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(54)【発明の名称】 線状および環状発現エレメント

(57)【要約】
本発明は、線状発現エレメント（ＬＥＥ）および環状発
現エレメント（ＣＥＥ）に関し、これらは種々の分子生
物プロトコルにおいて有用である。特に、本発明は、遺
伝子機能、遺伝子機能の生物学的効果、抗原、およびプ
ロモーター機能をスクリーニングするためのＬＥＥおよ
びＣＥＥの使用に関する。本発明はまた、タンパク質、
抗体、抗原、およびワクチンを産生する方法を提供する
。また、本発明は、ＬＥＥおよびＣＥＥを作製する方法
、ならびにそのような方法によって産生されたＬＥＥお
よびＣＥＥに関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  プロモーターおよびオープンリーディングフレームを含む線

状核酸セグメントの発現の産生または調節についてアッセイする方法であって、

該方法は、以下：

  ａ）プロモーターおよびオープンリーディングフレームを含む線状核酸セグメ

ントを得る工程；

  ｂ）該オープンリーディングフレーム由来のポリペプチドの発現をもたらす条

件下に、該線状核酸セグメントを置く工程；ならびに

  ｃ）該ポリペプチドの発現の産生または調節についてアッセイする工程、

を包含する、方法。

    【請求項２】  前記線状核酸セグメントが、ターミネーターをさらに含む、

請求項１に記載の方法。

    【請求項３】  前記線状核酸セグメントが、化学合成によって得られる、請

求項１に記載の方法。

    【請求項４】  前記合成が、該プロモーターの、前記オープンリーディング

フレームへの非共有結合を含む、請求項３に記載の方法。

    【請求項５】  ターミネーターの、前記オープンリーディングフレームへの

非共有結合をさらに含む、請求項４に記載の方法。

    【請求項６】  前記線状核酸が、ＰＣＲ（登録商標）によって得られる、請

求項１に記載の方法。

    【請求項７】  前記線状核酸が、プラスミドから切り出される、請求項１に

記載の方法。

    【請求項８】  前記線状核酸が細胞に置かれるが、該細胞のゲノム中に組み

込まれない、請求項１に記載の方法。

    【請求項９】  前記細胞が、細胞培養中にある、請求項８に記載の方法。

    【請求項１０】  前記細胞が、生物体中に含まれる、請求項９に記載の方法

。

    【請求項１１】  前記生物体が、哺乳動物である、請求項１０に記載の方法

。
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    【請求項１２】  前記線状核酸が、前記細胞中に注入される、請求項８に記

載の方法。

    【請求項１３】  前記注入が、マイクロプロジェクタイルボンバードメント

を含む、請求項１２に記載の方法。

    【請求項１４】  前記線状核酸セグメントが、無細胞発現反応に置かれる、

請求項１に記載の方法。

    【請求項１５】  前記ポリペプチドの発現についてアッセイする工程を包含

する、請求項１に記載の方法。

    【請求項１６】  前記オープンリーディングフレームにおいてコードされる

レポーター遺伝子産物の発現をアッセイする工程を包含する、請求項１５に記載

の方法。

    【請求項１７】  前記プロモーターの機能についてアッセイする工程を包含

する、請求項１に記載の方法。

    【請求項１８】  前記プロモーターの機能についてアッセイする工程は、前

記オープンリーディングフレームにおいてコードされるレポーター遺伝子産物が

発現されるか否かを決定する工程を包含する、請求項１７に記載の方法。

    【請求項１９】  機能がアッセイされた、２つ以上の推定プロモーターの機

能を比較する工程を包含する、請求項１８に記載の方法。

    【請求項２０】  核酸配列を分析する方法であって、該方法が以下：

  ａ）核酸セグメントを得る工程；

  ｂ）前記核酸セグメントをプロモーターおよびターミネーターに結合して、線

状発現エレメントまたは環状発現エレメントを作製する、工程；

  ｃ）該線状発現エレメントまたは該環状発現エレメントを、該核酸セグメント

によってコードされる任意の産物の発現をもたらす条件下の、無細胞発現系また

は細胞に提供する工程；ならびに

  ｄ）該核酸配列によってコードされる任意の産物の任意の発現を分析する工程

、を包含する、方法。

    【請求項２１】  前記核酸セグメントが、ＰＣＲ（登録商標）を含むプロセ

スから得られるＤＮＡセグメントである、請求項２０に記載の方法。
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    【請求項２２】  前記核酸セグメントが、前記プロモーターおよび前記ター

ミネーターに非共有結合される、請求項２０に記載の方法。

    【請求項２３】  請求項２２に記載の方法であって、前記非共有結合が、以

下：

  ａ）前記核酸セグメントを含むＰＣＲ（登録商標）産物を得る工程であって、

該ＰＣＲ（登録商標）産物が、ウラシルＤＮＡグリコシラーゼを用いて、デオキ

シウリジンを含む相補的なストレッチを有する少なくとも１つのプライマーから

の増幅によって得られ、前記プロモーターおよび前記ターミネーターが結合し得

る突出部を作製する、工程；

  ｂ）プロモーターおよびターミネーターを提供する工程；ならびに

  ｃ）該プロモーターおよび該ターミネーターを該核酸セグメントに非共有結合

し、前記線状発現エレメントまたは前記環状発現エレメントを作製する、工程、

によって実施される、方法。

    【請求項２４】  請求項２３に記載の方法であって、デオキシウリジンを含

む相補的なストレッチを有する該プライマーが、互いに異なる配向において前記

プロモーターおよび前記ターミネーターを含み、その結果、該プロモーターおよ

び該ターミネーターを前記オープンリーディングフレームに非共有結合する工程

が、環状発現エレメントを生じる、方法。

    【請求項２５】  前記プロモーターが、真核生物プロモーターである、請求

項２０に記載の方法。

    【請求項２６】  前記ターミネーターが、真核生物ターミネーターである、

請求項２０に記載の方法。

    【請求項２７】  前記核酸配列が、オープンリーディングフレームを含む、

請求項２０に記載の方法。

    【請求項２８】  前記オープンリーディングフレームの機能を分析する方法

としてさらに規定される、請求項２７に記載の方法。

    【請求項２９】  前記核酸が、ポリペプチドをコードするか否かを決定する

ために核酸を分析する方法としてさらに規定される、請求項２０に記載の方法。

    【請求項３０】  前記ポリペプチドが、抗原ポリペプチドであるか否かを決
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定するための方法としてさらに規定される、請求項２０に記載の方法。

    【請求項３１】  前記ポリペプチドの生物学的特性を決定する方法としてさ

らに規定される、請求項２０に記載の方法。

    【請求項３２】  前記線状発現エレメントまたは前記環状発現エレメントが

、ワクチンにおける使用のために適切か否かを決定する方法としてさらに規定さ

れる、請求項２０に記載の方法。

    【請求項３３】  １つより多い異なる核酸セグメントが単一の手順で分析さ

れる、請求項２０に記載の方法。

    【請求項３４】  前記線状発現エレメントまたは前記環状発現エレメントが

、細胞中に置かれるが、該細胞のゲノム中には組み込まれない、請求項２０に記

載の方法。

    【請求項３５】  前記細胞が、細胞培養中にある、請求項３４に記載の方法

。

    【請求項３６】  前記細胞が、生物体中に含まれる、請求項３５に記載の方

法。

    【請求項３７】  前記生物体が、哺乳動物である、請求３６に記載の方法。

    【請求項３８】  前記線状発現エレメントまたは前記環状発現エレメントが

、該細胞中に注入される、請求項３４に記載の方法。

    【請求項３９】  前記注入が、マイクロプロジェクタイルボンバードメント

を含む、請求項３８に記載の方法。

    【請求項４０】  前記線状発現エレメントまたは前記環状発現エレメントが

、無細胞発現反応に置かれる、請求項２０に記載の方法。

    【請求項４１】  プロモーターとしての活性について核酸セグメントを分析

する方法であって、該方法は以下：

  ａ）推定プロモーターをコードする核酸セグメントを得る工程；

  ｂ）該推定プロモーターをコードする該核酸セグメントを、ポリペプチドをコ

ードする核酸に結合して、線状発現エレメントまたは環状発現エレメントを作製

する工程；

  ｃ）該線状発現エレメントまたは該環状発現エレメントを、該ポリペプチドの
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発現をもたらす条件下の、無細胞発現系または細胞に提供する工程；および

  ｄ）該ポリペプチドの任意の発現を分析する工程、

を包含する、方法。

    【請求項４２】  前記推定プロモーターをコードする前記核酸セグメントは

、ＰＣＲ（登録商標）を含むプロセスから得られるＤＮＡセグメントである、請

求項４１に記載の方法。

    【請求項４３】  前記推定プロモーターをコードする前記核酸セグメントが

、ポリペプチドをコードする前記核酸に非共有結合される、請求項４１に記載の

方法。

    【請求項４４】  請求項４３に記載の方法であって、ここで前記非共有結合

が、以下：

  ａ）前記推定プロモーターをコードする前記核酸セグメントを含むＰＣＲ（登

録商標）産物を得る工程であって、該ＰＣＲ（登録商標）産物がウラシルＤＮＡ

グリコシラーゼを用いて、デオキシウリジンを含む相補的なストレッチを有する

少なくとも１つのプライマーからの増幅によって得られ、ポリペプチドをコード

する前記核酸が結合し得る突出部を作製する、工程；

  ｂ）ポリペプチドをコードする該核酸を提供する工程；および

  ｃ）該推定プロモーターをコードする該核酸セグメントを、ポリペプチドをコ

ードする該核酸に非共有結合して、前記線状発現エレメントまたは前記環状発現

エレメントを作製する、工程、

によって実施される、方法。

    【請求項４５】  前記プロモーターが、真核生物プロモーターである、請求

項４１に記載の方法。

    【請求項４６】  前記ポリペプチドをコードする前記核酸が、ターミネータ

ーをコードする核酸配列に結合される、請求項４１に記載の方法。

    【請求項４７】  前記ターミネーターが、真核生物ターミネーターである、

請求項４６に記載の方法。

    【請求項４８】 前記ポリペプチドをコードする前記核酸が、レポーター遺

伝子産物をコードする、請求項４１に記載の方法。
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    【請求項４９】  前記レポーター遺伝子産物の発現についてアッセイする工

程を包含する、請求項４８に記載の方法。

    【請求項５０】  推定プロモーターをコードする１つより多い異なる核酸セ

グメントが、単一の手順で分析される、請求項４１に記載の方法。

    【請求項５１】  推定プロモーターをコードする１つより多い核酸を分析す

る工程を包含する、請求項５０に記載の方法。

    【請求項５２】  推定プロモーターをコードする前記核酸が、ネイティブな

核酸である、請求項５０に記載の方法。

    【請求項５３】  推定プロモーターをコードする前記核酸が、ネイティブな

プロモーター配列の変異により調製された、請求項５０に記載の方法。

    【請求項５４】  推定プロモーターをコードする前記核酸が、化学合成によ

って調製された、請求項５０に記載の方法。

    【請求項５５】  前記線状発現単位または前記環状発現単位が、細胞中に置

かれるが、該細胞のゲノム中には組み込まれない、請求項４１に記載の方法。

    【請求項５６】  前記細胞が細胞培養中にある、請求項５５に記載の方法。

    【請求項５７】  前記細胞が生物体中に含まれる、請求項５５に記載の方法

。

    【請求項５８】  前記生物体が哺乳動物である、請求項５７に記載の方法。

    【請求項５９】  前記線状発現単位または前記環状発現単位が、前記細胞中

に注入される、請求項５５に記載の方法。

    【請求項６０】  前記注入が、マイクロプロジェクタイルボンバードメント

を含む、請求項５９に記載の方法。

    【請求項６１】  前記線状発現単位または前記環状発現単位が、無細胞発現

反応に置かれる、請求項５５に記載の方法。

    【請求項６２】  生物学的応答をスクリーニングする方法であって、以下：

  ａ）プロセスによって線状発現エレメントまたは環状発現エレメントを得る工

程であって、該プロセスは、以下：

  オープンリーディングフレームを含むＤＮＡセグメントを得る工程；

  該オープンリーディングフレームをプロモーターおよびターミネーターに結合
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して、線状発現エレメントを作製する工程、

を包含する、工程；ならびに

  ｂ）該オープンリーディングフレームによってコードされる任意の産物の発現

をもたらす条件下で、該線状発現エレメントを生物体に提供し、その結果、免疫

応答が該動物に産生される、工程、

を包含する、方法。

    【請求項６３】  前記ＤＮＡセグメントが、ＰＣＲ（登録商標）を含むプロ

セスから得られる、請求項６２に記載の方法。

    【請求項６４】  前記オープンリーディングフレームが、前記プロモーター

および前記ターミネーターに非共有結合される、請求項６２に記載の方法。

    【請求項６５】  請求項６２に記載の方法であって、ここで前記非共有結合

が以下：

  ａ）前記オープンリーディングフレームを含むＰＣＲ（登録商標）産物を得る

工程であって、該ＰＣＲ（登録商標）産物が、ウラシルＤＮＡグリコシラーゼを

用いて、デオキシウリジンを含む相補的なストレッチを有する少なくとも１つの

プライマーからの増幅によって得られ、前記プロモーターおよび前記ターミネー

ターが結合し得る突出部を作製する、工程；

  ｂ）プロモーターおよびターミネーターを提供する工程；ならびに

  ｃ）該プロモーターおよび該ターミネーターを、該オープンリーディングフレ

ームに非共有結合して、該線状発現エレメントまたは該環状発現エレメントを作

製する、工程、

によって実施される、方法。

    【請求項６６】  前記線状発現エレメントまたは前記環状発現エレメントが

、前記生物体中に注入される、請求項６２に記載の方法。

    【請求項６７】  前記注入が、マイクロプロジェクタイルボンバードメント

を用いて実施される、請求項６６に記載の方法。

    【請求項６８】  前記プロモーターが、真核生物プロモーターである、請求

項６２に記載の方法。

    【請求項６９】  前記ターミネーターが、真核生物ターミネーターである、
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請求項６２に記載の方法。

    【請求項７０】  １つより多い型の線状発現エレメントまたは環状発現エレ

メントが、前記生物体に導入される、請求項６２に記載の方法。

    【請求項７１】  分析の目的のために、抗体を産生する方法としてさらに規

定される、請求項６２に記載の方法。

    【請求項７２】  前記生物体にワクチンを投与する方法としてさらに規定さ

れる、請求項６２に記載の方法。

    【請求項７３】  前記生物体がヒトである、請求項６２に記載の方法。

    【請求項７４】  動物にワクチンを投与する方法であって、以下：

  ａ）オープンリーディングフレームを含むＤＮＡセグメントを得る工程、およ

び該オープンリーディングフレームをプロモーターおよびターミネーターに結合

して線状発現エレメントを作製する工程を包含するプロセスによって、線状発現

エレメントまたは環状発現エレメントを得る工程；ならびに

  ｂ）該オープンリーディングフレームによってコードされる任意の産物の発現

をもたらす条件下で、該線状発現エレメントを生物体に提供し、その結果、免疫

応答が該動物において産生される、工程、

を包含する、方法。

    【請求項７５】  前記オープンリーディングフレームが、前記プロモーター

および前記ターミネーターに非共有結合される、請求項７４に記載の方法。

    【請求項７６】  前記線状発現エレメントまたは前記環状発現エレメントが

、前記生物体中に注入される、請求項７４に記載の方法。

    【請求項７７】  前記注入が、マイクロプロジェクタイルボンバードメント

を用いて実施される、請求項７６に記載の方法。

    【請求項７８】  前記プロモーターが、真核生物プロモーターである、請求

項７４に記載の方法。

    【請求項７９】  前記ターミネーターが、真核生物ターミネーターである、

請求項７４に記載の方法。

    【請求項８０】  １つより多い型の線状発現エレメントまたは環状発現エレ

メントが、前記生物体に導入される、請求項７４に記載の方法。
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    【請求項８１】  複数の型の線状発現エレメントまたは環状発現エレメント

が、前記生物体に導入される、請求項８０に記載の方法。

    【請求項８２】  前記複数の型の線状発現エレメントまたは環状発現エレメ

ントが、異なるポリペプチドの病原体をコードするエレメントを含む、請求項８

１に記載の方法。

    【請求項８３】  前記病原体が、ウイルス、細菌、真菌、藻類、原生動物ま

たは昆虫である、請求項８２に記載の方法。

    【請求項８４】  前記病原体が、ウイルスである、請求項８２に記載の方法

。

    【請求項８５】  ウイルスの全ての潜在的なアレルゲンをコードする個々の

線状発現エレメントまたは環状発現エレメントが、複数の型の線状発現エレメン

トまたは環状発現エレメント中に含まれる、請求項８４に記載の方法。

    【請求項８６】  前記動物がヒトである、請求項７４に記載の方法。

    【請求項８７】  生物体において病原体に特異的な免疫応答を産生するのに

有効なオープンリーディングフレームを選択する方法であって、以下：

  ａ）複数の線状発現エレメントまたは環状発現エレメントを調製する工程であ

って、該線状発現エレメントまたは該環状発現エレメントが、以下：

  病原体由来のオープンリーディングフレームを含む複数のＤＮＡセグメントを

得る工程；ならびに

  オープンリーディングフレームをプロモーターおよびターミネーターに結合し

、複数の線状発現エレメントまたは環状発現エレメントを作製する、工程、

を包含する方法によって産生される、工程；

  ｂ）該複数の線状発現エレメントまたは環状発現エレメントを生物体中に導入

する工程；ならびに

  ｃ）該免疫応答を産生するのに有効である、該複数の線状発現エレメントオー

プンリーディングフレームまたは環状発現エレメントオープンリーディングフレ

ームから選択される工程、

を包含する、方法。

    【請求項８８】  前記病原体が、ウイルス、細菌、真菌、藻類、原生動物ま
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たは昆虫である、請求項８７に記載の方法。

    【請求項８９】  複数の線状発現エレメントまたは環状発現エレメントが調

製された前記病原体を用いたチャレンジに対して、前記生物体を試験し、ここで

該生物体が該病原体を用いたチャレンジに対して保護される、工程、をさらに包

含する、請求項８７に記載の方法。

    【請求項９０】  保護応答を与える１つ以上の抗原が、前記生物体の免疫学

的スクリーニングによって同定される、請求項８９に記載の方法。

    【請求項９１】  前記複数の線状発現エレメントまたは環状発現エレメント

が、前記動物中に注入される、請求項８７に記載の方法。

    【請求項９２】  前記注入が、マイクロプロジェクタイルボンバードメント

により達成される、請求項９１に記載の方法。

    【請求項９３】  線状発現エレメントまたは環状発現エレメントを産生する

方法であって、以下：

  ａ）オープンリーディングフレームを含むＤＮＡセグメントを得る工程；なら

びに

  ｂ）該オープンリーディングフレームを、プロモーターおよびターミネーター

に結合して、線状発現エレメントまたは環状発現エレメントを作製する、工程、

を包含する、方法。

    【請求項９４】  前記ＤＮＡセグメントが、ＰＣＲ（登録商標）を含むプロ

セスから得られる、請求項９３に記載の方法。

    【請求項９５】  前記ＰＣＲ（登録商標）反応が、デオキシウリジンを組み

込んでいる相補的なストレッチを有するオリゴヌクレオチドを用いてプライムさ

れる、請求項９４に記載の方法。

    【請求項９６】  前記デオキシウリジンが、前記相補的なストレッチの３位

ごとに組み込まれる、請求項９５に記載の方法。

    【請求項９７】  前記オープンリーディングフレームが、前記プロモーター

および前記ターミネーターに非共有結合される、請求項９３に記載の方法。

    【請求項９８】  請求項９７に記載の方法であって、前記非共有結合が、以

下：
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  ａ）前記オープンリーディングフレームを含むＰＣＲ（登録商標）産物を得る

工程であって、該ＰＣＲ（登録商標）産物が、ウラシルＤＮＡグリコシラーゼを

用いて、デオキシウリジンを含む相補的なストレッチを有する少なくとも１つの

プライマーからの増幅によって得られ、前記プロモーターおよび前記ターミネー

ターが結合し得る突出部を作製する、工程；

  ｂ）プロモーターおよびターミネーターを提供する工程；

  ｃ）該プロモーターおよび該ターミネーターを、該オープンリーディングフレ

ームに非共有結合して、該線状発現エレメントまたは該環状発現エレメントを作

製する、工程、

によって実施される、方法。

    【請求項９９】  前記デオキシウリジンが、前記相補的なストレッチの３位

ごとに組み込まれる、請求項９８に記載の方法。

    【請求項１００】  請求項９８に記載の方法であって、デオキシウリジンを

含む相補的なストレッチを有する前記プライマーが、互いに異なる配向において

前記プロモーターおよび前記ターミネーターを含み、その結果、該プロモーター

および該ターミネーターを該オープンリーディングフレームに非共有結合する工

程が、環状発現エレメントを生じる、方法。

    【請求項１０１】  前記プロモーターが、真核生物プロモーターである、請

求項９３に記載の方法。

    【請求項１０２】  前記ターミネーターが、真核生物ターミネーターである

、請求項９３に記載の方法。

    【請求項１０３】  線状発現エレメントまたは環状発現エレメントであって

、該線状発現エレメントまたは該環状発現エレメントは、以下：

  ａ）オープンリーディングフレームを含むＤＮＡセグメントを得る工程；およ

び

  ｂ）該オープンリーディングフレームを、プロモーターおよびターミネーター

に結合して、線状発現エレメントまたは環状発現エレメントを作製する工程、

を包含する、方法によって産生される、線状発現エレメントまたは環状発現エレ

メント。
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    【請求項１０４】  前記ＤＮＡセグメントが、ＰＣＲ（登録商標）を含むプ

ロセスから得られる、請求項１０３に記載の発現エレメント。

    【請求項１０５】  前記ＰＣＲ（登録商標）反応が、デオキシウリジンを組

み込んでいる相補的なストレッチを有するオリゴヌクレオチドを用いてプライム

される、請求項１０４に記載の発現エレメント。

    【請求項１０６】  前記デオキシウリジンが、前記相補的なストレッチの３

位ごとに組み込まれる、請求項１０５に記載の発現エレメント。

    【請求項１０７】  前記オープンリーディングフレームが、前記プロモータ

ーおよび前記ターミネーターに非共有結合される、請求項１０３に記載の発現エ

レメント。

    【請求項１０８】  請求項１０７に記載の発現エレメントであって、ここで

前記非共有結合が、以下：

  ａ）前記オープンリーディングフレームを含むＰＣＲ（登録商標）産物を得る

工程であって、該ＰＣＲ（登録商標）産物がウラシルＤＮＡグリコシラーゼを用

いて、デオキシウリジンを含む相補的なストレッチを有する少なくとも１つのプ

ライマーからの増幅によって得られ、前記プロモーターおよび前記ターミネータ

ーが結合し得る突出部を作製する、工程；

  ｂ）プロモーターおよびターミネーターを提供する工程；

  ｃ）該プロモーターおよび該ターミネーターを、該オープンリーディングフレ

ームに非共有結合して、該線状発現エレメントまたは該環状発現エレメントを作

製する、工程、

によって実施される、発現エレメント。

    【請求項１０９】  前記デオキシウリジンが、前記相補的なストレッチの３

位ごとに組み込まれる、請求項１０８に記載の発現エレメント。

    【請求項１１０】  請求項１０８に記載の発現エレメントであって、デオキ

シウリジンを含む相補的なストレッチを有する前記プライマーが、互いに異なる

配向において前記プロモーターおよび前記ターミネーターを含み、その結果、該

プロモーターおよび該ターミネーターを該オープンリーディングフレームに非共

有結合する工程が、環状発現エレメントを生じる、発現エレメント。
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    【請求項１１１】  前記プロモーターが、真核生物プロモーターである、請

求項１０８に記載の発現エレメント。

    【請求項１１２】  前記ターミネーターが、真核生物ターミネーターである

、請求項１０８に記載の発現エレメント。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （発明の背景）

  本出願は、米国仮出願第６０／１２５，８６４号（１９９９年３月２４日出願

）および米国仮出願第６０／１２７，２２２号（１９９９年３月３１出願）の優

先権を主張し、それらの各々の開示は、その全体において本明細書中に参考とし

て詳細に援用される。

      【０００２】

  政府は、ＤＡＲＰＡ連邦助成金番号ＢＡＡ  ９６－２４に応じて、本発明にお

いて権利を所有する。

      【０００３】

  （１．発明の分野）

  本発明は、一般に、分子生物学および機能ゲノム学の分野に関する。より詳細

には、本発明は、遺伝子または遺伝子成分の機能的効果または生物学的効果につ

いて遺伝子または遺伝子成分をスクリーニングする方法、および免疫応答または

免疫試薬を生成する方法に関する。

      【０００４】

  （２．関連技術の説明）

  ゲノム配列決定の尽力は、多くのデータを生成している。配列情報は、ヒトの

みからだけではなく、植物、動物および微生物からも集められている。この豊富

なデータは、現在利用可能である数百万の遺伝子を分析し、そして機能的に評価

するための新規技術についての必要性を生み出した。機能ゲノム学が適用される

領域の拡大するレパートリーは、進化への新しい洞察を生じ、細胞経路の統合様

式を明らかにし、そして新規な薬物およびワクチンを生み出すはずである。現在

の挑戦は、これらの進歩を可能にする技術を開発することである。

      【０００５】

  例えば、現在、公的な領域およびさらなる計画において少なくとも３０の微生

物のゲノム配列が進行中である。これらのほとんどは、ヒトまたは商業動物の病

原体である。１つのしばしば表明される希望は、これらの配列の知識が、これら
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の病原体に対するワクチンの開発を導くことである。コンピュータ解析が有用で

あり得るが、より的確なアプローチは、保護因子としてのその価値のために、動

物における全ての病原体からの各々の遺伝子を機能的にスクリーニングすること

である。しかし、現在の方法を使用すると、各病原体からの数千の遺伝子をクロ

ーニングし、次いでこれらから適切な試薬を調製する時間および費用が、非常に

かさむ。

      【０００６】

  任意の特定の遺伝子産物の活性またはそれに対する生理学的応答を迅速かつ効

果的に評価するために、プラスミドおよび細菌のクローニング手順を回避するア

ッセイ方法が、必要とされる。この理想的な方法はまた、配列決定計画からの多

量の新規遺伝子が、生物、細胞または無細胞系において迅速にスクリーニングさ

れることを可能にする。

      【０００７】

  （発明の要旨）

  本発明は、完全な遺伝子（プロモーター、コード領域、およびターミネーター

）を含む、線状（ｌｉｎｅａｒ）発現エレメント（「ＬＥＥ」）および／または

環状（ｃｉｒｃｕｌａｒ）発現エレメント（「ＣＥＥ」）の産生を可能にする方

法および組成物を決定した。これらのＬＥＥおよびＣＥＥは、細胞またはインタ

クトな生物に直接的に導入され、そして発現され、標準的なスーパーコイル状の

複製性プラスミドからの発現レベルに匹敵する発現レベルを生じ得る。

      【０００８】

  いくつかの一般的な実施形態において、本発明は、プロモーターまたは推定プ

ロモーターおよびＯＲＦまたは推定ＯＲＦを含む、線状または環状の核酸セグメ

ントからの少なくとも１つのポリペプチドの発現の産生または調節についてアッ

セイする方法に関する。これらの方法としては、以下が挙げられ得る：ａ）プロ

モーターまたは推定プロモーターおよびペプチドをコードするＯＲＦまたは推定

ＯＲＦを含む、少なくとも１つの線状または環状核酸セグメントを得る工程；ｂ

）ＯＲＦからのポリペプチドの発現を行う条件下に、核酸セグメントを配置する

工程；ならびにｃ）ＯＲＦまたは推定ＯＲＦからのポリペプチドの発現の産生ま
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たは調節についてアッセイする工程。多くの好ましい実施形態において、この核

酸セグメントは、ターミネーターを含む。しかし、線状核酸セグメントが無細胞

発現系においてアッセイされる適用を含むいくつかの適用において、ターミネー

ターは、必要とされない。いくつかの場合、この線状核酸は、ＰＣＲ（登録商標

）プロセスによって得られる。他の状況において、この線状核酸は、プラスミド

、染色体、または核酸の他のより大きな片から切断され得；これらの場合には、

核酸のより大きな片から切断された線状核酸は、代表的には、既に作動可能な関

係にある、プロモーターおよびＯＲＦ、ならびに多くの場合には、ターミネータ

ーを含む。

      【０００９】

  もちろん、当業者は、プロモーターまたは推定プロモーターおよび任意のター

ミネーターが、代表的には、本明細書中に開示される方法または当業者に公知の

方法を用いて、ＯＲＦまたは推定ＯＲＦに作動可能な関係で配置されることを理

解する。

      【００１０】

  多くの場合、線状核酸セグメントは、合成によって得られる。いくつかの好ま

しい方法において、この合成は、ＯＲＦへのプロモーターの非共有結合を含む。

例えば、この非共有結合は、以下の工程によって行われ得る：ａ）核酸セグメン

トを含むＰＣＲ（登録商標）産物を得る工程であって、このＰＣＲ（登録商標）

産物が、デオキシウリジンを含む相補的なストレッチを有する少なくとも１つの

プライマーから増幅させ、ウラシルＤＮＡグリコシラーゼを用いてプロモーター

が連結し得る突出部を作製することによって得られる、工程；ｂ）プロモーター

を提供する工程；およびｃ）このプロモーターを核酸セグメントに非共有結合さ

せて、線状または環状発現エレメントを作製する工程。多くの場合に、ターミネ

ーターは、同様の技術を使用して、ＯＲＦに非共有結合されるが、ＯＲＦまたは

推定ＯＲＦは、ＯＲＦに組み込まれたターミネーターを有し得、その結果、ター

ミネーターの付加が必要とされ得ないことが可能である。いくつかの現在用いら

れている実施形態において、相補的なストレッチを有するプライマーは、デオキ

シウリジンを含む。これらのストレッチは、ウラシル－ＤＮＡグリコシラーゼ、
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または別の適切な酵素を使用して、プロモーターが非共有結合し得る突出部を作

製して、線状または環状発現エレメントの作製を可能にする。ＯＲＦへのターミ

ネーターの非共有結合は、ほとんど同じ技術によって達成され得る。もちろん、

他のヌクレオチド／酵素の対が、この非共有結合を行うために使用され得ること

、および非共有結合の他の技術が、本発明の目的が達成される限り用いられ得る

ことを、当業者は理解する。いくつかの特定の実施形態において、このプライマ

ーは、このプロモーターおよびこのターミネーターをＯＲＦに非共有結合する工

程が環状発現エレメントを生じるように、互いに異なる配向（ｄｉｖｅｒｇｅｎ

ｔ  ｏｒｉｅｎｔａｔｉｏｎ）においてプロモーターおよびターミネーターを含

む。

      【００１１】

  プロモーターは、本発明の目的のために機能する任意の起源のプロモーターで

あり得るが、いくつかの実施形態において、このプロモーターは、真核生物プロ

モーターである。同様に、ターミネーターは、任意の供給源のターミネーターで

あり得るが、いくつかの場合には、このターミネーターは、真核生物ターミネー

ターである。

      【００１２】

  ＯＲＦ、推定ＯＲＦ、またはＬＥＥもしくはＣＥＥに含まれる任意の他の核酸

セグメントを含む核酸セグメントは、任意の種々の供給源から得られ得る。例え

ば、これは、プロモーターから切り出された線状核酸セグメントからＰＣＲ（登

録商標）によって得られ得るか、または合成によって得られ得る。

      【００１３】

  本発明に従ういくつかの方法において、ＬＥＥまたはＣＥＥを形成する核酸セ

グメントは、ＯＲＦまたは推定ＯＲＦからのポリペプチドの発現を行う条件下の

細胞中に配置される。いくつかの好ましい実施形態において、線状核酸は、細胞

中に配置されるが、細胞のゲノムには組み込まれない。本発明者らは、ゲノムへ

の組み込みが、線状核酸の発現に必要とされないことを決定した。さらに、本発

明者らは、スーパーコイル状のプラスミドが遺伝子の発現に必要とされないこと

を決定した。いくつかの実施形態において、細胞は、細胞培養物においてである
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が、一方、細胞は、組織または生物全体に含まれる。全ての生物（動物、哺乳動

物、魚類、鳥類、爬虫類、ヒト、ウサギ、ラット、ハムスター、マウスおよび他

の細胞を含むがこれらに限定されない）が、この点に関して意図される。本発明

のＬＥＥおよびＣＥＥは、本明細書中の他の箇所に記載される任意の技術を使用

して、細胞中に配置され得る。いくつかの好ましい実施形態において、ＬＥＥま

たはＣＥＥは、細胞中に注入される。いくつかの特に好ましい実施形態において

、注入は、マイクロプロジェクタイルボンバードメント（ｍｉｃｒｏｐｒｏｊｅ

ｃｔｉｌｅ  ｂｏｍｂａｒｄｍｅｎｔ）を含む。他の実施形態において、ＬＥＥ

またはＣＥＥは、無細胞発現反応に置かれ得る。

      【００１４】

  核酸配列を分析する方法に関する種々の好ましい実施形態としては、以下が挙

げられる：ａ）核酸セグメントを得る工程；ｂ）核酸セグメントを、プロモータ

ーおよびターミネーターに連結して、線状または環状発現エレメントを作製する

工程；ｃ）線状または環状発現エレメントを、無細胞発現系に、または核酸セグ

メントによってコードされる任意の産物の発現を行う条件下の細胞に提供する工

程；ならびにｄ）この核酸配列によってコードされる任意の産物の任意の発現を

分析する工程。これらの方法に用いられる核酸セグメントは、上記の様式、およ

び本明細書の他の箇所に記載される様式において得られ得る。同様に、プロモー

ターおよびターミネーターの連結は、他の箇所に記載されるように、非共有結合

であり得る。いくつかの実施形態において、ここで核酸配列は、例えば、この核

酸がポリペプチドをコードするか否かを決定するために、機能について分析され

るＯＲＦを含む。これらの方法はまた、ＯＲＦが抗原性ポリペプチドをコードす

るか否かを決定すること、および／またはこのポリペプチドの生物学的特性を決

定することを可能にする。例えば、線状もしくは環状発現エレメント、またはそ

れらの中に含まれるＯＲＦが、ワクチンにおける使用のために適切であるか否か

を決定し得る。これらの方法の利点は、１よりも多い異なる核酸セグメントが、

単一の手順において分析されるということである。

      【００１５】

  上記および本明細書の他の箇所で議論されるように、本発明の方法は、ＯＲＦ
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または推定ＯＲＦにコードされ得るポリペプチドの発現をアッセイする工程を含

み得る。いくつかの好ましい実施形態において、この方法は、ポリペプチドの発

現をアッセイする工程を含み；いくつかの場合、このようなアッセイする工程は

、ポリペプチドの同定を含む。他の実施形態は、ＯＲＦにコードされるレポータ

ー遺伝子産物の発現をアッセイする工程を含み得る。

      【００１６】

  なお他の特定の実施形態は、プロモーターの機能についてアッセイする工程を

含む。例えば、プロモーターの機能は、ＯＲＦにコードされるレポーター遺伝子

産物が、発現されるか否かを決定することによってアッセイされ得る。レポータ

ー遺伝子は、レポーター遺伝子の上流に配置された一般的なＤＮＡプロモーター

が機能的である条件下でのみ現れる容易に検出可能な表現型を、その組換え宿主

に対して付与する遺伝子である。一般に、レポーター遺伝子は、細胞培養物の分

析によって（例えば、細胞培養物の蛍光比色分析、放射性同位体分析、または分

光測光分析によって）検出可能である、それ以外には宿主細胞によって産生され

ないポリペプチド（マーカータンパク質）をコードする。いくつかの実施形態に

おいて、プロモーター機能の評価は、機能がアッセイされる２以上の推定プロモ

ーターの機能を比較する工程を包含する。この様式において、本発明は、特定の

系において機能について種々のプロモーターをスクリーニングする効率的な様式

を提供する。例えば、種々の供給源由来のプロモーターのライブラリーは、特定

の系に対して最適なプロモーターが決定されるように評価され得る。あるいは、

特定のプロモーターの種々の変異体が、プロモーター活性を有するか否かを決定

するためにアッセイされ得る。このようなアッセイを行うために、標準的な分子

生物学的手段を使用して、種々の線状核酸セグメント（これらの各々は、推定プ

ロモーターまたはプロモーター、およびポリペプチドをコードするレポーター遺

伝子を含む）を構築し得る。次いで、この種々の線状核酸は、レポーター遺伝子

の発現について調べることによってそれらの機能の評価を可能にする系に導入さ

れ得る。

      【００１７】

  ＯＲＦまたは推定ＯＲＦの分析を可能にすることに加えて、本発明は、プロモ
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ーターとしての活性について、核酸セグメントを分析する方法を提供する。この

方法は、以下を包含する：ａ）推定プロモーターをコードする核酸セグメントを

得る工程；ｂ）推定プロモーターをコードする核酸セグメントを、ポリペプチド

をコードする核酸に連結して、線状または環状発現エレメントを作製する工程；

ｃ）線状または環状発現エレメントを、無細胞系に、またはポリペプチドの発現

を行う条件下の細胞に提供する工程；ならびにｄ）ポリペプチドの任意の発現を

分析する工程。例えば、プロモーターの機能は、ＯＲＦにコードされるレポータ

ー遺伝子産物が発現されるか否かを決定することによってアッセイされ得る。レ

ポーター遺伝子は、レポーター遺伝子の上流に配置される一般的なＤＮＡプロモ

ーターが機能的である条件下でのみ現れる容易に検出可能な表現型を、その組換

え宿主に付与する遺伝子である。一般に、レポーター遺伝子は、細胞培養物の分

析によって（例えば、細胞培養物の蛍光比色分析、放射性同位体分析、または分

光測光分析によって）検出可能である、それ以外には宿主細胞によって産生され

ないポリペプチド（マーカータンパク質）をコードする。いくつかの実施形態に

おいて、プロモーター機能の評価は、機能がアッセイされる２以上の推定プロモ

ーターの機能を比較する工程を包含する。この様式において、本発明は、特定の

系において機能について種々のプロモーターをスクリーニングする効率的な様式

を提供する。例えば、種々の供給源由来のプロモーターのライブラリーは、特定

の系に対して最適なプロモーターが決定されるように評価され得る。あるいは、

特定のプロモーターの種々の変異体が、プロモーター活性を有するか否かを決定

するためにアッセイされ得る。このようなアッセイを行うために、標準的な分子

生物学的手段を使用して、種々の線状核酸セグメント（これらの各々は、推定プ

ロモーターまたはプロモーター、およびポリペプチドをコードするレポーター遺

伝子を含む）を構築し得る。次いで、この種々の線状核酸は、レポーター遺伝子

の発現について調べることによってそれらの機能の評価を可能にする系に導入さ

れ得る。この様式において、プロモーターまたは推定プロモーターの機能につい

てアッセイし、そしてＯＲＦにコードされるレポーター遺伝子産物が発現される

か否かを決定することによって、このプロモーターまたは推定プロモーターが機

能的であるか否か、および任意のこのような機能の程度を決定し得る。いくつか
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の実施形態において、この方法は、２以上の推定プロモーターの機能を比較する

ために使用され得る。推定プロモーターをコードする１よりも多い異なる核酸セ

グメントが、単一の手順において分析され得ることは、有利である。推定プロモ

ーターをコードする核酸は、例えば、ネイティブなプロモーター配列の変異によ

って調製されるか、または化学合成によって調製される、ネイティブな核酸であ

り得る。当業者は、このこれらの技術を使用して、任意の供給源からのプロモー

ターまたは推定プロモーターを試験および最適化し得る。

      【００１８】

  さらなる実施形態において、本発明は、生物学的応答についてスクリーニング

する方法に関する。この方法は、以下を包含する：ａ）ＯＲＦを含むＤＮＡセグ

メントを得ること；ＯＲＦをプロモーターおよびターミネーターに連結して、線

状または環状発現エレメントを作製すること、を含むプロセスによって、線状ま

たは環状発現エレメントを得る工程；ならびにｂ）ＯＲＦによってコードされる

任意の産物の発現を行う条件下で、生物に発現エレメントを提供する工程。この

ような場合、１よりも多い型の線状または環状発現エレメントが、生物に導入さ

れる。これらの方法は、例えば、生物学的機能が免疫応答を生じることである場

合に、分析の目的のために、抗体を産生する方法を含み得る。他の実施形態にお

いて、これらの方法は、以下に記載されるように、生物をワクチン接種する方法

を提供し得る。

      【００１９】

  いくつかの特定の実施形態において、本発明は、生物のワクチン接種を可能に

する。これは、ＯＲＦを含むＤＮＡセグメントを得ること、およびＯＲＦをプロ

モーターおよびターミネーターに連結して、線状または環状発現エレメントを作

製すること、を含むプロセスによって、線状または環状発現エレメントを得る工

程；ならびにｃ）ＯＲＦによってコードされる任意の産物の発現を行う条件下で

、生物に発現エレメントを提供する工程であって、その結果、免疫応答が、動物

において生じる、工程、を包含する。このようなワクチンにおいて、１より多い

型の線状または環状発現エレメントが、１より多い感染性因子、癌、もしくは他

の疾患に対して、または単一の感染性因子、癌、もしくは他の疾患に由来する種
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々の抗原に対して指向され得る多価ワクチンを作製するために、生物に導入され

る。例えば、複数の型の線状または環状発現エレメントが、生物に導入され得、

そして複数の型の線状または環状発現エレメントは、病原体の異なるポリペプチ

ドをコードするエレメントを含み得る。当業者は、病原体が任意の形態の病原体

であり得、いくつかの好ましい実施形態では、この病原体は、ウイルス、細菌、

真菌、藻類、原生動物、節足動物、線虫、扁形動物、または植物であることを理

解する。さらにより特定の実施形態において、ウイルスの全ての潜在的なアレル

ゲンをコードする、個々の線状または環状発現エレメントは、複数の型の線状ま

たは環状発現エレメントに含まれる。ＯＲＦはまた、当業者に公知のように、癌

、または別の疾患に対するワクチン接種に有用であるポリペプチドをコードし得

る。

      【００２０】

  本発明はまた、生物における病原体、癌、または他の疾患に特異的な免疫応答

を生成するに効果的なＯＲＦを選択する方法を意図する。この方法は、以下を包

含する：ａ）病原体、癌または他の疾患由来のＯＲＦを含む複数のＤＮＡセグメ

ントを含む、複数の線状または環状発現エレメントを調製する工程；ｂ）複数の

線状または環状発現エレメントを生物に導入する工程；ならびにｃ）複数の線状

または環状発現エレメントから、上記の免疫応答を生成するに効果的であるＯＲ

Ｆを選択する工程。このような方法はさらに、病原体を用いるチャレンジに対し

て上記の生物を試験する工程であって、この生物は、この病原体を用いるチャレ

ンジに対して保護される、工程、を包含し得る。この様式において、保護応答を

付与する１以上の抗原が、生物のスクリーニングによって同定され得る。

      【００２１】

  本発明はまた、線状または環状発現エレメント、ならびに線状または環状発現

エレメントを産生する方法に関する。例えば、このような方法は、以下を包含し

得る：ａ）ＯＲＦ、推定ＯＲＦまたは他の配列を含むＤＮＡセグメントを得る工

程；ならびにｂ）このＤＮＡセグメントを、プロモーターおよびターミネーター

に連結して、線状または環状発現エレメントを作製する工程。いくつかの場合に

おいて、ＤＮＡセグメントは、ＰＣＲ（登録商標）を含むプロセスから得られ、
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そしていくつかの特定の実施形態において、このＰＣＲ（登録商標）反応は、デ

オキシウリジンを取り込んでいる相補的なストレッチを有するオリゴヌクレオチ

ドでプライムされる。例えば、デオキシウリジンは、相補的なストレッチの第３

の位置毎に取り込まれ得る。ＯＲＦは、プロモーターおよびターミネーターに非

共有結合され得、そしてこの非共有結合は、本明細書の他の箇所に記載されるよ

うに行われ得る。

      【００２２】

  いくつかの特定の実施形態において、本発明は、ＯＲＦならびにこのＯＲＦに

非共有結合したプロモーターおよびターミネーターを含むＤＮＡセグメントを含

む、線状または環状発現エレメントに関する。他の局面において、本発明は、上

記の方法を用いて調製、アッセイまたは決定される、抗体、抗原、およびワクチ

ンに関する。

      【００２３】

  本明細書中の明細書で使用される場合、「ａ」または「ａｎ」は、１以上を意

味し得る。用語が「ａ」または「ａｎ」を含んで使用されるときには、本細書中

の特許請求の範囲で使用される場合、用語「ａ」または「ａｎ」は、１以上を意

味し得る。

      【００２４】

  （例示的な実施形態の説明）

  ますます利用可能になっているゲノム配列情報は、遺伝子機能を効率的に評価

し、そしてこれらの機能を研究する試薬を調製するための新規方法に対する必要

性を強調している。この開示された方法および組成物は、任意のオープンリーデ

ィングフレーム（ＯＲＦ）（例えば、ＰＣＲ（登録商標）増幅ＯＲＦ）を真核生

物プロモーターおよびターミネーターに非共有結合することを可能にする。これ

らの迅速に連結されたフラグメントは、局所的な遺伝子発現を生じるために、動

物に直接的に注射され得る。ＯＲＦは、哺乳動物プロモーターおよびターミネー

ター配列に単純に付着させることによって、コードされる外来タンパク質に対す

る抗体を生じるために、マウスに注射され得ることもまた実証されている。この

技術は、多数の遺伝子を、それらの機能についてインビボで迅速にスクリーニン
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グすること、またはクローニング、細菌での増殖、もしくはタンパク質精製を必

要とせずに、それらに対して免疫応答を生成することを可能にする。

      【００２５】

  トランスフェクションおよび発現のための遺伝子の調製は、クローニング、次

いで細菌からのプラスミド構築物の増幅および精製と同義になった。このプロセ

スは、時間、金銭を消費し、そして細菌での増殖に固有の偏り、毒性、および汚

染リスクを有する多くの工程を含み得る。本発明者らは、これらの取り組みを合

理化する２方面のストラテジーを開発した。いくつかの実施形態において、これ

は、以下に基づいている：１）細菌での増殖を必要としない、生物への遺伝子発

現単位の送達、ならびに２）プロモーター、遺伝子、およびターミネーターのカ

セット様連結。発現のビヒクルとしての、ＰＣＲ（登録商標）産物、制限フラグ

メントまたは化学的に合成された遺伝子の効率的な使用は、通常のクローニング

方法によって可能ではない規模、純度および時間枠で、遺伝子構築物を作製する

ことを可能にする。このプロトコルは、いくつかの他の利点を有する。遺伝子が

、細菌を用いることなく生成されるので、細菌増殖に伴う問題（例えば、毒性、

致死性、または安定性）が、回避される。個々のＰＣＲ（登録商標）産物が、プ

ラスミドにおいて単離され、そして増殖される、従来のクローニングとは対照的

に、この方法は、増幅されたサンプル全体を導入して、それによって任意の特定

のＰＣＲ（登録商標）が変異を保有するという問題を回避する。この１本のチュ

ーブでの無生物プロトコルは、ロボットによる取り扱いおよびハイスループット

スクリーニングに採用され得る。最終的には、合成遺伝子は、免疫応答の惹起に

おけるアジュバントとして、非メチル化プリン（ＣｐＧ）の利点を維持する（Ｓ

ａｔｏら、１９９６）。

      【００２６】

  このプロトコルは、いくつかの様式において有用である。第１に、ゲノムデー

タベースは、生物の各遺伝子を増幅するようにオリゴが設計されることを可能に

する。以下の実施例に示されるように、ｄＵ残基およびＵＤＧ酵素を使用して、

付着性の配列を作製した。これは非常に効果的であり、一方、比較的高レベルの

レポーター遺伝子発現もまた、酵素処理をしなくとも観察した。これは、内因性
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ＵＤＧに曝すことによって、インビボでのアニーリングおよび粘着末端の連結が

可能になるということであり得る。ＬＥＥは、同様のレベルの遺伝子活性で作製

される、２または３のいずれかのＰＣＲ（登録商標）産物から構築する。

      【００２７】

  各ＯＲＦが作製され、選択されたプロモーターおよびターミネーターにアニー

ルされ、次いで試験細胞、組織または生物に直接導入され得るか、または無細胞

系に使用され得る。ＬＥＥおよびＣＥＥは、個別に、またはプールにおいてスク

リーニングされ得る。この方法に関しては、例えば、生物の全ての遺伝子が、遺

伝子ワクチンとして生物（例えば、動物）に、数日間に導入され得ることが想像

される。その後、この動物は、どの遺伝子が疾患に対して保護するかを決定する

ために、病原体でチャレンジされ得る。保護プールからの個々のＬＥＥまたはＣ

ＥＥの単離が、プラスミドライブラリーについて以前に記載されたように行われ

得る（Ｂａｒｒｙら、１９９５）。

      【００２８】

  第２の適用は、免疫学的試薬の開発においてである。ＬＥＥおよびＣＥＥは、

ＯＲＦに対する抗体を生成するために使用され得る。全ての病原体のＯＲＦに対

する抗体が、生成され得、どのタンパク質が目的の任意の病原体段階に存在する

かを解明するために、免疫局在分析において病原体に感染した組織をプローブす

るために使用され得る。同定された遺伝子産物は、優れたワクチン候補または薬

物標的である。あるいは、抗体が、診断上または治療上での価値のためにスクリ

ーニングされ得る。

      【００２９】

  第３の適用は、遺伝子産物の発現によって引き起こされる他の生理学的応答に

ついてスクリーニングすることである。

      【００３０】

  ＬＥＥおよびＣＥＥの第４の適用は、変化したプロモーター機能についてスク

リーニングすることである。欠失または変異を含むプロモーターのライブラリー

は、レポーター遺伝子に連結され、そして関連のある動物／植物の組織または細

胞培養物に直接導入される。例えば、レポーター活性は、遺伝子発現レベル、細
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胞型特異的発現、または処理（例えば、薬物）に対する応答をモニターするため

に使用され得る。このプロトコルは、組織への直接の導入のための任意の設計の

発現エレメントを作製するための効率的かつ迅速な方法を可能にすることから、

これは、他の適用に適用可能である。

      【００３１】

  ＬＥＥおよびＣＥＥの第５の適用は、無細胞発現系においてであり得る。イン

ビトロで転写／翻訳されたＬＥＥおよびＣＥＥは、ＯＲＦの任意のメンバーによ

ってコードされるタンパク質を迅速かつ系統的に作製するために使用され得る。

このタンパク質は、目的の機能または活性（例えば、薬物または他のタンパク質

標的を結合する能力）についてスクリーニングされ得る。

      【００３２】

  （Ａ．プロモーター）

  本発明の特定の局面において、用いられるＬＥＥまたはＣＥＥは、少なくとも

１つのプロモーターを含む。「プロモーター」は、転写の開始および頻度が制御

される核酸配列の領域である制御配列である。これは、調節タンパク質および分

子（例えば、ＲＮＡポリメラーゼおよび他の転写因子）が結合し得る遺伝子エレ

メントを含み得る。句「作動可能に配置されている（された）」、「作動可能に

連結された（した）」、「制御下」、および「転写制御下」は、プロモーターが

核酸配列（すなわち、ＯＲＦ）の転写の開始および／または発現を制御するため

に、その配列に対して、正確な機能的位置および／または配向にあることを意味

する。プロモーターは、「エンハンサー」（これは、核酸配列の転写活性化に関

与するシス作用性調節配列をいう）とともに、使用されても、使用されなくとも

よい。

      【００３３】

  特定の利点は、コード核酸セグメントを、組換えプロモーターまたは異種プロ

モーター（これは、その天然の環境において、核酸配列に通常付随していないプ

ロモーターをいう）の制御下に配置することによって得られる。組換えエンハン

サーまたは組換えエンハンサーはまた、その天然の環境において核酸配列に天然

に付随していないエンハンサーをいう。このようなプロモーターまたはエンハン
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サーは、他の遺伝子のプロモーターまたはエンハンサー、および任意の他の原核

生物細胞、ウイルス性細胞、または真核生物細胞から単離されたプロモーターお

よびエンハンサー、ならびに「天然に存在しない」（すなわち、異なる転写調節

領域の異なるエレメント、および／または発現を変化させる変異を含む）プロモ

ーターまたはエンハンサーを含み得る。プロモーターおよびエンハンサーの核酸

配列を化学的に産生することに加えて、配列は、本明細書中に開示される組成物

（例えば、米国特許第４，６８３，２０２号および同第５，９２８，９０６号（

各々は、本明細書中に参考として援用される）を参照のこと）とともに、組換え

クローニングおよび／または核酸増幅技術（ＰＣＴ（登録商標）を含む）を使用

して産生され得る。さらに、配列の転写および／または発現を、非核オルガネラ

（例えば、ミトコンドリア、葉緑体など）内に指向する制御配列も、同様に用い

られ得ることが意図される。しかし、特定の実施形態において、プロモーターは

、コードセグメントおよび／またはエキソンの上流に位置する５’－非コード配

列を単離することによって得られ得るように、遺伝子または配列と天然に付随し

ているプロモーターであり得る。このようなプロモーターは、「内因性」といわ

れる。同様に、エンハンサーは、核酸配列の下流または上流に位置する、その配

列に天然に付随しているエンハンサーであり得る。

      【００３４】

  天然には、発現のために選択されたオルガネラ、細胞、組織および生物におけ

るＤＮＡセグメントの発現を効率的に指向するプロモーターおよび／またはエン

ハンサーを用いることが、重要である。分子生物学の当業者は、一般に、タンパ

ク質発現のための、プロモーター、エンハンサー、および細胞型の組合せの使用

を理解している（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（１９８９）（本明細書中に参考

として援用される）を参照のこと）。用いられるプロモーターは、構成的、組織

特異的、誘導性、および／または導入されたＤＮＡセグメントの高レベル発現を

指向する適切な条件下で有用なものであり得、このことは、例えば、組換えタン

パク質および／またはペプチドの大規模産生に有利である。プロモーターは、異

種であっても、内因性であってもよい。

      【００３５】
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  表１は、遺伝子の発現を調節するために、本発明の状況において用いられ得る

いくつかのエレメント／プロモーターを列挙している。この表は、発現の促進に

関与する全ての可能性のあるエレメントを挙げることを意図せずに、単に、それ

らの例示を意図する。表２は、特定の刺激に応じて活性化され得る核酸配列の領

域である、誘導性エレメントの非限定的な例を提供する。

      【００３６】

【表１】
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      【００３７】

【表２】
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  特定の実施形態において、プロモーターは、伸長因子１ａ（ＥＦ１ａ）、誘導

性プロモーター（例えば、ｔｅｔR）、ＲＵ４８６系またはメリステロン（ｍｅ

ｒｉｓｔｅｒｏｎｅ）系のプロモーターであり得る。

      【００３８】

  組織特異的プロモーターまたはエレメントの同定、およびそれらの機能を特徴

付けるアッセイは、当業者に周知である。このような領域の例としては、ヒトＬ

ＩＭＫ２遺伝子（Ｎｏｍｏｔｏら、１９９９）、ソマトスタチンレセプター２遺
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伝子（Ｋｒａｕｓら、１９９８）、マウス精巣上体レチノイン酸結合遺伝子（Ｌ

ａｒｅｙｒｅら、１９９９）、ヒトＣＤ４（Ｚｈａｏ－Ｅｍｏｎｅｔら、１９９

８）、マウスα２（ＸＩ）コラーゲン（Ｔｓｕｍａｋｉら、１９９８）、Ｄ１Ａ

ドパミンレセプター遺伝子（Ｌｅｅら、１９９７）、インスリン様増殖因子ＩＩ

（Ｗｕら、１９９７）、ヒト血小板内皮細胞接着分子－１（Ａｌｍｅｎｄｒｏら

、１９９６）が挙げられる。

      【００３９】

  （Ｂ．終結シグナル）

  本発明のＬＥＥおよびＣＥＥは、一般に、少なくとも１つの終結シグナルを含

む。ターミネーターは、ＲＮＡポリメラーゼによるＲＮＡ転写物の特異的な終結

に関与するＤＮＡ配列から構成される。従って、特定の実施形態において、ＲＮ

Ａ転写物の生成を終了する終結シグナルが、意図される。しかし、真核生物系に

おいて、ターミネーター領域はまた、ポリアデニル化部位を曝するように、新規

転写物の部位特異的切断を可能にする特定のＤＮＡ配列を含み得る。これは、転

写物の３’端に、約２００Ａ残基のストレッチ（ポリＡ）を付加するように、特

殊化された内因性ポリメラーゼに合図する。このポリＡテイルで改変されたＲＮ

Ａ分子は、より安定のようであり、そしてより効率的に翻訳される。従って、真

核生物が関与する他の実施形態において、そのターミネーターは、ＲＮＡの切断

のためのシグナルを含むことが好ましく、そしてそのターミネーターシグナルは

、メッセージのポリアデニル化を促進することが、より好ましい。

      【００４０】

  本発明の使用に意図されるターミネーターは、本明細書中に記載されるか、ま

たは当業者に公知である、任意の公知の転写ターミネーターを含む。このターミ

ネーターとしては、例えば、ヒト成長ホルモンの終結配列およびポリアデニル化

部位；アクチンまたはチューブリンを含むがこれらに限定されないハウスキーピ

ング遺伝子の終結配列；あるいはウイルス性終結配列、が挙げられるがこれらに

限定されない。真核生物ウイルス（例えば、ＳＶ４０、ＭＭＴＶ、ポリオーマま

たはＨＩＶ）；あるいは配列の短縮化に起因するような、転写配列または翻訳配

列の欠損、が挙げられるがこれらに限定されない。
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      【００４１】

  （Ｃ．ＬＥＥおよびＣＥＥのさらなる成分）

  ＬＥＥおよびＣＥＥはさらに、遺伝子発現に関与する少なくとも１つのさらな

る調節配列エレメント、またはＬＥＥまたはＣＥＥの構築または分析を補助する

少なくとも１つのさらなる配列エレメントを含み得る。これらのさらなるエレメ

ントは、ＬＥＥ配列またはＣＥＥ配列の発現および／または翻訳を増強または停

止し得るか、遺伝子産物の免疫原性を増強し得るか、遺伝子産物を細胞内に指向

し得るか、あるいはＬＥＥまたはＣＥＥの調製または分析を補助し得る。さらな

る配列エレメントは、少なくとも１つの開始シグナル、少なくとも１つの内部リ

ボソーム結合部位、少なくとも１つのマルチクローニング部位、少なくとも１つ

のスプライシング部位、少なくとも１つのマーカー（例えば、選択マーカーまた

はスクリーニングマーカー）、あるいはそれらの任意の組合せを含み得るがこれ

らに限定されない。さらなるエレメントは、ＬＥＥまたはＣＥＥの構築において

、ＯＲＦに付加される５’配列および／または３’配列に含まれ得る。

      【００４２】

  （１．開始シグナルおよびリボソーム結合部位）

  特定の実施形態において、ＬＥＥまたはＣＥＥは、少なくとも１つの開始シグ

ナル、および／または少なくとも１つの内部リボソーム結合部位を含み得る。特

定の局面において、特定の開始シグナルは、コード配列の効率的な翻訳に必要と

され得る。これらのシグナルは、ＡＴＧ開始コドンまたは隣接配列を含む。外因

性翻訳制御シグナル（ＡＴＧ開始コドンを含む）が、提供されることを必要とし

得る。当業者は、これを容易に決定して、そして必要なシグナルを提供し得る。

開始コドンは、挿入物全体の翻訳を保障するために、所望のコード配列のリーデ

ィングフレームと「インフレーム（ｉｎ－ｆｒａｍｅ）」でなければならないが

周知である。外因性翻訳制御シグナルおよび開始コドンは、天然または合成のい

ずれかであり得る。発現効率は、適切な転写エンハンサーエレメントを含ませる

ことによって増強され得る。

      【００４３】

  本発明の特定の実施形態において、内部リボソーム侵入部位（ＩＲＥＳ）の使
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用は、多重遺伝子（ｍｕｌｔｉｇｅｎｅ）またはポリシストロン性メッセージを

作製するために使用される。ＩＲＥＳエレメントは、５’メチル化Ｃａｐ依存性

翻訳のリボソームスキャニングモデルを迂回し、そして内部部位で翻訳を開始し

得る（ＰｅｌｌｅｔｉｅｒおよびＳｏｎｅｎｂｅｒｇ、１９８８）。ピコナウイ

ルスファミリーの２つのメンバー（ポリオおよび脳心筋炎）に由来するＩＲＥＳ

エレメント（ＰｅｌｌｅｔｉｅｒおよびＳｏｎｅｎｂｅｒｇ，１９９８）、なら

びに哺乳動物のメッセージに由来するＩＲＥＳ（ＭａｃｅｊａｋおよびＳａｒｎ

ｏｗ、１９９１）が、記載されている。ＩＲＥＳエレメントは、異種オープンリ

ーディングフレームに連結され得る。複数のオープンリーディングフレーム（各

々は、ＩＲＥＳによって分離されている）が、一緒に転写され得、ポリシストロ

ン性メッセージを生成する。ＩＲＥＳエレメントによって、各オープンリーディ

ングフレームフレームは、効率的な翻訳のためにリボソームに接近可能である。

複数の遺伝子は、単一のメッセージを転写するために、単一のプロモーター／エ

ンハンサーを使用して効率的に発現され得る（米国特許第５，９２５，５６５号

および同５，９３５，８１９号（本明細書中に参考として援用される）を参照の

こと）。

      【００４４】

  （マルチクローニング部位）

  特定の実施形態において、ＬＥＥまたはＣＥＥは、少なくとも１つのマルチク

ローニング部位を含み得る。マルチクローニング部位（ＭＣＳ）は、複数の制限

酵素部位を含む核酸領域であり、この制限酵素のいずれかが、構築物を消化する

標準的な組換え技術とともに使用される（Ｃａｒｂｏｎｅｌｌｉら、１９９９，

Ｌｅｖｅｎｓｏｎら、１９９８およびＣｏｃｅａ，１９９７（本明細書中に参考

として援用される）を参照のこと）。「制限酵素消化」は、核酸分子の特定の位

置のみで機能する酵素による、核酸分子の触媒的切断をいう。多くのこれらの制

限酵素は、市販されている。このような酵素の使用は、当業者によって広範に理

解される。しばしば、構築物は、外因性配列が構築物に連結されることを可能に

するために、ＭＣＳ内で切断する制限酵素を使用して、線状化またはフラグメン

ト化される。「連結」は、２つの核酸フラグメント（これは、互いに連続してい
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ても、連続していなくともよい）の間にホスホジエステル結合を形成するプロセ

スをいう。制限酵素および連結反応に関する技術は、組換え技術の当業者に周知

である。特定の局面において、ＬＥＥまたはＣＥＥは、サイズ分析または配列決

定のために、ＯＲＦに含まれるような種々の配列を放出するように消化され得る

。

      【００４５】

  （３．スプライシング部位）

  転写されるほとんどの真核生物ＲＮＡ分子は、ＲＮＡスプライシングを受けて

、１次転写物からイントロンを除去する。ゲノム真核生物配列を含む構築物は、

タンパク質発現のために、転写物の適切なプロセシングを保障するようにドナー

スプライシング部位および／またはアクセプタースプライシング部位を必要とし

得る（Ｃｈａｎｄｌｅｒら、１９９７（本明細書中に参考として援用される）を

参照のこと）。

      【００４６】

  （４．選択マーカーおよびスクリーニングマーカー）

  本発明の特定の実施形態において、細胞は、本発明のＬＥＥまたはＣＥＥ構築

物を含み、細胞は、ＬＥＥまたはＣＥＥ発現構築物中にマーカーを含ませること

によってインビトロまたはインビボで同定され得る。このようなマーカーは、細

胞に同定可能な変化を付与して、この発現構築物を含む細胞の易しい同定を可能

にする。一般に、選択マーカーは、選択を可能にする特性を付与するマーカーで

ある。陽性選択マーカーは、このマーカーの存在がその選択を可能にするマーカ

ーであり、一方、陰性選択マーカーは、その存在がその選択を妨げるマーカーで

ある。陽性選択マーカーの例は、薬物耐性マーカーである。

      【００４７】

  通常、薬物選択マーカーの導入は、クローニングおよび形質転換体の同定を補

助し、例えば、ネオマイシン、ピューロマイシン、ハイグロマイシン、ＤＨＦＲ

、ＧＰＴ、ゼオシン（ｚｅｏｃｉｎ）およびヒスチジノールに対する耐性を付与

する遺伝子は、有用な選択マーカーである。条件の実行に基づいて形質転換体の

識別を可能にする表現型を付与するマーカーに加えて、スクリーニングマーカー
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（例えば、比色定量分析の基づくＧＦＰまたはＬａｃＺ；蛍光に基づくＧＵＳ；

および発光に基づくＬＵＣ）を含む他の型のマーカーもまた、意図される。ある

いは、スクリーニング酵素（例えば、単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ（

ｔｋ）またはクロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ（ＣＡＴ））が

、利用され得る。当業者はまた、おそらくＦＡＣＳ分析とともに、免疫学的マー

カーを用いる方法を認識する。使用されるマーカーは、遺伝子産物をコードする

核酸と同時に発現され得ない限り、重要ではないと考えられる。選択マーカーお

よびスクリーニングマーカーのさらなる例は、当業者に周知である。

      【００４８】

  （５．ポリアデニル化シグナル）

  真核生物発現では、転写物の終結および適切なポリアデニル化をもたらすため

に、少なくとも１つの転写ターミネーターおよび少なくとも１つのポリアデニル

化シグナルを含み得る。ターミネーターの性質は、本発明の首尾のよい実施に重

要ではないと考えられ、そして任意のこのような配列が、用いられ得る。好まし

い実施形態は、ＳＶ４０ターミネーターおよび／またはウシ成長ホルモンターミ

ネーター（これらは、簡便であり、そして種々の標的細胞で十分に機能すること

が公知である）を含む。ターミネーターは、転写の終了の少なくとも１つの配列

シグナルから構成され、そして少なくとも１つのポリアデニル化部位の付加を可

能にする切断部位を含み得る。ポリアデニル化は、転写物の安定性を増大し得る

か、または細胞質輸送を容易にし得る。ターミネーターは、所望のメッセージレ

ベルを達成するために、インビボで必要とされ得る。

      【００４９】

  （Ｄ．ＬＥＥベクターおよびＣＥＥベクター）

  特定の実施形態において、ＬＥＥまたはＣＥＥのプロモーターおよびターミネ

ーター配列は、ベクターの１つの型としてみなされ得る。用語「ベクター」は、

核酸配列が細胞への導入のために挿入されて、その細胞中でこの核酸が発現され

る、キャリア核酸分子をいうために使用される。核酸配列は、「外因性」（これ

は、ベクターが導入されている細胞に対して外来であるか、または配列が、細胞

中の配列に相同であるが、その配列が通常見出されない宿主細胞の核酸の位置に
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あることを意味する）であり得る。

      【００５０】

  用語「発現ベクター」は、転写され得る遺伝子産物の少なくとも一部をコード

する核酸配列を含むベクターをいう。いくつかの場合において、次いで、ＲＮＡ

分子は、タンパク質、ポリペプチド、またはペプチドに翻訳される。他の場合に

おいて、これらの配列は、例えば、アンチセンス分子またはリボザイムの生成に

おいて翻訳されない。発現ベクターは、種々の「制御配列」を含み得る。この制

御配列は、特定の宿主生物において、作動可能に連結されたコード配列の転写お

よび潜在的な翻訳に必要である核酸配列をいう。ＬＥＥおよびＣＥＥの場合、プ

ロモーターおよび／またはターミネーターを含む最小制御配列が、発現される配

列に付加され得る。プロモーターおよびターミネーター、転写および翻訳を支配

する他の制御配列に加えて、ベクターおよび発現ベクターは、同様に他の機能を

働かせ、そして以下に記載される核酸配列を含み得る。

      【００５１】

  （Ｅ．遺伝子のオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ））

  ＬＥＥまたはＣＥＥは、少なくとも１つのオープンリーディングフレーム（Ｏ

ＲＦ）を含み得る。オープンリーディングフレームは、１以上のアミノ酸をコー

ドする一連のトリヌクレオチドを含む。ＯＲＦは、終始コドン（すなわち、ＴＡ

Ａ、ＴＡＧ、ＴＧＡ）によって中断されない。生物から単離されたＯＲＦは、内

因性のペプチド、ポリペプチド、タンパク質または翻訳されないｍＲＮＡメッセ

ージをコードし得る。しかし、多くのＯＲＦは、内因的に転写される配列をコー

ドしない。

      【００５２】

  本発明の好ましい局面において、ＯＲＦは、少なくとも１つの生物、またはこ

の生物由来の核酸を含む組換えベクターから単離される。１以上のオルガネラ（

すなわち、ミトコンドリア、葉緑体）、細胞、組織または生物（ウイルスを含む

）は、単離されたプロモーター、オープンリーディングフレーム（すなわち、遺

伝子）、終結配列、ならびにＬＥＥおよびＣＥＥの構築に使用される他の配列の

ための供給源であり得る。核酸の単離方法は、当業者に周知である（Ｓａｍｂｒ
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ｏｏｋら、１９８９）。他の実施形態において、ＯＲＦは、公知の遺伝子構築技

術によって合成的に構築され得る（Ｓｔｅｍｍｅｒら、１９９５）。

      【００５３】

  核酸ライブラリーをスクリーニングするために、スクリーニングまたは単離プ

ロトコルは、所望のＯＲＦまたは周辺配列（単数または複数）のｃＤＮＡまたは

ゲノム配列にハイブリダイズするように設計されているヌクレオチドセグメント

またはプローブを利用し得る。さらに、このＯＲＦの発現されたタンパク質、ポ

リペプチド、またはペプチドに結合するように設計された抗体をプローブとして

用い、適切なＤＮＡ発現ライブラリーをスクリーニングし得る。あるいは、活性

アッセイが採用され得る。このようなスクリーニングプロトコルの操作は、当業

者に周知であり、そして科学的文献（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、１９８９、本明細書

に参考として援用される）中に詳細に記載されている。さらに、本発明は、ゲノ

ムセグメントおよびｃＤＮＡ分子の単離および発現を包含するので、当業者に公

知のように、適切なゲノム単離方法もまた用いられ得ることが意図される。

      【００５４】

  本明細書で用いられる「ハイブリダイズするように設計される」は、ＯＲＦま

たは周辺配列と、関連する核酸配列プローブまたはプライマーとの間の予期され

る相同性に起因して、このＯＲＦまたは周辺配列（単数または複数）にハイブリ

ダイズするらしい能力のために選択された配列を意味する。ＯＲＦまたは周辺配

列（単数または複数）にハイブリダイズまたはそれに結合するそれらの能力を増

大するために改変されたセグメントまたはプローブもまた含まれる。さらに、相

同性のこれらの領域もまた、１以上の種における同じかまたは関連する遺伝子中

の同じかまたは類似領域の残基と比較して、アミノ酸配列の保存性を増加するた

めに選択および／または改変された４以上の連続するアミノ酸のアミノ酸配列を

含む。

      【００５５】

  このような配列は、ＰＣＲTMのためのハイブリダイゼーションまたはオリゴヌ

クレオチドプライマー用のプローブとして用いられ得る。このような配列を設計

することは、特定遺伝子または関連する遺伝子について、１つ以上の種における
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遺伝子または関連する遺伝子のヌクレオチドの一般的保存性に対して、種々の種

間の高度に保存されたヌクレオチド配列の領域の選択を含み得る。特定の遺伝子

について、１つ以上の種間で保存されたアミノ酸配列の比較を用いて、この遺伝

子または関連する遺伝子によりコードされるタンパク質に対して保存されている

１群の４以上の連続するアミノ酸を決定し得る。次いで、ヌクレオチドプローブ

またはプライマーは、アミノ酸のこの保存された配列をコードする遺伝子の領域

から設計され得る。

      【００５６】

  しかし、ランダムまたは準ランダムなプローブおよびプライマーを用いて、Ｏ

ＲＦおよび／または周辺配列にハイブリダイズまたはそれらを増幅し得る。この

ような特徴付けられていないＯＲＦは、本明細書に記載されているか、または当

業者に公知の任意の技法を用いて、機能について配列決定されるかまたはスクリ

ーニングされ得る。

      【００５７】

  種々のＯＲＦ、プロモーター、停止の配列および遺伝子に対する、ヌクレオチ

ドおよびタンパク質、ポリペプチドの配列は先に記載され、そして当業者に公知

のコンピューター化されたデータベースに見出され得る。１つのこのようなデー

タベースは、Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｃｅｎｔｅｒ  ｆｏｒ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ

ｏｇｙ  ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎのＧｅｎｂａｎｋおよびＧｅｎＰｅｐｔデータ

ベース（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）である

。これら既知の遺伝子のコード領域は、本明細書に開示される手法を用いるか、

または当業者に公知である任意の技法を用いて増幅および／または発現され得る

。このような核酸またはアミノ酸配列を用いて、さらなる関連するＯＲＦをスク

リーニングし得、そしてＬＥＥまたはＣＥＥを構築するために用いられる得る。

      【００５８】

  次いで、単離されたＯＲＦを、プロモーター、停止シグナル、および／または

その他の配列成分と作動可能に連結し得、ＬＥＥまたはＣＥＥを形成し得る。発

現されたＬＥＥまたはＣＥＥは、本明細書に記載されるか、または当業者に公知

である任意の適用可能なアッセイを用いて、転写もしくは翻訳された配列の任意
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の活性もしくは性質についてインビボまたはインビトロでアッセイされ得る。

      【００５９】

  （Ｆ．細胞）

  特定の実施の形態では、プロモーター、ＯＲＦ、停止配列、その他の配列が、

少なくとも１つの細胞小器官、細胞、組織または生物から単離され得る。他の実

施の形態では、少なくとも１つのＬＥＥまたはＣＥＥが、少なくとも１つの細胞

小器官、細胞、組織または生物中にトランスフェクトされ得る。特定の局面では

、このＬＥＥまたはＣＥＥのオープンリーディングフレームが転写され、そして

より詳細な局面では、少なくとも１つの細胞小器官、細胞、組織または生物にお

いてタンパク質、ポリペプチドまたはペプチドに翻訳される。

      【００６０】

  本明細書で用いられる用語「細胞」、「細胞株」および「細胞培養」は、交換

可能に用いられる得る。これの用語のすべてはまた、任意およびすべての次の世

代であるそれらの子孫を含む。すべての子孫は、意図的であるか、または偶発的

な変異に起因して同一でなくてもよいことが理解される。異種核酸配列を発現す

る文脈では、「宿主」は原核生物細胞または真核生物細胞をいい、そしてそれは

、ベクターによりコードされる異種遺伝子を発現し得る任意の形質転換生物を含

む。宿主細胞は、ベクターのレシピエントとして用いられ得るか、または用いら

れている。宿主細胞は、外因性核酸がこの宿主細胞中に移入または導入されるプ

ロセスをいう。形質転換された細胞は、始原被検体細胞およびその子孫を含む。

      【００６１】

  宿主細胞は、ＯＲＦでコードされたベクターの発現の所望の目的に依存して原

核生物または真核生物由来であり得る。多くの細胞株および培養が、宿主細胞と

しての使用に利用可能であり、そしてそれらは、Ａｍｅｒｉｃａｎ  Ｔｙｐｅ  

Ｃｕｌｔｕｒｅ  Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ）から得られ得、これは、生

存培養および遺伝子材料のための長期間保存のコピーとして供される組織である

（ｗｗｗ．ａｔｃｃ．ｏｒｇ）。特定の実施の形態では、細胞は、制限されずに

、少なくとも１つの皮膚、骨、ニューロン、軸索、軟骨、血管、角膜、筋肉、顔

（ｆａｃｉａ）、脳、前立腺、胸部、子宮内膜、肺、膵臓、小腸、血液、肝臓、
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精巣、卵巣、頚部、結腸、皮膚、胃、食道、脾臓、リンパ節、骨髄、腎臓、末梢

血、胚または腹水細胞、およびそれらのすべての癌を含む。適切な宿主は、ベク

ター骨格および所望の結果を基に当業者により決定され得る。ベクター発現のた

めの宿主細胞として用いられる細菌細胞は、ＤＨ５α、ＪＭ１０９ＢＬ２１、お

よびＫＣ８、ならびにＳＵＲＥ（登録商標）Ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ  Ｃｅｌｌおよ

びＳＯＬＯＰＡＣＫTMＧｏｌｄ  Ｃｅｌｌｓ（ＳＴＲＡＴＡＧＥＮＥ（登録商標

）、Ｌａ  Ｊｏｌｌａ）のような多くの市販の細菌宿主を含む。あるいは、Ｅ．

ｃｏｌｉ  ＬＥ３９２のような細菌細胞を、ファージウイルスのための宿主細胞

として用い得る。

      【００６２】

  ベクターの複製および／または発現のための真核生物宿主細胞の例は、ＨｅＬ

ａ、ＮＩＨ３Ｔ３、Ｊｕｒｋａｔ、２９３、Ｃｏｓ、ＣＨＯ、Ｓａｏｓ、Ｗｅｌ

ＨおよびＰＣ１２を含む。種々の細胞型および生物からの多くの宿主細胞が入手

可能であり、そして当業者に公知である。

      【００６３】

  いくつかのＬＥＥまたはＣＥＥベクターは、原核生物細胞および真核生物細胞

の両方においてそれが発現されるようにする制御配列を採用し得る。当業者は、

上記の宿主細胞のすべて維持するために、それらをインキュベートするための条

件をさらに理解し得る。ベクター、ならびにベクターによりコードされる核酸お

よびそれらの同族体ポリペプチド、タンパク質またはペプチドの大規模産生を可

能にする技法および条件もまた理解され、そして公知である。

      【００６４】

  （１．組織）

  ＬＥＥまたはＣＥＥで形質転換された細胞（単数または複数）は、組織中に含

まれ得る。この組織は、生物の一部であり得るか、またはそれから分離され得る

。特定の実施の形態では、組織は、制限されずに、皮膚、骨、ニューロン、軸索

、軟骨、血管、角膜、筋肉、顔（ｆａｃｉａ）、脳、前立腺、胸部、子宮内膜、

肺、膵臓、小腸、血液、肝臓、精巣、卵巣、頚部、結腸、皮膚、胃、食道、脾臓

、リンパ節、骨髄、腎臓、末梢血、胚、腹水組織、メリステム細胞、花粉、葉、
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葯、根、根端、絹、花、穀粒、穂、コブ（ｃｏｂｓ）、さや（ｈｕｓｋ）、茎、

およびそれらのすべての癌を含み得る。

      【００６５】

  （２．生物）

  特定の実施の形態では、細胞または組織は、少なくとも１つの生物中に含まれ

得る。特定の実施の形態では、この生物は、制限されずに、真性細菌（ｅｕｂａ

ｃｔｅｒｉａ）、原始細菌（ａｒｃｈａｅａ）、真核生物またはウイルスであり

得る。

      【００６６】

    （ａ．真性細菌）

  特定の実施の形態では、生物は真性細菌てある。特定の実施の形態では、この

真性細菌は、制限されずに、ａｑｕｉｆｅｃａｌｅｓ；ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａｌ

ｅｓ；ｔｈｅｒｍｏｄｅｓｕｌｆｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ；ｔｈｅｒｍｕｓ－ｄｅ

ｉｎｏｃｏｃｃｕｓ群のメンバー；ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｃａｌｅｓ；ｃｙａｎｏ

ｂａｃｔｅｒｉａ；ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ；ｌｅｐｔｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ群の

メンバー；ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｅｓ；ｃｈｌｏｒｏｂｉｕｍ－ｆｌａｖｏｂａｃ

ｔｅｒｉａ群のメンバー；制限されずにｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａまたは

ｃｈｌａｍｙｄｉａを含む、ｃｈｌａｍｙｄｉａ－ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂ

ｉａ群のメンバー；ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ；ｆｌｅｘｉｓｔｉｐｅ

ｓ；ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒ群のメンバー；ｓｐｉｒｏｃｈｅｔｅｓ；制限され

ずにαｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、βｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、δ＆

εｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａまたはγｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａを含む

ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａであり得る。特定の局面では、ミトコンドリアま

たはクロロプラストを含む、真性細菌由来の細胞小器官が意図される。

      【００６７】

    （ｂ．原始細菌）

  特定の実施の形態では、生物は原始細菌（ａ．ｋ．ａ．ａｒｃｈａｅｂａｃｔ

ｅｒｉａ；例えば、ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎ、ｈａｌｏｐｈｉｌｅｓ、ｓｕｌｆｏ

ｌｏｂｕｓ）である。特定の実施の形態では、この原始細菌は、制限されずに、
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ｋｏｒａｒｃｈａｅｏｔａ；制限されずにｔｈｅｒｍｏｆｉｌｕｍ、ｐｙｒｏｂ

ａｃｕｌｕｍ、ｔｈｅｒｍｏｐｒｏｔｅｕｓ、ｓｕｌｆｏｌｏｂｕｓ、ｍｅｔａ

ｌｌｏｓｐｈａｅｒａ、ａｃｉｄｉａｎｕｓ、ｔｈｅｒｍｏｄｉｓｃｕｓ、ｉｇ

ｎｅｏｃｏｃｃｕｓ、ｔｈｅｒｍｏｓｐｈａｅｒａ、ｄｅｓｕｌｆｕｒｏｃｏｃ

ｃｕｓ、ｓｔａｐｈｙｌｏｔｈｅｒｍｕｓ、ｐｙｒｏｌｏｂｕｓ、ｈｙｐｅｒｔ

ｈｅｒｍｕｓまたはｐｙｒｏｄｉｃｔｕｕｍを含む、ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔ

ａ；または制限されずにｈａｌｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ、ｍｅｔｈａｎｏｍｉ

ｃｒｏｂｉａｌｅｓ、ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ、ｍｅｔｈａｎｏ

ｃｏｃｃａｌｅｓ、ｍｅｔｈａｎｏｐｙｒａｌｅｓ、ａｒｃｈｅｏｇｌｏｂａｌ

ｅｓ、ｔｈｅｒｍｏｐｌａｓｍａｌｅｓまたはｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃａｌｅｓを

含む、ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａであり得る。

      【００６８】

    （ｃ．真核生物）

  特定の実施の形態では、生物は真核生物（例えば、無性生物、植物、真菌、動

物）である。詳細な実施の形態では、この真核生物は、制限されずに、ｍｉｃｒ

ｏｓｐｏｒｉｄｉａ、ｄｉｐｌｏｍｏｎａｄ、ｏｘｙｍｏｎａｄ、ｒｅｔｏｒｔ

ａｍｏｎａｄ、ｐａｒａｂａｓａｌｉｄ、ｐｅｌｏｂｉｏｎｔ、ｅｎｔａｍｏｅ

ｂａｅまたはｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ真核生物（例えは、動物、植物、真菌

、ｓｔｒａｍｅｎｏｐｉｌｅ）であり得る。

      【００６９】

  特定の実施の形態では、このｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ真核生物は、制限さ

れずにｍｅｔａｚｏａ（例えば、動物）、ｍｙｘｏｚｏａ、ｃｈｏａｎｏｆｌａ

ｇｅｌｌａｔｅ、真菌（例えば、マッシュルーム、カビ、酵母、ｃｈｙｔｒｉｄ

）、緑色植物（例えば、緑藻類、陸上植物）、ｃｒｙｐｔｏｍｏｎａｄ、ａｎｃ

ｙｒｏｍｏｎａ、ｐｌａｓｍｏｄｉｏｐｈｏｒｉｄ、ｒｈｏｄｏｐｈｙｔａ、ｃ

ｅｎｔｒｏｈｅｌｉｄ  ｈｅｌｉｏｚｏａ、ｃｙａｎｏｐｈｏｒｉｄ、ａｌｖｅ

ｏｌａｔｅ（例えば、ｄｉｎｏｆｌａｇｅｌｌａｔｅ、ｓｐｏｒｏｚｏａｎ、ｃ

ｉｌｉａｔｅ）、ｓｔｒａｍｅｎｏｐｉｌｅ（例えば、褐藻、ｄｉａｔｏｍ、ｏ

ｏｍｙｃｅｔｅ、ｃｈｒｙｓｏｐｈｙｔｅ）、ａｃａｎｔｈａｒｅａ、ｖａｍｐ
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ｙｒｅｌｌｉｄ、ｔｈａｕｍａｔｏｍｏｎａｄ、ｔｅｌｏｎｅｍａ、ｓｔｉｃｈ

ｏｌｏｎｃｈｅ、ｓｐｏｎｇｏｍｏｎａｄ、ｒａｍｉｃｒｉｓｔａｔｅ、ｐｓｅ

ｕｄｏｓｐｏｒａ、ｐｓｅｕｄｏｄｅｎｄｒｏｍｏｎａｄ、ｐｈａｌａｎｓｔｅ

ｒｉｕｍ、ｐｈａｅｏｄａｒｅａｎ  ｒａｄｉｏｌａｒｉａ、ｐａｒａｍｙｘｅ

ａ、ｌｕｆｆｉｓｐｈａｅｒａ、ｌｅｕｃｏｄｉｃｔｙｏｎ、ｋａｔｈａｂｌｅ

ｐｈａｒｉｄ、ｈｉｓｔｉｏｎａ、ｈａｐｔｏｐｈｙｔｅ、ｅｂｒｉｉｄ、ｄｉ

ｓｃｏｃｅｌｉｓ、ｄｉｐｈｙｌｌｅｉａ、ｅｅｓｍｏｔｈｏｒａｃｉｄ、ｃｒ

ｙｏｔｈｅｃｏｍｏｎａ、ｃｏｐｒｏｍｙｘｉｄ、ｃｈｌｏｒａｒａｃｈｎｉｏ

ｎ、ｃｅｒｃｏｍｏｎａｄ、ｃａｅｃｉｔｅｌｌｕｓ、ａｐｕｓｏｍｏｎａｄ、

ａｃｔｉｎｏｐｈｒｙｉｄまたはａｃａｎｔｈａｍｏｅｂａｅであり得る。

      【００７０】

  特定の局面では、この真核生物はｍｅｔａｚｏａ（例えば、動物）である。特

定の局面では、このｍｅｔａｚｏａは、制限されずに、ｐｏｒｉｆｅｒａ（例え

ば、海綿動物）、ｃｎｉｄａｒｉａ（例えば、クラゲ、アネモネ、サンゴ）、ｃ

ｔｅｎｏｐｈｏｒａ（例えば、コームゼリー（ｃｏｍｂ－ｊｅｌｌｙ））、ａｒ

ｔｈｒｏｐｏｄａ（例えば、昆虫、クモ、カニ）、ａｎｎｅｌｉｄａ（例えば、

体節虫（ｓｅｇｍｅｎｔｅｄ  ｗｏｒｍ）、ｐｏｇｏｎｏｐｈｏｒａ、ｖｅｓｔ

ｉｍｅｎｔｉｆｅｒａ、ｅｃｈｉｕｒａ、ｍｏｌｌｕｓｃａ（例えば、カタツム

リ、ハマグリ、イカ）、ｓｉｐｕｎｃｕｌａ、ｎｅｍｅｒｔｅａ（例えば、紐虫

）、ｐｌａｔｙｈｅｌｍｉｎｔｈｅｓ（例えば、扁形動物）、ｃｈｏｒｄａｔａ

（例えば、脊椎動物）、ｈｅｍｉｃｈｏｒｄａｔａ、ｌｏｐｈｏｐｈｏｒａｔｅ

ｓ、ｃｈａｅｔｏｇｎａｔｈａ、ｅｃｈｉｎｏｄｅｒｍａｔａ（例えば、ヒトデ

、アーチン、海キューカンバ）、ｐｓｅｕｄｏｃｏｅｌｏｍａｔｅｓ、ｐｌａｃ

ｏｚｏａ、ｍｏｎｏｂｌａｓｔｏｚｏａ、ｒｈｏｍｏｂｏｚｏａ、ｏｒｔｈｏｎ

ｅｃｔｉｄａであり得る。特定の局面では、この脊椎動物は、陸生脊椎動物（例

えば、カエル、サンショウウオ、ｃａｅｃｉｌｉａｎ、爬虫類、哺乳動物，鳥類

）または非陸生脊椎動物（例えば、サメ、レイ（ｒａｙ）、ノコギリエイ、キメ

ラ、レイひれ魚、ローブひれ魚）であり得る。さらなる局面で、この哺乳動物は

、単孔類（例えば、かものはし、ハラモグラ）、ｍｕｔｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔ
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ａ、有袋類（例えば、オボサム、カンガルー）、ｐａｌａｅｏｒｙｃｔｏｉｄま

たは真獣類（例えば、胎盤哺乳動物）であり得る。

      【００７１】

  特定の局面では、この真獣類は、制限されずに、貧歯類（例えば、アリクイ、

ナマケモノ、アルマジロ）、ｐｈｏｌｉｄｏｔａ（例えば、センザンコウ）、ｌ

ａｇｏｍｏｒｐｈａ（例えば、ウサギ）、ｇｌｉｒｅｓ、ｒｏｄｅｎｔｉａ（例

えば、マウス、ラット、リス、ジネズミ、ヤマアラシ、ビーバー）、ｍａｃｒｏ

ｓｃｅｌｉｄｅａ（例えば、象トガリネズミ）、霊長類（例えば、サル、キツネ

ザル、ゴリラ、チンパンジ、ヒト）、ｓｃａｎｄｅｎｔｉａ（木トガリネズミ）

、翼手類（例えば、コウモリ）、ヒヨケザル類（例えば、ヒヨケザル、キツネザ

ル）、食虫動物（例えば、トガリネズミ、モグラ、ハリネズミ）、肉歯類、肉食

動物（例えば、イヌ、ネコ、クマ、アライグマ、イタチ、マングース、ハイエナ

）、ｃｏｎｄｙｌａｒｔｈｒａ、偶蹄類（例えば、ブタ、シカ、ウシ、ヤギ、ヒ

ツジ、カバ、ラクダ）、クジラ目（例えば、クジラ、イルカ、ネズミイルカ）、

ｔｕｂｕｌｉｄｅｎｔａｔａ（例えば、ツチブタ）、奇蹄類（例えば、ウマ、バ

ク、サイ）、ｈｙｒａｃｏｉｄｅａ（例えば、ハイラックス、ｄａｓｓｙ）、海

牛類（例えば、マナティー、ジュゴン、セイウチ）、ｄｅｓｍｏｓｔｙｌｉａ、

ｅｍｂｒｙｔｈｏｐｏｄａ、またはｐｒｏｂｏｓｃｉｄｅａ（例えば、象）であ

り得る。

      【００７２】

  特定の実施の形態では、真核生物は真菌である。真菌は、制限されずに、ｃｈ

ｙｔｒｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ（例えば、ミズカビ、ａｌｌｏｍｙｃｅｓ）、ｚｙ

ｇｏｍｙｃｏｔａ（例えば、パンカビ、リゾプス、ムコール）、ｂａｓｉｄｉｏ

ｍｙｃｏｔａ（例えば、マッシュルーム、ラスト、スマット）またはａｓｃｏｍ

ｙｃｏｔａ（例えば、嚢カビ、酵母、ペニセリウム）であり得る。

      【００７３】

  特定の実施の形態では、この真核生物は緑色植物である。緑色植物は、制限さ

れないで、ｐｒａｓｉｎｏｐｈｙｔｅｓ、ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｃｅａｅ、ｔｒｅ

ｂｏｕｘｉｏｐｈｙｃｅａｅ、ｕｌｖｏｐｈｙｃｅａｅ、ｃｈｌｏｒｏｋｙｂａ
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ｌｅｓ、ｋｌｅｂｓｏｒｍｉｄｉａｌｅｓ、ｚｙｇｎｅｍａｔａｌｅｓ、ｓｔｒ

ｅｐｔｏｐｈｙｔａ、ｃｈａｒａｌｅｓ、ｃｏｌｅｏｃｈａｅｔａｌｅｓまたは

ｅｍｂｒｙｏｐｈｙｔｅｓ（例えば、陸生植物）であり得る。特定の局面で、ｅ

ｍｂｒｙｏｐｈｙｔｅｓは、制限されないで、ｍａｒｃｈａｎｔｉｏｍｏｒｐｈ

ａ（例えば、ゼニゴケ）、Ａｎｔｈｏｃｅｒｏｍｏｒｐｈａ（例えば、マツモ）

、ｂｒｙｏｐｓｉｄａ（例えば、コケ）、ｌｙｃｏｐｓｉｄａ（例えば、ｌｙｃ

ｏｐｈｙｔｅ）、ｅｑｕｉｓｅｔｏｐｓｉｄａ（例えば、ホーステール、ｓｐｈ

ｅｎｏｐｈｙｔｅ）、ｆｉｌｉｃｏｐｓｉｄａ（例えば、シダ）、ｓｐｅｒｍａ

ｔｏｐｓｉｄａ（例えば、種子植物；開花植物、針葉樹）であり得る。特定の局

面ば、このｓｐｅｒｍａｔｏｐｓｉｄａは、制限されないで、被子植物であり得

る。被子植物は、制限されないで、ｃｅｒａｔｏｐｈｙｌｌａｃｅａｅ、ｎｙｍ

ｐｈａｅａｌｅｓ、ｐｉｐｅｒａｌｅｓ、ａｒｉｓｔｏｌｏｃｉａｌｅｓ、ｍｏ

ｎｏｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓ、ｅｕｄｉｃｏｔｓ、ｌａｕｒａｌｅｓ、ｃｈｌｏｒ

ａｎｔｈａｃｅａｅ、ｗｉｎｔｅｒａｌｅｓまたはｍａｇｎｏｌｉａｌｅｓであ

り得る。

      【００７４】

    （ｄ．ウイルス）

  特定の実施の形態では、生物はウイルスであり得る。特定の局面では、このウ

イルスは、制限されないで、ｓｓＤＮＡウイルスまたはｄｓＤＮＡウイルスを含

むＤＮＡウイルス；ＤＮＡ  ＲＮＡ  ｒｅｖ転写ウイルス；制限されないで－ｖ

ｅ鎖ｓｓＲＮＡまたは＋ｖｅ鎖ｓｓＲＮＡ０含むｄｓＲＮＡを含むがこれに制限

されないＲＮＡウイルス；または未知ウイルスであり得る。

      【００７５】

  （Ｇ．ＬＥＥおよびＣＥＥの産生）

  本発明はさらに、ＬＥＥまたはＣＥＥを産生する方法に関する。ＬＥＥまたは

ＣＥＥを産生する方法は、一般に、ＯＲＦを含むＤＮＡセグメントを得る工程、

およびこのＯＲＦをプロモーター、ターミネーター、またはその他の分子と献血

し、ＬＥＥまたはＣＥＥを生成する工程を包含する。

      【００７６】
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  このＯＲＦ、プロモーター、ターミネーターまたはさらなる核酸（単数または

複数）は、本明細書に記載されるか、または当業者に公知であるような任意の方

法により得られ得る。合成核酸、特に合成オリゴヌクレオチドの非制限的な例は

、本明細書に参考として援用されるＥＰ  ２６６，０３２に記載のようなホスホ

トリエステル、ホスファイトまたはホスホルアミダイト化学および固相技法を用

いるか、またはそれぞれ本明細書に参考として援用される、Ｆｒｏｅｈｌｅｒら

、１９８６、および米国特許第５，７０５，６２９号によって記載されるような

デオキシヌクレオシドＨ－ホスホネート中間体を経由する、インビトロの化学的

合成により作成される核酸を含む。酵素的に産生される核酸の非制限的な例は、

ＰＣＲTM（例えば、それぞれ本明細書に参考として援用される、米国特許第４，

６８３，２０２号および米国特許第４，６８２，１９５号を参照のこと）のよう

な増幅反応における酵素、または本明細書に参考として援用される米国特許第５

，６４５，８９７号に記載のオリゴヌクレオチドの合成により生成されるものを

含む。生物学的に生成される核酸の非限定的な例は、細菌における組換えＤＮＡ

ベクターのような、生存細胞中の組換え核酸産生を含む（例えば、本明細書に参

考として援用されるＳａｍｂｒｏｏｋら、１９８９を参照のこと）。

      【００７７】

  特定の局面で、本発明は、単離された核酸である少なくとも１つのプロモータ

ー、ターミネーター、ＯＲＦおよび／またはその他の核酸に関する。本明細書で

用いられる用語「単離された核酸」は、１つ以上の細胞内小器官、細胞、組織ま

たは生物の総ゲノムおよび転写核酸の塊のないように単離されたか、そうでなけ

ればそれのない少なくとも１つの核酸分子をいう。特定の実施の形態では、「単

離された核酸」は、脂質、タンパク質、生物学的小分子などのような細胞成分お

よび高分子の塊のないように単離されたか、そうでなければそれのない少なくと

も１つの核酸分子をいう。異なる種は、ＲＮＡまたはＤＮＡ含有ゲノムを有し得

るので、用語「単離された核酸」は、「単離されたＤＮＡ」および「単離された

ＲＮＡ」の両方の用語を包含する。従って、単離された核酸は、特定の種の総Ｒ

ＮＡ、ＤＮＡまたはその他の核酸の塊のないように単離されたか、そうでなけれ

ばそれのないＲＮＡまたはＤＮＡ分子を含み得る。本明細書で用いられるとき、
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特定の種から単離される単離された核酸は、「種特異的核酸」と呼ばれる。ヒト

のような特定種から単離された核酸を称するとき、このような核酸の型は、種の

名前によって同定され得る。非制限的な例では、１人以上のヒトから単離された

核酸は、「単離されたヒト核酸」である。

      【００７８】

  プロモーター、ターミネーターおよび／またはさらなる分子（すなわち、別の

核酸）へのＯＲＦの連結は、共有結合もしくは非共有結合または会合であり得る

。非制限的な例では、予期される非共有結合は、プロモーター、ターミネーター

および／またはさらなる核酸を、ＯＲＦ核酸と単に混合されていることであり得

る。より好適な実施の形態では、プロモーター、ターミネーター、さらなる分子

および／またはＯＲＦの１つ以上の末端は、プロモーター、ターミネーター、さ

らなる分子および／またはＯＲＦの１つ以上の末端をそれら自身かまた互いにア

ニーリングすることを促進する相補的核酸を含む。１つ以上の核酸が二本鎖であ

るとき、相補的であるこの末端は、二本鎖分子からのオーバーハングする一本鎖

であり得る。十分な長さおよび／または相補的アニールの一本鎖領域、および付

着した成分は、細胞、組織または生物中に直接送達され得る。

      【００７９】

  採用され得る１つの方法では、ｄＵＭＰ－含有テールがＰＣＲ（登録商標）プ

ライマーの５’末端で合成される。増幅の後、ウラシルＤＮＡグリコシラーゼ（

ＵＤＧ）を用いて糖と塩基との間のグリコシル結合を切断する。これは、二本鎖

ＤＮＡにおける塩基対合を脱安定化し、そして結合に利用可能な５’一本鎖オー

バーハングを生成する非塩基（ａｂａｓｉｃ）部位を生成する。

      【００８０】

  ＬＥＥおよびＣＥＥは、上記のｄＵ法以外の任意の数の方法により作成され得

る。例えば、プラスミドクローニングのためにオーバーハングを生成する方法の

文献中には多くの例がある。本発明者らは、ＬＥＥを生成することで代表的に採

用されるオーバーハングを生成するために以下に記載の代替法を用いた。

      【００８１】

  例えば、非塩基ホルホルアミデートが用いられ得る。ＰＣＲ（登録商標）プラ
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イマーは、一本鎖／二本鎖結合部が最終ＰＣＲ（登録商標）産物上にあることを

所望する位置に「塩基のない」ホルホルアミダイトを含むように合成される。こ

の「ヌクレオチド」は、糖残基を持たず、それ故、増幅の間にＴａｑポリメラー

ゼは、それがこの位置に到着するとき停止し、突出する５’末端を残す。この方

法の１つの欠点は、改変されたホルホルアミダイトが不安定であり、そしてその

結果この目的のために作成される全プライマーが不安定であることである。関連

する方法は、ｄスペーサーホルホルアミダイトの使用を含む。これらは、非塩基

類と同様に用いられる：一本鎖／二本鎖結合部が最終ＰＣＲ（登録商標）産物上

にあることを所望する特定の位置で改変されたホルホルアミダイトを含むＰＣＲ

（登録商標）プライマーが構築される。この場合、非塩基部位の安定性は、塩基

の位置に「塩基様」構造を挿入することにより改善された。この合成非塩基およ

びｄスペーサー法は、それらがアニールするためにＰＣＲ（登録商標）産物（５

’オーバーハング）の合成オリゴ領域を必要とする点で、非効率的でありがちで

ある。

      【００８２】

  Ｔ４  ＤＮＡポリメラーゼを含む方法を用いてオーバーハングを生成し得る。

この酵素のエキソヌクレアーゼ活性を用いて、ＰＣＲ（登録商標）産物の３’末

端を消化し、５’一本鎖オーバーハングを得る。消化の程度（そしてそれ故オー

バーハングの長さ）は、５’末端から所望の二本鎖／一本鎖結合点まで４つのヌ

クレオチド塩基の１つを欠く特異的配列を備えたプライマーを設計することによ

り制御される。この位置で対合するヌクレオチドのみが消化の間に提供される。

      【００８３】

  ＬＥＥを作成するためにｒＵ／ＲＮａｓｅＡを用い得る。この方法は、概念的

にはｄＵ／ＵＤＧ法と似ている。しかし、ウラシルのＤＮＡ（ｄＵ）バージョン

の代りに、ＰＣＲ（登録商標）プライマー中に取り込むために、ＲＮＡ分子（ｒ

Ｕ）を用い得る。これらのプライマーを、標準的なＰＣＲ（登録商標）増幅のた

めに用いた．オーバーハングを生成するために、ＰＣＲ（登録商標）産物をＲＮ

ａｓｅＡに単に晒すだけであり、これは、ＵＤＧよりはるかに安価である。この

方法は良好に作用するが、完全なＤＮＡプライマーに対してＲＮＡ含有プライマ
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ーの不安定性における欠点を有している。

      【００８４】

  長／短ＰＣＲ（登録商標）プライミングを含む方法は、ＬＥＥを調製するため

に有用である。ＰＣＲ（登録商標）産物の１つの側に２つのプライマーを設計し

得、１つはテンペレート上で、他方の１２－１５ヌクレオチド上流にある。他端

における通常の１つに加えた両プライマーを用いた増幅は、３つの型のアニール

された産物：２長（２５％）、２短（２５％）、および１長／１短（集団の５０

％）を生成した。この長／短産物は、一本鎖オーバーハングを備えた有用な産物

である。

      【００８５】

  適切な改変を行うことで、これら技法の各々を採用してＣＥＥおよびＬＥＥを

作成し得る。

      【００８６】

  一本鎖末端のアニーニリングを可能にするために、好ましくは、末端は相補的

であるかまたは準相補的である。核酸の相補的または準相補的配列の設計は、当

業者に周知である。「相補的」または「相補物（単数または複数）」である核酸

は、標準的なＷａｔｓｏｎ－Ｃｒｉｃｋ、Ｈｏｏｇｓｔｅｅｎまたは逆Ｈｏｏｇ

ｓｔｅｅｎ結合相補性規則に従って塩基対合し得る核酸である。本明細書で用い

る用語「相補的」または「相補物（単数または複数）」はまた、上記と同じヌレ

レオチド比較により評価され得るように、実質的に相補的である核酸（単数また

は複数）をいう。用語「実質的に相補的」は、少なくとも１つの保存的核酸塩基

、または１つ以上の核酸塩基が分子中に存在しない場合、たとえ一部の核酸塩基

が相当物核酸塩基と塩基対合しなくても少なくとも１つの核酸鎖または二本鎖に

ハイブリダイズまたはアニーリングし得る準保存的核酸塩基を含む核酸をいう。

特定の実施の形態では、「実質的に相補的」な核酸は、その中で、約７０％、約

７１％、約７２％、約７３％、約７４％、約７５％、約７６％、約７７％、約７

７％、約７８％、約７９％、約８０％、約８１％、約８２％、約８３％、約８４

％、約８５％、約８６％、約８７％、約８８％、約８９％、約９０％、約９１％

、約９２％、約９３％、約９４％、約９５％、約９６％、約９７％、約９８％、
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約９９％、約１００％まで、およびその中の任意の範囲の核酸塩基配列が、ハイ

ブリダイゼーションまたはアニーリングの間に、少なくとも１つの一本鎖または

二本鎖核酸分子と塩基対合し得る、少なくとも１つの配列を含む。特定の実施の

形態では、用語「実質的に相補的」は、ストリンジェントな条件で少なくとも１

つの核酸鎖または二本鎖にハイブリダイズし得る、少なくとも１つの核酸をいう

。特定の実施の形態では、「部分的に相補的」な核酸は、低ストリンジェンシー

条件中少なくとも１つの一本鎖または二本鎖核酸にハイブリダイズし得る少なく

とも１つの配列を含むか、またはその中の約７０％より少ない核酸塩基が、ハイ

ブリダイゼーションまたはアニーリングの間に少なくとも１つの一本鎖または二

本鎖核酸分子と塩基対合し得る少なくとも１つの配列を含む。

      【００８７】

  特定の実施の形態では、ＯＲＦ、プロモーター、ターミネーターおよび／また

は付加的な分子の相補的または準相補的末端は、当業者により所望または設計さ

れる任意の組み合わせで、それらの末端の非共有結合的会合を促進する。従って

、このＯＲＦ、プロモーター、ターミネーターおよび／または付加的な分子の線

状または環状構造が、非共有結合的会合を通じて予期される。他の局面では、準

相補的または相補的末端は、酵素的連結を促進し得る。勿論、ＯＲＦ、プロモー

ター、ターミネーターおよび／または付加的な分子の１つ以上の末端は、線状ま

たは環状エレメントを形成するようにアニーリングを促進するために設計され得

る。あるいは、このＯＲＦ、プロモーター、ターミネーターおよび／または付加

的な分子は、１つの核酸として合成によってか、または生物学的に生成され得る

。

      【００８８】

  好適な実施の形態では、１つ以上のＯＲＦが増幅され、次いで、標準的なプロ

モーターおよび／またはターミネーターに連結される（すなわち、会合され、ア

ニールされ、および／または連結される）。例えば、大部分の遺伝子スクリーニ

ングアッセイは、一般的なプロモーターおよび／またはターミネーターを種々の

ＯＲＦに、またはレポーターＯＲＦを種々のプロモーターおよび／またはターミ

ネーターに融合することを必要とする。非制限的な例では、哺乳動物細胞中の遺
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伝子をスクリーニングすることは、ＯＲＦを、真核生物プロモーターおよびター

ミネーターに融合することを必要とする。従って、理想的なＬＥＥ系は、代表的

には、次いで標準的なプロモーターおよび／またはターミネーター配列のセット

に連結され得るＯＲＦのみの増幅を含む。特定の実施の形態では、このプロモー

ター、ターミネーターおよび／またはＯＲＦは、１単位として増幅により産生さ

れる。

      【００８９】

  さらなる実施の形態では、すべての適用についてターミネーターが提供される

ことは要求されない。例えば、細胞のない発現を含む方法では、ターミネーター

は必要でなくてもよい。

      【００９０】

  要求されないけれども、プロモーター、ＯＲＦ、ターミネーター、ＬＥＥ、ま

たはＣＥＥのような核酸は、ポリアクリルアミドゲル、塩化セシウム遠心分離グ

ラジエント、フィルターグラジエントまたは当業者に公知の任意の他の方法より

（例えば、本明細書に参考として援用されるＳａｍｂｒｏｏｋら、１９８９を参

照のこと）精製され得る。

      【００９１】

  （Ｈ．ＬＥＥおよびＣＥＥ送達の方法）

  本発明での使用のために、形質転換または細胞小器官、細胞、組織または生物

のためのＬＥＥまたはＣＥＥ送達の適切な方法は、プロトプラストのＰＥＧ媒介

形質転換による（Ｏｍｉｒｕｌｌｅｈら、１９９３）、乾燥／阻害媒介ＤＮＡ取

り込みによる（Ｐｏｔｒｙｋｕｓら、１９８５）、エレクトロポレーションによ

る（その全体が本明細書中に詳細に援用される、米国特許第５，３８４，２５４

号）、シリコンカーバイドファイバーでの攪拌による（その全体が本明細書中に

詳細に援用される、Ｋａｅｐｐｌｅｒら、１９９０；米国特許第５，３０２，５

２３号；およびその全体が本明細書中に詳細に援用される、米国特許第５，４６

４，７６５号）による、Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ－媒介形質転換による（米

国特許第５，５９１，６１６号および米国特許第５，５６３，０５５号；両者は

参考として本明細書に援用される）およびＤＮＡ被覆粒子の加速による（それぞ
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れその全体が本明細書中に参考として詳細に援用される米国特許第５，５５０，

３１８号；米国特許第５，５３８，８７７号；および米国特許第５，５３８，８

８０号）などようなＤＮＡの直接送達のように、細胞中にＤＮＡが導入され得る

実質的に任意の方法を含むと考えられる。これらのような技法の適用により、細

胞小器官（単数または複数）、細胞（単数または複数）、組織（単数または複数

）または生物（単数または複数）が安定または一時的に形質転換され得る。特定

の実施の形態では、加速方法が好適であり、そして例えば、マイクロプロジェク

タイルボンバードメントなどを含む。

      【００９２】

  （１．注入）

  特定の実施の形態では、ＬＥＥまたはＣＥＥは、例えば、皮下、皮内または筋

肉内のいずれかの１つ以上の注射により送達され得る。

      【００９３】

  図７Ａおよび図７Ｂ中のデータは、ＰＣＲ（登録商標）で生成したＬＥＥが，

注入（すなわち針注入）のようなその他のトランスフェクションプロトコルとと

もに用いられ得ることを示す。スーパーコイルの複製コントロールプラスミドお

よびＬＥＥベクターが、生理食塩水中の針注入により筋肉内（ｉ．ｍ．）に導入

されたとき、非共有結合で連結されたＬＥＥによりコードされたＬＵＣ活性が、

ＬＵＣプラスミドにより産生されるそれの１５％であった。注入の前にＬＥＥに

リガーゼを添加すると、ＬＵＣ活性は、プラスミド標準の４１％まで上昇した（

図７Ｂ）。これに対し、リガーゼの添加は、遺伝子銃で導入されたＬＥＥからの

発現をさらに改善せず、それはプラスミド標準と同様であった（図７Ａ）。これ

らの結果は、遺伝子銃は試料を皮膚細胞の内側に直接送達し（Ｗｉｌｌｉａｍｓ

ら、１９９１）、その一方、針はＤＮＡをエキソヌクレアーゼがある筋肉組織の

細胞外空間中に導入する（Ｗｏｌｆｆら、１９９０）という観察と一致する。

      【００９４】

  （２．エレクトロポレーション）

  本発明の特定の実施の形態では、ＬＥＥまたはＣＥＥは、エレクトロポレーシ

ョンにより細胞中に導入される。エレクトロポレーションは、細胞およびＤＮＡ
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の懸濁物の高電圧電気放電への曝露を含む。エレクトロポレーションによりＤＮ

Ａを導入することを望む場合、Ｋｒｚｙｚｅｋらの方法（その全体が参考として

本明細書に援用される、米国特許第５，３８４，２５３号）が特に有利である。

この方法では、ペクチン分解酵素のような特定の細胞壁分解酵素を採用して、標

的レシピエント細胞を非処理細胞よりエレクトロポレーションによる形質転換に

より感受性にする。あるいは、レシピエント細胞を機械的損傷により形質転換に

より感受性にする。

      【００９５】

  エレクトロポレーションを用いる真核生物細胞のトランスフェクションは、極

めて首尾良くいっている。この方法で、マウスｐｒｅ－Ｂリンパ球は、ヒトκ免

疫グロブリン遺伝子でトランスフェクトされ（Ｐｏｔｔｅｒら、１９８４）、そ

してラット肝細胞は、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ遺伝子

でトランスフェクトされた（Ｔｕｒ－Ｋａｓｐａら、１９８６）。

      【００９６】

  これには限定されないが、植物細胞のような細胞中でエレクトロポレーション

により形質転換を行うために、細胞の懸濁培養または胚形成カルスのいずれかの

ようなもろい組織を採用し得るか、あるいは未成熟胚またはその他の組織化され

た組織を直接形質転換し得る。この技法では、選択された細胞の細胞壁を、それ

らをペクチン分解酵素（ペクトリアーゼ）または制御された様式の機械的損傷に

晒すことにより部分的に分解し得る。インタクトな細胞のエレクトロポレーショ

ンにより形質転換されたいくつかの種の例は、トウモロコシ（米国特許第５，３

８４，２５３号；Ｒｈｏｄｅｓら、１９９５；Ｄ’Ｈａｌｌｕｉｎら、１９９２

）、小麦（Ｚｈｏｕら、１９９３）、トマト（ＨｏｕおよびＬｉｎ、１９９６）

、大豆（Ｃｈｒｉｓｔｏｕら、１９８７）およびタバコ（Ｌｅｅら、１９８９）

を含む。

      【００９７】

  植物のエレクトロポレーション形質転換にプロトプラストをまた採用し得る（

Ｂａｔｅｓ、１９９４；Ｌａｚｚｅｒｉ、１９９５）。例えば、子葉由来のプロ

トプラストのエレクトロポレーションによるトランスジェニック大豆植物の生成
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が、ＤｈｉｒおよびＷｉｄｈｏｌｍにより、国際出願公開番号ＷＯ  ９２１７５

９８（本明細書に参考として詳細に援用される）に記載されている。プロトプラ

スト形質転換が記載された種の他の例は、大麦（Ｌａｚｅｒｒｉ、１９９５）、

ソルガム（Ｂａｔｔｒａｗら、１９９１）、トウモロコシ（Ｂｈａｔｔａｃｈａ

ｒｊｅｅら、１９９７）、小麦（Ｈｅら、１９９４）およびトマト（Ｔｓｕｋａ

ｄａ、１９８９）を含む。

      【００９８】

  （３．マイクロプロジェクタイルボンバードメント）

  マイクロプロジェクタイルボンバードメント技法は、ＣＥＥおよびＬＥＥを、

少なくとも１つの細胞小器官、細胞、組織または生物中に導入する好適な方法で

ある（米国特許第５，５５０，３１８号；米国特許第５，５３８，８８０号；米

国特許第５，６１０，０４２号；およびＰＣＴ出願ＷＯ  ９４／０９６９９；こ

れらの各々はその全体が本明細書に参考といて詳細に援用される）。当該分野で

公知の広範な種類のマイクロプロジェクタイルボンバードメント技法が存在し、

その多くが本発明に適用可能である。しかし、本発明者らは、詳細な例に記載の

一般的プロトコルを用いた。本明細書の詳細な例に記載の研究のいくつかでは、

遺伝子を遺伝子銃で皮膚細胞中に導入した（実施例２、３、４、９、１０、１１

および１６）。

      【００９９】

  この方法では、粒子は核酸でコートされ、そして推進力により細胞中に送達さ

れ得る。例示の粒子は、タングステン、プラチナ、そして好ましくは金からなる

粒子である。いくつかの例では、金属粒子上へのＤＮＡ沈殿は、マイクロプロジ

ェクタイルボンバードメントを用いるレシピエント細胞へのＤＮＡ送達には必要

ではないことが意図される。しかし、粒子は、ＤＮＡでコートされるよりはむし

ろＤＮＡを含み得ることが意図される。これ故、ＤＮＡでコートされた粒子は、

粒子の衝撃（ｂｏｍｂａｒｄｍｅｎｔ）によりＤＮＡ送達のレベルを増大し得る

のであって、それら自身は必ずしも必要ではないことが提案される。

      【０１００】

  衝撃のために、懸濁液中の細胞は、フィルターまたは固形培養培地上に濃縮さ
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れる。あるいは、未成熟胚またはその他の標的細胞が、固形培養培地上に配置さ

れ得る。衝撃を受ける細胞は、微粒子停止プレートの下適切な距離に配置される

。

      【０１０１】

  ＤＮＡを細胞中に送達するための方法の例示の実施形態は、制限されないで、

加速によるのは、Ｂｉｏｌｉｓｔｉｃｓ  Ｐａｒｔｉｃｌｅ  Ｄｅｌｉｖｅｒｙ

  Ｓｙｓｔｅｍであり、これは、ＤＮＡまたは細胞でコートされた粒子を、ステ

ンレス鋼またはＮｙｔｅｘスクリーンのようなスクリーンを通じて、例えば、懸

濁物中の培養された単子葉類植物細胞のような細胞で覆われたフィルター表面上

に推進するために用いられ得る。このスクリーンは粒子を分散し、その結果それ

らは、大きな凝集物でレシピエント細胞に送達されない。発射装置と衝撃を受け

る細胞との間に介在するスクリーンが、噴出する凝集物のサイズを低減し、そし

て大きすぎる噴出物によるレシピエント細胞に対して与えられる損傷を低減する

ことによって、形質転換のより高い頻度に寄与し得ると考えられる。

      【０１０２】

  マイクロプロジェクタイルボンバードメント技法は広く適用可能であり、そし

て、例えば、任意の植物種のような、実際に種々の細胞、組織または生物を形質

転換するために用いられ得る。マイクロプロジェクタイルボンバードメントによ

り形質転換された種の例は、トウモロコシ（ＰＣＴ出願ＷＯ  ９５／０６１２８

）、大麦（Ｒｉｔａｌａら、１９９４；Ｈｅｎｓｇｅｎｓら、１９９３）、小麦

（その全体が参考として詳細に援用される、米国特許第５，５６３，０５５号）

、コメ（Ｈｅｎｓｇｅｎｓら、１９９３）、カラスムギ（Ｔｏｒｂｅｔら、１９

９５；Ｔｏｒｂｅｔら、１９９８）、ライ麦（Ｈｅｎｓｇｅｎｓら、１９９３）

、シュガーケーン（Ｂｏｗｅｒら、１９９２）、およびソルガム（Ｃａｓａｓら

、１９９３；Ｈａｇｉｏら、１９９１）のような単子葉類種；およびタバコ（Ｔ

ｏｍｅｓら、１９９０；ＢｕｉｓｉｎｇおよびＢｅｎｂｏｗ、１９９４）、大豆

（その全体が参考として本明細書中に詳細に援用される、米国特許第５，３２２

，７８３号）、ヒマワリ（Ｋｎｉｔｔｌｅら、１９９４）、ピーナッツ（Ｓｉｎ

ｇｓｉｔら、１９９７）、綿（ＭｃＣａｂｅおよびＭａｒｔｉｎｅｌｌ、１９９
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３）、トマト（ＶａｎＥｃｋら、１９９５）、およびマメ科植物一般（その全体

が参考として本明細書中に詳細に援用される）を含む多くの双子葉類を含む。

      【０１０３】

  （４．リポソーム媒介トランスフェクション）

  本発明のさらなる実施の形態では、ＬＥＥまたはＣＥＥＤは、リポソーム中に

包括され得る。リポソームは、ホスホリピド二重層膜および内側の水性媒体によ

り特徴付けられる小胞構造である。多重膜リポソームは、水性媒体により分離さ

れる複数の脂質層を有する。これらは、ホスホリピドが過剰の水性溶液中に懸濁

されるときに自然に形成する。脂質成分は、閉鎖構造の形成前に自己再配列を行

い、そして水を包括し、そして脂質二重層の間に溶質を溶解する（Ｇｈｏｓｈお

よびＢａｃｈｈａｗａｔ、１９９１）。意図されるのはまた、Ｌｉｐｏｆｅｃｔ

ａｍｉｎｅ（Ｇｉｂｃｏ  ＢＲＬ）またはＳｕｐｅｒｆｅｃｔ（Ｑｉａｇｅｎ）

で複合体化された発現構築物である。

      【０１０４】

  インビトロの外来ＤＮＡのリポソーム媒介核酸送達および発現は、非常に首尾

良く行なわれている（ＮｉｃｏｌａｕおよびＳｅｎｅ、１９８２；Ｆｒａｌｅｙ

ら、１９７９；Ｎｉｃｏｌａｕら、１９８７）。Ｗｏｎｇら（１９８０）は、培

養されたニワトリ胚、ＨｅＬａおよび肝癌細胞における外来ＤＮＡのリポソーム

媒介送達および発現の実行可能性を示した。

      【０１０５】

  本発明の特定の実施の形態では、リポソームは、血球凝集性ウイルス（ＨＶＪ

）で複合体化され得る。これは、細胞膜との融合を容易にし、そしてリポソーム

に包括されたＤＮＡの細胞侵入を促進することが示された（Ｋａｎｅｄａら、１

９８９）。その他の実施の形態では、リポソームは、核の非ヒストン染色体タン

パク質（ＨＭＧ－１）（Ｋａｔｏら、１９９１）と複合体化されるか、またはそ

れと組み合わせて採用され得る。なお別の実施の形態では、リポソームは、ＨＶ

ＪおよびＨＭＧ－１の両方と複合体化されるか、またはそれと組み合わせて採用

され得る。他の実施の形態では、送達ビヒクルは、リガンドおよびリポソームを

含み得る。
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      【０１０６】

  （５．リン酸カルシウムＤＥＡＥ－デキストラン）

  本発明のその他の実施の形態では、ＬＥＥまたはＣＥＥは、リン酸カルシウム

沈殿を用いて細胞中に導入される。ヒトＫＢ細胞は、この技法を用いて、アデノ

ウイルス５ＤＮＡでトランスフェクトされた（ＧｒａｈａｍおよびＶａｎ  Ｄｅ

ｒ  Ｅｂ、１９７３）。またこの方法で、マウスＬ（Ａ９）、マウスＣ１２７、

ＣＨＯ、ＣＶ－１、ＢＨＫ、ＮＩＨ３Ｔ３およびＨｅＬａ細胞がネオマイシンマ

ーカー遺伝子でトランスフェクトされ（ＣｈｅｎおよびＯｋａｙａｍａ、１９８

７）、そしてラット肝細胞が種々のマーカー遺伝子でトランスフェクトされた（

Ｒｉｐｐｅら、１９９０）。

      【０１０７】

  別の実施の形態では、ＬＥＥまたはＣＥＥが、ＤＥＡＥ－デキストラン次いで

ポリエチレングリコールを用いて細胞中に送達されている。この方法では、レポ

ータープラスミドがマウスミエローマおよび赤白血病細胞中に導入された（Ｇｏ

ｐａｌ、１９８５）。

      【０１０８】

  （６．直接マイクロインジョクションまたは音波処理装填）

  本発明のさらなる実施の形態は、直接マイクロインジョクションまたは音波処

理装填によるＬＥＥまたはＣＥＥの導入を含む。直接マイクロインジェクション

は、Ｘｅｎｏｐｕｓ  ｏｏｃｙｔｅ中に核酸構築物を導入するために用いられ（

ＨａｒｌａｎｄおよびＷｅｉｎｔｒａｕｂ、１９８５）、そしてＬＴＫ-線維芽

細胞は、音波装填によりチミジンキナーゼ遺伝子でトランスフェクトされた（Ｆ

ｅｃｈｈｅｉｍｅｒら、１９８７）。

      【０１０９】

  （７．レセプター媒介トランスフェクション）

  なおさらに、標的細胞に核酸構築物を送達するために採用され得るＬＥＥまた

はＣＥＥは、レセプター媒介送達ビヒクルである。これらは、標的細胞で生じ得

るレセプター媒介エンドサイトーシスにより高分子の選択的取り込みを利用する

。種々のレセプターの細胞型特異的分布を考慮して、この送達方法は、本発明に



(63) 特表２００２－５４０７７２

別の程度の特異性を附加する。別の哺乳動物細胞型の意味の特異的送達は、Ｗｕ

およびＷｕにより記載されている（１９９３；本明細書に参考として援用される

）。

      【０１１０】

  あるレセプター媒介遺伝子標的ビヒクルは、細胞レセプター特異的リガンドお

よびＤＮＡ結合薬剤を含む。その他は、送達されるＤＮＡ構築物が作動可能に結

合した細胞レセプター特異的リガンドを含む。いくつかのリガンドが、レセプタ

ー媒介遺伝子移入に用いられ（ＷｕおよびＷｕ、１９８７；Ｗａｇｎｅｒら、１

９９０；Ｐｅｒａｌｅｓら、１９９４；Ｍｙｅｒｓ、ＥＰＯ  ０２７３０８５）

、これは、この技法の作動可能性を確立する。本発明の特定の局面では、このリ

ガンドは、ＥＯＥ標的細胞集団上に特異的に発現されたレセプターに対応するよ

うに選択される。

      【０１１１】

  その他の実施の形態では、細胞特異的遺伝子標的ビヒクルのＤＮＡ送達ビヒク

ル成分は、リポソームと組み合わせた特異的結合リガンドを含み得る。送達され

る核酸は、リポソーム内に収容され、そして特異的に結合するリガンドは、リポ

ソーム膜中に機能的に取り込まれる。従って、リポソームは、標的細胞のレセプ

ターに特異的に結合し、そして内容物を細胞に送達する。このような系は、例え

ば、上皮成長因子（ＥＧＦ）が、ＥＧＦレセプターの上方調節を示す細胞への核

酸のレセプター媒介送達に用いられる系を用いて機能的であることが示されてい

る。

      【０１１２】

  なおさらなる実施の形態では、標的化された送達ビヒクルのＤＮＡ送達ビヒク

ル成分はリポソーム自身であり得、それは、好ましくは、細胞特異的結合を行う

１つ以上の脂質または糖タンパク質を含む。例えば、Ｎｉｃｏｌａｕら（１９８

７）は、クポソーム中に取り込まれた、ラクトシル－セラミド、ガラクトース末

端アシアルガングリオシドを採用し、そして肝細胞によるインシュリン遺伝子の

取り込みの増加を観察した。本発明の組織特異的形質転換構築物が同様の様式で

標的細胞中に送達され得ることが予期される。
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      【０１１３】

  （８．植物に関連する形質転換技法）

    （ａ．Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ媒介形質転換）

  Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ媒介移入は、植物細胞中に遺伝子を導入するため

に広く適用可能な系である。なぜなら、ＤＮＡを全植物組織中に導入することが

でき、それによってプロトプラストからのインタクトな植物の再生の必要性を回

避し得るからである。植物細胞中にＤＮＡを導入するためのＡｇｒｏｂａｃｔｅ

ｒｉｕｍ媒介植物組込みベクターの使用は、当該分野で周知である。例えば、そ

の全体が参考として本明細書中に詳細に援用される、Ｆｒａｌｅｙら（１９８５

）、Ｒｏｇｅｒｓら（１９８７）および米国特許第５，５６３，０５５号により

記載される方法を参照のこと。

      【０１１４】

  Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ媒介形質転換は、双子葉類植物において最も効率

的であり、そしてＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ、タバコ、トマト、およびポテトを含

む双子葉類の形質転換に好適な方法である。実際、Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

媒介形質転換は、多年に亘り、双子葉類植物に慣用的に用いられているが、単子

葉類植物に適用可能になったのは最近である。Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ媒介

形質転換技法における進歩は、今や、ほぼすべての単子葉植物に適用可能な技法

にした。例えば、Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ媒介形質転換技法は、今や、コメ

（その全体が本明細書中に参考として援用される、Ｈｉｅｉら、１９９７；Ｚｈ

ａｎｇら、１９９７；米国特許第５，５９１，６１６号）、小麦（ＭｃＣｏｒｍ

ａｃら、１９９８）、大麦（Ｔｉｎｇａｙら、１９９７；ＭｃＣｏｒｍａｃら、

１９９８）、およびトウモロコシ（Ｉｓｈｉｄａら、１９９６）に適用されてい

る。

      【０１１５】

  現代のＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ形質転換ベクターは、Ｅ．ｃｏｌｉおよび

Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ中で複製し得、記載のように（Ｋｌｅｅら、１９８

５）便利な操作を可能にする。さらに、Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ媒介遺伝子

移入のためのベクターにおける最近の技術的進歩は、ベクター中の遺伝子および



(65) 特表２００２－５４０７７２

制限部位の配置を改良し、種々のポリペプチドコード遺伝子を発現し得るベクタ

ーの構築を容易にした。記載のベクター（Ｒｏｇｅｒｓら、１９８７）は、挿入

されたポリペプチドコード遺伝子の直接発現のために、プロモーターおよびポリ

アデニル化部位により隣接される便利なマルチリンカー領域を有し、そして本願

の目的のために適切である。さらに、武装した（ａｒｍｅｄ）および非武装（ｄ

ｉｓａｒｍｅｄ）Ｔｉ遺伝子の両方を含むＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍが、形質

転換のために用いられ得る。Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ媒介形質転換が効率的

である植物株では、これは選択される方法である。なぜなら、遺伝子移入の容易

さおよび規定された性質のためである。

      【０１１６】

  （ｂ．他の形質転換方法）

  植物のプロトプラストの形質転換は、リン酸カルシウム沈降、ポリエチレング

リコール処理、エレクトロポレーション、およびこれらの処理の組合せに基づく

方法を用いて達成され得る（例えば、以下を参照のこと：Ｐｏｔｒｙｋｕｓら、

１９８５；Ｌｏｒｚら、１９８５；Ｏｍｉｒｕｌｌｅｈら、１９９３；Ｆｒｏｍ

ｍら、１９８６；Ｕｃｈｉｍｉｙａら、１９８６；Ｃａｌｌｉｓら、１９８７；

Ｍａｒｃｏｔｔｅら、１９８８）。

      【０１１７】

  これらの系の異なる植物系統への適用は、プロトプラストからその特定の植物

系統が再生する能力に依存する。プロとプラストから穀物へ再生するための例示

的な方法が記載されている  （Ｆｕｊｉｍａｒａら、１９８５；Ｔｏｒｉｙａｎ

ｉａら、１９８６；Ｙａｍａｄａら、１９８６；Ａｂｄｕｌｌａｈら、１９８６

；Ｏｍｉｒｕｌｌｅｈら、１９９３および米国特許第５，５０８，１８４号；こ

れらは、具体的にそれぞれが、その全体として本明細書において参考として援用

される）。穀物プロトプラストの直接取り込みの形質転換の使用の例は、以下の

形質転換を含む：イネ（Ｇｈｏｓｈ-Ｂｉｓｗａｓら、１９９４），ソルガム（

ＢａｔｔｒａｗおよびＨａｌｌ，１９９１），オオムギ  （Ｌａｚｅｒｒｉ，１

９９５），エンバク（ＺｈｅｎｇおよびＥｄｗａｒｄｓ，１９９０）およびトウ

モロコシ  （Ｏｍｉｒｕｌｌｅｈら、１９９３）。
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      【０１１８】

  首尾よくプロトプラストから再生し得ない植物系統を形質転換するために、Ｄ

ＮＡをインタクトな細胞もしくは組織へ導入する他の方法が利用され得る。例え

ば、未熟な胚または外植片からの穀物の再生が記載されるとおりに行われ得る（

Ｖａｓｉｌ，１９８９）。また、シリコンカーバイド繊維媒介性形質転換もまた

、プロトプラスト化のあるなしで行われ得る（Ｋａｅｐｐｌｅｒ，１９９０；Ｋ

ａｅｐｐｌｅｒら、１９９２；米国特許第５，５６３，０５５号，これらは具体

的にその全体が本明細書において参考として援用される）。この技術を用いた形

質転換は、シリコンカーバイド繊維を細胞と共にＤＮＡ溶液中で振盪することに

よってなされる。ＤＮＡは、その細胞に穴があくにつれて受動的に侵入する。こ

の技術は、例えば、単子葉穀物トウモロコシ（ＰＣＴ出願ＷＯ９５／０６１２８

、その全体が本明細書において具体的に援用される、Ｔｈｏｍｐｓｏｎ）および

イネ（Ｎａｇａｔａｎｉ、１９９７）において首尾よく使用されている。

      【０１１９】

  （Ｉ．非タンパク質発現配列）

  特定の実施形態において、ＬＥＥまたはＣＥＥは、翻訳されないメッセンジャ

ーを発現し得る。ＤＮＡは、表現型に影響を与える機能がタンパク質へとまだ翻

訳されていないＲＮＡ転写物を発現する目的のために生物へと導入され得る。２

つの例は、アンチセンスＲＮＡおよびリボザイム活性を有するＲＮＡである。両

方とも、ネイティブまたは導入された遺伝子の発現を現象または除去するに置い

て可能な機能を機能させ得る。しかし、以下に詳述するように、ＤＮＡは、生物

の表現型を生じるように発現される必要はない。

      【０１２０】

  （１．アンチセンス）

  特定の局面において、ＬＥＥまたはＣＥＥは、アンチセンスメッセンジャーを

発現し得る。ＯＲＦ、特に遺伝子からのものは、構築または単離され得る、これ

は、転写されるときに、標的化されるメッセンジャーＲＮＡのすべてまたは部分

に相補的であるアンチセンスＲＮＡを生成する。このアンチセンスＲＮＡは、メ

ッセンジャーＲＮＡのポリペプチド産物の産生を減少する。このポリペプチド産
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物は、その細胞のゲノムによってコードされる任意のタンパク質であり得る。上

記の遺伝子は、アンチセンス遺伝子と呼ばれる。従って、アンチセンス遺伝子は

、形質転換方法によって細胞へと取り込まれて、目的の選択されたタンパク質の

発現の現象を伴う新規トランスジェニック細胞または生物を生産し得る。例えば

、このタンパク質は、その細胞または生物における反応を触媒する酵素であり得

る。その酵素の活性の現象は、その反応の産物を減少もしくは除去し得、この産

物は、脂肪酸、アミノ酸、炭水化物、核酸などのような細胞または生物において

任意の酵素的に合成された化合物を含む。

      【０１２１】

  あるいは、植物の形質転換のような比限定的な例において、そのタンパク質は

、貯蔵タンパク質（例えば、ゼイン）または構造タンパク質であり得、そのタン

パク質の発現の減少は、それぞれ、種子アミノ酸組成または植物形態学的変化に

おける変化をもたらし得る。上記で引用される可能性は、例示の目的にのみ提供

され、適用の全範囲を表さない。

      【０１２２】

  （２．リボザイム）

  他の局面において、ＬＥＥまたはＣＥＥは、リボザイムを生産し得る。転写さ

れるときにＲＮＡ酵素（リボザイム）を生産するＯＲＦが構築または単離され得

る。このＲＮＡ酵素は、ＥＮＤリボヌクレアーゼとして作用し得、そして選択さ

れた配列を用いてＲＮＡ分子の切断を触媒する。選択されたメッセンジャーＲＮ

Ａの切断は、そのコードされたポリペプチド産物の生産の減少を生じ得る。これ

らの遺伝子を使用して、それら遺伝子を有する新規の１つ以上の細胞、組織およ

び生物を調製し得る。トランスジェニック細胞、組織または生物は、減少したレ

ベルのポリペプチドを有し得、これには、上記引用したポリペプチドが挙げられ

るがそれらに限定されない。

      【０１２３】

  リボザイムは、部位特異的に核酸を切断するＲＮＡ－タンパク質複合体である

。リボザイムは、エンドヌクレアーゼ活性を有する特異的触媒ドメインを有する

（ＫｉｍおよびＣｅｃｈ，１９８７；Ｇｅｒｌａｃｈら、１９８７；Ｆｏｒｓｔ
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ｅｒおよびＳｙｍｏｎｓ，１９８７）。例えば、大多数のリボザイムは、ホスホ

エステル転移反応を高い程度の特異性を持って加速し、しばしば、オリゴヌクレ

オチド気質におけるいくつかのホスホエステルのうち１つのみを切断する（Ｃｅ

ｃｈら、１９８１；ＭｉｃｈｅｌおよびＷｅｓｔｈｏｆ，１９９０；Ｒｅｉｎｈ

ｏｌｄ-ＨｕｒｅｋおよびＳｈｕｂ，１９９２）。この特異性は、その基質がそ

のリボザイムの内部ガイド配列（「ＩＧＳ」）に対する特異的塩基対合相互作用

を介して化学反応の前に結合するという要件に帰結する。

      【０１２４】

  リボザイム触媒は、拡散を含む配列特異的切断／連結の部分として主に観察さ

れている（Ｊｏｙｃｅ，１９８９；Ｃｅｃｈら，１９８１）。例えば、米国特許

第５，３５４，８５５号は、特定のリボザイムが公知のリボヌクレアーゼのもの

より大きく、そしてＤＮＡ制限酵素のものに近い配列特異性を有するエンドヌク

レアーゼとして作用し得ることを報告する。

      【０１２５】

  ＲＮＡ切断反応性を有するいくつかの異なるリボザイムモチーフが記載されて

いる（Ｓｙｍｏｎｓ，１９９２）。例としては、以下を含むグループＩの自己ス

プライスイントロンからの配列が挙げられる：タバコ輪紋病ウイルス（Ｐｒｏｄ

ｙら、１９８６）、アボカド日斑（ｓｕｎｂｌｏｔｃｈ）ウイロイド（Ｐａｌｕ

ｋａｉｔｉｓら、１９７９）、およびルツェルン一過性線条（ｓｔｒｅａｋ）ウ

イルス（ＦｏｒｓｔｅｒおよびＳｙｍｏｎｓ，１９８７）。これらおよび関連す

るウイルスからの配列は、推定された折り畳み二次構造に基づいてハンマーヘッ

ドリボザイムといわれる。

      【０１２６】

  他の適切なリボザイムは、ＲＮＡ切断活性を有するＲＮアーゼＰからの配列（

Ｙｕａｎら、１９９２，ＹｕａｎおよびＡｌｔｍａｎ，１９９４、米国特許第５

，１６８，０５３号および同第５，６２４，８２４号）、ヘアピンリボザイム構

造（Ｂｅｒｚａｌ-Ｈｅｒｒａｎｚら、１９９２；Ｃｈｏｗｒｉｒａら、１９９

３）およびΔ型肝炎ウイルスベースのリボザイム（米国特許第５，６２５，０４

７号）。ＲＮＡ切断活性に指向されるリボザイムの一般的設計および最適化も詳
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細に考察されている（ＨａｓｅｌｏｆｆおよびＧｅｒｌａｃｈ，１９８８，Ｓｙ

ｍｏｎｓ，１９９２，Ｃｈｏｗｒｉｒａら、１９９４；Ｔｈｏｍｐｓｏｎら、１

９９５）。

      【０１２７】

  リボザイム設計における他の変数は、所定の標的ＲＮＡにおける切断部位の選

択である。リボザイムは、相補性塩基対相互作用によってある部位にアニーリン

グすることにより所定の配列に標的化される。相同性の２つのストレッチがこの

標的化に必要である。相同配列のこれらのストレッチは、上記の触媒リボザイム

構造に隣接する。相同性配列の各ストレッチは、７～１５ヌクレオチドの長さで

変動し得る。相同性配列を規定するための唯一の要件は、標的ＲＮＡにおいて、

それらが選択部位である特定の配列によって分離されることである。ハンマーヘ

ッドリボザイムについて、その切断部位は、その標的ＲＮＡにおけるジヌクレオ

チドがウラシル（Ｕ）に続きアデニン、シトシンまたはウラシル（Ａ、Ｃまたは

Ｕ）が続くことである（Ｐｅｒｒｉｍａｎら、１９９２；Ｔｈｏｍｐｓｏｎら、

１９９５）。任意の所定のＲＮＡに生じるこのジヌクレオチドの頻度は、統計学

的に１６のうち３つである。従って、１０００塩基の所定の標的メッセンジャー

ＲＮＡについて、１８７ジヌクレオチド切断部位が統計学的に可能である。

      【０１２８】

  標的ＲＮＡの効率よい切断についてリボザイムを設計および試験することは、

当業者に周知のプロセスである。リボザイムを設計および試験するための科学的

方法の例は、以下により記載され：Ｃｈｏｗｒｉｒａら、（１９９４）およびＬ

ｉｅｂｅｒａｎｄ  Ｓｔｒａｕｓｓ（１９９５）、これらは各々本明細書におい

て参考として援用される。所定の遺伝子を下方調節するにおける使用のための作

動性および好ましい配列の同定は、単に所定の配列を調製および試験する問題で

あり、そして当業者に公知の慣用的に実施される「スクリーニング」方法である

。

      【０１２９】

  （３．遺伝子サイレンシングの導入）

  さらなる局面において、ＬＥＥまたはＣＥＥは、遺伝子サイレンシングを促進
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するために転写され得る。遺伝子に由来するＯＲＦを導入して新規細胞、組織お

よび生物を生産し得ることもまた可能である。これらは、同時抑制の機構によっ

てネイティブ遺伝子産物の発現が減少している。タバコ、トマトおよびペチュニ

アによって以下が実証されている（Ｇｏｒｉｎｇら、１９９１；Ｓｍｉｔｈら、

１９９０；Ｎａｐｏｌｉら、１９９０；ｖａｎ  ｄｅｒ  Ｋｒｏｌら、１９９０

）：ネイティブ遺伝子のセンス転写物の発現は、アンチセンスについて観察され

るものと類似する様式でそのネイティブ遺伝子の発現を減少または除去する。こ

の導入された遺伝子は、標的化されたネイティブタンパク質のすべてまたは部分

をコードし得るが、その翻訳はそのネイティブタンパク質のレベルの減少を必要

としないかもしれない。

      【０１３０】

  （４．非ＲＮＡ発現配列）

  さらなる実施形態において、ＬＥＥまたはＣＥＥを使用して細胞、組織または

生物をタグ化し得、または遺伝子を変異し得る。Ｄｓ、ＡｃまたはＭｕのような

転移可能なエレメントのものを含むＤＮＡエレメントを導入して変異を誘発し得

る。これらのＤＮＡエレメントは、遺伝子を不活化（または活性化）するために

挿入され得、それによって、特定の形質を「タグ」化し得る。この例において、

その転移可能なエレメントは、タグ化された変異の不安定性を生じない。なぜな

ら、そのエレメントの利用は、ゲノムへ移動するその能力に依存しないからであ

る。一旦、所望の形質がタグ化されると、ＰＣＲプライマーとして導入されたＤ

ＮＡ配列を用いて、ＰＣＲ遺伝子クローニング技術とともに用いて対応する遺伝

子をクローニングし得る（Ｓｈａｐｉｒｏ，１９８３；Ｄｅｌｌａｐｏｒｔａら

、１９８８）。一旦同定されると、特定の特質についてのその遺伝子全体（所望

される場合、制御領域または調節領域を含む）が単離され得、クローニングされ

得、および所望に応じて操作され得る。遺伝子タグ化の目的のために生物に導入

されるＤＮＡエレメントの有用性は、ＤＮＡ配列から独立しており、そしてＤＮ

Ａ配列のどの生物学的活性に依存しない（すなわち、ＲＮＡへの転写、またはタ

ンパク質への翻訳）。ＤＮＡエレメントの唯一の機能は、遺伝子のＤＮＡ配列を

破壊することである。
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      【０１３１】

  発現されないＤＮＡ配列（新規合成配列を含む）が、細胞、組織および生物に

、これらの細胞、組織および生物（特に植物およびその種子）の独占的「標識」

として導入され得ることが企図される。標識ＤＮＡエレメントは、宿主細胞に対

して内因性の遺伝子の機能を破壊することは必要はない。なぜなら、このＤＮＡ

の唯一の機能は、細胞、組織または生物の起源を同定することであるからである

。例えば、植物へ特有のＤＮＡ配列を導入し得、そしてこのＤＮＡエレメントは

、その標識された供給源から生じたものとして、細胞、植物およびこれらの細胞

の子孫をすべて同定する。標識ＤＮＡの内包によって、独占的生殖細胞質または

そのようなものに由来する生殖細胞質を、標識されていない生殖細胞質から識別

することが可能になる。

      【０１３２】

  導入され得る別の可能なエレメントは、マトリクス付着領域エレメント（ＭＡ

Ｒ）である（例えば、ニワトリリゾチームＡエレメント（Ｓｔｉｅｆ、１９８９

）。これは、目的の発現可能遺伝子のまわりに配置されて、ゲノム（特に植物ゲ

ノム）への取り込みの際にその遺伝子の発現全体を増加させ、そして位置依存効

果を減少し得る（Ｓｔｉｅｆら、１９８９；Ｐｈｉ-Ｖａｎら、１９９０）。

      【０１３３】

  （Ｊ．植物表現型の改変のための外因性遺伝子）

  本発明の特に重要な利点は、本発明が、植物細胞において選択されたタンパク

質の効率よい発現のための方法および組成物を提供することである。ＬＥＥおよ

びＣＥＥの構築物は、種々の植物特異的プロモーターを用いて作製され得る。植

物特異的な発現のためのプロモーターは、当業者に公知であり、そして以下が挙

げられるがそれらに限定されない：任意の構成的、誘導性、組織もしくは器官に

特異的、または発生段階特異的な、プロモーター。これらは、特定の植物細胞に

おいて発現され得る。そのような適切なプロモーターは、Ｗｅｉｓｉｎｇら、前

出において開示される。

      【０１３４】

  本明細書において使用するために適切なプロモーターとしては以下が挙げられ
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るがそれらに限定されない：Ａ．ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓのＴ－ＤＮＡからの少

なくとも１つの制御配列（トウモロコシ由来のマンノピンシンターゼ、ノパリン

シンターゼ、およびオクトピンシンターゼ；アルコールデヒドロゲナーゼプロモ

ーター）；トウモロコシからのアルコールデヒドロゲナーゼプロモーター；光誘

導性プロモーター（例えば、種々の種からのリブロース－ビスホスフェート－カ

ルボキシラーゼ小サブユニット遺伝子およびクロロフィルａ／ｂ結合タンパク質

遺伝子プロモーター；ヒストンプロモーター（ＥＰ  ５０７  ６９８）、アクチ

ンプロモーター；トウモロコシユビキチンＩプロモーター（Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓ

ｅｎら（１９９６）Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ  Ｒｅｓ．５：２１３）；カリフラワ

ーモザイクウイルスの３５Ｓおよび１９Ｓプロモーター；発生的に調節されるプ

ロモーター（例えば、マウスからのｗａｘｙ，ｚｅｉｎまたはｂｒｏｎｚｅのプ

ロモーター）；ならびに合成または他の天然のプロモーターであって、誘導性ま

たは構成性のいずれかであるもの（器官特異的発現または植物の特定の発生段階

での発現を示すプロモーター（例えば、米国特許第５，６３５，６１８号に開示

されたαチューブリン）を含む）。

      【０１３５】

  他のエレメント（例えば、イントロン、エンハンサー、終結配列など）もまた

、ＬＥＥまたはＣＥＥにおいて存在し得る。これらのエレメントは、ＬＥＥまた

はＣＥＥ遺伝子構築の残りと適合しなければならない。そのようなエレメントは

、その遺伝子の機能に必要であっても必要でなくてもよい。しかし、それらは、

転写をを行うことによってその遺伝子をよりよく発現または機能させること、ｍ

ＲＮＡの安定性などを提供し得る。そのようなエレメントは、植物には限定され

ないような生物において遺伝子を形質転換することを最適化する性能を入手する

ための所望される核酸において包含され得る。非限定的実施例において、トウモ

ロコシＡｄｈｌＳ第一のイントロンは、特定の異種核酸のそのプロモーターとそ

のコード配列との間に配置され得る。このイントロンは、遺伝子構築物に含まれ

るとき、タンパク質のトウモロコシ細胞における発現を一般的に増加させること

が知られる（Ｃａｌｌｉｓら（１９８７）Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ．１．１１８３）

。他の適切なイントロンとしては、以下が挙げられるがそれらに限定されない：
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トウモロコシのｓｈｒｕｎｋｅｎ－１遺伝子の少なくとも１つの第一のイントロ

ン（Ｍａａｓら（１９９１）Ｐｌａｎｔ  Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１６：１９９）；

トウゴマカタラーゼ（ｃａｔ－１）遺伝子の第一のイントロン（Ｏｈｔａら（１

９９０）Ｐｌａｎｔ  Ｃｅｌｌ  Ｐｈｙｓｉｏｌ．３１．８０５）；ＳＴ-ＬＳ

Ｉ遺伝子のポテトカタラーゼ第二のイントロン（Ｖａｎｃａｎｎｅｙｔら（１９

９０）Ｍｏｌ．Ｇｅｎ．Ｇｅｎｅｔ．２２０：２４５）；タバコ黄萎病ウイルス

イントロン（Ｍｏｒｒｉｓら（１９９２）Ｖｉｒｏｌｏｇｙ  １８７：６３３；

イネからのアクチン－１（ａｃｔ-  １）イントロン（ＭｃＥｌｒｏｙら（１９

９０）Ｐｌａｎｔ  Ｃｅｌｌ  ２：１６３）；およびトリオースリン酸イソメラ

ーゼ（ＴＰＩ）イントロン１（Ｓｎｏｗｄｅｎら（１９９６）Ｐｌａｎｔ  Ｍｏ

ｌ．Ｂｉｏｌ．３１：６８９）。しかし、遺伝子が満足行くに実施するに充分な

発現は、しばしば、イントロン無しに得られ得る（Ｂａｔｔｒａｗら（１９９０

）ＰｌａｎｔＭｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５：５２７）。

      【０１３６】

  異種核酸を含むＬＥＥまたはＣＥＥの構築物はまた、一過性ペプチドをコード

する配列を含んで、異種遺伝子を植物細胞のオルガネラ（例えば、クロロプラス

ト）へと、その異種遺伝子によってコードされるタンパク質を駆動させ得る。そ

のような一過性ペプチドは、当業者には周知であり、そして単一一過性ペプチド

、および少なくとも２つの一過性ペプチドをコードする配列の組み合わせにより

得られる複数一過性ペプチドが挙げられ得る。１つの一過性ペプチドは、米国特

許第５，６３５，６１８号において開示されるＯｐｔｉｍｉｚｅｄ  Ｔｒａｎｓ

ｉｔ  Ｐｅｐｔｉｄｅ（最適化一過性ペプチド）であり、これは、第一のクロロ

プラスト一過性ペプチドをコードする第一のＤＮＡ配列、クロロプラストへと天

然に駆動される成熟タンパク質のＮ末端ドメインをコードする第二のＤＮＡ配列

、および第二のクロロプラスト一過性ペプチドをコードする第三のＤＮＡ配列を

転写の方向に含む。

      【０１３７】

  本発明に従って植物宿主細胞における発現のための選択されるタンパク質の選

択は、形質転換の目的に依存する。穀物植物の形質転換の主要な目的の１つは、
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商業的に所望される、農業的に重要な形質を植物に付加することである。そのよ

うな形質としては、以下が挙げられるがそれらに限定されない：除草剤抵抗性ま

たは寛容性；昆虫抵抗性または寛容性；疫病抵抗性または寛容性（ウイルス性、

細菌性、真菌性、線虫）；ストレス寛容性および／または抵抗性（例えば、旱魃

、熱、冷却、凍結、過剰湿度、塩ストレスおよび酸化ストレスに対する励行性ま

たは慣用性により例示される）；収量増加；食品含量および構成；物理的外見；

男性不妊；ドライダウン（ｄｒｙｄｏｗｎ）；標準性；多作性；デンプン量およ

び品質；油量および品質；タンパク質量および品質；アミノ酸組成など。種々の

米国特許第がこれらの形質を付与するために使用され得るＯＲＦを記載しており

、例えば、米国特許第５，５５０，３１８号、同第６，０２３，０１３号および

同第６，０４０，４９７号、これらは各々本明細書において参考として援用され

る。

      【０１３８】

  本発明の特定の実施形態において、レシピエント細胞の形質転換は、１を超え

る外因性（選択された）遺伝子（すなわち、ＯＲＦ）を用いて行われ得る。本明

細書において記載されるように、「外因性コード領域」または「選択されるコー

ド領域」は、同一の状況において宿主ゲノムにおいて通常見出されないコード領

域である。これにより、宿主ゲノムのものとは異なる種から単離され得、あるい

は、宿主ゲノムから単離され得るが、変化していないネイティブ遺伝子において

見出されるものとは異なる１つ以上の制御領域に作動可能に連結される。２つの

外因性コード領域はまた、ＬＥＥまたはＣＥＥ構築物をコードする異なる導入遺

伝子を用いるか、または２つ以上のコード配列を取り込んだ単一の構築物を用い

るかのいずれかで、単一の形質転換事象において供給され得る。

      【０１３９】

  （Ｋ．遺伝子ワクチン）

  特定の実施形態において、少なくとも１つのＬＥＥまたはＣＥＥは、抗原を含

むかまたは発現する。この抗原は、抗原をコードするＬＥＥもしくはＣＥＥで、

または抗原をコードするＬＥＥもしくはＣＥＥトランスフェクトされたかまたは

接種された動物による免疫応答を促進し得る。従って、ＬＥＥまたはＣＥＥは、
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免疫プロトコルのために有用なワクチンまたは「遺伝子ワクチン」を含み得る。

この実施形態において、病原体のための抗原をコードするＯＲＦ（例えば、ＨＩ

Ｖ，ＳＩＶ，マイコプラズマ）、寄生生物またはアレルゲン性生物が好ましい。

さらに、推定抗原またはアレルゲンについてのＯＲＦは、１つ以上の真核生物の

生物における免疫応答についてアッセイされ得る。

      【０１４０】

  免疫の経過は、上清抗原に対する抗体についてのアッセイにより追跡され得る

。このアッセイは、慣用標識により標識することによって実施され得る（例えば

、放射性核種、酵素、蛍光など）。これらの技術は周知であり、そして例えば、

これらの型のアッセイの例示として以下におけるような広汎な種々の特許におい

て見出され得る：米国特許第３．７９１，９３２号；同第４，１７４，３８４号

および同第３，９４９，０６４号。他の免疫アッセイが実施され得、そしてその

病原体へのチャレンジからの保護のアッセイが免疫後に行われ得る。

      【０１４１】

  （１．免疫調節因子）

  免疫調節因子をワクチン中に含めて、患者の応答を増強し得ることが企図され

る。免疫調節因子は、精製されたタンパク質または細胞がその組成物の部分であ

るときにその細胞へと操作されたその発現物として含められ得る。免疫調節因子

をコードする遺伝子が含められ得る。以下の節は、関心のあるものである免疫調

節因子の例を列挙する。

      【０１４２】

  （ａ．サイトカイン）

  インターロイキンおよびサイトカイン、ならびにインターロイキンおよびサイ

トカインを発現するベクターは、可能なワクチン成分として企図される。インタ

ーロイキンおよびサイトカインとしては以下が挙げられるがそれらに限定されな

い：インターロイキン１，ＩＬ-２，ＩＬ-３，ＩＬ-４，ＩＬ-５，ＩＬ-６，Ｉ

Ｌ-７，ＩＬ-８，ＩＬ-９，ＩＬ-１０，ＩＬ-１１、ＩＬ－１２、ＩＬ－１３、

ＩＬ-１４，ＩＬ-１５，β-インターロイキン、α-インターロイキン、γ-イン

ターロイキン、およびアンギオスタチン、トロンボスポンジン、エンドスタチン
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、ＭＥＴＨ-１、ＭＥＴＨ-２、ＧＭ-ＣＳＦ、Ｇ-ＣＳＦ、Ｍ-ＣＳＦ、腫瘍壊死

因子、およびそれらの組合せ。

      【０１４３】

  （ａ．補因子）

  補因子または補因子をコードする遺伝子は、ワクチンにおいて使用され得る。

補因子の例としては、以下が挙げられるがそれらに限定されない：ＣＤ８５、Ｃ

Ｄ８０，Ｂ７．１，Ｂ７．２など。

      【０１４４】

  （ｂ．ケモカイン）

  ケモカインまたはケモカインをコードするＯＲＦもまた、ワクチン成分として

使用され得る。ケモカインは一般に、化学誘因剤として作用して免疫エフェクタ

ー細胞をケモカイン発現の部位へ補充する。特定の毛も回に電子を、例えば、サ

イトカイン遺伝子と組み合わせて発現させて、他の免疫系成分の処置の部位への

補充を増強することが有利であり得る。そのようなケモカインとしては以下が挙

げられる：ＲＡＮＴＥＳ、ＭＣＡＦ、ＭＩＰ  １-α、ＭＩＰ  １－β、および

ＩＰ-１０。当業者は、特定のサイトカインがまた、化学誘因効果を有すことが

知られ、そして用語ケモカインとして分類され得ることを認識する。

      【０１４５】

  （２．アジュバント）

  数年にわたり免疫プロトコルをアジュバントに使用して応答を刺激されている

。いくつかのアジュバントは、抗原が提示される方法に影響を与える。例えば、

免疫応答は、タンパク質抗原はミョウバンにより沈降されると増強する。抗原の

乳化もまた、抗原提示の期間を延長する。他のアジュバント（例えば、細菌に由

来する特定の有機分子）は、抗原上ではなく宿主に作用する。例は、ムラミルジ

ペプチド（Ｎ-アセチルムラミル-Ｌ-アラニル-Ｄ-イソグルタミン［ＭＤＰ］）

、細菌ペプチドグリカン。ＭＤＰの効果は、ほとんどのアジュバント同様、十分

には理解されていない。しかし、ＭＤＰ刺激されたマクロファージはまた、Ｂ細

胞を直接刺激するようである。従って、このアジュバントの効果は、抗原特異的

ではない。しかしこれらが精製された抗原とともに投与されるとき、それらは、
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その抗原に対する応答を選択的に促進するように使用され得る。

      【０１４６】

  アジュバントは、未知の抗原に対する免疫における一般的な増加を促進するよ

うに実験的に使用されてきている（例えば、米国特許第４，８７７，６１１号）

。これは、癌の処置において特に試行されてきている。多くの癌について、免疫

系が腫瘍細胞に対する宿主防御に関与するという無理のある証拠があるが、腫瘍

特異的抗原のありそうな総数のほんの一部が今日までに同定されたと考えられて

いる。しかし、本発明を用いて、適切なアジュバントの照射された腫瘍細胞の膜

への内包は、突出した抗原の分子の同一性に拘わらず、抗腫瘍応答を増強するよ

うである。これは、本発明の特に重要なかつ時間を節約する特徴である。

      【０１４７】

  当業者は、本発明に従って細胞性ワクチンに連結され得る種々の種類のアジュ

バントを認知し、そしてこれらとしては以下が挙げられる：とりわけ、アルキル

リゾリン脂質（ＡＬＰ）；ＢＣＧ；およびビオチン（ビオチン化誘導体を含む）

。

使用のために特に企図される特定のアジュバントは、グラム陰性細胞からのテイ

コ酸である。これらとしては、以下が挙げられる：リポテイコ酸（ＬＴＡ）、リ

ビトールテイコ酸（ＲＴＡ）およびグリセロールテイコ酸（ＧＴＡ）。それらの

合成対応物の活性形態もまた、本発明とともに用いられ得る（Ｔａｋａｄａら、

１９９５ａ）。

      【０１４８】

  ヘモシアニンおよびヘモエリトリンもまた、本発明において使用され得る。す

かし貝（ＫＬＨ）からのヘモシアニンの使用が特に好ましいが、他の分子ならび

に他の節足動物ヘモシアニンおよびヘモエリトリンも使用され得る。

      【０１４９】

  種々のポリサッカリドアジュバントもまた使用され得る。例えば、Ｙｉｎら（

１９８９）は、マウスの抗体応答に対して種々のｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃｕｓ（肺

炎菌）ポリサッカリドアジュバントの使用を記載する。最適な応答を生成するか

または他の方法でＹｉｎら（１９８９）において示されるように抑制を生成しな
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い用量が使用されるべきである。ポリサッカリドのポリアミンの変種が特に好ま

しい（例えば、キチンおよびキトサン（脱アセチル化キチンを含む））。

      【０１５０】

  アジュバントのさらなる好ましい群は、細菌ペプチドグリカンのムラミルジペ

プチド（ＭＤＰ、Ｎ－アセチルムラミル－Ｌ－アラニル－Ｄ－イソグルタミン）

群である。ムラミルジペプチドの誘導体（例えば、アミノ酸誘導体スレオニル－

ＭＤＰ、および脂肪酸誘導体ＭＴＰＰＥ）もまた企図される。

      【０１５１】

  米国特許第４，９５０，６４５号は、ムラミルジペプチドの脂溶性のジサッカ

リド－トリペプチド誘導体を記載する。これは、ホスファジチルコリンおよびホ

スファチジルグリセロールから形成される人工リポソームにおいて使用すること

について推奨される。これは、ヒト単球を活性化し、そして腫瘍細胞を破壊する

ことにおいて有効であるといわれるが、一般に高用量で非毒性である。米国特許

第４，９５０，６４５号およびＰＣＴ特許出願ＷＯ９１／１６３４７の化合物は

、以前に、細胞キャリアとの使用について示唆されていないが、今や、本発明に

おける使用について推奨される。

      【０１５２】

  本発明において好ましいアジュバントはＢＣＧである。ＢＣＧ（バシラス・カ

ルメット-ゲラン菌、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍの減弱化した株およびＢＣＧ

細胞壁骨格（ＣＷＳ）もまた、トレハロースジミコレートのあるなしで、本発明

におけるアジュバントとして使用され得る。トレハロースジミコレートはそれ自

身が使用され得る。Ａｚｕｍａら（１９８８）は、トレハロースジミコレート投

与が、マウスにおけるインフルエンザウイルス感染に対する抵抗性の増強と相関

することが示している。トレハロースジミコレートは、米国特許第４，５７９，

９４５号において記載されるように調製され得る。

      【０１５３】

  ＢＣＧは、その免疫刺激特性に起因して重要な臨床ツールである。ＢＣＧは、

網膜内皮系を刺激し、ナチュラルキラー細胞を活性化し、そして造血幹細胞の増

殖を増強するように作用する。ＢＣＧの細胞壁抽出物は、卓越した免疫アジュバ
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ント活性を有することが証明されている。マイコバクテリアについて最近開発さ

れた分子遺伝学ツールおよび方法は、ＢＣＧへ外来遺伝子に導入する手段を提供

した（Ｊａｃｏｂｓら、１９８７；Ｓｎａｐｐｅｒら、１９８８；Ｈｕｓｓｏｎ

ら、１９９０；Ｍａｒｔｉｎら、１９９０）。生のＢＣＧは、肺炎を予防するた

めに有効かつ安全な世界的に使用されるワクチンである。ＢＣＧおよび他のマイ

コバクテリアは、非常に有効なアジュバントであり、そしてマイコバクテリアに

対する免疫応答は、広汎に研究されている。ほぼ２０億の免疫によって、ＢＣＧ

は、ヒトにおいて安全な使用の長期記録を有する（Ｌｕｅｌｍｏ，１９８２；Ｌ

ｏｔｔｅら、１９８４）。ＢＣＧは、誕生時に与えられ得る数少ないワクチンの

一つであり、ＢＣＧは、単回用量のみで長期免疫応答を発生させ、そしてＢＣＧ

ワクチン接種における経験を通じて世界的に分配されたネットワークが存在する

。例示的ＢＣＧワクチンは、ＴＩＣＥ（登録商標）ＢＣＧとして販売されている

（Ｏｒｇａｎｏｎ  Ｉｎｃ．，Ｗｅｓｔ  Ｏｒａｎｇｅ，ＮＪ）。

      【０１５４】

  本発明の代表的実施において、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ  ｂｏｖｉｓ  Ｂ

ＣＧの細胞は、当該分野において公知の方法によって増殖されそして採取される

。例えば、それらは、Ｓａｕｔｏｎ培地においてまたはＤｕｂｏｓ培地における

分散培養物を含む醗酵容器中で表面ペリクラとして増殖し得る（Ｄｕｂｏｓら、

１９４７；Ｒｏｓｅｎｔｈａｌ，１９３７）。すべての培養物は、約３７℃での

１４日間のインキュベーション後、採取される。ペリクラとして増殖した細胞は

、白金ループを用いることにより採取され、他方、醗酵器からのものは、遠心分

離または接線方向流れ濾過によって採取される。採取された細胞は、水性滅菌緩

衝培地中に再懸濁される。代表的な懸濁物は、約２×１０10細胞／ｍｌから約２

×１０12細胞／ｍｌヲ含む。この細胞懸濁物に対して、ＢＣＧ細胞カバー物質を

破壊する選択された酵素を含む滅菌溶液が添加される。得られる懸濁物は、例え

ば、攪拌してＢＣＧ生物の最大の分散を確保することによって振盪される。その

後、より濃縮された細胞懸濁物が調製され、そしてその濃縮物における酵素は、

代表的に水性緩衝液を用いて洗浄すること、接線方向流れの濾過のような公知の

技術を使用することによって除去される。酵素なし細胞は、バイアル、アンプル
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などに充填され、そして凍結乾燥された後に、凍結保護剤溶液を用いて最適な免

疫学的濃縮物に調整され、ＢＣＧワクチンを得、これを、水での再構成の際に、

免疫のために用意ができている。

      【０１５５】

  両親媒性および表面活性薬剤（例えば、サポニンおよびＱＳ２１（Ｃａｍｂｒ

ｉｄｇｅ  Ｂｉｏｔｅｃｈ）のような誘導体）は、本発明の免疫原を用いた使用

のための好ましいアジュバントのさらに別の群を形成する。非イオン性ブロック

コポリマー表面活性剤（Ｒａｂｉｎｏｖｉｃｈら、１９９４；Ｈｕｎｔｅｒら、

１９９１）もまた、使用され得る。Ｙａｍａｍｏｔｏら（１９８８）に記載され

るようなオリゴヌクレオチドは、別の有用な群のアジュバントである。Ｑｕｉｌ

  Ａおよびレンチネンは、アジュバントの現在好ましいリストを補充する。薬剤

の各々および以下に記載されるエンドトキシンは、アジュバントとして周知であ

るが、これらの化合物は、本明細書に記載されるように、標的細胞の膜へはこれ

までに取り込まれていない。

      【０１５６】

  本発明における使用のために好ましい１つの群のアジュバントは、脱毒性化し

たトキシンである（例えば、米国特許第４，８６６，０３４号にの精製した脱毒

性化エンドトキシン）。これらの精製された脱毒性化したエンドトキシンは、哺

乳動物におけるアジュバント応答を生成するために有効である。

      【０１５７】

  脱毒性化されたエンドトキシンは、他のアジュバントと組み合わされて、多価

アジュバントを取り込んだ細胞を調製し得る。トレハロースジミコレートと脱毒

性化エンドトキシンとの組合せが米国特許第４，４３５，３８６号に記載される

ように企図されている。トレハロースジミコレートおよびエンドトキシン性糖脂

質との脱毒性化エンドトキシンの組合せもまた企図される（米国特許第４，５０

５，８９９号）。同様に、細胞壁骨格（ＣＷＳ）またはＣＷＳおよびトレハロー

スジミコレートとの脱毒性化エンドトキシンとの組合せもまた、米国特許第４，

４３６，７２７号、同第４，４３６，７２８号および同第４，５０５，９００号

に記載されるように企図される。単なるＣＷＳとトレハロースジミコレートとの
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組合せ（脱毒性化エンドトキシンを含まない）もまた有用であることが意図され

る（米国特許第４，５２０，０１９号に記載される）。

      【０１５８】

  本発明における使用のために特に好ましいアジュバントの１つの群は、ＤＮＡ

またはＲＮＡによってコードされ得るものである。そのようなアジュバントは、

その抗原をコードするＬＥＥまたはＣＥＥにおいて、または別個のＬＥＥもしく

はＣＥＥのベクターとして、または伝統的なプラスミドもしくは他の構築物とし

てコードされ得る。アジュバントをコードするこれらの核酸は、例えば、脂質も

しくはリポソームを用いて直接送達され得る。抗原をコードするＬＥＥまたはＣ

ＥＥはまた、脂質またはリポソームにおいてタンパク質性アジュバントとともに

処方され得る。

      【０１５９】

  種々のアジュバントは、ヒトにおいて一般には使用されないものでさえなお、

動物において使用され得る。ここで、例えば、抗体を惹起するか、または活性化

されたＴ細胞を次に得ることが望まれる。そのアジュバントまたはその細胞のい

ずれかから生じ得る毒性または他の有害効果（例えば、非照射腫瘍細胞を用いて

生じ得るようなもの）は、そのような環境とは無関係である。

      【０１６０】

  ワクチンは、注射（例えば、皮下、皮内または筋肉内）によって非経口的従来

通り投与され得る。多くの場合において、多数の投与のワクチンを有することが

所望され、通常６回のワクチン接種を超えず、より通常には４回のワクチン接種

を超えず、そして好ましくは１回以上であり、通常は少なくともおよそ３回のワ

クチン接種である。ワクチン接種は、通常２から１２週間の間隔で、より通常に

は３から５週間の間隔である。１から５年（通常３年）の間隔での周期的追加免

疫が、抗体の保護レベルを維持するために所望される。

      【０１６１】

  （Ｌ．免疫学的試薬）

  本発明の特定の局面において、発現されたＯＲＦに対する１つ以上の抗体を生

成し得る。これらの抗体は、本明細書において以下に記載される、種々の診断ま
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たは治療上の適用において使用され得る。

      【０１６２】

  本明細書において使用される用語「抗体」は、ＩｇＧ，ＩｇＭ，ＩｇＡ，Ｉｇ

ＤおよびＩｇＥのような任意の免疫学的結合因子を広汎にいうことが意図される

。一般に、ＩｇＧおよび／またはＩｇＭが好ましい。なぜなら、これらは、生理

学敵情強において最も一般的な抗体であり、そしてそれらは研究室の条件で最も

容易に作製されるからである。

      【０１６３】

  用語「抗体」は、抗原結合領域を有する抗体用分子をいうように使用され、そ

してＦａｂ’、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）2、単鎖ドメイン抗体（ＤＡＢ）、Ｆｖ、

ｓｃＦｖ（単鎖Ｆｖ）などのような抗体フラグメントを包含する。種々の抗体ベ

ースの構築物およびフラグメントを調製および用いるための技術は、当該分野に

おいて周知である（例えば、以下を参照のこと：Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：  Ａ  

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ

  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，１９８８；これは、本明細書において参考として援用

される）。

      【０１６４】

  モノクローナル抗体（ＭＡｂ）は、特定の利点を有することが認識される（例

えば、再現性および大規模生産）。そして、それらの使用が一般に好ましい。従

って、本発明は、ヒト、マウス、サル、ラット、ハムスター、ラビットおよびニ

ワトリでさえの起源のモノクローナル抗体を提供する。試薬の調製の容易さおよ

び容易な入手可能性に起因して、マウスモノクローナル抗体がしばしば好ましい

。

      【０１６５】

  しかし、「ヒト化」抗体もまた企図され、同じように、ヒト定常ドメインおよ

び／もしくは可変ドメインを有する、マウス、ラット、または他の種からのキメ

ラ抗体、二機能性抗体、組み換えおよび操作された抗体ならびにそれらのフラグ

メントも企図される。その患者の歯科疾患に対する「カスタム改変」された抗体

の開発のための方法も同様に公知であり、そしてそのようなカスタム改変された
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抗体もまた企図される。

      【０１６６】

  モノクローナル抗体（ＭＡｂ）を生成するための方法は、一般に、ポリクロー

ナル抗体のための株と同じ株で始められる。手短には、ポリクローナル抗体は、

本発明に従うＬＥＥまたはＣＥＥの組成物で動物を免役すること、およびその免

役された動物から抗血清を収集することによって調製される。

      【０１６７】

  広汎な動物種が、抗血清の生成のために使用され得る。代表的には、抗血清の

生成のために使用される動物は、ラビット、マウス、ラット、ハムスター、モル

モットまたはヤギである。動物の選択は、操作の容易さ、コストまたは所望され

る血清量に依存して決定され得る。これらは、当業者に公知である。

      【０１６８】

  また、当業者に周知であるように、特定の免疫源組成物の免疫原性は、アジュ

バントとして知られる免疫応答の非特異的刺激因子の使用によって増強され得る

。適切なアジュバントとしては、以下が挙げられる：すべての受容可能な免疫刺

激性化合物（例えば、サイトカイン、ケモカイン、補因子、毒素、合成組成物ま

たはＬＥＥもしくはＣＥＥをコードするそのようなアジュバント。

      【０１６９】

  使用され得るアジュバントとしては以下が挙げられる：ＩＬ-１、ＩＬ-２、Ｉ

Ｌ-４、ＩＬ-７、Ｍ-１２、γ-インターフェロン、ＧＭＣＳＰ、ＢＣＧ、水酸化

アルミニウム、ＭＤＰ化合物（例えば、ｔｈｕｒ-ＭＤＰおよびｎｏｒ-ＭＤＰ、

ＣＧＰ（ＭＴＰ-ＰＥ）、リピドＡ、および一リン酸化リピドＡ（ＭＰＬ）。細

菌からの３つの成分、ＭＰＬ、トレハロースジミコレート（ＴＤＭ）および細胞

壁骨格（ＣＷＳ）を２％スクアレン／Ｔｗｅｅｎ８０エマルジョン中に含むＲＩ

ＢＩが企図される。ＭＨＣ抗原でさえ使用され得る。例示的でしばしば好ましい

アジュバントとしては、以下が挙げられる：完全フロイントアジュバント（殺傷

されたＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ  ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓを含む免疫応答

の非特異性刺激因子）、不完全フロイントアジュバントおよび水酸化アルミニウ

ムアジュバント。
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      【０１７０】

  アジュバントに加えて、Ｔ細胞免疫を上方調節または抑制細胞活性を下方調節

することが示されている生物学的応答の改変体（ＢＲＭ）を同時投与することが

好ましくあり得る。そのようなＢＲＭとしては、以下が挙げられるがそれらに限

定されない：シメチジン（ＣＩＭ；１２００ｍｇ／ｄ）（Ｓｍｉｔｈ／Ｋｌｉｎ

ｅ，ＰＡ）；低用量シクロホスファミド（ＣＹＰ；３００ｍｇ／ｍ2）（Ｊｏｈ

ｎｓｏｎ／Ｍｅａｄ，ＮＪ）、サイトカイン（例えば、γ－インターフェロン、

ＥＬ－２またはＩＬ－１２あるいは免疫ヘルパー機能に関与するタンパク質（例

えば、Ｂ－７）をコードする遺伝子。

      【０１７１】

  ポリクローナル抗体の生産において使用される免疫原組成物の量は、その免疫

原の性質および免疫のために使用される動物に依存して変動する。種々の経路を

使用して、免疫原を投与し得、これらには以下が含まれるがそれらに限定されな

い：皮下、筋肉内、皮内、上皮内、静脈内、および腹膜内。ポリクローナル抗体

の産生は、免疫後に、免役された動物の血液を種々の点でサンプリングすること

によってモニタリングされ得る。

      【０１７２】

  第二の追加免疫用量（例えば、注射において提供される）もまた与えられ得る

。追加免疫および滴定のプロセスは、適切な力価が達成されるまで反復される。

所望されるレベルの免疫原性が得られるとき、その免疫動物から採血され得、そ

してその血清が単離および格納され得、そして／あるいはその動物は、ＭＡｂを

生成するために使用され得る。

      【０１７３】

  ラビットポリクローナル抗体の生成について、その動物は、耳静脈または代替

的に心臓窃孔によって採血され得る。取り出された血液を凝固させ、次いで遠心

分離して細胞全体および血餅から血清成分を分離する。その血清は、種々の適用

について同様に使用され得、または他に、所望の抗体画分周知方法（例えば、別

の抗体、固体支持体に結合したペプチドを用いたアフィニティークロマトグラフ

ィー（または例えば、プロテインＡまたはプロテインＧのクロマトグラフィーを
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用いる））によって精製され得る。

      【０１７４】

  ＭＡｂは、周知の技術の使用を通じて容易に調製され得る（例えば、米国特許

第４，１９６，２６５号において例示されるもの、これは、本明細書において参

考として援用される）。代表的に、この技術は、適切な動物を、選択された免疫

原組成物（例えば、精製されたまたは部分精製されたタンパク質、ポリペプチド

、ペプチドもしくはドメイン）（野生型組成物であれ、変異組成物であれ）で免

役することを包含する。免疫組成物は、抗体生成細胞を刺激するに有効な様式で

投与される。

      【０１７５】

  モノクローナル抗体（ＭＡｂ）を生成するための方法は、一般に、ポリクロー

ナル抗体を調製するための株と同じ株で始められる。マウスおよびラットのよう

な齧歯類が好ましい動物であるが、ラビット、ヤギまたはカエルの細胞の使用も

また可能である。ラットの使用は、特定の利点を提供する（Ｇｏｄｉｎｇ，１９

８６，ｐｐ．６０－６１）が、マウスが好ましい。ここで、ＢＡＬＢ／ｃマウス

が最も好ましい。なぜなら、これは、最も慣用的に使用され、そして一般に、よ

り高いパーセントの安定な融合物を与えるからである。

      【０１７６】

  その動物に、上記に一般的に記載されるように抗原を注射する。その抗原は、

アジュバント（例えば、フロイントの完全または不完全のアジュバント）と混合

され得る。同じ抗原またはその抗原をコードするＤＮＡでの追加免疫投与は、お

よそ２週間の間隔で行う。

      【０１７７】

  免疫後、抗体を生成する可能性を有する体細胞（特に、Ｂリンパ球（Ｂ細胞）

）は、ＭＡｂ抗原生成プロトコルにおいて使用するために選択される。これらの

細胞は、生検された脾臓、扁桃体またはリンパ節から入手され得、あるいは、末

梢血サンプルから入手され得る。脾臓細胞および末梢血細胞が好ましい。前者に

ついては、それらが分裂中の形質芽球段階にある抗体産生細胞が豊富である供給

源であるからであり、そして後者については、末梢血が容易にアクセス可能であ
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るからである。

      【０１７８】

  しばしば、あるパネルの動物が免役され、そして最も高い抗体力価の動物の脾

臓が取り出され、そしてその脾臓リンパ球が、その脾臓をシリンジを用いて均質

化することによって得られる。代表的に、免役されたマウスからの脾臓は、およ

そ５×１０7から２×１０8のリンパ球を含む。

      【０１７９】

  次いで、免役された動物からの抗体産生Ｂリンパ球は不死化された骨髄細胞の

細胞（一般に、免役された動物と同じ種のもの）と融合される。ハイブリドーマ

生成融合手順での使用のために適切な骨髄細胞株は好ましくは、非抗体産生であ

り、高度の融合効率を有し、そして次いで、所望の融合細胞（ハイブリドーマ）

のみの増殖を支持する特定の選択培地中で増殖し得なくさせる酵素欠損を有する

。

      【０１８０】

  任意の多数の骨髄細胞が使用され得、これらは当業者に公知である（Ｇｏｄｉ

ｎｇ，ｐｐ．６５-６６，１９８６；Ｃａｍｐｂｅｌｌ，ｐｐ．７５-８３，１９

８４）が引用する）。例えば、免役された動物がマウスである場合、以下を使用

し得る：Ｐ３-Ｘ６３／Ａｇ８，Ｘ６３-Ａｇ８．６５３、ＮＳ  Ｉ／Ｉ．Ａｇ  

４  １、Ｓｐ２１０-Ａｇｌ４、ＦＯ、ＮＳＯ／Ｕ、ＭＰＣ-１  １、ＭＰＣＩ  

Ｉ-Ｘ４５-ＧＴＧ１．７およびＳ  １９４／５ＸＸ０  Ｂｕｌ；ラットについて

、以下を使用し得る：Ｒ２１０－ＲＣＹ３，Ｙ３-Ａｇ  １  ３，ＩＲ９８３Ｆ

および４Ｂ２１０；ならびにヒト細胞融合物に関しては、Ｕ-２６６，ＧＭ１５

００-ＧＲＧ２，ＬＩＣＲ-ＬＯＮ-ＨＭｙ２およびＵＣ７２９-６はすべて有用で

ある。

      【０１８１】

  １つの好ましいマウス骨髄細胞は、ＮＳ-１骨髄細胞株（Ｐ３-ＮＳ  Ａｇ４-

１とも呼ばれる）であり、これは、ＮＩＧＭＳ  Ｈｕｍａｎ  Ｇｅｎｅｔｉｃ  

Ｍｕｔａｎｔ  Ｃｅｌｌ  Ｒｅｐｏｓｉｔｏｒｙから、細胞株預託番号ＧＭ３５

７３を請求することにより容易に入手可能である。使用され得る別のマウス骨髄
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細胞株は、８－アザグアニン耐性マウスのマウス骨髄細胞ＳＰ２／０非プロデュ

ーサー細胞株である。

      【０１８２】

  抗体産生脾臓またはリンパ節細胞と骨髄細胞とのハイブリッドを生成するため

の方法は、通常、体細胞と、骨髄細胞とを２：１の比率で混合することを包含す

るが、その比率は、細胞膜の融合を促進する因子（単数または複数（化学的また

は電気的）の存在下で、それぞれ約２０：１から約１：１の間を変動し得る。Ｓ

ｅｎｄａｉウイルスを用いた融合方法は、ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ

（１９７５；１９７６）に記載され、そしてポリエチレングリコール（ＰＥＧ）

（例えば、３７％（ｖ／ｖ）ＰＥＧを用いる方法は、Ｇｅｆｔｅｒら、（１９７

７）により記載される。電気的に誘導される融合方法の使用もまた適切である（

Ｇｏｄｉｎｇ  ｐｐ．７１-７４，１９８６）。

      【０１８３】

  融合手順は通常、低い頻度（約１×１０-6から１×１０-8）で生存ハイブリッ

ドを生成する。しかし、これは、問題を提示しない。なぜなら、生存の融合され

たハイブリッドが親の融合されていない細胞（特に、通常あいまいに分化を続け

る非融合骨髄細胞）からは、選択培地中で培養することによっては分化しないか

らである。選択培地は、一般に、組織培養培地中でヌクレオチドのデノボ合成を

ブロックする薬剤を含むものである。例示的かつ好ましい薬剤は、アミノプテリ

ン、メトトレキサート、およびアザセリンである。アミノプテリンおよびメトト

レキサートは、プリンおよびピリミジンの両方のデノボ合成をブロックし、他方

、アザセリンは、プリン合成のみをブロックする。アミノプテリンまたはメトト

レキサートが使用される場合、その場合は、培地はヒポキサンチンおよびチミジ

ンをヌクレオチドの供給源として補充される（ＨＡＴ培地）。アザセリンが使用

される場合、その培地には、ヒポキサンチンが補充される。

      【０１８４】

  好ましい選択培地はＨＡＴである。ヌクレオチドサルベージ経路を作動し得る

細胞のみがＨＡＴ培地中を生存し得る。骨髄細胞は、サルベージ経路の重要な酵

素を欠損している（例えば、ヒポキサンチンホスホリボシルトランスフェラーゼ
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（ＨＰＲＴ）。そして、それらは、生存し得ない。Ｂ細胞は、この経路を作動し

得るが、それらは、培養物中の生命スパンに限定され、そして一般に、２週間で

死滅する。従って、選択培地中で生存し得る唯一の細胞は、骨髄細胞およびＢ細

胞から形成されたハイブリッドである。

      【０１８５】

  この培養工程は、特定のハイブリドーマが選択されるハイブリドーマの集団を

提供する。代表的に、ハイブリドーマの選択は、マイクロタイタープレート中の

単一クローン希釈によって細胞を培養すること、続いてその個々のクローン上清

（２から３週間後）その所望される反応性について試験することにより行われる

。このアッセイは、感度がよく、単純でかつ迅速であるべきである（例えば、放

射免疫アッセイ、酵素免疫アッセイ、細胞傷害性アッセイ、プラークアッセイ、

ドット免疫結合アッセイなど）。

      【０１８６】

  次いで、選択したハイブリドーマを連続稀釈し、別々の抗体産生細胞株にクロ

ーニングした。次いで、このクローンを永続的に増殖させＭＡｂを提供させし得

る。この細胞株は、２つの基本的な方法においてＭＡｂ産生のために開発され得

る。第１としては、ハイブリドーマのサンプルを、もとの融合のための体細胞お

よびミエローマ細胞を提供するために用いられた型の組織適合性動物（例えば、

同系マウス）に（しばしば、腹腔に）注入し得る。必要に応じて、動物を炭水化

物、特にプリスタン（テトラメチルペンタデカン）のようなオイルでプライムし

、その後注射する。注射された動物は、融合された細胞ハイブリドーマにより産

生された特定のモノクローナル抗体を分泌する腫瘍を発達させる。次いで、この

動物の体液（例えば、血清または腹水）を取り、高濃度のＭＡｂを獲得し得る。

第２としては、個々の細胞株は、インビトロで培養され得る。ここで、ＭＡｂは

、培養培地中に分泌され、ここからＭＡｂが高濃度で容易に得られ得る。

      【０１８７】

  いずれかの手段により産生されたＭＡｂは、所望の場合、濾過、遠心分離およ

び種々のクロマトグラフィー方法（例えば、ＨＰＬＣまたはアフィニティークロ

マトグラフィー）を用いて、さらに精製され得る。本発明のモノクローナル抗体
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のフラグメントは、酵素（例えば、ペプシンまたはパパイン）での消化を含む方

法によって、および／または化学的還元によるジスルフィド結合の切断によって

、そのように産生されたモノクローナル抗体から得られ得る。あるいは、本発明

に包含されるモノクローナル抗体フラグメントは、自動ペプチドシンセサイザー

を用いて合成され得る。

      【０１８８】

  モノクローナル抗体を生成するのに、分子クローニングアプローチが用いられ

得ることがまた意図される。１実施形態において、免疫した動物の脾臓から単離

したＲＮＡから、コンビナトリアル免疫グロブリンファージミドライブラリーを

調製する。そして、抗原を発現する細胞およびコントロール細胞を用いるパニン

グ（ｐａｎｎｉｎｇ）により、適切な抗体を発現するファージミドを選択する。

従来のハイブリドーマ技術を上回るこのアプローチの利点は、１回で、およそ１

０4倍多い抗体が産生されそしてスクリーニングされ得ること、そしてＨ鎖およ

びＬ鎖の組み合わせにより新しい種が生成され、これはさらに適切な抗体を見出

す機会を増大するということである。別の実施例において、無細胞系を用いてイ

ンビトロで抗原を産生するために、ＬＥＥまたはＣＥＥが、用いられ得る。これ

らは、単鎖抗体ライブラリーをスキャンニングするための標的として用いられ得

る。このことにより、動物の使用なしに、多くの異なる抗体が非常に迅速に同定

され得る。

      【０１８９】

  あるいは、本発明により包含されるモノクローナル抗体フラグメントは、自動

ペプチドシンセサイザーを用いてか、またはＥ．ｃｏｌｉにおける全長遺伝子ま

たは遺伝子フラグメントの発現により、合成され得る。

      【０１９０】

  （１．抗体結合体）

  本発明はさらに、抗体結合体を形成するために少なくとも１つの因子に連結し

た、ＯＲＦ転写メッセージおよび翻訳タンパク質、ポリペプチドおよびペプチド

に対する、概してモノクローナル型の、抗体を提供する。診断薬または治療薬と

してのモノクローナル抗体の有効性を増大するため、少なくとも１つの所望の分
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子または部分を結合させるか、共有結合させるか、または複合することが通常で

ある。このような分子または部分は、少なくとも１つのエフェクター分子または

レポーター分子であり得るがそれに限定されない。エフェクター分子は、所望の

活性（例えば、細胞傷害性活性）を有する分子を含む。抗体に結合したエフェク

ター分子の非限定的な例としては、トキシン（毒素）、抗腫瘍因子、治療酵素、

放射線標識ヌクレオチド、抗ウイルス剤、キレート剤、サイトカイン、成長因子

、およびオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドが挙げられる。対照的に、

レポーター分子は、１アッセイを用いて検出され得る任意の部分として規定され

る。抗体に結合したレポーター分子の非限定的な例としては、酵素、放射線標識

、ハプテン、蛍光標識、燐光性分子、化学発光分子、発色団、蛍光分子、光親和

性分子、有色粒子、またはリガンド、例えばビオチンが挙げられる。

      【０１９１】

  十分な選択性、特異性または親和性の抗体が、抗体結合体のための基礎として

使用され得る。このような特性は、当業者に公知の従来の免疫学的スクリーニン

グ方法論を用いて評価され得る。基準抗原結合部位に加えて、抗体分子における

生物学的に活性な分子に対する結合のための部位としては、病原体、Ｂ細胞スー

パー抗原、Ｔ細胞共レセプターＣＤ４およびＨＩＶ－１エンベロープに結合し得

る可変ドメイン中に存在する部位が挙げられる（Ｓａｓｓｏら、１９８９；Ｓｈ

ｏｒｋｉら、１９９１；Ｓｉｌｖｅｒｍａｎｎら、１９９５；Ｃｌｅａｒｙら、

１９９４；Ｌｅｎｅｒｔら、１９９０；Ｂｅｒｂｅｒｉａｎら、１９９３；Ｋｒ

ｅｉｅｒら、１９９１）。さらに、可変ドメインは、抗体自己結合に関与し（Ｋ

ａｎｇら、１９８８）、そして抗－抗体により認識されるエピトープ（イディオ

タイプ）を含む（Ｋｏｈｌｅｒら、１９８９）。

      【０１９２】

  抗体結合体の特定の実施例は、抗体が検出可能標識に結合するような結合体で

ある。「検出可能標識」は、その特定の機能的特性、および／または化学的特徴

、により検出され得る化合物および／またはエレメントである。その使用により

、所望の場合、それが結合された抗体が、検出され、そして／またはさらに定量

されることを可能にする。別のこのような実施例は、細胞傷害性薬剤または抗細
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胞剤に結合した抗体を含む結合体の形成であり、そして「免疫毒素（イムノトキ

シン）」と呼ばれ得る。

      【０１９３】

  抗体結合体は、一般に診断薬としての使用に好ましい。抗体診断薬は、一般に

２つのクラスに分けられる。この２つは、インビトロ診断（例えば、種々の免疫

アッセイ（イムノアッセイ））における使用のためのもの、および／またはイン

ビボ診断プロトコールにおける使用のためのもの（一般に、「抗体指向性画像化

（ａｎｔｉｂｏｄｙ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ  ｉｍａｇｉｎｇ）」として知られる）

である。

      【０１９４】

  多くの適切な画像化剤が、抗体へのその結合のための方法がそうであるように

、当該分野で公知である（それぞれ、参考として本明細書において援用される，

例えば、米国特許第５，０２１，２３６号；同第４，９３８，９４８号を参照の

こと）。用いられる画像化部分は、常磁性造影剤；放射活性同位元素；蛍光色素

；ＮＭＲ－検出可能物質；Ｘ線撮影であり得る。

      【０１９５】

  常磁性造影剤の場合、例として、クロム（ＩＩＩ）、マグネシウム（ＩＩ）、

鉄（ＩＩＩ）、コバルト（ＩＩ）、ニッケル（ＩＩ）、銅（ＩＩ）、ネオジミウ

ム（ＩＩＩ）、サマリウム（ＩＩＩ）、イッテルビウム（ＩＩＩ）、ガドリニウ

ム（ＩＩＩ）、バナジウム（ＩＩ）、テルビウム（ＩＩＩ）、ジスプロシウム（

ＩＩＩ）、ホルビウム（ＩＩＩ）および／またはエルビウム（ＩＩＩ）が挙げら

れるが、ガドリニウムが特に好ましい。他の状況（例えば、Ｘ線撮影）で有用な

イオンとしては、限定しないが、ランタン（ＩＩＩ）、金（ＩＩＩ）、鉛（ＩＩ

）および特にビスマス（ＩＩＩ）が挙げられる。

      【０１９６】

  治療的適用および/または診断的適用のための放射性同位体の場合、アスタチ

ン211、14炭素、51クロム、36塩素、57コバルト、58コバルト、銅67、152Ｅｕ、

ガリウム67、3水素、ヨウ素123、ヨウ素125、ヨウ素131、インジウム111、59鉄

、32リン、レニウム186、レニウム188、75セレン、35イオウ、テクネチウム（ｔ
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ｅｃｈｎｉｃｉｕｍ）99m、および/またはイットリウム90が挙げられ得る。125

Ｉは、しばしば、特定の実施形態における用途に好ましく、そしてイットリウム

90およびインジウム111はまた、しばしば、それらの低いエネルギーおよび安定

性により、長期検出に好ましい。本発明の放射性標識モノクローナル抗体は、当

該分野で周知の方法に従って産生され得る。例えば、モノクローナル抗体は、ヨ

ウ化ナトリウムおよび/またはヨウ化カリウム、ならびに化学酸化剤（例えば、

次亜塩素酸ナトリウム）、または酵素酸化剤（例えば、ラクトペルオキシダーゼ

）との接触によりヨウ素化され得る。本発明に従うモノクローナル抗体は、リガ

ンド交換プロセスにより（例えば、スズ溶液を用いて過テクネチウム酸を還元し

、Ｓｅｐｈａｄｅｘカラムに還元したテクネチウムをキレート化し、そしてこの

カラムに抗体をアプライすることにより）、テクネチウム99mで標識され得る。

あるいは、直接的標識技術が、例えば、過テクネチウム酸、還元剤（例えば、Ｓ

ＮＣＬ2）、緩衝溶液（フタル酸ナトリウム－カリウム溶液）、および抗体をイ

ンキュベートすることにより、用いられ得る。抗体に、金属イオンとして存在す

る放射性同位体を結合させるために、しばしば用いられる中間の官能基は、ジエ

チレントリアミン５酢酸（ＤＴＰＡ）またはエチレンジアミン４酢酸（ＥＤＴＡ

）である。

      【０１９７】

  結合体としての使用を意図される蛍光標識としては、Ａｌｅｘａ  ３５０、Ａ

ｌｅｘａ  ４３０、ＡＭＣＡ、ＢＯＤＩＰＹ６３０／６５０、ＢＯＤＩＰＹ  ６

５０／６６５、ＢＯＤＩＰＹ－ＦＬ、ＢＯＤＩＰＹ－Ｒ６Ｇ、ＢＯＤＩＰＹ－Ｔ

ＭＲ、ＢＯＤＩＰＹ－ＴＲＸ、カスケードブルー（Ｃａｓｃａｄｅ  Ｂｌｕｅ）

、Ｃｙ３、Ｃｙ５，６－ＦＡＭ、フルオレセインイソチオシアネート（Ｆｌｕｏ

ｒｅｓｃｅｉｎ  Ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ）、ＨＥＸ、６－ＪＯＥ、オレ

ゴングリーン（Ｏｒｅｇｏｎ  Ｇｒｅｅｎ）  ４８８、オレゴングリーン（Ｏｒ

ｅｇｏｎ  Ｇｒｅｅｎ）  ５００、オレゴングリーン（Ｏｒｅｇｏｎ  Ｇｒｅｅ

ｎ）  ５１４、パシフィックブルー（Ｐａｃｉｆｉｃ  Ｂｌｕｅ）、ＲＥＧ、ロ

ーダミングリーン（Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ  Ｇｒｅｅｎ）、ローダミンレッド（Ｒ

ｈｏｄａｍｉｎｅ  Ｒｅｄ）、レノグラフィン（Ｒｅｎｏｇｒａｐｈｉｎ）、Ｒ
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ＯＸ、ＴＡＭＲＡ、ＴＥＴ、テトラメチルローダミン（Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌ

ｒｈｏｄａｍｉｎｅ）、および/またはテキサスレッド（Ｔｅｘａｓ  Ｒｅｄ）

が挙げられる。

      【０１９８】

  本発明において意図される別の型の抗体結合体は、インビトロでの使用を主に

意図した抗体である。ここで、この抗体は、２次結合リガンドおよび/または色

素形成基質と接触する際に有色産物を生成する、酵素（酵素タグ）に連結される

。適切な酵素の例としては、ウレアーゼ、アルカリホスファターゼ、（西洋わさ

び）水素ペルオキシダーゼ、またはグルコースオキシダーゼが挙げられる。好ま

しい２次結合リガンドは、ビオチンおよび/またはアビジン、ならびにストレプ

トアビジンの化合物である。このような標識の使用は、当業者に周知であり、そ

して、例えば、米国特許第３，８１７，８３７号；同第３，８５０，７５２号；

同第３，９３９，３５０号；同第３，９９６，３４５号；同第４，２７７，４３

７号；同第４，２７５，１４９号および同第４，３６６，２４１号に記載される

（これらの各々は本明細書中で参考として援用される）。

      【０１９９】

  抗体に対する分子の部位特異的付着のなお別の公知の方法は、抗体のハプテン

ベースのアフィニティー標識との反応を含む。本質的に、ハプテンベースのアフ

ィニティー標識は、抗原結合部位中のアミノ酸と反応して、それによりこの部位

を破壊し、そして特定の抗原反応をブロックする。しかし、これは優位ではない

。なぜならば、これは抗体結合体による抗原結合の損失を生じるからである。

      【０２００】

  アジド基を含む分子をまた用いて、低強度紫外線により生成される、反応性ニ

トレン中間体を介してタンパク質に共有結合を形成し得る（Ｐｏｔｔｅｒおよび

Ｈａｌｅｙ，１９８３）。特に、プリンヌクレオチドの２－アジドアナログおよ

び８－アジドアナログは、租細胞抽出物におけるヌクレオチド結合タンパク質を

同定するために、部位特異的フォトプローブとして用いられている（Ｑｗｅｎｓ

およびＨａｌｅｙ、１９８７；Ａｔｈｅｒｔｏｎら、１９８５）。２－アジドヌ

クレオチド、および８－アジドヌクレオチドはまた、精製タンパク質のヌクレオ
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チド結合ドメインをマッピングするために用いられており（Ｋｈａｔｏｏｎら、

１９８９；Ｋｉｎｇら、１９８９；およびＤｈｏｌａｋｉａら、１９８９）、そ

して抗体結合剤として用いられ得る。

      【０２０１】

  いくつかの方法は、その結合体部分に対する抗体の付着または結合体化につい

て、当該分野で公知である。いくつかの付着方法は、例えば、抗体に結合した無

水ジエチレントリアミン５酢酸（ＤＴＰＡ）；エチレントリアミン４酢酸；Ｎ－

クロロ－ｐ－トルエンスルホンアミド；および/またはテトラクロロ－３α－６

α－ジフェニルグリコウリル－３のような有機キレート剤を用いる、金属キレー

ト複合体の使用に関する（米国特許第４，４７２，５０９号おいび同第４，９３

８，９４８号、これらの各々は本明細書中で参考として援用される）。モノクロ

ーナル抗体はまた、カップリング剤（例えば、グルタルアルデヒドまたは過ヨウ

素酸）の存在下で酵素と反応され得る。蛍光マーカーを有する結合体は、これら

のカップリング剤の存在下か、またはイソチオシアネートとの反応により調製さ

れる。米国特許第４，９３８，９４８号において、乳癌のイメージングは、モノ

クローナル抗体を使用して達成され、そして検出可能なイメージング部分は、リ

ンカー（例えば、メチル－ｐ－ヒドロキシベンズイミデートまたはＮ－スクシン

イミジル－３－（４－ヒドロキシフェニル）プロピオネートを用いて抗体に結合

される。

      【０２０２】

  他の実施形態では、抗体結合部位を変化しない反応条件を用いて、免疫グロブ

リンのＦｃ領域にスルフヒドリル基を選択的に導入することによる免疫グロブリ

ンの誘導体化が意図される。この方法論に従って生成される抗体結合体は、改善

された寿命、特異性および感度を示すことが開示される（米国特許第５，１９６

，０６６号、本明細書中で参考として援用される）。エフェクター分子またはレ

ポーター分子の部位特異的付着（ここで、このレポーター分子またはエフェクタ

ー分子は、Ｆｃ領域における糖質残基に結合体化される）はまた、文献に開示さ

れている（Ｏ’Ｓｈａｎｎｅｓｓｙら、１９８７）。このアプローチは、現在臨

床的評価にある、診断的かつ治療的に有望な抗体を生成することが報告されてい
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る。

      【０２０３】

  （２．免疫検出法）

  なおさらなる実施形態では、本発明は、生物学的成分（例えば、ＯＲＦ発現メ

ッセージ、タンパク質、ポリペプチドまたはペプチド）を結合する、精製する、

除去する、定量する、および/またはそれ以外で一般的に検出するための免疫検

出方法に関する。いくつかの免疫検出法としては、いくつかを挙げると、酵素結

合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、免疫放

射線アッセイ、蛍光イムノアッセイ、化学発光アッセイ、生物発光アッセイ、お

よびウェスタンブロットが挙げられる。種々の有用な免疫件検出法の工程は、科

学文献に記載されている（例えば、Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ  ＭＨおよびＢｅｎ－Ｚ

ｅｅｖ  Ｏ、１９９９；Ｇｕｌｂｉｓ  ＢおよびＧａｌａｎｄ  Ｐ、１９９３；

Ｄｅ  Ｊａｇｅｒ  Ｒら、１９９３；およびＮａｋａｍｕｒａら、１９８７、こ

れらの各々は本明細書中で参考として援用される）。

      【０２０４】

  一般に、免疫結合（ｉｍｍｕｎｏｂｉｎｄｉｎｇ）方法は、ＯＲＦ発現メッセ

ンジャー、ならびに／あるいはタンパク質、ポリペプチドおよび／またはペプチ

ドを含むことが疑われるサンプルを得る工程、および本発明の方法に従って、こ

のサンプルと第１の抗ＯＲＦメッセンジャーおよび／または抗ＯＲＦ翻訳産物抗

体とを接触させる（場合によっては、免疫複合体の形成を可能にするに効果的な

条件下で）工程を包含する。

      【０２０５】

  これらの方法は、ＯＲＦメッセンジャー、タンパク質、ポリペプチドおよび／

またはペプチドを、オルガネラ、細胞、組織または生物体サンプルから精製する

ための方法を包含する。これらの例において、抗体が、抗原性のＯＲＦメッセン

ジャー、タンパク質、ポリペプチドおよび／またはペプチドの成分を、サンプル

から取り出す。この抗体は、好ましくは、固体支持体（例えば、カラムマトリク

スの形態での）に連結され、そしてこのＯＲＦメッセンジャー、タンパク質、ポ

リペプチドおよび／またはペプチドの抗原性成分を含むことが疑われるサンプル
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を、この固定された抗体に適用する。所望でない成分は、カラムから洗い流され

、この固定された抗体に免疫複合体化された、この溶出されるべき抗原を残す。

      【０２０６】

  免疫結合方法はまた、サンプル中の抗原成分の量を検出および定量するため、

ならびに結合プロセスの間に形成された任意の免疫複合体の検出および定量のた

めの方法を包含する。ここでは、抗原を含むことが疑われるサンプルを得て、そ

してこのサンプルと、このＯＲＦから産生された抗原に対する抗体とを接触させ

、次いで、特定の条件下で形成された免疫複合体の量を検出および定量する。

      【０２０７】

  抗原検出の点において、分析される生物学的サンプルは、抗原を含有すること

が疑われる任意のサンプル（例えば、組織切片または組織試料、ホモジナイズし

た組織抽出物、細胞、オルガネラ、任意の上記の抗原含有組成物の分離形態およ

び／または精製形態、あるいは細胞または組織と接触している任意の生物学的液

体（血液および／または血清を含む）でさえ、のような）であるが、組織サンプ

ルまたは組織抽出物が好ましい。

      【０２０８】

  この選択された生物学的サンプルと抗体とを、免疫複合体（一次免疫複合体）

の形成の形成を可能にするのに効果的な条件下かつ十分な時間の間で接触させる

ことは、一般的には、単に、この抗体組成物をこのサンプルに添加し、そしてこ

の抗体が、存在する任意のＯＲＦ抗原と免疫複合体を形成する（すなわち、その

ＯＲＦ抗原に結合する）のに十分に長い時間の間でこの混合物をインキュベート

することである。この時間の後に、サンプル－抗体組成物（例えば、組織切片、

ＥＬＩＳＡプレート、ドットブロットまたはウエスタンブロット）は、一般的に

、洗浄されて、任意の非特異的に結合された抗体種を除去し、一次免疫複合体内

に特異的に結合された、それらの抗体だけ検出されるのを可能にする。

      【０２０９】

  一般に、免疫複合体形成の検出は、当該分野で周知であり、そして多くのアプ

ローチの適用によって達成され得る。これらの方法は、一般に、標識またはマー

カー（例えば、任意のそれらの放射活性タグ、蛍光タグ、生物学的タグおよび酵
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素タグ）の検出に基づく。このような標識の使用に関する米国特許としては、米

国特許第３，８１７，８３７号；同第３，８５０，７５２号；同第３，９３９，

３５０号；同第３，９９６，３４５号；同第４，２７７，４３７号；同第４，２

７５，１４９号および同第４，３６６，２４１号（各々は、参照として本明細書

中に援用される）が挙げられる。もちろん、当該分野で公知のような、二次結合

リガンド（例えば、第２の抗体および／またはビオチン／アビジンリガンド結合

配置（ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ））の使用によって、さらなる利点を見出し得る

。

      【０２１０】

  検出に使用されるＯＲＦ抗原抗体は、それ自体で、検出可能な標識に連結され

、次いで、この標識を簡単に検出し、それによって、組成物中の一次免疫複合体

の量の決定を可能にする。あるいは、一次免疫複合体内に結合されている第１の

抗体は、この抗体に対する結合親和性を有する第２の結合リガンドによって検出

され得る。これらの場合において、この第２の結合リガンドは、検出可能な標識

に連結され得る。この第２の結合リガンドは、しばしば、それ自体が抗体であっ

て、従って、これは「二次」抗体と呼ばれ得る。一次免疫複合体は、この標識さ

れた二次結合リガンド（すなわち、抗体）と、二次免疫複合体の形成を可能にす

るのに効果的な条件下および十分な時間の間で接触される。次いで、この二次免

疫複合体は、一般に洗浄されて、任意の非特異的に結合された標識二次抗体（ま

たは、リガンド）を除去し、次いで、この二次免疫複合体における残った標識が

、検出される。

      【０２１１】

  さらなる方法は、２工程アプローチによる、一次免疫複合体の検出を包含する

。抗体に対する結合親和性を有する第２の結合リガンド（例えば、抗体）を使用

して、上記のように、二次免疫複合体を形成させる。洗浄後、この二次免疫複合

体を、この第２の抗体に対する結合親和性を有する第３の結合リガンドまたは抗

体と、再度、免疫複合体（三次免疫複合体）の形成を可能にするのに効果的な条

件下および十分な時間の間で接触させる。この第３のリガンドまたは抗体は、検

出可能な標識に連結され、このように形成された三次免疫複合体の検出を可能に
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する。この系は、シグナル増幅を、それが所望される場合に提供し得る。

      【０２１２】

  Ｃｈａｒｌｅｓ  Ｃａｎｔｏｒによって設計された免疫検出の１つの方法は、

２つの異なる抗体を使用する。第１工程のビオチン化モノクローナル抗体または

ビオチン化ポリクローナル抗体は、標的抗原を検出するために使用され、そして

次いで、第２工程の抗体が、この複合体化ビオチンに結合されているビオチンを

検出するために使用される。この方法において、試験されるサンプルは、最初に

、第１工程の抗体を含む溶液中でインキュベートされる。標的抗原が存在する場

合、その抗体のいくらかは、その抗原に結合して、ビオチン化抗体／抗原複合体

を形成する。次いで、この抗体／抗原複合体は、ストレプトアビジン（またはア

ビジン）、ビオチン化ＤＮＡ、および／または相補的ビオチン化ＤＮＡの連続溶

液中でインキュベートすることによって増幅される（各工程は、さらなるビオチ

ン部位をこの抗体／抗原複合体に付加する）。この増幅工程は、適切なレベルの

増幅が達成されるまで繰り返され、この時点で、このサンプルを、ビオチンに対

する第２工程の抗体を含む溶液中でインキュベートする。この第２工程の抗体は

、例えば、色素原基質を使用する組織酵素学によって、その抗体／抗原複合体の

存在を検出するために使用され得る酵素で、標識される。適切な増幅によって、

巨視的に観察される結合体が、生成され得る。

      【０２１３】

  免疫検出の別の公知の方法は、免疫ＰＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応）方法論を

利用する。このＰＣＲ法は、ビオチン化ＤＮＡとのインキュベーションまではＣ

ａｎｔｏｒ法と類似であるが、複数回のストレプトアビジンおよびビオチン化Ｄ

ＮＡインキュベーションに代って、このＤＮＡ／ビオチン／ストレプトアビジン

／抗体複合体は、その抗体を放出する、低ｐＨ緩衝液または高塩緩衝液で洗浄さ

れる。次いで、この得られた洗浄溶液を使用して、適切なコントロールと共に、

適切なプライマーを用いるＰＣＲ反応を行う。少なくとも理論上は、ＰＣＲの非

常に大きい増幅能力および特異性を利用して、単一の抗原分子を検出し得る。

      【０２１４】

  本発明の免疫検出方法は、状態（例えば、種々の疾患）の診断および予測にお
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ける明白な有用性を有し、ここで、特定のＯＲＦ（例えば、ウイルス感染細胞、

組織または生物のウイルスＯＲＦ）；癌特異的遺伝子産物などが発現される。こ

こで、ＯＲＦ発現産物に関与する特定の疾患を含む疑いのある、生物学的サンプ

ルおよび／または臨床的サンプルが使用される。しかし、これらの実施形態はま

た、非臨床的サンプルへの適用（例えば、ハイブリドーマの選択における抗原ま

たは抗体サンプルの滴定のような）を有する。

      【０２１５】

  疾患の種々の形態（例えば、癌のような）を有する患者の臨床的診断および／

またはモニタリングにおいて、癌特異的ＯＲＦ遺伝子産物の検出、および／また

は癌特異的遺伝子産物のレベルの変更が、正常な被験体由来の対応する生物学的

サンプルにおけるレベルと比較して、癌を有する患者を示す。しかし、当業者に

公知のように、このような臨床的診断は、この単離方法に基づいて、必ずしもな

される訳ではない。当業者は、生物マーカーの型および／または量における有意

な差（これは、陽性の同定を表す）、ならびに／あるいは生物マーカーの低いレ

ベルおよび／またはバックグラウンド変化との間の区別に非常に精通している。

実際に、バックグラウンドの発現レベルがしばしば用いられ、増加した検出が、

有意および／または陽性と評価される「カットオフ」を形成する。もちろん、任

意の免疫検出または治療における本発明の抗体は、当業者に公知である。

      【０２１６】

  （ａ．ＥＬＩＳＡ）

  上記で詳述したように、最も単純なセンスおよび／または直接的なセンスにお

けるイムノアッセイは、結合アッセイである。特定の好ましいイムノアッセイは

、当該分野で公知の酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）および／またはラ

ジオイムノアッセイの種々の型である。組織切片を使用する免疫組織化学的検出

はまた、特に有用である。しかし、検出が、このような技術に限定されず、そし

て／あるいはウエスタンブロッティング、ドットブロッティング、ＦＡＣＳ分析

などがまた、使用され得ることが容易に認識される。

      【０２１７】

  一つの例示的なＥＬＩＳＡにおいて、本発明の抗ＯＲＦメッセージおよび／ま
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たは抗ＯＲＦ翻訳産物抗体が、タンパク質親和性を示す選択された表面（例えば

、ポリスチレンマイクロタイタープレートにおけるウェル）上に固定化される。

次いで、抗原を含む疑いのある試験組成物（例えば、臨床的サンプル）が、ウェ

ルに添加される。結合、および／または非特異的結合免疫複合体を取り除くため

の洗浄後、結合した抗原を検出し得る。検出は、一般的に、検出可能な標識に結

合した別の抗ＯＲＦメッセージおよび／または抗ＯＲＦ翻訳産物抗体の添加によ

って達成される。ＥＬＩＳＡのこの型は、単純な「サンドイッチＥＬＩＳＡ」で

ある。検出はまた、第二の抗ＯＲＦメッセージおよび／または抗ＯＲＦ翻訳産物

抗体の添加によって達成され得、その後、二次抗体への結合親和性を有する第三

の抗体を添加し、三次抗体は、検出可能な標識に結合する。

      【０２１８】

  別の例示的なＥＬＩＳＡにおいて、抗原を含む疑いのあるサンプルが、ウェル

表面上に固定化され、そして／あるいは、次いで、本発明の抗ＯＲＦメッセージ

および／または抗ＯＲＦ翻訳産物抗体と接触する。結合、および／または非特異

的結合免疫複合体を取り除くための洗浄後、結合した抗ＯＲＦメッセージおよび

／または抗ＯＲＦ翻訳産物抗体が検出される。第一の抗ＯＲＦメッセージおよび

／または抗ＯＲＦ翻訳産物抗体が、検出可能な標識に結合される場合、免疫複合

体は、直接検出され得る。再び、この免疫複合体は、第一の抗ＯＲＦメッセージ

および／または抗ＯＲＦ翻訳産物抗体への結合親和性を有する二次抗体を使用し

て検出され得、この二次抗体は、検出可能な標識に結合される。

      【０２１９】

  抗原が固定化される別のＥＬＩＳＡは、検出において、抗体競合の使用を含む

。このＥＬＩＳＡにおいて、抗原に対して標識された抗原がウェルに添加され、

この標識によって、結合および／または検出が可能になる。次いで、未知のサン

プル中の抗原の量を、コーティングされたウェルを用いたインキュベーションの

間、抗原に対して標識された抗体とサンプルを混合することによって決定する。

サンプル中の抗原の存在は、ウェルへの結合に利用できる抗原に対する抗体の量

を減少するように作用し、従って、最終的なシグナルを減少する。これはまた、

未知のサンプル中の抗原に対する抗体の検出に適しており、ここで、非標識化抗
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体は、抗原でコーティングされたウェルに結合し、そしてまた、標識化抗体の結

合に有効な抗原の量を減少する。

      【０２２０】

  利用される型式に関係なく、ＥＬＩＳＡは、共通の特定の特徴（例えば、コー

ティング、インキュベート、および結合、非特異的結合種を取り除くための洗浄

、および結合した免疫複合体の検出）を有する。これらを以下に記載する。

      【０２２１】

  抗原または抗体のいずれかを用いたプレートのコーティングにおいて、一般的

に、一晩または特定の時間のいずれかで、抗原または抗体の溶液でプレートのウ

ェルをインキュベートする。次いで、このプレートのウェルを、不完全に吸着さ

れた物質を取り除くために洗浄する。次いで、ウェルの任意の残りの有効な表面

を、試験抗血清に関しては、抗原性に中性である非特異的タンパク質で「コーテ

ィング」する。これらとしては、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、カゼインまた

は粉乳溶液が挙げられる。このコーティングにより、固定化表面上の非特異的吸

着部位のブロッキングが可能になり、従って、表面上への抗血清の非特異的結合

によって引き起こされるバックグラウンドを減少する。

      【０２２２】

  ＥＬＩＳＡにおいて、直接的な手順ではなく、二次的または三次的な検出手段

を使用することが、おそらくより通例である。従って、ウェルへのタンパク質ま

たは抗体の結合、バックグラウンドを減少するための非反応性物質でのコーティ

ング、および結合しない物質を取り除くための洗浄後、固定化表面を、免疫複合

体（抗原／抗体）形成に有効な条件下で、試験されるべき生物学的サンプルと接

触する。次いで、免疫複合体の検出が、標識された第二の結合リガンドまたは抗

体、および標識された三次抗体または第三の結合リガンドと組み合わせた第二の

結合リガンドまたは抗体を必要とする。

      【０２２３】

  「免疫複合体（抗原／抗体）形成に有効な条件下」は、好ましくは、ＢＳＡ、

ウシγグロブリン（ＢＧＧ）またはリン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）／Ｔｗｅ

ｅｎのような溶液で、抗原および／または抗体を希釈する工程を包含する条件を
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意味する。これらの付加された因子はまた、非特異的バックグラウンドの減少を

補助する傾向がある。

      【０２２４】

  「適切な」条件はまた、インキュベーションが、有効な結合を可能にするのに

十分な温度および時間であることを意味する。インキュベーション工程は、典型

的には、好ましくはおよそ２５℃～２７℃程度の温度で約１～２時間～４時間位

であるか、または約４℃位で一晩であり得る。

      【０２２５】

  ＥＬＩＳＡにおける全てのインキュベーション工程後、非複合体化物質を取り

除くために接触表面を洗浄した。好ましい洗浄手順は、ＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎのよ

うな溶液またはホウ酸緩衝液で洗浄する工程を包む。試験サンプルと元々結合し

ている物質との間の特定の免疫複合体の形成および引き続く洗浄の後、非常に少

量の免疫複合体の出現を決定し得る。

      【０２２６】

  検出手段を提供するために、二次抗体または三次抗体は、検出を可能にするた

めの付随する標識を有する。好ましくは、この標識は、適切な色素生産性基質と

共にインキュベートする際に発色を生じる酵素であり得る。従って、例えば、一

期間の間かつさらなる免疫複合体形成の発達に都合のよい条件下（例えば、ＰＢ

Ｓ－ＴｗｅｅｎのようなＰＢＳ含有溶液中の室温での２時間のインキュベーショ

ン）で、ウレアーゼ接合抗体、グルコースオキシダーゼ接合抗体、アルカリホス

ファターゼ接合抗体または水素オキシダーゼ接合抗体と第１および第２の免疫複

合体とを接触させるかインキュベートすることが望ましい。

      【０２２７】

  標識抗体とのインキュベーションおよび引き続く非結合物質の除去のための洗

浄後、例えば、色素生産性基質（例えば、ウレア、またはブロモクレゾールパー

プル、または２，２’－アジノ－ジ－（３－エチル－ベンズチアゾリン－６－ス

ルホン酸（ＡＢＴＳ））またはＨ2Ｏ2（酵素標識としてのペルオキシダーゼの場

合））とのインキュベーションにより、標識の量を定量した。次いで、定量化を

、例えば可視スペクトル分光光度計を使用して生成された色の程度を測定するこ
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とにより達成した。

      【０２２８】

  （ｂ．免疫組織化学）

  本発明の抗体をまた、免疫組織化学（ＩＨＣ）による研究のために調製された

新鮮な凍結組織ブロックおよび／またはホルマリン固定しパラフィン包埋した組

織ブロックの両方と共に使用し得る。これらの粒子状の検体から組織ブロックを

調製する方法は、種々の予後因子の以前のＩＨＣ研究において首尾よく使用され

てきた。そして／またはこの方法は、当業者に周知である（Ｂｒｏｗｎら、１９

９０；Ａｂｂｏｎｄａｎｚｏら、１９９０；Ａｌｌｒｅｄら、１９９０）。

      【０２２９】

  簡潔には、凍結切片を、小さなプラスチックカプセル中のリン酸緩衝食塩水（

ＰＢＳ）中に室温にて、５０ｎｇの凍結「微粉砕した」組織を再水和すること；

遠心分離により粒子をペレット化すること；粘性包埋媒体（ＯＣＴ）中にそれら

を再懸濁すること；そのカプセルを反転させ、そして／もしくは遠心分離により

再びペレット化すること；－７０℃のイソペンタン中でスナップ凍結すること；

このプラスチックカプセルを切断し、そして／もしくは組織の凍結シリンダーを

取り出すこと；クリオスタットミクロトームチャック上に組織シリンダーを固定

すること；および／または２５～５０個の連続した切片に切断することにより、

調製し得る。

      【０２３０】

  固定切片を、プラスチック微量遠心管中の５０ｍｇのサンプルの再水和；ペレ

ット化すること；４時間の固定化のために１０％ホルマリン中に再懸濁すること

；洗浄すること／ペレット化すること；温かい２．５％寒天中に再懸濁すること

；ペレット化すること；氷水中で冷却し寒天を硬化すること；管から組織／寒天

ブロックを取り出すこと；パラフィン中にそのブロックを浸透することおよび／

もしくは包埋すること；そして／または５０個の連続した固定切片を切り出すこ

とを含む同様の方法により調製し得る。

      【０２３１】

  （Ｍ．遺伝子発現のアッセイ）
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  アッセイを、ＬＥＥおよびＣＥＥからの発現の相対効率の決定のために本発明

の範囲内で使用し得る。例えば、アッセイを使用して、動作可能に連結された遺

伝子の比例する発現で、特定のプロモーター領域の欠失変異の効率を決定する。

同様に、プロモーター領域のランダムな変異および部位特異的な変異を生成し得

、そして動作可能に連結された遺伝子の発現における変異の効率をアッセイし得

る。あるいは、種々の異なる調節因子、エンハンサーおよび外来遺伝子と共に使

用する場合、アッセイを使用して、遺伝子発現を増強する際のプロモーター領域

の機能を決定し得る。

      【０２３２】

  遺伝子発現は、ＲＮＡ、タンパク質、もしくはその両方の産生、またはＲＮＡ

タンパク質、ポリペプチド、もしくはペプチド産生の結果を測定することによっ

て決定され得る。遺伝子産物（ＲＮＡまたはタンパク質）は、当該分野で周知の

方法によって単離および／または検出され得る。検出後、所定の細胞株または個

体中で見られた結果を、形質転換されていないコントロール細胞株の統計学的に

有意な参照群と比較し得る。あるいは、形質転換された細胞株中でのＲＮＡまた

はタンパク質生成物の産生を、プロモーター配列の種々の変異体に作動可能に連

結された同じ遺伝子と比較し得る。このようにして、作動可能に連結された遺伝

子の発現に対するそれらの効果によって、新規なプロモーター配列内の調節領域

を同定することが可能である。

      【０２３３】

  特定の実施形態において、その発現が所定のプロモーターまたは他の調節エレ

メントと天然にリンクしている遺伝子を使用することが所望される。例えば、前

立腺特異的プロモーターは、前立腺組織中で通常発現される遺伝子に作動可能に

連結され得る。あるいは、マーカー遺伝子は、プロモーター活性をアッセイする

ために使用され得る。例えば、選択マーカー遺伝子または特異的抗体を使用して

、アッセイされるプロモーターに作動可能に連結されている選択マーカー遺伝子

を含む構築物によって、組織培養細胞株または動物細胞に付与された抵抗性が定

量的に決定され得る。あるいは、種々の組織培養細胞株または動物部分は、選択

性因子に曝露され得、そしてこれらの部分に提供される相対的な抵抗性が定量さ
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れ、それによってプロモーターの組織特異的発現の見積もりを提供する。

      【０２３４】

  スクリーニング可能マーカーは、所定の遺伝子の発現を定量するための別の効

率的な手段を構成する。潜在的な任意のスクリーニング可能マーカーが発現され

得、そしてそのマーカー遺伝子産物が定量され得、それによって、プロモーター

がその遺伝子の発現を指向する効率の見積もりを提供する。定量は、視覚的手段

、または例えば、光子計数デバイスのいずれかを使用して容易に実行され得る。

      【０２３５】

  本発明での使用のために好ましいスクリーニング可能なマーカー遺伝子は、β

－グルクロニダーゼ（ＧＵＳ）である。ＧＵＳ活性の検出は、ＧＵＳ酵素のため

の基質として、ＧＵＳ活性を含む細胞の内部に青色の沈着を生じる５－ブロモ－

４－クロロ－３－インドリルグルクロニド（Ｘ－ｇｌｕｃ）を使用して、組織化

学的に実行され得る。このアッセイは、詳細に記載されている（Ｊｅｆｆｅｒｓ

ｏｎ、１９８７）。次いで、青色の呈色は、視覚的に得点付けされ得、そして発

現効率の見積もりがそれによって提供される。ＧＵＳ活性はまた、イムノブロッ

ト分析またはフルオロメトリックＧＵＳ特異的アッセイによって決定され得る（

Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ、１９８７）。本発明で使用され得る他の好ましいスクリー

ニング可能なマーカー遺伝子は、ＬＵＣ、ＬａｃＺ、または種々のＧＦＰを含む

。

      【０２３６】

  以下の実施例は、本発明の好ましい実施形態を実証するために包含される。以

下の実施例において開示される技術は、本発明の実施において十分に機能するた

めに本発明者らによって発見された技術を表すことが当業者によって認識される

べきであり、従って、その実施のための好ましい様式を構成すると見なされ得る

。しかし、当業者は、本発明の開示を考慮して、多くの変更が特定の実施形態に

おいてなされ得、これらは、開示されそしてなお、本発明の精神および範囲から

逸脱することなく、同様または類似の結果を得ることを理解する。

      【０２３７】

  本明細書中で開示されそして特許請求される組成物および方法のすべては、本
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発明の開示を考慮して、過度の実験なしになされかつ遂行され得る。本発明の組

成物および方法は、好ましい実施形態によって記載されてきたが、本発明の概念

、精神、および範囲から逸脱することなく、本明細書中に記載される方法の、組

成物および方法、ならびに工程および工程の順序において、バリエーションが適

用され得ることが当業者には明らかである。より具体的には、化学的および生理

学的の両方で関連する特定の薬剤が、本明細書中に記載される薬剤で置換され得

るが、同じかまたは類似の結果が達成されることが明らかである。当業者に明ら

かであるすべてのこのような類似の置換および改変は、添付の特許請求の範囲に

よって規定されるように、本発明の精神、範囲および概念の中にあると見なされ

る。

      【０２３８】

【表３】
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  以下の図面は、本明細書の一部を形成し、そして本発明の特定の局面をさらに

実証するために含まれる。本発明は、本明細書中に示される特定の実施形態の詳

細な説明と組み合わせて、１以上のこれらの図面を参照することによって、より

良好に理解され得る。

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  マウスにおける、ＰＣＲ（登録商標）で増幅したルシフェラーゼ遺伝子の送達

および発現。耳を、空のプラスミドであるｐＣＭＶｉ（０．３３μｇ）、ルシフ

ェラーゼプラスミドであるｐＣＭＶｉＬＵＣ（０．３３μｇ）、またはルシフェ

ラーゼをコードするモル当量のＰＣＲ（登録商標）産物（０．１７μｇ）でボン

バードした。ｃ．ＬＥＥ．ＬＵＣ＝マイクロプロジェクタイルに直接ロードされ

た粗産物；ｆ．ｐ．ＬＥＥ．ＬＵＣ＝フィルター精製産物：ｇ．ｐ．ＬＥＥ．Ｌ

ＵＣアガロースゲル精製産物；ｎｏ  Ｔａｑ＝Ｔａｑポリメラーゼなしで調製さ

れたフィルター精製サンプル。活性を、耳に導入された１．０ｇプラスミドまた

は０．５μｇ  ＰＣＲ（登録商標）産物あたりのルーメン×１０6としてプロッ

トする。ルーメンを、４以上のボンバードされた耳から測定し、次いで平均化す

る。標準誤差を規定する。

    【図２】

  別々の遺伝子成分からＬＥＥを構築するための方法を示す図。

    【図３】

  非共有結合したプロモーターおよびＯＲＦは、レポーター活性を生じる。耳を

、示されたＤＮＡ（いくつかの略語を、図１に記載している）でボンバードした
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。ｎｏ  ＵＤＧ＝ＵＤＧ前処置なしに送達されるＵＤＧ感受性産物；ｎｏ  ｄＵ

＝標準的なプライマーで増幅されたプロモーターおよびＬＵＣ産物；ＣＭＶｉ＝

プロモーター産物のみ；ＬＵＣ＝レポーター産物のみ（導入した発現エレメント

のトポロジーを、図３の下に示す）；Ｐｒ＝プロモーター；ＯＲＦ＝オープンリ

ーディングフレーム、Ｘ＝産物なし。活性を、図１に記載のように報告する。

    【図４】

  ３分子ＬＥＥは、ルシフェラーゼ遺伝子活性をインビボで効率的に生成する。

ｂｉ－ＬＥＥ．ＬＵＣ（－Ｔ）＝プロモーターおよびＬＵＣを保有し、ターミネ

ーターを含まない、２つの連結したＰＣＲ（登録商標）産物；ｔｒｉ－ＬＥＥ．

ＬＵＣ＝プロモーター、ＯＲＦ、およびターミネーターを保有する、３つの連結

したＰＣＲ（登録商標）産物。いくつかの略語を、図３に記載する。導入した発

現エレメントのトポロジーを、図４の下に示す。ＯＲＦ（－Ｔ）＝ターミネータ

ーを含まないＬＵＣ  ＯＲＦ；Ｔ＝ターミネーター。活性を、図１に記載される

ように報告する。

    【図５】

  ＡＡＴをコードする２分子ＬＥＥの導入は、マウスにおいて、この試験抗原を

コードするプロモーターから生じた力価に匹敵する力価で、特異的な抗体を生成

する。マウスを、１μｇのｐＣＭＶｉ、１μｇ  ｐＣＭＶｉＡＡＴ、または０．

５μｇ  ｂｉ－ＬＥＥ．ＡＡＴのいずれかで微粒子銃によって免疫した。血清を

回収して、そして１：１０００希釈にてＥＬＩＳＡで試験した。導入されたＤＮ

Ａのトポロジーを、以下のグラフに示す。個体および群の平均を、標準誤差とと

もにプロットする。

    【図６】

  組織培養物におけるプラスミドによりコードされる遺伝子の発現と比較した、

ＬＥＥにコードされる遺伝子の発現。プラスミドｐＣＭＶｉは、空のベクターで

あり、ｐＣＭＶｉＬＵＣは、ルシフェラーゼ（ＬＵＣ）をコードする標準的なプ

ラスミドであり、そしてＬＥＥ．ＬＵＣ  ＤＮＡは、線状発現エレメントである

。

    【図７Ａ】



(121) 特表２００２－５４０７７２

  ＬＥＥは、微粒子銃により、針注入によって、および脂質に媒介される取り込

みによって、動物に送達され得る。ｂｉ－ＬＥＥ．ＬＵＣの遺伝子銃送達は、共

有結合していても、共有結合していなくとも、同様の遺伝子発現を引き起こす。

    【図７Ｂ】

  ＬＥＥは、微粒子銃により、針注入によって、および脂質に媒介される取り込

みによって、動物に送達され得る。ＬＥＥの針での送達は、インビトロ連結によ

って改善され得る。耳（×１０6）と筋肉（×１０4）サンプルとの間の読み出し

のＸ軸スケールにおける１００倍の差異に留意すること。活性を、図１と同様に

報告する。－ｌｉｇ＝アニールしているが、インビトロで連結していない。＋ｌ

ｉｇ＝インビボ導入の前に、リガーゼで３０分間処理している。

    【図７Ｃ】

  ＬＥＥは、微粒子銃により、針注入によって、および脂質に媒介される取り込

みによって、動物に送達され得る。ＷＥＨ１組織培養細胞へのｂｉ－ＬＥＥ．Ｌ

ＵＣのリポソーム送達は、ＬＵＣをコードするプラスミドｐＣＭＶ．ＬＵＣの送

達よりも高いレベルのルシフェラーゼ活性を生じる。この実験を、トランスフェ

クション（Ｓｕｐｅｒｆｅｃｔ，Ｑｉａｇｅｎ）の１８時間後に、二連において

測定されるルーメン測定器で、３回行った。
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】
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【図５】
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【図６】
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【図７Ａ】
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【図７Ｂ】
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【図７Ｃ】
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【国際調査報告】
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