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(57)【要約】
　本発明の一態様は、非ヒト哺乳動物宿主の少なくとも実質的に細胞でヒト固形器官およ
び固形組織を作製するための改善された方法を提供する。本発明の関連した態様は、固形
器官または組織の選択された細胞型および／または少なくとも実質的に全ての細胞型に関
して、器官および／または組織特異的遺伝子発現および／または表現形を得るための、移
植ベースの方法と、器官または組織の選択された細胞種および／または少なくとも実質的
に全ての細胞種に関して、置換細胞、例えばヒト細胞によって、固形器官および組織を細
胞的に再構成するための方法と、細胞的に再構成された固形器官および組織とを提供する
。本発明によるヒト器官または組織の作製は、動物の器官または組織をヒトに移植する異
種移植に関連した限界を克服する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
置換細胞によってドナー器官または組織を再構成する方法であって、
　ヒトまたは非ヒト哺乳動物ドナーから固形器官または固形組織あるいはその一固形部分
を、該ドナー器官または組織あるいはその一部を生きた状態で維持する非ヒト哺乳動物宿
主に、移植するステップであり、前記ドナー器官または組織の少なくとも一部の細胞が、
前記宿主細胞および前記置換細胞と比較して、少なくとも実質的に選択的に殺害可能であ
る、ステップと、
　前記ドナー器官または組織あるいはその一部を前記宿主に移植した後に、前記ドナー器
官または組織あるいはその一部の内因性ドナー細胞の少なくとも一部を選択的に殺害する
ステップと、
　前記ドナー器官または組織あるいはその一部に置換細胞を導入して、前記移植された器
官または組織あるいはその一部の内因性ドナー細胞と置き換えるステップと、を含み、
　前記内因性ドナー細胞の少なくとも一部を選択的に殺害するステップは、前記置換細胞
による前記ドナー細胞の置換を促進する、前記方法。
【請求項２】
前記ドナー器官または組織が、広範囲活性プロモーターの制御下にあるネガティブ選択マ
ーカー遺伝子を有することで、１セットの１つ以上の条件に反応して選択的に殺害可能で
ある前記ドナー器官または組織の細胞型が少なくともかなりの割合を占めるようにし、
　前記非ヒト宿主哺乳動物の細胞と置換細胞とが、前記ドナー細胞を殺害する前記１セッ
トの１つ以上の条件に反応して実質的に殺害可能ではなく、ならびに、 
　少なくとも一部のドナー細胞を選択的に殺害するステップが１セットの１つ以上の条件
の適用を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記ネガティブ選択マーカー遺伝子が自殺遺伝子である、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
前記ドナー器官または組織へ置換細胞を導入するステップが、
　前記ドナー器官または組織あるいはその一部を前記宿主に移植する前に、前記置換細胞
を導入することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
前記置換細胞を前記ドナー器官または組織あるいはその一部に導入するステップが、
　前記ドナー器官または組織あるいはその一部を前記ドナー哺乳動物から取り除く前に、
前記置換細胞を前記ドナー器官または組織に導入することを含む、請求項４に記載の方法
。
【請求項６】
前記ドナーが非ヒト哺乳類動物である、請求項４に記載の方法。
【請求項７】
前記置換細胞を前記ドナー器官または組織に導入するステップが、
　前記固形器官または固形組織あるいはその一固形部分が、非ヒト宿主哺乳動物に対する
移植ためのドナーから除去される前に、それに既に取り込まれた置換細胞を含むように、
成長における胎児または新生児段階の過程で幹細胞を前記ドナー哺乳動物に導入するもの
である、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
前記置換細胞を前記ドナー器官または組織に導入するステップが、
　前記ドナー器官または組織あるいはその一部を前記宿主に移植した後に、前記置換細胞
を移植することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
前記ドナー動物が非ヒト哺乳動物である、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
前記置換細胞がヒト細胞を含む、請求項１に記載の方法。
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【請求項１１】
前記置換細胞が本質的にヒト細胞からなる、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
前記器官または組織が腎臓、肺、心臓、肝臓、および膵臓からなる群から選択される、請
求項１に記載の方法。
【請求項１３】
前記置換細胞がヒト細胞を含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
ドナー器官または組織を置換細胞によって再構成する方法であって、
　ヒトまたは非ヒト哺乳動物ドナーから固形器官または固形組織あるいはその一固形部分
を、該ドナー器官または組織あるいはその一部を生きた状態で維持する非ヒト哺乳動物宿
主に移植するステップであり、前記ドナー器官または組織の少なくとも一部の細胞の成長
が、１セットの１つ以上の条件に反応して選択的に阻害可能であり、および宿主細胞の内
因性細胞の成長が、１セットの１つ以上の条件によって実質的に阻害可能でない、ステッ
プと、
　前記ドナー器官または組織の細胞の少なくとも一部分の成長を、前記１セットの１つ以
上の条件を提供することによって前記宿主に前記器官または組織が移植された後に、選択
的に阻害するステップと、
　ヒト置換細胞を前記ドナー器官または組織に導入するステップとを含み、
　前記置換細胞の成長が、前記１セットの１つ以上の条件によって実質的に阻害可能では
ない、前記方法。
【請求項１５】
前記ヒト置換細胞を前記ドナー器官または組織に導入するステップが、前記器官または組
織あるいはその一部を前記宿主に移植する前に、前記置換細胞を導入することを含む、請
求項１４の方法。
【請求項１６】
非ヒト動物によって維持される事前選択された器官または組織あるいはその一部に形質が
限定される前記非ヒト動物を提供する方法であって、
　　ヒト・ドナーまたは非ヒト動物ドナーから事前選択された固形器官または固形組織あ
るいはその一固形部分を、該固形器官または固形組織あるいはその一固形部分が生きた状
態で維持される非ヒト動物宿主に移植するステップを含み、
　移植されたドナー固形器官または固形組織あるいはその一固形部分の内因性細胞型の少
なくとも一部は、所望の形質を持ち、
　前記宿主動物の内因性細胞は、少なくとも実質的に前記形質を持たない、前記方法。
【請求項１７】
前記形質が、ネガティブ選択マーカーの誘導性または構成的または発生的に調節された発
現を含む、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
前記形質が、１セットの一つ以上の既知の条件に反応した細胞死または成長阻害に対する
感受性を含む、請求項１６に記載の方法。
【請求項１９】
前記形質が、事前選択された導入遺伝子の誘導性または構成性または発生的に調節された
発現を含む、請求項１６に記載の方法。
【請求項２０】
前記導入遺伝子の発現が、広範囲活性プロモーターの制御下にある、請求項１９に記載の
方法。
【請求項２１】
前記事前選択された導入遺伝子が、事前選択された自殺遺伝子または事前選択された成長
阻害遺伝子である、請求項１９に記載の方法。
【請求項２２】
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前記ドナーおよび宿主が、同一種の非ヒト動物である、請求項１６に記載の方法。
【請求項２３】
前記ドナーおよび宿主が、同一種の非ヒト哺乳動物である、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
置換細胞によって器官または組織を再構成する方法であって、
　ネガティブ選択マーカーまたは成長阻害形質の器官または組織特異的発現に関してヘテ
ロ接合またはホモ接合である少なくとも１つの非ヒト哺乳動物胚または胎児を提供するス
テップと、
　少なくとも実質的には前記ネガティブ選択マーカーを発現しない同一または異なる種の
代理母動物に対して前記少なくとも１つの胚または胎児を移入することで、前記移入され
た胚または胎児を、代理母により生きた状態で維持し、前記代理母の体内で成長を続けさ
せる、ステップと、
　置換細胞を、前記代理母動物に対する移入の前または後に前記胎児に移入、あるいは前
記移入された胚から成長する胎児に移入するステップと、
　前記移入された胎児または前記移入された胚から成長する前記胎児の器官または組織の
細胞の少なくとも一部を、実質的に代理母の対応する細胞を害することなく、選択的に殺
害または成長阻害を与えることで、前記置換細胞で前記胎児の器官または組織集団を高め
るステップと、を含み、
　前記選択的殺害または成長阻害が、前記ネガティブ選択マーカーまたは成長阻害形質に
、少なくとも部分的にもとづいている、前記方法。
【請求項２５】
前記置換細胞がヒト細胞を含む、請求項２４に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　この出願は、米国特許出願第１１／３０６，４１４号（２００５年１２月２７日出願）
、米国特許出願第１１／１６２，７１５号（２００５年９月２０日出願）、米国特許仮出
願番号６０／５９７，００９号（２００５年１１月３日出願）、および米国特許仮出願第
６０／６４０，４４５号（２００４年１２月３０日出願）の優先権を主張するもので、各
々の出願の全体を本明細書に援用する。
【０００２】
　本発明は、組織工学および移植生物学の分野に関する。
【背景技術】
【０００３】
　Beschornerらの国際特許出願番号ＰＣＴ／ＵＳ２００３／０２９２５１号（公開番号Ｗ
Ｏ２００４／０２７０２９Ａ２）は、キメラ哺乳動物器官の作製に関する方法を開示して
おり、この方法では、妊娠雌によって扶養される胎児哺乳動物の標的器官への外来置換細
胞の取込みは、一連の状況に応じた胎児標的器官の細胞の選択的殺害によって促進される
が、妊娠雌の対応する器官の細胞は同一状況では殺害されない。このように、胎児では肝
機能等の生体機能が混乱して細胞置換を促進し得るが、胎児を宿している動物は傷つくこ
となく、この胎児を維持し、胎児における機能喪失を補填し続ける。
【０００４】
　Rhim et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 92, 4942-46 (1995)は、肝潜在成長
力および肝機能の欠陥によって特徴づけられるトランスジェニックマウスでの正常異種移
植成体肝細胞によるマウス肝臓の肝細胞含有物の選択的な再増殖を開示している。
【発明の開示】
【０００５】
　本発明は、選択された種の置換細胞による器官および組織の細胞再形成のための方法を
提供する。一態様では、本発明は、非ヒト哺乳動物宿主でキメラ・ヒト、非ヒト器官およ
び組織を作製する改善された方法ならびに非ヒト哺乳動物宿主で少なくとも実質的に完全
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にヒト器官および組織を作製する改善された方法を提供する。
【０００６】
　本発明の一態様は、置換細胞によるドナー器官を再構成するための方法を提供するもの
で、該方法は、ドナー器官または組織、例えばヒトまたは非ヒト哺乳動物ドナー由来の固
形器官または組織、あるいはその一部を、生きた状態でドナー器官または組織を維持し、
ドナー器官または組織の少なくとも一部または少なくとも実質的に全部の細胞が少なくと
も実質的かつ選択的に殺害可能である非ヒト哺乳動物宿主に、移植するステップと、ドナ
ー器官または組織細胞の少なくとも一部を選択的に殺害するステップと、ドナー器官また
は組織の中に置換細胞を導入することで器官または組織の内因性ドナー細胞と置き換える
ステップとを含む。一変形例では、広範囲活性プロモーターの制御下で自殺遺伝子を発現
させることで、ドナー器官または組織が１セットの１つ以上の条件に反応してドナー細胞
または非ヒト宿主哺乳動物の細胞が殺害可能となり、非ヒト哺乳動物の細胞および置換細
胞がドナー細胞を殺害する１セットの１つ以上の条件に反応して殺害可能とはならず、な
らびに少なくとも一部のドナー細胞を選択的に殺害するステップが前記１セットの１つ以
上の条件の適用を含むようにする。
【０００７】
　別の変形例では、ドナー細胞を選択的に殺害するステップは、ドナー器官または組織が
宿主に移植された後におこなわれる。置換細胞を宿主器官または組織に導入するステップ
は、ドナー器官または組織を宿主に移植する前および／または後におこなってもよい。一
実施形態では、置換細胞がドナー器官または組織に取り込まれるドナー哺乳動物に置換細
胞を導入する。
【０００８】
　本発明の関連態様は、置換細胞によってドナー器官を再構成するための方法を提供する
もので、該方法は、固形器官（例えば腎臓、肺、心臓、肝臓、および膵臓）または固形組
織あるいはその一部をヒトまたは非ヒト哺乳動物ドナーから、生きた状態でドナー器官ま
たは組織あるいはその一部を維持する非ヒト哺乳動物宿主に移植するステップと、ドナー
器官または組織が宿主に移植された後に、ネイティブのドナー器官または組織細胞の少な
くとも一部を選択的に殺害するステップと、器官または組織あるいはその一部が宿主に移
植される前および／または後に、少なくとも一部の内因性細胞またはドナー器官または組
織の細胞型を置換することができる置換細胞（例えばヒト置換細胞）をドナー器官または
組織あるいはその一部に導入するステップとを有する。したがって、置換細胞による器官
または組織あるいはその一部の細胞再形成が促進される。一変形例では、ドナーは非ヒト
哺乳動物であり、置換細胞をドナー器官または組織に導入するステップは、成長過程の胎
児または新生児段階にある幹細胞をドナー哺乳動物動物に導入することで、非ヒト宿主哺
乳動物に移植される前に、固形器官または固形組織あるいはその固形部分がそれに既に取
り込まれた幹細胞由来置換細胞を含む。別の変形例では、ドナー器官または組織は、広範
囲活性プロモーターの制御下で自殺遺伝子を発現することで、非ヒト宿主哺乳動物の細胞
および置換細胞は、ドナー細胞を殺す１セットの１つ以上の条件に応じて実質的に殺害可
能とはならず、ならびに少なくとも一部のドナー細胞を選択的に殺害するステップが１セ
ットの１つ以上の条件の適用を含むようにする。
【０００９】
　本発明の別の態様は、置換細胞によるドナー器官を再構成するための方法を提供するも
ので、該方法は、ヒトまたは非ヒト哺乳動物ドナーからドナー器官または組織あるいはそ
の一部を生きた状態で維持する非ヒト哺乳動物宿主に固形器官または固形組織あるいはそ
の一固形部分を移植することであって、ドナー器官または組織の少なくとも一部または少
なくとも実質的に全部の細胞の成長を１セットの１つ以上の条件に応じて選択的に阻害す
ることが可能であり、また内因性宿主細胞および置換細胞の成長が１セットの１つ以上の
条件によって実質的に妨げられることのないステップと、１セットの１つ以上の条件を適
用することで組織または器官が宿主に移植された後に、ドナー器官または組織の少なくと
も一部の成長を選択的に妨げるステップと、器官または組織あるいはその一部を宿主に移



(6) JP 2008-526318 A 2008.7.24

10

20

30

40

50

植する前および／または後に、ヒト置換細胞等の置換細胞をドナー器官または組織あるい
はその一部に導入するステップとを含む。
【００１０】
　本発明のさらなる態様は、非ヒト哺乳動物等の非ヒト動物によって維持される事前選択
された器官または組織あるいはその一部に所望の形質が限定される、該非ヒト動物を得る
ための方法を提供するもので、該方法は、非ヒト動物等の非ヒトドナーまたは非ヒト動物
ドナー由来の事前選択された固形器官または固形組織あるいはその一固形部分を非ヒト哺
乳動物宿主等の非ヒト動物宿主に移植するステップを含み、固形器官または固形組織ある
いはその一固形部分が生きた状態で維持され、少なくとも一部の内因性細胞型の移植され
たドナー固形器官または固形組織あるいはその一固形部分が所望の形質を持ち、ならびに
宿主動物の内因性細胞は実質的にはその形質を少なくとも発現しない。対応の宿主器官ま
たは組織は定位置に残してもよく、あるいは少なくとも部分的に摘出してもよい。一変形
例では、ドナーまたは宿主は同一種の各々の非ヒト動物（例えば、同一種の非ヒト哺乳動
物）である。別の変形例では、形質はネガティブ選択マーカーの誘導発現または構成的発
現を含む。特定の実施形態では、形質は、ネガティブ選択マーカーの発生的に調整された
発現を含む。別の変形例では、形質は細胞死または成長阻害に対して、１セットの１つ以
上の既知または事前選択された条件に応じた細胞死または成長阻害に対する感受性を含む
。関連した変形例は、細胞死または成長阻害を引き起こす１セットの条件を提供するステ
ップをさらに含む。異なる変形例では、形質は、宿主のゲノム内に機能的形態では存在し
ない、または実質的に存在しない事前選択された導入遺伝子の誘導発現または構成的発現
あるいは発生的に調整された発現を含む。導入遺伝子の発現を、例えば、広範囲活性プロ
モーターまたは一つ以上の細胞型特異的プロモーターの管理下に置いてもよい。一実施形
態では、事前選択された導入遺伝子は、事前選択された自殺遺伝子または事前選択された
成長阻害遺伝子である。
【００１１】
　発明の別の態様は、非ヒト宿主動物を提供するもので、該ヒト宿主動物は、生きている
非ヒトほ乳動物宿主、少なくとも、ヒトまたは非ヒト・ドナー哺乳動物から移植された、
宿主によって生きた状態で維持された固形器官または固形組織の一部、および宿主哺乳動
物に由来する器官または組織の少なくとも一部分に存在する置換細胞（例えば、ヒト置換
細胞）を含む。一変形例では、ドナーから移植された器官または組織の少なくとも一部分
のドナー哺乳動物細胞の少なくともいくつかは、内因性宿主細胞および置換細胞と対比し
て、選択的に殺害可能または成長を妨げることが可能である。
【００１２】
　本発明のさらに別の態様は、器官または組織を置換細胞によって再構成するための方法
を提供するもので、該方法は、自殺遺伝子または任意の種類の選択マーカー（形質）の器
官または組織特異的発現を与える導入遺伝子についてヘテロ接合またはホモ接合である、
あるいはさもなければネガティブ選択マーカーの器官または組織特異発現を有する、少な
くとも１つの非ヒト哺乳動物胚または胎児を提供するステップと、少なくとも１つの胚ま
たは胎児を、少なくとも実質的に導入遺伝子を発現しない（例えば該導入遺伝子の機能的
コピーが欠如している結果として）または少なくともネガティブ選択マーカーを実質的に
発現しない、同一種または異種の代理母（該胚または胎児の遺伝的親ではない）移入する
ステップとを含み、移入された胚または胎児が代理母によって生きた状態で維持されると
ともに、代理母内で成長を続ける。変形例では、胚または胎児の成長の胎児期の過程で、
ヒト置換細胞等の置換細胞を直接または間接的に胎児の器官または組織に導入するステッ
プを、さらに含む。ある変形例では、胎児が代理母に移植される前または該移植時に、置
換細胞を胎児に導入する。別の変形例では、胎児が代理母内に定着された後に、置換細胞
を胎児（代理母に移入された胎児、あるいは移入された胚に由来する胎児）に導入する。
置換細胞を器官または組織に取り込むステップは、幹細胞（例えば、ヒト幹細胞）を胎児
に導入することを含んでもよい。次いで、胎児の器官または組織の内因性細胞を選択的に
殺害または成長を妨げることで、置換細胞による置換を促進する。
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【００１３】
　本発明の関連態様は、非ヒト代理動物を提供するもので、該動物は、非ヒト哺乳動物代
理動物と、該代理動物の子孫ではない代理動物によって維持される非ヒト動物胚または胎
児とを含み、胚または胎児が、１セットの１つ以上の条件に応じて事前選択された器官ま
たは組織の少なくともいくつかの細胞を選択的に殺害または成長を妨げる能力を与える形
質について、ヘテロ接合またはホモ接合であり、また代理動物は上記形質を欠いているこ
とから、移入された胎児を有する、または該代用動物に維持された移入された胚に由来す
る胎児を有する代用物を、１セットの１つ以上の条件にさらすことで、事前選択された胎
児器官または胎児組織の細胞の殺害または成長阻害を生じさせる、あるいは対応する宿主
哺乳動物細胞の殺害または成長阻害を少なくとも実質的には生じさせない。一変形例では
、移入された胚または該移入された胚に由来する胎児が、事前選択された器官または組織
に存在する置換細胞、例えばヒト置換細胞を含み、上記置換細胞が１セットの１つ以上の
条件によって、少なくとも実質的に殺害可能または成長を妨げられるうる。
【００１４】
　本発明は、宿主から該宿主が宿していた異種細胞への１つ以上の異種抗原の移動が低下
する、および／または宿主から該宿主が宿していた細胞への１つ以上のトレランス促進生
体分子の移動を促進する非ヒト哺乳動物宿主において、任意の形態（例えば、固形または
分散、キメラまたは非キメラ器官もしくは組織または体の一部、あるいは幹細胞）で、異
種細胞を培養する方法も提供する。
【００１５】
図面の簡単な説明
　図１Ａ、１Ｂ、および１Ｃは、自殺遺伝子を発現するトランスジェニック動物の作製に
使用し得る導入遺伝子コンストラクトを示す模式図である。
【００１６】
発明の詳細な説明
　本発明は、器官または組織の選択された細胞種および／または少なくとも実質的に全て
の細胞種に関して、宿主動物内で、固形器官および組織に対して器官および／または組織
特異的遺伝子発現および／または表現型を得るための移植に基づく方法、器官または組織
の選択された細胞種および／または少なくとも実質的に全ての細胞種について、置換細胞
（例えばヒト細胞）によって固形器官および組織の細胞再構成をおこなう方法、置換細胞
による固形器官および組織の細胞再構成のための修飾非ヒト哺乳動物、ならびに細胞再構
成固形器官および組織を提供する。
【００１７】
　本発明の一態様によれば、１セットの条件に応じて殺害される、または成長を妨げられ
る細胞を含むドナー個体からの選択されたドナー器官および／または組織の細胞の少なく
とも一部分を、細胞が同一セットの条件によって殺害可能ではない、または成長を妨げら
れることない非ヒト宿主個体に対して、外科的に移植する。移植されたドナー器官または
組織は、宿主によって生きた状態で維持される。このように、選択されたドナー器官また
は組織の細胞の少なくともいくつかが選択的に殺害される、または成長を妨げられるキメ
ラ動物が、提供される。一実施形態において、ドナー個体および宿主個体は、ともに哺乳
動物である。本発明の別の態様によれば、この種のキメラ動物を用いて、以下のようにし
て、外来置換細胞によって少なくとも部分的に再構築される器官および組織を調製するこ
とができる。一実施形態において、ドナー器官または組織は、固形器官、固形組織または
固形器官または固形組織の一部あるいは一区域である。組織は、単組織または複合組織で
あってもよい。
【００１８】
　ドナー器官または組織の細胞と置き換わることができる外来の置換細胞は、ドナー器官
または組織が非ヒト動物宿主に移植される前および／または後に、直接または間接的にド
ナー組織に導入することができる。ドナー器官または組織の外来の置換細胞の移植および
成長は、その細胞を殺害または阻害する１セットの条件でドナー器官または組織を処置す
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ることによって、促進される。ドナー器官または組織が宿主動物に移植される前および／
または後に、そのような処置をおこなうことができる。一実施形態では、ドナー個体と宿
主個体は各々の哺乳動物であり、外来置換細胞も哺乳動物のものである。関連実施形態で
は、ドナー個体は非ヒト哺乳動物またはヒトであり、宿主個体は非ヒト哺乳動物、さらに
外来置換細胞はヒト細胞である。別の実施形態では、ドナーおよび宿主個体は各々非ヒト
哺乳動物動物であり、外来弛緩細胞はヒト細胞である。
【００１９】
　本発明の関連態様では、成長が阻害された（または損なわれる可能性のある）ネイティ
ブな細胞を含むドナー個体由来のドナー器官および／または組織を、細胞が成長を阻害さ
れない（または同様に阻害される可能性のない）第２の非ヒト宿主個体に対して、外科的
に移植する。また、移植されたドナー器官または組織は、宿主によって生きた状態で維持
されている。この種類のキメラ動物を、成長が阻害されたドナー器官または組織細胞に対
して生着上の利点（populative advantage）を有する外来の置換細胞によって、少なくと
も部分的に再生着させる器官および組織の調製に用いてもよい。
【００２０】
　本発明の一態様は、そのような導入遺伝子または遺伝学的修飾もしくは感受性を持つ選
択された器官または組織あるいはその一部分を、ドナー（例えば、非ヒト哺乳動物または
ヒト）から、同様の導入遺伝子または遺伝学的修飾もしくは感受性を有しない非ヒト宿主
（例えば、非ヒト哺乳動物宿主）へ移植することによって、ドナーの導入遺伝子または遺
伝学的修飾もしくは感受性の特異的効果が宿主のドナー器官または組織に感知されるだけ
であるように、細胞死促進もしくは成長抑制導入遺伝子および／または遺伝学的修飾（自
然発生的または人為的）もしくは感受性の効果を、非ヒト哺乳動物宿主内での選択された
ドナー器官および組織またはその一部分に限定する。
【００２１】
　例えば、本発明にもとづく第１の戦略では、非ヒト・トランスジェニック・ドナー生物
は、宿主細胞に対して、自殺遺伝子または他の種類のネガティブ選択マーカーを発現する
か、あるいはドナー器官または組織細胞が条件的（conditional)かつ少なくとも実質的に
選択的に削除（殺害）可能となるように提供され得る。本発明の第２の戦略では、ドナー
器官または組織が、例えば、宿主に欠けている感受性である、細胞を殺す化学剤に対する
感受性によって特徴づけられる。この戦略は、任意のタイプのドナーおよび宿主で使用す
ることができるが、特に有用なのは、ドナーがヒトである場合であり、その理由は、一般
的なこととして、ヒトの機能的に発達したドナー器官または組織が、ネガティブ選択マー
カーにより大規模に安定的に遺伝学的修飾を受けることができないからである。例えば、
哺乳動物細胞選択剤Ｇ４１８（ジェネテシン）に対する抵抗を与えるｎｅｏＲ（ネオマイ
シン／カナマイシン耐性）遺伝子を一般に発現するトランスジェニック哺乳動物宿主（例
えばブタ）を作製することができる。選択されたヒト・ドナー器官または組織は、哺乳動
物宿主に移植され、該宿主によって生きた状態で維持される。未修飾のヒト細胞はＧ４１
８に対して感受性であることから、細胞死の選択的誘導を、宿主への移植後および／また
は宿主体内にヒト器官または組織を移植する前に、宿主動物にＧ４１８を投与することに
よって、ヒト・ドナー器官または組織の細胞型全体でおこなうことができる。目的がヒト
器官の発達再形成（progressive reconstitution）または置換細胞による組織である場合
、植え付けられた置換細胞が選択剤投与を複数回行う過程で殺害されることがないように
、ヒトまたは非ヒトを遺伝的に修飾して選択剤に耐性にすることもできる。実際問題とし
て、上記した戦略のどちらを使うかにかかわりなく、選択剤の投与や、移植片が失われて
しまうようなドナー器官または組織の完全壊死が起こる程度の選択の誘導は避けるよう注
意すべきである。特定の生体、器官／組織型、および選択メカニズムに適した投与計画は
、日常的におこなわれる実験プロセスによって、経験的に決定される。
【００２２】
　いくつかの利点は、限定されるものではないが以下のものを含む本発明の種々の態様に
よって提供される。
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【００２３】
　第一に、対応する宿主器官または組織の細胞はかなりな程度までに有害な影響を及ぼさ
ないことから、ドナー器官細胞またはドナー組織細胞の欠失または阻害にもかかわらず、
該細胞は機能し続けるとともに宿主を維持し続ける。このことは、ドナー器官または組織
が宿主の対応器官または組織と置換しないまたは完全には置換しない場合に、特に明らか
である。このことは、本発明にもとづいて、宿主に対するドナー器官または組織の異所移
植（対応宿主器官を摘出することなく、またはその全てを摘出することなく）または宿主
の一対の器官（例えば、哺乳動物の肺または腎臓）をドナーの対応器官によって置換する
一方で、その対の他方を宿主に残しておく半同所移植によって、達成することが可能であ
る。
【００２４】
　したがって、Beschornerらとは対照的に、本発明は、外来置換細胞のレシピエント哺乳
動物が妊娠雌によって維持された胎児であることを必要としない。その代わりに、本発明
の哺乳動物による実施形態によれば、置換細胞を含む、または置換細胞を含むことになる
哺乳動物ドナー器官または組織を担持する宿主哺乳動物は成長過程の胎児期または出生後
期である。
【００２５】
　第二に、本発明の一態様にもとづいて、所定の器官または組織に関して、ドナー器官ま
たは組織を構成する各々の細胞型での発現を得るために器官または組織もしくは細胞型特
異的プロモーターの同定または使用を必要とすることなく、ドナー器官または組織を構成
するより広範な細胞型に対する（該細胞型の少なくとも実質的に全てについてさえ）より
完全な選択的欠失および／または成長阻害を達成し得る。多くの器官および組織は複雑で
あり、２種類以上またはいくつかの異なる細胞型からなる。この利点は、以下の実施形態
で例示される。
【００２６】
　一実施形態では、トランスジェニック非ヒト・ドナー哺乳動物が提供され、該動物は、
１セットの条件に反応して細胞が死ぬように構成的または誘導性の広範囲活性プロモータ
ー（構成的または誘導的に、目的とする器官または組織の細胞種あるいはさらに生体全体
の細胞種の多くまたは少なくとも実質的に全てで活性ある）の制御下で細胞死促進自殺遺
伝子を有する。少なくとも実質的には細胞の全てがこの条件セットに反応して欠失可能で
はない非ヒト哺乳動物宿主も提供される。選択された器官または組織は、ドナーから宿主
に移植され、そこで宿主によって生きた状態で維持される。必要な場合、ドナー細胞は感
受性だが、対応宿主細胞および／または宿主細胞は一般に有害的な影響を受けることはな
い１セットの条件を宿主に与えることで、移植されたドナー器官または組織の複数の細胞
型を欠失させるができる。ドナー細胞の欠失前および／またはその過程中に、ドナー器官
または組織に対する少なくともいくつかの置換細胞の局在化をもたらすように、置換細胞
をドナー器官または組織を含む宿主に導入することができる。このように、置換細胞によ
るドナー器官または組織を構成する広範囲または少なくとも実質的に全ての細胞型の置換
が促進されるが、宿主の内在の器官や組織、例えば脈管内皮および／または内皮は一般に
置換は阻害される。
【００２７】
　被検体器官または組織について、様々な細胞型特異的プロモーターの組合せを、置換細
胞が被検体器官または組織において、様々な細胞型の置換を促進するために用いることも
できる。そのようなプロモーターが、様々なタイプの自殺遺伝子またはネガティブ選択マ
ーカーの発現を差別的に誘導可能または駆動する場合、各被検体細胞型のコンディショナ
ルな細胞欠失が同時あるいは時差的、累進的方法でおこなわれる。広範囲活性プロモータ
ーと少なくとも1つの細胞型に特異的なプロモーターの組合せは、時差的かつ特異的な外
来の置換細胞との置換（例えば、被検体ドナー器官または組織の少なくとも実質的に全て
の細胞の置換）を得るのに用いることもできる。この場合、組織特異的プロモーターを用
いる欠失を、広範囲活性プロモーターによる欠失の前に実行することができる。以下の実
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施例では、本発明にもとづいて、このことがどのようにして達成し得るかを説明する。
【実施例】
【００２８】
実施例－異なる自殺遺伝子
　トランスジェニック非ヒト・ドナー哺乳動物（例えば、有蹄類）を提供する：このドナ
ー哺乳動物では、第1の組織細胞型特効薬プロモーターが第１の自殺遺伝子の発現を駆動
することで、自殺遺伝子を発現している細胞が第１条件セット下で殺され、第２の広範囲
活性（構成的または誘導性）プロモーターが第２の異なる自殺遺伝子の発現を駆動するこ
とで、第２の自殺遺伝子を発現している細胞が第１条件セットとは異なる第２条件セット
によって殺される。使用する細胞型特異的プロモーターは、置換細胞によって改変される
組織または器官に存在する少なくとも１つの細胞型では活性である。例えば、第１のプロ
モーターは哺乳動物アルブミン・プロモーターであり、肝臓の肝細胞で第１の自殺遺伝子
の発現を駆動する。次に、器官または組織（例えば、肝臓）を非ヒト哺乳動物宿主に移植
するが、この宿主は、例えば同一または別種の有蹄類であり、その細胞は、例えばドナー
哺乳物の同一プロモーター－自殺遺伝子コンストラクトを持たないことによる結果として
、第１または第２の条件セットによって、少なくとも実質的に削除可能ではない。次に、
第１の置換法では、移植された器官の細胞を殺すために、宿主哺乳動物に第１の条件セッ
トが与えられ、該移植器官では、第１の自殺遺伝子が第１のプロモーターの制御下で発現
されるとともに、殺された細胞と置き換わることが可能である置換細胞の第１セットが、
移植および置換のために移植体に対して直接または間接的に提供される。置換細胞の第１
セットによって第１の自殺遺伝子を発現する細胞の置換をさらに促進するために、必要に
応じて第１条件セットを断続的または連続的に継続してもよい。第２の置換法では、第２
条件セットを与えてドナーに由来する移植体の残存細胞を殺し、これらの置換細胞と置き
換わることが可能である外来置換細胞の第２のセットが移植体に直接または間接的に与え
られる。置換細胞の第２セットによる置換およびその移植をさらに促進するために、必要
に応じて第２条件セットを断続的または連続的に継続してもよい。
【００２９】
　必要に応じて、非ヒト宿主哺乳動物はトランスジェニックであってもよく、その細胞は
第１および第２条件セットとは異なる第３条件セットに応じて、ドナー細胞および外来置
換細胞に対して選択的に欠失可能である。このことは、例えば第２および第２自殺遺伝子
とは異なる宿主の第３の自殺遺伝子を発現することで、達成し得る。このように、少なく
ともいくつかのドナー哺乳動物細胞の移植および置換によって得られる器官または組織産
物は、該器官または器官に存在すると思われる不要な宿主哺乳動物細胞から取り除かれる
。
【００３０】
　生成器官または移植体は哺乳動物宿主にあるうちに、ならびに／あるいは哺乳動物宿主
から除去された後で、任意のドナー哺乳動物細胞の生成器官または組織を取り除くプロセ
スを実行することができる。
【００３１】
実施例－肝臓
　キメラ非ヒト、ヒト肝臓、または少なくとも実質的に、完全に細胞状のヒト肝臓（full
y cellularly human liver）を提供することに関連した先の実施例のより具体的な変形例
をさらに説明する。
【００３２】
　トランスジェニック豚ドナーを提供する：この豚ドナーでは、第１の肝細胞特異的プロ
モーター（構成的または誘導性）（例えばアルブミン・プロモーター）が第１の自殺遺伝
子の発現を誘導して、自殺遺伝子を発現する細胞が第１条件セット下で殺され、第２の広
範囲活性プロモーター（構成的または誘導性）が第２の異なる自殺遺伝子の発現を誘導す
ることで、第２の自殺遺伝子を発現する細胞が、第１条件セットとは異なる第２条件セッ
トによって殺される。あるいは、自殺遺伝子の代わりに、複製を阻害する遺伝子、例えば
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ウロキナーゼ型プラスミノーゲン活性化因子（ｕＰＡ）をアルブミン・プロモーターの制
御下に置くことで置換細胞はｕＰＡを発現する肝細胞に対して選択的に再生着する（repo
pulative）利点を有している。
【００３３】
　トランスジェニック・ドナー豚の肝臓の少なくとも一部分を、例えば、ドナー豚の同一
プロモーター－自殺遺伝子コンストラクトを持たないことの結果として、第1または第２
条件セットによって少なくとも実質的には細胞を取り除くことが可能ではない宿主豚に対
して、例えば異所形成的（heterotopically）または両所的（parallelotopically）に、
移植する。第1の置換法では、宿主哺乳動物は、次に移植肝臓の肝細胞細胞を殺す第１条
件セットを備えており、移植および置換のためのドナー肝臓に対して、殺された細胞（例
えばヒト肝細胞またはヒト肝細胞始原細胞）を置き換えることができるヒト置換細胞の第
1のセットが直接または間接的に提供される。ヒト置換細胞もまた、第1または第２条件セ
ットによって取り除くことが可能ではない。さらに、ヒト置換細胞は非トランスジェニッ
クでもよく、あるいはトランスジェニックであってもよい。第１条件セットは、断続的ま
たは連続的であることを原則として、任意に継続され、ヒト置換細胞の第１セットによる
ドナー肝臓肝細胞の置換をさらに促進するものであってもよい。
【００３４】
　第２の置換法では、ドナー肝臓の豚残存細胞を殺すために、第２条件セットをブタ宿主
に提供し、またこれらの残存ドナー細胞と置き換わることが可能なヒト置換細胞の第２セ
ットを移植体へ直接または間接的に提供する。第１の置換後に残存する豚細胞は、大部分
が肝臓の非肝細胞であり、ここではアルブミン・プロモーターによる第１の自殺遺伝子（
例えば胆管胆管細胞および門脈路血管細胞）の発現は実質的には駆動されない。また、第
２条件セットは、断続的または連続的であることを原則として、提供され続けることで、
ヒト置換細胞の第２セットによるドナー肝臓肝細胞の置換をさらに促進することができる
。　
【００３５】
免疫寛容
　本発明によれば、宿主動物は、移植されたドナー器官または組織あるいは置換細胞に対
して、少なくとも実質的に免疫学的に寛容である。関連した実施形態において、宿主動物
およびドナー器官または組織は、総じて、その系にもたらされる置換細胞に対して、少な
くとも実質的に免疫学的に寛容である。本発明は、十分に寛容な宿主動物が得られるか、
または作製される方法に限定されるものではなく、任意の方法または方法の組合せを用い
ることができる。
【００３６】
　ドナー器官または組織に寛容な宿主を得ることができる１つの方法は、同一種またはそ
の同一種の近縁種に由来する宿主およびドナー動物を用いて得ることができる。関連した
実施形態では、宿主およびドナー動物は、同一近交系またはクローン的に関連したもので
あることから、宿主およびドナー動物は少なくとも実質的にコンジェニック（遺伝的背景
が同一）である。近交系の樹立とクローニングのための方法とは、非ヒト哺乳動物（例え
ば齧歯動物および有蹄類）で十分に確立されている。さもなければ少なくとも実質的にコ
ンジェニックである宿主およびドナー動物に対する宿主特異的遺伝学的修飾および／また
はドナー特異的遺伝学的修飾（例えば自殺遺伝子または耐性遺伝子の発現）は、通常、ド
ナー細胞に対する宿主の寛容に影響を及ぼすものではなく、本明細書では少なくとも実質
的にコンジェニックと考えられる。ドナー特異的導入遺伝子が他の尺度がない状態でドナ
ー細胞に対する宿主の寛容に対してネガティブな影響を与えるという希な現象では、宿主
は、例えば導入遺伝子産物または少なくともその問題のエピトープを初期発生段階（例え
ば、哺乳動物の胎児発育過程）で導入することによって、導入遺伝子産物に対して寛容と
なるように条件付けられる。
【００３７】
　１つの方法は、胎児哺乳動物環境が外来のヒト細胞および組織に対して寛容であること
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から、胎児、非ヒト哺乳動物宿主、例えばブタまたはヒツジあるいは齧歯動物（マウス、
ラット、モルモット、カピバラ等）の胎児を用いることで、ヒト組織に十分に寛容な宿主
を提供する。この実施形態では、非ヒト哺乳動物胎児が、宿主動物であるが、理解すべき
ことは、そのような宿主は、本発明によれば、出生後、ドナーおよび／または置換細胞を
維持し続ける。
【００３８】
　別の方法は、出生後段階の非ヒト哺乳動物宿主（例えば、豚）を提供することで、ヒト
組織に十分に寛容な宿主を提供するもので、該宿主は、胎児発育の過程で、使用される種
類のドナーに由来する細胞と、または該ドナーに特徴的な細胞抗原、ならびに／あるいは
同様に、置換細胞または抗原的に類似の細胞、あるいは使用される置換細胞の特徴を示す
細胞性抗原とに接触する。一方法では、実際のドナーまたは同一種類のドナー哺乳動物（
ドナー細胞に対して寛容を与える）に由来する骨髄ならびに／あるいは置換細胞または目
的の置換細胞に少なくとも抗原的に類似しているもの（置換細胞に対して寛容を与える）
が誘導される哺乳動物に由来する骨髄を、植え付けられるべき非ヒト哺乳動物胎児に移植
することで、外来細胞に対する寛容が哺乳動物宿主に与えられる。出生後、そのような動
物ではヒト組織／細胞に対する寛容が改善されている。
【００３９】
　さらなる方法は、化学処理および／または放射線を用いて宿主の免疫系を弱らせること
で、宿主および／または置換細胞に十分に寛容なある発生の出生後段階にある非ヒト宿主
を提供する。任意には、宿主の切除骨髄を、使用されるドナー動物のタイプの骨髄および
／または置換細胞が誘導される生物のタイプの骨髄（例えばヒトまたは非ヒト哺乳動物）
と置換することができる。例えば、宿主骨髄の少なくとも実質的に大部分を破壊するのに
十分なＸ線またはγ線を用いることができる。そのような方法は、例えば、米国特許第６
，０１８，０９６号（その全体を本明細書に援用）に開示されている。放射線の有無にか
かわらず、シクロホスファミド、ブスルファンまたはその組合せ等の骨髄破壊剤による動
物宿主の骨髄の少なくとも実質的に全ての化学的切除を用いることで、ヒト組織に対する
相当な寛容を得ることができる。
【００４０】
　もう一つの方法は、米国特許第６，２９６，８４６号（その全体を本明細書に援用）に
もとづいて条件づけられた宿主を提供することで、宿主および／または置換細胞に十分に
寛容な非ヒト哺乳動物宿主を提供する。
【００４１】
　もう一つの方法は、遺伝的に免疫無防備状態である宿主を提供することによって、提供
者および／または置換細胞に十分に寛容な宿主を提供する。そのような宿主は、意図的に
導入された（例えば、標的化）またはさもなければ、過去の任意の時間または任意の以前
の世代に生じ、宿主の免疫系を混乱させる少なくとも１つの遺伝学的修飾または突然変異
を含む。例えば、Ｒａｇ１遺伝子（組替え活性化遺伝子1）における変異についてホモ接
合の非ヒト哺乳動物は、Ｔ細胞およびＢ細胞が欠乏していることによって特徴づけられる
。Ｒａｇ１遺伝子欠損マウス（ノックアウト方法によって得られる）は、既に報告されて
おり、周知の技術である（Mombaerts, P. et al., RAG-1-deficient mice have no matur
e B and T lymphocytes Cell, (1992) 68 (5), 869-77、該文献の全体を本明細書中に援
用する）。Ｒａｇ１遺伝子が欠乏するように遺伝的に修飾された豚は、米国特許公開第２
００５０１５５０９４号（特許出願第１０／５０３，４６４号）（全体を本明細書中に援
用する）に開示されている。当該技術分野で一種のＳＣＩＤ（重症複合型免疫不全症）と
して知られているＰｒｋｄｃ遺伝子の突然変異についてホモ接合である非ヒト哺乳動物も
また、Ｔ細胞およびＢ細胞の欠乏によって特徴づけられる。Ｆｏｘｎ１遺伝子の突然変異
についてホモ接合型であるヒト哺乳動物は、ヌード哺乳動物として知られており、Ｔ細胞
の欠乏およびＢ細胞発生の部分的欠陥を持つ胸腺発育不全によって特徴づけられる。これ
ら３種類の突然変異の全ては、例えば、抗原提示細胞（ＡＰＢ）およびナチュラルキラー
細胞（ＮＫ細胞）に関した二次免疫欠乏によっても、特徴づけられる。
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【００４２】
　インターロイキン２受容体γ鎖および／またはβ２ミクログロブリンにさらに変異を有
する非ヒト哺乳動物もまた、使用することが可能である。例えば、ＳＣＩＤ／ＩＬ２受容
体γ鎖nullまたはＳＣＩＤ／β２ミクログロブリンnull非ヒト哺乳動物も宿主および／ま
たはドナーとして使用してもよい。Ishikawa et al., Development of functional human
 blood and immune systems in NOD/SCID/IL2 receptor {gamma} chain(null) mice Bloo
d (2005) 106(5), 1565-1573,およびYoshida et al., Human cord blood-derived cells 
generate insulin producing cells in vivo, Stem Cells 2005 23(9): 1409-1416,を参
照せよ。各々の文献は全体を本明細書中に援用する。ＮＯＤ／ＳＣＩＤ／ＩＬ２受容体γ
鎖nullマウスをストック番号００４０４８としてジャクソン・ラボラトリー（Jackson La
boratory）から購入して利用可能である。ＮＯＤ／Ｃｇ－ＰＲｋｄｃｓｃｉｄＢ２ｍｔｍ

１Ｕｎｃ／Ｊマウスをストック番号００２５７０としてジャクソン・ラボラトリー（Jack
son Laboratory）から購入して利用可能である。これらの株の各々は、ヒト細胞および優
れた移植に対する寛容とその中のヒト細胞の多重系列発生（multi-lineage development
）によって特徴づけられる。例えば、Ishikawa他（２００５）は、１ｘ１０５個のＬin－

ｈＣＤ３４＋細胞または２ｘ１０４個のＬｉｎ－ｈＣＤ３４＋ｈＣＤ３８－　細胞を、放
射線処理（１００ｃＧｙ）されたＧＧＴＡ１null／ＮＯＤ／ＳＣＩＤ／ＩＬ２ｒγnull　

に対して、誕生後４８時間以内に顔面静脈経由で移植し、持続的な多重系列統造血を生じ
た。マウス・インターロイキン２受容体γ鎖のｍＲＮＡ配列は、ＧｅｎＢａｎｋ受託番号
Ｄ１３８２１（配列番号１５、８ないし１１１７にＣＤＳ）として報告されている。さら
に、ヨシダ（Yoshida）他（２００５）に報告されているように、誕生後４８時間以内に
ＮＯＤ／ＳＣＩＤ／β２ミクログロブリンnullマウスに移植されたヒト臍帯血細胞は、ヒ
トのインシュリン産生細胞を生じた。
【００４３】
　非ヒト哺乳動物ドナーが用いられる実施形態に関し、導入された置換細胞に対してドナ
ー体内の免疫細胞またはドナー器官もしくは組織を有する宿主動物に移される免疫細胞が
攻撃する可能性を妨げる、あるいは減少させるために、必要に応じて、ドナーは、例えば
本明細書に記載された方法のいずれかによって、置換細胞に寛容であってもよい。例えば
、物理的、化学的および／または、遺伝学的な技術の結果として免疫不全であるドナーを
用いることができる。あるいは、重症の免疫不全ではないが、置換細胞に対して寛容であ
るドナーを用いることができる。また、置換細胞が移植可能であるドナー体内に置換細胞
が誘導される生体（またはある種の生体）から得た骨髄細胞を導入する方法を、例えば、
ドナー免疫系を調整するために使用することができ、それによってドナー器官または組織
が宿主に移植された後に含まれる置換細胞に寛容となる。
【００４４】
　遺伝学的に修飾され、条件的(conditional)に免疫不全である非ヒト哺乳動物もまた、
免疫欠損を条件的に誘導する十分に寛容な宿主動物（またはドナー動物）として使用する
ことができる。例えば、プロ毒素－毒素変換酵素型の自殺遺伝子の発現がリンパ球特異的
なプロモーター（例えば、ｊａｋ３（ヤヌス・キナーゼ３）プロモーターの制御下にある
導入遺伝子コンストラクトを含むトランスジェニック哺乳動物を作製することができる。
Ｔ細胞およびＢ細胞は、トランスジェニック動物にプロ毒素（プロドラッグ）を与えるこ
とで、条件的に誘発される。そのような哺乳動物の作製は、例えば、国際特許出願番号Ｗ
Ｏ２００４／０２７０２９Ａ２およびその対応の米国国際段階出願第１０／５２７，５８
７号（各々全体を本明細書中に援用する）によって、さらに提供される。
【００４５】
　少なくともヒト細胞に対して実質的に寛容な非ヒト哺乳動物宿主を提供し得る一つの方
法は、ヒト・ドナー器官または組織を宿主体内の免疫学的寛容部位に移植することによる
。既報告の免疫学的寛容部位として、精巣、眼（前眼房、角膜、および網膜）、脳、なら
びに胎盤が挙げられる。非ヒト哺乳動物宿主の腎臓嚢下の異種組織移植が、少なくとも場
合によっては、拒絶を回避することができるとも報告されている。
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移植
【００４６】
　本発明にもとづく動物宿主によって支持されるドナー器官または組織（例えば、ヒトま
たは非ヒト哺乳動物）は、任意の日数にわたって生きた状態で維持することができる。置
換細胞によるドナー器官または組織のde novoおよび／または累進的な再形成はこの時期
の任意の部分で、起こり得る。さらに、再構成された器官または組織は、宿主動物で生き
た状態で維持され続けることができる。それを、必要に応じて、別の宿主に移入すること
もできる。実験、さらなる処理、別の非ヒト宿主に対する移植、および／またはヒトに対
する移植等の目的に必要とされる場合、非ヒト宿主から、再構成されたドナー器官または
組織を除去、すなわち外植することも可能である。
【００４７】
　種々の器官および組織を１つの個体から別の個体（豚から豚へ、ヒトからヒトへ、豚か
らヒツジへ、豚から霊長類へ、または霊長類から豚、例えばヒトから豚へ）に移植するの
に必要な外科的技術は、十分に開発されている。本発明によれば、ヒトまたは非ヒト哺乳
動物ドナーからの器官または器官は非ヒト哺乳動物宿主の任意の適当な位置に移植するこ
とが可能であり、該宿主によって生きた状態で維持される。血管が新生された器官および
組織またはそれらの一部分への血液供給は、例えばドナー動脈血管を互いに吻合すること
で、また必要に応じて宿主静脈血管とドナー静脈血管とを互いに吻合することによって、
確立することができる。ドナーまたは宿主からの血管移植片も、必要に応じて使用するこ
とができ、それによって宿主体内のドナー器官または組織に対する血液の流入および流出
が得られる。より小さなドナー器官（例えば内分泌腺）またはより薄いドナー組織（例え
ば皮膚）に対して、十分な血液供給を、例えば、宿主哺乳動物の血管化部位または表面と
接触して器官または組織を移植することによって、短期間で確立することができる。
【００４８】
　本発明にもとづいて置換細胞により少なくとも部分的に再構成されるドナー器官または
組織の移植を、正所的、半正所的、両所的、または異所的移植としておこなうことができ
る。正所性移植体は、本明細書中に定義されるように、ドナー器官または組織が、宿主体
内の同一または相同な構造のうちの少なくとも１つと置換される移植体である。半正所性
移植体は、本明細書中に定義されるように、ドナー器官または組織が、宿主体内の一対の
同一または相同な構造の少なくとも一方と置換される。ドナーおよび宿主が同一の種また
は型である場合、ドナーと宿主との間の機能解剖学は、同一または少なくとも実質的に同
一である。
【００４９】
　両所性移植体は、本明細書中に定義されるように、宿主体内の同一または相同な構造の
同一供給源の少なくとも一部分から血液を受け取るようにしてドナー器官または組織が移
植される移植体である。任意には、ドナー器官または組織の血液ドレナージが内在性宿主
構造と同じ血管のうちの少なくとも1つに対するもの、または、少なくとも実質的に対応
する血管に対するものであり得る。また、任意に、宿主の中に残る相応する宿主器官また
は組織は必要に応じて大きさを外科的に縮小することができる。
【００５０】
本明細書中に定義されるように、異所的な移植体はドナー器官または組織がドナー体内の
器官または組織の位置の特徴的でない場所または環境で宿主に移植されるものである。
【００５１】
　以下の実施例は器官または組織で発明の方法を実行するために種々のヒトまたは非ヒト
哺乳動物ドナー器官または組織を非ヒト哺乳動物宿主に移植するための外科的技術を例示
するが、各々のために使用可能な技術を限定するものではない。
【００５２】
　（１）腎臓
　腎臓は、対をなした器官である。したがって、それぞれ、宿主の腹大動脈と下大静脈に
、または宿主の対応する構造に、ドナー腎の腎動脈と静脈を吻合することによって、一部
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の取付けられた提供者側尿管に加えて、片腎を宿主と移植体ドナー腎から切除することは
、簡便である。提供者側尿管は、例えば、粘膜下トンネルを経てそれを膀胱に移植するこ
とによって、宿主膀胱に接続される。両腎臓は、必要に応じて置き換えることもできる。
【００５３】
　（２）肺
　肺は、対をなした器官である。従って、1つの肺を宿主から切除し、肺動脈と宿主心臓
の肺静脈とを吻合することでその位置にドナー肺を移植することは、簡便である。このス
テップは、例えば、宿主の心臓に連結されたままになっている肺動脈の切片に、ドナー肺
に接続している肺動脈残留切片を吻合して、同様にドナーと宿主肺静脈切片とを接続する
ことでおこなうことができる。通常、移植された肺は、宿主で換気されなければならず、
それによって、直接または間接的にそれを道管（気管）または宿主の対応する構築物に接
続することによってその構造と機能の保持を助ける。しかし、非換気の肺移植も本発明の
範囲内である。もしも要望または必要とされるならば、葉または残存宿主肺の部分を取り
出すができる。両方の宿主肺必要に応じて完全に置き換えることもできる。
【００５４】
　（３）心臓
　第1の方法では、ドナー心臓は宿主心臓を切除して、宿主の少なくとも実質的に対応す
る血管にドナー心臓の必要な主な動脈および静脈血管の全てを吻合することによって、宿
主に同所的に移植される。当該技術分野で、有蹄類の心臓および特にブタの心臓の機能解
剖学が、ヒト心臓のそれと全く類似しているとよく認められている。第2の方法では、ド
ナー心臓は、宿主頸動脈（例えば、端側）と宿主頸静脈（例えば、端側）に対するドナー
心臓の肺動脈にドナー心臓の大動脈を吻合することによって、異所形成的に非ヒト哺乳動
物宿主（そのようなヒツジまたはウシ）に移植される。
【００５５】
　（４）肝臓
　第1の方法において、ドナー肝臓の同所的移植は、宿主肝臓を切除し、（ｉ）ドナー肝
臓に接続されている一部のドナー肝動脈に対する宿主肝動脈の残りの部分、（ｉｉ）ドナ
ー肝臓に接続されている一部のドナー門脈に宿主門脈の残りの部分、および（ｉｉｉ）ド
ナー肝臓に結合されるドナー肝静脈を、下大静脈に接続されている宿主肝静脈または直接
宿主下大静脈に接続されている宿主肝静脈のいずれかに吻合することによってなされる。
【００５６】
　第2の方法では、ドナー肝臓またはその部分が宿主肝臓またはその残留する部分に関し
て両所的に移植されることで、肝臓の各々が肝動脈血液の少なくとも一部分と門脈の血液
とを受け、また各々が直接、または、間接的に、下大静脈へ流出する。変形例では、宿主
門脈流入がドナーと宿主肝臓との間で分割されることで、ドナー肝臓は腸の膵臓排液が与
えられ、また宿主肝臓は胃脾静脈血が与えられる （例えばLilly et al., Split portal 
flow in heterotopic hepatic transplantation J Pediatr Surg. 1975 Jun; 10(3): 339
-48.を参照せよ）。当業者は、種々の補助肝移植技術が当該技術分野で知られていており
、本発明にもとづく両所的および異所的移植に容易に適応し得る認識するであろう。
【００５７】
　（５）膵臓
　1つの方法では、結合したドナー十二指腸の少なくとも一部分を有するドナー膵臓が宿
主に移植される一方で、結合した宿主膵臓が定位置に残されている。それぞれ、ドナー膵
臓動脈および静脈を宿主の骨動脈および静脈に取り付けることができる。ドナー十二指腸
が宿主小腸に取り付けらることで、主膵管の外分泌酵素が入るのを可能にする。第２の関
連方法では、宿主膵臓が少なくとも部分的に摘出される。
【００５８】
　（６）皮膚
　ヒト皮膚は毛を持つもの（大部分の体（例えば頭皮））または毛を持たないもの（例え
ば手の掌と足の裏）がある。皮膚は、３層（外側から内部にかけて）からなる。すなわち
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、表皮、真皮、および皮下層であって、該皮下層は疎性結合組織および脂肪結合組織を有
する。毛嚢および関連皮脂（油）腺は、有毛皮膚に存在する。ヒトでは、汗腺は有毛およ
び無毛皮膚で存在する。ドナー皮膚の切片、例えばヒト皮膚（表皮および真皮のみまたは
皮下層の表皮、真皮、および少なくとも一部分を含む）を、非ヒト哺乳動物宿主の領域（
宿主皮膚は、少なくとも部分的に除去されている）に、外科的に移植することができる。
移植皮膚に包帯をすることで、循環の確立を促進し、かつ宿主の調製された領域との良好
な接触を確実にすることができる。
【００５９】
　（７）骨
　骨の血管は、非常に多い。緻密組織の血管は、骨膜で分岐している血管が稠密となった
ネットワークから誘導される。この膜から、血管は緻密組織で微細な口に移って、その物
質を横断する管を貫く。海綿骨組織は、類似の方法で供給されるが、血管の数は少なく、
また血管がより大きいことから、外側の緻密組織を穿孔して骨の海綿質部分の空洞に分布
する。長骨において、多数の孔は、関節面の近くの端で見ることができ、それらのうちの
いくつかは、言及される血管からなる大きなセットの同脈に対して、経路を作る。しかし
、最も多数のおよび最も大きな開口は海綿骨組織の静脈のいくつかのためであり、それは
動脈とは別に現れる。大部分の扁平骨および多くの短い海綿骨で、一つ以上の大きな開口
が観察され、骨の中心部に向けて栄養動脈および静脈に対応している血管を送る。静脈は
、３つの場所で長骨から現れる。すなわち、（１）１または２本の大静脈は動脈を伴う；
（２）多数の大きなおよび小さい静脈は、関節性の四肢で現れる；（３）多くの小血管は
、緻密骨質の外に出て行く。平坦な頭蓋骨では、静脈は太くて数が多く、板間層の組織内
の蛇行管内を走り巡り、骨の細いラメラによって形成されている管の側面が近隣の格子構
造からの分岐を通過させるために、あちらこちらに穿孔される。Gray, Henry. Anatomy o
f the Human Body. Philadelphia: Lea & Febiger, 1918; Bartleby.com, 2000.。
【００６０】
　種々の骨およびその一部の宿主に対する同所的および異所的な移植は、宿主の適当な動
脈および静脈にドナー骨の主要動脈および血管を吻合することによっておこなうことが可
能である。移植片の大きさによって、end-to-sideの様式で、ドナー骨を宿主大腿動脈お
よび静脈に対して拡大下で吻合することが可能である。例えば、Lee et al., Use of swi
ne model in transplantation of vascularized skeletal tissue allografts, Transpla
ntation Proc. (1998) 30, 2743-2745（その全体の内容を本明細書中に援用）を参照せよ
。
【００６１】
　（８）血管
　例えば、血管内の血流が宿主で確立されるように、ドナー血管は宿主に同所的または異
所的方法で移植される。
【００６２】
　（９）ドナー器官または組織の異所的移植のための一般的な部位は、例えば、一般に腎
臓被膜、皮下腔と内臓脈管系を含む。腎臓および腎臓被膜が多数の種類の器官または組織
またはその一部が異所形成的に移植され、かつ生きた状態で維持される高度に血管形成さ
れた環境を提供することは、周知の技術である。宿主哺乳動物への組織の皮下移植も、周
知の技術である。内臓脈管系は、ドナー器官または組織と宿主の循環系との間に循環系接
続を移植するか、さもなければ得るための一般的な部位と認められる。したがって、例え
ば、ドナー器官または組織あるいはその一部を異所形成的に非ヒト哺乳動物宿主の腎臓被
膜下に移植、宿主に皮下移植、あるいは宿主の内臓脈管系に移植、さもなければ宿主によ
る支えられた生きた状態とするために、接続することができる。
【００６３】
　ヒトおよび非ヒト哺乳動物器官または組織をヒトへ移植するための外科移植技術が確立
されている。これらの技術は、非ヒト哺乳動物宿主が宿していた、および該非ヒト哺乳動
物宿主内で置換細胞によって少なくとも部分的に再構成されたヒトまたは非ヒト哺乳動物
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ドナー器官または組織が、後にヒトに移植される本発明の実施形態に容易に適用可能であ
る。
【００６４】
　本発明の一実施形態において、ドナー脳またはその実質的な一部分は本発明の促進され
た器官および組織の細胞再形成方法によってヒト細胞で少なくとも実質的に細胞再構成可
能である器官または組織から、特別に除外される。関連した実施形態は、特別にヒト神経
単位によってドナー脳の最も少なく実質的な器官および組織の細胞再形成またはその実質
的な一部分を除外する。
【００６５】
置換細胞およびドナー器官または組織への該置換細胞の導入
　本明細書中で言及される置換細胞が、該細胞が導入されるドナー器官または組織で増殖
して、少なくとも部分的に器官または組織の成熟天然ドナー細胞の一部と置き変わること
ができる。例えば、器官または組織の増殖および再構成が可能である分化細胞を用いるこ
とができ、また同様に、器官または組織の内因性成熟細胞を置き換えるために器官または
組織で成熟または分化することができる任意の未熟または未分化細胞型を用いることもで
きる。置換細胞は、任意の適当な細胞型であり、限定されるものではないが、分化細胞、
始原細胞、組織特異的幹細胞、多分化能幹細胞、および全能の幹細胞が挙げられる。した
がって、本明細書中で使用される「置換細胞」は、本来ドナー哺乳動物またはその器官も
しくは組織またはその一部分に導入された状態にある細胞のみならず、細胞分裂および／
または分化および／または退行分化のプロセスによって導入された細胞に由来する細胞を
包含するものであると理解すべきである。置換細胞がドナー器官および／または宿主動物
として同一種または異なる種に由来のものであってもよく、また初代細胞または細胞株の
細胞であってもよい。例えば、本発明の一実施形態において、ヒト置換細胞は、ヒトまた
は非ヒト哺乳動物ドナー器官または組織に導入され、このことは、器官または組織が宿主
で器官または組織生きた状態で支えられる非ヒト哺乳動物宿主に移植される前および／ま
たは後になされる。外来の置換細胞は遺伝学的に修飾または無修飾のものであってもよく
、例えばトランスジェニックまたは非トランスジェニックとすることができる。
【００６６】
　多くの器官または組織は、一つ以上の成熟した細胞型から成る。特定のタイプの置換細
胞は、特徴的に所定の器官または組織を構成する成熟した細胞型の総数より少ないものを
置き換えることが実質的にできるだけである。例えば、ドナー肝臓の置換細胞として使用
される成熟肝細胞は通常、他のタイプの細胞（例えば胆管細胞）でなく肝臓を構成する肝
細胞を置き換えることができる。本発明の一実施形態において、所定の器官または組織に
ついて、組織の一つ以上の細胞型が置き換えられることができるように、一つ以上のタイ
プの置換細胞（少なくとも、もう一方に関して、少なくとも部分的に重なる可能性のない
もの）がドナー器官または組織に導入される。多分化能または全能性置換細胞も使用して
もよく、利用可能である場合、所定のドナー器官または組織の一つ以上の細胞型を置き換
えるために利用することができる。所定の器官または組織（例えば肝臓）のために、可能
性の異なる範囲による種々の異なるタイプの置換細胞は、当該技術分野で知られている。
【００６７】
　任意の方法または複数の方法の組合せで、置換細胞をドナー器官または組織に導入する
ことができ、任意の形態または複数の形態の組合せであってもよい。例えば、ヒトである
か非ヒト哺乳動物プロバイダ由来の初代細胞は、対応するドナー器官または組織の置換細
胞として使用するために得ることができる。初代細胞は、得られるように、混合型であっ
てもよく、あるいは選択および単離されたもの、あるいは必要に応じて組み合わされたも
のであってもよい。都合のよいことに、置換細胞プロバイダ器官または組織（「プロバイ
ダ器官または組織」）に存在する細胞型の混合物の使用によって、少なくともドナー器官
または組織の細胞の型の各々を実質的に置き換えるのに必要な置換細胞の型の全てとまで
はいかないが、大部分が提供される。初代細胞置換細胞がとる形に関しては、一実施形態
において、プロバイダ器官または組織の一部を、外科的に移植可能であり、ドナー器官ま
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たは組織と外科的に組み合わせることが可能である。例えば、プロバイダ器官または組織
から組織の一つ以上のプラグを対応するドナー器官または組織に移植することができ、あ
るいはプロバイダ器官または組織の切片を、外科的に、十分に調製されたドナー器官また
は組織に、それらの内部構造が接触するようにして、界面的に連結させることができる。
このように、プロバイダ組織の移植された一部の細胞の組織学配列は実質的に妨げられな
い。別の例では、プロバイダ皮膚の断片をドナー皮膚の断片に移植することができ、また
は切断面を有する肝臓切片をドナー肝臓の切断面に外科的に取り付けることができる。別
の実施形態において、単細胞および／または凝集体の細胞懸濁液は、プロバイダ器官また
は組織の一部または全体から作られる。さらに懸濁液は、ドナー器官または組織（どちら
でも直接および／または間接的に）に導入される。例えば、このことは、ドナー器官また
は組織がその中に確立された後に、宿主動物の血流量に懸濁液を注入することによって、
あるいはドナー器官または組織が宿主動物に移植される前に、ドナー動物の血流に懸濁液
を注入することによってなされる。例えば、プロバイダ膵臓からの膵島または膵臓細胞の
一般の懸濁液をドナー膵臓に注入する、および／またはプロバイダ膵臓の一つ以上のプラ
グをドナー膵臓に挿入する。プロバイダ血管内皮または器官血管内皮細胞の懸濁液を、例
えば、輸液または潅流によって、ドナー器官または組織内皮で接触させることができる。
別の実施形態において、置換細胞は胎児または出生後ドナー哺乳動物に導入され、そこで
そ一つ以上の器官に統合され、ドナー哺乳動物の細胞と置換細胞の含む一つ以上のキメラ
器官または組織を形成する。このように、置換細胞は、ドナー哺乳動物から外植される（
explant）ドナー器官または組織に、すでに存在する。任意の適当な技術（例えばカテー
テルまたは針を使用する技術）を、直接または間接的に、ドナー器官または組織またはド
ナーまたは宿主の任意の所望の位置へ単細胞および／または細胞集塊の懸濁液を注入また
は注射することに使用することが可能である。
【００６８】
　以下の実施例は、特定のドナー器官または組織のための置換細胞として使用し得る細胞
の特定型式を例示する。
【００６９】
　組織ベースの幹細胞には、増殖して、対応する組織細胞に分化する能力がある。例えば
、膵臓胆管細胞は、ランゲルハンス島に分化することができる。肝性卵形細胞は、肝細胞
に分化することができる。成人性幹細胞と特定の組織ベースの幹細胞は、他のタイプの細
胞に分化することができる柔軟性によって特徴づけられる。例えば、造血幹細胞は、血管
内皮細胞、神経単位、グリア、肝細胞、心筋細胞、尿細管細胞、肺上皮、腸細胞、皮膚上
皮、骨、軟骨、筋肉、脂肪、および脳等の細胞に分化することができる。脂肪幹細胞は、
多種多様な細胞型に分化することもできる。胚性幹細胞には、増殖して、任意の組織に分
化する能力がある。例えば、胚性幹細胞、胚性幹細胞から作り出される細胞株あるいは胚
性幹細胞または細胞株から誘導される始原細胞は、本発明によってドナー器官または組織
を再構成するのに用いられる。分化型の幹細胞を提供する方法は、例えば米国特許第６，
５７６，４６４号によって提供される。ヒト胚性生殖細胞を分化させる方法は、例えば、
米国特許第６，５６２，６１９号によって提供される。
【００７０】
　二分化能胚性肝臓幹細胞系は、マウスで示されるように、肝再生に関与することもでき
、胆管および肝細胞として分化することもできる（Strick-Marchand et al. Proc. Natl.
 Acad. Sci. USA June 1, 2004, vol. 10, no. 22, 8360-8365）。米国特許第６，１２９
，９１１号また、肝臓幹細胞を開示しており、その全体の内容を本明細書に援用する。二
分化能胚性肝臓幹細胞系は、マウスで示されるように、肝再生に関与することもでき、胆
管および肝細胞として分化することもできる（Strick-Marchand et al. Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA June 1, 2004, vol. 10, no. 22, 8360-8365）。米国特許第６，１２９，９
１１号また、肝臓幹細胞を開示しており、その全体の内容を本明細書に援用する。
【００７１】
　筋芽細胞（平滑筋に分化）、骨格筋、または心筋（心筋細胞）が、筋組織の置換細胞と
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して使用し得る。心筋細胞もまた、心筋の置換細胞として使用し得る。
【００７２】
　置換細胞提供動物または細胞系統に対して、例えば、事前選択された選択剤に対する耐
性の付与および／または異種抗原の除去のための、遺伝学的な修飾をおこなってもよい。
一実施形態では、ヒト置換細胞に対して、選択剤に対する耐性を発現させるための遺伝学
的に修飾を施す。そのような細胞を同様な耐性を持つ宿主と上記選択剤の影響を受けやす
い（耐性ではない）ドナー器官または組織とともに、使用し得る。
【００７３】
　好ましくは、外来の置換細胞は、実質的に無菌的方法でドナー器官または組織に導入さ
れる。外来置換細胞は、ドナー器官または組織固有の細胞を選択的かつ条件的に傷害する
前中後に導入され、傷害が生じた後の置換細胞の生存を可能にする。一実施形態において
、置換細胞は、置換細胞がドナーから外植またはそれ前に宿主に移植された後、ドナーま
たは組織に導入される。任意には、ドナー器官または組織への置換細胞の1回以上の導入
を、宿主体内に器官または組織を確立した後に、実施する。別の実施形態では、宿主に移
植された後に、ドナー器官または組織に置換細胞が導入される。本発明の別の実施形態は
、移植用提供組織または器官を宿主に移植する前に、該移植用提供組織または器官を一般
の方法（例えば放射線照射）で選択的に傷つけることを提供する。この実施形態の変形例
では、置換細胞が傷害によって害されないように、そのような一般的傷害の後に該置換細
胞を導入する。さらなる変形例では、ドナー器官または組織を宿主に移植した後に該ドナ
ー器官または組織のさらなる選択的かつ条件的欠失を実行することができる。
【００７４】
実施例－ドナー哺乳動物から外植後、ドナー器官または組織に移植される置換細胞
　トランスジェニック・ブタ由来ＣＭＶ－ｘＴＫドナー肝臓を、実質的にコンジェニック
な宿主ブタ（ｘＴＫを発現せずに宿主体内で生きた状態で維持される）に同所的に移植す
る。一度、ドナー肝臓が宿主で確立されると、ガンシクロビルを静注により投与すること
で、ドナー肝臓で細胞死が引き起こされる。次に、肝臓（例えば肝細胞、肝臓始原細胞ま
たは造血幹細胞）を再生させることができるヒト置換細胞を、例えば、門脈を経た輸液お
よび／または直接注射によって、ドナー肝臓に導入する。置換細胞がドナー肝臓に植え付
けられる。ガンシクロビル投与のさらなるラウンドは、置換細胞によるドナー肝細胞のさ
らなる置換を促進する。別の場合において、一つ以上のヒト肝臓プラグが、宿主に移植さ
れる前に、ドナー肝臓に挿入される。宿主に対するガンシクロビル投与が、置換細胞（プ
ラグから生じる）によってドナー肝細胞のさらなる置換を促進するのに再び用いられる。
【００７５】
　置換細胞の懸濁液が導入される症例において、導入される細胞の最適数は、供給源次第
であって、日常的な実験で測定することができる。胎児ブタに関して、例えば、プロドラ
ッグが投与された（１１４日妊娠に対する範囲２５）あと、置換細胞は、例えば、５２日
妊娠または７日に導入されることができる。妊娠５２日目またはプロドラッグが投与され
てから７日後（妊娠２５ないし１１４日の範囲）、置換細胞を導入することができる。例
えば、５ｘ１０６個／胎児のヒト肝細胞（１ｘ１０５～５ｘ１０７細胞／胎児）の投与量
を用いることができる。５×１０５個／胎児の肝臓幹細胞（１～５ｘ１０７個／胎児）を
使用することができる。骨髄および臍帯血も、肝細胞に分化することができる多能性始原
細胞の供給源となる。例えば、使用するヒト臍帯血量を２．５×１０７有核細胞／胎児（
１ｘ１０６～１０８）とすることができる。
【００７６】
　本発明の一実施形態において、置換細胞（例えばヒト置換細胞）は非ヒト・ドナー哺乳
動物、例えばブタ、ヒツジ、または齧歯動物（例えば、マウス、ラット、モルモット、カ
ピバラ等）に導入される。この導入は、置換細胞が目的とする器官および／または組織に
取り込まれ、導入置換細胞由来の細胞とドナー哺乳動物それ自身の細胞に湯対するキメラ
器官および／または組織を形成する、免疫前胎児期におこなわれる。ドナー哺乳動物細胞
を、置換細胞に対して、さらに、例えば、本明細書中に述べられるように、自殺遺伝子を
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発現することによって、または置換細胞および宿主哺乳動物に存在する耐性機構を発現し
ないことによって、キメラ器官が移植される宿主の細胞に対して、選択的に取り除くこと
が可能である（または選択的に成長阻害をもたらすことができる）。胎児期の間、または
出生後の任意の段階で、すでに置換細胞を含むキメラのドナー器官または組織は、すでに
置換細胞を含むドナー器官または組織は、哺乳動物宿主、例えば非ヒト哺乳動物宿主に移
植（本明細書中に述べられる方法のいずれかによって）され、そこで生きた状態で維持さ
れる。一旦キメラのドナー器官または組織が宿主で確立されるならば、それを、キメラの
器官で選択的にドナー哺乳動物細胞を削除（または阻害）を生ずる条件に1回以上さらす
ことで、該器官に存在する置換細胞によって、器官または組織上の累進的かつ選択的な再
生着が促進される。キメラのドナー器官または組織由来のドナー細胞の（置換細胞対して
）選択的な欠失は、例えば、ドナー器官の宿主哺乳動物および／または宿主哺乳動物への
移植前あるいは移植直前に、開始される可能性がある。
【００７７】
　以下の実施例は、ヒト細胞が集中する肝臓を作製するためにヒツジ・ドナーおよび宿主
とヒト置換細胞とを使用する実施形態の変形例を例示する。
【００７８】
実施例－ドナー哺乳動物からの外植前にドナー器官または組織に取り込まれる置換細胞
　トランスジェニック・ヒツジ胎児（または代わりにトランスジェニック・ブタ胎児）を
提供するもので、該胎児は、構成的広範囲プロモーター（例えばＣＭＶ－ｘＴＫ導入遺伝
子）の制御下で自殺遺伝子を発現し、少なくとも１つの異種抗原（異種間物質のヒトトレ
ランス（寛容）に関して）の発現を低下させ、および／または、少なくとも１つの移動可
能なトレランス促進生体分子（例えばｈＤＡＦおよび／またはＭＩＲＬ）の発現のための
トランスジェニックである。上記胎児は妊娠雌により維持される。
【００７９】
　ヒツジ胎児で肝細胞、他の肝臓細胞、および／または造血性細胞を生ずることができる
ヒト細胞を、その免疫前期間中における胎児への導入に提供される。そのようなヒト細胞
として、限定されるものではないが、ヒト成人骨髄、臍帯血細胞、胎盤幹細胞、胎盤幹細
胞、および移動末梢血幹細胞が挙げられる。ヒツジ胎児は妊娠約７７日目までが免疫前で
ある。置換細胞の調製および移植は、例えば、米国特許出願公開第２００２０１０００６
５号（その全体を本明細書に援用）にもとづいて実施することが可能である。ヒト骨髄ま
たは臍帯血を分画化（例えば、磁気菌体分離および／または蛍光活性化細胞ソーティング
によって）して、表現型（例えば、造血幹細胞に関連した選択された表現型（例えば、造
血幹細胞（例えばＣＤ３４＋Ｌｉｎ”表現型）に対して濃縮してもよい。例えば、非分画
化ヒト骨髄またはヒト臍帯血もまた、使用してもよい。
【００８０】
　妊娠５５～６０日目の免疫前胎児ヒツジに対して、表現型によって分画化されていない
胎児１匹あたり１×１０６～１×１０８（例えば、２．５×１０７）個の有核ヒト臍帯血
細胞、または胎児１匹あたり１～５×１０５個のＣＤ３４＋Ｌｉｎ－ヒト骨髄細胞、胎児
１匹あたり１．１×１０６個のＣＤ３４＋Ｌｉｎ－ヒト臍帯血細胞、あるいは胎児１匹あ
たり１．１×１０６個のＣＤ３４－Ｌｉｎ－ヒト臍帯血細胞を、任意の適当な方法によっ
て、例えば、２５ゲージ針を用いて腹腔内注射する。この際の一般的な方法は、Flake et
 al. Transplantation of fetal hematopoietic stem cells in utero: the creation of
 hematopoietic chimeras Science, Vol. 233, p. 766 (1986)に記載されており、羊膜バ
ブル内で直接視覚的に胎児に注射しうる。細胞の注射後、子宮筋層を二重層で閉じて妊娠
を進行させる。
【００８１】
　ヒト臍帯血（ＣＢ）細胞またはヒト骨髄細胞は、例えば、同意を得ると即座に、標準的
方法によって得ることが可能である。単核細胞は、マウス抗ｈＣＤ３、ｈＣＤ４、ｈＣＤ
８、ｈＣＤ１Ｉｂ、ｈＣＤ１９、ｈＣＤ２０、ｈＣＤ５６とヒト・グリコホリンＡ（ｈＧ
ＰＡ）モノクローナル抗体（BD Immunocytometry、San Jose、CA）を用いることで、Ｌｉ
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ｎ＋細胞が減少したものとなる。試料を、抗ｈＣＤ３４ミクロビーズ（Miltenyi Biotec
社、Auburn、CA）を用いて、ｈＣＤ３４＋細胞を豊富化（または代わりに、ｈＣＤ３４＋
細胞を減少）させることができる。
【００８２】
　ヒツジにおける先行研究では、そのような移植体が移植後約１ヶ月によって顕著な多系
統ヒト造血活性を全ての血液成分にもたらすとともに、出生時に顕著な数のヒト肝細胞を
もたらす（（移植後約３ヶ月；全細胞性の５～４０％、置換細胞の表現型および投与量に
応じて）。米国特許出願公開番号第20020100065号。さらに、そのような移植から生じて
いるキメラの肝臓は正常な肝細胞の機能特性を保持するヒト肝細胞のみならず、ヒト内皮
および胆管胆管細胞も含み、該肝臓は循環中にヒトアルブミンを分泌する。Almeida-Pora
da, Formation of human 肝細胞 by human hematopoietic stem cells in sheep, Blood,
 (2004) 104(8) 2582-2590、その全体を本明細書中に援用する。ヒト細胞は、長期間にわ
たり、生存する。
【００８３】
　自殺遺伝子（例えば実施例のキメラの肝臓）の広範囲活性発現を持つ胎児哺乳動物（す
なわちドナー哺乳動物）の中で発育したキメラ固形器官または組織を、それが生きた状態
で維持される同じ自殺遺伝子の発現を有しない第2の非ヒト哺乳動物（すなわち宿主）に
移植する。ドナー哺乳動物がまだ胎児期、またはドナー哺乳動物出生後の任意の段階にあ
る間に、キメラ・ドナー器官または組織を非ヒト哺乳動物宿主に移植してもよい。移植後
、宿主に対するプロドラッグの投与によって、実質的にキメラの器官または組織のヒト細
胞を害することのなく、また実質的に宿主の細胞を害することなく、非ヒト・ドナー哺乳
動物動物由来のキメラ器官または組織の非ヒト細胞が選択的に殺されることで、移植され
た固形器官または組織の細胞化が、ドナー哺乳動物細胞よりもヒト細胞によってより完全
に促進される。このように、より細胞化されたヒト器官または組織、例えば少なくとも実
質的に完全細胞化ヒト器官または組織を得ることができる。そのような器官または組織を
、例えば、必要に応じて、ヒト患者にさらに移植することが可能である。
【００８４】
　本発明の一実施形態では、キメラの器官または組織を形成するために置換細胞で植え付
けられた目的の器官または組織（例えば肝臓）を、宿主哺乳動物（自殺導入遺伝子を発現
しない）に対して後で移植することができ、ここでキメラの器官または組織の少なくとも
一部のドナー哺乳動物細胞が選択的に削除され（または増殖阻害が生ずる）、それによっ
てキメラの器官または組織に存在する置換細胞（例えばヒト置換細胞）が選択的に器官ま
たは組織を占有することになる。
【００８５】
複数動物移植手技
　本発明の一実施形態では、個々の非ヒト哺乳動物は、別の非ヒト哺乳動物に対する固形
器官または組織あるいはその一部分の両方のドナーとして、さらにヒトまたは非ヒト哺乳
動物由来の固形器官または組織あるいはその一部分の宿主として機能する。本発明は、さ
らに、少なくとも２種類の非ヒト哺乳動物が提供される関連した実施形態を提供するもの
で、該少なくとも２種類の非ヒト哺乳動物のうち、少なくとも２つがドナー動物および宿
主動物として機能する。そのような実施形態は、細胞的に再構成された器官または組織の
作製効率を上昇させる。例えば、一実施形態は、細胞を殺すのに必要とされる条件セット
が第１の自殺遺伝子および第２の自殺遺伝子で異なり、第１の自殺遺伝子を誘導的または
構成的に発現する第１の非ヒト哺乳動物と第２の自殺遺伝子と第２の自殺遺伝子を誘導的
または構成的に発現する第２の非ヒト哺乳動物とを提供するステップと、第１の非ヒト哺
乳動物から器官または組織あるいはその一部を第２の非ヒト哺乳動物へ移植し、第２の動
物から器官または組織あるいはその一部を第１の動物へ移植するステップとを含み、同一
器官または組織あるいはその一部分を動物間（相互対称型移植）および／または異なる器
官または組織あるいはその一部分を動物間（相互非対称移植）で移植する。移植された器
官または組織は、各々の宿主によって生きた状態で維持される。このようにして、各々の
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動物に関して、そこを宿主とする移植された器官または組織の細胞を、各々のドナー宿主
に対して各々のドナー動物細胞の細胞を殺す条件セットを提供することによって、宿主細
胞を殺すことなく選択的に殺すことができる。同一または異なるプロモーターまたはプロ
モーター型は、第１および第２の自殺遺伝子の発現を駆動するのに用いることが可能であ
る。プロモーターは、広範囲活性プロモーター（例えば普遍的プロモーター）および／ま
たは細胞型特異的プロモーターであってもよい。細胞の複製および／または健康を損なう
か、さもなければ条件セットに応じて該細胞を殺すことなく細胞に対して損害を与える誘
導性成長阻害遺伝子もまた、１つ以上の自殺遺伝子の代わりに使用することが可能である
。
【００８６】
　本発明の器官および組織の細胞再形成を促進させる態様によれば、置換細胞（例えばヒ
ト置換細胞）を、任意の方法によって、例えば、幹細胞または始原細胞を胎児段階または
周産期段階でドナー動物に導入することによって、および／あるいはドナーから外植後に
直接または間接的に置換細胞をドナー器官に導入することによって、宿主への移植前およ
び／または移植後にドナー器官または組織に（例えば各々のドナーからの外植前に）導入
することが可能である。ドナー器官または組織に導入される置換細胞が、２頭の動物にと
って同一または異なるものであってもよく、また同一のソースまたは異なるソースに由来
するものであってもよい。このように、各々の宿主内のドナー器官または組織の内因性細
胞の選択的殺害または成長阻害は、置換細胞による器官または組織の選択的な再形成を促
進する。置換細胞による器官または組織の十分な器官および組織細胞再形成の後に、再構
成された器官または組織を、宿主から外植することが可能である。再構成された器官また
は組織で存在し得る任意のコンタミした宿主細胞を、各々の宿主細胞を殺害または傷つけ
る条件を提供することで、殺害または傷つけることが可能である。
【００８７】
　３匹以上の非ヒト哺乳動物が用いられ、かつ個々の動物がドナーおよび宿主として機能
する例では、個体間の器官または組織移植は、相互的（各々２つの個体がその器官または
組織または一部を交換する）および／または非相互的（移植体が与えられた同一個体から
移植体は受け取られない）である。
【００８８】
ドナー細胞および宿主細胞の選択的欠失
　本発明は、１つ以上の条件からなる条件セットに応じて置換細胞の宿主細胞と対比させ
てドナー器官または組織の細胞が条件的および選択的に殺害可能（欠失可能）である実施
形態を提供する。このように、本発明によれば、少なくとも、ドナー器官または組織のド
ナー細胞のいくつかを、置換細胞によって少なくとも部分的な再形成を促進するために、
削除することができる。
【００８９】
　本発明は、第１条件セットとは異なる第２条件セットに応じて宿主細胞を取り除くこと
が可能である実施形態を提供することから、再構成された器官または組織に浸透可能であ
る宿主細胞をそこから取り除くことができる。宿主が宿している再構成ドナー器官または
組織に移動して存在可能である宿主細胞の種類として、例えば、繊維芽細胞、リンパ球お
よび／または他免疫細胞、血管内皮細胞、および／またはドナー器官または組織が類型に
分けるヒトに対応する宿主を誘導された器官または組織型特異的細胞が挙げられる。
【００９０】
　限定されるものではないが、以下の例を含む種々のタイプの自殺遺伝子戦略が用いられ
る。
【００９１】
　プロトキシン－毒素間転換酵素自殺遺伝子
　適当な転換酵素自殺遺伝子の例として、限定されるものではないが、チミジンキナーゼ
（野生型または突然変異を含むこと）、シトシンデアミナーゼ、カルボキシエステラーゼ
、カルボキシペプチダーゼ、デオキシシチジン・キナーゼ、ニトロレダクターゼ、グアノ
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シン・キサンチン・ホスホリボシルトランスフェラーゼ、プリンヌクレオシドホスホリラ
ーゼ阻害剤、およびチミジンホスホリラーゼが挙げられる。プロトキシン（プロドラッグ
）が欠如している場合、自殺遺伝子の発現は、正常な細胞の代謝に対してほとんど悪影響
を生ずることはない。転換酵素型自殺遺伝子の生成物は、適当なプロドラッグに作用し、
このプロドラッグを毒素に変換する。自殺遺伝子産物が存在しない場合、プロドラッグは
比較的無害である。チミジンキナーゼの適当なプロドラッグとして、ガンシクロビル、６
－メトキシ・プリン・アラビノシドおよび（Ｅ）－５－（２－ブロモビニル）－２’－デ
オキシウリジンが挙げられる。シトシンデアミナーゼの適当なプロドラッグとして、５－
フルシトシンが挙げられる。カルボキシエステラーゼの適当なプロドラッグとして、イリ
ノテカンが挙げられる。カルボキシペプチダーゼの適当なプロドラッグとして、４－（［
２－クロロエチル］［２－メシロエチル］アミノ）ベンゾイル－Ｌ－グルタミン酸が挙げ
られる。デオキシシチジン・キナーゼの適当なプロドラッグとして、４－イポメアノール
シトシンアラビノサイドとフルダラビンが挙げられる。グアノシン－キサンチン・ホスホ
リボシル転移酵素の適当なプロドラッグとして、６－チオキサンチンおよび６－チオグア
ニンが挙げられる。ニトロレダクターゼのための適当なプロドラッグとして、５－アジリ
ジン－２，４－ジニトロ・ベンズアミジンが挙げられる。プリンヌクレオシドホスホリラ
ーゼ阻害剤の適当なプロドラッグは、６－メチルプリン・デオキシリボヌクレオシドであ
る。チミジンホスホリラーゼの適当なプロドラッグとして、デオキシフロロウリジンおよ
び１－（テトラヒドロフリル）－５－フルオロウラシルが挙げられる。チミジンホスホリ
ラーゼの適当なプロドラッグとして、５‘－デオキシ－５－フルオロウリジンおよび１－
（テトラヒドロフリル）－５－フルオロウラシルが挙げられる。
【００９２】
　細胞死誘導自殺遺伝子
　本発明によって使用可能な自殺遺伝子の他の種類として、遺伝子産物（それ自体）が細
胞死を生じるか、または細胞死を誘発するものが挙げられる。そのような自殺遺伝子とそ
れによる細胞死の発現とは、誘導性プロモーターの制御下で自殺遺伝子を発現させること
によって、条件的におこなうことができる。細胞死誘導自殺遺伝子の１つのタイプは、そ
れが発現される細胞を殺すタンパク質毒素（例えばジフテリアトキシン）をコードする。
細胞死誘導自殺遺伝子のもう一つのタイプは、細胞死を引き起こすか起動させるために細
胞の基質に作用する酵素を、コードする。例えば、適当な細胞死を引き起こしている酵素
遺伝子として、細胞傷害性プロテアーゼ（例えばシステインプロテアーゼおよびカスパー
ゼ（例えばカスパーゼ８ｈまたはカスパーゼ８ｉ）のＩＣＥ／ＣＥＤ－３ファミリーのメ
ンバー）をコードしているものが挙げられる（米国特許第６，１７２，１９０号に開示。
その全体を本明細書中に援用）。
【００９３】
　シグナル伝達活性化自殺遺伝子機構
　細胞を二量化剤（または一般にクラスター形成剤）と接触させることで細胞死を生じさ
せるシグナル伝達経路を活性化させるように設計されたトランスジェニック動物もまた、
本発明に使用することができる。例えば、当該技術分野は、アポトーシス・メディエイタ
分子（例えばＦａｓ受容体またはTNF-R1）の細胞内領域を含むトランスジェニック融合タ
ンパク質のクラスターを形成することによって、細胞をラパマイシンまたはラパログと接
触させることでアポトーシスを起動させるトランスジェニック動物を提供する。適当なシ
グナル伝達機構は、例えば米国特許第６，６４９，５９５号、米国特許第６，１８７，７
５７号、および米国特許出願公開第２００３０２０６８９１　号（出願第１０／３４１，
９６７号）、各々その全体を本明細書中に援用）。別の実施形態では、アポトーシス・メ
ディエータ分子（例えば、Ｆａｓ受容体またはＴＮＦ－Ｒ１および事前選択された細胞外
エピトープ）の細胞内ドメインを含むタンパク質を発現するトランスジェニック動物を用
いることができる。事前選択された細胞外エピトープを認識する二価または多価抗体を、
それらのタンパク質を発現する細胞と接触させることで、それらの細胞内ドメインを隣接
化(クラスター形成）させることができる。
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【００９４】
　成長および複製阻害遺伝子発現
　Ｒｈｉｍによって述べられるように、プロテアーゼ、肝細胞（アルブミン・プロモータ
ーの制御下）のウロキナーゼ型プラスミノーゲンアクティベーター（ｕＰＡ）の発現は、
複製的欠陥を生ぜしめ、トランスジェニック肝臓に導入された正常異種間肝細胞に比べて
トランスジェニック肝細胞に対する選択的生着床を不利にする。一般に、置換細胞と比較
して、目的の非ヒト哺乳動物ドナー細胞の複製／成長を損なう任意の種類の方法またはシ
ステムを本発明にもとづいて使用することが可能である。
【００９５】
　一般的ネガティブ選択マーカー
　一般に、目的とする非ヒト哺乳動物の選択的殺害を許可または可能にする任意の種類の
ネガティブ選択マーカーまたはシステムを、本発明にもとづいて使用することができる。
例えば、ドナー器官または組織（自然に、または遺伝学的修飾の結果）は宿主または置換
細胞によって発現されない細胞表面エピトープを一般に発現する場合、エピトープに特異
的に結合する抗体または他の結合タンパク質を用いて、細胞傷害剤は抗体を使用している
ドナー細胞（宿主および置換細胞と対比して）を好ましくは標的化することができる。一
種類以上の細胞傷害剤を、例えば、そのような抗体または結合タンパク質あるいは該抗体
または結合タンパク質を提示する免疫リポソームに直接連結させることができ、該細胞傷
害剤の含有させることを標的細胞へこの薬剤を往復させることに用いることができる。
【００９６】
宿主および／または置換細胞での耐性遺伝子発現
　化学選択剤に対する耐性を有する宿主および置換細胞（例えば、該宿主および・または
細胞を遺伝学的に修飾して耐性遺伝子を発現させる結果として）を用い、例えばドナー器
官または組織を維持しているトランスジェニック宿主に選択剤を投与することによって、
ドナー器官または組織細胞の選択的欠失を得ることができる。
【００９７】
宿主および／または置換細胞での耐性遺伝子発現
　アミノグリコシド３－ホスホトランスフェラーゼ遺伝子製品（ＡＰＨ、ｎｅｏＲ、ｋａ
ｎＲ）の発現を用いることで、Ｇ４１８（Ｇｅｎｅｔｉｃｉｎ（登録商標））に対する耐
性を与えることができる。使用されるＧ４１８濃度を、例えば１０～１，０００ｍｇ／ｌ
、例えば４００ｍｇ／ｌ、または１０～１０００ｍｇ／ｋｇ（宿主重量に対する薬物重量
）とすることができる。
【００９８】
　ｂｓｄ遺伝子産物（Aspergillus terreus由来）の発現は、ブラストシジン（Blastocyd
in）Ｓに耐性を与える際に用いることができる。使用されるブラストシジンＳ濃度を、例
えば１～１００ｍｇ／ｌの範囲、例えば有効量を１０ｍｇ／ｌとし、または例えば１～１
００ｍｇ／ｌの範囲、例えば１０ｍｇ／ｋｇとすることがきる。
【００９９】
　ｓｈｂｌｅ遺伝子産物（Streptoalloteichus hindustanus由来）の発現を用いて、ゼオ
シン（Zeochin（登録商標））（ブレオマイシン・ファミリーの一員）に対する耐性を与
えることができる。使用するゼオシン濃度を、例えば４００～１０００ｍｇ／ｌまたは４
００～１０００ｍｇ／ｋｇとすることができる。
【０１００】
　ｈｐｈ遺伝子産物の発現を利用して、ヒグロマイシンＢに耐性を与えることができる。
ヒグロマイシンＢを、例えば５０～１０００ｍｇ／ｌまたは５０～１，０００ｍｇ／ｋｇ
の濃度範囲で使用することができる。
【０１０１】
　Ｇ４１８、ブラストシジンＳ、ゼオシン、およびハイグロマイシンＢの各々は、いくつ
かの異なるタイプの動物細胞に対する選択剤として有効であり、各々は哺乳動物細胞に有
効であることが当該技術分野において知られている。示唆された作用濃度は、哺乳動物細
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胞に対する使用に基づいている。任意の動物または細胞型に対する有効濃度および用量は
、日常的実験で決定される。哺乳類に関するこれらの遺伝子のコドン最適化バージョンま
たは他の発現は、当該技術分野において公知であり、商業的に入手可能である。
【０１０２】
　ストレプトゾトシンは、優先して膵臓すい島細胞を殺して、糖尿病を誘発する。少なく
とも膵臓β細胞（例えば広範囲活性プロモーターまたはインシュリン・プロモーターの制
御下）でタンパク質メタロチオネインを過剰発現させているトランスジェニック非ヒト哺
乳動物宿主は、ストレプトゾトシンに耐性である（Chen et al. Overexpression of meta
llothionein in pancreatic [beta]-cells reduces streptozotocin-induced DNA damage
 and diabetes, Diabetes 50:2040-2046, 2001）。トランスジェニック・ストレプトゾト
シン耐性宿主を、宿主細胞内でストレプトゾトシンをそのＤＮＡ標的から隔離するペプチ
ドおよび／またはアプタマー等のストレプトゾトシン結合部分を発現することによって、
提供することもできる。膵島細胞を破壊するためのストレプトゾトシンの適当な投薬量範
囲として、例えば、１～１００ｍｇ／ｋｇ（例えば３０～６０ｍｇ／ｋｇ）が挙げられる
。
【０１０３】
　プロモーター
　遺伝子発現（例えば、自殺遺伝子発現）を駆動するための広範囲活性プロモーター（細
胞型に関する）は、多くの細胞型で活性のあるものであり、該細胞型として、少なくとも
実質的に全ての細胞型（普遍的プロモーター）、あるいは本発明の実施形態で用いられる
ように、対象宿主、ドナー器官もしくは組織、またはドナー置換細胞プロバイダ由来のプ
ロバイダ細胞に関連した細胞型の少なくとも実質的に全てに活性があるものである。広範
囲活性プロモーターは構成的または誘導性であり得る。本明細書中で用いられる用語「プ
ロモーター」は、広く解釈されなければならず、例えばプロモーターおよびエンハンサー
ならびにそれらの組み合わせが含まれる。
【０１０４】
　適当な広範囲活性構成的プロモーターとして、限定されるものではないが、ＭｏＭＬＶ
　ＬＴＲ、ＲＳＶ　ＬＴＲ、フレンドＭｕＬｖ　ＬＴＲ、アデノウィルス・プロモーター
、ネオマイシンホスホトランスフェラーゼ・プロモーター／エンハンサー、遅延パルボウ
ィルス・プロモーター、ヘルペスＴＫプロモーター、ＳＶ４０プロモーター、メタロチオ
ネインＩＩａ遺伝子エンハンサー／プロモーター、サイトメガロウィルス最初期プロモー
ター、およびサイトメガロウィルス最後期プロモーターが挙げられる。適当な広範囲活性
誘導性プロモーターまたは誘導性発現系として、限定されるものではないが、誘導性メタ
ロチオネイン遺伝子プロモーター、テトラサイクリン・リプレッサーおよび／またはアク
チベーターをベースとした誘導発現系（例えば、米国特許第６，２５２，１３６号、第６
，１３６，９５４号、第５，９１２，４１１号、および第５，５８９，３６２号（その全
体を本明細書中に援用）によって提供されるもの）、ｌａｃオペロンをベースとした誘導
発現系（例えば、米国特許出願公開第２００４０１７１８２４号（出願第１０／４６９，
８８１号）（その全体を本明細書中に援用）によって提供されるもの）、またはエクダイ
ソン誘導発現系（例えば、米国特許出願公開第２００２０１８７９７２号（出願第０９／
９４９，２７８号））が挙げられる。ドナー器官または組織における自殺遺伝子形質発現
を駆動する広範囲活性調節因子（例えば万能のプロモーター）を用いることで、ドナー細
胞の選択的な欠失が単純化され、置換細胞による再形成が促進される。同様に、広範囲活
性プロモーターを使用して、宿主細胞および置換細胞でのポジティブ選択マーカー（例え
ば、耐性遺伝子）の発現を駆動することも、ドナー器官または組織細胞が耐性ではないド
ナー器官または組織細胞の選択的欠失を単純化する。広範囲活性プロモーターの使用も、
再構成された器官または組織に存在すると思われる汚染宿主細胞の欠失を単純化する。し
かし、本発明は、組織または細胞型特異的なプロモーターおよび調節因子の１つまたはそ
れらの組合せを一般に使用し得ることも定める。本明細書中に言及するように、組織特異
的および細胞型特異的な転写性調節因子（例えば、プロモーターおよびエンハンサーなら
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びにそれらの組合せ）もまた、組織に好ましく、細胞型に好ましい転写性調節因子が挙げ
られる。先に述べられるように、組織特異的プロモーターを、逐次的な細胞の置換を得る
ために広範囲活性プロモーターとともに使用してもよい。
【０１０５】
　多数の適当な組織特異的および細胞型特異的な転写調節因子は、当該技術分野で知られ
ている。所定の組織について、または一般的には、さらなる組織特異的および細胞型特異
的因子の同定および特徴づけは、当該技術分野における日常的研究課題かつ通常の課題で
ある。したがって、以下の実施例は説明のために提供されるものであって、本発明を本明
細書中に詳述されるそれらの要素だけに決して限定するものではない。
【０１０６】
　肝細胞および／または肝細胞特異的な発現は、アルブミン・プロモーターによって、ま
た胎児特異的な肝臓発現に関しては、アルファ胎仔タンパク質プロモーターによって提供
される。
【０１０７】
　筋肉特異的な発現は、例えば、ミオシンＬ鎖－２プロモーター、αアクチン・プロモー
ター、トロポニン１プロモーター、Ｎａ＋／Ｃａ２＋イオン交換体プロモーター、ジスト
ロフィン・プロモーター、クレアチンキナーゼ・プロモーター、α－７インテグリン・プ
ロモーター、トロポニンＣプロモーター－エンハンサー、α－Ｂ－クリスタリン／スモー
ルヒートショック・タンパク質プロモーターによって提供することができる。心筋特異的
な発現を、例えば、α－ミオシン重鎖プロモーターと心房ナトリウム利尿因子（ＡＮＦ）
プロモーターによってもたらすことができる。
【０１０８】
　血管内皮細胞特異的発現は、例えば、ｆｍｓ様チロシン・キナーゼ－１（Ｆｌｔ－１）
、細胞間接着分子－２（ＩＣＡＭ－２）、フォンビルブラント因子（ｖＷＦ）、および血
管内皮生長因子レセプター－２（Ｆｌｋ－１）の遺伝子プロモーターによって、もたらす
ことができる。Ｆｌｔ－１プロモーターは、肝臓の以外のすべての血管床の発現を導くと
報告されている。
【０１０９】
　肺特異的なプロモーターとして、種々の肺表面活性剤タンパク質（例えばサーファクタ
ント蛋白Ｂプロモーター）に対するものが挙げられる。
【０１１０】
　リンパ球および／またはそれらの前駆体の発現は、例えば、通常リンパ球特異的な蛋白
チロシン・キナーゼの発現を駆動するｊａｋ３（ヤヌス・キナーゼ３）遺伝子プロモータ
ーまたはＬＣＫ遺伝子プロモーターによってもたらすことができる。
【０１１１】
　腎臓特異的な発現は、例えば、Ｋｓｐ－カドヘリン遺伝子プロモーターまたはヒトＰＴ
Ｈ／ＰＴＨｒＰ受容体遺伝子腎臓特異的プロモーターによってもたらすことができる。
【０１１２】
　表皮細胞特異的な発現は、例えば、ヒト表皮１型トランスグルタミナーゼ（トランスグ
ルタミナーゼＩ）遺伝子プロモーター（米国特許第５，６４３，７４６号（その全体を本
明細書中に援用））によってもたらすことができる。
【０１１３】
　脂肪特異的発現は、例えば、脂肪酸結合タンパク質遺伝子（α－Ｐ２）の脂肪特異的な
プロモーター／エンハンサーでもたらすことができる。
【０１１４】
　膵臓特異的な発現は、例えば、内分泌膵特異的インシュリン・プロモーター（第１のイ
ントロンをプラスあるいはマイナス）、膵臓αアミラーゼ・プロモーター、膵臓特異的十
二指腸ホメオボックス１（ＰＤＸ－１）プロモーター、ならびにエラスターゼＩ遺伝子の
外分泌膵臓特異的プロモーターによってもたらすことができる （Hall et al., J. Biote
chnology (1993) 11: 376-379）。
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【０１１５】
　多数の自殺遺伝子発現コンストラクトと当該技術分野で既に述べられているそれらを含
む方法を用いて、条件的に欠失可能（殺害可能）な細胞を持つ非ヒト哺乳動物を、本発明
にもとづく使用のために提供することができる。例えば、国際特許出願公報ＷＯ　２００
４／０２７０２９　Ａ２（国際出願ＰＣＴ／ＵＳ２００３／０２９２５１）によって提供
される以下の配列および方法を用いることができる。配列番号１は、ブタのアルブミン・
プロモーターの配列を提供する。配列番号２～５は、事前選択された自殺遺伝子を発現し
ているトランスジェニック非ヒト哺乳動物を作製するための導入遺伝子コンストラクトを
提供する。具体的には、配列番号２は肝臓特異的ブタ・アルブミン・プロモーターの制御
下にあるヘルペス・チミジンキナーゼ自殺遺伝子（ｘＴＫ）の変異体と、転写産物用ポリ
Ａ付加シグナル配列とを含む導入遺伝子コンストラクトを提供する。配列番号３は、胎生
期肝臓特異的アルファ胎仔タンパク質プロモーターの制御下にある自殺遺伝子シトシンデ
アミナーゼ（ｆＣＹ）と転写産物用ポリＡ付加シグナル配列とを含む導入遺伝子コンスト
ラクトを提供する。配列番号４は、広範囲活性、構成的サイトメガロウィルス（ＣＭＶ）
プロモーターの制御下にあるヘルペス・チミジンキナーゼ自殺遺伝子（ｘＴＫ）の変異体
と、転写産物用ポリＡ付加シグナル配列とを含む導入遺伝子コンストラクトを提供する。
配列番号５は、広範囲活性、構成的サイトメガロウィルス（ＣＭＶ）プロモーターの制御
下にある自殺遺伝子シトシンデアミナーゼ（ｆＣＹ）と、ポリＡ付加シグナル配列とを含
む導入遺伝子コンストラクトを転写産物に提供する。説明のために、図１に配列番号２（
ＡｌｂｘＴＫ）、配列番号３（ＡＦＰ　Ｆｃｙ）、および配列番号４（ＣＭＶ　ｘＴＫ）
の導入遺伝子コンストラクトの構成要素の配置を示す。
【０１１６】
　ｘＴＫは、塩基位置１３０および１８０でシトシンをアデノシンと置換することによっ
て特徴づけられる単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）チミジンキナーゼ遺伝子の変異バージ
ョンである。ヌクレオチド置換によってロイシンからメチオニンへのコドン変化が生じ、
既報によれば無修飾形態で生じ得る男性不妊症の現象を予防する。これらの突然変異は、
酵素活性を実質的には損なわない。配列番号２～５のコンストラクトは、普遍的プロモー
ターの制御下にある緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）の形態に関するコード配列を含むもの
であってもよい。ＧＦＰ発現によって宿主細胞が視覚的に同定されることが可能となり、
ヒト細胞を容易に区別する。しかし、ＧＦＰ発現は、本発明の実施には必要ではない任意
の特徴である。
【０１１７】
　当業者は、トランスジェニック動物および細胞株を作製するいくつかの方法があり、任
意の適当な方法を使用することができることを認識する。
実施例－自殺遺伝子を発現するトランスジェニック・ブタの作製
【０１１８】
　この実施例は、当該技術分野で知られているように、体細胞核移植法を用いて、自殺遺
伝子発現コンストラクトを含むトランスジェニック・ブタの作製を説明する。手短に言う
と、３５日齢胎児ブタから得た繊維芽細胞を培養した後に、電気穿孔法または任意の適当
な技術を用いて自殺導入遺伝子コンストラクト（例えば、突然変異チミジンキナーゼかシ
トシンデアミナーゼ・コンストラクト）を形質移入する。コルヒチンの添加によって、形
質移入繊維芽細胞をG2/Ｍ期に引き止める。ブタ卵母細胞を単離して摘出する。数個また
は多数の摘出卵母細胞の各々について、マイクロマニピュレーターを用いて形質移入繊維
芽細胞を囲卵腔に挿入し、電気的融合を用いて摘出卵母細胞に対して効果的にドナー繊維
芽細胞核を移入する。電気的融合および活性化は同時に行ってもよいし、電気的融合ステ
ップの後に活性化を行なってもよい。転移の別の方法では、核を取り除かれた卵母細胞に
対して、体細胞ドナー核をマイクロインジェクションによって注入し、続いて活性化させ
ることができる。いずれにせよ、活性化の後で、再建された胚を、発情期に代用の雌ブタ
に移植する。同腹の子は、超音波によってモニターすることができる。期間終了時に、必
要に応じて、トランスジェニック・ブタは帝王切開によって出産させる場合もある。
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【０１１９】
　ブタにおける自殺導入遺伝子コンストラクトの存在を、PCRを使用して評価することが
できる。導入遺伝子の発現は、ウェスタンブロッティングによって評価することができる
。トランスジェニック・ブタは、性的に成熟したら繁殖させることができる。必要に応じ
て、自殺遺伝子コンストラクト用のホモ接合のブタは、交配によって得ることができる。
さらなるトランスジェニック・ブタを、交配および／またはクローニングによって得るこ
とができる。
【０１２０】
　プロドラッグおよび／または転写インデューサーおよび／または多量化／二量化剤の投
与のための適当な用量を、日常的な実験として経験的に決定することができる。適当かつ
最適な用量を、異なるタイプの宿主および発現コンストラクトに応じて変えることが可能
である。例えば、そのような薬剤を非ヒト動物宿主に対して、１～１，０００ｍｇ／ｋｇ
、１～１００ｍｇ／ｋｇ、または５～５０ｍｇ／ｋｇの用量で投与してもよい。チミジン
キナーゼを発現しているブタに関しては、ガンシクロビルの有効量を、例えば、１～１，
０００ｍｇ／ｋｇ、１～１００ｍｇ／ｋｇ、５～５０ｍｇ／ｋｇ、または約２５ｍｇ／ｋ
ｇとすることができる。外植されたヒト化ドナー器官または組織に存在する非ヒト宿主細
胞の生体外での殺害を目的として、例えば、１～１０００ｍｇ／ｌ、１～１００ｍｇ／ｌ
、５～５０ｍｇ／ｌ、または２０～５０ｍｇ／ｌの濃度範囲を用いることができる。外植
されたヒト化ドナー器官または組織からチミジンキナーゼを発現しているブタ宿主細胞を
欠失させるために、使用するガンシクロビル濃度を２～１０００ｍｇ／ｌ、例えば約１０
０ｍｇ／ｌとすることができる。プロドラッグを用いた生体外のチミジンキナーゼ・ベー
スのネガティブ選択を目的として、例えば、プロドラッグ５－ＢｒｄＵ（５－ブロモ－２
－デオキシウリジン）（濃度１～１０００ｍｇ／ｌ、１～１００ｍｇ／ｌ、または２５～
３０ｍｇ／ｌの範囲）を用いることができる。
【０１２１】
　再構成されたドナー器官または組織がまだ宿主の中に残存しているあいだに、選択的に
宿主細胞を殺害するプロセスが開始または始動される実施形態では、そのような殺害を開
始または始動させるのに必要な薬剤を、例えば静脈内注射によって宿主に投与することが
できる。例えば、自殺遺伝子の転換酵素型の発現が誘導性である実施形態で、そのような
誘導は再構成されたドナー器官または組織が外植される前に開始され得る。プロドラッグ
は、ドナー器官または組織が宿主に残存している間も投与することができ、および／また
は該宿主からの除去後のドナー器官または組織と接触することができる。
【０１２２】
　宿主細胞を生体外で殺害するため、ネガティブ選択のために必要な薬剤は、液浸および
／または潅流によって外植された器官または組織と接触する液体メディウム中に調製する
ことが可能である。
【０１２３】
宿主から再構成された器官または組織への異種抗原の移動の減少
　本発明の特定の実施形態は、宿主哺乳動物に存在する外来細胞の細胞表面に自然な機構
によって非ヒト哺乳動物宿主の細胞表面抗原が移動することができるという認識に基づく
。本発明の一実施形態は、非ヒト哺乳動物宿主での少なくとも１つの異種抗原の発現を減
少させることで、非ヒト哺乳動物宿主に生着し、かつ該宿主によって維持されている外来
ドナー細胞、器官および／または組織ならびに／あるいは置換細胞に対するその発現を減
少または除去する。例えば、ヒトの主要異種抗原（例えばα－ガラクトシル・エピトープ
、すなわちＧａｌ－α（１，３）Ｇａｌエピトープ）および／またはヒトのマイナー異種
抗原の移動を減少させることができる。
【０１２４】
　本明細書中に言及するように、グリコシルホスファチジルイノシトールアンカー型（an
chored）タンパク質は、ホスファチジルイノシトール群に連結される複合オリゴグリカン
であるグリコシルホスファチジルイノシトール・アンカー（ＧＰＩアンカー）またはＧＰ
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Ｉ様アンカー（すなわちスフィンゴ脂質イノシトール群に連結される類似の複合オリゴグ
リカン）を介して、膜の脂質二重層に結合し、それによって膜に対してタンパク質のＣ末
端が付着するタンパク質である。特定の細胞外炭水化物エピトープは、細胞膜脂質にも直
接連結される。
【０１２５】
　グリコシルホスファチジルイノシトール（ＧＰＩ）アンカー型タンパク質が生体内で生
細胞の膜間で交換されることが知られており、例えば赤血球から内皮へ、さらにその逆に
おこなわれる（Medof et al., Cell-surface engineering with GPI-anchored proteins.
 Cell Surface Eng’g (1996) Vol. 10, pp. 574-586; Kooyman et al. (1995) In vivo-
transfer of GPI-linked complement restriction factors from erythrocytes to endot
helium Science, Vol. 269, pp. 89-92）。ＧＰＩアンカー型タンパク質が赤血球の膜間
で交換されることも知られてもいる（Sloand et al. (2004) Transfer of glycosylphosp
hatidylinositol-anchored proteins to deficient cells after erythrocyte transfusi
on in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria Blood (12):3782-3788.　See also: Babik
er et al. (2005) Transfer of functional prostasomal CD59 of metastatic prostatic
 cancer cell origin protects cells against complement attack Prostate. 62(2):105
-114; Dunn et al. (1996) A knock-out model of paroxysmal nocturnal hemoglobinuri
a: Pig-a(-) hematopoiesis is reconstituted following intercellular transfer of G
PI-anchored proteins. Proc Natl Acad Sci U S A. 93(15):7938-7943; and Anderson e
t al. (1996) Intercellular transfer of a glycosylphosphatidylinositol (GPI)-link
ed protein: release and uptake of CD4-GPI from recombinant adeno-associated viru
s-transduced HeLa cells Proc Natl Acad Sci U S A. 93(12):5894-5898）。ＧＰＩアン
カー／結合生体分子は、細胞間接触を経て、微細小胞を経ておよび／または微小粒子（例
えばリポ蛋白粒子）を経て、細胞間を移動すると考えられている。本発明は、細胞間転送
の機構によって限定されない。細胞膜にゆるく組み込まれるタンパク質（例えば、細胞膜
を貫通せず、細胞膜中に組み込まれた短い尾部を持つもの）は、自然な機構による細胞間
移動にさらされる可能性がある。　
【０１２６】
　ドナー細胞（例えば、器官または組織あるいはその一部分の形で）が宿主哺乳動物によ
って生きた状態で維持され、部分的に少なくとも置換細胞で再構成された後にレシピエン
ト哺乳動物（例えばヒト患者）に移植または移動される本発明の実施形態では、宿主哺乳
動物からドナー材料および／または置換細胞へ移動される抗原は、レシピエントによって
再構成された器官または組織の免疫拒絶に関与することができる。そのような異種抗原と
して、例えば、直接細胞膜脂質に連結されるか、さもなければ細胞膜に連結される炭水化
物エピトープと同様に、移動されたタンパク質のペプチド・エピトープおよび／または移
動されたタンパク質上に存在する炭水化物エピトープ（例えばα－ガラクトシル・エピト
ープとＮ－グリコリルノイラミン酸（ＮｅｕＧｃ）エピトープ）が挙げられる。
【０１２７】
α－ガラクトシル・エピトープ
　宿主哺乳動物が、α－ガラクトシル（Ｇａｌ－α（１，３）Ｇａｌ）エピトープ修飾さ
れたタンパク質および／または脂質（例えば有蹄類または齧歯動物）を作製するタイプで
あり、宿主が宿している細胞は、α－ガラクトシル・エピトープ陰性細胞（すなわちα－
ガラクトシル・エピトープを産生しない細胞）（例えばヒト細胞）を含む場合、本発明に
よって、タンパク質および／または脂質上でのα－ガラクトシル・エピトープの発現を減
少または除去するように修飾された非ヒト哺乳動物宿主を使用することによって、エピト
ープ陰性細胞へ移動されるα－ガラクトシル・エピトープの量が減少または除去される。
【０１２８】
　α－ガラクトシル・エピトープの発現減少を呈する遺伝子操作された動物を作製する多
数の方法は、当該技術分野で知られており、例えば（１）相同組換えによるＧａｌ－α（
１，３）ガラクトシル転移酵素遺伝子（「α-ガラクトシル転移酵素遺伝子」、ＧＧＴＡ
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１）の遺伝学的ノックアウト、（２）基質に関してα－ガラクトシル転移酵素と拮抗する
α－フコシル転移酵素（例えば、ヒトＦＵＴ１および／またはＦＵＴ２）等の他の転移酵
素をコードする導入遺伝子の発現、ならびに（３）Ｎ結合糖分岐を阻害することで、α－
ガラクトシル・エピトープの形成を減らすヒトＮ－アセチルグルコサミニル転移酵素ＩＩ
Ｉをコードする導入遺伝子の発現が挙げられる。炭水化物エピトープ異種抗原に関して本
明細書中に使用される用語「発現」は、その異物抗原状態でのエピトープの提示量に関連
する。したがって、炭水化物エピトープ異種抗原の発現を低下させることは、例えば、そ
のような炭水化物異種抗原－生成酵素のために、炭水化物エピトープ異種抗原を切断する
酵素処理により、および／またはより異物抗原性でない構造または状態に炭水化物異種抗
原を改変することにより、基質と競争する酵素活性を提供して、炭水化物エピトープ異種
抗原を作製する一つ以上の酵素の活性を減らすか除去することにより達成可能である。
【０１２９】
　α－ガラクトシル・エピトープ発現が減少した遺伝学的改変非ヒト哺乳類動物と該動物
を作製する方法は、例えば以下の特許または特許出願によって提供される（これらの文献
はその全体を本明細書中に援用する）。米国特許第６，４１３，７６９号、米国特許第６
，３３１，６５８号、米国特許６，１６６，２８８号、米国特許第５，８２１，１１７号
、米国特許５，８４９，９９１号、米国特許出願公開第２００４０２６８４２４号（特許
出願第１０／６４６，９７０号）、米国特許出願公開第２００３０２０３４２７号（特許
出願第１０／１２５，９９４号）、米国特許出願公開第２００３００６８８１８号（特許
出願第１０／１０５，９６３号）、米国特許出願公開第２００２００３１４９４号（特許
出願第１０／２５４，０７７号）、米国特許出願公開第２００３００１４７７０号（特許
出願第１０／０９８，２７６号）、米国特許出願公開第２００４００７３９６３号（特許
出願第１０／３６２，４２９号）、米国特許出願公開第２００４０１７１１５５号（特許
出願第１０／７６２，８８８号）、および米国特許出願公開第２００３０１３１３６５号
（特許出願第１０／１７２，４５９）が挙げられる。ＧＧＴＡ１遺伝子に関するマウス・
ホモ接合型欠失およびそれを作製する方法は、例えば、米国特許第５，８４９，９９１号
によって提供される。ＧＧＴＡ１遺伝子に関する豚ホモ接合型欠失およびそれを作製する
方法は、例えば、米国特許出願公開第２００４０２６８４２４号によって開示される。配
列番号６（１６ないし１１２８位のＣＤＳ）は、ブタのα（１，３）ガラクトシル転移酵
素遺伝子（ＧＧＴＡ１）のｍＲＮＡ配列を提供する。ヒツジおよび牛のＧＧＴＡ１遺伝子
ｍＲＮＡ配列をＧｅｎＢａｎｋ受託番号ＮＭ＿００１００９７６４（配列番号７、１１な
いし１１２０位のＣＤＳ）およびＮＭ＿１７７５１１（配列番号８、４６９ないし１５７
５位のＣＤＳ）として提供する。マウスのＧＧＴＡ１遺伝子ｍＲＮＡ遺伝子をＧｅｎＢａ
ｎｋ受託番号ＮＭ＿０１０２８３（配列番号９、４４５ないし１５６０位のＣＤＳ）とし
て提供する。
【０１３０】
　イソグロボシド３（ｉＧｂ３）合成酵素は別の酵素であり、α（１，３）ガラクトシル
転移酵素に加えて、Ｇａｌα（１，３）Ｇａｌ部分を合成する。α（１，３）ガラクトシ
ル転移酵素とは対照的に、ｉＧｂ３合成酵素は、好ましくは、糖タンパク質基質上で糖脂
質を修飾する（Keusch et al. (2000) Cloning of Gb3 synthase, the key enzyme in gl
obo-series glycosphingolipid synthesis， predicts a family of alpha1,4-glycosyl 
transferases conserved in plants, insects, and mammals J. Bio. Chem. 275:25308-2
5314）。ｉＧｂ３合成酵素は、ラクトシルセラミド（ＬａｃＣｅｒ（Ｇａｌβ１，４Ｇｌ
ｃβ１Ｃｅｒ））に作用して糖脂質イソグロボイド構造ｉＧｂ３（Ｇａｌα１，３Ｇａｌ
β１，４Ｇｌｃβ１－Ｃｅｒ）を形成し、グリコシンゴ脂質のイソグロボ系の合成を開始
させる。ｉＧｂ３合成酵素の発現が減少または除去された遺伝的改変ブタならびにそれを
作製するための方法および配列は、例えば、米国特許出願公開第２００５０１５５０９５
号（特許出願第１０／９８１，９３５号）その全体を本明細書中に援用）によって提供さ
れる。ラットｉＧｂ３合成酵素のｍＲＮＡ配列は、ＧｅｎＢａｎｋ受託番号ＮＭ＿１３８
５２４（配列番号１０、７８ないし１０９７位のＣＤＳ）およびマウス遺伝子のそれはＧ
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ｅｎＢａｎｋ受託番号ＮＭ＿００１００９８１９（配列番号１１、１ないし１１３位のＣ
ＤＳ）として報告されている。
【０１３１】
　本発明によれば、α－ガラクトシル転移酵素（ＧＧＴＡ１）、ｉＧｂ３合成酵素、また
はＣＭＰ－ＮｅｕＡｃ水酸化酵素等の選択された酵素、またはタンパク質異種抗原の発現
を、ｄｓＲＮＡを用いた転写サイレンシング（ＲＮＡ干渉、ＲＮＡｉ）および／またはｄ
ｓＲＮＡを用いた転写遺伝子サイレンシングによって、ならびに／あるいはアンチセンス
方法によって、非ヒト哺乳動物宿主（または一般的には非ヒト哺乳動物またはその器官も
しくは組織）において減少させることが可能であり、あるいは完全に除去することが可能
である。そのようなサイレンシングに用いられる二重鎖ＲＮＡ分子を、宿主の細胞内で、
宿主ゲノムまたは該細胞に導入されたベクターから、作製することが可能であり、および
／または外から細胞に提供することが可能である。転写後サイレンシングおよび／または
転写遺伝子サイレンシングを誘発する二本鎖ＲＮＡの形態のいずれも、用いることができ
、該形態として、限定されるものではないが、ｓｉＲＮＡ（例えば、ダイサー等のＲＮア
ーゼＩＩＩの消化産物または類似の大きさおよび構成の短ｄｓＲＮＡ分子）、短ヘアピン
ＲＮＡ、および設計されたたマイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）が挙げられる。ＲＮＡサイレ
ンシングに対する有効な分子および戦略の設計および選択ならびに事前選択された標的の
アンチセンス調節は、当該技術分野で確立されている。ＲＮＡサイレンシングのための有
効な分子および戦略の設計および選択ならびに事前選択された標的のアンチセンス調節は
、当該技術分野において十分に確立されている。ブタのα－ガラクトシル転移酵素　（Ｇ
ＧＴＡ１）のヌクレオチド配列は、例えば、米国特許第５，８４９，９９１号、米国特許
第５，８２１，１１７号、および米国特許出願公開第２００３０２０３４２７号（各々の
全体を本明細書中に援用）によって提供される。
【０１３２】
　さらに理解されなければならないことは、必ずしも必要とは限らないが、異種抗原およ
び／または異種抗原産生酵素の減少および／または除去を、非ヒト哺乳動物宿主にヒト細
胞が導入される前に行うことができる。例えば、ヒト細胞を、胎児非ヒト哺乳動物宿主に
導入して、宿主の一つ以上の器官または組織に組み込むことが可能であり、また宿主の誕
生後、異種抗原および／または異種抗原産生酵素の減少または除去を任意の方法（例えば
、異種抗原または異種抗原-生成酵素の発現を静まらせるＲＮＡサイレンシング分子によ
る処置）によって誘導することが可能である。トランスジェニック宿主もまた提供され、
該トランスジェニック宿主は、異種抗原または異種抗原産生酵素のＲＮＡスプライシング
が誘導され、および／または異種抗原の産生を分断または妨げる酵素の発現を誘導するこ
とができる。
【０１３３】
　本発明の一実施形態では、宿主および／またはドナーは、α（１，３）ガラクトシル転
移酵素合成Ｇａ１－α（１，３）Ｇａｌエピトープの発現を、例えば修飾および／または
処置の結果として、減少させる。別の実施形態では、宿主および／またはドナーは、ｉＧ
ｂ３合成酵素合成Ｇａ１－α（１，３）Ｇａｌエピトープの発現を、例えば修飾および／
または処置の結果として、減少させる。関連の実施形態では、宿主および／またはドナー
は、α（１，３）ガラクトシル転移酵素合成およびｉＧｂ３合成酵素合成Ｇａｌ－α（１
，３）Ｇａｌ１エピトープの両方の発現が減少している。
【０１３４】
　α－ガラクトシル・エピトープを発現しない細胞に既に転移されたα－ガラクトシル・
エピトープと同様に、α－ガラクトシル・エピトープを発現しない細胞に転移され得る宿
主細胞上で発現したα－ガラクトシル・エピトープもまた、酵素的に、例えば、α－ガラ
クトシダーゼまたはエンド－β－ガラクトシダーゼＣによって、除去し得る。そのような
酵素を、例えば、ヒト・ドナー器官または組織を維持している宿主に対して、静注により
注入することができ、および／または適当な宿主内で構成的または誘導的に発現させるこ
とができる。α－ガラクトシル・エピトープの酵素的除去は、例えば、米国特許第６，７
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５８，８６５号、米国特許第６，４９１，９１２号、米国特許第６，３３１，３１９号、
米国特許第６，０４６，３７９号、およびMaruyama et al., Xenotransplantation 11(5)
, pp. 444-51 (2004)（各々、その全体を本明細書中に援用）に教示されている。
【０１３５】
　本発明の実施形態では、ヒト置換細胞を用いてヒトに対する後期移植用の非ヒト哺乳動
物ドナー器官または組織を少なくとも部分的に再構成する本発明の実施形態では、本明細
書中に述べられているように、特に最終器官または組織産物がキメラ状である（すなわち
、ヒト置換細胞のみならず、ドナー動物細胞も含む）場合、ドナー器官または組織もまた
α－ガラクトシル・エピトープおよび／または他の異種抗原に対してネガティブであるこ
とが好ましい。置換細胞が非ヒトであり、また目的とするレシピエントがヒトであるなら
ば、置換細胞が異種抗原に対してネガティブであることも好ましい。関連した実施形態に
おいて、修飾および／または処置の結果として、実施例に関して、置換細胞またはそのプ
ロバイダはα（１、３）ガラクトシル転移酵素合成Ｇａｌ－α（１，３）Ｇａｌエピトー
プおよび／またはｉＧｂ３合成酵素合成Ｇａｌ－α（１，３）Ｇａｌエピトープの発現を
低下させた。
【０１３６】
Ｎ－グリコリルノイラミン酸（ＮｅｕＧｃ）エピトープ
　Ｎ‐アセチルノイラミン酸（ＮｅｕＡｃ）およびＮ－グリコリルノイラミン酸（Ｎｅｕ
Ｇｃ）は、タンパク質および脂質に対する細胞表面炭水化物修飾として見出されるシアル
酸が豊富な形態である。ＮｅｕＧｃは、大部分の動物に存在し、注目すべき例外はヒトお
よび鶏である。したがって、ＮｅｕＧｃはヒト免疫系に関する異種抗原である。ＮｅｕＧ
ｃは、シチジン・モノホスホＮ‐アセチルノイラミン酸水酸化酵素（ＣＭＰ－ＮｅｕＡｃ
水酸化酵素）による一つの水酸基の追加によって、Ｎ‐アセチルノイラミン酸（ＮｅｕＡ
ｃ）から、生体内で合成される。本発明によって、ＮｅｕＧｃエピトープの発現が減少ま
たは完全に除去された非ヒト哺乳動物、あるいはその器官または組織を、任意の適当な方
法によって、作製することができ、該方法として、例えば、（ｉ）相同組換えによるＣＭ
Ｐ－ＮｅｕＡｃ水酸化酵素遺伝子の遺伝学的なノックアウト、（ｉｉ）転写後ＲＮＡサイ
レンシング、転写のｄｓＲＮＡ媒介遺伝子サイレンシング、および／またはＣＭＰ－Ｎｅ
ｕＡｃ水酸化酵素遺伝子に対するアンチセンス技術、（ｉｉｉ）ノイラミニダーゼ等の適
当な酵素を用いたＮｅｕＧｃエピトープの酵素的除去が挙げられる。ノイラミニダーゼは
、ＮｅｕＧｃおよびＮｅｕＡｃ細胞表面エピトープを除去する。必要に応じて、基質とし
てシチジン・モノホスホ－Ｎ‐アセチルノイラミン酸（ＣＭＰ－ＮｅｕＡｃ）を使用して
、シアリル転移酵素でさらに処置することによって、ＮｅｕＡｃエピトープを再生するこ
とができる。ＣＭＰ－ＮｅｕＡｃ水酸化酵素遺伝子発現およびそれに必要とされるヌクレ
オチド配列を除去するために遺伝学的に修飾された非ヒト哺乳動物の作製、同様にＮｅｕ
ＧＣエピトープを酵素的に除去する方法は、米国特許出願公開第２００３０１６５４８０
号（特許出願第１０／１３５，９１９号）および第２００５０２２３４１８号（特許出願
第１０／８６３，１１６号）（各々の全体を本明細書中に援用）によって提供される。同
様に、国際公報ＷＯ　２００４／１０８９０４も参照せよ。配列番号１２（１ないし６７
２位にＣＤＳ）は、米国特許出願公開第２００３０１６５４８０号に由来するブタのＣＭ
Ｐ－ＮｅｕＡｃ水酸化酵素遺伝子の部分ｍＲＮＡコーディング配列である。マウスＣＭＰ
－ＮｅｕＡｃ水酸化酵素遺伝子のメジャーおよびマイナーの選択的スプライスによる形態
のｍＲＮＡ配列は、それぞれＧｅｎＢａｎｋ受託番号ＡＢ０６１２７６（配列番号１３、
４６１ないし２１９１位にあるＣＤＳ）およびＡＢ０６１２７７（配列番号１４、６２３
ないし２３５３位にあるＣＤＳ）によって、提供される。
【０１３７】
　α－ガラクトシル・エピトープおよびＮｅｕＧｃエピトープの還元によって特徴付けら
れる動物あるいはその器官または組織もまた、本発明にもとづいて使用することが可能で
ある。本発明の一実施形態では、α－ガラクトシル転移酵素およびＣＭＰ－ＮｅｕＡｃヒ
ドロキシラーゼに関してホモ接合的にネガティブである二倍遺伝子ノックアウト非ヒト哺
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乳動物（例えば、有蹄類）を、非ヒト哺乳動物宿主（および／または置換細胞のドナーお
よび／またはプロバイダ）として使用する。ヘテロ接合ノックアウトは本発明の範囲内で
もある。別の実施形態では、非ヒト哺乳動物宿主（および／またはドナーおよび／または
置換細胞のプロバイダ）は、α－ガラクトシル転移酵素およびＣＭＰ－ＮｅｕＡｃヒドロ
キシラーゼ遺伝子ノックアウト（ホモ接合的に）の両方を有し、少なくとも１つのトレラ
ンス促進生体分子の発現を目的とする導入遺伝子を含む。単純な遺伝子欠失に代わるもの
として、本発明によって使用される遺伝学的なノックアウトを、条件つきで、当該技術分
野で知られているように、遺伝子欠失のための誘導性レコンビナーゼ発現方法およびシス
テム（例えばＣＲＥ－ＬＯＸシステム）を用いて、得ることが可能性である。
【０１３８】
　宿主細胞から外来ドナー細胞および／または外来置換細胞への異種抗原の細胞間移入に
加えて、宿主異種抗原は、生または死宿主細胞および／またはフラグメント（例えば細胞
膜フラグメント）の形で、宿主が宿しているヒト器官または組織に存在することもありえ
る（少なくとも一部の例で）。したがって、本発明の一実施形態は、非ヒト哺乳動物宿主
を遺伝学的に修飾して、宿主からドナー細胞または置換細胞までの細胞間で移動可能では
ない少なくとも１つの異種抗原（例えば細胞間で移動可能でない異種抗原宿主膜内外タン
パク質）の発現を減少または完全に除去することによって、該非ヒト哺乳動物宿主を用い
て、宿主が宿しているヒト細胞再構成器官または組織を、ヒト・レシピエントに対する移
植に対して、より忍容性を高くする方法を提供する。異種抗原膜貫通タンパク質の例とし
ては、ヒト・レシピエント免疫系に関して、非ヒト膜貫通型ＭＨＣクラスＩおよびＭＨＣ
クラスＩＩ分子が挙げられる。
【０１３９】
宿主からドナー器官または組織へのトレランス促進生体分子の移入
　本発明の別の態様は、再構成されたドナー器官または組織のドナー細胞および／または
置換細胞（ヒトおよび／または非ヒト）へ移される際に目的とするレシピエント（例えば
ヒト）の事前選択された型の免疫系に対する再構成産物器官または組織の耐容性を改善す
る少なくとも１つの移動可能な「トレランス促進」生体分子を発現または該発現を高める
ように修飾された非宿主哺乳類を提供する。
【０１４０】
　選択されたＧＰＩアンカー型タンパク質を発現する方法は、確立されている。例えば、
ＤＡＦ（減衰加速因子、ＣＤ５５）、ＭＩＲＬ（反応性溶解の細胞膜抑制因子、ＣＤ５９
）、およびＭＣＰ（細胞膜補因子タンパク質、ＣＤ４６）のヒトまたは非ヒト形態等、い
くつかの補体抑制因子がＧＰＩにアンカーした形態として生ずる。これらの補体阻害剤は
、例えば、免疫寛容または拒絶のための重要な部位である赤血球および内皮上で見出され
る。これらのＧＰＩにアンカーした補体阻害剤の少なくとも１つのヒトまたは非ヒト形態
を発現する、またはその発現を高める（正常な内因性発現に対して）トランスジェニック
非ヒト宿主哺乳動物は、置換細胞で再構成されている、あるいは再構成されると思われる
ドナー器官または組織の動物の宿主として使用される。関連した実施形態は、少なくとも
１つのトレランス促進生体分子を発現させるもので、このトレランス促進生体分子は、例
えば、タンパク質であり、該タンパク質は、自然に存在しないか、または非ヒト哺乳動物
宿主によって、トレランス促進生体分子の発現を増加させるものではなく、例えば、限定
されるものではないが、列挙された補体阻害剤の少なくとも１つであり、それによって、
宿主哺乳動物に常在する外来細胞（ドナー細胞および／または置換細胞）の少なくともい
くつかに対してトレランス促進生体分子の移入または移入の増加をもたらす。
【０１４１】
　さらに、ＧＰＩアンカー型タンパク質またはＧＰＩアンカー型融合タンパクとして、Ｇ
ＰＩをアンカーされた形態では全く発現されない選択されたタンパク質の細胞外領域また
はその一つ以上の選択された部分を発現する方法は、当該技術分野で確立されており、本
方法は、宿主（例えばドナー細胞および／または置換細胞）に常在する外来細胞に対して
選択トレランス促進導入遺伝子産物が移入可能であるトランスジェニック非ヒト哺乳動物
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宿主を生じさせるために、本発明によって使用され得る。
【０１４２】
　ＧＰＩアンカー型タンパク質は、他の膜結合タンパク質と同様に、炭水化物部分の追加
によって、修飾される。例えば、ヒトＣＤ５９は単一のＮ－グリコシル化部位といくつか
の潜在的Ｏ－グリコシル化部位とを有する（Rudd et al.　 The glycosylation of the c
omplement regulatory protein, human erythrocytes CD59. (1997) J. Biol. Chem., 27
2, 7229-7244）。したがって、本発明の一実施形態は、移入可能なトレランス促進生体分
子（例えば、ｈＣＤ５９）を発現するように遺伝学的に修飾され、また、例えば本明細書
中に記載されたような遺伝学的修飾の結果として、α－ガラクトシルまたはＮｅｕＧｃエ
ピトープ等の少なくとも一つの炭水化物異種抗原の発現が減少している、非ヒト宿主哺乳
動物を提供する。そのような宿主を、記載した方法で、宿主器官、組織、および／または
細胞を生きた状態で維持するために、使用することができる。都合のよいことに、そのよ
うな宿主の使用は、望ましくない炭水化物異種抗原によるトレランス促進生体分子の修飾
（例えばトレランス促進タンパク質）を予防し、それによって、宿主が宿しているヒト器
官、組織、および／または細胞に対するそれらの移入を予防する一方で、移入されたトレ
ランス促進生体分子のトレランス促進作用が改善される。
【０１４３】
　別の実施形態は、非ヒト哺乳動物宿主で生きた状態にある再構成キメラまたは少なくと
も実質的にヒト器官を受け入れるするステップを含む方法を提供するもので、該ヒト哺乳
動物宿主は、少なくとも１つの移入可能なトレランス促進生体分子を発現するように、遺
伝学的に修飾されており、また該トレランス促進生体分子は、生体内グリコシル化にさら
され、さらにその後、例えば、外植後、器官または組織産物（例えば、トレランス促進生
体分子に結合されている可能性もある）を酵素的に処置することで、炭水化物移植抗原（
例えば、器官または組織産物に対して宿主から移入されたもの）を除去する。
【０１４４】
　以下の実施例は本発明にもとづくトランスジェニック哺乳類宿主での発現のための種々
のトレランス促進生体分子を例示しており、および／またはそのような宿主を提供する。
【０１４５】
　米国特許第６，８２５，３９５号および米国特許出願公開第２００３０１６５４８０号
（各々その全体を本明細書中に援用）は、ｈＤＡＦを発現するトランスジェニック非ヒト
哺乳動物を提供する。
【０１４６】
　米国特許第６，６３９，１２２号（その全体を本明細書中に援用）は、トランスジェニ
ック・ブタの発現ＨＬＡ－Ｄを提供する。
【０１４７】
　血液凝固阻止剤ヒト組織因子経路阻害剤およびヒルジンの一方または両方の膜連結融合
タンパク質形態を発現するトランスジェニック哺乳動物を、用いることができる。Chen e
t al., Complete inhibition of acute humoral rejection using regulated expression
 of membrane-tethered anticoagulants on xenograft endothelium. Am J Transplant. 
2004 Dec; 4(12):1958-63 および米国特許第６，４２３，３１６号（各々その全体を本明
細書中に援用）を参照せよ。
【０１４８】
　ヒトＨＬＡ－Ｇを発現することによってヒトＮＫ細胞による細胞溶解から保護されるト
ランスジェニック哺乳動物を使うことができる。ヒト・ナチュラル・キラー（ＮＫ）細胞
（ブタ血管内皮細胞を直接溶解することができる）は、異種移植において重要な役割を果
たす。ＨＬＡ－Ｇは、ＮＫ細胞によって影響を受けやすい標的細胞を細胞溶解から保護す
ることに関係した非古典的主組織適合性複合系（ＭＨＣ）クラスＩ分子である（Wang et 
al., A study of HLA-G1 protection of　porcine endothelial cells against human NK
 cell cytotoxicity. Transplant Proc. 2004 Oct; 36(8): 2473-4）。
【０１４９】
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細胞表面ヒトＦａｓリガンドを発現しているトランスジェニック哺乳動物（Ｆａｓ受容体
保持細胞のアポトーシスを誘発）を用いることができる（Rodriguez-Gago et al., Human
 anti-swinegammadelta T-cell xenoreactivity is inhibited by human FasL (Fas liga
nd) expression on swine endothelial cells, Transplantation. 2001 Aug 15; 72(3):5
03-9）。非ヒト哺乳動物宿主で維持されているヒト・ドナー器官または組織のヒト細胞は
、移入宿主抗原のためヒト・レシピエントの免疫系に対して非ヒトと見ることができるこ
とから、本発明は、ヒト・ドナー器官または組織に移入されうるヒトＦａｓＬを宿主にお
いて発現させることにより、ヒトに対するさらなる移植に応じたヒト細胞に対する免疫拒
絶を制限する。ＦａｓＬは、膜貫通タンパク質として天然に存在する。本発明によれば、
トランスジェニック非ヒト宿主哺乳動物において、ヒトＦａｓＬ（例えばＬｅｕ　２８１
に対するアミノ酸Ｌｅｕ　１０７）の細胞外領域は、構成的または誘導的に、単一または
多量体形態で、ＧＰＩアンカー型タンパク質または融合タンパクとして発現し得る。
【０１５０】
　先に述べたように、宿主細胞からドナー細胞および／または置換細胞への異種抗原の細
胞間移入に加えて、宿主異種抗原は、一部の例でも、生または死宿主細胞および／または
フラグメント（例えば細胞膜フラグメント）の形で、再構成された器官または組織産物に
存在し得る。したがって、本発明の一実施形態は、非ヒト哺乳動物宿主を用いて再構成器
官または組織が、ヒト・レシピエントに対する移植に応じて、よりトレランスが良好とな
るようにする方法を提供するもので、該非ヒト哺乳動物宿主を遺伝学的に修飾して、宿主
からドナー細胞までの細胞間を移動可能または移動可能ではない少なくとも１つのトレラ
ンス促進生体分子を発現または該発現を増加させる。このように、トレランス促進生体分
子は、宿主細胞またはフラグメント上に存在する異種抗原に対するレシピエント免疫反応
を少なくとも部分的に改善し、ヒト・レシピエントにおける再構成された器官または組織
に向けたネガティブ免疫応答の一般的な発生を低下させる。宿主細胞フラグメントおよび
／または細胞間マトリックスは、取り除く時間がなかった場合および／または能動的に取
り除かれなかった場合、宿主細胞が選択的に殺害された後にも、再構成された器官または
組織に存在するものであってもよい。再構成されたヒト器官または組織から宿主抗原と細
胞形質成分を取り除く方法は、後述する本発明の更なる実施形態によって提供される。
【０１５１】
条件付け後の実施形態
　本発明のさらなる態様は、再構成器官または組織を条件づける方法を、提供するもので
、該再構成器官または組織はヒト置換細胞を含み、該ヒト置換細胞が非ヒト哺乳動物宿主
によって生きた状態に維持され、ヒト等の事前選択されたタイプのレシピエントの免疫系
によって、トレランスがより良好になる。一実施形態では、再構成器官または組織を哺乳
動物宿主の循環から、例えば宿主からの外植によって、単離し、異種細胞（事前選択され
たレシピエントに関して）から少なくとも部分的に除外される。細胞、異種細胞形質成分
、異種細胞外物質、および／または異種抗原で除外される。関連した実施形態において、
処置された器官または組織は、それから事前選択されたタイプのレシピエントに移植され
る。
【０１５２】
一実施形態では、再構成ドナー器官または組織、例えば宿主から改変器官または組織生成
物または宿主の細胞残屑に移入された再構成ドナー器官または組織（例えば、膜結合タン
パク質および／または炭水化物エピトープに結合した膜）内に存在する非ヒト哺乳動物宿
主由来のメジャーおよび／またはマイナー異種抗原は、少なくとも部分的に、自然の代謝
回転および分解の結果哺乳動物宿主の循環から単離された後、器官または組織から受動的
に除去にされる。
【０１５３】
　別の実施形態では、再構成された産物器官または組織からの異種材料の除去は、哺乳動
物宿主からの単離の後、能動的に促進される。本発明による一例では、非ヒト哺乳動物宿
主の細胞はドナー哺乳動物の細胞および／または置換細胞に対して選択的に殺害可能であ
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って、再構成された器官または組織を該器官または組織に残留した不必要な哺乳動物宿主
細胞を選択的に殺害することが要求される条件（例えば該器官または組織を必要な薬剤と
接触させることにより）にさらす。この殺害プロセスによって生ずる壊死細胞片は、例え
ば、少なくとも部分的に、宿主からの単離後に組織を潅流することによって、器官または
組織から除去される。必要に応じて、例えば潅水を単離された再構成器官または組織を通
して再循環させれば、細片は灌流液から濾過することも可能である。
【０１５４】
　別の実施形態では、再構成された器官または組織内で存在可能である異種細胞表面抗原
は、例えばメディウムの液浸または潅流により、器官を酵素含有メディウムと接触させる
ことにより哺乳動物宿主から単離した後、能動的に摘出または酵素修飾される。例えば、
本発明は、再構成器官または組織に存在する可能性のある炭水化物異種抗原を器官または
組織をメディウムで潅流することによって取り除くことが可能であり、該メディウムは適
当なグリコシダーゼ、例えばαガラクトシル・エピトープと除去するためのαガラクトシ
ダーゼまたはエンドβガラクトシダーゼＣ（エンドＧａｌＣ）ならびに／あるいはＮｅｕ
Ｇｃエピトープを除去するためのニューラミニダーゼを含む（α－ｇａｌに関しては、例
えば、米国特許第6,758,865号、米国特許6,491,912号、米国特許6,331,319; 号、米国特
許6,046,379号、およびMaruyama et al. Xenotransplantation. 2004 Seｐ; 11(5): 444-
51を参照せよ。また、ＮｕｅｕＧｃに関しては、米国特許公開公報第２００３０１６５４
８０号（特許出願第１０／１３５，９１９号）を参照せよ。各々その全体を本明細書中に
援用する）。これらの特定のエピトープは、例えば、宿主として用いた非ヒト哺乳動物が
その発現を完全に除去するように遺伝学的に修飾されていない場合、存在することがある
。
【０１５５】
　同様に本発明は、ＧＰＩアンカー型メジャーおよび／またはマイナー異種抗原（ＧＰＩ
アンカー型タンパク質に連結されるタンパク質または異種抗原部分）を、通常、ホスファ
チジルイノシトール特異性ホスホリパーゼＣ（ＰＩ－ＰＬＣ）またはホスファチジルイノ
シトール特異性ホスホリパーゼＤ（ＰＩ－ＰＬＤ）等の適当な酵素と再構成された器官ま
たは組織とを接触（例えば、液浸または潅流によって）させることによって、ＧＰＩ連結
タンパク質を除去することを定める。適当なホスホリパーゼは、例えば、米国特許第６，
６８９，５９８号、米国特許第６，６３８，７４７号、および米国特許第５，４１８，１
４７号（各々その全体を本明細書中に援用）によって提供される。都合のよいことに、哺
乳動物宿主に起因したＧＰＩアンカー型異種抗原が除去され、その一方で、再構成された
器官または組織産物細胞（例えばヒト置換細胞から誘導されたもの）に特異的な、除去さ
れたＧＰＩアンカー型生体分子が、自然に再生する。
【０１５６】
　別の実施形態は、再構成された器官または組織が哺乳動物宿主の循環からまだ単離され
ないうちに、上記の細胞死誘導処置または酵素処置を開始することまたは少なくとも部分
的に実施することを含む。したがって、宿主の循環系とさらに接触させることで、上記処
置の作用が実質的になされないうちに、再構成された器官または組織を、哺乳動物宿主か
ら単離することができる。
【０１５７】
　器官または組織を還流するための方法およびメディウムは、当該技術分野で十分に開発
されている。適当な方法およびメディウムは、例えば、米国特許6,699,231号、米国特許
６，６９９，２３１号、米国特許６，６７７，１５０号、米国特許６，６８０，３０５号
、米国特許６，６２７，３９３号、米国特許６，５８９，２２３号、米国特許６，５０６
，５４９号、米国特許６，５８９，２２３号、米国特許６，６７７，１５０号、米国特許
６，５８９，２２３号、米国特許６，５２４，７８５号、米国特許６，１００，０８２号
、米国特許５，９６５，４３３号、米国特許５，５８６，４３８号、米国特許５，４９８
，４２７号、米国特許５，５９９，６５９号、米国特許６，４９２，１０３号、および米
国特許５，３６２，６２２号（各々その全体を本明細書中に援用）によって得られる。
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【０１５８】
体外維持実施形態（extracrporeal support embodiments）
　本発明に関連した方法は、再構成器官または組織を維持する非ヒト哺乳動物宿主から再
構成器官または組織を外植するステップと、その後に、しばらくの間、体外維持装置およ
び／または方法を用いて非ヒト哺乳動物宿主から分離して生きた状態で器官または組織を
維持するステップとを含む。体外維持期間中、非ヒト宿主哺乳類由来および／または非ヒ
ト・ドナー哺乳動物（例えば置換細胞による全置換が求められる）から不要に残留してい
る、少なくともいくつかの異種（事前選択されたタイプのレシピエントに関して）細胞、
異種細胞物質、異種細胞外物質、および／または異種抗原が、能動的および／または受動
的に、例えば上記と同一の方法で器官または組織から除去される。一つの関連した実施形
態では、事前選択されたタイプのレシピエントに対して、処置器官または組織を体外維持
期間後に移植する。一実施形態において、体外維持期間は、約１、２、３、４、５、６、
７、１０、または１４日である。別の実施形態において、体外維持期間は、少なくとも１
、２、３、４、５、６、７、１０、または１４日である。
【０１５９】
　生きているドナー器官を維持するための任意のタイプの体外装置および／または方法を
用いることができる。そのような装置のいくつかは、酸素および栄養素を供給するメディ
ウムで被検体器官を潅流させる点で、人工心肺と類似している。このメディウムは、例え
ば、少なくとも部分的には、血液および／または人工血液（例えばヘモグロビン・ベース
の血液代用品または過フッ化炭化水素ベースの血液代用品）にもとづくものであってもよ
い。そのような装置の一例は、トランスメディック簡易型器官保存システム（Transmedic
s Portable Organ Preservation System）（POPS）である。適当な細胞外維持装置および
／または方法は、限定されるものではないが、米国出願公開第２００４０１７１１３８号
、米国特許第６，１００，０８２号、米国特許第６，０４６，０４６号、米国特許第６，
６７７，１５０号、米国特許第６，６７３，５９４号、米国特許第６，６４２，０４５号
、米国特許第６，５８２，９５３号、米国特許第６，７９４，１８２号、米国特許第５，
３２６，７０６号、米国特許第５，４９４，８２２号、米国特許第４，８３７，３９０号
、米国特許第４，１８６，５６５号、米国特許第４，７４５，７５９号、および米国特許
第５，８０７，７３７号（各々その全体を本明細書中に援用）に記載されている。
【０１６０】
　１つの体外維持実施形態は、非ヒト哺乳動物宿主から再構成された器官または組織を外
植するステップと、その後、しばらく間、体外維持により生きた状態でそれを維持するス
テップと、体外維持期間の少なくとも一部分の期間中、先に述べたように、非ヒト宿主細
胞（および／またはドナー細胞）を選択的に殺害および／または器官または組織を酵素処
理して異種抗原を摘出するステップとを含む。関連した方法は、体外維持期間終了後、再
構成器官または組織をレシピエント（例えば、ヒト・レシピエント）に移植するステップ
を含む。
【０１６１】
　別の体外維持実施形態は、上記したように、哺乳動物宿主循環から器官または組織がま
だ分離されないうちに、再構成器官または組織からの宿主細胞の選択的欠失を開始または
少なくとも部分的に実行、および／または器官または組織を酵素的に処置することで異種
抗原を取り除くステップと、宿主循環系とさらに接触させることで処置の効果が実質的に
なされないうちに、器官または組織を外植するステップと、その後に、体外維持により生
きた状態に器官を維持するステップとを含む。上記した処置の１つ以上は、体外維持装置
による器官または組織の維持中に、実行または継続してもよい。関連した方法は、さらに
、体外維持期間の後、再構成された器官または組織をレシピエント（例えばヒト・レシピ
エント）に移植するステップを含む。
【０１６２】
胚または胎児移入実施形態
　本発明のさらなる実施形態は、既に記載したように、宿主へのドナー器官または組織の
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移植よりもむしろ胚または胎児の移入を用いる。自殺遺伝子または任意の種類のネガティ
ブ選択マーカー（形質）の組織特異的発現を提供、さもなければネガティブ選択マーカー
を組織特異的に発現させる導入遺伝子に関してヘテロ接合またはホモ接合である非ヒト哺
乳動物胚または胎児を作製する。胚は、所望のネガティブ選択形質を持つ親動物（例えば
トランスジェニック親動物（例えば、一つ以上の所望の自殺導入遺伝子に関して））に由
来する親配偶子による体外受精によって容易に得られる。胎児は妊娠した動物から得るこ
とができる。
【０１６３】
　１つの方法では、親動物の各々は一般に導入遺伝子または組織特異的ネガティブ選択形
質に関してホモ接合であり、得られる胚または胎児はどれも形質に関してホモ接合である
。もし片方の親がその形質に関してホモ接合であり、また他方がその形質を持たないこと
に関してホモ接合である場合、その子孫の全てがホモ接合である。片親が形質に関して少
なくともヘテロ接合体（および形質が優位）である限り、その形質に関してヘテロ接合で
ある胚および胎児を作製および選択することができる。
【０１６４】
　次に胚または胎児を、代理母動物は同一組織特異的自殺遺伝子形質発現についてトラン
スジェニックではなく、また一般的な事柄として同一の組織特異的ネガティブ選択マーカ
ーを発現していない、同一または異なる種の代理母動物に移入する。移入された胚または
胎児は、代理母によって維持される。例えば、胚は当該技術分野で知られている方法によ
って、偽妊娠雌に、例えば移入することができる。胎児は、例えば、すでに妊娠した代理
母動物の子宮に、外科的に移植することができる。
【０１６５】
　胎児（母親体内に移転または移入された胚から母親体内で成長）のネガティブ選択形質
を母親が欠いていることから、ネガティブ選択形質を発現する胎児組織の細胞を、この母
親の対応組織に対して、条件的かつ選択的に削除することができる。代理母もまた、ネガ
ティブ選択形質を発現する胎児の器官または組織の細胞を選択的に殺すことによって、胎
児が損なっているであろう代謝的機能に関する代償的なサポートを提供する。
【０１６６】
　したがって、ネガティブ選択形質を発現する器官または組織の置換細胞を、胎児に導入
することができ、ネガティブ選択形質を発現している細胞を削除する１セットの条件を胎
児に提供することで、それらの移植および拡大を促進することができる。一条件セットが
プロドラッグ等の少なくとも一種類の化学剤を含む場合、それが胎盤を通過することが可
能な限り、母親への投与によって間接的に胎児へ導入する事が可能である。置換細胞を、
ネガティブ選択処置前、後、および／またはその途中で、カテーテルからの輸液によって
胎児に導入することが可能であり、または標的器官または組織に注射してもよい。ひとた
び置換細胞を移植すると、さらなるネガティブ選択処置を用いることで置換細胞による器
官または組織の選択的な再形成が促進される。
【０１６７】
　この実施形態の長所は、Beschornerの発明とは対照的に、ここでは、ネガティブ選択形
質に関するホモ接合の胎児が使われるということにある。
【０１６８】
　実施形態の一変形例では、置換細胞はヒト細胞または該ヒト細胞を含むものである。別
の実施形態では、置換細胞は非ヒト細胞を含む。別の変形例では、母親および胚または胎
児は同一の種、例えば同一の有蹄類、例えば両方ともブタ由来とする。
【０１６９】
　実施形態の別の変形例では、少なくとも部分的に再構成された器官または組織を、胎児
個体が誕生した後に、該胎児個体内で成長させる。さらに別の変形例では、胎児由来、別
の哺乳類（例えばヒト）の胎児である誕生後の個体由来の再構成組織または器官を移植す
るさらなるステップを含む。別の変形例では、母および胎児の一方または両方が非ヒト哺
乳動物であり、該非ヒト哺乳動物は、本明細書中に記載したような異種抗原の発現が低下
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される遺伝学的修飾等による改変がなされる。例えば、置換細胞が非ヒトでもある場合、
置換細胞は遺伝学的修飾等の改変をおこなうことで、異種抗原の発現を低下させることも
可能である。この実施形態の再構成器官または組織はまた、任意の条件付け後処置（例え
ば、酵素処置、および／または上記の体外維持法）を施すことができる。
【０１７０】
一般的な異種抗原関連および条件付け後処置の実施形態
　本発明者はまた、本明細書中に記載したような移動可能異種抗原の発現が減少した宿主
を使用することで、任意の種類のヒト細胞および／またはヒト細胞含有組成物（例えば、
ヒトまたはキメラ・ヒト、非ヒト器官または組織、例えば体の一部、固体もしくは分散し
た組織型等）を維持および／または拡大するための別な利点が、特にそのような細胞また
はヒト細胞含有組成物がヒトに移植される場合、提供されることを見出した。限定される
ものではないが、これには非ヒト哺乳動物宿主によって維持される生存または死亡してい
るヒト・ドナー由来のヒト器官または組織もしくはその一部分が含まれる。一変形例では
、ヒト器官または組織は、非ヒト宿主に移植する際に、既に機能的に発達しており、例え
ば、発達の出生後段階にあるドナーに由来するものであってもよい。異なる変形例では、
ヒト器官または組織は、非ヒト宿主に移植する際に、発達の原基段階にまだある。そのよ
うな原基は、宿主に対する移植に応じて、機能している器官または組織の中でその成長お
よび分化を続けることが可能である。発達のための宿主哺乳動物に対する原基の移植法は
、米国特許出願公開第２００４０１９１２２８号、第２００４０１３６９７２号、第２０
０４００８２０６４号、第２００３０１９８６２８号、第２００３００９６０１６号、お
よび第２００３００８６９０９号に開示されている（各々その全体を本明細書中に援用）
。異種性を低減させた動物宿主で維持されるキメラ・ヒト、非ヒト哺乳動物器官または組
織を任意の方法、例えばBeschornerの促進細胞置換法により、または促進置換することな
く非ヒト哺乳動物（例えば胎児または出生後の個体）へのヒト細胞の導入により（例えば
米国特許出願公開第２００２０１０００６５号（特許出願第０９／８９５，８９５号）お
よび第２００３００９６４１０号（特許出願第０９／１７８，０３６号の方法）により、
作製することが可能である。
【０１７１】
　したがって、非ヒト動物（例えば、非ヒト哺乳動物）でヒト細胞を培養する一般的方法
を提供する。この方法は、任意の形態のヒト細胞（例えば、ヒト器官またはヒト固体もし
くは分散組織、あるいは上記したようなヒト細胞含有組成物）を、ヒト細胞に対して少な
くとも実質的に免疫学的に寛容（トレランス）であり、遺伝学的修飾、さもなければ修飾
または処置されることで、α－ガラクトシル・エピトープおよび／またはＮｅｕＧｃエピ
トープ等の少なくとも１つの異種抗原の発現（ヒト免疫系に関して定義）を低下させ、そ
れによってヒト細胞へ移される異種抗原の量を低下させる、非ヒト宿主動物（例えば、非
ヒト哺乳動物）に、導入するステップと、一定期間（例えば、少なくとも２日、または少
なくとも１週間もしくは少なくとも１ヶ月）にわたって宿主動物内で細胞を維持するステ
ップとを、含む。関連した方法は、さらに、動物宿主からヒト細胞を除去する方法を含む
。
【０１７２】
　宿主がα－ガラクトシル・エピトープの発現を低下させるために修飾される場合には、
例えば、それをα（1,3）ガラクトシル転移酵素合成および／またはｉＧｂ３合成酵素合
成α－ガラクトシル・エピトープの発現が低下するように修飾することが可能である。
【０１７３】
　もう一つの変形例では、次にヒト細胞と宿主細胞との混合物を宿主から除去し、宿主細
胞を選択的に殺害することで、少なくとも実質的に純粋なヒト細胞組成物を得る。本明細
書中に述べられるように、宿主動物（または置換細胞）の選択的欠失が可能になるように
遺伝学的に修飾した宿主動物または置換細胞を、この場合に用いることができる。
【０１７４】
　異なる変形例では、次にヒト細胞含有組成物を動物宿主から除去し、少なくとも１つの
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酵素的処置による後条件付けをおこない、上記したように、宿主異種抗原を除去する。
【０１７５】
　さらに別の変形例では、非ヒト動物を宿主としたヒト細胞含有組成物を宿主から除去し
、例えば少なくとも１、２、３、４、７、または３０日間にわたって、体外維持される。
【０１７６】
　実施形態のさらなる変形例またはその任意の上記変形例では、ヒト細胞含有組成物、例
えば、機能的に成長したヒト器官または組織を、必要に応じて、ヒト患者に対して移植す
ることができる。このようにして、例えば、ヒト器官または組織を、必要があるまで、非
ヒト動物宿主体内に生きた状態で預けておくことができる。関連した変形例において、ヒ
ト小児、青年期、または成人に関して、機能的に発達した固形ヒト器官または組織または
少なくともその実質的な部分（例えばヒト肝臓、膵臓、腎臓、心臓または肺）を維持する
ために、宿主はサイズ設定される。例えば、有蹄類の宿主（例えばブタ、ヒツジ、および
ウシ）を、適当なサイズに設定することができる。
【０１７７】
　遺伝学的に修飾された動物は、突然変異（例えば欠失、置換、逆位、転移および／また
は挿入）等の遺伝学的修飾および／または現在もしくは任意の先の世代で導入された導入
遺伝子（トランスジェニック動物）を含む動物である。異種抗原の発現を減少または完全
除去するドナーまたは宿主動物の修飾は、任意の種類（例えば遺伝学的修飾または後成的
修飾）のものであってよく、また宿主が修飾を含む限り、それは任意の現在または先の世
代で導入されるものであってもよい。転写産物（例えば必要な開始コドンまたはリボソー
ム結合配列の除去）の発現を抑える、あるいは機能性タンパク質の発現を抑える遺伝子ま
たは対立遺伝子を不活性化する遺伝学的修飾は、任意の種類のものであってよく、例えば
、遺伝子の転写を減らすか、排除する遺伝子のプロモーターの突然変異を含むものであっ
てよい。遺伝子配列の遺伝子突然変異は、任意の種類（例えばその欠失、挿入、置換、逆
位および／または組合せ）によるものであってもよい。異種抗原の発現を低下させ得る宿
主のもう一種類の遺伝学的修飾は、導入遺伝子の宿主（任意の現在または先の世代）への
統合を含むもので、該導入遺伝子は、異種抗原の発現を低下させる作用がある遺伝子産物
（例えばＲＮＡまたはタンパク質）を作製する。一実施例では、選択された遺伝子（例え
ばタンパク質異種抗原のための、または異種抗原－生成酵素のための遺伝子）のｍＲＮＡ
転写産物をサイレンシングするＲＮＡ－サイレンシング分子の発現（例えば、構成的であ
るか誘導性）を駆動させるゲノムに統合された導入遺伝子が使われる。別の例では、異種
抗原を切断または改変する遺伝子の発現（例えば、構成的または誘導性）を駆動するゲノ
ムに統合された導入遺伝子を使用する。さらに別の実施例においては、異種抗原－生成酵
素と基質を争う酵素を産生する遺伝子の発現（例えば、構成的または誘導性）を駆動する
ゲノムに統合した導入遺伝子を使うことができる。後天的修飾により、遺伝子の活性を減
少させることも、完全に除去することもできる。例えば、遺伝子のプロモーターおよび／
または遺伝子の他の部分の二重鎖ＲＮＡ媒介遺伝子サイレンシングは、遺伝子の翻訳をサ
イレンシングすることができる。理論によって制限されるものではないが、ＲＮＡ媒介遺
伝子サイレンシングはＤＮＡレベルで遺伝子のメチル化および／または他の修飾によって
媒介されると考えられている。
【０１７８】
　本明細書中に言及される用語の「ヒト細胞」として、ヒト細胞およびヒト細胞から誘導
された細胞（ヒト細胞由来細胞）が挙げられる。限定されるものではないが、例えば、初
代培養細胞および継代培養細胞、非不死化、不死化、または条件的（conditional）不死
化ヒト細胞、少なくとも実質的にヒト細胞、遺伝学的に修飾されたヒト細胞、後成的に修
飾されたヒト細胞、および無修飾ヒト細胞が挙げられる。ヒト細胞によって細胞再構成さ
れた器官または組織が指定のヒト・レシピエントに移植される本発明の実施形態の一変形
例では、使用する置換細胞は該指定されたレシピエントから誘導されたものである。ヒト
細胞で細胞再構成される器官または組織は、ヒト・レシピエントに移植される本発明の実
施形態のもう一つの変形例において、所定のＨＬＡ型を有するヒト置換細胞を用いて器官
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または組織の細胞再構成をおこなうことで、再構成された器官または組織がレシピエント
に適合し得るようにする。下位変形例においては、目的とするヒト・レシピエントのＨＬ
Ａ型を決定した後、目的とするレシピエントのＨＬＡ型を最も少なく実質的に適合させる
置換細胞を使用して、本発明にもとづく器官または組織の細胞再構成をおこなう。ヒト細
胞で細胞再構成される器官または組織がヒト・レシピエントに移植される本発明の実施形
態のさらに別の変形例では、ＨＬＡ決定基が１つ以上欠けた修飾ヒト置換細胞を使用する
。下位の変形例において、ヒト置換細胞は、移植に対するＨＬＡ決定基の障壁に関して、
少なくとも実質的に普遍的に受け入れられる。
【０１７９】
　当業者は、本発明にもとづく宿主、ドナーおよび／または置換細胞として使われる非ヒ
ト哺乳動物または細胞株またはそのプロバイダに対して、任意の内在性レトロウイルスを
除去するために遺伝学的修飾を施すことができることを、理解するであろう。ここで、内
在性レトロウイルスは、動物または細胞株のゲノムで特徴的に存在すると思われる。例え
ば、ブタ内在性レトロウイルス（ＰＥＲＶ）を欠いたブタを、本発明による哺乳動物宿主
、ドナーおよび／または置換細胞のプロバイダとして使用してもよい。
【０１８０】
　発行された米国特許を、本明細書中では、「米国特許」と記し、その後に特許番号を付
した。公開された米国特許出願を、本明細書中では、「米国特許出願公開」と記し、その
後に公開番号を付した。この開示で引用した特許、特許出願、遺伝子配列、論文、および
他の刊行物の各々は、あたかも本明細書中に述べられるかのように、その全体を本明細書
中に援用する。
【０１８１】
　この開示のどこかで引用または引用されていないかもしれない以下の米国特許は、その
全体を本明細書中に援用する。米国特許第６，９２３，９５９号、米国特許第６，９１６
，６５４号、米国特許第６，９１１，２２０号、米国特許第６，８２５，３９５号、米国
特許第６，７９４，１８２号、米国特許第６，７５８，８６５号、米国特許第６，７３４
，２９５号、米国特許第６，７１８，９８６号、米国特許第６，７００，０３７号、米国
特許第６，６９９，２３１号、米国特許第６，６８９，５９８号、米国特許第６，６８０
，３０５号、米国特許第６，６７７，１５０号、米国特許第６，６７３，９８７号、米国
特許第６，６７３，５９４号、米国特許第６，６６０，９０５号、米国特許第６，５５８
，６６３号、米国特許第６，４９８，２８５号、米国特許第６，６４９，５９５号、米国
特許第６，６４２，０４５号、米国特許第６，６３９，１２２号、米国特許第６，６３８
，７４７号、米国特許第６，６２７，３９３号、米国特許第６，５８９，２２３号、米国
特許第６，５８２，９５３号、米国特許第６，５７６，４６４号、米国特許第６，５６２
，６１９号、米国特許第６，５２４，７８５号、米国特許第６，５２１，４４８号、米国
特許第６，５１４，７５２号、米国特許第６，５０６，５４９号、米国特許第６，５００
，９２９号、米国特許第６，４９５，７３５号、米国特許第６，４９２，１０３号、米国
特許第６，４９１，９１２号、米国特許第６，４６９，２２９号、米国特許第６，４４７
，７６７号、米国特許第６，４２３，３１６号、米国特許第６，３６８，５７２号、米国
特許第６，４１３，７６９号、米国特許第６，３６８，５７２号、米国特許第６，３５３
，１５０号、米国特許第６，３４２，３４４号、米国特許第６，３３１，６５８号、米国
特許第６，３３１，３１９号、米国特許第６，３２５，９９９号、米国特許第６，２９６
，８４６号、米国特許第６，２８０，７１８号、米国特許第６，２５８，９９８号、米国
特許第６，２５５，４７４号、米国特許第６，２５２，１３６号、米国特許第６，２４５
，５６６号、米国特許第６，２１５，０３９号、米国特許第６，１９４，６３５号、米国
特許第６，１８７，７５７号、米国特許第６，１７２，１９０号、米国特許第６，１６６
，２８８号、米国特許第６，１３６，９５４号、米国特許第６，１３２，７０８号、米国
特許第６，１２９，９１１号、米国特許第６，１００，４４３号、米国特許第６，１００
，０８２号、米国特許第６，０９３，８７２号、米国特許第６，０９０，６２２号、米国
特許第６，０６０，０４９号、米国特許第６，０４６，３７９号、米国特許第６，０４６
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，０４６号、米国特許第６，０３０，８３３号、米国特許第６，０１８，０９６号、米国
特許第５，９７６，５２４号、米国特許第５，９６５，４３３号、米国特許第５，９２５
，８０２号、米国特許第５，９１２，４１１号、米国特許第５，８７１，９９７号、米国
特許第５，８６６，７５７号、米国特許第５，８４９，９９１号、米国特許第５，８２１
，１１７号、米国特許第５，８０７，７３７号、米国特許第５，７５２，９２９号、米国
特許第５，７０９，８４３号、米国特許第５，６７２，３４６号、米国特許第５，６５２
，３７３号、米国特許第５，６４３，７４６号、米国特許第５，６３９，９３９号、米国
特許第５，６３３，４２６号、米国特許第５，６２５，１２７号、米国特許第５，５９９
，６５９号、米国特許第５，５８９，３６２号、米国特許第５，５８６，４３８号、米国
特許第５，５５６，９５４；　号、米国特許第５，５２３，２２６号、米国特許第５，４
９８，４２７号、米国特許第５，４９４，８２２号、米国特許第５，４７６，９９７号、
米国特許第５，４１８，１４７号、米国特許第５，４１６，２６０号、米国特許第５，３
６２，６２２号、米国特許第５，３２６，７０６号、米国特許第４，８３７，３９０号、
米国特許第４，７４５，７５９号、および米国特許第４，１８６，５６５号。
【０１８２】
　この開示のどこかで引用または引用されていないかもしれない以下の米国特許出願公開
は、全体を本明細書中に援用する。米国特許出願公開第２００５０２６８３４７号（特許
出願第１０／８５７，６１３号）、米国特許出願公開第２００５０２６６５６１号（米国
特許出願第１０／９９６，２１７号）、米国特許出願公開第２００５０２６５９９５号（
米国特許出願第１１／１１６，９３９号）、米国特許出願公開第２００５０２２３４１８
　（米国特許出願第１０／８６３，１１６号）、米国特許出願公開第２００５０２０１９
９０号（米国特許出願第１１／０７６，６６８号）、米国特許出願公開第２００５０１７
７８８３号（米国特許出願第１０／４７０，７８５号）、米国特許出願公開第２００５０
１７６１３９号（米国特許出願第１１／０３２，１５３号）、米国特許出願公開第２００
５０１７０４５２号（米国特許出願第１０／５００，２４０号）、米国特許出願公開第米
国特許出願公開番号第．　２００５０１６４２１０号（米国特許出願第１０／　７６３，
４７９号）、米国特許出願公開第２００５０１５５０９５号（米国特許出願第１０／９８
１，９３５号）、米国特許出願公開第２００５０１５５０９４号（米国特許出願第１０／
５０３，４６４号）、米国特許出願公開第２００５０１４８０７２号（米国特許出願第１
０／９４４，９１９号）、米国特許出願公開第２００５０１４２１２１号（米国特許出願
第１０／９４９，４１１号）、米国特許出願公開第２００５０１２５８５３号（米国特許
出願第１０／５０５，７６０号）、米国特許出願公開第２００５０１２０４００号（米国
特許出願第１０／４９９，４０７号）、米国特許出願公開第２００５０１１２１２２号（
米国特許出願第１０／９３３，９３３号）、米国特許出願公開第２００５０１０８７８３
号（米国特許出願第１０／９４７，９２０号）、米国特許出願公開第２００５０１０８７
８０号（米国特許出願第１０／８９４，１９４号）、米国特許出願公開第２００５００７
６３９９号（米国特許出願第１０／５００，７４８号）、米国特許出願公開第２００５０
０２８２３０号（米国特許出願第１０／８４３，０３８号）、米国特許出願公開第２００
４０２６８４２４号（米国特許出願第１０／６４６，９７０号）、米国特許出願公開第２
００４０２５８６６９号（米国特許出願第１０／７０１，７８９号）、米国特許出願公開
第２００４０２０９３５７号（米国特許出願第１０／７６９，６８６号）、米国特許出願
公開第２００４０１９１２２８号（米国特許出願第１０／４８７，９４４号）、米国特許
出願公開第２００４０１８００４１　（Ｓｅｒ．　Ｎｏ　１０／８０９，５５６号）、米
国特許出願公開第２００４０１７１８２４号（米国特許出願第１０／４６９，８８１号）
、米国特許出願公開第２００４０１７１１５５号（米国特許出願第１０／７６２，８８８
号）、米国特許出願公開第２００４０１７１１３８号（米国特許出願第１０／６４０，８
６７号）、米国特許出願公開第２００４０１３６９７２号（米国特許出願第１０／７５９
，０３３号）、米国特許出願公開第２００４０１１０２８６号（米国特許出願第１０／　
３１３，１９５号）、米国特許出願公開第２００４００７３９６３号（米国特許出願第１
０／３６２，４２９号）、米国特許出願公開第２００３０２２４３５０号（米国特許出願
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第１０／１１３，６６４号）、米国特許出願公開第２００３０２１１０９８号（米国特許
出願第１０／１８１，８９６号）、米国特許出願公開第２００３０２０６８９１号（米国
特許出願第１０／３４１，９６７号）、米国特許出願公開第２００３０２０３４２７号（
米国特許出願第１０／１２５，９９４号）、米国特許出願公開第２００３０１６５４８０
号（米国特許出願第１０／１３５，９１９号）、米国特許出願公開第２００３０１４７８
５９号（米国特許出願第０９／８８１，７２１号）、米国特許出願公開第２００３０１３
１３６５号（米国特許出願第１０／１７２，４５９号）、米国特許出願公開第２００３０
１１５６１６号（米国特許出願第１０／２４３，０８７号）、米国特許出願公開第２００
３００９６４１０号（米国特許出願第０９／　１７８０３６号）、米国特許出願公開第２
００３００９２１７４号（米国特許出願第１０／１４７，２８６号）、米国特許出願公開
第２００３００８６９０９号（米国特許出願第０９／２２２，４６０号）、米国特許出願
公開第２００３００６８８１８号（米国特許出願第１０／１０５，９６３号）、米国特許
出願公開第２００３００６８８１８号（米国特許出願第１０／１０５，９６３号）、米国
特許出願公開第２００３００４９２３５号（米国特許出願第０９／４７７，７３７号）、
米国特許出願公開第２００３００１４７７０号（米国特許出願第１０／０９８，２７６号
）、米国特許出願公開第２００３００６８３０８号（米国特許出願第１０／１３２，４４
３号）、米国特許出願公開第２００３０００３５７４号（米国特許出願第１０／０９９，
５３９号）、米国特許出願公開第２００３０００３０８３号（米国特許出願第１０／１６
９，０２８号）、米国特許出願公開第２００３０１９８６２８号（米国特許出願第１０／
　３９５，５５２号）、米国特許出願公開第２００２０１９７２４０号（米国特許出願第
１０／１４６，０９２号）、米国特許出願公開第２００２０１８７９７２号（米国特許出
願第０９／９４９，２７８号）、米国特許出願公開第２００２０１６４５７１号（米国特
許出願第０９／７９８，７９０号）、米国特許出願公開第２００２０１０００６５号（米
国特許出願第０９／８９５，８９５号）、米国特許出願公開第２００２００９０３７０号
（米国特許出願第０９／７５３，００７号）、米国特許出願公開第２００２００３１４９
４号（米国特許出願第１０／２５４，０７７号）、米国特許出願公開第２００１００５３
３６２号（米国特許出願第０９／８０２，３５０号）、および米国特許出願公開第２００
１００４９１３９号（米国特許出願第０８／　８１６，７５０号）。　
【０１８３】
　さらに、以下の国際特許出願公開および該国際特許出願公開に関連する米国特許出願を
各々その全体を本明細書中に援用する。ＰＣＴ／ＵＳ２００４／０１８１０６および米国
特許仮出願第６０／４７６，３９６号（優先権主張の基礎をなす）の国際特許出願公開第
ＷＯ　２００４／１０８９０４　Ａ２号、ＰＣＴ／ＵＳ２００３／０２９２５１、米国特
許仮出願第６０／４１１，７９０号（優先権主張の基礎をなす）、米国国内段階第１０／
５２７，５８７号の国際特許出願公開第ＷＯ２００４／０２７０２９Ａ２号、ならびにＰ
ＣＴ／ＵＳ２００３／０２５１９９および米国特許仮出願第６０／４０３，４０５号（優
先権主張の基礎をなす）の国際特許出願公開第ＷＯ２００４／０１６７４２Ａ２号）。　
【０１８４】
　理解すべきことは、この開示に述べられる実施形態および実施例は、本発明の種々の態
様の例示を意図しており、その範囲を限定するものではない。本発明の精神および範囲内
にある多くの実施形態および変形例はこの開示を検討することで当業者にとって明らかで
あろうことである。
【図面の簡単な説明】
【０１８５】
【図１】図１Ａ：自殺遺伝子を発現するトランスジェニック動物の作製に使用し得る導入
遺伝子コンストラクトを示す模式図である。図１Ｂ：自殺遺伝子を発現するトランスジェ
ニック動物の作製に使用し得る導入遺伝子コンストラクトを示す模式図である。図１Ｃ：
自殺遺伝子を発現するトランスジェニック動物の作製に使用し得る導入遺伝子コンストラ
クトを示す模式図である。
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【図１】

【配列表】
2008526318000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成19年8月31日(2007.8.31)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
置換細胞によってドナー器官または組織を再構成する方法であって、
　ヒトまたは非ヒト哺乳動物ドナーから固形器官または固形組織あるいはその一固形部分
を、該ドナー器官または組織あるいはその一部を生きた状態で維持する非ヒト哺乳動物宿
主に、移植するステップであり、前記ドナー器官または組織の少なくとも一部の細胞が、
前記宿主細胞および前記置換細胞と比較して、少なくとも実質的に選択的に殺害可能であ
る、ステップと、
　前記ドナー器官または組織あるいはその一部を前記宿主に移植した後に、前記ドナー器
官または組織あるいはその一部の内因性ドナー細胞の少なくとも一部を選択的に殺害する
ステップと、
　前記ドナー器官または組織あるいはその一部に置換細胞を導入して、前記移植された器
官または組織あるいはその一部の内因性ドナー細胞と置き換えるステップと、を含み、
　前記内因性ドナー細胞の少なくとも一部を選択的に殺害するステップは、前記置換細胞
による前記ドナー細胞の置換を促進する、前記方法。
【請求項２】



(45) JP 2008-526318 A 2008.7.24

前記ドナー器官または組織が、広範囲活性プロモーターの制御下にあるネガティブ選択マ
ーカー遺伝子を有することで、１セットの１つ以上の条件に反応して選択的に殺害可能で
ある前記ドナー器官または組織の細胞型が少なくともかなりの割合を占めるようにし、
　前記非ヒト宿主哺乳動物の細胞と置換細胞とが、前記ドナー細胞を殺害する前記１セッ
トの１つ以上の条件に反応して実質的に殺害可能ではなく、ならびに、 
　少なくとも一部のドナー細胞を選択的に殺害するステップが１セットの１つ以上の条件
の適用を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記ネガティブ選択マーカー遺伝子が自殺遺伝子である、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
前記ドナー器官または組織へ置換細胞を導入するステップが、
　前記ドナー器官または組織あるいはその一部を前記宿主に移植する前に、前記置換細胞
を導入することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
前記置換細胞を前記ドナー器官または組織あるいはその一部に導入するステップが、
　前記ドナー器官または組織あるいはその一部を前記ドナー哺乳動物から取り除く前に、
前記置換細胞を前記ドナー器官または組織に導入することを含む、請求項４に記載の方法
。
【請求項６】
前記ドナーが非ヒト哺乳類動物である、請求項４に記載の方法。
【請求項７】
前記置換細胞を前記ドナー器官または組織に導入するステップが、
　前記固形器官または固形組織あるいはその一固形部分が、非ヒト宿主哺乳動物に対する
移植ためのドナーから除去される前に、それに既に取り込まれた置換細胞を含むように、
成長における胎児または新生児段階の過程で幹細胞を前記ドナー哺乳動物に導入するもの
である、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
前記置換細胞を前記ドナー器官または組織に導入するステップが、
　前記ドナー器官または組織あるいはその一部を前記宿主に移植した後に、前記置換細胞
を移植することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
前記ドナー動物が非ヒト哺乳動物である、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
前記置換細胞がヒト細胞を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
前記置換細胞が本質的にヒト細胞からなる、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
前記器官または組織が腎臓、肺、心臓、肝臓、および膵臓からなる群から選択される、請
求項１に記載の方法。
【請求項１３】
前記置換細胞がヒト細胞を含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
ドナー器官または組織を置換細胞によって再構成する方法であって、
　ヒトまたは非ヒト哺乳動物ドナーから固形器官または固形組織あるいはその一固形部分
を、該ドナー器官または組織あるいはその一部を生きた状態で維持する非ヒト哺乳動物宿
主に移植するステップであり、前記ドナー器官または組織の少なくとも一部の細胞の成長
が、１セットの１つ以上の条件に反応して選択的に阻害可能であり、および宿主細胞の内
因性細胞の成長が、１セットの１つ以上の条件によって実質的に阻害可能でない、ステッ
プと、
　前記ドナー器官または組織の細胞の少なくとも一部分の成長を、前記１セットの１つ以
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上の条件を提供することによって前記宿主に前記器官または組織が移植された後に、選択
的に阻害するステップと、
　ヒト置換細胞を前記ドナー器官または組織に導入するステップとを含み、
　前記置換細胞の成長が、前記１セットの１つ以上の条件によって実質的に阻害可能では
ない、前記方法。
【請求項１５】
前記ヒト置換細胞を前記ドナー器官または組織に導入するステップが、前記器官または組
織あるいはその一部を前記宿主に移植する前に、前記置換細胞を導入することを含む、請
求項１４の方法。
【請求項１６】
非ヒト動物によって維持される事前選択された器官または組織あるいはその一部に形質が
限定される前記非ヒト動物を提供する方法であって、
　　ヒト・ドナーまたは非ヒト動物ドナーから事前選択された固形器官または固形組織あ
るいはその一固形部分を、該固形器官または固形組織あるいはその一固形部分が生きた状
態で維持される非ヒト動物宿主に移植するステップを含み、
　移植されたドナー固形器官または固形組織あるいはその一固形部分の内因性細胞型の少
なくとも一部は、所望の形質を持ち、
　前記宿主動物の内因性細胞は、少なくとも実質的に前記形質を持たない、前記方法。
【請求項１７】
前記形質が、ネガティブ選択マーカーの誘導性または構成的または発生的に調節された発
現を含む、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
前記形質が、１セットの一つ以上の既知の条件に反応した細胞死または成長阻害に対する
感受性を含む、請求項１６に記載の方法。
【請求項１９】
前記形質が、事前選択された導入遺伝子の誘導性または構成性または発生的に調節された
発現を含む、請求項１６に記載の方法。
【請求項２０】
前記導入遺伝子の発現が、広範囲活性プロモーターの制御下にある、請求項１９に記載の
方法。
【請求項２１】
前記事前選択された導入遺伝子が、事前選択された自殺遺伝子または事前選択された成長
阻害遺伝子である、請求項１９に記載の方法。
【請求項２２】
前記ドナーおよび宿主が、同一種の非ヒト動物である、請求項１６に記載の方法。
【請求項２３】
前記ドナーおよび宿主が、同一種の非ヒト哺乳動物である、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
置換細胞によって器官または組織を再構成する方法であって、
　ネガティブ選択マーカーまたは成長阻害形質の器官または組織特異的発現に関してヘテ
ロ接合またはホモ接合である少なくとも１つの非ヒト哺乳動物胚または胎児を提供するス
テップと、
　少なくとも実質的には前記ネガティブ選択マーカーを発現しない同一または異なる種の
代理母動物に対して前記少なくとも１つの胚または胎児を移入することで、前記移入され
た胚または胎児を、代理母により生きた状態で維持し、前記代理母の体内で成長を続けさ
せる、ステップと、
　置換細胞を、前記代理母動物に対する移入の前または後に前記胎児に移入、あるいは前
記移入された胚から成長する胎児に移入するステップと、
　前記移入された胎児または前記移入された胚から成長する前記胎児の器官または組織の
細胞の少なくとも一部を、実質的に代理母の対応する細胞を害することなく、選択的に殺
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害または成長阻害を与えることで、前記置換細胞で前記胎児の器官または組織集団を高め
るステップと、を含み、
　前記選択的殺害または成長阻害が、前記ネガティブ選択マーカーまたは成長阻害形質に
、少なくとも部分的にもとづいている、前記方法。
【請求項２５】
前記置換細胞がヒト細胞を含む、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
ヒト細胞を非ヒト哺乳動物宿主で維持する方法であって：
　ヒト細胞を非ヒト哺乳動物宿主に導入するステップを含み、
　前記宿主が少なくとも実質的にヒト細胞に免疫学的にトレランスであり、
　前記ヒト細胞が前記宿主によって維持され、かつ
　前記宿主が通常のヒト免疫系に関して規定される少なくとも１つの異種抗原の発現を低
下させるように修飾または処理されている、前記方法。
【請求項２７】
　前記少なくとも１つの異種抗原がＧａｌα(１,３)Ｇａｌエピトープを含む、請求項２
６に記載の方法
【請求項２８】
　前記宿主がヒト免疫系に関して規定される少なくとも１つの異種抗原の発現を低下させ
る少なくとも１つの修飾を含む、請求項２６に記載の方法。
【請求項２９】
　前記宿主がＧａｌα(１,３)Ｇａｌエピトープの発現を低下させる少なくとも１つの遺
伝的修飾を含む、請求項２６に記載の方法。
【請求項３０】
　さらに、前記宿主を処理して、ヒト免疫系に関して規定された少なくとも１つの異種抗
原の該宿主による発現を低下するようにする工程を含む、請求項２６に記載の方法。
【請求項３１】
　前記宿主が宿主細胞の選択的削除を可能にするように遺伝的に修飾されている、請求項
２６に記載の方法。
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