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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　そのゲノムが内因性Ａｎｇｐｔｌ８座位に操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含む齧歯
類であって、
　前記操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子は、前記内因性齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の５
’非翻訳領域、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１のコード部分、及び前記ヒトＡＮ
ＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン２～４を含み、かつ前記内因性Ａｎｇｐｔｌ８座位で内因性
齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８プロモーターに動作可能に連結しており、
　前記齧歯類は、野生型齧歯類と比較して増加したトリグリセリドレベルを示す、齧歯類
。
【請求項２】
　前記操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子の前記内因性部分が、内因性３’非翻訳領域（Ｕ
ＴＲ）を含む、請求項１に記載の齧歯類。
【請求項３】
　前記操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子が、配列番号６の配列を有するポリペプチドまた
は配列番号６のアミノ酸残基２２～１９８を含むポリペプチドをコードする、請求項１ま
たは２に記載の齧歯類。
【請求項４】
　前記齧歯類がラットまたはマウスである、請求項１～３のいずれか一項に記載の齧歯類
。
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【請求項５】
　そのゲノムが内因性Ａｎｇｐｔｌ８座位に操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含む単離
された齧歯類細胞または組織であって、
　前記操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子は、前記内因性齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の５
’非翻訳領域、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１のコード部分、及び前記ヒトＡＮ
ＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン２～４を含み、かつ前記内因性Ａｎｇｐｔｌ８座位で内因性
齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８プロモーターに動作可能に連結しており、
　前記齧歯類細胞または組織は、野生型齧歯類と比較して増大したトリグリセリドレベル
を示す齧歯類由来である、単離された齧歯類細胞または組織。
【請求項６】
　そのゲノムが内因性Ａｎｇｐｔｌ８座位に操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含む齧歯
類胚性幹細胞であって、
　前記操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子は、前記内因性齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の５
’非翻訳領域、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１のコード部分、及び前記ヒトＡＮ
ＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン２～４を含み、かつ前記内因性Ａｎｇｐｔｌ８座位で内因性
齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８プロモーターに動作可能に連結した、齧歯類胚性幹細胞。
【請求項７】
　前記齧歯類胚性幹細胞がマウスまたはラットの胚性幹細胞である、請求項６に記載の齧
歯類胚性幹細胞。
【請求項８】
　請求項６または７に記載の胚性幹細胞から生成される齧歯類胚。
【請求項９】
　そのゲノムが、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドをコードする操作されたＡｎｇｐｔｌ
８遺伝子を含む齧歯類の作製方法であって、改変されたゲノムが、内因性Ａｎｇｐｔｌ８
座位に操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含むように、齧歯類ゲノムを改変することを含
み、これにより前記齧歯類を作製することを含み、
　前記操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子は、前記内因性齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の５
’非翻訳領域、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１のコード部分、及びヒトＡＮＧＰ
ＴＬ８遺伝子のエクソン２～４を含み、かつ前記内因性Ａｎｇｐｔｌ８座位で内因性齧歯
類Ａｎｇｐｔｌ８プロモーターの制御下にあり、
　前記齧歯類は、野生型齧歯類と比較して増大したトリグリセリドレベルを示す、方法。
【請求項１０】
　前記齧歯類ゲノムを改変することが、
（ａ）　齧歯類胚性幹細胞の内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子にゲノム断片を配置することで
あって、前記ゲノム断片が、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドの全部または一部をコード
するヌクレオチド配列を含む、配置することと、
（ｂ）　（ａ）で生成された齧歯類胚性幹細胞を得ることと、
（ｃ）　（ｂ）の齧歯類胚性幹細胞を使用して齧歯類を作製すること、とを含む、請求項
９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドが、配列番号６のアミノ酸残基２２～１９８を含
む、請求項９または１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記齧歯類がマウスまたはラットである、請求項９～１１のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項１３】
　ヒトＡＮＧＰＴＬ８を標的とする薬剤のトリグリセリド低減有効性または薬物動態特性
を評価する方法であって、前記方法が、
　請求項１～４のいずれか一項に記載の齧歯類に、前記薬剤を投与するステップと、
　ヒトＡＮＧＰＴＬ８を標的とする前記薬剤の、１つ以上のトリグリセリド低減特性また
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は１つ以上の薬物動態特性を決定するアッセイを実施するステップと、を含み、
　必要に応じて、ヒトＡＮＧＰＴＬ８を標的とする前記薬剤が抗ＡＮＧＰＴＬ８抗体であ
る、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、２０１６年２月４日出願の米国仮特許出願第６２／２９１，４４６号の優先
権の利益を主張するものであり、当該仮特許出願の内容全体は参照により本明細書に組み
込まれる。
配列表の参照による組み込み
【０００２】
　２０１７年２月２日に作製され、ＥＦＳ－Ｗｅｂを介して米国特許商標庁に提出された
３４６３４＿１０２３２ＵＳ０１＿配列表という名称の３８ｋｂのＡＳＣＩＩテキストフ
ァイルの形態をとる配列表が、参照により本明細書に組み込まれる。
【背景技術】
【０００３】
　世界保健機関（ＷＨＯ）によれば、心血管性の疾患は、毎年死因の第一位である。特に
、２０１２年には心血管性の疾患で亡くなった人々は、１７５０万人と推定され、全死因
の約３１％を占める。心血管性の疾患は、心臓及び血液の障害、ならびにいくつかの関連
するリスク要因を含み、その中でも特に、タバコ及び／またはアルコールの使用、不健康
な食事及び肥満、ならびに身体の不活動などの行動上のリスク要因を含む。このような行
動上のリスク要因は、例えば、高血圧、高血糖及び／または高血中脂質レベルを含む。コ
レステロール及びトリグリセリドの両方を含む、脂質（脂肪）は、血液中に可溶ではなく
、リポタンパク質によって血流を輸送される。高血中脂質レベルを有することは、心血管
性の疾患に対するリスクを増加させ、内科的治療による管理及び、場合によっては、手術
を必要とする。
【発明の概要】
【０００４】
　本発明は、一部の実施形態では、脂質機能障害によって特徴づけられる代謝障害の治療
のために使用できる新しい治療薬及び／または治療レジメンを特定し開発するための改善
されたインビボシステムを許容する非ヒト動物を設計することが望ましいという認識を包
含する。本発明は、心血管性の疾患、障害、または状態を治療するために使用できる新し
い治療薬を特定し開発するための改善されたインビボシステムを許容する非ヒト動物を設
計することが望ましいという認識も包含する。さらに、本発明は、非ヒト動物が操作され
たアンジオポエチン様タンパク質８（Ａｎｇｐｔｌ８）遺伝子を有すること、及び／また
は他の方法で、ヒトまたはヒト化アンジオポエチン様タンパク質８ポリペプチドを発現し
、（例えば、血中に）含有し、または産生することが、例えば、高トリグリセリド血症の
治療のために使用されうる治療薬を同定及び開発する際に使用するために望ましいという
認識も包含する。
【０００５】
　一部の実施形態では、操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含むゲノムを有する非ヒト動
物が提供され、該操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子は、二つの異なる種（例えば、ヒトお
よび非ヒト）からの遺伝物質を含む。一部の実施形態では、当該操作されたＡｎｇｐｔｌ
８遺伝子は、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドのコイルドコイル・ドメインを１つ以上コ
ードする遺伝物質を含む。一部の実施形態では、当該操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子は
、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドのＮ末端領域の全部または一部をコードする遺伝物質
含む。従って、一部の実施形態では、本明細書に記載されるとおり、非ヒト動物の操作さ
れたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子は、全てまたは実質的に全ヒトである配列を有するＡｎｇｐｔ
ｌ８ポリペプチドをコードする。様々な実施形態では、本明細書に記載されるとおり、非
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ヒト動物によって発現するＡｎｇｐｔｌ８ポリペプチドは、非ヒトプロモーター（例えば
、非ヒトＡｎｇｐｔｌ８プロモーター）の制御の下に発現する。
【０００６】
　一部の実施形態では、非ヒト動物が提供され、そのゲノムが内因性部分およびヒト部分
を含むＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含み、内因性部分およびヒト部分は非ヒトＡｎｇｐｔｌ８
調節エレメントと動作可能に連結している。
【０００７】
　一部の実施形態では、非ヒト動物が提供され、それは非ヒトＡｎｇｐｔｌ８調節エレメ
ントの制御の下、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドを発現する。
【０００８】
　一部の実施形態では、Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の内因性部分は、内因性非ヒトＡｎｇｐｔ
ｌ８プロモーターを含むか備える。一部の実施形態では、Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の内因性
部分は、内因性非ヒトＡｎｇｐｔｌ８座位で、内因性非ヒトＡｎｇｐｔｌ８遺伝子の３’
非翻訳領域のすぐ下流にある３’領域または配列を含むか備える。
【０００９】
　一部の実施形態では、Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の内因性部分は、５’及び／または３’非
翻訳領域（ＵＴＲｓ）を含むか備える。一部の実施形態では、Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の内
因性部分は、５’及び／または３’非翻訳領域（ＵＴＲ）を含み、さらに内因性Ａｎｇｐ
ｔｌ８ＡＴＧ開始コドンを含む。一部の実施形態では、内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の５
’及び３’ＵＴＲはそれぞれが、齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子に存在する、対応する５’
及び３’ＵＴＲに対し、実質的に同一、または同一の配列を有する。一部の実施形態では
、内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の５’及び３’ＵＴＲはそれぞれが、配列番号１または配
列番号３に存在する対応する５’及び３’ＵＴＲに対し、少なくとも５０％、少なくとも
５５％、少なくとも６０％、少なくとも６５％、少なくとも７０％、少なくとも７５％、
少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、または少
なくとも９８％同一である配列を有する。
【００１０】
　一部の実施形態では、本明細書に記載される通り、Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子は、配列番号
６または配列番号８と少なくとも５０％、少なくとも５５％、少なくとも６０％、少なく
とも６５％、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５
％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、または少なくとも９８％同一である配列を有
するポリペプチドをコードする。一部の実施形態において、本明細書に記載される通り、
Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子は、配列番号６または配列番号８と実質的に同一、または同一の配
列を有するポリペプチドをコードする。
【００１１】
　一部の実施形態では、ヒト部分は、全部または部分において、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝
子のエクソン１～４を含むか備える。一部の実施形態では、全部または部分において、ヒ
トＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１～４は、配列番号５のヒトＡＮＧＰＴＬ８ｍＲＮＡ
配列に存在する、全部または部分において、対応するエクソン１～４に対し、少なくとも
５０％、少なくとも５５％、少なくとも６０％、少なくとも６５％、少なくとも７０％、
少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくと
も９５％、または少なくとも９８％同一である。一部の実施形態では、全部または部分に
おいて、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１～４は、配列番号５のヒトＡＮＧＰＴＬ
８ｍＲＮＡ配列に存在する、対応するエクソン１～４に対し実質的に同一、または同一で
ある。一部の実施形態では、ヒト部分は、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子の３’ＵＴＲをさら
に含む。一部の実施形態では、ヒト部分は、非ヒト動物における発現にコドン最適化され
た配列を含む。
【００１２】
　一部の実施形態では、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドは、配列番号６または配列番号
８のアミノ酸残基２２～１９８に対し、少なくとも５０％、少なくとも５５％、少なくと
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も６０％、少なくとも６５％、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％
、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、または少なくとも９８％同
一であるアミノ酸配列を含むか備える。一部の実施形態では、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペ
プチドは、配列番号６または配列番号８のアミノ酸残基２２～１９８に対し、実質的に同
一または同一のアミノ酸配列を含むか備える。
【００１３】
　一部の実施形態では、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドは、配列番号９に対し、少なく
とも５０％、少なくとも５５％、少なくとも６０％、少なくとも６５％、少なくとも７０
％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少な
くとも９５％、または少なくとも９８％同一である配列によってコードされる。一部の実
施形態では、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドは、配列番号９と実質的に同一、または同
一の配列によってコードされる。一部の実施形態では、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチド
は、コドン最適化された配列によってコードされる。
【００１４】
　一部の実施形態では、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドは、バリアントヒトＡＮＧＰＴ
Ｌ８ポリペプチドである。一部の実施形態では、バリアントヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプ
チドは、Ｒ５９Ｗアミノ酸置換によって特徴づけられる。一部の実施形態では、バリアン
トヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドは、Ｑ１２１Ｘアミノ酸置換によって特徴づけられる
。一部の実施形態では、バリアントヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドは、より低い血漿低
比重リポタンパク質（ＬＤＬ）コレステロール及び／または高比重リポタンパク質（ＨＤ
Ｌ）コレステロールレベルに特徴づけられ、または関連づけられる。一部の実施形態では
、バリアントヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドは、増加したトリグリセリドレベルに特徴
づけられ、または関連づけられる。一部の実施形態では、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチ
ドは、内因性非ヒトＡｎｇｐｔｌ８座位に配置された核酸配列によってコードされる。
【００１５】
　一部の実施形態では、単離された非ヒト細胞または組織が提供され、そのゲノムは、本
明細書に記載されるＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含む。一部の実施形態では、細胞はリンパ球
である。一部の実施形態では、細胞は、Ｂ細胞、樹状細胞、マクロファージ、単球、及び
Ｔ細胞から選択される。一部の実施形態では、組織は、脂肪、膀胱、脳、乳房、骨髄、目
、心臓、腸、腎臓、肝臓、肺、リンパ節、筋肉、膵臓、血漿、血清、皮膚、脾臓、胃、胸
腺、精巣、卵子、及びこれらの組み合わせから選択される。
【００１６】
　一部の実施形態では、本明細書に記載される単離された非ヒト細胞から作製される、生
成される、または産生される不死化細胞が提供される。
【００１７】
　一部の実施形態では、非ヒト胚性幹（ＥＳ）細胞が提供され、そのゲノムは、本明細書
に記載されるＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含む。一部の実施形態では、非ヒト胚性幹細胞は、
齧歯類の胚性幹細胞である。一部のある実施形態では、齧歯類の胚性幹細胞はマウス胚性
幹細胞であり、１２９系、Ｃ５７ＢＬ系またはこれらの混合物からのものである。一部の
ある実施形態では、齧歯類の胚性幹細胞はマウス胚性幹細胞であり、１２９系およびＣ５
７ＢＬ系の混合物である。
【００１８】
　一部の実施形態では、非ヒト動物を作るための本明細書に記載された非ヒト胚性幹細胞
の利用法が提供される。一部のある実施形態では、非ヒト胚性幹細胞はマウス胚性幹細胞
であり、本明細書に記載されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子（または座位）を含むマウスを作る
ために使用される。一部のある実施形態では、非ヒト胚性幹細胞はラット胚性幹細胞であ
り、本明細書に記載されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子（または座位）を含むラットを作るため
に使用される。
【００１９】
　一部の実施形態では、本明細書に記載される非ヒト胚性幹細胞を含む、それから作られ
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る、それから得られる、またはそれから生成される非ヒト胚が提供される。一部のある実
施形態では、非ヒト胚は齧歯類胚であり、一部の実施形態ではマウス胚、一部の実施形態
ではラット胎芽である。
【００２０】
　一部の実施形態では、非ヒト動物を作るための本明細書に記載された非ヒト胚の利用法
を提供する。一部のある実施形態では、非ヒト胚はマウス胚であり、本明細書に記載され
るＡｎｇｐｔｌ８遺伝子（または座位）を含むマウスを作るために使用される。一部のあ
る実施形態では、非ヒト胚はラット胚であり、本明細書に記載されるＡｎｇｐｔｌ８遺伝
子（または座位）を含むラットを作るために使用される。
【００２１】
　一部の実施形態では、本明細書に記載される単離された非ヒト細胞もしくは組織、本明
細書に記載される不死化細胞、本明細書に記載される非ヒト胚性幹細胞、本明細書に記載
される非ヒト胚、または本明細書に記載される非ヒト動物を含むキットが提供される。
【００２２】
　一部の実施形態では、治療または診断のための薬剤（例えば、抗体またはその抗原結合
断片）の製造及び／または開発における使用のための、本明細書に記載されるキットが提
供される。
【００２３】
　一部の実施形態では、疾患、障害もしくは状態の治療、予防、または改善のための薬剤
（例えば、抗体またはその抗原結合断片）の製造及び／または開発における使用のための
、本明細書に記載されるキットが提供される。
【００２４】
　一部の実施形態では、本明細書に記載される導入遺伝子、核酸構築物、ＤＮＡ構築物、
または標的化ベクターが提供される。一部のある実施形態では、導入遺伝子、核酸構築物
、ＤＮＡ構築物、または標的化ベクターは、本明細書に記載されるＡｎｇｐｔｌ８遺伝子
（または座位）の全部または一部を含む。一部のある実施形態では、導入遺伝子、核酸構
築物、ＤＮＡ構築物、または標的化ベクターは、本明細書に記載されるＡｎｇｐｔｌ８遺
伝子（または座位）の全部または一部を含むＤＮＡ断片を含む。一部のある実施形態では
、導入遺伝子、核酸構築物、ＤＮＡ構築物、または標的化ベクターは、配列番号９、配列
番号１０、配列番号１５、配列番号１６、及び配列番号１７のいずれか１つを含むＡｎｇ
ｐｔｌ８遺伝子（または座位）を含む。一部のある実施形態では、導入遺伝子、核酸構築
物、ＤＮＡ構築物、または標的化ベクターは、配列番号１５、配列番号１６、及び配列番
号１７を含む、Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子（または座位）を含む。一部のある実施形態では、
導入遺伝子、核酸構築物、ＤＮＡ構築物、または標的化ベクターは、一つ以上の選択マー
カーをさらに含む。一部のある実施形態では、導入遺伝子、核酸構築物、ＤＮＡ構築物、
または標的化ベクターは、１つ以上の部位特異的組み換え部位（例えば、ｌｏｘＰ、Ｆｒ
ｔ、またはそれらの組み合わせ）をさらに含む。一部のある実施形態では、導入遺伝子、
核酸構築物、ＤＮＡ構築物、または標的化ベクターは、図３に図示されている。
【００２５】
　一部の実施形態では、非ヒト胚性幹細胞、非ヒト細胞、非ヒト胚、及び／または非ヒト
動物を作製するための、本明細書に記載される導入遺伝子、核酸構築物、ＤＮＡ構築物、
または標的化ベクターの利用法が提供される。
【００２６】
　一部の実施形態では、内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子からヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチ
ドを発現する非ヒト動物を作製する方法が提供され、当該方法は、（ａ）ゲノム断片を、
非ヒト胚性幹細胞の内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子に配置することであって、前記ゲノム断
片は、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドの全部または一部をコードするヌクレオチド配列
を含む、配置すること；（ｂ）（ａ）で生成された非ヒト胚性幹細胞を取得すること；及
び（ｃ）（ｂ）の非ヒト胚性幹細胞を使用して非ヒト動物を作ること、とを含む。
【００２７】
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　一部の実施形態では、ヌクレオチド配列はヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１～４
の全部または一部をさらに備える。一部の実施形態では、ヌクレオチド配列はヒトＡＮＧ
ＰＴＬ８遺伝子の３’ＵＴＲをさらに含む。一部の実施形態では、ヌクレオチド配列は、
ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドの成熟型（すなわち、シグナルペプチドを有さない）を
コードする。一部の実施形態では、ヌクレオチド配列は、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチ
ドのアミノ酸２２～６０、７７～１３４、１５６～１９３、または２２～１９８をコード
する。一部の実施形態では、ヌクレオチド配列は一つ以上の選択マーカーを含む。一部の
実施形態では、ヌクレオチド配列は一つ以上の部位特異的組み換え部位を含む。一部の実
施形態では、ヌクレオチド配列は、リコンビナーゼ遺伝子と、リコンビナーゼ認識部位に
隣接した選択マーカーを備えており、そのリコンビナーゼ認識部位は、除去を導くよう方
向づけられる。一部の実施形態では、リコンビナーゼ遺伝子は、分化細胞においてリコン
ビナーゼ遺伝子の発現を誘導するが、未分化細胞ではリコンビナーゼ遺伝子の発現を誘導
しないプロモーターに動作可能に連結される。一部の実施形態では、リコンビナーゼ遺伝
子は、転写によって能力を有し、発生的に制御されるプロモーターに動作可能に連結され
る。一部の実施形態では、転写によって能力を有し、発生的に制御されるプロモーターは
、配列番号１２、配列番号１３、または配列番号１４であるか、これらを含み、一部の実
施形態では、転写によって能力を有し、発生的に制御されるプロモーターは、配列番号１
２であるか、これを含む。一部の実施形態では、ヌクレオチド配列は、非ヒト動物におけ
る発現にコドン最適化された１つ以上の配列を含む。内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子からヒ
トＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドを発現する非ヒト動物を作る方法の一部の実施形態では、
該方法が、（ｃ）において生成される齧歯類を繁殖させるステップをさらに含み、内因性
Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子からヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドを発現するためにホモ接合性
齧歯類が作られるようにする。
【００２８】
　一部の実施形態では、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドをコードする、Ａｎｇｐｔｌ８
遺伝子を含むゲノムを持つ非ヒト動物を作る方法が提供され、該方法は非ヒト動物のゲノ
ムを改変し、それが非ヒト動物Ａｎｇｐｔｌ８調節配列の制御の下、ヒトＡＮＧＰＴＬ８
ポリペプチドをコードするＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含むようにし、それによって該非ヒト
動物を作る。
【００２９】
　一部の実施形態では、Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子が、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン
１～４の全部または一部を含むよう改変される。一部の実施形態では、Ａｎｇｐｔｌ８遺
伝子が、ＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１～４の全部または一部を含むよう改変され、
ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子の３’ＵＴＲをさらに含むよう改変される。
【００３０】
　一部の実施形態では、本明細書に記載される方法のいずれか１つにより取得可能な（作
製される、取得される、または生成される）非ヒト動物が提供される。
【００３１】
　一部の実施形態では、ヒトＡＮＧＰＴＬ８を標的とする薬剤のトリグリセリド低減有効
性を評価する方法が提供され、該方法は、本明細書に記載される非ヒト動物に薬剤を投与
するステップ、及びヒトＡＮＧＰＴＬ８を標的とする薬剤の一つ以上のトリグリセリド低
減特性を決定するためのアッセイを行うステップ、を含む。
【００３２】
　一部の実施形態では、ヒトＡＮＧＰＴＬ８を標的とする薬剤の薬物動態特性を評価する
方法が提供され、該方法は、本明細書に記載される非ヒト動物に薬剤を投与するステップ
、及びヒトＡＮＧＰＴＬ８を標的とする薬剤の一つ以上の薬物動態特性を決定するための
アッセイを行うステップ、を含む。
【００３３】
　一部の実施形態では、ヒトＡＮＧＰＴＬ８を標的とする薬剤はＡＮＧＰＴＬ８拮抗薬で
ある。一部の実施形態では、ヒトＡＮＧＰＴＬ８を標的とする薬剤はＡＮＧＰＴＬ８作動
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薬である。一部の実施形態では、ヒトＡＮＧＰＴＬ８を標的とする薬剤は抗ＡＮＧＰＴＬ
８抗体である。一部の実施形態では、ヒトＡＮＧＰＴＬ８を標的とする薬剤は、齧歯類の
静脈内、腹腔内、または皮下に投与される。
【００３４】
　一部の実施形態では、非ヒト動物が提供され、そのゲノムは、内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺
伝子の５’ＵＴＲを含む内因性部分と、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子の３’ＵＴＲのエクソ
ン１～４の全部または一部を含むヒト部分とを含む、操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を
含み、該ヒト部分は内因性非ヒトＡｎｇｐｔｌ８ＡＴＧ開始コドンに動作可能に連結され
、内因性非ヒトＡｎｇｐｔｌ８プロモーターに動作可能に連結され、非ヒト動物はその血
清内にヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドを発現する。操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子は
また、内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の３’ＵＴＲ、及び／または内因性Ａｎｇｐｔｌ８座
位で内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の３’ＵＴＲのすぐ下流にある３’配列を、含んでも、
連結しても、続いてもよい。
【００３５】
　一部の実施形態では、高トリグリセリド血症の非ヒト動物モデルが提供され、当該非ヒ
ト動物は、本明細書に記載されるヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドを発現する。
【００３６】
　一部の実施形態では、高トリグリセリド血症の非ヒト動物モデルが提供され、当該非ヒ
ト動物は、本明細書に記載されるＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含むゲノムを有する。
【００３７】
　一部の実施形態では、治療または診断のための薬剤の製造及び／または開発における使
用のための、本明細書に記載の非ヒト動物または細胞が提供される。
【００３８】
　一部の実施形態では、薬品としての使用など医療で使用するための薬剤またはワクチン
の製造及び／または開発における、本明細書に記載の非ヒト動物または細胞の利用法が提
供される。
【００３９】
　一部の実施形態では、疾患、障害、または状態の治療、予防または改善のための医薬の
製造における使用のための、本明細書に記載の非ヒト動物または細胞が提供される。一部
の実施形態では、疾患、障害、または状態は、高トリグリセリド血症である。一部の実施
形態では、疾患、障害、または状態は、心血管性の疾患、障害、または状態である。
【００４０】
　一部の実施形態では、脂質機能障害によって特徴づけられる疾患、障害または状態の治
療のための医薬の製造における、本明細書に記載の非ヒト動物または細胞の利用法が提供
される。
【００４１】
　一部の実施形態では、ヒトＡＮＧＰＴＬ８に結合する抗体の製造及び／または開発にお
ける、本明細書に記載の非ヒト動物または細胞の利用法が提供される。
【００４２】
　様々な実施形態では、非ヒトＡｎｇｐｔｌ８調節エレメントは、非ヒトＡｎｇｐｔｌ８
プロモーターを含み、一部の実施形態では、内因性非ヒトＡｎｇｐｔｌ８プロモーターを
含む。
【００４３】
　様々な実施形態では、本明細書に記載のＡｎｇｐｔｌ８遺伝子は、ヒト化Ａｎｇｐｔｌ
８遺伝子である。
【００４４】
　様々な実施形態では、Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子のヒト部分は、特に脂質結合またはＡＮＧ
ＰＴＬ３を結合するのに関与する、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドのアミノ酸配列をコ
ードする、アミノ酸配列をコードする。
【００４５】
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　様々な実施形態では、Ａｎｇｐｔｌ８ポリペプチドのヒト部分は、コイルドコイル・ド
メインのアミノ酸配列、またはヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドのＮ末端領域を含む。
【００４６】
　様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物は、非ヒト動物の血清内に検出可能
なヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドを発現する。様々な実施形態では、本明細書に記載の
非ヒト動物は、非ヒト動物の血清内に内因性Ａｎｇｐｔｌ８ポリペプチドを、検出可能に
発現しない。
【００４７】
　様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物は、配列番号９または配列番号１１
を含む、Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子（または座位）を含む。様々な実施形態では、本明細書に
記載の非ヒト動物は、配列番号１５及び配列番号１８を含む、Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子（ま
たは座位）を含む。
【００４８】
　様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物は齧歯類であり、一部の実施形態で
はマウスであり、一部の実施形態ではラットである。一部の実施形態では、本明細書に記
載のマウスは、１２９系、ＢＡＬＢ／Ｃ系、Ｃ５７ＢＬ／６系、及び混合１２９ｘＣ５７
ＢＬ／６系から成る群から選択され、一部のある実施形態ではＣ５７ＢＬ／６系である。
【００４９】
　本明細書で使用される場合、「約」及び「およそ」という用語は同意義として使用され
る。約／およその有無に関わらず、本明細書で使用される任意の数字は、当業者によって
理解される任意の正常変動を網羅することが意図される。
　特定の実施形態では、例えば、以下が提供される：
（項目１）
　そのゲノムが内因性部分及びヒト部分を含む統合Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子を含む齧歯類で
あって、前記内因性及びヒト部分が齧歯類またはヒトＡｎｇｐｔｌ８調節エレメントと動
作可能に連結した、齧歯類。
（項目２）
　前記齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８調節エレメントが、齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８プロモーターを含
む、項目１に記載の齧歯類。
（項目３）
　前記齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８プロモーターが、内因性齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８プロモーター
である、項目２に記載の齧歯類。
（項目４）
　前記Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の前記内因性部分が、内因性５’及び／または３’非翻訳領
域（ＵＴＲ）を含む、項目１～３のいずれか一項に記載の齧歯類。
（項目５）
　前記ヒトＡｎｇｐｔｌ８調節エレメントが、ヒトＡｎｇｐｔｌ８プロモーターを含む、
項目１に記載の齧歯類。
（項目６）
　前記内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の前記５’及び３’ＵＴＲはそれぞれが、齧歯類　Ａ
ｎｇｐｔｌ８遺伝子に存在する、対応する５’及び３’ＵＴＲに対し、実質的に同一、ま
たは同一の配列を有する、項目４に記載の齧歯類。
（項目７）
　前記Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子が、配列番号６に対して少なくとも９５％同一である配列を
有するポリペプチドをコードする、項目１～６のいずれか一項に記載の齧歯類。
（項目８）
　前記ヒト部分が、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１～４の全部または一部を含む
、項目１～７のいずれか一項に記載の齧歯類。
（項目９）
　ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１～４の全部または一部は、配列番号５のヒトＡ
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ＮＧＰＴＬ８ｍＲＮＡ配列に存在する、対応するエクソン１～４の全部または一部に対し
て少なくとも９５％同一である、項目８に記載の齧歯類。
（項目１０）
　前記ヒト部分が、前記齧歯類における発現のためにコドン最適化された配列を含む、項
目８に記載の齧歯類。
（項目１１）
　齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８調節エレメントの制御下で、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドを
発現する齧歯類。
（項目１２）
　前記齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８調節エレメントが、齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８プロモーターを含
む、項目１１に記載の齧歯類。
（項目１３）
　前記齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８プロモーターが、内因性齧歯類　Ａｎｇｐｔｌ８プロモータ
ーである、項目１２に記載の齧歯類。
（項目１４）
　前記ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドが、配列番号６のアミノ酸残基２２～１９８に対
して少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を含む、項目１１～１３のいずれか一項に
記載の齧歯類。
（項目１５）
　前記ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドが、配列番号９に対して少なくとも９５％同一で
ある配列によってコードされる、項目１１～１４のいずれか一項に記載の齧歯類。
（項目１６）
　前記ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドが、コドン最適化された配列によってコードされ
る、項目１１～１４のいずれか一項に記載の齧歯類。
（項目１７）
　前記ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドが、バリアントヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチド
である、項目１１～１４のいずれか一項に記載の齧歯類。
（項目１８）
　前記バリアントヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドが、Ｒ５９Ｗアミノ酸置換によって特
徴づけられる、項目１７に記載の齧歯類。
（項目１９）
　前記バリアントヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドが、Ｑ１２１Ｘアミノ酸置換によって
特徴づけられる、項目１７に記載の齧歯類。
（項目２０）
　前記ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドが、内因性Ａｎｇｐｔｌ８座位に配置された核酸
配列によりコードされる、項目７～１９のいずれか一項に記載の齧歯類。
（項目２１）
　前記齧歯類がラットまたはマウスである、項目１～２０のいずれか一項に記載の齧歯類
。
（項目２２）
　そのゲノムが内因性部分及びヒト部分を含むＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含む単離された齧
歯類細胞または組織であって、前記内因性及びヒト部分が齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８調節エレ
メントと動作可能に連結した、単離された齧歯類細胞または組織。
（項目２３）
　そのゲノムが内因性部分及びヒト部分を含むＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含む齧歯類胚性幹
細胞であって、前記内因性及びヒト部分が齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８調節エレメントと動作可
能に連結した、齧歯類胚性幹細胞。
（項目２４）
　項目２３に記載の胚性幹細胞から生成される齧歯類胚。
（項目２５）
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　内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子からヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドを発現する、齧歯類
の作製方法であって、
（ａ）　齧歯類胚性幹細胞の内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子にゲノム断片を配置することで
あって、前記ゲノム断片が、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドの全部または一部をコード
するヌクレオチド配列を含む、配置することと、
（ｂ）　（ａ）で生成された齧歯類胚性幹細胞を得ることと、
（ｃ）　（ｂ）の齧歯類胚性幹細胞を使用して齧歯類を作製すること、とを含む、方法。
（項目２６）
　前記ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドが、配列番号６のアミノ酸残基２２～１９８に対
して少なくとも９５％同一である配列を含む、項目２５に記載の方法。
（項目２７）
　前記ヌクレオチド配列が、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１～４の全部または一
部を含む、項目２５または２６に記載の方法。
（項目２８）
　前記ヌクレオチド配列が、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子の３’ＵＴＲをさらに含む、項目
２７に記載の方法。
（項目２９）
　前記ヌクレオチド配列が、一つ以上の選択マーカーを含む、項目２５～２８のいずれか
一項に記載の方法。
（項目３０）
　前記ヌクレオチド配列が、一つ以上の部位特異的組み換え部位を含む、項目２５～２
９のいずれか一項に記載の方法。
（項目３１）
　前記核酸配列が、リコンビナーゼ認識部位に隣接したリコンビナーゼ遺伝子と選択マー
カーを含み、前記リコンビナーゼ認識部位は、除去を誘導するよう方向づけられる、項目
３０に記載の方法。
（項目３２）
　前記リコンビナーゼ遺伝子が、分化細胞において前記リコンビナーゼ遺伝子の発現を誘
導するが、未分化細胞では前記リコンビナーゼ遺伝子の発現を誘導しないプロモーターに
動作可能に連結される、項目３１に記載の方法。
（項目３３）
　前記リコンビナーゼ遺伝子は、転写によって能力を有し、発生的に制御されるプロモー
ターに動作可能に連結される、項目３１に記載の方法。
（項目３４）
　前記プロモーターが、配列番号１２、配列番号１３、または配列番号１４であるか、ま
たはこれを含む、項目３２または３３に記載の方法。
（項目３５）
　前記プロモーターが、配列番号１２であるか、またはこれを含む、項目３４に記載の方
法。
（項目３６）
　前記ヌクレオチド配列が、齧歯類において発現するためにコドン最適化された１つ以上
の配列を含む、項目２５～３５のいずれか一項に記載の方法。
（項目３７）
　前記方法は、（ｃ）で生成された前記齧歯類を交配させるステップをさらに含み、これ
により内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子からヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドを発現するため
のホモ接合性齧歯類が作製される、項目２５～３６のいずれか一項に記載の方法。
（項目３８）
　そのゲノムが、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドをコードするＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を
含む齧歯類の作製方法であって、齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８調節配列の制御下で、ヒトＡＮＧ
ＰＴＬ８ポリペプチドをコードするＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含むように、齧歯類のゲノム
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を改変することを含み、これにより前記齧歯類を作製することを含む、方法。
（項目３９）
　前記齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８調節配列が、齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８プロモーターを含む、項
目３８に記載の齧歯類。
（項目４０）
　前記齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８プロモーターが、内因性齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８プロモーター
である、項目３９に記載の方法。
（項目４１）
　前記ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドが、配列番号６のアミノ酸残基２２～１９８に対
して少なくとも９５％同一である配列を含む、項目３８～４０のいずれか一項に記載の方
法。
（項目４２）
　前記ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドが、バリアントヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチド
である、項目３８～４０のいずれか一項に記載の方法。
（項目４３）
　前記バリアントヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドが、Ｒ５９Ｗアミノ酸置換によって特
徴づけられる、項目４２に記載の齧歯類。
（項目４４）
　前記バリアントヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドが、Ｑ１２１Ｘアミノ酸置換によって
特徴づけられる、項目４２に記載の齧歯類。
（項目４５）
　前記Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子が、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１～４の全部また
は一部を含むように改変される、項目３８～４４のいずれか一項に記載の方法。
（項目４６）
　前記Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子が、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子の３’ＵＴＲをさらに含むよ
う改変される、項目４５に記載の方法。
（項目４７）
　前記齧歯類がマウスまたはラットである、項目２５～４６のいずれか一項に記載の方法
。
（項目４８）
　項目２５～４７のいずれか一項に記載の方法から得られる齧歯類。
（項目４９）
　ヒトＡＮＧＰＴＬ８を標的とする薬剤のトリグリセリド低減有効性を評価する方法であ
って、前記方法が、
　そのゲノムが内因性部分及びヒト部分を含むＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含む齧歯類に、前
記薬剤を投与するステップであって、前記内因性部分及びヒト部分は齧歯類Ａｎｇｐｔｌ
８調節エレメントに動作可能に連結する、投与するステップと、
　ヒトＡＮＧＰＴＬ８を標的とする前記薬剤の１つ以上のトリグリセリド低減特性を決定
するアッセイを実施するステップと、を含む、方法。
（項目５０）
　ヒトＡＮＧＰＴＬ８を標的とする薬剤の薬物動態特性を評価する方法であって、前記方
法が、
　そのゲノムが内因性部分及びヒト部分を含むＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含む齧歯類に、前
記薬剤を投与するステップであって、前記内因性部分及びヒト部分は齧歯類Ａｎｇｐｔｌ
８調節エレメントに動作可能に連結する、投与するステップと、
　ヒトＡＮＧＰＴＬ８を標的とする前記薬剤の一つ以上の薬物動態特性を決定するために
アッセイを実施するステップと、を含む、方法。
（項目５１）
　前記ヒト部分が、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１～４の全部または一部を含む
、項目４９または５０に記載の方法。
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（項目５２）
　前記ヒト部分が、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子の３’ＵＴＲをさらに含む、項目５１に記
載の方法。
（項目５３）
　ヒトＡＮＧＰＴＬ８を標的とする前記薬剤がＡＮＧＰＴＬ８拮抗薬である、項目４９～
５２のいずれか一項に記載の方法。
（項目５４）
　ヒトＡＮＧＰＴＬ８を標的とする前記薬剤が、ＡＮＧＰＴＬ８作動薬である、項目５０
～５２のいずれか一項に記載の方法。
（項目５５）
　ヒトＡＮＧＰＴＬ８を標的とする前記薬剤が抗ＡＮＧＰＴＬ８抗体である、項目４９～
５２のいずれか一項に記載の方法。
（項目５６）
　ヒトＡＮＧＰＴＬ８を標的とする前記薬剤が、前記齧歯類に静脈内投与される、項目４
９～５５のいずれか一項に記載の方法。
（項目５７）
　ヒトＡＮＧＰＴＬ８を標的とする前記薬剤が、前記齧歯類に腹腔内投与される、項目４
９～５５のいずれか一項に記載の方法。
（項目５８）
　ヒトＡＮＧＰＴＬ８を標的とする前記薬剤が、前記齧歯類に皮下投与される、項目４９
～５５のいずれか一項に記載の方法。
（項目５９）
　前記齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８調節エレメントが、齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８プロモーターを含
む、項目４９～５８のいずれか一項に記載の方法。
（項目６０）
　前記齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８プロモーターが、内因性齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８プロモーター
である、項目５９に記載の方法。
（項目６１）
　前記齧歯類がマウスまたはラットである、項目４９～６０のいずれか一項に記載の方法
。
（項目６２）
　そのゲノムが、Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子を含む齧歯類であって、前記遺伝子が、
　内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の５’及び３’ＵＴＲを含む内因性部分と、
　ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１～４の全部または一部を含むヒト部分と、を含
み、
　前記ヒト部分は、内因性齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８プロモーターに動作可能に連結し、前記
齧歯類はその血清内にヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドを発現する、齧歯類。
（項目６３）
　前記齧歯類により発現されるヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドが、配列番号６に存在す
るアミノ酸残基２２～１９８に対して少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を含む、
項目６２に記載の齧歯類。
（項目６４）
　前記ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドが、バリアントヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチド
である、項目６２または６３に記載の方法。
（項目６５）
　前記バリアントヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドが、Ｒ５９Ｗアミノ酸置換によって特
徴づけられる、項目６４に記載の齧歯類。
（項目６６）
　前記バリアントヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドが、Ｑ１２１Ｘアミノ酸置換によって
特徴づけられる、項目６４に記載の齧歯類。
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（項目６７）
　前記ヒト部分が、前記齧歯類における発現のためにコドン最適化された配列を含む、項
目６２～６６のいずれか一項に記載の齧歯類。
（項目６８）
　前記齧歯類が、マウスまたはラットである、項目６２～６７のいずれか一項に記載の齧
歯類。
【図面の簡単な説明】
【００５０】
　以下の図から成る本明細書に含まれる図面は、例示目的のみであり限定を目的としない
。
【００５１】
【図１】図１は、非ヒト（例えば、マウス）のゲノム構造及びヒトアンジオポエチン様タ
ンパク質８（ＡＮＧＰＴＬ８）遺伝子の正確な縮尺ではない代表的な図を示す。エクソン
は、各エクソンの下に番号を付与されている。各遺伝子に対する非翻訳領域（オープンボ
ックス）もまた示されている。シグナルペプチドをコードするコード配列の相対的な部分
がそれぞれの遺伝子につきエクソン１の上に示される。
【００５２】
【図２】図２は、ヒトＡＮＧＰＴＬ８（ｈＡＮＧＰＴＬ８、配列番号６）、マウスＡｎｇ
ｐｔｌ８（ｍＡｎｇｐｔｌ８、配列番号４）、ラットＡｎｇｐｔｌ８（ｒＡｎｇｐｔｌ８
、配列番号２）、及び操作されたＡｎｇｐｔｌ８（ｅｎｇＡｎｇｐｔｌ８、配列番号８）
の代表的なアミノ酸配列のアライメントを示す。アスタリスク（＊）は、同一のアミノ酸
を示す；コロン（：）は、保存的置換を示す；ピリオド（．）は、半保存的置換を示す；
空白は、非保存的置換を示す；四角囲みのアミノ酸残基は、シグナルペプチドを示す。
【００５３】
【図３】図３は、非ヒトＡｎｇｐｔｌ８遺伝子のヒト化のための例示的方法の、正確な縮
尺ではない代表的な図を示す。上：相同的組み換えによるマウスＡｎｇｐｔｌ８座位内へ
の挿入のための実施例１に従って作られた標的化ベクター；下：相同的組み換えによる標
的化ベクターの挿入及び選択カセットのリコンビナーゼ介在除去後の標的マウスＡｎｇｐ
ｔｌ８座位。選択されたヌクレオチド接合部の場所は各接合部の下の線で示され、それぞ
れ配列番号で示されている。
【００５４】
【図４】図４は、実施例１に記載されたアッセイで用いられるプローブのおよその場所を
示す、マウス及びヒトアンジオポエチン様タンパク質８（ＡＮＧＰＴＬ８）遺伝子のゲノ
ム構造の正確な縮尺ではない代表的な図を示す。内因性マウスＡｎｇｐｔｌ８遺伝子のヒ
ト化に用いられる例示的合成ＤＮＡ断片の長さ、及び対応する欠失が、以下のそれぞれの
遺伝子に示され、実施例１に記載される。
【００５５】
【図５】図５は、実施例に２に記載のヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子（ＡＮＧＰＴＬ８ｈｕ

ｍ／ｈｕｍ）のための野生型（ＷＴ）及びホモ接合性マウスにおける、トリグリセリド、
総コレステロール、低比重リポタンパク質コレステロール（ＬＤＬ－Ｃ）、及び高比重リ
ポタンパク質コレステロール（ＨＬＤ－Ｃ）のレベルをそれぞれ示す。脂質レベルは、静
脈血から分離された血漿中にｍｇ／ｄＬで示される。
【００５６】
【図６】図６は、実施例３に記載のヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子のためのホモ接合性マウ
スにおけるヒトＡＮＧＰＴＬ８の組織特異的（肝臓及び脂肪組織）発現をそれぞれ示す。
発現レベルは、１００万マッピングにつき１キロベースの転写物（ＲＰＫＭ）当たりの読
み取りデータとして示される。
【００５７】
【図７】図７は、抗ＡＮＧＰＴＬ８抗体または対照（無関係な特異性を持つアイソタイプ
一致のヒトＩｇＧ）の投与の前後に、実施例４に記載のヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子のた
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めのホモ接合性マウスにおける代表的な血清トリグリセリドレベルを示す。血清トリグリ
セリドレベルは、抗体で治療する前（採血前、ｐｒｅｂｌｅｅｄ）及び後（投与後）にｍ
ｇ／ｄＬとして示される。
【００５８】
【図８－１】図８Ａ－８Ｋ　ｍＲＮＡ配列については、太字はコード配列及び連続的エク
ソンを示し、示される場合、交互の下線文字で分けられている。操作されたｍＲＮＡ配列
については、ヒト配列は括弧に入っている。アミノ酸配列については、シグナル配列が下
線文字で示されている。８Ａ．　ドブネズミ（Ｒａｔｔｕｓ　ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ）Ａ
ｎｇｐｔｌ８ｍＲＮＡ（配列番号１、ＮＣＢＩ参照配列ＮＭ＿００１２７１７１０．１）
８Ｂ．　ドブネズミ（Ｒａｔｔｕｓ　ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ）Ａｎｇｐｔｌ８アミノ酸（
配列番号２、ＮＣＢＩ参照配列　ＮＰ＿００１２５８６３９．１）８Ｃ．　ハツカネズミ
（Ｍｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ）Ａｎｇｐｔｌ８ｍＲＮＡ（配列番号３、ＮＣＢＩ参照配列
ＮＭ＿００１０８０９４０．１）８Ｄ．　ハツカネズミ（Ｍｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ）Ａ
ｎｇｐｔｌ８アミノ酸（配列番号４、ＮＣＢＩ参照配列ＮＰ＿００１０７４４０９．１）
８Ｅ．　ヒト（Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ）ＡＮＧＰＴＬ８ｍＲＮＡ（配列番号５、ＮＣ
ＢＩ参照配列ＮＭ＿０１８６８７．６）８Ｆ．　ヒト（Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ）ＡＮ
ＧＰＴＬ８アミノ酸（配列番号６、ＮＣＢＩ参照配列ＮＰ＿０６１１５７．３）８Ｇ．　
操作されたＡｎｇｐｔｌ８ｍＲＮＡの例（配列番号７）８Ｈ．　操作されたＡｎｇｐｔｌ
８アミノ酸の例（配列番号８）８Ｉ．　操作された非ヒトＡｎｇｐｔｌ８遺伝子に対する
合成ＤＮＡ断片の例（配列番号９、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１～４及び３’
ＵＴＲを含む～２，３８３ｂｐ）８Ｊ．　選択カセットを含む操作されたＡｎｇｐｔｌ８
アレルの例（配列番号１０、大文字の太字で示されるヒト配列、小文字で示される選択カ
セット配列、及び普通の大文字で示されるマウス配列）８Ｋ．　選択カセットのリコンビ
ナーゼ介在除去後の操作されたＡｎｇｐｔｌ８アレルの例（配列番号１１、太字の大文字
で示されるヒト配列、小文字で示される選択カセットのリコンビナーゼ介在除去後の残り
の配列、及び普通の大文字で示されるマウス配列）
【図８－２】同上。
【図８－３】同上。
【図８－４】同上。
【図８－５】同上。
【図８－６】同上。
【図８－７】同上。
【図８－８】同上。
【図８－９】同上。
【００５９】
【図９】図９Ａ　上流の挿入点をまたぐヌクレオチド配列を示しており、挿入点でヒトＡ
ＮＧＰＴＬ８ゲノム配列と連続した内因性マウス配列（太字のＡＴＧ開始コドンとともに
下の括弧内に含まれている）を示している。
【００６０】
　図９Ｂ　自己削除型ネオマイシンカセットの５’末端をまたぐヌクレオチド配列を示し
ており、挿入点の下流のカセット配列（斜体のＸｈｏＩ部位及び太字のｌｏｘＰ部位とと
もに下の括弧内に含まれている）と連続したヒトＡＮＧＰＴＬ８ゲノム配列を示す。
【００６１】
　図９Ｃ　自己削除型ネオマイシンカセットの３’末端の下流挿入点をまたぐヌクレオチ
ド配列を示しており、マウスＡｎｇｐｔｌ８ゲノム配列と連続したカセット配列（太字の
ｌｏｘＰ部位、下線のＩ－ＣｅｕＩ認識部位、及び斜体のＮｈｅＩ認識部位とともに下の
括弧内に含まれている）を示す。
【００６２】
　図９Ｄ　ネオマイシンカセット（ヒトＡＮＧＰＴＬ８３’ＵＴＲとマウスＡｎｇｐｔｌ
８３’ＵＴＲとの間に残留する７７ｂｐ）の削除後の下流挿入点をまたぐヌクレオチド配
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列を示しており、残りのカセット配列（斜体のＸｈｏＩ及びＮｈｅＩ認識部位、太字のｌ
ｏｘＰ部位、及び下線のＩ－ＣｅｕＩ制限部位とともに下の括弧内に含まれている）と並
置されたヒト及びマウスのゲノム配列を示す。
【発明を実施するための形態】
【００６３】
［用語の定義］
　本発明は本明細書に記載された特定の方法および実験条件に限定されないが、それはこ
のような方法および条件は変化する場合があるからである。本発明の範囲は請求項によっ
て定義されるので、本明細書に使用される用語は、特定の実施形態のみを記載する目的で
使用されており、限定を意図しないことも理解される。
【００６４】
　別段の定めがない限り、本明細書に使用されるすべての用語および語句は、そうでない
ことが明確に示されている、あるいは用語または語句が使用されている文脈から明らかに
明白な場合を除き、その用語および語句が当技術分野で獲得された意味を含む。本明細書
で記載したものと類似または同等な任意の方法および材料も、本発明の実施または試験に
使用できるが、特定の方法および材料をこれから記載する。本明細書で言及されたすべて
の特許および非特許出版物は参照により本明細書に組み込まれる。
【００６５】
　本明細書で一つ以上の対象の値に適用される場合、「およそ」は指定された参照値と類
似の値を指す。特定の実施形態では、「およそ」または「約」という用語は、別段定めが
ない限り、または文脈からそうでないことが明らかな場合（このような数字が可能な値の
１００％を超える場合を除く）を除いて、指定された参照値のいずれかの方向に２５％、
２０％、１９％、１８％、１７％、１６％、１５％、１４％、１３％、１２％、１１％、
１０％、９％、８％、７％、６％、５％、４％、３％、２％、１％またはそれ未満以内の
範囲の値を指す。
【００６６】
　「生物学的に活性」は、本明細書で使用される場合、生物系、インビトロまたはインビ
ボ（例えば、生物中）で活性を持つ任意の薬剤の特徴を示す。例えば、生物内に存在する
時、その生物内で生物学的効果を持つ薬剤は生物学的に活性であるとみなされる。特定の
実施形態では、タンパク質またはポリペプチドが生物学的に活性な場合、タンパク質また
はポリペプチドの少なくとも一つの生物学的活性を共有するそのタンパク質またはポリペ
プチドの一部は、「生物学的に活性」な部分と典型的に呼ばれる。
【００６７】
　「同等」は、本明細書で使用される場合、お互いに同一ではない場合があるが、それら
の間の比較を許容するのに十分類似しており、従って観察された差または類似性に基づい
て合理的に結論を出すことができる、二つ以上の薬剤、実在物、状況、状態のセットなど
を示す。当業者であれば、文脈内において、同等とみなされるために二つ以上のこのよう
な薬剤、実体、状況、状況のセットなどに対して、ある所定の状況でどの程度の同一性が
必要かを理解するであろう。
【００６８】
　「保存的」は、本明細書で使用される場合、保存的アミノ酸置換を記載する例を指し、
類似の化学特性（例えば、電荷または疎水性）を伴う側鎖Ｒ基を有する別のアミノ酸残基
によるアミノ酸残基の置換を含む。一般的に、保存的アミノ酸置換は、対象のタンパク質
の機能特性、例えば、リガンドに結合する受容体の能力などを実質的に変化させない。類
似の化学特性を伴う側鎖を有するアミノ酸群の例には以下が挙げられる：例えばグリシン
（Ｇｌｙ、Ｇ）、アラニン（Ａｌａ、Ａ）、バリン（Ｖａｌ、Ｖ）、ロイシン（Ｌｅｕ、
Ｌ）、及びイソロイシン（Ｉｌｅ、Ｉ）などの脂肪族側鎖；例えばセリン（Ｓｅｒ、Ｓ）
及びスレオニン（Ｔｈｒ、Ｔ）などの脂肪族－ヒドロキシル側鎖；例えばアスパラギン（
Ａｓｎ、Ｎ）及びグルタミン（Ｇｌｎ、Ｑ）などのアミド含有側鎖；例えばフェニルアラ
ニン（Ｐｈｅ、Ｆ）、チロシン（Ｔｙｒ、Ｙ）、及びトリプトファン（Ｔｒｐ、Ｗ）など
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の芳香族側鎖；例えばリシン（Ｌｙｓ、Ｋ）、アルギニン（Ａｒｇ、Ｒ）、及びヒスチジ
ン（Ｈｉｓ、Ｈ）などの塩基性側鎖；例えばアスパラギン酸（Ａｓｐ、Ｄ）及びグルタミ
ン酸（Ｇｌｕ、Ｅ）などの酸性側鎖；ならびに例えばシステイン（Ｃｙｓ、Ｃ）及びメチ
オニン（Ｍｅｔ、Ｍ）などの硫黄含有側鎖。保存的アミノ酸置換基には、例えば、バリン
／ロイシン／イソロイシン（Ｖａｌ／Ｌｅｕ／Ｉｌｅ、Ｖ／Ｌ／Ｉ）、フェニルアラニン
／チロシン（Ｐｈｅ／Ｔｙｒ、Ｆ／Ｙ）、リシン／アルギニン（Ｌｙｓ／Ａｒｇ、Ｋ／Ｒ
）、アラニン／バリン（Ａｌａ／Ｖａｌ、Ａ／Ｖ）、グルタミン酸／アスパラギン酸（Ｇ
ｌｕ／Ａｓｐ、Ｅ／Ｄ）、及びアスパラギン／グルタミン（Ａｓｎ／Ｇｌｎ、Ｎ／Ｑ）が
含まれる。一部の実施形態では、保存的アミノ酸置換は、例えばアラニンスキャニング変
異誘導などで使用される、アラニンを含むタンパク質の任意の未変性残基の置換である可
能性がある。一部の実施形態では、Ｇｏｎｎｅｔ，Ｇ．Ｈ．ｅｔ　ａｌ．，１９９２，Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ　２５６：１４４３－１４４５に開示されるＰＡＭ２５０対数尤度マトリク
スにおいて正の値を有する保存的置換が行われる。一部の実施形態では、置換は、中等度
に保存的な置換であり、この場合において当該置換は、ＰＡＭ２５０対数尤度マトリクス
で負ではない値を有する。
【００６９】
　「対照」は、本明細書において使用される場合、結果が比較される基準である「対照」
という当技術分野の意味を指す。典型的に、対照は、このような変数についての結論を出
すために、変数を分離することによって実験の完全性を増加させるために使用される。一
部の実施形態では、対照は、コンパレーターを提供するために、試験反応またはアッセイ
と同時に実施される反応またはアッセイである。本明細書で使用される場合、「対照」と
は、「対照動物」を指す場合がある。「対照動物」は本明細書に記載された改変を有する
か、本明細書に記載されたものとは異なる改変を有するか、または未改変（すなわち、野
生型動物）である場合がある。一つの実験では、「試験」（すなわち、試験されている変
数）が適用される。第二の実験では、「対照」（すなわち、試験されている変数）は適用
されない。一部の実施形態では、対照は歴史的対照（すなわち、以前に実施された試験ま
たはアッセイの、または以前に知られた量または結果）である。一部の実施形態では、対
照は印刷されたかまたはそれ以外の方法で保存された記録であるか、またはそれを含む。
対照は、陽性対照または陰性対照である場合がある。
【００７０】
　「破壊」は、本明細書において使用される場合、（例えば、遺伝子または座位などの内
因性相同配列を有する）ＤＮＡ分子との相同組み換え事象の結果を指す。一部の実施形態
では、破壊は、ＤＮＡ配列の挿入、欠失、置換、交換、ミスセンス変異、もしくはフレー
ムシフト、またはこれらの任意の組み合わせを達成または示す場合がある。挿入は、遺伝
子全体または遺伝子の断片（例えば、エクソン）の挿入を含む場合があり、これは内因性
配列以外の起源のもの（例えば、異種配列）であってもよい。一部の実施形態では、破壊
は遺伝子または遺伝子産物の（例えば、遺伝子によってコードされたタンパク質の）発現
及び／または活性を増加する場合がある。一部の実施形態では、破壊は遺伝子または遺伝
子産物の発現及び／または活性を減少する場合がある。一部の実施形態では、破壊は遺伝
子またはコードされた遺伝子産物（例えば、コードされたタンパク質）の配列を変える場
合がある。一部の実施形態では、破壊は遺伝子またはコードされた遺伝子産物（例えば、
コードされたタンパク質）を切断または断片化する場合がある。一部の実施形態では、破
壊は遺伝子またはコードされた遺伝子産物を延長する場合があり、一部の実施形態では、
破壊は融合タンパク質の組立てを達成する場合がある。一部の実施形態では、破壊は遺伝
子または遺伝子産物のレベルに影響するが活性には影響しない場合がある。一部の実施形
態では、破壊は遺伝子または遺伝子産物の活性に影響するがレベルには影響しない場合が
ある。一部の実施形態では、破壊は遺伝子または遺伝子産物のレベルに対して顕著な効果
を持たない場合がある。一部の実施形態では、破壊は遺伝子または遺伝子産物の活性に対
して顕著な効果を持たない場合がある。一部の実施形態では、破壊は遺伝子または遺伝子
産物のレベルまたは活性のいずれに対しても顕著な効果を持たない場合がある。
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【００７１】
　「決定する」、「測定する」、「査定する」、「評価する」、「検査する」及び「分析
する」は、本明細書において相互交換可能に使用され、任意の形態の測定結果を指し、要
素が存在するかどうかの決定を含む。これらの用語は、定量的及び／または定性的決定の
両方を含む。アッセイは相対的または絶対的である場合がある。「の存在をアッセイする
」ことは、存在する何かの量を決定する及び／またはそれが存在するか不在かを決定する
ことである可能性がある。
【００７２】
　「内因性座位」または「内因性遺伝子」は、本明細書において用いられる場合、本明細
書に記載される変更、破壊、欠失、挿入、改変、交換、または置換の導入前に、親または
指標生物において存在する座位を指す。一部の実施形態では、内因性座位は自然界で見ら
れる配列を有する。一部の実施形態では、内因性座位は野生型座位である。一部の実施形
態では、指標生物は野生型生物である。一部の実施形態では、指標生物は操作された生物
である。一部の実施形態では、指標生物は実験室で繁殖された生物（野生型または操作さ
れた）である。
【００７３】
　「内因性プロモーター」は、本明細書で使用される場合、例えば、野生型生物で、内因
性遺伝子と自然に関連するプロモーターを指す。
【００７４】
　「操作された（Ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ）」は、本明細書において使用される場合、概し
て、ヒトの手により操作された態様を指す。例えば一部の実施形態では、自然界での順序
では一緒に連結されていない２つ以上の配列がヒトの手により操作され、操作ポリヌクレ
オチド中で互いに直接連結された場合に、ポリヌクレオチドが「操作された」とみなされ
得る。一部の特定のかかる実施形態において、操作されたポリヌクレオチドは、自然界で
第一のコード配列と作動的に関連しているが、第二のコード配列とは作動的に関連せずに
存在し、ヒトの手により連結されて第二のコード配列と作動的に関連した調節配列を含ん
でいてもよい。あるいは、またはさらに、一部の実施形態では、各々、自然界では互いに
連結されていないポリペプチド要素またはドメインをコードしている第一及び第二の核酸
配列が、１つの操作されたポリヌクレオチドにおいて互いに連結されていてもよい。同様
に、一部の実施形態では、細胞または生物体が操作され、それによりその遺伝情報が変更
された（例えば、従前には存在していなかった新たな遺伝物質が導入されたり、または従
前には存在していた遺伝物質が変更もしくは除去された）場合に、「操作された」とみな
され得る。一般的なことであり、当技術分野の当業者に理解されているとおり、操作され
たポリヌクレオチドまたは細胞の子孫物も典型的に、実際の操作は過去の実体に対して行
われていたのだとしても、「操作された」とみなされる。さらに、当技術分野の当業者に
より認識されているように、様々な技法が利用可能であり、それらを介して、本明細書に
記載される「操作」を行うことができる。例えば、一部の実施形態では、「操作」には、
分析または比較を行うようプログラムされた、または推奨された配列及び／もしくは選択
された配列を別手段などにより分析するようプログラムされた、コンピューターシステム
の使用を介して（例えば核酸配列、ポリペプチド配列、細胞、組織及び／または生物体の
）選択または設計を行うことを含んでもよい。あるいは、またはさらに、一部の実施形態
では「操作」には、インビトロ化学合成技術の使用、及び／または組み換え核酸技術、例
えば（例えばポリメラーゼ鎖反応などを介した）核酸増幅、ハイブリダイゼーション、突
然変異誘導、形質転換、トランスフェクションなどの使用を含んでもよく、及び／または
様々な任意の制御交配法の使用を含んでもよい。当技術分野の当業者に認識されているよ
うに、様々な確立されているかかる技術（例えば組み換えＤＮＡ、オリゴヌクレオチド合
成、ならびに組織培養及び形質転換（例えばエレクトロポレーション法、リポフェクショ
ン法など））が当技術分野に公知であり、様々な概説および詳説の参照文献中に記載され
ており、それらは本明細書全体を通じ引用及び／または検討されている。例えば、Ｓａｍ
ｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔ
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ｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　（２ｄ　ｅｄ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１
９８９）を参照のこと。
【００７５】
　「遺伝子」は、本明細書において使用される場合、産物（例えばＲＮＡ産物及び／また
はポリペプチド産物）をコードする、染色体中のＤＮＡ配列を指す。一部の実施形態では
、遺伝子は、コード配列（すなわち、特定の産物をコードする配列）を含む。一部の実施
形態では、遺伝子は、非コード配列を含む。一部の特定の実施形態では、遺伝子は、コー
ド配列（例えばエクソン配列）と非コード配列（例えばイントロン配列）の両方を含んで
もよい。一部の実施形態では、遺伝子は、１つ以上の調節配列（例えば、プロモーター、
エンハンサーなど）を含んでもよく、及び／または例えば遺伝子発現（例えば、細胞型特
異的発現、誘導発現、など）の１つ以上の態様を制御することができる、もしくは影響を
与えることができるイントロン配列を含んでもよい。明白性を目的として、本発明者らは
以下のことを記載する。本明細書において使用される場合、「遺伝子」という用語は、概
して、ポリペプチドをコードする核酸の一部を指す；当該用語は、任意で、調節配列を包
含する場合があり、これは当技術分野の当業者には、文脈から明白であろう。この定義は
、「遺伝子」という用語が、非タンパク質をコードする発現単位に適用されることを除外
する意図はなく、本明細書に使用される当該用語は、多くの場合においてはポリペプチド
をコードする核酸を指すことを明白にすることを意図する。
【００７６】
　「異種」は、本明細書において用いられる場合、異なる起源からの主体または実体を指
す。例えば、特定の細胞もしくは生物に存在するポリペプチド、遺伝子、または遺伝子産
物に関連して使用される場合、該用語は、関連ポリペプチド、遺伝子または遺伝子産物が
、１）ヒトの手により操作されていること、２）ヒトの手を介して（例えば、遺伝子操作
を介して）細胞または生物（またはその前駆体）に導入されていること、及び／または３
）当該関連細胞もしくは生物（例えば関連細胞型または生物型）中に自然状態では産生さ
れない、または存在しないこと、を明らかにする。
【００７７】
　「宿主細胞」は、本明細書において用いられる場合、その中に異種（例えば、外来性）
核酸またはタンパク質が導入された細胞を指す。当業者が本開示を読めば、このような用
語が特定の主題細胞を指すだけでなく、このような細胞の子孫を指すためにも使用される
ことを理解するであろう。特定の改変は突然変異または環境の影響のいずれかにより後続
世代にも起こる場合があり、このような子孫は、実際は、親細胞と同一でない場合がある
が、それでも本明細書において用いられる場合、それらは「宿主細胞」という用語の範囲
内に含まれる。一部の実施形態では、宿主細胞は原核細胞または真核細胞であるかそれを
含む。一般的に、宿主細胞は、細胞が指定される種に関わらず、異種核酸またはポリペプ
チドの受け入れ及び／または生産に適した任意の細胞である。細胞の例としては、原核生
物及び真核生物（単細胞または多細胞）の細胞、細菌細胞（例えば、大腸菌、バチルス属
、ストレプトマイセス属などの株）、マイコバクテリア細胞、真菌細胞、酵母細胞（例え
ば、出芽酵母、分裂酵母、ピヒア　メタノリカなど）、植物細胞、昆虫細胞（例えば、Ｓ
Ｆ－９、ＳＦ－２１、バキュロウイルス感染昆虫細胞、イラクサギンウワバなど）、非ヒ
ト動物細胞、ヒト細胞、または例えば、ハイブリドーマもしくはクアドローマなどの細胞
融合が挙げられる。一部の実施形態では、細胞はヒト、サル、類人猿、ハムスター、ラッ
ト、またはマウス細胞である。一部の実施形態では、細胞は原核であり以下の細胞から選
択される：ＣＨＯ（例えば、ＣＨＯ　Ｋ１、ＤＸＢ－１１　ＣＨＯ、Ｖｅｇｇｉｅ－ＣＨ
Ｏ）、ＣＯＳ（例えば、ＣＯＳ－７）、網膜細胞、Ｖｅｒｏ、ＣＶ１、腎臓（例えば、Ｈ
ＥＫ２９３、２９３　ＥＢＮＡ、ＭＳＲ　２９３、ＭＤＣＫ、ＨａＫ、ＢＨＫ）、ＨｅＬ
ａ、ＨｅｐＧ２、ＷＩ３８、ＭＲＣ　５、Ｃｏｌｏ２０５、ＨＢ　８０６５、ＨＬ－６０
、（例えば、ＢＨＫ２１）、Ｊｕｒｋａｔ、Ｄａｕｄｉ、Ａ４３１（表皮）、ＣＶ－１、
Ｕ９３７、３Ｔ３、Ｌ細胞、Ｃ１２７細胞、ＳＰ２／０、ＮＳ－０、ＭＭＴ　０６０５６
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２、セルトリ細胞、ＢＲＬ　３Ａ細胞、ＨＴ１０８０細胞、骨髄腫細胞、腫瘍細胞、及び
前述細胞に由来する細胞株。一部の実施形態では、細胞は一つ以上のウイルス遺伝子、例
えば、ウイルス遺伝子を発現する網膜細胞（例えば、ＰＥＲ．Ｃ６（商標）細胞）を含む
。一部の実施形態では、宿主細胞は単離細胞であるかそれを含む。一部の実施形態では、
宿主細胞は組織の一部である。一部の実施形態では、宿主細胞は生物の一部である。
【００７８】
　「ヒト化」は、本明細書において当分野で理解されている意味で使用される場合、その
構造（すなわち、ヌクレオチドまたはアミノ酸の配列）が、非ヒト動物に自然に存在する
特定の遺伝子またはポリペプチドの構造と実質的にまたは全く同一に対応する部分を含み
、また、関連する特定の非ヒト遺伝子またはタンパク質において存在するものとは異なり
、その代わりに対応するヒト遺伝子またはポリペプチドにおいて存在する同等の構造とよ
り近接に対応する部分も含む核酸またはポリペプチドを指す。一部の実施形態では、「ヒ
ト化」遺伝子は、実質的にヒトポリペプチド（例えば、ヒトタンパク質またはその一部―
例えば、その特性的部分）のもののようなアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードす
る遺伝子である。例えば、膜受容体の場合、「ヒト化」遺伝子は、ヒト細胞外部分のもの
のようなアミノ酸配列及び非ヒト（例えば、マウス）ポリペプチドのもののような残りの
配列を有し、細胞外部分の全部または一部を有するポリペプチドをコードしてもよい。分
泌されたタンパク質の場合、「ヒト化」遺伝子は、ヒト成熟ペプチドのもののような配列
及び非ヒト（例えば、マウス）ペプチドのもののようなシグナル配列を有し、成熟ペプチ
ドの全部または一部を有するポリペプチドをコードしてもよい。一部の実施形態では、ヒ
ト化遺伝子は、ヒト遺伝子のＤＮＡ配列の少なくとも一部分を含む。一部の実施形態では
、ヒト化遺伝子は、ヒト遺伝子のＤＮＡ配列のすべて、または成熟ヒトペプチドもしくは
ポリペプチドに対応する成熟ペプチドまたはポリペプチドをコードするヒト遺伝子のＤＮ
Ａ配列を含む。一部の実施形態では、ヒト化ポリペプチドは、ヒトポリペプチドに見られ
る一部分を有する配列を含む。一部の実施形態では、ヒト化ポリペプチドは、ヒトポリペ
プチドの配列全体を含み、ヒト遺伝子のホモログまたはオルソログに対応する非ヒト動物
の内因性座位から発現される。
【００７９】
　「同一性」は、配列の比較と関連して本明細書において用いられる場合、ヌクレオチド
及び／またはアミノ酸配列の同一性を測定するために使用できる当技術分野において公知
の多くの異なるアルゴリズムによって決定される同一性を指す。一部の実施形態では、本
明細書に記載された同一性は、１０．０のギャップ開始ペナルティ、０．１のギャップ延
長ペナルティを用い、Ｇｏｎｎｅｔ類似性マトリックス（ＭＡＣＶＥＣＴＯＲ（商標）１
０．０．２、ＭａｃＶｅｃｔｏｒ　Ｉｎｃ．、２００８年）を使用したＣｌｕｓｔａｌＷ
　ｖ．１．８３（ｓｌｏｗ）アラインメントを使用して決定される。
【００８０】
　「インビトロ」は、本明細書で使用する場合、多細胞生物体内ではなく、例えば試験管
または反応容器などの人工的環境、細胞培養などにおいて発生する事象を指す。
【００８１】
　「インビボ」は、本明細書で使用される場合、例えばヒト及び非ヒト動物などの多細胞
生物体内で発生する事象を指す。細胞系のシステムの文脈において、当該用語を使用して
、（例えばインビトロシステムとは対照的に）、生きた細胞内で発生する事象を指すのに
使用される場合もある。
【００８２】
　「単離された」は、本明細書において使用される場合、（１）（天然環境及び／もしく
は実験環境のいずれかで）最初に産生された時にそれが関連していた成分の少なくとも一
部から分離された物質ならびに／または実体、ならびに／あるいは（２）ヒトの手によっ
て設計、産生、調製、及び／もしくは製造された物質ならびに／または実体を指す。単離
された物質及び／または実体は、それらが最初に関連していたその他の成分の約１０％、
約２０％、約３０％、約４０％、約５０％、約６０％、約７０％、約８０％、約９０％、
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約９１％、約９２％、約９３％、約９４％、約９５％、約９６％、約９７％、約９８％、
約９９％、または約９９％超から分離される場合がある。一部の実施形態では、単離され
た薬剤は、約８０％、約８５％、約９０％、約９１％、約９２％、約９３％、約９４％、
約９５％、約９６％、約９７％、約９８％、約９９％、または約９９％を超えて純粋であ
る。本明細書において用いられる場合、物質は、その他の成分が実質的に含まれない場合
、「純粋」である。一部の実施形態では、当業者であれば理解するように、例えば、一つ
以上の担体または賦形剤（例えば、緩衝剤、溶媒、水など）などの特定のその他の成分と
組み合わされた後でも、物質はまだ「単離された」または「純粋」とさえもみなされる場
合があり、このような実施形態では、物質の単離または純度のパーセントはこのような担
体または賦形剤を含めることなく計算される。一例を挙げると、一部の実施形態では、自
然界に存在するポリペプチドまたはポリヌクレオチドなどの生体高分子は、ａ）導出の起
源またはソースが、自然界の天然状態でそれに付随する成分の一部またはすべてと関連し
ていない時、ｂ）それが、自然界でそれを産生する種と同じ種のその他のポリペプチドま
たは核酸を実質的に含まない時、またはｃ）自然界でそれを産生する種ではない細胞また
はその他の発現系によって発現されるか、またはそうでなければそれからの成分と関連し
ている時、「単離された」とみなされる。ゆえに、例えば、一部の実施形態では、化学的
に合成された、または自然界でそれを産生するものとは異なる細胞系で合成されたポリペ
プチドは、「単離された」ポリペプチドとみなされる。あるいはまたは追加的に、一部の
実施形態では、一つ以上の精製技術を受けたポリペプチドは、それが、ａ）それが自然界
で関連している、及び／またはｂ）最初に産生された時にそれが関連していたその他の成
分から分離されている限りは「単離された」ポリペプチドとみなされることができる。
【００８３】
　「座位」は、本明細書において使用される場合、遺伝子（または重要な配列）、ＤＮＡ
配列、ポリペプチドをコードする配列、または生物ゲノムの染色体上の位置の特定の場所
を含む。例えば、「Ａｎｇｐｔｌ８座位」は、Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子、Ａｎｇｐｔｌ８Ｄ
ＮＡ配列、Ａｎｇｐｔｌ８をコードする配列、またはかかる配列が存在する位置について
特定される生物体のゲノムの染色体上のＡｎｇｐｔｌ８の位置の特定の場所を指す場合が
ある。「Ａｎｇｐｔｌ８座位」は、限定されないが、エンハンサー、プロモーター、５’
及び／もしくは３’ＵＴＲ、またはそれらの組み合わせを含む、Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の
調節エレメントを含んでもよい。当技術分野の当業者には、一部の実施形態において、染
色体が、数百、さらには数千の遺伝子を含有し得ること、及び異なる種の間で比較した場
合に、類似した座位の物理的な共局在を示し得ることが理解されるであろう。そのような
座位は、シンテニーを共有したと記載される場合がある。
【００８４】
　「非ヒト動物」は、本明細書で使用される場合、ヒトではない任意の脊椎動物を指す。
一部の実施形態では、非ヒト動物は、円口類、硬骨魚、軟骨魚（例えば、サメまたはエイ
）、両生類、は虫類、哺乳類、及び鳥類である。一部の実施形態では、本明細書に記載さ
れる非ヒト動物は、哺乳類である。一部の実施形態では、非ヒト哺乳類は、霊長類、ヤギ
、ヒツジ、ブタ、イヌ、ウシ、または齧歯類である。一部の実施形態では、本明細書に記
載される非ヒト動物は、例えばトビネズミ上科またはネズミ上科の小さな哺乳類である。
一部の実施形態では、本明細書に記載される遺伝的に改変された動物は、齧歯類である。
一部の実施形態では、本明細書に記載される齧歯類はマウス、ラット、ハムスターから選
択される。一部の実施形態では、本明細書に記載される齧歯類はネズミ上科から選択され
る。一部の実施形態では、本明細書に記載される遺伝子改変動物は、ヨルマウス科（例え
ば、マウス様のハムスター）、キヌゲネズミ科（例えば、ハムスター、Ｎｅｗ　Ｗｏｒｌ
ｄラット及びマウス、ハタネズミ）、ネズミ科（純種のマウス及びラット、アレチネズミ
、トゲマウス、タテガミネズミ）、アシナガマウス科（キノボリマウス、ロックマウス、
オジロラット、マダガスカルラット及びマウス）、トゲヤマネ科（例えば、トゲヤマネ）
、及びメクラネズミ科（例えば、メクラネズミ、タケネズミ、及び高原モグラネズミ）か
ら選択された科からのものである。一部のある実施形態では、本明細書に記載される遺伝
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子改変齧歯類は、純種のマウスまたはラット（ネズミ科）、アレチネズミ、トゲマウス、
及びタテガミネズミから選択される。一部のある実施形態では、本明細書に記載される遺
伝子改変マウスは、ネズミ科のメンバーからのものである。一部の実施形態では、本明細
書に記載される非ヒト動物は、齧歯類である。一部のある実施形態では、本明細書に記載
される齧歯類は、マウスおよびラットから選択される。一部の実施形態では、本明細書に
記載される非ヒト動物は、マウスである。
【００８５】
　一部の実施形態では、本明細書に記載される非ヒト動物は、Ｃ５７ＢＬ／Ａ、Ｃ５７Ｂ
Ｌ／Ａｎ、Ｃ５７ＢＬ／ＧｒＦａ、Ｃ５７ＢＬ／ＫａＬｗＮ、Ｃ５７ＢＬ／６、Ｃ５７Ｂ
Ｌ／６Ｊ、Ｃ５７ＢＬ／６ＢｙＪ、Ｃ５７ＢＬ／６ＮＪ、Ｃ５７ＢＬ／１０、Ｃ５７ＢＬ
／１０ＳｃＳｎ、Ｃ５７ＢＬ／１０Ｃｒ、及びＣ５７ＢＬ／Ｏｌａから選択されるＣ５７
ＢＬ系のマウスである齧歯類である。一部のある実施形態では、本明細書に記載されるマ
ウスは、１２９Ｐ１、１２９Ｐ２、１２９Ｐ３、１２９Ｘ１、１２９Ｓ１（例えば、１２
９Ｓ１／ＳＶ、１２９Ｓ１／ＳｖＩｍ）、１２９Ｓ２、１２９Ｓ４、１２９Ｓ５、１２９
Ｓ９／ＳｖＥｖＨ、１２９／ＳｖＪａｅ、１２９Ｓ６（１２９／ＳｖＥｖＴａｃ）、１２
９Ｓ７、１２９Ｓ８、１２９Ｔ１、１２９Ｔ２である系から成る群から選択される１２９
系である（例えば、Ｆｅｓｔｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９，Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｇ
ｅｎｏｍｅ　１０：８３６；Ａｕｅｒｂａｃｈ，Ｗ．　ｅｔ　ａｌ．，２０００，Ｂｉｏ
ｔｅｃｈ．２９（５）：１０２４－１０２８，１０３０，１０３２を参照）。一部のある
実施形態では、本明細書に記載される遺伝子改変マウスは、前述の１２９系と前述のＣ５
７ＢＬ／６系との混合である。一部のある実施形態では、本明細書に記載されるマウスは
、前述の１２９系の混合、または前述のＢＬ／６系の混合である。一部のある実施形態で
は、本明細書に記載された混合の１２９系は、１２９Ｓ６（１２９／ＳｖＥｖＴａｃ）系
である。一部の実施形態では、本明細書に記載されるマウスは、ＢＡＬＢ系（例えばＢＡ
ＬＢ／ｃ系）である。一部の実施形態では、本明細書に記載されるマウスは、ＢＡＬＢ系
統及び前述の別系統の混合である。
【００８６】
　一部の実施形態では、本明細書に記載される非ヒト動物は、ラットである。一部のある
実施形態では、本明細書に記載されるラットは、ウィスターラット、ＬＥＡ系統、Ｓｐｒ
ａｇｕｅ　Ｄａｗｌｅｙ系統、フィッシャー系統、Ｆ３４４、Ｆ６、及びＤａｒｋ　Ａｇ
ｏｕｔｉから選択される。一部のある実施形態では、本明細書に記載されたラット系は、
ウィスター、ＬＥＡ、Ｓｐｒａｇｕｅ　Ｄａｗｌｅｙ、フィッシャー、Ｆ３４４、Ｆ６、
及びＤａｒｋ　Ａｇｏｕｔｉから成る群から選択される二つ以上の系の混合である。
【００８７】
　「核酸」は、本明細書において用いられる場合、そのもっとも広い意味で、オリゴヌク
レオチド鎖であるか、もしくはオリゴヌクレオチド鎖に組み込むことができる任意の化合
物及び／または物質を指す。一部の実施形態では、「核酸」とはオリゴヌクレオチド鎖で
あるか、またはホスホジエステル結合でオリゴヌクレオチド鎖に組み込むことができる化
合物及び／または物質である。文脈から明らかであるように、一部の実施形態では、「核
酸」とは個別の核酸残基（例えば、ヌクレオチド及び／またはヌクレオシド）を指し、一
部の実施形態では、「核酸」とは個別の核酸残基を含むオリゴヌクレオチド鎖を指す。一
部の実施形態では、「核酸」はＲＮＡであるかまたはそれを含み、一部の実施形態では、
「核酸」はＤＮＡであるかまたはそれを含む。一部の実施形態では、「核酸」は一つ以上
の天然核酸残基であるか、それらを含むか、またはそれらから成る。一部の実施形態では
、「核酸」は一つ以上の核酸類似体であるか、それらを含むか、またはそれらから成る。
一部の実施形態では、核酸類似体は、ホスホジエステル骨格を利用しないという点で「核
酸」とは異なる。例えば、一部の実施形態では、「核酸」は、当技術分野では知られてお
り、骨格にホスホジエステル結合の代わりにペプチド結合を有する、一つ以上の「ペプチ
ド核酸」であるか、それらを含むか、またはそれらから成り、それらは本発明の範囲内で
あるとみなされる。あるいはまたはさらに、一部の実施形態では、「核酸」は、ホスホジ
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エステル結合ではなく、一つ以上のホスホロチオエート及び／または５’－Ｎ－ホスホラ
ミダイト結合を有する。一部の実施形態では、「核酸」は一つ以上の天然ヌクレオシド（
例えば、アデノシン、チミジン、グアノシン、シチジン、ウリジン、デオキシアデノシン
、デオキシチミジン、デオキシグアノシン、及びデオキシシチジン）であるか、それらを
含むか、またはそれらから成る。一部の実施形態では、「核酸」は、一つ以上のヌクレオ
シド類似体（例えば、２－アミノアデノシン、２－チオチミジン、イノシン、ピロロ－ピ
リミジン、３－メチルアデノシン、５－メチルシチジン、Ｃ－５プロピニル－シチジン、
Ｃ－５プロピニル－ウリジン、２－アミノアデノシン、Ｃ５－ブロモウリジン、Ｃ５－フ
ルオロウリジン、Ｃ５－ヨードウリジン、Ｃ５－プロピニル－ウリジン、Ｃ５－プロピニ
ル－シチジン、Ｃ５－メチルシチジン、２－アミノアデノシン、７－デアザアデノシン、
７－デアザグアノシン、８－オキソアデノシン、８－オキソグアノシン、Ｏ（６）－メチ
ルグアニン、２－チオシチジン、メチル化塩基、インターカレート塩基、及びそれらの組
み合わせ）であるか、それらを含むか、またはそれらから成る。一部の実施形態では、「
核酸」は、天然核酸のものと比べて、一つ以上の改変された糖（例えば、２’－フルオロ
リボース、リボース、２’－デオキシリボース、アラビノース、及びヘキソース）を含む
。一部の実施形態では、「核酸」は、ＲＮＡまたはタンパク質などの機能的遺伝子産物を
コードするヌクレオチド配列を有する。一部の実施形態では、「核酸」は、一つ以上のイ
ントロンを含む。一部の実施形態では、「核酸」は、天然起源物からの単離、相補的鋳型
に基づく重合による酵素合成（インビボまたはインビトロ）、組み換え細胞または系での
複製、及び化学合成の一つ以上によって調製される。一部の実施形態では、「核酸」は、
少なくとも３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、
４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、１００、１１０
、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０、１７０、１８０、１９０、２０、２２５、
２５０、２７５、３００、３２５、３５０、３７５、４００、４２５、４５０、４７５、
５００、６００、７００、８００、９００、１０００、１５００、２０００、２５００、
３０００、３５００、４０００、４５００、５０００またはそれを超える残基の長さであ
る。一部の実施形態では、「核酸」は一本鎖であり、一部の実施形態では、「核酸」は二
重鎖である。一部の実施形態では、「核酸」はポリペプチドをコードするか、またはポリ
ペプチドをコードする配列の補体である少なくとも一つの要素を含むヌクレオチド配列を
有する。一部の実施形態では、「核酸」は酵素活性を有する。
【００８８】
　「動作可能に連結された」は、本明細書において使用される場合、記載される構成要素
が、それらが意図された様式で機能することができるような関係にある並置を指す。コー
ド配列に「動作可能に連結した」制御配列は、制御配列に適合する条件下でコード配列の
発現が達成されるように連結される。「動作可能に連結した」配列は、対象の遺伝子と近
接する発現制御配列と、トランスでまたは離れて作用して対象の遺伝子を制御する発現制
御配列との両方を含む。「発現制御配列」という用語は、本明細書において使用される場
合、それらが連結されているコード配列の発現及びプロセッシングを引き起こすために必
要なポリヌクレオチド配列を指す。「発現制御配列」には、適切な転写開始、終結、プロ
モーター及びエンハンサー配列、スプライシング及びポリアデニル化シグナルなどの効率
的ＲＮＡプロセッシングシグナル、細胞質ｍＲＮＡを安定化する配列、翻訳効率を強化す
る配列（すなわち、コザック配列）、タンパク質安定性を強化する配列、及び望ましい場
合、タンパク質分泌を強化する配列を含む。このような制御配列の性質は、宿主生物によ
って異なる。例えば、原核生物では、このような制御配列は一般的に、プロモーター、リ
ボソーム結合部位、及び転写終結配列を含む一方、真核生物では、典型的に、このような
制御配列はプロモーター及び転写終結配列を含む。「制御配列」という用語は、その存在
が発現及びプロセッシングのために必須である要素を含むことを意図しており、その存在
が有利である追加的要素、例えば、リーダー配列及び融合パートナー配列も含むことがで
きる。
【００８９】
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　「患者」または「対象」は、本明細書で使用される場合、例えば、実験、診断、予防、
美容、及び／または治療目的で、それに対して提供された組成物が投与されるまたは投与
される場合がある任意の生物を指す。一般的な患者には動物（例えば、マウス、ラット、
ウサギ、非ヒト霊長類、及び／またはヒトなどの哺乳類）を含む。一部の実施形態では、
患者は非ヒト動物である。一部の実施形態では、患者または対象（例えば、非ヒト動物患
者）は、本明細書に記載された改変を有するか、本明細書に記載されたものとは異なる改
変を有するか、または改変を有しない（すなわち、野生型非ヒト動物患者）場合がある。
一部の実施形態では、非ヒト動物は、一つ以上の障害または状態を患っているかまたはそ
れらにかかりやすい。一部の実施形態では、非ヒト動物は、疾患、障害、または状態のう
ち１つ以上のの症状を示す。一部の実施形態では、非ヒト動物は、一つ以上の疾患、障害
または状態と診断されている。
【００９０】
　「ポリペプチド」は、本明細書において使用される場合、アミノ酸の任意のポリマー鎖
を指す。一部の実施形態では、ポリペプチドは、自然界に生じるアミノ酸配列を有する。
一部の実施形態では、ポリペプチドは、自然界に生じないアミノ酸配列を有する。一部の
実施形態では、ポリペプチドは、互いに別々に自然界に生じる部分を含有するアミノ酸配
列を有する（すなわち、例えば、ヒトおよび非ヒト部分など、二つ以上の異なる生物から
のもの）。一部の実施形態では、ポリペプチドは、それがヒトの手の作用を通して、設計
及び／または産生されるという点で、操作されたアミノ酸配列を有する。
【００９１】
　「プロモーターまたはプロモーター配列」は、本明細書で使用される場合、細胞（例え
ば、直接または他のプロモーター結合ポリペプチドまたは物質を介して）中のＲＮＡポリ
メラーゼによって結合し、及びコード配列の転写を開始することのできる、ＤＮＡ調節領
域を指す。プロモーター配列は、一般に、転写開始部位が、その３’末端に結合し、上流
（５’方向）に伸びて、任意のレベルで転写を開始するために必要な最低数の塩基または
要素を含む。プロモーターは、エンハンサー及びリプレッサー配列を含む、発現制御配列
に動作可能に関連付けられるか、動作可能に連結されるか、または発現するべき対象の核
酸に関連付けられてもよい。一部の実施形態では、プロモーターは誘導性でもよい。一部
の実施形態では、誘導性プロモーターは一方向性または双方向性でもよい。一部の実施形
態では、プロモーターは構造性プロモーターでもよい。一部の実施形態では、プロモータ
ーはハイブリッドプロモーターでもよく、ハイブリッドプロモーターにおいては、転写調
節領域を含有する配列は一つのソースから得て、転写開始領域を含有する配列は第２のソ
ースから得る。導入遺伝子内で制御要素をコード配列に連結させるのためのシステムは、
当技術分野で公知である。例えば、一般的な分子生物学的技術及び組み換えＤＮＡ技術は
、Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｇｅｎｅ　Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎに記載されている
。Ａｎ　Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ
，５ｔｈ　Ｅｄ．，ｅｄ．Ｂｙ　Ｏｌｄ，Ｒ．Ｗ．ａｎｄ　Ｓ．Ｂ．Ｐｒｉｍｒｏｓｅ，
Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，Ｉｎｃ．，１９９４；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌ
ｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　Ｅｄ．，ｅｄ．ｂｙ　
Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．ｅｔ　ａｌ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ：１９８９．
【００９２】
　「組み換え」は、本明細書で使用される場合、組み換え手段によって設計、操作、調製
、発現、生成または単離されたポリペプチドを指すことが意図されており、例えば、宿主
細胞中にトランスフェクトされた組み換え発現ベクターを使用して発現されたポリペプチ
ド、組み換えコンビナトリアルヒトポリペプチドライブラリから単離されたポリペプチド
（Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ　Ｈ．Ｒ．，１９９７，ＴＩＢ　Ｔｅｃｈ．１５：６２－７０；
Ａｚｚａｚｙ　Ｈ．，ａｎｄ　Ｈｉｇｈｓｍｉｔｈ　Ｗ．Ｅ．，２００２　Ｃｌｉｎ．Ｂ
ｉｏｃｈｅｍ．３５：４２５－４５；Ｇａｖｉｌｏｎｄｏ　Ｊ．Ｖ．，ａｎｄ　Ｌａｒｒ
ｉｃｋ　Ｊ．Ｗ．２００２，ＢｉｏＴｅｃｈ．２９：１２８－４５；Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏ
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ｍ　Ｈ．，ａｎｄ　Ｃｈａｍｅｓ　Ｐ．，２０００，Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｔｏｄａｙ
　２１：３７１－８）、ヒト免疫グロブリン遺伝子に対しトランスジェニックである動物
（例えば、マウス）から単離された抗体（例えば、Ｔａｙｌｏｒ，Ｌ．Ｄ．，ｅｔ　ａｌ
．，１９９２，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２０：６２８７－９５；Ｋｅｌｌｅｒｍ
ａｎｎ　Ｓ－Ａ．，ａｎｄ　Ｇｒｅｅｎ　Ｌ．Ｌ．，２００２，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１３：５９３－７；Ｌｉｔｔｌｅ　Ｍ．ｅｔ　ａｌ．，２０００，
Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄａｙ　２１：３６４－３７０；Ｍｕｒｐｈｙ，Ａ．Ｊ．，ｅｔ　
ａｌ．，２０１４，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．１１１（１４
）：５１５３－８を参照）または選択された配列要素の相互スプライスを伴うその他の任
意の手段によって調製、発現、生成または単離されたポリペプチドを指す。一部の実施形
態では、このような選択された配列要素の一つ以上は自然界に存在する。一部の実施形態
では、このような選択された配列要素の一つ以上はインシリコで設計される。一部の実施
形態では、一つ以上のこのような選択配列要素は、例えば、天然または合成起源の既知の
配列要素の変異誘導（例えば、インビボまたはインビトロ）から生じる。例えば、一部の
実施形態では、組み換えポリペプチドは、対象のソース生物（例えば、ヒト、マウスなど
）のゲノムに見られる配列から成る。一部の実施形態では、組み換えポリペプチドは、変
異誘導（例えば、非ヒト動物での、インビトロまたはインビボ）から生じるアミノ酸配列
を有し、従って、組み換えポリペプチドのアミノ酸配列は、ポリペプチド配列から由来す
るが、インビボで非ヒト動物のゲノム内に自然には存在しない場合がある。
【００９３】
　「置換」は、本明細書に記載される場合、それを通して（例えば、ゲノムの）宿主座位
に見られる「置換された」核酸配列（例えば、遺伝子）がその座位から取り除かれ、異な
る「置換」用核酸がその場所に配置されるプロセスを指す。一部の実施形態では、置換さ
れた核酸配列及び置換用核酸配列は、例えば、それらがお互いに相同である、及び／また
は対応する要素（例えば、タンパク質コード要素、調節エレメントなど）を含有するとい
う点でお互いに同等である。一部の実施形態では、置換された核酸配列は、プロモーター
、エンハンサー、スプライス供与部位、スプライスアクセプター部位、イントロン、エク
ソン、非翻訳領域（ＵＴＲ）のうち一つ以上を含み、一部の実施形態では、置換用核酸配
列は、一つ以上のコード配列を含む。一部の実施形態では、置換された核酸配列は置換さ
れた核酸配列のホモログである。一部の実施形態では、置換用核酸配列は置換された配列
のオルソログである。一部の実施形態では、置換用核酸配列はヒト核酸配列であるかまた
はそれを含む。一部の実施形態では、置換用核酸配列は操作された核酸配列であるかまた
はそれを含む。一部の実施形態では、置換用核酸配列がヒト核酸配列であるかまたはそれ
を含む場合を含め、置換された核酸配列は齧歯類配列（例えば、マウスまたはラット配列
）であるかまたはそれを含む。そのように配置された核酸配列は、そのように配置された
配列を得るために使用されるソース核酸配列の一部である一つ以上の調節配列を含む場合
がある（例えば、プロモーター、エンハンサー、５’－または３’－非翻訳領域など）。
例えば、様々な実施形態で、置換は、そのように配置された核酸配列（異種配列を含む）
からの遺伝子産物の産生を生じる異種配列を伴う内因性配列の代替であるが、内因性配列
の発現の代替ではない。置換は、内因性配列によってコードされるポリペプチドと類似の
機能を有するポリペプチドをコードする核酸配列を持つ内因性ゲノム配列のものである（
例えば、全てまたは一部において、内因性ゲノム配列はＡｎｇｐｔｌ８ポリペプチドをコ
ードし、ＤＮＡ断片は一つ以上のヒトＡｎｇｐｔｌ８ポリペプチドをコードする）。様々
な実施形態で、内因性遺伝子またはその断片は、対応するヒト遺伝子またはその断片で置
換される。対応するヒト遺伝子もしくはその断片は、ヒト遺伝子もしくはそのオルソログ
である断片であるか、または置換される内因性遺伝子もしくはその断片と、構造及び／も
しくは機能において、実質的に類似しているかもしくは同じである。
【００９４】
　「参照」は、本明細書で使用される場合、対象の剤、動物、コホート、個人、集団、サ
ンプル、配列または値が比較される、標準または対照の剤、コホート、個人、集団、サン
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プル、配列または値を記載する。一部の実施形態では、参照薬剤、コホート、個人、集団
、サンプル、配列または値は、対象の薬剤、コホート、個人、集団、サンプル、配列また
は値の試験または決定と実質的に同時に試験され及び／または決定される。一部の実施形
態では、参照薬剤、コホート、個人、集団、サンプル、配列または値は、随意に有形媒体
で具現化された歴史的参照である。一部の実施形態では、参照は対照を指す場合がある。
本明細書で使用される場合、「参照」は「参照動物」を指す場合がある。「参照動物」は
本明細書に記載された改変を有するか、本明細書に記載されたものとは異なる改変を有す
るか、または未改変（すなわち、野生型動物）である場合がある。典型的には、当業者に
は理解されるように、参照薬剤、動物、コホート、個人、集団、サンプル、配列または値
は、対象の薬剤、動物（例えば、哺乳類）、コホート、個人、集団、サンプル、配列もし
くは値を決定または特徴付けるために利用されるものと同等の条件下で決定または特徴付
けられる。
【００９５】
　「実質的に」は、本明細書で使用される場合、対象の特徴または特性のすべてのまたは
ほぼすべての範囲または程度を示す定性的状態を指す。生物学分野の当業者であれば、生
物学的および化学的な現象はあったとしても、完了まで進む、及び／または完全な状態ま
で進行する、または絶対的な結果を達成または避けることは稀であることを理解するであ
ろう。従って「実質的に」という用語は、本明細書では、多くの生物学的および化学的現
象に固有の完全性の欠如の可能性をとらえるために使用される。
【００９６】
　「実質的な相同性」は、本明細書で使用される場合、アミノ酸配列間または核酸配列間
の比較を指す。当業者であれば理解するように、二つの配列はそれらが対応する位置に相
同な残基を含有する場合、「実質的に相同」であると一般的にみなされる。相同残基は同
一の残基である場合がある。あるいは、相同残基は、適切に類似の構造及び／または機能
的特徴を持つ非同一残基である場合がある。例えば、当業者には公知のように、特定のア
ミノ酸は「疎水性」または「親水性」アミノ酸、及び／または「極性」または「非極性」
側鎖を有するものとして典型的に分類される。一つのアミノ酸の同じタイプの別のアミノ
酸での置換は、「相同」置換とみなされる場合がよくある。一般的なアミノ酸分類が下記
に要約される。
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【表１Ａ】

【表２】

【００９７】
　当技術分野で公知のように、アミノ酸または核酸配列は、ヌクレオチド配列に対するＢ
ＬＡＳＴＮ及びＢＬＡＳＴＰ、ｇａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴ、ならびにアミノ酸配列に対す
るＰＳＩ－ＢＬＡＳＴなどの市販のコンピュータプログラムで利用可能なものを含む、様
々なアルゴリズムの任意のものを使用して比較することができる。このようなプログラム
の例は、Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９０，Ｂａｓｉｃ　ｌｏｃａｌ　ａｌｉ
ｇｎｍｅｎｔ　ｓｅａｒｃｈ　ｔｏｏｌ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２１５（３）：４０
３－４１０；Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍ
ｏｌ．２６６：１６０－８０；Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｎｕｃｌｅ
ｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３３８９－３４０２；Ｂａｘｅｖａｎｉｓ　ｅｔ　ａ
ｌ．，１９９８　Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ
　ｔｏ　ｔｈｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｇｅｎｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，Ｗ
ｉｌｅｙ；ａｎｄ　Ｍｉｓｅｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．）（１９９９）Ｂｉｏｉｎ
ｆｏｒｍａｔｉｃｓ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ（Ｍｅｔｈｏｄｓ　
ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ．１３２），Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅ
ｓｓ．に記載される。相同配列を特定することに加えて、上述のプログラムは相同性の程
度の指標を典型的に提供する。一部の実施形態では、二つの配列は、残基の関連する区間
に渡って、その対応残基の少なくとも５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％
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、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％
、９８％、９９％またはそれ以上が相同の場合、実質的に相同であるとみなされる。一部
の実施形態では、関連する区間は完全配列である。一部の実施形態では、関連する区間は
少なくとも９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７またはそれ以上の残基
である。一部の実施形態では、関連する区間は完全配列に沿った隣接残基を含む。一部の
実施形態では、関連する区間は完全配列に沿った不連続残基を含む。一部の実施形態では
、関連する区間は少なくとも１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０ま
たはそれ以上の残基である。
【００９８】
　「実質的な同一性」は、本明細書で使用される場合、アミノ酸配列間または核酸配列間
の比較を指す。当業者であれば理解するように、二つの配列はそれらが対応する位置に同
一な残基を含有する場合、「実質的に同一」であると一般的にみなされる。当技術分野で
公知のように、アミノ酸配列または核酸配列は、ヌクレオチド配列に対するＢＬＡＳＴＮ
及びＢＬＡＳＴＰ、ｇａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴ、ならびにアミノ酸配列に対するＰＳＩ－
ＢＬＡＳＴなどの市販のコンピュータプログラムで利用可能なものを含む、様々なアルゴ
リズムの任意のものを使用して比較することができる。このようなプログラムの例は、Ａ
ｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９０，Ｂａｓｉｃ　ｌｏｃａｌ　ａｌｉｇｎｍｅｎ
ｔ　ｓｅａｒｃｈ　ｔｏｏｌ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２１５（３）：４０３－４１０
；Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．２６
６：１６０－８０；Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃ
ｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３３８９－３４０２；Ｂａｘｅｖａｎｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９
９８，Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　ｔ
ｈｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｇｅｎｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，Ｗｉｌｅｙ；
Ｍｉｓｅｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（ｅｄｓ．）（１９９９）Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ
ｓ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ．１３２），Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ．に記載され
る。同一配列の特定に加え、上述のプログラムは、同一性の程度の指標を典型的に提供す
る。一部の実施形態では、二つの配列は、残基の関連する区間に渡って、その対応残基の
少なくとも５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％
、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％またはそ
れ以上が同一の場合、実質的に同一であるとみなされる。一部の実施形態では、関連する
区間は完全配列である。一部の実施形態では、関連する区間は少なくとも１０、１５、２
０、２５、３０、３５、４０、４５、５０またはそれ以上の残基である。
【００９９】
　「標的化ベクター」または「標的化構築物」は、本明細書で使用される場合、標的化領
域を備えるポリヌクレオチド分子を指す。標的化領域は、標的の細胞、組織または動物の
配列と同一または実質的に同一の配列を備え、相同組み換えにより、標的化構築物を、そ
の細胞、組織または動物のゲノム内の位置に統合する。部位特異的リコンビナーゼ認識部
位（例えば、ｌｏｘＰ及び／またはＦｒｔ部位）を使用して標的にする標的化領域も含ま
れる。一部の実施形態では、標的化構築物は、特に関心のある核酸配列または遺伝子、選
択可能マーカー、制御及びまたは調節配列、ならびにこのような配列が関与する組み換え
を支援または促進するタンパク質の外からの追加を通して媒介される組み換えを許容する
その他の核酸配列をさらに含む。一部の実施形態では、標的化構築物は対象の遺伝子の全
部または一部をさらに含み、対象の遺伝子は、内因性配列によってコードされるポリペプ
チドと類似の機能を有するポリペプチドの全部または一部をコードする異種遺伝子である
。一部の実施形態では、標的化構築物は対象のヒト化遺伝子の全部または一部をさらに含
み、対象のヒト化遺伝子は、内因性配列によってコードされるポリペプチドと類似の機能
を有するポリペプチドの全部または一部をコードする。一部の実施形態では、標的化構築
物は対象の操作された遺伝子の全部または一部をさらに含み、対象の操作された遺伝子は
、内因性配列によってコードされるポリペプチドと類似の機能を有するポリペプチドの全
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部または一部をコードする。
【０１００】
　「バリアント」は、本明細書で使用される場合、参照実体とかなりの構造的同一性を示
すが、参照実体と比較して、一つ以上の化学的部分の存在またはレベルにおいて、参照実
体とは構造的に異なる実体を指す。多くの実施形態では、「バリアント」は、その参照実
体とは機能的にも異なる。一般的に、特定の実体が、参照実体の「バリアント」と正しく
みなされるかどうかは、参照実体とのその構造同一性の程度に基づく。当業者であれば理
解するように、任意の生物学的または化学的参照実体は特定の特徴的構造要素を有する。
「バリアント」は、定義によると、一つ以上のこのような特徴的構造要素を共有する別個
の化学的実体である。いくつかの例を挙げると、小分子は特徴的なコア構造要素（例えば
、マクロサイクルコア）及び／または一つ以上の特徴的懸垂部分を有する場合があり、従
って小分子のバリアントは、コア構造要素及び特徴的懸垂部分を共有するが、その他の懸
垂部分及び／またはコア内に存在する結合のタイプ（単に対する二重、Ｅに対するＺなど
）が異なるものであり、ポリペプチドは、直線または三次元空間でお互いに対して指定さ
れた位置を有する及び／または特定の生物学的機能に寄与する複数のアミノ酸から成る特
徴的配列要素を有する場合があり、核酸は、直線または三次元空間でお互いに対して指定
された位置を有する複数のヌクレオチド残基から成る特徴的配列要素を有する場合がある
。例えば、「バリアントポリペプチド」は、アミノ酸配列の一つ以上の差異及び／または
ポリペプチド骨格に共有結合した化学的部分（例えば、炭化水素、脂質など）の一つ以上
の差異の結果として、参照ポリペプチドとは異なる場合がある。一部の実施形態では、「
バリアントポリペプチド」は、参照ポリペプチドと少なくとも８５％、８６％、８７％、
８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、
または９９％の全体的配列同一性を示す。あるいはまたはさらに、一部の実施形態では、
「バリアントポリペプチド」は、少なくとも一つの特徴的配列要素を参照ポリペプチドと
共有しない。一部の実施形態では、参照ポリペプチドは一つ以上の生物活性を有する。一
部の実施形態では、「バリアントポリペプチド」は参照ポリペプチドの生物活性の一つ以
上を共有する。一部の実施形態では、「バリアントポリペプチド」は参照ポリペプチドの
生物活性の一つ以上を欠く。一部の実施形態では、「バリアントポリペプチド」は参照ポ
リペプチドと比べて一つ以上の生物活性のレベル減少を示す。多くの実施形態で、特定位
置での少数の配列変更がなければ対象のポリペプチドが親のものと同一のアミノ酸配列を
有する場合、対象のポリペプチドは親または参照ポリペプチドの「バリアント」であると
みなされる。典型的に、親と比べて、バリアントの残基の２０％、１５％、１０％、９％
、８％、７％、６％、５％、４％、３％、２％未満が置換される。一部の実施形態では、
「バリアント」は親と比べて、１０、９、８、７、６、５、４、３、２、または１個の置
換残基を有する。しばしば、「バリアント」は、非常に少数の（例えば、５、４、３、２
、または１未満）の置換された機能残基（すなわち、特定の生物活性に関与する残基）を
有する。さらに、「バリアント」は典型的には５、４、３、２、または１以下の付加また
は欠失を有し、親と比べて付加または欠失を有さないことがよくある。さらに、任意の付
加または欠失は典型的には、約２５、約２０、約１９、約１８、約１７、約１６、約１５
、約１４、約１３、約１０、約９、約８、約７、約６未満であり、通常は約５、約４、約
３、または約２残基である。一部の実施形態では、親または参照ポリペプチドは自然界に
見られるものである。当業者であれば理解するように、特に対象のポリペプチドが感染因
子ペプチドである時、対象の特定ポリペプチドの複数のバリアントは、通常は自然界に見
られる場合がある。
【０１０１】
　「ベクター」は、本明細書で使用される場合、それが関連している別の核酸を輸送する
ことができる核酸分子を指す。一部の実施形態では、ベクターは、染色体外複製及び／ま
たは、真核及び／または原核細胞などの宿主細胞中でそれらが連結する核酸の発現能力が
ある。動作可能に連結された遺伝子の発現を方向付けることができるベクターは、本明細
書では「発現ベクター」と称される。
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【０１０２】
　「野生型」は、本明細書で使用される場合、（変異体、病的、変更などと対照をなす）
「正常」な状態または状況で自然界に存在する構造及び／または活性を有する実体を指す
、当技術分野に理解されている意味を有する。当分野の当業者であれば、野生型の遺伝子
及びポリペプチドはしばしば複数の異なる形態（例えば、アレル）で存在することを理解
するであろう。
【０１０３】
　（特定の実施形態の詳細な説明）
　本発明は、特に、代謝障害の治療のためのＡＮＧＰＴＬ８調節物質（例えば、抗ＡＮＧ
ＰＴＬ８抗体）の治療有効性を決定するためのアンジオポエチン様タンパク質８（ＡＮＧ
ＰＴＬ８）をコードする異種遺伝物質を有する、改良された及び／または操作された非ヒ
ト動物、ならびに脂質（例えば、トリグリセリド）代謝、グルコースホメオスタシス、体
重、組成、及びエネルギー消費の様々な影響を測定するアッセイを提供する。このような
非ヒト動物は、ＡＮＧＰＴＬ８調節因子の治療有効性及びそれらのＡＮＧＰＴＬ８阻害能
力の決定における改善を提供することが考えられる。従って、本発明は、トリグリセリド
機能不全、グルコース不耐性、及び脂質異常症（Ｚｈａｎｇ　ａｎｄ　Ａｂｏｕ－Ｓａｍ
ｒａ，Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ　Ｄｉａｂｅｔｏｌｏｇｙ　２０１４，１３：１３
３）を含む様々な代謝障害から生じる、またはこれらによって特徴づけられる、疾患、障
害、または状態の治療のための抗ＡＮＧＰＴＬ８治療法の開発のために特に有用である。
特に、本発明は、非ヒト動物の血清中のヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドの発現をもたら
す非ヒト（例えばマウス）Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の操作を包含する。このような非ヒト動
物は、代謝障害ならびに／または心血管性の疾患、障害、及び／または状態の治療におい
て、抗ＡＮＧＰＴＬ８治療法の有効性を決定するためのインビボ動物モデルを提供するた
めの能力を有する。一部の実施形態では、本明細書に記載される非ヒト動物は、野生型非
ヒト動物に比較して、増加したトリグリセリドレベルを示す。一部の実施形態では、本明
細書に記載される非ヒト動物は、リポタンパク質代謝のためのインビボ動物を提供する。
一部の実施形態では、本明細書に記載される非ヒト動物は、高トリグリセリド血症のため
のインビボ動物を提供する。
【０１０４】
　一部の実施形態では、本明細書に記載される非ヒト動物によって発現された（または分
泌された）Ａｎｇｐｔｌ８ポリペプチドは、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドのアミノ酸
２２～６０、７７～１３４、１５６～１９３、または２２～１９８に対応する配列を含む
。一部の実施形態では、本明細書に記載される非ヒト動物のゲノム内の遺伝物質によって
コードされるＡｎｇｐｔｌ８ポリペプチドは、シグナルペプチドマウスＡｎｇｐｔｌ８ポ
リペプチドに対応する配列を含む。一部の実施形態では、本明細書に記載される非ヒト動
物は、内因性Ａｎｇｐｔｌ８座位に、非ヒト動物及び異種の種（例えば、ヒト）からの遺
伝物質を含有するＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含む。一部の実施形態では、本明細書に記載さ
れる非ヒト動物は、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１～４の全部または一部を含む
、操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含む。一部の実施形態では、本明細書に記載される
非ヒト動物は、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１及びエクソン２～４のコード部分
を含む、操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含む。一部の実施形態では、本明細書に記載
される非ヒト動物は、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１（または開始コドンを除く
エクソン１のコード部分）、エクソン２、エクソン３、及びエクソン４（３’ＵＴＲを含
む）のコード部分を含む、操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含む。一部の実施形態では
、本明細書に記載される非ヒト動物は、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子の３’ＵＴＲ（例えば
、～２５６ｂｐ）を含む、開始コドンの直後から始まるエクソン１～エクソン４までのコ
ード部分に対応する、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子の～２，３８３ｂｐを含む、操作された
Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子を含む。一部の実施形態では、本明細書に記載される非ヒト動物は
、内因性Ａｎｇｐｔｌ８座位で操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含み、その操作された
Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子は、内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の５’ＵＴＲ、内因性Ａｎｇｐｔ
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ｌ８プロモーターに動作可能に連結した、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１、エク
ソン２、エクソン３、及びエクソン４（３’ＵＴＲを含む）のコード部分を含み、一部の
実施形態では、このような操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を作るのに、該内因性Ａｎｇ
ｐｔｌ８座位で、内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子のエクソン１、エクソン２～３のコード部
分、及びエクソン４のコード部分が除去された。様々な実施形態では、本明細書に記載さ
れる非ヒト動物は、内因性Ａｎｇｐｔｌ８ポリペプチドの全部または一部を検出可能な程
度には発現しない。
【０１０５】
　本発明の様々な態様が以下のセクションに詳細に記載される。セクションの使用は本発
明を限定することを意図しない。各セクションは本発明の任意の態様に適用することがで
きる。本明細書では、特に指定のない限り、「または」の使用は「及び／または」を意味
する。
【０１０６】
アンジオポエチン様タンパク質８（ＡＮＧＰＴＬ８）
　ＡＮＧＰＴＬ８（ＴＤ２６、ＲＩＦＬ、Ｌｉｐａｓｉｎ、Ｃ１９ｏｒｆ８０及びベータ
トロフィンとも呼称される）は、トリグリセリド及びグルコース代謝の両方において示唆
されている、新たに認識されたＡＮＧＰＴＬファミリーメンバーである。系統発生解析は
、ＡＮＧＰＴＬ８が、ＡＮＧＰＴＬ３及びＡＮＧＰＴＬ４と密接に関連すると明らかにし
た（Ｆｕ，Ｚ．ｅｔ．ａｌ．，２０１３，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃ
ｏｍｍｕｎ．４３０：１１２６－３１；Ｑｕａｇｌｉａｒｉｎｉ　Ｆ．ｅｔ　ａｌ；２０
１２，ＰＮＡＳ　１０９：１９７５１－１９７５６）．。ＡＮＧＰＴＬ８は、主に肝臓及
び脂肪組織に発現する分泌されたポリペプチドであり、関連するファミリーメンバーのＡ
ＮＧＰＴＬ３及びＡＮＧＰＴＬ４とは違って、Ｃ末端フィブリノーゲン様ドメインを欠く
が、他のＡＮＧＰＴＬファミリーメンバーのように、Ｎ末端コイルドコイル・ドメインを
含有する（Ｍａｔｔｉｊｓｓｅｎ　Ｆ．，ａｎｄ　Ｋｅｒｓｔｅｎ　Ｓ，Ｂｉｏｃｈｉｍ
　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ａｃｔａ　１８２１，２０１２：７８２－７８９）。
【０１０７】
　ＡＮＧＰＴＬ８の肝過剰発現は、高トリグリセリド血症に関連付けられるが、一方でＡ
ｎｇｐｔｌ８の不活性化は、血漿中のトリグリセリドレベルの減少を引き起こす（Ｑｕａ
ｇｌｉａｒｉｎｉ，Ｆ．ｅｔ．ａｌ．，２０１２，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．ＵＳＡ　１０９（４８）：１９７５１－６；Ｗａｎｇ，Ｙ．ｅｔ．ａｌ．，２０１３
，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　１１０：１６１０９－１４）。ＡＮ
ＧＰＴＬ８が脂質の調節に関わるとの報告にもかかわらず、関与するメカニズムはまだ議
論中である。一例を挙げると、一つのメカニズムは、ＡＮＧＰＴＬ８がリポタンパク質リ
パーゼの活性を阻害し、低減したトリグリセリド加水分解及びクリアランスをもたらすと
推論する（Ｚｈａｎｇ，Ｒ．ｅｔ．ａｌ．，２０１２，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ
．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．４２４：７８６－９２）。ＡＮＧＰＴＬ８はまた、インスリン
抵抗性がインスリン受容体拮抗薬Ｓ９６１（Ｙｉ，Ｐ．ｅｔ．ａｌ．２０１３，Ｃｅｌｌ
　１５３：７４７－５８）によって誘発されたマウスにおいて、β細胞増殖及びβ細胞量
において役割を果たすことが報告されている。しかし、その後の研究で、ＡＮＧＰＴＬ８
が、インスリン抵抗性に応答してβ細胞機能またはβ細胞成長のために必要ではないこと
が明らかになった。さらに、ＡＮＧＰＴＬ８の過剰発現は、β細胞領域を増加させず、血
糖コントロールを改善もしない（Ｇｕｓａｒｏｖａ，Ｖ．ｅｔ．ａｌ．，２０１４，Ｃｅ
ｌｌ　１５９：６９１－６）。ＡＮＧＰＴＬ８の肝過剰発現が高トリグリセリド血症に関
連付けられ、Ａｎｇｐｔｌ８の不活性化が血漿中のトリグリセリドレベルを低減させるた
め、ＡＮＧＰＴＬ８の阻害剤または拮抗薬は、これに限定するものではないが、高トリグ
リセリド血症などの上昇したトリグリセリドレベルに部分的に特徴づけられる疾患を治療
するのに有効であると証明できる。野生型マウスを用いた一つの報告によれば、リパシン
（ｌｉｐａｓｉｎ）に対するモノクローナル抗体は、腹腔内に駐車された場合、血清トリ
グリセリドレベルを減少させた（Ｚｈａｎｇ，Ｒ．，２０１５，Ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ　Ｓ
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ｏｃｉｅｔｙ’ｓ　９７ｔｈ　Ａｎｎｕａｌ　Ｍｅｅｔｉｎｇ，Ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏ
ｎ　Ｎｏ．ＯＲ１３－６，Ｍａｒｃｈ　５－８，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）。
【０１０８】
　ＡＮＧＰＴＬ８介在性の機能及び脂質代謝におけるＡＮＧＰＴＬ８経路、グルコースホ
メオスタシス、体重、体組成、エネルギー消費及び心血管性機能への影響の、より徹底し
た詳細な理解は、上昇したトリグリセリド及び脂質レベルに特徴づけられる高トリグリセ
リド血症、及び他の疾患、障害、または状態を患うヒト患者の将来的な治療のための実用
的な標的治療法を開発するために必要である。
【０１０９】
ＡＮＧＰＴＬ８配列
　ＡＮＧＰＴＬ８（ＴＤ２６、ＲＩＦＬ、Ｌｉｐａｓｉｎ、Ｃ１９ｏｒｆ８０及びベータ
トロフィンとも呼称される）は、タンパク質のアンジオポエチンファミリーのメンバーで
ある。「ＡＮＧＰＴＬ８」は、本明細書で使用される場合、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプ
チドを指し、一部の実施形態では、シグナルペプチド（例えば、配列番号６の２２～１９
８に記載のアミノ酸配列を含むポリペプチド）を伴わないヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチ
ドを指す。ヒトＡＮＧＰＴＬ８アミノ酸（シングルペプチドを含む）及びｍＲＮＡ配列の
例は、ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒｓ　ＮＰ＿０６１１５７．３
（配列番号６）及びＮＭ＿０１８６８７．６（配列番号５）にそれぞれ見ることができる
（図８Ｄ及び８Ｅ参照）。ヒトＡＮＧＰＴＬ８のＮ末端コイルドコイル・ドメインは、配
列番号６のアミノ酸残基～７７～１３４及び１５６～１９３に及ぶ。
【０１１０】
　齧歯類（例えば、ラット及びマウス）、ヒト及び操作されたＡｎｇｐｔｌ８配列の例は
、図８Ａ～８Ｈに記載される。本明細書に記載される非ヒトＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を操作
するための合成ＤＮＡ断片の例も、図８Ｉに記載される。ｍＲＮＡ配列については、太字
はコード配列及び連続的エクソンを示し、示される場合、交互の下線文字で分けられてい
る。操作されたｍＲＮＡ配列については、ヒト配列は括弧に入っている。アミノ酸配列に
ついては、シグナル配列が下線文字で示されている。
【０１１１】
ヒト化ＡＮＧＰＴＬ８遺伝子を有する非ヒト動物のＤＮＡ構築物及び産生
　典型的に、Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子（例えば、異種または操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝
子）の全部、または一部を含有するポリヌクレオチド分子はベクター、好ましくはＤＮＡ
ベクターに挿入され、適切な宿主細胞中でそのポリヌクレオチド分子が複製される。
【０１１２】
　サイズに応じて、Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子またはＡｎｇｐｔｌ８をコードする配列は、業
者により入手可能なｃＤＮＡ源から直接クローニングされてもよく、またはＧｅｎＢａｎ
ｋから入手可能な公開配列に基づいてｉｎ　ｓｉｌｉｃｏで設計されてもよい。あるいは
、細菌人工染色体（ＢＡＣ）ライブラリーが、対象遺伝子からの異種Ａｎｇｐｔｌ８配列
を提供してもよい（例えば、異種Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子）。ＢＡＣライブラリーは、１０
０～１５０ｋｂの平均インサートサイズを含み、３００ｋｂの大きさのインサートを保有
することができる（Ｓｈｉｚｕｙａ，Ｈ．ｅｔ　ａｌ．，１９９２，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，Ｕ．Ｓ．Ａ．８９：８７９４－７；Ｓｗｉａｔｅｋ，Ｐ．Ｊ．ａ
ｎｄ　Ｔ．Ｇｒｉｄｌｅｙ，１９９３，Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．７：２０７１－８４；Ｋｉ
ｍ，Ｕ．Ｊ．ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　３４：２１３－８、参照によ
り本明細書に援用される）。例えばヒト及びマウスのゲノムＢＡＣライブラリーが構築さ
れており、市販されている（例えば、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社、カールスバッド、カリフ
ォルニア州）。ゲノムＢＡＣライブラリーは、異種のＡｎｇｐｔｌ８配列ならびに転写制
御領域の源として利用することもできる。
【０１１３】
　あるいは、異種Ａｎｇｐｔｌ８配列は、酵母人工染色体（ＹＡＣ）から単離、クローニ
ング、及び／または移転させてもよい。完全な異種遺伝子または座位をクローニングし、
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１個または数個のＹＡＣ内に含有させてもよい。複数のＹＡＣが使用され、重複相同性の
領域を含有する場合、それらを酵母宿主株内で再結合させて、完全な座位を提示する１つ
の構築物を生成してもよい。哺乳類選択カセットを用いた改良によりＹＡＣのアームをさ
らに改変し、当技術分野に公知の方法及び／または本明細書に記載される方法により、構
築物を胚性幹細胞または胚に導入することを補助してもよい。
【０１１４】
　非ヒト動物におけるヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の構築における使用のためのｍＲＮＡ
及びアミノ酸配列の例を、上記にに提示する。他の異種Ａｎｇｐｔｌ８配列もまた、Ｇｅ
ｎＢａｎｋデータベースまたはその他の当技術分野に公知の配列データベースに見出すこ
とができる。
【０１１５】
　本明細書に記載されＡｎｇｐｔｌ８配列を含有するＤＮＡ構築物は、一部の実施形態で
は、トランスジェニック非ヒト動物における発現のために、非ヒト調節配列（例えば齧歯
類のプロモーター）に動作可能に連結された、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドの少なく
ともアミノ酸２２～６０、７７～１３４、１５６～１９３または２２～１９８をコードす
るヒトのＡＮＧＰＴＬ８ゲノム（またはｃＤＮＡ）配列を含む。一部の実施形態では、本
明細書に記載されるＡｎｇｐｔｌ８配列を含有するＤＮＡ構造物は、非ヒトＡｎｇｐｔｌ
８プロモーター及び１つ以上の非ヒトＡｎｇｐｔｌ８非翻訳領域（例えば、５’及び／ま
たは３’ＵＴＲ）に動作可能に連結するヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドの少なくともア
ミノ酸２２～６０、７７～１３４、１５６～１９３または２２～１９８をコードするヒト
のＡＮＧＰＴＬ８ゲノム（またはｃＤＮＡ）配列を含む。本明細書に記載されるＤＮＡ構
築物中に含まれるヒト及び／または非ヒトのＡｎｇｐｔｌ８配列は、自然界で存在する（
例えばゲノム）ヒト及び／または非ヒトのＡｎｇｐｔｌ８配列と同一、または実質的に同
一であってもよく、人工（例えば合成）であってもよく、またはヒトの手により操作され
ていてもよい。一部の実施形態では、Ａｎｇｐｔｌ８配列は、合成起源であり、自然界に
存在するヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子中に存在する配列を含む。例えば、ＤＮＡ構築物は、
ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１～４に対応し、及びヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプ
チドの少なくともアミノ酸２２～６０、７７～１３４、１５６～１９３または２２～１９
８をコードし、それらは非ヒトＡｎｇｐｔｌ８制御性配列（例えばプロモーター）及び非
コード配列（例えば１つ以上の非ヒトＵＴＲ）に動作可能に連結されており、それによっ
て、すべてまたは実質的にすべてヒトである配列を有する、Ａｎｇｐｔｌ８ポリペプチド
が、得られたＤＮＡ構築物によりコードされる。あるいは、ＤＮＡ構造物は、非ヒトＡｎ
ｇｐｔｌ８制御性配列（例えばプロモーター）及びコード配列（例えば１つ以上の非ヒト
エクソン）に動作可能に連結される、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチド（例えば、１つ以
上のコイルドコイル・ドメイン、Ｎ末端領域）の機能性部分をコードする、遺伝物質に対
応する合成ＤＮＡを含んでもよく、ヒト及び非ヒト部分を有するＡｎｇｐｔｌ８ポリペプ
チドは、得られたＤＮＡ構築物によってコードされる。一部の実施形態では、Ａｎｇｐｔ
ｌ８配列は、異種Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子（例えば、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子）と自然に
関連している配列を含む。一部の実施形態では、Ａｎｇｐｔｌ８配列は、異種Ａｎｇｐｔ
ｌ８遺伝子と自然に関連していない配列を含む。一部の実施形態では、Ａｎｇｐｔｌ８配
列は、非ヒト動物における発現に最適化された配列を含む。一部の実施形態では、非ヒト
Ａｎｇｐｔｌ８配列に動作可能に連結された異種Ａｎｇｐｔｌ８配列は各々、自然界では
別個のポリペプチド中に存在するＡｎｇｐｔｌ８ポリペプチドの一部をコードする。もし
異種Ａｎｇｐｔｌ８配列の発現の最適化に追加的配列が有用である場合、かかる配列を、
既存の配列をプローブとして使用してクローニングしてもよい。異種Ａｎｇｐｔｌ８遺伝
子または異種Ａｎｇｐｔｌ８コード配列の発現を最大化するために必要な追加的配列は、
ゲノム配列、または所望される結果に応じて他の源から取得することができる。
【０１１６】
　ＤＮＡ構築物は、当技術分野に公知の方法を使用して調製することができる。例えば、
ＤＮＡ構築物は、より大きなプラスミドの一部として調製することができる。そのような
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調製により、当技術分野で公知のように、効率的な方法で正しい構築物のクローニング及
び選択が可能となる。本明細書に記載されるヌクレオチドコード配列を１つ以上含有する
ＤＮＡ断片は、プラスミド上の便利な制限酵素部位の間に位置づけることができ、それに
よって、所望される動物への組み込みのために、残りのプラスミド配列からそれらを簡便
に単離することができる。
【０１１７】
　プラスミド、及びプラスミドを含有する宿主生物体の調製に使用される様々な方法が当
技術分野に公知である。原核細胞及び真核細胞の両方に適した他の発現システム、ならび
に一般的な組み換え法に関しては、Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｇｅｎｅ　Ｍａｎｉｐ
ｕｌａｔｉｏｎを参照のこと：Ａｎ　Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｇｅｎｅｔｉｃ
　Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ，５ｔｈ　Ｅｄ．，ｅｄ．Ｂｙ　Ｏｌｄ，Ｒ．Ｗ．ａｎｄ　
Ｓ．Ｂ．Ｐｒｉｍｒｏｓｅ，Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，Ｉｎｃ．，１９９４
；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，
２ｎｄ　Ｅｄ．，ｅｄ．ｂｙ　Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．ｅｔ　ａｌ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒ
ｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ：　１９８９．
【０１１８】
　Ａｎｇｐｔｌ８ポリペプチドをコードする非ヒト動物の内因性座位（例えば、Ａｎｇｐ
ｔｌ８座位）の遺伝子改変から生じる非ヒト動物の血清内に、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペ
プチドの全部または一部を発現する非ヒト動物が提供される。本明細書に記載された適切
な例には齧歯類、特にマウスが含まれる。
【０１１９】
　一部の実施形態では、ヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子は、異種の種（例えば、ヒト）から
の遺伝物質を含み、ヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子は異種の種由来の遺伝物質のコード化部
分を含むＡｎｇｐｔｌ８ポリペプチドをコードする。一部の実施形態では、本明細書に記
載されるヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子は、非ヒト動物の血清内に発現するＡｎｇｐｔｌ８
ポリペプチドをコードする異種の種のゲノムＤＮＡを含み、ここにおいてＡｎｇｐｔｌ８
ポリペプチドは、すべてまたは実質的にすべてヒトである配列を有する。該ヒト化Ａｎｇ
ｐｔｌ８遺伝子を含む非ヒト動物、非ヒト胚、及び細胞を作製するための非ヒト動物、胚
、細胞及び標的化構築物も提供される。
【０１２０】
　一部の実施形態では、内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子は削除されている。一部の実施形態
では、内因性Ａｎｇｐｔｌ８は変更されており、内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の一部分が
異種配列（例えば、ヒトＡＮＧＰＴＬ８配列の全部または一部）で置換されている。一部
の実施形態では、内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子のすべてまたは実質的にすべてが、異種の
遺伝子（例えば、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子の全部または一部）で置換される。一部の実
施形態では、異種Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の一部分が、内因性Ａｎｇｐｔｌ８座位で、内因
性非ヒトＡｎｇｐｔｌ８遺伝子に挿入される。一部の実施形態では、異種遺伝子はヒト遺
伝子である。一部の実施形態では、改変またはヒト化は、内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の
二つの複製のうちの一つに対して行われ、それによりヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子に対し
てヘテロ接合性の非ヒト動物を生じさせる。その他の実施形態では、ヒト化Ａｎｇｐｔｌ
８遺伝子に対してホモ接合性の非ヒト動物が提供される。
【０１２１】
　一部の実施形態では、本明細書に記載される非ヒト動物は、内因性非ヒトＡｎｇｐｔｌ
８座位に、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子の全部または一部を含有する。一部の実施形態では
、本明細書に記載の非ヒト動物は、内因性非ヒトＡｎｇｐｔｌ８座位以外の場所に、ヒト
ＡＮＧＰＴＬ８遺伝子の全部または一部を含有する。従って、本明細書に記載の非ヒト動
物は、ヒト化または異種Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子を有するとして特徴づけることができる。
内因性Ａｎｇｐｔｌ８座位で置換、挿入、改変されたまたは変更されたＡｎｇｐｔｌ８遺
伝子、またはこのような遺伝子から発現されたポリペプチドは、例えば、ＰＣＲ、ウェス
タンブロット、サザンブロット、制限酵素断片長多型（ＲＦＬＰ）、または対立遺伝子の
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獲得または欠失アッセイを含む、様々な方法を使用して検出できる。非ヒト動物ゲノム内
に無作為に挿入されたヒト化または異種Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子は、同じまたは類似の手段
によって検出できる。一部の実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物は、本明細書に
記載のヒト化または異種Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子に関して、ヘテロ接合性である。
【０１２２】
　様々な実施形態では、本明細書に記載のヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子は、ヒトＡＮＧＰ
ＴＬ８遺伝子の、エクソン１（ＡＴＧ開始コドンまたはその直後から開始して、エクソン
１の３’末端へ）及びエクソン２～４ののコード部分を有するＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含
む。
【０１２３】
　様々な実施形態では、本明細書に記載のヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子は、１番目、２番
目、３番目、及び４番目のエクソンを有するＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含み、各エクソンは
、配列番号５または配列番号７に存在する１番目、２番目、３番目、及び４番目のエクソ
ンに対し、少なくとも５０％（例えば５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％
、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％
、９８％、９９％またはそれ以上）同一である配列を有する。
【０１２４】
　様々な実施形態において、本明細書に記載のヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子は、１番目、
２番目、３番目、及び４番目のエクソンを有するＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含み、各エクソ
ンは、配列番号５または配列番号７に存在する１番目、２番目、３番目、及び４番目のエ
クソンと実質的に同一であるか、または同一である配列を有する。
【０１２５】
　様々な実施形態では、本明細書に記載のヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子は、配列番号１０
または配列番号１１に対し、少なくとも５０％（例えば５０％、５５％、６０％、６５％
、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％
、９６％、９７％、９８％、９９％またはそれ以上）同一である配列を含む。
【０１２６】
　様々な実施形態では、本明細書に記載のヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子は、配列番号１０
または配列番号１１と実質的に同一であるか、または同一である配列を含む。
【０１２７】
　様々な実施形態では、本明細書に記載のヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子は、配列番号１０
もしくは配列番号１１であるか、または配列番号１０もしくは配列番号１１を含む。
【０１２８】
　様々な実施形態では、本明細書に記載のヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子は、配列番号１も
しくは配列番号３に存在する５’非翻訳領域に対し、少なくとも５０％（例えば５０％、
５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、
９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％またはそれ以上）同一である
配列を有する５’非翻訳領域、及び／または配列番号１もしくは配列番号３に存在する３
’非翻訳領域に対し、少なくとも５０％（例えば５０％、５５％、６０％、６５％、７０
％、７５％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６
％、９７％、９８％、９９％またはそれ以上）同一である配列を有する３’非翻訳領域を
含む。
【０１２９】
　様々な実施形態では、本明細書に記載のヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子は、配列番号１も
しくは配列番号３に存在する５’非翻訳領域に対し、実質的に同一であるか、または同一
である配列を有する５’非翻訳領域、及び／または配列番号１もしくは配列番号３に存在
する３’非翻訳領域に対し、実質的に同一であるか、または同一である配列を有する３’
非翻訳領域を含む。
【０１３０】
　様々な実施形態では、本明細書に記載のヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子は、内因性非ヒト
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Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の５’非翻訳領域に対し、実質的に同一であるか、または同一であ
る配列を有する５’非翻訳領域、及び／またはヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子の３’非翻訳領
域に対し、実質的に同一であるか、または同一である配列を有する３’非翻訳領域を含む
。ある特定の実施形態において、本明細書に記載のヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子は、配列
番号１もしくは配列番号３に存在する５’非翻訳領域に対し、実質的に同一であるか、ま
たは同一である配列を有する５’非翻訳領域、及び／または配列番号５もしくは配列番号
７に存在する３’非翻訳領域に対し、実質的に同一であるか、または同一である配列を有
する３’非翻訳領域を含む。
【０１３１】
　特定の実施形態では、本明細書に記載のヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子は、内因性非ヒト
（例えば、マウスまたはラット）Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の５’非翻訳領域、ヒトＡＮＧＰ
ＴＬ８遺伝子のエクソン１のコード部分、及びヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子の３’ＵＴＲを
含む、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン２～４を含む。
【０１３２】
　様々な実施形態では、本明細書に記載のヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子は、配列番号５ま
たは配列番号７に存在するヌクレオチドコード化配列と少なくとも５０％（例えば、５０
％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２
％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％またはそれ以上）同一の
ヌクレオチドコード化配列（例えば、ｃＤＮＡ配列）を含む。
【０１３３】
　様々な実施形態では、本明細書に記載されるヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子は、配列番号
５または配列番号７に存在するヌクレオチドコード配列に対し、実質的に同一であるか、
または同一であるヌクレオチドコード配列（例えばｃＤＮＡ配列）を含む。
【０１３４】
　様々な実施形態では、本明細書に記載のヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子は、ヒトＡＮＧＰ
ＴＬ８ポリペプチドに対し、同一であるか、または実質的に同一であるＡｎｇｐｔｌ８ポ
リペプチドをコードする。様々な実施形態では、本明細書に記載のヒト化Ａｎｇｐｔｌ８
遺伝子は、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子（ヒトＡＮＧＰＴＬ８シグナルペプチド、またはヒ
トＡＮＧＰＴＬ８全長タンパク質の最初の２１個のアミノ酸を含む）から翻訳される全長
ヒトＡＮＧＰＴＬ８タンパク質に対し、同一であるか、または実質的に同一であるＡｎｇ
ｐｔｌ８ポリペプチドをコードする。
【０１３５】
　様々な実施形態では、本明細書に記載のヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子は、配列番号６ま
たは配列番号８に存在するアミノ酸配列と少なくとも５０％（例えば、５０％、５５％、
６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、
９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％またはそれ以上）同一のアミノ酸配列
を有するＡｎｇｐｔｌ８ポリペプチドをコードする。
【０１３６】
　様々な実施形態では、本明細書に記載のヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子は、配列番号６ま
たは配列番号８に存在するアミノ酸配列に対し、実質的に同一であるか、または同一であ
るアミノ酸配列を有するＡｎｇｐｔｌ８ポリペプチドをコードする。
【０１３７】
　様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物により産生されるＡｎｇｐｔｌ８ポ
リペプチドは、配列番号６または配列番号８のアミノ酸残基２２～１９８に対し、少なく
とも５０％（例えば、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５
％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９
％またはそれ以上）同一のアミノ酸配列を含む。
【０１３８】
　様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物により産生されるＡｎｇｐｔｌ８ポ
リペプチドは、配列番号６または配列番号８のアミノ酸残基２２～１９８に対し、実質的
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に同一であるか、または同一であるアミノ酸配列を含む。
【０１３９】
　様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物により産生されるＡｎｇｐｔｌ８ポ
リペプチドは、配列番号６または配列番号８のアミノ酸残基７７～１３４に対し、少なく
とも５０％（例えば、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５
％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９
％またはそれ以上）同一のアミノ酸配列を含む。
【０１４０】
　様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物により産生されるＡｎｇｐｔｌ８ポ
リペプチドは、配列番号６または配列番号８のアミノ酸残基７７～１３４に対し、実質的
に同一であるか、または同一であるアミノ酸配列を含む。
【０１４１】
　様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物により産生されるＡｎｇｐｔｌ８ポ
リペプチドは、配列番号６または配列番号８のアミノ酸残基１５６～１９３に対し、少な
くとも５０％（例えば、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８
５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％またはそれ以上）同一のアミノ酸配列を含む。
【０１４２】
　様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物により産生されるＡｎｇｐｔｌ８ポ
リペプチドは、配列番号６または配列番号８のアミノ酸残基１５６～１９３に対し、実質
的に同一であるか、または同一であるアミノ酸配列を含む。
【０１４３】
　様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物により産生されるＡｎｇｐｔｌ８ポ
リペプチドは、配列番号６または配列番号８のアミノ酸残基２２～６０に対し、少なくと
も５０％（例えば、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％
、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％
またはそれ以上）同一のアミノ酸配列を含む。
【０１４４】
　様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物により産生されるＡｎｇｐｔｌ８ポ
リペプチドは、配列番号６または配列番号８のアミノ酸残基２２～６０に対し、実質的に
同一であるか、または同一であるアミノ酸配列を含む。
【０１４５】
　様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物により産生されるＡｎｇｐｔｌ８ポ
リペプチドは、１つ以上のコイルドコイル・ドメインを含み、該１つ以上のコイルドコイ
ル・ドメインは、配列番号６または配列番号８に存在する１つ以上のコイルドコイル・ド
メインに対し、少なくとも５０％（例えば、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、
７５％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、
９７％、９８％、９９％またはそれ以上）同一のアミノ酸配列を含む。
【０１４６】
　様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物により産生されるＡｎｇｐｔｌ８ポ
リペプチドは、１つ以上のコイルドコイル・ドメインを含み、該１つ以上のコイルドコイ
ル・ドメインは、配列番号６または配列番号８に存在する１つ以上のコイルドコイル・ド
メインに対し、実質的に同一であるか、または同一であるアミノ酸配列を含む。
【０１４７】
　様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物により産生されるＡｎｇｐｔｌ８ポ
リペプチドは、Ｎ末端領域を有し、そのＮ末端領域は、配列番号６または配列番号８に存
在するＮ末端領域に対し、少なくとも５０％（例えば、５０％、５５％、６０％、６５％
、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％
、９６％、９７％、９８％、９９％またはそれ以上）同一のアミノ酸配列を含む。
【０１４８】
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　様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物により産生されるＡｎｇｐｔｌ８ポ
リペプチドは、Ｎ末端領域を有し、そのＮ末端領域は、配列番号６または配列番号８に存
在するＮ末端領域に対し、実質的に同一であるか、または同一であるアミノ酸配列を含む
。
【０１４９】
　特定の多型形態、アレルバリアント（例えば、単一のアミノ酸の差）または代替的にス
プライスされたイソフォームを含む、ヒトまたはヒト化Ａｎｇｐｔｌ８ポリペプチドを発
現する非ヒト動物を作製するための組成物及び方法が提供され、これにはこのようなポリ
ペプチドをヒトプロモーター及びヒト調節配列から発現する非ヒト動物を作製するための
組成物及び方法を含む。一部の実施形態では、かかるタンパク質を非ヒトプロモーター及
び非ヒト調節配列から発現する非ヒト動物を作製するための組成物及び方法も提供される
。一部の実施形態では、かかるタンパク質を内因性プロモーター及び内因性調節配列から
発現する非ヒト動物を作製するための組成物及び方法も提供される。一部のある実施形態
では、内因性プロモーター及び内因性調節配列は、内因性齧歯類プロモーター及び内因性
齧歯類調節配列である。該方法は、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドの全部または一部を
コードする遺伝物質を、内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子に対応する非ヒト動物のゲノムの正
確な位置に挿入すること、及びそれによって、全部または一部がヒトであるＡｎｇｐｔｌ
８ポリペプチドを発現するヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子を生成することを含む。一部の実
施形態では、方法は、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１～４の全部または一部に対
応するゲノムＤＮＡを、非ヒト動物の内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子に挿入すること、それ
によって、挿入されたエクソンによりコードされるアミノ酸を含有するヒト部分を含有す
るＡｎｇｐｔｌ８ポリペプチドをコードするヒト化遺伝子を生成することを含む。
【０１５０】
　適切な場合、ヒト（またはヒト化）ＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドの全部または一部をコ
ードする遺伝物質のコード領域またはポリヌクレオチド配列は、非ヒト動物の細胞からの
発現のために最適化されたコドンを含むように改変される場合がある（例えば、米国特許
第５，６７０，３５６号及び第５，８７４，３０４号を参照）。コドン最適化配列は合成
配列であり、非コドン最適化親ポリヌクレオチドによってコードされる同一ポリペプチド
（または全長ポリペプチドと実質的に同じ活性を有する全長ポリペプチドの生物活性断片
）をコードすることが好ましい。一部の実施形態では、ヒト（またはヒト化）ＡＮＧＰＴ
Ｌ８ポリペプチドの全部または一部をコードする遺伝物質のコード領域は、特定の細胞タ
イプ（例えば、齧歯類細胞）に対してコドン使用頻度を最適化するように変更された配列
を含む場合がある。例えば、非ヒト動物（例えば、齧歯類）の内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝
子に挿入されるべき、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１～４の全部または一部に対
応するゲノムＤＮＡのコドンは、非ヒト動物の細胞での発現のために最適化される場合が
ある。このような配列はコドン最適化配列として記載される場合がある。
【０１５１】
　ノックアウト及びノックインを含むトランスジェニック非ヒト動物を生成する方法は、
当技術分野に公知である（例えば、Ｇｅｎｅ　Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃ
ａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，Ｊｏｙｎｅｒ，ｅｄ．，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．（２０００）を参照のこと）。例えば、トランスジェニック齧歯
類の作製は、任意で、１つ以上の内因性齧歯類遺伝子（または遺伝子セグメント）の遺伝
座位の破壊、及びその齧歯類のゲノムへの１つ以上の異種遺伝子（またはＡｎｇｐｔｌ８
コード配列）の導入を含み、一部の実施形態では、内因性齧歯類遺伝子（または遺伝子セ
グメント）と同じ位置である。
【０１５２】
　一部の実施形態では、本明細書に記載の異種（例えば、ヒトまたはヒト化）Ａｎｇｐｔ
ｌ８遺伝子、または異種Ａｎｇｐｔｌ８コード配列は、齧歯類のゲノムに無作為に導入さ
れる。かかる実施形態では、無作為に導入された異種（またはヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝
子、または異種Ａｎｇｐｔｌ８コード配列）を含む、含有する、または別の手段で保有す
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る齧歯類は、異種Ａｎｇｐｔｌ８導入遺伝子または異種Ａｎｇｐｔｌ８導入遺伝子構築物
を有するとして特徴づけることができる。典型的に、導入遺伝子及び／または導入遺伝子
構築物は、特に、本明細書に記載される方法、または別の当技術分野に公知の方法を使用
してヒトの手により非ヒト細胞（例えば齧歯類の胚性幹細胞）へと導入された核酸配列（
例えば対象ポリペプチドの全部または一部をコードしている）を含む。さらに導入遺伝子
は、部分的に、または完全に異種、すなわち、導入される非ヒト動物または細胞に対し、
外来性であってもよい。導入遺伝子は、１つ以上の転写調節配列、及び任意の他の核酸、
例えばイントロンまたはプロモーター（例えば、構造性、組織特異的など）をさらに含ん
でもよく、それらは選択された核酸配列の発現に必要な場合がある。一部の実施形態では
、本明細書に記載される異種（またはヒト化）Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子、または異種Ａｎｇ
ｐｔｌ８コード配列は、齧歯類のゲノム中の内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子に導入される；
一部のある実施形態では、内因性Ａｎｇｐｔｌ８座位は、１つ以上の非ヒトＡｎｇｐｔｌ
８配列（または遺伝子断片）に動作可能に連結されたヒトＡＮＧＰＴＬ８配列（または遺
伝子断片）を含有するよう、変更され、改変され、または操作される。
【０１５３】
　本明細書に記載のとおり、異種（またはヒト化）Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子または異種Ａｎ
ｇｐｔｌ８コード配列は、非ヒト動物において、プロモーターが異種（またはヒト化）Ａ
ｎｇｐｔｌ８の発現を誘導するように、発現制御配列に動作可能に連結する。一部の実施
形態では、かかるプロモーターは、非ヒトＡｎｇｐｔｌ８プロモーター（例えば、齧歯類
Ａｎｇｐｔｌ８プロモーター）である。当業者であれば、本開示を読めば、他の非ヒトプ
ロモーターが、本明細書に記載の非ヒト動物のゲノム内に挿入された異種Ａｎｇｐｔｌ８
配列に動作可能に連結する場合があり、それはかかる異種Ａｎｇｐｔｌ８配列が内因性非
ヒト遺伝子と同じ場所に配置されるか、または非ヒト動物のゲノム内に無作為に統合され
るかにかかわらず、なされることを認識するであろう。一部の実施形態では、非ヒトプロ
モーターは、構造性プロモーターであるか、またはこれを含む。一部の実施形態では、非
ヒトプロモーターは、ウイルス性プロモーター（例えば、シミアンウイルスプロモーター
、単純ヘルペスウィルスプロモーター、パピローマウイルスプロモーター、アデノウイル
スプロモーター、レトロウイルスプロモーター、など）であるか、これを含む。一部の実
施形態では、非ヒトプロモーターは、哺乳類プロモーターである。本発明に従って使用さ
れうるプロモーターの適切な例は、これらに限定するものではないが、ＳＲαプロモータ
ー、ヒトまたはマウスＣＭＶプロモーター、ＥＦ１αプロモーター、及びＳＶ４０前記プ
ロモーター領域が挙げられる。組織特異的な様式で、所望のポリペプチドの発現を制御す
る他のプロモーターは、当技術分野で公知であり、所望の場合には本明細書に記載の方法
で使用することができる。さらに、プロモーターは、発現のための所望の細胞タイプによ
り、選択されてもよい。プロモーターの例は、例えば、Ｖｉｌｌａ－Ｋｏｍａｒｏｆｆ　
ｅｔ　ａｌ．，１９７８，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．７５：
３７２７－３１；Ｂｅｎｏｉｓｔ　ｅｔ　ａｌ．，１９８１，Ｎａｔｕｒｅ　２９０：３
０４－１０；Ｗａｇｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９８１，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．７８：１４４１－５；Ｂｒｉｎｓｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９８２
，Ｎａｔｕｒｅ　２９６：３９－４２；ＤｅＢｏｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９８３，Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８０：２１－５；Ｂｏｓｈａｒｔ　ｅｔ
　ａｌ．，１９８５，Ｃｅｌｌ　４１：５２１－３０；Ｆｏｅｃｋｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．
，１９８６，Ｇｅｎｅ　４５：１０１－５；Ｔａｋｅｂｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９８８，Ｍ
ｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏ．８：４６６－７２．に見出すことができる。
【０１５４】
　様々な実施形態で、Ａｎｇｐｔｌ８配列のゲノム配列は単一断片中で改変され、それに
より必要な調節配列を含むことによって正常な機能が維持されるため、ヒト化Ａｎｇｐｔ
ｌ８遺伝子の方法は、相対的に最小限の内因性タンパク質相互作用及びシグナル伝達の改
変を用いることにより、非ヒト動物において自然な状態のＡｎｇｐｔｌ８介在性機能及び
／または活性を生じさせる。さらに、様々な実施形態では、改変は、血清内の機能Ａｎｇ
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ｐｔｌ８ポリペプチドの分泌に影響を与えず、様々な脂質（例えば、トリグリセリド）と
結合することにより、正常な機能及び／または相互作用を維持する。
【０１５５】
　内因性マウスＡｎｇｐｔｌ８遺伝子及びヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のゲノム構造の略図
（正確な縮尺ではない）が図１に提供される。ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１～
４及び３’ＵＴＲを含有するゲノム断片を使用して、内因性マウスＡｎｇｐｔｌ８遺伝子
をヒト化するための例示的方法が、図３に提供される。図示されるように、ヒトＡＮＧＰ
ＴＬ８遺伝子のエクソン１～４及び３’ＵＴＲに対応する２，３８３ｂｐ合成ＤＮＡ断片
が、標的化構築物との相同組み換えによって内因性マウスＡｎｇｐｔｌ８座位の１，５７
６ｂｐ配列の場所に挿入される。２，３８３ｂｐ合成ＤＮＡ断片は、ヒトＤＮＡから直接
クローンを作るか、またはソース配列（例えば、ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＮＭ＿０１８６
８７．６、配列番号５）から合成される場合がある。このゲノムＤＮＡは、脂質結合に関
与するヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドのアミノ酸残基２２～１９８を少なくともコード
する遺伝子の部分を含む。
【０１５６】
　内因性Ａｎｇｐｔｌ８座位にヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子を有する非ヒト動物（例えば
、マウス）は、当技術分野で公知の任意の方法で作ることができる。例えば、選択可能な
マーカー遺伝子とともにヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子の全部または一部を導入する標的化ベ
クターを作ることができる。図３は、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１～４（特に
、３’ＵＴＲを含むエクソン１、エクソン２、エクソン３、及びエクソン４のコード部分
）に対応する２，３８３ｂｐ合成ＤＮＡ断片の挿入物を含む、マウスゲノムの内因性Ａｎ
ｇｐｔｌ８座を含有する標的化ベクターを示す。図示されるように、標的化構築物は、内
因性マウスＡｎｇｐｔｌ８遺伝子（約７９Ｋｂ）のエクソン１（すなわち、ＡＴＧ開始コ
ドンを含む）の上流の配列を含む５’ホモロジーアームに続く２，３８３ｂｐ合成ＤＮＡ
断片、薬剤選択カセット（例えば、ｌｏｘＰ配列の両側に隣接するネオマイシン耐性遺伝
子、約５Ｋｂ）、及び内因性マウスＡｎｇｐｔｌ８遺伝子（約１４８ｋｐ）の３’ＵＴＲ
を含む３’ホモロジーアームを含む。標的化構築物は、自動削除薬剤選択カセット（例え
ば、ｌｏｘＰ配列に隣接したネオマイシン耐性遺伝子、米国特許第８，６９７，８５１号
、第８，５１８，３９２号、及び第８，３５４，３８９号を参照のこと。これらはすべて
参照により本明細書に組み込まれる）を含む。胚性幹細胞を電気穿孔すると、内因性野生
型Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の１，５７６ｂｐの位置に、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子の２，３
８３ｂｐ（すなわち、３’ＵＴＲを含むエクソン１、エクソン２、エクソン３、及びエク
ソン４のコード部分）を含む改変内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子が作られ、これは標的化ベ
クターに含有される。ヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子が作られ、２，３８３ｂｐの合成ＤＮ
Ａ断片によってコードされるアミノ酸を含有するヒト化Ａｎｇｐｔｌ８ポリペプチドを発
現する細胞または非ヒト動物が結果として生じる。薬剤選択カセットは発達依存性の様式
で除去される、すなわち、その生殖系細胞に上述のヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子を含むマ
ウスから派生した子孫は、発達中に分化細胞から選択可能マーカーを脱落させる（図３の
下部を参照）。
【０１５７】
　本明細書に記載の標的化ベクターに含まれる、薬剤選択カセット及び／またはリコンビ
ナーゼ遺伝子に動作可能に連結されうるプロモーターの例が、以下に提供される。本明細
書に記載の標的化ベクターに使用されうる追加の適切なプロモーターは、米国特許第８，
６９７，８５１号、第８，５１８，３９２号、及び第８，３５４，３８９号に記載のもの
を含む。これらはすべて参照により本明細書に組み込まれる）。プロモーター配列の例は
、プロタミン１（Ｐｒｍ１）プロモーター（配列番号１２）、Ｂｌｉｍｐ１プロモーター
１ｋｂ（配列番号１３）、及びＢｌｉｍｐ１プロモーター２ｋｂ（配列番号１４）を含む
。
【０１５８】
　一部の実施形態では、本明細書に記載されるヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子を有する非ヒ
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ト動物は、そのヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子に対しトランスジェニックであるとして特徴
付けられ、またはトランスジェニックＡｎｇｐｔｌ８非ヒト動物であってもよい。そのよ
うな記載は本明細書において相互交換可能に使用され、任意の非天然非ヒト動物を指し、
その非ヒト動物の細胞の１つ以上が、本明細書に記載される異種Ａｎｇｐｔｌ８核酸配列
及び／もしくはＡｎｇｐｔｌ８コード配列の全部または一部を含有する。一部の実施形態
では、異種Ａｎｇｐｔｌ８の核酸配列及び／もしくはＡｎｇｐｔｌ８コード配列の全部、
または一部は、例えばマイクロインジェクションまたは組み換えウイルスを用いた感染な
どの慎重な遺伝子操作を介して、前駆細胞へ導入することにより、直接的に、または間接
的に細胞内に導入される。かかる実施形態において、遺伝子操作は、伝統的な交配技術を
含まず、本明細書に記載される異種Ａｎｇｐｔｌ８核酸配列及び／もしくはＡｎｇｐｔｌ
８コード配列の全部または一部を含む組み換えＤＮＡ分子の導入を目的としたものである
。かかる分子は、染色体内に組み込まれてもよく、または染色体外で複製するＤＮＡであ
ってもよい。本明細書において記載される場合、トランスジェニック非ヒト動物とは、本
明細書に記載されるように、異種のＡｎｇｐｔｌ８核酸配列及び／もしくはＡｎｇｐｔｌ
８コード配列の全部または一部に対し、ヘテロ接合性またはホモ接合性である動物、なら
びに／または異種Ａｎｇｐｔｌ８核酸配列及び／もしくはＡｎｇｐｔｌ８コード配列の全
部または一部を１コピーまたは複数コピー有する動物を含む。
【０１５９】
　トランスジェニック創始非ヒト動物は、そのゲノム中のヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の
存在に基づき特定されることができ、及び／またはその非ヒト動物の組織または細胞にお
ける、挿入遺伝物質によりコードされたアミノ酸を含有するＡｎｇｐｔｌ８ポリペプチド
の発現に基づき特定されることができる。次いでトランスジェニック創始非ヒト動物を使
用して、ヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子を担持する追加の非ヒト動物と交配させ、それによ
って各々がヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子を１コピー以上担持する一連の非ヒト動物を生成
することができる。さらにヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子を担持するトランスジェニック非
ヒト動物を、所望される他の導入遺伝子（例えばヒトイムノグロブリン遺伝子）を担持す
る他のトランスジェニック非ヒト動物とさらに交配させてもよい。
【０１６０】
　トランスジェニック非ヒト動物はまた、ヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子（またはヒト化Ａ
ｎｇｐｔｌ８導入遺伝子）の発現の制御または管理を可能とする選択システムを含有する
よう作製されてもよい。システムの例としては、バクテリオファージＰ１のＣｒｅ／ｌｏ
ｘＰリコンビナーゼシステム（例えば、Ｌａｋｓｏ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．，１９９２，Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８９：６２３２－６を参照のこと）及
び出芽酵母のＦＬＰ／Ｆｒｔリコンビナーゼシステム（Ｏ’Ｇｏｒｍａｎ，Ｓ．ｅｔ　ａ
ｌ，１９９１，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５１：１３５１－５）が挙げられる。そのような動物
は、例えば１種は選択された改変（例えばヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子または導入遺伝子
）を含む導入遺伝子を含有し、他方はリコンビナーゼ（例えばＣｒｅリコンビナーゼ）を
コードする導入遺伝子を含有する、２種のトランスジェニック動物を交配することにより
、「二重の」トランスジェニック動物を構築することにより提供され得る。
【０１６１】
　マウスにおいて、ヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子を用いる実施形態（すなわち、ヒト配列
を全部または一部有するＡｎｇｐｔｌ８ポリペプチドをコードするＡｎｇｐｔｌ８遺伝子
を伴うマウス）が本明細書では広く検討されているが、ヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子を含
むその他の非ヒト動物も提供される。一部の実施形態では、このような非ヒト動物は、齧
歯類Ａｎｇｐｔｌ８プロモーターに動作可能に連結したヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子を含
む。一部の実施形態では、このような非ヒト動物は、内因性Ａｎｇｐｔｌ８プロモーター
に動作可能に連結したヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子を含み、一部の実施形態では、内因性
齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８プロモーターである。一部の実施形態では、かかる非ヒト動物は、
内因性座位からヒト化Ａｎｇｐｔｌ８ポリペプチドを発現し、この場合において、そのヒ
ト化Ａｎｇｐｔｌ８ポリペプチドは、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドの少なくともアミ
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ノ酸残基２２～６０、７７～１３４、１５６～１９３、または２２～１９８を含む。この
ような非ヒト動物には、本明細書に開示されたＡｎｇｐｔｌ８ポリペプチドを発現するよ
うに遺伝子改変された動物のいずれかを含み、例えば、マウス、ラット、ウサギ、ブタ、
ウシ（例えば、雌牛、未去勢オスウシ、バッファロー）、シカ、ヒツジ、ヤギ、ニワトリ
、ネコ、イヌ、フェレット、霊長類（例えば、マーモセット、アカゲザル）などの哺乳類
が含まれる。例えば、好適な遺伝子改変可能ＥＳ細胞が直ちに利用可能でない非ヒト動物
については、遺伝子改変を含む非ヒト動物を作るために他の方法が採用される。このよう
な方法には、例えば、非ＥＳ細胞ゲノム（例えば、線維芽細胞または人工多能性細胞）を
改変すること、及び体細胞核移植（ＳＣＮＴ）を利用して好適な細胞、例えば除核卵母細
胞、に遺伝子改変されたゲノムを導入すること、及び改変された細胞（例えば、改変され
た卵母細胞）を胚の形成に好適な条件下で非ヒト動物に懐胎させることが挙げられる。
【０１６２】
　例えば、ラット多能性細胞及び／または分化全能性細胞は、たとえばＡＣＩラット系統
、Ｄａｒｋ　Ａｇｏｕｔｉ（ＤＡ）ラット系統、Ｗｉｓｔａｒラット系統、ＬＥＡラット
系統、Ｓｐｒａｇｕｅ　Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）ラット系統、またはたとえばＦｉｓｈｅｒ
　Ｆ３４４もしくはＦｉｓｈｅｒ　Ｆ６などのＦｉｓｃｈｅｒラット系統をはじめとする
任意のラット系統由来であってもよい。ラット多能性細胞及び／または分化全能性細胞は
、上記の２つ以上の系統の混合から誘導された系統から取得されたものであってもよい。
例えば、ラット多能性細胞及び／または分化全能性細胞は、ＤＡ系統またはＡＣＩ系統由
来のものであってもよい。ＡＣＩラット系統は、黒色のアグーチを有し、腹部と足は白色
で、ＲＴ１ａｖ１ハプロタイプであることが特徴である。当該系統は、Ｈａｒｌａｎ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓをはじめとする様々な供給源から入手可能である。ＡＣＩラット
由来のラットＥＳ細胞株の例は、ＡＣＩ．Ｇ１ラットＥＳ細胞である。Ｄａｒｋ　Ａｇｏ
ｕｔｉ（ＤＡ）ラット系統は、アグーチの毛色を有し、ＲＴ１ａｖ１ハプロタイプである
ことが特徴である。当該ラットは、Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ及びＨａｒｌａｎ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｉｅｓをはじめとする様々な供給源から入手可能である。ＤＡラット由来
のラットＥＳ細胞株の例は、ＤＡ．２ＢラットＥＳ細胞株と、ＤＡ．２ＣラットＥＳ細胞
株である。一部の例では、ラットの多能性細胞及び／または分化全能性細胞は、近交系ラ
ット由来である。例えば、米国特許出願公開２０１４－０２３５９３３Ａ１を参照のこと
。当該出願公開は本明細書に参照により組み込まれる。
【０１６３】
　非ヒト動物ゲノム（例えば、ブタ、メスウシ、齧歯類、ニワトリなどのゲノム）の改変
方法には、例えば、ジンクフィンガーヌクレアーゼ（ＺＦＮ）、ＴＡＬエフェクターヌク
レアーゼ（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ａｃｔｉｖａｔｏｒ－ｌｉｋｅ　ｅｆｆｅｃｔ
ｏｒ　ｎｕｃｌｅａｓｅ、ＴＡＬＥＮ）、またはＣａｓタンパク質（すなわち、ＣＲＩＳ
ＰＲ／Ｃａｓシステム）を用い、ゲノムを改変してヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子を含める
方法が含まれる。
【０１６４】
ヒト化ＡＮＧＰＴＬ８遺伝子を有する非ヒト動物を用いる方法
　本発明は、特に、本明細書に記載のヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子を用いて、脂質代謝の
調節分子を活用するインビボシステムの生成が可能であるという認識に基づくものである
。かかるインビボシステムは、ヒト患者において脂質機能不全の影響を改善することに焦
点を置いた、治療薬及び／または治療レジメンの開発を可能にする。さらに、かかるイン
ビボシステムはまた、高トリグリセリド血症及び／または心血管性の疾患、障害または状
態における、脂質代謝のアンジオポエチン関連の調節を変更することに焦点を置いた、治
療薬及び／または治療レジメンの開発のために提供する。
【０１６５】
　本明細書に記載される非ヒト動物は、様々なアッセイに有用なヒト（またはヒト化）Ａ
ＮＧＰＴＬ８を発現する、改善されたインビボシステム及び生体物質（例えば、細胞）の
供給源を提供する。様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物を使用し、ヒトＡ
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ＮＧＰＴＬ８を標的とする、及び／またはヒトＡＮＧＰＴＬ８のシグナル伝達を調節する
（例えば、ＡＮＧＰＴＬ３などのヒトＡＮＧＰＴＬ８結合パートナーとの相互作用を妨害
する）療法が開発される。様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物を使用して
、ヒトＡＮＧＰＴＬ８とヒトＡＮＧＰＴＬ３の相互作用を阻害する候補治療薬（例えば、
抗体）がスクリーニング及び開発される。様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト
動物を使用して、本明細書に記載された非ヒト動物のヒトＡＮＧＰＴＬ８の拮抗薬及び／
または作動薬の結合プロファイルが決定され、一部の実施形態では、本明細書に記載の非
ヒト動物を使用して、ヒトＡＮＧＰＴＬ８に結合するひとつ以上の候補治療薬抗体のエピ
トープまたは複数のエピトープが決定される。
【０１６６】
　様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物を使用して、抗ＡＮＧＰＴＬ８抗体
の薬物動態プロフィルが決定される。様々な実施形態では、本明細書に記載の一つ以上の
非ヒト動物及びひとつ以上の対照または参照非ヒト動物がそれぞれ、ひとつ以上の候補治
療抗ＡＮＧＰＴＬ８抗体に様々な用量（例えば、０．１ｍｇ／ｋｇ、０．２ｍｇ／ｋｇ、
０．３ｍｇ／ｋｇ、０．４ｍｇ／ｋｇ、０．５ｍｇ／ｋｇ、１ｍｇ／ｋｇ、２ｍｇ／ｋｇ
、３ｍｇ／ｋｇ、４ｍｇ／ｋｇ、５ｍｇ／ｍｇ、７．５ｍｇ／ｋｇ、１０ｍｇ／ｋｇ、１
５ｍｇ／ｋｇ、２０ｍｇ／ｋｇ、２５ｍｇ／ｋｇ、３０ｍｇ／ｋｇ、４０ｍｇ／ｋｇ、ま
たは５０ｍｇ／ｋｇまたはそれ以上）で曝露される。候補治療薬抗体は、経口および非経
口投与経路を含む、任意の望ましい投与経路で投薬される場合がある。非経口経路には、
例えば、静脈内、動脈内、門脈内、筋肉内、皮下、腹腔内、髄腔内、くも膜下腔内、側脳
室内、頭蓋内、胸腔内または注入のその他の経路を含む。非注射経路には、例えば、経口
、鼻、経皮、肺、直腸、口腔、膣、眼を含む。投与は、連続注入、局所投与、インプラン
ト（ゲル、膜など）からの持続放出、及び／または静脈内注射による場合もある。非ヒト
動物（ヒト化及び対照）から血液が様々な時点（例えば、０時間、６時間、１日、２日、
３日、４日、５日、６日、７日、８日、９日、１０日、１１日、または最大３０日または
それ以上の日数）で単離される。本明細書に記載の非ヒト動物から取得されたサンプルを
使用して様々なアッセイが行われ、投与された候補治療抗体の、限定されないが総ＩｇＧ
、抗治療抗体反応、凝集などをはじめとする薬物動態プロファイルが決定されてもよい。
【０１６７】
　様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物を使用して、ヒトＡＮＧＰＴＬ８シ
グナル伝達阻害または調節の治療効果及び細胞変化の結果としての遺伝子発現への効果が
測定される。様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物またはそれから単離され
た細胞は、非ヒト動物内のヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチド（またはヒトＡＮＧＰＴＬ８
ポリペプチドの一部分）に結合する候補治療薬に曝露され、それに続く期間の後、例えば
トリグリセリド代謝、リポタンパク質リパーゼ活性及び様々なリポタンパク質（例えば、
低比重リポタンパク質、ＬＤＬ）の取り込みなど、ＡＮＧＰＴＬ８依存性プロセスへの効
果について分析される。
【０１６８】
　本明細書に記載の非ヒト動物は、ヒト（またはヒト化）ＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチド、
従って、細胞、細胞株を発現し、細胞培養物を生成して、例えば、特に拮抗薬または作動
薬がヒトＡＮＧＰＴＬ８配列もしくはエピトープに特異的であるかまたは、代替的に、Ａ
ＮＧＰＴＬ３と関連するヒトＡＮＧＰＴＬ８配列またはエピトープに特異的である場合に
、ＡＮＧＰＴＬ８拮抗薬または作動薬の結合または機能をアッセイするための、結合及び
機能アッセイに使用するためのヒト化ＡＮＧＰＴＬ８の供給源としての役割を果たすこと
ができる。様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物から単離された細胞を使用
して、候補治療抗体によって結合されたＡＮＧＰＴＬ８エピトープを決定することができ
る。様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物によって発現されたヒト（または
ヒト化）ＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドは、バリアントアミノ酸配列を含む場合がある。様
々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物は、ヒト（またはヒト化）ＡＮＧＰＴＬ
８のバリアントを発現する。様々な実施形態では、バリアントは、リガンド結合と関連す
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るアミノ酸位置の多型である。様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物を使用
して、ヒトＡＮＧＰＴＬ８の多型バリアントとの相互作用を通したリガンド結合の効果が
決定される。バリアントヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドの例としては、Ｒ５９Ｗ（Ｑｕ
ａｇｌｉａｒｉｎｉ，Ｆ．ｅｔ　ａｌ．，２０１２，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．１０９（４８）：１９７５１－６）または　Ｑ１２１Ｘ（Ｃｌａｐｈａ
ｍ　ｅｔ　ａｌ．，ＢＭＣ　Ｅｎｄｏｃｒ　Ｄｉｓｏｒｄ．２０１６，１６：７）アミノ
酸置換によって特徴づけられたバリアントが挙げられる。一部の実施形態では、バリアン
トヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドは、より低い血漿低比重リポタンパク質（ＬＤＬ）コ
レステロール及び／または高比重リポタンパク質（ＨＤＬ）コレステロールレベルに関連
づけられる。一部の実施形態では、バリアントヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドは、より
低い血漿トリグリセリド及び／またはＨＤＬコレステロールレベルに関連づけられる。
【０１６９】
　本明細書に記載の非ヒト動物からの細胞は、その場限りで単離して使用するか、または
多世代にわたって培養物中で維持することができる。様々な実施形態では、本明細書に記
載の非ヒト動物からの細胞は（例えば、ウイルスの使用によって）不死化され、培養物中
（例えば、連続培養物中）で無期限に維持される。
【０１７０】
　本明細書に記載される非ヒト動物は、薬剤（例えば、ＡＮＧＰＴＬ８調節物質）の薬物
動態特性を評価するためのインビボシステムを提供する。様々な実施形態では、薬剤は、
本明細書に記載の一つ以上の非ヒト動物に送達または投与され、その後非ヒト動物（また
はそれから単離された細胞）をモニターするか、または一つ以上のアッセイを実施して、
非ヒト動物に対する薬剤の効果を決定する場合がある。薬物動態特性には、動物がどのよ
うに薬剤を処理して様々な代謝物にするか（または、有毒代謝物を含む一つ以上の薬剤代
謝物の有無の検出）、薬剤半減期、投与後の薬剤の循環レベル（例えば、薬剤の血清濃度
）、抗薬物反応（例えば、抗薬物抗体）、薬剤の吸収及び分布、投与経路、薬剤の排泄及
び／またはクリアランス経路を含むがこれらに限定されない。一部の実施形態では、薬剤
の薬物動態及び薬力学特性は、本明細書に記載の非ヒト動物で、またはその使用を通して
モニターされる。
【０１７１】
　一部の実施形態では、アッセイを行うことには、薬剤が投与される非ヒト動物の表現型
及び／または遺伝子型への効果を決定することを含む。一部の実施形態では、アッセイを
行うことには、薬剤のロット間変動を決定することを含む。一部の実施形態では、アッセ
イを行うことは、本明細書に記載の非ヒト動物に投与された薬剤の効果と、参照非ヒト動
物に投与された薬剤の効果の間の差異を決定することを含む。様々な実施形態では、参照
非ヒト動物は、本明細書に記載の改変を有するか、本明細書に記載のものとは異なる改変
を有するか、または改変を有しない（すなわち、野生型非ヒト動物）場合がある。
【０１７２】
　薬剤の薬物動態特性を評価するために非ヒト動物で（またはそれらから単離された細胞
で及び／またはそれらを使用して）測定されうるパラメーターの例には、凝集、オートフ
ァジー、細胞分裂、細胞死、補体介在性溶血、ＤＮＡ完全性、薬物特異抗体力価、薬剤代
謝、遺伝子発現アレイ、代謝活性、ミトコンドリア活性、酸化ストレス、食作用、タンパ
ク質生合成、タンパク質分解、タンパク質分泌、ストレス反応、標的組織薬剤濃度、標的
外組織薬剤濃度、転写活性などが挙げられるが、これらに限定されない。様々な実施形態
では、本明細書に記載の非ヒト動物は、薬剤の薬学的有効量を決定するために使用される
。
【０１７３】
　本明細書に記載の非ヒト動物は、薬剤またはワクチンの分析及び検査のためのインビボ
システムを提供する。様々な実施形態では、候補薬剤またはワクチンが本明細書に記載さ
れる一つ以上の非ヒト動物に投与され、その後非ヒト動物をモニターして、薬剤またはワ
クチンに対する免疫反応、薬剤またはワクチンの安全性プロファイル、または疾患または
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状態に対する効果の一つ以上を決定する場合がある。安全性プロファイルを決定するため
に使用される方法の例は、毒性、最適な用量濃度、薬剤またはワクチンの有効性、及び潜
在的リスク因子の測定を含む。このような薬剤またはワクチンは、このような非ヒト動物
で改善及び／または開発される場合がある。
【０１７４】
　ワクチンの有効性は、多くの方法で決定することができる。簡潔に述べると、本明細書
に記載の非ヒト動物は当分野に公知の方法を使用してワクチン接種され、その後、ワクチ
ンでチャレンジされるか、またはすでに感染した非ヒト動物にワクチンが投与される。ワ
クチンの有効性を決定するために、ワクチンに対する非ヒト動物の応答が、その非ヒト動
物（またはそれらから単離された細胞）のモニタリングを行うことにより、及び／または
それらに対して１つ以上のアッセイを行うことにより、測定されてもよい。ワクチンに対
する非ヒト動物の応答は、その後、当分野に公知の、及び／または本明細書に記載の１つ
以上の手段を使用して、対照動物と比較される。
【０１７５】
　ワクチンの有効性は、ウイルス中和アッセイによりさらに決定されてもよい。簡潔に述
べると、本明細書に記載の非ヒト動物が免疫化され、免疫後の様々な日に血清が採取され
る。血清の連続希釈とウイルスを前インキュベートし、その間の時間に、そのウイルスに
特異的な血清中の抗体が、ウイルスに結合する。ウイルス／血清の混合物は、その後、許
容細胞に添加され、プラークアッセイまたはマイクロ中和アッセイにより感染性が決定さ
れる。血清中の抗体がウイルスを中和した場合、対照群と比較して、プラーク数が少ない
か、または相対ルシフェラーゼ単位が低い。
【０１７６】
　様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物は、有効性試験に使用され、循環ト
リグリセリドレベルに対する抗ＡＮＧＰＴＬ８治療薬（例えば、抗ＡＮＧＰＴＬ８抗体）
のインビボ効果を決定する。例えば、本明細書に記載の非ヒト動物は、候補治療薬または
対照の投与前に採血され、所望により様々な治療グループに組織化される。候補治療薬ま
たは対照は、望ましい用量で投与され、投与後は連続した日に採血する。トリグリセリド
、グルコース、及び／またはインシュリンの血漿レベルを、回収した血清を用いて測定し
てもよい。候補治療薬のレベルも、所望により測定してもよい。様々な分子の検出に使用
されうるアッセイの例は、Ｗａｎｇ，Ｙ．ｅｔ　ａｌ．，２０１３，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．１１０（４０）：１６１０９－１１４；Ｑｕａｇｌｉａ
ｒｉｎｉ，Ｆ．ｅｔ　ａｌ．，２０１２，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ
．Ａ．１０９（４８）：１９７５１－６．に記載される、ＥＬＩＳＡアッセイ及び他のア
ッセイである。
【０１７７】
　様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物を使用し、抗ＡＮＧＰＴＬ８治療薬
（例えば、抗ＡＮＧＰＴＬ８抗体）で治療後の、リポタンパク質リパーゼ（ＬＰＬ）活性
を決定する。例えば、本明細書に記載の非ヒト動物は、候補治療薬または対照の投与前に
採血され、所望により様々な治療グループに入れられる。候補治療薬または対照は、望ま
しい用量で投与され、投与後は連続した日で採血する。十分な時間の後（例えば、数日）
、非ヒト動物は抗凝固剤（例えば、ヘパリン）を投与され、血管内皮表面からＬＰＬが放
出され、その後すぐに非ヒト動物から血液を得られるようにする。ヘパリン後の血漿は分
画されて、ヘパリンセファロースクロマトグラフィーを用いてＬＰＬを分離し、ＬＰＬ活
性はリパーゼ基質を用いてアッセイされる。例えば、一般的な方法及びアッセイが、Ｗａ
ｎｇ，Ｙ．ｅｔ　ａｌ．，２０１３，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ
．１１０（４０）：１６１０９－１１４；Ｑｕａｇｌｉａｒｉｎｉ，Ｆ．ｅｔ　ａｌ．，
２０１２，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．１０９（４８）：１９７
５１－６．に記載される。
【０１７８】
　様々な実施形態では、本明細書に記載の非ヒト動物を脂質耐性試験で使用し、抗ＡＮＧ
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ＰＴＬ８治療薬（例えば、抗ＡＮＧＰＴＬ８抗体）で治療後の、急性脂肪ローディングに
よるトリグリセリドクリアランスを決定する。例えば、本明細書に記載の非ヒト動物は、
候補治療薬または対照の投与前に採血され、様々な治療グループに入れられる。候補治療
薬または対照は、望ましい用量で投与される。数日後、非ヒト動物は、体重に従って脂質
エマルジョン（例えば、２０％濃度）を投与された後、絶食レジメンを施される。それぞ
れの治療グループにおいて、非ヒト動物から回収された血液内の血漿トリグリセリドレベ
ルが測定される。例えば、一般的な方法及びアッセイが、Ｗａｎｇ，Ｙ．ｅｔ　ａｌ．，
２０１３，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．１１０（４０）：１６１
０９－１１４；Ｑｕａｇｌｉａｒｉｎｉ，Ｆ．ｅｔ　ａｌ．，２０１２，Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．１０９（４８）：１９７５１－６．に記載される。
【０１７９】
　本明細書に記載された非ヒト動物は、高トリグリセリド血症で使用する候補治療薬の開
発及び特徴付けのための、改善されたインビボシステムを提供する。様々な実施形態で、
本明細書に記載された非ヒト動物が特定摂食レジメンを施され、その後に、一つ以上の候
補治療薬を投与する場合がある。一部の実施形態では、候補治療薬には、多特異性抗体（
例えば、二重特異性抗体）または抗体カクテルを含む場合があり、一部の実施形態では、
候補治療薬は、例えば、連続的または同時に投薬される単一特異性抗体の投与などの併用
療法を含む。非ヒト動物は、非ヒト動物内の１つ以上の部位（例えば、レバー及び／また
は脂肪組織）で、ＡＮＧＰＴＬ８レベルが高いレベルであるように、十分な時間、摂食レ
ジメンを施される場合がある。トリグリセリド、グルコース、及び／またはインシュリン
の血漿レベル、ならびにリポタンパク質リパーゼ活性などは、候補治療薬の投与の前後両
方で測定される場合がある。候補治療薬の細胞毒性も、所望により非ヒト動物で測定され
る場合がある。
【０１８０】
　本明細書に記載の非ヒト動物は、ヒトに影響する疾患、障害または状態を効果的に治療
するため、候補治療薬及び／または治療レジメン（例えば、単剤療法、併用療法、用量範
囲試験など）を評価または査定するための一つ以上の疾患モデルの開発に使用される場合
がある。様々な疾患状態が本明細書に記載の非ヒト動物で確立され、その後、疾患状態で
の一つ以上の候補分子（例えば、ＡＮＧＰＴＬ８標的化薬剤）の有効性を決定できるよう
に、一つ以上の候補分子が投与される場合がある。非ヒト動物は、定着疾患の効果的な治
療に相関する最適用量または用量範囲を決定できるように、用量によって異なる治療群に
配置される場合がある。一部の実施形態では、疾患モデルは、心血管性の疾患、障害、ま
たは状態を含む。
【０１８１】
　候補分子は、経口及び非経口投与経路を含む任意の投与方法を使用して、非ヒト動物疾
患モデルに投与することができる。非経口経路には、例えば、静脈内、動脈内、門脈内、
筋肉内、皮下、腹腔内、髄腔内、くも膜下腔内、側脳室内、頭蓋内、胸腔内または注入の
その他の経路を含む。非注射経路には、例えば、経口、鼻、経皮、肺、直腸、口腔、膣、
眼を含む。投与は、連続注入、局所投与、インプラント（ゲル、膜など）からの持続放出
、及び／または静脈内注射による場合もある。併用療法を本明細書に記載の非ヒト動物で
評価する時、候補分子は、同じ投与経路または異なる投与経路で投与することができる。
投与レジメンを本明細書に記載の非ヒト動物で評価する時、候補分子は、一つ以上の疾患
モデルが確立されている非ヒト動物で望ましい治療または予防効果を示す投与レジメンを
決定するために、２か月毎、毎月、３週間毎、２週間毎、毎週、毎日、可変間隔で、及び
／または段階的に増大する濃度で投与される場合がある。
【０１８２】
キット
　本発明はさらに、本明細書に記載の、少なくとも１つの非ヒト動物、非ヒト細胞、ＤＮ
Ａ断片（または構築物）、及び／または標的化ベクターで満たされた容器を１つ以上含む
パックまたはキットを提供する。キットは、任意の適用可能な方法（例えば調査方法）に



(47) JP 6843872 B2 2021.3.17

10

20

30

40

50

おいて使用されてもよい。医薬品及び生物製品の製造、使用または販売を規制する政府機
関により規定されたフォームの通知書を、任意でかかる容器に関連づけてもよく、その通
知書は、（ａ）ヒト投与に関する製造、使用または販売する当局による承認、（ｂ）使用
に関する説明書、またはその両方、または２つ以上の実体の間の物質及び／または生物製
品（例えば本明細書に記載の非ヒト動物または非ヒト細胞）の輸送を支配する契約書、を
反映している。
【０１８３】
　本発明の他の特徴は、例示のために与えられ、かつその限定を意図しない例示的な実施
形態の以下の記載の過程で明らかになるであろう。
【実施例】
【０１８４】
　以下の実施例は、本発明の方法及び組成物をどのように作成し、使用するかを当業者に
説明するために提供されており、発明者がその発明として見なすものの範囲を限定するこ
とを意図していない。別途示されていない限り、温度は摂氏で示され、圧力は大気圧また
はその近くである。
【０１８５】
実施例１　内因性アンジオポエチン様タンパク質８遺伝子の改変
　この実施例は、齧歯類（例えば、マウス）などの非ヒト哺乳類の内因性Ａｎｇｐｔｌ８
遺伝子を改変し、該内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子が、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドを
コードする方法の例を図示する。この例に記載された方法は、任意のヒト配列（例えば、
バリアント）、または所望によりヒト配列（または配列断片）の組み合わせを使用して、
非ヒト動物の内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子を改変するために用いることができる。この例
では、ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＮＭ＿０１８６８７．６（配列番号５）に存在するヒトＡ
ＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１～４（ＡＴＧ開始コドンを除く）を含む２，３８３ｂｐ
の合成ＤＮＡ断片が、マウスの内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の改変のために用いられる。
マウス、ヒト、及び本明細書に記載の齧歯類により発現されたヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペ
プチドの例のアライメントを図２に示す。シグナルペプチドはそれぞれの配列につき四角
囲みされている。図３は、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドをコードするために齧歯類の
内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子を改変するための標的化ベクターを示し、これはＶＥＬＯＣ
ＩＧＥＮＥ（登録商標）技術を使用して作製された（米国特許第６，５８６，２５１号及
びＶａｌｅｎｚｕｅｌａ　ｅｔ　ａｌ．，２００３，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．２
１（６）：６５２－６５９を参照、これらは参照により本明細書に組み込まれる）。
【０１８６】
　簡潔に述べると、マウス細菌人工染色体（ＢＡＣ）クローンＲＰ２３－１９８ｈ２２（
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）が改変されて、内因性Ａｎｇｐｔｌ８　ＡＴＧ開始コドンのすぐ
下流から、終止コドンの９ｂｐ先まで（すなわち、５’の１１ヌクレオチドを除くエクソ
ン１、エクソン２～３、及びエクソン４の５’部分から終止コドンの９ｂｐ先まで）含有
する配列を除去し、ヒトＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドをコードする、２，３８３ｂｐ合成
ＤＮＡ断片を使用して、ヒトＡＮＧＰＴＬ８　ＡＴＧ開始コドンのすぐ下流にヒトＡＮＧ
ＰＴＬ８　３’ＵＴＲを超えるまで（すなわち、ＡＴＧ開始コドンのすぐ下流から始まる
エクソン１からエクソン４までのコード部分）挿入した。５’及び３’非翻訳領域（ＵＴ
Ｒｓ）を含有する内因性ＤＮＡならびに内因性Ａｎｇｐｔｌ８　ＡＴＧ開始コドンが保持
された。従って、ヒトＡＮＧＰＴＬ８開始コドンを伴わない、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子
のエクソン１～４は、内因性Ａｎｇｐｔｌ８　ＡＴＧ開始コドンにインフレームで融合さ
れた。２，３８３ｂｐの合成ＤＮＡ断片（すなわち、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソ
ン１～４に対応する）の配列解析によって、すべてのヒトＡＮＧＰＴＬ８のエクソン及び
スプライシングシグナルが確認された。配列解析で、配列が参照ゲノム及びＡＮＧＰＴＬ
８転写ＮＭ＿０１８６８７．６に一致したことが判明した。
【０１８７】
　２，３８３ｂｐ合成ＤＮＡ断片はＧｅｎｅｓｃｒｉｐｔ　Ｉｎｃ．（ニュージャージー
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クローン化された。特有の制限酵素認識部位を用いて、リコンビナーゼ認識部位のそばに
隣接した約４，９９６ｂｐ自動削除ネオマイシンカセットを結合した（ｌｏｘＰ－ｈＵｂ
１－ｅｍ７－Ｎｅｏ－ｐＡ－ｍＰｒｍ１－Ｃｒｅｉ－ｌｏｘＰ、米国特許第８，６９７，
８５１号、第８，５１８，３９２号及び第８，３５４，３８９号を参照、これらの全てが
参照により本明細書に組み込まれる）。次いで、細菌細胞の選択が、ネオマイシンを含有
する寒天培地上にまくことにより実施された。標的化ベクターが直線化され、その後、マ
ウスＢＡＣクローンＲＰ２３－１９８Ｈ２２との相同組み換えが行われた。意図的に、ヒ
トＡＮＧＰＴＬ８２，３８３ｂｐフラグメントとマウス下流配列の間の接合部は、ヒトＡ
ＮＧＰＴＬ８　３’ＵＴＲ、次いでマウスＡｎｇｐｔｌ８　３‘ＵＴＲを含んだ（図３）
。得られた標的化ベクターは、５’から３’に向けて、ＢＡＣクローンＲＰ２３－１９８
ｈ２２由来の約７９ｋｂのマウスゲノムＤＮＡを含有する５’ホモロジーアーム、２，３
８３ｂｐの合成ＤＮＡ断片（ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子のエクソン１～４に対応する）、
ｌｏｘＰ部位に隣接した自己削除型ネオマイシンカセット、及びＢＡＣクローンＲＰ２３
－１９８ｈ２２由来の約１４８ｋｂのマウスゲノムＤＮＡを含有した。
【０１８８】
　上述の改変ｂＭＱ－４００Ｏ１７　ＢＡＣクローンは、マウス胚性幹（ＥＳ）細胞を電
気穿孔して、エクソン１（ＡＴＧ開始コドンをマイナスして）からヒトＡＮＧＰＴＬ８　
３’ＵＴＲ（すなわち、内因性Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子の１，５７６ｂｐの欠失及びヒトＡ
ＮＧＰＴＬ８配列の２．３８３ｂｐの挿入）を含むエクソン４までヒト化された、内因性
Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子を含む改変ＥＳ細胞を作るために使用された。改変Ａｎｇｐｔｌ８
遺伝子を含有する明確に標的化されたＥＳ細胞が、ヒトＡＮＧＰＴＬ８配列（例えば、エ
クソン１～４）の存在を検出するアッセイ（Ｖａｌｅｎｚｕｅｌａら、上記参照）によっ
て特定され、マウスＡｎｇｐｔｌ８配列（例えば、エクソン１～４及び／または５’もし
くは３’ＵＴＲ）の欠失及び／または保持を確認した。表１は、上述の内因性Ａｎｇｐｔ
ｌ８遺伝子の改変を確認するために使用されたプライマー及びプローブを示す（図４）。
【０１８９】
　上流の挿入点をまたぐヌクレオチド配列が下記に含まれ、挿入点でヒトＡＮＧＰＴＬ８
ゲノム配列と連続した内因性マウス配列（下の括弧内に太字のＡＴＧ開始コドンとともに
含まれている）を示している：
【化１】

図３も参照のこと。
【０１９０】
　自己削除型ネオマイシンカセットの５’末端をまたぐヌクレオチド配列が下記に含まれ
、挿入点の下流のカセット配列（斜体のＸｈｏＩ部位及び太字のｌｏｘＰ部位とともに下
の括弧内に含まれている）と連続したヒトＡＮＧＰＴＬ８ゲノム配列を示す：
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【化２】

図３も参照のこと。
【０１９１】
　自己削除型ネオマイシンカセットの３’末端の下流挿入点をまたぐヌクレオチド配列は
、以下を含んだ。それらは、マウスＡｎｇｐｔｌ８ゲノム配列と連続したカセット配列（
太字のｌｏｘＰ部位、下線のＩ－ＣｅｕＩ認識部位、及び斜体のＮｈｅＩ認識部位ととも
に下の括弧内に含まれている）を示している：
【化３】

図３も参照のこと。
【０１９２】
　ネオマイシンカセット（ヒトＡＮＧＰＴＬ８　３’ＵＴＲとマウスＡｎｇｐｔｌ８　３
’ＵＴＲとの間に残留する７７ｂｐ）の削除後の下流挿入点をまたぐヌクレオチド配列は
以下を含み、残りのカセット配列（斜体のＸｈｏＩ及びＮｈｅＩ認識部位、太字のｌｏｘ
Ｐ部位、及び下線のＩ－ＣｅｕＩ制限部位とともに下の括弧内に含まれている）と並置さ
れたヒト及びマウスのゲノム配列を示す。
【化４】

図３も参照のこと。
【０１９３】
　次に陽性ＥＳ細胞クローンを使用して、ＶＥＬＯＣＩＭＯＵＳＥ（登録商標）法（例え
ば、米国特許第７，２９４，７５４号及びＰｏｕｅｙｍｉｒｏｕ　ｅｔ　ａｌ．，２００
７，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．２５（１）：９１－９９を参照）で雌マウスに移植
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し、ヒトＡＮＧＰＴＬ８エクソン１～４（ヒトＡＮＧＰＴＬ８　３’ＵＴＲを含む）の、
マウスの内因性Ａｎｇｐｔｌ８座位への挿入を含む一腹の子を作った。内因性Ａｎｇｐｔ
ｌ８エクソン１～４の代わりにヒトＡＮＧＰＴＬ８エクソン１～４（すなわち、２，３８
３ｂｐの合成ＤＮＡ断片）を持つマウスは、ヒトＡＮＧＰＴＬ８遺伝子配列の存在を検出
した上に記載したアッセイ（Ｖａｌｅｎｚｕｅｌａら、上記参照）を使用した尾部断片か
ら単離されたＤＮＡの遺伝子型同定によって再び確認・特定された（図４）。仔は遺伝子
型同定され、ヒトＡＮＧＰＴＬ８配列に対してヘテロ接合性の動物のコホートを、特徴解
析のために選択する。
【表１】

【０１９４】
実施例２　非ヒト動物におけるヒトＡＮＧＰＴＬ８の発現
　本実施例は、非ヒト動物（例えば、齧歯類）が、非ヒト動物の血漿内に検出可能なヒト
（またはヒト化）ＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドを発現する（または分泌する）実施例１に
従って、操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含有することを示す。特に、以下に記載のと
おり、操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を有する非ヒト動物は、野生型Ａｎｇｐｔｌ８遺
伝子を含有する野生型非ヒト動物（例えば、野生型齧歯類）と比較して、トリグリセリド
レベルの増大を示す。
【０１９５】
　簡潔に述べると、ＥＤＴＡ試験管内で、後眼窩網状組織からの操作されたＡｎｇｐｔｌ
８遺伝子（ｎ＝８）のために、野生型（ｎ＝９）及びホモ接合性マウスから非絶食状態で
、静脈血が採取された。採取した血液を、４０００ｒｐｍで１０分間、遠心分離すること
により、血漿が単離された。血漿は、抗ＡＮＧＰＬＴ８抗体を使用して、ＥＬＩＳＡアッ
セイによりヒトＡＮＧＰＴＬ８の発現のために分析された。
【０１９６】
　データは、ヒトＡＮＧＰＴＬ８が、ヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子のために、ホモ接合性
マウスの血漿内に分泌されたことを示した。特に、ヒトＡＮＧＰＴＬ８のタンパク質発現
は、血液を採取したすべてのヒト化マウスに対し、平均して約４００ｎｇ／ｍＬであった
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。従って、実施例１によれば、操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含有する齧歯類は、そ
の血漿内にヒトＡＮＧＰＴＬ８を検出可能に発現（及び分泌）する。特に、ヒトＡＮＧＰ
ＴＬ８のこのような発現（分泌）は、これらの動物において、齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８調節
エレメント（例えば、齧歯類Ａｎｇｐｔｌ８プロモーター）の制御下にある。
【０１９７】
　別の実験では、非絶食状態で採取した、操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子（上記のとお
り）のための野生型及びホモ接合型マウスからの血漿も、血漿脂質レベルを決定するのに
使用された。
【０１９８】
　簡潔に述べると、血漿脂質（トリグリセリド、総コレステロール、低比重リポタンパク
質［ＬＤＬ－Ｃ］、高比重リポタンパク質［ＨＤＬ－Ｃ］）は、製造元の仕様書に従い、
血清化学分析計ＡＤＶＩＡ（登録商標）１８００（Ｓｉｅｍｅｎｓ）を用いて測定された
。代表的な結果を図５に記載する。
【０１９９】
　図５に示すとおり、本明細書に記載の操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を有する齧歯類
は、野生型齧歯類と比較して、トリグリセリドレベルの増大を示す。
【０２００】
実施例３　非ヒト動物におけるヒトＡＮＧＰＴＬ８の組織発現
　本実施例は、非ヒト動物（例えば、齧歯類）が、非ヒト動物の様々な組織内に検出可能
なヒト（またはヒト化）ＡＮＧＰＴＬ８ポリペプチドを発現する（または分泌する）実施
例１に従って、操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含有することを示す。特に、以下に記
載のとおり、操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を有する非ヒト動物は、肝臓及び脂肪組織
にヒトＡＮＧＰＴＬ８の発現を示す。
【０２０１】
　簡潔に述べると、ＲＮＡ調製及びＲＮＡｓｅｑ読み取りマッピングが、再栄養状態で採
取した、実施例１に記載の操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子に対するホモ接合性マウス由
来の組織を使用して、先に記載したように（Ｍａｓｔａｉｔｉｓ，Ｊ．ｅｔａｌ．，２０
１５，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．１１２（６）：１８４５－
９）実施された。代表的な結果を図６に記載する。
【０２０２】
　図６に示すとおり、ヒトＡＮＧＰＴＬ８発現は、ヒト化Ａｎｐｔｌ８マウスの肝臓及び
脂肪組織（例えば、白色脂肪、皮下及び褐色脂肪）を特定した。この実施例は、本明細書
に記載のマウスＡｎｇｐｔｌ８遺伝子の操作が、組織特異的な様式でヒトＡＮＧＰＴＬ８
ポリペプチドの発現をもたらし、従ってインビボでトリグリセリドレベルを低減させるた
めの抗ＡＮＧＰＴＬ８治療薬の有効性を決定するためのインビボ動物モデルを提供するこ
とを示す。
【０２０３】
実施例４　ＡＮＧＰＴＬ８調節因子のインビボ有効性
　この実施例は、実施例１によるヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子を含有するために改変され
た非ヒト動物（例えば、齧歯類）が、そのトリグリセリド低減有効性のためにＡｎｇｐｔ
ｌ８調節因子（例えば、抗ＡＮＧＰＴＬ８抗体）をスクリーニングするためのインビボア
ッセイに使用できることを示す。この例では、代表的な抗ＡＮＧＰＴＬ８抗体が、上昇し
たトリグリセリドを低減させるためのモノクローナル抗体治療法の有効性を決定するため
に、ホモ接合性マウスにおいて、ヒト化Ａｎｇｐｔｌ８遺伝子に対して、スクリーニング
される。
【０２０４】
　簡潔に述べると、操作されたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子（上記のとおり）のためのホモ接合
性マウスは、実験の５日前に採血され、トリグリセリドレベルに基づいて治療グループに
（治療グループにつきｎ＝５）選別され、それによりそれぞれのグループにわたってトリ
グリセリドレベルの平均値が等しくなるようにした。抗ＡＮＧＰＴＬ８抗体または対照（
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無関係の特異性を持つアイソタイプ一致のヒトＩｇＧ４対照）は、試験の０日目に皮下注
射により１０ｍｇ／ｋｇ用量で投与された。注射後４日目にマウスは採血され、血清トリ
グリセリドレベルが、ＡＤＶＩＡ（登録商標）１８００血清化学分析計（Ｓｉｅｍｅｎｓ
）により測定された。結果は、それぞれのグループのすべての試験された抗体につき、平
均値±ＳＥＭとして表された。代表的な結果を図７に記載する。
【０２０５】
　図７に示す通り、抗ＡＮＧＰＴＬ８抗体治療法は、対照抗体と比較して、循環トリグリ
セリドレベルを顕著に減少させた。さらに、これらのデータは、実施例１に記載の操作さ
れたＡｎｇｐｔｌ８遺伝子を含有するマウスが、ヒトＡＮＧＰＴＬ８を発現し、上昇した
トリグリセリドレベルの治療のためのスクリーニング治療薬に使用できると示唆している
。まとめると、本開示は、本明細書に提供される非ヒト動物が、抗ＡＮＧＰＴＬ８抗体の
トリグリセリド低減有効性を評価するためのインビボシステムを提供し、一部の実施形態
では、高トリグリセリド血症のためのインビボ動物モデルを提供することを示す。
【０２０６】
均等
　本発明の少なくとも一つの実施形態のこのような記載されたいくつかの側面を持つ、様
々な変更、改変、及び改善を当業者であれば容易に思いつくことが理解されるはずである
。このような変更、改変、及び改善は本開示の一部であることが意図され、本発明の精神
及び範囲内であることが意図される。従って、前述の説明及び図面は例示のみとしてのも
のであり、本発明は以下の請求項によって詳細に記載される。
【０２０７】
　請求項で請求項を改変するための「第一の」、「第二の」、「第三の」などの順序の用
語の使用は、それ自体は一つの請求項要素の別の要素に対する優位性、先行、もしくは順
序、または方法の行為が実施される時間的順序を暗示せず、特定の名称を持つ一つの請求
項要素を（順序の用語の使用以外は）同じ名称を持つ別の要素から区別して請求項要素を
区別するための標識としてのみ使用される。
【０２０８】
　本明細書及び請求項で使用される場合、「ａ」及び「ａｎ」という冠詞は、そうでない
ことが明確に示されない限り、複数参照を含むと理解されるべきである。群の一つ以上の
要素の間に「または」を含む請求項または記載は、そうではないことが示されるかまたは
そうでなければ文脈から明らかでない限り、一つ、二つ以上、または群のすべての要素が
、所定の生成物またはプロセスに存在する、用いられる、またはそうでなければ関連する
場合に満たされるとみなされる。本発明は、群の正確に一つの要素が所定の生成物または
プロセスに存在する、用いられる、またはそうでなければ関連する実施形態を含む。本発
明は、二つ以上、または群の要素全体が所定の生成物またはプロセスに存在する、用いら
れる、またはそうでなければ関連する実施形態も含む。さらに、本発明は、別途指定され
ない限り、または矛盾または不一致が起こることが当業者には明らかでない限り、変形、
組み合わせ、及び記載された請求項の一つ以上からの一つ以上の限定、要素、句、記載用
語などが、同じ基礎請求項に依存する別の請求項（または関連する任意のその他の請求項
）に導入される並べ替えすべてを網羅することを理解すべきである。記載されたような要
素が存在する場合（例えば、マーカッシュ群または類似の形式で）、要素の各サブグルー
プも開示され、任意の要素を群から除去することができると理解されるべきである。当然
のことながら、一般的に、本発明、または本発明の態様が特定の要素、特徴などを含むと
して言及される場合、本発明のある実施形態または本発明の態様は、このような要素、特
徴などから成る、または実質的にそれらから成る。簡潔にするために、これらの実施形態
はすべての場合において、多くの言葉では本明細書に特に記載されていない。これも当然
のことながら、本発明の任意の実施形態または態様は、特定の除外が明細書に列挙されて
いるかどうかにかかわらず、請求項から明示的に除外される可能性がある。
【０２０９】
　当業者であれば、アッセイまたは本明細書に記載されたその他のプロセスで得られた値
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に起因する一般的な標準偏差または誤差を理解するであろう。本発明の背景を説明し、そ
の実践に関して追加的詳細を提供するための本明細書の出版物、ウェブサイト及びその他
の参考資料は、参照により本明細書に組み込まれる。
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