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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　目的遺伝子を組換え配列の間および／または下流に発現可能に含む発現ベクターを導入
した細胞においてテトラサイクリン系抗生物質の有無によって該細胞内での該目的遺伝子
の発現を転写レベルおよびタンパク質レベルで制御するための遺伝子発現制御組成物であ
って、
（ａ）前記抗生物質に結合するリプレッサータンパク質の変異体と組換え酵素との融合タ
ンパク質であって、前記組換え配列部位での組換えを仲介し、前記抗生物質の非存在下で
は前記細胞内で分解される融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドであって、前記
変異体が、配列番号２の野生型テトラサイクリンリプレッサータンパク質のアミノ酸配列
における９５位のアスパラギン酸のアスパラギンによる置換、１０１位のロイシンのセリ
ンによる置換、および１０２位のグリシンのアスパラギン酸による置換のうちの少なくと
も２つの変異を有する、ポリヌクレオチド、および
（ｂ）（ａ）のポリヌクレオチドの転写制御領域に結合し、該ポリヌクレオチドの転写を
増強するタンパク質であって、前記抗生物質の非存在下では前記転写制御領域に結合しな
いタンパク質をコードするポリヌクレオチド
を発現可能に含む発現ベクターを含む、組成物。
【請求項２】
　前記組換え酵素が、
（ａ）Ｃｒｅリコンビナーゼ；
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（ｂ）ＦＬＰリコンビナーゼ；
（ｃ）ファージphi（ファイ）13インテグラーゼ；
（ｄ）ファージR4インテグラーゼ；
（ｅ）ファージTP901-1インテグラーゼ；
（ｆ）ファージλ（ラムダ）インテグラーゼ；
（ｇ）ファージHK022インテグラーゼ；
（ｈ）β（ベータ）リコンビナーゼ；
（ｉ）Ｒリコンビナーゼ；
（ｊ）γδ（ガンマデルタ）レソルバーゼ；
（ｋ）Dreリコンビナーゼ；
（ｌ）ファイRv1インテグラーゼ；
（ｍ）Ｉｎｔ；
（ｎ）ＩＨＦ；
（ｏ）Ｘｉｓ；
（ｐ）Ｆｉｓ；
（ｑ）Ｈｉｎ；
（ｒ）Ｇｉｎ；
（ｓ）Ｃｉｎ；
（ｔ）Ｔｈ３レソルバーゼ；
（ｕ）ＴｎｄＸ；
（ｖ）ＸｅｒＣ；および
（ｗ）ＸｅｒＤ
からなる群から選択される１以上のタンパク質である、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　前記組換え配列が、
（ａ）loxP；
（ｂ）frt；
（ｃ）attB/attP；
（ｄ）six；
（ｅ）ＲＳ；
（ｆ）res；
（ｇ）rox；
（ｈ）ｐｓｉ；
（ｉ）ｄｉｆ；
（ｊ）ｃｅｒ；および
（ｋ）組換えを起こす能力を保持した（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）、（ｆ）
、（ｇ）、（ｈ）、（ｉ）、または（ｊ）の組換え配列の変異体、改変体、または誘導体
からなる群より選択される１以上の組換え配列を含む、請求項１または２に記載の組成物
。
【請求項４】
　前記組換え酵素がＣｒｅリコンビナーゼであり、前記組換え配列がｌｏｘＰ配列である
、請求項１～３のいずれかに記載の組成物。
【請求項５】
　前記目的遺伝子が、転写因子である、請求項１～４のいずれかに記載の組成物。
【請求項６】
　前記転写因子が、Oct3/4、Klf4、Sox2、またはc-Myc遺伝子のいずれかである、請求項
５に記載の組成物。
【請求項７】
　前記（ｂ）のポリヌクレオチドが、前記（ａ）のポリヌクレオチドの転写制御領域に結
合して該ポリヌクレオチドの転写を増強するタンパク質をコードし、該タンパク質は、前
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記抗生物質と結合した場合にのみ該転写制御領域に結合することができる、請求項１～６
のいずれかに記載の組成物。
【請求項８】
　前記テトラサイクリン系抗生物質が、テトラサイクリン、またはその誘導体であるドキ
シサイクリン、オキシテトラサイクリン、クロルテトラサイクリン、もしくは無水テトラ
サイクリンである、請求項１～７のいずれかに記載の組成物。
【請求項９】
　前記リプレッサータンパク質の変異体が、テトラサイクリンリプレッサータンパク質の
変異体である、請求項１～８のいずれかに記載の組成物。
【請求項１０】
　前記テトラサイクリンリプレッサータンパク質の変異体が、野生型テトラサイクリンリ
プレッサータンパク質のアミノ酸配列において、少なくとも１つのアミノ酸残基が置換さ
れているアミノ酸配列を有する、請求項９に記載の組成物。
【請求項１１】
　前記アミノ酸残基の置換が、野生型テトラサイクリンリプレッサータンパク質のアミノ
酸配列の９５位のアスパラギン酸、１０１位のロイシン、および１０２位のグリシンのい
ずれか少なくとも２つの部位において存在する、請求項１０に記載の組成物。
【請求項１２】
　インビトロまたはトランスジェニック非ヒト動物においてテトラサイクリン系抗生物質
の有無によって細胞内での目的遺伝子の発現を制御するための遺伝子発現制御方法であっ
て、
（ａ）（ａ１）前記抗生物質に結合するリプレッサータンパク質の変異体と組換え酵素と
の融合タンパク質であって、前記組換え配列部位での組換えを仲介し、前記抗生物質の非
存在下では前記細胞内で分解される融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドであっ
て、前記変異体が、配列番号２の野生型テトラサイクリンリプレッサータンパク質のアミ
ノ酸配列における９５位のアスパラギン酸のアスパラギンによる置換、１０１位のロイシ
ンのセリンによる置換、および１０２位のグリシンのアスパラギン酸による置換のうちの
少なくとも２つの変異を有する、ポリヌクレオチド、および
　　　（ａ２）（ａ１）のポリヌクレオチドの転写制御領域に結合し、該ポリヌクレオチ
ドの転写を増強するタンパク質であって、前記抗生物質の非存在下では前記転写制御領域
に結合しないタンパク質をコードするポリヌクレオチド
を発現可能に含む発現ベクター、ならびに
（ｂ）目的遺伝子を組換え配列の間および／または下流に発現可能に含む発現ベクター
を、前記細胞内で前記抗生物質の存在下または非存在下で発現させる工程を含む、方法。
【請求項１３】
　前記組換え酵素が、
（ａ）Ｃｒｅリコンビナーゼ；
（ｂ）ＦＬＰリコンビナーゼ；
（ｃ）ファージphi（ファイ）13インテグラーゼ；
（ｄ）ファージR4インテグラーゼ；
（ｅ）ファージTP901-1インテグラーゼ；
（ｆ）ファージλ（ラムダ）インテグラーゼ；
（ｇ）ファージHK022インテグラーゼ；
（ｈ）β（ベータ）リコンビナーゼ；
（ｉ）Ｒリコンビナーゼ；
（ｊ）γδ（ガンマデルタ）レソルバーゼ；
（ｋ）Dreリコンビナーゼ；
（ｌ）ファイRv1インテグラーゼ
（ｍ）Ｉｎｔ；
（ｎ）ＩＨＦ；
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（ｏ）Ｘｉｓ；
（ｐ）Ｆｉｓ；
（ｑ）Ｈｉｎ；
（ｒ）Ｇｉｎ；
（ｓ）Ｃｉｎ；
（ｔ）Ｔｈ３レソルバーゼ；
（ｕ）ＴｎｄＸ；
（ｖ）ＸｅｒＣ；および
（ｗ）ＸｅｒＤ
からなる群から選択される１以上のタンパク質である、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記組換え配列が、
（ａ）loxP；
（ｂ）frt；
（ｃ）attB/attP；
（ｄ）six；
（ｅ）ＲＳ；
（ｆ）res；
（ｇ）rox；
（ｈ）ｐｓｉ；
（ｉ）ｄｉｆ；
（ｊ）ｃｅｒ；および
（ｋ）組換えを起こす能力を保持した（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）、（ｆ）
、（ｇ）、（ｈ）、（ｉ）、または（ｊ）の組換え配列の変異体、改変体、または誘導体
からなる群から選択される１以上の組換え配列を含む、請求項１２または１３に記載の方
法。
【請求項１５】
　前記組換え酵素がＣｒｅリコンビナーゼであり、前記組換え配列がｌｏｘＰ配列である
、請求項１２～１４のいずれかに記載の方法。
【請求項１６】
　前記目的遺伝子が、c-Myc遺伝子である、請求項１２～１５のいずれかに記載の方法。
【請求項１７】
　前記発現ベクターが、（ａ）の融合タンパク質のアミノ酸配列のＣ末端側に核外移行配
列を付加してなるポリペプチドをコードするポリヌクレオチド含む、請求項１～９のいず
れかに記載の組成物。
【請求項１８】
　前記（ａ）の発現ベクターが、（ａ１）の融合タンパク質のアミノ酸配列のＣ末端側に
核外移行配列を付加してなるポリペプチドをコードするポリヌクレオチド含む、請求項１
２～１６のいずれかに記載の方法。
【請求項１９】
　目的遺伝子を組換え配列の間および／または下流に発現可能に含む発現ベクターを導入
した細胞においてテトラサイクリン系抗生物質の有無によって該細胞内での該目的遺伝子
の発現を転写レベルおよびタンパク質レベルで制御するための遺伝子発現制御組成物であ
って、
（ａ）前記抗生物質に結合するリプレッサータンパク質の変異体と組換え酵素との融合タ
ンパク質であって、前記組換え配列部位での組換えを仲介し、前記抗生物質の非存在下で
は前記細胞内で分解される融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドを発現可能に含
む発現ベクターであって、前記変異体が、配列番号２の野生型テトラサイクリンリプレッ
サータンパク質のアミノ酸配列における９５位のアスパラギン酸のアスパラギンによる置
換、１０１位のロイシンのセリンによる置換、および１０２位のグリシンのアスパラギン
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酸による置換のうちの少なくとも２つの変異を有する、発現ベクター、および
（ｂ）（ａ）のポリヌクレオチドの転写制御領域に結合し、該ポリヌクレオチドの転写を
増強するタンパク質であって、前記抗生物質の非存在下では前記転写制御領域に結合しな
いタンパク質をコードするポリヌクレオチドを発現可能に含む発現ベクター
を含む、組成物。
【請求項２０】
　インビトロまたはトランスジェニック非ヒト動物においてテトラサイクリン系抗生物質
の有無によって細胞内での目的遺伝子の発現を制御するための遺伝子発現制御方法であっ
て、
（ａ）前記抗生物質に結合するリプレッサータンパク質の変異体と組換え酵素との融合タ
ンパク質であって、前記組換え配列部位での組換えを仲介し、前記抗生物質の非存在下で
は前記細胞内で分解される融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドを発現可能に含
む発現ベクターであって、前記変異体が、配列番号２の野生型テトラサイクリンリプレッ
サータンパク質のアミノ酸配列における９５位のアスパラギン酸のアスパラギンによる置
換、１０１位のロイシンのセリンによる置換、および１０２位のグリシンのアスパラギン
酸による置換のうちの少なくとも２つの変異を有する、発現ベクター、
（ｂ）（ａ）のポリヌクレオチドの転写制御領域に結合し、該ポリヌクレオチドの転写を
増強するタンパク質であって、前記抗生物質の非存在下では前記転写制御領域に結合しな
いタンパク質をコードするポリヌクレオチドを発現可能に含む発現ベクター、ならびに
（ｃ）目的遺伝子を組換え配列の間および／または下流に発現可能に含む発現ベクター
を、前記細胞内でテトラサイクリン系抗生物質の存在下または非存在下で発現させる工程
を含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗生物質による遺伝子の転写制御方法および／またはタンパク質の分解制御
方法に関する。特に、本発明は、抗生物質による遺伝子の転写制御およびタンパク質の分
解制御を含む二重制御方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　細胞タンパク質の機能解析等を目的として、外来刺激により制御可能な遺伝子発現系を
開発する試みがなされている。
【０００３】
　特表平１１－５０６９０１は、１つ以上のｔｅｔオペレーターに結合した遺伝子の発現
を調節することができる、転写アクチベーターおよび転写インヒビター融合タンパク質を
開示する。特表平１１－５０６９０１に開示される転写アクチベーターによれば、テトラ
サイクリンの存在時にｔｅｔオペレーターに結合してｔｅｔオペレーターに結合された遺
伝子の転写を刺激するが、不在時には結合等しない（したがって、転写の刺激をしない）
、という制御が可能であると報告されている。
【０００４】
　ＳＴＡＮＫＵＮＡＳ Ｋ ｅｔ ａｌ．，“Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ａ
ｌｌｅｌｅｓ ｕｓｉｎｇｋｎｏｃｋｉｎｍｉｃｅ ａｎｄａ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｕ
ｃｅｒ ｏｆ ｄｉｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ”，Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ．，２００３，Ｖｏｌ．１
２，Ｎｏ．６，ｐ．１６１５－２４は、ＦＲＡＰ（ＦＫＢＰ１２－ラパマイシン結合タン
パク質）のＦＫＢＰ－１２ラパマイシン結合のための最小領域である８９アミノ酸ドメイ
ンであるＦＲＢ＊と、ＧＳＫ－３β（内因性のグリコーゲンシンターゼキナーゼ－３β）
との融合タンパク質ＧＳＫ－３βＦＲＢ＊を開示する。ＳＴＡＮＫＵＮＡＳ Ｋ ｅｔ ａ
ｌは、ＦＲＢ＊がＧＳＫ－３βの不安定化を引き起こすこと、すなわち、ＧＳＫ－３βが
ＦＲＢ＊と融合することによって不安定化し、分解することを記載する。さらに、ＳＴＡ
ＮＫＵＮＡＳ Ｋ ｅｔ ａｌは、ＧＳＫ－３βＦＲＢ＊が、ラパマイシン誘導体（Ｃ２０
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－ＭａＲａｐ）の存在下で、ＦＫＢＰ１２に結合し、この相互作用がＧＳＫ－３βＦＲＢ
＊を安定化することを記載する。ＳＴＡＮＫＵＮＡＳ Ｋ ｅｔ ａｌのシステムは、専ら
ラパマイシン誘導体を利用することによって、ＦＫＢ＊とＦＫＢＰ１２の２量体化を促進
するものとして記載されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特表平１１－５０６９０１号公報
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】STANKUNAS K et al, Conditional protein alleles using knockin mic
e and a chemical inducer of dimerization., Mol Cell., 2003, Vol. 12, No. 6, p.16
15-24
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　ＳＴＡＮＫＵＮＡＳ Ｋ ｅｔ ａｌ記載のシステムでは、（ｉ）標的タンパク質（Ｔａ
ｒｇｅｔ）、（ｉｉ）ＦＲＢ＊、（ｉｉｉ）ＦＫＢＰ１２、および（ｉｖ）ラパマイシン
誘導体（Ｃ２０－ＭａＲａｐ）の４要素を必要とする。すなわち、ＳＴＡＮＫＵＮＡＳＫ
 ｅｔ ａｌの２量体化システムにおいては、ＧＳＫ－３βＦＲＢ＊融合タンパク質を安定
化する要素として、細胞内に元々存在するＦＫＢＰ１２の存在を必要とする。外来の融合
タンパク質と細胞内の正常タンパク質とが結合してはじめて分解制御がかかるため、ＳＴ
ＡＮＫＵＮＡＳＫ ｅｔ ａｌ記載のシステムを使用する際には細胞への有害作用の可能性
を考慮しながら実験をしなくてはならない。また、ＳＴＡＮＫＵＮＡＳ Ｋ ｅｔ ａｌで
使用されるラパマイシン誘導体は、臨床での使用例もなく、また免疫制御効果など余分な
作用がどう生物に影響するか未知数な部分が多く、実験後の廃棄物に関しても、取り扱い
に注意が必要である。
【０００８】
　したがって、生きた細胞中でのタンパク質量を、人工的分解制御機構を用いてコントロ
ールするための、代替的システムまたはより使いやすいシステムが求められている。
【０００９】
　他方、本発明者の知見から、特表平１１－５０６９０１に記載されるような遺伝子の転
写制御のシステムにおいても、また、ＳＴＡＮＫＵＮＡＳＫ ｅｔ ａｌに記載されるよう
なタンパク質の分解制御のシステムにおいても、生きた細胞中でのタンパク質発現量の制
御効果が不十分な場合が生じることがわかっている。そのような場合、導入遺伝子の非誘
導時の発現抑制が不十分であるために、細胞毒性を示す遺伝子、細胞の増殖に影響するよ
うな遺伝子等の導入が極めて困難であり、遺伝子発現の効果の正確な判定が難しい。
【００１０】
　したがって、生きた細胞内でのタンパク質の発現の制御をより確実にするためのシステ
ムが求められている。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　したがって、本発明は、以下のような目的のタンパク質の発現制御のための発現ベクタ
ー、該発現ベクターを導入された宿主細胞もしくは宿主生物、該発現ベクターを含む組成
物、キット発現制御システム、および発現制御方法を提供する。
（１）（ａ）抗生物質に結合するリプレッサータンパク質の変異体と目的のタンパク質と
の融合タンパク質をコードするポリヌクレオチド、および
　（ｂ）（ａ）のポリヌクレオチドの転写を制御するタンパク質をコードするポリヌクレ
オチド、
を発現可能に含む発現ベクターであって、
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　細胞内での（ａ）のポリヌクレオチドの転写および（ａ）のポリヌクレオチドの発現産
物である上記融合タンパク質の分解が、細胞内での抗生物質の有無によって制御される、
発現ベクター。
（２）上記（ｂ）のポリヌクレオチドが、上記（ａ）のポリヌクレオチドの転写制御領域
に結合して該ポリヌクレオチドの転写を増強するタンパク質をコードし、該タンパク質は
、上記抗生物質と結合した場合にのみ該転写制御領域に結合することができる、上記（１
）に記載の発現ベクター。
（３）上記（ａ）のポリヌクレオチドの発現産物である上記融合タンパク質が、上記細胞
内で、上記抗生物質と結合していないときに分解される、上記（１）または（２）に記載
の発現ベクター。
（４）上記抗生物質が、テトラサイクリン系抗生物質である、上記（１）～（３）のいず
れかに記載の発現ベクター。
（５）上記テトラサイクリン系抗生物質が、テトラサイクリン、またはその誘導体である
ドキシサイクリン、オキシテトラサイクリン、クロルテトラサイクリン、もしくは無水テ
トラサイクリンである、上記（４）に記載の発現ベクター。
（６）上記リプレッサータンパク質の変異体が、変異型ＴｅｔＲタンパク質である、上記
（１）～（５）のいずれかに記載の発現ベクター。
（７）上記変異型ＴｅｔＲタンパク質が、野生型ＴｅｔＲタンパク質のアミノ酸配列にお
いて、少なくとも１つのアミノ酸残基が置換されているアミノ酸配列を有する、上記（６
）に記載の発現ベクター。
（８）上記アミノ酸残基の置換が、野生型ＴｅｔＲタンパク質のアミノ酸配列の９５位の
アスパラギン酸、１０１位のロイシン、および１０２位のグリシンのいずれか少なくとも
２つの部位において存在する、上記（７）に記載の発現ベクター。
（９）上記目的のタンパク質が、蛍光タンパク質または発光タンパク質である、上記（１
）～（８）のいずれかに記載の発現ベクター。
（１０）上記目的のタンパク質が、治療用タンパク質である、上記（１）～（９）のいず
れかに記載の発現ベクター。
（１１）上記目的のタンパク質が、機能解析に供するためのタンパク質である、上記（１
）～（９）のいずれかに記載の発現ベクター。
（１２）上記（１）～（１１）のいずれかに記載の発現ベクターで遺伝子導入された宿主
細胞または宿主生物。
（１３）上記（９）に記載の発現ベクターを含有する、細胞内または生体内イメージング
用組成物。
（１４）上記（１０）に記載の発現ベクターを含有する、治療用組成物。
（１５）上記（１１）に記載の発現ベクターを含有する、タンパク質機能解析用組成物。
（１６）テトラサイクリン系抗生物質と組み合わせて使用する、上記（１３）～（１５）
のいずれかに記載の組成物。
（１７）上記テトラサイクリン系抗生物質が、テトラサイクリン、またはその誘導体であ
るドキシサイクリン、オキシテトラサイクリン、クロルテトラサイクリン、もしくは無水
テトラサイクリンである、上記（１６）に記載の組成物。
（１８）上記（１）～（１１）のいずれかに記載の発現ベクター、上記（１０）に記載の
宿主細胞もしくは宿主生物、または上記（１１）～（１５）のいずれかに記載の組成物を
含む、キット。
（１９）細胞内での目的のタンパク質の発現を転写レベルおよびタンパク質分解レベルで
制御するためのタンパク質発現制御システムであって、
細胞、
　上記細胞内に導入される上記（１）～（１１）のいずれかに記載の発現ベクター、およ
び
　上記細胞内に導入される抗生物質、
を含む、システム。
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（２０）細胞内での目的のタンパク質の発現を転写レベルおよびタンパク質分解レベルで
制御するタンパク質発現制御システムであって、
　（ａ）抗生物質に結合するリプレッサータンパク質の変異体と目的のタンパク質との融
合タンパク質をコードするポリヌクレオチドを発現可能に含む第１の発現ベクター、およ
び
　（ｂ）（ａ）のポリヌクレオチドの転写を制御するタンパク質をコードするポリヌクレ
オチドを発現可能に含む第２の発現ベクター、
を含み、
　上記第１および第２の発現ベクターが導入された細胞内で、（ａ）のポリヌクレオチド
の転写および（ａ）のポリヌクレオチドの発現産物である上記融合タンパク質の分解が、
該細胞内での抗生物質の有無によって制御される、タンパク質発現制御システム。
（２１）抗生物質によって、細胞内での目的のタンパク質の発現レベルを制御する方法で
あって、
　上記（１）～（１１）のいずれかに記載の発現ベクターを細胞内に導入する工程、およ
び
　上記細胞内での抗生物質の濃度を調節することによって、上記目的のタンパク質の発現
レベルを調節する工程
を含む、方法。
　また、本発明の別の局面では、以下の目的遺伝子発現制御用組成物、キット、システム
、および方法が提供される。
（２２）目的遺伝子を組換え配列の間および／または下流に発現可能に含む発現ベクター
を導入した細胞において、抗生物質の有無によって該細胞内での該目的遺伝子の発現を制
御するための、部位特異的組換え酵素を利用した遺伝子発現制御組成物であって、
　（ａ）抗生物質に結合するリプレッサータンパク質の変異体および組換え酵素との融合
タンパク質をコードするポリヌクレオチドを発現可能に含む発現ベクター、ならびに
　（ｂ）（ａ）のポリヌクレオチドの転写を制御するためのタンパク質をコードするポリ
ヌクレオチドを発現可能に含む発現ベクターを含む、組成物。
（２３）上記組換え酵素が、
（ａ）Ｃｒｅリコンビナーゼ；
（ｂ）ＦＬＰリコンビナーゼ；
（ｃ）ファージｐｈｉ（ファイ）１３インテグラーゼ；
（ｄ）ファージＲ４インテグラーゼ；
（ｅ）ファージＴＰ９０１－１インテグラーゼ；
（ｆ）ファージλ（ラムダ）インテグラーゼ；
（ｇ）ファージＨＫ０２２インテグラーゼ；
（ｈ）β（ベータ）リコンビナーゼ；
（ｉ）Ｒリコンビナーゼ；
（ｊ）γδ（ガンマデルタ）レソルバーゼ；
（ｋ）Ｄｒｅリコンビナーゼ；および
（ｌ）ファイＲｖ１インテグラーゼ
からなる群から選択される１以上のタンパク質である、上記（２２）に記載の組成物。
（２３ａ）上記組換え酵素が、
（ａ）Ｉｎｔ；
（ｂ）ＩＨＦ；
（ｃ）Ｘｉｓ；
（ｄ）Ｆｉｓ；
（ｅ）Ｈｉｎ；
（ｆ）Ｇｉｎ；
（ｇ）Ｃｉｎ；
（ｈ）Ｔｈ３レソルバーゼ；
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（ｉ）ＴｎｄＸ；
（ｊ）ＸｅｒＣ；および
（ｋ）ＸｅｒＤ
からなる群から選択される１以上のタンパク質である、上記（２２）に記載の組成物。
（２４）上記組換え配列が、
（ａ）ｌｏｘＰ；
（ｂ）ｆｒｔ（Ｆｋｐ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｔａｒｇｅｔ）；
（ｃ）ａｔｔＢ／ａｔｔＰ；
（ｄ）ｓｉｘ；
（ｅ）ＲＳ；
（ｆ）ｒｅｓ；
（ｇ）ｒｏｘ；および
（ｈ）組換えを起こす能力を保持した（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）、（ｆ）
、または（ｇ）の組換え部位の変異体、改変体、および誘導体からなる群から選択される
１以上の組換え配列を含む、上記（２２）または（２３）に記載の組成物。
（２４ａ）上記組換え配列が、
（ａ）ｐｓｉ；
（ｂ）ｄｉｆ；
（ｃ）ｃｅｒ；
（ｄ）ｆｒｔ；
（ｅ）ａｔｔ；および
（ｆ）組換えを起こす能力を保持した（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、または（ｅ）の
組換え部位の変異体、改変体、および誘導体からなる群より選択される１以上の組換え配
列を含む、上記（２２）または（２３ａ）に記載の組成物。
（２５）上記組換え酵素がＣｒｅリコンビナーゼであり、上記組換え配列がｌｏｘＰ配列
である、上記（２２）～（２４）のいずれかに記載の組成物。
（２６）上記目的遺伝子が、転写因子である、上記（２２）～（２５）のいずれかに記載
の組成物。
（２６ａ）上記転写因子が、Ｏｃｔ３／４、Ｋｌｆ４、Ｓｏｘ２、またはｃ－Ｍｙｃ遺伝
子のいずれかである、上記（２６）に記載の組成物。
（２７）上記（ｂ）のポリヌクレオチドが、上記（ａ）のポリヌクレオチドの転写制御領
域に結合して該ポリヌクレオチドの転写を増強するタンパク質をコードし、該タンパク質
は、上記抗生物質と結合した場合にのみ該転写制御領域に結合することができる、上記（
２２）～（２６）のいずれかに記載の組成物。
（２８）上記（ａ）のポリヌクレオチドの発現産物である上記融合タンパク質が、上記細
胞内で、上記抗生物質と結合していないときに分解される、上記（２２）～（２７）のい
ずれかに記載の組成物。
（２９）上記抗生物質が、テトラサイクリン系抗生物質である、上記（２２）～（２８）
のいずれかに記載の組成物。
（３０）上記テトラサイクリン系抗生物質が、テトラサイクリン、またはその誘導体であ
るドキシサイクリン、オキシテトラサイクリン、クロルテトラサイクリン、もしくは無水
テトラサイクリンである、上記（２９）に記載の組成物。
（３１）上記リプレッサータンパク質の変異体が、テトラサイクリンリプレッサータンパ
ク質の変異体である、上記（２２）～（３０）のいずれかに記載の組成物。
（３２）上記テトラサイクリンリプレッサータンパク質の変異体が、野生型テトラサイク
リンリプレッサータンパク質のアミノ酸配列において、少なくとも１つのアミノ酸残基が
置換されているアミノ酸配列を有する、上記（３１）に記載の組成物。
（３３）上記アミノ酸残基の置換が、野生型テトラサイクリンリプレッサータンパク質の
アミノ酸配列の９５位のアスパラギン酸、１０１位のロイシン、および１０２位のグリシ
ンのいずれか少なくとも２つの部位において存在する、上記（３２）に記載の組成物。
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（３４）目的遺伝子を組換え配列の間および／または下流に発現可能に含む発現ベクター
を導入した細胞において、抗生物質の有無によって該細胞内での該目的遺伝子の発現を制
御するための、部位特異的組換え酵素を利用した遺伝子発現制御キットであって、
（ａ）抗生物質に結合するリプレッサータンパク質の変異体および組換え酵素との融合タ
ンパク質をコードするポリヌクレオチドを発現可能に含む発現ベクター、ならびに
（ｂ）（ａ）のポリヌクレオチドの転写を制御するためのタンパク質をコードするポリヌ
クレオチドを発現可能に含む発現ベクターを含む、キット。
（３５）上記組換え酵素が、
（ａ）Ｃｒｅリコンビナーゼ；
（ｂ）ＦＬＰリコンビナーゼ；
（ｃ）ファージｐｈｉ（ファイ）１３インテグラーゼ；
（ｄ）ファージＲ４インテグラーゼ；
（ｅ）ファージＴＰ９０１－１インテグラーゼ；
（ｆ）ファージλ（ラムダ）インテグラーゼ；
（ｇ）ファージＨＫ０２２インテグラーゼ；
（ｈ）β（ベータ）リコンビナーゼ；
（ｉ）Ｒリコンビナーゼ；
（ｊ）γδ（ガンマデルタ）レソルバーゼ；
（ｋ）Ｄｒｅリコンビナーゼ；
（ｌ）ファイＲｖ１インテグラーゼ；
（ｍ）Ｉｎｔ；
（ｎ）ＩＨＦ；
（ｏ）Ｘｉｓ；
（ｐ）Ｆｉｓ；
（ｑ）Ｈｉｎ；
（ｒ）Ｇｉｎ；
（ｓ）Ｃｉｎ；
（ｔ）Ｔｈ３レソルバーゼ；
（ｕ）ＴｎｄＸ；
（ｖ）ＸｅｒＣ；および
（ｗ）ＸｅｒＤ
からなる群から選択される１以上のタンパク質である、上記（３４）に記載のキット。
（３６）上記組換え配列が、
（ａ）ｌｏｘＰ；
（ｂ）ｆｒｔ；
（ｃ）ａｔｔＢ／ａｔｔＰ；
（ｄ）ｓｉｘ；
（ｅ）ＲＳ；
（ｆ）ｒｅｓ；
（ｇ）ｒｏｘ；
（ｈ）ｐｓｉ；
（ｉ）ｄｉｆ；
（ｊ）ｃｅｒ；および
（ｋ）組換えを起こす能力を保持した（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）、（ｆ）
、（ｇ）、（ｈ）、（ｉ）、または（ｊ）の組換え配列の変異体、改変体、または誘導体
からなる群から選択される１以上の組換え配列を含む、上記（３４）または（３５）に記
載のキット。
（３７）上記組換え酵素がＣｒｅリコンビナーゼであり、上記組換え配列がｌｏｘＰ配列
である、上記（３４）～（３６）のいずれかに記載のキット。
（３８）上記目的遺伝子が、転写因子である、上記（３４）～（３７）のいずれかに記載
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のキット。
（３８ａ）上記転写因子が、Ｏｃｔ３／４、Ｋｌｆ４、Ｓｏｘ２、またはｃ－Ｍｙｃ遺伝
子のいずれかである、上記（３８）に記載のキット。
（３９）抗生物質の有無によって細胞内での目的遺伝子の発現を制御するための、部位特
異的組換え酵素を利用した遺伝子発現制御システムであって、
（ａ）細胞
（ｂ）上記細胞内に導入される、抗生物質に結合するリプレッサータンパク質の変異体お
よび組換え酵素との融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドを発現可能に含む発現
ベクター、
（ｃ）上記細胞内に導入される、（ｂ）のポリヌクレオチドの転写を制御するためのタン
パク質をコードするポリヌクレオチドを発現可能に含む発現ベクター、
（ｄ）上記細胞内に導入される、目的遺伝子を組換え配列の間および／または下流に発現
可能に含む発現ベクター、ならびに
（ｅ）上記細胞内に導入される抗生物質
を含み、
　細胞内での（ｂ）のポリヌクレオチドの転写および（ｂ）のポリヌクレオチドの発現産
物である上記融合タンパク質の分解が抗生物質の有無によって制御され、上記目的遺伝子
の発現が上記融合タンパク質の発現量によって制御される、発現制御システム。
（４０）上記組換え酵素が、
（ａ）Ｃｒｅリコンビナーゼ；
（ｂ）ＦＬＰリコンビナーゼ；
（ｃ）ファージｐｈｉ（ファイ）１３インテグラーゼ；
（ｄ）ファージＲ４インテグラーゼ；
（ｅ）ファージＴＰ９０１－１インテグラーゼ；
（ｆ）ファージλ（ラムダ）インテグラーゼ；
（ｇ）ファージＨＫ０２２インテグラーゼ；
（ｈ）β（ベータ）リコンビナーゼ；
（ｉ）Ｒリコンビナーゼ；
（ｊ）γδ（ガンマデルタ）レソルバーゼ；
（ｋ）Ｄｒｅリコンビナーゼ；
（ｌ）ファイＲｖ１インテグラーゼ；
（ｍ）Ｉｎｔ；
（ｎ）ＩＨＦ；
（ｏ）Ｘｉｓ；
（ｐ）Ｆｉｓ；
（ｑ）Ｈｉｎ；
（ｒ）Ｇｉｎ；
（ｓ）Ｃｉｎ；
（ｔ）Ｔｈ３レソルバーゼ；
（ｕ）ＴｎｄＸ；
（ｖ）ＸｅｒＣ；および
（ｗ）ＸｅｒＤ
からなる群から選択される１以上のタンパク質である、上記（３９）に記載のシステム。
（４１）上記組換え配列が、
（ａ）ｌｏｘＰ；
（ｂ）ｆｒｔ；
（ｃ）ａｔｔＢ／ａｔｔＰ；
（ｄ）ｓｉｘ；
（ｅ）ＲＳ；
（ｆ）ｒｅｓ；
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（ｇ）ｒｏｘ；
（ｈ）ｐｓｉ；
（ｉ）ｄｉｆ；
（ｊ）ｃｅｒ；
および
（ｋ）組換えを起こす能力を保持した（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）、（ｆ）
、（ｇ）、（ｈ）、（ｉ）、（または（ｊ）の組換え配列の変異体、改変体、または誘導
体からなる群から選択される１以上の組換え配列を含む、上記（３９）または（４０）に
記載のシステム。
（４２）上記組換え酵素がＣｒｅリコンビナーゼであり、上記組換え配列がｌｏｘＰ配列
である、上記（３９）～（４１）のいずれかに記載のシステム。
（４３）上記目的遺伝子が、転写因子である、上記（３９）～（４２）のいずれかに記載
のシステム。
（４３ａ）上記転写因子が、Ｏｃｔ３／４、Ｋｌｆ４、Ｓｏｘ２、またはｃ－Ｍｙｃ遺伝
子のいずれかである、上記（４３）に記載のシステム。
（４４）抗生物質の有無によって細胞内での目的遺伝子の発現を制御するための、部位特
異的組換え酵素を利用した遺伝子発現制御方法であって、
（ａ）抗生物質に結合するリプレッサータンパク質の変異体および組換え酵素との融合タ
ンパク質をコードするポリヌクレオチドを発現可能に含む発現ベクター、
（ｂ）（ａ）のポリヌクレオチドの転写を制御するためのタンパク質をコードするポリヌ
クレオチドを発現可能に含む発現ベクター、ならびに
（ｃ）目的遺伝子を組換え配列の間および／または下流に発現可能に含む発現ベクター
を、上記細胞内で抗生物質の存在下または非存在下で発現させる工程を含む、方法。
（４５）上記組換え酵素が、
（ａ）Ｃｒｅリコンビナーゼ；
（ｂ）ＦＬＰリコンビナーゼ；
（ｃ）ファージｐｈｉ（ファイ）１３インテグラーゼ；
（ｄ）ファージＲ４インテグラーゼ；
（ｅ）ファージＴＰ９０１－１インテグラーゼ；
（ｆ）ファージλ（ラムダ）インテグラーゼ；
（ｇ）ファージＨＫ０２２インテグラーゼ；
（ｈ）β（ベータ）リコンビナーゼ；
（ｉ）Ｒリコンビナーゼ；
（ｊ）γδ（ガンマデルタ）レソルバーゼ；
（ｋ）Ｄｒｅリコンビナーゼ；
（ｌ）ファイＲｖ１インテグラーゼ；
（ｍ）Ｉｎｔ；
（ｎ）ＩＨＦ；
（ｏ）Ｘｉｓ；
（ｐ）Ｆｉｓ；
（ｑ）Ｈｉｎ；
（ｒ）Ｇｉｎ；
（ｓ）Ｃｉｎ；
（ｔ）Ｔｈ３レソルバーゼ；
（ｕ）ＴｎｄＸ；
（ｖ）ＸｅｒＣ；および
（ｗ）ＸｅｒＤ
からなる群から選択される１以上のタンパク質である、上記（４４）に記載の方法。
（４６）上記組換え配列が、
（ａ）ｌｏｘＰ；
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（ｂ）ｆｒｔ；
（ｃ）ａｔｔＢ／ａｔｔＰ；
（ｄ）ｓｉｘ；
（ｅ）ＲＳ；
（ｆ）ｒｅｓ；
（ｇ）ｒｏｘ；
（ｈ）ｐｓｉ；
（ｉ）ｄｉｆ；
（ｊ）ｃｅｒ；
および
（ｍ）組換えを起こす能力を保持した（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）、（ｆ）
、（ｇ）、（ｈ）、（ｉ）、または（ｊ）の組換え配列の変異体、改変体、または誘導体
からなる群から選択される１以上の組換え配列を含む、上記（４４）または（４５）に記
載の方法。
（４７）上記組換え酵素がＣｒｅリコンビナーゼであり、上記組換え配列がｌｏｘＰ配列
である、上記（４４）～（４６）のいずれかに記載の方法。
（４８）上記目的遺伝子が、転写因子である、上記（４４）～（４７）のいずれかに記載
の方法。
（４８ａ）上記転写因子が、Ｏｃｔ３／４、Ｋｌｆ４、Ｓｏｘ２、またはｃ－Ｍｙｃ遺伝
子のいずれかである、上記（４８）に記載の方法。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明によれば、簡単な分子システムを用いて、目的のタンパク質の機能解析、イメー
ジングによる薬物の動態解析、副作用の少ない疾患の治療等を行うことができる。
【００１３】
　本発明において使用するテトラサイクリン系抗生物質（本明細書中、「Ｔｅｔ」と略す
ことがある。）は、例えば、ＳＴＡＮＫＵＮＡＳＫ ｅｔ ａｌで使用されるラパマイシン
に比較して、非常に安価であり、また動物に用いた際の吸収や体内での浸透が良く、安全
性も高いという利点を有する。本発明において使用するテトラサイクリン系抗生物質は、
マウスでの投与実験例も非常に多く、またすでに臨床の現場で多く使用されている薬物で
あり、安全性について確認がなされている点で有利である。
【００１４】
　本発明のタンパク質分解制御法によれば、細胞へ外部から導入する融合タンパク質以外
のタンパク質（例えば、細胞内に元々存在するタンパク質）を使用しないため、細胞への
余分な影響を排除することができる。
【００１５】
　さらに、本発明の遺伝子転写およびタンパク質分解の二重制御法によれば、転写段階で
の制御とタンパク質分解の制御が、１種類の薬剤の添加によって簡便に同時に実現可能に
なる。それによって、非誘導時のタンパク質発現をほぼ完全に抑制し、タンパク質発現の
厳密な制御が可能となる。またこの効果によって、非誘導時に比べて誘導時のタンパク質
発現誘導効率は数百倍となり、転写制御のみまたはタンパク質分解制御のみの場合に数十
倍の誘導効率であることと比べて格段に改善される。
【００１６】
　本発明の遺伝子転写制御およびタンパク質分解制御の組み合わせ（二重制御法）によれ
ば、抗生物質による遺伝子転写制御のみまたはタンパク質分解制御のみでは十分に厳密な
発現コントロールが難しい場合でも、きわめて厳密な遺伝子発現制御が実現可能である。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】図１は、（Ａ）ＴｅｔＲ－ＥＧＦＰをコードするｃＤＮＡの模式図；および（Ｂ
～Ｄ）野生型ＴｅｔＲ－ＥＧＦＰおよび変異ＴｅｔＲ－ＥＧＦＰの安定性をフローサイト
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メーターを用いて試験した結果を示すグラフである。
【図２】図２は、変異型ＴｅｔＲ－ＥＧＦＰを発現させた細胞をドキシサイクリンの存在
下で培養した場合の蛍光変化を示す写真である。（Ａ）２８位アルギニンの置換無し。（
Ｂ）２８位のアルギニンをグルタミンに置換したもの。
【図３】図３は、様々な濃度のドキシサイクリンを添加して、変異型ＴｅｔＲ－ＥＧＦＰ
を発現させた細胞の蛍光強度をフローサイトメーターで解析した結果を示すグラフである
。
【図４】図４は、（Ａ）変異型ＴｅｔＲ－ＥＧＦＰを発現する細胞のドキシサイクリン添
加後の蛍光強度の変化を、単にＥＧＦＰを発現するのみの細胞と比較して示すグラフであ
る。（Ｂ）変異型ＴｅｔＲ－ＥＧＦＰを発現する細胞のドキシサイクリン除去後の蛍光強
度の変化を、単にＥＧＦＰを発現するのみの細胞と比較して示すグラフである。
【図５】図５は、変異型ＴｅｔＲ－ＥＧＦＰおよびＤｓＲｅｄの遺伝子を組み込んだベク
ターを注射して発現させたマウスにおける蛍光を、倒立顕微鏡を用いて時間経過に伴い観
察した結果を示す写真である。
【図６】図６は、図５の実験における蛍光強度の時間変化を示すグラフである。
【図７】図７は、変異型ＴｅｔＲ－ＥＧＦＰをコードするｍＲＮＡをゼブラフィッシュの
受精卵に注入して、ドキシサイクリンの存在下または非存在下で、倒立顕微鏡を用いて蛍
光を観察した結果を示す写真である。（Ａ）処理なし、ドキシサイクリンなしの細胞；（
Ｂ）処理無しの細胞にドキシサイクリンを添加した細胞；（Ｃ）変異型ＴｅｔＲ－ＥＧＦ
ＰをコードするｍＲＮＡを導入し、ドキシサイクリンを添加した細胞。
【図８】図８は、本発明のシステムを用いて遺伝子の転写および／またはタンパク質分解
を制御した場合の細胞内タンパク質量の制御効果を示すグラフである。
【図９】図９は、細胞中でのドキシサイクリンのみによる毒素遺伝子の転写の制御と、本
発明のタンパク質分解制御方法を利用した毒素遺伝子の発現制御との間で、ドキシサイク
リンの存在下および非存在下で、生細胞数を比較した結果を示すグラフである。
【図１０】図１０は、組換えレポーターベクターｐＥＢ６ＣＡＧ－Ｖｅｎｕｓ－ｌｏｘ－
Ｒ１を示す模式図である。
【図１１】図１１は、組換えレポーターベクターｐＥＢ６ＣＡＧ－Ｖｅｎｕｓ－ｌｏｘ－
Ｒ１を用いた遺伝子発現およびタンパク質分解の二重制御による細胞内Ｃｒｅタンパク質
量の制御効果を示す図である。
【図１２】図１２は、抗生物質により細胞内でのタンパク質量の制御（タンパク質分解の
制御）を行う場合に使用する代表的な発現ベクターの模式図である。目的のタンパク質と
してＥＧＦＰを使用する場合を示す。
【図１３】図１３は、抗生物質により細胞内でのタンパク質量の制御（タンパク質分解の
制御）を行う場合に使用する代表的な発現ベクターの別の例を示す模式図である。目的の
タンパク質として任意のものを使用できるようにｍｃｓが挿入されている。
【図１４】図１４は、抗生物質により遺伝子の転写レベルおよびタンパク質の分解レベル
の両方での制御（二重制御）を行う場合に使用する、代表的な発現ベクターの模式図であ
る。目的のタンパク質挿入部位をｍｃｓとしてある。
【図１５】図１５は、抗生物質により遺伝子の転写レベルおよびタンパク質の分解レベル
の両方での制御（二重制御）を行う場合に使用する、代表的な発現ベクターの模式図であ
る。目的のタンパク質としてＥＧＦＰを使用する態様を示す。
【図１６】図１６は、本発明の抗生物質によるタンパク質の転写・分解制御（二重制御）
システムの原理を説明する模式図である。
【図１７】図１７は、抗生物質によるタンパク質分解制御のみ、または抗生物質による転
写制御のみでＣｒｅタンパク質の発現調節を行う場合と、抗生物質によるタンパク質分解
制御および転写制御の両方（二重制御）でＣｒｅタンパク質の発現調節を行う場合との間
での制御効率の比較（または細胞数および蛍光強度の比較）を示すグラフである。
【図１８】図１８は、本発明のタンパク質のＴｅｔによる転写・分解二重制御系の制御効
率の、抗生物質濃度依存性を示すグラフである。
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【図１９】図１９は、組換え効率を改善したＴｅｔ二重制御ベクターのＣｒｅ発現解析の
結果を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
１．本発明の融合タンパク質
　本発明は、１つの実施形態において、抗生物質に結合するタンパク質の変異タンパク質
およびそれに融合した目的のタンパク質を含む融合タンパク質を提供する。ここで、上記
変異タンパク質は、細胞内で、上記抗生物質と結合していない場合は分解されるが、上記
抗生物質と結合している場合には安定化され、上記融合タンパク質は、細胞内で、上記抗
生物質と結合していない場合は分解されるが、上記抗生物質と結合している場合には安定
化される。より具体的には、本発明は、大腸菌由来テトラサイクリンリプレッサータンパ
ク質（ＴｅｔＲタンパク質）に点変異を導入した変異タンパク質を提供する。より詳細に
は、ＴｅｔＲタンパク質に点変異を導入した変異タンパク質とそれに融合した目的のタン
パク質を含む融合タンパク質が提供される。
【００１９】
　本明細書中、「抗生物質に結合するタンパク質の変異タンパク質」とは、抗生物質に結
合するタンパク質のアミノ酸配列において、少なくとも１つのアミノ酸残基が置換、欠失
、付加、または挿入されているアミノ酸配列を有し、該抗生物質の非存在下では不安定化
してプロテアーゼによる分解を受けるが、該抗生物質と結合すると安定化して分解を免れ
るようになる該タンパク質の変異体のことをいうものとする。
【００２０】
　「抗生物質」の例としては、テトラサイクリン系抗生物質、ペニシリン系抗生物質、ク
ロラムフェニコール系抗生物質、アミノグリコシド系抗生物質などが挙げられる。またそ
のような抗生物質に結合する「タンパク質」の例としては、該抗生物質のリプレッサータ
ンパク質、β－ラクタマーゼ、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ、アミ
ノグリコシド３’－ホスホトランスフェラーゼなどが挙げられる。本発明の好ましい実施
形態では、上記抗生物質がテトラサイクリン系抗生物質、上記抗生物質に結合するタンパ
ク質が上記抗生物質のリプレッサータンパク質である。
【００２１】
　好ましくは、上記リプレッサータンパク質は、ＴｅｔＲタンパク質であり、前記変異タ
ンパク質は、変異型ＴｅｔＲタンパク質である。したがって、本発明は１つの好ましい実
施形態において、変異型ＴｅｔＲタンパク質およびそれに融合した目的のタンパク質を含
む、融合タンパク質を提供する。
【００２２】
　本明細書中、「ＴｅｔＲタンパク質」または「野生型ＴｅｔＲタンパク質」とは、Ｇｅ
ｎＢａｎｋＧｅｎｅＩＤ：２６５３９７０のＤＮＡによってコードされる大腸菌由来テト
ラサイクリンリプレッサータンパク質（ＮＣＢＩタンパク質データベースアクセッション
番号：ＮＰ＿９４１２９２（配列番号２）；ＣＤＳ：ＮＣ＿００５２１１（配列番号１）
）のことをいう。
【００２３】
　本明細書中、「変異型ＴｅｔＲタンパク質」とは、上記ＴｅｔＲタンパク質のアミノ酸
配列において、少なくとも１つのアミノ酸残基が置換、欠失、付加、または挿入されてい
るアミノ酸配列を有し、テトラサイクリン系抗生物質の非存在下では不安定化してプロテ
アーゼによる分解を受けるが、テトラサイクリン系抗生物質と結合すると安定化して分解
を免れるようになるＴｅｔＲタンパク質の変異体のことをいうものとする。
【００２４】
　好ましくは、上記変異型ＴｅｔＲタンパク質は、野生型ＴｅｔＲタンパク質のアミノ酸
配列において、少なくとも２つのアミノ酸残基が置換されているアミノ酸配列を有する。
さらに好ましくは、上記アミノ酸残基の置換は、野生型ＴｅｔＲタンパク質のアミノ酸配
列の９５位のアスパラギン酸、１０１位のロイシン、および１０２位のグリシンのいずれ
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か少なくとも２つの部位において存在する。最も好ましくは、前記変異型ＴｅｔＲタンパ
ク質は、野生型ＴｅｔＲタンパク質のアミノ酸配列において、９５位のアスパラギン酸が
アスパラギンに、１０１位のロイシンがセリンに、および１０２位のグリシンがアスパラ
ギン酸に置換される変異のうちのいずれか少なくとも２つ、もしくは上記３つ全ての変異
を有するアミノ酸配列を有する。変異型ＴｅｔＲタンパク質のアミノ酸配列の変異の形態
は、野生型ＴｅｔＲタンパク質からのアミノ酸残基の置換のみならず、１つ以上のアミノ
酸残基の欠失、付加、および／または挿入であってもよい。また、そのような変異を有す
るアミノ酸の位置は、上記で例示したものに限定されない。
【００２５】
　本発明の融合タンパク質において、「目的のタンパク質」とは、（１）蛍光タンパク質
または発光タンパク質；（２）治療用タンパク質；（３）機能解析に供するためのタンパ
ク質、（４）組換え酵素のような、そのタンパク質の分解（または安定性もしくは活性）
を、変異型ＴｅｔＲタンパク質およびＴｅｔを利用して制御することによって産業上有用
な効果の得られるタンパク質のことをいうものとする。目的のタンパク質が公知のタンパ
ク質であるような場合には、通常、それをコードする遺伝子のヌクレオチド配列は、公に
利用可能な種々の配列データベース（例えば、ＧｅｎＢａｎｋデータベース）から入手す
ることができる。また、目的のタンパク質のアミノ酸配列もしくはそれをコードするヌク
レオチドレセプター配列が未知の場合は、当業者に周知の配列決定方法を用いて、該タン
パク質のアミノ酸配列およびそれをコードするヌクレオチド配列を決定することができる
（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ＆ Ｒｕｓｓｅｌｌ、ＭｏｌｅｃｕｌａｒＣｌｏｎｉｎｇ；
Ａ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍａｎｕａｌ，Ｔｈｉｒｄ Ｅｄｉｔｉｏｎ，２００１，Ｃｏ
ｌｄＳｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉ
ｎｇ Ｈａｒｂｏｒ，Ｎｅｗ Ｙｏｒｋなどを参照）。
【００２６】
　本発明の融合タンパク質は、当該分野での常法に従って作製され得る。簡単には、目的
のタンパク質をコードするｃＤＮＡに、変異型ＴｅｔＲタンパク質をコードするｃＤＮＡ
を連結させ、該目的のタンパク質と変異型ＴｅｔＲタンパク質との融合タンパク質をコー
ドするＤＮＡを構築し、このＤＮＡを、例えば、真核生物用の発現ベクターに挿入し、こ
の発現ベクターを真核生物へ導入することにより発現させることができる（例えば、上記
Ｓａｍｂｒｏｏｋ＆ Ｒｕｓｓｅｌｌを参照）。
【００２７】
　本発明の実施形態において使用される「蛍光タンパク質」の例としては、緑色蛍光タン
パク質（ＧｒｅｅｎＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ Ｐｒｏｔｅｉｎ（ＧＦＰ））、強化（Ｅｎ
ｈａｎｃｅｄ）緑色蛍光タンパク質（ＥＧＦＰ）、シアン蛍光タンパク質（ＣｙａｎＦｌ
ｕｏｒｅｓｃｅｎｔ Ｐｒｏｔｅｉｎ）（ＣＦＰ））、強化シアン蛍光タンパク質（ＥＣ
ＦＰ）、黄色蛍光タンパク質（ＹＦＰ）、強化黄色蛍光タンパク質（ＥＹＦＰ）、赤色蛍
光タンパク質ＤｓＲｅｄおよびその変異体（ＤｓＲｅｄ２、ＤｓＲｅｄ－ｅｘｐｒｅｓｓ
、タイマー（Ｔｉｍｅｒ）、ｍＲＦＰ１とその変異体など）、ＡｍＣｙａｎ、ＺｓＧｒｅ
ｅｎ、ＺｓＹｅｌｌｏｗ、ＡｓＲｅｄ、ＨｃＲｅｄ、ＫｕｓａｂｉｒａＯｒａｎｇｅ、Ｋ
ａｅｄｅ、ＡｚａｍｉＧｒｅｅｎなどが挙げられる。
【００２８】
　本発明の実施形態において使用される「発光タンパク質」の例としては、ホタルルシフ
ェラーゼ、ウミシイタケルシフェラーゼ、クラゲエクオリンなどが挙げられる。これらの
蛍光タンパク質または発光タンパク質は、当業者に周知の供給業者（例えば、Ｃｌｏｎｔ
ｅｃｈやＰｒｏｍｅｇａなど）により市販されている。
【００２９】
　本明細書中、「治療用タンパク質（ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ）」とは
、疾患の予防および／または治療に有効なタンパク質をいい、例えば、免疫を担う細胞を
活性化するサイトカイン（例えば、ヒトインターロイキン２、ヒト顆粒球－マクロファー
ジ－コロニー刺激因子、ヒトマクロファージコロニー刺激因子、ヒトインターロイキン１
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２等）などが挙げられる。また、癌細胞などを直接殺傷するために、リシンやジフテリア
毒素などの毒素やヘルペスウイルスチミジンキナーゼを抗ウイルス剤ガンシクロビルと組
み合わせて用いることもできる。また、抗体なども用いることができる。例えば、抗体と
の融合タンパク質については、抗体または抗体断片をコードするｃＤＮＡに変異型Ｔｅｔ
Ｒタンパク質をコードするｃＤＮＡを連結させ、抗体と変異型ＴｅｔＲタンパク質との融
合タンパク質をコードするＤＮＡを構築し、このＤＮＡを、例えば、真核生物用の発現ベ
クターに挿入し、この発現ベクターを真核生物へ導入することにより発現させることがで
きる。あるいは、生体組織中の特定の抗原に対して部位特異的な治療用タンパク質の送達
を行うために、該抗原に対する抗体と、治療用タンパク質と、変異型ＴｅｔＲタンパク質
との融合タンパク質をコードするＤＮＡを構築し、このＤＮＡを、例えば、真核生物の発
現ベクターに挿入し、この発現ベクターを真核生物へ導入して発現させることもできる。
あるいは、そのような融合タンパク質をエキソビボで作製した後、生体内へ導入してもよ
い。
【００３０】
　また、本発明の別の実施形態において使用される「機能解析に供するためのタンパク質
」の例としては、タンパク質キナーゼ、転写因子などが挙げられる。タンパク質キナーゼ
の例としては、例えば、ＭＡＰＫファミリーキナーゼ、ＰＫＣファミリーキナーゼ、ＰＫ
Ａファミリーキナーゼ、Ｓｒｃファミリーキナーゼ、Ｊａｋファミリーキナーゼ、Ａｂｌ
ファミリーキナーゼ、ＩＫＫファミリーキナーゼなどが挙げられる。転写因子の例として
は、ＲＵＮＸファミリー、ＳＴＡＴファミリー、核内受容体、ロイシンジッパーファミリ
ー、ＮＦ－κＢファミリーなどがある。
【００３１】
　上記本発明の融合タンパク質は、テトラサイクリン系抗生物質の非存在下では、不安定
であるが、テトラサイクリン系抗生物質と結合すると安定化する。したがって、本発明の
融合タンパク質によって、目的のタンパク質の分解の制御がテトラサイクリン系抗生物質
の濃度によって可能となるため、本発明の融合タンパク質は、蛍光または発光タンパク質
を用いた生体内イメージング、治療用タンパク質の作用の制御、タンパク質の生体内での
機能解析等のために用いることができる。
【００３２】
　本発明において使用される「テトラサイクリン系抗生物質（Ｔｅｔ）」としては、本発
明の変異型ＴｅｔＲタンパク質に結合して、その構造を安定化し、タンパク質分解酵素に
よる分解を抑制するものであれば、特に限定されないが、例えば、テトラサイクリンおよ
びその誘導体であるドキシサイクリン、オキシテトラサイクリン、クロルテトラサイクリ
ン、または無水テトラサイクリンが挙げられる。
【００３３】
２．本発明の遺伝子発現調節およびタンパク質分解調節を含む二重制御システムによる目
的遺伝子の発現調節
　本発明の別の局面では、抗生物質の有無によって細胞内での目的遺伝子の発現を制御す
るための、部位特異的組換え酵素を利用した目的遺伝子の発現制御システム、組成物、キ
ット、および方法が提供される。
【００３４】
　１つの実施形態では、本発明は、目的遺伝子を組換え配列の間および／または下流に発
現可能に含む発現ベクターを導入した細胞において、抗生物質の有無によって該細胞内で
の該目的遺伝子の発現を制御するための、部位特異的組換え酵素を利用した発現制御組成
物が提供する。この組成物は、
【００３５】
　（ａ）抗生物質に結合するリプレッサータンパク質の変異体および組換え酵素との融合
タンパク質をコードするポリヌクレオチドを発現可能に含む発現ベクター、ならびに
【００３６】
　（ｂ）（ａ）のポリヌクレオチドの転写を制御するためのタンパク質をコードするポリ
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ヌクレオチドを発現可能に含む発現ベクターを含む。ここで、細胞内での（ａ）のポリヌ
クレオチドの転写および（ａ）のポリヌクレオチドの発現産物である上記融合タンパク質
の分解は抗生物質の有無によって制御される。また、目的遺伝子の発現は上記融合タンパ
ク質の発現量によって制御される。
【００３７】
　本発明の別の実施形態では、目的遺伝子を組換え配列の間および／または下流に発現可
能に含む発現ベクターを導入した細胞において、抗生物質の有無によって該細胞内での該
目的遺伝子の発現を制御するための、部位特異的組換え酵素を利用した発現制御キットが
提供される。このキットは、
　（ａ）抗生物質に結合するリプレッサータンパク質の変異体および組換え酵素との融合
タンパク質をコードするポリヌクレオチドを発現可能に含む発現ベクター、ならびに
　（ｂ）（ａ）のポリヌクレオチドの転写を制御するためのタンパク質をコードするポリ
ヌクレオチドを発現可能に含む発現ベクターを含む。ここで、細胞内での（ａ）のポリヌ
クレオチドの転写および（ａ）のポリヌクレオチドの発現産物である前記融合タンパク質
の分解は抗生物質の有無によって制御される。また、目的遺伝子の発現は、上記融合タン
パク質の発現量によって制御される。
【００３８】
　本発明のさらに別の実施形態では、抗生物質の有無によって細胞内での目的遺伝子の発
現を制御するための、部位特異的組換え酵素を利用した発現制御システムが提供される。
このシステムは、
　（ａ）細胞
　（ｂ）前記細胞内に導入される、抗生物質に結合するリプレッサータンパク質の変異体
および組換え酵素との融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドを発現可能に含む発
現ベクター、
　（ｃ）前記細胞内に導入される、（ｂ）のポリヌクレオチドの転写を制御するためのタ
ンパク質をコードするポリヌクレオチドを発現可能に含む発現ベクター、
　（ｄ）前記細胞内に導入される、目的遺伝子を組換え配列の間および／または下流に発
現可能に含む発現ベクター、ならびに
　（ｅ）前記細胞内に導入される抗生物質
を含み、細胞内での（ｂ）のポリヌクレオチドの転写および（ｂ）のポリヌクレオチドの
発現産物である前記融合タンパク質の分解は抗生物質の有無によって制御され、上記目的
遺伝子の発現は上記融合タンパク質の発現量によって制御される。
【００３９】
　本発明のなおさらなる実施形態では、抗生物質の有無によって細胞内での目的遺伝子の
発現を制御するための、部位特異的組換え酵素を利用した方法が提供される。この方法は
、
　（ａ）抗生物質に結合するリプレッサータンパク質の変異体および組換え酵素との融合
タンパク質をコードするポリヌクレオチドを発現可能に含む発現ベクター、
　（ｂ）（ａ）のポリヌクレオチドの転写を制御するためのタンパク質をコードするポリ
ヌクレオチドを発現可能に含む発現ベクター、ならびに
　（ｃ）目的遺伝子を組換え配列の間および／または下流に発現可能に含む発現ベクター
を、前記細胞内で抗生物質の存在下または非存在下で発現させる工程を含む。ここで、細
胞内での（ａ）のポリヌクレオチドの転写および（ａ）のポリヌクレオチドの発現産物で
ある前記融合タンパク質の分解は、抗生物質の有無によって制御される。また、目的遺伝
子の発現は、上記融合タンパク質の発現量によって制御される。
【００４０】
　本発明において使用される「組換え酵素」は、特定の複数のＤＮＡ配列（組換え配列）
の間の部位特異的な組換えを仲介する組換え酵素のことをいう。本発明において使用され
る「組換え酵素」および「組換え配列」の例には、Ｇａｒｃｉａ－Ｏｔｉｎ＆ Ｇｕｉｌ
ｌｏｕ，“Ｍａｍｍａｌｉａｎ ｇｅｎｏｍｅｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｕｓｉｎｇ ｓｉｔｅ
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－ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅｓ”，Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｂｉｏｓ
ｃｉｅｎｃｅ １１，１１０８－１１３６，Ｊａｎｕａｒｙ １，２００６、およびＷＯ２
００１／０４２５０９（特表２００４－５０００６１）（これらの文献は全て、具体的に
、本明細書中で参考として援用される）に記載される組換え酵素／組換え配列が挙げられ
る。なかでも代表的な組換え酵素／組換え配列の例としては、Ｃｒｅリコンビナーゼ／ｌ
ｏｘＰ配列が挙げられる。
【００４１】
　ｌｏｘＰ（ｌｏｃｕｓ ｏｆ ｃｒｏｓｓｃｏｖｅｒ（ｘ）ｉｎ Ｐ１）は、３４塩基対
（ｂｐ）にわたる配列であり、８ｂｐの非対称的中央配列（これはｌｏｘＰ要素の方向を
決める）およびこれに隣接する２つの１３ｂｐのパリンドローム配列からなる。Ｃｒｅリ
コンビナーゼ（本明細書中、単に「Ｃｒｅ」と略すことがある。）はＰ１バクテリオファ
ージの複製サイクルにおいてリゾルバーゼ（ｒｅｓｏｌｖａｓｅ）として重要な働きをし
、ファージの複製したゲノムを切断、再結合して２つの類似の粒子にする。Ｃｒｅリコン
ビナーゼは３４３アミノ酸（ａａ）／３８ｋＤａのタンパク質であり、補因子を必要とし
ない４量体の複合体として機能する。Ｃｒｅは２つのｌｏｘＰ部位（配列）を、それらが
同じＤＮＡ鎖に配置されている場合および異なるＤＮＡ鎖に配置されている場合のいずれ
においても、組み換えることができる。２つのｌｏｘＰ配列が同じＤＮＡ鎖上にある場合
、それらが同じ方向を向いている場合は、２つのｌｏｘＰ配列間にあるＤＮＡセグメント
を切り出す反応が起こる。切り出された部分は環状の粒子となり、ｌｏｘＰ配列はそれぞ
れのＤＮＡ部分に残る（例えば、図１０を参照）。
【００４２】
　このような部位特異的組換え酵素および組換え配列を、本発明の抗生物質による細胞内
での目的のタンパク質の発現を制御する方法と組み合わせて使用することによって、目的
遺伝子の発現の制御を行うことができる。すなわち、（ｃ）２つの組換え配列（例：ｌｏ
ｘＰ）の間および／または下流に目的遺伝子のＤＮＡセグメントを発現可能に担持する発
現ベクター、（ａ）抗生物質に結合するリプレッサータンパク質の変異体および組換え酵
素（例：Ｃｒｅリコンビナーゼ）との融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドを発
現可能に含む発現ベクター、ならびに（ｂ）該融合タンパク質をコードするするポリヌク
レオチドの転写を制御するためのタンパク質をコードするポリヌクレオチド（例：人工転
写因子ｒｔＴＡ）を発現可能に含む発現ベクターを細胞内に導入して発現させ、抗生物質
の存在／非存在（または濃度）によって、目的遺伝子の発現を制御することが可能である
。ここで、ベクター上の目的遺伝子は１つに限らず、複数存在してもよい。例えば、２つ
の組換え配列の間に第一の目的遺伝子、２つの組換え遺伝子の下流の第二の目的遺伝子を
連結して使用することも可能であることは当業者ならば理解できるはずである。
【００４３】
　このような本発明の遺伝子発現制御系によれば、例えば、Ｃｒｅ／ｌｏｘＰ系を用いて
、Ｃｒｅリコンビナーゼの発現を抗生物質（例：ドキシサイクリン）の有無（または濃度
）により制御することができ、さらにＣｒｅリコンビナーゼの有無により、目的遺伝子の
発現を制御することができる。より具体的には、抗生物質の非存在下では、Ｃｒｅリコン
ビナーゼの発現が転写レベルおよびタンパク質レベルで抑制されるため、Ｃｒｅリコンビ
ナーゼの作用によるｌｏｘＰ間の遺伝子セグメントの切り出しも起こらず、目的遺伝子の
発現が維持される。他方、抗生物質の存在下では、Ｃｒｅリコンビナーゼと変異型Ｔｅｔ
Ｒの融合蛋白質の発現が転写レベルでもタンパク質レベルでも抑制されないため、発現産
物である融合蛋白質（Ｃｒｅリコンビナーゼ＋変異型ＴｅｔＲ）のＣｒｅの作用によりｌ
ｏｘＰ間に挟まれた目的遺伝子セグメントが切り出されるため、この目的遺伝子の発現が
抑制される。また、例えば、ここで第二の目的遺伝子が２つのｌｏｘＰ配列の下流に連結
されていれば、ｌｏｘＰ間の目的遺伝子が切り出された後に、第二の目的遺伝子の発現が
起こるようにすることができる。
【００４４】
　例えば、目的遺伝子として、Ｏｃｔ３／４、Ｋｌｆ４、Ｓｏｘ２、および／またはｃ－
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Ｍｙｃ遺伝子を使用することができる。Ｏｃｔ３／４、Ｋｌｆ４、Ｓｏｘ２、およびｃ－
Ｍｙｃ遺伝子は、皮膚細胞のｉＰＳ細胞（ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔ
ｅｍｃｅｌｌｓ）化に必要とされるが、ｉＰＳ化後細胞の癌化を引き起こすことが問題と
なっていることが知られている。本発明の目的遺伝子発現制御方法によれば、細胞のｉＰ
Ｓ化に必要とされる間は、上記遺伝子を抗生物質の非存在下で発現させておき、ｉＰＳ細
胞を分化させて必要でなくなったときには、細胞の癌化の原因となる上記遺伝子の発現を
抗生物質の存在下で抑制するというような遺伝子発現制御が可能となる。ここで、本発明
において使用される「目的遺伝子」には、その発現の制御を必要とされる任意の遺伝子が
含まれ、Ｏｃｔ３／４、Ｋｌｆ４、Ｓｏｘ２、およびｃ－Ｍｙｃ遺伝子の他に、例えば、
細胞の分化や組織特異的な機能に関わることが知られている様々な転写因子群、例えばホ
メオボックス遺伝子群のＨｏｘ遺伝子群や非Ｈｏｘ遺伝子群、フォークヘッド遺伝子群、
Ｔボックス遺伝子群、ポリコーム遺伝子群、トリソラックス遺伝子群、ＧＡＴＡ遺伝子群
、Ｍａｆ遺伝子群、Ｈｅｓ遺伝子群や、細胞のストレス応答に関与する転写因子、ＡＴＦ
－２、Ｎｒｆ２、ＨＳＦ１、ＨＩＦなど、あるいは、細胞内のシグナル伝達に関与するキ
ナーゼであるセリンスレオニンキナーゼ群のＭＡＰキナーゼ、プロテインキナーゼＡ、プ
ロテインキナーゼＣ、プロテインキナーゼＤ、プロテインキナーゼＧなどや、チロシンキ
ナーゼ群のＳｒｃキナーゼ群、受容体キナーゼ群等も使用可能であることは当業者には理
解できるはずである。
【００４５】
　本発明によるタンパク質の転写および発現の二重制御系とともに使用し得る、Ｃｒｅリ
コンビナーゼ／ｌｏｘＰ系以外の組換え酵素／組換え配列（部位）系の例としては、例え
ば、Ｆｌｐリコンビナーゼ／ｆｒｔ（Ｆｋｐｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｔａｒｇｅｔ
）部位、ファージｐｈｉ１３インテグラーゼ／ａｔｔ部位、ファージＲ４インテグラーゼ
／ａｔｔ部位、ファージＴＰ９０１－１インテグラーゼ／ａｔｔ部位、ファージラムダイ
ンテグラーゼ／ａｔｔ部位、ファージＨＫ０２２／ａｔｔ部位、ベータリコンビナーゼ／
ｓｉｘ部位、ガンマデルタレソルバーゼ／ｒｅｓ部位、Ｄｒｅリコンビナーゼ／ｒｏｘ部
位、ファイＲｖ１インテグラーゼ／ａｔｔ部位等が挙げられる（Ｇａｒｃｉａ－Ｏｔｉｎ
＆ Ｇｕｉｌｌｏｕ（前出））。
【００４６】
　さらなる組換え酵素の例としては、ラムダＩｎｔタンパク質、ＩＨＦ、Ｘｉｓ、Ｆｉｓ
、Ｈｉｎ、Ｇｉｎ、Ｃｉｎ、Ｔｈ３レソルバーゼ、ＴｎｄＸ、ＸｅｒＣ、およびＸｅｒＤ
が含まれる。組換え配列（部位）としては、ｌｏｘＰ部位、ｆｒｔ部位、ａｔｔ部位、ｓ
ｉｘ部位、ｒｅｓ部位、ｒｏｘ部位、ｐｓｉ部位、ｄｉｆ部位、およびｃｅｒ部位が含ま
れる（ＷＯ２００１／０４２５０９（特表２００４－５０００６１））。
【００４７】
　本発明の遺伝子発現調節およびタンパク質分解調節を含む二重制御システムによる、部
位特異的組換え酵素を利用した目的遺伝子の発現制御システム、組成物、キット、または
方法の好ましい実施形態では、組換え効率を上げるために、組換え酵素をコードするＤＮ
ＡセグメントのＣ末端側に核外移行配列（ＮＥＳ）を付加してもよい（実施例８を参照）
。
【００４８】
３．本発明のポリヌクレオチド、発現ベクターおよびそれを用いて遺伝子導入された宿主
　本発明は、別の実施形態において、本発明の融合タンパク質をコードするポリヌクレオ
チドを提供する。さらに、本発明は、本発明の融合タンパク質をコードするポリヌクレオ
チドを含有する発現ベクターを提供する。好ましくは、本発明の発現ベクターは、以下の
（ａ）～（ｃ）の構成要素を含む発現カセットを含む：
　（ａ）宿主細胞内で転写可能なプロモーター
　（ｂ）該プロモーターに結合した、本発明の融合タンパク質をコードするポリヌクレオ
チド；及び
　（ｃ）ＲＮＡ分子の転写終結およびポリアデニル化に関し、宿主細胞で機能するシグナ



(21) JP 5126907 B2 2013.1.23

10

20

30

40

50

ル。
【００４９】
　プロモーターおよび転写終結シグナル（ターミネーター）としては、上記発現カセット
を導入する宿主に応じて、遺伝子発現の効率を増大させるように適切な組み合わせを使用
する。当業者は、そのような適切な組み合わせを選択することができる。このような発現
ベクターの非限定的な例としては、ヒト細胞中で安定に複製および維持される本願の実施
例において使用した発現ベクターｐＥＢ６ＣＡＧが挙げられ、これは、プロモーターとし
てＣＡＧプロモーター、融合タンパク質として変異型ＴｅｔＲ－ＥＧＦＰ、および転写終
結シグナル配列としてＳＶ４０ｐｏｌｙＡ配列を含んでいる。
【００５０】
　本発明の発現ベクターは、上記の発現カセットの他に、他の構成要素を含んでいても良
い。そのような他の構成要素の非限定的な例としては、本明細書の実施例で使用したよう
な、変異型ＴｅｔＲ―ＥＧＦＰとＳＶ４０ｐｏｌｙＡの間に挿入された、ＩＲＥＳ配列お
よびその下流のＤｓＲｅｄのタンデムダイマーのような蛍光タンパク質を発現することが
できるｃＤＮＡが挙げられる。
【００５１】
　その他、細胞または生体内での本発明の融合タンパク質の発現のために使用し得る発現
ユニットまたは発現ベクターとしては、例えば、プラスミドｐｃＤＮＡ３（Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ）、プラスミドＡＨ５、ｐＲＣ／ＣＭＶ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、ｐＣＡＧＧ
Ｓ、ｐＣＸＮ２、ｐＭＥ１８Ｓ、ｐＥＦ－ＢＯＳ等で見出される発現ユニットなどを使用
することができる。発現ユニットおよび／またはベクターへの遺伝子の導入は、例えば、
ＭｏｌｅｃｕｌａｒＣｌｏｎｉｎｇ ＆ Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｉｎＭｏｌ
ｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．ら、ＭｏｌｅｃｕｌａｒＣｌｏ
ｎｉｎｇ，Ｃｏｌｄ ＳｐｒｉｎｇＨａｒｂｏｒ Ｐｒｅｓｓ（１９８９）；Ａｕｓｂｅｌ
．Ｆ．Ｍ．ら、ＣｕｒｒｅｎｔＰｒｏｔｏｃｏｌｓ ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌ
ｏｇｙ、Ｇｒｅｅｎ Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ ａｎｄ Ｗｉｌｅｙ－
Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ（１９８９）のような説明書に記載されるような遺伝子操作技
術を使用して達成され得る。生じる発現可能なポリヌクレオチドは、発現可能な形態で（
例えば、裸のプラスミドもしくは他のＤＮＡとして、標的化リポソームにおいて、または
ウイルスベクターの一部として）、ポリヌクレオチドを細胞へ配置し得る任意の方法によ
って被験体（例えば、ヒト被験体）の細胞へ導入され得る。遺伝子導入の方法には、組織
または患部（例えば、腫瘍）への直接注射、リポソームによるトランスフェクション（Ｆ
ｒａｌｅｙら、Ｎａｔｕｒｅ３７０：１１１－１１７（１９８０））、レセプター媒介エ
ンドサイトーシス（Ｚａｔｌｏｕｋａｌら、Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．６６０
：１３６－１５３（１９９２））、およびパーティクルボンバードメント媒介遺伝子移入
（Ｅｉｓｅｎｂｒａｕｎら、ＤＮＡ＆ Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１２：７９１－７９７（１
９９３））などが含まれる。
【００５２】
　本発明の一つの実施形態に従う、細胞内での目的のタンパク質の分解制御のために使用
する発現ベクターの代表的な例を図１２および図１３に示す。図１２は、目的のタンパク
質としてＥＧＦＰを使用する態様である。図１３は、目的のタンパク質としてその他任意
のタンパク質（例えば、治療用タンパク質、機能解析に供するためのタンパク質）の遺伝
子を挿入したい場合に使用するもので、ＥＧＦＰ遺伝子の代わりにマルチクローニングサ
イト（ｍｃｓ）が挿入されている。
【００５３】
　本発明は、さらに別の実施形態において、上記発現ベクターに本発明の融合タンパク質
をコードするポリヌクレオチドの転写の制御を可能にするポリヌクレオチドをさらに組み
込んだ、発現ベクターを提供する。このような発現ベクターによれば、抗生物質によるタ
ンパク質分解の制御に加えて、遺伝子の転写の制御も同時に可能となる（細胞内でのタン
パク質発現の二重制御）。
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【００５４】
　本発明の一つの実施形態において抗生物質により遺伝子の転写レベルおよびタンパク質
の分解レベルの両方での制御（二重制御）を行う場合に使用する、代表的な発現ベクター
の模式図を図１４示す。このベクターの構造は、大きく４つのユニットから構成される。
（１）ＥＢＶレプリコンユニット
　ＣＭＶプロモーター、ＥＢＮＡ－１ ｃＤＮＡ、およびｏｒｉＰ（ＥＢＮＡ－１タンパ
ク質が結合して、ヒト細胞中でベクターの複製を行う領域）を含む。
（２）目的タンパク質発現ユニット
　ＴＲＥプロモーター（独自に改変）、ｈＴｅｔＲ、ＭＣＳ、ＲＮＡ不安定化配列、およ
びＳＶ４０ｐｏｌｙＡを含む。
（３）転写制御のための人工転写因子発現ユニット
　ＳＲαプロモーター、人工転写因子ｒｔＴＡ、およびＳＶ４０ ｐｏｌｙＡを含む。
（４）シャトルベクター機能ユニット
　ａｍｐプロモーター（図に記載なし）、ＳＶ４０プロモーター、薬剤体制遺伝子Ｋａｎ
／Ｎｅｏ、チミジンキナーゼｐｏｌｙＡ（図に記載なし）、およびｐＵＣｏｒｉ（大腸菌
内での複製）を含む。
【００５５】
　このような構成のベクターを使用することにより、たった一つのベクターを細胞に導入
するだけで、目的のタンパク質の遺伝子の転写制御および該タンパク質の分解制御が可能
となる。
【００５６】
　なお、たった１つのベクターに上記（２）および（３）のユニットの両方を担持させて
発現させる代わりに、上記（２）のユニットと上記（３）のユニットとをそれぞれ異なる
発現ベクター中に発現可能に担持して、細胞内で使用してもよいことは当業者に理解でき
る。
【００５７】
　なお、上記（２）のユニットに含まれるＴｅｔＲ遺伝子については、ヒト由来のｈＴｅ
ｔＲ遺伝子の代わりに、Ｅ．ｃｏｌｉ由来のｅＴｅｔＲ遺伝子を使用することもできる。
ｈＴｅｔＲとｅＴｅｔＲは、目的に応じて次のように使い分けることができる。
　・発現誘導時に、なるべく高い発現を確保したい場合にはｈＴｅｔＲを用いる。
　・非発現誘導時の抑制を最も厳密に（低く）したい場合にはｅＴｅｔＲを用いる。
　これは、大腸菌由来のもの（ｅＴｅｔＲ）をヒト細胞中で使用すると、ヒト細胞中では
頻度の低いコドンが使われているために塩基配列をアミノ酸に翻訳する際に、一般的にタ
ンパク質の合成が遅くなり発現レベルが低くなるという傾向があるためである。ヒト細胞
中では、ヒト由来のＴｅｔＲ（ｈＴｅｔＲ）を用いると、翻訳効率が上がり発現レベルを
高めることができる。このように目的に合わせた使い分けにより、より望ましい発現調節
系を実現しやすくなる。
【００５８】
　図１５は、図１４に示すものと実質的に同様の構成の発現ベクターにおいて、目的のタ
ンパク質をＥＧＦＰとした場合の発現ベクターの例を示す。
【００５９】
　本発明に従う抗生物質による細胞内タンパク質発現の二重制御法の一つの代表的な実施
形態では、ドキシサイクリンにより分解調節が可能な変異ＴｅｔＲと目的のタンパク質と
の融合タンパク質をコードするｃＤＮＡを、転写レベルでの調節発現が可能なベクター「
ｐＯＳＴｅｔ１５」に組み込み、「ｐＯＳＴｅｔ１５－ｅＴｅｔＲ－ｃＤＮＡ」または「
ｐＯＳＴｅｔ１５－ｈＴｅｔＲ－ｃＤＮＡ」というベクターを構築する（図１４または図
１５を参照）。
【００６０】
　図１６は、本発明に従う抗生物質によるタンパク質の転写・分解制御（二重制御）シス
テムの原理を説明する模式図である。この図では、抗生物質としてドキシサイクリン（図
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中、楔形で示す要素。）を使用する例を示している。ドキシサイクリン非存在下（図１６
（Ａ））では、ドキシサイクリンの結合していない人工転写因子ｒｔＴＡは、転写制御領
域（図１６中のＴＲＥに相当する）に結合できないため、転写量が低く、わずかに転写が
起こり産生されるタンパク質も、本発明のタンパク質分解制御機構により分解を受けるた
め、結果としてタンパク質発現が厳密に抑制される。ドキシサイクリン存在下（図１６（
Ｂ））では、ｒｔＴＡが転写制御領域に結合し、転写量も高くなり、さらに産生されるタ
ンパク質についてもドキシサイクリンの結合により安定化されるため、タンパク質発現量
が非常に高くなる。このようにして、細胞内でのタンパク質発現のオン・オフが明確に制
御され得る。
【００６１】
　本発明にしたがって、一つのベクターに転写制御のためのポリヌクレオチドとタンパク
質の分解制御のためのポリヌクレオチドを組み込むことによって、１種類のベクターを細
胞に導入するだけで、導入したｃＤＮＡの発現を２重制御することができる。
【００６２】
　本発明はまた、１つの実施形態において、上記ポリヌクレオチドを導入されたまたは上
記発現ベクターで遺伝子導入された宿主細胞または宿主生物を提供する。そのような宿主
生物および宿主細胞の非限定的な例としては、脊椎動物およびその細胞が挙げられ、例え
ば、魚類、両生類、は虫類、鳥類、哺乳動物など、またはそれらの細胞が使用され得る。
他に昆虫類およびその細胞が使用されうる。哺乳動物の例としては、ヒト、マウス、ラッ
ト、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ウマ、トリ、ネコ、イヌ、サル、チンパンジーなどが
挙げられる。より具体的な宿主細胞または宿主生物の例としては、これらに限定されるこ
とはないが、本願の実施例で使用したヒト細胞、マウス、ゼブラフィッシュの受精卵など
が挙げられる。
【００６３】
４．本発明の融合タンパク質または該融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドを含
有する組成物
　本発明はさらに別の実施形態において、本発明の融合タンパク質を含有する組成物、本
発明の融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドを含有する組成物、本発明の融合タ
ンパク質をコードするポリヌクレオチドを含有する発現ベクターを含有する組成物、なら
びに本発明の融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドおよび該ポリヌクレオチドの
発現を制御するためのポリヌクレオチドを含有する発現ベクターを含有する組成物を提供
する。これらの本発明の組成物は、上記融合タンパク質に結合する抗生物質と組み合わせ
て用いられる。例えば、上記融合タンパク質がテトラサイクリン系抗生物質のリプレッサ
ータンパク質の変異型を含む場合、本発明の組成物は、テトラサイクリン系抗生物質（テ
トラサイクリンおよびその誘導体であるドキシサイクリン、オキシテトラサイクリン、ク
ロルテトラサイクリン、または無水テトラサイクリン）と組み合わせて用いられる。
【００６４】
　１つの好ましい実施形態では、本発明の組成物は、蛍光タンパク質もしくは発光タンパ
ク質と抗生物質に結合するタンパク質の変異タンパク質との融合タンパク質を含有するか
、またはそのような融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドを含有する発現ベクタ
ーを含有する。好ましい変異タンパク質の例は、変異型ＴｅｔＲタンパク質であり、好ま
しい蛍光タンパク質または発光タンパク質の例は、既に本発明の融合タンパク質の説明に
おいて記載したものと同様である。好ましい変異型ＴｅｔＲタンパク質は、既に本発明の
融合タンパク質の説明において記載したものと同様である。好ましくは、細胞の核内への
蛍光の偏りを防ぐために、上記変異型ＴｅｔＲタンパク質は、さらに２８位のアミノ酸残
基においてアルギニンからグルタミンへの置換を有していても良い。本発明の融合タンパ
ク質は、Ｔｅｔの濃度によって分解が制御され得るため、本発明の組成物は、テトラサイ
クリン系抗生物質の細胞内または生体内での量を検出しイメージングすることに使用する
ことができ、薬物の動態のモニタリングに使用することができる。
【００６５】
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　別の実施形態では、本発明の組成物は、治療用タンパク質と抗生物質に結合するタンパ
ク質の変異タンパク質との融合タンパク質を含有するか、またはそのような融合タンパク
質をコードするポリヌクレオチドを含有する発現ベクターを含有する。好ましい変異タン
パク質の例は、変異型ＴｅｔＲタンパク質であり、好ましい治療用タンパク質の例は、既
に本発明の融合タンパク質の説明において記載したものと同様である。好ましい変異型Ｔ
ｅｔＲタンパク質は、既に本発明の融合タンパク質の説明において記載したものと同様で
ある。遺伝子治療として患者に外来遺伝子を導入し、その遺伝子の産物であるタンパク質
の働きによって症状を改善するような場合、そのタンパク質が抗原となって予想外の副作
用を引き起こす危険が存在する。そこで、本発明の組成物を用いて、例えば、治療用タン
パク質をコードする遺伝子と変異ＴｅｔＲの融合遺伝子を導入すれば、その産物である融
合タンパク質の発現量は、Ｔｅｔによりコントロールでき、患者の状況に応じてＴｅｔを
投与することによって、副作用を抑えつつ治療することが可能となる。
【００６６】
　さらに別の実施形態では、本発明の組成物は、機能解析に供するためのタンパク質と抗
生物質に結合するタンパク質の変異タンパク質との融合タンパク質を含有するか、または
そのような融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドを含有する発現ベクターを含有
する。好ましい変異タンパク質は、変異型ＴｅｔＲタンパク質であり、好ましい機能解析
に供するためのタンパク質は、既に本発明の融合タンパク質の説明において記載したもの
と同様である。好ましい変異型ＴｅｔＲタンパク質は、既に本発明の融合タンパク質の説
明において記載したものと同様である。本発明の組成物を使用して、例えば、変異Ｔｅｔ
Ｒと、機能解析の対象である目的のタンパク質との融合タンパク質を細胞に発現させると
、添加するＴｅｔの量により細胞内の目的のタンパク質の量をコントロールすることがで
きる。これにより、目的のタンパク質が、細胞や生物個体に与える影響を実験的に解析す
ることが可能となる。
【００６７】
　本発明の組成物が、疾患の治療、生体中での薬物動態のイメージングもしくはモニタリ
ング等の診断および／もしくは治療、または生体中でのタンパク質の機能解析等の目的で
使用される場合は、本発明の組成物は、薬理学的に許容され得る担体、希釈剤もしくは賦
形剤をさらに含有しても良く、非経口投与に適する医薬組成物として提供され得る。
【００６８】
　非経口投与のための組成物の剤形としては、例えば、注射剤などが含まれ、注射剤は静
脈注射剤、皮下注射剤、皮内注射剤、筋肉注射剤、点滴注射剤などの剤形を包含する。こ
のような注射剤は、公知の方法に従って、例えば、本発明の融合タンパク質またはそれを
コードするポリヌクレオチドを含有する発現ベクターを通常注射剤に用いられる無菌の水
性もしくは油性液に溶解、懸濁または乳化することによって調製する。注射用の水性液と
しては、例えば、生理食塩水、ブドウ糖やその他の補助薬を含む等張液などが用いられ、
適当な溶解補助剤、例えば、アルコール（例、エタノール）、ポリアルコール（例、プロ
ピレングリコール、ポリエチレングリコール）、非イオン界面活性剤〔例、ポリソルベー
ト８０、ＨＣＯ－５０（ｐｏｌｙｏｘｙｅｔｈｙｌｅｎｅ（５０ｍｏｌ）ａｄｄｕｃｔｏ
ｆ ｈｙｄｒｏｇｅｎａｔｅｄｃａｓｔｏｒ ｏｉｌ）〕などと併用してもよい。油性液と
しては、例えば、ゴマ油、大豆油などが用いられ、溶解補助剤として安息香酸ベンジル、
ベンジルアルコールなどを併用してもよい。調製された注射液は、通常、適当なアンプル
に充填される。
【００６９】
　上記の非経口用医薬組成物は、活性成分の投与量に適合するような投薬単位の剤形に調
製されることが好ましい。そのような投薬単位の剤形としては、例えば、注射剤（アンプ
ル）などが挙げられ、それぞれの投薬単位剤形当たり通常５～５００ｍｇ、注射剤では５
～１００ｍｇ、その他の剤形では１０～２５０ｍｇの上記活性成分が含有されていること
が好ましい。このようにして得られる製剤は安全で低毒性であるので、例えば、ヒトまた
は温血動物（例えば、マウス、ラット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ウマ、トリ、ネコ
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、イヌ、サル、チンパンジーなど）に対して非経口的に投与することができる。
【００７０】
　本発明の融合タンパク質の分解を防止するために投与する抗生物質（例えば、テトラサ
イクリン系抗生物質）の投与量は、対象疾患、投与対象、投与ルートなどにより差異はあ
るが、非経口的に投与する場合は、該抗生物質の投与量は投与対象、対象疾患などによっ
ても異なるが、例えば、テトラサイクリン系抗生物質を注射剤の形で通常成人（体重６０
ｋｇとして）に投与する場合、一日につき該抗生物質を約０．１～３００ｍｇ、好ましく
は約１～２００ｍｇ、より好ましくは約１０～１００ｍｇを静脈注射により投与するのが
好都合である。他の動物の場合も、体重６０ｋｇ当たりに換算した量を投与することがで
きる。
【００７１】
　本発明の組成物は、抗生物質（例えば、テトラサイクリン系抗生物質）と組み合わせて
使用される。１つの実施形態では、本発明の組成物は、さらに抗生物質）を含有する。別
の実施形態では、本発明の組成物は、抗生物質と同時、または抗生物質を投与する前もし
くは後に、細胞または被験体に投与することによって使用される。
【００７２】
５．本発明のキット
　本発明はまた、１つの実施形態において、本発明の融合タンパク質を含有するキット、
本発明の融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドを含有するキット、本発明の融合
タンパク質をコードするポリヌクレオチドを含有する発現ベクターを含有するキット、な
らびに本発明の融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドおよび該ポリヌクレオチド
の発現を制御するためのポリヌクレオチドを含有する発現ベクターを含有するキットを提
供する。また、本発明は、上記４．で説明した本発明の組成物を含むキットを提供する。
【００７３】
　本発明のキットは、通常、さらに抗生物質（例えば、テトラサイクリン系抗生物質）を
含んでいる。本発明のキットは、例えば、インビトロまたはエキソビボで、細胞に本発明
の融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドを含有する発現ベクターを導入して、形
質転換細胞を作製および選択するために使用され得る。本発明のキットはさらに、インビ
ボでの使用のための所望の剤形に必要な緩衝液、注射器、バイアル等を含んでいても良い
。また、本発明のキットはさらに、使用方法および／または使用上の注意などを記載した
製造業者による指示書を含んでいても良い。
【００７４】
６．本発明の抗生物質によってタンパク質の分解を制御する方法
　本発明はまた、１つの実施形態において、細胞内に導入可能な抗生物質（例えば、テト
ラサイクリン系抗生物質）によってタンパク質の分解を制御する方法を提供する。この方
法は、以下の（Ａ）または（Ｂ）のいずれかの工程を包含する。
　（Ａ）上記抗生物質に結合するタンパク質の変異タンパク質およびそれに融合した目的
のタンパク質を含む融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドを、上記抗生物質の存
在下または非存在下で、細胞内または生体内で発現させる工程、
　（Ｂ）上記抗生物質に結合するタンパク質の変異タンパク質およびそれに融合した目的
のタンパク質を含む融合タンパク質を、上記抗生物質の存在下または非存在下で、細胞内
または生体内で使用する工程。
【００７５】
　好ましい実施形態では、上記抗生物質はテトラサイクリン系抗生物質であり、上記抗生
物質に結合するタンパク質は、該抗生物質のリプレッサータンパク質である。
【００７６】
　上記本発明の１つの好ましい実施形態は、テトラサイクリン系抗生物質によってタンパ
ク質の分解を制御する方法である。この方法は、以下の（Ａ）または（Ｂ）いずれかの工
程を包含する。
　（Ａ）変異型ＴｅｔＲタンパク質およびそれに融合した目的のタンパク質を含む融合タ
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ンパク質をコードするポリヌクレオチドを、テトラサイクリン系抗生物質の存在下または
非存在下で、細胞内または生体内で発現させる工程、
　（Ｂ）変異型ＴｅｔＲタンパク質およびそれに融合した目的のタンパク質を含む融合タ
ンパク質を、テトラサイクリン系抗生物質の存在下または非存在下で、細胞内または生体
内で使用する工程。
【００７７】
　本発明は、さらに別の実施形態において、細胞内に導入可能な抗生物質（例えば、テト
ラサイクリン系抗生物質）によって、目的のタンパク質をコードする遺伝子の転写を制御
し、かつ該遺伝子の発現産物としての該目的のタンパク質の分解を制御する方法を提供す
る。この方法は、以下の工程を包含する。
　（Ｃ）上記抗生物質に結合するタンパク質の変異タンパク質およびそれに融合した目的
のタンパク質を含む融合タンパク質をコードするポリヌクレオチド、ならびに該ポリヌク
レオチドの転写を制御するためのポリヌクレオチドを発現可能に含有する発現ベクターを
用いて、上記融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドを、上記抗生物質の存在下ま
たは非存在下で、細胞内または生体内で発現させる工程。
【００７８】
　上記本発明の方法において、（ｉ）抗生物質に結合するタンパク質の変異タンパク質お
よびそれに融合した目的のタンパク質を含む融合タンパク質をコードするポリヌクレオチ
ドと、（ｉｉ）該ポリヌクレオチドの転写を制御するためのポリヌクレオチドとは、それ
ぞれ別々の発現ベクターに発現可能に含有されていてもよい。
【００７９】
　上記本発明の方法は、例えば、実験目的または疾患の診断、予防、治療の目的で、イン
ビトロもしくはエキソビボで細胞内に本発明の融合タンパク質をコードする遺伝子を導入
して、抗生物質（例えば、テトラサイクリン系抗生物質）の存在下または非存在下で、該
遺伝子を発現させるため、あるいは、インビボで被験体の細胞またはそのような細胞を含
む組織もしくは臓器内に本発明の融合タンパク質をコードする遺伝子を導入し、そこで抗
生物質（例えば、テトラサイクリン系抗生物質）の存在下または非存在下で、該遺伝子を
発現させるために使用され得る。細胞内への本発明の融合タンパク質をコードする遺伝子
（またはポリヌクレオチド）の導入は、既に上記３．において説明したものと同様の方法
に従って行い得る。
【００８０】
　さらに、上記本発明の方法は、例えば、実験目的または疾患の診断、予防、治療の目的
で、インビトロもしくはエキソビボで細胞内において本発明の融合タンパク質を、抗生物
質（例えば、テトラサイクリン系抗生物質）の存在下または非存在下で使用するために、
あるいは、インビボで被験体の細胞またはそのような細胞を含む組織もしくは臓器内で本
発明の融合タンパク質を、抗生物質（例えば、テトラサイクリン系抗生物質）の存在下ま
たは非存在下で使用するために、用いられ得る。
【００８１】
　本発明の方法において、上記融合タンパク質または上記融合タンパク質をコードする遺
伝子は、直接細胞または被験体の組織などに投与または接触されてもよいが、好ましくは
、上記４．において説明したように、適切な担体、希釈剤もしくは賦形剤などとともに処
方されて、細胞または生体内に導入されてもよい。上記方法において、抗生物質（例えば
、テトラサイクリン系抗生物質）は、上記融合タンパク質または上記融合タンパク質をコ
ードする遺伝子を細胞または生体内に投与または提供する前、同時、または後のいずれか
で該細胞または生体内に投与または提供され得る。上記方法において、タンパク質の分解
は、抗生物質（例えば、テトラサイクリン系抗生物質）の（細胞または組織内での）濃度
を調節（加減）することによって、調節され得る。
【００８２】
　以下、実施例を用いて本発明をより具体的に説明するが、本発明の範囲はこれらの実施
例によって限定されない。
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【実施例】
【００８３】
（実施例１）
野生型ＴｅｔＲ－ＥＧＦＰおよび変異ＴｅｔＲ－ＥＧＦＰの調製および安定性の検証
１．材料および方法
Ａ．ｃＤＮＡの調製
【００８４】
　抗生物質のテトラサイクリン（Ｔｅｔ）に結合する大腸菌タンパク質である、テトラサ
イクリンリプレッサー（ＴｅｔＲ）に、９５番目のアスパラギン酸をアスパラギン、１０
１番目のロイシンをセリン、および１０２番目のグリシンをアスパラギン酸に置換する３
種類の変異を全て、またはいずれか２つの変異を組み合わせで導入した。手順は、以下の
通りである。
（手順）
　導入するべきアミノ酸置換を含むアミノ酸配列をコードするオリゴヌクレオチドを合成
し、これを用いてＰＣＲ反応によって、変異を含んだＤＮＡ断片を調製した。これを野生
型タンパク質をコードするＤＮＡの当該部位と入れ替えることにより、上記変異を導入し
た。
【００８５】
　次いで、野生型および変異導入ＴｅｔＲ遺伝子を緑色蛍光タンパク質（ＥＧＦＰ）と融
合させたＴｅｔＲ－ＥＧＦＰをコードするｃＤＮＡを作製した。手順は、以下の通りであ
る。
（手順）
　ＴｅｔＲ遺伝子の終止コドンのかわりに他のアミノ酸をコードするように置換した塩基
配列とその下流に制限酵素によって認識され切断される配列を有するオリゴＤＮＡを合成
し、これを用いてＰＣＲ反応を行い終止コドンを持たないＴｅｔＲをコードするＤＮＡ断
片を調製し、これを野生型遺伝子をコードするＤＮＡの当該部位と置換した。次に制限酵
素にて切断し、ＥＧＦＰをコードするＤＮＡ断片の上流側とタンパク質合成の翻訳の読み
枠が合うように連結した（図１Ａ）。
【００８６】
Ｂ．遺伝子発現ベクターの作製
　上記のように作製したｃＤＮＡを、本発明者および共同研究者らが開発した、ヒト細胞
中で安定に複製・維持される遺伝子発現ベクター「ｐＥＢ６ＣＡＧ」に組み込んだ。構築
した発現ベクターＤＮＡは、市販のＤＮＡ精製キットを用いて大腸菌から大量調製した。
【００８７】
Ｃ．形質転換細胞の作製および選択
　このＤＮＡを市販のリポフェクション試薬を用いてヒト細胞株ＨＥｐ－２に導入し、４
日間１．５ｍｇ／ｍｌＧ４１８存在下で培養し、ＤＮＡが導入された細胞だけを選択した
。細胞をトリプシン処理して回収し、フローサイトメーター（ＢＤ社ＦＡＣＳＣａｌｉｂ
ｕｒ）で蛍光陽性細胞率や個々の細胞の蛍光強度を解析した。
【００８８】
２．結果
Ａ．フローサイトメーターによる蛍光強度の測定
　図１Ｂ～Ｄは、野生型ＴｅｔＲ－ＥＧＦＰおよび変異ＴｅｔＲ－ＥＧＦＰの安定性をフ
ローサイトメーターを用いて試験した結果を示すグラフである。
【００８９】
　野生型ＴｅｔＲ－ＥＧＦＰを発現させた細胞では、９０％以上の細胞でＥＧＦＰ由来の
蛍光が認められたが、変異ＴｅｔＲ－ＥＧＦＰを発現させた細胞では、１０～２０％程度
の細胞で、非常に微弱な蛍光しか観察されなかった（図１Ｂ）。
【００９０】
　これらの細胞を、プロテアソーム阻害剤であるＭＧ１３２、１００μｇ／ｍｌ存在下で
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１２時間培養したところ、野生型ＴｅｔＲ－ＥＧＦＰを発現させた細胞では蛍光強度に大
きな変化は見られなかったが、変異ＴｅｔＲ－ＥＧＦＰを発現させた細胞では著しい蛍光
の増強が見られた（図１Ｃ）。このことから、変異ＴｅｔＲ－ＥＧＦＰタンパク質が細胞
内でプロテアソームによって分解されていることが、わずかな蛍光しか観察されない原因
であることがわかった。
【００９１】
　またこの細胞を、１．５μｇ／ｍｌのドキシサイクリンを添加して４日間培養した場合
には、野生型ＴｅｔＲ－ＥＧＦＰでは変化が見られないが、変異体を発現させた細胞では
、ＭＧ１３２を添加した場合以上に著しい蛍光の増強が見られた（図１Ｄ）。なお、ここ
でＴｅｔＲは、上述の３種類の変異を３つとも導入したものを使用した。
Ｂ．倒立顕微鏡による観察
【００９２】
　図２Ａは、上記の細胞の倒立顕微鏡写真である。示されるように、細胞全体で緑色蛍光
が観察されたが、特に核に蛍光が片寄っていた（図２Ａ）。これはＴｅｔＲがＤＮＡ結合
タンパク質であるために、ヒト細胞中のゲノムＤＮＡに結合することにより、タンパク質
が核に片寄って存在することが原因であると予想された。これは一般的な目的に応用しよ
うとする場合に問題となる場合もあることが予想される。そこでＤＮＡ結合能を失わせる
ために、さらに２８番目のアルギニンをグルタミンに置換する変異を導入した。
【００９３】
　図２Ｂは、Ｒ２８Ｑ変異を追加したＴｅｔＲ－ＥＧＦＰ変異体を使用して蛍光顕微鏡観
察を行った結果を示す写真である。示されるように、核への蛍光の局在は解消され、細胞
内に均一に蛍光が観察され核と細胞質の境界がはっきりしなくなった。また、この変異で
は、ドキシサイクリン依存的な蛍光増強の程度も維持されていた（図２Ｂ）。
【００９４】
Ｃ．ドキシサイクリン濃度と蛍光強度との相関
　ドキシサイクリンの濃度と蛍光強度の相関を解析するために、様々な濃度のドキシサイ
クリンを添加した状態での蛍光強度をフローサイトメーターで解析した。図３は、その結
果を示す。示されるように、０．０５μｇ／ｍｌ以上の濃度で蛍光の増強が見られはじめ
、１．５μｇ／ｍｌの濃度のときに最大の蛍光強度になった。
【００９５】
Ｄ．ドキシサイクリン添加後の経過時間と蛍光強度との相関
　ドキシサイクリン添加後に時間変化を解析するために、１．５μｇ／ｍｌのドキシサイ
クリン添加後８時間ごとに蛍光強度を測定した。図４Ａは、その結果を示す。示されるよ
うに、ＥＧＦＰを単純に発現するだけのベクターをトランスフェクションした細胞と比較
したところ、変異型ＴｅｔＲ－ＥＧＦＰを発現するベクターをトランスフェクションした
細胞は、初めの８時間に急激な蛍光増強を示し、２４時間後には蛍光はほぼ平衡に達して
いた（図４Ａ）。逆にドキシサイクリン除去後の時間経過を観察するために、１．５μｇ
／ｍｌのドキシサイクリンで４日処理した後、ドキシサイクリンを含まないＭＥＭ培地に
交換し８時間ごとの蛍光強度を測定した。その結果を図４Ｂに示す。示されるように、半
減期は８時間であり２４時間後にはほぼ完全に蛍光が消失した（図４Ｂ）。
【００９６】
（実施例２）
本発明のタンパク質分解制御システムのインビボでの性能の評価
１．トラスジェニックマウスにおける評価
　このタンパク質分解制御システムを使って、生きたままの動物個体中でのドキシサイク
リンの挙動を蛍光として検出可能かどうかを解析するために、トランスジェニックマウス
を作成した。
【００９７】
　マウスに全身性に導入遺伝子を発現させやすいことが知られているＣＡＧプロモーター
の下流に、Ｒ２８Ｑ、Ｄ９５Ｎ、Ｌ１０１Ｓ、Ｇ１０２Ｄの変異を導入したＴｅｔＲ－Ｅ
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ＧＦＰのｃＤＮＡを結合し、さらにＩＲＥＳ配列をはさんで下流に蛍光タンパク質ＤｓＲ
ｅｄのタンデムダイマーを発現し得るｃＤＮＡを配置した。これにより、ＴｅｔＲ－ＥＧ
ＦＰタンパク質はドキシサイクリンの有無により分解制御を受けるために緑の蛍光強度は
変動するが、ＤｓＲｅｄの赤い蛍光は常に一定になることが予想されるため、各種臓器ご
との発現強度は赤色蛍光でモニターし、ドキシサイクリンの挙動による緑の蛍光強度の変
動は、緑と赤の蛍光強度比をとることによって標準化して数値化し得ることが期待された
。
【００９８】
　そこで、大量調製したＤＮＡをマウス受精卵にインジェクションした後、偽妊娠マウス
に戻し、生まれてきた仔マウスの中からトランスジーンを持つものを選択し飼育した。
【００９９】
　このマウスでは期待通り、普段から赤色蛍光が観察され、さらに腹腔にドキシサイクリ
ンを投与すると８時間後に全身性に緑の蛍光増強が起こった（図５）。赤と緑の蛍光強度
比をグラフ化したところ、８時間目に緑の蛍光強度が最大となり、その後減衰することが
確認された（図６）。
【０１００】
２．ゼブラフィッシュでの評価
　他の動物種においても同様な分解制御が起こるかどうかを確認するために、Ｒ２８Ｑ、
Ｄ９５Ｎ、Ｌ１０１Ｓ、Ｇ１０２Ｄの変異を導入したＴｅｔＲ－ＥＧＦＰをコードするｍ
ＲＮＡを、市販のキットによって合成しゼブラフィッシュの受精卵にインジェクションを
行った。
【０１０１】
　ドキシサイクリンを添加しない場合には、緑の蛍光は検出されなかったが、１．５μｇ
／ｍｌのドキシサイクリンを添加すると２４時間後には４０％の卵において弱い蛍光が観
察され、１５μｇ／ｍｌ添加した場合には１００％の卵において非常に強い蛍光が観察さ
れた（図７）。以上のように、魚類においてもマウスにおいて使用したものと同様な分解
制御システムを利用することができることが示された。
【０１０２】
（実施例３）
本発明の遺伝子発現調節および／またはタンパク質分解調節システムを用いて発現される
タンパク質の定量分析（その１）
Ａ．遺伝子発現ベクターの作製
　ｃＤＮＡを、恒常的遺伝子発現ベクター「ｐＥＢ６ＣＡＧ」または本発明者が特表２０
０３－５１５３１４（その全体が本明細書中に参考として援用される）の方法を応用して
開発したドキシサイクリンにより転写での調節発現が可能なベクター「ｐＯＳＴｅｔ１５
」に組み込んだ。発現させるｃＤＮＡは、単純な蛍光タンパク質ＥＧＦＰ、またはドキシ
サイクリンによって分解制御が可能なｅＴｅｔＲＥＧＦＰまたはｈＴｅｔＲＥＧＦＰを組
み込んだ。これにより次の６通りのベクターを構築した。１）全く制御なしに恒常的に発
現する「ｐＥＢ６ＣＡＧ－ＥＧＦＰ」、２）転写レベルでのみ制御が可能な「ｐＯＳＴｅ
ｔ１５－ＥＧＦＰ」、３）タンパク質分解レベルでのみ制御が可能な「ｐＥＢ６ＣＡＧ－
ｅＴｅｔＲＥＧＦＰ」「ｐＥＢ６ＣＡＧ－ｈＴｅｔＲＥＧＦＰ」、４）転写レベル、タン
パク質分解レベルで２重制御が可能な「ｐＯＳＴｅｔ１５－ｅＴｅｔＲＥＧＦＰ」「ｐＯ
ＳＴｅｔ１５－ｈＴｅｔＲＥＧＦＰ」。構築した発現ベクターＤＮＡは、市販のＤＮＡ精
製キットを用いて大腸菌から大量調製した。
【０１０３】
Ｂ．形質転換細胞の作製および選択
　このＤＮＡを市販のリポフェクション試薬を用いてヒト細胞株ＨＥｐ－２に導入し、４
日間１．５ｍｇ／ｍｌＧ４１８存在下で培養し、ＤＮＡが導入された細胞だけを選択した
。この細胞をフローサイトメーターにかけ、１つ１つの細胞のＥＧＦＰによる蛍光強度を
測定し、その平均蛍光強度を求めた。
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【０１０４】
結果
　図８に示すように、転写またはタンパク質分解のいずれの制御もかけない場合には、ド
キシサイクリンの有無にかかわらず、強い蛍光が検出された。転写のみ、または分解のみ
で発現制御をかけた場合には、ドキシサイクリンを添加しない場合の蛍光強度が減弱し、
一定の制御の効果がみられるものの、やはりかなりの細胞において蛍光が検出された。こ
れは、単独の制御では発現抑制が不十分であることを意味する。
【０１０５】
　一方、２重制御をかけた場合には、ドキシサイクリン非添加時において蛍光はほとんど
検出されず、また、ここにドキシサイクリンを添加すると強い蛍光が検出されたため、そ
の誘導比率は単独の制御の場合が数十倍であるのに対して、４００倍以上という著しい誘
導がみられた。しかも、ｃＤＮＡの配列が大腸菌由来のままのｅＴｅｔＲを用いた場合に
は、より低い発現レベルでの制御、ｃＤＮＡの配列をヒトで使用頻度が高いコドンに変換
したｈＴｅｔＲではより高い発現レベルでの制御が可能であることが明らかとなった。こ
のことから、導入・発現したい目的タンパク質の種類と目指している発現レベルによって
、ｅＴｅｔＲとｈＴｅｔＲを使い分けることが可能であることが示された。
【０１０６】
　以上の結果より、従来技術のドキシサイクリンによる転写制御だけでは、十分に厳密な
発現コントロールが難しい場合でも、本発明によるタンパク質分解の制御と組み合わせる
ことにより、きわめて厳密な遺伝子発現制御を実現可能であることが示された。
【０１０７】
（実施例４）
本発明の遺伝子発現調節および／またはタンパク質分解調節システムを用いて発現される
タンパク質の定量分析（その２）
　ヒト細胞に対して強い毒性を示すジフテリア由来の毒素タンパク質ジフテリアトキシン
Ａ（ＤＴＡ）遺伝子を緑色蛍光タンパク質（ＥＧＦＰ）と融合させたＤＴＡ－ＥＧＦＰお
よびこれをさらに変異ＴｅｔＲと融合させたｅＴｅｔＲ－ＤＴＡ－ＥＧＦＰおよびｈＴｅ
ｔＲ－ＤＴＡ－ＥＧＦＰをコードするｃＤＮＡを作製し、遺伝子の転写を制御する実験を
行った。手順は、以下の通りである。
【０１０８】
（手順）
Ａ．ＴｅｔＲ－ＤＴＡ－ＥＧＦＰの作製
　既存のｐＭＣ１ ＤＴ－３ベクターから制限酵素ＢａｍＨＩ－ＤｒａＩで切り出して、
ＤＴＡをコードするｃＤＮＡ断片を調製した。これを上記、変異ＴｅｔＲ－ＥＧＦＰ遺伝
子のＴｅｔＲ部分を制限酵素ＢｇｌＩＩ－ＳｍａＩで切除したものに挿入してＤＴＡ－Ｅ
ＧＦＰをコードするｃＤＮＡを作製した。またＴｅｔＲ－ＥＧＦＰ遺伝子のＴｅｔＲとＥ
ＧＦＰの間に制限酵素ＢａｍＨＩを用いてＤＴＡをコードするｃＤＮＡ断片を挿入するこ
とによって、ｅＴｅｔＲ－ＤＴＡ－ＥＧＦＰおよびｈＴｅｔＲ－ＤＴＡ－ＥＧＦＰを作製
した。
【０１０９】
Ｂ．遺伝子発現ベクターの作製
　上記のように作製したｃＤＮＡを、恒常的遺伝子発現ベクター「ｐＥＢ６ＣＡＧ」また
は本発明者が特許公開２００３－５１５３１４の方法を応用して開発したドキシサイクリ
ンにより調節発現が可能なベクター「ｐＯＳＴｅｔ１５」に組み込んだ。これにより次の
６通りのベクターを構築した。１）転写レベル、タンパク質分解レベルで２重制御が可能
な「ｐＯＳＴｅｔ１５－ｅＴｅｔＲＤＴＡＥＧＦＰ」「ｐＯＳＴｅｔ１５－ｈＴｅｔＲＤ
ＴＡＥＧＦＰ」、２）転写レベルでのみ制御が可能な「ｐＯＳＴｅｔ１５－ＤＴＡＥＧＦ
Ｐ」、３）タンパク質分解レベルでのみ制御が可能な「ｐＥＢ６ＣＡＧ－ｅＴｅｔＲＤＴ
ＡＥＧＦＰ」「ｐＥＢ６ＣＡＧ－ｈＴｅｔＲＤＴＡＥＧＦＰ」、４）まったく制御なしに
恒常的に発現する「ｐＥＢ６ＣＡＧ－ＤＴＡＥＧＦＰ」。これらに加えて、比較実験のた
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めにＤＴＡを有さず細胞毒性を示さない「ｐＯＳＴｅｔ１５－ｅＴｅｔＲＥＧＦＰ」「ｐ
ＯＳＴｅｔ１５－ｈＴｅｔＲＥＧＦＰ」も作成した。構築した発現ベクターＤＮＡは、市
販のＤＮＡ精製キットを用いて大腸菌から大量調製した。
【０１１０】
Ｃ．形質転換細胞の作製および選択
　このＤＮＡを市販のリポフェクション試薬を用いてヒト細胞株ＨＥｐ－２に導入し、４
日間１．５ｍｇ／ｍｌＧ４１８存在下で培養し、ＤＮＡが導入された細胞だけを選択した
。このとき生き残った細胞数を計測した。また遺伝子導入の確認のためＥＧＦＰの蛍光観
察を行った。
【０１１１】
結果
　図９に示すように、転写またはタンパク質分解のいずれかのみで制御をかけた場合には
、発現制御が無い場合と同じく、ドキシサイクリンを添加せず発現が抑制されている場合
でもほぼ全ての細胞が死滅した。これは、単独の制御では発現抑制が不十分であり、低い
レベルでの発現の漏れであってもＤＴＡの高い毒性のために細胞が死滅したことを意味す
る。
【０１１２】
　一方、２重制御をかけた場合には、ｈＴｅｔＲを用いた場合には、単独制御の場合と同
様にドキシサイクリンを添加していなくても細胞が死滅してしまった。一方、ｅＴｅｔＲ
を用いると、ドキシサイクリン非添加時において毒性のない遺伝子を導入した場合よりは
細胞数が減少するものの、毒素遺伝子が十分に発現抑制されていることにより十分な数の
細胞が生き残ることが示された。また、ここにドキシサイクリンを添加すると、毒素遺伝
子が発現し細胞が死滅することも明らかとなった。
【０１１３】
　以上の結果より、従来技術のドキシサイクリンによる転写制御だけでは、十分に厳密な
発現コントロールが難しい場合でも、本発明によるタンパク質分解の制御と組み合わせる
ことにより、きわめて厳密な遺伝子発現制御を実現可能であることが示された。とくに、
今回のジフテリア毒素のように、わずかな発現でも細胞に与える影響が大きいような遺伝
子の発現制御を行いたい場合には、ｅＴｅｔＲを選択することによって、最も厳密な発現
抑制が実現できることも明らかとなった。
【０１１４】
（実施例５）
本発明の遺伝子発現調節およびタンパク質分解調節を含む二重制御システムによる目的遺
伝子の発現調節
Ａ．遺伝子発現ベクターの作製
　λファージのＣｒｅタンパク質を発現制御するためのベクターとして、タンパク質分解
のみによる制御、転写のみによる制御、および二重制御の３種類のベクターを構築した。
またその際、実施例３および４においてＴｅｔＲのコドンを変更したｈＴｅｔＲを用いた
のと同様に、通常の塩基配列のｃｒｅ遺伝子と、哺乳動物細胞中で翻訳効率を高くするた
めにアミノ酸配列はそのままでコドンの種類を変更して塩基配列のみを改変したｈＣｒｅ
（配列番号３）を比較したところ、ｈＣｒｅのほうが全体に組換え効率が高くなることを
確認したため、本実施例ではｈＣｒｅを用いた。ｈＣｒｅｃＤＮＡを、ドキシサイクリン
によって分解制御が可能なＴｅｔＲｈＣｒｅにして、上述の恒常的遺伝子発現ベクター「
ｐＥＢ６ＣＡＧ」に組み込んだ、分解のみによって制御する「ｐＥＢ６ＣＡＧ－ＴｅｔＲ
ｈＣｒｅ」、「ｐＯＳＴｅｔ１５」にｈＣｒｅｃＤＮＡを組み込んで転写のみによって制
御できる「ｐＯＳＴｅｔ１５－ｈＣｒｅ」、「ｐＯＳＴｅｔ１５」にＴｅｔＲｈＣｒｅを
組み込んで二重制御が可能な「ｐＯＳＴｅｔ１５－ＴｅｔＲｈＣｒｅ」の３種類のベクタ
ーを構築した。これに加えて、Ｃｒｅタンパク質によるＤＮＡ組換え効果を確認するため
のモニターベクターとして、黄色蛍光タンパク質Ｖｅｎｕｓが、ｌｏｘＰ配列によって挟
まれその下流に赤色蛍光タンパク質ＤｓＲｅｄ１を配置した組換えレポーターベクター、
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「ｐＥＢ６ＣＡＧ－Ｖｅｎｕｓ－ｌｏｘ－Ｒ１－ＳＲＺ」（図１０）も作成した。これを
上記のＣｒｅ制御ベクターのいずれかと同時に細胞に導入することにより、Ｃｒｅの発現
が見られない細胞は黄色の蛍光を発するが、ＣｒｅによるｌｏｘＰ間での組換えが起こる
と、ＶｅｎｕｓｃＤＮＡが排除されＤｓＲｅｄ１の発現が開始されるために、赤色蛍光を
発するようになる。この蛍光波長の変化から、Ｃｒｅの発現効果を簡便に検出することが
できる（図１０）。
【０１１５】
　構築した発現ベクターＤＮＡは、市販のＤＮＡ精製キットを用いて大腸菌から大量調製
した。
【０１１６】
Ｂ．形質転換細胞の作製および選択
　このＤＮＡを市販のリポフェクション試薬を用いてヒト細胞株ＨＥｐ－２に導入し、４
日間１．５ｍｇ／ｍｌＧ４１８および０．１ｍｇ／ｍｌ ｚｅｏｃｉｎ存在下で培養し、
２種類のＤＮＡが導入された細胞だけを選択した。フローサイトメーターによって黄色と
赤の２波長の蛍光を測定した。
【０１１７】
結果
　図１１に示すように、ドキシサイクリン非添加時には、ほとんどの細胞が黄色の蛍光の
みを示し、赤い蛍光も同時に示す細胞は５％程度であった。一方、１μｇ／ｍｌのドキシ
サイクリンを添加した場合には、６０％の細胞が赤い蛍光のみを示し、黄色と赤の両方を
示す細胞と合わせて７０％以上の細胞で、赤い蛍光が検出されＣｒｅによるレポーターベ
クターの組換えが観察された。また黄色の蛍光しか発しない細胞でも、その蛍光強度は大
きく減弱しており、ＤｓＲｅｄ１は正しく発現していないものの、組換えそのものは起こ
っていることが示唆された。
【０１１８】
（実施例６）
二重制御系と、タンパク質分解制御系または転写制御系との間の制御効率の比較
　次に、タンパク質分解制御のみ、および転写制御のみでＣｒｅタンパク質の発現調節を
行う場合と本発明の二重制御系との性能の比較を行った。２つのベクターを導入後、１）
まったくドキシサイクリンを添加せずに６日培養したもの、２）１日だけ１．０μｇ／ｍ
ｌのドキシサイクリンを添加し、その後ドキシサイクリンを除去して５日培養したもの、
３）３日間１．０μｇ／ｍｌのドキシサイクリンを添加し、その後ドキシサイクリンを除
去して３日培養したもの、の３通りの実験を実施した。
【０１１９】
　図１７Ａに示すように、Ｃｒｅタンパク質を分解のみで制御しようとしても、ドキシサ
イクリン非添加時においてすでにＣｒｅによるレポーターベクターの組換えは完全に起こ
っており、黄色い蛍光を発する非組換え細胞は１０％以下であった。さらにここにドキシ
サイクリンを添加すると、Ｃｒｅタンパク質を細胞に過剰に発現させた場合に見られる細
胞毒性が出現して細胞が死滅し、ごくわずかな細胞しか回収されなかった。このことから
、タンパク質分解のみによる制御では非誘導時の抑制が不十分であることが明らかとなっ
た。
【０１２０】
　次に、図１７Ｂに示すように、Ｃｒｅタンパク質を転写のみで制御しようとした場合に
おいても、分解のみの場合よりは軽減されているものの、ドキシサイクリン非添加時にお
いてすでにＣｒｅによるレポーターベクターの組換えが顕著に見られ、組換えが起こった
ことを示す赤い蛍光を強く発している細胞が３分の２以上であり、一方黄色い蛍光を発す
る非組換え細胞は２５％以下であった。さらにここにドキシサイクリンを添加すると、分
解制御の場合と同様に細胞毒性が見られ、特に発現レベルの高い、赤い蛍光の強い細胞ほ
どよく死滅してしまったため、細胞集団の赤い蛍光の平均強度が著しく低下し、ドキシサ
イクリンの処理時間を延長するとさらに蛍光強度が低下した。以上のことから、転写のみ
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で制御する場合のほうが分解のみで制御する場合よりもいくらか厳密ではあるが、Ｃｒｅ
タンパク質の発現制御法としては不十分であることが示された。
【０１２１】
　次に図１７Ｃに示すように二重制御系を用いると、７割以上の細胞が全く組換えを起こ
さない黄色の蛍光のみを発する細胞であり、かつその蛍光強度も大きかった。ところがこ
こにドキシサイクリンを添加すると、１日だけの処理においても７割以上の細胞が赤い蛍
光に変化し、非常に効率よく組換えを誘導することができた。また３日処理した場合でも
、他の場合に見られたような細胞毒性による細胞数の減少はほとんど見られなかったが、
組換え効率そのものには１日だけの処理と大きな変化はなかった。
【０１２２】
　以上のことから、二重制御系を用いることにより、目的タンパク質の酵素活性を、ドキ
シサイクリン非添加時には厳密に抑制することができ、さらにドキシサイクリン添加によ
ってほとんどの細胞で酵素活性が検出可能になる事が明らかとなった。
【０１２３】
（実施例７）
Ｔｅｔ二重制御系の抗生物質濃度依存性の検証
　次に、ドキシサイクリンの濃度が組換え効率に及ぼす影響について解析を行った。上記
のＣｒｅ二重制御用ベクターと組換えレポーターベクターの２種類を細胞に導入し、薬剤
選択の後、０．００１μｇ／ｍｌから１．０μｇ／ｍｌまで４段階の濃度のドキシサイク
リンを１日または３日間細胞に処理し、組換え効率について検討した。
【０１２４】
　図１８に示すように濃度依存的に組換えの効率は上昇し、確実に組換えを起こすには１
．０μｇ／ｍｌまで濃度を上げた方がよいことがわかった。逆に処理時間を３倍にしても
それほど効率に変化がないことから、ドキシサイクリン処理は２４時間で十分でありかな
り早い誘導が実現できていることが明らかとなった。
【０１２５】
（実施例８）
二重制御システムによるＣｒｅ遺伝子の発現制御について、制御の厳密さを増す方法
Ａ．遺伝子発現ベクターの作製
　実施例５において作成した「ｐＯＳＴｅｔ１５」にＴｅｔＲｈＣｒｅを組み込んで二重
制御が可能な「ｐＯＳＴｅｔ１５ＴｅｔＲｈＣｒｅ」のベクターにおいて、ＴｅｔＲとｈ
Ｃｒｅの融合タンパク質によるＤＮＡ組換えをより厳密に制御する方法として、融合タン
パク質の細胞内局在を変化させる方法を試みた。すなわち、Ａ）もともとのＴｅｔＲｈＣ
ｒｅ融合タンパク質の他に、Ｂ）Ｎ末に核移行シグナル（ＮＬＳ）を付加したもの、Ｃ）
Ｃ末に核外移行配列（ＮＥＳ）を付加したもの、Ｄ）Ｎ末にＮＬＳ、Ｃ末にＮＥＳの両方
を配置したもの、を新たに作成した。これらを実施例５と同様に細胞へ導入し組換え効率
について解析した。
【０１２６】
Ｂ．形質転換細胞の作製および選択
　これらを実施例５と同様に細胞へ導入し組換え効率について解析した。
【０１２７】
結果
　図１９ＡとＢに示すように、一般的によく用いられているＮＬＳを付加して核内への運
び込みを促進したＣｒｅを用いると、ドキシサイクリン非添加時の非組換え細胞の割合が
８割から７割に減ってしまい、しかもドキシサイクリンを添加した際の組換え効率も何も
付加しないものと差がないため、発現制御の厳密さがよけいに損なわれることが明らかと
なった。一方、図１９Ｃに示すように、ＮＥＳを付加して核から排出される速度をあげる
と、ドキシサイクリン非添加時であるにもかかわらず組換えを起こしてしまう細胞は１４
％から７％へと半減し厳密さが増していることがわかった。またドキシサイクリン添加に
よる組換えの誘導効率もやや低下してしまったが、処理時間を３日に延長することである
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ると、ドキシサイクリン非添加時の制御も向上せず、添加時の組換え公立は大幅に低下し
望ましい性能を発揮しなかった。以上のことより、Ｃｒｅタンパク質の発現制御をより厳
密に行いたい場合には、ＮＥＳを付加することが有効であることが示された。
【産業上の利用可能性】
【０１２８】
　本発明の融合タンパク質は、生きた動物細胞中において、単独の状態では不安定で急速
な分解を受けるが、抗生物質（例えば、テトラサイクリン系）との結合により安定化し分
解を免れるという性質を有する。また、遺伝子の転写制御と組み合わせた本発明のタンパ
ク質分解制御システム（二重制御システム）によれば、生きた細胞内でのタンパク質の発
現をより厳密に制御することが可能となる。
【０１２９】
　したがって、本発明は、以下の（１）～（３）のような用途に使用することができる。
【０１３０】
　（１）大腸菌テトラサイクリンリプレッサー（ＴｅｔＲ）タンパク質は、ヒト細胞中で
安定であるが、これに変異（例えば、２カ所以上）を導入した変異体は、テトラサイクリ
ン系抗生物質のない状態では急速に分解されるが、Ｔｅｔを添加すると分解を免れるよう
になり、細胞中に蓄積するようになる。したがって、例えば、この変異型ＴｅｔＲタンパ
ク質と、機能解析の対象である目的のタンパク質との融合タンパク質を細胞に発現させる
と、添加するＴｅｔの量により細胞内の目的のタンパク質の量をコントロールすることが
できる。これにより、目的のタンパク質が、細胞や生物個体に与える影響を実験的に解析
することが可能となる。
【０１３１】
　（２）遺伝子治療として患者に外来遺伝子を導入し、その遺伝子の産物であるタンパク
質の働きによって症状を改善する場合、そのタンパク質が抗原となって予想外の副作用を
引き起こす危険が存在する。そこで、治療のためのタンパク質と変異型ＴｅｔＲタンパク
質の融合遺伝子を導入すれば、その産物である融合タンパク質量は、Ｔｅｔによりコント
ロールし得、患者の状況に応じてＴｅｔを投与することによって副作用を防ぎつつ治療を
行うことが可能となる。したがって、本発明は医療分野等での適用に有用である。
【０１３２】
　（３）抗生物質に結合するタンパク質の変異タンパク質（例えば、変異ＴｅｔＲ）を、
蛍光タンパク質や発光タンパク質（例：ルシフェラーゼ）といった検出が可能なタンパク
質との融合タンパク質として細胞に発現させれば、抗生物質（例えば、Ｔｅｔ）の量に応
じて蛍光量や発光量が変動するため、生きた細胞中や生物個体中の抗生物質（例えば、Ｔ
ｅｔ）量を検出し、イメージングすることが可能となる。したがって、本発明は、薬物の
インビボでのイメージング等においても有用である。
【０１３３】
　（４）本発明の目的遺伝子の発現制御のための組成物、キット、システム、および方法
によれば、例えば、細胞分化の過程のある時期に必要とされる目的遺伝子の発現をその期
間だけ維持し、必要とされなくなった時点でその遺伝子の発現を抑制するというような目
的遺伝子の発現調節が可能となる。
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