
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
哺乳類テロメアと、
以下の配列：
　
（ただし、 Nは、 A,T,C及び Gのいずれかである）
を規則的に反復して有する哺乳類セントロメアのサテライトＤＮＡ領域中のＤＮＡと、
を構成要素とし、
哺乳類細胞中で複製され、染色体外で維持され、その娘細胞に伝達される人工染色体を構
築するＤＮＡコンストラクト。
【請求項２】
哺乳類テロメアと、
配列番号：１で特定される配列を規則的に反復して有する哺乳類セントロメアのサテライ
トＤＮＡ配列と、
を構成要素とし、
哺乳類細胞中で複製され、染色体外で維持され、その娘細胞に伝達される人工染色体を形
成するＤＮＡコンストラクト。
【請求項３】
哺乳類テロメアと、
配列番号２で特定される配列を反復して有するＤＮＡ配列と、
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を構成要素とし、
哺乳類細胞中で複製され、染色体外で維持され、その娘細胞に伝達される人工染色体を形
成するＤＮＡコンストラクト。
【請求項４】
哺乳類テロメアと、
以下の配列；
　
（ただし、 Nは、 A,T,C及び Gのいずれかである。）
を規則的に反復して有する哺乳類セントロアＤＮＡ領域中のＤＮＡ配列と、
酵母テロメアと、
酵母セントロメアと、
酵母複製起点と、
を構成要素とし、哺乳類細胞中で複製され、染色体外で維持され、その娘細胞に伝達され
る人工染色体を形成するＤＮＡコンストラクト。
【請求項５】
ヒトテロメア配列と、
以下の配列；
　
（ただし、 Nは、 A,T,C及び Gのいずれかである。）
を規則的に反復して有する哺乳類セントロアＤＮＡ領域中のＤＮＡ配列と、
酵母テロメアと、
酵母セントロメアと、
酵母複製起点と、
を構成要素とし、哺乳類細胞中で複製され、染色体外で維持され、その娘細胞に伝達され
る人工染色体を形成するＤＮＡコンストラクト。
【請求項６】
選択マーカー遺伝子を含んでいる請求項１～５のいずれかに記載のＤＮＡコンストラクト
。
【請求項７】
所望の遺伝子を含む請求項１～６のいずれかに記載のＤＮＡコンストラクト。
【請求項８】
構造遺伝子領域とその制御領域とを含むゲノムＤＮＡを含む請求項１～７のいずれかに記
載のＤＮＡコンストラクト。
【請求項９】
マウス細胞内で人工染色体を形成可能な請求項１～８のいずれかに記載のＤＡＮコンスト
ラクト。
【請求項１０】
ヒト細胞内で人工染色体を形成可能な請求項１～９のいずれかに記載のＤＮＡコンストラ
クト。
【請求項１１】
請求項１～１０のいずれかに記載のＤＮＡコンストラクトが導入され、このＤＮＡコンス
トラクトを含む哺乳類人工染色体を保有する哺乳類細胞。
【請求項１２】
前記哺乳類細胞は、ヒト細胞である、請求項１１に記載の宿主細胞。
【請求項１３】
前記哺乳類細胞は、マウス細胞である、請求項１１に記載の宿主細胞。
【請求項１４】
請求項１～１０のいずれかに記載のＤＮＡコンストラクトを保有する酵母細胞。
【請求項１５】
ＦＥＲＭ  ＢＰ－５６２５で特定されるサッカロマイセス
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セレビジエである請求項１４記載の酵母細胞。
【請求項１６】
請求項１～１０のいずれかに記載のＤＮＡコンストラクトを含む哺乳類人工染色体。
【請求項１７】

ＤＮＡコンストラクトの製造方法であって、
（ｉ）宿主ＤＮＡ中のＤＮＡ組換え遺伝子を欠損した宿主細胞中に、前記ＤＮＡ組換え遺
伝子を備え宿主細胞の有糸分裂過程で欠落可能に形成したプラスミドを保有させ、この宿
主細胞中で、宿主細胞の有糸分裂過程で維持可能な相同組換え体として

を形成する工程と、
（ｉｉ）前記プラスミドを保有せず、前記相同組換え体を保有する宿主細胞を採取する工
程、
とを備える方法。
【請求項１８】
前記宿主細胞が、酵母細胞であり、前記相同組換え体は、酵母人工染色体である、請求項
１７に記載の方法。
【請求項１９】
前記相同組換え体は、反復ＤＮＡ配列を含んでいる請求項１７又は１８に記載の方法。
【請求項２０】
前記相同組換え体は、ヒト由来のＤＮＡ配列を含んでいる請求項１７～１９のいずれかに
記載の方法。
【請求項２１】
酵母人工染色体コンストラクトの製造方法であって、
（ｉ）宿主ＤＮＡ中のＤＮＡ組換え遺伝子を欠損し、前記ＤＮＡ組換え遺伝子を備えると
ともに宿主酵母細胞の有糸分裂過程で欠落可能に形成したプラスミドを保有する宿主酵母
細胞中で、以下の配列；
　
（ただし、 Nは、 A,T,C及び Gのいずれかである。）
を規則的に反復して有する哺乳類染色体のサテライトＤＮＡ領域に由来するＤＮＡ配列を
有する酵母染色体を、一方の腕に哺乳類テロメアを有する第１の酵母人工染色体に改変す
る工程、
（ｉｉ）前記第１の酵母染色体を保有し、前記プラスミドを保有しない宿主細胞を採取す
る工程、
（ｉｉｉ）前記プラスミドと、前記第１の酵母染色体とを保有する、前記宿主酵母細胞中
で、前記第１の酵母染色体の他方の腕に哺乳類テロメアを導入して第２の人工染色体に改
変する工程、
と備える、方法。
【請求項２２】
哺乳類テロメアと、以下の配列；
　
（ただし、 Nは、 A,T,C及び Gのいずれかである。）
を規則的に反復して有する哺乳類染セントロメアのサテライトＤＮＡ領域中のＤＮＡ配列
、とを有する酵母人工染色体ＤＮＡコンストラクトを、生体外の哺乳類細胞に導入する、
哺乳類人工染色体の構築方法。
【請求項２３】
前記哺乳類細胞が、ヒト細胞である請求項２２記載の方法。
【請求項２４】
前記哺乳類細胞が、マウス細胞である請求項２２記載の方法。
【請求項２５】
前記酵母人工染色体は、 FERM
BP5625で特定されるサッカロマイセス  セレビジエに由来である請求項２２に記載の哺乳
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類人工染色体の構築方法。
【請求項２６】
請求項２２～２５のいずれかの方法によって構築された哺乳類人工染色体。
【請求項２７】
哺乳類人工染色体を分断化する方法であって、
哺乳類テロメアと、
以下の配列；
　
（ただし、 Nは A,T,Cおよび Gのいずれかである）
を規則的に反復して有する哺乳類人工染色体のサテライトＤＮＡ領域中のＤＮＡ配列と、
分断化しようとする哺乳類染色体のＤＮＡ配列に相同なＤＮＡ配列、とを備える、ＤＮＡ
コンストラクトを、生体外の哺乳類細胞に導入する工程、
を備える、方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
［技術分野］
哺乳類人工染色体  技術分野  この発明は、哺乳類細胞内で自律的に複製され、染色体外で
安定して維持され、娘細胞に伝達される、哺乳類人工染色体（ＭＡＣｓ）に関する。また
、この発明は、哺乳類細胞に導入された際にＭＡＣｓを形成する能力を有する酵母人工染
色体（ＹＡＣｓ）を、酵母細胞内で構築し、改変し、維持させる方法に関する。
背景技術  染色体複製のために必要な機能的エレメント、すなわち、複製と、安定的な染
色体外での維持と、分離とに必要とされるエレメントを、操作可能な形態で保有する哺乳
類人工染色体を構築することは、哺乳類染色体の構造や機能における基本的研究のみなら
ず、所望のＤＮＡフラグメント（遺伝子）を哺乳類細胞や動物に導入してそれらの機能を
確認するためのベクターを提供することにおいても有意義である。ＭＡＣｓによって保持
される遺伝子は、染色体への組み込みの位置効果によって発現量が変化したり、予測不可
能な挿入変異を引き起こしたりもしないからである。さらに、ＭＡＣは、大きな遺伝子の
全体、複数の遺伝子からなる遺伝子群、さらには調節エレメントをも含まれるような、メ
ガベースに及ぶＤＮＡセグメント、を保有することができる。
【０００２】
したがって、これらの理由から、ＭＡＣｓは、体細胞遺伝子治療のために現在使用されて
いるベクターに替わる新規なベクターを提供するこ可能性がある。よく用いられる、ウイ
ルス由来の感染ベクターは、宿主染色体にランダムに組み込まれたり、ごく一時的にしか
染色体外に存在しないからである。さらに、これらのベクターは、ごく短いＤＮＡセグメ
ントを保持できるに過ぎない。もし、哺乳動物の発生段階における減数分裂でのＭＡＣｓ
の安定性が確立されれば、トランスジェニックマイスを作出する新規な方法がＭＡＣｓの
発明によって提供されることになる。
【０００３】
しかしながら、ＭＡＣｓの構築は、技術的な困難があるために未だ達成されてはいない（
Willard、 Proc.Natl.Acad.Sci. 93, 6874-6850, 1996）。酵母人工染色体（ＹＡＣｓ）は
、出芽酵母である Succharomyces serevisiaeから、３つの本質的なＤＮＡエレメント、す
なわち、ＤＮＡの複製開始に必要な複製起点あるいは自律複製配列（ＯＲＩまたはＡＲＳ
）、染色体末端の安定化と完全な複製のためのテロメア（ＴＥＬ）、および複製後の各姉
妹染色分体への確実な分配のために必要なセントロメア（ＣＥＮ）を有する酵母人工染色
体（ＹＡＣｓ）が構築されている（ Burke et al. Science,236,806-812、 1987）。その後
、ＹＡＣは、複雑なゲノムから大きな遺伝子セグメントをクローニングするための主要な
ツールとなってきた。ＹＡＣｓから類推して、ＭＡＣｓは、哺乳類ゲノムに由来する３つ
のＤＮＡエレメントを用いれば構築できるだろうと信じられている。これら３つのエレメ
ントのうち、テロメアは哺乳類染色体から分離されており、哺乳類染色体の操作において
も使用されている（ Brown et al.,Hum.Mol.Genet.,27-1237,1994;Farr et al.,EMBO J.,1
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4,5444-5454,1995）。しかし、セントロメアと複製起点は、その機能活性を検出する測定
法がないために分離することが難しいことがわかっている。
【０００４】
本出願の発明者らは、哺乳類染色体のセントロメア部位の特徴的構造を分析し、哺乳類セ
ントロメアの本質的な機能的構造について知ろうとした。そして、抗セントロメア抗体（
Moroi et al.,Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 77,1627-1631,1980）によって認識され、各種
哺乳類染色体に存在する、セントロメアタンパクＢ（ＣＥＮＰ－Ｂ）が、ヒトゲノムにあ
るセントロメアサテライトＤＮＡ（アルフォイドＤＮＡ）に存在する１７ｂｐの塩基配列
（ＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ）を認識し結合することを見いだした（ Masumoto et al., J.Cell
.Biol., 109,1963-1973,1989;Muro et al,J.Cell.Biol.,116,585-596,1992）。このＣＥ
ＮＰ－Ｂの認識配列は、マウスのセントロメアサテライトＤＮＡにおいても見いだされ（
Masumoto et al., J.Cell.Biol., 109,1963-1973,1989;Kipling et al., Mol.Cell.Biol.
,15,4009-4020,1995）、このＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘの共通配列は、５’－ＮＴＴＣＧＮＮ
ＮＮＡＮＮＣＧＧＧＮ－３’であることが確立された（ Masumoto et al.,NATO ASI Serie
s,vol.H72,Springer-Verlag,pp31-43,1993;Yoda et al.,Mol.Cell.Biol.,16,5169-5177,1
996）。
【０００５】
本出願人らは、また、一対のＣＥＮＰ－Ｂが、そのＣ末端においてダイマーを形成して、
各ＣＥＮＰ－ＢポリペプチドのＮ末端において、セントロメアサテライトＤＮＡにあるＣ
ＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘに結合し、この結果、実質的にダイマープロテインとＤＮＡの二つの
領域（あるいは鎖）とからなる安定した複合体が形成されることを見いだした（ Muro et 
al., J. Cell Biol.,116,585-596,1992;Yoda et al., J. Cell Biol., 119, 1413-1427,1
992;Kitagawa et al., Mol. Cell. Biol. 15, 1602-1612,1995）。さらに、ヒト２１番染
色体のＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘの配置について研究し、ヒト２１番染色体のアルフォイドＤ
ＮＡ領域には、ＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘに関連して２つの明確に区別できる領域があること
がわかった。一つ（α２１－Ｉ）は、ＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列の規則的な繰り返しを備
えた領域であり、他方（α２１－ＩＩ）は、ＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列をほとんど有しな
い領域である。これら２つの領域は、数メガベースにわたって隣り合っており、前者は、
セントロメアタンパクが存在する染色体上の部位に位置しており、後者は、染色体の短腕
側よりにわずかにシフトした部位に位置していることもわかった（ Ikeno et al., Hum.Mo
l.Genet.,3,1245-1257,1994）。
【０００６】
この発明は、ＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘを備えたＤＮＡ領域に関する。本発明の目的は、上記
ＤＮＡ領域に由来し、哺乳類細胞、特に、ヒト細胞の染色体外領域で安定して維持され、
次世代細胞に伝達される、人工染色体を供給することである。また、本発明は、哺乳類細
胞に導入されたとき、哺乳類人工染色体を形成する能力を有する上記人工染色体の前駆体
を、ＹＡＣｓとして酵母細胞内で構築し、改変し、安定して維持させる方法を提供するこ
とも目的とする。
【０００７】
［発明の開示］
この発明は、ヒト２１番染色体のアルフォイドＤＮＡ領域から得られ、ＣＥＮＰ－Ｂ、す
なわちセントロメアタンパクＢ、と相互作用するＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列を含むＤＮＡ
配列と、ヒトテロメア配列を有するセグメントとを有する酵母人工染色体コンストラクト
を、酵母細胞内における相同組換えを利用して構築する方法を見いだすことによって達成
された。
また、本発明は、そのコンストラクトをヒト細胞に導入した際に、ヒト細胞中でこのコン
ストラクトが自律的に複製され、線状で安定して維持されることを見いだすことによって
達成された。この発明は、哺乳類テロメアと、５‘－ＮＴＴＣＧＮＮＮＮＡＮＮＣＧＧＧ
Ｎ－３’（ただし、Ｎは、Ａ，Ｔ，Ｃ及びＧのいずれかである）からなるＣＥＮＰ－Ｂ  
ｂｏｘ配列を複数個有するＤＮＡ配列を備えるセントロメア、とを含むＤＮＡコンストラ

10

20

30

40

50

(5) JP 4022835 B2 2007.12.19



クトを提供する。
【０００８】
この発明の好ましい形態として、哺乳類テロメアと、配列番号１で特定されるＣＥＮＰ－
Ｂ  ｂｏｘ配列の複数のコピーを有するＤＮＡ配列を有するセントロメア、とを備えるＤ
ＮＡコンストラクトを提供する。より好ましくは、前記セントロメアは、ＣＥＮＰ－Ｂ  
ｂｏｘ配列の離間した繰り返し（ spaced repeats）を有するＤＮＡコンストラクトを提供
する。
【０００９】
この発明は、また、哺乳類テロメアと、配列番号２で特定される配列、または配列番番号
２で特定される配列に対して１またはそれ以上のヌクレオチドが付加、欠失および／また
は置換されている配列、を複数個有するＤＮＡ配列を有するセントロメアとを含むＤＮＡ
コンストラクトを提供する。好ましくは、前記セントロメアは、ヒト染色体に由来する。
また、前記ＤＮＡコンストラクトは、酵母細胞内でＤＮＡコンストラクトの増殖のための
１または２以上の配列を備えることが好ましい。
【００１０】
また、前記ＤＮＡコンストラクトは、選択マーカー遺伝子をコードする配列を備えること
も好ましい。前記ＤＮＡコンストラクトは、そのＤＮＡコンストラクトが導入された細胞
において染色体として維持可能であることが好ましい。好ましくは、ヒト細胞内において
染色体として維持可能であることが好ましい。さらに、ＤＮＡコンストラクトは、マウス
細胞内で染色体として維持可能であることが好ましい。
【００１１】
この発明は、また、上記ＤＮＡコンストラクトが導入された宿主細胞を提供する。好まし
くは、この宿主細胞は、ヒト細胞である。また、この宿主細胞は、酵母細胞である。また
、この宿主細胞は、マウス細胞である。
【００１２】
この発明は、さらに所望の遺伝子を備えたＤＮＡコンストラクトを提供する。
このＤＮＡコンストラクトは、構造遺伝子及びその調節遺伝子を含むゲノムＤＮＡ配列を
備える。
【００１３】
また、この発明は、（ｉ）ＤＮＡ組換え用プラスミドを有するＤＮＡ組換え不活性宿主細
胞内で、部分的に相同的である、２またはそれ以上の線状あるいは環状のＤＮＡ配列から
、組換えＤＮＡコンストラクトを形成する工程
（ ii）前記組換えＤＮＡコンストラクトを有し、前記プラスミドを有しない宿主細胞を採
取する工程、
含む相同組換え法を提供する。この発明によれば、細胞内で高頻度で相同組換えを起こさ
せることができるため、制限酵素を用いて行う従来の試験管内組換えを簡略化することが
できる。また、所望のＤＮＡ領域を形成することができる新規な組換え法を提供すること
ができる。好ましくは、宿主細胞は、酵母細胞である。また、組換えＤＮＡコンストラク
トは、酵母人工染色体である。また、前記ＤＮＡ配列の一つは、酵母人工染色体であり、
さらに前記ＤＮＡ配列の一つは、繰り返しＤＮＡ配列を有する酵母人工染色体である。
【００１４】
この発明は、（ i）ＤＮＡ組換え用プラスミドを有するＤＮＡ組換え欠損細胞内で、哺乳
類テロメアと、以下の配列；
　
（ただし、Ｎは、Ａ，Ｔ，Ｃ及びＧのいずれかである。）
からなるＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列を複数個有するセントロメアとを有する第１の酵母人
工染色体を形成する工程と、（ ii）第１の組換え酵母人工染色体を有し前記プラスミドを
有しない細胞を選択する工程、（ iii）第１の組換え酵母人工染色体に由来するテロメア
とセントロメアを有する第２の組換え酵母人工染色体を、ＤＮＡ組換え用プラスミドを有
する前記宿主細胞中で形成する工程と、（ iv）第２の組換え酵母人工染色体を有し、前記
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プラスミドを有しない細胞を選択する工程、を有する酵母人工染色体コンストラクトを製
造する方法を提供する。
【００１５】
また、この発明は、哺乳類テロメアと、以下の配列：
　
（ただし、Ｎは、Ａ，Ｔ，Ｃ及びＧのいずれかである）
からなるＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列を複数個有するセントロメアとを有するＤＮＡコンス
トラクトを、哺乳類細胞に導入する、哺乳類人工染色体の製造方法を提供する。
さらに、前記哺乳類細胞はヒト細胞である方法も提供する。さらに、前記哺乳類細胞がマ
ウス細胞である方法も提供する。さらに、前記ＤＮＡコンストラクトが、ＦＥＲＭ  ＢＰ
－５６２５で特定されるサッカロマイセスセレビジエα７Ｃ５ｈＴＥＬ由来である方法も
提供する。
また、本発明は、この方法によって得られる哺乳類染色体も提供する。
【００１６】
さらに、この発明は、哺乳類テロメアと、
以下の配列；
　
（ただし、Ｎは、Ａ，Ｔ，Ｃ及びＧのいずれかである）
からなるＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列を複数個有するセントロメアと、染色体に部分的に相
同であるＤＮＡ配列とを備えたＤＮＡコンストラクトと、
哺乳類テロメアと染色体に部分的に相同であるＤＮＡ配列とを有するＤＮＡコンストラク
トを、哺乳類細胞に導入する染色体のフラグメンテーション法を提供する。
【００１７】
以下の記載において、遺伝子組換えの技術における当業者に公知の各種手法について参照
されるであろう。そのような公知の手法を説明する出版物やその他の材料はこの記載に基
づいて引用され、引用されることにより明細書に包含される。
【００１８】
この発明は、セントロメアと哺乳類テロメアとを含むＤＮＡコンストラクトを提供するも
のである。このコンストラクトは、染色体として維持されうる。長いＤＮＡ断片であって
も、本発明のＤＮＡコンストラクトに導入されることにより、哺乳類細胞やその他の細胞
にクローニングすることができ、安定して発現させることができる。
【００１９】
（セントロメア）
この発明におけるセントロメアは、以下の配列からなるＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列を複数
個有している（ Masumoto et al.,NATO ASI Series,vol.H72,Springer-Verlag,pp31-43,19
93;Yoda et al.,Mol.Cell B iol.,16,5169-5177,1996）。
　
（ただし、 Nは、 A,T,Cおよび Gのいずれかである）．
【００２０】
さらに、ＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列は、配列番号１で特定される１７ｂｐの配列である。
この配列は、ヒト２１番染色体由来である（ Ikeno et al,Human Mol. Genet.,3,1245-124
7）。
【００２１】
この発明におけるセントロメアは、ＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列の離間した繰り返しを有す
る。セントロメアは、宿主細胞においてＤＮＡコンストラクトにセントロメア機能を付与
するのに十分なだけのＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列の繰り返し、を有する。好ましくは、セ
ントロメアは、高頻度でＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列を有する領域を備えている。ヒト染色
体のセントロメア領域に位置される、ＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列の規則的な繰り返しを有
するＤＮＡ配列は、１１量体の巨大な繰り返しを一つの単位として有している。各１１量
体は、約１９００ｂｐのサイズを有しており、１１量体を構成する各単量体（約１７０ｂ
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ｐ）は、５つの離間したＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列の繰り返しを有している（ Ikeno et al
, Human Mol. Genet., 3, 1245-1257）。
【００２２】
ヒト２１番染色体上にある１１量体の一つが分離され、シークエンスされ、配列番号２と
して特定されている（ Ikeno et al,Human Mol.Genet.,3,1245-1257）。配列番号２で特定
される配列を複数個、または、配列番号２で特定される配列に対して１または２以上のヌ
クレオチドが付加、欠失、および／または置換された配列を複数個有するＤＮＡ配列を、
本発明のセントロメアは有している。さらに、１１量体の一部を含む２量体や、他の１１
量体も分離されており、それらはシークエンスされ、配列番号３、４、５、６及び７とし
て特定されている（ Ikeno et al,Human Mol.Genet.,3,1245-1257）。
【００２３】
（セントロメアのクローニング）
ＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列を有するセントロメアは、ヒト細胞や、ＷＡＶ１７等の特定の
ヒト染色体を有する融合細胞やその他の哺乳類細胞から調製される。好ましい形態として
は、これらの細胞のＰＢＳ懸濁液がＬＭＰアガロース溶液と混合され、これらの細胞をプ
ラグとして固化される。プラグは、プロテアーゼ、ＥＤＴＡ及びラウリル－サルコシンで
処理され、透析で精製されて、濃縮されたヒトＤＮＡを含むアガロースプラグが調製され
る。その後、このプラグは、ＢｇｌＩ、Ｂｇｌ  IIあるいはＢａｍ  HI等の制限酵素で処理
され、パルスフィールドゲル電気泳動（以下、ＰＦＧＥという。）が施され、５０ｋｂ以
下のＤＮＡ断片が排除される。残存したプラグは、回収され、さらに、ＭｓｐＩで処理さ
れ、溶解される。得られたＤＮＡ溶液は、精製のため透析される。
【００２４】
透析後、濃縮されたＤＮＡは、それぞれ選択マーカーを有するＹＡＣベクターに組み込ま
れて、このＹＡＣがＰＦＧＥで分画され、５０ｋｂ以上のＤＮＡ断片を含むアガロースブ
ロックが回収される。このＤＮＡ抽出及び精製において、他の公知の方法も利用すること
が可能である。
【００２５】
アガロースブロックから抽出されたこれらのＤＮＡ断片（ＹＡＣｓ）は、スフェロプラス
ト化されたＤＮＡ組換え酵素を欠いた酵母細胞と混合され、ＹＡＣｓがこの酵母細胞に導
入される。この酵母細胞は、ＹＡＣが導入された細胞のみが選択される条件下で培養され
る。ＤＮＡ組換え酵素を欠いた酵母細胞宿主を使用するため、ＹＡＣｓを導入細胞内で安
定して維持させることができる。導入細胞の中から、ＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列を有する
セントロメアＤＮＡ配列を選択するには、ＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列、１１量体の全体あ
るいはその一部、２量体の全体あるいはその一部をプローブとして、コロニーあるいは導
入細胞からのＤＮＡ抽出物とハイブリダイズされる。この方法により、ヒト染色体のＣＥ
ＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列を有する導入細胞を分離することができる。
【００２６】
上記プローブとハイブリダイズするセントロメアＤＮＡ配列は、発明者らによってα２１
－ I領域として特定されているヒト２１番染色体のアルフォイド領域の一部である場合も
あり、他の哺乳類染色体のアルフォイド領域の一部である場合もある。α２１－Ｉ領域は
、実質的に、１１量体の繰り返しから構成されており、その長さは、約１．３Ｍｂｐであ
る。この領域は、ヒト由来の遺伝子材料としてヒト２１番染色体のみを有するマウス－ヒ
ト融合細胞であるＷＡＶ１７のゲノムＤＮＡから容易に抽出される。
【００２７】
ヒト２１番染色体上の他のアルフォイド領域には、非常にわずかのＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ
配列を有するか、若しくはＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列がない。この領域のＤＮＡ配列は、
上記の方法と同様の方法によって抽出される。すなわち、適当な制限酵素でヒトゲノムを
処理し、好ましいＤＮＡ断片をＰＦＧＥで採取し、さらに、ＹＡＣに導入する。さらにこ
のＹＡＣｓをＤＮＡ組換え酵素を欠いた酵母細胞に導入し、α（Ｙ）ａやα（Ｙ）ｂ配列
をプライマーとして用いてＰＣＲ法にて増幅する。このＰＣＲ産物を前記酵母細胞からの
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ＤＮＡ抽出物とハイブリダイズさせて所望のＤＮＡ配列を検出し分離する。このようにし
てクローニングされたＤＮＡ配列は、ＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列の繰り返しを有する上記
ＤＮＡ配列や、１１量体や２量体をプローブとして検出されるようなＤＮＡ領域を含んで
はいない。
【００２８】
このＤＮＡ配列は、ヒト２１番染色体のアルフォイド領域の一部を構成するものであり、
発明者らによってα２１－ＩＩとして特定されている。この配列は、α２１－Ｉ領域に近
接して、２１番染色体の短腕側に位置される（ Ikeno et al, Human Mol. Genet., 3, 124
5-1257）。
α２１－Ｉ１領域は、α２１－Ｉと同様に、ＷＡＶ１７細胞から容易に抽出される。
【００２９】
（哺乳類テロメア）
哺乳類テロメア配列とは、テロメアに位置される繰り返し配列、すなわち、哺乳類染色体
の末端配列を含んだＤＮＡ配列を意味する。哺乳類染色体として機能するＤＮＡコンスト
ラクトを構築するには、ヒトテロメアの繰り返し単位である、５’－ＴＴＡＧＧＧ－３’
配列の繰り返しを備えたＤＮＡ配列を用いるのが好ましい。
【００３０】
（ＤＮＡコンストラクト）
ＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列をもったセントロメアと哺乳類テロメアとを備えたＤＮＡコン
ストラクトは、そのコンストラクトが導入された哺乳類細胞において染色体として安定し
て維持される。換言すれば、哺乳類細胞内で自律的に複製され、染色体外で安定して維持
され、娘細胞に伝達される。ＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列は、ヒトや、マウスや類人猿等の
他の哺乳動物界において保存されている（ T. Haaf et al J. Mol. Evol., 41:487-491）
。加えて、ヒト２１番染色体は、ヒト－マウス融合細胞であるＷＡＶ１７内において安定
して維持されている。したがって、ＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列を有するセントロメアを備
えた本ＤＮＡコンストラクトが哺乳類細胞に導入されると、セントロメアの起源にかかわ
らず、哺乳類細胞において、染色体として維持される。
【００３１】
（ＤＮＡコンストラクトの調製）
宿主細胞内における相同組換えによりＤＮＡコンストラクトを調製するには、その宿主細
胞が、相同組換え能を有していると同時に、得られた組換えＤＮＡを安定して維持できる
ことが必要である。後者の条件を満たすためには、ＤＮＡ組換えが不活性であることが必
要である。したがって、この相同組換え法では、ＤＮＡ組換え不活性の宿主細胞内に一時
的にＤＮＡ組換えのための遺伝子を保有したプラスミドを存在させ（このプラスミドは、
宿主細胞中にある間は、ＤＮＡ組換え酵素を発現する）、一時的に可能となった相同組換
えによりＤＮＡを形成し、その後、組換えＤＮＡを有しプラスミドを有しない細胞を選択
する。
【００３２】
（ＤＮＡ組換え不活性宿主細胞）
この発明のＤＮＡ組換え不活性宿主細胞は、哺乳類細胞や酵母細胞等の真核細胞や細菌細
胞も包含する。好ましくは、この宿主細胞は酵母細胞である。さらに好ましくは、宿主細
胞として、１または２以上のＤＮＡ組換え酵素（ DNA recombination enzyme）を欠損した
細胞である。ＤＮＡ組換えのための遺伝子を備えたプラスミドを保有する前記宿主細胞が
、相同組換えのための宿主細胞とされ、このプラスミドを保有しない前記宿主細胞が、組
換えＤＮＡコンストラクトを維持する宿主細胞とされ、組換えＤＮＡの安定した供給源と
される。
この発明で用いる、ＤＮＡ組換え酵素を欠損した酵母細胞としては、ｒａｄ５１やｒａｄ
５２遺伝子の他、各種のＤＮＡ組換え酵素の発現遺伝子を欠いた酵母変異株や、その他の
ＤＮＡ組換え酵素発現のために必要な遺伝子を欠いた各種細胞が含まれる。特に、 rad52-

株（ rad52欠損株）である Saccharomyces cerevisiae EPY305-5b株（ provided by Dr.Resn
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ick, NHEHS,USA）が好ましく用いられる。
【００３３】
（ＤＮＡ組換えのための遺伝子を備えたプラスミド）
かかるプラスミドは、宿主細胞において、相同組換えのために、ＤＮＡ組換え酵素を発現
する。ＤＮＡ組換えのためのプラスミドが、細胞分裂において娘細胞に均等に分配されな
いとき、一時的にＤＮＡ組換え酵素を発現させることが可能となる。かかるプラスミドと
して、 RAD52発現プラスミドである、 YpSPL1（ Adzuma et al., Mol. Cell. Biol. 4, 2735
-2744, 1984）（国立遺伝学研究所（日本）の小川（ T.Ogawa）博士より提供されたもので
ある）や YpSLl-Uraを使用することができる。後者のプラスミドは、以下のようにして得
ることができる。
【００３４】
YpSPL1を EcoRVによって切断し、 0.57kbpの EcoRV断片（この断片は、 TRP1遺伝子の一部を
含んでいる）を、ブラントエンド処理された、 pYAC55の SalI-Xhol断片（この断片には URA
3遺伝子を含んでいる）によって置換する。宿主細胞において同様の機能を発揮する他の
プラスミドも本発明において利用できる。この発明において用いるプラスミドは、好まし
くは、細胞がそのプラスミドを保有するかしないかを区別することができる選択マーカー
遺伝子を含んでいることが好ましい。また、この発明で用いるプラスミドは、宿主細胞内
の染色体外で自律複製できる遺伝子因子を意味する。
【００３５】
（組換えＤＮＡ）
相同組換えによって構築された組換えＤＮＡは、その細胞内で自律的に複製され、かつ染
色体外で安定して維持されなければならない。したがって、酵母細胞内で相同組換えによ
り構築された組換えＤＮＡは、酵母細胞内で自律的に複製し安定して維持される、酵母人
工染色体として機能するものである必要がある。組換えＤＮＡは、好ましくは、特定の条
件下で形質転換細胞を選択できる選択マーカー遺伝子を保有している。
【００３６】
（組換えのためのＤＮＡ配列）
宿主細胞に導入される一つのＤＮＡ配列は、同様に組換えのために導入される他のＤＮＡ
配列の一つに対して部分的に相同である必要がある。相同組換えは、これらの二つの配列
間で達成される。組換えのためのＤＮＡ配列は、線状および／または環状とすることがで
きる。いずれの形態であっても、相同的に組換え可能である。組換えのためのＤＮＡ配列
は、それぞれ、細胞内での相同組換えによって形成される組換えＤＮＡが、その宿主細胞
内で自律的に複製され、染色体外で安定して維持されるように設計される。
【００３７】
宿主細胞が酵母細胞の場合には、組換えＤＮＡは、テロメア配列と、自律複製配列（ ARS
）やセントロメア（ CEN）を備えるようになっている。したがって、組換えＤＮＡを形成
するためのＤＮＡ配列には、これらの要素を備えている必要があり、この結果、相同組換
え後において、組換えＤＮＡは、酵母人工染色体として機能する。例えば、２つのＤＮＡ
配列から酵母人工染色体を形成しようとする場合には、酵母人工染色体が一方のＤＮＡ配
列として使用され、他方のＤＮＡ配列として、３’末端あるいは５’末端にテロメア配列
を有し、さらに、前記酵母人工染色体に対して相同的な配列を有するように他方のＤＮＡ
配列が形成される。この結果、酵母人工染色体の３’末端あるいは５’末端側が、他方の
ＤＮＡ配列によって置換される。
【００３８】
さらに、酵母人工染色体の３’末端と５’末端を、それぞれ３’末端にテロメア配列を有
するＤＮＡ配列、および５’末端にテロメア配列を有するＤＮＡ配列とで置換することも
できる。組換えのためのＤＮＡ配列には、所望の遺伝子のためのＤＮＡ配列を含めること
もできる。相同組換え後、組換えＤＮＡは、そのような遺伝子を保有するようになる。
【００３９】
特に、組換えのためのＤＮＡ配列が、サイズの大きいＤＮＡ配列を有する場合に、本法の
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相同組換え法は有用である。制限酵素を用いる従来の試験管内でのＤＮＡ組換え法では、
サイズの大きなＤＮＡ配列を持った組換えＤＮＡを構築するのは非常に困難であったにも
かかわらず、本細胞内相同組換え法によれば、容易に、大きなサイズのＤＮＡを持った組
換えＤＮＡを形成できるし、得られた組換えＤＮＡを安定して、宿主細胞中に維持させる
ことができるのである。例えば、構造遺伝子とその調節遺伝子を含むヒトゲノムＤＮＡ配
列や、繰り返し配列を含むようなＤＮＡ配列が、本相同組換え法における大サイズのＤＮ
Ａ配列として挙げることができる。より好ましくは、組換えのためのＤＮＡ配列は、所望
の繰り返しＤＮＡ配列を有する。このような繰り返しＤＮＡ配列を組換え用ＤＮＡ配列が
有していると、機能するＤＮＡ組換え酵素を発現する宿主細胞中では、直ちに変化してし
まう。しかしながら、本細胞内相同組換え法によれば、そのような繰り返しＤＮＡ配列を
有するＤＮＡ配列であっても、適切に組換えすることができる。得られた組換えＤＮＡは
、ＤＮＡ組換え酵素のない酵母細胞内で安定して維持される。このような繰り返しＤＮＡ
配列は、哺乳類染色体上に存在している。
【００４０】
さらに、この相同組換え法では、大きなサイズのＤＮＡ配列や、繰り返し配列を備えた組
換えＤＮＡは、宿主細胞内で適切に改変され、かつ安定して維持される。このようなＤＮ
Ａ配列は、好ましくは、組換えＤＮＡを保有する細胞を選択的に回収するための選択マー
カー遺伝子を有している。
【００４１】
（酵母人工染色体）
酵母人工染色体（ YAC）は、組換え用ＤＮＡ配列として用いられる。組換え用ＤＮＡ配列
としての YACと、この発明の相同組換え法によって構築された YACは、少なくとも、酵母細
胞内で自律的に複製し、染色体外で維持されるＤＮＡ断片であることを意味する。したが
って、これらの YACは、テロメアと自律複製配列とセントロメアと複製開始のための配列
を有し、これらの要素が有効に作用するように配列されていることが必要である。この他
、従来公知の各種 YACが本発明において利用される。
【００４２】
（組換え用ＤＮＡ配列としての YAC）
YACは、ＤＮＡ組換えのための便利なツールであり、所望の遺伝子のＤＮＡ配列を有する Y
ACは、酵母細胞において安定して維持される。 YACは、大きなサイズのＤＮＡ配列あるい
は繰り返し配列を備えたＤＮＡ組換え用のＤＮＡ配列として用いるのが好ましい。また、
YACには、相同組換えにより組換え体となった YACを保有する酵母細胞を選択できるように
、選択マーカー遺伝子を有するようにしておくことが好ましい。
【００４３】
特に、この発明において用いるのに好ましい YACベクタープラスミドとしては、 pYAC（ワ
シントン大学の Dr.Olsonより提供）を修飾して得られる pYAC55pkcである。 pYAC55pkcは、
図６に示す方法によって得ることができる。 pYAC55pkcを、 ClaIにより ClaIサイトで切断
し、ブラントエンドとする。次いで、 T4DNAポリメラーゼの存在下でセルフライゲーショ
ンさせる。そして、 NotIの粘着性末端と、 PstI（ BstXI）、 KpnIと ClaIサイトを有する DNA
配列を、このプラスミドの NotIサイトに導入して、 pYAC55pkcを得る。このプラスミドは
、 NotI、 PstI（ BstXI）、 KpnIと ClaIのクローニングサイトを有する。このプラスミドを B
amHIにより完全に消化した後、この発明で用いる YACとする。また、このプラスミドを、 B
amHIおよび ClaIで完全に消化すると、 YACの左腕と右腕とを得ることができる。これらの
左腕と右腕は、所望の DNA領域をクローニングするための YACを調製するのに利用すること
ができる。
【００４４】
（細胞内での相同組換え）
DNA組換えのための遺伝子を保有し、かつ細胞分裂時に各娘細胞に均等に分配されないプ
ラスミドを染色体外に保有する DNA組換え非活性宿主細胞は、このようなプラスミドを宿
主細胞に導入することによって得るのが好ましい。
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【００４５】
酵母人工染色体を DNA組換え用 DNA配列として用いるときは、 DNA組換え用の宿主細胞は、
以下の方法によって得るのが好ましい。すなわち、 YACの導入によって酵母宿主細胞を形
質転換し、その後、プラスミドをその形質転換細胞に導入するのが好ましい。特に、プラ
スミドを導入する際に同時に相同組換え用の DNA配列を導入することが好ましい。プラス
ミドと同時に DNA配列を導入すると、 DNA組換え酵素を発現しているホスト細胞を選択する
工程を省くことができるので、効率的に酵母細胞内で相同組換えを起こさせることができ
る。
【００４６】
プラスミドの酵母細胞への導入や、プラスミドと DNA配列との酵母細胞への導入には、 LiC
l2や Li（ CH3 COO） 2等を利用する方法を初めとして、酵母細胞への各種 DNA導入方法を利用
することができる。このようにして、組換え DNAを形成するためのプラスミドを保有する
細胞内で、導入した DNA配列間で相同組換えが行われる。
【００４７】
（組換え DNAを安定して維持することができる細胞の選択）
組換え DNAが安定して細胞内で維持されるには、組換え DNAを有し、かつ前記プラスミドを
保有しない細胞を選択することが必要である。この選択は、複数の選択マーカーを適切に
組み合わせることにより行うことができる。すなわち、組換え DNAが有する選択マーカー
と、プラスミドの脱落により失われた選択マーカーと、相同組換えにより DNA配列から失
われた選択マーカーとを組み合わせて行う。このような過程を経て選択された細胞におい
ては、組換え DNAは、安定して維持される。
【００４８】
（本発明の DNAコンストラクトに対する改変）
このようにして形成された、最低限の DNA領域を備えた DNAコンストラクトには、種々の改
変をすることができる。これにより、この DNAコンストラクトを哺乳類細胞や他の細胞に
利用可能なベクターとして利用することができる。例えば、このような DNAコンストラク
トは、 DNAコンストラクトを保有する形質転換細胞を特定の条件下で選択できるようにす
るための選択マーカーをコードする DNA配列を含むように形成することができる。このよ
うな選択マーカーは、ある種の薬剤耐性や栄養要求性に関与する DNA配列等を挙げること
ができる。
【００４９】
選択マーカーを含む DNA配列を本 DNAコンストラクトに含めるようにすることにより、選択
された化合物や化合物群が存在する条件下、あるいは選択された化合物や化合物群が存在
しない条件下で、この DNAコンストラクトを保有する細胞を選択することができる。この
ような選択マーカーとしては、この分野の当業者に周知であり、当業者における通常の知
識により、この DNAコンストラクトに適した選択マーカーを選択して用いることができる
。なお、本発明の DNAコンストラクトは、哺乳類細胞内で保有されるので、用いる選択マ
ーカーは、哺乳類細胞において機能しなければならない。
【００５０】
さらに、この DNAコンストラクトは、哺乳類細胞以外の細胞で自律的に増殖可能とする１
または２以上の DNA配列を含ませるようにすることができる。この DNA配列により、他の細
胞内で染色体として機能させることができる。このような DNA配列により、哺乳類細胞と
、酵母細胞や細菌細胞等の哺乳類以外の細胞との間のシャトルベクターとして、本 DNAコ
ンストラクトを利用できる。酵母細胞や細菌細胞等において自律増殖する染色体として必
要な DNA配列は、当業者において周知である。
【００５１】
哺乳類細胞以外の細胞であって、この DNAコンストラクトによって形質転換された細胞を
選択するには、 DNAコンストラクト上の選択マーカーは、哺乳類以外の細胞で機能する選
択マーカーである必要がある。このようなマーカーは、当業者において周知であり、当業
者は、必要に応じて選択してこれらを用いることができる。さらに、本 DNAコンストラク
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トは、組み込まれた外来遺伝子を発現するのに必要な DNA配列を含めるようにすることが
できる。このような DNA配列は、本人工染色体を、哺乳類細胞において所望の遺伝子を発
現させることのできるベクターとして利用できるようにする。各種細胞において所望の遺
伝子を発現させるのに必要な DNA配列は、当業者において周知である。哺乳類細胞内で遺
伝子を発現させるためには、少なくとも、プロモータ領域と Poly－Ａ配列とを含めるよう
にするのが好ましい。
【００５２】
さらに、この DNAコンストラクトには、構造遺伝子とその調節遺伝子とを含んだゲノム DNA
配列を含めることができる。この場合、この構造遺伝子に由来する産物は、調節遺伝子領
域によって、形質転換細胞内で適切に制御されて発現される。
【００５３】
（セントロメアを有する DNAコンストラクトの調製）
相同組換えにより、哺乳類テロメアとＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列を複数個含む DNA配列を有
する DNAコンストラクトを得るには、ＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列を有する DNA配列を持った Y
ACを、組換え用 DNA配列として用いる。この発明方法は、２段階の組換え工程を有してい
る。
【００５４】
相同組換え用ＤＮＡ配列としての、もう一方の DNA配列（第１の腕（ arm；アーム）となる
）は、少なくとも、前記 YACの一端側に位置するＤＮＡ配列に相同的なＤＮＡ配列と、哺
乳類テロメア配列と、前記 YACの一端側にある酵母人工染色体が機能するのに必要な１ま
たは２以上のＤＮＡ配列とを有する。なお、哺乳類テロメアとは、ＤＮＡコンストラクト
において定義されているとの同義に用いる。
【００５５】
YACの一端側にある、酵母人工染色体が機能するのに必要なＤＮＡ配列とは、酵母細胞で
機能するテロメアを含む。さらに、セントロメア、 ARS、 ORIのうちどれか（１あるいは２
以上であってもよい）が、 YACの一端側、すなわち、第１の腕となるＤＮＡ配列によって
置換される YACの一方の腕の側にある場合には、これらの配列がテロメアに追加されて含
まれることになる。
【００５６】
第１の腕となるＤＮＡ配列には、好ましくは、第１の腕が付与された第１の組換え体 YAC
を保有する酵母細胞を選択することができるように、選択マーカー遺伝子を備えている。
さらに、第１の腕となるＤＮＡ配列には、第１の腕が挿入された組換え体 YACを保有する
哺乳類細胞を選択できるような選択マーカー遺伝子を備えているのが好ましい。
第１の腕となるＤＮＡ配列が、酵母細胞内で、 YACと相同組換えされた場合には、 YACの一
方の腕（一端側）が、この第１のアームで置換され、第１の組換え体 YACが得られる。こ
の組換え体は、ＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列を有するセントロメアと、前記一端側に哺乳類
テロメアとを備えている。
【００５７】
（第２の腕による第１の組換え体 YACの置換）
次に、得られた第１の組換え体 YACと、第２の組換え用ＤＮＡ配列（第２の腕）との間で
相同組換えを行う。第１の組換え体 YACを保有する酵母細胞が細胞分裂するときには、プ
ラスミドも各細胞周期に一回づつ複製するが、分裂した細胞に均等分配されない。したが
って、 YACと第１の腕のそれぞれにあった選択マーカーと、プラスミド上にあった選択マ
ーカーとを組み合わせることにより、プラスミドを保有しないが第１の組換え体 YACを保
有する酵母細胞を選択することができる。
【００５８】
このようにすると、得られた酵母細胞は、ＤＮＡ組換えのための遺伝子を保有していない
ため、第１の組換え体 YACを、安定して染色体外で維持することができる。次に、第１の
組換え体 YACを保有する酵母細胞に、前記プラスミドと第２のＤＮＡ配列が導入される。
【００５９】
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第２の組換えに用いる第２の腕は、第１の組換えによって置換されてない YACの他端側を
置換するためのものである。第２の腕は、第１のＤＮＡ配列の場合と同様に、少なくとも
、 YACの他端側にあるＤＮＡ配列に相同的なＤＮＡ配列と、哺乳類テロメアと、前記 YACの
他端側にある、 YACが機能するのに必要なＤＮＡ配列とを有する。
【００６０】
第２の腕となるＤＮＡ配列には、好ましくは、第２の腕が挿入された第２の組換え体 YAC
を保有する酵母細胞を選択することができるように、選択マーカー遺伝子を備える。さら
に、第２の腕となるＤＮＡ配列には、第２の腕が挿入された組換え体 YACを保有する哺乳
類細胞を選択できるような選択マーカー遺伝子を備える。
【００６１】
このように調製された酵母細胞内で、相同組換えが行われると、第１の組換え体 YACの他
端側が、第２の腕によって置換され、ＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列を含むＤＮＡ配列を有し
、かつ、哺乳類テロメアを両端に有する第２の組換え体 YACが得られる。
【００６２】
このような相同組換えによって得られた第２の組換え体 YACは、酵母細胞内で酵母人工染
色体として機能するのに必要なＤＮＡ配列を有しているが、この YACが哺乳類細胞に導入
し、哺乳類細胞内で維持する状態においては、これらのＤＮＡ配列は必ずしも必要ではな
く、これらの配列が除去されていてもよい。
【００６３】
さらに、この相同組換え法によって得られた組換え体 YACや組換えＤＮＡコンストラクト
は、さらに、この相同組換え法を繰り返して行うことにより、さらに改変された組換え YA
Cあるいは組換えＤＮＡコンストラクトを得ることができる。
【００６４】
（組換えＤＮＡコンストラクトの哺乳類細胞への導入）
精製された YACやＤＮＡは、当業者において公知の各種方法によって哺乳類細胞に導入さ
れる。例えば、リポフェクトアミン（ Gibco. BRL）を用いるＤＮＡ導入法は、基本的に、
製造者使用説明書に従えば行うことができる。また、マイクロインジェクションによって
も可能である。さらに、他の手法がこの発明において用いることができる。哺乳類細胞に
導入された YACやＤＮＡコンストラクトは、ホスト染色体に組み込まれることなく、安定
して維持され、自律的に複製され、分裂細胞に伝達される。換言すれば、本発明のＤＮＡ
コンストラクトに位置する、ＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列を複数個有するセントロメアは、
明らかにセントロメア機能を備えている。この結果、染色体の断片化のためのベクターを
構築することができる。
【００６５】
一つのベクターは、本発明のセントロメアと、組換えようとする染色体に対して相同な配
列と、哺乳類テロメアを末端に有するように構築される。他方のベクターは、組換えよう
とする染色体に対して相同な配列と、末端に哺乳類テロメアとを有するように構築される
。これらのベクターは、所望の位置で染色体を切断できかつ、所望の長さの染色体断片を
得ることができるように設計される。もし、設計されたベクターが宿主細胞内で宿主染色
体と相同組換えされると、組換えベクターは、宿主染色体の所望の断片を有するミニ染色
体となり、安定して宿主細胞に維持される。さらに、この染色体の断片化技術と YACの技
術とにより、哺乳類染色体の断片を持った断片化用ベクター（ミニ染色体）を酵母細胞に
クローニングすることができるようになる。加えて、ミニ染色体を細胞や個体に導入する
ことができる。これらの技術は、染色体工学を発展させることができる。
【００６６】
［産業上の利用可能性］
この哺乳類人工染色体の発明によると、哺乳類細胞内で、自律的に複製されかつ維持され
るので、哺乳類細胞に外来遺伝子を導入するためのベクターとして、また、外来遺伝子を
哺乳類細胞内で発現させることができるベクターとして作用する。また、この人工染色体
によると、遺伝子を内在する染色体に組み込むことなく、細胞内にこの人工染色体を導入
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するだけで細胞を形質転換することができる。この人工染色体をベクターとして用いると
、所望の遺伝子が安定してクローニングされる。すなわち、導入された細胞内で分解され
ることがなく、ホスト染色体の遺伝子の導入部位の位置効果にに左右されることなく形質
転換される。特に、このようなベクターは、遺伝子治療において、正常遺伝子を罹患細胞
（ affected cells）中に導入するためのベクター、あるいは罹患細胞における異常遺伝子
の発現をコントロールするためのベクターとして有用である。
【００６７】
［発明を実施するための最良の形態］
この発明は詳細に説明されたが、以下のある特定の実施例を参照すれば、より一層はっき
りと理解できるであろう。この実施例はもっぱら解説のためのものであって、明細書に記
述がない限り発明の範囲を限定するものではない。
【００６８】
［哺乳類細胞系列］
WAV17は、マウスとヒトとの体細胞融合細胞であり、ヒト由来の要素として、２または３
個のヒト２１番染色体を有している。この細胞は、 Dr.F.Ruddle（ Yale University,USA）
より得られた。また、 H1080株は、 Dr.D.Broccoli（ The Rockfeller University）から得
られたヒト男性フィブロブラスト細胞である。 WAV17と H1080は、１０％ウシ胎児血清（ Bi
oWhittaker）をくわえた DME培地（ニッスイ、日本）中、３７℃、５％ CO2下で維持される
。
【００６９】
［抗体］
３つの主要なセントロメア抗原であるＣＥＮＰ－Ａ、Ｂ及びＣを、 Hela核抽出物とのイム
ノブロッティングで認識する、強皮症患者 K.Gからのアンチセントロメア抗体（ ACA）ボジ
ティブ血清を、 Dr.Y.Muro（名古屋大学）から得た。ヒトＣＥＮＰ－Ｂ（ BN1）の NH2末端
領域に対するポリクローナル抗体は、すでに報告されている（ Kitagawa et al.,Mol.Cell
.Biol.15,1602-1612,1995）。ヒトＣＥＮＰ－Ｃの COOH末端領域に対するポリクローナル
抗体である CGp2と、 CRa2は、ギニアピッグとウサギを、それぞれ、ＣＥＮＰ－Ｃの第６３
０番目から９４３番目のアミノ酸残基を含むポリペプチドで免疫することにより得た。 CE
NP-C,pETCC630-Cの COOH末端を発現するプラスミドは、岡山バーグライブラリ（岡山ら , M
ol.Cell.Biol.3;280-289,1983）からスクリーニングされたｐＣＮＰＣＣ１由来のＣＥＮ
Ｐ－ＣのｃＤＮＡの XbalI－ BamHI断片を、 NdeL－ XbalIリンカー（ 5'-TATGAATCTTGATTGTT-
3'）を用いて pET3cの NdelI-BamHIサイトにクローニングすることにより構築した。ポリペ
プチドは、 T7発現系（ Studier et al.,Methods Enz.185;60-89,1990）によって、 pETCC63
0-Cを用いて E.collにおいて発現させ、 Kitagawaら（ 1995）の方法と同じ方法によって精
製した。
【００７０】
［酵母株と培地］
サッカロマイセスセレビジエ（ Saccharomyces cerevisiae）の EPY305-5b株（ MATα , rad5
2-Δ 2000,leu2-Δ 1,lys2,ade2-101,his3-Δ 200,trpl::HisG,ura3-52）は、 Dr.M.Resnick
（ NIEHS,USA）から得、高栄養培地である YPDかあるいは合成の最小 SD培地中で増殖させた
。
【００７１】
以下の実施例で用いた培地及び溶液は以下に記載するとおりである。
YPD:1%酵母エキストラクト ,2%ポリペプトン ,2%グルコース
SCE（トランスフォーメーション用） :1Mソルビトール , 0.1Mクエン酸ナトリウム pH5.8, 1
0mM EDTA pH8.0
SCE（アガロースプラグ用） :1Mソルビトール ,0.1Mクエン酸ナトリウム pH7.0, 50mM,EDTA 
pH8.0
STC:1Mソルビトール ,10mM Tris-HCl pH7.4,10mM CaCl2
PEG:20%PEG8000,10mM Tris-HCl pH7.4, 10mM CaCl2
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SOS（ 10ml） :5ml of 2Mソルビトール ,2.5ml of YPD,2.4ml of DW, 70μ l of 1M CaCl2 ,10
0μ l of 100xウラシル
SORBプレート :1Mソルビトール ,0.67%アミノ酸非含有酵母窒素塩基 , 2%グルコース ,1.7%バ
クトアガー ,1xアミノ酸
トップアガー :1Mソルビトール ,0.67%アミノ酸非含有酵母窒素塩基（ yeast nitrogen base
 without amino acids） , 2%グルコース ,17%バクトアガー ,1xアミノ酸
SD:0.67%アミノ酸非含有酵母窒素塩基（ yeast nitrogen base without amino acids） , 2
%グルコース ,1xアミノ酸
10xアミノ酸 :400mg/lアルギニン -HCl,200mg/lヒスチジン -HCl,600mg/lイソロイシン ,600m
g/lロイシン ,500mg/lリジン -HCl,200mg/lメチオニン ,500mg/lフェニルアラニン ,500mg/l
チロシン ,100mg/lアデニンサルフェート ,2000mg/lスレオニン ,400mg/lトリプトファン ,20
0mg/lウラシル
100xトリプトファン :4.0g/lトリプトファン
100xウラシル :2.0g/lウラシル
100xリジン :5.0g/lリジン
【００７２】
溶液Ｉ :SCE（アガロースプラグ用）に 2mg/mlの濃度にザイモリアーゼ 100T（生化学  株式
会社）を、 33mMの濃度に DTTを添加する。
溶液ＩＩ :0.45M EDTA pH9.0,10mM
Tris-HCl pH8.0,50mM DTT
溶液ＩＩＩ :0.45M EDTA pH9.0,10mM
Tris-HCl pH8.0,1%ラウリル－サルコシン , 1mg/mlプロテアーゼ K
【００７３】
［ YACベクターとプラスミド］
YACクローニングベクターの構築
アルフォイド DNAのクローニングに使用する YACベクターである pYAC55pkcは、 pYAC55の誘
導体である（ Dr.M.V.Olson,U.Washingtonにより提供）。 pYAC55の ClaIサイトは、 ClaIに
よる消化と T4DNAポリメラーゼによるブラントエンド処理後のセルフライゲーションによ
って壊しておき、このプラスミド誘導体を、 NotIで消化し、 NotIサイトに隣接させた PstI
（ Bst XI） ,KpnI,及び ClaIサイトを含むオリゴヌクレオチド（ YLl and YL2）を、このプ
ラスミドの NotIサイトに導入し、 NotI,PstI（ Bst XI） ,KpnI,ClaIのクローニングサイト
を有した pYAC55pkcを創製した（図２）。
【００７４】
Rad52発現プラスミド
Rad52発現 ARSプラスミド YpSL1（ Azuma et al.,Mol.Cell.Biol.4,2735-2744,1984）は、 Dr
.T.Ogawa（ National Institute of Genetics,Japan）から提供された。 YpSL1を、 EcoRVで
消化し、 TRP1遺伝子を含む 0.57kbの EcoRV断片を、 T4DNAポリメラーゼによるブラントエン
ド処理後に、 pYAC55由来の URA3遺伝子を含む、 2.6kbの SalI-XhoI断片によって置換した。
得られたプラスミドである YpSL1-Uraは、 URA3遺伝子を TRP1遺伝子の替わりに有している
。この方法において使用するオリゴヌクレオチドは以下に示すとおりであった。
【化１】
　
　
　
【００７５】
［アガロースプラグの調製］
PBS中 8X107 cells/mlの濃度の WAV17細胞を等量の低融点（ Low Melting Point（ LMP））ア
ガロース（ Seaplaque GTG,FMC）の 1%PBS溶液と混合し、 100μｌプラグフォーマー（モー
ルド）に注入した。固化したアガロースプラグを、 0.5M EDTA, 1%ラウリル -サルコシン、
1mlあたり 10mgのプロテアーゼ Kで 24時間、 50℃で処理した。制限エンドヌクレアーゼ処理
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の直前に、アガロースプラグを、 1mM PMSFを含む TE（ 10mM Tris-HCl pH7.4and0.1mM EDTA
）に対して透析し、その後、 TEに対して透析した。サザンハイブリダイゼーション用には
、約 8μＬ容量のスライスされたアガロースプラグを、各実施例において特定される 20-50
単位の制限エンドヌクレアーゼ 50μｌの混合液（タカラ，日本 or NEB）中において処理し
た。
【００７６】
YACを含む酵母株は、 50mlの SD培地（ -Ura,-Trp or-Lys,-Trp）に植菌され、対数増殖後期
（ 4days,at30℃）にまでフラスコ中で増殖させた。細胞を、 50mlファルコンチューブに移
して、 2000gで 5分間遠心することにより回収し、 50mlの 50mM EDTAで懸濁し洗浄した。遠
心後、上澄み液を取り除いて、細胞ペレット（約 330μｌ）を同量の溶液Ｉ（ 33mM DTT、 4
mg/m lzymolyasc100T（生化学工業株式会社）を含む）に懸濁し、 37℃で 15分間インキュ
ベートした。
【００７７】
その後、細胞懸濁液を、カットオフチップでピペッテイングすることにより、同量の（約
330μｌ）の 2% LMPアガロース（ Seaplaque GTG）の 0.15M EDTA溶液と十分に混合した。黄
色のカットオフチップを用いて、 100μｌの混合液を、氷上のプラグフォーマーキットに
注入した。アガロースプラグは、溶液 II中に移されて、 37℃で一晩インキュベートした。
その後、バッファを溶液 IIIで置換し、プラグは、 50℃で一晩インキュベートした。この
プラグは、使用するまで 4℃で保存した。
【００７８】
［パルスフィールドゲル電気泳動（ PFGE）］
PFGEは、パルサファー電気泳動ユニット（ファルマシア）を用いて、 1%LEアガロース（ FM
C） and 0.5xTBE（ 50mM Tris-HCl, 50mMホウ酸 and 1mM EDTA）中、 10℃で実施した。エチ
ジウムブロマイドによる染色及び写真撮影後、ゲルは、 0.25M HClで 20分間処理し、 0.4M 
NaOH中のナイロン膜（ Hybond N, Amersham）に一晩かけて転移させた。
【００７９】
［サザーンハイブリダイゼーション］
ハイブリダイゼーションプローブは、プラスミド DNAのゲル精製インサートフラグメント
をラベリングするか、あるいはランダムプライマー法を用いて得た PCR3 2 P-dCTPで調製し
た。 PFGEゲルから DNAが移されているナイロン膜は、 50%ホルムアミド ,4xSSPE,1% SDS,0.5
%スキムミルク及び 500μ g/ml超音波処理されたサーモンスパーム DNAが存在し、さらにプ
ローブ DNAが存在する状態あるいは存在しない状態で、 42℃でプレハイブリダイズ及びハ
イブリダイズした。最終的な洗浄は、 0.1xSSCと 0.1%SDSを用いて 68℃で行った。
【００８０】
［免疫沈降競合試験］
CENP-B box配列を有する相補的オリゴヌクレオチドが化学的に合成された。
【化２】
　
　
　
【００８１】
末端がラベルされたプローブ DNAは、末端を対合させてアニールした CB29aと CB29bの一本
鎖部分をクレノウフラグメントで修復して調製した。末端ラベルオリゴヌクレオチド（ 0.
5ng）を、各種濃度のラベルしていない DNAと混合し、 100μｌのバインディングバッファ
（ 10mM Tris-HCI pH 8.0,10% glycerol,1mM EDTA,2mM DTT,150mM NaCl,0.05% NP-40,100
μ g/ml poly（ dl・ dC） ,poly（ dl・ dC））中で、ヒーラ（ HeLa）の 0.5M NaCl抽出物（ 1.5
x105 nuclei）とともに 1時間、室温でインキュベートした。その後、５倍量の前記バイン
ディングバッファで希釈した 1μｌのアンチセントロメア血清（ K.G.）を、この混合液に
添加して、氷上で 30分間インキュベートした。 25μｌのプロテイン A-セファロース（ファ
ルマシア）を添加した後、混合液を氷上で 30分間インキュベートし、 0.5%NP-400を含む 0.
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5mlの前記バインディングバッファで 3回洗浄した。最終的に、ペレットの放射能を液体シ
ンチレーションカウンター（ Beckman）を用いて測定した。間期の核からの 0.5M NaCl抽出
物の調製は、 Masumoto et al.（ 1989,J.Cell Biol.109,1963-1973）によって記載される
方法によって行った。
【００８２】
［ PCR］
ヒトα 21-I領域やα 21-II領域に特異的なアルフォイド DNAの様々なサブファミリーを増幅
するために、アルフォイドモノマーにおける共通配列から選択された相補鎖のプライマー
を用いて PCRが実施された。タンデム繰り返し配列の場合には、保存されているモチーフ
の相補鎖プライマーを PCRに用いると、繰り返し構造におけるモチーフ間の多様な配列が
増幅される。
【００８３】
α（ 1） a/bプライマーは、α 7C5 YACにクローニングされたアルフォイド配列を増幅する
のに用い、α（ Y） a/bプライマーは、α B13 YAC.にクローニングされたアルフォイド配列
を増幅するのに用いる。
【化３】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００８４】
すべての PCR反応は、 50mlの反応混合液中で行われた。この反応混合液には、 10mM Tris-H
CL pH 8.4,50mM KCl,1.5mM MgCl2 ,0.01%ゼラチン ,0.2mM dNTPsおよび 1 unitのタックポリ
メラーゼ（ Perkin-Elmer）を含んでおり、１ mMのプライマーおよび、１ ngの WAV17ゲノム D
NAあるいは YACを含む酵母ゲノム DNAを使用することによって行った。３０回の反応サイク
ルが実施され、 1サイクルは、 94℃で３０秒変性、 55℃あるいは 57℃で 90秒アニール、 73
℃で 60秒エクステンション、という工程からなっていた。 PCR産物は、エタノールで沈殿
され、プライマーを除去し、プローブとして用いた。
【００８５】
［蛍光インサイトゥハイブリダイゼーション］
コルセミドまたは TN16（ Wako Pure chemical）によって分裂中期で停止させた形質転換細
胞や、間期の HT1080細胞およびその派生株は、メタノール／アセテート（ 3:1）中で固定
し、通常の方法でカバースリップ上に拡げた。 FISHは、 Masumoto et al.,1989,Exp.Cell 
Res.,181,181-196に記載された方法によって行われた。ビオチンでラベルしたプローブは
、アビジンと結合した FITC（ 1:250に 4× SSC,1%スキムミルクで希釈、 Vector）で検出され
、ジゴキシゲニンでラベルしたプローブは、抗ジゴキシゲニンと結合した TRITC（ 1:20に 4
× SSC,1%スキムミルクで希釈 ,Boehringer Mannhcim）で３７℃で 1時間インキュベーショ
ンして検出される。染色体と核は、 DAPIで対比染色した。
【００８６】
［ FISHと間接的免疫沈降との同時検出］
Masumoto et al 1989,Exp.Cell Res.,181,181-196に記載される同時検出法を、以下のよ
うに変形した。膨潤し PLPで固定した形質転換細胞を、抗 CENP-B（ BN1）や抗 CENP-C（ CGp2
）抗体と、 37℃で 1時間インキュベートして、その後、洗浄し、第２の抗体である、 FITC-
結合アンチウサギあるいはアンチギニアピッグ IgG（ Bcthy Labolatry）とインキュベート
した。
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細胞を洗浄し、 30分間 PLP固定液で再度氷上に固定し、その後、メタノール／酢酸（ 3:1）
で固定した。脱水および乾燥後、カバースリップ上の細胞を、 70％のホルムアミドで 70℃
で 30分間変性させ、以下に記載したのと同様の条件でハイブリダイズさせた。カバースリ
ップは、 50％ホルムアミド /2× SSCで、 37℃で 7分間、２回洗浄し、 2× SSCで、 37℃で 7分
間、２回洗浄し、 1× SSCで、室温、 10分間で１回洗浄し、さらに、 5%スキムミルク /4× SS
Cで室温、 1時間ブロックした。 YACアームからのシグナルは、同時に、 CENP-Bや CENP-C、 T
RITC-結合抗ジゴキシゲニン、からのシグナルのそれぞれによって検出した。
【００８７】
［プレート効率］
非選択状態での形質転換細胞の継代を、 60日（おおよそ 60代）までのプレート効率によっ
て分析した。各 4日ごとに、細胞は、 BSを含まない新たな培地で 1:16の希釈割合でプレー
トした。継代開始から、 20,40および 60日経過後、 1-2× 103個の細胞が複製され、 BSを含
む培地および BSを含まない培地のそれぞれにプレートした。コロニー数は、 7-8経過後に
カウントした。耐性のない細胞は、 3-5以内で死滅した。
【００８８】
［ FISHのための DNAプローブ］
プローブは、ラベルした dUTPを基質とするランダムプライマー法あるいはニックトランス
レーションにより調製した。配列番号２（ 11-4アルフォイド DNA）として記載されるゲル
精製した１１量体（α 21-I座およびクローン検出用）、α（ Y） a/bプライマーによる PCR
産物（α 21-II座およびクローン検出用）， YACベクター（テロメア配列が Cla I・ Kpn Iに
より、あるいは Cla I-Xho I消化されてベクターから除去されたもの）、およびテロメア
配列（ TTAGGG） nが、ビオチン -11-dUTP（ Enzo Biochem）あるいはジゴキシゲニン -11-dUT
P（ Boehringer Mannheim）によってラベルされた。反応混合液から、 Sephadex G-50スパ
ンカラムを用いて遊離ヌクレオチドを除去した後、エタノールで沈殿させ、ホルムアミド
に溶解した。
【００８９】
［実施例１］
［ヒト２１番染色体のアルフォイド DNA領域の YACへのクローニング］
我々は、セントロメアアルフォイド DNA領域を、 rad５２ -酵母宿主細胞の EPY305-5bを用い
て YACにクローニングした。 WAV17ゲノム DNAを含む１個のアガロースプラグを４個に分割
し、３７℃で一晩放置して Bgl l（ 60U） ,Bgl II（ 60U） or BamHl（ 72U）で完全に消化し
た。その後、酵素反応を EDTAが 50mMとなるように添加して停止させ、 NDS（ 0.45M EDTA, 1
%ラウリル－サルコシン ,10mM Tris-HCl pH7.4）で溶液置換して、４℃に保存した。プラ
グは 1xTBEで 2時間平衡化し、その後、 1%pre-cooled LMTアガロースゲルに載せた。 50kb以
下の DNA断片を PFGE（ 90v,30秒．パルス 70分から 90分）で除去した後、アガロースプラグ
を、分離用ゲルから回収した。これらの工程により、ヒト２１番染色体由来のアルフォイ
ド DNA領域は、当初のバルクゲノム DNAに対して８倍から１０倍に濃縮された。
【００９０】
回収されたプラグ（合計１００μＩ）を、 Msp I消化バッファ中に２時間インキュベート
して、そのバッファを平衡化した後、新たなバッファに交換した。プラグ中の DNAは、 Msp
l（ 120U）で３７℃で１時間処理して部分的に分解し、その後、最終濃度が 5mMとなるよう
に EDTAを添加して反応を停止させた。ゲル中のバッファを 50mM NaClを添加した 1xTAEで２
時間インキュベートして交換した後、残存するバッファを除いて、プラグのアガロースを
６８℃、３分間で溶解し、その後４２℃に冷却した。 20Uのアガラーゼ（シグマ Sigma）を
その溶解液（ 100ml）に添加し、４２℃一晩でインキュベートした。この溶液中の DNAは、
コロディオンバッグ（孔径８ nm, cut off MW 12000, sartorius）中に、 10mM Tris-HCl（
pH7.4） 0.5mM EDTA pH8.0, 50mM NaClを含むバッファに対して減圧透析することにより２
０倍に濃縮され、この濃縮液をさらに、同じバッファに対して４時間透析を行った。
【００９１】
濃縮されたゲノム DNA（１７個のアガロースプラグから約 35μｇ）は、同量の YAC55pkcの
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右腕と左腕（ 42μｌの液体と 3360Uリガーゼ）とライゲーションした。ライゲーション後
の DNA溶液は、ゲルローディングバッファと混合して、予め冷却した 1.2%LMPアガロースゲ
ルにのせて、 PFGE（ 170V, 8秒パルス）で 2時間でサイズ分画し、その後 120v, 8秒パルス
でさらに 18時間かけた。
【００９２】
50kb以上の長さの DNA断片を含むアガロースブロックを、コントロールマーカーとなるレ
ーンを染色することにより区別して、切り出し、このゲル中の DNAを、 50mM NaClを添加し
た 1xTAEでバッファ交換した後に、アガラーゼ処理して、酵母へのトランスフォーメーシ
ョンに使用した。
【００９３】
（スフェロプラストでの酵母トランスフォーメーション）
YPDプレート上の酵母コロニー（ EPY305-5b）を、 50ml YPD培地に対して OD660が 0.02とな
るように植菌し、 30℃で 14～ 20時間培養して、 OD660を 1.6-1.8とした。
細胞を 50mlチューブに移して 1500rpm、５分、室温で遠沈して、 25mlの水で１回洗った後
、さらに、 25mlの 1Mソルビトールで洗い、さらに遠心した。細胞を 20mlの SCEに再懸濁し
、 40μｌのβ -メルカプトエタノールと混合した。
100μｌの試料をこの懸濁液から採取し、 900μｌの水で希釈した後に開始点の OD800を測
定した。
【００９４】
この細胞懸濁液を、 100μｌの 2mg/mlのザイモリアーゼと混合し、 30℃でインキュベート
した。 OD800が開始時の 75-80%までに減少した時にインキュベーションを停止した。その
後、このスフェロプラスト細胞を５分間、 950rpmで遠心し、そのペレットを１５ mlの STC
に懸濁し丁寧に洗うことを２回行った。細胞を、再び遠沈し、 1mlの STCに懸濁した。各 10
0μｌのスフェロプラスト細胞液を、実施例１で調製した 10μｌの YAC DNAと穏やかに混合
し、室温で 10分間インキュベートし、その後、 PEG溶液と混合し、 10分間室温でインキュ
ベートした。スフェロプラストは、 950rpmで 5分間遠沈し、上澄液をできるだけ除いて 200
μｌの SOSに懸濁して、 30℃で 30分間インキュベートした。これらの細胞は、遠沈して回
収し、 SD（ -ura-trp）に懸濁した。この懸濁液を、 50℃で溶解したトップアガー 7mlと混
合して、予め 42℃に調整された５枚の SORBプレート（ -ura-trp）に流した。このプレート
を 25℃で 5～ 7日間インキュベートした。
【００９５】
YACライブラリーを、ただ一つのヒト由来の要素として２１番染色体を含むヒトとマウス
の体細胞ハイブリッド細胞（ WAV17）のゲノム DNAを用いて構築し、おおよそ１００００の
コロニーを、アルフォイド DNAプローブ（α 21-Iの高頻度繰り返しユニットのアルフォイ
ド１１量体と PCR産物であるα 21-II（ Ikeno et al Hum.Mol.Genet.3,1245-1257,1994）で
スクリーニングした。その結果、α 21-Iとα 21-II配列を含む，４クローンおよび７の安
定したアルフォイド YACクローンを得た。図３は、それぞれ、α 21I由来のα 7C5とα 21-II
由来のα B13の YACクローンとを示している（図２）。これらのクローンは、 PFGEによって
最大約 100～ 110kbのインサートサイズを有していることがわかった（図４）。これらの二
つのクローンは、繰り返し DNAプローブを用いたドットハイブリダイゼーション、制限酵
素による消化、サザーンハイブリダイゼーション、クローン末端の PCR分析、ＣＥＮＰ－
Ｂタンパクを用いた DNA免疫沈降競争アッセイによって分析した（図４、５、６）。これ
らの結果は、α 7C5が 11mer体の繰り返しユニットの規則的な繰り返しから構成されている
ことと、ＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列を各アルフォイドモノマー体中に高頻度に有している
ことがわかった（図４）。このクローンと反対に、α B13はほとんどの部分が、多様化し
たアルフォイド DNAから構成されており、その一端に約 2kbのサテライト III配列の断片を
有してはいたが、ＣＥＮＰ－Ｂ  ｂｏｘ配列は有していなかった。α B13はいくつかの Alu
配列を有していた。
したがって、α 21-Iとα 21-IIから得られた、これらの二つの YACクローンは、２１番染色
体のアルフォイド領域の特徴を表しており、互いに、これらの二つのアルフォイド配列の
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うちいずれがヒト細胞においてセントロメア機能を有しているか否かを確認するのに良好
なコントロールを提供することになる。
【００９６】
［実施例２］
［置換ベクターの構築］
YAC腕置換用ベクターを構築するには、 YACベクターの左右の腕をヒトテロメア配列で改変
する。そして、酵母と哺乳類の選択マーカー遺伝子（ブラスチシジン S耐性遺伝子 :Bsr,お
よび／またはネオマイシン耐性遺伝子 :Neo）をこれらのベクターに挿入した。
【００９７】
pEND2Rベクター（ pHUTEL2のデリバティブプラスミド［ Thesis,Edinburgh University,U.K
.］）から得た 600bpの哺乳類 TTAGGGテロメア配列（ 0.6kb element）の Not I-Cla I断片を
順方向（ a head to tail arrangement）で、 0.5kbの哺乳類テロメア配列を 0.3kbの酵母 TG
1-3テロメア配列に隣接して有する pgb497（ Thceis,Edinburgh University,U.K.）から得
た 0.8kbエレメントとともにサブクローンした。 Bam Hl互換性末端に隣接した 18bpの Isce 
I認識部位（ Boehringer）を有するオリゴヌクレオチドを、前記 0.6kbエレメントと 0.8kb
エレメントの結合部位にある BamHlサイトに挿入した。この結果、 Isce Iサイトのすぐ下
流にあるただ一つの Bam Hlサイトのみが維持された。 0.6kbエレメント、 Icse Iサイト、 0
.8kbエレメントとは、オメガカセットを形成する。
【００９８】
左腕置換用ベクターは、すでに報告された pCGS990（スミスら ;Smith et al 1993;Mammali
an Genome,4,141-147）によって改変した。 pCG990は D.T.Moir,Collaborative Research,I
ncより提供された。 2.6kbの Sal I-Cla I断片、これは、 pMC1po1A（ Stratagene）由来のネ
オマイシン耐性遺伝子と一つのオメガカセットを有するが、 Sal I-Cla I消化された pCGS9
90にクローニングし、この結果、 pMeganeo（図７）が構築された。テトラヒメナのテロメ
ア配列と pMegancoにあるネオマイシン遺伝子は、 Not Iによる完全消化と Xholによる部分
消化により除去され、プラスミドを、 T4DNAポリメラーゼによるブラントエンド処理後に
セルフライゲーションした。その後、 Cla I互換性サイトに隣接する Sal I,Cla Iと Not I
サイトを有するオリゴヌクレオチド（ YL3及び YL4）を、このプラスミドの Cla Iサイトに
挿入した。この結果、唯一の SalIサイトと Cla Iサイトと Not Iサイトとを有する pMegaΔ
を構築できた（図８）。 pSV2-neo由来のネオマイシン耐性遺伝子を含む 3.6kbの ApaLl-Eco
RI断片を T4 DNAポリメラーゼで処理して、 pMegaΔの Lys2と TK遺伝子との間で部分消化し
て得た EcoRIサイトにクローニングし、 pMegaSV-Neoを得た（図８）。 pMegaΔまたは pMega
SV-Neoは、 Sal Iと Not Iで消化してリニアにした後、アルフォイド YACの左腕を相同組換
えにより置換するのに用いた。
【００９９】
右腕置換ベクターは、すでに報告されている pJS89（ Shero et al 1991,Genomics,10,505-
508）の誘導体である。 pJS89を、 Bam HIと Cla Iで消化して、 Y'aエレメントを除去した。
オメガカセットを、 Bam HI-Cla Iサイトに挿入して、 pJS89megaを得た（図９）。 pYAC4か
ら得た 1.1kbの Sal I-Eco RV断片（ 1/2uraエレメント）は、 EcRVサイトから切り取られて
いる（ 0.42kb）機能を発揮しない URA3遺伝子が、 Sal Iサイトまでの 0.7kbの YAC4配列に隣
接されている（ Burke et al 1987,Science,236,806-812）。この断片を pBluescriptにク
ローニングして、 pblue 1/2 uraを得た。
【０１００】
この pblue 1/2 uraエレメントを、 1.1kbの Sal I-Bam HI断片として Sal I-Bgl IIで消化し
た pJS89megaにサブクローンして、 pMega Conversion Ura（ pMCU）を得た（図９）。 pMCU
の Not Iおよび Sal Iサイトは、 Not Iあるいは Sal Iによる消化と、 T4DNAポリメラーゼ処
理後のセルフライゲーションにより壊しておいた。その後、このプラスミドを EcoRVで部
分的に消化して、 pSV2-Bsr（科研製薬）由来のブラスチシジン S耐性遺伝子を有する 2.6kb
の Pvu II-EcoRI断片を、 pMCU誘導体の 1/2 URAと ARS H4遺伝子の間の EcoRVサイトの一つに
挿入した。最終的に、 Cla I互換性サイトによって隣接されている Sal I,Cla Iおよび Not 
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Iサイトを有するオリゴヌクレオチド（ YL3及び YL4）が、前記プラスミド誘導体の Cla Iサ
イトに挿入されて、ただ一つの Sal I,Cla Iおよび Not Iサイトを有する pMCU-Bsrが構築さ
れた（図１０）。 pMC-Bsrは、 Sal Iおよび Not I消化後、相同組換えによるアルフォイド Y
ACの右腕の置換に用いた。
この実施例で用いたオリゴヌタレオチドは以下の通りである。
【化４】
　
　
　
【０１０１】
［実施例３］
［ rad52-ホスト細胞における RAD52プラスミド媒介一過性相同組換え］
（ YAC株と相同組換え）
インビボにおけるセントロメアの機能試験のためには、リニア DNA断片の末端を安定化し
て、組換えや末端からの分解や末端複製に関わる問題点が回避されていなければならない
。それゆえ、前記した２つの YACクローンの左腕および右腕をヒトテロメア配列に置換し
た。 YACは酵母内における相同組換え系を利用することにより容易に改変できることが知
られている（ Pachnis et al 1990,Proc.Natl.Acad.Sci.,87,5109-5113,Pavan,1990,Proc.
Natl.Acad.Sci.,87,1300-1304）。しかしながら、この場合、 YACにおける繰り返し配列を
安定化するためには、 rad52-宿主細胞を使うというジレンマがあった。この問題を克服す
るために、 rad52-宿主細胞に一時的に rad52タンパクを誘導するレトロフィッティング法
（ a retrofitting method）を開発した。
【０１０２】
アルフォイド YACの両腕は、 rad52-宿主細胞内で、一時的に RAD52遺伝子を発現させること
による相同組換えによって改変 YACベクターによって置換した。第１の工程では、α 7C5ま
たはα B13酵母細胞に、リニア化した左腕置換ベクター（ MegaΔまたは MegaSVNeo）と、 TR
P1 gene（ YpSL1）を含む RAD52発現プラスミドとを同時にトランスフェクションした（図
１１および１２）。 +LYS,+RA、および -trpという表現型の酵母のコロニーは、左腕が置換
されていることを示すものである（図１３）。 RAD52発現プラスミドである YpSL1は、酵母
のＡＲＳ断片を有してはいるが、酵母の CEN配列を有していないため、 TRP選択性でない場
合には、速やかに形質転換細胞から排除される。 +LYS,+URAの表現型を示すコロニーのう
ち、 14～ 30％のコロニーが、－ tupの表現型を示した。インサートサイズとクローンの置
換された YACの腕を、 PFGEとサザーン分析によって確認した（図１７）。無傷のインサー
トサイズを呈したクローンを、リニア化した右腕置換 YACベクター（ MCUBsr）と URA3遺伝
子を有する RAD52発現プラスミド（ YpSlURA）とによる第２のレトロフィッティングに用い
た（図１１および図１４）。
【０１０３】
第２のレトロフィッティング工程では、 +LYS,+TRP表現型のコロニーのうち 23～ 42%のコロ
ニーが ura表現型であった。最終的に、両腕が、ヒトテロメア配列と選択マーカー遺伝子
を含む新しい YAC右腕と YAC左腕で置換され、かつ挿入アルフォイド DNAが再配置（ rearran
gement）されていない状態の、目的とする YACクローン（ MAC候補（キャンディデート； ca
ndidates），α 7C5hTEL及びα B13hTEL）を得た（図１５、１６、１７）。これらのテロメ
ア修飾 YAC DNAを、 PFGEによる分離、アガラーゼ処理および透析を用いて、これらの酵母
細胞から精製した。
【０１０４】
２段階相同組換え法の詳細な実験工程を以下に示す（図１２および１４）。ヒト２１番染
色体のアルフォイド DNAインサートをもつ、α 7C5（ 100kb）およびα  B 13（ 110kb） YACを
有する２種類の rad52-株を、 RAD52プラスミド媒介相同組換え法に用いた。各酵母株を、 1
0mlの液体選択培地 SD（ 1st;-ura-trp,2nd;-lys-ura）に植えて、 1-2x107 cells/ml（ OD600
=0.5-1.0）となるまで一晩培養した。この培養液を、新鮮な培地で 2X106 cell/mlに希釈し
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、さらに、 1x107 cell/mlとなるまで培養した。その後、これらの細胞を回収し、滅菌水で
洗浄し、 1.0mlの水で懸濁した後、 1.5mlのマイクロフュージチューブに取った。これらの
細胞は、 1.0ml of LiAc/TEで洗浄し、 2X108 -2X109 cells/mlの濃度で LiAc/TE（ 50-500μｌ
）を用いて懸濁した。
【０１０５】
50μｌの酵母懸濁液を、 500ngのリニア化した YAC腕置換ベクター DNA（ 1st step:α 7C5に
ついては MegaΔ、またはα B13については MegaSV-Neo,2nd step:MCU-Bsr）と， RAD52遺伝
子を含む 500ngの ARSプラスミド（ 1st:YpSL1 and 2nd:YpSL1-Ura）と、 50μｇの一本鎖の
サーモンスパームキャリア DNAと混合し、さらに、 300μｌの 40%PEG 4000溶液と混合した
。この酵母と DNAとの混合液を、 30℃で 30分間攪拌しながらインキュベートして、その後 4
2℃で 15分間ヒートショックを与えた。こうして、酵母細胞を回収して、 5分間、 7000rpm
で遠沈して、 1ml YPDに懸濁し、 30℃で 2時間攪拌しながらインキュベートした。
【０１０６】
酵母細胞を回収し、選択培地である SD（ 1st:-lys-ura,2nd:-trp-lys）で洗浄し、適切な
選択用の SORBプレート上に置いた。 25℃でインキュベートして 4～ 5日経過後、コロニーを
、 Trpを含むあるいは含まない SORB plate（ 1st:+/-trp,2nd:+/-ura）において増殖させた
。そしてさらに、 25℃でインキュベートした。 3～ 4日経過後、適切な表現型（ 1st:+LYS+U
RA-trp,2nd:+TRP+LYS-ura）を示したコロニーをピックアップして、インサートサイズと
ヒトテロメア配列の存否を PFGEとサザーンハイブリダイゼーションによって確認した。第
１の相同組換え工程において、 YAC55 pkcの左腕がリニア化した MegaΔまたは MegaSV-Neo
によって置換された。
【０１０７】
第１の組換え工程で -trp/+LYS+URAの表現型を示すコロニーの発現頻度は、 14～ 30%であっ
た。正しく改変された左腕を有する YACを有する酵母株を、リニア化した MCU-Bsr置換ベク
ターによる第２の相同組み合え工程に用いた。第２の組換え工程における -ura/+TRP+LYS
の表現型を示すコロニーの発現頻度は、 23～ 42%であった。正しく改変された両腕を保有
する YACを有する酵母株は、 -lys-trpプレートで維持され、このような株をヒト細胞への Y
AC DNAのトランスフェクションのための材料として用いた。
【０１０８】
α 7C5インサートを有する組換え体 YACをα 7C5hTELと称した。また、α B13インサートを有
する組換え体 YACをα B13hTELと称した。α 7C5hTELを含むサッカロマイセスセレビジエ（ S
accaromyces cerevisiae EPY305-5bα 7C5hTEL）は、工業技術院生命工学工業技術研究所
（ NIBH）に、１９９６年８月１４日付けで寄託されており、寄託番号は、 FERM BP-5625で
ある。
【０１０９】
本実施例で使用した LiAc/TE、 40％ PEG溶液の組成は以下のとおりであった。
LiA/TE;（ 0.1M Li-酢酸 pH7.5/10mM Tris-HCL pH7.5/lmM EDTA）
10xLi/Ac（ 1M Li-酢酸 ,pH7.5酢酸にて調整）と TEから使用毎に調製する。
40%PEG solution;40%PEG 4000/0.1Li-酢酸 pH7.5/10mM Tris-HCI pH7.5/1mM EDTA50%PEG40
00,10xLi-酢酸 ,TEから使用毎に調製する。
【０１１０】
［実施例４］
［インタクト YAC DNAの精製］
レトロフィッティングされた YAC（α 7C5hTEL,α B13hTEL）をそれぞれ含む各酵母株から調
製された１０個のアガロースプラグを、 1xTAE（ 40mM Tris/40mM酢酸 /1mMEDTA）で平衡化
し、 1xTAEで調製された 1.2%LMPアガロース（ Seaplaque,FMC）にのせ、 200v、 4℃、パルス
時間 15秒、 18-24時間の条件で PFGEを行った。試料レーンから YAC DNAだけを含むゲル断片
を、両サイドにあるコントロールレーンを EtBr染色することによるサイズの確認に基づい
て切り出し、 YAC DNAを含むゲルスライスを、垂直にゲルトレイの中央に載置して、 3%LMP
アガロースをその周囲に流した。約 0.1cm3のゲルキューブを、 YAC DNAを含むゲルスライ
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スと接触する底部領域から除去し、 DNAを採取するために、小さい透析膜の小片をゲルス
ライスから 0.5cm離れた位置に挿入し、そしてその空間を 1.5%LMPアガロースで充填した。
通常のゲル電気泳動（ 2時間、 8V/cm）後、 1.5%アガロースの領域の小片を、 YAC DNAが濃
縮された透析膜の直前から採取し、 100mMの NaClを添加した 1xTAEで平衡化し、その後、全
ての液体を除去した。ゲルのアガロースは、その後、 68℃、 10分間で溶解して、 1mlのゲ
ルスライスあたり 50Uアガラーゼ（シグマ）で 42℃、４時間でインキュベーションして分
解した。得られた YAC DNA溶液を、バッファ（ 100mM NaCl,10mM Tris pH7.5,1mM EDTAを含
む）に対して Ultra Free C3（ミリポア； Millipore）または Microcon 100（アミコン； Am
icon）を用いて透析（濃縮）し、 DNAの濃度と integrityを通例のゲル電気泳動と PFGEとで
確認した。 50～ 100ngの精製 DNAをこの実験スケールにおいて得られた。この精製 DNAを、
リポフェクションおよびマイクロインジェクションによるヒト培養細胞への YACトランス
フェクションの材料として用いた。
【０１１１】
［実施例５］
［ヒト細胞へのリポフェクションおよびマイクロインジェクションによる YACのトランス
フェクション］
この修飾された YACコンストラクトは、その両端に 0.3kbの酵母テロメア配列に隣接されて
いる 1.1kbヒトテロメア配列を有している。しかしながら、導入した YAC DNAが、ホスト細
胞のテロメラーゼ活性が低いことによってホスト染色体に組み込まれる可能性をできるだ
け小さくするために、テロメア付随高度染色体断片化活性（ High Telomere Associated C
hromosome Fragmentation（ TACF） activity（ Bamett et al.,1993,Nucleic Acids Resear
ch,21,27-36））を有するヒト HT1080細胞をホスト細胞として選択した。精製した YAC DNA
sをヒト HT1080培養細胞に、２種類の異なる方法、すなわち、リポフェクションと核に対
するマイクロインジェクションとによって導入した。
【０１１２】
（リポフェクションによる YACのトランスフェクション）
YACのヒト HT1080細胞へのリポフェクトアミン（ギブコ； Gibco BRL）を用いたトランスフ
ェクションを、基本的に、製造者使用説明書に従って実施した。精製した YAC DNA溶液（ 3
0-100ng DNA in 300μｌ溶液）を、 30～ 40分前にポリスチレンチューブ内にて予め混合し
たリポフェクタミン（ 10μｌ）と無血清培地（ 100μｌ  of Opti-MEM,ギブコ； Gibco BRL
）の混液に添加し、穏やかに混合し、室温で 30分間放置して、 DNA-リポソームの複合体を
形成させた。 25cm2のフラスコに播いた HT1080細胞（ 9× 105 cells）を、一晩培養して、 70
-80%のコンフル－エントを得、 2mlの Opti-MEMで２回洗浄し、その後、全培地を完全に除
去した。 DNA-リポソーム複合体溶液を、 1.6mlの Opti-MEMと穏やかに混合して、全量を 2ml
とし、洗浄した細胞上に重層した。
【０１１３】
16時間のインキュベーション（ 37℃  in 5%CO2）後、 DNA-リポソーム複合体溶液を、 10%FC
Sを添加した DMEで置換して、 24時間さらにインキュベートした。その後、細胞を２個の 10
cm径の皿に移して 4mg/ml Blasticidine S（ BS,科研製薬）による選択を開始した。
トランスフェクションした YAC DNA（α 7C5hTEL and α B13hTEL,110-120Kb） 1μｇあたり 5
0から 580個の BS耐性コロニーが、リポフェクタミンを用いたトランスフェタションによっ
て得られ、トランスフェクションしたリニア化した MCU-Bsr（ 11.2kb）右腕ベクター（ 11.
2Kb） 1μｇあたり 410から 470個の BS耐性コロニーが得られた。
【０１１４】
（マイクロインジェクションによる YACのトランスフェクション）
YACのマイクロインジェクションは、 Zeiss Axiovert 135Mを用いて行った。この装置には
、 Eppendorf 5242のマイクロインジェクターと、 5170マイクロマニュピレーター、 37℃に
設定されたステージインキュベーターおよびコントローラー（ Zeiss）とを備えていた。 H
T1080細胞は、直径 35mmのペトリ皿内に載置したポリ -D-リジンでコートされたエッチドグ
リッドカバースリップ（ Bellco biotechnology）上で２日間培養された。インジェクショ
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ンの直前に 3mlの液状パラフィンオイル（ Boots company）を培地上に添加した。 12000rpm
,5分間の遠心後、精製 YAC DNAの上澄み液 1.5μｌをマイクロインジェクションニードル（
Eppendorf Femtotip）に、 Eppendorfマイクロローダーチップを用いて導入し、マイクロ
インジェクションを P1;5000hPa,P2;30-60hPa,P2;30-60hPa,P3;15-30hPaの条件下で実施し
た。マイクロインジェクション後、液状パラフィンオイルと培地とをペトリ皿から除いて
、新鮮な培地を添加し、細胞を 37℃ ,5%CO2で 36時間インキュベートした。ブラスチシジン
S選択（ 4mg/ml）をこの時点において開始した。
【０１１５】
一部の実験では、インジェクションされた細胞を、エッチドカバースリップ上で増殖させ
、現れたブラスチシジン S耐性コロニー数をグリッド上でインジェクションした細胞あた
りでカウントし、採取した。他の実験では、インジェクションした細胞を、 10cmの皿に移
して BS選択を開始した。 100から 300個の YAC DNAインジェクション細胞につき、１個の BS
耐性コロニーが得られた。
【０１１６】
［実施例６］
［アルフォイド YACの HT1080細胞における運命］
もし、これらの MAC候補（ candidates）が、例えば、テロメア、機能的なセントロメア／
キネトコア構造、および複製起点等の哺乳類染色体の安定性に必要とされるシスエレメン
トを保持しているのであれば、ヒト細胞に導入された YAC DNAは、 BS選別後に宿主染色体
に組み込まれることなく維持される可能性がある。この可能性を確かめるために、 BS耐性
コロニーのうちの 24,20および 5の細胞系列（それぞれα 7C5hTEL,α B13hTELおよびリニア
化した MCUBsrベクターが導入された細胞である）につき、 YAC DNAの分布を蛍光インサイ
トゥハイブリダイゼーション（ FISH）で分析した（図１８）。
【０１１７】
α 21-Iプローブと YACベクタープローブのシグナルとがオーバーラップする染色体外シグ
ナルとして検出されたミニ染色体を含む細胞の数は、細胞系列によってまちまちであった
。しかしながら、導入法、すなわち、リポフェタションかマイクロインジェクションかに
かかわらず、そのようなミニ染色体を含む細胞が、 7C5hTEL YACを導入した多くの細胞系
列（ 7C5HT細胞系列）において観察された（リポフェクションでは 13中 11細胞系列、マイ
クロインジェクションでは 11中 10細胞系列）。 FISHで検出されたミニ染色体のサイズは、
各クローンにおいて様々であり、 BS耐性細胞系列の確立を経ることにより、当初の YACコ
ンストラクト（～ 110kb）から、メガベースオーダーのサイズに増大しているようである
。これらの細胞系列から分析された分裂中期の細胞の合計 30％において、ミニ染色体のシ
グナルが検出された（図１９）。
【０１１８】
また、宿主染色体のセントロメアやテロメア領域への組み込みを示すシグナルも、細胞の
約 40％について観察された。しかしながら、ミニ染色体の存在と組み込み現象とが同じ細
胞に存在するのは非常にまれであって（２４クローンの全 610個の細胞に対して、 2クロー
ンの 2.3％の細胞）、ホスト染色体の腕の部分に YACが組み込まれるのも非常にまれであっ
た（細胞数で 1.8%）。
【０１１９】
これらの結果に反して、α B13hTEL YACとリニア化した MCUBsrベクターの導入によって得
られた、総数 400個及び 100個の分裂中期の細胞においては、ミニ染色体の存在を示すシグ
ナルを得ることができなかった（図１９）。α B13hTEL YACを導入した細胞系列（ B13HT細
胞系列）では、 75％の細胞において、 YACのホスト染色体への組み込みの大部分がテロメ
ア領域において起こっており（図１９）、セントロメアへの組み込みが主であるのは、 14
％であり、ホスト染色体の腕の部分に組み込まれているのは、非常にまれであった（ 1.3%
細胞）。しかしながら、リニア化した MCUBsrベクターを導入した細胞系列（ MCUHTクロー
ン）では、ベクターのテロメアへの組み込みは、 56%であり、セントロメアには全く組み
込まれず、ホスト染色体の腕の部分には、 10倍の頻度で組み込まれていた。
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【０１２０】
興味深いことに、α 7C5hTEL YACのセントロメアとテロメア領域への組み込み位置は、同
じ細胞系列においても細胞ごとに、複数の異なる染色体にばらついているのに対して、同
じ細胞系列におけるα B13hTEL YACやリニア化した MCUBsrベクターの組み込みの多くは、
単一の組み込み位置に起因するものであった。この結果は、 7C5HT細胞系列の確立過程に
おいては、組み込みは、複数工程として、しかも、それぞれ独立に起こるということを示
している。しかしながら、多くの B13HTや MCUHT細胞系列の確立工程においては、組み込み
はただ１回のみ起こるということを示している。これらの全ての結果から、α 7C5hTEL YA
Cは、ヒトミニ染色体を非常に効率良く創製するのに必要なエレメントを保有しているが
α B13hTELはこれらを保有していないことが明らかである。
【０１２１】
［実施例７］
［選択をしない場合のミニ染色体の安定性］
セントロメア機能を有していない染色体外エレメントは、培地から選択のための薬剤を除
去すると、速やかに失われてしまうという報告がされている（ Huxley）。リポフェクショ
ンによって得られた３つの 7C5HT細胞系列（ 7C5HT1,2及び 3）と、マイクロインジェクショ
ンによって得られた２つの 7C5HT細胞系列（ 7C5HTm1及び 7C5HTm3）とについて、ミニ染色
体の安定性を、これらの細胞系列を非選択培地に継代後 20、 40、 60日後の時点で、 FISHと
プレートコロニー形成効率（プレート効率；非選択培地上におけるコロニー数に対する + B
S選択培地上におけるコロニー数）によって分析した。これらの５つの細胞系列からのプ
レート効率は、これら５つの細胞系列の 50％以上の細胞が、非選択培地に継代された後 60
日を経過した時点でも BS耐性を保持し、選択しない状態でも、 7C5HT1と 7C5HT3の 97％は BS
耐性を維持していることを示していた。これらの結果に関連して、 FISHによる分析結果か
らも、 7C5HT1細胞系列と 7C5HT3細胞系列におけるミニ染色体は非選択培地に継代後 60日を
経過した後でも非常に安定であり、 7C5HT2、 7C5HTm1及び 7C5HTm3の各細胞系列においては
、非選択培地への継代後徐々にミニ染色体が消失していた。
【０１２２】
興味深いことに、 7C5HT1細胞系列と 7C5HT3細胞系列におけるミニ染色体のサイズは、 7C5H
T2、 7C5HTm1及び 7C5HTm3の各細胞系列のミニ染色体サイズよりも大きかった。ミニ染色体
を保有するこれらのすべての細胞系列は、各細胞系列が YAC DNAの導入後約 30～ 40日経過
して確立されたときには、染色体への組み込みもいくらか観察されている。そこで、 7C5H
T1を再クローニングして、 7C5HT1-1,2,4～ 9及び 19を得て、これらの細胞系列におけるミ
ニ染色体の安定性を FISHとプレート効率で分析した（図２１）。 10個のコロニーが 7C5HT1
から分離されたが、それらのうち一つは細胞系列確立の過程において失われた。
【０１２３】
9個の確立した細胞系列のうち７個の系列については、ホスト染色体への組み込みを示す
シグナルを検出することなく、ミニ染色体のシグナルのみを示した。 FISH及びプレート効
率の両方の分析結果によれば、 7C5HT1-1細胞系列におけるミニ染色体は、非選択培地にお
ける継代を通じて、 1個あるいは 2個のミニ染色体が保有された状態で非常に安定（ 100％
）であった。 7C5HT1-9の細胞は、ホスト染色体のセントロメアへの組み込みシグナルを示
し、 7C5HT1-19の細胞は、テロメアへの組み込みシグナルを示した。 B13HT細胞系列と MCUH
T細胞系列における BS耐性と染色体への組み込み位置は、非常に安定であり、選択を停止
した 60日経過後の継代においても変化はなかった（データは示していない）。
【０１２４】
7C5HT細胞系列についてのプレート効率及び FISH分析の結果からα 7C5hTEL YACに由来する
ミニ染色体は、 BS選択をしない状態でも細胞分裂を通じて安定して分配されることがわか
った。
【０１２５】
［実施例８］
［ミニ染色体上の機能的セントロメア／キネトコア構造］
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このように、 CENP-B box配列を高頻度に有するアルフォイド YAC（α 7C5hTEL YAC）は、効
率良くミニ染色体をを形成することができた。これに対して、 CENP-B boxを含まないアル
フォイド YAC（α B13hTEL YAC）はミニ染色体を形成することはできなかった。この結果は
、 CENP-Bが機能的なセントロメア構造の de novo形成に本質的に重要な要素であることを
意味している。
【０１２６】
CENP-Cは、キネトコア構造の内層に位置されていると報告されており、また、ダイセント
リック染色体の機能をもつセントロメア側においてのみ存在することが報告されている（
Saitoh et al.,1992,Cell,70,115-125,Sullivan,1995,Hum.Mol.Gent.,4,2189-2197）。ヒ
ト染色体における機能的セントロメア／キネトコア構造のために必要な分子構造を明らか
にするために、α 7C5hTEL YACの導入に由来する、 7C5HT1,1-1,1-2,及び 7C5HT2の各細胞系
列における 20以上の各ミニ染色体についてのこれらの２つのセントロメアタンパク質の分
布を、間接免疫蛍光法による同時染色及び FISHを用いて分析した（図 22、 23及び 24）。 CE
NP-Bと CENP-Cの明瞭な二重のドットシグナルが、同時に YACベクタープローブによって検
出された全てのミニ染色体上に観察できた。すなわち、これらのミニ染色体は、セントロ
メア／キネトコアの構成要素として本質的に重要なタンパク要素を備えていることを示し
ている。一方、 B13HT1細胞系列におけるα B13hTEL YACの組み込み位置には、 CENP-Bの染
色による活性シグナルを検出することはできなかった。
【０１２７】
ヒトアルフォイドＤＮＡを哺乳類培養細胞に導入した複数の報告によれば、分裂後期の染
色体の分離の遅れは、ホスト染色体へのアルフォイド DNAの組み込みに基づいて観察され
、この現象は、アルフォイド DNAの機能の一つであるとされてきた。そこで、 7C5HT1-1,1-
2,1-19に由来する、分裂中期の細胞と分裂後期の細胞のそれぞれ 50以上について、ミニ染
色体がメタフェイズプレートに適切に配列されているかどうか、及びミニ染色体の姉妹染
色分体（もしくは組み込みを含む）が各紡錘体極に適切に分配されるかどうかを調べた。
【０１２８】
7C5HT1-1及び 1-2の分裂中期の細胞に由来する全てのミニ染色体シグナルは、極方向に平
行にメタフェイズプレートに配列され、 7C5HT1-1及び 1-2由来するミニ染色体の姉妹染色
分体のシグナルの全ては、正確に分配され、染色分体のうち各極に対して最も近接した端
部に位置していた。分裂中期及び分裂後期の染色体の分離の遅れ（もしくは組み込みシグ
ナルを備えた染色体の分離の遅れ）は、 7C5HT1-1,1-2さらには 7C5HT1-19細胞のいずれに
おいても全く観察されなかった。これらの結果は、α 7C5hTEL YAC導入によって得られた
ミニ染色体が適切なセントロメア／キネトコア機能を保有し、分裂後期の染色体の分離の
遅れは、アルフォイド DNAの染色体への組み込みによって引き起こされる共通した現象で
はないことを示している。
【０１２９】
【図面の簡単な説明】
【図１】第１図は、ヒト 21番染色体のセントロメア領域の略図を示す。α 21-I領域は５つ
の CENP-Bを含む 11のモノマーオーダーの繰り返しユニットから構成されている。α 21-II
領域は、α 21-I領域の短腕側に位置しており、多様化したアルフォイドファミリーから構
成されているが、他の繰り返し DNA配列を含んでいてもよい。α 21-I領域には規則的に CEN
P-B boxが配列されているが、一方、α 21-II領域はほとんど CENP-B boxを有さない。
【図２】第２図は、アルフォイド DNAのクローニングに使用される pYAC55pkcの構造を示す
。
【図３】第３図は、ヒト 21番染色体を有する WAV17から YAC55pkcにクローニングしたアル
フォイド DNAインサートを示す。
【図４ａ】第４図の（ a）は、（ EtBrで染色した） PFGEによって、クローニングされたア
ルフォイド DNAインサートを示す。
【図４ｂ】第４図の（ b）は、α 21-Iプローブを用いるサザーンハイブリダイゼーション
による、クローニングされたアルフォイド DNAインサートの分析結果を示す。
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【図４ｃ】第４図の（ c）は、α 21-IIプローブを用いるサザーンハイブリダイゼーション
による、クローニングされたアルフォイド DNAインサートの分析結果を示す。
【図５】第５図は、サザーンハイブリダイセーションとドットハイブリダイセーションに
よる、アルフォイド YACクローンにおけるアルフォイドの長さと他の繰り返し配列の検出
とを示す。
【図６】第６図は、 CENP-B box免疫沈降競合の分析結果を示す。アルフォイド YACクロー
ンから PCR産生されたアルフォイド DNAは、エンドラベリングされた CENP-B box DNA、 CENP
-Bと混合され、免疫沈降反応が発生した。この図では、競合体の量に対する免疫沈降プロ
ーブの割合（％）を示した。
【図７】第７図は、 pCGS990を用いた pMegaΔの構築を示す略図である。
【図８】第８図は、 pMegaΔを用いた pMegaΔ SV-neoの構築を略図的に示す。
【図９】第９図は、 pJS89を用いた pMCUの構築を略図的に示す。
【図１０】第１０図は、 pMCUを用いた MCU-bsrの構築を略図的に示す。
【図１１】第１１図は、 YpSL1、及び、 YpSL1を用いた YpSL1-Uraの構築を示す。
【図１２】第１２図は、α 7C5の左腕を構築する工程を略図的に示す。
【図１３】第１３図は、 YAC左腕の相同組換え（第１工程）の略図を示す。
【図１４】第１４図は、α 7C5hTELを構築する工程を略図的に示す。
【図１５】第１５図は、 YAC右腕を相同組換え（第２工程）して、α 7C5hTELを構築する工
程略図を示す。
【図１６】第１６図は、 BamHIで消化した組換えアルフォイド YACをヒトテロメア配列とハ
イブリダイズすることにより示す。
【図１７】第１７図は、 PFGEによって分析された組換え工程後の改変された YACを示す。
【図１８ａ】第１８図の（ a）は、組換え YACが導入された細胞系列を FISHで分析した合成
イメージである。 7C5HT1細胞系列における分裂中期の染色体は、α 21-Iプローブ（グリー
ンシグナル）と YACのアームプローブ（レッドシグナル）とハイブリダイズされた。この
染色体は DAPIによって対比染色されている。
【図１８ｂ】第１８図の（ｂ）は、組換え YACが導入された細胞系列を FISHで分析した合
成イメージである。 B13HT1細胞系列における分裂中期の染色体は、α 21-Iプローブ（グリ
ーンシグナル）と YACのアームプローブ（レッドシグナル）とハイブリダイズされた。そ
の染色体は DAPIによって対比染色されている。
【図１８ｃ】第１８図の（ c）は、組換え YACが導入された細胞系列を FISHで分析したもの
である。 H7C5HTm1細胞系列における分裂中期の染色体は、α 21-Iプローブ（グリーンシグ
ナル）と YACのアームプローブ（レッドシグナル）とハイブリダイズされた。この染色体
は DAPIによって対比染色されている。
【図１９】第１９図は、アルフォイド YACの DNAトランスフェクションによる、ミニ染色体
形成効率を示す。
【図２０】第２０図は、プレート効率及び FISH分析による、アルフォイド YACに由来する
ミニ染色体の安定性を示す。
【図２１】第２１図は、 7C5HT1を再クローニングして得られた細胞系列における、アルフ
ォイド YACに由来するミニ染色体（又は組み込み位置）の安定性を示す。
【図２２ａ】第２２図の（ a）は、ミニ染色体及び染色体におけるセントロメア抗体検出
の合成イメージを示す。 7C5HT2細胞系列における分裂中期の染色体は、α 21-Iプローブ（
パネルのグリーンシグナル）と YACのアームプローブ（レッドシグナル）を用いる FISHに
よって同時に分析された。
【図２２ｂ】第２２図の（ b）は、ミニ染色体及び染色体上におけるセントロメア抗体検
出の合成イメージを示す。 7C5HT2細胞系列における分裂中期の染色体は、 YACのアームプ
ローブ（レッドシグナル）を用いる FISHと抗 CENP-B抗体（パネルのグリーンシグナル）を
用いる間接的免疫蛍光とによって同時に分析された。
【図２２ｃ】第２２図の（ c）は、ミニ染色体及び染色体上におけるセントロメア抗体検
出の合成イメージを示す。 7C5HT2細胞系列における分裂中期の染色体は、 YACのアームプ
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ローブ（レッドシグナル）を用いる FISHと、抗 CENP-C抗体（グリーンシグナル）を用いる
間接的免疫蛍光とによって同時に分析された。
【図２３ａ】第２３図の（ a）は、ミニ染色体及び染色体上におけるセントロメア抗体検
出の合成イメージを示す。 7C5HT1-2細胞系列における分裂中期の染色体は、α 21-Iプロー
ブ（パネルのグリーンシグナル）と YACのアームプローブ（レッドシグナル）とを有する F
ISHによって同時に分析された。
【図２３ｂ】第２３図の（ b）は、ミニ染色体及び染色体上におけるセントロメア抗体の
検出の合成イメージを示す。 7C5HT1-2細胞系列における分裂中期の染色体は、 YACアーム
プローブ（レッドシグナル）を用いた FISHと、抗 CENP-B抗体（パネルのグリーンシグナル
）を用いた間接的免疫蛍光とによって、同時に分析された。
【図２３ｃ】第２３図の（ c）は、ミニ染色体と染色体上におけるセントロメア抗体検出
の合成イメージを示す。 7C5HT1-2細胞系列における分裂中期の染色体は、 YACアームプロ
ーブ（レッドシグナル）を有する FISHと抗 CENP-C抗体（グリーンシグナル）を有する間接
的免疫蛍光とによって同時に分析された。
【図２４】第２４図は、抗 CENP-B抗体（レッドシグナル）と抗 CENP-C抗体（グリーンシグ
ナル）を両方用いる間接的免疫蛍光によって検出された、 7C5HT1細胞系列における分裂中
期の染色体を示す。この染色体は、 DAPIによって対比染色されている。
【図２５ａ】第２５図は、 7C5HT12におけるミニ染色体の有糸分裂分離を示す。第２５図
の（ a）は、α 21-Iプローブ（グリーンシグナル）と YACアームプローブ（レッドシグナル
）とハイブリダイズされた 7C5HT1-2細胞系列における分裂中期の細胞を示す。
【図２５ｂ】第２５図の（ b）は、α 21-Iプローブ（グリーンシグナル）と YACアームプロ
ーブ（レッドシグナル）とハイブリダイズされた 7C5HT1-2細胞系列における分裂後期の細
胞を示す。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ （ ａ ） 】
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【 図 １ ８ （ ｂ ） 】

【 図 １ ８ （ ｃ ） 】

【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ 】
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【 図 ２ ２ （ ａ ） 】 【 図 ２ ２ （ ｂ ） 】

【 図 ２ ２ （ ｃ ） 】 【 図 ２ ３ （ ａ ） 】
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【 図 ２ ３ （ ｂ ） 】 【 図 ２ ３ （ ｃ ） 】

【 図 ２ ４ 】 【 図 ２ ５ （ ａ ） 】
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【 図 ２ ５ （ ｂ ） 】
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