
(57)【要約】

 

【課題】試料に多量に共存する外来DNAの存在下であっ

ても、ごく微量しか存在しない外来遺伝子に由来するmR

NAから増幅されたcDNAを選択的に測定することが可能で

ある方法を提供すること。

【解決手段】リアルタイム ＰＣＲ法を利用した、極微

量の外来遺伝子に由来するmRNAを選択的に定量する方法

、該定量法を利用して構造遺伝子コード領域の上流に結

合させた任意の配列の転写機能（転写調節能力）を測定

する方法、及び、それに用いる各種プライマー。

【選択図】 

図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
以 下 の 一 般 式 （ I） に 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む 逆 転 写 反 応 用 プ ラ イ マ ー ：
　 　 　 　 　 　 一 般 式 （ I） 　 5’ Ｎ -Ｓ -（ T） ｍ  -3’ 。
　 （ 式 中 、 Ｎ は ５ 塩 基 以 下 の 任 意 の 塩 基 配 列 、 特 異 配 列 Ｓ は 塩 基 配 列 ： AGCACTGACCGATGTC
ACGを 含 む 配 列 、 ｍ は １ ０ ～ １ ９ の 整 数 ） 。
【 請 求 項 ２ 】
特 異 配 列 Ｓ の 塩 基 数 が １ ５ ～ ２ ５ で あ り 、 こ の 範 囲 の Tm値 が ５ ５ ℃ ～ ６ ０ ℃ の 範 囲 に あ る
、 請 求 項 １ 記 載 の プ ラ イ マ ー 。
【 請 求 項 ３ 】
配 列 番 号 １ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 か ら 成 る 逆 転 写 反 応 用 プ ラ イ マ ー 。
【 請 求 項 ４ 】
以 下 の 一 般 式 （ II） に 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む リ バ ー ス Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：
　 　 　 　 　 　 一 般 式 （ II） 　 5’ Ｓ -（ T） ｎ  -3’ 。
　 （ 式 中 、 特 異 配 列 Ｓ は 塩 基 配 列 ： AGCACTGACCGATGTCACGを 含 む 配 列 、 ｎ は ２ ～ ５ の 整 数
） 。
【 請 求 項 ５ 】
特 異 配 列 Ｓ の 塩 基 数 が １ ５ ～ ２ ５ で あ り 、 こ の 範 囲 の Tm値 が ５ ５ ℃ ～ ６ ０ ℃ の 範 囲 に あ り
、 全 体 の Tm値 が ５ ８ ～ ６ ２ ℃ の 範 囲 に あ る 、 請 求 項 ５ 記 載 の リ バ ー ス Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 。
【 請 求 項 ６ 】
配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 か ら 成 る リ バ ー ス Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 ４ ～ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の リ バ ー ス Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 、 及 び 、 転 写 停 止 配 列 に
由 来 す る フ ォ ワ ー ド Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ か ら 成 る 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー セ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ 】
フ ォ ワ ー ド Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 塩 基 数 が ２ ０ ～ ３ ０ で あ り 、 Tm値 が ５ ８ ～ ６ ２ ℃ の 範 囲 に
あ る 、 請 求 項 ７ 記 載 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー セ ッ ト 。
【 請 求 項 ９ 】
転 写 停 止 配 列 が 、 Ｓ Ｖ ４ ０ の 転 写 停 止 配 列 及 び 合 成 転 写 停 止 配 列 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 ７ 又 は ８ 記 載 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー セ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
フ ォ ワ ー ド Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー が 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 か ら 成 る 、 請 求 項 ９ 記 載 の
Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー セ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
転 写 停 止 配 列 が 合 成 転 写 停 止 配 列 で あ る 、 請 求 項 ７ 又 は ８ 記 載 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー セ ッ ト
。
【 請 求 項 １ ２ 】
フ ォ ワ ー ド Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー が 配 列 番 号 ５ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 か ら 成 る 、 請 求 項 １ １ 記 載
の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー セ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ３ 】
転 写 停 止 配 列 が 内 在 性 遺 伝 子 由 来 の 転 写 停 止 配 列 で あ る 、 請 求 項 ７ 又 は ８ 記 載 の Ｐ Ｃ Ｒ プ
ラ イ マ ー セ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
フ ォ ワ ー ド Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー が 配 列 番 号 ７ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 か ら 成 る 、 請 求 項 １ ３ 記 載
の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー セ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 ７ ～ １ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー セ ッ ト 、 及 び 、 フ ォ ワ ー ド Ｐ Ｃ
Ｒ プ ラ イ マ ー と 同 じ 転 写 停 止 配 列 に 由 来 す る TaqMan(TM)プ ロ ー ブ を 含 む 、 リ ア ル タ イ ム Ｐ
Ｃ Ｒ 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
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TaqMan(TM)プ ロ ー ブ の 塩 基 数 が ２ ２ ～ ４ ０ で あ り 、 Tm値 が ６ ８ ～ ７ ０ ℃ の 範 囲 に あ る 、 請
求 項 １ ５ 記 載 の リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
TaqMan(TM)プ ロ ー ブ が 配 列 番 号 ４ 、 ６ 及 び ８ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 ７ ～ １ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー セ ッ ト 、 又 は 、 請 求 項 １ ５ ～ １
７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 用 キ ッ ト を 用 い て ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 さ せ 、 細
胞 内 で 発 現 さ れ た 外 来 遺 伝 子 に 由 来 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 定 量 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 １ ８ 記 載 の 方 法 を 用 い て 、 任 意 の 配 列 の 転 写 機 能 に よ り 細 胞 内 で 発 現 さ れ た レ ポ ー
タ ー 遺 伝 子 由 来 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 定 量 し 、 該 配 列 の 転 写 機 能 を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
更 に 、 外 来 遺 伝 子 で あ る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 及 び リ フ ァ レ ン ス 遺 伝 子 由 来 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 定 量
し 、 そ れ ら を 比 較 す る こ と に よ り 、 外 来 DNAの 細 胞 へ の 導 入 効 率 の 変 動 を 制 御 す る こ と を
特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と リ フ ァ レ ン ス 遺 伝 子 を 同 時 に 細 胞 に 導 入 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 ２ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
更 に 、 内 在 性 遺 伝 子 由 来 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 定 量 し 、 そ れ に 対 す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 及 び リ フ ァ
レ ン ス 遺 伝 子 由 来 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 相 対 的 な 量 を 判 定 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 １ ９ ～ ２ １ の い
ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
更 に 、 測 定 機 器 の ウ ェ ル 間 の 偏 差 を 制 御 す る た め に 、 本 測 定 に 先 だ っ て 等 量 の 標 準 DNAを
鋳 型 と し た 予 備 リ ア ル タ イ ム PCR測 定 を 行 い 、 利 用 可 能 な ウ ェ ル の 組 合 せ を 選 定 す る 段 階
を 含 む 、 請 求 項 １ ９ ～ ２ ２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 リ ア ル タ イ ム  Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 利 用 し た 、 極 微 量 の 外 来 遺 伝 子 に 由 来 す る mRNAを
選 択 的 に 定 量 す る 方 法 に 関 す る 。 更 に 、 該 定 量 法 を 利 用 し て 構 造 遺 伝 子 コ ー ド 領 域 の 上 流
に 結 合 さ せ た 任 意 の 配 列 の 転 写 機 能 （ 転 写 調 節 能 力 ） を 測 定 す る 方 法 、 及 び 、 そ れ に 用 い
る 各 種 プ ラ イ マ ー に 関 す る 。 本 発 明 方 法 は 、 ト ラ ン ジ エ ン ト 導 入 に よ る レ ポ ー タ ー 法 の 変
法 で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク ト に よ り 複 数 の 生 物 種 の ゲ ノ ム の 塩 基 配 列 が 判 明 し た が 、 そ の 機 能 に
つ い て は 殆 ど 判 明 し て い な い 。 塩 基 配 列 の 機 能 研 究 は ポ ス ト ゲ ノ ム 研 究 と し て は 重 要 な 位
置 を 占 め て い る 。 機 能 研 究 に は 様 々 な 段 階 が あ る が 、 DNAか ら mRNAを 合 成 す る 過 程 で あ る
転 写 過 程 を 調 節 す る 段 階 の 調 節 機 構 の 研 究 は 最 も 研 究 が 進 ん で い る 。 し か し 、 こ の 転 写 調
節 の 研 究 方 法 に は 制 限 が あ り 、 よ り 良 い 測 定 技 術 開 発 が 模 索 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 特 定 の 塩 基 配 列 の 転 写 に 及 ぼ す 機 能 を 真 核 生 物 の 生 細 胞 内 で 測 定 す る た め に は レ ポ ー タ
ー 遺 伝 子 法 が 頻 用 さ れ て い る 。 こ の 方 法 は 、 検 定 す る 塩 基 配 列 を ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺
伝 子 等 の ア ミ ノ 酸 コ ー ド 配 列 の 上 流 に 連 結 し て レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 構 築 し 、 こ れ を 細 胞 に
導 入 し た 後 に 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 等 の 酵 素 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り 、 検 定 す る 塩 基 配 列 の
遺 伝 子 誘 導 能 力 を 測 定 す る も の で あ る 。 こ の 方 法 は 、 生 細 胞 内 で レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 前 駆
RNAに 転 写 さ れ て mRNAに 成 熟 し 、 そ の mRNAが 翻 訳 さ れ て 酵 素 と な り 、 酵 素 活 性 を 発 揮 し た
後 に 測 定 が な さ れ る も の で あ る 。
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【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ の よ う な 従 来 の レ ポ ー タ ー 法 に 内 包 さ れ る 問 題 点 と し て は 次 の 4点 が あ る 。
　 第 一 に 、 従 来 の レ ポ ー タ ー 法 で は 、 転 写 機 能 を 測 定 す る 目 的 で あ る に も 拘 わ ら ず 、 実 際
は 転 写 の 後 RNAが 翻 訳 さ れ て 蛋 白 質 が 合 成 さ れ 、 あ る 程 度 蓄 積 さ れ た 後 に 測 定 可 能 に な る
。 こ の こ と は 、 転 写 か ら 測 定 ま で に タ イ ム ラ グ の 発 生 す る こ と を 意 味 し て お り 、 急 速 な 転
写 の 制 御 の 研 究 に は 原 理 的 に 不 適 で あ る 。 実 際 、 物 理 ・ 化 学 処 理 を し た 細 胞 に お い て 、 特
定 の 遺 伝 子 の 転 写 が 急 速 に 増 減 す る こ と が 、 数 多 く 知 ら れ て い る が 、 そ の 転 写 機 能 を 詳 細
に 研 究 す る こ と は 不 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 第 二 に 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 細 胞 に 導 入 す る 効 率 が 変 化 し 易 い こ と で あ る 。 そ の た め 、
外 来 の DNAを 細 胞 に 導 入 す る 効 率 が シ ャ ー レ 間 、 お よ び 、 実 験 間 で 偏 差 が 発 生 し や す い と
考 え ら れ る 。 こ れ を 解 決 す る た め に 、 細 胞 に 二 種 類 の 異 な る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 同 時 に 導
入 し て 、 両 レ ポ ー タ ー 蛋 白 質 活 性 を 比 較 す る 方 法 も あ る が 、 下 記 第 三 の 問 題 に よ り 正 確 さ
に 限 界 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 第 三 に 、 蛋 白 質 の 機 能 を も っ て 分 析 す る こ と の 限 界 で あ る 。 真 核 生 物 の 細 胞 に お け る 転
写 か ら 翻 訳 ま で の 過 程 の 調 節 が 殆 ど 解 明 さ れ て お ら ず 、 ま た 、 生 成 し た 蛋 白 の 細 胞 内 に お
け る 安 定 性 が 変 化 し や す い の で 、 細 胞 の 状 態 や 試 料 調 製 過 程 で 値 に 相 違 が 出 や す く 、 測 定
値 の 偏 差 増 大 の 原 因 と 見 な さ れ て い る 。 特 に 、 細 胞 に 対 し て 物 理 ・ 化 学 的 誘 導 し た 場 合 、
そ の 誘 導 が 蛋 白 合 成 過 程 で 作 用 す る 可 能 性 も 高 い 。 こ う し た 蛋 白 合 成 段 階 で の 作 用 が 、 転
写 段 階 で の 影 響 と 判 断 さ れ て し ま う 危 険 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 上 記 一 か ら 三 ま で の 問 題 を 解 決 す る た め に 、 こ れ ま で も レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に 由 来 す る mR
NAを 測 定 す る 試 み が な さ れ て き た 。 例 え ば 、 リ ア ル タ イ ム PCRに よ る 極 微 量 の RNAを 分 析 し
た 報 告 が 近 年 増 加 し つ つ あ る (総 説 Giulietti
A, Overbergh L, Valckx D, Decallonne B, Bouillon R, Mathieu C.: An overview of
real-time quantitative PCR: applications to quantify cytokine gene expression. M
ethods.
25, 386-401, 2001.等 参 照 )。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 又 は 、 通 常 の RT-PCRを 用 い て 転 写 物 を 測 定 し た と い う 報 告  (Kovacs DM, Kaplan BB.: D
iscordant estimates
of heterologous promoter activity as determined by reporter gene mRNA levels
and enzyme activity.  Biochem Biophys Res Commun. 189: 912-918, 1992)や 、 リ ア ル
タ イ ム RT-PCRを 利 用 し て 転 写 物 を 測 定 し た と い う 報 告
(Jeyaseelan K, Ma D, Armugam A.: Real-time detection of gene promoter activity:
quantitation of toxin gene transcription.  Nucleic Acids Res. 29: E58,
2001.)も あ る が 、 両 者 と も RNA試 料 を 調 製 す る 過 程 で 、 導 入 し た レ ポ ー タ ー DNAを 検 出 不 能
な 量 ま で 除 去 し て 定 量 に 影 響 さ せ な い よ う に す る こ と が 必 須 で あ る た め に 、 試 料 調 製 の 条
件 や そ の 技 量 等 に 左 右 さ れ 、 再 現 性 に 問 題 の あ る こ と が 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 更 に 、 残 存 す る プ ラ ス ミ ド DNAに よ る 定 量 へ の 影 響 を 回 避 す る た め に 、 専 用 の レ ポ ー タ
ー 遺 伝 子 を 構 築 し て 、 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た レ ポ ー タ ー RNAだ け を 選 択 的 に 通 常 の RT-PC
R(Morales
MJ, Gottlieb DI.: A polymerase chain reaction-based method for detection and
quantification of reporter gene expression in transient transfection assays. 
Anal Biochem. 210: 188-194, 1993. Kastenbauer S, Wedel A, Frankenberger M,
Wirth T, Ziegler-Heitbrock HW.: Analysis of promoter activity by polymerase
chain reaction amplification of reporter gene mRNA.  Anal Biochem. 233: 137-139,
1996. )に よ り 定 量 す る 例 が 報 告 さ れ て い る 。 し か し 、 両 者 と も 、 特 殊 な 専 用 レ ポ ー タ ー
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を 新 た に 作 製 す る 必 要 が あ り 、 普 及 に は 至 っ て い な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 GiuliettiA, Overbergh L, Valckx D, Decallonne B, Bouillon R, Mat
hieu C.: An overview ofreal-time quantitative PCR: applications to quantify cyto
kine gene expression. Methods. 25, 386-401, 2001
【 非 特 許 文 献 ２ 】 KovacsDM, Kaplan BB.: Discordant estimates of heterologous promo
ter activity asdetermined by reporter gene mRNA levels and enzyme activity.  Bio
chemBiophys Res Commun. 189: 912-918, 1992
【 非 特 許 文 献 ３ 】 JeyaseelanK, Ma D, Armugam A.: Real-time detection of gene promo
ter activity:quantitation of toxin gene transcription.  Nucleic Acids Res. 29: E
58,2001.
【 非 特 許 文 献 ４ 】 MoralesMJ, Gottlieb DI.: A polymerase chain reaction-based metho
d for detection andquantification of reporter gene expression in transient trans
fection assays. Anal Biochem. 210: 188-194, 1993
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Kastenbauer S, Wedel A,Frankenberger M, Wirth T, Ziegler-Heitbro
ck HW.: Analysis of promoter activityby polymerase chain reaction amplification 
of reporter gene mRNA.  Anal Biochem.233: 137-139, 1996
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 任 意 の 塩 基 配 列 の 転 写 調 節 機 能 を レ ポ ー タ ー 法 で 測 定 す る 場 合 、 外 来 性 の レ ポ ー タ ー 遺
伝 子 に 由 来 す る mRNAを 測 定 す る こ と で よ り 正 確 な 解 析 が 可 能 で あ る こ と が 予 想 さ れ て き た
。 し か し 、 上 記 の よ う に 、 従 来 の レ ポ ー タ ー 法 で 調 製 し た RNA試 料 中 に は 多 量 の レ ポ ー タ
ー DNAが 残 存 す る た め に 、 そ の 影 響 を 排 除 し て ご く 微 量 の レ ポ ー タ ー mRNAを 定 量 す る こ と
は 極 め て 困 難 で あ っ た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 者 は 、 上 記 課 題 を 解 決 す べ く 鋭 意 研 究 を 行 い 、 そ の 結 果 、 独 自 配 列 の プ ラ イ マ ー
を 使 用 し て mRNAに 選 択 的 な 逆 転 写 反 応 を 行 い 、 こ の 逆 転 写 産 物 を 特 異 性 の 高 い プ ラ イ マ ー
を 使 用 し て リ ア ル タ イ ム PCRに よ り 定 量 す る こ と に よ り 、 試 料 に 多 量 に 共 存 す る 外 来 DNAの
存 在 下 で あ っ て も 、 ご く 微 量 し か 存 在 し な い 外 来 遺 伝 子 に 由 来 す る mRNAか ら 増 幅 さ れ た cD
NAを 選 択 的 に 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る こ と を 見 出 し 、 そ れ に 基 づ き 本 発 明 を 完 成 し た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 即 ち 、 本 発 明 は 、 以 下 の 一 般 式 （ I） に 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む 逆 転 写 反 応 用 プ ラ イ マ
ー ：
　 　 　 　 　 　 一 般 式 （ I） 　 5’ Ｎ -Ｓ -（ T） ｍ  -3’ 。
　 （ 式 中 、 Ｎ は ５ 塩 基 以 下 の 任 意 の 塩 基 配 列 、 特 異 配 列 Ｓ は 塩 基 配 列 ： AGCACTGACCGATGTC
ACGを 含 む 配 列 、 ｍ は １ ０ ～ １ ９ の 整 数 ） に 係 る 。
　 こ こ で 、 特 異 配 列 Ｓ に 含 ま れ る 配 列 ： AGCACTGACCGATGTCACGは 、 以 下 の 手 順 で 決 定 す る
こ と が 出 来 る 。
　 即 ち 、 乱 数 を 利 用 し て 任 意 の 塩 基 配 列 を 作 製 し 、 続 い て リ ア ル タ イ ム PCRの プ ラ イ マ ー
に 適 し た 配 列 を 選 択 し 、 更 に 塩 基 配 列 デ ー タ ベ ー ス 上 の 既 知 配 列 に 一 致 し な い 配 列 を も っ
て 、 決 定 し た 。 な お 、 リ ア ル タ イ ム PCRの プ ラ イ マ ー に 適 し た 配 列 と は 、 （ １ ） 3’ 末 端 の
5塩 基 に は Gま た は Cが 2塩 基 以 下 と す る ； （ ２ ） 配 列 中 に Gの 4連 鎖 を 含 ま な い ； （ ３ ） ヘ ア
ピ ン 構 造 を 作 り に く い ； 及 び （ ４ ） Tmを ５ ８ ～ ６ ０ ℃ に す る 、 と い う 一 般 的 な 規 則 に 従 っ
た 。
　 尚 、 本 発 明 に お い て 記 載 の プ ラ イ マ ー 等 の 推 定 変 性 温 度 (Tm)は 、 Primer
Express Ver. 2.0.0ソ フ ト ウ ェ ア (Applied Biosystems社 )に お い て 、 DNA濃 度  50nM、 塩 濃
度 50mMの 水 溶 液 内 に お け る 予 想 温 度 と し て 算 出 さ れ た も の を 使 用 し て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
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　 特 異 配 列 Ｓ に は 、 そ の 特 異 性 を 維 持 す る 限 り 、 上 記 の １ ９ 塩 基 か ら 成 る 特 定 の 配 列 に 加
え て 任 意 の 塩 基 を 含 む こ と が 出 来 、 例 え ば 、 塩 基 数 が １ ５ ～ ２ ５ で あ り こ の 範 囲 の Tm値 が
５ ５ ℃ ～ ６ ０ ℃ の 範 囲 に あ る 配 列 と す る こ と が 出 来 る 。 更 に 、 そ の 前 に ５ 個 以 下 の 任 意 の
塩 基 配 列 Ｎ を 結 合 す る こ と が 出 来 る 。 又 、 上 記 プ ラ イ マ ー に お け る オ リ ゴ ｄ Ｔ の 長 さ は 、
通 常 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 試 験 管 内 で 合 成 す る 為 に 使 用 さ れ る オ リ ゴ ｄ Ｔ プ ラ イ マ ー と 同 程 度 の 長 さ
で あ る 。 特 異 配 列 の 3’ 側 に 配 置 す る 場 合 、 そ の 塩 基 数 は 、 １ ０ ～ １ ９ の 範 囲 で あ り 、 特
に 、 １ ５ 個 が 好 ま し い 。 本 発 明 の 好 適 な 転 写 反 応 用 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る
塩 基 配 列 か ら 成 る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ の 転 写 反 応 用 プ ラ イ マ ー を 用 い て ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら の 逆 転 写 反 応 に よ っ て 調 製 さ れ た ｃ Ｄ
Ｎ Ａ の 5’ 末 端 に は 、 特 異 性 の 高 い 特 異 配 列 Ｎ -Ｓ が 付 加 し て い る た め に 、 こ の 配 列 に 基 づ
き 作 成 し た プ ラ イ マ ー を 用 い る Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 大 過 剰 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 存 在 下 で ｍ Ｒ Ｎ Ａ に
由 来 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の み を 選 択 的 に 増 幅 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 以 下 の 一 般 式 （ II） に 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む リ バ ー ス Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ
イ マ ー ：
　 　 　 　 　 　 一 般 式 （ II） 　 5’ Ｓ -（ T） ｎ  -3’ 。
　 　 　 （ 式 中 、 特 異 配 列 Ｓ は 塩 基 配 列 ： AGCACTGACCGATGTCACGを 含 む 配 列 、 ｎ は ２ ～ ５ の
整 数 ） に も 係 る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 上 記 プ ラ イ マ ー に お け る オ リ ゴ ｄ Ｔ の 長 さ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 に お け る ア ニ ー リ ン グ 温 度 等
を 考 慮 し て リ バ ー ス Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 全 体 が 最 適 な 長 さ と な る よ う に 選 択 す る こ と が で き
る 。 リ ア ル タ イ ム  PCRの 場 合 、 リ バ ー ス Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 長 さ は ２ ０ ～ ３ ５ ヌ ク レ オ チ
ド 程 度 で あ り 、 そ の Tmは ５ ８ ～ ６ ２ ℃ 、 好 ま し く は ５ ８ ～ ６ ０ ℃ で あ る こ と が 高 精 度 定 量
に 必 要 で あ り 、 特 異 配 列 Ｓ の 長 さ 及 び オ リ ゴ ｄ Ｔ の 長 さ を 調 整 す る こ と が で き る 。 ま た 、
オ リ ゴ ｄ Ｔ の 塩 基 数 は 、 ２ ～ ５ の 範 囲 で あ る こ と が 特 異 的 定 量 に 必 要 で あ る 。 本 発 明 の 好
適 な リ バ ー ス Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 か ら 成 る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 リ バ ー ス Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 、 及 び 、 転 写 停 止 配 列 に 由 来 す る フ ォ ワ ー
ド Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ か ら 成 る 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー セ ッ ト に も 係 る 。 こ こ で 、
「 転 写 停 止 配 列 」 と は 、 構 造 遺 伝 子 の コ ー デ ィ ン グ 領 域 の 3’ 下 流 に 存 在 し 、 転 写 終 結 過
程 に 関 与 す る 配 列 を 意 味 す る 。 従 っ て 、 転 写 停 止 配 列 は 転 写 停 止 信 号 お よ び ポ リ A付 加 信
号 配 列 等 を 含 む も の で あ る 。 上 記 の リ バ ー ス Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 場 合 と 同 様 の 理 由 か ら 、
フ ォ ワ ー ド Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 塩 基 数 は 通 常 ２ ０ ～ ３ ５ ヌ ク レ オ チ ド 程 度 、 好 ま し く は ２
０ ～ ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 程 度 で あ り 、 そ の Tmは ５ ８ ～ ６ ２ ℃ 、 好 ま し く は ５ ８ ～ ６ ０ ℃ で あ
る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 の フ ォ ワ ー ド Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 具 体 的 な 塩 基 配 列 は 、 以 下 の 手 順 に 従 い
、 或 る 転 写 停 止 配 列 の 中 か ら 選 択 す る こ と が 出 来 る 。
即 ち 、 プ ラ イ マ ー と し て 使 用 す る 塩 基 配 列 を 設 定 す る 際 に は 、 一 般 的 な 経 験 則 ［ （ １ ） 3
’ 末 端 ５ 塩 基 に は Ｇ ま た は Ｃ が ２ 塩 基 以 下 と す る 。 （ ２ ） Ｇ の ４ 連 鎖 を 含 ま な い 。 （ ３ ）
ヘ ア ピ ン 構 造 を 作 り に く い 。 （ ４ ） Tmを ５ ８ ～ ６ ０ ℃ に す る 。 ］ に 基 く 。 な お 、 二 つ の プ
ラ イ マ ー の 間 の 配 列 に TaqMan(TM)プ ロ ー ブ を 設 定 で き る こ と が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 転 写 停 止 配 列 の 例 と し て 、 Ｓ Ｖ ４ ０ の 転 写 停 止 配 列 等 の 当 業 者 に 容 易 に 入 手 可 能 な 配 列
（ 例 え ば 、 市 販 品 ） 、 よ り 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 ３ （ Ｓ Ｖ ４ ０ 由 来 ） に 示 さ れ る 塩 基 配 列
を 挙 げ る こ と が で き る 。
　 ま た 、 転 写 停 止 配 列 は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ５ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 の よ う に 、 当 業 者 に 公
知 の 任 意 の 方 法 で 合 成 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ オ チ ド か ら な る 合 成 転 写 停 止 配 列 で も 良 い 。
　 更 に 、 転 写 停 止 配 列 と し て 、 遺 伝 子 発 現 を 行 う 細 胞 の 内 在 性 遺 伝 子 由 来 の 転 写 停 止 配 列
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を 使 用 す る こ と も で き る 。 具 体 的 に は 、 細 胞 内 で の 発 現 変 動 量 の 少 な い ハ ウ ス キ ー ピ ン グ
遺 伝 子 由 来 の 転 写 停 止 配 列 で あ り 、 こ れ は 、 細 胞 に 導 入 し た 外 来 遺 伝 子 由 来 の 転 写 物 （ ｍ
Ｒ Ｎ Ａ ） の 相 対 量 を 判 定 す る た め に 用 い ら れ る 。 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 と し て 当 業 者 に
公 知 の 任 意 の 遺 伝 子 を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ り 、 そ の 一 例 と し て 、 配 列 番 号 ７ に 示 さ れ
る グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ Gapd） 遺 伝 子 の 転 写 停 止 配 列 由 来 の 塩 基 配 列 を
挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 　 本 発 明 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い て 、 以 下 の 本 発 明 方 法 に お い て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 特
に リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ を 有 利 に 実 施 す る こ と が 出 来 る 。 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ は 、 蛍 光 色 素
及 び ／ 又 は 消 光 剤 等 を 有 す る 蛍 光 プ ロ ー ブ を 用 い て 増 幅 産 物 に 比 例 し て 蛍 光 量 が 増 え る よ
う に し た 系 で 、 Ｐ Ｃ Ｒ 各 サ イ ク ル で の 増 幅 産 物 の 量 を 直 接 測 定 し て 増 幅 前 の 初 期 Ｄ Ｎ Ａ 量
を 調 べ る 方 法 で あ り 、 TaqMan法 及 び サ イ バ ー グ リ ー ン 法 等 の 当 業 者 に は 幾 つ か の 方 法 が 公
知 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 こ の よ う な リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ を 実 施 す る た め に 使 用 す る こ と の 出
来 る リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 用 キ ッ ト 、 特 に 、 本 発 明 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー セ ッ ト 、 及 び 、 フ ォ
ワ ー ド Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー と 同 じ 転 写 停 止 配 列 に 由 来 す る TaqMan(TM)プ ロ ー ブ を 含 む 、 リ ア
ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 用 キ ッ ト に 係 る 。 こ こ で 、 TaqMan(TM)プ ロ ー ブ は 、 TaqMan法 に お い て 、 フ
ォ ワ ー ド プ ラ イ ー 及 び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の 間 に 挟 ま れ た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 中 の 一 部 分 と 結 合 す
る 相 補 的 配 列 を 有 す る も の で あ る （ Gibson UE, Heid CA, Williams PM.: 
A novel method for
real time quantitative RT-PCR.  Genome Res. 6: 995-1001, 1996） 。
　 そ の 具 体 的 な 配 列 は 以 下 の 手 順 に 従 い 、 上 記 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 中 か ら 選 択 す る こ と が 出 来 る
。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 TaqMan(TM)プ ロ ー ブ の 塩 基 数 は 、 通 常 ２ ０ ～ ４ ０ 、 好 ま し く は ２ ２ ～ ４ ０ で あ る 。 そ の
具 体 的 な 例 と し て 、 配 列 番 号 ４ 、 ６ 及 び ８ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 挙 げ る こ と が 出 来 る 。
ま た 、 本 発 明 の フ ォ ワ ー ド Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 具 体 的 な 塩 基 配 列 は 、 以 下 の 手 順 に 従 い 、
或 る 転 写 停 止 配 列 の 中 か ら 選 択 す る こ と が 出 来 る 。 TaqMan(TM)プ ロ ー ブ 設 定 に 際 し て も 一
般 的 な 経 験 則 ［ 上 記 （ １ ） ～ （ ４ ） の 条 件 に 加 え て 、 （ ５ ） Tmを ６ ８ ～ ７ ０ ℃ に す る 。 （
６ ） Ｃ 塩 基 の 総 数 よ り も Ｇ 塩 基 の 総 数 が 少 な い 。 （ ７ ） 5’ 末 端 の 塩 基 は Ｇ 以 外 で あ る 。
（ ８ ） 全 長 は ４ ０ 塩 基 よ り も 短 い 。 ］ に 基 づ く 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
尚 、 定 量 の 際 の リ ア ル タ イ ム PCR産 物 の 長 さ を ７ ０ － １ ７ ５ 塩 基 と す る 必 要 が あ る の で 、
予 想 さ れ る ポ リ Ａ 付 加 部 位 か ら 、 １ ５ ０ 塩 基 上 流 ま で を 増 幅 範 囲 と す る 。 こ の 範 囲 内 に フ
ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー お よ び TaqMan(TM)プ ロ ー ブ を 設 定 す る 。 な お 、 各 組 合 せ に つ い て 予 備
的 に リ ア ル タ イ ム PCRに よ り 増 幅 速 度 を 求 め 、 サ イ ク ル 毎 の 増 幅 率 が そ れ ぞ れ 同 等 1.80‾2.
00の 範 囲 で あ る こ と を 確 認 す る こ と に よ り 、 相 対 量 の よ り 正 確 な 測 定 が 可 能 に な る 。 ま た
、 プ ラ イ マ ー ・ プ ロ ー ブ の 試 薬 ロ ッ ト が 変 わ る 毎 に 増 幅 速 度 を 検 証 す る こ と に よ っ て 、 実
験 再 現 性 の 確 保 が 可 能 に な る 。
又 、 当 業 者 で あ れ ば 、 上 記 配 列 情 報 に 基 づ き 、 当 該 技 術 分 野 で 周 知 の 任 意 の ペ プ チ ド 合 成
技 術 を 用 い て 、 本 発 明 の 逆 転 写 反 応 用 プ ラ イ マ ー 、 リ バ ー ス Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 、 及 び フ ォ
ワ ー ド Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 調 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 各 プ ラ イ マ ー は 当 業 者 に 公 知
の 一 般 的 な プ ラ イ マ ー 合 成 方 法 （ Letsinger
et al., Nucleic Acids Research, 20, 1879-1882, 1992; 特 開 平 １ １ － ０ ８ ０ １ ８ 号 公
報 ） に 従 い 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 以 上 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー セ ッ ト 、 又 は 、 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 用 キ ッ
ト を 用 い て ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 さ せ 、 外 来 遺 伝 子 に 由 来 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 定 量 す る 方 法 に も 係 る
。 逆 転 写 反 応 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 方 法 で 実 施 す る こ と が 出 来 る 。
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【 ０ ０ ２ ６ 】
　 更 に 、 本 発 明 は 、 上 記 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 定 量 法 を 用 い て 、 任 意 の 配 列 の 転 写 機 能 に よ り 細 胞 内 で
発 現 さ れ た 外 来 遺 伝 子 で あ る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 由 来 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 定 量 し 、 該 配 列 の 転 写 機
能 を 測 定 す る 方 法 に 係 る 。 そ の 結 果 、 何 ら か の 転 写 機 能 （ 遺 伝 子 発 現 効 率 の 増 減 に 働 く 機
能 ） が 確 認 で き た 配 列 は 、 所 謂 「 転 写 配 列 （ 転 写 調 節 配 列 ） 」 で あ る と 認 め ら れ る 。 尚 、
レ ポ ー タ ー 構 造 遺 伝 子 と し て は 、 従 来 の レ ポ ー タ ー 法 で 使 用 さ れ て い る 、 ホ タ ル ル シ フ ェ
ラ ー ゼ 遺 伝 子 等 の 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 構 造 遺 伝 子 の 一 部 ま た は 全 部 と 当 業 者 に 公 知 の SV
40由 来 の 転 写 停 止 配 列 を 連 結 し た DNAを 用 い 、 そ の 上 流 に 転 写 機 能 を 測 定 す る 任 意 の 配 列
を 連 結 し た も の を 使 用 す る こ と が で き る 。 又 、 リ フ ァ レ ン ス 遺 伝 子 と し て は 、 SV40初 期 プ
ロ モ ー タ ー や HSVチ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 等 当 業 者 に 公 知 の 転 写 機 能 を 持 つ 塩 基 配
列 の 下 流 に 、 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 等 の 当 業 者 に 公 知 の 構 造 遺 伝 子 を 連 結 し 、 そ の 下 流
に 、 任 意 の 方 法 で 合 成 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ オ チ ド か ら な る 合 成 転 写 停 止 配 列 を 連 結 し た も
の を 使 用 す る こ と が で き る 。 使 用 す る 細 胞 の 種 類 等 に 特 に 制 限 は な い が 、 通 常 、 転 写 機 能
の 測 定 が 可 能 な 真 核 生 物 の 細 胞 を 選 択 す る 。 そ の 代 表 的 な 例 と し て 、 マ ウ ス 、 ヒ ト 等 の 細
胞 由 来 の 各 種 ラ イ ン 化 細 胞 を 挙 げ る こ と が 出 来 、 こ れ ら の 多 く は 各 種 の 公 的 寄 託 機 関 及 び
細 胞 バ ン ク 等 か ら 入 手 可 能 で あ り 、 市 販 品 の 中 か ら 選 択 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 こ の 方 法 に お い て 、 外 来 遺 伝 子 で あ る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 及 び リ フ ァ レ ン ス 遺 伝 子 を 同 時
に 細 胞 に 導 入 し 、 両 者 由 来 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 定 量 し 、 そ れ ら を 比 較 す る こ と に よ り 、 外 来 DNA
の 細 胞 へ の 導 入 効 率 の 変 動 を 制 御 す る こ と が 出 来 る 。 更 に 、 内 在 性 遺 伝 子 由 来 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ
を 定 量 し 、 そ れ に 対 す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 及 び リ フ ァ レ ン ス 遺 伝 子 由 来 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 相 対
的 な 量 を 判 定 す る 段 階 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 更 に 好 ま し く は 、 測 定 機 器 の ウ ェ ル 間 の 偏
差 を 制 御 す る た め に 、 本 測 定 に 先 だ っ て 等 量 の 標 準 DNAを 鋳 型 と し た 予 備 リ ア ル タ イ ム PCR
測 定 を 行 い 、 利 用 可 能 な ウ ェ ル の 組 合 せ を 選 定 す る 段 階 を 含 む も の で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 方 法 に お い て 、 特 異 性 の 高 い プ ラ イ マ ー を 使 用 す る こ と に よ り 、 試 料 に 共 存 す る
多 量 の 外 来 遺 伝 子 DNAの 存 在 下 で あ っ て も 、 ご く 微 量 し か 存 在 し な い 該 Ｄ Ｎ Ａ か ら 転 写 さ
れ た mRNAに 由 来 す る cDNAを リ ア ル タ イ ム RT PCRに お い て 選 択 的 に 測 定 す る こ と が 可 能 と な
っ た 。
　 そ の 結 果 、 レ ポ ー タ ー 蛋 白 質 の 測 定 に 伴 う タ イ ム ラ グ の 問 題 が 解 決 さ れ て 、 物 理 ・ 化 学
的 刺 激 誘 導 後 １ － ２ 時 間 以 内 に 発 生 す る よ う な 急 速 な 転 写 の 増 加 お よ び 減 少 が 測 定 可 能 に
な り 、 更 に 、 レ ポ ー タ ー 蛋 白 質 の 調 節 や 安 定 性 の 問 題 に 配 慮 す る 必 要 が な く な っ た 。
　 更 に 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と リ フ ァ レ ン ス 遺 伝 子 を 同 時 に 細 胞 に 移 入 し て 両 者 の mRNA量 を
比 較 す る 方 法 を 採 用 し た こ と に よ り 、 外 来 DNAの 細 胞 導 入 効 率 の 変 動 の 問 題 が 解 決 さ れ た
。 又 、 予 め 一 定 量 の 標 準 DNAの 増 幅 を 行 い 、 使 用 可 能 な 反 応 ウ ェ ル を 選 別 す る こ と に よ り
、 リ ア ル タ イ ム PCRに お け る 20%以 下 の 偏 差 に よ る 測 定 が 可 能 と な っ た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 任 意 の 塩 基 配 列 の 転 写 制 御 機 能 を 明 ら か に す る 本 発 明 方 法 の 好 適 一 具 体 例 は 、 以 下 の 段
階 で 実 施 す る こ と が で き る （ 図 １ 参 照 ） 。
1. レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て 、 転 写 機 能 を 測 定 す る 任 意 の 配 列 、 構 造 遺 伝 子 -1、 転 写 停 止
信 号 お よ び ポ リ A付 加 信 号 配 列 -1(以 下 、 「 転 写 停 止 配 列 -1」 と 呼 ぶ )か ら な る レ ポ ー タ ー D
NA（ レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド ） を 調 製 す る 。
2. リ フ ァ レ ン ス 遺 伝 子 と し て 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー -2ま た は 転 写 プ ロ モ ー タ ー -3、 構 造 遺
伝 子 -2、 転 写 停 止 信 号 お よ び ポ リ A付 加 信 号 配 列 -2(以 下 、 「 転 写 停 止 配 列 -2」 と 呼 ぶ )か
ら な る リ フ ァ レ ン ス DNAを 調 製 す る 。 な お 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー -2（ 例 え ば 、 SV40初 期 プ ロ
モ ー タ ー ） は 強 力 な 転 写 促 進 能 を 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー -3（ 例 え ば 、 HSVチ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ
プ ロ モ ー タ ー ） は 中 程 度 の 転 写 促 進 能 を 所 有 す る の で 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 配 列 の 予 測 さ
れ る 細 胞 に お け る 転 写 量 の 程 度 に 合 わ せ て ど ち ら か を 選 択 す る こ と が で き る 。
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3. レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と リ フ ァ レ ン ス 遺 伝 子 を 一 定 の モ ル 比 で 混 合 し て リ ピ ド 膜 等 で 包 み
、 こ れ を 培 養 細 胞 と 5時 間 培 養 す る こ と に よ り 、 両 遺 伝 子 を 細 胞 に 導 入 す る 。
4. 細 胞 に 物 理 的 ま た は 化 学 的 刺 激 を 与 え 、 一 定 時 間 毎 に 細 胞 を 回 収 す る 。
5. 得 ら れ た 各 細 胞 試 料 か ら 、 そ れ ぞ れ 一 般 的 方 法 で RNAを 調 製 す る 。
6. 配 列 番 号 １ 中 に 示 さ れ る 特 異 配 列 RS19を 5’ 末 端 に 所 有 す る poly dTを プ ラ イ マ ー と し
て 使 用 し て 逆 転 写 す る こ と に よ り 、 mRNA選 択 的 に cDNAを 調 製 す る 。 レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド
由 来 の 転 写 物 か ら 合 成 さ れ た cDNAは 5’ 末 端 か ら RS19配 列 、 ポ リ dT配 列 、 逆 方 向 転 写 停 止
配 列 -1、 構 造 遺 伝 子 -1の 逆 方 向 コ ー ド 配 列 、 の 順 序 と な る こ と が 予 想 さ れ る 。 同 様 に 、 リ
フ ァ レ ン ス 遺 伝 子 由 来 の mRNAか ら 合 成 さ れ る cDNAの 構 造 は 、 5’ 末 端 か ら RS19配 列 、 ポ リ d
T配 列 、 逆 方 向 転 写 停 止 配 列 -2、 構 造 遺 伝 子 -2の 逆 方 向 コ ー ド 配 列 、 の 順 序 と な る こ と が
予 想 さ れ る 。 ま た 、 細 胞 に 内 在 性 の 遺 伝 子 に 由 来 す る mRNAか ら も 5’ 末 端 か ら RS19配 列 、
ポ リ dT配 列 、 逆 方 向 転 写 停 止 配 列 -N、 構 造 遺 伝 子 -Nの 逆 方 向 コ ー ド 配 列 、 の 順 序 で cDNAの
合 成 さ れ る こ と が 予 想 さ れ る 。
7. 上 記 6の cDNA試 料 を 使 用 し て 、 RS19配 列 か ら 逆 方 向 転 写 停 止 配 列 ま で を 対 象 と し て TaqM
an
Probe法 に よ る リ ア ル タ イ ム  PCRを 行 う 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 由 来 の 転 写 物 を 分 析 す る た め
に は 、 転 写 停 止 配 列 -1の 一 部 に 相 当 す る （ 由 来 す る ） プ ラ イ マ ー お よ び TaqMan(TM)プ ロ ー
ブ に 加 え て 、 RS19配 列 に 相 当 す る プ ラ イ マ ー を 使 用 す る こ と に よ り 、 試 料 中 に 混 在 す る レ
ポ ー タ ー DNAが 増 幅 す る こ と な く 、 極 微 量 の レ ポ ー タ ー 転 写 物 由 来 の cDNAを 増 幅 さ せ て 定
量 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 特 異 的 、 高 感 度 か つ 高 精 度 の リ ア ル タ イ ム PCRを 行 う こ と
が で き る 。
8. 上 記 6の cDNA試 料 を 使 用 し て 、 RS19配 列 か ら 逆 方 向 転 写 停 止 配 列 ま で を 対 象 と し て TaqM
an
Probe法 に よ る real time PCRを 行 う 。 リ フ ァ レ ン ス 遺 伝 子 由 来 の 転 写 物 を 分 析 す る た め に
は 、 転 写 停 止 配 列 -2の 一 部 に 相 当 す る プ ラ イ マ ー お よ び TaqMan(TM)プ ロ ー ブ に 加 え て 、 RS
19配 列 に 相 当 す る プ ラ イ マ ー を 使 用 す る こ と に よ り 、 試 料 中 に 混 在 す る リ フ ァ レ ン ス DNA
が 増 幅 す る こ と な く 、 極 微 量 の リ フ ァ レ ン ス 転 写 物 由 来 の cDNAを 増 幅 さ せ て 定 量 す る こ と
が で き る 。 従 っ て 、 特 異 的 、 高 感 度 か つ 高 精 度 の リ ア ル タ イ ム PCRを 行 う こ と が で き る 。
9. 上 記 6の cDNA試 料 を 使 用 し て 、 RS19配 列 か ら 逆 方 向 転 写 停 止 配 列 ま で を 対 象 と し て TaqM
an
Probe法 に よ る リ ア ル タ イ ム PCRを 行 う 。 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 由 来 の 転 写 物 を 分 析 す る
た め に は 、 転 写 停 止 配 列 -3の 一 部 に 相 当 す る プ ラ イ マ ー お よ び TaqMan(TM)プ ロ ー ブ に 加 え
て 、 RS19配 列 に 相 当 す る プ ラ イ マ ー を 使 用 す る こ と に よ り 、 試 料 中 に 混 在 す る ハ ウ ス キ ー
ピ ン グ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム DNAが 増 幅 す る こ と な く 、 極 微 量 の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 の 転 写
物 由 来 の cDNAを 増 幅 さ せ て 定 量 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 特 異 的 、 高 感 度 か つ 高 精 度 の
リ ア ル タ イ ム PCRを 行 う こ と が で き る 。
10.
上 記 7と 8の 定 量 分 析 に よ り 、 リ フ ァ レ ン ス cDNA量 当 た り の レ ポ ー タ ー cDNA量 を 求 め る こ と
に よ り 、 上 記 1の 任 意 の 配 列 自 体 の 転 写 機 能 が 測 定 可 能 に な る 。 細 胞 に 外 部 か ら レ ポ ー タ
ー 遺 伝 子 が 導 入 さ れ る 効 率 の 変 化 す る こ と が 多 い が 、 こ の 比 率 測 定 に よ り 、 補 正 さ れ た 値
が 得 ら れ る 。
11.
上 記 7、 8、 9の 定 量 分 析 に よ り 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ cDNA量 当 た り の レ ポ ー タ ー cDNA量 、 お
よ び 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ cDNA量 当 た り の リ フ ァ レ ン ス cDNA量 を 求 め る こ と が で き る 。 こ れ
に よ り 、 細 胞 に 導 入 さ れ た 遺 伝 子 由 来 の 転 写 物 の 相 対 的 な 量 が 判 定 可 能 に な り 、 よ り 正 確
な 値 が 得 ら れ る 。
12.
上 記 7、 8、 9の 定 量 に 先 だ っ て 、 標 準 DNAを 鋳 型 と し て そ れ に 相 当 す る プ ラ イ マ ー 組 お よ び
TaqMan(TM)プ ロ ー ブ を 、 測 定 機 器 の 全 て の 反 応 ウ ェ ル に 等 量 投 入 し て 予 備 リ ア ル タ イ ム PC
Rを 行 っ た 。 そ の 結 果 を 比 較 し て 、 最 も 偏 差 の 少 な い ウ ェ ル の 組 合 せ を 選 択 し 、 そ れ を 本
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測 定 に 使 用 す る こ と に よ り 、 偏 差 の 少 な い 測 定 値 が 得 ら れ る 。
13.
上 記 4で 得 ら れ た 細 胞 試 料 か ら 蛋 白 質 を 調 製 す る こ と に よ り 、 通 常 の レ ポ ー タ ー 法 を 行 う
こ と に よ り 、 翻 訳 過 程 で の 寄 与 が 明 ら か に な り 、 従 来 の レ ポ ー タ ー 法 に よ る 値 と 比 較 す る
こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 尚 、 本 発 明 方 法 に お い て 用 い ら れ る 各 種 操 作 、 例 え ば 、 各 種 遺 伝 子 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ の 調 製
、 細 胞 へ の 遺 伝 子 導 入 、 形 質 転 換 細 胞 の 培 養 、 電 気 泳 動 、 等 は 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 手 段
・ 方 法 で 実 施 す る こ と が 出 来 、 そ れ ら の 各 種 条 件 も 目 的 な ど に 応 じ て 当 業 者 が 容 易 に 選 択
で き る も の で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ １ 】
　 以 下 に 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 は そ れ
ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
実 施 例 1： 本 発 明 に よ る レ ポ ー タ ー RNA量 の 急 速 な 変 動 の 測 定 の 証 明
［ 実 験 の 目 的 ］
　 junB遺 伝 子 等 の 前 初 期 （ immediate-early） 遺 伝 子 の mRNA量 は 細 胞 へ の ホ ル ボ ル エ ス テ
ル 添 加 後 30分 後 か ら 増 加 し て 、 2-4時 間 後 に ピ ー ク と な り 、 6時 間 後 に は 減 衰 す る こ と が 知
ら れ て い る 。 こ の 急 速 な RNAの 増 減 が 、 従 来 の レ ポ ー タ ー 法 と 本 発 明 で ど の よ う に 反 映 さ
れ る か を 測 定 し た 。 junB遺 伝 子 の 上 流 に あ る こ と が 予 想 さ れ る 転 写 調 節 配 列 を ル シ フ ェ ラ
ー ゼ 構 造 遺 伝 子 お よ び SV40転 写 停 止 配 列 の 上 流 に 連 結 し 、 細 胞 に 導 入 し た 後 に ホ ル ボ ル エ
ス テ ル を 投 与 し て 、 経 時 的 に サ ン プ リ ン グ し 、 RNAお よ び 蛋 白 を 分 析 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
［ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 構 造 お よ び そ の 転 写 物 の リ ア ル タ イ ム PCRに よ る 定 量 の 原 理 ］
　 本 発 明 は 、 転 写 制 御 の 急 激 な 変 動 を 測 定 す る こ と に 適 し て い る 。 そ の こ と を 示 す モ デ ル
と し て マ ウ ス junB遺 伝 子 の 上 流 の 転 写 調 節 配 列 の 一 部 (GenBank-U20735参 照 )を 使 用 し た 。
レ ポ ー タ ー 構 造 遺 伝 子 と し て は ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 に SV40 polyA信 号 付 近 の 転 写
停 止 配 列 を 連 結 し た も の を 使 用 し て 、 こ の junB上 流 配 列 に 連 結 し た 。 そ の レ ポ ー タ ー 遺 伝
子 の 構 造 を 図 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に 由 来 す る 転 写 物 を 選 択 的 に リ ア ル タ イ ム PCR に よ り 定 量 す る 方 法 を
図 ３ に 示 す 。 細 胞 内 で レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ る mRNAは 、 配 列 番 号 1に 示 し た プ ラ
イ マ ー を 利 用 し た 逆 転 写 さ れ て 5’ 末 端 に 独 自 配 列 を 持 つ cDNAと な る 。 こ の cDNAは 、 配 列
番 号 2、 3お よ び 4に 示 さ れ る プ ラ イ マ ー と TaqMan(TM)プ ロ ー ブ の 組 合 せ で 増 幅 が 測 定 さ れ
る 。 一 方 、 共 存 す る レ ポ ー タ ー DNAは 配 列 1に 示 し た プ ラ イ マ ー か ら 逆 転 写 さ れ る こ と は な
く 、 配 列 番 号 2お よ び 3に 示 さ れ る プ ラ イ マ ー で は 全 く 増 幅 し な い 。 こ の 特 異 性 は 後 述 の 実
施 例 ２ に て 証 明 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
［ リ フ ァ レ ン ス 遺 伝 子 の 構 造 お よ び そ の 転 写 物 の リ ア ル タ イ ム PCRに よ る 定 量 の 原 理 ］
　 外 来 遺 伝 子 が 細 胞 に 導 入 す る 頻 度 が シ ャ ー レ ま た は 実 験 毎 に 異 な る こ と が あ る 。 そ の 相
違 を 補 正 す る た め に 、 リ フ ァ レ ン ス 遺 伝 子 を レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と 同 時 に 細 胞 に 導 入 し た 。
リ フ ァ レ ン ス 遺 伝 子 と し て は 、 SV40ウ イ ル ス 初 期 転 写 プ ロ モ ー タ ー ま た は HSVチ ミ ジ ン キ
ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー の 直 下 に ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 お よ び 合 成 転 写 停 止 配 列 を 連 結 し た
も の を 使 用 し た 。 こ の 遺 伝 子 は 遺 伝 子 解 析 に 広 く 使 用 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー の 一 部 に 相 当 す
る も の で あ り 、 図 ４ に そ の 構 造 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 リ フ ァ レ ン ス 遺 伝 子 に 由 来 す る 転 写 物 を 選 択 的 に リ ア ル タ イ ム PCR に よ り 定 量 す る 方 法
を 図 ４ に 示 す 。 細 胞 内 で レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ る mRNAは 、 配 列 番 号 1に 示 し た プ
ラ イ マ ー を 利 用 し た 逆 転 写 さ れ て 5’ 末 端 に 独 自 配 列 を 持 つ cDNAと な る 。 こ の cDNAは 、 配
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列 番 号 2、 5お よ び 6に 示 さ れ る プ ラ イ マ ー と TaqMan(TM)プ ロ ー ブ の 組 合 せ で 増 幅 が 測 定 さ
れ る 。 一 方 、 共 存 す る リ フ ァ レ ン ス DNAは 配 列 1に 示 し た プ ラ イ マ ー か ら 逆 転 写 さ れ る こ と
は な く 、 配 列 番 号 2お よ び 5に 示 さ れ る プ ラ イ マ ー で は 全 く 増 幅 し な い 。 こ の 特 異 性 は 後 述
の 実 施 例 ２ に て 証 明 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
［ 細 胞 内 在 の 遺 伝 子 に 由 来 す る 転 写 物 の リ ア ル タ イ ム PCRに よ る 定 量 の 原 理 ］
　 内 在 性 遺 伝 子 と し て は 、 mRNA分 析 の 際 に 標 準 mRNAと し て 頻 用 さ れ て い る ハ ウ ス キ ー ピ ン
グ 遺 伝 子 で あ る 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (Gapd)遺 伝 子 を 使 用 し た 。 そ の 転
写 産 物 を 選 択 的 に リ ア ル タ イ ム PCRに よ り 定 量 す る 方 法 を 図 ５ に 示 す 。 細 胞 の ゲ ノ ム DNAか
ら 転 写 さ れ た Gapd
mRNAは 、 配 列 番 号 1に 示 し た プ ラ イ マ ー を 利 用 し た 逆 転 写 さ れ て 5’ 末 端 に 独 自 配 列 を 持 つ
cDNAと な る 。 こ の cDNAは 、 配 列 番 号 2、 7お よ び 8に 示 さ れ る プ ラ イ マ ー と TaqMan(TM)プ ロ
ー ブ の 組 合 せ で 増 幅 が 測 定 さ れ る 。 一 方 、 共 存 す る ゲ ノ ム DNAは 配 列 1に 示 し た プ ラ イ マ ー
か ら 逆 転 写 さ れ る こ と は な く 、 配 列 番 号 2お よ び 7に 示 さ れ る プ ラ イ マ ー で は 全 く 増 幅 し な
い 。 一 般 的 実 験 系 に お い て 、 ゲ ノ ム DNAの モ ル 比 は 上 述 の 外 来 DNAの モ ル 比 の 10exp(-6)以
下 で あ る の で 証 明 の 必 要 は な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
［ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と リ フ ァ レ ン ス 遺 伝 子 の 細 胞 へ の 導 入 、 細 胞 の 化 学 物 質 誘 導 お よ び サ
ン プ リ ン グ ］
　 細 胞 と し て は 、 マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 系 ラ イ ン 化 細 胞 で あ る RAW264.7（ ATCC No.TIB-71
） を 使 用 し 、 10%の 新 生 ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む Duabecco MEM培 地 で 培 養 し た 。 外 来 DNAを 導 入
す る 際 は 、 直 径 3.5cmベ ト リ 皿 に 付 着 し た 細 胞 4
x 10 5 に 対 し て 4 p moleの DNAを 使 用 し た 。 等 モ ル 量 の レ ポ ー タ ー お よ び リ フ ァ レ ン ス 遺 伝
子 を Lipofectin(TM),
(in vitrogen社 )を 用 い て リ ポ ソ ー ム に 包 み 、 無 血 清 培 地 と 共 に シ ャ ー レ に 付 着 し た RAW26
4.7細 胞 に 重 層 し 、 5%の 二 酸 化 炭 素 ガ ス 存 在 下 37℃ で 5時 間 培 養 し て 遺 伝 子 を 導 入 し た 。 そ
の 後 、 リ ポ ソ ー ム お よ び 血 清 を 含 有 し な い 培 地 に 置 換 し て 、 最 終 濃 度 100nMと な る よ う に
ホ ル ボ ル エ ス テ ル (Phorbor
12-myristate 13-acetate, Sigma社 )を 添 加 し て 培 養 を 開 始 し 、 30分 、 1時 間 、 2時 間 、 4時
間 お よ び 6時 間 培 養 し た 後 に 、 細 胞 を 回 収 し て レ ポ ー タ ー RNA量 お よ び レ ポ ー タ ー 活 性 用 の
試 料 と し た 。 尚 、 従 来 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 分 析 の 一 部 に つ い て は 、 遺 伝 子 導 入 後 血 清 を
含 む 培 地 と 共 に 19時 間 培 養 し 、 血 清 を 含 ま な い 培 地 に 交 換 し て 5時 間 予 備 培 養 し た 後 に 、
ホ ル ボ ル エ ス テ ル を 投 入 し て 同 様 に 試 料 を 採 取 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
［ 細 胞 の RNAの 調 製 と cDNAの 合 成 ］
　 RNAは RNeasy Mini kit (Qiagen) を RNase-free DNase set (Qiagen)の 併 用 し て 使 用 す
る こ と で 調 製 し た 。 得 ら れ た 総 RNA量 を 当 業 者 に 公 知 の 電 気 泳 動 法 お よ び 臭 化 エ チ ジ ウ ム
染 色 後 の レ ー ザ ー ス キ ャ ニ ン グ に よ り 測 定 し 、 試 験 管 内 で 逆 転 写 酵 素 処 理 し て cDNAを 合 成
し た 。 こ の 時 の 投 入 試 薬 の 割 合 は 以 下 の と お り で あ る 。 総 RNA=600ng,
配 列 番 号 1に 示 す プ ラ イ マ ー =2.5 p mole, RNase inhibitor(Promega社 )=20 unit,
dNTP(Invitrogen)=20 n mole, AMV逆 転 写 酵 素 (宝 酒 造 )=20 unitお よ び 専 用 の 緩 衝 液 (宝 酒
造 )。 試 薬 投 入 後 42℃ 30分 処 理 し た 後 に 99℃ で 5分 処 理 し て cDNA溶 液 と し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
［ リ ア ル タ イ ム PCRに よ る 定 量 ］
　 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 由 来 の cDNAは 、 配 列 番 号 2お よ び 3の プ ラ イ マ ー お よ び 配 列 番 号 4の Taq
Man(TM)プ ロ ー ブ の 組 合 せ で TaqMan法 に よ る リ ア ル タ イ ム PCRで 測 定 し た 。 リ フ ァ レ ン ス 遺
伝 子 由 来 の cDNAは 、 配 列 番 号 2お よ び 5の プ ラ イ マ ー お よ び 配 列 番 号 6の TaqMan(TM)プ ロ ー
ブ の 組 合 せ で 測 定 し た 。 ま た 、 細 胞 に 内 在 す る mRNAの 指 標 と し て ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子
で あ る グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド 3燐 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 遺 伝 子 (Gapd)を 選 び 、 そ の cDNA量 を 配
列 番 号 2お よ び 7の プ ラ イ マ ー お よ び 配 列 番 号 8の TaqMan(TM)プ ロ ー ブ の 組 合 せ で 測 定 し た
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。 同 一 の 試 料 に つ い て は 4本 の 反 応 ウ ェ ル を 使 用 し て 、 リ ア ル タ イ ム PCR反 応 1ウ ェ ル 当 た
り 総 RNA60
ngに 相 当 す る 分 量 の cDNAを 投 入 し て 鋳 型 と し た 。 反 応 1ウ ェ ル 当 た り 、 45p moleず つ の プ
ラ イ マ ー 、 10 p moleの TaqMan(TM)プ ロ ー ブ 、 最 終 濃 度 1倍 の TaqMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)を 加 え た 。 リ ア ル タ イ ム PCRは ABI PRIS
M7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystems)を 使 用 し て TaqMan法 の 標 準 的 方 法 (95℃ 10分 、 95
℃ 15秒 60℃ 1分 x55サ イ ク ル )に て 行 っ た 。 反 応 お よ び 測 定 後 、 倍 数 増 幅 の 算 出 が 可 能 な よ
う に 演 算 開 始 サ イ ク ル 数 お よ び 演 算 終 了 サ イ ク ル 数 を 設 定 し 、 倍 数 増 幅 範 囲 に お け る 増 幅
率 で あ る R値 を 求 め 、 こ れ が 1.8-2.0の 範 囲 で あ る こ と を 確 認 し た 。 各 試 料 に つ い て は 使 用
し た 4ウ ェ ル の 反 応 そ れ ぞ れ に つ い て 、 増 幅 が 一 定 量 に 到 達 す る に 要 し た サ イ ク ル 数 を CT
値 と し て 求 め 、 1/(R C T )を 求 め る こ と に よ り 開 始 cDNA量 の 割 合 を 算 出 し 、 そ の 平 均 お よ び S
D値 を 求 め た 。 そ し て 、 各 cDNA試 料 に つ い て 、 リ フ ァ レ ン ス cDNA量 当 た り の レ ポ ー タ ー cDN
A量 の 比 を 求 め る こ と に よ り レ ポ ー タ ー RNA発 現 量 を 得 た 。 ま た 、 Gapd
cDNA量 当 た り の リ フ ァ レ ン ス cDNA量 の 比 を 求 め て 、 遺 伝 子 導 入 頻 度 の シ ャ ー レ 間 の 偏 差 の
程 度 を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
［ ホ ル ボ ル エ ス テ ル に よ る 急 速 な junB mRNAの 増 減 を 測 定 す る た め の サ イ バ ー グ リ ー ン 法
に よ る リ ア ル タ イ ム PCR］
　 内 在 性 の junB mRNA由 来 の cDNAは 配 列 番 号 9お よ び 10の プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 サ イ バ ー
グ リ ー ン （ SYBR-Green） 法 に よ る リ ア ル タ イ ム PCRで 測 定 し た 。 こ の と き の 試 料 間 の 誤 差
補 正 の た め に 、 内 在 性 の Gapd
mRNA由 来 の cDNAを 配 列 番 号 11お よ び 12の プ ラ イ マ ー を 使 用 し た サ イ バ ー グ リ ー ン 法 に よ る
リ ア ル タ イ ム PCRで 測 定 し た 。 同 一 の 試 料 毎 に 4本 の 反 応 ウ ェ ル を 使 用 し て 、 リ ア ル タ イ ム
PCR反 応 1反 応 ウ ェ ル 当 た り 、 総 RNA
6 ngに 相 当 す る 分 量 を 投 入 し て 鋳 型 と し た 。 反 応 1ウ ェ ル 当 た り 、 45p moleず つ の プ ラ イ
マ ー 、 最 終 濃 度 1倍 の SYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems)を 加 え た 。 リ ア ル タ イ ム PCRは ABI PRISM7000 Sequence Detect
ion System (Applied
Biosystems)を 使 用 し て サ イ バ ー グ リ ー ン 法 の 標 準 的 方 法 (95℃ 10分 、 95℃ 15秒 60℃ 1分 x40
サ イ ク ル 、 そ の 後 解 離 曲 線 を 描 く た め に 95℃ ま で 緩 や か に 上 昇 )に て 行 っ た 。 な お 、 プ ラ
イ マ ー 非 添 加 の 反 応 で 増 幅 が 検 出 さ れ な い こ と を 確 認 す る と 同 時 に 、 解 離 曲 線 の パ タ ー ン
か ら 、 対 照 配 列 以 外 の 増 幅 反 応 が 発 生 し て い な い こ と を 毎 回 確 認 し た 。 TaqMan法 と 同 様 に
R値 の 確 認 の 後 1/(R C T )値 を 求 め 、 そ の 平 均 お よ び SD値 を 求 め た 後 、 各 cDNA試 料 に つ い て 、
Gapd
cDNAあ た り の 内 在 性 junB cDNA量 の 比 を 求 め た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
［ リ ア ル タ イ ム PCRに よ る 偏 差 の 少 な い 定 量 ］
　 リ ア ル タ イ ム PCRは ABI PRISM7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems)
を 使 用 し た 。 リ ア ル タ イ ム PCRは 倍 数 反 応 と い う PCRの 原 理 に よ り 、 測 定 偏 差 の 大 き く な り
易 い こ と に 加 え 、 更 に 当 該 機 器 の 光 学 的 特 性 か ら 反 応 ウ ェ ル 毎 の 測 定 値 の 偏 差 の あ る こ と
が 予 想 さ れ た 。 本 発 明 に お け る よ り 正 確 な 測 定 を 可 能 と し 、 当 該 機 器 の 96反 応 ウ ェ ル そ れ
ぞ れ の 測 定 値 に お け る 特 徴 を 管 理 す る た め に 、 本 測 定 前 に 下 記 に 示 す 予 備 的 な リ ア ル タ イ
ム PCR反 応 と 測 定 に よ る 反 応 ウ ェ ル の 管 理 を 機 器 毎 に 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ま ず 、 機 器 の マ ニ ュ ア ル に 記 載 さ れ た 方 法 に 従 い 光 学 的 な キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン を 行 っ た
後 、 本 機 器 の 96ウ ェ ル 全 て に 同 一 量 の 試 薬 等 を 投 入 し た 。 SYBR-Green法 の 測 定 の 際 の 偏 差
を 管 理 す る た め に は 、 各 ウ ェ ル 当 た り 、 配 列 番 号 16に 示 す 精 製 鋳 型 DNA断 片 =0.1
a mole、 配 列 番 号 13に 示 す プ ラ イ マ ー =45 p moleお よ び 配 列 番 号 14に 示 す プ ラ イ マ ー =45 
p moleを 使 用 し 、 TaqMan法 の 測 定 の 際 に は 配 列 番 号 15に 示 す TaqManプ ロ ー ブ =10
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p moleを 投 入 し て 、 上 記 の 標 準 的 方 法 で リ ア ル タ イ ム PCRと 測 定 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 そ の 結 果 、 96ウ ェ ル の う ち 、 測 定 値 が 平 均 か ら 25%以 上 逸 脱 す る ウ ェ ル は 使 用 し な い こ
と と し 、 残 り の 反 応 ウ ェ ル か ら 4ウ ェ ル ず つ の 組 合 せ を 選 択 し た 。 本 分 析 で は 同 一 の 試 料
を 4ウ ェ ル 使 用 し て 得 ら れ た 値 を 統 計 的 処 理 す る こ と を 目 的 と し て 、 そ の 選 択 に 当 た っ て
、 各 組 の ウ ェ ル に つ い て 得 ら れ た SD値 が 平 均 値 の 20%(TaqMan法 の 場 合 )ま た は 10%(サ イ バ
ー グ リ ー ン 法 の 場 合 )以 下 と な る よ う に 選 択 し た 。 こ の 予 備 リ ア ル タ イ ム PCRお よ び 測 定 は
サ イ バ ー グ リ ー ン 法 お よ び TaqMan法 に つ い て そ れ ぞ れ 3回 ず つ 行 っ た が 、 当 初 予 想 さ れ た
と お り 、 反 応 ウ ェ ル 毎 に 測 定 値 の 特 徴 が あ り 、 類 似 し た 反 応 ウ ェ ル の 4本 組 セ ッ ト が 作 成
で き た の で 、 そ の 組 合 せ に 従 っ て 本 分 析 を 行 っ た 。 こ の キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン と 予 備 反 応 は
機 器 の ハ ロ ゲ ン ラ ン プ 交 換 時 や 、 測 定 偏 差 が 拡 大 し た 際 に 適 宜 実 施 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 尚 、 レ ポ ー タ ー 蛋 白 の 調 製 と ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ は 、 Luciferase Assay System (P
romega)を 使 用 し て 、 マ ニ ュ ア ル 記 載 の 方 法 に 準 じ て ル ミ ノ メ ー タ ー を 使 用 し て 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ［ 結 果 ］
　 以 上 の 実 験 手 順 を 実 施 し て 、 ホ ル ボ ル エ ス テ ル 添 加 後 2-4時 間 を ピ ー ク と す る 調 節 機 構
が 含 ま れ て い る こ と の 予 想 さ れ る junB遺 伝 子 上 流 に 支 配 さ れ た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 細 胞 内
に お け る 挙 動 を 分 析 し 、 従 来 の レ ポ ー タ ー 法 と 比 較 し た 。 得 ら れ た 結 果 を 、 図 に 則 し て 説
明 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 図 6aに は プ ラ ス ミ ド を 導 入 し な い RAW264.7細 胞 に お け る Gapd mRNA量 当 た り の junB mRNA
量 の 変 動 を 示 す 。 細 胞 に ホ ル ボ ル エ ス テ ル を 添 加 す る と 、 junB
mRNAは 30分 後 に 約 5倍 、 2時 間 後 に 42倍 に 増 加 し た 後 に 減 衰 す る と い う 、 典 型 的 な 前 初 期 遺
伝 子 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 示 し た 。 こ う し た 増 減 は 非 添 加 で は 発 生 し な か っ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 図 6bに は 従 来 の レ ポ ー タ ー 法 に よ る ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 の 変 動 を 示 す 。 一 般 の レ ポ ー タ
ー 法 で は 、 遺 伝 子 を 導 入 し て 1日 培 養 し た 後 に 、 物 理 ・ 化 学 的 刺 激 を 与 え る 方 法 が 広 く 採
用 さ れ て い る 。 そ の 方 法 で 分 析 し た 場 合 、 ホ ル ボ ル エ ス テ ル 添 加 後 に 次 第 に ル シ フ ェ ラ ー
ゼ 活 性 が 増 加 し た が 、 ホ ル ボ ル エ ス テ ル を 添 加 し な い 細 胞 で も ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 活 性 が 認
め ら れ た 。 ホ ル ボ ル エ ス テ ル 添 加 と 非 添 加 の 相 違 が 明 瞭 に な る の は 、 投 与 後 4時 間 以 降 で
あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 図 6cで は 、 遺 伝 子 を 5時 間 導 入 し た 直 後 に ホ ル ボ ル エ ス テ ル を 添 加 し て 従 来 の レ ポ ー タ
ー 法 に よ り ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 測 定 し た 結 果 を 示 す 。 図 6bの 結 果 と 同 様 の ホ ル ボ ル エ ス
テ ル に よ る 誘 導 が 観 察 さ れ 、 添 加 と 非 添 加 の 相 違 は 2時 間 以 降 で 認 め ら れ た 。 こ の 結 果 か
ら 、 第 一 に 遺 伝 子 導 入 直 後 に 刺 激 を か け て も 分 析 が 可 能 で あ る こ と 、 第 二 に ホ ル ボ ル エ ス
テ ル 刺 激 を 与 え な く と も 次 第 に ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 は 増 加 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 よ っ て
、 一 般 の レ ポ ー タ ー 法 で も ホ ル ボ ル エ ス テ ル 刺 激 に よ る junB
遺 伝 子 上 流 の 配 列 の 活 性 化 が 判 定 で き る も の の 、 そ の RNAの 急 激 な 増 加 や 減 衰 が 反 映 し な
い こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 図 6cに お い て 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 上 流 に プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 持 た な い プ ラ ス ミ ド を 細
胞 に 導 入 し て ホ ル ボ ル エ ス テ ル 刺 激 し た 際 の 結 果 を 併 記 す る 。 こ の プ ラ ス ミ ド に は ホ ル ボ
ル エ ス テ ル に 応 答 す る 配 列 が 存 在 し な い た め 、 ホ ル ボ ル エ ス テ ル を 加 え て も ル シ フ ェ ラ ー
ゼ 遺 伝 子 発 現 に 影 響 は 少 な い こ と が 予 想 さ れ る 。 し か し 、 当 該 細 胞 に ホ ル ボ ル エ ス テ ル 刺
激 し て 培 養 し た 場 合 、 次 第 に ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 が 増 加 し た 。 こ の こ と は 、 ホ ル ボ ル エ ス
テ ル 刺 激 が レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 転 写 調 節 配 列 以 外 に も 影 響 を 与 え て 測 定 値 を 高 め る こ と を
意 味 し て い る 。 よ っ て 、 化 学 物 質 に よ る 転 写 誘 導 を 解 析 す る た め に 、 一 般 の レ ポ ー タ ー 法
で 蛋 白 活 性 を 分 析 す る に は 、 リ フ ァ レ ン ス と な る 遺 伝 子 を 共 導 入 し て 、 リ フ ァ レ ン ス 蛋 白

10

20

30

40

50

(13) JP 2005-211032 A 2005.8.11



活 性 と の 比 較 が 必 要 の あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 図 6dに は レ ポ ー タ ー お よ び リ フ ァ レ ン ス 遺 伝 子 を 5時 間 導 入 し た 直 後 に ホ ル ボ ル エ ス テ
ル を 添 加 し た 後 の 、 リ フ ァ レ ン ス  mRNA量 あ た り の レ ポ ー タ ー mRNA量 の 推 移 を 示 す 。 ホ ル
ボ ル エ ス テ ル に よ る 非 特 異 的 影 響 は 、 レ ポ ー タ ー お よ び リ フ ァ レ ン ス に 同 様 に 作 用 す る こ
と が 予 想 さ れ る た め 、 リ フ ァ レ ン ス cDNA量 に 対 す る レ ポ ー タ ー cDNAを 計 算 す る こ と に よ り
、 相 殺 さ れ る こ と に な る 。 そ の 結 果 、 レ ポ ー タ ー RNAは ホ ル ボ ル エ ス テ ル 添 加 後 30分 後 で
急 速 に 7倍 に 増 加 し 、 1-2時 間 で ピ ー ク の 16倍 に 達 し 、 そ の 後 減 衰 す る こ と が 示 さ れ た 。 一
方 、 ホ ル ボ ル エ ス テ ル を 添 加 し な い 場 合 、 レ ポ ー タ ー RNAの 量 は 殆 ど 増 加 し な か っ た 。 こ
の と き 、 細 胞 に 内 在 す る junBの mRNAは TPAを 投 入 し た 後 2-4時 間 を ピ ー ク と し て そ の 後 減 少
し た 。 こ の こ と か ら 、 本 発 明 に よ る レ ポ ー タ ー RNAの 定 量 に よ り 、 極 め て 明 瞭 に 急 速 な 遺
伝 子 誘 導 と そ の 減 衰 が 測 定 で き る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 図 6eに は 図 6dの 実 験 の 対 照 と し て 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 上 流 に 転 写 調 節 配 列 の 含 ま
れ て い な い レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を リ フ ァ レ ン ス 遺 伝 子 と 共 に 導 入 し 、 ホ ル ボ ル エ ス テ ル を 投
与 し た 後 の 分 析 結 果 を 示 す 。 細 胞 に ホ ル ボ ル エ ス テ ル を 投 与 す る こ と に よ り 、 内 在 性 の ju
nB
mRNAは 2-4時 間 を ピ ー ク と し た 増 減 が 確 認 さ れ た が 、 レ ポ ー タ ー RNAの 増 加 は 全 く 見 ら れ な
か っ た 。 一 方 、 ホ ル ボ ル エ ス テ ル を 添 加 し な い 場 合 は 、 内 在 性 junB
mRNAと 同 様 に レ ポ ー タ ー の mRNAも 増 加 し な か っ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ホ ル ボ ル エ ス テ ル 刺 激 後 の 内 在 性 junB mRNA量 の 推 移 の パ タ ー ン は 、 DNAを 導 入 し た 細 胞
を 用 い た 図 6dお よ び 6eの 結 果 と 、 外 来 DNAを 導 入 し な い 細 胞 を 用 い た 図 6aの 結 果 は 異 な っ
て い る 。 こ の こ と は 、 細 胞 に 外 来 DNAを 導 入 す る こ と に よ る 影 響 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る
。 ま た 、 図 6dに よ り 示 さ れ た junB遺 伝 子 上 流 領 域 の 転 写 増 加 速 度 は 、 図 6dお よ び 図 6aに お
け る 内 在 性 junB
mRNAの 増 加 速 度 よ り も 早 い 。 こ の こ と は 、 内 在 性 junB遺 伝 子 の 上 流 に は 更 に 別 の 配 列 が 存
在 し て お り 、 マ イ ナ ス の 方 向 に 調 節 を 受 け て い る 可 能 性 、 及 び 内 在 性 junB遺 伝 子 の 上 流 の
塩 基 が メ チ ル 化 な ど の 修 飾 を 受 け て い る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
実 施 例 ２ ： 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ た リ ア ル タ イ ム PCR定 量 に お け る プ ラ イ マ ー ・ TaqMan(
TM)プ ロ ー ブ の 特 異 性 の 証 明
　 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 や リ フ ァ レ ン ス 遺 伝 子 な ど の 外 来 DNAに 由 来 す る mRNAを リ ア ル タ イ ム P
CRに よ り 測 定 す る 場 合 、 RNA試 料 に 残 存 し た 外 来 DNAが PCRで 増 幅 さ れ て し ま う 可 能 性 が あ
る 。 ま た 、 mRNAか ら cDNAを 合 成 す る 際 に 、 副 次 的 な 逆 転 写 産 物 が PCRで 増 幅 さ れ て し ま う
可 能 性 も あ る 。 こ れ ら の 反 応 が 発 生 す る と 、 外 来 遺 伝 子 に 由 来 す る 逆 転 写 産 物 を 正 確 に 測
定 す る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 そ こ で 、 遺 伝 子 導 入 後 に ホ ル ボ ル エ ス テ ル （ TPA） の 存 在 下 ま た は 不 在 下 に 培 養 し た 細
胞 か ら RNAを 調 製 し 、 こ の RNA試 料 に 外 部 か ら 濃 度 既 知 の レ ポ ー タ ー お よ び リ フ ァ レ ン ス 遺
伝 子 を 投 入 ま た は 投 入 せ ず に cDNAを 合 成 し 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 2、 3、 4お よ び 配 列 番 号 2、
5、 6の プ ラ イ マ ー ・ TaqMan(TM)プ ロ ー ブ の 組 合 せ で リ ア ル タ イ ム PCRに よ る 定 量 を 行 い 、
遺 伝 子 の 投 入 の 影 響 を 調 べ た 。 合 成 の 予 想 さ れ る 外 来 遺 伝 子 由 来 の cDNA量 や 残 存 す る 外 来
遺 伝 子 に 比 べ て 、 添 加 し た プ ラ ス ミ ド DNA量 は 大 過 剰 で あ る た め に 、 プ ラ イ マ ー ・ TaqMan(
TM)プ ロ ー ブ の 組 合 せ の cDNAに 対 す る 特 異 性 が 低 い と 測 定 値 が 高 ま る こ と が 予 想 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 表 １ 第 １ 行 目 の 結 果 に 示 す よ う に 、 TPA非 処 理 細 胞 の 試 料 の レ ポ ー タ ー 測 定 結 果 は 、 プ
ラ ス ミ ド を 添 加 し て も 非 添 加 に 比 べ て 増 加 量 は 1.3倍 程 度 で あ っ た 。 ま た 第 ２ 行 目 に 示 す
よ う に 、 TPA処 理 細 胞 の 試 料 の 分 析 で は 、 プ ラ ス ミ ド の 添 加 に よ る 増 加 は 0.95倍 で あ り 、
多 量 の プ ラ ス ミ ド の 添 加 の 影 響 は 僅 か で あ っ た 。 ま た 、 表 1第 3及 び 4行 目 に 示 す よ う に 、
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リ フ ァ レ ン ス 測 定 に お い て も 多 量 の プ ラ ス ミ ド 添 加 の 影 響 は 少 な か っ た 。 こ の こ と か ら 、
RNA試 料 内 の 導 入 遺 伝 子 の 残 存 の 影 響 は 無 視 で き る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ま た 、 副 次 的 な 逆 転 写 産 物 の 影 響 を 確 認 す る た め に 、 RNAか ら cDNAを 試 験 管 内 で 合 成 す
る 際 に 、 配 列 1に 示 す プ ラ イ マ ー を 配 列 2に 示 す プ ラ イ マ ー と オ リ ゴ dTの 混 合 物 に 置 換 し て
、 そ の 影 響 を 調 べ た 。 こ の 置 換 に よ り 、 オ リ ゴ dTか ら mRNAを 鋳 型 と し て cDNAが 合 成 さ れ て
も 、 そ の 5’ 末 端 に は 特 異 配 列 が 存 在 し な い の で 、 リ ア ル タ イ ム PCRで は 増 幅 し な い 。 ま た
、 3’ 末 端 に 2分 子 の dT連 鎖 す る 配 列 2の DNAで は 逆 転 写 の プ ラ イ マ ー に な ら な い 。 従 っ て 、
こ の 逆 転 写 反 応 後 の cDNAが リ ア ル タ イ ム PCRで 増 幅 す れ ば 、 逆 転 写 反 応 の 際 の 副 反 応 に よ
り 生 成 し た cDNAや 残 存 DNAが 反 応 に 寄 与 し て い る こ と に な る 。 実 験 の 結 果 、 表 １ 右 列 に 示
す よ う に 、 何 れ も リ ア ル タ イ ム PCRに よ る 増 幅 は 検 出 さ れ な か っ た こ と か ら 、 逆 転 写 反 応
の 際 の 副 生 成 物 や 残 存 す る DNAは 測 定 に 影 響 し な い こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ９ 】
*1リ ア ル タ イ ム PCR反 応 チ ュ ー ブ 1本 あ た り に 換 算 し た 使 用 RNAの 量 。
*2リ ア ル タ イ ム PCR反 応 チ ュ ー ブ 1本 あ た り に 換 算 し た 使 用 DNAの 量 。
*3  RS19-dT15=配 列 番 号 1に 相 当 。 RS19-dT2=配 列 番 号 2に 相 当 。 oligo(dT)15=Promega社 製
*4  Luciferase cDNA (Luc)の 定 量 に は 配 列 番 号 2,3の プ ラ イ マ ー と 配 列 番 号 4の TaqManプ
ロ ー ブ を 使 用 し 、 Reference
cDNA (Ref) の 定 量 に は 配 列 番 号 2,5の プ ラ イ マ ー と 配 列 番 号 6の TaqManプ ロ ー ブ を 使 用 し
た 。
*5  遺 伝 子 導 入 後 、 ホ ル ボ ル エ ス テ ル を 投 与 (TPA)ま た は 非 投 与 (Control)で 120分 培 養 し
た 細 胞 か ら RNAを 調 製 し 、 実 験 に 使 用 し た 。
*6  ud=検 出 限 界 (1x10 - 1 3 )以 下  
リ ア ル タ イ ム PCRで は 各 試 料 に つ き 4wellで 反 応 を 行 い 、 そ れ ぞ れ の 試 料 毎 に 定 量 値 か ら 平
均 お よ び SD値 を 求 め た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
実 施 例 ３ ： 本 発 明 に よ る レ ポ ー タ ー RNA法 に よ る 分 析 の 検 出 限 界 の 測 定
　 分 析 に 際 し て 必 要 と さ れ る 細 胞 の 量 を 調 べ た 。 TPA処 理 し た 遺 伝 子 導 入 細 胞 か ら 得 ら れ
た mRNAか ら cDNAを 合 成 し (表 １ の 第 １ 列 第 ２ 行 お よ び 第 ３ 行 目 に 示 す 試 料 )、 希 釈 し て リ ア
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ル タ イ ム
PCRに 使 用 し た 。 そ の 結 果 、 反 応 ウ ェ ル 当 た り 25ng以 上 の RNA に 相 当 す る cDNAを 使 用 す る
こ と に よ り 、 分 析 が 可 能 で あ る こ と が 表 ２ に 示 さ れ る 値 か ら 判 明 し た 。 総 RNA25ngは 870細
胞 の RAW264.3細 胞 に 相 当 し た 。 試 料 あ た り 4反 応 ず つ 、 レ ポ ー タ ー 、 リ フ ァ レ ン ス 、 内 在 G
apdを 分 析 す る 場 合 、 こ の １ ２ 倍 の RNA試 料 を 必 要 と こ と か ら 300ngの RNA(1.04
x 10e4の 細 胞 に 相 当 )を 逆 転 写 反 応 に 使 用 す れ ば よ い こ と に な る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て
必 要 と さ れ る 細 胞 量 は 高 感 度 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 法 と 同 程 度 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ま た 表 ２ に は 、 細 胞 に 内 在 す る Gapd mRNA量 を そ の 末 端 の 配 列 を 利 用 し て 測 定 し た 結 果
を 示 す 。 リ フ ァ レ ン ス や レ ポ ー タ ー に 由 来 す る cDNA量 が 10e(-10)～ 10e(-11)と 計 算 さ れ る
こ と に 対 し て 、 Gapd
cDNA量 は 10e(-5)ク ラ ス で あ り 、 測 定 に 寄 与 し た 外 来 の レ ポ ー タ ー お よ び リ フ ァ レ ン ス 遺
伝 子 に 由 来 す る mRNAの 量 は 、 細 胞 の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 に 由 来 す る mRNA量 の 10e(-6)
程 度 と い う 、 極 微 量 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 こ の よ う な 極 微 量 成 分 の 量 の 変 動 を 分 析 す る
た め に は 、 本 発 明 で 採 用 し た リ ア ル タ イ ム PCR分 析 の よ う な 技 法 が 必 須 で あ る こ と が 示 さ
れ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ３ 】
*1 リ ア ル タ イ ム PCR反 応 wellあ た り の 使 用 RNA量
*2　 総 RNA量 か ら 推 定 し た リ ア ル タ イ ム PCR反 応 well当 た り の 使 用 細 胞 数 　 (4.00± 0.24x10
5 細 胞 か ら 総 RNA
11.57± 0.93 mgが 得 ら れ た こ と か ら 換 算
*3  レ ポ ー タ ー で あ る ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子  cDNA量 を 配 列 番 号 2, 3, 4の 組 合 せ で リ ア ル
タ イ ム PCR分 析 し た 。
*4  リ フ ァ レ ン ス で あ る ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 cDNA量 を 配 列 番 号 2, 5, 6の 組 合 せ で リ
ア ル タ イ ム PCR分 析 し た 。
*5  内 在 性 の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 で あ る グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド 燐 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の
cDNA量 を 配 列 番 号 2, 7, 8の 組 合 せ で リ ア ル タ イ ム PCR分 析 し た 。
*6  ud=検 出 限 界 (1x10 - 1 3 )以 下  
リ ア ル タ イ ム PCRで は 各 試 料 に つ き 4wellで 反 応 を 行 い 、 そ れ ぞ れ の 試 料 毎 に 定 量 値 か ら 平
均 お よ び SD値 を 求 め た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 配 列 は 以 下 の と お り で あ る 。 尚 、 TaqMan(TM)プ ロ ー ブ と し て 使 用
す る DNA配 列 の 5’ 側 に は レ ポ ー タ ー 色 素 で あ る （ Fam） 、 3’ 側 に は （ Tamra） が 夫 々 結 合
し て い る 。
配 列 番 号 １ ： 逆 転 写 反 応 時 の プ ラ イ マ ー と し て 使 用 す る DNAの 塩 基 配 列 (RS19-dT15)；
配 列 番 号 ２ ： リ ア ル タ イ ム PCRの 際 に 共 通 し て プ ラ イ マ ー と し て 使 用 す る DNAの 塩 基 配 列 (R
S19-dT2)；
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配 列 番 号 ３ ： レ ポ ー タ ー RNAに 由 来 す る cDNAを 分 析 す る た め の リ ア ル タ イ ム PCRの 際 に プ ラ
イ マ ー と し て 使 用 す る DNAの 塩 基 配 列 ；
配 列 番 号 ４ ： レ ポ ー タ ー RNAに 由 来 す る cDNAを 分 析 す る た め の リ ア ル タ イ ム PCRの 際 に TaqM
an(TM)プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る DNAの 塩 基 配 列 ；
配 列 番 号 ５ ： リ フ ァ レ ン ス RNAに 由 来 す る cDNAを 分 析 す る た め の リ ア ル タ イ ム PCRの 際 に プ
ラ イ マ ー と し て 使 用 す る DNAの 塩 基 配 列 ；
配 列 番 号 ６ ： リ フ ァ レ ン ス RNAに 由 来 す る cDNAを 分 析 す る た め の リ ア ル タ イ ム PCRの 際 に Ta
qMan(TM)プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る DNAの 塩 基 配 列 ；
配 列 番 号 ７ ： 内 在 性 の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 Gapdの RNAに 由 来 す る cDNAを 分 析 す る た め
の リ ア ル タ イ ム PCRの 際 に プ ラ イ マ ー と し て 使 用 す る DNAの 塩 基 配 列 ；
配 列 番 号 ８ ： 内 在 性 の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 Gapdの RNAに 由 来 す る cDNAを 分 析 す る た め
の リ ア ル タ イ ム PCRの 際 に TaqMan(TM)プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る DNAの 塩 基 配 列 ；
配 列 番 号 ９ ： 内 在 性 の junB遺 伝 子 mRNAを サ イ バ ー グ リ ー ン 法 に よ る リ ア ル タ イ ム PCRで 定
量 す る た め に 使 用 し た 、 マ ウ ス junB mRNAに 相 当 す る 正 方 向 プ ラ イ マ ー （ Forward
Primer） の 塩 基 配 列 ；
配 列 番 号 １ ０ ： 内 在 性 の junB遺 伝 子 mRNAを サ イ バ ー グ リ ー ン 法 に よ る リ ア ル タ イ ム PCRで
定 量 す る た め に 使 用 し た 、 マ ウ ス junB mRNAに 相 当 す る 逆 方 向 プ ラ イ マ ー （ Reverse
Primer） の 塩 基 配 列 ；
配 列 番 号 １ １ ： 内 在 性 の Gapd遺 伝 子 mRNAを サ イ バ ー グ リ ー ン 法 に よ る リ ア ル タ イ ム PCRで
定 量 す る た め に 使 用 し た 、 マ ウ ス Gapd mRNAに 相 当 す る 正 方 向 プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 ；
配 列 番 号 １ ２ ： 内 在 性 の Gapd遺 伝 子 mRNAを サ イ バ ー グ リ ー ン 法 に よ る リ ア ル タ イ ム PCRで
定 量 す る た め に 使 用 し た 、 マ ウ ス Gapd mRNAに 相 当 す る 逆 方 向 プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 。
配 列 番 号 １ ３ ： 測 定 の 際 の ウ ェ ル 間 偏 差 を 制 御 す る た め の 、 予 備 リ ア ル タ イ ム PCR反 応 時
に 使 用 し た マ ウ ス IL-1 beta mRNAに 相 当 す る 正 方 向 プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 ；
配 列 番 号 １ ４ ： 測 定 の 際 の ウ ェ ル 間 偏 差 を 制 御 す る た め の 、 予 備 リ ア ル タ イ ム PCR反 応 時
に 使 用 し た マ ウ ス IL-1 beta mRNAに 相 当 す る 逆 方 向 プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 ；
配 列 番 号 １ ５ ： 測 定 の 際 の ウ ェ ル 間 偏 差 を 制 御 す る た め の 、 予 備 リ ア ル タ イ ム PCR反 応 時
に 使 用 し た マ ウ ス IL-1 beta mRNAに 相 当 す る TaqMan(TM)プ ロ ー ブ の 塩 基 配 列 ；
配 列 番 号 １ ６ ： 測 定 の 際 の ウ ェ ル 間 偏 差 を 制 御 す る た め の 、 予 備 リ ア ル タ イ ム PCR反 応 時
に 使 用 し た マ ウ ス IL-1 beta mRNAに 相 当 す る 鋳 型 DNA（ cDNA） の 塩 基 配 列 ；
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 に よ り 、 細 胞 に お け る 外 来 遺 伝 子 に 由 来 す る mRNAの 急 速 な 増 減 を 測 定 す る こ と が
で き る た め 、 蛋 白 質 の 調 節 過 程 の 影 響 を 最 小 限 と し て 、 任 意 の 調 節 配 列 の 転 写 調 節 機 能 を
詳 細 に 評 価 す る こ と が で き る 。 特 に 、 特 定 の 物 理 ・ 化 学 的 刺 激 に よ り 急 速 に 増 減 す る 遺 伝
子 発 現 に つ い て 、 細 胞 内 で の 経 時 的 変 化 を 反 映 し た 分 析 が 可 能 に な る 。 ポ ス ト ゲ ノ ム 研 究
の 一 翼 で あ る ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム の 調 節 機 構 に お い て 、 遺 伝 子 の 転 写 か ら 翻 訳 ま で の 過
程 の 分 子 機 構 は 不 明 な 点 が 多 い 。 転 写 か ら 転 写 後 調 節 に 至 る 過 程 が 本 発 明 の 適 用 に よ り 詳
細 に 解 析 が 可 能 と な る こ と が 予 想 さ れ る 。 そ の こ と に よ り 、 新 た な 調 節 機 構 の 解 明 と い う
基 礎 研 究 の み な ら ず 、 幅 広 い 生 物 系 研 究 分 野 に お け る 生 体 分 子 機 能 の 解 析 に 使 用 可 能 で あ
り 、 新 た な 遺 伝 子 発 現 調 節 薬 剤 や 遺 伝 子 関 連 製 剤 の 開 発 な ど の 実 用 研 究 に も 寄 与 す る こ と
が 期 待 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ６ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の 概 略 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を リ フ ァ レ ン ス 遺 伝 子 と 共 に 細 胞 に 導 入 し 、 そ
の 転 写 物 か ら 選 択 的 な cDNA合 成 と リ ア ル タ イ ム PCR定 量 を 行 う こ と で 、 正 確 に RNA定 量 を 行
う 。
【 図 ２ 】 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 構 造 と 、 転 写 調 節 の 検 定 の た め に 使 用 し た マ ウ ス junB遺 伝 子
上 流 部 位 の 塩 基 配 列 を 示 す 。
【 図 ３ 】 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に 由 来 す る 転 写 物 の リ ア ル タ イ ム RT PCRに よ る 選 択 的 定 量 方 法
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の 原 理 を 示 す 。
【 図 ４ 】 リ フ ァ レ ン ス 遺 伝 子 の 構 造 お よ び 、 そ れ に 由 来 す る 転 写 物 の リ ア ル タ イ ム RT PCR
に よ る 選 択 的 定 量 方 法 の 原 理 を 示 す 。
【 図 ５ 】 細 胞 の mRNAの 標 準 と し て 使 用 さ れ た GapdmRNAの リ ア ル タ イ ム RT PCRに よ る 選 択 的
定 量 方 法 の 原 理 を 示 す 。
【 図 ６ 】 ａ ： RAW264.7細 胞 に お い て ホ ル ボ ル エ ス テ ル 刺 激 後 の junBmRNA量 の 推 移 を 示 す 。
ｂ ： RAW264.7細 胞 に レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 導 入 し て 一 晩 培 養 後 、 ホ ル ボ ル エ ス テ ル を 投 与 し
た 後 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 の 推 移 を 示 す 。 ｃ ： RAW264.7細 胞 に レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 導 入 後
、 ホ ル ボ ル エ ス テ ル を 投 与 し た 後 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 の 推 移 を 示 す 。 ｄ ：  RAW264.7細
胞 に レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 導 入 後 、 ホ ル ボ ル エ ス テ ル を 投 与 し た 後 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ RNA量
の 推 移 を 示 す 。 ｅ ： RAW264.7細 胞 に ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 等 を 導 入 後
、 ホ ル ボ ル エ ス テ ル を 投 与 し た 後 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ RNA量 の 推 移 を 示 す 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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