少 な く と も １ つ の 配 列 の 塩 基 の 50%～ 150%を 含 む 。 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前
記 対 照 配 列 は 、 STAR配 列 を 含 む 前 記 少 な く と も １ つ の 配 列 の 塩 基 の 90%～ 110%を 含 む 。 よ
り 好 ま し く は 、 95%～ 105%で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 パ タ ー ン は 、 2よ り も 多 い 任 意 の 数 の 塩 基 を 含 む こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 少 な く と
も １ つ の 配 列 パ タ ー ン は 少 な く と も 5、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 6の 塩 基 を 含 む 。 他 の 実
施 態 様 で は 、 少 な く と も １ つ の 配 列 パ タ ー ン は 少 な く と も 8塩 基 を 含 む 。 好 ま し い 実 施 態
様 で は 、 前 記 少 な く と も １ つ の 配 列 パ タ ー ン は 、 表 ９ 及 び ／ 又 は 表 １ ０ に リ ス と さ れ た パ
タ ー ン を 含 む 。 パ タ ー ン は 、 塩 基 の 連 続 し た リ ス ト か ら 成 っ て も よ い 。 し か し な が ら 、 該
パ タ ー ン は 、 判 別 で き な い 又 は 部 分 的 に の み 判 別 で き る 多 く の 塩 基 に よ っ て １ つ 又 は そ れ
以 上 の 回 数 で 中 断 さ れ る 塩 基 を も ま た 含 ん で も よ い 。 部 分 的 に 判 別 的 な 塩 基 は 例 え ば 、 プ
リ ン （ purine） と し て 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 好 ま し く は 、 STAR活 性 の 存 在 は 機 能 的 ア ッ セ イ を 使 用 し て 検 証 さ れ る 。 幾 つ か の 方 法 は
配 列 が STAR活 性 を 含 む か ど う か を 決 定 す る た め に 明 細 書 中 に 示 さ れ る 。 STAR活 性 は 、 前 記
配 列 が 次 の 機 能 の 少 な く と も １ つ を 実 行 す る こ と が で き る 場 合 に 確 認 さ れ る ： （ i） 本 発
明 の 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る エ レ メ ン ト を 含 む 配 列 の 効 果 を 少 な く と も 部 分 的 に 阻 害 す る 、
（ ii） ク ロ マ チ ン に 関 連 づ け ら れ た 抑 制 を 少 な く と も 部 分 的 に ブ ロ ッ ク す る 、 （ iii） エ
ン ハ ン サ ー の 活 性 を 少 な く と も 部 分 的 に ブ ロ ッ ク す る 、 （ iv） 同 一 の 核 酸 の み と 比 較 し て
、 転 写 ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る 動 作 可 能 に リ ン ク さ れ た 核 酸 に 、 （ iv-a） 転 写 の よ り 高 い 予
測 可 能 性 、 （ iv-b） よ り 高 い 転 写 、 及 び ／ 又 は （ iv-c） 長 期 に わ た る 転 写 の よ り 高 い 安 定
性 を 与 え る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 に お い て 識 別 さ れ る STAR活 性 を 含 む 非 常 に 多 く の 配 列 は 、 種 類 に お い て 同 じ で あ
り 量 に お い て 必 ず し も 同 じ で な い 活 性 を 含 む 配 列 を 生 成 し 且 つ 識 別 す る 広 い 種 々 の 可 能 性
を 開 く 。 例 え ば 、 本 発 明 に お い て 識 別 さ れ た 配 列 を 変 更 し 、 且 つ 変 更 さ れ た 配 列 の STAR活
性 を 試 験 す る こ と は 当 業 者 の 到 着 で き る 範 囲 内 に 十 分 に あ る 。 そ れ 故 に 、 そ の よ う な 変 更
さ れ た 配 列 は ま た 本 発 明 の 一 部 で あ る 。 変 更 は 、 配 列 に お け る １ つ 又 は そ れ 以 上 の 塩 基 の
削 除 、 挿 入 及 び 変 異 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 STAR活 性 を 含 む 配 列 は 、 400塩 基 の 広 が り で 識 別 さ れ た 。 し か し な が ら 、 そ れ ら 400塩 基
の 全 て が STAR活 性 を 保 存 す る た め に 必 要 と さ れ る の で は な い こ と が 予 測 さ れ る 。 400～ 500
0塩 基 の フ ラ グ メ ン ト に 或 る 特 性 を 与 え る 配 列 の 境 界 を 定 め る 方 法 は 、 よ く 知 ら れ て い る
。 STAR活 性 を 含 む フ ラ グ メ ン ト の 最 小 配 列 長 は 、 約 50塩 基 で あ る と 見 積 も ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 表 ９ 及 び 表 １ ０ は 、 STAR活 性 を 含 む 核 酸 分 子 に お い て 過 剰 に 表 わ さ れ て い る と 判 っ た 6
塩 基 の パ タ ー ン を リ ス ト す る 。 こ の 過 剰 の 表 現 は 、 STAR配 列 の 特 徴 で あ る と 考 え ら れ る 。
該 表 は 、 65個 の STAR配 列 の フ ァ ミ リ ー の た め に 生 成 さ れ た 。 同 様 の 表 が 異 な る セ ッ ト の ST
AR配 列 か ら 又 は よ り 小 さ い 若 し く は よ り 大 き い セ ッ ト の STAR配 列 か ら 開 始 し て 生 成 さ れ う
る 。 パ タ ー ン が STARエ レ メ ン ト を 含 ま な い 配 列 と 比 較 し て 前 記 STAR配 列 に お い て 過 剰 に 表
わ さ れ て い る な ら ば 、 パ タ ー ン は STAR配 列 を 表 わ す 。 こ れ は 、 ラ ン ダ ム 配 列 で あ り う る 。
し か し な が ら 、 無 関 係 な バ イ ア ス を 排 除 す る た め に 、 STAR配 列 を 含 む 配 列 は 好 ま し く は 、
ゲ ノ ム 又 は そ の 有 意 な 部 分 と 比 較 さ れ る 。 好 ま し く は 脊 椎 動 物 又 は 植 物 の ゲ ノ ム 、 よ り 好
ま し く は ヒ ト ゲ ノ ム で あ る 。 ゲ ノ ム の 有 意 な 部 分 は 例 え ば 、 一 つ の 染 色 体 で あ る 。 好 ま し
く は STAR配 列 及 び 前 記 対 照 配 列 を 含 む 配 列 は 、 同 一 の 種 の 核 酸 か ら 取 得 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 よ り 多 く の STAR配 列 が 、 配 列 パ タ ー ン の 出 現 の 頻 度 の 決 定 の た め に 使 用 さ れ る と 、 過 剰
又 は 低 度 に 表 わ さ れ て い る パ タ ー ン が STARを よ り よ く 代 表 す る 。 核 酸 に よ っ て 発 現 さ れ う
る 多 く の 機 能 性 特 性 が そ れ に 結 合 す る プ ロ テ イ ン 性 分 子 に よ っ て 達 成 さ れ る こ と を 考 慮 す
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る と 、 代 表 パ タ ー ン は STAR配 列 に お い て 過 剰 に 表 わ さ れ る こ と が 好 ま し い 。 そ の よ う に 過
剰 に 表 わ さ れ る パ タ ー ン は 、 そ の よ う な タ ン パ ク 質 性 分 子 の た め の 結 合 部 位 の 一 部 分 で あ
り 得 る 。 好 ま し く は 出 現 の 頻 度 は 、 STAR配 列 を 含 む 少 な く と も 2配 列 に お け る 、 よ り 好 ま
し く は STAR配 列 を 含 む 少 な く と も 5配 列 に お け る 前 記 少 な く と も １ つ の 配 列 パ タ ー ン の 出
現 の 頻 度 を 表 わ す 。 よ り 好 ま し く は STAR配 列 を 含 む 少 な く と も 10配 列 で あ る 。 よ り 好 ま し
く は 出 現 の 頻 度 は 、 STAR配 列 を 含 む 少 な く と も 20配 列 に お け る 前 記 少 な く と も １ つ の 配 列
パ タ ー ン の 出 現 の 頻 度 を 表 わ す 。 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 出 現 の 頻 度 は STAR配 列 を 含
む 少 な く と も 50配 列 に お け る 前 記 少 な く と も １ つ の 配 列 パ タ ー ン の 出 現 の 頻 度 を 表 わ す 。
好 ま し く は 、 STAR配 列 を 含 む 前 記 配 列 は 、 図 ２ ６ に 記 載 さ れ て い る 配 列 の 少 な く と も １ つ
を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 STAR活 性 は 、 図 ２ ６ に リ ス ト さ れ た 配 列 に よ っ て 共 有 さ れ る 特 性 で あ る 。 し か し な が ら
、 こ れ は 、 そ れ ら が 同 一 の 識 別 子 配 列 を 全 て 共 有 し な け れ ば な ら な い こ と を 意 味 し な い 。
異 な る 識 別 子 が 存 在 す る こ と は 極 め て 十 分 に 可 能 で あ る 。 識 別 子 は 、 そ れ を 含 む フ ラ グ メ
ン ト に 共 通 の 特 性 を 与 え う る が 、 し か し な が ら こ れ は そ う で あ る 必 要 は な い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 １ 又 は 複 数 の 配 列 パ タ ー ン の 出 現 の 頻 度 を 決 定 す る た め に STAR活 性 を 含 む よ り 多 く の 配
列 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 そ の よ う な STAR配 列 に お い て 他 よ り も よ り し ば し ば 存 在 す る
又 は 存 在 し な い パ タ ー ン を 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の よ う に し て 、 STAR配 列 に お い
て 非 常 に し ば し ば 過 剰 に 表 わ さ れ て い る 又 は 低 度 に 表 わ さ れ て い る パ タ ー ン を 見 つ け る こ
と が 可 能 で あ る 。 し ば し ば 過 剰 に 又 は 低 度 に 表 わ さ れ て い る パ タ ー ン は 、 テ ス ト セ ッ ト に
お け る 候 補 STAR配 列 を 識 別 す る 蓋 然 性 が よ り 高 い 。 過 剰 に 又 は 低 度 に 表 わ さ れ て い る パ タ
ー ン の セ ッ ト を 用 い る 他 の 方 法 は 、 ど の パ タ ー ン 又 は パ タ ー ン の 組 み 合 わ せ が 配 列 に お け
る STARを 識 別 す る た め に 最 も 適 さ れ て い る か を 決 定 す る こ と で あ る 。 い わ ゆ る 判 別 統 計 を
使 用 し て 、 我 々 は STARエ レ メ ン ト を 含 む 配 列 を 識 別 す る 際 に 最 も 良 く 実 行 す る パ タ ー ン の
セ ッ ト を 識 別 し て い る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 STAR配 列 を 検 出 す る た め の 前 記 配 列 パ タ
ー ン の 少 な く と も １ つ が 、 配 列 パ タ ー ン GGACCC、 CCCTGC、 AAGCCC、 CCCCCA及 び ／ 又 は AGCA
CCを 含 む 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 STAR配 列 を 決 定 す る た め の 前 記 配 列 パ タ ー ン の 少 な く と も
１ つ が 、 配 列 パ タ ー ン CCCN{16}AGC、 GGCN{9}GAC、 CACN{13}AGG及 び ／ 又 は CTGN{4}GCCを 含
む 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 STAR配 列 の リ ス ト は 、 そ れ ら の 中 の １ つ 又 は そ れ 以 上 の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 検 出 す る た
め に ま た 使 用 さ れ う る 。 そ れ 故 に 、 本 発 明 は STARエ レ メ ン ト の た め の コ ン セ ン サ ス 配 列 を
ま た 提 供 す る 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 は 勿 論 、 テ ス ト 配 列 に お け る 候 補 STARエ レ メ ン ト を
識 別 す る た め に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 そ の 上 、 一 旦 STARエ レ メ ン ト を 含 む 配 列 が 脊 椎 動 物 に お い て 識 別 さ れ る と 、 そ れ は 脊 椎
動 物 に 属 す る 他 の 種 に お け る STARエ レ メ ン ト を 含 む 配 列 を 識 別 す る た め に 配 列 相 同 性 に よ
っ て 使 用 さ れ う る 。 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 の STAR配 列 が 、 他 の 哺 乳 動 物 種 に お け る STAR配
列 を ス ク リ ー ン す る た め に 使 用 さ れ る 。 同 様 に 一 旦 、 STAR配 列 が 植 物 種 で 識 別 さ れ る と 、
そ れ は 他 の 植 物 種 に お け る 同 様 の 機 能 を 有 す る 相 同 配 列 を ス ク リ ー ン す る た め に 使 用 さ れ
う る 。 １ つ の 観 点 に お け る 本 発 明 は 、 本 発 明 に 従 う 方 法 に よ っ て 取 得 可 能 な STAR配 列 を 提
供 す る 。 さ ら に STAR配 列 の コ レ ク シ ョ ン が 提 供 さ れ る 。 好 ま し く は 前 記 STAR配 列 は 、 脊 椎
動 物 又 は 植 物 STAR配 列 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 前 記 STAR配 列 は 、 哺 乳 動 物 STAR配 列 又 は
被 子 植 物 （ 単 子 葉 植 物 例 え ば 稲 、 又 は 双 子 葉 植 物 例 え ば シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ （ Arabidopsis）
） で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 前 記 STAR配 列 は 、 霊 長 類 及 び ／ 又 は ヒ ト STAR配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 STAR活 性 を 含 む 配 列 の リ ス ト は 、 テ ス ト 配 列 が STARエ レ メ ン ト を 含 む か ど う か を 決 定 す
る た め に 使 用 さ れ う る 。 上 記 し た よ う に 、 こ の 目 的 の た め の そ の よ う な リ ス ト を 使 用 す る
た め の 多 く の 種 々 の 方 法 が あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 約 50～ 5000塩 基 対 の 核
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酸 配 列 が STAR配 列 を 含 む か ど う か を 決 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 本 発 明 の STAR配 列 の コ
レ ク シ ョ ン に お け る 配 列 パ タ ー ン の 出 現 の 頻 度 を 含 む 配 列 パ タ ー ン の 第 １ の テ ー ブ ル を 生
成 す る こ と 、 少 な く と も １ つ の 参 照 （ reference） 配 列 に お け る 配 列 パ タ ー ン の 出 現 の 頻
度 を 含 む 前 記 パ タ ー ン の 第 ２ の テ ー ブ ル を 生 成 す る こ と 、 出 現 の 頻 度 が 前 記 ２ つ の テ ー ブ
ル 間 で 異 な る と こ ろ の 少 な く と も １ つ の パ タ ー ン を 選 択 す る こ と 、 前 記 選 択 さ れ た パ タ ー
ン の 少 な く と も １ つ の 出 現 の 頻 度 を 約 50～ 5000塩 基 対 の 核 酸 配 列 内 に お い て 決 定 す る こ と
、 及 び 前 記 テ ス ト 核 酸 に お け る 出 現 の 頻 度 が STAR配 列 の 前 記 コ レ ク シ ョ ン に お け る 前 記 選
択 さ れ た パ タ ー ン の 出 現 を 表 わ す か ど う か を 決 定 す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 代 替 的 に 、 前 記 決 定 す る こ と は 、 前 記 テ ス ト 核 酸 に お け る 出 現 の 頻 度 が STAR配 列 の 前 記
コ レ ク シ ョ ン に お け る 前 記 選 択 さ れ た パ タ ー ン の 出 現 の 頻 度 を 表 わ す か ど う か を 決 定 す る
こ と を 含 む 。 好 ま し く は 、 前 記 方 法 は 、 前 記 候 補 STARが 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性 を 有 す
る か ど う か を 、 本 発 明 の 方 法 を 使 用 し 決 定 す る こ と を さ ら に 含 む 。 好 ま し く は 、 STARの 前
記 コ レ ク シ ョ ン は 、 図 ２ ６ に 記 載 さ れ て い る よ う な 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 他 の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 取 得 さ れ る STAR配 列 を 含 む 単 離 さ
れ た 及 び ／ 又 は 組 換 え ら れ た 核 酸 配 列 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 上 記 し た よ う に 、 STAR配 列 は 指 向 的 な 様 式 で 、 す な わ ち 、 そ れ を 含 む フ ラ グ メ ン ト の １
つ の 側 に 向 っ て 、 他 の 側 に 向 っ て よ り も 多 く 、 そ の 活 性 を 発 揮 す る こ と が で き る 。 STAR活
性 は 、 STARエ レ メ ン ト の 数 を 複 製 す る こ と に よ っ て 多 量 に 増 幅 さ れ う る 。 後 者 は 、 STARエ
レ メ ン ト が STAR活 性 を 含 む １ つ 又 は そ れ 以 上 の エ レ メ ン ト を 含 ん で も よ い こ と を 示 唆 す る
。 そ れ を 含 む フ ラ グ メ ン ト 上 に STAR活 性 を 与 え る こ と が 可 能 な 配 列 を 識 別 す る 他 の 方 法 は
、 脊 椎 動 物 又 は 植 物 配 列 、 STAR活 性 を 含 む 配 列 か ら の 選 択 を 含 み 、 そ し て 選 択 さ れ た 配 列
に 隣 接 す る 配 列 が 他 の 種 に お い て 保 存 さ れ る か ど う か を 識 別 す る こ と を 含 む 。 そ の よ う な
保 存 さ れ た 隣 接 配 列 は 、 機 能 的 配 列 （ functional sequences） で あ る 可 能 性 が 高 い 。 １ つ
の 観 点 か ら 、 そ れ 故 に 本 発 明 は 、 STARエ レ メ ン ト を 含 む 脊 椎 動 物 又 は 植 物 種 か ら の 約 50～
5000塩 基 対 の 配 列 を 選 択 す る こ と 、 及 び 前 記 種 に お い て 前 記 選 択 さ れ た 配 列 に 隣 接 す る 配
列 が 少 な く と の １ つ の 他 の 種 に お い て 保 存 さ れ る か ど う か を 識 別 す る こ と を 含 む 、 STAR配
列 を 含 む 配 列 を 識 別 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ れ 故 に 本 発 明 は 、 約 50～ 5000塩 基 対 の 核 酸 配
列 内 の STAR配 列 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 一 つ の 種 （ species） の 細 胞 の 染 色 体 の
一 部 分 に お け る STAR配 列 を 含 む 配 列 を 識 別 す る こ と 、 そ し て 前 記 配 列 及 び 異 な る 種 の 染 色
体 の 配 列 と の 間 の 有 意 な 相 同 性 を 検 出 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 前 記
種 は 、 植 物 又 は 脊 椎 動 物 種 を 含 み 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 種 で あ る 。 本 発 明 は 脊 椎 動 物 種 又
は 植 物 種 の 約 50～ 5000塩 基 対 の 核 酸 配 列 内 の STARエ レ メ ン ト の 存 在 を 検 出 す る た め の 方 法
で あ っ て 、 前 記 核 酸 配 列 の 隣 接 配 列 が 少 な く と も １ つ の 他 の 種 に 保 存 さ れ る か ど う か を 識
別 す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 を ま た 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス 的 な 情 報 を 使 用 し 、 STAR配 列 を 含 む 配 列 の 存 在 を 検 出 す る た
め の 本 発 明 の 方 法 は そ の 性 質 と し て 反 復 可 能 で あ る こ と に 注 目 す る こ と は 重 要 で あ る 。 ST
AR配 列 を 含 む よ り 多 く の 配 列 が 、 本 発 明 の 方 法 で 識 別 さ れ る と 、 よ り 多 く の パ タ ー ン が 、
STAR配 列 を 含 む 配 列 と 対 照 配 列 と の 間 で 判 別 可 能 で あ る こ と が 見 い 出 さ れ る 。 こ れ ら の 新
規 に 見 つ か っ た 判 別 可 能 な パ タ ー ン を 使 用 し て 、 STAR配 列 を 含 む 多 く の 配 列 が 識 別 さ れ 、
そ の 結 果 そ れ は 判 別 可 能 で あ る パ タ ー ン の セ ッ ト を 増 加 し 、 等 々 で あ る 。 こ の 反 復 性 の 観
点 は 、 本 発 明 に お い て 提 供 さ れ る 方 法 の 重 要 な 観 点 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 配 列 に 関 連 す る 用 語 「 特 性 」 は 、 前 記 配 列 の 活 性 を 云 う 。 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 用 語 　
「 STAR」 、 「 STAR配 列 」 又 は 「 STARエ レ メ ン ト 」 は 、 上 記 し た 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る 特 性
の １ つ 以 上 を 有 す る DNA配 列 を 云 う 。 用 語 「 SINC」 又 は 「 SINCエ レ メ ン ト 」 （ 下 記 に リ ス
ト さ れ て い る ） は 、 上 記 し た 遺 伝 子 転 写 を 抑 制 す る 特 性 の １ つ 又 は そ れ 以 上 を 含 む DNA配
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列 を 云 う 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 用 語 「 DNA配 列 」 は 、 別 記 し な い 限 り は 、 塩 基 の 特 定
の 順 序 の リ ス ト を 云 う の で は な く 、 DNAの 物 理 的 な 片 を 云 う 。 DNA配 列 に 関 連 し て 転 写 特 性
は 、 前 記 DNA配 列 が 目 的 の 遺 伝 子 の 転 写 に つ い て 有 す る 効 果 を 云 う 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ
れ る 「 特 性 」 （ quality） は 、 転 写 シ ス テ ム に お け る 核 酸 又 は タ ン パ ク 質 の 検 出 可 能 な 特
性 又 は 属 性 を 云 う 。
（ 実 施 例 ）
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ５ ６ 】
STARエ レ メ ン ト 及 び SINCエ レ メ ン ト を 単 離 す る 方 法
材 料 及 び 方 法 ：

　 STARエ レ メ ン ト の た め の 選 択 ベ ク タ ー 、 pSelect-SV40-zeo（ 「 pSelect」 、 図 １ ） は 、
次 の よ う に し て 構 築 さ れ る ： pREP4ベ ク タ ー （ Invitrogen V004-50） が 、 プ ラ ス ミ ド バ ッ
ク ボ ー ン と し て 使 用 さ れ る 。 そ れ は 、 霊 長 類 の 細 胞 株 に お け る 高 い コ ピ ー の エ ピ ソ ー マ ル
複 製 の た め に 、 複 製 の イ プ シ ュ タ イ ン （ Epstein） バ ー ル （ Barr） oriPオ リ ジ ン 及 び EBNA-
1核 性 抗 原 を 提 供 し 、 ； 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 選 択 の た め に 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー
タ ー 及 び ポ リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン 部 位 を 有 す る ハ イ グ ロ マ イ シ ン （ hygromycin） 耐 性 遺 伝 子
を 提 供 し ； 及 び 大 腸 菌 に お け る 維 持 の た め に 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 及 び 複 製 の colE1
オ リ ジ ン を 提 供 す る 。 ベ ク タ ー は 、 XbaI及 び NheI制 限 部 位 の 間 に ４ つ の 連 続 し た LexAオ ペ
レ ー タ ー 部 位 を 含 む （ ブ ン ケ ル 及 び キ ン グ ス ト ン 、 1994年 ） 。 LexAオ ペ レ ー タ ー と NheI部
位 の 間 に 、 次 の 制 限 部 位 か ら 成 る ポ リ リ ン カ ー が 埋 め 込 ま れ る ； HindIII-AscI-BamHI-Asc
I-HindIII。 NheI部 位 と SalI部 位 の 間 に 、 SV40プ ロ モ ー タ ー 及 び ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 を 有
す る ゼ オ シ ン （ zeocin） 耐 性 遺 伝 子 が あ り 、 そ れ は pSV40/Zeo（ Invitrogen V502-20） か
ら 導 出 さ れ る ； こ れ は 、 STARス ク リ ー ン の た め の 選 択 可 能 な マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 pSDHベ ク タ ー （ 図 ２ ） は 次 の よ う に し て 構 築 さ れ る 。 pGL3-コ ン ト ロ ー ル 由 来 の ル シ フ
ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ Promega E1741） は 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 さ れ 、 そ し て SacII
/BamHI-消 化 さ れ た pUHD10-3（ ゴ ッ セ ン 及 び ビ ュ ヤ ー ド 、 1992年 ） 内 に 挿 入 さ れ る 。 こ れ
は Tet-Offプ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 及 び SV40ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル の 上 流 に ル シ フ ェ ラ
ー ゼ を 配 置 す る 。 マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 は PCRに よ っ て 、 Tet-Offプ ロ モ ー タ ー （ MCSI,X
hoI-NotI-EcoRI-SalI） の 上 流 か つ ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル （ MSCII,NheI-BglII-EcoRV-Hi
ndIII） の 下 流 に 導 入 さ れ る 。 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 プ ラ セ ン タ （ placenta） （ Clontec
h 6550-1） か ら 精 製 さ れ た 又 は バ ク テ リ ア /P1(BAC/PAC)人 工 染 色 体 内 で 運 ば れ た ヒ ト ゲ ノ
ム DNAの Sau3AI消 化 に よ っ て 構 築 さ れ る 。 BAC/PACク ロ ー ン は 、 1q12細 胞 発 生 の 領 域 （ ク ロ
ー ン  RP1154H19及 び RP3328E19） か ら の 又 は 異 種 再 生 の 遺 伝 子 の HOXク ラ ス タ ー （ ク ロ ー ン
 RP1167F23、 RP1170019及 び RP11387A1） か ら の ゲ ノ ム DNAを 含 む 。 該 DNAは サ イ ズ で 分 画 さ
れ 、 及 び 0.5～ ２ kbサ イ ズ フ ラ ク シ ョ ン は 、 標 準 の 技 術 （ サ ム ブ ル ッ ク ら 、 1989年 ） に よ
っ て 、 BamHI－ 消 化 さ れ た pSelectベ ク タ ー 内 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 宿 主 株 の 構 築 は 、 記 載 さ れ て い る （ フ ァ ン 　 デ ル 　 フ ラ ッ グ ら 、 2000年 ） 。 手 短 に 言 え
ば 、 そ れ ら は U-2 OSヒ ト 骨 肉 腫 細 胞 株 （ American Type Culture Collection HTB-96） に
基 づ く 。 U-2 OSは 、 Tet-リ プ レ ッ サ ー DNA結 合 性 ド メ イ ン 及 び VP16転 写 促 進 ド メ イ ン か ら
成 る タ ン パ ク 質 キ メ ラ を コ ー ド す る pTet-Offプ ラ ス ミ ド （ Clontech K1620-A） で 安 定 に ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 。 該 細 胞 株 は 次 に 、 LexA DNA結 合 性 ド メ イ ン 、 及 び HP1又 は HPC
2（ DNAに つ な が れ た 場 合 に 遺 伝 子 発 現 を 抑 制 す る ２ つ の シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 　 ポ リ コ ー ム －
グ ル ー プ タ ン パ ク 質 ） の い ず れ か の コ ー ド 領 域 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 で 引 き 続 き 安
定 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 。 LexA-リ プ レ ッ サ ー 遺 伝 子 は 、 Tet-Off転 写 的 調 整 シ
ス テ ム の 制 御 下 に あ る （ ゴ ッ セ ン 及 び ビ ュ ヤ ー ド 、 1992年 ） 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
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プ ラ ス ミ ド 及 び 菌 株

ラ イ ブ ラ リ ー ス ク リ ー ニ ン グ 及 び STARエ レ メ ン ト 特 性



　 pSelectに お け る 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 の 提 供 者 （ Life Te
chnologies） に よ っ て 推 奨 さ れ て い る よ う に 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 （ グ ラ ハ ム 及 び フ ァ
ン 　 デ ル 　 エ ブ 、 1973年 ； ウ ィ グ ラ ー ら 、 1978年 ） に よ っ て U-2 OS/Tet-Off/LexA-リ プ レ
ッ サ ー 細 胞 株 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 は 、 ハ
イ グ ロ マ イ シ ン 選 択 （ 25マ イ ク ロ g/ml） 及 び テ ト ラ サ イ ク リ ン 抑 制 （ ド キ シ サ イ ク リ ン （
doxycycline） 、 10ナ ノ g/ml） 下 で 、 １ 週 間 （ 50%　 コ ン フ ル エ ン ス （ confluence） ） 培 養
さ れ る 。 そ の 後 ド キ シ サ イ ク リ ン 濃 度 は 、 LexA-リ プ レ ッ サ ー 遺 伝 子 を 誘 発 す る た め に 0.1
ナ ノ g/mlに ま で 減 少 さ れ 、 そ し て ２ 日 後 に ゼ オ シ ン が 250マ イ ク ロ g/mlま で 添 加 さ れ た 。
細 胞 は さ ら に 、 （ エ ン プ テ ィ pSelectで ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ） コ ン ト ロ ー ル 培 養
が ゼ オ シ ン に よ っ て 殺 さ れ る ま で 、 更 に ４ ～ ５ 週 間 培 養 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン か ら の ゼ オ シ ン 耐 性 コ ロ ニ ー は 増 殖 さ れ 、 且 つ プ ラ
ス ミ ド DNAは 、 単 離 さ れ 且 つ 標 準 技 術 （ サ ム ブ ル ッ ク ら 、 1989年 ） に よ っ て 大 腸 菌 内 に レ
ス キ ュ ー さ れ る 。 レ ス キ ュ ー さ れ た DNA内 に お け る 候 補 STARエ レ メ ン ト は 、 U-2 OS/Tet-Of
f/LexA-リ プ レ ッ サ ー へ の 再 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 及 び ド キ シ サ イ ク リ ン 濃 度 の 低 下 後 に
、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ マ ッ ピ ン グ （ サ ム ブ ル ッ ク ら 、 1989年 ） 、 DNA配 列 分 析 （ サ ン
ガ ー ら 、 1977年 ） に よ っ て 且 つ STAR活 性 （ ゼ オ シ ン 耐 性 ） に つ い て 解 析 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ヒ ト ゲ ノ ム に お け る 公 知 の 配 列 に 対 応 す る DNA配 列 を 有 す る 候 補 STARエ レ メ ン ト は 、 ヒ
ト ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス （ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/HsBlast.html、 2001
年 6月 20日 ） の BLAST調 査 （ ア ル ツ シ ュ ル ら 、 1990年 ） に よ っ て 識 別 さ れ る 。 エ レ メ ン ト の
染 色 体 の 位 置 が 、 反 復 DNAの 比 率 及 び 近 傍 の 遺 伝 子 の 識 別 と と も に 記 録 さ れ る 。 再 ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン 後 に 、 STAR活 性 を 示 す そ れ ら の 候 補 は 、 pSDHプ ラ ス ミ ド 内 に STARフ ラ グ メ
ン ト を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と 及 び U-2 OS染 色 体 の DNA内 へ の 安 定 な 組 み 込 み に よ っ て
更 に 特 徴 付 け ら れ る 。 pSDHプ ラ ス ミ ド は 、 U-2 OS細 胞 内 に pBABE-puro（ モ ル ゲ ン ス タ ー ン
及 び ラ ン ド 、 1990年 ） で コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 且 つ ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 に つ い
て 選 択 さ れ る 。 STARエ レ メ ン ト 毎 に 、 お よ そ 30個 の 個 々 の ク ロ ー ン の 集 団 が 分 離 さ れ 且 つ
培 養 さ れ る 。 ク ロ ー ン は 、 製 造 者 の 指 示 書 （ ロ ッ シ ュ  1669893） に 従 い ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活
性 を 周 期 的 に ア ッ セ イ さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
結 果 ：
　 STARエ レ メ ン ト 機 能 的 特 徴 付 け 。 ヒ ト ゲ ノ ム DNA並 び に HOX及 び 1q12座 の ス ク リ ー ン は 、
17個 の 正 真 正 銘 の STARエ レ メ ン ト を 生 じ た 。 基 準 は 、 （ １ ） エ レ メ ン ト が 、 pSelectに 基
づ く ク ロ ー ン を 宿 主 U-2 OSヒ ト 骨 肉 腫 細 胞 株 内 に 再 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 後 に STAR活
性 を 示 し た （ 初 期 ス ク リ ー ン で 発 現 さ れ る 抗 リ プ レ ッ サ ー 活 性 は プ ラ ス ミ ド 特 異 的 で あ り
、 且 つ 宿 主 細 胞 内 に お け る 人 工 的 な 変 化 に よ る も の で は な い こ と を 示 す ） ； （ ２ ） エ レ メ
ン ト が 、 ヒ ト ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ ベ ー ス に お け る 配 列 と 一 致 す る DNA配 列 を 含 む （ ク ロ ー ン
は 例 え ば バ ク テ リ ア 起 源 又 は ベ ク タ ー 起 源 か ら の 汚 染 す る DNA配 列 を 含 ま な い こ と を 示 す
） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 STARエ レ メ ン ト は 、 pSDHプ ラ ス ミ ド 内 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 且 つ 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム 内
に 組 み 込 ま れ る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 は 、 ゲ ノ ム 内 に ラ ン ダ ム に 組 み 入 れ ら れ た 後 に
レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ か ら 防 ぐ た め の STARエ レ メ ン ト の 能 力 を 示 す た め に 、
安 定 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 集 団 に お い て ア ッ セ イ さ れ る 。 こ れ は 、 （ １ ） 高 発 現 を 示
す ク ロ ー ン の 割 合 及 び （ ２ ） STARエ レ メ ン ト に よ っ て 導 出 さ れ た 過 剰 発 現 の 程 度 に 対 す る
情 報 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ク ロ ー ン に よ る ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 は 、 そ れ が STARエ レ メ ン ト を 含
ま な い プ ラ ス ミ ド の 平 均 レ ベ ル （ 参 照 レ ベ ル ） の よ り も 2倍 上 で あ る 場 合 、 有 意 で あ る と
考 え ら れ る 。 全 て の プ ラ ス ミ ド に と っ て 、 発 現 レ ベ ル に お け る 分 散 が 、 ク ロ ー ン の 間 で 観

(21) JP 2004-533262 A5 2005.12.22



察 さ れ る ： 非 発 現 か ら 参 照 レ ベ ル よ り 有 意 に 上 に ま で 発 現 す る 及 び 殆 ど 過 剰 発 現 し な い か
ら 多 く 過 剰 発 現 す る ま で 。 優 れ た STAR活 性 は 、 幾 つ か の 高 く 過 剰 発 現 す る ク ロ ー ン を 含 む
多 く の 過 剰 発 現 す る ク ロ ー ン を も た ら す プ ラ ス ミ ド に よ っ て 明 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 代 表 的 な 実 験 か ら の 結 果 は 、 表 １ 及 び 図 ３ ～ ５ に 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 結 果 は 、 テ ス ト さ れ る ヒ ト STARエ レ メ ン ト が 、 保 護 さ れ て い な い レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 又 は
シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ SCSエ レ メ ン ト （ ケ ル ム 及 び シ ェ ド ル 、 1992年 ） に よ っ て 保 護 さ れ た レ
ポ ー タ ー 遺 伝 子 よ り も よ り 高 い 割 合 の 過 剰 発 現 ク ロ ー ン を 生 じ る こ と を 示 す 。 そ の 上 、 こ
れ ら の プ ラ ス ミ ド に よ る 過 剰 発 現 の 程 度 は 、 保 護 さ れ て い な い 又 は SCS保 護 さ れ た レ ポ ー
タ ー よ り も STAR保 護 さ れ た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 か ら の も の が 非 常 に 大 き い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 STARエ レ メ ン ト 配 列 及 び ゲ ノ ム 配 置 デ ー タ
　 表 ２ は 、 17個 の STARエ レ メ ン ト の 夫 々 の 染 色 体 位 置 、 な ら び に す ぐ 隣 の 遺 伝 子 の 識 別 及
び エ レ メ ン ト の 反 復 DNA含 量 を リ ス ト す る 。 STARエ レ メ ン ト は 多 く の 染 色 体 中 に 分 布 さ れ
る 。 そ れ ら は 、 そ れ ら の 真 の DNA配 列 及 び 反 復 DNA含 量 に お い て 多 様 で あ り 、 且 つ 近 隣 の 遺
伝 子 と の 様 々 な 程 度 の 関 連 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 SINCエ レ メ ン ト ス ク リ ー ン
材 料 及 び 方 法 ：
　 SINCス ク リ ー ン の た め の プ ラ ス ミ ド 、 pSINC-Select（ 「 pSS」 、 図 ６ ） は 、 次 の よ う に
し て 構 築 さ れ る ： pREP4ベ ク タ ー （ Invitrogen V004-50） が 、 プ ラ ス ミ ド バ ッ ク ボ ー ン と
し て 使 用 さ れ る 。 そ れ は 、 複 製 の イ プ シ ュ タ イ ン （ Epstein） バ ー ル （ Barr） oriPオ リ ジ
ン 及 び 霊 長 類 細 胞 株 に お け る 高 い コ ピ ー の エ ピ ソ ー マ ル 複 製 の た め の EBNA-1核 性 抗 原 を 提
供 し ； 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 選 択 の た め に 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 及 び ポ リ ア デ
ニ レ ー シ ョ ン 部 位 を 有 す る ハ イ グ ロ マ イ シ ン （ hygromycin） 耐 性 遺 伝 子 を 提 供 し ； 及 び ア
ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 及 び 大 腸 菌 に お け る 維 持 の た め の 複 製 の colE1オ リ ジ ン を 提 供 す る
。 ベ ク タ ー は Tet-Offプ ロ モ ー タ ー を 含 み 、 そ れ は Tet-Off転 写 的 調 節 シ ス テ ム に よ る 調 節
の た め に 、 プ ラ ス ミ ド pUDH10-3（ ゴ ッ セ ン 及 び ビ ュ ヤ ー ド 、 1992年 ） か ら の タ ン デ ム テ ッ
ト （ Tet） 応 答 エ レ メ ン ト （ TRE） か ら 成 る 。 TREは 、 融 合 タ ン パ ク 質 （ シ ト シ ン デ ア ミ ナ
ー ゼ ／ ウ ラ シ ル フ ォ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ； Invivogen porf-codaupp） を コ ー
ド す る codA::upp遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 。 こ れ は 、 い わ ゆ る 「 自 殺 遺 伝 子 」 で あ る ； cod
A::upp酵 素 の 活 性 は 、 プ ロ ド ラ ッ グ 　 ５ － フ ル オ ロ シ ト シ ン （ 5-FC） を 毒 性 薬 物 　 ５ － フ
ル オ ロ ウ ラ シ ル （ 5-FU） に 転 化 し 、 そ れ に よ っ て ア ポ ト ー シ ス 及 び 細 胞 死 を も た ら す （ ミ
ュ ー レ ン ら 、 1992年 ； テ ィ ラ ビ ー ら 、 1998年 ； ウ ェ イ 及 び フ ー バ ー 、 1996年 ） 。 Tet-Off
プ ロ モ ー タ ー の 上 流 に 、 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の Sau3AI-消 化 さ れ た ゲ ノ ム DNAを ク ロ ー ニ
ン グ す る た め の BglII制 限 部 位 が あ る 。 pREP4　 DNAは 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た SINCエ レ メ ン
ト に よ っ て pREP4コ ン ポ ー ネ ン ト に お け る 必 須 の プ ラ ス ミ ド エ レ メ ン ト の サ イ レ ン シ ン グ
を 防 止 す る た め に STAR配 列 に よ っ て ゲ ノ ム DNA及 び 自 殺 遺 伝 子 か ら 分 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ヒ ト 22番 染 色 体 （ Invitrogen/Research Genetics 96010-22） を 含 む BACク ロ ー ン の ラ イ
ブ ラ リ ー か ら の ゲ ノ ム DNAは 、 Sau3AIで 部 分 的 に 消 化 さ れ 、 そ し て BglII-消 化 さ れ た pSS内
に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ る （ サ ム ブ ル ッ ク ら 、 1989年 ） 。 組 み 換 え プ ラ ス ミ ド の ラ イ ブ ラ リ
ー は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 の 提 供 者 （ Life Technologies） に よ っ て 推 奨 さ れ て い
る よ う に 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 （ グ ラ ハ ム 及 び フ ァ ン 　 デ ル 　 エ ブ 、 1973年 ； ウ ィ グ ラ
ー ら 、 1978年 ） に よ っ て U-2 OS/Tet-Off細 胞 株 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 。 ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 は 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 選 択 （ 25マ イ ク ロ g/ml） 及 び テ ト ラ サ イ
ク リ ン 抑 制 （ ド キ シ サ イ ク リ ン （ doxycycline） 、 10ナ ノ g/ml） 下 で 、 ３ 週 間 培 養 さ れ る
。 そ の 後 5-FCが １ マ イ ク ロ g/mlの 濃 度 ま で 添 加 さ れ 、 そ し て 細 胞 は SINCエ レ メ ン ト を 選 択
す る た め に ３ 週 間 の 間 更 に 培 養 さ れ る 。
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【 ０ ０ ７ ０ 】
　 候 補 SINCを 含 む コ ロ ニ ー は 収 穫 さ れ 、 そ し て プ ラ イ マ ー PCR1及 び PCR2（ 図 ６ ） と と も に
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に お い て 使 用 さ れ る ； PCR生 成 物 は 、 慣 用 技 術 （ サ ム ブ ル ッ ク ら 、 1
989年 ） に よ っ て 、 HindIII及 び XhoI制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 さ れ 且 つ pBluescript 
II SK(+)（ Stratagene 212207） 内 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。 候 補 SINCエ レ メ ン ト の DNA配 列
が 決 定 さ れ （ サ ン ガ ー ら 、 1977年 ） 及 び ヒ ト ゲ ノ ム に お け る 対 応 す る 配 列 は 、 ヒ ト ゲ ノ ム
デ ー タ ベ ー ス （ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/HsBlast.html、 2001年 6月 20日
） の BLAST調 査 （ ア ル ツ シ ュ ル ら 、 1990年 ） に よ っ て 識 別 さ れ る 。 エ レ メ ン ト の 染 色 体 の
位 置 が 、 反 復 DNAの 比 率 及 び 近 傍 の 遺 伝 子 の 識 別 と と も に 記 録 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
結 果 ：
　 選 択 期 間 の 終 わ り で は 、 コ ロ ニ ー は コ ン ト ロ ー ル 培 養 （ エ ン プ テ ィ pSS） に お い て 明 ら
か で な く 、 且 つ 多 く の コ ロ ニ ー が ゲ ノ ム DNAを 有 す る pSSを 含 む 培 養 内 で 明 ら か で あ る 。 こ
れ ら の 生 き 残 っ た ク ロ ー ン は 、 候 補 SINCエ レ メ ン ト を 含 む 。 こ れ ら の 生 き 残 っ た ク ロ ー ン
は 、 候 補 SINCエ レ メ ン ト を 含 む 。 エ レ メ ン ト は PCRに よ っ て 回 収 さ れ 且 つ 標 準 ク ロ ー ニ ン
グ ベ ク タ ー 、 pBluescript内 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。 エ レ メ ン ト の DNA配 列 が 決 定 さ れ
、 そ し て ヒ ト ゲ ノ ム 配 列 と 比 較 さ れ る （ 表 ３ ） 。 全 て の 場 合 に お い て 、 シ ー ケ ン ス さ れ た
エ レ メ ン ト は 、 予 想 さ れ た よ う に 、 22番 染 色 体 上 に 見 つ け ら れ る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ７ ２ 】
STAR、 SINC又 は 組 み 合 わ さ れ た STAR／ SINCに よ る 導 入 遺 伝 子 の 発 現 特 性
背 景 ：
　 部 位 特 異 的 組 み 換 え は 、 異 種 の DNAを そ れ ら の 染 色 体 の 位 置 か ら 正 確 に 除 去 す る た め に
使 用 さ れ る 。 こ れ は 、 2つ の シ ス テ ム の １ つ に よ っ て 日 常 的 に 実 行 さ れ て い る ： バ ク テ リ
オ フ ァ ー ジ P1の creリ コ ン ビ ナ ー ゼ 及 び loxPタ ー ゲ ッ ト （ フ ェ ン グ ら 、 1999年 ） 、 又 は 酵
母 の FLPリ コ ン ビ ナ ー ゼ 及 び FRT（ FLPリ コ ン ビ ナ ー ゼ タ ー ゲ ッ ト ） （ ウ ィ グ レ イ ら 、 1994
年 ） 。 こ れ ら の シ ス テ ム で は 、 （ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 及 び ／ 又 は 選 択 可 能 な マ ー カ ー を 通 常
含 む ） DNA領 域 は 、 loxP又 は FRTタ ー ゲ ッ ト に よ っ て 染 色 体 中 で 隣 接 さ れ る 。 そ の 後 、 リ コ
ン ビ ナ ー ゼ の 活 性 は 、 染 色 体 か ら 該 DNA領 域 の 正 確 な 切 除 を 触 媒 す る 。 リ コ ン ビ ナ ー ゼ は
、 そ の ２ つ の 認 識 配 列 を 単 一 部 位 に 変 え （ resolve） 、 そ れ ら の 間 の 配 列 を 削 除 す る 。 従
っ て 、 DNAの 全 長 は 、 リ コ ン ビ ナ ー ゼ の 導 入 又 は 活 性 化 が 起 き る と 、 イ ン 　 ビ ボ （ invivo
） で 引 き 続 き 削 除 さ れ る べ き タ ー ゲ ッ ト 部 位 に よ り 隣 接 さ れ な け れ ば な ら な い （ シ ュ ヴ ェ
ン ク ら 、 1995年 ； デ ィ メ ッ キ 、 1996年 ） 。 Cre及 び Flpリ コ ン ビ ナ ー ゼ は 、 最 小 の 6個 （ lox
P） 又 は 8個 （ FRT） の 塩 基 対 を も つ ス ペ ー サ ー に よ っ て 分 離 さ れ た 、 2個 の 13塩 基 対 の 反 転
さ れ た 反 復 の 間 で の 組 み 替 え を 触 媒 す る （ セ ネ コ フ ら 、 1985年 ） 。 loxP配 列 は ATAACTTCGT
ATAで あ り 、 且 つ FRT配 列 は GAAGTTCCTATACで あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
プ ロ ト コ ル ：
　 慣 用 的 な DNAク ロ ー ニ ン グ （ サ ム ブ ル ッ ク ら 、 1989年 ） を 使 用 し 、 （ レ ポ ー タ ー タ ン パ
ク 質 例 え ば 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP） を コ ー ド す る ） レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ ビ ィ リ ュ ー ゼ
ン ら 、 1997年 ） 又 は ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ ヒ メ ス 及 び シ ャ ノ ン 、 2000年 ） が 構 築 さ れ 、 そ れ は
STARエ レ メ ン ト の 対 に よ っ て 、 SINCエ レ メ ン ト の 対 に よ っ て 又 は STAR/SINC組 み 合 わ せ エ
レ メ ン ト の 対 に よ っ て プ ラ ス ミ ド に お い て 隣 接 さ れ る 。 各 場 合 に お い て 、 エ レ メ ン ト は リ
コ ン ビ ナ ー ゼ タ ー ゲ ッ ト 部 位 に よ っ て そ れ ら 自 身 隣 接 さ れ る 。 １ つ の エ レ メ ン ト は loxP部
位 の 対 に よ っ て 隣 接 さ れ 、 及 び 他 は FRT部 位 の 対 に よ っ て 隣 接 さ れ る （ 図 １ ） 。 転 写 す る
と 、 プ ラ ス ミ ド は 細 胞 の 小 さ い パ ー セ ン ト で 宿 主 染 色 体 内 に 組 み 込 ま れ 、 そ し て 組 み 込 ま
れ た も の は 、 抗 生 物 質 耐 性 に よ っ て 選 択 さ れ る 。 同 様 の 構 築 物 は ３ つ の テ ス ト エ レ メ ン ト
（ STAR、 SINC、 STAR/SINC） の 夫 々 の た め に 作 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 慣 用 の 技 術 （ 「 SuperFect Transfection Reagent Handbook」 、 Qiagen、 1997年 11月 ）
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、 を 使 用 し 、 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド は 、 U-2 OSヒ ト 骨 肉 腫 細 胞 株 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ
、 且 つ ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 に つ い て 選 択 さ れ る 。 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 単 離 体 は 、 細 胞
株 の ゲ ノ ム 内 に 安 定 に 組 み 込 ま れ た プ ラ ス ミ ド を 有 す る 。 夫 々 の 単 離 体 は 、 細 胞 培 養 培 地
内 で 増 殖 さ れ 、 且 つ 組 み 換 え レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 は 例 え ば フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー （ ス
テ ュ ル ら 、 2000年 ） に よ っ て ア ッ セ イ さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 そ の 後 慣 用 技 術 （ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 又 は ホ ル モ ン 刺 激 ） を 使 用 し て 、 前 記 か ら の
安 定 な 単 離 体 は 、 リ コ ン ビ ナ ー ゼ 活 性 を 導 入 し 又 は 活 性 化 す る よ う に 処 理 さ れ る 。 こ れ は
、 例 え ば creリ コ ン ビ ナ ー ゼ 活 性 は STAR１ の 切 除 を 触 媒 し 、 そ し て 引 き 続 き FLPリ コ ン ビ ナ
ー ゼ 活 性 は STAR2の 切 除 を 触 媒 す る よ う に 、 順 次 行 わ れ る 。 こ れ ら の 細 胞 に お け る レ ポ ー
タ ー 遺 伝 子 の 発 現 の レ ベ ル が ア ッ セ イ さ れ 、 値 が 、 親 の 、 STARを 含 む 単 離 物 の 値 を 基 準 と
し て 比 較 さ れ る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ７ ６ 】
STARの 配 列 分 析 ； エ レ メ ン ト 機 能 の た め の 最 小 必 須 配 列 の 決 定 ； エ レ メ ン ト 間 の 配 列 の 保
存 ； 及 び タ ン デ ム 及 び 複 数 の エ レ メ ン ト の 特 性
　 背 景 ： STAR又 は SINCエ レ メ ン ト を 含 む DNAフ ラ グ メ ン ト が 、 夫 々 pSelect（ 図 １ ） 又 は pS
S（ 図 ６ ） プ ラ ス ミ ド を 使 用 し て 遺 伝 子 の 選 択 に よ っ て 単 離 さ れ る 。 こ の セ ク シ ョ ン は STA
R又 は SINC活 性 を 有 す る そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト 内 の DNA配 列 を 特 徴 付 け る た め の ア プ ロ ー チ
を 記 載 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
プ ロ ト コ ル ：
　 DNA配 列 ： オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 DNAフ ラ グ メ ン ト を シ ー ケ ン ス す る た め に pSelect及
び pSS選 択 プ ラ ス ミ ド の 配 列 に 基 づ き 設 計 さ れ る 。 フ ラ グ メ ン ト は ジ デ オ キ シ 連 鎖 終 止 技
術 （ サ ン ガ ー ら 、 1977年 ） を 使 用 し て シ ー ケ ン ス さ れ る 。 そ の 後 、 DNA配 列 は 、 公 の ヒ ト
ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ ベ ー ス （ http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/cgi-bin/Entrez/hum_srch?c
hr=hum_chr.inf&query） を 使 用 し て 染 色 体 位 置 に 配 置 さ れ る 。 フ ラ グ メ ン ト 配 列 の 近 接 に
お け る 遺 伝 子 及 び 遺 伝 子 密 度 は 、 ゲ ノ ム 配 列 ア ノ テ ー シ ョ ン か ら 記 録 さ れ る 。 そ れ ら の 遺
伝 子 の 転 写 的 活 性 は 、 公 の DNAマ イ ク ロ ア レ イ の デ ー タ ベ ー ス （ http://arrays.rockefell
er.edu/xenopus/links.html） 及 び SAGE（ Serial Analysis of Gene Experssion;http://b
ioinfo.amc.uva.nl/HTM-bin/index.cgi） デ ー タ か ら 決 定 さ れ る 。 い っ た ん STAR及 び SINC
配 列 に 対 す る 位 置 の 情 報 が 編 集 さ れ る と 、 デ ー タ は 基 礎 と な る コ ン セ ン サ ス 配 列 の 観 点 か
ら 分 析 さ れ る 。 コ ン セ ン サ ス 配 列 又 は ト レ ン ド （ こ れ は 、 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 組 み 合 わ せ
に 豊 む 例 え ば C及 び G塩 基 に 豊 む ロ ー カ ル エ リ ア で あ る と 理 解 さ れ る ） が 、 類 似 性 探 索 ア ル
ゴ リ ズ ム 例 え ば clustalw（ ヒ ギ ン ズ ら 、 1996年 ） 及 び ブ ロ サ ム 類 似 性 ス コ ア リ ン グ （ blos
um similarity scoring） （ ア ル ツ シ ュ ル 及 び ギ ッ シ ュ 、 1996年 ） を 使 用 し 検 出 さ れ る 。
そ の 後 、 任 意 の 基 礎 と な る コ ン セ ン サ ス 又 は ト レ ン ド は 、 BLAST調 査 （ ア ル ツ シ ュ ル ら 、 1
990年 ） を 実 行 す る こ と に よ っ て ゲ ノ ム ス ケ ー ル 上 の 他 の 潜 在 的 な STARを 識 別 す る た め に
使 用 さ れ る 。 従 来 の 研 究 は 、 既 知 の イ ン シ ュ レ ー タ ー 及 び 境 界 エ レ メ ン ト に 結 合 す る 転 写
調 節 タ ン パ ク 質 を 識 別 し た （ ガ ス ツ ナ ー ら 、 1999年 ； ゲ ラ シ モ ヴ ァ 及 び コ ル セ ス 、 1998年
） 。 記 載 さ れ て い る 実 施 例 で は 、 タ ン パ ク 質 結 合 部 位 は 、 イ ン シ ュ レ ー タ ー 又 は 境 界 機 能
に 必 須 で あ る と こ ろ の DNase I 過 敏 部 位 と 一 致 す る 。 STARエ レ メ ン ト が 既 知 の 調 節 タ ン パ
ク 質 に よ っ て 結 合 さ れ る と い う 仮 定 は 、 STARエ レ メ ン ト に お い て 生 じ る 配 列 モ チ ー フ の た
め の 転 写 フ ァ ク タ ー の TRANSFACデ ー タ ベ ー ス （ http://transfac.gdf.de/TRANSFAC/） を 検
索 す る こ と に よ っ て 試 験 さ れ る 。 STAR又 は SINCコ レ ク シ ョ ン の メ ン バ ー 間 で 共 通 で あ る 配
列 モ チ ー フ は 、 対 応 す る 転 写 フ ァ ク タ ー が そ の エ レ メ ン ト に 結 合 す る と こ ろ の 指 標 で あ る
。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 最 小 の 必 須 配 列 ： こ の 配 列 知 識 を 使 用 し て 、 STAR（ 又 は SINC） エ レ メ ン ト は 、 機 能 性 の
切 り 詰 め ら れ 、 そ し て 機 能 に つ い て 試 験 さ れ る 。 こ れ は 、 STAR-又 は SINC-含 有 フ ラ グ メ ン
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ト の サ ブ フ ラ グ メ ン ト を 標 準 技 術 （ サ ム ブ ル ッ ク ら 、 1989年 ） に よ っ て pSelect又 は pSS内
に ク ロ ー ニ ン グ す る た め に 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） を 使 用 し て 行 わ れ る 。 サ ブ フ
ラ グ メ ン ト を 含 む プ ラ ス ミ ド は 、 U-2 OS細 胞 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 且 つ 抗 生 物
質 耐 性 （ STARエ レ メ ン ト ） 又 は プ ロ ド ラ ッ グ 耐 性 （ SINCエ レ メ ン ト ） を ア ッ セ イ す る こ と
に よ っ て 機 能 に つ い て 試 験 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 方 向 性 ： STAR及 び SINCエ レ メ ン ト は 、 夫 々 pSelect及 び pSSプ ラ ス ミ ド を 使 用 し て そ れ ら
の 方 向 性 を テ ス ト さ れ る 。 例 え ば 、 pSelectス ク リ ー ン に よ っ て 単 離 さ れ た STARエ レ メ ン
ト の 方 向 性 は 、 5’ 3’ 配 位 と 言 わ れ る 。 エ レ メ ン ト の 配 向 は 、 慣 用 の 組 み 換 え DNA技 術 （
サ ム ブ ル ッ ク ら 、 1989年 ） に よ っ て 、 反 転 さ れ る 。 生 じ た プ ラ ス ミ ド は 、 U-2 OS細 胞 株 内
に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 且 つ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 が ア ッ セ イ さ れ る （ ビ ィ リ ュ
ー ゼ ン ら 、 1997年 、 ヒ メ ス 及 び シ ャ ノ ン 、 2000年 ） 。 反 転 配 位 エ レ メ ン ト を 有 す る プ ラ ス
ミ ド か ら の 発 現 の レ ベ ル は 、 5’ 3’ 配 位 の そ れ と 比 較 さ れ る 。 反 転 配 位 プ ラ ス ミ ド が 類 似
の 発 現 レ ベ ル を 有 す る 場 合 、 STARエ レ メ ン ト は 方 向 性 を 示 さ な い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 エ レ メ ン ト の 組 み 合 わ せ 及 び 倍 数 ： STARエ レ メ ン ト が 混 合 さ れ た 塩 基 対 に お い て 機 能 す
る こ と が で き る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 種 々 の エ レ メ ン ト が 組 み 合 わ さ れ 且 つ 試 験 さ
れ る 。 分 析 は 、 組 み 換 え DNA技 術 （ サ ム ブ ル ッ ク ら 、 1989年 ） に よ っ て 、 MCSIに １ つ の STA
Rエ レ メ ン ト を 及 び MSCIIに 異 な る STARを 挿 入 す る こ と に よ っ て pSDHプ ラ ス ミ ド 内 で 実 行 さ
れ る 。 生 じ た プ ラ ス ミ ド は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 及 び レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 が ア
ッ セ イ さ れ る （ ビ ィ リ ュ ー ゼ ン ら 、 1997年 ； ヒ メ ス 及 び シ ャ ノ ン 、 2000年 ） ； 結 果 は 、 MC
SI及 び MCSIIで 同 一 の エ レ メ ン ト を 含 む プ ラ ス ミ ド か ら の 発 現 と 比 較 さ れ る ； も し 該 発 現
が 、 プ ラ ス ミ ド の ２ つ の 型 と 同 様 で あ れ ば 、 種 々 の STARエ レ メ ン ト は お 互 い に 邪 魔 を し な
い と い う こ と が 結 論 づ け ら れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 単 一 の STAR又 は 複 数 の SINCエ レ メ ン ト の 強 度 は 、 エ レ メ ン ト の タ ン デ ム 反 復 と 比 較 さ れ
る 。 こ れ は 、 DNAリ ガ ー ゼ に よ る 目 的 の STAR又 は SINCエ レ メ ン ト の コ ン カ タ メ リ ゼ ー シ ョ
ン （ concatamerization） 及 び 組 み 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 （ サ ム ブ ル ッ ク ら 、 1989年 ） に よ る pSD
H又 は pSSプ ラ ス ミ ド 内 へ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 生 成 物 の 挿 入 に よ っ て 行 わ れ る 。 生 じ た プ ラ ス
ミ ド は 、 U-2OS細 胞 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 且 つ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 が ア ッ
セ イ さ れ る （ ビ ィ リ ュ ー ゼ ン ら 、 1997年 、 ヒ メ ス 及 び シ ャ ノ ン 、 2000年 ） ； 結 果 は 、 単 一
の STAR又 は 複 数 の SINCエ レ メ ン ト を 含 む プ ラ ス ミ ド か ら の 発 現 と 比 較 さ れ る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ８ ２ 】
STAR、 SINC又 は そ れ ら の 組 み 合 わ せ が 機 能 す る と こ ろ の 距 離 の 決 定
背 景 ：
　 STARエ レ メ ン ト は 、 単 一 及 び 複 数 の 導 入 遺 伝 子 の 発 現 を 最 適 化 す る た め に 使 用 さ れ る 。
STARエ レ メ ン ト の 単 一 対 が 大 き い 又 は 複 数 の 導 入 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ か ら 防 ぐ こ と が
で き る か を 決 定 す る た め に 、 STARエ レ メ ン ト が 活 動 す る と こ ろ の 範 囲 を 決 定 す る こ と が 必
要 で あ る 。 同 様 の 情 報 が 、 SINCエ レ メ ン ト 及 び STAR/SINC組 み 合 わ せ の た め に 決 定 さ れ る
。
【 ０ ０ ８ ３ 】
プ ロ ト コ ル ：
　 STAR及 び SINCエ レ メ ン ト は 、 次 の よ う に pSelect又 は pSS夫 々 に 基 づ く 誘 導 プ ラ ス ミ ド を
使 用 し て 、 距 離 を 超 え る そ れ ら の 機 能 を 試 験 さ れ る 。 500bpか ら 10kbの ラ ン ダ ム DNAフ ラ グ
メ ン ト の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 標 準 DNAク ロ ー ニ ン グ 技 術 （ サ ム ブ ル ッ ク ら 、 1989年 ） に よ っ
て 組 み 立 て ら れ る 。 STAR又 は SINC活 性 を 有 し な い フ ラ グ メ ン ト は 、 上 記 し た よ う に pSelec
t及 び pSSで 試 験 す る こ と に よ っ て こ の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ れ る 。 STARエ レ メ ン ト 及 び
STAR/SINC組 み 合 わ せ の た め に 、 こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト は 適 切 な pSelectプ ラ ス ミ ド （ 図 １
） に お け る ク ロ ー ニ ン グ 部 位 と レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー と の 間 に 挿 入 さ れ る 。 プ
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ラ ス ミ ド の こ の セ ッ ト は 、 U-2 OS細 胞 株 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 そ し て 発 現 が 上
記 し た よ う に 測 定 さ れ る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 発 現 の 強 度 は 、 プ ロ モ ー タ ー か ら の STARエ レ
メ ン ト を 分 離 す る ラ ン ダ ム フ ラ グ メ ン ト の 長 さ に 関 連 さ せ ら れ る 。 SINCエ レ メ ン ト は 、 類
似 の 様 式 で 評 価 さ れ る ： ラ ン ダ ム DNAフ ラ グ メ ン ト は 適 切 な pSSプ ラ ス ミ ド の SINCエ レ メ ン
ト と プ ロ モ ー タ ー と の 間 に 挿 入 さ れ 、 そ し て レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 抑 制 の 程 度 は 、 ラ ン ダ ム
DNAフ ラ グ メ ン ト の 長 さ に 関 連 さ せ ら れ る 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ８ ４ 】
実 施 例 ５ （ ａ ）
STARエ レ メ ン ト の た め の 遺 伝 的 選 択 に お け る 自 然 に 生 じ る SINCエ レ メ ン ト の 使 用
背 景 ：
　 STARエ レ メ ン ト の た め の 現 在 の ス ク リ ー ン は 、 選 択 プ ラ ス ミ ド に お い て 選 択 可 能 な マ ー
カ ー の 抑 制 を 提 供 す る た め に キ メ ラ lexA-PcGタ ン パ ク 質 を 使 用 す る 。 自 然 に 生 じ る SINCエ
レ メ ン ト を 使 用 し 選 択 を 繰 り 返 す こ と に よ っ て 、 こ れ ら の 自 然 に 生 じ る SINCエ レ メ ン ト に
よ る 抑 制 活 性 に 対 し て 特 異 的 で あ る STARエ レ メ ン ト が 識 別 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 SINCエ レ メ ン ト ス ク リ ー ン は 、 「 Tet-Off」 プ ロ モ ー タ ー を サ イ レ ン シ ン グ し 且 つ codA:
:upp自 殺 遺 伝 子 の 抑 制 を ブ ロ ッ ク す る こ と が で き る ゲ ノ ム DNAの ラ ン ダ ム に 生 成 さ れ た フ
ラ グ メ ン ト を 識 別 す る た め の 遺 伝 子 選 択 の 能 力 に 基 づ く 。 こ の 選 択 か ら 回 収 し た SINCエ レ
メ ン ト は 、 ゲ ノ ム の サ イ レ ン シ ン グ す る エ レ メ ン ト の ラ ン ダ ム サ ン プ リ ン グ を 表 し 、 且 つ
種 々 の ク ラ ス の エ レ メ ン ト が 回 収 さ れ る 。 こ の プ ロ ト コ ル の た め に 、 こ れ ら の 多 様 な SINC
エ レ メ ン ト は 、 前 記 し た lexA-PcGを 基 に し た 選 択 に お い て 回 収 さ れ た そ れ ら と 異 な る ク ラ
ス の STARエ レ メ ン ト を 回 収 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
プ ロ ト コ ル ：
　 現 在 の 選 択 か ら の SINCエ レ メ ン ト は 特 徴 付 け ら れ 、 機 能 的 特 性 及 び DNA配 列 特 性 に 基 づ
き ク ラ ス に 分 類 さ れ る （ 機 能 的 特 性 は 抑 制 の 強 度 を 含 む ； 配 列 特 性 は 識 別 可 能 な 保 存 さ れ
た モ チ ー フ を 含 む ； 実 施 例 ３ 参 照 ） 。 各 ク ラ ス か ら の 代 表 的 な エ レ メ ン ト は 、 標 準 DNAク
ロ ー ニ ン グ 技 術 （ サ ム ブ ル ッ ク ら 、 1989年 ） を 介 し て pSelectプ ラ ス ミ ド に お け る lexA結
合 部 位 を 置 換 す る た め に 使 用 さ れ る 。 遺 伝 子 バ ン ク は 、 こ れ ら の 新 し い プ ラ ス ミ ド の 各 々
で 作 成 さ れ 、 そ し て 記 載 さ れ た よ う に （ フ ァ ン 　 デ ル 　 フ ラ ッ グ ら 、 2000年 ） 新 し い 、 SI
NC特 異 的 な STARエ レ メ ン ト を 識 別 す る た め に 使 用 さ れ る 。 こ れ は 、 全 体 の ゲ ノ ム DNAを 用
い 且 つ 使 用 さ れ る SINCエ レ メ ン ト を ま た 含 む BACク ロ ー ン か ら の DNAを 用 い て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
実 施 例 ５ （ ｂ ）
STARエ レ メ ン ト 及 び SINCエ レ メ ン ト の 最 大 長 の 決 定
背 景 ：
　 STARエ レ メ ン ト は 、 pSelectプ ラ ス ミ ド を 使 用 し て 回 収 さ れ た DNAの フ ラ グ メ ン ト と し て
ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 そ れ は 2kbよ り も 少 な い ゲ ノ ム DNAフ ラ グ メ ン ト で お こ な わ れ る 。 し か
し な が ら 、 こ れ ら は 、 よ り 拡 張 さ れ た STARエ レ メ ン ト の 部 分 で あ っ て も よ い 。 拡 張 さ れ た
STAR活 性 は 、 次 の 実 験 に よ っ て 試 験 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
プ ロ ト コ ル ：
　 pSelectに お い て ク ロ ー ニ ン グ さ れ た STARエ レ メ ン ト は 、 ヒ ト ゲ ノ ム 配 列 に マ ッ ピ ン グ
さ れ る 。 そ れ ら が よ り 拡 張 さ れ た STARエ レ メ ン ト の 部 分 で あ る か を 決 定 す る た め に 、 ク ロ
ー ン を 包 含 す る 4kbの 領 域 が 、 PCRに よ っ て 増 幅 さ れ 且 つ 標 準 の 組 み 換 え DNA技 術 （ サ ム ブ
ル ッ ク ら 、 1989年 ） に よ っ て pSelect及 び ／ 又 は pSDHプ ラ ス ミ ド 内 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る
。 生 じ た プ ラ ス ミ ド は 、 U-2 OS細 胞 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 且 つ 上 記 し た よ う に レ
ポ ー タ ー 遺 伝 子 発 現 に つ い て ア ッ セ イ さ れ る ； オ リ ジ ナ ル の 2kb STARエ レ メ ン ト を 含 む プ
ラ ス ミ ド は 、 対 照 と し て 含 ま れ る 。 3つ の 可 能 な 結 果 が 予 想 さ れ う る ： （ １ ） 、 対 照 及 び
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拡 張 さ れ た STAR単 離 物 に よ る 同 様 の 発 現 、 STARエ レ メ ン ト が オ リ ジ ナ ル の 2kbフ ラ グ メ ン
ト に 限 ら れ る こ と を 示 す ； （ ２ ） 拡 張 さ れ た STAR単 離 物 に よ る 低 い 発 現 、 STARエ レ メ ン ト
が 2kbフ ラ グ メ ン ト 内 に 含 ま れ 且 つ 長 距 離 で 効 果 的 に 活 動 し な い こ と 又 は 拡 張 さ れ た フ ラ
グ メ ン ト が SINCエ レ メ ン ト を 含 む こ と を 示 唆 す る ； （ ３ ） 拡 張 さ れ た STAR単 離 物 に よ る よ
り 高 い 発 現 、 拡 張 さ れ た 領 域 が よ り 完 全 な STARエ レ メ ン ト を 含 む こ と を 示 唆 す る 。 結 果 （
３ ） の 場 合 、 実 行 は 6kbの よ り 大 き い PCRフ ラ グ メ ン ト で 繰 り 返 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 STARエ レ メ ン ト は 、 様 々 な タ ン パ ク 質 が 結 合 し て い る と こ ろ の 部 位 の 複 合 物 （ composit
e） で あ っ て も ま た よ い 。 そ れ 故 に 、 STAR活 性 を 有 す る 大 き な DNAフ ラ グ メ ン ト は 、 STAR活
性 を 有 す る よ り 小 さ い フ ラ グ メ ン ト に 分 割 し う る （ 実 施 例 ３ を 参 照 ） 。 2kbよ り も 大 き い
エ レ メ ン ト は 、 そ れ ら が 2kb（ 内 部 的 欠 失 を 含 む ） 未 満 へ の ト ラ ン ケ ー シ ョ ン （ truncatio
n） 後 に STAR活 性 を ま だ 示 す 場 合 、 STARエ レ メ ン ト と し て 認 識 さ れ る 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ９ ０ 】
STARエ レ メ ン ト 、 SINCエ レ メ ン ト 、 又 は そ れ ら の 組 み 合 わ せ 及 び 近 傍 の 導 入 遺 伝 子 の メ チ
ル 化 及 び ヒ ス ト ン ア セ チ ル 化 状 態
背 景 ：
　 STARエ レ メ ン ト 及 び SINCエ レ メ ン ト の 調 節 特 性 は 、 ロ ー カ ル な ク ロ マ チ ン 構 造 に 関 連 付
け ら れ 、 そ れ は DNAそ れ 自 身 に よ っ て 及 び DNAに 関 連 付 け ら れ た タ ン パ ク 質 に よ っ て 決 定 さ
れ る 。 遺 伝 子 発 現 に お け る 変 化 に 関 連 付 け ら れ る ク ロ マ チ ン 構 造 の 変 化 は 、 巨 大 分 子 の ２
次 的 修 飾 、 特 に Ｄ Ｎ Ａ の メ チ ル 化 又 は ヒ ス ト ン タ ン パ ク 質 の ア セ チ ル 化 に よ っ て し ば し ば
生 成 さ れ る 。 STARエ レ メ ン ト 及 び SINCエ レ メ ン ト で 且 つ 近 傍 の 導 入 遺 伝 子 で 生 じ る ２ 次 的
変 性 を 識 別 す る こ と は 、 こ れ ら の エ レ メ ン ト の 特 質 （ hallmarks） を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 プ ロ ト コ ル ：
　 DNAメ チ ル 化 ： STARエ レ メ ン ト 又 は SINCエ レ メ ン ト 又 は そ れ ら の 組 み 合 わ せ は 、 標 準 技
術 （ サ ム ブ ル ッ ク ら 、 1989年 ） に よ っ て pSelectプ ラ ス ミ ド 内 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。 U-2
 OS細 胞 は 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 で の 基 本 的 DNAメ チ ル 化 を 決 定 す る た め に 、 こ れ ら の プ ラ ス
ミ ド で 且 つ 対 照 と し て STARエ レ メ ン ト 又 は SINCエ レ メ ン ト を 欠 く pSelectで 安 定 に ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 。 細 胞 は 収 穫 さ れ 且 つ ク ロ マ チ ン は 標 準 手 法 （ ト ー マ ス 、 1998年 ）
に よ っ て 精 製 さ れ る 。 該 DNAは 、 別 の 反 応 （ サ ム ブ ル ッ ク ら 、 1989年 ） に お い て HpaII及 び
MspI制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 さ れ る 。 こ れ ら の 制 限 酵 素 の 両 方 は 、 非 メ チ ル 化 配 列
CCGGを 切 断 す る こ と が で き る 。 外 側 の Ｃ が メ チ ル 化 さ れ る 場 合 、 MspI及 び HpaIIの 両 方 が
開 裂 で き な い 。 し か し な が ら 、 内 部 の Ｃ が メ チ ル 化 さ れ る 場 合 、 HpaIIと 違 っ て 、 MspIは
配 列 を 開 裂 で き る 。 該 DNAが サ サ ン ブ ロ ッ ト 法 に 付 さ れ 、 そ し て 該 ブ ロ ッ ト が 間 接 的 な エ
ン ド ラ ベ リ ン グ （ パ ジ ン 及 び カ ド ナ ガ 、 1998年 ） に よ っ て 解 析 さ れ る 。 対 照 と し て 、 裸 の
対 応 す る pSelectプ ラ ス ミ ド 、 メ チ ル 化 さ れ て い な い DNAは 記 載 さ れ た 酵 素 で ま た 切 断 さ れ
、 そ し て サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 に 付 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 種 々 の サ イ ズ の DNAフ ラ グ メ ン ト の 比 較 は 、 DNAが イ ン 　 ビ ボ （ in vivo） で メ チ ル 化 さ
れ る か ど う か を 明 ら か に す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
ヒ ス ト ン ア セ チ ル 化 ： DNAメ チ ル 化 分 析 の た め に 使 用 さ れ る 同 一 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
さ れ た 細 胞 株 が 、 こ れ ら の 実 験 の た め に 使 用 さ れ る 。 下 記 に 記 載 さ れ た 方 法 は 、 STARエ レ
メ ン ト 及 び SINCエ レ メ ン ト 及 び レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 上 の ヒ ス ト ン ア セ チ ル 化 パ タ ー ン の 高 い
解 決 マ ッ プ を 生 成 す る （ リ ッ ト ら 、 2001年 ） 。 核 の ミ ク ロ コ ッ カ ル （ micrococcal） ヌ ク
レ ア ー ゼ 消 化 は 、 シ ョ 糖 グ ラ ジ エ ン ト で 画 分 化 さ れ 、 且 つ 精 製 さ れ た ヌ ク レ オ ソ ー ム モ ノ
マ ー 及 び ダ イ マ ー は 、 抗 ア セ チ ル ヒ ス ト ン 抗 体 で の 免 疫 沈 降 に よ っ て 、 ア セ チ ル 化 さ れ た
ヒ ス ト ン に 豊 む よ う に さ れ る 。 ヌ ク レ オ ソ ー ム 画 分 及 び 免 疫 沈 降 物 は 分 析 に 付 さ れ 、 例 え
ば プ ラ イ マ ー 及 び タ ッ ク マ ン （ Taqman） プ ロ ー ブ （ そ れ は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 若 し く は STAR
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又 は SINCエ レ メ ン ト に ア ニ ー ル し て 、 0.1kbの ム ー ビ ン グ ウ ィ ン ド ウ を 有 す る 0.2kb生 成 物
を 与 え る ） を 使 用 し 、 リ ア ル タ イ ム PCR（ ジ ュ ン グ ら 、 2000年 ） に よ っ て 分 析 さ れ る 。 次
に 、 PCRの 間 の タ ッ ク マ ン プ ロ ー ブ 蛍 光 シ グ ナ ル の 増 加 の 割 合 （ そ れ は サ ン プ ル に お け る
テ ン プ レ ー ト DNAの 数 に 比 例 し て い る ） が 測 定 さ れ る 。 ヌ ク レ オ ソ ー ム 画 分 及 び 免 疫 沈 降
物 に お け る テ ン プ レ ー ト DNAの 数 の 割 合 は 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 及 び STARエ レ メ ン ト 又 は SIN
Cエ レ メ ン ト 上 の （ 又 は エ レ メ ン ト の 不 存 在 に お け る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 上 の ） 各 0.1kbの た
め の ヒ ス ト ン ア セ チ ル 化 の パ タ ー ン の 詳 細 マ ッ プ を 提 供 す る 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ０ ９ ４ 】
イ ン 　 ビ ボ （ in vivo） ヌ ク レ オ ソ ー ム 配 置 及 び DNAse I過 敏 感 性 部 位
背 景 ：
　 ク ロ マ チ ン は 、 DNA、 ヒ ス ト ン 及 び 非 ヒ ス ト ン タ ン パ ク 質 か ら 成 る 。 該 ヒ ス ト ン は 、 ヌ
ク レ オ ソ ー ム を 作 成 す る た め に DNAの ～ 150bpに よ っ て ラ ッ プ さ れ て い る コ ア 粒 子 を 形 成 す
る 。 ヌ ク レ オ ソ ー ム は 、 リ ン カ ー DNAの 50～ 75bpに よ っ て 分 離 さ れ る 。 染 色 体 の DNA上 に 安
定 に 配 置 さ れ た ヌ ク レ オ ソ ー ム は 遺 伝 子 発 現 を 抑 制 し 、 ヌ ク レ オ ソ ー ム を 排 除 す る 又 は さ
も な く ば ク ロ マ チ ン を 改 造 す る フ ァ ク タ ー は 、 こ の 抑 制 を 克 服 す る こ と が で き る 。 染 色 体
の 領 域 に お け る ヌ ク レ オ ソ ー ム の 配 置 は 、 ミ ク ロ コ ッ カ ル （ micrococcal） ヌ ク レ ア ー ゼ
（ MNase） ア ッ セ イ に よ っ て 分 析 さ れ る ； MNaseは 、 リ ン カ ー DNAに お い て 優 先 的 に ク ロ マ
チ ン を 切 断 す る 。 同 様 に 、 DNAの あ る 領 域 は 、 構 成 的 に 非 ヒ ス ト ン タ ン パ ク 質 に さ ら さ れ
、 且 つ こ れ ら は し ば し ば 調 節 領 域 す な わ ち シ ス － 行 動 (acting)調 節 フ ァ ク タ ー が 結 合 す る
と こ ろ の 部 位 で あ る 。 実 験 的 に 、 こ れ ら の 部 位 は 酵 素 DNaseIに よ る 消 化 に 対 し て 過 敏 で あ
る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
プ ロ ト コ ル ：
　 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 上 の 及 び STARエ レ メ ン ト 又 は SINCエ レ メ ン ト の い ず れ か 上 の ヌ ク レ オ
ソ ー ム の 位 置 を 決 定 す る た め に 、 MNaseが 使 用 さ れ る （ サ ル ツ 及 び ジ ョ ス ト 、 1993年 ） 。
核 は 、 培 養 さ れ た U-2 OS細 胞 か ら 精 製 さ れ 且 つ 上 記 し た よ う に （ ヒ ス ト ン ア セ チ ル 化 ） MN
aseで 消 化 さ れ る 。 STARエ レ メ ン ト 及 び SINCエ レ メ ン ト 又 は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に お け る DNa
se I過 敏 部 位 を 探 す た め に 、 精 製 さ れ た 核 が 上 記 し た よ う に （ ウ ォ ー ル ラ ス ら 、 1998年 ）
適 切 な 濃 度 （ 例 え ば 、 100マ イ ク ロ g/mlゲ ノ ム DNA及 び 20～ 100 U/ml　 DNase I） で DNaseI
で 処 理 さ れ る 。 裸 の （ naked） DNAは 、 対 照 と し て DNase Iで 消 化 さ れ る 。 両 方 の 技 術 に と
っ て 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 及 び STARエ レ メ ン ト 又 は SINCエ レ メ ン ト が 、 （ タ ナ カ ら 、 1996年
； フ ァ ン 　 デ ル 　 フ ラ ッ グ ら 、 2000年 ） に 、 記 載 さ れ て い る よ う に 、 プ ラ イ マ ー の 拡 張 又
は 間 接 的 な エ ン ド ラ ベ リ ン グ 及 び サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 を 使 用 し 詳 細 マ ッ プ さ れ る 。 MNaseア
ッ セ イ は 、 STARエ レ メ ン ト 若 し く は SINCエ レ メ ン ト 又 は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 上 の ヌ ク レ オ ソ
ー ム の 位 置 に 対 応 す る オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム 上 の 離 れ た バ ン ド の 位 置 （ ladder） を 明 ら か に
す る 。 DNase I過 敏 部 位 は 、 裸 の DNA対 照 に お い て 存 在 し な い 又 は 比 較 的 顕 著 で な い と こ ろ
の 生 じ た オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム に お け る 離 れ た バ ン ド と し て 現 れ る 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ０ ９ ６ 】
STARエ レ メ ン ト 及 び SINCエ レ メ ン ト の 細 胞 型 、 組 織 依 存 性 及 び プ ロ モ ー タ ー 依 存 性
背 景 ：
　 あ る イ ン シ ュ レ ー タ ー 又 は 境 界 エ レ メ ン ト が 組 織 特 異 性 を 表 示 し う る こ と が 報 告 さ れ て
い る （ タ カ ダ ら 、 2000年 ） 。 STARエ レ メ ン ト は 、 イ ン シ ュ レ ー タ ー 及 び 境 界 エ レ メ ン ト と
共 通 の 多 く の 特 性 を 有 す る 。 無 差 別 の 及 び 組 織 特 異 的 STARエ レ メ ン ト 及 び SINCエ レ メ ン ト
は 導 入 遺 伝 子 的 用 途 に お い て バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 的 価 値 を 有 す る 。 下 記 に 記 載 さ れ た ア ッ
セ イ は 、 細 胞 型 依 存 性 を 評 価 す る た め に 実 行 さ れ る 。 エ レ メ ン ト の 細 胞 及 び 組 織 特 異 性 は
、 DNAマ イ ク ロ ア レ イ の 公 知 の デ ー タ ベ ー ス （ http://arrays.rockefeller.edu/xenopus/l
inks.html） 及 び SAGE（ Serial Analysis of Gene Expression;http://bioinfo.amc.uva.n
l/HTM-bin/index.cgi） デ ー タ を 使 用 し ヒ ト ゲ ノ ム に お け る エ レ メ ン ト の 近 傍 の 遺 伝 子 の
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発 現 を 検 査 す る こ と に よ っ て さ ら に 検 査 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
プ ロ ト コ ル ：
　 STARエ レ メ ン ト は pSDHプ ラ ス ミ ド 内 で 試 験 さ れ 、 且 つ SINCエ レ メ ン ト は pSSプ ラ ス ミ ド
内 で 試 験 さ れ る 。 ３ つ の 細 胞 株 が 、 標 準 の プ ロ ト コ ル を 使 用 し ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ
る ： ヒ ト 　 U-2 OS骨 肉 腫 細 胞 株 （ ヘ ル デ ィ ン ら 、 1986年 ） 、 ア フ リ カ サ バ ン ナ モ ン キ ー （
African green monkey） の 腎 臓 由 来 の ヴ ェ ロ （ Vero） 細 胞 株 （ シ ミ ズ ら 、 1967年 ） 、 及 び
チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 由 来 の CHO細 胞 株 （ カ オ 及 び プ ッ ク 、 1968年 ） 。 す べ て の 3つ
の 細 胞 型 に お い て 機 能 す る こ と が で き る エ レ メ ン ト は 、 無 差 別 と し て 分 類 さ れ る 。 該 細 胞
株 の １ つ 又 は ２ つ に お い て の み 活 性 を 示 す も の は 、 そ れ ら の 細 胞 型 機 能 性 に お い て 制 限 さ
れ て い る と 分 類 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
プ ロ モ ー タ ー 特 異 性 ：
　 STARエ レ メ ン ト 及 び SINCエ レ メ ン ト は 、 ２ つ の プ ロ モ ー タ ー 、 完 全 な サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ
ル ス （ CMV） プ ロ モ ー タ ー 又 は テ ト ラ サ ク リ ン 応 答 エ レ メ ン ト （ Tetracycline Response E
lement） 及 び 最 小 の CMVプ ロ モ ー タ ー （ tTA転 写 的 活 性 剤 と の 組 み 合 わ せ で ） を 用 い て 機 能
と の 関 連 で 、 現 在 選 択 さ れ 且 つ 試 験 さ れ る 。 プ ロ モ ー タ ー 特 異 性 を 評 価 す る た め に 、 STAR
及 び SINC機 能 が 、 他 の 一 般 に 使 用 さ れ る ウ ィ ル ス プ ロ モ ー タ ー す な わ ち 猿 の ウ ィ ル ス 型 40
（ SV40） 初 期 及 び 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス E1A及 び 主 な 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 並
び に ラ ウ ス 肉 腫 ウ ィ ル ス （ Rous sarcomavirus;RSV） 長 末 端 反 復 （ ド ー ル ら 、 1996年 ； ス
ミ ス ら 、 2000年 ； ウ ィ バ ー 及 び カ ダ ン 、 2000年 ； ク ス ゥ ら 、 1995年 ） で 試 験 さ れ る 。 こ れ
ら の プ ロ モ ー タ ー の 夫 々 は 、 STARエ レ メ ン ト 又 は SINCエ レ メ ン ト と と も に 標 準 の 技 術 （ サ
ム ブ ル ッ ク ら 、 1989年 ） に よ っ て pSelect及 び pSSプ ラ ス ミ ド 内 に 夫 々 別 個 に ク ロ ー ニ ン グ
さ れ る 。 生 じ た プ ラ ス ミ ド は 、 上 記 し た よ う に 、 U-2 OS細 胞 株 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
さ れ 、 且 つ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 発 現 に つ い て ア ッ セ イ さ れ る 。 こ れ ら の プ ロ モ ー タ ー を サ イ
レ ン シ ン グ さ せ る SINCエ レ メ ン ト の 能 力 又 は サ イ レ ン シ ン グ に 対 し て 保 護 す る た め の STAR
エ レ メ ン ト の 能 力 は 、 STARエ レ メ ン ト 又 は SINCエ レ メ ン ト を 欠 く プ ラ ス ミ ド と の 比 較 に よ
っ て 決 定 さ れ る 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ０ ９ ９ 】
STARエ レ メ ン ト 及 び SINCエ レ メ ン ト の 改 善 の 方 法
背 景 ：
　 改 善 さ れ た STARエ レ メ ン ト 及 び SINCエ レ メ ン ト が 開 発 さ れ る 。 改 善 は 抗 抑 制 又 は 抑 制 活
性 の 増 加 し た 強 度 並 び に 誘 発 可 能 な 及 び 組 織 特 異 的 な 活 性 を 有 す る エ レ メ ン ト を も た ら す
こ れ ら の 改 善 は 組 み 合 わ せ の 技 術 に よ っ て 作 成 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
プ ロ ト コ ル
　 強 制 さ れ た 進 化 ： エ ラ ー プ ロ ー ン PCR（ Error Prone PCR） （ チ ェ リ ー ら 、 1999年 ； ヘ ン
ケ 及 び ボ ル ン シ ョ イ ヤ ー 、 1999年 ） は 、 エ レ メ ン ト 当 た り １ つ 又 は ２ つ の ポ イ ン ト 変 異 の
平 均 を 導 出 す る た め に 使 用 さ れ る 。 突 然 変 異 し た エ レ メ ン ト は 、 例 え ば 蛍 光 活 性 化 さ れ た
セ ル ソ ー テ ィ ン グ 及 び 抗 生 物 質 耐 性 （ ベ ネ ッ ト ら 、 1998年 ） に よ っ て レ ポ ー タ ー 選 択 可 能
な マ ー カ ー 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む pSelect（ 又 は pSS） プ ラ ス ミ ド を 使 用 し ス ク リ ー ン さ れ
る 。 エ ラ ー プ ロ ー ン PCR及 び 選 択 の 次 の 段 階 は 、 活 性 に お い て 更 な る 改 善 を 有 す る エ レ メ
ン ト を 導 出 す る た め に 実 行 さ れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 タ ン デ ム 及 び 異 種 の 組 み 合 わ せ ： 上 記 し た よ う に 、 エ レ メ ン ト の タ ン デ ム 及 び 異 種 の 組
み 合 わ せ は 、 シ ン グ ル エ レ メ ン ト （ 実 施 例 ３ ） と 比 較 し て 活 性 に つ い て 試 験 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 STARエ レ メ ン ト 及 び SINCエ レ メ ン ト の 相 対 的 な 優 位 が 、 ケ ー ス バ イ ケ ー ス に 基 づ い て 試
験 さ れ る 。 そ れ は 、 エ レ メ ン ト の 強 度 を 試 験 す る た め に 使 用 さ れ る ； 例 え ば 新 し い STARエ

(29) JP 2004-533262 A5 2005.12.22



レ メ ン ト が 、 既 知 の 強 い SINCエ レ メ ン ト エ レ メ ン ト に 対 し て 優 位 で あ る 場 合 、 該 STARは 非
常 に 強 い と し て 分 類 さ れ る 。 STAR及 び SINCの 間 の 優 位 関 係 は 細 胞 型 － 、 組 織 － 又 は プ ロ モ
ー タ ー － 特 異 的 で あ る と こ ろ の 可 能 性 が 、 ま た 考 え ら れ る （ 実 施 例 ８ ） 。 優 位 性 試 験 は 、
標 準 組 み 換 え DNA技 術 （ サ ム ブ ル ッ ク ら 、 1989年 ） に よ っ て 個 々 の STARエ レ メ ン ト の 上 流
に 配 置 さ れ た 個 々 の SINCエ レ メ ン ト を 有 す る pSelectプ ラ ス ミ ド を 利 用 す る 。 該 プ ラ ス ミ
ド は 、 U-2 OS細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 且 つ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 発 現 が ア ッ セ イ さ
れ る 。 SINC優 位 性 は 、 STARエ レ メ ン ト の み を 有 す る プ ラ ス ミ ド よ り も よ り 低 い 発 現 に よ っ
て 表 わ さ れ 、 一 方 STAR優 位 性 は 、 SINCエ レ メ ン ト の み を 有 す る プ ラ ス ミ ド よ り も よ り 高 い
発 現 に よ っ て 表 わ さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
新 規 な 特 徴 （ 例 え ば 、 誘 発 性 、 組 織 特 異 性 ） を 付 加 す る た め に STARエ レ メ ン ト 及 び SINCエ
レ メ ン ト へ の 他 の DNA結 合 性 タ ン パ ク 質 の た め の 結 合 部 位 の 導 入
【 ０ １ ０ ４ 】
背 景 ：
　 調 節 可 能 な STARエ レ メ ン ト 及 び SINCエ レ メ ン ト は 、 そ れ ら を シ ン グ ル 依 存 性 DNA結 合 性
タ ン パ ク 質 の た め の 結 合 部 位 と 結 合 す る こ と に よ っ て 生 成 さ れ る 。 １ つ の 例 で は 、 こ れ は
STAR若 し く は SINC又 は STAR/SINC組 み 合 わ せ 及 び グ ル コ コ ル チ コ イ ド 応 答 エ レ メ ン ト （ GRE
: glucocorticoid response element） の 並 置 を 含 む 。 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 刺 激 の 不 存 在
下 、 STARエ レ メ ン ト 又 は SINCエ レ メ ン ト は 、 記 載 さ れ て い る よ う に 機 能 す る 。 刺 激 に 応 答
し て 、 自 然 に 生 じ る グ ル コ コ ル チ コ イ ド レ セ プ タ ー は GREに 結 合 し 且 つ STAR又 は SINC機 能
を 妨 害 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
プ ロ ト コ ル ：
　 慣 用 の DNAク ロ ー ニ ン グ （ サ ム ブ ル ッ ク ら 、 1989年 ） を 使 用 し 、 GREは 、 STARエ レ メ ン ト
又 は SINCエ レ メ ン ト に 隣 接 し た pSelect又 は pSSベ ク タ ー 内 に 夫 々 導 入 さ れ る 。 該 プ ラ ス ミ
ド は 、 上 記 し た よ う に U-2 OS細 胞 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 。 細 胞 は 、 2つ の 培 地
に 分 割 さ れ る ； １ つ は 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド （ 10マ イ ク ロ M） で 処 理 さ れ る 。 レ ポ ー タ ー
遺 伝 子 の 発 現 は 測 定 さ れ 且 つ ２ つ の 培 地 間 で 比 較 さ れ る 。 発 現 に お け る 相 違 は 、 シ ン グ ル
依 存 性 DNA結 合 性 タ ン パ ク 質 の 活 性 に よ っ て STAR及 び SINC機 能 を 調 節 す る 能 力 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ６ 】
無 差 別 の STAR及 び SINCエ レ メ ン ト ：
　 こ れ ら の 特 性 を 試 験 し 又 は 助 長 す る こ と は 、 種 々 の 細 胞 株 に お け る 培 養 、 抗 生 物 質 的 選
択 な し の 長 期 間 培 養 を 含 む （ 実 施 例 ８ 及 び １ ０ ） 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ １ ０ ７ 】
STARエ レ メ ン ト 及 び SINCエ レ メ ン ト は 導 入 遺 伝 子 の 維 持 の た め の 連 続 的 な 選 択 の 必 要 性 を
防 ぐ 。
背 景 ：
　 導 入 遺 伝 子 学 に お い て 、 選 択 マ ー カ ー に 頼 る こ と は 、 ２ つ の 欠 点 が あ る ： 選 択 剤 は 通 常
高 価 で あ り 且 つ 細 胞 に 代 謝 コ ス ト （ metabolic cost） を 与 え 、 且 つ 特 に 導 入 遺 伝 子 そ れ 自
身 が 製 品 （ 例 え ば 作 物 、 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー ） 内 に あ る 場 合 、 選 択 可 能 マ ー カ ー を 導 入 遺
伝 子 用 途 に 含 め る こ と に 対 す る 法 律 的 且 つ 倫 理 的 な 異 議 が あ る 。 STARエ レ メ ン ト 及 び SINC
エ レ メ ン ト は 、 遺 伝 子 組 み 換 え 単 離 物 を 確 立 し た 後 に 選 択 を 維 持 す る こ と の 必 要 性 を 減 少
し 又 は 除 去 す る 。 従 っ て 、 耐 性 遺 伝 子 は 、 導 入 遺 伝 子 発 現 の 減 少 し た 損 失 を 有 す る 部 位 特
異 的 組 み 替 え に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た ゲ ノ ム か ら 除 去 さ れ う る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
プ ロ ト コ ル ：
　 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に 隣 接 す る 染 色 体 的 に 統 合 さ れ た STARエ レ メ ン ト を 含 む 安 定 的 に ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た U-2 OS細 胞 株 は 、 上 記 し た よ う に ト ラ ン ス － 行 動 （ trans-acting
） 抗 生 物 質 耐 性 プ ラ ス ミ ド と pSDHプ ラ ス ミ ド の 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 生 成 さ

(30) JP 2004-533262 A5 2005.12.22



れ る 。 実 験 は 、 選 択 の 不 存 在 下 に 長 期 に 渡 る （ ３ ～ ６ ヶ 月 ） 培 養 の 間 に こ れ ら の 細 胞 株 に
お け る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル の 安 定 性 を 試 験 す る こ と を 含 む 。 こ れ は 、 pSDHプ ラ ス
ミ ド に お け る ル シ フ ェ ラ ー ゼ 又 は GFPレ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に 隣 接 す る STARエ レ メ ン ト で 試 験
さ れ る 。 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 は 、 抗 生 物 質 選 択 マ ー カ ー が リ コ ン ビ ナ ー ゼ タ ー ゲ ッ ト 部 位
に よ っ て 隣 接 さ れ る と こ ろ の （ pSDHに 基 づ く ） 発 現 プ ラ ス ミ ド を 構 築 す る こ と に よ っ て 除
去 さ れ る 。 選 択 可 能 な マ ー カ ー は 次 に 、 上 記 し た よ う に （ 実 施 例 ２ ） 、 リ コ ン ビ ナ ー ゼ 活
性 に よ っ て 切 り 取 ら れ る 。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ １ ０ ９ 】
予 測 可 能 性 及 び 収 率 が 発 現 シ ス テ ム に お け る STARエ レ メ ン ト の 適 用 に よ っ て 改 善 さ れ る 。
　 STARエ レ メ ン ト は 、 導 入 遺 伝 子 発 現 ユ ニ ッ ト に 対 す る 転 写 抑 制 機 能 の 効 果 を ブ ロ ッ ク す
る た め に 機 能 す る 。 こ れ ら の 抑 制 影 響 は 、 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン （ 「 位 置 影 響 」 、 （ ボ イ ヴ ィ
ン 及 び デ ュ ラ 、 1998年 ） ） に 又 は 導 入 遺 伝 子 の 近 傍 の コ ピ ー （ 「 反 復 導 入 さ れ た 遺 伝 子 サ
イ レ ン シ ン グ （ repeat-inducedgene silencing） 」 、 （ ガ ー リ ッ ク ら 、 1998年 ） ） に よ り
う る 。 異 種 タ ン パ ク 質 生 成 の た め の STARエ レ メ ン ト の ２ つ の 利 点 は 、 高 発 現 性 プ ラ イ マ リ
ー 組 み 換 え 宿 主 細 胞 を 見 い 出 す こ と の 増 加 し た 予 測 可 能 性 、 及 び 生 成 サ イ ク ル の 間 の 増 加
し た 収 率 で あ る 。 こ れ ら 利 益 は 本 実 施 例 に お い て 示 さ れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
材 料 及 び 方 法 ：
　 pSDHベ ク タ ー 及 び STAR含 有 誘 導 体 の 構 築 ： pSDH-Tetベ ク タ ー は 、 プ ラ イ マ ー C67及 び C68
を 使 用 し プ ラ ス ミ ド pREP4-HSF-Luc（ フ ァ ン 　 デ ル 　 フ ラ ッ グ ら 、 2000年 ） か ら の ル シ フ
ェ ラ ー ゼ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 増 幅 （ PCR） （ PCRプ ラ イ
マ ー 及 び 突 然 変 異 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の す べ て が 表 ５ に リ ス ト さ れ て い る ） 、 及 び SacII/
BamHIフ ラ グ メ ン ト を SacII/BamHI-消 化 さ れ た pUHD10-3へ 挿 入 す る こ と （ ゴ ッ セ ン 及 び ビ
ュ ヤ ー ド 、 1992年 ） に よ っ て 構 築 さ れ た 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 ユ ニ ッ ト は プ ラ イ マ ー C65
及 び C66で 再 増 幅 さ れ 且 つ そ れ を ２ つ の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 （ MCSI及 び MSCII） に 隣 接
す る た め に pUHD10-3内 に 再 挿 入 さ れ た 。 次 に 、 AscI部 位 は 、 EcoRIで の 消 化 及 び （ ア ニ ー
ル さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド D93及 び D94を 含 む ） リ ン カ ー の 挿 入 に よ っ て MCSI内 に 導 入 さ
れ た 。 CMVプ ロ モ ー タ ー は 、 ベ ク タ ー  pSDH-CMVを 生 成 す る た め に 、 プ ラ イ マ ー D90及 び D91
を 用 い て プ ラ ス ミ ド pCMV-Bsd（ Invitrogen K510-01） か ら 増 幅 さ れ 及 び SalI/SacII消 化 且
つ ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ り pSDH-Tet内 の Tet-Offプ ロ モ ー タ ー を 置 換 す る た め に 使 用 さ れ た
。 こ の ベ ク タ ー に お け る ル シ フ ェ ラ ー ゼ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 、 次 の よ う に し
て SEAP（ Secreted Alkaline Phosphatase） に よ っ て 置 換 さ れ た ： ベ ク タ ー  pSDH-CMVは 、
SacII及 び BamHIで 消 化 さ れ そ し て 平 滑 （ blunt） に さ れ た ： SEAPオ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ
レ ー ム は 、 ベ ク タ ー  pSDH-CSを 生 成 す る た め に 、 EcoRI/SAlI消 化 に よ っ て pSEAP－ ベ ー シ
ッ ク （ Clontech 6037-1） か ら 分 離 さ れ 、 平 滑 に さ れ 且 つ pSDH-CMV内 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ
れ た 。 SV40プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 の ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 は 、 プ ラ イ マ ー C81及 び C
82を 使 用 し 、 PCRに よ っ て プ ラ ス ミ ド pBabe-Puro（ モ ル ゲ ン ス タ ー ン 及 び ラ ン ド 、 1990年
） か ら 単 離 さ れ た 。 こ れ は 、 pGL3-puroを 生 成 す る た め に 、 NcoI/XbaIで 消 化 さ れ た ベ ク タ
ー pGL3-コ ン ト ロ ー ル （ BamHI部 位 が 除 去 さ れ た ） （ Promega E1741） 内 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン
さ れ た 。 pGL3-puroは 、 SV-40-ピ ュ ー ロ 耐 性 遺 伝 子 を 分 離 す る た め に BglII/SalIで 消 化 さ
れ て 、 そ れ は 平 滑 に さ れ 且 つ 、 NheI消 化 さ れ た 、 平 滑 末 端 （ blunt-ended） pSDH-CS内 に ラ
イ ゲ ー シ ョ ン さ れ た 。 生 じ た ベ ク タ ー pSDH-CSPは 、 図 ７ に 示 さ れ る 。 全 て の ク ロ ー ニ ン グ
ス テ ッ プ は 、 従 来 技 術 で 知 ら れ て い る 方 法 （ サ ム ブ ル ッ ク ら 、 1989年 ） に 従 い 、 試 薬 の 製
造 者 に よ っ て 提 供 さ れ る 指 示 書 に 従 い 実 行 さ れ た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 STARエ レ メ ン ト は 、 適 切 な 制 限 酵 素 で STARエ レ メ ン ト お よ び pSDH-CSPベ ク タ ー を 消 化 し
、 引 き 続 き ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と に よ る ２ 段 階 で 、 MCSI及 び MCSII内 に 挿 入 さ れ た 。 組
み 換 え ら れ た pSDHベ ク タ ー に お け る STARエ レ メ ン ン ト の 配 位 は 、 制 限 マ ッ ピ ン グ に よ っ て
決 定 さ れ た 。 挿 入 物 の 識 別 及 び 配 位 は 、 DNA配 列 解 析 に よ っ て 検 証 さ れ た 。 配 列 決 定 は 、
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製 造 者 の 指 示 書 に 従 っ て 、 ベ ッ ク マ ン （ Beckman） CEQ2000自 動 化 DNAシ ー ケ ン サ ー を 使 用
し ジ デ オ キ シ 方 法 （ サ ン ガ ー ら 、 1977年 ） に よ っ て 実 行 さ れ た 。 簡 単 に い う と 、 DNAは 、 Q
IAprep　 Spin Miniprep及 び プ ラ ス ミ ド 　 ミ デ ィ （ Midi） キ ッ ト （ 夫 々 QIAGEN 27106及 び 1
2145） を 使 用 し 大 腸 菌 か ら 精 製 さ れ た 。 サ イ ク ル 配 列 決 定 が 、 染 料 タ ー ミ ネ ー タ ー （ CEQ 
Dye Terminator Cycle Sequencing Kit、 Beckman 608000） の 存 在 下 で カ ス タ ム オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド C85、 E25及 び E42（ 表 ５ ） を 使 用 し て 、 実 行 さ れ た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 pSDHプ ラ ス ミ ド を 有 す る CHO細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 及 び 培 養 ：
　 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 株 CHO-K1（ ATCCCCL-61） が 、 HAMS-F12培 地 ＋ 2mMグ ル
タ ミ ン 、 100 U/mlペ ニ シ リ ン 及 び 100マ イ ク ロ グ ラ ム /ml ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 む 10%ウ
シ 胎 仔 血 清 （ Fetal Calf Serum） 内 で 、 37℃ /5%CO 2 下 で 培 養 さ れ た 。 細 胞 は 、 製 造 者 に よ
っ て 記 載 さ れ た よ う に SuperFect（ QIAGEN） を 使 用 し 、 pSDH－ CSPベ ク タ ー 及 び 、 MCSI及 び
MSCIIに お い て STAR6又 は STAR49を 含 む そ の 誘 導 体 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。 簡 単 に
言 え ば 、 細 胞 は 、 培 養 容 器 に 接 種 さ れ 且 つ 70～ 90％ コ ン フ ル エ ン ス に ま で 一 晩 成 長 さ れ た
。 SuperFect試 薬 は 、 6マ イ ク ロ リ ッ ト ル /マ イ ク ロ グ ラ ム の 割 合 （ 例 え ば 10cmペ ト リ 皿 に
、 20マ イ ク ロ グ ラ ム DNA及 び 120マ イ ク ロ リ ッ ト ル SuperFect） で （ PvuIで の 消 化 に よ っ て
本 実 施 例 に お い て 線 形 化 さ れ た ） プ ラ ス ミ ド DNAと 一 緒 に さ れ 、 且 つ 細 胞 に 添 加 さ れ た 。
一 晩 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 混 合 物 は 、 新 鮮 な 培 地 で 置 き 換 え ら
れ 、 及 び ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 は さ ら に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 一 晩 の 培 養 後
、 5マ イ ク ロ グ ラ ム /ml　 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン が 添 加 さ れ た 。 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 選 択 は 2週 間
内 に 完 了 し 、 そ の 後 個 々 の ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 CHO/pSDH-CSPク ロ ー ン が ラ ン ダ ム に 分 離
さ れ そ し て さ ら に 培 養 さ れ た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 SEAP（ Secreted Alkaline Phosphatase） ア ッ セ イ ：
　 CHO/pSDH-CSPク ロ ー ン の 培 養 培 地 に お け る SEAP活 性 （ ベ ル ゲ ル ら 、 1988年 ； ヘ ン ソ ル ン
ら 、 1988年 ； カ イ ン 、 1997年 ； ヤ ン グ ら 、 1997年 ） は 、 製 造 者 （ Clontech Great EscAPe 
kit #K2041） に よ っ て 記 載 さ れ る よ う に 決 定 さ れ た 。 簡 単 に 言 え ば 、 培 地 の 分 取 は 、 65℃
で 熱 不 活 性 化 さ れ 、 そ の 後 ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー 及 び CSPD化 学 発 光 法 基 質 と 一 緒 に さ れ 、 そ
し て 室 温 で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 そ の 後 、 基 質 変 換 の 速 度 は 、 照 度 計 （ luminome
ter） （ Turner 20/20TD） に お い て 決 定 さ れ た 。 細 胞 密 度 は 、 Coulter ACT10 細 胞 カ ウ ン
タ ー に お い て ト リ プ シ ン 化 さ れ た 細 胞 を 算 え る こ と に よ っ て 決 定 さ れ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 pSDHプ ラ ス ミ ド を 有 す る U-2 OS細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 及 び 培 養 ：
　 ヒ ト 骨 肉 腫 U-2 OS細 胞 株 （ ATCC #HTB-96） が ダ ル ベ ッ コ MEM培 地 （ Dulbecco's Modified
 Eagle Medium） +グ ル タ ミ ン 、 ペ ニ シ リ ン 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ 上 述 ） を 含 む 10%ウ
シ 胎 仔 血 清 内 で 、 37℃ /5%CO 2 下 で 培 養 さ れ た 。 細 胞 は 、 SuperFect（ 上 述 ） を 使 用 し 、 （
プ ラ ス ミ ド pBabe-Puroと と も に ） pSDH-CMVベ ク タ ー 及 び 、 MCSI及 び MSCIIに お い て STAR6又
は STAR8を 含 む そ の 誘 導 体 で 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 選 択 は 2
週 間 内 に 完 了 し 、 そ の 後 個 々 の ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 U-2OS/pSDH-CMVク ロ ー ン が ラ ン ダ ム
に 分 離 さ れ そ し て さ ら に 培 養 さ れ た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ ：
　 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 （ ヒ メ ス 及 び シ ャ ノ ン 、 2000年 ） が 、 照 度 計 （ Turner 20/20TD） を
使 用 し ア ッ セ イ キ ッ ト 製 造 者 の 指 示 書 （ Roche 1669893） に 従 い 、 再 懸 濁 さ れ た 細 胞 に お
い て ア ッ セ イ さ れ た 。 合 計 細 胞 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 製 造 者 の 指 示 書 （ Sigma B-9643） に 従
い ビ シ ン コ ニ ン 酸 （ bicinchonic acid） 方 法 に よ っ て 決 定 さ れ 、 且 つ ル シ フ ェ ラ ー ゼ デ ー
タ を 正 規 化 す る た め に 使 用 さ れ た 。
【 ０ １ １ ６ 】
結 果 ：
　 pSDH-CSPベ ク タ ー 又 は STAR6若 し く は STAR49を 含 む pSDH-CSPプ ラ ス ミ ド （ 表 ６ ） を 含 む
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組 み 換 え CHO細 胞 ク ロ ー ン は 、 3週 間 培 養 さ れ た 。 そ の 後 、 培 養 上 清 に お け る SEAP活 性 が 決
定 さ れ 、 且 つ 細 胞 数 に 基 づ き 表 わ さ れ る （ 図 8） 。 見 ら れ う る よ う に 、 発 現 ユ ニ ッ ト に お
い て STARエ レ メ ン ト を 有 す る ク ロ ー ン は 分 離 さ れ 、 そ れ は STARエ レ メ ン ト を 含 ま な い 発 現
ユ ニ ッ ト の ク ロ ー ン よ り も 2～ 3倍 高 い SEAP活 性 を 発 現 す る 。 そ の 上 、 STARの な い ク ロ ー ン
の 最 大 の 活 性 の 又 は そ れ よ り 上 の SEAP活 性 を 発 現 す る STAR含 有 ク ロ ー ン の 数 は 、 か な り 高
い ： STARク ロ ー ン 集 団 の 25%～ 40%が pSDH-CSPク ロ ー ン の 最 高 SEAP発 現 を 超 え る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 pSDH-CMVベ ク タ ー 又 は 、 STAR6若 し く は STAR8（ 表 ６ ） を 含 む pSDH-CMVプ ラ ス ミ ド を 含 む
組 み 換 え U-2 OS細 胞 ク ロ ー ン は 、 3週 間 培 養 さ れ た 。 そ の 後 、 宿 主 細 胞 内 の ル シ フ ェ ラ ー
ゼ 活 性 が 決 定 さ れ 且 つ 総 細 胞 タ ン パ ク 質 に 正 規 化 さ れ た 相 対 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 単 位 （ 図 ９ ）
と し て 表 現 さ れ る 。 発 現 ユ ニ ッ ト に 隣 接 す る STARエ レ メ ン ト を 有 す る 組 み 換 え U-2 OSク ロ
ー ン は 、 STARの な い ク ロ ー ン よ り も よ り 高 い 収 率 を 有 し た ： STAR8ク ロ ー ン か ら 観 察 さ れ
た 最 高 の 発 現 は 、 STARの な い ク ロ ー ン か ら の 発 現 よ り も 2～ 3倍 高 か っ た 。 STAR6ク ロ ー ン
は 、 STARの な い ク ロ ー ン よ り も 5倍 高 い 最 大 の 発 現 レ ベ ル を 有 し た 。 STARエ レ メ ン ト は 同
様 に よ り 高 い 予 測 可 能 性 を 与 え た ： 両 方 の STARエ レ メ ン ト に つ い て 、 ク ロ ー ン の 15～ 20％
が 、 最 高 の 発 現 レ ベ ル を 有 す る STARの な い ク ロ ー ン と 類 似 の 又 は そ れ よ り も 大 き い レ ベ ル
で ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 を 示 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 強 い CMVプ ロ モ ー タ ー と と も に 使 用 さ れ る 場 合 、 STARエ レ メ ン ト は 異
種 の タ ン パ ク 質 （ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 及 び SEAP） の 収 率 を 増 加 す る こ と を 示 す 。 本 実 施 例 に お
い て 導 入 さ れ た 3つ の 全 て の STARエ レ メ ン ト は 、 高 め ら れ た 収 率 を 提 供 す る 。 STARエ レ メ
ン ト に よ っ て 与 え ら れ た 増 加 し た 予 測 可 能 性 は 、 STARな し の ク ロ ー ン に よ っ て 示 さ れ た 最
高 の 収 率 と 等 し い か 又 は そ れ よ り も 大 き い 収 率 を 有 す る ク ロ ー ン の 大 き い 割 合 に よ っ て 明
ら か に さ れ た 。
【 実 施 例 １ ２ 】
【 ０ １ １ ９ 】
　 STARエ レ メ ン ト は 導 入 遺 伝 子 発 現 の 安 定 性 を 改 善 す る
　 組 み 換 え ら れ た 宿 主 細 胞 の 培 養 の 間 、 抗 生 物 質 の 選 択 を 維 持 す る こ と は 通 常 の プ ラ ク テ
ィ ス で あ る 。 こ れ は 、 導 入 遺 伝 子 の 転 写 的 サ イ レ ン シ ン グ 又 は 組 み 換 え の よ う な プ ロ セ ス
に よ っ て ゲ ノ ム か ら の 導 入 遺 伝 子 の 損 失 を 防 ぐ こ と を 目 的 と さ れ る 。 し か し な が ら 、 そ れ
は 異 種 の タ ン パ ク 質 の 生 産 に と っ て 多 く の 理 由 の た め に 望 ま し い も の で は な い 。 第 1に 、
使 用 さ れ る 抗 生 物 質 は と て も 高 価 で あ り 、 生 産 物 の 単 位 コ ス ト に 重 大 な 寄 与 を す る 。 第 2
に 、 生 物 薬 剤 的 な 使 用 の 点 か ら 、 タ ン パ ク 質 は 、 明 ら か に 純 粋 で な け れ ば な ら ず 、 生 成 物
に 抗 生 物 質 の 痕 跡 が あ っ て は な ら な い 。 異 種 タ ン パ ク 質 生 産 の た め の STARエ レ メ ン ト の 一
つ の 利 点 は 、 抗 生 物 質 選 択 の 不 存 在 下 で あ っ て も 、 そ れ ら は 、 長 期 の 培 養 の 間 、 導 入 遺 伝
子 に 対 し て 安 定 な 発 現 を 与 え る と い う こ と で あ る ： こ の 特 性 は 、 本 実 施 例 で 示 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
材 料 及 び 方 法 ：
　 U-2 OS細 胞 株 は 、 プ ラ ス ミ ド pSDH-Tet-STAR6で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 且 つ 実 施 例
１ １ に 記 載 さ れ て い る よ う に 培 養 さ れ た 。 個 々 の ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 ク ロ ー ン が 分 離 さ
れ 、 か つ ド キ シ サ イ ク リ ン の 存 在 な し に さ ら に 培 養 さ れ た 。 週 間 隔 で 、 1:20の 希 釈 率 で 細
胞 は 新 し い 培 地 容 器 に 移 さ れ た 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 は 、 実 施 例 １ １ に 記 載 さ れ て い る よ
う に 定 期 的 な 間 隔 で 測 定 さ れ た 。 15週 間 後 、 培 養 物 は ２ つ の 複 製 に 分 け ら れ た ： 一 つ の 複
製 は ピ ュ ー ロ マ イ シ ン を 受 け 続 け 、 一 方 他 の 複 製 は 実 験 の 残 り に お い て 抗 生 物 質 を 受 け な
か っ た （ 25週 間 合 計 ） 。
【 ０ １ ２ １ 】
結 果 ：
　 表 ７ は 、 抗 生 物 質 あ り 又 は な し で 、 長 期 に わ た る 成 長 の 間 、 STAR6に 隣 接 さ れ た 発 現 ユ
ニ ッ ト に よ る ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 に つ い て の デ ー タ を 表 わ す 。 見 ら れ う る よ う に 、 レ ポ ー
タ ー 導 入 遺 伝 子 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 発 現 は 、 実 験 の 持 続 の 間 、 U-2 OS宿 主 細 胞 に お い て 安
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定 に 保 持 さ れ る 。 該 培 養 物 が ２ つ の 処 理 （ 抗 生 物 質 を プ ラ ス と 抗 生 物 質 な し ） に 分 け ら れ
た 後 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 発 現 は 、 抗 生 物 質 選 択 の 不 存 在 下 で 基 本 的 に 安 定 で あ っ た 。 こ れ
は 、 長 期 に 渡 る 培 養 の 間 、 サ イ レ ン シ ン グ 又 は 損 失 か ら 導 入 遺 伝 子 を 防 ぐ た め の STARエ レ
メ ン ト の 能 力 を 示 す 。 そ れ は 、 こ の 特 性 は 抗 生 物 質 選 択 か ら 独 立 で あ る こ と を ま た 示 す 。
そ れ 故 に 、 異 種 の タ ン パ ク 質 の 生 産 は 、 抗 生 物 質 の 又 は 難 し い 下 流 の 処 理 の 費 用 を 生 じ る
こ と な し に 可 能 で あ る 。
【 実 施 例 １ ３ 】
【 ０ １ ２ ２ 】
STARエ レ メ ン ト の 最 小 必 須 配 列
　 STARエ レ メ ン ト は 実 施 例 １ に 記 載 さ れ た 遺 伝 子 ス ク リ ー ン か ら 分 離 さ れ る 。 該 ス ク リ ー
ン は 、 ほ ぼ 0.5～ ２ キ ロ 塩 基 （ 上 述 ） に サ イ ズ 分 画 さ れ た ヒ ト ゲ ノ ム DNAで 構 築 さ れ た ラ イ
ブ ラ リ ー を 使 用 す る 。 該 STARエ レ メ ン ト は 、 500か ら 2361塩 基 対 の 範 囲 で あ る （ 表 ６ ） 。
分 離 さ れ て い る 多 く の STARエ レ メ ン ト に と っ て 、 STAR活 性 は 当 初 分 離 さ れ た ク ロ ー ン よ り
も 小 さ い DNAフ ラ グ メ ン ト に よ っ て 与 え ら れ る よ う で あ る 。 STAR活 性 に と っ て 必 須 で あ る
こ れ ら の 最 小 の フ ラ グ メ ン ト サ イ ズ を 決 定 す る こ と は 、 2つ の 理 由 で 有 用 で あ る 。 第 １ に
、 よ り 小 さ い 機 能 的 STARエ レ メ ン ト は 、 コ ン パ ク ト な 発 現 ベ ク タ ー の 設 計 に 有 利 で あ り 、
な ぜ な ら ば よ り 小 さ い ベ ク タ ー が 、 よ り 高 い 効 力 で 宿 主 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る
か ら で あ る 。 第 ２ に 、 最 小 必 須 の STAR配 列 を 決 定 す る こ と は 、 助 長 さ れ た 機 能 性 の そ れ ら
の 配 列 の 変 性 を 許 容 す る 。 ２ つ の STAR配 列 は 、 そ れ ら の 最 小 必 須 配 列 を 決 定 す る た め に フ
ァ イ ン マ ッ ピ ン グ さ れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
材 料 及 び 方 法 ：
　 STAR10（ 1167塩 基 対 ） 及 び STAR27（ 1520塩 基 対 ） が 、 詳 細 マ ッ ピ ン グ さ れ た 。 そ れ ら は
PCRに よ っ て 増 幅 さ れ 、 ほ ぼ 等 し い 長 さ （ 図 １ ０ 説 明 ） の サ ブ フ ラ グ メ ン ト を 与 え た 。 初
期 の テ ス ト の た め に 、 こ れ ら は 、 BamHI部 位 で pSelectベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 且
つ 実 施 例 １ に 記 載 さ れ て い る よ う に U-2 OS/Tet-Off/LexA-HP1細 胞 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン さ れ た 。 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 に つ い て 選 択 の 後 、 LexA-HP1が ド キ シ サ イ ク リ ン 濃 度
を 低 く す る こ と に よ っ て 導 出 さ れ た 。 そ の 後 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 は 、 LexA
－ HP1結 合 に よ る 抑 制 か ら SV40－ Zeo発 現 ユ ニ ッ ト を 保 護 す る た め の STARフ ラ グ メ ン ト の 能
力 を テ ス ト す る た め に 、 ゼ オ シ ン と と も に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
結 果 ：
　 こ の 実 験 で は 、 STAR10及 び STAR27は 、 予 想 さ れ た よ う に 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に 対 し て
良 い 保 護 を 与 え る （ 図 １ ０ ） 。 こ れ は 、 ゼ オ シ ン の 存 在 下 に お け る 強 力 な 成 長 に よ っ て 表
わ さ れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 3個 の STAR10サ ブ フ ラ グ メ ン ト の う ち 、 10A（ ～ 400塩 基 対 ） は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
さ れ た 細 胞 に 対 し て ゼ オ シ ン の 存 在 下 に お け る 活 発 な 成 長 を 与 え 、 こ れ は 完 全 長 STARエ レ
メ ン ト の そ れ を 超 え る 。 他 の 2個 の サ ブ フ ラ グ メ ン ト を 含 む pSelect構 築 物 で ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 は 、 ゼ オ シ ン の 存 在 下 で 成 長 し な い 。 こ れ ら の 結 果 は 、 STAR10の 抗 リ
プ レ ッ サ ー 活 性 に 責 任 の あ る DNA配 列 を 包 含 す る と し て 、 ～ 400塩 基 対 10、 Aフ ラ グ メ ン ト
を 識 別 す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 STAR27は 、 本 実 験 に お い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 に 対 し て 、 ゼ オ シ ン 中 で の
中 庸 の 成 長 を 与 え る 。 こ の STARの サ ブ フ ラ グ メ ン ト の 一 つ 、 27B（ ～ 500塩 基 対 ） は 、 ゼ オ
シ ン 含 有 培 地 に お い て 宿 主 細 胞 の 弱 い 成 長 を 許 容 す る 。 こ れ は 、 こ の STARの 抗 リ プ レ ッ サ
ー 活 性 が サ ブ フ ラ グ メ ン ト 27B上 に 部 分 的 に 局 地 化 さ れ る が 、 完 全 な 活 性 は 同 様 に 27A及 び
/又 は 27C（ 夫 々 ～ 500塩 基 対 ） か ら の 配 列 を 要 求 す る こ と を 示 す 。
【 実 施 例 １ ４ 】
【 ０ １ ２ ７ 】
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培 養 さ れ た 哺 乳 動 物 細 胞 の 多 様 な 株 に お け る STARエ レ メ ン ト 機 能
　 異 種 の タ ン パ ク 質 発 現 の た め の 宿 主 細 胞 株 の 選 択 は 、 タ ン パ ク 質 の 質 、 収 率 及 び 単 位 コ
ス ト の た め に 重 要 な パ ラ メ ー タ で あ る 。 考 慮 例 え ば ポ ス ト 翻 訳 変 性 、 分 泌 経 路 能 力 及 び 細
胞 株 不 死 は 、 特 定 の 生 物 薬 剤 的 な 生 成 シ ス テ ム の た め に 適 切 な 細 胞 株 を 指 示 す る 。 こ の 理
由 の た め に 、 収 率 、 予 測 可 能 性 及 び 安 定 性 の 観 点 に お い て STARエ レ メ ン ト に よ っ て 与 え ら
れ る 利 点 は 、 多 様 の 細 胞 株 に お い て 取 得 可 能 で あ る べ き で あ る 。 こ れ は 、 そ れ が 元 々 ク ロ
ー ニ ン グ さ れ て い る と こ ろ の ヒ ト U-2 OS細 胞 株 、 及 び バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー に お い て 広 く 適
用 さ れ て い る CHO細 胞 株 に お け る STAR6の 機 能 を 比 較 す る こ と に よ っ て 試 験 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
材 料 及 び 方 法 ：
　 実 施 例 １ １ の 実 験 が 参 照 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
結 果 ：
　 CHO細 胞 内 の SEAPレ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 は 、 図 8に 表 わ さ れ て い る ； U-2 OS細 胞 に お け
る ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 は 、 図 ９ に 示 さ れ る 。 こ れ ら の 2つ の 実 験 の 結
果 の 比 較 に よ っ て 、 STAR6エ レ メ ン ト は 、 両 方 の 細 胞 株 に お い て 機 能 す る こ と は 明 ら か で
あ る ： レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 発 現 は そ れ ら の 両 方 に お い て よ り 予 測 可 能 で あ り 、 及 び 該 レ ポ ー
タ ー 遺 伝 子 が STAR６ に よ る 位 置 効 果 か ら 保 護 さ れ る 場 合 、 各 細 胞 株 の ク ロ ー ン は よ り 高 い
収 率 を 示 し た 。 こ れ ら の ２ つ の 細 胞 株 は 、 異 な る 種 （ ヒ ト 及 び ハ ム ス タ ー ） 並 び に 異 な る
組 織 型 （ 骨 及 び 卵 巣 ） か ら 得 ら れ 、 こ の STARエ レ メ ン ト が 異 種 タ ン パ ク 質 発 現 を 改 善 す る
際 に そ の 中 で 利 用 さ れ う る と こ ろ の 宿 主 細 胞 の 広 い 範 囲 を 反 映 す る 。
【 実 施 例 １ ５ 】
【 ０ １ ３ ０ 】
種 々 の 転 写 プ ロ モ ー タ ー と の 関 係 に お け る STARエ レ メ ン ト 機 能
　 導 入 遺 伝 子 転 写 は 、 導 入 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 外 来 の プ ロ モ ー タ ー
の 制 御 下 に 置 く こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 プ ロ モ ー タ ー の 選 択 は 、 異 種 の タ ン パ ク 質 の 性
質 及 び 生 成 シ ス テ ム に よ っ て 影 響 さ れ る 。 ほ と ん ど の 場 合 、 強 い 構 造 的 プ ロ モ ー タ ー （ co
nstitutive promoter） は 、 そ れ ら が 提 供 で き る 高 い 収 率 の 故 に 好 ま れ る 。 幾 つ か の ウ ィ
ル ス プ ロ モ ー タ ー は 、 こ れ ら の 特 性 を 有 す る ； CMV-IEG（ cytomegalovirus immediate ear
ly gene） の プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー （ 「 CMVプ ロ モ ー タ ー 」 ） は 、 通 常 の 生 物 化 学 的
な 使 用 に お い て 最 強 の プ ロ モ ー タ ー で あ る と 一 般 に み な さ れ て い る （ ボ シ ャ ル ト ら 、 1985
年 ； ド ー ル ら 、 1996年 ； フ ェ ッ キ ン グ 及 び ホ フ ス テ ッ テ ル 、 1986年 ） 。 シ ミ ア ン ウ ィ ル ス
SV40プ ロ モ ー タ ー も ま た 、 中 庸 に 強 力 で あ り （ ボ シ ャ ル ト ら 、 1985年 ； フ ェ ッ キ ン グ 及 び
ホ フ ス テ ッ テ ル 、 1986年 ） 、 且 つ 哺 乳 動 物 細 胞 ベ ク タ ー に お け る 異 所 性 の 発 現 の た め に し
ば し ば 使 用 さ れ る 。 Tet-Offプ ロ モ ー タ ー は 導 出 可 能 で あ る ： 該 プ ロ モ ー タ ー は 、 tTAプ ラ
ス ミ ド （ Clontech K1620-A） を 発 現 す る 細 胞 株 に お い て テ ト ラ サ イ ク リ ン 又 は 関 連 す る 抗
生 物 質 （ ド キ シ サ イ ク リ ン が 通 常 使 用 さ れ る ） の 存 在 下 で 抑 制 さ れ 、 抗 生 物 質 の 除 去 は 転
写 的 誘 発 を 生 じ る （ ド イ シ ュ レ ら 、 1995年 ； ゴ ッ セ ン 及 び ビ ュ ヤ ー ド 、 1992年 ； イ ズ ミ 及
び ギ ル バ ー ト 、 1999年 ； ウ マ ナ ら 、 1999年 ） 。
【 ０ １ ３ １ 】
材 料 及 び 方 法 ：
　 pSDH-Tet及 び pSDH-CMVベ ク タ ー の 構 築 が 、 実 施 例 １ １ に 記 載 さ れ て い る 。 pSDH-SV40は
、 プ ラ ス ミ ド  pSelect-SV40-Zeo（ 実 施 例 １ ） か ら の SV-40プ ロ モ ー タ ー （ プ ラ イ マ ー  D41
及 び D42） の PCR増 幅 に よ っ て 構 築 さ れ 、 引 き 続 き SacII及 び SalIで PCR生 成 物 を 消 化 し た 。
pSDH-CMVベ ク タ ー は 、 CMVプ ロ モ ー タ ー を 除 去 す る た め に SacII及 び SalIで 消 化 さ れ 、 且 つ
ベ ク タ ー 及 び SV40フ ラ グ メ ン ト は pSDH-SV40を 生 成 す る た め に と も に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ
た 。 STAR6は 実 施 例 １ １ で 記 載 さ れ た よ う に MCSI及 び MCSII内 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 。 プ ラ
ス ミ ド  pSDH-Tet、 pSDH-Tet-STAR6、 pSDH-Tet-STAR7、 pSDH-SV40及 び pSDH-SV40-STAR6は
、 製 造 者 に よ っ て 記 載 さ れ た よ う に SuperFectを 使 用 し 、 U-2 OS内 に pBabe-Puroで 同 時 に
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。 細 胞 培 養 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 選 択 及 び ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ
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セ イ は 、 実 施 例 １ １ に 記 載 さ れ て い る よ う に 実 施 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
結 果 ：
　 図 ９ 、 １ １ 及 び １ ２ は 、 下 記 の 3つ の 異 な る プ ロ モ ー タ ー か ら の ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー
タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 比 較 す る ： 2つ の 強 く 且 つ 構 造 的 な ウ ィ ル ス プ ロ モ ー タ ー （ CMV及 び SV
40） 、 及 び 導 出 可 能 な Tet-Offプ ロ モ ー タ ー 。 全 て の 3つ の プ ロ モ ー タ ー は 、 U-2 OS　 細 胞
に お い て STAR6エ レ メ ン ト と の 関 連 に お い て テ ス ト さ れ た 。 結 果 は 、 全 て の 3つ の プ ロ モ ー
タ ー か ら の 収 率 及 び 予 測 可 能 性 は 、 STAR6に よ っ て 増 加 さ れ る こ と を 示 す 。 実 施 例 １ １ 及
び １ ４ に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 STAR6は CMVプ ロ モ ー タ ー の 関 連 に お い て 有 益 で あ る （ 図
９ ） 。 同 様 の 改 善 が 、 SV-40プ ロ モ ー タ ー と の 関 連 に お い て 見 ら れ る （ 図 １ １ ） ： 最 高 発
現 す る STAR6ク ロ ー ン か ら の 収 率 は 、 最 良 の pSDH-SV40ク ロ ー ン よ り も ２ ～ ３ 倍 良 く 、 且 つ
6個 の STARク ロ ー ン （ 集 団 の 20%） は 最 良 の STARの な い ク ロ ー ン よ り も 高 い 収 率 を 有 す る 。
導 出 す す る （ 低 い ド キ シ サ イ ク リ ン ） 濃 度 下 で Tet-Offプ ロ モ ー タ ー の 関 連 に お い て 、 STA
R6は 導 入 遺 伝 子 発 現 の 収 率 及 び 予 測 可 能 性 を ま た 改 善 す る （ 図 １ ２ ） ： 最 高 発 現 す る STAR
6ク ロ ー ン は 、 最 良 の pSDH-Tetク ロ ー ン よ り も 20倍 高 い 収 率 を 有 し 、 及 び 9個 の STAR6ク ロ
ー ン （ 集 団 の 35％ ） は 、 最 良 の STARの な い ク ロ ー ン よ り も 高 い 収 率 を 有 す る 。 こ の STARエ
レ メ ン ト は そ の 導 入 遺 伝 子 を 保 護 す る 特 性 に お い て 多 様 的 で あ り 、 な ぜ な ら ば そ れ は 、 転
写 の 様 々 な バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 的 に 有 益 な プ ロ モ ー タ ー と の 関 連 に お い て 機 能 す る か ら で
あ る と 結 論 さ れ る 。
【 実 施 例 １ ６ 】
【 ０ １ ３ ３ 】
STARエ レ メ ン ト 機 能 は 方 向 性 で あ り う る
　 短 い 核 酸 配 列 が 対 称 （ 例 え ば 回 文 ） で あ り う る の に 対 し て 、 よ り 長 い 自 然 に 生 じ る 配 列
は 典 型 的 に は 非 対 称 で あ る 。 結 果 と し て 、 核 酸 配 列 の 情 報 内 容 は 方 向 性 で あ り 、 且 つ 配 列
自 体 は そ れ ら の 5’ 及 び 3’ 末 端 に 関 し て 記 載 さ れ う る 。 核 酸 配 列 情 報 の 方 向 性 は 、 組 み 換
え DNA分 子 が 当 業 者 に 知 ら れ て い る 標 準 ク ロ ー ニ ン グ 技 術 （ サ ム ブ ル ッ ク ら 、 1989年 ） を
使 用 し て 組 み 立 て ら れ る と こ ろ の 準 備 に 影 響 を 与 え る 。 STARエ レ メ ン ト は 、 長 く 、 非 対 称
的 な DNA配 列 で あ り 、 且 つ そ れ ら が pSelectベ ク タ ー に お い て 元 々 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 配 向
に 基 づ く 方 向 性 を 有 す る 。 上 記 さ れ た 実 施 例 で は 、 pSDHベ ク タ ー に お け る 2つ の STARエ レ
メ ン ト を 使 用 し 、 こ の 方 向 的 に 保 持 さ れ た 。 こ の 配 向 は 、 ゼ オ シ ン 耐 性 遺 伝 子 に 相 対 的 に
、 自 然 の 又 は 5’ -3’ 配 向 と し て 記 載 さ れ る （ 図 １ ３ 参 照 ） 。 こ の 実 施 例 で は 、 STAR機 能
の た め の 方 向 性 の 重 要 性 が 、 pSDH-Tetベ ク タ ー に お い て テ ス ト さ れ る 。 pSDHベ ク タ ー に お
け る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 目 的 の STARエ レ メ ン ト の コ ピ ー に よ っ て 両 方 の 側 で 隣 接 さ れ る 故
に 、 各 STARコ ピ ー の 配 向 が 考 慮 さ れ な け れ ば な ら な い 。 こ の 実 施 例 は 、 自 然 の 配 向 を 逆 の
配 向 と 比 較 す る （ 図 １ ３ ） 。
【 ０ １ ３ ４ 】
材 料 及 び 方 法 ：
　 STAR66エ レ メ ン ト は 、 実 施 例 １ １ に 記 載 さ れ て い る よ う に pSDH-Tet内 に ク ロ ー ニ ン グ さ
れ た 。 U-2 OS細 胞 は 、 プ ラ ス ミ ド  pSDH-Tet-STAR66- native及 び pSDH-Tet-STAR66- oppos
iteで 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。 夫 々 の ク ロ ー ン は 分 離 さ れ 、 そ し て 培 養 さ れ た
； ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 の レ ベ ル は 、 記 載 さ れ た よ う に （ 上 述 ） 決 定 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
結 果 ：
　 自 然 の 配 向 及 び 逆 の 配 向 に お け る STAR66活 性 の 比 較 の 結 果 が 、 図 １ ４ に 示 さ れ る 。 STAR
66が 逆 の 配 向 に あ る 場 合 、 一 つ の ク ロ ー ン の み の 収 率 が か な り 高 い （ 60ル シ フ ェ ラ ー ゼ 単
位 ） 。 そ の 一 方 、 STAR66が 自 然 の 配 向 に あ る 場 合 の 最 高 発 現 ク ロ ー ン の 収 率 は か な り 高 く
（ 100ル シ フ ェ ラ ー ゼ 単 位 ） 、 且 つ 予 測 可 能 性 は 同 様 に は る か に 高 い ： 自 然 配 向 の 集 団 の 7
個 （ 30%） の ク ロ ー ン が 、 逆 配 向 の 集 団 か ら の 最 高 発 現 ク ロ ー ン の レ ベ ル よ り 上 の ル シ フ
ェ ラ ー ゼ を 発 現 し 、 且 つ 自 然 配 向 の 集 団 の 15個 （ 60％ ） の ク ロ ー ン が 、 10相 対 的 ル シ フ ェ
ラ ー ゼ 単 位 よ り も 上 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 発 現 す る 。 そ れ 故 に 、 STAR66機 能 は 方 向 性 で あ る
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こ と が 示 さ れ る 。
【 実 施 例 １ ７ 】
【 ０ １ ３ ６ 】
STARエ レ メ ン ト と の 関 連 に お け る 導 入 遺 伝 子 の 発 現 は コ ピ ー 数 依 存 性 で あ る
　 異 質 タ ン パ ク 質 発 現 の た め の 導 入 遺 伝 子 発 現 ユ ニ ッ ト は 、 細 胞 分 割 の 間 の 安 定 な 保 存 を
保 証 す る た め に 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム 内 に 一 般 的 に 組 み 込 ま れ る 。 組 み 込 み は 、 ゲ ノ ム 内 に 挿
入 さ れ た 発 現 ユ ニ ッ ト の 一 つ 又 は 複 数 の コ ピ ー を 生 じ う る ： 複 数 の コ ピ ー は タ ン デ ム ア レ
イ と し て 存 在 す る か 又 は 存 在 し な い 。 STARエ レ メ ン ト に よ っ て 保 護 さ れ た 導 入 遺 伝 子 の た
め に 示 さ れ た 増 加 し た 収 率 （ 上 述 ） は 、 STARエ レ メ ン ト は 導 入 遺 伝 子 発 現 ユ ニ ッ ト が ゲ ノ
ム 内 の 組 み 込 み の 部 位 に 関 連 付 け ら れ た 転 写 へ の 影 響 に 独 立 的 に 機 能 す る こ と を 許 容 す る
（ 位 置 効 果 か ら の 独 立 性 （ ボ イ ヴ ィ ン 及 び デ ュ ラ 、 1998年 ） ） こ と を 示 す 。 そ れ は 、 STAR
エ レ メ ン ト は 各 発 現 ユ ニ ッ ト が 、 そ れ ら が タ ン デ ム ア レ イ と し て 組 み 込 ま れ た 場 合 に 、 発
現 ユ ニ ッ ト の 近 傍 す る コ ピ ー に 独 立 的 に 機 能 す る こ と を 許 容 す る こ と を さ ら に 示 唆 す る （
反 復 導 出 さ れ た 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ か ら の 独 立 性 （ independence from repeat-induced
 gene silencing） （ ガ ー リ ッ ク ら 、 1998年 ） ） 。 コ ピ ー 数 依 存 性 は 、 下 記 の 実 施 例 で 記
載 さ れ る よ う に 導 入 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル 及 び コ ピ ー 数 の 間 の 関 係 か ら 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
材 料 及 び 方 法 ：
　 U-2 OS細 胞 は 、 pSDH-Tet-STAR10で 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 そ し て 記 載 さ れ た
よ う に （ 上 述 ） ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 選 択 下 で 培 養 さ れ た 。 8個 の 個 々 の ク ロ ー ン が 分 離 さ れ
、 そ し て さ ら に 培 養 さ れ た 。 そ の 後 、 細 胞 は 収 穫 さ れ 、 そ し て 一 つ の 部 分 は 、 記 載 し た よ
う に （ 上 述 ） ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 試 験 さ れ た 。 残 っ た 細 胞 は 溶 解 さ れ 、 そ し て ゲ ノ ム DN
Aは DNeasy Tissue Kit（ QIAGEN 69504） を 使 用 し 製 造 者 に よ っ て 記 載 さ れ た よ う に 精 製 さ
れ た 。 DNAサ ン プ ル は 、 UV分 光 測 定 法 に よ っ て 数 値 化 さ れ た 。 3マ イ ク ロ グ ラ ム の 各 ゲ ノ ム
DNAサ ン プ ル が 、 製 造 者 に よ っ て 記 載 さ れ た よ う に （ New England Bioabs） 一 晩 PvuII及 び
XhoIで 消 化 さ れ 、 そ し て ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 法 に よ っ て 分 離 さ れ た 。 DNAフ ラ グ メ ン
ト は 、 記 載 さ れ た よ う に （ サ ム ブ ル ッ ク ら 、 1989年 ） ナ イ ロ ン 膜 に 移 さ れ 、 そ し て （ BamH
I/SacII-消 化 さ れ た pSDH-Tetか ら 分 離 さ れ た ） ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 に 対 す る 放 射 活 性 的
に ラ ベ ル 化 さ れ た プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た 。 ブ ロ ッ ト （ blot） は 、 記 載 さ れ た よ
う に （ サ ム ブ ル ッ ク ら 、 1989年 ） 洗 わ れ 、 そ し て フ ォ ス フ ァ ー イ メ ー ジ ャ ー ス ク リ ー ン （
Personal F/X,BioRad） に さ ら さ れ た 。 生 じ た オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム （ 図 １ ５ ） は ル シ フ ェ
ラ ー ゼ DNAバ ン ド の 相 対 強 度 を 決 定 す る た め に 、 デ ン シ ト メ ト リ ー に よ っ て 解 析 さ れ 、 そ
れ は 導 入 遺 伝 子 コ ピ ー 数 を 表 わ す 。
【 ０ １ ３ ８ 】
結 果 ：
　 pSDH-Tet-STAR10ク ロ ー ン 集 団 か ら の コ ロ ニ ー に お け る ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 酵 素 活 性 及 び
コ ピ ー 数 （ DNAバ ン ド 強 度 ） が 、 図 １ ６ に 示 さ れ る 。 導 入 遺 伝 子 コ ピ ー 数 は 、 こ れ ら の pSD
H-Tet-STAR10ク ロ ー ン に お け る ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 の レ ベ ル に 高 く 相 関 さ れ て い る （ r=0.
86） 。 こ の こ と は 、 STAR10が 導 入 遺 伝 子 発 現 ユ ニ ッ ト に 対 し て コ ピ ー 数 増 加 依 存 性 を 与 え
、 導 入 遺 伝 子 発 現 を タ ン デ ム ア レ イ に お け る 他 の 導 入 遺 伝 子 コ ピ ー に 独 立 に 及 び 組 み 込 み
の 部 位 に お け る 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ 影 響 に 独 立 に す る 。
【 実 施 例 １ ８ 】
【 ０ １ ３ ９ 】
STARエ レ メ ン ト は エ ン ハ ン サ ー ブ ロ ッ カ ー と し て 機 能 し 、 し か し エ ン ハ ン サ ー と し て 機 能
し な い
　 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー は 、 転 写 を 開 始 す る た め の そ れ ら の 能 力 に 対 し て ポ ジ テ ィ ブ な 及 び
ネ ガ テ ィ ブ な 影 響 の 両 方 に 付 さ れ る 。 ポ ジ テ ィ ブ な 影 響 を 働 か せ る エ レ メ ン ト の 重 要 な 分
類 は 、 エ ン ハ ン サ ー で あ る 。 エ ン ハ ン サ ー は 、 そ れ ら が 遠 く に 配 置 さ れ た 場 合 （ 多 く の キ
ロ 塩 基 対 ） に で さ え 、 プ ロ モ ー タ ー に 影 響 を 特 徴 的 に 与 え る こ と が で き る 。 ヘ テ ロ ク ロ マ
チ ン 形 成 （ 例 え ば ポ リ コ ー ム 　 グ ル ー プ タ ン パ ク 質 ） に よ っ て 作 用 す る ネ ガ テ ィ ブ な 影 響
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は 上 記 に 記 載 さ れ て お り 、 且 つ そ れ ら は STAR活 性 の タ ー ゲ ッ ト で あ る 。 エ ン ハ ン サ ー 機 能
の た め の 及 び ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 形 成 の た め の 生 化 学 的 な 基 礎 は 、 基 本 的 に 類 似 し て お り 、
な ぜ な ら ば そ れ ら は い ず れ も 、 DNAに 対 す る タ ン パ ク 質 の 結 合 に 関 係 す る か ら で あ る 。 そ
れ 故 に 、 STARエ レ メ ン ト が ネ ガ テ ィ ブ 影 響 な ら び に ポ ジ テ ィ ブ 影 響 を ブ ロ ッ ク す る こ と が
で き る か 、 換 言 す れ ば 組 み 込 み の 部 位 の 近 傍 に お け る ゲ ノ ム 的 エ ン ハ ン サ ー か ら の 導 入 遺
伝 子 を 保 護 す る こ と が で き る か ど う か を 決 定 す る こ と が 重 要 で あ る 。 エ ン ハ ン サ ー 活 性 か
ら の 導 入 遺 伝 子 を 保 護 す る 能 力 は 、 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー の 用 途 に お い て 導 入 遺 伝 子 の 安 定
な 且 つ 予 測 可 能 な 能 力 を 保 証 す る 。 こ の 実 施 例 は 、 エ ン ハ ン サ ー ブ ロ ッ キ ン グ ア ッ セ イ に
お け る STARエ レ メ ン ト の 能 力 を 検 査 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 そ れ ら の 機 能 に 対 し て 重 要 で あ る と こ ろ の STAR活 性 の 他 の 特 徴 は 、 そ れ ら が 導 入 遺 伝 子
に 対 し て 与 え る 増 加 し た 収 率 で あ る （ 実 施 例 １ １ ） 。 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 形 成 タ ン パ ク 質 が
候 補 STARエ レ メ ン ト の 近 傍 に 結 合 さ れ る 場 合 、 複 数 の STARが ゼ オ シ ン 発 現 の 高 い レ ベ ル を
維 持 す る そ れ ら の 能 力 に 基 づ き 分 離 さ れ る 。 複 数 の STARは ゼ オ シ ン 発 現 ユ ニ ッ ト 内 へ の ヘ
テ ロ ク ロ マ チ ン の 拡 散 を ブ ロ ッ ク す る こ と が 予 測 さ れ る 故 に 、 高 い 発 現 が 生 じ る と 予 測 さ
れ る 。 し か し な が ら 、 第 ２ の シ ナ リ オ は 、 ゼ オ シ ン 耐 性 ク ロ ー ン に お け る DNAフ ラ グ メ ン
ト が エ ン ハ ン サ ー を 含 む こ と で あ る 。 エ ン ハ ン サ ー は 、 ポ リ コ ー ム － グ ル ー プ タ ン パ ク 質
例 え ば STARス ク リ ー ン の 方 法 に お い て 使 用 さ れ る そ れ ら の 抑 制 効 果 を 克 服 す る 能 力 を 有 す
る こ と が 示 さ れ て い る （ チ ン ク 及 び パ ロ 、 1995年 ） 。 こ の 現 象 に よ っ て 分 離 さ れ た エ ン ハ
ン サ ー は 、 偽 の ポ ジ テ ィ ブ と み な さ れ 、 な ぜ な ら ば エ ン ハ ン サ ー は STARの た め に 本 明 細 書
中 に 請 求 さ れ た 特 性 を 有 し な い か ら で あ る 。 STARエ レ メ ン ト が エ ン ハ ン サ ー で な い こ と を
示 す た め に 、 そ れ ら は エ ン ハ ン サ ー ア ッ セ イ に お い て 試 験 さ れ た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 エ ン ハ ン サ ー ブ ロ ッ キ ン グ ア ッ セ イ 及 び エ ン ハ ン サ ー ア ッ セ イ は 、 方 法 論 的 に 及 び 概 念
的 に 類 似 で あ る 。 こ れ ら ア ッ セ イ は 、 図 １ ７ に お い て 図 式 的 に 示 さ れ る 。 エ ン ハ ン サ ー を
ブ ロ ッ ク す る STARエ レ メ ン ト の 能 力 は 、 E47/E-boxエ ン ハ ン サ ー シ ス テ ム を 使 用 し 実 行 さ
れ る 。 E47タ ン パ ク 質 は 、 そ れ が プ ロ モ ー タ ー の 近 傍 に 配 置 さ れ た E-box DNA配 列 に 結 合 さ
れ て い る 場 合 、 該 プ ロ モ ー タ ー に よ る 転 写 を 活 性 化 す る こ と が で き る （ ク ォ ン グ ら 、 2002
年 ） 。 E47は 、 B及 び Tリ ン パ 球 分 化 の 制 御 に 通 常 関 係 す る （ ク ォ ン グ ら 、 2002年 ） が 、 し
か し そ れ は 異 所 的 に 発 現 し た 場 合 、 多 様 な 細 胞 型 に お い て 機 能 す る こ と が 可 能 で あ る （ ピ
ー タ ー ソ ン ら 、 2002年 ） 。 E-boxは 回 文 的 DNA配 列 、 CANNTGで あ る （ ク ノ フ ラ ー ら 、 2002年
） 。 エ ン ハ ン サ ー ブ ロ ッ キ ン グ ア ッ セ イ に お い て 、 E-boxは 、 発 現 ベ ク タ ー に お い て （ 最
小 プ ロ モ ー タ ー を 含 む ） ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 上 流 に 配 置 さ れ る 。 STARエ レ
メ ン ト の た め の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 は 、 E-boxと 該 プ ロ モ ー タ ー と の 間 に 配 置 さ れ る 。 E47タ
ン パ ク 質 は 、 第 2の プ ラ ス ミ ド 上 に コ ー ド さ れ る 。 ア ッ セ イ は 、 E47プ ラ ス ミ ド 及 び ル シ フ
ェ ラ ー ゼ 発 現 ベ ク タ ー の 両 方 を 細 胞 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と に よ っ て 実 行 さ れ
る ： E47タ ン パ ク 質 は 、 発 現 さ れ 且 つ E-boxに 結 合 さ れ 、 及 び E47/E-box複 合 体 は エ ン ハ ン
サ ー と し て 作 用 す る こ と が で き る 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 ベ ク タ ー が STARエ レ メ ン ト を 含 ま
な い 場 合 、 E47/E-box複 合 体 は ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 を 助 長 す る （ 図 １ ７ Ａ 、 状 況 １ ） 。 STA
Rエ レ メ ン ト が E-boxと プ ロ モ ー タ ー と の 間 に 挿 入 さ れ た 場 合 、 エ ン ハ ン サ ー を ブ ロ ッ ク す
る そ れ ら の 能 力 が 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 の 低 減 し た 発 現 に よ っ て 示 さ れ る （ 図 １ ７ Ａ 、 状
況 ２ ） ； STARが エ ン ハ ン サ ー を ブ ロ ッ ク で き な い 場 合 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 は 活 性 化 さ れ
る （ 図 １ ７ Ａ 、 状 況 ３ ） 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 エ ン ハ ン サ ー と し て 作 用 す る STARエ レ メ ン ト の 能 力 は 、 同 一 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 ベ ク
タ ー を 利 用 す る 。 E47の 不 存 在 に お い て 、 E-boxそ れ 自 身 は 転 写 に 影 響 を 与 え な い 。 代 わ り
に 、 STARエ レ メ ン ト に よ る エ ン ハ ン サ ー 行 動 は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 転 写 の 活 性 化 を 結 果 す る
。 ア ッ セ イ は 、 E47プ ラ ス ミ ド な し に ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン す る こ と に よ っ て 実 行 さ れ る 。 発 現 ベ ク タ ー が STARエ レ メ ン ト を 含 ま な い 場 合 、 ル シ フ
ェ ラ ー ゼ 発 現 は 低 い （ 図 １ ７ Ｂ 、 状 況 １ ） 。 STARエ レ メ ン ト が エ ン ハ ン サ ー 特 性 を 有 し な
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い 場 合 に お い て 、 STARエ レ メ ン ト が ベ ク タ ー 内 に 存 在 す る と き ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 は 低 い
（ 図 １ ７ Ｂ 、 状 況 ２ ） 。 STARエ レ メ ン ト が エ ン ハ ン サ ー 特 性 を 有 す る 場 合 、 ル シ フ ェ ラ ー
ゼ 発 現 は STAR含 有 ベ ク タ ー に お い て 活 性 化 さ れ る （ 図 １ ７ Ｂ 、 状 況 ３ ） 。
【 ０ １ ４ ３ 】
材 料 及 び 方 法 ：
　 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 ベ ク タ ー は 、 ｐ GL3-E-boxル シ フ ェ ラ ー ゼ （ W.Romanowの ギ フ ト ） を
生 成 す る た め に 、 E-boxを 及 び 、 プ ラ ス ミ ド  mu-E5+E2x6-cat(x)（ ル エ ジ ン ス キ ー ら 、 199
1年 ） か ら の ヒ ト ア ル カ リ 性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 最 小 プ ロ モ ー タ ー を 、 プ ラ ス ミ ド ｐ GL3-bas
ic（ Promega E1751） に お い て ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 上 流 に 挿 入 す る こ と に よ っ て 構 築
さ れ る 。 E47発 現 プ ラ ス ミ ド は 、 pHBApr-1-neoプ ラ ス ミ ド に お い て ベ ー タ － ア ク チ ン プ ロ
モ ー タ ー の 制 御 下 で E47オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 む ； E47は 構 造 的 に こ の プ ラ ス
ミ ド （ W.Romanowの ギ フ ト ） か ら 発 現 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 STARエ レ メ ン ト 1、 2、 3、 6、 10、 11、 18及 び 27は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 ベ ク タ ー 内 に ク
ロ ー ニ ン グ さ れ て い る 。 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ scsエ レ メ ン ト お よ び ニ ワ ト リ ベ ー タ － グ ロ ビ
ン HS4-6x　 コ ア （ 「 HS4」 ） エ レ メ ン ト を 含 む ク ロ ー ン は 、 ポ ジ テ ィ ブ 対 照 （ そ れ ら は 、
エ ン ハ ン サ ー を ブ ロ ッ ク し 且 つ 固 有 の エ ン ハ ン サ ー 特 性 を 有 し な い と し て 知 ら れ て い る （
チ ュ ン グ ら 、 1993年 ； ケ ル ム 及 び シ ェ ド ル 、 1992年 ） ） と し て 含 ま れ 、 及 び エ ン プ テ ィ ル
シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 ベ ク タ ー は 、 ネ ガ テ ィ ブ 対 照 と し て 含 ま れ て い る 。 全 て の ア ッ セ イ は 、
U-2 OS細 胞 株 を 使 用 し 実 行 さ れ た 。 エ ン ハ ン サ ー － ブ ロ ッ キ ン グ ア ッ セ イ に お い て 、 E47
プ ラ ス ミ ド は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 ベ ク タ ー （ エ ン プ テ ィ ベ ク タ ー 、 又 は STAR若 し く は ポ
ジ テ ィ ブ 対 照 エ レ メ ン ト を 含 む ） で 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。 エ ン ハ ン サ ー ア ッ
セ イ に お い て 、 E47プ ラ ス ミ ド は 、 エ ン ハ ン サ ー 活 性 の た め の ポ ジ テ ィ ブ 対 照 と し て STAR
の な い ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 ベ ク タ ー で 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ； 全 て の 他 の サ ン
プ ル は 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 間 に モ ッ ク （ mock） プ ラ ス ミ ド を 受 け た 。 こ の 一 時 的
に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 は 、 プ ラ ス ミ ド ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 48時 間 後 に 、
ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を ア ッ セ イ さ れ た （ 上 述 ） 。 E-boxを 含 ま な い 又 は STAR/コ ン ト ロ ー ル
エ レ メ ン ト を 含 む プ ラ ス ミ ド か ら 発 現 し た ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 は 差 し 引 か れ 、 及 び ル シ フ
ェ ラ ー ゼ 活 性 は 、 記 載 さ れ た よ う に （ 上 述 ） タ ン パ ク 質 含 量 に 対 し て 正 規 化 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
結 果 ：
　 図 １ ８ は 、 エ ン ハ ン サ ー － ブ ロ ッ キ ン グ ア ッ セ イ の 結 果 を 示 す 。 STARエ レ メ ン ト （ 又 は
既 知 の エ ン ハ ン サ ー － ブ ロ ッ キ ン グ エ レ メ ン ト  scs及 び HS4） の 不 存 在 下 で 、 E-47/E-box
エ ン ハ ン サ ー 複 合 体 は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ 「 ベ ク タ ー 」 ） の 発 現 を 活 性 化 す る 。 ； 発 現 の
こ の 助 長 さ れ た レ ベ ル は 、 100に 正 規 化 さ れ た 。 エ ン ハ ン サ ー 活 性 は 、 テ ス ト さ れ た 全 て
の STARエ レ メ ン ト に よ っ て ブ ロ ッ ク さ れ る 。 エ ン ハ ン サ ー 活 性 は 、 予 想 さ れ た よ う に （ ベ
ル ら 、 2001年 ； ゲ ラ シ モ ワ 及 び コ ル セ ス 、 2001年 ） 、 HS4及 び scsエ レ メ ン ト に よ っ て ま た
ブ ロ ッ ク さ れ る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 転 写 的 サ イ レ ン シ ン グ の 拡 散 を ブ ロ ッ ク す る そ れ ら の
能 力 （ ネ ガ テ ィ ブ 影 響 ） に 加 え て 、 STARエ レ メ ン ト は エ ン ハ ン サ ー の 活 性 を ブ ロ ッ ク す る
こ と が で き る （ ポ ジ テ ィ ブ 影 響 ） こ と を 示 す 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 図 １ ９ は 、 エ ン ハ ン サ ー ア ッ セ イ の 結 果 を 示 す 。 E47/E-box複 合 体 に よ る 増 強 に よ る ル
シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 の レ ベ ル は 、 100に セ ッ ト さ れ た （ 「 E47」 ） 。 比 較 に よ る と 、 STARエ レ
メ ン ト の い ず れ も 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 の 有 意 な 活 性 化 を も た ら さ な い 。 予 想 さ れ る よ う
に 、 scs及 び HS4エ レ メ ン ト は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 活 性 を ま た 生 じ な い 。 そ れ 故 に 、 少 な く
と も テ ス ト さ れ た STARエ レ メ ン ト は エ ン ハ ン サ ー 特 性 を 保 有 し な い と 結 論 付 け ら れ る 。
【 実 施 例 １ ９ 】
【 ０ １ ４ ７ 】
サ イ レ ン シ ン グ を 導 出 す る ク ロ マ チ ン （ SINC; Silencing Inducing Chromatin） エ レ メ ン
ト の 特 徴 付 け
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材 料 及 び 方 法 ：
　 SINCス ク リ ー ン の 一 般 的 な 特 性 は 実 施 例 １ に 記 載 さ れ て お り 、 そ れ の 幾 つ か の 観 点 は こ
こ に 要 約 さ れ る 。 ゲ ノ ム DNAに お け る SINCエ レ メ ン ト を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 さ
れ る pSSベ ク タ ー の 一 つ の バ ー ジ ョ ン は 、 pSS-codA::uppで あ る （ 図 ２ ０ ） 。 そ れ は 、 2つ
の STAR６ エ レ メ ン ト に よ っ て 隣 接 さ れ た 自 殺 遺 伝 子 発 現 ユ ニ ッ ト か ら 成 る 。 Tet-Offプ ロ
モ ー タ ー の 制 御 下 の codA::upp自 殺 遺 伝 子 か ら 成 る 発 現 ユ ニ ッ ト は 、 BglII制 限 サ イ ト の 下
流 に あ る 。 pSSベ ク タ ー の 第 二 の バ ー ジ ョ ン 、 pSS-hrGFP（ 図 ２ １ ） は 、 一 つ の STAR6エ レ
メ ン ト を STAR8で 置 換 し 及 び 自 殺 遺 伝 子 を 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Stratagene 240059） を コ
ー ド す る hrGFP遺 伝 子 で 置 換 す る こ と に よ っ て 生 成 さ れ た 。 22番 染 色 体 （ Research Geneti
cs 96010-22） か ら の ヒ ト ゲ ノ ム DNAは 、 Sau3AIで 部 分 的 に 消 化 さ れ 、 か つ サ イ ズ フ ラ ク シ
ョ ン 化 さ れ た 。 0.5か ら 10キ ロ 塩 基 対 フ ラ ク シ ョ ン は 、 pSS-codA::uppの BglII部 位 内 に ラ
イ ゲ ー シ ョ ン さ れ た 。 こ の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 1.2キ ロ 塩 基 対 の 平 均 挿 入 サ イ ズ を 有 す る ～ 2
0,000独 立 ク ロ ー ン を 表 わ し た 。 該 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 大 腸 菌 内 で 増 幅 さ れ た 。 増 幅 さ れ た
ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 精 製 さ れ た DNAは 、 標 準 技 術 （ リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ； Life Technologies
18306-019） に よ っ て U-2 OS/Tet-Off細 胞 （ フ ァ ン 　 デ ル 　 フ ラ ッ グ ら 、 2000年 ） 内 に ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。 対 照 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 エ ン プ テ ィ pSS-codA::uppベ
ク タ ー DNAを 使 用 し て 実 行 さ れ 、 2400の ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 コ ロ ニ ー を 生 じ た 。 ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 は 、 高 ド シ サ イ ク リ ン （ 10ng/ml） で ３ 週 間 に わ た り ハ イ グ ロ
マ シ ン 耐 性 （ 25mg/ml） の た め に 選 択 さ れ 、 そ し て 1800の ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 コ ロ ニ ー
は 、 ラ イ ブ ラ リ ー ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン か ら 回 収 さ れ た 。 そ の 後 、 こ れ ら の コ ロ ニ ー は 、
プ ロ ド ラ ッ グ 　 ５ － フ ル オ ロ シ ト シ ン （ 5-FC） を 4日 間 で 5mg/mlの 増 加 に な る よ う に 1mg/m
lで 、 10ng/mlの ド キ シ サ イ ク リ ン 濃 度 で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 3週 間 後 、 全 て の （ 3個 の
弱 く 成 長 す る も の を 除 き ） （ エ ン プ テ ィ pSS-codA::uppで ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ）
対 照 コ ロ ニ ー は 、 死 ん だ ； ラ イ ブ ラ リ ー ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た コ ロ ニ ー の 58が 生 き
残 っ た 。 こ れ ら の コ ロ ニ ー は 、 プ ロ ド ラ ッ グ 処 理 か ら 回 収 さ れ る こ と を 可 能 に し 、 そ し て
さ ら に 培 養 さ れ た 。 ５ － FC耐 性 単 離 物 が 回 収 さ れ 、 該 細 胞 は 溶 解 さ れ 、 そ し て SINCエ レ メ
ン ト を 回 収 す る た め に 、 DNAの 一 部 分 が プ ラ イ マ ー D30及 び D51を 使 用 し PCR増 幅 に 付 さ れ た
。 ６ つ の ５ － FC耐 性 コ ロ ニ ー か ら の PCR生 成 物 は 、 慣 用 の 方 法 （ サ ム ブ ル ッ ク ら 、 1989年
） に よ っ て 、 pBluescript II SK(+) プ ラ ス ミ ド （ Stratagene 212207） の HindIII及 び Xho
I部 位 の 間 で ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 。 候 補 SINCエ レ メ ン ト の DNA配 列 は 、 pBluescriptベ ク タ
ー の た め の 商 業 的 に 入 手 可 能 な プ ラ イ マ ー （ Stratagene 300301及 び 300302） を 使 用 し 、
記 載 さ れ た よ う に 決 定 さ れ た （ 上 述 ） 。 こ れ ら の SINCエ レ メ ン ト の 配 列 は 、 表 ４ Ｂ に あ ら
わ さ れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 6個 の 候 補 SINCエ レ メ ン ト が 、 そ れ ら の 自 然 の 配 向 に お い て プ ラ ス ミ ド pSS-hrGFP内 に ク
ロ ー ニ ン グ さ れ 、 及 び 生 じ た プ ラ ス ミ ド は 、 U-2OS/Tet-Off細 胞 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン さ れ た 。 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 の た め の 選 択 後 、 pSS-hrGFP-SINC形 質 転 換 体 の 集 団 は 、
高 い ド キ シ サ イ ク リ ン 濃 度 （ 10ng/ml） で さ ら に 培 養 さ れ た 。 合 計 の 細 胞 性 RNAは 、 製 造 者
に よ っ て 記 載 さ れ た よ う に 、 RNeasy Mini Kit（ QIAGEN 74104） を 使 用 し て 抽 出 さ れ た 。
こ れ ら の 集 団 に お け る GFP mRNA 豊 富 さ の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 分 析 は 、 標 準 技 術 （ サ ム ブ
ル ッ ク ら 、 1989年 ） を 使 用 し て 評 価 さ れ た 。 GFPプ ロ ー ブ は 、 phrGFP-1に お け る 塩 基 対 690
～ 1419を 含 む BamHI-EcoRIフ ラ グ メ ン ト で あ っ た 。 ブ ロ ッ ト は 、 pSS-hrGFP導 出 さ れ た プ ラ
ス ミ ド コ ピ ー 数 の た め の 対 照 と し て ハ イ グ ロ マ イ シ ン mRNAに つ い て 且 つ 遺 伝 子 的 に コ ー ド
さ れ た mRNA量 の た め の 対 照 と し て ベ ー タ ア ク チ ン に つ い て ま た プ ロ ー ブ さ れ た 。 ハ イ グ ロ
マ イ シ ン プ ロ ー ブ は 、 pREP4(Invitrogen)に お け る 8219～ 10144か ら 伸 張 す る SfuI-Sal Iフ
ラ グ メ ン ト で あ り 、 及 び ベ ー タ － ア ク チ ン プ ロ ー ブ は 、 Clontech, ＃ 9800-1か ら で あ っ た
。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 洗 浄 後 、 該 ブ ロ ッ ト は フ ォ ス フ ァ ー イ メ ー ジ ャ ー ス ク リ ー
ン に さ ら さ れ 、 及 び 放 射 活 性 シ グ ナ ル が 、 BioRad Personal F/X phosphorimagerを 使 用 し
て 可 視 化 さ れ 且 つ 数 値 化 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
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結 果 ：
　 GFPレ ポ ー タ ー 遺 伝 に 近 接 す る ク ロ ー ニ ン グ さ れ た SINCエ レ メ ン ト は 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝
子 転 写 の サ イ レ ン シ ン グ を 導 出 す る で あ ろ う が 、 他 の 遺 伝 子 の 転 写 に 影 響 を 与 え な い で あ
ろ う 。 SINC活 性 の 正 確 な 測 定 は 、 絶 対 的 な GFP発 現 を 単 に 測 定 す る の で は な く て 、 2つ の 参
照 遺 伝 子 （ reference gene） の 発 現 に 相 対 的 な GFPの 発 現 を 決 定 す る こ と に よ り 、 こ の 事
実 を 利 用 す る 。 一 つ の 参 照 遺 伝 子 は 、 pSS-hrGFPプ ラ ス ミ ド （ STARエ レ メ ン ト に よ っ て 定
義 さ れ る ド メ イ ン の 外 側 、 図 21） 上 の ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 で あ り 、 及 び 他 は ゲ ノ
ム ベ ー タ － ア ク チ ン 遺 伝 子 で あ る 。 SINC活 性 は 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 及 び ベ ー タ － ア ク チ ン
シ グ ナ ル に 対 す る GFPシ グ ナ ル の 割 合 に お け る 減 少 と し て RNAブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 数 値 化
さ れ る 。 特 徴 付 け ら れ て い る 候 補 SINCエ レ メ ン ト の う ち 、 あ る も の は 、 GFP転 写 に お い て
有 意 な 相 対 的 な 減 少 を 示 し 、 こ れ ら の DNAは サ イ レ ン ト ク ロ マ チ ン の 形 成 を 導 出 す る こ と
が で き る こ と を 示 す 。 SINC35エ レ メ ン ト （ 表 ４ Ｂ に お い て ラ ベ ル さ れ た PSINCS35） は 、 こ
れ ら の 候 補 の 最 強 の 活 性 を 有 す る 。 そ れ は 、 GFP/ハ イ グ ロ マ イ シ ン 割 合 に お い て 69%減 少
及 び GFP/ベ ー タ － ア ク チ ン シ グ ナ ル に お け る 75%減 少 を も た ら す 。 元 の 明 細 書 中 に 記 載 さ
れ た 他 の 5つ の 候 補 及 び そ の 明 細 書 の 提 出 後 に 分 離 さ れ 且 つ 特 徴 付 け ら れ た 多 数 の 他 の 候
補 SINCエ レ メ ン ト に お け る SINC活 性 の 強 度 は 、 よ り 弱 い 。 そ れ 故 に 、 SINC35は 、 多 様 な バ
イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 的 用 途 に お い て 、 サ イ レ ン ト ク ロ マ チ ン の 導 出 の た め の 有 力 な 遺 伝 的 エ
レ メ ン ト と し て 優 れ た 能 力 を 有 す る 。
【 実 施 例 ２ ０ 】
【 ０ １ ５ ０ 】
STARエ レ メ ン ト は マ ウ ス と ヒ ト の 間 で 保 存 さ れ る
　 ヒ ト ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス （ htt://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway） に 対 す る STAR 
DNA配 列 の BLAT分 析 は 、 こ れ ら の 配 列 の 幾 つ か が ヒ ト ゲ ノ ム の 他 の 領 域 と 高 い 配 列 保 存 を
有 す る こ と を 明 ら か に し た 。 こ れ ら の 複 製 さ れ た 領 域 は 、 候 補 STARエ レ メ ン ト で あ る ； そ
れ ら が STAR活 性 を 示 さ な い 場 合 、 そ れ ら は ク ロ ー ニ ン グ さ れ た STARの パ ラ ロ グ (paralogs)
と 考 え ら れ る （ 2個 の 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子 的 エ レ メ ン ト は 、 そ れ ら が 複 製 イ ベ ン ト か ら 得 ら
れ る 場 合 、 パ ラ ロ ガ ス （ paralogous） で あ る と 言 わ れ る （ リ ー 、 1997年 ） ） 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 マ ウ ス ゲ ノ ム （ http://www.ensembl.org/Mus_musculus/blastview） に 対 す る ヒ ト STAR
の BLAST分 析 は 、 マ ウ ス と ヒ ト と の 間 に 高 い 配 列 保 存 の 領 域 を ま た 表 わ す 。 こ の 配 列 保 存
は 、 65個 の ヒ ト STARエ レ メ ン ト の う ち の 15個 の フ ラ グ メ ン ト に 見 ら れ て い る 。 保 存 は 64%
～ 89%の 範 囲 で あ り 、 141個 の 塩 基 な い し 909塩 基 対 の 長 さ に わ た る （ 表 ８ ） 。 配 列 保 存 の
こ れ ら の 程 度 は 、 注 目 す べ き で あ り 、 こ れ ら の DNA配 列 が マ ウ ス ゲ ノ ム 内 で 同 様 に STAR活
性 を 与 え う る こ と を 示 唆 す る 。 表 ８ の マ ウ ス 及 び ヒ ト ゲ ノ ム か ら の 配 列 の 幾 つ か は 、 オ ル
ト ロ グ （ ortholog） と し て 厳 密 に 定 義 さ れ る （ 2個 の 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子 的 エ レ メ ン ト は 、
そ れ ら が 種 形 成 イ ベ ン ト （ リ ー 、 1997年 ） か ら 得 ら れ る 場 合 、 オ ル ト ロ ガ ス （ orthologou
s） で あ る と 言 わ れ る 。 ） 。 例 え ば 、 STAR6は 、 ヒ ト 及 び マ ウ ス ゲ ノ ム の 両 方 に お い て SLC8
A1及 び HAAO遺 伝 子 の 間 に あ る 。 他 の 場 合 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ヒ ト STARは 、 ヒ ト ゲ ノ ム 内
に パ ラ ロ グ を 有 し 、 そ の オ ル ト ロ グ は マ ウ ス ゲ ノ ム 内 で 識 別 さ れ て い る 。 例 え ば 、 STAR3a
は 、 ヒ ト 15番 染 色 体 の 15q11.2領 域 の フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 こ の 領 域 は 、 ヒ ト 5番 染 色 体 上
の 5q33.3で の DNAフ ラ グ メ ン ト と 96.9%同 一 性 が あ り （ パ ラ ロ ガ ス ） 、 そ れ は IL12B　 イ ン
タ ー ロ イ キ ン 遺 伝 子 に 近 い 。 こ れ ら の ヒ ト DNAは 、 マ ウ ス 11番 染 色 体 上 の 11B2領 域 の フ ラ
グ メ ン ト と ほ ぼ 80%同 一 性 を 共 有 す る 。 該 11B2フ ラ グ メ ン ト は 、 （ マ ウ ス ） IL12Bイ ン タ ー
ロ イ キ ン 遺 伝 子 に も 近 い 。 そ れ 故 に STAR3a及 び マ ウ ス 11B2フ ラ グ メ ン ト は 、 パ ラ ロ グ と し
て 厳 密 に 定 義 さ れ う る 。 マ ウ ス 及 び ヒ ト ゲ ノ ム に お け る 高 い 配 列 保 存 の 領 域 の 間 で STAR活
性 が 共 有 さ れ る と い う 仮 説 を 試 験 す る た め に 、 マ ウ ス に お け る 保 存 さ れ た 配 列 を 有 す る ヒ
ト STARの 一 つ 、 STAR18が よ り 詳 細 に 解 析 さ れ た 。 オ リ ジ ナ ル の STAR18ク ロ ー ン で 検 出 さ れ
た マ ウ ス ゲ ノ ム に お け る 配 列 保 存 は 、 約 500塩 基 対 の た め に ヒ ト 2番 染 色 体 上 で 左 側 に 伸 び
る （ 図 ２ ２ ； 左 及 び 右 は 、 2番 染 色 体 の ア ー ム の 標 準 記 述 に 関 連 す る ） 。 こ の 実 施 例 で は
、 我 々 は 、 配 列 保 存 の 領 域 が 、 オ リ ジ ナ ル の ク ロ ー ン よ り も 長 さ に お い て よ り 伸 張 す る 「
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ヒ ト 」 に お け る 「 自 然 に 生 じ る （ naturally occurring） 」 STARエ レ メ ン ト を 定 義 す る か
ど う か を 試 験 す る 。 我 々 は 、 こ の STARエ レ メ ン ト の STAR機 能 が マ ウ ス 及 び ヒ ト の 間 に 保 存
さ れ る か ど う か を ま た 試 験 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
材 料 及 び 方 法 ：
　 STAR18の 周 り の マ ウ ス /ヒ ト 配 列 保 存 の 領 域 は 、 PCR増 幅 に よ っ て ヒ ト BACク ロ ー ン RP11-
387A1か ら 3つ の フ ラ グ メ ン ト と し て 回 収 さ れ た ： 完 全 な 領 域 （ プ ラ イ マ ー E93及 び E94） 、
左 方 向 の 半 分 （ プ ラ イ マ ー E93及 び E92） 、 及 び 右 方 向 の 半 分 （ プ ラ イ マ ー E57及 び E94） 。
相 同 な マ ウ ス 領 域 か ら の 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト が 、 同 一 の 様 式 で BACク ロ ー ン  RP23-400H1
7か ら 回 収 さ れ た （ 夫 々 、 プ ラ イ マ ー E95及 び E98、 E95及 び E96、 並 び に E97及 び E98） 。 全
て の フ ラ グ メ ン ト は 、 pSelectベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 且 つ U-2 OS/Tet-Off/LexA
-HP1細 胞 株 （ 上 述 ） 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 に 、 ハ イ
グ ロ マ イ シ ン 選 択 は 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 を 選 択 す る た め に 実 行 さ れ た 。 Le
xA-HP1タ ン パ ク 質 は 、 ド キ シ サ イ ク リ ン 濃 度 を 低 く す る こ と に よ っ て 導 出 さ れ 、 且 つ 抗 生
物 質 ゼ オ シ ン に 耐 え る （ STAR活 性 の 尺 度 ） た め の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 の 能 力
が 、 細 胞 成 長 を 監 視 す る こ と に よ っ て 評 価 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
結 果 ：
　 オ リ ジ ナ ル STAR18ク ロ ー ン は 、 ゼ オ シ ン 耐 性 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ を 防 止 す る そ の 能
力 に 基 づ き 、 pSelectベ ク タ ー 内 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ た 、 Sau3AI消 化 さ れ た ヒ ト DNAか ら
分 離 さ れ た 。 マ ウ ス ゲ ノ ム を 有 す る ヒ ト STAR18ク ロ ー ン （ 497塩 基 対 ） の 配 列 は 、 オ ル ト
ロ ガ ス ヒ ト 及 び マ ウ ス STAR18領 域 の 間 に 高 い 配 列 類 似 性 （ 72%） を 示 し た 。 そ れ は 、 ク ロ
ー ニ ン グ さ れ た 領 域 の 左 端 を 定 義 す る Sau3AI部 位 の 直 接 左 側 に 488塩 基 対 伸 張 す る 領 域 に
お い て 高 い 類 似 性 （ 73%） を ま た 明 ら か に し た 。 こ れ ら の 領 域 の 外 で 、 ヒ ト と マ ウ ス DNAの
間 の 配 列 類 似 性 は 、 60%以 下 に 落 ち る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 図 ２ ２ に 示 さ れ て い る よ う に 、 ヒ ト 及 び マ ウ ス STAR18エ レ メ ン ト の 両 方 が 、 lexA-HP1リ
プ レ ッ サ ー タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 に ゼ オ シ ン に 対 す る 生 存 を 与 え る 。 オ リ ジ ナ ル
の 497個 塩 基 対 STAR18ク ロ ー ン 及 び そ の マ ウ ス オ ル ト ロ グ は い ず れ も 、 成 長 す る 能 力 を 与
え る （ 図 ２ ２ 、 ａ 及 び ｄ ） 。 両 方 の ゲ ノ ム か ら の 高 い 類 似 性 の 近 接 す る 488個 塩 基 対 領 域
は ま た 、 成 長 す る 能 力 を 与 え 、 及 び 事 実 そ れ ら の 成 長 表 現 型 は オ リ ジ ナ ル の STAR18ク ロ ー
ン の そ れ よ り も よ り 強 健 で あ る （ 図 ２ ２ 、 ｂ 及 び ｅ ） 。 配 列 類 似 性 の 全 領 域 が 試 験 さ れ た
場 合 、 マ ウ ス と ヒ ト の 両 方 か ら の こ れ ら の DNAは 成 長 を 与 え 、 及 び 成 長 表 現 型 は 、 2つ の サ
ブ － フ ラ グ メ ン ト よ り も よ り 強 健 で あ る （ 図 ２ ２ 、 ｃ 及 び ｆ ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ヒ ト ST
AR18の STAR活 性 は マ ウ ス か ら の そ の オ ル ト ロ グ 内 に 保 存 さ れ る こ と を 示 し て い る 。 こ れ ら
オ ル ト ロ ガ ス 領 域 間 の 高 い 配 列 保 存 は 特 に 注 目 に 値 し 、 な ぜ な ら ば そ れ ら は タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る 配 列 で は な い た め で あ り 、 そ れ ら は 変 異 を 通 じ る そ れ ら の 進 化 的 多 様 性 を 防 い
で い る あ る 調 節 機 能 を 有 す る と い う 結 論 を 導 く 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 こ の 分 析 は 、 オ リ ジ ナ ル の ス ク リ ー ニ ン グ ・ プ ロ グ ラ ム に よ っ て 識 別 さ れ た ク ロ ー ニ ン
グ さ れ た STARエ レ メ ン ト が 、 あ る 場 合 に お い て 部 分 的 な STARエ レ メ ン ト を 表 す か も 知 れ ず
、 且 つ そ れ ら が そ の 中 に 埋 め 込 ま れ る と こ ろ の ゲ ノ ム DNAの 分 析 は よ り 強 力 な STAR活 性 を
有 す る 配 列 を 識 別 す る こ と が で き る と い う こ と を 示 す 。
【 実 施 例 ２ １ 】
【 ０ １ ５ ６ 】
STARエ レ メ ン ト は 特 徴 的 な DNA配 列 モ チ ー フ を 含 む
　 STARエ レ メ ン ト は 、 導 入 遺 伝 子 発 現 の 観 点 に お い て そ れ ら の 抗 抑 制 表 現 型 に 基 づ き 分 離
さ れ る 。 こ の 抗 抑 制 表 現 タ イ プ は 、 STARエ レ メ ン ト に 関 連 付 け ら れ る ク ロ マ チ ン 形 成 を 調
節 す る 基 礎 的 な 生 化 学 的 プ ロ セ ス を 反 映 す る 。 こ れ ら の プ ロ セ ス は 、 典 型 的 に 配 列 特 異 的
で あ り 且 つ タ ン パ ク 質 結 合 又 は DNA構 造 か ら 生 じ る 。 こ れ は 、 STARエ レ メ ン ト が DNA配 列 類
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似 性 を 共 有 す る こ と を 示 唆 す る 。 STARエ レ メ ン ト 間 の 配 列 類 似 性 の 識 別 は 、 機 能 的 ス ク リ
ー ン 及 び テ ス ト に よ っ て す で に 識 別 さ れ て い る エ レ メ ン ト の 特 徴 で あ る 配 列 モ チ ー フ を 提
供 す る 。 該 配 列 モ チ ー フ は 、 そ の 機 能 が 本 特 許 の 請 求 項 に 一 致 す る と こ ろ の 新 し い STARエ
レ メ ン ト を 認 識 し 且 つ 請 求 す る た め に ま た 有 益 で あ る 。 該 機 能 は 、 真 核 宿 主 細 胞 内 で 発 現
さ れ る 導 入 遺 伝 子 の 改 善 さ れ た 収 率 及 び 安 定 性 を 含 む 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 STARエ レ メ ン ト を 特 徴 付 け る 配 列 モ チ ー フ を 識 別 す る 他 の 利 点 は 、 ： （ １ ） ゲ ノ ム デ ー
タ ベ ー ス に お け る 新 し い STARエ レ メ ン ト の 予 測 及 び 識 別 の た め の 探 索 モ チ ー フ の 提 供 、 （
２ ） エ レ メ ン ト の 修 飾 の た め の 理 論 的 根 拠 の 提 供 及 び （ ３ ） STAR活 性 の 機 能 的 分 析 の た め
の 情 報 の 提 供 を 含 む 。 バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ッ ク ス を 使 用 し 、 STARエ レ メ ン ト 間 の 配 列 類
似 性 が 識 別 さ れ た ； 該 結 果 は 、 本 実 施 例 で 表 わ さ れ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ッ ク ス 及 び 統 計 的 背 景 。
　 調 節 DNAエ レ メ ン ト は 、 配 列 特 異 的 DNA結 合 性 タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 を 介 し て 典 型 的 に
機 能 す る 。 DNAエ レ メ ン ト 例 え ば そ の 調 節 特 性 が 識 別 さ れ て い る が そ の 相 互 作 用 タ ン パ ク
質 が 知 ら れ て い な い と こ ろ の STARエ レ メ ン ト の バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ッ ク ス 分 析 は 、 配 列
モ チ ー フ の 識 別 の た め の 統 計 学 的 ア プ ロ ー チ を 要 求 す る 。 こ れ は 、 参 照 配 列 （ 例 え ば 完 全
な ヒ ト ゲ ノ ム ） と 比 較 し て 、 調 節 DNAエ レ メ ン ト （ 例 え ば STARエ レ メ ン ト ） の セ ッ ト に お
い て 過 剰 に 現 れ て い る 短 い DNA配 列 パ タ ー ン を 検 出 す る 方 法 に よ っ て 達 成 さ れ う る 。 該 方
法 は 、 各 調 節 エ レ メ ン ト に お け る パ タ ー ン の 観 察 さ れ た 、 及 び 予 想 さ れ た 事 象 の 数 を 決 定
す る 。 予 想 さ れ た 事 象 の 数 は 、 参 照 配 列 に お け る 各 パ タ ー ン の 観 察 さ れ た 事 象 の 数 か ら 計
算 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 DNA配 列 パ タ ー ン は 、 所 定 の 長 さ 例 え ば 6塩 基 対 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ り う る 。 最 も
簡 単 な 分 析 に お い て 、 4つ の ヌ ク レ オ チ ド （ A、 C、 G及 び T） か ら 成 る 6塩 基 対 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド （ 六 量 体 ） に と っ て 、 4 6 ＝ 4096の 区 別 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ AAAAAA～ TTTTTT
ま で の 全 て の 組 み 合 わ せ ） が あ る 。 調 節 配 列 及 び 参 照 配 列 が 完 全 に ラ ン ダ ム で あ り 且 つ A
、 C、 G及 び Tヌ ク レ オ チ ド の 等 し い 割 合 を 有 し た 場 合 、 各 六 量 体 の 予 想 さ れ た 頻 度 は 、 1/4
096（ ～ 0.00024） で あ る 。 し か し な が ら 、 参 照 配 列 に お け る 各 六 量 体 の 実 際 の 頻 度 は 、 G
： C塩 基 対 な ど の 含 量 に お け る か た よ り の 故 に こ れ よ り も 典 型 的 に は 異 な る 。 そ れ 故 に 、
参 照 配 列 に お け る 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 頻 度 は 、 パ タ ー ン の た め の 「 頻 度 テ ー ブ ル 」 を
生 成 す る た め に 、 数 え る こ と に よ っ て 経 験 的 に 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 そ の 後 、 参 照 配 列 の 該 パ タ ー ン 頻 度 テ ー ブ ル は 、 調 節 エ レ メ ン ト セ ッ ト に お け る 各 パ タ
ー ン の 事 象 の 予 想 さ れ た 頻 度 を 計 算 す る た め に 使 用 さ れ る 。 予 想 さ れ た 頻 度 は 、 パ タ ー ン
の 事 象 の 観 察 さ れ た 頻 度 と 比 較 さ れ る 。 セ ッ ト に お け る 「 過 剰 に 表 わ さ れ て い る （ over-r
epresented） 」 パ タ ー ン が 識 別 さ れ る ； 例 え ば 、 六 量 体 ACGTGAが 、 20キ ロ 塩 基 対 の 配 列 に
お い て 5回 生 じ る こ と を 予 想 さ れ る が 、 15回 生 じ る こ と を 観 察 さ れ る な ら 、 そ れ は 3倍 過 剰
に 表 わ さ れ て い る 。 エ レ メ ン ト が ゲ ノ ム 全 体 と 同 一 の 六 量 体 組 成 を 有 し て い た 場 合 、 そ の
六 量 体 配 列 パ タ ー ン の 該 15事 象 の 10回 が 調 節 エ レ メ ン ト 内 に 予 想 さ れ な い 。 い っ た ん 過 剰
に 表 わ さ れ て い る パ タ ー ン が 識 別 さ れ た な ら 、 統 計 テ ス ト は そ れ ら の 過 剰 表 現 が 有 意 で あ
る か 又 は 偶 然 に よ る も の か ど う か を 決 定 す る た め に 適 用 さ れ る 。 こ の テ ス ト の た め に 、 有
意 性 イ ン デ ッ ク ス 、 「 sig」 が 各 パ タ ー ン の た め に 計 算 さ れ る 。 有 意 性 イ ン デ ッ ク ス は 、
各 パ タ ー ン の 事 象 の 蓋 然 性 か ら 導 出 さ れ 、 そ れ は 2項 分 布 に よ っ て 見 積 も ら れ る 。 蓋 然 性
は 可 能 な パ タ ー ン （ 六 量 体 に つ い て 4096） の 数 を 考 慮 す る 。 最 も 高 い sig値 は 、 最 も 過 剰
に 表 わ さ れ て い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る （ フ ァ ン 　 ヘ ル デ ン ら 、 1998年 ） 。 実 務
に お い て 、 sig＞ ＝ 0で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 過 剰 に 表 わ さ れ て い る と 考 え ら れ る 。
sig＞ ＝ 0で あ る パ タ ー ン は 、 調 節 エ レ メ ン ト 配 列 の セ ッ ト に お い て 一 回 の 機 会 （ ＝ 10 0 ）
に よ り 過 剰 に 表 れ る こ と が あ り う る 。 し か し な が ら 、 sig＞ ＝ １ で パ タ ー ン が 、 10（ ＝ 10 1

） 配 列 セ ッ ト に い て 一 回 、 sig＞ ＝ ２ で 100（ ＝ 10 2 ） 配 列 セ ッ ト に お い て 一 回 な ど と 過 剰
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に 表 わ さ れ る こ と が 予 想 さ れ る 。 調 節 エ レ メ ン ト セ ッ ト に お い て 有 意 に 過 剰 に 表 わ さ れ て
い る パ タ ー ン は 、 分 類 の た め の モ デ ル 及 び 調 節 エ レ メ ン ト 配 列 予 測 を 展 開 す る た め に 使 用
さ れ る 。 こ れ は 、 判 別 式 分 析 （ Discriminant Analysis） 、 い わ ゆ る 当 業 者 に 知 ら れ た 統
計 的 分 類 （ ヒ ュ ベ ル テ ィ 、 1994年 ） の 「 管 理 さ れ た （ supervised） 」 方 法 を 使 用 す る 。 判
別 式 分 析 に お い て 、 既 知 の 又 は 分 類 さ れ た 項 目 （ 例 え ば 、 STARエ レ メ ン ト ） の セ ッ ト は 、
特 定 の 変 異 体 （ 例 え ば 配 列 パ タ ー ン 例 え ば 六 量 体 ） に 基 づ き そ れ ら の 項 目 を 認 識 す る た め
の モ デ ル を 「 ト レ ー ニ ン グ す る （ train） 」 た め に 使 用 さ れ る 。 次 に 、 ト レ ー ニ ン グ さ れ
た モ デ ル は 、 他 の 項 目 が 既 知 の 項 目 の セ ッ ト に 属 す る よ う に 分 類 さ れ る べ き で あ る （ 例 え
ば 、 DNA配 列 が STARエ レ メ ン ト で あ る ） か ど う か を 予 測 す る た め に 使 用 さ れ る 。 こ の 実 施
例 で は 、 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る 既 知 の 項 目 が 、 STARエ レ メ ン ト （ ポ ジ テ ィ ブ な ト レ
ー ニ ン グ セ ッ ト ） で あ る 。 そ れ ら は 、 STARエ レ メ ン ト と 同 じ 長 さ を 有 す る ゲ ノ ム （ ネ ガ テ
ィ ブ な ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト ） か ら ラ ン ダ ム に 選 択 さ れ る 配 列 と 対 照 さ れ る 。 判 別 式 分 析 は
、 ポ ジ テ ィ ブ を 区 別 す る 変 異 体 の セ ッ ト に 基 づ き ネ ガ テ ィ ブ か ら ポ ジ テ ィ ブ を 区 別 す る た
め の 基 準 を 確 立 す る ； こ の 実 施 例 で は 、 変 異 体 は 、 有 意 に 過 剰 に 表 わ さ れ て い る パ タ ー ン
（ 例 え ば 、 六 量 体 ） で あ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 過 剰 に 表 わ さ れ て い る パ タ ー ン の 数 が ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト の サ イ ズ と 比 較 し て 高 い 場 合
に 、 該 モ デ ル は 過 剰 な ト レ ー ニ ン グ に よ り バ イ ア ス を か け ら れ う る 。 過 剰 ト レ ー ニ ン グ は
、 変 異 体 の フ ォ ワ ー ド ス テ ッ プ ワ イ ズ 選 択 を 適 用 す る こ と に よ っ て 回 避 さ れ る （ ヒ ュ ベ ル
テ ィ 、 1994年 ） 。 ス テ ッ プ ワ イ ズ 判 別 式 分 析 の 目 標 は 、 ポ ジ テ ィ ブ と ネ ガ テ ィ ブ と の 間 で
最 大 の 区 別 を 提 供 す る 変 異 体 の 最 小 数 を 選 択 す る こ と で あ る 。 該 モ デ ル は 、 ポ ジ テ ィ ブ な
及 び ネ ガ テ ィ ブ な ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る 項 目 を 適 切 に 分 類 す る そ れ ら の 能 力 に つ い
て 変 異 体 を 一 つ ず つ 評 価 す る こ と に よ り ト レ ー ニ ン グ さ れ る 。 こ れ は 、 モ デ ル へ の 新 し い
変 異 体 の 追 加 が モ デ ル の 予 言 的 な 力 を 有 意 に 増 加 す る こ と の な い ま で （ す な わ ち 、 分 類 エ
ラ ー 割 合 が 最 小 化 さ れ る ま で ） 行 わ れ る 。 次 に 、 こ の 最 適 化 さ れ た モ デ ル は 、 「 新 し い 」
項 目 が ポ ジ テ ィ ブ か 又 は ネ ガ テ ィ ブ か を 予 測 す る た め の 試 験 を す る た め に 使 用 さ れ る （ ヒ
ュ ベ ル テ ィ 、 1994年 ） 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 複 雑 な 項 目 例 え ば DNA配 列 に と っ て 、 ポ ジ テ ィ ブ ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト の あ る エ レ メ ン ト
が ネ ガ テ ィ ブ （ 偽 の ネ ガ テ ィ ブ ） と し て 分 類 さ れ 、 及 び ネ ガ テ ィ ブ ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト の
あ る メ ン バ ー は ポ ジ テ ィ ブ （ 偽 の ポ ジ テ ィ ブ ） と し て 分 類 さ れ る で あ ろ う こ と は 、 分 類 統
計 に お い て 固 有 で あ る 。 ト レ ー ニ ン グ さ れ た モ デ ル が 、 新 し い 項 目 を テ ス ト す る た め に 適
用 さ れ る 場 合 、 同 じ タ イ プ の 誤 分 類 が 生 じ る こ と が 予 想 さ れ る 。 明 細 書 中 に 記 載 し た バ イ
オ イ ン フ ォ マ テ ィ ッ ク ス 方 法 に お い て 、 第 １ の ス テ ッ プ 、 パ タ ー ン 頻 度 分 析 は 、 配 列 パ タ
ー ン の 大 き な セ ッ ト （ 例 え ば 、 合 計 4096六 量 体 ） を 、 有 意 に 過 剰 に 表 わ さ れ た パ タ ー ン の
最 小 セ ッ ト （ 例 え ば 100六 量 体 ） に ま で 減 少 す る ； 第 ２ の ス テ ッ プ 、 ス テ ッ プ ワ イ ズ 判 別
式 分 析 は 、 過 剰 に 表 わ さ れ た パ タ ー ン の セ ッ ト を 、 最 大 の 判 別 力 を 有 す る そ れ ら の パ タ ー
ン の サ ブ セ ッ ト （ 例 え ば 、 5～ 10六 量 体 ） に ま で 減 少 す る 。 そ れ 故 に 、 こ の ア プ ロ ー チ は
、 調 節 DNAエ レ メ ン ト 例 え ば STARエ レ メ ン ト を 識 別 す る た め の 、 簡 単 且 つ 強 力 な 基 準 を 提
供 す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 DNA結 合 性 タ ン パ ク 質 は 、 そ れ ら が 占 領 す る 結 合 部 位 の タ イ プ に 基 づ き 区 別 さ れ う る 。
あ る も の は 隣 接 し て い る 配 列 を 認 識 す る ； こ の タ イ プ の タ ン パ ク 質 に と っ て 、 長 さ 6塩 基
対 （ 六 量 体 ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る パ タ ー ン は 、 バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス 分 析 に
と っ て 実 り の あ る も の で あ る （ フ ァ ン 　 ヘ ル デ ン ら 、 1998年 ） 。 他 の タ ン パ ク 質 は 、 二 分
染 色 体 を 配 列 決 定 す る た め に 結 合 す る ： 接 触 は 、 固 定 さ れ た 幅 の 非 保 存 領 域 に よ っ て 分 離
さ れ た 高 く 保 存 さ れ た ト リ ヌ ク レ オ チ ド の 対 の 間 に 作 成 さ れ る （ フ ァ ン 　 ヘ ル デ ン ら 、 20
00年 ） 。 二 分 染 色 体 結 合 性 タ ン パ ク 質 に よ っ て 結 合 さ れ て い る か も 知 れ な い STARエ レ メ ン
ト に お け る 配 列 を 識 別 す る た め に 、 頻 度 分 析 が こ の タ イ プ の パ タ ー ン の た め に 行 わ れ 、 こ
こ で 二 つ の ト リ ヌ ク レ オ チ ド 間 の ス ペ ー ス は 0～ 20で 変 化 さ れ る （ す な わ ち 、 XXXN{0-20}X
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XX、 こ こ で Xは ト リ ヌ ク レ オ チ ド を 構 成 す る 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び Nは 長 さ に お い て 0
～ 20塩 基 対 の ラ ン ダ ム ヌ ク レ オ チ ド で あ る ） 。 二 分 染 色 体 頻 度 分 析 の 結 果 は 、 上 記 し た よ
う に 線 形 判 別 式 分 析 の た め に ま た 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
材 料 及 び 方 法 ：
　 元 の 特 許 出 願 に 記 載 さ れ て い る 遺 伝 子 的 ス ク リ ー ン を 使 用 し 、 66個 の STARエ レ メ ン ト が
ヒ ト ゲ ノ ム DNAか ら 最 初 に 分 離 さ れ 、 且 つ 詳 細 に （ 表 ６ ） 特 徴 付 け ら れ た 。 該 ス ク リ ー ン
は 、 胎 座 （ Clontech 6550-1） か ら 精 製 さ れ た 又 は バ ク テ リ ア の /P１ 染 色 体 （ BAC/PAC） 人
工 染 色 体 内 に 運 ば れ て い る 、 ヒ ト ゲ ノ ム DNAの Sau3AI消 化 に よ っ て 構 築 さ れ た 遺 伝 子 ラ イ
ブ ラ リ ー 上 で 実 行 さ れ た 。 BAC/PACク ロ ー ン は 、 1番 染 色 体 の 領 域 （ ク ロ ー ン  RP1154H19及
び RP3328E19） か ら の 、 相 同 異 質 遺 伝 子 （ ク ロ ー ン  RP1167F23、 RP1170019及 び RP11387A1
） の HOXク ラ ス タ ー か ら の 又 は ヒ ト 22番 染 色 体 （ Research Genetics 96010-22） か ら の ゲ
ノ ム DNAを 含 む 。 該 DNAは サ イ ズ フ ラ ク シ ョ ン さ れ 、 そ し て 0.5～ 2kbサ イ ズ フ ラ ク シ ョ ン は
、 標 準 技 術 （ サ ム ブ ル ッ ク ら 、 1989年 ） に よ っ て 、 BamHI-消 化 さ れ た pSelectベ ク タ ー 内
に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ た 。 低 い ド キ シ サ イ ク リ ン 濃 度 で ゼ オ シ ン に 対 す る 耐 性 を 与 え た ヒ
ト ゲ ノ ム DNAを 含 む pSelectプ ラ ス ミ ド が 分 離 さ れ 且 つ 大 腸 菌 内 で 増 殖 さ れ た 。 表 ６ の STAR
エ レ メ ン ト を 生 じ た ス ク リ ー ン は 、 ヒ ト ゲ ノ ム の ほ ぼ 1～ 2％ を ア ッ セ イ し た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 こ れ ら 66個 の プ ラ ス ミ ド 内 の ヒ ト ゲ ノ ム DNAは 挿 入 物 は 、 Beckman CEQ2000 automated D
NA sequencerを 使 用 し 製 造 者 の 指 示 書 を 用 い て 、 ジ デ オ キ シ 法 （ サ ン ガ ー ら 、 1977年 ） に
よ っ て シ ー ケ ン ス さ れ た 。 簡 単 に 言 え ば 、 DNAは 、 QIAprep Spin Miniprep及 び プ ラ ス ミ ド
 Midi Kits（ 夫 々 、 QIAGEN 27106及 び 12145） を 使 用 し 、 大 腸 菌 か ら 精 製 さ れ た 。 サ イ ク
ル シ ー ケ ン シ ン グ （ cycle sequencing） が 、 染 料 タ ー ミ ネ ー タ ー （ CEQ Dye Terminator C
ycle Sequencing Kit, Beckmann 608000） の 存 在 に お い て 、 pSelectベ ク タ ー （ プ ラ イ マ
ー 　 D89及 び D95、 表 ５ ） に 対 応 す る カ ス タ ム オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て 実 行 さ れ た 。
組 み 立 て ら れ た STARDNA配 列 は 、 BLAT（ Basic Local Alignment Tool（ ケ ン ト 、 2002年 ）
） ； http://gonome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway； 表 ６ ） を 使 用 し 、 ヒ ト ゲ ノ ム （ デ ー タ
ベ ー ス は 。 2001年 8月 に 作 成 さ れ た ） 内 に 配 置 さ れ た 。 全 体 と し て 、 一 緒 に さ れ た STAR配
列 は 、 平 均 長 1.3キ ロ 塩 基 対 と と も に 、 85.6キ ロ 塩 基 対 を 含 む 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 ヒ ト ゲ ノ ム DNA内 の STARエ レ メ ン ト を 区 別 す る 配 列 モ チ ー フ は 、 2段 階 の 工 程 を 使 用 し て
バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ッ ク ス 分 析 に よ っ て 、 次 の よ う に （ 図 式 的 な 図 の 図 ２ ３ を 参 照 ） 識
別 さ れ た 。 分 析 は ２ つ の 入 力 デ ー タ セ ッ ト を 有 す る ： （ １ ） STARエ レ メ ン ト （ STAR１ － ST
AR65が 使 用 さ れ た ； 表 ６ ） の DNA配 列 、 及 び （ ２ ） ヒ ト ゲ ノ ム の DNA配 列 （ 1番 染 色 体 を 除
き 、 そ れ は そ の 大 き い サ イ ズ に よ り 含 む こ と が 実 現 不 可 能 で あ っ た ； 二 分 染 色 体 分 析 に と
っ て 、 ヒ ト ゲ ノ ム DNA配 列 の ラ ン ダ ム サ ブ セ ッ ト （ ～ 27Mb） が 使 用 さ れ た ） 。
【 ０ １ ６ ７ 】
パ タ ー ン 頻 度 分 析 ：
　 分 析 に お け る 第 １ の ス テ ッ プ は 、 RSA-Toolsソ フ ト ウ ェ ア （ 調 節 配 列 分 析 ツ ー ル ； http:
//www.ucmb.ulb.ac.be/bioinfomatics/rsa-tools/； 参 照 （ フ ァ ン 　 ヘ ル デ ン ら 、 1998年
； フ ァ ン 　 ヘ ル デ ン ら 、 2000年 、 フ ァ ン 　 ヘ ル デ ン ら 、 2000年 ） を 使 用 し 、 下 記 の 情 報 を
決 定 す る ： （ １ ） ヒ ト ゲ ノ ム 内 の 全 て の 二 分 染 色 体 及 び 六 量 体 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 頻 度
； （ ２ ） 65個 の STARエ レ メ ン ト に お け る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 二 分 染 色 体 の 頻 度 ； 及 び
（ ３ ） ゲ ノ ム と 比 較 し て STARエ レ メ ン ト 内 の 過 剰 に 表 わ さ れ た そ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 及 び 二 分 染 色 体 の 有 意 性 イ ン デ ッ ク ス 。 対 照 分 析 は 、 表 ６ の STARエ レ メ ン ト の 長 さ に 一
致 す る ヒ ト ゲ ノ ム （ す な わ ち 、 2689× 10 3 キ ロ 塩 基 対 ） ） か ら ラ ン ダ ム に 選 択 さ れ た 65個
の 配 列 で 行 わ れ た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
判 別 式 分 析 ：
　 過 剰 に 表 わ さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 二 分 染 色 体 は 、 線 形 判 別 式 分 析 （ ヒ ュ ー ベ ル
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テ ィ 、 1994年 ） に よ る STARエ レ メ ン ト の 予 測 の た め の モ デ ル を ト レ ー ニ ン グ す る た め に 使
用 さ れ た 。 変 異 体 の 予 備 選 択 は 、 頻 度 分 析 の 過 剰 に 表 わ さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ olig
os） 又 は 二 分 染 色 体 か ら 最 高 の 夫 々 の 判 別 力 を 有 す る 50個 の パ タ ー ン を 選 択 す る こ と に よ
っ て 実 行 さ れ た 。 次 に 、 こ れ ら の 予 備 選 択 さ れ た 変 異 体 は 、 変 異 体 の 最 も 判 別 で き る 組 み
合 わ せ を 選 択 す る た め に （ ヒ ュ ベ ル テ ィ 、 1994年 ） 、 ス テ ッ プ ワ イ ズ 線 形 判 別 式 分 析 に お
け る モ デ ル ト レ ー ニ ン グ の た め に 使 用 さ れ た 。 変 異 体 選 択 は 、 分 類 エ ラ ー 割 合 （ 誤 っ た ネ
ガ テ ィ ブ 分 類 の パ ー セ ン ト ） を 最 小 化 す る こ と に 基 づ い て い た 。 さ ら に 、 予 想 さ れ る エ ラ
ー 割 合 は 、 （ 誤 っ た ポ ジ テ ィ ブ 分 類 の パ ー セ ン ト を 最 小 化 す る ） ラ ン ダ ム 配 列 の 対 照 セ ッ
ト に 対 す る 同 一 の 判 別 ア プ ロ ー チ を 適 用 す る こ と に よ っ て 見 積 も ら れ た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 判 別 式 分 析 の ト レ ー ニ ン グ 段 階 か ら の 予 測 モ デ ル は 、 ２ つ の 方 法 で テ ス ト さ れ た 。 第 １
に 、 モ デ ル （ ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト ） を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ た STARエ レ メ ン ト 及 び ラ ン
ダ ム 配 列 が 分 類 さ れ た 。 第 ２ に 、 19個 の 候 補 STARエ レ メ ン ト （ 上 記 し た よ う に 、 ゼ オ シ ン
選 択 に よ っ て 最 近 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ） の コ レ ク シ ョ ン に お け る 配 列 が 分 類 さ れ た 。 こ れ
ら 候 補 STARエ レ メ ン ト は 、 表 １ １ （ 配 列 ID:67-84） に リ ス ト さ れ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
結 果 ：
　 パ タ ー ン 頻 度 分 析 は 、 参 照 配 列 と し て ヒ ト ゲ ノ ム を 使 用 し 、 65個 の STARエ レ メ ン ト に 対
し て RSA－ Toolsで 実 行 さ れ た 。 166個 の 六 量 体 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ゲ ノ ム 全 体 （ 表 ９
） と 比 較 し て STARエ レ メ ン ト の セ ッ ト 内 で 過 剰 に 表 わ さ れ る （ sig＞ ＝ 0） こ と が 見 つ か っ
た 。 最 も 大 き く 過 剰 に 表 わ さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 　 CCCCACは 、 65個 の STARエ レ メ ン ト
間 で 107回 生 じ 、 し か し 49回 の み 生 じ る こ と が 予 想 さ れ る 。 そ れ は 8.76の 有 意 性 係 数 を 有
す る ； 言 い 換 え れ ば 、 そ の 過 剰 に 表 わ さ れ た こ と が ラ ン ダ ム 偶 然 に よ る も の で あ る こ と の
蓋 然 性 は 、 1／ 10 8 . 7 6 、 す な わ ち 5億 回 に １ 回 よ り も 少 な い 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 95個 は 、 １ よ り も 大 き い 有 意 性 係 数 を 有 し 、 及 び そ れ 故 に STARエ
レ メ ン ト に お い て 高 く 過 剰 に 表 わ さ れ て い る 。 過 剰 に 表 わ さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の う
ち 、 そ れ ら の 観 察 さ れ た 、 及 び 予 想 さ れ た 事 象 は 、 夫 々 6及 び 1（ オ リ ゴ 163に つ い て 、 CGC
GAA、 sig=0.02） か ら 133及 び 95（ オ リ ゴ 120に つ い て 、 CCCAGG、 sig=0.49） ま で の 範 囲 で
あ る 。 予 想 さ れ た 事 象 に お け る 相 違 は 、 フ ァ ク タ ー 例 え ば ヒ ト ゲ ノ ム の G： C含 量 を 反 映 す
る 。 そ れ 故 に 、 そ れ ら の 事 象 の 数 に お け る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 間 の 相 違 は 、 そ れ ら の 過 剰
に 表 わ さ れ て い る こ と よ り も 重 要 で は な い ； 例 え ば 、 オ リ ゴ ２ （ CAGCGG） は 36/9＝ 4倍 過
剰 に 表 わ さ れ て お り 、 そ れ は 5千 万 回 に 1回 の ラ ン ダ ム チ ャ ン ス （ sig=7.75） の 蓋 然 性 を 有
す る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 表 ９ は 、 夫 々 の 過 剰 に 表 わ さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 見 つ か っ た と こ ろ の STARエ レ メ
ン ト の 数 を ま た 表 わ す 。 例 え ば 、 最 も 重 要 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ １ （ CCCCAC） は
107回 生 じ 、 し か し 51個 の STARの み に お い て 見 つ か っ て い る 。 す な わ ち 、 そ れ は 平 均 し て S
TARあ た り 2コ ピ ー と し て 生 じ る 。 最 も 少 な く 豊 富 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 番 号 166（ AATCG
G） は 、 平 均 し て STARあ た り 単 一 の コ ピ ー と し て 生 じ る （ 11個 の STAR上 で 13個 の 事 象 ） ；
単 一 の コ ピ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は し ば し ば 、 特 に 比 較 的 低 い 豊 富 さ の オ リ ゴ を 生 じ る 。
他 の 極 端 な 場 合 、 オ リ ゴ 4（ CAGCCC） は そ れ が 見 つ け ら れ る と こ ろ の STAR（ 37個 の STAR）
に お い て 平 均 3回 生 じ る 。 最 も 広 ま っ て い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 番 号 120（ CCCAGG） で あ
り 、 そ れ は 58個 の STAR上 で 生 じ （ STARあ た り 平 均 2回 ） 、 も っ と も 少 な く 広 ま っ て い る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 番 号 114（ CGTCGC） で あ り 、 そ れ は 6個 の STARの み で （ STARあ た り 平 均
１ 回 の み ） 生 じ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 二 分 染 色 体 頻 度 分 析 の 結 果 が 、 表 １ ０ に 与 え ら れ る 。 730個 の 二 分 染 色 体 が 、 参 照 配 列
と 比 較 し て STARエ レ メ ン ト の セ ッ ト に お い て 過 剰 に 表 わ さ れ て い た （ sig＞ ＝ 0） 。 最 も 著
し く 過 剰 に 表 わ さ れ た 二 分 染 色 体 、 CCCN{2}CGGは 、 65個 の STARエ レ メ ン ト の 間 で 36回 生 じ
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、 し か し 7回 の み 生 じ る と 予 測 さ れ る 。 そ れ は 、 9.31の 有 意 性 係 数 を 有 す る ； 言 い 換 え れ
ば 、 そ の 過 剰 に 表 わ さ れ て さ い る こ と は 偶 然 に よ る も の で あ る こ と の 蓋 然 性 は 、 1／ 10 9 . 3
1 、 す な わ ち 20億 回 に １ 回 よ り も 少 な い 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 397個 の 二 分 染 色 体 は 、 １ よ り も 多 い 有 意 性 係 数 を 有 し 、 且 つ そ れ 故 に STARエ レ メ ン ト
内 で 高 く 過 剰 に 表 わ さ れ て い る 。 該 過 剰 に 表 わ さ れ て い る 二 分 染 色 体 の 間 で 、 観 察 さ れ た
、 及 び 予 想 さ れ た そ れ ら の 事 象 は 、 夫 々 9及 び １ （ 5個 の 二 分 染 色 体 （ 番 号 380、 435、 493
、 640及 び 665） に つ い て ） か ら 118及 び 63（ 番 号 30（ AGGN{2}GGG） に つ い て 、 sig＞ ＝ 4.44
） ま で の 範 囲 で あ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 パ タ ー ン 頻 度 分 析 に よ っ て STARエ レ メ ン ト に お い て 過 剰 に 表 わ さ れ て い る こ と が 見 つ か
っ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 二 分 染 色 体 は 、 線 形 判 別 式 分 析 に よ っ て そ れ ら の 判 別 の 能 力
に つ い て 試 験 さ れ た 。 判 別 モ デ ル は 、 50個 の 最 も 判 別 で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 表 ９ ）
又 は 二 分 染 色 体 （ 表 １ ０ ） パ タ ー ン の 間 で 最 良 の 組 み 合 わ せ の ス テ ッ プ ワ イ ズ 選 択 に よ っ
て ト レ ー ニ ン グ さ れ た 。 該 モ デ ル は 、 4個 の （ 二 分 染 色 体 ） 又 は 5個 の 変 異 体 の 組 み 込 み 後
に 最 適 な エ ラ ー 割 合 で 達 成 さ れ た 。 オ リ ゴ 分 析 か ら 判 別 可 能 な 変 異 体 は 、 番 号 11、 30、 94
、 122及 び 160（ 表 ９ ） で あ り ； 二 分 染 色 体 解 析 か ら の そ れ ら は 、 番 号 73、 194、 419及 び 49
7（ 表 １ ０ ） で あ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 次 に 、 判 別 モ デ ル は 、 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト お よ び そ れ ら の 関 連 付 け ら れ た ラ ン ダ ム 配 列
に お い て 65個 の STARエ レ メ ン ト を 分 類 す る た め に 使 用 さ れ た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 変 異 体
を 使 用 す る 該 モ デ ル は 、 STARエ レ メ ン ト （ 真 の ポ ジ テ ィ ブ ） と し て 65個 の STARエ レ メ ン ト
の う ち 46個 を 分 類 し ； 二 分 染 色 体 モ デ ル は 、 真 の ポ ジ テ ィ ブ と し て STARエ レ メ ン ト の う ち
49個 を 分 類 す る 。 組 み 合 わ せ で 、 該 モ デ ル は 、 STARエ レ メ ン ト と し て 65個 の STARエ レ メ ン
ト の う ち 59個 を 分 類 す る （ 91%、 図 24） 。 誤 っ た ポ ジ テ ィ ブ 割 合 （ STARと し て 分 類 さ れ る
ラ ン ダ ム 配 列 ） は 、 二 分 染 色 体 モ デ ル に つ き 7個 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド モ デ ル に つ き 8個 及
び 2つ の モ デ ル の 結 合 さ れ た 予 測 に つ い て 13個 （ 20％ ） で あ っ た 。 LDAに よ っ て STARと し て
分 類 さ れ な か っ た 表 ６ の STARエ レ メ ン ト は 、 STAR7、 22、 35、 44、 46及 び 65で あ る 。 こ れ
ら の エ レ メ ン ト は 、 機 能 的 ア ッ セ イ に お い て 抗 リ プ レ ッ サ ー 活 性 の 安 定 化 を 示 し 、 そ れ 故
に LDAに よ っ て そ れ ら は STARと し て 分 類 さ れ な い と い う 事 実 は そ れ ら が STARエ レ メ ン ト の
他 の ク ラ ス （ 又 は 複 数 の ク ラ ス ） を 表 し て い る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 次 に 、 該 モ デ ル は 、 表 １ １ に リ ス ト さ れ た テ ス ト セ ッ ト に お い て 19個 の 候 補 STARエ レ メ
ン ト を 分 類 す る た め に 使 用 さ れ た 。 二 分 染 色 体 モ デ ル は 、 STARエ レ メ ン ト と し て こ れ ら の
候 補 STARの 12個 を 分 類 し 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド モ デ ル は 、 STARと し て 14個 を 分 類 す る 。 ST
ARエ レ メ ン ト と し て 分 類 さ れ る 候 補 の 組 合 わ さ れ た 数 は 、 15(79%)個 で あ る 。 こ れ は 、 65
個 の STARの ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト で 得 ら れ る よ り も 低 い 割 合 の 分 類 で あ り ； こ れ は 、 2つ の
理 由 か ら 予 想 さ れ る 。 第 一 に 、 判 別 モ デ ル は 表 ６ の 65個 の STARで ト レ ー ニ ン グ さ れ 、 こ の
ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に 基 づ く 判 別 可 能 な 変 異 体 は 、 テ ス ト セ ッ ト に お い て 比 較 的 よ く 表 わ
さ れ て い な い か も 知 れ な い 。 第 二 に 、 テ ス ト セ ッ ト に お け る 候 補 STAR配 列 は 、 イ ン 　 ビ ボ
（ in vivo） 機 能 の 観 点 か ら 十 分 に ま だ 特 徴 付 け ら れ て い ず 、 弱 い 抗 抑 制 特 性 の み を 有 す
る エ レ メ ン ト を 含 ん で い る か も 知 れ な い 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 こ の 分 析 は 、 STARエ レ メ ン ト の バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ッ ク ス 分 類 に 対 す る 統 計 的 ア プ ロ
ー チ の 能 力 を 示 す 。 STAR配 列 は 、 全 体 と し て ヒ ト ゲ ノ ム と 比 較 し て 有 意 に 過 剰 に 表 わ さ れ
て い る 多 く の 二 分 染 色 体 及 び 六 量 体 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド パ タ ー ン を 含 む 。 こ れ ら の パ タ ー
ン は 、 STAR活 性 を 与 え る タ ン パ ク 質 の 結 合 部 位 を 表 し て も よ く ； い ず れ に し て も 、 そ れ ら
は STARエ レ メ ン ト 配 列 を 認 識 す る た め に 使 用 さ れ う る 配 列 モ チ ー フ の セ ッ ト を 形 成 す る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 判 別 式 分 析 に よ っ て STARエ レ メ ン ト を 認 識 す る た め に こ れ ら の パ タ ー ン を 使 用 し 、 本 発
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明 の 遺 伝 子 的 ス ク リ ー ン に よ っ て 取 得 さ れ る エ レ メ ン ト の 高 い 割 合 が 、 STARと し て 事 実 上
分 類 さ れ る 。 こ れ は 、 こ れ ら の エ レ メ ン ト の 間 の 基 礎 的 な 配 列 及 び 機 能 的 な 類 似 性 を 反 映
す る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 方 法 （ パ タ ー ン 頻 度 分 析 及 び 引 き 続 く 判 別 式 分 析 ） の 重
要 な 観 点 は 、 そ れ が 反 復 可 能 で あ る こ と で あ る ； 例 え ば 一 つ の ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト 内 に お
い て 表 ６ の 66個 の STARエ レ メ ン ト を 有 す る 表 １ １ の 19個 の 候 補 STARエ レ メ ン ト を 含 む こ と
に よ っ て 、 改 善 さ れ た 判 別 モ デ ル が ト レ ー ン グ さ れ う る 。 次 に 、 こ の 改 善 さ れ た モ デ ル は
、 STARと し て 他 の 候 補 調 節 エ レ メ ン ト を 分 類 す る た め に 使 用 さ れ う る 。 本 発 明 の 方 法 を 使
用 し 、 バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ッ ク ス 分 析 の 反 復 と 組 み 合 わ せ た 、 ゲ ノ ム 配 列 の 大 規 模 イ ン
　 ビ ボ （ in vivo） ス ク リ ー ニ ン グ は 、 ゲ ノ ム が そ の 全 体 で ス ク リ ー ン さ れ る 場 合 に エ レ
メ ン ト の 100%認 識 及 び 予 測 に 漸 近 的 に 近 づ く 、 STARエ レ メ ン ト を 判 別 す る 手 段 を 提 供 す る
。 STAR機 能 の こ れ ら 説 得 力 の あ る 且 つ 総 合 的 な 予 測 は 、 全 て の ヒ ト STARエ レ メ ン ト が 認 識
さ れ 且 つ 導 入 遺 伝 子 発 現 を 改 善 す る 際 に 使 用 す る た め に 利 用 可 能 で あ る と い う こ と を 保 証
す る 。
【 実 施 例 ２ ２ 】
【 ０ １ ８ ０ 】
シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ （ Arabidopsis thaliana） か ら の STARエ レ メ ン ト の ク ロ ー ニ ン グ 及 び 特 徴
付 け
　 導 入 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ は 、 転 写 的 及 び 転 写 後 の レ ベ ル の い ず れ に お い て も 形 質 転 換
植 物 に お い て 生 じ る （ メ イ ヤ ー 、 2000年 ； ヴ ァ ン ス 及 び ヴ ァ ウ チ ェ ル ト 、 2001年 ） 。 い ず
れ の 場 合 に も 、 導 入 遺 伝 子 発 現 の 望 ま し い 結 果 は 、 サ イ レ ン シ ン グ に よ っ て 危 う く さ れ う
る ； 導 入 遺 伝 子 の 低 い 発 現 及 び 不 安 定 性 は 望 ま し い 形 質 （ 例 え ば 害 虫 耐 性 ） の 貧 し い 発 現
又 は 組 み 換 え タ ン パ ク 質 の 低 い 収 率 を 生 じ る 。 そ れ は 、 貧 弱 な 予 測 可 能 性 を ま た 生 じ る ：
バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 的 に 有 益 な レ ベ ル で 導 入 遺 伝 子 を 発 現 す る 形 質 転 換 植 物 の 割 合 は 低 く
、 そ れ は 、 有 益 な 発 現 特 性 を 有 す る も の の た め に 形 質 転 換 さ れ た 個 体 の 骨 の 折 れ 且 つ 高 価
な ス ク リ ー ニ ン グ を 必 要 と す る 。 本 実 施 例 は 、 形 質 転 換 植 物 に お け る 転 写 的 な 導 入 遺 伝 子
サ イ レ ン シ ン グ を 防 ぐ 際 に 使 用 す る た め の 、 双 子 葉 植 物 　 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ （ Arabidopsis 
thaliana） の ゲ ノ ム か ら の STARエ レ メ ン ト の 分 離 を 記 載 す る 。 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ は 、 そ れ が
十 分 に 研 究 さ れ た モ デ ル 生 物 体 で あ る 故 に 、 本 実 施 例 の た め に 選 択 さ れ た ： そ れ は コ ン パ
ク ト な ゲ ノ ム を 有 し 、 そ れ は 遺 伝 子 的 及 び 組 み 換 え DNA操 作 に 対 し て 敏 感 に 反 応 し 、 か つ
そ の ゲ ノ ム は 配 列 決 定 さ れ て い る （ ベ ヴ ァ ン ら 、 2001年 、 イ ニ チ ア テ ィ ブ 、 2000年 、 マ イ
ン ケ ら 、 1998年 ） 。
【 ０ １ ８ １ 】
材 料 及 び 方 法 ：
　 ゲ ノ ム DNAは 、 記 載 さ れ て い る よ う に （ ス タ ム ら 、 1998年 ） 、 Arabidopsis thaliana ec
otype Columbiaか ら 分 離 さ れ 、 且 つ MboIで 部 分 的 に 消 化 さ れ た 。 該 消 化 さ れ た DNAは 、 ア
ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 及 び 該 ゲ ル か ら の 精 製 （ QIAquick Gel Extraction Kit,QIAGEN 287
06） に よ っ て 0.5～ 2キ ロ 塩 基 対 に サ イ ズ フ ラ ク シ ョ ン さ れ 、 引 き 続 き pSelectベ ク タ ー （
上 述 ） 内 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ た 。 U-2 OS/Tet-Off/LexA-HP1 細 胞 株 内 へ の ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン 及 び 低 い ド キ シ サ イ ク リ ン 濃 度 で の ゼ オ シ ン 耐 性 の 選 択 は 、 前 記 し た 様 に （ 上 述
） 実 行 さ れ た 。 プ ラ ス ミ ド は 、 ゼ オ シ ン 耐 性 コ ロ ニ ー か ら 分 離 さ れ 且 つ U-2 OS/Tet Off/L
exA-HP1細 胞 株 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 再 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 応 答 し て ゼ オ シ ン 耐 性 を 与 え ら れ た シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ ゲ ノ ム DN
Aフ ラ グ メ ン ト の 配 列 決 定 は 、 前 記 し た 様 に （ 上 述 ） 実 行 さ れ た 。 DNA配 列 は 、 BLAST分 析
（ （ ア ル ツ シ ュ ル ら 、 1990年 ） ； URL http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast） に よ
っ て シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ ゲ ノ ム の 配 列 と 比 較 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 STAR活 性 は 、 逆 転 写 PCR（ RT-PCR） に よ っ て 組 み 換 え 宿 主 細 胞 に お け る ハ イ グ ロ マ イ シ
ン -及 び ゼ オ シ ン -耐 性 遺 伝 子 の mRNAレ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て さ ら に テ ス ト さ れ た 。
U-2 OS/Tet-Off/LexA-HP1細 胞 株 の 細 胞 は 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ STARエ レ メ ン ト 、 又 は シ ョ ウ
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ジ ョ ウ バ エ scsエ レ メ ン ト を 含 む pSelectプ ラ ス ミ ド 又 は 挿 入 物 を 含 ま な い も の （ 上 述 ） で
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。 こ れ ら は 、 高 い ド キ シ サ イ ク リ ン 濃 度 で 2週 間 の 間 、 ハ イ
グ ロ マ イ シ ン で 培 養 さ れ 、 そ の 後 ド キ シ サ イ ク リ ン 濃 度 は 、 lexA-HP1リ プ レ ッ サ ー タ ン パ
ク 質 を 導 出 す る た め に 0.1ng/mlに 少 な く さ れ た 。 10日 後 、 総 RNAは 、 RNeasy mini kit（ QI
AGEN 74104） に よ っ て 製 造 者 に よ っ て 記 載 さ れ て よ う に 単 離 さ れ た 。 第 一 ス ト ラ ン ド cDNA
合 成 は 、 oligo(dT)18プ ラ イ マ ー を 使 用 す る Revert Aid First Strand cDNA Synthesis ki
（ MBI Fermentas 1622） を 使 用 し て 製 造 者 に よ っ て 記 載 さ れ て い る よ う に 実 行 さ れ た 。 cD
NAの 分 け た 一 部 分 （ aliquot） は 、 （ ゼ オ シ ン マ ー カ ー に つ い て ） プ ラ イ マ ー D58及 び D80
、 及 び （ ハ イ グ ロ マ イ シ ン マ ー カ ー に つ い て ） D70及 び D71を 使 用 し 、 並 び に Taq DNAポ リ
メ ラ ー ゼ （ Promega M2661） を 使 用 し PCR反 応 に お け る テ ン プ レ ー ト と し て 使 用 さ れ た 。 反
応 条 件 は 、 １ 分 間 の 間 94℃ 、 １ 分 間 の 間 54℃ 、 及 び 90秒 の 間 72℃ の 15～ 20サ イ ク ル で あ っ
た 。 こ れ ら の 条 件 は 、 投 入 し た RNAと PCR生 成 物 DNAの 間 に 直 線 関 係 を 生 じ る 。 PCR生 成 物 は
ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 法 に よ っ て 分 離 さ れ 、 及 び ゼ オ シ ン 及 び ハ イ グ ロ マ イ シ ン バ ン ド
は 、 テ ン プ レ ー ト と し て 、 精 製 さ れ た pSelectプ ラ ス ミ ド を 有 す る 前 記 の 様 に 生 成 さ れ た P
CR生 成 物 を 使 用 し 、 前 記 し た よ う に （ サ ム ブ ル ッ ク ら 、 1989年 ） サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ っ
て 検 出 さ れ た 。 ゼ オ シ ン と ハ イ グ ロ マ イ シ ン シ グ ナ ル の 割 合 は 、 ゼ オ シ ン 遺 伝 子 の 正 規 化
さ れ た 発 現 レ ベ ル に 対 応 す る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
結 果 ：
　 pSelectベ ク タ ー に お け る シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ ゲ ノ ム DNAの ラ イ ブ ラ リ ー は 、 大 腸 菌 内 に 69,0
00個 の プ ラ イ マ リ ー ク ロ ー ン を 含 み 、 そ の 80%が 挿 入 物 を 持 っ て い た 。 平 均 の 挿 入 物 サ イ
ズ は 、 ほ ぼ 1000塩 基 対 で あ っ た ； そ れ 故 に ラ イ ブ ラ リ ー は 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ ゲ ノ ム の ほ ぼ
40%を 表 す 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 （ シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ ゲ ノ ム の ほ ぼ 16%を 表 し て い る ） こ の ラ イ ブ ラ リ ー の 部 分 は 、 U-2 OS/
Tet-Off/LexA-HP1細 胞 株 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 選 択 は 、 形
質 転 換 体 を 分 離 す る た め に 行 わ れ 、 そ れ は 27,000個 の 生 き 残 っ た ク ロ ー ン を も た ら し た 。
そ の 後 、 こ れ ら は 、 低 い ド キ シ サ イ ク リ ン 濃 度 で ゼ オ シ ン 選 択 に 付 さ れ た 。 56個 の ゼ オ シ
ン 耐 性 コ ロ ニ ー か ら の 想 定 さ れ る STAR含 有 プ ラ ス ミ ド が 大 腸 菌 内 に レ ス キ ュ ー さ れ 且 つ U-
2 OS/Tet-Off/LexA-HP1細 胞 内 に 再 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド の 4
4個 （ テ ス ト さ れ た プ ラ ス ミ ド の 79%） は 、 低 い ド キ シ サ イ ク リ ン 濃 度 で 宿 主 細 胞 に 対 し て
ゼ オ シ ン 耐 性 を 与 え 、 プ ラ ス ミ ド が STARエ レ メ ン ト を 有 す る こ と を 示 し て い る 。 こ れ は 、
ヒ ト U-2 OS細 胞 に お け る pSelectス ク リ ー ン は 、 植 物 ゲ ノ ム DNAか ら の STARエ レ メ ン ト の 検
出 で 高 く 効 率 的 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 こ れ ら 44個 の 候 補 STARエ レ メ ン ト の DNA配 列 が 決 定 さ れ た 。 そ れ ら の う ち 35個 は 、 シ ロ
イ ヌ ナ ズ ナ 核 ゲ ノ ム 配 列 の デ ー タ ベ ー ス に お け る 単 一 座 で あ る と し て 識 別 さ れ た （ 表 12；
配 列 ID:85～ 配 列 ID:119） 。 他 の 4個 は 、 葉 緑 体 ゲ ノ ム 由 来 で あ る と し て 識 別 さ れ 、 4個 は 2
つ の 座 か ら の DNAフ ラ グ メ ン ト の キ メ ラ で あ り 、 及 び １ 個 は シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ ゲ ノ ム デ ー タ
ベ ー ス に お い て 見 つ か ら な か っ た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ STARエ レ メ ン ト の 強 度 は 、 RT-PCRア ッ セ イ を 使 用 し
、 ゼ オ シ ン 耐 性 遺 伝 子 の 転 写 抑 制 を 防 ぐ そ れ ら の 能 力 を 評 価 す る こ と に よ っ て テ ス ト さ れ
た 。 そ れ ら の サ ン プ ル の 間 で 投 入 さ れ た RNAの 対 照 と し て 、 各 STARト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
の た め の ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 の 転 写 レ ベ ル も ま た 評 価 さ れ た 。 こ の 分 析 は 、 シ ロ
イ ヌ ナ ズ ナ STARエ レ メ ン ト の 12個 に つ い て 実 行 さ れ て い る 。 該 結 果 （ 図 ２ ５ ） は 、 シ ロ イ
ヌ ナ ズ ナ STARエ レ メ ン ト が 、 転 写 抑 制 か ら ゼ オ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 保 護 す る そ れ ら の 能 力 に
お い て シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ scsエ レ メ ン ト （ ポ ジ テ ィ ブ 対 照 ） 及 び エ ン プ テ ィ ベ ク タ ー （ 「 S
V40」 ； ネ ガ テ ィ ブ 対 照 ） よ り も 優 れ て い る こ と を 示 す 。 特 に 、 STAR-A28及 び STAR-A30は
、 lexA-HP1リ プ レ ッ サ ー が 発 現 さ れ る 場 合 、 （ ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 mRNAの 内 部 対

(49) JP 2004-533262 A5 2005.12.22



照 に 正 規 化 さ れ た ） scsエ レ メ ン ト よ り も 2倍 高 い ゼ オ シ ン 耐 性 遺 伝 子 発 現 の レ ベ ル を 可 能
に す る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 本 願 発 明 の 方 法 が 、 ヒ ト 以 外 の 他 の 種 の ゲ ノ ム か ら STARエ レ メ ン ト を
回 収 す る た め に 成 功 裡 に 適 用 さ れ う る こ と を 示 す 。 植 物 ゲ ノ ム か ら の STARエ レ メ ン ト に 対
す る そ の 成 功 な 適 用 は 特 に 重 要 で あ る 。 何 故 な ら ば 、 そ れ は 本 発 明 の 方 法 が 適 用 可 能 で あ
る と こ ろ の 広 い 分 類 学 的 範 囲 を 示 す か ら で あ り 且 つ 植 物 は バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 的 発 展 の 重
要 な タ ー ゲ ッ ト で あ る か ら で あ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 は 、 STARエ レ メ ン ト な し の （ 「 エ ン プ テ ィ （ em
pty） 」 、 ネ ガ テ ィ ブ 対 照 ） 又 は STARエ レ メ ン ト を 含 む （ ポ ジ テ ィ ブ 対 照 エ レ メ ン ト 、 シ
ョ ウ ジ ョ ウ バ エ か ら の SCSを 含 む 、 ） 、 組 み 込 ま れ た pSDHプ ラ ス ミ ド を 含 む 細 胞 株 に お い
て 測 定 さ れ る 。 ネ ガ テ ィ ブ 対 照 の 平 均 発 現 レ ベ ル は 、 参 照 レ ベ ル と し て 定 義 さ れ 、 且 つ ク
ロ ー ン の 発 現 レ ベ ル が 参 照 レ ベ ル の 2倍 よ り も 大 き い 場 合 、 過 剰 発 現 で あ る と 考 え ら れ る
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。 各 プ ラ ス ミ ド の 過 剰 発 現 す る ク ロ ー ン の パ ー セ ン ト 、 及 び 過 剰 発 現 倍 数 が 、 各 プ ラ ス ミ
ド の た め に 解 析 さ れ た ク ロ ー ン の 数 と と も に 報 告 さ れ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1 染 色 体 中 の 位 置 は 、 ヒ ト ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス に 対 す る STARク ロ ー ン か ら の DNA配 列 デ ー タ
の BLAST調 査 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 該 位 置 は 、 各 染 色 体 の 細 胞 遺 伝 学 的 イ デ オ グ ラ ム と 言
わ れ る 標 準 命 名 法 に 従 い 与 え ら れ る ； 例 え ば 1p2.3は 1番 染 色 体 の 短 い ア ー ム （ arm） の 第 2
の 細 胞 遺 伝 学 的 バ ン ド の 第 ３ の 細 胞 遺 伝 学 的 サ ブ バ ン ド で あ る （ http://www.ncbi.nlm.ni
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h.gov/Class/MLACourse/Genetics/chrombanding.html） 。 F, 正 の （ Forward） 配 列 反 応 結
果 ； R,逆 の （ Reverse） 配 列 反 応 結 果 ； N.d.,決 め ら れ て い な い （ not yet determined） 。
2 ヒ ト ゲ ノ ム マ ッ プ ビ ュ ー ビ ル ド （ Human Genome Map View Build） 22に 基 づ く （ http://w
ww.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/hum_srch?chr=hum_chr.inf&query、 2001年 4月 ） 。
L,左 ； R,右 。
* 位 置 が あ い ま い 、 幾 つ か の ヒ ッ ト
【 ０ １ ９ ２ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1 染 色 体 中 の 位 置 は 、 ヒ ト ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス に 対 す る STARク ロ ー ン か ら の DNA配 列 デ ー タ
の BLAST調 査 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 該 位 置 は 、 各 染 色 体 の 細 胞 遺 伝 学 的 イ デ オ グ ラ ム と 言
わ れ る 標 準 命 名 法 に 従 い 与 え ら れ る ； 例 え ば 1p2.3は 1番 染 色 体 の 短 い ア ー ム （ arm） の 第 2
の 細 胞 遺 伝 学 的 バ ン ド の 第 ３ の 細 胞 遺 伝 学 的 サ ブ バ ン ド で あ る （ http://www.ncbi.nlm.ni
h.gov/Class/MLACourse/Genetics/chrombanding.html） 。
【 ０ １ ９ ３ 】
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【 表 ４ Ａ 】
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【 ０ １ ９ ４ 】
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【 表 ４ Ｂ 】
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【 ０ １ ９ ５ 】
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【 表 ５ 】
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【 ０ １ ９ ６ 】

(69) JP 2004-533262 A5 2005.12.22



【 表 ６ 】
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1 染 色 体 中 の 位 置 は 、 ヒ ト ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス に 対 す る STARエ レ メ ン ト か ら の DNA配 列 デ ー
タ の BLAST調 査 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 該 位 置 は 、 各 染 色 体 の 細 胞 遺 伝 学 的 イ デ オ グ ラ ム と
言 及 さ れ る 標 準 命 名 法 に 従 い 与 え ら れ る 。 例 え ば 1p2.3は 1番 染 色 体 の 短 い ア ー ム （ arm）
の 第 2の 細 胞 遺 伝 学 的 バ ン ド の 第 3の 細 胞 遺 伝 学 的 サ ブ バ ン ド で あ る （ http://www.ncbi.nl
m.nih.gov/Class/MLACourse/Genetics/chrombanding.html） 。 正 の （ forward） 及 び 逆 の
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（ reverse） シ ー ケ ン シ ン グ 反 応 が 種 々 の ゲ ノ ム 座 か ら の DNAを 識 別 し た 場 合 、 両 方 の 座 が
示 さ れ る 。
2 正 確 な 長 さ は 、 DNA配 列 分 析 に よ っ て 決 定 さ れ 、 お よ そ の 長 さ が 制 限 マ ッ ピ ン グ に よ っ て
決 定 さ れ る 。
3 STAR3の 配 列 及 び 位 置 が 表 ２ 及 び 表 ４ の 集 合 故 に 洗 練 さ れ て い る 。
4 表 ２ 及 び 表 ４ に お け る こ れ ら 数 を 有 す る STARは 無 視 さ れ て お り （ 以 下 、 「 oldSTAR5」 な
ど と し て 言 及 さ れ る ） 及 び STARエ レ メ ン ト に 割 り 当 て ら れ た そ れ ら 数 が DNA配 列 別 表 に 示
さ れ る 。 oldSTAR5、 oldSTAR14及 び oldSTAR16、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た DNAは 、 2よ り も 多 い 染
色 体 位 置 か ら の キ メ ラ で あ っ た ； oldSTAR9及 び oldSTAR13、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た DNAは 、 ST
AR4に 同 一 で あ っ た 。
5 表 ４ 「 STAR18」 に 同 一
【 ０ １ ９ ７ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1 プ ラ ス ミ ド pSDH-Tet-STAR6は 、 U-2 OS細 胞 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 且 つ ク ロ ー
ン は 実 施 例 １ に 記 載 さ れ た よ う に ド キ シ サ イ ク リ ン の な い 培 地 内 で 分 離 さ れ か つ 培 養 さ れ
た 。 細 胞 は 、 1:20の 希 釈 率 で 、 新 鮮 な 培 養 容 器 に 移 さ れ た 。
2 細 胞 分 割 の 数 は 、 １ 週 間 で 培 養 が 細 胞 コ ン フ ル エ ン ス （ そ れ は ～ 6細 胞 分 割 を 表 わ す ） に
達 す る と の 推 定 に 基 い て い る 。
3 ル シ フ ェ ラ ー ゼ は 、 実 施 例 １ に 記 載 さ れ て い る よ う に ア ッ セ イ さ れ た 。
4 60細 胞 分 割 後 に 、 細 胞 は 2つ の 培 養 容 器 に 移 さ れ た ； 一 つ は 、 第 1の 60細 胞 分 割 に つ い て
は ピ ュ ー ロ マ イ シ ン を 含 む 培 養 培 地 を 供 給 さ れ 、 且 つ 第 2は 抗 生 物 質 を 欠 く 培 養 培 地 を 供
給 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1 ヒ ト ゲ ノ ム に お け る STARエ レ メ ン ト の 細 胞 遺 伝 位 置 。
2 マ ウ ス ゲ ノ ム に お け る STARエ レ メ ン ト 　 オ ル ト ロ グ の 細 胞 遺 伝 位 置 。
3 高 い 配 列 類 似 性 を 示 す 領 域 の 長 さ 、 及 び 類 似 性 の パ ー セ ン ト 。 あ る 場 合 で は 、 一 つ よ り
上 の 高 い 類 似 性 の ブ ロ ッ ク が 生 じ る ； そ れ ら の 場 合 、 各 ブ ロ ッ ク は 、 別 々 に 記 載 さ れ る 。
類 似 性 ＜ 60%は 、 有 意 で あ る と 考 え ら れ な い 。
【 ０ １ ９ ９ 】
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【 表 ９ 】
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【 ０ ２ ０ ０ 】
【 表 １ ０ 】
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【 ０ ２ ０ １ 】
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【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1 染 色 体 の 位 置 は 、 ヒ ト ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス に 対 す る STARエ レ メ ン ト か ら の DNA配 列 デ ー タ
の BLAST調 査 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 該 位 置 は 、 各 染 色 体 の 細 胞 遺 伝 学 的 イ デ オ グ ラ ム と 言
及 さ れ る 標 準 命 名 法 に 従 い 与 え ら れ る 。 例 え ば 1p2.3は 1番 染 色 体 の 短 い ア ー ム （ arm） の
第 ２ の 細 胞 遺 伝 学 的 バ ン ド の 第 ３ の 細 胞 遺 伝 学 的 サ ブ バ ン ド で あ る （ http://www.ncbi.nl
m.nih.gov/Class/MLACourse/Genetics/chrombanding.html） 。 正 の （ forward） 及 び 逆 の
（ reverse） シ ー ケ ン シ ン グ 反 応 が 種 々 の ゲ ノ ム 座 か ら の DNAを 識 別 し た 場 合 、 両 方 の 座 が
示 さ れ る 。
　 F, 正 の （ Forward） 配 列 反 応 結 果 ； R,逆 の （ Reverse） 配 列 反 応 結 果 。
　 正 の 及 び 逆 の シ ー ケ ン ス 結 果 は 、 種 々 の ゲ ノ ム 位 置 に マ ッ プ さ れ 、 各 配 列 は 、 ヒ ト ゲ ノ
ム デ ー タ ベ ー ス か ら の 配 列 情 報 に 基 づ き （ 制 限 マ ッ ピ ン グ に よ っ て 決 定 さ れ た よ う に ） オ
リ ジ ナ ル の ク ロ ー ン の 全 長 に ま で 拡 張 さ れ た 。
2 ND：  決 め ら れ て い な い （ not determined） 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
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【 表 １ ２ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ０ ３ 】
【 図 １ 】 STARエ レ メ ン ト を 選 択 し 且 つ 特 徴 付 け る た め の プ ラ ス ミ ド の pSelectフ ァ ミ リ ー
。 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ SV40プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 の 耐 性 マ ー カ ー （ ゼ オ シ ン 又 は ピ ュ ー ロ マ
イ シ ン ） 又 は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ GFP又 は ル シ フ ェ ラ ー ゼ ） が AscI及 び HindIII部 位 に よ っ
て 隣 接 さ れ る BamHIク ロ ー ニ ン グ 部 位 に 近 接 し て い る 。 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 の 上 流 に lexAオ
ペ レ ー タ ー が あ り 、 lexAタ ン パ ク 質 が そ れ に 結 合 で き る 。 オ ペ レ ー タ ー へ の キ メ ラ lexA-
ポ リ コ ー ム グ ル ー プ タ ン パ ク 質 の 結 合 は 、 マ ー カ ー 又 は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 抑 制 を も た ら
す 。 抑 制 を ブ ロ ッ ク す る ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に 挿 入 さ れ た DNAフ ラ グ メ ン ト は 、 マ ー カ ー 又
は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 永 続 的 な 発 現 に よ っ て 識 別 さ れ る 。 こ の プ ラ ス ミ ド は 、 培 養 さ れ た
哺 乳 動 物 細 胞 内 で oriP配 列 に よ り エ ピ ソ ー ム 的 に 複 製 す る 。
【 図 ２ 】 STARエ レ メ ン ト を テ ス ト す る た め の プ ラ ス ミ ド の pSDHフ ァ ミ リ ー 。 ２ つ の マ ル チ
ク ロ ー ニ ン グ 部 位 （ MSCI及 び MSCII） は 、 発 現 が 上 流 プ ロ モ ー タ ー （ CMV、 Tet-Off、 ま た
は SV40） に よ っ て 駆 動 さ れ る と こ ろ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ GFP又 は ル シ フ ェ ラ ー ゼ ） に 隣
接 す る 。 テ ス ト さ れ る べ き STARエ レ メ ン ト は 、 MCSI及 び MCSIIで 挿 入 さ れ る 。 こ れ ら は 、
特 有 の 制 限 部 位 （ MCSI: XhoI、 NotI、 EcoRI及 び Sa1I； MCSII:HindIII、 EcoRV、 BglII及 び
NheI） を 含 む 。 該 プ ラ ス ミ ド は 哺 乳 動 物 細 胞 の ゲ ノ ム に お い て ラ ン ダ ム に 組 み 込 ま れ た 後
に 複 製 す る 。
【 図 ３ 】 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 過 剰 発 現 す る ク ロ ー ン の 割 合 。 U-2 OSヒ ト 骨 肉 種 細 胞 は 、 （ Te
t-Offプ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で ル シ フ ェ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 む ） pSDHプ ラ ス ミ
ド で 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 及 び 個 々 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ク ロ ー ン
は 単 離 さ れ 且 つ 培 養 さ れ た 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 は 、 酵 素 的 に 測 定 さ れ た 。 STARな し (STA
R less) pSDHを 含 む ク ロ ー ン に よ る 平 均 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 （ 「 参 照 レ ベ ル 」 ） が 決 定 さ
れ た 。 全 て の プ ラ ス ミ ド の た め の セ ッ ト か ら の ク ロ ー ン は 、 そ れ ら の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性
が 前 記 参 照 レ ベ ル よ り 2倍 よ り 高 い 場 合 に 、 「 過 剰 発 現 （ over-expressing） 」 と し て ス コ
ア さ れ る 。 各 プ ラ ス ミ ド に お け る 過 剰 発 現 す る ク ロ ー ン の パ ー セ ン ト が プ ロ ッ ト さ れ る 。
【 図 ４ 】 過 剰 発 現 す る ク ロ ー ン に よ る 過 剰 発 現 倍 数 。 ゲ ノ ム DNA内 に 組 み 込 ま れ た STAR含
有 pSDHプ ラ ス ミ ド に お け る 過 剰 発 現 の 範 囲 は 、 参 照 レ ベ ル に よ っ て 各 ク ロ ー ン の ル シ フ ェ
ラ ー ゼ 活 性 を 割 算 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ た 。 有 意 な 発 現 （ 上 記 参 照 レ ベ ル の 2倍 よ り
多 い ） を 示 す そ れ ら の た め に 、 真 の 倍 数 増 加 が 記 載 さ れ た ； こ れ ら の デ ー タ の 最 小 値 及 び
中 央 値 が 各 プ ラ ス ミ ド の た め に プ ロ ッ ト さ れ る 。
【 図 ５ 】 過 剰 発 現 す る ク ロ ー ン に よ る 過 剰 発 現 倍 数 。 ゲ ノ ム DNA内 に 組 み 込 ま れ た STAR含
有 pSDHプ ラ ス ミ ド に お け る 過 剰 発 現 の 範 囲 は 、 参 照 レ ベ ル に よ っ て 各 ク ロ ー ン の ル シ フ ェ
ラ ー ゼ 活 性 を 割 算 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ た 。 有 意 な 発 現 （ 上 記 参 照 レ ベ ル の 2倍 よ り
多 い ） を 示 す そ れ ら の た め に 、 真 の 倍 数 増 加 が 記 載 さ れ た ； こ れ ら の デ ー タ の 最 小 値 及 び
中 央 値 が 各 プ ラ ス ミ ド の た め に プ ロ ッ ト さ れ る 。
【 図 ６ 】 SINCエ レ メ ン ト を 選 択 し 且 つ 特 徴 付 け る た め の pSS（ SINC-Select） プ ラ ス ミ ド 。
codA::upp自 殺 遺 伝 子 は 、 プ ロ ド ラ ッ グ 　 ５ － フ ル オ ロ シ ト シ ン を 毒 性 薬 物 　 ５ － フ ル オ
ロ ウ ラ シ ル に 転 化 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 低 く さ れ た テ ト ラ サ イ ク リ ン 濃 度 に よ る
導 出 に 応 答 し 、 宿 主 細 胞 は プ ロ ド ラ ッ グ に 感 受 性 に な る 。 サ イ レ ン シ ン グ 活 性 を 有 す る ク
ロ ー ニ ン グ 部 位 （ BglII及 び XhoI） で 挿 入 さ れ た ゲ ノ ム DNAフ ラ グ メ ン ト は 、 自 殺 遺 伝 子 の
発 現 を 防 止 し 且 つ プ ロ ド ラ ッ グ 耐 性 コ ロ ニ ー の 形 成 を 可 能 に す る 。 STARエ レ メ ン ト は 、 プ
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ラ ス ミ ド の 機 能 的 コ ン ポ ー ネ ン ト へ の サ イ レ ン シ ン グ さ れ た ク ロ マ チ ン の 拡 散 を 防 ぐ た め
に 選 択 コ ン ポ ー ネ ン ト に 隣 接 す る 。 こ の プ ラ ス ミ ド は 、 培 養 さ れ た 哺 乳 動 物 細 胞 内 で oriP
配 列 に よ り エ ピ ソ ー ム 的 に 複 製 す る 。
【 図 ７ 】 STAR活 性 を 試 験 す る た め に 使 用 さ れ る pSDH-CSPプ ラ ス ミ ド 。 SEAP（ Secreted Alk
aline Phosphatase） レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、 CMVプ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ り 、 且 つ ピ ュ ー
ロ マ イ シ ン 耐 性 選 択 可 能 な マ ー カ ー （ puro） は 、 SV40プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 。 STAR
エ レ メ ン ト が そ の 中 で ク ロ ー ニ ン グ さ れ う る マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 が 、 こ れ ら ２ つ の 遺
伝 子 に 隣 接 し て い る 。 該 プ ラ ス ミ ド は 、 大 腸 菌 内 の 増 殖 の た め に 複 製 の オ リ ジ ン （ ori）
及 び ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 （ ampR） を ま た 有 す る 。
【 図 ８ 】 STAR6及 び STAR49は 、 予 測 可 能 性 及 び 導 入 遺 伝 子 発 現 の 収 率 を 改 善 す る 。 　 pSDH-
CSP、 pSDH-CSP-STAR6、 又 は pSDH-CSP-STAR49で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た CHO細 胞 に よ
る CMVプ ロ モ ー タ ー か ら の SEAPの 発 現 が 決 定 さ れ た 。 STAR含 有 構 築 物 は 、 pSDH-CSP構 築 物
の み と 比 較 し て よ り 大 き い 予 測 可 能 性 及 び 高 い 収 率 を 与 え る 。
【 図 ９ 】 STAR6及 び STAR8は 、 予 測 可 能 性 及 び 導 入 遺 伝 子 発 現 の 収 率 を 改 善 す る 。 pSDH-CMV
、 pSDH-CMV-STAR6、 又 は pSDH-CMV-STAR8で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た U-2 OS細 胞 に よ る
CMVプ ロ モ ー タ ー か ら の ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 発 現 が 決 定 さ れ た 。 STAR含 有 構 築 物 は 、 pSDH-CM
V構 築 物 の み と 比 較 し て よ り 大 き い 予 測 可 能 性 及 び 高 い 収 率 を 与 え る 。
【 図 １ ０ 】 STAR10及 び STAR27の 最 小 必 須 配 列 。 STARエ レ メ ン ト の 部 分 は 、 PCRに よ っ て 増
幅 さ れ た ： STAR10は 、 フ ラ グ メ ン ト 10Aを 与 え る た め に プ ラ イ マ ー E23及 び E12で 、 フ ラ グ
メ ン ト 10Bを 与 え る た め に プ ラ イ マ ー E13及 び E14で 、 及 び フ ラ グ メ ン ト 10Cを 与 え る た め に
プ ラ イ マ ー E15及 び E16で 増 殖 さ れ た 。 STAR27は 、 フ ラ グ メ ン ト 27Aを 与 え る た め に プ ラ イ
マ ー E17及 び E18で 、 フ ラ グ メ ン ト 27Bを 与 え る た め に プ ラ イ マ ー E19及 び E20で 、 及 び フ ラ
グ メ ン ト 27Cを 与 え る た め に プ ラ イ マ ー E21及 び E22で 増 殖 さ れ た 。 こ れ ら サ ブ フ ラ グ メ ン
ト は 、 pSelectベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 。 U-2 OS/Tet-Off/LexA-HP1 細 胞 内 に ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 後 、 ゼ オ シ ン 存 在 下 に お け る 培 養 の 成 長 が 観 察 さ れ た 。 成 長 速 度
は 、 活 発 な （ +++） か ら 悪 い （ +/-に ） と 様 々 で あ り 、 一 方 あ る 培 養 は 、 試 験 さ れ た DNAフ
ラ グ メ ン ト に お け る STAR活 性 の 不 存 在 に よ り ゼ オ シ ン 処 理 で 生 存 す る こ と に 失 敗 し た （ -
） 。
【 図 １ １ 】 SV40プ ロ モ ー タ ー と の 関 連 に お け る STARエ レ メ ン ト 機 能 。 pSDH-SV40及 び pSDH-
SV40-STAR6は 、 ヒ ト 骨 肉 腫 内 U-2 OS細 胞 株 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 且 つ ル シ フ ェ ラ
ー ゼ の 発 現 は ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 ク ロ ー ン に お い て STAR6に よ る 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ
か ら の 保 護 あ り 又 は な し で ア ッ セ イ さ れ た 。
【 図 １ ２ 】 Tet-Offプ ロ モ ー タ ー と の 関 連 に お け る STARエ レ メ ン ト 機 能 。 pSDH-Tet及 び pSD
H-Tet-STAR6は 、 ヒ ト 骨 肉 腫 内 U-2 OS細 胞 株 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 且 つ ル シ フ ェ
ラ ー ゼ の 発 現 は ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 ク ロ ー ン に お い て STAR６ に よ る 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン
グ か ら の 保 護 あ り 又 は な し で ア ッ セ イ さ れ た 。
【 図 １ ３ 】 STARエ レ メ ン ト の 配 向 の 説 明 図 で あ っ て 、 そ れ ら が pSelectベ ク タ ー 内 に ク ロ
ー ニ ン グ さ れ る 場 合 （ パ ネ ル A） 、 そ れ ら が そ れ ら の 自 然 の 配 向 を 保 存 す る た め に pSDHベ
ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 場 合 （ パ ネ ル B） 及 び 、 そ れ ら が 逆 の 配 向 に お い て pSDHベ
ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 場 合 （ パ ネ ル C） 。
【 図 １ ４ 】 STAR66機 能 の 方 向 性 。 STAR66エ レ メ ン ト は 、 自 然 （ STAR66 native） 又 は 反 対
の 配 向 （ STAR66 opposite） の い ず れ か で pSDH-Tet内 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 且 つ U-2 OS細
胞 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 は 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 ク ロ
ー ン で ア ッ セ イ さ れ た 。
【 図 １ ５ 】 STAR機 能 の コ ピ ー 数 依 存 性 。 U-2 OSゲ ノ ム DNA内 に 組 み 込 ま れ た 、 pSDH-Tet-ST
AR10内 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 ユ ニ ッ ト の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 。 放 射 活 性 ル シ フ ェ ラ ー ゼ DNA
プ ロ ー ブ は 、 各 ク ロ ー ン の ゲ ノ ム に お け る 導 入 遺 伝 子 DNAの 量 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ
、 そ の 後 そ れ は フ ォ ス フ ァ ー イ メ ー ジ ャ ー （ phosphorimager） で 数 値 化 さ れ た 。
【 図 １ ６ 】 STAR機 能 の コ ピ ー 数 依 存 性 。 各 ク ロ ー ン に お け る pSDH-Tet-STAR10発 現 ユ ニ ッ
ト の コ ピ ー 数 は 、 フ ォ ス フ ァ ー イ メ ー ジ ャ ー に よ っ て 決 定 さ れ 、 且 つ 各 ク ロ ー ン に よ っ て
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発 現 さ れ た ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー 酵 素 の 活 性 と 比 較 さ れ る 。
【 図 １ ７ 】 エ ン ハ ン サ ー ブ ロ ッ キ ン グ 及 び エ ン ハ ン サ ー ア ッ セ イ 。 エ ン ハ ン サ ー ブ ロ ッ キ
ン グ 及 び エ ン ハ ン サ ー 活 性 の た め の STARを テ ス ト す る た め に 使 用 さ れ る ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発
現 ベ ク タ ー が 、 概 略 的 に 示 さ れ る 。 E47エ ン ハ ン サ ー タ ン パ ク 質 の た め の E-Box結 合 部 位 は
、 STARエ レ メ ン ト の た め の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 の 上 流 に あ る 。 STARク ロ ー ニ ン グ 部 位 の 下 流
に 、 ヒ ト ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 最 小 プ ロ モ ー タ ー （ mp） の 制 御 下 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺
伝 子 が あ る 。 ヒ ス ト グ ラ ム は 、 3つ の 可 能 性 の あ る 実 験 状 況 （ 本 文 参 照 ） の た め の 予 想 さ
れ た 結 果 を 示 し て い る 。 パ ネ ル 　 A:　 エ ン ハ ン サ ー － ブ ロ ッ キ ン グ ア ッ セ イ 。 パ ネ ル 　 B:
エ ン ハ ン サ ー ア ッ セ イ 。
【 図 １ ８ 】 エ ン ハ ン サ ー － ブ ロ ッ キ ン グ ア ッ セ イ 。 最 小 プ ロ モ ー タ ー か ら の ル シ フ ェ ラ ー
ゼ 発 現 は 、 エ ン プ テ ィ ベ ク タ ー （ ベ ク タ ー ） に お け る E47/E-boxエ ン ハ ン サ ー に よ っ て 活
性 化 さ れ る 。 エ ン ハ ン サ ー － ブ ロ ッ カ ー （ scs,HS4） 又 は STARエ レ メ ン ト （ STARエ レ メ ン
ト 1,2,3,6,10,11,18及 び 27） の 挿 入 は 、 E47/E-boxエ ン ハ ン サ ー に よ る ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活
性 を ブ ロ ッ ク す る 。
【 図 １ ９ 】 エ ン ハ ン サ ー ア ッ セ イ 。 最 小 プ ロ モ ー タ ー か ら の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 は 、 エ ン
プ テ ィ ベ ク タ ー （ E47） に お け る E47/E-boxエ ン ハ ン サ ー に よ っ て 活 性 化 さ れ る 。 Scs及 び H
S4エ レ メ ン ト 又 は 種 々 の STARエ レ メ ン ト （ STARエ レ メ ン ト 1,2,3,6,10,11,18及 び 27） の 挿
入 は 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 転 写 を 活 性 化 し な い 。
【 図 ２ ０ 】 SINCエ レ メ ン ト の 分 離 の た め に 使 用 さ れ る pSS-codA::uppベ ク タ ー 。 codA::upp
自 殺 遺 伝 子 は 、 プ ロ ド ラ ッ グ 　 ５ － フ ル オ ロ シ ト シ ン を 毒 性 薬 物 　 ５ － フ ル オ ロ ウ ラ シ ル
に 転 化 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 低 く さ れ た ド キ シ サ イ ク リ ン 濃 度 に よ る 導 出 に 応 答
し て 、 宿 主 細 胞 は プ ロ ド ラ ッ グ に 感 受 性 に な る 。 サ イ レ ン シ ン グ 活 性 を 有 す る BglIIク ロ
ー ニ ン グ 部 位 で 挿 入 さ れ た ゲ ノ ム DNAフ ラ グ メ ン ト は 、 自 殺 遺 伝 子 の 発 現 を 防 止 し 且 つ プ
ロ ド ラ ッ グ 耐 性 コ ロ ニ ー の 形 成 を 可 能 に す る 。 STARエ レ メ ン ト は 、 プ ラ ス ミ ド の 機 能 的 コ
ン ポ ー ネ ン ト へ の サ イ レ ン シ ン グ さ れ た ク ロ マ チ ン の 拡 散 を 防 止 す る た め に 選 択 コ ン ポ ー
ネ ン ト に 隣 接 す る 。 プ ラ ス ミ ド は 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 有 す る 哺 乳 動 物 細 胞 内
に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 及 び ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 を 有 す る 大 腸 菌 細 胞 内 に ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン 後 に 選 択 さ れ る 。 そ れ は 、 培 養 さ れ た 哺 乳 動 物 細 胞 内 で oriP及 び EBNA-1配
列 に よ り 、 及 び 大 腸 菌 内 で ori配 列 に よ り エ ピ ソ ー ム 的 に 複 製 す る 。
【 図 ２ １ 】 pSS-hrGFPプ ラ ス ミ ド は 、 自 殺 遺 伝 子 を （ 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ） h
rGFPで の 置 換 及 び STAR6を GFPレ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 下 流 で STAR8で の 置 換 を 除 い て pSS-cod::
Auppプ ラ ス ミ ド に 同 一 で あ る 。
【 図 ２ ２ 】 マ ウ ス と ヒ ト と の 間 の STAR18配 列 保 存 。 497個 の 塩 基 対 STAR18を 含 む ヒ ト ゲ ノ
ム の 領 域 が 示 さ れ る （ 黒 い ボ ッ ク ス ） ； 該 エ レ メ ン ト は 、 ヒ ト 2番 染 色 体 上 の HOXD8及 び HO
XD4ホ メ オ ボ ッ ク ス 遺 伝 子 の 間 に 生 じ る 。 そ れ は 、 72％ 配 列 同 一 性 を 共 有 す る マ ウ ス 2番 染
色 体 に お け る 領 域 と 並 べ ら れ る 。 STAR18の す ぐ 左 の ヒ ト 2番 染 色 体 の 領 域 は 、 マ ウ ス 2番 染
色 体 で ま た 高 く 保 存 さ れ て い る （ 73％ 同 一 性 ； グ レ ー ボ ッ ク ス ） ； こ れ ら の 領 域 を 超 え る
と 、 該 同 一 性 は 60%以 下 に 落 ち る 。 別 々 に 又 は 組 み 合 わ せ て の い ず れ か で ゼ オ シ ン で の 成
長 を 与 え る ヒ ト 及 び マ ウ ス 由 来 の こ れ ら の 領 域 の 能 力 が 示 さ れ る ； -　 成 長 し な い ； +　 普
通 の 成 長 ； ++　 活 発 な 成 長 、 +++　 迅 速 な 成 長 。
【 図 ２ ３ 】 バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ッ ク ス 分 析 ワ ー ク フ ロ ー の 説 明 図 。 詳 細 に は 、 本 文 を 参
照 。
【 図 ２ ４ 】 65個 の STARエ レ メ ン ト の ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト の 分 類 に 対 す る 判 別 式 分 析 の 結 果
。 ス テ ッ プ ワ イ ズ 線 形 判 別 式 分 析 （ Linear Discriminant Analysis； LDA） に よ っ て STAR
と し て 正 確 に 分 類 さ れ る STARエ レ メ ン ト は 、 ベ ン （ Venn） ダ イ ア グ ラ ム 内 に 示 さ れ る 。 LD
Aの 変 異 体 は 、 6量 体 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 「 オ リ ゴ ； oligos」 ） の た め の 及 び 二 分 染 色
体 の た め の 頻 度 分 析 結 果 か ら 選 択 さ れ た 。 該 ダ イ ア グ ラ ム は 、 STARを 正 確 に 分 類 す る ２ つ
の セ ッ ト の 変 異 体 の 一 致 を 示 す 。
【 図 ２ ５ 】 U-2 OS/Tet-Off/lexA-HP1細 胞 が 、 候 補 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ STARエ レ メ ン ト で ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ か つ 低 い ド キ シ サ イ ク リ ン 濃 度 で 培 養 さ れ た 。 総 RNAは 単 離 さ れ 且
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つ RT-PCRに 付 さ れ た ； ゼ オ シ ン 及 び ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 mRNAに 対 応 す る バ ン ド は 、 サ ザ
ン ブ ロ ッ ト 法 に よ っ て 検 出 さ れ 、 且 つ フ ォ ス フ ァ ー イ メ ー ジ ャ ー で 数 値 化 さ れ た 。 ハ イ グ
ロ マ イ シ ン シ グ ナ ル に 対 す る ゼ オ シ ン シ グ ナ ル の 割 合 は 、 12の 種 々 の シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ STAR
エ レ メ ン ト 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ  scs エ レ メ ン ト で 隣 接 さ れ た 又 は 隣 接 エ レ メ ン ト を 有 し
な い ゼ オ シ ン 発 現 ユ ニ ッ ト を 含 む 形 質 転 換 体 （ transfectants） の た め に 示 さ れ る 。
【 図 ２ ６ 】 STAR１ － STAR65を 含 む 配 列 （ 配 列 ID（ SEQ ID） ： 1-65） STAR66及 び テ ス ト セ ッ
ト を 含 む 配 列 （ 配 列 ID： 66-84） シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ STAR A1-A35を 含 む 配 列 （ 配 列 ID： 85-119
）
【 誤 訳 訂 正 ３ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 図 １ ３
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 図 １ ３ 】
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【 誤 訳 訂 正 ４ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 図 ２ ４
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 図 ２ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 誤 訳 訂 正 ５ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 図 ２ ５
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
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【 図 ２ ５ 】
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