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(54)【発明の名称】 新規ＤＮＡおよびその利用

(57)【要約】
【課題】本発明は１０５遺伝子の発現制御領域ＤＮＡを
取得し、１０５遺伝子の発現制御に影響を及ぼす物質の
スクリーニング方法などを提供することを目的とする。
【解決手段】このスクリーニングにより得られた物質
は、１０５遺伝子の発現を自由に制御することができる
ため、治療においては様々な状態の免疫疾患の患者に応
じて免疫賦活、または抑制を行うことができる薬剤とな
る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  配列番号１で表される塩基配列またはそ
の一部を含有し、且つ有核細胞内において転写制御活性
を有するＤＮＡ。
【請求項２】  請求項１に記載のＤＮＡとストリンジェ
ントな条件でハイブリダイズし、且つ有核細胞内におい
て転写制御活性を有するＤＮＡ。
【請求項３】  ＤＮＡが、サイレンサー領域、およびプ
ロモーター領域を有する請求項１または２に記載のＤＮ
Ａ。
【請求項４】  ＤＮＡが、配列番号１の塩基番号１～７
７６で表される塩基配列またはその一部からなるサイレ
ンサー領域、および／または配列番号１の塩基番号７７
７～９２１表される塩基配列またはその一部からなるプ
ロモーター領域を含有する請求項１～３のいずれかに記
載のＤＮＡ。
【請求項５】  請求項１～４のいずれかに記載のＤＮＡ
を含有する組換えベクター。
【請求項６】  請求項１～４のいずれかに記載のＤＮ
Ａ、およびその転写制御活性の制御下におかれた構造遺
伝子を含有する組換えＤＮＡ。
【請求項７】  請求項６に記載の組換えＤＮＡを含有す
る組換え体。
【請求項８】  請求項７に記載の組換え体を被検物質の
存在下で培養し、該組換え体中の構造遺伝子の発現を解
析することを特徴とする、有核細胞内における転写制御
活性を促進または制御する物質のスクリーニング方法。
【請求項９】  請求項６に記載の組換えＤＮＡを被検物
質の存在下で無細胞蛋白質合成系に供し、該系中の構造
遺伝子の発現を解析することを特徴とする、有核細胞内
における転写制御活性を促進または制御する物質のスク
リーニング方法。
【請求項１０】  請求項８または９に記載のスクリーニ
ング方法を用いて得られる物質を有効成分とする免疫調
節剤。
【請求項１１】  請求項８または９に記載のスクリーニ
ング方法を用いて得られる物質を製剤化することを特徴
とする免疫調節剤の製剤化方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は有核細胞内において
転写制御活性を有するＤＮＡ、およびその利用に関す
る。このＤＮＡは、生体内においては、Ｔ細胞抗原受容
体を介した刺激依存的なＩＬ－２プロモーター活性化能
を有する１０５遺伝子の転写制御活性を有するＤＮＡで
あり、該ＤＮＡを含む組換えベクター、該ベクターで形
質転換された組換え体、および該組換え体を用いた１０
５遺伝子の発現を制御する活性を有する物質のスクリー
ニング方法等に用いられる。
【０００２】
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【従来の技術】１０５遺伝子は、Ｔ細胞抗原受容体（以
下これを「ＴＣＲ」と称することがある）を介した刺激
依存的な、ＩＬ－２プロモーター活性化能を有するタン
パク質をコードする。ＩＬ－２は、ＴＣＲが抗原を認識
したことにより活性化されたＴ細胞から産生され、同抗
原と結合するＴ細胞を選択的に増殖させる働きがある。
ＩＬ－２の誘導に欠陥があるヒトにおいては、感染に対
する感受性が上がるという知見（Weinberg, K. et al.,
 New Engl. J. Med., 322, 1718 (1990)）がある。これ
は病原体の抗原に対してこのＩＬ－２の産生誘導が正し
く機能していないために、健康なヒトと比較して、より
微量の病原体により感染を起こす状態を示している。
【０００３】そこで、上記のような免疫反応性の低下し
た患者へ、１０５遺伝子がコードするタンパク質（以下
これを「１０５タンパク質」と称することがある）を導
入する、または体内での１０５タンパク質の発現量を増
加させる治療法が考えられる。１０５タンパク質の体内
への導入方法としては、ＤＮＡを直接体内へ導入する方
法（遺伝子治療法）があり、この治療法ではウイルスベ
クター等を用いて体細胞に遺伝子を導入し、その導入遺
伝子を恒常的に発現させることにより、治療効果を得よ
うとするものが主流である。しかし、この場合、生体内
で組換えウィルスができてしまう危険性があり、予期せ
ぬ事態を引き起こしかねない。さらに、導入遺伝子は細
胞内で発現し続けることとなり、そのことによる副作用
も予知できない。
【０００４】このような理由から、必要な時に遺伝子を
発現させ、不要になった時点で速やかに発現を抑えられ
る機構により、体内で発現する１０５タンパク質の量を
制御することが望ましい。
【０００５】
【本発明が解決しようとする課題】本発明は１０５遺伝
子の発現制御領域ＤＮＡを取得し、１０５遺伝子の発現
制御に影響を及ぼす物質のスクリーニング方法などを提
供することを目的としている。このスクリーニングによ
り得られた物質は、１０５遺伝子の発現を自由に制御す
ることができるため、治療においては様々な状態の免疫
疾患の患者に応じて免疫賦活、または抑制を行うことが
できる薬剤となる。
【０００６】
【課題を解決するための手段】本発明者らは、上記課題
を解決すべく鋭意研究を重ねた結果、１０５遺伝子の一
部を含有するゲノムＤＮＡの５’上流を解析し、１０５
遺伝子の発現制御領域を含むＤＮＡ断片を取得すること
に成功した。また、このＤＮＡ断片をさらに詳細に解析
した結果、該ＤＮＡ断片には、１０５遺伝子の転写を抑
制する能力を有する部位と、活性化する能力を有する部
位が存在することを見出した。本発明はこれらの知見に
基づいて成し遂げられたものである。
【０００７】即ち、本発明によれば、（１）配列番号１
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で表される塩基配列またはその一部を含有し、且つ有核
細胞内において転写制御活性を有するＤＮＡ、（２）請
求項１に記載のＤＮＡとストリンジェントな条件でハイ
ブリダイズし、且つ有核細胞内において転写制御活性を
有するＤＮＡ、（３）ＤＮＡが、サイレンサー領域、お
よびプロモーター領域を有する上記（１）または（２）
に記載のＤＮＡ、（４）ＤＮＡが、配列番号１の塩基番
号１～７７６で表される塩基配列またはその一部からな
るサイレンサー領域、および／または配列番号１の塩基
番号７７７～９２１で表される塩基配列またはその一部
からなるプロモーター領域を含有する上記（１）～
（３）のいずれかに記載のＤＮＡ、（５）上記（１）～
（４）のいずれかに記載のＤＮＡを含有する組換えベク
ター、（６）上記（１）～（４）のいずれかに記載のＤ
ＮＡ、およびその転写制御活性の制御下におかれた構造
遺伝子を含有する組換えＤＮＡ、（７）上記（６）に記
載の組換えＤＮＡを含有する組換え体、（８）上記
（７）に記載の組換え体を被検物質の存在下で培養し、
該組換え体中の構造遺伝子の発現を解析することを特徴
とする、有核細胞内における転写制御活性を促進または
制御する物質のスクリーニング方法、（９）上記（６）
に記載の組換えＤＮＡを被検物質の存在下で無細胞蛋白
質合成系に供し、該系中の構造遺伝子の発現を解析する
ことを特徴とする、有核細胞内における転写制御活性を
促進または制御する物質のスクリーニング方法、（１
０）上記（８）または（９）に記載のスクリーニング方
法を用いて得られる物質を有効成分とする免疫調節剤、
（１１）（８）または（９）に記載のスクリーニング方
法を用いて得られる物質を製剤化することを特徴とする
免疫調節剤の製剤化方法、を提供する。
【０００８】
【発明の実施の形態】（１）遺伝子転写制御活性を有す
るＤＮＡ断片の取得
本発明のＤＮＡとしては、配列番号１で表される塩基配
列またはその一部を有し、且つ有核細胞内で遺伝子転写
制御活性を有するＤＮＡ（以下これを「転写制御ＤＮ
Ａ」と称することがある）が用いられる。遺伝子転写制
御活性を解析する方法としては、それ自体既知の通常用
いられる方法が挙げられるが、具体的には該ＤＮＡの
３’下流に適当なレポーター遺伝子ＤＮＡを連結させ、
これを有核細胞に導入して培養し、該細胞内のレポータ
ー遺伝子の発現量を測定することにより行うことができ
る。有核細胞としては、大腸菌等の微生物や動物細胞株
等が好ましく用いられる。
【０００９】本発明の転写制御ＤＮＡは、１０５遺伝子
（特開２００１－１２８６８７号公報）の一部が含まれ
るゲノムＤＮＡの５’上流側の断片について、１０５遺
伝子の転写制御活性を解析することによって取得するこ
とができる。具体的には、まず適当な生物体からゲノム
ＤＮＡを取得する。ここで、生物体とはゲノムを保有す
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るものであれば如何なるものであってもよいが、例え
ば、マウス、ラット、ヒト等の哺乳類等が挙げられる。
ゲノムＤＮＡの調製方法としては、それ自体既知の通常
用いられる方法が挙げられるが、上記生物体の適当な組
織から調製することができる。ここで調製されたゲノム
ＤＮＡから、適当な長さの断片に制限酵素等を用いて切
断した後に、適当なベクターに挿入してゲノムＤＮＡラ
イブラリーを作成し、後述のスクリーニングにより本発
明の転写制御活性を有するＤＮＡを得ることができる。
また、市販のゲノムＤＮＡライブラリー、具体的にはＹ
ＡＣ、ＢＡＣライブラリー等を用いることもできる。こ
れらゲノムＤＮＡ断片の集合を、以下「ゲノムＤＮＡラ
イブラリー」と称することがある。
【００１０】次に、調製されたゲノムＤＮＡライブラリ
ーの中から、１０５遺伝子の５’上流のゲノムＤＮＡを
含有するＤＮＡ断片を選択するためのスクリーニングを
行う。このスクリーニングは常法によることができる
が、具体的には例えば、１０５遺伝子が有する塩基配列
の一部をプローブとして、上記ゲノムＤＮＡライブラリ
ーをスクリーニングする方法等が挙げられる。
【００１１】また、１０５遺伝子が含まれるゲノムＤＮ
Ａ断片を直接取得する方法としては、１０５遺伝子の一
部、好ましくは５’末端の塩基配列をアンチセンスプラ
イマーとして用い、ゲノムが挿入されているベクター上
の共通配列をセンスプライマーとして、ゲノムＤＮＡラ
イブラリーを鋳型としたポリメラーゼチェインリアクシ
ョン（ＰＣＲ）法により増幅断片として取得する方法を
用いることもできる。
（２）転写制御活性の解析
このようにして取得された１０５遺伝子とその５’上流
を含むゲノムＤＮＡ断片について、１０５遺伝子の転写
制御活性の解析を行うことにより本発明のＤＮＡを取得
することができる。転写制御活性の解析は、１０５遺伝
子とその５’上流を含むゲノムＤＮＡ断片にレポーター
遺伝子を含むＤＮＡを連結したレポーターユニットＤＮ
Ａを適当な有核細胞に導入した後に培養し、該細胞内で
のレポーター遺伝子の発現量を解析することにより行う
ことができる。
【００１２】ここで、レポーター遺伝子としては、通常
レポーターアッセイに用いられるものを用いることがで
きるが、検出の簡便性等から蛍光タンパク質をコードす
る遺伝子が好ましく用いられる。具体的にはルシフェラ
ーゼ遺伝子等が好ましく用いられる。また、レポーター
ユニットＤＮＡとしては、既にレポーター遺伝子が導入
されており、その５’上流に適当なクローニングサイト
を有する市販のベクターを用いて作成することができ
る。このベクターとしては、ｐＧＬ３－ｂａｓｉｃ（Ｐ
ｒｏｍｅｇａ社製）、ピッカジーンベーシックベクター
（東洋インキ社製）等が挙げられる。
【００１３】またレポーターユニットＤＮＡを導入する
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細胞株としては、通常の細胞内に存在する転写制御因子
等を有する細胞であれば如何なるものであってもよい
が、具体的には例えば、ＣＯＳ－７細胞（ＡＴＣＣ：Ｃ
ＲＬ１６５１）、ＨｅＬａ  Ｓ３細胞（ＡＴＣＣ：ＣＣ
Ｌ２．２）、Ｊｕｒｋａｔ細胞（ＡＴＣＣ：ＴＩＢ１５
２）等が挙げられる。このうち、好ましくはリンパ系細
胞が用いられる。リンパ系細胞の具体例としては、Ｊｕ
ｒｋａｔ細胞（ＡＴＣＣ：ＴＩＢ１５２）、ＥＬ４細胞
（ＡＴＣＣ：ＴＩＢ３９）、ＭＯＬＴ－４細胞（ＡＴＣ
Ｃ：ＣＲＬ１５８２）等が挙げられる。
【００１４】レポーター遺伝子の上記細胞への導入方法
としては、リン酸カルシウム法（Science, 221, 551- 
(1983)）、ＤＥＡＥデキストラン法（Science, 215, 16
6- (1982)）、電気パルス法（Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 81, 7161- (1984)）、インビトロパッケージング
法（Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 72, 581- (197
5)）、ウィルスベクター法（Cell, 37, 1053- (1984)）
等が挙げられる。
【００１５】上記レポーターユニットＤＮＡを導入した
細胞（以下、「導入細胞」と称することがある）の培養
方法としては、用いた細胞株に応じ適宜選択されるが、
具体的には２０％以下のウシ胎仔血清を含有するＭＥＭ
培地、ＤＭＥＭ培地、ＲＰＭＩ１６４０培地（ＳＩＧＭ
Ａ社製）等により、通常２０～４５℃、ＣＯ

2
濃度２～

１０％の範囲で１２～２０時間培養する。
【００１６】レポーター遺伝子の発現量の解析方法とし
ては、上記レポーター遺伝子がコードするタンパク質に
より適宜選択される。例えば、レポーター遺伝子がルシ
フェラーゼのような蛍光タンパク質をコードする場合、
導入細胞を適当な方法により溶解し、この細胞溶解液の
上清中に基質となるルシフェリンを添加した後、適当な
蛍光検出機、例えばルーマット（ベルトールド製）等を
用いて蛍光を測定し、レポーター遺伝子の発現量とする
ことができる。また、この反応は適当な市販の検出キッ
ト、具体的には、例えばルシフェラーゼアッセイシステ
ム（Ｐｒｏｍｅｇａ社製）等を用いて行うこともでき
る。
【００１７】（３）転写制御活性を有するＤＮＡ断片の
同定
ここで、１０５遺伝子とその５’上流を含むゲノムDNA
断片から、転写制御活性を有するＤＮＡ断片を同定する
方法としては、上記ゲノム断片の一部に点突然変異ある
いは一部の塩基配列欠失させた後に、上記と同様にして
転写制御活性の解析を行う方法が挙げられる。点突然変
異を導入する方法としては、例えばサイトダイレクテッ
ドミュータジェネシスキット（ＴＡＫＡＲＡ社製）や、
ＱＵＩＣＫＣｈａｎｇｅ  Ｓｉｔｅ－Ｄｉｒｅｃｔｅｄ
  Ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ  Ｋｉｔ（ＳＴＲＡＴＡＧＥ
ＮＥ社製）等の市販のキットを用いることができる。ま
た、塩基配列を欠失させる具体的な方法としては、Ｓ１
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ヌクレアーゼ（ＴＡＫＡＲＡ社製等）を用いる方法や、
適当な制限酵素により消化する方法等が挙げられる。
【００１８】このような解析により、点突然変異を導入
したり塩基配列欠失させた（以下、これらの操作を「改
変」と称することがある）とき、レポーター遺伝子の発
現量が上昇した場合には、上記で改変したＤＮＡ断片に
は、転写抑制活性があると判断することができ、逆にレ
ポーター遺伝子の発現が減少した場合には、上記で改変
したＤＮＡ断片には、転写活性化能があると判断するこ
とができる。
【００１９】（４）遺伝子転写制御活性を有するＤＮＡ
断片
かくして取得される本発明の遺伝子転写制御活性を有す
るＤＮＡ断片としては、具体的には、配列番号１で表さ
れる塩基配列またはその一部を含有するものが挙げられ
る。配列番号１に記載の塩基配列は、マウスのものであ
るが、本発明の転写制御ＤＮＡとしては、この配列に限
られるものではなく、転写制御活性を有する限り上記配
列とストリンジェントな条件でハイブリダイズするＤＮ
Ａも含まれる。ここでストリンジェントな条件でハイブ
リダイズするＤＮＡとは、配列番号１で表される塩基配
列と７０％以上、好ましくは９０％以上、さらに好まし
くは９５％以上の相同性を有する塩基配列を含むＤＮＡ
が挙げられる。また、ストリンジェントな条件下のハイ
ブリダイゼーションとは、通常用いられるハイブリダイ
ゼーション緩衝液中で、４０～７０℃、好ましくは６０
～６５℃で反応を行った後、塩濃度が１５～３００ｍ
Ｍ、好ましくは１５～６０ｍＭの洗浄液中で洗浄を行う
方法が挙げられる。またその一部とは、有核細胞におい
て転写制御活性を有するものであれば如何なる断片であ
ってもよく、それらの転写制御活性は上記した方法によ
り解析することができる。
【００２０】（５）組換えベクター、および組換えＤＮ
Ａの構成
本発明の転写制御ＤＮＡは、これを適当なベクターに挿
入することにより遺伝子発現ベクターとして用いること
ができる。具体的には例えば、配列番号１に記載の塩基
配列を有するDNAを適当なクローニングベクターに挿入
することにより、サイレンサー、およびプロモーター活
性を有する転写制御領域に制御を受ける遺伝子発現のた
めのベクターを作成することができる。
【００２１】また、配列番号１の塩基番号７７７～９２
１で表される塩基配列またはその一部を、上記ベクター
に挿入したものは、プロモーター活性を有する転写制御
領域により制御を受ける遺伝子発現ベクターとして利用
することができる。さらには配列番号１の塩基番号１～
７７６で表される塩基配列またはその一部と、その３’
下流にＳＶ４０、ＣＭＶ等の適当なプロモーター配列を
連結させたＤＮＡが挿入されているものは、サイレンサ
ー活性を有する転写制御領域に制御を受ける遺伝子発現
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ベクターとして用いることができる。ここで適当なクロ
ーニングベクターとは、大腸菌等の宿主中で自己を複製
する機能を有する塩基配列を有しているものが好まし
い。上記いずれのベクターにおいて、発現させる目的の
構造遺伝子を有するＤＮＡは挿入した転写制御ＤＮＡの
３’下流に挿入することができる。ここで、構造遺伝子
とは、タンパク質をコードしているＤＮＡであれば如何
なるものであってもよい、また該構造遺伝子は、読みと
り枠（ＯＲＦ）の全部であっても一部であってもよい。
このように、本発明の転写制御ＤＮＡ、およびその３’
下流にを含むＤＮＡを連結させたＤＮＡを以下単に「組
換えＤＮＡ」と称することがある。
【００２２】（６）組換え体の作成、および構造遺伝子
の発現
上記組換えＤＮＡで適当な宿主を形質転換した形質転換
体を得、これを培養することにより、該形質転換体内で
上記組換えＤＮＡに含まれる構造遺伝子を発現させるこ
とができる。適当な宿主とは、宿主の細胞内で本発明の
転写制御ＤＮＡが機能し得るものであれば如何なるもの
であってもよいが、好ましくはリンパ系細胞が用いられ
る。リンパ系細胞の具体例としては、Ｊｕｒｋａｔ細胞
（ＡＴＣＣ：ＴＩＢ１４２）、ＥＬ４細胞（ＡＴＣＣ：
ＴＩＢ３９）、ＭＯＬＴ－４細胞（ＡＴＣＣ：ＣＲＬ１
５８２）等が挙げられる。これらの宿主への組換えＤＮ
Ａの導入、および得られた形質転換体の培養は上記
（２）に記載した方法と同様にして行うことができる。
【００２３】また、本発明の組換えＤＮＡを無細胞転写
翻訳系に供することによっても、含有する構造遺伝子の
発現を行うことができる。ここで、無細胞転写翻訳系と
は、ＤＮＡからｍＲＮＡへの転写、およびｍＲＮＡから
タンパク質への翻訳に必要な全ての要素を含む系であ
り、そこに組換えＤＮＡを加えることによって該ＤＮＡ
に含まれる構造遺伝子がコードしているタンパク質が合
成されるようなあらゆる系を意味する。無細胞転写翻訳
系の具体例としては、真核細胞、およびバクテリア細
胞、またはそれらの一部から得られる抽出液に基づいて
調製されたものが挙げられ、特に好ましい例としてはウ
サギ網状赤血球、コムギ胚芽、大腸菌の抽出液（大腸菌
Ｓ３０抽出液）に基づいて調製されたものをが挙げられ
る。上記具体例の細胞抽出液に、本発明の転写制御ＤＮ
Ａを活性化するための因子が含まれていない場合には、
これをＤＮＡ、ＲＮＡ、またはタンパク質として添加す
ることが好ましい。かくして得られた組換えＤＮＡに含
まれる構造遺伝子がコードする組換えタンパク質は、培
養物をそれ自体既知の通常用いられる方法により処理
し、抽出、精製して取得することができる。
【００２４】（７）組換え体を用いた転写制御活性を促
進または抑制する物質のスクリーニング方法
上記（６）に記載した組換え体は、これを被検物質の存
在下で培養し、該組換え体に導入された組換えＤＮＡが
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含む構造遺伝子の発現量を解析することにより、本発明
の転写制御ＤＮＡが有する転写制御活性を促進、または
抑制する物質のスクリーニングを行うことができる。こ
こで、組換え体を作成するための組換え遺伝子、宿主、
導入法、培養法については上記（２）に記載のものを用
いることができるが、組換え遺伝子に含まれる構造遺伝
子は、通常レポーターアッセイに用いられるものが好ま
しい。具体的には検出の簡便性等から蛍光タンパク質を
コードする遺伝子が好ましく、ルシフェラーゼ遺伝子等
が好適に用いられる。また、このような遺伝子を構造遺
伝子として用いる場合には、組換えＤＮＡを作成する
際、すでに上記のようなレポーター遺伝子が導入されて
おり、その５’上流に適当なクローニングサイトを有す
る市販のベクターに本発明の転写制御ＤＮＡを挿入する
方法を用いることもできる。このベクターとしては、ｐ
ＧＬ３－ｂａｓｉｃ（Ｐｒｏｍｅｇａ社製）、ピッカジ
ーンベーシックベクター（東洋インキ社製）等が挙げら
れる。
【００２５】また、被検物質としては、本発明の転写制
御ＤＮＡの活性に影響を及ぼす可能性のある物質であれ
ば如何なるものであってもいが、具体的には例えば、ペ
プチド、タンパク質、非ペプチド性化合物、低分子化合
物、合成化合物、発酵生産物、細胞抽出液、動物組織抽
出液等が挙げられる。これらの物質は新規な物質であっ
てもよいし、公知の物質であってもよい。低分子化合物
のさらに具体的な例としては、ホルモン、あるいはホル
モン様物質等が挙げられ、タンパク質としては転写因子
等が挙げられる。これらの形質転換体培養物への添加の
順序、および添加量等は被検物質の種類によって適宜選
択することができる。
【００２６】構造遺伝子の発現量の測定は、（２）に記
載の方法と同様にして行うことができる。このスクリー
ニングの対象物としては、形質転換体を被検物質の非存
在下で培養した場合の該形質転換体に導入されている組
換えＤＮＡに含まれる構造遺伝子の発現量、あるいは該
形質転換体について、被検物質を高濃度、または低濃度
で存在させて培養を行った場合の該構造遺伝子の発現量
等が用いられる。
【００２７】（８）免疫調節剤、およびその製造方法
上記（７）のスクリーニング方法を用いて選択された、
本発明の転写制御ＤＮＡの活性を促進または抑制する物
質は、前記被検物質から選択された物質であって、１０
５遺伝子の発現を促進または抑制することにより、Ｔ細
胞抗原受容体を介した刺激依存的なＩＬ－２プロモータ
ー活性を制御することができる（図２）。このことはＴ
細胞の性質を変化させることにつながるため、上記スク
リーニングにより選択された物質は免疫系を調節する薬
剤、すなわち免疫調節剤として用いることができる。か
くして選択された物質は、さらにそれ自体既知の方法に
より試験管内、または生体内における薬理学的、または
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生理学的試験によりその免疫調節作用を調べ、所望の活
性を有するものを選択し、実際に医薬として応用可能な
物質として得ることができる。またこの免疫調節剤に
は、上記スクリーニングで選択された物質から誘導され
る物質も用いることができる。
【００２８】上記方法で選択された物質は塩を形成して
いてもよく、また水和物並びに溶媒和物等であってもよ
い。該物質の塩としては、例えば無機塩基との塩、有機
塩基との塩、無機酸との塩、有機酸との塩、塩基性また
は酸性アミノ酸との塩等の薬理的に許容し得る塩であれ
ば如何なるものであってもよい。無機塩基との塩の好適
な例としては、ナトリウム塩、カリウム塩等の金属塩、
カルシウム塩、マグネシウム塩等のアルカリ土類金属
塩、並びにアルミニウム塩、アンモニア塩等が挙げられ
る。有機塩基との塩の好適な例は、トリメチルアミン、
トリエチルアミン、ピリジン、ピコリン、２，６－ルチ
ジン、エタノールアミン、ジエタノールアミン、Ｎ，
Ｎ’－ジベンジルエチレンジアミン等との塩が挙げられ
る。無機酸との塩の好適な例としては、塩酸、臭化水素
酸、硫酸、リン酸等との塩が挙げられる。有機酸との塩
の好適な例としては、ギ酸、酢酸、プロピオン酸、フマ
ル酸、シュウ酸、酒石酸、マレイン酸、クエン酸、コハ
ク酸、リンゴ酸、メタスルホン酸、ベンゼンスルホン
酸、安息香酸等との塩が挙げられる。塩基性アミノ酸と
の塩の好適な例としては、アスパラギン酸、グルタミン
酸等との塩が挙げられる。また、上記（７）のスクリー
ニング方法を用いて選択された物質は、それ自体単独で
前記の免疫調節剤として投与することができるが、これ
らの有効成分の１種または２種以上を混合して投与する
こともできる。
【００２９】さらには、上記のスクリーニング方法を用
いて、本発明の転写制御ＤＮＡの活性を促進または抑制
する物質を選択し、該物質を薬理的に許容可能な製剤用
添加物等を用いて製剤化する方法も本発明にに含まれ
る。剤形としては、物質の種類等に応じて適宜選択する
ことができるが、具体的には、糖衣を施した錠剤、カプ
セル剤、顆粒剤、散剤、マイクロカプセル剤、リポソー
ム製剤、トローチ、舌下剤、液剤、エリキシル剤、乳
剤、懸濁剤等が挙げられる。これらの剤形を有する医薬
組成物は、経口的に投与することができる。また、無菌
の水溶液、あるいは油性液として製造した注射剤、座
剤、軟膏、貼付剤として作成された場合には非経口的に
使用することができる。
【００３０】製剤化方法としては、例えば上記で選択さ
れた物質を生理学上認められる担体、香味剤、賦形剤、
ベヒクル、防腐剤、安定剤、あるいは結合剤等とともに
一般に認められた製剤実施に要求される単位領域形態で
混和し、充填または打錠等の当業界で周知の方法を用い
ることができる。これらの医薬組成物における有効成分
量は、指示された範囲の適当な量が得られるようにする
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ものである。ここで、カプセル、錠剤等に混和すること
のできる添加剤としては、セラチン、コーンスターチ、
トラガント、アラビアゴム等の結合剤、結晶性セルロー
ス等の賦形剤、セルロース、マンニトール、あるいはラ
クトース等の充填剤、コーンスターチ、ゼラチン、アル
ギニン酸等の賦形剤、デンプン、ポリビニルポリピロリ
ドン、デンプン誘導体、またはナトリウムデンプングル
コラート等の崩壊剤、ステアリン酸マグネシウム等の滑
沢剤、ラウリル硫酸ナトリウム等の潤滑剤、ショ糖、乳
糖、またはサッカリン等の甘味剤、ペパーミント、アカ
モノ油、またはチェリー等の香味剤等が挙げられる。さ
らに錠剤は、必要に応じて脂溶性コーティング剤等を用
いてコーティングを施すこともできる。カプセル剤につ
いては、前記の添加剤に、さらに油脂のような液状担体
を含有することもできる。
【００３１】また、例えば注射剤として用いる無菌医薬
組成物は、注射用水のようなベヒクル中の活性物質、胡
麻剤、椰子油等の天然産出植物油等に溶解、または懸濁
させる等の通常の製剤実施によって作成することができ
る。注射剤の水溶液としては、例えば生理食塩水、ブド
ウ糖やＤ－ソルビトール、Ｄ－マンニトール、あるいは
塩化ナトリウム等の補助薬を含む等調液等が用いられ
る。また、これにアルコール、ポリアルコール、非イオ
ン性界面活性剤等の適当な溶解補助剤を混合して用いる
こともできる。さらに、リン酸塩緩衝液、または酢酸ナ
トリウム緩衝液等の緩衝液、塩化ベンザルコニウム、ま
たは塩酸プロカイン等の無痛化剤、ヒト血清アルブミ
ン、またはポリエチレングリコール等の安定剤、ベンジ
ルアルコール、またはフェノール等の保存剤、および酸
化防止剤等を配合することもできる。
【００３２】ここで調製される注射用の水溶液は、通常
有効成分を上記媒体に溶解させて濾過滅菌してから、適
当な滅菌済みのバイアル、またはアンプルに充填して製
造される。安定性を高めるために、該医薬組成物を凍結
させた後に、バイアル中の水を真空下で除去してもよ
い。油性液についても、水溶液の場合と実質的に同様に
製造できるが、有効成分を上記媒体に懸濁させた後にエ
チレンオキシド等により滅菌することによって好適に製
造することができる。
【００３３】かくして得られる医薬組成物は、例えばヒ
トや、ヒト以外の動物に対して免疫調節剤として投与す
ることができる。該組成物に含まれる前記物質の投与量
は、対象疾患、症状、対象臓器、投与対象、投与方法等
により適宜選択して決定される。また１日の投与量を１
～数回にわけて投与するのが望ましい。
【００３４】
【実施例】実施例１  遺伝子転写制御領域の単離
（１）マウスゲノムＤＮＡの単離
１２９マウスより樹立されたＥ１４ＴＧ２ａ細胞（Thom
pson, S., et al., Cell, 56, 313- 321 (1989)）を、
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Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ  Ａ  Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ（Joseph, Sambrook., et a
l., Cold SpringHarbor Laboratory Press ( 2000)）等
に記載の常法に従い、５２℃にてプロテアーゼＫ処理を
１晩行った。次に、処理液をフェノール・クロロフォル
ムにて除タンパクをし、アルコール沈殿により、マウス
ゲノムＤＮＡを単離した。
（２）ゲノウオーキング用ライブラリーの調製
上記（１）によって得られたマウスゲノムＤＮＡを制限
酵素、ＤｒａＩ、ＥｃｏＲＶ、ＰｖｕＩＩ、ＳｃａＩ、
ＳｔｕＩにより３７℃にて消化し、その消化断片の両末
端にゲノムウオーカーアダプターをＴ４-ＤＮＡリガー
ゼを用いて付加した。これらの操作は全てＵｎｉｖｅｒ
ｓａｌ  Ｇｅｎｏｍｅ  ＷａｌｋｅｒＫｉｔ（クロンテ
ック社製）に添付の試薬を用い、上記キットに添付のマ
ニュアルに従って行った。これをゲノムウオーキング用
ライブラリーとして以下の操作に用いた。
（３）遺伝子転写制御領域の単離
上記（２）で調製したライブラリーを鋳型として、プラ
イマーＡＰＩ（Universal Genome Walker Kit：クロン
テック社製）および１０５遺伝子の５’末端の塩基配列
に相補的なプライマー：１０５．５（配列番号２）を用
いたポリメラーゼチェインリアクション（ＰＣＲ）を行
った。ＰＣＲに用いたＡｄｖａｎｔａｇｅ  Ｇｅｎｏｍ
ｉｃ  Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ  Ｍｉｘ、基質、反応バッ
ファー等は全てＵｎｉｖｅｒｓａｌ  Ｇｅｎｏｍｅ  Ｗ
ａｌｋｅｒ  Ｋｉｔ（クロンテック社製）に添付のもの
を用い、操作もマニュアルに従って行った。
【００３５】上記ＰＣＲ反応液をアガロースゲル電気泳
動によりＳｔｕＩ消化した断片を鋳型としたものにおい
て、ＤＮＡ断片（約１０００ｂｐ）を確認後、ｐＧＥＭ
－ＴＥａｓｙプラスミドベクター（Ｐｒｏｍｅｇａ社
製）に挿入した。これを大腸菌ＤＨ５α株（ＴＯＹＯＢ
Ｏ社製）に、ヒートショック法を用いて形質転換し、得
られた形質転換体から通常のアルカリ法を用いて環状プ
ラスミド（１０００／ｐＧＥＭ－ＴＥａｓｙ）を精製し
た。
【００３６】このプラスミド中に挿入された約１０００
ｂｐのＤＮＡ断片の塩基配列を、プライマーＭ１３  ｆ
ｏｒｗａｒｄ  ｐｒｉｍｅｒ、およびｒｅｖｅｒｓｅ  
ｐｒｉｍｅｒ（ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａＢ
ｉｏｔｅｃｈ社製）と、ダイデオキシチェーンターミネ
ーション法のシークエンスキット（ＡｍｅｒｓｈａｍＰ
ｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ社製）を用いて反応さ
せ、オートＤＮＡシーケンサー：日立蛍光式ＤＮＡシー
ケンサーＳＱ３０００（日立電子エンジニアリング社
製）を用いて解析した。この塩基配列を配列番号１に示
す。
【００３７】実施例２  転写制御活性の検討
（１）１０００ｂｐＤＮＡ断片を含む発現ベクターの作
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上記実施例１で取得された１０００ｂｐのＤＮＡ断片
（Ｆｒｇ．１０００）を含むプラスミド（１０００／ｐ
ＧＥＭ－ＴＥａｓｙ）について、ＭｌｕＩ、およびＮｈ
ｅＩ（ＮＥＢ社製）により二重消化し、約１０００ｂｐ
のＤＮＡ断片をアゲロースゲル電気泳動により確認後、
該ＤＮＡ断片を含むアガロースゲルを切り出し、ゲルを
ドライアイス上で凍結させ、これを溶解させた上清から
エタノール沈殿により抽出、精製した。このＦｒｇ．１
０００を、ＭｌｕＩ、およびＮｈｅＩ（ＮＥＢ社製）に
より二重消化したルシフェラーゼ遺伝子を有するｐＧＬ
３－Ｂａｓｉｃベクター（Ｐｒｏｍｅｇａ社製）にｌｉ
ｇａｔｉｏｎ  ｋｉｔ  ｖｅｒ．２（ＴＡＫＡＲＡ社
製）を用いて連結、挿入し、該プラスミド（１０００／
ｐＧＬ－Ｂａｓｉｃ）により大腸菌、ＤＨ５αをヒート
ショック法を用いて形質転換を行い、形質転換体を取得
した。この形質転換体を培養し、培養物からプラスミド
ＤＮＡを通常のアルカリ法を用いて調製した。
【００３８】（２）２３０ｂｐＤＮＡ断片を含む発現ベ
クターの作成
上記実施例２（１）で得られたプラスミド（１０００／
ｐＧＬ３－Ｂａｓｉｃ）をＳｍａＩ（ＮＥＢ社製）によ
り消化し、約２３０ｂｐのＤＮＡ断片（Ｆｒｇ．２３
０：配列番号３）をアガロースゲル電気泳動にて確認
し、該ＤＮＡ断片を含むアガロースゲルを切り出し、ゲ
ルをドライアイス上で凍結させ、これを溶解させた上清
からエタノール沈殿により抽出、精製した。このＦｒ
ｇ．２３０は上記配列番号１の塩基番号７７７～９２１
で表されるものである。このＤＮＡ断片を、ＳｍａＩで
消化したルシフェラーゼ遺伝子を有するｐＧＬ３－Ｂａ
ｓｉｃベクター（Ｐｒｏｍｅｇａ社製）にｌｉｇａｔｉ
ｏｎ  ｋｉｔ  ｖｅｒ．２（ＴＡＫＡＲＡ社製）を用い
て連結、挿入し、該プラスミド（２３０／ｐＧＬ－Ｂａ
ｓｉｃ）により大腸菌、ＤＨ５αをヒートショック法を
用いて形質転換を行い、形質転換体を取得した。この形
質転換体を培養し、培養物からプラスミドＤＮＡを通常
のアルカリ法を用いて調製した。
【００３９】（３）発現制御活性の解析
このようにして調製された２種のプラスミド（１０００
／ｐＧＬ－ＢＡｓｉｃ、および２３０／ｐＧＬ－Ｂａｓ
ｉｃ）をそれぞれ１０μｇ、および内部標準プラスミド
としてβ－ガラクトシダーゼ遺伝子（アマシャムファル
マシアバイオテク社製）０．９μｇを、２×１０6のＪ
ｕｒｋａｔ細胞に電気パルス法（Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA., 81, 7161 (1984)）により導入した。また、対
照実験として、ｐＧＬ３－Ｂａｓｉｃベクター１０μｇ
と、上記β－ガラクトシダーゼ遺伝子ＤＮＡ、０．９μ
ｇを同様に２×１０6のＪｕｒｋａｔ細胞に電気パルス
法（Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 81, 7161 (1984)）
により導入した。これらのＤＮＡ導入細胞を５％非働化
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13
ウシ血清を含むＤＭＥＭ培地（ＳＩＧＭＡ社製）中で１
０％ＣＯ

2
、３７℃で１２～２０時間培養した後、各々

の細胞を遠心分離（５，０００ｒｐｍ、１分）により回
収し、１×ｒｅｐｏｒｔｅｒ  ｌｙｓｉｓ  ｂｕｆｆｅ
ｒ（Ｐｒｏｍｅｇａ社製）により処理し、ルーマット
（ベルトルート社製）を用いて測定した。この結果を図
１に示す。図からも明らかなように、１０００／ｐＧＬ
３－Ｂａｓｉｃにプロモーター活性を認めた。さらに、
Ｆｒｇ．１０００の５’末端、約７００ｂｐを除くこと
により、このプロモーター活性は著しく上昇した。以上
のことより、Ｆｒｇ．２３０にプロモーターが存在し、
配列番号１の塩基番号１～７７６に当たるＦｒｇ．７０
０（配列番号４）にはそれを抑制するエレメントが存在
することが明らかになった。
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【００４０】
【発明の効果】本発明の転写制御活性を有するＤＮＡ
は、これを促進、または抑制する物質の効率的なスクリ
ーニング方法に用いることができる。該スクリーニング
方法により選択された物質は、１０５遺伝子の発現を、
促進、または抑制することにより、Ｔ細胞抗原受容体を
介した刺激依存的なＩＬ－２プロモーター活性を制御す
ることができる。このことはＴ細胞の性質を変化させる
ことにつながる（図２）ため、上記スクリーニングによ
り選択された物質は、免疫系を調節する優れた医薬とな
り得る。
【００４１】
【配列表】

                              SEQUENCE LISTING         
                 
     
<110> Mitsubishi chemical corpo
ration
<120> Regulation element of 105
 gene
<130> 
<140>
<141>
<160> 4                             
<170> PatentIn Ver. 2.0
<210> 1
<211> 1005
<212> DNA
<213> Mus musculus
<400> 1
cctgggcagg ctggcgggtc ctgtggggaa tgaa
ctttag agccggtgtg caaatggact 60    
gtccccaaac cttcccgctt ctaccattag gaac
cagcct gaggccacaa gggtgctcct 120   
gagtgcaggg tgtgcagtgg atgctcggaa tggc
acacgc agcacagccc tacatgtggc 180   
tgtacagagg ggcttcctag aggtggtaaa gatc
ctgtgt gaacgtggtt gtgatgtcaa 240   
cttgccggtg agtgatagtc cctggactct ttgc
cactaa acagccctag gtcaaggaac 300   
ccacttgacc ccggagagag gcgctgctgt gtga
ccaccc ccctctgttg caggatgcgc 360   
atgcagacac acccctgcat tctgccatct ctgc
tggtgc tggtgccagc agcattgttg 420   
aagtcctcac cgaggtccct ggcatcgatg tcac
tgctac caatagccag ggcttcacac 480   
tgctacacca tgcatccctc aagggccatg tgct
gtgagt gtgggggttg ggcacactgc 540   
tgtcatccag tcttttgacc tactgccagg ctat
cctgat ccagagcact cagtggagtc 600   
ttagggaagt cctggacata cctcttgtcc caca
gagcag tcaggaagat tcttgcaagg 660   
gcccggcagc tggtggatgc caagaaggag gatg
gcttta ccgcactgca tctggcagcc 720   
ctcaacaacc accgggaggt ggcccaggtc ctaa
tccgag aggtgggtgc aggggtcccg 780   
gggccaccca aggccaggaa ccagaccaag tggg
acgtca aagctgagcc tgtgcccatc 840   
cgtgccctag ggtcgctgtg atgtgaatgt gcgg
aaccgg aagcttcagt ctccacttca 900   
tctggctgta cagcaggccc acctggggct ggta
ccgctg ctagtggacg caggctgcag 960   
tgtcaacacg gaggacgagg agggtgacac ggcc
ctgcat gtggc                 1005  
<210> 2
<211> 30
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
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<223> Description of Artificial
 Sequence:synthesiszed
<400> 2
gccacatgca gggccgtgtc accctcctcg        
                          30    
<210> 3
<211> 144
<212> DNA
<213> Mus musculus
<400> 3
cccggggccac ccaaggccag gaaccagacc aag
tgggacg tcaaagctga gcctgtgccc 60   
 
atccgtgccc tagggtcgct gtgatgtgaa tgtg
cggaac cggaagcttc agtctccact 120   
tcatctggct gtacagcagg ccc                      
                   143   
<210> 4
<211> 776
<212> DNA
<213> Mus musculus
<400> 4
cctgggcagg ctggcgggtc ctgtggggaa tgaa
ctttag agccggtgtg caaatggact 60    
gtccccaaac cttcccgctt ctaccattag gaac
cagcct gaggccacaa gggtgctcct 120   
gagtgcaggg tgtgcagtgg atgctcggaa tggc
acacgc agcacagccc tacatgtggc 180   
tgtacagagg ggcttcctag aggtggtaaa gatc
ctgtgt gaacgtggtt gtgatgtcaa 240   
cttgccggtg agtgatagtc cctggactct ttgc
cactaa acagccctag gtcaaggaac 300   
ccacttgacc ccggagagag gcgctgctgt gtga
ccaccc ccctctgttg caggatgcgc 360   
atgcagacac acccctgcat tctgccatct ctgc
tggtgc tggtgccagc agcattgttg 420   
aagtcctcac cgaggtccct ggcatcgatg tcac
tgctac caatagccag ggcttcacac 480   
tgctacacca tgcatccctc aagggccatg tgct
gtgagt gtgggggttg ggcacactgc 540   
tgtcatccag tcttttgacc tactgccagg ctat
cctgat ccagagcact cagtggagtc 600   
ttagggaagt cctggacata cctcttgtcc caca
gagcag tcaggaagat tcttgcaagg 660   
gcccggcagc tggtggatgc caagaaggag gatg
gcttta ccgcactgca tctggcagcc 720   
ctcaacaacc accgggaggt ggcccaggtc ctaa
tccgag aggtgggtgc aggggt     777   
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【図面の簡単な説明】
【図１】  Ｆｒｇ．１０００、２３０の転写制御活性を
ルシフェラーゼアッセイにより解析した結果を示す図で

16
ある。
【図２】  本発明の効果を示す概略図である。

【図２】
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【図１】

  
─────────────────────────────────────────────────────
フロントページの続き
  
(51)Int.Cl.7              識別記号                        ＦＩ                              テーマコート゛(参考）
   Ｃ１２Ｎ   1/21                                       Ｃ１２Ｑ   1/02                       
              5/10                                                  1/68                 Ｚ    
   Ｃ１２Ｑ   1/02                                       Ｇ０１Ｎ  33/15                 Ｚ    
              1/68                                                 33/50                 Ｚ    
   Ｇ０１Ｎ  33/15                                                 33/53                 Ｄ    
             33/50                                                                       Ｍ    
             33/53                                                 33/566                      
                                                         Ｃ１２Ｎ  15/00           ＺＮＡＡ    
             33/566                                                 5/00                 Ａ    
  
Ｆターム(参考） 2G045 AA40 BA11 BB50 DA12 DA13
                      DA14 DA36 FB02 
                4B024 AA01 AA11 BA08 CA03 CA20
                      DA03 EA04 FA02 FA20 GA14
                      HA11 
                4B063 QA05 QQ21 QQ22 QQ41 QQ61
                      QQ89 QR77 QR80 QS36 QX02
                4B065 AA01X AA58X AA72X AA90X
                      AA91Y AB01 AC14 AC20
                      BA02 BA03 CA28 CA46 
                4C084 AA02 AA17 NA14 ZB071
                      ZC192 ZC202 ZC412 



专利名称(译) 新型DNA及其用途

公开(公告)号 JP2003018993A 公开(公告)日 2003-01-21

申请号 JP2001198238 申请日 2001-06-29

[标]申请(专利权)人(译) 三菱化学株式会社

申请(专利权)人(译) 三菱化学株式会社

[标]发明人 駒野肇
岩田誠

发明人 駒野 肇
岩田 誠

IPC分类号 G01N33/50 A61K45/00 A61P37/02 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/10 C12N15/09 C12Q1/02 
C12Q1/68 G01N33/15 G01N33/53 G01N33/566

FI分类号 A61K45/00 A61P37/02 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12Q1/02 C12Q1/68.Z G01N33/15.Z G01N33
/50.Z G01N33/53.D G01N33/53.M G01N33/566 C12N15/00.ZNA.A C12N5/00.A C12N15/00.A C12N15
/00.AZN.A C12N5/00.101 C12N5/10

F-TERM分类号 2G045/AA40 2G045/BA11 2G045/BB50 2G045/DA12 2G045/DA13 2G045/DA14 2G045/DA36 2G045
/FB02 4B024/AA01 4B024/AA11 4B024/BA08 4B024/CA03 4B024/CA20 4B024/DA03 4B024/EA04 
4B024/FA02 4B024/FA20 4B024/GA14 4B024/HA11 4B063/QA05 4B063/QQ21 4B063/QQ22 4B063
/QQ41 4B063/QQ61 4B063/QQ89 4B063/QR77 4B063/QR80 4B063/QS36 4B063/QX02 4B065/AA01X 
4B065/AA58X 4B065/AA72X 4B065/AA90X 4B065/AA91Y 4B065/AB01 4B065/AC14 4B065/AC20 
4B065/BA02 4B065/BA03 4B065/CA28 4B065/CA46 4C084/AA02 4C084/AA17 4C084/NA14 4C084
/ZB071 4C084/ZC192 4C084/ZC202 4C084/ZC412

外部链接 Espacenet

摘要(译)

要解决的问题：通过获得105个基因的表达控制区DNA，提供筛选影响
105个基因的表达控制的物质等的方法。 解决方案：由于通过这种筛选
获得的物质可以自由地控制105个基因的表达，可以说在治疗中，根据患
有各种免疫疾病的患者进行免疫刺激或抑制它成为一种可以做到的药
物。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/9bda6b11-4220-4876-b0ea-1214f07d9575
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/019035716/publication/JP2003018993A?q=JP2003018993A

