
(57)【要約】

本発明は、標的分子と関係するエレメントを同定するた

めの方法を供する。その段階とは：(a)標的分子の所定

の特異的に規定された領域に対して特異的分子相互作用

によって結合できるプローブを提供し；(b)酵素によっ

て活性化せしめ酵素の近傍においてエレメントに対して

結合できる標識を加え；そして(c)標識が結合したエレ

メントを単離することを含んで成り、ここで当該規定領

域は標的分子中、１、２又は低いコピー数で生じる。好

適に、標識は酵素の近傍においてエレメントにのみ結合

できる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 標 的 分 子 と 関 係 す る エ レ メ ン ト を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て ：
　 (a)標 的 分 子 の 所 定 の 特 異 的 に 規 定 さ れ た 領 域 に 対 し 特 異 的 分 子 相 互 作 用 に よ っ て 結 合
で き る プ ロ ー ブ で あ っ て 、 酵 素 と 結 合 し て い る か あ る い は 酵 素 を 補 充 す る (recruiting)こ
と が で き る プ ロ ー ブ を 提 供 し ；
　 (b)酵 素 に よ っ て 活 性 化 せ し め ら れ 、 当 該 酵 素 の 近 傍 に お い て エ レ メ ン ト に 対 し て 結 合
で き る 標 識 を 加 え ； そ し て
　 (c)当 該 標 識 が 結 合 し た エ レ メ ン ト を 単 離 す る 、
段 階 を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 当 該 規 定 領 域 は 標 的 分 子 中 、 １ 、 ２ 又 は 低 い コ ピ ー 数 で 生 じ る
方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 標 識 は 酵 素 の 近 傍 に お い て エ レ メ ン ト に 対 し て の み 結 合 で き る 、 請 求 項 １ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 標 的 分 子 の 規 定 の 領 域 の 低 コ ピ ー 数 が ２ ～ 最 大 で １ ０ ０ ０ の 整 数 の 群 か ら 選 択 さ れ
て い る 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 標 的 分 子 が RNA分 子 、 及 び DNA分 子 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る 、 請 求 項 １ 、 ２ 又
は ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 標 的 分 子 が タ ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ ド 、 脂 質 、 又 は 他 の 人 工 化 合 物 か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ て い る 、 請 求 項 １ 、 ２ 又 は ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 標 的 分 子 と 結 合 し う る エ レ メ ン ト に は 、 遠 位 調 節 エ レ メ ン ト （ distant regulatory ele
ment） 、 RNA、 DNA、 タ ン パ ク 質 及 び タ ン パ ク 質 複 合 体 、 転 写 因 子 、 又 は 特 異 的 レ セ プ タ ー
の in vivoリ ガ ン ド が 含 ま れ る 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 プ ロ ー ブ が 、 DNAプ ロ ー ブ 、 及 び RNAプ ロ ー ブ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る 、 請 求
項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 プ ロ ー ブ が 、 タ ン パ ク 質 、 脂 質 又 は 他 の 分 子 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ て い る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 プ ロ ー ブ が 前 記 酵 素 と 、 抗 体 /酵 素 接 合 体 、 又 は 酵 素 /標 的 分 子 融 合 体 を 介 し て 結 合
し て い る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 酵 素 を 、 ハ プ テ ン 標 識 し た プ ロ ー ブ で 標 的 と し 、 次 い で ハ プ テ ン 特 異 的 Fab断 片 /酵
素 接 合 体 を 加 え て い る 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 酵 素 を 、 活 性 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン の RNAに 対 し て 特 異 的 な ハ プ テ ン 標 識 し た プ ロ ー
ブ を 使 用 す る こ と で RNAに 対 す る 標 的 と し 、 そ し て ハ プ テ ン 特 異 的 Fab断 片 /酵 素 接 合 体 を
加 え て い る 、 請 求 項 １ ～ ４ 及 び １ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 ハ プ テ ン が ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 ビ オ チ ン 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 又 は FITCで あ る 、 請 求
項 １ ０ 又 は １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 酵 素 が セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で あ り 、 そ し て 前 記 標 識 が ビ オ チ ン -チ ラ
ミ ド で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
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　 エ レ メ ン ト を 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 又 は 免 疫 沈 降 を 使 用 す る こ と で 単 離 し て い る 、
請 求 項 １ ～ １ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 転 写 中 の RNAと 関 係 す る ク ロ マ チ ン の エ レ メ ン ト を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て ：
　 (a)遺 伝 子 の RNAの 所 定 の 特 異 的 に 規 定 さ れ た 領 域 に 対 し 特 異 的 分 子 相 互 作 用 に よ っ て 結
合 で き る ハ プ テ ン 標 識 し た プ ロ ー ブ を 提 供 し ；
　 (b)酵 素 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と 接 合 し た 、 前 記 ハ プ テ ン に 対 し て 特 異 的 な
抗 体 を 提 供 し ； そ し て
　 (c)エ レ メ ン ト に 対 し て 酵 素 の 近 傍 に お い て 結 合 で き る よ う に ビ オ チ ン -チ ラ ミ ド を 加 え
、
　 (d)当 該 ク ロ マ チ ン を 中 断 し 、
　 (e)ビ オ チ ン が 結 合 し て い る ク ロ マ チ ン の エ レ メ ン ト を 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 使
用 す る こ と で 単 離 し て 当 該 エ レ メ ン ト を 精 製 す る 、
段 階 を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 段 階 （ c） に お い て 前 記 標 識 が 前 記 酵 素 の 近 傍 で エ レ メ ン ト に 対 し て の み 結 合 で き る 、
請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ク ロ マ チ ン を 、 超 音 波 、 酵 素 に よ る 解 裂 、 又 は French Pressま た は 小 径 シ リ ン ジ を 使 用
す る こ と で 中 断 し て い る 請 求 項 １ ５ 又 は １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 ハ プ テ ン が ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン で あ る 請 求 項 １ ５ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 １ ～ １ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 単 離 し た エ レ メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 標 的 分 子 と 関 係 す る DNAを 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て ：
　 (a)標 的 分 子 の 所 定 の 特 異 的 に 規 定 さ れ た 領 域 に 対 し 特 異 的 分 子 相 互 作 用 に よ っ て 結 合
で き る ハ プ テ ン 標 識 し た プ ロ ー ブ を 提 供 し ；
　 (b)DAMに よ っ て 特 異 的 に メ チ ル 化 さ れ た DNAの み を 切 断 す る だ ろ う 制 限 酵 素 を 加 え ；
　 (c)当 該 制 限 酵 素 に よ っ て 切 断 さ れ た DNAを 単 離 し 、
　 (d)当 該 単 離 し た DNAを 同 定 す る 、
　 段 階 を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 単 離 し た DNAを 、 定 量 的 リ ア ル タ イ ム PCR、 ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 又 は マ イ ク ロ ア レ イ を
使 用 す る こ と で 解 析 /同 定 し て い る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 薬 物 発 見 ビ ジ ネ ス を 行 う た め の 方 法 で あ っ て ：
　 （ ｉ ） 請 求 項 １ ～ ２ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 、 遺 伝 子 発 現 調 節 に 関 わ る
DNA及 び ／ 又 は タ ン パ ク 質 を 同 定 し ；
　 （ ii） 段 階 （ ｉ ） に お い て 同 定 し た DNA及 び ／ 又 は タ ン パ ク 質 に よ っ て 、 遺 伝 子 発 現 を
阻 害 又 は 潜 在 的 に 調 節 す る 因 子 を 同 定 す る た め の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 行 い ；
　 （ iii） 段 階 （ ii） で 同 定 し た 因 子 、 又 は そ の 類 似 物 に 対 す る 動 物 毒 性 プ ロ フ ァ イ ル を
行 い ；
　 （ iv） 適 切 な 動 物 毒 性 プ ロ フ ァ イ ル を 有 す る 因 子 の 医 薬 製 剤 を 製 造 し ； そ し て
　 （ ｖ ） 当 該 医 薬 製 剤 を ヘ ル ス ケ ア 提 供 者 に 対 し て 市 販 す る こ と 、
を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス ビ ジ ネ ス を 行 う た め の 方 法 で あ っ て ：
　 （ ｉ ） 請 求 項 １ ～ ２ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 、 あ る 条 件 下 で 染 色 体 座 に
お け る 遺 伝 子 と 関 係 す る DNA及 び ／ 又 は タ ン パ ク 質 を 同 定 し ； そ し て 段 階 （ ｉ ） を 繰 り 返
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し ；
　 （ ii） １ も し く は 複 数 の 条 件 下 で １ も し く は 複 数 の 遺 伝 子 と 関 係 す る 様 々 な DNA及 び ／
又 は タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 情 報 を 含 ん で 成 る デ ー タ ベ ー ス を 作 り 上 げ る こ と 、
を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 標 的 分 子 と 関 係 す る エ レ メ ン ト を 同 定 す る た め の 方 法 に 関 連 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 多 く の 遺 伝 子 及 び 遺 伝 子 ク ラ ス タ が 、 高 次 発 現 の た め に は 欠 か せ な い 公 知 (又 は 非 公 知 )
の 遠 位 調 節 エ レ メ ン ト に よ っ て 制 御 さ れ て い る 。 こ れ ら の 調 節 エ レ メ ン ト の 同 定 は 金 と 時
間 が か か る 方 法 で あ る 。 か か る 遠 位 調 節 エ レ メ ン ト を 同 定 す る た め の 従 来 の 試 み は 多 く の
異 な る 方 法 を 使 用 し て き た が 、 最 も 直 接 的 に は 、 多 く は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お
い て 、 直 接 DNaseＩ 高 感 度 部 位 に 関 す る 巨 大 な ゲ ノ ム 領 域 を ス キ ャ ニ ン グ し 、 し か る 後 に
、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に 対 し て 結 合 し た こ れ ら の 領 域 の 機 能 解 析 す る こ と に よ る 。 こ の 同 定
方 法 は 、 時 間 が か か る こ と が 明 ら か だ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 β グ ロ ブ リ ン 座 は 、 遠 位 調 節 エ レ メ ン ト に よ っ て 調 節 さ れ て い る 原 型 遺 伝 子 ク ラ ス タ で
あ り ； 当 該 β グ ロ ブ リ ン 調 節 エ レ メ ン ト を 調 査 す る た め に お よ そ １ ０ 年 を 要 し た 。 β グ ロ
ブ リ ン 遺 伝 子 調 節 エ レ メ ン ト の 位 置 を 突 き 止 め る た め に 計 画 さ れ た 実 験 は １ ９ ７ ０ 年 代 後
半 に 始 ま っ た 。 １ ９ ８ ０ 年 代 初 頭 、 遠 位 エ レ メ ン ト が 関 連 す る こ と を 示 唆 す る デ ー タ が 出
た 。 タ ラ セ ミ ア の 患 者 は 、 彼 ら の ゲ ノ ム は 、 遺 伝 子 上 流 の 巨 大 な 欠 失 以 外 に 不 完 全 な β グ
ロ ブ リ ン 遺 伝 子 を 含 む こ と が 研 究 さ れ た 。 こ の こ と は 、 遠 位 上 流 エ レ メ ン ト が 遺 伝 子 の 調
節 に 関 わ る に 違 い な い と い う 結 論 を も た ら し た (Kioussisら 、 1983)。 実 際 に 、 β グ ロ ブ リ
ン 遺 伝 子 を 単 独 で 含 む 導 入 遺 伝 子 は 、 発 現 し て も せ い ぜ い 非 常 に 低 い レ ベ ル で あ る (Towne
sら 、 1985)。 １ ９ ８ ５ 年 に 、 一 連 の DNaseＩ 高 感 度 部 位 が β グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 の ４ ０ ～ ６
０ kb上 流 で マ ッ ピ ン グ さ れ た (Tuanら 、 1985)。 1987年 、 座 制 御 領 域 (LCR)と し て 正 確 に 知
ら れ て い る こ の 高 感 度 部 位 領 域 は β グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 に 対 し て 結 合 す る 場 合 、 高 レ ベ ル 、
位 置 独 立 的 、 コ ピ ー 数 依 存 性 遺 伝 子 発 現 を 誘 導 す る の に 十 分 で あ る こ と が 最 終 的 に 示 さ れ
た (Grosveldら 、 1987)。 ヒ ト β グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 発 現 の 欠 損 、 又 は ヘ モ グ ロ グ ロ ビ ノ パ チ
ー は 世 界 的 に 最 も 共 通 し た 遺 伝 子 疾 患 で あ る 。 従 っ て 、 人 工 的 に 導 入 さ れ た β グ ロ ブ リ ン
遺 伝 子 の 高 レ ベ ル 発 現 を 誘 導 す る 能 力 は 、 治 療 使 用 に 有 意 で あ る 。 加 え て 、 他 の 遺 伝 子 の
制 御 領 域 の 位 置 を 突 き 止 め る た め に こ の 能 力 は 明 ら か に 望 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ク ロ マ チ ン コ ン ホ メ ー シ ョ ン 捕 獲 (3C； Deckerら 、 2001)は 、 酵 母 染 色 体 の コ ン ホ メ ー シ
ョ ン を 特 定 し 、 遺 伝 子 と 制 御 領 域 の 相 互 作 用 を 特 定 す る 試 み の た め に 使 用 さ れ て き た 。 し
か し 、 こ の 方 法 を 高 次 真 核 生 物 に 対 し て 適 用 し よ う と す る 場 合 に 多 く の 技 術 的 な 問 題 が 生
じ る 。 そ れ は 、 少 な く と も ほ 乳 類 の ゲ ノ ム サ イ ズ は 酵 母 の ゲ ノ ム の お よ そ ２ ０ ０ 倍 で あ る
か ら だ け で は な い 。 3Cは い く つ か の 欠 点 を 有 す る 。 そ れ は 、 3Cが in situ標 識 さ れ た 分 子
の 回 収 を 可 能 に は せ ず 、 更 に 3Cは 高 次 の 解 像 度 を 供 さ な い こ と だ 。 加 え て 、 3C技 術 の 他 の
欠 点 が も た ら さ れ 、 そ れ は こ の 技 術 に よ り 染 色 体 の 平 均 的 な コ ン ホ メ ー シ ョ ン の み が 計 算
さ れ ； こ の こ と は 当 該 技 術 に お い て 使 用 さ れ た 全 て の 細 胞 が 相 同 的 で は な い か あ る い は 分
子 コ ン ホ メ ー シ ョ ン が ダ イ ナ ミ ッ ク で あ れ ば 、 特 異 的 相 互 作 用 が 見 落 と さ れ う る こ と を 意
味 す る 。 更 に 、 3C技 術 は ど の タ ン パ ク 質 又 は 他 の 分 子 が ゲ ノ ム と 関 連 し て い る の か を 特 定
す る た め の 方 法 を 供 さ な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 蛍 光 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (FISH)は 従 来 公 知 の 技 術 で あ り 、 そ れ は 、 ハ プ テ
ン 標 識 し た ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 用 し 、 し か る 後 に 蛍 光 体 に 対 し て 抗 ハ プ テ ン 抗 体 を
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連 結 さ せ 、 当 該 ハ プ テ ン に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 能 力 を 介 し 、 活 発 に 転 写 さ れ て
い る 遺 伝 子 の 部 位 を 特 定 す る 方 法 で あ る 。 共 有 結 合 標 識 沈 着 物 は 、 上 記 方 法 を 使 用 し て 獲
得 さ れ た シ グ ナ ル を 増 強 す る た め に 共 通 に 使 用 さ れ て い る 。 シ グ ナ ル を 増 強 す る た め に 共
有 結 合 標 識 沈 着 物 の 性 能 を 有 効 に す る キ ッ ト は 、 NEW Dupontか ら 入 手 可 能 で あ り 、 そ れ ら
は TSA(登 録 商 標 )(Tyramide Signal Amplification(登 録 商 標 ))と 呼 ば れ て い る 。 し か し 、
こ れ ら の 技 術 は 、 分 子 複 合 体 を 特 異 的 な 部 位 か ら 又 は 細 胞 中 も し く は 細 胞 上 で の 特 異 的 部
位 の 極 近 傍 に お い て 精 製 す る た め の 手 段 を 供 さ な い 。 FISHで も TSAで も 、 例 え ば 、 遠 位 調
節 エ レ メ ン ト と 活 発 に 転 写 さ れ て い る 遺 伝 子 と の 相 互 作 用 を 検 出 (従 っ て 同 定 )す る こ と を
可 能 に な ら な い 。 転 写 さ れ て い る 間 に 遠 位 調 節 エ レ メ ン ト と 活 発 に 転 写 さ れ て い る 遺 伝 子
の 相 互 作 用 を 検 出 (従 っ て 同 定 )す る た め に 使 用 可 能 な 技 術 は 現 在 な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 複 合 体 に 関 わ る タ ン パ ク 質 を 同 定 及 び 分 析 す る た め に 使 用 で き う る 方 法 が 知
ら れ て い る 。 免 疫 沈 降 (IP)は 、 １ 又 は 複 数 の 標 的 タ ン パ ク 質 と の 複 合 体 形 成 に お い て 関 わ
る タ ン パ ク 質 を 「 捕 え る 」 た め に 最 も 共 通 し て 使 用 さ れ て い る 。 し か し 、 例 え ば 、 他 の 分
子 と の 「 ル ー ズ な 」 機 能 的 相 互 作 用 に の み 関 わ る か あ る い は 他 の タ ン パ ク 質 の 近 傍 に お い
て の み 機 能 す る 分 子 又 は 複 合 体 を 解 析 す る た め の 技 術 は 存 在 し な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 van Steenselら (Nature Genetics vol.27、 pp.304～ 308、 2001)は 、 標 的 化 DNAア デ ニ ン
メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ DAM） を 使 用 す る ゲ ノ ム ワ イ ド ク ロ マ チ ン プ ロ フ ァ イ リ ン グ
の 方 法 を 記 載 し て い る 。 DAMと 接 合 す る 「 GAGA因 子 」 (GAF)は 、 染 色 体 中 の 多 く の ユ ー ク ロ
マ チ ン 部 位 に 存 在 す る GAGAモ チ ー フ と 優 先 的 に 結 合 す る 。 こ の こ と に よ り 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ
バ エ の ゲ ノ ム 中 の タ ン パ ク 質 結 合 部 位 を マ ッ ピ ン グ す る た め の 大 規 模 な 技 術 が 供 さ れ る 。
テ ザ ー ド DAMに よ る メ チ ル 化 は 、 個 々 の タ ン パ ク 質 結 合 配 列 か ら ２ ～ ５ kbに 渡 り 広 が り 、
標 的 座 は 、 数 kbの 分 解 に よ り マ ッ ピ ン グ さ れ う る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 標 的 分 子 と 関 係 す る エ レ メ ン ト を 同 定 す る た め の 方 法 が 供 さ れ て お り
そ れ は 以 下 の 段 階 ：
　 (a)標 的 分 子 の 所 定 の 特 異 的 に 規 定 さ れ た 領 域 に 対 し て 特 異 的 分 子 相 互 作 用 に よ っ て 結
合 で き る プ ロ ー ブ で あ っ て 、 酵 素 と 結 合 し て い る か あ る い は 酵 素 を 補 充 す る (recruiting)
こ と が で き る プ ロ ー ブ を 提 供 し ；
　 (b)酵 素 に よ っ て 活 性 化 せ し め ら れ 、 酵 素 の 近 傍 に お い て エ レ メ ン ト に 対 し て 結 合 で き
る 標 識 を 加 え ； そ し て
　 (c)標 識 が 結 合 し た エ レ メ ン ト を 単 離 す る こ と を 含 ん で 成 り 、
　 こ こ で 当 該 規 定 領 域 は 標 的 分 子 中 、 １ 、 ２ 又 は 低 い コ ピ ー 数 で 生 じ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 標 識 は 酵 素 の 近 傍 に お い て エ レ メ ン ト に 対 し て の み 結 合 で き る こ と が
好 適 で あ り う る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 更 に 、 本 発 明 に よ れ ば 、 標 的 分 子 の 規 定 領 域 の 「 低 コ ピ ー 数 」 は ２ 超 ～ 最 大 で １ ０ ０ ０
の 整 数 の 群 か ら 選 択 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 標 的 分 子 と し て は 、 RNA分 子 、 DNA分 子 、 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド 、 脂 質 、 又 は 他 の 人 工
化 合 物 が 挙 げ ら れ う る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 van Steenselら の も の と は 有 意 に 異 な る 。 彼 ら の 方 法 は 、 ゲ ノ ム ワ イ
ド ス ケ ー ル で DNAを 修 飾 す る た め に 使 用 さ れ て い る 。 彼 ら は 、 DAMメ チ ラ ー ゼ を DNA結 合 タ
ン パ ク 質 又 は ク ロ マ チ ン タ ン パ ク 質 に 対 し て 融 合 せ し め る こ と に よ っ て 、 当 該 融 合 タ ン パ
ク 質 が ゲ ノ ム 配 列 と 相 互 作 用 す る 場 所 で DNAを メ チ ル 化 す る こ と を 目 的 と し て い る 。 こ れ
は 、 個 々 の 細 胞 ゲ ノ ム の １ ０ ０ ～ 数 万 (又 は １ ０ ０ 万 で さ え あ る )の 部 位 で あ り う る 。 次 い
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で 、 彼 ら は 非 常 に 相 同 性 の 高 い 、 DNA分 子 の 複 合 体 混 合 物 を 未 知 数 の 無 関 係 な ゲ ノ ム 部 位
か ら 回 収 す る 。 一 方 で 、 本 発 明 の 方 法 は 、 １ つ の 遺 伝 子 又 は DNA座 を 標 的 と す る こ と が で
き う る 。 標 的 座 と 非 常 に 近 傍 に あ る 、 又 は 接 し て い る ゲ ノ ム DNA部 位 の み が 標 識 さ れ 、 従
っ て DNA分 子 の 非 常 に 一 層 特 異 的 な 混 合 物 を 回 収 で き う る 。 van Steensel法 は 多 く の 部 位
を 広 く 標 的 と す る が 標 的 が 、 未 知 で あ り 且 つ 無 関 係 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 １ 又 は 複 数
の 単 一 （ single） 部 位 と の 機 能 的 相 互 作 用 に 関 わ る エ レ メ ン ト に 従 っ て 、 部 位 を 特 異 的 に
標 的 化 で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 特 有 の 利 点 と は 、 そ れ が 、 プ ロ ー ブ を 、 標 的 分 子 、 例 え ば 、 相 補 的 DNA、 ゲ ノ
ム 座 、 RNA物 質 、 又 は タ ン パ ク 質 も し く は 脂 質 細 胞 構 造 の 特 異 的 も し く は 独 特 の 領 域 に 対
し て の み 結 合 せ し め る た め に 、 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 又 は 免 疫 組 織 化 学 な ど 特
異 的 分 子 相 互 作 用 の 正 確 に 標 的 化 す る 力 を 使 用 し 、 当 該 プ ロ ー ブ が 酵 素 と 結 合 す る か あ る
い は 酵 素 を 補 充 す る こ と が で き る 方 法 を 供 す る こ と で あ る 。 こ の こ と に よ り 標 的 分 子 の 領
域 と 結 合 し た 、 そ し て 近 傍 に お け る エ レ メ ン ト の 補 足 が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 標 的 が RNAで あ る 場 合 、 こ れ ら 標 的 分 子 に 結 合 し 、 そ し て 本 発 明 の 技 術 を 使 用 す る こ と
に よ っ て 同 定 (又 は 作 用 の 態 様 が 理 解 さ れ う る )さ れ う る エ レ メ ン ト と し て は ： 活 発 に 転 写
さ れ て い る 遺 伝 子 の RNAに 対 し て 近 接 し て い る 遠 位 調 節 エ レ メ ン ト (即 ち 、 ク ロ マ チ ン タ ン
パ ク 質 結 合 を 介 す る DNAエ レ メ ン ト )； RNAプ ロ セ シ ン グ 又 は 安 定 化 /調 節 /な ど に 関 わ る RNA
結 合 タ ン パ ク 質 ； 調 節 エ レ メ ン ト と 遺 伝 子 の 相 互 作 用 を 促 す タ ン パ ク 質 及 び タ ン パ ク 質 複
合 体 ； 遺 伝 子 の 活 性 化 に 関 わ る タ ン パ ク 質 及 び タ ン パ ク 質 複 合 体 ； 活 性 遺 伝 子 中 及 び そ の
周 辺 で ク ロ マ チ ン 構 造 の 調 節 に 関 わ る タ ン パ ク 質 及 び タ ン パ ク 質 複 合 体 ； 並 び に 転 写 因 子
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 標 的 が DNAで あ る 場 合 、 こ れ ら 標 的 分 子 と 関 係 し う る そ し て 本 発 明 の 技 術 を 使 用 す る こ
と に よ っ て 同 定 (又 は 作 用 の 態 様 が 理 解 さ れ う る )さ れ う る エ レ メ ン ト と し て は ： 標 的 DNA
に 対 し て 近 接 し て い る 遠 位 調 節 エ レ メ ン ト (即 ち 、 ク ロ マ チ ン タ ン パ ク 質 関 係 を 介 す る DNA
エ レ メ ン ト )； 標 的 DNAに 対 し て 近 接 し て い る 他 の DNAエ レ メ ン ト 、 そ れ は 例 え ば 、 標 的 配
列 と の 機 能 的 相 互 作 用 に 関 わ る (例 え ば 、 境 界 、 絶 縁 、 構 造 （ structural） 又 は 構 築 （ arc
hitectural） 的 相 互 作 用 )に 関 わ る ； 高 次 ク ロ マ チ ン 構 造 の 分 析 、 例 え ば 、 三 次 ク ロ マ チ
ン 相 互 作 用 (ク ロ マ チ ン の 折 り た た み )の 分 析 ； 座 全 体 又 は ゲ ノ ム 全 体 に お け る ク ロ マ チ ン
相 互 作 用 の マ ッ ピ ン グ (ハ イ ス ル ー プ ッ ト 技 術 の 助 け を と も な う )； 遺 伝 子 発 現 の 調 節 又 は
ク ロ マ チ ン 構 造 の 制 御 に 関 わ る タ ン パ ク 質 /タ ン パ ク 質 複 合 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 標 的 が タ ン パ ク 質 で あ る 場 合 、 こ れ ら 標 的 分 子 と 関 係 し う る そ し て 本 発 明 の 方 法 に よ っ
て 同 定 (又 は 作 用 の 態 様 が 理 解 さ れ う る )エ レ メ ン ト と し て は ： タ ン パ ク 質 に 対 し て 近 接 し
て い る DNAエ レ メ ン ト ； タ ン パ ク 質 に 対 し て 近 接 し て い る RNA分 子 ； 又 は 標 的 タ ン パ ク 質 に
対 し て 結 合 し た 、 又 は 近 傍 に お け る 他 の タ ン パ ク 質 /タ ン パ ク 質 複 合 体 (例 え ば 、 発 生 の 様
々 な 段 階 に お け る LCR-β グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 複 合 体 の 他 の タ ン パ ク 質 成 分 を 同 定 す る 、 又 は
特 異 的 レ セ プ タ ー の in vivoリ ガ ン ド を 同 定 す る こ と も し く は そ の 逆 )が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 標 的 が 脂 質 で あ る 場 合 、 こ れ ら 標 的 分 子 と 関 係 し う る そ し て 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 同 定
(又 は 作 用 の 態 様 が 理 解 さ れ う る )エ レ メ ン ト と し て は ： 脂 質 又 は 人 工 化 合 物 に 対 し て 近 接
し て い る DNAエ レ メ ン ト ； 脂 質 又 は 人 工 化 合 物 に 対 し て 近 接 し て い る RNA分 子 ； 又 は 標 的 脂
質 又 は 人 工 化 合 物 に 対 し て 結 合 し た 、 又 は 近 傍 に お け る 他 の タ ン パ ク 質 /タ ン パ ク 質 複 合
体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 使 用 可 能 で あ る プ ロ ー ブ は 、 DNAプ ロ ー ブ 、 RNAプ ロ ー ブ 又 は タ ン パ ク 質
、 脂 質 又 は 他 の 分 子 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
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　 使 用 さ れ る プ ロ ー ブ は 、 抗 体 /酵 素 接 合 体 、 又 は 酵 素 /標 的 分 子 融 合 体 を 介 し て 酵 素 と 結
合 で き う る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 酵 素 を 特 異 的 分 子 に 対 し て 標 的 化 す る 方 法 は 標 的 と さ れ る 分 子 に 依 存 し て 多 彩 で あ り う
る 。 例 え ば 、 DNA分 子 に 対 し て 特 異 的 な 標 識 し た プ ロ ー ブ を 使 用 す る こ と 、 免 疫 組 織 化 学
を 使 用 す る こ と 、 タ ン パ ク 質 (又 は 注 目 の 他 の 分 子 )と 酵 素 の 融 合 を 使 用 す る こ と で あ る 。
好 適 に 、 抗 体 /酵 素 接 合 体 が 使 用 さ れ て 良 い 。 １ つ の 好 適 な 実 施 態 様 に お い て 、 標 的 分 子
が RNAで あ る 場 合 、 活 性 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン に 対 し て 特 異 的 な 、 ハ プ テ ン 標 識 さ れ た プ ロ
ー ブ が 加 え ら れ 、 し か る 後 に 、 ハ プ テ ン 特 異 的 Fab断 片 /酵 素 接 合 体 が 加 え ら れ て 良 い 。 使
用 さ れ う る １ つ の ハ プ テ ン は 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン (DIG)で あ り ； 他 の も の と し て は 、 ビ オ チ
ン 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 及 び FITCが 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ て 良 い 酵 素 は 、 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で あ る 。 こ の
酵 素 は 、 チ ラ ミ ド 分 子 の 例 え ば 、 ビ オ チ ン -チ ラ ミ ド 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル -チ ラ ミ ド 又 は
FTIC-チ ラ ミ ド と の 組 み 合 わ せ に お い て 使 用 で き う る 。 こ れ ら の 分 子 は 、 非 常 に 反 応 性 が
高 く 、 寿 命 が 短 い 反 応 性 ラ ジ カ ル を 、 高 電 子 密 度 ア ミ ノ 酸 に 対 し て 結 合 す る 酵 素 に よ っ て
触 媒 さ れ た 場 合 に 形 成 す る 。 そ れ ら の 高 反 応 性 の 性 質 に よ り 、 そ れ ら は 空 間 的 に 近 傍 に お
け る ア ミ ノ 酸 に 対 し て の み 関 係 す る 。 図 １ ２ は 、 ２ ０ ～ ２ ５ kbの 距 離 に 渡 る b1及 び b2座 に
お い て 顕 著 な ピ ー ク を 示 す 。 こ れ ら 非 常 に 反 応 性 の 高 い ラ ジ カ ル の 分 散 の 程 度 は 、 反 応 条
件 を 変 え る こ と に よ っ て 正 確 に 制 御 さ れ て 良 い 。 こ れ ら は 、 正 確 な 標 的 化 方 法 を も た ら す
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 他 の 酵 素 /TAG組 み 合 わ せ は 、 ユ ビ キ チ ン を 標 識 と し て 伴 う ユ ビ キ チ ン 接 合 酵 素 で あ る 。
タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ は リ ン 酸 塩 を 標 識 と し て 伴 う 酵 素 (様 々 な 特 異 性 を 有 す る も の )と し て
も 使 用 で き う る 。 こ の 例 に お い て 、 リ ン 酸 塩 を 、 染 色 体 タ ン パ ク 質 (ク ロ マ チ ン 標 識 を 望
め ば )又 は 注 目 の 他 の タ ン パ ク 質 に 対 し て 付 加 す る こ と が で き る キ ナ ー ゼ が 使 用 さ れ る べ
き だ 。 リ ン 酸 塩 を 受 け 入 れ る 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 特 異 的 に 修 飾 さ れ た エ ピ ト ー プ に 対 す
る 抗 体 は 、 標 識 さ れ た エ レ メ ン ト を 標 的 単 離 す る た め に 使 用 す る こ と が で き う る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 DNAア デ ニ ン メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (DAM)は 、 使 用 で き う る 他 の 酵 素 で あ り 、 メ チ ル
基 を 標 識 と し て 伴 う 。 手 順 を 僅 か に 変 更 す る こ と に お い て 、 標 識 化 さ れ た 物 質 を 捕 捉 す る
た め に 標 識 を 使 用 す る こ と の 代 わ り に 、 当 業 者 は 、 DAMに よ っ て 特 異 的 に メ チ ル 化 さ れ て
い る DNAの み を 切 断 す る だ ろ う 制 限 酵 素 を 使 う だ ろ う 。 DAMは 配 列 GATC中 の ア デ ニ ン に 対 し
て メ チ ル 基 を 付 加 す る 。 こ の メ チ ル 化 さ れ た 部 位 は 、 DNA制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ DpnＩ に
よ っ て の み 切 断 で き る 。 DAMは 通 常 、 大 腸 菌 (E.Coli)な ど の 細 菌 中 に お い て の み 発 見 さ れ
、 従 っ て 、 そ れ は 真 核 細 胞 中 で 、 他 の 配 列 の 組 み 合 わ せ の み を メ チ ル 化 す る 内 生 メ チ ル ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ か ら 何 ら 干 渉 さ れ る こ と な く 使 用 で き う る 。 こ の 方 法 に 関 し て 、 親 和 性
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 不 要 で あ る 。 我 々 は 単 に 、 DNAを 、 DAM処 理 し た 細 胞 か ら 精 製 し 、 そ
し て DpnＩ で 切 断 し 、 そ し て ゲ ノ ム DNAの 混 合 物 か ら 放 出 さ れ る 小 DNA断 片 を 単 離 で き う る
。 標 的 を 慎 重 に 選 択 す る こ と は 、 相 互 作 用 が 研 究 さ れ る 場 所 に 空 間 的 に 近 く は な い 場 所 で
の DNAの DAMメ チ ル 化 切 断 を 防 ぐ た め に 好 適 で あ る 。 次 い で 、 DpnＩ 消 化 に よ っ て 放 出 さ れ
た 小 部 位 は 、 放 射 性 同 位 体 な ど で 標 識 さ れ て 良 く 、 そ し て 例 え ば 、 マ イ ク ロ ア レ イ に 対 す
る 診 断 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に 使 用 さ れ る (van Steenselら 、 2001)。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 他 の 酵 素 /標 識 組 み 合 わ せ が 使 用 さ れ て 良 く 、 そ れ は 、 標 識 分 子 を 他 の 分 子 、 例 え ば 、
タ ン パ ク 質 、 DNA、 RNA、 脂 質 な ど 上 へ と 沈 着 さ せ 、 次 い で 標 識 産 物 が ど ん な 手 段 (例 え ば
、 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 又 は 免 疫 沈 降 )に よ っ て も 単 離 で き う る よ う に 活 性 化 で き る
全 て の 酵 素 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 分 離 前 、 標 識 さ れ た 分 子 は 、 例 え ば 、 超 音 波 、 酵 素 解 裂 、 French Pressも し く は 小 径 シ
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リ ン ジ で の せ ん 断 又 は 他 は か か る 結 果 を 達 成 す る 他 の 方 法 を 使 用 す る こ と で よ り 小 さ な 断
片 へ と 分 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 上 記 の 方 法 を 使 用 す る こ と で 獲 得 さ れ た DNAの 解 析 は 、 活 性 遺 伝 子 に 対 し て 近 接 し て い
る 全 て の 調 節 エ レ メ ン ト を 同 定 す る た め に 使 用 で き 、 そ の 理 由 は 、 部 位 HRP活 性 に 対 し て
そ れ ら が 近 接 し て い る の で 、 こ れ ら の エ レ メ ン ト が 標 識 に よ り 標 識 さ れ る こ と に よ る 。 次
い で 、 DNAは 多 く の 定 量 方 法 、 例 え ば 、 と り わ け て 、 定 量 PCR(例 え ば 、 リ ア ル タ イ ム PCR(W
ittwerら 、 1997))も し く は 半 定 量 的 PCR、 ス ロ ッ ト も し く は ブ ロ ッ ト マ イ ク ロ ア レ イ (Gran
geaudら 、 1999)に よ り 解 析 さ れ て 良 い 。 こ れ ら の 解 析 法 は 、 全 て の 遺 伝 子 座 の ス キ ャ ニ ン
グ 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 、 高 解 像 度 分 析 を 数 百 ～ 数 千 kbに 渡 り ど ち ら の 方 向 に お い て も 可 能
に す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 多 く の 遺 伝 子 と 遺 伝 子 ク ラ ス タ は 遠 位 調 節 エ レ メ ン ト に よ っ て 調 節 さ れ て い る こ と が 考
え ら れ て お り 、 当 該 エ レ メ ン ト は 数 １ ０ ～ １ ０ ０ kb離 れ て 位 置 し て い る 。 遺 伝 子 の ク ラ ス
タ を 調 節 す る 遠 位 エ レ メ ン ト の 最 も 特 徴 的 な 例 は 、 図 ９ に 示 さ れ て い る β グ ロ ブ リ ン 座 制
御 領 域 （ LCR） で あ る 。 こ の LCRは 一 連 の DNaseI高 感 度 部 位 （ HS） （ １ ～ ６ ） か ら な る 。 各
HSの コ ア は ２ ０ ０ ～ ３ ０ ０ bp領 域 で あ り 転 写 因 子 結 合 部 位 が 集 団 （ packed） を な し て い る
。 LCRは 、 全 て の β グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 の 高 レ ベ ル 転 写 活 性 化 の た め に 絶 対 必 要 で あ る 。 LCR
の 作 用 を 説 明 す る た め に ２ つ の モ デ ル が 提 案 さ れ て い る が 、 い ず れ の 作 用 の 態 様 に 関 す る
直 接 的 な 証 明 は 存 在 せ ず 、 こ れ ら は 図 ９ 及 び １ ０ に 示 さ れ て い る 。 第 一 の モ デ ル （ 図 ９ ）
は LCRが 遠 方 で 働 く こ と を 提 案 し て い る 。 LCRは 、 遺 伝 子 を 取 り 囲 む 、 開 い た ク ロ マ チ ン （
open chromatin） の 巨 大 な 領 域 を 生 み 出 し 且 つ ク ロ マ チ ン に 沿 っ た 遺 伝 子 活 性 の た め に 欠
か せ な い 因 子 を 補 充 し て 送 る 。 第 二 の モ デ ル （ 図 １ ０ ） は 、 LCRが 長 範 囲 ク ロ マ チ ン 相 互
作 用 を 介 し て １ 又 は 複 数 の 遺 伝 子 と 物 理 的 に 接 触 す る 、 即 ち 、 本 質 的 に 介 在 す る 配 列 に 大
き な 弧 を 描 か せ て 転 写 を 直 接 活 性 化 す る こ と を 提 案 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 活 発 に 転 写 さ れ て い る β グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 が in vivoで 遠 位 （ ４ ０ kb） LCRと 直 接 物 理 接
触 し て い る か ど う か を 特 定 す る た め に 、 以 下 の 技 術 を 使 用 し た （ 図 １ ～ ８ を 参 照 の こ と ）
。 最 初 に 、 成 長 中 の 胎 児 の 赤 血 球 生 成 の 主 要 な 部 位 で あ る 胎 児 の 肝 臓 を 採 取 し て 中 断 さ せ
、 そ し て 、 細 胞 を 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 架 橋 さ せ る 前 に 、 ス ラ イ ド 上 で 単 層 に 広 げ た 。 in
 situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 マ ウ ス β 主 要 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン に 対 し て
特 異 的 な 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン （ DIG） 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 用 し て 行 っ
た （ 図 ２ ） 。 次 い で 、 酵 素 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） を 、 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） に 対 し て 接 合 し た 抗 DIG抗 体 を 使 用 す る こ と で RNA分 子 に 対 し て
向 け （ 図 ３ ） 、 こ れ に よ り 、 活 発 に 転 写 さ れ て い る 遺 伝 子 の 部 位 に 対 す る HRP活 性 を 特 定
し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 次 に 、 ビ オ チ ン -チ ラ ミ ド （ 図 ４ ） が 分 子 標 識 と し て 加 え ら れ て お り ； そ れ は 電 子 密 集
ア ミ ノ 酸 に 対 し て 近 傍 に お い て 共 有 関 係 を さ せ る た め に HRPに よ っ て 活 性 化 さ れ る 。 標 識
が 共 有 結 合 し た 後 （ 図 ５ ） 、 細 胞 を 超 音 波 処 理 し て 、 平 均 DNAサ イ ズ ４ ０ ０ bpを 有 す る 小
さ な 、 可 溶 性 の ク ロ マ チ ン 断 片 （ 図 ６ ） を 得 る 。 次 い で 、 ビ オ チ ン 化 さ れ た ク ロ マ チ ン を
ス ト レ プ タ ビ ジ ン ア ガ ロ ー ス 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 使 用 す る こ と で 精 製 し （ 図 ７ ）
、 架 橋 が 反 転 さ れ て DNAが 精 製 さ れ て い る 。 次 い で 、 座 全 体 に 渡 る 多 重 増 幅 に よ り 、 定 量
的 も し く は 半 定 量 的 PCR及 び ／ 又 は ス ロ ッ ト ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 使 用 す る こ と で 分 析 で き う
る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 上 記 の 技 術 を マ ウ ス β グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 に 対 し て 使 用 す る こ と に よ っ て 、 β グ ロ ブ リ
ン 遺 伝 子 の 高 レ ベ ル 発 現 は 、 全 体 的 に 、 非 常 に 特 徴 的 な 、 LCRと し て 公 知 の 、 遠 位 、 調 節
エ レ メ ン ト に 依 存 す る こ と が 発 見 さ れ た 。 LCR及 び 活 性 β 主 要 遺 伝 子 は in vivoで マ ウ ス β
グ ロ ブ リ ン 座 に 有 意 に 近 接 し て い る こ と が 発 見 さ れ て お り ； HS2は 見 掛 け 上 β 主 要 遺 伝 子
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と 非 常 に 接 触 し て お り 、 そ し て ２ つ の 活 性 成 熟 遺 伝 子 も 見 掛 け 上 非 常 に 接 近 し て い る こ と
が 発 見 さ れ た （ 図 ３ ） 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ １ 】
　
　
　 balb/cマ ウ ス に 由 来 す る E14.5胎 児 肝 臓 （ こ こ で は 、 成 人 型 b-maj及 び b-min遺 伝 子 の み
が 発 現 し て い る ） を 氷 冷 PBS中 で 中 断 し た 、 細 胞 を ポ リ -L-リ ジ ン コ ー ト し た ス ラ イ ド に 広
げ 、 そ し て ４ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 ５ ％ 酢 酸 中 で １ ８ 時 間 に 渡 り 室 温 で 固 定 化 し た 。 そ の
後 、 ス ラ イ ド の 洗 浄 、 浸 透 化 、 プ ロ ー ブ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 後 洗 浄 を Gribanau.Jら （ 1998） に 記 載 さ れ た よ う に 行 い ； 使 用 し た プ ロ ー ブ を マ ウ
ス b-majグ ロ ブ リ ン 一 次 転 写 産 物 の ３ ’ 末 端 に 近 い イ ン ト ロ ン ２ に 対 し て 向 け て い る 。 内
生 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を ０ ． ５ ％ H 2 O 2 （ PBS中 ） で １ ０ 分 に 渡 り 失 活 せ し め 、 し か る 後 に TST
（ ト リ ス 、 塩 類 、 Tween； １ ０ ０ mMト リ ス 、 pH７ ． ５ 、 １ ５ ０ mM NaCl、 ０ ． ０ ５ ％ Tween2
0） 中 で 洗 浄 （ ５ 分 ） し 、 そ し て 記 載 の よ う に ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 次 い で 、 ス ラ イ ド を 抗 D
IG fab断 片 /HRP接 合 体 の １ ： １ ０ ０ 希 釈 物 と 共 に 加 湿 チ ャ ン バ ー 中 、 室 温 で ４ ５ 分 に 渡 り
イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て TST中 で ２ 回 （ 各 ５ 分 ） 洗 浄 し 、 次 い で 、 カ バ ー ス リ ッ プ の 下
で 、 １ ： １ ５ ０ ビ オ チ ン チ ラ ミ ド （ NEN） と １ 分 に 渡 り 、 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次
い で 、 ス ラ イ ド を 、 ０ ． ５ ％ H 2 O 2 （ PBS中 ） １ ０ 分 に 渡 り 再 度 冷 ま し て 、 TST中 で ２ 回 （ ５
分 ） 洗 浄 し 、 PBSに 移 し 、 剥 離 さ せ る た め の 準 備 を し た 。 ス ラ イ ド の １ つ を Avidin/Texas
レ ッ ド 接 合 体 に よ り 、 室 温 で ４ ５ 分 に 渡 り 染 色 し た 。 次 い で 、 こ の ス ラ イ ド を 洗 浄 し て 、
脱 水 し て 、 実 装 し 、 そ し て Gribneau.Jら （ 1998） に 記 載 さ れ て い る 方 法 に よ っ て 視 覚 化 し
た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 細 胞 を 残 り の ス ラ イ ド か ら 剥 離 さ せ ； 典 型 的 に お よ そ ２ ５ ０ ０ 万 個 の 細 胞 を 回 収 し た 。
細 胞 を ２ ９ ０ ０ gで ２ ５ 分 に 渡 り 回 転 沈 殿 さ せ 、 ２ M NaCl、 ５ M尿 素 、 １ ０ mM EDTA中 で 再
懸 濁 さ せ 、 そ し て レ ベ ル ５ に セ ッ ト し た Microson Ultrasonic 細 胞 破 砕 機 を 使 用 し 氷 上 ２
０ ０ 秒 に 渡 り 超 音 波 （ １ .５ 分 間 隔 で の 破 砕 を 伴 う ２ ５ 秒 の 破 砕 を ８ 回 ） に か け た 。 粗 製
の ク ロ マ チ ン を １ ０ ， ０ ０ ０ gで １ ５ 秒 に 渡 り 遠 心 し 、 そ し て 可 溶 性 ク ロ マ チ ン を 含 む 上
清 を 取 り 除 い て 不 溶 性 ペ レ ッ ト を 2M NaCl、 5M尿 素 、 10mL EDTA中 で 再 懸 濁 せ し め 、 そ し て
再 度 超 音 波 に 掛 け た 。 懸 濁 を 再 度 遠 心 し 、 そ し て ２ つ の 可 溶 性 画 分 を 組 み 合 わ せ て ４ ℃ で
一 晩 PBSに 対 し て 透 析 し た 。 こ の 方 法 に よ り 慣 用 的 に 、 平 均 DNAサ イ ズ が 約 ４ ０ ０ bpの ク ロ
マ チ ン 断 片 を 得 た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 １ ０ ％ の 可 溶 性 ク ロ マ チ ン を イ ン プ ッ ト （ input） と し て 取 っ て 置 き 、 そ し て 残 り を ス
ト レ プ タ ビ ジ ン － ア ガ ロ ー ス （ Molecular Probes） 親 和 性 カ ラ ム 上 を 通 過 さ せ た 。 結 合 し
た 後 、 カ ラ ム を ３ × ７ ０ ０ μ lの PBS、 ２ × ５ ０ ０ μ lの TSE１ ５ ０ （ ２ ０ mMの ト リ ス  pH８ .
０ 、 １ ％ の Triton、 ０ .１ ％ の SDS、 ２ mMの EDTA、 １ ５ ０ mMの NaCl） 、 ２ × ５ ０ ０ μ lの TSE
５ ０ ０ （ ２ ０ mMの ト リ ス  pH８ .０ 、 １ ％ の Triton、 ０ .１ ％ の SDS、 ２ mMの EDTA、 １ ５ ０ mM
の NaCl） 、 及 び ３ × ７ ０ ０ μ lの PBSで 洗 浄 し た 。 次 い で 、 ビ ー ズ を カ ラ ム か ら 回 収 し 、 ホ
ル ム ア ル デ ヒ ド 架 橋 反 転 を さ せ 、 そ し て タ ン パ ク 質 成 分 を ２ ０ ０ μ g/mlの プ ロ テ イ ン キ ナ
ー ゼ Kと ６ ５ ℃ で 一 晩 激 し く 撹 拌 し な が ら イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 消 化 し た
。 試 料 を ２ ０ Vg/mlの RNase Aで ３ ７ ℃ 、 ３ ０ 分 に 渡 り 、 ２ ０ ０ μ g/mlプ ロ テ イ ナ ー ゼ Kで
３ ７ ℃ 、 ５ 時 間 に 渡 り 処 理 し 、 フ ェ ノ ー ル 抽 出 及 び エ タ ノ ー ル 沈 殿 を ２ ０ mg/mlグ リ コ ー
ゲ ン を 担 体 と し て 使 用 す る こ と で 行 っ た 。 イ ン プ ッ ト （ IP） 画 分 に 由 来 す る DNAを 標 準 的
な 分 光 光 度 計 を 使 用 す る こ と で 定 量 化 し た 。 親 和 精 製 （ AP） し た 画 分 の DNA濃 度 を 、 IPを
標 準 と し て 使 用 し 、 ピ コ グ レ ン 定 量 化 （ picogren quantification） に よ っ て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　
　 リ ア ル タ イ ム PCRを 、 ２ × SYBR green PCR master mix(Applied biosystems)を 使 用 す る
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実 施 例
実 施 例 １  RNA FISH-TRAP

実 施 例 ２  リ ア ル タ イ ム PCR



ABI PRISM 7700シ ー ク エ ン ス 検 出 器 で 行 っ た 。 各 々 の プ ラ イ マ ー 対 に 関 し て 、 ３ ０ ng、 ５
ng、 及 び １ ngの IPを 使 用 し て 標 準 曲 線 を 生 じ さ せ 、 つ い で そ れ を １ ngの APの エ ン リ ッ チ メ
ン ト (enrichment)を 定 量 化 す る た め に 使 用 し た (全 反 応 を 二 回 行 っ た )。 全 部 の PCR産 物 を
２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 泳 動 し 、 全 て の 反 応 で 単 一 の 産 物 が 得 ら れ た こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 β グ ロ ブ リ ン 座 全 体 及 び ま た 隣 接 す る 嗅 覚 レ セ プ タ ー 遺 伝 子 (org)全 体 の 様 々 な 配 列 の
エ ン リ ッ チ メ ン ト を 、 定 量 的 リ ア ル タ イ ム PCRを 使 用 し て 測 定 し た 。 こ の 測 定 に よ り 、 b-m
aj遺 伝 子 の 転 写 終 結 部 位 付 近 で は ２ ０ 倍 の エ ン リ ッ チ メ ン ト ピ ー ク が 示 さ れ 、 プ ロ ー ブ の
位 置 と 矛 盾 し な い (図 １ ２ )。 エ ン リ ッ チ メ ン ト は 、 発 達 上 サ イ レ ン ス 化 さ れ る ε y及 び β H
1遺 伝 子 (そ れ は 僅 か に の み バ ッ ク グ ラ ン ド で は 増 加 し て い る )の 領 域 中 ２ ５ kbに 渡 る b-maj
遺 伝 子 の 上 流 で 急 激 に 少 な く な っ た 。 明 ら か に 、 エ ン リ ッ チ メ ン ト の ピ ー ク は 、 HS2の 全
域 に 渡 り 確 認 さ れ 、 そ し て LCRの HS1及 び HS3に 対 し て は よ り 少 な く い 程 度 で 確 認 さ れ た 。
こ の こ と は 、 こ れ ら の 部 位 が 活 性 遺 伝 子 と 密 接 に 関 連 し て い る こ と を 意 図 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 LCR中 の 他 の HS(HS4、 5及 び 6)及 び 下 流 3’ HS1(HS2よ り も b-majに 対 し て bpで 近 い )が 有 意
に エ ン リ ッ チ 化 さ れ て い な い と い う 事 実 は 、 そ れ ら が 標 識 し た 領 域 の 外 で あ り 且 つ そ れ 故
に 活 性 β maj遺 伝 子 と 密 接 に は 関 連 し て い な い こ と を 示 唆 す る 。 更 に 、 こ れ ら の 部 位 の エ
ン リ ッ チ メ ン ト が 低 レ ベ ル で あ る こ と は 、 高 感 度 又 は オ ー プ ン ク ロ マ チ ン の 領 域 の 選 択 的
標 識 化 が な い こ と を 示 す 。 こ れ ら の 結 果 が 所 定 の 領 域 (例 え ば 、 オ ー プ ン 又 は 超 ア セ チ ル
化 さ れ た ク ロ マ チ ン )に お け る ビ オ チ ン 沈 着 の 遍 在 に よ っ て 生 じ た 可 能 性 を 完 全 に 無 視 す
る た め に 、 コ ン ト ロ ー ル の ラ ン ダ ム TRAP実 験 を 計 画 し て 行 っ た 。 FISH段 階 の 間 に イ ン ト ロ
ン 標 識 化 を 省 く こ と に よ っ て 、 ゲ ノ ム の 全 域 に 渡 り ビ オ チ ン が ラ ン ダ ム に 沈 着 し 、 そ れ 故
に 所 定 の 配 列 に 対 す る 任 意 の 遍 在 が AP物 質 の 分 析 に お い て 明 ら か に な っ た 。 グ ロ ブ リ ン 座
の 任 意 の 配 列 に 対 し て 優 先 的 選 択 性 は な く 、 従 っ て β maj有 向 （ directed） TRAP実 験 に お
け る HS2の エ ン リ ッ チ メ ン ト は 活 性 β maj遺 伝 子 に 対 し て 近 接 し て い る こ と が 理 由 で あ り 且
つ ク ロ マ チ ン 遍 在 で は な い こ と が 証 明 さ れ て い る 。 β maj RNA TRAPア ッ セ イ を ３ 回 繰 り 返
し 類 似 す る 結 果 を 獲 得 し た 。 β maj RNA TRAPア ッ セ イ の １ つ に 由 来 す る DNAを 多 重 プ ロ ー
ブ に よ る ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト に よ り 分 析 し 、 類 似 す る 結 果 を 得 た 。 こ の 実 験 の デ ー タ は 、 遠
位 エ ン ハ ン サ ー が in vivoで 制 御 す る 活 性 遺 伝 子 に 対 し て 物 理 的 に 近 接 し て 維 持 さ れ て い
る こ と の 第 一 の 直 接 的 な 証 拠 を 供 す る 。 　
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 共 転 写 モ デ ル (こ こ で は 両 方 の 遺 伝 子 が LCRを 同 時 共 有 し て い る )同 士 又 は 代 わ り の モ デ
ル (こ こ で は LCRが 排 他 的 に 単 一 の 活 性 遺 伝 子 に 関 連 し て い る )を 区 別 す る た め に 、 RNA-TRA
Pを 、 β majの お よ そ １ ５ kb下 流 に 位 置 す る β min遺 伝 子 に 対 す る イ ン ト ロ ン プ ロ ー ブ を 使
用 し 繰 り 返 し た 。 こ の 結 果 は 、 HS2は β min有 向 APク ロ マ チ ン に お い て 非 常 に エ ン リ ッ チ さ
れ て い る こ と を 示 し 、 こ れ は 活 性 β min遺 伝 子 に 堅 く 結 び つ い て い る こ と を 示 し て い る (図
１ ３ )。 加 え て 、 LCRの HS4は 、 LCRの HS1、 3、 5及 び 6と 比 べ て バ ッ ク グ ラ ン ド レ ベ ル 全 域 に
渡 り 有 意 に エ ン リ ッ チ に な っ て い る 。 β min及 び β maj有 向 RNA-TRAPア ッ セ イ の 両 方 に お け
る HS2の レ ベ ル が エ ン リ ッ チ で あ る こ と は 、 一 次 転 写 産 物 が 存 在 す る 時 間 の 大 部 分 に 渡 り
そ れ が 活 性 遺 伝 子 と 堅 く 結 び つ い て い る こ と を 示 し て い る 。 β maj-TRAPが β min遺 伝 子 を
低 下 さ せ な い こ と 又 は そ の 反 対 の 事 実 は 、 ２ つ の 遺 伝 子 が 密 接 に 関 連 し て い な い こ と を 示
す 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 in vivo、 ex vivo又 は in vitroで 行 う こ と が で き る 、 本 発 明 の 技 術 に 関 す る 多 く の 用 途
が あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 か か る 用 途 の １ つ の 例 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 技 術 に あ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動
物 は 現 在 、 注 目 の タ ン パ ク 質 を 多 量 に 生 産 す る バ イ オ リ ア ク タ ー と し て 世 界 中 の 多 く の 研
究 室 で 使 用 さ れ て い る 。 最 も 共 通 に 使 用 さ れ て い る 方 法 は 、 高 次 発 現 乳 タ ン パ ク 質 遺 伝 子
プ ロ モ ー タ ー の 制 御 の 下 、 注 目 の タ ン パ ク 質 を 乳 中 で 発 現 せ し め る 方 法 で あ る 。 か か る 構
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築 法 に よ っ て 生 産 さ れ た 大 部 分 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 タ ン パ ク 質 を 発 現 し な い か
あ る い は 非 常 に 低 レ ベ ル で 発 現 し そ れ ら を 無 効 に す る 。 あ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、
構 造 が 一 体 化 す る 部 位 で の 位 置 効 果 に よ り 、 注 目 の タ ン パ ク 質 を よ り 多 量 に 発 現 し う る 。
発 現 構 築 体 に 対 し て 乳 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 LCR様 配 列 を 加 え る こ と は 、 当 該 遺 伝 子 を 発 現 す
る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 数 を １ ０ ０ ％ に 高 め そ し て 全 て の 動 物 に お け る 発 現 の 平 均 レ
ベ ル を 高 め る だ ろ う 。 こ の こ と に よ り 生 産 の コ ス ト が 有 意 に 下 が り そ し て 収 率 が 有 意 に 上
が る だ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 RNAが 標 的 分 子 で あ る 場 合 、 本 発 明 の 方 法 は 、 注 目 の 遺 伝 子 を 活 発 に 転 写 し て い る 遺 伝
子 の 集 団 に お け る 細 胞 の み を 標 識 す る 。 こ の 利 点 と は 、 集 団 が 相 同 的 で あ る か あ る い は 相
互 作 用 が ダ イ ナ ミ ッ ク で あ る か に 関 わ ら ず 、 特 異 的 に 相 互 作 用 す る 配 列 を 親 和 性 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー に よ り 非 常 に 高 め る こ と で あ る (Wijgerdeら 、 1995)。 RNAが 標 的 分 子 で あ る 場
合 の 本 発 明 の 他 の 利 点 と は 、 こ の 技 術 に よ り 、 遠 位 制 御 エ レ メ ン ト と 活 発 に 転 写 さ れ て い
る 遺 伝 子 の 相 互 作 用 を 転 写 の 間 に 検 出 で き る こ と で あ る 。 こ の 目 的 の た め に 使 用 で き る 我
々 が 知 っ て い る 他 の 技 術 は な い 。 こ の 技 術 に よ り 、 細 胞 の ダ イ ナ ミ ッ ク 又 は 相 同 的 集 団 の
転 写 部 位 に お い て タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 標 識 し て 回 収 し 、 そ し て 特 異 的 相 互 作 用 を 同 定 で
き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 標 的 分 子 が 何 で あ れ 結 果 に 至 る 本 発 明 の 利 点 と は 、 標 的 複 合 体 (直 接 相 互 作 用 に あ る 分
子 と は 反 対 に )の 近 傍 に お い て 複 合 体 を 標 識 及 び 回 収 す る 可 能 性 で あ る 。 生 じ る 濃 縮 さ れ
る タ ン パ ク 質 は 、 多 く の タ ン パ ク 質 技 術 、 例 え ば 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 マ ス ス ペ
ク ト ロ ス コ ピ ー 、 分 画 、 精 製 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 な ど に よ っ て 分 析 で き う
る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 は 、 活 発 に 転 写 さ れ て い る 遺 伝 子 と １ 又 は 複 数 の 遠 位 調 節 エ レ メ ン ト の 相 互 作 用
を 検 出 で き る 比 較 的 簡 単 且 つ 迅 速 な 方 法 を 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 in vivoで 他 の 任 意 の 標
的 配 列 と の 相 互 作 用 に 関 わ る 全 て の 配 列 エ レ メ ン ト を そ れ ら が 近 接 し て い る こ と に よ り 同
定 す る た め に も 使 用 で き う る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 は 、 迅 速 且 つ 比 較 的 安 価 な 方 法 で 、 遺 伝 子 の 活 性 化 に 関 わ る 調 節 エ レ メ ン ト を 同
定 す る た め の 新 た な 方 法 を 供 す る 。 そ れ は 、 LCR又 は エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト が ど の よ う
に し て 機 能 す る の か の 疑 問 を 解 決 す る た め に 使 用 さ れ て お り 、 そ し て 実 際 に は 、 β グ ロ ブ
リ ン 座 に お い て 、 LCRが 、 活 発 に 転 写 さ れ て い る 遺 伝 子 と 物 理 的 な 相 互 作 用 を す る こ と に
よ っ て 機 能 す る 直 接 的 な 第 一 の 証 拠 を 供 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 RNA FISHに よ る デ ー タ は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 β グ ロ ブ リ ン 座 制 御 領 域 の HS2が 明 ら
か に 同 定 さ れ た こ と を 示 す 。 HS2は 、 従 来 、 機 能 的 研 究 に よ り 、 in vivoで β グ ロ ブ リ ン 遺
伝 子 発 現 を 駆 る 座 制 御 領 域 の 主 要 な 、 古 典 的 な エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト で あ る こ と が 示 さ
れ て い る 。 従 っ て 、 他 の 遺 伝 子 に 関 す る 類 似 す る 実 験 に お い て 、 そ れ ら の 遺 伝 子 を 駆 る １
又 は 複 数 の エ レ メ ン ト が こ の 方 法 に よ り 同 定 で き う る 。 単 離 さ れ た エ レ メ ン ト の 機 能 的 及
び /又 は 産 業 上 の 利 用 性 が 推 定 さ れ て 良 い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
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【 表 １ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 実 施 態 様 は 更 に 詳 細 に 図 面 を 参 照 に す る こ と に よ り 例 示 と し て 説 明 さ れ る だ ろ
う 。
【 図 １ 】 in vivo転 写 活 性 遺 伝 子 を 示 す 概 略 図 で あ る 。 RNAポ リ メ ラ ー ゼ II（ 白 抜 マ ル ） が
染 色 体 の 遺 伝 子 又 は ヌ ク レ オ ソ ー ム DNA鋳 型 （ ヌ ク レ オ ソ ー ム （ 円 筒 ） 周 囲 を 囲 ん だ 曲 線
に よ っ て 示 さ れ た DNA） を 転 写 す る 。 RNAポ リ メ ラ ー ゼ は 原 始 RNA一 次 転 写 物 （ 斜 め の 直 線
） を 生 産 す る 。
【 図 ２ 】 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 示 す 概 略 図 で あ る 。 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド プ ロ ー ブ が 原 始 RNA転 写 物 の イ ン ト ロ ン に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い る 。 こ の オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は ハ プ テ ン （ こ の 場 合 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン ） （ 菱 形 ） で 標 識 さ れ て い
る 。
【 図 ３ 】 ハ プ テ ン プ ロ ー ブ の 免 疫 学 的 な 検 出 を 示 す 概 略 図 で あ る 。 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ 酵 素 （ 三 角 ） に 対 し て 接 合 す る 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 抗 体 （ 黒 楕 円 ） が 加 え ら れ て
い る 。 抗 体 /ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体 は 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 し た 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
プ ロ ー ブ に 対 し て 結 合 す る 。
【 図 ４ 】 ビ オ チ ン チ ラ ミ ド の 添 加 を 示 す 概 略 図 で あ る 。 ビ オ チ ン -チ ラ ミ ド は 、 フ ェ ノ ー
ル 様 の 、 チ ラ ミ ド 化 学 環 （ 円 を 伴 う 六 角 形 ） に 対 し て 結 合 し た 分 子 （ B） か ら な る 。 チ ラ
ミ ド が ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と 接 触 し た 場 合 、 当 該 チ ラ ミ ド は 、 近 く の タ ン パ ク 質 の 電 子 密 集
成 分 に 対 し て 迅 速 に 共 有 結 合 で き る 短 命 の 、 高 反 応 性 ラ ジ カ ル に 転 換 さ れ る 。
【 図 ５ 】 空 間 的 に 近 傍 に あ る ク ロ マ チ ン タ ン パ ク 質 の 標 識 化 を 示 す 概 略 図 で あ る 。 ビ オ チ
ン -チ ラ ミ ド 沈 着 は 極 近 傍 に あ る 並 び に ク ロ マ チ ン タ ン パ ク 質 の 並 び に 対 し て も 起 こ り う
る 。 例 え ば 、 エ ン ハ ン サ ー 、 座 制 御 領 域 又 は 他 の 遺 伝 子 調 節 エ レ メ ン ト が 挙 げ ら れ る 。 DN
Aに は 転 写 因 子 （ 大 楕 円 ） が 関 係 し て い る 。
【 図 ６ 】 ク ロ マ チ ン の 分 布 を 示 す 概 略 図 で あ る 。 ク ロ マ チ ン は 超 音 波 又 は 他 の 方 法 に よ っ
て 中 断 さ れ る 。
【 図 ７ 】 親 和 性 ク ト マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る エ レ メ ン ト の 精 製 を 示 す 概 略 図 で あ る 。 ビ オ チ
ン 化 さ れ た タ ン パ ク 質 /DNA複 合 体 は 、 ス ト レ パ ビ ジ ン カ ラ ム に よ る 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー に よ っ て 精 製 さ れ て い る 。
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【 図 ８ 】 架 橋 反 転 を 示 す 概 略 図 で あ る 。 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 化 学 架 橋 が 反 転 さ れ そ し て DNA
及 び ／ 又 は タ ン パ ク 質 が 分 析 の た め に 精 製 さ れ る 。
【 図 ９ 】 マ ウ ス β グ ロ ブ リ ン 座 （ 遺 伝 子 ＝ 黒 四 角 ） 及 び 座 制 御 領 域 （ LCR） を 示 す 概 略 図
で あ り 、 そ し て LCR作 用 ； あ る 距 離 で の 作 用 の １ つ の モ デ ル を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 マ ウ ス β グ ロ ブ リ ン 座 及 び 座 制 御 領 域 （ LCR） を 示 す 概 略 図 で あ り 、 そ し て LCR
作 用 ； 直 接 LCR遺 伝 子 相 互 作 用 の 他 の モ デ ル を 示 す 。
【 図 １ １ 】 特 異 的 に 標 的 化 さ れ た ビ オ チ ン チ ラ ミ ド 沈 着 の 視 覚 化 後 の 典 型 的 な 細 胞 像 で あ
る 。
【 図 １ ２ 】 β グ ロ ブ リ ン 座 及 び 嗅 覚 レ セ プ タ ー 遺 伝 子 座 に お い て 様 々 な 配 列 を 示 す bmaj-
誘 導 RNA TRAPの 定 量 的 リ ア ル タ イ ム PCR分 析 の 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ３ 】 β グ ロ ブ リ ン 座 及 び 隣 接 す る 嗅 覚 レ セ プ タ ー 遺 伝 子 座 に お け る 様 々 な 配 列 を 評
価 す る bmin-誘 導 RNA TRAPの 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ４ 】 マ ウ ス β グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 と 座 制 御 領 域 （ LCR） の 仮 説 に さ れ て い る 相 互 作 用
を 示 す 概 略 図 で あ る 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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