
(57)【要約】

　本発明は、細胞中の目的のタンパク質が結合する生物

活性ＤＮＡ結合部位の同定に関する。本発明はまた、タ

ンパク質が結合する生物活性ＤＮＡ結合部位を変化させ

る薬剤及び条件の同定に関する。本発明の一態様はまた

、転写調節因子によって調節される経路の同定方法及び

経路の活性の調整方法を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を 同 定 す る 方 法 で あ
っ て 、
　 （ ｉ ） 該 細 胞 中 の 該 目 的 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 領 域 セ ッ ト を 同 定 す る ス
テ ッ プ と 、
　 （ ｉ ｉ ） 同 定 し た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 該 領 域 中 の 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 を 同 定 す る ス テ ッ プ と
、 こ こ で 、 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 は 、 前 記 目 的 の タ ン パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ に 対 応 す
る 配 列 を 含 み 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 が 、 前 記 細 胞 が 得 ら れ る 種 と 異 な る １ つ 又 は 複 数 の
種 中 の 同 等 な ゲ ノ ム 領 域 中 に 保 存 さ れ て い る か ど う か を 決 定 す る ス テ ッ プ と 、 こ こ で 、 少
な く と も １ つ の 前 記 異 な る 種 の 中 に 保 存 さ れ た 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 が 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合
部 位 で あ る 、
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ス テ ッ プ （ ｉ ） は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 領 域 の 前 記 セ ッ ト か ら 前 記 タ ン パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ
チ ー フ を 同 定 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ は 、 適 切 な コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 統 計 的 に 有 意 な 量 の ゲ ノ ム
Ｄ Ｎ Ａ 領 域 の 前 記 セ ッ ト に よ っ て 富 化 さ れ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 適 切 な コ ン ト ロ ー ル は 、 前 記 細 胞 中 の 前 記 目 的 の タ ン パ ク 質 に よ っ て 結 合 さ れ な い
ゲ ノ ム 領 域 の セ ッ ト を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 適 切 な コ ン ト ロ ー ル は 、 無 作 為 に 選 択 し た ゲ ノ ム 領 域 の セ ッ ト を 含 む 、 請 求 項 ３ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 適 切 な コ ン ト ロ ー ル は 、 無 作 為 に 生 成 し た 配 列 の セ ッ ト を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 適 切 な コ ン ト ロ ー ル は 、 前 記 細 胞 中 の 前 記 目 的 の タ ン パ ク 質 の 変 異 形 態 に よ っ て 結
合 さ れ る ゲ ノ ム 領 域 の セ ッ ト を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 領 域 は 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 領 域 は 、 約 ５ ０ ｂ ｐ ～ 約 １ ０ ｋ ｂ の 長 さ で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ス テ ッ プ （ ｉ ） は 、 前 記 目 的 の タ ン パ ク 質 の ゲ ノ ム 規 模 の 位 置 分 析 （ Ｇ Ｗ Ｌ Ａ ） を 行 う
こ と を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 Ｇ Ｗ Ｌ Ａ は 、 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 （ Ｃ ｈ Ｉ Ｐ ） 及 び そ の 後 の Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ で の
分 析 （ Ｃ ｈ Ｉ Ｐ － ｃ ｈ ｉ ｐ ） を 含 む 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 少 な く と も １ つ の 異 な る 種 中 の 同 等 な ゲ ノ ム 領 域 が 、 前 記 目 的 の タ ン パ ク 質 の 前 記
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ に 適 合 す る 核 酸 配 列 を 含 む 場 合 、 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 は 保 存 さ れ て い
る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 少 な く と も １ つ の ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ を 同 定 す る 、 請 求
項 ２ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 Ａ ｌ ｉ ｇ ｎ Ａ Ｃ Ｅ 、 Ｍ Ｅ Ｍ Ｅ 、 Ｍ Ｄ ｓ ｃ ａ ｎ 、 Ｋ ｅ ｌ ｌ ｉ ｓ 　 Ｍ
ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ 、 Ｍ ｏ ｇ ｕ ｌ 、 Ｖ ｅ ｒ ｂ ｕ ｍ ｃ ｕ ｌ ｕ ｓ 、 Ｙ Ｍ Ｆ 、 Ｂ ｉ ｏ Ｐ ｒ ｏ ｓ ｐ ｅ ｃ ｔ ｏ
ｒ 、 Ｍ ｏ ｔ ｉ ｆ 　 Ｓ ａ ｍ ｐ ｌ ｅ ｒ 、 及 び Ｓ Ｕ Ｐ Ｅ Ｒ Ｐ Ｏ Ｓ Ｉ Ｔ Ｉ Ｏ Ｎ か ら 成 る 群 か ら 選 択
さ れ る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ を 、 ア ル ゴ リ ズ ム の 組 み 合 わ せ を 使 用 し て 同 定 す る 、 請 求 項 ２
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 は 、 ２ ０ ｂ ｐ 長 未 満 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ は 、 少 な く と も １ つ の 位 置 で 縮 重 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 １ つ 又 は 複 数 の 異 な る 種 が 、 前 記 細 胞 と 同 一 の 属 に 分 類 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 ス テ ッ プ （ ｉ ｉ ｉ ） は 、 前 記 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 が ２ つ 又 は そ れ 以 上 の 異 な る 種 中
の 同 等 な ゲ ノ ム 領 域 に 保 存 さ れ る か ど う か を 決 定 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 目 的 の タ ン パ ク 質 は 、 転 写 調 節 因 子 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 目 的 の タ ン パ ク 質 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 目 的 の タ ン パ ク 質 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 含 ま な い 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン は 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 、 ウ イ ン グ ド へ リ ッ ク ス 、 ロ イ シ ン ジ ッ
パ ー 、 ホ メ オ ド メ イ ン 、 及 び ヘ リ ッ ク ス － ル ー プ － ヘ リ ッ ク ス （ Ｈ Ｌ Ｈ ） か ら 成 る 群 か ら
選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ １ 又 は 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 の セ ッ ト は 、 １ つ 又 は 複 数 の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 を 含
む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト は 、 １ ０ 個 又 は そ れ 以 上 の 生 物 活 性 結 合 部 位 を 含 む
、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 共 に 少 な く と も １ つ の オ ル ソ ロ ガ ス 遺 伝 子 配 列 を 含 む 場 合 、 ２ つ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 領 域 は
等 価 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 そ れ ぞ れ が 各 ゲ ノ ム 中 に 第 １ 及 び 第 ２ の 読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） に 隣 接 す る 遺 伝 子 間 領 域
を 含 む ２ つ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 領 域 は 、 （ ｉ ） 該 ２ つ の 領 域 中 の 前 記 第 １ の Ｏ Ｒ Ｆ が オ ル ソ ロ
ガ ス Ｏ Ｒ Ｆ で あ る 場 合 、 及 び （ ｉ ｉ ） 該 ２ つ の 領 域 中 の 前 記 第 ２ の Ｏ Ｒ Ｆ が オ ル ソ ロ ガ ス
Ｏ Ｒ Ｆ で あ る 場 合 に 等 価 で あ る と 考 え ら れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 細 胞 は 真 核 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 細 胞 は 幹 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 細 胞 は 哺 乳 類 の 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 細 胞 は ヒ ト 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 細 胞 は 初 代 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 細 胞 は 、 組 織 生 検 に 由 来 す る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 組 織 生 検 を 、 障 害 を 罹 患 し た 被 験 体 か ら 単 離 す る 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 細 胞 は 、 単 細 胞 生 物 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を 変 化 さ せ る 薬 剤 の
同 定 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 実 験 細 胞 を 候 補 薬 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｉ ｉ ） 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 に し た が っ て 、 ス テ ッ プ （ ｉ ） の 前 記 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 目
的 の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を 同 定 し 、 そ れ に よ り 、 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ
結 合 部 位 の 実 験 セ ッ ト を 生 成 す る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ）
　 　 （ １ ） 前 記 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 の 実 験 セ ッ ト と 、
　 　 （ ２ ） 前 記 目 的 の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 の コ ン ト ロ ー ル セ ッ ト と
を 比 較 す る ス テ ッ プ と
を 含 み 、 前 記 実 験 セ ッ ト 及 び 該 コ ン ト ロ ー ル セ ッ ト が 異 な る 場 合 に 候 補 薬 剤 が 同 定 さ れ る
、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 コ ン ト ロ ー ル セ ッ ト は 、 前 記 候 補 薬 剤 と 接 触 し て い な い コ ン ト ロ ー ル 細 胞 に 由 来 す
る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 細 胞 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 に よ っ て 転 写 的 に 調 節 さ れ る 経 路 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 に し た が っ て 前 記 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 生 物
活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｉ ｉ ） ス テ ッ プ （ ｉ ） で 同 定 さ れ た 該 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト へ の 前 記 目 的 の
タ ン パ ク 質 の 結 合 に よ っ て 調 節 さ れ る 可 能 性 が 高 い 少 な く と も ２ つ の 候 補 遺 伝 子 を 同 定 す
る ス テ ッ プ と
を 含 み 、 少 な く と も ２ つ の 候 補 遺 伝 子 が 同 一 経 路 の メ ン バ ー で あ る 場 合 に 、 前 記 目 的 の タ
ン パ ク 質 に よ っ て 転 写 的 に 調 節 さ れ る 経 路 が 同 定 さ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 目 的 の タ ン パ ク 質 に つ い て の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を 変 化 さ せ る 薬 剤 又 は
条 件 へ の 細 胞 の 曝 露 に よ っ て 、 前 記 目 的 の タ ン パ ク 質 に よ っ て 転 写 的 に 調 節 さ れ る 経 路 を
調 整 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 経 路 は 生 化 学 的 経 路 で あ る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 経 路 は 遺 伝 子 発 現 経 路 で あ る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 経 路 は 調 節 的 経 路 で あ る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 候 補 遺 伝 子 に つ い て の プ ロ モ ー タ ー が 少 な く と も １ つ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 を 含 む
場 合 に 、 前 記 候 補 遺 伝 子 は 目 的 の タ ン パ ク 質 に よ っ て 調 節 さ れ る 可 能 性 が 高 い 、 請 求 項 ３
８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
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　 候 補 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 約 ３ ｋ ｂ の ５ ’ ～ 約 １ ｋ ｂ の ３ ’ の 転 写 開 始 部 位 を
含 む 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 目 的 の タ ン パ ク 質 が 細 胞 ゲ ノ ム に 異 な っ て 結 合 す る ２ つ の 条 件 セ ッ ト を 同 定 す る 方 法 で
あ っ て 、
　 （ ｉ ） 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 に し た が っ て 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 前 記 目 的 の タ ン パ ク 質 に つ い
て の 第 １ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、 こ こ で 、 該 細 胞 は 第 １
の 条 件 セ ッ ト に 曝 露 さ れ 、
　 （ ｉ ｉ ） 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 に し た が っ て 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 前 記 目 的 の タ ン パ ク 質 に つ
い て の 第 ２ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、 こ こ で 、 該 細 胞 は 第
２ の 条 件 セ ッ ト に 曝 露 さ れ 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 第 １ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト と 該 第 ２ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部
位 セ ッ ト と を 比 較 し 、 該 ２ つ の セ ッ ト が 異 な る か ど う か を 決 定 す る ス テ ッ プ と
を 含 む 、 目 的 の タ ン パ ク 質 が 細 胞 ゲ ノ ム に 異 な っ て 結 合 す る ２ つ の 条 件 セ ッ ト を 同 定 す る
方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 細 胞 ゲ ノ ム に 対 す る 、 目 的 の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 活 性 と 相
関 す る 該 目 的 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 の 性 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 方 法 に し た が っ て 、 目 的 の タ ン パ ク 質 が 前 記 細 胞 ゲ ノ ム に 異
な っ て 結 合 す る ２ つ の 条 件 セ ッ ト を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｉ ｉ ） （ ａ ） 前 記 第 １ の 条 件 セ ッ ト に 曝 露 さ れ た 細 胞 中 、 及 び （ ｂ ） 前 記 第 ２ の 条 件
セ ッ ト に 曝 露 さ れ た 細 胞 中 の 前 記 目 的 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 の 性 質 を 決 定 す る ス テ ッ プ と
、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 該 遺 伝 子 産 物 の 少 な く と も １ つ の 性 質 が ス テ ッ プ （ ｉ ｉ ） の 前 記 ２ つ の 細 胞
で 異 な る か ど う か を 決 定 す る ス テ ッ プ と
を 含 み 、 そ れ に よ り 、 細 胞 ゲ ノ ム へ の 目 的 の 遺 伝 子 の 前 記 結 合 活 性 に 相 関 す る 性 質 を 同 定
す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 細 胞 ゲ ノ ム へ の 目 的 の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 活 性 と 相 関 す る
前 記 目 的 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 の 性 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 に し た が っ て 、 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 生 物
活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を 変 化 さ せ る 薬 剤 を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｉ ｉ ） （ ａ ） 該 薬 剤 と 接 触 さ れ る 細 胞 中 、 及 び （ ｂ ） 該 薬 剤 と 接 触 さ れ な い 細 胞 中 の
前 記 目 的 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 の 性 質 を 決 定 す る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 該 遺 伝 子 産 物 の 少 な く と も １ つ の 性 質 が ス テ ッ プ （ ｉ ｉ ） の 前 記 ２ つ の 細 胞
で 異 な る か ど う か を 決 定 す る ス テ ッ プ と
を 含 み 、 そ れ に よ り 、 細 胞 ゲ ノ ム へ の 目 的 の 遺 伝 子 の 結 合 活 性 に 相 関 す る 性 質 を 同 定 す る
、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 前 記 性 質 は 、 タ ン パ ク 質 修 飾 、 発 現 レ ベ ル 、 酵 素 活 性 、 及 び 細 胞 内 局 在 化 か ら 成 る 群 か
ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ６ 又 は 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 発 現 産 物 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 ４ ６ 又 は 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 前 記 発 現 産 物 は ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 ４ ６ 又 は 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 前 記 性 質 は 、 前 記 遺 伝 子 産 物 の 発 現 レ ベ ル を 含 む 、 請 求 項 ４ ６ 又 は 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 前 記 性 質 は 、 前 記 遺 伝 子 産 物 の 前 記 細 胞 内 局 在 を 含 む 、 請 求 項 ４ ６ 又 は 請 求 項 ４ ７ に 記
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載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 性 質 は 、 遺 伝 子 産 物 の リ ン 酸 化 状 態 を 含 む 、 請 求 項 ４ ６ 又 は 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 前 記 性 質 は 、 前 記 遺 伝 子 産 物 の 分 子 量 を 含 む 、 請 求 項 ４ ６ 又 は 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 前 記 性 質 は 、 前 記 遺 伝 子 産 物 の 等 電 点 を 含 む 、 請 求 項 ４ ６ 又 は 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 前 記 性 質 は 、 前 記 遺 伝 子 産 物 の 核 酸 配 列 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ４ ６ 又 は 請 求
項 ４ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 前 記 性 質 は 、 前 記 目 的 の タ ン パ ク 質 の 別 の ポ リ ペ プ チ ド と の 物 理 的 会 合 を 含 む 、 請 求 項
４ ６ 又 は 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 前 記 性 質 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 産 物 の 酵 素 活 性 を 含 む 、 請 求 項 ４ ６ 又 は 請 求 項 ４ ７ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 前 記 性 質 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 産 物 の オ リ ゴ マ ー 状 態 を 含 む 、 請 求 項 ４ ６ 又 は 請 求 項
４ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 目 的 の タ ン パ ク 質 が 細 胞 ゲ ノ ム に 異 な っ て 結 合 す る ２ つ の 細 胞 の 遺 伝 子 型 を 同 定 す る 方
法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 第 １ の 遺 伝 子 型 の 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 前 記 目 的 の タ ン パ ク 質 の 第 １ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ
結 合 部 位 セ ッ ト を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｉ ｉ ） 第 ２ の 遺 伝 子 型 の 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 前 記 目 的 の タ ン パ ク 質 の 第 ２ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ
Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 第 １ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト と 前 記 第 ２ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合
部 位 セ ッ ト と を 比 較 し 、 該 ２ つ の セ ッ ト が 異 な る か ど う か を 決 定 す る ス テ ッ プ と
を 含 む 、 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 　 ［ 関 連 出 願 の 相 互 参 照 ］
　 本 出 願 は 、 ２ ０ ０ ４ 年 ８ 月 ２ ５ 日 に 出 願 さ れ 、 発 明 の 名 称 が 「 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位
及 び 関 連 す る 方 法 」 で あ る 米 国 特 許 出 願 番 号 ６ ０ ／ ６ ０ ４ ， ４ ７ ０ 号 及 び ２ ０ ０ ４ 年 ３ 月
４ 日 に 出 願 さ れ 、 発 明 の 名 称 が 「 真 核 生 物 ゲ ノ ム の 転 写 調 節 コ ー ド 及 び そ の 方 法 」 で あ る
米 国 特 許 出 願 番 号 ６ ０ ／ ５ ５ ０ ， ０ ７ ４ 号 の 出 願 日 の 利 益 を 主 張 す る 。 引 用 さ れ た 出 願 の
全 て の 教 示 は 、 参 照 す る こ と に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る も の と す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 　 ［ 連 邦 政 府 に よ る 資 金 提 供 を 受 け た 研 究 開 発 の 記 載 ］
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 発 明 は 、 そ の 全 体 又 は 一 部 が 、 国 立 衛 生 研 究 所 助 成 金 番 号 Ｈ Ｇ ０ ０
２ ６ ６ ８ に よ っ て 支 援 さ れ た 。 米 国 政 府 は 、 本 発 明 に 一 定 の 権 利 を 有 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 　 ［ 発 明 の 背 景 ］
　 ゲ ノ ム 配 列 は 、 遺 伝 子 発 現 プ ロ グ ラ ム を 調 節 し 、 タ ン パ ク 質 及 び 他 の 遺 伝 子 産 物 を 特 定
す る た め に 必 要 な 情 報 を 含 む 。 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 転 写 調 節 因 子 は 、 特 定 の 配 列 へ の 結 合 に よ っ て
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ゲ ノ ム の 調 節 コ ー ド を 解 釈 し 、 遺 伝 子 発 現 を 誘 導 又 は 抑 制 す る （ Jacob et al.J Mol Biol
 3, 318-56 (1961), Kellis et al. Nature 423,241-54 (2003),Cliften et al. Science
 301,71-6 (2003)） 。 ゲ ノ ム 配 列 の 実 質 的 部 分 は 、 調 節 さ れ る と 考 え ら れ て い る が （ Prit
sker et al Genome Res 14, 99-108 (2004); Wang, et al. Bioinformatics 19,2369-80 
(2003); Blanchette et al. Nucleic Acids Res 31,3840-2 (2003); Iyer et al. Nature
 409,533- 8. (2001); Ren et al. Science 290,2306-9. (2000)） 、 実 質 的 に 調 節 コ ー ド
に 寄 与 す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 明 確 に 定 義 さ れ て い な い 。 対 照 的 に 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を タ ン パ
ク 質 分 子 に 翻 訳 す る た め に 使 用 さ れ る ト リ プ レ ッ ト コ ー ド は 既 知 で あ る （ Lee et al. Sci
ence 298,799-804. (2002), Lieb et al. Nat Genet 28,327-34 (2001), Roth et al. Na
t Biotechnol 16, 939-45. (1998)） 。 ゲ ノ ム の 転 写 調 節 コ ー ド の 知 識 に よ り 、 全 体 的 （ g
lobal） 遺 伝 子 調 節 を 支 配 す る 原 理 に 対 す る 新 規 の 洞 察 を 得 る こ と が で き る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 最 近 、 酵 母 ゲ ノ ム 中 の 機 能 的 配 列 エ レ メ ン ト の 同 定 に 比 較 ゲ ノ ミ ク ス が 使 用 さ れ て い る
（ Pritsker et al.Genome Res 14,99-108 (2004), Wang, et al. Bioinformatics 19,236
9-80 (2003), Liu et al.Nat Biotechnol 20,835-9 (2002), Bailey et al.Proc Int Con
f Intell Syst Mol Biol 3,21-9 (1995)） 。 複 数 の 酵 母 種 の ゲ ノ ム 配 列 の 比 較 分 析 に よ り
、 系 統 発 生 的 に 保 存 さ れ た 配 列 が 明 ら か と な り 、 こ れ ら の 配 列 を 使 用 し て 、 遺 伝 子 及 び 推
定 調 節 エ レ メ ン ト の 同 定 が 容 易 に な っ た 。 し か し 、 保 存 配 列 情 報 の み で は 、 転 写 調 節 因 子
に よ っ て 結 合 し た 配 列 の サ ブ セ ッ ト 、 結 合 調 節 因 子 の 同 一 性 、 又 は 調 節 因 子 が そ の 結 合 部
位 を 占 め る 条 件 は 明 ら か と な ら な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 し た が っ て 、 ｉ ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ で 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 結 合 し た 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位
の 同 定 の た め の 新 規 の 方 法 及 び ア ル ゴ リ ズ ム を 開 発 す る 必 要 が あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 　 ［ 発 明 の 概 要 ］
　 本 発 明 は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 に 関 連 す る 新 規 の 方 法 を 提 供 す
る 。 本 発 明 の 一 態 様 は 、 生 細 胞 な ど の 細 胞 の ゲ ノ ム 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ
Ａ 結 合 部 位 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 は 、 転
写 調 節 因 子 、 Ｄ Ｎ Ａ 組 換 え を 媒 介 す る タ ン パ ク 質 、 Ｄ Ｎ Ａ 修 復 を 媒 介 す る タ ン パ ク 質 、 Ｄ
Ｎ Ａ 修 飾 を 媒 介 す る タ ン パ ク 質 、 又 は Ｄ Ｎ Ａ 複 製 を 媒 介 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。 本 発 明 の
一 態 様 は ま た 、 目 的 の タ ン パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 細 胞 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を
変 化 さ せ る ア ン チ セ ン ス 薬 、 抗 体 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 小 分 子 な ど の 薬 剤 を 同 定 す る 方 法
を 提 供 す る 。 こ の よ う な 薬 剤 を 、 特 に 、 転 写 調 節 因 子 な ど の タ ン パ ク 質 の 細 胞 ゲ ノ ム へ の
結 合 又 は 結 合 の 欠 如 に よ り 疾 患 を 発 症 す る 場 合 、 治 療 的 に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明
は 、 さ ら に 、 目 的 の タ ン パ ク 質 が 細 胞 ゲ ノ ム に 異 な っ て 結 合 す る 条 件 又 は 細 胞 遺 伝 子 型 を
同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 目 的 の タ ン パ ク 質 に よ っ て 調 節 さ れ る 細 胞 経 路 （ 生 化 学 的 経 路 、 調
節 経 路 、 遺 伝 子 発 現 経 路 、 及 び シ グ ナ ル 伝 達 経 路 が 含 ま れ る ） を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る
。 本 発 明 は 、 さ ら に 、 細 胞 ゲ ノ ム へ の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 差 分 結 合 に 相 関 す る 転 写 調 節 因
子 な ど の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 性 質 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 　 ［ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ］
Ｉ ． 概 要
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　 本 発 明 は 、 部 分 的 に 、 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 に 関 連 す る 新 規 の 方 法 を 提 供 す る 。 本 発
明 の 一 態 様 は 、 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を 同 定
す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 （ ｉ ） 細 胞 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ
Ａ 領 域 セ ッ ト を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、 （ ｉ ｉ ） 同 定 し た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 領 域 中 の 候 補 Ｄ Ｎ Ａ
結 合 部 位 を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、 こ こ で 、 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 の Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ に 対 応 す る 配 列 を 含 み 、 （ ｉ ｉ ｉ ） 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 が 、 そ の 細 胞 の
異 な る １ つ 又 は 複 数 の 種 中 の 同 等 な ゲ ノ ム 領 域 中 に 保 存 さ れ て い る か ど う か を 決 定 す る ス
テ ッ プ と を 含 み 、 こ こ で 、 少 な く と も １ つ の 種 中 に 保 存 さ れ る 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 が 生 物
活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 と 考 え ら れ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 ス テ ッ プ （ ｉ ） は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 領
域 セ ッ ト か ら 目 的 の タ ン パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ を 同 定 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 。
特 定 の 実 施 形 態 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ は 、 適 切 な コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 統 計 的 に 有
意 な 量 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 領 域 セ ッ ト に よ っ て 富 化 さ れ る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 用 語 「
統 計 的 に 有 意 な 」 は 、 得 ら れ た 結 果 が 特 定 の 可 能 性 レ ベ ル で 変 動 す る 可 能 性 が な い こ と を
意 味 す る 。 ２ つ の 最 も 一 般 的 に 特 定 さ れ る 有 意 レ ベ ル は 、 ０ ． ０ ５ （ ｐ ＝ ０ ． ０ ５ ） 及 び
０ ． ０ １ （ ｐ ＝ ０ ． ０ １ ） で あ る 。 ０ ． ０ ５ 及 び ０ ． ０ １ に 等 し い 有 意 レ ベ ル は 、 エ ラ ー
確 率 が そ れ ぞ れ １ ０ ０ の う ち の ５ 及 び １ ０ ０ の う ち の １ で あ る こ と を 意 味 す る 。 し か し 、
よ り 高 い 有 意 レ ベ ル （ ０ ． ０ ０ ５ 、 ０ ． ０ ０ １ 、 ０ ． ０ ０ ０ １ 、 ０ ． ０ ０ ０ ０ １ 、 又 は こ
れ ら の 値 の 中 間 な ど ） を 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 適 切 な コ ン ト ロ ー ル は 、 細 胞 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 に よ っ て 結 合 し な
い ゲ ノ ム 領 域 セ ッ ト を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 適 切 な コ ン ト ロ ー ル は 、 無 作 為 に 選 択 さ
れ た ゲ ノ ム 領 域 セ ッ ト を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 適 切 な コ ン ト ロ ー ル は 、 無 作 為 に 生 成
さ れ た 配 列 の セ ッ ト を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 適 切 な コ ン ト ロ ー ル は 、 細 胞 中 の 目 的 の
タ ン パ ク 質 変 異 形 態 に よ っ て 結 合 さ れ る ゲ ノ ム 領 域 セ ッ ト を 含 む 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 少 な く と も １ つ の 異 な る 種 中 の 同 等 な ゲ ノ ム 領 域 が 目 的 の タ ン パ ク 質
の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ に 適 合 す る 核 酸 配 列 を 含 む 場 合 、 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 は 保 存 さ れ て
い る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ を 少 な く と も １ つ の ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し
て 同 定 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ を 、 ア ル ゴ リ ズ ム の 組 み 合 わ せ を 使
用 し て 同 定 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 Ａ ｌ ｉ ｇ ｎ Ａ Ｃ Ｅ 、 Ｍ Ｅ Ｍ Ｅ 、 Ｍ Ｄ
ｓ ｃ ａ ｎ 、 Ｋ ｅ ｌ ｌ ｉ ｓ 　 Ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ 、 Ｍ ｏ ｇ ｕ ｌ 、 Ｖ ｅ ｒ ｂ ｕ ｍ ｃ ｕ ｌ ｕ ｓ 、 Ｙ Ｍ Ｆ
、 Ｂ ｉ ｏ Ｐ ｒ ｏ ｓ ｐ ｅ ｃ ｔ ｏ ｒ 、 Ｍ ｏ ｔ ｉ ｆ 　 Ｓ ａ ｍ ｐ ｌ ｅ ｒ 、 及 び Ｓ Ｕ Ｐ Ｅ Ｒ Ｐ Ｏ Ｓ Ｉ
Ｔ Ｉ Ｏ Ｎ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト の 同 定 方 法 の 一 実 施 形 態 で は 、 ゲ ノ
ム Ｄ Ｎ Ａ 領 域 は 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 領 域 は 、 約
５ ０ ｂ ｐ ～ 約 １ ０ ｋ ｂ の 長 さ で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 ス テ ッ プ （ ｉ ） は 、 目 的 の タ ン
パ ク 質 の ゲ ノ ム 規 模 の 位 置 分 析 （ Ｇ Ｗ Ｌ Ａ ） を 行 う こ と を 含 む 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 Ｇ
Ｗ Ｌ Ａ は Ｃ ｈ Ｉ Ｐ － ｃ ｈ ｉ ｐ を 含 む が 、 目 的 の タ ン パ ク 質 の 結 合 部 位 の 任 意 の 同 定 方 法 を
使 用 す る こ と が で き る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 は 、 ２ ０ ｂ ｐ 長 未 満 (les
s that)で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ は 、 少 な く と も １ つ の 位 置 で 生 成 さ れ る 。 別 の 実
施 形 態 で は 、 １ つ 又 は 複 数 の 異 な る 種 が 、 細 胞 と 同 一 の 属 に 分 類 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 で
は 、 ス テ ッ プ （ ｉ ｉ ｉ ） は 、 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 が ２ つ 又 は そ れ 以 上 の 異 な る 種 中 の 同 等
な ゲ ノ ム 領 域 に 保 存 さ れ る か ど う か を 決 定 す る こ と を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の タ
ン パ ク 質 は 、 転 写 調 節 因 子 で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 結
合 ド メ イ ン を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 含 ま
な い 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン は 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 、 ウ イ ン グ ド （ wi
nged） ヘ リ ッ ク ス 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 、 ホ メ オ ド メ イ ン 、 及 び ヘ リ ッ ク ス － ル ー プ － ヘ リ
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ッ ク ス （ Ｈ Ｌ Ｈ ） か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 は 、
Ｄ Ｎ Ａ 組 換 え を 媒 介 す る タ ン パ ク 質 、 Ｄ Ｎ Ａ 修 復 を 媒 介 す る タ ン パ ク 質 、 Ｄ Ｎ Ａ 修 飾 を 媒
介 す る タ ン パ ク 質 、 又 は Ｄ Ｎ Ａ 複 製 を 媒 介 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト は 、 １ つ 又 は 複 数 の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結
合 部 位 を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト は 、 １ ０ 又 は そ れ 以 上
の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 共 に 少 な く と も １ つ の オ ル ソ ロ ガ
ス 遺 伝 子 配 列 を 含 む 場 合 、 ２ つ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 領 域 は 等 価 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 そ
れ ぞ れ が 各 ゲ ノ ム 中 に 第 １ 及 び 第 ２ の 読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） に 隣 接 す る 遺 伝 子 間 領 域 を 含
む ２ つ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 領 域 は 、 （ ｉ ） ２ つ の 領 域 中 の 第 １ の Ｏ Ｒ Ｆ が オ ル ソ ロ ガ ス Ｏ Ｒ Ｆ
で あ る 場 合 、 及 び （ ｉ ｉ ） ２ つ の 領 域 中 の 第 ２ の Ｏ Ｒ Ｆ が オ ル ソ ロ ガ ス Ｏ Ｒ Ｆ で あ る 場 合
に 等 価 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 な ど の よ う な 真 核 細 胞 で あ り 、 よ り 好 ま し く は
ヒ ト 細 胞 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 は 、 組 織 生 検 な ど に 由 来 す る 初 代 細 胞 で あ る 。
特 定 の 実 施 形 態 で は 、 組 織 生 検 を 、 障 害 を 罹 患 し た 被 験 体 か ら 単 離 す る 。 さ ら に 別 の 実 施
形 態 で は 、 細 胞 は 、 酵 母 細 胞 な ど の 単 細 胞 生 物 で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 細 胞 は 幹 細 胞 で
あ る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 用 語 「 幹 細 胞 」 は 、 細 胞 系 列 を 生 じ 、 且 つ 分 裂 の 際 に 異
な る 娘 細 胞 （ 供 給 源 又 は 部 分 的 に 分 化 し た 幹 細 胞 に 置 換 さ れ る 細 胞 ） を 産 生 す る 細 胞 と し
て 特 徴 づ け る こ と が で き る 細 胞 を い う 。 幹 細 胞 に は 、 胚 幹 細 胞 、 臍 帯 血 幹 細 胞 、 及 び 成 体
／ 末 梢 血 幹 細 胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ
ト を 変 化 さ せ る 薬 剤 の 同 定 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 （ ｉ ） 実 験 細 胞 を 候 補 薬 剤 と 接 触
さ せ る ス テ ッ プ と 、 （ ｉ ｉ ） 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の い ず れ か を 使 用 す る ス テ ッ プ の 実
験 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 に つ い て の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を 同 定 し 、
そ れ に よ り 、 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 の 実 験 セ ッ ト を 生 成 す る ス テ ッ プ と 、 （ ｉ ｉ ｉ ） （
１ ） 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 の 実 験 セ ッ ト と 、 （ ２ ） 目 的 の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ
結 合 部 位 の コ ン ト ロ ー ル セ ッ ト と を 比 較 す る ス テ ッ プ と を 含 み 、 こ の 実 験 セ ッ ト 及 び コ ン
ト ロ ー ル セ ッ ト が 異 な る 場 合 に 上 記 候 補 薬 剤 が 同 定 さ れ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 コ ン ト ロ ー
ル セ ッ ト は 、 候 補 薬 剤 と 接 触 し て い な い コ ン ト ロ ー ル 細 胞 に 由 来 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 は 、 細 胞 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 に よ っ て 転 写 的 に 調 節 さ れ る 経
路 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 （ ｉ ） 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の い ず れ か に し
た が っ て 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を 同 定 す る ス
テ ッ プ と 、 （ ｉ ｉ ） （ ｉ ） で 同 定 さ れ た 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト へ の 目 的 の タ ン パ
ク 質 の 結 合 に よ っ て 調 節 さ れ る 可 能 性 が 高 い 少 な く と も ２ つ の 候 補 遺 伝 子 を 同 定 す る ス テ
ッ プ と を 含 み 、 こ の 少 な く と も ２ つ の 候 補 遺 伝 子 が 同 一 経 路 の メ ン バ ー で あ る 場 合 に 目 的
の タ ン パ ク 質 に よ っ て 転 写 的 に 調 節 さ れ る 経 路 が 同 定 さ れ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 少 な
く と も ２ 、 ３ 、 ４ 、 又 は ５ つ の 候 補 遺 伝 子 が 同 一 経 路 の メ ン バ ー で あ る 場 合 、 目 的 の タ ン
パ ク 質 に よ っ て 転 写 的 に 調 節 さ れ る 経 路 が 同 定 さ れ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 経 路 は 生 化 学 的
経 路 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 経 路 は 遺 伝 子 発 現 経 路 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 経 路
は 、 調 節 経 路 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 候 補 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー が 少 な く と も １ つ の
生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 を 含 む 場 合 に 、 候 補 遺 伝 子 は 目 的 の タ ン パ ク 質 に よ っ て 調 節 さ れ
る 可 能 性 が 高 い 。 一 実 施 形 態 で は 、 候 補 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 ３ ｋ ｂ の ５ ’ ～ １
ｋ ｂ の ３ ’ の 転 写 開 始 部 位 を 含 む 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 以 下 で さ ら に 考 察 す る よ う
に 、 本 発 明 は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る 結 合 部 位 を 変 化 さ せ る 薬 剤 又 は 条 件 へ の 細 胞
の 曝 露 に よ る 、 目 的 の タ ン パ ク 質 に よ っ て 転 写 的 に 調 節 さ れ る 経 路 の 調 整 方 法 を 提 供 す る
。
【 ０ ０ １ ８ 】
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　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 が 細 胞 ゲ ノ ム に 異 な っ て 結 合 す る ２ つ の 条 件 セ
ッ ト を 同 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 （ ｉ ） 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の い ず れ か １
つ に し た が っ て 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 第 １ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト
を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、 こ こ で 、 細 胞 は 第 １ の 条 件 セ ッ ト に 曝 露 さ れ る 、 （ ｉ ｉ ） 生 物 活
性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト の 同 定 の た め の 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の い ず れ か １ つ に し た が
っ て 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 第 ２ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を 同 定 す る
ス テ ッ プ と 、 こ こ で 、 細 胞 は 第 ２ の 条 件 セ ッ ト に 曝 露 さ れ る 、 （ ｉ ｉ ｉ ） 上 記 第 １ の 生 物
活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト と 上 記 第 ２ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト と を 比 較 し 、 こ の
２ つ の セ ッ ト が 異 な る か ど う か を 決 定 す る ス テ ッ プ と を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 細 胞 ゲ ノ ム へ の 目 的 の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
の 結 合 活 性 と 相 関 す る 目 的 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 の 性 質 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 （ ｉ ）
上 記 目 的 の タ ン パ ク 質 が 細 胞 ゲ ノ ム に 異 な っ て 結 合 す る ２ つ の 条 件 セ ッ ト を 同 定 す る こ と
、 （ ｉ ｉ ） （ ａ ） 第 １ の 条 件 セ ッ ト に 曝 露 さ れ た 細 胞 中 、 及 び （ ｂ ） 第 ２ の 条 件 セ ッ ト に
曝 露 さ れ た 細 胞 中 の 目 的 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 の 性 質 を 決 定 す る こ と 、 及 び （ ｉ ｉ ｉ ） 上
記 遺 伝 子 産 物 の 少 な く と も １ つ の 性 質 が ス テ ッ プ （ ｉ ｉ ） の ２ つ の 細 胞 で 異 な る か ど う か
を 決 定 す る こ と を 含 み 、 そ れ に よ り 、 細 胞 ゲ ノ ム へ の 目 的 の 遺 伝 子 の 結 合 活 性 に 相 関 す る
性 質 を 同 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 関 連 す る 態 様 は 、 細 胞 ゲ ノ ム へ の 目 的 の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド の 結 合 活 性 と 相 関 す る 目 的 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 の 性 質 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ
の 方 法 は 、 （ ｉ ） 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を 変
化 さ せ る 薬 剤 を 同 定 す る こ と 、 （ ｉ ｉ ） （ ａ ） 上 記 薬 剤 と 接 触 し た 細 胞 中 、 及 び （ ｂ ） 上
記 薬 剤 と 接 触 し て い な い 細 胞 中 の 目 的 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 の 性 質 を 決 定 す る こ と 、 及 び
（ ｉ ｉ ｉ ） 上 記 遺 伝 子 産 物 の 少 な く と も １ つ の 性 質 が ス テ ッ プ （ ｉ ｉ ） の ２ つ の 細 胞 で 異
な る か ど う か を 決 定 す る こ と を 含 み 、 そ れ に よ り 、 細 胞 ゲ ノ ム へ の 目 的 の 遺 伝 子 の 結 合 活
性 に 相 関 す る 性 質 を 同 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 性 質 は 、 タ ン パ ク 質 修 飾 、 発 現 レ ベ ル 、 酵 素 活 性 、 及 び 細 胞 内 局 在 化
か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 発 現 産 物 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は ポ リ ペ プ チ ド で あ
る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 性 質 は 、 遺 伝 子 産 物 の 発 現 レ ベ ル を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 性 質 は 、 遺 伝 子 産 物 の 細 胞 内 局 在 化 を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 性
質 は 、 遺 伝 子 産 物 の リ ン 酸 化 状 態 を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 性 質 は 、 遺 伝 子 産 物 の 分 子
量 を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 性 質 は 、 遺 伝 子 産 物 の 等 電 点 を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、
性 質 は 、 遺 伝 子 産 物 の 核 酸 配 列 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 性 質 は 、 目
的 の タ ン パ ク 質 の 別 の ポ リ ペ プ チ ド と の 物 理 的 結 合 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 が 細 胞 ゲ ノ ム に 異 な っ て 結 合 す る ２ つ の 細 胞 遺
伝 子 型 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 （ ｉ ） 第 １ の 遺 伝 子 型 の 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 目
的 の タ ン パ ク 質 の 第 １ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、 （ ｉ ｉ ）
第 ２ の 遺 伝 子 型 の 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 第 ２ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ
ト を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、 （ ｉ ｉ ｉ ） 上 記 第 １ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト と 上 記 第
２ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト と を 比 較 し 、 こ の ２ つ の セ ッ ト が 異 な る か ど う か を 決
定 す る ス テ ッ プ と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
Ｉ Ｉ ． 定 義
　 便 宜 上 、 明 細 書 、 実 施 例 、 及 び 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 中 で 使 用 し た 一 定 の 用 語 を こ こ に
集 め る 。 他 で 定 義 し な い 限 り 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 全 て の 技 術 用 語 及 び 科 学 用 語 は 、
本 発 明 に 属 す る 当 業 者 に よ っ て 一 般 的 に 理 解 さ れ て い る 意 味 と 同 義 で あ る 。
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【 ０ ０ ２ ５ 】
　 冠 詞 「 ａ 」 及 び 「 ａ ｎ 」 は 、 １ つ 又 は １ つ を 超 え る （ す な わ ち 、 少 な く と も １ つ の ） 文
法 上 の 冠 詞 の 対 象 物 に 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 。 例 と し て 、 「 ａ ｎ  ｅ ｌ ｅ ｍ ｅ ｎ ｔ 」 は
、 １ つ の 要 素 又 は １ つ を 超 え る 要 素 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 用 語 「 含 む 」 は 、 句 「 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 」 を 意 味 す る た め に 本 明 細 書 中 で
使 用 さ れ 、 こ の 句 と 交 換 に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 用 語 「 又 は 」 は 、 別 途 明 確 に 示 さ れ な い 限 り 、 用 語 「 及 び ／ 又 は 」 を 意 味 す る た め に 本
明 細 書 中 で 使 用 さ れ 、 こ の 用 語 と 交 換 に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 用 語 「 等 」 は 、 句 「 等 で あ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 」 を 意 味 す る た め に 本 明 細 書 中
で 使 用 さ れ 、 こ の 句 と 交 換 に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 治 療 を 受 け る べ き 「 患 者 」 又 は 「 被 験 体 」 は 、 ヒ ト 又 は 非 ヒ ト 動
物 の い ず れ か 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 を 意 味 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 用 語 「 コ ー ド す る 」 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 転 写 に 起 因 す る Ｒ Ｎ Ａ 産 物 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 翻 訳 に
起 因 す る タ ン パ ク 質 、 又 は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 転 写 及 び そ の 後 の Ｒ Ｎ Ａ 産 物 の 翻 訳 に 起 因 す る タ
ン パ ク 質 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 用 語 「 プ ロ モ ー タ ー 」 は 、 遺 伝 子 の 転 写 を 開 始 さ せ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 意 味 す る た め に 本 明
細 書 中 で 使 用 さ れ る 。 プ ロ モ ー タ ー は 、 典 型 的 に は 、 遺 伝 子 の ５ ’ 側 で 見 出 さ れ 、 開 始 コ
ド ン の 近 位 に 存 在 す る 。 プ ロ モ ー タ ー が 誘 導 性 の 場 合 、 転 写 速 度 は イ ン デ ュ ー サ ー に 反 応
し て 増 加 す る 。 プ ロ モ ー タ ー は 、 転 写 調 節 因 子 の 結 合 部 位 と し て の 機 能 を 果 た す Ｄ Ｎ Ａ 結
合 エ レ メ ン ト に 作 動 可 能 に 連 結 す る こ と が で き る 。 用 語 「 哺 乳 動 物 プ ロ モ ー タ ー 」 は 、 哺
乳 動 物 細 胞 で 活 性 な プ ロ モ ー タ ー を 意 味 す る た め に 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 。 同 様 に 、 「
原 核 生 物 プ ロ モ ー タ ー 」 は 、 原 核 細 胞 で 活 性 な プ ロ モ ー タ ー を い う 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 用 語 「 発 現 」 は 、 Ｄ Ｎ Ａ か ら ポ リ ペ プ チ ド が 産 生 さ れ る 過 程 を 意 味 す る た め に 本 明 細 書
中 で 使 用 さ れ る 。 こ の 過 程 は 、 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ へ の 転 写 及 び こ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ポ リ ペ プ チ
ド へ の 翻 訳 を 含 む 。 使 用 さ れ る 文 脈 に よ っ て 、 「 発 現 」 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 タ ン パ ク 質 、 又 は そ
の 両 方 の 産 生 を い う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 用 語 「 組 換 え 」 は 、 天 然 で 隣 接 し な い 配 列 を 含 む 任 意 の 核 酸 を 意 味 す る た め に 本 明 細 書
中 で 使 用 さ れ る 。 組 換 え 核 酸 を 、 例 え ば 、 分 子 生 物 学 的 方 法 を 使 用 し て ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ
で 生 成 す る か 、 例 え ば 、 相 同 組 換 え 又 は 非 相 同 組 換 え に よ る 新 規 の 染 色 体 位 置 へ の 核 酸 の
挿 入 に よ っ て ｉ ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ で 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 用 語 「 転 写 調 節 因 子 」 は 、 一 定 の 環 境 条 件 下 で プ ロ モ ー タ ー 駆 動 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 転 写 を 防
止 又 は 阻 害 す る よ う に 作 用 す る 生 化 学 的 エ レ メ ン ト （ 例 え ば 、 リ プ レ ッ サ ー 又 は 核 阻 害 タ
ン パ ク 質 ） 、 一 定 の 環 境 条 件 下 で プ ロ モ ー タ ー 駆 動 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 転 写 を 受 容 又 は 刺 激 す る
よ う に 作 用 す る 生 化 学 的 エ レ メ ン ト （ 例 え ば 、 イ ン デ ュ ー サ ー 又 は エ ン ハ ン サ ー ） を い う
。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 用 語 「 マ イ ク ロ ア レ イ 」 は 、 紙 、 ナ イ ロ ン 、 若 し く は 他 の 膜 型 、 フ ィ ル タ ー 、 チ ッ プ 、
ガ ラ ス ス ラ イ ド 、 又 は 任 意 の 他 の 適 切 な 固 体 支 持 体 な ど の 基 板 上 で 合 成 さ れ た 異 な る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ア レ イ を い う 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 用 語 「 障 害 」 及 び 「 疾 患 」 は 、 包 含 的 に 使 用 さ れ 、 身 体 の 任 意 の 部 位 、 器 官 、 又 は 系 （
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又 は こ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ せ ） の 正 常 な 構 造 又 は 機 能 か ら の 任 意 の 逸 脱 を い う 。 特 定 の
疾 患 は 、 特 徴 的 な 症 状 及 び 徴 候 （ 生 物 学 的 変 化 、 化 学 的 変 化 、 及 び 物 理 的 変 化 が 含 ま れ る
） に よ っ て 現 れ 、 し ば し ば 、 種 々 の 他 の 要 因 （ 人 口 統 計 学 的 要 因 、 環 境 要 因 、 雇 用 要 因 、
遺 伝 的 要 因 、 及 び 病 歴 要 因 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） に 関 連 す る 。 一 定 の 特
徴 的 な 徴 候 、 症 状 、 及 び 関 連 す る 要 因 を 種 々 の 方 法 に よ っ て 定 量 し 、 そ れ に よ り 重 要 な 診
断 情 報 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 用 語 「 調 整 」 は 、 応 答 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト （ す な わ ち 、 活 性 化 又 は 刺 激 ） 、 ダ ウ ン レ
ギ ュ レ ー ト （ す な わ ち 、 阻 害 又 は 抑 制 ） 、 又 は こ れ ら ２ つ が 組 み 合 わ せ て 起 こ る こ と 若 し
く は 個 別 に 起 こ る こ と を い う 。 「 調 整 因 子 （ modulator） 」 は 、 調 整 す る 化 合 物 又 は 分 子
で あ り 、 例 え ば 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 活 性 化 因 子 、 刺 激 因 子 、 抑 制 因 子 、 又 は
阻 害 剤 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 用 語 「 ア ゴ ニ ス ト 」 は 、 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド Ｘ ） の 生 物 活 性 を 模 倣 す る
か ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト す る （ 例 え ば 、 増 強 す る か 補 完 す る ） 薬 剤 を い う 。 ア ゴ ニ ス ト は 、
野 生 型 タ ン パ ク 質 又 は 野 生 型 タ ン パ ク 質 の 少 な く と も １ つ の 生 物 活 性 を 有 す る 誘 導 体 で あ
り 得 る 。 ア ゴ ニ ス ト は ま た 、 遺 伝 子 発 現 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト す る か 少 な く と も １ つ の タ
ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を 増 加 さ せ る 化 合 物 で あ り 得 る 。 ア ゴ ニ ス ト は ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド の
別 の 分 子 （ 例 え ば 、 標 的 ペ プ チ ド 又 は 核 酸 ） と の 相 互 作 用 を 増 加 さ せ る 化 合 物 で あ り 得 る
。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 用 語 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 は 、 少 な く と も １ つ の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ
ー ト す る （ 例 え ば 、 抑 制 す る か 阻 害 す る ） 薬 剤 を い う 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 タ ン パ ク 質 と
別 の 分 子 （ 例 え ば 、 標 的 ペ プ チ ド 又 は 酵 素 基 質 ） と の 間 の 相 互 作 用 を 阻 害 す る か 減 少 す る
化 合 物 で あ り 得 る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト は ま た 、 遺 伝 子 発 現 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る か 、 発
現 タ ン パ ク 質 の 存 在 量 を 減 少 さ せ る 化 合 物 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 用 語 「 遺 伝 子 間 領 域 」 は 、 隣 接 読 み 取 り 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） の 間 に
存 在 す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を い う 。 遺 伝 子 間 領 域 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 オ ペ レ ー タ ー 、 又 は
エ ン ハ ン サ ー な ど の 調 節 エ レ メ ン ト を 含 み 得 る が 、 調 節 配 列 を コ ー ド 領 域 中 に 配 置 す る こ
と も で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
Ｉ Ｉ Ｉ ． 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 の 同 定 方 法
　 本 発 明 の 一 態 様 は 、 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト
を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 １ つ の 特 定 の 態 様 で は 、 方 法 は 、 （ ｉ ） 細 胞 中 の 目 的 の タ ン
パ ク 質 が 結 合 す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 領 域 セ ッ ト を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、 （ ｉ ｉ ） 同 定 し た ゲ ノ
ム Ｄ Ｎ Ａ 領 域 中 の 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、 こ こ で 、 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部
位 は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ に 対 応 す る 配 列 を 含 み 、 （ ｉ ｉ ｉ ） 候 補 Ｄ
Ｎ Ａ 結 合 部 位 が 、 そ の 細 胞 の 種 と 異 な る １ つ 又 は 複 数 の 種 中 の 同 等 な ゲ ノ ム 領 域 中 に 保 存
さ れ て い る か ど う か を 決 定 す る ス テ ッ プ と を 含 み 、 少 な く と も １ つ の 種 中 に 保 存 さ れ る 候
補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 は 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 任 意 の 特 定 の 細 胞 型 に 制 限 さ れ な い 。 細 胞 は 、 例 え ば 、 原 核 細 胞 又 は
真 核 細 胞 で あ り 得 る 。 １ つ の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 細 胞 は 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 。 他 の 好
ま し い 細 胞 に は 、 霊 長 類 細 胞 及 び げ っ 歯 類 細 胞 （ ヒ ト 細 胞 及 び マ ウ ス 細 胞 な ど ） 並 び に 酵
母 、 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ 、 線 虫 （ Ｃ ． ｅ ｌ ｅ ｇ ａ ｎ ｓ ） 、 又 は シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ な ど の モ デ
ル 生 物 由 来 の 細 胞 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 方 法 で 使 用 さ れ る 細 胞 は 、 癌 細 胞 株 な ど の 不 死 化
細 胞 株 を 含 む 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 長 期 に わ た っ て 継 代 し た 細 胞 で あ っ て も よ い 。 本 発 明
で 使 用 す る こ と が で き る 細 胞 株 に は 、 胚 幹 細 胞 及 び 成 体 幹 細 胞 な ど の 幹 細 胞 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
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　 他 の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 は 、 幾 ら か で も あ る な ら ば (if any)、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 最 小
に 培 養 さ れ た 初 代 細 胞 で あ る 。 １ つ の 例 示 的 実 施 形 態 で は 、 細 胞 は 、 新 た に 単 離 さ れ た 組
織 に 由 来 す る （ 組 織 生 検 な ど に 由 来 す る ） 。 こ の よ う な 細 胞 は 、 こ の よ う な 細 胞 中 で の 遺
伝 子 発 現 パ タ ー ン が ｉ ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ 状 態 と 最 も 密 接 に 類 似 す る と 予 想 さ れ る の で 、 い く つ
か の 実 施 形 態 で 好 ま し い 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 は 、 障 害 を 罹 患 し た 被 験 体 に 由
来 す る 。 こ の よ う な 細 胞 に よ っ て 疾 患 を 洞 察 し 、 障 害 の 治 療 又 は 予 防 の た め の 治 療 薬 の 同
定 の 一 助 と な り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 は 、 単 一 の 細 胞 型 に 由 来 す る 一 方 で 、 他 の 実 施 形 態 は 、
１ つ を 超 え る 細 胞 型 の 細 胞 を 含 み 得 る 。 例 え ば 、 あ る 実 施 形 態 で は 肝 細 胞 の み を 使 用 す る
こ と が で き る の に 対 し て 、 他 の 実 施 形 態 で は 、 肝 細 胞 、 ニ ュ ー ロ ン 、 及 び 膵 臓 β 細 胞 を 使
用 す る こ と が で き る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 に は 、 生 物 全 体 又 は 生 物 の 組 み 合 わ せ 由 来
の 細 胞 が 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 に お け る 目 的 の タ ン パ ク 質 は 、 Ｄ Ｎ Ａ と 直 接 又 は 間 接 的 に 会 合
す る こ と が で き る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に 直 接 結
合 す る こ と が で き る Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 含 む 。 例 示 的 な Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に は 、 ジ ン
ク フ ィ ン ガ ー 、 ウ イ ン グ ド へ リ ッ ク ス 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 、 ホ メ オ ド メ イ ン 、 又 は ヘ リ ッ
ク ス － ル ー プ － ヘ リ ッ ク ス （ Ｈ Ｌ Ｈ ） が 含 ま れ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の タ ン パ ク 質
は 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 欠 く 。 本 発 明 の い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 は
、 特 定 の 転 写 因 子 、 活 性 化 補 助 因 子 、 補 抑 制 物 質 、 又 は そ の 複 合 体 を 含 む 。 転 写 因 子 は 、
プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 及 び サ イ レ ン サ ー エ レ メ ン ト な ど の 特 定 の 同 族 Ｄ Ｎ Ａ エ レ
メ ン ト に 結 合 し 、 遺 伝 子 発 現 の 調 節 を 担 う 。 転 写 因 子 は 、 細 胞 の 状 況 に 依 存 し て 、 転 写 活
性 化 因 子 、 転 写 抑 制 因 子 、 又 は そ の 両 方 で あ り 得 る 。 一 実 施 形 態 で は 、 目 的 の タ ン パ ク 質
は 、 Ｔ Ｒ Ａ Ｎ Ｓ Ｆ Ａ Ｃ デ ー タ ベ ー ス (E. Wingender, X. Chen, R. Hehl, H. Karas, I. Li
ebich, V. Matys, T. Meinhardt, M. Pr, I. Reuter及 び F. Schacherer. TRANSFAC: an i
ntegrated system for gene expression regulation. Nucleic Acids Res. , 28: 316- 3
19,2000を 参 照 の こ と )に 列 挙 さ れ た 転 写 調 節 因 子 の う ち の い ず れ か １ つ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 転 写 因 子 は 、 既 知 又 は 同 定 さ れ た 転 写 因 子 の 任 意 の ク ラ ス 又 は 型 に 属 し 得 る 。 既 知 の フ
ァ ミ リ ー 又 は 構 造 関 連 転 写 因 子 の 例 に は 、 ヘ リ ッ ク ス － ル ー プ － ヘ リ ッ ク ス 、 ロ イ シ ン ジ
ッ パ ー 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 、 リ ン グ フ ィ ン ガ ー 、 及 び ホ ル モ ン 受 容 体 が 含 ま れ る 。 転 写 因
子 を 、 疾 患 と の そ の 既 知 の 関 連 又 は １ つ 又 は 複 数 の 遺 伝 子 の 調 節 に 基 づ い て 選 択 す る こ と
も で き る 。 例 え ば 、 ｃ － ｍ ｙ ｃ 、 Ｒ ｅ ｌ ／ Ｎ ｆ － ｋ Ｂ 、 ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ Ｄ 、 ｃ － ｆ ｏ ｓ 、 ｃ －
ｊ ｕ ｎ 、 及 び Ｅ ２ Ｆ な ど の 転 写 因 子 を 標 的 化 す る こ と が で き る 。 任 意 の 転 写 活 性 化 補 助 因
子 又 は 補 抑 制 物 質 に 対 す る 抗 体 も 本 発 明 に 従 っ て 使 用 す る こ と が で き る 。 特 定 の 活 性 化 補
助 因 子 の 例 に は 、 Ｃ Ｂ Ｐ 、 Ｃ Ｔ Ｉ Ｉ Ａ 、 及 び Ｓ Ｒ Ａ が 含 ま れ 、 補 抑 制 物 質 の 特 定 の 例 に は
、 ｍ Ｓ ｉ ｎ ３ タ ン パ ク 質 、 Ｍ Ｉ Ｔ Ｒ 、 及 び Ｌ Ｅ Ｕ Ｎ Ｉ Ｇ が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 ヒ ス ト ン ア
セ チ ラ ー ゼ （ Ｈ Ａ Ｔ ） 及 び ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ （ Ｈ Ｄ Ａ Ｃ ） な ど の 転 写 複 合 体 に 関 連
す る タ ン パ ク 質 に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 を 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 を 使 用 し て 決 定 す
る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の 他 の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 は 基 本 転 写 調 節 因 子 又
は 基 本 転 写 機 構 の 構 成 要 素 で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 基 本 転 写 機 構 の 構 成 要 素 は 、 Ｒ
Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ ｐ ｏ ｌ Ｉ 、 ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ 、 ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ 、 Ｔ Ｂ Ｐ 、 Ｎ Ｔ Ｆ － １ 、 及 び Ｓ
ｐ １ が 含 ま れ る ） 及 び Ｔ Ｆ Ｉ Ｉ Ｄ の 任 意 の 他 の 構 成 要 素 （ 例 え ば 、 Ｔ Ａ Ｆ （ 例 え ば 、 Ｔ Ａ
Ｆ ２ ５ ０ 、 Ｔ Ａ Ｆ １ ５ ０ 、 Ｔ Ａ Ｆ １ ３ ５ 、 Ｔ Ａ Ｆ ９ ５ 、 Ｔ Ａ Ｆ ８ ０ 、 Ｔ Ａ Ｆ ５ ５ 、 Ｔ Ａ Ｆ
３ １ 、 Ｔ Ａ Ｆ ２ ８ 、 及 び Ｔ Ａ Ｆ ２ ０ ） が 含 ま れ る ） 、 又 は ポ リ メ ラ ー ゼ ホ ロ 酵 素 の 任 意 の
他 の 成 分 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
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　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 は 細 胞 に 固 有 で
あ る 。 「 固 有 で あ る 」 は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 が 細 胞 中 に 天 然 に 存 在 す る こ と を 意 味 す る 。
他 の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 に 由 来 せ ず 、 そ の 代 わ り に 、 細 胞 操 作 （ タ
ン パ ク 質 の 微 量 注 入 、 タ ン パ ク 質 の リ ポ ソ ー ム 媒 介 送 達 （ Weiner他 ,(1994) Immunomethod
s ; 4 (3): 201-9） 、 又 は Ｔ ａ ｔ ポ リ ペ プ チ ド へ の 融 合 な ど の 細 胞 に 侵 入 可 能 な ポ リ ペ プ
チ ド へ の 融 合 （ Becker-Hapak他 ,(2001) Methods. 24 (3): 247-56） が 含 ま れ る ） に よ っ
て 導 入 さ れ る 。 よ り 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 非 天 然 タ ン パ ク 質 を 、 標 準 的 な 遺 伝 子 操 作 技
術 及 び 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ っ て 細 胞 に 導 入 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 は 、 本 方 法 で 使 用 さ れ る 細 胞 種 と 異 な る 種
の 細 胞 に 固 有 で あ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 は 、 ウ イ ル ス タ ン パ ク
質 で あ る 。 こ の よ う な 実 施 形 態 で は 、 細 胞 を 、 細 胞 が ウ イ ル ス に 感 染 さ れ る 条 件 下 で ウ イ
ル ス と 接 触 さ せ て 細 胞 中 で ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 い く つ か の 実
施 形 態 で は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 ミ ス セ ン ス 変 異 、 ナ ン セ ン ス 変 異
、 欠 失 、 挿 入 、 又 は 逆 位 を 保 有 し 、 そ の 結 果 、 変 異 タ ン パ ク 質 を 細 胞 中 で 発 現 す る こ と が
で き る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 は 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。 １ つ の 特
定 の 実 施 形 態 で は 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 の 視 覚 化 又 は 精 製 が 可 能 な 「 タ グ 」 に
融 合 し た 転 写 調 節 因 子 を 含 む 。 好 ま し い タ グ に は 、 Ｇ Ｆ Ｐ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｇ Ｓ Ｔ ド メ イ ン
、 ｍ ｙ ｃ タ グ 、 Ｈ ｉ ｓ タ グ 、 又 は ク ロ マ チ ン と 複 合 体 化 し た 場 合 に 目 的 の タ ン パ ク 質 を 免
疫 沈 降 さ せ る 任 意 の 他 の タ グ が 含 ま れ る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 は 、 人 工
転 写 調 節 因 子 を 含 む （ Ｗ Ｏ ０ ２ ／ ３ １ １ ６ ６ 号 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 は 、 疾 患 や 障 害
の 原 因 と し て 関 わ っ て い る 。 疾 患 や 障 害 を 引 き 起 こ し 得 る 転 写 調 節 因 子 の 例 は 、 Medical 
Genetics、 L. V. Jorde他 、 Elsevier Science 2003、 Principles of Internal Medicine
、 第 １ ５ 版 、 Braunwald他 編 、 McGraw-Hill、 2001、 American Medical Association Compl
ete Medical Encyclopedia（ Random House、 Incorporated、 2003)、 及 び The Mosby Medic
al Encyclopedia、 Glanze編 （ Plume、 1991） 等 の 科 学 文 献 や 医 学 文 献 で 見 出 す こ と が で き
る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 障 害 は 、 以 下 の 器 官 又 は 組 織 の う ち の 少 な く と も １ つ
の 機 能 の 損 傷 に よ り 特 徴 づ け ら れ る ： 脳 、 脊 髄 、 心 臓 、 動 脈 、 食 道 、 胃 、 小 腸 、 大 腸 、 肝
臓 、 膵 臓 、 肺 、 腎 臓 、 尿 道 、 卵 巣 、 胸 部 、 子 宮 、 睾 丸 、 陰 茎 、 結 腸 、 前 立 腺 、 骨 、 頭 皮 、
筋 肉 、 軟 骨 、 甲 状 腺 、 副 腎 、 下 垂 体 、 骨 髄 、 血 液 、 胸 腺 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 肌 、 目 、 耳 、
鼻 、 歯 又 は 舌 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 に は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る 細 胞 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 上 の 部
位 が 含 ま れ る 。 当 業 者 は 、 ゲ ノ ム 中 の 多 数 の 配 列 が 目 的 の タ ン パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー
フ と 適 合 し 得 る 一 方 で 、 こ れ ら の 部 位 の 多 く は ｉ ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ で 目 的 の タ ン パ ク 質 に よ っ
て 結 合 さ れ ず 、 そ れ に よ り 、 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 と 見 な さ な い と 認 識 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 は 、 Ｄ Ｎ Ａ へ の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 特 異 的 結
合 に 必 要 な 最 小 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 は 、 目
的 の タ ン パ ク 質 が 天 然 又 は 生 理 学 的 条 件 下 （ 生 細 胞 中 な ど ） で Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 す る 場 合 、 目
的 の タ ン パ ク 質 に よ っ て 物 理 的 に 接 触 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ス ト レ ッ チ を 含 む 。 別 の 実 施 形 態
で は 、 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 は 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 又 は 目 的 の タ ン パ ク 質 が 細 胞 中 の 天
然 の 条 件 下 で 結 合 す る 任 意 の 他 の 遺 伝 子 の 機 能 的 に 定 義 さ れ た 調 節 領 域 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト は
、 １ つ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ
ッ ト は 、 少 な く と も ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ５ 、 ２ ０ 、 ２ ５ 、
３ ０ 、 ４ ０ 又 は ５ ０ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 を 含 有 す る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 細
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胞 が １ つ の セ ッ ト の 条 件 下 で 増 殖 す る 場 合 、 セ ッ ト は 目 的 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る 生 物 活
性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 を 含 み 、 一 方 、 他 の 実 施 形 態 で は 、 セ ッ ト は １ つ よ り 多 く の セ ッ ト の 条
件 を 含 む 。 従 っ て 、 セ ッ ト は 目 的 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る 部 位 の 「 ス ナ ッ プ シ ョ ッ ト 」 で
あ る こ と が あ り 、 又 は そ れ ぞ れ が 異 な る セ ッ ト の 条 件 で 取 ら れ た 、 様 々 な ス ナ ッ プ シ ョ ッ
ト の 累 積 し た セ ッ ト で あ る こ と が あ る 。 セ ッ ト は １ つ の 細 胞 型 又 は １ つ よ り 多 い 細 胞 型 に
お い て 目 的 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る 部 位 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 セ ッ ト は 肝 細 胞 の
Ｅ ２ Ｆ が 結 合 す る 部 位 を 含 む こ と が で き 、 又 は 肝 細 胞 、 脂 肪 細 胞 、 若 し く は 神 経 細 胞 中 の
結 合 さ れ る 部 位 を 含 む こ と が で き る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 セ ッ ト は 生 物 に お け
る 目 的 の タ ン パ ク 質 の 結 合 部 位 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 セ ッ ト は 線 虫 に お け る 転 写
因 子 の 部 位 を 含 む こ と が で き 、 こ れ は 例 え ば 、 丸 ご と の 線 虫 (whole worm)が 出 発 物 質 と し
て 使 わ れ る 場 合 に 得 る こ と の で き る セ ッ ト で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 セ ッ ト は 細 胞 の ゲ
ノ ム 中 の 遺 伝 子 の 少 な く と も ５ ％ 、 １ ０ ％ 、 ２ ０ ％ 、 ３ ０ ％ 、 ５ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、
９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ８ ％ 又 は ９ ９ ％ を 有 す る プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 位 置 す る 結 合 部 位 を 含 む
。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 目 的 の タ ン パ ク 質 が 細 胞 中 で 結 合 す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 領 域 セ ッ ト の 同 定 は 、 当 該 技 術 分 野
に お い て 公 知 の 任 意 の 技 術 を 用 い て 達 成 し て も よ い 。 好 ま し い 一 実 施 形 態 で は 、 ゲ ノ ム 領
域 は ゲ ノ ム ワ イ ド 位 置 解 析 （ Ｇ Ｗ Ｌ Ａ ） を 用 い て 同 定 さ れ る 。 Ｇ Ｗ Ｌ Ａ は Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 出 願
番 号 Ｗ Ｏ ０ １ ／ １ ６ ３ ７ ８ 号 及 び Ｗ Ｏ ０ ２ ／ ０ ５ ９ ３ ７ １ 号 、 並 び に 米 国 特 許 番 号 第 ６ ，
４ １ ０ ， ２ ４ ３ 号 に 記 載 さ れ て い る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 細 胞 中 の 目 的 の タ ン パ
ク 質 が 結 合 す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 領 域 セ ッ ト の 同 定 は 、 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 （ Ｃ ｈ Ｉ Ｐ ） 及 び
そ れ に 続 く Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 上 の 分 析 （ Ｃ ｈ Ｉ Ｐ － ｃ ｈ ｉ ｐ 分 析 ） （ Buck及 び Lieb、
(2004) Genomics 83:349-360、 Ren他 (2004) Methods Enzymol. 376:304-315、 Urnov他 (20
03) Journal of Cellular Biochemistry 88:684-694、 及 び Orlando、 Valerio(2000) TIBS
 25:99-103を 参 照 の こ と ） を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 好 ま し い 一 実 施 形 態 に お い て 、 目 的 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 領 域 （ す な わ
ち ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト ） は ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 （ Ｃ ｈ Ｉ Ｐ ） を 用 い て 単 離 さ れ る 。 簡
潔 に い う と 、 こ の 技 術 で は 、 特 殊 な 抗 体 を 用 い て 、 一 致 す る 抗 原 （ す な わ ち 転 写 調 節 因 子
） を 含 む ク ロ マ チ ン 混 合 物 を 免 疫 沈 降 さ せ 、 免 疫 沈 降 物 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 調
べ る こ と を 含 む 。 抗 体 に よ る 特 定 の 配 列 の 免 疫 沈 降 は 、 こ の 配 列 と の 抗 原 の 相 互 作 用 を 示
す 。 例 え ば O'Neill他 in Methods in Enzymology、 第 ２ ７ ４ 巻 、 Academic Press、 San Die
go、 1999、 pp. 189-197、 Kuo他 (1999) Method 19:425-433、 及 び 上 記 Ausubel他 、 第 ２ １
章 を 参 照 の こ と 。 従 っ て 、 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 目 的 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る Ｄ Ｎ Ａ フ
ラ グ メ ン ト は 目 的 の タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 抗 体 を 用 い て 、 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 一 実 施 形 態 で は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 を ク ロ マ チ ン に 架 橋 す る （ Solo
mon, M. J. 及 び Varshavsky, A. , Proc. Natl. Sci. USA 82: 6470-6474; Orlando, V. 
, TIBS, 25: 99-104） 。 細 胞 ゲ ノ ム へ の 細 胞 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 の 結 合 に 使 用 す る こ
と が で き る 種 々 の 方 法 が 存 在 す る 。 例 え ば 、 Ｕ Ｖ 光 を 使 用 す る こ と が で き る 。 特 定 の 実 施
形 態 で は 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 使 用 し て 、 細 胞 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 を
架 橋 す る 。 次 い で 、 ク ロ マ チ ン を 超 音 波 処 理 な ど に よ っ て 剪 断 し て 、 目 的 の タ ン パ ク 質 に
結 合 し た ク ロ マ チ ン の フ ラ グ メ ン ト を 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 技 術 を 以 下 の よ う に 適 用 す る 。 天 然 の 転 写 調 節 因
子 又 は 組 換 え 転 写 調 節 因 子 等 の 目 的 の タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 を 、 こ の 転 写 調 節 因 子 が
安 定 に 結 合 す る 場 合 、 ク ロ マ チ ン に 転 写 調 節 因 子 を 架 橋 す る 薬 剤 で 処 理 す る 。 転 写 調 節 因
子 を 、 例 え ば 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 処 理 又 は 紫 外 線 照 射 に よ っ て ク ロ マ チ ン に 架 橋 す る こ と
が で き る 。 架 橋 後 、 細 胞 核 酸 を 単 離 し 、 断 片 化 し 、 転 写 調 節 因 子 に 指 向 す る 抗 体 の 存 在 下
で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 抗 体 － 抗 原 複 合 体 を 沈 殿 さ せ 、 架 橋 を 戻 す （ 例 え ば 、 ホ ル ム ア ル
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デ ヒ ド 誘 導 性 Ｄ Ｎ Ａ － タ ン パ ク 質 架 橋 を 加 熱 に よ っ て 戻 す こ と が で き る ） 、 免 疫 沈 降 Ｄ Ｎ
Ａ の 配 列 内 容 物 を 、 特 定 の 配 列 （ 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 ） の 存 在 に つ い て 試 験 す る 。
抗 体 は 、 転 写 調 節 因 子 上 の エ ピ ト ー プ に 直 接 結 合 す る こ と が で き る か 、 抗 Ｍ ｙ ｃ 抗 体 と 共
に 使 用 す る 場 合 、 ｍ ｙ ｃ タ グ な ど の 調 節 因 子 上 の タ グ に 結 合 す る こ と が で き る （ Santa Cr
uz Biotechnology,sc-764） 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 転 写 調 節 因 子 又 は 転 写 調 節 因 子
に 対 し て 使 用 さ れ る タ グ に 親 和 性 を 有 す る 非 抗 体 薬 剤 を 抗 体 の 代 わ り に 使 用 す る 。 例 え ば
、 転 写 調 節 因 子 が ６ ヒ ス チ ジ ン タ グ な ど の 親 和 性 タ グ を 含 む 場 合 、 複 合 体 を 、 ニ ッ ケ ル 含
有 セ フ ァ ロ ー ス に よ る ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ っ て 単 離 す る こ と が で き る 。 Ｃ
ｈ Ｉ Ｐ 法 の さ ら な る バ リ エ ー シ ョ ン を 、 Kurdistani他 Methods. 2003 31(1) : 90-5;O'Nei
ll他  Methods. 2003, 31(1) : 76-82 ; Spencer他 , Methods. 2003; 31 (1): 67-75;及 び
Orlando他  Methods 11: 205-214 (1997)に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の 一 実 施 形 態 で は 、 コ ン ト ロ ー ル 免 疫 沈 降 反 応 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ フ
ラ グ メ ン ト を 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 単 離 ク ロ マ チ ン の 代 わ り に 使 用 す る 。 例 え ば 、 試 験 さ
れ る 転 写 因 子 と 反 応 し な い 抗 体 を ク ロ マ チ ン Ｉ Ｐ 手 順 で 使 用 し て コ ン ト ロ ー ル ク ロ マ チ ン
を 単 離 し 、 そ の 後 、 転 写 調 節 因 子 と 反 応 す る 抗 体 を 使 用 し て 単 離 し た ク ロ マ チ ン と 比 較 す
る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 試 験 さ れ る 転 写 因 子 と 反 応 し な い 抗 体 は ま た 、
他 の 転 写 調 節 因 子 又 は Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 と 反 応 し な い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 標 識 プ ロ ー ブ を 、 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト 、 任 意 選 択 的 に 、 コ ン ト ロ
ー ル ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト か ら 生 成 す る 。 標 識 プ ロ ー ブ を 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 媒 介 ポ リ メ
ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｌ Ｍ － Ｐ Ｃ Ｒ ） を 使 用 し て テ ン プ レ ー ト Ｄ Ｎ Ａ か ら 生 成 す る こ と が で き
る （ 例 え ば 、 Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel, F. M. 他 編 1991及 び
米 国 出 願 第 ２ ０ ０ ３ ／ ０ １ ４ ３ ５ ９ ９ 号 （ そ の 教 示 全 体 が 本 明 細 書 中 で 参 照 す る こ と に よ
り 組 み 込 ま れ る ） を 参 照 の こ と ） 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 Ｌ Ｍ － Ｐ Ｃ Ｒ は 、 Ｌ Ｍ － Ｐ Ｃ Ｒ
反 応 へ の 蛍 光 タ グ 化 ヌ ク レ オ チ ド の 含 有 に よ る 蛍 光 標 識 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 。 一 般 に 、 全 ゲ
ノ ム ベ ー ス の 増 幅 方 法 （ 例 え ば 、 実 質 的 に 無 作 為 の 増 幅 方 法 ） は 、 多 置 換 増 幅 （ Multiple
 Displacement Amplification） (MDA)(Hosono他 ,Genome Res. 2003; 13 (5): 954-64)、 D
OP (Telenius,Genomics 1992 ; 13: 718-725)、 プ ラ イ マ ー 伸 長 予 備 増 幅 （ す な わ ち Ｐ Ｅ
Ｐ ） (Zhang他 , Proc. Natl. Acad. Sci. 1992 ; 89: 5847-5851)、 標 識 プ ラ イ マ ー 及 び ／
又 は ヌ ク レ オ チ ド と 組 み 合 わ せ た Ａ ｌ ｕ 内 (inter-Alu)Ｐ Ｃ Ｒ な ど を 用 い る こ と が で き る
。 し か し 、 さ ら に 他 の 態 様 で は 、 事 前 の 増 幅 ス テ ッ プ を 使 用 せ ず に プ ロ ー ブ を 標 識 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 記 載 の 方 法 の 一 実 施 形 態 で は 、 コ ン ト ロ ー ル Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト 由 来 の 標 識 プ ロ ー ブ 及
び 標 識 プ ロ ー ブ を 、 全 ゲ ノ ム 又 は ゲ ノ ム の サ ブ セ ッ ト （ 例 え ば 、 単 数 の 染 色 体 又 は 複 数 の
染 色 体 ） を 示 す 実 験 ス ポ ッ ト 又 は フ ィ ー チ ャ ー を 含 む Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ
せ る 。 増 幅 コ ン ト ロ ー ル ク ロ マ チ ン と 比 較 し た 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト 由 来 の マ イ ク
ロ ア レ イ 上 の 各 実 験 ス ポ ッ ト の 蛍 光 強 度 は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 が 特 定 の ス ポ ッ ト に 存 在 す
る Ｄ Ｎ Ａ 領 域 に 結 合 す る か ど う か を 示 す 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 を 、 全 ゲ
ノ ム に わ た る タ ン パ ク 質 － Ｄ Ｎ Ａ 相 互 作 用 の 検 出 に 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 標 識 プ ロ ー ブ を Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア
レ イ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ て 、 目 的 の タ ン パ ク 質 に よ っ て 結 合 し た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 領 域 を
同 定 す る 。 「 バ イ オ チ ッ プ 」 又 は 「 ア レ イ 」 と も 呼 ば れ る マ イ ク ロ ア レ イ は 、 典 型 的 に は
、 化 学 反 応 及 び 生 化 学 反 応 を 行 う た め の 直 径 が μ ｍ か ら ｍ ｍ の 範 囲 の 小 型 の デ バ イ ス で あ
り 、 特 に 、 本 発 明 の 実 施 形 態 に 適 切 で あ る 。 ア レ イ を 、 本 質 的 に 半 導 体 産 業 、 及 び ／ 又 は
生 化 学 産 業 で 公 知 、 且 つ 利 用 可 能 な 任 意 の 、 及 び 全 て の 技 術 を 使 用 し た ミ ク ロ 電 子 工 学 及
び ／ 又 は マ イ ク ロ 加 工 に よ っ て 構 築 す る こ と が で き る が 、 こ の よ う な 技 術 が ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 の 沈 殿 及 び ス ク リ ー ニ ン グ を 受 け 入 れ る こ と が 可 能 で あ り 、 適 合 可 能 で あ る 場 合
に 限 ら れ る 。 マ ク ロ ア レ イ は 、 マ ク ロ ア レ イ の サ ン プ ル 処 理 が 速 く 、 且 つ プ ロ フ ィ ー ル 及
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び 他 の デ ー タ の 収 集 (generating cost)コ ス ト が 低 い 点 で 特 に 望 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 及 び マ イ ク ロ ア レ イ 由 来 の デ ー タ の 分 析 方 法 は 当 該 技 術 分 野 で 十
分 に 説 明 さ れ て お り 、 DNA Microarrays: A Molecular Cloning Manual, Ed by Bowtel及
び Sambrook編 (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2002); Kohanaに よ る Microarrays
 for an Integrative Genomics (MIT Press, 2002); Knudsenに よ る A Biologist's Guide
 to Analysis of DNA Microarray Data(Wiley, John & Sons, Incorporated, 2002);及 び
Schemaに よ る DNA Microarrays: A Practical Approach,第 205巻 (Oxford University Pres
s, 1999);及 び Methods of Microarray Data Analysis II, Lin他 編 (Kluwer Academic Pub
lishers, 2002)（ そ の 全 体 が 本 明 細 書 中 で 参 照 す る こ と に よ り 組 み 込 ま れ る ） が 含 ま れ る
。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 で 使 用 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ を 、 プ ロ モ ー タ ー
配 列 と 共 に 核 酸 を 含 む ス ポ ッ ト を 使 用 し て 構 築 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方
法 の い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 遺 伝 子 の 転 写 開 始 部 位 の 少
な く と も ７ ０ ０ ｂ ｐ 上 流 か ら 少 な く と も ２ ０ ０ ｂ ｐ 下 流 ま で を 含 む 。 い く つ か の 実 施 形 態
で は 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 少 な く と も 約 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 又 は ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 を
含 む 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 マ イ ク ロ ア レ イ の ス ポ ッ ト 上 に 見 出 さ れ る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー
タ ー 領 域 は 、 少 な く と も ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 含 み 、 こ の 配 列 は 遺 伝 子 の 転 写 開 始 部
位 の ３ ｋ ｂ 上 流 か ら １ ｋ ｂ 下 流 ま で に 及 ぶ 領 域 と 同 一 で あ る 。 マ イ ク ロ ア レ イ 上 に ス ポ ッ
テ ィ ン グ し た よ り 小 さ な プ ロ ー ブ （ 例 え ば 、 約 ３ ０ ～ ２ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド ） は 、 目 的 の タ
ン パ ク 質 が 結 合 す る よ り 小 さ な 対 応 す る ゲ ノ ム 領 域 を 同 定 す る こ と が で き る と い う 利 点 を
有 す る が 、 よ り 大 き な プ ロ ー ブ と 同 一 範 囲 を 得 る た め に マ イ ク ロ ア レ イ 上 に よ り 多 数 の プ
ロ ー ブ を ス ポ ッ テ ィ ン グ し な け れ ば な ら な い と い う 欠 点 を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 領 域 の 配 列 は 、 転
写 因 子 が 結 合 す る こ と が 見 出 さ れ た マ イ ク ロ ア レ イ 上 の ス ポ ッ ト 上 の 核 酸 配 列 に 対 応 す る
。 マ イ ク ロ ア レ イ 上 の ス ポ ッ ト が 重 複 配 列 を 有 す る い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の タ ン
パ ク 質 が 結 合 す る ゲ ノ ム 領 域 の 配 列 は 、 ス ポ ッ テ ィ ン グ し た 各 核 酸 の 長 さ よ り も 短 い と 推
定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 目 的 の タ ン パ ク 質 が 配 列 Ｃ － Ｄ － Ｅ － Ｆ 及 び Ｅ － Ｆ － Ｇ －
Ｈ を 有 す る プ ロ ー ブ に 結 合 し 、 各 文 字 が 、 例 え ば 、 約 ２ ０ ～ ５ ０ ０ ｂ ｐ の ス ト レ ッ チ を 示
し 、 目 的 の タ ン パ ク 質 も 配 列 Ａ － Ｂ － Ｃ － Ｄ 及 び Ｇ － Ｈ － Ｉ － Ｊ を 有 す る プ ロ ー ブ に 結 合
で き な い 場 合 、 目 的 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る 領 域 は Ｅ － Ｆ で あ る と 推 定 す る こ と が で き る
。 し た が っ て 、 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ア レ イ は ス ポ ッ テ ィ ン グ し た 核 酸 を 含 み 、 そ の 配
列 は 貼 り 付 け ら れ て い る （ tiled） （ す な わ ち 、 重 複 領 域 を 共 有 し て い る ） 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の 一 実 施 形 態 で は 、 同 定 し た ゲ ノ ム 領 域 中 の 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部
位 の 同 定 は 、 同 定 し た ゲ ノ ム 領 域 の 配 列 を ス キ ャ ン し て 目 的 の タ ン パ ク 質 に つ い て の Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 モ チ ー フ に 対 応 す る 配 列 を 同 定 す る こ と を 含 む 。 具 体 例 で は 、 ３ つ の ゲ ノ ム 領 域 （
そ れ ぞ れ 約 １ ｋ ｂ ） が 同 定 さ れ 、 目 的 の タ ン パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ が GCANTGCで あ
る 場 合 、 ３ つ の そ れ ぞ れ の １ ｋ ｂ の 配 列 を 、 こ の モ チ ー フ と 適 合 す る 配 列 （ す な わ ち 、 サ
ブ シ ー ケ ン ス GCAATGC、 GCAGTGC、 GCACTGC、 及 び GCATTGCの う ち の い ず れ か ） に つ い て ス キ
ャ ン す る 。 こ の よ う な サ ブ シ ー ケ ン ス が ゲ ノ ム 領 域 中 で 同 定 さ れ た 場 合 、 こ の サ ブ シ ー ケ
ン ス を 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 と 決 定 す る 。 し た が っ て 、 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列
モ チ ー フ と 同 一 の 配 列 を 有 し （ す な わ ち 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ の サ ブ シ ー ケ ン ス の １ つ と
同 一 の 配 列 を 有 す る ） 、 同 定 さ れ た ゲ ノ ム 領 域 中 に 存 在 す る 。 同 定 し た ゲ ノ ム 領 域 は 、 候
補 結 合 部 位 を 含 ま な い か も し れ な い か 、 １ つ を 含 む か も 知 れ な い か 、 １ よ り 多 く 含 む か も
知 れ な い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 目 的 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る ゲ ノ ム 領 域 中 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ に よ っ て 定 義 さ れ た 配
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列 を 有 す る 候 補 結 合 部 位 の 同 定 を 、 ゲ ノ ム 領 域 の 手 作 業 に よ る 調 査 に よ っ て 行 う こ と が で
き る 。 し か し 、 よ り 好 ま し く は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の ソ フ ト ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム 及 び ア ル
ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 、 プ ロ セ ス を 部 分 的 又 は 完 全 に 自 動 化 す る 。 本 発 明 で 使 用 す る こ と が
で き る プ ロ グ ラ ム に は 、 Ａ ｈ ｂ プ ロ グ ラ ム (Rajewsky他 (2002) BMC Bioinformatics, 3:30
)、 Ｃ ｌ ｏ ｖ ｅ ｒ プ ロ グ ラ ム (Frith他 (2004) Nucleic Acids Res., 32,1372-1381を 参 照 の
こ と )、 及 び Ｍ ｏ ｔ ｉ ｆ Ｓ ｃ ａ ｎ ｎ ｅ ｒ プ ロ グ ラ ム (Thijs他 (2001), Proceedings Recomb'
2001,305-312)が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 Ｆ ｕ ｚ ｚ ｎ ｕ
ｃ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ に 対 応 す る ゲ ノ ム 領 域 セ ッ ト 中 の 候 補 結 合
部 位 を 同 定 す る 。 Ｆ ｆ ｕ ｚ ｚ ｎ ｕ ｃ は 、 Ｈ Ｇ Ｍ Ｐ ， 英 国 か ら 流 通 さ れ て い る 生 物 学 的 ソ フ
ト ウ ェ ア ツ ー ル の Ｅ Ｍ Ｂ Ｏ Ｓ Ｓ ス ー ツ の 一 部 で あ る 一 プ ロ グ ラ ム で あ る （ Rice他 (2000) E
MBOSS : The European Molecular Biology Open Software Suite. Trends in Genetics,
第 16巻 , No 6. pp. 276-277を 参 照 の こ と ） 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 Ｒ Ｏ Ｖ Ｅ Ｒ （ Rel
ative OVER-abundance of cis-elements） プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 、 候 補 結 合 部 位 を 同 定 す
る （ Haverty他 (2004) Nucleic Acids Res., 32,179-188を 参 照 の こ と ） 。 文 献 中 に 記 載 さ
れ て い る さ ら な る ア プ ロ ー チ を 使 用 す る こ と も で き る （ Sharan他 (2003).Bioinformatics,
 19 (Suppl 1),I283-I291.;及 び Elkonet他 (2003) Genome Res., 13,773-780.を 参 照 の こ
と ） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ
チ ー フ は 知 ら れ て い な い か 、 定 義 が 不 十 分 で あ る 。 し た が っ て 、 い く つ か の 実 施 形 態 で は
、 本 方 法 は 、 同 定 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 目 的 の タ ン パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ を
同 定 す る こ と を さ ら に 含 む 。 一 実 施 形 態 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ の 同 定 は 、 一 般 に 、 適
切 な コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 目 的 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 領 域 中 に 富 化 さ れ
る １ つ 又 は 複 数 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 同 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 適 切 な コ ン ト ロ ー ル は 、 コ ン ト ロ ー ル ゲ ノ ム 領 域 セ ッ ト を 含 む 。
コ ン ト ロ ー ル セ ッ ト は 、 細 胞 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 に よ っ て 結 合 さ れ な い ゲ ノ ム 領 域 セ ッ
ト を 含 み 得 る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 コ ン ト ロ ー ル セ ッ ト は 、 無 作 為 に 選 択 さ れ た ゲ ノ ム 領
域 セ ッ ト を 含 む 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 コ ン ト ロ ー ル セ ッ ト は 、 無 作 為 化 Ｄ Ｎ Ａ 配 列
を 含 む 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 無 作 為 化 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 塩 基 組 成 は 、 （ ｉ ） 細 胞 ゲ ノ ム 、
（ ｉ ｉ ） 目 的 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る ゲ ノ ム 領 域 、 又 は （ ｉ ｉ ｉ ） プ ロ モ ー タ ー 又 は 他 の
調 節 領 域 の 平 均 (average)の い ず れ か の 塩 基 組 成 と 実 質 的 に 同 一 で あ る 。 例 え ば 、 目 的 の
タ ン パ ク 質 に よ っ て 結 合 さ れ る ゲ ノ ム 領 域 中 の ６ ０ ％ 及 び ４ ０ ％ の 塩 基 対 が そ れ ぞ れ Ａ －
Ｔ 及 び Ｇ － Ｃ 塩 基 対 で あ る 場 合 、 無 作 為 化 は 、 こ れ と 同 一 の 塩 基 対 比 率 を 含 み 得 る 。 あ る
い は 、 適 切 な コ ン ト ロ ー ル は 、 頻 度 予 測 を 含 む こ と が で き 、 こ の 予 測 は 、 実 際 に 無 作 為 化
配 列 を 生 成 す る 必 要 が な く モ チ ー フ 中 の 塩 基 対 の 頻 度 に 基 づ い て 所 与 の モ チ ー フ を 予 想 す
る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 コ ン ト ロ ー ル セ ッ ト は 、 そ の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 中 に 欠 失 又 は 置 換
を 有 す る 変 異 形 態 等 の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 変 異 形 態 に よ っ て 結 合 さ れ る ゲ ノ ム 領 域 セ ッ ト
を 含 み 得 る の に 対 し て 、 他 の 実 施 形 態 で は 、 コ ン ト ロ ー ル セ ッ ト は 、 転 写 因 子 、 基 本 転 写
機 構 の 成 分 、 又 は ヒ ス ト ン な ど の 第 ２ の タ ン パ ク 質 に よ っ て 結 合 さ れ る ゲ ノ ム 領 域 セ ッ ト
を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ を 同 定 す る た め の 当 業 者 に 既 知 の 任 意 の ア ル ゴ リ ズ ム 又 は ソ フ ト ウ
ェ ア プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 同 定 さ れ た ゲ ノ ム 領 域 セ ッ ト か ら Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ の 統 計 的
に 富 化 さ れ た セ ッ ト を 同 定 す る こ と が で き る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列
モ チ ー フ は １ つ 又 は 複 数 の 以 下 の プ ロ グ ラ ム 又 は ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 同 定 さ れ る 。 Ｇ ｉ
ｂ ｂ ｓ 　 Ｓ ａ ｍ ｐ ｌ ｅ ｒ (Rajewsky他 (2002)BMC Bioinformatics,3:30, Lawrence他 (1993)
Science, 262, 208-214)、 Ｒ ’ Ｍ Ｅ Ｓ プ ロ グ ラ ム (Schbath S,(1997)J. Comp. Biol., 4, 
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189-192)、 Ｖ ｅ ｒ ｂ ｕ ｍ ｃ ｕ ｌ ｕ ｓ プ ロ グ ラ ム (Apostolico他 、 (2000)Journal of Comput
ational Biology、 第 ７ 巻 、 第 １ ／ ２ 号 、 Apostolico他 (2004)Journal of Computer and S
cience Technology、 第 １ ９ 巻 、 第 １ 号 、 pp. 22-41)、 Ｙ Ｍ Ｆ プ ロ グ ラ ム (Sinha他 (2002)N
ucleic Acids Research、 第 ３ ０ 巻 、 第 ２ ４ 号 、 5549-5560、 Sinha他 (2000)Eighth Intern
ational Conference on Intelligent Systems for Molecular Biology, San Diego, CA, 
344-354） 、 Ａ ｌ ｉ ｇ ｎ Ａ Ｃ Ｅ （ Aligns Nucleic Acid Conserved Elements） （ Hughes他 (
2000), Journal of Molecular Biology, 296(5):1205-14, Roth他 、 (1998)Narure Biotec
hnology, 16(10):939-45, 1998） 、 Ｂ ｉ ｏ Ｐ ｒ ｏ ｓ ｐ ｅ ｃ ｔ ｏ ｒ プ ロ グ ラ ム （ Liu X他 (20
01)Pac. Symp. Biocomput., 127-38） 、 Ｍ Ｅ Ｍ Ｅ プ ロ グ ラ ム （ Bailey他 (1994)Proceeding
s of the Second International Conference on Intelligent Systems for Molecular Bi
ology, 28-36, AAAI Press） 、 Ｍ ｏ ｔ ｉ ｆ 　 Ｓ ａ ｍ ｐ ｌ ｅ ｒ （ Thijs G(2001)他  Bioinfor
matics, 17(12), 1113-1122, Thijs G他  Journal of Computational Biology（ special i
ssue Recomb'2001） , 9(2), 447-464, 2002） 、 及 び Ｓ Ｕ Ｐ Ｅ Ｒ Ｐ Ｏ Ｓ Ｉ Ｔ Ｉ Ｏ Ｎ （ Shino
zaki D他 ,(2003)Bioinformatics, 19 Suppl 2:II206-II214） 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｍ ｏ ｔ ｉ ｆ 　 Ｄ ｉ ｓ ｃ ｏ ｖ ｅ ｒ ｙ ス キ ャ ン （ Ｍ Ｄ ｓ ｃ ａ ｎ ）
プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 同 定 さ れ た ゲ ノ ム 領 域 セ ッ ト か ら Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ を 同 定 す る （
Liu XS他 , (2002)Nat. Biotechnol.、 20(8):835-9） 。 別 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｍ
ｏ ｇ ｕ ｌ プ ロ グ ラ ム （ 多 重 ア ル ゴ リ ズ ム を 包 含 す る ） を 用 い て Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ を 同 定
す る (Rust他 　 Int. Conf. on Systems Biology(ISMB2003)、 2003)。 さ ら な る ア ル ゴ リ ズ
ム も ま た 記 載 さ れ て い る (Bailey他 (1994)Proc. Int. Conf. Intell. Syst. Mol. Biol.、
2、 28-36を 参 照 の こ と )。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 １ つ よ り 多 く の ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い
て Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ を 同 定 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 同 定 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ の 有 効 性 に つ い て 、 ワ ン ハ イ ブ
リ ッ ド シ ス テ ム 又 は ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 選 択 法 な ど の ア プ ロ ー チ を 用 い
て 実 験 的 に 試 験 し た (Blackwell TK(1995)Methods Enzymol.、 254:604-18、 Blackwell他 (1
990)Science. 250(4984):1149-51, Blackwell他 (1990)Science. 250(4984):1104-10を 参
照 の こ と )。 さ ら な る 方 法 に つ い て は 、 米 国 特 許 出 願 番 号 第 ２ ０ ０ ４ ／ ０ １ １ ５ ７ ９ ４ 号
に 開 示 さ れ て お り 、 そ の 全 体 が 本 明 細 書 中 に 参 照 す る こ と に よ り 組 み 込 ま れ る も の と す る
。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 以 下 の モ チ ー フ 見 出 プ ロ グ ラ ム の 少 な く と も １ つ が 使 用 さ れ る
： Ａ ｌ ｉ ｇ ｎ Ａ Ｃ Ｅ (Roth、 F. P.、 Hughes、 J. D. 、 Estep、 P. W. & Church、 G. M. Fin
ding DNA regulatory motifs within unaligned noncoding sequences clustered by who
le-genome mRNA quantitation. Nat Biotechnol 16、 939-45(1998))、 Ｍ Ｅ Ｍ Ｅ (Bailey, 
T. L. & Elkan, The value of prior knowledge in discovering motifs with MEME. Pro
c Int Conf Intell Syst Mol Biol 3, 21-9(1995))、 Ｍ Ｄ ｓ ｃ ａ ｎ (Liu, X. S. , Brutla
g、 D. L. & Liu、 J. S. An algorithm for finding protein-DNA-binding sites with ap
plications to chromatin-immunoprecipitation microarray experiments. Nat Biotechn
ol 20, 835-9(2002))、 Kellis他 に よ っ て 記 載 さ れ て い る 保 存 に 基 づ く 方 法 (conservation
-based method)(Kellis他 , Sequencing and comparison of yeast species to identify 
genes and regulatory elements. Nature 423, 241-54(2003))、 本 明 細 書 中 で は 「 Ｋ ｅ ｌ
ｌ ｉ ｓ 方 法 」 と し て 参 照 さ れ 、 新 規 の 保 存 に 基 づ く 方 法 は Ｃ Ｏ Ｎ Ｖ Ｅ Ｒ Ｇ Ｅ と 呼 ば れ て い
る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 目 的 の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を 同 定 す る た め の 本 明 細 書 中 に 記 載
の 方 法 の 一 実 施 形 態 は 、 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 が 細 胞 の 種 と は 異 な っ た １ つ 又 は 複 数 の 種 中
で 保 存 さ れ て い る か ど う か を 決 定 す る こ と を 含 む 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 上 記 方 法 は
候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 が １ つ 又 は 複 数 の 種 中 の 同 等 な ゲ ノ ム 領 域 に お い て 保 存 さ れ て い る か
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ど う か を 決 定 す る こ と を 含 む 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 異 な る 種 が 細 胞 と 同 じ 系 統 学 的 階 級 の
下 に 分 類 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 異 な る 種 は 細 胞 と 同 じ 順 序 で 分 類 さ れ る 。 好 ま し い
実 施 形 態 で は 、 異 な る 種 は 細 胞 と 同 じ 属 で 分 類 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 細 胞 の リ
ボ ソ ー ム Ｒ Ｎ Ａ と 異 な る 種 の リ ボ ソ ー ム Ｒ Ｎ Ａ と の 間 の 配 列 同 一 性 の 割 合 (percent seque
nce identity)は 少 な く と も 、 ７ ０ ％ 、 ７ ５ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ １ ％ 、 ９ ２
％ 、 ９ ３ ％ 、 ９ ４ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ７ ． ５ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ９ ９ ％ 、 ９ ９ ． ５
％ 、 ９ ９ ． ８ ％ 又 は ９ ９ ． ０ ％ で あ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 細 胞 の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ と 異 な
る 種 の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ と の 間 の 配 列 同 一 性 の 割 合 は 、 少 な く と も 、 ７ ０ ％ 、 ７ ５ ％ 、 ８ ０ ％ 、
８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ １ ％ 、 ９ ２ ％ 、 ９ ３ ％ 、 ９ ４ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ７ ． ５
％ 、 ９ ８ ％ 、 ９ ９ ％ 、 ９ ９ ． ５ ％ 、 ９ ９ ． ８ ％ 又 は ９ ９ ． ０ ％ で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は
、 細 胞 の コ ー ド 領 域 と 異 な る 種 の コ ー ド 領 域 と の 間 の 平 均 配 列 同 一 性 の 割 合 は 、 少 な く と
も 、 ７ ０ ％ 、 ７ ５ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ １ ％ 、 ９ ２ ％ 、 ９ ３ ％ 、 ９ ４ ％ 、 ９ ５
％ 、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ７ ． ５ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ９ ９ ％ 、 ９ ９ ． ５ ％ 、 ９ ９ ． ８ ％ 又 は ９ ９ ．
０ ％ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 モ チ ー フ に 適 合 す る 配 列 が 同 等 な
ゲ ノ ム 領 域 中 に 存 在 す る 場 合 、 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 と 考 え ら れ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で
は 、 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 モ チ ー フ に 適 合 す る 配 列 が 少 な く と も １ つ の 異 な
る 種 中 の 同 等 な ゲ ノ ム 領 域 中 に 存 在 す る 場 合 、 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 と 考 え ら れ る 。 一
実 施 形 態 で は 、 ２ つ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 領 域 は 、 こ れ ら が オ ル ソ ロ ガ ス 遺 伝 子 を 含 む 領 域 な ど
の オ ル ソ ロ ガ ス 配 列 で あ る 場 合 、 等 価 で あ る と 考 え ら れ る 。 用 語 「 オ ル ソ ロ ガ ス 遺 伝 子 」
は 、 そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 で 互 い に 十 分 に 類 似 し て お り 、 こ れ ら の 遺 伝 子 座 が 共 通 の 先
祖 の 遺 伝 子 を 起 源 と す る と 示 唆 さ れ る 、 異 な る 種 中 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 座 を い う 。 オ ル ソ ロ ガ
ス 遺 伝 子 は 、 ゲ ノ ム 内 で 遺 伝 子 が 重 複 さ れ る 場 合 よ り も む し ろ １ つ の 系 列 が ２ つ の 種 に 分
か れ る 場 合 に 生 じ る 。 オ ル ソ ロ ガ ス な タ ン パ ク 質 は 、 ２ つ の 異 な る 種 の 遺 伝 子 に よ っ て コ
ー ド さ れ 、 こ の 遺 伝 子 は オ ル ソ ロ ガ ス と 考 え ら れ る 。 関 連 す る 実 施 形 態 で は 、 ２ つ の 領 域
は 、 こ れ ら が オ ル ソ ロ ガ ス 遺 伝 子 配 列 を 含 む 場 合 、 等 価 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 等 価 又 は オ ル ソ ロ ガ ス な ゲ ノ ム 領 域 の 同 定 を 、 同 定 さ れ た ゲ ノ ム 領 域
と 別 の 種 由 来 の ゲ ノ ム 配 列 と を 比 較 す る た め の Ｄ Ｎ Ａ ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム を 使 用 し
て 行 う こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 候 補 結 合 部 位 に 隣 接 す る 少 な く と も ５ ０ 、 １ ０ ０
、 ２ ０ ０ 、 ４ ０ ０ 、 ６ ０ ０ 、 ８ ０ ０ 、 １ ， ０ ０ ０ 、 １ ， ５ ０ ０ 、 ３ ， ０ ０ ０ 、 ５ ， ０ ０ ０
、 又 は １ ０ ， ０ ０ ０ 塩 基 の 配 列 を 使 用 し て 、 他 の 種 の ゲ ノ ム 配 列 中 の 同 等 な ゲ ノ ム 領 域 を
検 索 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト 及 び 比 較 の た め の プ ロ グ ラ ム 及 び ア ル ゴ リ ズ ム は
、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ  Ｂ ｌ ｏ ｃ ｋ  Ａ ｌ ｉ ｇ ｎ ｅ ｒ （ Ｄ
Ｂ Ａ ） プ ロ グ ラ ム （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｗ ｉ ｓ ｅ ソ フ ト ウ ェ ア セ ッ ト の 一 部 ） を 使 用 し て 、 同 定 さ れ
た ゲ ノ ム 配 列 と 別 の 種 由 来 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ と を 比 較 す る （ Ewan他 (2004) GeneWise and Ge
nomewise. Genome Research 14: 988-995を 参 照 の こ と ） 。 進 化 的 に 保 存 さ れ た 配 列 の 同
定 方 法 は 、 米 国 特 許 出 願 第 ２ ０ ０ ３ ／ ０ ０ １ ７ ４ ７ ４ 号 及 び 同 第 ２ ０ ０ ３ ／ ０ １ １ ９ ０ １
５ 号 （ そ の 内 容 全 体 が 本 明 細 書 中 で 参 照 す る こ と に よ り 組 み 込 ま れ る ） に 記 載 さ れ て い る
。 使 用 す る こ と が で き る 他 の プ ロ グ ラ ム に は 、 Ｍ ａ ｕ ｖ ｅ プ ロ グ ラ ム (Darling他 (2004) G
enome Res ; 14 (7):1394-403)、 Ｏ ｒ ｔ ｈ ｏ Ｍ Ｃ Ｌ プ ロ グ ラ ム (Li他 (2003) Genome Res. 
; 13 (9): 2178-89)が 含 ま れ る 。 Thomas他 (2003) Nature 14; 424 (6950): 788-93も 参 照
の こ と 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ゲ ノ ム 領 域 間 の 核 酸 配 列 の 相 同 性 を 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 種 々 の 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ
ム 及 び プ ロ グ ラ ム の い ず れ か を 使 用 し て 評 価 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ア ル ゴ リ ズ ム
及 び プ ロ グ ラ ム に は 、 Ｔ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｐ 、 Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ａ 、 Ｔ Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ａ 、 及 び
Ｃ Ｌ Ｕ Ｓ Ｔ Ａ Ｌ Ｗ (Pearson及 び Lipman, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci# USA 85 (8): 244
4-2448; Altschul他 , 1990, J. Mol. Biol. 215 (3): 403-410; Thompson他 , 1994, Nucl
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eic Acids Res. 22 (2): 4673-4680; Higgins他 , 1996, Methods Enzymol. 266: 383-402
; Altschul他 , 1990, J. Mol. Biol. 215 (3): 403-410; Altschul他 , 1993, Nature Gen
etics 3: 266-272)が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 決 し て 制 限 さ れ な い 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、
核 酸 配 列 の 相 同 性 を 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の Basic Local Alignment Search Tool （ 「 Ｂ
Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 」 ） を 使 用 し て 評 価 す る (例 え ば 、 Karlin及 び Altschul, 1990, Proc. Natl. Aca
d Sci. USA 87: 2267-2268; Altschul他 , 1990, J. Mol. Biol. 215: 403-410; Altschul
他 , 1993, Nature Genetics 3: 266-272; Altschul他 , 1997,Nuc. Acids Res. 25: 3389-
 3402を 参 照 の こ と )。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム は 、 ク エ リ ー ア ミ ノ 酸 配 列 又 は 核 酸 配 列 と 、 好 ま し く は 、 タ ン パ
ク 質 配 列 又 は 核 酸 配 列 の デ ー タ ベ ー ス か ら 得 た 試 験 配 列 と の 間 の 類 似 の セ グ メ ン ト （ 本 明
細 書 中 で 「 高 ス コ ア リ ン グ セ グ メ ン ト 対 」 と 呼 ば れ る ） の 同 定 に よ っ て 相 同 配 列 を 同 定 す
る 。 高 ス コ ア リ ン グ セ グ メ ン ト 対 を 、 好 ま し く は 、 ス コ ア リ ン グ 行 列 に よ っ て 同 定 し （ す
な わ ち 、 ア ラ イ ン メ ン ト す る ） 、 ス コ ア リ ン グ 行 列 は 、 そ の 多 く が 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で
あ る 。 使 用 さ れ る ス コ ア リ ン グ 行 列 は 、 Ｂ Ｌ Ｏ Ｓ Ｕ Ｍ ６ ２ 行 列 で あ り 得 る （ Gonnet他 , 19
92, Science 256: 1443-1445 ;Henikoff 及 び Henikoff, 1993, Proteins 17:49-61） 。 Ｐ
Ａ Ｍ 行 列 又 は Ｐ Ａ Ｍ ２ ５ ０ 行 列 も 使 用 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Schwartz及 び Dayhoff
編 , 1978, Matrices for Detecting Distance Relationships: Atlas of Protein Sequen
ce and Structure, Washington: National Biomedical Research Foundationを 参 照 の こ
と ） 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム は 、 同 定 さ れ た 全 て の 高 ス コ ア リ ン グ セ グ メ ン ト 対 の 統 計 的
有 意 性 を 評 価 し 、 好 ま し く は 、 ユ ー ザ ー 指 定 相 同 率 な ど の ユ ー ザ ー 指 定 の 有 意 性 の 閾 値 を
満 た す セ グ メ ン ト を 選 択 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 高 ス コ ア リ ン グ セ グ メ ン ト 対 の 統 計 的 有
意 性 を 、 Ｋ ａ ｒ ｌ ｉ ｎ の 統 計 的 有 意 性 の 式 を 使 用 し て 評 価 す る （ 例 え ば 、 Karlin及 び Alts
chul, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 2267-2268を 参 照 の こ と ） 。 上 記 ア ル ゴ リ
ズ ム と 共 に 使 用 し た パ ラ メ ー タ ー を 、 研 究 し た 配 列 の 長 さ 及 び 相 同 性 の 程 度 に 依 存 し て 適
合 す る こ と が で き る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 パ ラ メ ー タ ー は 、 ユ ー ザ ー か ら の 指 示 の
な い ア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 使 用 さ れ た デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ２ 配 列 間 の 配 列 の 比 較 並 び に 同 一 率 及 び 類 似 率 の 決 定 を 、 数 学 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て
行 う こ と が で き る 。 （ Computational Molecular Biology, Lesk, A. M. 編 , Oxford Univ
ersity Press, New York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smi
th, D. W. 編 , Academic Press, New York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data
, Part 1, Griffin, A. M. 及 び Griffin, H. G. 編 , Humana Press, New Jersey, 1994; 
Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G. , Academic Press, 1987;及
び Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. 及 び Devereux, J. 編 , M Stockton Press, 
New York, 1991） 。 １ つ の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ２ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 同 一 率 を 、 Ｂ
ｌ ｏ ｓ ｓ ｏ ｍ ６ ２ 行 列 又 は Ｐ Ａ Ｍ ２ ５ ０ 行 列 の い ず れ か を 使 用 し た Ｇ Ｃ Ｇ ソ フ ト ウ ェ ア パ
ッ ケ ー ジ （ http://www. gcg. comで 利 用 可 能 ） 中 の Ｇ Ａ Ｐ プ ロ グ ラ ム に 組 み 込 ま れ た Ｎ ｅ
ｅ ｄ ｌ ｅ ｍ ａ ｎ  ａ ｎ ｄ  Ｗ ｕ ｓ ｃ ｈ （ J Mol. Biol. (48): 444-453 (1970)） を 使 用 し て
決 定 す る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 同 一 率 を 、 Ｎ Ｗ Ｓ ｇ ａ
ｐ ｄ ｎ ａ － Ｃ Ｍ Ｐ 行 列 を 使 用 し た Ｇ Ｃ Ｇ ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ (Devereux, J. 他 , Nucl
eic Acids Res. 12(1) :387 (1984)) (http://www.gcg.comで 利 用 可 能 )中 の Ｇ Ａ Ｐ プ ロ グ
ラ ム を 使 用 し て 決 定 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 ２ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 又 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の 間 の 同 一 率 を 、 Ａ Ｌ Ｉ Ｇ Ｎ プ ロ グ ラ ム （ バ ー ジ ョ ン ２ ． ０ ） に 組 み 込 ま れ た E. Myers及
び W. Millerの ア ル ゴ リ ズ ム (CABIOS, 4: 11-17 (1989))を 使 用 し て 決 定 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ
に 対 応 す る Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 が 、 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 に 隣 接 す る ２ ｋ ｂ 、 １ ． ５ ｋ ｂ 、 ｌ ｋ
ｂ 、 ８ ０ ０ ｂ ｐ 、 ６ ０ ０ ｂ ｐ 、 ５ ０ ０ ｂ ｐ 、 ４ ０ ０ ｂ ｐ 、 ３ ０ ０ ｂ ｐ 、 ２ ０ ０ ｂ ｐ 、 １ ５
０ ｂ ｐ 、 １ ０ ０ ｂ ｐ 、 ８ ０ ｂ ｐ 、 ６ ０ ｂ ｐ 、 又 は ５ ０ ｂ ｐ 未 満 の ウ ィ ン ド ウ (window)に 同
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等 な 別 の 種 中 の ゲ ノ ム 領 域 内 に 存 在 す る 場 合 、 保 存 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 で あ る 。 例 え ば
、 配 列 GGG CCCの 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 が 細 胞 中 の Ｘ 遺 伝 子 の 転 写 開 始 部 位 の ５ ５ ０ ｂ ｐ 上
流 に 存 在 す る 例 示 的 な 制 限 さ れ な い 例 で は 、 ウ ィ ン ド ウ が ３ ０ ０ ｂ ｐ で あ り 、 且 つ 目 的 の
タ ン パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ が GGG CCCで あ る 場 合 、 配 列 GGG CCC、 GGG CCC、 GGG CCC
、 又 は GGG CCCの い ず れ か が Ｘ 遺 伝 子 の 転 写 開 始 部 位 か ら ７ ０ ０ ～ ４ ０ ０ ｂ ｐ に 同 等 な 他
の 種 の 領 域 中 で 見 出 さ れ た 場 合 、 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 は 保 存 さ れ て お り 、 こ れ は 、 こ れ ら
の 配 列 が 全 て Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ に 適 合 す る か ら で あ る 。 ウ ィ ン ド ウ 及 び 転 写 開 始 部 位 に
先 立 つ 領 域 中 の ２ つ の 種 の 間 の 配 列 同 一 性 に 依 存 し て 、 細 胞 か ら ７ ０ ０ か ら ４ ０ ０ ｂ ｐ の
ウ ィ ン ド ウ に 同 等 な 第 ２ の 種 中 の 領 域 を 、 転 写 活 性 部 位 に 関 連 し て シ フ ト す る こ と が で き
、 そ れ に よ り 、 例 え ば 、 第 ２ の 種 が 転 写 開 始 部 位 の 直 前 の １ ０ ｂ ｐ が 欠 失 し た 場 合 、 同 等
な 位 置 は 、 ６ ９ ０ ～ ３ ９ ０ ｂ ｐ で あ り 得 る 。 当 業 者 は 、 ２ 領 域 間 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト に
基 づ い て 、 任 意 の こ の よ う な シ フ ト を 確 認 す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 別 の 種 の オ ー ソ ロ ガ ス 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 中 に 目 的 の タ ン
パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ に 対 応 す る Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 が 存 在 す る 場 合 、 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合
部 位 は 保 存 さ れ て い る Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 で あ る と 考 え ら れ る 。 あ る 特 定 の 実 施 形 態 に お い て
、 目 的 の タ ン パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ に 対 応 す る Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 が 別 の 種 の オ ー ソ ロ
ガ ス 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 中 に 存 在 す る 場 合 、 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 中 の 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 結 合
部 位 は 、 保 存 さ れ て い る Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 で あ る と 考 え ら れ 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 転 写 開
始 部 位 に 対 し て 約 ５ ｋ ｂ 、 ４ ｋ ｂ 、 ３ ｋ ｂ 、 ２ ． ５ ｋ ｂ 、 ２ ｋ ｂ 、 １ ． ５ ｋ ｂ 、 １ ｋ ｂ 、
９ ０ ０ ｂ ｐ 、 ８ ０ ０ ｂ ｐ 又 は ７ ０ ０ ｂ ｐ ５ ’ か ら 、 転 写 開 始 部 位 に 対 し て 約 ５ ０ ｂ ｐ 、 １
０ ０ ｂ ｐ 、 １ ５ ０ ｂ ｐ 、 ２ ０ ０ ｂ ｐ 、 ２ ５ ０ ｂ ｐ 、 ３ ０ ０ ｂ ｐ 、 ４ ０ ０ ｂ ｐ 、 ５ ０ ０ ｂ ｐ
、 ６ ０ ０ ｂ ｐ 、 ８ ０ ０ ｂ ｐ 又 は １ ， ０ ０ ０ ｂ ｐ ３ ’ ま で を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 、
プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 転 写 開 始 部 位 に 対 し て 約 ５ ｋ ｂ 、 ４ ｋ ｂ 、 ３ ｋ ｂ 、 ２ ． ５ ｋ ｂ 、 ２
ｋ ｂ 、 １ ． ５ ｋ ｂ 、 １ ｋ ｂ 、 ９ ０ ０ ｂ ｐ 、 ８ ０ ０ ｂ ｐ 又 は ７ ０ ０ ｂ ｐ ５ ’ か ら 、 転 写 開 始
部 位 に 対 し て 約 ５ ０ ｂ ｐ 、 １ ０ ０ ｂ ｐ 、 １ ５ ０ ｂ ｐ 、 ２ ０ ０ ｂ ｐ 、 ２ ５ ０ ｂ ｐ 、 ３ ０ ０ ｂ
ｐ 、 ４ ０ ０ ｂ ｐ 、 ５ ０ ０ ｂ ｐ 、 ６ ０ ０ ｂ ｐ 、 ８ ０ ０ ｂ ｐ 又 は １ ， ０ ０ ０ ｂ ｐ ３ ’ ま で か ら
成 る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 い く つ か 又 は 全 て の プ ロ モ ー タ ー 領 域 が 実 験 的 に 定 義 さ れ
、 結 果 と し て 異 な る 遺 伝 子 間 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 大 き さ は 異 な り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
Ｉ Ｖ ． さ ら な る 方 法
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ
ト を 変 化 さ せ る 薬 剤 の 同 定 方 法 を 提 供 す る 。 １ つ の 特 定 の 態 様 は 、 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 目 的 の
タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を 変 化 さ せ る 薬 剤 の 同 定 方 法 を 提 供 し 、 こ の
方 法 は 、 （ ｉ ） 実 験 細 胞 を 候 補 薬 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、 （ ｉ ｉ ） 本 明 細 書 中 に 記 載
の 方 法 の い ず れ か に し た が っ て 、 ス テ ッ プ （ ｉ ） の 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 生
物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を 同 定 し 、 そ れ に よ り 、 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 の 実 験 セ ッ
ト を 生 成 す る ス テ ッ プ と 、 （ ｉ ｉ ｉ ） （ １ ） 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 の 実 験 セ ッ ト と 、 （
２ ） 目 的 の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 の コ ン ト ロ ー ル セ ッ ト と を 比 較 す る ス テ
ッ プ と を 含 み 、 実 験 セ ッ ト 及 び コ ン ト ロ ー ル セ ッ ト が 異 な る 場 合 に 候 補 薬 剤 が 同 定 さ れ る
。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 薬 剤 の 同 定 方 法 の 一 実 施 形 態 で は 、 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 の 実 験 セ ッ ト が 薬 物 と 接 触
し て い な い コ ン ト ロ ー ル 細 胞 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト で あ
る 、 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 の コ ン ト ロ ー ル セ ッ ト を 提 供 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 生 物 活
性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 の コ ン ト ロ ー ル セ ッ ト は 、 （ ａ ） 異 な る 投 薬 量 の 薬 剤 と 接 触 し た か 、 （
ｂ ） 異 な る 薬 剤 と 接 触 し た か 、 （ ｃ ） そ の 組 み 合 わ せ で あ る コ ン ト ロ ー ル 細 胞 中 の 目 的 の
タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト で あ る 。 あ る い は 、 コ ン ト ロ ー ル セ ッ ト は 、
薬 剤 と の 接 触 前 の 細 胞 又 は 細 胞 群 に 由 来 し 得 る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 こ の 方 法
は 、 単 細 胞 よ り も む し ろ 細 胞 集 団 と 薬 剤 と を 接 触 さ せ る こ と 、 そ の 後 、 細 胞 集 団 又 は 小 集
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団 を 使 用 す る ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 実 験 細 胞 と 薬 剤 と の 接 触 以 外 の 実 験 条 件 （ 細 胞 の 遺 伝 子 型 、 細
胞 の 成 長 条 件 、 ク ロ マ チ ン の 単 離 条 件 、 免 疫 沈 降 条 件 な ど ） は 、 実 験 細 胞 と コ ン ト ロ ー ル
細 胞 と の 間 で 実 質 的 に 同 一 で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 実 験 細 胞 を ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 薬 剤
と 接 触 さ せ る の に 対 し て 、 他 の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 を ｉ ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ で 接 触 さ せ る 。 細 胞
を 、 例 え ば 、 細 胞 を 含 む 生 物 へ の 薬 剤 の 投 与 に よ っ て 薬 剤 と ｉ ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ で 接 触 さ せ る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 を 、 細 胞 中 で の 薬 剤 の 遺 伝 的 発 現 （ Ｒ Ｎ Ａ 又 は ポ リ ペ プ
チ ド 薬 等 の 薬 剤 を コ ー ド す る 実 験 細 胞 へ の 導 入 遺 伝 子 の 導 入 な ど ） に よ っ て 薬 剤 と 接 触 さ
せ る 。 導 入 遺 伝 子 は 、 任 意 の タ ン パ ク 質 （ 転 写 調 節 因 子 又 は キ ナ ー ゼ 及 び ホ ス フ ァ タ ー ゼ
な ど の 転 写 調 節 因 子 の 活 性 を 調 節 す る タ ン パ ク 質 な ど ） を コ ー ド し 得 る 。 導 入 遺 伝 子 は ま
た 、 ヘ ア ピ ン Ｒ Ｎ Ａ な ど の 阻 害 Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る こ と が で き 、 そ の 結 果 、 ヘ ア ピ ン Ｒ Ｎ
Ａ が 指 示 さ れ る 遺 伝 子 の 機 能 を ノ ッ ク ダ ウ ン す る こ と が で き る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は
、 導 入 遺 伝 子 は 、 病 状 に 関 連 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 実 験 セ ッ ト 及 び コ ン ト ロ ー ル セ ッ ト は 、 少 な く と も １ つ の 生
物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 が 異 な り 、 一 方 の セ ッ ト で 存 在 す る が 他 方 の セ ッ ト で 存 在 し な い 場
合 、 候 補 薬 剤 が 同 定 さ れ る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 少 な く と も ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 １ ０ 、 ２ ０
、 又 は ３ ０ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 が 他 方 の セ ッ ト と 比 較 し て 一 方 の セ ッ ト で 異 な っ て
存 在 す る 場 合 、 候 補 薬 剤 が 同 定 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 少 な く と も ０ ． ５ ％ 、 １ ％ 、
２ ％ 、 ３ ％ 、 ４ ％ 、 ５ ％ 、 又 は １ ０ ％ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 が 他 方 の セ ッ ト と 比 較 し
て 一 方 の セ ッ ト で 異 な っ て 存 在 す る 場 合 、 候 補 薬 剤 が 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 の 関 連 す る 態 様 は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 が 細 胞 ゲ ノ ム に 異 な っ て 結 合 す る 条 件 を 同
定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の １ つ の 特 定 の 態 様 は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 が 細 胞 ゲ ノ ム に
異 な っ て 結 合 す る ２ つ の 条 件 セ ッ ト を 同 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 （ ｉ ） 本 明 細
書 中 に 記 載 の 方 法 の い ず れ か に し た が っ て 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 第 １ の 生 物
活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、 こ こ で 細 胞 は 第 １ の 条 件 セ ッ ト に 曝 露
さ れ る 、 （ ｉ ｉ ） 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の い ず れ か に し た が っ て 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 目 的 の
タ ン パ ク 質 の 第 ２ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、 こ こ で 細 胞 は
第 ２ の 条 件 セ ッ ト に 曝 露 さ れ る 、 （ ｉ ｉ ｉ ） 第 １ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト と 第 ２
の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト と を 比 較 し 、 ２ つ の セ ッ ト が 異 な る か ど う か を 決 定 す る
ス テ ッ プ と を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 条 件 セ ッ ト は 、 環 境 条 件 セ ッ ト を 含 む 。 条 件 は 、 細 胞 が 存 在 す る 物 理
的 環 境 条 件 、 化 学 的 環 境 条 件 、 及 び ／ 又 は そ の 部 位 の 生 物 学 的 条 件 で あ り 得 る 。 任 意 の 適
切 な 時 間 、 曝 露 す る こ と が で き る 。 曝 露 は 、 連 続 的 、 一 過 性 、 定 期 的 、 散 発 的 な ど で あ り
得 る 。 物 理 的 条 件 に は 、 細 胞 が 存 在 す る サ ン プ ル の 任 意 の 物 理 的 状 態 が 含 ま れ る 。 物 理 的
状 態 は 、 サ ン プ ル の 温 度 若 し く は 圧 力 又 は そ の 部 位 の 光 の 量 若 し く は 質 （ 電 磁 放 射 ） で あ
り 得 る 。 あ る い は 又 は さ ら に 、 物 理 的 状 態 は 、 特 に 、 そ の 部 位 の 電 場 、 磁 場 、 及 び ／ 又 は
粒 子 放 射 な ど に 関 し 得 る 。 化 学 的 条 件 に は 、 サ ン プ ル 集 団 が 処 理 さ れ る 流 動 物 の 任 意 の 化
学 的 態 様 が 含 ま れ る 。 化 学 的 態 様 は 、 特 に 、 ｐ Ｈ 、 イ オ ン 強 度 、 及 び ／ 又 は 流 動 物 の 組 成
（ ガ ス 濃 度 ） な ど に 関 し 得 る 。 細 胞 が 生 物 中 に 存 在 す る 場 合 、 特 に 、 条 件 セ ッ ト は 、 食 事
、 身 体 的 活 動 、 性 的 行 為 、 ス ト レ ス レ ベ ル 、 又 は 意 識 状 態 （ 起 き て い る 状 態 対 眠 っ て い る
状 態 な ど ） 、 及 び 病 状 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 条 件 セ ッ ト は 、 生 物 学 的 条 件 セ ッ ト を 含 む 。 生 物 学 的 条 件 に は 、 細
胞 が 処 理 さ れ る 共 通 の 流 動 物 体 積 (fluid volume)の 任 意 の 生 物 学 的 態 様 （ 栄 養 素 な ど ） が
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含 ま れ る 。 生 物 学 的 条 件 に は 、 成 長 因 子 、 ケ モ カ イ ン 、 又 は サ イ ト カ イ ン の 有 無 も 含 ま れ
得 る 。 生 物 学 的 態 様 に は 、 さ ら な る 細 胞 の 存 在 、 非 存 在 、 濃 度 、 活 性 、 又 は 型 が 含 ま れ 得
る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 関 連 す る 態 様 は ま た 、 目 的 の タ ン パ ク 質 が 細 胞 ゲ ノ ム に 異 な っ て 結 合 す る ２ つ
の 細 胞 遺 伝 子 型 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 （ ｉ ） 第 １ の 遺 伝 子 型 の 細 胞 ゲ ノ
ム 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 第 １ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、
（ ｉ ｉ ） 第 ２ の 遺 伝 子 型 の 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 第 ２ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合
部 位 セ ッ ト を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、 （ ｉ ｉ ｉ ） 第 １ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト と 第
２ の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト と を 比 較 し 、 ２ つ の セ ッ ト が 異 な る か ど う か を 決 定 す
る ス テ ッ プ と を 含 む 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 細 胞 の 遺 伝 子 型 は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 遺 伝 子 型
が 異 な る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 は 複 数 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 型 が 異 な り 、 そ の う ち の １ つ
は 目 的 の タ ン パ ク 質 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 細 胞 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 に よ っ て 調 節 さ れ る 少 な く と も １ つ の
経 路 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の １ つ の 特 定 の 態 様 は 、 細 胞 中 の 目 的 の タ ン パ ク
質 に よ っ て 転 写 的 に 調 節 さ れ る 経 路 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 （ ｉ ） 本 明 細
書 中 に 記 載 の 方 法 の い ず れ か に し た が っ て 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 Ｄ
Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、 （ ｉ ｉ ） ス テ ッ プ （ ｉ ） で 同 定 さ れ た 生 物 活
性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト へ の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 結 合 に よ っ て 調 節 さ れ る 可 能 性 が 高 い 少
な く と も ２ つ の 候 補 遺 伝 子 を 同 定 す る ス テ ッ プ と を 含 み 、 少 な く と も ２ つ の 候 補 遺 伝 子 が
同 一 経 路 の メ ン バ ー で あ る 場 合 に 上 記 経 路 が 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 用 語 「 経 路 」 は 、 生 成 物 又 は 活 性 が 生 成 さ れ る ２ つ 又 は そ れ
以 上 の 連 続 的 分 子 相 互 作 用 に 関 与 す る 系 の 構 成 要 素 セ ッ ト を 意 味 す る こ と を 意 図 す る 。 経
路 は 、 種 々 の 生 成 物 又 は 活 性 を 生 成 し 、 こ れ ら に は 、 例 え ば 、 分 子 間 相 互 作 用 、 核 酸 又 は
ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 変 化 、 ２ つ 又 は そ れ 以 上 の 分 子 の 複 合 体 の 形 成 又 は 解 離 、 代 謝 産 物
の 蓄 積 又 は 破 壊 、 酵 素 又 は 結 合 活 性 の 活 性 化 又 は 不 活 化 が 含 ま れ 得 る 。 し た が っ て 、 用 語
「 経 路 」 に は 、 種 々 の 経 路 型 （ 例 え ば 、 生 化 学 的 経 路 、 遺 伝 子 発 現 経 路 、 及 び 調 節 経 路 な
ど ） が 含 ま れ る 。 同 様 に 、 経 路 に は 、 こ れ ら の 例 示 的 経 路 型 の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 経 路 は 、 生 化 学 的 経 路 で あ る 。 生 化 学 的 経 路 に は 、 例 え ば 、 代 謝 な ど
に お い て あ る 化 合 物 が 別 の 化 合 物 に 変 換 さ れ る 酵 素 経 路 、 並 び に 酵 素 活 性 、 ポ リ ペ プ チ ド
構 造 、 及 び ポ リ ペ プ チ ド 機 能 活 性 が 変 化 す る シ グ ナ ル 伝 達 経 路 が 含 ま れ 得 る 。 生 化 学 的 経
路 の 特 定 の 例 に は 、 ガ ラ ク ト ー ス が グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 に 変 換 さ れ る 経 路 及 び 光 受 容
体 ロ ド プ シ ン に よ っ て 受 容 さ れ る 光 の 粒 子 に よ っ て サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ が 生 成 さ れ る 経 路
が 含 ま れ る 。 多 数 の 他 の 生 化 学 的 経 路 が 存 在 し 、 当 業 者 に 既 知 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 生 化 学 的 経 路 は 炭 水 化 物 代 謝 経 路 で あ り 、 特 定 の 実 施 形 態 で
は 、 解 糖 ／ 糖 新 生 、 ク エ ン 酸 回 路 （ Ｔ Ｃ Ａ 回 路 ） 、 ペ ン ト ー ス リ ン 酸 経 路 、 ペ ン ト ー ス 及
び グ ル ク ロ ン 酸 の 相 互 交 換 、 フ ル ク ト ー ス 及 び マ ン ノ ー ス 代 謝 、 ガ ラ ク ト ー ス 代 謝 、 ア ス
コ ル ビ ン 酸 及 び ア ル ダ レ ー ト (aldarate)代 謝 、 デ ン プ ン 及 び グ ル コ ー ス 代 謝 、 ア ミ ノ 糖 代
謝 、 ヌ ク レ オ チ ド 糖 代 謝 、 ピ ル ビ ン 酸 代 謝 、 グ リ オ キ シ ル 酸 及 び ジ カ ル ボ ン 酸 代 謝 、 プ ロ
ピ オ ン 酸 代 謝 、 ブ タ ン 酸 代 謝 、 Ｃ 5 分 岐 二 塩 基 酸 代 謝 、 イ ノ シ ト ー ル 代 謝 、 及 び イ ノ シ ト
ー ル リ ン 酸 代 謝 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 生 化 学 的 経 路 は エ ネ ル ギ ー 代 謝 経 路 で あ り 、 特 定 の 実 施 形 態
で は 、 酸 化 的 リ ン 酸 化 、 Ａ Ｔ Ｐ 合 成 、 光 合 成 、 炭 素 固 定 、 還 元 的 カ ル ボ ン 酸 サ イ ク ル （ Ｃ
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Ｏ 2 固 定 ） 、 メ タ ン 代 謝 、 窒 素 代 謝 、 及 び 硫 黄 代 謝 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 生 化 学 的 経 路 は 脂 質 代 謝 経 路 で あ り 、 特 定 の 実 施 形 態 で は 、
脂 肪 酸 生 合 成 （ 経 路 １ ） 、 脂 肪 酸 生 合 成 （ 経 路 ２ ） 、 脂 肪 酸 代 謝 、 ケ ト ン 体 の 合 成 及 び 分
解 、 ス テ ロ イ ド の 生 合 成 、 胆 汁 酸 生 合 成 、 Ｃ ２ １ － ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 代 謝 、 ア ン ド ロ ゲ
ン 及 び エ ス ト ロ ゲ ン 代 謝 、 グ リ セ ロ 脂 質 代 謝 、 リ ン 脂 質 分 解 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 及 び ロ
イ コ ト リ エ ン 代 謝 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 生 化 学 的 経 路 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 代 謝 経 路 で あ り 、 特 定 の 実 施
形 態 で は 、 プ リ ン 代 謝 及 び ピ リ ミ ジ ン 代 謝 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 生 化 学 的 経 路 は ア ミ ノ 酸 代 謝 経 路 で あ り 、 特 定 の 実 施 形 態 で
は 、 グ ル タ ミ ン 酸 代 謝 、 ア ラ ニ ン 及 び ア ス パ ラ ギ ン 酸 代 謝 、 グ リ シ ン 、 セ リ ン 及 び ス レ オ
ニ ン 代 謝 、 メ チ オ ニ ン 代 謝 、 シ ス テ イ ン 代 謝 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 及 び イ ソ ロ イ シ ン 分 解 、
バ リ ン 、 ロ イ シ ン 及 び イ ソ ロ イ シ ン 生 合 成 、 リ ジ ン 生 合 成 、 リ ジ ン 分 解 、 ア ル ギ ニ ン 及 び
プ ロ リ ン 代 謝 、 ヒ ス チ ジ ン 代 謝 、 チ ロ シ ン 代 謝 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 代 謝 、 ト リ プ ト フ ァ ン
代 謝 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 及 び ト リ プ ト フ ァ ン 生 合 成 、 尿 素 サ イ ク ル 、 β － ア ラ
ニ ン 代 謝 、 タ ウ リ ン 及 び ヒ ポ タ ウ リ ン 代 謝 、 ア ミ ノ ホ ス ホ ネ ー ト 代 謝 、 セ レ ノ ア ミ ノ 酸 代
謝 、 シ ア ノ ア ミ ノ 酸 代 謝 、 Ｄ － グ ル タ ミ ン 及 び Ｄ － グ ル タ ミ ン 酸 代 謝 、 Ｄ － ア ル ギ ニ ン 及
び Ｄ － オ ル ニ チ ン 代 謝 、 Ｄ － ア ラ ニ ン 代 謝 及 び グ ル タ チ オ ン 代 謝 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ
る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 生 化 学 的 経 路 は グ リ カ ン 生 合 成 及 び 代 謝 経 路 で あ り 、 特 定 の
実 施 形 態 で は 、 Ｎ － グ リ カ ン 生 合 成 、 Ｎ － グ リ カ ン 分 解 、 Ｏ － グ リ カ ン 生 合 成 、 コ ン ド ロ
イ チ ン ／ へ パ ラ ン 硫 酸 生 合 成 、 ケ ラ タ ン 硫 酸 生 合 成 、 グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 分 解 、 リ ポ 多
糖 生 合 成 、 シ ル コ シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル (clycosylphosphatidylinositol)（ Ｇ
Ｐ Ｉ ） － ア ン カ ー 生 合 成 、 ペ プ チ ド グ リ カ ン 生 合 成 、 グ リ コ ス フ ィ ン ゴ リ ピ ド 代 謝 、 血 液
型 グ リ コ リ ピ ド 生 合 成 － ラ ク ト シ リ ー ズ 、 血 液 型 グ ル コ リ ピ ド 生 合 成 － 新 ラ ク ト シ リ ー ズ
、 グ ロ ボ シ ド 代 謝 及 び ガ ン グ リ オ シ ド 生 合 成 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 生 化 学 的 経 路 は ポ リ ケ チ ド 及 び 非 リ ボ ソ ー ム ペ プ チ ド 経 路 の
生 合 成 で あ り 、 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 Ｉ 型 ポ リ ペ プ チ ド 構 造 、 １ ２ 員 環 、 １ ４ 員 環 、 １ ６
員 環 マ ク ロ ラ イ ド の 生 合 成 、 ア ン サ マ イ シ ン 生 合 成 、 ポ リ ケ チ ド 糖 単 位 生 合 成 、 非 リ ボ ソ
ー ム ペ プ チ ド 構 造 及 び シ デ ロ ホ ア グ ル ー プ 非 リ ボ ソ ー ム ペ プ チ ド 生 合 成 か ら 成 る 群 か ら 選
択 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 生 化 学 的 経 路 は 補 因 子 及 び ビ タ ミ ン 経 路 の 代 謝 で あ り 、 特 定
の 実 施 形 態 で は 、 チ ア ミ ン 代 謝 、 リ ボ フ ラ ビ ン 代 謝 、 ビ タ ミ ン Ｂ ６ 代 謝 、 ニ コ チ ン 酸 及 び
ニ コ チ ン ア ミ ド 代 謝 、 パ ン ト テ ン 酸 及 び Ｃ ｏ Ａ 生 合 成 、 ビ オ チ ン 生 合 成 、 葉 酸 生 合 成 、 葉
酸 に よ る １ つ の 炭 素 プ ー ル (One carbon pool by folate)、 レ チ ノ ー ル 代 謝 、 ポ ル フ ィ リ
ン 及 び ク ロ ロ フ ィ ル 代 謝 並 び に ユ ビ キ ノ ン 生 合 成 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 生 化 学 的 経 路 は 第 二 の 代 謝 経 路 に お け る 生 合 成 で あ り 、 特 定
の 実 施 形 態 で は 、 テ ル ペ ノ イ ド 生 合 成 、 ジ テ ル ペ ノ イ ド 生 合 成 、 モ ノ テ ル ペ ノ イ ド 生 合 成
、 リ モ ネ ン 及 び ピ ネ ン 分 解 、 イ ン ド ー ル 及 び ト コ ン ア ル カ ロ イ ド 生 合 成 、 フ ラ ボ ノ イ ド 、
ス チ ル ベ ン 及 び リ グ ニ ン 生 合 成 、 ア ル カ ロ イ ド 生 合 成 Ｉ 、 ア ル カ ロ イ ド 生 合 成 Ｉ Ｉ 、 ペ ニ
シ リ ン 及 び セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 生 合 成 、 β － ラ ク タ ム 耐 性 、 ス ト レ プ ト ミ シ ン 生 合 成 、 テ ト
ラ サ イ ク リ ン 生 合 成 、 ク ラ ブ ラ ン 酸 生 合 成 及 び ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 生 合 成 か ら 成 る 群 か ら 選
択 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
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　 一 実 施 形 態 で は 、 経 路 は 、 遺 伝 子 発 現 経 路 で あ る 。 遺 伝 子 発 現 経 路 に は 、 例 え ば 、 特 定
の 遺 伝 子 の 発 現 を 誘 導 、 増 強 、 又 は 抑 制 す る 分 子 が 含 ま れ 得 る 。 し た が っ て 、 遺 伝 子 発 現
経 路 に は 、 １ つ 又 は 複 数 の 調 節 さ れ た 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 又 は 他 の 調 節 領 域 中 の 特 定 の
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 結 合 す る リ プ レ ッ サ ー 及 び 転 写 因 子 と し て 機 能 す る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ 得
る 。 遺 伝 子 発 現 経 路 の 例 は 、 成 長 刺 激 に 応 答 す る 細 胞 周 期 遺 伝 子 発 現 の 誘 導 で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 経 路 は 、 調 節 経 路 で あ る 。 調 節 経 路 に は 、 例 え ば 、 特 定 の 条 件 下 で 細
胞 機 能 を 調 節 す る 経 路 が 含 ま れ 得 る 。 調 節 経 路 は 、 例 え ば 、 系 の 構 成 要 素 の 活 性 又 は 生 化
学 的 遺 伝 子 発 現 若 し く は 他 の 経 路 型 の 活 性 の 変 化 に よ っ て 細 胞 機 能 を 調 節 す る 。 活 性 の 変
化 に は 、 例 え ば 、 特 定 の 条 件 下 で の 経 路 構 成 要 素 の 発 現 、 活 性 、 又 は 物 理 的 相 互 作 用 の 変
化 の 誘 導 が 含 ま れ る 。 調 節 経 路 の 特 定 の 例 に は 、 生 化 学 系 の 環 境 刺 激 に 応 答 し て 細 胞 機 能
を 活 性 化 す る 経 路 （ 細 胞 成 長 シ グ ナ ル の 存 在 に 応 答 し た 細 胞 分 化 の 阻 害 並 び に ガ ラ ク ト ー
ス の 存 在 及 び 糖 抑 制 の 非 存 在 に 応 答 し た ガ ラ ク ト ー ス の 輸 送 及 び 触 媒 の 活 性 化 な ど ） が 含
ま れ る 。 用 語 「 構 成 要 素 」 は 、 ネ ッ ト ワ ー ク 又 は 経 路 に 関 し て 使 用 す る 場 合 、 生 化 学 系 、
ネ ッ ト ワ ー ク 、 又 は 経 路 の 分 子 構 成 成 分 （ 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 、 他 の 高 分 子 、 又
は 他 の 生 体 分 子 な ど ） を 意 味 す る こ と を 意 図 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 経 路 は 、 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 で あ る 。 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に は 、 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ
シ グ ナ ル 伝 達 経 路 、 Ｗ ｎ ｔ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 、 Ｔ Ｇ Ｆ － β シ グ ナ ル 伝 達 経 路 、 ト ー ル 様 受
容 体 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 、 Ｊ ａ ｋ － Ｓ Ｔ Ａ Ｔ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 、 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー シ グ ナ
ル 伝 達 経 路 、 及 び ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル シ グ ナ ル 伝 達 経 路 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 経 路 同 定 の た め の 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の 一 実 施 形 態 は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 に よ っ て
調 節 さ れ る 可 能 性 が 高 い 候 補 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と を 含 む 。 一 実 施 形 態 で は 、 候 補 遺 伝 子
は 、 候 補 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー が 少 な く と も １ つ の 目 的 の タ ン パ ク 質 の 同 定 さ れ た 生 物 活
性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 を 含 む 場 合 、 目 的 の タ ン パ ク 質 に よ っ て 調 節 さ れ る 可 能 性 が 高 い 。 特 定
の 実 施 形 態 で は 、 候 補 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 転 写 開 始 部 位 の 約 ３ ｋ ｂ ５ ’ か ら １
ｋ ｂ ３ ’ ま で を 含 む 。 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 候 補 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 転 写
開 始 部 位 の 約 ２ ｋ ｂ ５ ’ か ら ０ ． ５ ｋ ｂ ３ ’ ま で を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 候 補 遺 伝 子
は 、 候 補 遺 伝 子 の 調 節 エ レ メ ン ト が 少 な く と も １ つ の 同 定 さ れ た 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位
を 含 む 場 合 、 目 的 の タ ン パ ク 質 に よ っ て 調 節 さ れ る 可 能 性 が 高 い 。 一 実 施 形 態 で は 、 調 節
エ レ メ ン ト は 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 及 び エ ン ハ ン サ ー 領 域 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 候 補 遺 伝 子 は 、 少 な く と も １ つ の 同 定 さ れ た 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位
が 遺 伝 子 の 転 写 開 始 部 位 の 約 ３ ｋ ｂ ５ ’ ～ １ ｋ ｂ ３ ’ 内 に 存 在 す る 場 合 、 目 的 の タ ン パ ク
質 に よ っ て 調 節 さ れ る 可 能 性 が 高 い 。 遺 伝 子 が １ つ を 超 え る 転 写 開 始 部 位 を 有 す る 場 合 、
一 実 施 形 態 で は 、 候 補 遺 伝 子 は 、 少 な く と も １ つ の 同 定 さ れ た 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 が
少 な く と も １ つ の 遺 伝 子 の 転 写 開 始 部 位 の 約 ３ ｋ ｂ ５ ’ ～ １ ｋ ｂ ３ ’ 内 に 存 在 す る 場 合 、
目 的 の タ ン パ ク 質 に よ っ て 調 節 さ れ る 可 能 性 が 高 い 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 少 な く と も １
つ の 同 定 さ れ た 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 は 、 少 な く と も １ つ の 遺 伝 子 の 転 写 開 始 部 位 の 約
２ ｋ ｂ ５ ’ ～ ０ ． ５ ｋ ｂ ３ ’ 内 に 存 在 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 候 補 遺 伝 子 は 、 少 な く と も １ つ の 同 定 さ れ た 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部
位 が 目 的 の 遺 伝 子 の 開 始 メ チ オ ニ ン コ ド ン の 約 ４ ｋ ｂ ５ ’ ～ １ ｋ ｂ ３ ’ 内 に 存 在 す る 場 合
、 又 は 開 始 メ チ オ ニ ン の 使 用 が 異 な る 複 数 の 遺 伝 子 産 物 が 存 在 す る 場 合 に は 、 少 な く と も
１ つ の 同 定 さ れ た 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 が 約 ４ ｋ ｂ ５ ’ ～ １ ｋ ｂ ３ ’ 又 は １ つ の 開 始 メ
チ オ ニ ン 内 に 存 在 す る 場 合 、 目 的 の タ ン パ ク 質 に よ っ て 調 節 さ れ る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 当 業 者 は 、 候 補 遺 伝 子 を 、 例 え ば 、 遺 伝 子 の 機 能 及 び 経 路 へ の そ の 分 類 を 記 載 す る い く
つ か の デ ー タ ベ ー ス の う ち の い ず れ か の 調 査 並 び に ／ 又 は 文 献 の 調 査 に よ っ て 経 路 に 割 り
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当 て る こ と が で き る （ Biochemical Pathways: An Atlas of Biochemistry and Molecular
 Biology. Gerhard Michal (編 集 者 ) Wiley, John & Sons, Incorporated, (1998); Bioc
hemistry of Signal Transduction and Regulation, Gerhard Krauss, Wiley, John & So
ns, Incorporated, (2003); Signal Transduction. Bastien D. Gomperts, Academic Pre
ss, Incorporated (2003)も 参 照 の こ と ） 。 使 用 す る こ と が で き る デ ー タ ベ ー ス に は 、 htt
p://www.genome. jp/kegg/cegg4. html;Pubmed、 OMIM、 及 び Entrez（ http://www. ncbi. 
nih. gov） ; Swiss-Protデ ー タ ベ ー ス （ http://www. expasy. org/） が 含 ま れ 得 る が 、 こ
れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ １ １ 】
　 １ つ の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 遺 伝 子 が 割 り 当 て ら れ た 経 路 を 、 Biomolecular Interac
tion Network Database (BIND)（ http://www. blueprint. org/bind/、 よ り 好 ま し く は ht
tp://www. blueprint. org/bind/search/bindsearch. html） (Bader GD, Betel D, Hogue
 CW. (2003) BIND : the Biomolecular Interaction Network Database. Nucleic Acids 
Res. 31(1) : 248-50;及 び Bader GD, Hogue CW. (2003) An automated method for findi
ng molecular complexes in large protein interaction networks. BMC Bioinformatics
. 4(1)も 参 照 の こ と )を 使 用 し て 同 定 す る 。 Ｂ Ｉ Ｍ Ｄ デ ー タ ベ ー ス の １ つ の 特 徴 は 、 ク エ
リ ー 遺 伝 子 を 割 り 当 て る 経 路 を 列 挙 し 、 そ れ に よ り 、 遺 伝 子 が 割 り 当 て ら れ る 経 路 の 同 定
を 可 能 に す る 。 さ ら に 、 米 国 特 許 出 願 番 号 ２ ０ ０ ３ ／ ０ １ ０ ０ ９ ９ ６ 号 は 、 経 路 の 同 定 及
び 遺 伝 子 の 経 路 へ の 分 類 を 容 易 に す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 経 路 デ ー タ ベ ー ス の 確
立 方 法 及 び 経 路 検 索 の 実 施 方 法 を 記 載 し て い る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 遺 伝 子 調 節 の 基 礎 を な す 機 構 の 同 定 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、
細 胞 ゲ ノ ム へ の そ の 差 分 結 合 に 相 関 す る 目 的 の タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 変 化 の 同 定 方 法 を 提
供 す る 。 本 発 明 の １ つ の 特 定 の 態 様 は 、 細 胞 ゲ ノ ム へ の 目 的 の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 活 性 と 相 関 す る 目 的 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 の 性 質 を 同 定 す る 方 法 を
提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 （ ｉ ） 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の い ず れ か に し た が っ て 、 目 的 の タ
ン パ ク 質 が 細 胞 ゲ ノ ム に 異 な っ て 結 合 す る ２ つ の 条 件 セ ッ ト を 同 定 す る こ と 、 （ ｉ ｉ ） （
ａ ） 第 １ の 条 件 セ ッ ト に 曝 露 さ れ た 細 胞 中 、 及 び （ ｂ ） 第 ２ の 条 件 セ ッ ト に 曝 露 さ れ た 細
胞 中 の 目 的 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 の 性 質 を 決 定 す る こ と 、 及 び （ ｉ ｉ ｉ ） 遺 伝 子 産 物 の 少
な く と も １ つ の 性 質 が ス テ ッ プ （ ｉ ｉ ） の ２ つ の 細 胞 で 異 な る か ど う か を 決 定 す る こ と を
含 み 、 そ れ に よ り 、 細 胞 ゲ ノ ム へ の 目 的 の 遺 伝 子 の 結 合 活 性 に 相 関 す る 性 質 を 同 定 す る こ
と を 含 む 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 細 胞 ゲ ノ ム へ の 目 的 の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
の 結 合 活 性 と 相 関 す る 目 的 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 の 性 質 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方
法 は 、 （ ｉ ） 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の い ず れ か し た が っ て 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 目 的 の タ ン パ
ク 質 の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を 変 化 さ せ る 薬 剤 を 同 定 す る こ と 、 （ ｉ ｉ ） （ ａ ）
薬 剤 と 接 触 し た 細 胞 中 、 及 び （ ｂ ） 薬 剤 と 接 触 し て い な い 細 胞 中 の 目 的 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子
産 物 の 性 質 を 決 定 す る こ と 、 及 び （ ｉ ｉ ｉ ） 遺 伝 子 産 物 の 少 な く と も １ つ の 性 質 が ス テ ッ
プ （ ｉ ｉ ） の ２ つ の 細 胞 で 異 な る か ど う か を 決 定 す る こ と を 含 み 、 そ れ に よ り 、 細 胞 ゲ ノ
ム へ の 目 的 の 遺 伝 子 の 結 合 活 性 に 相 関 す る 性 質 を 同 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 の 関 連 す る 態 様 は 、 細 胞 ゲ ノ ム へ の 目 的 の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド の 結 合 活 性 と 相 関 す る 目 的 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 の 性 質 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ
の 方 法 は 、 （ ｉ ） 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の い ず れ か し た が っ て 細 胞 ゲ ノ ム 中 の 目 的 の タ
ン パ ク 質 の 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 セ ッ ト を 変 化 さ せ る 薬 剤 を 同 定 す る こ と 、 （ ｉ ｉ ） （
ａ ） あ る 投 薬 量 の 薬 剤 と 接 触 し た 細 胞 中 、 及 び （ ｂ ） 異 な る 投 薬 量 の 薬 剤 と 接 触 し た 細 胞
中 の 目 的 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 の 性 質 を 決 定 す る こ と 、 及 び （ ｉ ｉ ｉ ） 遺 伝 子 産 物 の 少 な
く と も １ つ の 性 質 が ス テ ッ プ （ ｉ ｉ ） の ２ つ の 細 胞 で 異 な る か ど う か を 決 定 す る こ と を 含
み 、 そ れ に よ り 、 細 胞 ゲ ノ ム へ の 目 的 の 遺 伝 子 の 結 合 活 性 に 相 関 す る 性 質 を 同 定 す る こ と
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を 含 む 。 異 な る 投 薬 量 の 薬 剤 は 、 例 え ば 、 異 な る 濃 度 の 薬 剤 を 異 な る 持 続 時 間 で 細 胞 に 曝
露 す る こ と を 含 み 得 る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 遺 伝 子 産 物 の 性 質 を 同 定 す る 方 法 の 一 実 施 形 態 で は 、 発 現 産 物 は 、
ｍ Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 発 現 産 物 は ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 遺 伝 子 産 物 の 特 性 を 同 定 す る 方 法 の 一 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝
子 産 物 の 性 質 は 、 遺 伝 子 産 物 の 翻 訳 後 修 飾 、 遺 伝 子 産 物 の 発 現 レ ベ ル 、 遺 伝 子 産 物 の 酵 素
活 性 、 遺 伝 子 産 物 の オ リ ゴ マ ー 状 態 及 び 細 胞 内 局 在 化 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 本 明 細
書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 翻 訳 後 修 飾 」 は 、 タ ン パ ク 質 の ペ プ チ ド 鎖 の 伸 長 と は 考 え ら れ
な い タ ン パ ク 質 へ の ペ プ チ ド 部 分 又 は 非 ペ プ チ ド 部 分 の 添 加 を 表 す 。 翻 訳 後 タ ン パ ク 質 修
飾 の 例 と し て は 、 リ ン 酸 化 、 ア セ チ ル 化 、 メ チ ル 化 、 Ａ Ｄ Ｐ － リ ボ シ ル 化 、 ユ ビ キ チ ン 化
、 グ ル コ シ ル 化 、 カ ル ボ ニ ル 化 、 ス モ 化 (sumoylation)、 ビ オ チ ン 化 又 は ポ リ ペ プ チ ド 側
鎖 若 し く は 疎 水 性 基 の 添 加 が 挙 げ ら れ る 。 １ つ の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 評 価 さ れ る リ
ン 酸 化 は 、 チ ロ シ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 又 は ヒ ス チ ジ ン 残 基 の リ ン 酸 化 で あ る 。 別 の
特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 評 価 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 側 鎖 の 添 加 は ユ ビ キ チ ン の 添 加 で あ る
。 ユ ビ キ チ ン 化 で は 、 全 て の 真 核 細 胞 に 豊 富 に 存 在 す る 進 化 的 に 高 く 保 存 さ れ た ７ ６ ア ミ
ノ 酸 ポ リ ペ プ チ ド で あ る ユ ビ キ チ ン が 、 標 的 タ ン パ ク 質 の １ つ 又 は 複 数 の リ ジ ン 側 鎖 の １
つ の ア ミ ノ 基 へ 共 有 結 合 す る 。 さ ら に 別 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 評 価 さ れ る 疎 水 性 基
の 添 加 は 、 脂 肪 酸 （ 例 え ば 、 ミ リ ス チ ン 酸 又 は パ ル ミ チ ン 酸 ） の 添 加 、 イ ソ プ レ ノ イ ド （
例 え ば 、 フ ァ ル ネ シ ル 又 は ゲ ン ラ ニ ル ゲ ン ラ ニ ル (genranylgenranyl)） の 添 加 、 又 は グ リ
コ シ ル － ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ア ン カ ー （ 例 え ば 、 グ リ コ シ ル を 含 む 炭 水 化 物 群 ）
の 添 加 で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 リ ン 酸 化 に は 、 チ ロ シ ン 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 又 は ヒ ス チ ジ ン の リ ン 酸 化 が 含 ま れ 得
る 。 こ れ ら の 修 飾 に 使 用 す る こ と が で き る 抗 体 に は 、 例 え ば 、 ホ ス ホ チ ロ シ ン 特 異 的 抗 体
、 ホ ス ホ セ リ ン 特 異 的 抗 体 、 ホ ス ホ セ リ ン 特 異 的 抗 体 、 ホ ス ホ － ト レ オ ニ ン － プ ロ リ ン 抗
体 が 含 ま れ 得 る 。 こ れ ら の 修 飾 の 検 出 に 使 用 す る こ と が で き る 抗 体 に は 、 Ｓ ｅ ｒ ７ ３ で の
リ ン 酸 化 ｃ － Ｊ ｕ ｎ な ど の タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 残 基 に 特 異 的 な 抗 体 が 含 ま れ る 。 ア セ チ
ル 化 を 、 ア セ チ ル 化 リ ジ ン 抗 体 の 使 用 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 メ チ ル 化 特 異 的 抗
体 を 使 用 し て 、 １ つ 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が メ チ ル 化 し た タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と が で き
る 。 Ａ Ｄ Ｐ リ ボ シ ル 化 特 異 的 抗 体 を 使 用 し て 、 Ａ Ｄ Ｐ リ ボ シ ル 化 修 飾 を 有 す る タ ン パ ク 質
を 検 出 す る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 付 加 の 例 は 、 ユ ビ キ チ ン 化 で あ る 。 例 え ば 、 ユ
ビ キ チ ン 特 異 的 抗 体 又 は ポ リ ユ ビ キ チ ン 特 異 的 抗 体 を 使 用 し て 、 標 的 タ ン パ ク 質 の ユ ビ キ
チ ン 化 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 当 業 者 に 既 知 の 任 意 の 一 般 的 方 法 を 適 用 し て 、 遺 伝 子 産 物 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る こ と
が で き る （ ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル 又 は タ ン パ ク 質 レ ベ ル な ど ） 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル を 、 例 え ば 、 ノ
ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ） 、 Ｒ Ｎ Ａ 保 護 ア ッ セ イ 、
又 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 少 な く と も 一 部 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る こ と が で き る プ ロ ー ブ を 含 む Ｄ Ｎ
Ａ マ イ ク ロ ア レ イ な ど の 技 術 を 使 用 し て 決 定 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 タ ン パ ク 質 レ ベ
ル を 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 免 疫 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ 、 又
は 任 意 の 他 の 免 疫 学 的 技 術 な ど の 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 技 術 を 使 用 し て 定 量 す る こ と が で
き る 。 核 酸 及 び タ ン パ ク 質 の 定 量 技 術 は 、 例 え ば 、 Molecular Cloning: A Laboratory Ma
nual,第 ３ 版 , Sambrook及 び Russell編 (Cold Spring Harbor Laboratory Press: 2001); 
及 び Current Protocols in Cell Biology, Bonifacino, Dasso, Lippincott-Schwartz, H
arford,及 び Yamada編 , John Wiley and Sons, Inc. , New York, 1999（ そ の 全 体 が 本 明
細 書 中 で 参 照 す る こ と に よ っ て 組 み 込 ま れ る ） に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 局 在 化 を 、 免 疫 細 胞 化 学 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 あ る い は
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、 細 胞 由 来 の オ ル ガ ネ ラ を 精 製 し 、 異 な る オ ル ガ ネ ラ 調 製 物 中 の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 決
定 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 を 蛍 光 タ ン パ ク 質 に 融 合 し て 、 ｉ ｎ  
ｖ ｉ ｖ ｏ で タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 局 在 化 を ラ イ ブ イ メ ー ジ ン グ す る こ と が で き る 。 例 示 的 蛍
光 タ ン パ ク 質 に は 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） 、 Ｄ ｓ Ｒ ｅ ｄ 、 ｚ Ｆ Ｐ ５ ３ ８ 、 ｍ Ｒ Ｆ
Ｐ ｌ 、 Ｂ Ｆ Ｐ 、 Ｃ Ｆ Ｐ 、 Ｙ Ｆ Ｐ 、 こ れ ら の 変 異 体 、 又 は こ れ ら の 機 能 活 性 フ ラ グ メ ン ト が
含 ま れ る 。 Ｇ Ｆ Ｐ は 米 国 特 許 第 ５ ， ４ ９ １ ， ０ ８ ４ 号 に 記 載 さ れ て お り 、 ｚ Ｆ Ｐ ５ ３ ８ は
Zagranichny他 Biochemistry. 2004; 43 (16): 4764-72に 記 載 さ れ て い る 。 細 胞 内 区 画 に
は 、 核 、 小 胞 体 （ Ｅ Ｒ ） 、 ゴ ル ジ 装 置 、 被 覆 小 窩 、 ミ ト コ ン ド リ ア 、 エ ン ド ソ ー ム 、 及 び
細 胞 質 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 細 胞 内 局 在 化 を 、 固 定 細 胞
サ ン プ ル に 対 す る ｉ ｎ － ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 技 術 を 使 用 し て 決 定 す る こ と も で き る
。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 遺 伝 子 産 物 が 酵 素 で あ る 一 実 施 形 態 で は 、 遺 伝 子 産 物 の 酵 素 活 性 は 、 遺 伝 子 産 物 の 性 質
で あ る 。 遺 伝 子 産 物 の 酵 素 活 性 を 、 特 定 の 酵 素 型 に つ い て の 標 準 的 ア ッ セ イ を 使 用 し て 決
定 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Enzymes: A Practical Introduction to Structure, Mech
anism, and Data Analysis, Robert Allen Copeland著 ; Wiley, John & Sons, Incorpora
ted, 2000;及 び Enzyme Kinetics : Behavior and Analysis of Rapid Equilibrium and S
teady-State Enzyme Systems; Irwin H. Segel著 ; Wiley, John & Sons, Incorporated (
1994)を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 遺 伝 子 産 物 の 性 質 の 同 定 方 法 の 一 実 施 形 態 で は 、 遺 伝 子 産 物 の 性 質
は 、 ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 産 物 の オ リ ゴ マ ー 状 態 で あ る 。 オ リ ゴ マ ー 状 態 は 、 目 的 の タ ン パ
ク 質 が 、 単 量 体 、 二 量 体 、 三 量 体 、 六 量 体 、 又 は 他 の 多 量 体 型 と し て 存 在 す る か ど う か を
い う 。 目 的 の タ ン パ ク 質 の オ リ ゴ マ ー 状 態 を 、 例 え ば 、 未 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電
気 泳 動 （ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ） 又 は ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 使 用 し て 決 定 し 、 目 的 の タ ン パ ク 質
を 含 む 複 合 体 の サ イ ズ を 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 ２ つ の 細 胞 中 で 少 な く と も １ つ の
遺 伝 子 産 物 の 性 質 が 異 な る か ど う か の 決 定 は 、 定 量 的 測 定 に よ っ て 遺 伝 子 の 性 質 が 異 な る
か ど う か を 決 定 す る こ と を 含 む 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 こ れ は 、 定 量 的 測 定 に よ っ て 、 少 な
く と も １ ０ ％ 、 ２ ０ ％ 、 ４ ０ ％ 、 ５ ０ ％ 、 ７ ５ ％ 、 １ ０ ０ ％ 、 又 は ２ ０ ０ ％ 異 な る か ど う
か を 決 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 産 物 の 性 質 は 、 そ の 分 子 量 、 そ の 等 電 点 、
そ の ア ミ ノ 酸 組 成 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 そ の 二 量 体 化 状 態 （ 例 え ば 、 単 量 体 、 二 量 体 、 三
量 体 な ど ） 、 又 は 複 合 体 を 形 成 す る た め の 他 の ポ リ ペ プ チ ド と の 会 合 な ど の 物 理 的 性 質 を
含 む 。 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 任 意 の 技 術 （ 質 量 分 析 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ｓ Ｇ Ｅ 、 等 電 点 電 気 泳 動
、 ペ プ チ ド 配 列 決 定 、 ゲ ル 濾 過 、 及 び 免 疫 沈 降 ） を 使 用 し て 、 こ れ ら の 性 質 を 測 定 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 現 行 の 方 法 の い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 遺 伝 子 産 物 の 性 質 の 増 加 は 、 目 的 の タ ン パ ク 質
に よ っ て 結 合 さ れ た 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 数 の 増 加 と 相 関 す る 一 方 で 、 他 の 実 施 形 態 で
は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 に よ っ て 結 合 さ れ た 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 数 の 減 少 に 相 関 す る 。
他 の 実 施 形 態 で は 、 遺 伝 子 産 物 の 性 質 の 変 化 は 、 部 位 の 総 数 を 変 化 さ せ な い 生 物 活 性 Ｄ Ｎ
Ａ 結 合 部 位 の 変 化 に 相 関 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 を ２ つ を 超 え る 条 件 又 は ２ つ を 超 え る 候 補 薬 剤 で 試 験 し
、 そ の 結 果 、 相 関 関 係 を さ ら な る 条 件 又 は 候 補 薬 剤 に 拡 大 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
Ｖ ． 候 補 薬 剤
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　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 候 補 薬 剤 は 、 小 分 子 薬 物 、 ア ン チ
セ ン ス 核 酸 、 抗 体 、 ペ プ チ ド 、 リ ガ ン ド 、 脂 肪 酸 、 ホ ル モ ン 、 又 は 代 謝 産 物 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 候 補 薬 剤 （ 例 え ば 、 単 一 の 化 合 物 、 ２ つ 又 は そ れ 以 上 の 化 合 物 の 組 み 合 わ せ 、 化 合 物 の
ラ イ ブ ラ リ ー ） と し て 使 用 す る こ と が で き る 例 示 的 化 合 物 に は 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ
プ チ ド 、 ペ プ チ ド 模 倣 物 、 抗 体 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 構 築 物 （ ｓ
ｉ Ｒ Ｎ Ａ が 含 ま れ る ） 、 リ ボ ザ イ ム 、 化 学 化 合 物 、 及 び 有 機 小 分 子 が 含 ま れ る 。 化 合 物 を
、 個 別 、 化 合 物 の 組 み 合 わ せ 、 又 は 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー と し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と
が で き る 。 理 論 に 拘 束 さ れ な い が 、 本 発 明 は 、 細 胞 表 現 型 の 調 整 が 、 増 幅 、 生 存 、 又 は 特
定 の 系 列 へ の 分 化 を 調 整 し 、 そ れ に よ り 、 細 胞 表 現 型 が 調 整 さ れ る 特 定 の 遺 伝 子 及 び シ グ
ナ ル 伝 達 経 路 の 活 性 化 又 は 阻 害 を 含 み 得 る こ と を 意 図 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 候 補 薬 剤 を 、 個 別 、 １ つ 又 は 複 数 の 他 の 化 合 物 と の 組 み 合 わ せ 、 又 は 化 合 物 の ラ イ ブ ラ
リ ー と し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 化 合 物 に は 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 模
倣 物 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 構 築 物 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ザ イ ム 、 抗 体 、 及 び 小 分
子 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の コ ー ド
鎖 （ セ ン ス 鎖 ） に 相 補 的 （ 又 は ア ン チ セ ン ス ） で あ る 比 較 的 短 い 核 酸 で あ る 。 ア ン チ セ ン
ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 典 型 的 に は Ｒ Ｎ Ａ ベ ー ス で あ る が 、 Ｄ Ｎ Ａ ベ ー ス で も あ り 得 る 。
さ ら に 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を し ば し ば 修 飾 し て そ の 安 定 性 を 増 加 さ せ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 理 論 に 拘 束 さ れ な い が 、 こ れ ら の 比 較 的 短 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ｍ Ｒ Ｎ Ａ へ の 結 合 は
、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ の ス ト レ ッ チ を 誘 導 し て 内 因 性 Ｒ Ｎ ア ー ゼ に よ る メ ッ セ ー ジ の 分 解 を 誘 発
す る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 時 折 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を メ ッ セ ー ジ の プ ロ モ ー タ ー 付 近
に 結 合 す る よ う に 特 異 的 に デ ザ イ ン し 、 こ れ ら の 環 境 下 で 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド は 、 メ ッ セ ー ジ の 翻 訳 を さ ら に 妨 害 す る こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド が 機 能 す る 特 定 の 機 構 と 無 関 係 に 、 細 胞 又 は 組 織 へ の そ の 投 与 に よ っ て 特 定 の タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 分 解 さ れ る 。 し た が っ て 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 の 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 を 減 少 さ せ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 そ れ ら の キ メ ラ 混 合 物 、 誘 導 体 、 又 は 修 飾 型
(version)で あ り 、 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 で あ り 得 る 。 オ リ コ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 分 子
の 安 定 性 の 改 善 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 等 の た め に 、 塩 基 部 分 、 糖 部 分 又 は リ ン 酸 骨 格
で 修 飾 さ れ 得 る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ペ プ チ ド の よ う な 別 に 添 加 さ れ る 群 （ 例 え ば 、
宿 主 細 胞 受 容 体 を 標 的 と す る た め ） 、 細 胞 膜 を 介 し た 輸 送 を 促 進 す る 化 合 物 （ 例 え ば 、 Le
tsinger他 、 1989、 Proc．  Natl．  Acad. Sci. U.S.A. 86:6553-6556、 Lemaitre他 、 1987
、 Proc. Natl. Acad. Sci. 84:648-652、 １ ９ ８ ８ 年 １ ２ 月 １ ５ 日 刊 行 の Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 番 号
Ｗ Ｏ ８ ８ ／ ０ ９ ８ １ ０ を 参 照 の こ と ） 又 は 血 液 脳 関 門 （ 例 え ば 、 １ ９ ８ ８ 年 ４ 月 ２ ５ 日 刊
行 の Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 番 号 Ｗ Ｏ ８ ９ ／ １ ０ １ ３ ４ を 参 照 の こ と ） 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 誘 導
分 裂 剤 （ 例 え ば 、 Krol他 、 1988、 Bio Techniques 6:958-976を 参 照 の こ と ） 又 は 挿 入 剤 （
例 え ば 、 Zon、 1988、 Pharm. Res. 5:539-549を 参 照 の こ と ） を 含 み 得 る 。 こ の た め に 、 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 他 の 分 子 と 結 合 し 得 る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も １ つ の 修 飾 さ れ た 塩 基 部 分 を 含 み 得 る
。 少 な く と も １ つ の 修 飾 さ れ た 塩 基 部 分 は 、 ５ － フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 ５ － ブ ロ モ ウ ラ シ ル
、 ５ － ク ロ ロ ウ ラ シ ル 、 ５ － ヨ ー ド ウ ラ シ ル 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 キ サ ン チ ン 、 ４ － ア セ チ
ル シ ト シ ン 、 ５ － （ カ ル ボ キ シ ヒ ド ロ キ シ ト リ エ チ ル ） ウ ラ シ ル 、 ５ － カ ル ボ キ シ メ チ ル
ア ミ ノ メ チ ル － ２ － チ オ ウ リ ジ ン 、 ５ － カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ジ ヒ ド
ロ ウ ラ シ ル 、 β － Ｄ － ガ ラ ク ト シ ル ケ オ シ ン 、 イ ノ シ ン 、 Ｎ ６ － イ ソ ペ ン テ ニ ル ア デ ニ ン
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、 １ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 １ － メ チ ル イ ノ シ ン 、 ２ ， ２ － ジ メ チ ル グ ア ニ ン 、 ２ － メ チ ル ア
デ ニ ン 、 ２ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 ３ － メ チ ル シ ト シ ン 、 ５ － メ チ ル シ ト シ ン 、 Ｎ ６ － ア デ ニ
ン 、 ７ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 ５ － メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ５ － メ ト キ シ ア ミ ノ メ チ ル
－ ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 β － Ｄ － マ ン ノ シ ル ケ オ シ ン 、 ５ ’ － メ ト キ シ カ ル ボ キ シ メ チ ル ウ
ラ シ ル 、 ５ － メ ト キ シ ウ ラ シ ル 、 ２ － メ チ ル チ オ － Ｎ ６ － イ ソ ペ ン テ ニ ル ア デ ニ ン 、 ウ ラ
シ ル － ５ － オ キ シ 酢 酸 （ ｖ ） 、 ワ イ ブ ト キ ソ シ ン 、 プ ソ イ ド ウ ラ シ ル 、 ケ オ シ ン 、 ２ － チ
オ シ ト シ ン 、 ５ － メ チ ル － ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ４ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ５
－ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ウ ラ シ ル － ５ － オ キ シ 酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル 、 ウ ラ シ ル － ５ － オ キ シ 酢
酸 （ ｖ ） 、 ５ － メ チ ル － ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ３ － （ ３ － ア ミ ノ － ３ － Ｎ － ２ － カ ル ボ キ シ
プ ロ ピ ル ） ウ ラ シ ル 、 （ ａ ｃ ｐ ３ ） ｗ 及 び ２ ， ６ － ジ ア ミ ノ プ リ ン を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ
る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 ア ラ ビ ノ ー ス 、 ２ － フ ル オ ロ ア ラ ビ ノ ー ス 、
キ シ ル ロ ー ス 、 及 び ヘ キ ソ ー ス が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 群 か ら 選 択 さ れ る 少
な く と も １ つ の 修 飾 糖 部 分 を 含 み 得 る 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 中 性 ペ プ チ
ド 様 骨 格 も 含 み 得 る 。 こ の よ う な 分 子 は 、 ペ プ チ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） － オ リ ゴ マ ー と 呼 ば れ
、 例 え ば 、 Perry-O'Keefe他 (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93: 14670及 び Eglom
他 (1993) Nature 365: 566に 記 載 さ れ て い る 。 Ｐ Ｎ Ａ オ リ ゴ マ ー の １ つ の 利 点 は 、 Ｄ Ｎ Ａ
の 中 性 骨 格 の た め に 培 地 の イ オ ン 強 度 か ら 本 質 的 に 独 立 し て 相 補 Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 す る 能 力 で
あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー
ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ラ ミ ド チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ラ ミ デ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ ア
ミ デ ー ト 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 及 び ホ ル ム ア セ タ ー ル 、
又 は こ れ ら の ア ナ ロ グ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 修 飾 リ ン 酸 骨 格 を 含 む
。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 な お さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ア ノ マ ー オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド で あ る 。 ア ノ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 相 補 Ｒ Ｎ Ａ と 特 異 的 な 二 本 鎖 ハ イ ブ リ
ッ ド を 形 成 し 、 通 常 の 単 位 と 対 照 的 に 、 鎖 は 互 い に 並 行 し て い る （ Gautier他 , 1987, Nuc
l. Acids Res. 15: 6625-6641） 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ２ ’ － Ｏ － メ チ ル リ ボ ヌ ク レ
オ チ ド (Inoue他 , 1987, Nucl. Acids Res. 15: 6131-6148)又 は キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ ア
ナ ロ グ (Inoue他 , 1987,FEBS Lett. 215: 327-330)で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 標 準 的 方 法 （ 例 え ば 、 自 動 化 Ｄ
Ｎ Ａ 合 成 機 (Biosearch, Applied Biosystemsな ど か ら 市 販 さ れ て い る も の な ど )の 使 用 ）
に よ っ て 合 成 す る こ と が で き る 。 例 と し て 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、
Stein他 の 方 法 (1988, Nucl. Acids Res. 16: 3209)に よ っ て 合 成 す る こ と が で き 、 メ チ ル
ホ ス ホ ネ ー ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 調 節 さ れ た 細 孔 ガ ラ ス ポ リ マ ー 支 持 体 等 の 使 用 に よ
っ て 調 製 す る こ と が で き る (Sarin他 ,1988, Proc. Natl. Acad. Sci.U.S.A. 85: 7448-745
1)。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 当 業 者 は 、 適 切 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 容 易 に 選 択 す る こ と が で き る 。 特 定 の タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 仮 定 す る と 、 当 業 者 は 、 こ の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る ア ン チ セ ン
ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を デ ザ イ ン し 、 ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 又 は ｉ ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ 系 で の こ れ ら の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 試 験 し て 、 こ れ ら が 特 定 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 結 合
し て 分 解 を 媒 介 す る こ と を 確 認 す る こ と が で き る 。 特 定 の タ ン パ ク 質 に 特 定 に 結 合 し て 分
解 を 媒 介 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を デ ザ イ ン す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド に よ っ て 認 識 さ れ る 配 列 は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 に 固 有 で あ る か 実 質 的 に 固 有 で あ る こ と
が 重 要 で あ る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の い た る 所 で 頻 繁 に 反 復 す る 配 列 は 、 特 定 の メ ッ セ ー
ジ を 特 異 的 に 認 識 し て 分 解 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の デ ザ イ ン の 理 想 的 な 選 択 で は な い か
も し れ な い 。 当 業 者 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
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チ ド を デ ザ イ ン し 、 こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 公 的 に 利 用 可 能 な デ ー タ ベ ー ス に 登 録 さ れ
て い る 核 酸 配 列 と を 比 較 し て 、 配 列 が 特 定 の タ ン パ ク 質 に 特 異 的 又 は 実 質 的 に 特 異 的 で あ
る こ と を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 別 の 例 で は 、 １ つ を 超 え る メ ッ セ ー ジ に 結 合 し 分 解 を 媒 介 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を デ ザ イ ン す る こ と が 望 ま し い か も し れ な い 。 １ つ の 例 で は 、 メ ッ セ ー ジ は 、 イ
ソ 型 又 は 機 能 的 に 不 必 要 な タ ン パ ク 質 な ど の 関 連 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 得 る 。 こ の よ う な
場 合 、 当 業 者 は 、 こ れ ら の 関 連 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を ア ラ イ ン メ ン ト し 、 両
方 の メ ッ セ ー ジ を 認 識 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ を 細 胞 に 送 達 す る た め の 多 数 の 方 法 が 開 発 さ れ て お り 、
例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 を 、 組 織 部 位 に 直 接 注 射 す る こ と が で き る か 、 所 望 の 細 胞 を 標
的 化 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ た 修 飾 ア ン チ セ ン ス 分 子 （ 例 え ば 、 標 的 細 胞 表 面 上 に 発 現 し
た 受 容 体 又 は 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る ペ プ チ ド 又 は 抗 体 に 結 合 す る ア ン チ セ ン ス ） を 、 全
身 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 し か し 、 一 定 の 例 で は 、 内 因 性 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 の 抑 制 に 十 分 な ア ン チ セ ン ス の 細 胞 内 濃
度 を 達 成 す る こ と は 困 難 で あ り 得 る 。 し た が っ て 、 別 の ア プ ロ ー チ は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 強 力 な ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー 又 は ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー の 調 節 下
に お か れ た 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 を 使 用 す る 。 例 え ば 、 ベ ク タ ー を 、 細 胞 に よ っ て 取 り 込 ま
れ て ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 を 指 示 す る よ う に ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で 導 入 す る こ と が で き る
。 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 転 写 さ れ て 所 望 の ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ を 産 生 す る こ と が で き る
限 り 、 エ ピ ソ ー ム を 保 持 す る か 染 色 体 に 組 み 込 ま れ る よ う に な り 得 る 。 こ の よ う な ベ ク タ
ー を 、 当 該 技 術 分 野 で 標 準 的 な 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ テ ク ノ ロ ジ ー 法 に よ っ て 構 築 す る こ と が で き
る 。 ベ ク タ ー は 、 哺 乳 動 物 細 胞 中 で の 複 製 及 び 発 現 の た め に 使 用 さ れ る プ ラ ス ミ ド 、 ウ イ
ル ス 、 又 は 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 他 の ベ ク タ ー で あ り 得 る 。 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド
す る 配 列 を 、 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト の 細 胞 中 で 作 用 す る た め の 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の
任 意 の プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 こ の よ う な プ ロ モ ー タ ー は 、 誘 導
性 又 は 構 成 性 で あ り 得 る 。 こ の よ う な プ ロ モ ー タ ー に は 、 以 下 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ な い ： Ｓ Ｖ ４ ０ 初 期 プ ロ モ ー タ ー 領 域 (Bernoist及 び Chambon,1981, Nature 290:30
4-310)、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス の ３ ’ 長 末 端 反 復 中 に 含 ま れ る プ ロ モ ー タ ー (Yamamoto他 , 1
980, Cell 22: 787-797)、 ヘ ル ペ ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー (Wagner他 , 1981, Pro
c. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78: 1441-1445)、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 遺 伝 子 の 調 節 配 列 (Brin
ster他 , 1982, Nature 296: 39-42)な ど 。 プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 Ｙ Ａ Ｃ 、 又 は ウ イ ル ス
ベ ク タ ー の 任 意 の 型 を 使 用 し て 、 組 織 部 位 に 直 接 導 入 す る こ と が で き る 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 構 築
物 を 調 製 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 所 望 の 組 織 選 択 的 に 感 染 す る ウ イ ル ス ベ ク タ ー を
使 用 す る こ と が で き 、 こ の 場 合 、 別 経 路 で 投 与 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 全 身 投 与 ） 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 構 築 物 は 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 特 異 的 に 遮 断 す る こ と が で き る 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を
含 む 。 「 Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 」 又 は 「 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 」 は 、 植 物 及 び 蠕 虫 で 認 め ら れ る 現 象 に 最 初 に 適 用
さ れ た 用 語 で あ り 、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） が 特 異 的 且 つ 転 写 後 様 式 で 遺 伝 子 発 現 を
遮 断 す る 。 理 論 に 拘 束 さ れ な い が 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 解 に 関 与 す る よ う で あ る が 、
現 在 の と こ ろ 、 生 化 学 的 機 構 が 活 発 に 研 究 さ れ て い る 。 作 用 機 構 に 関 す る い く つ か の 謎 に
も か か わ ら ず 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ は 、 有 用 な ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 又 は ｉ ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ で の 遺 伝 子 発 現 の
阻 害 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 用 語 「 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 」 は 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 又 は 二 本 鎖 の 特 徴 を
有 し 、 且 つ ヘ ア ピ ン Ｒ Ｎ Ａ 部 分 な ど の 細 胞 中 で ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ に プ ロ セ シ ン グ さ れ る こ と が で
き る 他 の Ｒ Ｎ Ａ を い う 。
【 ０ １ ４ ２ 】

10

20

30

40

50

(32) JP 2007-526776 A 2007.9.20



　 用 語 「 機 能 喪 失 」 は 、 本 発 明 の Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 に よ っ て 阻 害 さ れ る 遺 伝 子 を い う 場 合 、 Ｒ Ｎ
Ａ ｉ 構 築 物 の 非 存 在 下 で の レ ベ ル と 比 較 し た 場 合 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル の 減 少 を い う 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 句 「 Ｒ Ｎ Ａ ｉ を 媒 介 す る 」 は 、 Ｒ Ｎ Ａ の Ｒ Ｎ Ａ ｉ プ ロ セ ス に
よ る 分 解 を 区 別 す る 能 力 を い う （ 示 す ） （ 例 え ば 、 配 列 独 立 性 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 応 答 （ 例 え ば 、
Ｐ Ｋ Ｒ 応 答 ） よ り も む し ろ 配 列 特 異 的 様 式 で 分 解 す る ） 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 用 語 「 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 構 築 物 」 は 、 明 細 書 を 通 し て 、 小 干 渉 Ｒ Ｎ Ａ
（ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ） 、 ヘ ア ピ ン Ｒ Ｎ Ａ 、 及 び ｉ ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ で 分 解 さ れ て ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す
る こ と が で き る 他 の Ｒ Ｎ Ａ 種 を 含 む よ う に 使 用 さ れ る 一 般 名 で あ る 。 本 明 細 書 中 の Ｒ Ｎ Ａ
ｉ 構 築 物 は ま た 、 細 胞 中 で ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 又 は ヘ ア ピ ン Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す る 転 写 物 及 び ／ 又 は ｉ
ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ で ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 産 生 す る こ と が で き る 転 写 物 を 生 じ る こ と が で き る 発 現 ベ ク
タ ー （ Ｒ Ｎ Ａ ｉ 発 現 ベ ク タ ー と も い う ） を 含 む 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 「 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 発 現 ベ ク タ ー 」 （ 本 明 細 書 中 で 、 「 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ コ ー ド プ ラ ス ミ ド 」 と も い う
） は 、 Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 （ 転 写 ） し て 細 胞 中 で ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 部 分 を 産 生 し 、 構 築 物 を 発 現 す る た
め に 使 用 さ れ る 複 製 可 能 な 核 酸 構 築 物 を い う 。 こ の よ う な ベ ク タ ー に は 、 （ ２ ） 転 写 さ れ
て 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ 細 胞 中 で ア ニ ー リ ン グ さ れ て ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す る ２ つ の Ｒ Ｎ Ａ 部 分 又
は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ に プ ロ セ シ ン グ す る こ と が で き る 単 一 の ヘ ア ピ ン Ｒ Ｎ Ａ ） を 産 生 す る 「 コ ー
ド 」 配 列 及 び （ ３ ） 適 切 な 転 写 開 始 配 列 及 び 転 写 終 結 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た （ １ ）
遺 伝 子 発 現 に お い て 調 節 の 役 割 を 果 た す 遺 伝 子 エ レ メ ン ト （ 単 数 又 は 複 数 ） （ 例 え ば 、 プ
ロ モ ー タ ー 、 オ ペ レ ー タ ー 、 又 は エ ン ハ ン サ ー ） の ア セ ン ブ リ を 含 む 転 写 単 位 が 含 ま れ る
。 プ ロ モ ー タ ー 及 び 他 の 調 節 エ レ メ ン ト の 選 択 は 、 一 般 に 、 意 図 す る 宿 主 細 胞 に よ っ て 変
化 す る 。 一 般 に 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 で 有 用 な 発 現 ベ ク タ ー は 、 し ば し ば 、 「 プ ラ ス ミ ド 」
の 形 態 で あ り 、 こ れ は 、 環 状 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ル ー プ を い い 、 そ の ベ ク タ ー 形 態 は 染 色 体 に 結
合 し な い 。 本 明 細 中 で 、 「 プ ラ ス ミ ド 」 及 び 「 ベ ク タ ー 」 は 、 プ ラ ス ミ ド が 最 も 一 般 的 に
使 用 さ れ る ベ ク タ ー 形 態 で あ る の で 、 交 換 可 能 に 使 用 さ れ る 。 し か し 、 本 発 明 は 、 等 価 の
機 能 を 果 た し 、 且 つ 当 該 技 術 分 野 で そ の 後 既 知 と な る よ う な 他 の 発 現 ベ ク タ ー 形 態 を 含 む
こ と を 意 図 す る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 構 築 物 は 、 細 胞 の 生 理 学 的 条 件 下 で 阻 害 す べ き 遺 伝 子 （ す な わ ち 、 「 標 的 」 遺
伝 子 ） の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 少 な く と も 一 部 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ を 媒 介 す る 能 力 を 有 す る 天 然 Ｒ Ｎ Ａ に
十 分 に 類 似 し て い る こ と の み が 必 要 で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 遺 伝 子 の 変 異 、 株 の
多 型 、 又 は 進 化 的 相 違 に よ っ て 予 想 さ れ 得 る 配 列 の 変 動 に 耐 え 得 る と い う 利 点 を 有 す る 。
標 的 配 列 と Ｒ Ｎ Ａ ｉ 構 築 物 の 配 列 と の 間 の 耐 え 得 る ヌ ク レ オ チ ド の ミ ス マ ッ チ 数 は 、 ５ 塩
基 対 中 １ 塩 基 対 、 １ ０ 塩 基 対 中 １ 塩 基 対 、 ２ ０ 塩 基 対 中 １ 塩 基 対 、 又 は ５ ０ 塩 基 対 中 １ 塩
基 対 に 過 ぎ な い 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 の 中 心 の ミ ス マ ッ チ は 最 も 重 要 で あ り 、 本 質 的 に 、 標
的 Ｒ Ｎ Ａ を 切 断 で き な い 。 対 照 的 に 、 標 的 Ｒ Ｎ Ａ に 相 補 的 な ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の ３ ’ 末 端 の ヌ ク
レ オ チ ド は 、 標 的 認 識 の 特 異 性 に 有 意 に 寄 与 し な い 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 配 列 同 一 性 を 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 配 列 比 較 及 び ア ラ イ ン メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム （ Grib
skov及 び Devereux, Sequence Analysis Primer, Stockton Press, 1991及 び そ の 引 用 文 献
を 参 照 の こ と ） 及 び 、 例 え ば 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 使 用 し て Ｂ Ｅ Ｓ Ｔ Ｆ Ｉ Ｔ ソ フ ト
ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム に て 実 施 す る Smith-Watermanア ル ゴ リ ズ ム (例 え ば 、 University of Wis
consin Genetic Computing Group)に よ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 相 違 率 の 計 算 に よ っ て 最
適 化 す る こ と が で き る 。 阻 害 Ｒ Ｎ Ａ と 標 的 遺 伝 子 の 一 部 と の 間 の 配 列 同 一 性 が ９ ０ ％ を 超
え る か 、 さ ら に １ ０ ０ ％ で あ る こ と が 好 ま し い 。 あ る い は 、 Ｒ Ｎ Ａ の 二 重 鎖 領 域 を 、 標 的
遺 伝 子 転 写 物 の 一 部 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 ４ ０ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ
ｌ 、 ４ ０ ｍ Ｍ  Ｐ Ｉ Ｐ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ ６ ． ４ ） 、 １ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ５ ０ ℃ 又 は ７ ０ ℃ で １ ２ ～
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１ ６ 時 間 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 、 そ の 後 の 洗 浄 ） ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と し て 機 能 的 に 定 義 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 化 学 合 成 法 又 は 組 換 え 核 酸 技 術 に よ っ て 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 構 築 物 を 産 生 す る こ と が で き る 。 処
理 細 胞 の 内 因 性 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 ｉ ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ で 転 写 を 媒 介 す る こ と が で き る か
、 ク ロ ー ン 化 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で の 転 写 に 使 用 す る こ と が で き る 。
Ｒ Ｎ Ａ ｉ 構 築 物 は 、 例 え ば 、 細 胞 ヌ ク レ ア ー ゼ に 対 す る 感 受 性 を 減 少 さ せ 、 生 物 学 的 利 用
能 を 改 良 し 、 処 方 物 の 特 徴 を 改 良 し 、 及 び ／ 又 は 他 の 薬 物 動 態 学 的 性 質 を 変 化 さ せ る た め
の リ ン 酸 － 糖 骨 格 又 は ヌ ク レ オ シ ド の い ず れ か に 対 す る 修 飾 を 含 み 得 る 。 例 え ば 、 天 然 Ｒ
Ｎ Ａ の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 を 、 少 な く と も １ つ の 窒 素 又 は 硫 黄 ヘ テ ロ 原 子 を 含 む よ う に
修 飾 す る こ と が で き る 。 Ｒ Ｎ Ａ 構 造 を 修 飾 し て 、 特 定 の 遺 伝 子 を 阻 害 す る 一 方 で 、 ｄ ｓ Ｒ
Ｎ Ａ に 対 す る 一 般 的 応 答 を 回 避 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 塩 基 を 修 飾 し て 、 ア デ ノ シ ン
デ ア ミ ナ ー ゼ 活 性 を 遮 断 す る こ と が で き る 。 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 構 築 物 を 、 酵 素 又 は 部 分 的 ／ 全 有 機
合 成 に よ っ て 産 生 す る こ と が で き 、 任 意 の 修 飾 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 、 ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で
の 酵 素 又 は 有 機 合 成 に よ っ て 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 化 学 修 飾 方 法 を 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 構 築 物 の 修 飾 に 適 用 す る こ と が で き る （ 例 え ば
、 Heidenreich他 (1997) Nucleic Acids Res, 25: 776-780;Wilson他 (1994)J Mol Recog 7
:89-98 ; Chen他 (1995) Nucleic Acids Res 23: 2661-2668; Hirschbein他 (1997) Antise
nse Nucleic Acid Drug Dev 7: 55-61を 参 照 の こ と ） 。 例 示 に 過 ぎ な い が 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 構 築
物 の 骨 格 を 、 ホ ス ホ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ラ ミ デ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 キ メ ラ メ チ
ル ホ ス ホ ネ ー ト － ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 、 ペ プ チ ド 核 酸 、 ５ － プ ロ ピ ニ ル － ピ リ ジ ン 含 有 オ リ
ゴ マ ー 、 又 は 糖 修 飾 物 （ 例 え ば 、 ２ ’ 置 換 リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 、 ａ 配 座 ） で 修 飾 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 二 本 鎖 構 造 を 、 単 一 の 自 己 相 補 Ｒ Ｎ Ａ 鎖 又 は ２ つ の 相 補 Ｒ Ｎ Ａ 鎖 に よ っ て 形 成 す る こ と
が で き る 。 Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 形 成 を 、 細 胞 の 内 側 又 は 外 側 の い ず れ か で 開 始 す る こ と が で き る
。 Ｒ Ｎ Ａ を 、 １ 細 胞 あ た り 少 な く と も １ コ ピ ー が 送 達 さ れ る 量 で 導 入 す る こ と が で き る 。
よ り 高 い 用 量 （ 例 え ば 、 １ 細 胞 あ た り 少 な く と も ５ 、 １ ０ 、 １ ０ ０ 、 ５ ０ ０ 、 又 は １ ， ０
０ ０ コ ピ ー ） の 二 本 鎖 材 料 に よ っ て よ り 有 効 に 阻 害 す る こ と が で き る 一 方 で 、 よ り 低 用 量
で も 特 定 の 適 用 に 有 用 で あ り 得 る 。 阻 害 は 、 Ｒ Ｎ Ａ の 二 重 鎖 領 域 に 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 が 遺 伝 子 阻 害 の た め に 標 的 化 さ れ る と い う 点 で 、 配 列 特 異 的 で あ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 一 定 の 実 施 形 態 で は 、 目 的 の Ｒ Ｎ Ａ ｉ 構 築 物 は 、 「 小 干 渉 Ｒ Ｎ Ａ 」 ｍ た は 「 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ
」 で あ る 。 こ れ ら の 核 酸 は 、 約 １ ９ ～ ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 さ ら に よ り 好 ま し く は ２ １ ～
２ ３ ヌ ク レ オ チ ド 長 （ 例 え ば 、 よ り 長 い 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 「 を 刻 む 」 ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 生
成 さ れ た フ ラ グ メ ン ト の 長 さ に 対 応 す る ） で あ る 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 複 合 体 を
補 充 し 、 特 定 の 配 列 へ の 対 合 に よ っ て 複 合 体 を 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 誘 導 す る こ と が 理 解 さ れ る
。 結 果 と し て 、 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 中 の ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 分 解 さ れ る
。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 ２ １ ～ ２ ３ ヌ ク レ オ チ ド の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 ３ ’ ヒ ド ロ キ シ ル
基 を 含 む 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 本 発 明 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 、 当 業 者 に 既 知 の 多 数 の 技 術 を 使 用 し て 得 る こ と が で き る 。
例 え ば 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 方 法 を 使 用 し て 、 化 学 合 成 す る か 組 換 え に
よ っ て 産 生 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 短 い セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ マ ー を
合 成 し 、 ア ニ ー リ ン グ し て 、 各 末 端 に ２ － ヌ ク レ オ チ ド オ ー バ ー ハ ン グ を 有 す る 二 本 鎖 Ｒ
Ｎ Ａ 構 造 を 形 成 す る こ と が で き る （ Caplen他 (2001) Proc Natl Acad Sci USA, 98 : 9742
-9747; Elbashir他 (2001) EMBO J, 20: 6877-88） 。 次 い で 、 下 記 な ど の よ う に 、 こ れ ら
の 二 本 鎖 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 構 造 を 、 受 動 的 取 り 込 み 又 は 最 適 な 送 達 系 の い ず れ か に よ っ て 細 胞 に
直 接 導 入 す る こ と が で き る 。
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【 ０ １ ５ ３ 】
　 一 定 の 実 施 形 態 で は 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 構 築 物 を 、 例 え ば 、 酵 素 ダ イ サ ー の 存 在 下 で の よ り 長
い 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ の プ ロ セ シ ン グ に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 シ ョ ウ
ジ ョ ウ バ エ ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 系 を 使 用 す る 。 こ の 実 施 形 態 で は 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 、 シ ョ ウ ジ
ョ ウ バ エ 胚 由 来 の 可 溶 性 抽 出 物 と 組 み 合 わ せ 、 そ れ に よ り 、 組 み 合 わ せ を 生 成 す る 。 組 み
合 わ せ を 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 約 ２ １ ～ 約 ２ ３ ヌ ク レ オ チ ド の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 に プ ロ セ シ ン グ す る 条
件 下 に 維 持 す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 、 当 業 者 に 既 知 の 多 数 の 技 術 を 使 用 し て 精 製 す る こ と が で き る 。 例 え
ば 、 ゲ ル 電 気 泳 動 を 使 用 し て 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 精 製 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 未 変 性 方
法 （ 未 変 性 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ な ど ） を 使 用 し て 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 精 製 す る こ と が で き
る 。 さ ら に 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ （ 例 え ば 、 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ） 、 グ リ セ ロ ー ル
勾 配 遠 心 分 離 、 抗 体 を 使 用 し た ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 を 使 用 し て ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 精 製 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 一 定 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 少 な く と も １ つ の 鎖 は 、 約 １ ～ 約 ６ ヌ
ク レ オ チ ド 長 の ３ ’ オ ー バ ー ハ ン グ を 有 す る が 、 ２ ～ ４ ヌ ク レ オ チ ド 長 で も よ い 。 よ り 好
ま し く は 、 ３ ’ オ ー バ ー ハ ン グ は 、 １ ～ ３ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。 一 定 の 実 施 形 態 で は 、
一 方 の 鎖 が ３ ’ オ ー バ ー ハ ン グ を 有 し 、 他 方 の 鎖 が 平 滑 末 端 で あ る か オ ー バ ー ハ ン グ も 有
す る 。 オ ー バ ー ハ ン グ の 長 さ は 、 各 鎖 で 同 一 で あ っ て も 異 な っ て い て も よ い 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ
の 安 定 性 を さ ら に 増 強 す る た め に 、 ３ ’ オ ー バ ー ハ ン グ を 分 解 に 対 し て 安 定 化 す る こ と が
で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 ア デ ノ シ ン 又 は グ ア ノ シ ン ヌ ク レ オ チ ド な ど の プ リ ン ヌ ク レ オ
チ ド の 含 有 に よ っ て Ｒ Ｎ Ａ を 安 定 化 す る 。 あ る い は 、 ピ リ ミ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド の 修 飾 ア ナ
ロ グ に よ る 置 換 （ 例 え ば 、 ウ リ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド ３ ’ オ ー バ ー ハ ン グ の ２ ’ － デ オ キ シ チ
ミ ジ ン に よ る 置 換 ） が 許 容 さ れ 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ の 有 効 性 に 影 響 を 与 え な い 。 ２ ’ ヒ ド ロ キ シ ル
の 非 存 在 に よ り 、 組 織 培 養 培 地 中 で の オ ー バ ー ハ ン グ の ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 が 増 強 さ れ 、 ｉ
ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ で 有 利 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 構 築 物 は 、 長 い 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ の 形 態 で あ る 。 一 定 の 実 施 形
態 で は 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 構 築 物 は 、 少 な く と も ２ ５ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 ２ ０ ０ 、 ３ ０ ０ 、 又 は ４ ０
０ 塩 基 で あ る 。 一 定 の 実 施 形 態 で は 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 構 築 物 は 、 ４ ０ ０ ～ ８ ０ ０ 塩 基 対 で あ る 。
二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 細 胞 内 で 消 化 し て 、 例 え ば 、 細 胞 中 に ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 産 生 す る 。 し か し
、 ｉ ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ で の 長 い 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ の 使 用 は 必 ず し も 実 用 的 と は 限 ら ず 、 こ れ は 、 お
そ ら く 配 列 独 立 性 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 応 答 に よ っ て 生 じ 得 る 有 害 な 影 響 に よ る 。 こ の よ う な 実 施 形
態 で は 、 局 所 送 達 系 及 び ／ 又 は イ ン タ ー フ ェ ロ ン 若 し く は Ｐ Ｋ Ｒ の 効 果 を 減 少 さ せ る 薬 剤
の 使 用 が 好 ま し い 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 一 定 の 実 施 形 態 で は 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 構 築 物 は 、 ヘ ア ピ ン 構 造 （ ヘ ア ピ ン Ｒ Ｎ Ａ と 呼 ば れ る ）
の 形 態 で あ る 。 ヘ ア ピ ン Ｒ Ｎ Ａ を 外 因 的 に 合 成 す る こ と が で き る か 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で Ｒ
Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー か ら の 転 写 に よ っ て 形 成 す る こ と が で き る 。 哺 乳 動
物 細 胞 に お け る 遺 伝 子 ス プ ラ イ シ ン グ の た め の こ の よ う な ヘ ア ピ ン Ｒ Ｎ Ａ の 作 製 及 び 使 用
の 例 は 、 例 え ば 、 Paddison他 , Genes Dev, 2002, 16: 948-58; McCaffrey他 , Nature, 20
02,418 : 38-9; McManus他 , RNA, 2002, 8: 842-50; Yu他 , Proc Natl Acad Sci USA, 20
02, 99 : 6047-52に 記 載 さ れ て い る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な ヘ ア ピ ン Ｒ Ｎ Ａ を 細 胞 中 又
は 動 物 中 で 操 作 し て 、 所 望 の 遺 伝 子 の 連 続 的 且 つ 安 定 な 抑 制 を 確 実 に す る 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を
細 胞 中 で の ヘ ア ピ ン Ｒ Ｎ Ａ の プ ロ セ シ ン グ に よ っ て 産 生 す る こ と が で き る こ と が 当 該 技 術
分 野 で 既 知 で あ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 さ ら に 他 の 実 施 形 態 で は 、 プ ラ ス ミ ド を 使 用 し て 、 例 え ば 、 転 写 産 物 と し て 二 本 酸 Ｒ Ｎ
Ａ を 送 達 さ せ る 。 こ の よ う な 実 施 形 態 で は 、 プ ラ ス ミ ド を 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 構 築 物 の 各 セ ン ス 鎖
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及 び ア ン チ セ ン ス 鎖 の 「 コ ー ド 配 列 」 を 含 む よ う に デ ザ イ ン す る 。 コ ー ド 配 列 は 、 例 え ば
、 逆 プ ロ モ ー タ ー に 隣 接 し た 同 一 の 配 列 で あ り 得 る か 、 そ れ ぞ れ 個 別 の プ ロ モ ー タ ー の 転
写 調 節 下 の ２ つ の 個 別 の 配 列 で あ り 得 る 。 コ ー ド 配 列 の 転 写 後 、 相 補 Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 が 塩 基
対 合 し て 、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ７ ７ ３ ５ ０ 号 は 、 導 入 遺 伝 子 を 二 方 向 で 転 写 し て 真 核 細 胞 中 に 同
一 導 入 遺 伝 子 の セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 生 成 す る た め の 例 示 的 ベ ク タ ー を
記 載 し て い る 。 し た が っ て 、 一 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 以 下 の 固 有 の 特 徴 を 有 す る
組 換 え ベ ク タ ー を 提 供 す る ： 組 換 え ベ ク タ ー は 、 反 対 方 向 に 配 置 さ れ た ２ つ の 重 複 転 写 単
位 を 有 し 、 且 つ 目 的 の Ｒ Ｎ Ａ ｉ 構 築 物 の 導 入 遺 伝 子 に 隣 接 し て い る ウ イ ル ス レ プ リ コ ン を
含 み 、 ２ つ の 重 複 転 写 単 位 は 宿 主 細 胞 中 の 同 一 の 導 入 遺 伝 子 か ら セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス
の Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 生 成 す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 構 築 物 は 、 標 的 核 酸 配 列 と 同 一 若 し く は 実 質 的 に 同 一 の 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ の 長 い ス
ト レ ッ チ 又 は 標 的 核 酸 配 列 領 域 の み と 同 一 若 し く は 実 質 的 に 同 一 の 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ の 短 い ス
ト レ ッ チ を 含 み 得 る 。 長 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 構 築 物 又 は 短 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 構 築 物 の い ず れ か の 例 示 的 な 作 製
及 び 送 達 方 法 を 、 例 え ば 、 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ６ ８ ８ ３ ６ 号 及 び Ｗ Ｏ ０ １ ／ ７ ５ １ ６ ４ 号 に 見 出 す
こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 触 媒 的 に 切 断 す る よ う に デ ザ イ ン し た リ ボ ザ イ ム 分 子 を 使 用 し て 、 ｍ
Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を 防 止 す る こ と も で き る （ 例 え ば 、 １ ９ ９ ０ 年 １ ０ 月 ４ 日 公 開 の Ｐ Ｃ Ｔ 国 際
公 開 Ｗ ０ ９ ０ ／ １ １ ３ ６ ４ 号 ;Sarver他 , 1990, Science 247: 1222-1225及 び 米 国 特 許 第
５ ， ０ ９ ３ ， ２ ４ ６ 号 を 参 照 の こ と ） 。 部 位 特 異 的 認 識 配 列 で ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 切 断 す る リ ボ ザ
イ ム を 使 用 し て 特 定 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 破 壊 す る こ と が で き る 一 方 で 、 ハ ン マ ー ヘ ッ ド リ ボ ザ イ
ム の 使 用 が 好 ま し い 。 ハ ン マ ー ヘ ッ ド リ ボ ザ イ ム は 、 隣 接 領 域 に よ っ て 指 示 さ れ る 位 置 で
ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 切 断 し て 、 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ と の 相 補 的 塩 基 対 合 物 を 形 成 す る 。 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 以
下 の ２ 塩 基 の 配 列 を 有 す る こ と の み が 必 要 で あ る ： ５ ’ － Ｕ Ｇ － ３ ’ 。 ハ ン マ ー ヘ ッ ド リ
ボ ザ イ ム の 構 築 及 び 産 生 は 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、 Haseloff及 び Gerlach, 1988, Nat
ure, 334: 585-591に よ り 完 全 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 本 発 明 の リ ボ ザ イ ム は ま た 、 Ｒ Ｎ Ａ エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ （ 以 後 、 「 Ｃ ｅ ｃ ｈ 型 リ ボ
ザ イ ム 」 ） （ テ ト ラ ヒ メ ナ 中 に 天 然 に 存 在 す る も の （ Ｉ Ｖ Ｓ 又 は Ｌ － １ ９  Ｉ Ｖ Ｓ  Ｒ Ｎ Ａ
と し て 既 知 ） 及 び Thomas Cech及 び 共 同 研 究 者 に よ っ て 広 く 記 載 さ れ て い る も の （ Zaug他 ,
 1984, Science, 224: 574-578; Zaug及 び Cech, 1986, Science, 231: 470-475; Zaug他 ,
 1986, Nature, 324: 429-433; University Patents Inc.の 公 開 国 際 特 許 番 号 Ｗ ０ ８ ８ /
０ ４ ３ ０ ０ 号 ;Been及 び Cech, 1986, Cell, 47: 207-216） な ど ） を 含 む 。 Ｃ ｅ ｃ ｈ 型 リ ボ
ザ イ ム は 、 標 的 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し 、 そ の 後 に 標 的 Ｒ Ｎ Ａ が 切 断 さ れ る ８ 塩
基 対 の 活 性 部 位 を 有 す る 。 本 発 明 は 、 ８ 塩 基 対 活 性 部 位 配 列 を 標 的 化 す る Ｃ ｅ ｃ ｈ 型 リ ボ
ザ イ ム を 含 む 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 ア ン チ セ ン ス ア プ ロ ー チ な ど の 場 合 、 リ ボ ザ イ ム は 、 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 構 成
さ れ （ 例 え ば 、 安 定 性 の 改 善 、 標 的 化 な ど の た め ） 、 ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 又 は ｉ ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ
で 細 胞 に 送 達 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 送 達 方 法 は 、 強 力 構 成 性 ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ 又 は ｐ ｏ
ｌ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー の 調 節 下 で リ ボ ザ イ ム を 「 コ ー ド す る 」 Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 を 使 用 し 、 そ の
結 果 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 が 標 的 化 メ ッ セ ー ジ を 破 壊 し て 翻 訳 を 阻 害 す る の に 十
分 な 量 の リ ボ ザ イ ム が 産 生 さ れ る こ と を 含 む 。 ア ン チ セ ン ス 分 子 と 異 な る リ ボ ザ イ ム は 触
媒 性 で あ る の で 、 よ り 低 い 細 胞 内 濃 度 で 有 効 で あ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 抗 体 を 、 特 定 の タ ン パ ク 質 の 活 性 の 阻 害 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 抗 体 は 、 特 定
の エ ピ ト ー プ に 対 し て 並 外 れ た 親 和 性 及 び 特 異 性 を 有 し 得 る 。 タ ン パ ク 質 上 の エ ピ ト ー プ
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へ の 抗 体 の 結 合 が こ の タ ン パ ク 質 の 機 能 を 妨 害 し 得 る よ う な 方 法 で 、 特 定 の タ ン パ ク 質 に
結 合 す る 抗 体 。 例 え ば 、 抗 体 は 、 適 切 な タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 立 体 的 に 妨 害
し て 活 性 部 位 を 塞 ぐ こ と に よ っ て タ ン パ ク 質 機 能 を 阻 害 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 特
定 の タ ン パ ク 質 上 の エ ピ ト ー プ へ の 抗 体 の 結 合 に よ り 、 こ の タ ン パ ク 質 の 高 次 構 造 が 変 化
し 、 そ れ に よ り 、 も は や 適 切 に 機 能 す る こ と が で き な く な る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル を 使 用 し て 作 製
す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Antibodies: A Laboratory Manual Harlow及 び Lame編 (Cold 
Spring Harbor Press: 1988)を 参 照 の こ と ） 。 マ ウ ス 、 ハ ム ス タ ー 、 ラ ッ ト 、 ヤ ギ 、 又 は
ウ サ ギ な ど の 哺 乳 動 物 を 、 ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 形 態 で 免 疫 性 を 与 え る こ と が で き る 。 タ ン
パ ク 質 又 は ペ プ チ に 免 疫 原 性 を 付 与 す る た め の 技 術 に は 、 キ ャ リ ア へ の 抱 合 (conjugation
)又 は 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 他 の 技 術 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 性 調 製 物 で の 動 物 の 免 疫 付 与 後 、 抗 血 清 を 得 る こ と が で き 、 所 望 な
ら ば 、 血 清 か ら ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 単 離 す る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生
す る た め に 、 抗 体 産 生 細 胞 （ リ ン パ 球 ） を 、 免 疫 付 与 動 物 か ら 採 取 し 、 標 準 的 な 体 細 胞 融
合 手 順 に よ っ て 骨 髄 腫 細 胞 な ど の 不 死 化 細 胞 と 融 合 し て ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 得 る こ と が
で き る 。 こ の よ う な 技 術 は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (K
ohler及 び Milstein, (1975) Nature, 256: 495-497に よ っ て 最 初 に 開 発 さ れ た )、 ヒ ト Ｂ
細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Kozbar他 , (1983) Immunology Today, 4: 72)、 及 び ヒ ト モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る た め の Ｅ Ｂ Ｖ － ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Cole他 , (1985) Monoclonal
 Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc. pp. 77-96)が 含 ま れ る 。 ハ イ ブ
リ ド ー マ 細 胞 を 、 免 疫 化 学 的 に 、 こ の よ う な ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 含 む 培 養 物 か ら 単 離 し
た 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 の 産 生 に つ い て ス
ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 用 語 「 抗 体 」 は 、 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド と も 特 異 的 に 反 応 す る
そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む こ と を 意 図 す る 。 従 来 の 技 術 を 使 用 し て 抗 体 を 断 片 化 し 、 フ ラ グ
メ ン ト を 、 全 抗 体 に つ い て 上 記 と 同 一 の 様 式 で 有 用 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が
で き る 。 例 え ば 、 Ｆ （ ａ ｂ ） 2 フ ラ グ メ ン ト を 、 ペ プ シ ン で の 抗 体 の 処 理 に よ っ て 生 成 す
る こ と が で き る 。 得 ら れ た Ｆ （ ａ ｂ ） 2 フ ラ グ メ ン ト を ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 減 少 す る よ う
に 処 理 し て 、 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト を 産 生 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 さ ら に 、 抗
体 の 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 に よ っ て 付 与 さ れ る 特 定 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 親 和 性 を
有 す る 二 重 特 異 性 の キ メ ラ 分 子 を 含 む こ と を 意 図 す る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド に 指 向 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ａ ｂ ） 並
び に 抗 体 フ ラ グ メ ン ト （ Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ （ ａ ｂ ） 2 、 Ｆ ｖ 、 及 び ｓ ｃ Ｆ ｖ な ど ） を 使 用 し て 、
特 定 の タ ン パ ク 質 の 作 用 を 遮 断 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 抗 体 を 、 生 物 学 的 過 程 に お
け る 特 定 の タ ン パ ク 質 の 役 割 を さ ら に 理 解 す る た め の 実 験 の 場 又 は 治 療 の 場 い ず れ か で 使
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 変 異 ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト が 候 補 薬 剤 と
な り 得 る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 例 と し て は 、 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド に 、 少 な く と も ６ ０ ％ 、 ７ ０
％ 、 ７ ５ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ９ ９ ％ 、 又 は １ ０ ０ ％ 相 同 で あ
る ア ミ ノ 酸 配 列 が 挙 げ ら れ る 。 フ ラ グ メ ン ト の 例 と し て は 、 全 長 ポ リ ペ プ チ ド の 、 少 な く
と も ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 、 １ ５ 、 ２ ０ 、 ２ ５ 、 ５ ０ 、 ７ ５ 、 １ ０ ０ 、 １ ２ ５ 、 １ ５
０ 、 ２ ０ ０ 、 ２ ５ ０ 又 は ２ ５ ０ よ り も 大 き い ア ミ ノ 酸 残 基 の フ ラ グ メ ン ト が 挙 げ ら れ る 。
ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 の 機 能 を 作 動 (agonize)、 又 は 拮 抗 し 、
そ れ に よ り 細 胞 表 現 型 を 調 整 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
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　 有 機 小 分 子 は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 の 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 を 作 動 又 は 拮 抗 し 、 そ れ に よ り
細 胞 表 現 型 を 調 整 す る こ と が で き る 。 有 機 小 分 子 は 、 分 子 量 が ２ ， ５ ０ ０ ａ ｍ ｕ 未 満 、 よ
り 好 ま し く は １ ， ５ ０ ０ ａ ｍ ｕ 未 満 、 さ ら に よ り 好 ま し く は ７ ５ ０ ａ ｍ ｕ 未 満 の 炭 素 含 有
分 子 を 意 味 す る 。 本 発 明 の 文 脈 で は 、 こ の よ う な 有 機 小 分 子 は 、 特 定 の 分 化 細 胞 型 へ の 細
胞 の 分 化 を 促 進 す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 小 分 子 を 、 有 機 分 子 及 び ／ 又 は 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ れ に よ り
所 望 の 機 能 を 有 す る 化 合 物 を 同 定 す る こ と に よ っ て 容 易 に 同 定 す る こ と が で き る 。 理 論 に
拘 束 さ れ な い が 、 有 機 小 分 子 は 、 多 数 の 方 法 の い ず れ か で 細 胞 表 現 型 に 影 響 を 与 え 得 る 。
例 と し て 、 小 分 子 は 、 細 胞 表 面 受 容 体 に 影 響 を 与 え る よ う に 細 胞 表 面 で 作 用 す る こ と が で
き る 。 さ ら な る 例 と し て 、 小 分 子 は 、 細 胞 内 で 、 特 定 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 沿 っ た 細 胞 内
シ グ ナ ル 伝 達 に 影 響 を 与 え る よ う に 作 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 は 偏 り が な く 、
そ の 作 用 機 構 と 無 関 係 に 細 胞 表 現 型 を 調 整 す る 小 分 子 化 合 物 を 同 定 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド で あ る 化 合 物 に 加 え て 、 本 発 明 は 、 ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 を 意 図 す る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 用 語
「 核 酸 」 は 、 等 価 物 を 含 む こ と を 意 図 す る 。 用 語 「 等 価 物 」 は 、 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
と 機 能 的 に 同 等 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 含 ま れ る と 理 解 さ れ る 。 同 等 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に
は 、 １ つ 又 は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 、 付 加 、 又 は 欠 失 に よ っ て 異 な る 配 列 （ 対 立 遺 伝
子 変 異 型 及 び 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 に よ る バ リ エ ー シ ョ ン な ど ） が 含 ま れ る 。 同 等 な 配 列 に は
、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で （ す な わ ち 、 約 １ Ｍ の 塩 中 で 形 成 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 二 重 鎖 の 融
点 （ Ｔ ｍ ） よ り 約 ２ ０ ～ ２ ７ ℃ 低 い も の に 等 価 ） 所 与 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も 含 ま れ 得 る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 条 件 の さ
ら な る 例 に は 、 ６ ５ ℃ の ０ ． ２ × Ｓ Ｓ Ｃ で の 洗 浄 ス テ ッ プ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 の た め に 特 定 の ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド 候 補 薬 剤 を コ ー ド す る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 と 異 な る 配 列 を 有 す る 核 酸 も 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。 こ の よ う な 核 酸 は
、 機 能 的 に 同 等 な ペ プ チ ド を コ ー ド す る が 、 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 の た め に 当 該 技 術 分 野 で 既
知 の 野 生 型 配 列 由 来 の 配 列 と 異 な る 。 例 え ば 、 多 数 の ア ミ ノ 酸 は 、 １ つ を 超 え る ト リ プ レ
ッ ト に よ っ て 示 さ れ る 。 同 一 ア ミ ノ 酸 を 特 定 す る コ ド ン 又 は 同 義 語 （ 例 え ば 、 Ｃ Ａ Ｕ 及 び
Ｃ Ａ Ｃ は そ れ ぞ れ ヒ ス チ ジ ン を コ ー ド す る ） に よ り 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に 影 響 を 与 え な い 「 サ
イ レ ン ト 」 変 異 を 得 る こ と が で き る 。 し か し 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 変 化 さ せ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 多 型
も 存 在 す る と 予 想 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 生 物 学 的 条 件 に は 、 細 胞 集 団 が 配 置 さ れ る 共 通 の 流 動 物 の 任 意 の 生 物 学 的 態 様 が 含 ま れ
る 。 生 物 学 的 態 様 に は 、 特 に 、 細 胞 、 ウ イ ル ス 、 小 胞 、 オ ル ガ ネ ラ 、 生 体 抽 出 物 、 及 び ／
又 は 生 体 混 合 物 の 存 在 、 非 存 在 、 濃 度 、 活 性 、 又 は 型 が 含 ま れ る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の ア
ッ セ イ は 、 細 胞 集 団 セ ッ ト に 対 す る 各 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の 活 性 を 試 験 す る た め の 条 件
の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 一 般 に 、 ２ つ 又 は
そ れ 以 上 の 異 な る メ ン バ ー の 収 集 物 （ collection） を 含 む 。 こ れ ら の メ ン バ ー は 、 特 に 、
任 意 の 適 切 な 又 は 所 望 の 共 通 の 特 性 に 関 連 す る 、 分 子 、 リ ガ ン ド 、 化 合 物 、 ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン 材 料 、 受 容 体 、 抗 体 、 及 び ／ 又 は 細 胞 （ フ ァ ー ジ 、 ウ イ ル ス 、 ホ ー ル セ ル 、 組 織
、 及 び ／ 又 は 細 胞 抽 出 物 ） の 形 態 の 化 学 モ ジ ュ レ ー タ ー （ 又 は 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー ） で あ
り 得 る 。 こ の 共 通 の 特 徴 は 、 「 型 」 で あ り 得 る 。 し た が っ て 、 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 特 に 、 ２
つ 又 は そ れ 以 上 の 化 合 物 、 ２ つ 又 は そ れ 以 上 の 異 な る 細 胞 、 ２ つ 又 は そ れ 以 上 の 異 な る 抗
体 、 ２ つ 又 は そ れ 以 上 の 異 な る 核 酸 、 ２ つ 又 は そ れ 以 上 の 異 な る リ ガ ン ド 、 ２ つ 又 は そ れ
以 上 の 異 な る 受 容 体 、 又 は ２ つ 又 は そ れ 以 上 の 異 な る フ ァ ー ジ の 収 集 物 、 又 は 異 な る タ ン
パ ク 質 の 発 現 に よ っ て 区 別 さ れ る 細 胞 集 団 を 含 み 得 る 。 こ の 共 通 の 特 徴 は ま た 、 「 機 能 」
で あ り 得 る 。 し た が っ て 、 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 特 に 、 型 と 無 関 係 で あ る ２ つ 又 は そ れ 以 上 の
結 合 パ ー ト ナ ー （ 例 え ば 、 リ ガ ン ド 及 び ／ 又 は 受 容 体 ） 、 ア ゴ ニ ス ト 、 又 は ア ン タ ゴ ニ ス
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ト の 収 集 物 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー を 、 任 意 の 適 切 な 機 構 （ ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で の 化 学 合 成 、 ｉ ｎ  ｖ
ｉ ｔ ｒ ｏ で の 酵 素 合 成 、 及 び ／ 又 は 細 胞 若 し く は 生 物 に お け る 生 合 成 が 含 ま れ る ） に よ っ
て 産 生 及 び ／ 又 は 精 製 若 し く は 回 収 す る こ と が で き る 。 化 学 的 及 び ／ 又 は 酵 素 的 に 合 成 さ
れ た ラ イ ブ ラ リ ー に は 、 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー （ 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ
Ａ 、 ペ プ チ ド 核 酸 、 及 び ／ 又 は こ れ ら の 混 合 物 若 し く は 修 飾 さ れ た 誘 導 体 ） 、 小 分 子 （ 約
１ ０ ０ Ｄ ａ ～ １ ０ ｋ Ｄ ａ ） 、 ペ プ チ ド 、 炭 水 化 物 、 脂 質 な ど ） が 含 ま れ 得 る 。 こ の よ う な
化 学 的 及 び ／ 又 は 酵 素 的 に 合 成 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を 、 各 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の 方 向 性
の あ る (directed)合 成 、 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー セ ッ ト の 組 み 合 わ せ 合 成 、 及 び ／ 又 は 無 作
為 合 成 ア プ ロ ー チ に よ っ て 形 成 す る こ と が で き る 。 生 合 成 に よ っ て 産 生 さ れ た ラ イ ブ ラ リ
ー メ ン バ ー に は 、 特 に 、 プ ラ ス ミ ド 、 相 補 Ｄ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ウ イ ル ス 、 フ
ァ ー ジ 、 細 胞 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 炭 水 化 物 、 脂 質 、 細 胞 外 基 質 、 細 胞 溶 解 物 、 細 胞
混 合 物 、 及 び ／ 又 は 細 胞 か ら 分 泌 さ れ た 物 質 な ど の ラ イ ブ ラ リ ー が 含 ま れ 得 る 。 ラ イ ブ ラ
リ ー メ ン バ ー は 、 単 独 又 は ２ つ 又 は そ れ 以 上 の メ ン バ ー の 群 ／ プ ー ル と し て の 細 胞 集 団 の
接 触 ア レ イ （ contact arrays） で あ り 得 る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
実 験
　 本 発 明 を 、 こ こ に 一 般 的 に 記 載 し 、 以 下 の 実 施 例 を 参 照 し て よ り 容 易 に 理 解 さ れ る で あ
ろ う が 、 実 施 例 は 、 本 発 明 の 一 定 の 態 様 及 び 実 施 形 態 の 例 示 の み を 目 的 と し 、 本 発 明 を 制
限 す る こ と を 意 図 せ ず 、 当 業 者 は 、 上 記 の 教 示 及 び 以 下 の 実 施 例 か ら 、 特 許 請 求 の 範 囲 に
記 載 の 発 明 の 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く 、 他 の Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 、 転 写 調 節 因 子 、 細 胞
型 、 抗 体 、 Ｃ ｈ Ｉ Ｐ 条 件 、 又 は デ ー タ 分 析 法 （ 全 て こ れ ら に 制 限 さ れ な い ） を 使 用 す る こ
と が で き る と 認 識 す る で あ ろ う 。 本 発 明 の 実 施 に は 、 適 切 な 場 合 且 つ 他 で 示 さ な い 限 り 、
細 胞 生 物 学 、 細 胞 培 養 、 分 子 生 物 学 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 学 、 微 生 物 学 、 ウ イ ル ス 学
、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 、 及 び 免 疫 学 の 従 来 の 技 術 を 使 用 し 、 こ れ ら は 当 業 者 の 範 囲 内 で あ る 。 こ
の よ う な 技 術 は 、 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Molecular Cloning: A Laboratory Ma
nual,第 ３ 版 , Sambrook及 び Russell編 (Cold Spring Harbor Laboratory Press :2001) ; 
the treatise, Methods In Enzymology (Academic Press, Inc. , N. Y. ) ; Using Anti
bodies, Second Edition by Harlow and Lane, Cold Spring Harbor Press, New York, 1
999; Current Protocols in Cell Biology, Bonifacino, Dasso, Lippincott-Schwartz, 
Harford,及 び Yamada編 , John Wiley and Sons, Inc. , New York, 1999;及 び PCR Protoco
ls, Bartlett他 編 , Humana Press, 2003を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 種 々 の 刊 行 物 、 特 許 、 及 び 特 許 出 願 が 本 願 を 通 し て 引 用 さ れ て お り 、 そ の 内 容 全 体 が 本
明 細 書 中 で 参 照 す る こ と に よ り 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
実 験 手 順
　 以 下 の 手 順 は 、 実 験 例 に 従 っ た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
遺 伝 子 試 薬
　 ２ ０ ３ 転 写 調 節 因 子 を 、 既 知 及 び 推 定 転 写 因 子 並 び に 核 酸 結 合 タ ン パ ク 質 に つ い て の Ｙ
Ｐ Ｄ 及 び Ｍ Ｉ Ｐ Ｓ デ ー タ ベ ー ス の 検 索 に よ っ て 同 定 し た （ Mewes, H. W. , Albermann, K.
 , Heumann, K. , Liebl, S. & Pfeiffer, F. MIPS: a database for protein sequences
, homology data and yeast genome information. Nucleic Acids Res 25, 28-30 (1997)
; Hodges, P. E. , McKee, A. H. , Davis, B. P. , Payne, W. E. & Garrels, J. I. Th
e Yeast Proteome Database (YPD): a model for the organization and presentation o
f genome-wide functional data. Nucleic Acids Res 27,69-73 (1999); Costanzo, M. C
. 他 . YPD, PombePD and WormPD : model organism volumes of the BioKnowledge libra
ry, an integrated resource for protein information. Nucleic Acids Res 29,75-9 (2
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001)） 。 反 復 し た Ｍ ｙ ｃ エ ピ ト ー プ コ ー ド 配 列 が 調 節 因 子 を コ ー ド す る 内 因 性 遺 伝 子 に 組
み 込 ま れ た ２ ０ ３ 個 の 調 節 因 子 に つ い て そ れ ぞ れ 酵 母 染 色 を 行 っ た 。 Ｍ ｙ ｃ エ ピ ト ー プ コ
ー ド 配 列 及 び 標 的 化 遺 伝 子 の ５ ’ 末 端 又 は ３ ’ 末 端 の い ず れ か と 相 同 な 領 域 に 隣 接 す る 選
択 マ ー カ ー を 含 む Ｐ Ｃ Ｒ 構 築 物 を 、 Ｗ ３ ０ ３ 酵 母 株 Ｚ １ ２ ５ ６ に 形 質 転 換 し た 。 エ ピ ト ー
プ タ グ 化 タ ン パ ク 質 の ゲ ノ ム 組 み 込 み 及 び 発 現 を 、 そ れ ぞ れ Ｐ Ｃ Ｒ 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
テ ィ ン グ に よ っ て 確 認 し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
成 長 条 件
　 調 節 因 子 が 特 定 の 環 境 に お い て 成 長 に 不 可 欠 で あ る 場 合 又 は 特 定 の 環 境 下 で の 遺 伝 子 発
現 の 調 節 に 調 節 因 子 が 関 連 す る 他 の 証 拠 が 存 在 す る 場 合 、 特 定 の 環 境 に お け る プ ロ フ ァ イ
リ ン グ に つ い て 調 節 因 子 を 選 択 し た 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 使 用 し た 環 境 条 件 の 簡 単 な 説 明 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 富 化 培 地 。 細 胞 を 、 Ｙ Ｐ Ｄ （ １ ％ 酵 母 抽 出 物 ／ ２ ％ ペ プ ト ン ／ ２ ％ グ ル コ ー ス ） 中 で Ｏ
Ｄ ６ ０ ０ が 約 ０ ． ８ に な る ま で 成 長 さ せ た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 高 い 高 酸 素 。 細 胞 を 、 Ｙ Ｐ Ｄ 中 で Ｏ Ｄ ６ ０ ０ が 約 ０ ． ５ に な る ま で 成 長 さ せ 、 そ の 後 過
酸 化 水 素 （ 最 終 濃 度 ４ ｍ Ｍ ） で ３ ０ 分 間 処 理 し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 中 程 度 の 高 酸 素 。 細 胞 を 、 Ｙ Ｐ Ｄ 中 で Ｏ Ｄ ６ ０ ０ が 約 ０ ． ５ に な る ま で 成 長 さ せ 、 そ の
後 過 酸 化 水 素 （ 最 終 濃 度 ０ ． ４ ｍ Ｍ ） で ２ ０ 分 間 処 理 し た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 ア ミ ノ 酸 枯 渇 。 細 胞 を 、 合 成 完 全 培 地 で Ｏ Ｄ ６ ０ ０ が 約 ０ ． ６ に な る ま で 成 長 さ せ 、 そ
の 後 ア ミ ノ 酸 生 合 成 の 阻 害 剤 で あ る ス ル ホ メ ツ ロ ン メ チ ル （ 最 終 濃 度 ０ ． ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ ）
で ２ 時 間 処 理 し た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 栄 養 素 欠 乏 。 細 胞 を 、 Ｙ Ｐ Ｄ 中 で Ｏ Ｄ ６ ０ ０ が 約 ０ ． ８ に な る ま で 成 長 さ せ 、 そ の 後 ラ
パ マ イ シ ン （ 最 終 濃 度 １ ０ ０ ｎ Ｍ ） で ２ ０ 分 間 処 理 し た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 線 維 化 誘 導 。 細 胞 を 、 １ ％ ブ タ ノ ー ル を 含 む Ｙ Ｐ Ｄ 中 で ９ ０ 分 間 又 は １ ４ 時 間 （ 約 ０ ．
８ の Ｏ Ｄ ６ ０ ０ に 相 当 す る ） 成 長 さ せ た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 交 配 誘 導 。 細 胞 を 、 Ｙ Ｐ Ｄ 中 で Ｏ Ｄ ６ ０ ０ が 約 ０ ． ８ に な る ま で 成 長 さ せ 、 そ の 後 α 因
子 フ ェ ロ モ ン （ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） で ３ ０ 分 間 処 理 し た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 高 温 。 細 胞 を 、 ３ ０ ℃ の Ｙ Ｐ Ｄ 中 で Ｏ Ｄ ６ ０ ０ が 約 ０ ． ５ に な る ま で 成 長 さ せ 、 そ の 後
３ ７ ℃ に 温 度 を シ フ ト し て ４ ５ 分 間 成 長 さ せ た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 ガ ラ ク ト ー ス 培 地 。 細 胞 を 、 ガ ラ ク ト ー ス （ ２ ％ ） を 補 足 し た Ｙ Ｅ Ｐ 培 地 中 で Ｏ Ｄ ６ ０
０ が 約 ０ ． ８ に な る ま で 成 長 さ せ た 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 ラ フ ィ ノ ー ス 培 地 。 細 胞 を 、 ラ フ ィ ノ ー ス （ ２ ％ ） を 補 足 し た Ｙ Ｅ Ｐ 培 地 中 で Ｏ Ｄ ６ ０
０ が 約 ０ ． ８ に な る ま で 成 長 さ せ た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 酸 性 培 地 。 細 胞 を 、 Ｙ Ｐ Ｄ 中 で Ｏ Ｄ ６ ０ ０ が 約 ０ ． ５ に な る ま で 成 長 さ せ 、 そ の 後 コ ハ
ク 酸 （ 最 終 濃 度 ０ ． ０ ５ Ｍ ） で ３ ０ 分 間 処 理 し 、 ｐ Ｈ ４ ． ０ に 到 達 さ せ た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 リ ン 酸 欠 乏 培 地 。 細 胞 を 、 リ ン 酸 を 欠 く 合 成 完 全 培 地 中 で 最 終 Ｏ Ｄ ６ ０ ０ が 約 ０ ． ８ に
な る ま で 成 長 さ せ た 。
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【 ０ １ ９ ４ 】
　 ビ タ ミ ン 欠 乏 培 地 。 細 胞 を 、 チ ア ミ ン を 欠 く 合 成 完 全 培 地 中 で 最 終 Ｏ Ｄ ６ ０ ０ が 約 ０ ．
８ に な る ま で 成 長 さ せ た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
株 情 報
　 ２ ０ ３ の 各 調 節 因 子 に つ い て 、 反 復 し た Ｍ ｙ ｃ エ ピ ト ー プ コ ー ド 配 列 が 調 節 因 子 を コ ー
ド す る 内 因 性 遺 伝 子 に 組 み 込 ま れ た 株 を 生 成 し た 。 Ｍ ｙ ｃ エ ピ ト ー プ コ ー ド 配 列 及 び 標 的
化 遺 伝 子 の ５ ’ 末 端 又 は ３ ’ 末 端 の い ず れ か と 相 同 な 領 域 に 隣 接 す る 選 択 可 能 な マ ー カ ー
を 含 む ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） 構 築 物 を 、 Ｗ ３ ０ ３ 酵 母 株 Ｚ １ ２ ５ ６ に 形 質 転 換
し た 。 エ ピ ト ー プ タ グ 化 タ ン パ ク 質 の ゲ ノ ム 組 み 込 み 及 び 発 現 を 、 そ れ ぞ れ Ｐ Ｃ Ｒ 及 び ウ
ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 確 認 し た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
ゲ ノ ム 規 模 の 位 置 分 析
　 ゲ ノ ム 規 模 の 位 置 分 析 を 以 前 に 記 載 の よ う に 行 っ た （ Orlando, V. Mapping chromosoma
l proteins in vivo by formaldehyde-crosslinked-chromatin immunoprecipitation.Tre
nds Biochem Sci 25,99-104 (2000); Tessier, D. 他  A DNA Microarrays Fabrication S
trategy for Research Laboratories. (Rehm, H. & Reed, G. 編 ) (Wiley-VCH, Weinheim
, Germany, 2002)） 。 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 、 ｉ ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ で Ｄ Ｎ Ａ に ホ ル ム ア ル デ ヒ
ド 架 橋 し 、 そ の 後 、 細 胞 溶 解 し 、 超 音 波 処 理 し て Ｄ Ｎ Ａ を 剪 断 し た 。 架 橋 材 料 を 、 抗 ｍ ｙ
ｃ 抗 体 で 免 疫 沈 降 し 、 そ の 後 、 架 橋 を 逆 反 応 さ せ て タ ン パ ク 質 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 分 離 し た 。 免
疫 沈 降 し た Ｄ Ｎ Ａ 及 び 非 富 化 サ ン プ ル 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 し 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 媒 介 性 Ｐ Ｃ
Ｒ に よ っ て 差 分 的 に 蛍 光 標 識 し た 。 こ れ ら の サ ン プ ル を 、 出 芽 酵 母 ゲ ノ ム の 遺 伝 子 間 領 域
を 示 す ス ポ ッ テ ィ ン グ し た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 か ら 成 る マ イ ク ロ ア レ イ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ た
。 ス ポ ッ ト の 相 対 強 度 を 、 結 合 相 互 作 用 に 確 率 ス コ ア （ Ｐ 値 ） を 割 り 当 て る エ ラ ー モ デ ル
の 基 本 と し て 使 用 し た 。 全 マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ は 、 Ａ ｒ ｒ ａ ｙ Ｅ ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ （ ア ク セ
ッ シ ョ ン 番 号 ： Ｅ － Ｗ Ｍ Ｉ Ｔ － １ ０ ） 及 び 筆 者 の ウ ェ ブ サ イ ト か ら 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
成 長 環 境
　 出 願 人 は 、 富 化 培 地 中 の ２ ０ ３ 個 全 て の 調 節 因 子 を プ ロ フ ァ イ リ ン グ し た 。 さ ら に 、 出
願 人 は 、 少 な く と も １ つ の 他 の 環 境 条 件 下 で ８ ４ 個 の 調 節 因 子 を プ ロ フ ァ イ リ ン グ し た 。
調 節 因 子 の リ ス ト を 、 表 １ に 示 す 。
【 ０ １ ９ ８ 】
マ イ ク ロ ア レ イ の デ ザ イ ン
　 酵 母 ゲ ノ ム 間 領 域 プ ラ イ マ ー セ ッ ト （ Ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ  Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ ） を 使 用 し
て 、 出 願 人 は 、 約 ６ ， ０ ０ ０ 個 の Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 増 幅 し て プ リ ン ト し 、 こ れ ら は 、
酵 母 ゲ ノ ム 中 の 本 質 的 に 全 て の 既 知 の 遺 伝 子 間 領 域 を 示 す （ Tessier, D. 他  A DNA Micro
arrays Fabrication Strategy for Research Laboratories. (Rehm, H. & Reed, G. 編 ) 
(Wiley-VCH, Weinheim, Germany, 2002)） 。 ス ポ ッ テ ィ ン グ し た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 平 均 サ イ ズ
は ４ ８ ０ ｂ ｐ で あ り 、 サ イ ズ は 、 ６ ０ ｂ ｐ ～ １ ， ５ ０ ０ ｂ ｐ の 範 囲 で あ っ た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
生 デ ー タ の 分 析
　 Ａ ｘ ｏ ｎ ２ ０ ０ Ｂ ス キ ャ ナ を 使 用 し て マ イ ク ロ ア レ イ を ス キ ャ ン し 、 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｐ ｉ ｘ ５
． ０ を 使 用 し て 画 像 を 分 析 し た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に 対 応 す る カ ラ ム を 強 度 か ら 差 し 引 き
、 さ ら な る 分 析 の た め に バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 標 準 偏 差 を 抽 出 し た 。 免 疫 沈 降 （ 試 験 ） 及 び
非 富 化 （ コ ン ト ロ ー ル ） サ ン プ ル を 示 す ２ つ の チ ャ ネ ル の 強 度 を 、 各 チ ャ ネ ル の 中 央 値 を
使 用 し て 正 規 化 因 子 を 計 算 し 、 全 デ ー タ セ ッ ト を 単 一 の 中 央 値 の 強 度 に 正 規 化 し た 。 試 験
チ ャ ネ ル と コ ン ト ロ ー ル チ ャ ネ ル と の 強 度 の 対 数 比 を 計 算 し た 。 免 疫 沈 降 反 応 の 偏 り を 説
明 す る た め に 、 こ れ ら の 対 数 比 を 、 全 ア レ イ に わ た る 各 ス ポ ッ ト の 平 均 ロ グ 比 を 引 く こ と
に よ っ て 各 ス ポ ッ ト に つ い て 正 規 化 し た 。 次 い で 、 試 験 チ ャ ネ ル の 強 度 を 調 整 し て こ の 正
規 化 比 を 得 た 。 最 後 に 、 エ ラ ー モ デ ル （ Hughes他 (2000)Cell 102, 109-26） を 使 用 し て 、
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各 チ ッ プ に お け る 富 化 有 意 性 を 計 算 し 、 複 製 物 に つ い て の デ ー タ と 組 み 合 わ せ て 、 各 遺 伝
子 間 領 域 に つ い て の 富 化 の 最 終 平 均 比 及 び 有 意 性 を 得 た 。 筆 者 の ウ ェ ブ サ イ ト に 記 載 の よ
う に 、 調 節 さ れ た 可 能 性 が 最 も 高 い 各 遺 伝 子 間 領 域 を 遺 伝 子 に 割 り 当 て た 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 出 願 人 は 、 Lee他  Science 298,799-804. (2002)で 使 用 し た 分 析 と 比 較 し て 本 発 明 者 ら
の 分 析 で は 新 規 の 改 良 点 を 含 ん で い た 。 明 白 に 、 出 願 人 は 、 分 析 か ら 人 為 的 ス ポ ッ ト を 排
除 し 、 正 規 化 の た め の よ り 信 頼 で き る プ ロ ー ブ を 選 択 し 、 各 ア レ イ に 質 の 評 価 指 標 を 割 り
当 て て 低 品 質 の 実 験 を 同 定 し た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
エ ラ ー の 評 価
　 出 願 人 は 、 以 前 に 、 Ｐ ≦ ０ ． ０ ０ １ の 閾 値 を 満 た す ゲ ノ ム 規 模 の 結 合 デ ー タ に ６ ～ １ ０
％ の 偽 陽 性 を 推 定 し て い た 。 本 研 究 は 、 両 方 に 結 合 し 、 結 合 部 位 特 異 性 に 対 し て 保 存 さ れ
た 適 合 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 領 域 に 注 目 す る （ Ｐ ≦ ０ ． ０ ０ １ ） 。 エ ラ ー 比 を 決 定 す る た め に Lee 
et al. Science 298,799- 804. (2002)に よ っ て 使 用 し 、 本 発 明 者 ら の 結 合 部 位 基 準 を 満
た す ４ ７ 部 位 の う ち 、 ４ ５ 部 位 が 独 立 し た 遺 伝 子 特 異 的 Ｃ ｈ Ｉ Ｐ 実 験 に よ っ て 確 認 さ れ た
。 し た が っ て 、 こ の デ ー タ セ ッ ト 中 の 偽 陽 性 の 頻 度 は 、 約 ４ ％ の よ う で あ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 偽 陰 性 比 は 評 価 が よ り 困 難 で あ る が 、 本 ゲ ノ ム 位 置 デ ー タ セ ッ ト で は 約 ２ ４ ％ の よ う で
あ る 。 こ の 評 価 は 、 Ｐ ≦ ０ ． ０ ０ １ の ゲ ノ ム 規 模 の 位 置 デ ー タ で 同 定 さ れ ず 、 且 つ 保 存 結
合 部 位 （ １ ２ ／ ５ ０ ） に 関 連 す る 細 胞 周 期 調 節 因 子 に つ い て 文 献 に 報 告 さ れ て い る 結 合 相
互 作 用 数 の 決 定 に 由 来 す る 。 こ の 調 節 因 子 群 及 び そ の 標 的 は 広 範 に 研 究 さ れ て い る の で 、
出 願 人 は 、 分 析 の た め に 細 胞 周 期 の 文 献 を 選 択 し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
調 節 因 子 結 合 特 異 性
　 調 節 因 子 の 推 定 特 異 性 を 、 一 連 の モ チ ー フ 発 見 プ ロ グ ラ ム を 結 合 デ ー タ に よ っ て 同 定 さ
れ た 遺 伝 子 間 配 列 に 適 用 す る こ と に よ っ て 同 定 し た 。 得 ら れ た 特 異 性 の 予 測 を 、 一 定 の 評
価 指 標 を 使 用 し て 有 意 性 に つ い て フ ィ ル タ リ ン グ し 、 そ の 後 ク ラ ス タ ー 化 し て 代 表 的 モ チ
ー フ を 得 た （ 図 ６ ） 。 出 願 人 は 、 以 下 の ６ つ の 方 法 を 使 用 し て 、 調 節 因 子 に よ っ て 結 合 し
た 特 定 の 配 列 を 同 定 し た ： Ａ ｌ ｉ ｇ ｎ Ａ Ｃ Ｅ ｌ １ 、 Ｍ Ｅ Ｍ Ｅ １ ３ 、 Ｍ Ｄ ｓ ｃ ａ ｎ １ ２ 、 Ｋ
ｅ ｌ ｌ ｉ ｓ 他 の 方 法 、 及 び 保 存 デ ー タ 、 Ｍ Ｅ Ｍ Ｅ プ ロ グ ラ ム を 変 化 さ せ る こ と な く 使 用 す
る Ｍ Ｅ Ｍ Ｅ ＿ ｃ 及 び Ｃ Ｏ Ｎ Ｖ Ｅ Ｒ Ｇ Ｅ ． Ｍ Ｅ Ｍ Ｅ ＿ ｃ を 組 み 込 む ２ つ の さ ら な る 新 規 の 方
法 。 し か し 、 上 記 方 法 は 、 狭 義 の 酵 母 種 に 保 存 さ れ な い 塩 基 を 文 字 「 Ｎ 」 で 置 換 し た 修 飾
配 列 の セ ッ ト に 適 用 す る 。 Ｃ Ｏ Ｎ Ｖ Ｅ Ｒ Ｇ Ｅ は 、 複 数 の ゲ ノ ム 由 来 の 配 列 情 報 を 使 用 し た
特 異 性 の 発 見 の た め の 新 規 の 期 待 値 最 大 化 （ Ｅ Ｍ ） ベ ー ス の ア ル ゴ リ ズ ム で あ る 。 狭 義 の
種 に わ た っ て 同 一 の 部 位 の 検 索 よ り も む し ろ 、 Ｍ Ｅ Ｍ Ｅ ＿ ｃ の 場 合 の よ う に 、 Ｃ Ｏ Ｎ Ｖ Ｅ
Ｒ Ｇ Ｅ は 、 全 て の ア ラ イ ン メ ン ト し た 配 列 が 同 一 の 特 異 性 モ デ ル と 一 致 す る 遺 伝 子 座 を 検
索 す る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 出 願 人 が 使 用 し た 各 プ ロ グ ラ ム は 、 １ つ 又 は 複 数 の 統 計 ス コ ア を 使 用 し て そ の 結 果 の 有
意 性 を 測 定 す る こ と を 試 み る 。 し か し 、 こ れ ら の プ ロ グ ラ ム の 報 告 が 遺 伝 子 間 領 域 の 無 作
為 な 選 択 に 適 用 し た 場 合 で さ え も 高 ス コ ア で の 結 果 が 報 告 さ れ る こ と が 出 願 人 に よ っ て 認
め ら れ た 。 真 の モ チ ー フ を 区 別 す る た め に 、 出 願 人 は 、 実 験 手 順 に 記 載 の 統 計 測 定 セ ッ ト
を 選 択 し 、 こ れ ら の ス コ ア を 経 験 的 確 率 に 変 換 し 、 類 似 の ス コ ア を 有 す る モ チ ー フ を 同 一
の プ ロ グ ラ ム に よ っ て 無 作 為 に 選 択 し た 配 列 中 で 見 出 す こ と が で き た 。 こ れ ら の Ｐ 値 を 評
価 す る た め に 、 出 願 人 は 、 無 作 為 に 選 択 し た 種 々 の サ イ ズ の 配 列 の セ ッ ト に 対 し て 各 プ ロ
グ ラ ム を ５ ０ 回 実 行 し た 。 出 願 人 は 、 こ れ ら の ス コ ア に よ っ て 有 意 で あ る （ Ｐ ≦ ０ ． ０ ０
１ ） と 判 断 し た モ チ ー フ の み を 許 可 し た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 全 プ ロ グ ラ ム 由 来 の 有 意 な モ チ ー フ を 互 い に プ ー ル し 、 ｋ － ｍ ｅ ｄ ｏ ｉ ｄ ｓ ア ル ゴ リ ズ
ム を 使 用 し て ク ラ ス タ ー 化 し た 。 各 ク ラ ス タ ー 内 の ア ラ イ ン メ ン ト し た モ チ ー フ を 共 に 平
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均 化 し て コ ン セ ン サ ス モ チ ー フ を 産 生 し 、 そ の 保 存 に し た が っ て フ ィ ル タ リ ン グ し た 。 こ
の 手 順 に よ り 、 典 型 的 に は 、 各 調 整 因 子 に つ い て い く つ か の 異 な る コ ン セ ン サ ス モ チ ー フ
が 産 生 さ れ た 。 各 調 節 因 子 に つ い て の １ つ の 特 異 性 を 選 択 す る た め に 、 出 願 人 は 、 結 果 を
Ｔ Ｒ Ａ Ｎ Ｓ Ｆ Ａ Ｃ ２ ７ 、 Ｙ Ｐ Ｄ ２ ８ 、 及 び Ｓ Ｃ Ｐ Ｄ ２ ９ デ ー タ ベ ー ス 中 の 情 報 と 比 較 し た
。 以 前 の 情 報 を 利 用 で き な い 場 合 、 出 願 人 は 、 最 も 有 意 な 統 計 ス コ ア を 使 用 し て 特 異 性 を
選 択 す る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
モ チ ー フ 発 見 の 概 要
　 以 下 に 詳 述 し 、 図 ６ に ま と め た ５ ス テ ッ プ の プ ロ セ ス で 結 合 モ チ ー フ を 同 定 し た 。 第 １
に 、 一 連 の モ チ ー フ 発 見 プ ロ グ ラ ム を 結 合 デ ー タ に よ っ て 同 定 さ れ た 遺 伝 子 間 配 列 に 適 用
す る こ と に よ っ て モ チ ー フ を 発 見 し た 。 得 ら れ た 特 異 性 の 予 測 を 、 一 定 の 評 価 指 標 を 使 用
い て 有 意 性 に つ い て フ ィ ル タ リ ン グ し 、 ク ラ ス タ ー 化 し て 代 表 的 モ チ ー フ を 得 た 。 保 存 ベ
ー ス の 評 価 指 標 を 使 用 し て 、 こ れ ら の モ チ ー フ の 最 も 信 頼 性 の 高 い サ ブ セ ッ ト を 同 定 し た
。 因 子 に つ い て 複 数 の 有 意 な 結 合 モ チ ー フ が 見 出 さ れ る 場 合 に つ い て 、 出 願 人 は 、 Ｔ ｒ ａ
ｎ ｓ ｆ ａ ｃ (Matys, V. 他  TRANSFAC: transcriptional regulation, from patterns to p
rofiles. Nucleic Acids Res 31,374-8 (2003) )、 Ｙ Ｐ Ｄ (Csank, C. 他  Three yeast pr
oteome databases: YPD, PombePD, and CalPD (MycoPathPD). Methods Enzymol 350, 347
-73 (2002))、 及 び Ｓ Ｃ Ｐ Ｄ (Zhu, J. & Zhang, M. Q. SCPD:a promoter database of the
 yeast Saccharomyces cerevisiae. Bioitiformatics 15,607-11 (1999))デ ー タ ベ ー ス 由
来 の 統 計 的 ス コ ア 又 は 情 報 を 使 用 し て 各 調 節 因 子 の 単 一 モ チ ー フ を 選 択 し た 。 配 列 入 力 フ
ァ イ ル 、 中 間 体 モ チ ー フ 発 見 出 力 、 及 び 完 成 し た モ チ ー フ の 行 列 表 示 は 、 筆 者 の ウ ェ ブ サ
イ ト で 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
ス テ ッ プ １ ： 初 期 モ チ ー フ 発 見
　 モ チ ー フ 発 見 プ ロ グ ラ ム は 、 発 見 特 異 性 に 関 す る 強 度 が 異 な る 。 分 析 を で き る だ け 総 括
的 に す る た め に 、 出 願 人 は 、 結 合 デ ー タ に 対 し て 異 な る ５ つ の モ チ ー フ 発 見 プ ロ グ ラ ム を
提 供 し た ： Ａ ｌ ｉ ｇ ｎ Ａ Ｃ Ｅ (Roth, F. P. , Hughes, J. D. , Estep, P. W. & Church, 
G. M. Finding DNA regulatory motifs within aligned noncoding sequences clustered
 by whole-genome mRNA quantitation. Nat Biotechnol 16, 939-45 (1998) )、 Ｍ Ｅ Ｍ Ｅ
(Bailey, T. L. & Elkan, C. The value of prior knowledge in discovering motifs wi
th MEME. Proc Int Conf Intell Syst Mol Biol 3, 21-9 (1995) )、 Ｍ Ｄ ｓ ｃ ａ ｎ (Liu, 
X. S. , Brutlag, D. L. & Liu, J. S. An algorithm for finding protein-DNA-binding
 sites with applications to chromatin-immunoprecipitation microarray experiments
. Nat Biotechnol 20,835-9 (2002) )、 Kellis他 に 記 載 の 保 存 ベ ー ス の 方 法 (Kellis, M. 
, Patterson, N. , Endrizzi, M. , Birren, B. & Lander, E. S. Sequencing and compa
rison of yeast species to identify genes and regulatory elements. Nature 423,241
-54 (2003) )、 Ｃ Ｏ Ｎ Ｖ Ｅ Ｒ Ｇ Ｅ と 呼 ば れ る 新 規 の 保 存 ベ ー ス の 方 法 （ 下 記 ） 。 Ｍ Ｅ Ｍ Ｅ
プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 、 保 存 情 報 が 組 み 込 ま れ た 修 正 入 力 も 分 析 し た （ 「 プ ロ ー ブ 配 列 」
を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 よ り 完 全 に 検 索 す る た め に 、 こ れ ら の 各 プ ロ グ ラ ム を 、 異 な る パ ラ メ ー タ を 使 用 し て 複
数 回 実 施 し た 。 デ フ ォ ル ト 設 定 を 使 用 し 、 異 な る 乱 数 シ ー ド で 、 Ａ ｌ ｉ ｇ ｎ Ａ Ｃ Ｅ を １ ０
回 実 行 し 、 サ ン プ リ ン グ さ れ る モ チ ー フ ス ペ ー ス を 増 大 さ せ た 。 Ａ ｌ ｉ ｇ ｎ Ａ Ｃ Ｅ の 実 施
に よ っ て 得 ら れ た 結 果 を 、 分 析 の た め に グ ル ー プ 分 け し た 。 次 数 ５ の Ｍ ａ ｒ ｋ ｏ ｖ バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド モ デ ル 、 「 Ｚ Ｏ Ｏ Ｐ Ｓ 」 モ チ ー フ モ デ ル 、 及 び 「 － ｍ ｉ ｎ ｓ ｉ ｔ ｅ ｓ ２ ０ － Ｄ
Ｎ Ａ － ｒ ｅ ｖ ｃ ｏ ｍ ｐ 」 オ プ シ ョ ン を 使 用 し て 、 Ｍ Ｅ Ｍ Ｅ を 実 行 し た 。 ７ ～ １ １ 及 び １ ２
～ １ ８ の モ チ ー フ 幅 範 囲 を 使 用 し て 、 Ｍ Ｅ Ｍ Ｅ を 繰 り 返 し 実 行 し た 。 Ｍ Ｄ ｓ ｃ ａ ｎ を 実 行
す る た め に 、 結 合 の Ｐ 値 に 従 っ て 配 列 を 順 位 づ け し 、 「 － ｓ ３ ０ 　 － ｒ ５ 　 － ｔ １ ０ 」 オ
プ シ ョ ン を 使 用 し て プ ロ グ ラ ム を 実 行 し た 。 Ｍ Ｄ ｓ ｃ ａ ｎ が 固 定 さ れ た 幅 の モ チ ー フ の み
を 検 索 す る と い う 事 実 を 補 う た め に 、 １ 回 の 各 幅 範 囲 が ８ ～ １ ５ 塩 基 で プ ロ グ ラ ム を 繰 り
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返 し 実 行 し た 。 記 載 の よ う に 、 Ｋ ｅ ｌ ｌ ｉ ｓ 他 の 方 法 を デ ー タ に 適 用 し た （ Kellis, M. ,
 Patterson, N. , Endrizzi, M. , Birren, B. & Lander, E. S. Sequencing and compar
ison of yeast species to identify genes and regulatory elements. Nature 423,241-
54 (2003)） 。 ８ 及 び １ ５ の モ チ ー フ 幅 を 使 用 し て 、 Ｃ Ｏ Ｎ Ｖ Ｅ Ｒ Ｇ Ｅ を ２ 回 実 行 し た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
Ｍ Ｅ Ｍ Ｅ ＿ ｃ
　 出 願 人 は 、 狭 義 の 酵 母 種 中 の 各 塩 基 保 存 を 伝 達 す る た め に 入 力 配 列 を 修 飾 す る こ と に よ
っ て 、 Ａ ｌ ｉ ｇ ｎ Ａ Ｃ Ｅ 、 Ｍ Ｅ Ｍ Ｅ 、 及 び Ｍ Ｄ ｓ ｃ ａ ｎ の 性 能 を 改 良 す る こ と が で き る か
ど う か 試 験 し た 。 狭 義 の 種 (Kellis, M. , Patterson, N. , Endrizzi, M. , Birren, B. 
& Lander, E. S. Sequencing and comparison of yeast species to identify genes and
 regulatory elements. Nature 423, 241-54 (2003) )に つ い て の ClustalW(Thompson, J.
 D. , Higgins, D. G. & Gibson, T. J. CLUSTAL W: improving the sensitivity of pro
gressive multiple sequence alignment through sequence weighting, position-specif
ic gap penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids Res 22,4673-80 (1994) )
ア ラ イ ン メ ン ト を 使 用 し て 、 他 の ゲ ノ ム の ２ ／ ３ 又 は ３ ／ ４ が 保 存 さ れ て い な い 場 合 、 出
願 人 は 、 酵 母 属 中 の 遺 伝 子 を 文 字 「 Ｎ 」 に 置 換 し た 。 試 験 し た プ ロ グ ラ ム の う ち 、 Ｍ Ｅ Ｍ
Ｅ の み が 修 飾 配 列 を 使 用 す る こ と が で き た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
Ｃ Ｏ Ｎ Ｖ Ｅ Ｒ Ｇ Ｅ
　 出 願 人 は 、 入 力 配 列 の セ ッ ト 中 に 過 剰 表 示 さ れ 、 且 つ 複 数 の ゲ ノ ム に わ た っ て 保 存 さ れ
て い る モ チ ー フ を 同 定 す る た め に Ｃ Ｏ Ｎ Ｖ Ｅ Ｒ Ｇ Ｅ を デ ザ イ ン し た 。 Ｃ Ｏ Ｎ Ｖ Ｅ Ｒ Ｇ Ｅ 入
力 配 列 は 、 一 次 ゲ ノ ム に 対 応 す る 非 ギ ャ ッ プ 挿 入 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ギ ャ ッ プ を 含 み 得 る １ つ
又 は 複 数 の 選 択 的 に ア ラ イ ン メ ン ト さ れ た 配 列 か ら 成 る 。 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 Ｍ Ｅ Ｍ Ｅ の Ｚ
Ｏ Ｏ Ｐ Ｓ モ デ ル に 基 づ き 、 次 数 ５ の Ｍ ａ ｒ ｋ ｏ ｖ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド モ デ ル を 使 用 す る 。 し
か し 、 Ｍ Ｅ Ｍ Ｅ が 入 力 配 列 の セ ッ ト に わ た っ て モ チ ー フ モ デ ル と の 適 合 を 検 索 す る の に 対
し て 、 Ｃ Ｏ Ｎ Ｖ Ｅ Ｒ Ｇ Ｅ は 複 数 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト に わ た っ て 各 配 列 を 検 索 す る 。 詳 細
に は 、 Ｃ Ｏ Ｎ Ｖ Ｅ Ｒ Ｇ Ｅ は 、 ア ラ イ ン メ ン ト し た 各 配 列 中 の 同 一 部 位 で 生 じ た モ チ ー フ の
確 率 の 産 物 と し て 、 ア ラ イ ン メ ン ト 中 の 部 位 で 生 じ る モ チ ー フ の 確 率 を 処 理 す る 。 し た が
っ て 、 Ｃ Ｏ Ｎ Ｖ Ｅ Ｒ Ｇ Ｅ は 、 モ チ ー フ の 発 見 に よ る 柔 軟 な 様 式 で 保 存 さ れ た 部 位 を 定 義 す
る 。 全 詳 細 を 、 本 明 細 書 中 に 示 す 。
【 ０ ２ １ １ 】
プ ロ ー ブ 配 列
　 モ チ ー フ 発 見 プ ロ グ ラ ム を 、 Ｐ ≦ ０ ． ０ ０ １ の Ｐ 値 で 結 合 し た プ ロ ー ブ の 配 列 に 適 用 し
た 。 出 願 人 は 、 い く つ か の 遺 伝 子 間 領 域 が そ の 全 長 に わ た っ て 高 度 に 相 同 で あ る こ と を 見
出 し 、 そ の 結 果 、 全 サ ブ シ ー ケ ン ス が 過 剰 表 示 さ れ る の で 、 モ チ ー フ 発 見 の 結 果 が 非 対 称
に な る 。 こ の 偏 り を 除 去 す る た め に 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ （ Altschul, S. F. , Gish, W. , Mille
r, W. , Myers, E. W. & Lipman, D. J. Basic local alignment search tool. J Mol Bi
ol 215, 403-10 (1990)） を 使 用 し て 、 そ の 長 さ の ５ ０ ％ を 超 え て 配 列 が 高 度 に 類 似 す る
プ ロ ー ブ 対 を 同 定 し た 。 各 対 に つ い て 、 よ り 短 い 遺 伝 子 間 領 域 を 、 モ チ ー フ 発 見 計 算 か ら
省 く 。 こ の プ ロ セ ス に よ り 、 い く つ か の 実 験 で は ９ つ ま で の 領 域 が 除 去 さ れ た が 、 平 均 し
て １ つ 未 満 で あ っ た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ 上 に 存 在 す る 配 列 を 決 定 す る た め に 、 出 願 人 は 、 ア レ イ を 構 築 す る た め
に 使 用 し た Ｐ Ｃ Ｒ の 予 想 産 物 を 計 算 し た 。 Ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ  Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ の プ ラ イ
マ ー 配 列 を 、 http://www.resgen.com/products/YeIRP.php3か ら 入 手 し 、 ２ ０ ０ ２ 年 ３ 月
改 訂 の 酵 母 ゲ ノ ム を 、 Ｓ Ｇ Ｄ か ら 入 手 し た （ Dwight, S. S. et al. Nucleic Acids Res 3
0, 69-72 (2002)） 。 ２ つ を 超 え る 異 な る ゲ ノ ム 配 列 を 増 幅 す る と 予 想 さ れ る プ ロ ー ブ を
、 計 算 か ら 省 い た 。 反 復 非 転 写 フ ィ ー チ ャ ー に 隣 接 す る ２ ５ 個 の プ ロ ー ブ 配 列 （ 例 え ば 、
テ ロ メ ア 反 復 、 Ｘ エ レ メ ン ト 、 及 び Ｙ ’ エ レ メ ン ト ） も 省 略 し た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
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Ｐ Ｓ Ｓ Ｍ 表 示
　 そ の 後 の 分 析 の た め に 、 全 プ ロ グ ラ ム 由 来 の モ チ ー フ を 、 標 準 的 な 位 置 特 異 的 ス コ ア 行
列 （ Ｐ Ｓ Ｓ Ｍ ） に 変 換 し た 。 Ａ ｌ ｉ ｇ ｎ Ａ Ｃ Ｅ 及 び Ｍ Ｄ ｓ ｃ ａ ｎ に よ っ て 結 合 部 位 を ア ラ
イ ン メ ン ト し 、 こ れ ら を 最 初 に ア ラ イ ン メ ン ト の 各 位 置 の 各 塩 基 （ Ａ 、 Ｃ 、 Ｇ 、 Ｔ ） の 頻
度 を 示 す 行 列 に 変 換 し た 。 Ｋ ｅ ｌ ｌ ｉ ｓ 他 の 方 法 は 、 不 確 定 （ ambiguity） コ ー ド を 含 む
文 字 列 と し て モ チ ー フ を 表 示 し 、 こ れ も 頻 度 の 行 列 に 変 換 し た 。 （ 例 え ば 、 モ チ ー フ が 特
定 の 位 置 に 文 字 「 Ｓ 」 を 含 む 場 合 、 値 ０ ． ５ を 「 Ｃ 」 及 び 「 Ｇ 」 の 両 方 に 割 り 当 て る 。 ）
塩 基 頻 度 の 行 列 を 確 率 に 変 換 し 、 次 数 ０ の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 確 率 に 比 例 し て ０ ． ０ ０ １ の
疑 似 計 数 を 使 用 し て 調 整 し た （ Ａ 及 び Ｔ で ３ ． １ × １ ０ - 4 の 擬 似 計 数 、 Ｇ 及 び Ｃ で １ ． ９
× １ ０ - 4 の 擬 似 計 数 ） 。 対 数 － 尤 度 ス コ ア を 、 評 価 し た 確 率 を 各 文 字 に つ い て の バ ッ ク グ
ラ ウ ン ド 確 率 で 割 り 、 二 進 法 で 計 算 し た 。 Ｃ Ｏ Ｎ Ｖ Ｅ Ｒ Ｇ Ｅ 及 び Ｍ Ｅ Ｍ Ｅ の 両 方 に よ り 、
確 率 行 列 が 得 ら れ 、 こ れ を 直 接 使 用 し た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
ス テ ッ プ ２ ： モ チ ー フ ス コ ア リ ン グ 及 び 有 意 性 試 験
　 出 願 人 は 、 結 合 プ ロ ー ブ 及 び 非 結 合 プ ロ ー ブ で 見 出 さ れ る 頻 度 の 比 較 に よ っ て 、 各 モ チ
ー フ の 有 意 性 を 試 験 し た 。 モ チ ー フ 過 剰 表 示 の 計 算 に 対 す る 異 な る ア プ ロ ー チ を カ プ セ ル
化 す る た め に 、 出 願 人 は 、 以 下 の ３ つ の 異 な る 評 価 指 標 を 使 用 し た ： 富 化 、 Ｒ Ｏ Ｃ  Ａ Ｕ
Ｃ 、 及 び Ｋ ｅ ｌ ｌ ｉ ｓ 他 に 記 載 の 方 法 （ 「 Ｃ Ｃ ４ ス コ ア 」 ） に よ っ て 発 見 さ れ た モ チ ー フ
。 富 化 ス コ ア は 、 可 能 な 全 遺 伝 子 標 的 と 比 較 し た 結 合 プ ロ ー ブ の 間 の モ チ ー フ の 発 生 の 直
接 測 定 で あ る が 、 各 遺 伝 子 間 領 域 内 の モ チ ー フ 発 生 数 を 区 別 し な い 。 Ｒ Ｏ Ｃ  Ａ Ｕ Ｃ 評 価
指 標 は 、 モ チ ー フ 発 生 数 が 区 別 さ れ る 因 子 で あ る 場 合 に よ り 感 度 が 高 い 。 最 後 に 、 Ｃ Ｃ ４
評 価 指 標 に よ り 、 結 合 プ ロ ー ブ 間 の モ チ ー フ 保 存 の 重 要 性 を 説 明 す る 方 法 が 得 ら れ る 。 こ
れ ら の ス コ ア を 、 以 下 の 「 有 意 性 閾 値 」 に 記 載 の 遺 伝 子 間 領 域 の 無 作 為 な 選 択 の 計 算 か ら
得 た 有 意 性 閾 値 と 比 較 し た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
富 化 ス コ ア
　 富 化 ス コ ア を 得 る た め に 、 超 幾 何 学 的 分 布 を 使 用 し て 、 結 合 プ ロ ー ブ 中 の モ チ ー フ の 頻
度 を 、 遺 伝 子 間 領 域 を ゲ ノ ム か ら 無 作 為 に 選 択 し た 場 合 に 予 想 さ れ る 頻 度 と 比 較 し た 。 配
列 は 、 配 列 が 最 大 可 能 行 列 ス コ ア の 少 な く と も ７ ０ ％ と ス コ ア リ ン グ さ れ た 少 な く と も １
つ 又 は 複 数 の 部 位 を 含 む 場 合 、 モ チ ー フ を 含 む と 見 な し た 。 富 化 に つ い て の Ｐ 値 を 、 式 ：
【 ０ ２ １ ６ 】
【 数 １ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ７ 】
（ 式 中 、 Ｂ は 結 合 し た 遺 伝 子 間 領 域 数 で あ り 、 Ｇ は マ イ ク ロ ア レ イ （ 又 は ゲ ノ ム ） 上 に 示
さ れ た 遺 伝 子 間 領 域 の 総 数 で あ る ） に し た が っ て 計 算 し た 。 数 量 ｂ 及 び ｇ は 、 モ チ ー フ に
適 合 し た Ｂ 及 び Ｇ の 遺 伝 子 間 領 域 数 を 示 す 。 数 量 － ｌ ｏ ｇ 1 0 （ ｐ ） を 、 富 化 ス コ ア と い う
。
【 ０ ２ １ ８ 】
Ｒ Ｏ Ｃ  Ａ Ｕ Ｃ （ Ｒ ｅ ｃ ｅ ｉ ｖ ｅ ｒ 　 Ｏ ｐ ｅ ｒ ａ ｔ ｉ ｎ ｇ 　 Ｃ ｈ ａ ｒ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｉ ｓ ｔ ｉ
ｃ 　 Ａ ｒ ｅ ａ 　 Ｕ ｎ ｄ ｅ ｒ 　 Ｃ ｕ ｒ ｖ ｅ ）
　 Ｒ Ｏ Ｃ  Ａ Ｕ Ｃ は 、 含 ま れ る モ チ ー フ 適 合 数 に し た が っ て 結 合 プ ロ ー ブ セ ッ ト 及 び 非 結
合 プ ロ ー ブ セ ッ ト の 順 序 付 け 及 び 互 い に 対 す る 部 分 的 順 序 付 け に よ っ て 、 ア セ ン ブ リ さ れ
た 受 信 者 動 作 特 性 曲 線 下 領 域 を い う 。 出 願 人 は 、 Clarke and Granek (Clarke, N. D. & G
ranek, J. A. Rank order metrics for quantifying the association of sequence feat
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ures with gene regulation. Bioinformatics 19,212-8 (2003))に 記 載 の 方 法 及 び コ ー ド
を 使 用 し た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
保 存 Ｃ Ｃ ４
　 Kellis他 の 方 法 (Kellis, M. , Patterson, N. , Endrizzi, M. , Birren, B. & Lander
, E. S. Sequencing and comparison of yeast species to identify genes and regulat
ory elements. Nature 423,241-54 (2003) )を 使 用 し て 発 見 し た モ チ ー フ を 、 Ｃ Ｃ ４ 評 価
指 標 に し た が っ て 判 断 し 、 こ の Ｃ Ｃ ４ 評 価 指 標 は 、 結 合 プ ロ ー ブ 間 の 保 存 モ チ ー フ の 発 生
を 、 同 一 の 結 合 プ ロ ー ブ セ ッ ト の 間 の 全 ３ － ｇ ａ ｐ － ３ モ チ ー フ で 認 め ら れ る 予 想 率 と 比
較 す る 。 認 め ら れ た 比 の ２ 項 確 率 を 計 算 し 、 同 等 な ｚ ス コ ア に 関 し て 報 告 す る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
有 意 性 閾 値
　 遺 伝 子 間 領 域 の 無 作 為 な 選 択 に 適 用 し た 場 合 で さ え も 、 モ チ ー フ 発 見 プ ロ グ ラ ム は 、 高
度 な 過 剰 表 示 評 価 指 標 （ 「 富 化 」 及 び 「 Ｒ Ｏ Ｃ  Ａ Ｕ Ｃ 」 な ど ） を 使 用 し て モ チ ー フ を 産
生 す る こ と を 出 願 人 は 認 め た 。 真 の モ チ ー フ を 同 定 す る た め に 、 出 願 人 は 、 各 評 価 指 標 由
来 の ス コ ア を 、 経 験 的 確 率 に 変 換 し 、 類 似 の ス コ ア を 有 す る モ チ ー フ を 同 一 の プ ロ グ ラ ム
に よ っ て 無 作 為 に 選 択 し た 配 列 中 で 見 出 す こ と が で き た 。 出 願 人 は 、 ０ ． ０ ０ １ 以 下 の Ｐ
値 を 有 す る モ チ ー フ の み を 許 可 し た 。 経 験 的 に 、 既 知 の 特 異 性 を 有 す る 多 数 の 調 節 因 子 の
正 確 な モ チ ー フ が 同 定 さ れ る こ と が 認 め ら れ た 。 こ れ ら の 閾 値 を 評 価 す る た め に 、 出 願 人
は 、 １ ０ 、 ２ ０ 、 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 ６ ０ 、 ７ ０ 、 ８ ０ 、 １ ０ ０ 、 １ ２ ０ 、 １ ４ ０ 、 及 び
１ ６ ０ プ ロ ー ブ セ ッ ト に 対 し て 無 作 為 に 選 択 し た 配 列 に つ い て 各 プ ロ グ ラ ム を ５ ０ 回 実 行
し た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 こ れ ら の 無 作 為 な 実 行 由 来 の 認 め ら れ た ス コ ア を 、 正 規 分 布 に よ っ て パ ラ メ ー タ ー 化 し
た 。 各 プ ロ グ ラ ム 及 び 各 評 価 指 標 に つ い て の ０ ． ０ ０ １ の Ｐ 値 と 同 等 な 臨 界 値 を 、 表 ８ に
示 す 。 経 験 的 分 布 が 正 規 分 布 で な か っ た 場 合 （ シ ャ ピ ロ － ウ ル ク ス 検 定 に よ る ） 、 対 応 す
る 評 価 指 標 を 使 用 し な い で 、 類 似 の 結 合 プ ロ ー ブ 数 を 使 用 し た 調 整 因 子 の 関 連 プ ロ グ ラ ム
に よ っ て 生 成 さ れ た モ チ ー フ を 評 価 し た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 特 定 の 実 験 た め に 、 出 願 人 は 、 結 合 プ ロ ー ブ 配 列 数 に 最 も 近 い サ イ ズ を 有 す る 無 作 為 セ
ッ ト 由 来 の 閾 値 を 使 用 し た 。 例 え ば 、 ３ ２ の 遺 伝 子 間 配 列 に 対 す る １ ０ 回 の Ａ ｌ ｉ ｇ ｎ Ａ
Ｃ Ｅ の 実 行 に よ っ て 見 出 さ れ た モ チ ー フ を 仮 定 す る と 、 富 化 ス コ ア は ２ ５ で あ っ た 。 ３ ０
の 遺 伝 子 間 配 列 の セ ッ ト を そ れ ぞ れ 無 作 為 に 選 択 し た ５ ０ セ ッ ト に 対 す る １ ０ 回 の Ａ ｌ ｉ
ｇ ｎ Ａ Ｃ Ｅ の 実 行 に よ っ て 関 連 す る ス コ ア 分 布 が 得 ら れ た 。 得 ら れ た 富 化 ス コ ア の 分 布 の
平 均 は １ ４ ． １ で あ り 、 標 準 偏 差 は ２ ． １ で あ り 、 し た が っ て 、 Ｐ ≦ ０ ． ０ ０ １ の 有 意 性
に 対 応 す る 富 化 は ２ ０ ． ４ ３ で あ る 。 候 補 モ チ ー フ の ス コ ア が よ り 高 い の で 、 有 意 と 見 な
さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
ス テ ッ プ ３ ： モ チ ー フ ク ラ ス タ ー 化 及 び 平 均 化
Ｋ － ｍ ｅ ｄ ｏ ｉ ｄ ｓ ク ラ ス タ ー 化
　 次 い で 、 各 実 験 の 有 意 な モ チ ー フ セ ッ ト を 、 下 記 の 距 離 評 価 指 標 を 使 用 し た ｋ － ｍ ｅ ｄ
ｏ ｉ ｄ ｓ ク ラ ス タ ー 化 (Hastie他  The elements of Statistical Learning ; Data mining
, inference and prediction (Springer-Verlag, New York, 2001))に よ っ て ク ラ ス タ ー
化 し た 。 ｋ － ｍ ｅ ｄ ｏ ｉ ｄ ｓ ア ル ゴ リ ズ ム を ５ ０ ０ 回 実 施 し て 、 ク ラ ス タ ー 間 距 離 の 最 小
和 を 有 す る ク ラ ス タ ー 化 を 見 出 し た 。 最 適 ク ラ ス タ ー 数 を 見 出 す た め に 、 こ の プ ロ セ ス を
、 １ ０ ク ラ ス タ ー を 使 用 し て 最 初 に 実 施 し 、 そ の 後 、 ク ラ ス タ ー の メ ン バ ー と 他 の ク ラ ス
タ ー の ｍ ｅ ｄ ｉ ｏ ｉ ｄ と の 間 の 全 平 均 距 離 が 十 分 に 長 く な る ま で （ ０ ． １ ８ 以 上 ） 、 ク ラ
ス タ ー を 徐 々 に 減 少 さ せ て 繰 り 返 し た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
モ チ ー フ 間 距 離
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　 出 願 人 は 、 モ チ ー フ の 比 較 を 補 助 す る た め の 距 離 評 価 指 標 を 構 築 し た 。 ２ つ の ア ラ イ ン
メ ン ト し た モ チ ー フ 「 ａ 」 及 び 「 ｂ 」 の 」 間 の 距 離 Ｄ を 、
【 ０ ２ ２ ５ 】
【 数 ２ 】
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ６ 】
（ 式 中 、 ｗ は モ チ ー フ 幅 で あ り 、 ａ i , L 及 び ｂ i , L は そ れ ぞ れ 、 モ チ ー フ ａ 及 び ｂ の 位 置 ｉ
で 認 め ら れ る 塩 基 Ｌ の 評 価 さ れ た 確 率 で あ る ） と 定 義 す る 。 ｗ 及 び √ ２ に よ る 正 規 化 に よ
り 、 部 分 距 離 と し て の 解 釈 が 容 易 に な る 。 例 え ば 、 ０ ． ２ ０ の 距 離 は 、 ２ つ の モ チ ー フ が
約 ２ ０ ％ 異 な る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 特 に 、 モ チ ー フ の 最 適 な ア ラ イ ン メ ン ト は 知 ら れ て い な い 。 し た が っ て 、 出 願 人 は 、 全
ア ラ イ ン メ ン ト の 中 の モ チ ー フ 間 の 最 短 距 離 を 使 用 し 、 ア ラ イ ン メ ン ト は 、 モ チ ー フ の 少
な く と も ７ つ の 塩 基 が 重 複 し て い る か 、 モ チ ー フ が よ り 短 い 場 合 、 最 も 短 い モ チ ー フ の 長
さ よ り も ２ 塩 基 少 な い 。 モ チ ー フ の 逆 相 補 物 と の ア ラ イ ン メ ン ト を 含 む 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
モ チ ー フ 平 均 化
　 １ つ の ク ラ ス タ ー を 示 す 各 モ チ ー フ を 、 ク ラ ス タ ー を 含 む ア ラ イ ン メ ン ト し た モ チ ー フ
の 各 行 列 の 位 置 で の 確 率 の 平 均 化 に よ っ て 計 算 し た 。 平 均 化 モ チ ー フ の 側 面 の 情 報 に 乏 し
い 位 置 （ low-information positions） を 除 去 し た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
ス テ ッ プ ４ ： 平 均 化 モ チ ー フ の 保 存 試 験
　 出 願 人 は 、 平 均 化 モ チ ー フ の 保 存 を 試 験 し 、 そ の 後 の 分 析 で は 以 下 の ２ つ の 保 存 基 準 を
満 た す モ チ ー フ に 注 目 し た 。 第 １ に 、 モ チ ー フ の 全 て の イ ン ス タ ン ス （ instance） と 比 較
し た モ チ ー フ の 保 存 さ れ た イ ン ス タ ン ス の 頻 度 が 、 少 な く と も 全 遺 伝 子 間 領 域 と 同 様 に 結
合 し た 遺 伝 子 間 領 域 内 の 高 さ で あ る こ と が 必 要 で あ っ た 。 第 ２ に 、 モ チ ー フ は 少 な く と も
３ つ の 結 合 さ れ た 保 存 イ ン ス タ ン ス を 有 す る こ と が 必 要 で あ っ た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 出 願 人 は 、 最 大 モ チ ー フ の 少 な く と も ６ ０ ％ の ス コ ア を 有 す る 場 合 、 配 列 が モ チ ー フ に
適 合 す る と 見 な し た 。 出 願 人 は 、 「 保 存 イ ン ス タ ン ス 」 は 、 少 な く と も ２ つ の 他 の 狭 義 の
種 の ア ラ イ ン メ ン ト し た 配 列 も モ チ ー フ と 適 合 す る こ と を 意 味 す る と 定 義 し た 。 １ つ 以 下
の ア ラ イ ン メ ン ト さ れ た 配 列 が 利 用 可 能 な 場 合 、 部 位 を 、 「 保 存 さ れ て い な い 」 と し て 処
理 し た 。
【 ０ ２ ３ １ 】
ス テ ッ プ ５ ： １ つ の モ チ ー フ の 各 調 節 因 子 へ の 割 り 当 て
　 し ば し ば 、 モ チ ー フ 発 見 プ ロ セ ス に よ り 、 い く つ か の 有 意 な 異 な る 平 均 モ チ ー フ （ ３ つ
の 平 均 ） が 得 ら れ た 。 こ れ ら の モ チ ー フ は 、 タ ン パ ク 質 の 所 望 の 結 合 特 異 性 を 示 す こ と が
で き る か 、 こ れ ら は 、 結 合 パ ー ト ナ ー の 特 異 性 か ら 生 じ 得 る か 、 他 の 生 物 学 的 有 意 性 を 有
し 得 る 。 プ ロ フ ァ イ リ ン グ し た 転 写 因 子 の 結 合 特 異 性 を 示 す モ チ ー フ を 同 定 す る た め に 、
出 願 人 は 、 利 用 可 能 な ら ば 、 ク ラ ス タ ー 化 の た め に 使 用 し た 同 一 の モ チ ー フ 間 距 離 評 価 指
標 を 使 用 し て 、 Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｆ ａ ｃ (Matys, V. 他  TRANSFAC: transcriptional regulation
, from patterns to profiles. Nucleic Acids Res 31,374-8 (2003) )、 Ｙ Ｐ Ｄ (Csank, 
C. 他  Three yeast proteome databases: YPD, PombePD, and CalPD (MycoPathPD).Metho
ds Enzymol 350, 347-73 (2002))、 及 び Ｓ Ｃ Ｐ Ｄ (Zhu, J. & Zhang, M. Q. SCPD: a prom
oter database of the yeast Saccharomyces cerevisiae.Bioitiforniatics 15,607-11 (
1999))デ ー タ ベ ー ス 中 の 結 合 デ ー タ を 特 異 性 と 比 較 し た （ 上 記 ） 。 こ の よ う な デ ー タ を 利
用 で き な い 調 節 因 子 が ２ １ 個 存 在 し た 。 こ れ ら の 場 合 、 出 願 人 は 、 最 良 の 富 化 ス コ ア を 有
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す る モ チ ー フ を 選 択 す る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 こ れ ら の デ ー タ ベ ー ス 由 来 の 特 異 性 デ ー タ は 、 生 配 列 、 不 確 定 性 コ ー ド 、 及 び 行 列 の 形
態 で 時 々 利 用 可 能 で あ る 。 行 列 を 使 用 し な い 調 節 因 子 に つ い て 、 出 願 人 は 、 実 験 的 に 決 定
し た 特 異 性 情 報 の 主 文 （ body） を 示 す た め に １ つ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を ア セ ン ブ リ し 、 こ
れ を 上 記 の よ う に Ｐ Ｓ Ｓ Ｍ に 変 換 し た 。 デ ー タ ベ ー ス か ら ア セ ン ブ リ し た モ チ ー フ の 質 を
独 立 し て 評 価 す る 方 法 が 存 在 し な い の で 、 出 願 人 は 、 許 容 閾 値 （ permissive threshold）
を 使 用 し て 、 発 見 し た モ チ ー フ と デ ー タ ベ ー ス の モ チ ー フ と の 間 の 類 似 性 を 検 出 し た 。 ０
． ２ ４ 未 満 に ス コ ア リ ン グ さ れ た モ チ ー フ を 適 合 と し て 許 可 す る 一 方 で 、 ０ ． ３ ５ 未 満 の
ス コ ア を 有 す る モ チ ー フ を 手 動 で 試 験 し た 。 調 節 コ ー ド マ ッ プ （ Regulatory Code Map）
中 で 使 用 さ れ た モ チ ー フ の ス コ ア を 、 表 ２ に 示 す 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
文 献 由 来 の モ チ ー フ
　 出 願 人 は 、 （ １ ） 有 効 な モ チ ー フ 発 見 の た め に 結 合 し た 遺 伝 子 間 領 域 が 非 常 に 少 な か っ
た か （ １ ０ 未 満 ） 、 （ ２ ） 文 献 に 類 似 の 発 見 さ れ た モ チ ー フ が ス テ ッ プ ４ の 保 存 に よ っ て
消 失 し た か 、 又 は （ ３ ） 発 見 さ れ た モ チ ー フ が ス テ ッ プ ５ 中 の 文 献 と 適 合 し な か っ た か の
い ず れ か で あ る 、 残 存 調 節 因 子 に つ い て の デ ー タ ベ ー ス 由 来 の モ チ ー フ を 使 用 し た 。 こ れ
ら の モ チ ー フ が 少 な く と も １ つ の 結 合 し た 保 存 イ ン ス タ ン ス を 有 す る 場 合 の み 、 こ れ ら の
モ チ ー フ を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 得 ら れ た １ ０ ２ モ チ ー フ の 大 要 （ 表 ３ ） を 、 そ の 後 の 全
て の 分 析 で 使 用 し た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
調 節 コ ー ド マ ッ プ
　 １ ０ ２ 個 の 調 節 因 子 の 結 合 モ チ ー フ （ 表 ３ ） を 、 位 置 分 析 デ ー タ 及 び 保 存 デ ー タ と 融 合
し て 、 遺 伝 子 間 領 域 中 の 活 性 結 合 部 位 の マ ッ プ を 作 成 し た 。 全 マ ッ プ は 、 http://web.wi.
mit.edu/fraenkel/regulatory#map/で 利 用 可 能 で あ る 。 対 応 す る 因 子 に よ っ て 結 合 し た 遺
伝 子 間 領 域 内 の 各 モ チ ー フ の 保 存 さ れ た 全 て の 発 生 を 見 出 す こ と に よ っ て マ ッ プ を 構 築 し
た 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 出 願 人 は 、 Ｐ ≦ ０ ． ０ ０ １ の 結 合 Ｐ 値 の 閾 値 及 び 上 記 「 保 存 試 験 」 の 項 中 に 記 載 の 保 存
の 定 義 を 使 用 し た 。 異 な る 結 合 閾 値 及 び 保 存 閾 値 を 使 用 し て 構 築 し た マ ッ プ の 異 形 も オ ン
ラ イ ン で 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 読 み 取 り 枠 の 開 始 コ ド ン （ Ａ Ｔ Ｇ ） か ら 隣 接 す る 上 流 領 域 中 の 結 合 部 位 ま で の 距 離 の 分
布 は 、 上 記 デ ー タ に 由 来 し た 。 こ れ ら を 、 １ ０ ， ０ ０ ０ 個 の 「 無 作 為 化 」 ゲ ノ ム に 対 し て
計 算 し た 分 布 と 比 較 し 、 こ の ゲ ノ ム は 、 各 遺 伝 子 間 領 域 中 の 結 合 部 位 を 隣 接 遺 伝 子 間 の 無
作 為 に 独 立 し て 再 分 布 し て い た 。 １ ０ ０ ～ ５ ０ ０ の 領 域 （ 図 ２ Ｃ の 灰 色 の 領 域 ） は 、 予 想
よ り も 多 数 の 結 合 部 位 を 含 む 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
プ ロ モ ー タ ー の 分 類
　 プ ロ モ ー タ ー を 、 全 実 験 で 集 ま っ た 結 合 デ ー タ に 基 づ い て 分 類 し た 。 プ ロ モ ー タ ー を 、
１ つ を 超 え る 調 節 因 子 が 集 合 デ ー タ で 結 合 し た 場 合 、 任 意 の 特 定 の 条 件 下 で 結 合 し た 調 節
因 子 数 と 無 関 係 に 、 複 数 の 調 節 因 子 構 造 を 有 す る と 定 義 し た 。 同 様 に 、 プ ロ モ ー タ ー が 集
合 デ ー タ の １ つ の 調 節 因 子 に よ っ て 正 確 に 結 合 し た 場 合 、 プ ロ モ ー タ ー を １ つ の 調 節 因 子
構 造 に 割 り 当 て た 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 反 復 モ チ ー フ 構 造 を 使 用 す る 傾 向 の あ る 調 節 因 子 を 、 カ イ 二 乗 分 析 に よ っ て 同 定 し た 。
各 調 節 因 子 に つ い て 、 出 願 人 は 、 １ つ の 部 位 を 含 む プ ロ モ ー タ ー 数 及 び 複 数 の 部 位 を 含 む
プ ロ モ ー タ ー 数 を 計 算 し た 。 次 い で 、 こ れ ら の 値 を 、 全 因 子 の 平 均 に 基 づ い た 期 待 値 と 比
較 し た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
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　 同 時 出 現 調 節 モ チ ー フ を 、 超 幾 何 学 的 分 布 に 基 づ い た ２ つ の 調 節 因 子 の 結 合 が 独 立 し て
い る 帰 無 仮 説 下 で 両 調 節 因 子 に よ っ て 結 合 し た 認 め ら れ た 遺 伝 子 間 領 域 数 （ 又 は そ れ 以 上
） を 発 見 す る 確 率 を 示 す Ｐ 値 に 基 づ い て 決 定 し た 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
調 節 因 子 の 挙 動 分 類
　 各 調 節 因 子 の 結 合 を 、 ペ ア ワ イ ズ 様 式 で 、 調 節 因 子 が 研 究 さ れ た 各 環 境 条 件 下 に つ い て
比 較 し た 。 Ｐ ≦ ０ ． ０ ０ １ で 結 合 し 、 且 つ 対 応 す る モ チ ー フ に 対 す る 適 合 が 保 存 さ れ た 領
域 の み を 、 本 分 析 に 含 め た 。 い く つ か の 調 節 因 子 を 、 正 確 に 比 較 し た 条 件 に よ っ て 複 数 の
カ テ ゴ リ ー に 分 類 す る 。 「 不 変 条 件 」 カ テ ゴ リ ー に つ い て 、 調 節 因 子 に 対 す る 結 合 プ ロ ー
ブ の 重 複 比 は ０ ． ６ ６ を 超 え 、 結 合 プ ロ ー ブ 数 の 比 は ０ ． ６ ６ と １ ． ５ と の 間 で あ っ た 。
「 可 能 な 条 件 」 カ テ ゴ リ ー に つ い て 、 あ る 環 境 下 で 調 節 因 子 は プ ロ ー ブ に 結 合 し な か っ た
。 「 拡 大 条 件 」 カ テ ゴ リ ー は 、 調 節 因 子 に 対 す る 結 合 プ ロ ー ブ の 重 複 比 ０ ． ６ ６ を 超 え 、
結 合 プ ロ ー ブ 数 の 比 は ０ ． ６ ６ 未 満 で あ る か １ ． ５ を 超 え た 。 「 変 化 す る 条 件 」 カ テ ゴ リ
ー は 、 両 環 境 下 で 調 節 因 子 は 少 な く と も １ つ の プ ロ ー ブ に 結 合 し 、 結 合 プ ロ ー ブ の 重 複 比
は ０ ． ６ ６ 未 満 で あ っ た 。
【 ０ ２ ４ １ 】
予 想 特 異 性 の 実 験 に よ る 確 認
　 出 願 人 は 、 自 動 化 方 法 を 使 用 し て 発 見 し た モ チ ー フ と 文 献 中 の モ チ ー フ と を 比 較 し 、 矛
盾 が 最 も 大 き い 調 節 因 子 （ Ｃ ｉ ｎ ５ ） を 選 択 し た （ 表 ２ ） 。 発 見 し た モ チ ー フ 、 TTAcrTAA
は 、 以 前 に 報 告 さ れ た 部 位 と 比 較 し て １ つ 塩 基 が 挿 入 さ れ て い る （ Fernandes, L. , Rodr
igues Pousada, C. & Struhl, K. Yap, a novel family of eight bZIP proteins in Sac
charomyces cerevisiae with distinct biological functions. Mol Cell Biol 17, 6982
- 93 (1997)） （ TTACTAA） 。 以 前 に 既 知 の 部 位 は 、 Ｃ ｉ ｎ ５ に よ っ て 結 合 さ れ た プ ロ ー ブ
中 に あ ま り 豊 富 で な い 一 方 で （ Ｐ ≦ ０ ． ０ ２ ） 、 発 見 し た モ チ ー フ は 、 非 常 に 豊 富 で あ る
（ Ｐ ≦ １ ０ - 3 8 . 4 ） 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 出 願 人 は 、 ｉ ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ デ ー タ か ら 推 測 し た Ｃ ｉ ｎ ５ の 特 異 性 も こ の 調 節 因 子 の ｉ ｎ  
ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 特 性 を 示 す か ど う か を 試 験 す る た め に ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ を 使 用 し た （ 図 ７ ）
。 Ｃ ｉ ｎ ５ の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 、 チ オ レ ド キ シ ン 及 び ポ リ ヒ ス チ ジ ン ペ プ チ ド に 融 合
し た ｐ Ｅ Ｔ － ３ ２ ベ ク タ ー （ Novagen） の 誘 導 体 に ク ロ ー ン 化 し 、 大 腸 菌 中 で 発 現 さ せ 、
ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ っ て 精 製 し た 。 タ ン パ ク 質 を 、 配 列 gcgacaTTACCTAAgg
gcを 含 む Ｃ ｙ ５ 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 同 一 の 配 列 又 は 以 前 に 公 開
さ れ た 結 合 部 位 (gcgacaTTACTAAagggc)(Fernandes他  Mol Cell Biol 17, 6982-93(1997))
の い ず れ か を 含 む 非 標 識 競 合 物 で 攻 撃 誘 発 し た 。 反 応 物 を 、 ０ ． ５ × Ｔ Ｂ Ｅ で 泳 動 し た １
０ ％ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 分 析 し た 。 TTACGTAAの コ ア 配 列 を 含 む プ ロ ー ブ に つ い て 類 似 の
結 果 が 得 ら れ た 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
調 節 コ ー ド
　 潜 在 的 な 結 合 部 位 は 、 こ れ ら が ２ つ の 基 準 を 満 た す 場 合 、 調 節 コ ー ド マ ッ プ 中 に 含 ま れ
た 。 第 １ に 、 遺 伝 子 座 は 、 出 芽 酵 母 ゲ ノ ム 及 び 少 な く と も ２ つ の 他 の 狭 義 の 酵 母 ゲ ノ ム 中
の 調 節 因 子 に つ い て 最 大 可 能 ス コ ア の ６ ０ ％ で 、 特 異 性 モ デ ル と 適 合 し な け れ ば な ら な か
っ た 。 第 ２ に 、 遺 伝 子 座 は 、 任 意 の 条 件 下 で 対 応 す る 調 節 因 子 に よ っ て 結 合 す る プ ロ ー ブ
も 含 む ゲ ノ ム 間 領 域 中 に 存 在 し な け れ ば な ら な か っ た （ Ｐ ≦ ０ ． ０ ０ １ ） 。 プ ロ モ ー タ ー
構 造 及 び 環 境 特 異 的 結 合 の 全 分 析 は 、 こ の マ ッ プ に 基 づ き 、 以 下 に さ ら に 記 載 し て い る 。
以 下 の 実 施 例 に 記 載 の 全 方 法 に 関 す る よ り 詳 細 な 情 報 を 、 http://web.wi.mit.edu/young/
regulatory#codeに 見 出 す こ と が で き る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ２ ４ ４ 】
実 施 例 １ ： 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 の 同 定
　 出 願 人 は 、 ゲ ノ ム 規 模 の 位 置 分 析 （ Iyer et al. Nature 409,533- 8. (2001), Ren et 
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al. Science 290,2306-9. (2000), Lee et al. Science 298,799-804. (2002), Lieb et 
al.Nat Genet 28, 327-34 (2001)） を 使 用 し て 、 富 化 培 地 条 件 に お け る ２ ０ ３ 個 の Ｄ Ｎ Ａ
結 合 転 写 調 節 因 子 の ゲ ノ ム 占 有 及 び 他 の １ ２ の 環 境 条 件 の 少 な く と も １ つ に お け る こ れ ら
の 調 節 因 子 の う ち の ８ ４ 個 の ゲ ノ ム 占 有 を 決 定 し た （ 表 １ 、 図 ５ 、 http://web.wi.mit.ed
u/young/regulatory#code） 。 こ れ ら の ２ ０ ３ 個 の タ ン パ ク 質 は 、 酵 母 ゲ ノ ム 中 に コ ー ド
さ れ る ほ ぼ 全 て の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 転 写 調 節 因 子 を 含 む 可 能 性 が 高 い 。 調 節 因 子 が さ ら な る 環 境
で の 成 長 に 不 可 欠 で あ る 場 合 、 又 は さ ら な る 環 境 下 で の 遺 伝 子 発 現 の 調 節 に 関 与 す る 他 の
証 拠 が 存 在 す る 場 合 、 さ ら な る 環 境 中 で の プ ロ フ ァ イ リ ン グ の た め に 調 節 因 子 を 選 択 し た
。 ゲ ノ ム 規 模 の 位 置 デ ー タ に よ り 、 調 節 因 子 と プ ロ モ ー タ ー 領 域 と の 間 で １ １ ， ０ ０ ０ 個
の 固 有 の 相 互 作 用 が 高 い 信 頼 性 で 同 定 さ れ た （ Ｐ ≦ ０ ． ０ ０ １ ） 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 転 写 調 節 因 子 の 認 識 部 位 と し て 機 能 す る 可 能 性 が 高 い シ ス 調 節 配 列 を 同 定 す る た め に 、
出 願 人 は 、 ゲ ノ ム 規 模 の 位 置 デ ー タ 由 来 の 情 報 、 系 統 発 生 的 に 保 存 さ れ た 配 列 、 及 び 先 行
の 知 識 を 融 合 し た （ 図 １ Ａ ） 。 出 願 人 は 、 ６ つ の モ チ ー フ 発 見 方 法 １ １ ～ １ ３ を 使 用 し て
、 １ ０ 個 を 超 え る プ ロ ー ブ に 結 合 す る １ ４ ７ 個 の 調 節 因 子 に つ い て の ６ ８ ， ２ ７ ９ 個 の Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 モ チ ー フ を 発 見 し た （ 実 験 手 順 を 参 照 の こ と ； 図 ６ ） 。 こ れ ら の モ チ ー フ か ら 、
出 願 人 は 、 ク ラ ス タ ー 化 及 び ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 統 計 的 検 定 に よ っ て 各 調 節 因 子 の 最 も 可
能 性 が 高 い 特 異 性 を 誘 導 し た 。 こ の モ チ ー フ 発 見 プ ロ セ ス に よ り 、 １ １ ６ 個 の 各 調 節 因 子
の 有 意 性 の 高 い （ Ｐ ≦ ０ ． ０ ０ １ ） モ チ ー フ が 同 定 さ れ た 。 出 願 人 は 、 ４ 種 の 関 連 酵 母 種
の う ち の ３ 種 に わ た っ て 保 存 さ れ て い る 必 要 が あ る さ ら な る 基 準 を 使 用 し て こ れ ら の 調 節
因 子 の ６ ５ 個 に つ い て １ つ の 信 頼 性 の 高 い モ チ ー フ を 決 定 し た 。 新 規 及 び 「 再 発 見 し た 」
モ チ ー フ の 例 を 、 図 １ Ｂ に 示 し 、 発 見 し た モ チ ー フ と 以 前 に 記 載 の モ チ ー フ と の 比 較 を 、
表 ２ に 示 す 。 発 見 し た モ チ ー フ に よ り 、 以 前 に 利 用 可 能 で あ っ た 情 報 よ り も 有 意 に よ り 多
く の 情 報 が 得 ら れ る 、 ２ １ 個 の 調 節 因 子 に つ い て は 、 文 献 中 に 先 行 の 特 異 性 情 報 は 存 在 せ
ず 、 出 願 人 が モ チ ー フ を 報 告 し た １ ７ 個 の 調 節 因 子 の み に つ い て の 詳 細 な 確 率 行 列 は 、 以
前 に 決 定 さ れ て い た （ Knuppel et al. J Comput Biol 1, 191-8 (1994) )。 計 算 由 来 の モ
チ ー フ (TTACRTAA)と 以 前 に 報 告 し た 部 位 (TTACTAA、 表 ２ )と の 間 で 最 も 大 き な 相 違 を 示 し
た Ｃ ｉ ｎ ５ の 場 合 、 出 願 人 は 、 出 願 人 が 報 告 し た モ チ ー フ も 好 ま し い ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 標
的 で あ る こ と を 見 出 し た （ 図 ７ ） 。 出 願 人 は 、 発 見 し た モ チ ー フ に 保 存 試 験 も 合 格 し た 文
献 由 来 の さ ら な る モ チ ー フ を 補 足 し 、 出 願 人 は 、 そ の 後 の 全 て の 分 析 中 の １ ０ ２ 個 の 調 節
因 子 に つ い て の 配 列 モ チ ー フ の 大 要 を 使 用 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ２ ４ ６ 】
実 施 例 ２ ： 転 写 調 節 コ ー ド の 構 築
　 出 願 人 は 、 酵 母 ゲ ノ ム 配 列 上 に モ チ ー フ を マ ッ ピ ン グ す る こ と に よ っ て 転 写 調 節 コ ー ド
の 最 初 の バ ー ジ ョ ン を 構 築 し 、 こ の モ チ ー フ は 、 調 節 因 子 に よ っ て 高 い 信 頼 性 （ Ｐ ≦ ０ ．
０ ０ １ ） で 結 合 し 、 且 つ 狭 義 の 出 芽 酵 母 種 の 間 で 保 存 さ れ て い る （ 図 ２ 、 http://web.vi.
mit.edu/fraenkel/regulatory#map） 。 こ の マ ッ プ は 、 １ ， ２ ９ ６ 個 の プ ロ モ ー タ ー 領 域
内 に ３ ， ３ ５ ３ の 相 互 作 用 を 含 む 。 よ り 信 頼 性 の 低 い 情 報 を 使 用 し て 構 築 し た 多 数 の プ ロ
モ ー タ ー を 含 む 調 節 部 位 の マ ッ プ を 、 筆 者 の ウ ェ ブ サ イ ト で 閲 覧 す る こ と も で き る 。 マ ッ
プ を 構 築 す る た め に 使 用 さ れ る 情 報 が 複 数 の 成 長 環 境 由 来 の 結 合 デ ー タ を 含 み 得 る の で 、
マ ッ プ は 、 ゲ ノ ム 内 の 転 写 調 節 可 能 性 を 記 載 し て い る 。 出 願 人 が 以 下 に よ り 詳 細 に 記 載 す
る よ う に 、 任 意 の 一 環 境 下 で の 成 長 の 際 、 マ ッ プ 中 で 同 定 さ れ た 結 合 部 位 の サ ブ セ ッ ト の
み が 転 写 調 節 因 子 を 占 め る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 特 定 の 転 写 調 節 因 子 の 機 能 が 以 前 に 確 立 さ れ て い る 場 合 、 調 節 マ ッ プ 中 に 結 合 す る 遺 伝
子 の 機 能 は 、 こ の 先 行 の 情 報 と 高 度 に 一 致 す る 。 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 生 合 成 調 節 因 子 で あ る
Ｇ ｃ ｎ ４ 及 び Ｌ ｅ ｕ ３ は 、 Ｂ Ａ Ｐ ２ （ 染 色 体 Ｉ Ｉ ） の プ ロ モ ー タ ー 中 の 部 位 に 結 合 し 、 ア
ミ ノ 酸 輸 送 体 を コ ー ド す る （ 図 ２ Ａ ） 。 ６ つ の 十 分 に 研 究 さ れ て い る 細 胞 周 期 転 写 調 節 因
子 は 、 Ｙ Ｈ Ｐ １ （ 染 色 体 Ｉ Ｖ ） の プ ロ モ ー タ ー に 結 合 し 、 細 胞 周 期 の Ｇ １ 期 の 調 節 に 関 連
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し て い る 。 呼 吸 Ｈ ａ ｐ ５ の 調 節 因 子 は 、 Ｃ Ｏ Ｘ ４ （ 染 色 体 Ｖ Ｉ Ｉ ） の 上 流 に 結 合 し 、 呼 吸
電 子 輸 送 鎖 の 成 分 を コ ー ド す る 。 確 立 さ れ た 機 能 を 有 す る 調 節 因 子 が 未 知 の 機 能 の 遺 伝 子
に 結 合 す る 場 合 、 こ れ ら の 標 的 遺 伝 子 は 、 こ の よ う な 機 能 的 プ ロ セ ス に 新 規 に 関 与 す る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 調 節 因 子 結 合 デ ー タ と 配 列 保 存 デ ー タ と の 組 み 合 わ せ の 有 用 性 を 、 図 ２ Ｂ に 示 す 。 遺 伝
子 Ｂ Ａ Ｐ ２ の ８ ８ ４ 塩 基 対 遺 伝 子 間 領 域 上 流 内 の で 起 こ る 本 研 究 に 記 載 の 調 節 因 子 Ｄ Ｎ Ａ
結 合 特 異 性 に 適 合 す る 全 配 列 （ 表 ２ ） を 、 上 の パ ネ ル に 示 す 。 し た が っ て 、 複 数 の 酵 母 種
で 保 存 さ れ て い る こ れ ら の 配 列 の サ ブ セ ッ ト は 、 調 節 因 子 相 互 作 用 の 候 補 で あ る 可 能 性 が
高 く 、 中 央 の パ ネ ル に 示 す 。 こ れ ら の 保 存 調 節 部 位 の 存 在 は 、 こ の 配 列 に よ る 調 節 の 可 能
性 を 示 す が 、 部 位 が い く つ か の 成 長 条 件 下 で 調 節 因 子 に よ っ て 実 際 に 結 合 さ れ る か ど う か
を 示 さ な い 。 結 合 情 報 の 組 み 込 み （ 下 の パ ネ ル ） に よ り 、 試 験 し た 条 件 下 で 成 長 し た 細 胞
中 の 調 節 因 子 に よ っ て 利 用 さ れ る 保 存 配 列 を 同 定 す る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 転 写 調 節 因 子 の 結 合 部 位 の 分 布 に よ り 、 酵 母 プ ロ モ ー タ ー 中 の こ れ ら の 部 位 が 組 織 化 さ
れ る こ と が 明 ら か と な る （ 図 ２ Ｃ ） 。 結 合 部 位 は 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 に わ た り 均 一 に 分 布
し て い な い が 、 む し ろ 、 鋭 く 尖 っ た 分 布 を 示 す 。 タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 の １ ０ ０ 塩 基 対 （
ｂ ｐ ） 上 流 の 領 域 中 に 結 合 部 位 は ほ と ん ど 存 在 し な い 。 こ の 領 域 は 、 典 型 的 に は 、 転 写 開
始 部 位 を 含 み 、 転 写 開 始 装 置 に よ っ て 結 合 さ れ る 。 転 写 調 節 因 子 結 合 部 位 の 大 部 分 （ ７ ４
％ ） は 、 タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 の １ ０ ０ ｂ ｐ 上 流 と ５ ０ ０ ｂ ｐ 上 流 と の 間 に 存 在 し 、 無 作
為 で 予 想 さ れ る よ り も は る か に 多 い （ ５ ３ ％ ） 。 ５ ０ ０ ｂ ｐ よ り 離 れ た 領 域 は 、 無 作 為 で
予 想 さ れ る よ り も 少 な い 結 合 部 位 を 含 む 。 酵 母 転 写 調 節 因 子 は 、 直 鎖 Ｄ Ｎ Ａ に 沿 っ た 短 距
離 で 作 用 す る と 思 わ れ 、 お そ ら く 、 遺 伝 子 付 近 が 不 適 切 に 活 性 化 す る 可 能 性 が 減 少 す る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 出 願 人 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 配 列 の 特 定 の 配 置 は プ ロ モ ー タ ー 内 で 起 こ り 、 こ れ ら の プ ロ
モ ー タ ー の 構 造 に よ り 調 節 機 構 を 示 す 手 が か り が 得 ら れ る こ と が 示 唆 さ れ る こ と に 留 意 す
る （ 図 ３ ） 。 例 え ば 、 単 一 の 調 節 因 子 に つ い て の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 の 存 在 は 、 最 も 単 純 な プ
ロ モ ー タ ー 構 造 で あ り 、 予 想 さ れ る よ う に 、 出 願 人 は 、 こ の 特 徴 内 の 遺 伝 子 セ ッ ト は し ば
し ば 共 通 の 生 物 機 能 に 関 与 す る こ と を 見 出 し た （ 表 ４ ） 。 第 ２ の プ ロ モ ー タ ー 構 造 型 は 、
特 定 の 結 合 部 位 配 列 の 反 復 か ら 成 る 。 反 復 結 合 部 位 は 、 調 節 因 子 Ｄ ａ ｌ ８ ０ に よ る 安 定 な
結 合 に 必 要 で あ る こ と が 示 さ れ て い る （ Cunningham他  J Bacteriol 175, 5851-61 (1993)
） 。 こ の 反 復 プ ロ モ ー タ ー 構 造 に よ り 、 Ｈ Ｉ Ｓ ４ 遺 伝 子 に つ い て 認 め ら れ た よ う に 、 段 階
的 転 写 応 答 も 可 能 で あ る （ Donahue他  Cell 32, 89-98 (1983)） 。 多 数 の 調 節 因 子 （ Ｄ ｉ
ｇ １ 、 Ｍ ｂ ｐ １ 、 及 び Ｓ ｗ ｉ ６ が 含 ま れ る ） は 、 反 復 モ チ ー フ に つ い て の 実 質 的 に 有 意 な
優 先 を 示 す （ 表 ５ ） 。 第 ３ の プ ロ モ ー タ ー ク ラ ス は 、 複 数 の 異 な る 調 節 因 子 の 結 合 部 位 を
含 む 。 こ の プ ロ モ ー タ ー 配 置 は 、 遺 伝 子 を 組 み 合 わ せ 調 節 に 供 す る こ と が で き る こ と を 意
味 し 、 出 願 人 は 、 多 く の 場 合 、 種 々 の 調 節 因 子 を 使 用 し て 変 化 す る 成 長 条 件 に 対 す る 異 な
る 応 答 を 実 行 す る こ と が で き る と 予 想 す る 。 実 際 、 出 願 人 は 、 こ の カ テ ゴ リ ー 中 の 多 く の
遺 伝 子 は 複 数 の 代 謝 経 路 に 必 要 で あ り 、 且 つ 環 境 特 異 的 様 式 で 調 節 さ れ る 産 物 を コ ー ド す
る こ と に 留 意 す る 。 第 ４ の プ ロ モ ー タ ー 構 造 型 で は 、 出 願 人 は 、 こ こ で 、 特 定 の 調 節 因 子
対 の 結 合 部 位 が 偶 然 に よ っ て 同 一 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 内 で 予 想 さ れ る よ り も 頻 繁 に 起 こ る
と 考 察 す る （ 表 ６ ） 。 こ の 「 同 時 発 生 」 モ チ ー フ 構 造 は 、 ２ つ の 調 節 因 子 が 物 理 的 に 相 互
作 用 す る か 、 複 数 の ゲ ノ ム で 機 能 を 共 有 す る こ と を 意 味 す る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ２ ５ １ 】
実 施 例 ３ ： 生 物 活 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 の 分 布 を 変 化 さ せ る 条 件 の 同 定
　 複 数 の 細 胞 成 長 条 件 下 で の い く つ か の 調 節 因 子 に つ い て の ゲ ノ ム 規 模 の 結 合 実 験 の 実 施
に よ り 、 出 願 人 は 、 調 節 配 列 の サ ブ セ ッ ト へ の 調 節 因 子 の 結 合 が 、 細 胞 の 環 境 条 件 に 高 く
依 存 す る こ と を 確 認 す る （ 図 ８ ） 。 出 願 人 は 、 ４ つ の 調 節 因 子 結 合 挙 動 の 共 通 パ タ ー ン を
認 め た （ 図 ４ 、 表 ７ ） 。 そ れ ぞ れ の ４ つ の 群 中 の 十 分 に 研 究 さ れ た 調 節 因 子 に よ っ て 使 用
さ れ る 調 節 機 構 に 関 す る 事 前 の 情 報 に よ り 、 他 の 調 節 因 子 の 環 境 依 存 性 結 合 挙 動 を 説 明 す
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る た め の 仮 説 が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 「 不 変 条 件 」 調 節 因 子 は 、 ２ つ の 異 な る 成 長 環 境 中 で 本 質 的 に 同 一 の プ ロ モ ー タ ー セ ッ
ト （ ノ イ ズ の 限 度 内 ） に 結 合 す る （ 図 ４ ） 。 Ｌ ｅ ｕ ３ （ ア ミ ノ 酸 生 合 成 に 関 与 す る 遺 伝 子
を 調 節 す る こ と が 既 知 で あ る ） は 、 こ の 群 で 最 も 研 究 さ れ て い る 調 節 因 子 で あ る 。 ｉ ｎ  
ｖ ｉ ｖ ｏ で の Ｌ ｅ ｕ ３ の 結 合 は 必 要 で あ る こ と が 示 さ れ て い る が 、 Ｌ ｅ ｕ ３ 調 節 遺 伝 子 の
活 性 化 に は 十 分 で は な い （ Kirkpatrick 他  Mol Cell Biol 15, 4021-30 (1995)） 。 む し
ろ 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 調 節 的 制 御 に は 、 ロ イ シ ン 代 謝 前 駆 体 が Ｌ ｅ ｕ ３ と 会 合 し て 、 負 の
調 節 因 子 か ら 正 の 調 節 因 子 に 変 換 す る こ と が 必 要 で あ る 。 出 願 人 は 、 「 不 変 条 件 」 挙 動 を
示 す 他 の 亜 鉛 ク ラ ス タ ー 型 調 節 因 子 が 類 似 の 様 式 で 調 節 さ れ る こ と が 既 知 で あ る こ と を 留
意 す る （ Axelrod他  Mol Cell Biol 11, 564-7(1991), Ma他  Cell 50, 137-42 (1987)） 。
し た が っ て 、 こ の ク ラ ス の 他 の い く つ か の 調 節 因 子 の 活 性 化 機 能 又 は 抑 制 機 能 が Ｄ Ｎ Ａ 結
合 か ら 独 立 し て い る こ と を 提 案 す る こ と が 妥 当 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 「 可 能 な 条 件 」 の 調 節 因 子 は 、 あ る 条 件 下 で 検 出 可 能 な 遺 伝 子 を 結 合 し な い が 、 環 境 が
変 化 す る と 相 当 な 数 の プ ロ モ ー タ ー に 結 合 す る 。 Ｍ ｓ ｎ ２ は 、 こ の ク ラ ス で 最 も 研 究 さ れ
て い る 調 節 因 子 で あ り 、 Ｍ ｓ ｎ ２ 依 存 性 転 写 に 関 与 す る 機 構 に よ り 、 ど の よ う に し て こ の
ク ラ ス の 他 の 調 節 因 子 が 結 合 す る の か に つ い て の 手 が か り が 得 ら れ る 。 Ｍ ｓ ｎ ２ は 、 ス ト
レ ス の 非 存 在 下 で 細 胞 を 成 長 さ せ た 場 合 に 核 か ら 排 除 さ れ る が 、 細 胞 が ス ト レ ス に 供 さ れ
る と 核 に 迅 速 に 蓄 積 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る （ Beck他  Nature 402,689-92 (1999),Chi 
et al. Genes Dev 15,1078-92. (2001)） 。 こ の 可 能 な 条 件 の 挙 動 は ま た 、 チ ア ミ ン 生 合
成 調 節 因 子 Ｔ ｈ ｉ ２ 、 窒 素 調 節 因 子 Ｇ ａ ｔ １ 、 及 び 発 生 調 節 因 子 Ｒ ｉ ｍ １ ０ １ で も 認 め ら
れ た 。 出 願 人 は 、 多 数 の こ れ ら の 転 写 調 整 因 子 が 核 排 除 又 は 条 件 特 異 的 結 合 の 極 端 な バ ー
ジ ョ ン を 生 じ る 別 の 機 構 に よ っ て 調 節 さ れ る と 示 唆 し た 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 「 拡 大 条 件 」 の 調 節 因 子 は 、 あ る 条 件 下 で 標 的 プ ロ モ ー タ ー の コ ア セ ッ ト に 結 合 す る が
、 別 の 条 件 下 で は 拡 大 し た プ ロ モ ー タ ー セ ッ ト に 結 合 す る 。 Ｇ ｃ ｎ ４ は 、 こ の 「 拡 大 」 ク
ラ ス に 分 類 さ れ る 最 も 研 究 さ れ た 調 節 因 子 で あ る 。 Ｇ ｃ ｎ ４ レ ベ ル は 、 制 限 さ れ た 栄 養 を
含 む 培 地 に 酵 母 を 導 入 し た 場 合 に ６ 倍 に な る と 報 告 さ れ て お り （ Albrecht他  J Biol Chem
 273,12696-702. (1998) ), due largely to increased nuclear protein stability (Ch
i他  Genes Dev 15,1078-92. (2001), Kornitzer他  EMBO J 13,6021-30. (1994)） 、 こ の
条 件 下 で 、 出 願 人 は 、 Ｇ ｃ ｎ ４ が 拡 大 し た 遺 伝 子 セ ッ ト に 結 合 す る こ と を 見 出 し た 。 興 味
深 い こ と に 、 Ｇ ｃ ｎ ４ レ ベ ル が 低 い 場 合 に 結 合 す る プ ロ ー ブ は 、 よ り 高 濃 度 の タ ン パ ク 質
で 排 他 的 に 結 合 す る プ ロ ー ブ よ り も 既 知 の Ｇ ｃ ｎ ４ 結 合 部 位 に よ り 適 合 し 、 こ の こ と は 、
固 有 の タ ン パ ク 質 親 和 性 及 び タ ン パ ク 質 濃 度 に 基 づ い た 特 性 に つ い て の 簡 潔 な モ デ ル と 一
致 す る （ 図 ９ ） 。 こ の ク ラ ス の 多 数 の 調 節 因 子 に よ る 結 合 部 位 の 拡 大 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 に 利
用 可 能 な 調 節 因 子 レ ベ ル の 増 加 を 反 映 し 得 る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 「 変 化 す る 条 件 」 の 調 節 因 子 は 、 ２ つ の 異 な る 条 件 下 で 結 合 し た プ ロ モ ー タ ー セ ッ ト の
基 準 を 変 化 さ せ る 。 Ｓ ｔ ｅ １ ２ は 、 そ の 挙 動 が こ の 「 変 化 す る 」 ク ラ ス に 分 類 さ れ る 最 も
研 究 さ れ た 調 節 因 子 で あ る 。 他 の 調 節 因 子 と の 相 互 作 用 に 依 存 し て 、 Ｓ ｔ ｅ １ ２ の 特 異 性
が 変 化 し て 、 そ の 細 胞 機 能 が 変 化 し 得 る （ Zeitlinger, et al. Cell 113,395-404 (2003)
） 。 例 え ば 、 繊 維 状 成 長 条 件 下 で 、 Ｓ ｔ ｅ １ ２ は Ｔ ｅ ｃ １ と 相 互 作 用 し て 、 Ｓ ｔ ｅ １ ２ 自
体 が Ｄ Ｎ Ａ 結 合 特 異 性 を 有 す る よ う に な る （ Baur et al. Mol Cell Biol 17,4330-7 (199
7)） 。 こ の 条 件 変 更 挙 動 は 、 転 写 調 節 因 子 Ａ ｆ ｔ ２ 、 Ｓ ｋ ｎ ７ 、 及 び Ｕ ｍ ｅ ６ で も 認 め ら
れ た 。 出 願 人 は 、 多 数 の 転 写 調 節 因 子 の 結 合 特 異 性 を 他 の 調 節 因 子 と の 相 互 作 用 又 は 環 境
依 存 性 の 修 飾 （ 例 え ば 、 キ メ ラ ） に よ っ て 変 化 さ せ る こ と が で き る こ と を 提 案 す る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 真 核 生 物 ゲ ノ ム 配 列 の 実 質 的 部 分 は 、 調 節 性 を 示 す と 考 え ら れ る が （ Kellis et al. Na
ture 423,241-54 (2003), Cliften et al. Science 301,71-6 (2003), Waterston et al.
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 Nature 420,520-62 (2002)） 、 ゲ ノ ム 発 現 の 調 節 に 実 際 に 寄 与 す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 明 確 に
定 義 さ れ て い な い 。 種 々 の 環 境 下 で の 特 異 的 調 節 因 子 に よ っ て 結 合 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の マ
ッ ピ ン グ に よ り 、 ゲ ノ ム 中 に 組 み 込 ま れ た 調 節 の 可 能 性 が 同 定 さ れ 、 全 体 的 遺 伝 子 発 現 に
寄 与 す る 機 構 の モ デ ル 化 の た め の 骨 組 み が 得 ら れ る 。 出 願 人 は 、 酵 母 中 の 調 節 配 列 の マ ッ
ピ ン グ の た め に こ こ で 使 用 し た ア プ ロ ー チ を 使 用 し て 、 高 等 真 核 生 物 中 で の ゲ ノ ム 発 現 を
調 節 す る 配 列 を マ ッ ピ ン グ す る こ と も で き る と 認 識 す る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
【 表 １ Ａ 】
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【 ０ ２ ５ ８ 】
【 表 ２ Ａ 】
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【 表 ２ Ｂ 】
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【 表 ３ Ｂ 】
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【 表 ３ Ｃ 】
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【 表 ３ Ｄ 】
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【 表 ３ Ｅ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ０ 】
【 表 ４ Ａ 】
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【 表 ４ Ｂ 】
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【 表 ５ 】
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【 表 ６ Ａ 】
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【 表 ６ Ｂ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ３ 】
【 表 ７ Ａ 】
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【 表 ７ Ｂ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ４ 】
【 表 ８ Ａ 】
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【 表 ８ Ｂ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ６ ５ 】
【 図 １ Ａ 】 酵 母 転 写 調 節 因 子 の 結 合 部 位 特 異 性 を 発 見 す る た め の 一 般 的 計 画 を 示 す 図 で あ
る 。 実 施 例 に 記 載 の よ う に 、 転 写 調 節 因 子 の 認 識 部 位 と し て 機 能 す る 可 能 性 が 高 い シ ス 調
節 配 列 を 、 ゲ ノ ム 規 模 の 位 置 デ ー タ 、 系 統 発 生 的 に 保 存 さ れ た 配 列 、 及 び 以 前 に 公 表 さ れ
た デ ー タ 由 来 の 情 報 の 組 み 合 わ せ に よ っ て 同 定 し た 。 調 節 配 列 モ チ ー フ の 大 要 を 、 表 ３ に
見 出 す こ と が で き る 。
【 図 １ Ｂ 】 酵 母 転 写 調 節 因 子 の 結 合 部 位 特 異 性 を 発 見 す る た め の 一 般 的 計 画 を 示 す 図 で あ
る 。 「 再 発 見 さ れ た 」 選 択 配 列 特 異 性 及 び 新 規 に 発 見 さ れ た 選 択 配 列 特 異 性 を 示 す 。 カ ラ
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ム の 全 高 は 、 位 置 情 報 量 に 比 例 し 、 各 文 字 は 、 そ の 頻 度 及 び 情 報 量 の 産 物 に 比 例 す る 高 さ
を 有 す る （ Schneider et al. Nucleic Acids Res 18,6097-100 (1990)） 。
【 図 ２ Ａ 】 酵 母 転 写 調 節 マ ッ プ の 設 計 図 を 示 す 。 ｉ ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ で 転 写 調 節 因 子 に よ っ て
結 合 し た 遺 伝 子 の 位 置 （ 大 き な 長 方 形 ） 及 び 保 存 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 位 置 （ 小 ボ ッ ク ス ） を 示 す
染 色 体 部 分 。
【 図 ２ Ｂ 】 酵 母 転 写 調 節 マ ッ プ の 設 計 図 を 示 す 。 結 合 デ ー タ と 配 列 保 存 デ ー タ と の 組 み 合
わ せ 。 図 は 、 大 要 由 来 の モ チ ー フ に 適 合 す る 全 配 列 （ 上 ） 、 全 て の こ の よ う な 保 存 配 列 （
中 央 ） 、 及 び 調 節 因 子 に 結 合 し た 全 て の こ の よ う な 保 存 配 列 （ 下 ） を 示 す 。
【 図 ２ Ｃ 】 酵 母 転 写 調 節 マ ッ プ の 設 計 図 を 示 す 。 調 節 因 子 結 合 部 位 の 分 布 。 「 ａ ｃ ｔ ｕ ａ
ｌ 」 と 表 示 し た 線 は 、 読 み 取 り 枠 の 開 始 コ ド ン か ら 隣 接 す る 上 流 領 域 中 の 結 合 部 位 ま で の
距 離 の 分 布 を 示 す 。 「 ｒ ａ ｎ ｄ ｏ ｍ ｉ ｚ ｅ ｄ 」 と 表 示 し た 線 は 、 無 作 為 な 分 布 を 示 す 。
【 図 ３ 】 酵 母 プ ロ モ ー タ ー の 構 造 を 示 す 図 で あ る 。 単 一 の 調 節 因 子 の 構 造 ： 単 一 の 調 節 因
子 の 結 合 部 位 配 列 の １ つ 又 は 複 数 の コ ピ ー を 含 む プ ロ モ ー タ ー 領 域 。 反 復 モ チ ー フ の 構 造
： 調 節 因 子 の 結 合 部 位 配 列 の 複 数 の コ ピ ー を 含 む プ ロ モ ー タ ー 領 域 。 多 調 節 因 子 の 構 造 ：
１ つ を 超 え る 調 節 因 子 の 結 合 部 位 配 列 の １ つ 又 は 複 数 の コ ピ ー を 含 む プ ロ モ ー タ ー 領 域 。
同 時 発 生 （ ｃ ｏ － ｏ ｃ ｃ ｕ ｒ ｒ ｉ ｎ ｇ ） 調 節 因 子 の 構 造 ： 調 節 因 子 の 再 発 （ ｒ ｅ ｃ ｕ ｒ ｒ
ｅ ｎ ｔ ） 対 の 結 合 部 位 配 列 を 含 む プ ロ モ ー タ ー 。 例 示 目 的 の た め に 、 全 て の 部 位 を 示 し て
い る わ け で は な く 、 尺 度 も お お よ そ で あ る 。 さ ら な る 情 報 を 、 表 ４ ～ ６ に 見 出 す こ と が で
き る 。
【 図 ４ 】 転 写 調 節 コ ー ド の 環 境 特 異 的 活 用 を 示 す 図 で あ る 。 ４ パ タ ー ン の ゲ ノ ム 規 模 の 結
合 挙 動 を 、 左 側 の 図 に 示 し 、 転 写 調 節 因 子 を 円 で 示 し 、 標 的 遺 伝 子 ／ プ ロ モ ー タ ー セ ッ ト
の 上 下 に 配 置 す る 。 調 節 因 子 と 標 的 遺 伝 子 ／ プ ロ モ ー タ ー と の 間 の 線 は 、 結 合 事 象 を 示 す
。 環 境 依 存 性 挙 動 の 特 定 の 例 を 、 右 側 に 示 す 。 円 は 調 節 因 子 を 示 し 、 ボ ッ ク ス は 特 定 の プ
ロ モ ー タ ー 領 域 内 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 配 列 を 示 す 。 出 願 人 は 、 調 節 因 子 は 異 な る 条 件 対 を 比 較 し
た 場 合 に 異 な る 挙 動 を 示 し 得 る こ と に 留 意 し て い る 。
【 図 ５ 】 「 ａ ｃ ｔ ｕ ａ ｌ 」 と 表 示 し た 線 と し て １ 調 節 因 子 あ た り に 結 合 し た プ ロ モ ー タ ー
領 域 数 の 分 布 を 示 す 図 で あ る 。 複 数 の 条 件 下 で プ ロ フ ァ イ リ ン グ し た 調 節 因 子 に つ い て 、
全 条 件 下 で 結 合 し た プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 集 合 （ union） を 報 告 す る 。 調 節 因 子 と プ ロ モ ー
タ ー 領 域 の 間 で 無 作 為 に 割 り 当 て た Ｐ 値 の 同 一 の セ ッ ト の 平 均 無 作 為 化 分 布 を 、 「 ｒ ａ ｎ
ｄ ｏ ｍ ｉ ｚ ｅ ｄ 」 と 表 示 し た 線 と し て 示 す 。
【 図 ６ 】 モ チ ー フ の 発 見 及 び 割 り 当 て の 概 要 を 示 す 図 で あ る 。 一 連 の モ チ ー フ 発 見 プ ロ グ
ラ ム を 結 合 デ ー タ に よ っ て 同 定 さ れ た 遺 伝 子 間 配 列 に 適 用 す る こ と に よ っ て モ チ ー フ を 同
定 し た 。 得 ら れ た 特 異 性 の 予 測 を 、 有 意 性 に つ い て フ ィ ル タ リ ン グ し 、 ク ラ ス タ ー 化 し て
代 表 的 モ チ ー フ を 得 た 。 保 存 ベ ー ス の 評 価 指 標 を 使 用 し て 、 こ れ ら の モ チ ー フ の 最 も 信 頼
性 の 高 い サ ブ セ ッ ト を 同 定 し た 。 因 子 に つ い て 複 数 の 有 意 な 結 合 モ チ ー フ が 見 出 さ れ る 場
合 に つ い て 、 出 願 人 は 、 特 異 性 デ ー タ ベ ー ス 由 来 の 統 計 的 ス コ ア 又 は 情 報 を 使 用 し て 各 調
節 因 子 に 対 し て １ つ の モ チ ー フ を 選 択 し た 。 方 法 の 完 全 な 記 載 を 、 実 験 手 順 で 見 出 す こ と
が で き る 。
【 図 ７ 】 ２ つ の 配 列 の Ｃ ｉ ｎ ５ 結 合 の 比 較 を 示 す 図 で あ る 。 組 換 え Ｃ ｉ ｎ ５ を 細 菌 か ら 精
製 し 、 配 列 （ gcgacaTTACCTAAgggc） を 含 む Ｃ ｙ ５ 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と イ ン キ ュ ベ ー
ト し 、 以 下 の ２ つ の 非 標 識 競 合 物 の う ち の １ つ で 攻 撃 誘 発 し た ： 同 一 の 配 列 （ レ ー ン ２ ～
８ ） 又 は 以 前 に 公 開 さ れ た 結 合 部 位 （ gcgacaTTACTAAagggc、 レ ー ン ９ ～ １ ５ ） 。 各 競 合 物
の 濃 度 は 、 ３ 倍 で 変 化 し た 。 本 発 明 者 ら が 発 見 し た モ チ ー フ に 基 づ く プ ロ ー ブ は 、 以 前 に
公 開 さ れ た 特 異 性 に 基 づ い た プ ロ ー ブ と 比 較 し て 、 シ フ ト し た バ ン ド の 競 合 に お い て 約 ２
７ 倍 良 好 で あ っ た 。 TTACGTAAの コ ア 配 列 を 含 む プ ロ ー ブ に つ い て 類 似 の 結 果 が 得 ら れ た 。
【 図 ８ 】 ２ ５ の 調 節 因 子 に つ い て の ２ つ の 異 な る 条 件 下 で 結 合 し た プ ロ モ ー タ ー 領 域 数 の
２ つ １ 組 の 比 較 を 示 す 図 で あ る （ Ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ の ゲ ノ ム 規 模 の 位 置 デ ー タ の み に 基 づ く
） 。 暗 色 の バ ー は 、 富 化 培 地 下 で 結 合 し た プ ロ モ ー タ ー 領 域 数 を 示 し 、 明 色 の バ ー は 、 ア
ミ ノ 酸 枯 渇 培 地 中 で の 成 長 下 で 結 合 し た プ ロ モ ー タ ー 領 域 数 を 示 す 。
【 図 ９ 】 異 な る 条 件 下 で 結 合 し た 遺 伝 子 間 領 域 の 間 の Ｇ ｃ ｎ ４ 結 合 部 位 の 質 を 示 す 図 で あ
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る 。 各 遺 伝 子 間 領 域 を 、 Ｇ ｃ ｎ ４ 結 合 特 異 性 に 最 良 に 適 合 す る サ ブ シ ー ケ ン ス （ TGASTCA
） の 質 に 基 づ い て ス コ ア リ ン グ し た 。 富 化 培 地 条 件 で は 、 ６ ８ ％ の 遺 伝 子 間 領 域 は 、 Ｇ ｃ
ｎ ４ 特 異 性 に 高 品 質 で 適 合 す る 。 枯 渇 条 件 下 で 、 Ｇ ｃ ｎ ４ タ ン パ ク 質 レ ベ ル は 上 昇 し 、 結
合 し た 遺 伝 子 間 領 域 セ ッ ト は 拡 大 す る 。 新 規 に 結 合 し た 領 域 の う ち 、 ２ ７ ％ の み が 高 品 質
に 適 合 す る 。 対 照 的 に 、 全 遺 伝 子 間 領 域 の う ち の ３ ％ の み が こ の 質 で 適 合 す る 。

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

【 図 ２ Ｃ 】 【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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