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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒト化CD47遺伝子を備えるゲノムを有する齧歯類であって、
　前記ヒト化CD47遺伝子は、ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7および齧歯類CD47遺伝子のエ
クソン7の下流のエクソンを備え；
　前記ヒト化CD47遺伝子は、ヒトCD47ポリペプチドの一部および齧歯類CD47ポリペプチド
の細胞内部分を備えるヒト化CD47ポリペプチドをコードし；
　前記ヒトCD47ポリペプチドの前記一部は、前記ヒトCD47ポリペプチドの細胞外ドメイン
および膜貫通ドメインを備え、そして、前記ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7によってコー
ドされ；
　前記齧歯類CD47ポリペプチドの前記細胞内部分が、前記齧歯類CD47遺伝子のエクソン7
の下流のエクソンによってコードされており；
　前記ヒト化CD47遺伝子は、内因性齧歯類CD47遺伝子座において内因性齧歯類CD47プロモ
ーターに動作可能なように連結されており；そして
　前記齧歯類がマウスまたはラットである、齧歯類。
【請求項２】
　前記ヒト化CD47遺伝子が、前記齧歯類CD47遺伝子のエクソン1をさらに備える、請求項1
に記載の齧歯類。
【請求項３】
　前記ヒト化CD47遺伝子が、内因性齧歯類CD47遺伝子座における内因性齧歯類CD47遺伝子
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のエクソン2～7を備えるゲノム断片の、前記ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7を備えるゲノ
ム断片による置き換えによって形成される、請求項1または請求項2に記載の齧歯類。
【請求項４】
　前記齧歯類が、ヒトSIRPαポリペプチドの細胞外部分と、内因性齧歯類SIRPαポリペプ
チドの細胞内部分とを備えるSIRPαポリペプチドをコードするSIRPα遺伝子をさらに備え
、前記SIRPαポリペプチドはCD47と相互作用する、請求項1～3のいずれか一項に記載の齧
歯類。
【請求項５】
　前記SIRPα遺伝子が内因性齧歯類SIRPα遺伝子のエクソン1、5、6、7および8、ならび
にヒトSIRPα遺伝子のエクソン2～4を備えている、請求項4に記載の齧歯類。
【請求項６】
　ヒト化CD47遺伝子を備えるゲノムを有する単離された齧歯類細胞または組織であって、
　前記ヒト化CD47遺伝子は、ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7および齧歯類CD47遺伝子のエ
クソン7の下流のエクソンを備え；
　前記ヒト化CD47遺伝子は、ヒトCD47ポリペプチドの一部および齧歯類CD47ポリペプチド
の細胞内部分を備えるヒト化CD47ポリペプチドをコードし；
　前記ヒトCD47ポリペプチドの前記一部は、前記ヒトCD47ポリペプチドの細胞外ドメイン
および膜貫通ドメインを備え、そして、前記ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7によってコー
ドされ；
　前記齧歯類CD47ポリペプチドの前記細胞内部分が、前記齧歯類CD47遺伝子のエクソン7
の下流のエクソンによってコードされており；
　前記ヒト化CD47遺伝子は、内因性齧歯類CD47遺伝子座において内因性齧歯類CD47プロモ
ーターに動作可能なように連結されており；そして
　前記単離された齧歯類細胞または組織は、単離されたマウス細胞もしくは組織、または
単離されたラット細胞もしくは組織である、単離された齧歯類細胞または組織。
【請求項７】
　前記ヒト化CD47遺伝子が、前記齧歯類CD47遺伝子のエクソン1をさらに備える、請求項6
に記載の単離された齧歯類細胞または組織。
【請求項８】
　前記単離された齧歯類細胞が、単離されたマウス胚性幹細胞または単離されたラット胚
性幹細胞である、請求項6または7に記載の単離された齧歯類細胞または組織。
【請求項９】
　請求項8に記載の単離された胚性幹細胞を含む齧歯類胚。
【請求項１０】
　齧歯類モデルの作製における、請求項8に記載の胚性幹細胞の使用。
【請求項１１】
　齧歯類を提供する方法であって、前記方法は、
　(i)齧歯類ゲノムを、改変されたゲノムがヒト化CD47遺伝子を備えるように改変するこ
とであって、
　　前記ヒト化CD47遺伝子は、ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7および齧歯類CD47遺伝子の
エクソン7の下流のエクソンを備え；
　　前記ヒト化CD47遺伝子は、ヒトCD47ポリペプチドの一部および齧歯類CD47ポリペプチ
ドの細胞内部分を備えるヒト化CD47ポリペプチドをコードし；
　　前記ヒトCD47ポリペプチドの前記一部は、前記ヒトCD47ポリペプチドの細胞外ドメイ
ンおよび膜貫通ドメインを備え、そして、ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7によってコード
され；
　　前記齧歯類CD47ポリペプチドの前記細胞内部分が、前記齧歯類CD47遺伝子のエクソン
7の下流のエクソンによってコードされており；そして
　　前記ヒト化CD47遺伝子は、内因性齧歯類CD47遺伝子座において内因性齧歯類CD47プロ
モーターに動作可能なように連結されており、
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　　前記齧歯類がマウスまたはラットであり
　　前記改変することが、
　　(a)齧歯類胚性幹細胞の内因性齧歯類CD47遺伝子座にゲノム断片を挿入することであ
って、前記ゲノム断片はヒトCD47遺伝子のエクソン2～7を備えており、それによりヒト化
CD47遺伝子を前記内因性齧歯類CD47遺伝子座において形成すること、および
　　(b)(a)のヒト化CD47遺伝子を備える齧歯類胚性幹細胞を得ること
を含む、こと；ならびに
　(ii)(i)(b)の齧歯類胚性幹細胞を使用して齧歯類を生成すること
を含む、方法。
【請求項１２】
　前記ヒト化CD47遺伝子が、前記齧歯類CD47遺伝子のエクソン1をさらに備える、請求項1
1に記載の方法。
【請求項１３】
　ヒト細胞の生着を評価する方法であって、前記方法は、請求項1～5のいずれか一項に記
載の齧歯類におけるヒト細胞の生着を評価することを含む、方法。
【請求項１４】
　前記ヒト細胞が造血幹細胞である、請求項13に記載の方法。
【請求項１５】
　ヒト細胞を標的とする薬剤の治療有効性を評価する方法であって、前記方法は、
　一つ以上のヒト細胞が移植されている請求項1～5のいずれか一項に記載の齧歯類に薬剤
候補を投与すること、および
　前記齧歯類中のヒト細胞をモニターし、前記薬剤候補の治療有効性を決定すること
を含む、方法。
【請求項１６】
　ヒトCD47タンパク質の調節物質候補が赤血球の凝集を誘導するかを評価する方法であっ
て、前記方法は、
　請求項1～5のいずれか一項に記載の齧歯類から単離された赤血球を、前記調節物質候補
の存在下でインキュベートすること；および
　前記調節物質候補が前記赤血球の凝集を誘導するかどうかを評価すること
を含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、2014年12月5日に出願され、その全体が参照により本明細書に援用される米
国仮特許出願第62/087,992号明細書の利益を主張するものである。
配列表の参照による組み込み
【０００２】
　2015年11月23日に作製され、EFS-Webを介して米国特許商標庁に提出された32584_10108
WO01_SequenceListing.txtという名称の96.0KBのASCIIテキストファイルの形態をとる配
列表が、参照により本明細書に組み込まれる。
【背景技術】
【０００３】
　癌治療は、4つの主要なカテゴリーに分類することができる：化学療法／放射線療法、
ホルモン療法、標的化療法、そして免疫療法である。医学研究と開発の焦点は標的化療法
に向けられ、顕著な改善がなされてきたが、癌は世界中の患者および医療産業にとって今
なお大きな課題である。この大きな課題は、部分的には、自然免疫系および獲得免疫系の
モニタリング機構をうまく逃れるという癌細胞の能力によるものであり、これは一部には
貪食クリアランスが阻害された結果である。現在のところ、癌細胞の貪食クリアランスを
活性化するよう設計された新たな癌治療に有力な療法を最適に決定するためのインビボ系
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は存在せず、どのようにして癌細胞がマクロファージと貪食細胞に阻害シグナルを送るか
の分子的側面を決定するためのインビボ系も存在しない。かかる系により、インビボで貪
食およびマクロファージの機能を分析するための手段が提供され、そして免疫系に貪食促
進シグナルを誘導する抗腫瘍環境をもたらすことを標的とした新たな癌療法が特定される
。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　本発明は、新たな癌治療を特定および開発するための改善システムを許容する非ヒト動
物を設計することが望ましいという認識を包含するものである。本発明はまた、ヒト造血
幹細胞の改善された生着を許容する非ヒト動物を設計することが望ましいという認識を包
含するものである。さらに、本発明はまた、たとえばCD47の阻害に関連した全身毒性を克
服する癌療法の特定および開発における使用のための、ならびに腫瘍細胞貪食のCD47介在
性の阻害を克服する癌療法の特定および開発における使用のための、ヒト化CD47遺伝子を
有する非ヒト動物、および／またはヒトCD47ポリペプチドもしくはヒト化CD47ポリペプチ
ドを発現する、含有する、または産生する非ヒト動物が望ましいという認識を包含するも
のであり、およびより広範なヒトの細胞型のホメオスタシスの上昇をもたらす、ヒト造血
系幹細胞の生着に対し、より効率的なインビボ系を提供するものである。
【０００５】
　一部の実施形態では、本発明は、二つの異なる種（例えば、ヒトおよび非ヒト）からの
遺伝物質を含むCD47遺伝子を備えるゲノムを有する非ヒト動物を提供する。一部の実施形
態では、本明細書に記述された非ヒト動物のCD47遺伝子は、ヒトおよび非ヒト部分を含む
CD47ポリペプチドをコードしており、この場合において、ヒトおよび非ヒト部分は互いに
連結して機能的CD47ポリペプチドを形成する。
【０００６】
　一部の実施形態では、本発明の非ヒト動物は、内因性部分およびヒト部分を備えるCD47
遺伝子を備え、この場合において、内因性部分およびヒト部分は内因性プロモーターと動
作可能なように連結されている。
【０００７】
　一部の実施形態では、内因性部分は内因性CD47遺伝子のエクソン1、およびエクソン7の
下流のエクソンを備える。一部の特定実施形態では、内因性CD47のエクソン1、およびエ
クソン7の下流のエクソンは、表3に示されるマウスCD47遺伝子の対応するエクソン1、お
よびエクソン7の下流のエクソンに対し、少なくとも50%、少なくとも55%、少なくとも60%
、少なくとも65%、少なくとも70%、少なくとも75%、少なくとも80%、少なくとも85%、少
なくとも90%、少なくとも95%、または少なくとも98%同一である。一部の実施形態では、
内因性CD47のエクソン1、およびエクソン7の下流のエクソンは、表3に示されるマウスCD4
7遺伝子の対応するエクソン1、およびエクソン7の下流のエクソンと同一である。
【０００８】
　一部の実施形態では、ヒト部分は、ヒトCD47ポリペプチドのアミノ酸16～292をコード
する。一部の実施形態では、ヒト部分は、ヒトCD47ポリペプチドのアミノ酸19～292をコ
ードする。一部の実施形態では、ヒト部分は、ヒトCD47ポリペプチドのアミノ酸19～141
をコードする。一部の実施形態では、ヒト部分は、ヒトCD47ポリペプチドのアミノ酸19～
127をコードする。一部の実施形態では、ヒト部分は、ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7を
備える。
【０００９】
　一部の実施形態では、ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7は、表3に示されるヒトCD47遺伝
子の対応するエクソン2～7に対し、少なくとも50%、少なくとも55%、少なくとも60%、少
なくとも65%、少なくとも70%、少なくとも75%、少なくとも80%、少なくとも85%、少なく
とも90%、少なくとも95%、または少なくとも98%同一である。一部の実施形態では、ヒトC
D47遺伝子のエクソン2～7は、表3に示されるヒトCD47遺伝子の対応するエクソン2～7と同
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一である。
【００１０】
　一部の実施形態では、本発明の非ヒト動物は、ヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分およ
び内因性CD47ポリペプチドの細胞内部分を備えるCD47ポリペプチドを発現している。一部
の実施形態では、CD47ポリペプチドは、ヒトCD47ポリペプチドの膜貫通部分を備えている
。他の実施形態では、CD47ポリペプチドは、非ヒトCD47ポリペプチドの膜貫通部分を備え
ている。一部の実施形態では、CD47ポリペプチドは、非ヒトシグナルペプチドとともに、
非ヒト動物の細胞中で翻訳される。一部の特定実施形態では、非ヒトシグナルペプチドは
、齧歯類（例えば、マウスまたはラット）のシグナルペプチドである。
【００１１】
　一部の実施形態では、本発明のCD47ポリペプチドは、内因性非ヒトCD47遺伝子から発現
される。
【００１２】
　一部の実施形態では、内因性CD47ポリペプチドの細胞内部分は、表3に示されるマウスC
D47ポリペプチドの細胞質内尾部に対し、少なくとも50%、少なくとも55%、少なくとも60%
、少なくとも65%、少なくとも70%、少なくとも75%、少なくとも80%、少なくとも85%、少
なくとも90%、少なくとも95%、または少なくとも98%同一であるアミノ酸配列を有する細
胞質内尾部を備えている。一部の実施形態では、内因性CD47ポリペプチドの細胞内部分は
、表3に示されるマウスCD47ポリペプチドの細胞質内尾部と同一であるアミノ酸配列を有
する細胞質内尾部を備えている。
【００１３】
　一部の実施形態では、ヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分は、ヒトCD47ポリペプチドの
19～141残基に相当するアミノ酸を備えている。一部の実施形態では、ヒトCD47ポリペプ
チドの細胞外部分は、ヒトCD47ポリペプチドの19～127残基に相当するアミノ酸を備えて
いる。一部の実施形態では、ヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分は、表3に示されるヒトC
D47ポリペプチドの細胞外部分の対応するアミノ酸配列に対し、少なくとも50%、少なくと
も55%、少なくとも60%、少なくとも65%、少なくとも70%、少なくとも75%、少なくとも80%
、少なくとも85%、少なくとも90%、少なくとも95%、または少なくとも98%同一であるアミ
ノ酸配列を備えている。一部の実施形態では、ヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分は、表
3に示されるヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分の対応するアミノ酸配列と同一であるア
ミノ酸配列を備えている。
【００１４】
　一部の実施形態では、本発明は、本明細書に記述された非ヒト動物のCD47遺伝子により
コードされるCD47ポリペプチドを提供する。一部の特定実施形態では、コードされるCD47
ポリペプチドは、配列番号17、配列番号18、配列番号19、または配列番号20に対し、少な
くとも50%、少なくとも55%、少なくとも60%、少なくとも65%、少なくとも70%、少なくと
も75%、少なくとも80%、少なくとも85%、少なくとも90%、少なくとも95%、または少なく
とも98%同一であるアミノ酸配列を備えている。一部の特定実施形態では、コードされるC
D47ポリペプチドは、配列番号17、配列番号18、配列番号19、または配列番号20と同一で
あるアミノ酸配列を備えている。
【００１５】
　一部の実施形態では、本発明は、ヒトCD47遺伝子の一つ以上のエクソンと動作可能なよ
うに連結された非ヒトCD47遺伝子の一つ以上のエクソンを備えたヒト化CD47遺伝子を提供
する。一部の特定実施形態では、本発明のヒト化CD47遺伝子は、CD47ポリペプチドの細胞
内部分をコードする非ヒトのエクソン、およびヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分をコー
ドするヒトのエクソンを備えている。一部の実施形態では、ヒト化CD47遺伝子はまた、ヒ
トCD47ポリペプチドの膜貫通部分をコードするヒトのエクソンを備えている。一部の特定
実施形態では、本発明のヒト化CD47遺伝子は、全部または一部のシグナルペプチド、およ
びCD47ポリペプチドの細胞内部分をコードする非ヒトエクソン、ならびにCD47ポリペプチ
ドの細胞外部分および任意選択で膜貫通部分をコードするヒトのエクソンを備えている。



(6) JP 6730277 B2 2020.7.29

10

20

30

40

50

【００１６】
　一部の実施形態では、本発明は、本明細書に記述された非ヒト動物からの単離細胞また
は組織を提供する。一部の実施形態では、本発明は、本明細書に記述されたCD47遺伝子を
備える単離細胞または組織を提供する。一部の実施形態では、細胞は、樹状細胞、リンパ
球（例えば、Ｂ細胞またはＴ細胞）、マクロファージ、および単球から選択される。一部
の実施形態では、組織は、脂肪、膀胱、脳、乳房、骨髄、目、心臓、腸、腎臓、肝臓、肺
、リンパ節、筋肉、膵臓、血漿、血清、皮膚、脾臓、胃、胸腺、精巣、卵子、およびこれ
らの組み合わせから選択される。
【００１７】
　一部の実施形態では、本発明は、そのゲノムが本明細書に記述されるCD47遺伝子を備え
る非ヒト胚性幹細胞を提供する。一部の実施形態では、非ヒト胚性幹細胞はマウスの胚性
幹細胞であり、129系、C57BL/6系、またはBALB/c系由来である。一部の実施形態では、非
ヒト胚性幹細胞はマウスの胚性幹細胞であり、129系およびC57BL/6系の混合物由来である
。
【００１８】
　一部の実施形態では、本発明は、非ヒト動物を作るための本明細書に記述された非ヒト
胚性幹細胞の利用法を提供する。一部の特定実施形態では、非ヒト胚性幹細胞はマウスの
胚性幹細胞であり、本明細書に記述されるCD47遺伝子を備えるマウスを作製するために使
用される。一部の特定実施形態では、非ヒト胚性幹細胞はラットの胚性幹細胞であり、本
明細書に記述されるCD47遺伝子を備えるラットを作製するために使用される。
【００１９】
　一部の実施形態では、本発明は、本明細書に記述されるCD47遺伝子を備える非ヒト胚性
幹細胞を備える、それから作製される、それから得られる、またはそれから生じる非ヒト
胚を提供する。一部の特定実施形態では、非ヒト胚は、齧歯類の胚である。一部の実施形
態では、齧歯類の胚は、マウスの胚である。一部の実施形態では、齧歯類の胚は、ラット
の胚である。
【００２０】
　一部の実施形態では、本発明は、内因性CD47遺伝子からCD47ポリペプチドを発現させる
非ヒト動物を作製する方法を提供するものであり、この場合において、当該CD47ポリペプ
チドは、ヒト配列を備えており、当該方法は、非ヒト胚性幹細胞中でゲノム断片を内因性
CD47遺伝子に挿入することであって、当該ゲノム断片は全部または一部のヒトCD47ポリペ
プチドをコードするヌクレオチド配列を備えていること、全部または一部のヒトCD47ポリ
ペプチドをコードするヌクレオチド配列を備えた内因性CD47遺伝子を備えた非ヒト胚性幹
細胞を得ること、および全部または一部のヒトCD47ポリペプチドをコードする当該ヌクレ
オチド配列を備えた非ヒト胚性幹細胞を用いて非ヒト動物を作製すること、を含む。
【００２１】
　一部の実施形態では、ヒト配列はヒトCD47ポリペプチドの19～141（または19～292）残
基に相当するアミノ酸を備える。一部の実施形態では、ヒト配列はヒトCD47ポリペプチド
の19～127残基に相当するアミノ酸を備える。
【００２２】
　一部の実施形態では、ヌクレオチド配列はヒトCD47遺伝子のエクソン2～7を備える。一
部の実施形態では、ヌクレオチド配列は一つ以上の選択マーカーを備える。一部の実施形
態では、ヌクレオチド配列は一つ以上の部位特異的組み換え部位を備える。
【００２３】
　一部の実施形態では、当該方法はさらに、非ヒト胚性幹細胞の内因性SIRPα遺伝子にゲ
ノム断片を挿入する工程であって、当該ゲノム断片は、全部または一部のヒトSIRPαポリ
ペプチドをコードする（たとえばヒトSIRPαポリペプチドの細胞外部分をコードする）ヌ
クレオチド配列を備えている工程を含む。一部の特定実施形態では、全部または一部のヒ
トSIRPαポリペプチドをコードする（たとえばヒトSIRPαポリペプチドの細胞外部分をコ
ードする）ヌクレオチド配列を備えたゲノム断片は、内因性CD47遺伝子への挿入の前に、
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非ヒト胚性幹細胞の内因性SIRPα遺伝子へと挿入される。
【００２４】
　一部の実施形態では、当該方法はさらに、ヒトCD47ポリペプチドの全部または一部をコ
ードするヌクレオチド配列を含む内因性CD47遺伝子を備える非ヒト動物と、第二の非ヒト
動物を交配させることであって、当該第二の非ヒト動物は、ヒトSIRPαポリペプチドの細
胞外部分（たとえばヒトSIRPαポリペプチドの28～362残基に相当するアミノ酸）と、内
因性SIRPαポリペプチドの細胞内部分を備えたSIRPαポリペプチドをコードするSIRPα遺
伝子を備えたゲノムを有していることを含む。
【００２５】
　一部の実施形態では、本発明は、そのゲノムが、内因性CD47ポリペプチドの細胞内部分
に連結されているヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分をコードするCD47遺伝子を備えてい
る非ヒト動物を提供する方法を提供するものであり、当該方法は、非ヒト動物のゲノムが
、内因性CD47ポリペプチドの細胞内部分に連結されたヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分
をコードするCD47遺伝子を備えるよう、非ヒト動物ゲノムを改変し、それにより当該非ヒ
ト動物を提供することを含む。一部の実施形態では、CD47遺伝子は、内因性非ヒトCD47ポ
リペプチドの細胞内部分に連結されているヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分および膜貫
通部分を備えるCD47ポリペプチドをコードしている。他の実施形態では、CD47遺伝子は、
内因性非ヒトCD47ポリペプチドの膜貫通部分および細胞内部分に連結されたヒトCD47ポリ
ペプチドの細胞外部分を備えるCD47ポリペプチドをコードしている。
【００２６】
　一部の実施形態では、非ヒト動物のゲノム改変は、非ヒト胚性幹細胞にて行われる。一
部の特定実施形態では、非ヒト胚性幹細胞は齧歯類胚性幹細胞であり、一部の実施形態で
はマウス胚性幹細胞、一部の実施形態ではラット胚性幹細胞である。
【００２７】
　一部の実施形態では、当該方法はさらに、非ヒト動物のゲノムが、内因性SIRPαポリペ
プチドの細胞内部分に連結されたヒトSIRPαポリペプチドの細胞外部分（たとえばヒトSI
RPαポリペプチドの28～362残基に相当するアミノ酸）をコードするSIRPα遺伝子を備え
るよう非ヒト動物のゲノムを改変することを含む。一部の特定実施形態では、非ヒト動物
のゲノムが、内因性SIRPαポリペプチドの細胞内部分に連結されたヒトSIRPαポリペプチ
ドの細胞外部分（たとえばヒトSIRPαポリペプチドの28～362残基に相当するアミノ酸）
をコードするSIRPα遺伝子を備えるよう非ヒト動物のゲノムを改変することは、非ヒト動
物のゲノムが、内因性CD47ポリペプチドの細胞内部分に連結されているヒトCD47ポリペプ
チドの細胞外部分および任意選択で膜貫通部分をコードするCD47遺伝子を備えるよう非ヒ
ト動物のゲノムを改変する前に行われる。
【００２８】
　一部の実施形態では、当該方法はさらに、そのゲノムが、内因性CD47ポリペプチドの細
胞内部分に連結されているヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分をコードするCD47遺伝子を
備えている非ヒト動物と、第二の非ヒト動物を交配させることであって、当該第二の非ヒ
ト動物は、ヒトSIRPαポリペプチドの細胞外部分（たとえばヒトSIRPαポリペプチドの28
～362残基に相当するアミノ酸）、および内因性SIRPαポリペプチドの細胞内部分を備え
たSIRPαポリペプチドをコードするSIRPα遺伝子を備えたゲノムを有していること、を含
む。
【００２９】
　一部の実施形態では、本発明は、本明細書に記述された方法によって得られた非ヒト動
物を提供する。
【００３０】
　一部の実施形態では、本発明は、非ヒト動物にヒト細胞を生着させる方法を提供するも
のであり、当該方法は、そのゲノムが内因性CD47ポリペプチドの細胞内部分に連結されて
いるヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分をコードするCD47遺伝子を備えている非ヒト動物
を提供する工程と、当該非ヒト動物に一つ以上にヒト細胞を移植すること、を含む。一部
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の特定実施形態では、当該方法はさらに、当該非ヒト動物中の一つ以上ヒト細胞の生着を
分析する工程を含む。一部の特定実施形態では、分析工程は、一つ以上の野生型非ヒト動
物、またはそのゲノムが内因性CD47ポリペプチドの細胞外部分に連結されているヒトCD47
ポリペプチドの細胞外部分をコードするCD47遺伝子を備えていない一つ以上の非ヒト動物
における生着に対して、一つ以上のヒト細胞の生着を比較することを含む。
【００３１】
　一部の実施形態では、ヒト細胞は造血幹細胞である。一部の実施形態では、ヒト細胞は
、静脈内に移植される。一部の実施形態では、ヒト細胞は、腹腔内に移植される。一部の
実施形態では、ヒト細胞は、皮下に移植される。
【００３２】
　一部の実施形態では、本発明は、ヒト細胞を標的とする薬剤の治療効果を評価する方法
を提供するものであり、当該方法は、そのゲノムが、内因性CD47ポリペプチドの細胞内部
分に連結されているヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分をコードするCD47遺伝子を備えて
いる非ヒト動物を提供すること、当該非ヒト動物に一つ以上のヒト細胞を移植すること、
当該非ヒト動物に薬剤候補を投与すること、および当該薬剤候補の治療効果を決定するた
めに当該非ヒト動物中のヒト細胞をモニターすること、を含む。
【００３３】
　一部の実施形態では、ヒト細胞は、癌細胞であり、薬剤候補は、抗癌剤候補である。一
部の特定実施形態では、薬剤候補は、抗体である。
【００３４】
　一部の実施形態では、非ヒト動物はさらにヒト免疫細胞を備えている。一部の特定実施
形態では、薬剤候補は、ヒトCD47、および移植されたヒト癌細胞上の抗原に結合する二特
異性抗体である。
【００３５】
　一部の実施形態では、本発明は、そのゲノムが、内因性CD47ポリペプチドの細胞内部分
に連結されているヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分をコードするCD47遺伝子を含む一つ
以上の細胞を提供すること、当該一つ以上の細胞を標識基質とともにインキュベートする
こと、および当該一つ以上の細胞による当該標識基質の貪食を測定すること、を含む方法
を提供する。一部の実施形態では、基質は、蛍光標識されている。一部の実施形態では、
基質は、抗体で標識されている。一部の実施形態では、基質は、一つ以上の赤血球である
。一部の実施形態では、基質は、一つ以上の細菌細胞である。一部の実施形態では、基質
は、一つ以上の腫瘍細胞である。
【００３６】
　一部の実施形態では、本発明は、そのゲノムが、内因性CD47ポリペプチドの細胞内部分
に連結されているヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分をコードするCD47遺伝子を含んでい
る非ヒト動物を提供すること、当該非ヒト動物を抗原に曝露すること、および当該非ヒト
動物の一つ以上の細胞による抗原の貪食を測定すること、を含む方法を提供する。一部の
実施形態では、当該曝露工程は、蛍光標識された抗原に、当該非ヒト動物を曝露すること
を含む。一部の実施形態では、当該曝露工程は、抗原を備える一つ以上の細胞に、当該非
ヒト動物を曝露することを含む。一部の実施形態では、当該曝露工程は、抗原を備える一
つ以上のヒト細胞、または抗原を備える一つ以上の細菌細胞に対し、当該非ヒト動物を曝
露することを含む。一部の実施形態では、当該曝露工程は、抗原で形質転換され、当該抗
原が一つ以上の形質転換細胞の表面上に発現される、一つ以上の細胞に対し、当該非ヒト
動物を曝露することを含む。一部の実施形態では、当該曝露工程は、抗原を備える一つ以
上の腫瘍細胞に対し、当該非ヒト動物を曝露することを含む。
【００３７】
　一部の実施形態では、本発明は薬剤またはワクチンの特定または検証の方法を提供し、
当該方法は、そのゲノムが内因性CD47ポリペプチドの細胞内部分に連結されているヒトCD
47ポリペプチドの細胞外部分をコードするCD47遺伝子を含む非ヒト動物に対し、薬剤また
はワクチンを送達する工程、および当該薬剤もしくはワクチンに対する免疫反応、当該薬
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剤もしくはワクチンの安全性プロファイル、または疾患もしくは状態に対する効果のうち
の一つ以上をモニターする工程、を含む。一部の実施形態では、安全性プロファイルのモ
ニタリングには、非ヒト動物が、薬剤またはワクチン送達の結果として副作用または有害
反応を呈するかどうかを決定することを含む。一部の実施形態では、副作用または有害反
応は、罹患率、死亡率、体重の変化、一つ以上の酵素レベルの変化（例えば、肝臓）、一
つ以上の臓器の重量の変化、機能の喪失（例えば、感覚、運動、臓器など）、一つ以上の
疾患に対する感受性の増加、非ヒト動物のゲノムの改変、食物摂取および一つ以上の疾患
の合併症の増加または減少から選択される。
【００３８】
　一部の特定実施形態では、本発明は、薬品としての使用など医学で使用するための薬剤
またはワクチンの開発での本明細書に記述された非ヒト動物の利用法を提供する。
【００３９】
　一部の実施形態では、本発明は、癌または新生物を治療するための医薬の製造における
、本明細書に記述された非ヒト動物の利用法を提供する。
【００４０】
　一部の実施形態では、本発明は、ヒト細胞を標的とする治療剤の有効性を評価するため
の、本明細書に記述される非ヒト動物の使用を提供する。さまざまな実施形態で、本発明
の非ヒト動物にヒト細胞が移植され、当該ヒト細胞を標的とする薬剤候補が、当該動物に
投与される。一部の実施形態では、薬剤の投与後に、当該非ヒト動物中のヒト細胞をモニ
ターすることにより、当該薬剤の有効性が決定される。
【００４１】
　一部の実施形態では、本発明は、治療または診断のための薬剤（例えば、抗体）の開発
および／または特定における使用のための、本明細書に記述される非ヒト動物または細胞
を提供する。
【００４２】
　一部の実施形態では、本発明は、癌または新生物の治療、予防、または改善のための薬
剤（例えば、抗体）の開発および／または特定における使用のための、本明細書に記述さ
れる非ヒト動物または細胞を提供する。
【００４３】
　一部の実施形態では、本発明は、ヒトCD47を標的とする薬剤の薬物動態を評価する方法
を提供するものであり、当該方法は、本明細書に記述される非ヒト動物に薬剤を投与する
工程、およびヒトCD47を標的とする薬剤の一つ以上の薬物動態特性を決定するためのアッ
セイを行う工程、を含む。
【００４４】
　一部の実施形態では、本発明は、ヒトCD47を標的とする薬剤の標的毒性（on-target　t
oxicity）を評価する方法を提供するものであり、当該方法は、本明細書に記述される非
ヒト動物に薬剤を投与する工程、および薬剤の標的毒性に関連した一つ以上のパラメータ
ーに関するアッセイを行う工程、を含む。
【００４５】
　一部の実施形態では、本発明は、ヒトCD47を標的とする薬剤の標的外毒性（off-target
　toxicity）を評価する方法を提供するものであり、当該方法は、本明細書に記述される
非ヒト動物に薬剤を投与する工程、および薬剤の標的外毒性に関連した一つ以上のパラメ
ーターに関するアッセイを行う工程、を含む。
【００４６】
　多くの実施形態では、本明細書に記述される非ヒト動物は、そのゲノムが、内因性CD47
ポリペプチドの細胞内部分に連結されているヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分をコード
するCD47遺伝子を含む齧歯類であり、一部の実施形態では、齧歯類はマウスであり、一部
の実施形態では、齧歯類はラットである。
【００４７】
　一部の実施形態では、ヒトCD47を標的とする薬剤はCD47拮抗薬である。一部の特定実施
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形態では、CD47拮抗薬は、抗CD47抗体である。一部の実施形態では、ヒトCD47を標的とす
る薬剤はCD47作動薬である。
【００４８】
　さまざまな実施形態で、本発明のCD47遺伝子は本明細書に記述されるCD47遺伝子を含む
。さまざまな実施形態で、本発明のCD47ポリペプチドは本明細書に記述されるCD47ポリペ
プチドを含む。
【００４９】
　さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物は、全長内因性非ヒトCD47ポリペプチドを
検出可能な程度には発現しない。さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物は、内因性
CD47ポリペプチドの細胞外部分を検出可能な程度には発現しない。さまざまな実施形態で
、本発明の非ヒト動物は、内因性CD47ポリペプチドおよび内因性SIRPαポリペプチドの両
方の細胞外部分を検出可能な程度には発現しない。
【００５０】
　さまざまな実施形態で、ヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分は、本明細書に記述される
ヒトCD47ポリペプチドの19～141残基に相当するアミノ酸を備えている。
【００５１】
　さまざまな実施形態で、ヒトCD47ポリペプチドのN末端イムノグロブリンVドメインは、
本明細書に記述されるヒトCD47ポリペプチドの19～127残基に相当するアミノ酸を備えて
いる。
【００５２】
　さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物、細胞、組織、胚性幹細胞、および／また
は胚は、ヒトSIRPαポリペプチドの細胞外部分（たとえば、ヒトSIRPαポリペプチドの28
～362残基に相当するアミノ酸）および内因性SIRPαポリペプチドの細胞内部分を備えるS
IRPαポリペプチドをコードするSIRPα遺伝子をさらに備えるゲノムを有している。
【００５３】
　さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物は齧歯類であり、一部の実施形態ではマウ
スであり、一部の実施形態ではラットである。
【００５４】
　本明細書で使用される場合、「約」および「およそ」という用語は同意義として使用さ
れる。約／およその有無に関わらず、本明細書で使用される任意の数字は、当業者によっ
て理解される任意の正常変動を網羅することが意図される。
【００５５】
　本発明のその他の特徴、目的および利益は、以下の詳細な説明において明らかである。
しかし、当該詳細な説明は、本発明の実施形態を示しているが、それらは例示の目的で提
示されているものであり、限定を目的として提示されていないことを理解されたい。本発
明の範囲内のさまざまな変更および修正は、詳細説明から当業者には明らかとなるであろ
う。
　例えば、本発明の実施形態の一部の例が以下に示される。
（項目１）
　内因性齧歯類CD47ヌクレオチド配列およびヒトCD47ヌクレオチド配列を備えるCD47遺伝
子を備える齧歯類であって、前記CD47遺伝子が内因性齧歯類CD47プロモーターと動作可能
なように連結されている、前記齧歯類。
（項目２）
　前記内因性齧歯類CD47ヌクレオチド配列が、内因性齧歯類CD47遺伝子のエクソン1、お
よびエクソン7の下流のエクソンを備えている、項目1に記載の齧歯類。
（項目３）
　前記内因性齧歯類CD47遺伝子のエクソン1、およびエクソン7の下流のエクソンが、表3
に示されるマウスCD47遺伝子の対応するエクソン1、およびエクソン7の下流のエクソンに
対し、少なくとも90%、または少なくとも95%同一である、項目2に記載の齧歯類。
（項目４）
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　前記ヒトCDヌクレオチド配列がヒトCD47ポリペプチドのアミノ酸19～127、19～141、ま
たは16～292をコードする、項目1～3のいずれか一項に記載の齧歯類。
（項目５）
　前記ヒトCDヌクレオチド配列がヒトCD47遺伝子のエクソン2～7を備える、項目1～3のい
ずれか一項に記載の齧歯類。
（項目１２）
　前記ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7が、表3に示されるヒトCD47遺伝子の対応するエク
ソン2～7に対し、同一であるか、または少なくとも90%もしくは95％同一である、項目5に
記載の齧歯類。
（項目１３）
　ヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分および任意選択で膜貫通部分、ならびに内因性齧歯
類CD47ポリペプチドの細胞内部分を備えるCD47ポリペプチドを発現する齧歯類。
（項目１４）
　前記CD47ポリペプチドが齧歯類シグナルペプチドとともに前記齧歯類の細胞において翻
訳される、項目13に記載の齧歯類。
（項目２１）
　前記内因性齧歯類CD47ポリペプチドの細胞内部分が、表3に示されるマウスCD47ポリペ
プチドの細胞質内尾部と同一であるか、または少なくとも90%もしくは少なくとも95％同
一であるアミノ酸を有している細胞質内尾部を備える、項目13に記載の齧歯類。
（項目２２）
　前記ヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分が、ヒトCD47ポリペプチドの19～141残基に相
当するアミノ酸を備える、項目13～14および21のいずれか一項に記載の齧歯類。
（項目２９）
　前記ヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分が、表3に示されるヒトCD47ポリペプチドの細
胞外部分の対応するアミノ酸配列と同一であるか、または少なくとも90%もしくは少なく
とも95％同一であるアミノ酸配列を備える、項目13～14、および21のいずれか一項に記載
の齧歯類。
（項目３０）
　前記齧歯類が、ヒトSIRPαポリペプチドの細胞外部分と、内因性齧歯類SIRPαポリペプ
チドの細胞内部分を備えるSIRPαポリペプチドをコードするSIRPα遺伝子をさらに備えて
おり、この場合において、前記SIRPα遺伝子が任意選択で内因性齧歯類SIRPα遺伝子のエ
クソン1、5、6、7および8、ならびにヒトSIRPα遺伝子のエクソン2～4を備えている、先
行項目のいずれか一項に記載の齧歯類。
（項目３１）
　前記齧歯類がラットまたはマウスである、先行項目のいずれか一項に記載の齧歯類。
（項目３２）
　先行項目のいずれか一項に記載の齧歯類の遺伝子によりコードされるCD47ポリペプチド
。
（項目３３）
　前記コードされるポリペプチドが、配列番号17、配列番号18、配列番号19、または配列
番号20と同一であるか、または少なくとも90%もしくは少なくとも95%同一であるアミノ酸
配列を備えている、項目32に記載のCD47ポリペプチド。
（項目３４）
　そのゲノムが、内因性齧歯類CD47ポリペプチドの細胞内部分に連結されたヒトCD47ポリ
ペプチドの細胞外部分、および任意選択で膜貫通部分をコードするCD47遺伝子を備える、
単離された齧歯類細胞または組織。
（項目３５）
　前記CD47遺伝子が、齧歯類のCD47プロモーターに動作可能に連結されている、項目34に
記載の単離された細胞または組織。
（項目３６）
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　前記CD47遺伝子が、ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7を備え、ならびに任意選択で内因性
齧歯類CD47遺伝子のエクソン1、およびエクソン7の下流のエクソンを備えている、項目34
もしくは35に記載の単離された細胞または組織。
（項目３７）
　前記細胞または組織が、ヒトSIRPαポリペプチドの細胞外部分と、内因性齧歯類SIRPα
ポリペプチドの細胞内部分を備えたSIRPαポリペプチドをコードするSIRPα遺伝子をさら
に備えている、項目34～36のいずれか一項に記載の単離された齧歯類細胞または組織。
（項目３８）
　前記齧歯類細胞または組織が、マウス細胞もしくはマウス組織、またはラット細胞もし
くはラット組織である、項目34～37のいずれか一項に記載の単離された齧歯類細胞または
組織。
（項目３９）
　そのゲノムが、内因性齧歯類CD47ポリペプチドの細胞内部分に連結されたヒトCD47ポリ
ペプチドの細胞外部分、および任意選択で膜貫通部分をコードするCD47遺伝子を備えてい
る、齧歯類胚性幹細胞。
（項目４０）
　前記CD47遺伝子が、内因性齧歯類CD47プロモーターに動作可能に連結された、ヒトCD47
遺伝子のエクソン2～7、ならびに任意選択で内因性齧歯類CD47遺伝子のエクソン1、およ
びエクソン7の下流のエクソンを備えている、項目39に記載の齧歯類胚性幹細胞。
（項目４３）
　前記齧歯類胚性幹細胞のゲノムが、ヒトSIRPαポリペプチドの細胞外部分、および内因
性齧歯類SIRPαポリペプチドの細胞内部分を備えるSIRPαポリペプチドをコードするSIRP
α遺伝子をさらに備えており、この場合において、前記SIRPα遺伝子は任意選択で内因性
齧歯類SIRPα遺伝子のエクソン1、5、6、7および8、ならびにヒトSIRPα遺伝子のエクソ
ン2～4を備えている、項目39～40のいずれか一項に記載の齧歯類胚性幹細胞。
（項目４４）
　前記齧歯類胚性幹細胞がマウスまたはラットの胚性幹細胞である、項目39、40、または
43のいずれか一項に記載の齧歯類胚性幹細胞。
（項目４５）
　項目39～40および43～44のいずれか一項に記載の胚性幹細胞から生成される齧歯類胚。
（項目４６）
　前記胚は、マウスまたはラットの胚である、項目45に記載の齧歯類胚。
（項目４７）
　前記改変が、
(a)　齧歯類胚性幹細胞の内因性齧歯類CD47遺伝子座にゲノム断片を挿入することであっ
て、前記ゲノム断片は前記ヒトCD47ポリペプチドの前記細胞外部分および任意選択で前記
膜貫通部分をコードするヌクレオチド配列を備えており、それにより前記内因性齧歯類CD
47遺伝子座で前記ヒト化CD47遺伝子を形成すること、
(b)(a)のヒト化CD47遺伝子を備える齧歯類胚性幹細胞を得ること、および
(c)(b)の齧歯類胚性幹細胞を使用して齧歯類を作製すること、
を含む、項目109に記載の方法。
（項目４８）
　前記ヒト化CD47ポリペプチドが、ヒトCD47ポリペプチドの19～127、19～141、19～292
または16～292残基に相当するアミノ酸を備えている、項目47に記載の方法。
（項目４９）
　前記ヌクレオチド配列がヒトCD47遺伝子のエクソン2～7を備えている、項目47または48
のいずれか一項に記載の方法。
（項目５１）
　前記ヒト化CD47遺伝子が、齧歯類CD47遺伝子のエクソン1、およびエクソン7の下流のエ
クソンを備えている、項目47～49および109のいずれか一項に記載の方法。
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（項目５２）
　前記方法が、（a）の齧歯類胚性幹細胞の内因性SIRPα遺伝子へゲノム断片を挿入する
工程をさらに含み、前記ゲノム断片は、ヒトSIRPαポリペプチドの全部または一部をコー
ドするヌクレオチド配列を備えており、この場合において、任意選択で前記ゲノム断片が
ヒトSIRPα遺伝子のエクソン2～4を備えている、項目47～49、51および109のいずれか一
項に記載の方法。
（項目５３）
　ヒトSIRPαポリペプチドの全部または一部をコードするヌクレオチド配列を備える前記
ゲノム断片が、内因性CD47遺伝子への挿入の前に、（a）の齧歯類胚性幹細胞の内因性SIR
Pα遺伝子へと挿入される、項目52に記載の方法。
（項目５４）
　前記方法が、第二の齧歯類と（c）の齧歯類を交配させることをさらに含み、前記第二
の齧歯類はヒトSIRPαポリペプチドの細胞外部分と内因性齧歯類SIRPαポリペプチドの細
胞内部分を備えるSIRPαポリペプチドをコードするSIRPα遺伝子を備えるゲノムを有して
おり、この場合において、任意選択で前記SIRPα遺伝子が内因性SIRPα遺伝子のエクソン
1、5、6、7および8、ならびにヒトSIRPα遺伝子のエクソン2～4を備えている、項目47～4
9、51および109のいずれか一項に記載の方法。
（項目５５）
　前記齧歯類がマウスまたはラットである、項目47～49、51～54および109のいずれか一
項に記載の方法。
（項目５６）
　項目47～49、51～55および109のいずれか一項に記載の方法から取得可能な齧歯類。
（項目５７）
　前記齧歯類がマウスまたはラットである、項目56に記載の齧歯類。
（項目６９）
　ヒト細胞を齧歯類に生着させる方法であって、
（a）項目1～5、12～14、21～22、および29～31のいずれか一項に記載の齧歯類を提供す
る工程、および
（b）1つ以上のヒト細胞を前記齧歯類に移植する工程、
を含む、前記方法。
（項目７０）
　（c）前記齧歯類における前記1つ以上のヒト細胞の生着を分析する工程、をさらに含む
項目69に記載の方法。
（項目７２）
　前記ヒト細胞が造血幹細胞である、項目69～70のいずれか一項に記載の方法。
（項目７３）
　前記ヒト細胞が、静脈内、腹腔内、または皮下に移植される、項目69～70、および72の
いずれか一項に記載の方法。
（項目７６）
　ヒト細胞を標的とする薬剤の治療有効性を評価する方法であって、前記方法が、
項目1～5、12～14、21～22、および29～31のいずれか一項に記載の齧歯類を提供すること
、
前記齧歯類に1つ以上のヒト細胞を移植すること、
前記齧歯類に薬剤候補を投与すること、および
前記齧歯類中のヒト細胞をモニターし、前記薬剤候補の治療有効性を決定すること、
を含む、前記方法。
（項目７７）
　前記ヒト細胞が、癌細胞であり、前記薬剤候補が、抗癌剤候補である、項目76に記載の
方法。
（項目７８）
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　前記薬剤候補が、抗体である、項目77に記載の方法。
（項目７９）
　前記齧歯類が、ヒト免疫細胞をさらに備える、項目78に記載の方法。
（項目８０）
　前記薬剤候補が、ヒトCD47、および移植されたヒト癌細胞上の抗原に結合する二特異性
抗体である、項目79に記載の方法。
（項目８１）
　（a）そのゲノムが、内因性齧歯類CD47ポリペプチドの細胞内部分に連結されたヒトCD4
7ポリペプチドの細胞外部分をコードするCD47遺伝子を含み、この場合において前記CD47
遺伝子は内因性齧歯類CD47プロモーターに動作可能に連結されている、1つ以上の齧歯類
細胞を提供する工程、
（b）工程（a）の前記1つ以上の齧歯類の細胞と、標識基質をインキュベートする工程、
および
（c）工程（b）の前記1つ以上の齧歯類の細胞による、前記標識基質の貪食を測定する工
程、
を含む方法。
（項目８３）
　前記CD47遺伝子が、ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7を備え、ならびに内因性齧歯類CD47
遺伝子のエクソン1、およびエクソン7の下流のエクソンを備えている、項目81に記載の方
法。
（項目８５）
　前記基質が、蛍光標識されているか、または抗体で標識されており、および任意選択で
前記基質が1つ以上の赤血球、1つ以上の細菌細胞、1つ以上の腫瘍細胞、抗原、または細
胞表面上に抗原を発現する1つ以上の細胞である、項目81または83のいずれか一項に記載
の方法。
（項目９０）
　前記工程（a）の1つ以上の齧歯類細胞のゲノムが、ヒトSIRPαポリペプチドの細胞外部
分、および内因性齧歯類SIRPαポリペプチドの細胞内部分を備えるSIRPαポリペプチドを
コードするSIRPα遺伝子をさらに備え、任意選択でこの場合において、前記SIRPα遺伝子
がヒトSIRPα遺伝子のエクソン2～4、ならびに内因性齧歯類SIRPα遺伝子のエクソン1お
よびエクソン5～8を備えている、項目81、83および85のいずれか一項に記載の方法。
（項目９２）
　前記工程（a）の1つ以上の細胞が、マウスまたはラットの細胞である、項目81、83、85
および90のいずれか一項に記載の方法。
（項目９９）
　ヒトCD47を標的とする薬剤の薬物動態を評価する方法であって、前記方法が、
項目1～5、12～14、21～22、および29～31のいずれか一項に記載の齧歯類に前記薬剤を投
与する工程、および
ヒトCD47を標的とする前記薬剤の1つ以上の薬物動態特性、薬剤の標的毒性に関連した1つ
以上のパラメーター、または薬剤の標的外毒性に関連した1つ以上のパラメーターを決定
するためのアッセイを行う工程、
を含む、前記方法。
（項目１０２）
　前記ヒトCD47を標的とする薬剤が、CD47拮抗薬またはCD47作動薬である、項目99に記載
の方法。
（項目１０３）
　前記CD47拮抗薬が、抗CD47抗体である、項目102に記載の方法。
（項目１０５）
　前記薬剤が、抗CD47抗体であり、前記アッセイが、前記齧歯類における前記抗体の薬物
動態的クリアランスを決定する、項目99に記載の方法。



(15) JP 6730277 B2 2020.7.29

10

20

30

40

50

（項目１０６）
（a）項目1～5、12～14、21～22、および29～31のいずれか一項に記載の齧歯類を提供す
ること、
（b）前記齧歯類から赤血球を単離すること、
（c）ヒトCD47タンパク質の調節物質候補の存在下で、前記単離された赤血球をインキュ
ベートすること、および
（d）前記調節物質候補が前記赤血球の凝集を誘導するかどうかを評価すること、
を含む方法。
（項目１０７）
　前記調節物質候補が抗体である、項目106に記載の方法。
（項目１０８）
　前記評価が、前記調節物質候補が前記赤血球に凝集を誘導する濃度を決定することを含
む、項目106または107のいずれか一項に記載の方法。
（項目１０９）
　齧歯類を提供する方法であって、前記方法が、内因性CD47ポリペプチドの細胞内部分に
連結されたヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分、および任意選択で膜貫通部分を備えるヒ
ト化CD47ポリペプチドをコードするヒト化CD47遺伝子を備えるよう、齧歯類のゲノムを改
変することを含む、前記方法。
【図面の簡単な説明】
【００５６】
　特許または出願の書類は、色付きで描かれた少なくとも一つの図面を含有する。色付き
の図面（複数含む）を伴う本特許または特許出願公開の写しは、要求により、および必要
な料金を支払うことにより当局から提供される。
【００５７】
　以下の図から構成される、本明細書に含まれる図面は、例示のみを目的としており、限
定を目的とはしていない。
【００５８】
【図１】図1は、非ヒト（例えば、マウス）およびヒトのClouster　of　Differentiation
47（CD47）遺伝子のゲノム構造の、正確な縮尺ではない図を示す。エクソンは、各エクソ
ンの下に番号を付与されている
【００５９】
【図２】図2は、非ヒトのClouster　of　Differentiation47（CD47）遺伝子のヒト化のた
めの例示的な方法に関する、正確な縮尺ではない図を示す。
【００６０】
【図３】図3は、マウスおよびヒトのClouster　of　Differentiation47（CD47）遺伝子の
ゲノム構造の、正確な縮尺ではない図を示す。実施例1に記述されるアッセイにおいて用
いられたプローブの位置が示されている。
【００６１】
【図４】図4は、抗CD47抗体により検出されたヒト化CD47マウス由来赤血球中のCD47発現
に関する例示的なヒストグラムを示す。Ab　A、Ab　B、Ab　C、Ab　DおよびAb　E：抗CD4
7抗体、hIgG4s：エフェクター機能が低下した改変Fc領域を有する、無関係な特異性のヒ
トIgG4、hIgG4：無関係な特異性のヒトIgG4抗体抗体。
【００６２】
【図５】図5は、野生型マウス（n=2）およびヒト化CD47マウス（n=2）のマウス赤血球の
抗CD47抗体による例示的な血球凝集反応を示す。WT：野生型、HuCD47：ヒト化CD47、Ab　
A、Ab　B、Ab　C、Ab　DおよびAb　E：抗CD47抗体、hIgG4s：エフェクター機能が低下し
た改変Fc領域を有する、無関係な特異性のヒトIgG4、hIgG4：無関係な特異性のヒトIgG4
抗体抗体。
【００６３】
【図６】図6は、継時的（ｘ軸、日）な抗体濃度（ｙ軸、g/mL）として表されている、ヒ
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ト化CD47マウスにおける抗CD47抗体の代表的な薬物動態プロファイルを示す。Ab　F、Ab
　G、Ab　H、およびAb　I：抗CD47抗体、hIgG4s：エフェクター機能が低下した改変Fc領
域を有する、無関係な特異性のヒトIgG4抗体。
【００６４】
【図７】図7は、継時的（ｘ軸、日）な抗体濃度（ｙ軸、mcg/mL）として表されている、
ヒト化CD47/SIRPαマウス（CD47　hu/huSIRPαhu/hu）における抗CD47抗体の代表的な薬
物動態プロファイルを示す。Ab　J、Ab　F、Ab　GおよびAb　I：抗CD47抗体、hIgG4s：エ
フェクター機能が低下した改変Fc領域を有する、無関係な特異性のヒトIgG4。
【００６５】
【図８】図8は、継時的（ｘ軸、日）な抗体濃度（ｙ軸、mcg/mL）として表されている、
ヒト化CD47/SIRPα　マウス（CD47　hu/huSIRPαhu/hu）における、抗CD47抗体の代表的
な薬物動態プロフェイルを示す。Ab　J、Ab　F：抗CD47抗体、Ab　Fs：エフェクター機能
が低下した改変Fc領域を有するAb　F、Ab　Fmono：一価型Ab　F、hIgG4s：エフェクター
機能が低下した改変Fc領域を有する、無関係な特異性のヒトIgG4抗体。
【００６６】
【図９】図9は、継時的（ｘ軸、日）な抗体濃度（ｙ軸、mcg/mL）として表されている、
野生型マウスにおける、抗CD47抗体の代表的な薬物動態プロフェイルを示す。マウス抗ヒ
ト抗体反応（MAHA：mouse　anti-human　antibody　response）を示すマウスは除外した
。Ab　J、Ab　F、Ab　IおよびAb　G：抗CD47抗体、hIgG4s：エフェクター機能が低下した
改変Fc領域を有する、無関係な特異性のヒトIgG4抗体（星：MAHAを理由として、hIgG4s　
処置群から、15日後のすべての点が除外された）、Ab　J　F(ab')2：Ab　JのF(ab')2断片
。
【発明を実施するための形態】
【００６７】
用語の定義
　本発明は本明細書に記述された特定の方法および実験条件に限定されないが、それはこ
のような方法および条件は変化する場合があるからである。本発明の範囲は請求項によっ
て定義されるので、本明細書に使用される用語は、特定の実施形態のみを記述する目的で
使用されており、意図しないことも理解される。
【００６８】
　別段の定めがない限り、本明細書に使用されるすべての用語および語句は、そうでない
ことが明確に示されている、または用語または語句が使用されている文脈から明らかに明
白な場合を除き、その用語および語句が当技術分野で獲得された意味を含む。本明細書で
説明したものと類似または同等な任意の方法および材料も、本発明の実施または試験に使
用できるが、特定の方法および材料をこれから説明する。本明細書で言及されたすべての
出版物は参照により本明細書に組み込まれる。
【００６９】
　本明細書で一つ以上の対象の値に適用される場合、「およそ」という用語は指定された
参照値と類似の値を指す。特定の実施形態では、「およそ」または「約」という用語は、
別段定めがない限り、または文脈からそうでないことが明らかな場合（このような数字が
可能な値の100%を超える場合を除く）を除いて、指定された参照値のいずれかの方向に25
%、20%、19%、18%、17%、16%、15%、14%、13%、12%、11%、10%、9%、8%、7%、6%、5%、4%
、3%、2%、1%またはそれ未満以内の範囲の値を指す。
【００７０】
　「生物学的に活性」という用語は、本明細書において用いられる場合、生物系、インビ
トロまたはインビボ（例えば、生体内）で活性を有する任意の剤の特徴を指す。例えば、
生物内に存在する時、その生物内で生物学的効果を持つ薬剤は生物学的に活性であるとみ
なされる。特定の実施形態では、タンパク質またはポリペプチドが生物学的に活性な場合
、タンパク質またはポリペプチドの少なくとも一つの生物学的活性を共有するそのタンパ
ク質またはポリペプチドの一部は、「生物学的に活性」な部分と一般的に呼ばれる。
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【００７１】
　「同等」という用語は、本明細書において用いられる場合、お互いに同一ではなくても
よいが、それらの間の比較を許容できるほど十分に類似しており、従って観察された差異
または類似性に基づいて合理的に結論を出し得る、二つ以上の剤、実体、状況、状態の集
まりなどを指す。当業者であれば、文脈内において、同等とみなされるために二つ以上の
このような薬剤、実体、状況、状況のセットなどに対して、ある所定の状況でどの程度の
同一性が必要かを理解するであろう。
【００７２】
　保存的アミノ酸置換を記述するために本明細書において用いられる場合、「保存的」と
いう用語は、類似の化学特性（例えば、電荷または疎水性）を備える側鎖R基を有する別
のアミノ酸残基によるアミノ酸残基の置換を指す。一般的に、保存的アミノ酸置換は、対
象のタンパク質の機能特性、例えば、リガンドに結合する受容体の能力などを実質的に変
化させない。類似の化学特性を備える側鎖を持つアミノ酸群の例には次が含まれる：グリ
シン、アラニン、バリン、ロイシン、およびイソロイシンなどの脂肪族側鎖、セリンおよ
びスレオニンなどの脂肪族-ヒドロキシル側鎖、アスパラギンおよびグルタミンなどのア
ミド含有側鎖、フェニルアラニン、チロシン、およびトリプトファンなどの芳香族側鎖、
リジン、アルギニン、およびヒスチジンなどの塩基性側鎖、アスパラギン酸およびグルタ
ミン酸などの酸性側鎖、ならびにシステインおよびメチオニンなどの硫黄含有側鎖。保存
的アミノ酸置換基には、例えば、バリン／ロイシン／イソロイシン、フェニルアラニン／
チロシン、リジン／アルギニン、アラニン／バリン、グルタミン酸／アスパラギン酸、お
よびアスパラギン／グルタミンが含まれる。一部の実施形態では、保存的アミノ酸置換は
、例えばアラニンスキャニング変異誘導などで使用される、アラニンを含むタンパク質の
任意の未変性残基の置換である可能性がある。一部の実施形態では、参照により本明細書
に援用されるGonnet　et　al.　(1992)　Exhaustive　Matching　of　the　Entire　Prot
ein　Sequence　Database,　Science　256:1443-45に開示されるPAM250対数尤度マトリク
スにおいて正の値を有する保存的置換が行われる。一部の実施形態では、置換は中等度に
保存的な置換であり、ここで置換はPAM250対数尤度マトリクスで負でない値を持つ。
【００７３】
　本明細書において用いられる場合、「対照」という用語は、結果が比較される基準であ
る「対照」という当技術分野の意味を指す。一般的に、対照は、このような変数について
の結論を出すために、変数を分離することによって実験の完全性を増加させるために使用
される。一部の実施形態では、対照は、コンパレーターを提供するために、試験反応また
はアッセイと同時に実施される反応またはアッセイである。本明細書で使用される場合、
「対照」とは、「対照動物」を指す場合がある。「対照動物」は本明細書に記述された改
変、本明細書に記述されたものとは異なる改変を持つか、または未改変（すなわち、野生
型動物）である場合がある。一つの実験では、「試験」（すなわち、試験されている変数
）が適用される。第二の実験では、「対照」、試験されている変数は適用されない。一部
の実施形態では、対照は歴史的対照（すなわち、以前に実施された試験またはアッセイの
、または以前に知られた量または結果）である。一部の実施形態では、対照は印刷された
かまたはそれ以外の方法で保存された記録であるか、またはそれを含む。対照は、陽性対
照または陰性対照である場合がある。
【００７４】
　本明細書において用いられる場合、「破壊」という用語は、（例えば、遺伝子または遺
伝子座などの内因性相同配列など）DNA分子との相同組み換え事象の結果を指す。一部の
実施形態では、破壊は、DNA配列の挿入、欠失、置換、交換、ミスセンス変異、もしくは
フレームシフト、またはこれらの任意の組み合わせを達成または示す場合がある。挿入は
、遺伝子全体または遺伝子の断片（例えば、エクソン）の挿入を含む場合があり、これは
内因性配列以外の起源のもの（例えば、異種配列）であってもよい。一部の実施形態では
、破壊は遺伝子または遺伝子産物の（例えば、遺伝子によってコードされたタンパク質の
）発現および／または活性を増加する場合がある。一部の実施形態では、破壊は遺伝子ま
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たは遺伝子産物の発現および／または活性を減少する場合がある。一部の実施形態では、
破壊は遺伝子またはコードされた遺伝子産物（例えば、コードされたタンパク質）の配列
を変える場合がある。一部の実施形態では、破壊は遺伝子またはコードされた遺伝子産物
（例えば、コードされたタンパク質）を切断または断片化する場合がある。一部の実施形
態では、破壊は遺伝子またはコードされた遺伝子産物を延長する場合があり、一部の実施
形態では、破壊は融合タンパク質の組立てを達成する場合がある。一部の実施形態では、
破壊は遺伝子または遺伝子産物のレベルに影響するが活性には影響しない場合がある。一
部の実施形態では、破壊は遺伝子または遺伝子産物の活性に影響するがレベルには影響し
ない場合がある。一部の実施形態では、破壊は遺伝子または遺伝子産物のレベルに対して
顕著な効果を持たない場合がある。一部の実施形態では、破壊は遺伝子または遺伝子産物
の活性に対して顕著な効果を持たない場合がある。一部の実施形態では、破壊は遺伝子ま
たは遺伝子産物のレベルまたは活性のいずれに対しても顕著な効果を持たない場合がある
。
【００７５】
　「決定する」、「測定する」、「査定する」、「評価する」、「検査する」および「分
析する」という用語は本明細書において、任意の形態の測定を指すために互換的に使用さ
れ、要素が存在するかどうかを決定することを含む。これらの用語は、定量的および／ま
たは定性的決定の両方を含む。アッセイは相対的または絶対的である場合がある。「の存
在をアッセイする」ことは、存在する何かの量を決定するおよび／またはそれが存在する
か不在かを決定することである可能性がある。
【００７６】
　本明細書において用いられる場合、「内因性遺伝子座」または「内因性遺伝子」という
文言は、本明細書に記述される破壊、欠失、置換、変化、または改変の導入前に、親また
は基準生物において存在する遺伝子座を指す。一部の実施形態では、内因性遺伝子座は天
然で見られる配列を持つ。一部の実施形態では、内因性遺伝子座は野生型遺伝子座である
。一部の実施形態では、指標生物は野生型生物である。一部の実施形態では、指標生物は
遺伝子操作された生物である。一部の実施形態では、指標生物は実験室で繁殖された生物
（野生型または遺伝子操作された）である。
【００７７】
　「内因性プロモーター」という文言は、例えば、野生型の生物において、内因性遺伝子
と自然状態で関連するプロモーターを指す。
【００７８】
　「異種」という用語は、本明細書において用いられる場合、異なる起源からの主体また
は実体を含む。たとえば、特定の細胞もしくは生物に存在するポリペプチド、遺伝子、ま
たは遺伝子産物に関連して使用される場合、当該用語は、当該関連ポリペプチド、遺伝子
または遺伝子産物が、1）ヒトの手により操作されていること、2）ヒトの手を介して細胞
または生物（またはその前駆体）に導入されていること、および／または3）当該関連細
胞もしくは生物（たとえば関連細胞型または生物型）中に自然状態では産生されない、ま
たは存在しないこと、を明らかにする。
【００７９】
　「宿主細胞」という用語は、本明細書において用いられる場合、その中に異種（例えば
、外来性）核酸またはタンパク質が導入された細胞を指す。当業者が本開示を読めば、こ
のような用語が特定の主題細胞を指すだけでなく、このような細胞の子孫を指すためにも
使用されることを理解するであろう。特定の改変は突然変異または環境の影響のいずれか
により後続世代にも起こる場合があり、このような子孫は、実際は、親細胞と同一でない
場合があるが、それでも本明細書において用いられる場合、それらは「宿主細胞」という
用語の範囲内に含まれる。一部の実施形態では、宿主細胞は原核細胞または真核細胞であ
るかそれを含む。一般的に、宿主細胞は、細胞が指定される種に関わらず、異種核酸また
はタンパク質の受け入れおよび／または生産に適した任意の細胞である。例示的細胞には
、原核生物および真核生物（単細胞または多細胞）の細胞、細菌細胞（例えば、大腸菌、
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バチルス属、ストレプトマイセス属などの株）、マイコバクテリア細胞、真菌細胞、酵母
細胞（例えば、出芽酵母、分裂酵母、ピヒア　メタノリカなど）、植物細胞、昆虫細胞（
例えば、SF-9、SF-21、バキュロウイルス感染昆虫細胞、イラクサギンウワバなど）、非
ヒト動物細胞、ヒト細胞、または例えば、ハイブリドーマもしくはクアドローマなどの細
胞融合を含む。一部の実施形態では、細胞はヒト、サル、類人猿、ハムスター、ラット、
またはマウス細胞である。一部の実施形態では、細胞は原核であり以下の細胞から選択さ
れる：CHO（例えば、CHO　K1、DXB-11　CHO、Veggie-CHO）、COS（例えば、COS-7）、網
膜細胞、Vero、CV1、腎臓（例えば、HEK293、293　EBNA、MSR　293、MDCK、HaK、BHK）、
HeLa、HepG2、WI38、MRC　5、Colo205、HB　8065、HL-60、（例えば、BHK21）、Jurkat、
Daudi、A431（表皮）、CV-1、U937、3T3、L細胞、C127細胞、SP2/0、NS-0、MMT　060562
、セルトリ細胞、BRL　3A細胞、HT1080細胞、骨髄腫細胞、腫瘍細胞、および前述細胞か
ら派生する細胞株。一部の実施形態では、細胞は一つ以上のウィルス遺伝子、例えば、ウ
ィルス遺伝子を発現する網膜細胞（例えば、PER.C6（商標）細胞）を備える。一部の実施
形態では、宿主細胞は単離細胞であるかそれを含む。一部の実施形態では、宿主細胞は組
織の一部である。一部の実施形態では、宿主細胞は生物の一部である。
【００８０】
　「ヒト化」という用語は、本明細書において、その構造（すなわち、ヌクレオチドまた
はアミノ酸の配列）が、非ヒト動物に自然に存在する特定の遺伝子またはタンパク質の構
造と実質的にまたは全く同一に対応する部分を含み、また、関連する特定の非ヒト遺伝子
またはタンパク質において存在するものとは異なり、その代わりに対応するヒト遺伝子ま
たはタンパク質において存在する同等の構造とより近接に対応する部分も含む核酸または
タンパク質を指す。一部の実施形態では、「ヒト化」遺伝子は、実質的にヒトポリペプチ
ドのもののようなアミノ酸配列を持つポリペプチドをコードする遺伝子（例えば、ヒトタ
ンパク質またはその一部―例えば、その特性的部分）である。一例を挙げると、膜受容体
の場合、「ヒト化」遺伝子は、ヒトの細胞外部分としてのアミノ酸配列と、非ヒト（例え
ば、マウス）のポリペプチドとしての残りの配列を有する細胞外部分を有するポリペプチ
ドをコードしてもよい。一部の実施形態では、ヒト化遺伝子は、ヒト遺伝子のDNA配列の
少なくとも一部分を備える。一部の実施形態では、ヒト化遺伝子は、ヒト遺伝子のDNA配
列全体を備える。一部の実施形態では、ヒト化タンパク質は、ヒトタンパク質に見られる
一部分を持つ配列を備える。一部の実施形態では、ヒト化タンパク質は、ヒトタンパク質
の配列全体を備え、ヒト遺伝子のホモログまたはオルソログに対応する非ヒト動物の内因
性遺伝子座から発現される。
【００８１】
　配列の比較と関連して本明細書において用いられる場合、「同一性」という用語は、ヌ
クレオチドおよび／またはアミノ酸配列の同一性を測定するために使用できる当技術分野
において公知の多くの異なるアルゴリズムによって決定される同一性を指す。一部の実施
形態では、本明細書に記述された同一性は、10.0のギャップ開始ペナルティ、0.1のギャ
ップ延長ペナルティを用い、Gonnet類似性マトリックス（MACVECTOR（商標）10.0.2、Mac
Vector　Inc.、2008年）を使用したClustalW　v.　1.83　(slow)　アラインメントを使用
して決定される。
【００８２】
　本明細書において用いられる場合、「単離された」という用語は、(1)（天然環境およ
び／または実験環境のいずれかで）最初に生成された時にそれが関連していた成分の少な
くとも一部から分離された物質および／もしくは実体、ならびに／または(2)ヒトの手に
よって設計、生産、調製、および／もしくは製造された物質ならびに／または実体を含む
。分離された物質および／または実体は、それらが最初に関連していたその他の成分の約
10%、約20%、約30%、約40%、約50%、約60%、約70%、約80%、約90%、約91%、約92%、約93%
、約94%、約95%、約96%、約97%、約98%、約99%、または約99%超から分離される場合があ
る。一部の実施形態では、単離された薬剤は、約80%、約85%、約90%、約91%、約92%、約9
3%、約94%、約95%、約96%、約97%、約98%、約99%、または約99%を超えて純粋である。本
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明細書において用いられる場合、物質は、その他の成分が実質的に含まれない場合、「純
粋」である。一部の実施形態では、当業者であれば理解するように、例えば、一つ以上の
担体または賦形剤（例えば、緩衝剤、溶媒、水など）などの特定のその他の成分と組み合
わされた後でも、物質はまだ「単離された」または「純粋」とさえもみなされる場合があ
り、このような実施形態では、物質の単離または純度のパーセントはこのような担体また
は賦形剤を含めることなく計算される。一例を挙げると、一部の実施形態では、自然界に
存在するポリペプチドまたはポリヌクレオチドなどの生体高分子は、a)導出の起源または
ソースが、自然界の天然状態でそれに付随する成分の一部またはすべてと関連していない
時、b)それが、自然界でそれを生産する種と同じ種のその他のポリペプチドまたは核酸を
実質的に含まない時、またはc)自然界でそれを生産する種ではない細胞またはその他の発
現系によって発現されるか、またはそうでなければそれからの成分と関連している時、「
単離された」とみなされる。従って、例えば、一部の実施形態では、化学的に合成された
、または自然界でそれを生産するものとは異なる細胞系で合成されたポリペプチドは、「
単離された」ポリペプチドとみなされる。あるいはまたは追加的に、一部の実施形態では
、一つ以上の精製技術を受けたポリペプチドは、それが、a)それが自然界で関連している
、および／またはb)最初に生産された時にそれが関連していたその他の成分から分離され
ている限りは「単離された」ポリペプチドとみなされることができる。
【００８３】
　本明細書で使用される場合、「非ヒト動物」という文言は、ヒトではない任意の脊椎動
物を指す。一部の実施形態では、非ヒト動物は、円口類、硬骨魚、軟骨魚（例えば、サメ
またはエイ）、両生類、は虫類、哺乳類、または鳥類である。一部の実施形態では、非ヒ
ト哺乳類は、霊長類、ヤギ、ヒツジ、ブタ、イヌ、ウシ、または齧歯類である。一部の実
施形態では、非ヒト動物はラットまたはマウスなどの齧歯類である。
【００８４】
　本明細書において用いられる場合、「核酸」という語句は、そのもっとも広い意味で、
オリゴヌクレオチド鎖であるか、もしくはオリゴヌクレオチド鎖に組み込まれることがで
きる任意の化合物および／または物質を指す。一部の実施形態では、「核酸」とはオリゴ
ヌクレオチド鎖であるか、またはホスホジエステル結合でオリゴヌクレオチド鎖組み込む
ことができる化合物および／または物質である。文脈から明らかであるように一部の実施
形態では、「核酸」とは個別の核酸残基（例えば、ヌクレオチドおよび／またはヌクレオ
シド）を指し、一部の実施形態では、「核酸」とは個別の核酸残基を備えるオリゴヌクレ
オチド鎖を指す。一部の実施形態では、「核酸」はRNAであるかまたはそれを備え、一部
の実施形態では、「核酸」はDNAであるかまたはそれを備える。一部の実施形態では、「
核酸」は、一つ以上の天然核酸残基を備えるかまたはそれらから成る。一部の実施形態で
は、「核酸」は、一つ以上の核酸類似体を備えるかまたはそれらから成る。一部の実施形
態では、核酸類似体は、ホスホジエステル骨格を利用しないという点で「核酸」とは異な
る。例えば、一部の実施形態では、「核酸」は、当技術分野では知られており、骨格にホ
スホジエステル結合の代わりにペプチド結合を持つ、一つ以上の「ペプチド核酸」である
か、またはそれらを備え、それらは本発明の範囲内であるとみなされる。あるいはまたは
さらに、一部の実施形態では、「核酸」は、ホスホジエステル結合ではなく、一つ以上の
ホスホロチオエートおよび／または5’-N-ホスホラミダイト結合を持つ。一部の実施形態
では、「核酸」は一つ以上の天然ヌクレオシド（例えば、アデノシン、チミジン、グアノ
シン、シチジン、ウリジン、デオキシアデノシン、デオキシチミジン、デオキシグアノシ
ン、およびデオキシシチジン）であるか、または一つ以上の天然ヌクレオシドから成る。
一部の実施形態では、「核酸」は、一つ以上のヌクレオシド類似体（例えば、2-アミノア
デノシン、2-チオチミジン、イノシン、ピロロ-ピリミジン、3-メチルアデノシン、5-メ
チルシチジン、C-5　プロピニル-シチジン、C-5　プロピニル-ウリジン、2-アミノアデノ
シン、C5-ブロモウリジン、C5-フルオロウリジン、C5-ヨードウリジン、C5-プロピニル-
ウリジン、C5-プロピニル-シチジン、C5-メチルシチジン、2-アミノアデノシン、7-デア
ザアデノシン、7-デアザグアノシン、8-オキソアデノシン、8-オキソグアノシン、O(6)-
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メチルグアニン、2-チオシチジン、メチル化塩基、インターカレート塩基、およびそれら
の組み合わせ）であるか、またはそれらから成る。一部の実施形態では、「核酸」は、天
然核酸のものと比べて、一つ以上の修飾された糖（例えば、2’-フルオロリボース、リボ
ース、2’-デオキシリボース、アラビノース、およびヘキソース）を備える。一部の実施
形態では、「核酸」は、RNAまたはタンパク質などの機能的遺伝子産物をコードするヌク
レオチド配列を持つ。一部の実施形態では、「核酸」は、一つ以上のイントロンを含む。
一部の実施形態では、「核酸」は、天然起源物からの単離、相補的鋳型に基づく重合によ
る酵素合成（　インビボまたは　インビトロ）、組み換え細胞または系での複製、および
化学合成の一つ以上によって調製される。一部の実施形態では、「核酸」は、少なくとも
3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80
、85、90、95、100、110、120、130、140、150、160、170、180、190、20、225、250、27
5、300、325、350、375、400、425、450、475、500、600、700、800、900、1000、1500、
2000、2500、3000、3500、4000、4500、5000またはそれを超える残基の長さである。一部
の実施形態では、「核酸」は一本鎖であり、一部の実施形態では、「核酸」は二重鎖であ
る。一部の実施形態では、「核酸」はポリペプチドをコードするか、またはポリペプチド
をコードする配列の補体である少なくとも一つの要素を備えるヌクレオチド配列を持つ。
一部の実施形態では、「核酸」は酵素活性を持つ。
【００８５】
　本明細書において用いられる場合、「動作可能なように連結した」という文言は、記述
される構成要素が、それらが意図された様式で機能することができるような関係にある並
置を指す　コード配列に「動作可能なように連結した」対照配列は、対照配列に適合する
条件下でコード配列の発現が達成されるように結合されている。「動作可能なように連結
した」配列には、関心の遺伝子と隣接する発現制御配列および、トランスにまたは距離を
置いて作用して対象の遺伝子を制御する発現制御配列の両方を含む。「発現制御配列」と
いう用語は、本明細書において用いられる場合、それらが結合されているコード配列の発
現およびプロセッシングを生じさせるために必要なポリヌクレオチド配列を指す。「発現
制御配列」には、適切な転写開始、終結、プロモーターおよびエンハンサー配列、スプラ
イシングおよびポリアデニル化シグナルなどの効率的RNAプロセシングシグナル、細胞質m
RNAを安定化する配列、翻訳効率を強化する配列（すなわち、コザック配列）、タンパク
質安定性を強化する配列、および望ましい場合、タンパク質分泌を強化する配列を含む。
このような制御配列の性質は、宿主生物によって異なる。例えば、原核生物では、このよ
うな制御配列は一般的に、プロモーター、リボソーム結合部位、および転写終結配列を含
む一方、真核生物では、一般的に、このような制御配列はプロモーターおよび転写終結配
列を含む。「制御配列」という用語は、その存在が発現およびプロセシングのために必須
である要素を含むことを意図しており、その存在が有利である追加的要素、例えば、リー
ダー配列および融合パートナー配列も含むことができる。
【００８６】
　本明細書において用いられる場合、「ポリペプチド」という用語は、アミノ酸の任意の
ポリマー鎖を指す。一部の実施形態では、ポリペプチドは、自然界に存在するアミノ酸配
列を持つ。一部の実施形態では、ポリペプチドは、自然界に存在しないアミノ酸配列を持
つ。一部の実施形態では、ポリペプチドは、お互いに別々に自然界に存在する部分を含む
アミノ酸配列を持つ（すなわち、例えば、ヒトおよび非ヒト部分など、二つ以上の異なる
生物からのもの）。一部の実施形態では、ポリペプチドは、それが人の手の作用を通して
、設計および／または生産されるという点で、遺伝子操作されたアミノ酸配列を持つ。
【００８７】
　「組み換え」という用語は、本明細書において用いられる場合、組み換え手段によって
設計、操作、調製、発現、生成または単離されたポリペプチド（例えば、本明細書に記述
されるCD47ポリペプチド）を指すことが意図されており、例えば、宿主細胞中にトランス
フェクトされた組み換え発現ベクターを使用して発現されたポリペプチド、組み換えコン
ビナトリアルヒトポリペプチドライブラリから単離されたポリペプチド（Hoogenboom　H.
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　R.,　(1997)　TIB　Tech.　15:62-70;　Azzazy　H.,　and　Highsmith　W.　E.,　(200
2)　Clin.　Biochem.　35:425-445;　Gavilondo　J.　V.,　and　Larrick　J.　W.　(200
2)　BioTechniques　29:128-145;　Hoogenboom　H.,　and　Chames　P.　(2000)　Immuno
logy　Today　21:371-378）、ヒト免疫グロブリン遺伝子に対しトランスジェニックであ
る動物（例えば、マウス）から単離された抗体（例えば、Taylor,　L.　D.,　et　al.　(
1992)　Nucl.　Acids　Res.　20:6287-6295;　Kellermann　S-A.,　and　Green　L.　L.
　(2002)　Current　Opinion　in　Biotechnology　13:593-597;　Little　M.　et　al.
　(2000)　Immunology　Today　21:364-370;　Murphy,　A.J.,　et　al.　(2014)　Proc.
　Natl.　Acad.　Sci.　U.　S.　A.　111(14):5153-5158を参照）または選択された配列
要素の相互スプライスを伴うその他の任意の手段によって調製、発現、生成または単離さ
れたポリペプチドを指す。一部の実施形態では、このような選択された配列要素の一つ以
上は自然界に存在する。一部の実施形態では、このような選択された配列要素の一つ以上
はインシリコで設計される。一部の実施形態では、一つ以上のこのような選択配列要素は
、例えば、天然または合成起源の既知の配列要素の変異誘導（例えば、インビボまたはイ
ンビトロ）から生じる。例えば、一部の実施形態では、組み換えポリペプチドは、対象の
ソース生物（例えば、ヒト、マウスなど）のゲノムに見られる配列から成る。一部の実施
形態では、組み換えポリペプチドは、変異誘導（例えば、非ヒト動物での、インビトロま
たはインビボ）から生じるアミノ酸配列を持ち、従って、組み換えポリペプチドのアミノ
酸配列は、ポリペプチド配列から由来するが、インビボで非ヒト動物のゲノム内に自然に
は存在しない場合がある。
【００８８】
　「置換」という用語は、本明細書において用いられる場合、（例えば、ゲノム中などの
）宿主遺伝子座に存在する「置換される」核酸配列（例えば、遺伝子など）がその遺伝子
座から取り除かれ、別の「置換」核酸がその場所に配置されるプロセスを指す。一部の実
施形態では、置換された核酸配列および置換用核酸配列は、例えば、それらがお互いに相
同である、および／または対応する要素（例えば、タンパク質コード要素、調節要素など
）を含むという点でお互いに同等である。一部の実施形態では、置換された核酸配列には
、プロモーター、エンハンサー、スプライス供与部位、スプライス受容部位、イントロン
、エクソン、非翻訳領域（UTR）のうち一つ以上を含み、一部の実施形態では、置換用核
酸配列には、一つ以上のコード配列を含む。一部の実施形態では、置換用核酸配列は置換
された核酸配列のホモログである。一部の実施形態では、置換用核酸配列は置換された配
列のオルソログである。一部の実施形態では、置換用核酸配列はヒト核酸配列であるかま
たはそれを備える。一部の実施形態では、置換用核酸配列がヒト核酸配列であるかまたは
それを備える場合を含め、置換された核酸配列は齧歯類配列（例えば、マウスまたはラッ
ト配列）であるかまたはそれを備える。そのように配置された核酸配列は、そのように配
置された配列を得るために使用されるソース核酸配列の一部である一つ以上の調節配列を
含む場合がある（例えば、プロモーター、エンハンサー、5'-または3'-非翻訳領域など）
。例えば、さまざまな実施形態で、置換は、そのように配置された核酸配列（異種配列を
備える）からの遺伝子産物の産生を生じさせる、内因性配列と異種配列との置き換えであ
るが、内因性配列の発現ではない。置換は、内因性ゲノム配列と、当該内因性配列によっ
てコードされるタンパク質と類似した機能を有するタンパク質をコードする核酸配列との
置換である（例えば、内因性ゲノム配列はCD47タンパク質をコードしており、DNA断片は
一つ以上のヒトCD47タンパク質をコードしている）。さまざまな実施形態で、内因性遺伝
子またはその断片は、対応するヒト遺伝子またはその断片で置換される。対応するヒト遺
伝子またはその断片は、置換される内因性遺伝子またはその断片のオルソログである、ま
たはそれと構造および／もしくは機能が実質的に類似しているかもしくは同じヒト遺伝子
または断片である。
【００８９】
　本明細書において用いられる場合、「cluster　of　differentiation　47タンパク質」
または「CD47タンパク質」という文言は、イムノグロブリンスーパーファミリーに属する
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複数回貫通型膜タンパク質を指し、細胞外アミノ末端イムノグロブリンVドメイン、5つの
膜貫通ドメイン、および短いカルボキシル末端細胞内尾部を有している。CD47は細胞表面
上に発現し、たとえばインテグリン、SIRPα、およびトロンボスポンジン－1（TSP-1）な
どの膜表面タンパク質間の相互作用に関与している。CD47は正常組織中において発現され
、多くのヒトの癌において上方制御されている。CD47は、たとえばアポトーシス、増殖、
付着、および遊走などのいくつかの細胞プロセスに関与していることが示されている。数
種の選択的スプライス型CD47アイソフォームがマウスとヒトの間で同定されている。例示
として、マウスおよびヒトのCD47遺伝子のヌクレオチド配列およびアミノ酸配列を表3に
提示する。当業者であれば、本開示を読むことで、ゲノム中の一つ以上の内因性CD47遺伝
子（またはすべて）が、一つ以上の異種CD47遺伝子（例えば、多型バリアント、サブタイ
プまたは突然変異体、別の種由来の遺伝子、ヒト化型など）で置換され得ることを認識す
るであろう。
【００９０】
　本明細書において用いられる場合、「CD47発現細胞」とは、CD47膜貫通型タンパク質を
発現する細胞を指す。一部の実施形態では、CD47発現細胞は、その表面上でCD47膜貫通型
タンパク質を発現している。一部の実施形態では、CD47タンパク質は、その細胞表面上に
発現されたCD47膜貫通型タンパク質を介した細胞間相互作用を調節するのに十分な量で、
細胞表面上に発現される。例示的なCD47発現細胞としては、神経細胞、免疫細胞、角化細
胞および循環細胞が挙げられる。CD47発現細胞は、たとえば付着、細胞増殖および／また
はアポトーシス、血管新生ならびに炎症などの様々な細胞プロセスを制御するために、免
疫細胞と循環細胞の相互作用を制御している。一部の実施形態では、本発明の非ヒト動物
は、当該非ヒト動物の一つ以上の細胞表面上に発現されたヒト化CD47タンパク質を介した
、（本明細書に記述された）さまざまな細胞プロセスの制御を示している。
【００９１】
　「参照」という用語は、本明細書において、対象の剤、動物、コホート、個人、集団、
サンプル、配列または値が比較される、標準または対照の剤、コホート、個人、集団、サ
ンプル、配列または値を記述するために用いられる　　一部の実施形態では、参照薬剤、
コホート、個人、集団、サンプル、配列または値は、対象の薬剤、コホート、個人、集団
、サンプル、配列または値の試験または決定と実質的に同時に試験および／または決定さ
れる。一部の実施形態では、参照薬剤、コホート、個人、集団、サンプル、配列または値
は、随意に有形媒体で具現化された歴史的参照である。一部の実施形態では、参照は対照
を指す場合がある。本明細書で使用される場合、「参照」は「参照動物」を指す場合があ
る。「参照動物」は本明細書に記述された改変、本明細書に記述されたものとは異なる改
変を持つか、または未改変（すなわち、野生型動物）である場合がある。一般的には、当
業者には理解されるであろうように、参照薬剤、動物、コホート、個人、集団、サンプル
、配列または値は、対象の薬剤、動物（例えば、哺乳類）、コホート、個人、集団、サン
プル、配列または値を決定または特徴付けるために利用されるものと同等の条件下で決定
または特徴付けられる。
【００９２】
　「実質的に」という用語は、本明細書において用いられる場合、対象の特徴または特性
のすべての、またはほぼすべての範囲または程度を示す定性的な状態を指す。生物学分野
の当業者であれば、生物学的および化学的な現象はあったとしても、完了まで進む、およ
び／または完全な状態まで進行する、または絶対的な結果を達成または避けることは稀で
あることを理解するであろう。従って「実質的に」という用語は本明細書では、多くの生
物学的および化学的現象に固有の完全性の欠如の可能性をとらえるために使用される。
【００９３】
　「実質的な相同性」という文言は、本明細書において用いられる場合、アミノ酸配列ま
たは核酸配列の間の比較を指す　当業者であれば理解するように、二つの配列はそれらが
対応する位置に相同な残基を含む場合、「実質的に相同」であると一般的にみなされる。
相同残基は同一の残基である場合がある。あるいは、相同残基は、適切に類似の構造およ
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うに、特定のアミノ酸は「疎水性」または「親水性」アミノ酸、および／または「極性」
または「非極性」側鎖を持つものとして一般的に分類される。一つのアミノ酸の同じタイ
プの別のアミノ酸での置換は、「相同」置換とみなされる場合がよくある。一般的なアミ
ノ酸分類が表1および2に要約されている。
【表１】
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【表２】

【００９４】
　当技術分野で周知のように、アミノ酸または核酸配列は、ヌクレオチド配列に対するBL
ASTNおよびBLASTP、gapped　BLAST、およびアミノ酸配列に対するPSI-BLASTなどの市販の
コンピュータプログラムで利用可能なものを含む、さまざまなアルゴリズムの任意のもの
を使用して比較することができる。かかるプログラムの例示は、Altschul　et　al.,(199
0)　Basic　local　alignment　search　tool,　J.　Mol.　Biol.,　215(3):　403-410、
Altschul　et　al.,(1997)　Methods　in　Enzymology、Altschul　et　al.,"Gapped　BL
AST　and　PSI-BLAST:　a　new　generation　of　protein　database　search　program
s",　Nucleic　Acids　Res.　25:3389-3402、Baxevanis　et　al.,　(1998)　Bioinforma
tics:　A　Practical　Guide　to　the　Analysis　of　Genes　and　Proteins,　Wiley
、およびMisener　et　al.,(eds.)(1999)　Bioinformatics　Methods　and　Protocols　
(Methods　in　Molecular　Biology,　Vol.　132),　Humana　Pressに記述されている。
相同配列を特定することに加えて、上述のプログラムは相同性の程度の指標を一般的に提
供する。一部の実施形態では、二つの配列は、残基の関連する区間に渡って、その対応残
基の少なくとも50%、55%、60%、65%、70%、75%、80%、85%、90%、91%、92%、93%、94%、9
5%、96%、97%、98%、99%またはそれ以上が相同の場合、実質的に相同であるとみなされる
。一部の実施形態では、関連する区間は完全配列である。一部の実施形態では、関連する
区間は少なくとも9、10、11、12、13、14、15、16、17またはそれ以上の残基である。一
部の実施形態では、関連する区間は完全配列に沿った隣接残基を含む。一部の実施形態で
は、関連する区間は完全配列に沿った不連続残基を含む。一部の実施形態では、関連する
区間は少なくとも10、15、20、25、30、35、40、45、50またはそれ以上の残基である。
【００９５】
　「実質的な同一性」という文言は、本明細書において用いられる場合、アミノ酸配列ま
たは核酸配列間の間の比較を指す。当業者であれば理解するように、二つの配列はそれら
が対応する位置に同一な残基を含む場合、「実質的に同一」であると一般的にみなされる
。当技術分野で周知のように、アミノ酸または核酸配列は、ヌクレオチド配列に対するBL
ASTNおよびBLASTP、gapped　BLAST、およびアミノ酸配列に対するPSI-BLASTなどの市販の
コンピュータプログラムで利用可能なものを含む、さまざまなアルゴリズムの任意のもの
を使用して比較することができる。かかるプログラムの例示は、Altschul　et　al.,(199
0)　Basic　local　alignment　search　tool,　J.　Mol.　Biol.,　215(3):　403-410、
Altschul　et　al.,　(1997)　Methods　in　Enzymology、Altschul　et　al.,"Gapped　
BLAST　and　PSI-BLAST:　a　new　generation　of　protein　database　search　progr
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ams",　Nucleic　Acids　Res.　25:3389-3402、Baxevanis　et　al.,(1998)　Bioinforma
tics:　A　Practical　Guide　to　the　Analysis　of　Genes　and　Proteins,　Wiley
、およびMisener　et　al.,(eds.)　(1999)　Bioinformatics　Methods　and　Protocols
　(Methods　in　Molecular　Biology,　Vol.　132),　Humana　Pressに記述されている
。同一配列の特定に加え、上述のプログラムは多くの場合、同一性の程度の指標も提供す
る。一部の実施形態では、二つの配列は、残基の関連する区間に渡って、その対応残基の
少なくとも50%、55%、60%、65%、70%、75%、80%、85%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、
96%、97%、98%、99%またはそれ以上が同一の場合、実質的に同一であるとみなされる。一
部の実施形態では、関連する区間は完全配列である。一部の実施形態では、関連する区間
は少なくとも10、15、20、25、30、35、40、45、50またはそれ以上の残基である。
【００９６】
　「標的化ベクター」または「標的化構築物」という語句は、本明細書において用いられ
る場合、標的化領域を備えるポリヌクレオチド分子を指す。標的化領域は、標的細胞、組
織または動物の配列と同一または実質的に同一の配列を備え、相同組み換えにより、標的
化構築物を、細胞、組織または動物のゲノム内の位置に統合する。部位特異的リコンビナ
ーゼ認識部位（例えば、loxPまたはFrt部位）を使用して狙う標的化領域も含まれる。一
部の実施形態では、本発明の標的化構築物は、特に関心のある核酸配列または遺伝子、選
択可能マーカー、制御およびまたは調節配列、ならびにこのような配列が関与する組み換
えを支援または促進するタンパク質の外からの追加を通して媒介される組み換えを許容す
るその他の核酸配列をさらに備える。一部の実施形態では、本発明の標的化構築物は対象
の遺伝子の全部または一部をさらに備え、対象の遺伝子は、内因性配列によってコードさ
れるタンパク質と類似の機能を持つたんぱく質の全部または一部をコードする異種遺伝子
である。一部の実施形態では、本発明の標的化構築物は対象のヒト化遺伝子の全部または
一部をさらに備え、対象のヒト化遺伝子は、内因性配列によってコードされるタンパク質
と類似の機能を持つたんぱく質の全部または一部をコードする対象のヒト化遺伝子である
。
【００９７】
　「バリアント」という用語は、本明細書において用いられる場合、参照実体と高い構造
的同一性を示すが、参照実体と比較し、一つ以上の化学的部分の存在下で、または一つ以
上の化学的部分のレベルで、参照実体とは構造的に異なる実体を指す。多くの実施形態で
は、「バリアント」は、その参照実体とは機能的にも異なる。一般的に、特定の実体が、
参照実体の「バリアント」と正しくみなされるかどうかは、参照実体とのその構造同一性
の程度に基づく。当業者であれば理解するように、すべての生物学的または化学的参照実
体は特定の特徴的構造要素を持つ。「バリアント」は、定義によると、一つ以上のこのよ
うな特徴的構造要素を共有する別個の化学的実体である。いくつかの例を挙げると、小分
子は特徴的なコア構造要素（例えば、マクロサイクルコア）および／または一つ以上の特
徴的懸垂部分を持つ場合があり、従って小分子のバリアントは、コア構造要素および特徴
的懸垂部分を共有するが、その他の懸垂部分および／またはコア内に存在する結合のタイ
プ（単に対する二重、Eに対するZなど）が異なるものであり、ポリペプチドは、直線また
は三次元空間でお互いに対して指定された位置を持つおよび／または特定の生物学的機能
に寄与する複数のアミノ酸から成る特徴的配列要素を持つ場合があり、核酸は、直線また
は三次元空間でお互いに対して指定された位置を持つ複数のヌクレオチド残基から成る特
徴的配列要素を持つ場合がある。例えば、「バリアントポリペプチド」は、アミノ酸配列
の一つ以上の差異および／またはポリペプチド骨格に共有結合した化学的部分（例えば、
炭化水素、脂質など）の一つ以上の差異の結果として、参照ポリペプチドとは異なる場合
がある。一部の実施形態では、「バリアントポリペプチド」は、参照ポリペプチドと少な
くとも85%、86%、87%、88%、89%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、または99%
の全体的配列同一性を示す。あるいはまたはさらに、一部の実施形態では、「バリアント
ポリペプチド」は、少なくとも一つの特徴的配列要素を参照ポリペプチドと共有しない。
一部の実施形態では、参照ポリペプチドは一つ以上の生物活性を持つ。一部の実施形態で
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は、「バリアントポリペプチド」は参照ポリペプチドの生物活性の一つ以上を共有する。
一部の実施形態では、「バリアントポリペプチド」は参照ポリペプチドの生物活性の一つ
以上を欠く。一部の実施形態では、「バリアントポリペプチド」は参照ポリペプチドと比
べて一つ以上の生物活性のレベル減少を示す。多くの実施形態で、特定位置での少数の配
列変更がなければ対象のポリペプチドが親のものと同一のアミノ酸配列を持つ場合、対象
のポリペプチドは親または参照ポリペプチドの「バリアント」であるとみなされる。一般
的に、親と比べて、バリアントの残基の20%、15%、10%、9%、8%、7%、6%、5%、4%、3%、2
%未満が置換される。一部の実施形態では、「バリアント」は親と比べて、10、9、8、7、
6、5、4、3、2、または1個の置換残基を持つ。しばしば、「バリアント」は、非常に少数
の（例えば、5、4、3、2、または1未満）の置換された機能残基（すなわち、特定の生物
活性に参加する残基）を持つ。さらに、「バリアント」は一般的には5、4、3、2、または
1以下の付加または欠失を持ち、親と比べて付加または欠失を持たないことがよくある。
さらに、任意の付加または欠失は一般的には、約25、約20、約19、約18、約17、約16、約
15、約14、約13、約10、約9、約8、約7、約6未満であり、通常は約5、約4、約3、または
約2残基である。一部の実施形態では、親または参照ポリペプチドは自然界に見られるも
のである。当業者であれば理解するように、特に対象のポリペプチドが感染因子ペプチド
である時、対象の特定ポリペプチドの複数のバリアントは、通常は自然界に見られる場合
がある。
【００９８】
　「ベクター」という用語は、本明細書において用いられる場合、それが関連している別
の核酸を輸送することができる核酸分子を指す。一部の実施形態では、ベクターは、染色
体外複製および／または、真核および／または原核細胞などの宿主細胞中でそれらが連結
している核酸の発現能力がある。動作可能なように連結された遺伝子の発現を方向付ける
ことができるベクターは、本明細書では「発現ベクター」と呼ばれる。
【００９９】
　「野生型」という用語は、本明細書において用いられる場合、（変異体、病的、改変な
どと対照をなす）「正常」な状態または状況で自然界に存在する構造および／または活性
を有する実体を指す当技術分野に理解されている意味を有する。当業者であれば、野生型
遺伝子およびポリペプチドはしばしば複数の異なる形態（例えば、アレル）で存在するこ
とを理解するであろう。
［発明を実施するための形態］
【０１００】
　本発明は、特に、癌の治療のためのcluster　of　differentiation　47（CD47）拮抗薬
（たとえば、抗CD47抗体）の治療有効性を決定するための、ならびに移植片生着、活性化
および貪食およびシグナル伝達のアッセイのための、CD47遺伝子をコードするヒト化遺伝
物質を有する改良された、および／または操作された非ヒト動物を提供するものである。
このような非ヒト動物は、CD47拮抗薬の治療有効性の決定、およびそれらのCD47阻害能力
の決定における改善を提供することが予期される。また、このような非ヒト動物は、ヒト
細胞の移植片生着における改善を提供することが予期される。したがって、本発明は、様
々な癌の治療のための抗CD47治療剤の開発、ならびに非ヒト動物におけるヒト造血細胞の
維持に特に有用である。特に、本発明は、非ヒト動物の細胞表面上にヒト化CD47タンパク
質の発現を生じさせる、マウスCD47遺伝子のヒト化を包含する。かかるヒト化CD47タンパ
ク質は、腫瘍細胞の貪食を活性化させる抗CD47治療剤の有効性を決定するための、ヒトCD
47＋細胞の源を提供する能力を有している。さらに、かかるヒト化CD47タンパク質は、生
着ヒト細胞の表面上に存在するリガンド（たとえば、SIRPα）と他の細胞表面タンパク質
の結合を介して、当該生着ヒト細胞を認識する能力を有している。一部の実施形態では、
本発明の非ヒト動物は、当該非ヒト動物の細胞表面上に発現されたヒト化CD47タンパク質
を経由したCD47シグナル伝達の阻害を介して、貪食を活性化させることができる。一部の
実施形態では、本発明の非ヒト動物は、移植されたヒト造血細胞を受け入れることができ
る。一部の実施形態では、かかる非ヒト哺乳動物は、ヒト細胞を備える免疫系を発現、お
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よび／または有する。一部の実施形態では、ヒト化CD47タンパク質は、ヒトCD47タンパク
質のN末端イムノグロブリンVドメインに相当する配列を有する。一部の実施形態では、ヒ
ト化CD47タンパク質は、ヒトCD47タンパク質の細胞外部分と膜貫通部分を備えたヒトCD47
タンパク質のN末端部分に相当する配列を有しており、この場合において、当該細胞外部
分は、ヒトCD47タンパク質のN末端イムノグロブリンVドメインを含有し、当該膜貫通部分
は、ヒトCD47タンパク質の5つの膜貫通ドメインを含有している。一部の実施形態では、
ヒト化CD47タンパク質は、非ヒト（たとえばマウス）のCD47タンパク質の細胞質内尾部に
相当する配列を有している。一部の実施形態では、ヒト化CD47タンパク質は、ヒトCD47タ
ンパク質のアミノ酸残基19～292（または19～141、または19～127）に相当する配列を有
している。一部の実施形態では、本発明の非ヒト動物は、非ヒト動物および異種の種（例
えば、ヒト）からの遺伝物質を含む内因性CD47遺伝子を備えている。一部の実施形態では
、本発明の非ヒト動物は、ヒト化CD47遺伝子を備えており、この場合において、当該ヒト
化CD47遺伝子は、ヒトCD47遺伝子のN末端イムノグロブリンVドメインを含む細胞外部分を
コードするヒトCD47遺伝子のエクソンを備えている。一部の実施形態では、ヒト化CD47遺
伝子は、ヒトCD47タンパク質の細胞外部分と膜貫通部分を備えたヒトCD47タンパク質のN
末端部分をコードする、たとえばエクソン2～7などのヒトCD47のエクソンを備えており、
この場合において、当該細胞外部分は、ヒトCD47タンパク質のN末端イムノグロブリンVド
メインを含み、当該膜貫通部分はヒトCD47タンパク質の5つの膜貫通ドメインを含んでい
る。一部の実施形態では、ヒト化CD47遺伝子は、全部または一部のシグナルペプチド、お
よび非ヒトCD47タンパク質の細胞質内尾部をコードする非ヒトCD47エクソンを備えている
。一部の実施形態では、ヒト化CD47遺伝子は、非ヒトCD47エクソン1と、細胞質内尾部お
よび3'UTRをコードするエクソン7の下流のエクソン（複数含む）を備えている。アイソフ
ォームによっては、すべてのアイソフォームの最後のエクソンに存在する停止コドンと3'
UTRとともに、エクソン7の下流に一つ以上のエクソンが存在する。たとえば、表3に示さ
れるマウスとヒトのCD47の両方のアイソフォーム2は、エクソン7の下流に二つのエクソン
を有しており、それらはエクソン8および9と指定されている。
【０１０１】
　本発明のさまざまな態様が以下のセクションに詳細に記述されている。セクションの使
用は本発明を限定することを意図しない。各セクションは本発明の任意の態様に適用する
ことができる。本明細書では、特に指定のない限り、「または」の使用は「および／また
は」を意味する。
Cluster　of　Differentiation　47（CD47）遺伝子
【０１０２】
　CD47は、元々はその免疫細胞上のインテグリンからのシグナル伝達における役割から、
インテグリン関連タンパク質（IAP：integrin-associated　protein）と名付けられてい
た、N末端イムノグロブリンVドメイン、5つの膜貫通ドメイン、および短いC末端細胞質内
尾部を含む膜貫通型タンパク質である。特定されている4つの選択的スプライス型アイソ
フォームによると、細胞質内尾部は長さが異なっている。CD47（またはIAP）は当初、す
べての組織上（アイソフォーム2）、神経細胞（アイソフォーム4）、ならびに角化細胞お
よびマクロファージ（アイソフォーム1：Reinhold　et　al.　(1995)　J.　Cell　Sci.　
108:3419-3425を参照のこと）で発現していると記述されていた。アイソフォーム3は、こ
の4つのアイソフォームの中で2番目に長い細胞質内尾部を有しているにもかかわらず、ほ
とんど何も判明していない。CD47は、インテグリンに加え、たとえばトロンボスポンジン
、およびSIRPファミリーのメンバーなどのいくつかの他の細胞表面タンパク質と相互作用
することが知られている。特に、CD47は、SIRPαと相互作用し、たとえば貪食阻害および
Ｔ細胞活性化などの様々な細胞間応答を制御する二方向性のシグナル伝達を生じさせる。
実際に近年、CD47-SIRPαの相互作用は、腫瘍細胞に免疫監視を逃れる能力をもたらすと
いうその役割が明らかとなった。CD47のSIRPαへの結合は通常、抗貪食シグナル（「食べ
ないで」）を通して正常細胞に保護をもたらすものである。しかしながら、腫瘍細胞もま
た、貪食による破壊を逃れるためのCD47を含む抗貪食シグナルを発現していることが発見
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された。興味深いことに、CD47は数種の血液癌において上方制御されており、これが腫瘍
の成長と播種の両方に貢献していることが知られている（Chao　et　al.　(2012)Curr　O
pin　Immunol.24(2):　225-232）。
【０１０３】
　癌に対する新たな治療法としてCD47とCD47-SIRPα経路を標的とする場合の効果のすべ
ては明らかになっておらず、いくつか毒性の可能性が調査されている。将来的により優れ
た癌治療のための標的化療法を開発するためには、CD47のシグナル伝達と、CD47-SIRPα
経路に関するより徹底した詳細な理解が必要である。
CD47配列
【０１０４】
　マウスとヒトの例示的なCD47配列を表3に解説する。mRNA配列については、太字はコー
ド配列を示し、その太字で示されているなかで、連続したエクソンは、交互の下線文字に
より分けられている。マウスとヒトのタンパク質配列に関しては、シグナルペプチドは下
線を引かれており、細胞外配列は太字、細胞質内配列は斜体となっている。ヒト化タンパ
ク質配列に関しては、非ヒト配列は通常のフォントで示され、ヒト配列は太字で示され、
シグナルペプチドは下線を引かれている。示されているとおり、アイソフォームはエクソ
ンの数が異なっている。たとえば、ヒトCD47遺伝子のアイソフォーム1～4は、総数でそれ
ぞれ8個、9個、10個および11個のエクソンを有しており、各アイソフォームのエクソン2
～7は細胞外ドメインと5つの膜貫通ドメインをコードしている。
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【表３－２５】

ヒト化CD47非ヒト動物
【０１０５】
　CD47タンパク質をコードする非ヒト動物の内因性遺伝子座の遺伝子改変から生じる非ヒ
ト動物の細胞表面上に、ヒト化CD47タンパク質を発現する非ヒト動物が提供される。本明
細書に記述された適切な例には齧歯類、特にマウスが含まれる。
【０１０６】
　一部の実施形態では、ヒト化CD47遺伝子は、異種の種（例えば、ヒト）からの遺伝物質
を備え、ヒト化CD47遺伝子は異種の種由来の遺伝物質のコード化部分を備えるCD47タンパ
ク質をコードする。一部の実施形態では、本発明のヒト化CD47遺伝子は、細胞の細胞膜上
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に発現されるCD47タンパク質の細胞外部分をコードする異種の種のゲノムDNAを備える。
一部の実施形態では、本発明のヒト化CD47遺伝子は、細胞の細胞膜上に発現されるCD47タ
ンパク質の細胞外部分と膜貫通部分をコードする異種の種のゲノムDNAを備える。当該ヒ
ト化CD47遺伝子を含む非ヒト動物、非ヒト胚、および細胞を作製するための非ヒト動物、
胚、細胞および標的化構築物も提供される。
【０１０７】
　一部の実施形態では、内因性CD47遺伝子は削除されている。一部の実施形態では、内因
性CD47は変更されており、内因性CD47遺伝子の一部分が異種配列（例えば、ヒトCD47配列
の全部または一部）で置換されている。一部の実施形態では、内因性CD47遺伝子のすべて
または実質的にすべてが、異種の遺伝子（例えば、ヒトCD47遺伝子）で置換される。一部
の実施形態では、異種CD47遺伝子の一部分が、内因性CD47遺伝子座で、内因性非ヒトCD47
遺伝子に挿入される。一部の実施形態では、異種遺伝子はヒト遺伝子である。一部の実施
形態では、改変またはヒト化は、内因性CD47遺伝子の二つの複製のうちの一つに対して行
われ、それによりヒト化CD47遺伝子に対してヘテロ接合性の非ヒト動物を生じさせる。そ
の他の実施形態では、ヒト化CD47遺伝子に対してホモ接合性の非ヒト動物が提供される。
【０１０８】
　本発明の非ヒト動物は、全部または一部のヒトCD47を内因性非ヒトCD47遺伝子座に含有
する。従って、このような非ヒト動物は異種CD47遺伝子を有するとして記述されることが
できる。内因性CD47遺伝子座で置換、挿入、改変または変更されたCD47遺伝子は、たとえ
ばPCR、ウェスタンブロット、サザンブロット、制限酵素断片長多型（RFLP）、または対
立遺伝子の獲得または欠失アッセイを含む、さまざまな方法を使用して検出できる。一部
の実施形態では、非ヒト動物は、ヒト化CD47遺伝子に関してヘテロ接合性である。その他
の実施形態では、非ヒト動物は、ヒト化CD47遺伝子に関してホモ接合性である。
【０１０９】
　さまざまな実施形態で、本発明によるヒト化CD47遺伝子は、第二、第三、第四、第五、
第六および第七のエクソンを有するCD47遺伝子を含み、各エクソンは表3のヒトCD47遺伝
子に見られる第二、第三、第四、第五、第六および第七のエクソンと少なくとも50%（例
えば、50%、55%、60%、65%、70%、75%、80%、85%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%
、97%、98%、99%またはそれ以上）同一の配列を有する。
【０１１０】
　さまざまな実施形態で、本発明によるヒト化CD47遺伝子は、第一のエクソンと、エクソ
ン7の下流のエクソン（複数含む）（たとえばアイソフォーム2の第八エクソンおよび第九
エクソン）を有するCD47遺伝子を含み、各エクソンは、表3のマウスCD47に見られる各エ
クソンと少なくとも50%（例えば、50%、55%、60%、65%、70%、75%、80%、85%、90%、91%
、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%またはそれ以上）同一の配列を有する。
【０１１１】
　さまざまな実施形態で、本発明によるヒト化CD47遺伝子は、5’非翻訳領域と3’非翻訳
領域を有するCD47遺伝子を含み、各領域は表3のマウスCD47遺伝子に見られる5’非翻訳領
域および3’非翻訳領域と少なくとも50%（例えば、50%、55%、60%、65%、70%、75%、80%
、85%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%又はそれ以上）同一の配列
を有する。
【０１１２】
　さまざまな実施形態で、本発明によるヒト化CD47遺伝子は、表3のヒトCD47ヌクレオチ
ドコード化配列に見られるヌクレオチドコード化配列と少なくとも50%（例えば、50%、55
%、60%、65%、70%、75%、80%、85%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99
%またはそれ以上）同一のヌクレオチドコード化配列（例えば、cDNA配列）を有するCD47
遺伝子を含む。
【０１１３】
　さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物によって生産されるヒト化CD47タンパク質
は、表3に見られるヒトCD47タンパク質の細胞外部分と少なくとも50%（例えば、50%、55%
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、60%、65%、70%、75%、80%、85%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%
またはそれ以上）同一のアミノ酸配列を有する細胞外部分を有する。
【０１１４】
　さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物によって生産されるヒト化CD47タンパク質
は、表3のヒトCD47タンパク質に見られるアミノ酸残基19～141と同一のアミノ酸配列を有
する細胞外部分を有する。
【０１１５】
　さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物によって生産されるヒト化CD47タンパク質
は、表3に見られるヒトCD47タンパク質のN末端イムノグロブリンVドメインと少なくとも5
0%（例えば、50%、55%、60%、65%、70%、75%、80%、85%、90%、91%、92%、93%、94%、95%
、96%、97%、98%、99%またはそれ以上）同一であるアミノ酸配列を有するN末端免疫グロ
ブリンVドメインを有する。
【０１１６】
　さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物によって生産されるヒト化CD47タンパク質
は、表3のヒトCD47タンパク質に見られるアミノ酸残基19～127と同一のアミノ酸配列を有
するN末端免疫グロブリンVドメインを有する。
【０１１７】
　さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物によって生産されるヒト化CD47タンパク質
は、N末端免疫グロブリンVドメインおよび5つの膜貫通ドメインを有し、各ドメインは、
表3に見られるヒトCD47タンパク質のN末端免疫グロブリンVドメインおよび5つの膜貫通ド
メインと、少なくとも50%（例えば、50%、55%、60%、65%、70%、75%、80%、85%、90%、91
%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%またはそれ以上）同一である配列を有する
。
【０１１８】
　さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物によって生産されるヒト化CD47タンパク質
は、表3に見られるマウスCD47タンパク質の細胞質内尾部と少なくとも50%（例えば、50%
、55%、60%、65%、70%、75%、80%、85%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%
、99%またはそれ以上）同一である配列を有する細胞質内尾部を持つ。
【０１１９】
　さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物によって生産されるヒト化CD47タンパク質
は、表3のヒトCD47タンパク質に見られるアミノ酸残基16～292と少なくとも50%（例えば
、50%、55%、60%、65%、70%、75%、80%、85%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%
、98%、99%またはそれ以上）同一であるアミノ酸配列を有する。
【０１２０】
　さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物によって生産されるヒト化CD47タンパク質
は、表3のヒトCD47タンパク質に見られるアミノ酸残基19～292と少なくとも50%（例えば
、50%、55%、60%、65%、70%、75%、80%、85%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%
、98%、99%またはそれ以上）同一であるアミノ酸配列を有する。
【０１２１】
　さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物によって生産されるヒト化CD47タンパク質
は、表3のヒトCD47タンパク質に見られるアミノ酸残基19～292（または16～292）と同一
であるアミノ酸配列を有する。
【０１２２】
　さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物によって生産されるヒト化CD47タンパク質
は、表3に見られるヒト化CD47タンパク質のアミノ酸配列と少なくとも50%（例えば、50%
、55%、60%、65%、70%、75%、80%、85%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%
、99%またはそれ以上）同一であるアミノ酸配列を有する。
【０１２３】
　さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物によって生産されるヒト化CD47タンパク質
は、表3に見られるヒト化CD47タンパク質のアミノ酸配列と同一であるアミノ酸配列を有
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する。
【０１２４】
　特定の多型体、対立遺伝子多型（例えば、一アミノ酸差異）または選択的スプライス型
アイソフォームを含む、ヒト化CD47タンパク質を発現する非ヒト動物を作るための組成物
および方法が提供されており、かかるタンパク質をヒトプロモーターおよびヒト調節配列
から発現する非ヒト動物を作るための組成物および方法も含む。一部の実施形態では、か
かるタンパク質を内因性プロモーターおよび内因性調節配列から発現する非ヒト動物を作
るための組成物および方法も提供されている。当該方法は、ヒトCD47タンパク質の全部ま
たは一部をコードする遺伝物質を、内因性CD47遺伝子に相当する非ヒト動物のゲノムの正
確な位置に挿入すること、およびそれによって、全部または一部がヒトであるCD47タンパ
ク質を発現するヒト化CD47遺伝子を生成することを含む。一部の実施形態では、当該方法
は、ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7に相当するゲノムDNAを非ヒト動物の内因性CD47遺伝
子に挿入すること、およびそれによって、挿入されたエクソンによりコードされるアミノ
酸を含有するヒト部分を含むCD47タンパク質をコードするヒト化遺伝子を生成することを
含む。
【０１２５】
　適切な場合、ヒトCD47タンパク質の全部または一部をコードする遺伝物質またはポリヌ
クレオチド配列のコード領域は、非ヒト動物での発現のために最適化されたコドンを含む
ように改変される場合がある（例えば、米国特許第5,670,356号および第5,874,304号を参
照）。コドン最適化配列は合成配列であり、非コドン最適化親ポリヌクレオチドによって
コードされる同一ポリペプチド（または全長ポリペプチドと実質的に同じ活性を有する全
長ポリペプチドの生物活性断片）をコードすることが好ましい。一部の実施形態では、ヒ
トCD47タンパク質の全部または一部をコードする遺伝物質のコード領域は、特定の細胞型
（例えば、齧歯類細胞）に対してコドン使用頻度を最適化するように変更された配列を含
む場合がある。例えば、非ヒト動物（例えば、齧歯類）の内因性CD47遺伝子に挿入される
、ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7に相当するゲノムDNAのコドンは、非ヒト動物の細胞で
の発現のために最適化される場合がある。このような配列はコドン最適化配列として記述
される場合がある。
【０１２６】
　　さまざまな実施形態で、CD47配列のゲノム配列は単一断片中で改変され、それにより
必要な調節配列を含むことによって正常な機能が維持されるため、ヒト化CD47遺伝子の方
法は、相対的に最小限の内因性遺伝子の改変を用いることにより、非ヒト動物において自
然な状態のCD47介在性シグナル伝達を生じさせている。従って、かかる実施形態では、CD
47遺伝子の改変はその他の周囲の遺伝子またはその他の内因性CD47－相互作用遺伝子（例
えば、トロンボスポンジン、SIRP、インテグリンなど）に影響を与えない。さらに、さま
ざまな実施形態で、改変は、細胞膜上の機能的CD47膜貫通型タンパク質の組み立てに影響
を与えず、結合および、改変によって影響を受けないタンパク質の細胞質部分を通したそ
の後のシグナル伝達を介して正常なエフェクター機能を維持する。
【０１２７】
　内因性マウスCD47遺伝子およびヒトCD47遺伝子のゲノム構造の略図（正確な縮尺ではな
い）が図1に提供されている。ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7を含むゲノム断片を使用し
て、内因性マウスCD47遺伝子をヒト化するための例示的方法が図2に提供されている。図
示されているように、ヒトCD47のエクソン2～7を含有するゲノムDNAは、標的化構築物に
より内因性マウスCD47遺伝子座へと挿入されている。このゲノムDNAには、リガンド結合
に関与するヒトCD47タンパク質の細胞外部分および膜貫通ドメイン（例えば、アミノ酸残
基16～292）をコードする遺伝子の部分を含む。
【０１２８】
　内因性CD47遺伝子座にヒト化CD47遺伝子を有する非ヒト動物（例えば、マウス）は、当
技術分野で公知の任意の方法で作ることができる。例えば、選択可能なマーカー遺伝子と
ともにヒトCD47遺伝子の全部または一部を導入する標的化ベクターを作ることができる。
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図2は、ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7の挿入を備えるマウスゲノムの内因性CD47遺伝子
座を図示している。図示されるように、標的化構築物は、内因性マウスCD47遺伝子（約39
Kb）のエクソン2の上流の配列を含む5’ホモロジーアーム、次いでヒトCD47遺伝子のエク
ソン2～7を含有するゲノムDNA断片（約23.9Kb）、薬剤選択カセット（例えば、loxP配列
の両側に隣接するネオマイシン耐性遺伝子、約5Kb）、および内因性マウスCD47遺伝子の
エクソン7の下流配列を含有する3’ホモロジーアーム（約99Kb）を含む。標的化構築物は
、自動削除薬剤選択カセット（例えば、loxP配列に隣接したネオマイシン耐性遺伝子、米
国特許第8,697,851号、第8,518,392号および第8,354,389号を参照のこと。これらはすべ
て参照により本明細書に組み込まれる）を含む。相同組み換えが行われると、内因性マウ
スCD47遺伝子のエクソン2～7は、標的化ベクター中に含有される配列（すなわちヒトCD47
遺伝子のエクソン2～7）により置換される。ヒト化CD47遺伝子が作られ、それによりヒト
CD47遺伝子のエクソン2～7によりコードされるアミノ酸を含有するヒト化CD47タンパク質
を発現する細胞または非ヒト動物がもたらされる。発生依存的な様式で除去された薬剤選
択カセット、すなわち、その生殖系細胞が上述のヒト化CD47遺伝子を含むマウスから派生
した子孫は、発生の間に分化した細胞から選択可能マーカーを脱落させる。
【０１２９】
　本発明の非ヒト動物は、多くの場合、当該非ヒト動物の使用目的に応じて、上述のよう
に作製され、または追加のヒト遺伝子もしくはヒト化遺伝子を含有させるための当技術分
野に公知の方法を用いて作製されてもよい。かかる追加のヒト遺伝子またはヒト化遺伝子
の遺伝物質は、上述の遺伝的改変を有する細胞（たとえば胚性幹細胞）のゲノムのさらな
る改変を介して、または所望される他の遺伝子改変系統を用いた当分野に公知の交配技術
を介して、導入される場合がある。一部の実施形態では、本発明の非ヒト動物は、SIRPα
（CD172a）、IL-3、M-CSF、GM-CSF、およびTPOから選択されるヒト遺伝子またはヒト化遺
伝子を一つ以上さらに備えるように作製される。一部の実施形態では、本発明の非ヒト動
物は、本明細書に記述されるように、標的化ベクターを、改変された系統由来の細胞へと
導入することにより作製されてもよい。一例をあげると、上述の標的化ベクターは、Rag2
を欠損およびIL-2Rγを欠損し、4つのヒトサイトカイン（Rag2-/-　IL2Rγc/-　;M-CSFHu

;　IL-3/GM-CSFHu;hSIRPαtg;TPOHu）を含むマウスへと導入されてもよい。一部の実施形
態では、本発明の非ヒト動物は、ヒトまたはヒト化されたシグナル制御性タンパク質アル
ファ（SIRPα：signal-regulatory　protein　alpha）遺伝子をさらに備えるように作製
される。一部の実施形態では、本発明の非ヒト動物は、本明細書に記述されるヒト化CD47
遺伝子、および異種の種（例えば、ヒト）由来の遺伝物質を備えており、この場合におい
て当該遺伝物質は、SIRPα（CD172a）、IL-3、M-CSF、GM-CSF、およびTPOから選択される
異種タンパク質を一つ以上、全部または一部、コードしている。一部の特定実施形態では
、本発明の非ヒト動物は、本明細書に記述されるヒト化CD47遺伝子、および異種の種（例
えば、ヒト）由来の遺伝物質を備えており、この場合において、当該遺伝物質は、異種（
例えば、ヒト）のSIRPα（CD172a）タンパク質の全部または一部をコードしている。一部
の特定実施形態では、本発明の非ヒト動物は、内因性部分およびヒト部分（例えば、ヒト
SIRPα遺伝子のエクソン2～4）を備えるSIRPα遺伝子をさらに備えており、この場合にお
いて、当該ヒト部分は、SIRPαタンパク質の細胞外ドメイン（例えば、ヒトSIRPαタンパ
ク質の28～362残基に相当するアミノ酸）をコードしており、当該内因性部分は、内因性S
IRPαタンパク質の細胞内ドメインをコードしている。一部の実施形態では、ヒト部分お
よび内因性部分は、内因性SIRPαプロモーターに動作可能なように連結されている。
【０１３０】
　たとえば、本明細書において記述される場合、ヒト化CD47遺伝子を備えた非ヒト動物は
、それら出願がその全体で参照により本明細書に援用される、2010年10月4日に出願され
たPCT/US2010/051339、2013年9月6日に出願されたPCT/US2013/058448、2013年6月14日に
出願されたPCT/US2013/045788、2014年9月23日に出願されたPCT/US2014/056910、2014年1
0月15日に出願されたPCT/US2014/060568、2014年2月14日に出願されたPCT/US2012/025040
、2012年10月29日に出願されたPCT/US2012/062379、2014年11月10日に出願されたPCT/US2
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014/064806、および2014年11月10日に出願されたPCT/US2014/064810に記述される一つ以
上の改変を（たとえば、交雑育種または複数の遺伝子標的化戦略を介して）さらに備えて
もよい。ある実施形態では、ヒト化CD47遺伝子（すなわち、ヒト化CD47遺伝子がヒトCD47
タンパク質の細胞外部分と齧歯類CD47タンパク質の細胞内部分を有するCD47ポリペプチド
をコードするよう、内因性齧歯類CD47遺伝子のエクソン1とエクソン8（およびそれに伴い
任意の下流のエクソン）に動作可能に連結されたヒトCD47遺伝子のエクソン2～7）を備え
る齧歯類が、ヒト化SIRPα遺伝子（たとえば、ヒト化SIRPα遺伝子が、ヒトSIRPαタンパ
ク質の細胞外部分（たとえば28～362残基に相当するアミノ酸）と齧歯類SIRPαタンパク
質の細胞内部分を有するSIRPαポリペプチドをコードするよう、内因性齧歯類SIRPα遺伝
子のエクソン1と5～8に動作可能に連結されたヒトSIRPα遺伝子のエクソン2～4。たとえ
ば、参照により本明細書に援用される2014年9月23日に出願されたPCT/US2014/056910を参
照のこと）を備える齧歯類と交配される。
【０１３１】
　マウスにおいて、ヒト化CD47遺伝子を用いる実施形態（すなわち、ヒト部分およびマウ
ス部分を含むCD47タンパク質をコードするCD47遺伝子を伴うマウス）が本明細書では広く
検討されているが、ヒト化CD47遺伝子を備えるその他の非ヒト動物も提供される。一部の
実施形態では、このような非ヒト動物は、内因性CD47プロモーターに動作可能なように連
結したヒト化CD47遺伝子を備える。一部の実施形態では、このような非ヒト動物は、内因
性遺伝子座からヒト化CD47タンパク質を発現し、この場合において、ヒト化CD47タンパク
質はヒトCD47タンパク質のアミノ酸残基16～292（または19～141、または19～127）を備
える。このような非ヒト動物には、本明細書に開示されたCD47タンパク質を発現するよう
に遺伝子改変されることができる非ヒト動物のいずれかを含み、例えば、マウス、ラット
、ウサギ、ブタ、ウシ（例えば、雌牛、未去勢オスウシ、バッファロー）、シカ、ヒツジ
、ヤギ、ニワトリ、ネコ、イヌ、フェレット、霊長類（例えば、マーモセット、アカゲザ
ル）などの哺乳類が含まれる。例えば、好適な遺伝子改変可能ＥＳ細胞が直ちに利用可能
でない非ヒト動物については、遺伝子改変を含む非ヒト動物を作るために他の方法が採用
される。このような方法には、例えば、非ＥＳ細胞ゲノム（例えば、線維芽細胞または人
工多能性細胞）を改変すること、および体細胞核移植（SCNT）を利用して好適な細胞、例
えば除核卵母細胞、に遺伝子改変されたゲノムを導入すること、および改変された細胞（
例えば、改変された卵母細胞）を胚の形成に好適な条件下で非ヒト動物に懐胎させること
が挙げられる。
【０１３２】
　非ヒト動物ゲノム（例えば、ブタ、メスウシ、齧歯類、ニワトリなどのゲノム）の改変
方法には、例えば、ジンクフィンガーヌクレアーゼ（ZFN）またはTALエフェクターヌクレ
アーゼ（transcription　activator-like　effector　nuclease、TALEN）を用いて、ゲノ
ムを改変し、ヒト化CD47遺伝子を含ませる方法などが含まれる。
【０１３３】
　一部の実施形態では、本発明の非ヒト動物は哺乳動物である。一部の実施形態では、本
発明の非ヒト動物は、例えばトビネズミ上科またはネズミ上科の小さな哺乳動物である。
一部の実施形態では、本発明の遺伝子改変動物は齧歯類である。一部の実施形態では、本
発明の齧歯類はマウス、ラット、ハムスターから選択される。一部の実施形態では、本発
明の齧歯類はネズミ上科から選択される。一部の実施形態では、本発明の遺伝子改変動物
は、ヨルマウス科（例えば、マウス様のハムスター）、キヌゲネズミ科（例えば、ハムス
ター、New　Worldラットおよびマウス、ハタネズミ）、ネズミ科（純種のマウスおよびラ
ット、アレチネズミ、トゲマウス、タテガミネズミ）、アシナガマウス科（キノボリマウ
ス、ロックマウス、オジロラット、マダガスカルラットおよびマウス）、トゲヤマネ科（
例えば、トゲヤマネ）、およびメクラネズミ科（例えば、メクラネズミ、タケネズミ、お
よび高原モグラネズミ）から選択された科由来の動物である。一部の実施形態では、本発
明の遺伝子改変齧歯類は、純種のマウスまたはラット（ネズミ科）、アレチネズミ、トゲ
マウス、およびタテガミネズミから選択される。一部の実施形態では、本発明の遺伝子改
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変マウスはネズミ科のメンバーからのものである。一部の実施形態では、本発明の非ヒト
動物は齧歯類である。一部の実施形態では、本発明の齧歯類はマウスおよびラットから選
択される。一部の実施形態では、本発明の非ヒト動物はマウスである。
【０１３４】
　一部の実施形態では、本発明の非ヒト動物は、C57BL/A、C57BL/An、C57BL/GrFa、C57BL
/KaLwN、C57BL/6、C57BL/6J、C57BL/6ByJ、C57BL/6NJ、C57BL/10、C57BL/10ScSn、C57BL/
10Cr、およびC57BL/Olaから選択されるC57BL系のマウスである齧歯類である。一部の特定
実施形態では、本発明のマウスは、129P1、129P2、129P3、129X1、129S1（例えば、129S1
/SV、129S1/SvIm）、129S2、129S4、129S5、129S9/SvEvH、129/SvJae、129S6（129/SvEvT
ac）、129S7、129S8、129T1、129T2である系統からなる群から選択される129系統である
（例えば、Festing　et　al.,　1999,　Mammalian　Genome　10:836;　Auerbach,　W.　e
t　al.,　2000,　Biotechniques　29(5):1024-1028,　1030,　1032を参照）。一部の実施
形態では、本発明の遺伝子改変マウスは、前述の129系と前述のC57BL／6系との混合であ
る。一部の実施形態では、本発明の遺伝子改変マウスは、前述の129系の混合、または前
述のBL／6系の混合である。一部の実施形態では、本明細書に記述された混合の129系は12
9S6（129/SvEvTac）系である。一部の実施形態では、本発明のマウスはBALB系（例えばBA
LB/c系）である。一部の実施形態では、本発明のマウスはBALB系と別の前述の系との混合
である。
【０１３５】
　一部の実施形態では、本発明の非ヒト動物はラットである。一部の実施形態では、本発
明のラットは、ウィスターラット、LEA系、Sprague　Dawley系、フィッシャー系、F344、
F6およびDark　Agoutiから選択される。一部の実施形態では、本明細書に記述されたラッ
ト系は、ウィスター、LEA、Sprague　Dawley、フィッシャー、F344、F6、およびDark　Ag
outiから成る群から選択された二つ以上の系の混合である。
ヒト化CD47遺伝子を有する非ヒト動物を用いる方法
【０１３６】
　CD47変異およびトランスジェニック非ヒト動物（例えば、ミニブタ）および細胞が報告
されている（Koshimizu　H.　et　al.　　(2014)　PLoS　One,　9(2):e89584;　Lavender
,　K.J.　et　al.　　(2014)　J.　Immunol.　Methods,　407:127-134;　Tena,　A.　et
　al.　　(2014)　Am.　J.　Transplant.　doi:　10.1111/ajt.12918;　Lavender　K.J.
　et　al.　　(2013)　Blood,　122(25):4013-4020;　Tena,　A.　et　al.　　　(2012)
　Transplantation　94(10S):776;　Wang,　C.　et　al.　　(2011)　Cell　Transplant.
　　20(11-12):1915-1920;　Johansen,　M.L.　and　Brown,　E.J.　(2007)　J.　Biol.
　Chem.　.　282:24219-24230;　Wang,　H.　et　al.　　(2007)　Proc.　Nat.　Acad.　
Sci.　U.S.A.　　104:13744-13749;　Tulasne　D.　et　al.　　(2001)　Blood,　98(12)
:3346-52;　Oldenborg,　P.　et　al.　　(2000)　Science　288:2051-2054;　Verdrengh
,　M.　et　al.　　(1999)　Microbes　Infect.　　1(10):745-751;　Chang,　H.P.　et
　al.　　(1999)　Learn　Mem.　　6(5):448-457;　Wang,　X.Q.　et　al.　　(1999)　J
.　Cell　Biol.　　147(2):389-400;　Lindberg,　F.P.　et　al.　　(1996)　Science　
　274(5288):795-798）。かかる動物は、たとえばCD47の発現、機能および制御の分子的
状況などを決定するためのさまざまなアッセイにおいて用いられている。少なからぬ種差
が発見されている。実際に、非肥満性糖尿病／重症複合型免疫不全（NOD/SCID）マウスは
、ヒトCD47と相互作用可能なSIRPαタンパク質を発現し、ヒト免疫系の構成要素を有する
マウスモデルの開発のために広範に用いられている（たとえば、Takenaka,　K.　et　al.
　(2007)　Nat.　Immunol.　8(120:1313-1323を参照のこと）。これらマウス中に存在す
るSIRPα対立遺伝子は、他のマウス系統中に存在する典型的なSIRPα対立遺伝子ではなく
、一般的に種間でCD47とSIRPαの間に交差反応はほとんど無い。また、マウス細胞上のCD
47は、ほとんど完全な移動性を有している一方で、ヒト細胞上のCD47は約30％～40％のみ
を示すことが報告されている（Bruce,　L.　et　al.　(2003)　Blood　101:4180-4188;　
Mouro-Chanteloup,　L.　et　al.　(2000)　VoxSanguinis　78:P030;　Mouro-Chanteloup
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,　L.　et　al.　(2003)　Blood　101:338-344）　ゆえに、NOD/SCIDマウスは制限がない
わけではない。たとえば、複数の系統のヒト造血発生が、一部の遺伝的背景において裏付
けることができるが（たとえば、BALB/c　Rag2-/-　IL-2Rc-/-　）、他の細胞型のホメオ
スタシスには役に立たないままである（たとえば、T細胞およびNK細胞。たとえばGimeno,
　R.　et　al.　(2004)　Blood　104:3886-3893;　Traggiai,　E.　et　al.　　(2004)　
Science　304:104-107;　Legrand,　N.　et　al.　(2006)　Blood　108:238-245を参照の
こと）。さらに、CD47はまた、他の細胞表面タンパク質を相互作用し、二方向性のシグナ
ル伝達をもたらすことも知られている。従って、たとえば生着および貪食などのさまざま
な生物プロセスにおけるCD47依存性の機能の解明に関し、既存のマウスは非効率的なイン
ビボ系となっている。さらに、既存のマウスは、CD47標的化治療の開発に対し、次善のイ
ンビボ系となっている。
【０１３７】
　本発明の非ヒト動物は、さまざまなアッセイに有用なヒトCD47を発現する、改善された
インビボシステムおよび生体物質（例えば、細胞）の供給源を提供する。さまざまな実施
形態で、本発明の非ヒト動物は、CD47を標的とする療法および／またはCD47－SIRPαシグ
ナル伝達を調節する療法の開発に使用される。さまざまな実施形態では、本発明の非ヒト
動物は、ヒトCD47に結合する候補治療薬（例えば、抗体）をスクリーニング、および開発
するために使用される。さまざまな実施形態では、本発明の非ヒト動物は、ヒトCD47とヒ
トSIRPαの相互作用を阻害する候補治療薬（例えば、抗体）をスクリーニングおよび開発
するために使用される。さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物を用いて、本明細書
に記述される非ヒト動物の細胞表面上のヒト化CD47の拮抗薬および／または作動薬の結合
プロファイルが決定される。一部の実施形態では、本発明の非ヒト動物を用いて、ヒトCD
47に結合する一つ以上の治療用抗体候補のエピトープ（複数含む）が決定される。
【０１３８】
　さまざまな実施形態では、本発明の非ヒト動物は、抗CD47抗体の薬物動態プロフィルを
決定するために使用される。さまざまな実施形態で、本発明の一つ以上の非ヒト動物およ
び一つ以上の対照または参照非ヒト動物が、それぞれ、一つ以上の治療用抗CD47抗体候補
にさまざまな用量（例えば、0.1mg/kg、0.2mg/kg、0.3mg/kg、0.4mg/kg、0.5mg/kg、1mg/
kg、2mg/kg、3mg/kg、4mg/kg、5mg/mg、7.5mg/kg、10mg/kg、15mg/kg、20mg/kg、25mg/kg
、30mg/kg、40mg/kg、または50mg/kgまたはそれ以上）で曝露される。治療用抗体候補は
、任意の所望される投与経路（たとえば、皮下、静脈内、筋肉内、腹腔内など）を介して
投与されてもよい。非ヒト動物（ヒト化および対照）から血液がさまざまな時点（例えば
、0時間、6時間、1日、2日、3日、4日、5日、6日、7日、8日、9日、10日、11日、または
最大30日またはそれ以上の日数）で単離される。さまざまなアッセイは、総IgG、抗治療
抗体反応、凝集などを含むがこれらに限定されない、本明細書に記述された非ヒト動物か
ら取得されたサンプルを使用して、投与された候補治療抗体の薬物動態プロファイルを決
定するために実施される場合がある。
【０１３９】
　さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物を使用して、CD47シグナル伝達の阻害また
は調節の治療効果が測定され、および細胞変化の結果としての遺伝子発現への効果が測定
される。さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物またはそれらから単離された細胞は
、非ヒト動物の細胞表面上のヒト化CD47タンパク質（またはCD47タンパク質のヒト部分）
に結合する治療薬候補に曝露され、それに引き続く期間の後、例えば、腫瘍（または腫瘍
細胞）の接着、血管新生、アポトーシス、炎症、遊走、貪食、増殖およびクリアランスな
どのCD47依存性プロセスに対する効果について分析される。
【０１４０】
　本発明の非ヒト動物はヒト化CD47タンパク質を発現しており、ゆえに、例えば、特に拮
抗薬または作動薬がヒトSIRPα配列またはエピトープに特異的である場合に、CD47の拮抗
薬または作動薬の結合または機能を検証するための結合アッセイおよび機能アッセイに使
用するためのヒト化CD47の供給源としての役割を果たす細胞、細胞株、および細胞培養物
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を生成することができる。さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物から単離された細
胞を使用して、治療用抗体候補によって結合されるCD47のエピトープを決定することがで
きる。
【０１４１】
　本発明の非ヒト動物からの細胞は、その場限りで単離して使用するか、または多世代に
わたって培養物中で維持することができる。さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物
からの細胞は、不死化され、無期限に培養物中で（例えば、連続培養物中で）維持される
。
【０１４２】
　さまざまな実施形態で、本発明の細胞および／または非ヒト動物は、ヒトCD47シグナル
伝達を調節する治療薬候補をスクリーニングおよび開発するための、（例えば、BまたはT
細胞を用いる）生存および／または増殖のアッセイにおいて使用される。CD47の活性化ま
たは欠失は、細胞増殖の制御に重要な役割を果たし得、CD47によるアポトーシスの誘導は
、CD47の細胞外ドメインの特異的エピトープの活性化から生じる場合があり、従って、CD
47調節物質候補（たとえば、拮抗薬または作動薬）は、本発明の非ヒト動物の細胞および
／または本明細書に記述された非ヒト動物を使用して、特定され、特徴解析され、および
開発されてもよい。一部の実施形態では、本発明の細胞および／または非ヒト動物は、CD
47の存在下および非存在下での特定細胞（複数含む）（例えば、癌細胞）の増殖またはア
ポトーシスに対する効果を決定するための生存または死亡アッセイ（複数含む）で使用さ
れる。
【０１４３】
　さまざまな実施形態で、本発明の細胞および／または非ヒト動物は、移植されたヒト細
胞に対する生理的（例えば、免疫）反応におけるCD47介在性の機能を決定するための、異
種（例えば、ヒト）の細胞の異種移植に使用される。一部の実施形態では、ヒトCD47に結
合する、またはその一つ以上の機能を阻害する治療薬候補が、本発明の非ヒト動物におい
て特徴解析される。適切な測定法には、さまざまな細胞アッセイ、増殖アッセイ、血清免
疫グロブリン分析（例えば、抗体価）、細胞毒性アッセイ、およびリガンド・受容体相互
作用の特徴付け（免疫沈降アッセイ）が含まれる。一部の実施形態では、本発明の非ヒト
動物は、抗原に対する免疫反応を制御するCD47介在性の機能を特徴解析するために使用さ
れる。一部の実施形態では、抗原は新生物と関連している。一部の実施形態では、抗原は
自己免疫性の疾患、または状態と関連している。一部の実施形態では、抗原は、治療を必
要とする一人以上のヒト患者が患っている疾患または状態と関連する標的である。
【０１４４】
　さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物は、新たなリンパ球およびその免疫機能の
CD47依存性の制御を調節する化合物または生物学的製剤となる可能性のある治療剤を決定
するための、移植または養子移入実験で使用される。さまざまな実施形態で、本発明の非
ヒト動物は、ヒトB細胞が移植される。
【０１４５】
　さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物の細胞は、ヒトCD47を調節する治療薬候補
をスクリーニングおよび開発するための、細胞遊走アッセイまたは拡散アッセイで使用さ
れる。かかるプロセスは、創傷治癒、分化、増殖および生存をはじめとする多くの細胞プ
ロセスに必要である。
【０１４６】
　さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物の細胞は、CD47依存性の貪食制御を調節す
る化合物または生物学的製剤となる可能性がある治療剤を決定するための貪食アッセイに
使用される。
【０１４７】
　さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物の細胞は、CD47依存性の腫瘍細胞の制御お
よび／またはアポトーシスを調節する化合物または生物学的製剤となる可能性がある治療
剤を決定するための、腫瘍細胞の成長（または増殖）アッセイで使用される。
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【０１４８】
　さまざまな実施形態で、炎症性の疾患、または状態の一つ以上の機能のCD47依存性の制
御を調節する化合物または生物学的製剤の可能性のある治療剤を決定するためのインビボ
システムを提供するために、本発明の一つ以上の非ヒト動物において、炎症性の疾患、ま
たは状態が誘導される。一部の実施形態では、炎症性の疾患または状態は、新生物と関連
している。
【０１４９】
　さまざまな実施形態で、抗血管新生状態の一つ以上の機能のCD47依存性の制御を調節す
る化合物または生物学的製剤の可能性のある治療剤を決定するためのインビボシステムを
提供するために、本発明の一つ以上の非ヒト動物において、抗血管新生状態が誘導される
。治療有効性を決定するために評価され得る例示的な機能としては、ケモカイン発現、一
酸化窒素（NO）刺激応答、および血流の回復が挙げられる。
【０１５０】
　本発明の非ヒト動物は、薬剤またはワクチンの分析および検査のための　インビボシス
テムを提供する。さまざまな実施形態で、候補薬剤またはワクチンが本発明の一つ以上の
非ヒト動物に送達され、その後非ヒト動物をモニターして、薬剤またはワクチンに対する
免疫反応、薬剤またはワクチンの安全性プロファイル、または疾患または状態に対する効
果の一つ以上を決定する場合がある。安全性プロファイルを決定するために使用される例
示的方法には、毒性、最適な用量濃度、薬剤またはワクチンの有効性、および潜在的リス
ク因子の測定を含む。このような薬剤またはワクチンはこのような非ヒト動物で改善およ
び／または開発される場合がある。
【０１５１】
　本発明の非ヒト動物は、CD47標的化薬剤の薬物動態特性を評価するためのインビボシス
テムを提供する。さまざまな実施形態で、CD47標的化薬剤は、本発明の一つ以上の非ヒト
動物に送達または投与され、次いで、当該非ヒト動物（またはそれから単離された細胞）
をモニターするか、またはそれらに対して一つ以上のアッセイを実施して、当該非ヒト動
物に対する薬剤の効果を決定してもよい。薬物動態特性には、動物がどのように薬剤を処
理してさまざまな代謝物にするか（または、有毒代謝物を含む一つ以上の薬剤代謝物の有
無の検出）、薬剤半減期、投与後の薬剤の循環レベル（例えば、薬剤の血清濃度）、抗薬
物反応（例えば、抗薬物抗体）、薬剤の吸収および分布、投与経路、薬剤の排泄および／
またはクリアランス経路を含むがこれらに限定されない。一部の実施形態では、薬剤（例
えば、CD47調節物質）の薬物動態特性および薬力学特性は、本発明の非ヒト動物で、また
はその使用を通してモニターされる。
【０１５２】
　本発明の非ヒト動物は、CD47標的化薬剤の標的毒性を評価するためのインビボシステム
を提供する。さまざまな実施形態で、CD47標的化薬剤は、本発明の一つ以上の非ヒト動物
に送達または投与され、次いで、当該非ヒト動物（またはそれから単離された細胞）をモ
ニターするか、またはそれらに対する一つ以上のアッセイを実施して、当該非ヒト動物に
対する薬剤の標的毒性効果を決定してもよい。一般的に、薬剤は標的の一つ以上の機能を
調節することを目的としている。一例を挙げると、CD47調節物質は、一つ以上の細胞の表
面上のCD47分子と何らかの方法で相互作用することによりCD47介在性の機能（例えば、CD
47誘導性アポトーシス）を調節することを目的としている。一部の実施形態では、このよ
うな調節因子は、調節因子の望ましい薬理作用の誇張である有害作用を持つ場合がある。
このような効果は標的効果（on-target　effects）と呼ばれる。例示的な標的効果には、
高すぎる用量、慢性的な活性化／不活性化、および正しくない組織での正しい作用が挙げ
られる。一部の実施形態では、本発明の非ヒト動物で、またはその使用を通して特定され
たCD47標的化薬剤の標的効果は、従前には知られていなかったCD47の機能（複数含む）を
決定するために使用される。
【０１５３】
　本発明の非ヒト動物は、CD47標的化薬剤の標的外毒性（off-target　toxicity）を評価
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するためのインビボシステムを提供する。さまざまな実施形態で、CD47標的化薬剤は、本
発明の一つ以上の非ヒト動物に送達または投与され、次いで、当該非ヒト動物（またはそ
れから単離された細胞）をモニターするか、またはそれらに対して一つ以上のアッセイを
実施して、当該非ヒト動物に対する薬剤の標的外毒性効果を決定してもよい。標的外効果
は、薬剤が意図しない標的と相互作用する時（例えば、共通エピトープに対する交差反応
）に発生する可能性がある。このような相互反応は、意図するまたは意図しない組織で起
こる可能性がある。一例を挙げると、薬剤の鏡像異性体（エナンチオマー）は標的外毒性
効果をもたらす可能性がある。らに、薬剤は異なる受容体サブタイプと不適切に相互作用
し、それを非意図的に活性化する可能性がある。例示的標的外効果には、誤った標的があ
る組織の組織とは関係のない、誤った標的の誤った活性化／阻害を含む。一部の実施形態
では、CD47標的化薬剤の標的外効果は、当該薬剤を本発明の非ヒト動物に投与した効果と
、一つ以上の参照非ヒト動物に投与した効果とを比較することによって決定される。
【０１５４】
　一部の実施形態では、アッセイを行うことは、薬剤が投与される非ヒト動物の表現型（
例えば、体重における変化など）および／または遺伝子型への効果を決定することを含む
。一部の実施形態では、アッセイを行うことは、CD47調節物質（例えば、拮抗薬または作
動薬）のロット間変動を決定することを含む。一部の実施形態では、アッセイを行うこと
は、本発明の非ヒト動物に投与されたCD47標的化薬剤の効果と、参照非ヒト動物に投与さ
れたCD47標的化薬剤の効果の間の差異を決定することを含む。さまざまな実施形態で、参
照非ヒト動物は、本明細書に記述された改変、本明細書に記述されたものとは異なる改変
（例えば、破壊、欠失またはそうでなければ非機能的CD47遺伝子を有するもの）を有して
いてもよく、または改変を有していなくてもよい（すなわち、野生型非ヒト動物）。
【０１５５】
　CD47標的化薬剤の薬物動態特性、標的毒性、および／または標的外毒性を評価するため
に非ヒト動物で（またはそれらから単離された細胞で、および／またはそれらを使用して
）測定されうる例示的パラメーターには、凝集、オートファジー、細胞分裂、細胞死、補
体媒介溶血、DNA完全性、薬物特異抗体力価、薬剤代謝、遺伝子発現アレイ、ヘマトクリ
ット値、血尿、代謝活性、ミトコンドリア活性、酸化ストレス、貪食、タンパク質生合成
、タンパク質分解、タンパク質分泌、ストレス反応、標的組織薬剤濃度、標的外組織薬剤
濃度、転写活性などが含まれるがこれらに限定されない。さまざまな実施形態で、本発明
の非ヒト動物は、CD47調節物質の薬学的有効量を決定するために使用される。
【０１５６】
　本発明の非ヒト動物は、癌で使用する候補治療薬の開発および特徴付けのための、改善
されたインビボシステムを提供する。さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物に腫瘍
が移植され、その後に、一つ以上の候補治療薬を投与する場合がある。一部の実施形態で
は、候補治療薬には、多特異性抗体（例えば、二重特異性抗体）または抗体カクテルを含
む場合があり、一部の実施形態では、候補治療薬は、例えば、連側的または同時に投薬さ
れる単一特異性抗体の投与などの併用療法を含む。腫瘍は、非ヒト動物内の一つ以上の場
所で定着するために十分な時間を与えられる場合がある。腫瘍細胞増殖、成長などは、た
とえば治療薬候補（複数含む）の投与前と後の両方で測定されてもよい。望ましい場合に
は、治療薬候補の細胞毒性もまた、非ヒト動物で測定されてもよい。
【０１５７】
　本発明の非ヒト動物は、養子免疫伝達を介したヒトの細胞間相互作用のメカニズムを明
らかにする改善されたインビボシステムを提供する。さまざまな実施形態で、本発明の非
ヒト動物は、腫瘍異種移植片を移植され、次いで、腫瘍浸潤性リンパ球の第二の移植が養
子免疫伝達により非ヒト動物に移植され、固形腫瘍または他の悪性腫瘍の根絶におけるそ
の有効性を決定され得る。かかる実験は、非ヒト動物の内因性CD47との競合が無く、ヒト
CD47は排他的に存在していることを理由に、ヒト細胞を用いて行われてもよい。あるいは
、かかる実験は、NOD/SCIDまたはBRG　(BALB/c　Rag2-/-　IL-2Rc-/-　)の背景からのマ
ウス細胞の使用を含んでもよい。さらに、異種移植における使用のための療法および医薬
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は、かかる非ヒト動物において改善、および／または開発されることができる。
【０１５８】
　本発明の非ヒト動物は、生着を介したヒト造血幹細胞の維持および発達のための改善さ
れたインビボシステムを提供する。さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物は、当該
非ヒト動物内でのヒト幹細胞の改善された発達および維持を提供する。さまざまな実施形
態で、当該非ヒト動物の血液、骨髄、脾臓および胸腺において、分化型ヒトB細胞およびT
細胞の群の増加が観察される。さまざまな実施形態で、当該非ヒト動物の血液、骨髄、脾
臓および胸腺の細胞において、T細胞およびNK細胞の最適なホメオスタシスが観察される
。さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物は、一つ以上の参照非ヒト動物と比較し、
赤血球（RBC）のレベルまたは量の増加を示す。
【０１５９】
　本発明の非ヒト動物は、ヒト細胞標的化治療薬剤を評価するために用いることができる
。さまざまな実施形態で、本発明の非ヒト動物にヒト細胞が移植され、ヒト細胞などを標
的とする薬剤候補がこのような非ヒト動物に投与される。次に薬剤の治療有効性が、薬剤
の投与後に非ヒト動物のヒト細胞をモニターすることによって決定される。非ヒト動物で
試験できる薬剤には、小分子化合物、すなわち1500kD、1200kD、1000kD、または800ダル
トン未満の分子量の化合物、および大分子化合物（タンパク質など、例えば抗体）の両方
を含み、これらはヒト細胞を標的化する（例えば、結合するおよび／または作用する）こ
とによってヒト疾患および状態の治療に対して意図する治療効果を持つ。
【０１６０】
　一部の実施形態では、薬剤は抗癌剤であり、ヒト細胞は癌細胞であり、これらは原発癌
の細胞または原発癌から定着した細胞株の細胞でありうる。これらの実施形態で、本発明
の非ヒト動物はヒト癌細胞を移植され、抗癌剤が非ヒト動物に投与される。薬剤の有効性
は、非ヒト動物のヒト癌細胞の成長または転移が、薬剤の投与の結果として阻害されるか
どうかを評価することで決定することができる。
【０１６１】
　特定の実施形態では、抗癌剤は、ヒト癌細胞上の抗原に結合する抗体分子である。特定
の実施形態では、抗癌剤は、ヒト癌細胞上の抗原、およびその他のヒト細胞（例えばB細
胞およびT細胞などのヒト免疫系の細胞（または「ヒト免疫細胞」）上の抗原に結合する
二重特異性抗体である。
【０１６２】
　一部の実施形態では、本発明の非ヒト動物に、ヒト免疫細胞、またはヒト免疫細胞へと
分化する細胞が生着する。生着ヒト免疫細胞を有するかかる非ヒト動物は、ヒト癌細胞が
移植され、たとえばヒト癌細胞上の抗原とヒト免疫細胞（例えば、T細胞）上の抗原に結
合する二特異性抗体などの抗癌剤が投与される。二特異性抗体の治療有効性は、非ヒト動
物におけるヒト癌細胞の成長または転移を阻害するその能力に基づき評価され得る。特定
の実施形態では、本発明の非ヒト動物は、ヒト免疫細胞（特に、T細胞、B細胞、NK細胞が
挙げられる）を生じさせるヒトCD34+　造血系前駆細胞が生着される。ヒトB細胞リンパ腫
細胞（たとえば、Raji細胞）が、ヒト免疫細胞が生着したかかる非ヒト動物に移植され、
次いで、腫瘍抗原（例えば、CD20などの正常なB細胞と特定のB細胞悪性腫瘍上の抗原）と
、T細胞受容体のCD3サブユニットに結合する二特異性抗体が投与され、当該非ヒト動物に
おける当該二特異性抗体の腫瘍成長阻害に関する能力が検証される。
【実施例】
【０１６３】
　以下の実施例は、本発明の方法および組成物をどのように作成し使用するかを当業者に
説明するために提供されており、発明者がその発明として見なすものの範囲を限定するこ
とを意図していない。別途示されていない限り、温度は摂氏で示され、圧力は大気圧また
はその近くである。
実施例１　内因性Cluster　of　Differentiation　47　(CD47)遺伝子のヒト化。
【０１６４】
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　本実施例は、齧歯類（例えば、マウス）などの非ヒト哺乳動物においてcluster　of　d
ifferentiation　47（CD47）をコードする内因性遺伝子をヒト化する例示的方法を示す。
本実施例に記述された方法は、任意のヒト配列、または所望の場合にはヒト配列（または
配列断片）の組み合わせを使用して、非ヒト動物の内因性CD47遺伝子をヒト化するために
用いることができる。本実施例において、マウスの内因性CD47遺伝子のヒト化のために、
細菌人工染色体（BAC）クローンRP11-69A17にあるヒトCD47が用いられる。
【０１６５】
　内因性CD47遺伝子の細胞外N末端IgV領域と5つの膜貫通ドメインをコードする遺伝物質
のヒト化のための標的化ベクターは、VELOCIGENE（登録商標）技術を使用して構築された
（参照により本明細書に組み込まれる、米国特許第6,586,251号およびValenzuela　et　a
l.,　(2003),　High-throughput　engineering　of　the　mouse　genome　coupled　wit
h　high-resolution　expression　analysis,　Nature　Biotech.　21(6):652-659を参照
のこと）。
【０１６６】
　簡潔に述べると、マウス細菌人工染色体（BAC）クローンRP23-230L20　(Invitrogen社)
を改変し、内因性CD47遺伝子のエクソン2～7を含有する配列を削除し、ヒトCD47ポリペプ
チドのアミノ酸16～292をコードしているヒトBACクローンRP11-69A17　(Invitrogen社)を
用いてヒトCD47遺伝子のエクソン2～7を挿入した。アイソフォーム2のエクソン1、8およ
び9、ならびに5’非翻訳領域（UTRs）および3’非翻訳領域に相当するゲノムDNAを含有す
る内因性DNAは維持された。BACクローンRP11-69A17に含まれるヒトCD47配列の配列解析は
、すべてのCD47のエクソンとスプライシングシグナルを確認した。配列解析で、当該配列
が参照ゲノムおよびCD47転写物　NM_001777.3およびNM_198793.2に一致したことが明らか
となった。内因性CD47遺伝子のエクソン2～7に相当するゲノムDNA（約30.8kb）は、細菌
細胞中で相同組み換えによりBACクローンRP23-230L20中に置き換えられ、BACクローンRP1
1-69A17からのヒトCD47遺伝子のエクソン2～7に相当する約23.9kbのヒトゲノムDNAと、リ
コンビナーゼ認識部位に隣接する自己削除ネオマイシンカセットに相当する約4995bpを含
有するDNA断片が挿入された（loxP-hUb1-em7-Neo-pA-mPrm1-Crei-loxP;参照により本明細
書に援用される米国特許第8,697,851号、第8,518,392号および第8,354,389号を参照のこ
と）。自己削除ネオマイシンカセットは、ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7を含有する約23
.9kbのヒトDNA断片の末端に付加された（図2）。標的化ベクターは、5’から3’に向かっ
て、BACクローンRP23-230L20由来の約39kbのマウスゲノムDNAを含有する5’ホモロジーア
ーム、BACクローンRP11-69A17由来の約29.3kbのヒトゲノムDNA（ヒトCD47遺伝子のエクソ
ン2～7を含有する）、lox　P部位に隣接した自己削除ネオマイシンカセット、そしてBAC
クローンRP23-230L20由来の約98.8kbのマウスゲノムDNAを含有した。細菌細胞において上
述の標的化ベクターを用いた相同組み換えを行った後、改変RP23-230L20　BACクローンを
作製し、マウス5’UTR、マウスエクソン1、ヒトエクソン2～7、マウスエクソン8～9、お
よびマウス3’UTRを含有するヒト化CD47遺伝子を得た。ヒト化CD47の4つの推定選択的ス
プライス型アイソフォームのタンパク質配列を表3に示す。表3は、得られたマウスとヒト
のアミノ酸が、それぞれマウスDNAとヒトDNAをコードしていたことを示す。
【０１６７】
　上述の改変BACクローンを用いて、F1H4（50%　129/S6/SvEv/Tac、50%　C57BL/6NTac;　
Auerbach,　W.　et　al.　(2000）Biotechniques　29(5):1024-8,　1030,　1032)マウス
胚性幹細胞（ES）をエレクトロポレーションし、エクソン2～7からヒト化された内因性CD
47を備える改変ES細胞を作製した。ヒト化CD47遺伝子を含む明確に標的化されたES細胞が
、ヒトCD47配列（例えば、エクソン2～7）の存在を検出するアッセイ（Valenzuelaら、上
記参照）によって特定され、マウスCD47配列（例えば、エクソン1、8および9ならびに／
またはエクソン2～7）の欠失および／または保持を確認した。表4は、上述の内因性CD47
遺伝子のヒト化を確認するために使用されたプライマーおよびプローブを示す（図3）。
上流挿入点をまたぐヌクレオチド配列には以下が含まれた。これは挿入点の上流の内因性
マウス配列（以下の括弧内に含まれ、AsiSI制限酵素部位は斜字で示される）が、挿入点
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に存在するヒトCD47配列に連続的に連結されたことを示す：
【化１】

自己削除ネオマイシンカセットの5’末端の下流挿入点をまたぐヌクレオチド配列には以
下が含まれた。これは挿入点の下流のカセット配列と連続したヒトCD47ゲノム配列を示す
（以下の括弧内に含まれ、loxP配列は斜字で示される）：
【化２】

ネオマイシンカセットの3’末端の下流挿入点をまたぐヌクレオチド配列には以下が含ま
れた。これは内因性CD47遺伝子のエクソン7のマウスゲノム配列3’と連続したカセット配
列を示す（以下の括弧内に含まれ、loxP配列は斜字で示される）：

【化３】

ネオマイシンカセット（76bp残留）の削除後、挿入点の下流にわたるヌクレオチド配列は
以下を含んだ。これは残りのカセット配列loxP配列（以下の括弧内に含まれ、loxP配列は
太字で示される）と並置されたヒトおよびマウスのゲノム配列を示す：
【化４】

【０１６８】
　次いで陽性ES細胞クローンを、VELOCIMOUSE（登録商標）法を使用してメスのマウスに
移植し（たとえば、米国特許第7,294,754号、およびPoueymirou　et　al.,　　F0　gener
ation　mice　that　are　essentially　fully　derived　from　the　donor　gene-targ
eted　ES　cells　allowing　immediate　phenotypic　analyses,　2007,　Nature　Biot
ech.　　25(1):91-99を参照のこと）、ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7のマウスの内因性C
D47遺伝子への挿入を含有する一腹の仔を作製した。内因性CD47　遺伝子のエクソン2～7
がヒト化されたマウスを、ヒトCD47遺伝子配列の存在を検出した対立遺伝子アッセイ（Va
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子型同定によって再び確認、および同定した。仔は遺伝子型同定され、ヒト化CD47遺伝子
構築物に対してヘテロ接合性の動物のコホートを、特徴解析のために選択する。
【表４－１】
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実施例2　マウス赤血球によるヒト化CD47ポリペプチドの発現
【０１６９】
　本実施例は、実施例1に従い、ヒト化CD47遺伝子を含有するよう改変された非ヒト動物
（例えば、齧歯類）を用いて、CD47調節物質（例えば、抗CD47抗体）をスクリーニングし
、たとえば薬物動態および安全性プロファイルなどのさまざまな特性を決定し得ることを
示す。本実施例において、実施例1に従い作製され、本明細書に記述されるヒト化CD47ポ
リペプチドを発現する齧歯類から単離されたマウス赤血球（RBC）上でいくつかの抗CD47
抗体をスクリーニングする。
【０１７０】
　簡潔に述べると、ヒト化CD47マウス（n=2）由来の全血2mLを15mL試験管に移し、10分間
、4℃、200xgで遠心した。血漿とバフィーコートを吸引し、次いで15mLのPBSを加え、細
胞を穏やかに混合した。混合物を再度5分間、4℃、200xgで遠心した。上清を吸引し、細
胞をさらに2度洗浄した。沈殿したRBCを10mL　PBSの最終量に再懸濁した。再懸濁したRBC
を最後に10分間、4℃、200xgで遠心した。パッケージされたRBCの量は0.5mLと推定され、
PBSを用いて0.5%濃度まで希釈された（0.5mLのパッケージされたRBC／100mLのPBS）。実
際のRBC濃度は、Cellometer　Auto　T4　(1.5x107/mL;　Nexcelom　Bioscience社)を用い
て決定された。
【０１７１】
　80μLの0.5%マウスRBCを、96ウェルのV底プレートの各ウェルに添加した。抗CD47抗体
を各ウェルに添加した（33nMで20μL）。プレートを穏やかにタッピングして混合し、氷
上で30分間インキュベートした。次いで、プレートを染色緩衝液（2%FBS含有PBS）を用い
て2回洗浄した。二次抗体Fab-488（Alexa　Fluor　488結合AffiniPureマウス抗ヒトIgG、
F(ab’)2断片特異的、Jackson　Immuno　Research社）を10μg/mLの濃度で各ウェルに添
加した。再度、プレートを氷上で30分間インキュベートし、次いで、染色緩衝液を用いて
1回洗浄した。各ウェルの細胞を200μLの染色緩衝液中に再懸濁し、96ウェルフィルター
プレートを通してろ過した。プレート中の細胞を、BD　ACCURI（商標）C6システム(BD　B
iosciences社)を用いて分析した。代表的な結果を図4に示す。検証された各抗体に対する
上述のアイソタイプ対照の平均蛍光強度（MFI）を表5に示す。
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【表５】

【０１７２】
　図4に示されるように、すべての抗CD47抗体はヒト化CD47マウス由来のRBCに結合した。
まとめると、本実施例は、（1）本明細書に記述されるヒト化CD47遺伝子を含むよう操作
された非ヒト動物（例えば、齧歯類）が、当該非ヒト動物の細胞（例えば、RBC）の表面
上にヒト化CD47ポリペプチドを発現していること、および（2）かかる細胞が、CD47調節
物質（例えば、CD47抗体）のスクリーニング、およびかかる調節物質の薬物動態プロファ
イルの決定に有用であることを示している。
実施例3　ヒト化CD47ポリペプチドを発現するマウス赤血球の血球凝集。
【０１７３】
　本実施例はさらに、実施例1に従いヒト化CD47遺伝子を含有するよう改変された非ヒト
動物（例えば、齧歯類）が、CD47調節物質（例えば、抗CD47抗体）をスクリーニングする
ためのさまざまなアッセイ（例えば、血球凝集アッセイ）、ならびにたとえば薬物動態お
よび安全性プロファイルなどのさまざまな特性を決定するためのさまざまなアッセイに用
いることができることを示す。本実施例において、本明細書に記述されるヒト化CD47ポリ
ペプチドを発現するマウス赤血球（RBC）上でいくつかの抗CD47抗体がスクリーニングさ
れ、血球凝集を促進する抗体濃度が決定される。
【０１７４】
　簡潔に述べると、野生型およびヒト化CD47マウス（n=2）のRBCを、実施例2に記述され
るように作製した。20μLの抗CD47抗体（5倍連続希釈）を96ウェルのV底プレートのウェ
ル1～12にわたって添加し、次いで80μLの0.5%マウスRBCをプレートのすべてのウェルに
添加した。プレートを穏やかにタッピングして混合させ、30分間、室温（24～27℃）でイ
ンキュベートした。凝集のエンドポイントは、視覚的に観察された（すなわち、陰性試料
ではRBCは底に沈み、陽性試料ではRBCは凝集する）。代表的な結果を図5に示す。ボック
スは、ヘム凝集を示すウェルの輪郭を示すためである。
【０１７５】
　図5に示されているように、レクチンのみが野生型マウスに凝集を引き起こした。しか
し、レクチンに加え、二つの抗CD47抗体（Ab　EおよびAb　C）が、実施例1に従い作製さ
れた二つのヒト化CD47齧歯類のRBCに凝集を誘導した。これら二つの抗体が凝集を誘導し
た濃度は、11nMからであった。まとめると、本実施例は、本明細書に記述されるヒト化CD
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47遺伝子を含有するよう操作された非ヒト動物（例えば、齧歯類）を用いて、CD47調節物
質（例えば、CD47抗体）の一つ以上の特性（例えば、血球凝集）を評価することができる
ことを示す。
実施例4　ヒト化CD47齧歯類における、CD47調節物質の薬物動態的クリアランス。
【０１７６】
　本実施例は、実施例1に従い、ヒト化CD47遺伝子を含有するよう改変された非ヒト動物
（例えば、齧歯類）における、CD47調節物質（例えば、抗CD47抗体）の薬物動態的クリア
ランスを評価する方法を解説するものである。本実施例において、野生型齧歯類およびヒ
ト化CD47齧歯類（例えば、マウス）に、抗CD47抗体を投与し、ELISAアッセイを用いて抗
体の血清レベルを決定した。
【０１７７】
　簡潔に述べると、野生型（n=5）またはヒト化CD47のマウスホモ接合体（n=5、上述）に
、4つの抗CD47抗体（Ab　F、Ab　G、Ab　HおよびAb　I）およびIgG4sアイソタイプ対照抗
体（IgG4s）を投与した。当該マウスの遺伝的バックグラウンドは、75%　CD57BL/6および
25%　129Svであった。各抗体は、5匹のヒト化CD47齧歯類において検証した。全ての抗体
は、50mg/kgの投与量で皮下投与された。抗体投与の1日前に、1回、プレ血液を採取した
（0日目）。注射後血液は、6時間、1日目、2日目、3日目、4日目、7日目、10日目、およ
び14日目に採取された。血液から、血清分画を分離させ、ELISA免疫アッセイを用いて総
ヒト抗体分析に供した。
【０１７８】
　簡潔に述べると、ヤギ抗ヒトIgGポリクローナル抗体（Jackson　ImmunoResearch社）を
96ウェルプレート上にコーティングし、血清中の検証ヒト抗体を捕捉し、次いで、プレー
ト結合抗体を、西洋ワサビペルオキシダーゼを結合させたヤギ抗ヒトIgGポリクローナル
抗体（Jackson　ImmunoResearch社）およびTMB基質（BD　Pharmingen社）を用いて検出し
た。血清サンプルは6投与量で連続希釈し、各抗体の参照標準は12投与量で連続希釈した
。血清中の薬剤抗体濃度を、Graphpad　Prismソフトウェアを使用して作成した参照標準
曲線に基づいて算出した。代表的な結果を図6および表6に示す。
【０１７９】
　データから、野生型マウスおよび本明細書に記述されるヒト化マウスに投与された抗体
は、良好な忍容性であったことが示された。まとめると、本実施例は、本発明の非ヒト動
物を用いて、たとえば循環薬剤レベルなどのCD47標的化薬剤（例えば、抗CD47抗体）の薬
物動態的特性を一つ以上評価できることを示している。さらに、本明細書に記述される非
ヒト動物を用いて、投与後の副作用を決定することにより、CD47標的化薬剤の毒性を評価
できる。
【表６】
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実施例5　ヒト化CD47/SIRPα齧歯類における、CD47調節物質の薬物動態プロファイル
【０１８０】
　本実施例は、（実施例1に従う）ヒト化CD47とSIRPα遺伝子を含有するよう改変された
非ヒト動物（例えば、齧歯類）における、CD47調節物質（例えば、抗CD47抗体）の薬物動
態的クリアランスを評価する方法を解説するものである。特に、本明細書に記述されるヒ
ト化CD47齧歯類は、内因性部分とヒト部分を含有するヒト化SIRPα遺伝子をさらに含有す
るよう改変され、そのヒト部分は、ヒトSIRPαタンパク質の細胞外ドメイン（例えば、ヒ
トSIRPαタンパク質のアミノ酸28～362）をコードし、その内因性部分は、参照により本
明細書に援用される、2014年9月23日に出願されたPCT/US14/56910に記載されている、内
因性SIRPαタンパク質の細胞内ドメイン（例えば、マウスSIRPαタンパク質の膜貫通部分
と細胞内部分をコードするアミノ酸）をコードしていた。二重ヒト化CD47/SIRPαマウス
は、ヒト化SIRPαマウスとヒト化CD47マウスを交配させることにより作製された。本実施
例において、二重ヒト化CD47/SIRPα齧歯類（例えば、マウス）に、さまざまな抗CD47抗
体が投与され、それらに伴う薬物動態プロファイルが決定された。
【０１８１】
　簡潔に述べると、野生型マウス（n=5）と、ヒト化CD47とSIRPα遺伝子のホモ接合体マ
ウス（CD47　hu/huSIRPα　hu/hu　、一群当たりn=5）の群に、選択された抗CD47抗体と
、IgG4アイソタイプ対照抗体（hIgG4s）を投与した。当該マウスの遺伝的バックグラウン
ドは、75%　CD57BL/6および25%　129Svであった。全ての抗体は、50mg/kgの投与量で単回
皮下投与された。抗体投与の1日前に、1回、プレ血液を採取した（0日目）。注射後血液
は、6時間、1日目、2日目、3日目、4日目、7日目、および10日目に採取された。血液から
、血清分画を分離させ、ELISA免疫アッセイを用いて総ヒト抗体分析に供した（上述）。
さらに、ヘマトクリット値を、6時間、1日目、2日目、3日目、4日目、7日目、および10日
目に測定し、尿検査を必要に応じて行い（6時間、および尿の色が黄色ではないとき）、
赤血球数を決定した。代表的な結果を図7～9に示す。
【０１８２】
　図7および8に示されるように、すべての抗CD47抗体は、CD47　hu/huSIRPα　hu/hu　マ
ウスにおいて、標的介在性クリアランスを示し、特に、多くが同様の薬物動態プロファイ
ルを示した。さらに一つの抗CD47抗体（Ab　F）の一価型は、二価の同等物よりも高い生
体利用効率を示した（図8）。本発明者らは、ヒト化CD47と、二重ヒト化動物（すなわち
、CD47　hu/huSIRPα　hu/hu　マウス）を用いた複数の実験で、同様の抗体薬物動態プロ
ファイルを観察した。
【０１８３】
　Ab　Jは、CD47　hu/huSIRPα　hu/hu　マウスにおいて、検証された他の抗CD47抗体（A
b　F、Ab　G、Ab　Iなど）よりもヘマトクリット値に対する効果が低く、ヘマトクリット
値の変化は対照（hIgG4s）と同等であった。2～4日目のヘマトクリットの測定値は、正常
範囲から最も大きな降下を示し（約38.5～45.1%）、それにはAbs　F、GおよびIが投与さ
れた群が含まれた。特に、Ab　Fの一価型は、検証された他の抗体と比較し、ヘマトクリ
ットに対して遅延型の低減効果を示した。本発明者らは、さまざまな処置群の間のヘマト
クリット値における差異は、さまざまな抗体により認識されるエピトープにおける差異に
起因すると推測した。また、選択された抗CD47抗体を投与されたマウスは、6時間で、ヘ
ムに対し尿検査が陽性を示した。たとえば、Ab　JおよびAb　Fの各処置群は、1日目、1匹
のマウスがヘム陽性であった一方、他のすべての時点では陰性であった。有意な体重の減
少（>20%）はいずれの処置群でも観察されなかった。
【０１８４】
　まとめると、本実施例は、本発明の非ヒト動物は、たとえば循環薬剤レベルなどの一つ
以上のCD47標的薬剤（例えば、一つ以上の抗CD47抗体）の薬物動態の特性および／または
プロファイルを評価するためのインビボシステムを提供することを示す。さらに、他のヒ
ト化遺伝子（例えば、ヒト化SIRPα）をさらに含有するよう操作された本明細書に記述さ
れる非ヒト動物は、一つ以上のCD47標的薬剤の標的介在性クリアランスを評価するために



(73) JP 6730277 B2 2020.7.29

10

20

30

40

50

用いることができる。
均等
【０１８５】
　本発明の少なくとも一つの実施形態のこのような記述されたいくつかの側面を持つ、さ
まざまな修正、変更、および改善を当業者であれば容易に思いつくことが当業者には理解
されるはずである。このような修正、変更、および改善は本開示の一部であることが意図
され、本発明の精神および範囲内であることが意図される。従って、前述の説明および図
面は例示のみとしてのものであり、本発明は以下の請求項によって詳細に記述される。
【０１８６】
　請求項で請求項を変更するための「第一の」、「第二の」、「第三の」などの順序の用
語の使用は、それ自体は一つの請求項要素の別の要素に対する優位性、先行、もしくは順
序、または方法の行為が実施される時間的順序を暗示せず、特定の名称を持つ一つの請求
項要素を（順序の用語の使用以外は）同じ名称を持つ別の要素から区別して請求項要素を
区別するための標識としてのみ使用される。
【０１８７】
　本明細書および請求項で使用される場合、「a」および「an」という冠詞は、そうでな
いことが明確に示されない限り、複数参照を含むと理解されるべきである。群の一つ以上
の要素の間に「または」を含む請求項または記述は、そうではないことが示されるかまた
はそうでなければ文脈から明らかでない限り、一つ、二つ以上、または群のすべての要素
が、所定の生成物またはプロセスに存在する、用いられる、またはそうでなければ関連す
る場合に満足される。本発明は、群の正確に一つの要素が所定の生成物またはプロセスに
存在する、用いられる、またはそうでなければ関連する実施形態を含む。本発明は、二つ
以上、または群の要素全体が所定の生成物またはプロセスに存在する、用いられる、また
はそうでなければ関連する実施形態も含む。さらに、本発明は、別途指定されない限り、
または矛盾または不一致が起こることが当業者には明らかでない限り、変形、組み合わせ
、および記載された請求項の一つ以上からの一つ以上の限定、要素、句、記述用語などが
、同じ基礎請求項に依存する別の請求項（または関連する任意のその他の請求項）に導入
される並べ替えすべてを網羅することを理解すべきである。記載されたような要素が存在
する場合（例えば、マーカッシュ群または類似の形式で）、要素の各サブグループも開示
され、任意の要素を群から除去することができる。当然のことながら、一般的に、本発明
、または本発明の態様が特定の要素、特徴などを含むとして言及される場合、本発明の特
定実施形態または本発明の態様は、このような要素、特徴などから成る、または実質的に
それらから成る。簡潔にするために、これらの実施形態はすべての場合において、多くの
言葉では本明細書に特に記述されていない。これも当然のことながら、本発明の任意の実
施形態または態様は、特定の除外が明細書に列挙されているかどうかにかかわらず、請求
項から明示的に除外される可能性がある。
【０１８８】
　当業者であれば、アッセイまたは本明細書に記述されたその他のプロセスで得られた値
に起因する一般的な標準偏差または誤差を認識するであろう。
【０１８９】
　本発明の背景を説明し、その実践に関して追加的詳細を提供するための本明細書の出版
物、ウェブサイトおよびその他の参考資料は、参照により本明細書に組み込まれる。
　例えば、本発明は、以下の項目を提供する。
　（項目１）
　内因性部分およびヒト部分を備えるCD47遺伝子を備える齧歯類であって、前記内因性部
分およびヒト部分が内因性CD47プロモーターと動作可能なように連結されている、前記齧
歯類。
　（項目２）
　前記内因性部分が、内因性CD47遺伝子のエクソン1、およびエクソン7の下流のエクソン
を備えている、項目1に記載の齧歯類。



(74) JP 6730277 B2 2020.7.29

10

20

30

40

50

　（項目３）
　前記内因性CD47遺伝子のエクソン1、およびエクソン7の下流のエクソンが、表3に示さ
れるマウスCD47遺伝子の対応するエクソン1、およびエクソン7の下流のエクソンに対し、
少なくとも90%、または少なくとも95%同一である、項目2に記載の齧歯類。
　（項目４）
　前記ヒト部分がヒトCD47ポリペプチドのアミノ酸16～292をコードする、項目1～3のい
ずれか一項に記載の齧歯類。
　（項目５）
　前記ヒト部分がヒトCD47遺伝子のエクソン2～7を備える、項目1～3のいずれか一項に記
載の齧歯類。
　（項目６）
　前記ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7が、表3に示されるヒトCD47遺伝子の対応するエク
ソン2～7に対し、少なくとも50%同一である、項目5に記載の齧歯類。
　（項目７）
　前記ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7が、表3に示されるヒトCD47遺伝子の対応するエク
ソン2～7に対し、少なくとも60%同一である、項目5に記載の齧歯類。
　（項目８）
　前記ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7が、表3に示されるヒトCD47遺伝子の対応するエク
ソン2～7に対し、少なくとも70%同一である、項目5に記載の齧歯類。
　（項目９）
　前記ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7が、表3に示されるヒトCD47遺伝子の対応するエク
ソン2～7に対し、少なくとも80%同一である、項目5に記載の齧歯類。
　（項目１０）
　前記ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7が、表3に示されるヒトCD47遺伝子の対応するエク
ソン2～7に対し、少なくとも90%同一である、項目5に記載の齧歯類。
　（項目１１）
　前記ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7が、表3に示されるヒトCD47遺伝子の対応するエク
ソン2～7に対し、少なくとも95%同一である、項目5に記載の齧歯類。
　（項目１２）
　前記ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7が、表3に示されるヒトCD47遺伝子の対応するエク
ソン2～7と同一である、項目5に記載の齧歯類。
　（項目１３）
　ヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分および任意選択で膜貫通部分、ならびに内因性CD47
ポリペプチドの細胞内部分を備えるCD47ポリペプチドを発現する齧歯類。
　（項目１４）
　前記CD47ポリペプチドが齧歯類シグナルペプチドとともに前記齧歯類の細胞において翻
訳される、項目13に記載の齧歯類。
　（項目１５）
　前記内因性CD47ポリペプチドの細胞内部分が、表3に示されるマウスCD47ポリペプチド
の細胞質内尾部と少なくとも50%同一であるアミノ酸配列を有している細胞質内尾部を備
える、項目13に記載の齧歯類。
　（項目１６）
　前記内因性CD47ポリペプチドの細胞内部分が、表3に示されるマウスCD47ポリペプチド
の細胞質内尾部と少なくとも60%同一であるアミノ酸配列を有している細胞質内尾部を備
える、項目13に記載の齧歯類。
　（項目１７）
　前記内因性CD47ポリペプチドの細胞内部分が、表3に示されるマウスCD47ポリペプチド
の細胞質内尾部と少なくとも70%同一であるアミノ酸配列を有している細胞質内尾部を備
える、項目13に記載の齧歯類。
　（項目１８）
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　前記内因性CD47ポリペプチドの細胞内部分が、表3に示されるマウスCD47ポリペプチド
の細胞質内尾部と少なくとも80%同一であるアミノ酸配列を有している細胞質内尾部を備
える、項目13に記載の齧歯類。
　（項目１９）
　前記内因性CD47ポリペプチドの細胞内部分が、表3に示されるマウスCD47ポリペプチド
の細胞質内尾部と少なくとも90%同一であるアミノ酸配列を有している細胞質内尾部を備
える、項目13に記載の齧歯類。
　（項目２０）
　前記内因性CD47ポリペプチドの細胞内部分が、表3に示されるマウスCD47ポリペプチド
の細胞質内尾部と少なくとも95%同一であるアミノ酸配列を有している細胞質内尾部を備
える、項目13に記載の齧歯類。
　（項目２１）
　前記内因性CD47ポリペプチドの細胞内部分が、表3に示されるマウスCD47ポリペプチド
の細胞質内尾部と同一であるアミノ酸を有している細胞質内尾部を備える、項目13に記載
の齧歯類。
　（項目２２）
　前記ヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分が、ヒトCD47ポリペプチドの19～141残基に相
当するアミノ酸を備える、項目13～21のいずれか一項に記載の齧歯類。
　（項目２３）
　前記ヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分が、表3に示されるヒトCD47ポリペプチドの細
胞外部分の対応するアミノ酸配列と少なくとも50%同一であるアミノ酸配列を備える、項
目13～21のいずれか一項に記載の齧歯類。
　（項目２４）
　前記ヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分が、表3に示されるヒトCD47ポリペプチドの細
胞外部分の対応するアミノ酸配列と少なくとも60%同一であるアミノ酸配列を備える、項
目13～21のいずれか一項に記載の齧歯類。
　（項目２５）
　前記ヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分が、表3に示されるヒトCD47ポリペプチドの細
胞外部分の対応するアミノ酸配列と少なくとも70%同一であるアミノ酸配列を備える、項
目13～21のいずれか一項に記載の齧歯類。
　（項目２６）
　前記ヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分が、表3に示されるヒトCD47ポリペプチドの細
胞外部分の対応するアミノ酸配列と少なくとも80%同一であるアミノ酸配列を備える、項
目13～21のいずれか一項に記載の齧歯類。
　（項目２７）
　前記ヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分が、表3に示されるヒトCD47ポリペプチドの細
胞外部分の対応するアミノ酸配列と少なくとも90%同一であるアミノ酸配列を備える、項
目13～21のいずれか一項に記載の齧歯類。
　（項目２８）
　前記ヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分が、表3に示されるヒトCD47ポリペプチドの細
胞外部分の対応するアミノ酸配列と少なくとも95%同一であるアミノ酸配列を備える、項
目13～21のいずれか一項に記載の齧歯類。
　（項目２９）
　前記ヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分が、表3に示されるヒトCD47ポリペプチドの細
胞外部分の対応するアミノ酸配列と同一であるアミノ酸配列を備える、項目13～21のいず
れか一項に記載の齧歯類。
　（項目３０）
　前記齧歯類が、ヒトSIRPαポリペプチドの細胞外部分と、内因性SIRPαポリペプチドの
細胞内部分を備えるSIRPαポリペプチドをコードするSIRPα遺伝子をさらに備えており、
この場合において、前記SIRPα遺伝子が任意選択で内因性SIRPα遺伝子のエクソン1、5、
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6、7および8、ならびにヒトSIRPα遺伝子のエクソン2～4を備えている、項目1～29のいず
れか一項に記載の齧歯類。
　（項目３１）
　前記齧歯類がラットまたはマウスである、項目1～30のいずれか一項に記載の齧歯類。
　（項目３２）
　項目1～31のいずれか一項に記載の齧歯類の遺伝子によりコードされるCD47ポリペプチ
ド。
　（項目３３）
　前記コードされるポリペプチドが、配列番号17、配列番号18、配列番号19、または配列
番号20と少なくとも50%、少なくとも55%、少なくとも60%、少なくとも65%、少なくとも70
%、少なくとも75%、少なくとも80%、少なくとも85%、少なくとも90%、少なくとも91%、少
なくとも92%、少なくとも93%、少なくとも94%、少なくとも95%、少なくとも96%、少なく
とも97%、少なくとも98%、少なくとも99%か、またはそれ以上同一であるアミノ酸配列を
備えている、項目32に記載のCD47ポリペプチド。
　（項目３４）
　そのゲノムが、内因性CD47ポリペプチドの細胞内部分に連結された、ヒトCD47ポリペプ
チドの細胞外部分、および任意選択で膜貫通部分をコードするCD47遺伝子を備える、単離
された齧歯類細胞または組織。
　（項目３５）
　前記CD47遺伝子が、齧歯類のCD47プロモーターに動作可能に連結されている、項目34に
記載の単離された細胞または組織。
　（項目３６）
　前記CD47遺伝子が、ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7を備えている、項目34もしくは35に
記載の単離された細胞または組織
　（項目３７）
　前記細胞または組織が、ヒトSIRPαポリペプチドの細胞外部分と、内因性SIRPαポリペ
プチドの細胞内部分を備えたSIRPαポリペプチドをコードするSIRPα遺伝子をさらに備え
ている、項目34～36のいずれか一項に記載の単離された齧歯類細胞または組織。
　（項目３８）
　前記齧歯類細胞または組織が、マウス細胞もしくはマウス組織、またはラット細胞もし
くはラット組織である、項目34～37のいずれか一項に記載の単離された齧歯類細胞または
組織。
　（項目３９）
　そのゲノムが、内因性CD47ポリペプチドの細胞内部分に連結されたヒトCD47ポリペプチ
ドの細胞外部分、および任意選択で膜貫通部分をコードするCD47遺伝子を備えている、齧
歯類胚性幹細胞。
　（項目４０）
　前記CD47遺伝子が、内因性CD47プロモーターに動作可能に連結されたヒトCD47遺伝子の
エクソン2～7を備えている、項目39に記載の齧歯類胚性幹細胞。
　（項目４１）
　前記齧歯類胚性幹細胞がマウス胚性幹細胞であり、129系、C57BL系、またはそれらの混
合由来である、項目39または40のいずれか一項に記載の齧歯類胚性幹細胞。
　（項目４２）
　前記齧歯類胚性幹細胞がマウス胚性幹細胞であり、129系およびC57BL系の混合である、
項目41に記載の齧歯類胚性幹細胞。
　（項目４３）
　前記齧歯類胚性幹細胞のゲノムが、ヒトSIRPαポリペプチドの細胞外部分、および内因
性SIRPαポリペプチドの細胞内部分を備えるSIRPαポリペプチドをコードするSIRPα遺伝
子をさらに備えており、この場合において、前記SIRPα遺伝子は任意選択で内因性SIRPα
遺伝子のエクソン1、5、6、7および8、ならびにヒトSIRPα遺伝子のエクソン2～4を備え
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ている、項目39～42のいずれか一項に記載の齧歯類胚性幹細胞。
　（項目４４）
　前記齧歯類胚性幹細胞がマウスまたはラットの胚性幹細胞である、項目39、40、または
43のいずれか一項に記載の齧歯類胚性幹細胞。
　（項目４５）
　項目39～44のいずれか一項に記載の胚性幹細胞から生成される齧歯類胚。
　（項目４６）
　前記胚は、マウスまたはラットの胚である、項目45に記載の齧歯類胚。
　（項目４７）
　内因性CD47の遺伝子座からCD47ポリペプチドを発現する齧歯類を作製する方法であって
、前記CD47ポリペプチドがヒト配列を備え、前記方法が、(a)齧歯類胚性幹細胞の内因性C
D47遺伝子座にゲノム断片を挿入することであって、前記ゲノム断片はヒトCD47ポリペプ
チドの全部または一部をコードするヌクレオチド配列を備えており、それによりヒト化CD
47遺伝子を形成すること、(b)(a)のヒト化CD47遺伝子を備える齧歯類胚性幹細胞を得るこ
と、および(c)(b)の齧歯類胚性幹細胞を使用して齧歯類を作製することを含む、前記方法
。
　（項目４８）
　前記ヒト配列がヒトCD47ポリペプチドの19～127、19～141、19～292または16～292残基
に相当するアミノ酸を備えている、項目47に記載の方法。
　（項目４９）
　前記ヌクレオチド配列がヒトCD47遺伝子のエクソン2～7を備えている、項目47または48
のいずれか一項に記載の方法。
　（項目５０）
　前記ヌクレオチド配列が、一つ以上の選択マーカーを備え、この場合において、任意選
択で一つ以上の部位特異的組み換え部位を備える、項目47～49のいずれか一項に記載の方
法。
　（項目５１）
　前記ヒト化CD47遺伝子が、齧歯類CD47遺伝子のエクソン1、およびエクソン7の下流のエ
クソンを備えている、項目47～50のいずれか一項に記載の方法。
　（項目５２）
　前記方法が、（a）の齧歯類胚性幹細胞の内因性SIRPα遺伝子へゲノム断片を挿入する
工程をさらに含み、前記ゲノム断片は、ヒトSIRPαポリペプチドの全部または一部をコー
ドするヌクレオチド配列を備えており、この場合において、任意選択で前記ゲノム断片が
ヒトSIRPα遺伝子のエクソン2～4を備えている、項目47～51のいずれか一項に記載の方法
。
　（項目５３）
　ヒトSIRPαポリペプチドの全部または一部をコードするヌクレオチド配列を備える前記
ゲノム断片が、内因性CD47遺伝子への挿入の前に、（a）の齧歯類胚性幹細胞の内因性SIR
Pα遺伝子へと挿入される、項目52に記載の方法。
　（項目５４）
　前記方法が、第二の齧歯類と（c）の齧歯類を交配させることをさらに含み、前記第二
の齧歯類はヒトSIRPαポリペプチドの細胞外部分と内因性SIRPαポリペプチドの細胞内部
分を備えるSIRPαポリペプチドをコードするSIRPα遺伝子を備えるゲノムを有しており、
この場合において、任意選択で前記SIRPα遺伝子が内因性SIRPα遺伝子のエクソン1、5、
6、7および8、ならびにヒトSIRPα遺伝子のエクソン2～4を備えている、項目47～51のい
ずれか一項に記載の方法。
　（項目５５）
　前記齧歯類がマウスまたはラットである、項目47～54のいずれか一項に記載の方法。
　（項目５６）
　項目47～55のいずれか一項に記載の方法から取得可能な齧歯類。
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　（項目５７）
　前記齧歯類がマウスまたはラットである、項目56に記載の齧歯類。
　（項目５８）
　そのゲノムが、内因性CD47ポリペプチドの細胞内部分に連結されたヒトCD47ポリペプチ
ドの細胞外部分をコードするCD47遺伝子を備えている齧歯類を提供する方法であって、前
記方法が、内因性CD47ポリペプチドの細胞内部分に連結されたヒトCD47ポリペプチドの細
胞外部分と、任意選択で膜貫通部分をコードするCD47を備えるよう、齧歯類のゲノムを改
変することにより、前記齧歯類を提供することを含む、前記方法。
　（項目５９）
　前記CD47遺伝子が、ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7を含む、項目58に記載の方法。
　（項目６０）
　前記CD47遺伝子が、齧歯類CD47遺伝子のエクソン1、およびエクソン7の下流のエクソン
を備えている、項目58または59のいずれか一項に記載の方法。
　（項目６１）
　前記ゲノムの改変が、齧歯類胚性幹細胞で行われる、項目58～60のいずれか一項に記載
の方法。
　（項目６２）
　前記ヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分が、ヒトCD47ポリペプチドのアミノ酸19～141
に相当する、項目58～61のいずれか一項に記載の方法。
　（項目６３）
　前記方法が、内因性SIRPαポリペプチドの細胞内部分に連結されたヒトSIRPαポリペプ
チドの細胞外部分をコードするSIRPα遺伝子を備えるよう、齧歯類のゲノムを改変するこ
とをさらに含み、この場合において、任意選択で前記SIRPα遺伝子がヒトSIRPα遺伝子の
エクソン2～4ならびに内因性SIRPα遺伝子のエクソン1および5～8を備えている、項目58
～62のいずれか一項に記載の方法。
　（項目６４）
　内因性SIRPαポリペプチドの細胞内部分に連結されたヒトSIRPαポリペプチドの細胞外
部分をコードするSIRPα遺伝子を備えるよう、前記齧歯類のゲノムを改変することが、内
因性CD47ポリぺプチドの細胞内部分に連結されたヒトCD47ポリペプチドの細胞外部分をコ
ードするCD47遺伝子を備えるよう齧歯類のゲノムを改変する事の前に行われる、項目63に
記載の方法。
　（項目６５）
　前記方法が、そのゲノムが内因性CD47ポリペプチドの細胞内部分に連結されたヒトCD47
ポリペプチドの細胞外部分をコードするCD47遺伝子を備える齧歯類を、第二の齧歯類と交
配させることをさらに含み、前記第二の齧歯類は、ヒトSIRPαポリペプチドの細胞外部分
および内因性SIRPαポリペプチドの細胞内部分を備えるSIRPαポリペプチドをコードする
SIRPα遺伝子を備えたゲノムを有しており、この場合において、任意選択で前記SIRPα遺
伝子は、ヒトSIRPα遺伝子のエクソン2～4、ならびに内因性SIRPα遺伝子のエクソン1お
よび5～8を備えている、項目58～62のいずれか一項に記載の方法。
　（項目６６）
　前記齧歯類がマウスまたはラットである、項目58～65のいずれか一項に記載の方法。
　（項目６７）
　項目58～66のいずれか一項に記載の方法から取得可能な齧歯類。
　（項目６８）
　前記齧歯類がマウスまたはラットである、項目67に記載の齧歯類。
　（項目６９）
　ヒト細胞を齧歯類に生着させる方法であって、（a）項目1～31のいずれか一項に記載の
齧歯類を提供する工程、および（b）一つ以上のヒト細胞を前記齧歯類に移植する工程、
を含む、前記方法。
　（項目７０）
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　（c）前記齧歯類における前記一つ以上のヒト細胞の生着を分析する工程、をさらに含
む項目69に記載の方法。
　（項目７１）
　前記分析工程が、前記一つ以上のヒト細胞の生着を、一つ以上の野生型齧歯類または対
照齧歯類における生着と比較することを含む、項目70に記載の方法。
　（項目７２）
　前記ヒト細胞が造血幹細胞である、項目69～71のいずれか一項に記載の方法。
　（項目７３）
　前記ヒト細胞が、静脈内に移植される、項目69～72のいずれか一項に記載の方法。
　（項目７４）
　前記ヒト細胞が、腹腔内に移植される、項目69～72のいずれか一項に記載の方法。
　（項目７５）
　前記ヒト細胞が、皮下に移植される、項目69～72のいずれか一項に記載の方法。
　（項目７６）
　ヒト細胞を標的とする薬剤の治療有効性を評価する方法であって、前記方法が、項目1
～31のいずれか一項に記載の齧歯類を提供すること、前記齧歯類に一つ以上のヒト細胞を
移植すること、前記齧歯類に薬剤候補を投与すること、および前記齧歯類中のヒト細胞を
モニターし、前記薬剤候補の治療有効性を決定すること、を含む、前記方法。
　（項目７７）
　前記ヒト細胞が、癌細胞であり、前記薬剤候補が、抗癌剤候補である、項目76に記載の
方法。
　（項目７８）
　前記薬剤候補が、抗体である、項目77に記載の方法。
　（項目７９）
　前記齧歯類が、ヒト免疫細胞をさらに備える、項目78に記載の方法。
　（項目８０）
　前記薬剤候補が、ヒトCD47、および移植されたヒト癌細胞上の抗原に結合する二特異性
抗体である、項目79に記載の方法。
　（項目８１）
　（a）そのゲノムが、内因性齧歯類CD47ポリペプチドの細胞内部分に連結されたヒトCD4
7ポリペプチドの細胞外部分をコードするCD47遺伝子を含む、一つ以上の齧歯類の細胞を
提供する工程、（b）工程（a）の前記一つ以上の齧歯類の細胞と、標識基質をインキュベ
ートする工程、および（c）工程（b）の前記一つ以上の齧歯類の細胞による、前記標識基
質の貪食を測定する工程、を含む方法。
　（項目８２）
　前記CD47遺伝子が、内因性齧歯類CD47プロモーターに動作可能に連結されている、項目
81に記載の方法。
　（項目８３）
　前記CD47遺伝子が、ヒトCD47遺伝子のエクソン2～7を備えている、項目81または82のい
ずれか一項に記載の方法。
　（項目８４）
　前記CD47遺伝子が、内因性齧歯類CD47遺伝子のエクソン1、およびエクソン7の下流のエ
クソンを備えている、項目83に記載の方法。
　（項目８５）
　前記基質が、蛍光標識されている、項目81～84のいずれか一項に記載の方法。
　（項目８６）
　前記基質が、抗体で標識されている、項目81～84のいずれか一項に記載の方法。
　（項目８７）
　前記基質が、一つ以上の赤血球である、項目81～84のいずれか一項に記載の方法。
　（項目８８）



(80) JP 6730277 B2 2020.7.29

10

20

30

40

50

　前記基質が、一つ以上の細菌細胞である、項目81～84のいずれか一項に記載の方法。
　（項目８９）
　前記基質が、一つ以上の腫瘍細胞である、項目81～84のいずれか一項に記載の方法。
　（項目９０）
　前記工程（a）の一つ以上の齧歯類細胞のゲノムが、ヒトSIRPαポリペプチドの細胞外
部分、および内因性SIRPαポリペプチドの細胞内部分を備えるSIRPαポリペプチドをコー
ドするSIRPα遺伝子をさらに備えている、項目81～84のいずれか一項に記載の方法。
　（項目９１）
　前記SIRPα遺伝子が、ヒトSIRPα遺伝子のエクソン2～4、ならびに内因性SIRPα遺伝子
のエクソン1およびエクソン5～8を備えている、項目90に記載の方法。
　（項目９２）
　前記工程（a）の一つ以上の細胞が、マウスまたはラットの細胞である、項目81～91の
いずれか一項に記載の方法。
　（項目９３）
　（a）項目1～31のいずれか一項に記載の齧歯類を提供すること、（b）抗原に前記齧歯
類を曝露すること、および（c）前記齧歯類の一つ以上の細胞による前記抗原の貪食を測
定すること、を含む方法。
　（項目９４）
　前記曝露工程が、蛍光標識されている抗原に前記齧歯類を曝露する工程を含む、項目93
に記載の方法。
　（項目９５）
　前記曝露工程が、前記抗原を備える一つ以上の細胞に前記齧歯類を曝露する工程を含む
、項目93に記載の方法。
　（項目９６）
　前記曝露工程が、前記抗原を備える一つ以上のヒト細胞、または前記抗原を備える一つ
以上の細菌細胞に、前記齧歯類を曝露する工程を含む、項目95に記載の方法。
　（項目９７）
　前記曝露工程が、前記抗原が一つ以上の形質転換細胞の表面上に発現されるよう、前記
抗原で形質転換された一つ以上の細胞に前記齧歯類を曝露する工程を含む、項目95に記載
の方法。
　（項目９８）
　前記曝露工程が、前記抗原を備える一つ以上の腫瘍細胞に前記齧歯類を曝露する工程を
含む、項目95に記載の方法。
　（項目９９）
　ヒトCD47を標的とする薬剤の薬物動態特性を評価する方法であって、前記方法が、項目
1～31のいずれか一項に記載の齧歯類に前記薬剤を投与する工程、および　ヒトCD47を標
的とする前記薬剤の一つ以上の薬物動態特性を決定するためのアッセイを行う工程、を含
む、前記方法。
　（項目１００）
　ヒトCD47を標的とする薬剤の標的毒性を評価する方法であって、前記方法が、項目1～3
1のいずれか一項に記載の齧歯類に前記薬剤を投与する工程、薬剤の標的毒性に関連した
一つ以上のパラメーターに対するアッセイを行う工程、を含む、前記方法。
　（項目１０１）
　ヒトCD47を標的とする薬剤の標的外毒性を評価する方法であって、前記方法が、項目1
～31のいずれか一項に記載の齧歯類に前記薬剤を投与する工程、薬剤の標的外毒性に関連
した一つ以上のパラメーターに対するアッセイを行う工程、を含む、前記方法。
　（項目１０２）
　前記ヒトCD47を標的とする薬剤が、CD47拮抗薬である、項目99～101のいずれか一項に
記載の方法。
　（項目１０３）
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　前記CD47拮抗薬が、抗CD47抗体である、項目102に記載の方法。
　（項目１０４）
　前記ヒトCD47を標的とする薬剤が、CD47作動薬である、項目99～101のいずれか一項に
記載の方法。
　（項目１０５）
　前記薬剤が、抗CD47抗体であり、前記アッセイが、前記齧歯類における前記抗体の薬物
動態的クリアランスを決定する、項目99に記載の方法。
　（項目１０６）
　（a）項目1～31のいずれか一項に記載の齧歯類を提供すること、（b）前記齧歯類から
赤血球を単離すること、（c）ヒトCD47タンパク質の調節物質候補の存在下で、前記単離
された赤血球をインキュベートすること、および（d）前記調節物質候補が前記赤血球の
凝集を誘導するかどうかを評価すること、を含む方法。
　（項目１０７）
　前記調節物質候補が抗体である、項目106に記載の方法。
　（項目１０８）
　前記評価することが、前記調節物質候補が前記赤血球の凝集を誘導する濃度を決定する
ことを含む、項目106または107に記載の方法。

【図１】 【図２】
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