
(57)【要約】

【課題】　クロマチン免疫沈降法の工程であるDNAの精

製工程における煩雑性を改善し、実験に要する時間を大

幅に短縮し、試薬の消費量を抑えることができ、しかも

、検出感度が良好な、新しいクロマチン免疫沈降用レジ

ンおよびこれを利用したクロマチン免疫沈降法を提供す

る。

【解決手段】　タンパク質および核酸がコーティングさ

れている担体からなるレジンを用いて、レジン＋タンパ

ク質Y（Protein A/G等）＋抗タンパク質X抗体＋タンパ

ク質X＋DNA断片の複合体を形成させ、この複合体からDN

A断片を分離回収することなくPCR増幅する。

【選択図】図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 任 意 の タ ン パ ク 質 Xに DNA断 片 を 結 合 さ せ 、 こ の タ ン パ ク 質 Xに 抗 タ ン パ ク 質 X抗 体 を 結 合
さ せ 、 こ の 抗 タ ン パ ク 質 X抗 体 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 Yを カ ッ プ リ ン グ し た ク ロ マ チ ン 免 疫
沈 降 用 レ ジ ン の タ ン パ ク 質 Yと 抗 タ ン パ ク 質 X抗 体 と を 結 合 さ せ て 複 合 体 を 形 成 さ せ 、 こ の
複 合 体 の DNA断 片 を 分 析 す る ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 に お い て 使 用 す る ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降
用 レ ジ ン で あ っ て 、 タ ン パ ク 質 Zお よ び 核 酸 が コ ー テ ィ ン グ さ れ て い る 担 体 か ら な る こ と
を 特 徴 と す る ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 用 レ ジ ン 。
【 請 求 項 ２ 】
　 担 体 が 、 磁 性 ビ ー ズ 、 セ フ ァ ロ ー ス ま た は ア ガ ロ ー ス で あ る 請 求 項 １ の ク ロ マ チ ン 免 疫
沈 降 用 レ ジ ン 。
【 請 求 項 ３ 】
　 タ ン パ ク 質 Yが 、 Protein A、 Protein G、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま た は 抗 IgG抗 体 の い ず れ
か で あ る 請 求 項 １ ま た は ２ の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 用 レ ジ ン 。
【 請 求 項 ４ 】
　 タ ン パ ク 質 Zが 、 ア ル ブ ミ ン ま た は カ ゼ イ ン で あ る 請 求 項 １ か ら ３ の い ず れ か の ク ロ マ
チ ン 免 疫 沈 降 用 レ ジ ン 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ア ル ブ ミ ン が 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン で あ る 請 求 項 ４ の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 用 レ ジ ン 。
【 請 求 項 ６ 】
　 核 酸 が 、 サ ケ 精 子 DNAま た は 酵 母 tRNAで あ る 請 求 項 １ か ら ５ の い ず れ か の ク ロ マ チ ン 免
疫 沈 降 用 レ ジ ン 。
【 請 求 項 ７ 】
　 任 意 の タ ン パ ク 質 Xに 結 合 す る DNA断 片 を 分 析 す る ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 に お い て 、 以 下
の (a)－ (e)か ら な る 複 合 体 ：
(a)請 求 項 １ か ら ６ の い ず れ か の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 用 レ ジ ン ；
(b)前 記 レ ジ ン に 結 合 し た タ ン パ ク 質 Y；
(c)前 記 タ ン パ ク 質 Yに 結 合 し た 抗 タ ン パ ク 質 X抗 体 ；
(d)前 記 抗 タ ン パ ク 質 X抗 体 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 X；
(e)前 記 タ ン パ ク 質 Xに 結 合 し た DNA断 片 、
か ら DNA断 片 を 分 離 す る こ と な く 分 析 す る こ と を 特 徴 と す る ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 こ の 出 願 の 発 明 は 、 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 用 レ ジ ン お よ び こ れ を 利 用 し た ク ロ マ チ ン 免 疫
沈 降 法 に 関 す る も の で あ る 。 さ ら に 詳 し く は 、 こ の 出 願 の 発 明 は 、 DNAの 精 製 工 程 に お け
る 煩 雑 性 を 改 善 し 、 実 験 に 要 す る 時 間 を 大 幅 に 短 縮 し 、 試 薬 の 消 費 量 を 抑 え る こ と が で き
、 し か も 、 検 出 感 度 が 良 好 な 、 新 し い ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 (Chromatin immunoprecipitation assay、 ChIP法 )は 、 ア セ チ ル
化 ヒ ス ト ン 抗 体 で 免 疫 沈 降 す る こ と に よ り 、 DNA上 で の ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化 を 検 討 す る
方 法 と し て 広 く 用 い ら れ る 。 ま た 、 ChIP法 は 、 転 写 因 子 や 転 写 共 役 因 子 に 対 す る 抗 体 で 免
疫 沈 降 し て 、 DNAを ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR法 ） に て 増 幅 、 検 出 す る こ と に よ り 、 こ の
転 写 因 子 や 転 写 共 役 因 子 の DNA上 へ の リ ク ル ー ト を 検 討 す る 方 法 と し て も 用 い ら れ て い る
。 こ の ChIP法 に お け る 工 程 の 概 略 と し て は 、 (1) ホ ル マ リ ン に よ る 細 胞 （ サ ン プ ル ） の 固
定 ； (2) 免 疫 沈 降 ； (3) ホ ル マ リ ン 固 定 の 解 除 と DNAの 精 製 、 回 収 ； お よ び (4) PCRに よ る
DNAの 増 幅 検 出 、 と い う 工 程 を 経 て 行 な わ れ る こ と が 多 い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ク ロ マ チ ン 結 合 性 タ ン パ ク 質 は 、 転 写 や DNA複 製 、 DNA組 換 え 、 ま た 、 ク ロ マ チ ン 構 造 の
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制 御 等 を 含 む 染 色 体 機 能 の 調 節 に 関 与 し て い る 。 こ の よ う な 染 色 体 機 能 を 把 握 す る た め に
は 、 生 体 レ ベ ル （ in vivo） で 染 色 体 に お け る 調 節 タ ン パ ク 質 の 局 在 等 を 明 ら か に す る こ
と が 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ChIP法 は 、 上 記 の よ う な 生 体 中 （ in vivo） で の ク ロ マ チ ン 結 合 性 タ ン パ ク 質 の 局 在 の
解 析 や 、 染 色 体 機 能 の 研 究 等 に 幅 広 く 活 用 す る こ と の で き る 方 法 で あ る 。 ま た 、 こ の ChIP
法 の 実 施 を よ り 効 果 的 に す る た め に 、 工 夫 が な さ れ た ChIP法 も い く つ か 報 告 さ れ て い る 。
た と え ば 、 ChIP法 を 腫 瘍 細 胞 株 と 正 常 細 胞 株 と に お け る ｐ 53の 機 能 解 析 に 利 用 し て い る 研
究 報 告 （ 非 特 許 文 献 １ ） 、 ま た 、 ChIP分 析 は 、 ク ロ ス リ ン ク 試 薬 、 免 疫 沈 殿 の 中 で 使 用 さ
れ る ビ ー ズ お よ び 目 的 と す る 特 定 の DNA断 片 の 検 出 に お い て 、 い く つ か の バ リ エ ー シ ョ ン
が あ り 、 こ れ を 利 用 し た 研 究 報 告 も な さ れ て い る （ た と え ば 、 非 特 許 文 献 ２ 、 非 特 許 文 献
３ 等 ） 。 こ の よ う に 、 こ の ChIP法 の 活 用 範 囲 は 広 く 、 ま た 、 研 究 室 で は 一 般 的 に 利 用 さ れ
て い る 解 析 ・ 分 析 方 法 の 一 つ で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 具 体 的 に は 、 こ の ChIP法 は 、 た と え ば 、 特 定 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る DNA断 片 の 検 出 に
も 広 く 用 い ら れ て い る 。 す な わ ち 、 こ の ChIP法 は 、 タ ン パ ク 質 と DNA断 片 （ 例 え ば 染 色 体
断 片 等 ） と の 複 合 体 に 、 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 （ 免 疫 グ ロ ブ リ ン G） を 結 合 さ せ 、 こ の
抗 体 に 結 合 す る 、 た と え ば 、 Protein Aま た は G（ 二 次 抗 体 ） を 備 え た 担 体 か ら な る レ ジ ン
と 反 応 さ せ て 、 レ ジ ン ＋ Protein A/B＋ 抗 体 ＋ タ ン パ ク 質 ＋ DNA断 片 の 複 合 体 （ 以 下 、 こ の
よ う な 複 合 体 を 「 レ ジ ン 複 合 体 」 と 記 載 す る こ と が あ る ） を 形 成 さ せ る 。 そ し て こ の 複 合
体 を 免 疫 沈 降 さ せ て 単 離 し 、 複 合 体 か ら DNA断 片 を 回 収 し 、 目 的 の DNA断 片 を PCR法 等 に よ
っ て 増 幅 、 精 製 し て 分 析 す る 方 法 で あ る 。 こ の 方 法 に よ っ て 、 例 え ば 、 細 胞 や 酵 母 等 か ら
、 DNAの 複 製 や 修 復 、 ま た 細 胞 増 殖 や 分 化 等 の 役 割 を 担 っ て い る DNA結 合 タ ン パ ク 質 の 挙 動
を 特 異 的 に 検 出 、 解 析 す る こ と が 可 能 と な っ て い る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 M. D. Kaeser, and R. D. Iggo., Proc Natl Acad Sci USA., Vol. 99,
 p95-100, 2002
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Tanaka, T., et al., Cell, Vol. 90, p649-660, 1997
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Hecht, A., et al., Nature, Vol. 383, p92-96, 1996
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 し か し な が ら 、 上 記 の と お り の 従 来 の ChIP法 で は 、 そ の 工 程 、 特 に レ ジ ン 複 合 体 か ら の
DNA断 片 の 回 収 精 製 工 程 が 煩 雑 で あ り 、 大 変 な 労 力 を 必 要 と す る も の で あ っ た 。 し か も 、
サ ン プ ル の 数 が 多 く な れ ば 、 こ れ に 比 例 し て 、 サ ン プ ル 数 に 応 じ た DNA断 片 の 回 収 精 製 工
程 を 実 施 し な け れ ば な ら な い た め 、 煩 雑 性 は 増 し 、 さ ら に 、 ChIPに お け る 一 連 の 操 作 完 了
に 多 く の 時 間 を 必 要 と し 、 使 用 す る 試 薬 の 量 の 消 費 量 も 増 加 す る と い う 問 題 が あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 そ こ で 、 こ の 出 願 の 発 明 は 、 以 上 の と お り の 事 情 に 鑑 み て な さ れ た も の で あ っ て 、 従 来
の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 の 問 題 点 を 解 消 し て 、 レ ジ ン 複 合 体 か ら の DNA断 片 の 回 収 精 製 工
程 に お け る 煩 雑 性 を 改 善 し 、 実 験 に 要 す る 時 間 を 大 幅 に 短 縮 し 、 試 薬 の 消 費 量 を 抑 え る こ
と が で き 、 ま た 、 汎 用 性 が 高 く 、 し か も 、 検 出 感 度 が 良 好 な 、 新 し い ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降
用 レ ジ ン お よ び こ れ を 利 用 し た ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 を 提 供 す る こ と も 課 題 と し て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ の 出 願 の 発 明 は 、 前 記 の 課 題 を 解 決 す る た め に 、 第 １ に は 、 任 意 の タ ン パ ク 質 Xに DNA
断 片 を 結 合 さ せ 、 こ の タ ン パ ク 質 Xに 抗 タ ン パ ク 質 X抗 体 を 結 合 さ せ 、 こ の 抗 タ ン パ ク 質 X
抗 体 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 Yを カ ッ プ リ ン グ し た ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 用 レ ジ ン の タ ン パ ク
質 Yと 抗 タ ン パ ク 質 X抗 体 と を 結 合 さ せ て 複 合 体 を 形 成 さ せ 、 こ の 複 合 体 の DNA断 片 を 分 析
す る ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 に お い て 使 用 す る ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 用 レ ジ ン で あ っ て 、 タ ン
パ ク 質 Zお よ び 核 酸 が コ ー テ ィ ン グ さ れ て い る 担 体 か ら な る こ と を 特 徴 と す る ク ロ マ チ ン
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免 疫 沈 降 用 レ ジ ン を 提 供 す る 。 ま た 、 こ の 出 願 の 発 明 は 、 第 ２ に は 、 担 体 が 、 磁 性 ビ ー ズ
、 セ フ ァ ロ ー ス ま た は ア ガ ロ ー ス で あ る ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 用 レ ジ ン を 、 第 ３ に は 、 タ ン
パ ク 質 Yが 、 Protein A、 Protein G、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま た は 抗 IgG抗 体 で あ る ク ロ マ チ
ン 免 疫 沈 降 用 レ ジ ン を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ま た 、 こ の 出 願 の 発 明 は 、 第 ４ に は 、 タ ン パ ク 質 Zが 、 ア ル ブ ミ ン ま た は カ ゼ イ ン で あ
る ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 用 レ ジ ン を 、 第 ５ に は 、 ア ル ブ ミ ン が 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン で あ る
ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 用 レ ジ ン を 提 供 し 、 第 ６ に は 、 核 酸 が 、 サ ケ 精 子 DNAま た は 酵 母 tRNA
で あ る ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 用 レ ジ ン を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 そ し て 、 さ ら に こ の 出 願 の 発 明 は 、 第 ７ に 、 任 意 の タ ン パ ク 質 Xに 結 合 す る DNA断 片 を 分
析 す る ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 に お い て 、 以 下 の (a)－ (e)か ら な る 複 合 体 ：
(a)請 求 項 １ か ら ６ の い ず れ か の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 用 レ ジ ン ；
(b)前 記 レ ジ ン に 結 合 し た タ ン パ ク 質 Y；
(c)前 記 タ ン パ ク 質 Yに 結 合 し た 抗 タ ン パ ク 質 X抗 体 ；
(d)前 記 抗 タ ン パ ク 質 X抗 体 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 X；
(e)前 記 タ ン パ ク 質 Xに 結 合 し た DNA断 片 、
か ら DNA断 片 を 分 離 す る こ と な く 分 析 す る こ と を 特 徴 と す る ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 を 提 供
す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 こ の 出 願 の 前 記 発 明 に よ れ ば 、 目 的 の DNA断 片 を 含 む レ ジ ン 複 合 体 か ら DNA断 片 を 分 離 し
て 回 収 す る こ と な く 、 レ ジ ン 複 合 体 そ れ 自 体 を 鋳 型 と し て PCR増 幅 す る な ど の DNA精 製 を 可
能 と す る 。 こ れ に よ っ て 、 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 の DNAの 回 収 精 製 工 程 に お け る 実 験 操 作
の 煩 雑 性 を 改 善 す る こ と が で き 、 ま た 、 実 験 に 要 す る 時 間 の 短 縮 お よ び 試 薬 の 消 費 量 減 少
、 さ ら に は 、 検 出 感 度 の 点 に お い て 良 好 な 結 果 を 得 る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 こ の 出 願 の 発 明 は 、 上 記 の と お り の 特 徴 を も つ も の で あ る 。 以 下 に そ の 実 施 の 形 態 に つ
い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 図 １ に 、 本 願 発 明 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 の 工 程 を 模 式 図 と し て 概 略 的 に 例 示 し た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ の 発 明 の 方 法 で は 、 従 来 方 法 と 同 様 に 、 任 意 の タ ン パ ク 質 Xと DNA断 片 （ 例 え ば 染 色 体
断 片 等 ） と の 複 合 体 に 、 こ の タ ン パ ク 質 Xに 対 す る 抗 体 （ 免 疫 グ ロ ブ リ ン G、 IgG等 ） で あ
る 抗 タ ン パ ク 質 X抗 体 を 結 合 さ せ 、 こ の 抗 タ ン パ ク 質 X抗 体 に 結 合 す る Protein Aま た は G等
の タ ン パ ク 質 Yを 備 え た 免 疫 沈 降 用 レ ジ ン と 反 応 さ せ て 、 レ ジ ン 複 合 体 を 形 成 さ せ る 。 そ
し て 、 こ の レ ジ ン 複 合 体 か ら DNA断 片 を 分 離 す る こ と な く 、 目 的 の DNA断 片 を PCR法 等 に よ
っ て 増 幅 、 精 製 し て 分 析 す る 。 そ し て 、 上 記 の 発 明 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 で は 、 こ の 発
明 に よ っ て 提 供 さ れ る タ ン パ ク 質 Zお よ び 核 酸 が コ ー テ ィ ン グ さ れ て い る 担 体 か ら な る ク
ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 用 レ ジ ン を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 こ の レ ジ ン に 結 合 し た 状 態 の DNA断
片 を 鋳 型 と し て PCR増 幅 が 可 能 で あ り 、 従 来 法 に お け る レ ジ ン 複 合 体 か ら の DNA断 片 回 収 工
程 が 省 略 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ の 発 明 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 は 、 真 核 生 物 、 原 核 生 物 、 生 物 個 体 や そ の 各 組 織 等 に
お け る DNA結 合 タ ン パ ク 質 の 挙 動 を 解 析 す る た め に 使 用 す る こ と が で き 、 ク ロ マ チ ン の 基
礎 研 究 に 応 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 臨 床 的 な 応 用 例 と し て は 、 患 者 か ら 採 取 し た 血 清
や 血 液 リ ン パ 球 、 病 理 組 織 等 を 対 象 と す る こ と に よ り 、 ク ロ マ チ ン 結 合 性 の 癌 遺 伝 子 等 の
解 析 を 行 な う こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
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　 こ の 発 明 に お け る 「 タ ン パ ク 質 X」 と は 、 た と え ば 、 任 意 の DNA結 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。
ま た 、 「 抗 タ ン パ ク 質 X抗 体 」 と は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ
り 、 タ ン パ ク 質 Xの エ ピ ト ー プ に 結 合 す る こ と が で き る 全 体 分 子 、 Fab、 F(ab') 2 、 さ ら に F
v断 片 等 が 含 ま れ て い る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 た と え ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 場 合 は 、
タ ン パ ク 質 Xま た は 部 分 ペ プ チ ド を 免 疫 源 と し て 動 物 を 免 疫 し た 後 、 血 清 か ら 得 る こ と が
で き る 。 ま た 、 タ ン パ ク 質 Xの 発 現 ベ ク タ ー を 作 成 し 、 注 射 や 遺 伝 子 銃 等 に よ っ て 、 動 物
の 筋 肉 や 皮 膚 に 導 入 し た 後 、 血 清 を 採 取 す る こ と に よ っ て も 作 成 す る こ と が で き る 。 こ の
動 物 と し て は 、 た と え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 ニ ワ ト リ 等 を 使 用 す る こ と が
で き る 。 一 方 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 場 合 に は 、 公 知 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 成 方 法 （
た と え ば 、 長 宗 香 明 、 寺 田 弘 共 著 、 廣 川 書 店 、 1990年 ； Molecular Antibody, James W. G
oding, 3 r d  edition, Academic Press, 1996） に 従 っ て 、 作 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 「 タ ン パ ク 質 Y」 と は 、 抗 タ ン パ ク 質 X抗 体 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ の タ ン パ ク
質 Yは 、 た と え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 ニ ワ ト リ 等 か ら 得 ら れ た 抗 IgG抗 体 、
あ る い は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン や 細 菌 由 来 の タ ン パ ク 質 で あ る Protein Aや Protein G等 を
使 用 す る こ と が で き る 。 「 担 体 」 は 、 上 記 の よ う な タ ン パ ク 質 Yを カ ッ プ リ ン グ す る こ と
が で き る も の で あ れ ば 、 特 に 制 限 は な い が 、 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 の 実 験 操 作 を よ り 簡 便
化 す る た め に は 、 磁 性 ビ ー ズ 、 セ フ ァ ロ ー ス ま た は ア ガ ロ ー ス 等 の 使 用 が 好 ま し い 。 こ れ
ら 磁 性 ビ ー ズ や セ フ ァ ロ ー ス 、 ア ガ ロ ー ス 等 は 、 各 メ ー カ ー か ら 市 販 さ れ て い る も の を 使
用 す る こ と が で き 、 し か も 、 こ れ ら 市 販 の も の の 多 く は 、 既 に 磁 性 ビ ー ズ や セ フ ァ ロ ー ス
、 ア ガ ロ ー ス 等 の 担 体 に Protein Aや Protein G等 （ タ ン パ ク 質 Y） が カ ッ プ リ ン グ さ れ て
い る 。 た と え ば 、 Dynal社 や NEB社 の 磁 性 ビ ー ズ や Amersham社 の セ フ ァ ロ ー ス 、 Upstate社
の ア ガ ロ ー ス 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 そ し て 、 前 記 の と お り 、 こ の 発 明 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 用 レ ジ ン は 、 担 体 に タ ン パ ク 質
Zお よ び 核 酸 が コ ー テ ィ ン グ さ れ て い る こ と を 特 徴 と し て い る 。 「 タ ン パ ク 質 Z」 は 、 こ の
発 明 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 に 影 響 を 与 え る タ ン パ ク 質 で な け れ ば 特 に そ の 種 類 に は 限 定
さ れ る も の で は な い が 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） 等 の ア ル ブ ミ ン や カ ゼ イ ン 等 の 使 用
が 好 ま し い 。 一 方 、 核 酸 に つ い て は 、 解 析 対 象 と な る 生 物 種 や 特 定 臓 器 に 由 来 す る DNA以
外 の も の を 使 用 す る こ と を 条 件 と し て 、 任 意 の も の を 使 用 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、
後 記 実 施 例 に 示 す 酵 母 DNA配 列 、 あ る い は ヒ ト DNA配 列 等 を 解 析 す る 場 合 に は サ ケ 精 子 DNA
（ ss DNA） 、 酵 母 tRNA等 を 使 用 す れ ば よ い 。 ま た 、 解 析 対 象 と な る DNA配 列 （ 特 に そ の PCR
プ ラ イ マ ー 認 識 配 列 ） を 含 ま な い よ う に デ ザ イ ン し た 人 工 核 酸 配 列 を 用 い て も よ い 。 そ の
よ う な 人 工 核 酸 配 列 は 、 公 知 の 方 法 （ 例 え ば 、 Carruthers（ 1982） Cold Spring Harbor S
ymp. Quant. Biol. 47:411-418; Adams（ 1983） J. Am. Chem. Soc. 105:661; Belousov（
1997） Nucleic Acid Res. 25:3440-3444; Frenkel（ 1995） Free Radic. Biol. Med. 19:3
73-380; Blommers（ 1994） Biochemistry 33:7886-7896; Narang（ 1979） Meth. Enzymol. 
68:90; Brown（ 1979） Meth. Enzymol. 68:109; Beaucage（ 1981） Tetra. Lett. 22:1859;
 米 国 特 許 第 4,458,066号 ） に 記 載 さ れ て い る よ う な 周 知 の 化 学 合 成 技 術 に よ り in vitro合
成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 な お 、 ア ル ブ ミ ン 等 の タ ン パ ク 質 お よ び ssDNA等 の 核 酸 に よ る レ ジ ン を 構 成 す る 担 体 へ
の コ ー テ ィ ン グ は 、 使 用 す る レ ジ ン を タ ン パ ク 質 溶 液 と 核 酸 溶 液 と に 順 次 に 浸 漬 す る 等 し
て 行 な う こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 次 に 、 実 施 例 を 示 し て 、 こ の 出 願 の 発 明 の 特 徴 を さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る 。 な お 、 以 下
の 実 施 例 に 示 す 材 料 、 使 用 量 、 割 合 、 処 理 内 容 、 処 理 手 順 等 は 、 適 宜 変 更 す る こ と が で き
る 。 し た が っ て 、 こ の 出 願 の 発 明 は 、 以 下 の 実 施 例 に よ っ て 限 定 さ れ る も の で は な い 。
実 施 例 １ ： ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 用 レ ジ ン の 調 整
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　 Protein Gが 既 に コ ー ト さ れ て い る 磁 性 ビ ー ズ （ Dynabeads-Protein G、 Dynal社 製 ） の
懸 濁 液 50μ l/sampleを 採 取 し 、 上 清 を 捨 て 、 リ ン 酸 Buffer（ phosphate buffered saline
、 PBS） に 懸 濁 し 、 再 び 上 清 を 捨 て た 。 こ の 操 作 を 3回 繰 り 返 し て 、 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 次 に 、 PBS洗 浄 後 の 磁 性 ビ ー ズ を 5mg/mlの ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Bovine Serum Albumin
、 BSA） を 含 む 1mlの Lysis Bufferで 1回 、 洗 浄 し た 。 そ し て 、 100μ lの サ ケ 精 子 DNA（ Serm
on Sperm DNA、 ss DNA） と 5mg/mlの BSAを 含 む 900μ lの Lysis Bufferと を 混 合 （ 合 計 1ml）
し た 混 合 液 に 懸 濁 し 、 4℃ に て 3時 間 、 振 盪 し た 。 こ の 磁 性 ビ ー ズ を 含 む 懸 濁 液 を 5秒 間 の
遠 心 操 作 を 行 な っ て 、 磁 性 ビ ー ズ を 回 収 し た 。 そ し て 、 こ の 回 収 し た 磁 性 ビ ー ズ を さ ら に
5μ lの ss DNAと 5mg/mlの BSAを 含 む Lysis Buffer 45μ l（ 合 計 50μ l） と に 懸 濁 し 、 ク ロ マ
チ ン 免 疫 沈 降 用 レ ジ ン と し て 調 整 し た 。
実 施 例 ２ ： ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法
(1)　 酵 母 株
　 酵 母 株 は 、 Orc1-3HAお よ び Mcm4-3HAを 含 む 酵 母 株 （ 以 下 、 そ れ ぞ れ Orc1-3HA酵 母 株 、 Mc
m4-3HA酵 母 株 と 略 記 す る こ と が あ る ； 国 立 遺 伝 研 究 所 の H. Araki氏 よ り 提 供 ） 、 ま た 、 SP
1を 含 む 酵 母 （ 以 下 、 SP1酵 母 株 と 略 記 す る こ と が あ る ； 米 国 Cold Spring Harbor Laborat
oryの B. Stillman氏 よ り 提 供 ） を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 な お 、 上 記 の Orc1-3HA酵 母 株 は 、 ク ロ マ チ ン 結 合 性 タ ン パ ク 質 で あ る 複 製 開 始 点 認 識 タ
ン パ ク 質 複 合 体 （ Origin Recognition Complex、 ORC） の サ ブ ユ ニ ッ ト の １ つ 、 Orc 1の C
末 端 に ３ つ の HAタ グ が 付 い て い る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る も の で あ る 。 こ の 出 芽 酵 母 ORCは
、 6つ の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な り 、 細 胞 周 期 を 通 じ て 複 製 開 始 点 に 結 合 し て い る こ と が 知 ら
れ て い る 。 一 方 、 Mcm4を 含 む Mcm複 合 体 は 、 helicase活 性 の 開 始 の 役 割 を 担 っ て い る と 考
え ら れ て い る （ た と え ば 、 Ishimi, Y., J. Biol. Chem., 272, p24508-24513, 1997等 ）
。 ま た 、 Mcm複 合 体 は 、 細 胞 周 期 に よ っ て 、 ク ロ マ チ ン に 結 合 、 解 離 、 さ ら に は 複 製 フ ォ
ー ク と と も に ク ロ マ チ ン 上 を 移 動 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。 Mcm4-3HA酵 母 株 は 、 Mcm複 合 体
の サ ブ ユ ニ ッ ト の １ つ 、 Mcm4の C末 端 に ３ つ の HAタ グ が 付 い て い る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る
も の で あ る 。 SP1酵 母 株 で は 、 Orc1-3HAお よ び Mcm4-3HAは 産 生 し な い た め 、 コ ン ト ロ ー ル
と し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ れ ら 酵 母 の 基 本 的 な 取 り 扱 い 方 法 は 、 公 知 の 酵 母 取 り 扱 い 技 術 （ Kohzaki, H., et al
., Mol. Cell. Biol., 19, p7428-7435, 1999） に 従 っ た 。 ま た 、 細 胞 周 期 の 解 析 に つ い
て も 公 知 技 術 （ Aparicio, O. M., et al., Cell, 91, p59-69, 1997お よ び Masumoto, H.,
 et al., Mol. Cell. Biol., 20, p2809-2817, 2000） に 従 っ た 。
(2)　 酵 母 の 培 養
　 酵 母 培 養 液 と し て 、 Yeast extract、 ペ プ ト ン お よ び グ ル コ ー ス を 含 む YPD培 地 （ Kohzak
i, H., et al., Mol. Cell. Biol., Vol. 19, p7428-7435, 1999） 20mlを 用 い て 、 酵 母 を
一 晩 培 養 し 、 そ の 後 、 さ ら に 20mlの YPD培 地 を 加 え 、 30℃ に て 1時 間 培 養 し た 。 こ の と き の
酵 母 は 、 成 長 期 （ 細 胞 周 期 が 回 っ て い る 状 態 ） で あ り 、 目 的 と す る ク ロ マ チ ン 結 合 性 DNA
や タ ン パ ク 質 等 の 産 生 が 活 発 な 状 態 に あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 培 養 後 、 5.8× 10 8 cellsの 酵 母 細 胞 を 回 収 し 、 最 終 濃 度 1%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 加 え 、 25
℃ （ 室 温 ） に て 30分 間 の 振 盪 を 行 な う こ と に よ っ て 酵 母 細 胞 （ サ ン プ ル ） を 固 定 す る 。 そ
し て 、 2.5Mの グ リ シ ン を 加 え 、 最 終 濃 度 125mMグ リ シ ン と し 、 室 温 で 5分 間 振 盪 し た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 な お 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 加 え て 固 定 す る 際 の 振 盪 時 間 は 、 使 用 す る 抗 体 の 種 類 や 、 免
疫 沈 降 す る 目 的 の タ ン パ ク 質 等 に よ っ て 、 適 宜 変 更 す る こ と が 好 ま し い 。
(3)　 全 細 胞 抽 出 液 （ Whole Cell Extract, WCE）
　 以 降 の 操 作 は 、 可 能 な 限 り 、 4℃ （ た と え ば 、 氷 上 操 作 あ る い は 低 温 室 ） で 行 な う こ と
が 、 良 好 な 実 験 結 果 を 得 る た め に 望 ま し い 。
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【 ０ ０ ２ ６ 】
　 前 記 (2)で 培 養 し た 酵 母 を 遠 心 操 作 に よ り 回 収 し 、 予 め 冷 や し て お い た Tris Buffer Sal
ine（ TBS; 20mM Tris-HCl(pH 7.5), 150mM NaCl） 30～ 40mlに 懸 濁 し て 、 遠 心 操 作 を 行 な
い 、 酵 母 を 再 び 回 収 し た 。 こ の 操 作 を ２ ～ ３ 回 繰 り 返 し て 、 洗 浄 処 理 と し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 洗 浄 操 作 後 の 酵 母 を 1mlの Lysis Buffer（ 50mM HEPES-KOH(pH 7.5), 140mM NaCl, 1mM E
DTA, 1% Triton X-100, 0.1% Na-deoxycholate, protease inhibitor cocktail（ Nacalai
 Tesque社 製 ） ） に 懸 濁 し 、 遠 心 操 作 に よ り 酵 母 を 回 収 し た 。 さ ら に 、 500μ lの Lysis Buf
ferを 加 え て 、 懸 濁 し た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 直 径 0.5mmの グ ラ ス ビ ー ズ 450μ l（ 酵 母 懸 濁 液 に 対 し て 、 90%の 容 量 ） を 加 え 、 激 し く 振
盪 し 、 酵 母 細 胞 を 破 砕 し た 。 こ の 時 、 お よ そ 90%程 の 酵 母 細 胞 が 破 砕 さ れ る こ と が 好 ま し
い 。 破 砕 処 理 後 、 こ の 破 砕 溶 液 を 新 し い エ ッ ペ ン チ ュ ー ブ （ 1.5ml） に 移 し 、 15秒 間 の ソ
ニ ケ ー シ ョ ン （ 超 音 波 破 砕 ） を 4回 行 な い 、 抽 出 液 と し た 。 こ の 時 、 DNAの 平 均 長 は 、 今 後
の 検 出 感 度 等 を 良 好 に 維 持 す る た め に 、 お よ そ 400-500bp程 に す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 つ ぎ に 、 ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ る 処 理 後 に 得 ら れ た 抽 出 液 か ら 、 細 胞 の 糟 （ cell debris
） を 除 去 す る た め 、 遠 心 操 作 を 行 な っ て 上 清 を 回 収 （ 沈 殿 物 は 、 細 胞 の 糟 ） し 、 全 細 胞 抽
出 液 （ Whole Cell Extract, WCE） と し た 。 な お 、 こ の う ち の 1/20-1/10程 は 、 -20℃ 保 存
し た 。 免 疫 沈 降 を 行 な う 目 的 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を こ の WCEに 加 え て 反 応 さ せ る 。 た
と え ば 、 上 記 の と お り 、 本 実 施 例 で 用 い た Orc1-3HA酵 母 株 お よ び Mcm4-3HA酵 母 株 は 、 ORC
の サ ブ ユ ニ ッ ト の １ つ で あ る Orc 1の C末 端 、 ま た は 、 Mcm4の C末 端 に ３ つ の HAが タ グ 付 加
さ れ て 産 生 さ れ る こ と か ら 、 HAを 認 識 結 合 す る 抗 HA(12CA5)モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Roche社
製 ） を 用 い た 。 こ の 抗 HA(12CA5)モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 0.4μ g/μ lを 加 え 、 4℃ に て 3時 間 振
盪 し て 抗 体 処 理 と し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 な お 、 上 記 の よ う に し て 得 ら れ た WCEの 取 り 扱 い は 、 公 知 の 方 法 で あ る フ ェ ノ ー ル 抽 出
、 次 い で フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 、 そ し て ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 を 行 な い 、 エ タ ノ ー ル
沈 殿 を 行 な っ た 。 そ し て 、 5μ lの TE buffer（ 10mM Tris-HCl(pH 8.0)、 1mM EDTA） に 懸 濁
す る こ と に よ り 、 ホ ル マ リ ン 固 定 さ れ て い る WCEを そ の ま ま ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR）
に 使 用 す る こ と が で き る 。
(4)　 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降
　 前 記 (3)に て 抗 体 反 応 を 行 な っ た WCEに 、 実 施 例 １ で 調 整 し た ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 用 レ ジ
ン  50μ l/sampleを 加 え て 、 4℃ に て 3時 間 振 盪 し た 。 そ し て 、 磁 性 ビ ー ズ を 含 む ク ロ マ チ
ン 免 疫 沈 降 用 レ ジ ン を 下 記 の と お り の ス テ ッ プ で 洗 浄 し た 。
(4－ 1)　 Protease Inhibitor Cocktail（ Nacalai Tesque社 製 ） を 含 む 条 件 下 で 以 下 の 洗
浄 処 理 を 行 な っ た 。
（ I） 1mlの Lysis Bufferで 3回 の 洗 浄 処 理 ；
（ II） 1mlの Lysis Bufferに 、 さ ら に 360mMの NaClを 加 え た 溶 液 （ ト ー タ ル NaCl濃 度 が 、 50
0mM） で 3回 の 洗 浄 処 理 ；
（ III） 1mlの Washing Buffer（ 10mM Tris-HCl(pH 8.0)、  250mM LiCl, 0.5% NP-40、  0.5
% Na-deoxycholate、  1mM EDTA） で 3回 の 洗 浄 処 理 ； お よ び
（ IV） TE Buffer(10mM Tris-HCl(pH 8.0)、 1mM EDTA)で 1回 の 洗 浄 処 理 。
(4－ 2)　 そ し て 、 Protease Inhibitor Cocktailを 含 ま な い 、 TE Buffer(10mM Tris-HCl(p
H 8.0)、 1mM EDTA)で 1回 の 洗 浄 処 理 を 行 な い 、 40μ lの こ の TE Bufferに 、 ク ロ マ チ ン 免 疫
沈 降 用 レ ジ ン を 懸 濁 し た 。 こ れ に よ り 、 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 用 レ ジ ン と 目 的 と す る タ ン パ
ク 質 と を 特 異 的 に 結 合 さ せ た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 な お 、 こ の 洗 浄 処 理 の 際 は 、 適 当 な 磁 性 デ バ イ ス を 用 い る こ と に よ っ て 、 よ り 簡 便 に 洗
浄 操 作 を 行 な う こ と が で き る 。 た と え ば 、 本 実 施 例 に お い て は 、 磁 石 が 配 設 さ れ て い る ケ
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ー ス 状 の 磁 性 デ バ イ ス （ MPC-S、 Dynal社 製 ） を 使 用 し た 。 す な わ ち 、 本 実 施 例 に お い て は
、 磁 性 ビ ー ズ に よ っ て 調 整 さ れ た ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 用 レ ジ ン を 使 用 し て い る た め 、 こ の
よ う な 磁 性 デ バ イ ス に 設 置 す る こ と に よ り 、 磁 性 デ バ イ ス に 配 設 さ れ て い る 磁 石 の 磁 力 に
磁 性 ビ ー ズ が 引 っ 張 ら れ て 、 溶 液 と 分 離 さ せ る こ と が で き 、 洗 浄 処 理 を 容 易 に す る こ と が
で き る 。
(5)　 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Polymerase chain reaction、 PCR）
　 前 記 (4)の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 に よ り 得 ら れ た サ ン プ ル （ ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 用 レ ジ ン
と 目 的 と す る タ ン パ ク 質 と の 結 合 複 合 体 ） の 1μ lを ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Polymerase c
hain reaction、 PCR） に テ ン プ レ ー ト と し て 使 用 し た 。 本 実 施 例 に お け る PCRは 、 25μ lの
系 で 行 な い 、 PCR酵 素 （ Taqポ リ メ ラ ー ゼ ） と し て AmpliTaq Gold（ Applied Biosystem社 製
） 2.5Uを 、 プ ラ イ マ ー と し て は 、 ARS1（ WT 5'） （ 配 列 番 号 １ 、 セ ン ス プ ラ イ マ ー ） と （ K
3'-1） （ 配 列 番 号 ２ 、 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー ） と の 組 み 合 わ せ 、 ま た は 、 CYC1（ CYC1 5
'） （ 配 列 番 号 ３ 、 セ ン ス プ ラ イ マ ー ） と （ CYC1 3'） （ 配 列 番 号 ４ 、 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ
マ ー ） と の 組 み 合 わ せ を 使 用 し た 。 ま た 、 PCR反 応 は 、 （ １ ） 94℃ ／ 5分 間 ； （ ２ ） 94℃ ／
1分 間 、 53℃ ／ 1分 間 、 72℃ ／ 2分 間 、 こ の ス テ ッ プ を 30サ イ ク ル ； お よ び （ ３ ） 72℃ 、 7分
間 、 以 上 の 反 応 条 件 で PCR反 応 を 行 な っ た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 な お 、 ARS1は 、 染 色 体 上 の 活 性 化 複 製 開 始 点 に お い て 、 Orc1-3HAお よ び Mcm4-3HAに よ っ
て 結 合 し 、 そ の 一 方 で 、 CYC1は 結 合 し な い こ と か ら 、 プ ラ イ マ ー と し て 、 上 記 の と お り 、
ARS1に お け る プ ラ イ マ ー を WT 5'（ 配 列 番 号 １ ） お よ び K3'-1（ 配 列 番 号 ２ ） 、 ま た 、 CYC1
に お け る プ ラ イ マ ー を CYC1 5'（ 配 列 番 号 ３ ） お よ び CYC1 3'（ 配 列 番 号 ４ ） を 設 計 し 、 用
い た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ま た 、 本 実 施 例 で は 、 PCR酵 素 （ Taqポ リ メ ラ ー ゼ ） と し て 、 AmpliTaq Goldを 使 用 し て
い る た め 、 Hot Start法 を 行 な う PCR反 応 と す る 必 要 は な い 。
(6)　 解 析 結 果
　 前 記 (5)に て 得 ら れ た PCR反 応 後 の サ ン プ ル を 、 2.3%の ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 用 い て 電 気 泳 動
を 行 な い 、 た と え ば 、 Printgraph（ ATTO社 製 ） 等 を 用 い て 画 像 を 印 刷 、 あ る い は コ ン ピ ュ
ー タ に 保 存 し 、 解 析 を 行 な っ た 。 ま た 、 従 来 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 と 本 願 発 明 の ク ロ マ
チ ン 免 疫 沈 降 法 と の 比 較 検 討 も 行 な っ た 。 な お 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル は 、 0.2μ g/mlの エ チ ジ
ウ ム ブ ロ マ イ ド で 染 色 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 結 果 は 、 図 ２ か ら 図 ７ に 示 し た と お り で あ っ た 。 全 て の 図 に 共 通 し て 表 記 さ れ て い る 、
「 -」 は ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル を 示 し て い る 。 図 ２ か ら 図 ５ に 共 通 し て 表 記 さ れ て い る
「 M」 は マ ー カ ー を 、 ま た 、 「 P.C.」 は ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル を 示 し て い る 。 図 ６ お よ
び 図 ７ で の 「 pHK806」 も 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル を 示 し て い る 。 図 ６ お よ び 図 ７ の 「 Ab
」 は 、 α -HA抗 体 を 意 味 し て お り 、 そ の 単 位 は μ lで あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 な お 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル は 、 DNAを 含 ま な い も の を 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル は
、 ARS1断 片 を 有 し て い る pHK806を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 図 ２ は 、 従 来 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 (た と え ば 、 Tanaka, T., et al., Cell, Vol. 90
, p649-660, 1997)を 利 用 し て 、 SP1酵 母 株 お よ び Orc1-3HA酵 母 株 そ れ ぞ れ に お け る ARS1の
検 出 を 行 な っ た 結 果 を 示 し て い る 。 図 ２ に 示 し た と お り 、 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 を 行 な う
こ と に よ っ て 、 SP1酵 母 株 で は ARS1は 検 出 さ れ ず （ レ ー ン 4） 、 Orc1-3HA酵 母 株 に お い て AR
S1は 検 出 さ れ る （ レ ー ン 6） こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 図 ３ は 、 SP1を 含 む 酵 母 株 （ SP1酵 母 株 ） か ら 抽 出 精 製 し た サ ン プ ル お よ び Orc1-3HAを 含
む 酵 母 株 （ Orc1-3HA酵 母 株 ） か ら 抽 出 精 製 し た サ ン プ ル の 解 析 結 果 で あ る 。 レ ー ン 3お よ
び 4は 、 SP1酵 母 株 由 来 の サ ン プ ル で あ り 、 レ ー ン 5お よ び 6は 、 Orc1-3HA酵 母 株 由 来 の サ ン
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プ ル で あ る 。 な お 、 こ れ ら サ ン プ ル は 、 フ ェ ノ ー ル 抽 出 処 理 等 の 精 製 処 理 を 行 な っ て い な
い WCEを 用 い た 。 こ の 図 ３ に 示 し た と お り 、 SP1酵 母 株 由 来 の サ ン プ ル に お い て は 、 WCEそ
の も の を サ ン プ ル と し た も の （ レ ー ン 3） お よ び WCEを こ の 出 願 の 発 明 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈
降 法 を 行 な っ た も の を サ ン プ ル と し た も の （ レ ー ン 4） 、 両 者 と も に 、 ARS1は 検 出 さ れ な
い こ と が 確 認 さ れ た 。 一 方 、 Orc1-3HA酵 母 株 由 来 の サ ン プ ル に お い て は 、 SP1酵 母 株 由 来
の サ ン プ ル と 同 様 に 、 WCEそ の も の （ レ ー ン 5） お よ び WCEを こ の 出 願 の 発 明 の ク ロ マ チ ン
免 疫 沈 降 法 を 行 な っ た も の を サ ン プ ル （ レ ー ン 6） と し て 用 い て 検 出 を 行 な っ た 。 そ の 結
果 、 図 ３ の レ ー ン 6に 示 し た と お り 、 ARS1を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 な お 、 WCEに つ い て フ ェ ノ ー ル 抽 出 等 の 抽 出 精 製 処 理 が 未 処 理 の WCEの サ ン プ ル の 場 合 は
、 こ の 図 ３ に 示 し た と お り 、 本 来 な ら 検 出 さ れ る ARS1が 検 出 さ れ な か っ た 。 こ の こ と は 、
PCR反 応 が 効 果 的 に 進 行 し な か っ た た め と 考 え ら れ る 。 す な わ ち 、 こ の 出 願 の 発 明 の ク ロ
マ チ ン 免 疫 沈 降 法 を 実 施 す る に あ た り 、 WCEに つ い て は フ ェ ノ ー ル 抽 出 等 の 抽 出 精 製 処 理
を 行 な う こ と が 望 ま し い こ と を 意 味 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 そ こ で 、 図 ４ に 示 し た と お り 、 WCEに つ い て 従 来 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 に お い て 、 一
般 的 に 行 な わ れ て い る ホ ル マ リ ン の 固 定 解 除 お よ び DNAの 精 製 の 操 作 を 実 施 し た 場 合 と 、
本 発 明 に 付 随 す る フ ェ ノ ー ル 抽 出 等 の 抽 出 精 製 処 理 を 実 施 し た 場 合 の そ れ ぞ れ の PCR反 応
に お け る 影 響 を 比 較 検 討 し た 。 ホ ル マ リ ン の 固 定 解 除 お よ び DNAの 精 製 の 操 作 は 、 Tris/ED
TA/SDS溶 液 に 65℃ に て 一 晩 サ ン プ ル を 浸 す こ と に よ っ て 実 施 さ れ る 操 作 で あ る （ 図 ４ 中 で
は 、 「 TES」 と 表 記 ） 。 ま た 、 フ ェ ノ ー ル 抽 出 等 の 抽 出 精 製 処 理 は 、 前 記 (3)に 示 し た と お
り 、 フ ェ ノ ー ル 抽 出 、 フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 、 そ し て ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 を 行 な い
、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 を 行 な っ て 、 5μ lの TE buffer（ 10mM Tris-HCl(pH 8.0)、 1mM EDTA） に
懸 濁 し た も の で あ る （ 図 ４ 中 で は 、 「 Phenol」 と 表 記 ） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 結 果 は 、 図 ４ に 示 し た と お り 、 フ ェ ノ ー ル 抽 出 に よ る 抽 出 精 製 処 理 を 行 な っ た 場 合 、 TE
Sに よ る 処 理 操 作 よ り も 時 間 が 大 幅 に 短 縮 す る こ と が で き 、 し か も PCR反 応 に 対 す る 影 響 も
抑 制 す る こ と が で き る こ と が 確 認 さ れ た 。 す な わ ち 、 フ ェ ノ ー ル 抽 出 に よ る 抽 出 精 製 処 理
を 行 な う こ と に よ り 、 こ の 出 願 の 発 明 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 は 、 よ り 有 効 性 の 高 い 効 果
を 実 現 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 以 降 の WCEに は こ の フ ェ ノ ー ル 抽 出 処 理 に よ っ て 調 製
し た WECを 用 い る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 図 ５ は 、 従 来 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 と 本 願 発 明 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 と の 比 較 検 討
の 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。 こ の 図 ５ の と お り 、 WCE（ レ ー ン 3） で は 、 ARS1お よ び CYC1と も
に 検 出 し た 。 従 来 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 （ レ ー ン 4） で は 、 CYC1を 検 出 せ ず に 、 ARS1を
特 異 的 に 検 出 し た 。 本 願 発 明 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 （ レ ー ン 5） で は 、 ARS1を 特 異 的 に
検 出 す る と と も に 、 従 来 よ り も 感 度 が 顕 著 に 良 好 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 図 ６ は 、 α -factorを 用 い て 、 Mcm4-3HA酵 母 株 に お け る 従 来 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 と
こ の 出 願 の 発 明 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 と の 検 出 感 度 を 比 較 検 討 し た 図 で あ る 。 ま た 、 図
７ は 、 細 胞 周 期 進 行 阻 害 剤 の １ 種 で あ る Nocodazoleを 用 い て 、 Mcm4-3HA酵 母 株 に お け る 従
来 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 と こ の 出 願 の 発 明 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 と の 検 出 感 度 の 比 較
検 討 し た 図 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 図 ６ に 示 し た と お り 、 従 来 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 と こ の 出 願 の 発 明 の ク ロ マ チ ン 免 疫
沈 降 法 と も に 、 ARS1を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が で き た 。 こ れ は 、 細 胞 周 期 の G1期 の 後 期 に
お い て α -factorが 作 用 し て お り 、 Mcm4-3HAが ク ロ マ チ ン （ 複 製 開 始 点 ） に 結 合 し て い る
こ と を 意 味 し て い る 。 ま た 、 こ の 図 ６ に 示 し た と お り 、 従 来 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 の 場
合 は 、 明 瞭 な 解 析 結 果 と す る た め に は 、 8μ lの 抗 体 を 要 し て い る 。 一 方 、 こ の 出 願 の 発 明
の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 の 場 合 は 、 0.5μ lの 抗 体 で も 充 分 な 検 出 感 度 （ 従 来 と 比 べ 、 お よ
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そ 16倍 の 検 出 感 度 ） で あ り 、 1μ lの 抗 体 で あ れ ば 、 よ り 検 出 感 度 は 良 好 で あ る こ と が 確 認
さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 こ の こ と は 、 一 般 に 、 抗 体 類 は 比 較 的 高 価 な 試 薬 で あ る が 、 本 願 発 明 の ク ロ マ チ ン 免 疫
沈 降 法 に よ っ て 、 抗 体 の 使 用 量 が 少 な く て も 、 目 的 と す る DNA断 片 や タ ン パ ク 質 等 を 充 分
に 検 出 す る こ と が で き る た め 、 経 済 的 に も 優 れ て い る と 考 慮 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 一 方 、 図 ７ に 示 し た 、 Nocodazoleを 用 い て の 従 来 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 と こ の 出 願 の
発 明 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 と の 検 出 感 度 の 比 較 検 討 に お い て は 、 両 者 の 方 法 と も に ARS1
は 検 出 さ れ な か っ た 。 こ の こ と は 、 Mcm4-3HAは 、 上 記 の と お り 、 細 胞 周 期 依 存 的 に ク ロ マ
チ ン 結 合 性 を 変 化 す る タ ン パ ク 質 の １ 種 で あ る た め 、 Nocodazoleの 作 用 時 （ G2期 ／ M期 ）
に は 、 ク ロ マ チ ン （ 複 製 開 始 点 ） に は 結 合 し て い な い こ と を 意 味 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 以 上 の 結 果 か ら 、 こ の 出 願 の 発 明 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 は 、 Orc1-3HAで 例 示 し た よ う
な 細 胞 周 期 を 通 じ て ク ロ マ チ ン と の 結 合 を 維 持 す る タ ン パ ク 質 は も ち ろ ん 、 Mcm4-3HAの よ
う に 細 胞 周 期 依 存 的 に ク ロ マ チ ン 結 合 性 を 変 化 す る タ ン パ ク 質 で あ っ て も 、 感 度 を 良 好 に
検 出 す る こ と が で き る 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 こ の 出 願 の 発 明 は 、 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 の 工 程 で あ る DNAの 回 収 精 製 工 程 に お け る 煩
雑 性 を 改 善 し 、 実 験 に 要 す る 時 間 を 大 幅 に 短 縮 し 、 試 薬 の 消 費 量 を 抑 え る こ と が で き 、 し
か も 、 検 出 感 度 が 良 好 な 、 新 し い ク ロ マ チ ン 沈 降 用 レ ジ ン お よ び こ れ を 利 用 し た ク ロ マ チ
ン 免 疫 沈 降 法 が 提 供 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ８ 】
【 図 １ 】 こ の 出 願 の 発 明 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 の 工 程 を 概 略 的 に 例 示 し た 模 式 図 で あ る
。
【 図 ２ 】 従 来 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 に よ る 、 SP1酵 母 株 と Orc1-3HA酵 母 株 と に お け る ARS
1お よ び CYC1そ れ ぞ れ に 対 す る 検 出 確 認 の 結 果 を 示 し た 図 に か わ る 写 真 で あ る 。
【 図 ３ 】 こ の 出 願 の 発 明 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 に よ る 、 SP1酵 母 株 と Orc1-3HA酵 母 株 と
に お け る ARS1お よ び CYC1そ れ ぞ れ に 対 す る 検 出 確 認 の 結 果 を 示 し た 図 に か わ る 写 真 で あ る
。
【 図 ４ 】 全 細 胞 抽 出 液 （ WCE） を TES、 ま た は 、 Phenolに よ る 精 製 処 理 を 行 な い 、 従 来 の ク
ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 を 行 な っ て 、 精 製 処 理 の 異 な る WCEの PCR反 応 に 対 す る 影 響 を 比 較 検 討
の 結 果 を 示 し た 図 に か わ る 写 真 で あ る 。
【 図 ５ 】 Orc1-3HA酵 母 株 に お け る 、 従 来 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 と 本 願 発 明 の ク ロ マ チ ン
免 疫 沈 降 法 と の 検 出 結 果 を 示 し た 図 に か わ る 写 真 で あ る 。
【 図 ６ 】 α -factorを 用 い て 、 Mcm4-3HA酵 母 株 に お け る 従 来 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 と 本
願 発 明 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 と の 検 出 感 度 の 比 較 検 討 の 結 果 を 示 し た 図 に か わ る 写 真 で
あ る 。
【 図 ７ 】 Nocodazoleを 用 い て 、 Mcm4-3HA酵 母 株 に お け る 従 来 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 と 本
願 発 明 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 と の 検 出 感 度 の 比 較 検 討 の 結 果 を 示 し た 図 に か わ る 写 真 で
あ る 。
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【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ２ 】
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【 図 ７ 】
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