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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　３個以上のＴＡＬ－ｒｅｐｅａｔが繰り返し連結されたＤＮＡ結合ドメインを含有し、

　前記ＤＮＡ結合ドメインは、アデニン、グアニン、チミン、及びシトシンの４種の核酸

塩基に対してほぼ同程度に充分な強さで結合し得るＲＶＤ配列を含む非選択的結合性ＴＡ

Ｌ－ｒｅｐｅａｔを３個以上含んでおり、

　塩基配列非依存的に核酸に結合することを特徴とする、核酸結合性タンパク質。

【請求項２】

　前記ＴＡＬ－ｒｅｐｅａｔのＲＶＤ配列が、ＨＴ、ＲＳ、又はＨＳである、請求項１に

記載の核酸結合性タンパク質。

【請求項３】

　前記ＤＮＡ結合ドメインにおける前記ＴＡＬ－ｒｅｐｅａｔの繰り返し数が、３個以上

３５個未満である、請求項１又は２に記載の核酸結合性タンパク質。

【請求項４】

　前記ＤＮＡ結合ドメインは、同一アミノ酸配列からなる前記ＴＡＬ－ｒｅｐｅａｔが繰

り返し連結されている、請求項１～３のいずれか一項に記載の核酸結合性タンパク質。

【請求項５】

　前記ＤＮＡ結合ドメインが、前記ＴＡＬ－ｒｅｐｅａｔのＲＶＤ配列がＨＴ、ＲＳ、又

はＨＳであるように改変されたＴＡＬＥのＤＮＡ結合ドメインである、請求項１～４のい

ずれか一項に記載の核酸結合性タンパク質。
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【 請 求 項 ６ 】

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に 含 ま れ て い る 前 記 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ は 、 キ サ ン ト モ ナ ス

属 細 菌 由 来 の Ｔ Ａ Ｌ Ｅ の Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ 、 又 は 前 記 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の Ｒ Ｖ Ｄ

以 外 の 領 域 に ア ミ ノ 酸 変 異 が 導 入 さ れ て い る Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ で あ る 、 請 求 項 １ ～ ５

の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 。

【 請 求 項 ７ 】

　 前 記 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 の 存 在 を 直 接 又 は 間 接 的 に 検 出 す る た め の 標 識 部 位 を 備 え て

い る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 。

【 請 求 項 ８ 】

　 前 記 標 識 部 位 が 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 。

【 請 求 項 ９ 】

　 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 か ら な り 、 オ ー プ ン ク ロ マ

チ ン 構 造 と 選 択 的 に 結 合 す る 、 タ ン パ ク 質 プ ロ ー ブ 。

【 請 求 項 １ ０ 】

　 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 含

有 す る 、 核 酸 分 子 。

【 請 求 項 １ １ 】

　 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 核 酸 分 子 が 組 込 ま れ て お り 、 宿 主 細 胞 に お い て 、 請 求 項 １ ～ ８ の い

ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 を 発 現 し 得 る 、 発 現 ベ ク タ ー 。

【 請 求 項 １ ２ 】

　 生 細 胞 に 、 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 導 入 す る 工 程 を 有 し 、

　 前 記 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 が 、 ３ 個 以 上 の Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ が 繰 り 返 し 連 結 さ れ た

Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン と 、 前 記 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 の 存 在 を 直 接 又 は 間 接 的 に 検 出 す る た

め の 標 識 部 位 と を 含 む タ ン パ ク 質 で あ り 、

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン は 、 ア デ ニ ン 、 グ ア ニ ン 、 チ ミ ン 、 及 び シ ト シ ン の ４ 種 の 核 酸

塩 基 に 対 し て ほ ぼ 同 程 度 に 充 分 な 強 さ で 結 合 し 得 る Ｒ Ｖ Ｄ 配 列 を 含 む 非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ

Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ を ３ 個 以 上 含 ん で お り 、 か つ 、 塩 基 配 列 非 依 存 的 に 核 酸 と 結 合 す る こ と

を 特 徴 と す る 、 生 細 胞 中 の オ ー プ ン ク ロ マ チ ン を 蛍 光 標 識 す る 方 法 。

【 請 求 項 １ ３ 】

　 前 記 標 識 部 位 が 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ４ 】

　 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 導 入

さ れ た 、 形 質 転 換 細 胞 （ 但 し 、 ヒ ト を 構 成 す る 細 胞 を 除 く ） 。

【 請 求 項 １ ５ 】

　 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 導 入

さ れ た 、 形 質 転 換 非 ヒ ト 動 物 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 染 色 体 中 の オ ー プ ン ク ロ マ チ ン 構 造 を 特 異 的 に 高 感 度 で 検 出 し て 可 視 化 す る

プ ロ ー ブ 、 及 び 当 該 プ ロ ー ブ を 用 い て 生 細 胞 中 の オ ー プ ン ク ロ マ チ ン を 標 識 す る 方 法 に 関

す る 。

　 本 願 は 、 ２ ０ １ ９ 年 ４ 月 ９ 日 に 、 日 本 に 出 願 さ れ た 特 願 ２ ０ １ ９ － ０ ７ ４ ０ ０ ４ 号 に 基

づ き 優 先 権 を 主 張 し 、 そ の 内 容 を こ こ に 援 用 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 生 物 個 体 を 構 成 す る ゲ ノ ム 情 報 は ほ ぼ 同 一 で あ る に も 関 わ ら ず 、 個 々 の 細 胞 は ど の よ う

な メ カ ニ ズ ム に よ っ て 膨 大 な 多 様 性 を 発 揮 し て い る の か と い う 研 究 課 題 に つ い て 、 近 年 エ

ピ ゲ ノ ム 研 究 か ら の 成 果 に 注 目 が 集 ま っ て い る 。 こ の エ ピ ゲ ノ ム 研 究 の 進 展 か ら 、 そ れ ぞ

れ の 細 胞 に と っ て 必 須 な 遺 伝 子 の 発 現 維 持 と 、 不 必 要 な 遺 伝 子 の 発 現 抑 制 と が 正 し く 制 御
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さ れ る こ と の 重 要 性 が 明 ら か と な っ た 。 こ う し た 制 御 の 結 果 現 れ て く る 細 胞 固 有 の 形 質 は

、 細 胞 分 裂 を 越 え て 安 定 に 維 持 さ れ て お り 、 こ の 事 象 は 細 胞 記 憶 （ 又 は 、 エ ピ ジ ェ ネ テ ィ

ク ス ） と 呼 ば れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 Ｔ Ａ Ｌ （ Transcription Activator-Like） Ｅ ｆ ｆ ｅ ｃ ｔ ｏ ｒ （ Ｔ Ａ Ｌ Ｅ ） は 、 病 原 性 細

菌 が 感 染 し た と き に 、 宿 主 細 胞 の 免 疫 機 構 が 働 く の を 抑 え る た め の 遺 伝 子 発 現 調 整 に 関 わ

る 転 写 因 子 と し て 同 定 さ れ た （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 Ｔ Ａ Ｌ Ｅ は 、 そ の 中 央 に 、 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ

ｐ ｅ ａ ｔ と 呼 ば れ る 約 ３ ４ ア ミ ノ 酸 か ら な る 構 造 単 位 （ モ ジ ュ ー ル ） を １ ０ ～ ３ ０ 個 の 繰

り 返 し 数 で 連 結 し た 部 分 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 含 む （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。 Ｔ Ａ Ｌ －

ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ は 、 ２ つ の α － ｈ ｅ ｌ ｉ ｘ 構 造 か ら な り 、 こ の ２ つ の α － ｈ ｅ ｌ ｉ ｘ 構 造 を

繋 ぐ ル ー プ 領 域 に は 、 Repeat Variable Diresidue（ Ｒ Ｖ Ｄ ） と 呼 ば れ る 核 酸 塩 基 認 識 に

関 わ る ２ ア ミ ノ 酸 残 基 が あ る 。 個 々 の Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ は 、 そ れ ぞ れ の Ｒ Ｖ Ｄ の ア ミ

ノ 酸 配 列 に 応 じ て １ 個 の 核 酸 塩 基 を 認 識 す る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 特 定 の 核 酸 塩 基 を 特 異 的 に 認 識 す る Ｒ Ｖ Ｄ を 持 つ Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ を 適 切 な 順 番 で

連 結 す る こ と に よ り 、 特 定 の 塩 基 配 列 を 含 む 核 酸 に 選 択 的 に 結 合 す る よ う に Ｔ Ａ Ｌ Ｅ を 改

変 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 Ｔ Ａ Ｌ Ｅ の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に 標 的 と す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列

に 対 応 し た モ ジ ュ ー ル を 用 い る こ と に よ り 、 配 列 に 依 存 的 な 結 合 を 可 能 と さ せ る こ と が で

き る 。 例 え ば ゲ ノ ム 編 集 で は 、 こ の 核 酸 配 列 依 存 的 に 認 識 す る Ｔ Ａ Ｌ Ｅ と Ｆ ｏ ｋ Ｉ ヌ ク レ

ア ー ゼ が 融 合 し た Ｔ Ａ Ｌ Ｅ Ｎ （ TALE-Nuclease） を 用 い る （ 特 許 文 献 １ ） 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 一 方 で 、 生 物 は そ の 発 生 や 分 化 と い っ た 場 面 の 様 々 な 遺 伝 子 の 発 現 制 御 に お い て 、 核 内

の 超 立 体 構 造 と な っ て い る 核 酸 と ヒ ス ト ン か ら な る 凝 集 体 を 部 分 的 に 解 き ほ ぐ し 、 オ ー プ

ン ク ロ マ チ ン 構 造 を と る こ と が 知 ら れ て い る 。 オ ー プ ン ク ロ マ チ ン 構 造 を と っ て い る か 否

か の 解 析 は 、 特 に 、 特 定 の 疾 患 に 関 与 し た 未 知 の 分 化 誘 導 遺 伝 子 の 発 現 と そ の 同 定 や 、 が

ん 化 に 関 わ る 未 同 定 の 遺 伝 子 の 発 現 と そ の 同 定 、 さ ら に は ま だ 解 明 さ れ て い な い 制 御 機 構

に 基 づ く 代 謝 異 常 や 神 経 変 性 に 関 わ る 遺 伝 子 の 発 現 と 同 定 な ど の 未 解 明 の 遺 伝 子 の 機 能 解

析 に お い て 重 要 で あ る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 表 ２ ０ １ ３ － ５ ２ ９ ０ ８ ３ 号 公 報

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Christian, et al. , Genetics, 2010, vol.186, p.757-761.

【 非 特 許 文 献 ２ 】 楯 真 一 、 生 物 物 理 、 2017、 vol.57（ 3） ， p.127-130.

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Cermak, et al. , Nucleic Acids Research, 2011,　 vol.39, e82.

【 非 特 許 文 献 ４ 】 Sakuma et al. , Genes to Cells, 2013, vol.18(4), p.315-326.

【 非 特 許 文 献 ５ 】 Reyon, et al. , ＂ Current Protocols in Molecular Biology＂ , Wiley

 Online Library, 2012, Chapter 12, 12.15.1-12.15.14

【 非 特 許 文 献 ６ 】 Chen, et al. , Nature Methods, 2016, vol.13, p.1013-1020.

【 非 特 許 文 献 ７ 】 Abe et al. , Genesis, 2011, vol.49, p.579-590.

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 は 、 遺 伝 子 発 現 に 関 わ る 新 た な 検 出 ツ ー ル と し て 、 従 来 技 術 よ り も 高 感 度 で 簡 便

に 、 ク ロ マ チ ン オ ー プ ン 構 造 を 検 出 す る た め の 新 規 な 改 変 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る こ と を 主

た る 目 的 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ９ 】
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　 本 発 明 者 ら は 鋭 意 研 究 し た 結 果 、 Ｔ Ａ Ｌ Ｅ の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に お い て 、 特 定 の ア ミ

ノ 酸 配 列 か ら な る Ｒ Ｖ Ｄ を 備 え る Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ は 、 ア デ ニ ン 、 グ ア ニ ン 、 チ ミ ン

、 及 び シ ト シ ン の ４ 種 の 核 酸 塩 基 に 対 し て ほ ぼ 同 様 に 強 く 結 合 す る こ と 、 こ の ４ 種 の 核 酸

塩 基 を 全 て 認 識 す る Ｒ Ｖ Ｄ を 備 え る Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ が 繰 り 返 し 連 結 し た Ｄ Ｎ Ａ 結 合

ド メ イ ン は 、 核 酸 の 塩 基 配 列 非 依 存 的 に 強 固 に 結 合 す る モ ジ ュ ー ル と な り 得 る こ と を 見 出

し た 。 さ ら に 、 こ の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン は 、 オ ー プ ン ク ロ マ チ ン 構 造 を 認 識 す る プ ロ ー ブ

と し て 利 用 で き る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 さ せ た 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 に 係 る 発 明 は 、 下 記 ［ １ ］ ～ ［ １ ３ ］ で あ る 。

［ １ ］ 　 ３ 個 以 上 の Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ が 繰 り 返 し 連 結 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 含

有 し 、 塩 基 配 列 非 依 存 的 に 核 酸 に 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 、 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 。

［ ２ ］ 　 前 記 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の Ｒ Ｖ Ｄ 配 列 が 、 Ｈ Ｔ 、 Ｒ Ｓ 、 又 は Ｈ Ｓ で あ る 、 前 記

［ １ ］ の 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 。

［ ３ ］ 　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に お け る 前 記 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の 繰 り 返 し 数 が 、 ３

個 以 上 ３ ５ 個 未 満 で あ る 、 前 記 ［ １ ］ 又 は ［ ２ ］ の 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 。

［ ４ ］ 　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン は 、 同 一 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 前 記 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ

ｔ が 繰 り 返 し 連 結 さ れ て い る 、 前 記 ［ １ ］ ～ ［ ３ ］ の い ず れ か の 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 。

［ ５ ］ 　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン が 、 前 記 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の Ｒ Ｖ Ｄ 配 列 が Ｈ Ｔ 、 Ｒ

Ｓ 、 又 は Ｈ Ｓ で あ る よ う に 改 変 さ れ た Ｔ Ａ Ｌ Ｅ の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン で あ る 、 前 記 ［ １ ］

～ ［ ４ ］ の い ず れ か の 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 。

［ ６ ］ 　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に 含 ま れ て い る 前 記 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ は 、 キ サ ン ト

モ ナ ス 属 細 菌 由 来 の Ｔ Ａ Ｌ Ｅ の Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ 、 又 は 前 記 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の

Ｒ Ｖ Ｄ 以 外 の 領 域 に ア ミ ノ 酸 変 異 が 導 入 さ れ て い る Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ で あ る 、 前 記 ［

１ ］ ～ ［ ５ ］ の い ず れ か の 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 。

［ ７ ］ 　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 含 有 す る タ ン パ ク 質 と 蛍 光 タ ン パ ク 質 と が 、 直 接 又 は

間 接 的 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 で あ る 、 前 記 ［ １ ］ ～ ［ ６ ］ の い ず れ か の 核 酸 結 合 性 タ ン パ

ク 質 。

［ ８ ］ 　 前 記 ［ １ ］ ～ ［ ７ ］ の い ず れ か の 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 か ら な り 、 オ ー プ ン ク ロ

マ チ ン 構 造 と 選 択 的 に 結 合 す る 、 タ ン パ ク 質 プ ロ ー ブ 。

［ ９ ］ 　 前 記 ［ １ ］ ～ ［ ７ ］ の い ず れ か の 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を

含 有 す る 、 核 酸 分 子 。

［ １ ０ ］ 　 前 記 ［ ９ ］ の 核 酸 分 子 が 組 込 ま れ て お り 、 宿 主 細 胞 に お い て 、 前 記 ［ １ ］ ～ ［

７ ］ の い ず れ か の 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 を 発 現 し 得 る 、 発 現 ベ ク タ ー 。

［ １ １ ］ 　 生 細 胞 に 、 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 導 入 す る 工 程 を 有 し 、

　 前 記 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 が 、 ３ 個 以 上 の Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ が 繰 り 返 し 連 結 さ れ た

Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン と 蛍 光 タ ン パ ク 質 と を 含 む タ ン パ ク 質 で あ り 、

　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン が 、 塩 基 配 列 非 依 存 的 に 核 酸 と 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 、 生

細 胞 中 の オ ー プ ン ク ロ マ チ ン を 蛍 光 標 識 す る 方 法 。

［ １ ２ ］ 　 前 記 ［ １ ］ ～ ［ ７ ］ の い ず れ か の 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が

導 入 さ れ た 、 形 質 転 換 細 胞 （ 但 し 、 ヒ ト を 構 成 す る 細 胞 を 除 く ） 。

［ １ ３ ］ 　 前 記 ［ １ ］ ～ ［ ７ ］ の い ず れ か の 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が

導 入 さ れ た 、 形 質 転 換 非 ヒ ト 動 物 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 は 、 塩 基 配 列 非 依 存 的 に 核 酸 と 強 く 結 合 す る 。 こ の

た め 、 染 色 体 の オ ー プ ン ク ロ マ チ ン 構 造 を 認 識 す る プ ロ ー ブ と し て 有 用 で あ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ２ 】

【 図 １ 】 実 施 例 １ に お い て 用 い ら れ た 、 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ を 反 復 配 列 し た Ｄ Ｎ Ａ 結 合

ド メ イ ン を 含 む Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 の 構 造 の 模 式 図 で あ る 。
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【 図 ２ Ａ 】 実 施 例 １ に お い て 、 各 Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ た 細 胞 の 蛍 光 画 像 で あ

る 。

【 図 ２ Ｂ 】 実 施 例 １ に お い て 、 各 Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 の Ｆ Ｒ Ａ Ｐ の 測 定 結 果 を 示 し た 図

で あ る 。

【 図 ３ Ａ 】 実 施 例 ２ に お い て 、 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ （ 実 施 例 １ で 作 製 し た Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ

ｐ ｅ ａ ｔ を １ ５ 個 反 復 配 列 し た Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 含 む Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 ） と 、 ト

ラ ン ス ポ ザ ー ゼ が ア ク セ ス 可 能 な ゲ ノ ム 領 域 に 挿 入 さ れ た 蛍 光 標 識 に よ る 染 色 （ Ａ Ｔ Ａ Ｃ

） 又 は ４ 種 の 修 飾 ヒ ス ト ン （ Ｈ ３ Ｋ ４ ｍ ｅ ３ 、 Ｈ ３ Ｋ ２ ７ ａ ｃ 、 Ｈ ３ Ｋ ９ ｍ ｅ ３ 、 又 は Ｈ

３ Ｋ ２ ７ ｍ ｅ ３ ） に 対 す る 蛍 光 免 疫 染 色 と に よ る 二 重 染 色 か ら 得 ら れ た 蛍 光 画 像 で あ る 。

【 図 ３ Ｂ 】 実 施 例 ２ に お い て 、 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ と 、 ４ 種 の 修 飾 ヒ ス ト ン 又 は ト ラ ン

ス ポ ザ ー ゼ が ア ク セ ス 可 能 な ゲ ノ ム と の 共 局 在 の 相 関 係 数 を 調 べ た 結 果 を 示 し た 図 で あ る

。

【 図 ４ 】 実 施 例 ２ に お い て 、 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ が 結 合 し た ゲ ノ ム 領 域 の 塩 基 配 列 を 同

定 し た 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。

【 図 ５ 】 実 施 例 ３ に お い て 、 作 製 さ れ た Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ － Ｔ ｇ マ ウ ス の 大 脳 皮 質 、

海 馬 、 小 脳 皮 質 、 及 び 皮 膚 組 織 の 薄 層 切 片 の 蛍 光 画 像 で あ る 。

【 図 ６ 】 実 施 例 ４ に お い て 、 作 製 さ れ た Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ － Ｔ ｇ 線 虫 の 生 殖 腺 と 発 生

中 の 胚 の 薄 層 切 片 の 蛍 光 画 像 で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ３ 】

［ 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 ］

　 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 は 、 ３ 個 以 上 の Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ が 繰 り 返 し 連

結 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 含 有 し 、 塩 基 配 列 非 依 存 的 に 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 。

本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 中 の Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ は 、 ア デ ニ ン 、 グ ア ニ ン 、

チ ミ ン 、 及 び シ ト シ ン の ４ 種 の 核 酸 塩 基 に 対 し て 、 ほ ぼ 同 程 度 に 充 分 な 強 さ で 結 合 す る 。

こ の た め 、 当 該 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ が 繰 り 返 し 連 結 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 備 え る

本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 は 、 塩 基 配 列 非 依 存 的 に 核 酸 と 強 く 結 合 す る 。 以 降 、

４ 種 の 核 酸 塩 基 に 対 し て ほ ぼ 同 程 度 に 充 分 な 強 さ で 結 合 す る Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ を 、 「

非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ 」 と い う こ と が あ る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 中 の 非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ は 、 ４ 種

の 核 酸 塩 基 に 対 し て 、 ほ ぼ 同 程 度 に 充 分 な 強 さ で 結 合 し 得 る も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ る

も の で は な い 。 当 該 非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ と し て は 、 Ｒ Ｖ Ｄ 配 列 が 、 Ｈ Ｔ

、 Ｒ Ｓ 、 又 は Ｈ Ｓ （ Ｈ ： ヒ ス チ ジ ン 、 Ｔ ： ス レ オ ニ ン 、 Ｒ ： ア ル ギ ニ ン 、 Ｓ ： セ リ ン ） で

あ る も の が 好 ま し い 。 Ｒ Ｖ Ｄ が こ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ は 、

４ 種 の 核 酸 塩 基 に 対 し て 、 ほ ぼ 同 程 度 に 強 く 結 合 す る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 中 の 非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ は 、 天 然

に 存 在 す る Ｔ Ａ Ｌ Ｅ 又 は そ の 改 変 体 が 持 っ て い る Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の Ｒ Ｖ Ｄ を 、 Ｈ Ｔ

、 Ｒ Ｓ 、 又 は Ｈ Ｓ に 変 異 さ せ た も の を 用 い る こ と が で き る 。 天 然 に 存 在 す る Ｔ Ａ Ｌ Ｅ と し

て は 、 例 え ば 、 キ サ ン ト モ ナ ス （ Xanthomonas） 属 細 菌 由 来 の Ｔ Ａ Ｌ Ｅ が 挙 げ ら れ る 。 キ

サ ン ト モ ナ ス 属 細 菌 由 来 の Ｔ Ａ Ｌ Ｅ は 、 中 央 に Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ が 反 復 配 列 し た Ｄ Ｎ

Ａ 結 合 ド メ イ ン が あ り 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン の Ｃ 末 端 側 に 核 局 在 シ グ ナ ル （ Ｎ Ｌ Ｓ ） 配 列

と 転 写 活 性 化 ド メ イ ン を 備 え る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ２ 参 照 。 ） 。 キ サ ン ト モ ナ ス 属 細 菌

由 来 の Ｔ Ａ Ｌ Ｅ の Ｔ Ａ Ｌ -ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の ４ 番 目 及 び ３ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 は 、 保 存 性 が 低

い 。 キ サ ン ト モ ナ ス 属 細 菌 由 来 の 天 然 の Ｔ Ａ Ｌ Ｅ の Ｔ Ａ Ｌ -ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ と し て は 、 例 え

ば 、 ４ 番 目 及 び ３ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 が 共 に ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ る Ｄ Ｄ 型 ； ４ 番 目 が ア ス パ

ラ ギ ン 酸 で あ り 、 ３ ２ 番 目 が ア ラ ニ ン で あ る Ｄ Ａ 型 ； ４ 番 目 が ア ラ ニ ン で あ り 、 ３ ２ 番 目

が ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ る Ａ Ｄ 型 ； ４ 番 目 が ア ラ ニ ン で あ り 、 ３ ２ 番 目 が ア ラ ニ ン で あ る Ａ

Ａ 型 ； ４ 番 目 が グ ル タ ミ ン 酸 で あ り 、 ３ ２ 番 目 が ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ る Ｅ Ｄ 型 ； ４ 番 目 が
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グ ル タ ミ ン 酸 で あ り 、 ３ ２ 番 目 が ア ラ ニ ン で あ る Ｅ Ａ 型 が あ る 。 天 然 の Ｔ Ａ Ｌ Ｅ に は 、 同

じ 型 の Ｔ Ａ Ｌ -ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の み か ら な る も の と 、 ２ 種 類 以 上 の 型 の Ｔ Ａ Ｌ -ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ

を 含 む も の が あ る 。 例 え ば 、 キ サ ン ト モ ナ ス 属 細 菌 に は 、 １ 分 子 の Ｔ Ａ Ｌ Ｅ に 、 Ｄ Ｄ 型 の

Ｔ Ａ Ｌ -ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ と Ｅ Ａ 型 の Ｔ Ａ Ｌ -ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の 両 方 が 含 ま れ て い る も の も あ る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 天 然 に 存 在 す る Ｔ Ａ Ｌ Ｅ が 有 す る Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ （ 天 然 の Ｔ Ａ Ｌ Ｅ 由 来 Ｔ Ａ Ｌ －

ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ ） の 改 変 体 と し て は 、 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ と し て の 機 能 を 維 持 し つ つ 、 Ｔ

Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ 中 の Ｒ Ｖ Ｄ 領 域 以 外 の 領 域 の １ 個 以 上 、 好 ま し く は １ ～ １ ０ 個 、 よ り

好 ま し く は １ ～ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 に 変 異 が 導 入 さ れ た 変 異 体 （ Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ 変 異 体

） で あ っ て も よ い 。 当 該 変 異 は 、 ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 、 挿 入 を 意 味 す る 。 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ

ｐ ｅ ａ ｔ 変 異 体 と し て は 、 Ｒ Ｖ Ｄ 領 域 を 有 し て お り 、 か つ 天 然 の Ｔ Ａ Ｌ Ｅ 由 来 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ

ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の ア ミ ノ 酸 配 列 と ８ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は ９ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は ９ ５ ％

以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 、 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ と し て の 機 能 を

維 持 し て い る も の が 挙 げ ら れ る 。 天 然 に 存 在 す る Ｔ Ａ Ｌ Ｅ の 改 変 体 と し て は 、 特 許 文 献 １

に 記 載 の も の が 挙 げ ら れ る 。 Ｒ Ｖ Ｄ を 改 変 し た Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ や Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ

ａ ｔ 変 異 体 は 、 例 え ば 、 K O D-Plus-Mutagenesis Kit（ 東 洋 紡 社 製 ） 、 PrimeSTAR Mutagene

sis Basal Kit（ タ カ ラ 社 製 ） 、 QuikChange Multi Site-Directed Mutagenesis Kit（ ア

ジ レ ン ト 社 製 ） 等 の 市 販 キ ッ ト を 使 用 し た 一 般 的 な 点 変 異 導 入 技 術 を 利 用 し て 製 造 す る こ

と が で き る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 中 の 非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ と し て は

、 例 え ば 、 キ サ ン ト モ ナ ス 属 細 菌 由 来 の ３ ４ ア ミ ノ 酸 か ら な る Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の Ｒ

Ｖ Ｄ （ １ ２ 番 目 と １ ３ 番 目 の ア ミ ノ 酸 ） を 、 ４ 種 の 核 酸 塩 基 に 対 し て 、 ほ ぼ 同 程 度 に 充 分

な 強 さ で 結 合 し 得 る ジ ペ プ チ ド に 改 変 し た も の が 挙 げ ら れ る 。 Ｒ Ｖ Ｄ を Ｈ Ｔ 、 Ｒ Ｓ 、 又 は

Ｈ Ｓ に 改 変 し た Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 １ に 示 す 。

【 ０ ０ １ ８ 】

【 表 １ 】

【 ０ ０ １ ９ 】

　 配 列 番 号 １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 、 ４ 番 目 の グ ル タ ミ ン 酸 は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ

ル タ ミ ン 、 又 は ア ラ ニ ン で あ っ て も よ い 。 配 列 番 号 １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 、 ３ ２ 番

目 の ア ラ ニ ン は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン は 、 非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ －

ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ が ３ 個 以 上 繰 り 返 し 連 結 さ れ た 構 造 か ら な る 。 当 該 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に お

け る 非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の 反 復 回 数 が 多 い ほ ど 、 よ り 強 く 核 酸 と 結 合 す

る 。 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 に お け る 非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の

反 復 回 数 と し て は 、 ３ 個 以 上 ３ ５ 個 未 満 が 好 ま し く 、 ３ ～ ３ ０ 個 が よ り 好 ま し く 、 ３ ～ ２

５ 個 が さ ら に 好 ま し く 、 ３ ～ ２ ０ 個 が よ り さ ら に 好 ま し く 、 ３ ～ １ ８ 個 が 特 に 好 ま し い 。

ま た 、 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 に お け る 非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ

の 反 復 回 数 と し て は 、 ８ 個 以 上 が 好 ま し く 、 ８ 個 以 上 ３ ５ 個 未 満 が よ り 好 ま し く 、 １ ０ 個

以 上 ２ ５ 個 未 満 が さ ら に 好 ま し い 。 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ

イ ン は 、 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の み か ら な る

も の で あ っ て も よ く 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 異 な る ２ 種 類 以 上 の 非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ

ｅ ａ ｔ が 含 ま れ て い て も よ い 。 例 え ば 、 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合
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ド メ イ ン に 含 ま れ て い る 複 数 の 非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ は 、 Ｒ Ｖ Ｄ 領 域 は 全

て 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る が 、 Ｒ Ｖ Ｄ 領 域 以 外 の 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 互 い に 相 違 し て い

て も よ く 、 互 い に １ ～ ５ 個 以 内 の ア ミ ノ 酸 が 相 違 し て い る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 本 発 明

に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に 含 ま れ て い る 複 数 の 非 選 択 的 結 合 性

Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ は 、 Ｒ Ｖ Ｄ 領 域 以 外 は 共 通 す る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る が 、 Ｒ Ｖ Ｄ 領 域

は 互 い に 異 な る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン は 、 ド メ イ ン 全 体 と し て 、 塩

基 配 列 非 依 存 的 に Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 し 得 る 機 能 を 阻 害 し な い 限 り に お い て 、 特 定 の 塩 基 と 特 異

的 に 結 合 す る 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ を 含 ん で い て も よ い 。 複 数 の 選 択 的 結 合

性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ を 含 む 場 合 、 こ れ ら は 、 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る も の で あ っ

て も よ く 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 異 な る ２ 種 類 以 上 で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 本 発 明 に 係 る 核 酸

結 合 性 タ ン パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン は 、 ３ 個 以 上 の 非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ

ａ ｔ と 、 １ 個 以 上 の 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ を 含 む こ と が で き る 。 非 選 択 的 結

合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ と 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の 両 方 を 含 む 場 合 、 こ れ

ら の Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の 連 結 順 は 特 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ

Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ か ら な る ブ ロ ッ ク と 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ か ら な る ブ ロ ッ

ク と が 連 結 さ れ て い て も よ く 、 両 者 が 交 互 に 連 結 さ れ て い て も よ い 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 は 、 前 記 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン の 他 に 、 Ｎ Ｌ Ｓ ペ プ

チ ド を 含 む こ と が 好 ま し い 。 Ｎ Ｌ Ｓ ペ プ チ ド を 含 む こ と に よ り 、 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性

タ ン パ ク 質 を 細 胞 に 導 入 し た 場 合 や 細 胞 内 で 発 現 さ せ た 場 合 に 、 当 該 細 胞 の 核 内 の 染 色 体

と 結 合 す る こ と が で き る 。 Ｎ Ｌ Ｓ ペ プ チ ド と し て は 、 天 然 に 存 在 し て い る 核 に 局 在 す る タ

ン パ ク 質 が 備 え る 公 知 の Ｎ Ｌ Ｓ ペ プ チ ド や そ の 改 変 体 を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 は 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 存 在 を 直 接 又 は 間 接 的 に 検 出

す る た め の 標 識 部 位 を 備 え る こ と が 好 ま し い 。 当 該 標 識 部 位 と し て は 、 蛍 光 分 子 、 ペ プ チ

ド タ グ 、 酵 素 、 ビ オ チ ン 、 ア ビ ジ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 金 コ ロ イ ド 、 磁 気 ビ ー ズ 、 ア

ガ ロ ー ス ビ ー ズ 等 の 、 核 酸 や タ ン パ ク 質 の 標 識 に 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る も の か ら 適 宜 選

択 し て 用 い る こ と が で き る 。 蛍 光 分 子 と し て は 、 フ ル オ レ セ イ ン 誘 導 体 、 ロ ー ダ ミ ン 誘 導

体 等 の タ ン パ ク 質 以 外 の 有 機 化 合 物 で あ っ て も よ く 、 Ｇ Ｆ Ｐ （ 緑 色 蛍 光 物 質 ） 、 ｍ Ｔ Ｑ ２

、 Ｃ ｉ ｔ ｒ ｉ ｎ ｅ 、 ｔ ａ ｇ Ｒ Ｆ Ｐ 、 ｉ Ｒ Ｆ Ｐ 、 ｍ Ｍ ａ ｐ ｌ ｅ 等 の 蛍 光 タ ン パ ク 質 で あ っ て

も よ い 。 ペ プ チ ド タ グ と し て は 、 例 え ば 、 Ｈ ｉ ｓ タ グ 、 Ｇ Ｓ Ｔ タ グ 、 Ｆ ｌ ａ ｇ タ グ 、 Ｍ ｙ

ｃ タ グ 、 Ｈ Ａ タ グ 、 ｔ ｅ ｔ ｒ ａ ｃ ｙ ｓ ｔ ｅ ｉ ｎ ｅ タ グ 等 が 挙 げ ら れ る 。 酵 素 と し て は 、 例

え ば 、 Ｈ ａ ｌ ｏ Ｔ ａ ｇ (haloalkane dehalogenase)、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ -ｔ ａ ｇ 、 Ｃ Ｌ Ｉ Ｐ － ｔ ａ ｇ

(methylguanine D N A methyltransferase)、 Ｈ Ｒ Ｐ （ Horseradish peroxidase） 、 Ａ Ｐ （ A

lkaline phosphatase） 、 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 天 然 に 存 在 す る Ｔ Ａ Ｌ Ｅ 又 は そ の 改 変

体 中 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン （ Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の 反 復 領 域 ） を 、 非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ

Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ を ３ 回 以 上 繰 り 返 し 連 結 し た 構 造 に 置 換 す る こ と に よ っ て 製 造 で き る 。

ま た 、 こ の 製 造 さ れ た Ｔ Ａ Ｌ Ｅ 改 変 体 に 、 標 識 部 位 を 直 接 又 は ペ プ チ ド リ ン カ ー 等 を 介 し

て 間 接 的 に 結 合 さ せ た タ ン パ ク 質 も 、 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 に 含 ま れ る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 が タ ン パ ク 質 の み か ら な る 場 合 に は 、 当 該 核 酸 結 合

性 タ ン パ ク 質 の 全 長 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 含 有 す る 核 酸 分 子 が 組 込 ま れ た 発 現 ベ ク タ ー

を 各 種 の タ ン パ ク 質 発 現 系 に 導 入 す る こ と に よ り 、 当 該 発 現 系 を 利 用 し て 当 該 核 酸 結 合 性

タ ン パ ク 質 を 生 産 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 が 、 非 タ ン パ ク

質 性 の 蛍 光 分 子 な ど の タ ン パ ク 質 以 外 の 部 分 を 含 む 場 合 に は 、 当 該 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質

の う ち 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 含 む タ ン パ ク 質 部 分 の み を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 含 有 す る
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核 酸 分 子 が 組 込 ま れ た 発 現 ベ ク タ ー を 各 種 の タ ン パ ク 質 発 現 系 に 導 入 し て 、 製 造 さ れ た タ

ン パ ク 質 に 非 タ ン パ ク 質 性 分 子 を 常 法 に よ り 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 本 発 明 に 係 る 核 酸

結 合 性 タ ン パ ク 質 を 製 造 で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

［ タ ン パ ク 質 プ ロ ー ブ ］

　 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 は 、 塩 基 配 列 非 依 存 的 に 核 酸 と 強 く 結 合 す る 。 こ の

た め 、 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 の う ち 、 標 識 部 位 を 備 え る タ ン パ ク 質 は 、 広 く

核 酸 を 認 識 す る タ ン パ ク 質 プ ロ ー ブ と し て 有 用 で あ る 。 特 に 、 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ

ン パ ク 質 は 、 染 色 体 に お い て 、 凝 集 ク ロ マ チ ン よ り も オ ー プ ン ク ロ マ チ ン 構 造 と 選 択 的 に

認 識 す る 。 こ の た め 、 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 は 、 オ ー プ ン ク ロ マ チ ン 構 造 を

認 識 す る プ ロ ー ブ と し て 有 用 で あ る 。 特 に 、 標 的 部 位 と し て 蛍 光 物 質 を 含 む 本 発 明 に 係 る

核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 （ 以 下 、 「 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 蛍 光 タ ン パ ク 質 」 と い う こ と が

あ る 。 ） は 、 生 細 胞 内 で リ ア ル タ イ ム に オ ー プ ン ク ロ マ チ ン 構 造 を 可 視 化 す る ツ ー ル と し

て 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 蛍 光 タ ン パ ク 質 は 、 固 定 し た 細 胞 内 の オ

ー プ ン ク ロ マ チ ン 構 造 を 可 視 化 す る ツ ー ル と し て も 使 用 で き る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 例 え ば 、 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 生 細 胞 内 に 発 現 又 は 導 入 し て 、 ク ロ

マ チ ン の 動 的 変 化 を 可 視 化 す る プ ロ ー ブ と し て 用 い る こ と に よ り 、 細 胞 全 体 の エ ピ ゲ ノ ム

解 析 が 可 能 と な る 。 ま た 、 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 蛍 光 タ ン パ ク 質 は 、 リ ア ル タ イ ム に オ

ー プ ン ク ロ マ チ ン 構 造 を 検 出 す る こ と が で き る と い う 特 徴 を 活 か し て 、 ｉ Ｐ Ｓ 細 胞 等 の 発

現 メ カ ニ ズ ム や 分 化 の 解 析 に 用 い る こ と も で き る 。 例 え ば 、 腫 瘍 組 織 を も と の 分 化 状 態 に

戻 す た め の が ん 治 療 に 役 立 た せ た り 、 ｉ Ｐ Ｓ 細 胞 等 の 人 工 細 胞 の 品 質 管 理 （ Quality Cont

rol） に 用 い る こ と も で き る 。 さ ら に 、 ス テ ロ イ ド な ど の 薬 物 は 生 体 内 に 広 く 分 布 し 、 作

用 は 核 の 中 に ま で 入 り 込 ん で 各 種 遺 伝 子 の 発 現 状 態 を 調 節 し て 効 果 を 奏 し て い る と 考 え ら

れ る が 、 そ の よ う な 薬 物 の 動 態 観 察 に も 用 い る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

［ 核 酸 分 子 ］

　 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 含 有 す る 核 酸 分 子 （ 以 下 、

「 本 発 明 に 係 る 核 酸 分 子 」 と い う こ と が あ る 。 ） は 、 翻 訳 に よ っ て 目 的 の 核 酸 結 合 性 タ ン

パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 得 ら れ る 塩 基 配 列 を 含 む 分 子 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ る も の で は な

い 。 本 発 明 に 係 る 核 酸 分 子 の う ち 、 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 部 分

を コ ー ド す る 塩 基 配 列 は 、 当 該 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る 宿 主 の コ ド ン 使 用 頻 度 を 考 慮 し て

適 宜 設 計 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 相 同 組 換 え の リ ス ク を 低 減 す る た め 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ

ン 中 の Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ 部 分 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 は 、 コ ド ン の ゆ ら ぎ を 利 用 し て 互

い に 異 な る よ う に 設 計 さ れ る こ と も 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 本 発 明 に 係 る 核 酸 分 子 は 、 塩 基 配 列 情 報 に 基 づ い て 化 学 的 に 合 成 し て も よ く 、 天 然 に 存

在 す る Ｔ Ａ Ｌ Ｅ 遺 伝 子 を Ｐ Ｃ Ｒ な ど の 慣 用 技 術 を 使 用 し て 改 変 し て も よ い 。 例 え ば 、 本 発

明 に 係 る 核 酸 分 子 は 、 Ｔ Ａ Ｌ Ｅ を Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン と し て 利 用 し た Ｄ Ｎ Ａ 結 合 性 蛋 白 質

の 作 製 に 用 い る こ と が 可 能 な 市 販 の キ ッ ト を 利 用 し て 作 製 す る こ と が で き る 。 当 該 キ ッ ト

と し て は 、 例 え ば 、 Ｇ ｏ ｌ ｄ ｅ ｎ Ｇ ａ ｔ ｅ 法 （ 非 特 許 文 献 ３ ） に 基 づ く Ｇ ｏ ｌ ｄ ｅ ｎ Ｇ

ａ ｔ ｅ Ｔ Ａ Ｌ Ｅ Ｎ ａ ｎ ｄ Ｔ Ａ Ｌ Ｅ ｆ ｆ ｅ ｃ ｔ ｏ ｒ Ｋ ｉ ｔ や 、 そ の 改 変 法 （ 非 特 許 文

献 ４ ） に 基 づ く Ｙ ａ ｍ ａ ｍ ｏ ｔ ｏ Ｌ ａ ｂ Ｔ Ａ Ｌ Ｅ Ｎ Ａ ｃ ｃ ｅ ｓ ｓ ｏ ｒ ｙ Ｐ ａ ｃ ｋ 、 Ｇ

ｏ ｌ ｄ ｅ ｎ Ｇ ａ ｔ ｅ 法 と Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 組 み 合 わ せ た Ｔ Ａ Ｌ Ｅ Ｔ ｏ ｏ ｌ ｂ ｏ ｘ Ｋ ｉ ｔ 、 Ｒ

Ｅ Ａ Ｌ 法 （ 非 特 許 文 献 ５ ） に 基 づ く Ｒ Ｅ Ａ Ｌ Ａ ｓ ｓ ｅ ｍ ｂ ｌ ｙ Ｔ Ａ Ｌ Ｅ Ｎ Ｋ ｉ ｔ 等 、

種 々 の キ ッ ト を Ａ ｄ ｄ ｇ ｅ ｎ ｅ 社 か ら 入 手 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の キ ッ ト は 、 製 造 業

者 の マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 対 応 す る モ ジ ュ ー ル （ Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン ）

を 単 純 に 繋 ぎ 合 わ せ る だ け で 、 従 来 の Ｔ Ａ Ｌ Ｅ 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る こ と が で き る た

め 、 簡 便 で あ る 。 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 が ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 ま な い 場 合 に は

、 こ れ ら の キ ッ ト に 含 ま れ る ベ ク タ ー に お い て 、 単 純 に Ｆ ｏ ｋ Ｉ 機 能 ド メ イ ン を 除 去 す れ

10

20

30

40

50



(9) JP  7356739  B2  2023.10.5

ば よ い 。 更 に 、 前 記 で 挙 げ ら れ た 一 般 的 な 点 変 異 導 入 技 術 や 、 Ｐ Ｃ Ｒ な ど の 慣 用 技 術 を 使

用 し て 、 上 記 の キ ッ ト の ベ ク タ ー に 適 宜 変 異 を 導 入 す る こ と に よ っ て も 、 本 発 明 に 係 る 核

酸 分 子 を 得 る こ と が で き る 。 そ の 他 、 本 発 明 に 係 る 核 酸 分 子 は 、 人 工 遺 伝 子 合 成 技 術 を 用

い た 全 合 成 に よ っ て も 製 造 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

［ 発 現 ベ ク タ ー ］

　 本 発 明 に 係 る 発 現 ベ ク タ ー は 、 本 発 明 に 係 る 核 酸 分 子 が 組 込 ま れ て お り 、 宿 主 細 胞 に お

い て 、 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 を 発 現 し 得 る 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 具 体 的 に は

、 上 流 か ら 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 、 本 発 明 に 係 る 核 酸 分 子 、 及 び タ ー ミ ネ ー

タ ー 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ か ら な る 発 現 カ セ ッ ト が 、 発 現 ベ ク タ ー に 組 込 ま れ て い る 。 当 該

発 現 カ セ ッ ト の 作 製 及 び 発 現 ベ ク タ ー へ の 組 み 込 み は 、 周 知 の 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 を 用 い

る こ と に よ り 実 施 で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 ベ ク タ ー へ の 組 み 込 み で は 、 市 販 の 発

現 ベ ク タ ー 作 製 キ ッ ト を 用 い て も よ い 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 宿 主 細 胞 と し て は 、 原 核 生 物 細 胞 で あ っ て も よ く 、 真 核 生 物 細 胞 で あ っ て も よ い 。 原 核

生 物 細 胞 と し て は 、 エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ （ Escherichia coli） 等 の エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 ； バ

チ ル ス ・ サ ブ チ ル ス （ Bacillus subtil is） 等 の バ チ ル ス 属 菌 ； リ ゾ ビ ウ ム 属 菌 （ 例 え ば

、 Rhizobium tumefacience、 Rhizobium rhizogenes） 等 の ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ； 等 が 用 い

ら れ る 。 真 核 生 物 細 胞 と し て は 、 サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevi

siae） 、 シ ゾ サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ ポ ン ベ （ Schizosaccharomyces pombe） 等 の 酵 母 ； 夜 盗

蛾 の 幼 虫 由 来 株 化 細 胞 （ Spodoptera frugiperda cell； Ｓ ｆ 細 胞 ） 等 の 昆 虫 細 胞 ； 動 物 細

胞 ； 植 物 細 胞 な ど が 用 い ら れ る 。 動 物 細 胞 と し て は 、 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 （ ヒ ト 由 来 培 養 株

） 、 Ｃ Ｏ Ｓ － ７ 細 胞 （ サ ル 由 来 培 養 株 ） 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 （ チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 由 来 培 養

株 ） な ど の 株 化 さ れ た 培 養 細 胞 ； マ ウ ス 胎 児 線 維 芽 細 胞 Ｍ Ｅ Ｆ 、 初 代 培 養 神 経 細 胞 等 の 胎

児 又 は 成 体 の 組 織 か ら 採 取 し た 初 代 培 養 細 胞 ； 受 精 卵 か ら 作 成 さ れ た Ｅ Ｓ 細 胞 ； 初 代 培 養

細 胞 か ら 樹 立 さ れ た ｉ Ｐ Ｓ 細 胞 ； 等 が 挙 げ ら れ る 。 植 物 細 胞 に は 、 植 物 由 来 の 培 養 細 胞 の

他 、 植 物 体 中 の 細 胞 も 含 ま れ る 。 さ ら に 、 種 々 の 形 態 の 植 物 由 来 の 植 物 細 胞 、 例 え ば 、 懸

濁 培 養 細 胞 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 、 葉 の 切 片 、 カ ル ス 、 未 熟 胚 、 花 粉 等 が 含 ま れ る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 宿 主 細 胞 と し て 用 い ら れ る 動 物 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 に 由 来 す る 細 胞 で あ っ て も よ く 、 哺 乳

動 物 以 外 の 動 物 に 由 来 す る 細 胞 で あ っ て も よ い 。 哺 乳 動 物 と し て は 、 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ

ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 モ ル モ ッ ト 等 の げ っ 歯 類 や ウ サ ギ 等 の 実 験 動 物 ； ブ タ 、 ウ シ 、 ヤ ギ 、

ウ マ 、 ヒ ツ ジ 、 ミ ン ク 等 の 家 畜 ； イ ヌ 、 ネ コ 等 の ペ ッ ト ； ヒ ト 又 は 非 ヒ ト の 霊 長 類 （ 例 ：

サ ル 、 カ ニ ク イ ザ ル 、 ア カ ゲ ザ ル 、 マ ー モ セ ッ ト 、 オ ラ ン ウ ー タ ン 、 チ ン パ ン ジ ー な ど ）

等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 哺 乳 動 物 以 外 の 動 物 と し て は 、 線 虫 （ C. elegans） 、 昆

虫 類 （ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ ） 、 魚 類 （ ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ 、 メ ダ カ ） 、 両 生 類 （ ア フ リ カ ツ メ

ガ エ ル 、 ネ ッ タ イ ツ メ ガ エ ル ） な ど の 実 験 動 物 を 挙 げ る こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ

れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 宿 主 細 胞 と し て 用 い ら れ る 植 物 細 胞 と し て は 、 動 物 細 胞 以 外 の 細 胞 、 換 言 す れ ば 細 胞 壁

を 持 つ 細 胞 で あ れ ば 、 種 類 は 特 に 制 限 さ れ ず 、 単 子 葉 植 物 及 び 双 子 葉 植 物 を 含 む 被 子 植 物

及 び 裸 子 植 物 （ 種 子 植 物 ） 、 コ ケ 植 物 、 シ ダ 植 物 、 草 本 植 物 及 び 木 本 植 物 な ど い ず れ の 植

物 に 由 来 す る 細 胞 で あ っ て も よ い 。 植 物 の 具 体 例 と し て は 、 例 え ば 、 ナ ス 、 ト マ ト 、 ピ ー

マ ン 、 ト ウ ガ ラ シ 、 タ バ コ 等 の ナ ス 科 植 物 ； イ ネ 、 コ ム ギ 、 オ オ ム ギ 、 ペ レ ニ ア ル ラ イ グ

ラ ス 、 イ タ リ ア ン ラ イ グ ラ ス 、 メ ド ウ フ ェ ス ク 、 ト ー ル フ ェ ス ク 、 オ ー チ ャ ー ド グ ラ ス 、

チ モ シ ー 等 の イ ネ 科 植 物 ； シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 、 ア ブ ラ ナ 、 ハ ク サ イ 、 キ ャ ベ ツ 、 ダ イ コ ン 、

ナ タ ネ 等 の ア ブ ラ ナ 科 植 物 ； ダ イ ズ 、 ア ズ キ 、 イ ン ゲ ン 、 ソ ラ マ メ 等 の マ メ 科 植 物 ； キ ュ

ウ リ 、 メ ロ ン 、 ス イ カ 、 カ ボ チ ャ 等 の ウ リ 科 植 物 ； サ ツ マ イ モ 等 の ヒ ル ガ オ 科 植 物 ； ネ ギ

、 タ マ ネ ギ 、 ニ ラ 、 ニ ン ニ ク 、 ア ス パ ラ ガ ス 等 の ユ リ 科 植 物 ； シ ソ 等 の シ ソ 科 植 物 ； キ ク

、 シ ュ ン ギ ク 、 レ タ ス 等 の キ ク 科 植 物 ； バ ラ 、 イ チ ゴ 等 の バ ラ 科 植 物 ； ミ カ ン 、 サ ン シ ョ
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ウ 等 の ミ カ ン 科 植 物 ； ユ ー カ リ 等 の フ ト モ モ 科 植 物 ； ポ プ ラ 等 の ヤ ナ ギ 科 植 物 ； ホ ウ レ ン

ソ ウ 、 テ ン サ イ 等 の ア カ ザ 科 植 物 ； リ ン ド ウ 等 の リ ン ド ウ 科 植 物 ； カ ー ネ ー シ ョ ン 等 の ナ

デ シ コ 科 植 物 ； が 挙 げ ら れ る 。 と り わ け ナ ス 科 植 物 、 ア ブ ラ ナ 科 植 物 が 好 ま し く 、 中 で も

ト マ ト 、 タ バ コ 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ が 好 ま し く 使 用 さ れ る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 発 現 ベ ク タ ー の 種 類 と し て は 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 等 を 挙 げ る こ と

が で き 、 用 い る 宿 主 細 胞 に 応 じ て 適 宜 選 択 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に 係 る 発 現 ベ ク タ ー

は 、 本 発 明 に 係 る 核 酸 を 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー 中 の プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 機 能 可 能 に 連 結 す

る こ と に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。 な お 、 宿 主 細 胞 へ 導 入 さ れ る 本 発 明 に 係 る 発 現 ベ ク

タ ー は 、 単 離 又 は 精 製 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー と し て は 、 ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ 、 ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ５ 、 ｐ Ｕ Ｃ １ ２ 、 ｐ Ｕ Ｃ １ ３

等 の 大 腸 菌 由 来 の プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ； ｐ Ｕ Ｂ １ １ ０ 、 ｐ Ｔ Ｐ ５ 、 ｐ Ｃ １ ９ ４ 等 の 枯 草 菌

由 来 の プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ； ｐ Ｓ Ｈ １ ９ 、 ｐ Ｓ Ｈ １ ５ 等 の 酵 母 由 来 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ；

ｐ Ｃ Ｓ ２ 、 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｐ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ｓ 等 の 真 核 細 胞 用 の プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ；

植 物 細 胞 用 の バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー 等 を 挙 げ る こ と が で き 、 用 い る 宿 主 の 種 類 や 使 用 目 的 に

応 じ て 適 宜 選 択 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 本 発 明 に 係 る 発 現 ベ ク タ ー が ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 場 合 、 使 用 す る ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 種

類 は 、 使 用 す る 宿 主 細 胞 の 種 類 や 使 用 目 的 に 応 じ て 適 宜 選 択 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、

宿 主 と し て 昆 虫 細 胞 を 用 い る 場 合 に は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 等 を 用 い る こ と が で き

る 。 ま た 、 宿 主 と し て 哺 乳 動 物 細 胞 を 用 い る 場 合 に は 、 モ ロ ニ ー マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス ベ

ク タ ー 、 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー 等 の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク

タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ

ー 、 パ ル ボ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス ベ ク タ ー

等 を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 発 現 ベ ク タ ー に お い て 用 い ら れ る プ ロ モ ー タ ー は 、 使 用 す る 宿 主 細

胞 の 種 類 に 対 応 し て 、 該 宿 主 細 胞 内 で 転 写 を 開 始 可 能 な も の を 選 択 す る こ と が で き る 。 例

え ば 、 宿 主 が エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 で あ る 場 合 、 ｔ ｒ ｐ プ ロ モ ー タ ー 、 ｌ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー 、

Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー な ど が 好 ま し い 。 宿 主 が バ チ ル ス 属 菌 で あ る 場 合 、 Ｓ Ｐ Ｏ １ プ ロ モ ー タ

ー 、 Ｓ Ｐ Ｏ ２ プ ロ モ ー タ ー 、 ｐ ｅ ｎ Ｐ プ ロ モ ー タ ー な ど が 好 ま し い 。 宿 主 が 酵 母 で あ る 場

合 、 Ｐ Ｈ Ｏ ５ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｐ Ｇ Ｋ プ ロ モ ー タ ー な ど が 好 ま し い 。 宿 主 が 昆 虫 細 胞 で あ る

場 合 、 ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー 、 Ｐ １ ０ プ ロ モ ー タ ー な ど が 好 ま し い 。 宿 主 が 哺 乳 動 物

細 胞 で あ る 場 合 、 サ ブ ゲ ノ ミ ッ ク （ ２ ６ Ｓ ） プ ロ モ ー タ ー 、 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｓ Ｒ α

プ ロ モ ー タ ー 、 Ｃ Ａ Ｇ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｅ Ｆ １ プ ロ モ ー タ ー な ど が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 本 発 明 に 係 る 発 現 ベ ク タ ー は 、 所 望 に よ り エ ン ハ ン サ ー 、 ス プ ラ イ シ ン グ シ グ ナ ル 、 ポ

リ Ａ 付 加 シ グ ナ ル 、 選 択 マ ー カ ー 、 Ｓ Ｖ ４ ０ 複 製 起 点 な ど を 、 そ れ ぞ れ 機 能 可 能 な 態 様 で

含 有 し て い て も よ い 。 選 択 マ ー カ ー と し て は 、 例 え ば 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 遺 伝 子 〔 メ

ソ ト レ キ セ ー ト （ Ｍ Ｔ Ｘ ） 耐 性 遺 伝 子 〕 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 、 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺

伝 子 、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 本 発 明 に 係 る 発 現 ベ ク タ ー を 、 公 知 の 遺 伝 子 導 入 法 に 従 っ て 宿 主 細 胞 へ 導 入 す る こ と に

よ り 、 当 該 発 現 ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 形 質 転 換 体 （ 形 質 転 換 細 胞 ） を 製 造 す る こ と が で き

る 。 公 知 の 遺 伝 子 導 入 法 と し て は 、 例 え ば 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 、

マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 Ｄ Ｅ

Ａ Ｅ デ キ ス ト ラ ン 法 、 Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｇ ｕ ｎ に よ る 遺 伝 子 導 入 法 等 が 挙 げ ら れ る 。 作 製 さ れ た

形 質 転 換 体 は 、 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 を 発 現 し 得 る 。 す な わ ち 、 本 発 明 に 係

る 発 現 ベ ク タ ー 及 び こ れ が 導 入 さ れ た 形 質 転 換 体 は 、 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質
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の 製 造 等 に 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 本 発 明 に 係 る 発 現 ベ ク タ ー か ら 、 in vitro transcription反 応 に よ り Ｒ Ｎ Ａ を 合 成 し 、

こ れ を 受 精 卵 又 は 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ り 、 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 を 細 胞

内 に 発 現 さ せ る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 本 発 明 に 係 る 発 現 ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 形 質 転 換 細 胞 を 、 宿 主 の 種 類 に 応 じ て 、 公 知 の

方 法 で 培 養 す る こ と に よ り 、 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 を 製 造 で き る 。 製 造 さ れ

た 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 は 、 当 該 形 質 転 換 細 胞 内 で そ の ま ま 使 用 さ れ て も よ く 、 当 該 形 質

転 換 細 胞 の 培 養 物 か ら 単 離 又 は 精 製 さ れ て も よ い 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 宿 主 が エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 で あ る 形 質 転 換 細 胞 の 培 養 は 、 Ｌ Ｂ 培 地 や Ｍ ９ 培 地 等 の 適 切 な

培 地 中 、 通 常 約 １ ５ ～ ４ ３ ℃ で 、 約 ３ ～ ２ ４ 時 間 行 わ れ る 。 宿 主 が バ チ ル ス 属 菌 で あ る 形

質 転 換 細 胞 の 培 養 は 、 適 切 な 培 地 中 、 通 常 約 ３ ０ ～ ４ ０ ℃ で 、 約 ６ ～ ２ ４ 時 間 行 わ れ る 。

宿 主 が 酵 母 で あ る 形 質 転 換 細 胞 の 培 養 は 、 バ ー ク ホ ー ル ダ ー 培 地 等 の 適 切 な 培 地 中 、 通 常

約 ２ ０ ～ ３ ５ ℃ で 、 約 ２ ４ ～ ７ ２ 時 間 行 わ れ る 。 宿 主 が 昆 虫 細 胞 又 は 昆 虫 で あ る 形 質 転 換

細 胞 の 培 養 は 、 約 １ ０ ％ の ウ シ 血 清 が 添 加 さ れ た Ｇ ｒ ａ ｃ ｅ ＇ ｓ Ｉ ｎ ｓ ｅ ｃ ｔ ｍ ｅ ｄ ｉ

ｕ ｍ 等 の 適 切 な 培 地 中 、 通 常 約 ２ ７ ℃ で 、 約 ３ ～ ５ 日 間 行 わ れ る 。 宿 主 が 動 物 細 胞 で あ る

形 質 転 換 細 胞 の 培 養 は 、 約 １ ０ ％ の ウ シ 血 清 が 添 加 さ れ た Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 等 の 適 切 な 培 地 中 、

通 常 約 ３ ０ ～ ４ ０ ℃ で 、 約 １ ５ ～ ６ ０ 時 間 行 わ れ る 。 い ず れ の 培 養 に お い て も 、 必 要 に 応

じ て 通 気 や 撹 拌 を 行 っ て も よ い 。 培 養 物 か ら の 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 の 単 離

又 は 精 製 は 、 例 え ば 、 菌 体 溶 解 液 や 培 養 上 清 を 、 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 ク

ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 複 数 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に

供 す る こ と に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 本 発 明 に 係 る 発 現 ベ ク タ ー を 、 公 知 の 遺 伝 子 導 入 法 に 従 っ て 非 ヒ ト 動 物 の 受 精 卵 に 導 入

す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 に 係 る 核 酸 分 子 が 体 内 を 構 成 す る 細 胞 に 組 み 込 ま れ て お り 、 恒

常 的 に 、 又 は 特 定 の 条 件 下 で 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 が 発 現 す る 形 質 転 換 非 ヒ

ト 動 物 を 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 に 係 る 核 酸 分 子 は 、 染 色 体 内 に 組 み 込 ま れ て い て も よ

く 、 染 色 体 外 に 組 み 込 ま れ て い て も よ い 。 ま た 、 本 発 明 に 係 る 核 酸 分 子 が 組 織 特 異 的 に 発

現 す る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー を 含 む 場 合 、 当 該 特 定 の 組 織 に お い て の み 本 発 明 に 係 る 核 酸

結 合 性 タ ン パ ク 質 が 発 現 す る 形 質 転 換 非 ヒ ト 動 物 を 得 る こ と が で き る 。 発 現 ベ ク タ ー の 受

精 卵 へ の 導 入 は 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 等 の 公 知 の 手 法 を 利 用 し て 行 う こ と が で き

る 。 本 発 明 に 係 る 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 す る 受 精 卵 は 、 宿 主 細 胞 と し て 用 い ら れ る 動 物 細 胞

の 由 来 と し て 列 挙 さ れ た 動 物 の う ち ヒ ト 以 外 の 動 物 由 来 の 受 精 卵 を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 本 発 明 に 係 る 発 現 ベ ク タ ー を 、 公 知 の 遺 伝 子 導 入 法 に 従 っ て 植 物 の カ ル ス へ 導 入 し 、 得

ら れ た 形 質 転 換 カ ル ス を 再 分 化 さ せ る こ と に よ り 、 細 胞 内 で 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン

パ ク 質 が 発 現 す る 形 質 転 換 植 物 の 再 分 化 個 体 を 得 る こ と が で き る 。 発 現 ベ ク タ ー の カ ル ス

へ の 導 入 は 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 法 等 の 公 知 の 手 法 を 利 用 し て 行 う こ と が で き る 。 本 発 明

に 係 る 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 す る カ ル ス は 、 宿 主 細 胞 と し て 用 い ら れ る 植 物 細 胞 の 由 来 と し

て 列 挙 さ れ た 植 物 か ら 常 法 に よ り 調 製 さ れ た カ ル ス を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 が 発 現 し て い る 形 質 転 換 動 物 や 形 質 転 換 植 物 、 又 は

こ れ ら か ら 採 取 さ れ た 組 織 や 細 胞 は 、 オ ー プ ン ク ロ マ チ ン 構 造 を 解 析 す る ツ ー ル と し て 有

用 で あ る 。 例 え ば 、 「 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ た 形 質 転 換 動 物

や 形 質 転 換 体 植 物 は 、 リ ア ル タ イ ム に オ ー プ ン ク ロ マ チ ン 構 造 を 可 視 化 で き る た め 、 特 定

の 発 生 ・ 分 化 段 階 に お け る オ ー プ ン ク ロ マ チ ン 構 造 を 解 析 し た り 、 特 定 の 薬 剤 処 理 の 前 後

の オ ー プ ン ク ロ マ チ ン 構 造 を 調 べ る こ と に よ り 、 当 該 薬 剤 処 理 に よ る オ ー プ ン ク ロ マ チ ン

構 造 の 変 化 を 観 察 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ４ ６ 】

　 例 え ば 、 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 生 細 胞 内 に 発 現 又 は 導 入 し て 、 ク ロ

マ チ ン の 動 的 変 化 を 可 視 化 す る プ ロ ー ブ と し て 用 い る こ と に よ り 、 細 胞 全 体 の エ ピ ゲ ノ ム

解 析 が 可 能 と な る 。 ま た 、 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 蛍 光 タ ン パ ク 質 は 、 リ ア ル タ イ ム に オ

ー プ ン ク ロ マ チ ン 構 造 を 検 出 す る こ と が で き る と い う 特 徴 を 活 か し て 、 ｉ Ｐ Ｓ 細 胞 等 の 発

現 メ カ ニ ズ ム や 分 化 の 解 析 に 用 い る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

［ 生 細 胞 中 の オ ー プ ン ク ロ マ チ ン を 蛍 光 標 識 す る 方 法 ］

　 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 生 細 胞 中 に 導 入 す る こ と に よ り 、 オ ー プ ン ク

ロ マ チ ン 構 造 を 蛍 光 標 識 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 蛍 光 タ ン パ ク 質 が 、

非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ が ３ 個 以 上 、 よ り 好 ま し く は ８ 個 以 上 繰 り 返 し 連 結

さ れ た 構 造 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン と 蛍 光 タ ン パ ク 質 と を 含 む タ ン パ ク 質 で あ る 場 合

に は 、 当 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 （ 遺 伝 子 ） を 生 細 胞 に 導 入 し 、 当 該 生 細 胞 内

で 当 該 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 導 入 す る 生 細 胞 は 、 前 記 の 形 質 転 換 体 の 製

造 方 法 の 際 に 挙 げ ら れ た 細 胞 と 同 様 の も の を 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 生 細 胞 へ の 遺 伝

子 （ 核 酸 分 子 ） の 導 入 方 法 は 、 前 記 の 形 質 転 換 体 の 製 造 方 法 と 同 様 に し て 行 う こ と が で き

る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 蛍 光 タ ン パ ク 質 は 、 精 製 さ れ た も の を 生 細 胞 に 直 接 注 入 し て も

よ い 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 生 細 胞 へ の 導 入 は 、 公 知 の 細 胞 へ の タ ン パ ク

質 導 入 方 法 を 用 い て 実 施 す る こ と が で き る 。 当 該 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 導 入

試 薬 を 用 い る 方 法 、 タ ン パ ク 質 導 入 ド メ イ ン （ Ｐ Ｔ Ｄ ） 又 は 細 胞 透 過 性 ペ プ チ ド （ Ｃ Ｐ Ｐ

） 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い る 方 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 マ イ ク ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、

マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 、 細 菌 III型 分 泌 系 に よ る 送 達 な ど が 挙 げ ら れ る 。 タ ン パ ク

質 導 入 試 薬 と し て は 、 カ チ オ ン 性 脂 質 を ベ ー ス と し た Ｂ ｉ ｏ Ｐ Ｏ Ｔ Ｅ Ｒ 　 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ

　 Ｄ ｅ ｌ ｉ ｖ ｅ ｒ ｙ 　 Ｒ ｅ ａ ｇ ｅ ｎ ｔ （ Ｇ ｅ ｎ ｅ 　 Ｔ ｈ ｅ ｒ ａ ｐ ｙ 　 Ｓ ｙ ｓ ｔ ｍ ｅ ｓ 社 製

） 、 Ｐ ｒ ｏ － Ｊ ｅ ｃ ｔ （ 登 録 商 標 ） Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ 　 Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｆ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｒ ｅ

ａ ｇ ｅ ｎ ｔ （ Ｐ Ｉ Ｅ Ｒ Ｃ Ｅ 社 製 ） 及 び Ｐ ｒ ｏ Ｖ ｅ ｃ ｔ ｉ ｎ （ Ｉ Ｍ Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ Ｘ 社 製 ） 、 脂 質

を ベ ー ス と し た Profect-1（ Targeting Systems） 、 膜 透 過 性 ペ プ チ ド を ベ ー ス と し た Pene

train Ｐ ｅ ｐ ｔ ｉ ｄ ｅ （ Ｑ ｂ ｉ ｏ ｇ ｅ ｎ ｅ 社 製 ） 及 び Ｃ ｈ ａ ｒ ｉ ｏ ｔ 　 Ｋ ｉ ｔ （ Ａ ｃ ｔ

ｉ ｖ ｅ 　 Ｍ ｏ ｔ ｉ ｆ 社 製 ） 、 Ｈ Ｖ Ｊ エ ン ベ ロ ー プ （ 不 活 化 セ ン ダ イ ウ イ ル ス ） を 利 用 し た

Ｇ ｅ ｎ ｏ ｍ Ｏ Ｎ Ｅ （ 石 原 産 業 社 製 ） 等 が 市 販 さ れ て い る 。 導 入 は こ れ ら の 試 薬 に 添 付 の プ

ロ ト コ ー ル に 従 っ て 行 う こ と が で き る が 、 一 般 的 な 手 順 は 以 下 の 通 り で あ る 。 本 発 明 に 係

る 核 酸 結 合 性 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 適 当 な 溶 媒 （ 例 え ば 、 Ｐ Ｂ Ｓ 、 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 等 の 緩 衝 液 ） に

希 釈 し 、 導 入 試 薬 を 加 え て 室 温 で ５ ～ １ ５ 分 間 程 度 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 複 合 体 を 形 成 さ せ

、 こ れ を 無 血 清 培 地 に 交 換 し た 細 胞 に 添 加 し て ３ ７ ℃ で １ ～ 数 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。

そ の 後 、 培 地 を 除 去 し て 血 清 含 有 培 地 に 交 換 す る 。 ま た 、 植 物 細 胞 へ の タ ン パ ク 質 の 導 入

の た め に 、 公 知 の 方 法 に 従 っ て 該 細 胞 か ら プ ロ ト プ ラ ス ト を 作 製 す る こ と も 行 わ れ 得 る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 Ｐ Ｔ Ｄ と し て は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 由 来 の Ａ ｎ ｔ Ｐ 、 Ｈ Ｉ Ｖ 由 来 の Ｔ Ａ Ｔ （ Frankel, e

t al. , Cell , vol.55, p.1189-1193（ 1988） ; Green ＆ Loewenstein, Cell , vol.55, p.

1179-1188（ 1988） ） 、 Ｐ ｅ ｎ ｅ ｔ ｒ ａ ｔ ｉ ｎ （ Derossi, et al. , J. Biol. Chem., vol.

269, p.10444-10450（ 1994） ; Park, et al. , Proc. Natl Acad Sci, USA vol.97, p.824

5-8250（ 2000） ） 、 Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｐ ｏ ｒ ｔ ａ ｎ （ Pooga, et al. , FASEB J., vol.12, p.67-

77（ 1998） ） 、 Ｍ Ａ Ｐ （ model amphipathic peptide） （ Oehlke, et al, Biochim Biophy

s Acta. Vol.1414, p.127-139（ 1998） ） 、 Ｋ － Ｆ Ｇ Ｆ （ Lin, et al. , J. Biol. Chem.,

vol.270， p.14255-14258（ 1995） ） 、 Ｋ ｕ ７ ０ （ Sawada, et al. , Nature Cell Biol. Vo

l.5， p.352-357（ 2003） ） 、 Ｐ ｒ ｉ ｏ ｎ (Lundberg, et al. , Biochem. Biophys. Res. C
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om mun. Vol.299, p.85-90(2002） ） 、 ｐ Ｖ Ｅ Ｃ （ Elmquist, et al. , Exp. Cell Res., vo

l.269, p.237-244 (2001） )、 Ｐ ｅ ｐ － １ （ Morris, et al. , Nature Biotechnol. Vol.19

, p.1173-1176（ 2001） ） 、 Ｐ ｅ ｐ － ７ （ Gao et al, Bioorg. Med. Chem. Vol.10, p.405

7-4065（ 2001） ） 、 Ｓ ｙ ｎ Ｂ ｌ (Rousselle, et al. , Mol. Pharmacol. Vol.57, p.679-6

86(2000))、 Ｈ Ｎ － Ｉ (Hong & Clayman, Cancer Res.,　 vol.60, p.6551-6556(2000))、

Ｈ Ｓ Ｖ 由 来 の Ｖ Ｐ ２ ２ 等 の タ ン パ ク 質 の 細 胞 通 過 ド メ イ ン を 用 い た も の が 開 発 さ れ て い る

。 Ｐ Ｔ Ｄ 由 来 の Ｃ Ｐ Ｐ と し て は 、 １ １ Ｒ (Cell Stem Cell , vol.4, p.381-384(2009)) や

９ Ｒ (Cell Stem Cell , vol.4, p.472-476(2009))等 の ポ リ ア ル ギ ニ ン が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 蛍 光 タ ン パ ク 質 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ と Ｐ Ｔ Ｄ 配 列 又 は Ｃ Ｐ Ｐ 配 列 と を 組

み 込 ん だ 融 合 タ ン パ ク 質 発 現 ベ ク タ ー を 作 製 し て 組 換 え 発 現 さ せ 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 回 収

し て 導 入 に 用 い る 。 導 入 は 、 タ ン パ ク 質 導 入 試 薬 を 添 加 し な い 以 外 は 上 記 と 同 様 に し て 行

う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン は 、 先 端 径 １ μ ｍ 程 度 の ガ ラ ス 針 に タ ン パ ク 質 溶 液 を 入 れ 、

細 胞 に 穿 刺 導 入 す る 方 法 で あ り 、 確 実 に 細 胞 内 に タ ン パ ク 質 を 導 入 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 そ の 他 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 セ ミ イ ン タ ク ト セ ル 法 （ Kano, et al. , Methods

in Molecular Biology, vol.322, p.357-365(2006)） 、 Ｗ ｒ － Ｔ ペ プ チ ド に よ る 導 入 法 （

Kondo, et al. , Mol. Cancer Ther. Vol.3(12), p.1623-1630(2004))な ど の タ ン パ ク 質 導

入 法 も 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 タ ン パ ク 質 導 入 操 作 は １ 回 以 上 の 任 意 の 回 数 、 例 え ば 、 １ 回 以 上 １ ０ 回 以 下 で 行 う こ と

が で き 、 好 ま し く は 導 入 操 作 を ２ 回 以 上 、 よ り 好 ま し く は ２ 回 以 上 ５ 回 以 下 、 さ ら に 好 ま

し く は ３ 回 又 は ４ 回 繰 り 返 し て 行 う こ と が で き る 。 導 入 操 作 を 繰 り 返 し 行 う 場 合 の 間 隔 と

し て は 、 例 え ば ６ ～ ４ ８ 時 間 、 好 ま し く は １ ２ ～ ２ ４ 時 間 と す る こ と が で き る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 次 に 、 実 施 例 等 に よ り 本 発 明 を さ ら に 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 例 に よ っ て

限 定 さ れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

［ 実 施 例 １ ］

　 キ サ ン ト モ ナ ス 属 の 種 々 の 細 菌 が 持 つ 約 １ ０ ０ ０ 種 類 の Ｔ Ａ Ｌ Ｅ の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン

に つ い て 、 Ｒ Ｖ Ｄ 配 列 を 調 べ 、 こ れ ら の Ｒ Ｖ Ｄ 配 列 を 含 む Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ を 含 む Ｔ

Ａ Ｌ Ｅ 改 変 体 を 作 製 し 、 核 酸 塩 基 へ の 結 合 性 を 調 べ た 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

＜ Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 備 え る タ ン パ ク 質 の 作 製 ＞

　 種 々 の Ｒ Ｖ Ｄ 配 列 を 備 え る Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ は 、 既 知 の キ サ ン ト モ ナ ス 属 細 菌 の Ｔ

Ａ Ｌ Ｅ 配 列 を 元 に Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 作 成 し 、 得 ら れ た Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ を 繰 り 返 し 連 結

さ せ る こ と に よ り 、 目 的 の Ｒ Ｖ Ｄ 配 列 を 備 え る Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ が １ ５ 個 反 復 配 列 し

た Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 備 え 、 か つ Ｎ 末 端 に ペ プ チ ド タ グ を 、 Ｃ 末 端 に 蛍 光 タ ン パ ク 質 （

Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ な ど ） 又 は 発 光 タ ン パ ク 質 （ cyan Nano-Lanternな ど ） （ Takai et al. , PN AS, 2

015, vol.112, p.4352-4356.） を 付 加 し た タ ン パ ク 質 を 作 製 し た 。

　 可 視 化 プ ロ ー ブ と し て 用 い た Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 の 構 造 の 模 式 図 を 図 １ に 示 す 。 当 該

Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ を 反 復 配 列 し た Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 含

み 、 Ｎ 末 端 に ペ プ チ ド タ グ 、 Ｃ 末 端 に Ｇ Ｆ Ｐ タ ン パ ク 質 が 連 結 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

＜ 核 酸 結 合 特 異 性 の 評 価 ＞

　 作 製 し た Ｔ Ａ Ｌ Ｅ 改 変 体 の 核 酸 塩 基 へ の 結 合 性 は 、 細 胞 内 で の 発 光 タ ン パ ク 質 ｏ ｒ ａ ｎ

ｇ ｅ Ｎ ａ ｎ ｏ -Ｌ ａ ｎ ｔ ｅ ｒ ｎ （ Takai et al. , ibid） を 用 い た レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ 法 及
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び ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ っ て 測 定 し た 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に は 、 各 タ ン パ ク

質 の Ｃ 末 端 に 融 合 さ せ た 発 光 タ ン パ ク 質 を 用 い た 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 こ の 結 果 、 ４ 種 の 塩 基 残 基 に ほ ぼ 同 程 度 の 結 合 力 で 結 合 す る Ｔ Ａ Ｌ Ｅ 改 変 体 と し て 、 配

列 番 号 １ ～ ３ 、 す な わ ち Ｒ Ｖ Ｄ 配 列 が Ｈ Ｔ 、 Ｒ Ｓ 、 又 は Ｈ Ｓ で 、 ４ 番 目 及 び ３ ２ 番 目 の ア

ミ ノ 酸 配 列 が そ れ ぞ れ グ ル タ ミ ン 酸 、 ア ラ ニ ン で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 改 変 体 を 選 択

し た 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

＜ Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の 反 復 回 数 が オ ー プ ン ク ロ マ チ ン 構 造 と の 結 合 へ 与 え る 影 響 ＞

　 ４ 種 類 の 塩 基 に 対 し て 非 選 択 的 に 結 合 す る Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド

メ イ ン を Ｅ Ｇ Ｆ P融 合 タ ン パ ク 質 と し て 生 細 胞 に 導 入 し 、 当 該 ド メ イ ン が 、 オ ー プ ン ク ロ

マ チ ン 構 造 を 認 識 す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 で き る か を 調 べ た 。 こ の 際 に 、 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ

ｅ ａ ｔ の 反 復 個 数 の 異 な る Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 導 入 し て 、 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の 反 復

回 数 の 違 い が オ ー プ ン ク ロ マ チ ン 構 造 と の 結 合 へ 与 え る 影 響 を 調 べ た 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン と し て は 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ

Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ （ Ｒ Ｖ Ｄ 配 列 は Ｈ Ｔ ） を １ 個 、 又 は ２ 、 ３ 、 ８ 、 １ ２ 、 若 し く は １ ５ 個

繰 り 返 し 連 結 さ せ た 構 造 か ら な る も の を 用 い た 。 ま た 、 各 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 備 え る Ｇ

Ｆ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 が 組 み 込 ま れ た 発 現 ベ ク タ ー は 、 前 記 の 通 り キ

ッ ト を 用 い て 作 製 し た 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に お け る 非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の 反 復 個 数 が 異 な る

Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ た 細 胞 に 対 し て 、 光 褪 色 後 蛍 光 回 復 法 （ Ｆ Ｒ Ａ Ｐ ） を 行

い 、 Ｄ Ｎ Ａ と Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 と の 結 合 活 性 を 検 討 し た 。 具 体 的 に は 、 作 製 さ れ た 発

現 ベ ク タ ー を 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 を 用 い て Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 へ 導 入 し 、 Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 タ ン パ

ク 質 を 発 現 さ せ た 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ た 細 胞 の 蛍 光 画 像 を 図 ２ Ａ に 示 す 。 ま た 、 核 染 色 の 非

均 一 傾 向 性 （ 変 動 係 数 ） の 結 果 を 表 ２ に 示 す 。 こ の 結 果 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン の 非 選 択 的

結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の 反 復 個 数 が １ 個 又 は ２ 個 で あ る Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 は 、

核 内 に ほ ぼ 均 一 に 近 い 状 態 で 局 在 し 、 非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ を 含 ま な い Ｇ

Ｆ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 の 局 在 と 差 が な か っ た 。 こ れ に 対 し て 、 非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ

ｐ ｅ ａ ｔ の 反 復 個 数 が ３ 個 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 備 え る Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 で は

、 核 内 に お い て 、 特 定 の ゲ ノ ム 構 造 に 結 合 し て い る よ う な 蛍 光 画 像 が 得 ら れ た 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 発 現 さ せ た 細 胞 の 核 に レ ー ザ ー 光 を 照 射 し 、 当 該 レ ー ザ ー 光 に よ っ て 褪 色 さ せ た 領 域 の

蛍 光 が 回 復 す る 時 間 を 測 定 し た 。 Ｆ Ｒ Ａ Ｐ の 測 定 結 果 を 表 ２ 及 び 図 ２ Ｂ に 示 す 。 非 選 択 的

結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の 反 復 個 数 が ３ 個 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 備 え る Ｇ Ｆ Ｐ

融 合 タ ン パ ク 質 で は 、 Ｆ Ｒ Ａ Ｐ に お け る 蛍 光 の 回 復 に 要 す る 時 間 （ Ｔ １ ／ ２ ） が 有 意 に 長

く な り 、 ８ 個 以 上 で 回 復 に 要 す る 時 間 が 明 瞭 に 延 長 し た 。 さ ら に １ ２ 個 、 １ ５ 個 と タ ン デ

ム に 反 復 さ せ た も の で は 、 顕 著 に 回 復 に 要 す る 時 間 の 延 長 が 認 め ら れ た 。 一 方 で 、 核 染 色

の 非 均 一 度 は 、 非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の 反 復 個 数 が １ 又 は ２ 個 で は 、 非 選

択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ 無 し の 細 胞 と 同 程 度 で あ り 、 リ ピ ー ト 数 が ３ 個 以 上 に な

る と 大 き く 増 大 し た 。 た だ し 、 リ ピ ー ト 数 が ３ ～ １ ５ 個 に お け る 核 染 色 の 非 均 一 度 は ほ ぼ

同 程 度 で あ っ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ の 反 復 個 数 が

３ 個 以 上 で あ る Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン は 、 染 色 体 中 の 核 酸 と 結 合 す る こ と が で き る こ と 、 さ

ら に 、 反 復 個 数 が 多 く な る ほ ど 、 核 酸 と の 結 合 力 が 強 く な る こ と 、 核 酸 へ の 結 合 の 特 異 性

は 、 リ ピ ー ト 数 が ３ 個 で ほ ぼ 飽 和 し て お り 、 リ ピ ー ト 数 を １ ５ 個 ま で 増 大 さ せ て も あ ま り

変 化 し な い こ と 、 が 確 認 さ れ た 。

【 ０ ０ ６ ５ 】
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【 表 ２ 】

【 ０ ０ ６ ６ 】

［ 実 施 例 ２ ］

　 非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ が 複 数 個 反 復 配 列 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン が 、

核 内 の ど の 構 造 を 標 識 し て い る の か を 調 べ る た め に 、 従 来 の エ ピ ゲ ノ ム 解 析 に お い て 様 々

な ゲ ノ ム 構 造 の 標 識 に 使 用 さ れ て い る 標 識 法 と 比 較 し た 。 従 来 の 標 識 法 と し て は 、 核 染 色

、 各 種 の 修 飾 ヒ ス ト ン を 免 疫 染 色 す る 方 法 、 及 び Ａ Ｔ Ａ Ｃ － ｓ ｅ ｅ 法 （ 非 特 許 文 献 ６ ） と

を 用 い た 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 含 む 蛍 光 タ ン パ ク 質 と し て は 、 実 施 例 １ で 作 製 さ れ た 、 非 選 択 的

結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ が １ ５ 個 繰 り 返 し て 連 結 し た Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 持 つ Ｇ Ｆ

Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 （ 以 下 、 「 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ 」 と い う こ と が あ る 。 ） を 用 い た 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 ま ず 、 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ を 発 現 さ せ た Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 に つ い て 、 生 細 胞 の ま ま 、 シ リ

コ ン ロ ー ダ ミ ン と 融 合 し た Ｈ ｏ ｅ ｃ ｈ ｓ ｔ （ Ｓ ｉ Ｒ － Ｈ ｏ ｅ ｃ ｈ ｓ ｔ ） で 染 色 し 、 Ｃ ｈ ｒ

ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ と Ｓ ｉ Ｒ － Ｈ ｏ ｅ ｃ ｈ ｓ ｔ の 細 胞 内 局 在 を 比 較 し た 。 ま た 、 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ

ｄ ｉ Ｌ Ｅ 発 現 用 ベ ク タ ー を 、 赤 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｒ Ｆ Ｐ ） 融 合 ヒ ス ト ン ２ Ｂ （ Ｈ ２ Ｂ ）

タ ン パ ク 質 を 安 定 発 現 す る Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 に 導 入 し 、 両 者 を 共 発 現 さ せ て 、 生 細 胞 の ま ま 、

Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ と Ｈ ２ Ｂ の 細 胞 内 局 在 を 比 較 し た 。 こ の 結 果 、 ヌ ク レ オ ソ ー ム の 局

所 密 度 を 反 映 し て Ｓ ｉ Ｒ － Ｈ ｏ ｅ ｃ ｈ ｓ ｔ で 濃 染 さ れ る 部 位 や 、 Ｆ Ｒ Ｂ － Ｈ ２ Ｂ で 濃 染 さ

れ る 核 膜 周 囲 及 び 核 小 体 周 囲 の ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 集 積 部 位 は 、 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ で は

ほ と ん ど 染 色 さ れ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ が ヘ テ ロ ク ロ マ チ

ン 密 集 部 位 や ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 集 積 部 位 に 結 合 し な い こ と が 生 細 胞 で 確 認 さ れ た 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 次 い で 、 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ を 発 現 さ せ た Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 を 固 定 し 、 Ａ Ｔ Ａ Ｃ （ Assay

for Transposase-Accessible Chromatin） － ｓ ｅ ｅ 法 （ 蛍 光 標 識 し た Tn5 transposaseを

用 い た in situ hybridization） に よ り 、 ト ラ ン ス ポ ザ ー ゼ が ア ク セ ス 可 能 な ゲ ノ ム （ オ

ー プ ン ク ロ マ チ ン ） を 赤 色 蛍 光 物 質 で 標 識 し た 。

　 こ れ と は 独 立 し て 、 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ を 発 現 さ せ た Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 を 固 定 し 、 一 次 抗

体 と し て 抗 Ｈ ３ Ｋ ４ ｍ ｅ ３ 抗 体 、 抗 Ｈ ３ Ｋ ２ ７ aｃ 抗 体 、 抗 Ｈ ３ Ｋ ９ ｍ ｅ ３ 抗 体 、 又 は 抗

Ｈ ３ Ｋ ２ ７ ｍ ｅ ３ 抗 体 を 用 い 、 二 次 抗 体 と し て 赤 色 蛍 光 物 質 で 標 識 さ れ た 二 次 抗 体 を 用 い

て 、 そ れ ぞ れ の 修 飾 ヒ ス ト ン を 蛍 光 免 疫 染 色 し た 。 Ｈ ３ Ｋ ４ ｍ ｅ ３ 及 び Ｈ ３ Ｋ ２ ７ ａ ｃ は

、 主 に オ ー プ ン ク ロ マ チ ン に 存 在 し て い る ヒ ス ト ン の 修 飾 型 で あ り 、 Ｈ ３ Ｋ ９ ｍ ｅ ３ 及 び

Ｈ ３ Ｋ ２ ７ ｍ ｅ ３ は 、 主 に 凝 集 ク ロ マ チ ン に 存 在 し て い る ヒ ス ト ン の 修 飾 型 で あ る 。
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【 ０ ０ ７ ０ 】

　 蛍 光 染 色 後 の 各 細 胞 の 蛍 光 画 像 を 図 ３ Ａ に 示 す 。 ま た 、 蛍 光 染 色 後 の そ れ ぞ れ の 細 胞 に

つ い て 、 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ の 緑 色 蛍 光 が 、 赤 色 蛍 光 と 共 局 在 し て い る 割 合 （ 相 関 係 数

） を 調 べ た 。 結 果 を 図 ３ Ｂ に 示 す 。 こ の 結 果 、 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ は 、 Ａ Ｔ Ａ Ｃ 、 Ｈ ３

Ｋ ４ ｍ ｅ ３ 及 び Ｈ ３ Ｋ ２ ７ ａ ｃ と の 相 関 係 数 が 高 く 、 特 に Ａ Ｔ Ａ Ｃ と の 相 関 係 数 は ０ ． ５

以 上 と 非 常 に 高 か っ た 。 一 方 で 、 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ は 、 Ｈ ３ Ｋ ９ ｍ ｅ ３ 及 び Ｈ ３ Ｋ ２

７ ｍ ｅ ３ と の 相 関 係 数 は 低 く 、 特 に Ｈ ３ Ｋ ９ ｍ ｅ ３ と は 共 局 在 し て い な か っ た 。 こ れ ら の

結 果 か ら 、 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ は 、 オ ー プ ン ク ロ マ チ ン 構 造 を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が

示 さ れ た 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 次 い で 、 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 （ Ｃ ｈ Ｉ Ｐ ） 法 と 次 世 代 シ ー ケ ン サ ー を 用 い た Ｄ Ｎ Ａ 配 列

決 定 法 を 用 い て 、 ゲ ノ ム 中 の Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ の 結 合 領 域 を 調 べ た 。 具 体 的 に は 、 Ｃ

ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ を 発 現 さ せ た Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 を ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し て ゲ ノ ム Ｄ Ｎ

Ａ と Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ を ク ロ ス リ ン ク さ せ た 後 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 回 収 し 、 酵 素 消 化 に

よ っ て 断 片 化 し た 。 細 断 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ の Ｎ 末 端 の ペ プ チ ド

タ グ に 対 す る 抗 体 を 用 い て 免 疫 沈 降 を 行 い 、 回 収 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 を 次 世 代 シ ー ク

エ ン サ ー で 解 析 し た 。 こ れ に よ り 、 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ が 結 合 し て い た ゲ ノ ム 領 域 の 塩

基 配 列 を 同 定 し た 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ を 発 現 さ せ て い な い Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 に つ い て も 、 抗 Ｈ ３ Ｋ ４ ｍ ｅ ３

抗 体 、 抗 Ｈ ３ Ｋ ２ ７ ａ ｃ 抗 体 、 抗 Ｈ ３ Ｋ ９ ｍ ｅ ３ 抗 体 、 又 は 抗 Ｈ ３ Ｋ ２ ７ ｍ ｅ ３ 抗 体 を 用

い て Ｃ ｈ Ｉ Ｐ を 行 い 、 免 疫 沈 降 で 回 収 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 を 次 世 代 シ ー ク エ ン サ ー で

解 析 し 、 そ れ ぞ れ の 修 飾 ヒ ス ト ン が 結 合 し て い た ゲ ノ ム 領 域 の 塩 基 配 列 を 同 定 し た 。 ま た

、 Ａ Ｔ Ａ Ｃ － ｓ ｅ ｑ も 行 い 、 オ ー プ ン ク ロ マ チ ン 構 造 を と っ て い る ゲ ノ ム 領 域 の 塩 基 配 列

を 同 定 し た 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 図 ４ に 、 １ ９ 番 染 色 体 の ３ ６ ， １ ０ ０ ～ ３ ６ ， ２ ７ ０ ｋ ｂ の 領 域 に つ い て 、 同 定 さ れ た

Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ の 結 合 領 域 を 、 転 写 開 始 点 （ Ｔ Ｓ Ｓ ） と 共 に 示 す 。 ま た 、 Ａ Ｔ Ａ Ｃ

－ ｓ ｅ ｑ で 同 定 さ れ た オ ー プ ン ク ロ マ チ ン 構 造 を と っ て い る ゲ ノ ム 領 域 （ 図 中 、 最 上 段 ）

、 及 び ４ 種 の 修 飾 ヒ ス ト ン が 結 合 し て い る ゲ ノ ム 領 域 も 共 に 示 す 。 こ の 結 果 、 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ

ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ は 、 Ａ Ｔ Ａ Ｃ － ｓ ｅ ｑ で 同 定 さ れ た 領 域 と ほ ぼ 同 じ 領 域 と 結 合 し て い る こ と が

わ か っ た 。 加 え て 、 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ は 、 Ａ Ｔ Ａ Ｃ － ｓ ｅ ｑ で 同 定 さ れ て い な い 、 Ｕ

Ｐ Ｋ １ Ａ の 転 写 開 始 点 付 近 に も 結 合 し て い た 。 転 写 開 始 点 付 近 は オ ー プ ン ク ロ マ チ ン 構 造

で あ る 可 能 性 が 高 い こ と か ら 、 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ は 、 Ａ Ｔ Ａ Ｃ － ｓ ｅ ｑ と 同 様 に オ ー

プ ン ク ロ マ チ ン 構 造 を 認 識 し て お り 、 加 え て 、 Ａ Ｔ Ａ Ｃ － ｓ ｅ ｑ で は 認 識 で き な い オ ー プ

ン ク ロ マ チ ン 構 造 も 認 識 で き る と 考 え ら れ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ

は 、 オ ー プ ン ク ロ マ チ ン 構 造 を 標 識 す る プ ロ ー ブ と し て 非 常 に 有 用 で あ る こ と が わ か っ た

。

【 ０ ０ ７ ４ 】

［ 実 施 例 ３ ］

　 実 施 例 １ で 作 製 さ れ た Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ ｅ （ 非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ が

１ ５ 個 繰 り 返 し て 連 結 し た Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 持 つ タ ン パ ク 質 ） を 蛍 光 タ ン パ ク 質 Ｅ Ｇ

Ｆ Ｐ と 融 合 さ せ た Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ － Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 Ｒ Ｏ Ｓ Ａ ２ ６

遺 伝 子 座 に ノ ッ ク イ ン し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス （ 以 下 、 「 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ －

Ｔ ｇ マ ウ ス 」 と い う こ と が あ る 。 ） を 作 製 し た 。 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ － Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ は 、 Ｃ

ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ を コ ー ド す る 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ４ ） と Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ を コ ー ド す る 塩 基 配

列 を 連 結 し て 作 製 し た 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 作 製 は 、 阿 部 ら の 方 法 （ 非 特 許 文 献

７ ） に 準 じ て 行 っ た 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 作 製 さ れ た Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ － Ｔ ｇ マ ウ ス の 各 組 織 か ら 薄 層 切 片 を 作 製 し 、 蛍 光 画
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像 を 取 得 し た 。 脳 の う ち 、 大 脳 皮 質 、 海 馬 、 及 び 小 脳 皮 質 の 蛍 光 画 像 と 、 皮 膚 組 織 の 蛍 光

画 像 を 図 ５ に 示 す 。 い ず れ の 組 織 で も Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ － Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ の 発 現 が 確 認 さ れ

た 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

［ 実 施 例 ４ ］

　 実 施 例 １ で 作 製 さ れ た Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ ｅ （ 非 選 択 的 結 合 性 Ｔ Ａ Ｌ － ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ が

１ ５ 個 繰 り 返 し て 連 結 し た Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 持 つ タ ン パ ク 質 ） を 蛍 光 タ ン パ ク 質 Ｇ Ｆ

Ｐ と 融 合 さ せ た Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ － Ｇ Ｆ Ｐ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 挿 入 し た ト ラ ン ス ジ

ェ ニ ッ ク 線 虫 （ 以 下 、 「 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ － Ｔ ｇ 線 虫 」 と い う こ と が あ る 。 ） を 作 製

し た 。 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ － Ｔ ｇ 線 虫 の 作 製 は 、 Ｍ ｏ ｓ Ｓ Ｃ Ｉ 法 に よ り 行 っ た 。 発 現 ベ

ク タ ー は 、 ｐ Ｃ Ｆ Ｊ １ ５ ０ － ｐ Ｄ Ｅ Ｓ Ｔ ｔ ｔ Ｔ ｉ ５ ６ ０ ５ ［ Ｒ ４ － Ｒ ３ ］ （ Ｐ ｌ ａ ｓ ｍ ｉ

ｄ ＃ １ ９ ３ ２ ９ 、 Ａ ｄ ｄ ｇ ｅ ｎ ｅ 社 製 ） に 、 ｐ Ｊ Ａ ２ ５ ２ （ Ｐ ｌ ａ ｓ ｍ ｉ ｄ ＃ ２ １ ５ １ ２

、 Ａ ｄ ｄ ｇ ｅ ｎ ｅ 社 製 ） 由 来 の ｍ ｅ ｘ ５ （ プ ロ モ ー タ ー ） と ｐ Ｃ Ｍ １ ． ３ ６ （ Ｐ ｌ ａ ｓ ｍ

ｉ ｄ ＃ １ ７ ２ ４ ９ ） 由 来 の ｔ ｂ ｂ ２ （ ３ ＇ Ｕ Ｔ Ｒ ） と の 間 に Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ － Ｇ Ｆ

Ｐ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 挿 入 し た フ ラ グ メ ン ト を 挿 入 す る こ と に よ り 作 製 し た 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 作 製 さ れ た Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ － Ｔ ｇ 線 虫 の 生 殖 腺 と 発 生 中 の 胚 か ら 薄 層 切 片 を 作 製

し 、 蛍 光 画 像 を 取 得 し た 。 こ れ ら の 蛍 光 画 像 を 図 ６ に 示 す 。 生 殖 腺 に つ い て は 同 視 野 の 透

過 光 画 像 も 示 し た 。 ま た 、 胚 の 蛍 光 画 像 の う ち 、 右 図 は 左 図 の 拡 大 画 像 で あ る 。 生 殖 腺 と

発 生 中 の 胚 で も 、 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｃ ｏ ｄ ｉ Ｌ Ｅ － Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ の 発 現 が 確 認 さ れ た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 本 発 明 に 係 る 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 は 、 塩 基 配 列 非 依 存 的 に 強 く 核 酸 と 結 合 す る 。 こ の

た め 、 当 該 核 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 は 、 オ ー プ ン ク ロ マ チ ン 構 造 を 特 異 的 に 認 識 す る プ ロ ー

ブ と し て 有 用 で あ り 、 特 に 生 細 胞 に お け る エ ピ ゲ ノ ム 研 究 に 役 立 つ 。 当 該 核 酸 結 合 性 タ ン

パ ク 質 を 用 い る こ と に よ り 、 未 知 な 遺 伝 子 活 性 化 部 位 の 検 出 や 、 ク ロ マ チ ン の 構 造 変 化 を

生 細 胞 の 時 間 経 過 を 追 っ て 追 跡 す る こ と が 可 能 で あ り 、 薬 剤 の 効 果 や 疾 患 と エ ピ ゲ ノ ム 変

化 の 関 係 を 解 き 明 か す 有 効 な ツ ー ル と な る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ Ａ 】

【 図 ２ Ｂ 】 【 図 ３ Ａ 】
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【 図 ３ Ｂ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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