
(57)【要約】
真核細胞および生物において対象となる遺伝子の発現を効率的にダウンレギュレーション
するための方法および手段を提供する。そのために、本発明は、改変されたアンチセンス
およびセンス RNA分子、前記改変されたアンチセンスまたはセンス RNA分子をコードするキ
メラ遺伝子、ならびに前記改変されたアンチセンスおよび／またはセンス RNA分子あるい
はそれをコードするキメラ遺伝子を含む、植物、動物、真菌、酵母または糸状菌のような
真核生物を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 真 核 生 物 の 細 胞 に お け る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る た め の 方 法 で
あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 a)　 真 核 生 物 の 細 胞 に キ メ ラ RNA分 子 を 供 給 す る こ と 、 こ こ に お い て 、 前 記 キ メ ラ RNA分
子 は 、
　 　 i)　 標 的 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら の 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 体 に 対 し
て 少 な く と も 約 94％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 少 な く と も 約 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 む 標 的 遺 伝 子 特 異 的 RNA領 域 と 、 こ れ に 機 能 的 に 連 結 さ れ た
　 　 ii) 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 、
を 含 む も の で あ る こ と 、
　 b)　 標 的 遺 伝 子 の 発 現 が ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ て い る 真 核 生 物 を 同 定 す る こ と 、
を 含 ん で な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 が 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド （ PSTVd） 型
の ウ イ ロ イ ド 由 来 の 核 局 在 化 シ グ ナ ル を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル が 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド 、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ
ド 種 III、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド 種 IV、 ホ ッ プ 潜 在 ウ イ ロ イ ド 、 オ ー ス ト ラ リ ア ブ ド ウ ウ イ
ロ イ ド 、 ト マ ト プ ラ ン タ マ チ ョ ウ イ ロ イ ド 、 コ コ ヤ シ チ ナ ン ガ ヤ ウ イ ロ イ ド 、 ト マ ト 頂 端
矮 化 ウ イ ロ イ ド 、 コ コ ヤ シ カ ダ ン グ -カ ダ ン グ ウ イ ロ イ ド 、 カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ ィ ス ウ
イ ロ イ ド 、 コ ル ム ネ ア 潜 在 ウ イ ロ イ ド 、 ホ ッ プ 矮 化 ウ イ ロ イ ド 、 お よ び カ ン キ ツ ベ ン ト リ
ー フ ウ イ ロ イ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ウ イ ロ イ ド に 由 来 す る 、 請 求 項 2に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 ウ イ ロ イ ド が 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 お よ び
配 列 番 号 8か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 3に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル が ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド 由 来 で あ る 、 請 求 項 2
～ 4の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル が ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル ウ イ ロ イ ド RG1株 由 来 で あ る 、 請 求 項 2～ 5の
い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル が 、 配 列 番 号 3の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 選 択 さ れ る 核 局 在 化 シ グ ナ ル
と し て 機 能 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 2～ 6の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNAが 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド 種 IIIの ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド
種 IVの ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ホ ッ プ 潜 在 ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 オ ー
ス ト ラ リ ア ブ ド ウ ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ト マ ト プ ラ ン タ マ チ ョ ウ イ ロ イ
ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 コ コ ヤ シ チ ナ ン ガ ヤ ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列
、 ト マ ト 頂 端 矮 化 ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 コ コ ヤ シ カ ダ ン グ -カ ダ ン グ ウ
イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ ィ ス ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 、 コ ル ム ネ ア 潜 在 ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ホ ッ プ 矮 化 ウ イ ロ
イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び カ ン キ ツ ベ ン ト リ ー フ ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ウ イ ロ イ ド ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項
2ま た は 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
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　 ウ イ ロ イ ド ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、
配 列 番 号 7、 お よ び 配 列 番 号 8か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 8に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 が 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 2～ 9の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ウ イ ロ イ ド ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド RG1
株 の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 、 請 求 項 10に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 3の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 11に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 が 、 ト リ ヌ ク レ オ チ ド CUGの 少 な く と も 35回 の 繰 返 し を 含 む 、
請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 が 、 ト リ ヌ ク レ オ チ ド CUGの 44～ 2000回 の 繰 返 し を 含 む 、 請 求
項 13に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 RNA分 子 が 複 数 の 標 的 遺 伝 子 特 異 的 領 域 を 含 む 、 請 求 項 1～ 14の い ず れ か 1項 に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 RNA分 子 が イ ン ト ロ ン 配 列 を 含 む 、 請 求 項 1～ 15の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 イ ン ト ロ ン 配 列 が 、 pdk2イ ン ト ロ ン 、 ト ウ ゴ マ 由 来 の カ タ ラ ー ゼ イ ン ト ロ ン 、 ワ タ
由 来 の デ ル タ 12デ サ チ ュ ラ ー ゼ イ ン ト ロ ン 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 由 来 の デ ル タ 12デ サ チ ュ ラ ー
ゼ イ ン ト ロ ン 、 ト ウ モ ロ コ シ 由 来 の ユ ビ キ チ ン イ ン ト ロ ン 、 イ ネ 由 来 の ア ク チ ン イ ン ト ロ
ン 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 由 来 の ト リ オ ー ス リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ イ ン ト ロ ン 、 お よ び SV40由 来 の
イ ン ト ロ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 16に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 真 核 生 物 が 植 物 で あ る 、 請 求 項 1～ 17の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 植 物 が 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 、 ア ル フ ァ ル フ ァ 、 オ オ ム ギ 、 マ メ 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 ワ タ
、 ア マ 、 エ ン ド ウ 、 セ イ ヨ ウ ア ブ ラ ナ 、 イ ネ 、 ラ イ ム ギ 、 ベ ニ バ ナ 、 モ ロ コ シ 、 ダ イ ズ 、
ヒ マ ワ リ 、 タ バ コ 、 コ ム ギ 、 ア ス パ ラ ガ ス 、 ビ ー ト 、 ブ ロ ッ コ リ ー 、 キ ャ ベ ツ 、 ニ ン ジ ン
、 カ リ フ ラ ワ ー 、 セ ロ リ 、 キ ュ ウ リ 、 ナ ス 、 レ タ ス 、 タ マ ネ ギ 、 ア ブ ラ ナ 、 コ シ ョ ウ 、 ジ
ャ ガ イ モ 、 カ ボ チ ャ 、 ラ デ ィ ッ シ ュ 、 ホ ウ レ ン ソ ウ 、 カ ボ チ ャ 属 、 ト マ ト 、 ズ ッ キ ー ニ 、
ア ー モ ン ド 、 リ ン ゴ 、 ア ン ズ 、 バ ナ ナ 、 ブ ラ ッ ク ベ リ ー 、 ブ ル ー ベ リ ー 、 カ カ オ 、 サ ク ラ
ン ボ 、 コ コ ヤ シ 、 ク ラ ン ベ リ ー 、 ナ ツ メ ヤ シ 、 ブ ド ウ 、 グ レ ー プ フ ル ー ツ 、 グ ア バ 、 キ ー
ウ ィ 、 レ モ ン 、 ラ イ ム 、 マ ン ゴ ー 、 メ ロ ン 、 ネ ク タ リ ン 、 オ レ ン ジ 、 パ パ イ ヤ 、 パ ッ シ ョ
ン フ ル ー ツ 、 モ モ 、 ラ ッ カ セ イ 、 ナ シ 、 パ イ ナ ッ プ ル 、 ピ ス タ チ オ 、 プ ラ ム 、 ラ ズ ベ リ ー
、 イ チ ゴ 、 タ ン ジ ェ リ ン 、 ク ル ミ 、 お よ び ス イ カ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 18に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 真 核 生 物 が 真 菌 、 酵 母 ま た は 糸 状 菌 で あ る 、 請 求 項 1～ 17の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 真 核 生 物 が 動 物 で あ る 、 請 求 項 1～ 17の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 動 物 が 、 ヒ ト 、 哺 乳 動 物 、 魚 、 ウ シ 、 ヤ ギ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 げ っ 歯 類 、 ハ ム ス タ ー
、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 霊 長 類 、 線 虫 類 、 甲 殻 動 物 、 エ ビ 、 カ ニ 、 ロ ブ
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ス タ ー 、 昆 虫 、 ミ バ エ 、 鞘 翅 目 の 昆 虫 、 双 翅 目 の 昆 虫 、 鱗 翅 目 の 昆 虫 、 ま た は 同 翅 亜 目 の
昆 虫 で あ る 、 請 求 項 21に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 キ メ ラ RNAが キ メ ラ DNA分 子 か ら の 転 写 に よ り 生 成 さ れ る 、 請 求 項 1～ 22の い ず れ か 1
項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 真 核 生 物 の 細 胞 に お け る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る た め の キ メ ラ
RNA分 子 で あ っ て 、
　 a)　 前 記 真 核 生 物 の 前 記 細 胞 中 の 標 的 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら の 19個 連 続 し た ヌ
ク レ オ チ ド の 相 補 体 に 対 し て 少 な く と も 約 94％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 少 な く と も 約 19個 連
続 し た ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 標 的 遺 伝 子 特 異 的 RNA領 域 と 、 こ れ に 機 能
的 に 連 結 さ れ た
　 b)　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 、
を 含 ん で な り 、 前 記 真 核 生 物 の 細 胞 に 供 給 さ れ る と 、 前 記 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を ダ ウ ン レ ギ
ュ レ ー シ ョ ン す る 、 上 記 キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 が 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド （ PSTVd） 型
の ウ イ ロ イ ド 由 来 の 核 局 在 化 シ グ ナ ル を 含 む 、 請 求 項 24に 記 載 の キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル が 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド 、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ
ド 種 III、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド 種 IV、 ホ ッ プ 潜 在 ウ イ ロ イ ド 、 オ ー ス ト ラ リ ア ブ ド ウ ウ イ
ロ イ ド 、 ト マ ト プ ラ ン タ マ チ ョ ウ イ ロ イ ド 、 コ コ ヤ シ チ ナ ン ガ ヤ ウ イ ロ イ ド 、 ト マ ト 頂 端
矮 化 ウ イ ロ イ ド 、 コ コ ヤ シ カ ダ ン グ -カ ダ ン グ ウ イ ロ イ ド 、 カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ ィ ス ウ
イ ロ イ ド 、 コ ル ム ネ ア 潜 在 ウ イ ロ イ ド 、 ホ ッ プ 矮 化 ウ イ ロ イ ド 、 お よ び カ ン キ ツ ベ ン ト リ
ー フ ウ イ ロ イ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ウ イ ロ イ ド に 由 来 す る 、 請 求 項 25に 記 載 の キ メ
ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 ウ イ ロ イ ド が 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 お よ び
配 列 番 号 8か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 25ま た は 2
6に 記 載 の キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル が ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド 由 来 で あ る 、 請 求 項 25
ま た は 26に 記 載 の キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル が ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル ウ イ ロ イ ド RG1株 由 来 で あ る 、 請 求 項 25ま た
は 26に 記 載 の キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル が 、 配 列 番 号 3の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 選 択 さ れ る 核 局 在 化 シ グ ナ ル
と し て 機 能 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 25～ 29の い ず れ か 1項 に 記 載 の キ メ ラ RNA
分 子 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNAが 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド 種 IIIの ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド
種 IVの ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ホ ッ プ 潜 在 ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 オ ー
ス ト ラ リ ア ブ ド ウ ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ト マ ト プ ラ ン タ マ チ ョ ウ イ ロ イ
ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 コ コ ヤ シ チ ナ ン ガ ヤ ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列
、 ト マ ト 頂 端 矮 化 ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 コ コ ヤ シ カ ダ ン グ -カ ダ ン グ ウ
イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ ィ ス ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 、 コ ル ム ネ ア 潜 在 ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ホ ッ プ 矮 化 ウ イ ロ
イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び カ ン キ ツ ベ ン ト リ ー フ ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ
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オ チ ド 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ウ イ ロ イ ド ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項
25ま た は 26に 記 載 の キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 ウ イ ロ イ ド ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、
配 列 番 号 7、 お よ び 配 列 番 号 8か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 31に 記 載 の キ メ ラ RNA分
子 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 が 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 25～ 32の い ず れ か 1項 に 記 載 の キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 ウ イ ロ イ ド ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド RG1
株 の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 、 請 求 項 33に 記 載 の キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 3の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 34に 記
載 の キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 が 、 ト リ ヌ ク レ オ チ ド CUGの 少 な く と も 35回 の 繰 返 し を 含 む 、
請 求 項 24に 記 載 の キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 が 、 ト リ ヌ ク レ オ チ ド CUGの 44～ 2000回 の 繰 返 し を 含 む 、 請 求
項 36に 記 載 の キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 RNA分 子 が 複 数 の 標 的 遺 伝 子 特 異 的 領 域 を 含 む 、 請 求 項 24～ 37の い ず れ か 1項 に 記 載
の キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 RNA分 子 が イ ン ト ロ ン 配 列 を 含 む 、 請 求 項 24～ 38の い ず れ か 1項 に 記 載 の キ メ ラ RNA
分 子 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 イ ン ト ロ ン 配 列 が 、 pdk2イ ン ト ロ ン 、 ト ウ ゴ マ 由 来 の カ タ ラ ー ゼ イ ン ト ロ ン 、 ワ タ
由 来 の デ ル タ 12デ サ チ ュ ラ ー ゼ イ ン ト ロ ン 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 由 来 の デ ル タ 12デ サ チ ュ ラ ー
ゼ イ ン ト ロ ン 、 ト ウ モ ロ コ シ 由 来 の ユ ビ キ チ ン イ ン ト ロ ン 、 イ ネ 由 来 の ア ク チ ン イ ン ト ロ
ン 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 由 来 の ト リ オ ー ス リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ イ ン ト ロ ン 、 お よ び SV40由 来 の
イ ン ト ロ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 39に 記 載 の キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 真 核 生 物 の 細 胞 に お け る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 低 下 さ せ る た め の キ メ ラ DNA分 子 で あ っ て
、
　 a)　 前 記 真 核 生 物 の 細 胞 に お い て RNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 認 識 さ れ 得 る プ ロ モ ー タ ー ま
た は プ ロ モ ー タ ー 領 域 と 、 こ れ に 機 能 的 に 連 結 さ れ た
　 b)　 転 写 さ れ た と き RNA分 子 を も た ら す DNA領 域 、
を 含 ん で な り 、 こ こ に お い て 、 前 記 RNA分 子 は 、
　 　 i)　 前 記 真 核 生 物 の 前 記 細 胞 中 の 標 的 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら の 19個 連 続 し た
ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 体 に 対 し て 少 な く と も 約 94％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 少 な く と も 約 19個
連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 標 的 遺 伝 子 特 異 的 RNA領 域 と 、 こ れ に 機
能 的 に 連 結 さ れ た
　 　 ii) 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 、
を 含 む も の で あ り 、 前 記 真 核 生 物 の 細 胞 に 供 給 さ れ る と 、 前 記 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 低 下 さ
せ る 、 上 記 キ メ ラ DNA分 子 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 が 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド （ PSTVd） 型
の ウ イ ロ イ ド 由 来 の 核 局 在 化 シ グ ナ ル を 含 む 、 請 求 項 41に 記 載 の キ メ ラ DNA分 子 。
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【 請 求 項 ４ ３ 】
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル が 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド 、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ
ド 種 III、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド 種 IV、 ホ ッ プ 潜 在 ウ イ ロ イ ド 、 オ ー ス ト ラ リ ア ブ ド ウ ウ イ
ロ イ ド 、 ト マ ト プ ラ ン タ マ チ ョ ウ イ ロ イ ド 、 コ コ ヤ シ チ ナ ン ガ ヤ ウ イ ロ イ ド 、 ト マ ト 頂 端
矮 化 ウ イ ロ イ ド 、 コ コ ヤ シ カ ダ ン グ -カ ダ ン グ ウ イ ロ イ ド 、 カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ ィ ス ウ
イ ロ イ ド 、 コ ル ム ネ ア 潜 在 ウ イ ロ イ ド 、 ホ ッ プ 矮 化 ウ イ ロ イ ド 、 お よ び カ ン キ ツ ベ ン ト リ
ー フ ウ イ ロ イ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ウ イ ロ イ ド に 由 来 す る 、 請 求 項 42に 記 載 の キ メ
ラ DNA分 子 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 ウ イ ロ イ ド が 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 お よ び
配 列 番 号 8か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 42ま た は 4
3に 記 載 の キ メ ラ DNA分 子 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル が ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド 由 来 で あ る 、 請 求 項 42
～ 44の い ず れ か 1項 に 記 載 の キ メ ラ DNA分 子 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル が ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル ウ イ ロ イ ド RG1株 由 来 で あ る 、 請 求 項 45に 記
載 の キ メ ラ DNA分 子 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル が 、 配 列 番 号 3の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 選 択 さ れ る 核 局 在 化 シ グ ナ ル
と し て 機 能 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 42～ 46の い ず れ か 1項 に 記 載 の キ メ ラ DNA
分 子 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNAが 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド 種 IIIの ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド
種 IVの ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ホ ッ プ 潜 在 ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 オ ー
ス ト ラ リ ア ブ ド ウ ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ト マ ト プ ラ ン タ マ チ ョ ウ イ ロ イ
ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 コ コ ヤ シ チ ナ ン ガ ヤ ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列
、 ト マ ト 頂 端 矮 化 ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 コ コ ヤ シ カ ダ ン グ -カ ダ ン グ ウ
イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ ィ ス ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 、 コ ル ム ネ ア 潜 在 ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ホ ッ プ 矮 化 ウ イ ロ
イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び カ ン キ ツ ベ ン ト リ ー フ ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ウ イ ロ イ ド ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項
42ま た は 43に 記 載 の キ メ ラ DNA分 子 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 ウ イ ロ イ ド ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、
配 列 番 号 7、 お よ び 配 列 番 号 8か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 48に 記 載 の キ メ ラ DNA分
子 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 が 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 42～ 49の い ず れ か 1項 に 記 載 の キ メ ラ DNA分 子 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 ウ イ ロ イ ド ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド RG1
株 の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 、 請 求 項 50に 記 載 の キ メ ラ DNA分 子 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 前 記 ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 3の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 51に 記
載 の キ メ ラ DNA分 子 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 が 、 ト リ ヌ ク レ オ チ ド CUGの 少 な く と も 35回 の 繰 返 し を 含 む 、
請 求 項 41に 記 載 の キ メ ラ DNA分 子 。
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【 請 求 項 ５ ４ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 が 、 ト リ ヌ ク レ オ チ ド CUGの 44～ 2000回 の 繰 返 し を 含 む 、 請 求
項 53に 記 載 の キ メ ラ DNA分 子 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 前 記 RNA分 子 が 複 数 の 標 的 遺 伝 子 特 異 的 領 域 を 含 む 、 請 求 項 41～ 54の い ず れ か 1項 に 記 載
の キ メ ラ DNA分 子 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 前 記 RNA分 子 が イ ン ト ロ ン 配 列 を 含 む 、 請 求 項 41～ 55の い ず れ か 1項 に 記 載 の キ メ ラ DNA
分 子 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 前 記 イ ン ト ロ ン 配 列 が 、 pdk2イ ン ト ロ ン 、 ト ウ ゴ マ 由 来 の カ タ ラ ー ゼ イ ン ト ロ ン 、 ワ タ
由 来 の デ ル タ 12デ サ チ ュ ラ ー ゼ イ ン ト ロ ン 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 由 来 の デ ル タ 12デ サ チ ュ ラ ー
ゼ イ ン ト ロ ン 、 ト ウ モ ロ コ シ 由 来 の ユ ビ キ チ ン イ ン ト ロ ン 、 イ ネ 由 来 の ア ク チ ン イ ン ト ロ
ン 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 由 来 の ト リ オ ー ス リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ イ ン ト ロ ン 、 お よ び SV40由 来 の
イ ン ト ロ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 56に 記 載 の キ メ ラ DNA分 子 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 前 記 RNA分 子 を コ ー ド す る 前 記 DNA領 域 に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 転 写 終 結 お よ び ポ リ ア デ ニ
ル 化 シ グ ナ ル を さ ら に 含 む 、 請 求 項 41～ 56の い ず れ か 1項 に 記 載 の キ メ ラ DNA分 子 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 前 記 プ ロ モ ー タ ー ま た は プ ロ モ ー タ ー 領 域 が 植 物 で 発 現 可 能 な プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 請
求 項 41～ 58の い ず れ か 1項 に 記 載 の キ メ ラ DNA分 子 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 前 記 プ ロ モ ー タ ー ま た は プ ロ モ ー タ ー 領 域 が 動 物 に お い て 機 能 す る プ ロ モ ー タ ー で あ る
、 請 求 項 41～ 58の い ず れ か 1項 に 記 載 の キ メ ラ DNA分 子 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 前 記 プ ロ モ ー タ ー ま た は プ ロ モ ー タ ー 領 域 が 酵 母 、 真 菌 ま た は 糸 状 菌 に お い て 機 能 す る
プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 請 求 項 41～ 58の い ず れ か 1項 に 記 載 の キ メ ラ DNA分 子 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 前 記 プ ロ モ ー タ ー ま た は プ ロ モ ー タ ー 領 域 が 単 一 サ ブ ユ ニ ッ ト バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ RNA
ポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 認 識 さ れ る プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 請 求 項 41～ 58の い ず れ か 1項 に 記 載
の キ メ ラ DNA分 子 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 請 求 項 41～ 62の い ず れ か 1項 に 記 載 の キ メ ラ DNA分 子 を 含 む 真 核 生 物 由 来 の 細 胞 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 請 求 項 24～ 40の い ず れ か 1項 に 記 載 の キ メ ラ RNA分 子 を 含 む 真 核 細 胞 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 前 記 真 核 生 物 が 植 物 で あ る 、 請 求 項 63ま た は 64に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 前 記 植 物 が 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 、 ア ル フ ァ ル フ ァ 、 オ オ ム ギ 、 マ メ 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 ワ タ
、 ア マ 、 エ ン ド ウ 、 セ イ ヨ ウ ア ブ ラ ナ 、 イ ネ 、 ラ イ ム ギ 、 ベ ニ バ ナ 、 モ ロ コ シ 、 ダ イ ズ 、
ヒ マ ワ リ 、 タ バ コ 、 コ ム ギ 、 ア ス パ ラ ガ ス 、 ビ ー ト 、 ブ ロ ッ コ リ ー 、 キ ャ ベ ツ 、 ニ ン ジ ン
、 カ リ フ ラ ワ ー 、 セ ロ リ 、 キ ュ ウ リ 、 ナ ス 、 レ タ ス 、 タ マ ネ ギ 、 ア ブ ラ ナ 、 コ シ ョ ウ 、 ジ
ャ ガ イ モ 、 カ ボ チ ャ 、 ラ デ ィ ッ シ ュ 、 ホ ウ レ ン ソ ウ 、 カ ボ チ ャ 属 、 ト マ ト 、 ズ ッ キ ー ニ 、
ア ー モ ン ド 、 リ ン ゴ 、 ア ン ズ 、 バ ナ ナ 、 ブ ラ ッ ク ベ リ ー 、 ブ ル ー ベ リ ー 、 カ カ オ 、 サ ク ラ
ン ボ 、 コ コ ヤ シ 、 ク ラ ン ベ リ ー 、 ナ ツ メ ヤ シ 、 ブ ド ウ 、 グ レ ー プ フ ル ー ツ 、 グ ア バ 、 キ ー
ウ ィ 、 レ モ ン 、 ラ イ ム 、 マ ン ゴ ー 、 メ ロ ン 、 ネ ク タ リ ン 、 オ レ ン ジ 、 パ パ イ ヤ 、 パ ッ シ ョ
ン フ ル ー ツ 、 モ モ 、 ラ ッ カ セ イ 、 ナ シ 、 パ イ ナ ッ プ ル 、 ピ ス タ チ オ 、 プ ラ ム 、 ラ ズ ベ リ ー
、 イ チ ゴ 、 タ ン ジ ェ リ ン 、 ク ル ミ 、 お よ び ス イ カ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 65に
記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
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　 前 記 真 核 生 物 が 真 菌 、 酵 母 ま た は 糸 状 菌 で あ る 、 請 求 項 63ま た は 64に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 前 記 真 核 生 物 が 動 物 で あ る 、 請 求 項 63ま た は 64に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 前 記 動 物 が 、 ヒ ト 、 哺 乳 動 物 、 魚 、 ウ シ 、 ヤ ギ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 げ っ 歯 類 、 ハ ム ス タ ー
、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 霊 長 類 、 線 虫 類 、 甲 殻 動 物 、 エ ビ 、 カ ニ 、 ロ ブ
ス タ ー 、 昆 虫 、 ミ バ エ 、 鞘 翅 目 の 昆 虫 、 双 翅 目 の 昆 虫 、 鱗 翅 目 の 昆 虫 、 ま た は 同 翅 亜 目 の
昆 虫 で あ る 、 請 求 項 68に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 細 胞 中 に 請 求 項 41～ 62の い ず れ か 1項 に 記 載 の キ メ ラ DNA分 子 を 含 む 非 ヒ ト 真 核 生 物 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 細 胞 中 に 請 求 項 24～ 40の い ず れ か 1項 に 記 載 の キ メ ラ RNA分 子 を 含 む 非 ヒ ト 真 核 生 物 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 前 記 真 核 生 物 が 植 物 で あ る 、 請 求 項 70ま た は 71に 記 載 の 非 ヒ ト 真 核 生 物 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 前 記 植 物 が 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 、 ア ル フ ァ ル フ ァ 、 オ オ ム ギ 、 マ メ 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 ワ タ
、 ア マ 、 エ ン ド ウ 、 セ イ ヨ ウ ア ブ ラ ナ 、 イ ネ 、 ラ イ ム ギ 、 ベ ニ バ ナ 、 モ ロ コ シ 、 ダ イ ズ 、
ヒ マ ワ リ 、 タ バ コ 、 コ ム ギ 、 ア ス パ ラ ガ ス 、 ビ ー ト 、 ブ ロ ッ コ リ ー 、 キ ャ ベ ツ 、 ニ ン ジ ン
、 カ リ フ ラ ワ ー 、 セ ロ リ 、 キ ュ ウ リ 、 ナ ス 、 レ タ ス 、 タ マ ネ ギ 、 ア ブ ラ ナ 、 コ シ ョ ウ 、 ジ
ャ ガ イ モ 、 カ ボ チ ャ 、 ラ デ ィ ッ シ ュ 、 ホ ウ レ ン ソ ウ 、 カ ボ チ ャ 属 、 ト マ ト 、 ズ ッ キ ー ニ 、
ア ー モ ン ド 、 リ ン ゴ 、 ア ン ズ 、 バ ナ ナ 、 ブ ラ ッ ク ベ リ ー 、 ブ ル ー ベ リ ー 、 カ カ オ 、 サ ク ラ
ン ボ 、 コ コ ヤ シ 、 ク ラ ン ベ リ ー 、 ナ ツ メ ヤ シ 、 ブ ド ウ 、 グ レ ー プ フ ル ー ツ 、 グ ア バ 、 キ ー
ウ ィ 、 レ モ ン 、 ラ イ ム 、 マ ン ゴ ー 、 メ ロ ン 、 ネ ク タ リ ン 、 オ レ ン ジ 、 パ パ イ ヤ 、 パ ッ シ ョ
ン フ ル ー ツ 、 モ モ 、 ラ ッ カ セ イ 、 ナ シ 、 パ イ ナ ッ プ ル 、 ピ ス タ チ オ 、 プ ラ ム 、 ラ ズ ベ リ ー
、 イ チ ゴ 、 タ ン ジ ェ リ ン 、 ク ル ミ 、 お よ び ス イ カ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 72に
記 載 の 非 ヒ ト 真 核 生 物 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 前 記 真 核 生 物 が 真 菌 、 酵 母 ま た は 糸 状 菌 で あ る 、 請 求 項 70ま た は 71に 記 載 の 非 ヒ ト 真 核
生 物 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 前 記 真 核 生 物 が 動 物 で あ る 、 請 求 項 70ま た は 71に 記 載 の 非 ヒ ト 真 核 生 物 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 前 記 動 物 が 、 ヒ ト 、 哺 乳 動 物 、 魚 、 ウ シ 、 ヤ ギ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 げ っ 歯 類 、 ハ ム ス タ ー
、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 霊 長 類 、 線 虫 類 、 甲 殻 動 物 、 エ ビ 、 カ ニ 、 ロ ブ
ス タ ー 、 昆 虫 、 ミ バ エ 、 鞘 翅 目 の 昆 虫 、 双 翅 目 の 昆 虫 、 鱗 翅 目 の 昆 虫 、 ま た は 同 翅 亜 目 の
昆 虫 で あ る 、 請 求 項 75に 記 載 の 非 ヒ ト 真 核 生 物 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 真 核 生 物 の 細 胞 に お け る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 低 下 さ せ る た め の 請 求 項 24～ 40の い ず れ か
1項 に 記 載 の キ メ ラ RNA分 子 の 使 用 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 真 核 生 物 の 細 胞 に お け る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 低 下 さ せ る た め の 請 求 項 41～ 62の い ず れ か
1項 に 記 載 の キ メ ラ DNA分 子 の 使 用 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 細 胞 に お け る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 が 低 下 し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 真 核 生 物 の 作 製 方 法
で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 a)　 前 記 生 物 の 1個 以 上 の 細 胞 に 請 求 項 41～ 62の い ず れ か 1項 に 記 載 の キ メ ラ DNA分 子 を
供 給 し て 、 1個 以 上 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 細 胞 を 作 製 す る こ と 、
　 b)　 前 記 1個 以 上 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 細 胞 か ら ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 真 核 生 物 を 成 長 ま
た は 再 生 さ せ る こ と 、
を 含 ん で な る 上 記 方 法 。

10

20

30

40

50

(8) JP 2005-519607 A 2005.7.7



【 請 求 項 ８ ０ 】
　 真 核 生 物 の 細 胞 に お け る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る た め の 方 法 で
あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 a)　 真 核 生 物 の 細 胞 に 第 1お よ び 第 2の キ メ ラ RNA分 子 を 供 給 す る こ と 、 た だ し 、
　 　 i)　  第 1の キ メ ラ RNA分 子 は 、 標 的 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら の 19個 連 続 し た ヌ
ク レ オ チ ド の 相 補 体 に 対 し て 少 な く と も 約 94％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 少 な く と も 約 19個 連
続 し た ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ア ン チ セ ン ス 標 的 遺 伝 子 特 異 的 RNA領 域 を
含 む こ と 、
　 　 ii)　 第 2の キ メ ラ RNA分 子 は 、 第 1の キ メ ラ RNA分 子 の 相 補 体 に 対 し て 少 な く と も 約 94
％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 少 な く と も 約 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
む セ ン ス 標 的 遺 伝 子 特 異 的 RNA領 域 を 含 む こ と 、
　 　 iii) 第 1お よ び 第 2の キ メ ラ RNAは 、 少 な く と も 、 第 1の キ メ ラ RNAの 前 記 19個 連 続 し た
ヌ ク レ オ チ ド と 第 2の キ メ ラ RNAの 前 記 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の 間 で 塩 基 対 合 す る こ と
が で き る こ と 、
　 　 iv)　 こ こ に お い て 、 第 1ま た は 第 2の キ メ ラ RNA分 子 の い ず れ か が 、 前 記 ア ン チ セ ン ス
標 的 特 異 的 RNA領 域 ま た は 前 記 セ ン ス 標 的 特 異 的 RNA領 域 に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 、 大 部 分 が
二 本 鎖 の RNA領 域 を 含 む こ と 、
　 b)　 標 的 遺 伝 子 の 発 現 が ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ て い る 真 核 生 物 を 同 定 す る こ と 、
を 含 ん で な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 第 1お よ び 第 2の キ メ ラ RNA分 子 が 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 を 含 む 、 請 求 項 80に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 第 1お よ び 第 2の キ メ ラ RNA分 子 が 、 同 一 の 、 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 を 含 む 、 請 求 項 81
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 が 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド （ PSTVd） 型
の ウ イ ロ イ ド 由 来 の 核 局 在 化 シ グ ナ ル を 含 む 、 請 求 項 80～ 82の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル が 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド 、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ
ド 種 III、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド 種 IV、 ホ ッ プ 潜 在 ウ イ ロ イ ド 、 オ ー ス ト ラ リ ア ブ ド ウ ウ イ
ロ イ ド 、 ト マ ト プ ラ ン タ マ チ ョ ウ イ ロ イ ド 、 コ コ ヤ シ チ ナ ン ガ ヤ ウ イ ロ イ ド 、 ト マ ト 頂 端
矮 化 ウ イ ロ イ ド 、 コ コ ヤ シ カ ダ ン グ -カ ダ ン グ ウ イ ロ イ ド 、 カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ ィ ス ウ
イ ロ イ ド 、 コ ル ム ネ ア 潜 在 ウ イ ロ イ ド 、 ホ ッ プ 矮 化 ウ イ ロ イ ド 、 お よ び カ ン キ ツ ベ ン ト リ
ー フ ウ イ ロ イ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ウ イ ロ イ ド に 由 来 す る 、 請 求 項 83に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 前 記 ウ イ ロ イ ド が 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 お よ び
配 列 番 号 8か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 83に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル が ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド 由 来 で あ る 、 請 求 項 83
～ 85の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル が ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル ウ イ ロ イ ド RG1株 由 来 で あ る 、 請 求 項 83～ 86
の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル が 、 配 列 番 号 3の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 選 択 さ れ る 核 局 在 化 シ グ ナ ル
と し て 機 能 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 83～ 87の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ８ ９ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNAが 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド 種 IIIの ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド
種 IVの ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ホ ッ プ 潜 在 ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 オ ー
ス ト ラ リ ア ブ ド ウ ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ト マ ト プ ラ ン タ マ チ ョ ウ イ ロ イ
ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 コ コ ヤ シ チ ナ ン ガ ヤ ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列
、 ト マ ト 頂 端 矮 化 ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 コ コ ヤ シ カ ダ ン グ -カ ダ ン グ ウ
イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ ィ ス ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 、 コ ル ム ネ ア 潜 在 ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ホ ッ プ 矮 化 ウ イ ロ
イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び カ ン キ ツ ベ ン ト リ ー フ ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ウ イ ロ イ ド ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項
83ま た は 84に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 ウ イ ロ イ ド ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、
配 列 番 号 7、 お よ び 配 列 番 号 8か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 89に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 が 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 83～ 90の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 ウ イ ロ イ ド ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド RG1
株 の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 、 請 求 項 91に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 前 記 ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 3の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 92に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 が 、 ト リ ヌ ク レ オ チ ド CUGの 少 な く と も 35回 の 繰 返 し を 含 む 、
請 求 項 80～ 82の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 が 、 ト リ ヌ ク レ オ チ ド CUGの 44～ 2000回 の 繰 返 し を 含 む 、 請 求
項 94に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 前 記 RNA分 子 が 複 数 の 標 的 遺 伝 子 特 異 的 領 域 を 含 む 、 請 求 項 80～ 95の い ず れ か 1項 に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 前 記 RNA分 子 が イ ン ト ロ ン 配 列 を 含 む 、 請 求 項 80～ 96の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 前 記 イ ン ト ロ ン 配 列 が 、 pdk2イ ン ト ロ ン 、 ト ウ ゴ マ 由 来 の カ タ ラ ー ゼ イ ン ト ロ ン 、 ワ タ
由 来 の デ ル タ 12デ サ チ ュ ラ ー ゼ イ ン ト ロ ン 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 由 来 の デ ル タ 12デ サ チ ュ ラ ー
ゼ イ ン ト ロ ン 、 ト ウ モ ロ コ シ 由 来 の ユ ビ キ チ ン イ ン ト ロ ン 、 イ ネ 由 来 の ア ク チ ン イ ン ト ロ
ン 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 由 来 の ト リ オ ー ス リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ イ ン ト ロ ン 、 お よ び SV40由 来 の
イ ン ト ロ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 97に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 第 1お よ び 第 2の キ メ ラ RNAが 第 1お よ び 第 2の キ メ ラ 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ る 、 請 求 項 80～ 9
8の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 第 1お よ び 第 2の キ メ ラ RNA分 子 を 含 む 真 核 生 物 由 来 の 細 胞 で あ っ て 、
　 i)　  第 1の キ メ ラ RNA分 子 は 、 標 的 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら の 19個 連 続 し た ヌ ク
レ オ チ ド の 相 補 体 に 対 し て 少 な く と も 約 94％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 少 な く と も 約 19個 連 続
し た ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ア ン チ セ ン ス 標 的 遺 伝 子 特 異 的 RNA領 域 を 含
む こ と 、
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　 ii)　 第 2の キ メ ラ RNA分 子 は 、 第 1の キ メ ラ RNA分 子 の 相 補 体 に 対 し て 少 な く と も 約 94％
の 配 列 同 一 性 を 有 す る 少 な く と も 約 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む
セ ン ス 標 的 遺 伝 子 特 異 的 RNA領 域 を 含 む こ と 、
　 iii) 第 1お よ び 第 2の キ メ ラ RNAは 、 少 な く と も 、 第 1の キ メ ラ RNAの 前 記 19個 連 続 し た ヌ
ク レ オ チ ド と 第 2の キ メ ラ RNAの 前 記 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の 間 で 塩 基 対 合 す る こ と が
で き る こ と 、
　 iv)　 こ こ に お い て 、 第 1ま た は 第 2の キ メ ラ RNA分 子 の い ず れ か が 、 前 記 ア ン チ セ ン ス 標
的 特 異 的 RNA領 域 ま た は 前 記 セ ン ス 標 的 特 異 的 RNA領 域 に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 、 大 部 分 が 二
本 鎖 の RNA領 域 を 含 む こ と 、
を 特 徴 と す る 、 上 記 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 第 1お よ び 第 2の キ メ ラ RNA分 子 が 、 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 を 含 む 、 請 求 項 100に 記 載
の 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 第 1お よ び 第 2の キ メ ラ RNA分 子 が 、 同 一 の 、 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 を 含 む 、 請 求 項 10
1に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 が 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド （ PSTVd） 型
の ウ イ ロ イ ド 由 来 の 核 局 在 化 シ グ ナ ル を 含 む 、 請 求 項 100～ 102の い ず れ か 1項 に 記 載 の 細
胞 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル が 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド 、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ
ド 種 III、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド 種 IV、 ホ ッ プ 潜 在 ウ イ ロ イ ド 、 オ ー ス ト ラ リ ア ブ ド ウ ウ イ
ロ イ ド 、 ト マ ト プ ラ ン タ マ チ ョ ウ イ ロ イ ド 、 コ コ ヤ シ チ ナ ン ガ ヤ ウ イ ロ イ ド 、 ト マ ト 頂 端
矮 化 ウ イ ロ イ ド 、 コ コ ヤ シ カ ダ ン グ -カ ダ ン グ ウ イ ロ イ ド 、 カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ ィ ス ウ
イ ロ イ ド 、 コ ル ム ネ ア 潜 在 ウ イ ロ イ ド 、 ホ ッ プ 矮 化 ウ イ ロ イ ド 、 お よ び カ ン キ ツ ベ ン ト リ
ー フ ウ イ ロ イ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ウ イ ロ イ ド に 由 来 す る 、 請 求 項 103に 記 載 の 細
胞 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 前 記 ウ イ ロ イ ド が 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 お よ び
配 列 番 号 8か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 103に 記 載
の 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル が ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド 由 来 で あ る 、 請 求 項 10
3～ 105の い ず れ か 1項 に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル が ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル ウ イ ロ イ ド RG1株 由 来 で あ る 、 請 求 項 103～ 10
6の い ず れ か 1項 に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル が 、 配 列 番 号 3の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 選 択 さ れ る 核 局 在 化 シ グ ナ ル
と し て 機 能 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 103～ 107の い ず れ か 1項 に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNAが 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド 種 IIIの ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド
種 IVの ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ホ ッ プ 潜 在 ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 オ ー
ス ト ラ リ ア ブ ド ウ ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ト マ ト プ ラ ン タ マ チ ョ ウ イ ロ イ
ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 コ コ ヤ シ チ ナ ン ガ ヤ ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列
、 ト マ ト 頂 端 矮 化 ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 コ コ ヤ シ カ ダ ン グ -カ ダ ン グ ウ
イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ ィ ス ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 、 コ ル ム ネ ア 潜 在 ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ホ ッ プ 矮 化 ウ イ ロ
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イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び カ ン キ ツ ベ ン ト リ ー フ ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ウ イ ロ イ ド ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項
103ま た は 104に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
　 ウ イ ロ イ ド ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、
配 列 番 号 7、 お よ び 配 列 番 号 8か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 109に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 が 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 103～ 109の い ず れ か 1項 に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
　 ウ イ ロ イ ド ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド RG1
株 の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 、 請 求 項 111に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
　 前 記 ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 3の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 112に 記
載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ ４ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 が 、 ト リ ヌ ク レ オ チ ド CUGの 少 な く と も 35回 の 繰 返 し を 含 む 、
請 求 項 100～ 102の い ず れ か 1項 に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ ５ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 が 、 ト リ ヌ ク レ オ チ ド CUGの 44～ 2000回 の 繰 返 し を 含 む 、 請 求
項 114に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ ６ 】
　 前 記 RNA分 子 が 複 数 の 標 的 遺 伝 子 特 異 的 領 域 を 含 む 、 請 求 項 100～ 115の い ず れ か 1項 に 記
載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】
　 前 記 RNA分 子 が イ ン ト ロ ン 配 列 を 含 む 、 請 求 項 100～ 116の い ず れ か 1項 に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ ８ 】
　 前 記 イ ン ト ロ ン 配 列 が 、 pdk2イ ン ト ロ ン 、 ト ウ ゴ マ 由 来 の カ タ ラ ー ゼ イ ン ト ロ ン 、 ワ タ
由 来 の デ ル タ 12デ サ チ ュ ラ ー ゼ イ ン ト ロ ン 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 由 来 の デ ル タ 12デ サ チ ュ ラ ー
ゼ イ ン ト ロ ン 、 ト ウ モ ロ コ シ 由 来 の ユ ビ キ チ ン イ ン ト ロ ン 、 イ ネ 由 来 の ア ク チ ン イ ン ト ロ
ン 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 由 来 の ト リ オ ー ス リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ イ ン ト ロ ン 、 お よ び SV40由 来 の
イ ン ト ロ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 117に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ ９ 】
　 第 1お よ び 第 2の キ メ ラ RNAが 第 1お よ び 第 2の キ メ ラ 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ る 、 請 求 項 100～
118の い ず れ か 1項 に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ ２ ０ 】
　 請 求 項 100～ 119の い ず れ か 1項 に 記 載 の 細 胞 を 含 む 非 ヒ ト 真 核 生 物 。
【 請 求 項 １ ２ １ 】
　 キ メ ラ ア ン チ セ ン ス RNA分 子 と 協 同 し て 、 真 核 生 物 の 細 胞 に お け る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を
低 下 さ せ る た め の キ メ ラ セ ン ス RNA分 子 で あ っ て 、
　 a)　 前 記 標 的 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 少 な く と も 約 94％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 少
な く と も 約 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む セ ン ス 標 的 遺 伝 子 特 異 的
RNA領 域 と 、 こ れ に 機 能 的 に 連 結 さ れ た
　 b)　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 、
を 含 ん で な る 上 記 キ メ ラ セ ン ス RNA分 子 。
【 請 求 項 １ ２ ２ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 が 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド （ PSTVd） 型
の ウ イ ロ イ ド 由 来 の 核 局 在 化 シ グ ナ ル を 含 む 、 請 求 項 121に 記 載 の キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 １ ２ ３ 】
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル が 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド 、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ
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ド 種 III、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド 種 IV、 ホ ッ プ 潜 在 ウ イ ロ イ ド 、 オ ー ス ト ラ リ ア ブ ド ウ ウ イ
ロ イ ド 、 ト マ ト プ ラ ン タ マ チ ョ ウ イ ロ イ ド 、 コ コ ヤ シ チ ナ ン ガ ヤ ウ イ ロ イ ド 、 ト マ ト 頂 端
矮 化 ウ イ ロ イ ド 、 コ コ ヤ シ カ ダ ン グ -カ ダ ン グ ウ イ ロ イ ド 、 カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ ィ ス ウ
イ ロ イ ド 、 コ ル ム ネ ア 潜 在 ウ イ ロ イ ド 、 ホ ッ プ 矮 化 ウ イ ロ イ ド 、 お よ び カ ン キ ツ ベ ン ト リ
ー フ ウ イ ロ イ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ウ イ ロ イ ド に 由 来 す る 、 請 求 項 122に 記 載 の キ
メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 １ ２ ４ 】
　 前 記 ウ イ ロ イ ド が 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 お よ び
配 列 番 号 8か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 123に 記 載
の キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 １ ２ ５ 】
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル が ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド 由 来 で あ る 、 請 求 項 12
2～ 124の い ず れ か 1項 に 記 載 の キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 １ ２ ６ 】
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル が ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル ウ イ ロ イ ド RG1株 由 来 で あ る 、 請 求 項 122～ 12
5の い ず れ か 1項 に 記 載 の キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 １ ２ ７ 】
　 核 局 在 化 シ グ ナ ル が 、 配 列 番 号 3の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 選 択 さ れ る 核 局 在 化 シ グ ナ ル
と し て 機 能 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 122～ 126の い ず れ か 1項 に 記 載 の キ メ ラ R
NA分 子 。
【 請 求 項 １ ２ ８ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNAが 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド 種 IIIの ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド
種 IVの ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ホ ッ プ 潜 在 ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 オ ー
ス ト ラ リ ア ブ ド ウ ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ト マ ト プ ラ ン タ マ チ ョ ウ イ ロ イ
ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 コ コ ヤ シ チ ナ ン ガ ヤ ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列
、 ト マ ト 頂 端 矮 化 ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 コ コ ヤ シ カ ダ ン グ -カ ダ ン グ ウ
イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ ィ ス ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 、 コ ル ム ネ ア 潜 在 ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ホ ッ プ 矮 化 ウ イ ロ
イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び カ ン キ ツ ベ ン ト リ ー フ ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ウ イ ロ イ ド ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項
122ま た は 123に 記 載 の キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 １ ２ ９ 】
　 ウ イ ロ イ ド ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、
配 列 番 号 7、 お よ び 配 列 番 号 8か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 128に 記 載 の キ メ ラ RNA分
子 。
【 請 求 項 １ ３ ０ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 が 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 122～ 129の い ず れ か 1項 に 記 載 の キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 １ ３ １ 】
　 ウ イ ロ イ ド ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド RG1
株 の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 、 請 求 項 130に 記 載 の キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 １ ３ ２ 】
　 前 記 ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 3の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 131に 記
載 の キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 １ ３ ３ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 が 、 ト リ ヌ ク レ オ チ ド CUGの 少 な く と も 35回 の 繰 返 し を 含 む 、
請 求 項 121に 記 載 の キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 １ ３ ４ 】
　 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 が 、 ト リ ヌ ク レ オ チ ド CUGの 44～ 2000回 の 繰 返 し を 含 む 、 請 求
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項 133に 記 載 の キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 １ ３ ５ 】
　 前 記 RNA分 子 が 複 数 の 標 的 遺 伝 子 特 異 的 領 域 を 含 む 、 請 求 項 121～ 134の い ず れ か 1項 に 記
載 の キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 １ ３ ６ 】
　 前 記 RNA分 子 が イ ン ト ロ ン 配 列 を 含 む 、 請 求 項 121～ 135の い ず れ か 1項 に 記 載 の キ メ ラ RN
A分 子 。
【 請 求 項 １ ３ ７ 】
　 前 記 イ ン ト ロ ン 配 列 が 、 pdk2イ ン ト ロ ン 、 ト ウ ゴ マ 由 来 の カ タ ラ ー ゼ イ ン ト ロ ン 、 ワ タ
由 来 の デ ル タ 12デ サ チ ュ ラ ー ゼ イ ン ト ロ ン 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 由 来 の デ ル タ 12デ サ チ ュ ラ ー
ゼ イ ン ト ロ ン 、 ト ウ モ ロ コ シ 由 来 の ユ ビ キ チ ン イ ン ト ロ ン 、 イ ネ 由 来 の ア ク チ ン イ ン ト ロ
ン 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 由 来 の ト リ オ ー ス リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ イ ン ト ロ ン 、 お よ び SV40由 来 の
イ ン ト ロ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 136に 記 載 の キ メ ラ RNA分 子 。
【 請 求 項 １ ３ ８ 】
　 真 核 生 物 の 細 胞 に お け る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 低 下 さ せ る た め の キ メ ラ DNA分 子 で あ っ て
、
　 a)　 前 記 真 核 生 物 の 細 胞 に お い て RNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 認 識 さ れ 得 る プ ロ モ ー タ ー ま
た は プ ロ モ ー タ ー 領 域 と 、 こ れ に 機 能 的 に 連 結 さ れ た
　 b)　 転 写 さ れ た と き 、 請 求 項 121～ 137の い ず れ か 1項 に 記 載 の キ メ ラ セ ン ス RNA分 子 を も
た ら す DNA領 域 、
を 含 ん で な る 上 記 キ メ ラ DNA分 子 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 真 核 細 胞 お よ び 真 核 生 物 に お け る 関 心 の あ る 遺 伝 子 の 発 現 を 効 率 よ く ダ ウ ン
レ ギ ュ レ ー シ ョ ン （ 下 方 制 御 ） す る た め の 方 法 に 関 す る 。 そ の た め に 、 本 発 明 は 、 改 変 さ
れ た ア ン チ セ ン ス お よ び セ ン ス RNA分 子 、 前 記 改 変 さ れ た ア ン チ セ ン ス ま た は セ ン ス RNA分
子 を コ ー ド す る キ メ ラ 遺 伝 子 、 な ら び に 改 変 さ れ た ア ン チ セ ン ス お よ び ／ ま た は セ ン ス RN
A分 子 ま た は そ れ を コ ー ド す る キ メ ラ 遺 伝 子 を 含 む 植 物 、 動 物 、 ま た は 真 菌 、 酵 母 も し く
は 糸 状 菌 の よ う な 真 核 生 物 を 提 供 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 近 年 、 干 渉 RNA（ RNAi） と も 呼 ば れ る 二 本 鎖 RNA（ dsRNA） ま た は ヘ ア ピ ン RNAの 導 入 は 、
動 物 、 真 菌 ま た は 植 物 を 含 む 多 数 の 真 核 生 物 に お い て 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ を 誘 発 す る た
め の 有 効 な ト リ ガ ー と な る こ と が 明 ら か に さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 dsRNA介 在 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 定 性 レ ベ ル （ あ る 生 物 内 の 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の
レ ベ ル ） お よ び 定 量 レ ベ ル （ あ る 集 団 内 で 顕 著 な レ ベ ル の 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ を 示 す 生
物 の 数 ） は ど ち ら も 、 以 前 の ア ン チ セ ン ス RNAま た は セ ン ス RNA介 在 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ
法 よ り 優 れ て い る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 実 際 上 は 、 ア ン チ セ ン ス RNA分 子 お よ び こ の よ う な ア ン チ セ ン ス RNAを コ ー ド す る キ メ ラ
遺 伝 子 の 作 製 は 、 dsRNA分 子 ま た は そ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 作 製 よ り も 直 接 的 で あ る 。
事 実 、 キ メ ラ 核 酸 dsRNA分 子 や そ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 大 き な 、 多 か れ 少 な か れ 完 全
な 、 逆 方 向 反 復 構 造 を 含 み 、 か か る 構 造 は 、 中 間 ク ロ ー ニ ン グ 宿 主 の 原 核 細 胞 内 に こ れ ら
の 核 酸 を 完 全 な 状 態 で 維 持 す る こ と を 妨 げ る 傾 向 が あ る 。 ア ン チ セ ン ス RNA介 在 遺 伝 子 サ
イ レ ン シ ン グ の 効 率 を 高 め る た め の 、 後 述 す る 方 法 お よ び 手 段 は 、 様 々 な 実 施 形 態 お よ び
特 許 請 求 の 範 囲 に お い て 説 明 す る よ う に 、 こ の 問 題 に 対 す る 解 決 策 を 提 供 す る も の で あ る
。
【 ０ ０ ０ ５ 】
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　 US 5,190,131お よ び EP 0 467 349 A1は 、 非 天 然 の 核 酸 配 列 を 細 胞 の 遺 伝 物 質 に 組 み 込
ん だ り 、 ま た は 該 遺 伝 物 質 と 結 合 さ せ た り す る こ と に よ り 、 細 胞 に お け る 遺 伝 子 の 発 現 を
調 節 ま た は 抑 制 す る た め の 方 法 お よ び 手 段 を 開 示 し て い る 。 前 記 配 列 が 転 写 さ れ る と mRNA
が 生 成 さ れ 、 こ の mRNAは 前 記 細 胞 の 遺 伝 物 質 に よ り 生 産 さ れ る mRNAに 相 補 的 で 、 該 mRNAと
結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 EP 0 223 399 A1は 、 標 的 RNA鎖 に 実 質 的 に 相 補 的 な ネ ガ テ ィ ブ RNA鎖 の 植 物 細 胞 内 で の
転 写 を 引 き 起 こ す こ と に よ り 、 植 物 に 有 用 な 体 細 胞 変 化 を 生 じ さ せ る 方 法 を 開 示 し て い る
。 標 的 RNA鎖 は 遺 伝 子 発 現 に お い て 生 じ る mRNA転 写 産 物 、 ウ イ ル ス RNA、 ま た は 植 物 細 胞 中
に 存 在 す る 他 の RNAで あ り う る 。 ネ ガ テ ィ ブ RNA鎖 は 標 的 RNA鎖 の 少 な く と も 一 部 に 相 補 的
で あ っ て 、 そ の 活 性 を in vivoで 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 EP 0 240 208は 、 植 物 細 胞 ゲ ノ ム に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る た め の 方 法 を
開 示 し て お り 、 こ の 方 法 は 、 宿 主 内 で 機 能 す る プ ロ モ ー タ ー の 転 写 制 御 下 に 遺 伝 子 を 組 み
込 む こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 こ の 方 法 に お い て は 、 転 写 さ れ る DNAの 鎖 が 、 調 節 し よ う と
す る 内 在 性 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ る DNAの 鎖 に 対 し て 相 補 的 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 WO 95/15394お よ び US 5908779は 、 核 ア ン チ セ ン ス RNAに よ る 阻 害 を 介 し て （ マ ウ ス ） 細
胞 に お け る 遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る た め の 方 法 お よ び 構 築 物 を 開 示 し て い る 。 こ の 構 築 物 は
、 プ ロ モ ー タ ー 、 ア ン チ セ ン ス 配 列 、 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 機 構 と は 無 関 係 に 3’ 末 端 を
生 成 す る シ ス -ま た は ト ラ ン ス -リ ボ ザ イ ム を 含 ん で お り 、 そ れ に よ り RNA分 子 の 細 胞 質 へ
の 輸 送 を 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 WO 98/05770は 、 (GC) n -パ リ ン ド ロ ー ム -(GC) n ま た は (AT) n -パ リ ン ド ロ ー ム -(AT) n ま た
は (CG) n -パ リ ン ド ロ ー ム -(CG) n の よ う な 特 殊 な 二 次 構 造 を 有 す る ア ン チ セ ン ス RNAを 開 示
し て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 WO 01/12824は 、 宿 主 細 胞 の 核 に 、 異 常 な （ 好 ま し く は 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 さ れ て い な い
） 標 的 特 異 的 RNAを 供 給 す る こ と に よ り 、 真 核 細 胞 （ 特 に 、 植 物 細 胞 ） に お け る 関 心 の あ
る 核 酸 の 表 現 型 発 現 を 低 下 さ せ る た め の 方 法 お よ び 手 段 を 開 示 し て い る 。 好 ま し く は 、 ポ
リ ア デ ニ ル 化 さ れ て い な い 標 的 特 異 的 RNAは 、 プ ロ モ ー タ ー 、 標 的 特 異 的 RNAを コ ー ド す る
DNA領 域 、 自 己 ス プ ラ イ シ ン グ リ ボ ザ イ ム 、 な ら び に 3’ 末 端 形 成 と ポ リ ア デ ニ ル 化 に 関 与
す る DNA領 域 を 含 む キ メ ラ 遺 伝 子 の 転 写 に よ り 供 給 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 WO 02/10365は 、 真 核 生 物 に お け る 遺 伝 子 抑 制 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 プ ロ モ ー タ
ー 、 抑 制 し よ う と す る 遺 伝 子 の 少 な く と も 1つ の ア ン チ セ ン ス お よ び ／ ま た は セ ン ス ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 む 組 換 え 構 築 物 を 用 い て 形 質 転 換 す る こ と に よ り 達 成 さ れ 、 そ の 際 、 構
築 物 の 転 写 産 物 の 核 か ら 細 胞 質 へ の 輸 送 が 阻 害 さ れ る 。 1つ の 実 施 形 態 で は 、 核 か ら 細 胞
質 へ の 輸 送 が 正 常 な 3’ UTRの 不 在 に よ り 阻 害 さ れ る 。 こ の 構 築 物 は 場 合 に よ り 少 な く と も
1つ の 自 己 開 裂 性 リ ボ ザ イ ム を 含 ん で い て も よ い 。 ま た 、 こ の 構 築 物 は 場 合 に よ り 、 単 一
の プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 同 時 に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ せ よ う と す る 複 数 の 遺 伝 子 に 対
す る セ ン ス お よ び ／ ま た は ア ン チ セ ン ス 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 さ ら に 、 か か る 組 換 え
構 築 物 を 含 む ベ ク タ ー 、 植 物 、 動 物 、 種 子 、 配 偶 子 、 お よ び 胚 も 開 示 さ れ て い る 。  
　 Zhaoら , J. Gen. Virology, 82, 1491-1497 (2001)に は 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー
バ ー ウ イ ロ イ ド （ Potato spindle tuber viroid: PSTVd） の 核 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ を 実 証 す
る た め の 全 植 物 ア ッ セ イ に お け る ジ ャ ガ イ モ ウ イ ル ス Xに 基 づ い た ベ ク タ ー の 使 用 が 記 載
さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 WO 02/00894は 、 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ 法 に 関 し 、 こ の 場 合 に は 、 核 酸 構 築 物 が 転 写 さ
れ る 領 域 内 に T塩 基 の ス ト レ ッ チ か ら な る DNA配 列 を 含 ん で い る 。

10

20

30

40

50

(15) JP 2005-519607 A 2005.7.7



【 ０ ０ １ ３ 】
　 WO 02/00904は 、 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ 法 に 関 し 、 こ の 場 合 に は 、 核 酸 構 築 物 が 、 宿 主
に よ り 発 現 さ れ る 少 な く と も 1つ の 標 的 mRNAに 対 す る 相 同 領 域 と 、 こ れ に 接 近 し て 、 該 宿
主 内 の い ず れ の 内 在 性 RNAと も 関 係 の な い 2つ の 相 補 的 RNA領 域 を 含 ん で い る （ ま た は コ ー
ド し て い る ） 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 真 核 生 物 の 細 胞 に お け る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ
ー シ ョ ン す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ 、 こ の 方 法 は 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 a)　 真 核 生 物 の 細 胞 に キ メ ラ RNA分 子 を 供 給 す る こ と 、 こ こ に お い て 、 前 記 キ メ ラ RNA分
子 は 、
　 　 i)　 標 的 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら の 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 体 に 対 し
て 少 な く と も 約 94％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 少 な く と も 約 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 む 1つ の 標 的 遺 伝 子 特 異 的 領 域 ま た は 複 数 の 標 的 遺 伝 子 特 異 的 領 域 と 、
こ れ に 機 能 的 に 連 結 さ れ た
　 　 ii) ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド （ PSTVd） 型 の ウ イ ロ イ ド （ 例 え ば
、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド 、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド 種 III、 カ ン キ ツ ウ
イ ロ イ ド 種 IV、 ホ ッ プ 潜 在 ウ イ ロ イ ド 、 オ ー ス ト ラ リ ア ブ ド ウ ウ イ ロ イ ド 、 ト マ ト プ ラ ン
タ マ チ ョ ウ イ ロ イ ド 、 コ コ ヤ シ チ ナ ン ガ ヤ ウ イ ロ イ ド 、 ト マ ト 頂 端 矮 化 ウ イ ロ イ ド 、 コ コ
ヤ シ カ ダ ン グ -カ ダ ン グ ウ イ ロ イ ド 、 カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ ィ ス ウ イ ロ イ ド 、 コ ル ム ネ ア
潜 在 ウ イ ロ イ ド 、 ホ ッ プ 矮 化 ウ イ ロ イ ド 、 お よ び カ ン キ ツ ベ ン ト リ ー フ ウ イ ロ イ ド ） 由 来
の 核 局 在 化 シ グ ナ ル を 含 む 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 、 ま た は ト リ ヌ ク レ オ チ ド CUG、 CAG
、 GACも し く は GUCの 少 な く と も 35回 の 繰 返 し （ 例 え ば 、 こ れ ら の ト リ ヌ ク レ オ チ ド の 44～
2000回 の 繰 返 し ） を 含 む 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 、
を 含 む も の で あ る こ と 、
　 b)　 標 的 遺 伝 子 の 発 現 が ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ て い る 真 核 生 物 を 同 定 す る こ と 、
を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 キ メ ラ RNA分 子 は イ ン ト ロ ン 配 列 を 含 ん で い て も よ い 。 ウ イ ロ イ ド は 配 列 番 号 3、 配 列 番
号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 お よ び 配 列 番 号 8か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ゲ
ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み う る 。 真 核 生 物 は 植 物 で あ っ て よ く 、 例 え ば 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ
ナ (Arabidopsis)、 ア ル フ ァ ル フ ァ 、 オ オ ム ギ 、 マ メ 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 ワ タ 、 ア マ 、 エ ン
ド ウ 、 セ イ ヨ ウ ア ブ ラ ナ 、 イ ネ 、 ラ イ ム ギ 、 ベ ニ バ ナ 、 モ ロ コ シ 、 ダ イ ズ 、 ヒ マ ワ リ 、 タ
バ コ 、 コ ム ギ 、 ア ス パ ラ ガ ス 、 ビ ー ト 、 ブ ロ ッ コ リ ー 、 キ ャ ベ ツ 、 ニ ン ジ ン 、 カ リ フ ラ ワ
ー 、 セ ロ リ 、 キ ュ ウ リ 、 ナ ス 、 レ タ ス 、 タ マ ネ ギ 、 ア ブ ラ ナ 、 コ シ ョ ウ 、 ジ ャ ガ イ モ 、 カ
ボ チ ャ 、 ラ デ ィ ッ シ ュ 、 ホ ウ レ ン ソ ウ 、 カ ボ チ ャ 属 、 ト マ ト 、 ズ ッ キ ー ニ 、 ア ー モ ン ド 、
リ ン ゴ 、 ア ン ズ 、 バ ナ ナ 、 ブ ラ ッ ク ベ リ ー 、 ブ ル ー ベ リ ー 、 カ カ オ 、 サ ク ラ ン ボ 、 コ コ ヤ
シ 、 ク ラ ン ベ リ ー 、 ナ ツ メ ヤ シ 、 ブ ド ウ 、 グ レ ー プ フ ル ー ツ 、 グ ア バ 、 キ ー ウ ィ 、 レ モ ン
、 ラ イ ム 、 マ ン ゴ ー 、 メ ロ ン 、 ネ ク タ リ ン 、 オ レ ン ジ 、 パ パ イ ヤ 、 パ ッ シ ョ ン フ ル ー ツ 、
モ モ 、 ラ ッ カ セ イ 、 ナ シ 、 パ イ ナ ッ プ ル 、 ピ ス タ チ オ 、 プ ラ ム 、 ラ ズ ベ リ ー 、 イ チ ゴ 、 タ
ン ジ ェ リ ン 、 ク ル ミ 、 お よ び ス イ カ か ら 選 択 さ れ る 植 物 が 含 ま れ る 。 真 核 生 物 は ま た 、 真
菌 、 酵 母 も し く は 糸 状 菌 で あ っ て も よ く 、 ま た 、 ヒ ト 、 哺 乳 動 物 、 魚 、 ウ シ 、 ヤ ギ 、 ブ タ
、 ヒ ツ ジ 、 げ っ 歯 類 、 ハ ム ス タ ー 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 霊 長 類 、 線 虫
類 、 甲 殻 動 物 、 エ ビ 、 カ ニ 、 ロ ブ ス タ ー 、 昆 虫 、 ミ バ エ 、 鞘 翅 目 （ Coleapteran） の 昆 虫
、 双 翅 目 （ Dipteran） の 昆 虫 、 鱗 翅 目 （ Lepidopteran） の 昆 虫 、 ま た は 同 翅 亜 目 （ Homeop
teran） の 昆 虫 の よ う な 動 物 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 真 核 生 物 の 細 胞 に お け る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン
す る た め の キ メ ラ RNA分 子 を 提 供 す る こ と で あ り 、 こ の キ メ ラ RNA分 子 は 、
　 前 記 標 的 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら の 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 体 に 対 し て
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少 な く と も 約 94％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 少 な く と も 約 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 む 標 的 遺 伝 子 特 異 的 RNA領 域 と 、 こ れ に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 、
　 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド （ PSTVd） 型 の ウ イ ロ イ ド （ 例 え ば 、 ジ ャ
ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド 、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド 種 III、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ
ド 種 IV、 ホ ッ プ 潜 在 ウ イ ロ イ ド 、 オ ー ス ト ラ リ ア ブ ド ウ ウ イ ロ イ ド 、 ト マ ト プ ラ ン タ マ チ
ョ ウ イ ロ イ ド 、 コ コ ヤ シ チ ナ ン ガ ヤ ウ イ ロ イ ド 、 ト マ ト 頂 端 矮 化 ウ イ ロ イ ド 、 コ コ ヤ シ カ
ダ ン グ -カ ダ ン グ ウ イ ロ イ ド 、 カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ ィ ス ウ イ ロ イ ド 、 コ ル ム ネ ア 潜 在 ウ
イ ロ イ ド 、 ホ ッ プ 矮 化 ウ イ ロ イ ド 、 お よ び カ ン キ ツ ベ ン ト リ ー フ ウ イ ロ イ ド ） 由 来 の 核 局
在 化 シ グ ナ ル を 含 む 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 、 ま た は ト リ ヌ ク レ オ チ ド CUG、 CAG、 GACも
し く は GUCの 少 な く と も 35回 の 繰 返 し （ 例 え ば 、 ト リ ヌ ク レ オ チ ド CUG、 CAG、 GACも し く は
GUCの 44～ 2000回 の 繰 返 し ） を 含 む 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 と 、
を 含 ん で な り 、 こ れ に よ り 、 前 記 キ メ ラ RNA分 子 は 、 真 核 生 物 の 細 胞 に 供 給 さ れ る と 、 前
記 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 真 核 生 物 の 細 胞 に お け る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 低 下 さ せ る た め の キ
メ ラ DNA分 子 を 提 供 す る こ と で あ り 、 こ の キ メ ラ DNA分 子 は 、
　 a)　 前 記 真 核 生 物 の 細 胞 に お い て RNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 認 識 さ れ 得 る プ ロ モ ー タ ー ま
た は プ ロ モ ー タ ー 領 域 と 、 こ れ に 機 能 的 に 連 結 さ れ た
　 b)　 転 写 さ れ た と き RNA分 子 を も た ら す DNA領 域 と 、
を 含 ん で な り 、 こ こ に お い て 、 前 記 RNA分 子 は 、
　 　 i)　 前 記 標 的 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら の 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 体 に
対 し て 少 な く と も 約 94％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 少 な く と も 約 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 1つ の 標 的 遺 伝 子 特 異 的 領 域 ま た は 複 数 の 標 的 遺 伝 子 特 異 的 領 域
と 、 こ れ に 機 能 的 に 連 結 さ れ た
　 　 ii) ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド （ PSTVd） 型 の ウ イ ロ イ ド （ 例 え ば
、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド 、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド 種 III、 カ ン キ ツ ウ
イ ロ イ ド 種 IV、 ホ ッ プ 潜 在 ウ イ ロ イ ド 、 オ ー ス ト ラ リ ア ブ ド ウ ウ イ ロ イ ド 、 ト マ ト プ ラ ン
タ マ チ ョ ウ イ ロ イ ド 、 コ コ ヤ シ チ ナ ン ガ ヤ ウ イ ロ イ ド 、 ト マ ト 頂 端 矮 化 ウ イ ロ イ ド 、 コ コ
ヤ シ カ ダ ン グ -カ ダ ン グ ウ イ ロ イ ド 、 カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ ィ ス ウ イ ロ イ ド 、 コ ル ム ネ ア
潜 在 ウ イ ロ イ ド 、 ホ ッ プ 矮 化 ウ イ ロ イ ド 、 お よ び カ ン キ ツ ベ ン ト リ ー フ ウ イ ロ イ ド ） 由 来
の 核 局 在 化 シ グ ナ ル を 含 む 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 、 ま た は ト リ ヌ ク レ オ チ ド CUG、 CAG
、 GACも し く は GUCの 少 な く と も 35回 の 繰 返 し （ 例 え ば 、 ト リ ヌ ク レ オ チ ド CUG、 CAG、 GAC
も し く は GUCの 44～ 2000回 の 繰 返 し ） を 含 む 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 と 、
を 含 む も の で あ り 、 場 合 に よ り 、
　 　 iii) 前 記 RNA分 子 を コ ー ド す る 前 記 DNA領 域 に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 転 写 終 結 お よ び ポ
リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を さ ら に 含 み 、
こ れ に よ り 、 前 記 キ メ ラ DNA分 子 は 、 真 核 生 物 の 細 胞 に 供 給 さ れ る と 、 前 記 標 的 遺 伝 子 の
発 現 を 低 下 さ せ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 真 核 生 物 宿 主 に 応 じ て 、 プ ロ モ ー タ ー ま た は プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 動 物 内 で 機 能 す る プ
ロ モ ー タ ー 、 酵 母 、 真 菌 も し く は 糸 状 菌 内 で 機 能 す る プ ロ モ ー タ ー 、 ま た は 植 物 で 発 現 可
能 な プ ロ モ ー タ ー で あ り う る 。 ま た 、 プ ロ モ ー タ ー は 単 一 サ ブ ユ ニ ッ ト バ ク テ リ オ フ ァ ー
ジ RNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 認 識 さ れ る プ ロ モ ー タ ー ま た は プ ロ モ ー タ ー 領 域 で あ っ て も よ
い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 に 従 う キ メ ラ DNAま た は RNA分 子 を 含 む 真 核 生 物 由 来 の 細 胞 、 な
ら び に 細 胞 内 に 本 発 明 に 従 う キ メ ラ DNAま た は RNA分 子 を 含 む 非 ヒ ト 真 核 生 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 目 的 は 、 真 核 生 物 の 細 胞 に お け る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 低 下 さ せ る た
め の 、 本 発 明 に 従 う キ メ ラ RNAま た は DNA分 子 の 使 用 を 提 供 す る こ と で あ る 。
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【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 細 胞 に お け る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 が 低 下 し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 真
核 生 物 の 作 製 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 a)　 前 記 生 物 の 1個 以 上 の 細 胞 に 本 発 明 に 従 う キ メ ラ DNA分 子 を 供 給 し て 、 1個 以 上 の ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 細 胞 を 作 製 す る こ と 、
　 b)　 前 記 1個 以 上 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 細 胞 か ら ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 真 核 生 物 を 成 長 ま
た は 再 生 さ せ る こ と 、
を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 真 核 生 物 の 細 胞 に お け る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す
る た め の 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 a)　 真 核 生 物 の 細 胞 に 第 1お よ び 第 2の キ メ ラ RNA分 子 を 供 給 す る こ と 、 た だ し 、
　 　 i)　  第 1の キ メ ラ RNA分 子 は 、 標 的 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら の 19個 連 続 し た ヌ
ク レ オ チ ド の 相 補 体 に 対 し て 少 な く と も 約 94％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 少 な く と も 約 19個 連
続 し た ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ア ン チ セ ン ス 標 的 遺 伝 子 特 異 的 RNA領 域 を
含 む こ と 、
　 　 ii)　 第 2の キ メ ラ RNA分 子 は 、 第 1の キ メ ラ RNA分 子 の 相 補 体 に 対 し て 少 な く と も 約 94
％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 少 な く と も 約 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
む セ ン ス 標 的 遺 伝 子 特 異 的 RNA領 域 を 含 む こ と 、
　 　 iii) 第 1お よ び 第 2の キ メ ラ RNAは 、 少 な く と も 、 第 1の キ メ ラ RNAの 前 記 19個 連 続 し た
ヌ ク レ オ チ ド と 第 2の キ メ ラ RNAの 前 記 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の 間 で 塩 基 対 合 す る こ と
が で き る こ と 、
　 　 iv)　 こ こ に お い て 、 第 1ま た は 第 2の キ メ ラ RNA分 子 の い ず れ か が 、 前 記 ア ン チ セ ン ス
標 的 特 異 的 RNA領 域 ま た は 前 記 セ ン ス 標 的 特 異 的 RNA領 域 に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 、 大 部 分 が
二 本 鎖 の RNA領 域 を 含 む こ と 、
　 b)　 標 的 遺 伝 子 の 発 現 が ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ て い る 真 核 生 物 を 同 定 す る こ と 、
を 含 ん で な る 。 第 1お よ び 第 2の キ メ ラ RNA分 子 は 両 方 と も 、 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 を 含
ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 第 1お よ び 第 2の キ メ ラ RNA分 子 を 含 む 真 核 生 物 由 来 の 細 胞 、 （ な
ら び に 、 か か る 細 胞 を 含 む 非 ヒ ト 真 核 生 物 ） を 提 供 す る こ と で あ り 、
　 i)　  第 1の キ メ ラ RNA分 子 は 、 標 的 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら の 19個 連 続 し た ヌ ク
レ オ チ ド の 相 補 体 に 対 し て 少 な く と も 約 94％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 少 な く と も 約 19個 連 続
し た ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ア ン チ セ ン ス 標 的 遺 伝 子 特 異 的 RNA領 域 を 含
む こ と 、
　 ii)　 第 2の キ メ ラ RNA分 子 は 、 第 1の キ メ ラ RNA分 子 の 相 補 体 に 対 し て 少 な く と も 約 94％
の 配 列 同 一 性 を 有 す る 少 な く と も 約 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む
セ ン ス 標 的 遺 伝 子 特 異 的 RNA領 域 を 含 む こ と 、
　 iii) 第 1お よ び 第 2の キ メ ラ RNAは 、 少 な く と も 、 第 1の キ メ ラ RNAの 前 記 19個 連 続 し た ヌ
ク レ オ チ ド と 第 2の キ メ ラ RNAの 前 記 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の 間 で 塩 基 対 合 す る こ と が
で き る こ と 、
　 こ こ に お い て 、 第 1ま た は 第 2の キ メ ラ RNA分 子 の い ず れ か は 、 前 記 ア ン チ セ ン ス 標 的 特
異 的 RNA領 域 ま た は 前 記 セ ン ス 標 的 特 異 的 RNA領 域 に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 、 大 部 分 が 二 本 鎖
の RNA領 域 を 含 む こ と 、 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 キ メ ラ ア ン チ セ ン ス RNA分 子 と 協 同 し て 、 真 核 生 物 の 細 胞 に お け る 標
的 遺 伝 子 の 発 現 を 低 下 さ せ る た め の キ メ ラ セ ン ス RNA分 子 、 ま た は そ の よ う な キ メ ラ セ ン
ス RNA分 子 を コ ー ド す る キ メ ラ DNA分 子 を 提 供 し 、 前 記 キ メ ラ セ ン ス RNA分 子 は 、 前 記 標 的
遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 少 な く と も 約 94％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 少 な く と も 約 19個
連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む セ ン ス 標 的 遺 伝 子 特 異 的 RNA領 域 と 、 こ
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れ に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 と 、 を 含 ん で な る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 遺 伝 子 発 現 の ア ン チ セ ン ス RNA介 在 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 高 め る た め の 、 本 明 細 書
に 記 載 の 方 法 お よ び 手 段 は 、 予 期 せ ざ る 観 察 に 基 づ く も の で あ り 、 そ の 観 察 と は 、 標 的 遺
伝 子 特 異 的 RNA配 列 を 、 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド ゲ ノ ム の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 含 む RNA領 域 （ そ の RNAの 核 局 在 化 シ グ ナ ル を 含 む ） の よ う な 、 大 部 分 が 二 本 鎖 の
RNA領 域 に 機 能 的 に 連 結 さ せ る と 、 植 物 細 胞 な ど の 宿 主 生 物 の 細 胞 に 導 入 し た と き 、 標 的
遺 伝 子 の 発 現 が ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た 系 統 の 数 と 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 が 顕 著 に ダ
ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ 、 阻 止 さ え も さ れ た 系 列 の 数 の 両 方 が 増 加 し た 、 と い う も の で
あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 真 核 生 物 の 細 胞 に お け る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を ダ
ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ 、 こ の 方 法 は 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 a)　 真 核 生 物 の 細 胞 に キ メ ラ RNA分 子 を 供 給 す る こ と 、 こ こ に お い て 、 前 記 キ メ ラ RNA分
子 は 、
　 　 i)　 標 的 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら の 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 体 に 対 し
て 少 な く と も 約 94％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 少 な く と も 約 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 む 標 的 遺 伝 子 特 異 的 RNA領 域 （ 「 ア ン チ セ ン ス RNA」 ） と 、 こ れ に 機 能 的
に 連 結 さ れ た
　 　 ii) 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 、
を 含 む も の で あ る こ と 、
　 b)　 標 的 遺 伝 子 の 発 現 が ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ て い る 真 核 生 物 を 同 定 す る こ と 、
を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 キ メ ラ 遺 伝 子 」 ま た は 「 キ メ ラ 核 酸 」 と は 、 特 定 の 真 核 生 物 種 に
通 常 は 見 出 せ な い 遺 伝 子 ま た は 核 酸 を さ し 、 あ る い は ま た 、 プ ロ モ ー タ ー が 転 写 さ れ る DN
A領 域 の 全 部 も し く は 一 部 と 、 ま た は 遺 伝 子 の 少 な く と も 1つ の 他 の 調 節 領 域 と 自 然 界 で 結
合 し て い な い 遺 伝 子 を さ す 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 ア ン チ セ ン ス RNA」 と は 、 標 的 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ る 生 物 学 的 に
活 性 な RNA（ 通 常 は mRNAで あ る が 、 こ れ に 限 ら な い ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 に 対 し て
大 部 分 が 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む RNA分 子 を さ す 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 標 的 遺 伝 子 」 と い う 表 現 は 、 真 核 細 胞 中 に 存 在 し 、 か つ 生 物 学 的
に 活 性 な RNAに 転 写 さ れ る 核 酸 を さ す 。 標 的 遺 伝 子 は 内 在 性 の 遺 伝 子 で あ っ て も よ い し 、
真 核 細 胞 の 祖 先 に ヒ ト の 介 入 を 経 て 導 入 さ れ た ト ラ ン ス ジ ー ン で あ っ て も よ い し 、 ア グ ロ
バ ク テ リ ウ ム 菌 株 ま た は レ ト ロ ウ イ ル ス の よ う な 感 染 性 生 物 に よ り 細 胞 の ゲ ノ ム に 導 入 さ
れ た 遺 伝 子 で あ っ て も よ い 。 標 的 遺 伝 子 は ウ イ ル ス 起 源 の も の で あ っ て も よ い 。 さ ら に 、
少 な く と も 19個 の ヌ ク レ オ チ ド の ス ト レ ッ チ は プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 5’ UTR、 コ ー ド 領 域 、
ま た は 3’ UTRか ら 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 遺 伝 子 発 現 」 ま た は 「 核 酸 の 発 現 」 と は 、 遺 伝 子 ま た は 核 酸 が 、
適 切 な 宿 主 細 胞 内 に 導 入 さ れ た と き 、 RNAを 生 成 す る よ う に 転 写 （ ま た は 複 製 ） さ れ 、 か
つ ／ ま た は 、 そ の 宿 主 細 胞 に お い て ポ リ ペ プ チ ド も し く は タ ン パ ク 質 を 生 成 す る よ う に 翻
訳 さ れ る プ ロ セ ス を い う 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 遺 伝 子 発 現 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 」 と は 、 本 発 明 の RNAま た
は キ メ ラ 遺 伝 子 の 存 在 下 で の 真 核 細 胞 に お け る 対 象 の 標 的 遺 伝 子 ま た は 核 酸 の 発 現 と 、 本
発 明 の RNAま た は キ メ ラ 遺 伝 子 の 不 在 下 で の 対 象 の 標 的 遺 伝 子 ま た は 核 酸 の 発 現 と の 比 較
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を さ す 。 し た が っ て 、 本 発 明 の キ メ ラ RNAの 存 在 下 で の 標 的 遺 伝 子 の 発 現 は 、 そ の 不 在 下
で の 発 現 よ り 低 く な る べ き で あ り 、 例 え ば 、 キ メ ラ RNAの 不 在 下 で の 表 現 型 発 現 の 約 50％
ま た は 約 25％ ま た は 約 10％ ま た は 約 5％ ほ ど で あ り う る 。 い く つ か の 用 途 の 場 合 に は 、 キ
メ ラ RNAま た は キ メ ラ RNAを コ ー ド す る キ メ ラ 遺 伝 子 の 存 在 に よ っ て 発 現 が 実 際 上 完 全 に 阻
止 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 含 む 」 お よ び 「 含 ん で な る 」 と は 、 そ こ に 挙 げ た 特 徴 、 整 数 、 ス
テ ッ プ ま た は 成 分 の 存 在 を 特 定 す る も の と 解 釈 さ れ る べ き で あ る が 、 1以 上 の 特 徴 、 整 数
、 ス テ ッ プ ま た は 成 分 、 あ る い は そ の グ ル ー プ の 存 在 ま た は 付 加 を 排 除 す る も の で は な い
。 し た が っ て 、 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 含 む 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 は 、 実 際
に 引 き 合 い に 出 し た も の よ り 多 く の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 を 含 む こ と が で き 、 す な
わ ち 、 よ り 大 き な 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の 中 に 組 み 込 ま れ て い て も よ い 。 機 能 的 に ま た は
構 造 的 に 特 定 さ れ る DNA領 域 を 含 む キ メ ラ 遺 伝 子 は 、 追 加 の DNA領 域 な ど を 含 む こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 し た が っ て 、 標 的 遺 伝 子 特 異 的 RNA領 域 の 約 19ntの ア ン チ セ ン ス RNAの 最 小 ヌ ク レ オ チ ド
配 列 は 、 サ イ ズ が 19ntか ら 標 的 遺 伝 子 の サ イ ズ に 等 し い 長 さ ま で の 間 で 変 化 し 、 全 体 的 に
さ ま ざ ま な 程 度 の 配 列 同 一 性 を 有 す る 、 よ り 大 き な RNA分 子 内 に 含 ま れ て い て も よ い こ と
が 明 ら か だ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 、 2つ の 関 連 し た ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 の 、 パ ー セ ン ト で 表
さ れ る 「 配 列 同 一 性 」 と は 、 2つ の 最 適 に ア ラ イ メ ン ト さ せ た 配 列 に お い て 、 同 一 の 残 基
を 有 す る 位 置 の 数 を 、 比 較 し た 位 置 の 数 で 割 っ た 値 （ × 100） を さ す 。 ギ ャ ッ プ 、 す な わ
ち 、 あ る 残 基 が 一 方 の 配 列 に は 存 在 す る が 、 他 方 の 配 列 に は 存 在 し な い ア ラ イ メ ン ト 中 の
位 置 は 、 非 同 一 残 基 を 有 す る 位 置 と み な さ れ る 。 2つ の 配 列 同 士 の ア ラ イ メ ン ト は Needlem
anお よ び Wunschの ア ル ゴ リ ズ ム  (Needlemanお よ び Wunsch 1970)を 用 い て 行 う 。 上 記 の コ
ン ピ ュ ー タ 支 援 配 列 ア ラ イ メ ン ト は 、 Wisconsin Package Version 10.1 (Genetics Compu
ter Group, Madision, Wisconsin, USA) の 一 部 で あ る GAPの よ う な 標 準 ソ フ ト ウ ェ ア プ ロ
グ ラ ム に よ り 、 ギ ャ ッ プ 生 成 ペ ナ ル テ ィ 50お よ び ギ ャ ッ プ 延 長 ペ ナ ル テ ィ 3を 有 す る デ フ
ォ ル ト ス コ ア リ ン グ マ ト リ ッ ク ス を 用 い て 、 都 合 よ く 行 う こ と が で き る 。 配 列 が 少 な く と
も 約 75％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 80％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 85％ 、 さ ら に 好 ま
し く は 約 90％ 、 特 に 好 ま し く は 約 95％ 、 さ ら に 特 に 好 ま し く は 約 100％ の 配 列 同 一 性 を 有
す る 場 合 、 そ れ ら の 配 列 は 「 実 質 的 に 類 似 し て い る 」 と さ れ る 。 RNA配 列 が DNA配 列 と 実 質
的 に 類 似 し て い る か 、 あ る 程 度 の 配 列 同 一 性 を 有 す る 場 合 、 DNA配 列 中 の チ ミ ン (T)が RNA
配 列 中 の ウ ラ シ ル (U)と 同 等 で あ る と み な さ れ る こ と は 明 ら か で あ る 。 し た が っ て 、 本 出
願 に お い て 、 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 が 19個 の ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 に 対 し て 94％
の 配 列 同 一 性 を 有 す る と 記 載 さ れ る 場 合 、 こ れ は 、 第 1配 列 の 19個 の ヌ ク レ オ チ ド の う ち
少 な く と も 18個 が 第 2配 列 の 19個 の ヌ ク レ オ チ ド の う ち 18個 と 同 一 で あ る こ と を 意 味 す る
。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 し た が っ て 、 記 載 さ れ る ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド 領 域 は 、 長 さ が 約 21nt、 50nt、 100n
t、 200nt、 300nt、 500nt、 1000nt、 2000nt、 さ ら に は 約 5000ntま た は そ れ 以 上 で あ っ て も
よ く 、 そ れ ぞ れ が 約 40％ 、 50％ 、 60％ 、 70％ 、 80％ 、 90％ 、 ま た は 100％ の 全 体 的 な 配 列
同 一 性 を 有 す る 。 配 列 が 長 け れ ば 長 い ほ ど 、 全 体 的 な 配 列 同 一 性 の 要 件 は 厳 格 で な く な る
。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 さ ら に 、 1つ の 標 的 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 相 補 体 に 対 し て 配 列 同 一 性 を 有 す る 複
数 の 配 列 （ 複 数 の 標 的 遺 伝 子 特 異 的 RNA領 域 ） は 、 1つ の RNA分 子 内 に 存 在 す る こ と が で き
る 。 ま た 、 数 個 の 標 的 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 相 補 体 に 対 し て 配 列 同 一 性 を 有 す る 複
数 の 配 列 が 1つ の RNA分 子 内 に 存 在 し て も よ い 。
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【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 標 的 遺 伝 子 特 異 的 」 と は 、 本 発 明 に よ る キ メ ラ 核 酸 が 特 定 の 標 的 遺 伝 子 の ダ ウ ン レ ギ
ュ レ ー シ ョ ン に の み 使 用 さ れ る と い う 意 味 に 解 釈 さ れ る べ き で な い 。 事 実 、 標 的 遺 伝 子 特
異 的 RNA領 域 と 別 の 遺 伝 子 と の 間 に 十 分 な 相 同 性 が 存 在 す る か 、 ま た は 他 の 遺 伝 子 が （ い
わ ゆ る 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー に 属 す る 遺 伝 子 の よ う に ） 19ヌ ク レ オ チ ド の 同 一 の ス ト レ ッ チ を
共 有 す る 場 合 に は 、 こ う し た 他 の 遺 伝 子 の 発 現 も ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る こ と が あ
る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 」 と は 、 内 部 の 塩 基 対 合 に よ り 棒 (rod)
状 構 造 に フ ォ ー ル デ ィ ン グ 可 能 な RNA分 子 を さ す 。 生 じ る 棒 状 構 造 は 、 そ の RNA分 子 内 の 他
の 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の 別 の ス ト レ ッ チ の 相 補 体 に 対 し て 94％ の 配 列 同 一 性 を 有 し
て 、 RNA分 子 が 棒 状 構 造 に フ ォ ー ル デ ィ ン グ し た と き 二 本 鎖 領 域 を 形 成 す る こ と が で き る
、 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の い か な る ス ト レ ッ チ も 含 ま な い 。 換 言 す れ ば 、 フ ォ ー ル デ
ィ ン グ し た と き 、 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 は 、 19bp中 に せ い ぜ い 1つ の ミ ス マ ッ チ を 有 す
る 少 な く と も 19bpの 二 本 鎖 RNA領 域 を 含 ま ず 、 少 な く と も エ ネ ル ギ ー 的 に 最 も 有 利 な 棒 状
の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン に お い て は 含 ま な い 。 限 定 す る も の で は な い が 、 こ の よ う な 構 造 の
例 を 図 1に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 を 特 定 の 作 用 様 式 に 限 定 す る つ も り は な い が 、 そ の よ う な 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA
領 域 は 、 そ れ ら が 結 合 さ れ る ア ン チ セ ン ス RNA分 子 の 核 局 在 化 に 関 与 す る と 考 え ら れ る 。
そ の 結 果 、 ア ン チ セ ン ス RNA分 子 の 核 内 濃 度 が 増 加 し 、 ア ン チ セ ン ス RNAに 対 応 す る セ ン ス
RNAと の 塩 基 対 合 に よ る 配 列 特 異 的 dsRNAが よ り 効 率 的 に 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で RNA分 子 に 関 し て 用 い る 「 棒 状 構 造 に フ ォ ー ル デ ィ ン グ 可 能 」 と い う 用 語
は 、 RNA分 子 が 内 部 の 塩 基 対 合 に よ っ て 好 ま し く 適 応 し 、 長 い 棒 の よ う な 全 体 的 な 外 観 を
有 す る 二 次 構 造 を 形 成 す る こ と を さ す 。 棒 状 構 造 は 分 岐 部 ま た は 突 出 部 （ マ ッ チ し な い ヌ
ク レ オ チ ド が 全 体 的 な 構 造 か ら 突 き 出 て い る 部 分 ） を 含 ん で い て も よ く 、 ま た 、 よ り 大 き
な 二 次 構 造 （ 棒 状 で も よ い し 、 そ う で な く て も よ い ） の 一 部 で あ っ て も よ い 。 棒 状 構 造 に
フ ォ ー ル デ ィ ン グ 可 能 な RNA分 子 の 例 を 図 1に 示 す 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 適 応 す る 具 体 的 な 二 次 構 造 は 、 RNA分 子 の 自 由 エ ネ ル ギ ー に よ り 決 定 さ れ 、 FOLDRNA (Zu
kerお よ び Stiegler, 1981)ま た は GCGの MFOLD構 造 予 測 パ ッ ケ ー ジ  (Genetics Computing G
roup; Zuker 1989, Science 244, 48-52)の よ う な 適 当 な ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 様 々 な 状
況 に つ い て 予 測 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お い て 、 ア ン チ セ ン ス RNA分 子 に 機 能 的 に 連 結 さ れ る 大 部 分 が 二
本 鎖 の RNA領 域 は 、 宿 主 細 胞 ま た は 宿 主 植 物 細 胞 の 核 内 で 複 製 す る こ と が で き る PSTVd（ ジ
ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド ） の よ う な PSTVd型 の ウ イ ロ イ ド に 由 来 す る 核
局 在 化 シ グ ナ ル で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お い て 、 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 は 、 配 列 番 号 3に 示 す ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 の よ う な PSTVd RG1株 の 全 長 配 列 を 含 み 、 こ の 配 列 は 、 下 記 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
：
　 　 　 5’ -cgcagatctcggaactaaactcgtggttc-3’ [配 列 番 号 1] お よ び
　 　 　 5’ -gcgagatctaggaaccaactgcggttc-3’ [配 列 番 号 2]
を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 ウ イ ロ イ ド の RNAゲ ノ ム の cDNAコ ピ ー
か ら の 増 幅 に よ り 都 合 よ く 取 得 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 RNA分 子 に 組 み 込 む 場 合 は 、 DNA分 子 を 対 応 す る RNA分 子 に 変 換 す る た め の 追 加 の ス テ ッ
プ が 必 要 で あ る こ と が 理 解 さ れ る 。 そ の よ う な 変 換 は 、 転 写 、 例 え ば 単 一 サ ブ ユ ニ ッ ト バ
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ク テ リ オ フ ァ ー ジ RNAポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い る in vitro転 写 に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 RNA配 列 が 、 配 列 表 の エ ン ト リ ー 中 に 表 示 さ れ て い る 、 ま た は 配 列 表 に 示 し た DNA配 列 と
本 質 的 に 類 似 し て い る 、 ま た は 該 DNA配 列 に 対 し て あ る 程 度 の 配 列 同 一 性 を 有 す る 、 と さ
れ る 場 合 に は 、 エ ン ト リ ー 中 の 該 配 列 に 対 応 す る RNA配 列 に 言 及 し て い る こ と が 明 ら か で
あ る 。 た だ し 、 DNA配 列 中 の チ ミ ン (T)は RNA配 列 で は ウ ラ シ ル (U)に 置 き 換 え ら れ る 。 そ の
言 及 が RNA配 列 に 対 し て な の か 、 DNA配 列 に 対 し て な の か は 、 前 後 関 係 に よ り す ぐ に 明 ら か
に な ろ う 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 同 様 の 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA構 造 は 、 PSTVd型 （ ま た は Bussiereら , 1996に よ る 分 類 に 従
う グ ル ー プ B） の 他 の 核 複 製 性 ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム 内 に も 見 出 さ れ 、 こ れ ら の RNA配 列 も 同
様 に 効 果 的 に 使 用 す る こ と が で き る 。 PSTVdグ ル ー プ の 他 の 核 複 製 性 ウ イ ロ イ ド と し て は
、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド 種 III(Citrus viroid species III)、 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド 種 IV(Cit
rus viroid species IV)、 コ レ ウ ス ウ イ ロ イ ド (Coleus viroid)、 ホ ッ プ 潜 在 ウ イ ロ イ ド (
Hop latent viroid) (配 列 番 号 7)、 オ ー ス ト ラ リ ア ブ ド ウ ウ イ ロ イ ド (Australian grapev
ine viroid) (配 列 番 号 4)、 ト マ ト プ ラ ン タ マ チ ョ ウ イ ロ イ ド (Tomato planta macho viro
id) (配 列 番 号 6)、 コ コ ヤ シ チ ナ ン ガ ヤ ウ イ ロ イ ド (Coconut tinangaja viroid) (配 列 番
号 5)、 ト マ ト 頂 端 矮 化 ウ イ ロ イ ド (Tomato apical stunt viroid) (配 列 番 号 8)、 コ コ ヤ シ
カ ダ ン グ -カ ダ ン グ ウ イ ロ イ ド (Coconut cadang-cadang viroid)、 カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ
ィ ス ウ イ ロ イ ド (Citrus exocortis viroid)、 コ ル ム ネ ア 潜 在 ウ イ ロ イ ド (Columnea laten
t viroid)、 ホ ッ プ 矮 化 ウ イ ロ イ ド (Hop stunt viroid)、 お よ び カ ン キ ツ ベ ン ト リ ー フ ウ
イ ロ イ ド (Citrus bent leaf viroid)を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ ら の ウ イ ロ イ ド は 自 己
ス プ ラ イ シ ン グ 活 性 の 不 在 に よ っ て も 特 徴 づ け ら れ 、 こ れ は ハ ン マ ー ヘ ッ ド モ チ ー フ の よ
う な 触 媒 モ チ ー フ が 存 在 し な い こ と で 明 ら か に な る  (Busiereら , Nuc. Acids Res. 24, 1
793-1798, 1996)。 PSTVd型 の 全 ウ イ ロ イ ド の 中 で 完 全 な dsRNA構 造 の 最 長 ス ト レ ッ チ は 11
塩 基 対 の サ イ ズ で あ る 。 通 常 、 ミ ス マ ッ チ は か な り 均 一 に 分 布 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 こ れ ら の ウ イ ロ イ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 世 界 的 ウ ェ ブ (http://www.callisto.si.us
herb.ca/ ‾ jpperraま た は http://nt.ars-grin.gov/subviral/ )に よ り ア ク セ ス 可 能 な デ ー
タ ベ ー ス に コ ン プ ラ イ さ れ て お り 、 以 下 の も の が 含 ま れ る ：

 [PSTVd.1 (登 録 番 号 : J02287(gb), 
M16826(gb), V01465(embl); 333351(gi), 333352(gi)お よ び 62283(gi)); PSTVd.2 (登 録
番 号 : M38345(gb), 333354(gi)); PSTVd.3 (登 録 番 号 : M36163(gb), 333356(gi)); PSTVd
.4 (登 録 番 号 : M14814(gb), 333357(gi)); PSTVd.5 (株 : S.commersonii) (登 録 番 号 : M2
5199(gb), 333355(gi)); PSTVd.6 (株 : tomato cv. Rutgers, 分 離 株 : KF440-2) (登 録 番
号 : X58388(embl), 61366(gi)); PSTVd.7 (KF6-M弱 毒 株 ) (登 録 番 号 : M88681(gb), 33335
8(gi)); PSTVd.8 (Burdock株 ) (登 録 番 号 : M88678(gb), 333360(gi)); PSTVd.9 (Wiscons
in (WB) 株 ) (登 録 番 号 : M88677(gb), 333359(gi)); PSTVd.10 (PSTVd-N (Naaldwijk) 株
) (登 録 番 号 : X17268(embl), 60649(gi)) ;PSTVd.11 (弱 毒 株 変 異 体 A, WA-M分 離 株 ) (登
録 番 号 : X52036(embl), 61365(gi)); PSTVd.12 (弱 毒 株 , F-M分 離 株 ) (登 録 番 号 : X52037
(embl), 61367(gi)); PSTVd.13 (中 程 度 の 毒 性 株 , F-IS分 離 株 ) (登 録 番 号 : X52039(embl
), 61369(gi)); PSTVd.14 (有 毒 致 死 株 , F-SL分 離 株 ) (登 録 番 号 : X52038(embl), 61368(
gi)); PSTVd.15 (中 程 度 の 毒 性 株 , F88-IS分 離 株 ) Herold,Tら , Plant Mol. Biol. 19, 3
29-333 (1992)に 発 表 ; PSTVd.16 (F88ま た は S88変 異 株 )(登 録 番 号 : X52040(embl), 61370
(gi)); PSTVd.17 (個 体 分 離 株  kf 5) (登 録 番 号 : M93685(gb), 333353(gi)); PSTVd.18 (
KF5分 離 株 ) (登 録 番 号 : S54933(gb), 265593(gi)); PSTVd.19 (S-XII株 , s27変 種 ) (登 録
番 号 : X76845(embl), 639994(gi)); PSTVd.20 (S-XIII株 , s23変 種 ) (登 録 番 号 : X76846(
embl), 639993(gi)); PSTVd.21 (M株 (弱 毒 )) (登 録 番 号 : X76844(embl), 639992(gi)); P
STVd.22 (I-818株 , I4変 種 ) (登 録 番 号 : X76848(embl), 639991(gi)); PSTVd.23 (I-818
株 , I3変 種 ) (登 録 番 号 : X76847(embl), 639990(gi)); PSTVd.24 (PSTVd-341株 ) (登 録 番
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号 : Z34272(embl), 499191(gi)); PSTVd.25 (QF B株 ) (登 録 番 号 : U23060(gb), 755586(g
i)) PSTVd.26 (QF A株 ) (登 録 番 号 : U23059(gb), 755585(gi)); PSTVd.27 (RG 1株 ) (登
録 番 号 : U23058(gb), 755584(gi)); PSTVd.28 (登 録 番 号 : U51895(gb), 1272375(gi)); P
STVd.29(ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド ) (登 録 番 号 : X97387(embl), 17694
38(gi)); PSTVd.30 (S27-VI-24株 ) (登 録 番 号 : Y09382(emb), 2154945(gi)); PSTVd.31 (
S27-VI-19株 ) (登 録 番 号 : Y09383(emb), 2154944(gi)); PSTVd.32 (SXIII株 ) (登 録 番 号 :
 Y08852(emb), 2154943(gi)); PSTVd.33 (S27-I-8株 ) (登 録 番 号 : Y09381(emb), 2154942
(gi)); PSTVd.34 (PSTV M-VI-15株 ) (登 録 番 号 : Y09577(emb), 2154941(gi)); PSTVd.35 
(PSTV M-I-40株 ) (登 録 番 号 : Y09576(emb), 2154940(gi)); PSTVd.36 (PSTV M-I-17株 ) (
登 録 番 号 : Y09575(emb), 2154939(gi)); PSTVd.37 (PSTV M-I-10株 ) (登 録 番 号 : Y09574(
emb), 2154938(gi)); PSTVd.38 (I4-I-42変 異 株 ) (登 録 番 号 : Y09889(emb), 2154937(gi)
); PSTVd.39 (PSTVd I2-VI-27変 異 株 ) (登 録 番 号 : Y09888(emb), 2154936(gi)); PSTVd.4
0 (PSTVd I2-VI-25変 異 株 ) (登 録 番 号 : Y09887(emb), 2154935(gi)); PSTVd.41 (PSTVd I
2-VI-16変 異 株 ) (登 録 番 号 : Y09886(emb), 2154934(gi)); PSTVd.42 (PSTVd I4-I-10変 異
株 ) (登 録 番 号 : Y09890(emb), 2154933(gi)); PSTVd.43 (PSTVd I2-I-14変 異 株 ) (登 録 番
号 : Y09891(emb), 2154932(gi)) ; PSTVd.44 (KF7分 離 株 ) (登 録 番 号 : AJ007489(emb), 3
367737(gi)); PSTVd.45 (登 録 番 号 : AF369530, 14133876(gi)] ;
【 ０ ０ ４ ８ 】

 [CVd-III.1 (登 録 番 号 : S76452(gb), 913161
(gi)); CVd-III.2 (Australia New South Wales 分 離 株 ) (登 録 番 号 : S75465(gb)お よ び S
76454(gb), 914078(gi)お よ び 913162(gi)); CVd-III.3 (登 録 番 号 : AF123879, GI:710575
3);　 CVd-III.4 (登 録 番 号 : AF123878, GI:7105752) CVd-III.5 (登 録 番 号 : AF123877, G
I:7105751); CVd-III.6 (登 録 番 号 : AF123876, GI:7105750); CVd-III.7 (登 録 番 号 : AF1
23875, GI:7105749); CVd-III.8 (登 録 番 号 : AF123874, GI:7105748); CVd-III.9 (登 録
番 号 : AF123873, GI:7105747); CVd-III.10 (登 録 番 号 : AF123872, GI:7105746); CVd-II
I.11 (登 録 番 号 : AF123871, GI:7105745); CVd-III.12 (登 録 番 号 : AF123870, GI:710574
4); CVd-III.13 (登 録 番 号 : AF123869, GI:7105743); CVd-III.14 (登 録 番 号 : AF123868,
 GI:7105742); CVd-III.15 (登 録 番 号 : AF123867, GI:7105741); CVd-III.16 (登 録 番 号 :
 AF123866, GI:7105740); CVd-III.17 (登 録 番 号 : AF123865, GI:7105739); CVd-III.18 
(登 録 番 号 : AF123864, GI:7105738); CVd-III.19 (登 録 番 号 : AF123863, GI:7105737); C
Vd-III.20 (登 録 番 号 : AF123860, GI:7105736); CVd-III.21 (登 録 番 号 : AF123859, GI:7
105735); CVd-III.22 (登 録 番 号 : AF123858, GI:7105734); CVd-III.23 (登 録 番 号 : AB05
4619, GI:13537479); CVd-III.24 (登 録 番 号 : AB054620, GI:13537480); CVd-III.25 (登
録 番 号 : AB054621, GI:13537481); CVd-III.26 (登 録 番 号 : AB054622, GI:13537482); CV
d-III.27 (登 録 番 号 : AB054623, GI:13537483); CVd-III.28 (登 録 番 号 : AB054624, GI:1
3537484); CVd-III.29 (登 録 番 号 : AB054625, GI:13537485); CVd-III.30 (登 録 番 号 : AB
054626, GI:13537486); CVd-III.31 (登 録 番 号 : AB054627, GI:13537487); CVd-III.32 (
登 録 番 号 : AB054628, GI:13537488); CVd-III.33 (登 録 番 号 : AB054629, GI:13537489); 
CVd-III.34 (登 録 番 号 : AB054630, GI:13537490); CVd-III.35 (登 録 番 号 : AB054631, GI
:13537491); CVd-III.36 (登 録 番 号 : AB054632, GI:13537492); CVd-III.37 (登 録 番 号 : 
AF416552, GI:15811643); CVd-III.38 (登 録 番 号 : AF416553, GI:15811644); CVd-III.39
 (登 録 番 号 : AF416374, GI:15788948); CVd-III.40 (登 録 番 号 : AF434680)]; 
【 ０ ０ ４ ９ 】

 [CVdIV.1 (登 録 番 号 : X14638(embl), 59042(gi))]　
【 ０ ０ ５ ０ 】

 [CbVd.1 (コ リ ウ ス ウ イ ロ イ ド 1 (CbVd 
1),栽 培 変 種 株 Bienvenue, ド イ ツ 分 離 株 ) (登 録 番 号 : X52960(embl), 58844(gi)); CbVd.
2 (コ レ ウ ス イ エ ロ ー ウ イ ロ イ ド (CYVd), ブ ラ ジ ル 分 離 株 ) (登 録 番 号 : X69293(embl), 59
053(gi)); CbVd.3 (コ リ ウ ス ウ イ ロ イ ド 1-RG ス テ ム -ル ー プ RNA.) (登 録 番 号 : X95291(em
bl), 1770104(gi)); CbVd.4 (コ リ ウ ス ウ イ ロ イ ド 1-RL RNA) (登 録 番 号 : X95366(embl), 
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1770106(gi))]
【 ０ ０ ５ １ 】

 [CbVd.1 (コ リ ウ ス ウ イ ロ イ ド 2-RL RNA) (登 録 番 号 : X9
5365(embl), 1770107(gi)); CbVd.2 (コ リ ウ ス ウ イ ロ イ ド CbVd 4-1 RNA) (登 録 番 号 : X97
202(embl), 1770109(gi))] 
【 ０ ０ ５ ２ 】

 [CbVd.1 (コ リ ウ ス ウ イ ロ イ ド 3-RL) (登 録 番 号 : X95364
(embl), 1770108(gi)); CbVd.2 (コ リ ウ ス 栽 培 変 種 「 Fairway Ruby」 由 来 の コ リ ウ ス ウ イ
ロ イ ド 8) (登 録 番 号 : X57294(embl),780766(gi)); CbVd.3 (コ リ ウ ス ウ イ ロ イ ド 3-FR ス
テ ム -ル ー プ RNA, コ リ ウ ス 栽 培 変 種 「 Fairway Ruby」 由 来 ) (登 録 番 号 : X95290(embl), 1
770105(gi))]
【 ０ ０ ５ ３ 】

[HLVd.1 (登 録 番 号 : X07397(embl), 60259(gi)); HLVd.2 (「 熱 変 異 株 (thermomutant)」 T
15) (登 録 番 号 : AJ290404(gb), 13872743(gi)); HLVd.3 (「 熱 変 異 株 」 T40)(登 録 番 号 : A
J290405.1(gb), 13872744(gi)); HLVd.4 (「 熱 変 異 株 」 T50)(登 録 番 号 : AJ290406(gb), 1
3872745(gi)); HLVd.5 (「 熱 変 異 株 」 T59)(登 録 番 号 : AJ290406(gb), 13872746(gi)); HL
Vd.6 (「 熱 変 異 株 」 T61)(登 録 番 号 : AJ290408(gb) 13872747(gi)); HLVd.7 (「 熱 変 異 株
」 T75)(登 録 番 号 : AJ290409(gb), 13872748(gi)); HLVd.8 (「 熱 変 異 株 」 T92) (登 録 番 号
: AJ290410(gb), 13872749(gi)); HLVd.9 (「 熱 変 異 株 」 T218) (登 録 番 号 : AJ290411(gb)
, 13872750(gi)); HLVd.10 (「 熱 変 異 株 」 T229)(登 録 番 号 : AJ290412(gb), 13872751(gi)
)]
【 ０ ０ ５ ４ 】

 [AGVd.1 (登 録 番 号 : X17101(embl), 58574(gi)
)] 
【 ０ ０ ５ ５ 】

 [TPMVd.1 (登 録 番 号 : K00817(gb))]
【 ０ ０ ５ ６ 】

 [CTiVd.1 (登 録 番 号 : M20731(gb), 323414(gi))
]
【 ０ ０ ５ ７ 】

 [TASVd.1 (登 録 番 号  K00818(gb), 335155(gi)); TAS
Vd.2 (株 : イ ン ド ネ シ ア )(登 録 番 号 : X06390(embl), 60650(gi)); TASVd.3(ト マ ト 頂 端 矮
化 ウ イ ロ イ ド -S ス テ ム -ル ー プ RNA.) (登 録 番 号 : X95293(embl), 1771788(gi))]
【 ０ ０ ５ ８ 】

 [CCCVd.1 (分 離 株  baao 54, ccRNA 1 fa
st) (登 録 番 号 : J02049(gb), 323275(gi)); CCCVd.2 (分 離 株  baao 54, ccRNA 1 fast) (
登 録 番 号 : J02050(gb), 323276(gi)); CCCVd.3 (分 離 株  baao 54, ccRNA 1 slow) (登 録
番 号 : J02051(gb), 323277(gi)); CCCVd.4 (分 離 株  Ligao 14B, 620C, 191Dお よ び T1, cc
RNA 1 fast) (Haseloffら  Nature 299, 316-321 (1982)) CCCVd.5 (分 離 株  Ligao T1, cc
RNA 1 slow) (Haseloffら  Nature 299, 316-321 (1982)); CCCVd.6 (分 離 株  Ligao 14B, 
ccRNA 1 slow) (Haseloffら  Nature 299, 316-321 (1982)); CCCVd.7 (分 離 株  San Nasci
so, ccRNA 1 slow) (Haseloffら  Nature 299, 316-321 (1982))]
【 ０ ０ ５ ９ 】

 [CEVd.1 (gynura由 来 cev) (登 録 番 号 : J02
053(gb), 323302(gi)); CEVd.2 (A株 ) (登 録 番 号 : M34917(gb), 323305(gi)); CEVd.3 (d
e25株 )(登 録 番 号 : K00964(gb), 323303(gi)); CEVd.4 (de26株 ) (登 録 番 号 : K00965(gb),
 323304(gi)); CEVd.5 (CEV-JB) (登 録 番 号 : M30870(gb), 484119(gi)); CEVd.6 (CEV-JA
) (登 録 番 号 : M30869(gb), 484118(gi)); CEVd.7 (登 録 番 号 : M30871(gb), 484117(gi));
 CEVd.8 (CEV-A)(登 録 番 号 : M30868(gb), 484116(gi)); CEVd.9 (Visvader,J.E.お よ び Sy
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mons,R.H. Nucleic Acids Res. 13, 2907-2920 (1985)); CEVd.10 (Visvader,J.E.お よ び
Symons,R.H. Nucleic Acids Res. 13, 2907-2920 (1985)); CEVd.11 (Visvader,J.E.お よ
び Symons,R.H. Nucleic Acids Res. 13, 2907-2920 (1985)); CEVd.12 (Visvader,J.E.お
よ び Symons,R.H. Nucleic Acids Res. 13, 2907-2920 (1985)); CEVd.13 (Visvader,J.E.
お よ び Symons,R.H. Nucleic Acids Res. 13, 2907-2920 (1985)); CEVd.14 (Visvader,J.
E.お よ び Symons,R.H. Nucleic Acids Res. 13, 2907-2920 (1985)); CEVd.15 (Visvader,
J.E.お よ び Symons,R.H. Nucleic Acids Res. 13, 2907-2920 (1985)); CEVd.16 (Visvade
r,J.E.お よ び Symons,R.H. Nucleic Acids Res. 13, 2907-2920 (1985)); CEVd.17 (Visva
der,J.E.お よ び Symons,R.H. Nucleic Acids Res. 13, 2907-2920 (1985)); CEVd.18 (Vis
vader,J.E.お よ び Symons,R.H. Nucleic Acids Res. 13, 2907-2920 (1985)); CEVd.19 (V
isvader,J.E.お よ び Symons,R.H. Nucleic Acids Res. 13, 2907-2920 (1985)); CEVd.20 
(Visvader,J.E.お よ び Symons,R.H. Nucleic Acids Res. 13, 2907-2920 (1985)); CEVd.2
1 (cev-j classe B) (Visvader,J.E.お よ び Symons,R.H. Nucleic Acids Res. 13, 2907-2
920 (1985)); CEVd.22 (ブ ド ウ ウ イ ロ イ ド (GV)) (登 録 番 号 : Y00328(embl), 60645(gi));
 CEVd.23 (CEVd-t) (登 録 番 号 : X53716(embl), 433503(gi)); CEVd.24 (CEVcls, ト マ ト
ハ イ ブ リ ッ ド カ ル ス 分 離 株 ) (登 録 番 号 : S67446(gb), 141247(gi)); CEVd.25 (CEV D-92)
 (登 録 番 号 : S67442(gb), 141248(gi)); CEVd.26 (CEVt, ト マ ト ハ イ ブ リ ッ ド 分 離 株 ) (
登 録 番 号 : S67441(gb), 141246(gi)); CEVd.27 (CEVt, ト マ ト 分 離 株 )(登 録 番 号 : S67440
(gb), 141245(gi)); CEVd.28 (CEVg, Gynura分 離 株 ) (登 録 番 号 : S67438(gb), 141244(gi
)); CEVd.29 (CEVc, シ ト ロ ン 分 離 株 ) (登 録 番 号 : S67437(gb), 141243(gi)); CEVd.30 (
CEVd-225株 ) (登 録 番 号 : U21126(gb), 710360(gi)); CEVd.31 (ソ ラ マ メ 分 離 株 , Vicia f
aba L.) (登 録 番 号 : S79831(gb), 1181910(gi)); CEVd.32 (ト マ ト に cevd.31を 接 種 し た
後 に 得 ら れ る 変 異 株 ) (Fagoagaら  J. Gen. Virol. 76, 2271-2277 (1995)); CEVd.33 (Fa
goagaら  J. Gen. Virol. 76, 2271-2277 (1995)); CEVd.34 (登 録 番 号 : AF298177, 15419
885(gi)); CEVd.35 (登 録 番 号 : AF298178, 15419886(gi)); CEVd.36 (登 録 番 号 : AF42805
8 )(カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ ィ ス ウ イ ロ イ ド 分 離 株  205-E-1 Uy, 完 全 な ゲ ノ ム ); CEVd.37 
(登 録 番 号 : AF428059) (カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ ィ ス ウ イ ロ イ ド 分 離 株  205-E-2 Uy, 完 全
な ゲ ノ ム ); CEVd.38 (登 録 番 号 : AF428060) (カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ ィ ス ウ イ ロ イ ド 分 離
株  205-E-5 Uy, 完 全 な ゲ ノ ム ); CEVd.39 (登 録 番 号 : AF428061) (カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ
ィ ス ウ イ ロ イ ド 分 離 株  205-E-7 Uy, 完 全 な ゲ ノ ム ); CEVd.40 (登 録 番 号 : AF428062) (カ
ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ ィ ス ウ イ ロ イ ド 分 離 株  54-E-1 Uy, 完 全 な ゲ ノ ム ); CEVd.41 (登 録 番
号 : AF428063) (カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ ィ ス ウ イ ロ イ ド 分 離 株  54-E-3 Uy, 完 全 な ゲ ノ ム )
; CEVd.42 (登 録 番 号 : AF428064) (カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ ィ ス ウ イ ロ イ ド 分 離 株  54-E-18
 Uy, 完 全 な ゲ ノ ム ); CEVd.43 (登 録 番 号 : AF434678) (カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ ィ ス ウ イ ロ
イ ド , 完 全 な ゲ ノ ム )]
【 ０ ０ ６ ０ 】

 [CLVd.1 (登 録 番 号 : X15663(embl), 58886(gi)); CLV
d.2 (CLVd-N, 個 体 分 離 株  Nematanthus) (登 録 番 号 : M93686(gb), 323335(gi)); CLVd.3(
コ ル ム ネ ア 潜 在 ウ イ ロ イ ド -B ス テ ム -ル ー プ RNA) (登 録 番 号 : X95292(embl), 1770174(gi
))]
【 ０ ０ ６ １ 】

 [CBLVd.1 (CVd-Ib) (登 録 番 号 : M74065(gb), 
323413(gi)); CBLVd.2 (CBLVd-225株 ) (登 録 番 号 : U21125(gb), 710359(gi)); CBLVd.3 (
ウ イ ロ イ ド Ia ゲ ノ ム RNA, 分 離 株 : Jp) (登 録 番 号 : AB006734(dbj), 2815403(gi)); CBLV
d.4 (ウ イ ロ イ ド Ib ゲ ノ ム RNA, 分 離 株 : P2) (登 録 番 号 : AB006735(dbj), 2815401(gi));
 CBLVd.5 (ウ イ ロ イ ド Ia ゲ ノ ム RNA) (登 録 番 号 : AB006736(dbj), 2815402(gi)); CBLVd.
6 (カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド Ia ク ロ ー ン 17) (登 録 番 号 : AF040721(gb), 3273626(gi)); CBLVd
.7 (カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド Ia ク ロ ー ン 18) (登 録 番 号 : AF040722(gb), 3273627(gi)); CBLV
d.8 (カ ン キ ツ ベ ン ト リ ー フ ウ イ ロ イ ド 分 離 株  201-1-1 Uy, 完 全 な ゲ ノ ム ) (登 録 番 号 : A
F428052); CBLVd.9 (カ ン キ ツ ベ ン ト リ ー フ ウ イ ロ イ ド 分 離 株  201-1-2 Uy, 完 全 な ゲ ノ ム
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) (登 録 番 号 : AF428053); CBLVd.10 (カ ン キ ツ ベ ン ト リ ー フ ウ イ ロ イ ド 分 離 株  201-1-5 U
y, 完 全 な ゲ ノ ム ) (登 録 番 号 : AF428054); CBLVd.11 (カ ン キ ツ ベ ン ト リ ー フ ウ イ ロ イ ド
分 離 株  205-1-1 Uy, 完 全 な ゲ ノ ム ) (登 録 番 号 : AF428055); CBLVd.12 (カ ン キ ツ ベ ン ト
リ ー フ ウ イ ロ イ ド 分 離 株  205-1-3 Uy, 完 全 な ゲ ノ ム ) (登 録 番 号 : AF428056); CBLVd.13 
(カ ン キ ツ ベ ン ト リ ー フ ウ イ ロ イ ド 分 離 株  205-1-4 Uy, 完 全 な ゲ ノ ム ) (登 録 番 号 : AF428
057)] 
【 ０ ０ ６ ２ 】

 [HSVd.h1 (日 本 型 株 ) (登 録 番 号 : X00009(embl), 60684(g
i)); HSVd.h2 (日 本 株 , 変 異 体 2) (Leeら  Nucleic Acids Res. 16, 8708-8708 (1988)); 
HSVd.h3 (韓 国 株 ) (登 録 番 号 : X12537(embl), 60421(gi)); HSVd.g1 (ブ ド ウ ウ イ ロ イ ド (
GVVd), 分 離 株 SHV-g(GV)) (登 録 番 号 : M35717(gb), 325405(gi)); HSVd.g2 (株 : ド イ ツ
栽 培 変 種 Riesling) (登 録 番 号 : X06873(embl), 60422(gi)); HSVd.g3 (株 : Vitis vinife
ra Rootstock 5BBか ら 分 離 ) (登 録 番 号 : X15330(embl), 60648(gi)); HSVd.g4 (ブ ド ウ 分
離 株  (HSVdg), 変 異 体 Ia) (登 録 番 号 : X87924(embl), 897764(gi)); HSVd.g5 (ブ ド ウ 分
離 株  (HSVdg), 変 異 体 Ib) (登 録 番 号 : X87923(embl), 897765(gi)); HSVd.g6 (ブ ド ウ 分
離 株  (HSVdg), 変 異 体 Ic) (登 録 番 号 : X87925(embl), 897766(gi)); HSVd.g7 (ブ ド ウ 分
離 株 (HSVdg), 変 異 体 Id)(登 録 番 号 : X87926(embl), 897767(gi)); HSVd.g8 (ブ ド ウ 分 離
株 (HSVdg), 変 異 体 Ie) (登 録 番 号 : X87927(embl), 897768(gi)); HSVd.g9 (ブ ド ウ 分 離 株
(HSVdg), 変 異 体 IIa) (登 録 番 号 :X87928(embl), 897769(gi)); HSVd.cit1 (変 異 体 1, 分
離 株 HSV-cit) (登 録 番 号 : X06718(embl), 60646(gi)); HSVd.cit2 (変 異 体 2, 分 離 株 HSV-
cit) (登 録 番 号 : X06719(embl), 60647(gi)); HSVd.cit3 (HSV.カ ン キ ツ ) (登 録 番 号 : X1
3838(embl), 60418(gi)); HSVd.cit4 (登 録 番 号 : U02527(gb), 409021(
gi)); HSVd.cit5 (Hsuら  Virus Genes 9, 193-195 (1995)); HSVd.cit6 cit5 (Hsuら  Vir
us Genes 9, 193-195 (1995)); HSVd.cit7 (分 離 株  CVd-IIaま た は E819) (登 録 番 号 : AF1
31248(gb)); HSVd.cit8 (分 離 株  CVd-IIbま た は Ca902) (登 録 番 号 : AF131249(gb)); HSVd
.cit9 (分 離 株  CVd-IIcま た は Ca905) (登 録 番 号 : AF131250(gb)); HSVd.cit10 (分 離 株 Ca
903) (登 録 番 号 : AF131251(gb)); HSVd.cit11 (分 離 株  CA909) (登 録 番 号 : AF131252(gb)
); HSVd.cit12 (悪 液 質 (cachexia)分 離 株  X-701-M) (登 録 番 号 : AF213483(gb), 12082502
(gi)); HSVd.cit13 (悪 液 質 分 離 株  X-701-1) (登 録 番 号 : AF213484(gb), 12082503(gi));
 HSVd.cit14 (悪 液 質 分 離 株  X-701-2) (登 録 番 号 : AF213485(gb), 12082504(gi)); HSVd.
cit15 (悪 液 質 分 離 株  X-701-3) (登 録 番 号 : AF213486(gb), 12082505(gi)); HSVd.cit16 
(悪 液 質 分 離 株  X-704-M) (登 録 番 号 : AF213487(gb), 12082506(gi)); HSVd.cit17 (悪 液
質 分 離 株  X-704-1) (登 録 番 号 : AF213488(gb), 12082507(gi)); HSVd.cit18 (悪 液 質 分 離
株  X-704-2) (登 録 番 号 : AF213489(gb), 12082508(gi)); HSVd.cit19 (悪 液 質 分 離 株  X-7
04-3) (登 録 番 号 : AF213490(gb), 12082509(gi)); HSVd.cit20 (悪 液 質 分 離 株  X-707-M) 
(登 録 番 号 : AF213491(gb), 12082510(gi)); HSVd.cit21 (悪 液 質 分 離 株  X-707-1) (登 録
番 号 : AF213492(gb), 12082511(gi)); HSVd.cit22 (悪 液 質 分 離 株  X-707-2) (登 録 番 号 : 
AF213493(gb), 12082512(gi)); HSVd.cit23 (悪 液 質 分 離 株  X-707-3) (登 録 番 号 : AF2134
94(gb), 12082513(gi)); HSVd.cit24 (悪 液 質 分 離 株  X-707-4) (登 録 番 号 : AF213495(gb)
, 12082514(gi)); HSVd.cit25 (悪 液 質 分 離 株  X-712-M) (登 録 番 号 : AF213496(gb), 1208
2515(gi)); HSVd.cit26 (悪 液 質 分 離 株  X-712-1) (登 録 番 号 : AF213497(gb), 12082516(g
i)); HSVd.cit27 (悪 液 質 分 離 株  X-712-2) (登 録 番 号 : AF213498(gb), 12082517(gi)); H
SVd.cit28 (悪 液 質 分 離 株  X-712-3) (登 録 番 号 : AF213499(gb), 12082518(gi)); HSVd.ci
t29 (悪 液 質 分 離 株  X-715-M) (登 録 番 号 : AF213500(gb), 12082519(gi)); HSVd.cit30 (
悪 液 質 分 離 株  X-715-1) (登 録 番 号 : AF213501(gb), 12082520(gi)); HSVd.cit31 (悪 液 質
分 離 株  X-715-2) (登 録 番 号 : AF213502(gb), 12082521(gi)); HSVd.cit32 (CVd-Iia (117
)) (登 録 番 号 : AF213503(gb), 12082522(gi));　 HSVd.cit33 (分 離 株  CVd-IIa 17uy) (登
録 番 号 : AF359276(gb), 13991644(gi));　 HSVd.cit34 (分 離 株  CVd-IIa 11uy) (登 録 番 号
: AF359275(gb), 13991643(gi)); HSVd.cit35 (分 離 株  CVd-IIa 10uy) (登 録 番 号 : AF359
274(gb), 13991642(gi));　 HSVd.cit36 (分 離 株  CVd-Ib 10uy) (登 録 番 号 : AF359273(gb)
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, 13991641(gi));　 HSVd.cit37 (分 離 株  CVd-Ib 5uy) (登 録 番 号 : AF359272(gb), 139916
40(gi));　 HSVd.cit38 (分 離 株  CVd-Ib 3uy) (登 録 番 号 : AF359271(gb), 13991639(gi));
　 HSVd.cit39 (分 離 株  CVd-Ib 2uy) (登 録 番 号 : AF359270(gb), 13991638(gi)); 
HSVd.cit40 (分 離 株  CVd-IIa) (登 録 番 号 : X69519(embl), 2369773(gi)); HSVd.cit41 (
分 離 株  CVd-IIb) (登 録 番 号 : X69518(embl),2369774(gi));　 HSVd.cit42 (分 離 株  CVd-II
a 54-2-1) (登 録 番 号 : AF416554, 15811645(gi));　 HSVd.cit43 (分 離 株  CVd-IIa 54-2-2
) (登 録 番 号 : AF416555, 15811646(gi)); HSVd.cit44 (分 離 株  CVd-IIa 205-2-4) (登 録
番 号 : AF416556, 15811647(gi)); HSVd.cit45 (分 離 株  CVd-IIa 205-2-1) (登 録 番 号 : AF
416557, 15811648(gi)); HSVd.p1 (HSV-peach (A9)) (登 録 番 号 : D13765(dbj), 221254(g
i)); HSVd.p2 (HSV-plumお よ び HSV-peach (AF) 分 離 株 ) (登 録 番 号 : D13764(dbj), 22125
5(gi)); HSVd.p3 (ス ペ イ ン か ら の cv. Jeronimo J-16) (登 録 番 号 : Y09352(embl),168469
6(gi)); HSVd.apr1 (フ ラ ン ス か ら の cv. Rouge de Roussillon) (登 録 番 号 : Y08438(embl
), 2462494(gi)); HSVd.apr2 (ス ペ イ ン か ら の 不 明 の 栽 培 変 種 ) (登 録 番 号 : Y08437 (emb
l), 2462495(gi)); HSVd.apr3 (ス ペ イ ン か ら の cv. Bulida) (登 録 番 号 : Y09345(embl),1
684690(gi)); HSVd.apr4 (ス ペ イ ン か ら の cv. Bulida) (登 録 番 号 : Y09346(embl),168469
1(gi)); HSVd.apr5 (ス ペ イ ン か ら の cv. Bulida d'Arques) (登 録 番 号 : Y09344(embl),16
84692(gi)); HSVd.apr6 (ス ペ イ ン か ら の cv. Pepito del Rubio) (登 録 番 号 :Y09347(embl
), 1684697(gi) ); HSVd.apr7 (ス ペ イ ン か ら の cv. Pepito del Rubio) (登 録 番 号 : 0934
8(embl), 1684699(gi)); HSVd.apr8 (ス ペ イ ン か ら の cv. Pepito del Rubio) (登 録 番 号 :
 Y09349(embl), 684698(gi)); HSVd.apr9 (モ ロ ッ コ か ら の cv. Canino) (登 録 番 号 : AJ29
7825(gb), 10944963(gi)); HSVd.apr10 (モ ロ ッ コ か ら の cv. Canino) (登 録 番 号 : AJ2978
26(gb), 10944964(gi)); HSVd.apr11 (モ ロ ッ コ か ら の cv. Canino) (登 録 番 号 : AJ297827
(gb), 10944965(gi)); HSVd.apr12 (モ ロ ッ コ か ら の cv. Canino) (登 録 番 号 : AJ297828(g
b), 10944966(gi)); HSVd.apr13 (モ ロ ッ コ か ら の cv. Canino) (登 録 番 号 : AJ297829(gb)
, 10944967(gi)); HSVd.apr14 (ト ル コ か ら の cv. Septik) (登 録 番 号 : AJ297830(gb), 10
944968(gi)); HSVd.apr15 (キ プ ロ ス か ら の cv. Monaco bello) (登 録 番 号 : AJ297831(gb)
, 10944969(gi)); HSVd.apr16 (キ プ ロ ス か ら の cv. Cafona) (登 録 番 号 : AJ297832(gb), 
10944970(gi)); HSVd.apr17 (キ プ ロ ス か ら の cv. Cafona) (登 録 番 号 : AJ297833(gb), 10
944971(gi)); HSVd.apr18 (キ プ ロ ス か ら の cv. Boccuccia spinosa) (登 録 番 号 : AJ29783
4(gb), 10944972(gi)); HSVd.apr19 (キ プ ロ ス か ら の cv. Palumella) (登 録 番 号 : AJ2978
35(gb), 10944973(gi)); HSVd.apr20 (キ プ ロ ス か ら の cv. Palumella) (登 録 番 号 : AJ297
836(gb), 10944974(gi)); HSVd.apr21 (キ プ ロ ス か ら の cv. Canino) (登
録 番 号 : AJ297837(gb), 10944975(gi)); HSVd.apr22 (ギ リ シ ャ か ら の cv. Kolioponlou) 
(登 録 番 号 : AJ297838(gb), 10944976(gi)); HSVd.apr23 (ギ リ シ ャ か ら の cv. Bebecou Pa
ros) (登 録 番 号 : AJ297839(gb), 10944977(gi)); HSVd.apr24 (ギ リ シ ャ か ら の cv. Bebec
ou Paros) (登 録 番 号 : AJ297840(gb), 10944978(gi)); HSVd.c1 (キ ュ ウ リ ペ ー ル フ ル ー
ツ ウ イ ロ イ ド (Cucumber pale fruit viroid) (CPFVd), 分 離 株  HSV-cucumber) (登 録 番 号
: X00524(embl), 60644(gi)); HSVd.c2 ((キ ュ ウ リ ペ ー ル フ ル ー ツ ウ イ ロ イ ド  (CPFVd)) 
(登 録 番 号 : X07405(embl), 59015(gi)); HSVd.alm1 (登 録 番 号 : AJ011813(emb), 3738118
(gi)); HSVd.alm2 (登 録 番 号 : AJ011814(emb), 3738119(gi)); HSVd. カ ン キ ツ ウ イ ロ イ
ド II, 完 全 な ゲ ノ ム  (登 録 番 号 : AF434679)]。 こ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の す べ て を 参 照
に よ り 本 明 細 書 中 に 組 み 入 れ る も の と す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 上 記 リ ス ト か ら も 直 ち に 明 ら か と な る よ う に 、 ウ イ ロ イ ド は 非 常 に 配 列 変 化 を 起 こ し や
す い が 、 そ の よ う な 天 然 の 変 異 体 も 、 そ れ ら が 機 能 的 に 連 結 さ れ た RNAと 共 に 核 に 輸 送 さ
れ る 能 力 を 保 持 す る か ぎ り 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 手 段 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ウ イ ロ イ ド ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 天 然 の 改 変 に 加 え て 、 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 、 欠 失
ま た は 付 加 に よ っ て も 変 異 体 を 得 る こ と が で き 、 か か る 変 異 体 も 、 そ れ ら が 機 能 的 に 連 結
さ れ た RNAと 共 に 核 に 輸 送 さ れ る 能 力 を 保 持 す る か ぎ り 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 手 段 に 使 用
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す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 さ ら に 、 機 能 的 に 連 結 さ れ た RNAと 共 に 核 に 輸 送 さ れ 得 る ウ イ ロ イ ド ヌ ク レ オ チ ド 配 列
由 来 の よ り 小 さ な RNA領 域 お よ び そ の 変 異 体 も 、 本 発 明 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 植 物 細 胞 な ど の 宿 主 細 胞 の 核 に 輸 送 さ れ る ウ イ ロ イ ド ヌ ク レ オ チ ド 配 列 由 来 の 小 領 域 お
よ び 変 異 体 の 能 力 は 、 Zhouら , 2001, J. Gen Virology, 82, 1491-1497に 記 載 の ア ッ セ イ
を 用 い て 調 べ る こ と が で き る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 こ の ア ッ セ イ は 、 宿 主 細 胞 の 細 胞 質 に
お い て 複 製 す る ウ イ ル ス RNAベ ク タ ー を 用 い て 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 中 に 介 在 配
列 を 含 む マ ー カ ー コ ー ド 領 域 （ 例 え ば 、 GFP） を 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と を 含 む 。 機 能 的
な 核 局 在 化 シ グ ナ ル が 導 入 さ れ る （ 有 利 に は 、 介 在 配 列 中 に 挿 入 さ れ る ） と 、 マ ー カ ー 遺
伝 子 を 含 む ウ イ ル ス RNAベ ク タ ー は 核 に 移 さ れ 、 そ こ で イ ン ト ロ ン が 除 去 さ れ て 、 ス プ ラ
イ シ ン グ さ れ た RNAが 細 胞 質 に 戻 さ れ る 。 ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た RNAは 、 GFPタ ン パ ク 質 へ
の 翻 訳 に よ り 、 な ら び に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た RNA分 子 か ら の イ ン ト ロ ン の 不 在 を 確 か め
る RNA分 析 法 （ 例 え ば 、 RT-PCR） に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 さ ら に 、 ヒ ト 肝 炎 デ ル タ RNAは 、 核 に 局 在 化 さ れ て 棒 状 構 造 を 形 成 す る と い う 点 で PSTVd
型 の ウ イ ロ イ ド に 非 常 に 似 て い る 1700 ntの 一 本 鎖 環 状 RNAで あ り 、 こ れ も 本 発 明 に 従 っ て
使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 は CUG、 CAG、 GACま た は GU
C繰 返 し を 含 む 。 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 ト リ ヌ ク レ オ チ ド 繰 返 し 」 あ る い は 「 CUG、 CAG、 G
ACま た は GUC繰 返 し 」 と は 、 い く つ か の CUG、 CAG、 GACま た は GUCト リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む R
NA分 子 の こ と で あ る 。 好 ま し く は 、 CUGト リ ヌ ク レ オ チ ド は 介 在 配 列 な し で 繰 り 返 さ れ る
が 、 CUGト リ ヌ ク レ オ チ ド で 構 成 さ れ な い 1か ら 20～ 30ヌ ク レ オ チ ド の 短 い 領 域 が CUGト リ
ヌ ク レ オ チ ド 繰 返 し 間 に 存 在 し て も よ い 。 好 ま し く は 、 CUG繰 返 し は 35コ ピ ー ま た は 44コ
ピ ー を 超 え た 数 （ 例 え ば 、 50コ ピ ー と 2000コ ピ ー の 間 の 任 意 の 数 ） の CUGト リ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む 。 有 利 に は 、 CUGト リ プ レ ッ ト の コ ピ ー 数 は 100ま た は 150を 超 え な い ほ う が よ い
。 CAG、 GACま た は GUC繰 返 し も 同 様 に 使 用 で き る と 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 を 特 定 の 作 用 様 式 に 限 定 す る つ も り は な い が 、 こ の よ う な ト リ ヌ ク レ オ チ ド 繰 返
し は 不 完 全 な 塩 基 対 合 に よ っ て 棒 状 構 造 を 形 成 し 、 こ の 棒 状 構 造 が （ お そ ら く は 核 膜 孔 か
ら の RNA輸 送 を 立 体 的 に 阻 止 す る こ と に よ っ て ） 核 保 持 シ グ ナ ル と し て 機 能 す る と 同 時 に
、 二 本 鎖 RNA依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ PKRを 活 性 化 す る と 考 え ら れ る  [Davisら , 1997 Pr
oc. Natl. Acad. Sci. 94, 7388-7393; Tianら , 2000 RNA 6, 79-87; Kochお よ び Lefert 
1998 J. Theor. Biol. 192, 505-514]。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 CUG繰 返 し を 含 む RNA分 子 が 、 後 述 す る よ う に 、 例 え ば 当 該 RNAを コ ー ド す る キ メ ラ 遺 伝
子 の 転 写 に よ り 、 宿 主 細 胞 の 核 に 送 達 さ れ る 場 合 、 か か る CUG繰 返 し は ア ン チ セ ン ス 介 在
遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 効 率 を 高 め る の に 特 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 PSTVd型 ウ イ ロ イ ド 由 来 の 核 局 在 化 シ グ ナ ル ま た は ト リ ヌ ク レ オ チ ド 繰 返 し の よ う な 、
大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 は 、 標 的 特 異 的 ア ン チ セ ン ス RNAの 3’ 末 端 に 位 置 づ け る こ と が
有 利 で あ る が 、 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 の 位 置 は あ ま り 重 要 で は な い と 予 想 さ れ る 。 そ
れ ゆ え 、 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 は RNA分 子 の 5’ 末 端 に 存 在 し て も よ く （ 好 ま し く は 、 3
’ 末 端 ） 、 そ の よ う な RNA分 子 の 中 央 部 に さ え 存 在 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ま た 、 予 期 せ ざ る こ と に 、 遺 伝 子 発 現 の ア ン チ セ ン ス 介 在 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、
大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 に ア ン チ セ ン ス RNAが 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 場 合 、 宿 主 細 胞 に
供 給 さ れ る RNA分 子 中 に イ ン ト ロ ン 配 列 を 含 め る こ と に よ っ て さ ら に 増 強 し う る こ と が わ
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か っ た 。 こ の 場 合 も 、 RNA分 子 中 の 標 的 特 異 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 大 部 分 が 二 本 鎖 の R
NA領 域 の 双 方 に 対 す る イ ン ト ロ ン の 位 置 は 、 効 率 に ほ と ん ど 影 響 を 与 え な い と 予 想 さ れ る
。 事 実 、 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 を イ ン ト ロ ン 配 列 内 に 位 置 づ け る こ と が で き る と 考 え
ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 イ ン ト ロ ン 」 ま た は 介 在 配 列 と は 、 よ り 大 き な 転 写 DNA内 の DNA領
域 を さ す た め に 用 い ら れ 、 こ の DNA領 域 が 核 内 で 転 写 さ れ る と 、 よ り 大 き な RNAの 一 部 で あ
る RNA領 域 が 生 成 さ れ る が 、 イ ン ト ロ ン 配 列 に 対 応 す る こ の RNA領 域 は 、 細 胞 質 に 移 行 す る
と き 、 よ り 大 き な RNAか ら 取 り 除 か れ る 。 対 応 す る RNAも イ ン ト ロ ン ま た は 介 在 配 列 と 称 さ
れ る 。 イ ン ト ロ ン 配 列 は ス プ ラ イ シ ン グ 部 位 に よ っ て 挟 ま れ た 配 列 で あ り 、 合 成 イ ン ト ロ
ン を 作 製 す る に は 、 適 切 な 分 枝 点 を 有 す る 基 本 的 に 任 意 の 配 列 に 適 切 な ス プ ラ イ ス 部 位 を
結 合 さ せ る 。 5’ UTR、 コ ー ド 領 域 ま た は 3’ UTR内 に 位 置 す る イ ン ト ロ ン ま た は 介 在 配 列 を
使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 介 在 配 列 ま た は イ ン ト ロ ン は 好 ま し く は 宿 主 真 核 細 胞 内 で ス プ ラ イ シ ン グ さ れ る べ き で
あ る が 、 （ 例 え ば 、 そ れ ら の ガ イ ド 配 列 が 改 変 さ れ て い る か 、 ま た は 突 然 変 異 を 起 こ し て
い る た め ） も は や ス プ ラ イ シ ン グ さ れ な い 介 在 配 列 の 存 在 が 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を ダ ウ ン
レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る キ メ ラ RNA分 子 の 効 率 を さ ら に 高 め る こ と さ え あ る 。 本 発 明 の 一 実
施 形 態 で は 、 イ ン ト ロ ン は 双 子 葉 植 物 フ ラ ベ リ ア ・ ト リ ネ ル ビ ア （ Flaveria trinervia）
の ピ ル ビ ン 酸 ・ リ ン 酸 ジ キ ナ ー ゼ 2イ ン ト ロ ン 2（ pdk2イ ン ト ロ ン ） と 配 列 が 実 質 的 に 同 一
で あ り 、 配 列 番 号 9の 配 列 を 含 み う る 。 植 物 イ ン ト ロ ン の 他 の 例 と し て は 、 ト ウ ゴ マ (Cast
or bean)由 来 の カ タ ラ ー ゼ イ ン ト ロ ン  (登 録 番 号 AF274974)、 ワ タ 由 来 の デ ル タ 12デ サ チ
ュ ラ ー ゼ (Fad2)イ ン ト ロ ン  (登 録 番 号 AF331163)、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ (Arabidopsis)由 来 の デ
ル タ 12デ サ チ ュ ラ ー ゼ (Fad2)イ ン ト ロ ン  (登 録 番 号 AC069473)、 ト ウ モ ロ コ シ 由 来 の ユ ビ
キ チ ン イ ン ト ロ ン  (登 録 番 号 S94464)、 イ ネ 由 来 の ア ク チ ン イ ン ト ロ ン が 挙 げ ら れ る 。 哺
乳 動 物 ウ イ ル ス イ ン ト ロ ン の そ の 他 の 例 に は 、 SV40由 来 の イ ン ト ロ ン が 含 ま れ る 。 真 菌 イ
ン ト ロ ン の 例 に は 、 ア ス ペ ル ギ ル ス (Aspergillus)由 来 の ト リ オ ー ス リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ
遺 伝 子 由 来 の イ ン ト ロ ン が あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ま た 、 予 期 せ ざ る こ と に 、 真 核 生 物 の 細 胞 中 に す で に 存 在 す る ア ン チ セ ン ス RNA分 子 の
標 的 遺 伝 子 特 異 的 領 域 に 対 応 す る 標 的 遺 伝 子 特 異 的 領 域 を 有 す る セ ン ス RNA分 子 を さ ら に
導 入 す る と 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 効 率 が さ ら に 高 ま る こ と が 見
出 さ れ た 。 標 的 遺 伝 子 の 発 現 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 同 じ 効 率 が 、 本 明 細 書 に 記 載 す
る よ う な 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 と 共 に セ ン ス RNA分 子 を 供 給 し た と き に 観 察 さ れ た 。 セ
ン ス RNA分 子 は 、 そ の セ ン ス RNA分 子 と の 塩 基 対 合 に よ り 二 本 鎖 領 域 を 形 成 す る こ と が で き
る ア ン チ セ ン ス RNA分 子 と 同 時 に 、 真 核 宿 主 生 物 の 細 胞 に 供 給 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 真 核 生 物 の 細 胞 に お け る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を
ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ 、 こ の 方 法 は 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 a)　 真 核 生 物 の 細 胞 に 第 1お よ び 第 2の キ メ ラ RNA分 子 を 供 給 す る こ と 、 た だ し 、
　 　 i)　  第 1の キ メ ラ RNA分 子 は 、 標 的 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら の 19個 連 続 し た ヌ
ク レ オ チ ド の 相 補 体 に 対 し て 少 な く と も 約 94％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 少 な く と も 約 19個 連
続 し た ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ア ン チ セ ン ス 標 的 遺 伝 子 特 異 的 RNA領 域 を
含 む こ と 、
　 　 ii)　 第 2の キ メ ラ RNA分 子 は 、 第 1の キ メ ラ RNA分 子 の 相 補 体 に 対 し て 少 な く と も 約 94
％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 少 な く と も 約 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
む セ ン ス 標 的 遺 伝 子 特 異 的 RNA領 域 を 含 む こ と 、
　 　 iii) 第 1お よ び 第 2の キ メ ラ RNAは 、 少 な く と も 、 第 1の キ メ ラ RNAの 前 記 19個 連 続 し た
ヌ ク レ オ チ ド と 第 2の キ メ ラ RNAの 前 記 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の 間 で 塩 基 対 合 す る こ と
が で き る こ と 、
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　 　 iv)　 こ こ に お い て 、 第 1ま た は 第 2の キ メ ラ RNA分 子 の い ず れ か が 、 前 記 ア ン チ セ ン ス
標 的 特 異 的 RNA領 域 ま た は 前 記 セ ン ス 標 的 特 異 的 RNA領 域 に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 、 大 部 分 が
二 本 鎖 の RNA領 域 を 含 む こ と 、
　 b)　 標 的 遺 伝 子 の 発 現 が ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ て い る 真 核 生 物 を 同 定 す る こ と 、
を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 別 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 第 1お よ び 第 2の 両 キ メ ラ RNA分 子 は 大 部 分 が 二 本 鎖 の
領 域 を 含 む 。 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 お よ び 標 的 遺 伝 子 特 異 的 ア ン チ セ ン ス RNAの 特 定 の
実 施 形 態 は 本 明 細 書 に 記 載 し た と お り で あ る 。 セ ン ス RNA領 域 の 特 定 の 実 施 形 態 は ア ン チ
セ ン ス RNA領 域 の 特 定 の 実 施 形 態 と 同 様 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 有 利 に は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う な 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 を 含 む ア ン チ セ ン ス ま
た は セ ン ス RNA分 子 は 、 キ メ ラ 遺 伝 子 （ そ の 転 写 に よ り 、 そ の よ う な ア ン チ セ ン ス ま た は
セ ン ス RNAが も た ら さ れ る ） の 導 入 と 起 こ り う る 組 込 み に よ り 、 真 核 宿 主 細 胞 ま た は 生 物
に 供 給 さ れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 そ の よ う な キ メ ラ 遺 伝 子 を 提 供 す る こ と も 目 的 に
し て お り 、 か か る キ メ ラ 遺 伝 子 は 、
　 － 　 対 象 の 真 核 生 物 の 細 胞 に お い て 発 現 さ れ 得 る プ ロ モ ー タ ー ま た は プ ロ モ ー タ ー 領 域
と 、 こ れ に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 、 転 写 さ れ た と き ア ン チ セ ン ス RNA分 子 を も た ら す DNA領 域
、 た だ し 、 前 記 ア ン チ セ ン ス RNA分 子 は 、
　 　 － 　 標 的 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら の 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 体 に 対 し
て 少 な く と も 約 94％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 少 な く と も 約 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の 標 的
遺 伝 子 特 異 的 ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は
　 　 － 　 標 的 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら の 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 少 な く
と も 約 94％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 少 な く と も 約 19個 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の 標 的 遺 伝 子 特
異 的 セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 こ れ に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 、
　 　 － 　 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う な 、 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 、
を 含 む も の で あ る こ と 、 お よ び 、 場 合 に よ り 、
　 － 　 選 択 し た 真 核 細 胞 に 適 し た 転 写 終 結 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 領 域 、
を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 プ ロ モ ー タ ー 」 と い う 用 語 は 、 転 写 開 始 時 に DNA依 存 性 RNAポ リ メ
ラ ー ゼ に よ り 認 識 さ れ て 、 そ れ と 直 接 ま た は 間 接 的 に 結 合 す る DNAを さ す 。 プ ロ モ ー タ ー
は 、 転 写 開 始 部 位 と 、 転 写 開 始 因 子 お よ び RNAポ リ メ ラ ー ゼ の た め の 結 合 部 位 を 含 み 、 ま
た 、 遺 伝 子 発 現 調 節 タ ン パ ク 質 が 結 合 し う る 他 の 部 位 （ 例 え ば 、 エ ン ハ ン サ ー ） を 含 ん で
い て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 調 節 領 域 」 と い う 用 語 は 、 所 定 の DNA配 列 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質
ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA） の 転 写 を 駆 動 し 、 か つ そ の 転 写 の タ イ ミ ン グ お よ
び レ ベ ル を 制 御 （ す な わ ち 、 調 節 ） す る こ と に 関 与 し て い る DNAを さ す 。 例 え ば 、 5’ 調 節
領 域 （ ま た は 「 プ ロ モ ー タ ー 領 域 」 ） は コ ー ド 配 列 の 上 流 （ す な わ ち 、 5’ 側 ） に 位 置 す
る DNA配 列 で あ っ て 、 プ ロ モ ー タ ー と 5’ -非 翻 訳 リ ー ダ ー 配 列 を 含 ん で い る 。 3’ 調 節 領 域
は コ ー ド 配 列 の 下 流 （ す な わ ち 、 3’ 側 ） に 位 置 す る DNA配 列 で あ っ て 、 1以 上 の ポ リ ア デ
ニ ル 化 シ グ ナ ル を は じ め と す る 適 当 な 転 写 終 結 （ お よ び ／ ま た は 調 節 ） シ グ ナ ル を 含 ん で
い る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お い て 、 プ ロ モ ー タ ー は 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 本 発 明 の 別
の 実 施 形 態 で は 、 プ ロ モ ー タ ー 活 性 が 外 部 ま た は 内 部 刺 激 に よ り 増 強 さ れ （ 誘 導 プ ロ モ ー
タ ー ） 、 か か る 刺 激 と し て 、 例 え ば ホ ル モ ン 、 化 学 物 質 、 機 械 的 衝 撃 、 非 生 物 的 ま た は 生
物 的 ス ト レ ス 条 件 が あ る が 、 こ れ ら に 限 ら な い 。 ま た 、 プ ロ モ ー タ ー の 活 性 は 時 間 的 ま た
は 空 間 的 に も 調 節 す る こ と が 可 能 で あ る （ 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー ； 発 生 的 に 調 節 さ れ る
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プ ロ モ ー タ ー ） 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 プ ロ モ ー タ ー は 植 物 発 現 可 能 プ ロ モ ー タ ー で あ る 。
本 明 細 書 中 で 用 い る 「 植 物 発 現 可 能 プ ロ モ ー タ ー 」 と は 、 植 物 細 胞 内 で 転 写 を 制 御 （ 開 始
） す る こ と が で き る DNA配 列 を 意 味 す る 。 こ れ に は 植 物 由 来 の あ ら ゆ る プ ロ モ ー タ ー が 含
ま れ る が 、 植 物 細 胞 内 で 転 写 を 指 令 す る こ と が で き る 非 植 物 由 来 の プ ロ モ ー タ ー も 含 ま れ
る 。 す な わ ち 、 ウ イ ル ス ま た は 細 菌 由 来 の い く つ か の プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば CaMV35S (Hap
sterら , 1988)、 地 下 性 ク ロ ー バ ー ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー No4も し く は No7(WO9606932)、 ま
た は T-DNA遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー も 含 ま れ 、 さ ら に 組 織 特 異 的 ま た は 器 官 特 異 的 プ ロ モ ー タ
ー 、 例 え ば 種 子 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー  (例 え ば 、 WO89/03887)、 器 官 原 基 特 異 的 プ ロ モ ー タ
ー (Anら , 1996)、 茎 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー (Kellerら , 1988)、 葉 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー (Hudsp
ethら , 1989)、 葉 肉 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー (例 え ば 、 光 誘 導 性 Rubiscoプ ロ モ ー タ ー )、 根 特
異 的 プ ロ モ ー タ ー (Kellerら , 1989)、 塊 茎 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー (Keilら , 1989)、 維 管 束 組
織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー (Pelemanら , 1989 )、 雄 し べ 選 択 的 プ ロ モ ー タ ー (WO 89/10396, WO
 92/13956)、 裂 開 帯 (dehiscence zone)特 異 的 プ ロ モ ー タ ー (WO 97/13865)な ど も 含 ま れ る
。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 プ ロ モ ー タ ー は 真 菌 発 現 可 能 プ ロ モ ー タ ー で あ
る 。 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 真 菌 発 現 可 能 プ ロ モ ー タ ー 」 と は 、 真 菌 細 胞 内 で 転 写 を 制 御 （
開 始 ） す る こ と が で き る DNA配 列 を 意 味 し 、 例 え ば 、 A. nidulans trpC遺 伝 子 プ ロ モ ー タ
ー ま た は 誘 導 性 S. cerevisiae GAL4プ ロ モ ー タ ー な ど が あ る が 、 こ れ ら に 限 ら な い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 プ ロ モ ー タ ー は 動 物 発 現 可 能 プ ロ モ ー タ
ー で あ る 。 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 動 物 発 現 可 能 プ ロ モ ー タ ー 」 と は 、 動 物 細 胞 内 で 転 写 を
制 御 （ 開 始 ） す る こ と が で き る DNA配 列 を 意 味 し 、 例 え ば 、 SV40後 期 お よ び 初 期 プ ロ モ ー
タ ー 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス CMV-IEプ ロ モ ー タ ー 、 RSV-LTRプ ロ モ ー タ ー 、 SCSVプ ロ モ ー
タ ー な ど が あ る が 、 こ れ ら に 限 ら な い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 に 有 用 な ア ン チ セ ン ス ま た は セ ン ス RNA分 子 は ま た 、 in vitro転 写 に よ っ て も 作
製 す る こ と が で き る 。 こ の た め に 、 本 発 明 に よ る キ メ ラ 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー は 、 バ ク テ
リ オ フ ァ ー ジ の 単 一 サ ブ ユ ニ ッ ト RNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 認 識 さ れ る プ ロ モ ー タ ー で あ っ
て よ く 、 例 え ば 、 大 腸 菌 フ ァ ー ジ T7、 T3、 φ I、 φ II、 W31、 H、 Y、 A1、 122、 cro、 C21、 C
22、 お よ び C2; シ ュ ー ド モ ナ ス ・ プ チ ダ (Pseudomonas putida)フ ァ ー ジ gh-1; ネ ズ ミ チ フ
ス 菌 (Salmonella typhimurium)フ ァ ー ジ SP6; レ イ 菌 (Serratia marcescens)フ ァ ー ジ IV; 
シ ト ロ バ ク タ ー (Citrobacter)フ ァ ー ジ ViIII; お よ び ク レ ブ シ ェ ラ (Klebsiella)フ ァ ー ジ
No.11に 由 来 す る RNAポ リ メ ラ ー ゼ が 含 ま れ る  [Hausmann, Current Topics in Microbiolo
gy and Immunology, 75: 77-109 (1976); Korstenら , J. Gen Virol. 43: 57-73 (1975);
 Dunnら , Nature New Biology, 230: 94-96 (1971); Towleら , J. Biol. Chem. 250: 172
3-1733 (1975); Butler and Chamberlin, J. Biol. Chem., 257: 5772-5778 (1982)]。 こ
の よ う な プ ロ モ ー タ ー の 例 は 、 そ れ ぞ れ T3 RNAポ リ メ ラ ー ゼ 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー お よ び T7
 RNAポ リ メ ラ ー ゼ 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 CIG中 の 第 1プ ロ モ ー タ ー と し て 用 い ら れ る
T3プ ロ モ ー タ ー は 、 McGrawら , Nucl. Acid Res. 13: 6753-6766 (1985)に 記 載 さ れ る T3遺
伝 子 の い ず れ か の プ ロ モ ー タ ー で あ り う る 。 あ る い は ま た 、 T3プ ロ モ ー タ ー は 、 T3 RNAポ
リ メ ラ ー ゼ に よ り 認 識 さ れ る よ う に ヌ ク レ オ チ ド 位 置 -10、 -11お よ び -12で 改 変 さ れ た T7
プ ロ モ ー タ ー で あ り う る  [Klementら , J. Mol. Biol. 215, 21-29(1990)]。 好 ま し い T3プ
ロ モ ー タ ー は 、 米 国 特 許 第 5,037,745号 に 記 載 さ れ る よ う に 、 T3プ ロ モ ー タ ー の 「 コ ン セ
ン サ ス 」 配 列 を 有 す る プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ と 組 み 合 わ せ て 、 本 発 明
に 従 っ て 使 用 し う る T7プ ロ モ ー タ ー は 、 Dunnお よ び Studier, J. Mol. Biol. 166: 477-53
5 (1983)に 記 載 さ れ る よ う な T7遺 伝 子 の う ち の 1つ の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 好 ま
し い T7プ ロ モ ー タ ー は 、 Dunnお よ び Studier(前 掲 )に 記 載 さ れ る よ う に 、 T7プ ロ モ ー タ ー
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の 「 コ ン セ ン サ ス 」 配 列 を 有 す る プ ロ モ ー タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ア ン チ セ ン ス ま た は セ ン ス RNAは 、 ア ク セ プ タ ー ベ ク タ ー DNAを 適 当 な バ ク テ リ オ フ ァ ー
ジ 単 一 サ ブ ユ ニ ッ ト RNAポ リ メ ラ ー ゼ と 、 当 業 者 に 公 知 の 条 件 下 で 、 接 触 さ せ る こ と に よ
り 大 量 に 作 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う に し て 作 製 し た ア ン チ セ ン ス ま た は セ ン ス RNA
は 、 そ の 後 、 植 物 細 胞 、 真 菌 細 胞 ま た は 動 物 細 胞 の よ う な 、 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ を 起 こ
し や す い 細 胞 に 送 達 す る た め に 使 用 さ れ る 。 ア ン チ セ ン ス RNAは リ ポ ソ ー ム や 他 の ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 （ 例 え ば 、 ClonTechか ら の Clonfectionト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 ま
た は CalPhos哺 乳 動 物 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン キ ッ ト ） に よ り 動 物 細 胞 に 導 入 す る こ と が で
き 、 適 当 な 標 的 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る こ と に よ っ て 、 ヒ ト を は じ め と す る 動 物 の 治
療 方 法 に 使 用 で き る と 考 え ら れ る 。 ア ン チ セ ン ス ま た は セ ン ス RNAは い く つ か の 異 な る 方
法 で 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 ア ン チ セ ン ス ま
た は セ ン ス RNAを 被 覆 し た 粒 子 に よ る 衝 撃 、 ア ン チ セ ン ス ま た は セ ン ス RNAの 溶 液 中 へ の 細
胞 ま た は 生 物 の 浸 漬 、 ア ン チ セ ン ス ま た は セ ン ス RNAの 存 在 下 で の 細 胞 膜 の エ レ ク ト ロ ポ
レ ー シ ョ ン 、 ア ン チ セ ン ス ま た は セ ン ス RNAの リ ポ ソ ー ム 介 在 送 達 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム の
よ う な 化 学 物 質 が 介 在 す る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ウ イ ル ス 感 染 、 形 質 転 換 な ど に よ り ア
ン チ セ ン ス ま た は セ ン ス RNAを 導 入 し う る 。 細 胞 に よ る RNAの 取 込 み を 高 め た り 、 ア ニ ー リ
ン グ し た 鎖 を 安 定 化 し た り 、 あ る い は 他 の 方 法 で 標 的 遺 伝 子 の 阻 害 を 増 大 す る 成 分 と 共 に
、 ア ン チ セ ン ス ま た は セ ン ス RNAを 導 入 し て も よ い 。 完 全 な 動 物 の 場 合 に は 、 ア ン チ セ ン
ス ま た は セ ン ス RNAを 生 物 の 内 腔 ま た は 間 隙 に 注 入 ま た は 灌 流 す る こ と に よ り 、 あ る い は
全 身 的 に 経 口 、 局 所 、 非 経 口 （ 皮 下 、 筋 肉 内 、 ま た は 静 脈 内 投 与 を 含 む ） 、 膣 内 、 直 腸 内
、 鼻 腔 内 、 眼 内 、 ま た は 腹 腔 内 投 与 に よ り 導 入 す る こ と が 有 利 で あ る 。 ま た 、 ア ン チ セ ン
ス ま た は セ ン ス RNAを 植 込 み 式 の 持 続 放 出 装 置 に よ り 投 与 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ア ン チ セ ン ス ま た は セ ン ス RNAを 生 産 す る こ と が で き る 本 発 明 の キ メ ラ 遺 伝 子 は 、 特 定
の 原 核 生 物 宿 主 で の ア ン チ セ ン ス ま た は セ ン ス RNAの 発 現 に 適 し た 、 任 意 の 原 核 生 物 プ ロ
モ ー タ ー を 備 え て い て も よ い 。 原 核 生 物 宿 主 は 、 線 虫 や 昆 虫 の よ う な 動 物 （ 標 的 遺 伝 子 の
サ イ レ ン シ ン グ を 想 定 し て 、 そ れ を リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 低 下 に よ り モ ニ タ リ ン グ す る
） に 該 原 核 生 物 を 摂 取 さ せ る こ と に よ り 、 ア ン チ セ ン ス お よ び ／ ま た は セ ン ス RNAの 供 給
源 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 に は 、 標 的 遺 伝 子 と リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 標 的 真
核 生 物 の 細 胞 内 に 存 在 す る 遺 伝 子 で あ っ て 、 原 核 生 物 宿 主 の 細 胞 内 に は 存 在 す べ き で な い
こ と が 明 ら か だ ろ う 。 こ う し て 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス お よ び セ ン ス RNA、 あ る い は こ の
種 の ア ン チ セ ン ス ま た は セ ン ス RNA分 子 を も た ら し 得 る キ メ ラ 遺 伝 子 は 、 1つ の 宿 主 生 物 に
お い て 産 生 さ せ て 、 別 の 標 的 生 物 に （ 例 え ば 、 摂 取 、 経 口 投 与 に よ り 、 裸 の DNAも し く は R
NA分 子 と し て 、 リ ポ ソ ー ム に 封 入 し て 、 ウ イ ル ス 粒 子 も し く は 弱 毒 ウ イ ル ス 粒 子 に 挿 入 し
て 、 ま た は 不 活 性 粒 子 上 に 被 覆 し て ） 投 与 し 、 そ の 別 の 生 物 に お い て 1以 上 の 標 的 遺 伝 子
の 発 現 低 下 を 起 こ す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 適 切 な 転 写 終 結 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 領 域 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 SV40ポ
リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 、 HSV TKポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 、 Agrobacterium tumefaciensの
ノ パ リ ン シ ン タ ー ゼ 遺 伝 子 タ ー ミ ネ ー タ ー 、 CaMV 35S転 写 産 物 の タ ー ミ ネ ー タ ー 、 地 下 性
矮 化 ク ロ ー バ ー ウ イ ル ス (subterranean stunt clover virus)の タ ー ミ ネ ー タ ー 、 Aspergi
llus nidulans trpC遺 伝 子 の タ ー ミ ネ ー タ ー な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 こ れ ら の キ メ ラ 遺 伝 子 か ら の 転 写 に よ り 得 る こ と が で き 、 本 発 明 に よ
る 方 法 に 有 用 で あ る ア ン チ セ ン ス お よ び セ ン ス RNA分 子 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス RNA分 子 を 含 有 す る か 、 ま た は 本 発 明 の ア
ン チ セ ン ス RNA分 子 を も た ら す こ と が で き る キ メ ラ 遺 伝 子 を 含 有 す る 、 真 核 細 胞 な ら び に
非 ヒ ト 真 核 生 物 を 提 供 す る こ と で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 キ メ ラ 遺 伝 子 が 真 核 生 物
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の 細 胞 の ゲ ノ ム に 安 定 し て 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 の 目 的 は ま た 、 セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス RNA分 子 （ そ の う ち の 一 方 ま た は 両 方
の RNA分 子 は 大 部 分 が 二 本 鎖 の RNA領 域 を 含 む ） を 同 時 に 含 有 す る か 、 ま た は そ の よ う な RN
A分 子 を コ ー ド す る キ メ ラ 遺 伝 子 を 含 有 す る 、 真 核 細 胞 な ら び に 非 ヒ ト 真 核 生 物 を 提 供 す
る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の キ メ ラ 遺 伝 子 は 、 真 核 生 物 の 細 胞 内 で 自 律 複 製 が 可 能
な DNA分 子 （ 例 え ば 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー ） 上 に 担 持 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 、 キ メ ラ 遺
伝 子 ま た は ア ン チ セ ン ス も し く は セ ン ス RNAを 真 核 生 物 の 細 胞 に 一 過 性 に 保 持 さ せ て も よ
い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 キ メ ラ 遺 伝 子 （ ま た は RNA分 子 ） の 宿 主 細 胞 へ の 導 入 は 、 さ ま ざ ま な 方 法 に よ り 行 う こ
と が で き 、 こ う し た 方 法 に は 、 例 え ば リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 DEAE-デ
キ ス ト ラ ン 介 在 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 マ イ ク ロ プ ロ ジ ェ ク タ
イ ル 法 (microprojectile bombardment)、 核 へ の マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン な ど が あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 キ メ ラ 遺 伝 子 の 植 物 細 胞 へ の 導 入 方 法 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム
介 在 形 質 転 換 、 粒 子 銃 送 達 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 イ ン タ ク ト な 細 胞 の エ レ ク ト ロ
ポ レ ー シ ョ ン 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル に よ る プ ロ ト プ ラ ス ト 形 質 転 換 、 プ ロ ト プ ラ ス ト
の エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 リ ポ ソ ー ム に よ る 形 質 転 換 、 シ リ コ ン -ウ ィ ス カ ー (silicon-
whisker)介 在 形 質 転 換 な ど が 含 ま れ る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た 形 質 転 換 細 胞 を 、 そ の 後
、 繁 殖 可 能 な 成 熟 植 物 へ と 再 生 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 キ メ ラ 遺 伝 子 を 受 精 し た 卵 母 細 胞 の 前 核 に 注 入 し た り 、 細
胞 （ 好 ま し く は 、 未 分 化 の 細 胞 ） を 発 生 中 の 胚 に 移 植 し て キ メ ラ 胚 を 作 製 し た り 、 組 換 え
細 胞 か ら の 核 を 除 核 し た 胚 ま た は 活 性 化 卵 母 細 胞 に 移 植 し た り す る こ と に よ り 作 製 す る こ
と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 製 方 法 は 当 技 術 分 野 で 十 分 に 確 立 さ れ て お り 、
米 国 特 許 第 4,873,191号 ; Rudolphら  1999 (Trends Biotechnology 17:367-374); Dalrymp
leら  (1998) Biotechnol. Genet. Eng. Rev. 15: 33-49; Colman (1998) Bioch. Soc. Sy
mp. 63: 141-147; Wilmutら  (1997) Nature 385: 810-813; Wilmuteら  (1998) Reprod. F
ertil. Dev. 10: 639-643; Perryら  (1993) Transgenic Res. 2: 125-133; Hoganら  Mani
pulating the Mouse Embryo, 2n d  ed. Cold Spring Harbor Laboratory press, 1994、 な
ら び に そ こ に 引 用 さ れ た 文 献 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 従 来 の 育 種 法 で 生 産 さ れ る 、 本 発 明 の キ メ ラ 遺 伝 子 を 含 む 植 物 ま た は 動 物 の 配 偶 子 、 種
子 、 胚 、 子 孫 、 ハ イ ブ リ ッ ド も 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 お よ び 手 段 は 、 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ が 起 こ る ど の よ う な 真 核
生 物 に も 適 用 す る こ と が で き 、 か か る 生 物 と し て は 、 と り わ け 、 植 物 （ ト ウ モ ロ コ シ 、 コ
ム ギ 、 ジ ャ ガ イ モ 、 ヒ マ ワ リ 、 シ バ 、 オ オ ム ギ 、 ラ イ ム ギ 、 ト マ ト 、 サ ト ウ キ ビ 、 ベ ニ バ
ナ 、 ワ タ 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 、 イ ネ 、 ア ブ ラ ナ 属 植 物 、 野 菜 、 ダ イ ズ 、 タ バ コ 、 樹 木 、 ア マ
、 ヤ シ 、 落 花 生 、 マ メ 類 な ど ） 、 無 脊 椎 動 物 （ 例 え ば 、 昆 虫 、 甲 殻 動 物 、 軟 体 動 物 、 エ ビ
、 カ ニ 、 ロ ブ ス タ ー な ど ） 、 脊 椎 動 物 （ 例 え ば 、 魚 、 鳥 類 、 哺 乳 動 物 、 ヒ ト ） 、 酵 母 お よ
び 菌 類 が 含 ま れ 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 以 下 の 非 限 定 的 な 実 施 例 で は 、 真 核 細 胞 内 で の 標 的 遺 伝 子 発 現 の ア ン チ セ ン ス RNA媒 介
サ イ レ ン シ ン グ 、 ま た は セ ン ス ／ ア ン チ セ ン ス RNA組 合 せ に よ り 媒 介 さ れ る 標 的 遺 伝 子 サ
イ レ ン シ ン グ を 増 強 す る た め の 方 法 お よ び 手 段 に つ い て 記 載 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
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　 実 施 例 で 特 に 断 ら な い か ぎ り 、 全 て の 組 換 え DNA法 は 、 Sambrookら  (1989) Molecular C
loning: A Laboratory Manual, 第 2版 , Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY、 な
ら び に Ausubelら  (1994) Current Protocols in Molecular Biology, Current Protocols
, USAの 第 1お よ び 2巻 に 記 載 さ れ る よ う な 、 標 準 的 プ ロ ト コ ル に 従 っ て 行 わ れ る 。 植 物 分
子 の 研 究 の た め の 標 準 的 な 材 料 お よ び 方 法 は 、 BIOS Scientific Publications Ltd (UK)
と Blackwell Scientific Publications, UKか ら 共 同 で 発 行 さ れ た 、 R.D.D. Croyに よ る Pl
ant Molecular Biology Labfax (1993)に 記 載 さ れ て い る 。 標 準 的 な 分 子 生 物 学 技 法 に 関
す る そ の 他 の 文 献 と し て は 、 Sambrookお よ び Russell (2001) Molecular Cloning: A Labo
ratory Manual, 第 3版 , Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY、 な ら び に Brown (19
98) Molecular Biology LabFax, 第 2版 , Academic Press (UK)の 第 Iお よ び II巻 が 挙 げ ら
れ る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に 関 す る 標 準 的 な 材 料 お よ び 方 法 は 、 Dieffenbachお よ び Dve
ksler (1995) PCR Primer: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Pres
s、 お よ び McPhersonら  (2000) PCR - Basics: From Background to Bench, 第 1版 , Sprin
ger Verlag, Germanyに 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 説 明 お よ び 実 施 例 全 体 を 通 し て 、 以 下 の 配 列 を 参 照 さ れ た い ：
配 列 番 号 1: RG1 PSTVdの 増 幅 用 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー  
配 列 番 号 2: RG1 PSTVdの 増 幅 用 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー  
配 列 番 号 3: PSTVd RG1の ゲ ノ ム の ヌ ク レ オ チ ド 配 列  
配 列 番 号 4: オ ー ス ト ラ リ ア ブ ド ウ ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
配 列 番 号 5: コ コ ヤ シ チ ナ ン ガ ヤ ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
配 列 番 号 6: ト マ ト プ ラ ン タ マ チ ョ ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム の ヌ ク レ オ チ ド 配 列  
配 列 番 号 7: ホ ッ プ 潜 在 ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
配 列 番 号 8: ト マ ト 頂 端 矮 化 ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム の ヌ ク レ オ チ ド 配 列  
配 列 番 号 9: pdk2イ ン ト ロ ン の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
配 列 番 号 10: EIN2 cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列
配 列 番 号 11: ゲ ノ ム EIN2ク ロ ー ン の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
配 列 番 号 12: 実 施 例 に 記 載 の 構 築 物 中 で 用 い る EIN2部 分 の 増 幅 用 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ラ イ マ ー 1
配 列 番 号 13: 実 施 例 に 記 載 の 構 築 物 中 で 用 い る EIN2部 分 の 増 幅 用 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ラ イ マ ー 2
配 列 番 号 14: pMBW491中 の pTSVd配 列
配 列 番 号 15: pMBW489中 の pTSVd配 列 (10ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 を 有 す る )。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ０ １ 】

　 各 種 の 構 築 物 を 用 い て 発 現 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ せ る た め の 標 的 遺 伝 子 の 例 と し
て 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ (Arabidopsis thaliana)由 来 の EIN2遺 伝 子 を 選 択 し た 。 EIN2遺 伝 子 発
現 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 種 子 を MS-ACC培 養 基 （ ア ミ ノ シ ク ロ プ ロ パ ン -1-カ ル ボ
ン 酸 (ACC)を 含 む )上 で 発 芽 さ せ 、 暗 室 ま た は 光 線 の も と で 生 育 さ せ る こ と に よ り 、 簡 単 に
肉 眼 で 観 察 す る こ と が で き る 。 暗 室 で 生 育 さ せ た EIN2サ イ レ ン ス 化 苗 は 、 野 生 型 の 苗 と 比
べ て 、 長 い 胚 軸 と 発 達 し た 根 系 を 有 す る 。 一 方 、 光 線 の も と で 生 育 さ せ た EIN2サ イ レ ン ス
化 苗 は 、 そ の 比 較 的 大 き い 子 葉 に よ っ て 野 生 型 の 苗 と 区 別 す る こ と が で き る （ 図 3参 照 ）
。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 さ ま ざ ま な 構 築 物 中 で セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス 配 向 で 使 用 さ れ る EIN2ヌ ク レ オ チ ド 配
列 は PCRで 増 幅 し た が 、 そ の 際 、 配 列 番 号 12お よ び 13に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 し 、 鋳 型 DNAと し て は ゲ ノ ム DNA（ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に
つ い て は 、 配 列 番 号 11参 照 ） ま た は cDNA（ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に つ い て は 、 配 列 番 号 10参 照
） を 使 用 し た 。 ゲ ノ ム EIN2配 列 部 分 (gEIN2)の 増 幅 に よ り 、 配 列 番 号 11の 538位 の ヌ ク レ オ
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チ ド か ら 1123位 の ヌ ク レ オ チ ド ま で の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る PCR断 片 を 取 得 し た が 、
こ の 断 片 は EIN2遺 伝 子 の 2つ の 天 然 の イ ン ト ロ ン を 含 ん で い た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 gEIN2断 片 を KpnI/ClaI断 片 と し て pART7 (Gleave, 1992 Plant. Mol. Biol. 20: 1203-1
207)に ク ロ ー ニ ン グ し て pMBW313を 取 得 し 、 35Sプ ロ モ ー タ ー -gEIN2 s e n s e -OCS3’ カ セ ッ ト
を pART27 (Gleave 1992 前 掲 )に NotI部 位 で ク ロ ー ニ ン グ し て pMBW353を 取 得 し た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 同 様 の 断 片 (cEIN2)を PCRで 増 幅 し た が 、 鋳 型 と し て EIN2 cDNA (配 列 番 号 10)を 使 用 し 、
gEIN2の 場 合 と 同 じ プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 し た 。 cEIN2断 片 を BamHI/ClaIで 消 化 し 、 pSHUTTLE
 (Wangら , 1998 Acta Hort. 461: 401-407)に 同 一 部 位 で ク ロ ー ニ ン グ し て pMBW310を 得 た
。 次 に 、 XbaIを 用 い て pMBW310か ら cEIN2断 片 を 切 り 出 し 、 pART7の XbaI部 位 に ク ロ ー ニ ン
グ し て pMBW351を 形 成 さ せ た 。 こ の 中 間 体 ベ ク タ ー か ら 35S-EIN2ア ン チ セ ン ス -OCS3’ カ セ
ッ ト を 切 り 出 し 、 pWBVec2A (Wangら  1998, 前 掲 )に NotI部 位 で ク ロ ー ニ ン グ し て pMBW360
を 得 た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 PSTVd RG1株 の 全 長 配 列 (配 列 番 号 3)は 、 配 列 番 号 1お よ び 配 列 番 号 2の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て cDNAか ら 増 幅 し た 。 得 ら れ た PCR断 片 を BglIIで 消 化
し 、 pMBW313の BamHI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し て pMBW345を 得 、 pMBW345か ら 35S-gEIN2-PSTVd-
OCS3’ カ セ ッ ト を 切 り 出 し て 、 pART27に NotI部 位 で ク ロ ー ニ ン グ す る と pMBW355が 得 ら れ
た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 pMBW359の 場 合 は 、 PCR増 幅 し た PSTVd配 列 を BglIIで 消 化 し 、 pMBW310の BamHI部 位 に ク ロ
ー ニ ン グ し て pMBW346を 得 、 pMBW346か ら XbaIで cEIN2ア ン チ セ ン ス -PSTVd配 列 を 切 り 出 し
、 pHANNIBAL (Wesleyら  2001)の XbaI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し て pMBW349を 形 成 し た 。 次 に 、
35S-pdk2-cEIN2ア ン チ セ ン ス -PSTVd-OCS3’ カ セ ッ ト を pWBVec2aに NotI部 位 で ク ロ ー ニ ン
グ し て pMBW359を 形 成 し た 。 cEIN2ア ン チ セ ン ス PSTVd断 片 も pWBVec2aに ク ロ ー ニ ン グ し て p
MBW357を 得 た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 EIN2 cDNA断 片 を pMBW310か ら EcoRV/BamHIで 切 り 出 し 、 Pfu処 理 し て 平 滑 末 端 と し 、 pKAN
NIBAL (Wesleyら  2001)の BamHI部 位 (同 様 に Pfu処 理 し た )に 連 結 さ せ た 。 35Sプ ロ モ ー タ ー
に 対 し て 両 方 の 配 向 で cEIN2を 有 す る プ ラ ス ミ ド を 回 収 し 、 pMWB401 (ア ン チ セ ン ス )お よ
び pMBW404 (セ ン ス 配 向 )と 命 名 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 pLMW37、 pLMW38、 pLMW39お よ び pLMW40の 場 合 は 、 cEIN2断 片 を PSTVd配 列 の 逆 方 向 繰 返 し
配 列 の 上 流 ま た は 下 流 に セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス 配 向 で 挿 入 し た 。 そ の た め に 、 部 分 的
PSTVd配 列 （ 配 列 番 号 3の 16位 の ヌ ク レ オ チ ド か ら 355位 の ヌ ク レ オ チ ド ま で ） を PSTVdゲ ノ
ム の 完 全 コ ピ ー に 対 し て 逆 方 向 で pdkイ ン ト ロ ン の 上 流 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。  
　 い ろ い ろ な 構 築 物 の 模 式 図 を 図 2に 示 す 。
【 ０ １ ０ ９ 】

　 図 2に 示 す キ メ ラ 構 築 物 を 従 来 法 に よ り ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス (Agroba
cterium tumefaciens)に 導 入 し 、 得 ら れ た ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 株 を 用 い て 、 キ メ ラ 遺 伝 子
を 浸 漬 法 に よ り シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 生 態 型 ラ ン ド バ ー グ ・ エ レ ク タ (Landsberg erecta)に 導 入
し た 。 選 択 薬 剤 と し て 15 mg/L ヒ グ ロ マ イ シ ン ま た は 50 mg/Lカ ナ マ イ シ ン を 用 い て ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 統 を 選 択 し た 。 T1 opr F1種 子 を 集 め て 、 EIN2サ イ レ ン シ ン グ を ア ッ セ
イ し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 そ の た め に 、 50μ Mの ACCを 含 む MS培 養 基 に 種 子 を 播 い た 。 プ レ ー ト を パ ラ フ ィ ル ム で し
っ か り と シ ー ル し 、 光 線 の も と に ま た は 暗 室 に 置 い た 。 サ イ レ ン シ ン グ は 、 根 と 子 葉 の 大
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き さ を 観 察 す る こ と に よ り （ 光 線 の も と で 保 温 ） 、 あ る い は 根 ま た は 胚 軸 の 大 き さ を 観 察
す る こ と に よ り （ 暗 室 で 保 温 ） 評 価 し た 。 EIN2サ イ レ ン ス 化 系 統 に お い て は 、 根 ま た は 胚
軸 が 同 一 条 件 下 で 生 育 さ せ た 野 生 型 系 統 よ り も 著 し く 長 く な り 、 ま た 、 子 葉 が 顕 著 に 大 き
く な る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 初 代 形 質 転 換 体 か ら の 種 子 を MS-ACC培 養 基 に 播 き 、 パ ラ フ ィ ル ム で シ ー ル し 、 4℃ で 0～
2晩 保 持 し 、 そ の 後 生 育 室 に 移 し て 光 線 の も と に ま た は 暗 室 に 置 い た 。 EIN2遺 伝 子 の サ イ
レ ン シ ン グ は 、 （ 光 線 の も と で 発 芽 す る も の に つ い て は ） 根 と 子 葉 の 大 き さ を 、 （ 暗 室 で
発 芽 す る も の に つ い て は ） 胚 軸 の 大 き さ を 調 べ る こ と に よ り 評 価 し た 。 顕 著 な ま た は 強 い
サ イ レ ン シ ン グ で は 根 ま た は 胚 軸 が 長 く な り 、 弱 い サ イ レ ン シ ン グ で は 子 葉 が 比 較 的 大 き
く な る が 、 根 ま た は 胚 軸 は 短 い 。 こ れ ら の 結 果 を 表 1に 要 約 す る 。
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ２ 】

　 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 系 統 MBW353、 MBW355、 MBW359、 MBW360を 他 家 受 粉 さ せ る こ と に よ り 、 セ
ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス EIN2構 築 物 を 同 時 に 含 む 新 系 統 を 得 た 。 こ れ ら の 新 系 統 を 実 施 例
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実 施 例 ３ ： 　 実 施 例 1の 異 な る キ メ ラ 遺 伝 子 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ
系 統 の 交 雑 に よ り 得 ら れ た シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 系 統 に お け る EIN2遺 伝 子 発 現 の 分 析



2に 記 載 し た の と 同 様 の 方 法 で 分 析 し た 。 結 果 を 表 2に 要 約 す る 。 ト ラ ン ス ジ ー ン の 少 な く
と も 一 方 が PSTVd配 列 を 含 ん で い た 植 物 は 非 常 に 効 率 よ く サ イ レ ン シ ン グ さ れ た 。
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ３ 】

　 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 発 現 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ せ る た め の 標 的 遺 伝 子 の 例 と し
て 、 CMVプ ロ モ ー タ ー 領 域 の 制 御 下 で 発 現 さ れ か つ SV40ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル が 後 に 続
く ヒ ト 化 GFPコ ー ド 領 域 を 選 択 し た (pCI-GFP)。
【 ０ １ １ ４ 】
　 GFPコ ー ド 領 域 を CMVプ ロ モ ー タ ー 領 域 に 対 し て セ ン ス 方 向 （ pMBW493、 pMBW494お よ び pM
BW497） ま た は ア ン チ セ ン ス 方 向 （ pMBW489、 pMBW491ま た は pMBW496） の い ず れ か で ク ロ ー
ニ ン グ し た 、 様 々 な 実 験 的 サ イ レ ン シ ン グ 構 築 物 を 作 製 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 プ ラ ス ミ ド pMBW493お よ び pMBW489は 、 GFPコ ー ド 領 域 の 下 流 で あ っ て SV40ポ リ ア デ ニ ル
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実 施 例 ４ ： 　 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る GFP遺 伝 子 の 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ を 媒 介 す る た め の
様 々 な キ メ ラ 遺 伝 子 の 構 築 、 な ら び に CHO細 胞 に お け る 分 析



化 シ グ ナ ル の 上 流 に 、 10ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 を 有 す る PSTVd配 列 に 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 （ 配 列 番 号 15） を 含 ん で い た 。 こ の 欠 失 は 予 想 さ れ た 二 次 構 造 に 影 響 を 与 え る （ 図 5
参 照 ） 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 プ ラ ス ミ ド pMBW494お よ び pMBW491は 、 GFPコ ー ド 領 域 の 下 流 で あ っ て SV40ポ リ ア デ ニ ル
化 シ グ ナ ル の 上 流 に 、 10ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 を 有 し な い 配 列 番 号 14の PSTVd配 列 に 対 応 す
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で い た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 プ ラ ス ミ ド pMBW497お よ び pMBW496は 、 GFPコ ー ド 領 域 の 下 流 で あ っ て SV40ポ リ ア デ ニ ル
化 シ グ ナ ル の 上 流 に 、 60の CUGト リ ヌ ク レ オ チ ド の 繰 返 し を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん
で い た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 異 な る 実 験 プ ラ ス ミ ド を 、 GFP発 現 キ メ ラ 遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド と 組 み 合 わ せ て CHO細
胞 に （ 様 々 な 濃 度 で ） 導 入 し た （ 表 3； エ ン ト リ ー 1～ 18） 。 GFP構 築 物 は セ ン ス 構 築 物 中
で は 機 能 的 な 配 列 で あ る た め 、 こ れ ら の 構 築 物 単 独 に よ る GFP発 現 を 調 べ る た め に 、 セ ン
ス GFPを 含 む 実 験 構 築 物 を 、 余 分 の GFP発 現 キ メ ラ 遺 伝 子 を 用 い な い で 、 導 入 し た （ 表 3；
エ ン ト リ ー 19～ 30） 。 さ ら に 、 ア ン チ セ ン ス お よ び セ ン ス 実 験 構 築 物 の 組 合 せ を 様 々 な 濃
度 で CHO細 胞 に 導 入 し た （ 表 3； エ ン ト リ ー 31～ 42） 。 対 照 と し て 、 キ メ ラ GFP発 現 構 築 物 (
pCi-GFP)を CHO細 胞 に 単 独 で 導 入 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 24時 間 ま た は 48時 間 後 、 細 胞 を GFP発 現 に つ い て 評 価 し た 。 平 均 カ ウ ン ト 数 と 標 準 偏 差
を 表 3に 示 す 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 pTSVdま た は CUG繰 返 し 配 列 を 保 持 し て い る ア ン チ セ ン ス GFP構 築 物 pMBW491、 pMBW496お
よ び pMBW489は 、 GFP遺 伝 子 の 発 現 を 顕 著 に 低 下 さ せ た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 興 味 深 い こ と に 、 PSTVd配 列 が 10ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 を 含 ん で い る pMWB489は 、 イ ン タ ク
ト な PSTVd配 列 を 含 む pMWB491よ り も GFPサ イ レ ン シ ン グ が 遅 く 、 そ の 程 度 が 低 か っ た 。
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ２ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ ３ 】
【 図 １ 】 Mfoldソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 推 定 さ れ た 、 PSTVd型 の さ ま ざ ま な ウ イ ロ イ ド の 二 次
構 造 を 模 式 的 に 示 す 。 A.　 ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド ； B.　 オ ー ス ト ラ
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リ ア ブ ド ウ ウ イ ロ イ ド ； C.　 コ コ ヤ シ チ ナ ン ガ ヤ ウ イ ロ イ ド ； D.　 ト マ ト プ ラ ン タ マ チ ョ
ー ウ イ ロ イ ド ； E.　 熱 突 然 変 異 体 T229の ホ ッ プ 潜 在 ウ イ ロ イ ド ； F.　 ト マ ト 頂 端 矮 化 ウ イ
ロ イ ド 。
【 図 ２ 】 本 明 細 書 の 実 施 例 1～ 3に お い て 使 用 し た 各 種 の キ メ ラ 遺 伝 子 構 築 物 を 模 式 的 に 示
す 。 35S-P： CaMV 35Sプ ロ モ ー タ ー ； Pdkイ ン ト ロ ン ： 双 子 葉 植 物 Flaveria trinerviaの ピ
ル ビ ン 酸 ・ リ ン 酸 ジ キ ナ ー ゼ 2イ ン ト ロ ン 2； cEIN2： シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 由 来 の EIN2遺 伝 子 の c
DNAコ ピ ー （ エ チ レ ン に 対 す る 感 受 性 の た め に 必 要 な 遺 伝 子 ； Alonsoら  1999 Science 284
, 2148-2152） 、 こ の 領 域 の プ ロ モ ー タ ー に 対 す る 配 向 は 矢 印 で 示 し て あ る ； gEIN2： シ ロ
イ ヌ ナ ズ ナ 由 来 の EIN2遺 伝 子 の ゲ ノ ム コ ピ ー ； PSTVd： ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー
ウ イ ロ イ ド の ゲ ノ ム の cDNAコ ピ ー ； PSTVd * ： PSTVdの イ ン タ ク ト な コ ピ ー に 対 し て 逆 方 向
で ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 、 ヌ ク レ オ チ ド 16か ら ヌ ク レ オ チ ド 355ま で の PSTVd由 来 の 部 分 配 列
； OCS3’ ： ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス 由 来 の オ ク ト ピ ン シ ン タ ー ゼ 遺 伝 子 の
3’ 領 域 。
【 図 ３ 】 1-ア ミ ノ シ ク ロ プ ロ パ ン -1-カ ル ボ ン 酸 (ACC)の 存 在 下 で 発 芽 さ せ た と き の EIN2サ
イ レ ン ス 化 植 物 の 表 現 型 。 A.　 暗 室 で ； B.　 光 線 条 件 下 で 。 Wt： 野 生 型 植 物 。
【 図 ４ 】 実 施 例 4に お い て 使 用 し た 各 種 の キ メ ラ 遺 伝 子 構 築 物 を 模 式 的 に 示 す 。 CMVプ ロ モ
ー タ ー ： サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー ； SV40ポ リ (A)： SV40由 来 の 転 写 終 結 お よ び
ポ リ ア デ ニ ル 化 領 域 ； PSTVd： ジ ャ ガ イ モ ス ピ ン ド ル チ ュ ー バ ー ウ イ ロ イ ド 配 列 ； CUGrep
： CUG配 列 の 60回 の 繰 返 し を 含 む 配 列 ； humGFP： ヒ ト 化 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 コ ー ド 領 域 （
ヒ ト 遺 伝 子 の コ ド ン 使 用 頻 度 に 適 合 さ せ た ； こ の 領 域 の プ ロ モ ー タ ー に 対 す る 配 向 は 矢 印
で 示 し て あ る ） 。
【 図 ５ 】 pMBW491（ A； ほ ぼ 野 生 型 の 立 体 構 造 を と る ） お よ び pMBW489（ 10ヌ ク レ オ チ ド の
欠 失 が 野 生 型 の 立 体 構 造 と は 異 な る 構 造 を も た ら す ） 中 の pSTVdの 推 定 二 次 構 造 を 模 式 的
に 示 す 。
【 ０ １ ２ ４ 】
（ 配 列 表 ）
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】
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