
(57)【要約】
本発明は、生殖細胞で特異的に発現される、始原生殖細胞のマーカーであり、細胞集団内
でこのような細胞を同定するのに使用することができる 2つの遺伝子 GCR1(Fragilis)およ
び GCR2(Stella)を提供する。本発明は、 GCR1ポリペプチド、あるいはその断片、相同体、
変異体または誘導体であって、特に配列番号 2に示す配列と少なくとも 50%、 60%、 70%、 80
%、 90%または 95%の相同性を有する請求項 1に記載のポリペプチドを提供する。また GCR2ポ
リペプチド、あるいはその断片、相同体、変異体または誘導体であって、特に、配列番号
4に示す配列と少なくとも 50%、 60%、 70%、 80%、 90%または 95%の相同性を有する請求項 3に
記載のポリペプチドを提供する。またこれらのポリペプチドをコードする核酸も提供する
。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
GCR1ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は そ の 断 片 、 相 同 体 、 変 異 体 ま た は 誘 導 体 。
【 請 求 項 ２ 】
配 列 番 号 2に 示 す 配 列 と 少 な く と も 50%、 60%、 70%、 80%、 90%ま た は 95%の 相 同 性 を 有 す る
請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
GCR2ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は そ の 断 片 、 相 同 体 、 変 異 体 ま た は 誘 導 体 。
【 請 求 項 ４ 】
配 列 番 号 4に 示 す 配 列 と 少 な く と も 50%、 60%、 70%、 80%、 90%ま た は 95%の 相 同 性 を 有 す る
請 求 項 3に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 。
【 請 求 項 ６ 】
配 列 番 号 1に 記 載 の 配 列 と 少 な く と も 90%の 相 同 性 を 有 す る 核 酸 、 あ る い は そ の 断 片 、 変 異
体 ま た は 誘 導 体 。
【 請 求 項 ７ 】
配 列 番 号 3、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9に 示 す 配 列 と 少 な
く と も 75%の 相 同 性 を 有 す る 核 酸 、 あ る い は そ の 断 片 、 変 異 体 、 ま た は 誘 導 体 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 5、 6ま た は 7に 記 載 の 核 酸 の 25個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 5か ら 8の い ず れ か に 記 載 の 核 酸 の 15個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 5か ら 9の い ず れ か に 記 載 の 核 酸 配 列 の 相 補 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
1つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 を 含 む が 、 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 の た め に こ の よ う な 置
換 に よ っ て 前 記 核 酸 の コ ー ド 特 異 性 が 改 変 さ れ な い 、 請 求 項 5か ら 10の い ず れ か に 記 載 の
核 酸 。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 １ か ら １ １ の い ず れ か に 記 載 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 2ま た は 配 列 番 号 4に 示 す 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 1か ら 4、 12、 ま た は 13の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 相 同 体 の 存 在 を
検 出 す る こ と 、 あ る い は 請 求 項 5か ら 11の い ず れ か に 記 載 の 核 酸 ま た は そ の 相 同 体 の 発 現
を 検 出 す る こ と を 含 む 、 多 能 性 細 胞 を 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
GCR1お よ び /ま た は GCR2に 特 異 的 な 5'お よ び 3'プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 推 定 上 の 多 能 性 細 胞
か ら 核 酸 を 増 幅 す る ス テ ッ プ と 、 そ の 結 果 生 成 さ れ た 増 幅 し た 核 酸 を 検 出 す る ス テ ッ プ と
を 含 む 、 請 求 項 14に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
核 酸 配 列 の 発 現 を in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 検 出 す る 請 求 項 14に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
核 酸 配 列 の 発 現 が 、 そ れ に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 産 物 を 検 出 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ
る 請 求 項 8に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
タ ン パ ク 質 産 物 を 免 疫 染 色 に よ っ て 検 出 す る 請 求 項 14ま た は 請 求 項 18に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 1か ら 4、 12、 13の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
GCR1の 細 胞 外 ド メ イ ン に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 、 請 求 項 19に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】
多 能 性 細 胞 の 同 定 お よ び /ま た は 単 離 の た め の 請 求 項 19ま た は 請 求 項 20に 記 載 の 抗 体 の 使
用 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
請 求 項 14か ら 18、 21の い ず れ か に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 多 能 性 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
(a)多 能 性 細 胞 を 含 む 細 胞 群 を 提 供 す る ス テ ッ プ と 、
(b)そ こ か ら 1つ ま た は 複 数 の 多 能 性 細 胞 を 単 離 し て 、 単 一 細 胞 多 能 性 細 胞 の 単 離 体 を 提 供
す る ス テ ッ プ と 、
(c)単 一 多 能 性 細 胞 内 に 存 在 す る 転 写 さ れ た 核 酸 を 増 幅 す る ス テ ッ プ と 、
(d)多 能 性 細 胞 中 に 存 在 す る が 体 細 胞 中 に は 存 在 し な い 転 写 物 を 同 定 す る た め に サ ブ ト ラ
ク テ ィ ブ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ス ク リ ー ン を 実 施 す る ス テ ッ プ と 、
(e)ス テ ッ プ (d)で 同 定 さ れ た 1つ ま た は 複 数 の 転 写 物 を 用 い て 核 酸 ラ イ ブ ラ リ を プ ロ ー ブ
し 、 多 能 性 細 胞 中 で 特 異 的 に 発 現 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る ス テ
ッ プ と
を 含 む 、 多 能 性 細 胞 中 で 特 異 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 を 単 離 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
多 能 性 細 胞 が 、 始 原 生 殖 細 胞 (PGC)、 胚 性 幹 細 胞 (ES)、 胚 性 生 殖 細 胞 (EG)か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 、 請 求 項 14か ら 18、 23の い ず れ か に 記 載 の 方 法 、 請 求 項 21に 記 載 の 使 用 、 請 求
項 23に 記 載 の 多 能 性 細 胞 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 発 生 学 、 分 子 生 物 学 、 お よ び 遺 伝 学 の 分 野 に 関 す る 。 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は
、 始 原 生 殖 細 胞 (PGC)の 初 期 集 団 内 で の み で 発 現 さ れ る 遺 伝 子 、 な ら び に こ の よ う な 遺 伝
子 お よ び そ の 産 物 の 、 PGC、 多 能 性 胚 性 幹 細 胞 (ES)、 多 能 性 胚 性 生 殖 細 胞 (EG)な ど 細 胞 集
団 内 の 多 能 性 細 胞 (pluripotent cell)お よ び 多 分 化 能 性 細 胞 (multipotent cell)同 定 に お
け る 使 用 に 関 す る 。 こ れ ら は ま た 、 細 胞 状 態 が 多 能 性 で な い 状 態 か ら 多 能 性 で あ る 状 態 に
な る 、 変 化 の マ ー カ ー 、 お よ び こ の 状 態 を 多 能 性 で な い 細 胞 に 与 え る こ と が で き る マ ー カ
ー で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
受 精 後 、 初 期 の 哺 乳 動 物 胚 は 4回 の 卵 割 を 経 て 16細 胞 の 桑 実 胚 を 形 成 す る 。 こ れ ら の 細 胞
は 、 さ ら な る 分 裂 の 後 、 細 胞 を 2つ の 異 な る 領 域 、 す な わ ち 、 胚 を 形 成 す る 内 部 細 胞 塊 と
胎 盤 な ど 胚 外 組 織 を 形 成 す る 栄 養 外 胚 葉 と に 分 け る こ と が で き る 胚 盤 胞 に 発 達 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
胚 盤 胞 の 形 成 ま で は 、 胚 の 一 部 を 形 成 す る 細 胞 は 全 能 性 (totipotent)で あ る 。 す な わ ち 、
各 細 胞 が 、 完 全 な 個 別 の 胚 お よ び そ の 発 達 に 必 要 な す べ て の 外 胚 組 織 を 生 じ さ せ る 能 力 を
有 し て い る 。 胚 盤 胞 の 形 成 後 は 、 内 部 細 胞 塊 の 細 胞 は も は や 全 能 性 で は な く 多 能 性 と な り
、 こ の 場 合 こ れ ら は 様 々 な 異 な る 組 織 を 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 こ の よ う な 細 胞 の 既 知
の マ ー カ ー は 、 酵 素 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ お よ び Oct4の 発 現 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
始 原 生 殖 細 胞 (PGC)は 、 3つ の 一 次 胚 葉 す べ て に 分 化 す る 能 力 を 有 す る 多 能 性 細 胞 で あ る 。
哺 乳 動 物 で は 、 PGCが 尿 膜 基 部 か ら 後 腸 上 皮 お よ び 背 側 腸 間 膜 を 通 っ て 遊 走 し 、 生 殖 腺 原
基 の コ ロ ニ ー を 形 成 す る 。 PGC由 来 の 細 胞 は 、 通 常 は 顕 著 な 核 小 体 を 有 す る 、 特 徴 的 に 低
い 細 胞 質 /核 比 を 有 し て い る 。 胚 の 生 殖 隆 腺 を 取 り 除 き 、 PGCを 生 殖 腺 原 基 か ら 解 離 し 、 PG
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Cを 回 収 す る こ と に よ っ て 、 PGCを 胚 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 初 期 PGC集 団 は 、 受 精 後 7
.25日 で 新 生 尿 膜 基 部 に 見 つ か る 約 45(四 十 五 )個 の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 陽 性 細 胞 の ク
ラ ス タ ー か ら な る と 報 告 さ れ て い る (Ginsburg他 、 1990、 Development、 110:521-528)。
【 ０ ０ ０ ５ 】
PGCに は 、 最 新 の バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー お よ び 分 子 生 物 学 に お い て 多 く の 用 途 が あ る 。 こ れ
ら は 、 遺 伝 子 導 入 動 物 の 生 成 に 有 用 で あ り 、 こ の 場 合 PGC由 来 の 胚 性 生 殖 (EG)細 胞 を 胚 性
幹 (ES)細 胞 と ほ ぼ 同 様 に 使 用 す る こ と が で き る (Labosky他 、 1994、 Development、 120:319
7-3204)。 こ れ ら は さ ら に 、 胎 児 発 生 の 研 究 、 な ら び に 変 性 疾 患 治 療 で の 組 織 再 生 お よ び
外 傷 後 の 破 傷 組 織 の 再 増 殖 に お け る 、 多 能 性 幹 細 胞 の 供 給 に 有 用 で あ る 。 中 で も 、 PGCは
、 い く ら か の 分 化 し た 特 質 を 有 し て い る が 、 体 細 胞 の 運 命 を 獲 得 す る PGCの 創 始 集 団 を 取
り 囲 む 近 隣 細 胞 か ら は 失 わ れ て い る 、 潜 在 的 な 多 能 性 を 保 持 し て い る 。 PGCお よ び 周 囲 の
体 細 胞 は 共 通 の 祖 先 を 共 有 す る 。 し か し 、 創 始 PGCは 数 が 少 な く 、 胚 組 織 お よ び 周 囲 の 体
細 胞 か ら 単 離 す る の が 困 難 で あ る の で 、 こ れ ら の 研 究 お よ び そ れ を 利 用 す る 技 術 の 開 発 が
難 し く な る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
PGCの 創 始 集 団 内 で の 遺 伝 子 の 発 現 、 お よ び PGCに 特 異 的 な 遺 伝 子 発 現 と こ れ ら 細 胞 の 多 能
性 の 保 持 と の 関 連 性 に つ い て は 、 当 分 野 で 少 し し か 知 ら れ て い な い 。 特 定 の PGCマ ー カ ー
が 知 ら れ て お り 、 た と え ば 、 組 織 に 非 特 異 的 な ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (TNAP)の 発 現 が 初
期 PGCの マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ て い る (Ginsburg他 、 1990、 Development、 110:521-528)
。 Oct4は 、 PGC内 で は 発 現 さ れ る が 体 細 胞 内 で は 発 現 さ れ な い こ と で 知 ら れ て い る (Yoem他
、 1996、 Development、 122:881-894)。 BMP4な ど 他 の マ ー カ ー は 、 主 に 体 組 織 で 発 現 さ れ
る こ と で 知 ら れ て い る (Lawson他 、 1999、 Genes & Dev.、 13:424-436)。 し か し 、 こ れ ら の
遺 伝 子 は 、 他 の 種 類 の 組 織 内 で も 発 現 さ れ る の で 、 ど れ も PGCに 特 異 的 で な い 。
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【 非 特 許 文 献 ２ ９ 】
Yeom、 1996
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
し た が っ て 、 PGCの マ ー カ ー と し て 使 用 で き 、 生 殖 細 胞 発 生 の 生 物 学 お よ び 多 能 性 状 態 の
性 質 の 見 識 を 提 供 す る こ と が で き る 遺 伝 子 の 同 定 が 、 当 分 野 で 必 要 と さ れ て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 者 ら は 、 PGCお よ び 他 の 多 能 性 細 胞 内 で 特 異 的 に 発 現 さ れ る 2つ の 遺 伝 子 の 配 列 を 開
示 す る 。 マ ウ ス 由 来 の こ の 遺 伝 子 の 配 列 を 、 配 列 番 号 1(GCR1す な わ ち Fragilis)お よ び 配
列 番 号 3(GCR2す な わ ち Stella)に 示 す 。 マ ウ ス の GCR1お よ び GCR2に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列
を 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 2お よ び 配 列 番 号 4に 示 す 。 ラ ッ ト GCR2相 同 体 の 核 酸 配 列 を 、 配 列 番
号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9に 示 す 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 の 第 1の 態 様 に よ る と 、 本 発 明 者 ら は 、 GCR1ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 、 相 同 体
、 変 異 体 、 誘 導 体 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 2に 示 す 配 列
と 少 な く と も 50%、 60%、 70%、 80%、 90%ま た は 95%の 相 同 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 の 第 2の 態 様 に よ る と 、 GCR2ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 、 相 同 体 、 変 異 体 、 誘 導
体 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 4に 示 す 配 列 と 少 な く と も 50%
、 60%、 70%、 80%、 90%ま た は 95%の 相 同 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 の 第 3の 態 様 に よ る と 、 本 発 明 者 ら は 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 の 第 4の 態 様 と し て 、 配 列 番 号 1に 示 す 配 列 と 少 な く と も 90%の 相 同 性 を 有 す る 核 酸
、 ま た は そ の 断 片 、 変 異 体 、 誘 導 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 の 第 5の 態 様 に よ る と 、 本 発 明 者 ら は 、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番
号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9に 示 す 配 列 と 少 な く と も 75%の 相 同 性 を 有 す る 核 酸 、 ま た は そ
の 断 片 、 変 異 体 、 誘 導 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
第 6の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 3、 第 4、 ま た は 第 5の 態 様 に 記 載 の 、 25個 の 連 続 し
た ヌ ク レ オ チ ド の 核 酸 配 列 を 含 む 核 酸 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 の 第 7の 態 様 で は 、 本 発 明 の 第 3、 第 4、 第 5ま た は 第 6の 態 様 に 記 載 の 、 15個 の 連 続
し た ヌ ク レ オ チ ド の 核 酸 配 列 を 含 む 核 酸 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 第 8の 態 様 に よ る と 、 本 発 明 者 ら は 、 本 発 明 の 第 3か ら 第 7の 態 様 の い ず れ か に 記 載
の 核 酸 配 列 の 相 補 体 (complement)を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
好 ま し く は 、 こ の よ う な 核 酸 は 、 遺 伝 暗 号 の 縮 重 の た め ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 で 前 記 核 酸 の
コ ー ド 特 異 性 が 改 変 さ れ な い 、 1つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 の 第 9の 態 様 に よ る と 、 本 発 明 者 ら は 、 本 発 明 の 前 記 態 様 の い ず れ か に 記 載 の 核 酸
に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
好 ま し く は 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 2ま た は 配 列 番 号 4に 示 す 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】

10

20

30

40

50

(6) JP 2004-529617 A 2004.9.30



本 発 明 の 第 10の 態 様 に よ る と 、 本 発 明 の 第 1、 第 2、 第 9ま た は 第 10の 態 様 に 記 載 の ポ リ ペ
プ チ ド の 存 在 を 検 出 す る こ と 、 あ る い は 本 発 明 の 第 3か ら 第 8の 態 様 の い ず れ か に 記 載 の 核
酸 ま た は そ の 相 同 体 の 発 現 を 検 出 す る こ と を 含 む 、 多 能 性 細 胞 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る
。
【 ０ ０ ２ １ 】
好 ま し く は 、 こ の 方 法 は 、 GCR1(Fragilis)お よ び /ま た は GCR2(Stella)に 特 異 的 な 5'お よ
び 3'プ ラ イ マ ー を 用 い て 推 定 上 の 多 能 性 細 胞 由 来 の 核 酸 を 増 幅 す る ス テ ッ プ と 、 増 幅 し て
生 成 し た 核 酸 を 検 出 す る ス テ ッ プ と を 含 む 。 好 ま し く は 、 核 酸 配 列 の 発 現 は in situハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
核 酸 配 列 の 発 現 は 、 そ れ に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 産 物 を 検 出 す る こ と で 判 定 す る こ と が
で き る 。 代 わ り に 、 ま た は そ れ に く わ え て 、 免 疫 染 色 に よ っ て タ ン パ ク 質 産 物 を 検 出 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 発 明 の 第 11の 態 様 と し て 、 本 発 明 者 ら は 、 本 発 明 の 第 1、 第 2、 第 9、 ま た は 第 10の 態 様
に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 こ の 抗 体 は GCR1の 細 胞 外
ド メ イ ン に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 発 明 の 第 12の 態 様 に よ る と 、 本 発 明 者 ら は 、 多 能 性 細 胞 を 同 定 お よ び /ま た は 単 離 す る
た め の こ の よ う な 抗 体 の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 の 第 13の 態 様 に よ る と 、 本 発 明 者 ら は さ ら に 、 前 述 の 方 法 に よ っ て 同 定 し た 多 能 性
細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 の 第 14の 態 様 に よ る と 、 (a)多 能 性 細 胞 を 含 む 細 胞 集 団 を 提 供 す る ス テ ッ プ と 、 (b)
そ こ か ら 1つ ま た は 複 数 の 多 能 性 細 胞 を 単 離 し て 単 一 細 胞 の 多 能 性 細 胞 単 離 体 を 提 供 す る
ス テ ッ プ と 、 (c)単 一 の 多 能 性 細 胞 内 に 存 在 す る 転 写 さ れ た 核 酸 を 増 幅 す る ス テ ッ プ と 、 (
d)多 能 性 細 胞 内 に 存 在 す る が 体 細 胞 内 に は 存 在 し な い 転 写 物 を 同 定 す る た め に サ ブ ト ラ ク
テ ィ ブ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ス ク リ ー ン を 実 施 す る ス テ ッ プ と 、 (e)ス テ ッ プ (d)で 同 定
し た 1つ ま た は 複 数 の 転 写 物 を 用 い て 核 酸 ラ イ ブ ラ リ を プ ロ ー ブ し 、 多 能 性 細 胞 内 で 特 異
的 に 発 現 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る ス テ ッ プ と を 含 む 、 多 能 性 細
胞 内 で 特 異 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 を 単 離 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
非 常 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 多 能 性 細 胞 は 、 始 原 生 殖 細 胞 (PGC)、 胚 性 幹 細 胞 (ES)、 胚
性 生 殖 細 胞 (EG)か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 好 ま し く は 、 多 能 性 細 胞 は 始 原 生 殖 細 胞 を 含
む 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
GCR1(FRAGILIS)お よ び GCR2(STELLA)
こ の 開 示 は 、 一 般 的 に 、 GCR1(Fragilis)お よ び GCR2(Stella)の 核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド の み な
ら ず 、 そ の 断 片 、 相 同 体 、 変 異 体 、 誘 導 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
「 GCR1」 と 「 Fragilis」 と い う 名 称 は 互 い に 同 義 で あ り 、 「 GCR2」 と 「 Stella」 も 同 様 に
同 義 と 見 な さ れ る べ き で あ る 。 GCR1/Fragilisの 核 酸 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 1
お よ び 2に 示 す 一 方 で 、 GCR2/Stellaの 核 酸 配 列 を 配 列 番 号 3、 5、 6、 7、 8お よ び 9に 示 し 、
GCR2/Stellaの ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 4に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
し か し 、 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 GCR1/Fragilisは 文 脈 に 応 じ て 配 列 番 号 1に 示 す 核 酸 配 列
ま た は 配 列 番 号 2に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 参 照 す る と さ れ る べ き で あ る 。 さ ら に 、 好 ま し い
実 施 形 態 で は 、 GCR2/Stellaは 文 脈 に 応 じ て 配 列 番 号 3に 示 す 核 酸 配 列 ま た は 配 列 番 号 4に
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示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 参 照 す る と さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
GCR1お よ び GCR2は PGCに 特 異 的 な 転 写 物 で あ る 。 GCR1は PGCの 細 胞 系 譜 の 決 定 プ ロ セ ス 中 に
上 方 制 御 さ れ 、 GCR2は GCR1の 後 に 上 方 制 御 さ れ て PGCの 運 命 に 決 定 さ れ る 。 第 1の 遺 伝 子 GC
R1(生 殖 細 胞 制 限 -1、 Fragilis)は 、 予 測 分 子 量 15.0kDの 137ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る 。 EMBLプ ロ グ ラ ム PredictProteinで 一 番 合 う モ デ ル で は 、 N末 端 と C末 端 の い ず れ も
が 外 に 位 置 す る 2つ の 膜 貫 通 型 ド メ イ ン が 予 測 さ れ る 。 BLASTP検 索 に よ り 、 Fragilisが イ
ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 可 能 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 新 規 な メ ン バ ー で あ る こ と が 分 か っ た 。
典 型 的 な メ ン バ ー の 1つ で あ る ヒ ト 9-27(Leu-13抗 原 と 同 一 )は 、 白 血 球 お よ び 内 皮 細 胞 内
で イ ン タ ー フ ェ ロ ン に よ っ て 誘 導 可 能 で あ り 、 抗 増 殖 性 お よ び ホ モ タ イ プ 付 着 シ グ ナ ル の
伝 達 に 関 与 す る 多 量 体 の 複 合 体 の 構 成 成 分 と し て 細 胞 表 面 に 位 置 す る (Deblandre、 1995)
。 BLASTN検 索 に よ り 、 胚 と 成 体 の い ず れ も か ら の 様 々 な 組 織 由 来 の EST内 で Fragilis配 列
が 見 つ か る こ と が 分 か り 、 こ れ は 、 様 々 な 発 生 学 お よ び 細 胞 生 物 学 の 状 況 に お い て Fragil
isが 共 通 の 役 割 を 果 た す こ と を 示 唆 す る 。 デ ー タ ベ ー ス の 検 索 に よ り 、 未 知 機 能 の ラ ッ ト
イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 可 能 タ ン パ ク 質 (sp:INIB RAT、 pir:JC1241)と の 配 列 一 致 が 明 ら か
に な っ た 。 本 発 明 者 ら の ス ク リ ー ン 上 に GCR1配 列 が 6回 現 れ 、 こ れ は PGC内 の 高 発 現 レ ベ ル
を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
第 2の 遺 伝 子 GCR2(Stella)は 、 18kDの 150ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 こ れ は 、 既
知 の ど の タ ン パ ク 質 と も 配 列 相 同 性 を 有 さ ず 、 い く つ か の 核 移 行 共 通 配 列 を 含 み 、 強 度 に
塩 基 性 の pI(pI=9.67、 塩 基 性 残 基 の 含 有 率 =23.3%)で あ り 、 潜 在 的 な DNA親 和 性 が 示 唆 さ れ
る 。 さ ら に 、 潜 在 的 な 核 外 シ グ ナ ル が 同 定 さ れ 、 Stellaが 核 と 細 胞 質 の 間 を 往 復 す る 可 能
性 が 示 唆 さ れ た 。 BLASTN分 析 に よ り 、 Stella配 列 は 移 植 前 の 胚 お よ び 生 殖 系 (新 生 卵 巣 、
メ ス 12.5中 腎 や 生 殖 腺 な ど )ESTの み で 見 つ か り 、 全 能 性 細 胞 お よ び 多 能 性 細 胞 内 で 主 に 発
現 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ る 。 興 味 深 い こ と に 、 Stellaは そ の N末 端 内 に 、 SAPモ チ ー フ と あ
る 程 度 の 配 列 類 似 性 を 有 す る 変 調 ド メ イ ン を 含 む 。 こ の モ チ ー フ は 、 染 色 体 の 組 織 化 に 関
与 す る 推 定 DNA結 合 ド メ イ ン で あ る 。 さ ら に 、 SMARTプ ロ グ ラ ム に よ り 、 ス プ ラ イ シ ン グ 因
子 の モ チ ー フ 様 構 造 が C末 端 内 に 存 在 す る こ と が わ か っ た 。 こ れ ら の 発 見 は 、 Stellaが 染
色 体 の 組 織 化 お よ び RNAプ ロ セ ッ シ ン グ に 関 与 し て い る 可 能 性 を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
GCR1お よ び /ま た は GCR2ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 抗 体 を 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 具 体 的 に
は 、 膜 貫 通 型 ポ リ ペ プ チ ド で あ る GCR1の 細 胞 外 ド メ イ ン に 対 す る 抗 体 を 産 生 さ せ る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 明 細 書 に 開 示 す る 抗 体 お よ び 核 酸 は 、 細 胞 集 団 内 で PGCを 同 定 す る の に 有 用 で あ る 。 し
た が っ て 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 た と え ば 生 殖 組 織 の 発 生 の 研 究 お よ
び 遺 伝 子 導 入 動 物 の 作 成 に 有 用 な PGCを 単 離 す る 手 段 、 お よ び 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 に よ
っ て 単 離 し た PGCを 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
ま た 、 GCR1お よ び GCR2の 相 同 体 を 使 用 し て 、 PGCお よ び ESや EG細 胞 な ど 他 の 多 能 性 細 胞 を
同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
別 段 に 指 示 し な い 限 り は 、 本 発 明 の 実 施 に は 、 当 分 野 の 技 術 者 の 技 量 範 囲 内 に あ る 化 学 、
分 子 生 物 学 、 微 生 物 学 、 組 換 え DNA学 お よ び 免 疫 学 の 従 来 技 術 を 利 用 す る 。 こ の よ う な 技
術 は 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。 た と え ば 、 J.Sambrook、 E.F.Fritsch、 お よ び T.Maniatis、 1
989、 「 Molecular Cloning:A Laboratory Manual」 、 第 2版 、 第 1-3巻 、 Cold Spring Harb
or Laboratory Press;Ausubel,F.M.他 、 (1995お よ び 定 期 的 補 遺 ;「 Current Protocols in
 Molecular Biology」 第 9、 13、 16章 、 John Wiley & Sons、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ニ ュ ー ヨ ー ク
);B.Roe、 J.Crabtree、 お よ び A.Kahn、 1996、 「 DNA Isolation and Sequencing:Essentia
l Techniques」 、 John Wiley & Sons;J.M.Polakお よ び James O'D.McGee、 1990、 「 In Sit
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u Hybridization:Principles and Practice」 、 Oxford University Press;M.J.Gait(編 集
者 )、 1984、 「 Oligonucleotide Synthesis:A Practical Approach」 、 Irl Press;D.M.J.L
illeyお よ び J.E.Dahlberg、 1992、 「 Methods of Enzymology:DNA Structure Part A:Synt
hesis and Physical Analysis of DNA Methods in Enzymology」 Academic Press参 照 。 こ
れ ら 一 般 教 科 書 の そ れ ぞ れ を 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
ポ リ ペ プ チ ド
本 明 細 書 に 開 示 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 2お よ び 配 列 番 号 4に 示 す 具 体 的 な 配 列
ま た は そ の 断 片 、 あ る い は GCR1や GCR2タ ン パ ク 質 か ら 得 た 配 列 だ け に は 限 定 さ れ ず 、 任 意
の 源 た と え ば 関 連 す る 細 胞 性 相 同 体 、 他 の 種 由 来 の 相 同 体 、 そ れ ら の 変 異 体 ま た は 誘 導 体
か ら 得 た 相 同 配 列 も 含 む こ と も 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
し た が っ て 、 本 開 示 は 、 配 列 番 号 2お よ び 配 列 番 号 4に 示 し た ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 異 体 、 相 同
体 、 誘 導 体 の み な ら ず 、 本 明 細 書 に 開 示 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 の 変 異 体 、 相 同 体 、 誘 導 体 も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
相 同 体
開 示 す る ポ リ ペ プ チ ド に は 、 任 意 の 源 、 た と え ば 関 連 す る ウ イ ル ス ／ 細 菌 の タ ン パ ク 質 、
細 胞 の 相 同 体 、 合 成 ペ プ チ ド か ら 得 た 相 同 配 列 の み な ら ず 、 そ の 変 異 体 や 誘 導 体 が 含 ま れ
る 。 し た が っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド に は 、 哺 乳 動 物 (た と え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ )、 特 に
霊 長 類 、 と り わ け ヒ ト な ど の 動 物 を 含 む 他 の 種 由 来 の GCR1お よ び /ま た は GCR2の 相 同 体 を
コ ー ド す る も の も 含 ま れ る 。 よ り 詳 細 に は 、 相 同 体 に は ヒ ト の 相 同 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
本 文 書 の 文 脈 で は 、 相 同 配 列 ま た は 相 同 体 と は 、 少 な く と も 30個 、 好 ま し く は 50、 70、 90
、 ま た は 100個 の ア ミ ノ 酸 に わ た る ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で 、 GCR1ま た は GCR2と 少 な く と も 60、 7
0、 80、 ま た は 90%同 一 、 好 ま し く は 少 な く と も 95ま た は 98%同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 た
と え ば 本 明 細 書 中 の 配 列 表 に 示 す も の を 含 め る こ と と す る 。 本 文 書 の 文 脈 で は 、 相 同 配 列
は 、 好 ま し く は 少 な く と も 50ま た は 100個 、 好 ま し く は 200、 300、 400ま た は 500個 の ア ミ
ノ 酸 に わ た る ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で 、 GCR1ま た は GCR2の 配 列 と 少 な く と も 15、 20、 25、 30、 40
、 50、 60、 70、 80ま た は 90%同 一 、 好 ま し く は 少 な く と も 95ま た は 98%同 一 で あ る ア ミ ノ 酸
配 列 、 た と え ば GCR1(配 列 番 号 2)お よ び GCR2(配 列 番 号 4)を 含 め る こ と と す る 。 相 同 性 は 類
似 度 の 点 か ら 考 慮 す る こ と も で き る が (す な わ ち 類 似 の 化 学 特 性 /機 能 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残
基 )、 本 文 書 の 文 脈 で は 、 配 列 の 同 一 性 の 点 か ら 相 同 性 を 表 す こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
相 同 性 の 比 較 は 視 認 で 行 う こ と が で き 、 ま た は よ り 一 般 的 に は 容 易 に 入 手 可 能 な 配 列 比 較
プ ロ グ ラ ム を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 こ れ ら 市 販 の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム で 、 2つ 以
上 の 配 列 間 の %相 同 性 を 計 算 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
%相 同 性 は 、 連 続 し た 配 列 に わ た っ て 計 算 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 一 方 の 配 列 が 他 方
の 配 列 と ア ラ イ ン し て お り 、 一 方 の 配 列 内 の 個 々 の ア ミ ノ 酸 を 他 方 の 配 列 の 対 応 す る ア ミ
ノ 酸 と 、 1残 基 ず つ 直 接 比 較 す る 。 こ れ は 、 「 ギ ャ ッ プ の な い (ungapped)」 ア ラ イ ン メ ン
ト と 呼 ば れ る 。 通 常 、 こ の よ う な ギ ャ ッ プ の な い ア ラ イ ン メ ン ト は 比 較 的 少 数 の 残 基 で の
み 実 施 さ れ る (た と え ば 50個 未 満 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 )。
【 ０ ０ ４ ３ 】
こ の 方 法 は 非 常 に 単 純 で 一 貫 し た 方 法 で あ る が 、 た と え ば 、 普 通 な ら 同 一 で あ る 配 列 の 対
で 、 1つ の 挿 入 ま た は 欠 失 が そ の 後 の ア ミ ノ 酸 残 基 に ア ラ イ ン メ ン ト の ず れ を 生 じ さ せ 、
そ の 結 果 、 全 体 の ア ラ イ ン メ ン ト を 行 っ た 場 合 に %相 同 性 が 大 き く 減 少 す る 可 能 性 が あ る
こ と を 考 慮 に 入 れ て い な い 。 し た が っ て 、 ほ と ん ど の 配 列 比 較 方 法 は 、 全 体 の 相 同 性 ス コ
ア に 過 度 の ペ ナ ル テ ィ を 与 え る こ と な し に 挿 入 ま た は 欠 失 の 可 能 性 を 考 慮 に 入 れ る 最 適 な
ア ラ イ ン メ ン ト を 生 成 す る よ う 設 計 さ れ て い る 。 こ れ は 、 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト に 「 ギ ャ ッ
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プ 」 を 挿 入 し て 局 部 相 同 性 を 最 大 に し よ う と す る こ と に よ っ て な さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
し か し 、 よ り 複 雑 な こ れ ら の 方 法 で は 、 同 数 の 同 一 ア ミ ノ 酸 で は 、 で き る だ け 少 な い ギ ャ
ッ プ の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト (こ れ は 比 較 し て い る 2つ の 配 列 間 の 関 連 性 が よ り 高 い こ と を 反
映 す る )が ギ ャ ッ プ の 多 い も の よ り 高 い ス コ ア を 得 る よ う に 、 ア ラ イ ン メ ン ト 内 で 起 こ る
各 ギ ャ ッ プ に 「 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ 」 を 課 す 。 「 擬 似 ギ ャ ッ プ コ ス ト 」 は 通 常 、 ギ ャ ッ プ
の 存 在 に 比 較 的 高 い コ ス ト を 課 し 、 ギ ャ ッ プ 内 に 続 く 各 残 基 に よ り 小 さ な ペ ナ ル テ ィ を 課
す よ う に 用 い ら れ る 。 こ れ は 、 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る ギ ャ ッ プ ス コ ア 決 定 シ ス テ ム
で あ る 。 も ち ろ ん 、 高 い ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ は 、 よ り 少 な い ギ ャ ッ プ の 最 適 化 さ れ た ア ラ
イ ン メ ン ト を 生 成 す る 。 ほ と ん ど の ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム は 、 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ を
変 更 す る こ と が で き る 。 し か し 、 こ の よ う な ソ フ ト ウ ェ ア を 配 列 比 較 に 使 用 す る 場 合 は 、
デ フ ォ ル ト 値 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 た と え ば 、 GCG Wisconsin Bestfitパ ッ ケ ー ジ (
下 記 参 照 )を 使 用 す る 場 合 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の デ フ ォ ル ト ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ は 、 ギ ャ ッ
プ は -12、 各 伸 長 は -4で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
し た が っ て 、 最 大 %相 同 性 の 計 算 に は 、 ま ず 、 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ を 考 慮 し た 最 適 ア ラ イ
ン メ ン ト の 生 成 が 必 要 と さ れ る 。 こ の よ う な ア ラ イ ン メ ン ト を 実 施 す る の に 適 切 な コ ン ピ
ュ ー タ プ ロ グ ラ ム は 、 GCG Wisconsin Bestfitパ ッ ケ ー ジ (米 国 ウ ィ ス コ ン シ ン 大 学 ;Dever
eux他 、 1984、 Nucleic Acids Research、 12:387)で あ る 。 配 列 比 較 を 実 施 す る こ と が で き
る 他 の ソ フ ト ウ ェ ア の 例 に は 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い が 、 BLASTパ ッ ケ ー ジ (Ausubel
他 、 1999、 ibid、 第 18章 参 照 )、 FASTA(Atschul他 、 1990、 J.Mol.Biol.、 403-410)お よ び G
ENEWORKSの 比 較 ツ ー ル 一 式 が 含 ま れ る 。 BLASTと FASTAの い ず れ も で 、 オ フ ラ イ ン お よ び オ
ン ラ イ ン 検 索 が 利 用 可 能 で あ る (Ausubel他 、 1999、 ibid、 ペ ー ジ 7-58、 7-60)。 し か し 、 G
CG Bestfitプ ロ グ ラ ム を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
最 終 %相 同 性 を 同 一 性 の 点 か ら 測 定 す る こ と が で き る が 、 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ セ ス 自 体 は
通 常 、 絶 対 的 な 対 比 較 に 基 づ い て い な い 。 代 わ り に 、 各 対 の 比 較 に 化 学 的 類 似 度 ま た は 進
化 的 距 離 に 基 づ い た ス コ ア を 割 り 当 て る ス ケ ー ル ド (scaled)類 似 性 ス コ ア 行 列 が 一 般 的 に
使 用 さ れ る 。 一 般 的 に 使 用 さ れ る こ の よ う な 行 列 の 例 は 、 BLASTプ ロ グ ラ ム 一 式 の デ フ ォ
ル ト 行 列 で あ る BLOSUM62行 列 で あ る 。 GCG Wisconsinプ ロ グ ラ ム は 概 し て 、 一 般 的 な デ フ
ォ ル ト 値 、 ま た は 供 給 さ れ て い れ ば カ ス タ ム シ ン ボ ル 比 較 表 の い ず れ か を 使 用 す る (詳 細
な 説 明 に は 取 扱 説 明 書 参 照 )。 GCGパ ッ ケ ー ジ に は 一 般 的 な デ フ ォ ル ト 値 、 他 の ソ フ ト ウ ェ
ア の 場 合 に は BLOSUM62な ど デ フ ォ ル ト 行 列 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
ソ フ ト ウ ェ ア が 最 適 ア ラ イ ン メ ン ト を 生 成 し た 後 は 、 %相 同 性 、 好 ま し く は %配 列 同 一 性 を
計 算 す る こ と が で き る 。 こ の ソ フ ト ウ ェ ア は 通 常 こ れ を 配 列 比 較 の 一 環 と し て 行 っ て 、 数
値 の 結 果 を 作 成 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
変 異 体 お よ び 誘 導 体
本 明 細 書 に 記 載 す る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 連 す る 用 語 「 変 異 体 」 ま た は 「 誘 導 体 」 に は 、 置
換 し た も の 、 変 異 さ せ た も の 、 改 変 し た も の 、 交 換 し た も の 、 1個 (ま た は 複 数 の )ア ミ ノ
酸 を 配 列 か ら 欠 失 さ せ た ま た は 配 列 に 追 加 し た も の す べ て が 含 ま れ る 。 好 ま し く は 、 生 じ
た ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 改 変 し て い な い 配 列 と 実 質 的 に 同 じ 活 性 を 保 持 し 、 好 ま し く は 少 な く
と も 、 配 列 表 に 示 す GCR1お よ び /ま た は GCR2ポ リ ペ プ チ ド と 同 じ 活 性 を 有 す る 。 し た が っ
て 、 好 ま し く は 、 こ の 配 列 の 重 要 な 特 徴 、 す な わ ち こ れ ら が PGCお よ び ES細 胞 ま た は EG細
胞 な ど 他 の 多 能 性 細 胞 に 特 異 的 で あ り 、 細 胞 集 団 内 で こ れ ら の 細 胞 の マ ー カ ー と し て 働 く
こ と は 、 保 持 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 お よ び 組 成 物 で 使 用 す る た め に 、 実 施 例 中 に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る ポ リ ペ プ チ ド あ る い は そ の 断 片 ま た は 相 同 体 を 改 変 す る こ と が で き る 。 通 常 、 配 列 の
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生 理 活 性 を 維 持 す る 改 変 が 行 わ れ る 。 改 変 し た 配 列 が 改 変 し て い な い 配 列 の 生 理 活 性 を 維
持 す る と い う こ と を 条 件 と し て 、 ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 た と え ば 1、 2ま た は 3個 か ら 10、 20ま
た は 30個 の 置 換 を 行 う こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 置 換 に は 、 た と え ば 治 療 で 投 与 し た ポ リ ペ
プ チ ド の 血 漿 半 減 期 を 増 加 さ せ る た め の 、 自 然 に 存 在 し な い 類 似 体 の 使 用 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
GCR1お よ び GCR2の 自 然 変 異 体 に は 、 お そ ら く 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 体 が 含 ま れ る 。 保 存 的
置 換 は 、 た と え ば 下 記 の 表 に 従 っ て 定 義 す る こ と が で き る 。 第 2段 で 同 一 ブ ロ ッ ク 内 に あ
り 、 好 ま し く は 第 3段 で 同 一 行 内 に あ る ア ミ ノ 酸 は 、 互 い に 置 換 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ２ 】
断 片
本 明 細 書 に 開 示 し 、 マ ー カ ー と し て 有 用 で あ る ポ リ ペ プ チ ド に は 、 配 列 番 号 2お よ び 配 列
番 号 4に 示 し た 配 列 の 断 片 を 含 め た 上 述 の 完 全 長 ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ の 変 異 体 の 断 片 が
含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
ポ リ ペ プ チ ド に は 、 任 意 の GCR1お よ び /ま た は GCR2ポ リ ペ プ チ ド の 完 全 長 配 列 の 断 片 も 含
ま れ る 。 好 ま し く は 、 断 片 は 少 な く と も 1つ の エ ピ ト ー プ を 含 む 。 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る
方 法 は 当 分 野 で 周 知 で あ る 。 断 片 は 通 常 少 な く と も 6個 の ア ミ ノ 酸 、 よ り 好 ま し く は 少 な
く と も 10、 20、 30、 50、 ま た は 100個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
GCR1お よ び /ま た は GCR2の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら の 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12、 13、 14、 15、
16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24、 25、 26、 27、 28、 29、 30、 31、 32、 33、 34、 35、
36、 37、 38、 39、 40、 41、 42、 43、 44、 45、 46、 47、 48、 49、 50、 51、 52、 53、 54、 55、
56、 57、 58、 59、 60、 61、 62、 63、 64、 65、 66、 67、 68、 69、 70、 71、 72、 73、 74、 75、
76、 77、 78、 79、 80、 81、 82、 83、 84、 85、 86、 87、 88、 89、 90、 91、 92、 93、 94、 95、
96、 97、 98、 99、 100、 105、 110、 115、 120、 125、 130、 135、 140、 145ま た は 150個 以 上
の 残 基 を 含 む 、 好 ま し く は そ れ か ら な る 断 片 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
GCRタ ン パ ク 質 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 な ら び に そ の 対 立 形 質 お よ び 種 変 異 体 (species varian
t)は 、 保 存 的 置 換 を 含 め て 1つ ま た は 複 数 (た と え ば 5、 10、 15、 ま た は 20個 )の 置 換 、 欠 失
、 挿 入 を 含 む 可 能 性 が あ る 。 置 換 、 欠 失 、 お よ び /ま た は 挿 入 が 起 こ る 場 合 、 た と え ば 異
な る 種 の 場 合 は 、 好 ま し く は 配 列 表 に 示 す ア ミ ノ 酸 残 基 の 50%、 40%、 ま た は 20%未 満 の ア
ミ ノ 酸 残 基 が 改 変 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
GCR1お よ び /GCR2、 な ら び に そ の 断 片 、 相 同 体 、 変 異 体 、 誘 導 体 を 、 組 換 え 手 段 に よ っ て
作 成 す る こ と が で き る 。 ま た 一 方 、 こ れ ら を 固 相 合 成 な ど 当 業 者 に 周 知 の 技 術 を 用 い た 合
成 手 段 に よ っ て 作 成 す る こ と も で き る 。 こ の タ ン パ ク 質 を 、 た と え ば 抽 出 お よ び 精 製 を 補
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助 す る た め に 、 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 生 成 す る こ と も で き る 。 融 合 タ ン パ ク 質 の パ ー ト ナ
ー の 例 に は 、 グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (GST)、 6× His、 GAL4(DNA結 合 お よ び /
ま た は 転 写 活 性 化 ド メ イ ン )、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が 含 ま れ る 。 ま た 、 融 合 タ ン パ ク 質 配
列 の 除 去 を 可 能 に す る た め に 、 融 合 タ ン パ ク 質 の パ ー ト ナ ー と 目 的 の タ ン パ ク 質 配 列 と の
間 に タ ン パ ク 質 分 解 性 の 切 断 部 位 を 含 め る と 便 利 な 場 合 が あ る 。 好 ま し く は 、 こ の 融 合 タ
ン パ ク 質 は 目 的 の タ ン パ ク 質 配 列 の 機 能 を 妨 げ な い 。 動 物 細 胞 の 細 胞 抽 出 物 を 精 製 し て タ
ン パ ク 質 を 得 る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
本 明 細 書 に 開 示 す る GCR1お よ び /ま た は GCR2ポ リ ペ プ チ ド 、 変 異 体 、 相 同 体 、 断 片 、 お よ
び 誘 導 体 は 、 実 質 的 に 単 離 さ れ た 形 に で き る 。 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 、 タ ン パ ク 質 の
意 図 す る 目 的 を 妨 げ な い キ ャ リ ア ま た は 希 釈 剤 と 混 合 し て も 、 実 質 的 に 単 離 さ れ て い る と
み な さ れ る こ と を 理 解 さ れ た い 。 GCR1/GCR2の 変 異 体 、 相 同 体 、 断 片 、 誘 導 体 も 実 質 的 に
精 製 し た 形 で あ る こ と が で き 、 こ の 場 合 、 一 般 的 に 調 製 物 内 に こ の タ ン パ ク 質 を 含 み 、 調
製 物 内 の タ ン パ ク 質 の 90%超 、 た と え ば 95%、 98%、 ま た は 99%が タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
本 明 細 書 に 開 示 す る GCR1/GCR2ポ リ ペ プ チ ド 、 変 異 体 、 相 同 体 、 断 片 、 お よ び 誘 導 体 を 明
示 標 識 (revealing label)で 標 識 す る こ と が で き る 。 明 示 標 識 は 、 ポ リ ペ プ チ ド な ど の 検
出 を 可 能 に す る 任 意 の 適 切 な 標 識 に す る こ と が で き る 。 適 切 な 標 識 に は 、 放 射 性 同 位 元 素
、 た と え ば 1 2 5 I、 酵 素 、 抗 体 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び ビ オ チ ン な ど リ ン カ ー が 含 ま れ
る 。 試 料 内 の ポ リ ペ プ チ ド の 量 を 決 定 す る た め に 、 標 識 し た ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 ア ッ セ イ
な ど 診 断 上 の 手 順 で 使 用 す る こ と が で き る 。 標 準 の プ ロ ト コ ル を 使 用 し て 動 物 お よ び ヒ ト
内 の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 反 応 性 を 検 出 す る た め に 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 標 識 し た ポ リ
ペ プ チ ド を 血 清 免 疫 ア ッ セ イ ま た は 細 胞 免 疫 ア ッ セ イ で 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
本 明 細 書 に 開 示 す る 、 任 意 選 択 で 標 識 し た GCR1/GCR2ポ リ ペ プ チ ド 、 変 異 体 、 相 同 体 、 断
片 、 お よ び 誘 導 体 を 固 相 、 た と え ば 免 疫 ア ッ セ イ ウ ェ ル の 表 面 ま た は デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク
に 固 定 化 す る こ と も で き る 。 こ の よ う な 標 識 し た お よ び /ま た は 固 定 化 し た ポ リ ペ プ チ ド
を 、 適 切 な 試 薬 、 対 照 、 指 示 書 な ど と 共 に 、 適 切 な 容 器 の キ ッ ト に パ ッ ケ ー ジ す る こ と が
で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 対 立 形 質 や 種 変 異 体 に 対 す る 抗 体 の 、 免 疫 ア ッ セ イ に よ
る 検 出 方 法 に 、 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド お よ び キ ッ ト を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
免 疫 ア ッ セ イ 方 法 は 当 分 野 で 周 知 で あ り 、 一 般 的 に (a)前 記 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 に よ
っ て 結 合 可 能 な エ ピ ト ー プ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る こ と 、 (b)生 物 試 料 を 前 記 ポ リ
ペ プ チ ド と 共 に 、 抗 体 -抗 原 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と
、 お よ び (c)前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 抗 体 -抗 原 複 合 体 が 形 成 さ れ て い る か ど う か を 決 定 す
る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ６ １ 】
本 明 細 書 に 開 示 す る GCR1/GCR2ポ リ ペ プ チ ド 、 変 異 体 、 相 同 体 、 断 片 、 お よ び 誘 導 体 は 、
そ れ に 対 応 す る 遺 伝 子 お よ び そ の 相 同 体 の 、 疾 病 に お け る 機 能 を 含 め た 細 胞 機 能 に お け る
役 割 を 研 究 す る た め に 、 in vitroま た は in vivo細 胞 培 養 シ ス テ ム で 使 用 す る こ と が で き
る 。 た と え ば 、 切 断 し た ま た は 改 変 し た ポ リ ペ プ チ ド を 細 胞 に 導 入 し て 、 細 胞 内 で 起 こ る
通 常 の 機 能 を 乱 す こ と が で き る 。 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー か ら の ポ リ ペ プ チ ド の in situ発 現
に よ っ て (下 記 参 照 )ポ リ ペ プ チ ド を 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 発 現 ベ ク タ ー は 、 任 意
選 択 で ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 調 節 す る 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
昆 虫 細 胞 や 哺 乳 動 物 細 胞 な ど 適 切 な 宿 主 細 胞 の 使 用 に よ り 、 組 換 え 発 現 産 物 に 最 適 な 生 理
活 性 を 与 え る の に 必 要 な 可 能 性 が あ る 翻 訳 後 修 飾 (た と え ば 、 ミ リ ス ト ル 化 、 グ リ コ シ ル
化 、 切 断 、 ラ ピ デ ー シ ョ ン 、 お よ び チ ロ シ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン リ ン 酸 化 )が 行 わ れ る
こ と が 期 待 さ れ る 。 本 明 細 書 に 開 示 す る GCR1/GCR2ポ リ ペ プ チ ド 、 変 異 体 、 相 同 体 、 断 片
、 お よ び 誘 導 体 が 発 現 さ れ る こ の よ う な 細 胞 培 養 シ ス テ ム を 、 細 胞 内 の ポ リ ペ プ チ ド の 機
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能 を 妨 害 す る ま た は 促 進 す る 候 補 物 質 を 同 定 す る ア ッ セ イ シ ス テ ム で 使 用 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
GCR1/GCR2核 酸
本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 概 し て 、 い く つ か の GCR1お よ び GCR2核 酸 と 共 に
、 そ の 断 片 、 相 同 体 、 変 異 体 、 誘 導 体 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 核 酸 配 列 は 好 ま し く は 本 明 細
書 中 、 特 に 配 列 表 中 に 開 示 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る 。 好 ま し く は 、 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド は 、 配 列 番 号 1、 3、 5、 6、 7、 8、 9ま た は そ の 断 片 、 相 同 体 、 変 異 体 、 誘 導 体 か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る Stellaお よ び /ま た は Fragilis核 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
具 体 的 に は 、 本 発 明 者 ら は 、 本 明 細 書 に 開 示 す る 任 意 の GCR1お よ び /ま た は GCR2ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 す る 。 し た が っ て 、 用 語 「 GCR核 酸 」 、 「 GCR1核 酸 」 、 お よ
び 「 GCR2核 酸 」 は そ れ に 沿 っ て 解 釈 さ れ る べ き で あ る 。 し か し 、 好 ま し く は 、 こ の よ う な
核 酸 は 、 配 列 番 号 1、 3、 5、 6、 7、 8ま た は 9に 示 す 任 意 の 配 列 、 あ る い は 配 列 番 号 2お よ び
4の ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の も の を コ ー ド す る 配 列 、 な ら び に こ の よ う な 核 酸 の 断 片 、 相 同
体 、 変 異 体 、 ま た は 誘 導 体 を 含 む 。 し た が っ て 、 好 ま し く は 、 上 記 の 用 語 は こ れ ら の 配 列
を 指 す と 解 釈 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 文 書 で 使 用 す る 用 語 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 、 「 ヌ ク レ オ チ ド 」 お よ び 核 酸 は 、 互 い に 同
義 で あ る こ と を 意 図 す る 。 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 一 般 的 に 、 改 変 し て い な い RNAま た は D
NA、 あ る い は 改 変 し た RNAま た は DNAで あ っ て よ い 任 意 の ポ リ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ
デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を い う 。 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 に は 、 そ れ だ け に 限 定 さ れ る こ
と は な い が 、 一 本 鎖 お よ び 二 本 鎖 DNA、 一 本 鎖 と 二 本 鎖 領 域 の 混 合 DNA、 一 本 鎖 お よ び 二 本
鎖 RNA、 一 本 鎖 と 二 本 鎖 領 域 の 混 合 RNA、 一 本 鎖 ま た は よ り 典 型 的 に は 二 本 鎖 あ る い は 一 本
鎖 と 二 本 鎖 領 域 の 混 合 で あ る DNAと RNAを 含 む ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 「 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と は 、 RNA、 DNA、 ま た は RNAと DNAを い ず れ も 含 む 三 本 鎖 領 域 を い う 。 用
語 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 1つ ま た は 複 数 の 改 変 し た 塩 基 を 含 む DNAま た は RNA、 お よ び
安 定 性 ま た は 他 の 理 由 で 主 鎖 を 改 変 し た DNAま た は RNAを 含 む 。 「 改 変 し た 」 塩 基 に は 、 た
と え ば ト リ チ ル 化 し た 塩 基 、 イ ノ シ ン な ど 珍 し い 塩 基 が 含 ま れ る 。 DNAお よ び RNAに 様 々 な
改 変 が 行 わ れ 、 し た が っ て 、 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 自 然 に 存 在 す る 化 学 的 、 酵 素 的 、 代
謝 的 に 改 変 し た 形 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の み な ら ず 、 ウ イ ル ス お よ び 細 胞 に 特 徴 的 な DNAお
よ び RNAの 化 学 的 形 態 も 包 含 す る 。 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は ま た 、 し ば し ば オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド と 呼 ば れ る 比 較 的 短 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
遺 伝 コ ー ド の 縮 重 の 結 果 、 多 数 の 様 々 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 核 酸 が 同 じ ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る こ と が で き る こ と は 、 当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。 さ ら に 、 当 業 者 は 日 常 的 な
技 術 を 使 用 し て 、 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る 任 意 の 特 定 の 宿 主 生 物 の コ ド ン 利 用 を 反 映 さ
せ る た め に 、 本 明 細 書 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 影 響
し な い ヌ ク レ オ チ ド 置 換 を 行 う こ と が で き る こ と も 、 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
変 異 体 、 誘 導 体 、 お よ び 相 同 体
本 明 細 書 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 DNAま た は RNAを 含 む こ と が で き る 。 こ れ ら は 、 一
本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ り 得 る 。 こ れ ら は ま た 、 内 部 に 合 成 ま た は 改 変 し た ヌ ク レ オ チ ド を
含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 得 る 。 い く つ か の 異 な る タ イ プ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 改 変
が 当 分 野 で 知 ら れ て い る 。 こ れ ら に は 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト お よ び ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 主
鎖 、 分 子 の 3'末 端 お よ び /ま た は 5'末 端 へ の ア ク リ ジ ン ま た は ポ リ リ ジ ン 鎖 の 付 加 が 含 ま
れ る 。 本 文 書 の 目 的 の た め に 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 分 野 で 利 用
可 能 な 任 意 の 方 法 で 改 変 で き る こ と を 理 解 さ れ た い 。 こ の よ う な 改 変 を 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド の in vivo活 性 ま た は 寿 命 を 増 強 さ せ る た め に 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
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ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 二 本 鎖 の 場 合 は 、 二 重 鎖 の 両 鎖 が 、 個 別 で も 組 み 合 わ せ て で も 、 本 明
細 書 に 記 載 の 方 法 お よ び 組 成 物 に 包 含 さ れ て い る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 一 本 鎖 の 場 合 は 、
そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 配 列 も 含 ま れ る こ と を 理 解 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 連 し て 、 用 語 「 変 異 体 」 、 「 相 同 体 」 、 ま た は 「 誘 導 体 」 に は 、 生
じ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 多 能 性 細 胞 に 特 異 的 、 好 ま し く は PGC、 ES細 胞 、 ま た は EG細 胞 に
特 異 的 で あ る こ と を 条 件 と し て 、 置 換 し た も の 、 変 異 さ せ た も の 、 改 変 し た も の 、 交 換 し
た も の 、 1個 (ま た は 複 数 の )ヌ ク レ オ チ ド を 配 列 か ら 欠 失 さ せ た ま た は 配 列 に 追 加 し た も
の す べ て が 含 ま れ る 。 最 も 好 ま し く は 、 生 じ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は PGCに 特 異 的 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
上 に 示 し た よ う に 、 配 列 同 一 性 に 関 し て 、 「 相 同 体 」 と は 配 列 表 に 示 す 関 連 す る 配 列 と 、
好 ま し く は 、 少 な く と も 5%の 同 一 性 、 少 な く と も 10%の 同 一 性 、 少 な く と も 15%の 同 一 性 、
少 な く と も 20%の 同 一 性 、 少 な く と も 25%の 同 一 性 、 少 な く と も 30%の 同 一 性 、 少 な く と も 3
5%の 同 一 性 、 少 な く と も 40%の 同 一 性 、 少 な く と も 45%の 同 一 性 、 少 な く と も 50%の 同 一 性
、 少 な く と も 55%の 同 一 性 、 少 な く と も 60%の 同 一 性 、 少 な く と も 65%の 同 一 性 、 少 な く と
も 70%の 同 一 性 、 少 な く と も 75%の 同 一 性 、 少 な く と も 80%の 同 一 性 、 少 な く と も 85%の 同 一
性 、 少 な く と も 90%の 同 一 性 、 ま た は 少 な く と も 95%の 同 一 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
よ り 好 ま し く は 少 な く と も 95%の 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 96%の 同 一 性 、 よ り 好
ま し く は 少 な く と も 97%の 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 98%の 同 一 性 、 よ り 好 ま し く
は 少 な く と も 99%の 同 一 性 を 有 す る 。 ヌ ク レ オ チ ド 相 同 性 比 較 を 上 記 の よ う に 行 う こ と が
で き る 。 好 ま し い 配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム は 、 上 記 の GCG Wisconsin Bestfitプ ロ グ ラ ム で あ
る 。 デ フ ォ ル ト ス コ ア 決 定 (scoring)行 列 は 、 同 一 ヌ ク レ オ チ ド そ れ ぞ れ に 対 し て 10、 そ
れ ぞ れ の 不 一 致 に 対 し て -9の 一 致 値 (match value)を 有 す る 。 デ フ ォ ル ト ギ ャ ッ プ 作 成 ペ
ナ ル テ ィ は -50で あ り 、 デ フ ォ ル ト ギ ャ ッ プ 伸 長 ペ ナ ル テ ィ は 各 ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て -3
で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
本 発 明 者 ら は さ ら に 、 本 明 細 書 に 提 示 す る 任 意 の 配 列 、 ま た は そ の 任 意 の 変 異 体 、 断 片 、
誘 導 体 、 あ る い は 上 記 の い ず れ か の 相 補 体 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 記 載 す る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 好 ま し く は 少 な く と も 15ヌ ク レ オ チ ド
長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 20、 30、 40ま た は 50ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 す る 用 語 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 に は 、 「 核 酸 の 鎖 が 塩 基 対 形 成 で
相 補 鎖 と 結 合 す る 方 法 」 の み な ら ず 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 技 術 で 行 わ れ る よ う な 増 幅
方 法 が 含 ま れ る も の と す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
本 明 細 書 に 提 示 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ の 相 補 体 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ
と が で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 一 般 的 に 、 少 な く と も 20個 、 好 ま し く は 少 な く と も 25ま た
は 30個 、 た と え ば 少 な く と も 40、 60ま た は 100個 以 上 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 領 域 に わ た
っ て 、 本 明 細 書 に 提 示 す る 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 70%、 好 ま し く は 少 な
く と も 80ま た は 90%、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 95%ま た は 98%相 同 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
用 語 「 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 」 と は 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が バ ッ ク グ ラ ウ ン ド よ
り 有 意 に 高 い レ ベ ル で プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 分 か っ て い る 条 件 下 で 、 プ ロ
ー ブ と し て 用 い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ と を い う 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン は 、 た と え ば cDNAま た は ス ク リ ー ニ ン グ す る ゲ ノ ム DNAラ イ ブ ラ リ 内 に 存 在
す る 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 原 因 で 起 こ る 可 能 性 が あ る 。 こ の 場 合 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド は
、 プ ロ ー ブ と ラ イ ブ ラ リ 内 の 非 特 異 的 DNAメ ン バ ー と の 間 の 相 互 作 用 に よ っ て 生 じ た シ グ
ナ ル レ ベ ル を 示 し 、 標 的 DNAで 観 察 さ れ る 特 異 的 相 互 作 用 の 1/10未 満 、 好 ま し く は 1/100未
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満 の 強 度 で あ る 。 相 互 作 用 の 強 度 は 、 た と え ば プ ロ ー ブ を 3 2 Pな ど で 放 射 標 識 す る こ と で
測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 Bergerお よ び Kimmel(1987、 「 Guide to Molecular Clon
ing Techniques,Methods in Enzymology」 、 第 152巻 、 Academic Press、 カ リ フ ォ ル ニ ア
州 サ ン デ ィ エ ゴ )に 教 示 さ れ る よ う に 核 酸 結 合 複 合 体 の 融 解 温 度 (Tm)に 基 づ い て お り 、 「
ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 の 定 義 は 以 下 で 説 明 す る よ う に 与 え る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
最 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 通 常 、 約 Tm-5℃ (プ ロ ー ブ の Tmの 5℃ 下 )で 起 こ り 、 Tmの 約 5℃ か
ら 10℃ 下 で 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 、 Tmの 約 10℃ か ら 20℃ 下 で 中 程 度 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 、
Tmの 約 20℃ か ら 25℃ 下 で 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー で あ る 。 当 業 者 に は 理 解 さ れ る よ う に 、 最
高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 使 用 し て 同 一 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
同 定 ま た は 検 出 す る こ と が で き 、 中 程 度 (ま た は 低 )ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン を 使 用 し て 類 似 の ま た は 関 連 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 同 定 ま た は 検 出 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 者 ら は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 (た と え ば 、 65℃ お よ び 0.1
× SSC{1× SSC=0.15M NaCl、 0.015M ク エ ン 酸 Na 3 pH7.0})で 、 GCR1/GCR2核 酸 、 ま た は そ の
断 片 、 相 同 体 、 変 異 体 、 誘 導 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 開
示 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 二 本 鎖 の 場 合 は 、 二 重 鎖 の 両 鎖 が 、 個 別 で も 組 み 合 わ せ て で も 、 本 発
明 の 開 示 に 包 含 さ れ て い る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 一 本 鎖 の 場 合 は 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の 相 補 配 列 も 開 示 さ れ 包 含 さ れ て い る こ と を 理 解 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
本 明 細 書 に 開 示 す る 配 列 と 100%相 同 で は な い が 開 示 の 範 囲 内 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、
い く つ か の 方 法 で 得 る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 の 配 列 の 他 の 変 異 体 は 、 た と え ば 、
様 々 な 個 体 、 た と え ば 異 な る 集 団 か ら の 個 体 か ら 作 成 し た DNAラ イ ブ ラ リ を プ ロ ー ブ す る
こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 さ ら に 、 他 の ウ イ ル ス 性 /細 菌 性 、 ま た は 細 胞 性 の 相 同
体 、 特 に 哺 乳 動 物 細 胞 に あ る 細 胞 性 相 同 体 (た と え ば 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ウ シ お よ び 霊 長
類 の 細 胞 、 ヒ ト 細 胞 を 含 む )を 得 る こ と が で き 、 こ の よ う な 相 同 体 お よ び そ の 断 片 は 一 般
的 に 、 本 明 細 書 中 の 配 列 表 に 示 す 配 列 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 。 こ の
よ う な 配 列 は 、 他 の 動 物 種 か ら 作 成 し た cDNAラ イ ブ ラ リ ま た は 他 の 動 物 種 か ら の ゲ ノ ム DN
Aラ イ ブ ラ リ を プ ロ ー ブ し 、 配 列 番 号 1ま た は 3の す べ て ま た は 一 部 を 含 む プ ロ ー ブ で 、 中
程 度 か ら 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下 で こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ を プ ロ ー ブ す る こ と に
よ っ て 得 る こ と が で き る 。 GCR1お よ び GCR2の 種 相 同 体 な ら び に 対 立 形 質 変 異 体 得 る た め に
、 同 様 の 考 慮 事 項 が 当 て は ま る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
本 明 細 書 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て 、 プ ラ イ マ ー 、 た と え ば PCRプ ラ イ マ ー や
代 替 増 幅 反 応 用 の プ ラ イ マ ー 、 プ ロ ー ブ 、 た と え ば 放 射 性 ま た は 非 放 射 性 標 識 を 使 用 し て
従 来 方 法 に よ っ て 明 示 標 識 で 標 識 し た プ ロ ー ブ を 生 成 す る か 、 あ る い は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 こ の よ う な プ ラ イ マ ー 、 プ ロ ー ブ 、 お よ
び 他 の 断 片 は 、 少 な く と も 15、 好 ま し く は 少 な く と も 20、 た と え ば 少 な く と も 25、 30、 ま
た は 40ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り 、 ま た 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 用 語 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 包 含
さ れ る 。 好 ま し い 断 片 は 、 500、 200、 100、 50、 20ヌ ク レ オ チ ド 長 よ り 短 い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
DNAポ リ ヌ ク レ オ チ ド な ど の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び プ ロ ー ブ は 、 組 換 え 、 合 成 、 ま た は
当 業 者 に 利 用 可 能 な 任 意 の 方 法 に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 ま た 、 こ れ ら を 標 準 の 技
術 で ク ロ ー ニ ン グ す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
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一 般 的 に 、 プ ラ イ マ ー は 、 1ヌ ク レ オ チ ド ず つ 所 望 の 核 酸 配 列 を 段 階 的 に 製 造 す る こ と を
要 す る 合 成 方 法 に よ っ て 生 成 す る 。 自 動 化 技 術 を 使 用 し て こ れ を 行 う 技 術 は 、 当 分 野 で 容
易 に 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
よ り 長 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 一 般 的 に 組 換 え 方 法 を 使 用 し て 、 た と え ば PCR(ポ リ メ ラ ー ゼ
連 鎖 反 応 )ク ロ ー ニ ン グ 技 術 を 使 用 し て 生 成 す る 。 こ れ に は 、 ク ロ ー ニ ン グ を 所 望 す る 配
列 領 域 に 隣 接 す る 1対 の プ ラ イ マ ー (た と え ば 約 15か ら 30ヌ ク レ オ チ ド )を 作 成 す る こ と 、
プ ラ イ マ ー を 動 物 ま た は ヒ ト の 細 胞 か ら 得 た mRNAま た は cDNAと 接 触 さ せ る こ と 、 所 望 の 領
域 の 増 幅 を も た ら す 条 件 下 で ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 実 施 す る こ と 、 増 幅 し た 断 片 を (た
と え ば 反 応 混 合 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 精 製 す る こ と に よ っ て )単 離 す る こ と 、 お よ び 増
幅 し た DNAを 回 収 す る こ と を 要 す る 。 プ ラ イ マ ー は 、 増 幅 し た DNAを 適 切 な ク ロ ー ニ ン グ ベ
ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ で き る よ う 、 適 切 な 制 限 酵 素 認 識 部 位 を 含 む よ う に 設 計 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
ヌ ク レ オ チ ド ベ ク タ ー
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 組 換 え 複 製 可 能 な ベ ク タ ー に 組 み 入 れ る こ と が で き る 。 こ の ベ ク タ
ー は 、 適 合 宿 主 内 の 核 酸 を 複 製 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 さ ら な る 実
施 形 態 で は 、 本 発 明 者 ら は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 複 製 可 能 な ベ ク タ ー に 導 入 す る こ と 、 こ
の ベ ク タ ー を 適 合 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と 、 お よ び ベ ク タ ー の 複 製 を も た ら す 条 件 下 で 宿
主 細 胞 を 増 殖 さ せ る こ と に よ っ て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 作 成 す る 方 法 を 提 供 す る 。 適 切 な
宿 主 細 胞 に は 、 E.coliな ど の 細 菌 、 酵 母 菌 、 哺 乳 動 物 細 胞 系 、 お よ び 他 の 真 核 生 物 細 胞 系
、 た と え ば 昆 虫 Sf9細 胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
好 ま し く は 、 ベ ク タ ー 内 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 宿 主 細 胞 で コ ー ド 配 列 の 発 現 を も た ら す
こ と が で き る 調 節 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 。 す な わ ち 、 こ の ベ ク タ ー は 発 現 ベ ク タ
ー で あ る 。 用 語 「 作 動 可 能 に 連 結 」 と は 、 記 載 し た 構 成 成 分 が 、 そ の 意 図 さ れ た 様 式 で 機
能 で き る 関 係 に あ る こ と を 意 味 す る 。 コ ー ド 配 列 に 「 作 動 可 能 に 連 結 」 し て い る 制 御 配 列
は 、 調 節 配 列 に 適 合 し た 条 件 下 で コ ー ド 配 列 の 発 現 が 成 さ れ る よ う に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
た と え ば 調 節 配 列 に 指 示 さ れ る 転 写 レ ベ ル の 転 写 モ ジ ュ レ ー タ ー に 対 す る 応 答 性 を よ り 高
め さ せ る 、 さ ら な る 転 写 制 御 要 素 を 付 加 す る こ と に よ っ て 、 調 節 配 列 を 改 変 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
タ ン パ ク 質 の 発 現 を も た ら す た め に 、 ベ ク タ ー を 適 切 な 宿 主 に 、 下 記 の よ う に 形 質 転 換 ま
た は 形 質 移 入 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 方 法 に 、 ベ ク タ ー に タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る コ ー
ド 配 列 の 発 現 を も た ら す 条 件 下 で 、 上 記 の 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 さ せ た 宿 主 細 胞
を 培 養 す る こ と 、 お よ び 任 意 選 択 で 発 現 さ せ た タ ン パ ク 質 を 回 収 す る こ と を 含 め る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
ベ ク タ ー は 、 た と え ば 複 製 起 点 、 任 意 選 択 で 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 用 の プ ロ モ ー タ
ー 、 お よ び 任 意 選 択 で プ ロ モ ー タ ー の レ ギ ュ レ ー タ ー を 与 え ら れ た プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ
ル ス ベ ク タ ー に す る こ と が で き る 。 こ の ベ ク タ ー に 、 1つ ま た は 複 数 の 選 択 可 能 マ ー カ ー
遺 伝 子 、 た と え ば 細 菌 プ ラ ス ミ ド の 場 合 は ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 ま た は 哺 乳 動 物 ベ ク タ
ー の 場 合 は ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 含 め る こ と が で き る 。 た と え ば 宿 主 細 胞 を 形 質 移 入
ま た は そ れ を 形 質 転 換 さ せ る の に ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 調 節 配 列 に は 、 プ ロ モ ー タ ー /エ
ン ハ ン サ ー お よ び 他 の 発 現 制 御 シ グ ナ ル が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 調 節 配 列 を 、 発 現 ベ ク タ ー
を 使 用 す る 予 定 の 宿 主 細 胞 に 適 合 す る よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。 用 語 「 プ ロ モ ー タ ー
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」 は 当 分 野 で 周 知 で あ り 、 大 き さ お よ び 複 雑 さ が 最 小 プ ロ モ ー タ ー か ら 上 流 要 素 お よ び エ
ン ハ ン サ ー を 含 む プ ロ モ ー タ ー の 範 囲 で あ る 核 酸 領 域 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
プ ロ モ ー タ ー は 通 常 、 哺 乳 動 物 細 胞 内 で 機 能 的 な プ ロ モ ー タ ー か ら 選 択 さ れ る が 、 原 核 細
胞 の プ ロ モ ー タ ー お よ び 他 の 真 核 細 胞 で 機 能 的 な プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る こ と も で き る 。
こ の プ ロ モ ー タ ー は 通 常 、 ウ イ ル ス ま た は 真 核 細 胞 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 配 列 に 由 来 す る
。 た と え ば 、 発 現 を 引 き 起 こ さ せ る 細 胞 の ゲ ノ ム 由 来 の プ ロ モ ー タ ー に す る こ と が で き る
。 真 核 生 物 の プ ロ モ ー タ ー に 関 し て は 、 偏 在 的 に 機 能 す る プ ロ モ ー タ ー (α ア ク チ ン 、 β
ア ク チ ン 、 チ ュ ー ブ リ ン の プ ロ モ ー タ ー な ど )、 あ る い は 組 織 特 異 的 に 機 能 す る プ ロ モ ー
タ ー (ピ ル ビ ン 酸 キ ナ ー ゼ の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー な ど )に し 得 る 。 ま た 、 特 定 の 刺 激 に 応
答 す る プ ロ モ ー タ ー 、 た と え ば ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 受 容 体 を 結 合 す る プ ロ モ ー タ ー に す る
こ と も で き る 。 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 た と え ば モ ロ ニ ー マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス 末 端 反 復
配 列 (MMLV LTR)プ ロ モ ー タ ー 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス (RSV)LTRプ ロ モ ー タ ー 、 ヒ ト サ イ ト メ
ガ ロ ウ イ ル ス (CMV)IEプ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
異 種 性 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 細 胞 の 生 存 期 間 中 制 御 で き る よ う に 、 プ ロ モ ー タ ー を 誘 導 性
に す る こ と が 有 利 な 場 合 が あ る 。 誘 導 性 と は 、 プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 得 た 発 現 レ ベ ル が 制
御 可 能 で あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
さ ら に 、 さ ら な る 制 御 配 列 、 た と え ば エ ン ハ ン サ ー 配 列 を 付 加 す る こ と に よ っ て 、 こ れ ら
の プ ロ モ ー タ ー す べ て を 改 変 す る こ と が で き る 。 上 に 説 明 し た プ ロ モ ー タ ー の 2つ 以 上 の
異 な る も の か ら の 配 列 要 素 を 含 む キ メ ラ プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
宿 主 細 胞
本 明 細 書 に 開 示 す る ベ ク タ ー お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 ベ ク タ ー /ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
複 製 す る お よ び /ま た は タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る た め に 、 宿 主 細 胞 内 に 導 入 す る こ と が で
き る 。 原 核 細 胞 を 宿 主 細 胞 と し て タ ン パ ク 質 を 生 成 す る こ と も で き る が 、 真 核 細 胞 、 た と
え ば 酵 母 菌 、 昆 虫 、 ま た は 哺 乳 動 物 の 細 胞 、 特 に 哺 乳 動 物 細 胞 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い
。
【 ０ ０ ９ ５ 】
形 質 移 入 、 形 質 転 換 、 電 気 穿 孔 な ど 当 分 野 で 周 知 の 様 々 な 技 術 を 使 用 し て ベ ク タ ー /ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 適 切 な 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 開 示 す る ベ ク タ ー /
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 動 物 に 投 与 す る 場 合 は 、 当 分 野 で 既 知 の い く つ か の 技 術 、 た と え ば レ
ト ロ ウ イ ル ス 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス な ど の 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー を
用 い た 感 染 、 核 酸 の 直 接 注 入 、 微 粒 子 銃 に よ る 形 質 転 換 が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び 精 製
本 明 細 書 に 開 示 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 宿 主 細 胞 を 使 用 し て タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る
こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 可 能 に す る 適 切 な 条 件 下 で 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と が
で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 こ れ ら が 連 続 的 に 生 成 さ れ る 構 成 的 な
も の で も 、 ま た は 発 現 の 開 始 に 刺 激 を 必 要 と す る 誘 導 的 な も の で も よ い 。 誘 導 的 発 現 の 場
合 、 タ ン パ ク 質 の 生 産 を 、 た と え ば 培 養 基 に 誘 導 物 質 、 た と え ば デ キ サ メ タ ゾ ン や IPTGを
添 加 す る こ と に よ っ て 、 必 要 な と き に 開 始 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
酵 素 溶 解 、 化 学 溶 解 、 お よ び /ま た は 浸 透 性 溶 解 お よ び 物 理 的 破 壊 を 含 む 、 当 分 野 で 周 知
の 様 々 な 技 術 に よ っ て 宿 主 細 胞 か ら タ ン パ ク 質 を 抽 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
組 換 え Stellaお よ び Fragilisタ ン パ ク 質
Stellaお よ び Fragilisの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を TRIシ ス テ ム ベ ク タ ー (Qiagen)内 に ク ロ ー ニ
ン グ す る 。 適 切 な 制 限 酵 素 部 位 を 用 い て 、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 、 前 方 の 第 2コ ド ン (す な
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わ ち 、 第 1の コ ド ン ATGな し の Stellaの N末 端 断 片 )を 含 む Stella配 列 を pQEベ ク タ ー 内 に ク
ロ ー ニ ン グ す る 。 QIAexpress pQEベ ク タ ー は 、 6× Hisタ グ タ ン パ ク 質 の E.coli内 で の 高 レ
ベ ル 発 現 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
Stella遺 伝 子 の N末 端 部 分 に Hisタ グ を 配 置 す る 。 Ni-NTAカ ラ ム 上 の ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 組 換 え タ ン パ ク 質 を 精 製 す る 。 適 切 な 制 限
酵 素 を 使 用 し て Hisタ グ を 切 断 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
組 換 え で 発 現 し た Stellaお よ び Fragilisタ ン パ ク 質 は 、 生 物 学 的 に 活 性 で あ る こ と が 分 か
っ た 。
【 ０ １ ０ １ 】
抗 体
本 明 細 書 中 で 使 用 す る 抗 体 と は 、 選 択 し た 標 的 を 結 合 す る こ と が で き る 完 全 な 抗 体 ま た は
抗 体 断 片 を い い 、 Fv、 ScFv、 Fab'お よ び F(ab') 2 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 、 キ メ ラ 、 CDR移 植 お よ び ヒ ト 化 抗 体 を 含 む 操 作 し た 抗 体 、 な ら び に フ ァ ー ジ デ ィ ス
プ レ イ や 代 替 技 術 を 用 い て 生 成 し た 人 工 的 に 選 択 し た 抗 体 が 含 ま れ る 。 Fvや ScFvな ど 小 さ
な 断 片 は 、 そ の 小 さ な サ イ ズ と そ の 結 果 の 優 れ た 組 織 内 分 布 の た め に 、 診 断 用 途 お よ び 治
療 用 途 に 有 利 な 特 性 を 有 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
本 明 細 書 の 記 載 に 従 っ た 抗 体 は 特 に 、 PGCお よ び ES細 胞 や EG細 胞 な ど 他 の 多 能 性 細 胞 の 検
出 用 に 示 す 。 し た が っ て 、 こ れ ら は 、 標 識 な ど 効 果 タ ン パ ク 質 を 含 む 改 変 し た 抗 体 に す る
こ と が で き る 。 抗 体 の in vivoま た は in vitro分 布 の イ メ ー ジ ン グ を 可 能 に す る 標 識 が 特
に 好 ま し い 。 こ の よ う な 標 識 は 、 胚 ま た は 細 胞 の 塊 内 で 容 易 に 可 視 化 で き る 放 射 性 標 識 ま
た は 金 属 粒 子 な ど 放 射 線 不 透 過 性 標 識 で あ っ て よ い 。 さ ら に 、 こ れ ら は 蛍 光 標 識 ま た は 組
織 試 料 上 で 可 視 化 で き る 他 の 標 識 で あ っ て よ い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
組 換 え DNA技 術 を 使 用 し て 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ う に 抗 体 を 改 良 す る こ と が で き る 。 こ の
よ う に 、 診 断 用 途 ま た は 治 療 用 途 で 、 抗 体 の 免 疫 原 性 を 低 下 さ せ る た め に キ メ ラ 抗 体 を 構
築 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 CDR移 植 (ヨ ー ロ ッ パ 特 許 出 願 第 0239400号 (Winter)参 照 )お
よ び 任 意 選 択 で フ レ ー ム ワ ー ク 改 変 (ヨ ー ロ ッ パ 特 許 出 願 第 0239400)で 抗 体 を ヒ ト 化 す る
こ と に よ っ て 、 免 疫 原 性 を 最 小 限 に す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
抗 体 は 、 動 物 血 清 か ら 得 る か 、 あ る い は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 場 合 は 細
胞 培 養 物 内 で 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 組 換 え DNA技 術 を 使 用 し て 、 細 菌 ま た は 好 ま し く
は 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 物 内 で 、 確 立 し た 手 順 に 従 っ て 抗 体 を 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 選 択
し た 細 胞 培 養 シ ス テ ム は 、 好 ま し く は 抗 体 産 物 を 分 泌 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
し た が っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 前 記 抗 体 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 第 2 DNA配 列 に 正 し い 読 み
枠 で 連 結 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を コ ー ド す る 第 1 DNA配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た プ ロ
モ ー タ ー を 含 む 発 現 カ セ ッ ト を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 さ せ た 宿 主 、
た と え ば E.coliや 哺 乳 動 物 細 胞 を 培 養 す る こ と 、 お よ び 前 記 タ ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と を
含 む 、 抗 体 を 産 生 さ せ る 方 法 を 開 示 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 ま た は 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 の in vitro増 殖 は 、 た と え ば 、 ウ シ 胎 児 血 清
な ど 哺 乳 動 物 血 清 、 ま た は 微 量 元 素 や 、 正 常 マ ウ ス 腹 腔 浸 出 細 胞 な ど 支 持 細 胞 、 脾 臓 細 胞
、 骨 髄 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 2-ア ミ ノ エ タ ノ ー ル 、 イ ン ス リ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 低 密 度 リ
ポ タ ン パ ク 質 、 オ レ イ ン 酸 な ど 増 殖 維 持 サ プ リ メ ン ト を 任 意 選 択 で 補 充 し た 、 ダ ル ベ ッ コ
改 変 イ ー グ ル 培 地 (DMEM)や RPMI 1640培 地 な ど 通 常 の 標 準 培 養 基 で あ る 適 切 な 培 養 基 中 で
実 施 す る 。 細 菌 細 胞 や 酵 母 菌 細 胞 で あ る 宿 主 細 胞 の 増 殖 も 同 様 に 、 当 分 野 で 周 知 の 適 切 な
培 養 基 、 た と え ば 、 細 菌 は 培 地 LB、 NZCYM、 NZYM、 NZM、 Terrific Broth、 SOB、 SOC、 2× Y
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T、 M9最 少 培 地 、 酵 母 菌 は 培 地 YPD、 YEPD、 最 少 培 地 、 完 全 最 少 ド ロ ッ プ ア ウ ト 培 地 で 行 う
。
【 ０ １ ０ ７ 】
In vitroの 産 生 は 、 比 較 的 高 純 度 な 抗 体 調 製 物 を 与 え 、 ス ケ ー ル ア ッ プ に よ り 大 量 の 所 望
の 抗 体 を 与 え る 。 細 菌 細 胞 、 酵 母 菌 細 胞 、 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 の 技 術 は 当 分 野 で 周 知 で あ
り 、 均 一 懸 濁 培 養 、 た と え ば エ ア リ フ ト 反 応 器 中 ま た は 連 続 攪 拌 反 応 器 中 で 、 あ る い は 固
定 化 ま た は 包 括 細 胞 培 養 、 た と え ば 中 空 繊 維 中 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 中 、 ア ガ ロ ー ス マ イ ク
ロ ビ ー ズ 上 、 ま た は セ ラ ミ ッ ク カ ー ト リ ッ ジ 中 を 含 め る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
大 量 の 所 望 の 抗 体 を 、 哺 乳 動 物 細 胞 を in vivoで 増 殖 す る こ と で 得 る こ と も で き る 。 こ の
た め に 、 所 望 の 抗 体 を 産 生 し て い る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 組 織 適 合 性 哺 乳 動 物 に 注 入 し て
、 抗 体 産 生 腫 瘍 の 成 長 を 引 き 起 こ さ せ る 。 任 意 選 択 で 、 注 入 前 に 動 物 を 炭 化 水 素 、 特 に プ
リ ス タ ン (テ ト ラ メ チ ル -ペ ン タ デ カ ン )な ど 鉱 物 油 で 準 備 刺 激 す る 。 1か ら 3週 間 後 、 こ れ
ら 哺 乳 動 物 の 体 液 か ら 抗 体 を 単 離 す る 。 た と え ば 、 適 切 な ミ エ ロ ー マ 細 胞 と Balb/cマ ウ ス
由 来 の 抗 体 産 生 脾 臓 細 胞 と の 融 合 に よ っ て 得 ら れ る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 、 ま た は 所 望 の 抗
体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 Sp2/0由 来 の 形 質 移 入 細 胞 を 、 任 意 選 択 で プ リ ス タ ン
で 前 処 理 し た Balb/cマ ウ ス に 腹 腔 内 注 入 し 、 1か ら 2週 間 後 、 動 物 か ら 腹 水 液 を 採 取 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
前 述 の お よ び 他 の 技 術 は 、 た と え ば Kohlerお よ び Milstein、 1975、 Nature、 256:495-497;
米 国 特 許 第 4,376,110号 ;Harlowお よ び Lane、 「 Antibodies:a Laboratory Manual」 、 1988
、 Cold Spring Harborに 記 載 さ れ て お り 、 本 明 細 書 に 参 照 に よ り 組 み 込 む 。 組 換 え 抗 体 分
子 の 調 製 技 術 も 上 記 の 参 照 文 献 に 記 載 さ れ て お り 、 ま た 、 た と え ば ヨ ー ロ ッ パ 特 許 第 0623
679号 、 ヨ ー ロ ッ パ 特 許 第 0368684号 、 お よ び ヨ ー ロ ッ パ 特 許 第 0436597号 に も 記 載 さ れ て
お り 、 こ れ ら を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 む 。
【 ０ １ １ ０ 】
細 胞 培 養 上 清 か ら 所 望 の 抗 体 を 、 優 先 的 に は PGCま た は ES細 胞 や EG細 胞 な ど 他 の 多 能 性 細
胞 の 免 疫 蛍 光 染 色 に よ っ て 、 免 疫 ブ ロ ッ ト に よ っ て 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ や ド ッ ト ブ ロ
ッ ト ア ッ セ イ な ど 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ に よ っ て 、 ま た は 放 射 性 免 疫 ア ッ セ イ に よ っ て ス ク リ
ー ニ ン グ す る 。
【 ０ １ １ １ 】
抗 体 の 単 離 に は 、 培 養 物 上 清 ま た は 腹 水 液 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 た と え ば 硫 酸 ア ン モ ニ
ウ ム を 用 い た 沈 殿 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど 吸 湿 性 物 質 に 対 す る 透 析 、 選 択 的 膜 で の
濾 過 な ど に よ っ て 、 濃 縮 す る こ と が で き る 。 必 要 か つ /ま た は 所 望 す る 場 合 は 、 抗 体 を 従
来 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 方 法 、 た と え ば ゲ ル 濾 過 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 DEAE
-セ ル ロ ー ス お よ び /ま た は (免 疫 )ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 た と え ば GCR1や GC
R2ま た は そ の 断 片 あ る い は タ ン パ ク 質 -Aを 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ
っ て 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 し て い る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 も 提 供 す る 。 好 ま し い ハ イ ブ リ ド
ー マ 細 胞 は 遺 伝 的 に 安 定 で あ り 、 所 望 の 特 異 性 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 し 、 超 低 温 凍
結 培 養 物 か ら 解 凍 お よ び 再 ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 活 性 化 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
適 切 な 哺 乳 動 物 た と え ば Balb/cマ ウ ス を 、 1つ ま た は 複 数 の GCR1ま た は GCR2ポ リ ペ プ チ ド
あ る い は そ の 抗 原 性 断 片 で 免 疫 化 す る こ と を 特 徴 と す る 、 GCR1お よ び /ま た は GCR2に 対 す
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 し て い る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 の 調 製 方 法 が 、 さ ら に 含 ま れ
て い る 。 免 疫 化 し た 哺 乳 動 物 の 抗 体 産 生 細 胞 を 適 切 な ミ エ ロ ー マ 細 胞 系 の 細 胞 と 融 合 さ せ
、 融 合 で 得 ら れ た ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 所 望 の 抗 体 を 分 泌 し て い る 細 胞 ク
ロ ー ン を 選 択 す る 。 た と え ば 、 GCR1お よ び /ま た は GCR2を 用 い て 免 疫 化 し た Balb/cマ ウ ス
の 脾 臓 細 胞 を ミ エ ロ ー マ 細 胞 系 PAIま た は ミ エ ロ ー マ 細 胞 系 Sp2/0-Agl4の 細 胞 と 融 合 さ せ
、 ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 か ら 所 望 の 抗 体 の 分 泌 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 陽 性 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞
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を ク ロ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
GCR1お よ び /ま た は GCR2を 発 現 し て い る 10個 お よ び 10 7 個 と 10 8 個 の 間 の 細 胞 と 適 切 な ア ジ
ュ バ ン ト と を 数 回 、 た と え ば 4か ら 6回 、 数 カ 月 、 た と え ば 2か ら 4カ 月 の 間 に 皮 下 注 入 ま た
は 腹 腔 内 注 入 す る こ と に よ っ て Balb/cマ ウ ス を 免 疫 化 す る こ と 、 お よ び 、 最 終 注 入 か ら 2
か ら 4日 後 に 免 疫 化 し た マ ウ ス か ら 脾 臓 細 胞 を 採 取 し て 、 融 合 促 進 剤 、 好 ま し く は ポ リ エ
チ レ ン グ リ コ ー ル の 存 在 下 で ミ エ ロ ー マ 細 胞 系 PAIと 融 合 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 ハ イ
ブ リ ド ー マ 細 胞 系 の 調 製 方 法 が 好 ま し い 。 好 ま し く は 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 を 、 3か ら 20倍 過
剰 の 免 疫 化 し た マ ウ ス 由 来 の 脾 臓 細 胞 と 、 約 30%か ら 約 50%の 分 子 量 約 4000の ポ リ エ チ レ ン
グ リ コ ー ル を 含 む 溶 液 中 で 融 合 さ せ る 。 融 合 後 、 本 明 細 書 に 既 に 記 載 し た 適 切 な 培 養 基 中
で 細 胞 を 増 殖 さ せ 、 正 常 な ミ エ ロ ー マ 細 胞 が 所 望 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 過 増 殖 す る の を
防 ぐ た め に 選 択 培 地 、 た と え ば HAT培 地 を 定 期 的 な 間 隔 で 補 充 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
本 明 細 書 に 既 に 記 載 し た GCR1お よ び /ま た は GCR2に 対 す る 抗 体 の 重 鎖 可 変 ド メ イ ン お よ び /
ま た は 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン を コ ー ド す る 挿 入 物 を 含 む 組 換 え DNAも 、 開 示 し て い る 。 定 義 に
よ り 、 こ の よ う な DNAに は 、 一 本 鎖 コ ー ド DNA(coding DNA)、 前 記 コ ー ド DNAお よ び そ れ に
相 補 的 な DNAか ら な る 二 本 鎖 DNA、 ま た は こ れ ら の 相 補 的 な (一 本 鎖 )DNA自 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
さ ら に 、 GCR1お よ び /ま た は GCR2に 対 す る 抗 体 の 重 鎖 可 変 ド メ イ ン お よ び /ま た は 軽 鎖 可 変
ド メ イ ン を コ ー ド す る DNAは 、 重 鎖 可 変 ド メ イ ン お よ び /ま た は 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン 、 あ る い
は そ の 変 異 体 を コ ー ド す る 標 準 DNA配 列 を 有 す る 、 酵 素 的 ま た は 化 学 的 に 合 成 し た DNAで あ
っ て よ い 。 標 準 DNAの 変 異 体 と は 、 上 で 言 及 し た 抗 体 の 重 鎖 可 変 ド メ イ ン お よ び /ま た は 軽
鎖 可 変 ド メ イ ン で あ っ て 、 ア ミ ノ 酸 の 1つ ま た は 複 数 が 欠 失 し て い る 、 あ る い は 1つ ま た は
複 数 の 他 の ア ミ ノ 酸 と 交 換 さ れ て い る ド メ イ ン を コ ー ド す る DNAで あ る 。 好 ま し く は 、 前
記 改 変 は 、 抗 体 の 重 鎖 可 変 ド メ イ ン お よ び /ま た は 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン の CDRの 外 側 に あ る 。
こ の よ う な 変 異 体 DNAは ま た 、 1つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド が 他 の ヌ ク レ オ チ ド で 置 換 さ
れ て い る が 新 し い コ ド ン も 同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し て い る 、 沈 黙 変 異 体 で あ る こ と を 意 図
し て い る 。 こ の よ う な 変 異 配 列 は 、 縮 重 配 列 で も あ る 。 縮 重 配 列 は 、 無 制 限 数 の ヌ ク レ オ
チ ド が 他 の ヌ ク レ オ チ ド で 置 換 さ れ て も 元 来 コ ー ド さ れ て い た ア ミ ノ 酸 配 列 に 変 化 が も た
ら さ れ な い よ う に 、 遺 伝 コ ー ド の 意 味 の 範 囲 内 で 縮 重 し て い る 。 こ の よ う な 縮 重 配 列 は 、
重 鎖 マ ウ ス 可 変 ド メ イ ン お よ び /ま た は 軽 鎖 マ ウ ス 可 変 ド メ イ ン の 最 適 な 発 現 を 得 る た め
に 特 定 の 宿 主 、 特 に E.coliが 好 む 、 異 な っ た 制 限 部 位 お よ び /ま た は 特 定 の コ ド ン の 頻 度
の た め に 、 有 用 な 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
変 異 体 と い う 用 語 は 、 当 分 野 で 周 知 の 方 法 に 従 っ て 標 準 DNAを in vitroで 突 然 変 異 さ せ る
こ と で 得 る DNA変 異 体 を 含 む こ と を 意 図 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
完 全 な 四 量 体 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 構 築 お よ び キ メ ラ 抗 体 の 発 現 の た め に 、 重 鎖 お よ び 軽
鎖 可 変 ド メ イ ン を コ ー ド す る 組 換 え DNA挿 入 物 を 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 定 常 ド メ イ ン を コ ー ド
す る 対 応 し た DNAと 融 合 さ せ 、 そ の 後 、 た と え ば ハ イ ブ リ ッ ド ベ ク タ ー に 組 み 込 ま せ た 後
、 適 切 な 宿 主 細 胞 内 に 移 す 。
【 ０ １ １ ９ 】
ヒ ト 定 常 ド メ イ ン g、 た と え ば γ 1、 γ 2、 γ 3、 γ 4、 好 ま し く は γ 1ま た は γ 4と 融 合 さ れ
た 、 GCR1お よ び /ま た は GCR2に 対 す る 抗 体 の 重 鎖 マ ウ ス 可 変 ド メ イ ン を コ ー ド す る 挿 入 物
を 含 む 組 換 え DNAも 開 示 し て い る 。 同 様 に 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 定 常 ド メ イ ン к ま た は λ 、 好
ま し く は к と 融 合 さ れ た 、 GCR1お よ び /ま た は GCR2に 対 す る 抗 体 の 軽 鎖 マ ウ ス 可 変 ド メ イ
ン を コ ー ド す る 挿 入 物 を 含 む 組 換 え DNAに 関 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 者 ら は 、 重 鎖 可 変 ド メ イ ン お よ び 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン が ス ペ ー サ
ー 基 に よ っ て 結 合 さ れ て お り 、 任 意 選 択 で 、 宿 主 細 胞 内 で の 抗 体 の プ ロ セ ッ シ ン グ を 促 進
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す る シ グ ナ ル 配 列 、 お よ び /ま た は 抗 体 の 精 製 を 容 易 に す る ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA、 お
よ び /ま た は 切 断 部 位 、 お よ び /ま た は ペ プ チ ド ス ペ ー サ ー 、 お よ び /ま た は 効 果 分 子 を 含
む 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 組 換 え DNAを 開 示 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
効 果 分 子 を コ ー ド す る DNAは 、 診 断 用 途 ま た は 治 療 用 途 に 有 用 な 効 果 分 子 を コ ー ド す る DNA
で あ る こ と が 意 図 さ れ る 。 し た が っ て 、 毒 素 ま た は 酵 素 、 特 に プ ロ ド ラ ッ グ の 活 性 化 を 触
媒 す る こ と が で き る 酵 素 で あ る エ フ ェ ク タ 分 子 が 、 特 に 示 さ れ る 。 こ の よ う な エ フ ェ ク タ
分 子 を コ ー ド す る DNAは 、 酵 素 あ る い は 毒 素 ま た は そ の 変 異 体 を コ ー ド す る 自 然 に 存 在 す
る 配 列 を 有 し 、 当 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
抗 ペ プ チ ド Stellaお よ び Fragilis抗 体
Stellaお よ び Fragilisペ プ チ ド 配 列 に 対 す る 抗 ペ プ チ ド 抗 体 を 産 生 さ せ る 。 選 択 し た 配 列
は 以 下 の と お り で あ る 。
GCR1(Fragilis):ASGGQPPNYERIKEEYEお よ び RDRKMVGDVTGAQAYA
GCR2(Stella):MEEPSEKVDPMKDPETお よ び CHYQRWDPSENAKIGKN
【 ０ １ ２ ３ 】
抗 体 は 、 た と え ば Harlowお よ び Lane(上 記 )に 記 載 の よ う に 、 ウ サ ギ に 注 入 す る こ と 、 お よ
び 他 の 従 来 方 法 に よ っ て 産 生 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
抗 体 は 、 Elisaア ッ セ イ お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 確 認 し 、 実 施 例 に 記 載 の よ う
に 免 疫 染 色 で 使 用 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
細 胞 集 団 内 の 多 能 性 細 胞 の 検 出
本 明 細 書 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 を 、 細 胞 集 団 内 の 始 原 生 殖 細 胞 (P
GC)な ど 多 能 性 細 胞 、 胚 性 幹 (ES)細 胞 や 胚 性 生 殖 (EG)細 胞 な ど 幹 細 胞 の 検 出 に 使 用 す る こ
と が で き る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 細 胞 集 団 」 と は 、 1つ ま た は 複 数 の PGC、 ES細 胞 、 ま た
は EG細 胞 を 含 む 、 細 胞 の 任 意 の 集 ま り で あ る 。 好 ま し く は 、 細 胞 の 集 ま り は PGCの み で 構
成 さ れ ず 、 少 な く と も 1種 の 別 の タ イ プ の 細 胞 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ６ 】
細 胞 集 団 は 胚 お よ び 胚 組 織 を 含 む が 、 前 述 の 任 意 の も の 由 来 の 成 体 細 胞 な ら び に 培 養 物 お
よ び 細 胞 調 製 物 内 で 増 殖 さ せ た 組 織 も 含 む 。
【 ０ １ ２ ７ 】
本 明 細 書 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 に よ っ て 、 PGC
ま た は ES細 胞 や EG細 胞 な ど 他 の 多 能 性 細 胞 内 の GCR1お よ び GCR2の 転 写 物 を 検 出 す る の に 使
用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 技 術 に は 、 GCR1お よ び /ま た は GCR2転 写 物 に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ さ せ て 転 写 物 を 増 幅 す る の に プ ラ イ マ ー を 使 用 し 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を も た ら す PC
R、 な ら び に 、 GCR1お よ び /ま た は GCR2転 写 物 内 の 独 特 な 配 列 に 特 異 的 で あ る プ ロ ー ブ を 標
的 細 胞 内 の 転 写 物 を 検 出 す る の に 使 用 す る 標 識 プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 含 ま
れ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
本 明 細 書 に 既 に 言 及 し た よ う に 、 プ ロ ー ブ を 放 射 性 、 放 射 能 不 透 過 性 、 蛍 光 、 ま た は 他 の
標 識 で 、 当 分 野 で 周 知 の よ う に 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
抗 体 を 、 GCR1お よ び /ま た は GCR2を 検 出 す る の に 使 用 す る こ と も で き る 。 特 に GCR1は 、 抗 G
CR1抗 体 を 標 的 に し て 細 胞 表 面 で 検 出 す る こ と が で き る 細 胞 外 ド メ イ ン を 有 す る 。 あ る い
は 、 細 胞 内 の GCR1お よ び /ま た は GCR2を 検 出 す る た め に 細 胞 内 scFvを 使 用 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
免 疫 染 色 お よ び FACS技 術 を 特 に 示 す 。 適 切 な フ ル オ ロ フ ォ ア は 当 分 野 で 周 知 で あ り 、 化 学
的 フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び GFPや そ の 変 異 体 (国 際 公 開 公 報 97/28261号 参 照 )な ど 蛍 光 ポ リ ペ

10

20

30

40

50

(21) JP 2004-529617 A 2004.9.30



プ チ ド が 含 ま れ る 。 化 学 的 フ ル オ ロ フ ォ ア は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 合 成 中 に 、 こ れ に 対
す る 結 合 部 位 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 内 に 組 み 入 れ る こ と に よ っ て 、 付 着 さ せ る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ３ １ 】
好 ま し く は 、 フ ル オ ロ フ ォ ア は 、 有 利 に GFPま た は そ の 変 異 体 で あ る 蛍 光 タ ン パ ク 質 で あ
る 。 GFPお よ び そ の 変 異 体 は 、 当 分 野 で 周 知 の 方 法 に 従 っ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 標 的
分 子 と 共 に 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド と し て 一 緒 に 発 現 さ せ る こ と に よ っ て 合 成 す る こ と が で き
る 。 た と え ば 、 所 望 の GFPと 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 標 的 と の 枠 内 融 合 と し て 転 写 ユ ニ ッ ト
を 構 築 し 、 PCRク ロ ー ニ ン グ お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ ン 技 術 を 使 用 し て 上 記 の よ う に ベ ク タ ー
内 に 挿 入 す る こ と が で き る
【 ０ １ ３ ２ 】
シ グ ナ ル を 生 成 す る こ と が で き る 任 意 の 標 識 で 抗 体 を 標 識 す る こ と が で き る 。 シ グ ナ ル は
、 検 出 可 能 な 遺 伝 子 産 物 の 発 現 誘 導 な ど 任 意 の 検 出 可 能 な シ グ ナ ル に し 得 る 。 検 出 可 能 な
遺 伝 子 産 物 の 例 に は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ や GFPな ど 生 物 発 光 ポ リ ペ プ チ ド 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ
ー ゼ や CATな ど 特 定 の ア ッ セ イ で 検 出 可 能 な ポ リ ペ プ チ ド 、 HIS3な ど 代 謝 に 必 要 な 酵 素 や G
418な ど 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 な ど の 宿 主 細 胞 の 増 殖 の 特 徴 を 変 調 さ せ る ポ リ ペ プ チ ド が 含
ま れ る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 こ の シ グ ナ ル は 細 胞 表 面 で 検 出 可 能 で あ る 。 た と え ば 、 こ の
シ グ ナ ル は 、 細 胞 外 か ら 検 出 可 能 で あ り 、 FACSま た は 他 の 光 学 選 別 技 術 に よ る 細 胞 の 選 別
を 可 能 に す る 、 発 光 ま た は 蛍 光 シ グ ナ ル に し 得 る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
蛍 光 標 識 し た 抗 体 の 光 学 検 出 に 基 づ い た 光 学 免 疫 セ ン サ ー 技 術 の 使 用 が 好 ま し い 。 免 疫 セ
ン サ ー と は 、 相 補 種 の 結 合 を 検 出 す る シ グ ナ ル ト ラ ン ス デ ュ ー サ ー に 結 合 さ れ た 抗 原 ま た
は 抗 体 種 を 含 む 生 化 学 的 検 出 器 で あ る (Rabbany他 、 1994、 Crit Rev Biomed Eng、 22:307-
346;Morgan他 、 1996、 Clin Chem、 42:193-209)。 こ の よ う な 相 補 種 に は 、 抗 原 Zif268お よ
び 抗 Zif268抗 体 が 含 ま れ る 。 免 疫 セ ン サ ー は 、 血 清 や 全 血 液 な ど 複 合 試 料 中 に 存 在 す る 抗
体 、 抗 原 、 ま た は ハ プ テ ン の 量 の 定 量 測 定 を 行 う (Robinson、 1991、 Biosens Bioelectron
、 6:183-191)。 免 疫 セ ン サ ー の 感 度 は 、 ス ピ ー ド と 正 確 さ が 要 さ れ る 状 況 に 理 想 的 で あ る
(Rabbany他 、 1994、 Crit Rev Biomed Eng、 22:307-346)。
【 ０ １ ３ ４ 】
免 疫 セ ン サ ー で 利 用 す る 検 出 技 術 に は 、 免 疫 相 互 作 用 の 電 気 化 学 的 、 圧 電 気 的 、 光 学 的 な
検 出 が 含 ま れ る (Ghindilis他 、 1998、 Biosens Bioelectron、 1:113-131)。 間 接 的 な 免 疫
セ ン サ ー で は 、 結 合 の 後 に た と え ば 蛍 光 ま た は 発 光 に よ っ て 検 出 す る 、 個 別 の 標 識 し た 種
を 使 用 す る (Morgan他 、 1996、 Clin Chem、 42:193-209)。 直 接 的 な 免 疫 セ ン サ ー は 、 電 位
差 、 電 流 、 抵 抗 、 質 量 、 熱 、 ま た は 光 学 特 性 の 変 化 に よ っ て 結 合 を 検 出 す る (Morgan他 、 1
996、 Clin Chem、 42:193-209)。 間 接 的 な 免 疫 セ ン サ ー は 、 非 特 異 的 結 合 の た め に 直 面 す
る 問 題 が よ り 少 な い (Attridge他 、 1991、 Biosens Bioelecton、 6:201-214;Morgan他 、 199
6、 Clin Chem、 42:193-209)。
【 ０ １ ３ ５ 】
発 明 の さ ら な る 態 様
本 発 明 者 ら は 、 配 列 番 号 1と 少 な く と も 90%相 同 な 核 酸 分 子 お よ び 配 列 番 号 3と 少 な く と も 7
5%相 同 な 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
本 発 明 者 ら は 、 配 列 番 号 1ま た は 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 5か ら 9の い ず れ か 、 あ る い は そ れ と
少 な く と も 90%相 同 で あ る 配 列 か ら の ヌ ク レ オ チ ド の 連 続 ス ト レ ッ チ を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 開 示 す る 。 有 利 に は 、 こ の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド の ス ト レ ッ チ は 50ヌ ク レ オ チ ド 長 、 好
ま し く は 40、 35、 30、 25、 20、 15ま た は 10ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
遺 伝 子 GCR1お よ び GCR2は 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て お り 、 そ の 配 列 を 配 列 番 号 2お
よ び 配 列 番 号 4に 示 す 。 し た が っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 こ こ に 記 載 の 核 酸 に コ ー ド さ れ る ポ
リ ペ プ チ ド を 開 示 す る 。 好 ま し く は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 2ま た は 配 列 番 号 4に 示 す 配
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列 を 有 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 、 (a)PGCま た は ES細 胞 や EG細 胞 な ど 他 の 多 能 性 細 胞 を 含 む 細 胞 集 団
を 提 供 す る ス テ ッ プ と 、 (b)そ こ か ら 1つ ま た は 複 数 の PGCま た は ES細 胞 や EG細 胞 な ど 他 の
多 能 性 細 胞 を 単 離 し て 単 一 細 胞 の 単 離 体 を 提 供 す る ス テ ッ プ と 、 (c)単 一 細 胞 内 に 存 在 す
る 転 写 さ れ た 核 酸 を 増 幅 す る ス テ ッ プ と 、 (d)PGCま た は ES細 胞 や EG細 胞 な ど 他 の 多 能 性 細
胞 内 に 存 在 す る が 体 細 胞 内 に は 存 在 し な い 転 写 物 を 同 定 す る た め に サ ブ ト ラ ク テ ィ ブ ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ス ク リ ー ン を 実 施 す る ス テ ッ プ と 、 (e)ス テ ッ プ (d)で 同 定 し た 1つ ま
た は 複 数 の 転 写 物 を 用 い て 核 酸 ラ イ ブ ラ リ を プ ロ ー ブ し 、 特 異 的 に 発 現 さ れ る 1つ ま た は
複 数 の 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る ス テ ッ プ と を 含 む 、 PGCま た は ES細 胞 や EG細 胞 な ど 他 の
多 能 性 細 胞 内 で 特 異 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 を 単 離 す る こ と が で き る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
こ こ で 、 本 発 明 の さ ら な る 態 様 を 、 番 号 付 け し た 段 落 で 示 す 。 本 発 明 が 以 下 の 態 様 を 包 含
す る こ と を 理 解 さ れ た い 。
【 ０ １ ４ ０ 】
段 落 1。 配 列 番 号 1に 示 し た 配 列 と 少 な く と も 90%の 相 同 性 を 有 す る 核 酸 。
【 ０ １ ４ １ 】
段 落 2。 配 列 番 号 3に 示 し た 配 列 と 少 な く と も 75%の 相 同 性 を 有 す る 核 酸 。
【 ０ １ ４ ２ 】
段 落 3。 段 落 1ま た は 段 落 2の 核 酸 の 25個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 。
【 ０ １ ４ ３ 】
段 落 4。 段 落 1ま た は 段 落 2の 核 酸 の 15個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 。
【 ０ １ ４ ４ 】
段 落 5。 前 記 段 落 の い ず れ か に 記 載 の 核 酸 配 列 の 相 補 体 。
【 ０ １ ４ ５ 】
段 落 6。 1つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 を 含 む が 、 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 の た め に こ の よ
う な 置 換 に よ っ て 前 記 核 酸 の コ ー ド 特 異 性 が 改 変 さ れ な い 、 段 落 1か ら 5の い ず れ か に 記 載
の 核 酸 。
【 ０ １ ４ ６ 】
段 落 7。 前 記 段 落 の い ず れ か に 記 載 の 核 酸 に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 ０ １ ４ ７ 】
段 落 8。 段 落 1ま た は 段 落 2に 記 載 の 核 酸 配 列 ま た は そ の 相 同 体 の 発 現 を 検 出 す る こ と を 含
む 、 細 胞 集 団 内 の 始 原 生 殖 細 胞 を 同 定 す る 方 法 。
【 ０ １ ４ ８ 】
段 落 9。 GCR1お よ び /ま た は GCR2に 特 異 的 な 5'お よ び 3'プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 推 定 上 の PGC
か ら 核 酸 を 増 幅 す る ス テ ッ プ と 、 そ の 結 果 生 成 さ れ た 増 幅 し た 核 酸 を 検 出 す る ス テ ッ プ と
を 含 む 、 段 落 8に 記 載 の 方 法 。
【 ０ １ ４ ９ 】
段 落 10。 核 酸 配 列 の 発 現 が in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 検 出 さ れ る 、 段 落 8に
記 載 の 方 法 。
【 ０ １ ５ ０ 】
段 落 11。 核 酸 配 列 の 発 現 が 、 そ れ に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 産 物 の 検 出 に よ っ て 決 定 さ れ
る 、 段 落 8に 記 載 の 方 法 。
【 ０ １ ５ １ 】
段 落 12。 タ ン パ ク 質 産 物 を 免 疫 染 色 に よ っ て 検 出 す る 段 落 11に 記 載 の 方 法 。
【 ０ １ ５ ２ 】
段 落 13。 段 落 7に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 。
【 ０ １ ５ ３ 】
段 落 14。 GCR1の 細 胞 外 ド メ イ ン に 特 異 的 な 、 段 落 13に 記 載 の 抗 体 。
【 ０ １ ５ ４ 】
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段 落 15。 細 胞 集 団 内 の PGCを 同 定 す る た め の 、 段 落 13ま た は 段 落 14に 記 載 の 抗 体 の 使 用 。
【 ０ １ ５ ５ 】
段 落 16。 段 落 8か ら 12の い ず れ か に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 し た PGC。
【 ０ １ ５ ６ 】
段 落 17。 (a)PGCを 含 む 細 胞 集 団 を 提 供 す る ス テ ッ プ と 、 (b)そ こ か ら 1つ ま た は 複 数 の PGC
を 単 離 し て 単 一 細 胞 の PGC単 離 体 を 提 供 す る ス テ ッ プ と 、 (c)単 一 の PGC内 に 存 在 す る 転 写
さ れ た 核 酸 を 増 幅 す る ス テ ッ プ と 、 (d)PGC内 に 存 在 す る が 体 細 胞 内 に は 存 在 し な い 転 写 物
を 同 定 す る た め に サ ブ ト ラ ク テ ィ ブ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ス ク リ ー ン を 実 施 す る ス テ ッ
プ と 、 (e)ス テ ッ プ (d)で 同 定 し た 1つ ま た は 複 数 の 転 写 物 を 用 い て 核 酸 ラ イ ブ ラ リ を プ ロ
ー ブ し 、 PGC内 で 特 異 的 に 発 現 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る ス テ ッ プ
と を 含 む 、 PGC内 で 特 異 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 を 単 離 す る 方 法 。
【 ０ １ ５ ７ 】
実 施 例
実 施 例 １
単 一 細 胞 cDNAデ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ス ク リ ー ニ ン グ に よ る 、 始 原 生 殖 細 胞 (PGC)の 初 期 集 団
に 特 異 的 な 遺 伝 子 の 同 定
生 殖 細 胞 系 の 特 異 化 に 関 与 す る 遺 伝 子 を 同 定 す る 単 一 細 胞 の 分 析 方 法 が 開 発 さ れ て お り 、
こ れ は 、 始 原 生 殖 細 胞 (PGC)の 創 始 集 団 の 確 立 を も た ら す 。 PGCの 系 譜 特 異 化 は 、 体 細 胞 内
で は 発 現 さ れ な い 独 特 な 遺 伝 子 の 組 の 発 現 に 伴 う 。
【 ０ １ ５ ８ 】
遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 は 主 に 、 PGCを 含 む 7.25日 齢 の マ ウ ス 胚 性 断 片 由 来 の 単 一 細 胞 か ら
の ラ イ ブ ラ リ の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ス ク リ ー ニ ン グ に 基 づ い て い る 。 単 一 細 胞 cDNAの デ ィ
フ ァ レ ン シ ャ ル ス ク リ ー ン は Bradyお よ び Iscove、 1993に よ っ て 最 初 に 記 載 さ れ て お り 、
そ の 後 Cathaline Dulacお よ び Richard Axelに よ っ て 改 変 さ れ 、 ラ ッ ト 由 来 の フ ェ ロ モ ン
受 容 体 遺 伝 子 の 同 定 に 成 功 し た (Dulac,Cお よ び Axel、 1995)。 記 載 し た 軽 微 な 改 変 を 用 い
て 、 Axelの グ ル ー プ の 方 法 を 利 用 す る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
PGCの 最 も 初 期 集 団 を 保 有 す る 胚 性 断 片 由 来 の 単 一 細 胞 cDNAの 構 築
マ ウ ス 内 で 、 PGCの 最 も 初 期 集 団 は 、 妊 娠 7.25日 目 に 新 生 尿 膜 基 部 に 、 約 40個 の 細 胞 の ア
ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 陽 性 ク ラ ス タ ー か ら な る と 報 告 さ れ て い る (Ginsburg,M.、 Snow,M.H
.L.、 お よ び McLaren,A.、 1990)。 同 系 交 配 し た 129Svお よ び C57BL/6系 内 の PGCク ラ ス タ ー
の 正 確 な 位 置 は 、 全 載 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 染 色 お よ び メ チ レ ン ブ ル ー の ど ち ら も で 染
色 し た 準 薄 切 片 を 使 用 し た 顕 微 鏡 観 察 に よ っ て 決 定 す る 。 PGCク ラ ス タ ー を 検 出 で き る 最
も 初 期 段 階 は 後 期 ス ト リ ー ク (Streak)段 階 で あ り (Downs,K.M.お よ び Davies,T.、 1993)、
こ の と き 尿 膜 芽 (Bud)が 現 れ る 蓋 上 皮 (epithelial lining)の す ぐ 下 に は っ き り と 染 色 さ れ
た 細 胞 集 団 が み つ か る 。 こ の 領 域 は 、 胚 外 組 織 と 胚 性 組 織 の 境 界 、 始 原 ス ト リ ー ク に 最 も
近 位 な 部 分 の す ぐ 後 方 で 上 方 に あ る 。 こ の ク ラ ス タ ー は 、 少 な く と も 初 期 /中 期 芽 段 階 ま
で こ の 場 所 に 持 続 さ れ る 。 同 系 交 配 し た 129Sv系 で は 、 PGCク ラ ス タ ー が 含 む 細 胞 数 は 僅 か
に 多 く 、 C57BL/6系 に 比 べ て よ り 密 接 に 詰 ま っ て い る こ と が 分 か っ た 。 得 ら れ る 初 期 PGCの
回 収 率 が よ り 高 い の で 、 129Sv系 を そ の 後 の 実 験 に 使 用 す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
E7.5に 129Sv胚 を 、 DMEMお よ び 25mMの HEPESで 緩 衝 し た 10%の FCS中 、 室 温 で 単 離 し 、 各 胚 の
発 生 段 階 を 解 剖 顕 微 鏡 の 下 で 決 定 し た 。 正 確 な 発 生 段 階 は 、 同 一 腹 内 の 胚 で も 相 当 異 な る
可 能 性 が あ る 。 芽 な し の 段 階 ま た は 初 期 芽 (尿 膜 )段 階 に あ る 胚 を 選 択 し て さ ら に 解 体 し 、
こ れ は 、 解 剖 顕 微 鏡 の 下 で 見 ら れ る PGCを 含 む 領 域 を 同 定 す る こ と の 容 易 さ に よ っ て あ る
程 度 規 定 さ れ る 。 PGCク ラ ス タ ー を 含 む と 予 想 さ れ る 断 片 を 、 固 体 ガ ラ ス 針 に よ っ て 非 常
に 正 確 に 切 り 出 す 。 37℃ で 10分 間 、 0.25%ト リ プ シ ン -1mM EGTA/PBSで こ の 領 域 を 処 理 し 、
続 い て マ ウ ス ピ ペ ッ ト で 穏 や か に ピ ペ ッ ト 操 作 す る こ と で 、 こ の 領 域 を 単 一 細 胞 に 解 離 す
る 。 解 体 し た 断 片 は 通 常 250か ら 300個 の 細 胞 を 含 ん で い た 。 こ の 穏 や か な 手 順 を 用 い た 細
胞 分 散 手 順 に よ り 、 内 臓 中 胚 葉 層 が 無 傷 の 細 胞 シ ー ト の ま ま 残 さ れ た 。
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【 ０ １ ６ １ 】
本 発 明 者 ら は 、 マ ウ ス ピ ペ ッ ト で 単 一 細 胞 を 細 胞 懸 濁 液 か ら 無 作 為 に 選 び 、 個 々 の 単 一 細
胞 を (空 気 泡 を 生 じ さ せ る の を 避 け て )4μ lの 氷 冷 細 胞 溶 解 緩 衝 液 (50mMの ト リ ス -HCl pH8.
3、 75mMの KCl、 3mMの MgCl 2 、 0.5%の NP-40、 80ng/mlの pd(T)24、 5μ g/mlの prime RNase阻
害 剤 、 324U/mlの RNA guard、 そ れ ぞ れ 10mMの dATP、 dCTP、 dGTP、 dTTPを 含 む )を 含 む 薄 壁 P
CRチ ュ ー ブ に 入 れ た 。 単 一 細 胞 が 保 有 す る 培 地 の 体 積 は 0.5μ l未 満 で あ る 。 チ ュ ー ブ を 手
短 に 遠 心 分 離 し て 、 細 胞 が 確 か に 溶 解 緩 衝 液 中 に あ る こ と を 確 認 す る 。 そ れ ぞ れ の 個 別 の
実 験 で 、 本 発 明 者 ら は 合 計 19個 の 単 一 細 胞 を 選 び 、 1つ の チ ュ ー ブ を PCR増 幅 手 順 の 陰 性 対
照 と し て 細 胞 な し の ま ま に し た 。 チ ュ ー ブ に 収 集 し た 細 胞 す べ て を 、 そ の 後 の 手 順 を 開 始
す る 前 に 氷 上 に 置 く 。
【 ０ １ ６ ２ 】
チ ュ ー ブ を 65℃ で 1分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 細 胞 を 溶 解 し 、 オ リ ゴ dTを RNAに
ア ニ ー リ ン グ さ せ る た め に 室 温 で 1か ら 2分 間 置 い た 。 第 1鎖 cDNAの 合 成 は 、 50Uの モ ロ ニ ー
マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス (MMLV)お よ び 0.5Uの ト リ 骨 髄 芽 球 症 ウ イ ル ス (AMV)逆 転 写 酵 素 を 加
え る こ と に よ っ て 開 始 さ せ 、 次 い で 37℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 65℃ 、 10分 間 で 逆
転 写 酵 素 を 不 活 性 化 さ せ る 。 こ の 逆 転 写 反 応 は 15分 間 に 限 定 さ れ て お り 、 こ れ に よ り 、 C
末 端 か ら 500塩 基 ～ 1000塩 基 長 の 比 較 的 均 一 な 大 き さ の cDNAの 合 成 が 可 能 に な る 。 こ れ は
、 そ の 後 の PCR増 幅 が か な り 表 現 的 (representative)に な る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
次 に 、 合 成 し た 第 1鎖 cDNAの 5'(5 prime)末 端 に ポ リ Aテ ー ル を 付 加 す る た め に 、 4.5μ lの 2
× テ ー リ ン グ 緩 衝 液 (200mMの カ コ ジ ル 酸 カ リ ウ ム pH7.2、 4mMの CoCl 2 、 0.4mMの DTT、 200mM
の dATP、 10Uの 末 端 転 移 酵 素 を 含 む )を 反 応 物 に 加 え 、 次 い で 37℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
す る 。 試 料 を 65℃ で 10分 間 、 熱 で 不 活 性 化 さ せ る 。 こ の 時 点 で 、 反 応 物 に は 、 C末 端 に ポ
リ Tテ ー ル を 有 し N末 端 に ポ リ Aス ト レ ッ チ を 有 す る 合 成 し た cDNAが 含 ま れ 、 特 異 的 プ ラ イ
マ ー を 使 用 し た PCRに よ る 増 幅 の 準 備 が で き た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
1OmMの ト リ ス -HC1 pH8.3、 50mMの KC1、 2.5mMの MgCl 2 、 100μ g/mlの ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、
0.05%の Triton-X100、 1mMの dATP、 dCTP、 dGTP、 dTTP、 10Uの Taqポ リ メ ラ ー ゼ 、 5μ gの AL1
プ ラ イ マ ー か ら な る 溶 液 を 用 い て 、 各 チ ュ ー ブ の 内 容 量 を 100μ lに す る 。 AL1の 配 列 は 、 A
TT GGA TCC AGG CCG CTC TGG ACA AAA TAT GAA TCC (T) 2 4 で あ る 。 PCR増 幅 は 以 下 の ス ケ
ジ ュ ー ル に 従 っ て 実 施 す る 。 す な わ ち 、 94℃ で 1分 間 、 42℃ で 2分 間 、 72℃ で 6分 間 で 各 サ
イ ク ル 10秒 間 ず つ 延 長 し て 、 25サ イ ク ル 行 う 。 5ユ ニ ッ ト の 追 加 の Taqポ リ メ ラ ー ゼ を 加 え
て 、 さ ら に 25サ イ ク ル 、 延 長 時 間 な し で 同 じ プ ロ グ ラ ム を 実 施 す る 。 こ の 時 点 で 、 各 チ ュ
ー ブ が 単 一 細 胞 由 来 の 増 幅 し た cDNA産 物 を 含 む 。 溶 液 の タ ン パ ク 質 含 量 を フ ェ ノ ー ル /ク
ロ ロ ホ ル ム 処 理 に よ っ て 抽 出 し 、 増 幅 し た cDNAを エ タ ノ ー ル で 沈 殿 さ せ 、 最 終 的 に 100μ l
の TE pH8.0に 懸 濁 さ せ る 。 5μ 1の cDNA溶 液 を 1.5%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 に 流 し て 増 幅 が 成 功 し
た か ど う か を 確 認 す る 。 ほ と ん ど の 試 料 で 、 主 に 500bpか ら 1200bpの 範 囲 の 非 常 に 強 い 「
ス メ ア 」 バ ン ド が 現 れ 、 単 一 細 胞 cDNAは 効 率 的 に 増 幅 さ れ た こ と が 示 さ れ た 。 増 幅 が 成 功
し た 試 料 の み を 、 そ の 後 の 「 細 胞 種 類 分 け 」 分 析 に 使 用 す る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
実 施 例 ２
マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 の 検 査 に よ る PGCの 同 定
理 論 的 に 切 除 さ れ る 胚 の 破 片 に は 、 尿 膜 中 胚 葉 、 PGC、 PGCを 囲 む 胚 外 中 胚 葉 の 、 3つ の 主
な 成 分 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 試 料 か ら PGC起 源 の 単 一 細 胞 cDNAを 同 定 す る た め 、 様 々 な 細
胞 種 内 の こ の 領 域 で 発 現 ま た は 抑 制 さ れ る こ と で 知 ら れ て い る 4つ の マ ー カ ー 遺 伝 子 (BMP4
、 TNAP、 Hoxb1、 Oct4)の 発 現 を 検 査 す る こ と に よ っ て 、 構 築 し た cDNAの 陽 性 お よ び 陰 性 選
択 を 実 施 す る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
芽 な し /初 期 芽 段 階 で は 、 BMP4は 新 生 尿 膜 中 お よ び 新 生 羊 膜 、 漿 膜 、 内 臓 卵 黄 嚢 の 中 胚 葉
成 分 中 で 発 現 さ れ る と 報 告 さ れ て い る (Lawson,K.A.、 Dunn,N.R.、 Roelen,B.A.J.、 Zeinst
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ra,L.M.、 Davis,A.M.、 Wright,C.V.E.、 Korving,J.P.W.F.M.、 お よ び Hogan,B.L.M.、 1999
)。 BMP4発 現 の 境 界 は 非 常 に は っ き り し て お り 、 羊 膜 中 胚 葉 に つ な が っ て い る 蓋 上 皮 の 下
の 推 定 PGCが 決 定 さ れ る 中 胚 葉 領 域 で 、 発 現 は 完 全 に 排 除 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 BMP4
は 選 択 の 陰 性 マ ー カ ー と し て 使 用 す る 。 BMP4の C末 端 部 分 を 増 幅 す る た め に プ ラ イ マ ー の
対 を 設 計 す る (5':GCC ATA CCT TGA CCC GCA GAA G、 3':AAA TGG CAC TCA GTT CAG TGG G)
。 PCR増 幅 は 、 0.5μ lの cDNA溶 液 を 鋳 型 と し て 使 用 し 、 以 下 の ス ケ ジ ュ ー ル に 従 っ て 実 施
す る 。 す な わ ち 、 95℃ で 1分 間 、 55℃ で 1分 間 、 72℃ で 1分 間 を 20サ イ ク ル で 行 う 。 試 験 し
た 83個 の 試 料 の う ち 、 57個 の 試 料 が 予 想 し た 大 き さ の バ ン ド を 示 し 、 こ れ ら 単 一 細 胞 内 で
の BMP4の 発 現 が 示 さ れ た 。 こ れ ら の 試 料 は 尿 膜 中 胚 葉 起 源 の も の と 考 え ら れ 、 し た が っ て
、 PGC起 源 の 細 胞 を 表 現 す る 候 補 か ら 除 外 す る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
続 い て 、 長 い 間 PGCの 初 期 マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ て き た 組 織 非 特 異 的 ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ (TNAP)の 発 現 (Ginsburg,M.、 Snow,M.H.L.、 お よ び McLaren,A.、 1990)を 検 査 す る 。
プ ラ イ マ ー の 対 を 設 計 し (5':CCC AAA GCA CCT TAT TTT TCT ACC、 3':TTG GCG AGT CTC TG
C AAT TGG)、 上 と 同 じ PCR反 応 を 実 施 す る 。 26個 の 試 料 の う ち 、 22個 の 試 料 が TNAPに 陽 性
で あ る と 判 断 し た 。 切 片 に し た 胚 の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 染 色 か ら 、 PGCを 囲 む 体 細 胞
も あ る 程 度 の 量 の TNAPを 発 現 す る が 、 そ の 発 現 レ ベ ル は PGCよ り 少 し 低 い 。 し た が っ て 、
こ れ ら 22個 の 陽 性 試 料 の う ち に は 、 PGCに な る 運 命 の 細 胞 の み な ら ず 、 依 然 と し て 体 細 胞
に な る 運 命 の 細 胞 も あ る は ず で あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
全 能 性 PGCで 発 現 さ れ る が 体 細 胞 で は 発 現 さ れ な い こ と で 知 ら れ て い る 遺 伝 子 の 1つ は Oct4
で あ る (Yoem,Y.II.、 Fuhrmann,G.、 Ovitt,C.E.、 Brehm,A.、 Ohbo,K.、 Gross,M.、 Hubner,
K.、 お よ び Scholer,H.R.、 1996)。 こ の 段 階 で PGCを 体 細 胞 か ら 区 別 す る た め の マ ー カ ー と
し て Oct4が 使 用 で き る 可 能 性 を 調 査 す る た め に 、 Oct4発 現 を 22個 の 試 料 で PCRに よ っ て 確
認 し た (5':CAC TCT ACT CAG TCC CTT TTC、 3':TGT GTC CCA GTC TTT ATT TAA G)。 22個 の
試 料 す べ て が 比 較 可 能 な レ ベ ル で Oct4を 発 現 し 、 こ の 段 階 で は 体 細 胞 も 依 然 と し て 活 発 に
Oct4の RNAを 転 写 し て い る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
TNAPの 発 現 量 を 、 22個 の 試 料 で サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 定 量 し た (逆 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ
ト 分 析 )。 単 一 ES細 胞 cDNAを 増 幅 す る こ と で 確 認 さ れ る 、 単 一 細 胞 法 の か な り 表 現 的 な 増
幅 が 与 え ら れ れ ば 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト に よ り 最 初 の 単 一 細 胞 で 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 量 の 半 定
量 的 測 定 が 可 能 に な る が 、 細 胞 の ア イ デ ン テ ィ テ ィ の 完 全 な 指 標 と し て は 役 立 た な い 。 し
か し 、 こ の TNAP分 析 の 結 果 、 22個 の 試 料 中 10個 が 、 同 じ レ ベ ル の 比 較 的 強 い バ ン ド を 示 し
た が 、 残 り の 12個 の 試 料 は よ り 弱 い シ グ ナ ル を 示 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 こ れ ら 22個 の 試
料 を 少 な く と も 2つ の グ ル ー プ 、 す な わ ち よ り 強 い TNAP発 現 (し た が っ て 推 定 上 の PGC由 来 )
の グ ル ー プ と 、 よ り 弱 い TNAPの グ ル ー プ に 分 け る こ と が で き る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ７ ０ 】
PGCを 囲 む 体 細 胞 が Hoxb1を 発 現 し 始 め 、 PGCが 発 現 し な い 可 能 性 (Kirstie Lawson博 士 か ら
の 個 人 的 な 情 報 )も 調 査 し た 。 プ ラ イ マ ー の 対 を 設 計 し (5':AAC TCA TCA GAG GTC GAA GGA
、 3':CGG TGC TAT TGT AAG GTC TGC)、 上 と 同 じ PCR反 応 を 実 施 し た 。 試 験 し た 22個 の 試 料
の う ち 、 12個 が 陽 性 で あ り 、 よ り 重 要 な こ と に 、 こ れ ら 12個 の 試 料 は 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分
析 で よ り 弱 い TNAPシ グ ナ ル を 示 す も の と 完 全 に 一 致 し た 。
【 ０ １ ７ １ 】
こ れ ら の 結 果 す べ て を 考 慮 し て 、 83個 の 試 料 の う ち 、 Oct4(+)、 TNAP(++)、 BMP4(-)、 お よ
び Hoxb1(-)で あ る 10個 の 試 料 が PGC起 源 で あ る と 結 論 付 け ら れ た 。 PGCの 創 始 集 団 の 数 が 40
個 で あ り 、 破 片 中 の 細 胞 の 数 が 250か ら 300個 で あ っ た こ と を 考 慮 す る と 、 こ の 比 (10/83)
は 妥 当 で あ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
実 施 例 ３
単 一 細 胞 cDNAラ イ ブ ラ リ の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ス ク リ ー ニ ン グ
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cDNAの 増 幅 効 率 は チ ュ ー ブ 毎 に 異 な る の で 、 ラ イ ブ ラ リ の 構 築 の た め に は 最 も 効 率 的 に 増
幅 さ れ た cDNAの 試 料 を 選 択 す る こ と が 非 常 に 重 要 で あ る 。 10個 の PGC候 補 試 料 で 、 6つ の 異
な る 遺 伝 子 (リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質 S12、 中 間 径 フ ィ ラ メ ン ト タ ン パ ク 質 ビ メ ン チ ン 、 β チ
ュ ー ブ リ ン -5、 α ア ク チ ン 、 Oct4、 E-カ ド ヘ リ ン )の 増 幅 を サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て
調 査 し た 。 こ れ ら 6つ の 遺 伝 子 す べ て の 全 体 的 な 増 幅 プ ロ フ ァ イ ル か ら 判 断 し て 、 3つ の cD
NA調 整 物 を ラ イ ブ ラ リ の 構 築 の た め に 選 択 す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
最 大 量 の 二 本 鎖 cDNAを 得 る た め に 、 上 に 記 載 の PCR緩 衝 液 100μ l(1μ lの Amplitaqを 含 む )
中 、 5μ lの 細 胞 cDNAを 用 い て 以 下 の ス ケ ジ ュ ー ル に 従 っ て 伸 長 ス テ ッ プ を 実 施 す る 。 す な
わ ち 、 94℃ で 5分 間 、 42℃ で 5分 間 、 72℃ で 30分 間 で 行 う 。 こ の 溶 液 を フ ェ ノ ー ル /ク ロ ロ
ホ ル ム 処 理 に よ っ て 抽 出 し 、 増 幅 し た cDNAを エ タ ノ ー ル で 沈 殿 さ せ 、 TEに 懸 濁 さ せ 、 EcoR
Iを 用 い て 完 全 に 消 化 し た 。 PCRプ ラ イ マ ー お よ び 過 剰 量 の dNTPを QIAGEN PCR Purificatio
n Kitに よ っ て 取 り 除 き 、 精 製 し た 全 cDNAを 2%の 低 融 点 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 に 流 し た 。 500bp
よ り 大 き な cDNAを 切 り 出 し 、 QIAGEN Gel Purification Kitで 精 製 し た 。 精 製 し た cDNAsを
エ タ ノ ー ル で 沈 殿 さ せ 、 TEに 懸 濁 さ せ 、 λ ZAP IIベ ク タ ー の ア ー ム 内 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ
せ た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ せ た ベ ク タ ー を パ ッ ケ ー ジ し 、 力 価 を 測 定 し (titered)、 20個 の
溶 菌 斑 か ら の T3お よ び T7プ ラ イ マ ー で 挿 入 物 を 増 幅 す る こ と に よ っ て ラ イ ゲ ー シ ョ ン が 成
功 し た ク ロ ー ン の 比 を モ ニ タ ー し た 。 95%を 超 え る フ ァ ー ジ が 挿 入 物 を 含 ん で い る こ と が
分 か っ た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
5000個 の 溶 菌 斑 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と で 3つ の 遺 伝 子 、 リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質 S12、 β
チ ュ ー ブ リ ン -5、 Oct4の 表 現 を 定 量 し 、 3つ (S12 0.62%、 β チ ュ ー ブ リ ン 0.4%、 Oct4 0.5%
)の う ち 最 高 品 質 の も の の ラ イ ブ ラ リ を デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 し た 。 P
GCプ ロ ー ブ の 比 較 パ ー ト ナ ー と し て 、 最 も 効 率 的 に 増 幅 さ れ る 周 囲 体 細 胞 cDNAの 1つ (Oct4
(+)、 TNAP(+/-)、 BMP(-)、 Hoxb1(+))を 同 様 の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 選 ぶ 。
【 ０ １ ７ ５ 】
こ の ラ イ ブ ラ リ を 、 15cmの 皿 に 1000個 の 溶 菌 斑 の 密 度 で 植 え て 大 き な 溶 菌 斑 (直 径 2mm)を
得 、 Amershamの Hybond N+フ ィ ル タ ー を 用 い て 2つ の 複 製 写 し (duplicate lift)を 取 っ た 。
1%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン お よ び 4%SDSを 含 む 0.5Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (pH7.3)中 、 65℃ で
フ ィ ル タ ー を プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 本 発 明 者 ら は 、 冷 dCTPを 存 在 さ せ ず に 100μ Ciの
新 し く 入 手 し た 3 2 PdCTPを 用 い て 、 1μ lの 最 初 の 細 胞 cDNAを AL1プ ラ イ マ ー と 共 に 50μ lの
全 反 応 物 に 入 れ て 10サ イ ク ル 再 増 幅 す る こ と に よ っ て 細 胞 cDNAプ ロ ー ブ を 調 製 し 、 そ の 後
Amersham Nick(商 標 )Spin Columnを 使 用 し て 精 製 し た 。 フ ィ ル タ ー を 少 な く と も 16時 間 1.
0× 10 7 cpm/mlで ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た (第 1の フ ィ ル タ ー を 体 細 胞 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ
ズ さ せ 、 第 2の フ ィ ル タ ー を PGCプ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た )。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 後 、 フ ィ ル タ ー を 65℃ 、 0.5× SSC、 0.5%SDSで 3回 洗 浄 し 、 適 切 な シ グ ナ ル が 得 ら れ る
ま で X線 フ ィ ル ム に 暴 露 さ せ た (通 常 1か ら 2日 間 )。
【 ０ １ ７ ６ 】
2つ の 複 製 フ ィ ル タ ー の 陽 性 溶 菌 斑 を 非 常 に 注 意 深 く 比 較 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ し た 5000
個 の 溶 菌 斑 の う ち 、 示 差 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 を 表 現 す る 候 補 と し て 280個 を 選 ぶ 。 280個
の 溶 菌 斑 す べ て の 挿 入 物 を 、 T3お よ び T7プ ラ イ マ ー で 増 幅 し て 1.5%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 に 流
し 、 ダ ブ ル サ ン ド イ ッ チ サ ザ ン ブ ロ ッ ト を 行 う 。 ス ク リ ー ニ ン グ と 同 じ 条 件 を 使 用 し て 、
各 膜 を そ れ ぞ れ PGCプ ロ ー ブ と 体 細 胞 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 280個 の う ち 38個
の ク ロ ー ン が 遺 伝 子 の 示 差 的 発 現 と し て 選 択 さ れ る 。 次 に 、 こ れ ら の ク ロ ー ン を 第 2の PGC
プ ロ ー ブ お よ び 体 細 胞 cDNAプ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 そ の 結 果 、 38個 の う ち 20個 の
ク ロ ー ン が い ず れ の PGC cDNAで も 共 通 で あ っ た が 、 い ず れ の 体 細 胞 cDNAで も 含 ま れ な い ま
た は よ り 少 量 で あ っ た 。 20個 の ク ロ ー ン す べ て の 配 列 を 決 定 し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
PGCの 初 期 集 団 に 高 度 に 特 異 的 な 遺 伝 子
20個 の ク ロ ー ン は 11個 の 異 な る 遺 伝 子 を 表 現 す る (2つ の ク ロ ー ン が 2回 現 れ 、 1つ の ク ロ ー
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ン が 3回 現 れ 、 1つ の ク ロ ー ン が 6回 現 れ る )。 さ ら に ス ト リ ン ジ ェ ン ト に 発 現 の 特 異 性 を 確
認 す る た め に 、 こ れ ら 11個 の ク ロ ー ン の た め に プ ラ イ マ ー の 対 を 設 計 し 、 PCRに よ っ て そ
の 発 現 を 10個 の 異 な る 単 一 PGC候 補 cDNAお よ び 10個 の 異 な る 単 一 体 細 胞 cDNA中 で 確 認 す る
。 こ の う ち 2個 が PGC cDNAに 高 度 に 特 異 的 な 発 現 を 示 す 。
【 ０ １ ７ ８ 】
第 1の 遺 伝 子 GCR1(生 殖 細 胞 制 限 -1、 Fragilis)は 、 予 測 分 子 量 15.0kDの 137ア ミ ノ 酸 の タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る 。 マ ウ ス Fragilisの ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 1に 示 す 。
【 ０ １ ７ ９ 】
EMBLプ ロ グ ラ ム PredictProteinで 一 番 合 う モ デ ル で は 、 N末 端 と C末 端 の い ず れ も が 外 に 位
置 す る 2つ の 膜 貫 通 型 ド メ イ ン が 予 測 さ れ る 。 BLASP検 索 に よ り 、 Fragilisが イ ン タ ー フ ェ
ロ ン 誘 導 可 能 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 新 規 な メ ン バ ー で あ る こ と が 分 か っ た 。 典 型 的 な メ
ン バ ー の 1つ で あ る ヒ ト 9-27(Leu-13抗 原 と 同 一 )は 、 白 血 球 お よ び 内 皮 細 胞 内 で イ ン タ ー
フ ェ ロ ン に よ っ て 誘 導 可 能 で あ り 、 抗 増 殖 性 お よ び ホ モ タ イ プ 付 着 シ グ ナ ル に 関 与 す る 多
量 体 の 複 合 体 の 構 成 成 分 と し て 細 胞 表 面 に 位 置 す る (Deblandre、 1995)。 BLASTN検 索 に よ
り 、 胚 と 成 体 の い ず れ も か ら の 様 々 な 組 織 由 来 の EST内 で Fragilis配 列 が 見 つ か る こ と が
分 か り 、 こ れ は 、 様 々 な 発 生 学 お よ び 細 胞 生 物 学 の 状 況 に お い て Fragilisが 共 通 の 役 割 を
果 た す こ と を 示 唆 す る 。 デ ー タ ベ ー ス の 検 索 に よ り 、 未 知 機 能 の ラ ッ ト イ ン タ ー フ ェ ロ ン
誘 導 可 能 タ ン パ ク 質 (sp:INIB RAT、 pir:JC1241)と の 配 列 一 致 が 明 ら か に な っ た 。 本 発 明
者 ら の ス ク リ ー ン 上 に GCR1配 列 が 6回 現 れ 、 こ れ は PGC内 の 高 発 現 レ ベ ル を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
第 2の 遺 伝 子 GCR2(Stella)は 、 18kDの 150ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 マ ウ ス Frag
ilisの ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 2に 示 す 。
【 ０ １ ８ １ 】
こ れ は 、 既 知 の ど の タ ン パ ク 質 と も 配 列 相 同 性 を 有 さ ず 、 い く つ か の 核 移 行 共 通 配 列 を 含
み 、 強 度 に 塩 基 性 の pI(pI=9.67、 塩 基 性 残 基 の 含 有 率 =23.3%)で あ り 、 潜 在 的 な DNA親 和 性
が 示 唆 さ れ る 。 さ ら に 、 潜 在 的 な 核 外 シ グ ナ ル が 同 定 さ れ 、 Stellaが 核 と 細 胞 質 の 間 を 往
復 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 BLASTN分 析 に よ り 、 Stella配 列 は 移 植 前 の 胚 お よ び 生 殖 系 (
新 生 卵 巣 、 メ ス 12.5中 腎 や 生 殖 腺 な ど )ESTの み で 見 つ か り 、 全 能 性 細 胞 お よ び 多 能 性 細 胞
内 で 主 に 発 現 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ る 。 興 味 深 い こ と に 、 Stellaは そ の N末 端 内 に 、 SAPモ
チ ー フ と あ る 程 度 の 配 列 類 似 性 を 有 す る 変 調 ド メ イ ン を 含 む 。 こ の モ チ ー フ は 、 染 色 体 の
組 織 化 に 関 与 す る 推 定 DNA結 合 ド メ イ ン で あ る 。 さ ら に 、 SMARTプ ロ グ ラ ム に よ り 、 ス プ ラ
イ シ ン グ 因 子 の モ チ ー フ 様 構 造 が C末 端 内 に 存 在 す る こ と が わ か っ た 。 こ れ ら の 発 見 は 、 S
tellaが 染 色 体 の 組 織 化 お よ び RNAプ ロ セ ッ シ ン グ に 関 与 し て い る 可 能 性 を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
実 施 例 ４
GCR1お よ び GCR2の 発 現 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ る PGCの 同 定
BMP4、 TNAP、 Hoxb1、 Oct4の 分 析 に よ っ て 実 施 例 2で PGCを 同 定 し た が 、 い ず れ も 、 こ れ ら
の 遺 伝 子 単 一 で は PGC状 態 の マ ー カ ー と し て 捉 え る こ と が で き な か っ た 。 し か し 、 GCR1お
よ び GCR2は ど ち ら も 、 こ の よ う に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
GCR1の 発 現 を 検 査 し た 。 プ ラ イ マ ー の 対 を 設 計 し (5':CTACTCCGTGAAGTCTAGG、 3':AATGAGTG
TTACACCTGCGTG)、 上 と 同 じ PCR反 応 を 行 っ た 。 GCR1の 発 現 を 生 殖 細 胞 の 、 反 応 能 を 有 す る
細 胞 (competent cell)内 で 検 出 し た 。 GCR1の 発 現 を 示 し て い る こ の 細 胞 集 団 か ら 、 最 終 的
な PGCを 収 集 し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
GCR2の 発 現 の 境 界 は 特 に よ く 定 義 さ れ て お り 、 こ の 発 現 は 実 質 的 に PGCに 限 定 さ れ て い る
。 し た が っ て 、 GCR2は PGCの 選 択 の た め の 陽 性 マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ る 。 GCR2の C末 端 部
分 を 増 幅 す る た め に プ ラ イ マ ー の 対 を 設 計 す る (5':GCCATTCAGATGTCTCTGCAC、 3':CTCACAGC
TTGAGGCTTCTAA)。 実 施 例 1の PGCか ら 得 た cDNA溶 液 0.5μ lを 鋳 型 と し て 用 い て 、 以 下 の ス ケ
ジ ュ ー ル に 従 っ て PCR増 幅 を 行 っ た 。 す な わ ち 、 95℃ で 1分 間 、 55℃ で 1分 間 、 72℃ で 1分 間
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を 20サ イ ク ル で 行 っ た 。 試 験 し た 83個 の 試 料 の う ち 、 PGCか ら 取 っ た も の だ け が GCR2の 発
現 を 示 し た 。 し た が っ て 、 GCR2は PGC運 命 の 陽 性 マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
多 能 性 細 胞 を 検 出 す る た め に 、 GCR1お よ び GCR2に 対 す る 抗 体 を 同 様 に 使 用 す る こ と が で き
る 。 好 ま し く は 、 GCR1に 対 す る 抗 体 は 生 殖 細 胞 の 、 反 応 能 を 有 す る 細 胞 を 検 出 す る の に 使
用 し 、 GCR2に 対 す る 抗 体 は PGCを 検 出 す る の に 使 用 す る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
し た が っ て 、 GCR1お よ び GCR2の い ず れ も が 、 PGCを 肯 定 的 に 同 定 す る の に 使 用 で き る PGC運
命 の 陽 性 マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
ISHに よ る PGCの 同 定
2つ の 遺 伝 子 の in vivo発 現 を in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で 検 査 す る 。 GCR1の 発 現 は
、 E6.0か ら E6.5(プ レ ス ト リ ー ク 段 階 )に 原 外 胚 葉 全 体 で 非 常 に 弱 く 開 始 さ れ 、 原 外 胚 葉 近
位 縁 の 数 細 胞 層 で 強 く な る 。 胚 外 の 外 胚 葉 で 発 現 さ れ る BMP4は 、 生 殖 細 胞 反 応 能 の 誘 導 お
よ び GCR1の 発 現 に 重 要 な シ グ ナ ル 分 子 の 1つ で あ る 。 イ ン タ ー フ ェ ロ ン な ど 他 の シ グ ナ ル
が GCR1の 誘 導 に 関 与 し て い る 可 能 性 が 高 い 。 初 期 /中 期 ス ト リ ー ク 段 階 で 、 発 達 中 の 原 始
ス ト リ ー ク の 近 位 -後 部 末 端 で 発 現 が よ り 強 く な り 、 後 期 ス ト リ ー ク 段 階 以 降 、 こ の 位 置
で 非 常 に 強 く な る 。 発 現 は 初 期 頭 褶 段 階 ま で 持 続 し 、 最 終 的 に は 徐 々 に 消 え る 。 E8.5の 遊
走 PGCで 発 現 は 検 出 さ れ な い 。
【 ０ １ ８ ８ 】
GCR2の 発 現 は 、 中 期 /後 期 ス ト リ ー ク 段 階 で 、 発 達 中 の 原 始 ス ト リ ー ク の 近 位 -後 部 末 端 で
開 始 さ れ 、 そ れ 以 降 の 段 階 、 同 じ 位 置 で 徐 々 に 強 く な る 。 こ の 発 現 は 特 異 的 で あ り 、 ド ッ
ト ブ ロ ッ ト 様 式 で 染 色 し た 個 々 の 単 一 細 胞 は 、 PGCが 細 胞 の ク ラ ス タ ー と し て 分 化 し 始 め
る と 考 え ら れ る 領 域 で 見 ら れ る 。 後 期 芽 /初 期 頭 褶 段 階 で は 、 最 初 の ク ラ ス タ ー か ら 遊 走
し て い る と 考 え ら れ る 一 部 の 細 胞 も 、 ク ラ ス タ ー 内 の 細 胞 と 同 様 に よ く 染 ま る 。 E8.5お よ
び E9.5で は 、 遊 走 PGCと 考 え ら れ る 細 胞 群 が 非 常 に 特 異 的 に 染 ま る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
こ れ ら の 結 果 か ら 、 GCR2が GCR1の 後 に 開 始 さ れ て PGC運 命 を 固 定 す る と き に 、 GCR1は 細 胞
系 譜 特 異 化 お よ び 生 殖 細 胞 反 応 能 の プ ロ セ ス 中 、 お よ び そ の 後 の PGCの プ ロ セ ス 中 に 上 方
制 御 さ れ る 遺 伝 子 で あ る こ と が 結 論 付 け ら れ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
し た が っ て 、 GCR1の 発 現 は 、 細 胞 系 譜 特 異 化 お よ び /ま た は 生 殖 細 胞 反 応 能 な ど 多 能 性 を
検 出 す る 方 法 で 検 出 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 GCR2の 発 現 は 、 細 胞 運 命 の 決 定 、 た と え
ば 始 原 生 殖 細 胞 と し て の 運 命 の 決 定 を 検 出 す る た め に 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
実 施 例 ５
生 殖 系 の 発 達 中 に お け る Fragilisお よ び Stellaの 発 現
Stellaお よ び Fragilisに 対 す る 抗 体 を 使 用 し て 、 初 期 胚 中 の こ れ ら 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 す
る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 そ れ ぞ れ が 始 原 生 殖 細 胞 中 で 発 現 さ れ る こ と が 分 か っ た 。 具 体 的 に は
、 本 発 明 者 ら は 、 生 殖 細 胞 の 割 当 の 時 点 で PGCの 、 反 応 能 を 有 す る 細 胞 を 標 識 す る 最 初 の
遺 伝 子 が Fragilisで あ る こ と を 見 出 し た 。 Stellaは 系 譜 限 定 創 始 PGC内 で の み 発 現 さ れ 、
そ の 後 は 生 殖 細 胞 系 内 で 発 現 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
図 3は 、 胚 性 幹 (ES)細 胞 中 の Fragilisの 発 現 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ３ 】
Fragilisは 、 多 能 性 ES細 胞 お よ び EG細 胞 内 で 発 現 さ れ る 。 PGCか ら EG細 胞 が 誘 導 さ れ る 間
に 、 EG細 胞 で Fragilisの 発 現 が 再 出 現 す る こ と が 分 か っ た 。 こ れ ら 細 胞 の 特 異 化 が 完 了 し
た あ と は 、 後 期 PGCは Fragilis陰 性 で あ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
図 5は 、 E7.2マ ウ ス 胚 の 全 載 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 検 出 さ れ る Fragilis
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の 発 現 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ５ 】
創 始 PGC集 団 が E7.25の 胚 内 で 分 化 す る 初 発 性 尿 膜 の 基 部 で 、 強 い Fragilis発 現 が あ る 。 Fr
agilisの 発 現 は E7.5ま で 持 続 し た が 、 E8.5の 遊 走 PGC中 で は 検 出 さ れ な か っ た 。 Fragilis
は ま ず 、 生 殖 細 胞 の 、 反 応 能 を 有 す る 近 位 原 外 胚 葉 中 で 検 出 さ れ る 。 Fragilisの 発 現 は 、
BMP4源 で あ る 組 織 外 胚 の 外 胚 葉 組 織 と 混 合 し た 場 合 に 原 外 胚 葉 細 胞 中 で 誘 導 さ れ る 。 BMP4
変 異 マ ウ ス で は Fragilisの 発 現 は な く 、 こ れ は 、 こ れ ら の 胚 中 で PGCが 存 在 し な い こ と と
矛 盾 し て い な い (Lawson他 、 1999)。
【 ０ １ ９ ６ 】
図 4は 、 PGC中 の Stellaの 発 現 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ７ 】
PGC内 の 強 い Stellaの 発 現 は 、 EG細 胞 内 で 下 方 制 御 さ れ る 。 ES細 胞 内 で も Stellaの 発 現 レ
ベ ル が 低 い 。 Stellaお よ び Fragilisは 、 ES細 胞 お よ び EG細 胞 内 で ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に
よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 Stellaは ま ず 、 E7.0の 細 胞 系 譜 限 定 PGC特 有 ク ラ ス タ ー 内
の 単 一 細 胞 内 で 検 出 さ れ 、 そ の 後 は 遊 走 PGC内 、 次 い で こ れ ら が 生 殖 腺 に 入 る と き に 検 出
さ れ る 。 図 7は 、 E9.0胚 の 、 生 殖 腺 へ の 遊 走 プ ロ セ ス 中 の PGCで の Stella発 現 を 示 す 。 Stel
laは 、 PGCの 創 始 集 団 の 決 定 的 な マ ー カ ー と し て 現 在 知 ら れ て い る 唯 一 の 遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
図 6は 、 E7.2マ ウ ス 胚 の 全 載 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 検 出 し た Stellaの 発
現 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ９ 】
図 8。 単 一 細 胞 cDNAの PCR分 析 に よ っ て 検 出 し た 、 単 一 細 胞 の Fragilisお よ び Stellaの 発 現
を 示 す 。 Stellaの 発 現 を 示 し て い る 単 一 細 胞 に 比 べ て 、 Fragilisの 発 現 を 示 し て い る 単 一
細 胞 の 方 が 多 い こ と に 注 目 せ よ 。 Fragilis発 現 が 最 も 高 い レ ベ ル で あ る 細 胞 の み が Stella
を 発 現 し 、 生 殖 細 胞 の 運 命 を 獲 得 す る こ と が 分 か っ た 。 Stellaを 発 現 す る 細 胞 は 、 Hoxb1
の 発 現 を 示 さ な い こ と が 分 か っ た 。 よ り 低 い レ ベ ル の Fragilisを 発 現 し て Stellaを 発 現 し
な い 細 胞 は 、 体 細 胞 と な っ て Hoxb1の 発 現 を 示 す 。 PGCの 創 始 集 団 も 高 レ ベ ル の Tnapを 示 す
。 創 始 PGCお よ び 体 細 胞 の ど ち ら も が Oct4、 T(短 尾 )、 お よ び Fgf8の 発 現 を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
実 施 例 ６
個 別 細 胞 中 の Fragilisお よ び Stellaの 発 現
Stellaお よ び Fragilisの 細 胞 内 局 在 化 も 決 定 し た 。 Fragilisは 、 ゴ ル ジ 体 の 単 一 細 胞 質 ス
ポ ッ ト 内 の み な ら ず 原 形 質 膜 内 に も 局 在 化 す る 。 Stellaは 推 定 核 移 行 シ グ ナ ル お よ び 核 外
移 行 シ グ ナ ル を 含 み 、 細 胞 質 と 核 の ど ち ら も に 局 在 化 し て い る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
Fragilisは 、 ゴ ル ジ 体 の み な ら ず PGCの 原 形 質 膜 内 で 観 察 さ れ る 。 Fragilisの 細 胞 表 面 局
在 化 は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 性 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と し て 予 測 さ れ て い る (Deb
landre、 1995)。 原 外 胚 葉 近 位 縁 で の Fragilisの 発 現 は 、 生 殖 細 胞 反 応 能 の 開 始 を 示 す 。 F
ragilisは 、 そ の エ キ ソ ン Iの 上 流 に IFN応 答 要 素 を 有 し て い る の で 、 近 位 の 原 外 胚 葉 細 胞
の BMP4に よ る 開 始 初 回 刺 激 の 後 に IFNに よ っ て 誘 導 さ れ る 可 能 性 が 高 い 。 こ れ ら の IFN誘 導
性 タ ン パ ク 質 は 、 抗 増 殖 性 シ グ ナ ル の 伝 達 が 可 能 な TAPA1な ど 他 の タ ン パ ク と 共 に 多 量 体
の 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 体 細 胞 は 急 速 に 分 割 し 続 け る の に 対 し て 、 創
始 PGCの 細 胞 サ イ ク ル 時 間 が 6か ら 16時 間 増 加 す る 理 由 で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
推 定 核 移 行 シ グ ナ ル お よ び 核 外 移 行 シ グ ナ ル を 有 す る Stellaは 、 細 胞 質 お よ び 核 の ど ち ら
も で 観 察 さ れ た 。 Stellaの 開 始 に 続 き 、 E8.5で は Fragilisの 発 現 が 損 失 さ れ る 。 し た が っ
て 、 Fragilisの 発 現 は 生 殖 細 胞 反 応 能 の 開 始 を 示 し 、 Stellaの 発 現 は 特 異 化 プ ロ セ ス の 終
了 を 示 す 。 創 始 PGC中 の Stellaの 発 現 は 、 体 細 胞 運 命 の 回 避 を 示 し 、 そ の 多 能 性 状 態 と 矛
盾 し な い 。 こ れ ら の 研 究 は 、 特 定 の 遺 伝 子 セ ッ ト が 、 普 通 な ら 体 細 胞 に な る 可 能 性 が あ る
細 胞 に 生 殖 系 運 命 を 課 さ な け れ ば な ら な い こ と を 示 す 。 多 く の 生 物 が 、 生 殖 細 胞 が 体 細 胞
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に な る の を 防 ぐ 精 巧 な 転 写 機 構 を 有 す る の で 、 Stellaは 、 そ の 核 と 細 胞 質 間 を 往 復 す る 潜
在 性 に よ り 、 転 写 お よ び 翻 訳 の 制 御 の 一 役 を 担 っ て い る 可 能 性 が あ る 。 卵 母 細 胞 お よ び 移
植 前 の 胚 中 で の Stellaの 発 現 は 、 こ れ が 全 能 性 お よ び 多 分 化 能 性 に お い て よ り 幅 広 い 役 割
を 担 っ て い る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
実 施 例 ７
Fragilisと Stellaの 関 連 性
Fragilisを 発 現 す る 細 胞 の 一 部 の み が 最 後 に Stellaの 発 現 を 示 し た 。 Fragilisの 発 現 レ ベ
ル が 最 も 高 い 細 胞 の み が PGCと な り 、 Stellaを 発 現 し 始 め た 。 さ ら に 、 Stella陽 性 PGCは 決
し て Hoxb1の 発 現 を 示 さ な い 。 よ り 重 要 な こ と に 、 Fragilisの 発 現 レ ベ ル が よ り 低 い 体 細
胞 の み が Hoxb1発 現 を 示 す 。 さ ら に 、 体 細 胞 の み が ホ メ オ ボ ッ ク ス を 含 む 2つ の 他 の 遺 伝 子
Lim1お よ び Evx-1の 発 現 を 示 す 。 し た が っ て 、 Hoxb1、 Evx-1お よ び Lim1の 発 現 を 損 失 す る
こ と が 、 生 殖 細 胞 運 命 の 特 異 化 に 重 要 と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
図 8aお よ び 8bは 、 PCR分 析 に よ る 、 単 一 細 胞 PGCお よ び 体 細 胞 中 の 様 々 な 遺 伝 子 の 発 現 を 示
す 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
本 実 験 は ま た 、 Oct4は PGCの 決 定 的 な マ ー カ ー で は な い こ と を 示 す 。 こ れ ま で に 、 全 能 性
細 胞 お よ び 多 能 性 細 胞 で Oct4の 発 現 が 実 証 さ れ て い る (Nichols、 199、 Pesce、 1998;Yeom
、 1996)。 し か し 、 本 発 明 者 ら は 、 Oct4は す べ て の PGCお よ び 体 細 胞 で 同 程 度 発 現 さ れ て い
る こ と を 見 出 し た 。 し か し 、 本 発 明 者 ら は 、 PGC中 に T(短 尾 )お よ び Fgf8の 発 現 を 見 出 し 、
こ れ は 、 PGCが 最 初 中 胚 葉 細 胞 に な る 運 命 で あ っ た 胚 性 細 胞 の 中 か ら 収 集 さ れ る こ と を 示
す 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
実 施 例 ８
PGCの 特 異 化
創 始 PGCお よ び そ の 近 隣 の 体 細 胞 は 、 近 位 原 外 胚 葉 細 胞 由 来 の 共 通 起 源 を 共 有 す る 。 創 始 P
GCお よ び そ の 近 隣 の 体 細 胞 を 分 析 す る こ と に よ り 、 生 殖 細 胞 運 命 の 特 異 化 に 重 大 な 遺 伝 子
の 系 統 的 な ス ク リ ー ン が 確 立 さ れ た 。 Fragilisは 、 推 定 生 殖 細 胞 を そ の 近 隣 の 体 細 胞 か ら
区 別 す る た め に 生 殖 細 胞 反 応 能 お よ び 同 型 の 会 合 を 促 進 す る こ と が で き る イ ン タ ー フ ェ ロ
ン (IFN)誘 導 性 遺 伝 子 で あ り 、 こ の よ う な 例 は 発 生 中 の 他 の 状 況 に 適 用 さ れ る 場 合 も あ る
。 Stellaの 発 現 は 、 Fragilisの 発 現 が 高 い 細 胞 で 起 こ る 。 ひ と た び 生 殖 細 胞 の 特 異 化 が 完
了 す る と Fragilisは も は や 必 要 な い が 、 生 殖 細 胞 系 で Stellaの 発 現 は 続 く 。 Stellaは 卵 母
細 胞 内 お よ び 初 期 の 移 植 前 の 発 生 胚 内 で も 発 現 さ れ る の で 、 こ れ は 全 能 性 /多 能 性 細 胞 全
体 で 重 要 で あ る 可 能 性 も あ る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
実 施 例 ９
生 殖 細 胞 系 お よ び 多 能 性 幹 細 胞
多 能 性 胚 性 (EG)細 胞 を 誘 導 す る の に PGCを 使 用 す る こ と が で き る 。 し か し 、 EG細 胞 と 異 な
っ て 、 未 分 化 胚 芽 細 胞 に 導 入 さ れ た 場 合 は 、 PGCは 発 生 に 関 与 し な い 。 こ れ ら は 、 シ グ ナ
ル 分 子 に 応 答 で き な い か 、 あ る い は 転 写 的 に 抑 制 さ れ る 。 ひ と た び 特 異 化 さ れ る と 、 PGC
は そ の 細 胞 表 面 に Fragilisを 発 現 し な い 。 し か し 、 EG細 胞 は そ の 細 胞 表 面 上 に は っ き り と
Fragilisの 発 現 を 示 し 、 ES細 胞 も そ う で あ る 。 EG細 胞 と ES細 胞 の ど ち ら も が ノ ー ザ ン 分 析
で 判 断 す る と Stellaを 発 現 す る が 、 Stellaは PGCに 比 べ て よ り 低 い レ ベ ル で 、 ES細 胞 や EG
細 胞 で 発 現 さ れ る 。 し た が っ て 、 Fragilisお よ び Stellaは 多 能 性 幹 細 胞 中 で 、 あ る 役 割 を
担 っ て い る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 遺 伝 子 は こ れ ら 多 能 性 幹 細 胞 の マ ー カ ー で あ り 、 こ れ
ら 幹 細 胞 に 多 能 性 を 与 え る の に 役 割 を 担 っ て い る 可 能 性 も あ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
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【 ０ ２ ０ ９ 】
本 文 書 中 で 言 及 す る 各 出 願 や 特 許 、 各 出 願 や 特 許 の 実 施 中 を 含 め て 上 記 の 各 出 願 や 特 許 中
で 引 用 ま た は 参 照 さ れ た 各 文 書 (「 出 願 に 引 用 さ れ た 文 書 」 )、 各 出 願 や 特 許 お よ び 出 願 に
引 用 さ れ た 文 書 す べ て で 引 用 ま た は 言 及 さ れ た 製 造 者 の 指 示 書 や カ タ ロ グ す べ て が 、 本 明
細 書 に 参 照 に よ り 組 み 込 ま れ る 。 さ ら に 、 本 文 中 で 引 用 し た す べ て の 文 書 、 本 文 中 で 引 用
し た 文 書 中 で 引 用 ま た は 参 照 さ れ た 文 書 す べ て 、 本 文 中 で 引 用 ま た は 言 及 し た 製 品 す べ て
の 製 造 者 の 指 示 書 や カ タ ロ グ す べ て が 、 本 明 細 書 に 参 照 に よ り 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
本 発 明 の 範 囲 お よ び 精 神 か ら 逸 脱 す る こ と な し に 、 本 発 明 に 記 載 し た 方 法 お よ び シ ス テ ム
の 様 々 な 改 変 や 変 化 が 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。 本 発 明 を 具 体 的 な 好 ま し い 実 施 形 態 と
関 連 さ せ て 記 載 し た が 、 請 求 す る 本 発 明 は こ の よ う な 具 体 的 な 実 施 形 態 だ け に は 過 度 に 限
定 さ る べ き で な い こ と を 理 解 さ れ た い 。 実 際 、 本 発 明 を 実 施 す る た め に 記 載 し た 様 式 の 、
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分 子 生 物 学 ま た は 関 連 分 野 の 当 業 者 に 明 ら か な 改 変 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 内 で あ る こ と を 意
図 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ １ １ 】
【 図 １ 】 Fragilisの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 図 で あ る 。 2つ の 膜
貫 通 型 ド メ イ ン (TM Iお よ び TM II)の 予 測 位 置 に 下 線 を 引 き 、 太 字 で 表 示 し た 。 ポ リ (A)シ
グ ナ ル に 下 線 を 引 い た 。
【 図 ２ 】 Stellaの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 図 で あ る 。 3つ の 核 移
行 シ グ ナ ル に 下 線 を 引 い た 。 潜 在 的 な 核 外 移 行 シ グ ナ ル に 二 重 下 線 を 引 き 、 疎 水 性 残 基 を
太 字 で 示 し た 。 SAPド メ イ ン に 類 似 性 の あ る モ チ ー フ 内 の ら せ ん 構 造 (ア ミ ノ 酸 28か ら ア ミ
ノ 酸 63)に 赤 の 下 線 を 引 き 、 保 存 さ れ た 残 基 を 青 の 下 線 で 示 し た 。 ス プ ラ イ シ ン グ 因 子 様
の モ チ ー フ に 下 線 を 引 き 、 保 存 さ れ た 残 基 を 緑 で 示 し た 。 ポ リ (A)シ グ ナ ル に も 下 線 を 引
い た 。
【 図 ３ 】 胚 性 幹 (ES)細 胞 内 で の Fragilisの 発 現 を 示 す 図 で あ る 。 ES細 胞 は 、 PBS中 4%の パ
ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 10分 間 、 室 温 で 固 定 し 、 Saitou他 、 1998、 J Cell Biol、 141、 397-
408(1998)に 記 載 の よ う に 免 疫 組 織 化 学 用 に 処 理 し た 。 生 殖 細 胞 の 、 反 応 能 を 有 す る 細 胞
で あ る E6.5の 近 位 胚 盤 葉 上 層 細 胞 内 、 お よ び 新 し く 特 異 化 さ れ た 生 殖 細 胞 内 で 、 Fragilis
の 発 現 を 同 様 に 検 出 し た 。 こ の 発 現 は 、 生 殖 細 胞 運 命 の 特 異 化 が 完 了 し た 後 の E8.5で 減 少
す る 。
【 図 ４ 】 PGC内 の Stellaの 発 現 を 示 す 図 で あ る 。 E12.5の 生 殖 隆 腺 を PBS中 4%の パ ラ ホ ル ム
ア ル デ ヒ ド で 10分 間 、 室 温 で 固 定 し 、 Saitou他 、 1998、 J Cell Biol、 141、 397-408(1998
)に 記 載 の よ う に 免 疫 組 織 化 学 用 に 処 理 し た 。 Stellaは E7.25か ら E13.5の PGC、 多 能 性 ES細
胞 お よ び EG細 胞 内 で 検 出 さ れ た 。 Stellaは ま た 、 全 能 性 卵 母 細 胞 、 接 合 子 、 な ら び に 、 移
植 前 発 生 お よ び 発 生 中 の 配 偶 子 内 の 発 生 中 の 全 能 性 お よ び 多 能 性 割 球 で も 検 出 さ れ る 。 EG
細 胞 が PGC由 来 の 場 合 (Labosky他 、 1994、 Development、 120:3197-3204)、 Fragilisの 発 現
は こ こ で も ま た 、 ES細 胞 と 同 様 に 多 能 性 EG細 胞 中 で 検 出 さ れ る 。 し た が っ て 、 Fragilisお
よ び Stellaは 多 能 性 幹 細 胞 の マ ー カ ー で も あ る 。
【 図 ５ 】 E7.2マ ウ ス 胚 の 全 載 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る Fragilisの 発 現 を 示
す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 E7.2マ ウ ス 胚 の 全 載 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る Stellaの 発 現 を 示 す
図 で あ る 。
【 図 ７ 】 E9.0胚 に お け る 、 生 殖 腺 内 に 遊 走 中 の PGC中 の Stellaの 発 現 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ８ Ａ 】 単 一 細 胞 cDNAの PCR分 析 に よ っ て 検 出 さ れ た 単 一 細 胞 中 の Fragilisお よ び Stell
aの 発 現 を 示 す 図 で あ る 。 図 8Ｂ 中 に 記 号 *で 示 し た 数 値 は PGCで あ る 。 Stellaの 発 現 を 示 す
単 一 細 胞 よ り Fragilisの 発 現 を 示 し て い る 単 一 細 胞 の 方 が 多 い こ と に 注 目 さ れ た い 。 最 も
高 い レ ベ ル で Fragilisを 発 現 す る 細 胞 の み が Stellaを 発 現 し て 生 殖 細 胞 の 運 命 を 獲 得 す る
こ と が 分 か っ た 。 Stellaを 発 現 す る 細 胞 は Hoxb1の 発 現 を 示 さ な い こ と が 分 か っ た 。 よ り
低 い レ ベ ル で Fragilisを 発 現 し Stellaを 発 現 し な い 細 胞 は 体 細 胞 と な り 、 Hoxb1の 発 現 を
示 し た 。 PGCの 創 始 集 団 も 高 レ ベ ル の Tnapを 示 す 。 創 始 PGCと 体 細 胞 の い ず れ も が Oct4、 T(
短 尾 )、 お よ び Fgf8の 発 現 を 示 す 。
【 図 ８ Ｂ 】 単 一 細 胞 cDNAの PCR分 析 に よ っ て 検 出 さ れ た 単 一 細 胞 中 の Fragilisお よ び Stell
aの 発 現 を 示 す 図 で あ る 。 図 8Ｂ 中 に 記 号 *で 示 し た 数 値 は PGCで あ る 。 Stellaの 発 現 を 示 す
単 一 細 胞 よ り Fragilisの 発 現 を 示 し て い る 単 一 細 胞 の 方 が 多 い こ と に 注 目 さ れ た い 。 最 も
高 い レ ベ ル で Fragilisを 発 現 す る 細 胞 の み が Stellaを 発 現 し て 生 殖 細 胞 の 運 命 を 獲 得 す る
こ と が 分 か っ た 。 Stellaを 発 現 す る 細 胞 は Hoxb1の 発 現 を 示 さ な い こ と が 分 か っ た 。 よ り
低 い レ ベ ル で Fragilisを 発 現 し Stellaを 発 現 し な い 細 胞 は 体 細 胞 と な り 、 Hoxb1の 発 現 を
示 し た 。 PGCの 創 始 集 団 も 高 レ ベ ル の Tnapを 示 す 。 創 始 PGCと 体 細 胞 の い ず れ も が Oct4、 T(
短 尾 )、 お よ び Fgf8の 発 現 を 示 す 。
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(74)代理人  100107836
            弁理士　西　和哉
(74)代理人  100108453
            弁理士　村山　靖彦
(74)代理人  100110364
            弁理士　実広　信哉
(72)発明者  斎藤　通紀
            イギリス・ケンブリッジ・シービー２・１キューアール・テニス・コート・ロード・（番地なし）
            ・ユニバーシティ・オブ・ケンブリッジ・ウエルカム・シーアールシー・インスティテュート
(72)発明者  アジム・スラニ
            イギリス・ケンブリッジ・シービー２・１キューアール・テニス・コート・ロード・（番地なし）
            ・ユニバーシティ・オブ・ケンブリッジ・ウエルカム・シーアールシー・インスティテュート
Ｆターム(参考) 2G045 AA24  CB01  DA13  DA36  FB02  FB03  FB08 
　　　　 　　  4B024 AA01  AA11  BA80  CA01  CA09  CA11  DA02  DA05  DA11  EA02 
　　　　 　　        EA04  GA11  HA01  HA03  HA11 
　　　　 　　  4B063 QA01  QA18  QQ08  QQ42  QQ52  QR08  QR42  QR55  QR62  QS25 
　　　　 　　        QS34  QS36  QX02 
　　　　 　　  4B065 AA01X AA57X AA90X AA91Y AB01  BA01  CA24  CA25  CA44  CA46 
　　　　 　　  4H045 AA10  AA11  AA20  AA30  BA10  CA40  EA20  EA50  FA72  FA74 
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外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明涉及两种基因，GCR1（Fragilis）和GCR2（Fragilis），它们是
在生殖细胞中特异性表达的原始生殖细胞的标记，可用于在细胞群中鉴
定这些细胞。斯特拉）提供。本发明涉及GCR1多肽，或其片段，同源
物，变体或衍生物，其与SEQ ID NO：2中所示的序列具有至少50％，
60％，70％，80％，90％或95％的同一性。2.根据权利要求1的多肽，
其具有同源性。所述GCR2多肽或其片段，同源物，变体或衍生物，特别
是至少50％与SEQ ID NO：2所示序列：95％的同源性4，60％，70％，
80％，90％或具有SEQ ID NO：3所示氨基酸序列的多肽。还提供了编
码这些多肽的核酸。
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