
(57)【要約】
本発明は、 RNA干渉（ RNAi）を媒介するために使用しうる dsDNA分子の製造方法を提供する
。これらの方法は、ランダム配列を含むヘアピン DNAの産生、ならびにセンス RNAおよびア
ンチセンス RNAを共発現させるための収束的（ convergent）プロモーターの使用を含む。
そのようなものとして、本発明は、フォワード・ジェネティック・スクリーニングのため
のランダムな短いヘアピン RNA（ shRNA）および小さな抑制性（ interfering） RNA（ siRNA
）発現ライブラリーの製造を可能にする。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 （ i） 第 1配 列 、 ラ ン ダ ム 配 列 お よ び 第 2配 列 を こ の 順 序 で 含 む 第 1 DNA鎖 を 合 成 し 、 こ こ
で 、 該 第 2配 列 が ス テ ム ル ー プ を 形 成 す る よ う 、 該 第 2配 列 の 3'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド は 該 第
2配 列 の 5'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 で あ り 、
　 （ ii） DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て 、 該 ス テ ム ル ー プ か ら 伸 長 す る 相 補 的 DNA鎖 を 合 成 し
、 こ こ で 、 該 相 補 的 DNA鎖 は 、 ヘ ア ピ ン DNAを 形 成 す る よ う 、 該 第 1配 列 お よ び 該 ラ ン ダ ム
配 列 に 相 補 的 で あ り 、
　 （ iii） 該 ヘ ア ピ ン DNAを 変 性 さ せ て 一 本 鎖 DNA鎖 を 形 成 さ せ 、
　 （ iv） 該 第 1配 列 の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー お よ び DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 加
え て 二 本 鎖 DNAを 合 成 す る こ と を 含 ん で な る 、 DNA分 子 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 該 DNA分 子 か
ら 転 写 さ れ る mRNAが ヘ ア ピ ン RNA（ hRNA） を 形 成 す る こ と を 特 徴 と す る 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 該 第 1配 列 内 に デ オ キ シ ウ ラ シ ル ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ て お り 、 該 プ ラ イ マ ー を 加 え る
前 に 、 該 一 本 鎖 DNA鎖 を 脱 プ リ ン 化 し 、 β 脱 離 さ せ る 、 請 求 項 1記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 該 第 1 DNA鎖 が 制 限 酵 素 部 位 を 含 む 、 請 求 項 1ま た は 請 求 項 2記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 該 ラ ン ダ ム 配 列 が 少 な く と も 19塩 基 対 長 、 好 ま し く は 、 19～ 約 30塩 基 対 長 、 よ り 好 ま し
く は 、 19～ 25塩 基 対 長 で あ る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 該 ラ ン ダ ム 配 列 が 19塩 基 対 長 で あ る 、 請 求 項 4記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 該 二 本 鎖 DNAを 、 U6 snRNA、 H1ま た は T7プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 発 現 ベ ク タ ー 内 に
ク ロ ー ニ ン グ す る 、 請 求 項 1～ 5の い ず れ か 1項 記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 該 二 本 鎖 DNAを 、 U6 snRNAプ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 発 現 ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ
す る 、 請 求 項 6記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 （ i） 少 な く と も 4個 の 連 続 し た ア デ ノ シ ン ヌ ク レ オ チ ド 、 ラ ン ダ ム 配 列 、 少 な く と も 4
個 の 連 続 し た チ ミ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド お よ び プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 を こ の 順 序 で 含 む 第 1 DNA
鎖 を 合 成 し 、
　 （ ii） プ ラ イ マ ー を 該 プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 に ア ニ ー ル さ せ 、 該 第 1 DNA鎖 に 実 質 的 に 相
補 的 で あ り 二 本 鎖 DNAを 形 成 す る 第 2 DNA鎖 を 合 成 し 、
（ iii） 該 二 本 鎖 DNAを 発 現 ベ ク タ ー 内 の 2つ の 収 束 的 （ convergent） プ ロ モ ー タ ー の 間 に
ク ロ ー ニ ン グ す る こ と を 含 ん で な る 、 発 現 さ れ る こ と に よ り 二 本 鎖 RNA（ dsRNA） を 与 え る
発 現 ベ ク タ ー の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 該 ラ ン ダ ム 配 列 が 少 な く と も 19塩 基 対 長 、 好 ま し く は 、 19～ 約 30塩 基 対 長 、 よ り 好 ま し
く は 、 19～ 25塩 基 対 長 で あ る 、 請 求 項 8記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 該 ラ ン ダ ム 配 列 が 19塩 基 対 長 で あ る 、 請 求 項 9記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 該 二 本 鎖 DNAを 、 U6 snRNA、 H1ま た は T7プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 発 現 ベ ク タ ー 内 に
ク ロ ー ニ ン グ す る 、 請 求 項 8～ 10の い ず れ か 1項 記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 該 二 本 鎖 DNAを 発 現 ベ ク タ ー 内 の 2つ の 収 束 的 U6 snRNAプ ロ モ ー タ ー の 間 に ク ロ ー ニ ン グ
す る 、 請 求 項 11記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 （ i） 第 1配 列 、 ラ ン ダ ム 配 列 お よ び 第 2配 列 を こ の 順 序 で 含 む 第 1 DNA鎖 を 合 成 し 、 こ こ
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で 、 該 第 2配 列 が ス テ ム ル ー プ を 形 成 す る よ う 、 該 第 2配 列 の 3'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド は 該 第
2配 列 の 5'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 で あ り 、
　 （ ii） DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て 、 該 ス テ ム ル ー プ か ら 伸 長 す る 相 補 的 DNA鎖 を 合 成 し
、 こ こ で 、 該 相 補 的 DNA鎖 は 、 ヘ ア ピ ン DNAを 形 成 す る よ う 、 該 第 1領 域 お よ び 該 ラ ン ダ ム
配 列 に 相 補 的 で あ り 、
　 （ iii） 該 ヘ ア ピ ン DNAを 変 性 さ せ て 一 本 鎖 DNA鎖 を 形 成 さ せ 、
　 （ iv） 該 第 1配 列 の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー お よ び DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 加
え て 二 本 鎖 DNAを 合 成 し 、
　 （ v） 該 二 本 鎖 DNAを 発 現 ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 こ こ で 、 該 二 本 鎖 DNAは プ ロ モ
ー タ ー の 制 御 下 に あ り 、
　 （ vi） 該 二 本 鎖 DNAの 転 写 を 可 能 に す る 条 件 下 、 細 胞 内 に 該 発 現 ベ ク タ ー の 有 効 量 を ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 得 、
　 （ vii） 対 照 細 胞 と 比 較 し た 場 合 の 該 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に お け る 1以 上 の 変 化
を 検 出 す る こ と を 含 ん で な る 、 遺 伝 子 の 機 能 を 決 定 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 該 第 1配 列 内 に デ オ キ シ ウ ラ シ ル ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ て お り 、 該 プ ラ イ マ ー を 加 え る
前 に 、 該 一 本 鎖 DNA鎖 を 脱 プ リ ン 化 し 、 β 脱 離 さ せ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 該 第 1 DNA鎖 が 制 限 酵 素 部 位 を 含 む 、 請 求 項 13ま た は 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 該 ラ ン ダ ム 配 列 が 少 な く と も 19塩 基 対 長 、 好 ま し く は 、 19～ 約 30塩 基 対 長 、 よ り 好 ま し
く は 、 19～ 25塩 基 対 長 で あ る 、 請 求 項 13～ 15の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 該 ラ ン ダ ム 配 列 が 19塩 基 対 長 で あ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 該 二 本 鎖 DNAを 、 U6 snRNA、 H1ま た は T7プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 発 現 ベ ク タ ー 内 に
ク ロ ー ニ ン グ す る 、 請 求 項 13～ 17の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 該 二 本 鎖 DNAを 、 U6 snRNAプ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 発 現 ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ
す る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 （ i） 少 な く と も 4個 の 連 続 し た ア デ ノ シ ン ヌ ク レ オ チ ド 、 ラ ン ダ ム 配 列 、 少 な く と も 4
個 の 連 続 し た チ ミ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド お よ び プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 を こ の 順 序 で 含 む 第 1 DNA
鎖 を 合 成 し 、
　 （ ii） プ ラ イ マ ー を 該 プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 に ア ニ ー ル さ せ 、 該 第 1 DNA鎖 に 実 質 的 に 相
補 的 で あ り 二 本 鎖 DNAを 形 成 す る 第 2 DNA鎖 を 合 成 し 、
　 （ iii） 該 二 本 鎖 DNAを 発 現 ベ ク タ ー 内 の 2つ の 収 束 的 プ ロ モ ー タ ー の 間 に ク ロ ー ニ ン グ
し 、
　 （ vi） 該 二 本 鎖 DNAの 転 写 を 促 進 す る 条 件 下 、 細 胞 内 に 該 発 現 ベ ク タ ー の 有 効 量 を ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 得 、
　 （ v） 対 照 細 胞 と 比 較 し た 場 合 の 該 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に お け る 1以 上 の 変 化 を
検 出 す る こ と を 含 ん で な る 、 遺 伝 子 の 機 能 を 決 定 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 該 ラ ン ダ ム 配 列 が 約 19～ 約 30塩 基 対 長 、 好 ま し く は 、 19～ 25塩 基 対 長 で あ る 、 請 求 項 20
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 該 ラ ン ダ ム 配 列 が 19塩 基 対 長 で あ る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 該 二 本 鎖 DNAを 、 U6 snRNA、 H1ま た は T7プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 発 現 ベ ク タ ー 内 に
ク ロ ー ニ ン グ す る 、 請 求 項 20～ 22の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 。

10

20

30

40

50

(3) JP 2005-537015 A 2005.12.8



【 請 求 項 ２ ４ 】
　 該 二 本 鎖 DNAを 発 現 ベ ク タ ー 内 の 2つ の 収 束 的 U6 snRNAプ ロ モ ー タ ー の 間 に ク ロ ー ニ ン グ
す る 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 収 束 的 プ ロ モ ー タ ー の ペ ア と そ れ ら の 間 に 位 置 す る DNA分 子 と を 含 ん で な る 、 標 的 遺 伝
子 の 発 現 の 抑 制 に 使 用 す る た め の 発 現 ベ ク タ ー で あ っ て 、 該 DNA分 子 が 、 2つ の 定 方 向 転 写
タ ー ミ ネ ー タ ー に 隣 接 す る 標 的 特 異 的 配 列 を 含 み 、 該 標 的 特 異 的 配 列 が 、 該 標 的 遺 伝 子 の
セ グ メ ン ト に 対 し て 少 な く と も 90％ の 同 一 性 を 有 す る 少 な く と も 14ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を
含 む こ と を 特 徴 と す る 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 該 標 的 特 異 的 配 列 が 少 な く と も 19塩 基 対 長 、 好 ま し く は 、 19～ 約 30塩 基 対 長 、 よ り 好 ま
し く は 、 19～ 25塩 基 対 長 で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 該 標 的 特 異 的 配 列 が 19塩 基 対 長 で あ る 、 請 求 項 26記 載 の 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 該 標 的 特 異 的 配 列 が 該 標 的 遺 伝 子 の セ グ メ ン ト に 対 し て 少 な く と も 95％ の 同 一 性 を 有 し
、 よ り 好 ま し く は 、 同 一 で あ る 、 請 求 項 25～ 27の い ず れ か 1項 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 該 発 現 ベ ク タ ー が レ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 25～ 28の い ず れ か 1項 記
載 の 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 該 収 束 的 プ ロ モ ー タ ー が U6 snRNA、 H1ま た は T7プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 請 求 項 25～ 29の い
ず れ か 1項 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 該 収 束 的 プ ロ モ ー タ ー が U6 snRNAプ ロ モ ー タ ー で あ る 、 請 求 項 25～ 30の い ず れ か 1項 記
載 の 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 （ i） 収 束 的 プ ロ モ ー タ ー の ペ ア と そ れ ら の 間 に 位 置 す る DNA分 子 と を 含 む 発 現 ベ ク タ ー
を 調 製 し 、 こ こ で 、 該 DNA分 子 は 、 2つ の 定 方 向 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー に 隣 接 す る 標 的 特 異 的
配 列 を 含 み 、 該 標 的 特 異 的 配 列 は 、 該 標 的 遺 伝 子 の セ グ メ ン ト に 対 し て 少 な く と も 90％ の
同 一 性 を 有 す る 少 な く と も 14ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 含 み 、
　 （ ii） 細 胞 内 に 該 siRNA発 現 ベ ク タ ー の 有 効 量 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 、 ト ラ ン ス フ ェ
ク ト さ れ た 細 胞 を 得 、
　 （ iii） 対 照 細 胞 と 比 較 し た 場 合 の 該 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に お け る 1以 上 の 表 現
型 変 化 を 検 出 す る こ と を 含 ん で な る 、 標 的 遺 伝 子 の 機 能 を 決 定 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 該 標 的 特 異 的 配 列 が 少 な く と も 19塩 基 対 長 、 好 ま し く は 、 19～ 約 30塩 基 対 長 、 よ り 好 ま
し く は 、 19～ 25塩 基 対 長 で あ る 、 請 求 項 32記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 該 標 的 特 異 的 配 列 が 19塩 基 対 長 で あ る 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 該 標 的 特 異 的 配 列 が 該 標 的 遺 伝 子 の セ グ メ ン ト に 対 し て 少 な く と も 95％ の 同 一 性 を 有 し
、 よ り 好 ま し く は 、 同 一 で あ る 、 請 求 項 32～ 34の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 該 発 現 ベ ク タ ー が レ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 32～ 35の い ず れ か 1項 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 該 収 束 的 プ ロ モ ー タ ー が U6 snRNA、 H1ま た は T7プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 請 求 項 32～ 36の い
ず れ か 1項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
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　 該 収 束 的 プ ロ モ ー タ ー が U6 snRNAプ ロ モ ー タ ー で あ る 、 請 求 項 32～ 37の い ず れ か 1項 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 請 求 項 25～ 31の い ず れ か 1項 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 細 胞 内 に 導 入 す る こ と を 含 ん で な る
、 該 細 胞 に お け る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 の 抑 制 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 （ i） 二 本 鎖 DNA断 片 の ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 し 、
　 （ ii） 工 程 （ i） か ら の DNA断 片 に ヘ ア ピ ン DNAを 連 結 し 、
　 （ iii） 工 程 （ ii） か ら の DNAに 二 本 鎖 DNAア ダ プ タ ー を 連 結 し 、 こ こ で 、 該 DNAア ダ プ タ
ー は プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 を 含 み 、
　 （ iv） 工 程 （ iii） か ら の DNAを 変 性 さ せ て 、 一 本 鎖 DNA鎖 の ラ イ ブ ラ リ ー を 得 、
　 （ v） 該 プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー お よ び DNAポ リ メ ラ ー ゼ を
加 え て 二 本 鎖 DNAを 合 成 し 、 そ れ に よ り 二 本 鎖 DNA分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を 得 る こ と を 含 ん で
な る 、 DNA分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー の 製 造 方 法 で あ っ て 、 該 DNA分 子 か ら 転 写 さ れ る mRNAが ヘ ア
ピ ン RNA（ hRNA） 分 子 を 形 成 す る こ と を 特 徴 と す る 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 二 本 鎖 DNA断 片 の ラ イ ブ ラ リ ー を DNAの 消 化 に よ り 調 製 す る 、 請 求 項 40記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 該 DNAが 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 41記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 該 DNAが ゲ ノ ム で あ る 、 請 求 項 41記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 該 DNAが cDNAラ イ ブ ラ リ ー で あ る 、 請 求 項 41記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 該 消 化 を DNア ー ゼ Iで 行 う 、 請 求 項 41～ 44の い ず れ か 1項 記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 該 二 本 鎖 DNA分 子 を 、 U6 snRNA、 H1お よ び T7よ り な る 群 か ら 選 ば れ る プ ロ モ ー タ ー の 制
御 下 に あ る 発 現 ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ す る 、 請 求 項 40～ 45の い ず れ か 1項 記 載 の 製 造
方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 該 二 本 鎖 DNA分 子 を 、 U6 snRNAプ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 発 現 ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ
ン グ す る 、 請 求 項 46記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 （ i） 二 本 鎖 DNA断 片 の ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 し 、
　 （ ii） 工 程 （ i） か ら の DNA断 片 の 各 末 端 に 二 本 鎖 DNAア ダ プ タ ー を 連 結 し 、 こ こ で 、 該 D
NAア ダ プ タ ー の 配 列 は 、 少 な く と も 4個 の 連 続 し た ア デ ノ シ ン ヌ ク レ オ チ ド を 3'末 端 に 含
み 、
　 （ iii） 工 程 （ ii） か ら の 二 本 鎖 DNAを 発 現 ベ ク タ ー 内 の 2つ の 収 束 的 プ ロ モ ー タ ー の 間
に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と を 含 ん で な る 、 発 現 さ れ る こ と に よ り 二 本 鎖 RNA（ dsRNA） 分 子 を
与 え る 発 現 ベ ク タ ー の ラ イ ブ ラ リ ー の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 二 本 鎖 DNA断 片 の ラ イ ブ ラ リ ー を DNAの 消 化 に よ り 調 製 す る 、 請 求 項 48記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 該 DNAが 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 49記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 該 DNAが ゲ ノ ム で あ る 、 請 求 項 49記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 該 DNAが cDNAラ イ ブ ラ リ ー で あ る 、 請 求 項 49記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 該 消 化 を DNア ー ゼ Iで 行 う 、 請 求 項 49～ 52の い ず れ か 1項 記 載 の 製 造 方 法 。

10

20

30

40

50

(5) JP 2005-537015 A 2005.12.8



【 請 求 項 ５ ４ 】
　 該 二 本 鎖 DNA分 子 を 、 U6 snRNA、 H1お よ び T7よ り な る 群 か ら 選 ば れ る プ ロ モ ー タ ー の 制
御 下 に あ る 発 現 ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ す る 、 請 求 項 48～ 53の い ず れ か 1項 記 載 の 製 造
方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 該 二 本 鎖 DNA分 子 を 、 U6 snRNAプ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 発 現 ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ
ン グ す る 、 請 求 項 54記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 （ i） mRNAの プ ー ル を 調 製 し 、
　 （ ii） 該 mRNAの プ ー ル に 酵 素 を 加 え 、 こ こ で 、 該 酵 素 は 該 mRNAを 逆 転 写 し て cDNAを 形 成
し 該 mRNAを 分 解 し 、
　 （ iii） 工 程 （ ii） か ら の cDNAに ヘ ア ピ ン ル ー プ を 形 成 さ せ 、
　 （ iv） 逆 転 写 酵 素 の プ ラ イ ミ ン グ （ 開 始 ） 点 と し て 該 ヘ ア ピ ン ル ー プ を 使 用 し て 第 2鎖
を 合 成 し 、
　 （ v） 工 程 （ iv） か ら の DNAを 変 性 さ せ て 一 本 鎖 DNAを 形 成 さ せ 、
　 （ vi） DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 加 え て 二 本 鎖 DNAを 合 成 し 、 そ れ に よ り 二 本 鎖 DNA分 子 の ラ イ
ブ ラ リ ー を 得 る こ と を 含 ん で な る 、 DNA分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー の 製 造 方 法 で あ っ て 、 該 DNA分
子 か ら 転 写 さ れ る mRNAが ヘ ア ピ ン RNA（ hRNA） 分 子 を 形 成 す る こ と を 特 徴 と す る 製 造 方 法
。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 工 程 （ ii） に お け る 酵 素 が AMV逆 転 写 酵 素 で あ る 、 請 求 項 56記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 該 二 本 鎖 DNA分 子 を 、 U6 snRNA、 H1お よ び T7よ り な る 群 か ら 選 ば れ る プ ロ モ ー タ ー の 制
御 下 に あ る 発 現 ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ す る 、 請 求 項 56ま た は 57記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 該 二 本 鎖 DNA分 子 を 、 U6 snRNAプ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 発 現 ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ
ン グ す る 、 請 求 項 58記 載 の 製 造 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 転 写 さ れ る こ と に よ り 二 本 鎖 RNAま た は ヘ ア ピ ン RNAの 産 生 を も た ら す DNA分
子 の ラ イ ブ ラ リ ー の 製 造 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は 更 に 、 短 い 抑 制 性 （ interfering） RNA発
現 ベ ク タ ー に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 あ る 範 囲 の 生 物 へ の 二 本 鎖 RNA（ dsRNA） の 導 入 は 、 強 力 か つ 特 異 的 な 遺 伝 子 サ イ レ ン シ
ン グ 効 果 を 誘 導 す る 。 dsRNA分 子 に よ る こ の 形 態 の 遺 伝 子 抑 制 は シ ー エ レ ガ ン ス （ Caenorh
abditis elegans） に お い て 最 初 に 観 察 さ れ 、 RNA干 渉 ま た は RNAiと 称 さ れ る （ Fireら  199
8） 。 蠕 虫 に お け る 特 異 的 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る た め の 手 段 と し て の ア ン チ セ ン ス RNAの 使
用 を 最 適 化 す る 試 み に お い て 、 Fireら （ 1998） は 、 dsRNAが ア ン チ セ ン ス RNAの み よ り 有 効
で あ る こ と を 見 出 し た 。 dsRNAは in vitro（ Fireら  1998） ま た は in vivo（ Tavernarakis
ら  2000） で 産 生 さ れ 、 尚 も 高 い 特 異 性 で 遺 伝 子 抑 制 を 媒 介 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。 そ
の 後 の 研 究 は 、 dsRNAが 広 範 な 真 核 生 物 に お け る 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 有 効 な 誘 導 物 質
で あ る こ と 、 お よ び こ の 形 態 の 遺 伝 子 調 節 を も た ら す メ カ ニ ズ ム が 、 十 中 八 九 、 進 化 を 通
し て 保 存 さ れ て い る こ と を 示 し て い る （ Baulcombe, D. C. (1996) Plant Mol Biol 32(1-
2), 79-88; Lohmann, J. U., Endl, I.お よ び Bosch, T. C. (1999) Dev Biol 214(1), 21
1-4; Ngo, H., Tschudi, C., Gull, K.お よ び Ullu, E. (1998) Proc Natl Acad Sci U S 
A 95(25), 14687-92; Cogoni, C.お よ び Macino, G. (1999) Nature 399(6732), 166-9; K
ennerdell, J. R.お よ び Carthew, R. W. (1998) Cell 95(7), 1017-26; Schoppmeier, M.
お よ び Damen, W. G. (2001) Dev Genes Evol 211(2), 76-82; Baker, M. W.お よ び Macagn
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o, E. R. (2000) Curr Biol 10(17), 1071-4; Wargelius, A., Ellingsen, S.お よ び Fjos
e, A. (1999) Biochem Biophys Res Commun 263(1), 156-61） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 種 々 の 実 験 系 に お い て 生 化 学 的 お よ び 遺 伝 的 ア プ ロ ー チ を 用 い て 、 RNAiの 分 子 的 メ カ ニ
ズ ム が 解 明 さ れ 始 め ら れ て い る （ Hammond, S.M., Caudy, A.A.お よ び Hannon, G.J. (2001
) Nat. Rev. Genet. 2, 110-19） 。 現 在 の と こ ろ 、 RNAiは 開 始 段 階 お よ び エ フ ェ ク タ ー 段
階 の 両 方 に 関 与 す る と 仮 定 さ れ て い る 。 開 始 段 階 に お い て は 、 dsRNAは RNア ー ゼ IIIフ ァ ミ
リ ー ヌ ク レ ア ー ゼ Dicerに よ り プ ロ セ シ ン グ さ れ て 21～ 23ヌ ク レ オ チ ド の 二 本 鎖 siRNA（ sm
all interfering RNA） を 産 生 す る 。 dsRNAの こ れ ら の 短 い 伸 長 は 、 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ
の 効 果 に 寄 与 す る 、 2ヌ ク レ オ チ ド の 3'-OH突 出 を 含 有 す る （ Elbashir, S.M., Lendeckel,
 W.お よ び Tuschl, T. (2001) Genes & Dev 15:188-200） 。 エ フ ェ ク タ ー 段 階 に お い て は
、 こ れ ら の siRNAは 、 RISC（ RNA-induced silencing complex； RNA誘 導 性 サ イ レ ン シ ン グ
複 合 体 ） と 称 さ れ る 多 タ ン パ ク 質 複 合 体 内 に 取 り 込 ま れ 、 こ れ は 、 siRNA鎖 の 1つ と 内 在 性
mRNAと の 塩 基 対 形 成 に よ り 転 写 産 物 を 標 的 化 す る （ Hammond, S.M., Bernstein, E., Beac
h, D.お よ び Hannon, G.J. (2000) Nature 404: 293-96） 。 つ い で 、 RISC複 合 体 に 伴 う ヌ
ク レ ア ー ゼ 活 性 が mRNA-siRNA二 本 鎖 を 切 断 し 、 こ の よ う に し て 対 応 mRNAを 標 的 化 し 破 壊 す
る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 哺 乳 類 細 胞 に お い て は 、 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る た め の dsRNAの 使 用 は 、 特 有 の 包 括 的 （ g
lobal） 応 答 メ カ ニ ズ ム の 存 在 に よ り 妨 げ ら れ て い る 。 30塩 基 対 長 よ り 長 い dsRNAに さ ら さ
れ た 哺 乳 類 細 胞 は 、 2つ の 鍵 酵 素 で あ る dsRNA活 性 化 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ （ PKR） お よ び 2'5
'オ リ ゴ ア デ ニ ル 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ ／ RNア ー ゼ Lの 活 性 化 を 含 む 応 答 メ カ ニ ズ ム を 始 動 さ せ る
（ Kumar, M.お よ び Carmichael, G. G. (1998) Microbiol Mol Biol Rev 62(4), 1415-34
） 。 こ れ ら の 酵 素 の 活 性 化 は タ ン パ ク 質 合 成 の 停 止 を 招 き 、 最 終 的 に は ア ポ ト ー シ ス に よ
る 細 胞 死 を 招 く 。 し た が っ て 、 長 い dsRNAの 導 入 は こ の 包 括 的 応 答 系 を 活 性 化 す る と 予 想
さ れ て い た 。 し か し 、 移 植 前 の マ ウ ス 胚 （ Svoboda, P., Stein, P., Hayashi, H.お よ び S
chultz, R. M. (2000) Development 127(19), 4147-4156; Wianny, F.お よ び Zernicka-Go
etz, M. (2000) Nat Cell Biol 2(2), 70-5） な ら び に 未 分 化 胚 性 幹 細 胞 お よ び 胚 性 癌 細
胞 （ Yang, S., Tutton, S., Pierce, E.お よ び Yoon, K. (2001) Mol Cell Biol 21(22), 
7807-16; Billy, E., Brondani, V., Zhang, H., Muller, U.お よ び Filipowicz, W. (200
1) Proc. Natl Acad Sci 98, 14428-14483; Paddison, P., Caudy, A. A.お よ び Hannon, 
G.J. (2002) Proc. Natl Acad. Sci. 99, 1443-1448） に お い て は 、 in vitroで 作 製 し た
長 い dsRNAの 使 用 が 特 異 的 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ を 媒 介 す る こ と が 可 能 で あ っ た こ と を 、
研 究 は 示 し て い る 。 こ れ ら の 観 察 の 主 な 理 由 は 、 こ れ ら の 細 胞 系 が dsRNAに 対 す る 普 遍 的
応 答 を 欠 く こ と で あ っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 励 み に な る も の で は あ っ た が 、 分 化 哺 乳 類 細 胞
に お け る こ の ア プ ロ ー チ の 有 用 性 に 一 定 の 制 限 を 課 す も の で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Dicer（ ダ イ サ ー ） 酵 素 の 産 物 が シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Drosophila） 胚 抽 出 物 に お い て RNA
iを 媒 介 し う る と い う 観 察 の 後 、 化 学 合 成 さ れ た 21bpの siRNAが 、 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ を
誘 導 す る た め に 広 範 な ヒ ト お よ び マ ウ ス 細 胞 系 に お い て 使 用 さ れ う る こ と が 示 さ れ た （ El
bashir, S. M., Harborth, J., Lendeckel, W., Yalcin, A., Weber, K.お よ び Tuschl, T
. (2001) Nature 411(6836), 494-8; Caplen, N.J., Parrish, S., Imani, F., Fire, A.
お よ び Morgan, R.A. (2001) Proc. Natl. Acad. Sci. 98, 9742-9747） 。 多 種 多 様 な 標 的
遺 伝 子 の 発 現 を 一 過 的 に 制 御 す る た め の こ の ア プ ロ ー チ は 既 に 実 証 さ れ て お り 、 哺 乳 類 細
胞 に お け る 遺 伝 子 機 能 を 決 定 す る た め の 恰 好 な 方 法 に な り つ つ あ る （ Hsu, J.Y., Reimann
, J. D. R., Sorensen, C.S., Lucas, J.お よ び Jackson, P. K. (2002) Nature Cell Bio
l. 4, 358-366; Thompson, B., Tonwsley, F., Rosin-Arbesfeld, R., Muisi, H.お よ び B
ienz, M. (2002) Nature Cell Biol. 4, 367-373） 。 こ れ ら の 合 成 dsRNA法 に 伴 う 制 約 の 1
つ は 、 dsRNAに よ り 誘 導 さ れ る 抑 制 効 果 が 一 過 性 で あ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
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　 そ の 後 、 哺 乳 類 細 胞 は 、 マ イ ク ロ RNA（ microRNA） と 称 さ れ る 小 さ な RNAの 非 常 に 大 き な
一 群 を 含 有 す る こ と が 示 さ れ 、 こ れ は ヘ ア ピ ン RNA前 駆 体 と し て 転 写 さ れ 、 こ れ が Dicerに
よ り プ ロ セ シ ン グ さ れ て 成 熟 21塩 基 形 態 を 与 え る と 仮 定 さ れ て い る （ Lagos-Quintana, M.
, Rauhut, R., Lendeckel, W.お よ び Tuschl, T. (2001) Science 294, 853-858; Lau, N.
C., Lim, L.P., Weinstein, E.G.お よ び Bartel, D.P. (2001) Science 294, 858-862; Le
e, R.C.お よ び Ambros, V. (2001) Science 294, 862-864） 。 短 い ヘ ア ピ ン RNA（ shRNA）
が 哺 乳 類 細 胞 に お い て 特 異 的 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ を 誘 導 し う る こ と を 示 す た め に 、 い く
つ か の グ ル ー プ が 、 こ の 天 然 で 生 じ る 生 物 メ カ ニ ズ ム を 利 用 し て い る （ Paddison, P.J., 
Caudy, A.A., Bernstein, E., Hannon, G.J.お よ び Conklin, D.S. (2002) Genes & Dev 1
6, 948-958; Brummelkamp, T.R., Bernards, R.お よ び Agami, R. (2002) Science 296, 5
50-553; Sui, G., Soohoo, C., Affar, E., Gay, F., Shi, Y., Forrester, W. C.お よ び
Shi, Y. (2002) Proc Natl Acad Sci 99, 5515-20; Yu, J., DeRuiter, S.L.お よ び Turne
r, D.L. (2002) Proc Natl Acad Sci 99, 6047-52） 。 さ ら に 、 RNAiを 介 し て 哺 乳 類 細 胞
内 で 一 過 的 お よ び 安 定 に 遺 伝 子 発 現 を 調 節 し う る 配 列 特 異 的 shRNAの 発 現 を 駆 動 す る た め
に 内 在 性 U6 snRNAま た は H1プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る 発 現 カ セ ッ ト が 開 発 さ れ て い る （ Padd
ison, P.J., Caudy, A.A., Bernstein, E., Hannon, G.J.お よ び Conklin, D.S. (2002) G
enes & Dev 16, 948-958; Brummelkamp, T.R., Bernards, R.お よ び Agami, R. (2002) Sc
ience 296:550-553） 。 こ れ ら の 発 現 カ セ ッ ト か ら 産 生 さ れ た shRNAは Dicerに よ り 21bpの s
iRNAに プ ロ セ シ ン グ さ れ 、 こ れ が 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の エ フ ェ ク タ ー で あ る と 考 え ら れ
て い る 。 こ れ ら の カ セ ッ ト は 、 遺 伝 子 機 能 を よ り 良 く 理 解 す る た め の 哺 乳 類 細 胞 お よ び ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る リ バ ー ス ・ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ・ ア プ ロ ー チ に 有 用 で あ り 、
ま た 、 治 療 剤 と し て も 有 用 で あ る と 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 哺 乳 類 細 胞 に お け る RNAiに 関 す る 最 新 技 術 の 大 き な 制 約 は 、 細 胞 過 程 ま た は 種 々 の ヒ ト
疾 患 に 関 与 す る 新 規 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の フ ォ ワ ー ド ・ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ・ ア プ ロ ー チ に
お い て RNAiノ ッ ク ダ ウ ン を 用 い る た め の 方 法 が 存 在 し な い こ と で あ る 。 現 在 の と こ ろ 、 合
成 siRNAま た は RNAi発 現 構 築 物 は 遺 伝 子 ご と に 設 計 さ れ て お り 、 こ の こ と は 、 全 ゲ ノ ム RNA
i発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の こ れ ら の 方 法 の 有 用 性 を 制 限 す る
も の で あ る 。 本 発 明 は 、 RNAiラ イ ブ ラ リ ー の 製 造 を 可 能 に す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 発 明 の 概 要
　 第 1の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
（ i） 第 1配 列 、 ラ ン ダ ム 配 列 お よ び 第 2配 列 を こ の 順 序 で 含 む 第 1 DNA鎖 を 合 成 し 、 こ こ で
、 該 第 2配 列 が ス テ ム ル ー プ を 形 成 す る よ う 、 該 第 2配 列 の 3'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド は 該 第 2
配 列 の 5'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 で あ り 、
（ ii） DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て 、 該 ス テ ム ル ー プ か ら 伸 長 す る 相 補 的 DNA鎖 を 合 成 し 、
こ こ で 、 該 相 補 的 DNA鎖 は 、 ヘ ア ピ ン DNAを 形 成 す る よ う 、 該 第 1配 列 お よ び 該 ラ ン ダ ム 配
列 に 相 補 的 で あ り 、
（ iii） 該 ヘ ア ピ ン DNAを 変 性 さ せ て 一 本 鎖 DNA鎖 を 形 成 さ せ 、
（ iv） 該 第 1配 列 の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー お よ び DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 加 え
て 二 本 鎖 DNAを 合 成 す る こ と を 含 ん で な る 、 DNA分 子 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 該 DNA分 子 か ら
転 写 さ れ る mRNAが ヘ ア ピ ン RNA（ hRNA） を 形 成 す る こ と を 特 徴 と す る 製 造 方 法 を 提 供 す る
。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 第 2の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
（ i） 少 な く と も 4個 の 連 続 し た ア デ ノ シ ン ヌ ク レ オ チ ド 、 ラ ン ダ ム 配 列 、 少 な く と も 4個
の 連 続 し た チ ミ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド お よ び プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 を こ の 順 序 で 含 む 第 1 DNA鎖
を 合 成 し 、
（ ii） プ ラ イ マ ー を 該 プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 に ア ニ ー ル さ せ 、 該 第 1 DNA鎖 に 実 質 的 に 相 補
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的 で あ り 二 本 鎖 DNAを 形 成 す る 第 2 DNA鎖 を 合 成 し 、
（ iii） 該 二 本 鎖 DNAを 発 現 ベ ク タ ー 内 の 2つ の 収 束 的 （ convergent） プ ロ モ ー タ ー の 間 に
ク ロ ー ニ ン グ す る こ と を 含 ん で な る 、 発 現 さ れ る こ と に よ り 二 本 鎖 RNA（ dsRNA） を 与 え る
発 現 ベ ク タ ー の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 第 3の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
（ i） 第 1配 列 、 ラ ン ダ ム 配 列 お よ び 第 2配 列 を こ の 順 序 で 含 む 第 1 DNA鎖 を 合 成 し 、 こ こ で
、 該 第 2配 列 が ス テ ム ル ー プ を 形 成 す る よ う 、 該 第 2配 列 の 3'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド は 該 第 2
配 列 の 5'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 で あ り 、
（ ii） DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て 、 該 ス テ ム ル ー プ か ら 伸 長 す る 相 補 的 DNA鎖 を 合 成 し 、
こ こ で 、 該 相 補 的 DNA鎖 は 、 ヘ ア ピ ン DNAを 形 成 す る よ う 、 該 第 1領 域 お よ び 該 ラ ン ダ ム 配
列 に 相 補 的 で あ り 、
（ iii） 該 ヘ ア ピ ン DNAを 変 性 さ せ て 一 本 鎖 DNA鎖 を 形 成 さ せ 、
（ iv） 該 第 1配 列 の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー お よ び DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 加 え
て 二 本 鎖 DNAを 合 成 し 、
（ v） 該 二 本 鎖 DNAを 発 現 ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 こ こ で 、 該 二 本 鎖 DNAは プ ロ モ ー
タ ー の 制 御 下 に あ り 、
（ vi） 該 二 本 鎖 DNAの 転 写 を 可 能 に す る 条 件 下 、 細 胞 内 に 該 発 現 ベ ク タ ー の 有 効 量 を ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 得 、
（ vii） 対 照 細 胞 と 比 較 し た 場 合 の 該 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に お け る 1以 上 の 変 化 を
検 出 す る こ と を 含 ん で な る 、 遺 伝 子 の 機 能 を 決 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 第 4の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
（ i） 少 な く と も 4個 の 連 続 し た ア デ ノ シ ン ヌ ク レ オ チ ド 、 ラ ン ダ ム 配 列 、 少 な く と も 4個
の 連 続 し た チ ミ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド お よ び プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 を こ の 順 序 で 含 む 第 1 DNA鎖
を 合 成 し 、
（ ii） プ ラ イ マ ー を 該 プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 に ア ニ ー ル さ せ 、 該 第 1 DNA鎖 に 実 質 的 に 相 補
的 で あ り 二 本 鎖 DNAを 形 成 す る 第 2 DNA鎖 を 合 成 し 、
（ iii） 該 二 本 鎖 DNAを 発 現 ベ ク タ ー 内 の 2つ の 収 束 的 （ convergent） プ ロ モ ー タ ー の 間 に
ク ロ ー ニ ン グ し 、
（ vi） 該 二 本 鎖 DNAの 転 写 を 促 進 す る 条 件 下 、 細 胞 内 に 該 発 現 ベ ク タ ー の 有 効 量 を ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 得 、
（ v） 対 照 細 胞 と 比 較 し た 場 合 の 該 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に お け る 1以 上 の 変 化 を 検
出 す る こ と を 含 ん で な る 、 遺 伝 子 の 機 能 を 決 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 第 5の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 収 束 的 プ ロ モ ー タ ー の ペ ア と そ れ ら の 間 に 位 置 す る DNA
分 子 と を 含 ん で な る 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 の 抑 制 に 使 用 す る た め の 発 現 ベ ク タ ー で あ っ て 、
該 DNA分 子 が 、 2つ の 定 方 向 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー に 隣 接 す る 標 的 特 異 的 配 列 を 含 み 、 該 標 的
特 異 的 配 列 が 、 該 標 的 遺 伝 子 の セ グ メ ン ト に 対 し て 少 な く と も 90％ の 同 一 性 を 有 す る 少 な
く と も 14ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 第 6の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
（ i） 収 束 的 プ ロ モ ー タ ー の ペ ア と そ れ ら の 間 に 位 置 す る DNA分 子 と を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を
調 製 し 、 こ こ で 、 該 DNA分 子 は 、 2つ の 定 方 向 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー に 隣 接 す る 標 的 特 異 的 配
列 を 含 み 、 該 標 的 特 異 的 配 列 は 、 該 標 的 遺 伝 子 の セ グ メ ン ト に 対 し て 少 な く と も 90％ の 同
一 性 を 有 す る 少 な く と も 14ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 含 み 、
（ ii） 細 胞 内 に 該 発 現 ベ ク タ ー の 有 効 量 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ
た 細 胞 を 得 、
（ iii） 対 照 細 胞 と 比 較 し た 場 合 の 該 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に お け る 1以 上 の 表 現 型
変 化 を 検 出 す る こ と を 含 ん で な る 、 標 的 遺 伝 子 の 機 能 を 決 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
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【 ０ ０ １ ４ 】
　 第 7の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
（ i） 二 本 鎖 DNA断 片 の ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 し 、
（ ii） 工 程 （ i） か ら の DNA断 片 に ヘ ア ピ ン DNAを 連 結 し 、
（ iii） 工 程 （ ii） か ら の DNAに 二 本 鎖 DNAア ダ プ タ ー を 連 結 し 、 こ こ で 、 該 DNAア ダ プ タ ー
は プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 を 含 み 、
（ iv） 工 程 （ iii） か ら の DNAを 変 性 さ せ て 、 一 本 鎖 DNA鎖 の ラ イ ブ ラ リ ー を 得 、
（ v） 該 プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー お よ び DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 加
え て 二 本 鎖 DNAを 合 成 し 、 そ れ に よ り 二 本 鎖 DNA分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を 得 る こ と を 含 ん で な
る 、 DNA分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー の 製 造 方 法 で あ っ て 、 該 DNA分 子 か ら 転 写 さ れ る mRNAが ヘ ア ピ
ン RNA（ hRNA） 分 子 を 形 成 す る こ と を 特 徴 と す る 製 造 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 第 8の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
（ i） 二 本 鎖 DNA断 片 の ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 し 、
（ ii） 工 程 （ i） か ら の DNA断 片 の 各 末 端 に 二 本 鎖 DNAア ダ プ タ ー を 連 結 し 、 こ こ で 、 該 DNA
ア ダ プ タ ー の 配 列 は 、 少 な く と も 4個 の 連 続 し た ア デ ノ シ ン ヌ ク レ オ チ ド を 3'末 端 に 含 み
、
（ iii） 工 程 （ ii） か ら の 二 本 鎖 DNAを 発 現 ベ ク タ ー 内 の 2つ の 収 束 的 プ ロ モ ー タ ー の 間 に
ク ロ ー ニ ン グ す る こ と を 含 ん で な る 、 発 現 さ れ る こ と に よ り 二 本 鎖 RNA（ dsRNA） 分 子 を 与
え る 発 現 ベ ク タ ー の ラ イ ブ ラ リ ー の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 第 9の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
（ i） mRNAの プ ー ル を 調 製 し 、
（ ii） 該 mRNAの プ ー ル に 酵 素 を 加 え 、 こ こ で 、 該 酵 素 は 該 mRNAを 逆 転 写 し て cDNAを 形 成 し
該 mRNAを 分 解 し 、
（ iii） 工 程 （ ii） か ら の cDNAに ヘ ア ピ ン ル ー プ を 形 成 さ せ 、
（ iv） 逆 転 写 酵 素 の プ ラ イ ミ ン グ （ 開 始 ） 点 と し て 該 ヘ ア ピ ン ル ー プ を 使 用 し て 第 2鎖 を
合 成 し 、
（ v） 工 程 （ iv） か ら の DNAを 変 性 さ せ て 一 本 鎖 DNAを 形 成 さ せ 、
（ vi） DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 加 え て 二 本 鎖 DNAを 合 成 し 、 そ れ に よ り 二 本 鎖 DNA分 子 の ラ イ ブ
ラ リ ー を 得 る こ と を 含 ん で な る 、 DNA分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー の 製 造 方 法 で あ っ て 、 該 DNA分 子
か ら 転 写 さ れ る mRNAが ヘ ア ピ ン RNA（ hRNA） 分 子 を 形 成 す る こ と を 特 徴 と す る 製 造 方 法 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 も う 1つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 5の 態 様 の 発 現 ベ ク タ ー を 細 胞 内 に 導 入
す る こ と を 含 ん で な る 、 該 細 胞 に お け る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 の 抑 制 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 図 面 の 簡 潔 な 説 明
　 図 1： p53特 異 的 shRNAを コ ー ド す る DNAイ ン サ ー ト の 、 酵 素 に よ る 作 製 。 ヒ ト p53に 特 異
的 な shRNAを コ ー ド す る 二 本 鎖 DNAイ ン サ ー ト の 作 製 に 関 わ る 6工 程 。 略 語 ： sal1RE= SalI
制 限 酵 素 部 位 ； U= デ オ キ シ リ ボ ウ リ ジ ン ； p53= p53 mRNAの セ ン ス 鎖 に 特 異 的 な 19塩 基 ；
ス テ ム ル ー プ = ス テ ム ル ー プ 構 造 を 構 成 す る 21塩 基 。  
　 図 2： ラ ン ダ ム shRNAを コ ー ド す る DNAイ ン サ ー ト の 、 酵 素 に よ る 作 製 。 任 意 の ラ ン ダ ム
配 列 の shRNAを コ ー ド す る 二 本 鎖 DNAイ ン サ ー ト の 作 製 に 関 わ る 6工 程 。 略 語 は 、 以 下 の も
の 以 外 は 、 図 1に 示 し た の と 同 様 で あ る ： N19= ラ ン ダ ム な 19塩 基 ； As19= ラ ン ダ ム N19配
列 の ア ン チ セ ン ス ； Nc19= N19に 対 す る 相 補 的 DNA鎖 ； Asc19= As19に 対 す る 相 補 的 DNA鎖 。
 
　 図 3： EGFP特 異 的 shRNA発 現 プ ラ ス ミ ド を 使 用 す る dEGFP媒 介 細 胞 蛍 光 の 抑 制 。 A． pTZ(U6
+1)ベ ク タ ー の み （ 紫 色 ） ま た は pTZ(U6+1)GFP（ 緑 色 の 上 塗 り ） 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク
ト さ れ た HEK 293細 胞 （ 安 定 に 組 込 ま れ た dFGFP標 的 遺 伝 子 を 含 有 す る も の ） の フ ロ ー サ イ
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ト メ ト リ ー 分 析 。 B． Aで 表 さ れ て い る FAC分 析 の 定 量 化 。 各 サ ン プ ル は 三 重 に ト ラ ン ス フ
ェ ク ト し た 。  
　 図 4： 修 飾 pLXSNレ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に お け る ラ ン ダ ム shRNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 構
築 。 唯 一 の SwaI部 位 を 含 有 す る 45bpの ス タ ッ フ ァ ー 断 片 を U6プ ロ モ ー タ ー の 下 流 の SalI部
位 と XbaI部 位 と の 間 に 導 入 し た 。 B． pLXSNU6Swaに お け る ク ロ ー ニ ン グ 部 位 。 C． pLXSNU6S
waを 使 用 す る ラ ン ダ ム shRNA発 現 ベ ク タ ー の 作 製 。  
　 図 5： p53に 特 異 的 な 相 補 的 セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス RNAを コ ー ド す る DNAイ ン サ ー ト の
、 酵 素 に よ る 作 製 。 ヒ ト p53に 特 異 的 な 相 補 的 セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス RNAを コ ー ド す る
DNAイ ン サ ー ト の 作 製 に 関 わ る 4工 程 。  
　 図 6： EGFP siRNAを コ ー ド す る レ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク
ト さ れ た 細 胞 に お け る dEGFP媒 介 細 胞 蛍 光 の 減 少 。 A． EGFP特 異 的 siRNAを コ ー ド す る レ ト
ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー pLXSNU6/H1GFPの 構 造 。 B． pLXSNU6/H1GFPの 感 染 後 に HEK 293細 胞 （ 安
定 に 組 込 ま れ た dEGFPト ラ ン ス ジ ー ン を 含 有 す る も の ） に お け る dEGFP媒 介 細 胞 蛍 光 の 抑 制
。  
　 図 7： p53 siRNAを コ ー ド す る レ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー に 感 染 し た HCT116結 腸 癌 細 胞
に お け る p53タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 減 少 。 pLXSNU6/H1p53レ ト ロ ウ イ ル ス siRNA発 現 ベ ク タ ー
の 構 造 。  
　 図 8： 全 ゲ ノ ム siRNAレ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 。 ラ ン ダ ム イ ン サ ー ト を 作
製 し ラ ン ダ ム siRNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る た め に 用 い る 4工 程 の 概 要 。 B． ラ ン ダ ム s
iRNA発 現 ベ ク タ ー 系 の 構 造 の 概 要 図 。 C． ヒ ト ゲ ノ ム に お け る ラ イ ブ ラ リ ー イ ン サ ー ト の
分 布 。  
　 図 9： 細 胞 内 siRNAの 作 製 方 法 、 お よ び ト ラ ン ス ジ ー ン の 発 現 に 対 す る 発 現 siRNAの 効 果
。 A． 収 束 的 U6発 現 カ セ ッ ト は 、 定 方 向 終 結 配 列 に お い て 終 結 す る セ ン ス お よ び ア ン チ セ
ン ス RNAを コ ー ド し て い る 。 該 相 補 的 RNAは ア ニ ー ル し 、 更 な る Dicer依 存 的 プ ロ セ シ ン グ
を 受 け て 、 機 能 的 siRNAを 産 生 す る 。 B． EGFP特 異 的 イ ン サ ー ト を 含 有 す る U6収 束 的 発 現 ベ
ク タ ー （ DualU6GFP） は dEGFP媒 介 細 胞 蛍 光 を 減 少 さ せ る 。  
　 図 10： 安 定 に 組 込 ま れ た 収 束 転 写 ベ ク タ ー を 使 用 す る 、 dEGFPト ラ ン ス ジ ー ン の 発 現 の
抑 制 。 HEK 293細 胞 を pDualU6ベ ク タ ー ま た は pDualU6GFPの い ず れ か と pREP7プ ラ ス ミ ド と
で 10:1の モ ル 比 で コ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 ヒ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 に 関 し て 細 胞 を 選 択 す る 。
選 択 後 、 dEGFP媒 介 細 胞 蛍 光 の レ ベ ル に 関 し て 細 胞 を 検 査 す る 。  
　 図 11： DualU6GFPベ ク タ ー に よ る 標 的 遺 伝 子 発 現 の 抑 制 は セ ン ス RNAお よ び ア ン チ セ ン ス
RNAの 両 方 の 共 発 現 を 要 す る 。  
　 図 12： DualU6GFP発 現 ベ ク タ ー は dEGFP標 的 遺 伝 子 発 現 を Dicer依 存 的 に 減 少 さ せ る 。  
　 図 13： pLXSNU6/H1p53を 含 有 す る HCT116細 胞 に お け る 5-FU誘 導 性 ア ポ ト ー シ ス 。 A． p53 
siRNAを 発 現 す る 細 胞 に お け る の subG1集 団 の 減 少 。 B． p53 siRNAを 発 現 す る 細 胞 は カ ス パ
ー ゼ の 5-FU誘 導 性 活 性 化 に 対 す る 抵 抗 性 を 示 す 。 C． p53 siRNAを 発 現 す る 細 胞 は 5-FUへ の
曝 露 後 の 細 胞 生 存 性 の 増 強 を 示 す 。  
　 図 14： ス パ イ ク （ spiked） siRNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 5-FU遺 伝 的 選 択 の 概 要 。  
　 図 15： 全 ゲ ノ ム RNAiラ イ ブ ラ リ ー の た め の レ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー 。 A． pLXSNU6/H
1。 B． pLXSNU6/H1LTR。 C． pQCXINU6/H1SIN。  
　 図 16： ゲ ノ ム 特 異 的 shRNAお よ び siRNAラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 方 法 。  
　 図 17： 発 現 RNA集 団 に 特 異 的 な shRNAお よ び siRNAラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 方 法 の 概 要 図 。  
　 図 18： 遺 伝 的 選 択 を 用 い る HIV特 異 的 shRNAま た は siRNAの 同 定 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 特 定 の 細 胞 表 現 型 に 寄 与 す る 又 は 特 定 の 刺 激 に よ り 修 飾 さ れ る 未 知 お よ び 公
知 の 遺 伝 子 を 同 定 し 単 離 し 特 徴 づ け る た め の 、 す べ て の 標 的 mRNA部 位 を 認 識 し う る shRNA
ま た は siRNAを コ ー ド す る DNA配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー の 製 造 を 可 能 に す る 方 法 に 関 す る 。 こ れ
ら の 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る よ う に 設 計 さ れ 、 コ ー ド 化 shRNA
ま た は siRNAの 配 列 に 基 づ い て 、 細 胞 表 現 型 に お け る 変 化 を も た ら す 標 的 遺 伝 子 を 同 定 す
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る 。 こ の 方 法 は 、 in vivoで の そ れ ぞ れ 分 子 内 ま た は 分 子 間 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ
り 二 本 鎖 RNAを 形 成 す る RNA配 列 を コ ー ド す る イ ン サ ー ト を 含 有 す る ラ ン ダ ム shRNAお よ び s
iRNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 を 要 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 RNAi経 路 に よ り 哺 乳 類 細 胞 に お い て 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ を 媒 介 す る セ
ン ス RNAお よ び ア ン チ セ ン ス RNAを 産 生 し う る 収 束 的 プ ロ モ ー タ ー 系 を 提 供 す る 。 こ の 系 は
、 ト ラ ン ス ジ ー ン お よ び 内 在 性 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 メ デ ィ エ ー タ ー と し て の dsRNAの 使 用 は 、 ハ ン マ ー ヘ ッ ド リ ボ ザ イ ム お よ び ヘ ア ピ ン リ
ボ ザ イ ム と 比 較 し て 顕 著 な 利 点 を 有 し 、 そ れ ら に は 、 発 現 dsRNAに 結 合 し 標 的 mRNAと の 相
互 作 用 お よ び 標 的 mRNAの 切 断 を 媒 介 す る 天 然 細 胞 タ ン パ ク 質 複 合 体 （ RISCと 称 さ れ る ） の
存 在 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 第 1の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
（ i） 第 1配 列 、 ラ ン ダ ム 配 列 お よ び 第 2配 列 を こ の 順 序 で 含 む 第 1 DNA鎖 を 合 成 し 、 こ こ で
、 該 第 2配 列 が ス テ ム ル ー プ を 形 成 す る よ う 、 該 第 2配 列 の 3'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド は 該 第 2
配 列 の 5'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 で あ り 、
（ ii） DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て 、 該 ス テ ム ル ー プ か ら 伸 長 す る 相 補 的 DNA鎖 を 合 成 し 、
こ こ で 、 該 相 補 的 DNA鎖 は 、 ヘ ア ピ ン DNAを 形 成 す る よ う 、 該 第 1配 列 お よ び 該 ラ ン ダ ム 配
列 に 相 補 的 で あ り 、
（ iii） 該 ヘ ア ピ ン DNAを 変 性 さ せ て 一 本 鎖 DNA鎖 を 形 成 さ せ 、
（ iv） 該 第 1配 列 の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー お よ び DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 加 え
て 二 本 鎖 DNAを 合 成 す る こ と を 含 ん で な る 、 DNA分 子 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 該 DNA分 子 か ら
転 写 さ れ る mRNAが ヘ ア ピ ン RNA（ hRNA） を 形 成 す る こ と を 特 徴 と す る 製 造 方 法 を 提 供 す る
。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 第 1配 列 内 に デ オ キ シ ウ ラ シ ル ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ
て お り 、 該 プ ラ イ マ ー を 加 え る 前 に 、 該 一 本 鎖 DNA鎖 を 、 好 ま し く は ウ ラ シ ル ヌ ク レ オ チ
ド グ リ コ シ ラ ー ゼ で 、 脱 プ リ ン 化 し 、 β 脱 離 さ せ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 二 本 鎖 DNAを 発 現 ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ す る 。 よ
り 好 ま し く は 、 該 二 本 鎖 DNAを 発 現 ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 該 二 本 鎖 DNAを プ ロ モ ー
タ ー の 制 御 下 に 配 置 す る 。  
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 第 1 DNA鎖 は 制 限 酵 素 部 位 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 宿 主 細 胞 に お け る 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー の 運 搬 お よ び 転 写 は 、 該 二 本 鎖 RNA領 域 に 対 す
る 相 補 性 を 有 す る 標 的 mRNAに 特 異 的 な hRNA、 特 に 、 短 い ヘ ア ピ ン RNA（ shRNA） を 与 え る 。
本 発 明 の shRNAは 遺 伝 子 発 現 の 有 効 な 修 飾 因 子 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 好 ま し く は 、 該 ラ ン ダ ム 配 列 は 約 19～ 約 30塩 基 対 長 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 該 ラ ン ダ
ム 配 列 は 約 19～ 25塩 基 対 長 で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 該 ラ ン ダ ム 配 列 は 19塩 基 対 長 で あ る
。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 相 補 性 」 な る 語 は 、 塩 基 対 形 成 の 規 則 に よ り 関 連 づ け ら れ る 「 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 」 お よ び 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 （ こ れ ら は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 意 味 す
る 互 換 性 の あ る 用 語 で あ る ） に 関 し て 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 配 列 5'-CTGAG-3'は 配 列 5'-CT
CAG-3'に 相 補 的 で あ る 。 相 補 性 は 部 分 的 ま た は 全 体 的 で あ り う る 。 部 分 的 相 補 性 は 、 塩 基
対 形 成 の 規 則 に 従 っ た 場 合 に 1以 上 の 核 酸 塩 基 が マ ッ チ し な い 場 合 で あ る 。 全 体 的 ま た は
完 全 相 補 性 は 、 塩 基 対 形 成 の 規 則 に 従 い 各 核 酸 塩 基 が 別 の 塩 基 と マ ッ チ す る 場 合 で あ る 。
核 酸 鎖 間 の 相 補 性 の 度 合 は 、 核 酸 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 効 率 お よ び 強 度 に 対 し て
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有 意 な 影 響 を 及 ぼ す 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 ル ー プ 」 な る 語 は 、 「 ス テ ム 」 構 造 を 形 成 す る よ う 互 い に 対 形 成 し う る 核 酸 配 列 に 一
本 鎖 核 酸 配 列 が 隣 接 し て い る 、 核 酸 配 列 内 の 不 対 二 次 構 造 を 意 味 す る 。 核 酸 に 関 し て 用 い
る 「 不 対 」 な る 語 は 、 お 互 い と は 対 形 成 し 得 な い が 他 の 配 列 と は 対 形 成 し う る 核 酸 配 列 に
核 酸 が 隣 接 し て お り 該 核 酸 が 一 本 鎖 で あ る 、 核 酸 配 列 内 の 二 次 構 造 を 意 味 す る 。 任 意 の 長
さ 及 び 任 意 の 配 列 の ル ー プ 構 造 が 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る と 意 図 さ れ る 。 RNA二 次 構 造
形 成 の 予 測 の た め の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 そ れ ら
に は 例 え ば 、 Hofackerら  (1994) Monatshefte F. Chemie 125:167-188; McCaskill (1990
) Biopolymers 29:1105-1119に 記 載 の 「 RNAFOLD」 、 お よ び 「 DNASIS」 （ Hitachi） が 含 ま
れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 発 現 ベ ク タ ー 」 な る 語 は 、 所 望 の コ ー ド 配 列 と 、 機 能 し う る 形 で
連 結 さ れ た コ ー ド 配 列 の 宿 主 生 物 内 発 現 に 必 要 な 適 当 な 核 酸 配 列 と を 含 有 す る 組 換 え DNA
分 子 を 意 味 す る 。 真 核 細 胞 内 で の 発 現 に 必 要 な 核 酸 配 列 は 、 通 常 、 プ ロ モ ー タ ー な ら び に
終 結 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を 含 む 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 発 現 ベ ク タ
ー は ま た 、 該 RNAの 安 定 性 を 増 強 す る た め に 、 安 定 化 要 素 を 発 現 RNA内 に 組 込 む 。 本 明 細 書
中 で 用 い る 「 ベ ク タ ー 」 な る 語 は 、 1つ の 細 胞 か ら 別 の 細 胞 へ DNAセ グ メ ン ト を 運 ぶ 核 酸 分
子 に 関 し て 用 い る 。 ベ ク タ ー に は 、 プ ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ト ラ ン ス ポ ゾ ン お よ び
コ ス ミ ド が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 好 ま し く は 、 該 二 本 鎖 DNAを 、 哺 乳 類 細 胞 内 で の 発 現 に 適 し た 発 現 ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー
ニ ン グ す る 。 該 RNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を コ ー ド す る 配 列 を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す
る た め に は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 方 法 を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 方 法 に は 、
in vitro組 換 え DNA技 術 、 合 成 技 術 お よ び in vivo組 換 え 又 は 遺 伝 子 組 換 え が 含 ま れ る 。 そ
の よ う な 技 術 は Sambrookら  (1989) Molecular Cloning, A laboratory Manual, Cold Spr
ing Harbor Press, Plainview N.Y.お よ び Asubel F Mら  (1989) Current Protocols in M
olecular Biology, John Wiley & Sons, New York N.Y.に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 プ ロ モ ー タ ー 」 な る 語 は 、 互 い に 及 び 関 心 の あ る 少 な く と も 1つ
の DNA配 列 に 機 能 し う る 形 で 連 結 さ れ た 複 数 （ す な わ ち 、 1以 上 ） の プ ロ モ ー タ ー 配 列 な ら
び に 単 一 の プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 意 味 す る 。 プ ロ モ ー タ ー は 、 転 写 に 関 与 す る 細 胞 タ ン パ ク
質 と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る 短 い 並 び の DNA配 列 よ り な る （ Maniatis T.ら , Science 236:12
37 (1987)） 。 プ ロ モ ー タ ー 要 素 は 、 種 々 の 真 核 生 物 プ ロ モ ー タ ー 要 素 源 、 例 え ば 、 植 物
、 酵 母 、 昆 虫 お よ び 哺 乳 類 細 胞 内 の 遺 伝 子 な ら び に ウ イ ル ス か ら 単 離 さ れ て い る 。 特 定 の
プ ロ モ ー タ ー の 選 択 は 、 関 心 の あ る DNA配 列 を 発 現 さ せ る た め に ど の よ う な 細 胞 型 を 使 用
す る か に 左 右 さ れ る 。 所 望 に よ り 、 プ ロ モ ー タ ー は 、 転 写 部 位 か ら 数 千 塩 基 対 も 離 れ て 位
置 し う る 遠 位 エ ン ハ ン サ ー ま た は リ プ レ ッ サ ー 要 素 を も 含 み う る 。 プ ロ モ ー タ ー は 構 成 的
プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 ほ と ん ど の 環 境 条 件 ま た は 発 生 段 階 で 活 性 な プ ロ モ ー タ ー で あ り
う る 。 あ る い は 、 プ ロ モ ー タ ー は 誘 導 性 で あ る こ と が 可 能 で あ り 、 例 え ば 細 胞 外 刺 激 に 応
答 し う る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 真 核 細 胞 内 で の 組 換 え DNA配 列 の 効 率 的 発 現 は 、 生 じ る 転 写 産 物 の 効 率 的 な 終 結 お よ び
ポ リ ア デ ニ ル 化 を 導 く シ グ ナ ル の 発 現 を 要 す る 。 転 写 終 結 シ グ ナ ル は 一 般 に は ポ リ ア デ ニ
ル 化 シ グ ナ ル の 下 流 に 存 在 し 、 一 般 に は 数 百 ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 U6 snRNA、 H1ま た は T7プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 発 現
ベ ク タ ー 内 に 該 二 本 鎖 DNAを ク ロ ー ニ ン グ す る 。 よ り 好 ま し く は 、 U6 snRNAプ ロ モ ー タ ー
の 制 御 下 に あ る 発 現 ベ ク タ ー 内 に 該 二 本 鎖 DNAを ク ロ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
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　 該 第 2 DNA鎖 の 合 成 は 、 DNAの 第 1鎖 か ら DNAの 第 2鎖 を 合 成 す る た め の 当 業 者 に よ く 知 ら
れ た 第 2鎖 合 成 技 術 を 用 い て 、 例 え ば 、 AmpliTaq DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Perkin Elmer） の よ
う な DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て 達 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 第 2鎖 の 合 成 の た め の 適 当 な
技 術 は 、 Sambrookら  (1989) Molecular Cloning, A laboratory Manual, Cold Spring Ha
rbor Press, Plainview N.Y.お よ び Asubel F Mら  (1989) Current Protocols in Molecul
ar Biology, John Wiley & Sons, New York N.Y.に 記 載 の 技 術 で あ り う る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 第 2の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
（ i） 少 な く と も 4個 の 連 続 し た ア デ ノ シ ン ヌ ク レ オ チ ド 、 ラ ン ダ ム 配 列 、 少 な く と も 4個
の 連 続 し た チ ミ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド お よ び プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 を こ の 順 序 で 含 む 第 1 DNA鎖
を 合 成 し 、
（ ii） プ ラ イ マ ー を 該 プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 に ア ニ ー ル さ せ 、 該 第 1 DNA鎖 に 実 質 的 に 相 補
的 で あ り 二 本 鎖 DNAを 形 成 す る 第 2 DNA鎖 を 合 成 し 、
（ iii） 該 二 本 鎖 DNAを 発 現 ベ ク タ ー 内 の 2つ の 収 束 的 （ convergent） プ ロ モ ー タ ー の 間 に
ク ロ ー ニ ン グ す る こ と を 含 ん で な る 、 発 現 さ れ る こ と に よ り 二 本 鎖 RNA（ dsRNA） を 与 え る
発 現 ベ ク タ ー の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 存 在 す る イ ン サ ー ト の 2本 の 鎖 の 収 束 的 プ ロ モ ー タ ー か ら の 転 写 は 、 3'末 端 に 2～ 4塩 基
の 突 出 部 を 含 有 す る siRNAを 形 成 す る よ う ハ イ ブ リ ダ イ ズ し う る 2つ の 小 さ な 相 補 的 RNAの
産 生 を も た ら す 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー は 、 生 物 に お け る 関 心 の あ る 配 列 ま た は 遺
伝 子 の 機 能 を 同 定 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 好 ま し く は 、 該 ラ ン ダ ム 配 列 は 約 19～ 約 30塩 基 対 長 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 該 ラ ン ダ
ム 配 列 は 約 19～ 25塩 基 対 長 で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 該 ラ ン ダ ム 配 列 は 19塩 基 対 長 で あ る
。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 発 現 ベ ク タ ー 内 の 2つ の 収 束 的 U6 snRNA、 H1ま た は T7プ
ロ モ ー タ ー の 間 に 該 二 本 鎖 DNAを ク ロ ー ニ ン グ す る 。 よ り 好 ま し く は 、 発 現 ベ ク タ ー 内 の 2
つ の 収 束 的 U6 snRNAプ ロ モ ー タ ー の 間 に 該 二 本 鎖 DNAを ク ロ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 第 1ま た は 第 2の 態 様 の ラ ン ダ ム 配 列 は 、 合 成 中 の ヌ ク レ オ チ ド の ラ ン ダ ム 挿 入
に よ る 合 成 的 製 造 、 ESTラ イ ブ ラ リ ー の 使 用 、 ま た は 関 心 の あ る 生 物 の ゲ ノ ム の ラ ン ダ ム
消 化 を 含 む 多 数 の 方 法 に よ り 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ウ イ ル ス 病 原 体 ま た は 他 の 病 原
体 に お け る 遺 伝 子 機 能 の 分 析 に お い て は 、 ゲ ノ ム の ラ ン ダ ム 消 化 に よ る ラ イ ブ ラ リ ー の 製
造 に 特 に 関 心 が も た れ う る 。 ゲ ノ ム の ラ ン ダ ム 消 化 は 、 当 業 者 に 公 知 の 技 術 、 例 え ば DNア
ー ゼ I消 化 に よ り 達 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 合 成 配 列 は 、 例 え ば 、 Needham-VanDevanter
ら  (1984) Nucleic Acids Res., 12:6159-6168に 記 載 の 自 動 合 成 装 置 を 使 用 し て 、 Beauca
geお よ び Caruthers (1981) Tetrahedron Letts. 22(20):1859-1862に 記 載 の 固 相 ホ ス ホ ル
ア ミ ジ ッ ト ト リ エ ス テ ル 法 の よ う な 公 知 方 法 に 従 い 化 学 的 に 製 造 す る こ と が で き る 。 必 要
に 応 じ て 、 典 型 的 に は 、 ゲ ル 電 気 泳 動 ま た は 陰 イ オ ン 交 換 HPLC（ Pearsonお よ び Regnier (
1983) J. Chrom. 255:137-149に 記 載 さ れ て い る ） に よ り 、 該 分 子 の 精 製 を 行 う 。 該 配 列
は 、 Grossmanお よ び Moldave (編 ) Academic Press, New York, Methods in Enzymology 6
5:499-560 (1980)に お け る Maxamお よ び Gilbertの 化 学 分 解 法 を 用 い て 確 認 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 第 1ま た は 第 2態 様 の 方 法 に 従 い 製 造 さ れ た 発 現 ベ ク タ
ー は 、 宿 主 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
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　 第 3の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
（ i） 第 1配 列 、 ラ ン ダ ム 配 列 お よ び 第 2配 列 を こ の 順 序 で 含 む 第 1 DNA鎖 を 合 成 し 、 こ こ で
、 該 第 2配 列 が ス テ ム ル ー プ を 形 成 す る よ う 、 該 第 2配 列 の 3'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド は 該 第 2
配 列 の 5'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 で あ り 、
（ ii） DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て 、 該 ス テ ム ル ー プ か ら 伸 長 す る 相 補 的 DNA鎖 を 合 成 し 、
こ こ で 、 該 相 補 的 DNA鎖 は 、 ヘ ア ピ ン DNAを 形 成 す る よ う 、 該 第 1領 域 お よ び 該 ラ ン ダ ム 配
列 に 相 補 的 で あ り 、
（ iii） 該 ヘ ア ピ ン DNAを 変 性 さ せ て 一 本 鎖 DNA鎖 を 形 成 さ せ 、
（ iv） 該 第 1配 列 の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー お よ び DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 加 え
て 二 本 鎖 DNAを 合 成 し 、
（ v） 該 二 本 鎖 DNAを 発 現 ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 こ こ で 、 該 二 本 鎖 DNAは プ ロ モ ー
タ ー の 制 御 下 に あ り 、
（ vi） 該 二 本 鎖 DNAの 転 写 を 可 能 に す る 条 件 下 、 細 胞 内 に 該 発 現 ベ ク タ ー の 有 効 量 を ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 得 、
（ vii） 対 照 細 胞 と 比 較 し た 場 合 の 該 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に お け る 1以 上 の 変 化 を
検 出 す る こ と を 含 ん で な る 、 遺 伝 子 の 機 能 を 決 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 第 4の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
（ i） 少 な く と も 4個 の 連 続 し た ア デ ノ シ ン ヌ ク レ オ チ ド 、 ラ ン ダ ム 配 列 、 少 な く と も 4個
の 連 続 し た チ ミ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド お よ び プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 を こ の 順 序 で 含 む 第 1 DNA鎖
を 合 成 し 、
（ ii） プ ラ イ マ ー を 該 プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 に ア ニ ー ル さ せ 、 該 第 1 DNA鎖 に 実 質 的 に 相 補
的 で あ り 二 本 鎖 DNAを 形 成 す る 第 2 DNA鎖 を 合 成 し 、
（ iii） 該 二 本 鎖 DNAを 発 現 ベ ク タ ー 内 の 2つ の 収 束 的 （ convergent） プ ロ モ ー タ ー の 間 に
ク ロ ー ニ ン グ し 、
（ vi） 該 二 本 鎖 DNAの 転 写 を 促 進 す る 条 件 下 、 細 胞 内 に 該 発 現 ベ ク タ ー の 有 効 量 を ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 得 、
（ v） 対 照 細 胞 と 比 較 し た 場 合 の 該 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に お け る 1以 上 の 変 化 を 検
出 す る こ と を 含 ん で な る 、 遺 伝 子 の 機 能 を 決 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 第 5の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 収 束 的 プ ロ モ ー タ ー の ペ ア と そ れ ら の 間 に 位 置 す る DNA
分 子 と を 含 ん で な る 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 の 抑 制 に 使 用 す る た め の 発 現 ベ ク タ ー で あ っ て 、
該 DNA分 子 が 、 2つ の 定 方 向 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー に 隣 接 す る 標 的 特 異 的 配 列 を 含 み 、 該 標 的
特 異 的 配 列 が 、 該 標 的 遺 伝 子 の セ グ メ ン ト に 対 し て 少 な く と も 90％ の 同 一 性 を 有 す る 少 な
く と も 14ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 宿 主 細 胞 に お け る 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー の 運 搬 お よ び 転 写 は 、 該 標 的 特 異 的 配 列 に 対 す
る 相 補 性 を 有 す る 標 的 mRNAに 特 異 的 な siRNAま た は hRNAを 与 え る 。 本 発 明 の siRNAは 遺 伝 子
発 現 の 有 効 な 修 飾 因 子 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 好 ま し く は 、 該 標 的 特 異 的 配 列 は 少 な く と も 19塩 基 対 長 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 該 標
的 特 異 的 配 列 は 19～ 約 30塩 基 対 長 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 該 標 的 特 異 的 配 列 は 19～ 25塩
基 対 長 で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 該 標 的 特 異 的 配 列 は 19塩 基 対 長 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 該 標 的 遺 伝 子 は 、 何 ら か の 理 由 に よ り 操 作 す る こ と が 望 ま し い と 当 業 者 に よ り 考 え ら れ
う る 関 心 の あ る 任 意 の 遺 伝 子 で あ り う る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 標 的 特 異 的 配 列 は 該 標 的 遺 伝 子 の セ グ メ ン ト に 対 し て
少 な く と も 95％ の 同 一 性 を 有 し 、 よ り 好 ま し く は 、 同 一 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
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　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 発 現 ベ ク タ ー は レ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。
 
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 発 現 ベ ク タ ー は 、 該 発 現 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト
さ れ た 細 胞 の 選 択 の た め の 選 択 マ ー カ ー 、 例 え ば 抗 生 物 質 耐 性 マ ー カ ー を コ ー ド し て い る
。 よ り 好 ま し く は 、 該 発 現 ベ ク タ ー は G418選 択 マ ー カ ー を コ ー ド し て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る た め に は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 方 法 を 用 い る こ と が
可 能 で あ る 。 こ れ ら の 方 法 に は 、 in vitro組 換 え DNA技 術 、 合 成 技 術 お よ び in vivo組 換 え
又 は 遺 伝 子 組 換 え が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 技 術 は Sambrookら  (1989) Molecular Cloning,
 A laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Plainview N.Y.お よ び Asubel F Mら
 (1989) Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York N.Y.
に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 存 在 す る イ ン サ ー ト の 2本 の 鎖 の 収 束 的 プ ロ モ ー タ ー か ら の 転 写 は 、 3'末 端 に 2～ 4塩 基
の 突 出 部 を 含 有 す る siRNAを 形 成 す る よ う ハ イ ブ リ ダ イ ズ し う る 2つ の 小 さ な 相 補 的 RNAの
産 生 を も た ら す 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 収 束 的 プ ロ モ ー タ ー は U6 snRNA、 H1ま た は T7プ ロ モ ー
タ ー で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 該 収 束 的 プ ロ モ ー タ ー は U6 snRNAプ ロ モ ー タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー は 、 生 物 に お け る 関 心 の あ る 配 列 ま た は 遺
伝 子 の 機 能 を 同 定 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 第 6の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
（ i） 収 束 的 プ ロ モ ー タ ー の ペ ア と そ れ ら の 間 に 位 置 す る DNA分 子 と を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を
調 製 し 、 こ こ で 、 該 DNA分 子 は 、 2つ の 定 方 向 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー に 隣 接 す る 標 的 特 異 的 配
列 を 含 み 、 該 標 的 特 異 的 配 列 は 、 該 標 的 遺 伝 子 の セ グ メ ン ト に 対 し て 少 な く と も 90％ の 同
一 性 を 有 す る 少 な く と も 14ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 含 み 、
（ ii） 細 胞 内 に 該 発 現 ベ ク タ ー の 有 効 量 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ
た 細 胞 を 得 、
（ iii） 対 照 細 胞 と 比 較 し た 場 合 の 該 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に お け る 1以 上 の 表 現 型
変 化 を 検 出 す る こ と を 含 ん で な る 、 標 的 遺 伝 子 の 機 能 を 決 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 は 、 生 物 に お け る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 1以 上 の 機 能 の 同 定 方 法 を 提 供 す る 。 本 発
明 の 方 法 は 、 標 的 コ ー ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る RNAを 選 択 的 に 減 弱 、 減 少 ま た は 破 壊 し
て 、 宿 主 内 の 標 的 遺 伝 子 を 無 傷 に 維 持 し た ま ま 該 RNAを 非 機 能 的 に す る 。 し た が っ て 、 こ
れ ら の 方 法 は 、 遺 伝 子 機 能 を 決 定 す る た め に 、 伝 統 的 な 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 法 で は な く 「 ノ
ッ ク ダ ウ ン 」 法 を 用 い る 。 本 発 明 は 、 例 え ば 、 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め に 標 的 化 さ れ
う る 疾 患 関 連 遺 伝 子 の 迅 速 な 同 定 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 ウ イ ル ス ま た は 病 原 体
に よ る 感 染 に 対 す る 細 胞 の 感 受 性 に お い て 主 要 な 役 割 を 果 た す ウ イ ル ス ま た は 病 原 体 由 来
遺 伝 子 の 同 定 に も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 発 現 ベ ク タ ー は レ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。
 
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 回 収 し 、 該 二 本 鎖 DNA
イ ン サ ー ト を 回 収 し 又 は 増 幅 し （ 例 え ば ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ り ） 、 再 ク ロ ー ニ ン グ
し 、 更 な る 富 化 工 程 に 付 す 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 も う 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 富 化 さ れ た イ ン サ ー ト を 配 列 決 定 し 、 そ れ を
使 用 し て 例 え ば 相 同 性 検 索 に よ り 潜 在 的 標 的 遺 伝 子 を 同 定 し た り 、 あ る い は 標 的 mRNAを 捕
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捉 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 発 現 ベ ク タ ー は 、 該 発 現 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト
さ れ た 細 胞 の 選 択 の た め の 選 択 マ ー カ ー 、 例 え ば 抗 生 物 質 耐 性 マ ー カ ー を コ ー ド し て い る
。 よ り 好 ま し く は 、 該 発 現 ベ ク タ ー は G418選 択 マ ー カ ー を コ ー ド し て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 」 な る 語 は 、 細 胞 内 へ の ト ラ ン ス ジ ー ン 、
例 え ば ベ ク タ ー の 導 入 を 意 味 す る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム -DNA共 沈
法 、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ポ リ ブ レ ン 媒 介 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 イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ ソ ー ム 融 合 、 リ ポ フ ェ ク
シ ョ ン 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 感 染 ま た は バ イ オ リ ス テ ィ ク ス （ biolisti
cs） （ す な わ ち 、 粒 子 射 撃 （ 粒 子 ボ ン バ ー ド メ ン ト ） ） を 含 む 当 技 術 分 野 で 公 知 の 種 々 の
手 段 に よ り 達 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 一 過 的 ま た は 安 定 な ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン で あ り う る 。 「 安 定 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 」 ま た は 「 安 定 に ト ラ ン ス
フ ェ ク ト さ れ た 」 な る 語 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 の ゲ ノ ム 内 へ の ト ラ ン ス ジ ー ン
の 導 入 お よ び 組 込 み を 意 味 す る 。 「 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 」 ま た は 「 一 過 的 に ト ラ
ン ス フ ェ ク ト さ れ た 」 な る 語 は 、 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム 内 へ の ト ラ ン ス ジ ー ン の 組 込 み を 伴 わ
な い 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 内 へ の 1以 上 の ト ラ ン ス ジ ー ン の 導 入 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 「 関 心 の あ る 遺 伝 子 」 な る 語 は 、 何 ら か の 理 由 に よ り 操 作 す る こ と が 望 ま し い と 当 業 者
に よ り 考 え ら れ う る 任 意 の 遺 伝 子 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ゲ ノ ム DNA配 列 の 機 能 を 決 定 す る た め の 本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、
そ の ゲ ノ ム 配 列 に よ り 発 現 さ れ る RNAの 量 を 減 少 さ せ る た め に shRNAま た は siRNA配 列 を 細
胞 内 に 導 入 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 実 質 的 に す べ て の 基 質 RNAが 切 断 さ れ る よ う 十 分 な 量 の shRNAま た は siRNAを 発 現 さ せ る
こ と が 望 ま し い 。 基 質 RNA発 現 の そ の よ う な 実 質 的 な 阻 害 は 、 shRNAま た は siRNAが 発 現 さ
れ る 生 物 に お け る 遺 伝 子 機 能 の 減 弱 の 効 果 の 観 察 を 促 進 す る で あ ろ う 。 基 質 RNAの 完 全 な
排 除 は 、 望 ま し い も の の 、 本 発 明 の 方 法 に 必 要 な わ け で は な い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 対 照 」 細 胞 に は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い な い 細 胞 、 模 擬 ト ラ
ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 、 ま た は 二 本 鎖 DNAイ ン サ ー ト を 含 有 し な い 発 現 ベ ク タ ー の よ う
な 「 空 ベ ク タ ー 」 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 前 記 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 す る 真 核 細 胞 の よ う な 宿 主 細 胞 も 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 。 適
当 な 宿 主 細 胞 に は 、 細 菌 細 胞 、 ラ ッ ト 細 胞 、 マ ウ ス 細 胞 お よ び ヒ ト 細 胞 が 含 ま れ る が 、 こ
れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 生 物 に お け る 遺 伝 子 も し く は DNA配 列 の 又 は 別 の 生 物 に お け る 相 同 遺
伝 子 も し く は DNA配 列 の 発 現 の 減 少 の 効 果 の 観 察 を 含 む フ ォ ワ ー ド ・ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ・ ア
プ ロ ー チ に よ り 生 物 に お け る 関 心 の あ る 遺 伝 子 ま た は DNA配 列 遺 伝 子 の 機 能 を 決 定 す る の
に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 の デ ー タ は 、 そ れ ぞ れ HCT116結 腸 癌 細 胞 ま た は HE
K293胚 性 腎 細 胞 に お け る p53ま た は EGFP遺 伝 子 の 機 能 が 転 写 産 物 の siRNAま た は shRNA媒 介
切 断 に よ り 決 定 さ れ う る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 全 ゲ ノ ム RNAiラ イ ブ ラ リ ー に よ る フ ォ ワ ー ド ・ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ・ ア プ ロ ー チ に お い て 使
用 し う る 遺 伝 的 選 択 の タ イ プ は 、 例 え ば p53媒 介 増 殖 停 止 お よ び ア ポ ト ー シ ス を 迂 回 す る
こ と に よ る 、 細 胞 増 殖 停 止 の 抑 制 ； 例 え ば 5-FU誘 導 性 増 殖 停 止 、 ア ポ ト ー シ ス お よ び 老 化
を 抑 制 す る 化 学 療 法 薬 物 耐 性 に 関 与 す る 新 規 標 的 の 同 定 ； 例 え ば TGFβ お よ び Wnt経 路 の よ
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う な 癌 に 関 与 す る シ グ ナ リ ン グ 経 路 の 新 規 陽 性 お よ び 陰 性 調 節 因 子 を 同 定 す る 、 活 性 化 シ
グ ナ リ ン グ 経 路 の 遮 断 ； HIV感 染 に 対 す る 抵 抗 性 を 付 与 す る 又 は ウ イ ル ス の 生 活 環 の 増 殖
期 も し く は 潜 伏 期 を 妨 げ る 遺 伝 子 に 関 す る 遺 伝 的 ス ク リ ー ニ ン グ 、 あ る い は プ ラ ス モ ジ ウ
ム の よ う な 細 胞 内 寄 生 生 物 の 生 活 環 を 妨 げ る 遺 伝 子 に 関 す る 遺 伝 的 ス ク リ ー ニ ン グ を 含 む
、 ウ イ ル ス お よ び 病 原 体 感 染 に 対 す る 抵 抗 性 の 解 明 ； 不 活 性 化 さ れ る と 細 胞 死 を 招 く 遺 伝
子 産 物 （ 特 に 、 p53ま た は p16/Rb腫 瘍 抑 制 経 路 が 欠 損 し た 腫 瘍 細 胞 に お け る も の ） を 同 定
す る た め の 合 成 致 死 性 ス ク リ ー ニ ン グ ； 例 え ば in vivoア ッ セ イ を 用 い る 、 転 移 に 関 与 す
る 遺 伝 子 の 同 定 ； 特 異 的 標 的 に 対 す る 最 適 siRNAの 同 定 ； 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー を 調 節 す る
遺 伝 子 の 検 出 ； 例 え ば （ 足 場 依 存 性 増 殖 の た め の ） 軟 寒 天 ア ッ セ イ お よ び （ 因 子 非 依 存 性
増 殖 の た め の ） 最 少 培 地 （ そ れ ら は 共 に 、 細 胞 培 養 内 の 細 胞 ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン の
、 広 く 用 い ら れ て い る 指 標 で あ る ） を 用 い る 、 細 胞 周 期 調 節 遺 伝 子 の 検 出 ； 活 発 に 分 裂 し
て い る 細 胞 に 対 し て 毒 性 で あ る ヌ ク レ オ シ ド 類 似 体 で あ る ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン を 使 用
す る 、 腫 瘍 発 生 を 引 き 起 こ す 未 知 遺 伝 子 の 同 定 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 当 業 者 に は 理 解 さ れ る と お り 、 本 発 明 は 、 発 現 さ れ る と siRNAま た は hRNAを 与 え る 構 築
物 の ラ イ ブ ラ リ ー の 製 造 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 し た が っ て 、 第 7の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
（ i） 二 本 鎖 DNA断 片 の ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 し 、
（ ii） 工 程 （ i） か ら の DNA断 片 に ヘ ア ピ ン DNAを 連 結 し 、
（ iii） 工 程 （ ii） か ら の DNAに 二 本 鎖 DNAア ダ プ タ ー を 連 結 し 、 こ こ で 、 該 DNAア ダ プ タ ー
は プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 を 含 み 、
（ iv） 工 程 （ iii） か ら の DNAを 変 性 さ せ て 、 一 本 鎖 DNA鎖 の ラ イ ブ ラ リ ー を 得 、
（ v） 該 プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー お よ び DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 加
え て 二 本 鎖 DNAを 合 成 し 、 そ れ に よ り 二 本 鎖 DNA分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を 得 る こ と を 含 ん で な
る 、 DNA分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー の 製 造 方 法 で あ っ て 、 該 DNA分 子 か ら 転 写 さ れ る mRNAが ヘ ア ピ
ン RNA（ hRNA） 分 子 を 形 成 す る こ と を 特 徴 と す る 製 造 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 第 8の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
（ i） 二 本 鎖 DNA断 片 の ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 し 、
（ ii） 工 程 （ i） か ら の DNA断 片 の 各 末 端 に 二 本 鎖 DNAア ダ プ タ ー を 連 結 し 、 こ こ で 、 該 DNA
ア ダ プ タ ー の 配 列 は 、 少 な く と も 4個 の 連 続 し た ア デ ノ シ ン ヌ ク レ オ チ ド を 3'末 端 に 含 み
、
（ iii） 工 程 （ ii） か ら の 二 本 鎖 DNAを 発 現 ベ ク タ ー 内 の 2つ の 収 束 的 プ ロ モ ー タ ー の 間 に
ク ロ ー ニ ン グ す る こ と を 含 ん で な る 、 発 現 さ れ る こ と に よ り 二 本 鎖 RNA（ dsRNA） 分 子 を 与
え る 発 現 ベ ク タ ー の ラ イ ブ ラ リ ー の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 DNAの 消 化 に よ り 二 本 鎖 DNA断 片 の ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 す
る 。 消 化 さ れ る DNAは 、 好 ま し く は 、 遺 伝 子 、 ゲ ノ ム ま た は cDNAラ イ ブ ラ イ ー で あ る 。 該
消 化 は 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ た 或 る 範 囲 の 酵 素 を 使 用 し て 行 い う る が 、 該 消 化 は DNア ー ゼ
Iで 行 う の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 生 じ た 二 本 鎖 DNAを 、 好 ま し く は 、 U6 snRNA、 H1お よ び T7よ り な る 群 か ら 選 ば れ る プ ロ
モ ー タ ー 、 好 ま し く は U6 snRNAの 制 御 下 に あ る 発 現 ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 第 9の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
（ i） mRNAの プ ー ル を 調 製 し 、
（ ii） 該 mRNAの プ ー ル に 酵 素 を 加 え 、 こ こ で 、 該 酵 素 は 該 mRNAを 逆 転 写 し て cDNAを 形 成 し
該 mRNAを 分 解 し 、
（ iii） 工 程 （ ii） か ら の cDNAに ヘ ア ピ ン ル ー プ を 形 成 さ せ 、
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（ iv） 逆 転 写 酵 素 の プ ラ イ ミ ン グ （ 開 始 ） 点 と し て 該 ヘ ア ピ ン ル ー プ を 使 用 し て 第 2鎖 を
合 成 し 、
（ v） 工 程 （ iv） か ら の DNAを 変 性 さ せ て 一 本 鎖 DNAを 形 成 さ せ 、
（ vi） DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 加 え て 二 本 鎖 DNAを 合 成 し 、 そ れ に よ り 二 本 鎖 DNA分 子 の ラ イ ブ
ラ リ ー を 得 る こ と を 含 ん で な る 、 DNA分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー の 製 造 方 法 で あ っ て 、 該 DNA分 子
か ら 転 写 さ れ る mRNAが ヘ ア ピ ン RNA（ hRNA） 分 子 を 形 成 す る こ と を 特 徴 と す る 製 造 方 法 を
提 供 す る 。  
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 工 程 （ ii） に お け る 酵 素 は AMV逆 転 写 酵 素 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 さ ら に 、 該 二 本 鎖 DNA分 子 を 、 U6 snRNA、 H1お よ び T7よ り な る 群 か ら 選 ば れ る プ ロ モ ー
タ ー の 制 御 下 、 好 ま し く は U6 snRNAの 制 御 下 に あ る 発 現 ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 RNAi経 路 を 介 し て 作 用 す る siRNAが 発 現 さ れ う る こ と は 遺 伝 子 の 発 現 の 調 節 を 可 能 に し
、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 発 現 か ら 生 じ る 病 態 を 軽 減 す る た め の 治 療 用 途 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 し た が っ て 、 も う 1つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 5の 態 様 の 発 現 ベ ク タ ー を
細 胞 に 付 与 す る こ と を 含 ん で な る 、 該 細 胞 に お け る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 の 抑 制 方 法 を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 該 標 的 遺 伝 子 は 、 該 生 物 の 細 胞 に 由 来 す る 遺 伝 子 、 ト ラ ン ス ジ ー ン 、 ま た は 該 生 物 の 細
胞 内 に 存 在 す る 若 し く は 該 病 原 体 に よ る 感 染 後 に 該 細 胞 内 に 残 存 す る 病 原 体 の 遺 伝 子 で あ
り う る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 該 細 胞 は 動 物 ま た は 植 物 細 胞 で あ る こ と が 可 能 で あ り 、 単 離 さ れ て い た り 、 あ る い は 完
全 生 物 の 一 部 を 形 成 し て い る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 第 5の 態 様 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 生 物 に 対 し て 使 用 さ れ る 場 合 に は 、 直 接 的 な 導 入 、 例 え
ば 直 接 的 な 注 射 に よ り 該 生 物 に 付 与 さ れ た り 、 あ る い は 経 口 的 導 入 ま た は 局 所 適 用 を 含 む
当 業 者 に 公 知 の 他 の 手 段 に よ り 導 入 さ れ う る 。 該 発 現 ベ ク タ ー は 、 該 生 物 に 由 来 す る 生 殖
系 列 も し く は 体 細 胞 、 幹 細 胞 ま た は 他 の 多 能 性 細 胞 に 導 入 さ れ 、 該 生 物 に 再 導 入 さ れ う る
。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 は 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 か ら 生 じ る 病 態 の 治 療 ま た は 予 防 に 使 用 す る こ と が 可 能 で
あ る 。 病 態 に は 、 自 己 免 疫 疾 患 、 遺 伝 病 、 癌 、 病 原 体 に よ る 感 染 、 ま た は 標 的 遺 伝 子 の 過
剰 発 現 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 治 療 は 、 該 疾 患 に 関 連 し た 任 意
の 症 状 ま た は 臨 床 的 徴 候 の 予 防 ま た は 改 善 を 含 む で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の 標 的 遺 伝 子 に は 、 化 学 療 法 薬 物 耐 性 、 ア ポ ト ー シ ス お よ び 老 化 に 関 与 す る 遺 伝
子 ； 癌 に 関 与 す る 遺 伝 子 、 例 え ば 、 転 移 に 関 与 す る 遺 伝 子 お よ び 腫 瘍 発 生 の 原 因 と な る 遺
伝 子 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 少 な く と も 1つ の 発 現 ベ ク タ ー を 含 ん で な る 医 薬 組 成 物 お よ び
製 剤 を 含 む 。 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 局 所 的 治 療 が 望 ま し い の か 全 身 的 治 療 が 望 ま し い の
か に 応 じ て 及 び 治 療 す べ き 領 域 に 応 じ て 多 数 の 方 法 に よ り 投 与 す る こ と が で き る 。 該 投 与
は 局 所 的 、 肺 内 、 経 口 的 ま た は 非 経 口 的 で あ り う る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 局 所 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 お よ び 製 剤 に は 、 経 皮 パ ッ チ 、 軟 膏 剤 、 ロ ー シ ョ ン 剤 、 ク リ ー
ム 剤 、 ゲ ル 剤 、 滴 剤 、 坐 剤 、 噴 霧 剤 、 液 剤 お よ び 散 剤 が 含 ま れ う る 。 通 常 の 医 薬 担 体 、 水
性 、 粉 末 ま た は 油 性 基 剤 、 増 粘 剤 な ど が 必 要 で あ る か 望 ま し い 場 合 も あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
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　 経 口 投 与 用 の 組 成 物 お よ び 製 剤 に は 、 散 剤 ま た は 顆 粒 剤 、 坐 剤 ま た は 溶 液 剤 （ 水 ま た は
非 水 性 媒 体 中 の も の ） 、 カ プ セ ル 剤 、 薬 袋 （ satchel） ま た は 錠 剤 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 更 に 、 化 学 療 法 お よ び 放 射 線 療 法 の よ う な 抗 腫 瘍 療 法 に 対 す る
腫 瘍 細 胞 の 感 受 性 を 増 強 す る た め に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 或 る 実 施 形 態 に お い て は 、 （ a） 本 発 明 の 1以 上 の 発 現 ベ ク タ ー と
（ b） 非 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン メ カ ニ ズ ム に よ り 機 能 す る 1以 上 の 化 学 療 法 剤 と を 含 有 す
る リ ポ ソ ー ム お よ び 他 の 組 成 物 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 化 学 療 法 剤 の 具 体 例 に は 、 抗 癌 薬
、 例 え ば タ キ ソ ー ル 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ダ シ チ ノ マ イ シ ン （ dacitinomycin） 、 ド キ ソ ル
ビ シ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル
、 メ ル フ ァ ラ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 6-メ ル カ プ ト プ リ ン 、 6-チ オ グ ア ニ ン 、 シ タ ラ ビ
ン 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 フ ロ ク ス ウ リ ジ ン 、 コ ル ヒ チ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ン ラ ス チ
ン 、 エ ト ポ シ ド 、 シ ス プ ラ チ ン が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 全 般 的
に は 、 The Merck Manual of Diagnosis and Therapy, 15th Ed., Berkowら 編 , 1987, Rah
way, N.J., pp 1206-1228を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 治 療 用 組 成 物 の 製 剤 化 お よ び そ れ に 続 く そ の 投 与 は 当 業 者 の 技 量 の 範 囲 内 で あ る と 考 え
ら れ る 。 投 与 量 は 、 治 療 す べ き 病 態 の 重 症 度 お よ び 応 答 性 に 左 右 さ れ 、 治 療 期 間 は 数 日 間
～ 数 ヶ 月 、 あ る い は 治 癒 が 達 成 さ れ る ま で 又 は 病 態 の 軽 減 が 達 成 さ れ る ま で で あ る 。 最 適
な 投 与 計 画 は 患 者 の 体 内 の 薬 物 蓄 積 の 測 定 か ら 決 定 す る こ と が で き る 。 当 業 者 は 、 最 適 な
投 与 量 、 投 与 法 お よ び 反 復 率 を 容 易 に 決 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 一 般 に 、 投 与 量 は 0.01
μ g～ 100g/kg体 重 で あ り 、 毎 日 、 毎 週 、 毎 月 ま た は 毎 年 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 明 細 書 の 全 体 に わ た り 、 「 含 ん で な る 」 な る 語 、 ま た は 「 含 む 」 も し く は 「 含 み 」 の
よ う な 変 形 語 は 、 示 さ れ て い る 要 素 、 整 数 も し く は 工 程 、 ま た は 要 素 、 整 数 も し く は 工 程
の 群 の 包 含 を 意 味 す る と 理 解 さ れ る が 、 他 の い ず れ の 要 素 、 整 数 も し く は 工 程 、 ま た は 要
素 、 整 数 も し く は 工 程 の 群 の 排 除 を も 意 味 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 明 細 書 に 挙 げ ら れ て い る 全 て の 刊 行 物 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る
。 本 明 細 書 中 に 含 ま れ て い る 文 書 、 法 令 、 材 料 、 装 置 、 物 品 な ど の い ず れ の 考 察 も 専 ら 、
本 発 明 の 場 面 状 況 を 示 す た め の も の で あ る 。 こ れ ら の 資 料 の い ず れ か 又 は 全 て が 先 行 技 術
の 一 部 を 形 成 す る こ と 、 あ る い は こ れ ら の 資 料 の い ず れ か 又 は 全 て が 本 出 願 の 各 請 求 項 の
優 先 日 の 前 に オ ー ス ト ラ リ ア 国 に お い て 、 本 発 明 に 関 連 し た 分 野 に お け る 既 存 の 一 般 的 知
識 で あ っ た と 認 め る も の と み な さ れ る べ き で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 つ ぎ に 、 本 発 明 の 本 質 を よ り 明 瞭 に 理 解 す る こ と が 可 能 と な る よ う 、 そ の 好 ま し い 形 態
を 以 下 の 非 限 定 的 な 実 施 例 に よ り 説 明 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
〔 実 施 例 １ 〕
　 ラ ン ダ ム shRNAラ イ ブ ラ リ ー
　 以 下 は 、 ラ ン ダ ム shRNAイ ン サ ー ト を 作 製 す る た め 及 び 特 異 的 遺 伝 子 発 現 の 抑 制 に 関 し
て 遺 伝 子 発 現 shRNAを 試 験 す る た め に 開 発 し た 方 法 を 説 明 す る 。 shRNAを コ ー ド す る DNAイ
ン サ ー ト を 作 製 す る た め の 酵 素 的 プ ロ ト コ ー ル を 実 証 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 標 的 と し
て p53遺 伝 子 を 使 用 し た （ 図 1） 。 こ れ ら の 反 応 の 出 発 物 質 は 以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で
あ っ た ：
5’ -TGTGGTGATTC UGACTCCAGTGGTAATCTACGTCGAGTCTCTTGAACTCGAC-3’ 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 こ の 鋳 型 は 、 SalI制 限 酵 素 部 位 （ 下 線 部 ） を 含 む プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 （ TGTGGTGATTC
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） 、 単 一 の デ オ キ シ リ ボ ウ リ ジ ン 塩 基 （ 太 字 ） 、 ヒ ト p53に 特 異 的 な 19ヌ ク レ オ チ ド （
GACTCCAGTGGTAATCTAC） お よ び ス テ ム ル ー プ を 形 成 し う る 21塩 基 の 配 列 （ GTCGAGTCTCTTGAA
CTCGAC） か ら 構 成 さ れ て い る 。 最 後 者 の 配 列 に よ り 形 成 さ れ る 構 造 は 、 ル ー プ 配 列 に 隣 接
す る 6個 の 相 補 的 塩 基 か ら 構 成 さ れ る 。 こ の 方 法 に お け る 最 初 の 工 程 は 内 部 ス テ ム ル ー プ
構 造 の 自 己 ア ニ ー リ ン グ で あ る （ 工 程 1） 。 こ れ は 、 75℃ で 5分 間 お よ び そ れ に 続 く 37℃ で
20分 間 お よ び 4℃ で 一 晩 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 含 む 。 該 ア ニ ー リ
ン グ 反 応 後 、 T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て 相 補 的 ア ン チ セ ン ス 鎖 を 伸 長 さ せ た （ 工 程 2
） 。 つ い で 、 形 成 し た ヘ ア ピ ン 構 造 を ウ ラ シ ル DNAグ リ コ シ ラ ー ゼ に よ る デ オ キ シ リ ボ ウ
リ ジ ン （ U） の 脱 プ リ ン 化 に 付 し 、 つ い で そ れ を ピ ペ リ ジ ン 処 理 に よ り β 脱 離 さ せ て 該 デ
オ キ シ リ ボ ウ リ ジ ン 塩 基 の 5'側 の 断 片 を 喪 失 さ せ た （ 工 程 3） 。 こ の 配 列 の 除 去 は プ ラ イ
マ ー 結 合 部 位 を 露 出 さ せ る 。 プ ラ イ マ ー 配 列 （ TGTGGTGATTCGTCGAC） の ア ニ ー リ ン グ の 後
、 鎖 置 換 を 行 い う る DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 Bst DNAポ リ メ ラ ー ゼ ） を 使 用 し て 第 2鎖
の 合 成 を 行 っ た （ 工 程 4お よ び 5） 。 該 二 本 鎖 DNAを SalIで 消 化 し 、 適 当 な ベ ク タ ー に 連 結
し た （ 後 記 を 参 照 さ れ た い ） （ 工 程 6） 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 全 ゲ ノ ム RNAi発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 に 使 用 す る ラ ン ダ ム shRNAコ ー ド 化 ラ イ ブ ラ リ ー
を 作 製 す る た め に 、 以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た ：
5’ -TGTGGTGATTCGTCGACUNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTCGAGTCTCTTGAACTCGAC-3’ 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 A、 T、 Cお よ び Gの 等 モ ル 比 を 確 保 す る 特 別 な 手 動 混 合 機 （ Integrated DNA Technologie
s, USA） を 使 用 し て 、 合 計 1μ molの こ の 配 列 を 合 成 し た 。 こ の 配 列 を 、 図 1に 示 す 酵 素 工
程 に 付 し て 、 そ れ ぞ れ 特 有 の shRNAを コ ー ド す る 二 本 鎖 DNAイ ン サ ー ト を 得 た （ 図 2） 。 該 D
NAイ ン サ ー ト を SalIで 消 化 し 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ IIま た は IIIプ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る
適 当 な 発 現 ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ し た （ 後 記 を 参 照 さ れ た い ） 。 ま た 、 こ れ ら の ベ ク
タ ー は 適 当 な 転 写 終 結 配 列 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 特 異 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る た め の 、 shRNAを コ ー ド す る 該 DNAイ ン サ ー ト の 適 合 性 を
調 べ る た め に 、 dEGFPを 標 的 と し て 選 択 し た 。 EGFP特 異 的 shRNAを コ ー ド す る pTZ(U6+1)GFP
を 構 築 す る た め に 、 2つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ：
5’ -TCGACCGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCGCTTCAGGGTCAGCTTGCCGTTTTT-3’ お よ び
5’ -CTAGAAAAACGGCAAGCTGACCCTGAAGCGAACTTCAGGGTCAGCTTGCCG-3’
を ア ニ ー ル さ せ 、 pTZ(U6+1)内 に 存 在 す る SalIお よ び XbaI部 位 内 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 DNA
配 列 解 析 は 該 SalIお よ び XbaI部 位 内 の EGFP shRNAイ ン サ ー ト の 存 在 を 証 明 し た 。 dEGFP遺
伝 子 を 安 定 に 発 現 す る HEK293細 胞 内 の 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り pTZ(U6+1)GFP s
hRNAプ ラ ス ミ ド を 試 験 し た 。 Lipofectamine 2000を 使 用 し て 、 合 計 2μ gの プ ラ ス ミ ド （ ベ
ク タ ー の み 又 は pTZ(U6+1)GFP） を 三 重 に 運 搬 し た 。 細 胞 を 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 24時
間 後 お よ び 48時 間 後 に 集 め 、 FACS分 析 に よ り dEGFP発 現 に 関 し て ア ッ セ イ し た （ 図 3） 。 こ
の 分 析 は 、 EGFP特 異 的 shRNAを コ ー ド す る pTZ(U6+1)GFPプ ラ ス ミ ド が dEGFP媒 介 細 胞 蛍 光 を
24時 間 の 時 点 で 40％ お よ び 48時 間 の 時 点 で 30％ 減 少 さ せ る こ と を 示 し た 。 部 分 的 抑 制 の 観
察 は 十 中 八 九 、 標 的 細 胞 の サ ブ セ ッ ト の み の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ る も の で あ っ た 。
こ れ は 、 pTZ(U6+1)GFPプ ラ ス ミ ド を 付 与 さ れ た 細 胞 の ヒ ス ト グ ラ ム に お け る 2番 目 に 低 い
蛍 光 ピ ー ク の 存 在 に よ り 実 証 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 pTZ(U6+1)内 に 含 有 さ れ て い る U6+1プ ロ モ ー タ ー を 、 以 下 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー お よ
び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 使 用 し て PCR増 幅 し た ： 5’ -GCGCCTCGAGATAGGGAATTCGAGCTCGGTA-3
’ お よ び 5’ -GCGCGGATCCTTGTAAACGACGGCCAGTGC-3’ 。 XhoIお よ び BamHIで の 消 化 後 、 こ の D
NA断 片 を レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー pLXSNの マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 内 に 連 結 し て pLXSN(U6+
1)を 得 た 。 有 効 な shRNAの 発 現 に 関 し て こ の ベ ク タ ー 系 を 試 験 す る た め に 、 EGFP特 異 的 shR
NAを コ ー ド す る イ ン サ ー ト を 、 U6+1プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 位 置 す る SalI部 位 内 に ク ロ ー ニ
ン グ し た 。 さ ら に 、 ラ ン ダ ム shRNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 に 使 用 す る こ の ベ ク タ ー を 調
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製 す る た め に 、 SwaI部 位 を 含 有 す る ス タ ッ フ ァ ー 断 片 を 、 U6+1プ ロ モ ー タ ー の 3'側 に 位 置
す る SalI部 位 と XbaI部 位 と の 間 に 挿 入 し て pLXSNU6Swaを 得 た （ 図 4） 。 こ れ を 達 成 す る た
め に 、 以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ア ニ ー ル さ せ 、 SalIお よ び XbaIで 予 め 消 化 さ れ た pLXS
N(U6+1)内 に 連 結 し た ： 5’ -TCGACTCAAGTTATACCCTTGCCGATAGACTGCTTACATTTAAAT-3’ お よ び
5’ -CTAGATTTAAATGTAAGCAGTCTATCGGCAAGGGTATAACTTGAG-3’ 。 ラ ン ダ ム shRNAを コ ー ド す る
DNAイ ン サ ー ト を SalIで 消 化 し 、 SalI-SwaI消 化 pLXSNU6Swa内 に 連 結 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
〔 実 施 例 ２ 〕
　 ラ ン ダ ム siRNAラ イ ブ ラ リ ー
　 以 下 は 、 ラ ン ダ ム siRNAイ ン サ ー ト を 作 製 す る た め に 及 び 特 異 的 遺 伝 子 発 現 の 抑 制 に 関
し て 遺 伝 子 発 現 siRNAを 試 験 す る た め に 開 発 し た 方 法 を 説 明 す る 。 ま た 、 収 束 的 プ ロ モ ー
タ ー を 使 用 す る ラ ン ダ ム siRNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 の 概 要 を 説 明 す る 。 短 い 相 補 的 セ
ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス RNAを コ ー ド す る イ ン サ ー ト を 作 製 す る た め の 方 法 を 開 発 す る た
め に 、 p53遺 伝 子 を 標 的 と し て 使 用 し た 。 プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 、 SalI制 限 部 位 、 5個 の ア デ
ノ シ ン 、 p53に 特 異 的 な 19個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 5個 の チ ミ ジ ン 、 XbaI制 限 部 位 お よ び 第 2の
プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 を 含 有 す る 以 下 の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 63塩 基 ） を 合 成 し た ：
5’ -CGGTGATTCC CAAAAAGACTCCAGTGGTAATCTACTTTT GGTAACAGGCGC-3’ （ 図 5） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 DNAプ ラ イ マ ー （ 5’ -GCGCCTGTTACCTCTAG-3’ ） を 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に ア ニ ー ル さ
せ 、 ク レ ノ ウ DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て 第 2鎖 の 合 成 を 行 っ た 。 二 本 鎖 DNAの 作 製 の 後 、
こ の 断 片 を SalIお よ び XbaIで 消 化 し 、 収 束 的 RNAポ リ メ ラ ー ゼ IIIプ ロ モ ー タ ー を 含 有 す る
適 当 な ベ ク タ ー 内 に 連 結 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 短 い 相 補 的 RNAの 発 現 を 収 束 的 プ ロ モ ー タ ー が 駆 動 し 反 復 配 列 が 存 在 し な い ベ ク タ ー 系
を 確 立 す る た め に 、 収 束 的 U6 snRNAお よ び H1 RNAポ リ メ ラ ー ゼ IIIプ ロ モ ー タ ー を 含 む よ
う pLXSNレ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 修 飾 し た （ 図 6） 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 H1プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 、 プ ラ イ マ ー 5’ -GCCTGCAGGATATTTGCATGTCGCTATGTTCTGG-3’ お よ
び 5’ -GCTCTAGAGAGTGGTCTCATACAGAACTTATAAG-3’ を 使 用 し て pSilencerか ら PCR増 幅 し 、 Xb
aIお よ び Sbf1で 消 化 し 、 pLXSN(U6+1)ベ ク タ ー 内 に 挿 入 し た 。 DNA配 列 解 析 は 、 U6お よ び H1
プ ロ モ ー タ ー が pLXSNU6/H1内 に 存 在 し 収 束 的 で あ る こ と を 証 明 し た 。 こ の ベ ク タ ー を 、 そ
れ が 哺 乳 類 細 胞 内 で RNAiを 誘 導 す る 能 力 に 関 し て 試 験 す る た め に 、 EGFP（ 図 6A） お よ び ヒ
ト p53遺 伝 子 （ 図 7A） に 特 異 的 な siRNA発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し た 。 pLXSNU6/H1GFPベ ク タ ー
を 構 築 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 5’ -TCGACAAAAACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTTTT-3’ お
よ び 5’ -CTCAGAAAAACTTCAGGGTCAGCTTGCCGTTTTTG-3’ を ア ニ ー ル さ せ 、 pLXSNU6/H1ベ ク タ
ー の SalIお よ び XbaI部 位 内 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 GFPsiRNAを コ ー ド す る レ ト ロ ウ イ ル ス プ
ラ ス ミ ド （ pLXSNU6/H1GFPと 称 さ れ る ） を 、 Amphopack 293パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 （ こ れ は PG
13細 胞 と 共 に そ れ ぞ れ 10:1の 比 で 播 か れ た ） 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 効 率 は 約 40％ で あ っ た 。 ウ イ ル ス 含 有 培 地 （ VCM） を こ れ ら の 細 胞 か ら 集 め 、 そ れ
を 使 用 し て 、 EGFPを 安 定 に 発 現 す る HEK293ま た は HCT116標 的 細 胞 に 感 染 さ せ た 。 感 染 の 72
時 間 後 、 細 胞 を 集 め 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い て EGFP媒 介 細 胞 蛍 光 に 関 し て 検 査 し た
。 こ の 分 析 は 、 こ の 一 過 性 ア ッ セ イ を 用 い た 場 合 の 細 胞 蛍 光 に お け る 若 干 の 減 少 を 示 し た
（ 図 6B） 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 内 在 性 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る た め の 収 束 的 レ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 系 の 有 効 性 を 試 験 す る
た め に 、 相 補 的 p53特 異 的 セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス RNAを コ ー ド す る pLXSNU6/H1の 誘 導 体
を 構 築 し た 。 こ の 目 的 の た め に 、 以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た ：
5’ -CGGTGATTCC CAAAAAGACTCCAGTGGTAATCTACTTTT GGTAACAGGCGC-3’ 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 酵 素 に よ る 第 2鎖 の 作 製 の た め の 前 記 方 法 を 行 い 、 該 DNAイ ン サ ー ト を SalIお よ び XbaIで
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消 化 し 、 pLXSNU6/H1内 の U6お よ び H1収 束 的 プ ロ モ ー タ ー 間 に ク ロ ー ニ ン グ し た （ 図 7A） 。
pLXSNU6/H1p53と 称 さ れ る 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を Amphopack 293お よ び PG13パ ッ ケ ー ジ ン グ
細 胞 の 10:1混 合 物 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 VCMを こ れ ら の 細 胞 か ら 集 め 、 そ れ を 使 用 し
て HCT116標 的 細 胞 に 感 染 さ せ た 。 感 染 効 率 は 約 63％ で あ っ た 。 感 染 細 胞 を G418（ 500ug/ml
） の 選 択 に 付 し た 。 プ ー ル し た 集 団 を 選 択 の 8日 後 に 集 め 、 系 列 希 釈 し て 単 一 の ク ロ ー ン
を 単 離 し た 。 ウ エ ス タ ン 分 析 を 用 い て 、 該 プ ー ル 化 集 団 お よ び 単 一 の ク ロ ー ン の 両 方 を p5
3タ ン パ ク 質 レ ベ ル に 関 し て モ ニ タ ー し た 。 こ の 実 験 は 、 該 プ ー ル 化 細 胞 に お い て は p53タ
ン パ ク 質 レ ベ ル が 少 な く と も 50％ 減 少 し た こ と を 示 し た 。 こ の 結 果 を 示 す ゲ ル は 、 p53お
よ び β ア ク チ ン の 発 現 レ ベ ル に 関 し て プ ロ ー ブ さ れ た ベ ク タ ー 対 照 （ U6/H1） ま た は 試 験
ベ ク タ ー （ p53siRNA） の い ず れ か を 含 有 す る HCT116細 胞 か ら の 3つ の 異 な る 濃 度 の 全 タ ン
パ ク 質 ラ イ セ ー ト を 示 す 。 選 択 し た ク ロ ー ン の 分 析 は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー pLXS
NU6/H1p53が p53タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 減 少 さ せ る こ と を 示 し た 。 こ の 結 果 を 示 す ゲ ル は 、 p5
3お よ び β ア ク チ ン タ ン パ ク 質 の レ ベ ル に 関 し て プ ロ ー ブ さ れ た 対 照 ベ ク タ ー （ U6/H1） ま
た は 試 験 ベ ク タ ー （ p53siRNA） の い ず れ か を 含 有 す る HCT116ク ロ ー ン か ら の 全 タ ン パ ク 質
ラ イ セ ー ト を 示 す 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 pLXSNU6/H1p53に よ り 媒 介 さ れ る 遺 伝 子 特 異 的 サ イ レ ン シ ン グ が RNAiを 介 し て 生 じ て い
た の か ど う か を 調 べ る た め に 、 選 択 さ れ た HCT116ク ロ ー ン の 、 Dicer特 異 的 siRNA（ 後 記 で
説 明 す る ） で の 処 理 の 効 果 を 調 べ た 。 こ の 目 的 の た め に 、 pLXSNU6/H1（ ベ ク タ ー の み ） ま
た は pLXSNU6/H1p53の い ず れ か を 含 有 す る HCT116ク ロ ー ン を 6ウ ェ ル プ レ ー ト の 単 一 の ウ ェ
ル 内 に 5× 10 5 細 胞 で 播 い た 。 該 細 胞 を 24時 間 に わ た り 回 復 （ recover） さ せ 、 つ い で 、 リ
ポ フ ェ ク タ ミ ン （ Lipofectamine） 2000を 使 用 し て 、 種 々 の 濃 度 （ 6nM、 12nMお よ び 60nM）
の Dicer siRNAま た は 60nMの ナ ン セ ン ス siRNA（ Dharmacon） で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 3時
間 後 、 培 地 を 完 全 McCoys5A培 地 と 交 換 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 24時 間 後 お よ び 48時
間 後 に 細 胞 ペ レ ッ ト を 回 収 し 、 p53お よ び β ア ク チ ン タ ン パ ク 質 レ ベ ル の ウ エ ス タ ン 分 析
の た め に タ ン パ ク 質 ラ イ セ ー ト を 調 製 し た 。 Dicer siRNAの 濃 度 が 増 加 す る に つ れ て 、 p53
の 定 常 状 態 レ ベ ル は 野 生 型 レ ベ ル に 戻 っ た 。 こ の 結 果 を 示 す ゲ ル は 、 p53お よ び β ア ク チ
ン タ ン パ ク 質 に 関 し て プ ロ ー ブ さ れ た 、 ベ ク タ ー 対 照 （ U6/H1） ま た は 試 験 ベ ク タ ー （ p53
siRNAク ロ ー ン 8） の い ず れ か を 含 有 し 種 々 の 濃 度 の Dicer siRNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ
た HCT116細 胞 か ら の 全 タ ン パ ク 質 ラ イ セ ー ト を 示 す 。 p53タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 減 少 に お け
る こ の 逆 転 は 、 pLXSNU6/H1p53を 含 有 し よ り 高 い 濃 度 の 該 ナ ン セ ン ス siRNAで 処 理 さ れ た HC
T116細 胞 に お い て は 観 察 さ れ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 pLXSNU6/H1p53に よ る p53タ ン パ
ク 質 レ ベ ル の 観 察 さ れ た 抑 制 が 特 異 的 で あ り 、 哺 乳 類 細 胞 に お け る RNAiメ カ ニ ズ ム の 鍵 成
分 で あ る Dicerに 依 存 す る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー pLXSNに 基 づ く 収 束 的 U6-H1プ ロ モ ー タ ー 系 が 哺 乳 類 細 胞 に
お け る RNAi媒 介 遺 伝 子 抑 制 の 誘 導 に 有 効 で あ っ た と い う 前 記 観 察 を 前 提 と し て 、 全 ゲ ノ ム
siRNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 に 着 手 し た 。 EFPお よ び p53特 異 的 イ ン サ ー ト に 関 し て 確 立
さ れ た 方 法 を 用 い て 、 以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ー ル を 合 成 し た ：
5’ -CGGTGATTCC CAAAAANNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTTT GGTAACAGGCGC-3’ 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 A、 T、 Cお よ び Gの 等 モ ル 比 を 確 保 す る 特 別 な 手 動 混 合 機 （ Integrated DNA Technologie
s, USA） を 使 用 し て 、 合 計 1μ molの 前 記 配 列 （ 19個 の ラ ン ダ ム ヌ ク レ オ チ ド （ N） を 含 有
す る ） を 合 成 し た 。 DNAプ ラ イ マ ー （ 5’ -GCGCCTGTTACCTCTAG-3’ ） を こ の プ ー ル の オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド に ア ニ ー ル さ せ 、 ク レ ノ ウ DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て 第 2鎖 の 伸 長 を 行 っ た
。 こ の 伸 長 工 程 の 後 、 該 DNAを XhoIお よ び XbaIで 消 化 し 、 子 ウ シ 腸 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー
ゼ を 使 用 し て 脱 リ ン 酸 化 し て 最 終 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー に お け る 鎖 状 イ ン サ ー ト の 生 成 を 防 い
だ （ 図 8A） 。 非 変 性 15％  PAGEゲ ル 上 で の 電 気 泳 動 、 35塩 基 対 の 断 片 の 切 り 出 し 及 び 粉 砕
お よ び 浸 漬 法 に よ る 抽 出 の 後 、 該 DNAイ ン サ ー ト を ゲ ル 精 製 し た 。 精 製 さ れ た イ ン サ ー ト
を 、 SalIお よ び XbaIで 予 め 消 化 さ れ た 250ngの pLXSNU6/H1ベ ク タ ー に 、 種 々 の イ ン サ ー ト :
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 ベ ク タ ー  mol比 （ 10:1お よ び 100:1） で 連 結 し た 。 該 ベ ク タ ー は 脱 リ ン 酸 化 さ れ て い な か
っ た 。 16℃ で 一 晩 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 連 結 物 を SalIで 処 理 し 、 連 結 産 物 を 高 コ ン
ピ テ ン ト DH5細 菌 細 胞 内 に 形 質 転 換 し た 。 形 質 転 換 細 胞 を 単 一 の ク ロ ー ン と し て 又 は 液 体
増 殖 細 胞 と し て 増 殖 さ せ た （ 図 8B） 。 100μ lの 連 結 容 量 に お い て 、 合 計 7.5× 10 5 ク ロ ー ン
を 得 、 該 プ ラ ス ミ ド の 70～ 90％ が イ ン サ ー ト を 含 有 し て い た 。 イ ン サ ー ト の DNA配 列 分 析
は 、 ヒ ト ゲ ノ ム 配 列 に 対 し て 整 列 さ せ た 場 合 に 配 列 の ラ ン ダ ム な 分 布 を 示 し た （ 図 8C） 。
【 ０ １ ０ ５ 】
〔 実 施 例 ３ 〕
　 構 築 物 お よ び siRNA
　 フ ォ ワ ー ド ・ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク 選 択 の た め の RNAiの 作 製 に 適 し た 哺 乳 類 細 胞 に お い て siRN
Aを 発 現 さ せ る た め の ベ ク タ ー 系 を 開 発 す る た め に 、 図 9Aに 示 す 収 束 的 U6プ ロ モ ー タ ー カ
セ ッ ト を 設 計 し た 。 特 異 的 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ を 媒 介 す る た め の こ の 発 現 カ セ ッ ト の 細
胞 内 有 効 性 を 判 定 す る た め に 、 EGFP遺 伝 子 を 標 的 と し て 使 用 し た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 収 束 的 U6プ ロ モ ー タ ー を 含 有 す る DualU6を 構 築 す る た め に 、 プ ラ イ マ ー 5'-GCG CAA GCT
 TAT AGG GAA TTC GAG CTC GGT A-3’ お よ び 5’ -GCG CTC TAG AGG TGT TTC GTC CTT TCC 
ACA A 3’ を 使 用 し て 、 pTZ(U6+1)（ Paul, C.P., Good, P.D., Winer, Iお よ び Engelke, D
.R. (2002) Nature Biotech 20, 505-508） か ら U6+1プ ロ モ ー タ ー 領 域 を PCR増 幅 し 、 得 ら
れ た ア ン プ リ コ ン を XbaI-HindIII断 片 と し て pTZ(U6+1)内 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 5個 の チ ミ
ジ ン か ら 構 成 さ れ る 2つ の 定 方 向 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー に 隣 接 し た 19bpの 標 的 特 異 的 配 列 （
後 記 に お い て 太 字 で 示 さ れ て い る ） を 含 む よ う 、 セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス RNAを コ ー ド
す る イ ン サ ー ト を 設 計 し た 。 DualU6GFPを 構 築 す る た め に 使 用 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は
5’ -TCGACAAAAACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTTTT-3’ お よ び
5’ -CTAGAAAAACTTCAGGGTCAGCTTGCCGTTTTTG-3’ で あ っ た 。 一 方 、 DualU6p53を 構 築 す る た
め に は 以 下 の も の を 使 用 し た ：
5’ -TCGACAAAAAGACTCCAGTGGTAATCTACTTTTT-3’ お よ び
5’ -CTAGAAAAAGTAGATTACCACTGGAGTCTTTTTG-3’ 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し （
Sigma Genosys, Sydney, Australia） 、 ア ニ ー ル さ せ 、 DualU6の SalIお よ び XbaI部 位 内 に
ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 該 siRNAを 形 成 さ せ る た め に 使 用 し た RNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は Dharmacon Research Inc
（ CO, USA） に よ り 合 成 さ れ た 。 該 配 列 は 、 GFP, 5'-CGGCAAGCUGACCCUGAAGdTdT (セ ン ス );
 p53(siRNA1), 5’ -GACUCCAGUGGUAAUCUACdTdT (セ ン ス ); お よ び p53(siRNA2), 5’ -GCAUG
AACCGGAGGCCCAUdTdT (セ ン ス )。 こ れ ら の RNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 文 献 記 載 （ Elbashir
, S. M., Harborth, J., Lendeckel, W., Yalcin, A., Weber, K.お よ び Tuschl, T. (200
1) Nature 411(6836), 494-8） の と お り 対 応 ア ン チ セ ン ス 鎖 に ア ニ ー ル さ せ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
〔 実 施 例 ４ 〕
　 ト ラ ン ス ジ ー ン の 発 現 に 対 す る 発 現 siRNAの 効 果
　 こ の 研 究 に 使 用 し た 哺 乳 類 細 胞 に は 、 ヒ ト 胎 児 腎 細 胞 系 EcR293（ Invitrogen, CA, USA
） お よ び ヒ ト 乳 癌 細 胞 系 MDA MB 231が 含 ま れ た 。 dEGFP遺 伝 子 を 発 現 す る EcR293細 胞 系 の
構 築 は 既 に 記 載 さ れ て い る （ Raponi, M., Dawes, I.W.お よ び Arndt, G.M. (2000) Biotec
hniques 28, 840-844） 。 EcR293細 胞 お よ び そ の 誘 導 体 を 、 グ ル タ ミ ン 、 ス ト レ プ ト マ イ
シ ン お よ び ペ ニ シ リ ン で 補 足 さ れ た 10％  ウ シ 胎 児 血 清 を 含 有 す る DMEM内 で 維 持 し た 。 MDA
 MB 231細 胞 を 、 グ ル タ ミ ン で 補 足 さ れ た 10％  ウ シ 胎 児 血 清 を 含 有 す る RPMI内 で 増 殖 さ せ
た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 24時 間 前 に 細 胞 を 6ウ ェ ル プ レ ー ト に 播 い た 。 す べ て の ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン に つ い て 、 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン （ Lipofectamine） 2000（ Invitrogen, CA, U
SA） を 該 製 造 業 者 の 指 示 に 従 い 使 用 し て 、 合 計 4μ gの プ ラ ス ミ ド DNAま た は 20μ Mの siRNA
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を 運 搬 し た 。 EGFP発 現 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 （ Becton Dickinson, USA） の た め に
、 24時 間 お よ び 48時 間 の 時 点 で 細 胞 を 集 め た 。 B-2Hフ ィ ル タ ー キ ュ ー ブ と 共 に 蛍 光 顕 微 鏡
（ Nikon, Japan） を 使 用 し て 、 蛍 光 顕 微 鏡 検 査 を 行 っ た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 EGFP特 異 的 イ ン サ ー ト （ DualU6GFP） を 含 有 す る U6収 束 的 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し 、 pEGFP
-N1プ ラ ス ミ ド お よ び lacZ発 現 ベ ク タ ー pSVβ と 共 に 293胎 児 腎 細 胞 内 に コ ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し た 。 DualU6GFPが 供 与 さ れ た 細 胞 は 、 DualU6対 照 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た
細 胞 と 比 較 し て 、 細 胞 蛍 光 に お け る 40％ の 減 少 を 示 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 二 重 （ dual） U6プ ロ モ ー タ ー の 有 用 性 、 お よ び こ の ベ ク タ ー が 遺 伝 子 発 現 を 調 節 し た メ
カ ニ ズ ム を 更 に 調 べ る た め に 、 安 定 に 組 込 ま れ た 不 安 定 化 EGFP（ dEGFP） ト ラ ン ス ジ ー ン
を 含 有 す る 293細 胞 に DualU6GFPプ ラ ス ミ ド を 運 搬 し た 。 図 9Bに 示 す と お り 、 DualU6GFPで
ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 は dEGFP媒 介 細 胞 蛍 光 の 減 少 を 示 し 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
の 48時 間 後 の 蛍 光 減 少 の レ ベ ル は 合 成 EGFP siRNAの 場 合 と 等 し か っ た 。 DualU6GFPか ら の
セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス RNAの 発 現 の 要 件 に 符 合 し て 、 こ の ベ ク タ ー に よ る 遺 伝 子 サ イ
レ ン シ ン グ は 、 dEGFP mRNAの 同 一 領 域 に 標 的 化 さ れ た 合 成 siRNAに 比 べ て 24時 間 の 遅 延 を
示 し た 。 DualU6FPプ ラ ス ミ ド を 含 有 す る 細 胞 に よ り 示 さ れ た 細 胞 蛍 光 の 減 少 は 蛍 光 顕 微 鏡
検 査 に よ り 確 認 さ れ た 。 こ の 実 例 は 、 DualU6、 DualU6GFPま た は GFP特 異 的 siRNAで ト ラ ン
ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に お け る 細 胞 蛍 光 を 示 し て い る 。 合 成 siRNAの 場 合 と 同 様 に 、 細 胞
蛍 光 を 示 す 残 留 集 団 は 十 中 八 九 、 該 発 現 プ ラ ス ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い な い 細 胞
に 相 当 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 哺 乳 類 細 胞 内 の 遺 伝 子 発 現 の 長 期 調 節 に お け る DualU6GFP発 現 系 の 有 用 性 を 調 べ る た め
に 、 dEGFPト ラ ン ス ジ ー ン を 発 現 す る HEK293細 胞 に pDualU6GFPプ ラ ス ミ ド ま た は pDualU6ベ
ク タ ー を pREP7（ ヒ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 を 付 与 す る マ ー カ ー を 含 有 す る ） と 共 に 運 搬 し た 。 D
ualU6GFPプ ラ ス ミ ド を 安 定 に 維 持 す る 細 胞 を 選 択 し た 後 、 dEGFP媒 介 細 胞 蛍 光 に 関 し て 細
胞 を 検 査 し た 。 図 10に 示 す と お り 、 DualU6GFPプ ラ ス ミ ド を 含 有 す る 細 胞 は 、 DualU6対 照
ベ ク タ ー が 供 与 さ れ た 細 胞 と 比 較 し て 、 細 胞 蛍 光 に お け る 有 意 な 減 少 を 示 し た 。 こ の 結 果
は 、 記 載 さ れ て い る 収 束 的 発 現 カ セ ッ ト が 、 哺 乳 類 細 胞 内 の 遺 伝 子 発 現 の 長 期 調 節 を 媒 介
す る た め に 使 用 さ れ う る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 shRNAが 、 ま た は 小 さ な ア ン チ セ ン ス お よ び セ ン ス RNAの 共 発 現 が 、 siRNAへ の プ ロ セ シ
ン グ に よ り 特 異 的 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ を も た ら す こ と が 報 告 さ れ て い る 。 DualU6GFP発
現 系 の 作 用 メ カ ニ ズ ム を 確 認 す る た め に 、 dEGFPタ ン パ ク 質 レ ベ ル に 関 し て 、 お よ び dEGFP
 mRNAレ ベ ル に 関 し て 、 お よ び EGFP特 異 的 イ ン サ ー ト を 含 有 す る U6収 束 的 発 現 ベ ク タ ー に
よ り コ ー ド さ れ る 小 さ な RNAの 存 在 ま た は 非 存 在 に 関 し て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞
を 調 べ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 以 下 の と お り に ウ エ ス タ ン 分 析 を 行 っ た 。 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー で あ る ア プ ロ ト ニ
ン （ 1μ g/ml） 、 ロ イ ペ プ チ ン （ 10μ g/ml） お よ び DMSF（ 100μ g/ml） で 補 足 さ れ た RIPAバ
ッ フ ァ ー を 使 用 し て 、 細 胞 ラ イ セ ー ト を 調 製 し た 。 全 タ ン パ ク 質 を 4～ 12％  Bis-Trisア ガ
ロ ー ス ゲ ル （ Invitrogen, CA, USA） 上 に ロ ー デ ィ ン グ し 、 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し 、 ポ リ
ビ ニ リ デ ン フ ル オ リ ド （ PVDF） メ ン ブ レ ン に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 ウ エ ス タ ン 分 析 に お け
る 特 異 的 タ ン パ ク 質 の 検 出 に 使 用 し た 抗 体 に は 、 GFP、 マ ウ ス ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Clont
ech） 、 PKRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Cell Signaling） 、 PKRホ ス ホ ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 （ Cell Signaling） 、 p53マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Oncogene Research Products）
ま た は β ア ク チ ン マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Sigma） が 含 ま れ た 。 ヤ ギ 抗 マ ウ ス ホ ー ス
ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） 結 合 体 ま た は ヤ ギ 抗 ウ サ ギ HRP（ SantaCruz） を 使
用 し 、 つ い で ル ミ ノ ー ル ／ エ ン ハ ン サ ー 化 学 発 光 基 質 （ Amersham Pharmacia Biotech, Pi
scataway, NJ） を 使 用 し て 、 二 次 抗 体 検 出 を 行 っ た 。
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【 ０ １ １ ５ 】
　 ウ エ ス タ ン 分 析 は 、 U6収 束 的 発 現 ベ ク タ ー か ら siRNAを 発 現 す る 細 胞 に お い て は dEGFPタ
ン パ ク 質 レ ベ ル が 減 少 す る こ と 、 お よ び こ の 効 果 が 特 異 的 で あ る こ と を 示 し た 。 dEGFPタ
ン パ ク 質 の 抑 制 の レ ベ ル は 、 合 成 siRNAの 運 搬 に よ り 媒 介 さ れ る も の と 同 等 で あ っ た 。 こ
の 結 果 を 示 す ゲ ル は 、 DualU6、 DualU6GFPま た は GFP特 異 的 siRNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ
た HEK293細 胞 （ 組 込 ま れ た dEGFP遺 伝 子 を 含 有 す る ） に お け る dEGFPお よ び β ア ク チ ン の タ
ン パ ク 質 レ ベ ル を 示 す 。 dEGFP標 的 mRNAレ ベ ル を 調 べ た と こ ろ 、 合 成 siRNA、 お よ び U6収 束
的 プ ラ ス ミ ド か ら 発 現 さ れ た siRNAが 共 に 、 標 的 mRNAを 減 少 さ せ る こ と が 示 さ れ た 。 こ の
結 果 を 示 す ゲ ル は 、 DualU6、 DualU6GFPま た は GFP特 異 的 siRNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た H
EK293細 胞 （ 組 込 ま れ た dEGFP遺 伝 子 を 含 有 す る ） に お け る dEGFP mRNAお よ び 18S rRNAの レ
ベ ル を 示 す 。 こ の 後 者 の 結 果 は 、 DualU6GFPが 、 標 的 mRNAの タ ー ン オ ー バ ー を 媒 介 し う る s
iRNAを 産 生 す る こ と を 示 唆 し て お り 、 こ れ は 、 RNAiの メ カ ニ ズ ム に 合 致 し た 観 察 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
〔 実 施 例 ５ 〕
　 U6収 束 的 カ セ ッ ト か ら 発 現 さ れ た 相 補 的 RNAに よ る 遺 伝 子 抑 制 は Dicer依 存 的 で あ る
　 DualU6GFPプ ラ ス ミ ド が siRNA産 生 能 を 維 持 す る こ と を 更 に 確 認 す る た め に 、 こ の プ ラ ス
ミ ド か ら 発 現 さ れ た 転 写 産 物 を 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 用 い て 同 定 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 RNA分 析 用 の RNAを 、 Trizol（ Invitrogen, CA, USA） を 使 用 し て 単 離 し 、 標 準 的 な プ ロ
ー ブ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 用 い る 検 出 の た め に ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン （ Invitrogen, CA
, US） 上 に 固 定 化 し た 。 DualU6GFPに コ ー ド さ れ る 小 さ な ア ン チ セ ン ス お よ び セ ン ス RNAの
検 出 の た め に 、 以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 末 端 標 識 し 、 こ れ ら の メ ン ブ レ ン に 37℃ で 1
時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た ： 5’ -TCGACAAAAACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTTTT-3’ ま た は 5’ -CT
AGAAAAACTTCAGGGTCAGCTTGCCGTTTTTG-3’ 。 ホ ス ホ ル イ メ ー ジ ャ ー （ Molecular Dynamics, 
USA） お よ び ImageQuantソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ （ Molecular Dynamics, USA） を 使 用 し て
、 メ ン ブ レ ン を 分 析 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 予 想 さ れ る 長 さ の バ ン ド は 、 DualU6GFPプ ラ ス ミ ド を 含 有 す る 細 胞 に お い て の み 観 察 さ
れ 、 ベ ク タ ー 対 照 を 含 有 す る 細 胞 に お い て は 観 察 さ れ な か っ た 。 ま た 、 鎖 特 異 的 プ ロ ー ブ
を 使 用 し て 、 U6収 束 的 EGFPベ ク タ ー を 含 有 す る 細 胞 内 に 、 ア ン チ セ ン ス お よ び セ ン ス RNA
が 存 在 す る こ と を 示 す こ と が 可 能 で あ っ た 。 転 写 産 物 の サ イ ズ は 、 定 方 向 タ ー ミ ネ ー タ ー
が 機 能 的 で あ る こ と 、 な ら び に U6に よ り 指 令 さ れ る 転 写 装 置 が 収 束 的 転 写 単 位 内 で ア ン チ
セ ン ス お よ び セ ン ス 転 写 産 物 を 効 率 的 に ト ラ ン ケ ー ト 化 （ 末 端 切 断 ） す る こ と を 証 明 し た
。 こ の 結 果 を 示 す ゲ ル は 、 DualU6GFPプ ラ ス ミ ド に コ ー ド さ れ る 小 さ な セ ン ス お よ び ア ン
チ セ ン ス RNAの レ ベ ル を 示 す 。 そ れ は ま た 、 偽 の ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 (mock-trans
fected cells)、 お よ び DualU6対 照 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に は 、 こ れ ら
の 小 さ な RNAが 存 在 し な い こ と を 示 し て い る 。 前 記 の 結 果 は 、 単 一 の 発 現 カ セ ッ ト に お け
る U6収 束 的 プ ロ モ ー タ ー の 使 用 が 、 RNAiに 符 合 し た 様 態 で 特 異 的 遺 伝 子 抑 制 を 媒 介 す る セ
ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス RNAを 産 生 し う る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 dEGFP標 的 遺 伝 子 の 抑 制 を 媒 介 す る た め に は DualU6GFPベ ク タ ー に お け る 収 束 的 U6プ ロ モ
ー タ ー が 必 要 で あ る こ と 、 し た が っ て ま た 、 セ ン ス RNAお よ び ア ン チ セ ン ス RNAの 両 方 の 発
現 が 必 要 で あ る こ と を 示 す た め に 、 単 一 の U6プ ロ モ ー タ ー の み を 含 有 す る こ の プ ラ ス ミ ド
の 誘 導 体 を 構 築 し た 。 こ れ ら の ベ ク タ ー を pU6GFPSお よ び pU6GFPAsと 命 名 し た 。 こ れ ら は
、 そ れ ぞ れ U6プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で 小 さ な セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス EGFP RNAを コ ー ド
す る と 予 想 さ れ た 。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド の そ れ ぞ れ を 使 用 し て 、 dEGFPト ラ ン ス ジ ー ン を
発 現 す る 293細 胞 を 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 つ い で dEGFP媒 介 細 胞 蛍 光 に 関 し て 細
胞 集 団 を 分 析 し た 。 こ の 分 析 は 、 セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス EGFP鎖 の 発 現 だ け で は 、 dEGF
P遺 伝 子 を 抑 制 す る に は 不 十 分 で あ る こ と 、 お よ び こ の 標 的 遺 伝 子 の 完 全 抑 制 に は 同 一 細
胞 に お け る 両 方 の 鎖 の 共 発 現 が 必 要 で あ る こ と を 示 し た （ 図 11） 。

10

20

30

40

50

(26) JP 2005-537015 A 2005.12.8



【 ０ １ ２ ０ 】
　 セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス EGFP RNAを 共 発 現 す る 細 胞 が RNAiの 特 徴 の 多 く を 示 し た と 仮
定 し て 、 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ が dsRNAの 形 成 を 介 し て 生 じ た か ど う か の 問 題 を 確 認 し た
。 こ の 目 的 の た め に 、 観 察 さ れ た 抑 制 が Dicer依 存 的 で あ っ た か ど う か を 判 定 す る た め の
手 段 と し て Dicer siRNAを 使 用 し た （ Hutvagnerら  (2001) Science 293,834-838） 。 dEGFP
ト ラ ン ス ジ ー ン を 発 現 す る 293細 胞 を 、 Dicerに 特 異 的 な 合 成 siRNAの 存 在 下 お よ び 非 存 在
下 、 DualU6GFPで ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 図 12に 示 す と お り 、 Dicer siRNAは 、 EGFP特 異 的
U6収 束 的 プ ラ ス ミ ド に よ り 媒 介 さ れ る 細 胞 蛍 光 の 減 少 を 完 全 に 逆 転 さ せ た 。 こ れ と は 対 照
的 に 、 合 成 siRNAの メ カ ニ ズ ム は Dicer非 依 存 的 で あ る た め 、 合 成 EGFP特 異 的 siRNAお よ び D
icer特 異 的 siRNAの 両 方 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 は 細 胞 蛍 光 の 減 少 を 尚 も 示 し た 。
こ れ ら の 結 果 は 、 DualU6GFPに コ ー ド さ れ る 小 さ な セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス RNAが ア ニ ー
ル し て dsRNAを 形 成 し 、 こ れ が Dicerに よ り プ ロ セ シ ン グ さ れ て 真 正 な siRNAを 与 え る こ と
を 示 唆 し て い る 。 つ い で 、 プ ロ セ シ ン グ さ れ た こ れ ら の siRNAに よ り 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン
グ が 導 か れ る の で あ ろ う 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 30塩 基 対 を 超 え る サ イ ズ の dsRNAは 、 二 本 鎖 RNA特 異 的 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ PKRの 活 性 化
を 引 き 起 こ す 包 括 的 （ global） な 応 答 を 誘 導 す る こ と が 提 示 さ れ て い る （ Paddison, P., 
Caudy, A. A.お よ び Hannon, G.J. (2002) Proc. Natl Acad. Sci. 99, 1443-1448） 。 こ
の 独 特 の 発 現 系 を 使 用 し た 場 合 に 観 察 さ れ る 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ が PKRの 活 性 化 に よ り
引 き 起 こ さ れ る 可 能 性 を 排 除 す る た め に 、 DualU6GFPプ ラ ス ミ ド が 供 与 さ れ た 293細 胞 に お
い て 全 PKRお よ び 活 性 化 PKRの 両 方 の レ ベ ル を 調 べ た 。 こ の 分 析 は 、 セ ン ス お よ び ア ン チ セ
ン ス EGFP RNAの 共 発 現 な ら び に dsRNAの 形 成 が PKRを 活 性 化 し な い こ と を 示 し た 。 こ の こ と
は 、 観 察 さ れ た 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ 効 果 が 特 異 的 で あ り 、 こ の 包 括 的 応 答 メ カ ニ ズ ム に
関 連 し て い な い こ と を 示 唆 し て い る 。 こ の 結 果 を 示 す ゲ ル は 、 DualU6対 照 ベ ク タ ー 、 Dual
U6GFPま た は GFP特 異 的 siRNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に お け る PKR、 活 性 化 PKRお よ
び β ア ク チ ン の レ ベ ル を 示 す 。
【 ０ １ ２ ２ 】
〔 実 施 例 ６ 〕
　 収 束 的 U6発 現 ベ ク タ ー を 使 用 す る p53タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 抑 制
　 哺 乳 類 細 胞 に お け る 内 在 性 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る た め に U6収 束 的 プ ロ モ ー タ ー 系 を 使
用 し う る か ど う か を 確 認 し た 。 こ の 目 的 の た め に 、 p53腫 瘍 抑 制 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る T
P53遺 伝 子 を 標 的 と し て 選 択 し た 。 こ の 目 的 の た め に 、 p53特 異 的 siRNAを コ ー ド す る イ ン
サ ー ト を 含 有 す る U6収 束 的 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し た 。 選 択 し た 標 的 部 位 は 、 合 成 p53特 異
的 siRNAに 関 し て 既 に 報 告 さ れ て い る も の （ Brummelkamp, T.R., Bernards, R.お よ び Agam
i, R. (2002) Science 296, 550-553） と 同 一 で あ っ た 。 p53特 異 的 U6収 束 的 発 現 プ ラ ス ミ
ド DualU6p53を MDA MB 231乳 癌 細 胞 お よ び 293細 胞 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 細 胞 を 集 め 、
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 120時 間 後 ま で p53タ ン パ ク 質 レ ベ ル に 関 し て 分 析 し た 。 DualU6p5
3プ ラ ス ミ ド の 運 搬 は p53タ ン パ ク 質 の 有 意 か つ 特 異 的 な 減 少 を 引 き 起 こ し た 。 こ の 結 果 を
示 す ゲ ル は 、 DualU6、 DualU6p53ま た は p53特 異 的 siRNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に
お け る p53お よ び β ア ク チ ン タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 示 す 。 こ の 結 果 は 、 哺 乳 類 細 胞 に お け
る RNAiを 介 し た 内 在 性 遺 伝 子 の 発 現 を 有 効 に 抑 制 す る た め に U6収 束 的 プ ロ モ ー タ ー 系 を 使
用 し う る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
〔 実 施 例 ７ 〕
　 収 束 的 転 写 は 内 在 性 遺 伝 子 発 現 の 安 定 な 抑 制 を 誘 導 す る
　 前 記 の と お り 、 本 発 明 者 ら は 、 一 過 性 ア ッ セ イ お よ び 安 定 選 択 プ ー ル 化 集 団 の 両 方 に お
い て EGFP遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る た め に DualU6GFP発 現 ベ ク タ ー を 使 用 し う る こ と を 示 し た
。 ま た 、 本 発 明 者 ら は 、 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た HEK293細 胞 に お い て 内 在 性 p53
遺 伝 子 が DualU6p53に よ り 抑 制 さ れ う る こ と を 示 し た 。 本 実 施 例 に お い て は 、 dEGFPト ラ ン
ス ジ ー ン を 含 有 す る HEK293細 胞 に DualU6p53プ ラ ス ミ ド を pREP7（ ヒ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝
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子 を 含 有 す る ） と 共 に 共 運 搬 し た 。 ま た 、 こ の 同 じ 細 胞 を DualU6GFPお よ び pREP7で コ ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し た 。 こ れ ら の 集 団 の そ れ ぞ れ 及 び 該 ベ ク タ ー の 単 独 体 を pREP7と 共 に 500μ
g/ml ヒ グ ロ マ イ シ ン に 2週 間 さ ら し た 。 安 定 な 細 胞 を 選 択 し 、 ウ エ ス タ ン 分 析 に よ り p53
タ ン パ ク 質 レ ベ ル に 関 し て 検 査 し た 。 該 分 析 は 、 DualU6p53プ ラ ス ミ ド を 含 有 す る 細 胞 が
、 対 照 ベ ク タ ー が 供 与 さ れ た 細 胞 ま た は DualU6GFPを 含 有 す る 細 胞 と 比 較 し て 、 p53レ ベ ル
に お け る 有 意 な 減 少 を 示 す こ と を 示 し た 。 こ の 結 果 を 示 す ゲ ル は 、 DualU6、 DualU6GFPま
た は DualU6p53構 築 物 で 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に お け る p53お よ び β ア ク チ ン
タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 示 す 。 こ れ は 、 観 察 さ れ た 抑 制 が 配 列 特 異 的 で あ る こ と 、 お よ び 内
在 性 遺 伝 子 発 現 の 長 期 調 節 が 哺 乳 類 細 胞 に お い て 収 束 的 転 写 に よ り 達 成 さ れ う る こ と を 示
唆 し て い る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
〔 実 施 例 ８ 〕
　 p53siRNAス パ イ ク ラ イ ブ ラ リ ー -化 学 療 法 薬 物 耐 性 ス ク リ ー ニ ン グ
　 哺 乳 類 細 胞 に お け る フ ォ ワ ー ド ・ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク 選 択 の た め の 全 ゲ ノ ム RNAiラ イ ブ ラ リ
ー の 有 用 性 を 調 べ る た め に 、 2つ の 実 験 を 行 っ た 。 第 1の 実 験 に お い て は 、 pLXSNU6/H1ま た
は pLXSNU6/H1p53を 含 有 す る HCT116ク ロ ー ン を 作 製 し 、 後 者 に お け る p53配 列 の 収 束 的 転 写
が p53タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 抑 制 す る こ と を 示 し た 。 こ れ ら の ク ロ ー ン を 、 化 学 療 法 剤 5-フ
ル オ ロ ウ ラ シ ル （ 5-FU） に 対 す る そ れ ら の 細 胞 応 答 に 関 し て 更 に 特 徴 づ け し た 。 p53に お
け る 突 然 変 異 は 5-FU誘 発 性 ア ポ ト ー シ ス に 対 す る 細 胞 耐 性 を 引 き 起 こ す こ と が 示 さ れ て い
る （ Bunz, F.ら  (1999) J Clinical Investigation 104: 263-269） 。 pLXSNU6/H1ま た は p
LXSNU6/H1p53を 含 有 す る ク ロ ー ン を 6ウ ェ ル プ レ ー ト の 1ウ ェ ル 当 た り 2.5× 10 5 細 胞 （ サ ブ
G1お よ び カ ス パ ー ゼ の 活 性 化 を 調 べ る た め ） ま た は 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 1ウ ェ ル 当 た り 1×
10 4 細 胞 （ 細 胞 の 増 殖 お よ び 生 存 度 を 調 べ る た め ） で 播 い た 。 細 胞 を 24時 間 回 復 さ せ 、 つ
い で 種 々 の 濃 度 の 5-FU（ 100uM、 200uMお よ び 400uM） で 24時 間 処 理 し た 。 こ の 時 点 で 、 ヨ
ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム （ PI） 染 色 を 用 い て 細 胞 周 期 分 布 に 関 し て 、 カ ス パ ー ゼ 活 性 化 ア ッ セ イ
を 用 い て ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 に 関 し て 、 お よ び MTT細 胞 増 殖 ア ッ セ イ を 用 い て 細 胞 生 存 度
に 関 し て 、 細 胞 を 検 査 し た （ 図 13） 。 p53特 異 的 siRNAを 発 現 す る 細 胞 は 、 対 照 細 胞 と 比 較
し て サ ブ G1細 胞 お よ び カ ス パ ー ゼ 活 性 に お け る 減 少 を 示 し た （ 図 13Aお よ び B） 。 ま た 、 pL
XSNU6/H1p53を 使 用 し て p53タ ン パ ク 質 レ ベ ル が 抑 制 さ れ た 細 胞 は MTTア ッ セ イ に お け る 細
胞 生 存 性 の 増 強 を 示 し た （ 図 13C） 。 5-FU誘 発 性 ア ポ ト ー シ ス に 対 す る pLXSNU6/H1ま た は p
LXSNU6/H1p53を 含 有 す る ク ロ ー ン の 応 答 性 の 相 違 の 実 証 に 際 し て は 、 後 者 か ら の 細 胞 は 、
pLXSNU6/H1を 含 有 す る 細 胞 の 、 よ り 大 き な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 中 に 希 釈 さ れ る 。 こ れ ら の 混
合 細 胞 集 団 を T150フ ラ ス コ 当 た り 2× 10 6 細 胞 で 播 く 。 24時 間 の 回 復 後 、 細 胞 を 400μ M 5-F
Uに 18時 間 さ ら し 、 150mmデ ィ ッ シ ュ 当 た り 4× 10 5 細 胞 で 再 び 播 き 、 5-FUの 非 存 在 下 で 10～
14日 間 に わ た り コ ロ ニ ー を 形 成 さ せ る 。 該 5-FU耐 性 ク ロ ー ン の 分 析 は 、 pLXSNU6/H1p53を
含 有 す る ク ロ ー ン の 富 化 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 第 2の 実 験 に お け る 本 発 明 者 ら に よ る 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 に お い て は 、 pLXSNU6p53
レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 、 ベ ク タ ー の み の 、 よ り 大 き な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 内 に ス パ イ ク
し 、 つ い で 、 遺 伝 的 選 択 を 用 い て HCT116細 胞 に お い て ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 pLXSNU6/H1p5
3を 富 化 し た （ 図 14） 。 ベ ク タ ー pLXSNU6/H1p53を pLXSNU6/H1中 で 1:10 3 お よ び 1:10 4 で 希 釈
し 、 こ の DNA混 合 物 を 使 用 し て Amphopack 293お よ び PG13パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 の 7:1混 合 物
を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 こ の 目 的 の た め に 、 該 1:10 3 ラ イ ブ ラ リ ー お よ び 1:10 4 ラ イ ブ ラ
リ ー の ど ち ら の 場 合 に お い て も 、 2× 10 6 個 の AmphoPack 293細 胞 お よ び 3× 10 5 個 の PG13細
胞 を 10本 の T75培 養 フ ラ ス コ 内 に 播 種 し た 。 ま た 、 pLXSNU6/H1（ ベ ク タ ー 対 照 ） 、 pLXSNU6
/H1p53（ 陽 性 対 照 ） お よ び pLXSNGFP（ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 の 指 標 と し て ） に つ い て
も 、 フ ラ ス コ を 確 保 し た 。 播 種 の 48時 間 後 、 DNAの 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 5mM ブ チ ラ ー
ト お よ び 50μ M ク ロ ロ キ ン を 含 有 す る 180μ M リ ン 酸 カ ル シ ウ ム で 該 細 胞 を 処 理 し た 。 そ
れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー の 場 合 に は 、 合 計 30μ gの 再 構 成 DNA（ 例 え ば 、 該 1:10 3 ラ イ ブ ラ リ ー
で は 、 30ngの pLXSNU6/H1p53 + 30ugの pLXSNU6/H1） を 運 搬 し た 。 8時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ
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ョ ン の 後 、 該 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 溶 液 を 完 全 DMEM培 地 と 交 換 し 、 細 胞 を 24時 間 回 復 さ せ
た 。 こ の 時 間 の 後 、 該 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 上 の 培 地 を 再 び 、 1mM ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム で
補 足 さ れ た 15mlの 完 全 DMEM培 地 と 交 換 し 、 16時 間 後 、 そ れ よ り 、 VCMを 集 め た 。 10× T75フ
ラ ス コ か ら の VCMを プ ー ル し 、 0.45μ M フ ィ ル タ ー で 濾 過 し 、 5μ g/ml ポ リ ブ レ ン と 一 緒
に し た 。 こ の VCMを HCT116細 胞 の 10× T150フ ラ ス コ 上 に 24時 間 配 置 し 、 つ い で VCMを McCoys
5A培 地 と 交 換 し た 。 標 的 HCT116細 胞 を ま ず 、 感 染 の 36時 間 前 に T150フ ラ ス コ 当 た り 2.5× 1
0 6 細 胞 で 播 き 、 合 計 10本 の フ ラ ス コ を 使 用 し た 。 こ れ ら の 条 件 を 用 い て 得 ら れ た 感 染 効 率
は 少 な く と も 40％ で あ っ た 。 形 質 導 入 の 36時 間 後 、 HCT116細 胞 は 60％ コ ン フ ル エ ン ス に 達
し た 。 こ の 時 点 で 、 該 培 地 を 、 400μ M 5-FUを 含 有 す る McCoys5Aと 交 換 し た 。 該 細 胞 を 5-F
Uに 16時 間 さ ら し 、 つ い で そ れ を 集 め 、 プ ー ル し 、 T150フ ラ ス コ 当 た り 3.5× 10 6 細 胞 で 再
び 播 い た 。 5-FUの 非 存 在 下 で の 10日 間 の 増 殖 の 後 、 細 胞 を 再 び 400uM 5-FUに 16時 間 さ ら し
、 集 め 、 150mmデ ィ ッ シ ュ 当 た り 4× 10 5 細 胞 で 播 い た 。 こ れ ら の 細 胞 を 10～ 14日 間 に わ た
り コ ロ ニ ー 形 成 さ せ 、 こ の 時 点 で 、 独 立 し た コ ロ ニ ー を pLXSNU6/H1ま た は pLXSNU6/H1p53
プ ロ ウ イ ル ス DNAの 存 在 に 関 し て 特 徴 づ け し た 。 こ の 分 析 は 、 5-FUの 存 在 下 の 選 択 が 、 pLX
SNU6/H1p53ベ ク タ ー を 保 持 す る 耐 性 コ ロ ニ ー の 有 意 な 富 化 を も た ら す こ と を 示 し て い る 。
こ の 結 果 は 、 本 出 願 に 記 載 の 収 束 的 転 写 発 現 カ セ ッ ト に 基 づ く ラ ン ダ ム RNAi発 現 ラ イ ブ ラ
リ ー が 、 関 連 遺 伝 的 イ ン ヒ ビ タ ー （ お よ び 従 っ て 標 的 遺 伝 子 ） を 同 定 す る た め に 哺 乳 類 細
胞 に お け る フ ォ ワ ー ド ・ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク 選 択 に お い て 使 用 さ れ う る こ と を 示 唆 し て い る で
あ ろ う 。
【 ０ １ ２ ６ 】
〔 実 施 例 ９ 〕
　 追 加 的 な レ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー 系
　 shRNAの よ う な 遺 伝 的 イ ン ヒ ビ タ ー の 発 現 お よ び 特 異 的 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 の た め に 、 種
々 の レ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 に 記 載 の 全 ゲ ノ ム
RNAi発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 有 用 性 お よ び 適 用 性 を 拡 張 す る た め に 、 代 替 的 な レ ト ロ ウ イ ル ス
ベ ク タ ー を 構 築 し た （ 図 15） 。 ベ ク タ ー pLXSNU6/H1は 既 に 記 載 さ れ て お り 、 pLXSNの マ ル
チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 内 に 収 束 的 U6-H1プ ロ モ ー タ ー カ セ ッ ト を 含 有 す る （ 図 15A） 。 こ の ベ
ク タ ー 系 に お い て は 、 プ ロ ウ イ ル ス DNAの 組 込 み に 際 し て 5'LTRは 転 写 的 に 活 性 の ま ま で あ
り 、 U6-H1カ セ ッ ト は 5'LTRと 3'LTRと の 間 に 位 置 す る 。 こ の ベ ク タ ー は 、 物 質 G418を 使 用
し た 組 込 み レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 含 有 細 胞 の 選 択 を 可 能 に す る NeoR遺 伝 子 を も 含 有 す る
。 図 15Bに 例 示 さ れ て い る 1つ の 代 替 ベ ク タ ー 系 は 、 3'LTR内 に 位 置 す る U6-H1発 現 カ セ ッ ト
を 含 有 す る 。 こ の ベ ク タ ー を 構 築 す る た め に 、 ま ず 、 3'LTRを pLXSNか ら 取 り 出 し 、 AflIII
-EcoRI断 片 と し て pSP72内 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て pSP72LTRを 得 た 。 つ い で 、 以 下 の PCRプ
ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 U6-H1カ セ ッ ト を PCR増 幅 し た ：
5’ -GCGCTAGCCGTTAACTCGAGGATCCAAGGTCG-3’ お よ び
5’ -GCGCTAGCCACAGCCGGATCCTTGTAAACGAC-3’ 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 該 PCRア ン プ リ コ ン を NheIで 消 化 し 、 pSP72LTR中 の 3'LTR内 に 位 置 す る 唯 一 の NheI部 位 内
に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ れ ら の 配 列 の 挿 入 後 、 U6-H1収 束 的 プ ロ モ ー タ ー を 含 有 す る 3
'LTRを AflIII-EcoRI断 片 と し て 再 び pLXSN内 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て 、 野 生 型 3'LTRと 置 換
し た 。 最 終 的 に は 、 3'LTR領 域 内 に U6-H1収 束 的 プ ロ モ ー タ ー カ セ ッ ト が 配 置 さ れ る 。 感 染
お よ び プ ロ ウ イ ル ス 組 込 み に 際 し て 、 こ の カ セ ッ ト は 5'LTRの 一 部 と し て 複 製 さ れ て 、 2コ
ピ ー の 該 カ セ ッ ト を 与 え 、 そ の う ち の 一 方 は 5'LTR内 の 転 写 開 始 部 位 の 上 流 に 位 置 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 も う 1つ の 形 態 の レ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー を 図 15Cに 示 す 。 こ の 場 合 、 pQCXINと 称 さ
れ る 自 己 不 活 性 化 レ ト ロ ウ イ ル ス 構 築 物 を 開 始 物 質 と し て 使 用 す る 。 3'LTR内 に 位 置 す る X
baI部 位 を XbaI消 化 に よ り 除 去 し 、 末 端 を 埋 め 、 再 連 結 す る 。 以 下 の PCRプ ラ イ マ ー を 使 用
し て 、 U6-H1断 片 を PCR増 幅 す る ：
5’ -GCGCTAGCCGTTAACTCGAGGATCCAAGGTCG-3’ お よ び
5’ -GCGCTCGAGCACAGCCGGATCCTTGTAAACGAC-3’ 。 つ い で 該 DNA断 片 を XhoIで 消 化 し 、 3'LTR
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内 に 位 置 す る 唯 一 の SalI部 位 内 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る 。 ま た 、 以 下 の PCRプ ラ イ マ ー を
使 用 し て 、 EGFPオ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ コ ザ ッ ク コ ン セ ン サ ス 配 列 を 含 む ） を pE
GFP-N1か ら PCR増 幅 し た ：
5’ -GCAGTCGACGGTACCGCGGGCCCGGTCGC-3’ お よ び
5’ -GGAATTCGCGGCCGCTTTACTTGTACAGC-3’ 。 BamHIお よ び EcoRIで の 消 化 後 、 こ の 断 片 を 該
修 飾 pQCXINベ ク タ ー 内 の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 内 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る 。 最 終 ベ ク タ
ー は EGFPお よ び NeoRマ ー カ ー な ら び に U6-H1発 現 カ セ ッ ト を 含 有 す る 。 さ ら に 、 こ の ベ ク
タ ー 系 は 、 プ ロ ウ イ ル ス DNAの 組 込 み に 際 し て 2コ ピ ー の U6-H1カ セ ッ ト を 与 え 、 5'LTRか ら
指 令 さ れ る 転 写 を 引 き 起 こ さ な い 。
【 ０ １ ２ ９ 】
〔 実 施 例 １ ０ 〕
　 標 的 遺 伝 子 お よ び ゲ ノ ム （ ウ イ ル ス 、 病 原 体 ） 特 異 的 shRNAお よ び siRNAラ イ ブ ラ リ ー の
構 築
　 前 記 方 法 は 、 任 意 の ゲ ノ ム 含 有 哺 乳 類 細 胞 の 発 現 遺 伝 子 の そ れ ぞ れ に 対 す る dsRNA遺 伝
的 イ ン ヒ ビ タ ー を 含 有 す る RNAi発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 製 造 を 可 能 に す る 。 こ れ ら の 同 じ ラ イ
ブ ラ リ ー は 、 ウ イ ル ス お よ び 病 原 体 に よ る 感 染 に 対 す る 細 胞 の 感 受 性 に お い て 主 要 な 役 割
を 果 た す ウ イ ル ス ま た は 病 原 体 由 来 遺 伝 子 な ら び に 宿 主 遺 伝 子 の 両 方 を 同 定 す る の に も 有
用 で あ る 。 記 載 さ れ て い る 方 法 は 、 特 定 の ウ イ ル ス も し く は 病 原 体 ゲ ノ ム に 又 は 一 定 数 の
標 的 遺 伝 子 に 限 局 さ れ た RNAi発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る た め に 修 飾 さ れ う る 。 後 者 の 適
用 は 、 遺 伝 子 の サ ブ セ ッ ト の み が 研 究 中 の 表 現 型 に 関 与 し て い る 場 合 の 大 規 模 マ イ ク ロ ア
レ イ ま た は 差 し 引 き ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 に お い て 同 定 さ れ た ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ
ョ ン ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た 遺 伝 子 の 遺 伝 子 機 能 を プ ロ ー ブ す る の に 特 に 適
し て い る 。 標 的 遺 伝 子 お よ び ゲ ノ ム 特 異 的 shRNAお よ び siRNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る
た め の 方 法 を 図 16に 要 約 す る 。 最 初 の 工 程 に お い て 、 標 的 遺 伝 子 ま た は ウ イ ル ス も し く は
病 原 体 ゲ ノ ム を DNア ー ゼ Iで 処 理 し て 出 発 DNAを 19～ 29bp断 片 に 断 片 化 す る （ 図 16A） 。 shR
NA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る た め に は 、 DNA断 片 の プ ー ル を 汎 用 ヘ ア ピ ン 配 列 に 連 結 し
、 単 一 の ヘ ア ピ ン リ ン カ ー を 含 有 す る す べ て の DNA断 片 を 単 離 す る （ 図 16B） 。 つ い で dsRN
Aア ダ プ タ ー （ プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 を 含 有 す る ） を こ れ ら の DNAの 末 端 （ こ れ は 該 ヘ ア ピ ン
リ ン カ ー を 含 有 し な い ） に 連 結 し 、 単 一 の ヘ ア ピ ン リ ン カ ー と dsDNAア ダ プ タ ー と を 有 す
る す べ て の 断 片 を 単 離 す る （ 図 16C） 。 つ い で こ の DNAプ ー ル を 変 性 さ せ 、 汎 用 プ ラ イ マ ー
に ア ニ ー ル さ せ 、 第 2鎖 合 成 に 付 し 、 つ い で 消 化 し 、 哺 乳 類 発 現 プ ラ ス ミ ド に お い て U6プ
ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で 連 結 す る （ 図 16D～ F） 。 siRNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る た め に
は 、 ラ ン ダ ム に 断 片 化 さ れ た 19～ 29bpの DNAを 、 少 な く と も 4個 の ア デ ノ シ ン 残 基 の 3'配 列
を 含 む dsDNAア ダ プ タ ー に 連 結 し 、 単 一 セ ッ ト の ア ダ プ タ ー を 含 有 す る す べ て の DNAを 単 離
す る （ 図 16G） 。 こ れ ら の DNAを 、 連 結 ア ダ プ タ ー に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 使 用 し て PCR増
幅 し た り （ 図 16H） 、 あ る い は 直 接 消 化 し 収 束 的 U6プ ロ モ ー タ ー 間 に 連 結 す る こ と が 可 能
で あ る （ 図 16I） 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 ま た 、 記 載 さ れ て い る 方 法 は 、 特 定 の 細 胞 型 ま た は 組 織 に お け る 発 現 RNA集 団 に 特 異 的
な RNAiラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る た め に 修 飾 さ れ う る 。 こ の ア プ ロ ー チ の 概 要 を 図 17に 示 す
。 こ の ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る た め に 、 cDNA合 成 の 自 己 プ ラ イ ミ ン グ の 現 象 を 用 い る 。 AM
V逆 転 写 酵 素 を 使 用 す る cDNAの 第 1鎖 の 合 成 中 、 一 本 鎖 cDNAの 3'末 端 は 、 鋳 型 RNAの 分 解 に
伴 い ヘ ア ピ ン 構 造 を 形 成 し う る （ 工 程 1お よ び 2） 。 こ れ ら の ヘ ア ピ ン 構 造 の 一 過 性 形 成 は
、 逆 転 写 酵 素 が 第 2鎖 合 成 を 開 始 す る た め の プ ラ イ ミ ン グ （ 開 始 ） 点 を 与 え る （ 工 程 3） 。
こ の 分 子 内 dsDNA分 子 （ 工 程 4） は 、 （ 鋳 型 を 変 性 さ せ る た め の ） 高 温 お よ び 熱 安 定 性 DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い る 第 2鎖 合 成 に よ り 分 子 間 dsDNA断 片 に 変 換 さ れ る （ 工 程 5） 。 最 終 的
に は 、 dsRNAを 形 成 し う る 長 い 逆 方 向 反 復 RNA配 列 を コ ー ド す る DNAイ ン サ ー ト が 得 ら れ る
。 長 い dsRNAの 場 合 に は 、 こ れ ら は 、 5'脱 キ ャ ッ ピ ン グ 認 識 配 列 お よ び シ ス 作 用 性 ハ ン マ
ー ヘ ッ ド リ ボ ザ イ ム を 使 用 し て 核 内 の 維 持 の た め に 標 的 化 さ れ う る で あ ろ う 。 あ る い は 、
得 ら れ た DNA断 片 を 、 siRNAま た は shRNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に 図 16に 記 載 の
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方 法 に 付 す こ と が 可 能 で あ ろ う 。 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー の す べ て は 、 あ る 細 胞 型 ま た は 組
織 内 に 含 有 さ れ る 発 現 遺 伝 子 セ ッ ト に 特 異 的 で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ １ 】
〔 実 施 例 １ １ 〕
　 HIV由 来 shRNAラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る HIV治 療 剤 の 同 定
　 HIV感 染 に 対 す る 抵 抗 性 を 付 与 す る 又 は ウ イ ル ス の 生 活 環 の 生 産 期 も し く は 潜 伏 期 を 妨
げ る 有 効 な RNAi構 築 物 に 関 し て HIV特 異 的 RNAi発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た
め に 、 遺 伝 的 選 択 ア ッ セ イ を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 遺 伝 的 サ プ レ ッ サ ー 要 素 ラ イ ブ ラ
リ ー を 使 用 す る そ の よ う な 遺 伝 的 選 択 ア ッ セ イ は 既 に 記 載 さ れ て お り （ Dunn, S.J., Park
, S.W., Sharma, V., Raghu, G., Simone, J.M., Tavassoli, R., Young, L.M., Ortega,
 M.A., Pan, C-H., Alegre, G.J., Roninson, I.B., Lipkina, G., Dayn, A.お よ び Holzm
ayer, T.A. (1999) Gene Therapy 6, 130-137） 、 図 18に 概 説 さ れ て い る 。 1つ の ア ッ セ イ
に お い て は 、 潜 伏 HIVの 誘 導 ま で は 99％  CD4陽 性 で あ る 慢 性 感 染 前 骨 髄 性 HL60細 胞 を 、 TNF
α （ 4型 ） の 添 加 に 際 し て CD4を 喪 失 す る よ う 誘 導 す る こ と が 可 能 で あ る （ 図 18A） 。 有 効
な HIV特 異 的 shRNAの 発 現 は こ の 誘 導 を 妨 げ 、 細 胞 表 面 上 の CD4の 保 持 を も た ら す と 予 想 さ
れ る 。 つ い で 、 FACソ ー テ ィ ン グ を 用 い て 、 有 効 な shRNA構 築 物 を 含 有 す る 細 胞 を CD4陰 性
集 団 か ら 分 離 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 構 築 物 は 、 潜 伏 感 染 細 胞 に お け る HIV誘 導
を 抑 制 す る の に 有 効 な は ず で あ る 。 も う 1つ の ア ッ セ イ に お い て は 、 複 製 し て い る HIVに 感
染 し た CEM T4細 胞 は p24の 蓄 積 お よ び CD4の 減 少 を 示 す （ 図 17B） 。 し た が っ て 、 生 産 的 感
染 を 妨 げ る 有 効 な shRNA構 築 物 の 発 現 は 、 FACを 用 い て CD4陽 性 p24陰 性 表 現 型 を 示 す 細 胞 を
富 化 さ せ る こ と に よ り 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 遺 伝 的 選 択 系 は 共 に 、 HIVの
生 活 環 の 複 数 の 段 階 に 対 す る 遺 伝 子 治 療 と し て 使 用 し う る 新 規 HIV特 異 的 shRNA発 現 ベ ク タ
ー を 同 定 し う る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 記 載 さ れ て い る 系 は 、 哺 乳 類 細 胞 に お け る 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の た め の shRNA発 現 プ
ラ ス ミ ド に 代 わ る 新 規 発 現 様 式 を 提 供 す る 。 該 収 束 的 プ ロ モ ー タ ー 系 は 、 ラ ン ダ ム 二 本 鎖
DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 収 束 的 U6プ ロ モ ー タ ー 間 に 導 入 さ れ う る ラ ン ダ ム 化 RNAiラ イ ブ
ラ リ ー の 基 礎 を も 提 供 す る 。 収 束 的 プ ロ モ ー タ ー 間 の ラ ン ダ ム オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と
、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ IIお よ び ／ ま た は IIIプ ロ モ ー タ ー の 組 合 せ 、 あ る い は 逆 配 向 の 2つ の
異 な る RNAポ リ メ ラ ー ゼ IIIプ ロ モ ー タ ー を 含 む よ う 、 こ の 構 想 を 拡 張 す れ ば 、 哺 乳 類 細 胞
内 で 機 能 的 siRNAを 発 現 し 逆 方 向 反 復 配 列 を 含 有 し な い ラ ン ダ ム 化 RNAiラ イ ブ ラ リ ー が 得
ら れ る で あ ろ う 。 そ の よ う な 全 ゲ ノ ム RNAiラ イ ブ ラ リ ー は 、 ラ ン ダ ム 化 リ ボ ザ イ ム ラ イ ブ
ラ リ ー （ Kawasaki, H., Onuki, R., Suyama, E.お よ び Taira, K. (2002) Nature Biotech
 20:376-380） お よ び 汎 用 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー （ Xu, X., Leo, C., Jang, Y., Chan, E.
, Padilla, D., Huang, B.C.B., Lin, T., Gururaja, T., Hitoshi, Y., Lorens, J.B., 
Anderson, D.C., Sikic, B., Luo, Y., Payan, D.G.お よ び Nolan, G.P. (2001) Nature G
enetics 21:23-29） を 使 用 す る 報 告 さ れ て い る も の に 類 似 し た フ ォ ワ ー ド ・ ジ ェ ネ テ ィ ッ
ク ・ ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う の に 有 用 で あ ろ う 。 核 酸 に 基 づ く 他 の ラ イ ブ ラ リ ー と 比 較 し た
場 合 の 哺 乳 類 細 胞 で の フ ォ ワ ー ド ・ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ・ ア プ ロ ー チ に お い て ラ ン ダ ム 化 RNAi
ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る 顕 著 な 利 点 は 、 修 飾 さ れ た 細 胞 表 現 型 に 連 関 し た 細 胞 内 標 的 RNA
に 対 す る 完 全 配 列 相 補 性 の 21塩 基 の 同 定 で あ ろ う 。 こ の 長 さ の 配 列 保 存 は 、 相 同 性 に 基 づ
く 検 索 手 段 を 用 い て 候 補 遺 伝 子 を よ り 有 効 に 同 定 す る の に 用 い ら れ う る で あ ろ う 。 ま た 、
こ れ ら の 配 列 を 化 学 合 成 し 、 同 定 さ れ た 標 的 の 更 な る 証 明 の た め の 手 段 と し て 又 は 潜 在 的
治 療 剤 と し て 使 用 す る こ と が 可 能 で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 広 く 記 載 さ れ て い る 本 発 明 の 精 神 ま た は 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 具 体 的 な 実 施 形 態
に お い て 示 さ れ て い る 本 発 明 に 多 数 の 変 更 お よ び ／ ま た は 修 飾 を 施 し う る 、 と 当 業 者 に 理
解 さ れ る で あ ろ う 。 し た が っ て 、 本 実 施 形 態 は 、 あ ら ゆ る 点 で 例 示 で あ り 限 定 的 で は な い
と み な さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ５ 】
【 図 １ 】 p53特 異 的 shRNAを コ ー ド す る DNAイ ン サ ー ト の 、 酵 素 に よ る 作 製 。 ヒ ト p53に 特 異
的 な shRNAを コ ー ド す る 二 本 鎖 DNAイ ン サ ー ト の 作 製 に 関 わ る 6工 程 。 略 語 ： sal1RE= SalI
制 限 酵 素 部 位 ； U= デ オ キ シ リ ボ ウ リ ジ ン ； p53= p53 mRNAの セ ン ス 鎖 に 特 異 的 な 19塩 基 ；
ス テ ム ル ー プ = ス テ ム ル ー プ 構 造 を 構 成 す る 21塩 基 。
【 図 ２ 】 ラ ン ダ ム shRNAを コ ー ド す る DNAイ ン サ ー ト の 、 酵 素 に よ る 作 製 。 任 意 の ラ ン ダ ム
配 列 の shRNAを コ ー ド す る 二 本 鎖 DNAイ ン サ ー ト の 作 製 に 関 わ る 6工 程 。 略 語 は 、 以 下 の も
の 以 外 は 、 図 1に 示 し た の と 同 様 で あ る ： N19= ラ ン ダ ム な 19塩 基 ； As19= ラ ン ダ ム N19配
列 の ア ン チ セ ン ス ； Nc19= N19に 対 す る 相 補 的 DNA鎖 ； Asc19= As19に 対 す る 相 補 的 DNA鎖 。
【 図 ３ 】 EGFP特 異 的 shRNA発 現 プ ラ ス ミ ド を 使 用 す る dEGFP媒 介 細 胞 蛍 光 の 抑 制 。 A． pTZ(U
6+1)ベ ク タ ー の み （ 紫 色 ） ま た は pTZ(U6+1)GFP（ 緑 色 の 上 塗 り ） 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク
ト さ れ た HEK 293細 胞 （ 安 定 に 組 込 ま れ た dFGFP標 的 遺 伝 子 を 含 有 す る も の ） の フ ロ ー サ イ
ト メ ト リ ー 分 析 。 B． Aで 表 さ れ て い る FAC分 析 の 定 量 化 。 各 サ ン プ ル は 三 重 に ト ラ ン ス フ
ェ ク ト し た 。
【 図 ４ 】 修 飾 pLXSNレ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に お け る ラ ン ダ ム shRNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 構
築 。 唯 一 の SwaI部 位 を 含 有 す る 45bpの ス タ ッ フ ァ ー 断 片 を U6プ ロ モ ー タ ー の 下 流 の SalI部
位 と XbaI部 位 と の 間 に 導 入 し た 。 B． pLXSNU6Swaに お け る ク ロ ー ニ ン グ 部 位 。 C． pLXSNU6S
waを 使 用 す る ラ ン ダ ム shRNA発 現 ベ ク タ ー の 作 製 。
【 図 ５ 】 p53に 特 異 的 な 相 補 的 セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス RNAを コ ー ド す る DNAイ ン サ ー ト
の 、 酵 素 に よ る 作 製 。 ヒ ト p53に 特 異 的 な 相 補 的 セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス RNAを コ ー ド す
る DNAイ ン サ ー ト の 作 製 に 関 わ る 4工 程 。
【 図 ６ 】 EGFP siRNAを コ ー ド す る レ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク
ト さ れ た 細 胞 に お け る dEGFP媒 介 細 胞 蛍 光 の 減 少 。 A． EGFP特 異 的 siRNAを コ ー ド す る レ ト
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ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー pLXSNU6/H1GFPの 構 造 。 B． pLXSNU6/H1GFPの 感 染 後 に HEK 293細 胞 （ 安
定 に 組 込 ま れ た dEGFPト ラ ン ス ジ ー ン を 含 有 す る も の ） に お け る dEGFP媒 介 細 胞 蛍 光 の 抑 制
。
【 図 ７ 】 p53 siRNAを コ ー ド す る レ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー に 感 染 し た HCT116結 腸 癌 細
胞 に お け る p53タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 減 少 。 pLXSNU6/H1p53レ ト ロ ウ イ ル ス siRNA発 現 ベ ク タ
ー の 構 造 。
【 図 ８ 】 全 ゲ ノ ム siRNAレ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 。 ラ ン ダ ム イ ン サ ー ト を
作 製 し ラ ン ダ ム siRNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る た め に 用 い る 4工 程 の 概 要 。 B． ラ ン ダ
ム siRNA発 現 ベ ク タ ー 系 の 構 造 の 概 要 図 。 C． ヒ ト ゲ ノ ム に お け る ラ イ ブ ラ リ ー イ ン サ ー ト
の 分 布 。
【 図 ９ 】 細 胞 内 siRNAの 作 製 方 法 、 お よ び ト ラ ン ス ジ ー ン の 発 現 に 対 す る 発 現 siRNAの 効 果
。 A． 収 束 的 U6発 現 カ セ ッ ト は 、 定 方 向 終 結 配 列 に お い て 終 結 す る セ ン ス お よ び ア ン チ セ
ン ス RNAを コ ー ド し て い る 。 該 相 補 的 RNAは ア ニ ー ル し 、 更 な る Dicer依 存 的 プ ロ セ シ ン グ
を 受 け て 、 機 能 的 siRNAを 産 生 す る 。 B． EGFP特 異 的 イ ン サ ー ト を 含 有 す る U6収 束 的 発 現 ベ
ク タ ー （ DualU6GFP） は dEGFP媒 介 細 胞 蛍 光 を 減 少 さ せ る 。
【 図 １ ０ 】 安 定 に 組 込 ま れ た 収 束 転 写 ベ ク タ ー を 使 用 す る 、 dEGFPト ラ ン ス ジ ー ン の 発 現
の 抑 制 。 HEK 293細 胞 を pDualU6ベ ク タ ー ま た は pDualU6GFPの い ず れ か と pREP7プ ラ ス ミ ド
と で 10:1の モ ル 比 で コ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 ヒ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 に 関 し て 細 胞 を 選 択 す る
。 選 択 後 、 dEGFP媒 介 細 胞 蛍 光 の レ ベ ル に 関 し て 細 胞 を 検 査 す る 。
【 図 １ １ 】 DualU6GFPベ ク タ ー に よ る 標 的 遺 伝 子 発 現 の 抑 制 は セ ン ス RNAお よ び ア ン チ セ ン
ス RNAの 両 方 の 共 発 現 を 要 す る 。
【 図 １ ２ 】 DualU6GFP発 現 ベ ク タ ー は dEGFP標 的 遺 伝 子 発 現 を Dicer依 存 的 に 減 少 さ せ る 。
【 図 １ ３ 】 pLXSNU6/H1p53を 含 有 す る HCT116細 胞 に お け る 5-FU誘 導 性 ア ポ ト ー シ ス 。 A． p5
3 siRNAを 発 現 す る 細 胞 に お け る の subG1集 団 の 減 少 。 B． p53 siRNAを 発 現 す る 細 胞 は カ ス
パ ー ゼ の 5-FU誘 導 性 活 性 化 に 対 す る 抵 抗 性 を 示 す 。 C． p53 siRNAを 発 現 す る 細 胞 は 5-FUへ
の 曝 露 後 の 細 胞 生 存 性 の 増 強 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 ス パ イ ク （ spiked） siRNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 5-FU遺 伝 的 選 択 の 概 要 。
【 図 １ ５ 】 全 ゲ ノ ム RNAiラ イ ブ ラ リ ー の た め の レ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー 。 A． pLXSNU6
/H1。 B． pLXSNU6/H1LTR。 C． pQCXINU6/H1SIN。
【 図 １ ６ 】 ゲ ノ ム 特 異 的 shRNAお よ び siRNAラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 方 法 。
【 図 １ ７ 】 発 現 RNA集 団 に 特 異 的 な shRNAお よ び siRNAラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 方 法 の 概 要 図 。
【 図 １ ８ 】 遺 伝 的 選 択 を 用 い る HIV特 異 的 shRNAま た は siRNAの 同 定 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ Ａ Ｂ 】 【 図 ８ Ｃ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ Ａ 】 【 図 １ ３ Ｂ 】

【 図 １ ３ Ｃ 】 【 図 １ ４ 】

(38) JP 2005-537015 A 2005.12.8



【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】
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