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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Corl1遺伝子の転写産物にストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレ
オチドを有効成分として含有する、脊髄神経細胞の種類を識別するための試薬。
【請求項２】
　Corl1遺伝子の翻訳産物に結合する抗体を有効成分として含有する、脊髄神経細胞の種
類を識別するための試薬。
【請求項３】
　識別の対象となる脊髄神経細胞がdI1、dI2、dI3、dI4、dI5、dI6、dILAまたはdILBであ
る、請求項１または２に記載の試薬、ここで脊髄神経細胞は、LH2A、LH2B、およびBrn3a
遺伝子が発現しておりCorl1遺伝子が発現していないことを指標としてdI1であると識別さ
れ、Lim1、Lim2、およびBrn3a遺伝子が発現しておりCorl1遺伝子が発現していないことを
指標としてdI2であると識別され、Isl1およびBrn3a遺伝子が発現しておりCorl1遺伝子が
発現していないことを指標としてdI3であると識別され、Lbx1、Pax2、Lim1、Lim2、およ
びCorl1遺伝子が発現していることを指標としてdI4であると識別され、Lbx1、Lmx1b、Brn
3a、およびCorl1遺伝子が発現していることを指標としてdI5であると識別され、Lbx1、Pa
x2、Lim1、およびLim2遺伝子が発現しておりCorl1遺伝子が発現していないことを指標と
してdI6であると識別され、Lbx1、Pax2、Lim1、Lim2、およびCorl1遺伝子が発現している
ことを指標としてdILAであると識別され、Lbx1、Lmx1b、Brn3a、およびCorl1遺伝子が発
現していることを指標としてdILBであると識別される。
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【請求項４】
　Corl1遺伝子の転写産物にストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレ
オチドと、Brn3a、Pax2、Lbx1、Lim1、Lim2、LH2A、LH2B、Isl1、Lmx1b、Tlx1およびTlx3
からなる群より選択される１または複数の遺伝子の転写産物にストリンジェントな条件下
でハイブリダイズするポリヌクレオチドとの組合せを含む、脊髄神経細胞の種類を識別す
るためのキット。
【請求項５】
　Corl1遺伝子の翻訳産物に結合する抗体と、Brn3a、Pax2、Lbx1、Lim1、Lim2、LH2A、LH
2B、Isl1、Lmx1b、Tlx1およびTlx3からなる群より選択される１または複数の遺伝子の翻
訳産物に結合する抗体との組合せを含む、脊髄神経細胞の種類を識別するためのキット。
【請求項６】
　識別の対象となる脊髄神経細胞がdI1、dI2、dI3、dI4、dI5、dI6、dILAまたはdILBであ
る、請求項４または５に記載のキット、ここで脊髄神経細胞は、LH2A、LH2B、およびBrn3
a遺伝子が発現しておりCorl1遺伝子が発現していないことを指標としてdI1であると識別
され、Lim1、Lim2、およびBrn3a遺伝子が発現しておりCorl1遺伝子が発現していないこと
を指標としてdI2であると識別され、Isl1およびBrn3a遺伝子が発現しておりCorl1遺伝子
が発現していないことを指標としてdI3であると識別され、Lbx1、Pax2、Lim1、Lim2、お
よびCorl1遺伝子が発現していることを指標としてdI4であると識別され、Lbx1、Lmx1b、B
rn3a、およびCorl1遺伝子が発現していることを指標としてdI5であると識別され、Lbx1、
Pax2、Lim1、およびLim2遺伝子が発現しておりCorl1遺伝子が発現していないことを指標
としてdI6であると識別され、Lbx1、Pax2、Lim1、Lim2、およびCorl1遺伝子が発現してい
ることを指標としてdILAであると識別され、Lbx1、Lmx1b、Brn3a、およびCorl1遺伝子が
発現していることを指標としてdILBであると識別される。
【請求項７】
　脊髄神経細胞の種類を識別するための方法であって、脊髄神経細胞におけるCorl1遺伝
子の転写産物または翻訳産物を検出する工程を含む方法。
【請求項８】
　Brn3a、Pax2、Lbx1、Lim1、Lim2、LH2A、LH2B、Isl1、Lmx1b、Tlx1およびTlx3からなる
群より選択される１または複数の遺伝子の転写産物または翻訳産物を検出する工程を含む
、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　識別の対象となる脊髄神経細胞がdI1、dI2、dI3、dI4、dI5、dI6、dILAまたはdILBであ
る、請求項７または８に記載の方法、ここで脊髄神経細胞は、LH2A、LH2B、およびBrn3a
遺伝子が発現しておりCorl1遺伝子が発現していないことを指標としてdI1であると識別さ
れ、Lim1、Lim2、およびBrn3a遺伝子が発現しておりCorl1遺伝子が発現していないことを
指標としてdI2であると識別され、Isl1およびBrn3a遺伝子が発現しておりCorl1遺伝子が
発現していないことを指標としてdI3であると識別され、Lbx1、Pax2、Lim1、Lim2、およ
びCorl1遺伝子が発現していることを指標としてdI4であると識別され、Lbx1、Lmx1b、Brn
3a、およびCorl1遺伝子が発現していることを指標としてdI5であると識別され、Lbx1、Pa
x2、Lim1、およびLim2遺伝子が発現しておりCorl1遺伝子が発現していないことを指標と
してdI6であると識別され、Lbx1、Pax2、Lim1、Lim2、およびCorl1遺伝子が発現している
ことを指標としてdILAであると識別され、Lbx1、Lmx1b、Brn3a、およびCorl1遺伝子が発
現していることを指標としてdILBであると識別される。
【請求項１０】
　脊髄神経細胞へ分化する能力のある細胞から脊髄神経細胞への分化を誘導する化合物を
スクリーニングする方法であって、
（ａ）被検試料の存在下で、脊髄神経細胞へ分化する能力のある細胞の脊髄神経細胞への
分化を誘導する工程、
（ｂ）分化を誘導した細胞におけるCorl1遺伝子の転写産物または翻訳産物を検出する工
程
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（ｃ）被検試料の非存在下で検出した場合と比較して、該転写産物または翻訳産物の量を
増大させる化合物を選択する工程、
　を含む方法。
【請求項１１】
　脊髄神経細胞へ分化する能力のある細胞がES細胞である、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　以下の（ａ）または（ｂ）の、脊髄神経細胞の種類を識別するための試薬の製造におけ
る使用。
（ａ）Corl1遺伝子の転写産物にストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌ
クレオチド
（ｂ）Corl1遺伝子の翻訳産物に結合する抗体
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、脊髄介在ニューロンdI4, dI5, dILAおよびdILBに特異的に発現する遺伝子Co
rl1、並びに、脊髄神経細胞の種類を識別するための該遺伝子の利用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　脊髄神経系は、運動および知覚の制御において非常に重要な役割を果たす中枢神経系で
ある。脊髄損傷などの脊髄神経系の障害に対する治療法として再生治療法が検討されてい
る。例えば、ES細胞などからin vitroで分化誘導させた脊髄神経細胞を移植したり、患者
自身の持つ神経幹細胞からin vivoで再生を促したりすることが考えられている。
【０００３】
　ES細胞から高効率に脊髄運動神経細胞を分化誘導する方法が開発されている（非特許文
献１）。また、運動神経細胞特異的マーカーHB9遺伝子座にGFPをノックインしたES細胞を
用いることで、脊髄運動神経前駆細胞を純化することも可能となっている（非特許文献１
）。さらに、運動神経細胞以外の脊髄神経細胞についても、胎児期の発生メカニズムの解
明が進んでおり（非特許文献２－５）、この知識を応用することでES細胞および神経幹細
胞から各種脊髄神経細胞を効率よく作り出すことが可能になるものと期待される。
【０００４】
　ここで、再生治療の際、移植材料中の細胞集団を詳細に同定することは、治療効果およ
び安全面において重要となる。また、必要となる神経細胞のみをin vitroおよびin vivo
で分化誘導することも治療効果向上のために重要と考えられるが、その際に個々の神経細
胞を詳細に同定することは必須である。
【０００５】
　現在同定されている範囲で、脊髄には、約15種類ほどの異なる神経細胞が存在している
（非特許文献２－５）。一部の脊髄神経細胞については、選択的に発現する種々のホメオ
ボックス型転写因子が同定されており、これらの発現の組み合わせにより、個々の脊髄神
経細胞を同定することが出来る。
【０００６】
　しかし、一部の脊髄神経細胞については未だ特異的に発現するマーカーが同定されてお
らず、発生する胎児期においては発生場所から同定することが可能であるものの、in vit
roで分化誘導した混在した脊髄神経細胞集団、in vivoで発生後に移動した脊髄神経細胞
集団、および、成体で再生した脊髄神経細胞集団において、一部の脊髄神経細胞集団を同
定することは困難である。
【０００７】
　なお、本出願の発明に関連する先行技術文献情報を以下に示す。
【非特許文献１】Wichterle H, Lieberam I, Porter AP and Jessell TM. Directed diff
erentiation of embryonic stem cells into moter neurons. Cell 2002 Aug;110:385-39
7
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【非特許文献２】Jessell TM. Neuronal specification in the spinal cord: Inductive
 signals and transcriptional codes. Nat Rev Genetics 2000 Oct;1(1):20-29.(Review
)
【非特許文献３】Caspary T, Anderson KV. Patterning cell types in the dorsal spin
al cord: what the mouse mutants say. Nat Rev Neurosci. 2003 Apr;4(4):289-97.(Rev
iew)
【非特許文献４】Muller T, Brohmann H, Pierani A, Heppenstall PA, Lewin GR, Jesse
ll TM, Birchmeier C. The homeodomain factor lbx1 distinguishes two major program
s of neuronal differentiation in the dorsal spinal cord. Neuron. 2002 May 16;34(
4):551-62.
【非特許文献５】Gross MK, Dottori M, Goulding M. Lbx1 specifies somatosensory as
sociation interneurons in the dorsal spinal cord. Neuron. 2002 May 16;34(4):535-
49.
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明は、このような状況に鑑みてなされたものであり、その目的は脊髄神経細胞の種
類を識別するための方法および試薬を提供することにある。より詳しくは、本発明は、内
在性のCorl1(Corepressor for Lbx1)遺伝子の発現を指標として、脊髄神経細胞dI1、dI2
、dI3、dI4、dI5、dI6、dILAまたはdILBを識別するための方法、および該方法において内
在性のCorl1遺伝子の発現を検出するための試薬を提供することを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者らは上記課題を解決するために、マウス胎児脳領域で選択的に発現する遺伝子
をサブトラクション法で探索した。その結果、Corl1をコードするcDNA断片を得た。Corl1
の発現をRT-PCR法、in situハイブリダイゼーション法およびポリクローナル抗体を用い
た免疫染色法で調べたところ、Corl1は特に胎児期の中枢神経系に選択的に強く発現して
いた。次に、胎児脊髄でのCorl1の発現を詳細に検討した。発現するニューロンの種類を
同定するために各種マーカーと比較した結果、Corl1は脊髄介在ニューロンdI4、dI5、dIL
AおよびdILBに特異的に発現することが明らかになった。
【００１０】
　脊髄のニューロンは胎児期に発生し、それぞれがそれぞれの場所に移動して、最終的な
機能組織を構築する。知覚を伝達する介在ニューロンは脊髄の背側で発生し、最終的にDo
rsal hornと呼ばれる領域に移動する。これらのニューロンの種類は、発生時期および各
種マーカーの発現で区別されているが、dI4とdI6を区別するマーカーは知られておらず、
これまでは発生場所と移動の方向で区別されてきた。本発明で明らかとなった脊髄神経細
胞サブタイプにおけるCorl1の特異的発現は、脊髄介在ニューロンを識別するためのマー
カーとして有用であると考えられる。より詳しくは、本発明は以下の〔１〕～〔１９〕を
提供するものである。
【００１１】
〔１〕Corl1遺伝子の転写産物にハイブリダイズするポリヌクレオチドを有効成分として
含有する、脊髄神経細胞の種類を識別するための試薬。
〔２〕配列番号：１、配列番号：３および配列番号：５からなる群より選択される少なく
とも一つに記載の塩基配列からなるポリヌクレオチドに対してストリンジェントな条件下
でハイブリダイズするポリヌクレオチドを有効成分として含有する、脊髄神経細胞の種類
を識別するための試薬。
〔３〕Corl1遺伝子の翻訳産物に結合する抗体を有効成分として含有する、脊髄神経細胞
の種類を識別するための試薬。
〔４〕配列番号：２、配列番号：４、配列番号：６からなる群より選択される少なくとも
一つに記載のアミノ酸配列またはその一部配列からなるポリペプチドと結合する抗体を有
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効成分として含有する、脊髄神経細胞の種類を識別するための試薬。
〔５〕識別の対象となる脊髄神経細胞がdI1、dI2、dI3、dI4、dI5、dI6、dILAまたはdILB
である、〔１〕～〔４〕のいずれか一項に記載の試薬。
〔６〕Corl1遺伝子の転写産物にハイブリダイズするポリヌクレオチドと、Brn3a、Pax2、
Lbx1、Lim1、Lim2、LH2A、LH2B、Isl1、Lmx1b、Tlx1およびTlx3からなる群より選択され
る１または複数の遺伝子の転写産物にハイブリダイズするポリヌクレオチドとの組合せを
含む、脊髄神経細胞の種類を識別するためのキット。
〔７〕配列番号：１、配列番号：３および配列番号：５からなる群から選択される少なく
とも一つに記載の塩基配列からなるポリヌクレオチドに対してストリンジェントな条件下
でハイブリダイズするポリヌクレオチドと、Brn3a、Pax2、Lbx1、Lim1、Lim2、LH2A、LH2
B、Isl1、Lmx1b、Tlx1およびTlx3からなる群より選択される少なくとも一つの遺伝子の転
写産物に対してストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドとを有
効成分として含有する、脊髄神経細胞の種類を識別するためのキット。
〔８〕Corl1遺伝子の翻訳産物に結合する抗体と、Brn3a、Pax2、Lbx1、Lim1、Lim2、LH2A
、LH2B、Isl1、Lmx1b、Tlx1およびTlx3からなる群より選択される１または複数の遺伝子
の翻訳産物に結合する抗体との組合せを含む、脊髄神経細胞の種類を識別するためのキッ
ト。
〔９〕配列番号：２、配列番号：４および配列番号：６からなる群より選択される少なく
とも一つに記載のアミノ酸配列またはその一部配列からなるポリペプチドと結合する抗体
と、Brn3a、Pax2、Lbx1、Lim1、Lim2、LH2A、LH2B、Isl1、Lmx1b、Tlx1およびTlx3からな
る群より選択される少なくとも一つの遺伝子の翻訳産物に結合する抗体とを有効成分して
含有する、脊髄神経細胞の種類を識別するためのキット。
〔１０〕識別の対象となる脊髄神経細胞がdI1、dI2、dI3、dI4、dI5、dI6、dILAまたはdI
LBである、〔６〕～〔９〕のいずれか一項に記載のキット。
〔１１〕脊髄神経細胞の種類を識別するための方法であって、脊髄神経細胞におけるCorl
1遺伝子の転写産物または翻訳産物を検出する工程を含む方法。
〔１２〕Brn3a、Pax2、Lbx1、Lim1、Lim2、LH2A、LH2B、Isl1、Lmx1b、Tlx1およびTlx3か
らなる群より選択される１または複数の遺伝子の転写産物または翻訳産物を検出する工程
を含む、〔１１〕に記載の方法。
〔１３〕識別の対象となる脊髄神経細胞がdI1、dI2、dI3、dI4、dI5、dI6、dILAまたはdI
LBである、〔１１〕または〔１２〕に記載の方法。
〔１４〕脊髄神経細胞の種類を識別するための方法であって、
（１）配列番号：１、配列番号：３および配列番号：５からなる群より選択される少なく
とも一つに記載の塩基配列からなるポリヌクレオチドに対してストリンジェントな条件下
でハイブリダイズするポリヌクレオチド、
または
（２）配列番号：２、配列番号：４および配列番号：６からなる群より選択される少なく
とも一つに記載のアミノ酸配列またはその一部配列からなるポリペプチドと結合する抗体
、
を脊髄神経細胞に接触させる工程を含む方法。
〔１５〕（１）Brn3a、Pax2、Lbx1、Lim1、Lim2、LH2A、LH2B、Isl1、Lmx1b、Tlx1および
Tlx3からなる群より選択される少なくとも一つの遺伝子の転写産物に対してストリンジェ
ントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチド、
または
（２）Brn3a、Pax2、Lbx1、Lim1、Lim2、LH2A、LH2B、Isl1、Lmx1b、Tlx1およびTlx3から
なる群より選択される少なくとも一つの遺伝子の翻訳産物に結合する抗体、
を脊髄神経細胞に接触させる工程を含む、〔１４〕に記載の方法。
〔１６〕dI1、dI2、dI3およびdI6からなる群から選択される少なくとも一つの脊髄神経細
胞とdI4、dI5、dILAおよびdILBからなる群から選択される少なくとも一つの脊髄神経細胞
とを識別する工程を含む、〔１４〕または〔１５〕に記載の方法。
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〔１７〕Brn3a、Pax2、Lbx1、Lim1、Lim2、LH2A、LH2B、Isl1、Lmx1b、Tlx1およびTlx3か
らなる群より選択される１または複数の遺伝子の転写産物を発現する脊髄神経細胞と、Br
n3a、Pax2、Lbx1、Lim1、Lim2、LH2A、LH2B、Isl1、Lmx1b、Tlx1およびTlx3からなる群よ
り選択される１または複数の遺伝子の転写産物を発現していない脊髄神経細胞とを識別す
る工程を含む、〔１４〕～〔１６〕のいずれか一項に記載の方法。
〔１８〕脊髄神経細胞へ分化する能力のある細胞から脊髄神経細胞への分化を誘導する化
合物をスクリーニングする方法であって、
（ａ）被検試料の存在下で、脊髄神経細胞へ分化する能力のある細胞の脊髄神経細胞への
分化を誘導する工程、
（ｂ）分化を誘導した細胞におけるCorl1遺伝子の転写産物または翻訳産物を検出する工
程
（ｃ）被検試料の非存在下で検出した場合と比較して、該転写産物または翻訳産物の量を
増大させる化合物を選択する工程、
を含む方法。
〔１９〕脊髄神経細胞へ分化する能力のある細胞がES細胞である、〔１８〕に記載の方法
。
　また、本発明は、
〔２０〕以下の（ａ）または（ｂ）の、脊髄神経細胞の種類を識別するための試薬の製造
における使用、
（ａ）Corl1遺伝子の転写産物にハイブリダイズするポリヌクレオチド
（ｂ）Corl1遺伝子の翻訳産物に結合する抗体
に関する。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】Corl1の構造および相同性を模式的に示す図である。
【図２】Corl1の成体マウス組織における発現、E12.5マウス後脳及び脊髄における発現を
示す写真である。
【図３】E13.25脊髄におけるCorl1、Pax7およびβIII-tubulinの発現の比較を示す写真で
ある。
【図４】E10.75脊髄におけるCorl1、Brn3a、Lim1およびIsl1の発現の比較を示す写真であ
る。
【図５】E13.25脊髄におけるCorl1、Brn3a、Lim1の発現の比較を示す写真である。
【図６】Corl1の発生期脊髄における発現パターンを模式的に示す図である。「TFs」は、
転写調節因子を意味する。
【図７】ES細胞よりin vitroで分化誘導した脊髄神経細胞におけるCorl1の発現を示す写
真である。
【図８】ES細胞よりin vitroで分化誘導した脊髄神経細胞におけるCorl1の発現を示す写
真である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１３】
　本発明は、Corl1遺伝子の転写産物にハイブリダイズするポリヌクレオチドを有効成分
として含有する、脊髄神経細胞の種類を識別するための試薬を提供する。本発明のポリヌ
クレオチドは、その鎖長は特に制限されず、所謂「オリゴヌクレオチド」も本発明のポリ
ヌクレオチドに含まれる。
【００１４】
　本発明者らによってCorl1遺伝子が、脊髄神経細胞のうち、dI4、dI5、dILAおよびdILB
に実質的に発現し、dI1、dI2、dI3、およびdI6では実質的に発現していないことが示され
た。従って、本発明の試薬による細胞種の識別の対象となる脊髄神経細胞としては、代表
的にはdI1、dI2、dI3、dI4、dI5、dI6、dILAまたはdILBが挙げられる。
【００１５】
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　本発明において「脊髄神経細胞の種類を識別する」とは、対象となる脊髄神経細胞が特
定の種類の脊髄神経細胞であると識別する場合のみならず、対象となる脊髄神経細胞が特
定の種類の脊髄神経細胞ではないと識別する場合も含まれる。例えば、対象となる脊髄神
経細胞においてCorl1遺伝子が実質的に発現していれば、該脊髄神経細胞は「dI4、dI5、d
ILAまたはdILBの可能性がある」と識別することができ、また、「dI1、dI2、dI3、および
dI6ではない」と識別することもできる。一方、対象となる脊髄神経細胞においてCorl1遺
伝子が実質的に発現していなければ、該脊髄神経細胞は「dI1、dI2、dI3、またはdI6の可
能性がある」と識別することができ、また、「dI4、dI5、dILAおよびdILBではない」と識
別することもできる。
【００１６】
　本発明において脊髄神経細胞の種類を識別するための指標となる「Corl1遺伝子」とし
ては、上記した脊髄神経細胞における発現特異性を示すものであれば特に制限はなく、種
々の脊椎動物のCorl1遺伝子を本発明において用いることができる。
【００１７】
　マウスCorl1遺伝子は公知であり、その塩基配列を配列番号：１に、アミノ酸配列を配
列番号：２に示すが、本発明のCorl1遺伝子には、そのホモログ、例えば、ヒトCorl1（塩
基配列を配列番号：３に、アミノ酸配列を配列番号：４に示す）やラットCorl1（塩基配
列を配列番号：５に、アミノ酸配列を配列番号：６に示す）が含まれる。また、Corl1遺
伝子にはアレリック変異体などの自然界において生じた変異体が存在する可能性があり、
そのような変異体も、本発明において脊髄神経細胞の種類を識別するための指標となりう
る。
【００１８】
　従って、本発明において用いられる「Corl1遺伝子」は、下記(1)～(4)から選択される
内因性のDNAとして定義することができる。
(1)配列番号：２、４、６のいずれかに記載のアミノ酸配列を有するタンパク質をコード
するDNA、
(2)配列番号：１、３，５のいずれかに記載の塩基配列からなるDNA、
(3)配列番号：２、４、６のいずれかに記載のアミノ酸配列において１若しくは複数のア
ミノ酸が置換、欠失、挿入および／または付加されたアミノ酸配列を有するタンパク質を
コードするDNA、
(4)配列番号：１、３、５のいずれかに記載の塩基配列からなるDNAに対応する他の脊椎動
物のDNA
【００１９】
　アレリック変異体などの自然界において生じた変異体における変異数は、配列番号：１
、３、５のいずれかに記載のCorl1遺伝子の塩基配列と比較して、典型的には、アミノ酸
レベルで、10アミノ酸以内（例えば、5アミノ酸以内、3アミノ酸以内）である。
【００２０】
　また、特定の脊椎動物のDNAに対応する他の脊椎動物のDNAは、一般的に、特定の脊椎動
物のDNAと高い相同性を有する。高い相同性とは、50％以上、好ましくは70％以上、さら
に好ましくは80％以上、より好ましくは90％以上(例えば、95％以上、さらには96％、97
％、98％または99％以上)の相同性を意味する。この相同性は、ｍBLASTアルゴリズム(Alt
schul et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 2264-8; Karlin and Altschul (
1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-7)によって決定することができる。また、
特定の脊椎動物のDNAに対応する他の脊椎動物のDNAは、生体内から単離した場合、特定の
脊椎動物のDNAとストリンジェントな条件下でハイブリダイズすると考えられる。ここで
「ストリンジェントな条件」としては、例えば「2×SSC、0.1％SDS、50℃」、「2×SSC、
0.1％SDS、42℃」、「1×SSC、0.1％SDS、37℃」、よりストリンジェントな条件として「
2×SSC、0.1％SDS、65℃」、「0.5×SSC、0.1％SDS、42℃」および「0.2×SSC、0.1％SDS
、65℃」の条件を挙げることができる。
【００２１】
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　本発明の試薬の有効成分であるポリヌクレオチドは、内在性のCorl1遺伝子の転写産物
にハイブリダイズする。
　ハイブリダイゼーションの条件としては、例えば「2×SSC、0.1％SDS、50℃」、「2×S
SC、0.1％SDS、42℃」、「1×SSC、0.1％SDS、37℃」、よりストリンジェントな条件とし
て「2×SSC、0.1％SDS、65℃」、「0.5×SSC、0.1％SDS、42℃」及び「0.2×SSC、0.1％S
DS、65℃」等の条件を挙げることができる。より詳細には、Rapid-hyb buffer (Amersham
 Life Science)を用いた方法として、68℃で30分間以上プレハイブリダイゼーションを行
った後、プローブを添加して1時間以上68℃に保ってハイブリッド形成させ、その後2×SS
C、0.1％SDS中、室温で20分間の洗浄を3回行い、続いて1×SSC、0.1％SDS中、37℃で20分
間の洗浄を3回行い、最後に1×SSC、0.1％SDS中、50℃で20分間の洗浄を2回行うことがで
きる。その他、例えばExpresshyb Hybridization Solution (CLONTECH)中、55℃で30分間
以上プレハイブリダイゼーションを行った後、標識プローブを添加して37～55℃で1時間
以上インキュベートし、2×SSC、0.1％SDS中、室温で20分間の洗浄を3回、1×SSC、0.1％
SDS中、37℃で20分間の洗浄を1回行うこともできる。ここで、例えば、プレハイブリダイ
ゼーション、ハイブリダイゼーションや2度目の洗浄の際の温度をより高く設定すること
により、よりストリンジェントな条件とすることができる。例えば、プレハイブリダイゼ
ーション及びハイブリダイゼーションの温度を60℃、さらにストリンジェントな条件とし
ては68℃とすることができる。当業者であれば、このようなバッファーの塩濃度、温度等
の条件に加えて、プローブ濃度、プローブの長さ、プローブの塩基配列構成、反応時間等
のその他の条件を加味し、条件を設定することができる。
【００２２】
　本発明の好ましい態様においては、配列番号：１、配列番号：３および配列番号：５か
らなる群から選択される少なくとも一つに記載の塩基配列からなるポリヌクレオチドに対
してストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドを有効成分として
含有する、脊髄神経細胞の種類を識別するための試薬に関する。
【００２３】
　本発明の試薬におけるポリヌクレオチドは、Corl1遺伝子の発現を特異的に検出するこ
とができればその鎖長に特に制限はないが、一般的には、Corl1遺伝子の塩基配列に相補
的な少なくとも連続した15塩基を含む塩基配列からなるポリヌクレオチドである。このよ
うな少なくとも連続した15塩基を含む塩基配列からなるポリヌクレオチドは、Corl1 mRNA
の発現を検出するためのプローブ、またはCorl1 mRNAを増幅して検出するためのプライマ
ーでありうる。通常、プローブとして使用する場合には、15～100個、好ましくは15～35
個の塩基より構成されたポリヌクレオチドであることが望ましい。また、プライマーとし
て使用する場合には、少なくとも15個以上、好ましくは30個前後の塩基より構成されるポ
リヌクレオチドが望ましい。
【００２４】
　プローブとして使用する場合には、ポリヌクレオチドは、適宜、放射性同位体または非
放射性化合物などで標識して用いられる。また、プライマーとして使用する場合には、ポ
リヌクレオチドの3'末端側の領域を標的とする配列に対して相補的にし、5'末端側には制
限酵素認識配列、タグ等を付加した形態に設計することができる。このような少なくとも
連続した15塩基を含む塩基配列からなるポリヌクレオチドは、Corl1 mRNAに対してハイブ
リダイズすることができる。
【００２５】
　ポリヌクレオチドは、天然以外の塩基、例えば、4-アセチルシチジン、5-(カルボキシ
ヒドロキシメチル)ウリジン、2’-O-メチルシチジン、5-カルボキシメチルアミノメチル-
2-チオウリジン、5-カルボキシメチルアミノメチルウリジン、ジヒドロウリジン、2’-O-
メチルプソイドウリジン、β-D-ガラクトシルキュェオシン、2’-O-メチルグアノシン、
イノシン、N6-イソペンテニルアデノシン、1-メチルアデノシン、1-メチルプソイドウリ
ジン、1-メチルグアノシン、1-メチルイノシン、2,2-ジメチルグアノシン、2-メチルアデ
ノシン、2-メチルグアノシン、3-メチルシチジン、5-メチルシチジン、N6-メチルアデノ
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シン、7-メチルグアノシン、5-メチルアミノメチルウリジン、5-メトキシアミノメチル-2
-チオウリジン、β-D-マンノシルキュェオシン、5-メトキシカルボニルメチル-2-チオウ
リジン、5-メトキシカルボニルメチルウリジン、5-メトキシウリジン、2-メチルチオ-N6-
イソペンテニルアデノシン、N-((9-β-D-リボフラノシル-2-メチルチオプリン-6-イル)カ
ルバモイル)トレオニン、N-((9-β-D-リボフラノシルプリン-6-イル)N-メチルカルバモイ
ル)トレオニン、ウリジン-5-オキシ酢酸-メチルエステル、ウリジン-5-オキシ酢酸、ワイ
ブトキソシン、プソイドウリジン、キュェオシン、2-チオシチジン、5-メチル-2-チオウ
リジン、2-チオウリジン、4-チオウリジン、5-メチルウリジン、N-((9-β-D-リボフラノ
シルプリン-6-イル)カルバモイル)トレオニン、2’-O-メチル-5-メチルウリジン、2’-O-
メチルウリジン、ワイブトシン、3-(3-アミノ-3-カルボキシプロピル)ウリジン等を必要
に応じて含んでいてもよい。
【００２６】
　本発明の試薬の有効成分であるポリヌクレオチドは、Corl1の公知の配列情報に基づい
て化学合成により製造することもできる。また、Corl1遺伝子を発現する細胞よりハイブ
リダイゼーション法、PCR法等を利用して調製することができる。
【００２７】
　本発明における脊髄神経細胞の種類の識別においては、Corl1遺伝子に、他の公知のマ
ーカーを組み合わせて用いることができ、これにより、より詳細に脊髄神経細胞の種類の
識別を行うことが可能となる。従って、本発明は、上記Corl1遺伝子の転写産物にハイブ
リダイズするポリヌクレオチドと、Brn3a、Pax2、Lbx1、Lim1、Lim2、LH2A、LH2B、Isl1
、Lmx1b、Tlx1（Nat Rev Neurosci. 2003 Apr;4(4):289-97 Caspary T, Anderson KV. Pa
tterning cell types in the dorsal spinal cord: what the mouse mutants say.）およ
びTlx3（Nat Rev Neurosci. 2003 Apr;4(4):289-97 Caspary T, Anderson KV.）からなる
群より選択される１または複数の遺伝子の転写産物にハイブリダイズするポリヌクレオチ
ドとの組合せを含む、脊髄神経細胞の種類を識別するためのキットも提供する。
【００２８】
　本発明の好ましい態様においては、配列番号：１、配列番号：３および配列番号：５か
らなる群より選択される少なくとも一つに記載の塩基配列からなるポリヌクレオチドに対
してストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドと、Brn3a、Pax2
、Lbx1、Lim1、Lim2、LH2A、LH2B、Isl1、Lmx1b、Tlx1およびTlx3からなる群より選択さ
れる少なくとも一つの遺伝子の転写産物に対してストリンジェントな条件下でハイブリダ
イズするポリヌクレオチドとを有効成分として含有する、脊髄神経細胞の種類を識別する
ためのキットに関する。
【００２９】
　これらマーカー遺伝子の配列は、以下に示すように公知である。また、マーカー遺伝子
の脊髄神経細胞における発現特異性については、図６を参照のこと。
【００３０】
　マウスBrn3aの塩基配列を配列番号：７、アミノ酸配列を配列番号：８に、ヒトBrn3aの
塩基配列を配列番号：９、アミノ酸配列を配列番号：１０に、ラットBrn3aの塩基配列を
配列番号：１１、アミノ酸配列を配列番号：１２に示す。本発明においてBrn3a遺伝子と
は、上記したCorl1遺伝子の場合と同様に、下記(1)～(4)から選択される内因性のDNAとし
て定義することができる。
(1)配列番号：８、１０、１２のいずれかに記載のアミノ酸配列を有するタンパク質をコ
ードするDNA、
(2)配列番号：７、９、１１のいずれかに記載の塩基配列からなるDNA、
(3)配列番号：８、１０、１２のいずれかに記載のアミノ酸配列において１若しくは複数
のアミノ酸が置換、欠失、挿入および／または付加されたアミノ酸配列を有するタンパク
質をコードするDNA、
(4)配列番号：７、９、１１のいずれかに記載の塩基配列からなるDNAに対応する他の脊椎
動物のDNA。
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【００３１】
　マウスPax2の塩基配列を配列番号：１３、アミノ酸配列を配列番号：１４に、ヒトPax2
の塩基配列を配列番号：１５、アミノ酸配列を配列番号：１６に示す。本発明においてPa
x2遺伝子とは、下記(1)～(4)から選択される内因性のDNAとして定義することができる。
(1)配列番号：１４または１６に記載のアミノ酸配列を有するタンパク質をコードするDNA
、
(2)配列番号：１３または１５に記載の塩基配列からなるDNA、
(3)配列番号：１４または１６に記載のアミノ酸配列において１若しくは複数のアミノ酸
が置換、欠失、挿入および／または付加されたアミノ酸配列を有するタンパク質をコード
するDNA、
(4)配列番号：１３または１５に記載の塩基配列からなるDNAに対応する他の脊椎動物のDN
A。
【００３２】
　マウスLbx1の塩基配列を配列番号：１７、アミノ酸配列を配列番号：１８に、ヒトLbx1
の塩基配列を配列番号：１９、アミノ酸配列を配列番号：２０に示す。本発明においてLb
x1遺伝子とは、下記(1)～(4)から選択される内因性のDNAとして定義することができる。
(1)配列番号：１８または２０に記載のアミノ酸配列を有するタンパク質をコードするDNA
、
(2)配列番号：１７または１９に記載の塩基配列からなるDNA、
(3)配列番号：１８または２０に記載のアミノ酸配列において１若しくは複数のアミノ酸
が置換、欠失、挿入および／または付加されたアミノ酸配列を有するタンパク質をコード
するDNA、
(4)配列番号：１７または１９に記載の塩基配列からなるDNAに対応する他の脊椎動物のDN
A。
【００３３】
　マウスLim1の塩基配列を配列番号：２１、アミノ酸配列を配列番号：２２に、ヒトLim1
の塩基配列を配列番号：２３、アミノ酸配列を配列番号：２４に示す。本発明においてLi
m1遺伝子とは、下記(1)～(4)から選択される内因性のDNAとして定義することができる。
(1)配列番号：２２または２４に記載のアミノ酸配列を有するタンパク質をコードするDNA
、
(2)配列番号：２１または２３に記載の塩基配列からなるDNA、
(3)配列番号：２２または２４に記載のアミノ酸配列において１若しくは複数のアミノ酸
が置換、欠失、挿入および／または付加されたアミノ酸配列を有するタンパク質をコード
するDNA、
(4)配列番号：２１または２３に記載の塩基配列からなるDNAに対応する他の脊椎動物のDN
A。
【００３４】
　マウスLim2の塩基配列を配列番号：２５、アミノ酸配列を配列番号：２６に、ヒトLim2
の塩基配列を配列番号：２７、アミノ酸配列を配列番号：２８に、ラットLim2の塩基配列
を配列番号：２９、アミノ酸配列を配列番号：３０に示す。本発明においてLim2遺伝子と
は、下記(1)～(4)から選択される内因性のDNAとして定義することができる。
(1)配列番号：２６、２８、３０のいずれかに記載のアミノ酸配列を有するタンパク質を
コードするDNA、
(2)配列番号：２５、２７、２９のいずれかに記載の塩基配列からなるDNA、
(3)配列番号：２６、２８、３０のいずれかに記載のアミノ酸配列において１若しくは複
数のアミノ酸が置換、欠失、挿入および／または付加されたアミノ酸配列を有するタンパ
ク質をコードするDNA、
(4)配列番号：２５、２７、２９のいずれかに記載の塩基配列からなるDNAに対応する他の
脊椎動物のDNA。
【００３５】
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　マウスIsl1の塩基配列を配列番号：３１、アミノ酸配列を配列番号：３２に、ヒトIsl1
の塩基配列を配列番号：３３、アミノ酸配列を配列番号：３４に、ラットIsl1の塩基配列
を配列番号：３５、アミノ酸配列を配列番号：３６に示す。本発明においてIsl1遺伝子と
は、下記(1)～(4)から選択される内因性のDNAとして定義することができる。
(1)配列番号：３２、３４、３６のいずれかに記載のアミノ酸配列を有するタンパク質を
コードするDNA、
(2)配列番号：３１、３３、３５のいずれかに記載の塩基配列からなるDNA、
(3)配列番号：３２、３４、３６のいずれかに記載のアミノ酸配列において１若しくは複
数のアミノ酸が置換、欠失、挿入および／または付加されたアミノ酸配列を有するタンパ
ク質をコードするDNA、
(4)配列番号：３１、３３、３５のいずれかに記載の塩基配列からなるDNAに対応する他の
脊椎動物のDNA。
【００３６】
　マウスLH2Aの塩基配列を配列番号：３７、アミノ酸配列を配列番号：３８に、ヒトLH2A
の塩基配列を配列番号：３９、アミノ酸配列を配列番号：４０に示す。本発明においてLH
2A遺伝子とは、下記(1)～(4)から選択される内因性のDNAとして定義することができる。
(1)配列番号：３８または４０に記載のアミノ酸配列を有するタンパク質をコードするDNA
、
(2)配列番号：３７または３９に記載の塩基配列からなるDNA、
(3)配列番号：３８または４０に記載のアミノ酸配列において１若しくは複数のアミノ酸
が置換、欠失、挿入および／または付加されたアミノ酸配列を有するタンパク質をコード
するDNA、
(4)配列番号：３７または３９に記載の塩基配列からなるDNAに対応する他の脊椎動物のDN
A。
【００３７】
　マウスLH2Bの塩基配列を配列番号：４１、アミノ酸配列を配列番号：４２に、ヒトLH2B
の塩基配列を配列番号：４３、アミノ酸配列を配列番号：４４に、ラットLH2Bの塩基配列
を配列番号：４５、アミノ酸配列を配列番号：４６に示す。本発明においてLH2B遺伝子と
は、下記(1)～(4)から選択される内因性のDNAとして定義することができる。
(1)配列番号：４２、４４、４６のいずれかに記載のアミノ酸配列を有するタンパク質を
コードするDNA、
(2)配列番号：４１、４３、４５のいずれかに記載の塩基配列からなるDNA、
(3)配列番号：４２、４４、４６のいずれかに記載のアミノ酸配列において１若しくは複
数のアミノ酸が置換、欠失、挿入および／または付加されたアミノ酸配列を有するタンパ
ク質をコードするDNA、
(4)配列番号：４１、４３、４５のいずれかに記載の塩基配列からなるDNAに対応する他の
脊椎動物のDNA。
【００３８】
　マウスLmx1bの塩基配列を配列番号：４７、アミノ酸配列を配列番号：４８に、ヒトLmx
1bの塩基配列を配列番号：４９、アミノ酸配列を配列番号：５０に、ラットLmx1bの塩基
配列を配列番号：５１、アミノ酸配列を配列番号：５２に示す。本発明においてLmx1b遺
伝子とは、下記(1)～(4)から選択される内因性のDNAとして定義することができる。
(1)配列番号：４８、５０、５２のいずれかに記載のアミノ酸配列を有するタンパク質を
コードするDNA、
(2)配列番号：４７、４９、５１のいずれかに記載の塩基配列からなるDNA、
(3)配列番号：４８、５０、５２のいずれかに記載のアミノ酸配列において１若しくは複
数のアミノ酸が置換、欠失、挿入および／または付加されたアミノ酸配列を有するタンパ
ク質をコードするDNA、
(4)配列番号：４７、４９、５１のいずれかに記載の塩基配列からなるDNAに対応する他の
脊椎動物のDNA。
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【００３９】
　マウスTlx1の塩基配列を配列番号：５３、アミノ酸配列を配列番号：５４に、ヒトTlx1
の塩基配列を配列番号：５５、アミノ酸配列を配列番号：５６に示す。本発明においてTl
x1遺伝子とは、下記(1)～(4)から選択される内因性のDNAとして定義することができる。
(1)配列番号：５４または５６に記載のアミノ酸配列を有するタンパク質をコードするDNA
、
(2)配列番号：５３または５５に記載の塩基配列からなるDNA、
(3)配列番号：５４または５６に記載のアミノ酸配列において１若しくは複数のアミノ酸
が置換、欠失、挿入および／または付加されたアミノ酸配列を有するタンパク質をコード
するDNA、
(4)配列番号：５３または５５に記載の塩基配列からなるDNAに対応する他の脊椎動物のDN
A。
【００４０】
　マウスTlx3の塩基配列を配列番号：５７、アミノ酸配列を配列番号：５８に、ヒトTlx3
の塩基配列を配列番号：５９、アミノ酸配列を配列番号：６０に示す。本発明においてTl
x3遺伝子とは、下記(1)～(4)から選択される内因性のDNAとして定義することができる。
(1)配列番号：５８または６０に記載のアミノ酸配列を有するタンパク質をコードするDNA
、
(2)配列番号：５７または５９に記載の塩基配列からなるDNA、
(3)配列番号：５８または６０に記載のアミノ酸配列において１若しくは複数のアミノ酸
が置換、欠失、挿入および／または付加されたアミノ酸配列を有するタンパク質をコード
するDNA、
(4)配列番号：５７または５９に記載の塩基配列からなるDNAに対応する他の脊椎動物のDN
A。
【００４１】
　本発明のキットには、上記ポリヌクレオチドの他に、Corl1や他のマーカー遺伝子の転
写産物の発現を検出するための試薬、緩衝液等を、適宜含めることができる。更にはキッ
トの使用方法を記載した指示書等をパッケージしておくこともできる。
【００４２】
　脊髄神経細胞サブタイプにおけるCorl1遺伝子の発現特異性は、上記した転写レベルの
みならず、翻訳レベルにおいても認められた。従って、本発明はまた、Corl1遺伝子の翻
訳産物に結合する抗体を有効成分として含有する、脊髄神経細胞の種類を識別するための
試薬を提供する。さらに本発明の好ましい態様においては、配列番号：２、配列番号：４
および配列番号：６からなる群より選択される少なくとも一つに記載のアミノ酸配列また
はその一部配列からなるポリペプチドと結合する抗体を有効成分として含有する、脊髄神
経細胞の種類を識別するための試薬に関する。
【００４３】
　本発明の試薬の有効成分である抗体には、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、
キメラ抗体、一本鎖抗体(scFv)(Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:
 5879-83; The Pharmacology of Monoclonal Antibody, Vol. 113, Rosenburg and Moore
 ed., Springer Verlag (1994) pp. 269-315)、ヒト化抗体、多特異性抗体(LeDoussal et
 al. (1992) Int. J. Cancer Suppl. 7: 58-62; Paulus (1985) Behring Inst. Mitt. 78
: 118-32; Millstein and Cuello (1983) Nature 305: 537-9; Zimmermann (1986) Rev. 
Physiol. Biochem. Pharmacol. 105: 176-260; VanDijk et al. (1989) Int. J. Cancer 
43: 944-9)、並びに、Fab、Fab’、F(ab’)2、Fc、Fv等の抗体断片が含まれる。このよう
な抗体は必要に応じ、PEG等により修飾されていてもよい。また、β‐ガラクトシダーゼ
、マルトース結合タンパク質、GST、緑色蛍光タンパク質(GFP)等との融合タンパク質とし
て製造して、二次抗体を用いずに検出できるようにすることもできる。また、ビオチン等
により抗体を標識することによりアビジン、ストレプトアビジン等を用いて抗体の検出、
回収を行い得るように改変することもできる。



(13) JP 4731487 B2 2011.7.27

10

20

30

40

50

【００４４】
　ポリクローナル抗体は、例えば、精製されたCorl1ポリペプチドまたはその断片を、必
要に応じアジュバントと共に哺乳動物に免疫し、免疫した動物より採取される血清より得
ることができる。ここで用いる哺乳動物は、特に限定されないが、げっ歯目、ウサギ目、
霊長目の動物が一般的である。マウス、ラット、ハムスター等のげっ歯目、ウサギ等のウ
サギ目、カニクイザル、アカゲザル、マントヒヒ、チンパンジー等のサル等の霊長目の動
物が挙げられる。動物の免疫化は、感作抗原をPhosphate-Buffered Saline(PBS)または生
理食塩水等で適宜希釈、懸濁し、必要に応じてアジュバントを混合して乳化した後、動物
の腹腔内または皮下に注射して行われる。その後、好ましくはフロイント不完全アジュバ
ントに混合した感作抗原を4～21日毎に数回投与する。抗体の産生は、血清中の所望の抗
体レベルを慣用の方法により測定することにより確認することができる。最終的に、血清
そのものをポリクローナル抗体として用いても良いし、さらに精製して用いてもよい。具
体的な方法として、例えば『Current Protocols in Molecular Biology』(John Wiley & 
Sons (1987) Section 11.12-11.13)を参照することができる。
【００４５】
　また、モノクローナル抗体を産生するためには、まず、上述のようにして免疫化した動
物より脾臓を摘出し、該脾臓より免疫細胞を分離し、適当なミエローマ細胞とポリエチレ
ングリコール(PEG)等と用いて融合してハイブリドーマを作成する。細胞の融合は、Milst
einの方法（Galfre and Milstein (1981) Methods Enzymol. 73: 3-46）に準じて行うこ
とができる。ミエローマ細胞としては、特に、薬剤により融合細胞を選択できるようにす
る細胞が好ましい。このような薬剤による選択が可能なミエローマを使用した場合、融合
された細胞以外は死滅するヒポキサンチン、アミノプレテリンおよびチミジンを含む培養
液(HAT培養液)で培養することにより融合されたハイブリドーマを選択することができる
。次に、作成されたハイブリドーマの中から、Corl1ポリペプチドまたはその断片に対し
て結合する抗体を産生するクローンを選択する。その後、選択したクローンをマウス等の
腹腔内に移植し、腹水を回収してモノクローナル抗体を得る。また、具体的な方法として
、『Current Protocols in Molecular Biology』(John Wiley & Sons (1987) Section 11
.4-11.11)を参照することもできる。
【００４６】
　ハイブリドーマは、その他、最初にEBウイルスに感染させたヒトリンパ球をin vitroで
免疫原を用いて感作し、感作リンパ球をヒト由来のミエローマ細胞(U266等)と融合し、ヒ
ト抗体を産生するハイブリドーマを得る方法(特開昭63－17688号公報)によっても得るこ
とができる。また、ヒト抗体遺伝子のレパートリーを有するトランスジェニック動物を感
作して製造した抗体産生細胞を用いても、ヒト抗体を得ることができる（WO92/03918; WO
93/02227; WO94/02602; WO94/25585; WO96/34096; Mendez et al. (1997) Nat. Genet. 1
5: 146-56等）。ハイブリドーマを用いない例としては、抗体を産生するリンパ球等の免
疫細胞に癌遺伝子を導入して不死化する方法が挙げられる。
【００４７】
　また、遺伝子組換え技術により抗体を製造することもできる（Borrebaeck and Larrick
 (1990) Therapeutic Monoclonal Antibodies, MacMillan Publisheres LTD., UK参照）
。そのためには、まず、抗体をコードする遺伝子をハイブリドーマまたは抗体産生細胞(
感作リンパ球等)からクローニングする。得られた遺伝子を適当なベクターに組み込み、
宿主に該ベクターを導入し、宿主を培養することにより抗体を産生させる。このような組
換え型の抗体も本発明の試薬の有効成分に含まれる。代表的な組換え型の抗体として、非
ヒト抗体由来可変領域およびヒト抗体由来定常領域とからなるキメラ抗体、並びに非ヒト
抗体由来相補性決定領域(CDR)、およびヒト抗体由来フレームワーク領域(FR)および定常
領域とからなるヒト化抗体が挙げられる（Jones et al. (1986) Nature 321: 522-5; Rei
chmann et al. (1988) Nature 332: 323-9; Presta (1992) Curr. Op. Struct. Biol. 2:
 593-6; Methods Enzymol. 203: 99-121 (1991)）。
【００４８】
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　抗体断片は、上述のポリクローナルまたはモノクローナル抗体をパパイン、ペプシン等
の酵素で処理することにより製造することができる。または、抗体断片をコードする遺伝
子を用いて遺伝子工学的に製造することも可能である（Co et al. (1994) J. Immunol. 1
52: 2968-76; Better and Horwitz (1989) Methods Enzymol. 178: 476-96; Pluckthun a
nd Skerra (1989) Methods Enzymol. 178: 497-515; Lamoyi (1986) Methods Enzymol. 1
21: 652-63; Rousseaux et al. (1986) 121: 663-9; Bird and Walker (1991) Trends Bi
otechnol. 9: 132-7参照）。
【００４９】
　多特異性抗体には、二特異性抗体(BsAb)、ダイアボディ(Db)等が含まれる。多特性抗体
は、(1)異なる特異性の抗体を異種二機能性リンカーにより化学的にカップリングする方
法（Paulus (1985) Bohring Inst. Mill. 78: 118-32）、（2）異なるモノクローナル抗
体を分泌するハイブリドーマを融合する方法（Millstein and Cuello (1983) Nature 305
: 537-9）、（3）異なるモノクローナル抗体の軽鎖および重鎖遺伝子（4種類のDNA）によ
りマウス骨髄種細胞等の真核細胞発現系をトランスフェクトした後、二特異性の一価部分
を単離する方法（Zimmeremann (1986) Rev. Physio. Biochem. Pharmacol. 105: 176-260
; Van Dijk et al. (1989) Int. J. Cancer 43: 944-9）等により作製することができる
。一方、Dbは遺伝子融合により構築される二価の2本のポリペプチド鎖から構成されるダ
イマーの抗体断片であり、公知の手法により作製することができる（Holliger et al. (1
993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-8; EP404097; WO93/11161参照）。
【００５０】
　抗体および抗体断片の回収および精製は、プロテインAおよびGを用いて行うことができ
る。その他、抗体以外のポリペプチドと同様に、上記したタンパク質精製技術によって精
製することもできる（Antibodies: A Laboratory Manual, Ed. Harlow and David Lane, 
Cold Spring Harbor Laboratory (1988)）。例えば、本発明の抗体の精製にプロテインA
を利用する場合、Hyper D、POROS、Sepharose F.F.(Pharmacia)等のプロテインAカラムが
公知であり、使用可能である。得られた抗体の濃度は、その吸光度を測定することにより
、または酵素結合免疫吸着検定法（ELISA）等により決定することができる。
【００５１】
　抗体の抗原結合活性は、吸光度測定、蛍光抗体法、酵素免疫測定法（EIA）、放射免疫
測定法（RIA）、ELISA法等により測定することができる。ELISA法により測定する場合、C
orl1ポリペプチド又はその断片をプレート等の担体に固相化し、次いで目的とする抗体を
含む試料を添加する。ここで、抗体を含む試料としては、抗体産生細胞の培養上清、精製
抗体等が考えられる。続いて、本発明の試薬の有効成分である抗体を認識する二次抗体を
添加し、プレートをインキュベートする。その後、プレートを洗浄し、二次抗体に付加さ
れている標識の検出を行う。すなわち、二次抗体が例えばアルカリホスファターゼで標識
されている場合には、p-ニトロフェニルリン酸等の酵素基質を添加して吸光度を測定する
ことで、抗原結合活性を測定することができる。また、抗体の活性評価に、BIAcore（Pha
rmacia）等の市販の系を使用することもできる。
【００５２】
　本発明の脊髄神経細胞の種類の識別においては、Corl1遺伝子の翻訳産物との組み合わ
せにおいて、他の公知のマーカー遺伝子の翻訳産物をも標的とすることができる。従って
、本発明は、Corl1遺伝子の翻訳産物に結合する抗体と、Brn3a、Pax2、Lbx1、Lim1、Lim2
、LH2A、LH2B、Isl1、Lmx1b、Tlx1およびTlx3からなる群より選択される１または複数の
遺伝子の翻訳産物に結合する抗体との組合せを含む、脊髄神経細胞の種類を識別するため
のキットも提供する。
【００５３】
　さらに本発明の好ましい態様においては、配列番号：２、配列番号：４および配列番号
：６からなる群から選択される少なくとも一つに記載のアミノ酸配列またはその一部配列
からなるポリペプチドと結合する抗体と、Brn3a、Pax2、Lbx1、Lim1、Lim2、LH2A、LH2B
、Isl1、Lmx1b、Tlx1およびTlx3からなる群より選択される少なくとも一つの遺伝子の翻
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訳産物に結合する抗体とを有効成分として含有する、脊髄神経細胞の種類を識別するため
のキットに関する。
【００５４】
　本発明のキットには抗体の他に、結合活性を検出するための試薬、緩衝液等を、適宜含
めることができる。更にはキットの使用方法を記載した指示書等をパッケージしておくこ
ともできる。
【００５５】
　本発明は、また、脊髄神経細胞の種類を識別するための方法であって、脊髄神経細胞に
おけるCorl1遺伝子の転写産物または翻訳産物を検出する工程を含む方法を提供する。
【００５６】
　本発明の方法におけるCorl1遺伝子の転写産物の検出は、上記した本発明のポリヌクレ
オチドと脊髄介在ニューロンを含むと考えられる細胞試料由来の核酸抽出物とを接触させ
、核酸抽出物中において該ポリヌクレオチドとハイブリダイズする核酸を検出することに
より、実施することができる。
【００５７】
　Corl1遺伝子の転写産物を検出するために、ポリヌクレオチドプローブは、好ましくは
放射性同位体または非放射性化合物で標識されたものである。例えば、標識するための放
射性同位体としては、35S、3H等を挙げることができる。放射標識したポリヌクレオチド
プローブを用いた場合、エマルションオートラジオグラフィーにより銀粒子を検出するこ
とによりマーカーと結合するRNAを検出することができる。また、ポリヌクレオチドプロ
ーブの標識のため慣用の非放射性同位体としては、ビオチン、ジゴキシゲニン等が公知で
ある。ビオチン標識マーカーの検出は、例えば、蛍光、または、アルカリ性ホスファター
ゼ若しくは西洋ワサビペルオキシダーゼ等の酵素を標識したアビジンを用いて行うことが
できる。一方、ジゴキシゲニン標識マーカーの検出には、蛍光、または、アルカリ性ホス
ファターゼ若しくは西洋ワサビペルオキシダーゼ等の酵素を標識した抗ジゴキシゲニン抗
体を使用することができる。酵素標識を使用する場合には、酵素の基質と共にインキュベ
ートし、安定な色素をマーカー位置に沈着させることで検出を行う。
【００５８】
　Corl1遺伝子の転写産物を検出するために、ポリヌクレオチドプライマーを用いた場合
には、Corl1遺伝子の転写産物は、例えば、RT-PCRなどの手法により、該ポリヌクレオチ
ドプライマーとハイブリダイズする核酸を増幅することによって検出することができる。
【００５９】
　本発明の方法におけるCorl1遺伝子の翻訳産物の検出は、上記した抗体と脊髄介在ニュ
ーロンを含むと考えられる細胞試料由来のタンパク質抽出物とを接触させ、該抗体と結合
するタンパク質を検出することにより、実施することができる。抗体の抗原結合活性の測
定方法については、上述したように、吸光度測定、蛍光抗体法、酵素免疫測定法（EIA）
、放射免疫測定法（RIA）、ELISA法等により測定することができる。
【００６０】
　本発明の方法においては、Corl1遺伝子の転写産物または翻訳産物に加えて、Brn3a、Pa
x2、Lbx1、Lim1、Lim2、LH2A、LH2B、Isl1、Lmx1b、Tlx1およびTlx3からなる群より選択
される１または複数の遺伝子の転写産物または翻訳産物を検出することにより、より詳細
な脊髄神経細胞の種類の識別を行うことが可能であり、このような方法も本発明に含まれ
る。
　本発明の脊髄神経細胞を識別するための好ましい態様として、以下の工程を含む方法を
挙げることができる。
（１）配列番号：１、配列番号：３および配列番号：５からなる群から選択される少なく
とも一つに記載の塩基配列からなるポリヌクレオチドに対してストリンジェントな条件下
でハイブリダイズするポリヌクレオチド、
または
（２）配列番号：２、配列番号：４および配列番号：６からなる群から選択される少なく
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とも一つに記載のアミノ酸配列またはその一部配列からなるポリペプチドと結合する抗体
、
を脊髄神経細胞に接触させる工程。
【００６１】
　また本発明のより好ましい態様としては、上述の工程に加えてさらに以下の工程を含む
方法を挙げることができる。
（１）Brn3a、Pax2、Lbx1、Lim1、Lim2、LH2A、LH2B、Isl1、Lmx1b、Tlx1およびTlx3から
なる群より選択される少なくとも一つの遺伝子の転写産物に対してストリンジェントな条
件下でハイブリダイズするポリヌクレオチド、
または
（２）Brn3a、Pax2、Lbx1、Lim1、Lim2、LH2A、LH2B、Isl1、Lmx1b、Tlx1およびTlx3から
なる群より選択される少なくとも一つの遺伝子の翻訳産物に結合する抗体、
を脊髄神経細胞に接触させる工程。
【００６２】
　さらに本発明の好ましい態様としては、上述の工程に加えてさらに、dI1、dI2、dI3お
よびdI6からなる群から選択される少なくとも一つの脊髄神経細胞とdI4、dI5、dILAおよ
びdILBからなる群から選択される少なくとも一つの脊髄神経細胞とを識別する工程を含む
方法を挙げることができる。
【００６３】
　また、本発明の脊髄神経細胞を識別するための好ましい態様としては、Brn3a、Pax2、L
bx1、Lim1、Lim2、LH2A、LH2B、Isl1、Lmx1b、Tlx1およびTlx3からなる群より選択される
１または複数の遺伝子の転写産物を発現する脊髄神経細胞と、Brn3a、Pax2、Lbx1、Lim1
、Lim2、LH2A、LH2B、Isl1、Lmx1b、Tlx1およびTlx3からなる群より選択される１または
複数の遺伝子の転写産物を発現していない脊髄神経細胞とを識別する工程を含む方法を挙
げることができる。
【００６４】
　Corl1は、分化誘導した脊髄介在ニューロンにおいて特異的な発現を示すため、脊髄神
経細胞分化誘導試薬のスクリーニングにおいて利用することも考えられる。すなわち、被
検試料の存在下で、脊髄神経細胞へ分化する能力のある細胞から脊髄神経細胞への分化を
誘導し、分化を誘導した細胞におけるCorl1の発現を検出することにより、該被験試料に
脊髄神経細胞の分化を誘導する能力があるか否かを決定することができる。従って、本発
明は下記（ａ）～（ｃ）の工程を含む、Corl1の発現を指標とする脊髄神経細分化誘導試
薬の候補化合物のスクリーニング方法を提供する。
（ａ）被検試料の存在下で、脊髄神経細胞へ分化する能力のある細胞から脊髄神経細胞へ
の分化を誘導する工程、
（ｂ）分化を誘導した細胞におけるCorl1遺伝子の転写産物または翻訳産物を検出する工
程、
（ｃ）被検試料の非存在下で検出した場合と比較して、該転写産物または翻訳産物の量を
増大させる化合物を選択する工程。
【００６５】
　ここで「脊髄神経細胞へ分化する能力のある細胞」としては、好ましくは多分化能を有
するES細胞等、脊髄神経細胞へと分化誘導され得る細胞を含む細胞試料である。in vitro
における脊髄神経細胞の分化誘導は、公知のES細胞、骨髄間質細胞、神経由来の不死化セ
ルライン(特表平8-509215号公報；特表平11-506930号公報；特表2002-522070号公報)、ニ
ューロン始原細胞(特表平11-509729号公報)等の細胞を出発材料として方法が公知である
。
【００６６】
　細胞と接触させる被験試料はどのような化合物であってもよいが、例えば、遺伝子ライ
ブラリーの発現産物、合成低分子化合物ライブラリー、合成ペプチドライブラリー、抗体
、細菌放出物質、細胞(微生物、植物細胞、動物細胞)抽出液、細胞(微生物、植物細胞、
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動物細胞)培養上清、精製または部分精製ポリペプチド、海洋生物、植物または動物等由
来の抽出物、土壌、ランダムファージペプチドディスプレイライブラリーが挙げられる。
【００６７】
　Corl1遺伝子の転写産物または翻訳産物の検出は、上記したように、Corl1遺伝子の転写
産物にハイブリダイズするポリヌクレオチドやCorl1遺伝子の翻訳産物に結合する抗体を
用いて検出することができる。
【００６８】
　細胞の分化は、被験試料の非存在下におけるCorl1発現のレベルと比較することにより
判定することができる。すなわち、被検試料の非存在下で検出した場合と比較して、Corl
1遺伝子の転写産物または翻訳産物の量を増大させる場合、該被験試料は脊髄神経細胞の
分化を誘導する能力を有すると判定できる。ここで「増大」とは、例えば、２倍、好まし
くは５倍、より好ましくは１０倍以上をいう。
【００６９】
　本方法によりスクリーニングされた被験試料は、脊髄神経細胞分化誘導試薬として、脊
髄神経細胞における何等かの欠陥が病因となっている疾病の治療薬候補となり得、有用と
考えられる。
【００７０】
　さらに本発明は、以下の（ａ）または（ｂ）の脊髄神経細胞の種類を識別するための試
薬の製造における使用に関する。
（ａ）Corl1遺伝子の転写産物にハイブリダイズするポリヌクレオチド
（ｂ）Corl1遺伝子の翻訳産物に結合する抗体
【００７１】
　なお本明細書において引用された全ての先行技術文献は、参照として本明細書に組み入
れられる。
【実施例】
【００７２】
　以下、本発明を実施例によりさらに具体的に説明するが、本発明はこれら実施例に制限
されるものではない。
【００７３】
[実施例1]Corl1の単離と配列解析
　胎児期脳領域特異的に発現する遺伝子を単離するために、E12.5マウス中脳腹側領域と
背側領域で発現の異なる遺伝子をサブトラクション(N-RDA)法により同定した。単離した
断片の一つは機能未知なタンパク質をコードするcDNA断片であった。
【００７４】
1.N-RDA法
1-1. アダプターの調製
　下記のオリゴヌクレオチドをアニーリングさせ、100μMに調製した。
（ad2: ad2S+ad2A、ad3: ad3S+ad3A、ad4: ad4S+ad4A、ad5: ad5S+ad5A、ad13: ad13S+ad
13A）
ad2S: cagctccacaacctacatcattccgt（配列番号：６１）
ad2A: acggaatgatgt（配列番号：６２）
ad3S: gtccatcttctctctgagactctggt（配列番号：６３）
ad3A: accagagtctca（配列番号：６４）
ad4S: ctgatgggtgtcttctgtgagtgtgt（配列番号：６５）
ad4A: acacactcacag（配列番号：６６）
ad5S: ccagcatcgagaatcagtgtgacagt（配列番号：６７）
ad5A: actgtcacactg（配列番号：６８）
ad13S: gtcgatgaacttcgactgtcgatcgt（配列番号：６９）
ad13A: acgatcgacagt（配列番号：７０）
【００７５】
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1-2.cDNA合成
　日本SLCより入手したマウス12.5日胚より中脳腹側および中脳背側領域を切り出した。R
Neasy mini kit (Qiagen)を用いて全RNAを調製し、cDNA synthesis kit (TAKARA)を用い
て二本鎖cDNAを合成した。制限酵素RsaIで消化したのち、ad2を付加し、ad2Sをプライマ
ーとして、15サイクルのPCRでcDNAを増幅した。増幅条件は72℃で5分インキュベートした
後、94℃で30秒、65℃で30秒、及び72℃で2分の反応を15サイクル行い、最後に72℃で2分
インキュベートした。N-RDAのPCRはすべて以下の反応液組成で行った。
10×ExTaq 5μl
2.5mM dNTP 4μl
ExTaq 0.25μl
100μM primer 0.5μl
cDNA 2μl
蒸留水 38.25μl
【００７６】
1-3.Driverの作製
　ad2Sで増幅したcDNAをさらに5サイクルのPCRで増幅した。増幅条件は94℃で2分インキ
ュベートした後、94℃で30秒、65℃で30秒、及び72℃で2分の反応を5サイクル行い、最後
に72℃で2分インキュベートした。Qiaquick PCR purification kit (Qiagen)を用いてcDN
Aを精製し、RsaI消化した。１回のサブトラクションに3μgずつ使用した。
【００７７】
1-4.Testerの作製
　ad2Sで増幅したcDNAをさらに5サイクルのPCRで増幅した。増幅条件は94℃で2分インキ
ュベートした後、94℃で30秒、65℃で30秒、及び72℃で2分の反応を5サイクル行い、最後
に72℃で2分インキュベートした。Qiaquick PCR purification kit (Qiagen)を用いてcDN
Aを精製し、RsaI消化した。60ngのRsaI消化cDNAにad3を付加した。
【００７８】
1-5.サブトラクション1回目
　上記3及び4で作製したTesterおよびDriverを混合し、エタノール沈殿した後に、1xPCR 
buffer 1μlに溶解した。98℃5分の後、1xPCR buffer+1M NaCl 1μlを加えた。さらに98
℃5分の後、68℃で16時間ハイブリダイズさせた。
　ハイブリダイズさせたcDNAをad3Sをプライマーとして10サイクルのPCRで増幅した後（7
2℃で5分インキュベートした後、94℃で30秒、65℃で30秒、及び72℃で2分の反応を10サ
イクル行った）、Mung Bean Nuclease (TAKARA)で消化し、Qiaquick PCR purification k
itで精製した。さらに13サイクルのPCRで増幅した。増幅条件は94℃で2分インキュベート
した後、94℃で30秒、65℃で30秒、及び72℃で2分の反応を13サイクル行い、最後に72℃
で2分インキュベートした。
【００７９】
1-6.均一化
　サブトラクション1回目で増幅したcDNA 8ngに2xPCR buffer 1μlを加えた。98℃5分の
後、1xPCR buffer+1M NaCl 2μlを加えた。さらに98℃5分の後、68℃で16時間ハイブリダ
イズさせた。
　ハイブリダイズさせたcDNAをRsaIで消化し、Qiaquick PCR purification kitで精製し
た。これをad3Sをプライマーとして11サイクルのPCRで増幅した後（94℃で2分インキュベ
ートした後、94℃で30秒、65℃で30秒、及び72℃で2分の反応を11サイクル行い、最後に7
2℃で2分インキュベートした）RsaIで消化し、ad4を付加した。
【００８０】
1-7.サブトラクション2回目
　上記6でad4を付加したcDNA 20ngをTesterとして、上記3のDriverと混合し、さらに、上
記5と同様の方法でサブトラクションを行った。最終的にRsaI消化したcDNAにad5を付加し
た。
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【００８１】
1-8.サブトラクション3回目
　上記7でad5を付加したcDNA 2ngをTesterとして、上記3のDriverと混合し、さらに、上
記5と同様の方法でサブトラクションを行った。最終的にRsaI消化したcDNAにad13を付加
した。
【００８２】
1-9.サブトラクション4回目
　上記8でad13を付加したcDNA 2ngをTesterとして、上記3のDriverと混合し、以下、上記
5と同様の方法でサブトラクションを行った。増幅したcDNAをpCRII (Invitrogen)にクロ
ーニングし、ABI3100シーケンスアナライザーを用いて塩基配列を解析した。
【００８３】
2.cDNA全長配列決定
　N-RDA法で得られたcDNA断片の配列からBlast検索を行った結果、この遺伝子は機能未知
なタンパク質をコードする遺伝子（Genbank,accession No.: NM-172446）であることが明
らかになった。そこで、登録配列を参考にプライマーを設計し、全長cDNAをRT-PCR法でク
ローニングした。
【００８４】
　マウス12.5日胚より間脳、中脳、後脳を含む脳領域を切り出した。RNeasy mini kit (Q
iagen)を用いて全RNAを調製し、RNA PCR kit (TAKARA)を用いて1本鎖cDNAを合成し、鋳型
に用いた。PCRの増幅条件は、94℃で5分インキュベートした後、94℃で30秒、65℃で30秒
、及び72℃で5分の反応を35サイクル行い、最後に72℃で2分インキュベートした。PCRは
以下の反応液組成で行った。
10×buffer 5μl
2.5mM dNTP 4μl
Pyrobest polymerase (TAKARA) 0.5μl
100μM primer 0.5μl
cDNA 1μl
DMSO 2.5μl
蒸留水 36μl
プライマー配列
Corl1 F1: GAGGTCGACATGGCATTGCTGTGTGGCCTTGGGAG（配列番号：７１）
Corl1 R1: GAGGTCGACCTAGGGCAGCAGCGGAGGCTTGAAGG（配列番号：７２）
増幅したcDNAをpCRII (Invitrogen)にクローニングし、ABI3100シーケンスアナライザー
を用いて塩基配列を解析した。その結果、936アミノ酸をコードすることが確認され、こ
の遺伝子をCorl1と命名した。
【００８５】
　Corl1アミノ酸配列からBlast検索によりホモロジーサーチを行った結果、Corl1はSki, 
SnoN, Dachと相同性の高いタンパク質であることが明らかになった（図１）。また、Corl
1と相同性の高い機能未知遺伝子も見出され、Corl2と命名した。また、Corl1と相同性の
高いショウジョウバエの遺伝子（CG11093）も見出され、進化上保存された機能を有する
ことが示唆された。
【００８６】
[実施例2]Corl1の発現解析
　次にCorl1の発現を解析した。まずは、成体マウス組織における発現をRT-PCR法で解析
した。
　各組織全RNA(Promega)に対して、RNA PCR kit (TAKARA)を用いて1本鎖cDNAを合成し、
鋳型に用いた。PCRの増幅条件は、94℃で2分インキュベートした後、94℃で30秒、65℃で
30秒、及び72℃で30秒の反応を35サイクル行い、最後に72℃で2分インキュベートした。P
CRは以下の反応液組成で行った。
10×buffer 1μl
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2.5mM dNTP 0.8μl
ExTaq 0.05μl
100μM primer 0.1μl
cDNA 1μl
蒸留水 7.05μl
プライマー配列
Corl1 F2: ATGCAGAGAGCATCGCTAAGCTCTAC（配列番号：７３）
Corl1 R2: AAGCGGTTGGACTCTACGTCCACCTC（配列番号：７４）
その結果、Corl1は成体では脳および精巣に特異的に発現していることが明らかになった
（図２）。また、脳での発現は成体よりも胎児期の方が高いことも明らかとなった。
【００８７】
　次に、Corl1遺伝子を用いて以下のプロトコールによりin situハイブリダイゼーション
による発現解析を行った。
　まず、マウス12.5日胚をOCTで包埋し、厚さ16μmの新鮮凍結切片を作製した。スライド
ガラス上で乾燥させた後に4％PFAで室温30分間固定した。PBSで洗浄した後、ハイブリダ
イゼーション（1μg/mlDIG化RNAプローブ、50%ホルムアミド、5xSSC, 1%SDS, 50μg/ml y
east RNA, 50μg/ml Heparin）を65度で40時間行った。その後、洗浄（50%ホルムアミド
、5xSSC, 1%SDS）を65度で行い、RNase処理（5μg/ml RNase）を室温5分間行った。0.2xS
SCで65度の洗浄、1xTBSTで室温の洗浄ののち、ブロッキング（Blocking reagent: Roche
）を行った。アルカリフォスファターゼ標識抗DIG抗体（DAKO）を反応させ、洗浄（1xTBS
T、2mM Levamisole）の後、NBT/BCIP (DAKO)を基質として発色させた。
【００８８】
　in situハイブリダイゼーションによる発現解析の結果、E12.5では、Corl1は中枢神経
系に特異的な発現を示し、後脳および脊髄の一部の細胞に選択的に発現していることが明
らかになった（図2）。さらに脊髄横断切片を用いて発現を解析した結果、発生期の脊髄
では、Corl1は背側領域に限局して発現していることも明らかになった。以上の結果から
、Corl1は、胎児期の中枢神経系の一部の集団に選択的に発現することが明らかになった
。
【００８９】
　次にCorl1のタンパク質レベルでの発現を解析した。以下の方法で抗Corl1ポリクローナ
ル抗体を作製し、E12.5脊髄におけるCorl1タンパク質の発現を調べた。
　まず免疫に必要な抗原であるCorl1の569-813 アミノ酸にあたる領域とGSTの融合タンパ
ク質発現ベクターを構築した。このベクターをE.coli(JM109株)に導入した後、IPTGによ
って発現誘導し、グルタチオンビーズを用いて融合タンパク質を回収した。融合タンパク
質をウサギに数回免疫した後に採血し、その血清から免疫に用いたGST-Corl1抗原によるa
ffinity精製を行うことによって、抗Corl1ポリクローナル抗体を得た。
【００９０】
　免疫染色は以下のプロトコールで行った。マウスE12.5を摘出し、4%PFA/PBS(-)で4℃、
7時間固定したのち、10%ショ糖/PBS(-)で4℃、8時間、その後20%ショ糖/PBS(-)で4℃、一
晩置換し、OCTで包埋した。厚さ12μmの切片を作製し、スライドガラスに貼り付けた後、
室温で1時間乾燥させ、0.1%TritonX-100/PBS(-)で5分間、PBS(-)で5分間湿潤させた。そ
の後、ブロッキング（25%ブロックエース/PBS(-)）を室温、30分間行い、一次抗体を室温
、1時間反応させた後、さらに4℃で一晩反応させた。その後、0.1%TritonX-100/PBS(-)で
、室温で10分間の洗浄を4回行った。次に蛍光標識した２次抗体を室温、20分間反応させ
、同様に洗浄を行った後、PBS(-)によって室温で10分間の洗浄を2回行い、封入した。蛍
光シグナルは共焦点顕微鏡で検出した。
【００９１】
　抗Corl1抗体を用いた免疫染色の結果、Corl1の核内局在が認められ、また、発現パター
ンとしてはin situハイブリダイゼーションと同様のパターンが観察された。したがって
、Corl1は、E12.5脊髄においてmRNAだけでなくタンパク質としても発現していることが明
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らかになり、さらに、in situ hybridizationおよび免疫染色のシグナルの特異性が確認
された。（図２）。
【００９２】
　E12.5では、神経管内ではアストロサイトやオリゴデンドロサイトはまだ発生しておら
ず、したがって、Corl1は神経前駆細胞に発現すると考えられる。そこで、Corl1の神経前
駆細胞の分化段階における発現様式を検討した。一般に神経細胞は、増殖中のprogenitor
が存在する脳室領域(Ventricular Zone (VZ))で最終分裂を終え、すみやかに外套層(mant
le layer(ML))に移動し、成熟することが知られている。まずは、Corl1が増殖progenitor
に発現しているのか、あるいは分裂停止後のneural precursorに発現しているのかを調べ
るために、増殖progenitorマーカーPax7とneural precursorマーカーβ-III tubulinの発
現とCorl1の発現を比較した。その結果、Corl1はMLにのみ発現が認められ、Pax7との共発
現は認められなかった。また、Corl1陽性細胞は全て、神経細胞にコミットした前駆細胞
マーカーであるβ-III tubulinを発現していた。以上の結果から、Corl1は分裂停止後のn
eural precursorに特異的に発現していることが明らかになった（図３）。
【００９３】
　脊髄の神経細胞はβ-III tubulinを発現する頃には、そのidentityがすでに決定されて
いることが知られている。Corl1は脊髄の一部の細胞で特異的に発現していたことと合わ
せて、Corl1は神経細胞の種類を同定するためのマーカーとして有用であると考えられる
。そこで、次にCorl1発現細胞の同定を試みた。マウス背側の脊髄では、発生初期（E10-E
11.5）にはdI1～dI6までの６種類の介在ニューロンが産生され、後期（E12-E13.5）にはd
ILA,dILBの２種類の介在ニューロンが同領域から産生されることが知られている。これら
の神経細胞は、その発生時期と、それぞれのに選択的に発現する転写因子マーカーによっ
て区別することができる。そこで、Corl1と各種マーカーの発現を初期（E10.75）および
後期（E13.25）で比較した。
【００９４】
　E10.75のマウス脊髄におけるCorl1の発現をdI1 , dI2 , dI3 , dI5のマーカーであるBr
n3a、dI3のマーカーであるIsl1、そしてdI2 , dI4 , dI6のマーカーであるLim1と比較し
た結果、dI3とdI6の間にCorl1陽性細胞が発生し、dI4のLim1 , dI5のBrn3aとCorl1が共発
現していたことから、Corl1はdI4 , dI5に特異的に発現していることが明らかになった。
（図４）。一方、E13.25では、dILAマーカーであるLim1およびdILBマーカーであるBrn3a
陽性細胞双方にCorl1の共発現が認められため、Corl1はdILA , dILBの両方に発現してい
ることが明らかになった（図５）。以上の結果から、Corl1はdI4 , dI5 , dILA , dILBに
特異的に発現しており、これらを識別するためのマーカーとして有用であると考えられる
（図６）。特に、これまで発生場所からしか識別できなかったdI4とdI6を区別する初めて
のマーカーとして、有用であると考えられる。
【００９５】
[実施例3]ES細胞よりin vitroで分化誘導した脊髄神経細胞におけるCorl1の発現解析
　Corl1がin vitroで分化誘導した脊髄神経細胞の識別に使用できるのか調べるために、
以下のプロトコールにより、ES細胞より分化誘導した脊髄神経細胞におけるCorl1の発現
を解析した。
【００９６】
　未分化なES細胞株であるCCE細胞を、Glasgow Minimum Essential Medium（Invitrogen
）に10％ Knockout serum replacement（Invitrogen）、2mM L-glutamine（Invitrogen）
、0.1mM Non-essential amino acid（Invitrogen）、1mM sodium pyruvate（sigma）、0.
1mM 2-mercaptoethanol（sigma）、100U/ml penicillin（Invitrogen）、100μg/ml stre
ptomycin（Invitrogen）を添加したものに10μlあたり1000個の細胞の割合で懸濁し、プ
ラスチックディッシュのふたに10μlずつ播き、逆さにして37℃、二酸化炭素5％、湿度95
％の条件で、2日間培養した。その後、形成された細胞塊（EB）を上記培地中に回収し、2
μM retinoic acid（RA）（sigma）、または2μM retinoic acidと300nM sonic hedgehog
（Shh）（R&D）を添加し、さらに5日間培養した。その後、PBS -（Sigma）で洗浄し、4％
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、0.2％ Triton X-100 / PBS - で透過処理し、Block-ace（大日本製薬）でブロッキング
し、抗Corl1抗体（1:10希釈）と抗Lim3抗体（1:50希釈、Developmental studies hybrido
ma bank）を室温で1時間反応させた後、さらに4℃、一晩反応させた。その後、0.05％ Tw
een20 / PBS - で洗浄し、Cy3標識した抗ウサギ免疫グロブリン抗体（10μg/ml、Jackson
）とFITC標識した抗マウス免疫グロブリン抗体（10μg/ml、Jackson）を室温で1時間反応
させた。その後、0.05％ Tween20 / PBS - で洗浄し、Prolong（Molecular Probe）で包
埋した。
【００９７】
　その結果、Shh非存在下での背側脊髄神経細胞を誘導した場合に、高頻度にCorl1の発現
細胞が観察された（図７）。一方、Shh存在下で培養した場合、v2およびmotor neuron（M
N）のマーカーである腹側のLim3陽性細胞が出現し、逆にCorl1陽性細胞は減少した。以上
の結果から、ES細胞よりin vitroで分化誘導した脊髄神経細胞でもその種類に依存してCo
rl1は発現していることが明らかとなり、Corl1を細胞種識別マーカーとして使用すること
が可能であることが確認された。
【００９８】
　次に、ES細胞より分化誘導した脊髄神経細胞において、in vivoの発現と同様にCorl1が
dI4, dI5に発現するかどうかを以下のプロトコールで調べた。
　上記と同様の方法で分化誘導した後、4%PFA/PBS(-)で4℃、2時間固定し、10%ショ糖/PB
S(-)で4℃、一晩、その後20%ショ糖/PBS(-)で4℃、6時間置換し、OCTで包埋した。厚さ12
μmの切片を作製し、スライドガラスに貼り付けた後、室温で1時間乾燥させ、0.1%Triton
X-100/PBS(-)で5分間、PBS(-)で5分間湿潤させた。その後、ブロッキング（25%ブロック
エース/PBS(-)）を室温、30分間行い、一次抗体を室温、1時間反応させた後、さらに4℃
で一晩反応させた。その後、0.1%TritonX-100/PBS(-)で、室温で10分間の洗浄を4回行っ
た。次に蛍光標識した２次抗体を室温、20分間反応させ、同様に洗浄を行った後、PBS(-)
によって室温で10分間の洗浄を2回行い、封入した。蛍光シグナルは共焦点顕微鏡で検出
した。
【００９９】
　その結果、Corl1/Lim1共陽性およびCorl1/Brn3a共陽性細胞が見出され（図８）、Corl1
はES細胞よりin vitroで誘導させた脊髄神経細胞においても、マウス胎児脊髄と同様の神
経細胞における発現を示すことが確認された。
【産業上の利用可能性】
【０１００】
　本発明により、脊髄介在ニューロンdI4、dI5、dILAおよびdILBに特異的に発現する遺伝
子Corl1が同定された。脊髄損傷などの再生医療時に、組織内で再生した神経細胞、ある
いは移植する材料としてin vitroで分化誘導した神経細胞の種類を正確に同定することは
、安全性、治療効果の両面で重要な課題となる。この問題を克服するために、細胞種識別
マーカーとしてのCorl1は有用であると考えられる。特にこれまで発生位置によってのみ
分類が可能であった、すなわち、ランダムな配置で分化するin vitro系で誘導された神経
細胞では識別不可能であった、dI4とdI6の区別がCorl1によって可能になった。
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