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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の工程：
a）配列番号１の核酸配列と、少なくとも90%の同一性を有する核酸の、細胞中における発
現を検出する工程；ならびに/あるいは
b）配列番号２の配列と、少なくとも90%の同一性を有するポリペプチドの、細胞中におけ
る存在を検出する工程；ならびに/あるいは
c）配列番号２の配列と、少なくとも90%の同一性を有するポリペプチドの、細胞の表面に
おける存在を検出する工程
のうち、少なくとも1つを含む、多能性細胞を同定する方法。
【請求項２】
核酸の発現をin situハイブリダイゼーションによって検出する、請求項１に記載の方法
。
【請求項３】
配列番号１の核酸配列に特異的な5'および3'プライマーを使用して、前記細胞から取得さ
れる核酸を増幅することにより、核酸の発現を検出する、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
ポリペプチドの細胞中または細胞表面における存在を免疫染色によって検出する、請求項
1に記載の方法。
【請求項５】
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多能性細胞を同定する際の使用に適している抗体であって、配列番号２からなるfragilis
ポリペプチドの1番目から62番目または128番目から137番目のアミノ酸残基からなる細胞
外ドメインに特異的に結合する、抗体。
【請求項６】
Fv；ScFv；Fab'およびF(ab')2より選択される抗体断片である、請求項５に記載の抗体。
【請求項７】
モノクローナル抗体またはその抗体断片である、請求項５または６に記載の抗体。
【請求項８】
標識をさらに含む、請求項５から７のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項９】
細胞集団内において多能性細胞を検出するための、請求項５から８のいずれか一項に記載
の抗体の使用。
【請求項１０】
前記細胞集団が、非ヒト胚組織；成体組織；培養物内で培養される組織、および前述のい
ずれかに由来する細胞調製物より取得される、請求項９に記載の抗体の使用。
【請求項１１】
前記多能性細胞が、幹細胞；始原生殖細胞；胚性生殖(EG)細胞；および胚性幹(ES)細胞よ
り選択され、細胞がヒト胚に由来する胚性幹細胞ではない、請求項９または１０に記載の
抗体の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　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】
【０００２】
　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。
【０００３】
　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。
【０００４】
　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、
PGC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)。
【０００５】
　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
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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、120:3
197-3204)。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。
【０００６】
　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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l Approach」、Irl Press
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【非特許文献１４】BergerおよびKimmel、1987、「Guide to Molecular Cloning Techniq
ues,Methods in Enzymology」、第152巻、Academic Press、カリフォルニア州サンディエ
ゴ
【特許文献１】Winter、ヨーロッパ特許出願第0239400号
【非特許文献１５】KohlerおよびMilstein、1975、Nature、256:495-497
【特許文献２】米国特許第4,376,110号
【非特許文献１６】HarlowおよびLane、「Antibodies:a Laboratory Manual」、1988、Co
ld Spring Harbor
【特許文献３】ヨーロッパ特許第0623679号
【特許文献４】ヨーロッパ特許第0368684号
【特許文献５】ヨーロッパ特許第0436597号
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【非特許文献１７】Rabbany他、1994、Crit Rev Biomed Eng、22:307-346
【非特許文献１８】Morgan他、1996、Clin Chem、42:193-209
【非特許文献１９】Robinson、1991、Biose1ns Bioelectron、6:183-191
【非特許文献２０】Ghindilis他、1998、Biosens Bioelectron、1:113-131
【非特許文献２１】Attridge他、1991、Biosens Bioelecton、6:201-214
【非特許文献２２】BradyおよびIscove、1993
【非特許文献２３】Dulac,CおよびAxel、1995
【非特許文献２４】Ginsburg,M.、Snow,M.H.L.、およびMcLaren,A.、1990
【非特許文献２５】Lawson,K.A.、Dunn,N.R.、Roelen,B.A.J.、Zeinstra,L.M.、Davis,A.
M.、Wright,C.V.E.、Korving,J.P.W.F.M.、およびHogan,B.L.M.、1999
【非特許文献２６】Yoem,Y.II.、Fuhrmann,G.、Ovitt,C.E.、Brehm,A.、Ohbo,K.、Gross,
M.、Hubner,K.、およびScholer,H.R.、1996
【非特許文献２７】Lawson他、1999
【非特許文献２８】Nichols、199、Pesce、1998
【非特許文献２９】Yeom、1996
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　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】
【０００８】
　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。
【０００９】
　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。
【００１０】
　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5
0%、60%、70%、80%、90%または95%の相同性を有する。
【００１１】
　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。
【００１２】
　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。
【００１３】
　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。
【００１４】
　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。
【００１５】
　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
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続したヌクレオチドの核酸配列を含む核酸を提供する。
【００１６】
　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。
【００１７】
　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。
【００１８】
　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。
【００１９】
　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。
【００２０】
　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。
【００２１】
　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。
【００２２】
　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。
【００２３】
　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。
【００２４】
　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。
【００２５】
　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。
【００２６】
　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。
【００２７】
　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】



(6) JP 4704666 B2 2011.6.15

10

20

30

40

50

【００２８】
　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。
【００２９】
　「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。
【００３０】
　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
に示すアミノ酸配列を参照するとされるべきである。
【００３１】
　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
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。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。
【００３２】
　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。
【００３３】
　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。
【００３４】
　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



(7) JP 4704666 B2 2011.6.15

10

20

30

40

50

よって単離したPGCを提供する。
【００３５】
　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。
【００３６】
　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
、1989、「Molecular Cloning:A Laboratory Manual」、第2版、第1-3巻、Cold Spring H
arbor 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:Esse
ntial Techniques」、John Wiley & Sons;J.M.PolakおよびJames O'D.McGee、1990、「In
 Situ Hybridization:Principles and Practice」、Oxford University Press;M.J.Gait(
編集者)、1984、「Oligonucleotide Synthesis:A Practical Approach」、Irl Press;D.M
.J.LilleyおよびJ.E.Dahlberg、1992、「Methods of Enzymology:DNA Structure Part A:
Synthesis 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。
【００３７】
　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。
【００３８】
　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。
【００３９】
　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。
【００４０】
　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
、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。
【００４１】
　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。
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【００４２】
　%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)。
【００４３】
　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。
【００４４】
　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。
【００４５】
　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;Dev
ereux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(Ausube
l他、1999、ibid、第18章参照)、FASTA(Atschul他、1990、J.Mol.Biol.、403-410)および
GENEWORKS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
、GCG Bestfitプログラムを使用することが好ましい。
【００４６】
　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。
【００４７】
　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。
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【００４８】
　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。
【００４９】
　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。
【００５０】
　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。
【００５１】
【表１】

【００５２】
　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。
【００５３】
　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。
【００５４】
　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
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、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。
【００５５】
　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 vari
ant)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。
【００５６】
　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。
【００５７】
　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。
【００５８】
　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125I、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。
【００５９】
　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。
【００６０】
　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。
【００６１】
　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
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、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。
【００６２】
　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。
【００６３】
　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。
【００６４】
　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。
【００６５】
　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DNA、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DN
A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。
【００６６】
　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
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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。
【００６７】
　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。
【００６８】
　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。
【００６９】
　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
。
【００７０】
　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35%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。
【００７１】
　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。
【００７２】
　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。
【００７３】
　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。
【００７４】
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　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。
【００７５】
　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
未満の強度である。相互作用の強度は、たとえばプローブを32Pなどで放射標識すること
で測定することができる。
【００７６】
　ハイブリダイゼーション条件は、BergerおよびKimmel(1987、「Guide to Molecular Cl
oning 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。
【００７７】
　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。
【００７８】
　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Na3 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。
【００７９】
　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。
【００８０】
　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
DNA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。
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【００８１】
　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。
【００８２】
　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。
【００８３】
　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。
【００８４】
　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。
【００８５】
　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。
【００８６】
　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。
【００８７】
　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。
【００８８】
　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
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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。
【００８９】
　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。
【００９０】
　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」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。
【００９１】
　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。
【００９２】
　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。
【００９３】
　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。
【００９４】
　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。
【００９５】
　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。
【００９６】
　タンパク質の発現および精製
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　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。
【００９７】
　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。
【００９８】
　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。
【００９９】
　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。
【０１００】
　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。
【０１０１】
　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。
【０１０２】
　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。
【０１０３】
　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。
【０１０４】
　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。
【０１０５】
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　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。
【０１０６】
　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
×YT、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。
【０１０７】
　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。
【０１０８】
　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
。
【０１０９】
　前述のおよび他の技術は、たとえばKohlerおよびMilstein、1975、Nature、256:495-49
7;米国特許第4,376,110号;HarlowおよびLane、「Antibodies:a Laboratory Manual」、19
88、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06
23679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。
【０１１０】
　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。
【０１１１】
　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、DE
AE-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
GCR2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
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よって精製することができる。
【０１１２】
　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。
【０１１３】
　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
胞をクローニングする。
【０１１４】
　GCR1および/またはGCR2を発現している10個および107個と108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。
【０１１５】
　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
。
【０１１６】
　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。
【０１１７】
　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
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ることで得るDNA変異体を含むことを意図する。
【０１１８】
　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。
【０１１９】
　ヒト定常ドメインg、たとえばγ1、γ2、γ3、γ4、好ましくはγ1またはγ4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。
【０１２０】
　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。
【０１２１】
　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D
NA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。
【０１２２】
　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
【０１２３】
　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。
【０１２４】
　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。
【０１２５】
　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
(PGC)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。
【０１２６】
　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。
【０１２７】
　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、PG
C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
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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
PCR、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。
【０１２８】
　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。
【０１２９】
　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GCR1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。
【０１３０】
　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。
【０１３１】
　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
【０１３２】
　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G418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。
【０１３３】
　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、22:30
7-346;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 Bioelectr
on、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)。
【０１３４】
　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
、1996、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
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する問題がより少ない(Attridge他、1991、Biosens Bioelecton、6:201-214;Morgan他、1
996、Clin Chem、42:193-209)。
【０１３５】
　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75%相同な核酸分子を提供する。
【０１３６】
　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。
【０１３７】
　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
配列を有する。
【０１３８】
　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。
【０１３９】
　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。
【０１４０】
　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。
【０１４１】
　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。
【０１４２】
　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。
【０１４３】
　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。
【０１４４】
　段落5。前記段落のいずれかに記載の核酸配列の相補体。
【０１４５】
　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。
【０１４６】
　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。
【０１４７】
　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。
【０１４８】
　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PG
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C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。
【０１４９】
　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。
【０１５０】
　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。
【０１５１】
　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。
【０１５２】
　段落13。段落7に記載のポリペプチドに特異的な抗体。
【０１５３】
　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。
【０１５４】
　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
。
【０１５５】
　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。
【０１５６】
　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PG
C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。
【０１５７】
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。
【０１５８】
　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。
【０１５９】
　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)
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、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。
【０１６０】
　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。
【０１６１】
　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)4μlの氷冷細胞溶解緩衝液(50mMのトリス-HCl pH
8.3、75mMのKCl、3mMのMgCl2、0.5%のNP-40、80ng/mlのpd(T)24、5μg/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PCRチューブに入れた。単一細胞が保有する培地の体積は0.5μl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。
【０１６２】
　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。
【０１６３】
　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、4.5μl
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CoCl2、0.4mMのDTT、20
0mM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。
【０１６４】
　1OmMのトリス-HC1 pH8.3、50mMのKC1、2.5mMのMgCl2、100μg/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、5μgのA
L1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100μlにする。AL1の配列は
、ATT GGA TCC AGG CCG CTC TGG ACA AAA TAT GAA TCC (T)24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/
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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100
μlのTE pH8.0に懸濁させる。5μ1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。
【０１６５】
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(BM
P4、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。
【０１６６】
　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.、Zein
stra,L.M.、Davis,A.M.、Wright,C.V.E.、Korving,J.P.W.F.M.、およびHogan,B.L.M.、19
99)。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、BMP
4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、0.5μl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。
【０１６７】
　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 
TGC 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。
【０１６８】
　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Oc
t4である(Yoem,Y.II.、Fuhrmann,G.、Ovitt,C.E.、Brehm,A.、Ohbo,K.、Gross,M.、Hubne
r,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。
【０１６９】
　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
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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。
【０１７０】
　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 G
GA、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。
【０１７１】
　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。
【０１７２】
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
　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
cDNA調整物をライブラリの構築のために選択する。
【０１７３】
　最大量の二本鎖cDNAを得るために、上に記載のPCR緩衝液100μl(1μlのAmplitaqを含む
)中、5μl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、Ec
oRI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 Purificat
ion 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。500
bp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、λZAP 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。
【０１７４】
　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
。PGC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(O
ct4(+)、TNAP(+/-)、BMP(-)、Hoxb1(+))を同様のサザンブロット分析によって選ぶ。
【０１７５】
　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100μCi
の新しく入手した32PdCTPを用いて、1μlの最初の細胞cDNAをAL1プライマーと共に50μl
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
1.0×107cpm/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
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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)。
【０１７６】
　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500
0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P
GC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。
【０１７７】
　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。
【０１７８】
　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
。
【０１７９】
　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。
【０１８０】
　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Fr
agilisのヌクレオチドおよびアミノ酸配列を図2に示す。
【０１８１】
　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。
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【０１８２】
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。
【０１８３】
　GCR1の発現を検査した。プライマーの対を設計し(5':CTACTCCGTGAAGTCTAGG、3':AATGAG
TGTTACACCTGCGTG)、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。
【０１８４】
　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':CTCACA
GCTTGAGGCTTCTAA)。実施例1のPGCから得たcDNA溶液0.5μl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。
【０１８５】
　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。
【０１８６】
　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。
【０１８７】
　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。
【０１８８】
　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。
【０１８９】
　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。
【０１９０】
　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
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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。
【０１９１】
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。
【０１９２】
　図3は、胚性幹(ES)細胞中のFragilisの発現を示す。
【０１９３】
　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。
【０１９４】
　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Fragil
isの発現を示す。
【０１９５】
　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。
Fragilis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。Fragili
s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。BM
P4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)。
【０１９６】
　図4は、PGC中のStellaの発現を示す。
【０１９７】
　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。St
ella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
。
【０１９８】
　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。
【０１９９】
　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Stel
la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、Hoxb
1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。
【０２００】
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
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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。
【０２０１】
　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(D
eblandre、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
。Fragilis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。
【０２０２】
　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。
【０２０３】
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。
【０２０４】
　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。
【０２０５】
　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;Yeo
m、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。
【０２０６】
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PGC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
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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。
【０２０７】
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、PG
C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E
G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。
【０２０８】
[参考文献]
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【０２０９】
　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。
【０２１０】
　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
、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。
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【図面の簡単な説明】
【０２１１】
【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８Ａ】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８Ｂ】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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