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(57)摘要

本发明提供了一种表达人源/非人源嵌合

MHC  1多肽和/或人或人源化的 β 2微球蛋白多肽

的基因修饰非人动物，以及包含该基因修饰的胚

胎、细胞和组织。还提供了用于制备所述基因修

饰动物的构建体以及制备该构建体的方法。本发

明同时提供了使用所述基因修饰动物对人免疫

系统的不同方面进行研究的方法。
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1.一种啮齿动物基因组，所述基因组在内源性β2微球蛋白基因座包含核酸序列，所述

核酸序列包含啮齿动物β2微球蛋白基因的外显子1和人β2微球蛋白基因的外显子2、3和4，

其中所述核酸序列编码包含人β2微球蛋白氨基酸序列的多肽，其中所述啮齿动物是大鼠或

小鼠。

2.根据权利要求1所述的啮齿动物基因组，其中所述核酸序列包含所述人β2微球蛋白

基因的外显子2至外显子4的人源基因组序列。

3.根据权利要求1所述的啮齿动物基因组，其中所述核酸序列编码包含人β2微球蛋白

的氨基酸23‑119的多肽。

4.根据权利要求1所述的啮齿动物基因组，其中所述核酸序列与内源性啮齿动物β2微
球蛋白调控元件可操作地连接。

5.根据权利要求1所述的啮齿动物基因组，其中所述啮齿动物基因组不表达来自内源

性β2微球蛋白基因座的功能性内源性β2微球蛋白多肽。

6.一种小鼠基因组，其在内源性β2微球蛋白基因座包含核酸序列，所述核酸序列(1)包

含小鼠β2微球蛋白基因的外显子1和人β2微球蛋白基因的外显子2、3和4，以及(2)可操作地

连接至小鼠β2微球蛋白调控元件，

其中所述核酸序列编码包含人β2微球蛋白氨基酸序列的多肽。

7.根据权利要求6所述的小鼠基因组，其中所述核酸序列包含所述人β2微球蛋白基因

的外显子2至外显子4的人基因组序列。

8.根据权利要求6所述的小鼠基因组，其中所述核酸序列编码人β2微球蛋白的氨基酸

23‑119的多肽。

9.根据权利要求6‑8中任一项所述的小鼠基因组，其中所述小鼠基因组不在内源性β2
微球蛋白基因座编码功能性内源性小鼠β2微球蛋白多肽。

10.一种基因修饰小鼠的方法，包括在内源性β2微球蛋白基因座用包括人β2微球蛋白

基因外显子2、3、和4的核酸序列取代包括小鼠β2微球蛋白基因外显子2、3和4的核酸序列，

其中所述小鼠的β2微球蛋白基因的外显子1与所述包括人β2微球蛋白基因外显子2、3、和4

的核酸序列可操作地连接。

11.根据权利要求10所述的方法，其中所述方法包括在内源性β2微球蛋白基因座用包

括所述人β2微球蛋白基因外显子2至外显子4的基因组序列的核酸序列取代所述小鼠β2微
球蛋白基因外显子2至外显子4的基因组序列。

12.根据权利要求10所述的方法，其中所述小鼠不表达来自所述内源性β2微球蛋白基

因座的功能性小鼠β2微球蛋白多肽。

13.根据权利要求10‑12中任一项所述的方法，其中所述取代在单一胚胎干(ES)细胞中

进行，且所述单一ES细胞被引入小鼠胚胎以制备小鼠。

14.一种核酸，所述核酸编码功能性β2微球蛋白多肽，其中所述核酸包含啮齿动物β2微
球蛋白基因的外显子1和人β2微球蛋白基因外显子2、3、和4，并且其中所述啮齿动物是大鼠

或小鼠。

15.根据权利要求14所述的核酸，其中所述核酸包含所述人β2微球蛋白基因外显子2至

外显子4的基因组序列。

16.根据权利要求14所述的核酸，其中所述功能性β2微球蛋白多肽包含人β2微球蛋白
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的氨基酸23‑119。

17.根据权利要求14所述的核酸，其中所述核酸可操作地连接至啮齿动物β2微球蛋白

调控元件。

18.根据权利要求14所述的核酸，其中所述核酸可操作地连接至大鼠β2微球蛋白调控

元件。

19.根据权利要求14所述的核酸，其中所述核酸可操作地连接至小鼠β2微球蛋白调控

元件。

20.一种由权利要求14‑19中任一项所述的核酸编码的功能性β2微球蛋白多肽，其包含

人β2微球蛋白蛋白质的氨基酸23‑119。

21.根据权利要求20所述的功能性β2微球蛋白多肽，其中所述功能性β2微球蛋白多肽

与MHC  I蛋白结合。

22.一种分离的细胞，其包括如权利要求14‑19中任一项所述的核酸。

23.根据权利要求22所述的分离的细胞，其中所述细胞是胚胎干细胞。

24.根据权利要求22所述的分离的细胞，其中所述细胞在其表面表达所述功能性β2微
球蛋白多肽。

25.一种包含如权利要求22‑24中任一项所述的分离的细胞的体外组合物。

26.根据权利要求25所述的体外组合物，其中所述分离的细胞表达所述功能性β2微球

蛋白多肽，其与MHC  I蛋白结合，并且其中所述细胞与人源或啮齿动物T细胞复合。
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制备主要组织相容性复合物基因修饰小鼠的方法

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请为申请日为2012年10月26日，申请号为201710347715.8的中国申请的分案

申请。本申请的母案申请为申请日为2012年10月26日，申请号为201280060540.8的中国申

请的分案申请。原申请要求申请日为2011年10月28日的美国临时专利申请号61/552,582和

61/552,587以及申请日为2012年9月14日的美国临时专利申请号61/700,908的优先权，其

全部内容通过引用并入本申请。

技术领域

[0003] 本发明涉及基因修饰的非人动物例如啮齿动物(例如小鼠或大鼠)，其表达人源或

人源化的主要组织相容性复合物(MHC)I类分子。本发明还涉及基因修饰的非人动物，例如

小鼠或大鼠，其表达人源或人源化的MHC  I蛋白(例如MHC  Iα链)和/或人源或人源化的β2微
球蛋白；及表达人源或人源化的MHC  I蛋白(例如MHC  Iα链)和/或人源或人源化的β2微球蛋

白的胚胎、组织和细胞。本发明进一步提供了一种制备基因修饰的非人动物的方法，所述动

物表达人源或人源化的MHC  I类蛋白(例如MHC  Iα链)和/或β2微球蛋白。本发明还提供了一

种在体外人源化细胞免疫系统或基因修饰的非人动物中鉴定和评估肽的方法，以及修饰非

人动物例如小鼠或大鼠的MHC  I和/或β2微球蛋白基因座以表达人源或人源化的MHC  I和/

或β2微球蛋白的方法。

背景技术

[0004] 在适应性免疫应答中，通过B淋巴细胞(例如免疫球蛋白)和T淋巴细胞(例如T细胞

受体或TCR)上的受体分子识别外来抗原。这些外来抗原在细胞表面上以特定蛋白的肽片段

递呈，通常将其称为主要组织相容性复合物(MHC)分子。MHC分子由多个基因座编码，已发现

其为跨距约4Mb的连锁的基因簇。在小鼠中，MHC基因位于17号染色体上，并且由于历史原因

被称为组织相容性2(H‑2)基因。在人中，该基因位于6号染色体上，被称为人白细胞抗原

(HLA)基因。在小鼠和人中，所述基因座是多基因的，其包括三个在人和小鼠基因组中具有

相似构造的高多态性类型的MHC基因(I、II和III类)(分别参见图2和图3)。

[0005] MHC基因座在基因组中显示出最高的多态性；一些基因通过>300个等位基因代表

(例如人HLA‑DRβ和人HLA‑B)。全部I类和II类MHC基因均能递呈为肽片段，但是各基因表达

具有不同结合特性的蛋白，这反映了多态性和等位基因变体。在免疫应答过程中任何具有

独特肽片段范围的给定个体均能够递呈被递呈至B和T细胞的细胞表面。

[0006] 人与小鼠均具有I类MHC基因(参见图2和图3)。在人中，经典的I源基因被称为HLA‑

A、HLA‑B和HLA‑C，而在小鼠中被称为H‑2K、H‑2D和H‑2L。I类分子由两条链组成：多态性的α‑
链(有时被称为重链)和被称为β2‑微球蛋白的较小的链(也被称为轻链)，其通常不具有多

态性(图1)。这两条链在细胞表面上形成非共价的异源二聚体。所述α‑链包含三个结构域(α
1、α2和α3)。α链基因的外显子1编码先导序列，外显子2和3编码α1和α2结构域，外显子4编码

α3结构域，外显子5编码跨膜结构域，而外显子6和7编码胞质尾区。α‑链形成含有α1和α2结
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构域的肽结合缝隙(类似于Ig‑样结构域)接着为类似于β2‑微球蛋白的α3结构域。

[0007] β2微球蛋白是一种非糖基化的12kDa蛋白；其功能之一在于稳定MHC  I类α‑链。与

α‑链不同，所述β2微球蛋白不跨膜。所述人源β2微球蛋白的基因座在15号染色体上，而鼠源

的基因座在2号染色体上。β2微球蛋白的基因由4个外显子和3个内含子组成。循环形式的β2
微球蛋白存在于血清、尿液和其他体液中；因此，非共价MHC  I结合的β2微球蛋白在生理条

件下能够与循环β2微球蛋白进行交换。

[0008] I类MHC分子在所有有核细胞中表达，包括肿瘤细胞。其特异性地在T和B淋巴细胞、

巨噬细胞、树突状细胞和中性粒细胞以及其他细胞上表达并且其功能为在CD8+细胞毒性T

淋巴细胞(CTL)表面展示肽片段(长度通常为8‑10个氨基酸)。CTL通过其自身的膜结合TCR

特异性地杀伤携带MHC  I结合肽的任意细胞。当细胞展示非正常存在的细胞蛋白来源的肽

(例如病毒、肿瘤或其他非自身来源)时，这种肽被CTL所识别，CTL被激活并杀伤展示该肽的

细胞。

[0009] 通常，由于存在耐受机制，递呈正常(即自身)蛋白在MHC  I分子环境下的递呈不会

引发CTL的激活。然而，在一些疾病(例如癌症、自身免疫性疾病)中来源于自身蛋白的肽成

为免疫系统的靶细胞成分，结果导致递递呈这种肽的细胞受到破坏。尽管在识别一些激发

细胞免疫应答的自身来源抗原(例如与多种癌症相关的抗原)的方面已有进展，但是为了改

进通过MHC  I类分子被人CTL所识别的肽的鉴定，仍需要体内和体外系统来模拟人源细胞免

疫系统的各个方面。模拟人源细胞免疫系统的系统可用于鉴定与疾病相关的抗原从而开发

人体治疗产品例如疫苗和其他生物制品。在人源免疫系统中评估抗原识别的系统能够辅助

鉴定对治疗有用的CTL群(例如对研究和防治人类疾病是有用的)。这种系统还能够辅助增

强人CTL群的活性以便更有效地对抗感染和携带外来抗原的实体。因此，需要一种能够产生

免疫系统的生物系统(例如基因改造的动物)，所述免疫系统展示模拟人免疫系统功能的组

分。

发明概述

[0010] 本申请提供了一种用于产生或鉴定肽的生物系统，所述的肽与MHC  I类蛋白及其

嵌合体相联，并且与CD8+T细胞结合。本申请提供了一种非人动物，其包含表达在细胞免疫

应答中具有功能的人源或人源化的分子的非人细胞。本申请还提供了编码人源或人源化的

MHC  I和β2微球蛋白的人源化的啮齿动物基因座。本申请还提供了表达人源或人源化的MHC 

I和β2微球蛋白的人源化的啮齿动物细胞。本申请提供了包含人源化的啮齿动物细胞的体

内和体外系统，其中所述啮齿动物细胞表达一个或多个人源或人源化的免疫系统分子。

[0011] 本申请提供了一种非人动物例如啮齿动物(例如小鼠或大鼠)，在其基因组中包含

编码人源/非人源(例如人/啮齿动物，例如人/小鼠或人/大鼠)嵌合MHC  I多肽的核苷酸序

列，其中所述嵌合多肽的人源部分包含人MHC  I多肽的胞外结构域。具体的说，本发明提供

了一种非人动物，其在内源性MHC  I基因座包含编码人源/非人源嵌合MHC  I多肽的核苷酸

序列，其中所述嵌合多肽的人源部分包含人MHC  I多肽的胞外结构域，并且其中所述动物表

达人源/非人源嵌合MHC  I多肽。在一个方面，所述动物在内源性非人源MHC  I基因座不表达

内源性非人源MHC  I多肽的胞外结构域。在本发明的一个方面，所述非人动物(例如啮齿动

物，例如小鼠或大鼠)包含两个拷贝的MHC  I基因座，其中包含编码人源/非人源(例如人/啮
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齿动物，例如人/小鼠或人/大鼠)嵌合MHC  I多肽的核苷酸序列。在本发明的另一个方面，所

述动物包含一个拷贝的MHC  I基因座，其中包含编码人源/非人源嵌合MHC  I多肽的核苷酸

序列。因此，所述动物针对包含编码人源/非人源嵌合MHC  I多肽的核苷酸序列的MHC  I基因

座可以是纯合子或杂合子。在不同的实施方式中，编码人源/非人源嵌合MHC  I多肽的核苷

酸序列被包含在非人动物(例如啮齿动物，例如大鼠或小鼠)的生殖细胞中。

[0012] 在一个方面，所述编码人源/非人源嵌合MHC  I的核苷酸序列可操作地与内源性非

人源调控元件连接，例如启动子、增强子、沉默子等。在一个实施方式中，所述嵌合多肽的人

源部分包含人先导序列。在另一个实施方式中，所述嵌合多肽的人源部分包含人MHC  I多肽

的α1、α2和α3结构域。所述人MHC  I多肽可以选自以下组：HLA‑A、HLA‑B和HLA‑C。在一个实施

方式中，所述人MHC  I多肽是HLA‑A2多肽，例如HLA‑A2.1多肽。

[0013] 在一个方面，所述基因改造的非人动物是啮齿动物。在一个实施方式中，所述啮齿

动物是小鼠。因此，在一个实施方式中，所述内源性非人源的基因座是小鼠基因座，例如小

鼠H‑2K、H‑2D或H‑2L基因座。在一个实施方式中，所述人源/非人源嵌合MHC  I多肽的非人源

部分包含内源性非人源MHC  I多肽的跨膜和胞质结构域。因此，在一个实施方式中，其中所

述非人动物是小鼠，所述内源性非人源MHC  I基因座可以是H‑2K基因座(例如H‑2kb基因座)

以及所述内源性非人源HMC  I多肽可以是H‑2K多肽；因此，所述人源/非人源嵌合MHC  I多肽

可以包含H‑2K多肽的跨膜和胞质结构域。在另一个实施方式中，其中所述非人动物是小鼠，

所述内源性非人源MHC  I基因座可以是H‑2D基因座以及所述内源性非人源MHC  I多肽可以

是H‑2D多肽；因此，所述人源/非人源嵌合MHC  I多肽可以包含H‑2D多肽的跨膜和胞质结构

域。类似地，在另一个实施方式中，所述内源性非‑MHC  I基因座可以是H‑2L基因座且所述内

源性非人源MHC  I多肽可以是H‑2L多肽；因此，人源/非人源嵌合MHC  I多肽可以包含H‑2L多

肽的跨膜和胞质结构域。

[0014] 本申请还提供了在内源性H‑2K基因座包含编码人源/小鼠嵌合MHC  I多肽的核苷

酸序列的小鼠，其中所述嵌合多肽的人源部分包含人HLA‑A(例如HLA‑A2)多肽的胞外结构

域和小鼠部分包含小鼠H‑2K多肽的跨膜和胞质结构域，并且其中所述小鼠表达人源/小鼠

嵌合MHC  I多肽。在一些实施方式中，所述小鼠不表达来自内源性H‑2K基因座的小鼠H‑2K多

肽胞外结构域。在一个方面，编码人源/小鼠嵌合MHC  I多肽的核苷酸序列可操作地与内源

性小鼠调控元件连接。所述嵌合多肽的人源部分可以包含人先导序列。其还可以包含人MHC 

I多肽的α1、α2和α3结构域。所述人MHC  I多肽可以是HLA‑A多肽，例如HLA‑A2.1多肽。在一个

方面，所述小鼠H‑2K基因座是H‑2Kb基因座。

[0015] 本发明的另一个方面涉及一种非人动物例如啮齿动物(例如小鼠或大鼠)，在所述

动物的基因组中包含编码人源或人源化β2微球蛋白多肽的核苷酸序列。因此，本申请提供

了一种非人动物，所述动物在内源性非人源β2微球蛋白基因座包含编码人源或人源化β2微
球蛋白多肽的核苷酸序列，其中所述动物表达人源或人源化β2微球蛋白多肽。在一个方面，

所述动物不表达来自内源性非人源β2微球蛋白基因座的功能性内源性非人源β2微球蛋白

多肽。在一个方面，所述动物包含两个拷贝的编码人源或人源化β2微球蛋白多肽的β2微球

蛋白基因座；在另一个实施方式中，所述动物包含一个拷贝的编码人源或人源化β2微球蛋

白多肽的β2微球蛋白基因座。因此，所述动物针对编码人源或人源化β2微球蛋白多肽的β2
微球蛋白基因座可以是纯合子或杂合子。在多种实施方式中，编码人源或人源化β2微球蛋
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白多肽的核苷酸序列被包含在所述非人动物(例如啮齿动物，例如大鼠或小鼠)的生殖细胞

中。在一个实施方式中，编码人源或人源化β2微球蛋白多肽的核苷酸序列包含编码含有人β
2微球蛋白氨基酸序列的多肽的核苷酸序列。在一个实施方式中，所述多肽能够与MHC  I蛋

白结合。

[0016] 在一些实施方式中，编码所述人源或人源化β2微球蛋白多肽的核苷酸序列可操作

地与内源性非人源β2微球蛋白调控元件连接。在一个方面，编码所述人源或人源化β2微球

蛋白多肽的核苷酸序列包含人源β2微球蛋白基因外显子2至外显子4中所示的核苷酸序列。

在另一个方面，编码所述人源或人源化β2微球蛋白多肽的核苷酸序列包含人β2微球蛋白基

因外显子2、3和4中所示的核苷酸序列。在进一步的实施方式中，所述核苷酸序列还包括非

人源β2微球蛋白基因外显子1中所示的核苷酸序列。在一些实施方式中，所述非人动物是啮

齿动物(例如小鼠或大鼠)；因此，所述非人源β2免疫球蛋白基因座是啮齿动物(例如小鼠或

大鼠)β2免疫球蛋白基因座。

[0017] 本申请还提供了一种小鼠，所述小鼠在内源性β2微球蛋白基因座包含编码人源或

人源化β2微球蛋白多肽的核苷酸序列，其中所述小鼠表达所述人源或人源化的β2微球蛋白

多肽。在一些实施方式中，所述小鼠不表达来自内源性β2微球蛋白基因座的功能性内源性

小鼠β2微球蛋白。所述核苷酸序列可以与内源性小鼠调控元件连接。在一个方面，所述核苷

酸序列包含人β2微球蛋白基因外显子2至外显子4中所示的核苷酸序列。或者，编码所述人

源或人源化β2微球蛋白多肽的核苷酸序列可以包含人β2微球蛋白基因外显子2、3和4中所

示的核苷酸序列。编码人源或人源化β2微球蛋白多肽的核苷酸序列可以进一步包含小鼠β2
微球蛋白基因外显子1的核苷酸序列。在一个实施方式中，编码人源或人源化β2微球蛋白多

肽的核苷酸序列可以包含编码含有人源β2微球蛋白氨基酸序列的多肽的核苷酸序列。在一

个实施方式中，所述多肽能够与MHC  I蛋白结合。

[0018] 本发明进一步包含一种非人动物(例如啮齿动物，例如小鼠或大鼠)，所述动物在

其基因组中包含编码人源/非人源嵌合MHC  I多肽的核苷酸序列以及编码人源或人源化β2
微球蛋白多肽的核苷酸序列。在一个实施方式中，本发明提供了一种非人动物，所述动物在

其基因组中包含编码人源/非人源MHC  I多肽的第一核苷酸序列，其中所述嵌合多肽的人源

部分包含人MHC  I多肽的胞外结构域；以及编码人源或人源化β2微球蛋白多肽的第二核苷

酸序列，其中所述第一核苷酸序列位于内源性非人源MHC  I基因座，和所述第二核苷酸序列

位于内源性非人源β2微球蛋白基因座，并且其中所述动物表达人源/非人源嵌合MHC  I多肽

和人源或人源化β2微球蛋白多肽。在一个方面，所述动物是小鼠。因此，所述内源性MHC  I基

因座可以选自下组：H‑2K、H‑2D和H‑2L基因座。在一个实施方式中，所述内源性小鼠基因座

是H‑2K基因座(例如H‑2Kb基因座)。在一个实施方式中，所述人MHC  I多肽选自以下组：HLA‑

A、HLA‑B和HLA‑C多肽。在一个方面，所述人MHC  I多肽是HLA‑A，例如HLA‑A2(例如HLA‑

A2.1)。在多种实施方式中，所述第一和第二核苷酸序列被包含在所述非人动物(例如啮齿

动物，例如小鼠或大鼠)的生殖细胞中。

[0019] 因此，本发明提供了一种小鼠，所述小鼠在其基因组中包含编码人源/小鼠嵌合

MHC  I多肽的第一核苷酸序列，其中所述嵌合多肽的人源部分包含人HLA‑A(例如HLA‑A2)的

胞外结构域和小鼠部分包含小鼠H‑2K的跨膜和胞质结构域；以及编码人源或人源化β2微球

蛋白多肽的第二核苷酸序列，其中所述第一核苷酸序列位于内源性H‑2K基因座和所述第二
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核苷酸序列位于内源性小鼠β2免疫球蛋白基因座，以及其中所述小鼠表达人源/小鼠嵌合

MHC  I多肽和人源或人源化β2微球蛋白多肽。在一个实施方式中，包含嵌合MHC  I多肽和人

源或人源化β2微球蛋白多肽的所述非人动物(例如所述小鼠)在其各自的内源性基因座不

表达内源性非人源MHC  I多肽(例如小鼠H‑2K多肽)的胞外结构域和/或功能性内源性非人

源(例如小鼠)β2微球蛋白多肽。在一个方面，所述动物(例如所述小鼠)分别包含两个拷贝

的第一和第二核苷酸序列。在另一个方面，所述动物(例如所述小鼠)包含一个拷贝的第一

和一个拷贝的第二核苷酸序列。因此，所述动物针对第一和第二核苷酸序列都可以是纯合

子或杂合子。

[0020] 在一个方面，所述第一核苷酸序列可操作地与内源性非人源(例如小鼠)MHC  I调

控元件连接，并且所述第二核苷酸序列可操作地与内源性非人源(例如小鼠)β2微球蛋白元

件连接。所述嵌合多肽的人源部分可以包含人源MHC  I多肽的 和 结构域。所述

第二核苷酸序列可以包含人β2微球蛋白基因外显子2至外显子4中所示的核苷酸序列。或

者，所述第二核苷酸序列可以包含人β2微球蛋白基因外显子2、3和4中所示的核苷酸序列。

在一个方面，包含嵌合MHC  I多肽和人源或人源化β2微球蛋白多肽的所述小鼠可以是这样

的，与不表达人源或人源化β2微球蛋白多肽时人源/小鼠嵌合MHC  I多肽的表达情况相比，

人源或人源化β2微球蛋白的表达使得人源/小鼠嵌合MHC  I多肽的表达量增加。

[0021] 本发明还提供了一种制备本申请所述的基因改造的非人动物(例如啮齿动物，例

如小鼠或大鼠)的方法。因此，在一个实施方式中，本发明提供了一种修饰啮齿动物(例如小

鼠或大鼠)的MHC  I基因座以表达人源/啮齿动物嵌合(例如人/小鼠或人/大鼠)MHC  I多肽

的方法，其中所述方法包括在所述内源性MHC  I基因座用编码人源MHC  I多肽胞外结构域的

核苷酸序列取代编码啮齿动物MHC  I多肽胞外结构域的核苷酸序列。在另一个实施方式中，

本发明提供了一种修饰啮齿动物(例如小鼠或大鼠)的β2微球蛋白基因座以表达人源或人

源化β2微球蛋白多肽的方法，其中所述方法包括在内源性啮齿动物(例如小鼠或大鼠)β2微
球蛋白基因座用编码人源或人源化β2微球蛋白多肽的核苷酸序列取代编码啮齿动物(例如

小鼠或大鼠)β2微球蛋白多肽的核苷酸序列。在这种方法中，所述取代可以在单个ES细胞中

进行，并且可以将所述单个ES细胞引入啮齿动物(例如小鼠或大鼠)以制备胚胎。可以将所

得到的啮齿动物(例如小鼠或大鼠)进行交配以产生双人源化动物。

[0022] 因此，本发明还提供了一种制备双人源化动物例如啮齿动物(例如小鼠或大鼠)的

方法。在一个实施方式中，本申请还提供了一种制备基因修饰的小鼠的方法，所述方法包括

(a)修饰第一小鼠的MHC  I基因座以表达人源/小鼠嵌合MHC  I多肽，其在内源性小鼠MHC  I

基因座包含编码小鼠MHC  I多肽胞外结构域的核苷酸序列被编码人MHC  I多肽胞外结构域

的核苷酸序列所取代，(b)修饰第二小鼠的β2微球蛋白基因座以表达人源或人源化β2微球

蛋白多肽，其在内源性小鼠β2微球蛋白基因座包含编码小鼠β2微球蛋白多肽的核苷酸序列

被编码人源或人源化β2微球蛋白多肽的核苷酸序列取代；以及(c)将所述第一和第二小鼠

交配以生成经修饰的小鼠，所述小鼠在其基因组中包含编码人源/小鼠嵌合MHC  I多肽的第

一核苷酸序列和编码人源或人源化β2微球蛋白多肽的第二核苷酸序列，其中所述基因修饰

的小鼠表达人源/小鼠嵌合MHC  I多肽和人源或人源化β2微球蛋白多肽。在一些实施方式

中，所述MHC  I基因座选自H‑2K、H‑2D和H‑2L；；在一些实施方式中，所述人MHC  I多肽选自

HLA‑A、HLA‑B和HLA‑C。在一个实施方式中，所述MHC  I基因座是H‑2K基因座，所述人MHC  I多
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肽是HLA‑A(例如HLA‑A2)，并且所述小鼠表达嵌合HLA‑A/H‑2K多肽(例如HLA‑A2/H‑2K多

肽)。在一个方面，所述嵌合HLA‑A2/H‑2K多肽包含HLA‑A2多肽的胞外结构域和H‑2K多肽的

胞质和跨膜结构域。在一个方面，所述第二核苷酸序列包含人β2微球蛋白基因外显子2、3和

4(例如外显子2至外显子4)中所示的核苷酸序列，以及小鼠β2微球蛋白基因外显子1中所示

的核苷酸序列。

[0023] 本发明还提供了一种来源于本申请所述的非人动物(例如啮齿动物，例如小鼠或

大鼠)的细胞例如分离的抗原递呈细胞。本发明还提供了来源于本申请所述的非人动物的

组织和胚胎。

[0024] 在又一个实施方式中，本发明提供了鉴定激发免疫应答的抗原或抗原表位的方

法，评估候选疫苗的方法，鉴定对人病原体或癌症抗原具有高亲和性的T细胞的方法。

[0025] 本发明所述的任何实施方式和方面均可以彼此结合使用，除非另有说明或从上下

文是显而易见的。通过随后的详细描述，对本领域技术人员而言其他实施方式将是显而易

见的。下文的详细描述包括对本发明不同实施方式的示例性描述，其对所主张的发明不具

有限制性。附图构成了本说明书的一部分，其与说明书一起仅用于说明书实施方式，而不是

用于限制本发明。

附图简述

[0026] 图1是I类MHC分子四个结构域的示意图：含有α1、α2和α3结构域的α‑链以及非共价

结合的第四个结构域β2‑微球蛋白(β2m)。灰色的圆圈表示在肽结合缝隙中结合的肽。

[0027] 图2是人HLA相对基因组结构示意图(未按照比例)，显示了I、II和III类基因。

[0028] 图3是小鼠MHC相对基因组结构的示意图(未按照比例)，显示了I、II和III类基因。

[0029] 图4显示了含有编码嵌合HLA‑A/H‑2K多肽的cDNA以及IRES‑GFP报告基因的病毒载

体构建体(A)；以及对单独转导(左图)HLA‑A2(虚线)、HLA‑A2/H‑2K(点线)或未转导(实线)，

或与人源化β2微球蛋白共转导(右图)的MG87细胞中人HLA‑A2表达情况进行比较的直方图

(B)。与(B)图平行对应的数据在图(C)中以表达构建体的细胞所占百分率表示。

[0030] 图5是用于制备表达人HLA‑A2蛋白胞外区域的嵌合H‑2K基因座的定位策略的示意

图(未按照比例)。小鼠序列以黑色表示，人序列以白色表示。L＝先导序列，UTR＝非翻译区，

TM＝跨膜结构域，CYT＝胞质结构域，HYG＝潮霉素。

[0031] 图6A显示了从野生型(WT)小鼠或携带嵌合HLA‑A2/H‑2K基因座的杂合子小鼠

(HLA‑A/H‑2K  HET)分离的细胞中HLA‑A2(左图)和H‑2K(右图)的表达情况(占总细胞％)。

[0032] 图6B为在携带嵌合HLA‑A2/H‑2K基因座的杂合子小鼠中嵌合HLA‑A2/H‑2K蛋白体

内表达情况的点图。

[0033] 图7显示了在小鼠β2微球蛋白基因座将β2微球蛋白基因人源化的定向策略(未按

照比例)。小鼠序列以黑色表示，人序列以白色表示。NEO＝新霉素。

[0034] 图8显示了从野生型(WT)小鼠、嵌合HLA‑A2/H‑2K杂合子小鼠、嵌合HLA‑A2/H‑2K杂

合子和人源化β2微球蛋白杂合子小鼠(双杂合子；I类/β2m  HET)的血液分离的细胞中HLA  I

类和人β2微球蛋白的表达情况的代表性点图。

[0035] 图9显示了从野生型(WT)、嵌合HLA‑A2/H‑2K杂合子(I类HET)和嵌合HLA‑A2/H2K/

人源化β2微球蛋白双杂合子(I类/β2m  HET)小鼠血液分离的细胞中人HLA  I类表达情况(X‑
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轴)的代表性直方图。

[0036] 图10显示了在流感(左图)或EBV(右图)肽存在的条件下，对接触来源于野生型小

鼠的抗原递呈细胞(APC)(WT  APC)或针对嵌合HLA‑A2/H‑2K和人源化β2微球蛋白是杂合子

的小鼠的抗原递呈细胞(APC)(双HET  APC)递呈的人T细胞进行IFNγElispot检测的结果。使

用单因素方差检验ANOVA结合Tukey的检验后多重比较测试进行统计学分析。

发明详述

[0037] 定义

[0038] 本发明提供了表达人源或人源化MHC  I和/或β2微球蛋白的基因修饰的非人动物

(例如小鼠、大鼠、家兔等)；以及包含该基因修饰的胚胎、细胞和组织；制备该基因修饰动物

以及使用其的方法。除非另有定义，否则本申请使用的所有术语和短语包括所述术语和短

语在本领域中所具有的含义，除非有明确的相反说明或在使用所述术语或短语的上下文中

是显而易见的。

[0039] 当用于描述保守的氨基酸取代时，术语“保守的”包括氨基酸残基被另一个具有带

有相似化学性质(例如电荷或疏水性)的侧链R基的氨基酸残基取代。保守的氨基酸取代可

以通过修饰核苷酸序列以引入编码保守取代的核苷酸的改变来实现。在通常情况下，保守

的氨基酸取代将不会从基本上改变目标蛋白的功能性性质，例如MHC  I递呈目标肽的能力。

具有带有相似化学性质的侧链的氨基酸基团的例子包括脂肪族侧链如甘氨酸、丙氨酸、缬

氨酸、亮氨酸和异亮氨酸；脂肪族‑羟基侧链如丝氨酸和苏氨酸；含有酰胺的侧链如天冬酰

胺和谷胺酰胺；芳香侧链如苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸；碱性侧链如赖氨酸、精氨酸和组氨

酸；酸性侧链如天冬氨酸和谷氨酸；和含硫侧链如半胱氨酸和甲硫氨酸。保守的氨基酸取代

基团包括例如缬氨酸/亮氨酸/异亮氨酸、苯丙氨酸/酪氨酸、赖氨酸/精氨酸、丙氨酸/缬氨

酸、谷氨酸/天冬氨酸和天冬酰胺/谷氨酰胺。在一些实施方式中，保守的氨基酸取代可以是

蛋白中的任意天然残基被丙氨酸取代，用于例如丙氨酸扫描诱变。在一些实施方式中，所采

用的保守取代在PAM250对数概似矩阵中具有正值的，如Gonnet等，(1992)Exhaustive 

Matching  of  the  Entire  Protein  Sequence  Database,Science  256:1443‑45所公开的，

其通过引用并入本申请。在一些实施方式中，所述取代是适度的保守取代，其中所述取代在

PAM250对数概似矩阵中具有非负值。

[0040] 因此，本发明还包括一种基因修饰的非人动物，所述动物的基因组包含编码人源

或人源化MHC  I多肽和/或β2微球蛋白多肽的核苷酸序列，其中所述多肽包含本申请所述的

氨基酸序列的保守氨基酸取代。

[0041] 本领域技术人员可以理解，除了本申请所述的编码人源或人源化MHC  I多肽和/或

β2微球蛋白的核酸残基以外，由于遗传密码的简并性，其他核酸也可以编码本发明的多肽。

因此，除了在其基因组中包含编码具有保守氨基酸取代的MHC  I和/或β2微球蛋白多肽的核

苷酸序列的基因修饰的非人动物以外，本申请还提供了由于遗传密码的简并性使得在其基

因组包含不同于本申请所述的核酸序列的非人动物。

[0042] 当与序列一起使用时，术语“同一性”包括通过本领域公知的能够用于测定核苷酸

和/或氨基酸序列同一性的多种不同算法确定的同一性。在本申请所述的一些实施方式中，

使用开放间隙罚分为10.0和延伸间隙罚分为0.1的ClustalW  v.1.83(slow)算法和Gonnet
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相似性矩阵(MacVectorTM10.0.2,MacVector  Inc.,2008)确定同一性。用于序列同一性比较

的序列的长度取决于特定的序列。在多种实施方式中，通过从成熟蛋白的N末端至C末端进

行序列比较确定其同一性。在不同实施方式中，当将人源/非人源嵌合序列与人序列进行比

较时，将所述人源/非人源嵌合序列的人源部分(而不是非人源部分)用于比较，以确定人源

序列和人源/非人源嵌合序列的人部分之间的同一性水平(例如将人源/小鼠嵌合蛋白的人

胞外结构域与人蛋白的人胞外结构域进行比较)。

[0043] 关于序列例如核苷酸或氨基酸序列的术语“同源性”或“同源的”是指两条序列经

最佳比对和比较具有至少约75％的核苷酸或氨基酸、至少约80％的核苷酸或氨基酸、至少

约90‑95％的核苷酸或氨基酸，例如超过97％的核苷酸或氨基酸是相同的。本领域技术人员

可以理解，对于最佳基因靶向而言，靶向构建体应含有与内源性DNA序列同源的臂(即“同源

臂”)；因此，能够在靶向构建体与被靶向的内源性序列之间发生同源重组。

[0044] 术语“可操作地连接”指并列，其中被这样描述的组分处于允许其以预计方式发挥

功能的关系中。因此，编码蛋白的核酸序列可以可操作地与调控序列(例如启动子、增强子、

沉默子序列等)连接，以保持适宜的转录调控。此外，在细胞中本发明的嵌合或人源化蛋白

的多个部分可以可操作地相连以保持其折叠、加工、靶向、表达和其他细胞中的蛋白功能。

除非另有明示，本发明的嵌合或人源化蛋白的多种结构域彼此之间可操作地连接。

[0045] 如本申请所使用的，术语“MHC  I复合物”或类似表述包括MHC  Iα链多肽与β2‑微球

蛋白多肽之间的复合物。如本申请所使用的，术语“MHC  I多肽”或类似表述包括单独的MHC 

Iα链多肽。通常，术语“人MHC”和“HLA”可以互换使用。

[0046] 关于基因取代中的术语“取代”，是指在内源性基因座加入外源性遗传物质，从而

用直系同源的或同源的核酸序列取代全部或部分内源性基因。如下述实施例中所示，编码

部分小鼠MHC  I和β2微球蛋白多肽的内源性基因座的核酸序列分别被编码部分人源MHC  I

和β2微球蛋白多肽的核酸序列取代。

[0047] 如本申请所使用的“功能性”，就功能性多肽而言，是指保留至少一个通常与天然

蛋白相关的生物活性的多肽。例如，在本发明的一些实施方式中，在内源性基因座的取代

(例如在内源性非人源MHC  I和/或β2微球蛋白基因座的取代)使得基因座无法表达功能性

内源性多肽。

[0048] 本申请下文描述的基因修饰的MHC  I非人动物的若干方面，例如动物类型、动物品

系、细胞类型、筛选、检测和其他方法、使用方法等将适用于基因改造β2微球蛋白和MHC  I/β
2微球蛋白的动物。

[0049] 基因修饰的MHC  I动物

[0050] 在多种实施方式中，本发明基本提供了基因修饰的非人动物，所述动物在其基因

组中包含编码人源或人源化MHC  I多肽的核苷酸序列；因此，所述动物表达人源或人源化的

MHC  I多肽。

[0051] MHC基因分为三类：I类、II类和III类，其均在人6号染色体或小鼠17号染色体上编

码。人和小鼠的MHC类型相对结构的示意图分别见图2和图3。MHC基因是小鼠和人基因组中

最具多态性的基因。MHC多态性被推定为在提供进化优势方面是重要的；序列的改变能够导

致肽结合的差异，以便更好地将病原体递呈至细胞毒性T细胞。

[0052] MHC  I类蛋白包含胞外结构域(其含有三个结构域：α1、α2和α3)、跨膜结构域和胞质
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尾。α1和α2结构域形成肽结合裂隙，而α3与β2‑微球蛋白相互作用。

[0053] 除了与β2‑微球蛋白的相互作用之外，α3结构域还与TCR共受体CD8之间相互作用，

以促进抗原特异性活化。尽管MHC  I类与CD8的结合比TCR与MHC  I类的结合弱约100倍，但是

CD8结合增强了TCR结合的亲和性。Wooldridge等，(2010)MHC  Class  IMolecules  with 

Superenhanced  CD8  Binding  Properties  Bypass  the  Requirement  for  Cognate  TCR 

Recognition  and  Nonspecifically  Activate  CTLs,J.Immunol.184:3357‑3366。有趣的

是，增强MHC  I类与CD8的结合消除了CTL活化中的抗原特异性。同上。

[0054] CD8与MHC  I类分子的结合具有种属特异性；已发现CD8的小鼠同源物Lyt‑2在α3结
构域与H‑2Dd分子结合，但其不与HLA‑A分子结合。Connolly等，(1988)The  Lyt‑2Molecule 

Recognizes  Residues  in  the  Class  Iα3Domain  in  Allogeneic  Cytotoxic  T  Cell 

Responses ,J .Exp .Med .168:325‑341。这种差异性结合可能是由CD8上的CDR样决定簇

(CDR1‑和CDR2‑样)在人和小鼠之间不保守所导致的。Sanders等，(1991)Mutations  in  CD8 

that  Affect  Interactions  with  HLA  Class  I  and  Monoclonal  Anti‑CD8  Antibodies,

J .Exp .Med .174:371‑379；Vitiello等，(1991)Analysis  of  the  HLA‑restricted 

Influenza‑specific  Cytotoxic  T  Lymphocyte  Response  in  Transgenic  Mice 

Carrying  a  Chimeric  Human‑Mouse  Class  I  Major  Histocompatibility  Complex ,

J .Exp .Med .173:1007‑1015；以及Gao等，(1997)Crystal  structure  of  the  complex 

between  human  CD8ααand  HLA‑A2,Nature  387:630‑634。已报道CD8在α3结构域的保守区

(在位点223‑229)结合HLA‑A2。在HLA‑A中的单一取代(V245A)导致CD8与HLA‑A的结合降低，

同时伴随着T细胞介导的裂解大大减少。Salter等，(1989) ,Polymorphism  in  theα3domain 
of  HLA‑A  molecules  affects  binding  to  CD8,Nature  338:345‑348。在通常情况下，

HLA‑A分子在α3结构域的多态性也会影响其与CD8的结合。同上。在小鼠中，在H‑2Dd中残基

227的氨基酸取代影响小鼠Lyt‑2与H‑2Dd的结合，并且使用突变的H‑2Dd转染的细胞不会被

CD8+T细胞裂解。Potter等，(1989)Substitution  at  residue  227of  H‑2class  I 

molecules  abrogates  recognition  by  CD8‑dependent ,but  not  CD8‑independent ,

cytotoxic  T  lymphocytes,Nature  337:73‑75。

[0055] 因此，由于MHC  I类α3结构域与CD8之间的相互作用具有种属特异性，因此包含H‑

2Kα3结构域被人HLA‑A2α3结构域取代的MHC  I复合物在缺乏人CD8的小鼠中(即在体内)无

功能。在HLA‑A2的转基因动物中，使用人α3结构域取代小鼠α3结构域使得T细胞应答恢复。

Irwin等，(1989)Species‑restricted  interactions  between  CD8  and  theα3domain  of 

class  I  influence  the  magnitude  of  the  xenogeneic  response ,J .Exp.Med .170:

1091‑1101；Vitiello等，(1991)，见前。

[0056] 小鼠MHC  I类蛋白的跨膜结构域和胞质尾也具有重要功能。MHC  I跨膜结构域的一

个功能是促进HLA‑A2同型细胞粘附的调控(增强或抑制粘附)，这可能是表面MHC分子交联

(或连接)的结果。Wagner等，(1994)Ligation  of  MHC  Class  I  and  Class  II  Molecules 

Can  Lead  to  Heterologous  Desensitization  of  Signal  Transduction  Pathways  That 

Regulate  Homotypic  Adhesion  in  Human  Lymphocytes,J.Immunol.152:5275‑5287。细胞

粘附能够受到与HLA‑A2分子不同表位结合的mAb的影响，这表明HLA‑A2上的多个位点参与

了调节同型细胞的粘附；依据所结合表位的不同，该影响可能会增强或抑制HLA‑A2依赖性
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粘附。同上。

[0057] 据报道由MHC  I基因的外显子6和7编码的胞质尾对细胞表面上的适宜表达和LIR1

介导的NK细胞毒性的抑制是必要的。Gruda等，(2007)Intracellular  Cysteine  Residues 

in  the  Tail  of  MHC  Class  I  Proteins  Are  Crucial  for  Extracellular  Recognition 

by  Leukocyte  Ig‑Like  Receptor  1,J.Immunol.179:3655‑3661。胞质尾对于至少通过在

其半胱氨酸残基上形成二硫键的MHC  I分子的多聚化是必需的，因此其可能在成簇和被NK

细胞识别中具有重要作用。Lynch等，(2009)Novel  MHC  Class  I  Structures  on 

Exosomes,J.Immunol.183:1884‑1891。

[0058] 尽管HLA‑A2的胞质结构域含有一个组成型的磷酸化丝氨酸残基和一个可磷酸化

的酪氨酸，但是在Jurkat细胞中缺乏胞质结构域的突变HLA‑A2分子在表达、细胞骨架结合、

聚合和内吞内化方面表现正常。Gur等，(1997)Structural  Analysis  of  Class  I  MHC 

Molecules:The  Cytoplasmic  Domain  Is  Not  Required  for  Cytoskeletal 

Association,Aggregation,and  Internalization,Mol.Immunol.34(2):125‑132。缺乏胞

质结构域的截短的HLA‑A2分子显示出正常的表达且与β2微球蛋白的结合，同上。

[0059] 然而，一些研究已表明胞质尾在细胞内转运、树突状细胞(DC)介导的抗原递呈和

CTL引发中具有重要作用。已证明外显子6编码的酪氨酸残基是通过内涵体小室的MHC  I转

运、外源性抗原的递呈和CTL引发所必需的；而外显子7的缺失导致抗病毒CTL应答的增强。

Lizee等，(2003)Control  of  Dendritic  Cross‑Presentation  by  the  Major 

Histocompatibility  Complex  Class  I  Cytoplasmic  Domain,Nature  Immunol.4:1065‑

73；Basha等，(2008)MHC  Class  I  Endosomal  and  Lysosomal  Trafficking  Coincides 

with  Exogenous  Antigen  Loading  in  Dendritic  Cells ,PLoS  ONE  3:e3247；和

Rodriguez‑Cruz等，(2011)Natural  Splice  Variant  of  MHC  Class  I  Cytoplasmic  Tail 

Enhances  Dendritic  Cell‑Induced  CD8+T‑Cell  Responses  and  Boosts  Anti‑Tumor 

Immunity,PLoS  ONE  6:e22939。

[0060] 在多种实施方式中，本发明提供了一种基因修饰的非人动物(例如小鼠、大鼠、家

兔等)，在所述动物的基因组中包含编码人源或人源化MHC  I类多肽的核苷酸序列。所述非

人动物可以在其基因组中包含编码MHC  I多肽的核苷酸序列，所述MHC  I多肽部分是人源的

和部分是非人源的，例如表达人源/非人源嵌合MHC  I多肽的非人动物。在一个方面，所述非

人动物仅表达人源或人源化MHC  I多肽，例如人源/非人源嵌合MHC  I多肽，并且不表达来自

内源性MHC  I基因座的内源性非人源MHC  I蛋白。

[0061] 在一个实施方式中，所述人源/非人源嵌合MHC  I多肽在其人源部分包含一个人

MHC  I多肽的肽结合结构域。在一个方面，所述嵌合多肽的人源部分包含人MHC  I的胞外结

构域。在这个实施方式中，所述嵌合多肽的人源部分包含人MHC  Iα链的胞外结构域。在一个

实施方式中，所述嵌合多肽的人源部分包含人MHC  I的α1和α2结构域。在另一个实施方式

中，所述嵌合多肽的人源部分包含人MHC  I的α1、α2和α3结构域。

[0062] 所述人源或人源化MHC  I多肽可以来源于由任意HLA‑A、HLA‑B、HLA‑C、HLA‑E、HLA‑

F或HLA‑G基因座编码的功能性人HLA分子。常用的HLA抗原列表可参见Shankarkumar等

((2004)The  Human  Leukocyte  Antigen(HLA)System,Int.J.Hum.Genet.4(2):91‑103)，其

通过引用并入本申请。Shankarkumar等还提供了对本领域使用的HLA命名法的简要说明。
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HLA命名法和不同HLA等位基因的其他信息可以参见Holdsworth等，(2009)The  HLA 

dictionary  2008:a  summary  of  HLA‑A ,‑B,‑C ,‑DRB1/3/4/5 ,and  DQB1  alleles  and 

their  association  with  serologically  defined  HLA‑A,‑B,‑C,‑DR,and–DQ  antigens,

Tissue  Antigens  73:95‑170，以及最新的Marsh等，(2010)Nomenclature  for  factors  of 

the  HLA  system,2010,Tissue  Antigens  75:291‑455，其均通过引用并入本申请。因此，所

述人源或人源化MHC  I多肽可以来源于本申请所述的任意功能性人HLA  I类分子。

[0063] 在一个特定方面，所述人源或人源化MHC  I多肽来源于人HLA‑A。在一个特定实施

方式中，所述HLA‑A多肽是HLA‑A2多肽(例如HLA‑A2.1多肽)。在一个实施方式中，所述HLA‑A

多肽是由HLA‑A*0201等位基因(例如HLA‑A*02:01:01:01等位基因)编码的多肽。HLA‑A*

0201等位基因通常用于北美人群中。尽管本实施例中描述了这一特定的HLA序列，但是任意

适宜的HLA‑A序列均包含在本申请中，例如HLA‑A2在人群中的多态性变体、具有一个或多个

保守的或非保守的氨基酸修饰的序列、由于遗传密码的简并性而不同于本申请所述序列的

核酸序列等。

[0064] 在一个方面，本申请提供了表达人HLA‑A2序列的非人动物，其中所述人HLA‑A2序

列包含一个或多个保守的或非保守的修饰。

[0065] 在一个方面，本申请提供了表达人源HLA‑A2序列的非人动物，其中所述人源HLA‑

A2序列与人HLA‑A2序列具有至少约85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％的同一性。在

一个特定实施方式中，所述人源HLA‑A2序列与实施例中所述的人HLA‑A2序列具有至少约

90％、95％、96％、97％、98％或99％的同一性。在一个实施方式中，所述人HLA‑A2序列包含

一个或多个保守取代。在一个实施方式中，所述人HLA‑A2序列包含一个或多个非保守取代。

[0066] 在另一个特定的方面，所述人源或人源化MHC  I多肽来源于选自HLA‑B和HLA‑C的

人MHC  I。在一个方面，所述人源或人源化MHC  I来源于HLA‑B例如HLA‑B27。

[0067] 在一个方面，所述人源/非人源嵌合MHC  I多肽的非人源部分包含非人源MHC  I多

肽的跨膜和/或胞质结构域。在一个实施方式中，所述非人动物是小鼠，并且所述非人源MHC 

I多肽选自H‑2K、H‑2D和H‑2L。在一个实施方式中，所述非人源MHC  I多肽是H‑2K例如H‑2Kb。

尽管在实施例中描述了特定的H‑2K序列，但是在本申请中包含任意适宜的H‑2K序列例如多

态性变体、保守/非保守的氨基酸取代等。

[0068] 本申请所述的非人动物可以在其基因组中包含编码人源或人源化MHC  I多肽的核

苷酸序列，例如人源/或非人源嵌合MHC  I多肽，其中所述编码这种多肽的核苷酸序列位于

内源性非人源MHC  I基因座(例如H‑2K基因座)。在一个方面，其为内源性MHC  I基因或其部

分被编码人源或人源化MHC  I多肽的核苷酸序列取代的结果，例如编码本申请所述的人源/

非人源嵌合MHC  I多肽的嵌合基因。在一个实施方式中，所述取代包含编码非人源MHC  I多

肽结合结构域或非人源MHC  I胞外结构域的内源性核苷酸序列被编码其的人核苷酸序列

(例如HLA‑A2核苷酸序列)取代。在这个实施方式中，所述取代不包含编码非人源MHC  I多肽

(例如H‑2K多肽)的跨膜和/或胞质结构域的MHC  I序列的取代。因此，所述非人动物在内源

性非人源MHC  I基因座包含人源/非人源嵌合序列，并且从内源性非人源MHC  I基因座表达

人源/非人源嵌合MHC多肽。

[0069] 人源/非人源嵌合多肽可以是包含人源或非人源的先导(信号)序列的。在一个实

施方式中，所述嵌合多肽包含非人源内源性MHC  I蛋白的先导序列。在另一个实施方式中，
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所述嵌合多肽包含人源MHC  I蛋白例如HLA‑A2蛋白(例如HLA‑A2.1先导序列)的先导序列。

因此，编码所述嵌合MHC  I多肽的核苷酸序列可以可操作地与编码人源MHC  I先导序列的核

苷酸序列连接。

[0070] 人源/或非人源嵌合MHC  I多肽可以在其人部分中包含完整的或基本上完整的人

源MHC  I多肽胞外结构域。因此，所述人部分可以包含编码人源MHC  I多肽(例如HLA‑A2多

肽)胞外结构域的氨基酸的至少80％、优选地至少85％、更优选地至少90％，例如95％或以

上。在一个例子中，基本上完整的人源MHC  I多肽的胞外结构域缺乏人源MHC  I先导序列。在

另一个例子中，所述人源/非人源嵌合MHC  I多肽包含人源MHC  I先导序列。

[0071] 而且，所述嵌合MHC  I多肽可以在内源性非人源调控元件例如啮齿动物MHC  I调控

元件的调控下表达。这种重排将有利于在非人动物中例如在非人动物的免疫应答中适宜地

表达嵌合MHC  I多肽。

[0072] 基因修饰的非人动物可以选自以下组：小鼠、大鼠、家兔、猪、牛(例如奶牛、公牛、

水牛)、鹿、绵羊、山羊、鸡、猫、狗、雪貂、灵长类动物(例如狨猴、猕猴)。对于不易于获得适宜

基因修饰的ES细胞的非人动物而言，可以使用其他方法制备包含基因修饰的非人动物。这

种方法包括例如修饰非ES细胞基因组(例如成纤维细胞或诱导的多能干细胞)以及引入核

转移以便将经修饰的基因组转移至适宜细胞例如卵母细胞，并且在适宜条件下在非人动物

中使经修饰的细胞(例如经修饰的卵细胞)妊娠以形成胚胎。

[0073] 在一个方面，所述非人动物是哺乳动物。在一个方面，所述非人动物是小型哺乳动

物，例如跳鼠科或鼠科超家族。在一个实施方式中，所述基因修饰的动物是啮齿动物。在一

个实施方式中，所述啮齿动物选自小鼠、大鼠和仓鼠。在一个实施方式中，所述啮齿动物选

自鼠科超家族。在一个实施方式中，所述基因修饰的动物来自选自丽仓鼠科(例如小鼠样仓

鼠)、仓鼠科(例如仓鼠、新世界大鼠和小鼠、田鼠)、鼠科(真小鼠和大鼠、沙鼠、刺毛鼠、冠毛

大鼠)、马岛鼠科(登山小鼠、岩小鼠、有尾大鼠、马达加斯加大鼠和小鼠)、刺山鼠科(例如多

刺睡鼠)和鼹形鼠科(例如摩尔大鼠、竹大鼠和鼢鼠)家族。在一个特定实施方式中，所述基

因修饰的啮齿动物选自真小鼠或大鼠(鼠科)、沙鼠、刺毛鼠和黄冠鼠。在一个实施方式中，

所述基因修饰的小鼠是鼠科家族成员。在一个实施方式中，所述动物是啮齿动物。在一个特

定实施方式中，所述啮齿动物选自小鼠和大鼠。在一个实施方式中，所述非人动物是小鼠。

[0074] 在一个特定实施方式中，所述非人动物是啮齿动物，其是C57BL品系的小鼠，选自

C57BL/A、C57BL/An、C57BL/GrFa、C57BL/KaLwN、C57BL/6、C57BL/6J、C57BL/6ByJ、C57BL/

6NJ、C57BL/10、C57BL/10ScSn、C57BL/10Cr和C57BL/Ola。在另一个实施方式中，所述小鼠是

选自以下组的129品系：129P1、129P2、129P3、129X1、129S1(例如129S1/SV、129S1/SvIm)、

129S2、129S4、129S5、129S9/SvEvH、129S6(129/SvEvTac)、129S7、129S8、129T1、129T2(参见

例如Festing等(1999)Revised  nomenclature  for  strain  129mice,Mammalian  Genome 

10:836，亦参见Auerbach等(2000)Establishment  and  Chimera  Analysis  of  129/SvEv‑

and  C57BL/6‑Derived  Mouse  Embryonic  Stem  Cell  Lines)。在一个特定实施方式中，所

述基因修饰的小鼠是前述129品系和前述C57BL/6品系的混合品系。在另一个特定实施方式

中，所述小鼠是前述129品系的混合品系或前述BL/6品系的混合品系。在一个特定实施方式

中，所述129品系的混合品系是129S6(129/SvEvTac)品系。在另一个实施方式中，所述小鼠

是BALB品系，例如BALB/c品系。在又一个实施方式中，所述小鼠是BALB品系和另一个前述品
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系的混合品系。

[0075] 在一个实施方式中，所述非人动物是大鼠。在一个实施方式中，所述大鼠选自

Wistar大鼠、LEA品系、Sprague  Dawley品系、Fischer品系、F344、F6和Dark  Agouti。在一个

实施方式中，所述大鼠品系是两种或多种选自以下组的品系的混合品系：Wistar、LEA、

Sprague  Dawley、Fischer、F344、F6和Dark  Agouti。

[0076] 因此，在一个实施方式中，本发明涉及一种基因修饰的小鼠，所述小鼠在其基因组

中包含编码人源/小鼠嵌合MHC  I多肽的核苷酸序列，其中所述嵌合多肽的人源部分包含人

源MHC  I(例如人HLA‑A，例如人HLA‑A2，例如人HLA‑A2.1)的肽结合结构域或胞外结构域。在

一些实施方式中，所述小鼠不表达来自其内源性小鼠基因座的内源性小鼠多肽的肽结合或

胞外结构域。所述人源MHC  I的肽结合结构域可以包含α1和α2结构域。或者，所述人MHC  I的

肽结合结构域可以包含α1、α2和α3结构域。在一个方面，所述人源MHC  I的胞外结构域包含

人MHC  Iα链的胞外结构域。在一个实施方式中，所述内源性小鼠基因座是H‑2K(例如H‑2Kb)

基因座，并且所述嵌合多肽的小鼠部分包含小鼠H‑2K(例如H‑2Kb)多肽的跨膜和胞质结构

域。

[0077] 因此，在一个实施方式中，提供了一种基因修饰的小鼠，其中所述小鼠在内源性H‑

2K(例如H‑2Kb)基因座包含编码人源/小鼠嵌合MHC  I多肽的核苷酸序列，其中所述嵌合多

肽的人源部分包含人HLA‑A2(例如HLA‑A2.1)多肽的胞外结构域和小鼠部分包含小鼠H‑2K

(例如H‑2Kb)多肽的跨膜和胞质结构域。在一个方面，所述小鼠不表达来自内源性MHC  I基

因座的小鼠H‑2K(例如H‑2Kb)多肽的胞外结构域。在一个实施方式中，所述小鼠表达来自内

源性H‑2K(例如H‑2Kb)基因座的嵌合HLA‑A2/H‑2K(例如嵌合HLA‑A2.1/H‑2Kb)多肽。在多种

实施方式中，嵌合基因的表达在内源性小鼠MHC  I类调控元件的调控下进行。在一些方面，

所述小鼠包含两个拷贝的嵌合MHC  I基因座，其含有编码嵌合HLA‑A2/H‑2K多肽的核苷酸序

列；而在其他方面，所述小鼠包含一个拷贝的嵌合MHC  I基因座，其含有编码嵌合HLA‑A2/H‑

2K多肽的核苷酸序列。因此，所述小鼠针对编码嵌合HLA‑A2/H‑2K多肽的核苷酸序列可以是

纯合子或杂合子。

[0078] 在本申请所述的一些实施方式中，提供了一种小鼠，所述小鼠在内源性小鼠H‑2K

基因座包含嵌合MHC  I基因座。所述嵌合基因座包含编码人HLA‑A2蛋白胞外结构域例如人

HLA‑A2基因的α1、α2和α3结构域的核苷酸序列。所述嵌合基因座缺乏编码小鼠H‑2K蛋白胞

外结构域(例如小鼠H‑2K的α1、α2和α3结构域)的核苷酸序列。在一个方面，所述嵌合基因座

缺乏编码小鼠H‑2K的先导肽，α1、α2和α3结构域的核苷酸序列；并且包含人HLA‑A2的先导

肽，α1、α2和α3结构域以及小鼠H‑2K的跨膜和胞质结构域。所述嵌合基因座的不同结构域可

操作地彼此连接，以使得所述嵌合基因座表达功能性人源/小鼠嵌合MHC  I蛋白。

[0079] 在多种实施方式中，非人动物例如啮齿动物(例如小鼠或大鼠)，其表达来自如本

申请所述的嵌合MHC  I基因座的功能性嵌合MHC  I蛋白，在细胞表面展示嵌合蛋白。在一个

实施方式中，所述非人动物在细胞表面表达的嵌合MHC  I蛋白在细胞中的分布与在人中所

观察到的结果相同。在一个方面，所述细胞展示的肽片段(抗原片段)与所述嵌合MHC  I蛋白

的胞外部分(例如人HLA‑A2的胞外部分)结合。在一个实施方式中，这种嵌合蛋白的胞外部

分与所述细胞表面的其他蛋白例如β2‑微球蛋白相互作用。

[0080] 在多种实施方式中，展示嵌合MHC  I蛋白的例如HLA‑A2/H‑2K蛋白的细胞是有核细
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胞。在多种方面，所述细胞是抗原递呈细胞(APC)。但是机体内的大部分细胞在MHC  I存在条

件下能够递呈抗原，抗原递呈细胞的一些非限制性例子包括巨噬细胞、树突状细胞和B细

胞。其他抗原递呈细胞包括专职的和非专职的APC是本领域公知的，其均包含在本申请中。

在一些实施方式中，展示所述嵌合MHC  I蛋白的细胞是肿瘤细胞，并且通过嵌合蛋白递呈的

肽片段来自肿瘤。在其他实施方式中，通过所述嵌合MHC  I蛋白递呈的肽片段来自病原体，

例如细菌或病毒。

[0081] 本申请所述的嵌合MHC  I蛋白可以与相同细胞或另一个细胞表面的其他蛋白相互

作用。在一些实施方式中，所述嵌合MHC  I蛋白与所述细胞表面的内源性非人蛋白相互作

用。所述嵌合MHC  I蛋白还可以与相同细胞或另一个细胞表面的人源或人源化蛋白相互作

用。

[0082] 在同一细胞上，HLA  I类分子可以在功能上与非人源(例如啮齿动物，例如小鼠或

大鼠)和人源β2‑微球蛋白相互作用。因此，在一个实施方式中，所述嵌合MHC  I蛋白例如

HLA‑A2/H‑2K蛋白与小鼠β2‑微球蛋白相互作用。尽管一些人HLA  I类分子与小鼠β2‑微球蛋

白之间的相互作用是可能的，但是其与人HLA  I类和人β2‑微球蛋白之间的相互作用相比大

大减少。因此，在缺乏人β2‑微球蛋白的条件下，人MHC  I在细胞表面的表达可能降低。

Perarnau等，(1988)Humanβ2‑microglobulin  Specifically  Enhances  Cell‑Surface 

Expression  of  HLA  Class  I  Molecules  in  Transfected  Murine  Cells ,

J.Immunol.141:1383‑89。其他HLA分子例如HLA‑B27不与小鼠β2‑微球蛋白相互作用；参见

例如Tishon等，(2000)Transgenic  Mice  Expressing  Human  HLA  and  CD8  Molecules 

Generate  HLA‑Restricted  Measles  Virus  Cytotoxic  T  Lymphocytes  of  the  Same 

Specificity  as  Humans  with  Natural  Measles  Virus  Infection,Virology  275:286‑

293，其报道了在转基因小鼠中HLA‑B27的功能需要人β2‑微球蛋白和人CD8。因此，在另一个

实施方式中，所述嵌合MHC  I蛋白与人源或人源化β2‑微球蛋白相互作用。在一些这种实施

方式中，如本申请的下文所述，所述非人动物例如啮齿动物(例如小鼠或大鼠)在其基因组

中包含人源或人源化β2‑微球蛋白基因，并且所述动物表达功能性人源或人源化β2‑微球蛋

白多肽；因此，所述嵌合MHC  I蛋白与人源或人源化β2‑微球蛋白多肽相互作用。

[0083] 在多种方面，所述嵌合蛋白(例如HLA‑A2/H‑2K蛋白)还与另一个细胞表面的蛋白

相互作用(通过其细胞外部分)。所述另一个细胞可以是非人的例如小鼠的或人源的细胞。

所述另一个细胞可以来源于与表达所述嵌合MHC  I多肽的细胞相同的非人动物或相同的非

人动物种属。与嵌合蛋白(例如HLA‑A2/H‑2K)的胞外部分相互作用的蛋白的非限制性例子

包括T细胞受体(TCR)及其共受体CD8。因此，另一个细胞可以是T细胞。此外，所述嵌合MHC  I

蛋白的胞外部分可以与自然杀伤(NK)细胞表面的蛋白结合，例如NK细胞表面上的杀伤免疫

球蛋白受体(KIR)。

[0084] T细胞或NK细胞可以与嵌合MHC  I多肽及其展示的肽片段之间形成的复合物结合。

这种结合可以分别导致T细胞的活化或NK介导的细胞杀伤的抑制。一种假设是NK细胞已经

进化为通过下调其MHC  I复合物杀伤已逃逸T细胞介导的细胞毒性的受感染的或肿瘤细胞。

然而，当MHC  I复合物在细胞表面表达时，可以被NK细胞受体识别，并且抑制NK介导的细胞

杀伤。因此，在一些方面，当NK细胞与所述嵌合MHC  I多肽(例如HLA‑A2/H‑2K多肽)和在受感

染的或肿瘤细胞表面所展示的肽片段之间形成的复合物结合时，NK介导的细胞杀伤被抑
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制。

[0085] 在一个例子中，本申请所述的嵌合MHC  I多肽例如嵌合HLA‑A2/H‑2K多肽与另一个

细胞表面的CD8蛋白相互作用。在一个实施方式中，所述嵌合HLA‑A2/H‑2K多肽与另一个细

胞表面的内源性啮齿动物(例如小鼠或大鼠)CD8蛋白相互作用。在一个实施方式中，所述另

一个细胞是T细胞。在另一个实施方式中，所述另一个细胞被改造以表达CD8。在某些方面，

所述嵌合HLA‑A2/H‑2K多肽与另一个细胞(例如人细胞或啮齿动物细胞)表面的人CD8相互

作用。在一些这种实施方式中，所述非人动物例如小鼠或大鼠包含人CD8转基因，并且所述

小鼠或大鼠表达功能性人CD8蛋白。

[0086] 本申请所述的嵌合MHC  I多肽还可以与另一个细胞上的非人(例如小鼠或大鼠)

TCR、人源TCR或人源化的TCR相互作用。所述嵌合MHC  I多肽可以与另一个细胞表面的内源

性TCR(例如小鼠或大鼠TCR)相互作用。所述嵌合MHC  I多肽还可以与另一个细胞表面表达

的人源或人源化TCR相互作用，其中所述细胞来源于与表达所述嵌合MHC  I多肽的细胞相同

的动物或动物种属(例如小鼠或大鼠)。所述嵌合MHC  I多肽可以与人细胞表面表达的人TCR

相互作用。

[0087] 除了基因修饰的非人动物以外，本申请还提供了非人胚胎(例如啮齿动物胚胎，例

如小鼠或大鼠胚胎)，其中所述胚胎包含供体ES细胞，其来源于如本申请所述的非人动物

(例如啮齿动物，例如小鼠或大鼠)。在一个方面，所述胚胎包含包括所述嵌合MHC  I基因的

ES供体细胞和宿主胚胎细胞。

[0088] 本申请还提供了一种组织，其中所述组织来源于如本申请所述的非人动物(例如

小鼠或大鼠)，并且表达所述嵌合MHC  I多肽(例如HLA‑A2/H‑2K多肽)。

[0089] 此外，本申请提供了分离自如本申请所述的非人动物的非人细胞。在一个实施方

式中，所述细胞是ES细胞。在一个实施方式中，所述细胞是抗原递呈细胞，例如树突状细胞、

巨噬细胞、B细胞。在一个实施方式中，所述细胞是免疫细胞。在一个实施方式中，所述免疫

细胞是淋巴细胞。

[0090] 本申请还提供了一种非人细胞，所述细胞包含如本申请所述的非人动物的染色体

或其片段。在一个实施方式中，所述非人细胞包含如本申请所述的非人动物的细胞核。在一

个实施方式中，所述非人细胞包含核转移得到的染色体或其片段。

[0091] 在一个方面，本申请提供了一种非人诱导的多能干细胞，所述细胞包含编码如本

申请所述的嵌合MHC  I多肽(例如HLA‑A2/H‑2K多肽)的基因。在一个实施方式中，所述诱导

的多能干细胞来源于如本申请所述的非人动物。

[0092] 在一个方面，本申请提供了一种杂交瘤或四价体瘤，其来源于如本申请所述的非

人动物细胞。在一个实施方式中，所述非人动物是小鼠或大鼠。

[0093] 本申请还提供了一种制备如本申请所述的基因改造的非人动物(例如基因改造的

啮齿动物，例如小鼠或大鼠)的方法。制备基因改造的非人动物的方法使得在所述动物的基

因组中包含编码嵌合MHC  I多肽的核苷酸序列。在一个实施方式中，所述方法生成的基因改

造的小鼠，其基因组在内源性MHC  I基因座例如H‑2K基因座包含编码人源/小鼠嵌合MHC  I

多肽的核苷酸序列，其中所述嵌合MHC  I多肽的人源部分包含人HLA‑A2胞外结构域且小鼠

部分包含小鼠H‑2K的跨膜和胞质结构域。在一些实施方式中，如实施例中所描述的，所述方

法利用使用 技术制备的靶向构建体，将所述构建体引入ES细胞并使用
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技术将目标ES细胞克隆引入小鼠胚胎。在一个实施方式中，所述ES细胞

是129和C57BL/6小鼠品系的混合物；在另一个实施方式中，所述ES细胞是BALB/c和129小鼠

品系的混合物。

[0094] 因此，本申请还提供了用于生成本申请所述的基因改造的非人动物的核苷酸构建

体。在一个方面，所述核苷酸构建体包含：5’和3’非人同源臂、包含人HLA‑A基因序列的人

DNA片段和筛选基因表达盒两侧的重组位点。在一个实施方式中，所述人DNA片段是包含人

HLA‑A基因的内含子和外显子的基因组片段。在一个实施方式中，所述非人同源臂与非人

MHC  I类基因座(例如小鼠H‑2K基因座)具有同源性。

[0095] 在一个实施方式中，所述基因组片段包含人HLA‑A先导、α1结构域、α2结构域和α3
结构域的编码序列。在一个实施方式中，所述人DNA片段包含，从5’至3’：HLA‑A先导序列、

HLA‑A先导/α1内含子、HLA‑A  α1外显子、HLA‑A  α1‑α2内含子、HLA‑A  α2外显子、HLA‑A  α2‑α
3内含子和HLA‑A  α3外显子。

[0096] 筛选基因表达盒是插入靶向构建体的一段核苷酸序列，其有助于筛选已插入目的

构建体的细胞(例如ES细胞)。若干适宜的筛选基因表达盒是本领域公知的。通常，在存在特

定抗生素(例如Neo、Hyg、Pur、CM、Spec等)的条件下筛选基因表达盒能够得到阳性筛选。此

外，筛选基因表达盒可能在两侧具有重组位点，这使得在使用重组酶处理后可以将筛选基

因表达盒去除。常用的重组位点是loxP和Frt，其分别由Cre和Flp酶识别，但其他的也是本

领域公知的。

[0097] 在一个实施方式中，所述筛选基因表达盒位于人DNA片段的5’端。在另一个实施方

式中，所述筛选基因表达盒位于人DNA片段的3’端。在另一个实施方式中，所述筛选基因表

达盒位于人DNA片段中。在另一个实施方式中，所述筛选基因表达盒位于人DNA片段的内含

子中。在另一个实施方式中，所述筛选基因表达盒位于α2‑α3内含子中。

[0098] 在一个实施方式中，5’和3’非人同源臂包含分别位于内源性非人源(例如鼠源)

MHC  I类基因座的5’和3’位置的基因组序列(例如非人源MHC  I基因第一先导序列的5’和α3
外显子的3’端)。在一个实施方式中，所述内源性MHC  I类基因座选自小鼠H‑2K、H‑2D和H‑

2L。在一个特定实施方式中，所述内源性MHC  I类基因座是小鼠H‑2K。

[0099] 在一个方面，本申请提供了一种核苷酸构建体，其从5’至3’包含：含有内源性小鼠

H‑2K基因座的小鼠基因组序列5’端的5’同源臂、含有HLA‑A基因第一基因组序列的第一人

DNA片段、5’重组序列位点(例如loxP)、筛选基因表达盒、3’重组序列位点(例如loxP)、含有

HLA‑A基因第二基因组序列的第二人DNA片段和含有内源性H‑2Kα3外显子的小鼠基因组序

列3’端的3’同源臂。在一个实施方式中，所述核苷酸构建体，从5’至3’包含：含有内源性小

鼠H‑2K基因座的小鼠基因组序列5’端的5’同源臂、包括HLA‑A前导的人基因组序列、HLA‑A

前导/α1内含子序列、HLA‑A  α1外显子、HLA‑A  α1‑α2内含子、HLA‑A  α2外显子、α2‑α3内含子

的第一5’部分、两侧有重组位点的筛选基因表达盒、α2‑α3内含子的第二3’部分、HLA‑A  α3
外显子和含有内源性小鼠H‑2Kα3外显子非小鼠基因组序列3’端的3’同源臂。在一个实施方

式中，5’同源臂序列如SEQ  ID  NO:1所示和3’同源臂序列如SEQ  ID  NO:2所示。

[0100] 在基因靶向完成后，对ES细胞或基因修饰的非人动物进行筛选以确证成功插入了

目的外源性核苷酸序列或表达了外源性多肽。多种技术是本领域技术人员公知的，包括(但

不限于)Southern印迹、长PCR、定量PCT(例如使用 的实时PCR)、荧光原位杂交、
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Northern印迹、流式细胞术、Western分析、免疫细胞化学、免疫组化等。在一个例子中，可以

通过筛选小鼠等位基因的缺失情况和/或人等位基因的获得情况对携带目的基因修饰的非

人动物(例如小鼠)进行鉴定，其采用Valenzuela等，(2003)High‑throughput  engineering 

of  the  mouse  genome  coupled  with  high‑resolution  expression  analysis,Nature 

Biotech.21(6):652‑659中所述的经修订的等位基因检测。鉴定基因修饰动物中的特定核

苷酸或氨基酸序列的其他检测是本领域技术人员所公知的。

[0101] 本公开还提供了一种修饰非人动物的MHC  I基因座以表达本申请所述的人源/非

人源嵌合MHC  I多肽的方法。在一个实施方式中，本申请提供了一种修饰小鼠的MHC  I基因

座以表达人源/小鼠嵌合MHC  I多肽的方法，其中所述方法包括在内源性MHC  I基因座编码

小鼠MHC多肽肽结合结构域的核苷酸序列被编码人MHC  I多肽肽结合结构域的核苷酸序列

取代。在一些方面，小鼠MHC  I胞外结构域的核苷酸序列被人MHC  I胞外结构域的核苷酸序

列取代。所述小鼠可能无法表达来自内源性MHC  I基因座的小鼠MHC  I的肽结合或胞外结构

域。在一些实施方式中，小鼠H‑2K胞外结构域的核苷酸序列被人HLA‑A2胞外结构域的核苷

酸序列取代，以使得经修饰的小鼠MHC  I基因座表达嵌合HLA‑A2/H‑2K多肽。

[0102] 在一个方面，本申请提供了一种用于制备人源HLA  I类/非人源MHC  I类嵌合分子

的方法，所述方法包含在单个细胞中表达来自核苷酸构建体的嵌合HLA‑A/H‑2K蛋白，其中

所述核苷酸构建体包含编码HLA‑A蛋白α1、α2和α3结构域以及非人H‑2K蛋白例如小鼠H‑2K

蛋白的跨膜和胞质结构域的cDNA序列。在一个实施方式中，所述核苷酸构建体是病毒载体；

在一个特定实施方式中，所述病毒载体是慢病毒载体。在一个实施方式中，所述细胞选自

CHO、COS、293、HeLa和表达病毒核酸序列的视网膜细胞(例如PERC.6TM细胞)。

[0103] 在一个方面，本申请提供了一种表达人源HLA  I类/非人源MHC  I嵌合蛋白(例如

HLA‑A/H‑2K蛋白)的细胞。在一个实施方式中，所述细胞包含含有嵌合MHC  I类基因的表达

载体，其中所述嵌合MHC  I类基因包含可操作地与非人H‑2K基因序列例如小鼠H‑2K基因连

接的人HLA‑A基因序列。在一个实施方式中，所述人HLA‑A基因序列包含编码HLA‑A蛋白α1、α
2和α3结构域的外显子。在一个实施方式中，所述非人H‑2K基因序列包含编码H‑2K蛋白跨膜

和胞质结构域的外显子。在一个实施方式中，所述细胞选自CHO、COS、293、HeLa和表达病毒

核酸序列的视网膜细胞(例如PERC.6TM细胞)。

[0104] 本申请还提供了使用本申请所述的非人动物制备的嵌合MHC  I类分子，其中所述

嵌合MHC  I类分子包含来自人HLA‑A蛋白的α1、α2和α3结构域以及来自非人例如小鼠H‑2K蛋

白的跨膜和胞质结构域。可以通过抗‑HLA‑A抗体检测本申请所述的嵌合MHC  I多肽。因此，

可以使用抗‑HLA‑A抗体分子检测和/或选择展示人源/非人源嵌合MHC  I多肽的细胞。在一

些例子中，可以使用抗‑HLA‑A2抗体检测本申请所述的嵌合MHC  I多肽。

[0105] 尽管下述实施例描述了一种基因改造的动物，其基因组在内源性小鼠H‑2K基因座

包含编码小鼠H‑2K多肽胞外结构域的核苷酸序列被编码人HLA‑A胞外结构域的序列取代，

本领域技术人员将理解可以使用类似的策略用相应的人HLA基因座(HLA‑B、HLA‑C等)取代

其他的小鼠MHC  I基因座(H‑2D、H‑2L等)。因此，本申请还提供了一种非人动物，所述动物在

其基因组中包含编码人源/非人源嵌合MHC  I多肽的核苷酸序列，其中所述多肽的人部分来

源于另一种HLA  I类蛋白。还涉及多个MHC  I基因座的取代。

[0106] 基因修饰β2微球蛋白的动物
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[0107] 本发明通常涉及基因修饰的非人动物，所述动物在其基因组中包含编码人源或人

源化β2微球蛋白多肽的核苷酸序列；因此，所述动物表达人源或人源化β2微球蛋白多肽。

[0108] β2微球蛋白或MHC  I类复合物的轻链(也简称为“β2M”)是较小的(12kDa)非糖基化

蛋白，其功能主要是稳定MHCα链。人β2微球蛋白基因编码119个氨基酸的蛋白，其具有编码

先导序列的20个N末端氨基酸。其成熟蛋白包含99个氨基酸。其基因含有4个外显子，第一个

外显子含有5’非翻译区、整个前导序列和成熟多肽的前两个氨基酸；第二个外显子编码大

部分成熟蛋白；第三个外显子编码成熟蛋白的最后四个氨基酸和终止密码子；以及第四个

外显子含有3’非翻译区。Gussow等，(1987)Theβ2‑Microglobulin  Gene .Primary 

Structure  and  Definition  of  the  Transcriptional  Unit,J.Immunol.139:3131‑38。β2
微球蛋白与MHC  I非共价结合。未结合的β2微球蛋白存在于体液中，如血浆，并且其通过肾

排泄。肾功能障碍导致β2微球蛋白的蓄积，其可能是致病性的(例如透析相关淀粉样变)；蓄

积的蛋白在关节和结缔组织中形成丝状纤维样的淀粉样蛋白斑块。

[0109] 除了透析相关淀粉样变以外，β2微球蛋白还参与多种其他疾病。在淋巴系统恶性

肿瘤中例如非霍奇金氏淋巴瘤和多发性骨髓瘤检测到β2微球蛋白水平升高。参见例如Shi

等，(2009)β2Microglobulin:Emerging  as  a  Promising  Cancer  Therapeutic  Target,

Drug  Discovery  Today  14:25‑30。伴随β2微球蛋白水平升高的一些其他恶性肿瘤包括乳

腺癌、前列腺癌、肺癌、肾癌、胃肠道和鼻咽癌。β2微球蛋白过表达已显示出具有肿瘤生长促

进作用，同上。最近还发现了β2微球蛋白驱动上皮向间质的转变，其在乳腺、前列腺、肺和肾

癌中促进癌向骨和软组织转移。Josson等，(2011)β2microglobulin  Induces  Epitelial 

to  Mesenchymal  Transition  and  Confers  Cancer  Lethality  and  Bone  Metastasis  in 

Human  Cancer  Cells.Cancer  Res.71(7):1‑11。β2微球蛋白与非经典MHC  I成员血色素沉

着病蛋白(HFE)以及与转铁蛋白受体相互作用，并且调节铁稳态，同上。在现有技术中广泛

记载了β2微球蛋白参与恶性肿瘤的其他特征(自我更新、血管生成增强、治疗抗性)。

[0110] β2微球蛋白缺陷小鼠已被报道。参见Koller等，(1990)Normal  development  of 

mice  deficient  inβ2m,MHC  class  I  proteins,and  CD8+T  cells,Science  248:1227‑

1230。如Koller等所报道的，这些小鼠外观健康，但是检测不到MHC  I类的表达。而且，在一

些组织中大部分T细胞群是正常的，而在其他组织中观察到CD8+T细胞显著减少。这种所谓

的MHC  I表达的缺乏，与此前Allen等((1986)β2microglobulin  Is  Not  Required  for 

Cell  Surface  Expression  of  the  Murine  Class  I  Histocompatibility  Antigen  H‑

2Db  or  of  a  Truncated  H‑2Db,Proc.Natl.Acad .Sci.USA  83:7447‑7451)得到的结果不

同。Allen等报道了β2微球蛋白不是所有MHC  I复合物在细胞表面表达所必需的，因为缺乏β
2微球蛋白的细胞能够表达H‑2Db。然而，据推测在这些细胞中H‑2Db的功能是受损的，并且H‑

2Db的构象不同于天然蛋白，这解释了为何Koller和他的同事使用针对天然H‑2Db的抗体无

法检测到这种蛋白。然而，据报道缺乏β2微球蛋白的细胞可能递呈针对CD8+T细胞的内源性

抗原(包括来自正常小鼠的内源性CD8+T细胞)，并且据报道小鼠对抗原的攻击进行应答时

不需要β2微球蛋白就能生成高水平的H‑2d  MHC  I类‑限制性的CD8+CTL，尽管其是维持有效

的免疫应答所需要的。Quinn等，(1997)Virus‑Specific,CD8+Major  Histocompatibility 

Complex  Class  I‑Restricted  Cytotoxic  T  Lymphocytes  in  Lymphocytic 

Choriomeningitis  Virus‑Infectedβ2‑Microglobulin‑Deficient  Mice ,J .Virol.71:
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8392‑8396。值得注意的是，据报道在缺乏β2微球蛋白时产生高水平这种T细胞的能力限于

H‑2d  MHC  I类‑限制性的应答。已报道β2微球蛋白缺陷小鼠具有多种显著特征，例如对一些

寄生虫病的敏感性增加、对肝炎感染的敏感性增加、在铁代谢中存在缺陷和繁殖表型受损。

Cooper等(2007)An  impaired  breeding  phenotype  in  mice  with  a  genetic  deletion 

of  Beta‑2microglobulin  and  diminished  MHC  class  I  expression:Role  in 

reproductive  fitness,Biol.Reprod.77:274‑279。

[0111] 在随机插入的转基因上同时表达人β2微球蛋白和人HLA  I类分子(即HLA‑B7)的小

鼠已被报道。Chamberlain等，(1988)Tissue‑specific  and  cell  surface  expression  of 

human  major  histocompatibility  complex  class  I  heavy(HLA‑B7)and  light(β2‑
microglobulin)chain  genes  in  transgenic  mice,Proc.Natl.Acad .Sci.USA  85:7690‑

7694。人HLA  I类的表达与肝脏中内源性I类的显著减少一致，同上。人β2微球蛋白的表达还

与内源性β2微球蛋白一致，而在双转基因小鼠中人HLA  I类分子的表达增加10‑至17‑倍，同

上。然而，作者并没有试图用人β2微球蛋白基因座取代内源性β2微球蛋白基因座。

[0112] 因此，本申请所公开的是一种基因改造的非人动物(例如啮齿动物，例如小鼠或大

鼠)，在其基因组中包含编码人源或人源化β2微球蛋白多肽的核苷酸序列。在一个方面，所

述动物不表达来自内源性非人源β2微球蛋白基因座的内源性非人源β2微球蛋白。在一些实

施方式中，编码β2微球蛋白多肽的所述核苷酸序列部分是人源的且部分是非人源的，例如

其含有一些对应于人的氨基酸和一些对应于非人β2微球蛋白的氨基酸。在一个方面，所述

非人动物不表达来自于内源性非人源基因座的内源性非人β2微球蛋白多肽，并且仅表达人

源或人源化的β2微球蛋白多肽。在一个例子中，所述非人动物不表达来自于内源性β2微球

蛋白基因座的完整的内源性非人源β2微球蛋白多肽，仅表达部分非人源内源性β2微球蛋白

多肽。因此，在多种实施方式中，所述动物不表达来自于内源性非人源β2微球蛋白基因座的

功能性非人源β2微球蛋白多肽。在一个特定方面，编码人源或人源化β2微球蛋白的所述核

苷酸序列位于内源性非人源β2微球蛋白基因座。在一个方面，所述动物包含两个拷贝的β2
微球蛋白基因座，其中包含编码人源或人源化β2微球蛋白多肽的核苷酸序列。在另一个方

面，所述动物包含一个拷贝的β2微球蛋白基因座，其中包含编码人源或人源化β2微球蛋白

多肽的核苷酸序列。因此，所述动物针对包含编码人源或人源化β2微球蛋白多肽的核苷酸

序列的β2微球蛋白基因座可以是纯合子或杂合子。所述人源或人源化β2微球蛋白的核苷酸

序列可以来源于在人群中天然存在的β2微球蛋白序列的集合。在不同实施方式中，本发明

的基因修饰的非人动物在其生殖细胞中包含编码人源或人源化β2微球蛋白的核苷酸序列。

在一个实施方式中，编码人源或人源化β2微球蛋白多肽的核苷酸序列包含编码包括人源β2
微球蛋白氨基酸序列的多肽的核苷酸序列。在一个实施方式中，所述多肽能够与MHC  I蛋白

结合。

[0113] 编码人源或人源化β2微球蛋白多肽的核苷酸序列可以包含与整个人β2微球蛋白

基因对应的核酸残基。或者，所述核苷酸序列可以包含编码人β2微球蛋白的氨基酸21‑119

中所示的氨基酸序列的核酸残基(即与成熟人β2微球蛋白对应的氨基酸残基)。在一个替代

实施方式中，所述核苷酸序列可以包含编码人β2微球蛋白的氨基酸23‑115中所示的氨基酸

序列的核酸残基，例如人β2微球蛋白的氨基酸23‑119中所示的氨基酸序列。人β2微球蛋白

的核酸和氨基酸序列如Gussow等所述，同上，其通过引用并入本申请。
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[0114] 因此，所述人源或人源化β2微球蛋白可以包含人β2微球蛋白多肽的氨基酸23‑115

中所示的氨基酸序列，例如人β2微球蛋白多肽的氨基酸23‑119中所示的氨基酸序列，例如

人β2微球蛋白多肽的氨基酸21‑119中所示的氨基酸序列。或者，人β2微球蛋白可以包含人β
2微球蛋白多肽的氨基酸1‑119。

[0115] 在一些实施方式中，编码人源或人源化β2微球蛋白的核苷酸序列包含人β2微球蛋

白基因的外显子2至外显子4中所示的核苷酸序列。或者，所述核苷酸序列包含人β2微球蛋

白基因的外显子2、3和4中所示的核苷酸序列。在这个实施方式中，外显子2、3和4中所示的

核苷酸序列可操作地连接以使得所述基因正常转录和翻译。因此，在一个实施方式中，所述

人源序列包含与人β2微球蛋白基因的外显子2至外显子4对应的核苷酸序列。在一个特定实

施方式中，所述人序列包含与人β2微球蛋白基因的外显子2至外显子4之后约267bp对应的

核苷酸序列。在一个特定实施方式中，所述人序列包含约2.8kb的人β2微球蛋白基因。

[0116] 因此，所述人源或人源化β2微球蛋白多肽可以由包含人β2微球蛋白的外显子2至

外显子4中所示的核苷酸序列例如与人β2微球蛋白基因的外显子2至外显子4对应的核苷酸

序列的核苷酸序列所编码。或者，所述多肽可以由包含人β2微球蛋白基因的外显子2、3和4

中所示的核苷酸序列的核苷酸序列所编码。在一个特定实施方式中，所述人源或人源化β2
微球蛋白多肽由与人β2微球蛋白基因的外显子2至外显子4之后约267bp对应的核苷酸序列

所编码。在另一个特定实施方式中，所述人源或人源化多肽由包含约2.8kb人源β2微球蛋白

基因的核苷酸序列所编码。因为所述β2微球蛋白基因的外显子4含有5’非翻译区，因而所述

人源或人源化多肽可以由包含β2微球蛋白基因的外显子2和3的核苷酸序列所编码。

[0117] 本领域的普通技术人员将理解，尽管本实施例中描述了生成基因改造的动物的特

定核酸和氨基酸序列，但是本申请中还提供了一种或多种保守或非保守氨基酸取代的序列

或者由于遗传密码的简并性导致的与本申请所述的那些不同的序列。

[0118] 因此，本申请提供了一种表达人β2微球蛋白序列的非人动物，其中所述β2微球蛋

白序列与人β2微球蛋白序列具有至少约85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％的同一

性。在一个特定实施方式中，所述β2微球蛋白序列与实施例中所述的人β2微球蛋白序列具

有至少约90％、95％、96％、97％、98％或99％的同一性。在一个实施方式中，所述人β2微球

蛋白序列包含一个或多个保守的取代。在一个实施方式中，所述人β2微球蛋白序列包含一

个或多个非保守的取代。

[0119] 此外，本申请提供了一种非人动物，其中编码人源或人源化β2微球蛋白的所述核

苷酸序列还包含非人源β2微球蛋白基因的外显子1中所示的核苷酸序列。因此，在一个特定

实施方式中，所述非人动物在其基因组中包含编码人源或人源化β2微球蛋白的核苷酸序

列，其中所述核苷酸序列包含非人源β2微球蛋白的外显子1和人源β2微球蛋白基因的外显

子2、3和4。因此，所述人源或人源化β2微球蛋白多肽由非人源β2微球蛋白基因的外显子1和

人源β2微球蛋白基因的外显子2、3和4(例如人β2微球蛋白基因的外显子2和3)所编码。

[0120] 与包含编码人源/非人源嵌合MHC  I多肽的核苷酸序列的非人动物类似，包含编码

人源或人源化β2微球蛋白的核苷酸序列的非人动物可以选自以下组：小鼠、大鼠、家兔、猪、

牛(例如奶牛、公牛、水牛)、鹿、绵羊、山羊、鸡、猫、狗、雪貂、灵长类动物(例如狨猴、猕猴)。

在本发明的一些实施方式中，所述非人动物是哺乳动物。在一个特定实施方式中，所述非人

动物是鼠源的例如啮齿动物(例如小鼠或大鼠)。在一个实施方式中，所述动物是小鼠。
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[0121] 因此，在一些方面，本申请提供了一种基因改造的小鼠，其中所述小鼠包含编码如

本申请所述的人源或人源化β2微球蛋白多肽的核苷酸序列。本申请提供了一种基因改造的

小鼠，其中所述小鼠在其内源性β2微球蛋白基因座包含编码人源或人源化β2微球蛋白多肽

(例如人源或基本上人源的β2微球蛋白多肽)的核苷酸序列。在一些实施方式中，所述小鼠

不表达来自内源性β2微球蛋白基因座的内源性β2微球蛋白多肽(例如功能性内源性β2微球

蛋白多肽)。在一些实施方式中，所述基因改造的小鼠包含含有小鼠β2微球蛋白基因的外显

子1以及人β2微球蛋白基因的外显子2、3和4的核苷酸序列。在一些实施方式中，所述小鼠表

达人源或人源化β2微球蛋白多肽。

[0122] 在一个方面，本申请提供了一种经修饰的非人源β2微球蛋白基因座，其包含异源β
2微球蛋白序列。在一个实施方式中，所述异源β2微球蛋白序列是人源或人源化序列。

[0123] 在一个实施方式中，所述经修饰的基因座是啮齿动物基因座。在一个特定实施方

式中，所述啮齿动物基因座选自小鼠或大鼠基因座。在一个实施方式中，所述非人基因座被

至少一个人源β2微球蛋白编码序列所修饰。

[0124] 在一个实施方式中，所述异源β2微球蛋白序列可操作地与内源性调控元件连接，

例如内源性启动子和/或表达控制序列。在一个特定实施方式中，所述异源β2微球蛋白序列

是人序列并且所述人序列可操作地与内源性启动子和/或表达控制序列连接。

[0125] 在一个方面，本申请提供了经修饰的非人源β2微球蛋白基因座，其包含可操作地

与内源性启动子和/或表达控制序列连接的人序列。

[0126] 在多种方面，基因修饰的非人动物，或者来自非人动物的细胞、胚胎或组织所表达

的人源或人源化β2微球蛋白保留了内源性和/或人源β2微球蛋白全部的功能性方面。例如，

优选的是所述人源或人源化β2微球蛋白结合MHC  I多肽(例如内源性非人源或人源MHC  I多

肽)的α链。所述人源或人源化β2微球蛋白多肽可以结合、招募或以其他方式与任意其他分

子例如与内源性非人源和/或人源β2微球蛋白相关的受体、锚定或信号分子(例如HFE等)相

互作用。

[0127] 除了基因修饰的动物(例如啮齿动物，例如小鼠或大鼠)以外，本申请还提供了组

织或细胞，其中所述组织或细胞来源于如本申请所述的非人动物，并且包含外源β2微球蛋

白基因或β2微球蛋白序列，即核苷酸和/或氨基酸序列。在一个实施方式中，所述异源β2微
球蛋白基因或β2微球蛋白序列是人源或人源化β2微球蛋白基因或者人源或人源化β2微球

蛋白序列。优选地，所述细胞是有核细胞。所述细胞可以是已知表达MHC  I复合物的任意细

胞，例如抗原递呈细胞。所述细胞表达的人源或人源化β2微球蛋白多肽可以与内源性非人

源MHC  I(例如啮齿动物MHC  I)相互作用以形成功能性MHC  I复合物。所得到的MHC  I复合物

可能能够与T细胞例如细胞毒性T细胞相互作用。因此，本申请还提供了一种如本申请所述

的非人动物的细胞与T细胞的体外复合物。

[0128] 本申请还提供了一种非人细胞，其包含人源或人源化β2微球蛋白基因或序列，以

及附加的人源或人源化序列例如本申请公开的嵌合MHC  I多肽。在这种情况下，所述人源或

人源化β2微球蛋白多肽可以与例如人源/非人源嵌合MHC  I多肽相互作用，并且形成功能性

MHC  I复合物。在一些方面，这种复合物能够与T细胞例如人源或非人源T细胞上的TCR相互

作用。因此，本申请还提供了一种如本申请所述的非人源动物的细胞与非人源T细胞形成的

体外复合物。
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[0129] 本公开的另一个方面是一种啮齿动物胚胎(例如小鼠或大鼠胚胎)，其包含如本申

请所述的异源β2微球蛋白基因或β2微球蛋白序列。在一个实施方式中，所述胚胎包含ES供

体细胞，其包含所述异源β2微球蛋白基因或β2微球蛋白序列，以及宿主胚胎细胞。所述异源

β2微球蛋白基因或β2微球蛋白序列是人源或人源化β2微球蛋白基因或β2微球蛋白序列。

[0130] 本发明还包含一种非人动物细胞，其包含如本申请所述的非人动物的染色体或其

片段(例如其中所述染色体或其片段包含编码人源或人源化β2微球蛋白多肽的核苷酸序

列)。所述非人细胞可以包含如本申请所述的非人动物的细胞核。在一个实施方式中，所述

非人细胞包含作为核转移结果的所述染色体或其片段。

[0131] 在一个方面，本申请提供了一种非人诱导的多能干细胞，其包含异源β2微球蛋白

基因或β2微球蛋白序列。在一个实施方式中，所述诱导的多能干细胞来源于本申请所述的

非人动物。在一个实施方式中，所述异源β2微球蛋白基因或β2微球蛋白序列是人源或人源

化基因或序列。

[0132] 本申请还提供了一种杂交瘤或四价体瘤，其来源于如本申请所述的非人动物细

胞。在一个实施方式中，所述非人动物是小鼠或大鼠。

[0133] 本公开还提供了一种制备本申请所述的基因改造的非人动物(例如基因改造的啮

齿动物，例如小鼠或大鼠)的方法。所述方法最终生成一种动物，所述动物的基因组中包含

编码人源或人源化β2微球蛋白多肽的核苷酸序列。在一个方面，所述方法最终生成一种基

因改造的小鼠，所述小鼠在其基因组的内源性β2微球蛋白基因座包含编码人源或人源化β2
微球蛋白多肽的核苷酸序列。在一些情况下，所述小鼠不表达来自于内源性小鼠β2微球蛋

白基因座的功能性小鼠β2微球蛋白。在一些方面，所述方法利用使用 技术

制备的靶向构建体，将所述构建体引入ES细胞，并且使用 技术将被靶向

的ES细胞克隆引入小鼠胚胎，如实施例所述。在一个实施方式中，所述ES细胞是129和

C57BL/6小鼠品系的混合物；在另一个实施方式中，所述ES细胞是BALB/c和129小鼠品系的

混合物。

[0134] 本申请还提供了一种用于生成基因改造的非人动物的核苷酸构建体。所述核苷酸

构建体可以包含：5’和3’非人同源臂、包含人β2微球蛋白序列的人DNA片段和两侧具有重组

位点的筛选基因表达盒。在一个实施方式中，所述人DNA片段是包含人源β2微球蛋白基因的

内含子和外显子的基因组片段。在一个实施方式中，所述非人同源臂与非人源β2微球蛋白

基因座具有同源性。所述基因组片段可以包含人β2微球蛋白基因的外显子2、3和4。在一个

例子中，所述基因组片段包含，从5’至3’：外显子2、内含子、外显子3、内含子和外显子4、全

部人β2微球蛋白序列。所述筛选基因表达盒可以位于构建体中β2微球蛋白编码区以外的任

意位置，例如其可以位于人β2微球蛋白外显子4的3’端。5’和3’非人同源臂可以分别包含内

源性非人β2微球蛋白基因的5’端和3’端基因组序列。在另一个实施方式中，5’和3’非人同

源臂可以分别包含内源性非人基因外显子2的5’端和外显子4的3’端基因组序列。

[0135] 本发明的另一个方面涉及一种修饰非人动物(例如啮齿动物，例如小鼠或大鼠)的

β2微球蛋白基因座的方法，以表达本申请所述的人源或人源化β2微球蛋白多肽。修饰小鼠

的β2微球蛋白基因座以表达人源或人源化β2微球蛋白多肽的一种方法包括在内源性β2微
球蛋白基因座用编码人源或人源化β2微球蛋白多肽的核苷酸序列取代编码小鼠β2微球蛋

白的核苷酸序列。在这种方法的一个实施方式中，所述小鼠不表达来自内源性小鼠β2微球
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蛋白基因座的功能性β2微球蛋白多肽。在一些特定实施方式中，所述编码人源或人源化β2
微球蛋白多肽的核苷酸序列包含人β2微球蛋白基因外显子2至4中所示的核苷酸序列。在其

他实施方式中，编码所述人源或人源化β2微球蛋白多肽的核苷酸序列包含人β2微球蛋白基

因外显子2、3和4中所示的核苷酸序列。

[0136] 基因修饰MHC  I/β2微球蛋白的动物

[0137] 在多种实施方式中，本发明通常提供了一种基因修饰的非人动物，所述动物在其

基因组中包含编码人源或人源化MHC  I和β2微球蛋白多肽的核苷酸序列；因此所述动物表

达人源或人源化MHC  I和β2微球蛋白多肽。

[0138] 在使用混合的人源/非人源系统组件时会出现功能差异。HLA  I类与β2微球蛋白的

结合比小鼠I类紧密。Bernabeu(1984)β2‑microgobulin  from  serum  associates  with 

MHC  class  I  antigens  on  the  surface  of  cultured  cells,Nature  308:642‑645。消除

功能差异的尝试体现在对特定人源化MHC小鼠的构建上。已开发了H‑2I类和2类敲除小鼠

(在小鼠β2微球蛋白KO背景下)，其表达具有人的α1和α2以及小鼠H‑2Db的α3的随机整合的

人HLA‑A2.1/HLA‑DR1嵌合转基因，其在N‑末端通过接头与人β2‑微球蛋白的C‑末端连接。参

见例如Pajot等，(2004)A  mouse  model  of  human  adaptive  immune  functions:HLA‑

A2.1‑/HLA‑DR1‑transgenic  H‑2class  I‑/class  II‑knockout  mice,Eur.J.Immunol.34:

3060‑3069。据报道这些小鼠生成了针对乙肝病毒的抗原特异性抗体和CTL应答，而仅具有

HLA‑A2.1的转基因小鼠或仅敲除H‑2I类/II类基因的小鼠则不会生成针对乙肝病毒的抗原

特异性抗体和CTL应答。据推测导致仅具有HLA‑A2.1的转基因小鼠的缺陷的原因是这种小

鼠具有引入内源性I类和/或II类基因以避免使用任何转基因的能力，而MHC敲除小鼠则不

具有这种选项。然而，所述小鼠至少可以表达H‑2Db，据推测这是由于培育到小鼠β2微球蛋

白敲除背景的小鼠中造成的(参见Pajot等，见前；其显然包含完整的内源性I类和II类基因

座)。

[0139] 据报道与人β2微球蛋白融合的嵌合MHC在细胞表面的表达低于内源性MHC的表达，

但是未报导生存率/NK杀伤率以及NK自杀率。Pajot等，见前。在MHC  I类‑缺陷β2微球蛋白敲

除的小鼠中观察到了CD8+T细胞数的一些改善(占总脾细胞数的2‑3％，相比之下在β2KO小
鼠中为0.6‑1％)。然而，T细胞可变区针对BV  5.1、BV  5.2和BV  11基因片段使用情况发生了

改变。据报道CD8+和CD4+T细胞应答仅限于针对免疫所述小鼠的适宜乙肝抗原。但是当小鼠

仅经过两种抗原中的一种抗原免疫时，至少两只小鼠杀死了携带所述两种抗原中任意一种

的细胞。这可能是由于缺乏NK细胞抑制或缺乏NK细胞选择性导致的。

[0140] 如上文所述，针对人MHC  I和人β2微球蛋白转基因的小鼠包含编码嵌合MHC  I/β2
微球蛋白的核苷酸序列，其中所述MHC  I和β2微球蛋白部分包含在单一多肽链中，从而使得

MHC  Iα链和β2微球蛋白彼此之间通过共价键连接以将其栓系在细胞表面上。本申请提供了

一种小鼠，所述小鼠在其基因组中包含两个独立的核苷酸序列，其中一个编码人源或人源

化MHC  I多肽，另一个编码人源或人源化β2微球蛋白多肽。本申请提供了一种小鼠，其将表

达更像天然存在的MHC  I复合物的MHC  I复合物，其中在β2微球蛋白与MHC  Iα链非共价结合

的两个单独的多肽链上提供MHC  Iα链和β2微球蛋白。

[0141] 因此，本公开提供了一种非人动物，所述动物在其基因组中包含：编码人源或人源

化MHC  I多肽的第一核苷酸序列，以及编码人源或人源化β2微球蛋白多肽的第二核苷酸序
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列。在一个方面，本申请提供了一种非人动物，所述动物在其基因组中包含：(a)编码人源/

非人源嵌合MHC  I多肽的第一核苷酸序列，其中所述嵌合多肽的人部分包含人MHC  I的肽结

合结构域或胞外结构域(例如HLA‑A、HLA‑B或HLA‑C；例如HLA‑A2)，以及(b)编码人源或人源

化β2微球蛋白多肽的第二核苷酸序列。

[0142] 所述第一核苷酸序列可以位于内源性非人源MHC  I基因座，以使得所述动物在其

基因组的MHC  I基因座包含内源性MHC  I基因的全部或部分(例如编码肽结合结构域或胞外

结构域的部分)被相应的人MHC  I序列取代。因此，所述动物可以在内源性MHC  I基因座包含

编码人MHC  I(例如HLA‑A、HLA‑B或HLA‑C；例如HLA‑A2)胞外结构域以及内源性非人源MHC  I

(例如H‑2K、H‑2D等，例如H‑2Kb)跨膜和胞质结构域的核苷酸序列。在一个方面，所述动物是

小鼠，并且所述第一核苷酸序列包含编码人HLA‑A2(例如HLA‑A2.1)胞外结构域以及小鼠H‑

2K(例如H‑2Kb)跨膜和胞质结构域的核苷酸序列。

[0143] 所述第二核苷酸序列可以位于内源性非人源β2微球蛋白基因座，以使得所述动物

在其基因组的β2微球蛋白基因座包含内源性β2微球蛋白基因的全部或部分被相应的人β2
微球蛋白序列取代。所述第二核苷酸序列可以包含人β2微球蛋白基因外显子2至外显子4所

示的核苷酸序列。或者，所述第二核苷酸序列可以包含人β2微球蛋白基因外显子2、3和4所

示的核苷酸序列。在这个实施方式中，核苷酸序列彼此之间可操作地连接。所述第二核苷酸

序列可以进一步包含非人β2微球蛋白外显子1的序列。

[0144] 在一个方面，所述动物不表达来自内源性非人源MHC  I基因座的功能性MHC  I(例

如不表达内源性MHC  I的肽结合结构域和胞外结构域)，并且所述动物不表达来自内源性非

人源β2微球蛋白基因座的功能性β2微球蛋白多肽。在一些方面，所述动物针对包含编码人

源/非人源嵌合MHC  I多肽的核苷酸序列的MHC  I基因座以及包含编码人源或人源化β2微球

蛋白的核苷酸序列的β2微球蛋白基因座是纯合的。在其他方面，所述动物针对包含编码人

源/非人源嵌合MHC  I多肽的核苷酸序列的MHC  I基因座以及包含编码人源或人源化β2微球

蛋白的核苷酸序列的β2微球蛋白基因座是杂合的。

[0145] 优选地，所述第一和第二核苷酸序列可操作地与内源性表达调控元件(例如启动

子、增强子、沉默子等)连接。

[0146] 本申请包含的所述第一和第二核苷酸序列(及其编码的多肽)的多种其他实施方

式是根据说明书所描述的实施方式易于理解的，例如涉及基因改造的MHC  I动物和基因改

造的β2微球蛋白动物的章节所描述的那些。

[0147] 在一个方面，本公开提供了一种小鼠，所述小鼠在其基因组中包含(a)编码人源/

小鼠嵌合MHC  I多肽(特别是HLA‑A2/H‑2K多肽)的第一核苷酸序列，其中所述嵌合多肽的人

部分包含人HLA‑A2的胞外结构域和小鼠部分包含小鼠H‑2K的跨膜和胞质结构域，以及(b)

编码人源或人源化β2微球蛋白多肽的第二核苷酸序列(例如，其中所述核苷酸序列包含人

源β2微球蛋白基因外显子2至外显子4所示的核苷酸序列或人源β2微球蛋白基因外显子2、3

和4所示的核苷酸序列)，其中所述第一核苷酸序列位于内源性H‑2K基因座，以及所述第二

序列位于内源性β2微球蛋白基因座。在一个实施方式中，所述小鼠不表达来自其各自内源

性基因座的功能性H‑2K和小鼠β2微球蛋白多肽。在一个实施方式中，所述小鼠表达人源/小

鼠嵌合MHC  I多肽和人源或人源化β2微球蛋白多肽。

[0148] 如下述实施例所述，与仅针对MHC  I人源化的动物相比，共表达人源或人源化MHC 

说　明　书 24/34 页

27

CN 113564188 B

27



I和β2微球蛋白的基因改造的动物显示出在细胞表面嵌合MHC  I类的表达增加。在一些实施

方式中，与缺乏人源或人源化β2微球蛋白时人源或人源化MHC  I的表达相比，人源或人源化

MHC  I和β2微球蛋白的共表达使得人源或人源化MHC  I在细胞表面表达的增加超过约10％，

例如超过约20％，例如超过约50％或以上，例如约70％。

[0149] 本公开还提供了一种制备基因改造的非人动物(例如啮齿动物，例如大鼠或小鼠)

的方法，其基因组包含本申请所述的第一和第二核苷酸序列。所述方法通常包括生成第一

基因改造的非人动物，其基因组包含本申请所述的第一核苷酸序列(即人源或人源化MHC  I

序列)，生成第二基因改造的非人动物，其基因组包含本申请所述的第二核苷酸序列(即人

源或人源化β2微球蛋白序列)，以及将所述第一和第二动物交配以获得其基因组含有这两

种核苷酸序列的子代。在一个实施方式中，所述第一和第二动物分别针对所述第一和第二

核苷酸序列是杂合的。在一个实施方式中，所述第一和第二动物分别针对所述第一和第二

核苷酸序列是纯合的。在一个实施方式中，所述第一和第二动物通过分别使用所述第一和

第二核苷酸序列取代内源性非人源基因座产生。在一个方面，所述第一和第二动物通过利

用 技术生成构建体并通过 法将携带这种构建体的目的

ES细胞克隆引入胚胎(例如啮齿动物胚胎，例如小鼠或大鼠胚胎)生成。

[0150] 基因修饰动物的用途

[0151] 在多种实施方式中，本申请所述的基因修饰的非人动物生成在细胞表面具有人源

或人源化MHC  I和/或β2微球蛋白的APC，并且作为结果以人样方式作为针对CTL的表位递呈

来源于胞质蛋白的肽，因为复合物基本上所有的组分均是人源或人源化的。本发明基因修

饰的非人动物可以用于在人源化动物中研究人免疫系统的功能；用于鉴定激发免疫应答

(例如T细胞表位，例如独特的人癌表位)的抗原和抗原表位，例如用于开发疫苗；用于鉴定

针对人病原体或癌抗原的高亲和性T细胞(即在具有高亲合力的人MHC  I复合物背景下与抗

原结合的T细胞)，例如用于适应性T细胞治疗；用于评估疫苗候选物和其他疫苗策略；用于

研究人自身免疫；用于研究人感染性疾病；以及设计基于人MHC表达的其他更好的治疗策

略。

[0152] MHC  I复合物与肽结合并将其递呈至细胞表面。在这种复合物背景下一旦被递呈

至表面，所述肽被T细胞识别。例如，当所述肽来源于病原体或其他所关注的抗原(例如肿瘤

抗原)时，T细胞识别能够造成T细胞活化，巨噬细胞杀死携带所递呈肽序列的细胞以及B细

胞激活与所递呈的序列结合的抗体。

[0153] T细胞通过肽结合MHC  I类胞外结构域和T细胞的CD8胞外结构域与表达MHC  I复合

物的细胞相互作用。CD8+T细胞遇到具有适合与MHC  I类分子结合的抗原的APC将形成细胞

毒性T细胞。因此，在MHC  I类背景下以高亲合力与T细胞受体结合的抗原在对人类疾病治疗

的研发中具有潜在的重要意义。然而，在小鼠MHC  I背景下的抗原递呈仅与人类疾病略微相

关，因为人和小鼠MHC复合物识别不同的抗原，例如小鼠MHC  I与人MHC  I可能不识别相同抗

原或可能递呈不同表位。因此，针对人类病理学的大部分相关数据是通过对人MHC  I递呈的

抗原表位的研究中获得的。

[0154] 因此，在多种实施方式中，本发明的基因改造的动物除了其他方面以外在评估抗

原在人体内启动免疫应答的能力方面是有用的，并且用于生成多样抗原以及鉴定可以用于

人用疫苗研发中的特定抗原。
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[0155] 在一个方面，本申请提供了一种在具有某种肽序列的人中确定抗原性的方法，所

述方法包括将如本申请所述的基因修饰的非人动物与包含所述肽序列的分子接触，使所述

非人动物产生免疫应答，并且检测非人动物中与本申请所述的人源/非人源嵌合MHC  I或人

源化的MHC  I复合物(包含人源/非人源嵌合MHC  I和人源或人源化β2微球蛋白)递呈的所述

肽序列结合的细胞。

[0156] 在一个方面，本申请提供了一种确定是否某种肽将在人体内激发细胞免疫的方

法，所述方法包括将如本申请所述的基因修饰的非人动物与所述肽接触，使所述非人动物

产生免疫应答，并且检测非人动物中通过本申请所述的人源/非人源嵌合MHC  I类分子与所

述肽的序列结合的细胞。在一个实施方式中，接触后的所述非人动物包含与所述肽结合的

MHC  I类‑限制性的CD8+细胞毒性T淋巴细胞(CTL)。在一个实施方式中，CTL杀死携带所述肽

的细胞。

[0157] 在一个方面，本申请提供了一种用于鉴定人CTL表位的方法，所述方法包括将如本

申请所述的非人动物与包含预测CTL表位的抗原接触，使所述非人动物产生免疫应答，从所

述非人动物中分离与所述表位结合的MHC  I类‑限制性的CD8+CTL，并且鉴定与MHC  I类‑限

制性的CD8+CTL结合的表位。

[0158] 在一个方面，本申请提供了一种鉴定HLA  I类‑限制性的肽的方法，所述肽通过人

细胞递呈和通过人淋巴细胞(例如人T细胞)结合结果将对携带所述肽的细胞产生细胞毒

性，所述方法包括将如本申请所述的非人动物(或其表达MHC  I类的细胞)与包含所关注肽

的分子接触，分离表达与所关注的肽结合的人源/非人源嵌合I类分子的非人动物细胞，将

所述细胞与能够产生HLA  I类‑限制性的细胞毒性的人淋巴细胞接触，并且检测肽诱导的细

胞毒性。

[0159] 在一个方面，本申请提供了一种鉴定在人体内生成细胞毒性T细胞应答的抗原的

方法，所述方法包括将预测抗原与如本申请所述的小鼠接触，使所述小鼠产生免疫应答，并

且鉴定与HLA‑A‑限制性的分子结合的抗原。

[0160] 在一个实施方式中，所述抗原包括细菌或病毒表面或包膜蛋白。在一个实施方式

中，所述抗原包括人肿瘤细胞表面上的抗原。在一个实施方式中，所述抗原包括假定供人体

内使用的疫苗。在一个实施方式中，所述抗原包括在人体内产生抗体的人表位。在另一个实

施方式中，所述抗原包括产生靶向表位/MHC  I复合物的高亲和性CTL的人表位。

[0161] 在一个方面，本申请提供了一种确定是否预测抗原含有某一表位的方法，所述表

位暴露于人免疫系统后产生HLA‑A‑限制性的免疫应答(例如HLA‑A2‑限制性的应答)，所述

方法包括将如本申请所述的小鼠与预测抗原接触并且测定小鼠中的抗原特异性HLA‑A‑限

制性的(例如HLA‑A2‑限制性的)免疫应答。

[0162] 在一个实施方式中，所述预测抗原选自生物药品或其片段、非自身蛋白、非自身细

胞的表面抗原、肿瘤细胞的表面抗原、细菌或酵母或真菌细胞的表面抗原、病毒的表面抗原

或包膜蛋白。

[0163] 此外，本申请所述的基因改造的非人动物可以用于鉴定T细胞受体，例如高亲合力

T细胞受体，其识别所关注的抗原，例如肿瘤或其他疾病抗原。所述方法可以包括：将本申请

所述的非人动物与抗原接触，使所述非人动物产生针对所述抗原的免疫应答，从所述非人

动物中分离包含与由人源或人源化MHC  I递呈的抗原结合的T细胞受体的T细胞，以及确定
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所述T细胞受体的序列。

[0164] 在一个方面，本申请提供了一种鉴定对人肿瘤抗原具有高亲和性的T细胞受体可

变结构域的方法，所述方法包括将包含人源化MHC  Iα1、α2和α3结构域(例如HLA‑A2α1、α2和
α3结构域)的小鼠与人肿瘤抗原接触；使所述小鼠产生免疫应答；以及从所述小鼠中分离编

码T细胞受体可变结构域的核酸序列，其中所述T细胞受体可变结构域与人肿瘤抗原结合的

KD不高于约1纳摩。

[0165] 在一个实施方式中，所述小鼠进一步在内源性小鼠T细胞受体可变区基因座包含

多个未经重排的人T细胞受体可变基因片段的取代，其中所述未经重排的人T细胞受体可变

区基因片段与编码包含人可变区和小鼠恒定区的人‑小鼠嵌合T细胞受体的基因重组。在一

个实施方式中，所述小鼠包含人CD8转基因，并且所述小鼠表达功能性的人CD8蛋白。

[0166] 对肿瘤抗原具有高亲合力的T细胞受体用于基于细胞的治疗。已通过将人T细胞与

HLA‑A2接触制备针对人肿瘤抗原具有高亲合力的T细胞群，所述HLA‑A2已经过突变使得CD8

与α3亚基的结合最小化，以仅选择那些对肿瘤抗原具有极高亲合力的T细胞(即尽管CD8不

能与α3结合但识别所述抗原的T细胞克隆)。参见Pittet等，(2003)α3Domain  Mutants  of 

Peptide/MHC  Class  I  Multimers  Allow  the  Selective  Isolation  of  High  Avidity 

Tumor‑Reactive  CD8  T  Cells,J.Immunol.171:1844‑1849。所述非人动物和非人动物细胞

用于鉴定与同T细胞受体高亲合力地结合的人HLA  I类形成复合物或活化的携带T细胞受体

的淋巴细胞的肽。

[0167] 可以采用本领域公知的任何适宜方法检测与T细胞结合或活化T细胞的抗原/HLA 

I类。肽‑特异性APC‑T细胞的结合和活化是可检测的。例如，据报道T细胞与表达HLA‑A2的抗

原递呈细胞的结合导致PIP2在免疫突触中的蓄积，然而交联的MHC  I类分子则不会。参见

Fooksman等，(2009)Cutting  Edge:Phosphatidylinositol  4 ,5‑Bisphosphate 

Concentration  at  the  APC  Side  of  the  Immunological  Synapse  Is  Required  for 

Effector  T  Cell  Function,J.Immunol.182:5179‑5182。

[0168] 携带TCR的淋巴细胞与表达I类的APC相互作用的功能性后果也是可检测的，并且

其包括通过所述淋巴细胞的细胞杀伤。例如，据报道HLA‑A2α2亚基的接触点通过CD8+CTL产

生不依赖于Fas的杀伤信号。当在已知(来自晶体学研究)与CD8接触的HLA‑A2分子的表位上

接触(通过抗体)时，表达HLA‑A2‑的Jurkat细胞凋亡，其对胞质结构域不具有任何显著的依

赖性。参见Pettersen等，(1998)The  TCR‑Binding  Region  of  the  HLA  Class  Iα2Domain 
Signals  Rapid  Fas‑Independent  Cell  Death:A  Direct  Pathway  for  TCell‑Mediated 

Killing  of  Target  Cells？J.Immunol.160:4343‑4352。据推测由HLA‑A2α2与CD8+CTL的

CD8接触诱导的迅速杀伤作用可能主要是由于这种不依赖于Fas的HLA‑A2‑介导的通路导致

的(同上.)，因为其不同于不依赖TCR的α3结构域介导的杀伤作用——其自身能够诱导凋亡

(参见Woodle等，(1997)Anti‑human  class  I  MHC  antibodies  induce  apoptosis  by  a 

pathway  that  is  distinct  from  the  Fas  antigen‑mediated  pathway,J.Immunol.158:

2156‑2164)。

[0169] 还可以通过T细胞增殖检测测定在MHC  I背景下T细胞与APC展示的肽之间相互作

用的后果。或者，其可以通过检测通常与免疫应答的活化相关的细胞因子的释放确定。在一

个实施方式中，可以使用IFNγELISPOT对CD8+T细胞的活化进行监测和定量。
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[0170] 如本申请所述，在本申请所述的基因修饰的非人动物中由于CD8与MHC  I的种属特

异性结合可以阻止CD8+T细胞的活化。对于种属特异性CD8相互作用是理想的实施方式而

言，如本申请所述的基因修饰动物(例如啮齿动物，例如小鼠或大鼠)的细胞与人细胞接触

(例如在体外)，例如人携带CD8的细胞，例如人T细胞。在一个实施方式中，如本申请所述的

小鼠表达MHC  I类的细胞在体外与包含人CD8和T细胞受体的T细胞接触。在一个特定实施方

式中，所述T细胞是人T细胞。在一个实施方式中，所述小鼠表达MHC  I类的细胞包含与人源/

小鼠嵌合MHC  I或者人源化MHC  I复合物(其包括人β2微球蛋白)结合的肽，所述T细胞是人T

细胞，并且测定T细胞与展示所述肽的小鼠细胞结合的能力。在一个实施方式中，测定通过

展示所述肽的小鼠细胞对人T细胞的活化。在一个实施方式中，本申请提供了一种通过展示

所述肽的细胞检测人T细胞活化的体外方法，所述方法包括将如本申请所述的小鼠或小鼠

细胞与所关注的抗原接触，将来自所述小鼠的细胞或所述小鼠细胞(假定其携带来源于与

人源或人源化MHC  I形成复合物的抗原的肽)与人T细胞接触，并且测定人T细胞的活化情

况。在一个实施方式中，所述方法用于鉴定人病原体或人肿瘤的T细胞表位。在一个实施方

式中，所述方法用于鉴定疫苗的表位。

[0171] 在一个实施方式中，本申请提供了一种确定由假定的人体治疗造成的T细胞活化

的方法，所述方法包括将如本申请所述的基因修饰动物与假定的人体治疗接触(或者例如

将来源于这种动物的表达人源或人源化MHC  I的细胞与假定治疗的肽序列接触)，将来源于

基因修饰动物的展示人源或人源化MHC  I/肽复合物的细胞与包含能够与所述基因修饰动

物的细胞结合的人T细胞受体和CD8的T细胞接触，以及检测被基因修饰动物展示所述肽的

细胞诱导的人T细胞的活化情况。

[0172] 在多种实施方式中，使用包含人CD8序列的T细胞例如人T细胞或包含编码人CD8的

转基因的非人动物T细胞制备与来自如本申请所述动物的表达人源或人源化MHC  I类的细

胞形成的复合物。人CD8的转基因小鼠是本领域公知的。Tishon等，(2000)Trangenic  Mice 

Expressing  Human  HLA  and  CD8  Molecules  Generate  HLA‑Restricted  Measles  Virus 

Cytotoxic  T  Lymphocytes  of  the  Same  Specificity  as  Humans  with  Natural 

Measles  Virus  Infection ,Virology  275(2):286‑293；LaFace等，(1995)Human  CD8 

Transgene  Regulation  of  HLA  Recognition  by  Murine  T  Cells,J.Exp.Med.182:1315‑

1325。

[0173] 除了能够鉴定人病原体或肿瘤的抗原和抗原表位以外，本发明的基因修饰动物还

用于鉴定与人自身免疫性疾病相关的自身抗原，例如I型糖尿病、多发性硬化症等。例如，

Takaki等((2006)HLA‑A*0201‑Restricted  T  Cells  from  Humanized  NOD  Mice 

Recognize  Autoantigens  of  Potential  Clinical  Relevance  to  Type  1Diabetes ,

J.Immunol.176:3257‑65)描述了利用携带HLA/β2微球蛋白单链的NOD小鼠鉴定1型糖尿病

的自身抗原。本发明的基因修饰动物还用于研究人自身免疫性疾病的不同方面。因为一些

多态性的人MHC  I等位基因已知与某些疾病的进展相关，例如自身免疫性疾病(例如格雷夫

斯氏病、重症肌无力、牛皮癣等；参见Bakker等，(2006)A  high‑resolution  HLA  and  SNP 

haplotype  map  for  disease  association  studies  in  the  extended  human  MHC ,

Nature  Genetics  38:1166‑72和Supplementary  Information  and  International  MHC 

and  Autoimmunity  Genetics  Network(2009)Mapping  of  multiple  susceptibility 
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va riants  within  the  MHC  region  f or  7immune‑med ia ted  d iseases ,

Proc.Natl.Acad .Sci.USA  106:18680‑85，其均通过引用并入本申请)，包含包括这种等位

基因的人源化MHC  I基因座的本发明的基因修饰动物可以作为自身免疫性疾病模型。在一

个实施方式中，所述疾病的等位基因是HLA‑B27，并且所述疾病是强直性脊柱炎或反应性关

节炎；因此，在一个实施方式中，用于研究这些疾病的动物包含人源或人源化HLA‑B27。

[0174] 涉及MHC  I复合物的细胞免疫的其他方面是本领域公知的；因此，本申请所述的基

因改造的非人动物可以用于研究免疫生物学的这些方面。例如，在体内TCR与MHC  I类的结

合受到其他因素的调节。白细胞免疫球蛋白样受体亚家族B成员(LILRB1或LIR‑1)在MHC  I

类‑限制性的CTL上表达并且通过与APC上MHC  I类分子的α3亚基上的特定决定簇结合下调T

细胞的刺激作用。结构研究显示LIR‑1与CD8的结合位点重叠，这表明抑制性的LIR‑1与刺激

性的CD8竞争性与MHC  I类分子结合。Willcox等，(2003)Crystal  structure  of  HLA‑A2 

bound  to  LIR‑1 ,a  host  and  viral  major  histocompatibility  complex  receptor,

Nature  Immunology  4(9):913‑919；Shirioshi等，(2003)Human  inhibitory  receptors 

Ig‑like  transcript  2(ILT2)and  ILT4  compete  with  CD8  for  MHC  class  I  binding 

and  bind  preferentially  to  HLA‑G,Proc.Natl.Acad.Sci.USA100(15):8856‑8861。LIR‑

1通过其(细胞内)免疫受体酪氨酸抑制基序(ITIM)转导抑制性信号。在NK细胞中，研究表明

缺乏ITIM(通常无法抑制)的KIR(抑制性杀伤细胞Ig样受体)能够在LIR‑1存在的情况下抑

制与MHC  I类分子的α3结构域的结合(假设通过LIR‑1ITIM)(参见Kirwin等，(2005)Killer 

Cell  Ig‑Like  Receptor‑Dependent  Signaling  by  Ig‑Like  Transcript  2(ILT2/CD85j/

LILRB1/LIR‑1)J.Immunol.175:5006‑5015)，这表明与MHC  I类结合的LIR‑1与KIR之间是协

同作用的，从而在调节NK细胞抑制的HLAα3结构域的结合中发挥作用。

[0175] 如上文所述，MHC分子与不表达TCR的细胞相互作用。这些细胞是NK细胞。NK细胞是

细胞毒性淋巴细胞(不同于CTL或细胞毒性T淋巴细胞)，其在细胞免疫应答特别是先天免疫

中发挥核心作用。NK细胞是针对微生物、病毒和其他非自身(例如肿瘤)实体入侵的第一道

防线。NK细胞通过表面受体被激活或抑制，并且其表达CD8但不表达TCR。NK细胞能够与表达

MHC  I类的细胞相互作用，但是该相互作用是通过CD8‑结合α3结构域而非TCR‑结合、肽携带

的α1和α2结构域。NK细胞的主要功能是破坏缺乏充足MHC  I表面蛋白的细胞。

[0176] 在自然杀伤(NK)细胞表面的交联MHC  I类分子使得细胞内酪氨酸磷酸化、MHC  I类

分子从免疫突触迁移和肿瘤细胞杀伤下调。Rubio等，(2004)Cross‑linking  of  MHC  class 

I  molecules  on  human  NK  cells  inhibits  NK  cell  function,segregates  MHC  I  from 

the  NK  cell  synapse ,and  induces  intracellular  phosphotyrosines ,J .Leukocyte 

Biol.76:116‑124。

[0177] NK细胞中的MHC  I类的另一个功能显然是防止自杀。NK细胞携带活化受体2B4和

2B4的配体CD48；MHC  I类可能与2B4结合并阻止CD48对其的活化。Betser‑Cohen(2010)The 

Association  of  MHC  Class  I  Proteins  with  the  2B4  Receptor  Inhibits  Self‑

Killing  of  Human  NK  Cells,J.Immunol.184:2761‑2768。

[0178] 因此，本申请所述的基因改造的非人动物能够用于研究这些非‑TCR或非‑CTL介导

的过程以及设计用于其调节的方法。
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实施例

[0179] 本申请将通过下述的非限制性实施例对所述发明进行进一步的说明。这些实施例

被列出以辅助阐述本发明，但并非旨在且不应被解释为以任何方式限制其范围。所述实施

例不包括对本领域的普通技术人员公知的常规方法(分子克隆技术等)的描述。除非另有明

示，否则份为重量份，分子量是平均分子量，温度以摄氏度表示且压力为处于或接近大气

压。

[0180] 实施例1：基因修饰HLA‑A2小鼠的构建和表征

[0181] 实施例1:1：HLA‑A2/H‑2K在MG87细胞中的表达。

[0182] 使用本领域技术人员公知的标准分子克隆技术制备含有HLA‑A2/H‑2K嵌合基因序

列(图4A)的病毒构建体，以分析转染细胞中人源/小鼠嵌合MHC  I的表达情况。

[0183] 简言之，使用编码α链α1、α2和α3结构域的外显子序列制备人源HLA‑A/小鼠H‑2K嵌

合病毒构建体并将其克隆至小鼠H‑2K基因跨膜和胞质结构域编码序列的框架中(图4A，

pMIG‑HLA‑A2/H2K)。如图4所示，所述构建体含有IRES‑GFP受体序列，其能够用于确定是否

所述构建体能够在转染细胞中表达。

[0184] 在人胚肾293(293T)细胞中制备和扩增含有上文所述嵌合构建体的病毒。将293T

细胞接种于10cm培养皿中并使其生长至95％融合。使用25μg  pMIG‑HLA‑A2/H2K、pMIG‑人

HLA‑A2或pMIG‑人源化β2微球蛋白以及5μg  pMDG(包膜质粒)、15μg  pCL‑Eco(无包装信号Ψ
的包装构建体)、1mL  Opti‑MEM(Invitrogen)制备DNA转染混合物。将1mL已事先混合在一起

并在室温下孵育5分钟的该DNA混合物加入含80μLLipofectamine‑2000(Invitrogen)的1mL 

Opti‑MEM中。将Lipofectamine/DNA混合物在室温下继续孵育20分钟，然后加入10cm培养皿

中，并将该培养皿在37℃下孵育。24小时后收集细胞培养基并将10mL新鲜的R10(RPMI  1640

+10％FBS)培养基加入细胞中。重复更换两次该培养基。总计4天后，将所收集的培养基混

合，离心并使用无菌滤器过滤以除去细胞碎片。

[0185] 使用上述制备的扩增病毒转导MG87(小鼠成纤维细胞)细胞。使用PBS洗涤一次来

自单一T‑75培养瓶的MG87细胞。将3mL0.25％胰酶+EDTA加入细胞中并在室温下孵育3分钟。

将7mL  D10(高葡萄糖DMEM；10％胎牛血清)加入细胞/胰酶混合物中并转移至15mL试管中

1300rpm离心5分钟。离心细胞后，吸出培养基并将细胞重悬于5mL  D10中。计数细胞并以～

3.0x105个细胞每孔接种于6孔板中。将pMIG‑人HLA‑A2或pMIG‑HLA‑A2/H‑2K单独或与pMIG‑

人源化β2微球蛋白病毒一并加入孔中，使用未转导的细胞作为对照。将细胞在37℃5％CO2

条件下孵育2天。制备细胞用于针对在存在或不存在β2微球蛋白的条件下HLA‑A2表达的

FACS分析(使用抗‑HLA‑A2抗体，克隆BB7.2)。

[0186] 图(图4B)以及汇总图中数据的表(图4C)中的结果表明与人源化β2微球蛋白共转

染增加人HLA‑A2或人源/非人源嵌合HLA‑A2/H‑2K的表达，如曲线向右侧迁移所示。

[0187] 实施例1.2：改造嵌合HLA‑A2/H‑2K基因座。

[0188] 利用使用 技术的来自人和小鼠细菌人工染色体(BAC)DNA的独特

靶向载体将小鼠H‑2K基因一步人源化(参见例如美国专利号6,586 ,251和Valenzuela等，

(2003)High‑throughput  engineering  of  the  mouse  genome  coupled  with  high‑

resolution  expression  analysis.Nat.Biotech.21(6):652‑659)。通过同源重组用编码

人HLA‑A基因α1、α2和α3亚基的人基因组DNA取代编码小鼠H‑2K基因α1、α2和α3结构域与的
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基因组DNA对来自小鼠BAC克隆RP23‑173k21(Invitrogen)的DNA进行修饰(图5)。

[0189] 简言之，在单一靶向事件中使用编码人HLA‑A*0201基因α1、α2和α3结构域的人基

因组DNA取代编码小鼠H‑2K基因α1、α2和α3亚基的基因组序列，所述单一事件使用靶向载

体，其包含在两侧具有loxP位点的潮霉素表达盒，所述潮霉素表达盒具有5’小鼠同源臂，其

包含包括5’非翻译区的小鼠H‑2K基因座的5’序列(UTR；5’同源臂如SEQ  ID  NO:1所示)，以

及3’小鼠同源臂，其包含小鼠H‑2Kα3编码序列的3’基因组序列(3’同源臂如SEQ  ID  NO:2所

示)。

[0190] 用于靶向内源性H‑2K基因座的最终构建体从5’至3’包括：(1)5’同源臂，其包含～

200bp包括5’UTR的内源性H‑2K基因的小鼠5’基因组序列，(2)～1339bp人基因组序列，其包

括HLA‑A*0201先导序列、HLA‑A*0201先导/α1内含子、HLA‑A*0201α1外显子、HLA‑A*0201α1‑
α2内含子、HLA‑A*0201α2外显子、～316bpα2‑α3内含子的5’端，(3)5’loxP位点，(4)潮霉素

表达盒，(5)3’loxP位点，(6)～580bp人基因组序列，其包括～304bpα2‑α3内涵子的3’端、

HLA‑A*0201α3外显子和(7)3’同源臂，其包含～200bp包括小鼠H‑2Kα3与跨膜编码序列之间

的内含子的小鼠基因组序列(参见图5针对H‑2K靶向载体的示意图)。在靶向载体5’端小鼠/

人序列接头处140个核苷酸的序列如SEQ  ID  NO:3所示，在靶向载体3’端人/小鼠序列接头

处159个核苷酸的序列如SEQ  ID  NO:4所示。使用该靶向载体进行同源重组得到了经修饰的

小鼠H‑2K基因座，其含有与内源性小鼠H‑2K跨膜和胞质结构域的编码序列可操作地连接的

编码HLA‑A*0201基因α1、α2和α3结构域的人基因组DNA，其在翻译后将形成人源/小鼠嵌合

MHC  I类蛋白。

[0191] 使用目标BAC  DNA电穿孔小鼠F1H4  ES细胞以形成用于生成在有核细胞(例如T和B

淋巴细胞、巨噬细胞、中性粒细胞)表面表达的嵌合MHC  I类蛋白的小鼠的经修饰的ES细胞。

通过定量TAQMANTM检测鉴定含有人HLA序列插入的ES细胞。设计特定的引物对和探针检测人

HLA序列以及相关筛选基因表达盒(获得等位基因GOA)的插入以及内源性小鼠序列的缺失

(缺失等位基因LOA)。表1中显示了在定量PCR检测中使用的各探针的名称以及检测部位。

[0192] 表1：检测基因型使用的探针
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[0193]

[0194] 可以采用本领域技术人源公知的方法除去筛选基因表达盒。例如，可以使用表达

Cre的构建体转染携带人源/小鼠嵌合MHC  I类基因座的ES细胞以除去插入含有人HLA‑A*

0201基因序列的靶向构建体引入的“loxed”潮霉素表达盒(见图5)。可以任选地通过与表达

Cre重组酶的小鼠交配除去潮霉素表达盒。任选地，所述潮霉素表达盒保留在小鼠中。

[0195] 使用上文所述的靶向ES细胞作为供体ES细胞并通过 法引入8‑

细胞阶段的小鼠胚胎中(参见例如美国专利号7 ,294 ,754和Poueymirou等，(2007)F0 

generation  mice  that  are  essentially  fully  derived  from  the  donor  gene‑

targeted  ES  cells  allowing  immediate  phenotypic  analyses  Nature  Biotech.25

(1):91‑99)。使用改良的等位基因检测(Valenzuela等，同上)对独立地携带嵌合MHC  I类基

因的 (F0小鼠完全来源于供体ES细胞)进行基因型鉴定，其检测独特的人

HLA‑A*0201基因序列的存在情况。

[0196] 实施例1.3：在基因修饰的小鼠中嵌合HLA‑A/H‑2K的体内表达

[0197] 对携带实施例1 .2中所述的基因修饰的H‑2K基因座的杂合子小鼠进行分析，以检

测在所述动物的细胞中嵌合HLA‑A/H‑2K蛋白的表达情况。

[0198] 分别从野生型和HLA‑A/H‑2K嵌合杂合子(A2/H2K)小鼠中收集血样。使用藻红蛋白

(PE)偶联的抗‑HLA‑A抗体对细胞中的人HLA‑A2进行染色，并且将细胞与异藻蓝蛋白偶联的

抗‑H‑2Kb抗体在4℃下接触1小时。采用流式细胞术使用对HLA‑A和H‑2Kb具有特异性的抗体

分析细胞的表达情况。图6A显示了在野生型和嵌合杂合子中H‑2Kb和HLA‑A2的表达情况，所

述嵌合杂合子表达这两种蛋白。图6B显示了在杂合子小鼠中H‑2Kb和嵌合HLA‑A2/H2K的表

达情况。

[0199] 实施例2：基因修饰β2微球蛋白小鼠的构建和表征

[0200] 实施例2.1：工程化人源化β2微球蛋白基因座。

[0201] 利用使用 技术的来自人和小鼠细菌人工染色体(BAC)DNA的独特

靶向载体将小鼠β2微球蛋白(β2m)基因一步人源化(参见例如美国专利号6 ,586 ,251和

说　明　书 32/34 页

35

CN 113564188 B

35



Valenzuela等，同上)。

[0202] 简言之，通过将含有来自RPCI‑23文库(Invitrogen)BAC克隆89C24的小鼠β2m上游

和下游同源臂细菌同源重组产生靶向载体。对小鼠同源臂进行工程化改造，在外显子2至非

编码的外显子4下游约267个核苷酸范围的翼侧插入2.8kb人β2m  DNA片段(图7)。将在重组

酶识别位点(例如loxP位点)翼侧设置的药物筛选基因表达盒(新霉素)工程化至靶向载体

以用于随后的选择。将最终的靶向载体线性化并电穿孔至F1H4小鼠ES细胞系(Valenzuela

等，同上)。

[0203] 通过 法将出去药物表达盒(通过引入Cre重组酶)的靶向ES细胞

克隆引入8‑细胞阶段的小鼠胚胎(参见例如美国专利号7,294,754和Poueymirou等，同上)。

使用改良的等位基因检测(Valenzuela等，同上)通过筛选小鼠等位基因的缺失和人等位基

因的获得鉴定携带人源化β2m基因的 (F0小鼠完全来源于供体ES细胞)。

[0204] 实施例2.2：人源化β2微球蛋白小鼠的表征

[0205] 使用流式细胞术对针对人源化β2微球蛋白(β2m)基因是杂合子的小鼠的表达情况

进行评估(图8和图9)。

[0206] 简言之，使用本领域公知的技术从野生型、人源化β2m、人源化MHC(即人HLA)I类以

及β2m和MHC  I类双人源化小鼠的组(每组n＝4)中分离血样。使用ACK裂解缓冲液(Lonza 

Walkersville)处理每组中各只小鼠的血样以除去红细胞。使用荧光染料偶联的抗‑CD3

(17A2)、抗‑CD19(1D3)、抗‑CD11b(M1/70)、抗‑人HLA  I类和抗‑人β2微球蛋白(2M2)抗体对

其余细胞进行染色。使用BD‑FACSCANTOTM(BD  Biosciences)进行流式细胞术检测。

[0207] 对来自单一人源化和双人源化动物的细胞中人HLA  I类的表达情况进行检测，而

仅在来自双人源化小鼠的细胞中对β2微球蛋白的表达情况进行检测(图8)。与缺乏人β2m时
人HLAI类的表达相比，人β2m和人HLAI类共表达使得人HLAI类在细胞表面可检测的量增加

(图9，平均荧光强度2370对比1387)。

[0208] 实施例3：对来自表达HLA‑A2/H‑2K和人源化β2微球蛋白的基因修饰小鼠的APC递

呈的Flu和爱泼斯坦‑巴尔病毒(EBV)肽的免疫应答。

[0209] 对来自若干人供体的PBMC进行筛选，以确定HLA‑A2的表达及其产生针对flu和EBV

肽的应答的能力。选择用于后续实验的单一供体。

[0210] 使用反向选择从所选择供体的PBMC中分离人T细胞。从针对嵌合HLA‑A2/H‑2K是杂

合子和针对人源化β2‑微球蛋白基因是杂合子的小鼠以及野生型小鼠中分离脾脏非‑T细

胞。将来自小鼠的约50,000个脾脏非‑T细胞加入已使用抗人IFNγ抗体包被的Elispot板中。

加入Flu肽(10微摩)或EBV肽的混合物(各5微摩)。加入Poly  IC，25微克/孔，并将所述孔在

37℃5％CO2下孵育3小时。将人T细胞(50,000)和抗‑人CD28加入脾脏非T细胞和所述肽中，

并请将所述孔在37℃5％CO2下孵育40小时，随后进行IFNγElispot检测。

[0211] 如图10所示，当由在其表面表达嵌合HLA‑A2/H‑2K和人源化β2微球蛋白的小鼠APC

递呈时，人T细胞能够产生针对flu和EBV多肽的应答。

[0212] 等同物

[0213] 本领域技术人员能够识别，或者能够使用不超过常规的实验确定本申请所述的发

明的特定实施方式的多种等同物。这种等同物意图被包含在下述权利要求中。

[0214] 本申请通篇引用的非专利文件、专利申请和专利的全部内容通过引用整体并入本
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申请。
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[0001] 序列表

[0002] <110>  瑞泽恩制药公司

[0003] <120>  制备主要组织相容性复合物基因修饰小鼠的方法

[0004] <130>  0825A‑WO

[0005] <150>  61/552,582

[0006] <151>  2011‑10‑28

[0007] <150>  61/552,587

[0008] <151>  2011‑10‑28

[0009] <150>  61/700,908

[0010] <151>  2012‑09‑14

[0011] <160>  8

[0012] <170>  PatentIn  3.5版

[0013] <210>  1

[0014] <211>  200

[0015] <212>  DNA

[0016] <213>  人工的

[0017] <220>

[0018] <223>  MHC  I  目标构建体的5'同源臂

[0019] <400>  1

[0020] ggattcccca  tctccacagt  ttcacttctg  cacctaacct  gggtcaggtc  cttctgtccg  60

[0021] gacactgttg  acgcgcagtc  agctcttacc  cccattgggt  ggcgcgatca  cccaagaacc  120

[0022] aatcagtgtc  gccgcggacg  ctggatataa  agtccacgca  gcccgcagaa  ctcagaagtc  180

[0023] gcgaatcgcc  gacaggtgcg  200

[0024] <210>  2

[0025] <211>  200

[0026] <212>  DNA

[0027] <213>  人工的

[0028] <220>

[0029] <223>  MHC  I  目标构建体的3'同源臂

[0030] <400>  2

[0031] gtaaggagag  tgtgggtgca  gagctggggt  cagggaaagc  tggagctttc  tgcagaccct  60

[0032] gagctgctca  gggctgagag  ctggggtcat  gaccctcacc  ttcatttctt  gtacctgtcc  120

[0033] ttcccagagc  ctcctccatc  cactgtctcc  aacatggcga  ccgttgctgt  tctggttgtc  180

[0034] cttggagctg  caatagtcac  200

[0035] <210>  3

[0036] <211>  149

[0037] <212>  DNA

[0038] <213>  人工的
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[0039] <220>

[0040] <223>  人源/小鼠嵌合MHC  I基因座在小鼠/人序列5'端接头处的序列

[0041] <400>  3

[0042] agtgtcgccg  cggacgctgg  atataaagtc  cacgcagccc  gcagaactca  gaagtcgcga  60

[0043] atcgccgaca  ggtgcgatgg  ccgtcatggc  gccccgaacc  ctcgtcctgc  tactctcggg  120

[0044] ggctctggcc  ctgacccaga  cctgggcgg  149

[0045] <210>  4

[0046] <211>  159

[0047] <212>  DNA

[0048] <213>  人工的

[0049] <220>

[0050] <223>  人源/小鼠嵌合MHC  I基因座在小鼠/人序列3'端接头处的序列

[0051] <400>  4

[0052] ggtggtgcct  tctggacagg  agcagagata  cacctgccat  gtgcagcatg  agggtttgcc  60

[0053] caagcccctc  accctgagat  ggggtaagga  gagtgtgggt  gcagagctgg  ggtcagggaa  120

[0054] agctggagct  ttctgcagac  cctgagctgc  tcagggctg  159

[0055] <210>  5

[0056] <211>  21

[0057] <212>  DNA

[0058] <213>  人工的

[0059] <220>

[0060] <223>  检测潮霉素表达盒的探针

[0061] <400>  5

[0062] acgagcgggt  tcggcccatt  c  21

[0063] <210>  6

[0064] <211>  27

[0065] <212>  DNA

[0066] <213>  人工的

[0067] <220>

[0068] <223>  检测人HLA‑A2  α2‑α3内含子的探针

[0069] <400>  6

[0070] agtccttcag  cctccactca  ggtcagg  27

[0071] <210>  7

[0072] <211>  25

[0073] <212>  DNA

[0074] <213>  人工的

[0075] <220>

[0076] <223>  检测人HLA‑A2  α2‑外显子的探针

[0077] <400>  7

序　列　表 2/3 页

39

CN 113564188 B

39



[0078] taccaccagt  acgcctacga  cggca  25

[0079] <210>  8

[0080] <211>  18

[0081] <212>  DNA

[0082] <213>  人工的

[0083] <220>

[0084] <223>  检测人HLA‑A2  α2‑α3内含子的探针

[0085] <400>  8

[0086] atcctgtacc  agagagtg  18
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图6A
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图6B
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图7
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图8
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图9
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图10
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