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(54)【発明の名称】 細胞の老化および細胞の最終分化の際に向上した発現を示す遺伝子、およびその使用

(57)【要約】
本発明は、ＯＬＤ－３５タンパク質、ＯＬＤ－６４タン
パク質、ＯＬＤ－１３７タンパク質、ＯＬＤ－１３９タ
ンパク質、ＯＬＤ－１４２タンパク質、またはＯＬＤ－
１７５タンパク質をコードする単離された核酸分子を提
供する。本発明は更に、精製されたＯＬＤ－３５タンパ
ク質、ＯＬＤ－６４タンパク質、ＯＬＤ－１３７タンパ
ク質、ＯＬＤ－１３９タンパク質、ＯＬＤ－１４２タン
パク質、およびＯＬＤ－１７５タンパク質を提供する。
最後に、本発明はこれら核酸およびタンパク質の様々な
の使用を提供する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ＯＬＤ－３５またはＯＬＤ－６４タンパク質をコードする単

離された核酸分子。

    【請求項２】  請求項１に記載の単離された核酸分子であって、配列番号３

９または１９に記載の配列と実質的に同じ配列を有する核酸分子。

    【請求項３】  ＯＬＤ－１３７、ＯＬＤ－１３９、ＯＬＤ－１４２、または

ＯＬＤ－１７５タンパク質をコードする単離された核酸分子。

    【請求項４】  請求項３に記載の単離された核酸分子であって、配列番号３

１、３２、３４または３８に記載の配列と実質的に同じ配列を有する核酸分子。

    【請求項５】  請求項１または３に記載の単離された核酸分子であって、Ｄ

ＮＡ、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、合成ＤＮＡ、またはＲＮＡである核酸分子。

    【請求項６】  請求項１または３の核酸分子の配列内に含まれる或る配列と

特異的にハイブリダイズできる少なくとも１５ヌクレオチドの核酸分子を含む核

酸分子。

    【請求項７】  請求項６に記載の核酸分子であって、前記核酸はＤＮＡ、ｃ

ＤＮＡ、合成ｄＤＮＡまたはＲＮＡである核酸分子。

    【請求項８】  請求項１または３の核酸に対して相補的な配列を含むアンチ

センス核酸分子。

    【請求項９】  請求項８に記載のアンチセンス核酸分子であって、前記ハイ

ブリダイズした遺伝子の発現を阻害できるアンチセンス核酸分子。

    【請求項１０】  ＲＮＡ転写のプロモータに対して動作可能に連結された、

請求項１、３または８の単離された核酸分子。

    【請求項１１】  請求項１、３または８の単離された核酸分子を含むベクタ

ー。

    【請求項１２】  ＯＬＤ－３５またはＯＬＤ－６４タンパク質の生物学的活

性を有するタンパク質を製造するための宿主ベクター系であって、適切な宿主の

中に請求項１１のベクターを具備する宿主ベクター系。

    【請求項１３】  ＯＬＤ－１３７、ＯＬＤ－１３９、ＯＬＤ－１４２、また

はＯＬＤ－１７５タンパク質の生物学的活性を有するタンパク質を製造するため
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の宿主ベクター系であって、適切な宿主の中に請求項１１のベクターを含む宿主

ベクター系。

    【請求項１４】  ＯＬＤ－３５、ＯＬＤ－６４、ＯＬＤ－１３７、ＯＬＤ－

１３９、ＯＬＤ－１４２、またはＯＬＤ－１７５タンパク質の生物学的活性を有

するタンパク質を製造する方法であって、前記タンパク質を産生させる条件下で

請求項１２または１３の宿主ベクター系を増殖させることと、こうして産生され

たタンパク質を回収することとを含む方法。

    【請求項１５】  精製されたＯＬＤ－３５タンパク質。

    【請求項１６】  精製されたＯＬＤ－６４タンパク質。

    【請求項１７】  精製されたＯＬＤ－１３７タンパク質。

    【請求項１８】  精製されたＯＬＤ－１３９タンパク質。

    【請求項１９】  精製されたＯＬＤ－１４２タンパク質。

    【請求項２０】  精製されたＯＬＤ－１７５タンパク質。

    【請求項２１】  請求項１または３の単離された核酸分子によりコードされ

るタンパク質。

    【請求項２２】  ＯＬＤ－３５、ＯＬＤ－６４、ＯＬＤ－１３７、ＯＬＤ－

１３９、ＯＬＤ－１４２、またはＯＬＤ－１７５タンパク質に特異的に結合する

抗体、またはその抗原結合性フラグメント。

    【請求項２３】  請求項２２に記載のモノクローナル抗体。

    【請求項２４】  癌細胞の増殖を阻害する方法であって、前記癌細胞を、癌

細胞の増殖を阻害するのに有効な或る量の精製されたＯＬＤ－３５、またはＯＬ

Ｄ－６４タンパク質またはその一部と接触させることを含む方法。

    【請求項２５】  癌細胞の癌性フェノタイプを反転させる方法であって、Ｏ

ｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４遺伝子またはその一部を含む核酸を、前記遺伝子

を発現させる条件下で前記細胞の中に導入し、これにより前記細胞の癌性フェノ

タイプを反転させることを具備する方法。

    【請求項２６】  患者における癌細胞の癌性フェノタイプを反転させる方法

であって、Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４遺伝子またはその一部を含む核酸を

、前記患者の細胞内で前記遺伝子を発現させる条件下において前記患者の細胞の
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中に導入し、これにより前記細胞の癌性フェノタイプを反転させることを具備す

る方法。

    【請求項２７】  請求項２５または２６に記載の方法であって、前記核酸分

子はベクターを含む方法。

    【請求項２８】  請求項２５または２６に記載の方法であって、前記Ｏｌｄ

－３５またはＯｌｄ－６４遺伝子は調節要素に連結されており、その発現が前記

調節要素の制御下にある方法。

    【請求項２９】  請求項２６に記載の方法であって、前記調節要素は組織特

異的な調節要素である方法。

    【請求項３０】  請求項２５または２６に記載の方法であって、前記核酸分

子は、裸ＤＮＡ技術、アデノウイルスベクター、アデノ関連ウイルスベクター、

エプスタイン-バーウイルスベクター、ヘルペスウイルスベクター、弱毒化ＨＩ

Ｖベクター、レトロウイルスベクター、ワクシニアウイルスベクター、リポソー

ム、抗体被覆リポソーム、機械的手段または電気的手段によって前記細胞の中に

導入される方法。

    【請求項３１】  癌細胞の癌性フェノタイプを反転させる方法であって、Ｏ

ＬＤ－３５またはＯＬＤ－６４タンパク質を前記癌性細胞の中に導入し、それに

よって前記細胞の癌性フェノタイプを反転させることを具備する方法。

    【請求項３２】  患者における癌細胞の癌性フェノタイプを反転させる方法

であって、ＯＬＤ－３５またはＯＬＤ－６４タンパク質を前記患者の癌性細胞の

中に導入し、それによって前記細胞の癌性フェノタイプを反転させることを具備

する方法。

    【請求項３３】  請求項２５、２６、３１または３２に記載の方法であって

、前記癌細胞は、乳房細胞、子宮頸部細胞、結腸細胞、膵臓細胞、甲状腺細胞、

皮膚細胞、脳細胞、前立腺細胞、鼻咽頭細胞、肺細胞、グリア芽細胞腫多形、リ

ンパ腫細胞、白血病細胞、結合組織細胞、神経系細胞または基底細胞である方法

。

    【請求項３４】  癌細胞の癌性フェノタイプを反転させるのに有効な或る量

Ｏｌｄ－３５、Ｏｌｄ－６４遺伝子またはその一部を含む核酸分子と、薬学的に
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許容可能なキャリアとを含有する薬学的組成物。

    【請求項３５】  前記核酸分子はベクターを含む請求項３４に記載の薬学的

組成物。

    【請求項３６】  請求項３５に記載の薬学的組成物であって、前記ベクター

はアデノウイルスベクター、アデノ関連ウイルスベクター、エプスタイン－バー

ウイルスベクター、ヘルペスウイルスベクター、弱毒化ＨＩＶベクター、レトロ

ウイルスベクターまたはワクシニアウイルスベクターである薬学的組成物。

    【請求項３７】  癌細胞の癌性フェノタイプを反転させるのに有効な或る量

のＯＬＤ－３５、ＯＬＤ－６４タンパク質と、薬学的に許容可能なキャリアとを

含有する薬学的組成物。

    【請求項３８】  請求項３４または３６に記載の薬学的組成物であって、前

記癌細胞は、乳房細胞、子宮頸部細胞、結腸細胞、膵臓細胞、甲状腺細胞、皮膚

細胞、脳細胞、前立腺細胞、鼻咽頭細胞、肺細胞、グリア芽細胞腫多形、リンパ

腫細胞、白血病細胞、結合組織細胞、神経系細胞または基底細胞である薬学的組

成物。

    【請求項３９】  細胞が老化しているかどうかを決定する方法であって、Ｏ

ｌｄ－３５遺伝子の発現を測定することを含み、該Ｏｌｄ－３５遺伝子の発現に

よって前記細胞が老化していることが示される方法。

    【請求項４０】  請求項３９に記載の方法であって、前記Ｏｌｄ－３５遺伝

子の発現は、Ｏｌｄ－３５特異的なＲＮＡの発現によって測定される方法。

    【請求項４１】  請求項３９に記載の方法であって、前記Ｏｌｄ－３５遺伝

子の発現は、ＯＬＤ－３５タンパク質の発現によって測定される方法。

    【請求項４２】  細胞が最終分化しているかどうかを決定する方法であって

、Ｏｌｄ－３５遺伝子の発現を測定することを含み、前記Ｏｌｄ－３５遺伝子の

発現によって前記細胞が最終分化していることが示される方法。

    【請求項４３】  請求項４２に記載の方法であって、前記Ｏｌｄ－３５遺伝

子の発現は、Ｏｌｄ－３５特異的なＲＮＡの発現によって測定される方法。

    【請求項４４】  請求項４２に記載の方法であって、前記Ｏｌｄ－３５遺伝

子の発現は、ＯＬＤ－３５タンパク質の発現によって測定される方法。



(6) 特表２００２－５３５９９７

    【請求項４５】  細胞が成長停止状態にあるかどうかを決定する方法であっ

て、Ｏｌｄ－３５遺伝子の発現を測定することを含み、前記Ｏｌｄ－３５遺伝子

の発現によって前記細胞が成長停止状態にあることが示される方法。

    【請求項４６】  請求項４５に記載の方法であって、前記Ｏｌｄ－３５遺伝

子の発現は、Ｏｌｄ－３５特異的なＲＮＡの発現によって測定される方法。

    【請求項４７】  請求項４５に記載の方法であって、前記Ｏｌｄ－３５遺伝

子の発現は、ＯＬＤ－３５タンパク質の発現によって測定される方法。

    【請求項４８】  癌細胞の増殖を阻害する方法であって、前記癌細胞を、癌

細胞の増殖を阻害するのに有効な或る量の精製されたＯＬＤ－６４タンパク質と

接触させることを具備した方法。

    【請求項４９】  癌細胞の増殖を阻害する方法であって、前記癌細胞を、癌

細胞の増殖を阻害するのに有効な或る量の精製されたＯＬＤ－６４タンパク質と

接触させることを具備した方法。

    【請求項５０】  細胞が老化しているかどうかを決定する方法であって、Ｏ

ｌｄ－６４遺伝子の発現を測定することを含み、前記Ｏｌｄ－６４遺伝子の発現

によって前記細胞が老化していることが示される方法。

    【請求項５１】  請求項５０に記載の方法であって、前記Ｏｌｄ－６４遺伝

子の発現は、Ｏｌｄ－６４特異的なＲＮＡの発現によって測定される方法。

    【請求項５２】  請求項５０に記載の方法であって、前記Ｏｌｄ－６４遺伝

子の発現は、ＯＬＤ－６４タンパク質の発現によって測定される方法。

    【請求項５３】  細胞が最終分化しているかどうかを決定する方法であって

、Ｏｌｄ－６４遺伝子の発現を測定することを含み、前記Ｏｌｄ－６４遺伝子の

発現によって、前記細胞が最終分化していることが示される方法。

    【請求項５４】  請求項５３に記載の方法であって、前記Ｏｌｄ－６４遺伝

子の発現は、Ｏｌｄ－６４特異的なＲＮＡの発現によって測定される方法。

    【請求項５５】  請求項５３に記載の方法であって、前記Ｏｌｄ－６４遺伝

子の発現は、ＯＬＤ－６４タンパク質の発現によって測定される方法。

    【請求項５６】  細胞の増殖が停止しているかどうかを決定する方法であっ

て、Ｏｌｄ－６４遺伝子の発現を測定することを含み、前記Ｏｌｄ－６４遺伝子
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の発現によって、前記細胞の増殖が停止していることが示される方法。

    【請求項５７】  請求項５６に記載の方法であって、前記Ｏｌｄ－６４遺伝

子の発現は、Ｏｌｄ－６４特異的なＲＮＡの発現によって測定される方法。

    【請求項５８】  請求項５６に記載の方法であって、前記Ｏｌｄ－６４遺伝

子の発現は、ＯＬＤ－６４タンパク質の発現によって測定される方法。

    【請求項５９】  組織を再生する方法であって、前記組織に対して、前記組

織を再生するのに有効な濃度の、ＯＬＤ－３５またはＯＬＤ－６４タンパク質の

インヒビターまたはその一部に接触させることを含む方法。

    【請求項６０】  細胞における老化を防止する方法であって、前記細胞に対

して、前記細胞における老化プロセスを反転させるのに有効な濃度の、Ｏｌｄ－

３５またはＯｌｄ－６４遺伝子の発現を阻害する薬剤と接触させることを含む方

法。

    【請求項６１】  細胞増殖を刺激するための薬学的組成物であって、薬学的

に許容可能なキャリアと、細胞増殖を刺激するのに有効な濃度の精製されたＯｌ

ｄ－３５またはＯｌｄ－６４抑制剤とを含有する組成物。

    【請求項６２】  サンプルにおけるインターフェロンαまたはβの存在をス

クリーニングするための方法であって：

  （ａ）前記サンプルを、インターフェロンαまたはβの存在下に、Ｏｌｄ－３

５またはＯｌｄ－６４遺伝子を発現させる条件下で前記細胞に接触させる工程と

；

  （ｂ）Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４遺伝子の発現を決定する工程とを具備

し、発現の増大によってインターフェロンαまたはβの存在が示される方法。

    【請求項６３】  インターフェロンαまたはβの分泌を検出する方法であっ

て：

  （ａ）患者から適切なサンプルを取得する工程と；

  （ｂ）Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４遺伝子の発現を決定する工程とを具備

し、Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４遺伝子の発現の増大によってインターフェ

ロンαまたはβの分泌が示される方法。

    【請求項６４】  患者の化学療法をモニターする方法であって：
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  （ａ）前記患者から適切なサンプルを取得する工程と；

  （ｂ）Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４遺伝子の発現を決定する工程とを具備

し、Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４遺伝子の発現によって前記化学療法が有効

であることが示される方法。

    【請求項６５】  患者由来の腫瘍の増殖段階を診断する方法であって：

  （ａ）患者から適切なサンプルを取得する工程と；

  （ｂ）Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４遺伝子の発現を検出する工程とを具備

し、Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４遺伝子の発現によって前記腫瘍が増殖段階

にないことが示される方法。

    【請求項６６】  腫瘍の増殖段階を診断するためのキットであって、Ｏｌｄ

－３５またはＯｌｄ－６４遺伝子の核酸分子に特異的にハイブリダイズできる核

酸分子を含むキット。

    【請求項６７】  腫瘍の増殖段階を診断するためのキットであって、ＯＬＤ

－３５またはＯＬＤ－６４タンパク質を特異的に認識できる抗体を含むキット。

    【請求項６８】  Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４遺伝子の発現を調節する

薬剤を同定するための方法であって：

  （ａ）候補薬剤と、レポーター遺伝子を形質転換またはトランスフェクトされ

た細胞とを、Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４プロモータまたはその調節要素の

制御下において、前記候補薬剤が直接または関節に前記プロモータまたはその調

節要素の発現を変化させることを可能にする条件下で、これを可能にするのに十

分な時間だけ接触させる工程と；

  （ｂ）前記細胞によって産生されるレポータタンパク質のレベルに対する前記

候補薬剤の効果を測定することにより、Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４遺伝子

の発現を調節する薬剤を同定する工程とを具備した方法

    【請求項６９】  増殖または癌性フェノタイプを誘導する化合物を同定する

方法であって、Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４のプロモータを含む細胞を前記

化合物に露出させることと、Ｏｌｄ－３５または６４プロモータを抑制する化合

物を同定することとを含む方法。

    【請求項７０】  老化または最終分化を誘導する化合物を同定する方法であ
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って、Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４のプロモータを含む細胞を前記化合物に

露出させることと、Ｏｌｄ－３５または６４プロモータを活性化させる化合物を

同定することとを含む方法。

    【請求項７１】  老化および最終分化の経路に共通した遺伝子を同定する方

法であって：

  （ａ）最終分化において発現する遺伝子が富化された差し引きライブラリーを

取得する工程と；

  （ｂ）老化プローブを用いて前記ライブラリーをスクリーニングして、老化お

よび最終分化の際に発現される新規遺伝子を同定する工程と；

  （ｃ）前記同定された遺伝子の生物学的活性を試験して、それが老化および最

終分化の際に発現されるかどうかを決定する工程とを具備する方法。

    【請求項７２】  老化および最終分化の経路に共通した遺伝子を同定する方

法であって：

  （ａ）老化において発現する遺伝子が富化された差し引きライブラリーを取得

する工程と；

  （ｂ）最終分化プローブを用いて前記ライブラリーをスクリーニングして、老

化および最終分化の際に発現される新規遺伝子を同定する工程と；

  （ｃ）前記同定された遺伝子の生物学的活性を試験して、それが老化および最

終分化の際に発現されるかどうかを決定する工程とを具備する方法。

    【請求項７３】  請求項７１または７２の方法によって同定された遺伝子。

    【請求項７４】  細胞における特異的なＲＮＡを分解する方法であって、Ｏ

ｌｄ－３５遺伝子の発現を誘導することを含む方法。

    【請求項７５】  細胞における特異的なＲＮＡを分解する方法であって、Ｏ

ｌｄ－３５遺伝子を含むベクターを前記細胞の中に導入することを含む方法。

    【請求項７６】  Ｏｌｄ－３５の発現は、細胞の老化、最終分化および／ま

たは増殖抑制の診断指標として使用することができる。

      （ａ）細胞が増殖能力を喪失して老化したかどうかを決定するために使用

することができる。

    【請求項７７】  Ｏｌｄ－３５の発現は、老化を誘導して、例えば癌細胞の
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増殖または異常な増殖状態（例えば乾癬、血管芽細胞腫など）を阻害する薬物ま

たは低分子化合物を同定するためのマーカーとして使用することができる。

    【請求項７８】  Ｏｌｄ－３５の発現は、老化を阻害する薬物または低分子

を同定するために使用することができ、可能な使用には組織の再増殖、修復およ

び再生を刺激することが含まれる。

    【請求項７９】  Ｏｌｄ－３５の発現は、細胞の最終分化を誘導して、例え

ば癌細胞の増殖または異常な増殖状態（例えば乾癬、血管芽細胞腫など）を阻害

する薬物または低分子を同定するためのマーカーとして使用することができる。

    【請求項８０】  Ｏｌｄ－３５の発現は、細胞の最終分化を阻害する薬物ま

たは低分子を同定するために使用することができ、可能な用途には、組織の再増

殖、修復および再生の刺激が含まれる。

    【請求項８１】  Ｏｌｄ－３５の発現は、生物学的サンプル中のサイトカイ

ン類、特にＩ型インターフェロンを検出するためのマーカーとして使用すること

ができる。白血球および繊維芽細胞インターフェロンを含むＩ型インターフェロ

ンは、十分に特徴づけられたＪａｋおよびＳｔａｔキナーゼ経路を介して遺伝子

発現を活性化させるので、この遺伝子は、これらの重要な経路を活性化させる薬

物および低分子をモニターするために使用することができる。

    【請求項８２】  Ｏｌｄ－３５と他の相互作用タンパク質との組合せは、特

定の標的細胞の分化をターゲッティングするために使用できる。これは、末端細

胞へと最終分化する多能性幹細胞の再プログラミングを生じる。

    【請求項８３】  Ｏｌｄ－３５は、ＡＵリッチな３’ＵＴＲｓ（未翻訳領域

）を含む可能性のある特定のｍＲＮＡを選択的に安定化させるために使用するこ

とができる。この効果は、細胞増殖を増強または阻害する遺伝子の持続的な発現

を生じる。また、それは増大した生物学的および免疫学的活性を生じるサイトカ

イン遺伝子の安定化を生じる。

    【請求項８４】  Ｏｌｄ－３５は、ランダムなＮＴＰｓを核酸に重合させる

方法論の一部として使用することができる。

    【請求項８５】  Ｏｌｄ－３５は、特定のｍＲＮＡの分解を誘導するために

使用することができる。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  この出願は、1999年2月2日に出願された米国出願番号09/243,277号の一部継続

出願であり、優先権を主張する。この親出願の内容は、本明細書の一部をなす参

照として本願に援用される。

      【０００２】

  この出願の全体を通して、種々の刊行物が括弧内のアラビア数字で引用される

。これら刊行物の完全な書誌的引用は、明細書の実施例の直前に提示されている

。これら刊行物の開示は、本発明が属する技術の状態をより完全に記述するため

に、その全体が本明細書の一部をなす参照として本願に援用される。

      【０００３】

    【発明の背景】

  インビトロで培養された正常な細胞は、細胞老化として説明されるプロセスに

おいて、最終的な数が倍化した後にそれらの増殖能力を喪失する（Hayflick and

 Moorehead, 1976）。この現象は、Hayflick and Moorehead（1976）の研究に基

づいて、ヒト二倍体繊維芽細胞において充分に確立されているだけでなく、多く

の追加の細胞タイプを用いた研究によっても確認されている（Goldstein et al.

, 1990; Murano et al., 1991）。これらの研究は、複製の老化とドナー年齢と

の間の逆相関、および複製老化とドナー種の寿命との間の直接的な関係を報告し

ている（Hayflick and Moorehead, 1976；Goldstein et al., 1990；Murano et 

al., 1991）。この合同研究に一致して、ヴェルナー症候群および早老症のよう

な未熟加齢症候群を伴う患者由来の細胞は、正常なヒト繊維芽細胞よりも遥かに

迅速に休止状態に達する。この点において、たとえ遅延した速度であっても、正

常な繊維芽細胞において同様の老化関連変化が生じれば、これらの細胞系はイン

ビトロで老化を研究し、老化プロセスに関連した遺伝子を同定するための優れた

モデルを提示する。老化は、細胞の形態における変化、マイトジェン刺激に対す

る反応性の欠如、および不可逆的な増殖停止によって特徴付けられる。しかし、

細胞は細胞サイクルから撤退して、老化の際だけでなく、DNA損傷、アポトーシ

スまたは最終分化のプロセスの際にも、非分裂性になることができる。老化は時
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間依存的プロセスであるが（Campisi et al., 1995）、最終分化は、適切な処理

によって種々の細胞タイプで誘導することができる（Roberts et al., 1999）。

例えば、最終分化は、メラノサイトにおいてｃＡＭＰ処理により誘導することが

できる（Medrano et al., 1994）。最終分化したメラノサイト v. 老化メラノサ

イトにおける遺伝子発現解析は、類似性および相違の両方を示している（Medran

o et al., 1994）。両方の経路とも、ｐ２１の向上およびＥＲＫ２のリン酸化分

解不能をもたらすが、分化した細胞のみが、ｐ２７の向上したレベルおよびメラ

ノサイト特異的転写因子（MITF）を表示する。

      【０００４】

  ヒトメラノーマは、不可逆性の増殖停止および最終分化を研究するための優れ

たモデルを提示する。何故なら、これらの生理学的変化は、ＩＦＮ－β＋メゼレ

イン（ＭＥＺ）によって化学的に誘導できるからである（Fisher et al., 1985;

 Jiang et al., 1994a）。ＨＯ－１ヒトメラノーマ細胞における最終分化の誘導

は、ｃ－ｊｕｎ、ｊｕｎ－Ｂ、α5インテグリン、β1インテグリン、フィブロネ

クチン、ＨＬＡクラスＩ、ＩＳＧ－５４、ＩＳＧ－１５およびｇｒｏ／ＭＳＧＡ

のアップレギュレーション、並びにｃ－ｍｙｍのダウンレギュレーションと相関

している（Jiang et al., 1993a）。ヒトメラノーマ細胞における不可逆性増殖

停止および最終分化の誘導の際に異なって発現される遺伝子のレパートリーを決

定するために、我々は、迅速かつ効率的な分化誘導サブトラクションハイブリダ

イゼーション（ＤＩＳＨ）（Jiang and Fisher, 1993）アプローチを使用した。

このアプローチを単独で、および高スループットのスクリーニングストラテジー

、マイクロチップＤＮＡアレイと組合せて使用することにより、増殖制御および

最終分化に関連性をもつ可能性のある極めて多くの新規遺伝子が同定され、クロ

ーン化された（Jiang et al., 1995a, 1995b; Lin et al., 1996, 1998; Huang 

et al., 1999）。

      【０００５】

  上記の考察に基づけば、特異的な動的に発現される遺伝子が、細胞老化の際に

変化した発現を示す最終分化したｃＤＮＡ内に存在する可能性がある。これらの

オーバーラップする遺伝子の同定を開始するために、時間的に離間した減算分化
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インデューサで処理したＨＯ－１ヒトメラノーマライブラリーを、老化ヒト繊維

芽細胞から単離したＲＮＡでスクリーニングした。このようなスクリーニングプ

ロトコールによって、２８の既知のｃＤＮＡおよび１０の新規なｃＤＮＡが生じ

た。その後のノーザンおよび逆ノーザンブロッティング分析によって、特異的な

ｃＤＮＡの異なる発現が明らかになった。３つのｃＤＮＡのうちの一つ、即ちＯ

ｌｄ－３５の発現は、最終分化および老化に限定されていた。この点において、

この遺伝子は増殖停止に導く経路に寄与しており、老化および最終分化の決定的

成分である可能性がある。

      【０００６】

  インターフェロン類（ＩＦＮｓ）は、抗ウイルス活性、抗増殖活性、抗腫瘍活

性および免疫調節活性を含む広範な活性を伴った、関連のサイトカイン類のファ

ミリーを構成する（Stark et al.,1998; *Roberts et al., 1999）。ＩＦＮの研

究は、二つの主要な領域に焦点を当ててきた。一つは、治療目的のためのＩＦＮ

の臨床的使用を含んでおり、他方は、ＩＦＮに刺激された遺伝子（ＩＳＧ）活性

化に導く哺乳類ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号伝達カスケード（Darnell et al., 1994）

を研究するためのパラダイムとしてＩＦＮ系を用いる。現在まで最も広範に研究

されているＩＳＧには、ＲＮＡに活性化されたタンパク質キナーゼ（ＰＫＲ）、

２’－５’オリゴアデニレートシンターゼ、およびＭＸタンパク質が含まれる（

Stark et al., 1998, *Der et al., 1998）。

      【０００７】

  ｍＲＮＡレベルの転写後調節は、遺伝子発現における枢要な制御点である。初

期応答遺伝子、例えばサイトカイン遺伝子、リンホカイン遺伝子および前癌遺伝

子は、ｍＲＮＡの３’非翻訳領域（ＵＴＲ）に見られるシス作用性アデニレート

／ウリジレートに富む要素（ＡＲＥ）によって調節される（Caput et al., 1986

; Shaw and Kamen, 1988; Chen and Shyu, 1995; Myer et al., 1997）。現在の

ところ、三つのクラスの不安定化要素が同定されている。即ち、AUUUA欠失要素

、並びに散在したAUUUAモチーフを伴うもの（例えば前癌遺伝子）および重なっ

たAUUUAモチーフを含むもの（例えば成長因子）に分類されるAUUUA含有要素であ

る（Chen et al., 1995; Myer et al., 1997）。安定なメッセージ（例えばβグ
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ロブリン）の３’ＵＴＲへのＡＲＥを含む３’ＵＴＲの転位は、迅速な分解のた

めに、この非常に安定なｍＲＮＡを標的とする（Shaw and Kamen, 1988）。対照

的に、ＡＲＥを除去すると、そうでなければ不安定なメッセージが安定化される

（*Miller et al., 1984; *Lee et al., 1988）。

      【０００８】

  今回の研究は、最終分化したヒトメラノーマｃＤＮＡライブラリーから得た新

規な遺伝子であるＯｌｄ－３５のクローニング、および最初の特徴付けを記述す

る。ｍＲＮＡの安定性研究は、ＡＲＥ要素を含むＯｌｄ－３５・ｍＲＮＡが、Ｉ

ＦＮ－βおよびＩＦＮ－β＋ＭＥＺでの処理によってＨＯ－１細胞中で安定化さ

れ得ることの証拠を与える。ＨＯ－１細胞に対するＩＦＮ－βの増殖抑制効果、

並びに集密化および老化の際のＯｌｄ－３５の増大した安定性に基づけば、この

遺伝子が、該サイトカインによって誘導された増殖抑制において顕著な役割を果

たす可能性がある。ＩＦＮ信号伝達、最終分化および細胞老化におけるＯｌｄ－

３５の正確な役割を決定するためには、更なる実験が必要である。完全長クロー

ニングおよびその後のタンパク質分析は、老化および分化のプロセスにおける、

この潜在的に重要な遺伝子の機能に関する洞察を提供するはずである。

      【０００９】

  最終分化および老化のプロセスは驚くほど類似した特徴を示すので、関連し且

つ重なった遺伝子および遺伝子発現の変化は、これら両方の現象と関連し且つ両

者を媒介することが可能である。Ｏｌｄ－３５は、老化したヒト繊維芽細胞由来

のＲＮＡを用いて、増殖停止および最終分化に関連した遺伝子が富化された、差

し引きヒトメラノーマｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングすることによって

単離された。このｃＤＮＡは、集密化、老化および最終分化を含んだ異るタイプ

の増殖停止の際に発現する、ＩＦＮ－β誘導性遺伝子をコードしている。Ｏｌｄ

－３５ＲＮＡは、ＩＦＮ－βおよびＩＦＮ－β＋ＭＥＺで処理されたＨＯ－１ヒ

トメラノーマ細胞中において、増大した安定性を示す。また、Ｏｌｄ－３５の定

常状態ｍＲＮＡは、心臓および脳、活性な再生特性をもたないヒト組織において

高度に発現される。Ｏｌｄ－３５発現のパターンから判断すると、この遺伝子は

増殖停止の際に重要な役割を果たし、この点で老化および最終分化の重要なプロ
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セスに寄与し得る可能性がある。

      【００１０】

    【発明の概要】

  本発明は、Ｏｌｄ３５タンパク質、６４タンパク質、１３７タンパク質、１３

９タンパク質、１４２タンパク質、または１７５タンパク質をコードする単離さ

れた核酸分子を提供する。この単離された核酸分子は、ＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ、

ｃＤＮＡ合成ＤＮＡ、またはＲＮＡであることができる。この単離された核酸は

、配列番号３９，１９，３１，３２，３４および３８（これらは、夫々Ｏｌｄ３

５、ｏｌｄ６４，ｏｌｄ１３７、ｏｌｄ１３９、ｏｌｄ１４２およびｏｌｄ１７

５である）と実質的に同じ配列を有する。

      【００１１】

  本発明はまた、ｏｌｄ３５タンパク質、６４タンパク質、１３７タンパク質、

１３９タンパク質、１４２タンパク質、および１７５タンパク質をコードする核

酸分子の配列内に含まれる配列と特異的にハイブリダイズできる少なくとも１５

ヌクレオチドの核酸分子を提供する。この核酸プローブはＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ

、ｃＤＮＡ合成ＤＮＡ、またはＲＮＡであることができる。

      【００１２】

  本発明は、更に、ｏｌｄ３５，６４、１３７、１３９、１４２、および１７５

タンパク質の生物学的活性を有するタンパク質を製造するための宿主ベクター系

を提供する。単離されたｏｌｄ３５，６４、１３７、１３９、１４２、および１

７５核酸分子は、ＲＮＡ転写のプロモータに連結され、次いでプラスミドに連結

される。適切な宿主は、使用するプロモータおよびプラスミドの種類に応じて、

バクテリア細胞、昆虫細胞、または動物細胞である。本発明はまた、ｏｌｄ３５

、６４、１３７、１３９、１４２、および１７５タンパク質の生物学的活性を有

するタンパク質を製造する方法であって、前記タンパク質を産生させる条件下で

前記宿主ベクター系を増殖させることと、こうして産生されたタンパク質を回収

することとを含む方法を提供する。

      【００１３】

  本発明は更に、ｏｌｄ３５、６４、１３７、１３９、１４２、および１７５の
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精製されたタンパク質を提供する。このような精製されたｏｌｄ３５、６４、１

３７、１３９、１４２、および１７５は、癌細胞の増殖を阻害するために有用で

あろう。本発明は、癌細胞を、癌細胞の増殖を阻害するのに有効な濃度のｏｌｄ

３５、６４、１３７、１３９、１４２、および１７５のある量と接触させる方法

を提供する。本発明は更に、（ａ）細胞中の核酸を単離することと、（ｂ）この

単離された核酸を、ハイブリッド形成を可能にする条件下でｏｌｄ３５または６

４とハイブリダイズさせることと、（ｃ）前記細胞におけるｏｌｄ３５またはｏ

ｌｄ６４の発現を検出することとによって、細胞が老化しているかどうかを決定

する方法を提供する。本発明は更に、（ａ）細胞中の核酸を単離することと、（

ｂ）この単離された核酸を、ハイブリッド形成を可能にする条件下でｏｌｄ３５

または６４とハイブリダイズさせることと、（ｃ）前記細胞におけるｏｌｄ３５

またはｏｌｄ６４の発現を検出することとによって、細胞が成長停止状態にある

かどうかを決定する方法を提供する。本発明は更に、（ａ）細胞中の核酸を単離

することと、（ｂ）この単離された核酸を、ハイブリッド形成を可能にする条件

下でｏｌｄ３５または６４とハイブリダイズさせることと、（ｃ）前記細胞にお

けるｏｌｄ３５またはｏｌｄ６４の発現を検出することとによって、細胞が最終

分化しているかどうかを決定する方法を提供する。更に、本発明は使用される検

出体がＤＮＡ、ＲＮＡまたはタンパク質であることを提供する。本発明はまた、

前記組織を再生するのに有効な濃度のｏｌｄ３５タンパク質のインヒビターを用

いて、組織を再生する方法を提供する。本発明は、細胞における老化を防止する

方法であって、前記細胞に対して、前記細胞における老化プロセスを反転させる

のに有効な濃度の、ｏｌｄ－３５またはｏｌｄ－６４遺伝子の発現を阻害する薬

剤と接触させることを含む方法を提供する。最後に、本発明は、細胞増殖を刺激

するための薬学的組成物であって、薬学的に許容可能なキャリアと、細胞増殖を

刺激するのに有効な濃度の精製されたｏｌｄ３５またはｏｌｄ６４とを含有する

組成物を提供する。

      【００１４】

    【発明の詳細な記述】

  後述の実験詳細のセクションの理解を容易にするために、頻繁に出てくる一定
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の方法および／または用語は、Sambrook, et al. (1989)に記載されている。

      【００１５】

  この出願の全体を通して、特定のヌクレオチドを示すために、下記の標準的な

略語が明細書の全体を通して使用される。

      【００１６】

          Ｃ＝シトシン            Ａ＝アデノシン

          Ｔ＝チミジン            Ｇ＝グアノシン

  本発明は、ＯＬＤ－３５またはＯＬＤ－６４タンパク質をコードする単離され

た核酸分子を提供する。一実施例において、上記の核酸分子は、配列番号３９ま

たは１９に記載の配列と実質的に同じ配列を含む。

      【００１７】

  本発明はまた、ＯＬＤ－１３７、ＯＬＤ－１３９、ＯＬＤ－１４２、またはＯ

ＬＤ－１７５タンパク質をコードする単離された核酸分子を提供する。一実施例

において、この核酸分子は、配列番号３１、３２、３４または３８に記載の配列

と実質的に同じ配列を有する核酸分子を含む。上記の核酸分子は、ＤＮＡ、ゲノ

ムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、合成ＤＮＡ、またはＲＮＡであることができる。

      【００１８】

  本発明はまた、ＯＬＤ－３５、ＯＬＤ－６４、ＯＬＤ－１３７、ＯＬＤ－１３

９、ＯＬＤ－１４２、またはＯＬＤ－１７５とは異なるアミノ酸配列をコードす

るが、フェノタイプの変化を生じない核酸をも包含する。或いは、本発明は、本

発明のＤＮＡおよびｃＤＮＡにハイブリダイズするＤＮＡｓおよびｃＤＮＡｓを

も包含する。ハイブリダイゼーション方は当業者に周知である。

      【００１９】

  本発明のＤＮＡ分子はまた、一以上のアミノ酸残基の同一性または位置におい

て天然に存在する形態とは異なり、且つ天然に存在する形態の幾つかまたは全て

の性質を共有する、抗原性タンパク質のタンパク質類縁体、断片または誘導体（

当該タンパク質に特異的な残基の全部よりも少ない残基を含む欠失類縁体、特定

された一以上の残基が他の残基で置換された置換類縁体、および当該タンパク質

の末端または中間部分に一以上のアミノ酸残基が付加された付加類縁体）をコー
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ドするＤＮＡ分子をも含むものである。これらの配列は、選択された非哺乳類宿

主による発現のために「好ましい」コドンの組込み；制限エンドヌクレアーゼ酵

素による開裂のための部位の提供；および容易に発現されるベクターの構築を容

易にする追加の開始、終始または中間ＤＮＡ配列の提供を含むものである。

      【００２０】

  ここに特許請求の範囲に記載した核酸分子は、それらが提供するタンパク質の

アミノ酸配列に関する情報について、また種々の組代え技術によるタンパク質の

大規模合成のための産物として有用である。この分子は、新規なクローニングベ

クターおよび発現ベクター、形質転換またはトランスフェクトされた原核および

真核宿主細胞、および当該タンパク質および関連産物を発現できるこのような宿

主細胞の培養増殖のための新規かつ有用な方法を創作するために有用である。

      【００２１】

  本発明はまた、前記遺伝子産物の生物学的活性が維持されるＯｌｄ遺伝子また

はタンパク質の断片または一部を提供する。このような断片または部分は、多機

能分子を作製するために、他のアミノ酸配列に結合されてもよい。トリミング実

験を行って、前記断片または部分を定義してもよい。

      【００２２】

  Ｏｌｄ－３５、Ｏｌｄ－６４、Ｏｌｄ－１３７、Ｏｌｄ－１３９、Ｏｌｄ－１

４２、またはＯｌｄ－１７５は、種々の脊椎動物から単離すればよい。一実施例

においては、ヒトＯｌｄ－３５、Ｏｌｄ－６４、Ｏｌｄ－１３７、Ｏｌｄ－１３

９、Ｏｌｄ－１４２、またはＯｌｄ－１７５が単離される。

      【００２３】

  Ｏｌｄ－３５、Ｏｌｄ－６４、Ｏｌｄ－１３７、Ｏｌｄ－１３９、Ｏｌｄ－１

４２、またはＯｌｄ－１７５の単離された核酸分子は、それぞれ配列番号３９，

１９，３１，３２，３４および３８によって表される。

      【００２４】

  本発明は、Ｏｌｄ－３５、Ｏｌｄ－６４、Ｏｌｄ－１３７、Ｏｌｄ－１３９、

Ｏｌｄ－１４２、またはＯｌｄ－１７５をコードする核酸分子の配列内に含まれ

る配列と特異的にハイブリダイズできる少なくとも１５ヌクレオチドの核酸分子
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を提供する。

      【００２５】

  ここで使用する「特異的にハイブリダイズする」の語句は、相補的塩基対の間

の水素結合を介して、核酸分子がそれ自身に対して相補的な核酸配列を認識し、

二重螺旋切片を形成する能力を意味する。核酸分子は、前記Ｏｌｄ遺伝子に対し

て特異的、即ち、適切な条件下において、前記分子は前記ｏｌｄ遺伝子とのみハ

イブリダイズし、他の遺伝子とはハイブリダイズしないであろう。前記分子は、

前記Ｏｌｄ遺伝子の独特の配列を含むことができる。

      【００２６】

  核酸プローブ技術は当業者に周知であり、このようなプローブはその長さが大

きく変化する可能性があり、また放射性同位元素または蛍光色素のような検出ラ

ベルで標識され得ることを、当業者は容易に理解するであろう。

      【００２７】

  プローブ分子は、当該技術において周知の方法を用いて、Ｏｌｄ－３５、Ｏｌ

ｄ－６４、Ｏｌｄ－１３７、Ｏｌｄ－１３９、Ｏｌｄ－１４２、またはＯｌｄ－

１７５タンパク質をコードする核酸分子またはその断片をプラスミドまたはバク

テリオファージのような適切なベクターの中に挿入し、続いて適切なバクテリア

宿主細胞に形質転換し、ＤＮＡプローブを回収することによって製造すればよい

。或いは、プローブはＤＮＡ合成機で化学的に作製してもよい。

      【００２８】

  このプローブは、該遺伝子を発現する組織を突き止めるための「インサイチュ

ー」ハイブリダイゼーション、または種々の生物学的組織において当該遺伝子ま

たはそのｍＲＮＡの存在を調べるための他のハイブリダイゼーションアッセイに

有用である。

      【００２９】

  本発明はまた、ＯＬＤ－３５、ＯＬＤ－６４、ＯＬＤ－１３７、ＯＬＤ－１３

９、ＯＬＤ－１４２、またはＯＬＤ－１７５タンパク質またはその断片をコード

する核酸に対して相補的な配列を含むアンチセンス核酸を提供する。一つの実施

例において、該アンチセンス核酸分子は、ハイブリダイズされた遺伝子の発現を
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阻害することができる。

      【００３０】

  本発明はまた、ＲＮＡ転写のプロモータに動作可能に連結された、上記の単離

された核酸分子を提供する。本発明は更に、上記の単離された核酸分子を含むベ

クターを提供する。

      【００３１】

  上記の単離された核酸分子を含むベクターもまた提供される。適切なベクター

にはプラスミドまたはウイルスが含まれるが、これらに限定されない。これらの

ベクターを適切な宿主細胞に形質転換して、ＯＬＤ－３５、ＯＬＤ－６４、ＯＬ

Ｄ－１３７、ＯＬＤ－１３９、ＯＬＤ－１４２、またはＯＬＤ－１７５タンパク

質の生物学的活性を有するタンパク質、またはその断片を製造するための宿主細

胞ベクター系を形成することができる。

      【００３２】

  本発明は更に、上記で述べた単離されたＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、合

成ＤＮＡまたはＲＮＡ分子を提供し、ここで前記宿主細胞はバクテリア細胞（例

えばＥ．ｃｏｌｉ）、酵母細胞、真菌細胞、昆虫細胞および動物細胞からなる群

から選ばれる。適切な動物細胞には、Ｖｅｒｏ細胞、ＨｅＬａ細胞、Ｃｏｓ細胞

、ＣＶ１細胞および種々の霊長類哺乳動物細胞が含まれるが、これらに限定され

ない。

      【００３３】

  本発明は、精製されたＯＬＤ－３５タンパク質、精製されたＯＬＤ－６４タン

パク質、精製されたＯＬＤ－１３７タンパク質、精製されたＯＬＤ－１３９タン

パク質、精製されたＯＬＤ－１４２タンパク質、またはＯＬＤ－１７５タンパク

質を提供する。

      【００３４】

  本発明は、上記の単離された核酸分子によってコードされるタンパク質を提供

する。

      【００３５】

  本発明はまた、ＯＬＤ－３５、ＯＬＤ－６４、ＯＬＤ－１３７、ＯＬＤ－１３



(21) 特表２００２－５３５９９７

９、ＯＬＤ－１４２、またはＯＬＤ－１７５タンパク質に特異的に結合する抗体

またはその抗原結合性断片を提供する。一実施例において、前記抗体はモノクロ

ーナル抗体である。

      【００３６】

  これらのタンパク質に対するポリクローナル抗体は、デコードされたアミノ酸

配列から決定される選択されたペプチドを使用して、動物を免疫感作することに

より製造することができる。モノクローナル抗体は、免疫感作された動物由来の

抗体産生Ｂ細胞をミエローマ細胞と融合し、得られた所望の項体を産生するハイ

ブリドーマ細胞株を選択することにより、ハイブリドーマ技術を使用して製造さ

れる。或いは、モノクローナル抗体は、当業者に知られたインビトロ技術によっ

て製造してもよい。これらの抗体は、生きた動物、ヒト、または動物もしくはヒ

トから単離された生物学的組織もしくは体液において、ＯＬＤタンパク質の発現

を検出するのに有用である。

      【００３７】

  本発明は、癌細胞の増殖を阻害する方法であって、前記癌細胞を、癌細胞の増

殖を阻害するのに有効な或る量の精製されたＯＬＤ－３５、ＯＬＤ－６４タンパ

ク質またはその一部と接触させることを含む方法を提供する。

      【００３８】

  本発明はまた、癌細胞の癌性フェノタイプを反転させる方法であって、Ｏｌｄ

－３５またはＯｌｄ－６４遺伝子またはその一部を含む核酸を、前記遺伝子を発

現させる条件下で前記細胞の中に導入し、これにより前記細胞の癌性フェノタイ

プを反転させることを具備する方法を提供する。

      【００３９】

  本発明は、患者における癌細胞の癌性フェノタイプを反転させる方法であって

、Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４遺伝子またはその一部を含む核酸を、前記患

者の細胞内で前記遺伝子を発現させる条件下において前記患者の細胞の中に導入

し、これにより前記細胞の癌性フェノタイプを反転させることを具備する方法を

提供する。

      【００４０】
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  当該方法の一実施例において、核酸分子はベクターを含む。更なる実施例にお

いて、Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４遺伝子は、その発現が調節要素の制御化

にあるように、調節要素に連結される。更なる実施例において、調節要素は組織

特異的調節要素である。更なる実施例において、調節要素は誘導性または構成的

である。誘導性プロモータのような誘導性調節要素は、当該技術において公知で

ある。構成的発現を指令できるプロモータのような調節要素もまた、当該技術に

おいて公知である。

      【００４１】

  別の実施例において、前記調節要素は組織特異的な調節要素である。従って、

挿入された遺伝子の発現は組織特異的である。

      【００４２】

  核酸分子を細胞内に導入する方法は、当該技術において周知である。直接の形

質転換により、裸の核酸分子を細胞内に導入してもよい。或いは、核酸分子をリ

ポソーム通に包接してもよい。従って、本発明は、裸のＤＮＡ技術、アデノウイ

ルスベクター、アデノ関連ウイルスベクター、エプスタインバーウイルスベクタ

ー、ヘルペスウイルスベクター、弱毒化されたＨＩＶウイルスベクター、レトロ

ウイルスベクター、ワクシニアウイルスベクター、リポソーム、抗体被覆したリ

ポソーム、機械的または電気的手段によって、核酸が細胞内に導入される上記方

法を提供する。上記の方法は、核酸を細胞内に導入する容易な方法を例示してい

るに過ぎない。公知の他の方法を本発明に使用してもよい。

      【００４３】

  本発明は、癌細胞の癌性フェノタイプを反転させる方法であって、Ｏｌｄ－３

５またはＯｌｄ－６４遺伝子またはその一部を含む核酸を前記癌細胞の中に導入

し、これにより前記細胞の癌性フェノタイプを反転させることを具備する方法を

提供する。

      【００４４】

  本発明は、患者における癌細胞の癌性フェノタイプを反転させる方法であって

、Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４遺伝子またはその一部を含む核酸を、前記患

者の癌細胞内に導入し、これにより前記細胞の癌性フェノタイプを反転させるこ
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とを具備する方法を提供する。一実施例において、前記癌細胞は、乳房細胞、子

宮頸部細胞、結腸細胞、膵臓細胞、甲状腺細胞、皮膚細胞、脳細胞、前立腺細胞

、鼻咽頭細胞、肺細胞、グリア芽細胞腫多形、リンパ腫細胞、白血病細胞、結合

組織細胞、神経系細胞または基底細胞である。

      【００４５】

  本発明は更に、癌細胞の癌性フェノタイプを反転させるのに有効な或る量のＯ

ｌｄ－３５、Ｏｌｄ－６４遺伝子またはその一部を含む核酸分子と、薬学的に許

容可能なキャリアとを含有する薬学的組成物を提供する。一実施例において、当

該核酸分子はベクターを含む。更なる実施例において、該ベクターはアデノウイ

ルスベクター、アデノ関連ウイルスベクター、エプスタインバーウイルスベクタ

ー、ヘルペスウイルスベクター、弱毒化されたＨＩＶウイルス、レトロウイルス

ベクター、またはワクシニアウイルスベクターである。

      【００４６】

  本発明はまた、癌細胞の癌性フェノタイプを反転させるのに有効な或る量のＯ

ＬＤ－３５、ＯＬＤ－６４タンパク質と、薬学的に許容可能なキャリアとを含有

する薬学的組成物を提供する。一実施例において、前記癌細胞は、乳房細胞、子

宮頸部細胞、結腸細胞、膵臓細胞、甲状腺細胞、皮膚細胞、脳細胞、前立腺細胞

、鼻咽頭細胞、肺細胞、グリア芽細胞腫多形、リンパ腫細胞、白血病細胞、結合

組織細胞、神経系細胞または基底細胞である。

      【００４７】

上記方法の一実施例において、前記核酸はベクターを含む。該ベクターにはアデ

ノウイルスベクター、アデノ関連ウイルスベクター、エプスタイン－バーウイル

スベクター、ヘルペスウイルスベクター、弱毒化ＨＩＶベクター、レトロウイル

スベクターまたはワクシニアウイルスベクターが含まれるが、これらに限定され

ない。

      【００４８】

  ここで使用する「薬学的に許容可能なキャリア」の用語は、標準的な薬学的キ

ャリアの何れをも包含するものである。この薬学的組成物は、選択された等位よ

モードに適した如何なる形態に構成されてもよい。経口投与に適した組成物は、
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丸薬、カプセル、顆粒、錠剤および粉末のような固体形態、並びに溶液、シロッ

プ、エリキシール、および懸濁液のような液体形態が含まれる。非経腸的投与の

ために有用な形態には、滅菌溶液、エマルジョンおよび懸濁液が含まれる。

      【００４９】

  前記方方位の実施において、投与は毎日、毎週、毎月、毎時間、または「山お

よび谷(peak and trough)」であることができる。正確な頻度は、患者の年齢お

よび症状、投与される量、患者における薬剤の半減期、投与が望まれる患者の表

面積などのような種々の変数に従う。

      【００５０】

  本発明の方法との関連において、治療的有効量は、患者の身長および体重、患

者の年齢、症状の重篤度、薬剤の薬効、薬剤のデリバリー方法を考慮した投与量

を含む。当業者は、正確な投与量および正確な投与回数を、このような因子に基

づいて容易に決定できるであろう。

      【００５１】

  本発明は、細胞が老化しているかどうかを決定する方法であって、Ｏｌｄ－３

５遺伝子の発現を測定することを含み、該Ｏｌｄ－３５遺伝子の発現によって前

記細胞が老化していることが示される方法を提供する。一実施例において、前記

Ｏｌｄ－３５遺伝子の発現は、Ｏｌｄ－３５特異的なＲＮＡの発現によって測定

される。もう一つの実施例において、前記Ｏｌｄ－３５遺伝子の発現は、ＯＬＤ

－３５タンパク質の発現によって測定される。

      【００５２】

  本発明はまた、細胞が最終分化しているかどうかを決定する方法であって、Ｏ

ｌｄ－３５遺伝子の発現を測定することを含み、前記Ｏｌｄ－３５遺伝子の発現

によって前記細胞が最終分化していることが示される方法を提供する。一実施例

において、前記Ｏｌｄ－３５遺伝子の発現は、Ｏｌｄ－３５特異的なＲＮＡの発

現によって測定される。もう一つの実施例において、前記Ｏｌｄ－３５遺伝子の

発現は、ＯＬＤ－３５タンパク質の発現によって測定される。

      【００５３】

  本発明は、細胞が成長停止状態にあるかどうかを決定する方法であって、Ｏｌ
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ｄ－３５遺伝子の発現を測定することを含み、前記Ｏｌｄ－３５遺伝子の発現に

よって前記細胞が成長停止状態にあることが示される方法を提供する。一実施例

において、前記Ｏｌｄ－３５遺伝子の発現は、Ｏｌｄ－３５特異的なＲＮＡの発

現によって測定される。もう一つの実施例において、前記Ｏｌｄ－３５遺伝子の

発現は、ＯＬＤ－３５タンパク質の発現によって測定される。

      【００５４】

  本発明は、癌細胞の増殖を阻害する方法であって、前記癌細胞を、癌細胞の増

殖を阻害するのに有効な或る量の精製されたＯＬＤ－６４タンパク質と接触させ

ることを具備した方法を提供する。

      【００５５】

  本発明はまた、癌細胞の増殖を阻害する方法であって、前記癌細胞を、癌細胞

の増殖を阻害するのに有効な精製されたＯＬＤ－６４タンパク質のある量と接触

させることを具備した方法を提供する。

      【００５６】

  本発明は、細胞が老化しているかどうかを決定する方法であって、Ｏｌｄ－６

４遺伝子の発現を測定することを含み、前記Ｏｌｄ－６４遺伝子の発現によって

前記細胞が老化していることが示される方法を提供する。一実施例において、前

記Ｏｌｄ－６４遺伝子の発現は、Ｏｌｄ－６４特異的なＲＮＡの発現によって測

定される。もう一つの実施例において、前記Ｏｌｄ－６４遺伝子の発現は、ＯＬ

Ｄ－６４タンパク質の発現によって測定される。

      【００５７】

  特異的なＯＬＤ・ＲＮＡの発現は、下記の方法によって測定される：（ａ）サ

ンプルから核酸を単離し；（ｂ）該単離された核酸を、ハイブリッド形成を可能

にする条件下で適切なＯｌｄ遺伝子とハイブリダイズさせ；（ｃ）形成されたハ

イブリッドを検出する。

      【００５８】

  本発明は、細胞増殖を阻害する薬学的組成物であって、薬学的に許容可能なキ

ャリアと、細胞増殖を阻害するのに有効な濃度の精製されたｏｌｄ３５またはｏ

ｌｄ６４とを含有する組成物を提供する。
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      【００５９】

  本発明は、細胞が最終分化しているかどうかを決定する方法であって、Ｏｌｄ

－６４遺伝子の発現を測定することを含み、前記Ｏｌｄ－６４遺伝子の発現によ

って、前記細胞が最終分化していることが示される方法を提供する。一実施例に

おいて、前記Ｏｌｄ－６４遺伝子の発現は、Ｏｌｄ－６４特異的なＲＮＡの発現

によって測定される。もう一つの実施例において、前記Ｏｌｄ－６４遺伝子の発

現は、ＯＬＤ－６４タンパク質の発現によって測定される。

      【００６０】

  本発明は、細胞の増殖が停止しているかどうかを決定する方法であって、Ｏｌ

ｄ－６４遺伝子の発現を測定することを含み、前記Ｏｌｄ－６４遺伝子の発現に

よって、前記細胞の増殖が停止していることが示される方法を提供する。一実施

例において、前記Ｏｌｄ－６４遺伝子の発現は、Ｏｌｄ－６４特異的なＲＮＡの

発現によって測定される。もう一つの実施例において、前記Ｏｌｄ－６４遺伝子

の発現は、ＯＬＤ－６４タンパク質の発現によって測定される。

      【００６１】

  本発明は、組織を再生する方法であって、前記組織に対して、前記組織を再生

するのに有効な濃度の、ＯＬＤ－３５またはＯＬＤ－６４タンパク質のインヒビ

ターに接触させることを含む方法を提供する。

      【００６２】

  このような濃度を決定する方法は、当該技術において周知である。前記ＯＬＤ

－３５またはＯＬＤ－６４タンパク質のインヒビターの有効濃度は、異なった濃

度の前記インヒビターを用い、生じた効果を試験することによって決定すればよ

い。

      【００６３】

  本発明は、細胞における老化を防止する方法であって、前記細胞に対して、前

記細胞における老化プロセスを反転させるのに有効な濃度の、Ｏｌｄ－３５また

はＯｌｄ－６４遺伝子の発現を阻害する薬剤と接触させることを含む方法を提供

する。

      【００６４】
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  本発明は、細胞増殖を刺激するための薬学的組成物であって、薬学的に許容可

能なキャリアと、細胞増殖を刺激するのに有効な濃度の精製されたＯｌｄ－３５

またはＯｌｄ－６４抑制剤とを含有する組成物を提供する。精製された抑制剤は

、Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４の活性を抑制できる化合物である。例えば、

該抑制剤は遺伝子レベルで作用して、Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４がスイッ

チオンしないようにすることができる。或いは、抑制剤は、Ｏｌｄ－３５または

Ｏｌｄ－６４タンパク質の活性部位に結合して、該タンパク質が機能しないよう

に、または該タンパク質の活性が減少するようにする低分子化合物であってもよ

い。Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４に結合できる特異的な抗体またはその結合

性断片葉、抑制剤であり得る。

      【００６５】

  本発明は、サンプルにおけるインターフェロンαまたはβの存在をスクリーニ

ングするための方法であって：（ａ）前記サンプルを、インターフェロンαまた

はβの存在下に、Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４遺伝子を発現させる条件下で

前記細胞に接触させる工程と；（ｂ）Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４遺伝子の

発現を決定する工程とを具備し、発現の増大によってインターフェロンαまたは

βの存在が示される方法を提供する。

      【００６６】

  本発明は、患者由来の腫瘍の増殖段階を診断する方法であって：（ａ）患者か

ら適切なサンプルを取得する工程と；（ｂ）Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４遺

伝子の発現を検出する工程とを具備し、Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４遺伝子

の発現によって前記腫瘍が増殖段階にないことが示される方法を提供する。

      【００６７】

  本発明はまた、腫瘍の増殖段階を診断するためのキットであって、Ｏｌｄ－３

５またはＯｌｄ－６４遺伝子の核酸分子に特異的にハイブリダイズできる核酸分

子を含むキットを提供する。

      【００６８】

  本発明はまた、腫瘍の増殖段階を診断するためのキットであって、ＯＬＤ－３

５またはＯＬＤ－６４タンパク質を特異的に認識できる抗体を含むキットを提供
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する。

      【００６９】

  本発明はまた、Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４遺伝子の発現を調節する薬剤

を同定するための方法であって：（ａ）候補薬剤と、レポーター遺伝子を形質転

換またはトランスフェクトされた細胞とを、Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４プ

ロモータまたはその調節要素の制御下において、前記候補薬剤が直接または関節

に前記プロモータまたはその調節要素の発現を変化させることを可能にする条件

下で、これを可能にするのに十分な時間だけ接触させる工程と；（ｂ）前記細胞

によって産生されるレポータタンパク質のレベルに対する前記候補薬剤の効果を

測定することにより、Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４遺伝子の発現を調節する

薬剤を同定する工程とを具備した方法を提供する。

      【００７０】

  本発明は、増殖または癌性フェノタイプを誘導する化合物を同定する方法であ

って、Ｏｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４のプロモータを含む細胞を前記化合物に

露出させることと、Ｏｌｄ－３５または６４プロモータを抑制する化合物を同定

することとを含む方法を提供する。

      【００７１】

  本発明は、老化または最終分化を誘導する化合物を同定する方法であって、Ｏ

ｌｄ－３５またはＯｌｄ－６４のプロモータを含む細胞を前記化合物に露出させ

ることと、Ｏｌｄ－３５または６４プロモータを活性化させる化合物を同定する

こととを含む方法を提供する。

      【００７２】

  本発明は、老化および最終分化の経路に共通した遺伝子を同定する方法であっ

て：（ａ）最終分化において発現する遺伝子が富化された差し引きライブラリー

を取得する工程と；（ｂ）老化プローブを用いて前記ライブラリーをスクリーニ

ングして、老化および最終分化の際に発現される新規遺伝子を同定する工程と；

（ｃ）前記同定された遺伝子の生物学的活性を試験して、それが老化および最終

分化の際に発現されるかどうかを決定する工程とを具備する方法を提供する。

      【００７３】
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  本発明は、老化および最終分化の経路に共通した遺伝子を同定する方法であっ

て：（ａ）老化において発現する遺伝子が富化された差し引きライブラリーを取

得する工程と；（ｂ）最終分化プローブを用いて前記ライブラリーをスクリーニ

ングして、老化および最終分化の際に発現される新規遺伝子を同定する工程と；

（ｃ）前記同定された遺伝子の生物学的活性を試験して、それが老化および最終

分化の際に発現されるかどうかを決定する工程とを具備する方法を提供する。

      【００７４】

  本発明はまた、上記方法によって同定された遺伝子を提供する。

      【００７５】

  本発明は、細胞における特異的なＲＮＡを分解する方法であって、Ｏｌｄ－３

５遺伝子の発現を誘導することを含む方法を提供する。本発明は更に、細胞にお

ける特異的なＲＮＡを分解する方法であって、Ｏｌｄ－３５遺伝子を含むベクタ

ーを前記細胞の中に導入することを含む方法を提供する。

      【００７６】

  本発明の一実施例において、Ｏｌｄ－３５の発現は、細胞の老化、最終分化お

よび／または増殖抑制の診断指標として使用することができる。即ち、Ｏｌｄ－

３５は、細胞が増殖能力を喪失して老化したかどうかを決定するために使用する

ことができる。

      【００７７】

  加えて、Ｏｌｄ－３５の発現は、老化を誘導して、例えば癌細胞の増殖または

異常な増殖状態（例えば乾癬、血管芽細胞腫など）を阻害する薬物または低分子

化合物を同定するためのマーカーとして使用することができる。

      【００７８】

  更に、Ｏｌｄ－３５の発現は、老化を阻害して、組織の再増殖、修復および／

または再生を刺激するする薬物または低分子化合物を同定するために使用するこ

とができる。

      【００７９】

  更にまた、Ｏｌｄ－３５の発現は、細胞の最終分化を誘導して、例えば癌細胞

の増殖または異常な増殖状態（例えば乾癬、血管芽細胞腫など）を阻害する薬物
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または低分子化合物を同定するためのマーカーとして使用することができる。

      【００８０】

  Ｏｌｄ－３５の発現は、細胞の最終分化を阻害して組織の再増殖、修復および

／または再生を刺激する薬物または低分子を同定するためにも使用することがで

きる。

      【００８１】

  更に、Ｏｌｄ－３５の発現は、生物学的サンプル中のサイトカイン類、特にＩ

型インターフェロンを検出するためのマーカーとして使用することができる。白

血球および繊維芽細胞インターフェロンを含むＩ型インターフェロンは、十分に

特徴づけられたＪａｋおよびＳｔａｔキナーゼ経路を介して遺伝子発現を活性化

させるので、この遺伝子（Ｏｌｄ３５）は、これらの重要な経路を活性化させる

薬物および低分子化合物を検出またはモニターするために使用することができる

。

      【００８２】

  Ｏｌｄ－３５と他の相互作用タンパク質との組合せは、特定の標的細胞の分化

をターゲッティングして、末端細胞へと最終分化するように多能性幹細胞の再プ

ログラミングを生じさせるために使用できる。

      【００８３】

  加えて、Ｏｌｄ－３５は、ＡＵリッチな３’ＵＴＲｓ（未翻訳領域）を含む可

能性のある特定のｍＲＮＡを選択的に安定化させるために使用することができる

。この効果は、細胞増殖を増強または阻害する遺伝子の持続的な発現を生じるこ

とができる。また、それは増大した生物学的および免疫学的活性を生じるサイト

カイン遺伝子の安定化をもたらすことができるであろう。

      【００８４】

  Ｏｌｄ－３５は、ランダムなＮＴＰｓを核酸に重合させ、および／または特定

のｍＲＮＡの分解を誘導する方法論の一部として使用することができる。

      【００８５】

  本発明は、以下の実験の詳細から更によく理解されるであろう。しかし、当業

者は、ここで述べられている特定の方方位および結果は、特許請求の範囲により
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完全に記述された発明の単なる例示に過ぎないことを容易に承認するであろう。

      【００８６】

    【実験の詳細】

  ライブラリーのスクリーニング：

  最終分化の際に修飾された遺伝子に富む、ヒトメラノーマ細胞のサブトラクト

cDNAライブラリー（Jiang and Fisher, 1993）を、200Pfu/プレートでプレート

に撒いた。コロニーをナイロンフィルターに転写して、2分間変性させ(1.5M NaC

l, 0.5M NaOH)、5分間中和し(1.5M NaCl, 0.5M Tris-HCl, pH8.0)、30秒間洗浄

した(0.2M Tris-HCl, pH7.5, 2×SSC)。フィルターをStrate linker(Stratagene

)により30秒間架橋して、65℃において2時間、ExpressHyb(CloneTech)でプレハ

イブリダイズした。プローブを95℃で5分間変性し、0℃で5分間冷却し、その後3

×106 cpm/mlでフィルターに接触させた。前記フィルターを、65℃で一晩ハイブ

リダイズさせた。次の日、前記フィルターを（2×SSC、0.1％SDS）3回洗浄し、

オートラジオグラフィーに暴露した。

      【００８７】

  早老症cDNAプローブの調製：

  10μlのAG0989B細胞（Progeria）(p22)(Corriel Repository, Camden)由来の

全RNAを、10mM dCTPの代わりに900μCiの[α-32Ｐ]-dCTP（3000 Ci/mmole）（Am

ersham）および0.4mMの非放射活性dCTPを使用した以外は、Superscript II(製造

者のプロトコール, GibclBRL)を使用して逆転写した。Quick Spin Columns(Boeh

ringer Mannheim)を使用して、前記プローブを精製した。

      【００８８】

  ファージの単離：

  オートラジオグラフィーにおいて暴露したフィルムを、ファージを含むプレー

トと並べて、およびハイブリダイズしているクローンを単離してSMバッファー（

1ml）に再び懸濁した。

      【００８９】

  PCR：

  製造者のプロトコール（GibcoBRL）を使用して、それぞれのファージストック
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につき3μlのSMストックを用いてPCRを行った。インサートの両端にはT3およびT

7プライマーがあるので、ファージ（Staratagene）からインサートを選択的に増

幅するためにこれらのプライマーを使用した。PCRの条件は、94℃で1分、55℃で

1分、72℃で2分を30サイクル行い、かつ72℃で10分間によって完全に伸長させた

。前記PCR産物を1％アガロースゲルで分離して、産物のサイズを測定した。全て

のクローンをシーケンスして、ノーザンブロッティング解析により新規cDNAを選

択した。

      【００９０】

  ノーザンブロッティング：

  Chomczynski and Sacchi(1987)に記載されたようにして、グアニジンイソチオ

シアネート法を使用した後、フェノール／クロロホルム／イソアミル抽出、およ

びイソプロパノール沈殿を行い、全RNAを抽出した。前記プローブは、ランダム

プライミング（Amersham）によって、[α-32P]dCTPでラベルした。10μlの全RNA

を、1％アガロース/2.2Mホルムアルデヒドゲルで電気泳動して、Hybond-NXフィ

ルター（Amersham）に転写した。ハイブリダイゼーションは、ExpressHyb溶液(

製造者のプロトコール、CloneTech)で行った。簡単には、フィルターを67℃で0.

5時間プレハイブリダイズして、変性したプローブと1.5時間ハイブリダイズさせ

、24℃、5分間×1、および55℃、20分間×2で洗浄（.2×SSC、.1％SDS）した。

      【００９１】

  細胞および培養条件：

  H0-1ヒトメラノーマ細胞は、5％ウシ胎児血清を補ったダルベッコ修正イーグ

ル培地（DMEM）中で、5％CO2/95％空気の加湿インキュベータ内において37℃で

培養した。老化研究に使用した細胞株は、Corriel Respository(Camden, NJ)か

ら得た。繊維芽細胞株および正常胎児繊維芽細胞（GM01379A）は、15％ウシ胎児

血清（Gibco BRL）並びに2×必須および非必須アミノ酸（Sigma）を補ったDMEM

で培養した。IDH4細胞（Wright et al., 1989）は、10％ウシ胎児血清または活

性炭処理された10％ウシ胎児血清を補充したDMEMで培養した。HO-1細胞をIFN－

β（2000U/ml）およびMEZ（10ng/ml）で処理して、最終分化を誘導した（Fisher

 et al., 1985）。RNAおよびタンパク質合成を阻害するためには、以前に報告さ
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れたように（Jiang et al., 1993b）、HO-1細胞をアクチノマイシンD（5μg/ml

）およびサイクロヘキシミド（50μg/ml）でそれぞれ処理した。

      【００９２】

  老化関連B-GAL活性の染色：

  細胞をPBSで2×洗浄し、3％ホルムアルデヒドで固定し、次いで以前に記載し

たようにして染色した(Dimri et al., 1995)。簡単に言えば、固定した後、細胞

を反応バッファー（X-gal(1mg/ml)、40mM クエン酸/リン酸ナトリウム（pH6.0）

、フェロシアン化/フェリシアン化カリウム（5mM）、NaCl（150mM）、および2mM

 MgCl2を含む）中において、37℃でインキュベートした。デキサメタゾン（10-6

M）存在下で培養したIDH4細胞をネガティブコントロールとして使用した。

      【００９３】

  ＜実験結果＞

  cDNAライブラリーの予備スクリーニングにより、10の新規cDNAおよび20の既知

cDNAが同定される結果となり、Old cDNAと呼ぶこととした（表1）。この予備ス

クリーニングは、一定期間の間隔をあけてサブトラクトされて、分化インデュー

サ処理されたHO-1 cDNA（DISH）のライブラリー（このライブラリーは、メラノ

ーマ細胞の最終分化の際に調節される遺伝子に富んでいる）を、老化した繊維芽

細胞由来のRNAに対してスクリーニングするものである。ノーザンおよび逆ノー

ザンブロッティングを使用して、Old cDNAの発現パターンを測定した。我々のス

クリーニングの目的は、老化および最終分化に共通して発現される遺伝子を同定

し、かつクローン化することであった。この目的を達成するために、HO-1（未処

理、またはIFN－β、2000U/ml、またはIFN－β（2000U/ml）+MEZ（10ng/ml））

、培養若年繊維芽細胞（GM01379）および2種の培養老化細胞（AG01976，AG0989B

）由来のRNAを単離して、特異的に発現するOld遺伝子を決定した（図1）。スク

リーニングを行ったサブトラクトライブラリーは、IFN－βおよびIFN－β+MEZに

よって調節されるHO-1遺伝子に富んでいるはずなので、活発に分化している未処

理HO-1細胞では、多くのOld cDNAの発現レベルは減少しているか、または発現し

ていないことが予想された。しかし、このライブラリーは、サブトラクトしてな

い老化プローブ（老化特異的な、ハウスキーピングおよびその他の遺伝子を含む
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）でスクリーニングを行ったので、老化していない繊維芽細胞においても、その

cDNAのいくつかが発現されるはずである。

      【００９４】

  六種の新規cDNAのうち、四種のOld－137、Old－139、Old－142、およびOld－1

75は、増殖中および老化繊維芽細胞のどちらにも発現していた。新規Old遺伝子

であるOld－35およびOld－69の二種の発現は、老化繊維芽細胞およびIFN－βお

よびIFN－β+MEZ処理したHO-1細胞に限定されていた。暴露時間を変化させると

、老化繊維芽細胞におけるOld－35の発現レベルは、IFN－βおよびIFN－β+MEZ

処理したHO-1細胞よりも高くなることが示された（図1）。インターフェロンに

対するOld－35の応答を調べるために、経時変化および濃度応答実験をHO-1細胞

で行い、IFN－βによって誘導されるOld－35の時間的動態、およびOld－35の発

現を誘導することができるIFN－βの濃度をそれぞれ測定した。さらに、IFN－α

、IFN－γ、およびTNF－αが、HO-1細胞におけるOld－35の発現に及ぼす効果を

調べた。Old－35は、IFN－β（2000U/ml）およびIFN－β+MEZ（2000U/ml+10ng/m

l）により、処置から3時間以内にアップレギュレートされた（図2AおよびD）。I

FN－βは、200U/mlでHO-1細胞の増殖抑制を誘導するので、Old－35のアップレギ

ュレーションが増殖を抑制せずに起こるかどうかを決定することが重要であると

考えた。HO-1細胞において、Old－35は、1U/mlのIFN－α（これは、増殖を阻害

しないIFN濃度である）と同じくらい少量で発現を誘導したことから、IFNは増殖

を抑制せずにこの遺伝子の発現に直接効果を及ぼしていることを示差される（図

2B）。HO-1細胞をIFN－αで処置すると、HO-1細胞のOld－35を有意にアップレギ

ュレートする結果となるのに対して、この発現はIFN－γによってもわずかに刺

激され、またTNF－αでは検出可能または持続的な誘導が観測されなかった（図2

C）。これらの実験は、Old－35の発現が異なったサイトカインによって差動的に

調節されることを示しており、タイプIインターフェロン（IFN－α/IFN－β）は

、HO-1細胞においてOld－35の発現誘導をテストしたサイトカインのうち最も活

性が強かった。様々なヒト組織におけるOld－35の発現、およびマウス発生時の

組織特異的なOld－35の発現パターンを測定するために、我々は、この遺伝子の

発現をHuman Multiple Tissue Northen(MTN)BLots(Clintech)を使用して調査し
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た（図3A）。Old－35は、テストした全ての組織において発現していた。テスト

した組織には、心臓、脳、胎盤、肺、肝臓、骨格筋、腎臓、および膵臓が含まれ

る。心臓および脳において、最も高レベルでOld－35の発現が検出された。脳と

心臓は、非再生部の多くの部分である最終分化した細胞を含むので、これらの標

的器官において最終段階の分化を維持するためには、Old－35が重要である可能

性がある。特定組織の細胞タイプにおける最終分化は、正常な胚発生時に生じる

ので、マウス発生時におけるOld－35の発現パターンを測定した。発生の初期段

階（8日）において、Old－35の発現が最も高いレベルであることが明らかとなり

、それは時間とともに着実に減少した（10-16日）（図3B）。この希釈効果は、

全身に対する発現領域の割合が（発生）経時的に減少するためであり、mRNAの発

現が、（胚発生時の）特定の器官に局在している場合によく観察される。ヒトcD

NAを用いてマウス発生時のノーザンブロットを調査したところ、生じたシグナル

が非常に強かったので、ヒトとマウスOld－35転写物の類似性は非常に高いに違

いない。ESTデータベース検索によって、マウスとヒトcDNA間が非常に類似して

いることが示された～90％（図4）。IDH4細胞において成長抑止および老化の際

にOld－35を発現させるために、IMR－90（正常ヒト繊維芽細胞）にデキサメタゾ

ン（DEX）で誘導可能なマウス乳腺癌ウイルス由来シミアンウイルス40 T抗原を

導入することによってIDH-4細胞を作製した（Wright et al., 1989）。このモデ

ル系において、増殖の延長、および老化マーカーが存在しないことは、DEXが連

続して存在すること（従ってSV40T抗原）に依存している。DEXフリーの培地では

、DNA合成は最初の3日以内に～80％が減退し、7日で最小レベルに達する。この

減退は、テロメラーゼ活性の減少およびT抗原の発現に対応している（Holt et a

l ., 1996）。T抗原は半減期が長く（～3日）、かつDEXを除去した後、約5～7日

間は細胞内に残ったままであるので、7日間でのOld－35のアップレギュレーショ

ンをT抗原の除去を対応させることが可能である（図5）。IDH－4細胞において、

T抗原の発現とOld－35の発現の関係を明確にするために、さらなる実験が進行中

である。Old－35およびp21は静止細胞において協調的に発現しており、最終分化

および老化に関する多くの遺伝子は、主に細胞周期のG1期において活性があるの

で、我々は、Old－35が細胞周期のこの時期に発現しているかどうか測定した。
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この目的を達成するために、ヒト二倍体繊維芽細胞をコンフルエントに増殖させ

た（これらの細胞を抑止して、同調させるための通常の方法である）（Tseng et

 al., 1983）。細胞をコンフルエントな状態から解放すると、少し遅れた後、細

胞は再びG1期に入り、次に細胞はS、G2、Mに移行して、G1期に戻る。これらの細

胞において、コンフルエントな期間およびG1期にOld－35の発現が高かった（図6

）。さらに、G1に入った細胞が多いほど、Old－35の発現が増加した。15時間後

、Old－35の発現は有意に減少したが、細胞がコンフルエントになったとき（20

時間）に再び発現が増加した。p21（G1特異的なサイクリン依存性キナーゼイン

ヒビター）の発現は、Old－35の発現と同時に起こった（図6）。

      【００９５】

  IFN－β処理した細胞におけるOld－35の安定性：

  特定のリンホカイン、サイトカインおよび源癌遺伝子の3’UTRは、AREエレメ

ントを含む。これはmRNAの安定性に関与している（図7）。Old－35の3’UTRにこ

のようなAREエレメントが4種存在することは、様々な処理および増殖条件下にお

いて、この遺伝子が差動的に発現することがmRNAの安定性に貢献しているであろ

うことを示差する。最近、AREエレメントを含むmRNAの不安定化に関与するタン

パク質であるHuRが精製され、Elav-line遺伝子ファミリーの一因として同定され

た(maer et al., 1997)。HO-1細胞において、HuRがOld－35の安定性を調節する

ことができるならば、サイクロヘキシミドで細胞を処理すると、HuRタンパク質

が減少するか、またはなくなることによって、Old－35 mRNAの安定化が生じるは

ずである。HO-1細胞にサイクロヘキシミドを処理すると、Old－35 mRNAレベルが

増加することから、その分解に応答可能な因子が阻害されているかもしれないこ

とを示している。サイクロヘキシミドの研究からも、Old－35の発現を誘導する

ことによって、新規タンパク質を合成せずに生じることができることを示す（図

8A、レーン3、4、および5）。しかし、HO-1細胞におけるOld－35 RNAの産生は、

処置後3時間以内に生じ、かつサイクロヘキシミドは処置の期間中そのまま存在

しているため、Old－35の転写に変化がおこる前に、存在しているタンパク質に

修飾が起こる可能性がある。細胞内のmRNAレベルの制御は、主に転写、およびmR

NAの安定性の二点で調節されている。HO-1細胞において、IFN－β+MEZまたはIFN
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－βがOld－35 mRNAの安定性に影響を及ぼすかどうかを測定するために、Old－3

5 mRNAの半減期を以前に記載されたように測定した（Jiang et al., 1993b）（

図8b）。未処理、IFN－β+MEZ、またはIFN－β処理したHO-1細胞を、RNAポリメ

ラーゼIIインヒビターであるアクチノマイシンD（ActD）とインキュベートして

、すでに存在しているmRNAの安定性をノーザンブロッティングによって測定した

。IFN－β+MEZ、またはIFN－β処理したHO-1細胞におけるOld－35 mRNAの半減期

は、～6-8時間であることが明らかとされたことから、このmRNAの安定化は、処

理された細胞におけるOld－35レベルの増加に貢献しているであろう（図8bおよ

びデータ未提示）ことが示差される。しかし、未処理のHO-1細胞におけるOld－3

5の発現レベルは低かったので、これらの細胞におけるこのメッセージの半減期

を正確に測定することは不可能であった。実際に増殖中の未処理HO-1細胞におい

て観測された低レベルのOld－35 mRNAは、転写活性の欠損またはmRNA安定性の結

果に生じたものかどうかは、未だ決定されていないままである。RNA転写速度を

測定するための核ラン－オンアッセイは、プロモーターがIFN－β処理していな

いHO-1細胞において活性を持つどうか、およびIFN－β+MEZまたはIFN－β処理し

た後にOld－35 mRNAを上昇させる転写活性化に寄与する可能性があるかを明らか

にするはずである。

      【００９６】

  Old－35のクローニングおよび配列解析：

  ライブラリースクリーニングプロトコールに記載したように、分化誘導剤を処

理したHO-1のサブトラクト（DISH）cDNAライブラリーから、Old－35の最初の600

bpを同定してクローニングした。サブトラクションハイブリダイゼーションした

結果として得られたこのcDNAを、pBlueScriptベクターに逆向きの3’-5’（EcoR

I-XhoI）にクローン化した。サブトラクション処理の際に、EcoRIおよびXhoIで

二重消化することによってベクターからcDNAを切除した。多くのcDNAの内部にも

EcoRI－XhoI部位を含まれているので、多くのcDNAは内部で切断され、およびサ

ブトラクション処理の後、それらは不正確な向きで再びライゲーションされるで

あろう。従って、Old－35の600bp断片は、Old－35 cDNAの内部領域、および3’

と5’のフランキング配列に欠失を含んでいた。Old－35の5’領域は、最近開発
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されたcDNA伸長方法である完全オープンリーディングフレームクローニング（C-

ORF）を使用して、IFN－β処理したHO-1細胞からクローン化した。この方法によ

り、一回の反応において、～2kBの断片が得られる（Kang and Fisher, 未公開）

。Old－35の3’領域は、3’RACE法を使用してクローン化した。この方法は、3’

遺伝子特異的ネスティッドプライマーおよびdTを使用し、～400bpの産物が得ら

れる。Old－35の最終的な配列を図9に示す。5’部分は未だに欠失しているかも

しれないが、C-ORFおよび3’RACEを使用して得られたOld－35 cDNAは、ノーザン

ブロッティングのデータから判断して、ほぼ全長のクローンを示している（図1

）。Old－35は、～2.4-2.7kBのRNA種とハイブリダイズする。配列解析により、O

ld－35 cDNA（から2.6kB）は、滅多に見られないポリアデニル化部位（AUUAAA）

を含むことが示された（cDNAの～10％のみで検出される）（Manley et al., 198

8）。推定タンパク質配列は、大腸菌PNPase（ポリリボヌクレオチドホスホリラ

ーゼ）遺伝子の30％の配列と類似して、かつ50％が配列類似性を示すことを除き

、いずれの既知遺伝子とも類似性を示していない（図10）。

      【００９７】

  ＜実験の考察＞

  多細胞生物において恒常性が維持されるためには、細胞増殖が制御されること

が主要となる。この機能的過程の調節には、細胞の損失と細胞の再生のバランス

を維持することが特に重要であり、発生、分化、および老化において重要な因子

である。さらに、細胞分裂の異常は多くの疾患症状の特徴である。この症状には

、発生、および先天性異常、早老症および癌などの異常増殖症状が含まれる。い

くつかの遺伝子（腫瘍抑制因子p53およびサイクリン依存性キナーゼ（cdk）イン

ヒビターp21を含む）は細胞増殖コントロールに関与し、以下のような成長抑制

性条件下で発現の上昇を示す：たとえば静止状態（Niculescu et al., 1998, La

combe et al., 1996, Linke et al., 1996）、老化(irving et al ., 1992; Gir

e and Wynford-Thomas, 1998)、および末端細胞分化（Jiang et al., 1994b, 19

95b; Steinman et al., 1994）である。最終分化および老化は、増殖停止によっ

て特徴づけられるので、類似および重複遺伝子、並びに遺伝子発現の変化が、こ

れらの過程を媒介している可能性がある。この仮説をテストするために、我々は
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、分化誘導剤を処理したヒトHO-1メラノーマのライブラリー（老化ヒト繊維芽細

胞由来のmRNAでサブトラクトされている）をスクリーニングした。この方法は、

既知および新規両方の配列からなる多くのcDNA（表1）を単離する結果となり、

老化ヒト繊維芽細胞において発現の上昇を示した。不可逆的な増殖抑止および最

終分化を誘導するIFN－β+MEZ（Huang et al., 1999）を処理したHO-1細胞から

単離したmRNAでスクリーニングした後、同じcDNAのうちのいくつかが、同じサブ

トラクトHO-1ライブラリーから独立して同定された。この観測は我々の仮説を確

証させ、かつこの新規方法が協調的発現を示す（最終分化および細胞の老化の際

に増殖抑止の誘導に機能する）遺伝子の同定およびクローニングに有効なことが

証明されることを示差する。このようなcDNAの一つが新規遺伝子Old－35である

。

      【００９８】

  IFN－β+MEZによってヒトメラノーマ細胞に最終分化を頻繁に誘導すると、IFN

－βにさらした後に発現の上昇を示す遺伝子も増加され、かつアップレギュレー

ションされる。これらは、タイプIメラノーマ分化関連（mda）遺伝子（Jiang an

d Fidher, 1993）といわれる。IFN－βおよびIFN－β+MEZ処理したHO-1細胞でそ

の発現が上昇するので、Old－35はこのような遺伝子の代表である。また、ヒト

繊維芽細胞では、増殖抑止および老化の際にもOld－35がアップレギュレートさ

れることから、その発現は分化のプログラム、またはヒトメラノーマ細胞のみに

限定されてはいないことを示す。IFN－βは、正常および癌細胞の両方に対して

、抗増殖特性を持つことが十分に証明されているので（Fisher and Grant, 1985

）、Old－35がIFNシグナル経路（結果として増殖を抑止する）の下流の遺伝子と

して機能している可能性がある。Old－35の発現は、細胞老化および増殖静止に

関与していることが多くの実験により示されている。ヒトの若年および老化繊維

芽細胞のノーザンブロット解析により、Old－35の発現は老化細胞に限定される

ことが示されている。DEXで誘導可能なSV40 T抗原によって条件付きで不死化さ

れたIDH4細胞は、老化研究において優れたインビトロモデルを提供する（Wright

 et al., 1989）。増殖培地中にDEXが存在すると、IDH細胞を活発に増殖するこ

とが可能となり、一方それが存在しないと老化を引き起こす。これらの細胞にお
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いて、Old－35の発現は、DEXのない培地中で7日間増殖した後にのみ検出された

。この発現は、SA-（IDH4細胞の－GAL染色（十分に証明された老化マーカである

）（Dimri et al., 1995））とも一致した。コンフルエントに増殖して、かつ維

持されることによって繊維芽細胞がG0期に停止されたときにも、Old－35の発現

が増加する。これらの関連して、Old－35は、細胞老化、最終分化、および増殖

抑止の診断用マーカーとして有用であることが証明できる。Old－35の高レベル

な発現が脳および心臓においても見られる。この組織は、活性な修復特性を持っ

ていない唯一のヒト組織である。発生の際、Old－35の発現の局在から判断して

、この遺伝子は、心臓および脳の発達に（これらの器官の細胞の最終分化の維持

を援助することによって）貢献しているであろう。細菌のポリリボヌクレオチド

ホスホリラーゼ（PNPase）とOld－35の高い配列類似性により、Old－35タンパク

質はPNPase酵素活性を示す可能性がある。PNPaseは、大腸菌RNA デグレードソー

ム（degradesome）の重要な成分の一つである（Blum et al., 1997）。これは、

PNPaseおよびエンドリボヌクレアーゼRNase Eの両者からなる。この複合体の機

能は、mRNA分解の速度を調節することである。PNPaseは二種の酵素活性を持つ。

3’-5’プロセッシブエキソリボヌクレアーゼ活性、および5’-3’RNAポリメラ

ーゼ活性である（Blun et  al., 1997）。最近、PNPaseが、配列特異的な方法に

より特定の二本鎖DNA配列と結合する活性を有することも示された（Zhang et al

., 1998）。Old－35は増殖抑止を受けた細胞において差動的に発現しているので

、この遺伝子が増殖抑制された細胞のRNA分解において、役割を果たしている可

能性がある。さらに、AUUAエレメントを含む遺伝子は、遺伝子発現の調節に広く

関与していることが示されているので、配列特異的なターゲットが結合すること

によって、Old－35が増殖関連遺伝子の発現を制御している可能性がある。これ

に関連して、Old－35は腫瘍抑制特性を示すかもしれないし、かつ癌の遺伝子治

療に有用かもしれない。

      【００９９】

  【表１－１】
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  例1

  背景および重要性：

  最終分化および老化の際に、多くの遺伝子が差動的に発現される。全mRNAのレ

ベルを制御する二つの過程には、転写およびmRNAの安定性がある。増殖および分

化の両者は、連続した調節を必要とする動的な過程である（Blau, H.M., 1992 B

lau et al., 1992, Blau et al, 1985）。遺伝子発現を調節する分子機構の完全

な知識は、我々が、発生、分化および悪性度を理解するために十分に貢献するで

あろう。遺伝子発現は、二つの機構によって調節される：mRNA産生の速度を決定

する転写機構、および（同等に重要であるが研究中である）産生されるタンパク

質の全体量を決定する転写後機構である。Xenopous laevis, Drosophila melano
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gaster, Caenorhabditis elegansによる実験データでは、胚における早期パター

ン化において転写後機構が重要であることを示している。これは、正確な分布、

安定性、および遺伝した母系性転写物の転写を指令する（Seydoux, G. 1996）。

さらに、植物において、プロトプラスト前駆体からクロロプラストへの分化を指

令するのは、転写後調節であり、転写調節ではないがことが示された（Deng and

 Gruissem, 1987）。ほ乳類において、細胞が環境ストレス、増殖および分化に

応答するためには転写後調節が重要であることが明らかである（June et al., 1

990, Sierra et al., 1994）。転写後調節に応答可能な配列は、転写物の3’の

非翻訳領域（3’UTR）に見られる。オルソロガスな遺伝子を比較した場合、ほ乳

類、鳥類、両生類または魚類（Spicher et al., 1998）に由来する多くの領域の

70％以上が、300-500年以上の進化の間、保存されていること示すことがわかっ

た。mRNAの転写後調節は、遺伝子発現の中心的な制御点である。早期応答遺伝子

であるサイトカイン、リンホカイン、および原癌遺伝子などは、シス作動性のア

デニル酸－ウリジル酸に富んだエレメント（ARE）によって調節される。このARE

は、mRNAの3’非翻訳領域（UTR）に見られる（Caput et al., 1986; Shaw and K

amen, 1988; Chen and Shyu, 1995; Myer et al., 1997）。現在、三つの不安定

化エレメントの分類が同定されている：AUUA欠損エレメント、および点在するAU

UAモチーフを持ったグループのAUUA含有エレメント（原癌遺伝子など）、および

重複したAUUAモチーフを持つもの（たとえば成長因子）である（Chen et al., 1

995; Myer et al., 1997）。βグロブリンまたはルシフェラーゼなどの安定なメ

ッセージの3’UTRの代わりにAREを含む3’UTRの置換は、この非常に安定なmRNA

を急速な分解の標的とする（Shaw and Kamen, 1988, Maddireddi et al.,2000）

。逆に、AREを除去すると、別の不安定なメッセージを安定化させる（Miller et

 al., 1984; Lee et al., 1988）。

      【０１０２】

  mRNAの安定化に関する遺伝子のプールは、非常に少ないままである。しかし、

この領域の遺伝子ファミリーにおいて最も研究されたものの一つは、Elavである

。Elavは、当初、黄色ショウジョウバエで同定された。これは、胚性致死で異常

な視覚を示す。elav遺伝子の欠損変異体は、ニューロンの分化が欠失するため、
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胚性致死となる（Robinow and White,1991）。ほ乳類およびアフリカツメガエル

では、elav遺伝子ファミリーは、発生時に調節され、かつ組織特異的な三種類の

メンバー、およびHuRと呼ばれる普遍的に発現した一つのメンバーからなる（Sza

bo et al, 1991, Good, 1995,Ma et al., 1996, Antic and Keene,1997）。Elav

遺伝子がニューロンの分化を促進する機構は、完全には理解されていないが、El

avは選択された遺伝子の3’UTRにあるAUリッチなエレメントに結合することがで

きる。ニューロンの最終分化が調節される際に、選択された遺伝子を選択的に安

定化することによって、遺伝子発現の全体量に変化が見られる。3’UTRの安定化

についてさらなる洞察を得るために、植物および細菌の3’末端の成熟について

の詳細を研究した。これら二種の完全に異なった生物において、この過程に関与

するタンパク質複合体が非常に保存されていることに注目する価値はある。それ

らは、エンドヌクレアーゼ、エキソヌクレアーゼ、ヘリカーゼ、およびエノラー

ゼで構成される。エネルギーが高い環境に生息している大腸菌は、3’UTRのプロ

セッシングに関する二種のエキソヌクレアーゼを持つ。：加水分解活性を持つRN

ase IIおよびリン酸分解活性を持つPNPase（ポリヌクレオチドホスホリラーゼ）

である（Donocan and Kushner, 1986）。一方、エネルギーの乏しい環境の土壌

に生息するB.Subtilisは、もっぱらPNPaseを使用し、RNase IIを欠損している。

大腸菌に二種のエキソヌクレアーゼが存在することについて、いくつかの異なっ

た説明ができるであろう。第一に、二種のエキソヌクレアーゼは異なった特性を

有するであろう。これは、pnp変異体では、S20 mRNA特異的な分解物が蓄積する

が、rnb（RNase II）変異体では、それが蓄積しないという事実によっても支持

される（Mackie, 1989）。PNPaseは、加リン酸分解するが、RNase IIは加水分解

することから、もう一つの説明ができる。加リン酸分解はヌクレオチドの二リン

酸を放出する（Gedefro-Colburn and Grunberg-Manago, 1966）ので、リン酸結

合のエネルギーは保存される。これら二種の酵素の異なった使用法は、エネルギ

ー状態の変化に対する適応性に反映されるであろう（Deutscher and Reuven , 1

991）。枯草菌はもっぱらPNPaseを使用し、一方大腸菌はRNase IIを主に使用す

るという事実によって、このモデルは支持される。注目する価値がある他の興味

のある点は、PNPaseが枯草菌のコンピテンス発生の際にも機能することである。
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コンピテンスは、分化が獲得されるときの状態であるので、コンピテンスが分化

の簡単なモデルとして使用されてきた。遺伝的コンピテンスは、培養細菌が高分

子量の外因性DNAを結合して、かつ取り込むことを可能にする生理的状態（形質

転換）として定義されている。コンピテンス遺伝子の研究は、それらを二つの広

い概念に分類することを可能にした。後期コンピテント遺伝子は、コンピテンス

制御下で発現し、かつ形質転換DNAの結合、取り込み、および切断に必要な産物

を特定する。調節遺伝子は、後期遺伝子の発現に必要な産物を特定する（Dubnau

, 1991）。PNPaseは、後期コンピテンス遺伝子の発現に必要である。pnp変異体

の形質転換能は、野生型株において見られるものの1-5％である（Luttinger A, 

et al., 1996）。

      【０１０３】

  植物では、プラスチド3’UTRのプロセッシングに関与するクロロプラスト分化

の際に、PNPaseが機能する（例：petD）。プラスチド遺伝子が、その3’UTR内の

AUリッチ領域をプロセスすることに注目するのも興味が持たれる。細菌と同様に

、植物PNPaseは、3’-5’切断のエキソヌクレアーゼ活性（ポリ（A）およびポリ

（U）に対する増加された特異性を示す）を有する（Hayes et al., 1996）。ヒ

ト奇形癌腫細胞（NT2）は、レチノイン酸処理によりニューロンへ分化させるこ

とができ、従ってニューロン分化を研究するのための優れたモデルを提供する。

最近、Elavファミリーの一因であるHel-N1をNT2細胞に形質導入したときに、分

化の初期サインである神経突起を形成することが示された。しかし、最終分化は

引き起こさなかった（Antic et al., 1999）。Old－35は、mRNA配列の分解に関

与する3’-5’エキソヌクレアーゼPNPaseをコードするので、Old－35は、NT2細

胞においてHeo-N1の効果を増加させて、それらに分化を誘導することができる可

能性がある。

      【０１０４】

  HO-1細胞におけるOld－35 mRNAの半減期の測定：

  Old－35はAUリッチな3’UTRを有するので（図4）、我々は、その発現が転写後

機構によって調節されているのではないかと推測した。転写後修飾の過程を研究

するための一つの方法は、mRNAの半減期を調べることである。ほ乳類の培養細胞
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系において、細胞にアクチノマイシンD（AD）を処理することによって、これを

行うことができる。ADはRNAポリメラーゼII活性を阻害するので、mRNA合成が停

止して、AD処理前に合成されたmRNAを減衰させることが可能である。全RNAを異

なる時点で回収して、ノーザン解析を使用して定量した。このプロトコールを使

用して、我々は、HO-1、コンフルエントHO-1、IFN－β処理およびIFN－β+MEZ処

理したHO-1におけるOld－35 mRNAの半減期を調査した。処理細胞の全てにおいて

、old-35の半減期は変化せず、かつ（図11）6時間まで評価した。HO-1とIFN－β

処理したHO-1の間で半減期に違いはなかったので、転写後機構は、IFN－β処理

したHO-1におけるOld－35 mRNAレベルのアップレギュレーションの原因にはなら

ないと想定される。

      【０１０５】

  IDH4およびAR5細胞の成長抑止および老化の際のOld－35の発現：

  IDH4細胞は、ヒト正常繊維芽細胞であるIMR－90にデキサメタゾン（DEX）で誘

導可能なマウス乳腺癌ウイルスに由来するシミアンウイルス40 T抗原を形質導入

することによって（Wright et al., 1989）作製した。このモデル系において、

増殖の延長、および老化マーカーが存在しないことは、DEX（従ってSV40T抗原）

の連続的な存在に依存する。DEXフリーの培地では、DNA合成は最初の3日以内に

～80％が減退し、7日で最小レベルに達する。この減退は、テロメラーゼ活性の

減少およびT抗原の発現に対応している。T抗原は半減期が長く（から3日）、か

つDEXを除去した後、約5～7日間は細胞内に残ったままであるので、7日間での、

Old－35のアップレギュレーションとT抗原の除去を対応させることが可能である

。（図12）。しかしIDH4細胞を使用することに関して欠点が一つある。T抗原の

発現はDEXに依存しているので、IDH4細胞の老化への移行は、細胞が増殖してい

る培地および血清からDEXを完全に除去することに依存している。これは通常、

血清を活性炭除去することによって行われる。しかし、胎児血清は大量のステロ

イドを含むので、完全にそのようにするのは挑戦となる。従って、DEXの完全な

除去の再現性が問題となる。この問題を解決するために、我々は他の細胞株であ

るAR5を使用した。AR5は、T抗原がDEX誘導性ではなく、むしろ温度感受性である

ことを除き、IDH4と非常に似ている。AR5細胞は、35℃ではT抗原を発現している
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ので、急速に増殖することができる。39℃に移動した場合、T抗原が分解されて

、細胞は老化する。35℃で増殖させたAR5細胞から、および39℃に移行させたAR5

細胞から、全RNAを回収した。Old－35は、移行後一日で発現され、かつもっと遅

い時期でも同様（の発現）であった（図12）。35℃に移行したときに、細胞が老

化してしまうことを確認するために、我々は、ノーザンブロットで、老化マーカ

ーとしてよく特徴づけられているp21（CDKインヒビター）とハイブリダイした（

図12）。39℃に移動したAR5細胞においてp21の発現が増加して、かつOld－35と

同様のパターンを示した。

      【０１０６】

  T抗原はAR5細胞内（温度感受性）ではIDH4細胞内（半減期2-3日）よりも速く

分解されるので、AR5細胞は、DEX除去したIDH4細胞よりも速い速度で老化状態に

到達する。

      【０１０７】

  二次バリアント（3.8kB）のクローニング：

  一旦、ほとんどの配列がわかったら、前記cDNAをBLAST・ESTデータベースに対

してスクリーニングした。この検索において、我々は他のバージョンのOld－35

（3.8kb）を同定した。これはおそらく、ノーザンブロットにおいて上段のバン

ドとして観測されたものである。前記3.8kbのESTをシーケンスした。シーケンス

解析によって、2.6kbおよび3.8kbの断片の3’UTRが異なっていることが明らかに

なった。これは、異なったポリアデニル化パターンにより生じるのであろう。Ol

d－35のノーザンブロットにおける上段のバンドが、3.8kB断片を示していること

を確認するために、我々は、ATCCクローンの3’UTRをプローブとして使用するつ

もりである（図13）。

      【０１０８】

  Old－35－GFPの局在：

  Old－35に対する抗体は、現在利用可能なものがないので、我々は、Old－35の

N末端融合GFP（Clontech）を作製してOld－35の局在をテストすることに決めた

。最初のATGのないOld－35を、GFPに対しインフレームでクローン化して、次にS

uperFect試薬（Clontech）を使用して、HeLaおよびHO-1細胞に形質導入した。前
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記タンパク質は、24時間後に発現可能であった。分解酵素において予想されたよ

うに、Old－35は、HeLa（図14）およびHO-1（データは示さず）の細胞質に局在

していた。

      【０１０９】

  マウス発生時におけるOld－35の発現：

  ヒト多重組織ノーザンブロット（Clontech）を使用して、我々は、テストした

全ての組織の中で、心臓および脳においてOld－35が最も高レベルで発現されて

いることを測定した。特定組織の細胞タイプの最終分化は、正常な胚発生の際に

生じるので、マウス発生時におけるOld－35の発現パターンを測定した。発生初

期段階（8日）に、Old－35が最も高レベルに発現していることが明らかとなり、

時間とともに着実に減衰した（10-16日）。Old－35の空間的な発現を測定するた

めに、インサイチュウハイブリダイゼーション実験を行った。マウスOld－35は

、脊髄管および動脈に発現していた。しかし、発現パターンを正確に決定するた

めにはさらなる実験を行わなければならない（図15）。

      【０１１０】

  Old－35の発現に対する異なったIFN－αサブタイプの効果：

  全てのサブタイプがOld－35の発現を刺激した。IFN－α HおよびαIが、最も

低い濃度でOld－35を刺激した（図16）。上記実験は、異なったサイトカインがO

ld－35の発現を差動的に調節することを示し、テストしたサイトカインのうち、

HO-1細胞におけるOld－35の発現を誘導する活性が最も強いのは、タイプIインタ

ーフェロン（IFN－α／IFN－β）である。さらに、IFNシグナルカスケードは、J

akおよびStatの活性化を含んでいるので、それらが、Old－35の誘導および発現

の中間体として重要であることが証明されるであろう。

      【０１１１】

  Old－35のゲノム構造：

  上記のように、我々は、Old－35 cDNAの特定領域と100％相同な二種のBACsを

同定した。第一のBAC(RPCI-11、Plate=702、Col=8、Row=C)（Research Genetics

）は、Old－35 cDNAの2207-2365領域と100％のホモロジーを示した。Old－35配

列の両端に位置するシーケンスした領域は外来性であり、従って、それらはイン
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トロンである可能性が高い。第二のBAC（CITBI-E1、クローン2505G20）（Reserc

h Genetics）は、Old－35 cDNAの235-313領域と100％のホモロジーを示した。BA

Csをシーケンスした後、Old－35遺伝子は、28エキソン内に分布していることが

明らかとなった（表2）。イントロンカラム内の空間はイントロンサイズについ

てデータがないことを意味する。前記イントロンサイズは測定中である。

      【０１１２】

  興味深いことに、ヒトゲノム中にはOld－35の偽遺伝子が、少なくとも3種存在

する。最初の一つはOld－35 cDNAと92％が相同であり、cDNAの一部（48bp-1387b

p）を含む。このBACでは、前記cDNAの5’および3’末端を発見できなかった。第

二の偽遺伝子は、第3染色体に存在することが、BLAST検索によって測定された。

その遺伝子は、第49ヌクレオチドからcDNAの末端までのcDNA断片を含むんでいる

。

      【０１１３】

  第三の偽遺伝子も、49bpから2517bpまでのcDNA断片を含んでいる。第二と第三

のBACsは、90％の相同性を有する。全ての場合において、全てのBACsは、高頻度

で変異を持ち、かつOld－35 cDNAのイントロンのない部分である。

      【０１１４】

  【表２】
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      【０１１５】

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  IFN－βまたはIFN－β+MEZ処理したヒトメラノーマ細胞HO-1、若年ヒト繊維芽

細胞、および二種の異なったタイプの老化ヒト早老症繊維芽細胞におけるOld－3

5の発現を示す電気泳動写真。ノーザンブロットは、未処理HO-1のコントロール

（レーン1）、IFN－β処理（2000U/ml）HO-1（レーン2）、IFN－β+MEZ処理（20

00U/ml+10ng/ml）HO-1（レーン3）、若年繊維芽細胞（GM01379）（レーン4）、

および二種の老化早老症細胞株（AG01976）（レーン5）（AG0989B）（レーン6）

由来の全RNAを10μgの含む。オートラジオグラフィーに1、4、または24時間さら

してブロットした。ロードしたゲルを定量と、およびRNAの質を測定するために

、EtBr染色した。

    【図２】

  IFN－α、IFN－β、IFN－γ、TNF－α、およびIFN－β+MEZがHO-1細胞におけ

るOld－35の発現に及ぼす効果を示した電気泳動写真。全てのノーザンブロット

には、全RNAが10mg含まれる。

  （A）HO-1細胞における、IFN－βによるOld－35誘導の経時変化。細胞は～60

％コンフルエントにまいて、IFN－β（2000units/ml）処理して、示した時間にR
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NAを単離した。U＝コントロールの未処理細胞由来のRNA。

  （B）IFN－β（2000units/ml）処理されたHO-1細胞におけるOld－35の発現の

濃度応答性。

  （C）IFN－α（Iα）、IFN－β（Iβ）、IFN－γ（Iγ）、およびTNF－α（T

α）がHO-1細胞におけるOld－35の発現に及ぼす影響。RNAは、100units/mlの様

々な試薬で処理してから15時間後に単離した。U＝コントロールの未処理細胞由

来のRNA。

  （D）HO-1細胞における、IFN－β+MEZによるOld－35誘導の経時変化。RNAは、

2000units/mlのIFN－β+10ng/mlのMEZで処理した細胞から単離した。

    【図３】

  様々なヒト組織およびマウス発生時におけるOld－35の発現を示した電気泳動

写真。

  （A）ノーザンブロットには、8種の異なったヒト組織由来のポリA+RNAを一レ

ーンあたり2μg含む。レーン1-8は、順に、ヒト心臓、脳、胎盤、肺、肝臓、骨

格筋、腎臓、および膵臓由来のRNAを含む（Clontech）。

  （B）ノーザンブロットには、マウス胚由来の全RNAを10μg含む。日数は、妊

娠後の日数を示す。

    【図４Ａ】

  ヒトOld－35とマウス相同体の配列を比較した図。上段の配列はヒトOld－35（

h－Old－35）；中段：マウスOld－35の配列（m－Old－35）；および下段：ヒト

とマウスOld－35で共有された一致配列。

    【図４Ｂ】

  ヒトOld－35とマウス相同体の配列を比較した図。上段の配列はヒトOld－35（

h－Old－35）；中段：マウスOld－35の配列（m－Old－35）；および下段：ヒト

とマウスOld－35で共有された一致配列。

    【図５】

  Dex存在下または非存在下におけるIDH4細胞内のOld－35の発現を示す電気泳動

写真。ノーザンブロットには、IDH4細胞由来の全RNAを一レーンあたり10μg含む

。+Dex＝10-6M Dexの存在下で持続的に培養した細胞；-Dex＝Dexの非存在下で示
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した日数培養した細胞。後者の実験では、Dexの存在下で細胞を培養した後、活

性炭で除去した培地に移して、3、5、7および14日間Dexなしで培養した。

    【図６】

  細胞周期が進行する際のヒト皮膚繊維芽細胞におけるOld－35およびp21の発現

を示した電気泳動写真。ノーザンブロットには、ヒト正常繊維芽細胞由来の全RN

Aを一レーンあたり10μg含む。コンフルエントの正常繊維芽細胞（C）をトリプ

シン処理して、（1：2）で再びまき直した。まき直した後5、15、および20時間

後に全RNAを回収した。サブカルチャーして20時間後、前記細胞は90％コンフル

エントであった。

    【図７】

  いくつかのリンホカインおよび原癌遺伝子mRNAの3’非翻訳領域で見出されたA

Uリッチ配列の図。略語：Hu-human, GM-CSF＝顆粒球マクロファージコロニー刺

激因子；IFN－α＝インターフェロンα；IL-2＝インターロイキン２；TNF＝腫瘍

壊死因子；c-fos＝fos原癌遺伝子。下線／上線はAUUAモチーフは、示された全て

のmRNAに共通な最大の配列である。参照文献：HuGM-CSF (Wong et al., 1985)、

HuIFN－α(Goeddel et al., 1983)、Hu IL2 (Kashima et al., 1985)、HuTNF (N

edwin et al., 1985)、Huc-fos (von Straaten et al., 1983)。

    【図８】

  サイクロヘキシミド処理したHO-1細胞におけるOld－35の発現に及ぼす効果、

およびIFN－β+MEZ処理したHO-1細胞におけるOld－35 RNAの半減期を示す電気泳

動写真。

  ノーザンブロットの各レーンには、10μgの前RNAを含む。

  （A）HO-1細胞は50mg/mlのサイクロヘキシミドで30分間前処理し、その後IFN

－βで2、3、または4時間（それぞれレーン2、3、および4）処理した。HO-1細胞

をIFN－βで5時間処理して（レーン5）、その後サイクロヘキシミドで15時間処

理した（レーン6）。U＝コントロールの未処理HO-1細胞由来のRNA。

  （B）IFN－β+MEZ（IM）（2000units/ml+10ng/ml）処理したHO-1細胞のOld－3

5mRNAの半減期。細胞をIMと15時間インキュベートした後、ActD（50mg/ml）に2

、6、8、10、および12時間さらした。U＝コントロールの未処理HO-1細胞由来のR
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NA。AD＝ActD（5μg/ml）処理したコントロールのHO-1細胞由来のRNA。

    【図９Ａ】

  Old－35のDNA配列およびコードされる予想タンパク質を示す図。

  （A）Old－35のcDNA配列。オルターナティブなポリアデニル化部位に下線を引

いた。この部位は、全てのcDNAの10％に存在する（Manley et al., 1988）。

    【図９Ｂ】

    Old－35のDNA配列およびコードされる予想タンパク質を示す図。

  （B）Old－35 cDNAによってコードされる予想タンパク質。

    【図１０Ａ】

  細菌タンパク質PNPaseとOld－35の予想タンパク質配列間の配列相同性を示す

図。上段：Bacillus subtilis PNPase配列。中段：ヒトOld－35の予想タンパク

質配列。下段：細菌タンパク質PNPaseとOld－35の予想タンパク質配列間で一致

する配列。黒い箱の領域は、細菌タンパク質PNPaseとOld－35の予想タンパク質

配列間のアミノ酸の一致を示し、灰色の箱の領域は、アミノ酸の類似を示す。

    【図１０Ｂ】

  細菌タンパク質PNPaseとOld－35の予想タンパク質配列間の配列相同性を示す

図。上段：Bacillus subtilis PNPase配列。中段：ヒトOld－35の予想タンパク

質配列。下段：細菌タンパク質PNPaseとOld－35の予想タンパク質配列間で一致

する配列。黒い箱の領域は、細菌タンパク質PNPaseとOld－35の予想タンパク質

配列間のアミノ酸の一致を示し、灰色の箱の領域は、アミノ酸の類似を示す。

    【図１１】

  HO-１、コンフルエントHO-1，IFN－β処理、IFN－β+MEZ処理されたHO-1をア

クチノマイシンD（50mg/ml）処理したノーザンブロットを示す電気泳動写真。全

RNAはAD処理して2、4、6、8、10、12時間後に回収した。Old－35 cDNAをプロー

ブとして使用した。臭化エチジウムをローディングコントロールとして示した。

    【図１２】

  IDH4およびAR5細胞のノーザンブロットを示す電気泳動写真。IDH4細胞は、デ

キサメタゾン（DEX）で誘導可能なマウス母系性腫瘍ウイルス由来シミアンウイ

ルス40  T抗原を含む。全RNAはDex処理した細胞（+として示した）から、および
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Dexなしで3、5、7、および14日培養した細胞から抽出した。AR5細胞は、温度感

受性のシミアンウイルス40 T抗原を含む。全RNAは、35℃並びに39℃に移動して

、1、3、7、14日間後の細胞から回収した。Old－35およびp21をプローブとして

使用した。

    【図１３】

  Old－35遺伝子の構造を示す図。RNasePH、KH、S1は、Old－35 cDNAに見出され

た領域を示す。上の図は、3’UTR領域の長さが異なる二種の異なったバージョン

のOld－35を示す。下の図は、C-ORF技術を使用したOld－35 cDNAのクローニング

を示す。

    【図１４】

  HeLa細胞におけるGFP－Old－35およびGFP単独の局在を示す図。

    【図１５】

  マウスOld－35を使用したマウス胚（9.5日）のインサイチュウハイブリダイゼ

ーションを示す図。矢印は、脊柱における発現を示す。

    【図１６】

  様々なサブタイプのIFN－αで処理したHO-1細胞のノーザンブロットの電気泳

動写真。Old－35をプローブと使用した。IFN－βをコントロールとして使用した

。

【図１】
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【図２】

【図３】
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【図４Ａ】
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【図４Ｂ】

【図５】
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【図６】

【図７】
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【図８】
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【図９Ａ】
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【図９Ｂ】
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【図１０Ａ】
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【図１０Ｂ】

【図１１】
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【図１２】
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【図１３】
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【図１４】

【図１５】
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【図１６】
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【手続補正書】

【提出日】平成１４年２月２１日（２００２．２．２１）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】００９９

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【００９９】

【表１－１】
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【手続補正２】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】０１００

【補正方法】変更

【補正の内容】
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      【０１００】

【表１－２】

【手続補正３】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】図面の簡単な説明

【補正方法】変更

【補正の内容】

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  IFN－βまたはIFN－β+MEZ処理したヒトメラノーマ細胞HO-1、若年ヒト繊維芽

細胞、および二種の異なったタイプの老化ヒト早老症繊維芽細胞におけるOld－3

5の発現を示す電気泳動写真。ノーザンブロットは、未処理HO-1のコントロール

（レーン1）、IFN－β処理（2000U/ml）HO-1（レーン2）、IFN－β+MEZ処理（20
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00U/ml+10ng/ml）HO-1（レーン3）、若年繊維芽細胞（GM01379）（レーン4）、

および二種の老化早老症細胞株（AG01976）（レーン5）（AG0989B）（レーン6）

由来の全RNAを10μgの含む。オートラジオグラフィーに1、4、または24時間さら

してブロットした。ロードしたゲルを定量と、およびRNAの質を測定するために

、EtBr染色した。

    【図２】

  IFN－α、IFN－β、IFN－γ、TNF－α、およびIFN－β+MEZがHO-1細胞におけ

るOld－35の発現に及ぼす効果を示した電気泳動写真。全てのノーザンブロット

には、全RNAが10mg含まれる。

  （A）HO-1細胞における、IFN－βによるOld－35誘導の経時変化。細胞は～60

％コンフルエントにまいて、IFN－β（2000units/ml）処理して、示した時間にR

NAを単離した。U＝コントロールの未処理細胞由来のRNA。

  （B）IFN－β（2000units/ml）処理されたHO-1細胞におけるOld－35の発現の

濃度応答性。

  （C）IFN－α（Iα）、IFN－β（Iβ）、IFN－γ（Iγ）、およびTNF－α（T

α）がHO-1細胞におけるOld－35の発現に及ぼす影響。RNAは、100units/mlの様

々な試薬で処理してから15時間後に単離した。U＝コントロールの未処理細胞由

来のRNA。

  （D）HO-1細胞における、IFN－β+MEZによるOld－35誘導の経時変化。RNAは、

2000units/mlのIFN－β+10ng/mlのMEZで処理した細胞から単離した。

    【図３】

  様々なヒト組織およびマウス発生時におけるOld－35の発現を示した電気泳動

写真。

  （A）ノーザンブロットには、8種の異なったヒト組織由来のポリA+RNAを一レ

ーンあたり2μg含む。レーン1-8は、順に、ヒト心臓、脳、胎盤、肺、肝臓、骨

格筋、腎臓、および膵臓由来のRNAを含む（Clontech）。

  （B）ノーザンブロットには、マウス胚由来の全RNAを10μg含む。日数は、妊

娠後の日数を示す。

    【図４Ａ】
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  ヒトOld－35とマウス相同体の配列を比較した図。上段の配列はヒトOld－35（

h－Old－35；配列番号４０）；中段：マウスOld－35の配列（m－Old－35；配列

番号４１）；および下段：ヒトとマウスOld－35で共有された一致配列。

    【図４Ｂ】

  ヒトOld－35とマウス相同体の配列を比較した図。上段の配列はヒトOld－35（

h－Old－35；配列番号４０）；中段：マウスOld－35の配列（m－Old－35；配列

番号４１）；および下段：ヒトとマウスOld－35で共有された一致配列。

    【図５】

  Dex存在下または非存在下におけるIDH4細胞内のOld－35の発現を示す電気泳動

写真。ノーザンブロットには、IDH4細胞由来の全RNAを一レーンあたり10μg含む

。+Dex＝10-6M Dexの存在下で持続的に培養した細胞；-Dex＝Dexの非存在下で示

した日数培養した細胞。後者の実験では、Dexの存在下で細胞を培養した後、活

性炭で除去した培地に移して、3、5、7および14日間Dexなしで培養した。

    【図６】

  細胞周期が進行する際のヒト皮膚繊維芽細胞におけるOld－35およびp21の発現

を示した電気泳動写真。ノーザンブロットには、ヒト正常繊維芽細胞由来の全RN

Aを一レーンあたり10μg含む。コンフルエントの正常繊維芽細胞（C）をトリプ

シン処理して、（1：2）で再びまき直した。まき直した後5、15、および20時間

後に全RNAを回収した。サブカルチャーして20時間後、前記細胞は90％コンフル

エントであった。

    【図７】

  いくつかのリンホカインおよび原癌遺伝子mRNAの3’非翻訳領域で見出されたA

Uリッチ配列の図。略語：Hu＝human, GM-CSF＝顆粒球マクロファージコロニー刺

激因子；IFN－α＝インターフェロンα；IL-2＝インターロイキン２；TNF＝腫瘍

壊死因子；c-fos＝fos原癌遺伝子。全てのmRNAに共通な最大の配列の下線／上線

を付したAUUAモチーフが示されている。参照文献：HuGM-CSF (配列番号４６；Wo

ng et al., 1985)、HuIFN－α(配列番号４７；Goeddel et al., 1983)、Hu IL2 

(配列番号４８；Kashima et al., 1985)、HuTNF (配列番号５１；Nedwin et al.

, 1985)、Huc-fos (配列番号４９；von Straaten et al., 1983)、Old35 (配列



(105) 特表２００２－５３５９９７

番号５０)。

    【図８】

  サイクロヘキシミド処理したHO-1細胞におけるOld－35の発現に及ぼす効果、

およびIFN－β+MEZ処理したHO-1細胞におけるOld－35 RNAの半減期を示す電気泳

動写真。

  ノーザンブロットの各レーンには、10μgの前RNAを含む。

  （A）HO-1細胞は50mg/mlのサイクロヘキシミドで30分間前処理し、その後IFN

－βで2、3、または4時間（それぞれレーン2、3、および4）処理した。HO-1細胞

をIFN－βで5時間処理して（レーン5）、その後サイクロヘキシミドで15時間処

理した（レーン6）。U＝コントロールの未処理HO-1細胞由来のRNA。

  （B）IFN－β+MEZ（IM）（2000units/ml+10ng/ml）処理したHO-1細胞のOld－3

5mRNAの半減期。細胞をIMと15時間インキュベートした後、ActD（50mg/ml）に2

、6、8、10、および12時間さらした。U＝コントロールの未処理HO-1細胞由来のR

NA。AD＝ActD（5μg/ml）処理したコントロールのHO-1細胞由来のRNA。

    【図９Ａ】

  Old－35のDNA配列およびコードされる予想タンパク質を示す図。

  （A）Old－35（配列番号３９）のcDNA配列。オルターナティブなポリアデニル

化部位に下線を引いた。この部位は、全てのcDNAの10％に存在する（Manley et 

al., 1988）。

    【図９Ｂ】

    Old－35のDNA配列およびコードされる予想タンパク質を示す図。

  （B）Old－35 cDNA（配列番号４２）によってコードされる予想タンパク質。

    【図１０Ａ】

  細菌タンパク質PNPaseとOld－35の予想タンパク質配列間の配列相同性を示す

図。上段：Bacillus subtilis PNPase配列。中段：ヒトOld－35の予想タンパク

質配列。下段：細菌タンパク質PNPaseとOld－35の予想タンパク質配列間で一致

する配列。黒い箱の領域は、細菌タンパク質PNPaseとOld－35の予想タンパク質

配列間のアミノ酸の一致を示し、灰色の箱の領域は、アミノ酸の類似を示す。

    【図１０Ｂ】
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  細菌タンパク質PNPaseとOld－35の予想タンパク質配列間の配列相同性を示す

図。上段：Bacillus subtilis PNPase配列（配列番号４３）。中段：ヒトOld－3

5の予想タンパク質配列（配列番号４４）。下段：細菌タンパク質PNPaseとOld－

35の予想タンパク質配列（配列番号４５）間で一致する配列。黒い箱の領域は、

細菌タンパク質PNPaseとOld－35の予想タンパク質配列間のアミノ酸の一致を示

し、灰色の箱の領域は、アミノ酸の類似を示す。

    【図１１】

  HO-１、コンフルエントHO-1，IFN－β処理、IFN－β+MEZ処理されたHO-1をア

クチノマイシンD（50mg/ml）処理したノーザンブロットを示す電気泳動写真。全

RNAはAD処理して2、4、6、8、10、12時間後に回収した。Old－35 cDNAをプロー

ブとして使用した。臭化エチジウムをローディングコントロールとして示した。

    【図１２】

  IDH4およびAR5細胞のノーザンブロットを示す電気泳動写真。IDH4細胞は、デ

キサメタゾン（DEX）で誘導可能なマウス母系性腫瘍ウイルス由来シミアンウイ

ルス40  T抗原を含む。全RNAはDex処理した細胞（+として示した）から、および

Dexなしで3、5、7、および14日培養した細胞から抽出した。AR5細胞は、温度感

受性のシミアンウイルス40 T抗原を含む。全RNAは、35℃並びに39℃に移動して

、1、3、7、14日間後の細胞から回収した。Old－35およびp21をプローブとして

使用した。

    【図１３】

  Old－35遺伝子の構造を示す図。RNasePH、KH、S1は、Old－35 cDNAに見出され

た領域を示す。上の図は、3’UTR領域の長さが異なる二種の異なったバージョン

のOld－35を示す。下の図は、C-ORF技術を使用したOld－35 cDNAのクローニング

を示す。

    【図１４】

  HeLa細胞におけるGFP－Old－35およびGFP単独の局在を示す図。

    【図１５】

  マウスOld－35を使用したマウス胚（9.5日）のインサイチュウハイブリダイゼ

ーションを示す図。矢印は、脊柱における発現を示す。
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    【図１６】

  様々なサブタイプのIFN－αで処理したHO-1細胞のノーザンブロットの電気泳

動写真。Old－35をプローブと使用した。IFN－βをコントロールとして使用した

。
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【国際調査報告】
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