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(57)【要約】
　本発明は２本鎖ポリヌクレオチドであって、その５’
末端からその３’末端に向けて考慮されるそのプラス鎖
上に、（ｉ）決定された細胞に対し内在性である遺伝子
から選択された関心対象遺伝子のプロモーター、又は様
々な関心対象遺伝子の２以上のプロモーター、及び（ii
）１又は２以上のバーコードを含んでなり、各バーコー
ドが、少なくとも１つの、特に複数の認識結合部位から
形成された少なくとも１つのバーコード単位を含み、各
結合部位が、ヌクレオチド配列で構成され、かつ該バー
コードは各々、転写について該プロモーターの少なくと
も１つの制御下にある、２本鎖ポリヌクレオチドに関す
る。
　本発明は更に、生細胞内、特に単細胞内の遺伝子発現
パターンを、高速及び高時空間解像度で監視するための
前記ポリヌクレオチドの使用にも関する。
【選択図】図１Ａ
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　２本鎖ポリヌクレオチドであって、その５’末端からその３’末端に向けて考慮される
そのプラス鎖上に、（ｉ）決定された細胞に対し内在性である遺伝子から選択された関心
対象遺伝子のプロモーター、又は様々な関心対象遺伝子の２以上のプロモーター、及び（
ii）１又は２以上のバーコードを含んでなり、各バーコードが、少なくとも１つの、特に
複数の認識結合部位から形成された少なくとも１つのバーコード単位を含み、各結合部位
が、ヌクレオチド配列で構成され、かつ該バーコードは各々、転写について該プロモータ
ーの少なくとも１つの制御下にある、２本鎖ポリヌクレオチド。
【請求項２】
　バーコードにおいて、認識結合部位の少なくとも２つが隣接するか、及び／又はバーコ
ード単位の少なくとも２つが隣接している、請求項１記載のポリヌクレオチド。
【請求項３】
　バーコードにおいて、認識結合部位の少なくとも２つが、スペーサーにより分離され、
及び／又はバーコード単位の少なくとも２つが、スペーサーにより分離されている、請求
項１又は２記載のポリヌクレオチド。
【請求項４】
　１つのバーコード内の認識結合部位の数が、１よりも多く最大５００である、請求項１
～３のいずれか１項記載のポリヌクレオチド。
【請求項５】
　バーコード単位が、少なくとも１つの認識結合部位の縦列反復配列を含んでなる、請求
項１～４のいずれか１項記載のポリヌクレオチド。
【請求項６】
　バーコード単位が、少なくとも２つの異なる認識結合部位の縦列反復配列を含んでなる
、請求項５記載のポリヌクレオチド。
【請求項７】
　各バーコード単位が、少なくとも３つの異なる認識結合部位を含んでなるか又はからな
り、及び各バーコードが、３つの認識結合単位を含んでなるか又はからなる、請求項１～
６のいずれか１項記載のポリヌクレオチド。
【請求項８】
　前記バーコード単位が、１６～２００ヌクレオチドの範囲の長さを有する、請求項１～
７のいずれか１項記載のポリヌクレオチド。
【請求項９】
　プロモーターの下流に、該プロモーターにより制御された、マーカータンパク質をコー
ドするＤＮＡを更に含み、該コードＤＮＡは、該プロモーターの制御下を含む、発現調節
エレメントの制御下に配置される、請求項１～８のいずれか１項記載のポリヌクレオチド
。
【請求項１０】
　関心対象遺伝子のコード配列を、転写及び発現のための該プロモーターの制御下に更に
含んでなる、請求項１～９のいずれか１項記載のポリヌクレオチド。
【請求項１１】
　前記関心対象遺伝子のプロモーターが、免疫応答、特に先天性免疫応答に関与した遺伝
子のプロモーター、例えばケモカイン又はサイトカイン遺伝子のプロモーターなど、特に
インターロイキン遺伝子のプロモーター、又はＩＣＡＭ遺伝子などの細胞接着分子遺伝子
のプロモーター、インターフェロン遺伝子のプロモーターの群から選択されるか、若しく
は腫瘍関連タンパク質をコードする遺伝子のプロモーターから選択される、請求項１～１
０のいずれか１項記載のポリヌクレオチド。
【請求項１２】
　前記認識結合部位の配列が、非哺乳類の、特に非ヒトの配列である、請求項１～１１の
いずれか１項記載のポリヌクレオチド。
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【請求項１３】
　１つの認識結合部位が、下記配列の１つを有する、請求項１～１２のいずれか１項記載
のポリヌクレオチド：
　５’－ＴＴＣＴＣＴＴＣＡＡＡＣＴＴＴＴＣＣＧＣＴＴＴＴ－３’、又は
　５’－ＣＧＣＣＡＡＡＡＣＣＴＡＴＴＡＴＣＴＴＡＡＧＴＣ－３’、又は
　５’－ＣＴＣＡＣＣＴＧＣＴＣＴＴＣＴＣＡＧＡＣＣ－３’、
　及び５’－ＧＣＴＡＴＡＧＣＡＣＴＡＡＧＧＴＡＡＧＡＣＣＣ－３’。
【請求項１４】
　各縦列反復配列が、１つ又は２以上の制限部位により枠組みされる、請求項５～１３の
いずれか１項記載のポリヌクレオチド。
【請求項１５】
　前記バーコードが、転写終結配列、ポリＡ配列から選択される、１つ又は２以上のヌク
レオチド配列又は２以上のそれらの反復配列を含む、請求項１～１４のいずれか１項記載
のポリヌクレオチド。
【請求項１６】
　前記認識結合部位が、ビーコン結合部位であり、かつ前記バーコードが、ビーコンバー
コードである、請求項１～１５のいずれか１項記載のポリヌクレオチド。
【請求項１７】
　クローニングされた請求項１～１６のいずれか１項記載のポリヌクレオチドを内部に含
んでなるベクター。
【請求項１８】
　プラスミド、コスミド、ウイルス又はｂａｃである、請求項１７記載のベクター。
【請求項１９】
　請求項１～１６のいずれか１項記載の１又は２以上のポリヌクレオチドを含む、特に安
定して組込んでいる、生細胞又は株化細胞。
【請求項２０】
　特に哺乳類細胞、特にヒトから選択された真核細胞であり、かつ分化細胞、多能性細胞
及び幹細胞の中で選択されるか、又はそのような細胞由来の株化細胞、特に哺乳類の株化
細胞、とりわけヒト株化細胞である、請求項１９記載の生細胞又は株化細胞。
【請求項２１】
　請求項１～１６のいずれか１項記載のポリヌクレオチドによる細胞又は株化細胞のトラ
ンスフェクションから生じる、請求項１９又は２０記載の細胞又は株化細胞。
【請求項２２】
　前記細胞の各々が、請求項１～１６のいずれか１項記載の１又は２以上のポリヌクレオ
チドを、その中に含む、特に安定して組込んでいる、細胞又は株化細胞のセットであり、
各細胞又は株化細胞は、他の細胞又は株化細胞のものとは異なる、該ポリヌクレオチドの
含量を有する、細胞又は株化細胞のセット。
【請求項２３】
　請求項１～１６のいずれか１項記載の異なるポリヌクレオチドのセット。
【請求項２４】
　（ｉ）請求項１～１６のいずれか１項記載のポリヌクレオチド、又は請求項２２記載の
異なるポリヌクレオチドのセット、及び
　（ii）該ポリヌクレオチド又はポリヌクレオチドのセット、及び／又は１つ又は２以上
の分子検出プローブの組込みに適した、細胞若しくは株化細胞又は細胞若しくは株化細胞
のセット：を備える、キット。
【請求項２５】
　請求項２２記載の細胞又は株化細胞のセット、及びそこに組込まれたポリヌクレオチド
の転写活性をアッセイするのに適した条件において該細胞を維持するのに好適な試薬を備
える、キット。
【請求項２６】
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　前記バーコードの認識結合部位とハイブリダイズすることが可能である１つ又は２以上
の検出プローブを更に備えるキットであり、該検出プローブが、それらの標的配列にハイ
ブリダイズされた場合の可視化又は測定に適している、請求項２４又は２５のいずれか１
項記載のキット。
【請求項２７】
　前記検出プローブが、前記ビーコンバーコードのビーコン結合部位とハイブリダイズす
ることが可能である１又は２以上の分子ビーコンであり、該分子ビーコンが、ステムルー
プポリヌクレオチド構造を有し、かつそれらの標的配列と、特に可逆的方式でハイブリダ
イズされた場合に、可視化又は測定に適している、請求項２６記載のキット。
【請求項２８】
　前記検出プローブのそれらの標的とのハイブリダイゼーションの可視化が、検出プロー
ブがその標的配列に結合した時にスイッチが入る蛍光の結果として得られる、請求項２６
又は２７記載のキット。
【請求項２９】
　前記分子ビーコンが、ステムループポリヌクレオチド構造であり、該ポリヌクレオチド
のループ部分が、ビーコン結合部位に特異的にハイブリダイズするのに適したプローブ配
列であり、かつ該ステム部分が、互いに相補的な配列で形成された２つのアームからなり
、各アーム配列が、該ポリヌクレオチドのループ部分に対し反対であるその自由な先端に
付着された、蛍光部分又は非蛍光消光部分のいずれかひとつを収容し、該部分が、該アー
ム配列に付着された場合には、蛍光共鳴エネルギー移動により消光される蛍光部分の蛍光
を生じるのに十分な程互いに近く、かつ更に該ポリヌクレオチドの該ループ部分は、各ア
ームポリヌクレオチド構造よりもヌクレオチドで少なくとも２倍長い、請求項２７又は２
８記載のキット。
【請求項３０】
　前記蛍光部分及び非蛍光消光部分が、該ステムループポリヌクレオチド構造内のアーム
配列に共有的に連結されている、請求項２９記載のキット。
【請求項３１】
　前記蛍光部分（発蛍光団）が、量子ドット及び誘導体、Alexafluor色素ファミリー、FA
M、TET又はCAL FluorGold 540、HEX又はJOE、VICB、CAL Fluor Orange 560A；Cy3c又はNE
DB、Quasar 570A、Oyster 556D；TMR又はCAL Fluor Red 590A；ROX又はLC red 610E、CAL
 FLuor Red 610A；Texas red又はLC red 610E、CAL Fluor Red 610A；LC red 640E又はCA
L Fluor Red 635A；Cy5c又はLC red 670E、Quasar 670A、Oyster 645D；LC red 705E又は
Cy5.5c又は５－（２’－アミノエチル）アミノナフタレン－１－スルホン酸（ＥＤＡＮＳ
）、フルオレセイン、アントラニルアミド、クマリン、及びテルビウムキレートの群から
選択される、請求項２８～３０のいずれか１項記載のキット。
【請求項３２】
　前記消光分子が、DDQ-IA(最大吸収４３０μｍ)、Dabcyl(最大吸収４７５)、EclipseB(
最大吸収５３０)、Iowa Black FQc(最大吸収５３２)、BHQ-1D(最大吸収５３４)、QSY-7E(
最大吸収５７１)、BHQ-2 D(最大吸収５８０)、DDQ-IIA(最大吸収６３０)、Iowa Black RQ
 c(最大吸収６４５)、QSY-21 E(最大吸収６６０)、BHQ-3 D(最大吸収６７０)、金、希土
類金属又は４－（４’－ジメチルアミノフェニルアゾ）安息香酸（ＤＡＢＣＹＬ）、ロー
ダミン、ピレンブチラート、エオシン、ニトロチロシン、エチジウム及びテトラメチルロ
ーダミン－又は４－（４’－ジメチルアミノフェニルアゾ）安息香酸（ＤＡＢＣＹＬ）、
ローダミン、ピレンブチラート、エオシン、ニトロチロシン、エチジウム及びテトラメチ
ルローダミンの群から選択される、請求項３１記載のキット。
【請求項３３】
　前記分子ビーコンのループ部分が、１０～５５個のヌクレオチドを有し、かつ各アーム
ポリヌクレオチド構造が、４～１６個のヌクレオチドを有する、請求項２７～３２のいず
れか１項記載のキット。
【請求項３４】
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　前記分子ビーコンが、下記ヌクレオチド配列のいずれか１つを有する、請求項２７～３
３のいずれか１項記載のキット：
　５’－ＧＣＵＧＣ　ＡＡＡＡＧＣＧＧＡＡＡＡＧＵＵＵＧＡＡＧＡＧＡＡ　ＧＣＡＧＣ
－３’、又は
　５’－ＣＧＡＣＣ　ＧＡＣＵＵＡＡＧＡＵＡＡＵＡＧＧＵＵＵＵＧＧＣＧ　ＧＧＵＣＧ
－３’。
【請求項３５】
　関心対象遺伝子若しくはプロモーターの下流にクローニングされたバーコードポリヌク
レオチドを伴うプラスミド、及び／又はバーコードポリヌクレオチドを認識することがで
きるプローブ、及び／又はプローブ及びプラスミドを株化細胞へ導入するか、若しくはそ
れらを細胞へ微量注入することができるペプチド、脂質、化学物質などの試薬、及び／又
は必要とされる実験手順の各工程の陽性又は陰性対照を更に備える、請求項２６～３４の
いずれか１項記載のキット。
【請求項３６】
　請求項２６～３４のいずれか１項記載の分子検出プローブを１個又は数個更に備える、
請求項１９～２１のいずれか１項記載の細胞又は株化細胞。
【請求項３７】
　ａ．請求項１～１８のいずれか１項記載のポリヌクレオチド、とりわけ安定して組込ま
れたポリヌクレオチドを含む細胞又は株化細胞を提供する工程、
　ｂ．このポリヌクレオチド構築物の転写を誘発、サイレンシング又は制御する工程、
　ｃ．工程ａの細胞又は株化細胞を、請求項２６～３４のいずれか１項記載の検出プロー
ブと接触する工程、
　ｄ．ポリヌクレオチド構築物のプロモーターの転写活性のレポーターとして、該検出プ
ローブと、該バーコードの認識結合部位の転写産物(transcription)の間のハイブリダイ
ゼーションを検出する工程：を含んでなる、細胞又は株化細胞における遺伝子転写を試験
するプロセス。
【請求項３８】
　前記転写の誘発、サイレンシング又は制御の工程が、該細胞又は株化細胞の外部因子と
の接触後に得られる、請求項３７記載のプロセス。
【請求項３９】
　前記外部因子が、化合物のライブラリー又は生物のライブラリーとして、該細胞又は株
化細胞に提供される、請求項３８記載の細胞又は株化細胞における遺伝子転写を試験する
プロセス。
【請求項４０】
　ポリヌクレオチド転写が、単独細胞上で試験される、請求項３７～４０のいずれか１項
記載のプロセス。
【請求項４１】
　ポリヌクレオチド転写が、単独遺伝子ベースで試験される、請求項３７～４１のいずれ
か１項記載のプロセス。
【請求項４２】
　ポリヌクレオチド転写が、単独細胞内の複数の遺伝子ベースで試験される、請求項３７
～４２のいずれか１項記載のプロセス。
【請求項４３】
　ポリヌクレオチド構築物の転写が、実時間及び／又は終了点で試験される、請求項３７
～４３のいずれか１項記載のプロセス。
【請求項４４】
　前記分子検出プローブとバーコードの認識結合部位の転写産物の間の結合事象の検出が
、定量的である、請求項３７～４４のいずれか１項記載のプロセス。
【請求項４５】
　請求項１～４、又は１～１０又は１～１５又は１～３２の遺伝子プロモーターの転写活
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性が、ハイブリダイゼーションから生じる測定可能な変化の結果として、特に蛍光放出と
して検出される、請求項３７～４５のいずれか１項記載のプロセス。
【請求項４６】
　前記ポリヌクレオチド構築物によりコードされかつ該ポリヌクレオチド構築物に含まれ
たプロモーターの１つの制御下で発現された、発現レポータータンパク質の検出を更に含
んでなる、請求項３７～４６のいずれか１項記載のプロセス。
【請求項４７】
　前記ポリヌクレオチド配列に含まれたプロモーターが、免疫応答、特に先天性免疫応答
に関与した遺伝子のプロモーター、例えばケモカイン又はサイトカイン遺伝子のプロモー
ターなど、特にインターロイキン遺伝子のプロモーター、又はＩＣＡＭ遺伝子などの細胞
接着分子遺伝子のプロモーター、インターフェロン遺伝子のプロモーターの群から選択さ
れるか、若しくは腫瘍関連タンパク質をコードする遺伝子のプロモーターから選択される
、請求項３７～４７のいずれか１項記載のプロセス。
【請求項４８】
　前記ポリヌクレオチドが、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、ルシフェラーゼ、ＳＹＢＲ
グリーンの群から選択されるレポーターを発現する、請求項４６記載のプロセス。
【請求項４９】
　ＲＮＡｉライブラリー、ＤＮＡライブラリー、化学物質ライブラリー、又は病原性生物
のライブラリーのスクリーニングにおいて使用するための、請求項３７～４８のいずれか
１項記載のプロセス。
【請求項５０】
　請求項３７～４９のいずれか１項記載のプロセスを通じて、遺伝子プロモーター転写活
性の結果を提供する、データキャリア。
【請求項５１】
　疾患状態又は感染状態の診断プロセスにおいて使用するための、請求項３７～４９のい
ずれか１項記載のプロセス。
【請求項５２】
　治療的処置の転帰の経過観察において使用するための、請求項３７～４９のいずれか１
項記載のプロセス。
【請求項５３】
　推定治療的化合物のスクリーニングにおいて使用するための、請求項３７～４９のいず
れか１項記載のプロセス。
【請求項５４】
　免疫応答と恐らく相互作用する化合物のスクリーニングにおいて使用するための、請求
項３７～４９のいずれか１項記載のプロセス。
【請求項５５】
　特に該細胞が該病原体に感染されている状態に配置されている場合に、宿主の細胞又は
該細胞由来の細胞のレベルで、病原体と宿主の間の相互作用をモニタリングするための、
請求項３７～４９のいずれか１項記載のプロセス。
【請求項５６】
　化合物の又は病原性生物若しくは物質の細胞標的を調べるための、請求項３７～４９の
いずれか１項記載のプロセス。
【請求項５７】
　請求項５１～５６のいずれか１項記載の適用における、請求項１～１８のいずれか１項
記載のポリヌクレオチド、又は請求項２３記載のポリヌクレオチドのセット、又は請求項
１９～２２若しくは３６のいずれか１項記載の細胞若しくは株化細胞、又は請求項２４～
３５のいずれか１項記載のキットの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明は、転写レポーターシステムを手段として用いる(recourse)、特に生細胞におい
て、遺伝子発現パターンをモニタリングするためのアッセイに関する。本発明のアッセイ
は、該パターンの迅速かつ高時空間解像度に適した手段を提供する。本発明のアッセイは
、遺伝子転写の定量的モニタリングのために更に使用することができる。
【０００２】
　本発明は、単独細胞においてこのデザインされたアッセイを実行する可能性を特に提供
する。これは、特に生細胞においてこのデザインされたアッセイを実行する可能性も提供
する。
【０００３】
　従って本発明は、生細胞において、ＲＮＡの、適当ならば特定のｍＲＮＡの生成をモニ
タリングすることができるアッセイを提供する。
【０００４】
　本発明の適用分野は、細胞ホメオスタシス若しくは細胞活性の調節、又は細胞ホメオス
タシス若しくは活性の調節解除、又は他の細胞プロセスを決定するか又はモニタリングす
るために、遺伝子発現をモニタリングすることを包含している。
【０００５】
　本発明は、特に病原性物質若しくは生物、薬物、又は化学物質により引き起こされたス
トレスなどの細胞外事象によりチャレンジされた細胞において遺伝子発現をモニタリング
することができる。本発明により使用するための細胞は、原核細胞又は真核細胞のいずれ
かの種類を包含している。本発明の特定の態様において、これらの細胞は、病的状態に罹
患した、宿主、特に哺乳類宿主、とりわけ患者から得ることができる。これは、生細胞に
おける宿主／病原体相互作用の決定も包含している。
【０００６】
　従って本発明は、ハイスループット及びハイコンテントスクリーニングに適した手段を
提供する。
【０００７】
　従ってこれは、創薬戦略において使用するためのツール、より一般的には生細胞におけ
る遺伝子発現のモニタリングを可能にし、かつスクリーニング目的の遺伝子プロファイリ
ングを可能にするツールを提供する。本発明の具体的な適用は、細菌、ウイルス、寄生体
などの病原性生物又は病原性物質に感染された患者の細胞をモニタリングすることを含む
。従ってこれらのアッセイされた細胞は、感染されていても感染されていなくてもよい。
本発明は、細胞における免疫学的反応をモニタリングするための手段、又は腫瘍細胞の発
生若しくは確立をモニタリングするための手段も提供する。
【背景技術】
【０００８】
　生細胞は、特定の状況に対するそれらの生理の適応に必要である、それらの環境との一
定の連絡状態にある。これらの連絡事象は、（ｉ）ひとつの生物の個々の細胞間のクロス
トークのため（例えば、発生時）、又は（ii）外部からのストレスに対する有効な反応の
ために、重要な役割を果たす。ストレスは、物理的（例えば熱）、化学的（例えば有毒な
化学物質）、又は生化学的（例えば病原菌）であってもよい。
【０００９】
　概して、細胞は、先に説明された状況時に細胞自身を調節するよう、特定の遺伝子の発
現を変更する。特に遺伝子発現は、ストレスに対する釣り合いのとれた細胞反応を可能に
するように、高度に時間的に調節される。この釣り合いの破壊は、疾患につながる。
【００１０】
　病原体により引き起こされたストレスの場合、これらのストレス要因は、宿主細胞の遺
伝子発現を特異的に標的化しかつ破壊するように開発された戦略を有する(Arbibe, L.ら
、「免疫応答に関与した宿主遺伝子の転写を変更するための転写因子NF-κBクロマチンア
クセスを標的化する注入された細菌エフェクター」、Nat Immunol, 8, 47-56 (2007))。
これは、宿主免疫応答との干渉につながり、かつ病原体の宿主免疫監視の回避につながり
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得る(例えば結核菌(Mycobacterium tuberculosis))(Monack DM、Mueller A、Falkow S、
「持続細菌感染症：病原体と宿主免疫系のインターフェース」、Nat Rev Microbiol. 200
4 Sep; 2(9):747-65)。同様の歪み(distortion)は、自己免疫疾患の誤調節時に生じる(例
えば関節炎又は狼瘡)(Kyttaris VCら、「全身性紅斑性狼瘡における免疫細胞及びサイト
カイン：改訂版」、Curr Opin Rheumatol. 2005 Sep; 17(5):518-22)。
【００１１】
　従って、精緻に調整された遺伝子発現反応の正確な理解は、ストレスに対する細胞反応
の分子レベルの基礎、又は発生時に調節された細胞の工程の特異性を理解するために重要
である。
【００１２】
　ポストゲノム時代は、様々なゲノムシステムから大量の情報を我々にもたらし、大規模
で、かつハイスループットによる生物学的プロセスの複雑さの分析を可能にしている(Bar
abasi, A.L.及びOltvai, Z.N.、「ネットワーク生物学：細胞機能組織化の理解」、Nat R
ev Genet, 5, 101-113 (2004))。これらの例は、質量分析によるタンパク質分析、及びタ
ンパク質及びＤＮＡのマイクロアレイによる転写及び発現のプロファイリングである(Pep
perkok, R.及びEllenberg, J.、「システム生物学のためのハイスループット蛍光顕微鏡
」、Nat Rev Mol Cell Biol, 7, 690-696 (2006))。
【００１３】
　生物学的システムの構成要素間の相互作用について、及びそれらがいかにして機能を生
じるかについての理解は、システム生物学を研究する際の重要な目的である。多くのシグ
ナル伝達カスケードにおける下流遺伝子の活性化に関する研究者らの現時点での情報のほ
とんどは、マイクロアレイデータ又はタンパク質遺伝子レポーターアッセイに由来してい
る(Pepperkok, R.及びEllenberg, J.、「システム生物学のためのハイスループット蛍光
顕微鏡」、Nat Rev Mol Cell Biol, 7, 690-696 (2006))。マイクロアレイアプローチは
、数百万個の細胞の挙動に関する集団情報又は「一斉調査(census)」情報を提供すること
ができる。しかし各細胞は、シグナリングカスケードに対する反応の異なる相に従事して
いる可能性が最も高く、かつ測定されるものは、より全体的かつ一般的画像である。この
モザイク状の画像内で、情報は、特定の細胞が、それらの遺伝子反応の特定相に従事して
いるような状態にある。理論的にこれは、その経路が活性化される場合に時間的に関連す
ることができ、かつどのようにしてそのような動的なシグナル伝達カスケードが機能する
かの機構モデルを構築する上での助けとなる。しかしそのような転写反応に関する正確な
時間的情報は、マイクロアレイデータの「ノイズ」又は確率論的変動の中に隠蔽される。
【００１４】
　高分子の高時空間解像度でのそれらの自然環境における探索は、生細胞における蛍光ベ
ースのイメージングアッセイの使用により可能になってきている(Pepperkok, R.及びElle
nberg, J.、「システム生物学のためのハイスループット蛍光顕微鏡」、Nat Rev Mol Cel
l Biol, 7, 690-696 (2006)；Bastiaens, P.I.及びPepperkok, R.、「天然の生息環境で
ある生細胞におけるタンパク質の観察」、Trends Biochem. Sci. 25, 631-637 (2000)；M
eyer, T.及びTeruel, M.N.、「シグナルネットワークの蛍光イメージング」、Trends Cel
l Biol. 13, 101-106 (2003)；Wouters, F.S.、Verveer, P.J.及びBastiaens, P.I.、「
細胞内の画像生化学」、Trends Cell Biol. 11, 203-211 (2001)。原則としてこれらは、
タンパク質の天然の生息環境におけるタンパク質の探索に使用することができ、それらの
生化学的相互作用を取り調べる。しかしこれは、例えばｍＲＮＡの転写の観察を通じた、
遺伝子発現の動態の画像化に容易には拡大されていない。単独細胞レベルでこの活性を試
験することは、シグナル伝達カスケードの活性化（生化学的事象）と特異的転写反応の間
の時間的関係が、正確に関連付けられることを可能にするであろう。
【００１５】
　これは蛍光タンパク質アッセイ又はルシフェラーゼアッセイなどの遺伝子レポーターア
ッセイにより試みられているが、測定されるものは、転写反応に従事した最も可能性のあ
る数百の遺伝子の中の単独の遺伝子の翻訳リードアウトであり転写リードアウトではない
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。しかし遺伝子発現の速度論は、ｍＲＮＡの転写とタンパク質への翻訳の間に遅滞が存在
するので、タンパク質の出現により直接推論されることはできない。翻訳は転写よりも遅
れるので、遺伝子間の正確な時間的関係を描く能力は、依然うまくいっていない。おびた
だしい量のデータにもかかわらず結果として、機能的経路の活性化の間の時間的関係は、
依然明らかでない。これらの欠陥は、免疫経路と炎症経路の間の時間的関係を研究する場
合に、特に認められる(Karin, M.、「癌の発生及び進行における核因子κB」、Nature, 4
41, 431-436 (2006)；Karin, M.、Lawrence, T.及びNizet, V.、「先天性免疫の消失：微
生物感染症と慢性炎症及び癌との関連」、Cell, 124, 823-835 (2006))。今日まで、ＧＦ
Ｐ及び同等のタンパク質と同様の方法でｍＲＮＡの標識に使用することができる遺伝的に
コードされたタグは存在しない。
【００１６】
　ハイコンテントスクリーニングは、細胞システムにおける生物学的リードアウトが、イ
ンビボにおける定量的データの収集に適している場合に、該システムにおける複数の生化
学的及び形態学的パラメータの評価を可能にする。単独細胞の画像化を、画像解析アルゴ
リズムと組合せることにより、その生物学的システムの個々の構成要素が、定量的特徴に
割り当てられる(Genovesio, A.、Belhassine, Z.及びOlivo-Marin, J.、「ガウス型ベイ
シアン多標的追跡におけるアダプティブゲーティング」、Image Processing, 2004. ICIP
'04. 2004, 国際会議1 (2004)；Bork, P.及びSerrano, L.、「4D細胞システムへ向けて」
、Cell, 121, 507-509 (2005)；Genovesio, A.、Zhang, B.及びOlivo-Marin, J.、「移動
する蛍光生体スポットを追跡するための相互作用型マルチモデルベースの方法」、Biomed
ical Imaging: Macro to Nano, 2004. IEEE国際シンポジウム, 1239-1242 (2004)；Olivo
-Marin, J.、「マルチスケール生成物を使用する生物学的画像スポットの抽出」、Patter
n Recognition, 35, 1989-1996 (2002))。このように、動的システムの性質はモデル化可
能であり、真のシステム生物学を可能にする。
【００１７】
　現在研究者らは、画像ベースのアプローチを用い、生細胞中のシグナル伝達経路におけ
るタンパク質相互作用に関する定量的情報を収集することができる(Starkuviene, V.、「
分泌膜輸送における役割が推定される新規タンパク質を同定するハイコンテントスクリー
ニング顕微鏡」、Genome Res. 14, 1948-1956 (2004)；Liebel, U.、「未変性の細胞にお
ける大規模機能性タンパク質分析のための顕微鏡ベースのスクリーニングプラットフォー
ム」、FEBS Lett. 554, 394-398 (2003)；Bastiaens, P.I.及びPepperkok, R.、「天然の
生息環境である生細胞におけるタンパク質の観察」、Trends Biochem. Sci. 25, 631-637
 (2000))。しかし所定の刺激又は異なる遺伝的背景に反応したシグナル伝達カスケード内
の転写活性の定量的レベルを報告するｍＲＮＡレベルでのインビボにおける単独細胞ベー
スの転写情報は、未だ現実味がない。この目標を達成することは、シグナル伝達カスケー
ドにおける転写を正確にモデル化することを可能にし得る。
【００１８】
　インビボ（すなわち生細胞内）において個々のｍＲＮＡ複合体を辿りかつ追跡する能力
は、著しく進歩している。しかしほとんどのアプローチは、空間において及び実時間で追
跡されるｍＲＮＡと同時に、シグナル伝達カスケード事象に関与したタンパク質を同時視
覚化する能力がないことに悩まされている。更なる進歩は、遺伝子発現に関与したシグナ
ル伝達タンパク質の間の編成された(orchestrated)関係を理解するための、空間時間的に
解像された研究を可能にし、かつ遺伝子発現が始まる時点、その発現量の正確な決定、及
び遺伝子発現の定量的モデルの開発をもたらすであろう。
【００１９】
　個々の転写産物の輸送は最近、ＭＳ２レポーターシステムを使用し可能になってきてい
る。このアプローチに関するひとつのプラスミドは、１本鎖ファージＲＮＡファージキャ
プシドタンパク質ＭＳ２のコード配列に融合された緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）をコー
ドしている。このＭＳ２キャプシドタンパク質は、該ファージによりコードされた短いス
テムループ構造（ＭＳ２結合配列）により、特異的ＲＮＡ配列に高い親和性を有している
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。第二のプラスミドは、６、１２又は２４個のコピーのいずれかで多量体化されたＭＳ２
結合配列を含む。両方のプラスミドは、ＧＦＰ－ＭＳ２の誘導性発現のために、細胞へ又
はあるいは株化細胞へ同時トランスフェクションされる。個々の転写産物はこのアプロー
チで追跡されることができるにもかかわらず、その転写速度のモニタリングは、同じく転
写産物の非存在下でのＧＦＰ－ＭＳ２タンパク質蛍光のために、問題が多い。従ってこれ
は、転写プロファイリングの定量試験には適していない(Bertrand, E.ら、「生酵母にお
けるASH1 mRNA粒子の局在化」、Mol. Cell, 2, 437-445 (1998)；Shav-Tal, Y.ら、「生
細胞の核内での単独mRNPの動態」、Science, 304, 1797-1800 (2004))。
【００２０】
　分子ビーコンは、相補的ｍＲＮＡ配列に特異的にハイブリダイズする時にのみ蛍光を発
するヌクレオチドプローブであるが、これは遺伝子発現の可視化の問題の一般的解決を提
示している(Tyagi, S.及びKramer, F. R.、「分子ビーコン：ハイブリダイゼーション時
に蛍光を発するプローブ」、Nat Biotechnol 14, 303-308 (1996))。これらは、蛍光タン
パク質及び示差光学顕微鏡及び画像解析技術と組合せて、定量生物学において使用される
可能性がある。しかし、特にハイブリダイズされたプローブの定量測定が企図される場合
に、これらのプローブにより送達されるシグナルの関連性の可視化及び分析を可能にする
ためには、依然改善が必要である。
【００２１】
　生細胞において同様のハイブリダイゼーションアッセイを実行するには、２以上の制約
が存在し、それらの中でも主なものは、インビボにおいて複雑な二次構造で認められるｍ
ＲＮＡ配列とうまく対形成する該プローブの能力である。加えて、この標的核酸は該プロ
ーブの導入前には不動化されないか又は固定されないので、ｍＲＮＡのタンパク質及びリ
ボソームとの動的相互作用は絶えず生じ、このことはｍＲＮＡポリマーの多くの領域が他
の細胞の作用主体(actor)との相互作用に連動していることを意味している。
【００２２】
　以前に、最小ＣＭＶプロモーターと結合された修飾されたテトラサイクリン反応エレメ
ントに融合された９６ビーコン結合部位を含む構築物を用い、個々のｍＲＮＡ転写産物が
生細胞内で追跡された(Vargas D.Y.ら、「核内のmRNA輸送の機序」、PNAS, 102, 47, 170
08-17013 (2005))。そのような構築物が、レポーターを誘導することは、真核細胞内の転
写機構により認められていない。むしろこのレポーターシステムは、操作された因子であ
るテトラサイクリン－制御されたトランス活性化因子の存在を必要とする。このトランス
活性化因子は、細菌Ｔｅｔリプレッサー分子及び最小ＶＰ１６トランス活性化ドメインの
反復単位の操作型からなる。このレポーターシステムは、該細胞に添加されたテトラサイ
クリン量によって左右される厳密に調節された転写を保証するために使用される。まとめ
るとこのレポーターシステムは、それらの天然のプロモーターからの真核細胞における内
在性遺伝子の発現の研究をもたらさず、かつこれは、（ｉ）転写を活性化するために操作
された因子、及び（ii）転写のインデューサーとしてのテトラサイクリン：の存在を必要
としている。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００２３】
　本発明は、タンパク質成熟により引き起こされる予測不能な実験上の時間遅延を誘導す
る、例えば蛍光レポータータンパク質のような、レポータータンパク質をベースにした先
に説明された公知のアッセイの欠点を克服するアッセイを提供する。この状況において、
本発明者らは、高感度の核酸ベースのレポーターを基にした単独細胞レベルでの実時間で
転写の変化を調べるための方法及び好適なツール及び製品を開発した。
【００２４】
　本発明は、特に個々の細胞、すなわち単独細胞における遺伝子プロファイリングに適し
ている、インビボにおける、すなわち生細胞における遺伝子発現の画像化においてブレー
クスルーとなるイメージング技術を開発することにより、システム生物学の研究を強化す
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るために適した手段を提供する。
【００２５】
　本発明の方法、アッセイ及び製品は、特に慣習的実践における、生細胞におけるｍＲＮ
Ａの系統的タグづけの方法を提供する。
【００２６】
　本発明を実行するために使用されるタグは、実験により定義されているが、それでもな
お多くの遺伝子のプロファイリングのための体系化された使用に適している、核酸ベース
のタグである。
【００２７】
　本発明の方法、アッセイ及び製品は、単にシステム生物学の進歩のみではなく、最も重
要なことに基礎研究及び臨床研究のためにデザインされている。
【００２８】
　生細胞内の全ての細胞プロセスは、遺伝子の特異的サブセットの厳密に編成された発現
を介して調節される。遺伝子発現の調節解除は、遺伝子発現のホメオスタシスの破壊に、
及び最終的には疾患に繋がる。このことは、本発明を手段として用いモニタリングされ得
る。
【００２９】
　重要なことに、病原体又は薬物は、シグナリング経路と干渉し、潜在的にその細胞の遺
伝子発現パターンを変更することが多い。本発明は、転写レベルにおける細胞の遺伝子発
現に対するそのような干渉をモニタリングすることができる。
【００３０】
　遺伝子発現プログラムは、生細胞において急速に変化し、それらの研究に関する驚異的
な技術上の挑戦を誘発している。完全に実現された本発明は、細胞ホメオスタシスの慣習
的研究を可能にし、かつひとつの態様により、感染症及び疾患、発生及び免疫応答に関連
した転写反応の同定を可能にする。これは、疾患、免疫応答において、及び成長及び発生
時に発現される遺伝子の経路及び調節ネットワークの同定を特に助ける。
【図面の簡単な説明】
【００３１】
【図１Ａ】分子ビーコンの原理を表す図である。
【図１Ｂ】分子ビーコンバーコードヌクレオチドの原理を表す図である。
【図１Ｃ】分子ビーコン及びビーコンバーコード構築物を使用する生細胞ベースのアッセ
イの原理を表す図である。
【図２Ａ】条件１：ＴＮＦα誘導を伴うＩＬ８ＷＴ及び条件２：誘導を伴わないＩＬ８Ｗ
Ｔの結果を表す図である。
【図２Ｂ】条件３：ＴＮＦα誘導を伴うＩＬ８Ｍｕｔ（ＮＦＫＢ／ＡＰ１変異体）及び条
件４：誘導を伴わないＩＬ８Ｍｕｔ（ＮＦＫＢ／ＡＰ１変異体）の結果を表す図である。
【図３】条件１：シゲラ・フレックスネリＭ９０Ｔを伴うＩＬ８ＷＴ、条件２：シゲラ・
フレックスネリＭ９０Ｔを伴うＩＬ８ＭＵＴ、及び条件３：シゲラ・フレックスネリＯｓ
ｐＦを伴うＩＬ８ＷＴの結果を表す図である。
【図４Ａ】シゲラ・フレックスネリＭ９０ＴとインキュベーションされたＩＬ８ＷＴ細胞
の結果を表す図である。
【図４Ｂ】シゲラ・フレックスネリＭ９０ＴとインキュベーションされたＩＬ８ＭＵＴ細
胞の結果を表す図である。
【図４Ｃ】シゲラ・フレックスネリＭ９０Ｔ侵入後の、ＩＬ８転写誘導の速度論を表す図
である。
【図５Ａ１】二重色コーディングスキームを表す図である。
【図５Ａ２】二重色コーディングスキームを表す図である。
【図５Ｂ】三重色コーディングスキームを表す図である。
【図５Ｃ】三重色コーディングスキームを表す図である。
【図６－１】コアベクターの調製に使用された挿入断片のヌクレオチド配列を表す図であ
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る。
【図６－２】コアベクターの調製に使用された挿入断片のヌクレオチド配列を表す図であ
る。
【図６－３】コアベクターの調製に使用された挿入断片のヌクレオチド配列を表す図であ
る。
【図６－４】コアベクターの調製に使用された挿入断片のヌクレオチド配列を表す図であ
る。
【図６－５】コアベクターの調製に使用された挿入断片のヌクレオチド配列を表す図であ
る。
【図６－６】コアベクターの調製に使用された挿入断片のヌクレオチド配列を表す図であ
る。
【図７Ａ】ヒグロマイシン耐性遺伝子を発現するベクタープラスミド構築物を表す図であ
る。
【図７Ｂ】カナマイシン耐性遺伝子を発現するベクタープラスミド構築物を表す図である
。
【図７Ｃ】ゼオシン耐性遺伝子を発現するベクタープラスミド構築物を表す図である。
【発明を実施するための形態】
【００３２】
　この目的を満たすために、本発明は、その５’末端からその３’末端で考えられるその
プラス鎖上に、（ｉ）関心対象遺伝子のプロモーター、又は様々な関心対象遺伝子の２以
上のプロモーター、及び、（ii）１つ又は２以上のいわゆるバーコード：を含む、２本鎖
ポリヌクレオチドであって、各バーコードは、少なくとも１つの及び好ましくは複数の認
識結合部位から形成された少なくとも１つのバーコード単位を含み、各認識結合部位は、
ヌクレオチド配列で構成され、かつ該バーコードの各々は、転写のための該プロモーター
の少なくとも１つの制御下にある、２本鎖ポリヌクレオチドを提供する。
【００３３】
　前記認識結合部位又は相補的ヌクレオチド配列は、単独の検出プローブ、すなわち分子
プローブ（核酸ベースのプローブ）により認識されかつ結合されることができる。
【００３４】
　特定の実施態様において、この認識結合部位の数は、１よりも多く最大５００である。
これは特別には１００を上回ることができる。
【００３５】
　従って該バーコードが２つ以上の認識結合単位を含む場合、各結合単位は、単独の検出
プローブにより認識される。
【００３６】
　特定の実施態様において、該バーコード単位又は該バーコードの２以上のバーコード単
位の少なくとも１つは、互いに全て同じである複数の認識結合部位により構成される。
【００３７】
　本発明に従い、プロモーターの制御下で発現されるバーコードを構成している核酸の転
写産物は、検出プローブ、特に核酸ベースの検出プローブ（分子プローブ）により検出さ
れる。該検出プローブは、該バーコードの認識部位の転写産物を認識する。
【００３８】
　前述のポリヌクレオチド内のプロモーター、認識結合部位、バーコード単位、バーコー
ド、関心対象遺伝子に関して本明細書において明らかにされたものは、ひとつのポリヌク
レオチドにおいて会合された場合又は様々なポリヌクレオチド内に存在する場合に、これ
らの実体の２以上又は全てに同様に適用され得る。
【００３９】
　本明細書に定義されたポリヌクレオチドの特徴は、互いに独立して又は互いにいずれか
可能性のある組合せでポリヌクレオチド中に存在する可能性がある。
【００４０】
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　明白に除かれた場合を除き、実施例において明らかにされた特徴を含む、これらの特徴
のいずれも、組合せられることができ、定義されたポリヌクレオチドの特定の実施態様を
提供することは特に指摘される。
【００４１】
　本ポリヌクレオチド中に含まれるプロモーターは、遺伝子プロファイリングが本発明に
より研究されることが決定された細胞に対し内在性である遺伝子の中で選択された関心対
象遺伝子のひとつである。
【００４２】
　特定のポリヌクレオチドは、バーコードにおいて、認識結合部位の少なくとも２つが隣
接され、及び／又はバーコード単位の少なくとも２つが隣接されるようにデザインされる
。
【００４３】
　別の特定のポリヌクレオチドにおいては、バーコード単位内の認識結合部位の少なくと
も２つはスペーサーにより分離され、及び／又はバーコード単位の少なくとも２つはスペ
ーサーにより分離されている。
【００４４】
　得られた構築物が、好適な条件において、バーコード、特にその転写産物が核酸ベース
の検出プローブとハイブリダイズする場合に、検出シグナルが検出され、特にスイッチが
入ることができることを条件として、特定のポリヌクレオチド構築物のこれらの定義は、
隣接及び／又は分離された認識結合部位又はバーコード単位又はバーコードの可能性のあ
る組合せを包含している。
【００４５】
　細胞内の遺伝子プロファイリングをアッセイするために使用される場合、本発明のポリ
ヌクレオチドのプロモーターにより駆動されたｍＲＮＡの転写を試験することにより、該
ポリヌクレオチドのＲＮＡ転写産物又はそれらの一部の、検出プローブとのハイブリダイ
ゼーション反応が生じる。
【００４６】
　本発明のアッセイにおいて使用される能力がある検出プローブの決定に関して、ハイブ
リダイゼーション能は、１本鎖分子として提供された本発明のポリヌクレオチドにより試
験することができる。便宜上、本出願において該ポリヌクレオチドとのハイブリダイゼー
ションが言及される場合、該ポリヌクレオチドの１本鎖とのハイブリダイゼーション、又
は本発明の遺伝子プロファイリング発現アッセイの実行の状況においてはその転写産物と
のハイブリダイゼーションを包含することが理解されなければならない。
【００４７】
　前述の２本鎖ポリヌクレオチドは、特に試験ハイブリダイゼーションを実現するための
、本発明の適用における２以上の段階で、１本鎖ＤＮＡ又はＲＮＡポリヌクレオチドとし
て存在し、転写され、又は使用されることができるＤＮＡ配列である。技術的に妥当な程
度まで、２本鎖ポリヌクレオチドに関して明らかにされた特徴は、その１本鎖ＤＮＡ又は
ＲＮＡ型に適用される。
【００４８】
　関心対象の２本鎖ポリヌクレオチドは、そのプロモーターがポリヌクレオチド構築物に
おいて使用される関心対象遺伝子を天然に収容しかつ恐らく発現する細胞において適して
おり、かつ使用される。
【００４９】
　本発明の特定の実施態様において、２本鎖ポリヌクレオチドは、その５’末端（そのプ
ラス鎖上）が、関心対象遺伝子のプロモーター配列で本質的に始まり、かつその３’末端
が、認識結合部位の配列で本質的に終結するようにデザインされている。従って本発明の
そのような特定のポリヌクレオチドは、本明細書に明らかにされたプロモーター及び認識
結合部位により枠組み(frame)され、かつ更なる５’及び３’配列のいずれも含まないか
、又はクローニング工程で有用であるエンドヌクレアーゼ制限部位若しくはそれらの一部
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を示す５’及び／若しくは３’ヌクレオチドノミのみを更に含むかのいずれかである。恐
らくバーコード単位でアレンジされた、認識結合部位で作製されたバーコードが、必ず上
流に配置されたプロモーターの発現制御下にあるように、該ポリヌクレオチドは、前述の
開始プロモーターと終結認識結合部位の間に、追加の連続する認識結合部位及びプロモー
ター配列を含んでいてもよい。本ポリヌクレオチドは、更なる３’配列、例としてポリＡ
尾部及び／又は３’－転写終結シグナルなどを含むことも可能である。本ポリヌクレオチ
ドは、該プロモーターに対しより遠位配列である関心対象遺伝子の配列、例えばエンハン
サー領域の配列及び／又は他の発現調節配列なども含んでいてもよい。このプロモーター
配列は、標準の定義に従い、転写開始点を決定し、かつ転写因子の認識及び結合を、及び
直接又は間接に細胞のポリメラーゼの認識及び結合を可能にし、ＲＮＡ伸長を可能にする
遺伝子内の領域である。このプロモーターは一般に、ＴＡＴＡボックス配列を含む。
【００５０】
　特定の実施態様において、本プロモーターは、真核細胞遺伝子由来のものである。
【００５１】
　更にプロモーター及びバーコードで作製された本発明のポリヌクレオチド又はポリヌク
レオチド断片は、レポータータンパク質の発現のための配列及び／又は該プロモーターを
提供する遺伝子のコード配列を含む、関心対象のＤＮＡコード配列を更に含んでいてもよ
い。そのようなポリヌクレオチド断片は、ポリヌクレオチド内で互いに隣接されるか、又
は更なる核酸配列により隔てられてよい。
【００５２】
　本明細書において開示されたように認識結合部位は、そのヌクレオチド配列、特にその
転写産物が、該認識結合部位と、特にその転写産物と塩基対形成することが可能である相
補的ヌクレオチド配列などの、ヌクレオチド－ベースのプローブを構成する別のポリヌク
レオチドによる認識に適している、ヌクレオチド配列、特にＤＮＡ配列を含んでなるか又
はからなる。本発明のポリヌクレオチドが使用される場合、その認識結合部位の転写産物
は、発現され、かつプローブと塩基対形成し、検出され得るポリヌクレオチドの転写産物
のレベルで、測定可能な変化を生じるのに十分な様式で、該プローブにより認識される。
【００５３】
　本発明の特定の態様において、前記バーコードの認識結合部位は、ビーコン結合部位、
すなわち、ビーコンプローブで認識されかつそれとの結合に適している部位である。この
態様に従い、本バーコードは、１又は２以上のビーコンプローブにより認識されたビーコ
ンバーコードである。ビーコンプローブは、以下により詳細に明らかにされている。
【００５４】
　本発明により「関心対象遺伝子」の表現は、ポリペプチド（その長さはいかなるもので
も）をコードするために、好適な環境条件において、特に細胞内で、転写されかつ翻訳さ
れることができる、転写単位を含む、ヌクレオチド配列又は構築物に関連する。好ましい
実施態様において、関心対象遺伝子は、細胞構造遺伝子、アクセサリー遺伝子若しくは調
節遺伝子、又は細胞のホメオスタシス、調節若しくは代謝に関するいずれか他の関連遺伝
子である。
【００５５】
　本発明のポリヌクレオチドのプロモーターを提供する関心対象遺伝子は、該ポリヌクレ
オチドが、ポリヌクレオチド転写試験のために導入され、その結果未変性のプロモーター
を提供する細胞において、すなわち細胞の遺伝子内においてプロモーターとして機能する
能力を天然に収容している細胞において、内在性である。従って本プロモーターは、該細
胞に対し内在性であると言われる。この表現は、本プロモーターが、外部転写因子又は他
の発現調節構成要素をもたらすことを必要とせずに、細胞の転写因子及びポリメラーゼを
含む、細胞（特に真核細胞）の内部転写機構により認識されることも意味する。別の言い
方をすると、本プロモーターは、その転写活性が試験される細胞の、又は本明細書に明ら
かにされたようなプロモーターに由来する細胞の天然のプロモーターである。本発明の目
的のために、そのような未変性の又は天然のプロモーターは、変更されてよく、特に該ポ
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リヌクレオチド内のそのような変種プロモーターを使用する場合にそのような変更の影響
を試験するために、１又は２以上のヌクレオチドの付加、欠失、挿入により変異される。
【００５６】
　本発明の関心対象遺伝子の例は、特に治療戦略に関与した遺伝子である。特定の実施態
様において、これらは、直接若しくは間接のいずれかで、病原性生物若しくは物質の標的
であるか若しくはこれらにより活性化されるか若しくは阻害されるか、又は直接若しくは
間接のいずれかで、薬物の標的であるか若しくはこれらにより活性化されるか若しくは阻
害されてよい。これらは、薬物又は候補薬物などであってよい。
【００５７】
　「関心対象遺伝子」及び従って本発明の２本鎖ポリヌクレオチドに挿入されたプロモー
ターのこの定義において、本発明を実行するのに有用である原核細胞又は真核細胞のいず
れかの細胞の内在性遺伝子は、細胞外刺激に対する反応に、特に細胞外ストレス、例えば
病原性生物若しくは物質により、又は特に熱若しくは有毒な化学的若しくは生化学的配合
物若しくは病的状態などの物理的刺激により誘導されたものなどに対する反応に、直接若
しくは間接のいずれかで関与した遺伝子である。
【００５８】
　特定の実施態様において、細胞遺伝子発現の破壊により影響されるか又は遺伝子発現の
調節解除に関与されていると決定された細胞の遺伝子は、関心対象遺伝子であってもよい
。
【００５９】
　関心対象の特定の細胞の内在性遺伝子の例は、特定の試験される細胞の又はこれらの細
胞を含む生物全体のホメオスタシス又は発生に関与している遺伝子であり、免疫系に関与
した遺伝子、腫瘍又は癌状態などの病的状態において誘導又はサイレンシングされた遺伝
子を含むが、これらに限定されるものではない。
【００６０】
　そのような遺伝子の詳細な例は、免疫グロブリン又はそれらの抗原-結合断片をコード
する遺伝子、特に抗原-結合能を有する抗体の重鎖の可変断片をコードする遺伝子である
。
【００６１】
　その他の例は、Ｔリンパ球上に認められる受容体を含む、細胞受容体又は可溶性受容体
のいずれかの、受容体をコードする遺伝子を含む。
【００６２】
　遺伝子プロファイリングに関して標的化され得る免疫系の遺伝子の詳細な例は、ＴｇＦ
－β遺伝子、Ｃ－ｆｏｓ遺伝子、ＩＣＡＭ遺伝子、特にＩＣＡＭ－１遺伝子、ＣＣＬ２０
遺伝子、インターフェロンγ遺伝子を包含している。
【００６３】
　遺伝子プロファイリングに関する関心対象のその他の遺伝子は、インターロイキン遺伝
子、例えばＩＬ１０遺伝子及びＩＬ８遺伝子を含む。
【００６４】
　関心対象遺伝子の更なる例は、腫瘍関連抗原をコードする遺伝子、特に以下に列記され
た白血病に関与した遺伝子である：例証を目的として、下記のＬＳＣ　Ｆａｔｅ採択(ado
ption)の遺伝子指標が試験される：
Ｌ－ＧＭＰマーカー遺伝子（’初期’）マウス：Ｍｅｉｓ１、ＨｏｘＡ９、ＨｏｘＡ１０
、ＭＹＬＫ、ＨｏｘＡ５、Ｓｔａｕ２；及び、ＭＬＬ－ＡＭＬマーカー遺伝子ヒト：Ｍｅ
ｉｓ１、ＨｏｘＡ９、ＨｏｘＡ１０、ＨｏｘＡ５。
別の実施例において、下記のようなＡＬＬ、ＭＬＬ及びＡＭＬ白血病において高度に発現
された遺伝子が、プロファイリングされる：
ＡＬＬマーカー遺伝子：ＭＭＥ（ＣＤ１０）、ＣＤ２４、ＤＹＲＫ３、ＦＯＸＯ１Ａ、
ＭＬＬマーカー遺伝子：ＦＬＴ３、ＫＩＡＡ０４２８、ＮＫＧ２Ｄ、ＡＤＡＭ－１０、Ｐ
ＲＯＭＬ－１、ＫＩＡＡ１０２５、ＬＧＡＬＳ－１、ＣＣＮＡ－１、ＤＫＦＺｐ５８６Ｏ
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０１２０、ＩＴＰＡ、ＣＤＮＡａｇ３６Ｃ０４、ＫＩＡＡ０９２０、ＬＭＯ－２、
ＡＭＬマーカー遺伝子：ＧＪＢ－１、ＢＳＧ、ＥＮＳＡ、ＣＴＳＤ、ＤＦ、ＴＦＤＰ－２
、ＤＲＡＰ－１、ＮＦ２、ＣＤＮＡ２０Ｃ１０、ＰＤＥ３Ｂ、ＡＮＰＥＰ、Ｃｈｒｍ１９
クローン、Ｃｈｒｍ２２ｑ１１クローン、ＲＴＮ２、ＣＲＹＡＡ。
【００６５】
　従って表現「プロモーター」又は「プロモーター配列」は、本発明に従い、そのような
プロモーターを含む遺伝子が通常内在性かつ未変性である細胞内で、該細胞の細胞転写因
子及びポリメラーゼの認識及び結合の結果として、本発明のポリヌクレオチドにおいてそ
の制御下に配置されたＤＮＡ配列の転写の活性化を提供するのに適している構築物中に存
在するＤＮＡ配列を指している。この遺伝子のプロモーターは、細胞の機構により、認識
されかつ活性化されることが自然に可能であり、本ポリヌクレオチド構築物による該細胞
のトランスフェクション後に、転写又は発現がアッセイされる。
【００６６】
　本発明の実行に適したプロモーター配列は、関心対象の未変性の遺伝子の天然のプロモ
ーターであってもよい。あるいは、これは、本明細書に説明されたように内在性プロモー
ターに由来することができ、従って、特に例えば１又は２以上のそのヌクレオチドの欠失
、挿入及び／又は置換により変異された配列を有し、かつその転写活性が試験される、修
飾されたプロモーターである。従って本発明の目的に関して、プロモーターの活性を試験
するためか又は該プロモーターの修飾された対応物の活性を試験するためのその調製に際
して、関心対象遺伝子の内在性プロモーターへの又はそのヌクレオチド配列により提供さ
れた情報へのアクセスが、その同定を可能にするために必要とされるのに対し、該遺伝子
の全配列への又は更にはそのコード配列へのアクセスは、必要とされない。より一般に本
発明は、候補プロモーターであることができる細胞内の任意のヌクレオチド断片の推定さ
れる転写活性をアッセイする手段を提供する。プロモーターに関するこれらの様々な定義
に応える配列は、合成（例えばＰＣＲによる、化学合成又は増幅）により調製されるか、
又は任意の利用可能な技術に従いクローニングされてよい。
【００６７】
　本内在性プロモーターは有利なことに、真核細胞遺伝子のプロモーターである。従って
転写又は発現が試験される細胞は、有利なことに真核細胞である。
【００６８】
　Vargas D.Y.らの論文(PNAS, 2005)において明らかにされたドキシサイクリン反応性プ
ロモーターなどのプロモーターは、本発明の未変性のプロモーターでも、本明細書におい
て定義された変種プロモーターでもない。
【００６９】
　本明細書に定義された「プロモーター」は、転写活性化の引き金をひくために明らかに
された活性を有するＤＮＡ断片からなるか、又は該ＤＮＡ断片を含む。好ましくはこれは
、関心対象遺伝子の全コード配列を欠いている（すなわち未熟ｍＲＮＡとして又はｍＲＮ
Ａとして転写される配列）か、又はこれは、関心対象遺伝子のコード配列のわずか２０％
未満を含む。このプロモーター配列は、特に、該遺伝子を発現する細胞においてプレｍＲ
ＮＡとして転写されるＤＮＡ配列ではない。
【００７０】
　本発明の特定の実施態様に従い、このプロモーター活性は、転写が試験される細胞に対
し異種である分子又はそのような細胞と接触される分子を誘発又は相互作用することなく
試験される。「異種」とは、該細胞により天然に発現されない分子を意図している。該細
胞と接触される分子は、本アッセイの目的に追加される。
【００７１】
　別の実施態様により、本２本鎖ポリヌクレオチド構築物のプロモーターの転写活性は、
該細胞に対し異種である分子又は該細胞と接触される分子の誘発又は影響下で試験され、
及び、直接又は間接のいずれかで本発明のポリヌクレオチドの関心対象遺伝子のプロモー
ターの転写活性とのそれらの相互作用能が試験される。そのような分子は、実施例におい
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て例証のために提供され、特にサイトカイン、インターロイキン又はケモカイン、例えば
インターロイキンであるＴＮＦα、ＩＬ－１などを含む。
【００７２】
　本発明の特定の実施態様において、関心対象遺伝子のプロモーターは、ケモカイン遺伝
子などの内在性遺伝子のプロモーター、特にインターロイキン８遺伝子又はインターロイ
キン１０遺伝子又はＣＣＬ２０遺伝子のプロモーター、インターフェロン遺伝子のプロモ
ーター、特にインターフェロンγ遺伝子のプロモーター、又は腫瘍関連タンパク質遺伝子
のプロモーターの群から選択される。
【００７３】
　例として列挙されたその他のプロモーターは、ＴＧＦβ遺伝子、ＩＣＡＭ遺伝子又はｃ
－ｆｏｓ遺伝子のプロモーターである。
【００７４】
　本発明の特定の実施態様において、関心対象遺伝子のプロモーターは、オートクリン機
構を介してアッセイされる細胞の内側に存在するか又は発現される分子により誘発される
。
【００７５】
　別の実施態様により、本２本鎖ポリヌクレオチド構築物のプロモーターの転写活性は、
該プロモーター活性との直接又は間接の相互作用の可能性について試験される物質、特に
病原性物質により誘発又は影響される。
【００７６】
　本発明により、「バーコード」は、少なくとも１個の認識結合部位を含むＤＮＡ構築物
、すなわち認識され、かつ分子プローブへの、すなわち核酸ベースのプローブ、例えば本
明細書において説明されたビーコン型のプローブなどを含むＤＮＡベースのプローブへ、
特にその転写産物によりハイブリダイズすることに適した部位を含むＤＮＡ構築物である
。好ましくは本発明のバーコードは、２つよりも多い若しくは３つよりも多い認識結合部
位を、及び／又はより好ましくは２つよりも多いバーコード単位若しくは３つよりも多い
バーコード単位を含み、各単位は、１つ又は２以上の（例えば３つ以上の）認識結合部位
の複数の反復配列を含んでなるか又はからなる。
【００７７】
　本発明の特定の実施態様において、プローブはビーコンであり、かつバーコードは、ビ
ーコン結合部位を伴うビーコンバーコードである。
【００７８】
　２以上の認識結合部位又は２以上のバーコード単位がバーコードに存在する実施態様に
おいて、該結合部位又はバーコード単位の少なくとも一部は、スペーサーにより分離され
ている。
【００７９】
　従って、認識結合部位及び／又はバーコード単位は、１～２５０個のヌクレオチド又は
ヌクレオチド配列の、特に１、２、３、４、５、６、７、８個のヌクレオチドの介在によ
り分離されることができる。
【００８０】
　本発明のバーコード及び／又はバーコード単位は、追加的に、その５’－及び／又は３
’－末端に配置された１つ以上の制限部位により先行されるか又は後続されるか又は枠組
みされてよい。これらの異なる種類の配列とは別に、特定の実施態様において、本バーコ
ードは、転写を誘発するか又は転写を供する配列を含む、転写に関与した更なる機能配列
を欠いていてよい。
【００８１】
　本発明の特定の実施態様において、本ポリヌクレオチドは、少なくとも機能プロモータ
ー構築物により互いに分離されている２以上のバーコードを含む。従って各バーコードは
、本明細書において定義されたような特定の転写プロモーターの制御下に配置されている
。



(18) JP 2010-538628 A 2010.12.16

10

20

30

40

50

【００８２】
　本発明の特定の実施態様において、各バーコード及び／又は各バーコード単位は、好適
な条件で該プローブと接触した場合に、その転写産物のプローブ配列とのハイブリダイゼ
ーションを可能にするのに適している少なくとも１つの配列の縦列反復配列を含む。
【００８３】
　特定の実施態様において、各バーコード及び／又は各バーコード単位は、２つの異なる
認識結合部位の反復配列、又は２つよりも多い、特に３つ以上の認識結合部位の反復配列
を含み、各認識結合部位は、転写される場合に、特異的プローブ配列とハイブリダイズす
るのに適している。
【００８４】
　本発明の特定の実施態様において、本バーコード及び／又はバーコード単位は、転写さ
れた場合に、好適な条件で該プローブと接触され、異なるプローブ配列とハイブリダイズ
するのに適している、少なくとも２つ、特に３、４、５又はそれよりも多い異なる配列の
縦列反復配列を含む。
【００８５】
　本発明は特に、図６においてそれらのヌクレオチド配列により図示され、かつＡＢ、Ｂ
Ｃ、若しくはＡＣとして指定されたビーコン結合部位に関し、又はＡＢ反復配列、ＢＣ反
復配列、ＡＣ反復配列、若しくはコアベクター内でもう一方の方向に挿入された場合、Ａ
Ｂ逆方向配列(inverse)、ＡＣ逆方向配列若しくはＢＣ逆方向配列として使用されるかど
うかにかかわらず、これらの結合部位の反復配列に関する。本発明は、図６の配列に由来
することができるＡ、Ｂ及びＣ結合部位にも関する。
【００８６】
　本発明の別の実施態様において、１つのバーコード又は１つのバーコード単位の認識結
合部位の配列は、同一であるが、しかし転写された場合には、異なる特異的プローブとハ
イブリダイズすることが適しており、様々なプローブ間の差異は、異なる蛍光部分又は発
光化合物などの異なるシグナル分子を生じる、認識されかつハイブリダイズされたポリヌ
クレオチドの異なる測定可能な変化を生じる。
【００８７】
　認識結合部位の構成に適した好適なヌクレオチド断片の同定は、本発明に従い実行され
るアッセイによって決まる状況である。別の実施態様において、そのようなヌクレオチド
断片は標準化されることができる。
【００８８】
　特定の実施態様において、認識結合部位を調製するために使用される配列は、スクリー
ニング時に利用可能なデータベースにおいて示されるようには、本ポリヌクレオチドが導
入された細胞のトランスクリプトーム内では認められず、特に哺乳類のトランスクリプト
ーム内では、特にヒトトランスクリプトーム内では認められない。特に、認識結合部位を
調製するために使用される配列は、非-哺乳類生物に由来する。そのような生物の詳細な
例は、好適な配列の同定のための給源を提供するショウジョウバエ(Drosophila)である。
【００８９】
　ＲＮＡ配列内に含まれる場合に、アクセス可能な結合部位を収容すると考えられる配列
に関するデータを提供する「ｍｆｏｌｄ」などの利用可能なアルゴリズムを手段として用
い、配列の予備選択を行うことができる。従ってこのｍＲＮＡの二次構造は、核酸ハイブ
リダイゼーションプローブによる結合にアクセス可能である可能性のあるハイブリダイゼ
ーション部位を同定することにより決定される。そこには証拠のラージボディが存在し、
このことはヘテロ二本鎖形成は、主としてＲＮＡの局所的二次構造及びフォールディング
により拘束されることを示唆している。その核酸プローブの組成及び長さは、余り重要で
ないように見える。その後アルゴリズムにより同定された候補プローブは、インビトロ転
写されたｍＲＮＡに結合するそれらの能力についてインビトロにおいて試験される。ヘテ
ロ二本鎖を最良に形作ることができるものは、保持され、かつ核酸プローブとして使用さ
れる。
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【００９０】
　このプローブデザインの問題点に対処する別の解決法は、例えばオリゴヌクレオチドス
キャニングアレイを使用する実験的アプローチによる核酸プローブの選択に焦点が当てら
れる。このようなアレイの使用は、予測アルゴリズムに勝る実験的アプローチの強みを補
強している。
【００９１】
　ハイブリダイゼーションにアクセス可能な領域を決定する実験的方法と、予測アルゴリ
ズムにより理論的に決定される方法との間の比較は、実験的アプローチの優れた強みを一
貫して強調している。実際、最適なオリゴヌクレオチド（１本鎖領域へのハイブリダイゼ
ーションのために選択される）は、アルゴリズムによりループとして予測される位置に対
応していない。更に、予測アルゴリズムにより予測された１本鎖領域は、実際ステムルー
プよりも、ヘテロ二本鎖形成によりアクセス可能であるかは定かではない。
【００９２】
　分子ビーコンの調製に関する以下の説明は、Bratu D.の論文から改作されている(「分
子ビーコン：生細胞における内在性mRNA検出のための蛍光プローブ」、Methods Mol Biol
 319, 1-14 (2006))。理論的に標的RNA内の任意の配列は、分子ビーコン結合部位として
選択することができる。この無限の可能性は、そのような領域は容易に同定されるという
自信をもたらす。しかし標的へのアクセス可能性の程度は、主に分子内の複雑な二次及び
三次構造の結果であり、これは予測することが困難であり、かつこれらの領域の多くを遮
蔽することができる。更にこの細胞の内側には、該ｍＲＮＡの一部分を更に閉塞するタン
パク質と会合しているｍＲＮＡが存在する。タンパク質結合に関与した領域は、単に実験
的分析により同定されるが、タイトな二次構造に関与していない領域を予測するためには
、かなりの試みを行うことができる。今日まで、ｍＲＮＡ配列内の推定標的部位を同定す
ることを補助するためには、２以上のインビトロアッセイ及び理論的アルゴリズム、更に
は高い結合親和性を伴うプローブが利用可能である(Tyagi, S.及びKramer, F. R.、「分
子ビーコン：ハイブリダイゼーション時に蛍光を発するプローブ「、Nat Biotechnol, 14
, 303-308 (1996)；Mir, K.U.及びSouthern, E. M.、「オリゴヌクレオチドアレイを使用
するハイブリダイゼーションへの構造の影響の決定」、Nat Biotechnol, 17, 788-792 (1
999)；Matsuo, T.、「生細胞における塩基性線維芽細胞増殖因子のmRNAのインサイチュ可
視化」、Biochim Biophys Acta, 1379, 178-84(1998)；Sokol, D. L.、Zhang, X.、Lu, P
.及びGewirtz, A. M.、生細胞におけるDNA.RNAハイブリダイゼーションの実時間検出、Pr
oc Natl Acad Sci USA, 95, 11538-43(1998))。調和のとれた次善の構造を伴う、熱力学
的に最も安定した二次構造を予測するためには、前記mfold RNAフォールディングアルゴ
リズムが使用される(Southern, E. M.、Milner, N.及びMir, K. U.、「オリゴヌクレオチ
ドアレイへのRNAハイブリダイゼーションによるアンチセンス薬の発見」、Ciba Found Sy
mp, 209, 38-44；考察44-6 (1997)；Ho, S. P.、Bao, Y.、Lesher, T.、Malhotra, R.、M
a, L. Y.、Fluharty, S. J.及びSakai, R. R.、「オリゴヌクレオチドライブラリーによ
るアンチセンス実験のためのRNAアクセス可能部位のマッピング」、Nat Biotechnol, 16,
 59-63 (1998))。これらの構造はいずれも天然の高次構造を表すとは考えることができな
いので、全体の調和を説明するパラメータが分析される。候補部位の数は、第二のアルゴ
リズムを使用することにより精査される。OligoWalkは、様々な長さのオリゴヌクレオチ
ドが結合可能である領域に関して、フォールディングされたＲＮＡ配列を走査する。各オ
リゴヌクレオチドの塩基組成、及びＲＮＡの予測された二次構造を考慮することにより、
この結果は、予想されるハイブリッドの安定性に関する情報を提供し、従って可能性のあ
る標的領域を同定する。一旦同定されたならば、これらの領域に特異的な分子ビーコンが
デザインされ、合成され、かつ蛍光分光光度計においてインビトロ合成されたＲＮＡで実
験的に試験される。
【００９３】
　本発明のポリヌクレオチドの特定のポリヌクレオチド又はバーコード単位は、特にビー
コンプローブによる認識に適している、下記の結合部位のひとつを含む：
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結合部位１として、
５’－ＴＴＣＴＣＴＴＣＡＡＡＣＴＴＴＴＣＣＧＣＴＴＴＴ－３’、又は
５’－ＣＧＣＣＡＡＡＡＣＣＴＡＴＴＡＴＣＴＴＡＡＧＴＣ－３’、又は
５’－ＣＴＣＡＣＣＴＧＣＴＣＴＴＣＴＣＡＧＡＣＣ－３’、及び
第二の結合部位として５’－ＧＣＴＡＴＡＧＣＡＣＴＡＡＧＧＴＡＡＧＡＣＣＣ－３’。
　これらの配列は、ショウジョウバエに由来し、哺乳類のゲノム内には存在しない。
【００９４】
　本発明の特定の実施態様において、これらのヌクレオチド断片は、ひとつのバーコード
単位内で一緒に使用される。該バーコード単位は、更に認識結合部位を含み、バーコード
内に反復配列されてよい。
【００９５】
　特定のポリヌクレオチドにおいて、バーコードの各縦列反復配列は、１つ又は２以上の
制限部位により枠組みされている。
【００９６】
　一般に、本発明の２本鎖ポリヌクレオチドの長さは、バーコードの長さ及びプロモータ
ー配列の及び任意の追加配列（クローニング部位又は制限部位の一部を含む）の長さ及び
数により決定され、その結果意図された適用の必要性に適合される。本発明のポリヌクレ
オチド構築物の一般的長さは、該ポリヌクレオチドが、特定の宿主細胞に、特に該宿主細
胞のゲノムに、安定して組込まれる必要要件に適合されてよい。
【００９７】
　例証のために、本発明のポリヌクレオチドは、バーコード単位又は各バーコード単位が
、１６～２００個の範囲のヌクレオチドの長さを有するものであってもよい。
【００９８】
　同じく例証を目的として、本発明のポリヌクレオチドの全体の長さは、８０～３０００
０個の範囲のヌクレオチドで構成されることができる。
【００９９】
　例証を目的として、下記は、本発明のポリヌクレオチドにおいて認めることができる全
般的構造の開示であり：ポリヌクレオチドは、５’末端から３’末端に読む場合に、以下
を含んでなるか又はからなる：
　－プロモーター、それに続くバーコード；
　－プロモーター、それに続く該プロモーターを提供する遺伝子のイントロンを含むコー
ド配列、又はそれに続くイントロンの一部若しくは全て、それに続くバーコード；
　－そのプロモーターを含む関心対象の全遺伝子又は該遺伝子の一部、それに続くバーコ
ード；
　－プロモーター、それに続くプロモーターを提供する関心対象遺伝子のｃＤＮＡ、それ
に続くバーコード。
これらの様々な構築物は、プロモーターの後又は本構築物の末端に、レポーター分子、特
にレポーターＤＮＡを含んでいてもよい。これらは、本発明のポリヌクレオチドを考慮す
る場合に本明細書において明らかにされるように、制限部位、３’転写終結配列、ポリＡ
尾部、マイクロＲＮＡ又は非コードＲＮＡなどの、追加配列を含むこともできる。
【０１００】
　本ポリヌクレオチドにおいてバーコード、バーコード単位、及び認識部位に関連して本
明細書に提供された定義は全て、特にビーコン結合部位、バーコード単位及びビーコンバ
ーコード、すなわちビーコンプローブにより認識されるのに適している構築物にあてはま
ることは強調される。
【０１０１】
　本発明の具体的実施態様において、本ポリヌクレオチドは、プロモーター配列の下流及
びバーコード配列の上流又は下流に、マーカータンパク質をコードしているＤＮＡを更に
含み、該コードＤＮＡは、バーコードの転写を制御する該プロモーターの制御下を含む、
発現調節エレメントの制御下に配置される。
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【０１０２】
　レポーター又はマーカータンパク質のためのコード配列の存在は、本ポリヌクレオチド
のプロモーターの機能性の決定をあるレベル増すことができ、かつ特に本発明のポリヌク
レオチド構築物の発現能の検出を可能にすることができる。本マーカータンパク質は、緑
色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、ルシフェラーゼ又はクロラムフェニコールアセチル転移酵
素（ＣＡＴ）などの、細胞における発現試験に使用される公知のマーカーの任意の型、好
ましくは内在性発現活性を有さないマーカータンパク質であってもよい。
【０１０３】
　本発明のポリヌクレオチドは、関心対象遺伝子のコード配列を、イントロンを含む型に
おいて若しくはｃＤＮＡとしてのいずれかで、及び／又はレポーター又はマーカータンパ
ク質をコードしているＤＮＡを、バーコードの転写のための該プロモーターの制御下に、
更に含んでいてもよい。
【０１０４】
　前述のように、本発明のポリヌクレオチドのプロモーターを提供する関心対象遺伝子は
、特に宿主の病的状態に関与した遺伝子、又は特にヒト宿主において、そのような状態の
結果として活性化された遺伝子を含む、細胞のホメオスタシスに関与した遺伝子、特に治
療的戦略のデザインにおいて関心対象遺伝子、又は細胞構造の維持若しくは細胞代謝の調
節に関与した遺伝子を包含している。この関心対象遺伝子は、特に細胞内におけるその発
現プロファイル又は調節が試験され、かつ特にその転写が試験されるべき、任意の未変性
の哺乳類の遺伝子、特に未変性のヒト遺伝子であってもよい。この関心対象遺伝子は、そ
の存在及び関心が、細胞遺伝子発現プロファイリングについて、特に転写産物レベルでの
そのようなプロファイリングについて、調べられるべき、未変性の遺伝子の、特に未変性
の哺乳類の、とりわけヒトの遺伝子の変異型であることもできる。関心対象遺伝子は、哺
乳類又はヒト宿主の病原体感染の結果として、その発現が、宿主細胞、特に哺乳類細胞又
はヒト細胞において、誘導又は調節される、遺伝子であることもできる。関心対象遺伝子
は、特に宿主における免疫反応により調節された又は調節される遺伝子であってもよい。
【０１０５】
　例証のために、関心対象遺伝子は、ＩＬ１０又はＩＬ８を含むインターロイキンなどの
、免疫応答、とりわけ先天性免疫応答に関与した遺伝子、又はＩＣＡＭのような細胞接着
分子又はＴｇＦ－β、Ｃ－ｆｏｓ若しくはＣＣＬ２０などの遺伝子であってもよい。
【０１０６】
　特定の関心対象遺伝子は、宿主が例えば、制御されない細胞増殖、特に癌につながる病
理、又は宿主の免疫系の調節解除を随伴する病理を含む、病的状態に罹患した場合に、該
宿主において調節解除される遺伝子、又は宿主、特に哺乳類の、とりわけヒトの宿主にお
いて誘導される遺伝子であってもよい。
【０１０７】
　特定の実施態様に従い、関心対象遺伝子は、試験された細胞における薬物又は他の外部
ストレス因子（病原性生物又は物質を含む）に対し感受性がある遺伝子から選択されるこ
とができる。
【０１０８】
　特定の実施態様に従い、関心対象遺伝子は、治療的処置のための候補化合物又は標的を
表すことができ、その発現プロファイリングは、オン又はオフのいずれかであることがで
き、かつ特にその転写プロファイリングは、この薬物又はストレス因子の投与後に決定さ
れなければならない。
【０１０９】
　特定の実施態様において、遺伝子プロファイリングは、化合物の、細胞の遺伝子との相
互作用を決定するための、スクリーニング化合物ライブラリーに関与することができる。
従って本発明は、ＤＮＡライブラリー、ＲＮＡｉライブラリー、化学物質ライブラリー、
病原体のライブラリーなどのライブラリーをスクリーニングすることにより、細胞におい
て遺伝子プロファイリングをモニタリングするための、本発明のポリヌクレオチドの使用
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に関する。
【０１１０】
　本発明による遺伝子プロファイリングは、遺伝子転写を活性化又は誘発する条件（プロ
ファイリングオン）又は遺伝子を失活するか若しくは転写をサイレンシングする条件（プ
ロファイリングオフ）を決定することを含む、該遺伝子のプロモーターを含む本発明のポ
リヌクレオチドの転写の観察による、遺伝子発現のモニタリングを包含している。これは
、転写の開始レベルから発現をアップレギュレーション又はダウンレギュレーションのい
ずれかする遺伝子発現の制御にも関連している。これは、細胞内の１種又は２以上の遺伝
子のレベルで試験されることができる。
【０１１１】
　本発明は、モニタリングされる細胞の内側で増殖することができかつ恐らく該ポリヌク
レオチドの細胞のゲノムへの安定した挿入が可能であるベクターへクローニングされた場
合の、本出願において定義されたようなポリヌクレオチドにも関する。
【０１１２】
　あるいは、本ポリヌクレオチドは、細胞内でエピソームであり続けることができる。
【０１１３】
　本発明の実行に好適な特定のベクターは、特にプラスミド、コスミド、ウイルス又はｂ
ａｃ（細菌人工染色体）である。
【０１１４】
　本発明は、本発明の様々なポリヌクレオチドのセットにも関する。
【０１１５】
　本発明は、特に本発明のポリヌクレオチドを安定して組込むことを含んでなる（すなわ
ち、細胞ゲノム中に組込まれた）、細胞、特に生細胞、及びとりわけ個々の細胞又は株化
細胞にも関する。この細胞は、初代細胞又は株化細胞であってもよい。
【０１１６】
　特定の細胞又は株化細胞は、真核細胞又は原核細胞で作製される。特にこれは、哺乳類
の細胞又は株化細胞、特にヒトの細胞又は株化細胞である。あるいは本細胞は、齧歯類、
特にマウス若しくは他の適当なモデル動物に由来するか、又はゼブラフィッシュ若しくは
ショウジョウバエに由来している。
【０１１７】
　本発明の特定の態様において、哺乳類細胞又は哺乳類株化細胞は、非ヒト哺乳類の細胞
又は株化細胞である。
【０１１８】
　特定の実施態様において、本細胞は、分化した細胞であるか、又はこの株化細胞は、分
化した細胞に由来される。
【０１１９】
　別の実施態様において、細胞は、脱分化された細胞である。特定の脱分化された細胞は
、インビボにおける増殖制御を回避している細胞である。
【０１２０】
　別の実施態様において、本細胞又は株化細胞は、多能性細胞又は幹細胞に由来し、特に
ヒトの多能性細胞又は幹細胞、胚性又は成体多能性細胞又は幹細胞に由来している。
【０１２１】
　本発明を実行するために使用することができる細胞の特定の例は、マクロファージ、樹
状細胞、単球又は上皮細胞などの、免疫系に関与した細胞を包含している。他の細胞は、
乳癌において発達している細胞などの、癌細胞である。
【０１２２】
　本発明を実行するための細胞は、非極性ＨｅＬａ細胞などの、非極性細胞であるか、又
は分極細胞であってもよい。株化細胞を誘導するために使用される細胞の例は、ＣａＣｏ
２細胞（異種ヒト上皮結腸直腸腺癌細胞の）、Ｕ９３７細胞（びまん性組織球型リンパ腫
から確立されかつ単球の特徴を示す）又はＴＨＰ－１細胞（単球性白血病に由来）を含む
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。
【０１２３】
　細胞内に提供された本発明のポリペプチドの、ゲノム内への導入及び特に組込みは、細
胞での注入によるか、又は好ましくは該ポリヌクレオチドによる細胞のトランスフェクシ
ョンによることを含む、様々な方式により実現されることができることが示されている。
トランスフェクションプロトコールの説明は、以下に提供された、実施例に記され、かつ
これは様々な細胞及び本発明の様々なポリヌクレオチドに適用することができる。
【０１２４】
　本発明は、本出願において定義されたような１つ又は２以上の分子検出プローブを更に
含む、先に定義されかつ実施例に例示された細胞又は株化細胞にも関する。本発明のポリ
ヌクレオチドに関して、該分子プローブは、注入によるか、又は好ましくはトランスフェ
クションにより、細胞に導入される。
【０１２５】
　本発明は、細胞又は株化細胞の各セットが、その中に組込まれた、特に本明細書に定義
された１つ又は２以上のポリヌクレオチドを含み、各細胞又は株化細胞が、他の細胞又は
株化細胞のものとは異なる該ポリヌクレオチドの組成を有する、細胞のセット又は株化細
胞のセットにも関する。
【０１２６】
　本明細書に明らかにされたように、本発明のポリヌクレオチドの挿入により修飾されて
いる細胞内の遺伝子発現のモニタリングは、該ポリヌクレオチドの転写を検出する手段を
必要とする。この検出は、転写産物のレベルで測定可能な変化を検出することができるプ
ローブ（分子プローブ）を用いて、実行されることができる。測定可能な変化は、プロー
ブハイブリダイゼーション結果としての核酸の高次構造の変化、又はプローブハイブリダ
イゼーションの結果としての光放出（蛍光など）の変化であってよい。
【０１２７】
　本発明のポリヌクレオチドの発現を検出するのに適したプローブは、直線状のプローブ
、又はビーコンプローブなどの直線でないプローブであってよい。これらは、核酸ベース
のプローブ、特にＤＮＡベースのプローブである。
【０１２８】
　従って特定の実施態様において、本発明は、分子ビーコン及び本発明のポリヌクレオチ
ドの転写を検出するためのプローブとしてのその使用に関する。分子ビーコンは、本発明
のポリヌクレオチド中のビーコンバーコードのビーコン結合部位から転写された配列中の
それらの相補配列とのハイブリダイズに適しているＤＮＡベースの分子であり、該分子ビ
ーコンは、ステムループポリヌクレオチド構造を有し、かつそれらの標的配列と、特に可
逆的方式でハイブリダイズされた場合に、可視化に適している。
【０１２９】
　特定の分子ビーコンは、ステムループポリヌクレオチド構造として定義されており、ポ
リヌクレオチドのループ部分は、該ポリヌクレオチドのビーコン結合部位に特異的にハイ
ブリダイズするのに適したプローブ配列であり、かつステム部分は、互いに相補的な配列
で形成された２つのアームからなり、各アーム配列は、該ポリヌクレオチドのループ部分
に対し反対であるその自由な先端に付着された、蛍光部分又は非蛍光消光部分のいずれか
を収容し、該部分は、該アーム配列に付着された場合には、蛍光共鳴エネルギー移動によ
り消光される蛍光部分の蛍光を生じるのに十分な程互いに近く、かつ更に該ポリヌクレオ
チドの該ループ部分は、各アームポリヌクレオチド構造よりもヌクレオチドで少なくとも
２倍長い。
【０１３０】
　それらの定義に従い、本明細書で定義された分子ビーコンは、本ポリヌクレオチドのビ
ーコンバーコードのビーコン結合部位又は特にその転写産物に相補的であるプローブ配列
を有する。
【０１３１】
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　表現「相補的」とは、本分子ビーコンが、定義されたハイブリダイゼーション条件にお
いて、特に生理的条件において、分子ビーコン結合部位の相補配列との塩基対形成により
、ハイブリダイズするのに適していることを意味している。本発明による細胞における遺
伝子プロファイリングの状況において、ビーコンプローブのハイブリダイゼーションは、
本発明のポリヌクレオチドの転写産物により、ビーコン結合部位のレベルで実行される。
【０１３２】
　好ましくは、本分子ビーコンのプローブ配列は、細胞内の標的化された分子ビーコン結
合部位又はその転写産物と、完全に相補的であり、かつこれにより、細胞内での該転写産
物との安定したハイブリッドの形成に適しており、その結果それらのハイブリダイゼーシ
ョンは、例えば高次構造変化などの、測定可能な変化が分子ビーコンにおいて生じること
を可能にし、これによりそれらがシグナルを発生する、特に光を発する、及び特に蛍光を
発することができる。
【０１３３】
　当該技術分野において公知であるように、分子ビーコンの蛍光は、発蛍光団（蛍光部分
）及び消光分子（非蛍光消光部分）の、ハイブリダイゼーションの結果としての互いに遠
ざかる能力から生じ、これにより蛍光を発することが可能になる。
【０１３４】
　分子ビーコンの調製のためのデザイン則は、当業者に周知であり、かつ特に下記ウェブ
サイトにおいて認めることができる：http://www.molecular-beacons.org.。そのような
ビーコンプローブは、本実施例において例示されている。
【０１３５】
　特定の実施態様において、本分子ビーコンは、蛍光部分及び非蛍光消光部分が、ステム
ループポリヌクレオチド構造内のアーム配列に共有的に連結されているようなものである
。
【０１３６】
　本発明の特定の分子ビーコンにおいて、ビーコンプローブのポリヌクレオチド構造は、
8～100個のヌクレオチドを有する。
【０１３７】
　多くの様々な蛍光部分は、例証のために消光部分と会合されている本発明の分子ビーコ
ンを調製するために、使用されることができる。下記の例が提供される。特定の実施態様
に従い、蛍光部分（発蛍光団）は、量子ドット及び誘導体、Alexafluor色素ファミリー、
FAM、TET又はCAL FluorGold 540、HEX又はJOE、VICB、CAL Fluor Orange 560A；Cy3c又は
NEDB、Quasar 570A、Oyster 556D；TMR又はCAL Fluor Red 590A；ROX又はLC red 610E、C
AL FLuor Red 610A；Texas red又はLC red 610E、CAL Fluor Red 610A；LC red 640E又は
CAL Fluor Red 635A；Cy5c又はLC red 670E、Quasar 670A、Oyster 645D；LC red 705E又
はCy5.5c又は５－（２’－アミノエチル）アミノナフタレン－１－スルホン酸（ＥＤＡＮ
Ｓ）、フルオレセイン、アントラニルアミド、クマリン、及びテルビウムキレートの群か
ら選択され、及び消光部分(消光分子)は、DDQ-IA(最大吸収４３０μｍ)、Dabcyl(最大吸
収４７５)、EclipseB(最大吸収５３０)、Iowa Black FQc(最大吸収５３２)、BHQ-1D(最大
吸収５３４)、QSY-7E(最大吸収５７１)、BHQ-2D(最大吸収５８０)、DDQ-IIA(最大吸収６
３０)、Iowa Black RQ c(最大吸収６４５)、QSY-21E(最大吸収６６０)、BHQ-3D(最大吸収
６７０)、金、希土類金属又は４－（４’－ジメチルアミノフェニルアゾ）安息香酸（Ｄ
ＡＢＣＹＬ）、ローダミン、ピレンブチラート、エオシン、ニトロチロシン、エチジウム
及びテトラメチルローダミンの群から選択される。
【０１３８】
　特定の発蛍光団／消光分子の対は、同じ大文字（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ又はＥ）により印しが
付けられた各発蛍光団／消光分子の会合により、前記リストから生じるもの、又は下記の
組合せの群から選択されたその他の対である：CY5と、BlackHole消光分子3、CY3とBlackH
ole消光分子２、５－（２’－アミノエチル）アミノナフタレン－１－スルホン酸（ＥＤ
ＡＮＳ）と４－（４’－ジメチルアミノフェニルアゾ）安息香酸（ＤＡＢＣＹＬ）、フル
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オレセインとローダミン、フルオレセインとピレンブチラート、フルオレセインとエオシ
ン、アントラニルアミドとニトロチロシン、クマリンとエチジウム、及びテルビウムキレ
ートとテトラメチルローダミン。
【０１３９】
　代替のプローブは、他の核酸ベースのプローブである。認識部位へのハイブリダイゼー
ション時にこれらのプローブは測定可能な変化を誘発し、その結果様々な装置により測定
することができる。例は、直線状核酸プローブ、鎖置換プローブ、スコルピオンプローブ
、近接プローブ、サイクリコン(cyclicon)プローブ、HyBeacons、副溝バインダープロー
ブ、分子ビーコンプローブ（波長シフト分子ビーコンプローブを含む）、５’ヌクレアー
ゼプローブ、及びAmplifluorプローブである。
【０１４０】
　Wittwer, CT.、Herrmann, M. G.、Moss, A.A.及びRasmussen, RP.の論文「迅速サイク
ルDNA増幅の連続蛍光モニタリング」、Biotechniques 22, 130-131, 134-138 (1997)に説
明されたような近接プローブは、本発明によるポリヌクレオチドの転写産物の検出に適し
ている。これらのプローブは、標的核酸上の隣接部位に結合する２つの１本鎖ハイブリダ
イゼーションプローブを利用する。一方のプローブは、ドナー発蛍光団で、他方は、アク
セプターで標識されることができる。一旦ハイブリダイズされたこれら２つのプローブ間
の距離は、ドナーからアクセプターへ効率的蛍光エネルギー移動が生じるように選択され
る。エネルギー移動は、プローブがそれらの標的にハイブリダイズされない場合は、最小
でなければならない。蛍光シグナルの変化に加え、他の測定可能な変化を用いて、近接プ
ローブによる隣接部位へのハイブリダイゼーションを示すことができる。従って、これら
のプローブは、単にＦＲＥＴベースのプローブではない。
【０１４１】
　Solinas, A.らの論文「SNP解析及びFRET適用における二重鎖スコルピオンプライマー」
、Nucleic Acids Res 29, E96 (2001)に明らかにされたスコルピオンプローブを含む、鎖
置換プローブは、本発明のポリヌクレオチドの検出を実行するのに適した更なるプローブ
である。これらのプローブは、一方のプローブは発蛍光団で標識され、及び他方は非蛍光
消光分子部分で標識されている、２つの相補的オリゴヌクレオチドプローブを使用する。
これら２つのプローブが互いにハイブリダイズされる場合、発蛍光団と消光分子は、密に
近接し、その結果接触消光及び低い蛍光放出を生じる。標的核酸の存在下において、これ
らのプローブのひとつは、より安定したプローブ標的ハイブリッドを形成し、このことは
これらの２つのプローブが分離されることを生じる。この置換の結論として、発蛍光団及
び消光分子は最早密に近接することはなく、かつ蛍光を増大しない。蛍光シグナルの変化
に加え、他の測定可能な変化を用いて、鎖置換における変化を示すことができる。従って
、これらのプローブは、単に発蛍光団－消光分子ベースではない。
【０１４２】
　複数の区別できる核酸認識結合バーコードを使用することは可能であり、これらの各々
は、１つの特異的内在性プロモーター配列に融合され、同時に単独細胞内において使用す
るための複数のポリヌクレオチド構築物を提供する。この場合本検出プローブは、識別可
能なシグナルを発生する分子と共にデザインされることができる。従ってこれは、実時間
での単独細胞内の複数の遺伝子のプロファイリングを可能にする。例えばこれは、様々な
核酸結合部位へ特異的にハイブリダイズする、異なる色を伴う異なるビーコンである、多
色のビーコンの利用により、可能である。
【０１４３】
　特定の実施態様において、本発明のポリヌクレオチドは、それらの転写産物が検出プロ
ーブと、特に分子ビーコンとハイブリダイズする場合に、これらは、１よりも多い、特に
最大４、又はより特別には最大６、好適であるならば、最大１５、２０又は最大３２の本
発明のポリヌクレオチドの転写産物を可視化することができる遺伝子発現プロファイルを
提供するような方式でデザインされる。これは、バーコード内の、ビーコン結合部位のセ
ットを組合せることにより実現されてよく、このことは、ハイブリダイズした場合に、分
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解される色の組合せのスペクトルを提供し、本ポリヌクレオチドの転写産物のフィンガー
プリントを提供する。
【０１４４】
　例証を目的として、異なる色の発蛍光団が利用可能である場合、これらは、１種よりも
多い色を有するスペクトルを誘発するために、組合せて使用されてよい。そのようなスペ
クトルが、可視化された時に、それらの様々な構成要素に分解され得る場合、これは、発
蛍光団の利用可能な基本色に対応する数よりもより多い転写産物の可視化を可能にする可
能性を提供する。そのようなスペクトルの色との組合せを実現するために、多色スペクト
ルを生じなければならないビーコンバーコードは、異なる色の発蛍光団を有するビーコン
に相補的なビーコン結合部位を含まなければならない。
【０１４５】
　図面に図示されたように、各バーコード単位に結合されたプローブの蛍光色の組合せを
使用し、単独細胞内の複数の遺伝子をプロファイリングすることができる。
【０１４６】
　特に、バーコード単位が２つの認識結合部位を含み、それらの各々が異なるタグで、特
に異なる色で標識されている場合、単独細胞において最大１５種の遺伝子をプロファイリ
ングするために、色又は蛍光部分などの６種の異なるタグを手段として用いることが可能
である。
【０１４７】
　バーコード単位が３つの認識結合部位を含み、それらの各々が異なるタグで標識されて
いる場合、単独細胞において最大２０種の遺伝子をプロファイリングするために、色又は
蛍光部分などの６種の異なるタグを手段として用いることが可能である。
【０１４８】
　こうして定義された検出プローブは、バーコードから転写される転写産物の配列に、又
は該転写産物を特徴づけるのに十分である配列の一部に、相補的である。特定の実施態様
において、この相補性は、２つの配列が完全な塩基対を形成するようなものである。
【０１４９】
　本発明の特定の実施態様において、本検出プローブは、分子ビーコンであり、及びその
ループ部分は、１０～５５個のヌクレオチドを有し、かつ各アームポリヌクレオチド構造
は、４～１６個のヌクレオチドを有する。
【０１５０】
　本発明を実行するのに適した特定の分子ビーコンは、下記ヌクレオチド配列のひとつを
有する：5’-GCUGC AAAAGCGGAAAAGUUUGAAGAGAA GCAGC-3’、又は5’-CGACC GACUUAAGAUAA
UAGGUUUUGGCG GGUCG-3’。
【０１５１】
　本発明は、（ｉ）本明細書に定義されたポリヌクレオチド、及び（ii）該ポリヌクレオ
チド及び／又は１つ以上の分子検出プローブの組込みに適した、細胞又は株化細胞：を備
える、キットも提供する。
【０１５２】
　特定の実施態様において、本キットは、本出願に開示されたポリヌクレオチド、及び該
ポリヌクレオチド又は該ポリヌクレオチドのセットの組込みに適した細胞又は株化細胞、
及び該細胞又は株化細胞のセットを備える。
【０１５３】
　別の実施態様に従い、本キットは代わりに又は更に、関心対象遺伝子又はプロモーター
の下流に安定して組込まれたバーコードポリヌクレオチドを伴う株化細胞を備える。
【０１５４】
　特定の実施態様において、本キットは更に、バーコードの認識結合部位とハイブリダイ
ズするのに適した、１つ又は２以上の分子検出プローブを備える。
【０１５５】
　本発明は、本出願において説明されたポリヌクレオチド、及びバーコードの認識結合部
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位と若しくはその転写産物とハイブリダイズするのに適した１つ又は２以上の分子検出プ
ローブを備えるキットにも関する。
【０１５６】
　特定の実施態様において、本キットは、本出願において説明されたポリヌクレオチド、
及びバーコードの認識結合部位と若しくはその転写産物とハイブリダイズするのに適した
１つ又は２以上の分子検出プローブ、該ポリヌクレオチド又は該ポリヌクレオチドのセッ
トの組込みに適した細胞又は株化細胞、及び該細胞又は株化細胞のセットを備える。
【０１５７】
　特定の本発明の実施態様において、本明細書において説明されたキットは、下記ヌクレ
オチド配列を有する分子ビーコンを備える。
【０１５８】
　５’－ＧＣＵＧＣ　ＡＡＡＡＧＣＧＧＡＡＡＡＧＵＵＵＧＡＡＧＡＧＡＡ　ＧＣＡＧＣ
－３’又は
　５’－ＣＧＡＣＣ　ＧＡＣＵＵＡＡＧＡＵＡＡＵＡＧＧＵＵＵＵＧＧＣＧ　ＧＧＵＣＧ
－３’。
【０１５９】
　本分子検出プローブは、それらの標的とのそれらのハイブリダイゼーションの可視化が
、本分子検出プローブがその標的配列に結合した時にスイッチが入る蛍光などの、測定可
能な変化の結果として得られるような方式でデザインされている。
【０１６０】
　任意に、定義された本キットは、関心対象遺伝子若しくはプロモーターの下流にクロー
ニングされたバーコードポリヌクレオチドを伴うプラスミド、及び／又はバーコードポリ
ヌクレオチドを認識することができるプローブ（例えば分子ビーコン）、及び／又は特に
それらの細胞へのトランスフェクション若しくは微量注入により、プローブ及びプラスミ
ドを株化細胞へ導入することができる試薬（ペプチド、脂質、化学物質など）、及び／又
は必要とされる実験手順の各工程の陽性若しくは陰性対照を更に備える。
【０１６１】
　本発明は、下記の工程を含む、細胞又は株化細胞における遺伝子転写を試験するプロセ
スにも関する：
　（ｉ）本発明において定義されたポリヌクレオチドを特に安定して組込むことを含む、
細胞又は株化細胞を提供する工程、
　（ii）該ポリヌクレオチド構築物の転写を誘発、サイレンシング又は制御する工程、
　（iii）該ポリヌクレオチドの転写における測定可能な変化を検出する工程。
【０１６２】
　前述のポリヌクレオチドの転写における測定可能な変化を検出する工程は、以下を含む
：
　・ポリヌクレオチドが導入された細胞又は株化細胞を、本明細書において定義された１
種以上の検出プローブと接触する工程、
　・ポリヌクレオチド構築物のプロモーターの転写活性のレポーターとして、該検出プロ
ーブと、バーコードの認識結合部位の転写産物の間のハイブリダイゼーションを検出する
工程。
【０１６３】
　本発明のプロセスにより可能とされた遺伝子転写の試験は、分子バーコードの転写を生
じるポリヌクレオチドにおけるプロモーター活性化の結果として実現され、これによりそ
れらに特異的な相補的分子検出プローブへのそれらの結合につながる該分子バーコードの
複数のコピーの生成が可能である。
【０１６４】
　前記プロセスの工程（ii）は、細胞又は株化細胞を、その転写への影響が試験される関
心対象の分子又は物質と接触させることにより実行されることができる。
【０１６５】
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　特に本発明のポリヌクレオチドの細胞への安定した組込みに関する組込みプロセスは、
当業者に周知であり、かつ一般に注入又はトランスフェクションプロトコールを包含して
いる。そのようなプロトコールは、ＨｅＬａ細胞及び特定のポリヌクレオチドを手段とし
て用いる実施例に例示されている。同様の技術は様々な細胞及びポリヌクレオチドについ
て繰り返すことができる。
【０１６６】
　同様に、細胞の検出プローブとの接触は、本実施例において例示されるもののような方
法により、実現されることができる。
【０１６７】
　関心対象遺伝子及び／又はマーカータンパク質をコードしている配列も、本発明のポリ
ヌクレオチドに存在し、該プロモーターの転写活性も、該遺伝子及び／又はマーカータン
パク質の転写及び発現を可能にする。
【０１６８】
　これにより、本プロモーター活性は、転写レベルで検出されることができ、これは、特
に検出プローブの蛍光又は他の光発生シグナルを、及び恐らく関心対象遺伝子の生成物及
び／又はマーカータンパク質の発現レベルで測定可能な変化を生じる。
【０１６９】
　特に蛍光の、測定可能な変化の検出のいずれか好適な手段は、本発明のポリヌクレオチ
ドのプロモーターの転写活性をモニタリングするために使用することができる。特にハイ
コンテント顕微鏡及び生細胞イメージング技術は、この検出の実行に適している。
【０１７０】
　本発明のひとつの特定の利点は、説明されたプロセスは、単独の生細胞のレベルで該遺
伝子のプロモーターを含む、ポリヌクレオチドの転写により反映された遺伝子転写の試験
を可能にすることである。
【０１７１】
　本発明のプロセスは、特に実時間アッセイにおいて、又はエンドポイントで、ポリヌク
レオチド転写試験に適合される。
【０１７２】
　本発明のプロセスの別の利点は、これを、単独の遺伝子を基に、特に単独細胞を基に遺
伝子転写を試験するためか、又は特に単独細胞において、複数の遺伝子を基に、遺伝子転
写を試験するために実行することができることである。それらのプロモーターを含むポリ
ヌクレオチドの転写により反映された複数の遺伝子の転写は、単独細胞において最大３５
遺伝子について試験されることができ、及び特に２、３、４、５、６遺伝子は、単独のア
ッセイにおいて試験されることができることが示されている。
【０１７３】
　本発明の特定の実施態様により、ポリヌクレオチドの転写の誘発、サイレンシング又は
制御の工程は、細胞又は株化細胞の外部因子との接触後に得られる。そのような外部因子
は、化学化合物のライブラリー、低分子干渉ＲＮＡ、又は細胞若しくは株化細胞について
スクリーニングされる生物のライブラリーであってもよい。
【０１７４】
　本発明のポリヌクレオチドの転写の結果として、検出プローブのそれらの標的配列との
結合事象の定量的検出を通じ、ポリヌクレオチド転写を定量的に検出することも特に適し
ており、かつこれが意図されている。
【０１７５】
　特定の実施態様において、本発明のプロセスは、ポリヌクレオチド構築物によりコード
されかつポリヌクレオチド構築物中に含まれるプロモーターの制御下で発現された、発現
されたレポータータンパク質の検出を更に含む。
【０１７６】
　本発明のポリヌクレオチド配列に含まれる特定のプロモーター構築物、及びそれらの活
性が本発明のプロセスにより検出される特定のプロモーター構築物は、本明細書において
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開示されている遺伝子のプロモーターである。
【０１７７】
　ＩＬ８プロモーターの転写活性をアッセイするために本発明のプロセスが実行される場
合、該活性は、細胞又は株化細胞の細菌、例えばシゲラ・フレックスネリ(S. flexneri)
株による感染により、誘発される。
【０１７８】
　本発明のプロセスの特定の実施態様において、本ポリヌクレオチドは、ＧＦＰ、ルシフ
ェラーゼ、ＳＹＢＲグリーンの群で選択されたレポーター遺伝子を更に発現する。
【０１７９】
　本発明の別の特定の実施態様において、本ポリヌクレオチドは、抗生物質耐性を提供す
る１種又は多くのヌクレオチド配列を発現する。抗生物質耐性遺伝子の例は、本実施例に
示され、かつ図６に図示されている。
【０１８０】
　本発明のプロセス、キット又はポリヌクレオチドの様々な適用は、本発明の範囲内であ
ることが企図されている。本発明の実施態様により、これらは、ＲＮＡｉライブラリー、
ＤＮＡライブラリー、化学物質ライブラリー、又は病原性生物ライブラリーを含むライブ
ラリーのスクリーニングに使用されることができる。
【０１８１】
　本発明の実施態様により、これらは、疾患状態、又は特に宿主における、特にヒト宿主
におけるウイルス感染又は細菌感染などの感染状態を検出するための診断プロセスに、特
に該診断の一部として使用することができる。
【０１８２】
　これは、細胞を基に免疫反応をモニタリングするために使用することもできる。これは
、アッセイされた細胞が、スクリーニングするためのライブラリー（化学物質ライブラリ
ー、ＲＮＡｉライブラリー、ＤＮＡライブラリー又は病原体ライブラリーを含む）の化合
物と接触される場合に、本発明のポリヌクレオチドの転写をアッセイすることに関するこ
とができる。本アッセイの成果は、有利なことにハイコンテント及びハイスループット顕
微鏡を用いて検出される。
【０１８３】
　本発明の別の適用は、細胞の基本に対する治療的処置の成果の経過観察である。
【０１８４】
　本発明は、特に可能性のある治療的化合物又は治療的標的のスクリーニングプロセスに
おいて、及び特に恐らく免疫系と相互作用する化合物のスクリーニングプロセスにおいて
、使用されてよい。
【０１８５】
　別の本発明の適用は、化合物又は病原性生物若しくは物質の細胞標的の探索のためであ
る。
【０１８６】
　本発明は、特に該細胞が、該病原体で感染される条件下に配置された場合に、宿主の細
胞の又は該細胞由来の細胞のレベルで、病原体と宿主の間の相互作用をモニタリングする
ことにも関する
【０１８７】
　本発明は、本発明のポリヌクレオチド構築物をその細胞の一部若しくは全てのゲノムに
おいて発現するトランスジェニック非ヒト哺乳類、又は本発明の該ポリヌクレオチドによ
り形質転換された及び特にトランスフェクションされた細胞にも関する。
【０１８８】
　本発明の更なる特徴及び特性は、下記の実施例及び図面から明らかになるであろう：特
に本実施例及び図面において明らかにされた特性は、本発明を実行するより一般的方法に
おいて適用されてよく、従って言及される場合を除き、本実施例において例示された特定
の生成物に限定されるものではないことを触れておく。
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【０１８９】
　図１．Ａ．分子ビーコンの原理。分子ビーコンは、ＲＮＡ又はＤＮＡなどのそれらの標
的配列とのハイブリダイゼーション時に蛍光を発し始める、内部消光されるヘアピン型オ
リゴヌクレオチドプローブである。
【０１９０】
　Ｂ．分子ビーコンバーコードヌクレオチドの原理。バーコードヌクレオチドは、ビーコ
ンバーコードヌクレオチドの上流の蛍光タンパク質レポーターの発現を駆動する関心対象
のプロモーターと共に構築されることができる。あるいは、これらは、ビーコンバーコー
ドヌクレオチドの上流の蛍光レポーターに融合された遺伝子又は関心対象を駆動するプロ
モーターを含んでいてもよい。前炎症反応をモニタリングする実験に関して、ビーコンバ
ーコードヌクレオチドの第一の型が配置される。２種の分子ビーコンバーコード構築物が
作製された。ＩＬ８ＷＴは、良く特徴づけられたＩＬ８最小プロモーターを利用し、かつ
緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）の上流に導入され、及び分子ビーコンバーコードヌクレオ
チドは、３’側非翻訳配列を伴いＧＦＰの下流に導入された。ＩＬ８ＭＵＴは第二のビー
コンバーコード構築物であるが、これは、全ての点でＩＬ８ＷＴと同一であったが、ただ
２つの変異が該最小プロモーターへ導入され、このことはこれを活性化に対し非感受性と
した。これらの構築物は、２００７年９月４日に、大腸菌(E. coli)株のプラスミドとし
て、ＣＮＣＭ（パリ、仏国に設置）に、番号ＣＮＣＭ Ｉ－３８１８（ｐＪｏＭｕＩｌ８
ＷＴ）及びＣＮＣＭ Ｉ－３８１９（ｐＪｏＭｕＩｌ８Ｍｕｔ）で寄託された。
【０１９１】
　これらのプラスミドは、大腸菌株ＤＨ５α内であり、かつカナマイシン耐性である。
【０１９２】
　増殖のための培養培地は、カナマイシンを含むＬＢ－培地であり、かつ播種は、ＬＢ－
カンテンで行われる。インキュベーションは、定速で振盪しながら、３７℃で行われる。
【０１９３】
　貯蔵は、ＬＢ／５０％グリセロールの懸濁液中、細胞濃度１０7／ｍＬで、－８０℃で
凍結することにより可能である。
【０１９４】
　Ｃ．分子ビーコン及びビーコンバーコード構築物を使用する生細胞ベースのアッセイの
原理。（左側から右側へ）ビーコンバーコード構築物ＩＬ８ＷＴ及びＩＬ８ＭＵＴは、個
別に使用され、２種の異なる安定した株化細胞を作製する。これらの株化細胞は、各構築
物の安定した組込みに関してチェックされる。本細胞ベースのアッセイは、好適な分子ビ
ーコンの安定した株化細胞へのトランスフェクション又は微量注入による、最初の導入に
より実行される。次にこれらの細胞は、数時間インキュベーションされ、その後実験又は
スクリーニングアッセイが行われる。細菌、腫瘍壊死因子α（ＴＮＦα）又は他のものな
どの様々な因子が、細胞に添加される。これらの細胞の転写反応は、適当な環境条件（温
度及び培地）において、回転円盤共焦点顕微鏡によりモニタリングされる。分子ビーコン
蛍光は、ｍＲＮＡの転写を示す。
【０１９５】
　ｐＪｏＭｕＩｌ８ＷＴ又はｐＪｏＭｕＩｌ８Ｍｕｔにより安定してトランスフェクショ
ンされたＨｅｌａ細胞株は、２００７年９月４日に、ＣＮＣＭ（パリ、仏国）に、各番号
ＣＮＣＭ Ｉ－３８２０（ＪｏＭｕ）及びＣＮＣＭ Ｉ－３８２１（ＪｏＭｕ変異体）で寄
託された。
【０１９６】
　各トランスフェクションされた株化細胞に関して、安定したトランスフェクタントの選
択が、ゲネチシンで行われた。
【０１９７】
　トランスフェクションされた株化細胞の培養培地は、ＤＭＥＭ（ダルベッコ変法イーグ
ル培地）、＋１０％ウシ胎仔血清、＋５０ＩＵ／ｍｌペニシリン＋ストレプトマイシン、
＋２ｍＭ Ｌ－グルタミン；ｐＨ７～４、至適温度３７℃、気体相５％ＣＯ2である。
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【０１９８】
　培養の条件は、接着単層細胞に関して、集団倍加時間１６時間、３～４日に１回の最適
継代比率、及び癌株化細胞に相当する寿命である。継代培養は、Ｈｅｌａ細胞の継代と同
様に、単回のトリプシン処理により行われる。
【０１９９】
　貯蔵は、液体窒素中で可能である。
【０２００】
　図２．株化細胞ＩＬ８ＷＴ及びＩＬ８ＭＵＴの転写反応を辿るアッセイを行う前に、本
発明者らは、本構築物が、機能し、かつＩＬ８プロモーターの標準刺激に反応するかどう
かをチェックした。ＴＮＦαは、ＩＬ８プロモーターを直接刺激することがわかっており
、かつ本発明者らは、ＩＬ８ＷＴにＧＦＰ発現の駆動を引き起こすＴＮＦαに不応性であ
るＩＬ８ＭＵＴプロモーターを意図的に構築した。本発明者らは、両方のビーコンバーコ
ードヌクレオチドが予想されたように機能することを満足するために、４種の異なる条件
下で実験を行った。
【０２０１】
条件１：ＴＮＦα誘導を伴うＩＬ８ＷＴ
　ＩＬ８ＷＴ構築物を含む細胞を、ＴＮＦαで刺激し、かつＴＮＦα添加後数時間にわた
りモニタリングした。これらの細胞を、ＤＡＰＩで染色し、顕微鏡視野内でそれらの存在
に印をつけた。ＴＮＦα刺激後約４時間で、ＧＦＰが、この視野の２以上の細胞において
認められた（１行目の１及び３列）。
【０２０２】
条件２：誘導を伴わないＩＬ８ＷＴ
　ＩＬ８ＷＴ構築物を含む細胞を、数時間モニタリングした。ＩＬ８プロモーターが反応
性でない方法が前炎症反応を刺激するために使用される場合を除いて、ＧＦＰの蛍光は観
察されなかった。非常に低レベルのバックグラウンド蛍光が観察され、これは一部の細胞
において低レベルの前炎症性刺激が活性化され得ることを示している（２行目の１及び３
列）。
【０２０３】
条件３：ＴＮＦα誘導を伴うＩＬ８Ｍｕｔ（ＮＦＫＢ／ＡＰ１変異体）
　ＩＬ８ＭＵＴ構築物を含む細胞を、ＴＮＦαで刺激し、かつＴＮＦα添加後数時間にわ
たりモニタリングした。蛍光の増加は観察されず、可視可能なレベルのバックグラウンド
蛍光は条件２において認められなかった（３行目の１及び３列）。
【０２０４】
条件４：誘導を伴わないＩＬ８Ｍｕｔ（ＮＦＫＢ／ＡＰ１変異体）
　ＩＬ８ＭＵＴ構築物を含む細胞を、数時間にわたりモニタリングした。このアッセイ期
間を通じて、蛍光の増加は認められなかった（４行目の１及び３列）。
【０２０５】
　図３．株化細胞ＩＬ８ＷＴ及びＩＬ８ＭＵＴを、シゲラ・フレックスネリの２種の異な
る細菌株でチャレンジした。一方の株シゲラ・フレックスネリＭ９０Ｔは、ヒト細胞にお
いて強力な前炎症反応を誘発することがわかっている。第二の株シゲラ・フレックスネリ
ＯｓｐＦ(Arbibeら、2007)は、その前炎症反応の活性化があいまいであるので、使用した
。全ての場合において、これらの細胞は、シゲラ・フレックスネリのいずれかの菌株と一
緒に、３０分間インキュベーションした。その後これらの細胞を慎重に洗浄し、培地を、
１０μＭゲントマイシンを含有するものと交換した。次にこれらの細胞を、３７℃で３．
５時間インキュベーションし、その間これらを活性について共焦点顕微鏡によりモニタリ
ングした。本発明者らは、下記の３種の異なる条件下で実験を行った。
【０２０６】
条件１：シゲラ・フレックスネリＭ９０Ｔを伴うＩＬ８ＷＴ
　シゲラ・フレックスネリＭ９０Ｔと共に３０分間インキュベーションしたＩＬ８ＷＴ構
築物を含む細胞を、Nipkow円盤共焦点顕微鏡により、数時間にわたりモニタリングした。
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これらの細胞を、ＤＡＰＩで染色し、顕微鏡視野内でそれらの存在に印をつけた。インキ
ュベーション後約３時間で、ＧＦＰが、この視野の２以上の細胞において認められた（１
行目の１及び３列）。
【０２０７】
条件２：シゲラ・フレックスネリＭ９０Ｔを伴うＩＬ８ＭＵＴ
　モニタリングしたＩＬ８ＭＵＴ構築物を含む細胞を、シゲラ・フレックスネリＭ９０Ｔ
と共に３０分間インキュベーションした。その後これらの細胞を、Nipkow円盤共焦点顕微
鏡により、数時間にわたりモニタリングした。ＧＦＰ蛍光は、数時間モニタリングした後
であっても認められず、このことは本プロモーターは、炎症反応による刺激に対し不応性
であることを示している（２行目の１及び３列）。
【０２０８】
条件３：シゲラ・フレックスネリＯｓｐＦを伴うＩＬ８ＷＴ
　シゲラ・フレックスネリＯｓｐＦと共に３０分間インキュベーションしたＩＬ８ＷＴ構
築物を含む細胞を、Nipkow円盤共焦点顕微鏡により、数時間にわたりモニタリングした。
インキュベーションのほぼ４時間後、低レベルのＧＦＰ蛍光が、一部の細胞において認め
られた。ＯｓｐＦ変種が誘導した炎症反応によるその機序は不明瞭である。ＯｓｐＦは、
宿主において特異的クロマチンリモデリング事象の惹起を実行し、このことは前炎症反応
の刺激につながる（３行目の１及び３列）。
【０２０９】
　図４．株化細胞ＩＬ８ＷＴ及びＩＬ８ＭＵＴは、各構築物においてコードされたビーコ
ンバーコードヌクレオチドに相補的な分子ビーコンによりトランスフェクションした。こ
れらのトランスフェクションされた細胞を、分子ビーコン単独と共に、少なくとも２時間
インキュベーションした。その後培地を交換し、２種の株化細胞を、ヒト細胞において強
力な前炎症反応を誘発することがわかっている細菌株シゲラ・フレックスネリＭ９０Ｔに
よりチャレンジした。シゲラ・フレックスネリＭ９０Ｔを、これらの細胞に添加し、その
間Nipkow円盤共焦点顕微鏡により、転写活性についてそれらをモニタリングした。
【０２１０】
　Ａ．シゲラ・フレックスネリＭ９０ＴとインキュベーションされたＩＬ８ＷＴ細胞。こ
の細菌の添加の数分以内に、分子ビーコン蛍光の速やかな発生が観察された。ＩＬ８誘導
は、２０分後にＣＣＤ検出器を飽和する(saturate)レベルまで、迅速に生じることが認め
られる（Ｃ）。動画１を参照のこと。本発明者らは、様々なレベルの誘導を２以上認め、
本発明者らが転写に対しその「オフ」状態からの誘導を観測した視野内の細胞を選択した
。
【０２１１】
　Ｂ．シゲラ・フレックスネリＭ９０ＴとインキュベーションされたＩＬ８ＭＵＴ細胞。
これらの細胞の５０分間にわたるモニタリング後、蛍光強度の増加は認められず、このこ
とは、これらの細胞内でＩＬ８ＭＵＴ構築物の活性化が存在しないことを指摘している。
蛍光レベルは、Ａと同様の期間認められる。動画２を参照のこと。
【０２１２】
　シゲラ・フレックスネリＭ９０Ｔ侵入後の、ＩＬ８転写誘導の速度論。Ｙ軸は積分され
た蛍光を示し、Ｘ軸は時間である。このグラフは、８分とわずかな時間で２倍まで誘導さ
れている、ＩＬ８の迅速な誘導を示している。蛍光強度のピークには、２０分後に到達し
、これはＣＣＤ検出器の飽和を示し、必ずしもこの経路の誘導の停止を示すものではない
。
【０２１３】
　図５．複数の遺伝子をプロファイリングするための色の組合せの図。
　図５Ａ：二重色コーディングスキーム。異なる点は、発蛍光団の異なる色に対応してい
る。１つのビーコンバーコード単位は、Ｉ型及びＩＩ型の２つの配列からなる。各型は、
分子ビーコン又は核酸プローブに結合されることができる。Ｉ型に相補的なプローブは、
ＩＩ型と同様の又は異なる色であってもよい。本スキームにおいて概略したように、各バ
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ーコード単位に結びつけられた２つの異なる色を使用することにより、コンビナトリアル
色コードを使用し、単独細胞における複数の遺伝子をプロファイリングすることができる
。
【０２１４】
　図５Ｂ：三重色コーディングスキーム。このスキームにおいて、１つのビーコンバーコ
ード単位は、Ｉ型、ＩＩ型、ＩＩＩ型の３つの配列からなる。各型は、分子ビーコン又は
核酸プローブに結合されることができる。Ｉ型に相補的なプローブは、ＩＩ型及びＩＩＩ
型と同様の又は異なる色であってもよい。本スキームにおいて概略したように、各バーコ
ード単位に結びつけられた３つの異なる色を使用することにより、コンビナトリアル色コ
ードを使用し、単独細胞における複数の遺伝子（２０遺伝子）をプロファイリングするこ
とができる。
【０２１５】
　図６：コアベクターの調製に使用された挿入断片のヌクレオチド配列。「ｋａｎａ」、
「ｚｅｏ」、「ｈｙｇｒｏ」は、抗生物質耐性遺伝子の配列を図示する。「ＩＬ１０」、
「ＣＣＬ２０」、「ＩＣＡＭ－１」、「ＴＧＦ－β」及び「ｃ－ｆｏｓ」は、これらのベ
クターに適したプロモーターの配列を図示する。ＡＢ－反復配列、ＡＣ－反復配列及びＣ
Ｂ－反復配列は、ビーコン結合部位の配列である。
【０２１６】
　図７：図７は、各々、ヒグロマイシン耐性遺伝子、カナマイシン耐性遺伝子、及びゼオ
シン耐性遺伝子を発現する本ベクタープラスミド構築物を図示する。これらのベクターに
おいて、Clontech社のベクターｐＥＧＦＰ－Ｎ１から得たＧＦＰ配列に対応する挿入断片
を使用する。挿入されたｏｒｉ配列は、ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔに由来する。本発明は、
プロモーター及び耐性遺伝子のポリヌクレオチドを含む本発明のベクター中の挿入断片と
してのこれらのエレメントのいずれかの使用に関し、及びベクター内のプロモーター及び
耐性遺伝子のポリヌクレオチドの任意の組合せに関する。
【実施例】
【０２１７】
Ｉ－宿主細胞において転写反応パターンを試験するための分子ツールの調製及び使用
　単独の分子遺伝子発現の最初の試験を実行するために、宿主（ヒト）細胞における病原
体により誘導された転写を実験することを選択した。具体的なモデルシステムは、ヒト細
胞のシゲラ・フレックスネリによる侵入である。最近の研究は、シゲラ・フレックスネリ
は、侵入された細胞の転写状態を特異的に変更し、この細菌に関する日和見的な免疫応答
を促進すると仮定している。マイクロアレイを使用するトランスクリプトーム分析は、シ
ゲラ・フレックスネリが宿主細胞の侵入時に標的化し、転写反応の非常に特異的パターン
を誘導する、特異的宿主遺伝子を示唆している。本発明者らは、この転写反応を実時間で
追跡するための、分子ツールを開発した。生化学的変化、タンパク質の変化及び形態学的
変化のモニタリングのための現存する画像ベースの方法と組合せて、本発明者らは、実験
生物学を実行するための革新的方法を提供するプラットフォームを構築した。実験は、単
独の宿主遺伝子をアドレスしている単独細胞において実行され、かつその細菌侵入に対す
る反応が、ハイスループット様式で調べられる。更にこのプラットフォームは、宿主又は
細菌にとって好ましいように宿主遺伝子の反応を変更することができる、化学因子、シゲ
ラ・フレックスネリ変異体、又は宿主変異体（ＲＮＡｉを使用する）をスクリーニングす
るために使用することができる。
【０２１８】
分子生物学
　８ヌクレオチドの介在配列と共に、２種の分子ビーコン結合部位を含む、８１ヌクレオ
チドの２つの相補的オリゴヌクレオチド配列を、デザインした。配列１（＋ｖｅ鎖）は、
5’-TTCTCTTCAAACTTTTCCGCTTTT-3’であり、及び配列２（＋ｖｅ鎖）は、5’-CGCCAAAACC
TATTATCTTAAGTC-3’であった。このオリゴヌクレオチド配列のプラス鎖の全体は、5’-AC
GCGTCGACTTCTCTTCAAACTTTTCC GCTTTTAGAGAGAGCGCCAAAACCTATTA TCTTAAGTC CTCGAGGGATCCG
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CG-3’であり、これは各々、５’末端のＳａｌＩ制限酵素の認識部位、及び３’末端のＸ
ｈｏＩ及びＢａｍＨＩ制限酵素認識部位を含んだ。マイナス及びプラスのオリゴヌクレオ
チド鎖は、２０ｍＭトリスＨＣｌ（ｐＨ８．０）及び２．５ｍＭ ＭｇＣｌ2中に、室温で
可溶化し、その後９５℃で加熱し、氷上で冷却した。この時点の２本鎖オリゴヌクレオチ
ドを、ＢａｍＨＩ及びＳａｌＩで消化し、ＢａｍＨＩ及びＳａｌＩで開環されたｐＵＣ１
９プラスミド（Ｇ４１８及びアンピシリン選択マーカーを含む）にクローニングし(Sambr
ook, J.ら、「分子クローニング：実験マニュアル」第2版、ニューヨーク：Cold Spring 
Harbor Laboratory社、18, 58 (1989))、ｐＪＯＭＵを作製した。その後ｐＪＯＭＵを、
ＨｉｎｄＩＩＩとＸｈｏＩで、及びＥｃｏｒＲＩとＳａｌＩで、２つの個別の消化物に消
化し；各消化物からの断片を、ゲル精製し、両方を、ＨｉｎｄＩＩＩ及びＥｃｏＲＩで開
環されたｐＵＣ１９にクローニングし、ｐＪＯＭＵ２を作製した。後者の２工程を数回繰
り返し、配列１及び２の多量体化を生じ、プラスミドｐＪＯＭＵ６４において６４分子ビ
ーコン結合部位を作製した。フォワード及びリバースＰＣＲプライマー及び最小ヒトＩＬ
８遺伝子を鋳型として使用し(Hltmannら、1999)、ＩＬ８プロモーターの３種の変種を増
幅し、引き続きグリーン蛍光タンパク質ヌクレオチドコード配列のｐＧＦＰプラスミド５
’側にクローニングし、その結果ｐＩＬ８ＧＦＰの３種の変種を作製した（１つの野生型
変種及び２種の変異型変種）；この増幅のプライマーは、ＩＬ８フォワードプライマー：
5’-CACTGAATTAATGAAAGTGTGATGACTCAGGTTTGCCC-3’、及びＩＬ８リバースプライマー5’-
TCAGTGGCTAGCGAAGCTTGTGTGCTCTGCTGTCT-3’であった。１種の野生型及び２種の変異型変
種とのＩＬ８－ＧＦＰ融合体（ＧＦＰの上流に挿入されたＩＬ８のプロモーター）は、Ａ
ｓｅＩ及びＮｏｔＩ部位を用い、ｐＩＬ８ＧＦＰから切り出され、ｐＪＯＭＵ６４中の６
４分子ビーコン結合部位の５’（上流）側にクローニングされ、ｐＪＯＭＵ－ＩＬ８ｗｔ
及びｐＪＯＭＵＩＬ８ｍｕｔ１及びｐＪＯＭＵＩＬ８ｍｕｔ２を作製した。
【０２１９】
分子ビーコンデザイン及び合成
　分子ビーコンは、Applied Biosystems 394 DNA合成装置(フォスターシティ、CA)上で、
２’－Ｏ－メチルリボヌクレオチドβ－シアノエチルホスホロアミダイトを用いて合成し
た。本分子ビーコンの配列は、配列１に相補的なＭＢ１：Cy5-5’-GCUGC AAAAGCGGAAAAGU
UUGAAGAGAA GCAGC-3’-BHQ3、及び配列２に相補的なＭＢ２：CY5-5’-CGACC GACUUAAGAUA
AUAGGUUUUGGCG GGUCG-3’-BHQ3であった。両方の分子ビーコンに関して、下線を付けた配
列は、該分子ビーコンの相補末端を表している。それらの３’末端に消光分子を有する分
子ビーコンの合成に関して、Black Hole Quencher 3(BHQ3)を含む、制御多孔質ガラス（
ＣＰＧ）カラムを使用した。各分子ビーコンは、Ｃ－１８逆相カラムを通る高速液体クロ
マトグラフィー（ＨＰＬＣ）により精製した。ＤＮＡ合成試薬は、Glen Research社(スタ
ーリング、VA)及びBiosearch Technologies社(ノバト、CA)から入手し、及び活性化され
た発蛍光団は、Molecular Probes社(ユージーン、OR)から入手した。分子ビーコン合成に
関する詳細なプロトコールは、http://www.molecular-beacons.org.から入手可能である
。
【０２２０】
分子ビーコン－バーコード結合のインビトロアッセイ
　全ての分子ビーコンのシグナル対バックグラウンド比を、蛍光分光光度計で測定した。
最初にその溶液のベースライン蛍光を決定した。引き続き、５ｍＭ　ＭｇＣｌ2及び２０
ｍＭトリス－ＨＣｌ（ｐＨ８．０）中に３０ｎＭ分子ビーコンを含有する溶液２００μｌ
の蛍光を、２５℃で、QuantaMaster蛍光分光光度計(Photon Technology International社
、サウスブルンスウィック、NJ)により、最大励起波長及び放出波長を用いて決定した。
ｐＪＯＭＵ－ＩＬ８標的のインビトロで転写されたｍＲＮＡの２倍モル過剰量を添加し、
蛍光の発生が安定したレベルに到達するまで、モニタリングした。分子ビーコン単独（ｍ
ＲＮＡ標的を添加しない）のシグナルを超える蛍光の発生を算出し、シグナル対バックグ
ラウンド比及び分子ビーコンの消光効率を決定した。
【０２２１】
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細胞培養
　全ての細胞培養試薬は、Gibco-Invitrogen社から購入した。真核細胞は、１０％ｖ／ｖ
ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）、５０ＩＵ／ｍｌペニシリン、５０μｇ／ｍｌストレプトマイシ
ン及び２ｍＭ Ｌ－グルタミンを補充したＤＭＥＭにおいて、３７℃、５％ＣＯ2下で培養
した。全ての生細胞蛍光顕微鏡観察を、ＥＭ緩衝液（１２０ｍＭ ＮａＣｌ、７ｍＭ ＫＣ
ｌ、１．８ｍＭ ＣａＣｌ2、０．８ｍＭ ＭｇＣｌ2、５ｍＭグルコース、２５ｍＭ Ｈｅ
ｐｅｓ、ｐＨ７．３）中で行った。
【０２２２】
安定した株化細胞の確立
　分子ビーコン「バーコード」構築物(分子生物学の項参照)を安定して発現する株化細胞
を、標準プロトコール(Maniatisら、1989参照)を用いて確立した。簡単に述べると、２．
５×１０5個ＨｅＬａ細胞を、ビーコンバーコード構築物（ｐＪＯＭＵ－ＩＬ８ｗｔ及び
ｐＪＯＭＵＩＬ８ｍｕｔ１）で、製造業者のプロトコールに従いFugeneトランスフェクシ
ョン試薬(Roche社、スイス)を用い、トランスフェクトした。トランスフェクションの２
４時間後、ゲネチシン（Ｇ４１８）(Invitrogen社、カールスバッド、CA)を、この細胞に
最終濃度４００μｇ／ｍｌで添加した。その後これらを、２週間維持し、該プロモーター
分子ビーコンバーコード構築物の安定した組込みを含まない細胞を排除した。引き続き細
胞を継代し、かつ希釈し、安定して組込まれたプラスミドを伴う個々の細胞クローンを単
離した。更に４週間かけた４００μｇ／ｍｌ Ｇ４１８による連続選択後、個々のクロー
ンから得られた株化細胞は、Ｇ４１８の存在下で継続し、機能アッセイに使用した。
【０２２３】
細菌培養
　Ｍ９０Ｔ(Sansonetti P.J.ら、Infection and Immunity, 1982, 3月, 852-860頁)は、
シゲラ・フレックスネリの侵入性野生株である。Ｍ９０Ｔａｆａｌは、アドヘシンａｆａ
ｌを発現する野生株である。ＢＳ１７６ａｆａｌは、毒性プラスミドが保存され(cured)
、かつアドヘシンａｆａｌを発現する、Ｍ９０Ｔの非侵入性変異体である。ｏｓｐＦの場
合、細菌は、侵入前にポリ－Ｌ－リシンで処理し、細菌感染を増大する。本試験において
使用した全ての細菌株は、１００μｇ／ｍｌアンピシリンを補充したトリプシンカゼイン
大豆ブロス（ＴＣＳＢ）中で、３７℃で増殖した。
【０２２４】
分子ビーコンの注入及びトランスフェクション
　分子ビーコンは、濃度２．５ｎｇ／μｌで溶解し、およそ０．１～１－フェムトリット
ル溶液を、FemtoJet微量注入装置(Eppendorf社)を用い、各細胞に微量注入した。分子ビ
ーコンをトランスフェクションにより生細胞へ導入するために、これらの細胞を、集密度
３０％まで培養し、血清非含有のＯｐｔｉ－ＭＥＭ１(Invitrogen社、カールスバッド、C
A)で洗浄した。トランスフェクション試薬オリゴフェクタミン(Invitrogen社、カールス
バッド、CA)を、血清非含有培地（１μｌ試薬を９μｌ Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ１に添加）中で
５分間インキュベーションし、その後分子ビーコン（ＭＢ１及びＭＢ２）（Ｏｐｔｉ－Ｍ
ＥＭ１中１ｎｇ／μｌ）と混合した。これらの分子ビーコン及びトランスフェクション試
薬を、２５℃で２０分間インキュベーションし、それらの間に複合体を形成した。これら
の複合体を２００μｌ血清非含有培地で希釈した後、これらを、該細胞に添加した。これ
らの細胞を、これらの複合体の存在下で、３時間インキュベーションした。最後に、これ
らの細胞を、ＥＭ培地で洗浄し、画像化した。
【０２２５】
細菌感染
　安定して組込まれたプロモータービーコンバーコードレポーターを伴う細胞を、３５ｎ
ｍ ＭＡＴＴＥＫ、ガラス底培養皿(Mattek社, PA)中、２×１０5個細胞／ウェルの密度で
播種した。感染の２４時間前に、必要とされるシゲラ・フレックスネリ培養物を、ＴＣＳ
Ｂに接種し、３７℃で一晩増殖した。一晩かけた細菌培養物を、ＴＣＳＢ中１／１００希
釈で接種し、光学密度が６００ｎｍ（ＯＤ600）で～０．３となるまで増殖した。感染前
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に、細菌を、ＰＢＳ（リン酸緩衝食塩水）で２回洗浄し、ＥＭ中に再度浮遊した。この分
子ビーコンが注入又はトランスフェクトされた細胞を、ＰＢＳで２回洗浄し、ＥＭ中に維
持した。最終的に、これらの細胞は、細菌により、ＭＯＩ（感染多重度）１０で直接感染
し、加熱チャンバーを使用し、３７℃で維持した。細菌侵入は、多次元的時間差顕微鏡に
より追跡した。
【０２２６】
顕微鏡観察及び生細胞画像化
　細菌侵入を、Perkin Elmer Nipkow円盤共焦点顕微鏡(Perkin Elmer社、英国)を用い、
４０×対物レンズで追跡した。生細胞画像化のために、本発明者らは、制御された加熱を
可能にするためにそれらの底を導電性物質でコーティングした０．１７ｍｍカバーガラス
を持つ、ＭＡＴＴＥＫガラス底培養皿(Mattek社, PA)を使用した。これらの皿は、ゼラチ
ンでコーティングした後、細胞を播種した。ＭＡＴＴＥＫ培養皿の温度及び顕微鏡対物レ
ンズは、３７℃で維持した。微量注入及び画像化の間、これらの細胞は、ＥＭ培地内で維
持した。顕微鏡観察は、Perkin Elmer Nipkow Diskに連結されたＡｒ及びＨｅ／Ｎｅレー
ザーを装着したZEISS顕微鏡(Zeiss社、独国)を用い、複数の次元で行った。
【０２２７】
データ解析
　全てのデータ解析及び定量化は、無料ソフトImageJを用いて行った(http://rsb.info.n
ih.gov/ij/でフリーダウンロードした)。定量化に関して、画像は、分子ビーコンを含む
細胞のサイトゾルのバックグラウンドを上回る閾値とした(thresholded)。次に細胞核の
内側の蛍光の積分密度を、細菌侵入の時間経過にわたり測定した。この定量化の結果は、
Excel(Microsoft社、シアトル、WA)を用いてプロットした。
【０２２８】
ＩＩ－プロモーター－ビーコンバーコードシステムにより最適化されたベクターのデザイ
ン
　本発明者らは、本プロモーター－ビーコンバーコードシステムの最適化された利用のた
めに、新規ベクターのセットを作製した。コアベクターは、ビーコン結合部位の伸長され
た反復配列を含む。正確なビーコン結合部位は、図６に図示されたように、結合部位Ａと
Ｂ、ＢとＣ、及びＡとＣから作られる。更に本発明者らは、異なる分子ビーコンと結合す
る逆方向結合配列を含むベクターを作製した。まとめるとこれは、６種の異なるビーコン
結合部位を作製した。これらの新規にデザインされたベクターは、２以上の挿入断片を変
化又は追加するために、例えば、プロモーター配列を変化するためか、又は選択のために
抗生物質耐性を変化するために、分子生物学的技術により容易に修飾することができる。
これらのベクターは、図7に図示されている。
【０２２９】
　加えて、本発明者らは、数多くのプロモーターの配列を含むベクターを作製した。イン
ターロイキン８最小プロモーターに加え、ＣＣＬ２０プロモーター、及びインターロイキ
ン１０プロモーターから選択されたプロモーターを含むベクターが調製されている。これ
らの新規プロモーター－レポーター融合体を含む株化細胞が、開発されている。これは、
インターロイキン１０又はＣＣＬ２０の誘導につながるシグナルに反応することができる
株化細胞につながる。
【０２３０】
　本発明者らのプロモーター－レポーター構築物を含む真核細胞のスペクトルを広げるた
めに、更なる細胞を使用した。本発明者らは、非極性ＨｅＬａ細胞に加え、極性細胞及び
免疫系細胞において、本プロモーター－レポーターを伴う株化細胞を作製した。これらの
株化細胞は、Ｃａｃｏ２細胞及びＵ９３７細胞に由来した。現在までに本発明者らは、Ａ
Ｂ反復配列部位に連結されたインターロイキン８プロモーターを伴う株化細胞を作製した
。
【０２３１】
ベクター及び株化細胞構築の方法
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　新規ベクター及び株化細胞の構築の手法は全て、Joseph Sambrook及びDavid Russellの
著書「分子クローニング：実験マニュアル」(CSHL press社, 2001)」に詳細に説明されて
いる。より良い理解のために、以下に短い説明を付け加える：
３種のベクター（図７の添付図）を、ＯＲＩ、ＧＦＰ配列及び抗生物質耐性（カナマイシ
ン、ゼオジン、又はヒグロマイシンのいずれか）を含む「コアベクター」と称し、かつＰ
ＣＲクローニング(Maniatis)により構築することを構想した。引き続きプロモーター：Ｉ
Ｌ１０、ＣＣＬ２０、ｃｆｏｓ、ＴＧＦβ、ＩＣＡＭ－１のひとつを、ＧＦＰ配列の上流
に導入し、５種のベクターを作製した。これらの５種のベクターは、５種の異なるプロモ
ーターから、ＧＦＰを発現する。その後多量体化されたビーコン結合配列（ＡＢ、ＡＣ、
又はＢＣのいずれか）を、ＧＦＰ配列の下流、３’－ＵＴＲ配列の上流に導入し、その結
果これらのプロモーターの誘導は、ＧＦＰ配列及びビーコン結合反復配列を含む転写産物
につながる。
【０２３２】
　このビーコン結合反復配列に関して、１２０又は１６０のいずれかの反復部位が、多工
程クローニングにより作製された(Maniatisの論文参照)。従ってこのプロモーター-レポ
ーターを含むベクターは、１２０又は１６０反復配列のいずれかを含む。これらの反復配
列部位の導入に関して、本発明者らは、このベクターを、ただひとつの制限酵素によって
のみ開環し、一方向又は他方向に挿入される可能性のある反復配列の挿入を生じた。この
作戦により、本発明者らは、６種の異なるビーコン結合部位：ＡＢ、ＢＣ、ＡＣ、ＡＢ逆
方向配列、ＡＣ逆方向配列、及びＢＣ逆方向配列を作製した。
【０２３３】
　まとめるとこの手法は、上流から下流へと５つのエレメントを含むベクターにつながる
：ｏｒｉ、プロモーター、ＧＦＰ配列、ビーコン結合反復配列、及び抗生物質耐性。
　これらのベクターは、トランスフェクションによる安定した株化細胞の作製のための使
用に適しており(Maniatisの論文参照)、かつビーコンレポーターシステムとの複合化に使
用することができる。安定した株化細胞作製のためのトランスフェクション手法は、標準
のトランスフェクション手法を使用し、ビーコントランスフェクションは、先に詳細に説
明されている。
【０２３４】
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摘要(译)

本发明涉及一种双链多核苷酸，其在其正链上包含从其5&#39;末端到其3&#39;末端，（i）目的基因的启动子或多种目的基因的启
动子，其选自内源基因。（ii）一个或多个条形码，其中每个条形码包含至少一个条形码单元，所述条形码单元由至少一个，特别
是多个识别结合位点形成，每个结合位点由核苷酸序列组成，和其中每个所述条形码处于至少一个所述转录启动子的控制之下。其
进一步涉及使用所述多核苷酸监测活细胞中的基因表达模式，尤其是单细胞中的基因表达模式，具有快速和高的时空分辨率。
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