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(54)【発明の名称】 造血細胞からの遺伝子と発現産物

(57)【要約】
ヒト造血幹細胞／前駆細胞（ｈＨＳＰＣ）ポリペプチド
（Ｃ１７ポリペプチドと呼ばれるもの）、並びにこのよ
うなポリペプチドをコード化するＤＮＡ（およびＲＮＡ
）が開示される。同じく開示されるのは、疾病プロセス
での遺伝変異で果される染色体地図作製、ＤＮＡフィン
ガープリンティングおよび可能な役割および前記ポリペ
プチドに特異的なポリクローナル血清またはモノクロー
ナル抗体の生成等のためのマーカーを含むここで開示さ
れるポリヌクレオチドとポリペプチドを利用する方法で
ある。更に開示されるのは、本発明のポリペプチドを利
用するｈＭＳＣｓの増殖率を増加するために方法である
。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  一つの分離核酸であって、図２のアミノ酸配列を含むポリペ

プチドをコード化するポリヌクレオチドに少なくとも９０％同一であるポリヌク

レオチドを含むことを特徴とする分離核酸。

    【請求項２】  一つの分離核酸であって、図２のアミノ酸配列を含むポリペ

プチドをコード化するポリヌクレオチドに少なくとも９５％同一であるポリヌク

レオチドを含むことを特徴とする分離核酸。

    【請求項３】  一つの分離核酸であって、図２のアミノ酸配列を含むポリペ

プチドをコード化するポリヌクレオチドに少なくとも９８％同一であるポリヌク

レオチドを含むことを特徴とする分離核酸。

    【請求項４】  一つの分離核酸であって、請求項１，２または３記載のＤＮ

Ａ配列または断片のいずれかに相補性であるＲＮＡを含むことを特徴とする分離

核酸。

    【請求項５】  一つの分離核酸であって、図１のＤＮＡ配列に同一であるＤ

ＮＡ配列を含むことを特徴とする分離核酸。

    【請求項６】  一つの分離核酸であって、請求項５記載のＤＮＡ配列に相補

性であるＲＮＡを含むことを特徴とする分離核酸。

    【請求項７】  一つの分離核酸であって、少なくともヒト遺伝子のポリペプ

チドコーディング領域を含み、ここで前記ヒト遺伝子が請求項１に基づくＤＮＡ

配列を含むことを特徴とする分離核酸。

    【請求項８】  一つの分離核酸であって、請求項５記載のＤＮＡ配列を含有

するヒト遺伝子の少なくともポリペプチドコーディング領域を含むことを特徴と

する分離核酸。

    【請求項９】  適切な発現システムにある時にヒトタンパク質を発現するこ

とを特徴とする請求項８記載の分離核酸。

    【請求項１０】  請求項３記載のＤＮＡ配列を含むことを特徴とする一つの

発現伝達体。

    【請求項１１】  請求項５記載のＤＮＡ配列を含むことを特徴とする一つの

発現伝達体。
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    【請求項１２】  請求項７記載のＤＮＡ配列を含むことを特徴とする一つの

発現伝達体。

    【請求項１３】  請求項９記載のＤＮＡ配列を含むことを特徴とする一つの

発現伝達体。

    【請求項１４】  請求項７記載のＤＮＡ配列およびその活性断片、誘導体並

びに機能性類似体によりコードされることを特徴とする一つのポリペプチド。

    【請求項１５】  請求項８記載のＤＮＡ配列およびその活性断片、誘導体並

びに機能性類似体によりコードされることを特徴とする一つのポリペプチド。

    【請求項１６】  図２記載のアミノ酸配列（配列識別番号３）を含むことを

特徴とする一つのポリペプチド。

    【請求項１７】  請求項７記載のＤＮＡのゲノムに挿入されていることを特

徴とする一つの遺伝子操作細胞。

    【請求項１８】  請求項１７記載［原文は「請求項２７」］の遺伝子操作細

胞を用いてポリペプチドを発現するための細胞を産生することを特徴とする一つ

のプロセス。

    【請求項１９】  図１のＤＮＡ（配列識別番号１）の断片を含む一つの分離

ＤＮＡ配列であって、ここで前記断片が前記配列の少なくとも１５個の連続塩基

を含むことを特徴とする分離ＤＮＡ配列。

    【請求項２０】  図１のＤＮＡ（配列識別番号１）の断片を含む一つの分離

ＤＮＡ配列であって、ここで前記断片が前記配列の少なくとも３０個の連続塩基

を含むことを特徴とする分離ＤＮＡ配列。

    【請求項２１】  図１のＤＮＡ（配列識別番号１）の断片を含む一つの分離

ＤＮＡ配列であって、ここで前記断片が前記配列の少なくとも５０個の連続塩基

を含むことを特徴とする分離ＤＮＡ配列。

    【請求項２２】  図１のＤＮＡ（配列識別番号１）の断片を含む一つの分離

ＤＮＡ配列であって、ここで前記断片が前記配列の少なくとも８０個の連続塩基

を含むことを特徴とする分離ＤＮＡ配列。

    【請求項２３】  請求項１４または１５に基づくポリペプチドで哺乳類を免

疫化することで調製されることを特徴とする一つの抗血清。



(4) 特表２００２－５４１８５０

    【請求項２４】  請求項１４に基づくポリペプチドに対抗する一つのモノク

ローナル抗体。

    【請求項２５】  請求項１５に基づくポリペプチドに対抗する一つのモノク

ローナル抗体。

    【請求項２６】  試験管内でヒト間葉幹細胞の繁殖率を増加する一つの方法

であって、請求項１６のポリペプチドの有効量をこのような細胞が懸濁される細

胞外増殖培地に加えることを含むことを特徴とする方法。

    【請求項２７】  請求項２６記載の方法であって、ここでポリペプチドが少

なくとも１ｐｇ／ｍｌの濃度で、前記増殖培地に存在することを特徴とする方法

。

    【請求項２８】  図２記載のＣ１７ポリペプチドのドメインに類似する構造

を持つことを特徴とする一つの化学化合物。

    【請求項２９】  細胞表面での増殖刺激受容体の存在を決定する一つの方法

であって、図２記載の化学的に標識されたＣ１７ポリペプチドまたはその類似体

を使用して適切な培地でそのような類似体を細胞と共に保温培養し、そのような

類似体の存在で増殖の刺激が存在するかどうかを決定し、細胞表面に結合する類

似体を検出し、そのような類似体に結合する受容体を分離することによりそのよ

うな細胞の表面でのそのような受容体の存在を検出することを含むことを特徴と

する方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    【発明の属する技術分野】

  本出願は、１９９９年４月１５日付け合衆国暫定特許出願番号６０／１２９，

６４３号の優先権を主張し、その開示はこの出願にその全体が組み込まれている

。

      【０００２】

  本発明はヒト遺伝子の転写産物に対応する新規に同定されたポリヌクレオチド

配列に関し、またそれと関連する完全遺伝子配列およびその遺伝子発現産物に関

し、更に前記のものの用途、とりわけそれらが造血および骨髄微環境を伴う場合

のそれらの用途に関する。より詳細には、ここで開示される本発明はＣＤ３４+

造血幹細胞およびまたは造血前駆細胞（ＨＳＰＣｓ）で発現されるが、ＣＤ３４

-造血細胞では発現されない新規な遺伝子に関する。

      【０００３】

  循環する血液細胞が数多くの決定された前駆細胞の末端分化の産物であること

は十分に確定されている。胎児生命の間は、造血は細網内皮系全体に発生し、一

方成人では前駆細胞（例えば白血球、赤血球および血小板）は骨髄、とりわけ軸

骨格の骨髄に発生する。骨髄写真と生検標本は生体、とりわけヒトでの造血過程

での状態について多くの情報に寄与している。

      【０００４】

    【従来の技術】

  研究者は血液細胞のいずれかおよびすべてを生み出すことのできる多分化能幹

細胞を定義した。とりわけ骨髄で発見されるこの多分化能幹細胞は2個の十分に

定義された経路の一つに沿って分化する。かくしてこの幹細胞は骨髄幹細胞に分

化し、最終的にＢおよびＴリンパ球を除くすべての最終分化血球を生み出すか、

またはＴリンパ球（Ｔ細胞）に分化するかのいずれかである。血液病の性質並び

に分化血液細胞の形成への現在の研究はこれら前駆細胞に焦点を集める傾向があ

り、これにより造血の前駆的基礎と呼ばれてきたものを生じせしめた。

      【０００５】
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  もしそれが特殊な型の細胞または特殊なグループの細胞型に特異的なタンパク

質である各種細胞の表面抗原のそのような細胞の表面での存在の発見のためでな

かったとしたら、骨髄画分内の各種の型の血球細胞の成長を追うことは非常に困

難であったことであろう。細胞が分化するにつれてその表面での細胞表面抗原の

パターンは、細胞内の各種遺伝子がそれぞれの連続世代で停止しあるいは再始動

して変化する。

      【０００６】

  大抵のこのようなマーカーはとりわけ造血細胞を記載するときに使用される定

評のある「ＣＤ」命名法を使用して分類される。「ＣＤ」という用語は「集落名

称」または「分化集落」のいずれかを記載したものとして理解されており、細胞

の分化の段階を同定し従って造血プロセスの異なる段階で作動する細胞を含む一

クラスの造血細胞をもう一つのものから区別するのに有用なモノクローム抗体の

「集落」により認識される分子を引用する。

      【０００７】

  これらＣＤタンパク質は各種の型の細胞を同定し、前駆幹細胞から最終分化子

孫までの造血の推移を追うために日常的に使用される。例えばＣＤ３４はサイズ

が約１０５乃至１２０キロダルトンのタンパク質であり、造血幹細胞に存在する

。

      【０００８】

  ヒト造血幹／前駆細胞（ＨＳＰＣ）はＣＤ３４表面抗原（ＣＤ３４+）を運ぶ

骨髄（ＢＭ）単核細胞（ＭＮＣ）の希少集団で富化される。ＢＭに加えて、ＣＤ

３４+ＨＳＰＣは同じく新生児臍帯血（ＣＢ）で見出され、サイトカインと化学

療法で動員の後末梢血で富化される（クラウス他、血液、８７、１（１９９６）

。ＣＤ３４+細胞はＢＭ内のＭＮＣの～１－４％を占めまたＣＢと、動員された

末梢血（ｍＰＢ）では～０．５％を占める。精製ＣＤ３４+細胞は骨髄に移植で

き移植後患者に長年にわたり血液／リンパ系細胞を生成する。加えて、個々のＣ

Ｄ３４+細胞は培養で造血細胞のコロニーを形成できる。これとは逆に、ＣＤ３

４発現を欠く単核細胞（ＣＤ３４-）は各種の分化系統の大きく成熟した造血細

胞であり、培養でコロニーを形成する能力を喪失している。（クラウス他、１９
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９６）。

      【０００９】

  本発明はここで新規な分泌タンパク質とそのコード化遺伝子の診断と治療用途

を開示し、後者の遺伝子はＣＤ３４-造血幹／前駆細胞で特異的に発現される。

      【００１０】

    【発明の概要】

  ヒト造血幹／前駆細胞（ｈＨＳＰＣｓ）は骨髄と臍帯からの血液に存在し（Ｃ

Ｄ３４+で表示されるような細胞の）ＣＤ３４細胞表面抗原を発現する単核細胞

の相対的に稀有集団の部分である。しかしＣＤ３４遺伝子はＨＳＰＣｓで独占的

に発現されない（例えば内皮細胞も高水準のＣＤ３４を発現する）。

      【００１１】

  本発明に従って、臍帯から得られた血液細胞はもしその細胞がＣＤ３４表面抗

原を持っていたなら新規なタンパク質を発現することが発見され、またＣＤ３４

が細胞に検出されなかったならそれは発現されなかった。

      【００１２】

  新規な遺伝子のｃＤＮＡクローン、および核酸、分離配列、その断片を含む発

現産物を調製するためにこれらの細胞を使用し、またこれらの核酸およびその断

片を含む配列の発現産物にそれを使用することが本発明の目的である。

      【００１３】

  更に造血幹／前駆細胞で発現される本発明に基づいて同定されるｍＲＮＡｓな

どのｃＤＮＡｓのタンパク質発現産物、同じく他の核酸、とりわけ分離核酸、そ

のような核酸のヌクレオチド配列、その断片を提供することが本発明のもう一つ

の目的である。

      【００１４】

  ここで開示されたヌクレオチド配列のポリペプチド発現産物を提供し、そのポ

リペプチドは間葉幹細胞の成長因子として作用し、その細胞が殆どの型の結合組

織細胞に分化することができ、そのような幹細胞は例えば代償療法その他で有用

であるポリペプチド発現産物を提供することが本発明のもう一つの目的である。

      【００１５】
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  更にこのように産生されたｃＤＮＡｓ、およびその断片、同じくゲノム内での

そのいずれかの対立遺伝子を含むこのような遺伝子の位置を決定する染色体マー

カーとしてのその発現産物を使用することが本発明の目的である。

      【００１６】

  更にそれにより、異なった個体がここで開示されるものに完全にまたは部分的

に同一であると同定された遺伝子の配列に基づき識別できるヒト「フィンガープ

リンティング」で使用するＤＮＡ配列を提供することが本発明のもう一つの目的

である。

      【００１７】

  更にまたそれにより、このような配列が哺乳類、とりわけヒトでの類似した染

色体位置で発見されるものと比較でき、ここでそのような哺乳類が疾病で苦しみ

、それにより前記遺伝子の変異の存在を検出し、前記変異が多分そのような疾病

に導くここで開示されるポリペプチドをコーディングする遺伝子に一致するポリ

ヌクレオチド配列を提供することが本発明のもう一つの目的である。

      【００１８】

  更にまた、その急速クローニングのために本発明に従ってペプチド、またはポ

リペプチド、あるいはタンパク質を発現できる本発明に基づく１個またはそれ以

上の核酸、またはＤＮＡｓ、あるいは遺伝子、もしくはヌクレオチド配列の複製

を含む遺伝子操作細胞およびベクターを提供することが本発明の目的である。

      【００１９】

    【発明の開示】

  本発明の一つの見地は、図１で同定されたＤＮＡ配列（配列識別番号１）に配

列相同性を示し、またはそれにハイブリッド形成できる核酸、および分離ＤＮＡ

配列、更に分子、およびその断片（更に一致する分離ＲＮＡ配列、およびその断

片）に向けられる。本発明は更に少なくとも１５塩基、望ましくは少なくとも３

０塩基、より望ましくは少なくとも５０塩基およびもっとも望ましくは少なくと

も８０塩基を含むこのような配列の断片または部分に向けられ、およびそれに対

して少なくとも６０％望ましくは少なくとも８０％、またもっとも望ましくは少

なくとも９５％同一であるこれらの配列に向けられ、更にその断片と部分を含み
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更に天然源から誘導されるときにはその対立遺伝子を含む図１の配列と同じポリ

ペプチドをコード化するＤＮＡ（またはＲＮＡ）配列に向けられる。

      【００２０】

  本発明に従って、配列を引用するときに「パーセント同一性」または「パーセ

ント同一である」という用語は、比較されるべき配列（「比較配列」）と説明ま

たは請求される配列（「引用配列」）とのアラインメントの後に配列が説明また

は請求される配列と比較されることを意味する。パーセント同一性は下記の式に

基づき決定される。

      【００２１】

      パーセント同一性＝１００〔１－Ｃ／Ｒ〕

  ここでＣは引用配列と比較配列の間のアラインメントの長さ全体にわたり引用

配列と比較配列の間の差の数であり、ここで（ｉ）比較配列に対応するアライン

された塩基またはアミノ酸を持たない引用配列の内の各塩基またはアミノ酸、お

よび（ii）引用配列内の各ギャップ部、および（iii）比較配列内のアラインさ

れた塩基またはアミノ酸と異なる引用配列内の各アラインされた塩基またはアミ

ノ酸が差異を構成する。またＲは引用配列内に創られ同じく塩基またはアミノ酸

として計数されるいずれかのギャップ部と共に比較配列とのアラインメントの長

さにわたり引用配列での塩基とアミノ酸の数である。

      【００２２】

  もしも前に計算されたように、特定の最小パーセント同一性とほぼ同じかもし

くはそれより大きいアラインメントが比較配列と引用配列の間に存在するとすれ

ば、ここで計算されたパーセント同一性が特定のパーセント同一性以下であるア

ラインメントが存在するとしても、比較配列は引用配列に対して特定の最小パー

セントを持つことになる。

      【００２３】

  本発明の更なる見地は図１に含まれるものと同一であるＤＮＡ配列（配列識別

番号１）であるまたはそのＤＮＡ配列を含むＤＮＡ配列（同じく対応するＲＮＡ

配列）に向けられる。本発明に基づくＤＮＡ配列は図１で同定され配列表（配列

識別番号１）で設定されたＤＮＡ配列に緊縮条件の下でハイブリッド合成可能で
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ある。ここで使用されるように、「緊縮条件」という用語は配列の間で少なくと

も９７％同一性がある場合にのみハイブリッド形成が生じることを意味する。

      【００２４】

  本発明の更にもう一つの見地は、ヒト遺伝子（またはコーディング領域などの

ような同じポリペプチドをコード化するＤＮＡ配列）、とりわけ発現されたヒト

遺伝子の少なくともコーディング領域を含む分離ＤＮＡ（またはＲＮＡ）配列あ

るいは分子に向けられ、そのヒト遺伝子は図１で示された配列（配列識別番号１

）、または少なくとも９０％、望ましくは少なくとも９５％、およびもっとも望

ましくは少なくとも９８％それに同一性であるもの、同じく前記コーディング領

域によりコード化されるポリペプチドに対して類似の機能を持つポリペプチドを

コード化するコーディング領域の断片または部分に相同であるかそれに寄与する

ＤＮＡ配列を含む。かくして分離ＤＮＡ（またはＲＮＡ）配列は発現遺伝子（ま

たは前に記載の断片またはその部分）のコーディング領域のみを含むことができ

るし、あるいは発現ヒト遺伝子の非コーディングＤＮＡ（またはＲＮＡ）のすべ

てまたは部分を更に含むことができる。

      【００２５】

  一般に、図１で示される配列（配列識別番号１）、またはそれに少なくとも９

０％、望ましくは９５％、およびもっとも望ましくは少なくとも９８％同一であ

るか相同であるものに相同であり、それに寄与する配列はヒト遺伝子のコーディ

ング領域からのものである。

      【００２６】

  本発明は更にこのようなＤＮＡ（またはＲＮＡ）配列を含むベクターまたはプ

ラスミドに関し、同じくＤＮＡ（またはＲＮＡ）配列の使用に関する。

      【００２７】

  図１で示される配列（配列識別番号１）は異なるヒト組織から誘導される実際

のＤＮＡおよびＲＮＡ配列にハイブリッド形成可能である。各種ヒト組織でのこ

の配列の分布は他のヒト配列のデータベース付合から決定された。

      【００２８】

  本発明のポリヌクレオチドはＲＮＡの形態またはＤＮＡの形態にあり、このＤ
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ＮＡはｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡおよび合成ＤＮＡを含む。ＤＮＡは二本鎖または

一本鎖であり、一本鎖の場合ではコーディング鎖または非コーディング鎖（アン

チセンス鎖）である。成熟ポリペプチドをコード化するコーディング配列は図１

で示されるコーディング配列に同一であり、または異なるコーディング配列であ

り、このコーディング配列は冗長または縮重の結果として図１のＤＮＡ（配列識

別番号１）と同じ成熟ポリペプチドをコード化する。

      【００２９】

  図２のポリペプチド（配列識別番号３）をコード化するポリヌクレオチドは必

ずしもそれに限定されないが、成熟ポリペプチドだけのコーディング配列；成熟

ポリペプチド、およびリーダーまたは分泌配列、プロタンパク質配列および膜ア

ンカーなどの追加コーディング配列；成熟ポリペプチドのコーディング配列（お

よび選択的に追加コーディング配列）ならびにイントロンまたは成熟ポリペプチ

ドのコーディング配列の非コーディング配列５′およびまたは３′などの非コー

ディング配列を含む。

      【００３０】

  かくして本発明で使用される「ポリヌクレオチド」という用語はポリペプチド

のコーディング配列のみを含むポリヌクレオチド同じく追加のコーディングおよ

びまたは非コーディング配列を含むポリヌクレオチドを網羅する。

      【００３１】

  本発明は更に図２のアミノ酸配列（配列識別番号３）を持つポリペプチドの断

片、類似体および誘導体をコード化する前に記載のポリヌクレオチドの変異体に

関する。ポリヌクレオチドの変異体はポリヌクレオチドの自然発生対立遺伝子変

異体またはポリヌクレオチドの非自然発生変異体である。

      【００３２】

  かくして、本発明に基づく核酸、またはポリヌクレオチドは図１で示されるコ

ーディング配列の自然発生対立遺伝子変異体であるコーディング配列を持つ。従

来の技術で公知のように、対立遺伝子変異体は１個またはそれ以上のヌクレオチ

ドの置換、欠失または追加を有し、またコード化ポリペプチドの機能を事実上変

えないポリヌクレオチド配列の代替形態である。
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      【００３３】

  本発明は更にポリヌクレオチドを含みここで成熟ポリペプチドのコーディング

配列は、例えば細胞からポリペプチドの輸送を制御する分泌配列として機能する

リーダー配列、および細胞膜へのポリペプチドの付着を容易にする膜貫通アンカ

ーなどの宿主細胞からのポリペプチドの発現と分泌を助けるポリヌクレオチド配

列に同じリーディングフレーム内で融合する。リーダー配列を持つポリペプチド

はプレタンパク質であり、成熟ポリペプチドを形成するためにリーダー配列を宿

主細胞により切断させる。ポリヌクレオチドは更に成熟タンパク質プラス追加５

′アミノ酸残基であるプロタンパク質をコード化する。プロ配列を持つ成熟タン

パク質はプロタンパク質でありしばしばタンパク質の不活性形態である。一度プ

ロ配列が切断されると、活性成熟タンパク質が残る。

      【００３４】

  かくして例えば、本発明に基づくポリヌクレオチドは成熟タンパク質を、プロ

配列を持つタンパク質を、膜貫通アンカーを持つタンパク質を、またはプロ配列

、プロ配列（リーダー配列）と膜貫通アンカーを持つポリペプチドをコード化す

る。

      【００３５】

  本発明のポリヌクレオチドは本発明のポリペプチドの精製を可能にするマーカ

ー配列にコーディング配列をフレーム内で融合させる。マーカー配列は細胞宿主

の場合にマーカーに融合される成熟ポリペプチドの精製を提供するｐＱＥ－９ベ

クターで供給されるヘキサヒスチジンであり、または例えばマーカー配列は哺乳

類宿主、例えばＣＯＳ－７細胞が使用されるときには赤血球凝集素（ＨＡ）標識

である。ＨＡ標識はインフルエンザ赤血球凝集素タンパク質から誘導されるエピ

トープに一致する（Ｉ．ウィルソン、他、細胞．３７：７６７（１９８４））。

      【００３６】

  本発明の全長ポリヌクレオチドの断片は、全長ｃＤＮＡを分離しまた遺伝子に

対し高い配列類似性または類似の生物活性を持つ他のｃＤＮＡを分離するために

ｃＤＮＡライブラリーのハイブリッド形成プローブとして使用される。この型の

プローブは望ましくは少なくとも１５塩基を持ち、少なくとも３０塩基および５
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０もしくはそれ以上の塩基を持つことさえある。プローブは更に全長転写物に対

応するｃＤＮＡクローン、およびゲノムクローンまたは調節およびプロモーター

領域、エキソン、およびイントロンを含むゲノムクローンまたはクローンを同定

するために使用される。スクリーンの例はオリゴヌクレオチドプローブを合成す

るために既知のＤＮＡ配列を用いることで遺伝子のコーディング領域を分離する

ことを含む。本発明の遺伝子の配列に相補である配列を持つ標識オリゴヌクレオ

チドはライブラリーのどの部材にプローブがハイブリッド形成するかを決定する

ためにヒトｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡまたはｍＲＮＡのライブラリーをスクリーン

するために使用される。

      【００３７】

  本発明に基づくポリヌクレオチドは、少なくとも１５塩基、望ましくは少なく

とも３０塩基、また望ましくは少なくとも５０塩基を持ち、それは本発明のポリ

ヌクレオチドにハイブリッド形成し、またここで記載したようにそのポリペプチ

ドに同一性を有し、更に活性を保持しあるいは保持しないこともある。このよう

なポリヌクレオチドは例えばポリヌクレオチドの回収のための図１のポリヌクレ

オチドのプローブとして、あるいは診断用プローブとしてもしくはＰＣＲプライ

マーとして使用される。

      【００３８】

  本発明に基づくポリヌクレオチドは、更にそのいずれかおよびすべての断片を

含む図１の配列（配列識別番号１）にある程度までハイブリッド形成可能なポリ

ヌクレオチドの混合物の形態で発生し、またそのポリヌクレオチド混合物は、少

なくとも１０個、多分少なくとも３０個のそのような配列またはその断片を持つ

混合物を含むいずれかの数のそのようなポリヌクレオチドまたはその断片より成

る。

      【００３９】

  コーディング領域はヒトゲノムのほんの小さい部分を含むために、転写領域と

染色体のコーディング領域の同定と地図化は重要な関心となる。染色体のコーデ

ィング領域と転写領域を同定し標識するための対応する試薬の必要性が存在する

。更にこのようなヒト配列は、染色体の地図化、ヒトの同定、組織の型と起源の
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同定、法廷での同定、疾病関連遺伝子（すなわち変異、欠失、または誤った遺伝

子発現に拘らず遺伝によるヒト疾病に関連する遺伝子）の染色体での位置付けな

どにとって価値がある。

      【００４０】

  本発明の各種の見地は、部分および完全ｃＤＮＡｓ、ゲノムＤＮＡ、ｍＲＮＡ

、アンチセンス鎖、ＰＣＲプライマー、コーディング領域、および構築物に対応

するそれぞれの個別配列を含む。発現ベクターとポリペプチド発現産物はそのよ

うな発現産物に対する抗体、とりわけモノクローナル抗体と共に本発明の範囲内

にある。

      【００４１】

  ここで使用されまた特に記載される場合を除き、すべての用語は以下の定義に

よる。

      【００４２】

  本発明に従って、「遺伝子」または「シストロン」という用語は、ポリペプチ

ド類を産生することに係るＤＮＡのセグメント（すなわちＤＮＡセグメント）を

意味する。それはコーディング領域に前後する領域（５′および３′未翻訳領域

すなわちＵＴＲｓ、または同じくリーダーおよびトレーラー配列、領域またはセ

グメントと呼ばれる未翻訳領域）並びに個別のコーディングセグメント（エキソ

ン）の間の介在配列（イントロン）を含み、このイントロン領域は最終翻訳可能

ｍＲＮＡ産物を形成するために転写後ＲＮＡの処理の間に典型的には除去される

。もちろんその性質からｃＤＮＡはイントロン配列を含まない。

      【００４３】

  本発明に従って、「ＤＮＡセグメント」という用語は、異なった断片の形態で

またはより大きなＤＮＡ構築物の成分としてＤＮＡポリマーを意味し、それは少

なくとも一度事実上純粋な形態で、すなわち不純にする内因性物質無しで、標準

生化学方法、例えばクローニングベクターを用いる方法によりセグメントとその

成分ヌクレオチド配列の同定、操作および回収を可能にする量または濃度で分離

された。このようなセグメントは典型的には真核遺伝子に存在する内部未翻訳配

列、すなわちイントロンにより邪魔されることのないオープンリーディングフレ
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ームの形態で提供される。未翻訳ＤＮＡの配列はオープンリーディングフレーム

からの下流に存在し、ここでは同じものはコーディング領域の操作または発現に

干渉することはない。

      【００４４】

  本発明に基づき開示される核酸とポリペプチド発現産物、並びにこのような核

酸を含む発現ベクターは「富化形態」にある。ここで使用されるように、「富化

」という用語は、その物質の濃度（例えば）その天然の濃度の少なくとも約２倍

、５倍、１０倍、１００倍、または１，０００倍であり、重量で少なくとも望ま

しくは０．０１％であり、望ましくは少なくとも重量で約０．１％であることを

意味する。重量で約０．５％、１％、１０％および２０％の富化調製物も同じく

検討される。本発明を含む配列、構築物、ベクター、クローン、およびその他の

物質は有利に富化されまたは分離された形態にすることができる。例えばここに

記載された差動ディスプレー技術を経由して、リボソームＲＮＡ遺伝子と「ハウ

スキーピング」遺伝子に対応するクローンおよびヒトｃＤＮＡ挿入片のないクロ

ーンの除去は望ましいクローン内で「富化」されるライブラリーを生じる。

      【００４５】

  本発明に基づき開示されるＤＮＡとＲＮＡ配列およびポリペプチドは、一般に

分離形態にある。「分離された」という用語は、物質がその元の環境（例えばそ

れがもし自然発生のものであれば自然環境）から除去されることを意味する。例

えば生体動物に存在する自然発生ポリヌクレオチドまたはＤＮＡは分離されない

が、自然システムで共存する物質のいくらかまたはすべてから分離される同じポ

リヌクレオチドまたはＤＮＡは分離される。このようなＤＮＡはベクターの一部

分であることができ、およびまたはこのようなポリヌクレオチドは組成物の一部

であることができ、しかもそのようなベクターまたはポリヌクレオチドがその自

然環境の部分でないように分離することができる。

      【００４６】

  本発明に基づき開示されるＤＮＡとＲＮＡ配列あるいはポリペプチドは「精製

された」形態でも存在する。「精製された」という用語は完全な純度を必要とし

ない。むしろそれは相対的な定義として意図され、これらの用語が当業者に理解
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されるように高度の精製された調製物または部分的にのみ精製された調製物を含

むことができる。ｃＤＮＡライブラリーから分離された個体クローンは電気泳動

同質性に対し従来の方法で精製された。ｃＤＮＡクローンは部分的に精製された

自然発生物質（メッセンジャーＲＮＡ）の操作を経由して得られる。ｍＲＮＡの

ｃＤＮＡライブラリーへの転換により、精製個体ｃＤＮＡクローンをクローン選

択により合成ライブラリーから分離することができる。かくしてＲＮＡからｃＤ

ＮＡライブラリーを創り、続いてこのライブラリーから個体クローンを分離する

ことにより、生のメッセージの約１０6倍の精製を生じる。出発物質または天然

物質の少なくとも１桁の大きさ、望ましくは２桁または３桁、およびより望まし

くは４桁または５桁の大きさの精製が特に考慮される。更に望ましくは、重量で

０．００１％、または少なくとも０．０１％あるいは０．１％、更により望まし

くは重量で１％またはそれ以上の純度を持つ請求されたポリヌクレオチドが特に

考慮される。

      【００４７】

  「コーディング領域」という用語はその天然ゲノム環境でその遺伝子の発現産

物を自然にまたは正常にコード化するヒト遺伝子の部分、すなわち遺伝子の自然

発現産物を生体内でコーディングする領域を意味する。コーディング領域は正常

、変異、または変更された遺伝子からのものであることができ、あるいはＤＮＡ

合成の当業者に公知である方法を用いて完全に合成されるＤＮＡ配列または遺伝

子から得ることも可能である。

      【００４８】

  この発明に従って、「ヌクレオチド配列」という用語は、デオキシリボヌクレ

オチドのヘテロポリマーを引用する。一般に本発明により提供されるタンパク質

をコード化するＤＮＡセグメントは、微生物またはウイルスオペロンから誘導さ

れる調節要素を含む組換え転写ユニットで発現され得る合成遺伝子を提供するた

めに、ｃＤＮＡ断片と短いオリゴヌクレオチド断片を短いオリゴヌクレオチドリ

ンカーから、または一連のオリゴヌクレオチドから組立てられる。

      【００４９】

  「発現産物」という用語は、遺伝子の天然転写産物であり、遺伝子コード縮重
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から生じまた同一アミノ酸をコーディングするいずれかの核酸配列コーディング

等価物であるポリペプチドまたはタンパク質を意味する。

      【００５０】

  コーディング配列を引用するときの「断片」という用語は、その発現産物が完

全コーディング領域の発現産物と同じ生物学的機能または活性を基本的に保持す

る完全ヒトコーディング領域以下のものを含むＤＮＡの部分を意味する。

      【００５１】

  「プライマー」という用語は、ＤＮＡの一本鎖で対にされ、その点でＤＮＡポ

リメラーゼがデオキシリボヌクレオチド鎖の合成を開始する遊離３′ＯＨ末端を

提供する短い核酸配列を意味する。

      【００５２】

  「プロモーター」という用語は、転写を開始するためのＲＮＡポリメラーゼの

結合に係るＤＮＡの領域を意味する。

      【００５３】

  「オープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）」という用語は、何らの停止コド

ン無しでアミノ酸の一連の三文字暗号を意味し、また（潜在的に）タンパク質に

翻訳可能な配列である。

      【００５４】

  「エキソン」という用語は、成熟ＲＮＡ産物で代表される非連続性遺伝子のい

ずれかのセグメントを意味する。

      【００５５】

  ここで使用されるように、ＤＮＡ配列への引用は一本鎖ＤＮＡと二本鎖ＤＮＡ

の両方を含む。かくして前後関係が他のものを指示するものでない限り、この特

異的配列はこのような配列の一本鎖ＤＮＡ、その補体を持つこのような配列の二

重構造（二本鎖ＤＮＡ）およびこのような配列の補体を引用する。

      【００５６】

  本発明に従って、ｈＭＳＣｓの間葉分化プロセスに関連するｃＤＮＡｓの同定

に対する全体的なアプローチは、培養で成長する細胞の骨形成分化の間の遺伝子

発現の測定を含んでいた。細胞は収穫され、その全ＲＮＡ内容物は回収された。
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次いで各種のプライマーの組合せを用いて、逆転写酵素とポリメラーゼ連鎖反応

手順が対応するｃＤＮＡｓを産生し増幅するために使用され、それは次いで精製

されクローンされる調節されたＤＮＡを発見するためにスクリーンされた。これ

らのクローンは次いで配列化されコンセンサス配列を決定するために使用された

（コンセンサス配列は、寄与配列が残基位置によりアラインされた後に配列内の

各ヌクレオチド位置にあるもっとも普通に発生する塩基に基づく配列である）。

生成する配列は次いで例えばブラストプログラム及びジェンバンクデータベース

を用いて新規性と既知の配列との相同性のためにコンピュータデータベース検索

を受けた。

      【００５７】

  前記のものに従って、ｃＤＮＡライブラリーが生成され、それは図１の配列（

配列識別番号１）を同定するために使用された。これらのｃＤＮＡｓに基づくプ

ローブは、従来公知のノーザンブロット分析法を用いて関連転写物を同定するた

めに使用された。

      【００５８】

  本発明に従って開示されるヌクレオチド配列は、図１（配列識別番号１および

２）に含まれるように、臍帯血並びに骨髄のＣＤ３４運搬細胞で発現することが

発見され、（ノーザンブロットハイブリッド形成分析で決定されるように）完全

転写物は約１．１キロベースであった。配列は１３６アミノ酸のポリペプチドを

コーディングするオープン／リーディングフレームを含有した（後者のアミノ酸

はジェンバンクにある既知のタンパク質のいずれとも著しい相同性を何も示さず

従って新規であると考えられた）。推定されるペプチド配列（図２、配列識別番

号３で示されるもの）のハイドロパシー（アミノ酸配列に対する疎水性のグラフ

）分析はタンパク質のＮ末端で１９アミノ酸のシグナルペプチドを示し、これは

ＣＤ３４+細胞により分泌されていることを示唆している。この分泌特性はｃＤ

ＮＡをヒスチジン－６標識（後者はニッケルアフィニティークロマトグラフィー

により容易に精製可能にする）で標識することで、また発現されたタンパク質の

Ｃ末端に対応する位置でヒトｍｙｃガン遺伝子のエピトープで確認された。組換

えタンパク質がヒト２９３細胞で発現されたとき、それは培地に分泌されたこと
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が発見された。

      【００５９】

  ここで同定されたＤＮＡ配列それぞれ（および対応する完全遺伝子配列）はポ

リヌクレオチド試薬として数多くの方法で使用することができる。配列は特定の

細胞型同じく遺伝子連鎖分析（多型性）で特異的ｍＲＮＡの存在下での診断プロ

ーブとして使用することができる。さらに配列は遺伝疾病と関連する遺伝子領域

を位置決めするプローブとして使用することができる。

      【００６０】

  本発明のヌクレオチドと遺伝子配列はさらに染色体同定のために価値がある。

各配列は個体ヒト染色体上の特定の位置を特異的に標識化し、またその位置でハ

イブリッド形成することができる。さらに配列は染色体上の特定の部位を同定す

る必要性が現在ある。本発明に基づく特異的染色体に対するポリヌクレオチドの

地図化はこれらの配列を疾病、例えば骨形成または骨格異常に影響する疾病など

に関連する遺伝子に相関させるための重要な第１ステップとなる。

      【００６１】

  要約すると、ここで開示される配列からＰＣＲプライマー（望ましくは１５－

３０塩基対）を準備することにより地図化することができる。これら配列のコン

ピュータ分析は、さもなければ増幅プロセスを複雑にしかねない対応するゲノム

ＤＮＡで１個以上のエキソンに広げないようにプライマーを急速に選択するのに

使用される。これらのプライマーは、次いで個体ヒト染色体を含有する体細胞雑

種のＰＣＲスクリーニングに使用される。ここで開示される配列または部分配列

に対応するヒト遺伝子を含む雑種細胞のみが増幅された断片を産生するであろう

。

      【００６２】

  体細胞雑種のＰＣＲ地図化は特定配列を特定染色体に割当てるための加速手順

である。従来技術で公知のように、単一のサーマルサイクラーを用いて１日当り

３個以上のクローンを割当てることができる。同じオリゴヌクレオチドプライマ

ーで本発明を使用して、類似の方法で大きなゲノムクローンの特定的染色体また

はプールからの断片のパネルで部分局在化を達成することができる。その染色体
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に対して配列または配列の部分を地図化するために同様に使用できる他の地図化

戦略は、ｉｎ  ｓｉｔｕ  ハイブリッド形成、標識フロー分類染色体でのプレス

クリーニングおよび染色体特異的ＤＮＡライブラリーを構築するためのハイブリ

ッド形成による予備選別を含む。

      【００６３】

  中期染色体スプレッドへのｃＤＮＡクローンの蛍光ｉｎ  ｓｉｔｕ（原位置）

ハイブリッド形成法（ＦＩＳＨ法）は１ステップで正確な染色体位置を提供する

のに使用することができる。この方法は５００または６００塩基ほどの短いｃＤ

ＮＡで使用できる。しかし２０００塩基対以上の大きいクローンは単純な検出に

対し充分なシグナル強度でユニークな染色体位置に結合するより高い尤度を持つ

。ＦＩＳＨ法は配列がそれから誘導されたクローンの使用を必要とし、それが長

ければ長いほどいい。例えば２０００塩基対は良く、４０００塩基対はより良く

、しかし４０００以上はたぶん時間の妥当な割合でいい結果を得るためには必要

ではない。この技法の報告については、ヴァーマ他、ヒト染色体：基本技術のマ

ニュアル、ペルガモン・プレス、ニューヨーク（１９８８）を参照されたい。

      【００６４】

  染色体地図化のための試薬は（単一染色体またはその染色体上の単一部位を標

識するために）個別に、または（多数の部位およびまたは多数の染色体を標識す

るために）試薬のパネルとして使用することができる。遺伝子の非コーディング

領域に対応する試薬は事実上地図化目的のためには望ましい。コーディング配列

は遺伝子ファミリー内に確実により多く保持され、かくして染色体地図化の間に

交差ハイブリッド形成の機会を増加させる。

      【００６５】

  一度配列が正確な染色体位置に地図化されると、染色体上の配列の物理的位置

遺伝子地図データで相関させることができる。（このようなデータは、例えばＶ

．マッキューシック、ヒトにおけるメンデルの遺伝的性質、で見出される（ジョ

ンズ・ホプキンズ・ユニバーシティ、ウエルチ・メディカル・ライブラリーを通

じてオンラインで利用可能））。同じ染色体領域に地図作製される遺伝子と疾病

の間の関係は次いで連鎖分析（物理的に密接な遺伝子の同時遺伝）を通じて同定
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される。

      【００６６】

  次いで影響を受けおよび影響を受けない個体間のｃＤＮＡまたはゲノム配列に

差が存在するかどうかを決定する必要がある。もしも突然変異が影響を受けた個

体のいくらかまたはすべてで観察されるがその正常な個体では観察されないなら

ば、突然変異は疾病の原因となる病原体となるであろう。

      【００６７】

  物理的地図化と遺伝子地図化の手法での現在の解決法により、疾病と関連する

染色体領域に正確に局在化するｃＤＮＡは５０種乃至５００種の潜在的病原性病

遺伝子のどれか一つと見ることができる（これは１メガベース地図化解決と、２

０キロベースあたり１個の遺伝子を仮定する）。

      【００６８】

  影響を受けおよび受けなかった個体の比較は、染色体スプレッドから可視であ

りあるいはｃＤＮＡ配列に基づくＰＣＲを用いて検出可能な欠失またはトランス

ロケーションなどの染色体内の構造的変質を一般に最初に見ることを伴う。最終

的には、いくつかの個体からの遺伝子の完全な配列化が突然変異の存在を確認し

、また突然変異を多形性から区別することが必要とされる。

      【００６９】

  前記に加えて、広範囲に記載された本発明の配列は、そのいずれの方法もポリ

ヌクレオチド配列のＤＮＡまたはＲＮＡへの結合に基づく三重鎖形成またはアン

チセンスＤＮＡもしくはＲＮＡを通じて遺伝子発現を制御するために使用するこ

とができる。これらの方法での使用に適したポリヌクレオチドは通常２０個乃至

４０個の塩基の長さであり、転写に伴う遺伝子の領域に相補であるように設計さ

れている（三重鎖－リー他、核酸研究、６：３０７３（１９７９）；クーニー他

、サイエンス、２４１：４５６（１９９８）；またダーバン他、サイエンス、２

５１：１３６０（１９９１）を参照のこと）し、あるいはまたｍＲＮＡそれ自体

に相補であるように設計されている（アンチセンス－岡野Ｊ．神経化学、５６：

５６０（１９９１）；遺伝子発現のアンチセンス阻害薬としてのオリゴデオキシ

ヌクレオチド、ＣＲＣプレス、ボカレイトン、フロリダ、（１９９８））。三重
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鎖形式は最適にはＤＮＡからのＲＮＡ転写の停止に帰着し、一方アンチセンスＲ

ＮＡハイブリッド形成はｍＲＮＡ分子のポリペプチドへの翻訳を遮断する。いず

れの方法もモデルシステムで有効でることが示された。本発明の配列に含まれる

情報はアンチセンスまたは三重鎖オリゴヌクレオチドの設計に必要である。

      【００７０】

  本発明はまた遺伝子治療に有用な用具であり、遺伝子欠損を修正するために正

常な遺伝子を生体に挿入する前提条件として問題となる疾病関連遺伝子の分離を

必要とする。本発明に基づくｃＤＮＡプローブの高い特異性が非常に正確なやり

方でこのような遺伝子の位置を標的にすることを保証する。

      【００７１】

  広範囲に定義されその部分配列と断片を含む本発明の配列は、更に微小生物サ

ンプルからの個体の同定に有用である。例えば合衆国陸軍は、その兵員の同定の

ために制限断片長多型（ＲＦＬＰ）の使用を検討している。この手法では、個体

ゲノムＤＮＡは１個またはそれ以上の制限酵素で消化され、兵員を同定するため

のユニーク帯を産出するためにサザンブロット上でプローブされる。この方法は

失ったり、切り換えたり、あるいは盗まれたりして確信ある同定を難しくしがち

な「認識票」での現在の制約に悩むことはない。本発明の配列はＲＦＬＰの追加

のＤＮＡ標識として有用である。

      【００７２】

  しかしＲＦＬＰはパターンベースの技術であり、それは配列化されるべき個体

のＤＮＡ配列を必要とはしない。本発明の配列の部分は個体ゲノムの選択部分の

事実上塩基単位でのＤＮＡ配列を決定する代替的手法を提供するために使用する

ことができる。更にこれらの配列はこのような選択されたＤＮＡを増幅し分離す

るＰＣＲプライマーを調製するために使用することができる。例えば本発明の配

列の一部を取り出し配列の５′および３′末端または配列の断片から２個のＰＣ

Ｒプライマーを調製することができる。これらは配列に対応する個体ＤＮＡを増

幅するために使用される。増幅ＤＮＡは配列される。

      【００７３】

  このようにして作られた個体からの対応するＤＮＡ配列のパネルは、各個体が
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対立遺伝子の差の故でこのようなＤＮＡ配列のユニークセットを持つので、ユニ

ークな個別的同定を提供することができる。本発明の配列は個体からまた組織か

らのこのような同定配列を得るための特定の利益に使用することができる。対立

遺伝子変質はこれら配列のコーディング領域である程度起こり、また非コーディ

ング領域ではより大きな度合で生じる。個体ヒトの間での対立遺伝子変質は各５

００塩基毎に約１回の頻度で生じる。本発明の部分を含む断片または完全コーデ

ィング配列のそれぞれは、ある程度まで個体からのＤＮＡが同定目的と比較でき

ることに対する標準として使用することができる。より大きな数の多型性が非コ

ーディング領域で生じるために、より少ない数の配列が分化した個体にとって必

要である。

      【００７４】

  もし本発明に基づく配列からの試薬のパネルが個体に対するユニークＩＤデー

タベースを生成するために使用される場合には、これらの同じ試薬は後でその個

体からの組織を同定するのに使用できる。生きていても死んでいてもその個体の

明白な同定を極めて小さな認識サンプルから行うことができる。

      【００７５】

  ＤＮＡベースの同定技術のも一つの使用法は法生物学においてである。ＰＣＲ

技術は非常に小さな生物サンプルから取られたＤＮＡ配列を増幅するのに使用で

きる。一つの先行後術において、遺伝子配列は大きな数の対立遺伝子変質、例え

ばＤＱαクラスII  ＨＬＡ遺伝子を含むものとして知られる特異的遺伝子座で増

幅される（Ｈ．エルリッヒ、ＰＣＲ技術、フリーマン・アンド・カンパニー（１

９９２））。ゲノムのこの特異的領域が一度増幅されると、ＤＱαクラスII  Ｈ

ＬＡ遺伝子に対応するＤＮＡでプローブされたサザンブロット上の同定セットの

帯を産生するために、それは１個またはそれ以上の制限酵素で消化される。

      【００７６】

  本発明の配列はヒトゲノムにある追加の遺伝子座を特異的に標的とするポリヌ

クレオチド試薬を提供するために使用することができ、またＤＮＡベースの法的

同定の信頼度を高めることができる。非コーディング領域を標的とするこれらの

配列はとりわけ適切である。前に記載の通り、実際の塩基配列情報は制限酵素生
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成断片により形成されるパターンに対して正確な選択肢として同定のために使用

できる。このような配列情報を得るための試薬は本発明の範囲内にある。このよ

うな試薬は完全配列、遺伝子の部分または対応するコーディング領域、もしくは

少なくとも１５塩基対、望ましくは少なくとも１８塩基対の断片を含むことがで

きる。

      【００７７】

  特別な組織の源を同定できる試薬の必要性も存在する。例えばこのような必要

性は、起源の不明な組織を提出された時の法廷で生じる。適切な試薬は例えば本

発明の配列から調製された特別な組織に特異的なＤＮＡプローブまたはプライマ

ーを含むことができる。このような試薬のパネルは種によりおよびまたは器官の

型により組織を同定することができる。同じようなやり方で、これらの試薬は不

純物のために組織培養をスクリーンするために使用できる。

      【００７８】

  いくつか異なる遺伝子と完全に符合する配列は染色体にハイブリッド形成する

ことで検出できる。もし多くの染色体遺伝子座が観察されるならば、配列（また

は閉鎖変異体）は、１個以上の遺伝子内にある。この問題は染色体位置または全

長ｃＤＮＡあるいは遺伝子のプローブとしてｃＤＮＡのみの３′未翻訳部分を使

用することにより回避される。３′未翻訳領域は遺伝子ファミリー内でより確実

にユニークであるように見えるが、それはｍＲＮＡの領域のコーディング機能を

保存するために進化の圧力が存在しないためである。

      【００７９】

  本発明に基づき開示されるｃＤＮＡライブラリーは理想的に方向性クローニン

グを用いているため、ｃＤＮＡの５′末端（多分コーディング配列を含むもの）

または３′末端（多分非コーディング配列であるように見えるもの）のいずれか

を選択的に獲得できるからである。

      【００８０】

  ここで提供される配列情報を用いることにより、本発明のポリヌクレオチドは

既知の方法を用いて天然源から誘導されまたは合成することができる。本発明の

範囲内に位置する配列は前記の特異的配列に限定されないが、更にそのヒト対立
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遺伝子および種の変質並びにその部分を含む。加えて、本発明は配列表に記載し

た塩基の特異的なポリヌクレオチド配列と関連する全コーディング配列、並びに

全コーディング配列の部分を含む。対立遺伝子変質は一つの配列を同じ種のも一

つの個体の配列と比較することにより日常的に決まった形で決定することができ

る。更にまたコドンの変動性に適応するために、本発明はここで開示された特異

的配列がするのと同じアミノ酸配列をコーディングする配列を含む。換言すれば

、コーディング領域で一つのコドンが同じアミノ酸をコード化するも一つのもの

に置換されることが特に熟慮される（コーディング領域は日常的な配列分析を通

じて決定することができる）。

      【００８１】

  ｃＤＮＡライブラリーでは、提示されるｍＲＮＡの多くの種が存在する。各ｃ

ＤＮＡクローンはそれ自身の正当な理由において興味深いものであるが、更なる

試験が行われる前にライブラリーから分離されねばならない。いずれかの特異的

なｃＤＮＡを配列するために、それはあらゆる他の配列から除去され分離され（

すなわち単離され精製され）ねばならない。これは当業者にとって公知である多

くの方法により達成することができる。これらの手順は通常対象となるｃＤＮＡ

を含む細菌コロニーの同定とその細菌の更なる増幅を伴う。一度ｃＤＮＡが混合

コロニーライブラリーから分離されると、それはヌクレオチド配列化などのよう

な更なる手順の鋳型として使用することができる。

      【００８２】

  本発明はまた前に広範囲に記載されたように１個またはそれ以上の配列を含む

組換え構築物を含む。この構築物はプラスミドまたはウイルスベクターなどのよ

うなベクターを含み、その中に本発明の配列が前進または逆配向で挿入された。

本実施例の望ましい見地において、構築物は更に調節配列より成り、それは例え

ば操作可能に配列に連鎖されるプロモーターを含む。多数の適切なベクターとプ

ロモーターは当業者にとっては公知であり、また商業的に利用可能である。下記

のベクターは例として提供される。細菌性：ｐＢｓ，ｐｈａｇｅｓｃｒｉｐｔ，

ＰｓｉＸ１７４，ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ  ＳＫ，ｐＢｓ  ＫＳ，ｐＮＨ８ａ，

ｐＮＨ１６ａ，ｐＮＨ１８ａ，ｐＮＨ４６ａ（ストラータジーン）；ｐＴｒｃ９
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９Ａ，ｐＫＫ２２３－３，ｐＫＫ２３３－３，ｐＤＲ５４０，ｐＲＩＴ５（ファ

ルマシア）。原核系：ｐＷＬｎｅｏ，ｐＳＶ２ｃａｔ，ｐＯＧ４４，ｐＸＴ１，

ｐＳＧ（ストラータジーン）；ｐＳＶＫ３，ｐＢＰＶ，ｐＭＳＧ，ｐＳＶＬ（フ

ァルマシア）。

      【００８３】

  かくして本発明はこのような構築物または配列のみに限定されることなく、プ

ラスミド、ウイルス、またはいずれかの発現ベクターを含む発現伝達体を含み、

細胞とリポソームを含み、本発明に基づき開示されるように核酸、ヌクレオチド

配列、ＤＮＡｓ、ＲＮＡｓ、またはその断片のいずれかを含む。更にそのような

配列がコーディング配列または非コーディング配列であるかおよびそのようなコ

ーディング配列がここで開示される発現産物のすべてまたは部分をコードするか

どうかに拘らず、そのような発現産物またはその断片がここで開示される発明と

同調しある効用を示す限りにおいてこれは真実である。かくして本発明は、適切

な発現システム、例えば無細胞システムまたは試験管内発現システムにある時に

ヒトタンパク質を発現する分離されたＤＮＡ配列、または核酸を含む一方、この

ようなシステムは適切な発現伝達体またはベクターに、あるいはその部分に含ま

れ、それらは細胞、プラスミド、ウイルスまたはその他の操作可能な発現ベクタ

ーである。

      【００８４】

  これらの発現システム、とりわけ発現伝達体の部分である発現システムは、一

般に本発明に基づき開示された遺伝子発現産物およびタンパク質をコードする遺

伝子と生体内で通常関連するものとは異なるプロモーターを含む何らかのプロモ

ーター領域を必要とする。プロモーター領域は選択標識と共にＣＡＴ（クロラム

フェニコール転移酵素）ベクターまたは他のベクターを用いていずれか望ましい

遺伝子から選択することができる。２個の適切なベクターはｐＫＫ２３２－８と

ｐＣＭ７である。特に指名された細菌プロモーターはｌａｃｌ，ｌａｃＺ，Ｔ３

，Ｔ７，ｇｐｔ，ラムダＰRおよびｔｒｃである。真核プロモーターはＣＭＶ極

初期、ＨＳＶチミジンキナーゼ、初期および後期ＳＶ４０、レトロウイルスから

のＬＴＲｓ、およびマウスメタロチオネイン－１の各プロモーターを含む。適切
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なベクターとプロモーターの選択は十分当業者の水準内にある。

      【００８５】

  更なる実施例において、本発明は前記構築物を含む宿主細胞に関する。宿主細

胞は例えば哺乳類細胞などの高次の真核細胞、または酵母細胞などの低次の真核

細胞であり得るし、あるいは宿主細胞は細菌細胞などのような原核細胞であるこ

ともできる。構築物の宿主細胞への導入はリン酸カルシウム形質移入、ＤＥＡＥ

、デキストラン仲介形質移入、または電気穿孔法で実行することができる（Ｌ．

デービス、Ｍ．ジブナー、Ｉ．バッティ、分子生物学における基本方法（１９８

６））。

      【００８６】

  宿主細胞における構築物は組換え配列によりコードされる遺伝子産物を産生す

るために従来の方式で使用することができる。選択肢として、一度配列がｃＤＮ

Ａから公知であり、または純粋産物の単離で公知であるコード化ポリペプチドは

手動または自動のいずれかの従来のペプチド合成法により合成で産生することが

できる。

      【００８７】

  かくして本発明に基づいて、一度コーディング配列が公知となり、または遺伝

子がポリペプチドをコード化してクローンにされると、分子生物学での従来の技

術はポリペプチドを獲得するために使用できる。より一般的には、本発明は前記

ポリペプチドの断片、同じくその誘導体と機能的類似体を含むここで開示された

いずれかおよび個々のＤＮＡまたはＲＮＡ配列によりコードされるすべてのポリ

ペプチドを含む。

      【００８８】

  もっとも単純な水準では、アミノ酸配列は商業的に利用できるペプチド合成装

置を用いて合成できる。これは小さなペプチドおよびより大型のポリペプチドの

断片を産生するのにとりわけ有用である。（断片は例えば天然ポリペプチドに対

する抗体を生成するのに有用である）。

      【００８９】

  選択肢として、望ましいポリペプチドをコード化するＤＮＡは宿主生体に挿入
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し発現することができる。生体は細菌、酵母、細胞系、または多細胞植物もしく

は動物である。文献は適切な宿主生体と発現技術が数多くあることを示している

。例えばポリヌクレオチド（ＤＮＡまたはｍＲＮＡ）がそれを発現する哺乳類の

筋組織に直接注射することを可能にする。この方法は動物にポリペプチドを送達

するためにまたは外部ポリペプチドに対する免疫応答を生成するために使用でき

る。ヴォルフ他、サイエンス、２４７：１４６５（１９９０）；フェルグナー、

他、ネイチャー、３４９：３５１（１９９１）。選択肢として、コーディング配

列は適切な調節領域（すなわち構築物）と共にベクターに挿入することができ、

それは次いで細胞を形質移入するために使用される。（細胞がより大きな生体の

部分であるまたは部分でない）細胞は次いでポリペプチドを発現する。

      【００９０】

  本発明は更に図２のアミノ酸配列（配列識別番号３）並びにこのようなポリペ

プチドの断片、類似体および誘導体をもつポリペプチドに関する。

      【００９１】

  図２のポリペプチド（配列識別番号３）を引用する際の「断片」、「誘導体」

および「類似体」という用語は、前記ポリペプチドと同じ生物機能または活性を

基本的に保持するポリペプチドを意味する。かくして類似体は、活性成熟ポリペ

プチドを産生するためのタンパク質部分の切断により活性化できるプロタンパク

質を含む。このような断片、誘導体および類似体は天然ポリペプチドの活性が保

持されるよう図２のポリペプチド（配列識別番号３）に十分に類似するような性

質をもつものでなければならない。

      【００９２】

  本発明のポリペプチドは組換えポリペプチド、天然ポリペプチドまたは合成ポ

リペプチドであり、望ましくは組換えポリペプチドである。

      【００９３】

  ここで使用される「組換え」は、組換え（例えば細菌または哺乳類）発現シス

テムからタンパク質が誘導されることを意味する。「微生物性」は細菌または真

菌（例えば酵母）発現システムで作られる組換えタンパク質を引用する。産物と

して、「組換え微生物性」は天然内因性物質を基本的に欠いており関連天然グリ
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コシル化を伴わないタンパク質を意味する。大抵の細菌培養、例えば大腸菌で発

現されるタンパク質はグリコシル化修飾を欠いており、酵母で発現されるタンパ

ク質は哺乳類細胞で発現されるものとは異なるグリコシル化パターンを持つであ

ろう。

      【００９４】

  図２のポリペプチド（配列識別番号３）の断片、誘導体または類似体は、（ｉ

）１個またはそれ以上のアミノ酸残基が保存または非保存アミノ酸残基（望まし

くは保存アミノ酸残基）で置換され、そのような置換アミノ酸残基が遺伝暗号（

コード）でコード化されまたはコード化されないもの、または（ii）1個または

それ以上のアミノ酸残基が置換基を含むもの、あるいは（iii）成熟ポリペプチ

ドがポリペプチドの半減期を増加する化合物などのも一つの化合物（例えばポリ

エチレングリコール）に融合されるもの、もしくは（iv）追加アミノ酸がリーダ

ー配列または分泌配列、もしくは成熟ポリペプチドまたはプロタンパク質配列の

精製に使用される配列、などのような成熟ポリペプチドに融合されるものである

。このような断片、誘導体および類似体はここでの教訓を考慮して当業者の能力

内にあるものと見做される。

      【００９５】

  本発明のポリペプチドは望ましくは分離形態で提供され、また望ましくは等質

性に精製される。ポリペプチドに適応される時には、「分離された」という用語

はすでに述べられた意味を有する。

      【００９６】

  本発明のポリペプチドは図２のポリペプチド（とりわけ成熟ポリペプチド）、

同じく図２のポリペプチド（配列識別番号３）に対し少なくとも９０％の同一性

、または図２のポリペプチド（配列識別番号３）に対し少なくとも９５％の同一

性、更により望ましくは図２のポリペプチド（配列識別番号３）に対し少なくと

も９８％の同一性を持ち、更に一般に少なくとも３０個のアミノ酸またより望ま

しくは少なくとも５０個のアミノ酸を持つポリペプチドを含む。

      【００９７】

  本発明のポリペプチドの断片または部分はペプチド合成により対応する全長ポ
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リペプチドを産生するために使用される。従ってこの断片は全長ポリペプチドを

産生するための中間体として使用される。本発明のポリヌクレオチドの断片また

は部分は本発明の全長ポリヌクレオチドを合成するために使用される。

      【００９８】

  本発明に従って、図２に開示されるポリペプチドは、ヒト間葉乾細胞を含む試

験管内増殖培地に存在するときに増殖刺激活性を持つ。かくしてこのような幹細

胞は、ここで開示されるポリペプチドの存在下で（図３で示されるように）より

速い速度で複製するように誘導される。かくして２９３細胞で発現された組換え

Ｃ１７タンパク質はアフィニティ精製されヒトＭＳＣ（ｈＭＳＣ）培養に加えら

れた。無血清条件で維持されたｈＭＳＣｓは、典型的に基礎増殖活性を殆んど示

さない。ここで胎児ウシ血清（ＦＢＳ）のｄｏｓ滴定が正の対照として使用され

た。組換えＣ１７タンパク質は血清培地を比較して１０％の胎児ウシ血清と同等

の水準で約１０倍ｈＭＳＣ増殖を刺激した。Ｃ１７ポリペプチドは培地のｍｌ当

り少なくとも１ピコグラム（ｐｇ）の濃度で培地に存在する。

      【００９９】

  本発明は更に本発明のポリヌクレオチド、本発明のベクターで遺伝子操作され

る宿主細胞および組換え技術による本発明のポリペプチドの産生を含むベクター

に関する。

      【０１００】

  宿主細胞は、本発明のベクターで遺伝子操作（形質導入または形質転換もしく

は形質移入）され、そのベクターは例えば、クローニングベクターまたは発現ベ

クターであり、そのいずれかはプラスミド、ウイルス粒子、ファージなどの形態

にある。操作宿主細胞は本発明のプロモーターを活性化し、形質転換細胞を選択

し、または遺伝子を増幅するために適切に修飾された従来の栄養培地で培養する

ことができる。温度、ｐＨその他の培養条件は発現のために選択された宿主細胞

でこれまでに使用されたものであり当業者にとっては周知である。

      【０１０１】

  本発明のポリヌクレオチドは組換え技術によるポリペプチドの産生に使用され

る。かくして例えば、ポリヌクレオチドはポリペプチドを発現する各種の発現ベ
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クターのいずれか一つに含まれる。このようなベクターは染色体、非染色体およ

び合成ＤＮＡ配列を含み、例えばＳＶ４０の誘導体；細菌プラスミド、ファージ

ＤＮＡ；バキュロウイルス・酵母プラスミド；プラスミドとファージＤＮＡ、腫

瘍疹、アデノウイルス、鶏痘ウイルス、および仮性狂犬病などのウイルスＤＮＡ

の組合せから誘導されるベクターを含む。しかし他のベクターでもそれが宿主で

複製可能また生存可能である限り使用することができる。

      【０１０２】

  本発明に従って、適切なＤＮＡ配列、またはセグメントが各種の手順でベクタ

ーに挿入される。一般にＤＮＡは公知の手順で適切な制限エンドヌクレアーゼ部

位に挿入される。このような手順その他は当業者に周知であると見做される。

      【０１０３】

  発現ベクターでのＤＮＡ配列はｍＲＮＡ合成に指向するように適切な発現制御

配列（例えばプロモーター配列）に操作可能に連鎖される。このようなプロモー

ターの代表的な例として以下のものがあげられる：ＬＴＲまたはＳＶ４０プロモ

ーター、大腸菌ｌａｃまたはｔｒｐ、原核または真核細胞もしくはそのウイルス

で遺伝子発現を制御することで知られるファージラムダＰLプロモーターとその

他のプロモーター。発現ベクターは更に翻訳開始および転写終結因子のためのリ

ボソーム結合部位を含む。ベクターはまた増幅発現のための適切な配列を含む。

      【０１０４】

  加えて、発現ベクターは望ましくは形質転換宿主細胞の選択のために表現型形

質を提供する１個またはそれ以上の選択標識遺伝子を含み、それは真核細胞培養

に対するジヒドロ葉酸レダクダーゼまたはネオマイシン耐性など、あるいは大腸

菌でのキトラサイクリンまたはアンピシリン耐性などの標識遺伝子である。

      【０１０５】

  前に記載の適切なＤＮＡ配列を含むベクター、同じく適切なプロモーターもし

くは制御配列は宿主にタンパク質の発現を可能にするため適切な宿主を形質転換

するために使用される。

      【０１０６】

  適切な宿主の代表的な例としては、下記のものがあげられる：例えば大腸菌、
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ストレプトミセス属、ネズミチフス菌などの細菌細胞；酵母などの真菌細胞：シ

ョウジョウバエＳ２およびスポドプテラＳｆ９などの昆虫細胞；ＣＨＯ、ＣＯＳ

またはＢＯＷＥＳメラノーマなどの動物細胞；アデノウイルス；植物細胞、等。

適切な宿主の選択はここでの教示から当業者の範囲内にあるものと見做される。

      【０１０７】

  「組換え発現伝達体またはベクター」はＤＮＡ（ＲＮＡ）配列からポリペプチ

ドを発現するプラスミドまたはファージあるいはウイルスまたはベクターを引用

する。発現伝達体は（１）遺伝子発現で調節役割を持つ遺伝要素、例えばプロモ

ーターまたはエンハンサー、（２）ｍＲＮＡに転写されタンパク質内に翻訳され

る構造またはコーディング配列、（３）適切な転写開始と終結配列、のアセンブ

リより成る転写ユニットを含むことができる。酵母または真核発現システムでの

使用を意図された構造ユニットは、望ましくは宿主細胞により翻訳タンパク質の

細胞外分泌を可能にするリーダー配列を含む。選択肢として、組換えタンパク質

がリーダー配列または輸送配列なしで発現される場合には、それはＮ－末端メチ

オニン残基を含むであろう。この残基は最終産物を提供するために発現された組

換えタンパク質から続いて切断されることもされないこともある。

      【０１０８】

  「組換え発現システム」は組換え、転写ユニットを染色体ＤＮＡに安定して組

込んだ宿主細胞、または組換え転写ユニットを染色体外に輸送する宿主細胞を意

味する。細胞は原核性でも真核性でもある。ここで定義される組換え発現システ

ムは発現されるＤＮＡセグメントまたは合成遺伝子に連鎖される調節エレメント

の導入に際し異種タンパク質を発現するであろう。

      【０１０９】

  成熟タンパク質は適切なプロモーターの制御下で哺乳類細胞、酵母、細菌、ま

たは他の細胞で発現できる。無細胞翻訳システムも本発明のＤＮＡ構築物から誘

導されるＲＮＡｓを用いてこのようなタンパク質を産生するために使用できる。

原核および真核宿主と共に使用される適切なクローニングおよび発現ベクターは

サムブルック、他、分子クローニング：研究所マニュアル、第２版（コールド・

スプリング・ハーバー、ニューヨーク、１９８９）に記載されており、その開示
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はここで引用例として組み込まれている。

      【０１１０】

  高次真核細胞による本発明に基づくポリペプチドをコード化するＤＮＡの転写

は、エンハンサー配列をベクターに挿入することで増加することができる。この

ようなエンハンサーはある時期に周知となっており、転写を増加するためのプロ

モーターに作用する通常どこでも１０乃至３００塩基対のＤＮＡのシス作用エレ

メントである。普通の例はＳＶ４０エンハンサー、サイトメガロウイルス初期プ

ロモーターエンハンサー、ポリオーマエンハンサーおよびアデノウイルスで見ら

れるエンハンサーである。

      【０１１１】

  一般に組換え発現ベクターは宿主細胞、例えば大腸菌のアンピシリン耐性遺伝

子とビール酵母菌  ＴＲＰ１遺伝子の形質転換を可能にする複製起点および選択

標識、および下流構造配列の直接転写に向けて高度発現遺伝子から誘導されるプ

ロモーターを含む。このようなプロモーターはいろいろのものの中でも例えば３

－ホスホグリセリン酸キナーゼ（ＰＧＫ）、α因子、酸性ホスファターゼ、また

は熱ショックタンパク質など解糖酵素をコード化するオペロンから誘導すること

ができる。異種構造配列は翻訳開始と終結配列、および望ましくは細胞周辺腔ま

たは細胞外培地に翻訳タンパク質の分泌を向ける能力のあるリーダー配列で適当

な相で組立てられる。選択肢として、異種配列は例えば発現された組換え産物の

安定化または単純な精製などの望ましい特性を与えるＮ－末端同定ペプチドを含

む融合タンパク質をコード化することができる。

      【０１１２】

  細菌用に有用な発現ベクターは、望ましいタンパク質をコード化する構造ＤＮ

Ａ配列を適切な翻訳開始および終結シグナルと共に機能性プロモーターを持つ操

作可能リーディング相に挿入することにより構築される。ベクターはベクターの

維持を確実にし、もし望ましければ宿主内で増幅を提供するために１個またはそ

れ以上の表現型選択標識と複製起点を含むであろう。形質転換に適した原核宿主

は、他のものも選択の問題として採用され得るけれども、大腸菌、枯草菌、ネズ

ミチフス菌、およびシュードモナス属、ストレプトミセス属、ブドウ球菌属の属
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にある各種の種を含む。

      【０１１３】

  代表的ではあるけれどもそれに限定されない例として、細菌用の有用な発現ベ

クターは周知のクローニングベクターｐＢＲ３２２（ＡＴＣＣ３７０１７）の遺

伝子エレメントを含む商業利用可能なプラスミドから誘導される選択標識と細菌

複製起点を含むことができる。このような商業的ベクターは、例えばｐＫＫ２２

３－３（ファルマシア・ファイン・ケミカルズ、ウプサラ、スエーデン）とＧＥ

Ｍ  １（プロメガ・バイオテック、マジソン、ウイスコンシン、アメリカ合衆国

）を含む。これらｐＢＲ３２２「バックボーン」部分は適当なプロモーターと発

現される構造配列と組み合わせられる。

      【０１１４】

  適当な宿主菌株の形質転換と適当な細胞密度への宿主菌株の増殖に続き、選択

されたプロモーターは適切な手段（例えば温度移行または化学的誘導）により活

性化され、細胞は追加の期間培養される。細胞は典型的には遠心分離で収穫され

、物理的または化学的手段で破壊され、精製する粗抽出物は更なる精製のために

保持される。

      【０１１５】

  各種の哺乳類細胞培養システムは、同じく組換えタンパク質を発現するために

使用することができる。哺乳類発現システムの例は、グラズマン、細胞、２３：

１７５（１９８１）に記載されたサル腎臓線維芽細胞のＣＯＳ７系、および適合

ベクターを発現できる他の細胞系、例えばＣ１２７、３Ｔ３、ＣＨＯ、ＨｅＬａ

およびＢＨＫ細胞系を含む。哺乳類発現ベクターは複製起点、適切なプロモータ

ーとエンハンサー、また何らかの必要リボソーム結合部位、ポリアデニル化部位

、スプライス供与体と受容体部位、転写終結配列、および５′フランキング非転

写配列を含むであろう。ＳＶ４０ウイルスゲノムから誘導されるＤＮＡ配列、例

えばＳＶ４０起点、初期プロモーター、エンハンサー、スプライス、およびポリ

アデニル化部位は必要とされる非転写遺伝子エレメントを提供するために使用さ

れる。

      【０１１６】
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  細菌培養で産生される組換えタンパク質は細胞ペレットから最初の抽出で便利

に分離され、続いて塩析、水性イオン交換またはサイズ排除クロマトグラフィー

の一つまたはそれ以上のステップが行われる。必要に応じて成熟タンパク質の立

体配置を完成するために、タンパク質リフォールディングステップを使用するこ

とができる。最後に高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）が最終精製ステッ

プで使用できる。タンパク質の発現に使用される微生物細胞は凍結融解反復、超

音波処理、機械的破壊、または細胞溶解剤の使用を含むいずれかの便利な方法で

破壊することができる。

      【０１１７】

  タンパク質、その断片または他の誘導体あるいはその類似体もしくはそれらを

発現する細胞は、それらへの抗体を産生する免疫原として使用できる。これらの

抗体は、例えばポリクローナル、モノクローナル、キメラ、一本鎖、Ｆａｂフラ

グメント、またはＦａｂ発現ライブラリーの産物であることができる。従来公知

の各種の手順はポリクローナル抗体の産生に使用される。

      【０１１８】

  本発明の配列に一致するポリペプチドに対して精製された抗体は、ポリペプチ

ドを動物に直接注射することで、またはポリペプチドを動物、望ましくは非ヒト

に投与することで得ることができる。このようにして得られた抗体は次いでポリ

ペプチド自身に結合する。このようにして、ポリペプチドの断片のみをコード化

する配列においてもなお全天然ポリペプチドに結合する抗体を精製するために使

用することができる。このような抗体は次いでポリペプチドを発現する組織から

ポリペプチドを分離するために使用できる。更に大きな数のポリペプチドに特異

的なこのような抗体のパネルはこのような組織を同定し分化するために使用でき

る。

      【０１１９】

  モノクローナル抗体の調製のために、連続細胞系培養で産生される抗体を提供

するいずれかの方法を使用することができる。その例はハイブリドーマ法（ケー

ラーおよびミルシュタイン、１９７５、ネイチャー、２５６：４９５-４９７）

、トリオーマ法、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ法（コズボー他、１９８３、今日の
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免疫学、４：７２）、およびヒトモノクローナル抗体を産生するためのＥＢＶハ

イブリドーマ法（コール、他、１９８５、モノクローナル抗体と癌治療、アラン

・Ｒ・リス，インコーポレイテッド７７－９６ページ所収）を含む。

      【０１２０】

  一本鎖抗体の産生を記載した方法（合衆国特許第４，９４６，７７８号）は本

発明の免疫ポリペプチド産物に対する一本鎖抗体を産生するために適用できる。

      【０１２１】

  この抗体は本発明のタンパク質配列の局在化と活性に関する方法として、例え

ばこれらのタンパク質をイメージし、適当な生理学的サンプルおよび類似のもの

の中でその水準を測定する方法に利用できる。

      【０１２２】

  もち論、図２のＣ１７タンパク質の配列を知ることは、当業者に容易に間葉幹

細胞、同じく他の細胞型の表面に適切な受容体を位置せしめ、それによりこのよ

うな細胞の増殖を調節する能力を付与するであろう。

      【０１２３】

  加えて、本発明は更に開示されたヌクレオチドとポリペプチドの配列に相同の

配列を包含するために、構造状でそれ自身をタンパク質状にすることなくＣ１７

タンパク質の機能を擬態することのできる小分子を含む類似の機能領域を含む構

造的に類似の構造類似体を誘導することがもち論可能になるであろう。かくして

小さな有機分子はた易くここで開示されたC１７タンパク質の領域を擬態するた

めに、コンピュータプログラムとアルゴリズムを用いる分子モデリングにより、

または組合せ法により開発されるであろう。このような擬態構造は更に本発明の

開示により包含されるものと見做される。このような化合物は容易に合成できま

た細胞増殖培地に加えることができ、これにより関連する受容体を刺激し細胞増

殖率を増強する。このような細胞増殖を増強する方法はここで開示される発明の

範囲内にあるものと見做される。

      【０１２４】

  このような増殖作用は細胞増殖刺激受容体を細胞の表面に位置付けるために使

用できる。ここで細胞は適当な培地で増殖することができ、培地には適切な量の
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標識Ｃ１７タンパク質、またはその相同体、あるいはその小さな化学的類似体が

加えられ、次いで前記相同体または類似体が細胞の増殖を刺激できるかどうかを

決定する。もし刺激できるならば、その類似体は更に適切な標識形態；典型的に

は化学者に周知の通常の手段で標識された形態に導入することができ、このよう

な標識は放射能標識法と非放射能標識法の両方を含み、また次いで表面受容体な

どに位置するように細胞表面に表面受容体を結合させるように各種の時間帯で培

地に留まるようにする。これに続いてそれらが表面受容体か他のものかに拘らず

、受容体の分離、同定および特徴づけを可能にする通常の分離技術が使用できる

。このようにして各種細胞型の増殖刺激受容体が決定できる。

      【０１２５】

  本発明の手順を実行するに際して、特殊な緩衝液、培地、試薬、細胞、培養条

件その他は限定するものではなくて、議論が提示される特殊な前後関係の中で当

業者が関心または価値があると認識するすべての関連する物質を含むように読み

取られるべきであることはもち論理解されるべきである。例えば、一つの緩衝シ

ステムまたは培養培地をも一つのものに置換してそれでもなお同一ではないにし

ても類似の結果を達成することがしばしば可能である。当業者はこのようなシス

テムと方法についての十分な知識を持ち、そのため過度の実験をすることなくこ

こで開示される方法と手順を使用して当業者の目的に最適に役立つようにこの置

換を行うことができるであろう。

      【０１２６】

  本発明の特異的実施例はこれから更に下記の非制限的実施例により詳細に記載

され、本発明の教示の追加および異なる実施例が間違いなくそれ自身を当業者に

提案し、また他の実施例がここで開示されるものから充分に推論されるというこ

とが評価されるであろう。

      【０１２７】

  方法と材料

  臍帯血細胞とＣＤ３４+細胞の分離

  臨月の新生児からの凍結臍帯血細胞がユニバーシティ・オブ・アリゾナの臍帯

血バンクから購入された。ＣＢ（臍帯血）の３－４単位からの単核細胞（ＭＮＣ
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）はプールされ、ＣＤ３４前駆細胞分離キット（カリフォルニア、オーバーン、

ミルテニィ・バイオテック）で配設された抗ＣＤ３４抗体（クローンＱＢＥＮＤ

／１０）で標識された。２００万個までのＭＮＣでＶａｒｉｏＭＡＣＳシステム

（ミルテニィ・バイオテック）で組立てられたＬＳ+カラムを通過させた。磁気

ビードで標識されカラムに保持されたＣＤ３４+細胞は磁石から移動後にカラム

から溶離細胞により分離された。流動（ＦＴ）画分内のＣＤ３４-細胞を確実に

除去するために、これらのＦＴ細胞は前に第２カラムを通過された。この２図の

枯渇後のＦＴ画分はＣＤ３４-細胞集団として使用された。第１および第2カラム

から分離されたＣＤ３４+細胞はプールされた。各集団のＣＤ３４+細胞の内容物

は蛍光標示式細胞分取器（ＦＡＣＳ）染色を用いてモニターされた（下記参照）

。大部分の細胞は直ちにＴＲＩｚｏｌ試薬（メリーランド、ゲイザーズバーグ、

Ｇｉｂｃｏ／ＢＲＬ）で溶離された。

      【０１２８】

  他のヒト細胞

  健康な供与体の骨髄からのＣＤ３４+細胞は連邦と州規則に従ってピュアセル

・カンパニー（カリフォルニア、サンマテオ）により同様に分離された。我々は

また健康なボランティアからのｍＰＢからのヒトＣＤ３４+細胞を使用した。連

続Ｇ‐ＣＳＦ処置の５日後、白血球交換細胞が得られた。ＣＤ３４+とＣＤ３４-

細胞はアイソレックス３００システム（カリフォルニア、アービン、ネクセル／

バクスター）を用いて同じように分離された。骨髄誘導間葉幹細胞（ＭＳＣ）は

分離され、文献（ピッテンジャー、サイエンス、２８４：１４３（１９９９））

に記載の通り培養で拡張された。

      【０１２９】

  ＣＤ３４+細胞のＦＡＣＳ分析

  細胞分離前および後のＣＢ細胞はＲ－フィコエリトリン（Ｒ－ＰＥ）複合ＣＤ

３４抗体（カリフォルニア、サンホゼ、ベクトン・ディキンソン・免疫システム

〔ＢＤＩＳ〕、クローンＨＰＣＡ－２）で標識された。ＨＰＣＡ－２はＱＢＥＮ

Ｄ／１０で認識されたものとは異なるＣＤ３４エピトープを認識し、それは細胞

を精製するために使用される。抗体標識細胞はＢＤＩＳ  ＦＡＣＳカリバーまた
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は４８８ｎｍに同調されたイオンアルゴンレーザーを備えたヴァンテージ装置で

分析された。固体ＭＮＣの特異的ＣＤ３４染色は（Ｒ－ＰＥに対し）ＦＬ２チャ

ンネルに記録された。非特異的染色（バックグラウンド）は０．１％であった。

細胞分離前のＣＤ３４+細胞の内容物は０．４＋／－０．１％（ｎ＝３）であり

、従来の公開情報と一致した（カイロおよびワグナー、血液、９０：４６６５‐

４６７８（１９９７））。典型的には、ＣＤ３４+調製物内でのＣＤ３４+細胞の

割合は８５．０％であり、またＣＤ３４-画分ではそれは約０．１％であった（

バックグラウンド水準）。処理された３０個のＣＢサンプルの間で、２，３個の

細胞はこの基準に合致せず、処分された。

      【０１３０】

  相補ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）合成

  全ＲＮＡはＴＲＩｚｏｌ試薬（Ｇｉｂｃｏ／ＢＲＬ）を用いて分離された。２

００マイクログラムの全ＲＮＡはいくつかの調製物からプールされた４，０００

万個のＣＤ３４+細胞から分離された。約２マイクログラムのポリＡ+ＲＮＡがｍ

ＲＮＡ分離ミディキット（カリフォルニア、バレンシア、キアージェン）を用い

て精製された。二本鎖ｃＤＮＡはスーパースクリプトII逆転写酵素とランダムヘ

キサマー（Ｇｉｂｃｏ／ＢＲＬ）を含むｃＤＮＡ合成システムを用いて調製され

た。ＣＤ３４+とＣＤ３４-細胞から誘導されるＲＮＡサンプルは絶えず平行して

処理された。

      【０１３１】

  ＲＤＡ遺伝子断片の生成と分析

  代表的差分析（ＲＤＡ）アンプリコン調製および差引きハイブリッド形成法が

文献記載の通り行われた（リシチン他、サイエンス２５９：９４６－９５１（１

９９３）；ヒューバンクおよびシャッツ、核酸研究、２２：５６４０－５６４８

（１９９４））が、より短いＰＣＲサイクル（９５℃、３０秒、７２℃、２分）

がアンプリコン（差引き前）および差引き産物（差引き後）の調製のために作用

された点のみ異なっていた。３回の差引きの後、別の帯がアガロースゲルで明ら

かとなった。第３（および最終）差引き産物（ＤＰ３）は（アダプターを除去し

ＧＡＴＣオーバーハングを生成する）Ｄｐｎｌｌで消化され、次いでＢａｍＨＩ
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消化ｐＵＣ１８ベクターにクローンされた。５００個以上のクローンが大腸菌の

ＤＨ５の菌株を連続ＤＮＡの小さなアリコートで形質転換した後に得られた。最

初に５５個の個体クローンが無作為に摘み取られた。個体クローンの挿入片はＰ

ＣＲ増幅され配列化された。配列はまずＢＬＡＳＴＮおよびＢＬＡＳＴＸアルゴ

リズムを用いてジェンバンク非冗長（ＮＲ）データベースに対して検索された（

アルトシュル他、核酸研究、２５：３３８９－３４０２（１９９７）；http://w

ww.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/）。著しい付合を持たないものは新規であると考え

られた。新規な配列は次いでＢＬＡＳＴＮアルゴリズムを用いてジェンバンクＥ

ＳＴデータベース（ｄｂＥＳＴ）に対して検索された。

      【０１３２】

  ＲＴ－ＰＣＲのためのオリゴヌクレオチド

  ＣＤ３４  ｃＤＮＡ増幅のためのプライマー（２９８塩基対）は以下の通りで

ある。

      【０１３３】

    ＣＤ３４－５′：CTGTGTCTCAACATGGCA-3′    （配列識別番号４）

    ＣＤ３４－３′：GCCTTGATGTCACTTAGG-5′    （配列識別番号５）

  Ｃ１７  ｃＤＮＡ増幅のためのプライマー（２８６塩基対）は以下のものであ

る。

      【０１３４】

    Ｃ１７－５′：GATCACCCGCGACTTCAACC      （配列識別番号６）

    Ｃ１７－３′：TGGCAGGACCGTAGTCACTG      （配列識別番号７）

  ベータ－２－ミクログロブリン（対照としてのβ２M）ｃＤＮＡ増幅のための

プライマー（２７０塩基対）は以下のものである。

      【０１３５】

    β２Ｍ－５′：TCTGGCCTTGAGGCTATCCAGCGT  （配列識別番号８）

    β２M－３′：GTGGTTCACACGGCAGGCATACTC  （配列識別番号９）

  Ｃ１７  ｃＤＮＡを含有するプラスミド

  Ｃ１７ｃＤＮＡ断片（２９０塩基対）を含有する我々のＲＤＡクローンに加え

て我々はジ・インターナショナル・モレキュラー・アナリシス・オブ・ジーン・
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エクスプレッション（ＩＭＡＧＥ）コンソーシアム（遺伝子発現  国際分子分析

借款図）のＥＳＴクローンの販売業者であるリサーチ・ジェネティクス，インコ

ーポレイテッド（アラバマ、ハンツビル）からヒトＥＳＴｓを含む５個のプラス

ミドを購入した（表１）。ＩＭＡＧＥクローン７８６０６６は最長の挿入片（～

１キロベース）を持ち、続く分析のためのＣ１７コーディング配列の源として使

用された。

      【０１３６】

  ヒト細胞での組換え遺伝子発現

  ＩＭＡＧＥクローン７８６０６６からのＣ１７の完全コーディング領域はＰＣ

Ｒで増幅され、またＥｃｏＲＩおよびＢａｍＨＩ部位で哺乳類発現ベクターｐＣ

ＤＮＡ３．１／ｍｙｃ－ＨｉｓＢ（カリフォルニア、カールスバッド、インヴァ

イトロジェン）に骨組のできた状態でクローンされた。生成するプラスミドはｐ

ＣＭＶ．Ｃ１７／ｍｙｃ／ｈｉｓと名付けられる。この構築物から発現される組

換えＣ１７タンパク質はＣ末端でのヒトＣ－ｍｙｃエピトープと６個のヒスチジ

ン残基（Ｈｉｓ６）（下記の配列でイタリック体のもの）で標識された。

      【０１３７】

  この結果、３１個のアミノ酸

      【０１３８】

  がＣ１７のＣ末端に加えられた。

      【０１３９】

  ヒト２９３誘導ＢＯＳＣ２３細胞はリン酸カルシウム沈殿により形質移入され

た（チェン他、ネイチャー・バイオテックノロジー、１４：６０６（１９９６）

；チェン他、遺伝子療法、４：１０１３（１９９７））。形質移入の４８時間後

、細胞と馴化培地は収集された。細胞はタンパク質阻害薬カクテル（コンプリー

トTM）、ロシュ・バイオケミカルズ）の存在下で培養皿からかき落とされた。細

胞は塩化ナトリウム１５０ｍＭ、トリス塩酸２０ｍＭ（ｐＨ７．４）、グリセロ

ール１０％、ＮＰ４０、１％、ＥＤＴＡ１０ｍＭ、ＮａＶＯ3、２ｍＭ、フッ化
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ナトリウム１００ｍＭ、およびコンプリートTMを含む緩衝液に溶離された。溶離

液は１４，０００ｒｐｍ、３０分、４℃での遠心分離で清澄化された。細胞抽出

物および馴化培養培地は還元条件の下でサンプル緩衝液で変性され、ＳＤＳ－ト

リス／グリシン緩衝液で４－２０％ポリアクリルアミドゲルで電気泳動された。

ｒＣ１７の産生はｃ－ｍｙｃまたはＨｉｓ６エピトープ（インヴァイトロジェン

）に対する抗体でウェスタンブロットによりモニターされた。

      【０１４０】

  染色体マッピング

  スタンフォードＧ３ヒト・ハムスター放射線雑種細胞（ＲＨ）パネルがリサー

チ・ジェネティクスから購入された。２個の対のＰＣＲプライマーはＣ１７ｃＤ

ＮＡの５′未翻訳領域に基づいて設計された。

      【０１４１】

          TTTGATTTTCATCACCTTTC          （配列識別番号１１）

  および  CTGGTTTAATGGAGTAATGG          （配列識別番号１２）

          GTTAGATACACAGCATGTTGA        （配列識別番号１３）

  および  GACAGTGAAGAAAGTCTGTG        （配列識別番号１４）

  各対はハムスターからではなくヒトからのゲノムＤＮＡ鋳型で～２００塩基対

断片を特異的に増幅した。ＰＣＲ反応は下記の条件、つまり９４℃、２０秒；５

５℃、２０秒；７２℃、３０秒の３０サイクルの下でＤＮＡ鋳型の２５ｎｇ（ナ

ノグラム）を用いて行われた。プライマーの両方のセットは同一の結果を示した

。ＰＣＲ反応の結果は（１を正とし０を負として）表にされ、スタンフォード・

ヒューマン・ゲノム・センター・ＲＨサーバーに提出された（http://www.shgc.

stanford.edu/）。６以上のＬＯＤスコアは重要であると考えられる。

      【０１４２】

【表１】
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      【０１４３】

  Ｃ１７遺伝子断片（２９０塩基対）はＢＬＡＳＴＮアルゴリズムを使用してｄ

ｂＥＳＴに対して検索された。使用されたｃＤＮＡライブラリー、スコアおよび

Ｅ値のより詳細についてはhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/を参照のこと。

ＮＤ：５′または３′末端のいずれかからの挿入片を部分的に配列化した寄託者

によって決定されないもの。検索の時点（１９９８年７月）で、全体で２，０７

２，９６４ＥＳＴ（ヒトおよび非ヒト）エントリーが寄託された。

      【０１４４】

    【実施例】

  実施例１

  ＣＤ３４+造血細胞でのＣ１７の望ましい遺伝子発現は下記の通り立証された

。ＲＴ－ＰＣＲ（逆転写酵素－ポリメラーゼ連鎖反応）がＣＤ３４+またはＣＤ

３４-細胞からの全ＲＮＡおよび２個のＣ１７特異的プライマー（２９０塩基対

Ｃ１７ＲＤＡ断片の配列に基づくもの）を用いて行われた。Ｃ１７遺伝子発現は

ＣＢ  ＣＤ３４+細胞で容易に検出されたがＣＤ３４-細胞集団では検出できなか

った。類似のＲＴ－ＰＣＲ結果がｍＰＢからの細胞で、同じく骨髄からの細胞で

得られた。従って、Ｃ１７遺伝子発現は、ＨＳＰＣを含むものとして知られる３

個の源、ＣＢ、ＢＭおよびｍＰＢから分離されるＣＤ３４-細胞集団に制約され

る。

      【０１４５】

  未処理で培養されたＣＤ３４+細胞のＣ１７遺伝子発現がノーザンブロットで
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分析された。ＢＭ  ＣＤ３４+細胞は異なったサイトカインで２個の培養条件の

下で培養された。第１条件の下では、ＢＭ  ＣＤ３４+細胞はＴＰＯ，ＳＣＦお

よび、幹細胞の維持と前駆細胞の拡張を支持するものとして知られる組み合わせ

のＦｌｔ３／Ｆｌｋ２リガンド（ＦＬ）で処理された（ルーエンス他、血液、９

１：１２０６－１２１５（１９９８）；カウシャンスキー、血液、９２：１－３

（１９９８））。第２条件の下では、細胞は５個の造血コロニー刺激因子（ＩＬ

－３、ＩＬ－６、Ｇ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦおよびＥＰＯ）で処理された。これ

らは方向づけられた前記細胞を拡張し細胞分化を刺激し、ＨＳＰＣのミエロイド

／エリスロイド系列への分化とＣＤ３４+細胞減少を来たすものとして知られて

いる（ルーエンス他、１９９８）。培養され未処理のＣＤ３４+細胞でのＣ１７

遺伝子発現はＣ１７  ＲＤＡ断片（２９０塩基対）をプローブとして使用するノ

ーザンブロットで分析された。単一の～１．０キロベースの顕著な帯が未処理Ｂ

Ｍ  ＣＤ３４+細胞並びに培養細胞で観察され、それはＣ１７遺伝子を各種の水

準で発現した。７日乃至１５日の培養後、Ｃ１７ｍＲＮＡ水準は条件＃１では上

昇し、一方それは条件＃２の下では僅かに減少した。

      【０１４６】

  正常な組織では、精製ポリＡ＋ＲＮＡを含むクロンテック多重組織ブロットを

使用して、Ｃ１７発現はヒト骨髄および非常に弱いもののリンパ節で検出された

が、脾臓、胸腺、胎児肝臓およびＰＢＬではノーザンハイブリッド形成で検出で

きなかった。同じハイブリッド形成で、Ｃ１７はいくつかのヒト癌細胞系：Ｈｅ

ｌａ  Ｓ３（頸部癌腫）、Ａ５４９（肺癌腫）、Ｇ－３６１（黒色腫）、ＳＷ４

８０（結腸直腸腺癌）、ＨＬ－６０（前骨髄球白血病）、Ｋ－５６２（慢性骨髄

性白血病）、Ｍｏｌｔ－４（リンパ芽球性白血病）およびＲａｊｉ（バーキット

リンパ腫）、これらの癌細胞系からのポリＡ＋ＲＮＡを含むも一つのブロットで

は検出できなかった。加えて、ノーザンブロットとＲＴ－ＰＣＲ分析は、Ｃ１７

遺伝子転写物が間葉幹細胞には存在しなかったことを示し、これらは骨髄のＨＳ

ＰＣに非常に近接して存在すると考えられている（ビッテンジャー他、１９９９

）。かくして、Ｃ１７発現は造血サイトカインにより調節される。

      【０１４７】
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  実施例２

  Ｃ１７  ｃＤＮＡの全長ＤＮＡ配列がＣ１７関連ＥＳＴ配列を含む５個のプラ

スミドクローンを購入することで得られた（表１）。これらのプラスミドの挿入

片は部分的にＩＭＡＧＥコンソーシアムメンバーによる５′または３′末端のい

ずれかからの配列であった。これらプラスミドでの挿入片のサイズは両末端のい

ずれかから決定され配列化された。ＩＭＡＧＥクローン７８６０６６での挿入片

は最長（～１キロベース）であり、また他の４個のプラスミドとＣ１７  ＲＤＡ

断片からの配列すべてを含む。ＩＭＡＧＥクローン７８６０６６の挿入片配列は

続く分析で使用された。推定上のｍＲＮＡポリアデニル化シグナルであるＡＡＴ

ＡＡＡはＣ１７  ｃＤＮＡの３′末端近くで見出される（例えば残基９７９－９

８４での配列識別番号を参照のこと）。ノーザンブロットおよび多重ＥＳＴから

の配列で示される転写物のサイズ（～１キロベース）に基づき、ＩＭＡＧＥクロ

ーン７８６０６６はＣ１７遺伝子のほぼ全長ｃＤＮＡを含有する。Ｃ１７  ｃＤ

ＮＡは１３６アミノ酸（配列識別番号３）のタンパク質をコード化する４０８ヌ

クレオチドのオープンリーディングフレームを含有する。第１ＡＴＧの周りのす

ぐ傍にあるコザック配列の存在は、それが望ましい翻訳開始であることを示唆す

る（コザック、細胞生物学ジャーナル、１１５：８８７－９０３（１９９１））

。推定ペプチド配列の疎水性分析は、Ｎ末端での推定上のシグナルペプチドを示

している。更にまた、詳細に説明されたシグナルペプチドは、分泌ペプチド切断

部位がその第１９および第２０アミノ酸の間にあることを明らかにした（ニール

セン他、タンパク質エンジニアリング、１０；１－６（１９９７））。配列の残

りに他の疎水性膜貫通ドメインまたはＧＰＩ固定シグナルドメインはなく、これ

はＣ１７が分泌タンパク質であることを示している。二次構造分析は、Ｃ１７ペ

プチドが造血サイトカインとインターロイキンの特性である４αヘリックスを含

有することを予言する（バザン、今日の免疫学、１１（１０）：３５０－３５４

（１９９）；ウエルおよびデ・ボス、生化学マニュアルレビュー、６５；６０９

－６３４（１９９６））。Ｃ１７のジエンバンク、アクセス番号はＡＦ１９３７

６６である。

      【０１４８】
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  実施例３

  Ｃ１７タンパク質はｐＣＭＶ．Ｃ１７／ｍｙｃ／ｈｉｓを作るためにＣ１７  

ｃＤＮＡコーディング領域を哺乳類発現ベクターにクローニングすることで特徴

付けられた。組換えＣ１７タンパク質はＣ末端で９Ｅ１０  ｃ－ｍｙｃエピトー

プと６個のヒスチジン残基（Ｈｉｓ６）の両方で標識され、これによりｒＣ１７

の検出と精製を容易にした。ヒト２９３Ｔ細胞は標識Ｃ１７遺伝子の発現を可能

にするためにベクターで形質移入された。形質移入の４８時間後、形質移入から

の細胞検出物と馴化培地（上澄み）の両方は２個の標識のいずれかに対する抗体

を使用してウェスタンブロットで分析された。抗ｍｙｃ抗体はＣ１７形質移入細

胞にユニークな細胞抽出物と上澄み内の特異的なタンパク質を認識した。細胞抽

出物では、主要１９キロダルトンタンパク質帯は特異的に認識され、これは未処

理の標識Ｃ１７タンパク質（シグナルペプチドを含めて全体で１６７アミノ酸）

の予想された１９キロダルトンと一致した。Ｃ１７形質移入細胞から収集された

上澄みでは単一タンパク質帯が検出され、これはＣ１７タンパク質が実際に分泌

したことを示している。目に見える分子量（約２６キロダルトン）は予想された

１７．２キロダルトンのサイズ（１９アミノ酸シグナルペプチド無しの処理され

たＣ１７タンパク質）よりも大きく、これは分泌タンパク質が分泌の間または分

泌後に修飾されたことを示している。アミノ酸配列に基づいて、Ｃ１７またはエ

ピトープ標識内では潜在的はＮ－グリコシル化部位は存在しない。グリコシダー

ゼのパネルでの消化もまたＳＤＳ－ＰＡＧＥでのタンパク質移動のシフトを果せ

なかった。

      【０１４９】

  実施例４

  ｒＣ１７は原核発現ベクターであるｐＢＡＤ／ｇIII（インヴァイトロンのも

の）へのＣ１７のクローニングにより大量に産生された。この発現ベクターでは

、推定上のＣ１７シグナル配列は除去され、コーディング配列の残部は、細菌リ

ーダー配列の枠組みに連結された。これは組換えタンパク質が周皮細胞周辺腔に

分泌することを可能にする。このベクターで発現されるＣ１７タンパク質はまた

ｃ－ｍｙｃとＨｉｓ６エピトープで標識される。アラビノースによる導入に際し
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（全長ｒＣ１７で予熱されたように）１９キロダルトンのタンパク質は０．００

２％またはそれ以上のアラビノース濃度での高い水準で発現するように誘導され

た。

      【０１５０】

  （実施例５）

  放射線維種細胞（ＲＨ）技術がヒトゲノムでのＣ１７遺伝子の位置の地図作製

に使用された。Ｇ３ヒト－ハムスター雑種染色体ＤＮＡサンプルがヒトＣ１７に

特異的なプライマーでのＰＣＲ増幅の鋳型として使用された。もしヒトゲノム（

ハムスターゲノムでないもの）が鋳型として存在するならば、プライマーは２０

０塩基対断片を増幅できるだけである。ある種のＧ３  ＲＨ  ＤＮＡ鋳型でのＰ

ＣＲ反応は予想されたＤＮＡ断片を生成したが、一方他のものは生成できなかっ

た。生成データはスタンフォード・ヒトゲノムセンター・データベースとアルゴ

リズムに基づき、その染色体局在化を決定するために使用された。(http://www.

shgc.stanford.edu/)。ユニークなパターンはＣ１７遺伝子を、Ｄ４Ｓ４１２と

Ｄ４Ｓ１６０１の間のヒト染色体４Ｐにある単一遺伝子座に地図化した(http://

www.hcbi.nlm.nih.gov/genemap98/map.cgi?MAP=G3&BIN=130&MARK=SHGC.33462)。

この結果は他の人で行われた関連ＥＳＴｓ（ユニジーン・データベースでのＨｓ

.１３８７２）の地図化により確認される。この領域はヒト染色体４ｐ１５－１

６を細胞遺伝子地図作製で共同局在化する。造血と関連するいくつかの他の遺伝

子は同じようにこの領域で配置される。これらは（Ｃ１７／Ｈｓ．１３８７２と

してＤ４Ｓ４１２と７４Ｓ１６０１の間の）ＣＤ３８および（Ｄ４Ｓ１６０１乃

至Ｄ４Ｓ１６０８の周りに配置される）ＡＣ１３３を含む。後者は最近発見され

た細胞表面タンパク質であり、ＣＤ３４-ＨＳＰＣで優先的に発現される（イン

他、血液、９０：５００２－５０１２（１９９７）；ミラーリア他、血液、９０

：５０１３－５０２１（１９９７））。

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１Ａ】  本発明に従って開示される新規な遺伝子のヌクレオチド配列（
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配列識別番号１）を示す図、であり、これは遺伝子をクローニングしまた利用さ

れる断片を提供する図２の推定上のタンパク質と２個の関連ｄｐｎII制限部位に

一致するオープンリーディングフレーム（配列識別番号２）を含む。

    【図１Ｂ】  図１Ａの継続を示す図。

    【図２】  図１で開示される配列のオープンリーディングフレームのための

、推定アミノ酸配列（配列識別番号３）を示す図

    【図３】  無血清培養での間葉幹細胞の増殖に対するＣ１７タンパク質の作

用を示す図。Ｃ１７タンパク質は血清含有培地で支持されるものと等しい増殖率

を可能にする。
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【図１Ａ】
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【図１Ｂ】
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【図２】

【図３】
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【国際調査報告】
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