
(57)【要約】
幹細胞および癌幹細胞を同定するための方法および組成物を提供する。またβカテニンは
、造血器腫瘍、すなわち白血病およびリンパ腫細胞に対する治療成分開発の標的として同
定され、この開発には、βカテニンまたはβカテニンシグナル伝達経路のメンバーに対す
るスクリーニングアッセイが含まれ得る。造血細胞の細胞増殖は、安定化βカテニンを、
アポトーシスを起こす能力が変化しているが完全に形質転換していない造血細胞に導入す
ることにより、変化させることができる。不死化細胞は、スクリーニングアッセイおよび
造血細胞が形質転換を起こす経路の解析において有用である。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 β カ テ ニ ン に よ っ て 制 御 さ れ る 転 写 応 答 エ レ メ ン ト に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 検 出 可 能 な マ
ー カ ー を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 核 酸 構 築 物 を 、 細 胞 ま た は 細 胞 集 団 に 導 入 す る 段 階 ； お よ
び
　 検 出 可 能 な マ ー カ ー の 発 現 の 存 在 を 検 出 す る 段 階
を 含 む 、 幹 細 胞 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 該 マ ー カ ー の 発 現 に よ り 細 胞 が 幹 細 胞 で あ る こ
と が 示 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 マ ー カ ー が 蛍 光 産 生 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 β カ テ ニ ン に よ っ て 制 御 さ れ る 転 写 応 答 エ レ メ ン ト が LEF-1/TCF結 合 配 列 で あ る 、 請 求
項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 検 出 可 能 な マ ー カ ー を 発 現 す る 細 胞 を 選 択 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 3記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ５ 】
　 細 胞 が 生 細 胞 で あ る 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 細 胞 集 団 が 腫 瘍 細 胞 集 団 で あ る 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 細 胞 集 団 が 正 常 細 胞 の 複 合 集 団 で あ る 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 細 胞 内 の 異 常 な β カ テ ニ ン の 存 在 を 判 定 す る 段 階 を 含 む 、 造 血 過 剰 増 殖 疾 患 を 診 断 す る
ま た は 特 徴 づ け る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 核 酸 構 築 物 を 幹 細 胞 ま た は 造 血 前 駆 細 胞 に 導 入 し て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 造 血 幹 細 胞 を
産 生 す る 段 階 を 含 む 、 哺 乳 動 物 造 血 細 胞 の 寿 命 を 延 ば す 方 法 で あ っ て 、
　 発 現 す る と 哺 乳 動 物 造 血 細 胞 の 寿 命 を 延 ば す お よ び /ま た は 数 を 増 や す 、 β カ テ ニ ン 配
列 由 来 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 、 該 核 酸 構 築 物 が 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 腫 瘍 阻 害 用 の 候 補 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
　 該 薬 剤 を 請 求 項 9記 載 の 細 胞 と 混 合 す る 段 階 ； お よ び
　 該 薬 剤 の 該 細 胞 に 及 ぼ す 効 果 を 判 定 す る 段 階
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 腫 瘍 が 造 血 器 腫 瘍 で あ る 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 背 景
　 癌 の 基 礎 研 究 は 、 癌 を 引 き 起 こ す 遺 伝 子 変 化 の 同 定 に 重 点 的 に 取 り 組 ん で き た 。 こ れ に
よ り 、 腫 瘍 形 成 お よ び 悪 性 転 換 に 関 与 す る 分 子 経 路 お よ び 生 化 学 的 経 路 の 理 解 に お い て 、
大 き な 進 展 が も た ら さ れ た 。 し か し 、 細 胞 生 物 学 の 理 解 は 遅 れ て い る 。 特 定 の 変 異 が モ デ
ル 細 胞 の 増 殖 お よ び 生 存 に 及 ぼ す 影 響 は 周 知 で あ る と 考 え ら れ る が 、 こ の よ う な 変 異 が 、
特 定 の 癌 に 関 与 す る 実 際 の 細 胞 に ど の よ う な 影 響 を 及 ぼ す の か は 未 知 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 実 際 に 、 多 く の 知 見 か ら 、 正 常 幹 細 胞 と 腫 瘍 化 細 胞 と の 類 似 性 が 妥 当 で あ る こ と が 示 唆
さ れ て い る 。 正 常 幹 細 胞 お よ び 腫 瘍 化 細 胞 は ど ち ら も 、 高 度 な 増 殖 能 お よ び 新 た な （ 正 常
ま た は 異 常 ） 組 織 を 生 じ る 能 力 を 有 す る 。 腫 瘍 組 織 お よ び 正 常 組 織 は ど ち ら も 、 異 な っ た
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表 現 型 特 性 お よ び 異 な っ た 増 殖 能 を 有 す る 細 胞 の 不 均 一 な 組 み 合 わ せ か ら 構 成 さ れ て い る
。 ほ と ん ど の 腫 瘍 が ク ロ ー ン 起 源 を 有 す る た め 、 腫 瘍 化 癌 細 胞 は 、 無 限 の 増 殖 能 を 有 す る
癌 細 胞 お よ び 限 定 的 な 増 殖 能 を 有 す る ま た は 増 殖 能 の な い 癌 細 胞 を 含 む 、 表 現 型 の 多 様 な
子 孫 を 生 ず る に 違 い な い 。 こ の こ と か ら 、 腫 瘍 化 癌 細 胞 は 正 常 幹 細 胞 の 自 己 複 製 お よ び 分
化 に 類 似 し た 過 程 を 経 る こ と が 示 唆 さ れ る 。 多 く の 種 類 の 腫 瘍 が 不 均 一 な 表 現 型 を 有 す る
癌 細 胞 を 含 む こ と が 十 分 に 実 証 さ れ て お り 、 こ れ は 腫 瘍 が 生 じ る 元 の 組 織 で 通 常 起 こ る 分
化 の 様 子 を 反 映 し て い る 。 腫 瘍 に お い て 癌 細 胞 に よ り 通 常 の 分 化 マ ー カ ー が 変 動 し て 発 現
さ れ る こ と か ら 、 腫 瘍 に お け る 不 均 一 性 の 一 部 は 腫 瘍 細 胞 の 異 常 な 分 化 の 結 果 と し て 起 こ
る こ と が 示 唆 さ れ る 。 し た が っ て 、 腫 瘍 化 細 胞 は 、 正 常 幹 細 胞 の 器 官 形 成 過 程 に 類 似 し た
、 異 常 で あ り か つ 十 分 に 制 御 さ れ て い な い 器 官 形 成 過 程 を 経 る 癌 幹 細 胞 と し て 考 え ら れ 得
る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 古 く か ら 癌 と 関 連 し て い る 多 く の 経 路 も ま た 、 正 常 幹 細 胞 の 発 達 を 制 御 し て い る 可 能 性
が あ る 。 例 え ば 、 発 癌 遺 伝 子 bcl-2の 強 制 発 現 に よ り ア ポ ト ー シ ス を 防 止 す る と イ ン ビ ボ
で 造 血 幹 細 胞 (HSC)の 数 が 増 加 し 、 こ の こ と か ら 細 胞 死 は HSCの 恒 常 性 の 制 御 に お い て 役 割
を 有 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。 ノ ッ チ (Notch)、 ソ ニ ッ ク ヘ ッ ジ ホ ッ グ (Sonic hedgehog)(Sh
h)、 お よ び Wntシ グ ナ ル 伝 達 系 路 等 の 発 癌 に 関 与 す る 他 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 も ま た 、 幹 細
胞 の 自 己 複 製 を 制 御 す る 可 能 性 が あ る 。 異 な る 器 官 に お い て 自 己 複 製 と 発 癌 の 両 方 を 制 御
す る こ と も 示 さ れ て い る 1つ の 特 に 興 味 深 い 経 路 は 、 Wntシ グ ナ ル 伝 達 系 路 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 あ る 種 の 癌 に お い て は 、 幹 細 胞 そ れ 自 体 が 形 質 転 換 の 標 的 で あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る
。 幹 細 胞 は す で に 活 性 化 さ れ た 自 己 複 製 の 機 構 を 有 す る た め 、 こ の 活 性 化 を 維 持 す る 方 が
よ り 分 化 し た 細 胞 に お い て 自 己 複 製 を 新 規 に 活 性 化 す る よ り も 単 純 で あ る 。 ま た 、 幹 細 胞
は 自 己 複 製 す る こ と に よ り 、 高 度 に 増 殖 性 の 組 織 に お け る 多 く の 成 熟 細 胞 の よ う に 短 期 間
後 に 死 滅 す る の で は な く 、 長 期 間 持 続 す る 場 合 が 多 い 。 こ の こ と は 、 個 々 の 幹 細 胞 に 変 異
が 蓄 積 す る 機 会 は 、 ほ と ん ど の 成 熟 細 胞 種 に 蓄 積 す る 機 会 よ り も 非 常 に 多 い こ と を 意 味 す
る 。 単 一 の 変 異 の み が 前 駆 細 胞 が 形 質 転 換 を 引 き 起 こ す の に 必 要 で あ る よ う な 、 幹 細 胞 の
よ う に 自 己 複 製 さ せ る 変 異 を 獲 得 す る こ と に よ り 、 ま た は 既 存 の 変 異 を 幹 細 胞 か ら 受 け 継
ぐ こ と に よ り 、 場 合 に よ っ て は 限 ら れ た 前 駆 細 胞 が 形 質 転 換 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 幹 細 胞 が 悪 性 形 質 転 換 に 必 要 な ま た は 十 分 な 遺 伝 的 事 象 の 標 的 で あ る 場 合 が 多 い が 、 別
の 場 合 に は 限 ら れ た 前 駆 細 胞 ま た は 実 に 分 化 し た 細 胞 が 形 質 転 換 す る 可 能 性 も あ る 。 自 然
発 症 す る ヒ ト 白 血 病 の 場 合 に は 、 幹 細 胞 が 腫 瘍 性 増 殖 に 必 要 な 変 異 を 蓄 積 す る よ う で あ る
； し か し 、 た と え 変 異 の 影 響 が 限 ら れ た 前 駆 細 胞 に お い て 現 れ る と は い え 、 こ れ ら の 変 異
は 幹 細 胞 に 蓄 積 す る 可 能 性 が あ る 。 す な わ ち 、 幹 細 胞 に 蓄 積 す る 変 異 が 、 幹 細 胞 の 下 流 に
位 置 す る 原 始 的 前 駆 細 胞 の 腫 瘍 性 増 殖 を 引 き 起 こ す 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 幹 細 胞 お よ び 癌 幹 細 胞 を 同 定 お よ び 単 離 す る 方 法 は 、 こ れ ら の 細 胞 を 支 配 す る 機 構 を 理
解 す る 上 で 、 な ら び に 癌 細 胞 の 治 療 と 幹 細 胞 の 増 殖 お よ び 発 達 の 調 節 を 適 切 に 対 象 と し 得
る 治 療 様 式 を 開 発 す る 上 で 非 常 に 興 味 深 い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
発 明 の 概 要
　 幹 細 胞 お よ び 癌 幹 細 胞 を 同 定 す る た め の 方 法 お よ び 組 成 物 を 提 供 す る 。 関 心 対 象 の 細 胞
を 検 出 す る た め 、 β カ テ ニ ン に よ っ て 制 御 さ れ る 転 写 応 答 エ レ メ ン ト に 機 能 的 に 連 結 さ れ
た 検 出 可 能 な マ ー カ ー を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 核 酸 構 築 物 を 細 胞 ま た は 細 胞 集 団 に 導 入 す
る 。 活 性 の あ る 核 β カ テ ニ ン の 存 在 下 で は 、 検 出 可 能 な マ ー カ ー が 発 現 さ れ 、 細 胞 が 幹 細
胞 で あ る こ と が 示 さ れ る 。 こ の 局 面 に お い て 、 本 方 法 を 用 い て 、 試 験 細 胞 、 特 に 正 常 ま た
は 非 形 質 転 換 細 胞 が 幹 細 胞 で あ る か ど う か を 判 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の い く つ か の
態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な マ ー カ ー は 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 (GFP
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)お よ び そ の 誘 導 体 で あ る 。 関 心 対 象 の 幹 細 胞 を 単 離 ま た は 濃 縮 す る た め に 、 GFPを 発 現 す
る 生 細 胞 を ソ ー テ ィ ン グ す る こ と が で き る 。 こ の 局 面 に お い て 、 本 方 法 を 用 い て 既 知 の 幹
細 胞 を 濃 縮 す る こ と お よ び 今 ま で 未 知 の 幹 細 胞 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に お い て 、 細 胞 集 団 は 幹 細 胞 お よ び 例 え ば 拘 束 前 駆 細 胞 、 分 化
細 胞 等 の 非 幹 細 胞 の 混 合 集 団 で あ る 。 こ れ ら の 意 味 に お い て 、 幹 細 胞 は 、 造 血 幹 細 胞 、 胚
性 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 等 の 正 常 幹 細 胞 を 含 み 得 り 、 ま た は 腫 瘍 幹 細 胞 で あ っ て も よ い 。 細
胞 集 団 は 、 例 え ば 固 形 腫 瘍 、 白 血 病 患 者 の 血 液 試 料 等 の 腫 瘍 、 お よ び 骨 髄 、 上 皮 組 織 等 の
正 常 細 胞 の 集 団 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 β カ テ ニ ン は 、 造 血 器 腫 瘍 、 す な わ ち 白 血 病 お よ び リ ン パ
腫 細 胞 、 な ら び に 腫 瘍 幹 細 胞 に 対 す る 治 療 成 分 を 開 発 す る 標 的 と し て 同 定 さ れ る 。 方 法 は
、 β カ テ ニ ン ま た は β カ テ ニ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の メ ン バ ー に 対 す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ
セ イ を 含 み 得 る 。 そ の よ う な 造 血 器 腫 瘍 は ま た 、 異 常 な β カ テ ニ ン 、 例 え ば 不 適 切 な 核 移
行 、 過 剰 発 現 等 の 存 在 に よ り 特 徴 づ け お よ び 診 断 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 安 定 化 β カ テ ニ ン を 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 こ す 能 力 が 変 化 し
て い る が 完 全 に 形 質 転 換 し て い な い 、 す な わ ち 連 続 し た 移 植 に お い て 腫 瘍 を 形 成 し 得 る 造
血 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ る 、 造 血 細 胞 に お け る 細 胞 増 殖 を 変 化 さ せ る た め の 方 法 を 提 供
す る 。 不 死 化 細 胞 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ お よ び 造 血 細 胞 が 形 質 転 換 を 起 こ す 経 路 の
解 析 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
態 様 の 詳 細 な 説 明
　 β カ テ ニ ン に よ っ て 制 御 さ れ る 転 写 応 答 エ レ メ ン ト に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 検 出 可 能 な マ
ー カ ー を コ ー ド す る 核 酸 構 築 物 を 導 入 す る こ と に よ る 、 幹 細 胞 お よ び 癌 幹 細 胞 を 同 定 す る
た め の 方 法 お よ び 組 成 物 を 提 供 す る 。 マ ー カ ー の 発 現 は 細 胞 に お け る β カ テ ニ ン の 活 性 化
を 示 し 、 細 胞 が 幹 細 胞 で あ る こ と を 示 す 。 本 方 法 を 用 い て 、 細 胞 が 幹 細 胞 で あ る か ど う か
を 試 験 す る こ と ； な ら び に 細 胞 の 混 合 集 団 に お い て 幹 細 胞 を 単 離 お よ び 同 定 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 β カ テ ニ ン は 、 造 血 器 腫 瘍 、 す な わ ち 白 血 病 お よ び リ ン パ 腫 細 胞 、 な ら び に 腫 瘍 幹 細 胞
に 対 す る 治 療 成 分 を 開 発 す る 標 的 と し て 同 定 さ れ る 。 方 法 は 、 β カ テ ニ ン ま た は β カ テ ニ
ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の メ ン バ ー 対 象 と し た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 含 む 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て は 、 安 定 化 β カ テ ニ ン の 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 こ す 能 力 が 変 化
し て い る が 完 全 に 形 質 転 換 し て い な い 造 血 細 胞 へ の 導 入 を 利 用 し て 、 細 胞 を 不 死 化 す る 。
不 死 化 細 胞 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ お よ び 造 血 細 胞 が 形 質 転 換 を 起 こ す 経 路 の 解 析 に
お い て 有 用 で あ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 β カ テ ニ ン の 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 を
同 定 す る た め の 様 々 な 種 類 の ア ッ セ イ を 行 う 段 階 を 含 み 得 る 。 こ れ ら の ス ク リ ー ニ ン グ に
お い て 同 定 さ れ た リ ー ド 化 合 物 お よ び /ま た は 結 合 成 分 は 、 よ り 活 性 の あ る 類 似 体 の 合 成
の 基 礎 と し て の 機 能 を 果 た し 得 る 。 こ れ ら か ら 得 ら れ た リ ー ド 化 合 物 お よ び /ま た は 活 性
類 似 体 を 、 造 血 器 腫 瘍 の 治 療 に 効 果 的 な 薬 理 学 的 組 成 物 に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
β カ テ ニ ン と 血 液 腫 瘍 と の 関 連 性
　 本 明 細 書 に 示 す デ ー タ に よ り 、 β カ テ ニ ン が 血 液 腫 瘍 と 関 連 し て い る こ と が 実 証 さ れ る
。 不 適 切 な β カ テ ニ ン 活 性 、 す な わ ち 核 移 行 、 変 異 、 過 剰 発 現 等 の 検 出 は 、 造 血 過 剰 増 殖
疾 患 の 検 出 お よ び 特 徴 づ け の 診 断 ア ッ セ イ に 使 用 さ れ 、 ま た β カ テ ニ ン は 治 療 薬 剤 の 標 的
と し て 使 用 さ れ る 。 関 心 対 象 の 過 剰 増 殖 状 態 に は 、 1つ も し く は 複 数 の 造 血 細 胞 系 統 ま た
は 結 合 組 織 成 分 の 異 常 な 増 殖 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 の 一 群 で あ る 骨 髄 増 殖 性 疾 患 が
含 ま れ る 。 骨 髄 増 殖 性 疾 患 に は 、 真 性 多 血 症 、 骨 髄 線 維 症 、 慢 性 骨 髄 性 （ 骨 髄 球 性 ） 白 血
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病 、 お よ び 原 発 性 血 小 板 血 症 が 含 ま れ る 。 急 性 白 血 病 、 特 に 赤 白 血 病 、 お よ び 発 作 性 夜 間
血 色 素 尿 症 を 含 め る 血 液 学 者 も い る 。 各 疾 患 は 、 主 な 特 性 ま た は 増 殖 の 部 位 に 従 っ て 同 定
さ れ る 。 骨 髄 増 殖 性 疾 患 は 、 急 性 白 血 病 の 転 帰 を と る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 白 血 病 は 、 造 血 組 織 の 悪 性 腫 瘍 で あ る 。 ウ イ ル ス 関 連 白 血 病 に は 、 バ ー キ ッ ト リ ン パ 種
お よ び ヒ ト Tリ ン パ 球 ウ イ ル ス I型 白 血 病 が 含 ま れ る 。 電 離 放 射 線 お よ び あ る 種 の 化 学 物 質
（ 例 え ば 、 ベ ン ゼ ン 、 い く つ か の 抗 悪 性 腫 瘍 薬 ） へ の 曝 露 は 、 白 血 病 の 危 険 性 と 関 連 す る
。 い く つ か の 遺 伝 的 欠 陥 （ 例 え ば 、 ダ ウ ン 症 候 群 、 フ ァ ン コ ニ 貧 血 ） も ま た 、 白 血 病 の 素
因 と な る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 悪 性 へ の 形 質 転 換 （ 2つ ま た は そ れ 以 上 の 段 階 を 介 す る ） は 単 一 の 細 胞 で 起 こ り 、 続 い
て 増 殖 お よ び ク ロ ー ン の 拡 大 が 起 こ る 。 通 常 、 形 質 転 換 は 多 能 性 幹 細 胞 ま た は 前 駆 細 胞 レ
ベ ル で 起 こ る が 、 よ り 限 定 的 な 分 化 の 能 力 を 有 す る 拘 束 細 胞 が 関 わ る 場 合 も あ る 。 ク ロ ー
ン は 、 不 均 一 性 お よ び 表 現 型 進 化 の 特 徴 を 備 え て 遺 伝 的 に 不 安 定 に な る 傾 向 が あ る 。 一 般
に 白 血 病 細 胞 は 、 正 常 な 骨 髄 細 胞 よ り も 長 い 細 胞 周 期 お よ び 少 な い 増 殖 分 画 で 分 裂 し 、 ア
ポ ト ー シ ス （ プ ロ グ ラ ム 細 胞 死 ） が 遅 い た め に 蓄 積 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 白 血 病 の 臨 床 上 お よ び 検 査 上 の 特 徴 は 、 正 常 血 液 細 胞 形 成 の 抑 制 お よ び 器 官 浸 潤 に 起 因
す る 。 白 血 病 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る 抑 制 因 子 ま た は 骨 髄 空 間 の 置 換 に よ っ て 正 常 な 造 血
が 抑 制 さ れ 、 そ の 後 、 貧 血 、 血 小 板 減 少 、 お よ び 顆 粒 球 減 少 が 起 こ り 得 る 。 器 官 浸 潤 に よ
り 、 肝 臓 、 脾 臓 、 お よ び リ ン パ 節 が 膨 張 し 、 時 に 腎 臓 お よ び 生 殖 腺 も 関 与 す る 。 髄 膜 浸 潤
で は 、 頭 蓋 内 圧 の 上 昇 に 関 連 し た 臨 床 的 特 徴 （ 例 え ば 脳 神 経 麻 痺 ） が 生 じ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 白 血 病 は 最 初 は 平 均 余 命 に 基 づ き 急 性 ま た は 慢 性 と 称 さ れ た が 、 現 在 で は 細 胞 成 熟 度 に
従 っ て 分 類 さ れ る 。 急 性 白 血 病 は 主 に 未 成 熟 細 胞 （ 通 常 は 芽 球 型 ） か ら な り ； 慢 性 白 血 病
は よ り 成 熟 し た 細 胞 か ら な る 。 急 性 白 血 病 は リ ン パ 芽 球 性 (ALL)と 骨 髄 性 (AML)に 分 け ら れ
、 こ れ ら は さ ら に 形 態 お よ び 細 胞 化 学 的 見 か け ま た は 免 疫 表 現 型 に よ り 細 分 さ れ る 。 慢 性
白 血 病 は 、 リ ン パ 性 白 血 病 (CLL)ま た は 骨 髄 性 白 血 病 (CML)と 称 さ れ る 。 骨 髄 異 形 性 症 候 群
は 進 行 性 骨 髄 機 能 不 全 を 示 す が 、 AMLで あ る と 確 定 診 断 す る に は 不 十 分 な 割 合 の 芽 球 （ <30
%） を 有 す る ； 40～ 60%の 症 例 で AMLに な る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 リ ン パ 腫 に は ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 お よ び 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 が 含 ま れ 、 リ ン パ 節 、 骨 髄 、
脾 臓 、 肝 臓 、 お よ び 胃 腸 管 を 含 む 免 疫 系 の 部 位 に お け る リ ン パ 球 の 悪 性 単 ク ロ ー ン 性 増 殖
と し て 特 徴 づ け ら れ る 。 NHLの 経 過 は 、 緩 慢 で あ り か つ 病 初 で 痛 み を 伴 わ な い も の か ら 速
や か に 死 に 至 る も の ま で 異 な る 。 あ る 種 の NHLを 有 す る 小 児 の 最 大 で 50%お よ び 成 人 の 約 20
%に お い て 、 白 血 病 様 の 病 像 が 発 現 す る 可 能 性 が あ る 。 NHLは ホ ジ キ ン 病 よ り も 頻 繁 に 起 こ
る 。 NHL、 特 に 免 疫 芽 球 性 お よ び 小 型 非 切 れ 込 み （ バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 ） 細 胞 種 の 発 生 率
は 、 HIV患 者 で 増 加 す る 。 ワ ー キ ン グ ・ フ ォ ー ミ ュ レ ー シ ョ ン に よ り 、 NHLは 、 以 下 の よ う
に 治 療 へ の 示 唆 を 有 す る 予 後 カ テ ゴ リ ー に 分 類 さ れ る ： 低 悪 性 度 リ ン パ 腫 (38%)（ び ま ん
性 小 リ ン パ 球 型 ； 濾 胞 性 小 型 非 切 れ 込 み 細 胞 型 ； 濾 胞 性 混 合 細 胞 型 ） ； 中 悪 性 度 リ ン パ 腫
(30%)（ 濾 胞 性 大 細 胞 型 ； び ま ん 性 小 型 非 切 れ 込 み 細 胞 型 ； び ま ん 性 混 合 細 胞 型 ； び ま ん
性 大 細 胞 型 ） ； 高 悪 性 度 リ ン パ 腫 (20%)（ 免 疫 芽 球 型 リ ン パ 腫 ； リ ン パ 芽 球 型 リ ン パ 腫 ；
小 型 非 切 れ 込 み 細 胞 型 リ ン パ 腫 （ バ ー キ ッ ト お よ び 非 バ ー キ ッ ト 種 ） ） ； そ の 他 の リ ン パ
腫 (2%)（ 混 合 リ ン パ 腫 、 菌 状 息 肉 腫 、 組 織 球 型 、 そ の 他 、 お よ び 分 類 不 能 型 ） 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 CMLは 、 欠 陥 の あ る 原 始 的 造 血 前 駆 細 胞 の ク ロ ー ン 拡 大 の 結 果 と し て 起 こ る と 考 え ら れ
て い る 。 共 焦 点 蛍 光 顕 微 鏡 を 用 い る と 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 細 胞 で は 、 核 内 お よ び 細 胞 質 の
β カ テ ニ ン 発 現 が 正 常 骨 髄 単 核 球 お よ び ア イ ソ タ イ プ 対 照 と 比 較 し て 上 昇 し て い る こ と が
示 さ れ る 。 5カ ラ ー FACS解 析 に よ り 、 CML試 料 に お け る 骨 髄 系 前 駆 細 胞 は 正 常 骨 髄 ま た は 末
梢 血 と 比 較 し て 著 し く 拡 大 し て い る が 、 造 血 幹 細 胞 の 数 は 同 等 で あ る こ と が 実 証 さ れ た 。
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特 に 、 β カ テ ニ ン 発 現 は CMLと 正 常 HSCで 類 似 し て い る も の の 、 CMLに お け る β カ テ ニ ン 発
現 は 正 常 骨 髄 性 前 駆 細 胞 と 比 較 し て 上 昇 し て い る こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 さ ら に 、 β カ テ ニ ン の 誘 導 す る 幹 細 胞 自 己 複 製 の 活 性 化 が β カ テ ニ ン の 転 写 因 子 LEF/TC
Fへ の 結 合 に よ っ て 媒 介 さ れ る こ と が 示 さ れ た た め 、 健 常 人 お よ び CML患 者 の HSCお よ び 骨
髄 性 前 駆 細 胞 に レ ン チ ウ イ ル ス LEF/TCF-GFPベ ク タ ー を 形 質 導 入 し 、 β カ テ ニ ン の そ の 下
流 標 的 へ の 核 内 結 合 に つ い て ア ッ セ イ し た 。 培 養 し て 7～ 10日 後 に は 健 常 人 お よ び 患 者 の H
SCは 同 様 の GFPレ ベ ル を 示 し た が 、 CMLの 骨 髄 性 前 駆 細 胞 は 健 常 人 の も の よ り も 高 い GFP発
現 を 示 し 、 こ の こ と か ら β カ テ ニ ン の 核 移 行 の 増 加 が 示 さ れ た 。 総 合 す る と 、 こ れ ら の 実
験 か ら 、 骨 髄 性 前 駆 細 胞 に お け る 活 性 化 β カ テ ニ ン の 過 剰 発 現 を 介 し た Wntシ グ ナ ル 伝 達
経 路 の 活 性 化 に よ り 、 白 血 病 の 可 能 性 が 高 ま る こ と が 実 証 さ れ る 。 β カ テ ニ ン の 過 剰 発 現
を 診 断 で 使 用 し て 、 疾 患 を 伝 播 す る 可 能 性 の あ る 癌 「 幹 細 胞 」 を 検 出 す る こ と 、 お よ び ax
inお よ び dickkopf等 の β カ テ ニ ン の 既 知 阻 害 因 子 を 用 い た レ ン チ ウ イ ル ス 形 質 導 入 に よ る
β カ テ ニ ン の 標 的 阻 害 を 介 し て 、 β カ テ ニ ン の 過 剰 発 現 を 治 療 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 動 物 モ デ ル に お い て 、 c-kit + 前 白 血 病 lpr/lpr bcl-2細 胞 に 対 照 ベ ク タ ー ま た は β カ テ
ニ ン ベ ク タ ー を 形 質 導 入 し 、 培 養 し て か ら 1日 後 に 致 死 未 満 の 照 射 を し た RAG2-/-g-/-マ ウ
ス に こ の 細 胞 を 移 植 し た 。 β カ テ ニ ン ベ ク タ ー で は 移 植 し た 細 胞 の 腫 瘍 形 成 が 有 意 に 増 加
し 、 白 血 病 を 発 症 し た 。 白 血 病 表 現 型 を 伝 播 さ せ る た め に 、 次 に 、 β カ テ ニ ン 形 質 導 入 細
胞 を 移 植 し た そ の よ う な 白 血 病 マ ウ ス の 全 骨 髄 細 胞 を 、 致 死 未 満 の 照 射 を し た RAG2-/-g-/
-マ ウ ス に 移 植 し た と ろ 、 連 続 し て 移 植 し た 後 に 増 殖 の 可 能 性 が 有 意 に 増 加 す る こ と が 見
出 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
幹 細 胞 を 検 出 お よ び 単 離 す る た め の 構 築 物
　 本 発 明 の 1つ の 態 様 に お い て は 、 本 明 細 書 で 「 検 出 構 築 物 」 と 称 す る 、 β カ テ ニ ン に よ
っ て 制 御 さ れ る 転 写 応 答 エ レ メ ン ト に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 検 出 可 能 な マ ー カ ー を コ ー ド す
る 配 列 を 含 む 核 酸 構 築 物 を 細 胞 ま た は 細 胞 集 団 に 導 入 す る 。 核 β カ テ ニ ン の 存 在 下 で は 、
検 出 可 能 な マ ー カ ー が 発 現 さ れ 、 細 胞 が 幹 細 胞 で あ る こ と が 示 さ れ る 。 こ の 局 面 に お い て
、 本 方 法 を 用 い て 、 試 験 細 胞 が 幹 細 胞 で あ る か ど う か を 判 定 す る こ と が で き る 。 関 心 対 象
の 幹 細 胞 を 単 離 ま た は 濃 縮 す る た め に 、 マ ー カ ー を 発 現 す る 生 細 胞 を ソ ー テ ィ ン グ す る こ
と も 可 能 で あ る 。 こ の 局 面 に お い て 、 本 方 法 を 用 い て 既 知 の 幹 細 胞 を 濃 縮 す る こ と お よ び
今 ま で 未 知 の 幹 細 胞 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 等 を 含 む 、 細 胞 に 配 列 を 送 達 す る た め の 様 々 な
ベ ク タ ー が 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ベ ク タ ー は レ ト ロ ウ
イ ル ス ベ ク タ ー ま た は レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 。 例 え ば 、 Baumら  (1996) J Hemato
ther 5(4):323-9； Schwarzenbergerら  (1996) Blood 87:472-478； Noltaら  (1996) P.N.A
.S. 93:2414-2419； お よ び Mazeら  (1996) P.N.A.S. 93:206-210； Mochizukiら  (1998) J 
Virol 72(11):8873-83を 参 照 さ れ た い 。 ア デ ノ ウ イ ル ス に 基 づ く ベ ク タ ー の 造 血 細 胞 と の
使 用 も ま た 発 表 さ れ て お り 、 そ れ に つ い て は Ognibenお よ び Haas (1998) Recent Results 
Cancer Res 144:86-92を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 β カ テ ニ ン 転 写 応 答 エ レ メ ン ト (TRE)は 、 β カ テ ニ ン に よ っ て 活 性 化 さ れ る 転 写 因 子 に
結 合 す る 1つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド モ チ ー フ を 含 み 得 る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 転
写 因 子 は LEF/TCFで あ る 。 （ 総 説 に 関 し て は 、 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る Roose
お よ び Clevers (1999) Biochim Biophys Acta 1424(2-3):M23-37を 参 照 の こ と 。 ） 転 写 的
に 不 活 性 の LEF/Tcf因 子 は 、 核 内 に お け る β カ テ ニ ン と の 相 互 作 用 に よ り 強 力 な ト ラ ン ス
活 性 化 因 子 と な る 。 β カ テ ニ ン は 細 胞 質 に 認 め ら れ る が 、 こ れ が 活 性 化 さ れ 核 内 に 移 行 し
た 場 合 に 主 要 な 生 物 学 的 作 用 が 見 ら れ る こ と が 示 さ れ 得 る 。 こ の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 応 答
す る ヌ ク レ オ チ ド エ レ メ ン ト に は 、 例 え ば ヒ ト c-MYCプ ロ モ ー タ ー の KpnI～ PvuII断 片 に 含
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ま れ る TBE1（ 配 列 番 号 ： 1； CCTTTGATT） お よ び TBE2（ 配 列 番 号 ： 2； GCTTTGATC） （ Heら  (
1998) Science 281:1509を 参 照 の こ と ） 、 LEF/TCF結 合 モ チ ー フ （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ： 3；
CCTTTGATC； ま た は 配 列 番 号 ： 4； CCTTTGGCC） （ Korinekら  (1997) Science 275:1784-178
7） 、 LEF-1結 合 部 位 （ 配 列 番 号 ： 5； GCTTTGATCTT） （ Shtutmanら  (1999) Proc Natl Acad
 Sci U S A　 96(10):5522-7） 、 な ら び に 別 の 当 技 術 分 野 で 周 知 の も の が 含 ま れ る 。 LEF-1
/TCFに 応 答 性 の 配 列 の 教 示 に 関 し て 、 こ れ ら の 参 考 文 献 は 特 に 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み
入 れ ら れ る 。 例 え ば （ 配 列 番 号 ： 13） GATCAAAGGGと い っ た こ れ ら の 配 列 の 相 補 鎖 を 用 い る
こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 1つ の 態 様 に お い て 、 β カ テ ニ ン 応 答 性 TREは 、 1つ ま た は そ れ 以 上 、 2つ ま た は
そ れ 以 上 、 3つ ま た は そ れ 以 上 等 の 結 合 モ チ ー フ 配 列 （ 配 列 番 号 ： 12） X 1  C T T T G Pu T
 Py（ 式 中 、 X 1 は Gま た は C、 Puは プ リ ン 、 Pyは ピ リ ミ ジ ン で あ る ） を 含 む 。 好 ま し い 態 様
に お い て 、 β カ テ ニ ン 応 答 性 TREは 、 1つ ま た は そ れ 以 上 、 2つ ま た は そ れ 以 上 、 3つ ま た は
そ れ 以 上 等 の 、 配 列 番 号 ： 12に 相 補 的 な 結 合 モ チ ー フ 配 列 （ 配 列 番 号 ： 14） 5' Pu A Py C
 A A A G X 1  3'（ 式 中 、 X 1 は Gま た は C、 Puは プ リ ン 、 Pyは ピ リ ミ ジ ン で あ る ） を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 検 出 可 能 な マ ー カ ー を β カ テ ニ ン TREに 機 能 的 に 連 結 す る 。 多 く の そ の よ う な マ ー カ ー
が 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 例 え ば 、 抗 生 物 質 耐 性 、 基 質 の 変 色 、 間 接 的 に 検 出 さ れ る 、
例 え ば creリ コ ン ビ ナ ー ゼ 、 FLPリ コ ン ビ ナ ー ゼ 、 pSR1リ コ ン ビ ナ ー ゼ 等 と い っ た リ コ ン ビ
ナ ー ゼ の 発 現 、 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 等 の 発 光 産 生 タ ン パ ク 質 の 発
現 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 マ ー カ ー は 発 光 産 生 タ ン パ ク 質 、 好 ま し く は GFPで あ
る 。 こ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 天 然 遺 伝 子 は 、 生 物 発 光 ク ラ ゲ Aequorea victoriaか ら
ク ロ ー ニ ン グ さ れ た （ Morin, J.ら 、 J Cell Physiol(1972) 77:313-318） 。 こ の 遺 伝 子 が
利 用 で き る こ と に よ り 、 遺 伝 子 発 現 の マ ー カ ー と し て の GFPの 使 用 が 可 能 と な っ た 。 GFP自
体 は 、 分 子 量 27 kDを 有 す る 283ア ミ ノ 酸 タ ン パ ク 質 で あ る 。 GFPは 蛍 光 を 発 す る た め に 、
天 然 源 か ら さ ら な る タ ン パ ク 質 を 必 要 と せ ず 、 ま た 天 然 源 で の み 利 用 可 能 な 基 質 ま た は 補
因 子 を 必 要 と し な い （ Prasher, D. C.ら 、 Gene (1992) 111:229-233； Yang, F.ら 、 Natur
e Biotechnol (1996) 14:1252-1256； Cody, C. W.ら 、 Biochemistry (1993) 32:1212-121
8） 。 GFP遺 伝 子 の 変 異 体 は 、 発 現 を 増 強 す る の に 、 な ら び に 励 起 お よ び 蛍 光 を 改 変 す る の
に 有 用 で あ る こ と が 認 め ら れ た 。 490 nmに 単 一 の 励 起 ピ ー ク を 有 す る GFP-S65T（ 65位 の セ
リ ン が ス レ オ ニ ン で 置 換 さ れ て い る ） を 使 用 す る こ と が で き る （ Heim, R.ら 、 Nature (19
95) 373:663-664） ； 米 国 特 許 第 5,625,048号 ） 。 Delagrade, S.ら 、 Biotechnology (1995
) 13:151-154； Cormack, B.ら 、 Gene (1996) 173:33-38、 お よ び Cramer, A.ら 、 Nature B
iotechnol (1996) 14:315-319に よ っ て 、 他 の 変 異 体 も ま た 開 示 さ れ て い る 。 さ ら な る 変
異 体 も ま た 、 米 国 特 許 第 5,625,048号 で 開 示 さ れ て い る 。 適 切 な 改 変 に よ り 、 GFPに よ り 放
射 さ れ る 光 の ス ペ ク ト ル を 変 更 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 出 願 に お い て は 「 GFP
」 と い う 用 語 を 用 い る が 、 こ の 定 義 の 範 囲 内 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 は 必 ず し も 緑 色 に 出 現
す る と は 限 ら な い 。 様 々 な 形 態 の GFPが 緑 色 以 外 の 色 を 示 す が 、 こ れ ら も ま た 「 GFP」 の 定
義 の 範 囲 内 に 含 ま れ 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 材 料 に お い て 有 用 で あ る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 の
「 GFP」 の 範 囲 内 に 入 る 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 は 、 ウ ミ シ イ タ ケ Renilla reriformis等 の 他
の 生 物 か ら 単 離 さ れ た こ と に 留 意 さ れ た い 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 任 意 の 適 切 で あ り か
つ 都 合 の よ い GFP遺 伝 子 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 例 え ば エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 カ ル シ ウ ム 沈 殿 DNA法 、 融 合 法 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン 法 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 等 の 当 技 術 分 野 で 周 知 の 様 々 な 技 法 を 用 い て 、 標 的 細 胞 を ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と が で き る 。 DNAを 導 入 す る 特 定 の 方 法 は 、 本 発 明 の 実 行 に 重
要 で は な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
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　 キ ャ プ シ ド タ ン パ ク 質 が 標 的 細 胞 の 感 染 に 対 し て 機 能 的 で あ る レ ト ロ ウ イ ル ス と 適 切 な
パ ッ ケ ー ジ ン グ 株 を 併 用 す る こ と が で き る 。 通 常 、 細 胞 お よ び ウ イ ル ス を 培 地 中 で 少 な く
と も 約 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 一 般 的 に 使 用 さ れ る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 「 欠 損
型 」 で あ る 、 す な わ ち 増 殖 性 の 感 染 に 必 要 な ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 を 産 生 す る こ と が で き な
い 。 ベ ク タ ー の 複 製 は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 株 で の 増 殖 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス の 宿 主 細 胞 特 異 性 は 、 エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 、 env(p120)に よ っ て 決
ま る 。 エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 株 に よ っ て 提 供 さ れ る 。 エ ン ベ ロ
ー プ タ ン パ ク 質 に は 、 少 な く と も 3種 類 （ 同 種 指 向 性 、 両 種 指 向 性 、 お よ び 他 種 指 向 性 ）
あ る 。 例 え ば MMLVと い っ た 同 種 指 向 性 エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 で パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ た レ
ト ロ ウ イ ル ス は 、 ほ と ん ど の マ ウ ス お よ び ラ ッ ト 細 胞 腫 に 感 染 す る こ と が で き る 。 同 種 指
向 性 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 株 に は BOSC23が 含 ま れ る （ Pearら  (1993) P.N.A.S. 90:8392-839
6） 。 例 え ば 4070A（ Danosら 、 前 記 ） と い っ た 両 種 指 向 性 エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 を 有 す
る レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 ヒ ト 、 イ ヌ 、 お よ び マ ウ ス を 含 む ほ と ん ど の 哺 乳 動 物 細 胞 種 に 感 染
す る こ と が で き る 。 両 種 指 向 性 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 株 に は PA12（ Millerら  (1985) Mol. C
ell. Biol. 5:431-437） ； PA317（ Millerら  (1986) Mol. Cell. Biol. 6:2895-2902） ； G
RIP（ Danosら  (1988) PNAS 85:6460-6464） が 含 ま れ る 。 例 え ば AKR envと い っ た 他 種 指 向
性 エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 で パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ た レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 マ ウ ス 細 胞 以 外 の
ほ と ん ど の 哺 乳 動 物 細 胞 種 に 感 染 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス の 5'末 端 お よ び 3'末 端 の 配 列 は 、 長 い 末 端 反 復 配 列 (LTR)で あ る 。 MMLV-
LTR、 HIV-LTR、 AKR-LTR、 FIV-LTR、 ALV-LTR等 を 含 む 多 く の LTR配 列 が 当 技 術 分 野 で 周 知 で
あ り 、 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 公 共 の デ ー タ ー ベ ー ス を 介 し て 、 特 定 の 配 列 に ア ク セ
ス す る こ と が で き る 。 天 然 LTR配 列 の 様 々 な 改 変 も ま た 周 知 で あ る 。 5' LTRは 、 標 的 細 胞
の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ た 後 に 、 β カ テ ニ ン 遺 伝 子 の 転 写 を 駆 動 す る 強 力 な プ ロ モ ー タ ー と
し て 働 く 。 し か し い く つ か の 用 途 の た め に は 、 発 現 を 駆 動 す る 制 御 可 能 な プ ロ モ ー タ ー を
有 す る こ と が 望 ま し い 。 そ の よ う な プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る 場 合 、 LTRの プ ロ モ ー タ ー 機
能 は 不 活 性 化 さ れ る こ と に な る 。 こ れ は 、 プ ロ モ ー タ ー 機 能 を 不 活 性 化 す る の に 十 分 で あ
る 、 エ ン ハ ン サ ー 反 復 配 列 お よ び プ ロ モ ー タ ー を 含 む 3' LTRの U3領 域 の 欠 失 に よ り 達 成 さ
れ る 。 標 的 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ た 後 、 5' LTRと 3' LTRに 再 編 成 が 起 こ り 、 そ の 結 果
「 自 己 不 活 性 化 ベ ク タ ー 」  と 呼 ば れ る 転 写 的 欠 陥 プ ロ ウ イ ル ス が 生 じ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 所 望 の 標 的 細 胞 種 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 ま た は そ の 子 孫 に お い て 、 適 切 な 誘
導 性 プ ロ モ ー タ ー を 活 性 化 す る 。 転 写 の 活 性 化 に よ り 、 標 的 細 胞 に お け る 転 写 は 、 基 礎 レ
ベ ル の 少 な く と も 約 100倍 、 よ り 一 般 的 に は 少 な く と も 約 1000倍 増 加 す る こ と を 意 図 す る
。 例 え ば T細 胞 に お け る IL-2プ ロ モ ー タ ー 、 B細 胞 に お け る 免 疫 グ ロ ブ リ ン プ ロ モ ー タ ー 等
の 、 造 血 細 胞 種 に お い て 誘 導 さ れ る 様 々 な プ ロ モ ー タ ー が 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 幹 細 胞 を 検 出 ま た は 選 択 す る た め 、 幹 細 胞 で あ る ま た は 幹 細 胞 を 含 む と 思 わ れ る 細 胞 ま
た は 細 胞 集 団 に 検 出 構 築 物 を 導 入 す る 。 発 現 構 築 物 を 導 入 し た 後 、 検 出 可 能 な マ ー カ ー を
発 現 す る の に 十 分 な 期 間 、 通 常 少 な く と も 12時 間 か つ 約 2週 間 以 下 で 、 お そ ら く は 約 1日 ～
約 1週 間 、 細 胞 を 維 持 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 細 胞 は 任 意 の 哺 乳 動 物 種 、 例 え ば 、 ウ マ 、 ウ シ 、 ブ タ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、
ハ ム ス タ ー 等 の げ っ 歯 類 、 霊 長 類 等 、 特 に ヒ ト か ら 得 ら れ 得 る 。 組 織 は 、 生 き た ド ナ ー の
生 検 も し く は ア フ ェ レ ー シ ス に よ っ て 得 る こ と が で き 、 ま た は 死 亡 し て か ら 約 48時 間 以 内
の 死 体 ド ナ ー 、 も し く は 死 亡 し て か ら 約 12時 間 以 内 に 凍 結 し 約 -20℃ 未 満 、 通 常 は 永 久 に
液 体 窒 素 温 度 （ -180℃ ） で 維 持 し た 新 鮮 凍 結 組 織 か ら 得 る こ と が で き る 。 細 胞 集 団 に は 、
推 定 さ れ る 幹 細 胞 ク ロ ー ン 、 腫 瘍 試 料 、 骨 髄 試 料 、 胚 性 幹 細 胞 、 例 え ば 神 経 提 、 腸 、 脾 臓
、 肝 臓 と い っ た 器 官 、 臍 帯 血 、 末 梢 血 、 動 員 末 梢 血 、 卵 黄 嚢 等 が 含 ま れ る 。
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【 ０ ０ ３ ６ 】
　 蛍 光 タ ン パ ク 質 で あ る 検 出 可 能 な マ ー カ ー の 発 現 は 、 レ ー ザ ー に よ り フ ル オ ロ フ ォ ア の
定 量 的 レ ベ ル を 検 出 す る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 フ ロ ー
サ イ ト メ ト リ ー ま た は FACSを 用 い て 、 蛍 光 強 度 な ら び に 細 胞 の 大 き さ お よ び 光 散 乱 等 の 他
の パ ラ メ ー タ に 基 づ い て 細 胞 集 団 を 分 離 す る こ と も で き る 。 染 色 の 絶 対 的 レ ベ ル は 異 な り
得 る が 、 対 照 に 対 し て デ ー タ を 標 準 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 β カ テ ニ ン に 制 御 さ れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 に 加 え て 、 例 え ば 当 業 者 に 周 知 で あ る よ
う な c-kit、 thy-1(CD-90)、 系 統 マ ー カ ー 、 CD34、 増 殖 因 子 受 容 体 等 の 発 現 と い っ た 関 心
対 象 の マ ー カ ー に 特 異 的 な 抗 体 で 、 細 胞 を 共 染 色 し て も よ い 。 多 く の 前 駆 細 胞 お よ び 幹 細
胞 マ ー カ ー が 周 知 で あ り 、 こ れ ら の 細 胞 種 を 識 別 す る た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 上 記 の 特 徴 を 有 す る 細 胞 を 濃 縮 す る 技 法 に よ り 、 細 胞 の 複 合 混 合 物 か ら 関 心 対 象 の 細 胞
を 分 離 す る こ と が で き る 。 組 織 か ら 細 胞 を 単 離 す る た め 、 分 散 ま た は 懸 濁 の た め に 適 切 な
溶 液 が 用 い ら れ 得 る 。 そ の よ う な 溶 液 は 一 般 に 、 一 般 に 5～ 25 mMで あ る 低 濃 度 の 許 容 可 能
な 緩 衝 液 と 同 時 に 、 ウ シ 胎 児 血 清 お よ び 他 の 天 然 因 子 を 都 合 よ く 添 加 し た 、 例 え ば 生 理 食
塩 水 、 PBS、 ハ ン ク ス 平 衡 塩 類 溶 液 等 の 平 衡 塩 類 溶 液 で あ る 。 簡 便 な 緩 衝 液 に は 、 HEPES、
リ ン 酸 緩 衝 液 、 乳 酸 緩 衝 液 等 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 分 離 し た 細 胞 は 、 通 常 コ レ ク シ ョ ン チ ュ ー ブ の 底 に 血 清 の ク ッ シ ョ ン を 有 す る 、 細 胞 の
生 存 度 を 維 持 す る 任 意 の 適 切 な 培 地 中 に 回 収 す る こ と が で き る 。 様 々 な 培 地 が 市 販 さ れ て
お り 、 細 胞 の 性 質 に 従 っ て 用 い る こ と が で き 、 こ れ に は dMEM、 HBSS、 dPBS、 RPMI、 イ ス コ
フ 培 地 等 が 含 ま れ 、 ウ シ 胎 児 血 清 が 添 加 さ れ て い る 場 合 が 多 い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 こ の 方 法 に よ り 、 幹 細 胞 活 性 に つ い て 高 度 に 濃 縮 さ れ た 組 成 物 が 達 成 さ れ る 。 対 象 集 団
は 、 細 胞 組 成 物 の 50%も し く は 約 50%ま た は そ れ 以 上 、 好 ま し く は 細 胞 組 成 物 の 75%も し く
は 約 75%ま た は そ れ 以 上 で あ り 、 90%ま た は そ れ 以 上 で あ っ て も よ い 。 所 望 の 細 胞 は 、 表 面
の 表 現 型 、 幹 細 胞 に 必 須 の 特 性 で あ る 自 己 複 製 の 能 力 に よ っ て 同 定 さ れ る 。 濃 縮 さ れ た 細
胞 集 団 は 、 直 ち に 使 用 す る こ と も 、 ま た は 液 体 窒 素 温 度 で 凍 結 し て 長 期 間 保 存 し 、 融 解 し
て 再 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 細 胞 は 通 常 、 10% DMSO、 50% FCS、 40% RPMI 1640培 地 中
に 保 存 す る 。 活 性 化 β カ テ ニ ン を 有 す る 細 胞 に つ い て 濃 縮 さ れ た 細 胞 の 集 団 は 、 以 下 に 記
載 す る よ う な 様 々 な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ お よ び 培 養 に お い て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 濃 縮 し た 細 胞 集 団 は 、 様 々 な 培 養 条 件 下 で イ ン ビ ト ロ で 培 養 す る こ と が で き る 。 培 地 は
、 液 体 、 ま た は 例 え ば ア ガ ー 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 等 を 含 む 半 固 形 で あ っ て よ い 。 細 胞 集 団
は 、 通 常 ウ シ 胎 児 血 清 （ 約 5%～ 10%） 、 L-グ ル タ ミ ン 、 チ オ ー ル 、 特 に 2-メ ル カ プ ト エ タ
ノ ー ル 、 な ら び に 例 え ば ペ ニ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト マ イ シ ン と い っ た 抗 生 物 質 を 添 加 し
た 、 イ ス コ フ 改 変 DMEMま た は RPMI-1640等 の 適 切 な 栄 養 培 地 に 簡 便 に 懸 濁 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 培 地 は 、 細 胞 が 応 答 す る 増 殖 因 子 を 含 み 得 る 。 本 明 細 書 に 定 義 す る 増 殖 因 子 は 、 培 養 に
お い て ま た は 元 の 組 織 に お い て 、 膜 貫 通 受 容 体 に お け る 特 異 的 効 果 を 介 し て 、 細 胞 の 生 存
、 増 殖 、 お よ び /ま た は 分 化 を 促 進 し 得 る 分 子 で あ る 。 増 殖 因 子 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド 因 子
お よ び 非 ポ リ ペ プ チ ド 因 子 が 含 ま れ る 。 細 胞 の 培 養 に お い て 、 例 え ば LIF、 steel因 子 （ c-
kitリ ガ ン ド ） 、 EGF、 イ ン ス リ ン 、 IGF、 Flk-2リ ガ ン ド 、 IL-11、 IL-3、 GM-CSF、 エ リ ス
ロ ポ エ チ ン 、 ト ロ ン ボ ポ エ チ ン 等 の 多 種 多 様 な 増 殖 因 子 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 増 殖 因 子 に 加 え て 、 ま た は そ の 代 わ り に 、 対 象 細 胞 を 線 維 芽 細 胞 、 間 質 細 胞 、 ま た は 他
の フ ィ ー ダ ー 層 細 胞 と 共 培 養 し て も よ い 。 造 血 細 胞 の 培 養 で の 使 用 に 適 し た 間 質 細 胞 は 、
当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 こ れ ら に は 、 「 Whitlock-Witte」 （ Whitlockら  [1985] Annu R
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ev Immunol 3:213-235） ま た は 「 Dexter」 培 養 条 件 （ Dexterら  [1977] J Exp Med 145:16
12-1616） で 用 い ら れ る よ う な 骨 髄 間 質 細 胞 、 お よ び 不 均 一 な 胸 腺 間 質 細 胞 （ Smallお よ び
Weissman [1996] Scand J Immunol 44:115-121） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 で は 、 例 え ば 外 因 性 核 酸 発 現 ベ ク タ ー を 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ っ て
標 的 幹 細 胞 ま た は 前 駆 細 胞 を 不 死 化 す る た め 、 構 築 物 を 用 い て β カ テ ニ ン 、 通 常 は 安 定 化
β カ テ ニ ン コ ー ド 配 列 を 送 達 す る 。 外 因 性 遺 伝 子 を 標 的 哺 乳 動 物 細 胞 に 移 行 さ せ る の に 有
用 な 多 く の ベ ク タ ー が 利 用 で き る 。 ベ ク タ ー は 、 例 え ば プ ラ ス ミ ド 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル
ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 等 の ウ イ ル ス 由 来 ベ ク タ ー と い っ た エ ピ ソ ー ム で あ っ て よ く 、 ま た は
MMLV、 HIV-1、 ALV等 の レ ト ロ ウ イ ル ス 由 来 ベ ク タ ー の よ う に 、 相 同 的 組 換 え ま た は ラ ン ダ
ム 組 み 込 み に よ り 標 的 細 胞 ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ て も よ い 。 そ の よ う な 構 築 物 を 「 不 死 化 構
築 物 」 と 称 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る β カ テ ニ ン と い う 用 語 は 、 野 生 型 お よ び 安 定 型 の β カ テ ニ ン タ ン パ ク
質 、 な ら び に そ の 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び 誘 導 体 を 指 す こ と を 意 図 す る 。 通 常 、 タ ン パ ク 質
は 哺 乳 動 物 由 来 の も の で あ る が 、 他 の 種 の タ ン パ ク 質 も 使 用 さ れ 得 る 。 タ ン パ ク 質 は 種 間
で 保 存 さ れ 、 例 え ば ヒ ト 配 列 は マ ウ ス 細 胞 に お い て 活 性 が あ る 。 多 く の β カ テ ニ ン タ ン パ
ク 質 の 配 列 が 公 的 に 周 知 で あ る 。 本 発 明 の 1つ の 態 様 に お い て は 、 安 定 型 の β カ テ ニ ン を
使 用 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 プ ロ テ ア ソ ー ム 媒 介 性 の タ ン パ ク 質 分 解 が 阻 害 さ れ て こ れ に よ り β カ テ ニ ン の マ ル チ ユ
ビ キ チ ン 化 型 が 蓄 積 し た 場 合 に 、 β カ テ ニ ン は 安 定 化 す る （ Aberleら  (1997) EMBO J 16(
13):3797-804） 。 β カ テ ニ ン の グ リ コ ー ゲ ン 合 成 酵 素 キ ナ ー ゼ 3β (GSK3β )リ ン 酸 化 共 通
モ チ ー フ 内 の セ リ ン 残 基 の 置 換 に よ り 、 ユ ビ キ チ ン 化 が 阻 害 さ れ 、 そ の 結 果 こ の タ ン パ ク
質 が 安 定 化 す る 。 安 定 化 β カ テ ニ ン の 例 に は 、 ア ミ ノ 酸 変 化 D32Y； D32G； S33F； S33Y； G3
4E； S37C； S37F； T41I； S45Y； お よ び ア ミ ノ 酸 1～ 173の 欠 失 が 含 ま れ る 。 多 く の 出 版 物 に
よ り 、 安 定 化 β カ テ ニ ン 変 異 が 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Morinら  (1997) Science 275(5
307):1780-90； Palaciosら  (1998) Cancer Res 58(7):1344-7； Mullerら  (1998) Genes C
hromosomes Cancer 22(1):37-41； Miyoshiら  (1998) Cancer Res 58(12):2524-7； Zurawe
lら  (1998) Cancer Res. 58, 896-899； Voellerら  (1998) Cancer Res 58, 2520-2526等
を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 配 列 の 標 的 変 化 を 生 じ る た め に 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 様 々 な 方 法 で 、 β カ テ ニ ン ポ リ ペ
プ チ ド の 配 列 を 改 変 す る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 通 常 、 本 明 細 書 で 提 供 す る 配 列 と
実 質 的 に 類 似 し て い る 、 す な わ ち 少 な く と も 1つ の ア ミ ノ 酸 で 異 な り 、 ま た 少 な く と も 2ア
ミ ノ 酸 で あ る が 約 10ア ミ ノ 酸 以 下 で 異 な る 可 能 性 が あ る 。 欠 失 は 、 タ ン パ ク 質 の 活 性 ペ プ
チ ド 断 片 を 規 定 す る ド メ イ ン ま た は エ キ ソ ン の 欠 失 の よ う に 、 よ り 大 き な 変 化 を さ ら に 含
み 得 る 。 関 心 対 象 の 他 の 改 変 に は 、 例 え ば FLAG系 、 HA、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 等 と の タ ギ ン
グ が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 改 変 に よ り 、 安 定 性 、 特 異 性 等 に 影 響 を 及 ぼ す こ と に よ っ て タ
ン パ ク 質 の 特 性 を 改 変 す る こ と が で き る 。 様 々 な 目 的 で 、 特 に 膜 を 越 え る 輸 送 を 促 進 す る
た め に 、 タ ン パ ク 質 に 多 種 多 様 な 他 の オ リ ゴ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 を 連 結 し て も よ い
。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ク ロ ー ン 化 遺 伝 子 の イ ン ビ ト ロ 突 然 変 異 誘 発 の 技 法 は 周 知 で あ る 。 変 異 を 調 査 す る 手 順
の 例 は 、 Gustinら 、 Biotechniques 14:22 (1993)； Barany、 Gene 37:111-23 (1985)； Col
icelliら 、 Mol Gen Genet 199:537-9 (1985)； お よ び Prentkiら 、 Gene 29:303-13 (1984)
に 見 出 し 得 る 。 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 方 法 は 、 Sambrookら 、 Molecular Cloning: A Lab
oratory Manual、 CSH Press 1989、 15.3～ 15.108ペ ー ジ ； Weinerら 、 Gene 126:35-41 (19
93)； Sayersら 、 Biotechniques 13:592-6 (1992)； Jonesお よ び Winistorfer、 Biotechniq
ues 12:528-30 (1992)； Bartonら 、 Nucleic Acids Res 18:7349-55 (1990)； Marottiお よ
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び Tomich、 Gene Anal Tech 6:67-70 (1989)； お よ び Zhu Anal Biochem 177:120-4 (1989)
に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 拡 大 し た 後 に 、 標 的 細 胞 か ら 遺 伝 子 構 築 物 を 除 去 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 一 過 性 ベ
ク タ ー 系 の 使 用 に よ り 、 ま た は β カ テ ニ ン コ ー ド 配 列 に 隣 接 し て 異 種 組 換 え 部 位 を 含 め る
こ と に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 に お い て は 、 拡 大 し た 後 に 構 築 物 を 除 去 し て
か ら 、 拡 大 し た 細 胞 集 団 を 用 い る こ と が で き る 。 構 築 物 を 欠 失 さ せ た 後 に 外 因 性 β カ テ ニ
ン を 欠 く 細 胞 を 容 易 に 単 離 で き る よ う に 、 好 ま し く は 、 例 え ば 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 ル シ
フ ェ ラ ー ゼ 、 抗 体 選 択 法 に 適 し た 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 等 の 検 出 可 能 な マ ー カ ー を 発 現 ベ ク
タ ー に 含 め る 。 「 異 種 組 換 え 部 位 」 と い う 用 語 は 、 部 位 特 異 的 組 換 え を 促 進 す る 任 意 の 導
入 さ れ る 遺 伝 子 配 列 を 包 含 す る こ と を 意 図 す る 。 一 般 に 、 特 異 的 酵 素 と 2つ の そ の よ う な
部 位 が 相 互 作 用 す る こ と に よ り 、 そ の よ う な 部 位 に よ っ て 組 換 え が 促 進 さ れ る 。 例 示 的 な
異 種 組 換 え 部 位 に は 、 Cre酵 素 に よ っ て 組 み 換 え ら れ る lox配 列 ； frt配 列 （ Golicら  (1989
) Cell 59:499-509； O'Gormanら  (1991) Science 251:1351-5； 組 み 換 え は FLPリ コ ン ビ ナ
ー ゼ に 媒 介 さ れ る ） ； Zygosaccharomyces rouxiiの pSR1リ コ ン ビ ナ ー ゼ の 認 識 配 列 （ Mats
uzakiら  (1990) J. Bacteriol. 172:610-8） 等 が 含 ま れ る が 、 必 ず し も こ れ ら に 限 定 さ れ
な い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 一 過 性 の 発 現 を 提 供 す る 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て も よ い 。 一 般 に 一
過 性 発 現 は 、 宿 主 細 胞 が 多 コ ピ ー の 発 現 ベ ク タ ー を 蓄 積 し 、 次 に 発 現 ベ ク タ ー に よ っ て コ
ー ド さ れ る 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を 高 レ ベ ル で 合 成 す る よ う な 、 宿 主 細 胞 内 で 効 率 的 に 複 製
し 得 る 発 現 ベ ク タ ー の 使 用 を 含 む 。 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー お よ び 宿 主 細 胞 を 含 む 一 過 性 発 現
系 に よ り 、 細 胞 の 簡 便 な 短 期 間 の 拡 大 が 可 能 と な る が 、 細 胞 の 長 期 的 な 遺 伝 子 型 は 影 響 を
受 け な い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 細 胞 の 増 殖 す る 能 力 の 調 節 を 提 供 す る 不 死 化 構 築 物 を 、 様 々 な 異 な る 方 法 の い ず れ か に
よ り 造 血 細 胞 に 導 入 す る 。 好 ま し く は 造 血 細 胞 は 、 骨 髄 系 前 駆 細 胞 、 造 血 幹 細 胞 、 リ ン パ
系 前 駆 細 胞 、 多 系 譜 前 駆 細 胞 等 の 前 駆 細 胞 ま た は 幹 細 胞 で あ る 。 造 血 幹 細 胞 お よ び 前 駆 細
胞 の 系 譜 の 総 説 に つ い て は 、 そ れ ぞ れ 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る 、 Wagersら  (
2002) Gene Ther. 9(10):606-12； Parkら  (202) Blood 99(2):488-98； お よ び Weissmanら
 (2001) Annu Rev Cell Dev Biol 17:387-403を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 好 ま し く は 、 β カ テ ニ ン 発 現 配 列 を 導 入 す る 細 胞 は 、 1つ ま た は 複 数 の 「 ヒ ッ ト 」 を 有
す る よ う に 、 ま た は 細 胞 増 殖 を 正 確 に 制 御 す る 能 力 を 減 少 さ せ る 遺 伝 子 改 変 を 有 す る よ う
に 改 変 す る 。 そ の よ う な 細 胞 の 例 は 、 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る 米 国 特 許 第 5,
614,397号 、 Lagasseら に 見 出 し 得 る 。 関 心 対 象 の 前 駆 細 胞 に は 、 骨 髄 系 お よ び リ ン パ 系 の
細 胞 、 詳 細 に は 骨 髄 系 の 細 胞 、 よ り 詳 細 に は 骨 髄 単 球 系 の 細 胞 、 特 に 好 中 球 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 β カ テ ニ ン を 導 入 す る た め に 用 い ら れ る 方 法 に は 、 標 的 細 胞 の 「 エ ク ス ビ ボ 」 ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン が 含 ま れ 、 標 的 細 胞 は 、 例 え ば 前 駆 細 胞 い っ た 標 的 細 胞 、 ま た は 標 的 細 胞 を
生 じ る 幹 細 胞 で あ っ て よ い 。 関 心 対 象 の 方 法 に は 、 裸 の DNA、 DNA-リ ポ ソ ー ム 複 合 物 、 レ
ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 等 の 使 用 が 含 ま れ 、 そ の 後 細 胞 を イ ン ビ
ト ロ で 細 胞 を 培 養 す る か 、 ま た は マ ウ ス ま た は ヒ ト 等 の 宿 主 細 胞 に 形 質 転 換 細 胞 を 移 植 す
る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 非 相 同 的 に 組 み 込 ま れ 遺 伝 子 組 み 換 え 非 ヒ ト 動 物 （ 例 え ば マ ウ ス ） を 形 成 す る 導 入 遺 伝
子 を 導 入 す る た め に は 、 受 精 卵 （ 例 え ば マ ウ ス ） の 前 核 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン が 好 ま
し い 。 相 同 的 に 標 的 し た 非 ヒ ト 動 物 を 含 む 遺 伝 子 組 み 換 え 非 ヒ ト 動 物 を 作 製 す る に は 、 胚
性 幹 細 胞 （ ES細 胞 ） が 一 般 に 好 ま し い 。 本 質 的 に 記 載 さ れ た （ Teratocarcinomas and Emb
ryonic Stem Cells: A Practical Approach. E. J. Robertson編  (Oxford:IRL Press)、 7
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1～ 112ペ ー ジ の Robertson, E. J. (1987)） よ う に 、 分 裂 不 活 性 の SNL76/7細 胞 フ ィ ー ダ ー
層 （ McMahonお よ び Bradley、 Cell 62:1073-1085 (1990)） 上 で 培 養 し た AB-1株 等 の マ ウ ス
ES細 胞 を 、 相 同 的 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ に 用 い る こ と が で き る 。 他 の 適 切 な ES株 に は 、 E1
4株 （ Hooperら  (1987) Nature 326:292-295） 、 D3株 （ Doetschmanら  (1985) J. Embryol 
Exp. Morph. 87:27-45） 、 お よ び CCE株 （ Robertsonら  (1986) Nature 323:445-448） が 含
ま れ る 。 ES細 胞 か ら マ ウ ス 株 の 作 製 が 成 功 す る か は 、 ES細 胞 の 多 能 性 （ す な わ ち 、 宿 主 胚
盤 胞 内 に 注 入 し た 際 に 、 胚 形 成 に 関 与 す る 能 力 、 お よ び 生 じ る 動 物 の 生 殖 系 列 に 寄 与 す る
能 力 ） に 依 存 す る 。 注 入 さ れ た ES細 胞 を 含 む 胚 盤 胞 は 、 偽 妊 娠 非 ヒ ト 雌 の 子 宮 内 で 発 達 さ
せ る 。 所 望 の 位 置 に 関 心 対 象 の 遺 伝 子 を 有 す る 遺 伝 子 組 み 換 え マ ウ ス を 同 定 す る た め に 、
MRP8ま た は MRP14等 の 関 心 対 象 の 血 液 リ ン パ 球 発 現 遺 伝 子 制 御 配 列 に 機 能 的 に 連 結 さ れ た
、 細 胞 の 寿 命 を 調 節 す る 関 心 対 象 の 遺 伝 子 を 有 す る 生 じ た 遺 伝 子 組 み 換 え マ ウ ス を 、 尾 ま
た は 他 の 組 織 の 生 検 DNAを PCRま た は サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 す る こ と に よ り 、 正 確 に 標 的 さ れ
た 構 築 物 お よ び /ま た は 導 入 遺 伝 子 の 存 在 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 そ の よ う な ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 好 中 球 等 の 特 定 の 子 孫 細 胞 に お い て 関 心 対 象 の 遺 伝 子 を 発 現 す る
、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 造 血 幹 細 胞 の 有 用 な 供 給 源 で あ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 造 血 幹 細 胞
は 、 移 植 お よ び 免 疫 調 節 剤 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 単 離 し た 幹 細 胞 、 な ら び に 不 死 化 構 築 物 の 導 入 に よ り 作 製 し た 細 胞
お よ び 動 物 は 、 化 合 物 ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 、 幹 細 胞 で 発 現 さ れ る 遺 伝 子 を 同 定 す る た
め 、 幹 細 胞 を 利 用 し た 療 法 の た め 等 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 化 合 物 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 イ ン ビ ト ロ モ デ ル 、 遺 伝 子 改 変 し た 細 胞 も し く は 動 物 、 ま た
は β カ テ ニ ン に 相 当 す る 精 製 タ ン パ ク 質 を 用 い て 実 施 し 得 る 。 本 明 細 書 に 由 来 す る ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ま た は 細 胞 も ま た 、 化 合 物 ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 化 合 物 ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 β カ テ ニ ン の 機 能 を 調 節 す る 薬 剤 が 同 定 さ れ る 。 特 に 興
味 深 い の は 、 ヒ ト 細 胞 へ の 毒 性 が 低 い 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で あ る 。 こ の 目 的 の
た め に 、 標 識 イ ン ビ ト ロ タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ 、 電 気 泳 動 移 動 度 シ フ ト ア
ッ セ イ 、 タ ン パ ク 質 結 合 に つ い て の 免 疫 ア ッ セ イ 等 の 多 種 多 様 な ア ッ セ イ を 用 い る こ と が
で き る 。 精 製 さ れ た 組 換 え タ ン パ ク 質 の 結 晶 化 か ら 得 ら れ る コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 3
次 元 構 造 の 知 識 に よ っ て 、 活 性 を 特 異 的 に 阻 害 す る 小 薬 剤 の 合 理 的 設 計 が も た ら さ れ る と
考 え ら れ る 。 こ れ ら の 薬 剤 は 、 測 定 の ド メ イ ン を 対 象 と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 薬 剤 」 と い う 用 語 は 、 例 え ば β カ テ ニ ン の 生 理 的 機 能 お よ び 造 血 細
胞 の 自 己 複 製 を 変 化 さ せ る ま た は 模 倣 す る 能 力 を 有 す る タ ン パ ク 質 ま た は 調 合 薬 等 と い っ
た 任 意 の 分 子 を 表 す 。 一 般 に 、 異 な る 薬 剤 濃 度 を 有 す る 複 数 の ア ッ セ イ 混 合 物 を 並 行 し て
試 験 し て 、 様 々 な 濃 度 に 対 す る 異 な る 反 応 が 得 ら れ る 。 典 型 的 に 、 こ れ ら の 濃 度 の う ち の
1つ が 陰 性 対 照 で あ る 、 す な わ ち 濃 度 ゼ ロ ま た は 検 出 レ ベ ル 未 満 の 濃 度 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 候 補 薬 剤 に は 多 数 の 化 学 的 ク ラ ス が 含 ま れ る が 、 典 型 的 に は 有 機 分 子 、 好 ま し く は 50ダ
ル ト ン を 上 回 り 約 2,500ダ ル ト ン 未 満 で あ る 分 子 量 を 有 す る 小 有 機 化 合 物 で あ る 。 候 補 薬
剤 は 、 タ ン パ ク 質 と の 構 造 的 相 互 作 用 、 詳 細 に は 水 素 結 合 に 必 要 な 機 能 基 を 含 み 、 典 型 的
に は 少 な く と も 1つ の ア ミ ン 基 、 カ ル ボ ニ ル 基 、 水 酸 基 、 ま た は カ ル ボ キ シ ル 基 を 含 み 、
好 ま し く は 少 な く と も 2つ の 機 能 的 化 学 基 を 含 む 。 候 補 薬 剤 は 、 1つ ま た は 複 数 の 上 記 機 能
基 に 代 え て 、 環 式 炭 素 も し く は 複 素 環 式 構 造 、 お よ び /ま た は 芳 香 族 も し く は 多 環 芳 香 族
構 造 を 含 む 場 合 も 多 い 。 候 補 薬 剤 は 、 ペ プ チ ド 、 糖 類 、 脂 肪 酸 、 ス テ ロ イ ド 、 プ リ ン 、 ピ
リ ミ ジ ン 、 誘 導 体 、 構 造 類 似 体 、 ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 生 体 分 子 に も 見 出 さ れ
る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 候 補 薬 剤 は 、 合 成 化 合 物 ま た は 天 然 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 多 種 多 様 な 供 給 源 か ら
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得 ら れ る 。 例 え ば 、 多 種 多 様 な 有 機 化 合 物 お よ び 生 体 分 子 を ラ ン ダ ム に お よ び 方 向 性 を も
っ て 合 成 す る に は 、 ラ ン ダ ム オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び オ リ ゴ ペ プ チ ド の 発 現 を 含 む 多 く
の 手 段 が 利 用 で き る 。 ま た は 、 細 菌 、 菌 類 、 植 物 、 お よ び 動 物 抽 出 物 の 形 態 の 天 然 化 合 物
ラ イ ブ ラ リ ー も 利 用 可 能 で あ り 、 容 易 に 産 生 さ れ る 。 さ ら に 、 天 然 で ま た は 合 成 に よ り 産
生 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー お よ び 化 合 物 は 、 従 来 の 化 学 的 、 物 理 的 、 お よ び 生 化 学 的 手 段 に よ
っ て 容 易 に 修 飾 さ れ 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る の に 使 用 す る こ と が で き
る 。 周 知 の 薬 物 を 、 ア シ ル 化 、 ア ル キ ル 化 、 エ ス テ ル 化 、 ア ミ ド 化 等 の 方 向 性 を も っ た ま
た は ラ ン ダ ム な 化 学 修 飾 に 供 し て 、 構 造 類 似 体 を 産 生 し て も よ い 。 試 験 薬 剤 は 、 例 え ば 天
然 産 物 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 等 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 る こ と
が で き る 。 多 く の 異 な る 種 類 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー お よ び そ の よ う な ラ イ ブ ラ
リ ー を 調 製 す る た め の 方 法 が 記 載 さ れ て お り 、 こ れ に は 例 え ば 国 際 公 開 公 報 第 93/06121号
、 国 際 公 開 公 報 第 95/12608号 、 国 際 公 開 公 報 第 95/35503号 、 国 際 公 開 公 報 第 94/08051号 、
お よ び 国 際 公 開 公 報 第 95/30642号 が 含 ま れ 、 こ れ ら は そ れ ぞ れ 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 み
入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ が 結 合 ア ッ セ イ で あ る 場 合 、 1つ ま た は 複 数 の 分 子 を 、 直 接 的
ま た は 間 接 的 に 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 し 得 る 標 識 に 結 合 す る こ と が で き る 。 様 々 な 標
識 に は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 蛍 光 、 化 学 発 光 、 酵 素 、 特 異 的 結 合 分 子 、 例 え ば 磁 気 粒 子 と い
っ た 粒 子 等 が 含 ま れ る 。 特 異 的 結 合 分 子 に は 、 ビ オ チ ン お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ジ ゴ
キ シ ン お よ び 抗 ジ ゴ キ シ ン 等 の 対 が 含 ま れ る 。 特 異 的 結 合 メ ン バ ー に つ い て は 、 周 知 の 手
順 に 従 っ て 、 通 常 相 補 的 メ ン バ ー を 、 検 出 を 提 供 す る 分 子 で 標 識 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に は 、 様 々 な 他 の 試 薬 が 含 ま れ 得 る 。 こ れ ら に は 、 最 適 な タ ン
パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 を 促 進 す る 、 お よ び /ま た は 非 特 異 的 も し く は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 相
互 作 用 を 低 減 さ せ る た め に 用 い ら れ る 塩 類 等 の 試 薬 、 例 え ば ア ル ブ ミ ン と い っ た 中 性 タ ン
パ ク 質 、 界 面 活 性 剤 等 が 含 ま れ る 。 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 抗 菌 剤 等
の 、 ア ッ セ イ の 効 率 を 改 良 す る 試 薬 を 用 い て も よ い 。 成 分 の 混 合 物 を 、 必 要 な 結 合 を 提 供
す る 任 意 の 順 番 で 添 加 す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 任 意 の 適 切 な 温 度 で 行 い 、 典 型 的 に は
4℃ ～ 40℃ で 行 う 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 は 最 適 活 性 に 対 し て 選 択 す る が 、 迅 速 な ハ イ
ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ を 容 易 に す る た め に 最 適 化 し て も よ い 。 典 型 的 に は 、 0.1時
間 ～ 1時 間 で 十 分 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 先 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 の い ず れ か に よ り 当 初 に 同 定 し た 化 合 物 を さ ら に 試 験 し て 、 明 ら
か な 活 性 を 確 証 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 方 法 の 基 本 的 型 式 は 、 最 初 の ス ク リ ー ニ ン
グ 過 程 で 同 定 し た リ ー ド 化 合 物 を 、 ヒ ト の モ デ ル と な る 動 物 に 投 与 す る 段 階 、 お よ び 次 の
活 性 を 判 定 す る 段 階 を 含 む 。 検 証 試 験 で 用 い る 動 物 モ デ ル は 、 一 般 に 哺 乳 動 物 で あ る 。 適
切 な 動 物 の 具 体 例 に は 、 霊 長 類 、 マ ウ ス 、 お よ び ラ ッ ト が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ
な い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ り 同 定 し た 、 腫 瘍 増 殖 を 阻 害 す る 活 性 試 験 薬
剤 は 、 類 似 体 化 合 物 を 合 成 す る た め の リ ー ド 化 合 物 と な り 得 る 。 典 型 的 に 類 似 体 化 合 物 は
、 リ ー ド 化 合 物 の も の と 類 似 し た 電 子 配 置 お よ び 分 子 配 座 を 有 す る よ う に 合 成 す る 。 類 似
体 化 合 物 の 同 定 は 、 自 己 無 頓 着 場 (self-consistetent field； SCF)解 析 、 配 置 間 相 互 作 用
(CI)解 析 、 お よ び 通 常 モ ー ド の 動 力 学 解 析 等 の 技 法 の 使 用 に よ り 行 う こ と が で き る 。 こ れ
ら の 技 法 を 実 行 す る コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム が 利 用 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 Reinら 、 (198
9) Computer-Assisted Modeling of Receptor-Ligand Interactions (Alan Liss、 New Yo
rk)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 活 性 化 β カ テ ニ ン を 含 む 細 胞 の 検 出 を 含 む 診 断 法 お よ び 予 測 法 の い く つ か は 、 細 胞 の 溶
解 、 お よ び 続 く 他 の 細 胞 物 質 、 特 に mRNA転 写 産 物 か ら の 核 酸 の 精 製 か ら 始 ま る 。 mRNA転 写
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産 物 に 由 来 す る 核 酸 と は 、 そ の 合 成 の た め に mRNA転 写 産 物 ま た は そ の サ ブ 配 列 が 最 終 的 に
鋳 型 と し て 働 く 核 酸 を 指 す 。 し た が っ て 、 mRNAか ら 逆 転 写 さ れ た cDNA、 そ の cDNAか ら 転 写
さ れ た RNA、 cDNAか ら 増 幅 さ れ た DNA、 増 幅 さ れ た DNAか ら 転 写 さ れ た RNAは す べ て mRNA転 写
産 物 由 来 で あ り 、 そ の よ う な 由 来 産 物 の 検 出 に よ っ て 、 試 料 中 の 元 の 転 写 産 物 の 存 在 お よ
び /ま た は 存 在 量 が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 特 定 の 配 列 の 存 在 に つ い て 、 例 え ば ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー
ト さ れ た 発 現 に つ い て 核 酸 を 解 析 す る た め に 、 多 く の 方 法 が 利 用 可 能 で あ る 。 ポ リ メ ラ ー
ゼ 連 鎖 反 応 法 (PCR)等 の 従 来 法 に よ り 核 酸 を 増 幅 し て 、 解 析 に 十 分 な 量 を 提 供 す る こ と が
で き る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 の 使 用 は 、 Saikiら  (1985) Science 239:487に 記 載 さ れ
て お り 、 技 法 の 総 説 は Sambrookら  Molecular Cloning: A Laboratory Manual、 CSH Press
 1989、 14.2～ 14.33ペ ー ジ に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 増 幅 反 応 に 検 出 可 能 な 標 識 を 含 め て も よ い 。 適 切 な 標 識 に は 、 例 え ば ALEXA色 素 （ Molec
ular Probes, Inc.か ら 入 手 可 能 ） 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FITC)、 ロ ー ダ
ミ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン 、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン 、 6-カ ル ボ キ シ フ ル オ ロ
セ イ ン (6-FAM)、 2,7-ジ メ ト キ シ -4,5-ジ ク ロ ロ -6-カ ル ボ キ シ フ ル オ ロ セ イ ン (JOE)、 6-カ
ル ボ キ シ -X-ロ ー ダ ミ ン (ROX)、 6-カ ル ボ キ シ -2,4,7,4,7-ヘ キ サ ク ロ ロ フ ル オ レ セ イ ン (HE
X)、 5-カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン (5-FAM)、 ま た は N,N,N,N-テ ト ラ メ チ ル -6-カ ル ボ キ シ ロ
ー ダ ミ ン (TAMRA)と い っ た 蛍 光 色 素 、 例 え ば 3 2 P、 3 5 S、 3 Hと い っ た 放 射 性 標 識 等 が 含 ま れ
る 。 標 識 は 、 増 幅 し た DNAに 、 例 え ば ア ビ ジ ン 、 特 異 的 抗 体 等 の 高 親 和 性 結 合 パ ー ト ナ ー
を 有 す る ビ オ チ ン 、 ハ プ テ ン 等 を 結 合 し 、 結 合 パ ー ト ナ ー に 検 出 可 能 な 標 識 を 結 合 す る 、
2段 階 系 で あ っ て よ い 。 標 識 は プ ラ イ マ ー の 一 方 ま た は 両 方 に 結 合 し て よ い 。 ま た は 、 増
幅 産 物 に 標 識 が 取 り 込 ま れ る よ う に 、 増 幅 に 使 用 す る ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル を 標 識 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 例 え ば 増 幅 断 片 、 標 識 断 片 、 ク ロ ー ン 化 断 片 と い っ た 試 料 核 酸 を 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の
多 く の 方 法 の 1つ で 解 析 す る 。 プ ロ ー ブ を ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト も し く は ド ッ ト ブ ロ ッ ト に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と が で き 、 ま た は 液 体 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 を 行 う こ と が で
き る 。 核 酸 は ジ デ オ キ シ 法 ま た は 他 の 方 法 に よ っ て 配 列 決 定 す る こ と が で き 、 塩 基 の 配 列
を 野 生 型 配 列 と 比 較 す こ と が で き る 。 一 本 鎖 DNA高 次 構 造 多 型 (SSCP)解 析 、 変 性 勾 配 ゲ ル
電 気 泳 動 (DGGE)、 お よ び ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 中 の ヘ テ ロ 二 本 鎖 解 析 に よ り 、 DNA配 列 変 動 に
よ っ て 生 じ る 高 次 構 造 変 化 を 、 電 気 泳 動 移 動 度 に お け る 変 化 と し て 検 出 す る 。 ゲ ル ま た は
キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 、 特 に ア ク リ ル ア ミ ド ま た は ア ガ ロ ー ス ゲ ル に よ り 、 分 画 を 行 う 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 前 に 細 胞 を 溶 解
し な い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 で あ る 。 こ の 方 法 は イ ン サ イ チ ュ ー で 行 わ れ る た め 、 細
胞 か ら RNAを 調 製 す る 必 要 が な い と い う 利 点 が あ る 。 本 方 法 は 通 常 、 最 初 の 試 験 細 胞 を 支
持 体 （ 例 え ば マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル の 壁 ） に 固 定 す る 段 階 、 お よ び 次 の 適 切 な 透 過 処 理
用 液 を 用 い て 細 胞 を 透 過 処 理 す る 段 階 を 含 む 。 次 に 、 標 識 プ ロ ー ブ を 含 む 溶 液 を 細 胞 と 接
触 さ せ 、 プ ロ ー ブ を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 過 剰 な プ ロ ー ブ を 消 化 し 、 洗 浄 除 去 し 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ズ し た プ ロ ー ブ の 量 を 測 定 す る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 Nucleic Acid Hybridaizat
ion: A Practical Approach（ Hamesら 編 、 1987） に よ り 詳 述 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ま た 、 様 々 な い わ ゆ る 「 リ ア ル タ イ ム 増 幅 」 法 ま た は 「 リ ア ル タ イ ム 定 量 PCR」 法 を 用
い て 、 試 料 中 に 存 在 す る mRNAの 量 を 測 定 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 増 幅 過 程
に お い て 形 成 さ れ た 増 幅 産 物 の 量 を 測 定 す る 段 階 を 含 む 。 蛍 光 発 生 ヌ ク レ ア ー ゼ ア ッ セ イ
は 、 転 写 産 物 を 検 出 お よ び 定 量 す る た め に 用 い ら れ 得 る リ ア ル タ イ ム 定 量 法 の 1つ の 具 体
例 で あ る 。 一 般 に そ の よ う な ア ッ セ イ で は 、 二 重 標 識 蛍 光 発 生 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー
ブ を 用 い て 、 連 続 し て PCR産 物 の 蓄 積 を 測 定 す る 。 こ れ は 、 文 献 で は 簡 単 に 「 TaqMan」 法
と し て た び た び 称 さ れ る ア プ ロ ー チ で あ る 。 増 幅 産 物 の 濃 度 の リ ア ル タ イ ム 測 定 を 行 う た
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め の 蛍 光 発 生 法 の 理 論 お よ び 操 作 に 関 す る さ ら な る 詳 細 は 、 例 え ば そ れ ぞ れ 本 明 細 書 に 参
照 と し て 組 み 入 れ ら れ る Gelfandの 米 国 特 許 第 5,210,015号 、 Livakら の 米 国 特 許 第 5,538,8
48号 、 お よ び Haalandの 米 国 特 許 第 5,863,736号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 β カ テ ニ ン の 発 現 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 タ ン パ ク 質 の 核 局 在 化 を 含 む タ ン パ ク
質 の 機 能 特 性 ま た は 抗 原 性 特 性 に 基 づ き 得 る 。 多 型 を 検 出 す る よ う に 設 計 さ れ た 様 々 な 免
疫 測 定 法 を 、 ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る こ と が で き る 。 検 出 は 、 β カ テ ニ ン に 特 異 的 に 結 合
す る 抗 体 ま た は 他 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー を 用 い て 従 来 法 に 従 っ て 行 う 、 細 胞 ま た は 組 織 学
的 切 片 の 染 色 を 利 用 す る こ と が で き る 。 関 心 対 象 の 抗 体 ま た は 他 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー を
細 胞 試 料 に 添 加 し 、 エ ピ ト ー プ へ の 結 合 を 可 能 に す る の に 十 分 な 時 間 、 通 常 は 少 な く と も
約 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 抗 体 は 、 直 接 検 出 す る た め に 、 放 射 性 同 位 元 素 、 酵 素 、 蛍
光 物 質 、 化 学 発 光 物 質 、 ま た は 他 の 標 識 で 標 識 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 二 次 抗 体 ま た
は 試 薬 を 用 い て シ グ ナ ル を 増 幅 す る 。 そ の よ う な 試 薬 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 例 え ば
、 一 次 抗 体 を ビ オ チ ン に 結 合 し 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 結 合 し た ア ビ ジ ン を 二 次
試 薬 と し て 添 加 す る こ と が で き る 。 最 終 的 な 検 出 で は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 存 在 下 で 変 色
す る 基 質 を 用 い る 。 解 離 し た 細 胞 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 顕 微 鏡 観 察 、 エ ッ ク ス 線 撮 影
、 シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 等 を 含 む 様 々 な 方 法 に よ り 、 抗 体 結 合 の 有 無 を 検 出 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 好 ま し い 態 様 の 説 明 お よ び 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 か ら 、 本 発 明 の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 が
明 ら か に な る で あ ろ う 。 以 下 の 実 施 例 は 説 明 の 目 的 で 提 供 さ れ る も の で あ り 、 限 定 す る 目
的 で 提 供 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
実 験
実 施 例 1
白 血 病 マ ウ ス か ら 骨 髄 系 前 駆 細 胞 お よ び 造 血 幹 細 胞 (HSC)を 濃 縮 し た 集 団 の ソ ー テ ィ ン グ
お よ び 移 植
　 5カ ラ ー フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 (FACS Vantage)を 用 い て 、 白 血 病 マ ウ ス 骨 髄 前 駆 細
胞 集 団 を 解 析 お よ び ソ ー テ ィ ン グ し 、 対 照 マ ウ ス の も の と 比 較 し た 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、
大 腿 骨 か ら 骨 髄 を 採 取 し 、 25ゲ ー ジ 針 を 通 す こ と に よ り 単 一 細 胞 懸 濁 液 を 作 製 し 、 細 胞 を
洗 浄 し た 後 、 CD3、 4、 8、 B220、 IL-7受 容 体 、 Thy 1.1、 Mac-1、 Gr-1、 お よ び Ter119か ら
な る ビ オ チ ン 化 系 譜 抗 体 混 合 物 と 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 洗 浄 し て ダ イ ナ ビ ー ズ
を 添 加 し て 30分 間 置 い た 。 次 に 、 Dynal磁 気 粒 子 コ ン セ ン ト レ ー タ を 用 い て Lin+細 胞 を 除
去 し た 。 抗 CD-34 FITC、 c-kit APC、 Sca-1テ キ サ ス レ ッ ド 、 お よ び Fcγ RIII PEで 前 駆 細
胞 を 30分 間 染 色 し 、 そ の 後 ア ビ ジ ン Cy5 PEで 30分 間 染 色 し 、 最 後 に ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム を
添 加 し た 。 同 等 数 （ 5000/マ ウ ス ） の GMP（ c-kit +  sca -  lineage -  Fcγ RIII +  CD34 + ） お よ
び HSC（ c-kit + 、 Sca1 + 、 lineage - ） 細 胞 を 致 死 未 満 の 照 射 （ 380ラ ド ） を し た 、 麻 酔 し た
免 疫 不 全 （ RAG2 - / -  Fcγ R - / -  ま た は nu/nu） マ ウ ス に 眼 窩 後 か ら 移 植 し た 。 図 2に 示 す よ
う に 、 1° 、 2° 、 お よ び 3° 白 血 病 マ ウ ス に お け る HSCお よ び GMPの 拡 大 を 記 載 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 Mac-1お よ び Gr-1を 系 譜 混 合 物 に 含 め な い こ と 以 外 は 上 記 と 同 様 に 、 lineage + 細 胞 を 染
色 し た 後 に 、 FACS Vantageを 用 い て 白 血 病 マ ウ ス 骨 髄 お よ び 脾 臓 の 芽 球 を 解 析 お よ び ソ ー
テ ィ ン グ し た 。 細 胞 を 、 CD47 FITC、 Mac-1 PE、 Gr-1テ キ サ ス レ ッ ド 、 お よ び c-kit APCで
染 色 し た 。 図 3に 示 す よ う に 、 芽 球 は CD47 + 、 Mac-1/Gr-1中 程 度 、 c-Kit低 度 の 集 団 内 に 濃
縮 さ れ 、 連 続 し て 移 植 し た 白 血 病 マ ウ ス の 骨 髄 お よ び 脾 臓 に 豊 富 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 図 4に 示 す よ う に 、 Mac-1/Gr-1 PEで 共 染 色 し 、 固 定 （ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ） お よ び 透
過 処 理 し た （ 0.3%サ ポ ニ ン ） 骨 髄 ま た は 脾 臓 の 細 胞 内 ヒ ト Bcl-2 FITC染 色 の FACS Scanfor
d解 析 に よ り 、 移 植 し た 細 胞 の 生 着 を 正 常 対 照 と 比 較 し て 評 価 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
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骨 髄 細 胞 の 形 質 導 入
　 6～ 10週 齡 の 非 白 血 病 Fas l p r / l p r -MRP8-Bcl2マ ウ ス の 大 腿 骨 お よ び 頚 骨 か ら 骨 髄 を 採 取
し た 。 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム を 用 い て 赤 血 球 を 溶 解 し 、 残 っ た 細 胞 を ビ オ チ ン 化 抗 c-kit抗 体
お よ び ア ビ ジ ン 複 結 合 磁 気 ビ ー ズ で 標 識 し た 。 次 に 、 Miltenyi MACS磁 気 精 製 シ ス テ ム を
用 い て 、 c-kit陽 性 画 分 を 濃 縮 し た 。 次 い で c-kit + 画 分 を 、 β メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 グ
ル タ ミ ン 酸 、 お よ び 50 ng/ml幹 細 胞 因 子 を 含 む X-Vivo15培 地 中 の 組 織 培 養 に 供 し た 。 細 胞
の 半 分 が PGK-β カ テ ニ ン -IRES-GFPレ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 受 け 取 り 、 細 胞 の 半 分 が PGK
-IRES-GFPレ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 受 け 取 っ た 。 細 胞 を 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 翌 日 、
致 死 未 満 の 照 射 （ 380ラ ド ） を し た Rag-/- Fcγ R-/-レ シ ピ エ ン ト に 静 脈 内 注 射 し た 。 マ ウ
ス 8匹 に β カ テ ニ ン 形 質 導 入 細 胞 を 注 射 し 、 マ ウ ス 8匹 に 対 照 ベ ク タ ー 形 質 導 入 細 胞 を 注 射
し た 。 移 植 し て か ら 7～ 10週 間 以 内 に 、 β カ テ ニ ン 形 質 導 入 細 胞 を 受 け 取 っ た マ ウ ス 8匹 の
う ち 6匹 が 白 血 病 に な っ た 。 対 照 ベ ク タ ー 形 質 導 入 細 胞 を 受 け 取 っ た マ ウ ス は 、 ど れ も 発
病 し な か っ た （ 20週 間 後 に も 生 存 し て い た ） 。 白 血 病 マ ウ ス の 細 胞 を 連 続 的 に 移 植 し た と
こ ろ 、 三 次 の 移 植 の 時 点 で レ シ ピ エ ン ト の 著 し い 割 合 に 白 血 病 が 生 じ た （ 表 1） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ８ 】
レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー
　 所 望 の 配 列 を 保 有 す る 遺 伝 子 伝 達 ベ ク タ ー を ウ イ ル ス 粒 子 に パ ッ ケ ー ジ ン グ し 、 適 切 な
パ ッ ケ ー ジ ン グ 分 子 を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド と 共 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て 293T細 胞 の 上
清 に 分 泌 さ せ た 。 こ れ ら の 実 験 で 用 い た 2つ の ベ ク タ ー は 、 β カ テ ニ ン -IRES-GFPま た は 対
照 と し て の IRES-GFPの み の 発 現 を 駆 動 す る ヒ ト ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 キ ナ ー ゼ (PGK)プ ロ モ
ー タ ー を 含 ん だ 。 第 3の ベ ク タ ー は 、 GFPの 発 現 を 駆 動 す る LEF/TCF応 答 プ ロ モ ー タ ー を 含
ん だ 。 LEF/TCF応 答 エ レ メ ン ト は 、 以 下 の 配 列 （ 配 列 番 号 ： 13）
　
　
　
　
　
を 有 す る 。 結 合 部 位 （ 1、 2、 お よ び 3） を 下 線 で 示 し 、 TATAボ ッ ク ス も 同 様 に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
実 施 例 2
正 常 対 白 血 病 細 胞 に よ る β カ テ ニ ン 発 現 の 解 析
　 正 常 も し く は CMLの 末 梢 血 ま た は 骨 髄 か ら フ ィ コ ー ル 濃 縮 し た 単 核 集 団 、 お よ び CML急 性
転 化 細 胞 株 K562を 、 抗 β カ テ ニ ン Alexa-594（ 赤 ） 結 合 抗 体 で 染 色 し 、 か つ 核 の 可 視 化 の
た め に ヘ キ ス ト (Hoechst)（ 青 ） で 対 比 染 色 し 、 次 に デ ュ ア ル フ ォ ト Zeiss LSM共 焦 点 蛍 光
顕 微 鏡 に よ り 、 β カ テ ニ ン の 細 胞 質 対 核 局 在 に つ い て 解 析 し た 。 正 常 細 胞 と 比 較 し て 、 K5
62お よ び CML単 核 細 胞 で は 、 細 胞 質 お よ び 核 の 両 方 の β カ テ ニ ン 発 現 が 高 か っ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ヒ ト 造 血 幹 細 胞 お よ び 骨 髄 系 前 駆 細 胞 集 団 を 染 色 し 、 以 前 に 記 載 さ れ た 方 法 （ Manzら  P
.N.A.S. (2002) 99:11872-11877） を 改 変 し て 用 い て 、 FACS Vantageに よ り 解 析 お よ び ソ
ー テ ィ ン グ し た 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 単 核 お よ び CD34+正 常 、 ま た は CML慢 性 期 (CP)、 加 速
期 (AP)、 も し く は 急 性 転 化 (BC)末 梢 血 お よ び 骨 髄 細 胞 を 、 Cy-5 PE標 識 抗 体 を 用 い て CD2、
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3、 4、 7、 8、 10、 11b、 14、 19、 20、 56、 お よ び グ リ コ ホ リ ン Aを 含 む 系 譜 マ ー カ ー の 発 現
に つ い て 染 色 し 、 そ の 後 骨 髄 系 前 駆 細 胞 に つ い て CD34 APC、 CD38ビ オ チ ン 、 IL-3Rα  PEで
、 HSCに つ い て CD90 PEで 染 色 し 、 最 終 的 に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ・ テ キ サ ス レ ッ ド に よ り CD
38ビ オ チ ン 標 識 細 胞 を 検 出 し た 。 図 5お よ び 図 6に こ れ を 示 す 。 細 胞 を パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ
ド (4%)で 固 定 し た 後 に 透 過 処 理 し （ 0.3%サ ポ ニ ン ） 、 抗 β カ テ ニ ン FITCで 一 晩 染 色 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
正 常 対 白 血 病 細 胞 の レ ン チ ウ イ ル ス 形 質 導 入 後 の LEF/TCF-GFP発 現
　 HSCお よ び 前 駆 細 胞 集 団 を 染 色 し 、 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に （ Manzら  PNAS (2002) 99巻
;11872-11877） 、 FACS Vantageを 用 い て 解 析 お よ び ソ ー テ ィ ン グ し た 。 造 血 幹 細 胞 お よ び
前 駆 細 胞 集 団 を 、 （ 10%ウ シ 胎 児 血 清 、 グ ル タ ミ ン 、 抗 生 物 質 (Pen-Step)、 な ら び に 、 IL-
6(10 ng/ml)、 Flt3リ ガ ン ド (50 ng/ml)、 幹 細 胞 因 子 （ SCF； 50 ng/ml） 、 お よ び ト ロ ン ボ
ポ エ チ ン （ TPO； 10 ng/ml） を 含 む サ イ ト カ イ ン を 添 加 し た ） イ ス コ フ 改 変 ダ ル ベ ッ コ 培
地 (IMDM)150μ lを 含 む 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 直 接 ク ロ ー ン ソ ー テ ィ ン グ し た （ 200細 胞 /ウ ェ
ル ～ 1000細 胞 /ウ ェ ル ） 。 LEF/TCF-IRES-GFPベ ク タ ー (1/100)を ウ ェ ル に 添 加 し ま た は ベ ク
タ ー を 添 加 せ ず 、 細 胞 を 37℃ 、 7% CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で 7日 間 ～ 10日 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し 、 そ の 後 倒 立 蛍 光 顕 微 鏡 を 用 い て GFP発 現 を 定 量 的 に 解 析 し 、 FACS解 析 (FACS Vantage
)に よ り GFP発 現 を 定 量 的 に 解 析 し た 。 デ ー タ を 図 7に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
実 施 例 3
イ ン ビ ボ の HSCは 通 常 、 LEF/TCFエ レ メ ン ト を 介 し て シ グ ナ ル 伝 達 す る
　 イ ン ビ ボ の HSCが Wnt/Fzd/β カ テ ニ ン 経 路 に 関 連 し た シ グ ナ ル を 利 用 す る か 否 か を 判 定
し た 。 ソ ー テ ィ ン グ し た KTLS HSCに 、 不 安 定 化 GFP発 現 を 駆 動 す る LEF-1-TCFレ ポ ー タ ー (T
OP-dGFP) を 有 す る ベ ク タ ー 、 ま た は LEF/TCF結 合 部 位 に 変 異 を 有 す る 対 照 レ ポ ー タ ー 構 築
物 (FOP-dGFP)感 染 さ せ 、 致 死 的 に 照 射 し た マ ウ ス に 移 植 し た 。 次 に 照 射 し た レ シ ピ エ ン ト
マ ウ ス の 群 に HSCを 移 植 し 、 14週 間 後 に レ シ ピ エ ン ト の 骨 髄 を 調 べ て 、 ド ナ ー HSCが レ ポ ー
タ ー 活 性 を 示 す か ど う か を 判 定 し た 。 示 し た 代 表 的 な 例 で は 、 レ シ ピ エ ン ト マ ウ ス の HSC
は GFPに 対 し て 陰 性 で あ っ た の に 対 し 、 TOP-dGFPで 感 染 し た ド ナ ー 由 来 の HSCは 細 胞 の 29%
に お い て GFPを 発 現 す る こ と が 認 め ら れ た 。 さ ら に 、 対 照 FOP-dGFPレ ポ ー タ ー を 形 質 導 入
し た HSCは 2.5%し か GFPを 発 現 せ ず 、 こ の こ と か ら 、 KTLS HSCが GFPを 発 現 す る に は 、 機 能
的 な LEF-TCF結 合 部 位 が 特 異 的 に 必 要 で あ る こ と が 実 証 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 精 製 し た 野 生 型 HSCを FACSに よ り ソ ー テ ィ ン グ し 、 2つ の レ ン チ ウ イ ル ス レ ポ ー タ ー 構 築
物 の う ち の 一 方 を 感 染 さ せ た ： 一 方 は 不 安 定 化 GFPに 連 結 し た LEF-TCT結 合 部 位 を 含 み (TOP
-dGFP)、 も う 一 方 は 不 安 定 化 GFPに 連 結 し た 変 異 型 LEF-TCF結 合 部 位 を 含 む (FOP-dGFP)。 感
染 か ら 6時 間 後 、 致 死 的 に 照 射 し た 3匹 の レ シ ピ エ ン ト マ ウ ス に HSCを 移 植 し 、 14週 間 後 に
解 析 し た 。 ア ロ タ イ プ マ ー カ ー CD45(Ly5)を 用 い て 、 ド ナ ー 由 来 の HSCを 含 む 集 団 を 宿 主 由
来 の HSCを 含 む 集 団 か ら 識 別 し た 。 対 照 と し て の 、 変 異 型 LEF-TCFレ ポ ー タ ー を 有 す る ド ナ
ー 由 来 HSCお よ び レ シ ピ エ ン ト マ ウ ス HSCは 、 GFP陰 性 で あ る こ と が 認 め ら れ た 。 不 安 定 化 G
FP(TOP-dGFP)ま た は 非 不 安 定 化 GFP(TOP-GFP)に 連 結 し た LEF-TCFレ ポ ー タ ー で 感 染 し た 精
製 HSCを 、 イ ン ビ ト ロ に お い て 対 照 培 地 ま た は 100 ng/mlの Wnt3Aで 刺 激 し 、 FACS解 析 に よ
り GFP発 現 の 程 度 を モ ニ タ リ ン グ し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
β カ テ ニ ン は HSCに お い て HoxB4お よ び Notch1を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト す る
　 活 性 化 β カ テ ニ ン を 発 現 す る HSCが 、 ど ち ら も 以 前 に イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ ア ッ セ
イ に お い て HSC増 殖 お よ び 自 己 複 製 に 関 与 し て い た 遺 伝 子 で あ る 、 HoxB4お よ び Notch1を ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー ト す る か ど う か を 試 験 し た 。 β カ テ ニ ン ま た は 対 照 ベ ク タ ー を 感 染 さ せ た
HSCに 対 し て リ ア ル タ イ ム PCR解 析 を 用 い て 、 HoxB4が 平 均 し て 3.5倍 、 Notch1が 2.5倍 ア ッ
プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た こ と を 見 出 し た 。 一 方 、 GAPDH発 現 は β カ テ ニ ン 発 現 の 結 果 差 次 的
に 制 御 さ れ ず 、 こ れ を 対 照 と し て 用 い た 。 こ れ ら の デ ー タ か ら 初 め て 、 HSC自 己 複 製 の 制
御 因 子 と し て こ れ ま で に 同 定 さ れ た 遺 伝 子 が 、 分 子 階 層 に 関 連 し 、 お そ ら く 分 子 階 層 に お
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い て 作 用 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】

マ ウ ス
　 C57Bl/Ka Ly5.1、 Thy1.1、 C57Bl/Ka Ly5.2、 Thy1.1マ ウ ス 、 お よ び AKR/Jマ ウ ス を SPF施
設 で 飼 育 し 、 6週 ～ 10週 齡 で 使 用 し た 。 動 物 飼 育 施 設 に お い て 酸 性 水 で マ ウ ス を 飼 育 お よ
び 維 持 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
HSCの 単 離
　 Domenら  (2000) J Exp Med 191:253-64に 記 載 さ れ る よ う に 、 抗 体 を 用 い て マ ウ ス 骨 髄
か ら HSCを ソ ー テ ィ ン グ し た 。 す べ て の 細 胞 ソ ー テ ィ ン グ お よ び FACS解 析 は 、 ス タ ン フ ォ
ー ド 共 有 FACS施 設 お よ び デ ュ ー ク 癌 セ ン タ ー FACS施 設 に お い て FACS Vantage（ Becton Dic
kinson） に よ り 実 施 し た 。 c-kit、 Sca-1の 発 現 、 低 レ ベ ル の Thy1.1、 お よ び 低 レ ベ ル か ら
陰 性 レ ベ ル の 系 譜 マ ー カ ー (Lin)に 基 づ き 、 細 胞 を ソ ー テ ィ ン グ お よ び 再 解 析 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
細 胞 周 期 解 析
　 レ ト ロ ウ イ ル ス で 形 質 導 入 し た HSCを 培 養 物 か ら 回 収 し 、 ヘ キ ス ト 培 地 中 で 、 ヘ キ ス ト 3
342（ Molecular Probes） を 用 い て 37℃ で 45分 間 染 色 し た 。 次 に 細 胞 を 洗 浄 し 、 フ ロ ー サ
イ ト メ ト リ ー に よ り 解 析 し て 、 GFP + 細 胞 の 細 胞 周 期 特 性 を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
レ ト ロ ウ イ ル ス の 産 生 お よ び 感 染
　 gag-polお よ び VSVG構 築 物 と 共 に MSCV構 築 物 を 用 い て 293T細 胞 を 3回 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン す る こ と に よ り 、 ウ イ ル ス を 産 生 さ せ た 。 ウ イ ル ス 上 清 を 3日 間 回 収 し 、 50,000gで 超 遠
心 す る こ と に よ り 100倍 濃 縮 し た 。 ウ イ ル ス 感 染 に は 、 10,000個 の HSCを 96ウ ェ ル プ レ ー ト
の ウ ェ ル に ソ ー テ ィ ン グ し 、 SLF(30 ng/ml)（ R&D systems） の 存 在 下 で 一 晩 培 養 し た 。 12
時 間 後 、 濃 縮 し た レ ト ロ ウ イ ル ス 上 清 を 細 胞 に 1:1比 で 添 加 し た 。 次 に 細 胞 を 32℃ で 12時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 37℃ で 36時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 イ ン ビ ト ロ 用 お よ び イ ン ビ ボ ア ッ
セ イ 用 に GFP + 細 胞 を ソ ー テ ィ ン グ し た 。 用 い た レ ン チ ウ イ ル ス は 、 以 下 の レ ン チ ウ イ ル ス
レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ に お い て 記 載 す る よ う に 産 生 さ せ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
イ ン ビ ト ロ HSC増 殖 ア ッ セ イ
　 新 鮮 に 精 製 し た ま た は ウ イ ル ス に よ り 形 質 導 入 し た HSCを 、 単 一 細 胞 沈 着 ユ ニ ッ ト お よ
び ク ロ ー ン サ イ ク ル ・ ソ フ ト ウ ェ ア （ Becton Dickinson Immunocytometry systems） を 用
い て 、 Terasakiプ レ ー ト の ウ ェ ル 当 た り 1個 ～ 20個 細 胞 で プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 5× 10 - 5 M 
2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル お よ び 示 し た 増 殖 因 子 を 添 加 し た 無 血 清 培 地 （ X-vivo 15、 BioWh
ittaker） を 含 む ウ ェ ル に 、 細 胞 を ソ ー テ ィ ン グ し た 。 所 定 の 間 隔 で 各 ウ ェ ル 内 の 細 胞 数
を 計 数 す る こ と に よ り 、 増 殖 を モ ニ タ リ ン グ し た 。 長 期 培 養 に つ い て は 、 形 質 導 入 し た HS
Cを SLF(1 ng/ml)の 非 存 在 下 ま た は 存 在 下 で 96ウ ェ ル プ レ ー ト に プ レ ー テ ィ ン グ し 、 所 定
の 間 隔 で 細 胞 計 数 す る こ と に よ り 生 じ た 細 胞 の 数 を モ ニ タ リ ン グ し た 。 長 期 培 養 物 に つ い
て は 、 10,000個 の 形 質 導 入 HSCを SLF(1 ng/ml)の 非 存 在 下 ま た は 存 在 下 で 96ウ ェ ル プ レ ー
ト に プ レ ー テ ィ ン グ し 、 所 定 の 間 隔 で 細 胞 計 数 す る こ と に よ り 生 じ た 細 胞 の 数 を モ ニ タ リ
ン グ し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
HSC機 能 の イ ン ビ ボ 解 析
　 ウ イ ル ス に よ り 形 質 導 入 し た HSCを イ ン ビ ト ロ で 培 養 し 、 200kV X線 機 器 を 用 い て 9.5 Gy
で 照 射 し た 4匹 ～ 6匹 の レ シ ピ エ ン ト マ ウ ス の 群 に 、 300,000個 の レ ス キ ュ ー 宿 主 全 骨 髄 ま
た は Sca-1欠 乏 細 胞 と 共 に 、 眼 窩 後 か ら 注 射 し た 。 照 射 後 、 宿 主 マ ウ ス に 抗 生 物 質 水 （ 1.1
 g/L硫 酸 ネ オ マ イ シ ン お よ び 106 U/L硫 酸 ポ リ ミ キ シ ン B） を 与 え た 。 移 植 し た マ ウ ス か ら
定 期 的 に 採 血 し 、 ド ナ ー 細 胞 に よ っ て 寄 与 さ れ た 造 血 区 画 の 割 合 を 測 定 し た 。 ド ナ ー お よ
び 宿 主 細 胞 は 、 CD45(Ly5)の 対 立 遺 伝 子 発 現 ま た は BCl2導 入 遺 伝 子 の 発 現 に よ り 識 別 し た
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。
【 ０ ０ ９ １ 】

ベ ク タ ー の 産 生
　 EGFPま た は d2-EGFP遺 伝 子 （ 不 安 定 化 、 半 減 期 2時 間 ； Clontech） を 、 3つ の LEF/TCF結 合
モ チ ー フ お よ び 1つ の TATAボ ッ ク ス を 含 む 、 LEF/TCF応 答 プ ロ モ ー タ ー （ Korinekら  (1997)
 Science 275:1784-1787） の 下 流 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 次 に 、 こ の カ セ ッ ト を 自 己 不 活 性
化 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド （ Follenziら  (2000) Nat Genet 25:217-22） に ク
ロ ー ニ ン グ し た 。 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ベ ク タ ー 保 存 液 を 調 製 し 濃 縮 し た 。 簡 潔
に 説 明 す る と 、 293T細 胞 に 、 伝 達 ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド 、 VSV-Gエ ン ベ ロ ー プ コ ー ド プ ラ ス
ミ ド pMD.Gお よ び パ ッ ケ ー ジ ン グ プ ラ ス ミ ド CMVΔ R8.74を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 上
清 を 回 収 し て 超 遠 心 し 、 ベ ク タ ー の ペ レ ッ ト を 少 量 の PBS/0.1% BSA中 に 懸 濁 し た 。 類 似 の
構 築 物 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 そ れ に コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 が 非 分 裂 HSCに お い て 発 現
さ れ る こ と が 示 さ れ て い る （ Uchidaら  (1998) Proc Natl Acad Sci 95:11939-44） 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
LEF-TCFレ ポ ー タ ー の イ ン ビ ボ 読 み 出 し
　 以 前 に 公 表 さ れ た 方 法 に よ り 、 HZ/Ly5.2/Thy1.1マ ウ ス か ら 、 二 重 ソ ー テ ィ ン グ し た KTL
S HSCを 精 製 し た 。 グ ル タ ミ ン 酸 、 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 pen/strep、 お よ び 、 10 ng/ml
 IL-11、 10 ng/ml TPO、 50 ng/ml SCF、 50 ng/ml Flt-3Lか ら な る サ イ ト カ イ ン 混 合 物 を
含 む X-Vivo15中 で 、 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を 37℃ 、 7% CO 2 で 6時 間 ～ 一 晩 イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 致 死 的 に 照 射 し た コ ン ジ ェ ニ ッ ク レ シ ピ エ ン ト （ BAま た は B6/Ka） に 移 植
し た 。 致 死 的 に 照 射 し た マ ウ ス は そ れ ぞ れ 、 レ シ ピ エ ン ト 系 統 の 3× 10 5 個 の 骨 髄 単 核 細 胞
と 共 に 、 500個 の 形 質 導 入 HSCを 受 け 取 っ た 。 14週 間 を 超 え る 期 間 が 過 ぎ た 後 （ 14週 間 ～ 24
週 間 の 範 囲 ） 、 マ ウ ス を 解 析 し た 。 解 析 す る に は 、 骨 髄 を 採 取 し 、 AutoMACSを 用 い て c-ki
t+細 胞 を 濃 縮 し た 。 次 に Kit+画 分 を 、 Cy5-PE結 合 系 譜 混 合 物 （ CD3、 CD4、 B220、 Gr-1、 Ma
c-1、 Ter119） 、 PE結 合 Ly5.2、 APC結 合 c-kit、 お よ び TR結 合 Sca-1で 染 色 し 、 フ ロ ー サ イ
ト メ ト リ ー に よ り 解 析 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
LEF-TCFレ ポ ー タ ー の イ ン ビ ト ロ 読 み 出 し
　 BAマ ウ ス か ら KTLS HSCを 精 製 し 、 培 地 中 に （ 上 記 の よ う に IL-11、 TPO、 SCF、 お よ び Flt
-3Lを 添 加 し た IMDM/10% FBS） 直 接 二 重 ソ ー テ ィ ン グ し た 。 ウ ェ ル 当 た り 500細 胞 ～ 1000細
胞 で 、 細 胞 を 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 分 注 し た 。 OT-GFPベ ク タ ー を 1:100希 釈 で 適 切 な ウ ェ ル
に 添 加 し た 。 Wnt3aを 、 CTD, Inc.の ラ ン ダ ム メ チ ル 化 β シ ク ロ デ キ ス ト リ ン の 存 在 下 で 、
1:1000希 釈 で 適 切 な ウ ェ ル に 添 加 し た 。 Wnt3aを 受 け 取 ら な い ウ ェ ル は 、 代 わ り に 1:1000 
CHAPSを 受 け 取 っ た 。 5日 後 に 細 胞 を 回 収 し 、 PIで 染 色 し て 非 生 細 胞 を 排 除 し 、 GFP発 現 に
つ い て 解 析 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
リ ア ル タ イ ム PCR解 析
　 75,000個 の 野 生 型 HSCを 、 β カ テ ニ ン -IRES-GFPま た は 対 照 IRES-GFPレ ン チ ウ イ ル ス と 共
に 培 養 し た 。 培 養 し て か ら 2日 後 、 GFP発 現 に 基 づ い て 感 染 細 胞 を 単 離 し た 。 Trizol(登 録
商 標 )（ Invitrogen） を 用 い て RNAを 調 製 し 、 改 変 Eberwine合 成 を 用 い て リ ニ ア 増 幅 し た 。
SuperScript(商 標 )II逆 転 写 酵 素 （ Invitrogen） を 用 い て 、 各 500 ngの 増 幅 RNAを 第 一 鎖 に
変 換 し 、 リ ア ル タ イ ム PCRに よ り 差 次 的 遺 伝 子 発 現 を 解 析 し た 。 cDNAを FastStart Master 
SYBR Greenポ リ メ ラ ー ゼ 混 合 物 （ Roche） 、 な ら び に GAPDH用
　
　
、 HoxB4用
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、 お よ び Notch1用
　
　
　
の プ ラ イ マ ー と 混 合 し た 。 LightCycler(登 録 商 標 ) （ Roche） を 用 い て リ ア ル タ イ ム PCRを
行 い 、 LightCycler(登 録 商 標 )ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て リ ア ル タ イ ム デ ー タ を 解 析 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 明 細 書 で 言 及 し た 出 版 物 お よ び 特 許 出 願 は す べ て 、 個 々 の 出 版 物 ま た は 特 許 出 願 が 詳
細 に か つ 個 別 に 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る こ と が 示 さ れ る の と 同 程 度 に 、 参 照 と し て 本 明
細 書 に 込 み こ ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 こ こ で 、 本 発 明 は 十 分 に 説 明 さ れ る が 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 の 精 神 ま た は 範 囲 か ら 逸
脱 す る こ と な く 多 く の 変 更 お よ び 修 正 が な さ れ 得 る こ と は 、 当 業 者 に 明 白 で あ ろ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ７ 】
【 図 １ 】 図 1Aお よ び 図 1Bは 、 β カ テ ニ ン (1)； お よ び β カ テ ニ ン 応 答 性 転 写 制 御 エ レ メ ン
ト に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 検 出 可 能 な マ ー カ ー (3)を 発 現 さ せ る た め の レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク
タ ー を 説 明 す る 概 略 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 対 照 動 物 由 来 の 細 胞 お よ び β カ テ ニ ン 形 質 転 換 細 胞 を 移 植 し た 動 物 由 来 の 細 胞 を
比 較 す る FACsプ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ３ 】 β カ テ ニ ン を 含 む 白 血 病 芽 球 の 特 徴 づ け で あ る 。
【 図 ４ 】 正 常 細 胞 と β カ テ ニ ン 移 植 細 胞 と の 比 較 で あ る 。
【 図 ５ 】 CML骨 髄 系 前 駆 細 胞 に よ る β カ テ ニ ン 発 現 の 増 加 を 示 す 。
【 図 ６ 】 グ リ ー ベ ッ ク 処 理 後 の CML CD34 + 前 駆 細 胞 に よ る β カ テ ニ ン 発 現 の 減 少 を 示 す 。
【 図 ７ 】 CML前 駆 細 胞 （ 顆 粒 球 骨 髄 系 前 駆 細 胞 ） に お け る β カ テ ニ ン 応 答 性 エ レ メ ン ト の
制 御 下 で の マ ー カ ー 遺 伝 子 発 現 の 増 加 を 示 す 。
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【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 配 列 表 】
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