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(57)【要約】
【課題】遺伝子改変された免疫系を有する有蹄動物の提
供。
【解決手段】本発明は、機能的内因性免疫グロブリン遺
伝子座の発現を欠く、有蹄動物、組織、および器官、な
らびにこのような動物、組織、および器官由来の細胞お
よび細胞株を提供する。本発明はまた、外因性（ヒトな
ど）免疫グロブリン遺伝子座を発現する、有蹄動物、組
織、および器官、ならびにこのような動物、組織、およ
び器官由来の細胞および細胞株を提供する。本発明は、
さらに、有蹄動物（ブタなど）のブタの重鎖および軽鎖
免疫グロブリンのゲノムＤＮＡ配列を提供する。このよ
うな動物、組織、器官、および細胞を、研究および医学
療法で使用し得る。さらに、このような動物、器官、組
織、および細胞の調製方法を提供する。
【選択図】図２
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
本願明細書に記載された発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２００４年１０月２２日出願の米国特許仮出願番号６０／６２１，４３３号
（その全体が本明細書中で参考として援用される）の優先権を主張する。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は、機能的内因性免疫グロブリン遺伝子座の発現を欠く、有蹄動物、組織、およ
び器官、ならびにこのような動物、組織、および器官由来の細胞および細胞株を提供する
。本発明はまた、外因性（ヒトなど）免疫グロブリン遺伝子座を発現する、有蹄動物、組
織、および器官、ならびにこのような動物、組織、および器官由来の細胞および細胞株を
提供する。本発明は、さらに、有蹄動物（ブタなど）のブタの重鎖および軽鎖免疫グロブ
リンのゲノムＤＮＡ配列を提供する。このような動物、組織、器官、および細胞を、研究
および医学療法で使用し得る。さらに、このような動物、器官、組織、および細胞の調製
方法を提供する。
【背景技術】
【０００３】
　（発明の背景）
　抗原は、身体によって「外来物」として認識し得る因子または物質である。多くの場合
、抗原として作用するより大きな外来物質（例えば、細菌の細胞壁成分）のたった１つの
比較的小さな化学基である。ほとんどの抗原はタンパク質であるが、炭水化物も弱い抗原
として作用し得る。細菌、ウイルス、および他の微生物は、一般に、多数の抗原を含み、
花粉、チリダニ、カビ、食品、および他の物質も同様である。身体は、抗体の作製によっ
て抗原に反応する。抗体（免疫グロブリン（Ｉｇ）とも呼ばれる）は、免疫系細胞によっ
て生成され、抗原または外来タンパク質と結合するタンパク質である。血液の血清中の抗
体は、外来抗原を検出するために循環し、血液タンパク質のγグロブリン部分を構成する
。これらの抗体は、ジグソーパズルの２片のような高特異的様式で抗原と化学的に相互作
用し、抗原／抗体複合体（すなわち、免疫複合体）を形成する。この結合により、抗原が
中和されるか、破壊される。
【０００４】
　脊椎動物が最初に抗原に遭遇した場合、一次体液性免疫応答を示す。数日後に動物が同
一の抗原に遭遇した場合、より迅速かつより大きな規模で免疫応答が起こる。最初の遭遇
により、特異的免疫細胞（Ｂ細胞）クローンが増殖し、分化する。子孫リンパ球には、エ
フェクター細胞（抗体生成細胞）だけでなく、記憶細胞クローンも含まれ、これは、元の
抗原によるその後の刺激の際にエフェクター細胞および記憶細胞の両方を生成する能力を
保持する。エフェクター細胞は、数日間しか生存しない。記憶細胞は、一生生存し、同一
抗原での第２の刺激によって再活性化し得る。したがって、抗原に２回遭遇した場合、そ
の記憶細胞は、迅速にエフェクター細胞を生成し、それにより、迅速に大量の抗体を生成
する。
【０００５】
　抗体が高特異的様式で抗原と相互作用する固有の能力の活用によって、診断および治療
への適用の両方のために製造および使用し得る分子としての抗体が開発されている。抗原
エピトープに結合するその固有の能力のために、ポリクローナル抗体およびモノクローナ
ル抗体を使用して、このエピトープを保有する分子を同定するか、エピトープ自体または
他の部分と組み合わせて、診断または治療のための特異的部位に指向させることができる
。実質的に任意の病原体または生物標的に対するポリクローナル抗体およびモノクローナ
ル抗体を生成し得る。用語「ポリクローナル抗体」は、通常、種々のアイソタイプおよび
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特異性を有する病原体特異的抗体を含む免疫血清をいう。対照的に、モノクローナル抗体
は、１つの免疫グロブリン型からなり、１つの特異性を有する１つのアイソタイプを意味
する。
【０００６】
　１８９０年に、北里柴三郎およびＥｍｉｌ　Ｂｅｈｒｉｎｇは、免疫動物から非免疫動
物への血清の移入により、証明された免疫をある動物から別の動物に伝達し得るという基
礎研究を行った。この画期的な実験は、臨床段階（ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｐｒａｃｔｉｃｅ
）への受動免疫の導入の基礎となった。しかし、外因性血清投与に関連する毒性および有
効な抗菌化学療法の導入のために、１９４０年代に多くの血清療法が放棄された。現在、
このようなポリクローナル抗体療法は、比較的少数の状況における感染症の治療（免疫グ
ロブリン欠損患者の代償療法、数種のウイルス（例えば、狂犬病、麻疹、Ａ型肝炎および
Ｂ型肝炎、水痘）に対する曝露後予防、および毒素の中和（ジフテリア毒素、破傷風毒素
、およびボツリヌス毒素）など）で必要とされている。血清療法での使用に制限されてい
るにもかかわらず、米国では、静脈内抗体療法のために毎年１６メートルトンのヒト抗体
が必要である。最も高度な工業国でも同程度のレベルで使用されており、開発途上国での
受容が急速に高まると予想し得る。現在、受動免疫用のヒト抗体を、プールされたドナー
血清から得ている。したがって、治療的および予防的療法に利用可能なヒト抗体の量には
固有の限界がある。
【０００７】
　生物戦争因子に対する受動免疫のための抗体の使用は、非常に有望な防衛ストラテジー
である。このような因子に対する最終的な防衛線は、曝露個体の免疫系である。生物兵器
に対する現在の防衛ストラテジーには、強化された疫学的監視、ワクチン接種、および抗
菌薬の使用などの手段が含まれる。生物戦争および生物テロの潜在的な脅威は、標的集団
の免疫者数に反比例し、生物因子は、集団中の実質的に感受性を示す人々のみに対する潜
在的な兵器である。
【０００８】
　防御応答を誘導し得る安全なワクチンが存在する場合、ワクチン接種により、特定の脅
威に対する集団の感受性を軽減し得る。不運なことに、ワクチン接種による防御応答の誘
導には、曝露から疾患の発症までよりも長い時間がかかり得る。さらに、多数のワクチン
は、防御免疫応答を達成するために複数回投与する必要があり、非常時の攻撃後の迅速な
予防に役立てるには限度があるであろう。さらに、推奨された免疫化スケジュールを受け
た後でさえも、すべてのワクチンレシピエントが防御応答を生じるわけではない。
【０００９】
　薬物を一定の因子への曝露後に投与した場合、薬物によって防御し得るが、生物戦争の
多数の潜在的な因子に対して利用できない。現在、予め形成された毒素の曝露後に疾患を
防止するのに利用可能な小分子薬物はない。迅速に免疫状態を得ることができる現在利用
可能な唯一の介入は、防御抗体での受動免疫である（Ａｒｔｕｒｏ　Ｃａｓａｄｅｖａｌ
ｌ「Ｐａｓｓｉｖｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（Ｉｍｍｅｄｉ
ａｔｅ　Ｉｍｍｕｎｉｔｙ）ａｓ　ａ　Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ｄｅｆｅｎｓｅ　Ａｇａｉｎ
ｓｔ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｗｅａｐｏｎｓ」Ｅｍｅｒｇｉｎｇ　Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕ
ｓ　Ｄｉｓｅａｓｅｓ，Ｐｏｓｔｅｄ　０９／１２／２００２）。
【００１０】
　防御免疫を得ることに加えて、現代の抗体ベースの療法は、新たに出現した病原性の細
菌、真菌、ウイルス、および寄生虫に対して潜在的に有用なオプション（ｏｐｔｉｏｎ）
から構成される（Ａ．ＣａｓａｄｅｖａｌｌおよびＭ．Ｄ．Ｓｃｈａｒｆｆ，Ｃｌｉｎｉ
ｃａｌ　Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ　Ｄｉｓｅａｓｅｓ　１９９５；１５０）。悪性腫瘍およ
び癌患者の療法（Ｃ．Ｂｏｔｔｉら、Ｌｅｕｋｅｍｉａ　１９９７；Ｓｕｐｐｌ　２：Ｓ
５５－５９；Ｂ．Ｂｏｄｅｙ，Ｓ．Ｅ．Ｓｉｅｇｅｌ，ａｎｄ　Ｈ．Ｅ．Ｋａｉｓｅｒ，
Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　１９９６；１６（２）：６６１）、移植臓器のステロイ
ド耐性拒絶療法、および自己免疫疾患療法も、モノクローナル抗体またはポリクローナル
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抗体の調製物の使用によって実現し得る（Ｎ．Ｂｏｎｎｅｆｏｙ－ＢｅｒａｒｄおよびＪ
．Ｐ．Ｒｅｖｉｌｌａｒｄ，Ｊ　Ｈｅａｒｔ　Ｌｕｎｇ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ　１９９
６；１５（５）：４３５－４４２；Ｃ．Ｃｏｌｂｙ，ら、Ａｎｎ　Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈ
ｅｒ　１９９６；３０（１０）：１１６４－１１７４；Ｍ．Ｊ．Ｄｕｇａｎ，ら、Ａｎｎ
　Ｈｅｍａｔｏｌ　１９９７；７５（１－２）：４１　２；Ｗ．Ｃｅｎｄｒｏｗｓｋｉ，
Ｂｏｌｌ　Ｉｓｔ　Ｓｉｅｒｏｔｅｒ　Ｍｉｌａｎ　１９９７；５８（４）：３３９－３
４３；Ｌ．Ｋ．Ｋａｓｔｒｕｋｏｆｆ，ら、Ｃａｎ　Ｊ　Ｎｅｕｒｏｌ　Ｓｃｉ　１９７
８；５（２）：１７５１７８；Ｊ．Ｅ．Ｗａｌｋｅｒら、Ｊ　Ｎｅｕｒｏｌ　Ｓｃｉ　１
９７６；２９（２－４）：３０３３０９）。
【００１１】
　最近の抗体生成テクノロジーにおける利点により、ヒト血清療法に関連する毒性を回避
しながらヒト抗体試薬を生成する手段が得られる。抗体ベースの療法の利点には、汎用性
、低毒性、病原体特異性、免疫機能の増強、および好ましい薬物動態学が含まれる。
【００１２】
　モノクローナル抗体療法の臨床用途は、最近出現したばかりである。モノクローナル抗
体は、現在、移植、癌、感染症、心血管疾患、および炎症の治療法として承認されている
。広範な疾患を治療するためのさらに多くのモノクローナル抗体が臨床試験の最終段階に
ある。結果として、モノクローナル抗体は、現在開発中の薬物の最も大きなクラスの１つ
に相当する。
【００１３】
　最近、治療薬としてモノクローナル抗体が注目されているにもかかわらず、その使用に
はいくらか障害がある。例えば、モノクローナル抗体を多数の治療に応用するには、特に
、自己免疫または癌などの慢性疾患において繰り返し投与する必要がある。マウスは免疫
化に便利であり、ほとんどのヒト抗原を外来物として認識するので、治療的潜在性を有す
るヒト標的に対するモノクローナル抗体は、典型的には、マウスに由来する。しかし、マ
ウスモノクローナル抗体は、ヒトへの治療法として固有の欠点を有する。例えば、ヒト抗
体よりもヒトにおける循環半減期が短いので、治療レベルのモノクローナル抗体を維持す
るために、これらをより頻繁に投与する必要がある。より重要には、マウス免疫グロブリ
ンの反復投与により、ヒト免疫系がマウスタンパク質を外来物として認識し、ヒト抗マウ
ス抗体応答を生じ、重篤なアレルギー反応を引き起こす可能性がある。この有効性および
安全性が減少する可能性により、マウスモノクローナル抗体の免疫原性を減少させるため
の多数のテクノロジーが開発されている。
【００１４】
　ポリクローナル抗体は、複数の抗原標的に対して極めて強力である。これらは、複雑な
疾患に関連する複数の「進化型標的（ｅｖｏｌｖｉｎｇ　ｔａｒｇｅｔ）」をターゲッテ
ィングして死滅させる固有の能力を有する。また、全薬物クラスのうち、ポリクローナル
は、抗原変異事象で活性を保持する可能性が最も高い。さらに、モノクローナルは、感染
因子に対する治療活性が制限されている一方で、ポリクローナルは、毒素を中和し、免疫
応答を指示して、生物戦争因子だけでなく病原体も排除し得る。
【００１５】
　生成能力についての将来的需要を満たすためのポリクローナル抗体およびモノクローナ
ル抗体の生成プラットフォームの開発は、現在、多数の研究対象となっている有望な分野
である。１つの特に有望なストラテジーは、マウスまたは大型家畜へのヒト免疫グロブリ
ン遺伝子の導入である。このテクノロジーの拡大には、その内因性免疫グロブリン遺伝子
の不活化が含まれるであろう。大型動物（ヒツジ、ブタ、およびウシなど）は、現在、ヒ
トに使用するための血漿由来の生成物（超免疫血清および凝固因子など）の生成で使用さ
れている。これにより、安全性および倫理的観点からこのような種由来のヒトポリクロー
ナル抗体の使用が支持されるであろう。これらの各種は、天然に、血清およびミルクの両
方に相当な量の抗体を生成する。
【００１６】
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　（免疫グロブリンをコードする遺伝子の配置）
　抗体分子を、可変遺伝要素の組み合わせからアセンブリし、生殖系列中の多数の可変遺
伝要素の組み合わせから得られる可能性により、宿主が非常に多数の抗原に対する抗体を
合成し得る。各抗体分子は、２つのポリペプチド鎖クラス（軽（Ｌ）鎖（カッパ（κ）Ｌ
鎖またはラムダ（λ）Ｌ鎖のいずれかであり得る）および重（Ｈ）鎖）からなる。重鎖お
よび軽鎖が連結して、エピトープのための結合領域が決定される。１つの抗体分子は、同
一コピーの２つのＬ鎖および２つのＨ鎖を有する。各鎖は、可変領域（Ｖ）および定常領
域（Ｃ）から構成される。可変領域は、分子の抗原結合部位の構成要素となる。多様な抗
原認識を達成するために、可変領域をコードするＤＮＡが遺伝子再配列する。定常領域の
アミノ酸配列は、抗体を生成する宿主だけでなく抗体の特定のアイソタイプに特異的であ
り、それにより、再配列を受けない。
【００１７】
　ＤＮＡの再配列機構は、重鎖および軽鎖の遺伝子座の可変領域で類似しているが、軽鎖
遺伝子の生成にはたった１つの連結事象しか必要でないのに対して、完全な重鎖遺伝子の
生成には２つが必要である。最も一般的な再配列様式は、２つの遺伝子セグメント間のＤ
ＮＡのループアウト（ｌｏｏｐｉｎｇ－ｏｕｔ）および欠失を含む。２つの遺伝子セグメ
ントのコード配列がＤＮＡ中で同方向で存在する場合にこれが起こる。第２の組換え様式
は、逆の転写方向を有する２つの遺伝子セグメント間で起こり得る。この組換え様式は、
あまり一般的ではないが、このような再配列は、全Ｖκ－Ｊκ結合の半分の割合を占め得
る。ヒトＶκ遺伝子セグメントの半分の転写方向は、Ｊκ遺伝子セグメントの逆である。
【００１８】
　完全なＶ領域をコードするＤＮＡ配列を、個別の遺伝子セグメントの体細胞組換えによ
って生成する。免疫グロブリンの重鎖または軽鎖のＶ領域（すなわち、Ｖドメイン）は、
１つを超える遺伝子セグメントによってコードされる。軽鎖について、Ｖドメインは、２
つの個別のＤＮＡセグメントによってコードされる。第１のセグメントは、軽鎖の最初の
９５～１０１アミノ酸をコードし、ほとんどのＶドメインをコードするので、Ｖ遺伝子セ
グメントと呼ばれる。第２のセグメントは、Ｖドメインの残り（１３アミノ酸まで）をコ
ードし、連結遺伝子セグメントまたはＪ遺伝子セグメントと呼ばれる。Ｖ遺伝子セグメン
トとＪ遺伝子セグメントとの連結により、軽鎖Ｖ領域全体をコードする連続エクソンが得
られる。完全な免疫グロブリン軽鎖伝令ＲＮＡを作製するために、転写後のＲＮＡスプラ
イシングによって、Ｖ領域のエクソンをＣ領域配列に連結する。
【００１９】
　３つの遺伝子セグメント中の重鎖Ｖ領域がコードされる。ＶおよびＪ遺伝子セグメント
（軽鎖ＶＬおよびＪＬと区別するためにＶＨおよびＪＨと示す）に加えて、多様性（ｄｉ
ｖｅｒｓｉｔｙ）またはＤＨ遺伝子セグメントと呼ばれる第３の遺伝子セグメントが存在
し、これは、ＶＨ遺伝子セグメントとＪＨ遺伝子セグメントとの間に存在する。完全な重
鎖Ｖ領域を生成する組換えプロセスは、２つの個別の段階で起こる。第１に、ＤＨ遺伝子
セグメントをＪＨ遺伝子セグメントに連結し、次いで、ＶＨ遺伝子セグメントをＤＪＨに
再配列して完全なＶＨ領域エクソンを作製する。軽鎖遺伝子と同様に、ＲＮＡスプライシ
ングにより、アセンブリしたＶ領域配列を隣接するＣ領域遺伝子に連結する。
【００２０】
　抗体レパートリーの多様化は、以下の２つの段階で起こる：最初の骨髄中に存在するＢ
細胞前駆体中でのＩｇＶ、Ｄ、およびＪ遺伝子セグメントの再配列（「Ｖ（Ｄ）Ｊ組換え
」）、ならびにその後の成熟Ｂ細胞が活性化された場合のこれらの再配列Ｉｇ遺伝子の体
細胞変異およびクラススイッチ組換え。免疫グロブリン体細胞変異およびクラススイッチ
は、免疫応答の成熟および「記憶」応答の生成の中核をなす。
【００２１】
　抗体のゲノム遺伝子座は非常に巨大であり、これらは、異なる染色体上に存在する。免
疫グロブリン遺伝子セグメントは、以下の３つのクラスターまたは遺伝子座に組織化され
る：κ、λ、および重鎖遺伝子座。それぞれ、わずかに異なって組織化される。例えば、
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ヒトでは、免疫グロブリン遺伝子は、以下のように組織化される。λ軽鎖遺伝子座は、第
２２染色体上に存在し、Ｖλ遺伝子セグメントのクラスターの後に、それぞれ１つのＣλ

遺伝子に連結した４組のＪλ遺伝子セグメントが続く。κ軽鎖遺伝子座は、第２染色体上
に存在し、Ｖκ遺伝子セグメントのクラスターの後にＪκ遺伝子セグメントのクラスター
が続き、その後に１つのＣκ遺伝子が続く。第１４染色体上での重鎖遺伝子座の組織化は
、κ遺伝子座の組織化と類似しており、ＶＨ、ＤＨ、およびＪＨ遺伝子セグメントの個別
のクラスターの後にＣＨ遺伝子が続く。重鎖遺伝子座は、以下の１つの重要な様式が異な
る。１つのＣ領域の代わりに、次々に整列した一連のＣ領域を含み、それぞれ異なるアイ
ソタイプに対応する。以下の５つの免疫グロブリン重鎖アイソタイプが存在する：ＩｇＭ
、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＥ、およびＩｇＤ。一般に、細胞は、一度に１つのアイソタイプ
しか発現せず、ＩｇＭから出発する。他のアイソタイプ（ＩｇＧなど）の発現は、アイソ
タイプスイッチングによって起こり得る。
【００２２】
　種々のＶ、Ｄ、およびＪ遺伝子の連結は完全に無作為な事象であり、それにより、ＶＤ
Ｊ（Ｈ）では約５０，０００通りの組み合わせが得られ、ＶＪ（Ｌ）では約１，０００通
り得られる可能性がある。Ｈ鎖およびＬ鎖のその後の無作為な対合により、抗体特異性の
総数は、約１０７通りになる。異なる遺伝子セグメントの不正確な連結によって多様性が
さらに増大する。両ＤＮＡ鎖で再配列が起こるが、転写されるのは１つの鎖のみである（
対立遺伝子排除による）。ＤＮＡの不可逆的欠失により、Ｂ細胞の一生で一度だけ再配列
が起こる。したがって、各成熟Ｂ細胞は、１つの免疫特異性を維持し、子孫またはクロー
ンに維持される。これは、クローン選択の分子基盤を構成する。すなわち、各抗原決定基
が特定の受容体分子を保有するＢリンパ球の既存のクローンの応答を誘発する。Ｖ（Ｄ）
Ｊ組換えによって確立されたＢ細胞の一次レパートリーは、主に、２つの密接に関連する
遺伝子（組換え活性化遺伝子（ＲＡＧ）－１および（ＲＡＧ）－２）によって調節される
。
【００２３】
　過去１０年間で、脊椎動物間でのＩｇ遺伝子の多様性および抗体レパートリー発生にお
ける相当な多様性が明らかになった。げっ歯類およびヒトは、５つの重鎖クラス（ＩｇＭ
、ＩｇＤ、ＩｇＧ、ＩｇＥ、およびＩｇＡ）を有し、それぞれが４つのＩｇＧサブクラス
および１つまたは２つのＩｇＡサブクラスを有する一方で、ウサギは、１つのＩｇＧ重鎖
遺伝子を有するが、異なるＩｇＡサブクラスについて１３の遺伝子を有する（Ｂｕｒｎｅ
ｔｔ，Ｒ．Ｃら、ＥＭＢＯ　Ｊ　８：４０４７；Ｈｏｎｊｏ，Ｉｎ　Ｈｏｎｊｏ，Ｔ，Ａ
ｌｔ．Ｆ．Ｗ．Ｔ．Ｈ．ｅｄｓ，Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ　Ｇｅｎｅｓ　１２３頁
　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）。ブタは少なくとも６つのＩｇＧ
サブクラスを有するが（Ｋａｃｓｋｏｖｉｃｓ，Ｉら、１９９４　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　
１５３：３５６５）、ＩｇＤを持たない（Ｂｕｔｌｅｒら、１９９６　Ｉｎｔｅｒ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ　８：１８９７－１９０４）。ＩｇＤをコードする遺伝子は、げっ歯類および
霊長類のみで説明されている。レパートリー発生機構の多様性は、げっ歯類および霊長類
で認められるパターンと、ニワトリ、ウサギ、ブタ、および食用ウシについて報告されて
いるパターンとの対比によって例示される。前者は７～１０のファミリーに属する多数の
ＶＨ遺伝子を有するのに対して（Ｒａｔｈｂｕｎ，Ｇ．Ｉｎ　Ｈｏｎｇｏ，Ｔ．Ａｌｔ．
Ｆ．Ｗ．ａｎｄ　Ｒａｂｂｉｔｔｓ，Ｔ．Ｈ．，ｅｄｓ，Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ
　Ｇｅｎｅｓ，６３頁，Ａｃａｄｅｍｉｃ　ｐｒｅｓｓ　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）、後者の群
の各メンバーのＶＨ遺伝子は１つのＶＨ遺伝子ファミリーに属する（Ｓｕｎ，Ｊ．ら、１
９９４　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ　１５５３：５６１１８；Ｄｕｆｏｕｒ，Ｖら、１９９６，
Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５６：２１６３）。ウサギを除いて、このファミリーは、２５個
未満の遺伝子から構成される。げっ歯類および霊長類が４～６つのＪＨセグメントを使用
し得るのに対して、ニワトリでは、レパートリー発生のために１つのＪＨしか利用できな
い（Ｒｅｙｎａｕｄら、１９８９　Ａｄｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．５７：３５３）。同様に、
Ｂｕｔｌｅｒら（１９９６　Ｉｎｔｅｒ．Ｉｍｍｕｎｏｌ　８：１８９７－１９０４）は
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、ブタはたった１つのＪＨ遺伝子を有するニワトリと類似し得ると仮定した。これらの種
は、一般に、より少ないＶ、Ｄ、およびＪ遺伝子を有し、ブタおよびウシでは、２０未満
の遺伝子セグメントからなる１つのＶＨ遺伝子ファミリーが存在する（Ｂｕｔｌｅｒら、
Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｓｗｉｎｅ　ｉｎ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ
，ｅｄｓ：Ｔｕｍｂｌｅｓｏｎ　ａｎｄ　Ｓｃｈｏｏｋ，１９９６；Ｓｉｎｃｌａｉｒら
、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５９：３８８３，１９９７）。より少数のＪおよびＤ遺伝子セ
グメントを合わせて、これにより、遺伝子再配列によって得られる多様性は著しく少ない
。しかし、これらの種においては、軽鎖遺伝子数がより多いようである。ヒトおよびマウ
スに類似して、これらの種は、１つのκ軽鎖を発現するが、複数のλ軽鎖遺伝子を発現す
る。しかし、これらは、再配列によって得られる制限された多様性に影響を与えないよう
である。
【００２４】
　１００個を超えるＶＨ、２０～３０個のＤＨ、および４～６個のＪＨ遺伝子セグメント
の組み合わせ連結が、ヒトにおける抗体レパートリーの主な生成機構であるので、より少
ないＶＨ、ＤＨ、またはＪＨセグメントを有する種は、より小さなレパートリーを生成す
るか、別のレパートリー発生機構を使用しなければならない。反芻動物、ブタ、ウサギ、
およびニワトリは、抗体多様性を得るために数種の機構を使用する。これらの種では、回
腸パイエル板などの高度に特化されたリンパ様組織で起こる二次レパートリーの発生が重
要なようである（Ｂｉｎｎｓ　ａｎｄ　Ｌｉｃｅｎｃｅ，Ａｄｖ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．Ｂｉ
ｏｌ．１８６：６６１，１９８５）。これらの種では、体細胞変異プロセスによって二次
レパートリーが発生し、これは無作為に起こり、完全に理解されていないプロセスである
。このレパートリー多様化機構は、テンプレート化された変異（すなわち、遺伝子変換（
Ｓｕｎら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５３：５６１８，１９９４）および体細胞超変異）の
ようである。
【００２５】
　遺伝子変換は、いくつかの高等脊椎動物（ニワトリ、ウサギ、およびウシなど）におけ
る抗体多様化に重要である。しかし、マウスでは、内因性抗体遺伝子間の変換事象は稀な
ようである。遺伝子変換は、ドナー抗体Ｖ遺伝子セグメントからアクセプターＶ遺伝子セ
グメントへの相同配列の移入によって特徴づけられる明確な多様化機構である。ドナーセ
グメントおよびアクセプターセグメントの配列が多数異なる場合、遺伝子変換により、１
つの事象によって１組の配列のＶ領域への変化を導入し得る。種に依存して、Ｂ細胞分化
中の抗原曝露の前および／または後で遺伝子変換事象が起こり得る（Ｔｓａｉら、Ｉｎｔ
ｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ．１４，Ｎｏ．１，５５－６４，
Ｊａｎｕａｒｙ　２００２）。
【００２６】
　体細胞超変異により、すべての高等脊椎動物種で抗体遺伝子が多様化する。これは、抗
体Ｖ（Ｄ）Ｊセグメントへの１つの点変異の導入に代表される。一般に、超変異は、抗原
刺激によってＢ細胞で活性化されるようである。
【００２７】
　（ヒト化免疫系を有する動物の生成）
　ヒト治療のためにマウスで生成された抗体の免疫原性を減少させるために、現在ではヒ
ト化として公知のプロセスで、マウスタンパク質配列をヒトタンパク質配列と置換する種
々の試みが行われている。免疫化の際にマウスがヒト抗体を生成するように、マウス自体
の免疫グロブリン遺伝子をヒト免疫グロブリン遺伝子と機能的に置換したトランスジェニ
ックマウスを構築した。マウスＩｇ遺伝子の再配列および発現プロセスに関与する重要な
シス作用配列を欠失させるための遺伝子ターゲッティングテクノロジーの使用による胚幹
（ＥＳ）細胞中でのマウスＩｇ遺伝子の不活化によってマウス抗体生成が排除された。こ
れらの変異マウス中でのＢ細胞の発生を、ヒト生殖系列の高次構造ＨおよびκＬ鎖ミニ遺
伝子座（ｍｉｎｉｌｏｃｕｓ）導入遺伝子を含むメガベースサイズのＹＡＣの導入によっ
て修復し得る。これらのトランスジェニックマウス中の完全なヒト抗体の発現が支配的で
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あり、血中レベルが数百μｇ／ｌであった。この発現レベルは、ヒトＩｇ遺伝子を発現す
る野生型マウスで検出された発現レベルの数百倍であり、マウスによるヒト抗体生成の増
強には内因性マウスＩｇ遺伝子の不活化が重要であることを示す。
【００２８】
　第１のヒト化は、組換え抗体を構築するための分子生物学技術を使用して試みられてい
る。例えば、ハプテンに特異的なマウス抗体由来の相補性決定領域（ＣＤＲ）を、ヒト抗
体フレームワークにグラフティングし、ＣＤＲ置換を行った。新規の抗体は、ＣＤＲ配列
によって伝達された結合特異性を保持していた（Ｐ．Ｔ．Ｊｏｎｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ　
３２１：５２２－５２５（１９８６））。次のレベルのヒト化は、全マウスＶＨ領域とγ
などのヒト定量領域との組み合わせを含んでいた（Ｓ．Ｌ．Ｍｏｒｒｉｓｏｎら、Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，８１，６８５１－６８５５頁（１９８４））。しか
し、これらのキメラ抗体は、依然として３０％を超える外因性配列を含み、完全に外因性
の抗体よりもわずかしか免疫原性が低くないことがある（Ｍ．Ｂｒｕｇｇｅｍａｎｎら、
Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，１７０，２１５３－２１５７頁（１９８９））。
【００２９】
　その後に、マウスへのヒト免疫グロブリン遺伝子の導入が試みられ、それにより、ヒト
配列を有する抗体を有する抗原に応答し得るトランスジェニックマウスが作製された（Ｂ
ｒｕｇｇｅｍａｎｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：６７
０９－６７１３（１９８９））。ヒト免疫グロブリンゲノム遺伝子座のサイズが大きいた
めに、これらの試みは、利用可能なクローニング伝達体によって安定に維持し得るＤＮＡ
量に制限されると考えられた。結果として、多くの研究者は、限られた数のＶ領域を含み
、天然または生殖系列の立体配置と比較して遺伝子間の空間的距離が変化したミニ遺伝子
座の生成に集中した（例えば、米国特許第５，５６９，８２５号を参照のこと）。これら
の研究は、マウス中でヒト配列を有する抗体を生成することは可能であるが、抗体療法の
高まる需要を満たすためには、これらのトランスジェニック動物から十分に多様な結合特
異性およびエフェクター機能（アイソタイプ）を得ることに関して重大な障害が残されて
いることを示した。
【００３０】
　さらなる多様性を得るために、トランスジェニック哺乳動物にヒトＩｇ遺伝子座の巨大
な生殖系列フラグメントを負荷する研究が行われている。例えば、ヒトゲノムの非再配列
生殖系列ならびにヒトＣμおよびＣδ定常領域中で見出された間隔を有するように配置さ
れた大部分のヒトＶ、Ｄ、およびＪ領域の遺伝子を、酵母人工染色体（ＹＡＣ）クローニ
ングベクターを使用してマウスに導入した（例えば、ＷＯ９４／０２６０２号を参照のこ
と）。ヒトγ－２定常領域をコードする配列およびクラススイッチ組換えに必要な上流配
列を含む２２ｋｂのＤＮＡフラグメントを、その後に上記導入遺伝子に付加した。さらに
、Ｖκ、Ｊκ、およびＣκ領域の遺伝子を含み、かつヒトゲノムの非再配列生殖系列で見
出される間隔と実質的に同一の間隔で配置したヒトκ遺伝子座の一部を、ＹＡＣＳを使用
してマウスに導入した。遺伝子ターゲッティングを使用して、マウスＩｇＨおよびκ軽鎖
の免疫グロブリン遺伝子座を不活化し、このようなノックアウト株を、上記トランスジェ
ニック株と交配して、不活化マウス免疫グロブリンバックグラウンドにヒトＶ、Ｄ、Ｊ、
Ｃμ、Ｃδ、およびＣγ２定常領域ならびにヒトＶκ、Ｊκ、およびＣκ領域の遺伝子の
すべてを有するマウス株を得た（例えば、ＫｕｃｈｅｒｌａｐａｔｉらのＰＣＴ特許出願
ＷＯ９４／０２６０２号；Ｍｅｎｄｅｚら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　１５：１
４６－１５６（１９９７）も参照のこと）。
【００３１】
　内因性遺伝子座の遺伝子ターゲッティングおよびトランスジェニックマウス株の交配と
組み合わせたクローニングベクターとしての酵母人工染色体により、抗体多様化に関する
問題に対する１つの解答が得られた。このアプローチによっていくつかの利点が得られた
。１つの利点は、ＹＡＣを使用して、何百キロベースものＤＮＡを宿主細胞に移入し得る
ことであった。したがって、ＹＡＣクローニング送達体の使用により、すべてのヒトＩｇ
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重鎖領域および軽鎖領域の実質的部分をトランスジェニックマウスに含め、これにより、
ヒトで利用可能な潜在的多様性レベルに近づけることが可能である。このアプローチの別
の利点は、マウス免疫グロブリン生成が欠損したマウスにおいて多数のＶ遺伝子がＢ細胞
発生を完全に修復することを示したことである。これにより、任意の所与の免疫原に対し
て強いヒト抗体応答を得るために必要な細胞が備わったこれらの再構築マウスが得られる
ことを裏付けた（例えば、ＷＯ９４／０２６０２号；Ｌ．ＧｒｅｅｎおよびＡ．Ｊａｋｏ
ｂｏｖｉｔｓ，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８８：４８３－４９５（１９９８）を参照のこと
）。さらなる利点は、酵母における高頻度相同組換えの使用によって配列を欠失するか、
ＹＡＣに挿入し得ることである。
【００３２】
　さらに、Ｇｒｅｅｎら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　７：１３－２１（１９９４
）は、ヒト重鎖遺伝子座およびκ軽鎖遺伝子座の２４５ｋｂおよび１９０ｋｂサイズの生
殖系列の立体配置フラグメント（コア可変領域配列および定常領域配列を含む）をそれぞ
れ含むＹＡＣの生成を記載している。Ｇｒｅｅｎらの研究は、最近、ヒト重鎖遺伝子座お
よびκ軽鎖遺伝子座のメガベースサイズの生殖系列立体配置ＹＡＣフラグメントの導入よ
る約８０％を超えるヒト抗体レパートリーの導入に拡大され、それにより、ＸｅｎｏＭｏ
ｕｓｅ（商標）が得られている。例えば、Ｍｅｎｄｅｚら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉ
ｃｓ　１５：１４６－１５６（１９９７），ＧｒｅｅｎおよびＪａｋｏｂｏｖｉｔｓ　Ｊ
．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８８：４８３－４９５（１９９８），欧州特許第ＥＰ０４６３１５
１Ｂ１号、ＰＣＴ公開番号ＷＯ９４／０２６０２号、ＷＯ９６／３４０９６号、およびＷ
Ｏ９８／２４８９３号を参照のこと。
【００３３】
　ヒト抗体を生成する哺乳動物の生成についてのいくつかのストラテジーが存在する。特
に、ＧｅｎＰｈａｒｍ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，Ｉｎｃ．およびＭｅｄｉｃａｌ　
Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｏｕｎｃｉｌの研究に代表される「ミニ遺伝子座」アプローチ、Ａ
ｂｇｅｎｉｘ，Ｉｎｃ．（以前はＣｅｌｌ　Ｇｅｎｅｓｙｓ）の研究に代表されるＩｇ遺
伝子座の巨大かつ実質的に生殖系列のフラグメントのＹＡＣ導入が存在する。すべてまた
は実質的にすべての遺伝子剤の導入は、Ｋｉｒｉｎ　Ｂｅｅｒ　Ｋａｂｕｓｈｉｋｉ　Ｋ
ａｉｓｈａの研究に代表される微小核融合を使用する。
【００３４】
　ミニ遺伝子座アプローチでは、Ｉｇ遺伝子座由来の小片（各遺伝子）の封入によって外
因性Ｉｇ遺伝子座を模倣する。しがって、動物への挿入のために、１つ以上のＶＨ遺伝子
、１つ以上のＤＨ遺伝子、１つ以上のＪＨ遺伝子、μ定常領域、および第２の定常領域（
γ定常領域など）を構築物に形成する。例えば、米国特許第５，５４５，８０７号、同第
５，５４５，８０６号、同第５，６２５，８２５号、同第５，６２５，１２６号、同第５
，６３３，４２５号、同第５，６６１，０１６号、同第５，７７０，４２９号、同第５，
７８９，６５０号、同第５，８１４，３１８号、同第５，５９１，６６９号、同第５，６
１２，２０５号、同第５，７２１，３６７号、同第５，７８９，２１５号、同第５，６４
３，７６３号；欧州特許第０５４６０７３；ＰＣＴ公開番号ＷＯ９２／０３９１８号、Ｗ
Ｏ９２／２２６４５号、ＷＯ９２／２２６４７号、ＷＯ９２／２２６７０号、ＷＯ９３／
１２２２７号、ＷＯ９４／００５６９号、ＷＯ９４／２５５８５号、ＷＯ９６／１４４３
６号、ＷＯ９７／１３８５２号、およびＷＯ９８／２４８８４号；Ｔａｙｌｏｒら、Ｎｕ
ｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２０：６２８７－６２９５（１９９２），
Ｃｈｅｎら、Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　５：６４７－６５６
（１９９３），Ｔｕａｉｌｌｏｎら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５４：６４５３－６４６５
（１９９５），Ｃｈｏｉら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　４：１１７－１２３（１
９９３），Ｌｏｎｂｅｒｇら、Ｎａｔｕｒｅ　３６８：８５６－８５９（１９９４），Ｔ
ａｙｌｏｒら、Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　６：５７９－５９
１（１９９４），Ｔｕａｉｌｌｏｎら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５４：６４５３－６４６
５（１９９５），およびＦｉｓｈｗｉｌｄら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．１４：８
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４５－８５１（１９９６）を参照のこと。
【００３５】
　微小核融合アプローチでは、ヒト染色体の一部または全部を、マウスに導入し得る（例
えば、欧州特許出願番号ＥＰ０８４３９６１Ａ１を参照のこと）。このアプローチを使用
して生成しかつヒトＩｇ重鎖遺伝子座を含むマウスは、一般に、１つを超える、潜在的に
は、全部のヒト定常領域遺伝子を有する。したがって、このようなマウスは、多数の異な
る定常領域を有する特定の抗原に結合する抗体を生成する。
【００３６】
　マウスは、ヒトにおけるヒト免疫グロブリン発現について最も開発された動物でありつ
づけているが、最近の技術的進歩により、これらの技術が他の動物（ウシなど）に適用さ
れ始めている。マウスでの一般的アプローチは、マウスの胚性幹細胞を遺伝子改変してマ
ウス免疫グロブリンをノックアウトし、次いで、ヒト免疫グロブリンを含むＹＡＣをＥＳ
細胞に挿入した。しかし、ＥＳ細胞は、ウシまたは他の大型動物（ヒツジおよびブタなど
）に利用できない。したがって、ノックアウトされ、かつヒト抗体を発現する免疫グロブ
リン遺伝子を有する大型動物を生成し得る前でさえ、基本的な開発を行うべきであった。
遺伝子改変された動物を作製するための別のＥＳ細胞操作法は、遺伝子改変された体細胞
を使用したクローニングである。核移植のための遺伝子改変された体細胞を使用したクロ
ーニングがごく最近になって行われた。
【００３７】
　１９９７年の成体体細胞からのドリー（クローンヒツジ）誕生の発表以来（Ｗｉｌｍｕ
ｔ，Ｌ，ら（１９９７）Ｎａｔｕｒｅ　３８５：８１０－８１３）、有蹄動物（ウシ（Ｃ
ｉｂｅｌｌｉ，Ｊら、１９９８　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２８０：１２６６－１２５８；Ｋｕｂ
ｏｔａ，Ｃ．ら、２０００　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　９７：９９０－９
９５）、ヤギ（Ｂａｇｕｉｓｉ，Ａ．ら、（１９９９）Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ　１７：４５６－４６１）、およびブタ（Ｐｏｌｅｊａｅｖａ，Ｉ．Ａ．，ら、２０
００　Ｎａｔｕｒｅ　４０７：８６－９０；Ｂｅｔｔｈａｕｓｅｒ，Ｊ．ら、２０００　
Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１８：１０５５－１０５９）が含まれる）がクロ
ーン化されている。
【００３８】
　次の技術的利点は、遺伝子改変された動物を生成するための核移植前に細胞を遺伝子改
変する技術の開発であった。ＰＰＬ　ＴｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓのＰＣＴ公開番号ＷＯ０
０／５１４２４号は、核移植のための体細胞のターゲッティングされた遺伝子改変を記載
する。
【００３９】
　基本的開発後、遺伝子の単一および二重の対立遺伝子ノックアウトおよびこれらの修飾
を有する生きた動物の誕生が報告されている。２００２年～２００４年に、３つの独立し
たグループ（Ｉｍｍｅｒｇｅ　Ｂｉｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ，Ｉｎｃ．（Ｕｎｉｖｅ
ｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｍｉｓｓｏｕｒｉとの共同開発）（Ｌａｉら（Ｓｃｉｅｎｃｅ（２０
０２）２９５：１０８９－１０９２）＆　Ｋｏｌｂｅｒ－Ｓｉｍｏｎｄｓら（ＰＮＡＳ．
（２００４）１０１（１９）：７３３５－４０））、Ａｌｅｘｉｏｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅ
ｕｔｉｃａｌｓ（Ｒａｍｓｏｏｎｄａｒら（Ｂｉｏｌ　Ｒｅｐｒｏｄ（２００３）６９：
４３７－４４５）、およびＲｅｖｉｖｉｃｏｒ，Ｉｎｃ．（Ｄａｉら（Ｎａｔｕｒｅ　Ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（２００２）２０：２５１－２５５）＆　Ｐｈｅｌｐｓら（Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ（２００３）Ｊａｎ　１７；２９９（５６０５）：４１１－４）））が、遺
伝子欠損がターゲッティングされた体細胞からの遺伝子移入によってα－１，３－ＧＴ遺
伝子の一方の対立遺伝子または両方の対立遺伝子を欠くブタを生成した。２００３年に、
Ｓｅｄａｉら（Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ（２００３）７６：９００－９０２）は
、ウシにおけるα－１，３－ＧＴ遺伝子の一方の遺伝子座のターゲッティングされた破壊
およびその後の遺伝子改変された細胞の核の首尾のよい核移植およびトランスジェニック
胎児の生成を報告した。
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【００４０】
　したがって、大型動物における免疫グロブリン遺伝子のノックアウトおよびその細胞へ
のヒト免疫グロブリン遺伝子座の挿入の実現可能性が最近調査され始めている。しかし、
免疫グロブリン遺伝子の複雑さおよび種差により、Ｉｇκ、λ、および重鎖のゲノム配列
および配置は、ほとんどの種であまり理解されていないままである。例えば、ブタでは、
部分的なゲノム配列および組織化により、重鎖定常α、重鎖定常μ、および重鎖定常δに
ついてしか説明されていない（ＢｒｏｗｎおよびＢｕｔｌｅｒ　Ｍｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ
．１９９４　Ｊｕｎ；３１（８）：６３３－４２，Ｂｕｔｌｅｒら、Ｖｅｔ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌ．１９９４　Ｏｃｔ；４３（１－３）：５－１２，およ
びＺｈａｏら、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．２００３　Ａｕｇ　１；１７１（３）：１３１２－
８）。
【００４１】
　ウシでは、免疫グロブリン重鎖遺伝子座がマッピングされており（Ｚｈａｏら、２００
３　Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７８：３５０２４－３２）、ウシκ遺伝子のｃＤＮＡ配
列が公知である（例えば、米国特許出願番号２００３／００３７３４７号を参照のこと）
。さらに、約４．６ｋｂのウシμ重鎖遺伝子座が配列決定されており、ウシμ重鎖の一方
または両方の対立遺伝子の破壊によって重鎖免疫グロブリン発現が減少したトランスジェ
ニックウシが作製されている。さらに、ヒトＩｇＨ鎖およびκＬ鎖のすべての非配置配列
を含む哺乳動物人工染色体（ＭＡＣ）ベクターを、ウシ胎児線維芽細胞の微小核媒介染色
体移入および核移植テクノロジーを使用してウシ（ＴＣウシ）に導入されている（例えば
、Ｋｕｒｏｉｗａら、２００２　Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２０：８
８９，Ｋｕｒｏｉｗａら、２００４　Ｎａｔ　Ｇｅｎｅｔ．Ｊｕｎ　６　Ｅｐｕｂ，米国
特許公開番号２００３／００３７３４７号、同第２００３／００５６２３７号、同第２０
０４／００６８７６０号、および特許文献１を参照のこと）。
【００４２】
　ヒト免疫グロブリンを発現するウシの生成が著しく進歩している一方で、他の大型動物
（ヒツジ、ヤギ、およびブタなど）ではほとんど達成されていない。ヒツジ、ヤギ、およ
びブタの免疫グロブリンについてのｃＤＮＡ配列情報はＧｅｎＢａｎｋで既に利用可能で
あるにもかかわらず、大きな再配列するという免疫グロブリン遺伝子座に特有の性質によ
り、ｍＲＮＡ（またはｃＤＮＡ）中に存在することが公知の配列を超えて特徴づける必要
がある。免疫グロブリン遺伝子座がモジュラーであり、かつコード領域が冗長であるので
、既知のコード領域の欠失により、遺伝子座の機能の変化は確定的ではない。例えば、重
鎖可変領域のコード領域を欠失させれば、何百もの他の機能可変遺伝子が遺伝子座中に留
まるので、遺伝子座の機能が有意に変化するであろう。したがって、潜在的な「弱点」を
同定するために、遺伝子座を最初に特徴づけなければならない。
【００４３】
　ウシにおけるヒト抗体の発現はいくらか進歩しているにもかかわらず、内因性ウシＩｇ
遺伝子の不活化、ヒト抗体の発現レベルの増加、および他の大型動物（ブタなど）（免疫
グロブリン遺伝子の配列および配置がほとんど知られていない）におけるヒト抗体発現の
生成についてより大きな課題が残されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００４４】
【特許文献１】国際公開第０２／０７６４８号パンフレット
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００４５】
　したがって、本発明の目的は、有蹄動物免疫グロブリン生殖系列の遺伝子配列の配置を
提供することである。
【００４６】
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　本発明の別の目的は、新規の有蹄動物の免疫グロブリンゲノム配列を提供することであ
る。
【００４７】
　本発明のさらなる目的は、重鎖および／または軽鎖免疫グロブリン遺伝子の少なくとも
１つの対立遺伝子を欠く細胞、組織、および動物を提供することである。
【００４８】
　本発明の別の目的は、ヒト免疫グロブリンを発現する有蹄動物を提供することである。
【００４９】
　本発明のなおさらなる目的は、新規の有蹄動物の免疫グロブリン遺伝子配列の少なくと
も１つの対立遺伝子を欠く細胞、組織、および動物を生成し、そして／またはヒト免疫グ
ロブリンを発現する方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００５０】
　（発明の概要）
　本発明は、有蹄動物の免疫グロブリン生殖系列遺伝子配列の配置および新規のそのゲノ
ム配列を初めて提供する。さらに、重鎖または軽鎖免疫グロブリン遺伝子の少なくとも１
つの対立遺伝子を欠く新規の有蹄動物細胞、組織、および、動物を提供する。この発見に
基づいて、重鎖および／または軽鎖免疫グロブリン遺伝子の少なくとも１つの対立遺伝子
を完全に欠く有蹄動物を生成し得る。さらに、これらの有蹄動物を、外因性（ヒトなど）
免疫グロブリン遺伝子座またはそのフラグメントを発現するようにさらに改変し得る。
【００５１】
　本発明の１つの局面では、機能的内因性免疫グロブリンのいかなる発現も欠くトランス
ジェニック有蹄動物を提供する。１つの実施形態では、有蹄動物は、内因性重鎖および／
または軽鎖免疫グロブリンのいかなる発現も欠くことができる。軽鎖免疫グロブリンは、
κおよび／またはλ免疫グロブリンであり得る。さらなる実施形態では、内因性免疫グロ
ブリンの少なくとも１つの対立遺伝子の発現を欠くトランスジェニック有蹄動物であって
、免疫グロブリンが、重鎖、κ軽鎖、およびλ軽鎖またはその任意の組み合わせからなる
群から選択される、トランスジェニック有蹄動物を提供する。１つの実施形態では、機能
的内因性免疫グロブリンの発現を、内因性免疫グロブリンの発現を防止するための内因性
免疫グロブリン遺伝子座の遺伝子ターゲッティングによって行うことができる。１つの実
施形態では、相同組換えによって遺伝子ターゲッティングを行うことができる。別の実施
形態では、トランスジェニック有蹄動物を、核移植によって生成し得る。
【００５２】
　他の実施形態では、機能的内因性免疫グロブリンのいかなる発現も欠くトランスジェニ
ック有蹄動物を、外因性免疫グロブリン遺伝子座を発現するようにさらに遺伝子改変し得
る。別の実施形態では、外因性免疫グロブリン遺伝子座を含むブタ動物を提供する。１つ
の実施形態では、外因性免疫グロブリン遺伝子座は、重鎖および／または軽鎖免疫グロブ
リンまたはそのフラグメントであり得る。別の実施形態では、外因性免疫グロブリン遺伝
子座は、κ鎖遺伝子座またはそのフラグメントおよび／またはλ鎖遺伝子座またはそのフ
ラグメントであり得る。なおさらなる実施形態では、人工染色体（ＡＣ）は、外因性免疫
グロブリンを含み得る。１つの実施形態では、ＡＣは、酵母ＡＣまたは哺乳動物ＡＣであ
り得る。さらなる実施形態では、外因性遺伝子座は、ヒト免疫グロブリン遺伝子座または
そのフラグメントであり得る。１つの実施形態では、ヒト免疫グロブリン遺伝子座は、ヒ
ト第１４染色体、ヒト第２染色体、およびヒト第２２染色体、またはそれらのフラグメン
トであり得る。別の実施形態では、ヒト免疫グロブリン遺伝子座は、再配列を受け得るヒ
ト免疫グロブリンの任意のフラグメントを含み得る。さらなる実施形態では、ヒト免疫グ
ロブリン遺伝子座は、再配列を受け得るヒト免疫グロブリン重鎖およびヒト免疫グロブリ
ン軽鎖の任意のフラグメントを含み得る。なおさらなる実施形態では、ヒト免疫グロブリ
ン遺伝子座は、抗原への曝露の際に抗体を生成し得る任意のヒト免疫グロブリン遺伝子座
またはそのフラグメントを含み得る。特定の実施形態では、外因性ヒト免疫グロブリンを
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、Ｂ細胞中で発現させて、１つ以上の抗原への曝露に応答して外因性免疫グロブリンを生
成し得る。
【００５３】
　本発明の別の局面では、外因性免疫グロブリン遺伝子座またはそのフラグメントを発現
するトランスジェニック有蹄動物であって、免疫グロブリンを、内因性有蹄動物染色体内
に組み込まれた免疫グロブリン遺伝子座から発現し得る、トランスジェニック有蹄動物を
提供する。１つの実施形態では、トランスジェニック動物由来の有蹄動物細胞を提供する
。１つの実施形態では、外因性免疫グロブリン遺伝子座を、子孫に遺伝し得る。別の実施
形態では、外因性免疫グロブリン遺伝子座を、雄生殖系列を介して子孫に遺伝し得る。な
おさらなる実施形態では、人工染色体（ＡＣ）は、外因性免疫グロブリンを含み得る。１
つの実施形態では、ＡＣは、酵母ＡＣまたは哺乳動物ＡＣであり得る。さらなる実施形態
では、外因性遺伝子座は、ヒト免疫グロブリン遺伝子座またはそのフラグメントであり得
る。１つの実施形態では、ヒト免疫グロブリン遺伝子座は、ヒト第１４染色体、ヒト第２
染色体、およびヒト第２２染色体、またはそれらのフラグメントであり得る。別の実施形
態では、ヒト免疫グロブリン遺伝子座は、再配列を受け得るヒト免疫グロブリンの任意の
フラグメントを含み得る。さらなる実施形態では、ヒト免疫グロブリン遺伝子座は、再配
列を受け得るヒト免疫グロブリン重鎖およびヒト免疫グロブリン軽鎖の任意のフラグメン
トを含み得る。なおさらなる実施形態では、ヒト免疫グロブリン遺伝子座は、抗原への曝
露の際に抗体を生成し得る任意のヒト免疫グロブリン遺伝子座またはそのフラグメントを
含み得る。特定の実施形態では、外因性ヒト免疫グロブリンを、Ｂ細胞中で発現させて、
１つ以上の抗原への曝露に応答して外因性免疫グロブリンを生成し得る。
【００５４】
　本発明の別の局面では、有蹄動物免疫グロブリンの重鎖遺伝子座をコードする新規のゲ
ノム配列を提供する。１つの実施形態では、例えば、配列番号２９に示す、少なくとも１
つの可変領域、少なくとも２つの多様性領域（ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｒｅｇｉｏｎ）、少
なくとも４つの連結領域、および少なくとも１つの定常領域（μ定常領域など）を含む、
ブタ重鎖をコードする単離ヌクレオチド配列を提供する。別の実施形態では、例えば、配
列番号４に示す、ブタ重鎖ゲノム配列の少なくとも４つの連結領域および少なくとも１つ
の定常領域（μ定常領域など）を含む単離ヌクレオチド配列を提供する。さらなる実施形
態では、例えば、配列番号１に示す、ブタ重鎖ゲノム配列の第１の連結領域の５’隣接配
列を含むヌクレオチド配列を提供する。なおさらに、例えば、配列番号４の３‘領域に示
す、ブタ重鎖ゲノム配列の第１の連結領域の３’隣接配列を含むヌクレオチド配列を提供
する。さらなる実施形態では、配列番号１、４、または２９に示す単離ヌクレオチド配列
を提供する。配列番号１、４、または２９と少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％
、９８％、または９９％相同な核酸配列も提供する。さらに、配列番号１、４、または２
９の少なくとも１０、１５、１７、２０、２５、または３０個連続するヌクレオチドを含
むヌクレオチド配列を提供する。１つの実施形態では、ヌクレオチド配列は、配列番号４
の少なくとも１７、２０、２５、または３０個連続するヌクレオチドまたは配列番号２９
の残基１～９，０７０を含む。別の実施形態では、ヌクレオチド配列は、配列番号２９の
残基９，０７０～１１０３９を含む。任意選択的にストリンジェントな条件下で、配列番
号１、４、または２９とハイブリダイズするヌクレオチド配列およびこれに相同なヌクレ
オチドをさらに提供する。
【００５５】
　別の実施形態では、有蹄動物免疫グロブリンのκ軽鎖遺伝子座をコードする新規のゲノ
ム配列を提供する。本発明は、有蹄動物κ軽鎖領域の第１の報告されたゲノム配列を提供
する。１つの実施形態では、ブタκ軽鎖遺伝子座をコードする核酸配列を提供する。別の
実施形態では、核酸配列は、κ軽鎖の少なくとも１つの連結領域、１つの定常領域、およ
び／または１つのエンハンサー領域を含み得る。さらなる実施形態では、ヌクレオチド配
列は、例えば、配列番号３０に示す、少なくとも５つの連結領域、１つの定常領域、およ
び１つのエンハンサー領域を含み得る。さらなる実施形態では、例えば、配列番号１２に
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示す、ブタゲノムκ軽鎖の少なくとも１つ、少なくとも２つ、少なくとも３つ、少なくと
も４つまたは５つの連結領域および連結領域に対する３’隣接領域を含む単離ヌクレオチ
ド配列を提供する。別の実施形態では、例えば、配列番号２５に示す、第１の連結領域の
５’隣接配列を含むブタゲノムκ軽鎖の単離ヌクレオチド配列を提供する。さらなる実施
形態では、例えば、配列番号１５、１６、および／または１９に示す、ブタゲノムκ軽鎖
の定常領域の３’隣接配列および任意選択的にエンハンサー配列の５’部分を含む単離ヌ
クレオチド配列を提供する。
【００５６】
　さらなる実施形態では、配列番号３０、１２、２５、１５、１６、または１９に示す単
離ヌクレオチド配列を提供する。配列番号３０、１２、２５、１５、１６、または１９と
少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、または９９％相同な核酸配列も提
供する。さらに、配列番号３０、１２、２５、１５、１６、または１９の少なくとも１０
、１５、１７、２０、２５、または３０個連続するヌクレオチドを含むヌクレオチド配列
を提供する。任意選択的にストリンジェントな条件下で、配列番号３０、１２、２５、１
５、１６、または１９とハイブリダイズするヌクレオチド配列およびこれに相同なヌクレ
オチドをさらに提供する。
【００５７】
　別の実施形態では、有蹄動物免疫グロブリンのλ軽鎖遺伝子座をコードする新規のゲノ
ム配列を提供する。本発明は、有蹄動物λ軽鎖領域の第１の報告されたゲノム配列を提供
する。１つの実施形態では、ブタλ軽鎖ヌクレオチドは、Ｊ単位～Ｃ単位のコンカテマー
を含む。特定の実施形態では、単離ブタλヌクレオチド配列（配列番号２８に示すものな
ど）を提供する。１つの実施形態では、例えば、配列番号３２に示す、ブタλ軽鎖ゲノム
配列の第１のλＪ／Ｃ領域の５’隣接配列を含むヌクレオチド配列を提供する。なおさら
に、ブタλ軽鎖ゲノム配列のＪ／Ｃクラスター領域の３’隣接配列（例えば、λＪ／Ｃの
約２００塩基対下流）を含むヌクレオチド配列（配列番号３３に示すものなど）を提供す
る。あるいは、例えば、配列番号３４、３５、３６、３７、３８、および／または３９に
示す、ブタλ軽鎖ゲノム配列のＪ／Ｃクラスター領域の３’隣接配列を含むヌクレオチド
配列を提供する。さらなる実施形態では、例えば、配列番号３１に示す、少なくとも１つ
の連結領域－定常領域対および／または少なくとも１つの可変領域を含み得る、ウシλ軽
鎖遺伝子座をコードする核酸配列を提供する。さらなる実施形態では、配列番号２８、３
１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、または３９に示す単離ヌクレオチドを
提供する。配列番号２８、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、または３
９と少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、または９９％相同な核酸配列
も提供する。さらに、配列番号２８、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８
、または３９の少なくとも１０、１５、１７、２０、２５、または３０個連続するヌクレ
オチドを含むヌクレオチド配列を提供する。任意選択的にストリンジェントな条件下で、
配列番号２８、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、または３９とハイブ
リダイズするヌクレオチド配列およびこれに相同なヌクレオチドをさらに提供する。
【００５８】
　別の実施形態では、核酸ターゲッティングベクター構築物も提供する。細胞中で相同組
換えが行われるようにターゲッティングベクターをデザインし得る。これらのターゲッテ
ィングベクターを、相同組換えによって有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、またはλ軽鎖の遺伝子
をターゲッティングするために哺乳動物細胞に形質転換し得る。１つの実施形態では、タ
ーゲッティングベクターは、有蹄動物の重鎖のゲノム配列、κ軽鎖、またはλ軽鎖のゲノ
ム配列（例えば、上記の配列番号１、４、２９、３０、１２、２５、１５、１６、１９、
２８、または３１）のゲノム配列に相同な３’組換えアームおよび５’組換えアーム（す
なわち、隣接配列）を含み得る。相同ＤＮＡ配列は、ゲノム配列に相同な少なくとも１５
ｂｐ、２０ｂｐ、２５ｂｐ、５０ｂｐ、１００ｂｐ、５００ｂｐ、１ｋｂｐ、２ｋｂｐ、
４ｋｂｐ、５ｋｂｐ、１０ｋｂｐ、１５ｋｂｐ、２０ｋｂｐ、または５０ｋｂｐの配列を
含み得る。３’および５’組換えアームを、これらが、ゲノム配列の少なくとも１つの機
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能的可変領域、連結領域、多様性領域、および／または定常領域の３’末端および５’末
端に隣接するようにデザインし得る。機能的領域のターゲッティングによってこれを不活
化し、それにより、細胞が機能的免疫グロブリン分子を生成できなくする。別の実施形態
では、相同ＤＮＡ配列は、１つ以上のイントロン配列および／またはエクソン配列を含み
得る。核酸配列に加えて、発現ベクターは、選択マーカー配列（例えば、増強緑色蛍光タ
ンパク質（ｅＧＦＰ）遺伝子配列など）、開始配列および／もしくはエンハンサー配列、
ポリＡテール配列、ならびに／または原核および／もしくは真核宿主細胞中で構築物を発
現させる核酸配列を含み得る。選択マーカーは、５’組換えアーム配列と３’組換えアー
ム配列との間に存在し得る。
【００５９】
　１つの特定の実施形態では、ターゲッティングベクターは、ブタ免疫グロブリン重鎖遺
伝子座のＪ６領域の３’および５’隣接配列の相同配列を含む５’および３’組換えアー
ムを含み得る。Ｊ６領域がブタ免疫グロブリン重鎖遺伝子座の機能的連結領域のみである
ので、これにより、機能的ブタ重鎖免疫グロブリンの発現が防止される。特定の実施形態
では、ターゲッティングベクターは、Ｊ６領域の５’側のゲノム配列（Ｊ１～４が含まれ
る）に相同な配列を含む５’組換えアームおよびＪ６領域（μ定常領域が含まれる）の３
’側のゲノム配列に相同な配列を含む３’組換えアームを含み得る（「Ｊ６ターゲッティ
ング構築物」）（例えば、図１を参照のこと）。さらに、このＪ６ターゲッティング構築
物はまた、５’組換えアーム配列と３’組換えアーム配列との間に存在する選択マーカー
遺伝子を含み得る（例えば、配列番号５および図１を参照のこと）。他の実施形態では、
ターゲッティングベクターは、ブタ重鎖遺伝子座の多様性配列の５’側のゲノム配列に相
同な配列を含む５’組換えアーム、および多様性配列の３’側のゲノム配列に相同な配列
を含む３’組換えアームを含み得る。さらなる実施形態では、ターゲッティングベクター
は、ブタ重鎖遺伝子座のμ定常領域の５’側のゲノム配列に相同な配列を含む５’組換え
アーム、およびμ定常領域の３’側のゲノム配列に相同な配列を含む３’組換えアームを
含み得る。
【００６０】
　別の特定の実施形態では、ターゲッティングベクターは、ブタ免疫グロブリン重鎖遺伝
子座の定常領域の３’および５’隣接配列の相同配列を含む５’および３’組換えアーム
を含み得る。ブタ免疫グロブリンκ軽鎖遺伝子座の定常領域が１つしか存在しないことが
本発明で発見されたので、これにより、機能的ブタκ軽鎖免疫グロブリンの発現が防止さ
れる。特定の実施形態では、ターゲッティングベクターは、定常領域の５’側のゲノム配
列（任意選択的に、連結領域が含まれる）に相同な配列を含む５’組換えアームおよび定
常領域の３’側のゲノム配列（任意選択的に、エンハンサー領域の少なくとも一部が含ま
れる）に相同な配列を含む３’組換えアームを含み得る（「κ定常ターゲッティング構築
物」）（例えば、図２を参照のこと）。さらに、このκ定常ターゲッティング構築物はま
た、５’組換えアーム配列と３’組換えアーム配列との間に存在する選択マーカー遺伝子
を含み得る（例えば、配列番号２０および図２を参照のこと）。他の実施形態では、ター
ゲッティングベクターは、ブタκ軽鎖遺伝子座の連結領域の５’側のゲノム配列に相同な
配列を含む５’組換えアーム、および連結領域の３’側のゲノム配列に相同な配列を含む
３’組換えアームを含み得る。
【００６１】
　別の実施形態では、ターゲッティングベクターの３’配列および５’配列を生成するた
めのプライマーを提供する。オリゴヌクレオチドプライマーは、ブタ免疫グロブリンゲノ
ム配列（上記の配列番号１、４、２９、３０、１２、２５、１５、１６、１９、２８、ま
たは３１など）とハイブリダイズし得る。特定の実施形態では、プライマーは、ストリン
ジェントな条件下で、上記の配列番号１、４、２９、３０、１２、２５、１５、１６、１
９、２８、または３１とハイブリダイズする。別の実施形態は、ブタ重鎖、κ軽鎖、また
はλ軽鎖の核酸配列（上記の配列番号１、４、２９、３０、１２、２５、１５、１６、１
９、２８、または３１など）とハイブリダイズし得るオリゴヌクレオチドプローブを提供
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する。ポリヌクレオチドプライマーまたはプローブは、本発明のポリヌクレオチドとハイ
ブリダイズする少なくとも１４塩基、２０塩基、３０塩基、または５０塩基を有し得る。
プローブまたはプライマーは、少なくとも１４ヌクレオチド長、特定の実施形態では、少
なくとも１５、２０、２５、２８、または３０ヌクレオチド長であり得る。
【００６２】
　１つの実施形態では、機能的連結領域（Ｊ６領域）を含むブタＩｇ重鎖のフラグメント
を増幅するためのプライマーを提供する。１つの制限されない実施形態では、重鎖の増幅
フラグメントを配列番号４に示すことができ、このフラグメントを増幅するために使用さ
れるプライマーは、５’組換えアームを生成するためにＪ領域（配列番号２などであるが
、これに制限されない）の一部に相補的であり、３’組換えアームを生成するためにＩｇ
重鎖μ定常領域（配列番号３などであるが、これに制限されない）の一部に相補的であり
得る。別の実施形態では、ブタＩｇ重鎖領域（配列番号４などであるが、これに制限され
ない）をサブクローン化し、ターゲッティングベクターにアセンブリし得る。
【００６３】
　他の実施形態では、定常領域を含むブタＩｇκ軽鎖のフラグメントを増幅するためのプ
ライマーを提供する。別の実施形態では、Ｊ領域を含むブタＩｇκ軽鎖のフラグメントを
増幅するためのプライマーを提供する。１つの制限されない実施形態では、このフラグメ
ントを増幅するために使用されるプライマーは、５’組換えアームを生成するためにＪ領
域（配列番号２１または１０などであるが、これに制限されない）の一部に相補的であり
、３’組換えアームを生成するために定常領域（配列番号１４、２４、または１８などで
あるが、これに制限されない）の３’側のゲノム配列に相補的であり得る。別の実施形態
では、ブタＩｇ重鎖（配列番号２０などであるが、これに制限されない）をサブクローン
化し、ターゲッティングベクターにアセンブリし得る。
【００６４】
　本発明の別の局面では、本明細書中に記載のプロセス、配列、および／または構築物に
したがって生成した有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、および／またはλ軽鎖の遺伝子座の機能的
領域の少なくとも１つの対立遺伝子を欠く有蹄動物細胞を提供する。相同組換えの結果と
してこれらの細胞を得ることができる。特に、有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、またはλ軽鎖の
遺伝子の少なくとも１つの対立遺伝子の不活化により、有蹄動物抗体の発現能力が減少し
た細胞を生成し得る。他の実施形態では、有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、および／またはλ軽
鎖の遺伝子の両方の対立遺伝子を欠く哺乳動物細胞を、本明細書中に記載のプロセス、配
列、および／または構築物にしたがって生成し得る。さらなる実施形態では、本明細書中
に記載のプロセス、配列、および／または構築物にしたがって生成した遺伝子ターゲッテ
ィング事象によって、有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、および／またはλ軽鎖の遺伝子の少なく
とも１つの対立遺伝子が不活化されたブタ動物を提供する。本発明の別の局面では、遺伝
子ターゲッティング事象によって、有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、および／またはλ軽鎖の遺
伝子の両方の対立遺伝子が不活化されたブタ動物を提供する。相同組換えによって遺伝子
をターゲッティングし得る。
【００６５】
　他の実施形態では、遺伝子を破壊し（すなわち、遺伝コードの一部を変化させることが
できる）、それにより、その遺伝子のセグメントの転写および／または翻訳に影響を与え
ることができる。例えば、置換、欠失（「ノックアウト」）、または挿入（「ノックイン
」）技術によって、遺伝子破壊が起こり得る。既存の配列の転写を調整する望ましいタン
パク質または調節配列のさらなる遺伝子を挿入し得る。有蹄動物免疫グロブリン遺伝子の
複数の遺伝子改変を達成するために、１つの実施形態では、複数の遺伝子が改変されるよ
うに細胞を連続的に改変し得る。他の実施形態では、動物を交配させて、免疫グロブリン
遺伝子の複数の遺伝子が改変された動物を生成し得る。例として、有蹄動物重鎖遺伝子の
少なくとも１つの対立遺伝子の発現を欠く動物を、さらに遺伝子改変するか、κ軽鎖遺伝
子の少なくとも１つの対立遺伝子を欠く動物と交配し得る。
【００６６】
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　本発明の実施形態では、有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、またはλ軽鎖の遺伝子の対立遺伝子
を、本明細書中に記載のプロセス、配列、および／または構築物にしたがって不活化させ
、その結果、機能的有蹄動物免疫グロブリンをもはや生成することができない。１つの実
施形態では、ターゲッティングされた免疫グロブリン遺伝子を、ＲＮＡに転写し得るが、
タンパク質に翻訳することができない。別の実施形態では、ターゲッティングされた免疫
グロブリン遺伝子を、不活性な短縮形態に転写し得る。このような短縮ＲＮＡは、翻訳す
ることができないか、非機能的タンパク質に翻訳し得る。別の実施形態では、ターゲッテ
ィングされた免疫グロブリン遺伝子を、遺伝子が転写されないような方法で不活化し得る
。さらなる実施形態では、ターゲッティングされた免疫グロブリン遺伝子を、転写し、次
いで、非機能的タンパク質に翻訳し得る。
【００６７】
　本発明さらなる局面では、有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、またはλ軽鎖の遺伝子の１つの対
立遺伝子、任意選択的に両方の対立遺伝子を欠く有蹄動物（ブタまたはウシなど）の細胞
を、レシピエントへの核移植のドナー細胞として使用して、クローン化されたトランスジ
ェニック動物を生成し得る。あるいは、有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、および／またはλ軽鎖
の遺伝子ノックアウトを胚性幹細胞中で作製し、次いで、これを使用して子孫を生成し得
る。本明細書中に記載のプロセス、配列、および／または構築物にしたがって生成した機
能的な有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、および／またはλ軽鎖の遺伝子の１つの対立遺伝子を欠
く子孫を交配して、メンデル型遺伝によって両対立遺伝子の機能性を欠く子孫をさらに生
成し得る。
【００６８】
　本発明の１つの局面では、（ｉ）有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、またはλ軽鎖のゲノム遺伝
子座の生殖系列立体配置を分析すること、（ｉｉ）遺伝子座の少なくとも１つの機能的領
域の５’末端および３’末端に隣接するヌクレオチド配列の位置を決定すること、ならび
に（ｉｉｉ）隣接配列を含むターゲッティング構築物を細胞にトランスフェクトすること
による、有蹄動物免疫グロブリン遺伝子の発現の破壊方法であって、首尾良く相同組換え
された場合、免疫グロブリン遺伝子座の少なくとも１つの機能的領域を破壊し、それによ
り、免疫グロブリン遺伝子の発現を減少または防止する方法を提供する。１つの実施形態
では、ブタ重鎖遺伝子座の生殖系列立体配置を提供する。例えば、図１に示すように、ブ
タ重鎖遺伝子座は、少なくとも４つの可変領域、２つの多様性領域、６つの連結領域、お
よび５つの定常領域を含む。特定の実施形態では、６つの連結領域（Ｊ６）のうちのたっ
た１つが機能的である。別の実施形態では、ブタκ軽鎖遺伝子座の生殖系列立体配置を提
供する。例えば、図２に示すように、ブタκ軽鎖遺伝子座は、少なくとも６つの可変領域
、６つの連結領域、１つの定常領域、および１つのエンハンサー領域を含む。さらなる実
施形態では、ブタλ軽鎖遺伝子座の生殖系列立体配置を提供する。
【００６９】
　さらなる局面では、本発明は、ヒト抗体（すなわち、免疫グロブリン（Ｉｇ））遺伝子
座の少なくとも一部を発現するようにさらに改変された、本明細書中に記載のプロセス、
配列、および／または構築物にしたがって生成された、有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、および
／またはλ軽鎖の遺伝子座の機能的領域の少なくとも１つの対立遺伝子を欠く有蹄動物お
よび有蹄動物細胞を提供する。さらなる実施形態では、外因性免疫グロブリンを発現する
ブタ動物を提供する。このヒト遺伝子座は、再配列されて、有蹄動物中で多様なヒト抗体
分子集団を発現し得る。これらのクローン化されたトランスジェニック有蹄動物は、ヒト
抗体（ポリクローナル抗体など）を補給可能に、理論的には無限大に供給し、治療、診断
、精製、および他の臨床に関連する目的のために使用し得る。１つの特定の実施形態では
、人工染色体（ＡＣ）（酵母または哺乳動物の人工染色体（ＹＡＣＳまたはＭＡＣＳ））
を使用して、有蹄動物細胞または動物でヒト免疫グロブリン遺伝子を発現させることがで
きる。ヒト免疫グロブリン遺伝子（Ｉｇ重鎖遺伝子（ヒト第４１４染色体）、Ｉｇκ鎖遺
伝子（ヒト第２染色体）、および／またはＩｇλ鎖遺伝子（ヒト第２２染色体）など）の
全部または一部を人工染色体に挿入し、次いで、有蹄動物細胞に挿入し得る。さらなる実
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施形態では、再配列されて多様なヒト抗体分子集団を発現する、少なくとも１つのヒト抗
体遺伝子座の一部または全部を含む有蹄動物および有蹄動物細胞を提供する。
【００７０】
　さらなる実施形態では、外因性抗体を生成する方法であって、（ａ）１つ以上の目的の
抗原を、その細胞が１つ以上の人工染色体を含み、かつ機能的内因性免疫グロブリンのい
かなる発現も欠く有蹄動物に投与する工程であって、それぞれの人工染色体が、再配列し
て１つ以上の抗原に対する外因性抗体を生成する１つ以上の外因性免疫グロブリン遺伝子
座を含む工程、および／または（ｂ）有蹄動物から前記外因性抗体を回収する工程を含む
方法を提供する。１つの実施形態では、免疫グロブリン遺伝子座は、Ｂ細胞中で再配列し
得る。
【００７１】
　本発明の１つの局面では、本発明の任意の局面の方法によって、有蹄動物（ブタまたは
ウシなど）を調製し得る。これらのクローン化されたトランスジェニック有蹄動物（例え
ば、ブタおよびウシ動物）は、ヒトポリクローナル抗体を補給可能に、理論的には無限大
に供給し、治療、診断、および精製の目的のために使用し得る。例えば、本明細書中に記
載のプロセス、配列、および／または構築物にしたがって生成したトランスジェニック動
物は、血流中にヒトポリクローナル抗体を生成し、これを使用して、所望の抗原に特異的
な異なる抗体のアレイを生成し得る。感染症の治療および予防、生物戦争因子に対するワ
クチン接種、免疫系の調整、癌細胞などの望ましくないヒト細胞の除去、および特定のヒ
ト分子の調整のために、大量のポリクローナル抗体を使用することもできる。
【００７２】
　他の実施形態では、本明細書中に記載のプロセス、配列、および／または構築物にした
がって生成した、機能的免疫グロブリンの発現を欠く動物または細胞は、異種抗原の発現
を排除するためのさらなる遺伝子改変を含み得る。このような動物を、α－１，３－ガラ
クトシルトランスフェラーゼ遺伝子（例えば、ＵＳＳＮ　１０／８６３，１１６号を参照
のこと）、ｉＧｂ３シンターゼ遺伝子（例えば、米国特許出願６０／５１７，５２４号を
参照のこと）、および／またはＦｏｒｓｓｍａｎシンターゼ遺伝子（例えば、米国特許出
願６０／５６８，９２２号を参照のこと）の少なくとも１つの対立遺伝子の発現を排除す
るように改変し得る。さらなる実施形態では、本明細書中に開示の動物はまた、フコシル
トランスフェラーゼおよび／またはシアリルトランスフェラーゼを発現するための遺伝子
改変を含み得る。これらのさらなる遺伝子改変を達成するために、１つの実施形態では、
複数の遺伝子が改変されるように細胞を改変し得る。他の実施形態では、動物を交配させ
て、複数の遺伝子を改変し得る。１つの特定の実施形態では、本明細書中に記載のプロセ
ス、配列、および／または構築物にしたがって生成した機能的免疫グロブリンの発現を欠
く動物（ブタなど）を、α－１，３－ガラクトシルトランスフェラーゼ発現を欠く動物（
ブタなど）と交配し得る（例えば、ＷＯ０４／０２８２４３号に記載）。
例えば、本願発明は以下の項目を提供する。
（項目１）
機能的内因性免疫グロブリンのいかなる発現も欠く、トランスジェニック有蹄動物。
（項目２）
前記有蹄動物が、内因性重鎖免疫グロブリンのいかなる発現も欠く、項目１に記載のトラ
ンスジェニック有蹄動物。
（項目３）
前記有蹄動物が、内因性軽鎖免疫グロブリンのいかなる発現も欠く、項目１に記載のトラ
ンスジェニック有蹄動物。
（項目４）
前記有蹄動物が、内因性κ鎖免疫グロブリンのいかなる発現も欠く、項目３に記載のトラ
ンスジェニック有蹄動物。
（項目５）
前記有蹄動物が、内因性λ鎖免疫グロブリンのいかなる発現も欠く、項目３に記載のトラ
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ンスジェニック有蹄動物。
（項目６）
前記有蹄動物が、ブタ、ウシ、ヒツジ、およびヤギからなる群から選択される、項目１に
記載のトランスジェニック有蹄動物。
（項目７）
前記有蹄動物がブタである、項目６に記載のトランスジェニック有蹄動物。
（項目８）
前記有蹄動物が、核移植によって生成される、項目１に記載のトランスジェニック有蹄動
物。
（項目９）
前記有蹄動物が、外因性免疫グロブリン遺伝子座を発現する、項目１に記載のトランスジ
ェニック有蹄動物。
（項目１０）
前記外因性免疫グロブリン遺伝子座が、重鎖免疫グロブリンまたはそのフラグメントであ
る、項目９に記載のトランスジェニック有蹄動物。
（項目１１）
前記外因性免疫グロブリン遺伝子座が、軽鎖免疫グロブリンまたはそのフラグメントであ
る、項目９に記載のトランスジェニック有蹄動物。
（項目１２）
前記軽鎖遺伝子座が、κ鎖遺伝子座またはそのフラグメントである、項目１１に記載のト
ランスジェニック有蹄動物。
（項目１３）
前記軽鎖遺伝子座が、λ鎖遺伝子座またはそのフラグメントである、項目１１に記載のト
ランスジェニック有蹄動物。
（項目１４）
前記外因性遺伝子座が、ヒト免疫グロブリン遺伝子座またはそのフラグメントである、項
目９に記載のトランスジェニック有蹄動物。
（項目１５）
人工染色体が、前記外因性免疫グロブリンを含む、項目９に記載のトランスジェニック有
蹄動物。
（項目１５）
前記人工染色体が、哺乳動物人工染色体を含む、項目１５に記載のトランスジェニック有
蹄動物。
（項目１６）
前記哺乳動物人工染色体が、ヒト第１４染色体、ヒト第２染色体、およびヒト第２２染色
体、またはそれらのフラグメントのうちの１つ以上を含む、項目１５に記載のトランスジ
ェニック有蹄動物。
（項目１７）
内因性λ鎖免疫グロブリンのいかなる発現も欠く、トランスジェニック哺乳動物。
（項目１８）
外因性免疫グロブリン遺伝子座またはそのフラグメントを発現するトランスジェニック有
蹄動物であって、前記免疫グロブリンが、内因性有蹄動物染色体内に組み込まれた免疫グ
ロブリン遺伝子座から発現される、トランスジェニック有蹄動物。
（項目１９）
前記外因性免疫グロブリンが、ヒト免疫グロブリンまたはそのフラグメントである、項目
１８に記載のトランスジェニック有蹄動物。
（項目２０）
前記外因性免疫グロブリン遺伝子座が、子孫に遺伝する、項目１８に記載のトランスジェ
ニック有蹄動物。
（項目２１）
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前記外因性免疫グロブリン遺伝子座が、雄生殖系列を介して子孫に遺伝する、項目１８に
記載のトランスジェニック有蹄動物。
（項目２２）
前記有蹄動物が、ブタ、ヒツジ、ヤギ、またはウシである、項目１８に記載のトランスジ
ェニック有蹄動物。
（項目２３）
前記有蹄動物がブタである、項目２２に記載のトランスジェニック有蹄動物。
（項目２４）
前記有蹄動物が、核移植を介して生成される、項目１８に記載のトランスジェニック有蹄
動物。
（項目２５）
前記免疫グロブリン遺伝子座がＢ細胞において発現されて、１つ以上の抗原への曝露に応
答して外因性免疫グロブリンを生成する、項目１８に記載のトランスジェニック有蹄動物
。
（項目２６）
前記人工染色体が、外因性免疫グロブリンを含む、項目１８に記載のトランスジェニック
有蹄動物。
（項目２７）
前記人工染色体が、哺乳動物人工染色体を含む、項目１８に記載のトランスジェニック有
蹄動物。
（項目２８）
前記人工染色体が、酵母人工染色体を含む、項目２７に記載のトランスジェニック有蹄動
物。
（項目２９）
前記人工染色体が、ヒト第１４染色体、ヒト第２染色体、およびヒト第２２染色体、また
はそれらのフラグメントのうちの１つ以上を含む、項目２６に記載のトランスジェニック
有蹄動物。
（項目３０）
項目１に記載のトランスジェニック有蹄動物に由来する、トランスジェニック有蹄動物の
細胞、組織、または器官。
（項目３１）
項目１８に記載のトランスジェニック有蹄動物に由来する、トランスジェニック有蹄動物
の細胞、組織、または器官。
（項目３２）
前記細胞が、体細胞、生殖細胞、または胚細胞である、項目３０または項目３１に記載の
細胞。
（項目３３）
前記細胞が、Ｂ細胞である、項目３２に記載の細胞。
（項目３４）
前記細胞が、線維芽細胞である、項目３３に記載の細胞。
（項目３５）
外因性免疫グロブリン遺伝子座を含む、ブタ動物。
（項目３６）
人工染色体が、前記外因性遺伝子座を含む、項目３５に記載のブタ。
（項目３７）
前記人工染色体が、再配列する１つ以上の外因性免疫グロブリン遺伝子座を含み、かつ該
人工染色体は、１つ以上の抗原への曝露に応答して外因性免疫グロブリンを生成し得る、
項目３６に記載のブタ。
（項目３８）
項目３５に記載の動物に由来する、ブタ細胞。
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（項目３９）
前記細胞が、体細胞、Ｂ細胞、または線維芽細胞である、項目３６に記載のブタ細胞。
（項目４０）
前記外因性免疫グロブリンが、ヒト免疫グロブリンである、項目３５に記載のブタ。
（項目４１）
前記１つ以上の人工染色体が、哺乳動物人工染色体を含む、項目３６に記載のブタ。
（項目４２）
前記哺乳動物人工染色体が、ヒト第１４染色体、ヒト第２染色体、およびヒト第２２染色
体、またはそれらのフラグメントのうちの１つ以上を含む、項目４１に記載のブタ。
（項目４３）
外因性抗体を生成する方法であって、該方法は、
　（ａ）１つ以上の目的の抗原を有蹄動物に投与する工程であって、有蹄動物の細胞は、
１つ以上の人工染色体を含み、かつ機能的内因性免疫グロブリンのいかなる発現も欠き、
それぞれの人工染色体は、再配列して該１つ以上の抗原に対する外因性抗体を生成する１
つ以上の外因性免疫グロブリン遺伝子座を含む、工程；および
　（ｂ）該有蹄動物から該外因性抗体を回収する工程；
を包含する、方法。
（項目４４）
前記免疫グロブリン遺伝子座が、Ｂ細胞中で再配列する、項目４３に記載の方法。
（項目４５）
前記外因性免疫グロブリン遺伝子座が、重鎖免疫グロブリンまたはそのフラグメントであ
る、項目４３に記載の方法。
（項目４６）
前記外因性免疫グロブリン遺伝子座が、軽鎖免疫グロブリンまたはそのフラグメントであ
る、項目４３に記載の方法。
（項目４７）
前記外因性遺伝子座が、ヒト免疫グロブリン遺伝子座またはそのフラグメントである、項
目４３に記載の方法。
（項目４８）
人工染色体が、前記外因性免疫グロブリンを含む、項目４３に記載の方法。
（項目４９）
前記人工染色体が、哺乳動物人工染色体を含む、項目４８に記載の方法。
（項目５０）
前記哺乳動物人工染色体が、ヒト第１４染色体、ヒト第２染色体、およびヒト第２２染色
体、またはそれらのフラグメントのうちの１つ以上を含む、項目４９に記載の方法。
（項目５１）
ブタ重鎖免疫グロブリンまたはそのフラグメントを含む単離ヌクレオチド配列であって、
該重鎖免疫グロブリンは、少なくとも１つの連結領域および少なくとも１つの免疫グロブ
リン定常領域を含む、単離ヌクレオチド配列。
（項目５２）
前記重鎖免疫グロブリンが、少なくとも１つの可変領域、少なくとも２つの多様性領域、
少なくとも４つの連結領域、および少なくとも１つの定常領域を含む、項目５１に記載の
ヌクレオチド配列。
（項目５３）
前記重鎖免疫グロブリンが、配列番号２９を含む、項目５２に記載のヌクレオチド配列。
（項目５４）
前記重鎖免疫グロブリンが、配列番号４を含む、項目５１に記載のヌクレオチド配列。
（項目５５）
前記配列が、配列番号４または配列番号２９と少なくとも８０％、８５％、９０％、９５
％、９８％、または９９％相同である、項目５３または項目５４に記載のヌクレオチド配
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列。
（項目５６）
前記配列が、配列番号４の少なくとも１７個、２０個、２５個、または３０個連続するヌ
クレオチドまたは配列番号２９の残基１～９，０７０を含む、項目５３または項目５４に
記載のヌクレオチド配列。
（項目５７）
前記配列が、配列番号２９の残基９，０７０～１１０３９を含む、項目５３または項目５
４に記載のヌクレオチド配列。
（項目５８）
配列番号４または配列番号２９とハイブリダイズする、単離ヌクレオチド配列。
（項目５９）
ターゲッティングベクターであって、
　（ａ）配列番号２９と相同な少なくとも１７個連続する核酸を含む、第１のヌクレオチ
ド配列、
　（ｂ）選択マーカー遺伝子；および
　（ｃ）前記第１のヌクレオチド配列と重複しない、配列番号２９と相同な少なくとも１
７個連続する核酸を含む、第２のヌクレオチド配列；
を含む、ターゲッティングベクター。
（項目６０）
前記選択マーカーが、抗生物質耐性遺伝子を含む、項目５９に記載のターゲッティングベ
クター。
（項目６１）
前記第１のヌクレオチド配列が、５’組換えアームに相当する、項目５９に記載のターゲ
ッティングベクター。
（項目６２）
前記第２のヌクレオチド配列が、３’組換えアームに相当する、項目５９に記載のターゲ
ッティングベクター。
（項目６３）
項目５９に記載のターゲッティングベクターでトランスフェクトされた、細胞。
（項目６４）
ブタ重鎖免疫グロブリン遺伝子座の少なくとも１つの対立遺伝子が不活化されている、項
目６３に記載の細胞。
（項目６５）
項目６４に記載の細胞を含む、ブタ動物。
（項目６６）
有蹄動物のκ軽鎖免疫グロブリン遺伝子座またはそのフラグメントを含む、単離ヌクレオ
チド配列。
（項目６７）
前記有蹄動物がブタである、項目６６に記載のヌクレオチド配列。
（項目６８）
前記有蹄動物のκ軽鎖免疫グロブリン遺伝子座が、少なくとも１つの連結領域、１つの定
常領域、および／または１つのエンハンサー領域を含む、項目６６に記載のヌクレオチド
配列。
（項目６９）
前記ヌクレオチド配列が、少なくとも５つの連結領域、１つの定常領域、および１つのエ
ンハンサー領域を含む、項目６６に記載のヌクレオチド配列。
（項目７０）
配列番号３０を含む、項目６９に記載のヌクレオチド配列。
（項目７１）
配列番号１２を含む、項目６９に記載のヌクレオチド配列。



(23) JP 2012-196234 A 2012.10.18

10

20

30

40

50

（項目７２）
前記配列が、配列番号１２または配列番号３０の少なくとも１７個、２０個、２５個、ま
たは３０個連続するヌクレオチドを含む、項目７０または項目７１に記載のヌクレオチド
配列。
（項目７３）
配列番号１２または配列番号３０とハイブリダイズする、単離ヌクレオチド配列。
（項目７４）
ターゲッティングベクターであって、
　（ａ）配列番号３０と相同な少なくとも１７個連続する核酸を含む、第１のヌクレオチ
ド配列；
　（ｂ）選択マーカー遺伝子；および
　（ｃ）前記第１のヌクレオチド配列と重複しない、配列番号３０と相同な少なくとも１
７個連続する核酸を含む、第２のヌクレオチド配列；
を含む、ターゲッティングベクター。
（項目７５）
前記選択マーカーが、抗生物質耐性遺伝子を含む、項目７４に記載のターゲッティングベ
クター。
（項目７６）
前記第１のヌクレオチド配列が、５’組換えアームに相当する、項目７４に記載のターゲ
ッティングベクター。
（項目７７）
前記第２のヌクレオチド配列が、３’組換えアームに相当する、項目７４に記載のターゲ
ッティングベクター。
（項目７８）
項目７４に記載のターゲッティングベクターでトランスフェクトされた、細胞。
（項目７９）
κ鎖免疫グロブリン遺伝子座の少なくとも１つの対立遺伝子が不活化されている、項目７
８に記載の細胞。
（項目８０）
項目７９に記載の細胞を含む、ブタ動物。
（項目８１）
有蹄動物のλ軽鎖免疫グロブリン遺伝子座を含む、単離ヌクレオチド配列。
（項目８２）
前記有蹄動物がブタである、項目８１に記載のヌクレオチド配列。
（項目８３）
前記有蹄動物がウシである、項目８１に記載のヌクレオチド配列。
（項目８４）
前記有蹄動物のλ軽鎖免疫グロブリン遺伝子座が、Ｊ単位～Ｃ単位のコンカテマーを含む
、項目８１に記載のヌクレオチド配列。
（項目８５）
前記有蹄動物のλ軽鎖免疫グロブリン遺伝子座が、例えば、配列番号３１に示す、少なく
とも１つの連結領域－定常領域対および／または少なくとも１つの可変領域を含む、項目
８１に記載のヌクレオチド配列。
（項目８６）
配列番号２８を含む、項目８２に記載のヌクレオチド配列。
（項目８７）
配列番号３１を含む、項目８３に記載のヌクレオチド配列。
（項目８８）
前記配列が、配列番号２８または配列番号３１の少なくとも１７個、２０個、２５個、ま
たは３０個連続するヌクレオチドを含む、項目８６または項目８７に記載のヌクレオチド



(24) JP 2012-196234 A 2012.10.18

10

20

30

40

50

配列。
（項目８９）
配列番号２８または配列番号３１とハイブリダイズする、単離ヌクレオチド配列。
（項目９０）
ターゲッティングベクターであって、
　（ａ）配列番号２８または配列番号３１と相同な少なくとも１７個連続する核酸を含む
、第１のヌクレオチド配列；
　（ｂ）選択マーカー遺伝子；および
　（ｃ）該第１のヌクレオチド配列と重複しない、配列番号２８または配列番号３１と相
同な少なくとも１７個連続する核酸を含む、第２のヌクレオチド配列；
を含む、ターゲッティングベクター。
（項目９１）
前記選択マーカーが、抗生物質耐性遺伝子を含む、項目９０に記載のターゲッティングベ
クター。
（項目９２）
前記第１のヌクレオチド配列が、５’組換えアームに相当する、項目９０に記載のターゲ
ッティングベクター。
（項目９３）
前記第２のヌクレオチド配列が、３’組換えアームに相当する、項目９０に記載のターゲ
ッティングベクター。
（項目９４）
項目９０に記載のターゲッティングベクターでトランスフェクトされた、細胞。
（項目９５）
λ鎖免疫グロブリン遺伝子座の少なくとも１つの対立遺伝子が不活化された、項目９４に
記載の細胞。
（項目９６）
項目９５に記載の細胞を含む、ブタ動物。
（項目９７）
少なくとも１００ｋｂのＤＮＡを環状化する方法であって、
　その後、該ＤＮＡを部位特異的リコンビナーゼによって宿主ゲノムに組み込み得る、
方法。
（項目９８）
少なくとも１００ｋｂ、２００ｋｂ、３００ｋｂ、４００ｋｂ、５００ｋｂ、１０００ｋ
ｂ、２０００ｋｂ、５０００ｋｂ、１０，０００ｋｂのＤＮＡを環状化し得る、項目９７
に記載の方法。
（項目９９）
前記ＤＮＡの環状化が、前記ＤＮＡ配列の各末端にて部位特異的リコンビナーゼ標的部位
を結合すること、およびその後、該ＤＮＡ配列への部位特異的リコンビナーゼを適用する
こと、によって行われ得る、項目９７に記載の方法。
（項目１００）
前記部位特異的リコンビナーゼ標的部位が、Ｌｏｘである、項目９７に記載の方法。
（項目１０１）
人工染色体が、前記ＤＮＡ配列を含む、項目９７に記載の方法。
（項目１０２）
前記人工染色体が、酵母人工染色体または哺乳動物人工染色体である、項目１０１に記載
の方法。
（項目１０３）
前記人工染色体が、ヒト免疫グロブリン遺伝子座またはそのフラグメントをコードするＤ
ＮＡ配列を含む、項目１０１に記載の方法。
（項目１０４）



(25) JP 2012-196234 A 2012.10.18

10

20

30

40

50

前記ヒト免疫グロブリン遺伝子座またはそのフラグメントが、ヒト第１４染色体、ヒト第
２染色体、および／またはヒト第２２染色体を含む、項目１０３に記載の方法。
（項目１０５）
内因性免疫グロブリンの少なくとも１つの対立遺伝子の発現を欠くトランスジェニック有
蹄動物であって、該免疫グロブリンは、重鎖、κ軽鎖、およびλ軽鎖、またはそれらの任
意の組み合わせからなる群から選択される、トランスジェニック有蹄動物。
（項目１０６）
外因性免疫グロブリンが発現される、項目１０５に記載のトランスジェニック有蹄動物。
（項目１０７）
項目１０６に記載のトランスジェニック有蹄動物を生成するための方法であって、
　内因性免疫グロブリンの少なくとも１つの対立遺伝子の発現を欠くトランスジェニック
有蹄動物が、外因性免疫グロブリンを発現する有蹄動物と交配させられ、該内因性免疫グ
ロブリンは、重鎖、κ軽鎖、およびλ軽鎖、またはそれらの任意の組み合わせからなる群
から選択される、方法。
（項目１０８）
前記有蹄動物が、ブタである、項目１０５～項目１０７のうちいずれか１項に記載のトラ
ンスジェニック有蹄動物。
（項目１０９）
前記外因性免疫グロブリンが、ヒト免疫グロブリン遺伝子座またはそのフラグメントであ
る、項目１０６または項目１０７に記載のトランスジェニック有蹄動物。
（項目１１０）
人工染色体が、前記ヒト免疫グロブリン遺伝子座またはそのフラグメントを含む、項目１
０９に記載のトランスジェニック有蹄動物。
（項目１１１）
項目１０５に記載の有蹄動物に由来する、細胞。
（項目１１２）
異種抗原の発現を消失させるためのさらなる遺伝子改変をさらに含む、項目１、項目１８
、項目１０５、または項目１０６に記載のトランスジェニック有蹄動物。
（項目１１３）
前記有蹄動物が、α－１，３－ガラクトシルトランスフェラーゼ遺伝子の少なくとも１つ
の対立遺伝子の発現を欠く、項目１１２に記載のトランスジェニック有蹄動物。
（項目１１４）
前記有蹄動物がブタである、項目１１２に記載のトランスジェニック有蹄動物。
【図面の簡単な説明】
【００７３】
【図１】図１は、ブタ重鎖免疫グロブリン遺伝子の連結領域の発現を破壊するターゲッテ
ィングベクターのデザインを示す。
【図２】図２は、ブタκ軽鎖免疫グロブリン遺伝子の連結領域の発現を破壊するターゲッ
ティングベクターのデザインを示す。
【図３】図３は、Ｊ～Ｃ配列のコンカテマーおよびＪＣ領域の５’側に可変領域を含む隣
接領域を含む、ブタλ免疫グロブリン遺伝子座のゲノム組織化を示す。細菌人工染色体（
ＢＡＣ１およびＢＡＣ２）は、ＢＡＣライブラリーから得ることができるブタ免疫グロブ
リンゲノムのフラグメントを示す。
【図４】図４は、ブタλ軽鎖免疫グロブリン遺伝子のＪＣクラスター領域の発現を破壊す
るターゲッティングベクターのデザインを示す。「ＳＭ」は、ターゲッティングベクター
で使用し得る選択マーカー遺伝子を示す。
【図５】図５は、ブタλ免疫グロブリン遺伝子座のＪＣクラスター領域の５’側の領域に
部位特異的リコンビナーゼ標的部位または認識部位を挿入するためのターゲッティングス
トラテジーを示す。「ＳＭ」は、ターゲッティングベクターで使用し得る選択マーカー遺
伝子を示す。「ＳＳＲＲＳ」は、特異的リコンビナーゼ標的部位または認識部位を示す。
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【図６】図６は、ブタλ免疫グロブリン遺伝子座のＪＣクラスター領域の３’側の領域に
部位特異的リコンビナーゼ標的部位または認識部位を挿入するためのターゲッティングス
トラテジーを示す。「ＳＭ」は、ターゲッティングベクターで使用し得る選択マーカー遺
伝子を示す。「ＳＳＲＲＳ」は、特異的リコンビナーゼ標的部位または認識部位を示す。
【図７】図７は、宿主ゲノムへのＹＡＣの部位特異的リコンビナーゼ媒介移入を示す。「
ＳＳＲＲＳ」は、特異的リコンビナーゼ標的部位または認識部位を示す。
【発明を実施するための形態】
【００７４】
　（詳細な説明）
　本発明は、有蹄動物の免疫グロブリン生殖系列遺伝子配列の配置および新規のそのゲノ
ム配列を初めて提供する。さらに、重鎖または軽鎖免疫グロブリン遺伝子の少なくとも１
つの対立遺伝子を欠く新規の有蹄動物細胞、組織、および、動物を提供する。この発見に
基づいて、重鎖および／または軽鎖免疫グロブリン遺伝子の少なくとも１つの対立遺伝子
を完全に欠く有蹄動物を生成し得る。さらに、これらの有蹄動物を、外因性（ヒトなど）
免疫グロブリン遺伝子座またはそのフラグメントを発現するようにさらに改変し得る。
【００７５】
　本発明の１つの局面では、機能的内因性免疫グロブリンのいかなる発現も欠くトランス
ジェニック有蹄動物を提供する。１つの実施形態では、有蹄動物は、内因性重鎖および／
または軽鎖免疫グロブリンのいかなる発現も欠くことができる。軽鎖免疫グロブリンは、
κおよび／またはλ免疫グロブリンであり得る。さらなる実施形態では、内因性免疫グロ
ブリンの少なくとも１つの対立遺伝子の発現を欠くトランスジェニック有蹄動物であって
、免疫グロブリンが、重鎖、κ軽鎖、およびλ軽鎖またはその任意の組み合わせからなる
群から選択される、トランスジェニック有蹄動物を提供する。１つの実施形態では、機能
的内因性免疫グロブリンの発現を、内因性免疫グロブリンの発現を防止するための内因性
免疫グロブリン遺伝子座の遺伝子ターゲッティングによって行うことができる。１つの実
施形態では、相同組換えによって遺伝子ターゲッティングを行うことができる。別の実施
形態では、トランスジェニック有蹄動物を、核移植によって生成し得る。
【００７６】
　他の実施形態では、機能的内因性免疫グロブリンのいかなる発現も欠くトランスジェニ
ック有蹄動物を、外因性免疫グロブリン遺伝子座を発現するようにさらに遺伝子改変し得
る。別の実施形態では、外因性免疫グロブリン遺伝子座を含むブタ動物を提供する。１つ
の実施形態では、外因性免疫グロブリン遺伝子座は、重鎖および／または軽鎖免疫グロブ
リンまたはそのフラグメントであり得る。別の実施形態では、外因性免疫グロブリン遺伝
子座は、κ鎖遺伝子座またはそのフラグメントおよび／またはλ鎖遺伝子座またはそのフ
ラグメントであり得る。なおさらなる実施形態では、人工染色体（ＡＣ）は、外因性免疫
グロブリンを含み得る。１つの実施形態では、ＡＣは、酵母ＡＣまたは哺乳動物ＡＣであ
り得る。さらなる実施形態では、外因性遺伝子座は、ヒト免疫グロブリン遺伝子座または
そのフラグメントであり得る。１つの実施形態では、ヒト免疫グロブリン遺伝子座は、ヒ
ト第１４染色体、ヒト第２染色体、およびヒト第２２染色体、またはそれらのフラグメン
トであり得る。別の実施形態では、ヒト免疫グロブリン遺伝子座は、再配列を受け得るヒ
ト免疫グロブリンの任意のフラグメントを含み得る。さらなる実施形態では、ヒト免疫グ
ロブリン遺伝子座は、再配列を受け得るヒト免疫グロブリン重鎖およびヒト免疫グロブリ
ン軽鎖の任意のフラグメントを含み得る。なおさらなる実施形態では、ヒト免疫グロブリ
ン遺伝子座は、抗原への曝露の際に抗体を生成し得る任意のヒト免疫グロブリン遺伝子座
またはそのフラグメントを含み得る。特定の実施形態では、外因性ヒト免疫グロブリンを
、Ｂ細胞中で発現させて、１つ以上の抗原への曝露に応答して外因性免疫グロブリンを生
成し得る。
【００７７】
　本発明の別の局面では、外因性免疫グロブリン遺伝子座またはそのフラグメントを発現
するトランスジェニック有蹄動物であって、免疫グロブリンを、内因性有蹄動物染色体内
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に組み込まれた免疫グロブリン遺伝子座から発現し得る、トランスジェニック有蹄動物を
提供する。１つの実施形態では、トランスジェニック動物由来の有蹄動物細胞を提供する
。１つの実施形態では、外因性免疫グロブリン遺伝子座を、子孫に遺伝し得る。別の実施
形態では、外因性免疫グロブリン遺伝子座を、雄生殖系列を介して子孫に遺伝し得る。な
おさらなる実施形態では、人工染色体（ＡＣ）は、外因性免疫グロブリンを含み得る。１
つの実施形態では、ＡＣは、酵母ＡＣまたは哺乳動物ＡＣであり得る。さらなる実施形態
では、外因性遺伝子座は、ヒト免疫グロブリン遺伝子座またはそのフラグメントであり得
る。１つの実施形態では、ヒト免疫グロブリン遺伝子座は、ヒト第１４染色体、ヒト第２
染色体、およびヒト第２２染色体、またはそれらのフラグメントであり得る。別の実施形
態では、ヒト免疫グロブリン遺伝子座は、再配列を受け得るヒト免疫グロブリンの任意の
フラグメントを含み得る。さらなる実施形態では、ヒト免疫グロブリン遺伝子座は、再配
列を受け得るヒト免疫グロブリン重鎖およびヒト免疫グロブリン軽鎖の任意のフラグメン
トを含み得る。なおさらなる実施形態では、ヒト免疫グロブリン遺伝子座は、抗原への曝
露の際に抗体を生成し得る任意のヒト免疫グロブリン遺伝子座またはそのフラグメントを
含み得る。特定の実施形態では、外因性ヒト免疫グロブリンを、Ｂ細胞中で発現させて、
１つ以上の抗原への曝露に応答して外因性免疫グロブリンを生成し得る。
【００７８】
　（定義）
　用語「組換えＤＮＡテクノロジー」、「ＤＮＡクローニング」、「分子クローニング」
、または「遺伝子クローニング」は、細胞または生物へのＤＮＡ配列の移入プロセスをい
う。一方の生物由来のＤＮＡフラグメントを、自己複製遺伝因子（例えば、細菌プラスミ
ド）に移入することができ、これにより、他方の多くの生物でＤＮＡ（またはＲＮＡ）配
列の任意の特定の部分のコピーが選択され、量的に無制限に生成し得る。プラスミドおよ
び人工染色体などの他のクローニングベクター型を使用して、遺伝子および他の染色体片
をコピーし、さらなる研究のために十分な同一の材料を生成し得る。２０ｋｂまでの外来
ＤＮＡを輸送し得る細菌プラスミドに加えて、他のクローニングベクターには、ウイルス
、コスミド、および人工染色体（例えば、細菌人工染色体（ＢＡＣ）または酵母人工染色
体（ＹＡＣ））が含まれる。染色体ＤＮＡのフラグメントが研究室内で最終的にそのクロ
ーニングベクターと連結される場合、「組換えＤＮＡ分子」と呼ぶ。組換えプラスミドを
適切な宿主細胞に導入した直後に、新規に挿入したセグメントは、宿主細胞ＤＮＡと共に
再生される。
【００７９】
　「コスミド」は、４５ｋｂまでの外来ＤＮＡを輸送する人為的に構築されたクローニン
グベクターである。これらを、大腸菌細胞への感染のために、λファージ粒子にパッケー
ジングし得る。
【００８０】
　本明細書中で使用される、用語「哺乳動物」（「遺伝子改変された（または変化した）
哺乳動物」）は、任意の非ヒト哺乳動物（ブタ、ヒツジ、ヤギ、ウシ（ウシ）、シカ、ラ
バ、ウマ、サル、イヌ、ネコ、ラット、マウス、トリ、ニワトリ、爬虫類、魚類、および
昆虫類が含まれるが、これらに限定されない）が含まれることを意味する。本発明の１つ
の実施形態では、遺伝子が変化したブタおよびその生成方法を提供する。
【００８１】
　用語「有蹄動物」は、蹄のある哺乳動物をいう。偶蹄類は、偶数の脚の指を有する（蹄
が割れた）有蹄動物であり、アンテロープ、ラクダ、ウシ、シカ、ヤギ、ブタ、およびヒ
ツジが含まれる。奇蹄類は、奇数の脚の指を有する有蹄動物であり、ウマ、シマウマ、サ
イ、およびバクが含まれる。本明細書中で使用される、用語「有蹄動物」は、成体、胚、
または胎児の有蹄動物をいう。
【００８２】
　本明細書中で使用される、用語「ブタ（ｐｏｒｃｉｎｅ）」、「ブタ動物」、「ブタ（
ｐｉｇ）」、および「ブタ（ｓｗｉｎｅ）」は、性別、サイズ、または品種を問わない同
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一の動物型をいう一般名である。
【００８３】
　「相同ＤＮＡ配列または相同ＤＮＡ」は、基準ＤＮＡ配列と、少なくとも８０％、８５
％、９０％、９５％、９８％、または９９％同一であるＤＮＡ配列である。相同配列は、
ストリンジェントな条件下で標的配列とハイブリダイズする。ストリンジェントなハイブ
リダイズ条件には、配列が少なくとも８５％、少なくとも９５％、または９８％同一であ
る場合にハイブリダイズが起こる条件が含まれる。
【００８４】
　「同遺伝子系（ｉｓｏｇｅｎｉｃ）または実質的に同遺伝子系のＤＮＡ配列」は、基準
ＤＮＡ配列と同一またはほぼ同一のＤＮＡ配列である。用語「実質的に同遺伝子系の」は
、基準ＤＮＡ配列と少なくとも約９７～９９％同一であるか、基準ＤＮＡ配列と少なくと
も約９９．５～９９．９％同一であるか、一定の用途では、基準ＤＮＡ配列と１００％同
一であるＤＮＡをいう。
【００８５】
　「相同組換え」は、配列相同性に基づいたＤＮＡ組換えプロセスをいう。
【００８６】
　「遺伝子ターゲッティング」は、一方が染色体上に存在し、他方が存在しない２つのＤ
ＮＡ配列間での相同組換えをいう。
【００８７】
　「非相同性組込みまたは無作為な組込み」は、相同組換えに関係なくＤＮＡをゲノムに
組み込む任意のプロセスをいう。
【００８８】
　「選択マーカー遺伝子」は、その発現によって遺伝子を含む細胞が同定される遺伝子で
ある。選択マーカーは、その遺伝子を持たない細胞の成長を妨げるか遅延させる培地で細
胞を増殖させる遺伝子であり得る。例には、抗生物質耐性遺伝子および選択された代謝産
物で成長させる遺伝子が含まれる。あるいは、この遺伝子は、細胞に容易に同定される表
現型を付与することによって形質転換体の視覚的スクリーニングを容易にし得る。このよ
うな同定可能な表現型は、例えば、発光もしくは有色化合物の生成、または細胞周囲の培
地の検出可能な変化であり得る。
【００８９】
　用語「連続する」を、本明細書中でその標準的な意味で使用する（すなわち、中断しな
いことまたは途切れないこと）。
【００９０】
　「ストリンジェントな条件」は、（１）洗浄に低イオン強度および高温を使用する条件
（例えば、０．０１５Ｍ　ＮａＣｌ／０．００１５Ｍ　クエン酸ナトリウム／０．１％　
ＳＤＳ、５０℃）、または（２）ハイブリダイズ時に変性剤（例えば、ホルムアミドなど
）を使用する条件をいう。当業者は、明瞭かつ検出可能なハイブリダイズシグナルを得る
ために、ストリンジェンシー条件を適切に決定し、変更し得る。例えば、ストリンジェン
シーを、一般に、ハイブリダイズおよび洗浄時に存在する塩含有量の増加、温度の低下、
またはその組み合わせによって低下させることができる。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏ
ｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｕｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｕｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，（１９８９）を参照のこと。
【００９１】
　（Ｉ．免疫グロブリン遺伝子）
　本発明の１つの局面では、機能的内因性免疫グロブリンのいかなる発現も欠くトランス
ジェニック有蹄動物を提供する。１つの実施形態では、有蹄動物は、内因性重鎖および／
または軽鎖免疫グロブリンのいかなる発現も欠くことができる。軽鎖免疫グロブリンは、
κおよび／またはλ免疫グロブリンであり得る。さらなる実施形態では、内因性免疫グロ
ブリンの少なくとも１つの対立遺伝子の発現を欠くトランスジェニック有蹄動物であって
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、免疫グロブリンが、重鎖、κ軽鎖、およびλ軽鎖またはその任意の組み合わせからなる
群から選択される、トランスジェニック有蹄動物を提供する。１つの実施形態では、機能
的内因性免疫グロブリンの発現を、内因性免疫グロブリンの発現を防止するための内因性
免疫グロブリン遺伝子座の遺伝子ターゲッティングによって行うことができる。１つの実
施形態では、相同組換えによって遺伝子ターゲッティングを行うことができる。別の実施
形態では、トランスジェニック有蹄動物を、核移植によって生成し得る。
【００９２】
　本発明の別の局面では、（ｉ）有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、またはλ軽鎖のゲノム遺伝子
座の生殖系列立体配置を分析すること、（ｉｉ）遺伝子座の少なくとも１つの機能的領域
の５’末端および３’末端に隣接するヌクレオチド配列の位置を決定すること、ならびに
（ｉｉｉ）隣接配列を含むターゲッティング構築物を細胞にトランスフェクトすることに
よる有蹄動物免疫グロブリン発現の破壊方法であって、首尾良く相同組換えされた場合、
免疫グロブリン遺伝子座の少なくとも１つの機能的領域が破壊され、それにより、免疫グ
ロブリン遺伝子の発現が減少または防止される方法を提供する。
【００９３】
　１つの実施形態では、ブタ重鎖遺伝子座の生殖系列立体配置を提供する。例えば、図１
に示すように、ブタ重鎖遺伝子座は、少なくとも４つの可変領域、２つの多様性領域、６
つの連結領域、および５つの定常領域を含む。特定の実施形態では、６つの連結領域（Ｊ
６）のうちのたった１つが機能する。
【００９４】
　別の実施形態では、ブタκ軽鎖遺伝子座の生殖系列立体配置を提供する。例えば、図２
に示すように、ブタκ軽鎖遺伝子座は、少なくとも６つの可変領域、６つの連結領域、１
つの定常領域、および１つのエンハンサー領域を含む。
【００９５】
　さらなる実施形態では、ブタλ軽鎖遺伝子座の生殖系列立体配置を提供する。
【００９６】
　配列番号１～３９に示す単離ヌクレオチド配列を提供する。配列番号１～３９のいずれ
か１つと少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、または９９％相同な核酸
配列も提供する。さらに、配列番号１～３９のいずれか１つの少なくとも１０、１５、１
７、２０、２５、または３０個連続するヌクレオチドを含むヌクレオチド配列を提供する
。任意選択的にストリンジェントな条件下で、配列番号１～３９とハイブリダイズするヌ
クレオチド配列およびこれに相同なヌクレオチドをさらに提供する。
【００９７】
　ヌクレオチドレベルまたはアミノ酸配列レベルでの相同性または同一性を、配列類似性
検索のために作製されたｂｌａｓｔｐ、ｂｌａｓｔｎ、ｂｌａｓｔｘ、ｔｂｌａｓｔｎ、
およびｔｂｌａｓｔｘプログラム（例えば、Ａｌｔｓｃｈｕｌ，Ｓ．Ｆ．ら（１９９７）
Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ　２５：３３８９－３４０２およびＫａｒｌｉｎら
（１９００）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８７，２２６４－２２６
８を参照のこと）によって使用されるアルゴリズムを使用したＢＬＡＳＴ（Ｂａｓｉｃ　
Ｌｏｃａｌ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　Ｓｅａｒｃｈ　Ｔｏｏｌ）によって決定し得る。ＢＬ
ＡＳＴプログラムによって使用されるアプローチは、ギャップを使用するか使用せずに、
クエリー配列およびデータベース配列の間の類似のセグメントを最初に考慮し、次いで、
同定された全適合物の統計的有意性を評価し、最後に、予め選択した有意性の閾値を満た
す適合物のみをまとめることである。例えば、Ａｌｔｓｃｈｕｌら（１９９４）（Ｎａｔ
ｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　６，１１９－１２９）を参照のこと。ヒストグラム、記述、
アラインメント、期待値（すなわち、データベース配列に対する適合物の報告のための統
計的有意性の閾値）、カットオフ、行列、およびフィルター（ｌｏｗ　ｃｏ　Ｍ’ｐｌｅ
ｘｉｔｙ）についての検索パラメーターは、デフォルト値である。ｂｌａｓｔｐ、ｂｌａ
ｓｔｘ、ｔｂｌａｓｔｎ、およびｔｂｌａｓｔｘによって使用されるデフォルトスコアリ
ング行列は、８５（ヌクレオチド塩基またはアミノ酸）を超えるクエリー配列長に推奨さ
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れるＢＬＯＳＵＭ６２行列（Ｈｅｎｉｋｏｆｆら（１９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ
ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９，１０９１５－１０９１９）である。
【００９８】
　（ブタ重鎖）
　本発明の別の局面では、有蹄動物免疫グロブリンの重鎖遺伝子座をコードする新規のゲ
ノム配列を提供する。１つの実施形態では、例えば、配列番号２９に示す、少なくとも１
つの可変領域、少なくとも２つの多様性領域、少なくとも４つの連結領域、および少なく
とも１つの定常領域（μ定常領域など）を含む、ブタ重鎖をコードする単離ヌクレオチド
配列を提供する。別の実施形態では、例えば、配列番号４に示す、ブタ重鎖ゲノム配列の
少なくとも４つの連結領域および少なくとも１つの定常領域（μ定常領域など）を含む、
単離ヌクレオチド配列を提供する。さらなる実施形態では、例えば、配列番号１に示す、
ブタ重鎖ゲノム配列の第１の連結領域の５’隣接配列を含むヌクレオチド配列を提供する
。なおさらに、例えば、配列番号４に示す、ブタ重鎖ゲノム配列の第１の連結領域の３’
隣接配列を含むヌクレオチド配列を提供する。さらなる実施形態では、配列番号１、４、
または２９に示す単離ヌクレオチド配列を提供する。配列番号１、４、または２９と少な
くとも８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、または９９％相同な核酸配列も提供す
る。任意選択的にストリンジェントな条件下で、配列番号１、４、または２９とハイブリ
ダイズするヌクレオチド配列およびこれに相同なヌクレオチドをさらに提供する。
【００９９】
　さらに、配列番号１、４、または２９の少なくとも１０、１５、１７、２０、２５、ま
たは３０個連続するヌクレオチドを含むヌクレオチド配列を提供する。１つの実施形態で
は、ヌクレオチド配列は、配列番号４の少なくとも１７、２０、２５、または３０個連続
するヌクレオチドまたは配列番号２９の残基１～９，０７０を含む。他の実施形態では、
配列番号２９の少なくとも５０、１００、１，０００、２，５００、４，０００、４，５
００、５，０００、７，０００、８，０００、８，５００、９，０００、１０，０００、
または１５，０００個連続するヌクレオチドを含むヌクレオチド配列を提供する。別の実
施形態では、ヌクレオチド配列は、配列番号２９の残基９，０７０～１１０３９を含む。
【０１００】
　さらなる実施形態では、配列番号１、４、または２９に示す単離ヌクレオチド配列を提
供する。配列番号１、４、または２９と少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９
８％、または９９％相同な核酸配列も提供する。さらに、配列番号１、４、または２９の
少なくとも１０、１５、１７、２０、２５、または３０個連続するヌクレオチドを含むヌ
クレオチド配列を提供する。任意選択的にストリンジェントな条件下で、配列番号１、４
、または２９とハイブリダイズするヌクレオチド配列およびこれに相同なヌクレオチドを
さらに提供する。
【０１０１】
　１つの実施形態では、例えば、配列番号２９に示す、少なくとも１つの可変領域、少な
くとも２つの多様性領域、少なくとも４つの連結領域、および少なくとも１つの定常領域
（μ定常領域など）を含む、ブタ重鎖をコードする単離ヌクレオチド配列を提供する。配
列番号２９では、重鎖の多様性領域を、例えば、残基１０８９～１０９９（Ｄ（偽））に
示し、重鎖の連結領域を、例えば、残基１８８７～３３５２（例えば、Ｊ（偽）：１８８
７～１９３１、Ｊ（偽）：２３６４～２４１１、Ｊ（偽）：２７５６～２８０４、Ｊ（機
能的Ｊ）：３２９６～３３５２）に示し、組換えシグナルを、例えば、残基３００１～３
２６１（ノナマー）、３２９２～３２９８（ヘプタマー）に示し、定常領域を、以下の残
基に示す：３３５３～９０７０（Ｊ～Ｃμイントロン）、５５２２～８７００（スイッチ
領域）、９０７１～９３８８（μエクソン１）、９３８９～９４６９（μイントロンＡ）
、９４７０～９８０２（μエクソン２）、９８３０～１００６９（μイントロンＢ）、１
００７０～１０３８７（μエクソン３）、１０３８８～１０５１７（μイントロンＣ）、
１０８１５～１１０５２（μエクソン４）、１１０３４～１１０３９（ポリ（Ａ）シグナ
ル）。
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【化９】

　（ブタκ軽鎖）
　別の実施形態では、有蹄動物免疫グロブリンのκ軽鎖遺伝子座をコードする新規のゲノ
ム配列を提供する。本発明は、有蹄動物κ軽鎖領域の第１の報告されたゲノム配列を提供
する。１つの実施形態では、ブタκ軽鎖遺伝子座をコードする核酸配列を提供する。別の
実施形態では、核酸配列は、κ軽鎖の少なくとも１つの連結領域、１つの定常領域、およ
び／または１つのエンハンサー領域を含み得る。さらなる実施形態では、ヌクレオチド配
列は、例えば、配列番号３０に示す、少なくとも５つの連結領域、１つの定常領域、およ
び１つのエンハンサー領域を含み得る。さらなる実施形態では、例えば、配列番号１２に
示す、ブタゲノムκ軽鎖の少なくとも１つ、少なくとも２つ、少なくとも３つ、少なくと
も４つまたは５つの連結領域および連結領域に対する３’隣接領域を含む単離ヌクレオチ
ド配列を提供する。別の実施形態では、例えば、配列番号２５に示す、第１の連結領域の
５’隣接配列を含むブタゲノムκ軽鎖の単離ヌクレオチド配列を提供する。さらなる実施
形態では、例えば、配列番号１５、１６、および／または１９に示す、ブタゲノムκ軽鎖
の定常領域の３’隣接配列および任意選択的にエンハンサー配列の５’部分を含む単離ヌ
クレオチド配列を提供する。
【０１１１】
　さらなる実施形態では、配列番号３０、１２、２５、１５、１６、または１９に示す単
離ヌクレオチド配列を提供する。配列番号３０、１２、２５、１５、１６、または１９と
少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、または９９％相同な核酸配列も提
供する。さらに、配列番号３０、１２、２５、１５、１６、または１９の少なくとも１０
、１５、１７、２０、２５、または３０個連続するヌクレオチドを含むヌクレオチド配列
を提供する。さらに、配列番号１、４、または２９の少なくとも１０、１５、１７、２０
、２５、または３０個連続するヌクレオチドを含むヌクレオチド配列を提供する。他の実
施形態では、配列番号３０の少なくとも５０、１００、１，０００、２，５００、５，０
００、７，０００、８，０００、８，５００、９，０００、１０，０００、または１５，
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０００個連続するヌクレオチドを含むヌクレオチド配列を提供する。任意選択的にストリ
ンジェントな条件下で、配列番号３０、１２、２５、１５、１６、または１９とハイブリ
ダイズするヌクレオチド配列およびこれに相同なヌクレオチドをさらに提供する。
【０１１２】
　１つの実施形態では、例えば、配列番号３０に示す、少なくとも５つの連結領域、１つ
の定常領域、および１つのエンハンサー領域を含む、κ軽鎖をコードする単離ヌクレオチ
ド配列を提供する。配列番号３０では、κ軽鎖のコード領域を、例えば、残基１～５４９
および１００２６～１０５４９に示すのに対して、イントロン配列を、例えば、残基５５
０～１００２５に示し、κ軽鎖の連結領域を、例えば、残基５８２２～７２０７（例えば
、Ｊｌ：５８２２～５８５９、Ｊ２：６１８０～６２１８、Ｊ３：６４８６～６５２３、
Ｊ４：６８２６～６８６３、Ｊ５：７１７０～７２０７）に示し、定常領域を、以下の残
基に示す：１００２６～１０５４９（Ｃエクソン）および１００２６～１０３５４（Ｃコ
ード）、１０５２４～１０５２９（ポリ（Ａ）シグナル）、および１１１６０～１１２６
４（ＳＩＮＥエレメント）。
【０１１３】
【化１０】
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【化２１】

　（ブタλ軽鎖）
　別の実施形態では、有蹄動物免疫グロブリンのλ軽鎖遺伝子座をコードする新規のゲノ
ム配列を提供する。本発明は、有蹄動物λ軽鎖領域の第１の報告されたゲノム配列を提供
する。１つの実施形態では、ブタλ軽鎖は、Ｊ単位～Ｃ単位のコンカテマーを含む。特定
の実施形態では、単離ブタλヌクレオチド配列（配列番号２８に示すものなど）を提供す
る。
【０１２５】
　１つの実施形態では、例えば、配列番号３２に示す、ブタλ軽鎖ゲノム配列の第１のλ
Ｊ／Ｃ領域の５’隣接配列を含むヌクレオチド配列を提供する。なおさらに、ブタλ軽鎖
ゲノム配列のＪ／Ｃクラスター領域の３’隣接配列（例えば、λＪ／Ｃの約２００塩基対
下流）を含むヌクレオチド配列（配列番号３３に示すものなど）を提供する。あるいは、
ブタλ軽鎖ゲノム配列のＪ／Ｃクラスター領域の３’隣接配列（例えば、エンハンサーの
近くに存在するＪ／Ｃクラスターの約１１．８ｋｂ下流（配列番号３４によって示される
ものなど）、エンハンサー領域を含むλの約１２Ｋｂ下流（配列番号３５によって示され
るものなど）、λの約１７．６Ｋｂ下流（配列番号３６によって示されるものなど）、λ
の約１９．１Ｋｂ下流（配列番号３７によって示されるものなど）、λの約２１．３Ｋｂ
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配列番号３９によって示されるものなど））を含むヌクレオチド配列を提供する。
【０１２６】
　なおさらなる実施形態では、配列番号２８、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３
７、３８、または３９に示す単離ヌクレオチド配列を提供する。配列番号２８、３１、３
２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、または３９と少なくとも８０％、８５％、９
０％、９５％、９８％、または９９％相同な核酸配列も提供する。さらに、配列番号２８
、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、または３９の少なくとも１０、１
５、１７、２０、２５、３０、４０、５０、７５、１００、１５０、２００、２５０、５
００、または１，０００個連続するヌクレオチドを含むヌクレオチド配列を提供する。任
意選択的にストリンジェントな条件下で、配列番号２８、３１、３２、３３、３４、３５
、３６、３７、３８、または３９とハイブリダイズするヌクレオチド配列およびこれに相
同なヌクレオチドをさらに提供する。
【０１２７】

【化２２】

【０１２８】
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【０１３８】

【化３３】

【０１３９】
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　（ウシλ軽鎖）
　さらなる実施形態では、例えば、配列番号３１に示す、少なくとも１つの連結領域－定
常領域対および／または少なくとも１つの可変領域を含み得る、ウシλ軽鎖遺伝子座をコ
ードする核酸配列を提供する。配列番号３１では、ウシλＣを、残基９９３～１３３３に
見出すことができ、Ｊ～Ｃ対を、残基３３８４８～３５６２８に見出すことができ（Ｃは
３３８４８～３４３２８の相補物であり、Ｊは３５５９９～３５６２８の相補物である）
、Ｖ領域を、残基１０６７６～１０７２８、１１０９２～１１４４６、１５０８８～１５
３８１、２５２３９～２５５２８、２９７８４～３０２２８、および５１７１８～５２３
５７に（またはその相補物中に）見出すことができる。配列番号３１を、Ｇｅｎｂａｎｋ
アクセッション番号ＡＣ１１７２７４に見出すことができる。配列番号３１の全部または
一部（配列番号３１の少なくとも１００、２５０、５００、１０００、２０００、５００
０、１００００、２００００、５０００００、７５０００、または１０００００個連続す
るヌクレオチド）を含むベクターおよび／またはターゲッティング構築物ならびに破壊さ
れたウシλ遺伝子を含むシール（ｃｅｅｌ）および動物をさらに提供する。
【０１４０】
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【０１７８】

【化７３】

　（プライマー）
　別の実施形態では、ターゲッティングベクターの３’配列および５’配列を生成するた
めのプライマーを提供する。オリゴヌクレオチドプライマーは、ブタ免疫グロブリンゲノ
ム配列（上記の配列番号１、４、２９、３０、１２、２５、１５、１６、１９、２８、ま
たは３１など）とハイブリダイズし得る。特定の実施形態では、プライマーは、ストリン
ジェントな条件下で、上記の配列番号１、４、２９、３０、１２、２５、１５、１６、１
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９、２８、または３１とハイブリダイズする。別の実施形態は、ブタ重鎖、κ軽鎖、また
はλ軽鎖の核酸配列（上記の配列番号１、４、２９、３０、１２、２５、１５、１６、１
９、２８、または３１など）とハイブリダイズし得るオリゴヌクレオチドプローブを提供
する。ポリヌクレオチドプライマーまたはプローブは、本発明のポリヌクレオチドとハイ
ブリダイズする少なくとも１４塩基、２０塩基、３０塩基、または５０塩基を有し得る。
プローブまたはプライマーは、少なくとも１４ヌクレオチド長、特定の実施形態では、少
なくとも１５、２０、２５、２８、または３０ヌクレオチド長であり得る。
【０１７９】
　１つの実施形態では、機能的連結領域（Ｊ６領域）を含むブタＩｇ重鎖のフラグメント
を増幅するためのプライマーを提供する。１つの制限されない実施形態では、重鎖の増幅
フラグメントを配列番号４に示すことができ、このフラグメントを増幅するために使用さ
れるプライマーは、５’組換えアームを生成するためにＪ領域（配列番号２などであるが
、これに制限されない）の一部に相補的であり、３’組換えアームを生成するためにＩｇ
重鎖μ定常領域（配列番号３などであるが、これに制限されない）の一部に相補的であり
得る。別の実施形態では、ブタＩｇ重鎖領域（配列番号４などであるが、これに制限され
ない）をサブクローン化し、ターゲッティングベクターにアセンブリし得る。
【０１８０】
　他の実施形態では、定常領域を含むブタＩｇκ軽鎖のフラグメントを増幅するためのプ
ライマーを提供する。別の実施形態では、Ｊ領域を含むブタＩｇκ軽鎖のフラグメントを
増幅するためのプライマーを提供する。１つの制限されない実施形態では、このフラグメ
ントを増幅するために使用されるプライマーは、５’組換えアームを生成するためにＪ領
域（配列番号２１または１０などであるが、これに制限されない）の一部に相補的であり
、３’組換えアームを生成するために定常領域（配列番号１４、２４、または１８などで
あるが、これに制限されない）の３’側のゲノム配列に相補的であり得る。別の実施形態
では、ブタＩｇ重鎖（配列番号２０などであるが、これに制限されない）をサブクローン
化し、ターゲッティングベクターにアセンブリし得る。
【０１８１】
　（ＩＩ．免疫グロブリン遺伝子の遺伝子ターゲッティング）
　本発明は、免疫グロブリン遺伝子（例えば、上記の免疫グロブリン遺伝子）を不活化す
るために遺伝子改変された細胞を提供する。遺伝子改変し得る動物細胞を、種々の異なる
生物および組織（皮膚、間充組織、肺、膵臓、心臓、腸、胃、膀胱、血管、腎臓、尿道、
生殖器、および胚、胎児、または成体動物の全部または一部の脱凝集調製物などであるが
、これらに限定されない）から得ることができる。本発明の１つの局面では、細胞を、以
下からなる群から選択し得るが、これらに限定されない：上皮細胞、線維芽細胞、神経細
胞、ケラチノサイト、造血細胞、メラノサイト、軟骨細胞、リンパ球（ＢおよびＴ）、マ
クロファージ、単球、単核細胞、心筋細胞、他の筋細胞、顆粒膜細胞、卵丘細胞、表皮細
胞、内皮細胞、ランゲルハンス島細胞、血球、血液前駆細胞、骨細胞、骨前駆細胞、神経
幹細胞、始原幹細胞、肝細胞、ケラチノサイト、臍帯静脈内皮細胞、大動脈内皮細胞、微
小血管内皮細胞、線維芽細胞、肝臓星細胞、大動脈平滑筋細胞、心筋細胞、ニューロン、
クッパー細胞、平滑筋細胞、シュワン細胞、および上皮細胞、赤血球、血小板、好中球、
リンパ球、単球、好酸球、好塩基球、脂肪細胞、軟骨細胞、膵島細胞、甲状腺細胞、副甲
状腺細胞、耳下腺細胞、腫瘍細胞、グリア細胞、アストロサイト、赤血球、白血球、マク
ロファージ、上皮細胞、体細胞、下垂体細胞、副腎細胞、有毛細胞、膀胱細胞、腎細胞、
網膜細胞、桿状体細胞、錐状体細胞、心臓細胞、ペースメーカー細胞、脾臓細胞、抗原提
示細胞、記憶細胞、Ｔ細胞、Ｂ細胞、形質細胞、筋細胞、卵巣細胞、子宮細胞、前立腺細
胞、腟上皮細胞、精細胞、精巣細胞、生殖細胞、卵細胞、ライディッヒ細胞、尿細管周囲
細胞、セルトリ細胞、黄体細胞、頚部細胞、子宮内膜細胞、乳房細胞、卵胞細胞、粘膜細
胞、繊毛細胞、非角化上皮細胞、角化上皮細胞、肺細胞、杯細胞、円柱上皮細胞、扁平上
皮細胞、骨細胞、骨芽細胞、および破骨細胞。１つの別の実施形態では、胚性幹細胞を使
用し得る。胚性幹細胞株を使用し得るか、胚性幹細胞を、宿主（ブタ動物など）から新た
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に得ることができる。細胞を、適切な線維芽細胞支持層上で成長させるか、白血病抑制因
子（ＬＩＦ）の存在下で成長させることができる。
【０１８２】
　特定の実施形態では、細胞は線維芽細胞であり得る。１つの特定の実施形態では、細胞
は、胎児線維芽細胞であり得る。成長中の胎児および成体動物から大量に得ることができ
るので、線維芽細胞は、適切な体細胞型である。これらの細胞を、急速な倍加期間にてイ
ンビトロで容易に増殖するか、遺伝子ターゲッティング手順で使用するためにクローニン
グによって増殖させることができる。
【０１８３】
　（ターゲッティング構築物）
　（相同組換え）
　１つの実施形態では、免疫グロブリン遺伝子を、相同組換えによって細胞中で遺伝子を
ターゲッティングし得る。相同組換えにより、内因性遺伝子が部位特異的に改変され、そ
れにより、ゲノムに対して新規の変化を改変し得る。相同組換えでは、入ってくるＤＮＡ
は、実質的に相同なＤＮＡ配列を含むゲノム中の部位と相互作用して組み込まれる。非相
同（「無作為」または「不規則（ｉｌｌｉｃｉｔ）」）組込みでは、入ってくるＤＮＡは
、ゲノム中の相同配列で見出されないが、他の場所（多数の潜在的な位置の１つ）で組み
込まれる。一般に、高等真核細胞を使用した研究により、相同組換えの頻度が無作為な組
込みの頻度よりはるかに少ないことが明らかとなった。これらの頻度の比は、「遺伝子タ
ーゲッティング」と直接的な関係を示し、これは、相同組換え（すなわち、ゲノム中の外
因性「ターゲッティングＤＮＡ」と対応する「標的ＤＮＡ」との間の組換え）による組込
みに依存する。
【０１８４】
　哺乳動物細胞における相同組換えの使用は、多数の論文に記載されている。これらの論
文の例は以下である：Ｋｕｃｈｅｒｌａｐａｔｉら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ　８１：３１５３－３１５７，１９８４；Ｋｕｃｈｅｒｌａｐａｔｉら、Ｍ
ｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏ．５：７１４－７２０，１９８５；Ｓｍｉｔｈｉｅｓら、Ｎａｔ
ｕｒｅ　３１７：２３０－２３４，１９８５；Ｗａｋｅら、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏ．
８：２０８０－２０８９，１９８５；Ａｙａｒｅｓら、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　１１１：３７
５－３８８，１９８５；Ａｙａｒｅｓら、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏ．７：１６５６－１
６６２，１９８６；Ｓｏｎｇら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８４
：６８２０－６８２４，１９８７；Ｔｈｏｍａｓら、Ｃｅｌｌ　４４：４１９－４２８，
１９８６；ＴｈｏｍａｓおよびＣａｐｅｃｃｈｉ，Ｃｅｌｌ　５１：５０３－５１２，１
９８７；Ｎａｎｄｉら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：３８４
５－３８４９，１９８８；およびＭａｎｓｏｕｒら、Ｎａｔｕｒｅ　３３６：３４８－３
５２，１９８８；ＥｖａｎｓおよびＫａｕｆｍａｎ，Ｎａｔｕｒｅ　２９４：１４６－１
５４，１９８１；Ｄｏｅｔｓｃｈｍａｎら、Ｎａｔｕｒｅ　３３０：５７６－５７８，１
９８７；ＴｈｏｍａおよびＣａｐｅｃｃｈｉ，Ｃｅｌｌ　５１：５０３－５１２，４９８
７；Ｔｈｏｍｐｓｏｎら、Ｃｅｌｌ　５６：３１６－３２１，１９８９。
【０１８５】
　本発明は、細胞（上記の細胞など）中で免疫グロブリン細胞を不活化させるために相同
組換えを使用し得る。ＤＮＡは、特定の遺伝子座に遺伝子の少なくとも一部を含むことが
できる。このＤＮＡは、天然の遺伝子の少なくとも１つ、任意選択的に両方のコピーを変
化させ、それにより、機能的免疫グロブリンの発現が防止される。この変化は、挿入、欠
失、置換、またはその組み合わせであり得る。この変化が不活化される遺伝子のたった１
つのコピーに導入される場合、標的遺伝子の１つの非変異コピーを有する細胞が増幅し、
これを、第２のターゲッティング工程に供し得る。この変化は、第１の変化と同一でも異
なっていてもよく、欠失または置換される場合、最初に導入された変化の少なくとも一部
と重複し得る。この第２のターゲッティング工程では、同一の相同性アームであるが、異
なる哺乳動物選択マーカーを含むターゲッティングベクターを使用し得る。得られた形質
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転換体を、機能的標的抗原の不在についてスクリーニングし、細胞のＤＮＡをさらにスク
リーニングして、野生型標的遺伝子の非存在を確認し得る。あるいは、表現型に関するホ
モ接合性を、変異についてヘテロ接合性を示す宿主の交配によって達成し得る。
【０１８６】
　（ターゲッティングベクター）
　別の実施形態では、核酸ターゲッティングベクター構築物も提供する。細胞中で相同組
換えが行われるようにターゲッティングベクターをデザインし得る。これらのターゲッテ
ィングベクターを、相同組換えによって有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、またはλ軽鎖の遺伝子
をターゲッティングするために哺乳動物細胞に形質転換し得る。１つの実施形態では、タ
ーゲッティングベクターは、有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、またはλ軽鎖のゲノム配列（例え
ば、上記の配列番号１、４、２９、３０、１２、２５、１５、１６、１９、２８、または
３１に示す配列）のゲノム配列に相同な３’組換えアームおよび５’組換えアーム（すな
わち、隣接配列）を含み得る。相同ＤＮＡ配列は、ゲノム配列に相同な少なくとも１５ｂ
ｐ、２０ｂｐ、２５ｂｐ、５０ｂｐ、１００ｂｐ、５００ｂｐ、１ｋｂｐ、２ｋｂｐ、４
ｋｂｐ、５ｋｂｐ、１０ｋｂｐ、１５ｋｂｐ、２０ｋｂｐ、または５０ｋｂｐの配列（特
に、連続配列）を含み得る。３’および５’組換えアームを、これらが、ゲノム配列の少
なくとも１つの機能的可変領域、連結領域、多様性領域、および／または定常領域の３’
末端および５’末端に隣接するようにデザインし得る。機能的領域のターゲッティングに
よってこれを不活化し、それにより、細胞が機能的免疫グロブリン分子を生成できなくす
る。別の実施形態では、相同ＤＮＡ配列は、１つ以上のイントロン配列および／またはエ
クソン配列を含み得る。核酸配列に加えて、発現ベクターは、選択マーカー配列（例えば
、増強緑色蛍光タンパク質（ｅＧＦＰ）遺伝子配列など）、開始配列および／またはエン
ハンサー配列、ポリＡテール配列、ならびに／または原核および／もしくは真核宿主細胞
中で構築物を発現させる核酸配列を含み得る。選択マーカーは、５’組換えアーム配列と
３’組換えアーム配列との間に存在し得る。
【０１８７】
　細胞のターゲッティング遺伝子座を、細胞へのＤＮＡの導入によって改変し得る。ＤＮ
Ａが標的遺伝子座と相同であり、かつマーカー遺伝子を含む場合、組み込まれた構築物を
含む細胞を選択可能である。標的ベクター中の相同ＤＮＡは、標的遺伝子座にて染色体Ｄ
ＮＡを組み換える。マーカー遺伝子を、相同ＤＮＡ配列、３’組み換えアーム、および５
’組み換えアームの両側に隣接させることができる。ターゲッティングベクターの構築方
法は、当該分野で説明されている。例えば、Ｄａｉら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｙ　２０：２５１－２５５，２００２；ＷＯ００／５１４２４号を参照のこと。
【０１８８】
　標的遺伝子座での相同組換えのための種々の構築物を調製し得る。構築物は、標的遺伝
子座と相同な５０ｂｐ、１００ｂｐ、５００ｂｐ、１ｋｂｐ、２ｋｂｐ、４ｋｂｐ、５ｋ
ｂｐ、１０ｋｂｐ、１５ｋｂｐ、２０ｋｂｐ、または５０ｋｂｐの配列を含み得る。この
配列は、免疫グロブリン遺伝子の任意の連続配列を含み得る。
【０１８９】
　標的ＤＮＡ配列の相同性範囲（例えば、標的遺伝子座のサイズ、配列の利用可能性、標
的遺伝子座での二重交差事象の相対的効率、および標的配列の他の配列との類似性など）
の決定において種々の考慮を行うことができる。
【０１９０】
　ターゲッティングＤＮＡは、ＤＮＡが所望の配列改変物（ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｍｏｄｉ
ｆｉｃａｔｉｏｎ）に実質的に同遺伝子系に隣接し、ゲノム中の対応する標的配列が改変
される配列を含み得る。実質的に同遺伝子系の配列は、対応する標的配列（所望の配列改
変物を除く）と少なくとも約９５％、９７～９８％、９９．０～９９．５％、９９．６～
９９．９％、または１００％同一であり得る。特定の実施形態では、ターゲッティングＤ
ＮＡおよび標的ＤＮＡは、１００％同一の少なくとも約７５、１５０、または５００塩基
対のＤＮＡを共有し得る。したがって、ターゲッティングＤＮＡは、ターゲッティングさ
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れる細胞株と密接に関連する細胞に由来し得るか、ターゲッティングＤＮＡは、ターゲッ
ティングされる細胞と同一の細胞株または動物の細胞に由来し得る。
【０１９１】
　（ブタ重鎖ターゲッティング）
　本発明の特定の実施形態では、ブタ重鎖遺伝子座をターゲッティングするためのターゲ
ッティングベクターを提供する。１つの実施形態では、Ｊ６領域の３’および５’隣接配
列の相同配列を含む５’および３’組換えアームを含み得る。Ｊ６領域がブタ免疫グロブ
リン重鎖遺伝子座の機能的連結領域のみであるので、これにより、機能的ブタ重鎖免疫グ
ロブリンの発現が防止される。特定の実施形態では、ターゲッティングベクターは、Ｊ６
領域の５’側のゲノム配列（任意選択的にＪ１～４が含まれる）に相同な配列を含む５’
組換えアームおよびＪ６領域（μ定常領域が含まれる）の３’側のゲノム配列に相同な配
列を含む３’組換えアームを含み得る（「Ｊ６ターゲッティング構築物」）（例えば、図
１を参照のこと）。さらに、このＪ６ターゲッティング構築物はまた、５’組換えアーム
配列と３’組換えアーム配列との間に存在する選択マーカー遺伝子を含み得る（例えば、
配列番号５および図１を参照のこと）。他の特定の実施形態では、５’ターゲッティング
アームは、Ｊ１の５’側の配列（配列番号１および／または配列番号４に示すものなど）
を含み得る。別の実施形態では、５’ターゲッティングアームは、例えば、配列番号４の
おおよその残基１～３００、１～５００、１～７５０、１～１０００、および／または１
～１５００に示すＪ１、Ｊ２、および／またはＪ３の５’側の配列を含み得る。さらなる
実施形態では、５’ターゲッティングアームは、例えば、配列番号４のおおよその残基１
～３００、１～５００、１～７５０、１～１０００、１～１５００、および／または１～
２０００またはその任意のフラグメントまたは配列番号４の任意の連続配列またはそのフ
ラグメントに示す定常領域の５’側の配列を含み得る。別の実施形態では、３’ターゲッ
ティングアームは、定常領域の３’側の配列を含み、そして／または定常領域（例えば、
配列番号４の残基７０００～８０００および／または８０００～９０００またはそのフラ
グメントなど）を含み得る。他の実施形態では、ターゲッティングベクターは、配列番号
４の任意の連続配列またはそのフラグメントを含み得る。他の実施形態では、ターゲッテ
ィングベクターは、ブタ重鎖遺伝子座の多様性領域の５’側のゲノム配列に相同な配列を
含む５’組換えアームおよび多様性領域の３’側のゲノム配列に相同な配列を含む３’組
換えアームを含み得る。さらなる実施形態では、ターゲッティングベクターは、ブタ重鎖
遺伝子座のμ定常領域の５’側のゲノム配列に相同な配列を含む５’組換えアーム、μ定
常領域の３’側のゲノム配列に相同な配列を含む３’組換えアームを含み得る。
【０１９２】
　さらなる実施形態では、ターゲッティングベクターには、任意の以下の配列が含まれ得
るが、これらに限定されない：重鎖の多様性領域を、例えば、配列番号２９の残基１０８
９～１０９９（Ｄ（偽））に示し、重鎖の連結領域を、例えば、配列番号２９の残基１８
８７～３３５２（例えば、Ｊ（偽）：配列番号２９の１８８７～１９３１、Ｊ（偽）：配
列番号２９の２３６４～２４１１、Ｊ（偽）：配列番号２９の２７５６～２８０４、Ｊ（
機能的Ｊ）：配列番号２９の３２９６～３３５２）に示し、組換えシグナルを、例えば、
配列番号２９の残基３００１～３２６１（ノナマー）、配列番号２９の３２９２～３２９
８（ヘプタマー）に示し、定常領域を、以下の残基に示す：配列番号２９の３３５３～９
０７０（Ｊ～Ｃμイントロン）、配列番号２９の５５２２～８７００（スイッチ領域）、
配列番号２９の９０７１～９３８８（μエクソン１）、配列番号２９の９３８９～９４６
９（μイントロンＡ）、配列番号２９の９４７０～９８０２（μエクソン２）、配列番号
２９の９８３０～１００６９（μイントロンＢ）、配列番号２９の１００７０～１０３８
７（μエクソン３）、配列番号２９の１０３８８～１０５１７（μイントロンＣ）、配列
番号２９の１０８１５～１１０５２（μエクソン４）、配列番号２９の１１０３４～１１
０３９（ポリ（Ａ）シグナル）またはその任意のフラグメントもしくは組み合わせ。なお
さらに、配列番号２９の少なくとも約１７、２０、３０、４０、５０、１００、１５０、
２００、または３００ヌクレオチドの任意の連続配列またはそのフラグメントおよび／も
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しくは組み合わせを、重鎖ターゲッティングベクターのターゲッティング配列として使用
し得る。一般に、ターゲッティング構築物をデザインする場合、一方のターゲッティング
アームは、他方のターゲッティングアームの５’側であると理解される。
【０１９３】
　他の実施形態では、ブタ重鎖遺伝子の発現を破壊するようにデザインされたターゲッテ
ィングベクターは、重鎖の定常領域をターゲッティングする組換えアーム（例えば、３’
または５’組換えアーム）を含み得る。１つの実施形態では、組換えアームは、μ定常領
域（上記またはＳｕｎ　＆　Ｂｕｔｌｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｅｔｉｃｓ（１９９７）
４６：４５２－４６０に開示のＣμ配列）をターゲッティングし得る。別の実施形態では
、組換えアームは、δ定常領域（Ｚｈａｏら（２００３）Ｊ　ｉｍｕｎｏｌ　１７１：１
３１２－１３１８に開示の配列など）またはα定常領域（Ｂｒｏｗｎ　＆　Ｂｕｔｌｅｒ
（１９９４）Ｍｏｌｅｃ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　３１：６３３－６４２に開示の配列など）を
ターゲッティングし得る。
【０１９４】

【化７４】

【０１９５】
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【化７５】

【０１９６】
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【化７６】

【０１９７】
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【化７７】

【０１９８】

【化７８】

　（ブタκ鎖ターゲッティング）
　本発明の特定の実施形態では、ブタκ鎖遺伝子座をターゲッティングするためのターゲ
ッティングベクターを提供する。１つの特定の実施形態では、ターゲッティングベクター
は、ブタ免疫グロブリンκ軽鎖遺伝子座の定常領域の３’および５’隣接配列の相同配列
を含む５’および３’組換えアームを含み得る。ブタ免疫グロブリンκ軽鎖遺伝子座の定
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常領域が１つしか存在しないことが本発明で発見されたので、これにより、機能的ブタκ
軽鎖免疫グロブリンの発現が防止される。特定の実施形態では、ターゲッティングベクタ
ーは、定常領域の５’側のゲノム配列（任意選択的に、連結領域が含まれる）に相同な配
列を含む５’組換えアームおよび定常領域の３’側のゲノム配列（任意選択的に、エンハ
ンサー領域の少なくとも一部が含まれる）に相同な配列を含む３’組換えアームを含み得
る（「κ定常ターゲッティング構築物」）（例えば、図２を参照のこと）。さらに、この
κ定常ターゲッティング構築物はまた、５’組換えアーム配列と３’組換えアーム配列と
の間に存在する選択マーカー遺伝子を含み得る（例えば、配列番号２０および図２を参照
のこと）。他の実施形態では、ターゲッティングベクターは、ブタκ軽鎖遺伝子座の連結
領域の５’側のゲノム配列に相同な配列を含む５’組換えアームおよび連結領域の３’側
のゲノム配列に相同な配列を含む３’組換えアームを含み得る。他の実施形態では、ター
ゲッティングベクターの５’アームには、配列番号１２および／または配列番号２５また
はその任意の連続配列もしくはフラグメントが含まれ得る。別の実施形態では、ターゲッ
ティングベクターの３’アームには、配列番号１５、１６、および／または１９またはそ
の任意の連続配列もしくはフラグメントが含まれ得る。
【０１９９】
　さらなる実施形態では、ターゲッティングベクターには、以下の任意の配列が含まれ得
るが、これらに限定されない：κ軽鎖のコード領域を、例えば、配列番号３０の１～５４
９および配列番号３０の１００２６～１０５４９に示すのに対して、κ軽鎖のイントロン
配列を、例えば、配列番号３０の５５０～１００２５に示し、連結領域を、例えば、配列
番号３０の５８２２～７２０７（例えば、Ｊ１：配列番号３０の５８２２～５８５９、Ｊ
２：配列番号３０の６１８０～６２１８、Ｊ３：配列番号３０の６４８６～６５２３、Ｊ
４：配列番号３０の６８２６～６８６３、Ｊ５：配列番号３０の７１７０～７２０７）に
示し、定常領域を、以下の残基に示す：配列番号３０の１００２６～１０５４９（Ｃエク
ソン）および配列番号３０の１００２６～１０３５４（Ｃコード）、配列番号３０の１０
５２４～１０５２９（ポリ（Ａ）シグナル）、および配列番号３０の１１１６０～１１２
６４（ＳＩＮＥエレメント）、またはその任意のフラグメントもしくは組み合わせ。なお
さらに、配列番号３０の少なくとも約１７、２０、３０、４０、５０、１００、１５０、
２００、または３００ヌクレオチドの任意の連続配列またはそのフラグメントおよび／も
しくは組み合わせを、重鎖ターゲッティングベクターのターゲッティング配列として使用
し得る。一般に、ターゲッティング構築物をデザインする場合、一方のターゲッティング
アームは、他方のターゲッティングアームの５’側であると理解される。
【０２００】
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【化８２】

　（ブタλ鎖ターゲッティング）
　本発明の特定の実施形態では、ブタ重鎖遺伝子座をターゲッティングするためのターゲ
ッティングベクターを提供する。１つの実施形態では、λを、最初のＪＣクラスターの５
’側に存在する配列を含む５’アームおよび最後のＪＣクラスターの３’側の配列を含む
３’アームを含むターゲッティング構築物をデザインし、それにより、λ遺伝子座の機能
的発現を防止することによってターゲッティングし得る（図３～４を参照のこと）。１つ
の実施形態では、ターゲッティングベクターは、配列番号２８の任意の連続配列（連続配
列の約１７、２０、３０、４０、５０、７５、１００、２００、３００、または５０００
ヌクレオチドなど）またはそのフラグメントを含み得る。１つの実施形態では、５’ター
ゲッティングアームは、配列番号３２（ブタλ軽鎖ゲノム配列の最初のλＪ／Ｃ領域の５
’隣接配列または任意の連続配列（連続配列の約１７、２０、３０、４０、５０、７５、
１００、２００、３００、または５０００ヌクレオチドなど）またはそのフラグメントが
含まれる）を含み得る（例えば、図５も参照のこと）。別の実施形態では、３’ターゲッ
ティングアームは、１つ以上の以下を含み得るが、これらに限定されない：配列番号３３
（ブタλ軽鎖ゲノム配列のＪ／Ｃクラスターの３’隣接配列（λＪ／Ｃの約２００塩基対
下流から）を含む）；配列番号３４（ブタλ軽鎖ゲノム配列のＪ／Ｃクラスターの３’隣
接配列（Ｊ／Ｃクラスターの約１１．８Ｋｂ下流でエンハンサー付近）を含む）；配列番
号３５（エンハンサーを含め、λの約１２Ｋｂ下流を含む）；配列番号３６（λの約１７
．６Ｋｂ下流を含む）；配列番号３７（λの約１９．１Ｋｂ下流を含む）；配列番号３８
（λの約２１．３Ｋｂ下流を含む）；配列番号３９（λの約２７Ｋｂ下流を含む）、また
は配列番号３２～３９の任意の連続配列（連続配列の約１７、２０、３０、４０、５０、
７５、１００、２００、３００、または５０００ヌクレオチドなど）またはそのフラグメ
ント（例えば、図６も参照のこと）。一般に、ターゲッティング構築物をデザインする場
合、一方のターゲッティングアームは、他方のターゲッティングアームの５’側であると
理解される。
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【０２０４】
　さらなる実施形態では、λ遺伝子座のためのターゲッティング構築物は、部位特異的組
換え部位（例えば、ｌｏｘなど）を含み得る。１つの実施形態では、ターゲッティングア
ームは、ターゲッティングされた領域内に部位特異的リコンビナーゼ部位を挿入し得る。
次いで、２つの部位特異的リコンビナーゼ部位間の介在ヌクレオチド配列が切り出される
ように、部位特異的リコンビナーゼを活性化し、そして／または細胞に適用し得る（例え
ば、図６を参照のこと）。
【０２０５】
　（選択マーカー遺伝子）
　内因性標的免疫グロブリン遺伝子を改変するようにＤＮＡ構築物をデザインし得る。構
築物のターゲッティングのための相同配列は、１つ以上の欠失、挿入、置換、またはその
組み合わせを有し得る。標的遺伝子の上流配列を有する読み取り枠中に融合された選択マ
ーカー遺伝子の挿入によって変化させることができる。
【０２０６】
　適切な選択マーカー遺伝子には、以下が含まれるが、これらに限定されない：一定の培
地基質で成長する能力を付与する遺伝子（ＨＡＴ培地（ヒポキサンチン、アミノプテリン
、およびチミジン）で成長する能力を付与するｔｋ遺伝子（チミジンキナーゼ）またはｈ
ｐｒｔ遺伝子（ヒポキサンチンホスホリボシルトランスフェラーゼ）など）；ＭＡＸ培地
（マイコフェノール酸、アデニン、およびキサンチン）で成長可能な細菌ｇｐｔ遺伝子（
グアニン／キサンチンホスホリボシルトランスフェラーゼ）。例えば、Ｓｏｎｇ，Ｋ－Ｙ
．，ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８４：６８２０－６８
２４（１９８７）；Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．，ら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ
－Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．（１９８９）
，Ｃｈａｐｔｅｒ　１６。選択マーカーの他の例には、以下が含まれる：抗生物質などの
化合物に対する耐性を付与する遺伝子、選択された基質で成長する能力を付与する遺伝子
、発光体などの検出可能なシグナルを発するタンパク質（緑色蛍光タンパク質、増強緑色
蛍光タンパク質（ｅＧＦＰ）など）をコードする遺伝子。広範な種々のこのようなマーカ
ーが公知かつ利用可能であり、例えば、以下が含まれる：ネオマイシン耐性遺伝子（ｎｅ
ｏ）（Ｓｏｕｔｈｅｒｎ，Ｐ．，およびＰ．Ｂｅｒｇ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ａｐｐｌ．Ｇｅｎｅ
ｔ．１：３２７－３４１（１９８２））およびハイグロマイシン耐性遺伝子（ｈｙｇ）（
Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１１：６８９５－６９１１（１９８３
）およびＴｅ　Ｒｉｅｌｅ，Ｈ．，ら、Ｎａｔｕｒｅ　３４８：６４９－６５１（１９９
０））などの抗生物質耐性遺伝子。他の選択マーカー遺伝子には、以下が含まれる：アセ
トヒドロキシ酸合成酵素（ＡＨＡＳ）、アルカリホスファターゼ（ＡＰ）、βガラクトシ
ダーゼ（ＬａｃＺ）、βグルクロニダーゼ（β－ｇｌｕｃｏｒｏｎｉｄａｓｅ）（ＧＵＳ
）、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ（ＣＡＴ）、緑色蛍光タンパク質
（ＧＦＰ）、赤色蛍光タンパク質（ＲＦＰ）、黄色蛍光タンパク質（ＹＦＰ）、シアン蛍
光タンパク質（ＣＦＰ）、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、ルシフェラーゼ（Ｌ
ｕｃ）、ノパリンシンターゼ（ＮＯＳ）、オクトピンシンターゼ（ＯＣＳ）、およびその
誘導体。アンピシリン、ブレオマイシン、クロラムフェニコール、ゲンタマイシン、ハイ
グロマイシン、カナマイシン、リンコマイシン、メトトレキサート、フォスフィノスリシ
ン、ピューロマイシ、およびテトラサイクリンに対する耐性を付与する複数の選択マーカ
ーが利用可能である。
【０２０７】
　抗生物質耐性遺伝子およびネガティブ選択因子の組込み方法は、当業者によく知られて
いる（例えば、ＷＯ９９／１５６５０；米国特許第６，０８０，５７６号；米国特許第６
，１３６，５６６号；Ｎｉｗａら、Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１１３：３４３－３４９（１９
９３）；およびＹｏｓｈｉｄａら、Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　４：２７
７－２８７（１９９５）を参照のこと）。
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【０２０８】
　選択マーカーの組み合わせも使用し得る。例えば、免疫グロブリン遺伝子をターゲッテ
ィングするために、ｎｅｏ遺伝子（上記考察のように、それ自体のプロモーターを含むか
含まない）を、免疫グロブリン遺伝子に相同なＤＮＡ配列にクローン化し得る。マーカー
の組み合わせを使用するために、ターゲッティングＤＮＡの外側に存在するようにＨＳＶ
－ｔｋ遺伝子をクローン化し得る（必要に応じて、別の選択マーカーを、反対側に隣接さ
せて配置し得る）。ターゲッティングすべき細胞へのＤＮＡ構築物の導入後、細胞を、適
切な抗生物質について選択し得る。この特定の例では、Ｇ４１８およびガンシクロビルに
耐性を示す細胞は、相同組換えによって生じた可能性が最も高く、この相同組換において
、ｎｅｏ遺伝子は免疫グロブリン遺伝子に組み込まれたが、二重交差領域の外側に存在す
るので、ｔｋ遺伝子は喪失している。
【０２０９】
　欠失は、少なくとも約５０ｂｐ、より通常には、少なくとも約１００ｂｐ、一般に、多
くて２０ｋｂｐであり得る。欠失には、通常、コード領域の少なくとも一部（１つ以上の
エクソンの一部、１つ以上のイントロンの一部が含まれる）を含むことができ、隣接非コ
ード領域の一部（特に、５’非コード領域（転写調節領域））を含んでも含まなくてもよ
い。したがって、相同領域は、コード領域を超えて５’非コード領域まで伸長するか、３
’非コード領域まで伸長し得る。挿入は、一般に、１０ｋｂｐを超えず、通常、５ｋｂｐ
を超えず、一般に、少なくとも５０ｂｐ、より通常には少なくとも２００ｂｐであり得る
。
【０２１０】
　相同性領域は変異を含むことができ、フレームシフトが起こるか重要なアミノ酸が変化
する場合に変異によって標的遺伝子をさらに不活化し得るか、変異によって機能障害性対
立遺伝子などを修復し得る。変異は、わずかな変化であり得るが、相補性隣接配列の約５
％を超えない。遺伝子の変異が望ましい場合、マーカー遺伝子を、イントロンまたはエク
ソンに挿入し得る。
【０２１１】
　当該分野で公知の方法にしたがって構築物を調製することができ、種々のフラグメント
を、接合し、適切なベクターに導入し、クローン化し、分析し、次いで、所望の構築物が
得られるまでさらに改変する。制限分析、切り出し、プローブの同定などのために、配列
に種々の改変を行うことができる。必要に応じて、サイレント変異を導入し得る。種々の
段階で、制限分析、配列決定、ポリメラーゼ連鎖反応を用いた増幅、プライマー修復、イ
ンビトロ変異誘発などを使用し得る。
【０２１２】
　細菌ベクター（原核生物複製系（例えば、大腸菌によって認識可能な複製起点）が含ま
れる）を使用して構築物を調製することができ、各段階で、構築物をクローン化し、分析
し得る。マーカー（挿入で使用されるマーカーと同一か異なる）を使用することができ、
これを、標的細胞への導入前に除去し得る。一旦構築物を含むベクターが完成すると、こ
れを、細菌配列の欠失、線状化、相同配列の短い欠失などによってさらに改変し得る。最
後の改変後、構築物を細胞に導入し得る。
【０２１３】
　本発明は、さらに、免疫グロブリン遺伝子配列を含む組換え構築物を含む。構築物は、
順方向または逆方向で本発明の配列が挿入されているベクター（プラスミドベクターまた
はウイルスベクターなど）を含む。構築物は、配列に作動可能に連結された調節配列（例
えば、プロモーターが含まれる）も含み得る。多数の適切なベクターおよびプロモーター
が当業者に公知であり、かつ市販されている。例として、以下のベクターを示す。細菌：
ｐＢｓ、ｐＱＥ－９（Ｑｉａｇｅｎ）、ｐｈａｇｅｓｃｒｉｐｔ、ＰｓｉＸ１７４、ｐＢ
ｌｕｅｓｃｒｉｐｔ　ＳＫ、ｐＢｓＫＳ、ｐＮＨ８ａ、ｐＮＨ１６ａ、ｐＮＨ１８ａ、ｐ
ＮＨ４６ａ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）；ｐＴｒｃ９９Ａ、ｐＫＫ２２３－３、ｐＫＫ２３
３－３、ｐＤＲ５４０、ｐＲＴＴ５（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）。真核生物：ｐＷＬｎｅｏ、
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ｐＳｖ２ｃａｔ、ｐＯＧ４４、ｐＸＴ１、ｐＳＧ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）ｐＳＶＫ３、
ｐＢＰｖ、ｐＭＳＧ、ｐＳＶＬ（Ｐｈａｒｍｉａｃｉａ）、ウイルス起源のベクター（Ｍ
１３ベクター、細菌ファージ１ベクター、アデノウイルスベクター、およびレトロウイル
スベクター）、高、低、および調整可能なコピー数のベクター、１つの宿主と組み合わせ
て使用するための適合性レプリコンを有するベクター（ｐＡＣＹＣ１８４およびｐＢＲ３
２２）、および真核生物エピソーム複製ベクター（ｐＣＤＭ８）。他のベクターには、ｐ
ｃＤＮＡ　ＩＩ、ｐＳＬ３０１、ｐＳＥ２８０、ｐＳＥ３８０、ｐＳＥ４２０、ｐＴｒｃ
ＨｉｓＡ、Ｂ、およびＣ、ｐＲＳＥＴ　Ａ、Ｂ、およびＣ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃｏ
ｒｐ．）、ｐＧＥＭＥＸ－１、およびｐＧＥＭＥＸ－２（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｉｎｃ．）、
ｐＥＴベクター（Ｎｏｖａｇｅｎ，Ｉｎｃ．）、ｐＴｒｃ９９Ａ、ｐＫＫ２２３－３、ｐ
ＧＥＸベクター、ｐＥＺＺ１８、ｐＲＩＴ２Ｔ、およびｐＭＣ１８７１（Ｐｈａｒｍａｃ
ｉａ，Ｉｎｃ．）、ｐＫＫ２３３－２およびｐＫＫ３８８－１（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，Ｉｎ
ｃ．）、およびｐＰｒｏＥｘ－ＨＴ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃｏｒｐ．）などの原核生
物発現ベクターならびにその変異形および誘導体が含まれる。他のベクターには、ｐＦａ
ｓｔＢａｃ、ｐＦａｓｔＢａｃＨＴ、ｐＦａｓｔＢａｃＤＵＡＬ、ｐＳＦＶ、およびｐＴ
ｅｔ－Ｓｐｌｉｃｅ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、ｐＥＵＫ－Ｃ１、ｐＰＵＲ、ｐＭＡＭ、
ｐＭＡＭｎｅｏ、ｐＢＩ１０１、ｐＢＩ１２１、ｐＤＲ２、ｐＣＭＶＥＢＮＡ、およびｐ
ＹＡＣｎｅｏ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）、ｐＳＶＫ３、ｐＳＶＬ、ｐＭＳＧ、ｐＣＨ１１０、
およびｐＫＫ２３２－８（Ｐｈａｒｍａｃｉａ，Ｉｎｃ．）、ｐ３’ＳＳ、ｐＸＴ１、ｐ
ＳＧ５、ｐＰｂａｃ、ｐＭｂａｃ、ｐＭＣ１ｎｅｏ、およびｐＯＧ４４（Ｓｔｒａｔａｇ
ｅｎｅ，Ｉｎｃ．）、およびｐＹＥＳ２、ｐＡＣ３６０、ｐＢｌｕｅＢａｃＨｉｓ　Ａ、
Ｂ、およびＣ、ｐＶＬ１３９２、ｐＢｌｕｅＢａｃＩＩＩ、ｐＣＤＭ８、ｐｃＤＮＡ１、
ｐＺｅｏＳＶ、ｐｃＤＮＡ３　ｐＲＥＰ４、ｐＣＥＰ４、およびｐＥＢＶＨｉｓ（Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃｏｒｐ．）などの真核生物発現ベクターおよびその変異形または誘導
体が含まれる。使用し得るさらなるベクターには、以下が含まれ得る：ｐＵＣ１８、ｐＵ
Ｃ１９、ｐＢｌｕｅＳｃｒｉｐｔ、ｐＳＰＯＲＴ、コスミド、ファージミド、ＹＡＣ（酵
母人工染色体）、ＢＡＣ（細菌人工染色体）、Ｐ１（大腸菌ファージ）、ｐＱＥ７０、ｐ
ＱＥ６０、ｐＱＥ９（ｑｕａｇａｎ）、ｐＢＳベクター、ＰｈａｇｅＳｃｒｉｐｔベクタ
ー、ＢｌｕｅＳｃｒｉｐｔベクター、ｐＮＨ８Ａ、ｐＮＨ１６Ａ、ｐＮＨ１８Ａ、ｐＮＨ
４６Ａ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）、ｐｃＤＮＡ３（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、ｐＧＥＸ、
ｐＴｒｓｆｕｓ、ｐＴｒｃ９９Ａ、ｐＥＴ－５、ｐＥＴ－９、ｐＫＫ２２３－３、ｐＫＫ
２３３－３、ｐＤＲ５４０、ｐＲＩＴ５（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）、ｐＳＰＯＲＴ１、ｐＳ
ＰＯＲＴ２、ｐＣＭＶＳＰＯＲＴ２．０、およびｐＳＶ－ＳＰＯＲＴ１（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ）、ｐＴｒｘＦｕｓ、ｐＴｈｉｏＨｉｓ、ｐＬＥＸ、ｐＴｒｃＨｉｓ、ｐＴｒｃＨ
ｉｓ２、ｐＲＳＥＴ、ｐＢｌｕｅＢａｃＨｉｓ２、ｐｃＤＮＡ３．１／Ｈｉｓ、ｐｃＤＮ
Ａ３．１（－）／Ｍｙｃ－Ｈｉｓ、ｐＳｅｃＴａｇ、ｐＥＢＶＨｉｓ、ｐＰＩＣ９Ｋ、ｐ
ＰＩＣ３．５Ｋ、ｐＡＯ８１５、ｐＰＩＣＺ、ｐＰＩＣＺ□、ｐＧＡＰＺ、ｐＧＡＰＺ□
、ｐＢｌｕｅＢａｃ４．５、ｐＢｌｕｅＢａｃＨｉｓ２、ｐＭｅｌＢａｃ、ｐＳｉｎＲｅ
ｐ５、ｐＳｉｎＨｉｓ、ｐＩＮＤ、ｐＩＮＤ（ＳＰ１）、ｐＶｇＲＸＲ、ｐｃＤＮＡ２．
１、ｐＹＥＳ２、ｐＺＥｒＯ１．１、ｐＺＥｒＯ－２．１、ｐＣＲ－Ｂｌｕｎｔ、ｐＳＥ
２８０、ｐＳＥ３８０、ｐＳＥ４２０、ｐＶＬ１３９２、ｐＶＬ１３９３、ｐＣＤＭ８、
ｐｃＤＮＡ１．１、ｐｃＤＮＡ１．１／Ａｍｐ、ｐｃＤＮＡ３．１、ｐｃＤＮＡ３．１／
Ｚｅｏ、ｐＳｅ、ＳＶ２、ｐＲｃ／ＣＭＶ２、ｐＲｃ／ＲＳＶ、ｐＲＥＰ４、ｐＲＥＰ７
、ｐＲＥＰ８、ｐＲＥＰ９、ｐＲＥＰ１０、ｐＣＥＰ４、ｐＥＢＶＨｉｓ、ｐＣＲ３．１
、ｐＣＲ２．１、ｐＣＲ３．１－Ｕｎｉ、およびｐＣＲＢａｃ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）
；□ＥｘＣｅｌｌ、□ｇｔｌ１、ｐＴｒｃ９９Ａ、ｐＫＫ２２３－３、ｐＧＥＸ－１□Ｔ
、ｐＧＥＸ－２Ｔ、ｐＧＥＸ－２ＴＫ、ｐＧＥＸ－４Ｔ－１、ｐＧＥＸ－４Ｔ－２、ｐＧ
ＥＸ－４Ｔ－３、ｐＧＥＸ－３Ｘ、ｐＧＥＸ－５Ｘ－１、ｐＧＥＸ－５Ｘ－２、ｐＧＥＸ
－５Ｘ－３、ｐＥＺＺ１８、ｐＲＩＴ２Ｔ、ｐＭＣ１８７１、ｐＳＶＫ３、ｐＳＶＬ、ｐ
ＭＳＧ、ｐＣＨ１１０、ｐＫＫ２３２－８、ｐＳＬ１１８０、ｐＮＥＯ、およびｐＵＣ４
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Ｋ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）；ｐＳＣＲＥＥＮ－１ｂ（＋）、ｐＴ７Ｂｌｕｅ（Ｒ）、ｐＴ
７Ｂｌｕｅ－２、ｐＣＩＴＥ－４ａｂｃ（＋）、ｐＯＣＵＳ－２、ｐＴＡｇ、ｐＥＴ－３
２ＬＩＣ、ｐＥＴ－３０ＬＩＣ、ｐＢＡＣ－２ｃｐ　ＬＩＣ、ｐＢＡＣｇｕｓ－２ｃｐ　
ＬＩＣ、ｐＴ７Ｂｌｕｅ－２　ＬＩＣ、ｐＴ７Ｂｌｕｅ－２、□ＳＣＲＥＥＮ－１、□Ｂ
ｌｕｅＳＴＡＲ、ｐＥＴ－３ａｂｃｄ、ｐＥＴ－７ａｂｃ、ｐＥＴ９ａｂｃｄ、ｐＥＴ１
１ａｂｃｄ、ｐＥＴ１２ａｂｃ、ｐＥＴ－１４ｂ、ｐＥＴ－１５ｂ、ｐＥＴ－１６ｂ、ｐ
ＥＴ－１７ｂ－ｐＥＴ－１７ｘｂ、ｐＥＴ－１９ｂ、ｐＥＴ－２０ｂ（＋）、ｐＥＴ－２
１ａｂｃｄ（＋）、ｐＥＴ－２２ｂ（＋）、ｐＥＴ－２３ａｂｃｄ（＋）、ｐＥＴ－２４
ａｂｃｄ（＋）、ｐＥＴ－２５ｂ（＋）、ｐＥＴ－２６ｂ（＋）、ｐＥＴ－２７ｂ（＋）
、ｐＥＴ－２８ａｂｃ（＋）、ｐＥＴ－２９ａｂｃ（＋）、ｐＥＴ－３０ａｂｃ（＋）、
ｐＥＴ－３１ｂ（＋）、ｐＥＴ－３２ａｂｃ（＋）、ｐＥＴ－３３ｂ（＋）、ｐＢＡＣ－
１、ｐＢＡＣｇｕｓ－１、ｐＢＡＣ４ｘ－１、ｐＢＡＣｇｕｓ４ｘ－１、ｐＢＡＣ－３ｃ
ｐ、ｐＢＡＣｇｕｓ－２ｃｐ、ｐＢＡＣｓｕｒｆ－１、ｐｌｇ、Ｓｉｇｎａｌ　ｐｌｇ、
ｐＹＸ、Ｓｅｌｅｃｔａ　Ｖｅｃｔａ－Ｎｅｏ、Ｓｅｌｅｃｔａ　Ｖｅｃｔａ－Ｈｙｇ、
およびＳｅｌｅｃｔａ　Ｖｅｃｔａ－Ｇｐｔ（Ｎｏｖａｇｅｎ）；ｐＬｅｘＡ、ｐＢ４２
ＡＤ、ｐＧＢＴ９、ｐＡＳ２－１、ｐＧＡＤ４２４、ｐＡＣＴ２、ｐＧＡＤ　ＧＬ、ｐＧ
ＡＤ　ＧＨ、ｐＧＡＤ１０、ｐＧｉｌｄａ、ｐＥＺＭ３、ｐＥＧＦＰ、ｐＥＧＦＰ－１、
ｐＥＧＦＰ－Ｎ、ｐＥＧＦＰ－Ｃ、ｐＥＢＦＰ、ｐＧＦＰｕｖ、ｐＧＦＰ、ｐ６ｘＨｉｓ
－ＧＦＰ、ｐＳＥＡＰ２－Ｂａｓｉｃ、ｐＳＥＡＰ２－Ｃｏｎｔｒａｌ、ｐＳＥＡＰ２－
Ｐｒｏｍｏｔｅｒ、ｐＳＥＡＰ２－Ｅｎｈａｎｃｅｒ、ｐ□ｇａｌ－Ｂａｓｉｃ、ｐ□ｇ
ａｌ－Ｃｏｎｔｒｏｌ、ｐ□ｇａｌ－Ｐｒｏｍｏｔｅｒ、ｐ□ｇａｌ－Ｅｎｈａｎｃｅｒ
、ｐＣＭＶ□、ｐＴｅｔ－Ｏｆｆ、ｐＴｅｔ－Ｏｎ、ｐＴＫ－Ｈｙｇ、ｐＲｅｔｒｏ－Ｏ
ｆｆ、ｐＲｅｔｒｏ－Ｏｎ、ｐＩＲＥＳ１ｎｅｏ、ｐＩＲＥＳ１ｈｙｇ、ｐＬＸＳＮ、ｐ
ＬＮＣＸ、ｐＬＡＰＳＮ、ｐＭＡＭｎｅｏ、ｐＭＡＭｎｅｏ－ＣＡＴ、ｐＭＡＭｎｅｏ－
ＬＵＣ、ｐＰＵＲ、ｐＳＶ２ｎｅｏ、ｐＹＥＸ４Ｔ－１／２／３、ｐＹＥＸ－Ｓ１、ｐＢ
ａｃＰＡＫ－Ｈｉｓ、ｐＢａｃＰＡＫ８／９、ｐＡｃＵＷ３１、ＢａｃＰＡＫ６、ｐＴｒ
ｉｐｌＥｘ、□ｇｔ１０、□ｇｔ１１、ｐＷＥ１５、および□ＴｒｉｐｌＥｘ（Ｃｌｏｎ
ｔｅｃｈ）；Ｌａｍｂｄａ　ＺＡＰ　ＩＩ、ｐＢＫ－ＣＭＶ、ｐＢＫ－ＲＳＶ、ｐＢｌｕ
ｅｓｃｒｉｐｔ　ＩＩ　ＫＳ　＋／－、ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ　ＩＩ　ＳＫ　＋／－、
ｐＡＤ－ＧＡＬ４、ｐＢＤ－ＧＡＬ４　Ｃａｍ、ｐＳｕｒｆｓｃｒｉｐｔ、Ｌａｍｂｄａ
　ＦＩＸ　ＩＩ、Ｌａｍｂｄａ　ＤＡＳＨ、Ｌａｍｂｄａ　ＥＭＢＬ３、Ｌａｍｂｄａ　
ＥＭＢＬ４、ＳｕｐｅｒＣｏｓ、ｐＣＲ－Ｓｃｒｉｇｔ　Ａｍｐ、ｐＣＲ－Ｓｃｒｉｐｔ
　Ｃａｍ、ｐＣＲ－Ｓｃｒｉｐｔ　Ｄｉｒｅｃｔ、ｐＢＳ＋／－、ｐＢＣ　ＫＳ＋／－、
ｐＢＣ　ＳＫ＋／－、Ｐｈａｇｅｓｃｒｉｐｔ、ｐＣＡＬ－ｎ－ＥＫ、ｐＣＡＬ－ｎ、ｐ
ＣＡＬ－ｃ、ｐＣＡＬ－ｋｃ、ｐＥＴ－３ａｂｃｄ、ｐＥＴ－１１ａｂｃｄ、ｐＳＰＵＴ
Ｋ、ｐＥＳＰ－１、ｐＣＭＶＬａｃＩ、ｐＯＰＲＳＶＩ／ＭＣＳ、ｐＯＰＩ３　ＣＡＴ、
ｐＸＴ１、ｐＳＧ５、ｐＰｂａｃ、ｐＭｂａｃ、ｐＭＣ１ｎｅｏ、ｐＭＣ１ｎｅｏ　Ｐｏ
ｌｙ　Ａ、ｐＯＧ４４、ｐＯＧ４５、ｐＦＲＴ□ＧＡＬ、ｐＮＥＯ□ＧＡＬ、ｐＲＳ４０
３、ｐＲＳ４０４、ｐＲＳ４０５、ｐＲＳ４０６、ｐＲＳ４１３、ｐＲＳ４１４、ｐＲＳ
４１５、およびｐＲＳ４１６（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）およびその変異形または誘導体。
以下のツーハイブリッドベクターおよび逆ツーハイブリッドベクターも使用し得る：例え
ば、ｐＰＣ８６、ｐＤＢＬｅｕ、ｐＤＢＴｒｐ、ｐＰＣ９７、ｐ２．５、ｐＧＡＤ１－３
、ｐＧＡＤ１０、ｐＡＣｔ、ｐＡＣＴ２、ｐＧＡＤＧＬ、ｐＧＡＤＧＨ、ｐＡＳ２－１、
ｐＧＡＤ４２４、ｐＧＢＴ８、ｐＧＢＴ９、ｐＧＡＤ－ＧＡＬ４、ｐＬｅｘＡ、ｐＢＤ－
ＧＡＬ４、ｐＨＩＳｉ、ｐＨＩＳｉ－１、ｐｌａｃＺｉ、ｐＢ４２ＡＤ、ｐＤＧ２０２、
ｐＪＫ２０２、ｐＪＧ４－５、ｐＮＬｅｘＡ、ｐＹＥＳＴｒｐ、およびその変異形または
誘導体。宿主中で複製および生存が可能である限り、任意の他のプラスミドおよびベクタ
ーを使用し得る。
【０２１４】
　ＤＮＡ構築物を宿主に入れるために使用し得る技術には、例えば、リン酸カルシウム／
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ＤＮＡ共沈、核へのＤＮＡの微量注入、エレクトロポレーション、インタクトな細胞の細
菌プロトプラスト融合、トランスフェクション、または当業者に公知の任意の他の技術が
含まれる。ＤＮＡは、一本鎖もしくは二本鎖、線状もしくは環状、弛緩（ｒｅｌａｘｅｄ
）状、またはスーパーコイル状であり得る。哺乳動物細胞の種々のトランスフェクション
技術については、例えば、Ｋｅｏｗｎら、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ
　Ｖｏｌ．１８５，５２７－５３７頁（１９９０）を参照のこと。
【０２１５】
　１つの特定の実施形態では、ヘテロ接合性またはホモ接合性のノックアウト細胞を、同
遺伝子系ＤＮＡから単離した免疫グロブリン遺伝子配列を含むノックアウトベクターへの
初代胎児線維芽細胞のトランスフェクションによって生成し得る。別の実施形態では、ベ
クターを、例えば、ＩＲＥＳ（内部リボゾーム侵入部位）を使用したプロモーター補足ス
トラテジーに組み込んで、Ｎｅｏｒ遺伝子の翻訳を開始させることができる。
【０２１６】
　（部位特異的リコンビナーゼ）
　さらなる実施形態では、ターゲッティング構築物は、部位特異的リコンビナーゼ（例え
ば、ｌｏｘ）を含み得る。１つの実施形態では、ターゲッティングアームは、一方の部位
特異的リコンビナーゼ標的部位が第２の部位特異的リコンビナーゼ標的部位の５’側に存
在するように、ターゲッティングされた領域に部位特異的リコンビナーゼ標的部位を挿入
し得る。次いで、２つの部位特異的リコンビナーゼ部位間の介在ヌクレオチド配列が切り
出されるように、部位特異的リコンビナーゼ部位を活性化し、そして／または細胞に適用
し得る。
【０２１７】
　部位特異的リコンビナーゼには、短い核酸部位または配列特異的標的部位（すなわち、
リコンビナーゼ認識部位）を認識して結合し、これらの部位に関連する核酸の組換えを触
媒する酵素またはリコンビナーゼが含まれる。これらの酵素には、リコンビナーゼ、トラ
ンスポサーゼ、およびインテグラーゼが含まれる。配列特異的リコンビナーゼ標的部位の
例には、ｌｏｘ部位、ａｔｔ部位、ｄｉｆ部位、およびｆｒｔ部位が含まれるが、これら
に限定されない。部位特異的リコンビナーゼの限定しない例には、バクテリオファージＰ
１Ｃｒｅ　リコンビナーゼ、酵母ＦＬＰリコンビナーゼ、Ｉｎｔｉインテグラーゼ、バク
テリオファージλ、φ８０、Ｐ２２、Ｐ２、１８６、およびＰ４リコンビナーゼ、Ｔｎ３
リゾルベース、Ｈｉｎリコンビナーゼ、およびＣｉｎリコンビナーゼ、大腸菌ｘｅｒＣお
よびｘｅｒＤリコンビナーゼ、バチルス・チューリンゲンシスリコンビナーゼ、ＴｐｎＩ
およびβラクタマーゼトランスポゾン、および免疫グロブリンリコンビナーゼが含まれる
が、これらに限定されない。
【０２１８】
　１つの実施形態では、組換え部位は、バクテリオファージＰ１のＣｒｅリコンビナーゼ
によって認識されるｌｏｘ部位であり得る。ｌｏｘ部位は、バクテリオファージＰ１のｃ
ｒｅ遺伝子産物（Ｃｒｅリコンビナーゼ）が部位特異的組換え事象を触媒し得るヌクレオ
チド配列をいう。種々のｌｏｘ部位が当該分野で公知であり、天然に存在するｌｏｘＰ、
ｌｏｘＢ、ｌｏｘＬおよびｌｏｘＲ、ならびに多数の変異体または変異形、ｌｏｘ部位（
ｌｏｘＰ５１１、ｌｏｘＰ５１４、ｌｏｘ．ＤＥＬＴＡ．８６、ｌｏｘ．ＤＥＬＴＡ．１
１７、ｌｏｘＣ２、ｌｏｘＰ２、ｌｏｘＰ３、およびｌｏｘＰ２３など）が含まれる。ｌ
ｏｘ部位のさらなる例には、ｌｏｘＢ、ｌｏｘＬ、ｌｏｘＲ、ｌｏｘＰ、ｌｏｘＰ３、ｌ
ｏｘＰ２３、ｌｏｘΔ８６、ｌｏｘΔ１１７、ｌｏｘＰ５１１、およびｌｏｘＣ２が含ま
れるが、これらに限定されない。
【０２１９】
　別の実施形態では、組換え部位は、Ｃｒｅ以外のリコンビナーゼによって認識される組
換え部位である。１つの実施形態では、リコンビナーゼ部位は、酵母の２πプラスミドの
ＦＬＰリコンビナーゼによって認識されるＦＲＴ部位であり得る。ＦＲＴ部位は、酵母２
ミクロンプラスミドのＦＬＰ遺伝子産物（ＦＬＰリコンビナーゼ）が部位特異的組換えを
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触媒し得るヌクレオチド配列をいう。非Ｃｒｅリコンビナーゼのさらなる例には、以下が
含まれるが、これらに限定されない：部位特異的リコンビナーゼには以下が含まれる：λ
バクテリオファージのＩｎｔリコンビナーゼによって認識されるａｔｔ部位（例えば、ａ
ｔｔ１、ａｔｔ２、ａｔｔ３、ａｔｔＰ、ａｔｔＢ、ａｔｔＬ、およびａｔｔＲ）、レソ
ルバーゼファミリーによって認識される組換え部位、バチルス・チューリンゲンシスのト
ランスポサーゼによって認識される組換え部位。
【０２２０】
　本発明の特定の実施形態では、ターゲッティング構築物は、本明細書中に記載のブタ免
疫グロブリン遺伝子に相同な配列、選択マーカー、および／または部位特異的リコンビナ
ーゼ標的部位を含み得る。
【０２２１】
　（相同組換え細胞の選択）
　次いで、細胞を、適切に選択した培地中で成長させて、適切に組み込まれた細胞を同定
し得る。免疫グロブリン遺伝子に挿入された選択マーカー遺伝子が存在すれば、宿主ゲノ
ムに標的構築物が組み込まれている。次いで、所望の表現型を示す細胞を、制限分析、電
気泳動、サザン分析、ポリメラーゼ連鎖反応などによってさらに分析して、相同組換えま
たは非相同組換えが起こっているかどうかを確証するためにＤＮＡを分析し得る。挿入用
プローブの使用およびその後の構築物の隣接領域を超えて伸長した免疫グロブリン遺伝子
の存在についてのインサートに隣接する５’および３’領域の配列決定、または欠失が導
入された場合の欠失の存在の同定によってこれを決定し得る。構築物内の配列に相補的な
プライマーおよび構築物の外側かつ標的遺伝子座中の配列に相補的なプライマーを使用す
ることもできる。この方法では、相同組換えが起こった場合に相補鎖中に存在する両プラ
イマーを有するＤＮＡ二重鎖のみを得ることができる。プライマー配列または予想される
サイズの配列の存在の証明により、相同組換えが起こったことが支持される。
【０２２２】
　相同組換え事象のスクリーニングのために使用したポリメラーゼ連鎖反応は、当該分野
で公知であり、例えば、ＫｉｍおよびＳｍｉｔｈｉｅｓ，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　
Ｒｅｓ．１６：８８８７－８９０３，１９８８；およびＪｏｙｎｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ　
３３８：１５３－１５６，１９８９を参照のこと。ネオマイシン遺伝子を駆動するための
変異ポリメラーゼエンハンサーとチミジンキナーゼプロモーターとの特定の組み合わせは
、胚性幹細胞およびＥＣ細胞の両方で活性であることが以下によって示されている：Ｔｈ
ｏｍａｓおよびＣａｐｅｃｃｈｉ，（上記），１９８７；ＮｉｃｈｏｌａｓおよびＢｅｒ
ｇ（１９８３）ｉｎ　Ｔｅｒａｔｏｃａｒｃｉｎｏｍａ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ，ｅｄｓ．
Ｓｉｖｅｒ，ＭａｒｔｉｎおよびＳｔｒｉｋｌａｎｄ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ　Ｌａｂ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．（４６９－４９７
頁）；ならびにＬｉｎｎｅｙおよびＤｏｎｅｒｌｙ，Ｃｅｌｌ　３５：６９３－６９９，
１９８３。
【０２２３】
　第１ラウンドのターゲッティングから得た細胞株はターゲッティングされた対立遺伝子
にヘテロ接合性を示す可能性が高い。両対立遺伝子が改変されているホモ接合性を、多数
の方法で実現し得る。１つのアプローチは、１つのコピーが改変された多数の細胞を増殖
させ、その後にこれらの細胞を異なる選択マーカーを使用した別ラウンドのターゲッティ
ングに供することである。あるいは、伝統的なメンデル遺伝学による改変された対立遺伝
子にヘテロ接合性を示す動物の交配よってホモ接合性を得ることができる。いくつかの状
況では、２つの異なる改変された対立遺伝子を有することが望ましい。連続した遺伝子タ
ーゲッティングまたはヘテロ接合体（それぞれ、所望の改変された対立遺伝子の１つを保
有する）の交配によってこれを行うことができる。
【０２２４】
　（相同組換えされた細胞の同定）
　１つの実施形態では、選択方法は、相同組換えによる免疫グロブリン遺伝子のターゲッ
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ティングされたノックアウトまたは非機能的もしくは非発現免疫グロブリンが得られる遺
伝子変異のいずれかによって免疫グロブリン遺伝子の枯渇を直接検出し得る。スクリーニ
ングのために、抗生物質耐性による選択が最も一般的に使用されている（上記）。この方
法により、ターゲッティングベクター上の耐性遺伝子の存在を検出し得るが、組込みがタ
ーゲッティングされた組換え事象または無作為な組込みのいずれであるのかは直接示され
ない。一定のテクノロジー（ポリＡおよびプロモーター捕捉テクノロジーなど）により、
事象がターゲッティングされる確率が高くなるが、所望の表現型（免疫グロブリン遺伝子
発現が欠損した細胞）が得られた証拠は直接与えられない。さらに、負の選択形態を使用
して、ターゲッティングされた組込みを選択することができ、これらの場合、ターゲッテ
ィングされた事象のみによって細胞の死滅が回避されるような方法において細胞に致命的
な因子の遺伝子が挿入される。次いで、これらの方法によって選択された細胞を、遺伝子
破壊、ベクター組込み、最後に、免疫グロブリン遺伝子の枯渇についてアッセイし得る。
これらの場合、選択がターゲッティングベクター組込みの検出に基づくが、表現型の変化
には基づかないので、ターゲッティングされたノックアウトのみを検出することができ、
点変異、遺伝子再配列もしくは短縮、または他のこのような改変を検出できない。
【０２２５】
　機能的免疫グロブリン遺伝子の発現を欠くと考えられる動物細胞を、さらに特徴づける
ことができる。このような特徴付けを、以下の技術によって行うことができる：ＰＣＲ分
析、サザンブロット分析、ノーザンブロット分析、特異的レクチン結合アッセイ、および
／または配列決定分析が含まれるが、これらに限定されない。
【０２２６】
　当該分野で説明されているＰＣＲ分析を使用して、ターゲッティングベクターの組込み
を決定し得る。１つの実施形態では、アンプリマーは、抗生物質耐性遺伝子に由来し、ベ
クター配列の外側の領域に伸長し得る。サザン分析を使用して、遺伝子座の巨視的改変（
免疫グロブリン遺伝子座へのターゲッティングベクターの組込みなど）を特徴づけること
もできる。それに対して、ノーザンブロットを使用して、各対立遺伝子から生成された転
写物を特徴づけることができる。
【０２２７】
　さらに、ＲＮＡ転写物から生成されたｃＤＮＡの配列決定分析を使用して、免疫グロブ
リン対立遺伝子の任意の変異の正確な位置を決定することもできる。
【０２２８】
　本発明の別の局面では、本明細書中に記載のプロセス、配列、および／または構築物に
したがって生成した有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、および／またはλ軽鎖の遺伝子座の機能的
領域の少なくとも１つの対立遺伝子を欠く有蹄動物細胞を提供する。相同組換えの結果と
してこれらの細胞を得ることができる。特に、有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、またはλ軽鎖の
遺伝子の少なくとも１つの対立遺伝子の不活化により、ブタ抗体の発現能力が減少した細
胞を生成し得る。他の実施形態では、有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、および／またはλ軽鎖の
遺伝子の両方の対立遺伝子を欠く哺乳動物細胞を、本明細書中に記載のプロセス、配列、
および／または構築物にしたがって生成し得る。さらなる実施形態では、本明細書中に記
載のプロセス、配列、および／または構築物にしたがって生成した遺伝子ターゲッティン
グ事象によって、有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、および／またはλ軽鎖の遺伝子の少なくとも
１つの対立遺伝子が不活化されたブタ動物を提供する。本発明の別の局面では、遺伝子タ
ーゲッティング事象によって、有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、および／またはλ軽鎖の遺伝子
の両方の対立遺伝子が不活化されたブタ動物を提供する。相同組換えによって遺伝子をタ
ーゲッティングし得る。他の実施形態では、遺伝子を破壊し（すなわち、遺伝コードの一
部を変化させることができる）、それにより、その遺伝子のセグメントの転写および／ま
たは翻訳に影響を与えることができる。例えば、置換、欠失（「ノックアウト」）、また
は挿入（「ノックイン」）技術によって、遺伝子破壊が起こり得る。既存の配列の転写を
調整する望ましいタンパク質または調節配列のさらなる遺伝子を挿入し得る。
【０２２９】
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　本発明の実施形態では、有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、またはλ軽鎖の遺伝子の対立遺伝子
を、本明細書中に記載のプロセス、配列、および／または構築物にしたがって不活化させ
、その結果、機能的有蹄動物免疫グロブリンをもはや生成することができない。１つの実
施形態では、ターゲッティングされた免疫グロブリン遺伝子を、ＲＮＡに転写し得るが、
タンパク質に翻訳することができない。別の実施形態では、ターゲッティングされた免疫
グロブリン遺伝子を、不活性な短縮形態に転写し得る。このような短縮ＲＮＡは、翻訳す
ることができないか、非機能的タンパク質に翻訳し得る。別の実施形態では、ターゲッテ
ィングされた免疫グロブリン遺伝子を、遺伝子が転写されないような方法で不活化し得る
。さらなる実施形態では、ターゲッティングされた免疫グロブリン遺伝子を、転写し、次
いで、非機能的タンパク質に翻訳し得る。
【０２３０】
　（ＩＩＩ．ヒト免疫グロブリン遺伝子を含む人工染色体の挿入）
　（人工染色体）
　本発明の１つの局面は、ヒト抗体（すなわち、免疫グロブリン（Ｉｇ））遺伝子座の少
なくとも一部を発現するようにさらに改変された、本明細書中に記載のプロセス、配列、
および／または構築物にしたがって生成された、有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、および／また
はλ軽鎖の遺伝子座の機能的領域の少なくとも１つの対立遺伝子を欠く有蹄動物および有
蹄動物細胞を提供する。このヒト遺伝子座は、再配列されて、有蹄動物中で多様なヒト抗
体分子集団を発現し得る。これらのクローン化されたトランスジェニック有蹄動物は、ヒ
ト抗体（ポリクローナル抗体など）を補給可能に、理論的には無限大に供給し、治療、診
断、精製、および他の臨床に関連する目的のために使用し得る。
【０２３１】
　１つの特定の実施形態では、人工染色体（ＡＣ）を使用して、有蹄動物細胞または動物
にヒト免疫グロブリン遺伝子を移入ことができる。ＡＣにより、１つ以上の遺伝子を含む
メガベースサイズのＤＮＡフラグメントの組込みをターゲッティングすることが可能であ
る。したがって、ＡＣは、外因性ＤＮＡによってコードされた遺伝子産物の生成のために
、選択された細胞に外因性ＤＮＡを導入し得る。１つの実施形態では、組み込まれたヒト
免疫グロブリンＤＮＡを有する１つ以上のＡＣを、有蹄動物（ブタなど）へのヒトＩｇ遺
伝子の導入のためのベクターとして使用し得る。
【０２３２】
　１９８３年に酵母に最初に構築されたＡＣは、天然染色体の適切な複製および分配を担
う不可欠なシス作用ＤＮＡ配列エレメントから構築された人工線状ＤＮＡ分子である（Ｍ
ｕｒｒａｙら（１９８３），Ｎａｔｕｒｅ　３０１：１８９－１９３）。染色体は、機能
するために少なくとも３つのエレメントが必要である。詳細には、人工染色体のエレメン
トは、少なくとも、（１）自律複製配列（ＡＲＳ）（ＤＮＡ複製開始の部位である複製起
源の性質を有する）、（２）動原体（有糸分裂および減数分裂で複製された染色体の適切
な破壊を担う動原体アセンブリ部位）、および（３）テロメア（末端を安定化させ、ＤＮ
Ａ分子の最末端（ｅｘｔｒｅｍｅ　ｔｅｒｍｉｎｉ）の完全な複製を容易にする線状染色
体の末端に特殊化した構造）を含む。
【０２３３】
　１つの実施形態では、ヒトＩｇを、有蹄動物染色体ＤＮＡと離れた独立した単位（エピ
ソーム）として維持し得る。例えば、エピソームベクターは、ＤＮＡ複製および細胞内で
のベクターの維持に必要なＤＮＡ配列エレメントを含む。エピソームベクターは市販され
ている（例えば、Ｍａｎｉａｔｉｓ，Ｔ．ら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９８２）３６８－３６９頁を参照のこと）。
ＡＣは、安定して複製し、側面の内因性染色体に沿って分離し得る。別の実施形態では、
ヒトＩｇＧ　ＤＮＡ配列を、有蹄動物細胞の染色体に組込み、それにより、新規の情報を
複製し、天然染色体の一部として細胞の子孫に分配することが可能である（例えば、Ｗｉ
ｇｌｅｒら（１９７７），Ｃｅｌｌ　１１：２２３を参照のこと）。ＡＣを、有蹄動物細
胞の内因性染色体に転位置させるか、挿入し得る。２つまたはそれを超えるＡＣを、同時
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または連続的に宿主細胞に導入し得る。
【０２３４】
　さらに、ＡＣは、１つ以上の遺伝子（１つのプロモーターに作動可能に連結された１つ
の遺伝子の複数のコピーまたは個別のプロモーターに連結したいくつかのコピーが含まれ
る）を含むメガベースサイズのＤＮＡフラグメントのターゲッティングされた組込みのた
めのゲノム外遺伝子座を提供し得る。ＡＣにより、１つ以上のヒト免疫グロブリン遺伝子
を含むメガベースサイズのＤＮＡフラグメントのターゲッティングされた組込みが可能で
ある。当業者に公知の染色体が破壊されてミニ染色体および前に二動原体染色体（ｆｏｒ
ｍｅｒｌｙ　ｄｉｃｅｎｔｒｉｃ　ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ）を形成する条件下での二動原
体染色体（すなわち、２つの動原体を有する染色体）を有する細胞の培養によってＡＣを
生成し得る。
【０２３５】
　ＡＣを、ヒト（ヒト人工染色体：「ＨＡＣ」）、酵母（酵母人工染色体：「ＹＡＣ」）
、細菌（細菌人工染色体：「ＢＡＣ」）、バクテリオファージＰ１由来人工染色体：「Ｐ
ＡＣ」）、および他の哺乳動物（哺乳動物人工染色体：「ＭＡＣ」）から構築し得る。Ａ
Ｃは、動原体の起源に基づいてその名称が導かれている（例えば、ＹＡＣ、ＢＡＣ、ＰＡ
Ｃ、ＭＡＣ、ＨＡＣ）。例えば、ＹＡＣは、その動原体が酵母に由来し、他方では、活性
な哺乳動物動原体を含む一方で、ＨＡＣは、ヒト動原体を含む染色体をいう。さらに、植
物人工染色体（「ＰＬＡＣ」）および昆虫人工染色体を構築することもできる。ＡＣは、
複製および維持の両方を担う染色体に由来するエレメントを含み得る。したがって、ＡＣ
は、ヒトＩｇＤＮＡなどの巨大なゲノムＤＮＡフラグメントを安定に維持し得る。
【０２３６】
　１つの実施形態では、ＹＡＣを含む有蹄動物を提供する。ＹＡＣは、酵母染色体（酵母
など）由来のエレメントおよび外来ＤＮＡを含む遺伝子改変された環状染色体であり、従
来のクローニングベクター（例えば、プラスミド、コスミド）によって許容されるよりも
はるかに大きくし得る。ＹＡＣにより、外因性ＤＮＡの非常に巨大なセグメント（Ｓｃｈ
ｌｅｓｓｉｎｇｅｒ，Ｄ．（１９９０），Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　６：
２４８－２５３）を哺乳動物細胞および動物内で増殖させることが可能である（Ｃｈｏｉ
ら（１９９３），Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎ　４：１１７－１２３）。ＹＡＣトランスジェニ
ックアプローチは非常に強力であり、クローン化ＤＮＡを有効に改変する能力によって非
常に増強される。酵母の主要な技術上の利点は、特定のゲノム改変をＤＮＡ媒介形質転換
および相同組換えによって行うことができる容易さにある（Ｒａｍｓａｙ，Ｍ．（１９９
４），Ｍｏｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　１：１８１－２０１）。１つの実施形態では、ヒトＩｇ
ＤＮＡが組み込まれた１つ以上のＹＡＣを、ヒトＩｇ遺伝子の有蹄動物（ブタなど）への
導入のためのベクターとして使用し得る。
【０２３７】
　ＹＡＣベクターは、酵母における複製のための特定の構造成分を含み、これには、以下
が含まれる：動原体、テロメア、自律複製配列（ＡＲＳ）、酵母選択マーカー（例えば、
ＴＲＰ１、ＵＲＡ３、およびＳＵＰ４）、および５０ｋｂを超える外因性ＤＮＡの巨大セ
グメントの挿入のためのクローニング部位。マーカー遺伝子により、ＹＡＣを保有する細
胞を選択し、特定の制限エンドヌクレアーゼの合成のための部位として使用し得る。例え
ば、ＴＲＰ１およびＵＲＡ３遺伝子を、確実に完全な人工染色体のみが改変されるための
二重選択マーカーとして使用し得る。酵母選択マーカーを動原体の両側に運搬し、インビ
ボでテロメア形成を促進する（ｓｅｅｄ）２つの配列を分離し得る。酵母細胞の総ＤＮＡ
の１％しか複製に必要ではないが、染色体の中心（動原体（有糸分裂時の姉妹染色分体と
紡錘糸部位との間の結合部位としての機能を果たす））、染色体の末端（テロメア（真核
生物染色体の末端の維持に必要な配列としての機能を果たす））、および二重らせんがほ
ぐれてそれ自体のコピーを開始し得るＤＮＡセグメントとしての機能を果たすＡＲＳと呼
ばれるＤＮＡの別の短いストレッチを含む。
【０２３８】
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　１つの実施形態では、ＹＡＣを使用して、約１、２、または３Ｍｂまでの免疫グロブリ
ンＤＮＡをクローン化し得る。別の実施形態では、少なくとも２５、３０、４０、５０、
６０、７０、７５、８０、８５、９０、または９５キロベース。
【０２３９】
　酵母組込みプラスミドである複製ベクター（ＹＡＣのフラグメントである）を使用して
、ヒトＩｇを発現することもできる。酵母組込みプラスミドは、細菌（例えば、大腸菌）
の成長のための複製起点および薬物耐性遺伝子、酵母中の形質転換体の選択のための酵母
マーカー遺伝子、およびＩｇ配列の挿入のための制限部位を供給する細菌プラスミド配列
を含み得る。宿主細胞は、染色体へのプラスミドの直接組込みによって、このプラスミド
を安定に獲得し得る。酵母複製ベクターを使用して、酵母中に遊離プラスミドサークルと
してヒトＩｇを発現することもできる。動原体配列の付加によって、酵母またはＡＲＳ含
有ベクターを安定化させることができる。ＹＡＣは、動原体領域およびテロメア領域の両
方を有し、組み換え体が本質的に酵母染色体として維持されるので、非常に巨大なＤＮＡ
片のクローニングに使用し得る。
【０２４０】
　ＹＡＣを、例えば、以下に開示のように得る：米国特許第６，６９２，９５４号、同第
６，４９５，３１８号、同第６，３９１，６４２号、同第６，２８７，８５３号、同第６
，２２１，５８８号、同第６，１６６，２８８号、同第６，０９６，８７８号、同第６，
０１５，７０８号、同第５，９８１，１７５号、同第５，９３９，２５５号、同第５，８
４３，６７１号、同第５，７８３，３８５号、同第５，７７６，７４５号、同第５，５７
８，４６１号、および同第４，８８９，８０６号；欧州特許第１３５６０６２号および同
第０６４８２６５号；ＰＣＴ公開番号ＷＯ０３／０２５２２２号、ＷＯ０２／０５７４３
７号、ＷＯ０２／１０１０４４号、ＷＯ０２／０５７４３７号、ＷＯ９８／３６０８２号
、ＷＯ９８／１２３３５号、ＷＯ９８／０１５７３号、ＷＯ９６／０１２７６号、ＷＯ９
５／１４７６９号、ＷＯ９５／０５８４７号、ＷＯ９４／２３０４９号、およびＷＯ９４
／００５６９号。
【０２４１】
　別の実施形態では、ＢＡＣを含む有蹄動物を提供する。ＢＡＣは、細菌（大腸菌など）
中で見出されたＦベースのプラスミドであり、約３００ｋｂの外来ＤＮＡを宿主細胞に移
入し得る。一旦ＩｇＤＮＡが宿主細胞にクローニングされると、新規に挿入したセグメン
トを、残りのプラスミドと共に複製し得る。結果として、何十億もの外来ＤＮＡコピーを
非常に短期間に作製し得る。特定の実施形態では、ヒトＩｇＤＮＡが組み込まれた１つ以
上のＢＡＣを、有蹄動物（ブタなど）へのヒトＩｇ遺伝子の導入のためのベクターとして
使用する。
【０２４２】
　ＢＡＣクローニング系は、大腸菌Ｆ因子に基づき、その複製は、厳密に調節されるので
、巨大構築物が確実に安定に維持される（Ｗｉｌｌｅｔｓ，Ｎ．，およびＲ．Ｓｋｕｒｒ
ａｙ（１９８７），Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｆ
－ｆａｃｔｏｒ　ａｎｄ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍ　ｏｆ　ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ．Ｉｎ　
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ａｎｄ　Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　Ｔｙｐｈｉｍｕｒ
ｉｕｍ：Ｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｆ．Ｃ．Ｎ
ｅｉｄｈａｒｄｔ，Ｅｄ）Ｖｏｌ．２　１１１０－１１３３頁，Ａｍ．Ｓｏｃ．Ｍｉｃｒ
ｏｂｉｏｌ．，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，Ｄ．Ｃ．）。ＢＡＣは、種々の真核生物種由来の
ＤＮＡのクローニングに広範に使用されている（Ｃａｉら（１９９５），Ｇｅｎｏｍｉｃ
ｓ　２９：４１３－４２５；Ｋｉｍら（１９９６），Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　３４：２１３－
２１８；Ｍｉｓｕｍｉら（１９９７），Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　４０：１４７－１５０；Ｗｏ
ｏら（１９９４），Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ　２２：４９２２－４９３１；
Ｚｉｍｍｅｒ，Ｒ．およびＧｉｂｂｉｎｓ，Ａ．Ｍ．Ｖ．（１９９７），Ｇｅｎｏｍｉｃ
ｓ　４２：２１７－２２６）。Ｆ－プラスミドの低発現によってＤＮＡフラグメント間の
組換え可能性が減少し、それにより、クローン化細菌遺伝子の致死的過剰発現を回避し得
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る。ＢＡＣは、１００またはそれを超える世代の増殖後でさえも、宿主細胞中の１つのコ
ピーベクター中でヒト免疫グロブリン遺伝子を安定に維持し得る。
【０２４３】
　ＢＡＣ（またはｐＢＡＣ）ベクターは、約３０～３００ｋｂ対の範囲のインサートに適
応し得る。１つの特定のＢＡＣベクター型（ｐＢｅｌｏＢａｃ１１）は、インサート含有
組換え分子とＢＡＣベクターを保有するコロニーとを色で区別するためのｌａｃＺ遺伝子
の相補性を使用する。ＤＮＡフラグメントがｐＢｅｌｏＢａｃ１１のｌａｃＺ遺伝子にク
ローン化される場合、挿入活性化により、形質転換後にＸ－Ｇａｌ／ＩＰＴＧプレート上
に白色コロニーが得られ（Ｋｉｍら（１９９６），Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　３４：２１３－２
１８）、それにより、陽性クローンが容易に同定される。
【０２４４】
　例えば、ＢＡＣを、以下などに開示のように得ることができる：米国特許第６，７１３
，２８１号、同第６，７０３，１９８号、同第６，６４９，３４７号、同第６，６３８，
７２２号、同第６，５８６，１８４号、同第６，５７３，０９０号、同第６，５４８，２
５６号、同第６，５３４，２６２号、同第６，４９２，５７７号、同第６，４９２，５０
６号、同第６，４８５，９１２号、同第６，４７２，１７７号、同第６，４５５，２５４
号、同第６，３８３，７５６号、同第６，２７７，６２１号、同第６，１８３，９５７号
、同第６，１５６，５７４号、同第６，１２７，１７１号、同第５，８７４，２５９号、
同第５，７０７，８１１号、および同第５，５９７，６９４；欧州特許第０８０５８５１
号；ＰＣＴ公開番号ＷＯ０３／０８７３３０号、ＷＯ０２／００９１６号、ＷＯ０１／３
９７９７号、ＷＯ０１／０４３０２号、ＷＯ００／７９００１号、ＷＯ９９／５４４８７
号、ＷＯ９９／２７１１８、およびＷＯ９６／２１７２５号。
【０２４５】
　別の実施形態では、バクテリオファージＰＡＣを含む有蹄動物を提供する。特定の実施
形態では、ヒトＩｇＤＮＡが組み込まれた１つ以上のバクテリオファージＰＡＣを、ヒト
Ｉｇ遺伝子の有蹄動物（ブタなど）への導入のためのベクターとして使用し得る。例えば
、ＰＡＣを、以下などに開示のように得ることができる：米国特許第６，７４３，９０６
号、同第６，７３０，５００号、同第６，６８９，６０６号、同第６，６７３，９０９号
、同第６，６４２，２０７号、同第６，６３２，９３４号、同第６，５７３，０９０号、
同第６，５４４，７６８号、同第６，４８９，４５８号、同第６，４８５，９１２号、同
第６，４６９，１４４，号、同第６，４６２，１７６号、同第６，４１３，７７６号、同
第６，３９９，３１２号、同第６，３４０，５９５号、同第６，２８７，８５４号、同第
６，２８４，８８２号、同第６，２７７，６２１号、同第６，２７１，００８号、同第６
，１８７，５３３号、同第６，１５６，５７４号、同第６，１５３，７４０号、同第６，
１４３，９４９号、同第６，０１７，７５５号、および同第５，９７３，１３３；欧州特
許第０８１４１５６；ＰＣＴ公開番号ＷＯ０３／０９１４２６号、ＷＯ０３／０７６５７
３号、ＷＯ０３／０２０８９８号、ＷＯ０２／１０１０２２号、ＷＯ０２／０７０６９６
号、ＷＯ０２／０６１０７３号、ＷＯ０２／３１２０２号、ＷＯ０１／４４４８６号、Ｗ
Ｏ０１／０７４７８号、ＷＯ０１／０５９６２号、およびＷＯ９９／６３１０３号。
【０２４６】
　さらなる実施形態では、ＭＡＣを含む有蹄動物を提供する。ＭＡＣは、高い有糸分裂安
定性を有し、遺伝子発現が一貫して調節されており、クローニング能力が高く、免疫原性
を示さない。哺乳動物染色体は、サイズが５０～２５０Ｍｂの範囲の連続した線状のＤＮ
Ａ鎖から構成され得る。ＤＮＡ構築物は、さらに、酵母細胞中ＤＮＡ構築物が増殖するの
に必要な１つ以上の配列を含み得る。ＤＮＡ構築物はまた、選択マーカー遺伝子をコード
する配列を含み得る。ＤＮＡ構築物は、ＤＮＡ構築物で形質転換された細胞中に染色体と
して維持されることができる。ＭＡＣにより、目的のタンパク質をコードする遺伝子の導
入のためのゲノム外特異的組込み部位が得られ、それにより、メガベースサイズのＤＮＡ
組込みが可能となり、その結果、例えば、全代謝経路（非常に巨大な遺伝子（例えば、嚢
胞性線維症（ＣＦ）遺伝子（～６００ｋｂ））または数個の遺伝子（多価ワクチンの調製
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のための一連の抗原））をコードする遺伝子を、細胞に安定に導入し得る。
【０２４７】
　哺乳動物人工染色体（ＭＡＣ）を提供する。ＭＡＣＳを使用して生成した他の高等真核
生物種（昆虫および魚類など）の人工染色体も提供する。このような染色体の生成および
単離方法を本明細書中に提供する。他の種（昆虫および魚類など）由来の人工染色体を構
築するためのＭＡＣの使用方法も提供する。人工染色体は、完全に機能的で安定な染色体
である。２つの人工染色体型を提供する。本明細書中でＳＡＴＡＣ（サテライト人工染色
体）と呼ぶ一方の型は、安定な異質染色体であり、別の型は、真性染色質の増幅に基づい
たミニ染色体である。本明細書中で使用される場合、前二動原体染色体は、それぞれが動
原体の１つを有する２つの染色体が生成されるように、二動原体染色体が断片化して新規
のテロメアを獲得した場合に生成される染色体である。各フラグメントは、複製可能な染
色体であり得る。
【０２４８】
　ＭＡＣＳを使用して生成された他の抗体真核生物種（昆虫および魚類など）のための人
工染色体も提供する。１つの実施形態では、ＳＡＴＡＣ（サテライト人工染色体）を提供
する。ＳＡＴＡＣは、安定な異質染色体である。別の実施形態では、真性染色質の増幅に
基づいたミニ染色体を提供する。
【０２４９】
　１つの実施形態では、人工染色体を、染色体が破壊されてミニ染色体および前二動原体
染色体を形成する条件下での二動原体染色体を有する細胞の培養によって生成し得る。１
つの実施形態では、ＳＡＴＡＣを、ミニ染色体フラグメントから生成し得る（例えば、米
国特許第５，２８８，６２５号を参照のこと）。別の実施形態では、ＳＡＴＡＣを、前二
動原体染色体のフラグメントから生成し得る。ＳＡＴＡＣを、短いサテライトＤＮＡの反
復単位から作製することができ、これは、完全に異質染色質であり得る。１つの実施形態
では、外因性または外来ＤＮＡを挿入しない場合、ＳＡＴＡＣは、遺伝情報を含まない。
他の実施形態では、選択的条件下での培養の繰り返しおよび前二動原体染色体から生成さ
れた染色体を含む細胞のサブクローニングによって形成される種々のサイズのＳＡＴＡＣ
を提供する。これらの染色体は、７．５～１０Ｍｂのサイズの反復単位に基づき得る（す
なわち、メガレプリコン）。これらのメガレプリコンは、外因性非サテライトＤＮＡに隣
接したサテライトＤＮＡのタンデムブロックであり得る。外因性（「外来」）ＤＮＡに隣
接した２つの逆方向メガレプリコンを含む同一染色体セグメント（それぞれ、アンプリコ
ンと呼ばれる）のタンデムアレイを増幅し得る。選択培地で成長させた反復細胞融合およ
び／またはＢｒｄＵ（５－ブロモデオキシウリジン）処理、または他のゲノム不安定化試
薬もしくは薬剤（電離放射線（Ｘ線が含まれる）など）、およびサブクローニングにより
、安定な異質染色体または部分的な異質染色体（１５０～２００Ｍｂの「ソーセージ」染
色体、５００～１０００Ｍｂのギガ染色体、安定な２５０～４００Ｍｂのメガ染色体、お
よびこれらに由来する種々のより小さな安定な染色体が含まれる）を保有する細胞株を得
ることができる。これらの染色体は、これらの反復単位に基づき、発現されるヒト免疫グ
ロブリンＤＮＡを含み得る（米国特許第６，７４３，９６７号も参照のこと）。
【０２５０】
　他の実施形態では、例えば、以下に開示のように、ＭＡＣを得ることができる：米国特
許第６，７４３，９６７号、同第６，６８２，７２９号、同第６，５６９，６４３号、同
第６，５５８，９０２号、同第６，５４８，２８７号、同第６，４１０，７２２号、同第
６，３４８，３５３号、同第６，２９７，０２９号、同第６，２６５，２１１号、同第６
，２０７，６４８号、同第６，１５０，１７０号、同第６，１５０，１６０号、同第６，
１３３，５０３号、同第６，０７７，６９７号、同第６，０２５，１５５号、同第５，９
９７，８８１号、同第５，９８５，８４６号、同第５，９８１，２２５号、同第５，８７
７，１５９号、同第５，８５１，７６０号、および同第５，７２１，１１８；ＰＣＴ公開
番号ＷＯ０４／０６６９４５号、ＷＯ０４／０４４１２９号、ＷＯ０４／０３５７２９号
、ＷＯ０４／０３３６６８号、ＷＯ０４／０２７０７５号、ＷＯ０４／０１６７９１号、
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ＷＯ０４／００９７８８号、ＷＯ０４／００７７５０号、ＷＯ０３／０８３０５４号、Ｗ
Ｏ０３／０６８９１０号、ＷＯ０３／０６８９０９号、ＷＯ０３／０６４６１３号、ＷＯ
０３／０５２０５０号、ＷＯ０３／０２７３１５号、ＷＯ０３／０２３０２９号、ＷＯ０
３／０１２１２６号、ＷＯ０３／００６６１０号、ＷＯ０３／０００９２１号、ＷＯ０２
／１０３０３２号、ＷＯ０２／０９７０５９号、ＷＯ０２／０９６９２３号、ＷＯ０２／
０９５００３号、ＷＯ０２／０９２６１５号、ＷＯ０２／０８１７１０号、ＷＯ０２／０
５９３３０号、ＷＯ０２／０５９２９６号、ＷＯ００／１８９４１号、ＷＯ９７／１６５
３３号、およびＷＯ９６／４０９６５号。
【０２５１】
　本発明の別の実施形態では、ＨＡＣを含む有蹄動物および有蹄動物細胞を提供する。特
定の実施形態では、組み込まれたヒトＩｇＤＮＡを有する１つ以上のＨＡＣを、有蹄動物
（ブタなど）へのヒトＩｇ遺伝子の導入のためのベクターとして使用し得る。特定の実施
形態では、ヒトＩｇＤＮＡが組み込まれた１つ以上のＨＡＣを使用して、免疫化に応答し
てヒトＩｇを発現し、親和性成熟（ａｆｆｉｎｉｔｙ　ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ）を受けた
核移植によって有蹄動物（例えば、ブタ）を生成する。
【０２５２】
　種々のアプローチを使用して、ヒト抗体（「ヒトＩｇ」）を発現する有蹄動物を生成し
得る。これらのアプローチには、例えば、有蹄動物への重鎖および軽鎖Ｉｇ遺伝子の両方
を含むＨＡＣの挿入またはその胎児期もしくは出生後の有蹄動物（例えば、免疫不全また
は免疫抑制有蹄動物）へのヒトＢ細胞もしくはＢ細胞前駆体の挿入が含まれる（例えば、
２０００年１１月１７出願のＷＯ０１／３５７３５号、２００２年３月２０日出願のＵＳ
０２／０８６４５号を参照のこと）。いずれかの場合、細胞および有蹄動物抗体生成Ｂ細
胞を生成する両ヒト抗体が、有蹄動物中に存在し得る。ＨＡＣを含む有蹄動物では、１つ
のＢ細胞は、有蹄動物ならびにヒトの重鎖および軽鎖タンパク質の組み合わせを含む抗体
を生成し得る。さらに他の実施形態では、ＨＡＣの全サイズは、少なくとも約１、２、３
、４、５、６、７、８、９、または１０Ｍｂである。
【０２５３】
　例えば、以下などに開示のように、ＨＡＣを提供し得る：米国特許第６，６４２，２０
７号、同第６，５９０，０８９、同第６，５６６，０６６、同第６，５２４，７９９、同
第６，５００，６４２、同第６，４８５，９１０、同第６，４７５，７５２、同第６，４
５８，５６１、同第６，４５５，０２６、同第６，４４８，０４１、同第６，４１０，７
２２、同第６，３５８，５２３、同第６，２７７，６２１、同第６，２６５，２１１、同
第６，１４６，８２７、同第６，１４３，５６６、同第６，０７７，６９７、同第６，０
２５，１５５、同第６，０２０，１４２、および同第５，９７２，６４９号；米国特許出
願番号２００３／００３７３４７号；ＰＣＴ公開番号ＷＯ０４／０５０７０４号、ＷＯ０
４／０４４１５６号、ＷＯ０４／０３１３８５号、ＷＯ０４／０１６７９１号、ＷＯ０３
／１０１３９６号、ＷＯ０３／０９７８１２号、ＷＯ０３／０９３４６９号、ＷＯ０３／
０９１４２６号、ＷＯ０３／０５７９２３号、ＷＯ０３／０５７８４９号、ＷＯ０３／０
２７６３８号、ＷＯ０３／０２０８９８号、ＷＯ０２／０９２８１２号、およびＷＯ９８
／２７２００号。
【０２５４】
　本発明で使用されるヒト免疫グロブリン配列を挿入し得るＡＣのさらなる例には、例え
ば、ＢＡＣ（例えば、ｐＢｅｌｏＢＡＣ１１またはｐＢＡＣ１０８Ｌ（例えば、Ｓｈｉｚ
ｕｙａら（１９９２），Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８９（１８）
：８７９４－８７９７；Ｗａｎｇら（１９９７），Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　２３（
６）：９９２－９９４を参照のこと）、バクテリオファージＰＡＣ、ＹＡＣ（例えば、Ｂ
ｕｒｋｅ（１９９０），Ｇｅｎｅｔ　Ａｎａｌ　Ｔｅｃｈ　Ａｐｐｌ　７（５）：９４－
９９を参照のこと）、およびＭＡＣ（例えば、Ｖｏｓ（１９９７），Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌ．１５（１２）：１２５７－１２５９；Ａｓｃｅｎｚｉｏｎｉら（１９９７）
，Ｃａｎｃｅｒ　Ｌｅｔｔ　１１８（２）：１３５－１４２）、ＨＡＣなど（米国特許第
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６，７４３，９６７号、同第６，７１６，６０８号、同第６，６９２，９５４号、同第６
，６７０，１５４号、同第６，６４２，２０７号、同第６，６３８，７２２号、同第６，
５７３，０９０号、同第６，４９２，５０６号、同第６，３４８，３５３号、同第６，２
８７，８５３号、同第６，２７７，６２１号、同第６，１８３，９５７号、同第６，１５
６，９５３号、同第６，１３３，５０３号、同第６，０９０，５８４号、同第６，０７７
，６９７号、同第６，０２５，１５５号、同第６，０１５，７０８号、同第５，９８１，
１７５号、同第５，８７４，２５９号、同第５，７２１，１１８号、および同第５，２７
０，２０１号；欧州特許第１４３７４００号、同第１２３４０２４号、同第１３５６０６
２号、同第０９５９１３４号、同第１０５６８７８号、同第０９８６６４８号、同第０６
４８２６５号、および同第０３３８２６６；ＰＣＴ公開番号ＷＯ０４／０１３２９９号、
ＷＯ０１／０７４７８号、ＷＯ００／０６７１５号、ＷＯ９９／４３８４２号、ＷＯ９９
／２７１１８号、ＷＯ９８／５５６３７号、ＷＯ９４／００５６９、およびＷＯ８９／０
９２１９も参照のこと）。さらなる例には、例えば、以下に示されたＡＣが含まれる：Ｐ
ＣＴ公開番号ＷＯ０２／０７６５０８号、ＷＯ０３／０９３４６９号、ＷＯ０２／０９７
０５９号、ＷＯ０２／０９６９２３号；米国特許公開番号ＵＳ２００３／０１１３９１７
号およびＵＳ２００３／００３４３５号；および米国特許第６，０２５，１５５号が含ま
れる。
【０２５５】
　本発明の他の実施形態では、ＡＣは、各世代での雄配偶子形成によって伝達された。Ａ
Ｃは、組み込まれても組み込まれなくてもよい。１つの実施形態では、ＡＣを、実質的に
すべての分裂細胞における減数分裂によって伝達し得る。別の実施形態では、ＡＣは、ヒ
ト免疫グロブリン核酸配列の位置独立性発現（ｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎ
ｔ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）を行うことができる。特定の実施形態では、ＡＣは、雄およ
び雌の配偶子形成による伝達効率は少なくとも１０％であり得る。１つの特定の実施形態
では、ＡＣは、環状であり得る。別の特定の実施形態では、非組込みＡＣは、２０００年
３月２７日にＢｅｌｇｉａｎ　Ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｄ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓ　ｏｆ
　Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ（ＢＣＣＭ）にアクセッション番号ＬＭＢＰ　５４７３
　ＣＢで寄託されたＡＣであり得る。さらなる実施形態では、雄配偶子形成によって伝達
された外因性核酸を含む有糸分裂安定性単位を同定し、有糸分裂安定性単位中の侵入部位
によって単位へのヒト免疫グロブリン遺伝子が組込み可能になるＡＣの生成方法を提供す
る。
【０２５６】
　他の実施形態では、機能的動原体、選択マーカー、および／または固有のクローニング
部位を含むＡＣを提供する。他の実施形態では、ＡＣは、１つ以上の以下の性質を示し得
る：非依存性染色体として安定に分離し得ること、免疫グロブリン配列を制御様式で挿入
してＡＣから発現し得ること、雄および雌の生殖系列を介して効率よく伝達し得ること、
および／またはトランスジェニック動物がその細胞の約３０、４０、５０、６０、７０、
８０、または９０％を超える染色体を保有し得ること。
【０２５７】
　特定の実施形態では、ＡＣを、ＡＣが有糸分裂安定性を示す線維芽細胞（任意の哺乳動
物またはヒト線維芽細胞）から単離し得る。ハムスター細胞へのＡＣの移入後、ｌｏｘ（
ｌｏｘＰなど）部位および選択マーカー部位を挿入し得る。他の実施形態では、ＡＣは、
有糸分裂安定性を示すことができ、例えば、選択しない場合、有糸分裂あたりの喪失は約
５、２、１、０．５、または０．２５％未満である。ＵＳ２００３／００６４５０９号お
よびＷＯ０１／７７３５７号も参照のこと。
【０２５８】
　（外因性免疫グロブリン遺伝子）
　本発明の別の局面では、外因性免疫グロブリン遺伝子座またはそのフラグメントを発現
するトランスジェニック有蹄動物であって、免疫グロブリンを、内因性有蹄動物染色体内
に組み込まれた免疫グロブリン遺伝子座から発現し得る、トランスジェニック有蹄動物を
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提供する。１つの実施形態では、トランスジェニック動物由来の有蹄動物細胞を提供する
。１つの実施形態では、外因性免疫グロブリン遺伝子座を、子孫に遺伝し得る。別の実施
形態では、外因性免疫グロブリン遺伝子座を、雄生殖系列を介して子孫に遺伝し得る。な
おさらなる実施形態では、人工染色体（ＡＣ）は、外因性免疫グロブリンを含み得る。１
つの実施形態では、ＡＣは、酵母ＡＣまたは哺乳動物ＡＣであり得る。さらなる実施形態
では、外因性遺伝子座は、ヒト免疫グロブリン遺伝子座またはそのフラグメントであり得
る。１つの実施形態では、ヒト免疫グロブリン遺伝子座は、ヒト第１４染色体、ヒト第２
染色体、およびヒト第２２染色体、またはそれらのフラグメントであり得る。別の実施形
態では、ヒト免疫グロブリン遺伝子座は、再配列を受け得るヒト免疫グロブリンの任意の
フラグメントを含み得る。さらなる実施形態では、ヒト免疫グロブリン遺伝子座は、再配
列を得るヒト免疫グロブリン重鎖およびヒト免疫グロブリン軽鎖の任意のフラグメントを
含み得る。なおさらなる実施形態では、ヒト免疫グロブリン遺伝子座は、抗原への曝露の
際に抗体を生成し得る任意のヒト免疫グロブリン遺伝子座またはそのフラグメントを含み
得る。特定の実施形態では、外因性ヒト免疫グロブリンを、Ｂ細胞中で発現させて、１つ
以上の抗原への曝露に応答して外因性免疫グロブリンを生成し得る。
【０２５９】
　他の実施形態では、機能的内因性免疫グロブリンのいかなる発現も欠くトランスジェニ
ック有蹄動物を、外因性免疫グロブリン遺伝子座を発現するようにさらに遺伝子改変し得
る。別の実施形態では、外因性免疫グロブリン遺伝子座を含むブタ動物を提供する。１つ
の実施形態では、外因性免疫グロブリン遺伝子座は、重鎖および／または軽鎖免疫グロブ
リンまたはそのフラグメントであり得る。別の実施形態では、外因性免疫グロブリン遺伝
子座は、κ鎖遺伝子座またはそのフラグメントおよび／またはλ鎖遺伝子座またはそのフ
ラグメントであり得る。なおさらなる実施形態では、人工染色体（ＡＣ）は、外因性免疫
グロブリンを含み得る。１つの実施形態では、ＡＣは、酵母ＡＣまたは哺乳動物ＡＣであ
り得る。さらなる実施形態では、外因性遺伝子座は、ヒト免疫グロブリン遺伝子座または
そのフラグメントであり得る。１つの実施形態では、ヒト免疫グロブリン遺伝子座は、ヒ
ト第１４染色体、ヒト第２染色体、およびヒト第２２染色体、またはそれらのフラグメン
トであり得る。別の実施形態では、ヒト免疫グロブリン遺伝子座は、再配列を受け得るヒ
ト免疫グロブリンの任意のフラグメントを含み得る。さらなる実施形態では、ヒト免疫グ
ロブリン遺伝子座は、再配列を受け得るヒト免疫グロブリン重鎖およびヒト免疫グロブリ
ン軽鎖の任意のフラグメントを含み得る。なおさらなる実施形態では、ヒト免疫グロブリ
ン遺伝子座は、抗原への曝露の際に抗体を生成し得る任意のヒト免疫グロブリン遺伝子座
またはそのフラグメントを含み得る。特定の実施形態では、外因性ヒト免疫グロブリンを
、Ｂ細胞中で発現させて、１つ以上の抗原への曝露に応答して外因性免疫グロブリンを生
成し得る。
【０２６０】
　他の実施形態では、機能的内因性免疫グロブリンのいかなる発現も欠くトランスジェニ
ック有蹄動物を、外因性免疫グロブリン遺伝子座を発現するようにさらに遺伝子改変し得
る。別の実施形態では、外因性免疫グロブリン遺伝子座を含むブタ動物を提供する。１つ
の実施形態では、外因性免疫グロブリン遺伝子座は、重鎖および／または軽鎖免疫グロブ
リンまたはそのフラグメントであり得る。別の実施形態では、外因性免疫グロブリン遺伝
子座は、κ鎖遺伝子座もしくはそのフラグメントおよび／またはλ鎖遺伝子座もしくはそ
のフラグメントであり得る。なおさらなる実施形態では、人工染色体（ＡＣ）は、外因性
免疫グロブリンを含み得る。１つの実施形態では、ＡＣは、酵母ＡＣまたは哺乳動物ＡＣ
であり得る。さらなる実施形態では、外因性遺伝子座は、ヒト免疫グロブリン遺伝子座ま
たはそのフラグメントであり得る。１つの実施形態では、ヒト免疫グロブリン遺伝子座は
、ヒト第１４染色体、ヒト第２染色体、およびヒト第２２染色体、またはそれらのフラグ
メントであり得る。別の実施形態では、ヒト免疫グロブリン遺伝子座は、再配列を受け得
るヒト免疫グロブリンの任意のフラグメントを含み得る。さらなる実施形態では、ヒト免
疫グロブリン遺伝子座は、再配列を受け得るヒト免疫グロブリン重鎖およびヒト免疫グロ
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ブリン軽鎖の任意のフラグメントを含み得る。なおさらなる実施形態では、ヒト免疫グロ
ブリン遺伝子座は、抗原への曝露の際に抗体を生成し得る任意のヒト免疫グロブリン遺伝
子座またはそのフラグメントを含み得る。特定の実施形態では、外因性ヒト免疫グロブリ
ンを、Ｂ細胞中で発現させて、１つ以上の抗原への曝露に応答して外因性免疫グロブリン
を生成し得る。
【０２６１】
　別の実施形態では、外因性免疫グロブリン遺伝子座を含むブタ動物を提供する。１つの
実施形態では、外因性免疫グロブリン遺伝子座は、重鎖および／または軽鎖免疫グロブリ
ンまたはそのフラグメントであり得る。別の実施形態では、外因性免疫グロブリン遺伝子
座は、κ鎖遺伝子座もしくはそのフラグメントおよび／またはλ鎖遺伝子座もしくはその
フラグメントであり得る。なおさらなる実施形態では、人工染色体（ＡＣ）は、外因性免
疫グロブリンを含み得る。１つの実施形態では、ＡＣは、酵母ＡＣまたは哺乳動物ＡＣで
あり得る。さらなる実施形態では、外因性遺伝子座は、ヒト免疫グロブリン遺伝子座また
はそのフラグメントであり得る。１つの実施形態では、ヒト免疫グロブリン遺伝子座は、
ヒト第１４染色体、ヒト第２染色体、およびヒト第２２染色体、またはそれらのフラグメ
ントであり得る。別の実施形態では、ヒト免疫グロブリン遺伝子座は、再配列を受け得る
ヒト免疫グロブリンの任意のフラグメントを含み得る。さらなる実施形態では、ヒト免疫
グロブリン遺伝子座は、再配列を受け得るヒト免疫グロブリン重鎖およびヒト免疫グロブ
リン軽鎖の任意のフラグメントを含み得る。なおさらなる実施形態では、ヒト免疫グロブ
リン遺伝子座は、抗原への曝露の際に抗体を生成し得る任意のヒト免疫グロブリン遺伝子
座またはそのフラグメントを含み得る。特定の実施形態では、外因性ヒト免疫グロブリン
を、Ｂ細胞中で発現させて、１つ以上の抗原への曝露に応答して外因性免疫グロブリンを
生成し得る。
【０２６２】
　ヒト免疫グロブリン遺伝子（Ｉｇ重鎖遺伝子（ヒト第４１４染色体）、Ｉｇκ軽鎖遺伝
子（ヒト第２染色体）、および／またはＩｇλ鎖遺伝子（ヒト第２２染色体）など）を、
上記のようにＡｃｓに挿入し得る。特定の実施形態では、ヒト重鎖、κ、および／または
λＩｇ遺伝子の任意の部分を、ＡＣに挿入し得る。１つの実施形態では、核酸は、ヒト由
来の天然に存在する核酸の対応する領域と少なくとも７０、８０、９０、９５、または９
９％同一であり得る。他の実施形態では、１つを超えるヒト抗体クラスが有蹄動物によっ
て生成される。種々の実施形態では、１つを超える異なるヒトＩｇまたは抗体が有蹄動物
によって生成される。１つの実施形態では、ヒトＩｇ重鎖遺伝子およびＩｇ軽鎖遺伝子の
両方を含むＡＣ（自律ヒト人工染色体（「ＡＨＡＣ」、内因性に発現する制限エンドヌク
レアーゼによってインビボで線状ヒト染色体に変換される環状組換え核酸分子））を導入
し得る。１つの実施形態では、ヒト重鎖遺伝子座および軽鎖遺伝視座は、異なる染色体ア
ーム上（すなわち、異なる動原体側）に存在する。１つの実施形態では、重鎖にはμ重鎖
が含まれ、軽鎖はλまたはκ軽鎖であり得る。Ｉｇ遺伝子を、１つまたは１つを超えるＡ
Ｃに同時または連続的に導入し得る。
【０２６３】
　特定の実施形態では、有蹄動物または有蹄動物細胞は、再配列して１つを超えるヒトＩ
ｇ分子（ヒト抗体タンパク質など）を発現するヒトＩｇ遺伝子の全部または一部をコード
する１つ以上の核酸を発現する。したがって、ヒトＩｇ鎖または抗体をコードする核酸は
、非再配列状態である（すなわち、核酸は、Ｖ（Ｄ）Ｊ組換えを受けていない）。特定の
実施形態では、抗体軽鎖のＶ遺伝子セグメントをコードするすべての核酸セグメントを、
１つ以上のヌクレオチドによってＪ遺伝子セグメントをコードするすべての核酸セグメン
トから単離し得る。特定の実施形態では、抗体重鎖のＶ遺伝子セグメントをコードするす
べての核酸セグメントを、１つ以上のヌクレオチドによってＤ遺伝子セグメントをコード
するすべての核酸セグメントから単離することができ、そして／または抗体重鎖のＤ遺伝
子セグメントをコードするすべての核酸セグメントを、１つ以上のヌクレオチドによって
Ｊ遺伝子セグメントをコードするすべての核酸セグメントから単離し得る。非再配列ヒト
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Ｉｇ遺伝子を含むトランスジェニック有蹄動物への抗原の投与後、ヒトＩｇ遺伝子座中で
核酸セグメントを再配列し、抗原と反応性を示すヒト抗体を生成する。
【０２６４】
　１つの実施形態では、ＡＣは、免疫グロブリン遺伝子を含むヒト染色体の一部またはフ
ラグメントを発現し得る。１つの実施形態では、Ｄａｖｉｅｓら、１９９３　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｙ　１１：９１１－９１４などに記載のように、ＡＣは、少なくとも３０
０または１３００ｋｂのヒト軽鎖遺伝子座を発現し得る。
【０２６５】
　別の実施形態では、ＡＣは、少なくともλ軽鎖遺伝子座（Ｖλ遺伝子セグメント、Ｊλ

遺伝子セグメント、および１つのＣλ遺伝子が含まれる）を含むヒト第２２染色体の一部
を発現し得る。別の実施形態では、ＡＣは、少なくとも１つのＶλ遺伝子セグメント、少
なくとも１つのＪλ遺伝子セグメント、およびＣλ遺伝子を発現し得る。他の実施形態で
は、Ｐｏｐｏｖら、Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ．１９９９　Ｍａｙ　１７；１８９（１０）：１
６１１－２０などに記載のように、ＡＣは、λ遺伝子座の一部を含み得る。
【０２６６】
　別の実施形態では、ＡＣは、少なくともκ軽鎖遺伝子座（Ｖκ遺伝子セグメント、Ｊκ

遺伝子セグメント、および１つのＣκ遺伝子が含まれる）を含むヒト第２染色体の一部を
発現し得る。別の実施形態では、ＡＣは、少なくとも１つのＶκ遺伝子セグメント、少な
くとも１つのＪκ遺伝子セグメント、およびＣκ遺伝子を発現し得る。他の実施形態では
、κ軽鎖遺伝子座の一部を含むＡＣは、例えば、Ｌｉら、２０００　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ
　１６４：８１２－８２４およびＬｉ　Ｓ　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ
　Ｓ　Ａ．１９８７　Ｊｕｎ；８４（１２）：４２２９－３３に記載のＡＣであり得る。
別の実施形態では、Ｚｏｕら、ＦＡＳＥＢ　Ｊ．１９９６　Ａｕｇ；１０（１０）：１２
２７－３２などに記載のように、約１．３Ｍｂのヒトκ遺伝子座を含むＡＣを提供する。
【０２６７】
　さらなる実施形態では、ＡＣは、少なくともヒト重鎖遺伝子座（ＶＨ、ＤＨ、ＪＨ、お
よびＣＨ遺伝子セグメントが含まれる）を含むヒト第１４染色体の一部を発現し得る。別
の実施形態では、ＡＣは、少なくとも１つのＶＨ遺伝子セグメント、少なくとも１つのＤ

Ｈ遺伝子セグメント、少なくとも１つのＪＨ遺伝子セグメント、および少なくとも１つの
ＣＨ遺伝子セグメントを発現し得る。他の実施形態では、Ｃｈｏｉら、１９９３　Ｎａｔ
　Ｇｅｎ　４：１１７－１２３および／またはＺｏｕら、１９９６　ＰＮＡＳ　９６：１
４１００－１４１０５などに記載のように、ＡＣは、少なくとも８５ｋｂのヒト重鎖遺伝
子座を発現し得る。
【０２６８】
　他の実施形態では、例えば、Ｇｒｅｅｎら、１９９４　Ｎａｔ　Ｇｅｎ　７：１３－２
２；Ｍｅｎｄｅｚら、１９９５　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　２６：２９４－３０７；Ｍｅｎｄｅ
ｚら、１９９７　Ｎａｔ　Ｇｅｎ　１５：１４６－１５６；Ｇｒｅｅｎら、１９９８　Ｊ
　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ　１８８：４８３－４９５および／またはＦｉｓｈｗｉｌｄら、１９９
６　Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　１４：８４５－８５１に開示のように、ＡＣは、重鎖およ
び軽鎖の両遺伝子座の一部（少なくとも２２０、１７０、８００、または１０２０ｋｂな
ど）を発現し得る。別の実施形態では、Ｎｉｃｈｏｌｓｏｎ　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１９
９９　Ｄｅｃ　１５；１６３（１２）：６８９８－９０６およびＰｏｐｏｖ　Ｇｅｎｅ．
１９９６　Ｏｃｔ　２４；１７７（ｌ－２）：１９５－２０１などに記載のように、ＡＣ
は、メガベース量のヒト免疫グロブリンを発現し得る。さらに、特定の実施形態では、Ｒ
ｏｂｌらの米国特許公開番号２００４／００６８７６０号などに記載のように、ヒト第１
４染色体（Ｉｇ重鎖遺伝子を含む）、ヒト第２染色体（Ｉｇκ鎖遺伝子を含む）、および
ヒト第２２染色体（Ｉｇλ鎖遺伝子）由来のＭＡＣを、同時または連続的に導入し得る。
別の実施形態では、ＭＡＣの全サイズは、約１０、９、８、７メガベース以下である。
【０２６９】
　特定の実施形態では、例えば、Ｂａｂｒａｈａｍ　Ｉｎｓｔｔｉｔｕｔｅの米国特許第
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５，５４５，８０７号に記載のように、Ｖｈ、Ｄｈ、Ｊｈ、およびμＤＮＡセグメントが
ヒトＤＮＡセグメントに対応する部分を含む免疫グロブリンのレパートリーを形成するよ
うに、生殖系列立体配置におけるヒト免疫グロブリンのヒトＶｈ、ヒトＤｈ、ヒトＪｈセ
グメントおよびヒトμセグメントを、ＡＣ（ＹＡＣなど）に挿入し得る。有蹄動物細胞へ
の挿入および有蹄動物の生成後、このようなＡＣは、重鎖免疫グロブリンを生成し得る。
１つの実施形態では、これらの免疫グロブリンは、機能的重鎖－軽鎖免疫グロブリンを形
成し得る。別の実施形態では、これらの免疫グロブリンを、有蹄動物の適切な細胞または
体液からの回収が可能な量で発現し得る。このような免疫グロブリンを、Ｂｕｒｋｅ，Ｄ
　Ｔ，Ｃａｒｌｅ，Ｇ　Ｆ　ａｎｄ　Ｏｌｓｏｎ，Ｍ　Ｖ（１９８７）”Ｃｌｏｎｉｎｇ
　ｏｆ　ｌａｒｇｅ　ｓｅｇｍｅｎｔｓ　ｏｆ　ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ　ＤＮＡ　ｉｎｔｏ
　ｙｅａｓｔ　ｂｙ　ｍｅａｎｓ　ｏｆ　ａｒｔｉｆｉｃａｌ　ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ　
ｖｅｃｔｏｒｓ”　Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３６，８０６－８１２などに記載のように、酵母
人工染色体ベクターに挿入するか、または染色体フラグメントの導入（Ｒｉｃｈｅｒ，Ｊ
　ａｎｄ　Ｌｏ，Ｃ　Ｗ（１９８９）”Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　
ＤＮＡ　ｉｎｔｏ　ｍｏｕｓｅ　ｅｇｇｓ　ｂｙ　ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｉｓｓ
ｅｃｔｅｄ　ｈｕｍａｎ　ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ　ｆｒａｇｍｅｎｔｓ”　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ　２４５，１７５－１７７などに記載）を行うことができる。
【０２７０】
　ヒト免疫グロブリン遺伝子を含む特異的ＡＣに関するさらなる情報を、例えば、Ｇｉｒ
ａｌｄｏ　＆　Ｍｏｎｔｏｌｉｕ（２００１）Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ
　１０：８３－１０３およびＰｅｔｅｒｓｏｎ（２００３）Ｅｘｐｅｒｔ　Ｒｅｖｉｅｗ
ｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　５：１－２５による最近の概説に見
出すことができる。
【０２７１】
　（ＡＣ移入法）
　ヒト免疫グロブリン遺伝子を、最初にＡＣに挿入し、次いで、ヒト免疫グロブリン含有
ＡＣを有蹄動物細胞に挿入し得る。あるいは、ＡＣを、有蹄動物細胞への挿入前に中間（
ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｒｙ）哺乳動物細胞（ＣＨＯ細胞など）に移入し得る。１つの実施
形態では、中間哺乳動物細胞はＡＣも含み、第１のＡＣを、哺乳動物細胞のＡＣに挿入し
得る。特に、酵母細胞中にヒト免疫グロブリン遺伝子またはそのフラグメントを含むＹＡ
Ｃを、ＭＡＣを保有する哺乳動物細胞に移入し得る。ＹＡＣを、ＭＡＣに挿入し得る。次
いで、ＭＡＣを、有蹄動物細胞に移入し得る。ヒトＩｇ遺伝子を、相同組換えによって、
ＡＣに挿入し得る。次いで、得られたヒトＩｇ遺伝子を含むＡＣを、有蹄動物細胞に導入
し得る。ヒトＩｇを含むＡＣを含む１つ以上の有蹄動物細胞を、本明細書中に記載されて
いる技術または当該分野で公知の技術によって選択し得る。
【０２７２】
　ＡＣの導入に適切な宿主を、本明細書中に提供し、任意の動物もしくは植物またはその
細胞もしく組織（哺乳動物、トリ、爬虫類、両生類、昆虫、魚類、クモ形類、タバコ、ト
マト、コムギ、単子葉植物、双子葉植物、および藻類）が含まれるが、これらに限定され
ない。１つの実施形態では、ＡＣを、細胞への導入前に、当該分野で公知の任意の試薬（
スペルミン、スペルミジン、ポリエチレンイミン、および／またはポリリジンが含まれる
が、これらに限定されない）によって凝縮し得る（Ｍａｒｓｃｈａｌｌら、Ｇｅｎｅ　Ｔ
ｈｅｒ．１９９９　Ｓｅｐ；６（９）：１６３４－７）。ＡＣを、細胞融合または微小核
融合によって導入するか、当業者に公知の任意の方法（直接ＤＮＡ移入、エレクトロポレ
ーション、核移植、微小核融合、細胞融合、スフェロプラスト融合、脂質媒介移入、リポ
フェクション、リポソーム、微粒子銃、微量注入、リン酸カルシウム沈殿、および／また
は任意の他の適切な方法が含まれるが、これらに限定されない）によってその後に単離し
得る。細胞へのＤＮＡの他の導入方法には、微量注入、エレクトロポレーション、インタ
クトな細胞を使用した細菌プロトプラスト融合が含まれる。ポリカチオン（ポリブレンお
よびポリオルニチンなど）を使用することもできる。哺乳動物細胞の種々の形質転換技術
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については、例えば、Ｋｅｏｗｎら、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ（１
９９０）Ｖｏｌ．１８５，５２７－５３７頁；およびＭａｎｓｏｕｒら（１９８８）Ｎａ
ｔｕｒｅ　３３６：３４８－３５２を参照のこと。
【０２７３】
　直接ＤＮＡ形質転換、細胞または胚における微量注入、植物のためのプロトプラスト再
生、エレクトロポレーション、微粒子銃、および当業者に公知の他のこのような方法によ
ってＡＣを導入し得る（例えば、Ｗｅｉｓｓｂａｃｈら（１９８８）Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆ
ｏｒ　Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓ
ｓ，Ｎ．Ｙ．，Ｓｅｃｔｉｏｎ　ＩＩＩ，４２１－４６３頁；Ｇｒｉｅｒｓｏｎら（１９
８８）Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，２ｄ　Ｅｄ．，Ｂｌａｃｋｉ
ｅ，Ｌｏｎｄｏｎ，Ｃｈ．７－９を参照のこと；米国特許第５，４９１，０７５号；同第
５，４８２，９２８号；および同第５，４２４，４０９号も参照のこと；例えば、米国特
許第５，４７０，７０８号も参照のこと）。
【０２７４】
　特定の実施形態では、ヒトＩｇ遺伝子を保有する１つ以上の単離ＹＡＣを使用し得る。
単離ＹＡＣを、当該分野で公知の任意の試薬（スペルミン、スペルミジン、ポリエチレン
イミン、および／またはポリリジンが含まれるが、これらに限定されない）によって凝縮
し得る（Ｍａｒｓｃｈａｌｌら、Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．１９９９　Ｓｅｐ；６（９）：ｊ
ｌ６３４－７）。次いで、凝縮ＹＡＣを、当該分野で公知の任意の方法（例えば、微量注
入、エレクトロポレーション、脂質媒介トランスフェクションなど）によってブタ細胞に
移入し得る。あるいは、凝縮ＹＡＣを、精子媒介遺伝子移入または卵細胞質内精子注入法
（ＩＣＳＩ）媒介遺伝子移入によって卵母細胞に移入し得る。１つの実施形態では、スフ
ェロプラスト融合を使用して、ヒトＩｇ遺伝子を保有するＹＡＣをブタ細胞に移入し得る
。
【０２７５】
　本発明の他の実施形態では、ヒトＩｇを含むＡＣを、成体、胎児、または胚有蹄動物細
胞に挿入し得る。有蹄動物細胞のさらなる例には、未分化細胞（胚細胞（例えば、胚性幹
細胞）など）、分化細胞または体細胞（上皮細胞、神経細胞、上皮細胞、ケラチノサイト
、造血細胞、メラノサイト、軟骨細胞、Ｂリンパ球、Ｔリンパ球、赤血球、マクロファー
ジ、単球、線維芽細胞、筋細胞など）、女性生殖器形細胞（乳腺、卵丘、顆粒膜、または
卵管細胞、生殖細胞、胎盤細胞など）、または任意の器官由来の細胞（膀胱、脳、食道、
卵管、心臓、腸、胆嚢、腎臓、肝臓、肺、卵巣、膵臓、前立腺、脊髄、脾臓、胃、精巣、
胸腺、甲状腺、気管、尿管、尿道、および子宮など）および本明細書中に記載の任意の他
の細胞型が含まれる。
【０２７６】
　（部位特異的リコンビナーゼ媒介移入）
　本発明の特定の実施形態では、部位特異的リコンビナーゼ媒介移入によって、ブタ細胞
（本明細書中に記載されているか当該分野で公知の細胞）へのヒト免疫グロブリン遺伝子
を含むＡＣの移入を行うことができる。１つの特定の実施形態では、ＡＣを、ブタ線維芽
細胞に移入し得る。別の特定の実施形態では、ＡＣは、ＹＡＣであり得る。
【０２７７】
　本発明の他の実施形態では、部位特異的リコンビナーゼ標的部位を含む環状化ＤＮＡ（
ＡＣなど）を、そのゲノム内に部位特異的リコンビナーゼ標的部位を有する細胞株に移入
し得る。１つの実施形態では、細胞の部位特異的リコンビナーゼ標的部位を、外因性染色
体内に配置し得る。外因性染色体は、宿主の内因性ゲノムに組み込まれない人工染色体で
あり得る。１つの実施形態では、ＡＣを、生殖系列伝達を介して子孫に移入し得る。１つ
の特定の実施形態では、ヒト免疫グロブリン遺伝子またはそのフラグメントを含むＹＡＣ
を、部位特異的リコンビナーゼによって環状化し、次いで、ＭＡＣを含む宿主細胞に移入
することができ、ここで、ＭＡＣは、部位特異的リコンビナーゼ標的部位を含む。この時
点でヒト免疫グロブリン遺伝子座またはそのフラグメントを含むこのＭＡＣを、ブタ細胞
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（線維芽細胞などであるが、これに限定されない）と融合し得る。次いで、ブタ細胞を、
核移植のために使用し得る。
【０２７８】
　本発明の一定の実施形態では、ヒト免疫グロブリン遺伝子またはそのフラグメントを含
むＡＣを、有蹄動物細胞への移入前に、哺乳動物細胞（ＣＨＯ細胞など）に移入し得る。
１つの実施形態では、中間哺乳動物細胞はＡＣも含み、第１のＡＣを、哺乳動物細胞のＡ
Ｃに挿入し得る。特に、酵母細胞中にヒト免疫グロブリン遺伝子またはそのフラグメント
を含むＹＡＣを、ＭＡＣを保有する哺乳動物細胞に移入し得る。ＹＡＣを、ＭＡＣに挿入
し得る。次いで、ＭＡＣを、有蹄動物細胞に移入し得る。特定の実施形態では、ヒトＩｇ
遺伝子またはそのフラグメントを保有するＹＡＣは、部位特異的リコンビナーゼ標的部位
を含み得る。ＹＡＣを、最初に、適切な部位特異的リコンビナーゼの適用によって環状化
し、次いで、それ自体の部位特異的リコンビナーゼ標的部位を含む哺乳動物細胞に挿入し
得る。次いで、部位特異的リコンビナーゼを適用して、中間哺乳動物細胞中でＭＡＣにＹ
ＡＣを組み込むことができる。部位特異的リコンビナーゼを、シスまたはトランスで適用
し得る。特に、部位特異的リコンビナーゼを、トランスで適用し得る。１つの実施形態で
は、部位特異的リコンビナーゼを、部位特異的リコンビナーゼ発現プラスミド（Ｃｒｅ発
現プラスミドなど）のトランスフェクションによって発現し得る。さらに、ＹＡＣのテロ
メア領域を、選択マーカー（本明細書中に記載されているか当該分野で公知の選択マーカ
ーなど）で改良することもできる。次いで、中間哺乳動物細胞のＭＡＣ内のヒトＩｇ遺伝
子またはそのフラグメントを、有蹄動物細胞（線維芽細胞など）に移入し得る。
【０２７９】
　あるいは、ヒトＩｇ遺伝子またはそのフラグメントを保有するＡＣ（ＹＡＣなど）は、
各テロメア付近に任意選択的に存在する部位特異的リコンビナーゼ標的部位を含み得る。
ＹＡＣを、最初に、適切な部位特異的リコンビナーゼの適用によって環状化し、次いで、
ゲノム内にそれ自体の部位特異的リコンビナーゼ標的部位を含む有蹄動物細胞に直接挿入
し得る。あるいは、有蹄動物細胞は、部位特異的リコンビナーゼ標的部位を含むそれ自体
のＭＡＣを保有し得る。この実施形態では、ＹＡＣを、有蹄動物細胞の内因性ゲノムに直
接挿入し得る。特定の実施形態では、有蹄動物細胞は、線維芽細胞または核移植に使用し
得る任意の他の適切な細胞であり得る。例えば、図７、Ｃａｌｌら、Ｈｕｍ　Ｍｏｌ　Ｇ
ｅｎｅｔ．２０００　Ｊｕｌ　２２；９（１２）：１７４５－５１を参照のこと。
【０２８０】
　他の実施形態では、部位特異的リコンビナーゼによってＤＮＡを宿主細胞に組み込むこ
とができる、少なくとも１００ｋｂのＤＮＡを環状化する方法を提供する。１つの実施形
態では、少なくとも１００、２００、３００、４００、５００、１０００、２０００、５
０００、１０，０００ｋｂのＤＮＡを環状化し得る。別の実施形態では、少なくとも１０
００、２０００、５０００、１０，０００、または２０，０００メガベースのＤＮＡを環
状化し得る。１つの実施形態では、ＤＮＡ配列の各末端に部位特異的リコンビナーゼ標的
部位を結合させ、その後に、部位特異的リコンビナーゼを適用してＤＮＡを環状化するこ
とによって、ＤＮＡの環状化を行うことができる。１つの実施形態では、部位特異的リコ
ンビナーゼ標的部位は、ｌｏｘであり得る。別の実施形態では、部位特異的リコンビナー
ゼ標的部位は、Ｆｌｔであり得る。一定の実施形態では、ＤＮＡは、人工染色体（本明細
書中に記載されているか当該分野で公知のＹＡＣまたは任意のＡＣなど）であり得る。別
の実施形態では、ＡＣは、ヒト免疫グロブリン遺伝子座またはそのフラグメントを含み得
る。
【０２８１】
　別の好ましい実施形態では、ＹＡＣを、人工哺乳動物染色体に変換するか、組み込むこ
とができる。哺乳動物人工染色体を、ブタ細胞に移入するか、ブタ細胞内に保有させる。
人工染色体を、当該分野で公知の任意の方法（分裂中期染色体の直接注入、脂質媒介遺伝
子移入、または微小核融合が含まれるが、これらに限定されない）によってブタゲノム内
に導入し得る。
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【０２８２】
　部位特異的リコンビナーゼには、短い核酸部位または配列特異的リコンビナーゼ標的部
位（すなわち、リコンビナーゼ認識部位）を認識して結合し、これらの部位に関連する核
酸の組換えを触媒する酵素またはリコンビナーゼが含まれる。これらの酵素には、リコン
ビナーゼ、トランスポサーゼ、およびインテグラーゼが含まれる。配列特異的リコンビナ
ーゼ標的部位の例には、ｌｏｘ部位、ａｔｔ部位、ｄｉｆ部位、およびｆｒｔ部位が含ま
れるが、これらに限定されない。部位特異的リコンビナーゼの限定しない例には、バクテ
リオファージＰ１Ｃｒｅ　リコンビナーゼ、酵母ＦＬＰリコンビナーゼ、Ｉｎｔｉインテ
グラーゼ、バクテリオファージλ、φ８０、Ｐ２２、Ｐ２、１８６、およびＰ４リコンビ
ナーゼ、Ｔｎ３リゾルベース、Ｈｉｎリコンビナーゼ、およびＣｉｎリコンビナーゼ、大
腸菌ｘｅｒＣおよびｘｅｒＤリコンビナーゼ、バチルス・チューリンゲンシスリコンビナ
ーゼ、ＴｐｎＩおよびβラクタマーゼトランスポゾン、および免疫グロブリンリコンビナ
ーゼが含まれるが、これらに限定されない。
【０２８３】
　１つの実施形態では、組換え部位は、バクテリオファージＰ１のＣｒｅリコンビナーゼ
によって認識されるｌｏｘ部位であり得る。ｌｏｘ部位は、バクテリオファージＰ１のｃ
ｒｅ遺伝子産物（Ｃｒｅリコンビナーゼ）が部位特異的組換え事象を触媒し得るヌクレオ
チド配列をいう。種々のｌｏｘ部位が当該分野で公知であり、天然に存在するｌｏｘＰ、
ｌｏｘＢ、ｌｏｘＬおよびｌｏｘＲ、ならびに多数の変異体または変異形、ｌｏｘ部位（
ｌｏｘＰ５１１、ｌｏｘＰ５１４、ｌｏｘ．ＤＥＬＴＡ．８６、ｌｏｘ．ＤＥＬＴＡ．１
１７、ｌｏｘＣ２、ｌｏｘＰ２、ｌｏｘＰ３、およびｌｏｘＰ２３など）が含まれる。ｌ
ｏｘ部位のさらなる例には、ｌｏｘＢ、ｌｏｘＬ、ｌｏｘＲ、ｌｏｘＰ、ｌｏｘＰ３、ｌ
ｏｘＰ２３、ｌｏｘΔ８６、ｌｏｘΔ１１７、ｌｏｘＰ５１１、およびｌｏｘＣ２が含ま
れるが、これらに限定されない。
【０２８４】
　別の実施形態では、組換え部位は、Ｃｒｅ以外のリコンビナーゼによって認識される組
換え部位である。１つの実施形態では、リコンビナーゼ部位は、酵母の２πプラスミドの
ＦＬＰリコンビナーゼによって認識されるＦＲＴ部位であり得る。ＦＲＴ部位は、酵母２
ミクロンプラスミドのＦＬＰ遺伝子産物（ＦＬＰリコンビナーゼ）が部位特異的組換えを
触媒し得るヌクレオチド配列をいう。非Ｃｒｅリコンビナーゼのさらなる例には、以下が
含まれるが、これらに限定されない：部位特異的リコンビナーゼには以下が含まれる：λ
バクテリオファージのＩｎｔリコンビナーゼによって認識されるａｔｔ部位（例えば、ａ
ｔｔ１、ａｔｔ２、ａｔｔ３、ａｔｔＰ、ａｔｔＢ、ａｔｔＬ、およびａｔｔＲ）、レソ
ルバーゼファミリーによって認識される組換え部位、バチルス・チューリンゲンシスのト
ランスポサーゼによって認識される組換え部位。
【０２８５】
　（ＩＶ．遺伝子改変動物の生成）
　本発明のさらなる局面では、本明細書中に記載の遺伝子改変を含む有蹄動物を、当業者
に公知の任意の方法によって生成し得る。このような方法には、以下が含まれるが、これ
らに限定されない：核移植、卵細胞質内精子注入法、接合体の直接改変、および精子媒介
遺伝子移入。
【０２８６】
　別の実施形態では、このような動物（例えば、ブタ）のクローン化方法には、以下が含
まれる：卵母細胞の除核、少なくとも１つの免疫グロブリン細胞の少なくとも１つの対立
遺伝子が不活化された細胞由来のドナー核との卵母細胞の融合、および代理母への核移植
由来の胚の移植。
【０２８７】
　あるいは、胚性幹細胞中の免疫グロブリン遺伝子の両方の対立遺伝子の不活化による、
機能的免疫グロブリンのいかなる発現も欠く生きた動物の生成方法を提供し、その後、こ
の動物を使用して子孫を生成し得る。
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【０２８８】
　別の局面では、本発明は、免疫グロブリン遺伝子の両方の対立遺伝子が不活化された生
きた動物（ブタなど）の生成方法を提供する。１つの実施形態では、免疫グロブリン遺伝
子の両方の対立遺伝子が不活化された細胞由来のドナー核を使用したクローニングによっ
て動物を生成する。１つの実施形態では、遺伝子ターゲッティング事象によって免疫グロ
ブリン遺伝子の両方の対立遺伝子を不活化する。
【０２８９】
　接合体の直接改変によって作製し得る遺伝子が変化した動物。哺乳動物について、改変
接合体を、動物を妊娠し得る偽妊娠雌の子宮に導入し得る。例えば、免疫グロブリン遺伝
子を欠く全動物が望ましい場合、この動物由来の胚性幹細胞をターゲッティングし、その
後に、改変細胞をキメラ動物に成長させるために線維芽細胞に導入し得る。胚性幹細胞に
ついて、胚性幹細胞株または新たに得た幹細胞のいずれかを使用し得る。
【０２９０】
　本発明の適切な実施形態では、全能性細胞は、胚性幹（ＥＳ）細胞である。線維芽細胞
からのＥＳ細胞の単離、ＥＳ細胞株の確立、およびその後の培養を、例えば、以下に記載
の従来の方法によって行う：Ｄｏｅｔｃｈｍａｎｎら、Ｊ．Ｅｍｂｒｙｏｌ．Ｅｘｐ．Ｍ
ｏｒｐｈ．８７：２７－４５（１９８５）；Ｌｉら、Ｃｅｌｌ　６９：９１５－９２６（
１９９２）；Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ，Ｅ．Ｊ．「Ｔｅｔｒａｃａｒｃｉｎｏｍａｓ　ａｎｄ
　Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａ
ｃｈ」Ｅ．Ｊ．Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ編，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒｄ，Ｅｎｇｌａ
ｎｄ（１９８７）；Ｗｕｒｓｔ　ａｎｄ　Ｊｏｙｎｅｒ，「Ｇｅｎｅ　Ｔａｒｇｅｔｉｎ
ｇ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ」Ａ．Ｌ．Ｊｏｙｎｅｒ編，ＩＲＬ　Ｐ
ｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒｄ，Ｅｎｇｌａｎｄ（１９９３）；Ｈｏｇｅｎら、「Ｍａｎｉｐｕ
ｌａｔｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｍｏｕｓｅ　Ｅｍｂｒｙｏ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎ
ｕａｌ」Ｈｏｇａｎ，Ｂｅｄｄｉｎｇｔｏｎ，ＣｏｓｔａｎｔｉｎｉおよびＬａｃｙ編，
Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　
Ｙｏｒｋ（１９９４）；およびＷａｎｇら、Ｎａｔｕｒｅ　３３６：７４１－７４４（１
９９２）。本発明の別の適切な実施形態では、全能性細胞は、胚性生殖（ＥＧ）細胞であ
る。胚性生殖細胞は、ＥＳ細胞と機能的に等価な未分化の細胞であり、これらを、培養し
てインビトロでトランスフェクトし、キメラの体細胞系列および生殖細胞系列に寄与し得
る（Ｓｔｅｗａｒｔら、Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．１６１：６２６－６２８（１９９４））。Ｅ
Ｇ細胞は、始原生殖細胞（配偶子の前駆体）の成長因子（白血病抑制因子、スチール因子
（ｓｔｅｅｌｆａｔｏｒ）、および塩基性線維芽細胞成長因子）と組み合わせた培養によ
って誘導する（Ｍａｔｓｕｉら、Ｃｅｌｌ　７０：８４１－８４７（１９９２）；Ｒｅｓ
ｎｉｃｋら、Ｎａｔｕｒｅ　３５９：５５０－５５１（１９９２））。Ｄｏｎｏｖａｎら
「Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ａｎｉｍａｌｓ，Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｕｓｅ」Ｌ
．Ｍ．Ｈｏｕｄｅｂｉｎｅ編，Ｈａｒｗｏｏｄ　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒ
ｓ（１９９７）の文献および本明細書中に引用した元の文献に記載の方法を使用して、Ｅ
Ｇ細胞の培養を行うことができる。
【０２９１】
　例えば、Ｊａｍｅｓら、Ｇｅｎｅｔ．Ｒｅｓ．Ｃａｍｂ．６０：１８５－１９４（１９
９２）；ＮａｇｙおよびＲｏｓｓａｎｔ，「Ｇｅｎｅ　Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ：Ａ　Ｐｒａ
ｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ」Ａ．Ｌ．Ｊｏｙｎｅｒ編，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘ
ｆｏｒｄ，Ｅｎｇｌａｎｄ（１９９３）；またはＫｕｂｉａｋおよびＴａｒｋｏｗｓｋｉ
，Ｅｘｐ．Ｃｅｌｌ　Ｒｅｓ．１５７：５６１－５６６（１９８５）に記載のように、天
然の接合体生成および成長または２細胞胚の電気融合による公知の方法によって本発明で
使用される四倍体線維芽細胞を得て、その後に培養し得る。
【０２９２】
　線維芽細胞へのＥＳ細胞の導入を、当該分野で公知の任意の方法によって行うことがで
きる。本発明の目的に適切な方法は、Ｗａｎｇら、ＥＭＢＯ　Ｊ．１０：２４３７－２４
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５０（１９９１）に記載の微量注入法である。
【０２９３】
　あるいは、改変胚性幹細胞トランスジェニック動物を生成し得る。遺伝子改変された胚
性幹細胞を、従来の技術にしたがって線維芽細胞に注入し、雌宿主哺乳動物を妊娠させた
。次いで、ヘテロ接合性子孫を、ＰＣＲまたはサザンブロッティングなどの技術を使用し
て、標的遺伝子座部位の変化の存在についてスクリーニングし得る。同種の野生型宿主と
の交配後、得られたキメラ子孫を交差交配（ｃｒｏｓｓ－ｍａｔｅｄ）させて、ホモ接合
性宿主を得ることができる。
【０２９４】
　免疫グロブリン遺伝子を変化させるためのターゲッティングベクターでの胚性幹細胞の
形質転換後、細胞を、適切な培地（例えば、ウシ胎児血清増強ＤＭＥＭ）中の支持層にプ
レートし得る。構築物を含む細胞を、選択培地の使用によって検出し、コロニーを十分な
時間成長させた後、コロニーを選別し、相同組換えの発生について分析し得る。構築物配
列を持つか持たないが、標的遺伝子座を対象とするプライマーを使用したポリメラーゼ連
鎖反応を使用し得る。次いで、相同組換えを示すコロニーを、胚の改変および胚盤胞注入
に使用し得る。胚盤胞を、過剰排卵雌から得ることができる。次いで、胚性幹細胞をトリ
プシン処理し、胚盤胞を含む液滴に改変細胞を添加し得る。少なくとも１つの改変胚性幹
細胞を、胚盤胞の胚盤腔に注入し得る。注入後、少なくとも１つの胚盤胞を、擬妊娠雌の
各子宮角に戻すことができる。次いで、雌を認識させ、得られた同腹子を、構築物を有す
る変異細胞についてスクリーニングする。胚盤胞を、形質転換したＥＳ細胞と異なる起源
のために選択する。胚盤胞およびＥＳ細胞の異なる表現型を得ることによって、キメラ子
孫を容易に検出し、改変免疫グロブリン遺伝子の存在を探索するために遺伝子型同定を行
うことができる。
【０２９５】
　他の実施形態では、精子媒介遺伝子移入を使用して、本明細書中に記載の遺伝子改変さ
れた有蹄動物を生成し得る。内因性免疫グロブリン遺伝子の発現を排除するか、外因性免
疫グロブリン遺伝子を挿入するための本明細書中に記載の方法および組成物を使用して、
本明細書中に記載されているか当該分野で公知の任意の技術によって精子細胞を遺伝子改
変し得る。次いで、遺伝子改変された精子を使用して、人工受精、細胞質内精子注入法、
または他の公知の技術によって雌レシピエントを妊娠させることができる。１つの実施形
態では、精子および／または精子の頭部を、外因性核酸と十分な時間インキュベートし得
る。十分な時間には、約３０秒間～約５分間、典型的には約４５秒間～約３分間、より典
型的には約１分間～約２分間が含まれる。特定の実施形態では、本明細書中に記載の有蹄
動物中での外因性（例えば、ヒト）免疫グロブリン遺伝子の発現を、細胞質内精子注入法
によって行うことができる。
【０２９６】
　遺伝子移入のためのベクターとしての精子細胞の潜在的用途は、Ｂｒａｃｋｅｔｔら、
Ｐｒｏｃ，Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　６８：３５３－３５７（１９７１）に
よって最初に示唆されていた。これに続いて、裸のＤＮＡによってインキュベートされた
精子での卵母細胞のインビトロでの受精後のトランスジェニックマウスおよびブタの生成
が報告されたが（例えば、Ｌａｖｉｔｒａｎｏら、Ｃｅｌｌ　５７：７１７－７２３（１
９８９）およびＧａｎｄｏｌｆｉら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
　ａｎｄ　Ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ　Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｓｅｒｉｅｓ　４，１０（１９８９
）を参照のこと）、他の研究者はこれらの実験を繰り返すことができなかった（例えば、
Ｂｒｉｎｓｔｅｒら、Ｃｅｌｌ　５９：２３９－２４１（１９８９）およびＧａｖｏｒａ
ら、Ｃａｎａｄｉａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　７１：
２８７－２９１（１９９１）を参照のこと）。それ以来、ニワトリ（例えば、Ｎａｋａｎ
ｉｓｈｉおよびＩｒｉｔａｎｉ，Ｍｏｌ．Ｒｅｐｒｏｄ．Ｄｅｖ．３６：２５８－２６１
（１９９３）を参照のこと）；マウス（例えば、Ｍａｉｏｎｅ，Ｍｏｌ．Ｒｅｐｒｏｄ．
Ｄｅｖ．５９：４０６（１９９８）を参照のこと）；およびブタ（例えば、Ｌａｖｉｔｒ
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ａｎｏら、Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ．Ｐｒｏｃ．２９：３５０８－３５０９（１９９７）；
Ｌａｖｉｔｒａｎｏら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９９：１４２
３０－５（２００２）；Ｌａｖｉｔｒａｎｏら、Ｍｏｌ．Ｒｅｐｒｏｄ．Ｄｅｖ．６４－
２８４－９１（２００３）を参照のこと）における首尾のよい精子媒介遺伝子移入がいく
つか報告されている。類似の技術は、以下にも記載されている：２００２年４月２３日に
付与された米国特許第６，３７６，７４３号；２００１年１１月２２日に公開された米国
特許公開番号２００１００４４９３７号および２００２年８月８日に公開された同第２０
０２０１０８１３２号。
【０２９７】
　他の実施形態では、細胞質内精子注入法を使用して、本明細書中に記載の遺伝子改変有
蹄動物を生成し得る。不受精卵母細胞の細胞質への外因性核酸および精子の同時挿入によ
ってこれを行って、トランスジェニック受精卵母細胞を形成し、トランスジェニック受精
卵母細胞をトランスジェニック胚、必要に応じて、生きた子孫に成長させることができる
。精子は、膜破壊精子頭部または脱膜（ｄｅｍｅｎｂｒａｎａｔｅｄ）精子頭部であり得
る。同時挿入工程は、精子の外因性核酸との十分な時間（例えば、約３０秒間～約５分間
、典型的には、約４５秒間～約３分間、より典型的には約１分間～約２分間）のプレイン
キュベーションサブ工程を含み得る。精子および外因性核酸の卵母細胞への同時挿入を、
微量注入によって行うことができる。精子と混合される外因性核酸は、本明細書中に記載
の１つを超える導入遺伝子にトランスジェニックな胚を生成するための１つを超える導入
遺伝子を含み得る。当該分野で公知の任意の技術によって細胞質内精子注入法を行うこと
ができる（例えば、米国特許第６，３７６，７４３号を参照のこと）。特定の実施形態で
は、本明細書中に記載の有蹄動物中での外因性（ヒトなど）免疫グロブリン遺伝子の発現
を、細胞質内精子注入法によって行うことができる。
【０２９８】
　当該分野で公知の任意のさらなる技術を使用して、動物に導入遺伝子を導入し得る。こ
のような技術には、以下が含まれるが、これらに限定されない：前核微量注入（例えば、
Ｈｏｐｐｅ，Ｐ．Ｃ．ａｎｄ　Ｗａｇｎｅｒ，Ｔ．Ｅ．，１９８９，米国特許第４，８７
３，１９１号を参照のこと）；生殖系列へのレトロウイルス媒介遺伝子移入（例えば、Ｖ
ａｎ　ｄｅｒ　Ｐｕｔｔｅｎら、１９８５，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，
ＵＳＡ　８２：６１４８－６１５２を参照のこと）；胚性幹細胞における遺伝子ターゲッ
ティング（例えば、Ｔｈｏｍｐｓｏｎら、１９８９，Ｃｅｌｌ　５６：３１３－３２１；
Ｗｈｅｅｌｅｒ，Ｍ．Ｂ．，１９９４，ＷＯ９４／２６８８４を参照のこと）；胚のエレ
クトロポレーション（例えば、Ｌｏ，１９８３，Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．３：１８
０３－１８１４を参照のこと）；細胞銃；トランスフェクション；形質導入；レトロウイ
ルス感染；アデノウイルス感染；アデノ随伴ウイルス感染；リポソーム媒介遺伝子移入；
裸のＤＮＡの移入；および精子媒介遺伝子移入（例えば、Ｌａｖｉｔｒａｎｏら、１９８
９，Ｃｅｌｌ　５７：７１７－７２３を参照のこと）など。このような技術の概説につい
ては、例えば、Ｇｏｒｄｏｎ，１９８９，Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ａｎｉｍａｌｓ，Ｉｎ
ｔｌ．Ｒｅｖ．Ｃｙｔｏｌ．１１５：１７１－２２９を参照のこと。特定の実施形態では
、本明細書中に記載の有蹄動物外因性（ヒトなど）免疫グロブリン遺伝子の発現を、これ
らの技術によって行うことができる。
【０２９９】
　（クローン化トランスジェニック子孫を生成するための体細胞核移植）
　本発明のさらなる局面では、有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、および／またはλ軽鎖の遺伝子
の１つの対立遺伝子、任意選択的に両方の対立遺伝子を欠く有蹄動物（ブタまたはウシな
ど）の細胞を、レシピエント細胞への核移植のドナー細胞として使用して、クローン化さ
れたトランスジェニック動物を生成し得る。あるいは、有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、および
／またはλ軽鎖の遺伝子ノックアウトを胚性幹細胞中で作製し、次いで、これを使用して
子孫を生成し得る。本明細書中に記載のプロセス、配列、および／または構築物にしたが
って生成した機能的な有蹄動物の重鎖、κ軽鎖、および／またはλ軽鎖の遺伝子の１つの
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対立遺伝子を欠く子孫を交配して、メンデル型遺伝によって両対立遺伝子の機能性を欠く
子孫をさらに生成し得る。
【０３００】
　別の実施形態では、本発明は、α－１，３－ＧＴ遺伝子についてヘテロ接合性の雄ブタ
とα－１，３－ＧＴ遺伝子についてヘテロ接合性の雌ブタとの交配による、機能的なα－
１，３－ＧＴ遺伝子のいかなる発現も欠く生きたブタの生成方法を提供する。１つの実施
形態では、α－１，３－ＧＴ遺伝子の１つの対立遺伝子をこの対立遺伝子の発現を妨害す
るように遺伝子改変されているので、ブタはヘテロ接合性である。別の実施形態では、α
－１，３－ＧＴ遺伝子の１つの対立遺伝子に点変異が存在するので、ブタはヘテロ接合性
である。別の実施形態では、点変異は、α－１，３－ＧＴ遺伝子のエクソン９の第２の塩
基でのＴ→Ｇ点変異であり得る。１つの特定の実施形態では、α－１，３－ＧＴ遺伝子の
エクソン９の第２の塩基でのＴ→Ｇ点変異を含む雄ブタを、α－１，３－ＧＴ遺伝子のエ
クソン９の第２の塩基でのＴ→Ｇ点変異を含む雌ブタと交配させる、機能的なα－１，３
－ＧＴのいかなる発現も欠くブタ動物の生成方法を提供する。
【０３０１】
　本発明は、体細胞核移植による機能的な免疫グロブリン遺伝子を欠く動物（ブタなど）
のクローニング方法を提供する。一般に、以下の工程：ドナー核供給源として使用すべき
所望の分化細胞を得る工程と、動物から卵母細胞を得る工程と、卵母細胞を除核する工程
と、例えば、融合または注入によって所望の分化細胞または細胞核を除核卵母細胞に移入
してＮＴ単位を形成する工程と、得られたＮＴ単位を活性化する工程と、培養したＮＴ単
位を宿主動物に移入して、ＮＴ単位を胎児に成長させる工程とを含む核移植プロセスによ
って動物を生成し得る。
【０３０２】
　核移植技術または核移植（ｎｕｃｌｅａｒ　ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ）技術は
、当該分野で公知である（Ｄａｉら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２０
：２５１－２５５；Ｐｏｌｅｊａｅｖａら、Ｎａｔｕｒｅ　４０７：８６－９０（２００
０）；Ｃａｍｐｂｅｌｌら、Ｔｈｅｒｉｏｇｅｎｏｌｏｇｙ，４３：１８１（１９９５）
；Ｃｏｌｌａｓら、Ｍｏｌ．Ｒｅｐｏｒｔ　Ｄｅｖ．，３８：２６４－２６７（１９９４
）；Ｋｅｅｆｅｒら、Ｂｉｏｌ．Ｒｅｐｒｏｄ．，５０：９３５－９３９（１９９４）；
Ｓｉｍｓら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，ＵＳＡ，９０：６１４３－６１
４７（１９９３）；ＷＯ９４／２６８８４；ＷＯ９４／２４２７４，およびＷＯ９０／０
３４３２，米国特許第４，９４４，３８４号、および同第５，０５７，４２０号）。
【０３０３】
　免疫グロブリン遺伝子を変化させるように改変したドナー細胞核を、レシピエント卵母
細胞に移入する。この方法の使用は、特定のドナー細胞型に制限されない。ドナー細胞は
、本明細書中に記載のとおりであり得る（例えば、Ｗｉｌｍｕｔら、Ｎａｔｕｒｅ　３８
５　８１０（１９９７）；Ｃａｍｐｂｅｌｌら、Ｎａｔｕｒｅ　３８０　６４－６６（１
９９６）；Ｄａｉら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２０：２５１－２５
５，２００２、またはＣｉｂｅｌｌｉら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２８０　１２５６－１２５８
（１９９８）も参照のこと）。正常な核型の全細胞（核移植で首尾よく使用し得る胚細胞
、胎児細胞、成体体細胞が含まれる）を使用し得る。胎児線維芽細胞は、特に有用なドナ
ー細胞クラスである。一般に適切な核移植法は、Ｃａｍｐｂｅｌｌら、Ｔｈｅｒｉｏｇｅ
ｎｏｌｏｇｙ　４３　１８１（１９９５），Ｄａｉら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｙ　２０：２５１－２５５，Ｐｏｌｅｊａｅｖａら、Ｎａｔｕｒｅ　４０７：８
６－９０（２０００），Ｃｏｌｌａｓら、Ｍｏｌ．Ｒｅｐｒｏｄ．Ｄｅｖ．３８　２６４
－２６７（１９９４），Ｋｅｅｆｅｒら、Ｂｉｏｌ．Ｒｅｐｒｏｄ．５０　９３５－９３
９（１９９４），Ｓｉｍｓら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ９０　
６１４３－６１４７（１９９３），ＷＯ－Ａ－９４２６８８４，ＷＯ－Ａ－９４２４２７
４，ＷＯ－Ａ－９８０７８４１，ＷＯ－Ａ－９００３４３２，米国特許第４，９９４，３
８４号、および米国特許第５，０５７，４２０号に記載されている。分化したまたは少な
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くとも部分的に分化したドナー細胞も使用し得る。休止期の核ドナー細胞は、インビトロ
で休止期に入るか休止期から出るように誘導し得る細胞である。先行技術の方法は、クロ
ーニング手順で胚細胞型も使用していた（Ｃａｍｐｂｅｌｌら（Ｎａｔｕｒｅ，３８０：
６４－６８，１９９６）およびＳｔｉｃｅら（Ｂｉｏｌ．Ｒｅｐｒｏｄ．，２０　５４：
１００－１１０，１９９６）。
【０３０４】
　体細胞性核ドナー細胞を、種々の異なる生物および組織（皮膚、間充組織、肺、膵臓、
心臓、腸、胃、膀胱、血管、腎臓、尿道、生殖器、および胚、胎児、または成体動物の全
部または一部の脱凝集調製物などであるが、これらに限定されない）から得ることができ
る。本発明の適切な実施形態では、核ドナー細胞は、上皮細胞、線維芽細胞、神経系細胞
、ケラチノサイト、造血細胞、メラノサイト、軟骨細胞、リンパ球（ＢおよびＴ）、マク
ロファージ、単球、単核細胞、心筋細胞、他の筋細胞、□ｘｔｅｎｄｅｄ□細胞、卵丘細
胞、上皮細胞、内皮細胞からなる群から選択される。別の実施形態では、核ドナーは胚性
幹細胞である。特定の実施形態では、ドナー細胞として線維芽細胞を使用し得る。
【０３０５】
　本発明の別の実施形態では、本発明の核ドナー細胞は、動物の胚細胞である。胚期、胎
児期、または成体期での動物種の任意の胚細胞を、核ドナー細胞として使用し得る。適切
な実施形態では、核ドナー細胞は、胚生殖細胞である。
【０３０６】
　アクセプター細胞と確実に同調させるために、核ドナー細胞を、細胞周期の任意の段階
（Ｇ０、Ｇ１、Ｇ２、Ｓ、Ｍ）で停止させることができる。当該分野で公知の方法を使用
して、細胞周期を改変し得る。細胞周期の調節方法には、以下が含まれるが、これらに限
定されない：培養細胞の接触阻害によって誘導されたＧ０休止期、血清または他の必須栄
養素の除去によって誘導されたＧ０休止期、老化よって誘導されたＧ０休止期、特定の成
長因子の添加よって誘導されたＧ０休止期、物理的または化学的手段（熱ショック、高圧
、または化学物質、ホルモン、成長因子、もしくは他の物質での他の処理など）よって誘
導されたＧ０またはＧ１休止期、複製手順の任意の時点を妨害する化学物質での処理によ
るＳ期抑制、蛍光標識細胞分取、有糸分裂シェイクオフ（ｍｉｔｏｔｉｃ　ｓｈａｋｅ　
ｏｆｆ）、微小管破壊薬での処理、または有糸分裂の進行を破壊する任意の化学物質を使
用した選択によるＭ基抑制（Ｆｒｅｓｈｎｅｙ，Ｒ．Ｉ，．「Ｃｕｌｔｕｒｅ　ｏｆ　Ａ
ｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌｓ：Ａ　Ｍａｎｕａｌ　ｏｆ　Ｂａｓｉｃ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ」
Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８３）参照のこと）。
【０３０７】
　卵母細胞の単離方法は、当該分野で周知である。本質的に、これは、動物の卵巣または
生殖器官からの卵母細胞の単離を含み得る。容易に利用可能な卵母細胞の供給源は、食肉
処理場の材料である。遺伝子改変、核移植、およびクローニングなどの技術の組み合わせ
のために、卵母細胞を、一般に、インビトロで変異させなければならず、その後に、これ
らの細胞を核移植のためのレシピエント細胞として使用するか、精子細胞によって受精さ
せて胚に成長させることができる。このプロセスは、一般に、哺乳動物卵巣（例えば、食
肉処理場から得たウシ卵巣）からの成熟（前期Ｉ）卵母細胞の回収、受精または除核前か
ら卵母細胞が中期ＩＩ段階に達するまで成熟培地中で卵母細胞を成熟させること（ウシ卵
母細胞の場合、一般に、吸引後約１８～２４時間で起こる）が必要である。この期間は、
「成熟期」として公知である。一定の実施形態では、未経産ブタ（ｇｉｌｔ）から卵母細
胞を得る。「未経産雌ブタ」は、子孫を産んだことのない雌ブタである。他の実施形態で
は、卵母細胞を、経産ブタ（ｓｏｗ）から得る。「経産ブタ」は、以前に子孫を産んでい
る雌ブタである。
【０３０８】
　中期ＩＩ段階の卵母細胞は、レシピエント卵母細胞となることができ、この段階では、
受精した精子と同様に卵母細胞が導入された核を処理するのに十分に「活性化」され得る
か、活性化されると考えられる。インビボで成熟した中期ＩＩ段階の卵母細胞を、核移植
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技術で首尾よく使用されている。本質的に、成熟中期ＩＩの卵母細胞を、発情期発生また
はヒト絨毛性ゴナドトロピン（ｈＣＧ）または類似のホルモンの注射から３５～４８時間
後または３９～４１時間後に非過剰排卵動物または過剰排卵動物から外科的に回収し得る
。卵母細胞を、適切な培地（ヒアルロニダーゼ（ｈｙａｌｕｒｏｄａｓｅ）溶液など）中
に入れることができる。
【０３０９】
　約１０～４０時間、約１６～１８時間、約４０～４２時間、または約３９～４１時間の
範囲の定時成熟期後、卵母細胞を除核し得る。除核前に、卵母細胞を取り出し、卵丘細胞
の除去前に適切な培地（１ｍｇ／ｍｌのヒアルロニダーゼを含むＨＥＣＭなど）に入れる
ことができる。次いで、裸の卵母細胞を、極体についてスクリーニングし、極体の存在に
よって決定した中期ＩＩ卵母細胞を選択し、核移植に使用し得る。除核を以下に示す。
【０３１０】
　公知の方法（米国特許第４，９９４，３８４号に記載の方法など）によって除核を行う
ことができる。例えば、中期ＩＩ卵母細胞を、任意選択的に７．５μｇ／ｍｌサイトカラ
シンＢを含むＨＥＣＭに入れるか（迅速な除核用）、適切な培地（例えば、胚培養培地（
ＣＲ１ａａ）＋１０％発情期ウシ精子）に入れ、次いで、２４時間以下または１６～１８
時間以下などで除核し得る。
【０３１１】
　マイクロピペットを使用して顕微外科的に除核して極体および隣接細胞質を除去し得る
。次いで、卵母細胞をスクリーニングして、首尾よく除核されているものを同定し得る。
卵母細胞の１つのスクリーニング方法は、卵母細胞を１μｇ／ｍｌ３３３４２Ｈｏｅｃｈ
ｓｔ色素のＨＥＣＭ溶液で染色し、次いで、１０秒未満の紫外線照射下で卵母細胞を目視
することである。次いで、首尾よく除核された卵母細胞を、適切な培養培地（例えば、Ｃ
Ｒ１ａａ＋１０％血清）に入れることができる。
【０３１２】
　次いで、除核した卵母細胞と同種の１つの哺乳動物細胞を、ＮＴ単位を生成するために
使用した除核卵母細胞の卵黄周囲腔に移入し得る。当該分野で公知の方法にしたがって、
哺乳動物細胞および除核卵母細胞を使用して、ＮＴ単位を生成し得る。例えば、細胞を、
電気融合によって融合し得る。原形質膜が一過性に破壊するのに十分な電気パルスの印加
によって電気融合を行う。膜が迅速に再形成されるので、原形質膜のこの破壊は非常に短
い。したがって、２つの隣接する膜の破壊が誘導されて、再形成の際に脂質二重層が混ざ
り合う場合、２細胞間に小さな通路を開けることができる。このような小開口部の熱力学
的不安定性により、２つの細胞が１つになるまで、開口部は大きくなる。例えば、Ｐｒａ
ｔｈｅｒらの米国特許第４，９９７，３８４号を参照のこと。種々の電気融合培地を使用
することができ、例えば、スクロース、マンノース、ソルビトール、およびリン酸緩衝溶
液が含まれる。融合誘導因子としてセンダイウイルスを使用して融合を行うこともできる
（Ｇｒａｈａｍ，Ｗｉｓｔｅｒ　Ｉｎｏｔ．Ｓｙｍｐ．Ｍｏｎｏｇｒ．，９，１９，１９
６９）。また、エレクトロポレーション融合を使用するよりも、卵母細胞中に核を直接注
入し得る。例えば、ＣｏｌｌａｓおよびＢａｒｎｅｓ，Ｍｏｌ．Ｒｅｐｒｏｄ．Ｄｅｖ．
，３８：２６４－２６７（１９９４）を参照のこと。融合後、得られた融合ＮＴ単位を、
活性化するまで適切な培地（例えば、ＣＲ１ａａ培地）に入れる。典型的には、その後に
短期間で（例えば、融合から２４時間未満、約４～９時間後、または、最適には、１～２
時間後）活性化し得る。特定の実施形態では、融合から少なくとも１時間後および成熟か
ら４０～４１時間後に活性化する。
【０３１３】
　ＮＴ単位を、公知の方法によって活性化し得る。このような方法には、例えば、生理学
的温度未満でのＮＴ単位の培養、非常に低温（ｃｏｌｄ）または実際には低温（ｃｏｏｌ
）でのＮＴ単位のショックが含まれる。胚が通常曝露される生理学的温度条件と比較して
低い室温でＮＴ単位を培養することによってこれを最も都合よく行うことができる。ある
いは、公知の活性化剤の適用によって活性化し得る。例えば、受精時の精子による卵母細
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胞の穿通により、融合前の卵母細胞を刺激して、より多数の生存可能な妊娠が得られ、核
移植後に複数の遺伝的に同一の子牛が得られることが示されている。また、電気ショック
および化学的ショックなどの処理を使用して、融合後のＮＴ胚を活性化し得る。例えば、
Ｓｕｓｋｏ－Ｐａｒｒｉｓｈらの米国特許第５，４９６，７２０号を参照のこと。ＥＣＭ
２００１　Ｅｌｅｃｔｒｏｃｅｌｌ　Ｍａｎｉｐｕｌａｔｏｒ（ＢＴＸ　Ｉｎｃ．，Ｓａ
ｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）を使用して、５Ｖで５秒間のＡＣパルスおよびその後の１．５ｋ
Ｖ／ｃｍで６０μ秒のＤＣパルスの印加によって融合および活性化を誘導し得る。さらに
、卵母細胞中の２価陽イオンの増加および卵母細胞中の細胞タンパク質のリン酸化の減少
を同時または連続的に行うことによって活性化し得る。一般に、例えば、イオノフォアの
形態の２価の陽イオン（例えば、マグネシウム、ストロンチウム、バリウム、またはカル
シウム）を卵母細胞の細胞質に導入することによってこれを行うことができる。２価陽イ
オンレベルの他の増加方法には、電気ショック、エタノールでの処理、およびケージ化（
ｃａｇｅｄ）キレート剤での処理が含まれる。公知の方法（例えば、キナーゼインヒビタ
ー（例えば、セリン－トレオニンキナーゼインヒビター（６－ジメチル－アミノプリン、
スタウロスポリン、２－アミノプリン、およびスフィンゴシンなど））の添加）によって
リン酸化を減少させることができる。あるいは、卵母細胞へのホスファターゼ（例えば、
ホスファターゼ２Ａおよびホスファターゼ２Ｂ）の導入によって、細胞タンパク質のリン
酸化を阻害し得る。
【０３１４】
　次いで、活性化ＮＴ単位（すなわち、「融合胚」）を、細胞コロニーが生成するまでイ
ンビトロの培養培地中で培養し得る。胚の培養および維持に適切な培養培地は、当該分野
で周知である。胚の培養および維持のために使用し得る公知の培地の例には、Ｈａｍ　Ｆ
－１０＋１０％ウシ胎児血清（ＦＣＳ）、組織培養培地－１９９（ＴＣＭ－１９９）＋１
０％ウシ胎児血清、Ｔｙｒｏｄｅｓ－アルブミン－ラクテート－ピルベート（ＴＡＬＰ）
、Ｄｕｌｂｅｃｃｏリン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）、Ｅａｇｌｅ培地、Ｗｈｉｔｔｅ
ｎ培地が含まれ、１つの特定の例では、活性化ＮＴ単位を、ＮＣＳＵ－２３培地にて、約
３８．６℃の加湿５％ＣＯ２大気下で約１～４時間培養し得る。
【０３１５】
　その後、培養ＮＴ単位を、洗浄し、次いで、適切な培地を含み、適切なコンフルエント
の支持細胞層を含み得るウェルプレートに入れることができる。適切な支持層には、例と
して、線維芽細胞および上皮細胞が含まれる。ＮＴ単位がレシピエント雌への移入または
細胞コロニーを生成するために使用し得る細胞を得るために適切なサイズに到達するまで
、ＮＴ単位を支持層上で培養する。これらのＮＴ単位を、少なくとも約２～４００細胞、
約４～１２８細胞、または少なくとも約５０細胞まで培養し得る。
【０３１６】
　次いで、活性化ＮＴ単位を、雌ブタの卵管に移入し得る。１つの実施形態では、雌ブタ
は、発情期同調化レシピエント未経産ブタであり得る。交雑未経産ブタ（ラージホワイト
／Ｄｕｒｏｃ／Ｌａｎｄｒａｃｅ）（２８０～４００ｌｂ）を使用し得る。試料に混合し
た１８～２０ｍｇのＲｅｇｕ－Ｍａｔｅ（Ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ，Ｈｏｅｃｈｓｔ，Ｗ
ａｒｒｅｎ，ＮＪ）の経口投与によって未経産ブタをレシピエントブタと同調化し得る。
Ｒｅｇｕ－Ｍａｔｅを、１４日間連続して与えることができる。１０００単位のヒト絨毛
ゴナドトロピン（ｈＣＧ，Ｉｎｔｅｒｖｅｔ　Ａｍｅｒｉｃａ，Ｍｉｌｌｓｂｏｒｏ，Ｄ
Ｅ）を、最後のＲｅｇｕ－Ｍａｔｅ処置から約１０５時間後に筋肉内（ｉ．ｍ．）投与し
得る。次いで、ｈＣＧ注射から約２２～２６時間後に胚移入を行うことができる。１つの
実施形態では、妊娠し、５匹の生きた子孫を得ることができる。別の実施形態では、妊娠
を初期に終了させ、胚細胞を採取し得る。
【０３１７】
　（所望のホモ接合性ノックアウトマウスの交配）
　別の局面では、本発明は、免疫グロブリン遺伝子にヘテロ接合性雄と免疫グロブリン遺
伝子にヘテロ接合性の雌との交配による、機能的免疫グロブリン遺伝子のいかなる発現も
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欠く生きた動物の生成方法を提供する。１つの実施形態では、動物は、免疫グロブリン遺
伝子の１つの対立遺伝子のこの対立遺伝子の発現を防止するための遺伝子改変により、ヘ
テロ接合性である。別の実施形態では、α－免疫グロブリン遺伝子の１つの対立遺伝子中
の点変異の存在により、動物はヘテロ接合性である。さらなる実施形態では、このような
ヘテロ接合性ノックアウトを、外因性免疫グロブリン（ヒトなど）を発現する有蹄動物と
交配し得る。１つの実施形態では、内因性免疫グロブリンの少なくとも１つの対立遺伝子
の発現を欠くトランスジェニック有蹄動物であって、免疫グロブリンが、重鎖、κ軽鎖、
およびλ軽鎖、またはその任意の組み合わせからなる群から選択される、トランスジェニ
ック有蹄動物と、外因性免疫グロブリンを発現する有蹄動物との交配によって動物を得る
ことができる。別の実施形態では、重鎖、κ軽鎖、およびλ軽鎖の１つの対立遺伝子の発
現を欠くトランスジェニック有蹄動物と、外因性（ヒトなど）免疫グロブリンを発現する
有呈動物との交配によって動物を得ることができる。さらなる実施形態では、重鎖、κ軽
鎖、およびλ軽鎖の１つの対立遺伝子の発現を欠き、かつ外因性（ヒトなど）免疫グロブ
リンを発現するトランスジェニック有蹄動物と、重鎖、κ軽鎖、およびλ軽鎖の１つの対
立遺伝子の発現を欠き、かつ外因性（ヒトなど）免疫グロブリンを発現する別のトランス
ジェニック有蹄動物とを交配し、それにより、重鎖、κ軽鎖、およびλ軽鎖の１つの対立
遺伝子の発現を欠き、かつ外因性（ヒトなど）免疫グロブリンを発現するホモ接合性トラ
ンスジェニック有蹄動物が生成されることによって動物を得ることができる。このような
動物の生成方法も提供する。
【０３１８】
　１つの実施形態では、免疫グロブリン遺伝子が二重ノックアウトされているドナー細胞
由来の核移植から生成した性的に成熟している動物を交配し、その子孫を、ホモ接合性ノ
ックアウトについて試験し得る。次いで、これらのホモ接合性ノックアウト動物を交配し
て、より多くの動物を生成し得る。
【０３１９】
　別の実施形態では、性的に成熟している二重ノックアウト動物由来の卵母細胞を、２つ
の遺伝的に異なるブタ系列由来の野生型精子を使用してインビトロで受精させ、適切な代
理動物に胚を移植し得る。これらの交配由来の子孫を、ノックアウトの存在について試験
し得る。例えば、これらを、ｃＤＮＡ配列決定および／またはＰＣＲによって試験し得る
。次いで、性的に成熟時に、これらの各同腹子由来の動物を作製し得る。本発明の局面の
一定の方法では、早期に妊娠を終了させ、それにより、胎児線維芽細胞を単離し、表現型
および／または遺伝子型についてさらに特徴づけることができる。次いで、免疫グロブリ
ン遺伝子の発現を欠く線維芽細胞を、本明細書中に記載の方法にしたがって核移植のため
に使用して、複数を妊娠させ、所望の二重ノックアウトを保有する子孫を生成し得る。
【０３２０】
　（さらなる遺伝子改変）
　他の実施形態では、本明細書中に記載のプロセス、配列、および／または構築物にした
がって生成した機能的免疫グロブリンの発現を欠く動物または細胞は、異種抗原の発現を
排除するためのさらなる遺伝子改変を含み得る。本明細書中に記載のトランスジェニック
細胞および動物から得た細胞のさらなる遺伝子改変、または本明細書中に記載の動物と、
さらに遺伝子改変した動物との交配によるさらなる遺伝子改変を行うことができる。この
ような動物を、α－１，３－ガラクトシルトランスフェラーゼ遺伝子、ＣＭＰ－Ｎｅｕ５
Ａｃヒドロキシラーゼ遺伝子（例えば、ＵＳＳＮ　１０／８６３，１１６号を参照のこと
）、ｉＧｂ３シンターゼ遺伝子（例えば、米国特許出願６０／５１７，５２４号を参照の
こと）、および／またはＦｏｒｓｓｍａｎシンターゼ遺伝子（例えば、米国特許出願６０
／５６８，９２２号を参照のこと）の少なくとも１つの対立遺伝子の発現を排除するよう
に改変し得る。さらなる実施形態では、本明細書中に開示の動物はまた、フコシルトラン
スフェラーゼ、シアリルトランスフェラーゼ、および／またはグルコシルトランスフェラ
ーゼファミリーの任意のメンバーを発現するための遺伝子改変を含み得る。これらのさら
なる遺伝子改変を達成するために、１つの実施形態では、複数の遺伝子が改変されるよう
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に細胞を改変し得る。他の実施形態では、動物を交配させて、複数の遺伝子を改変し得る
。１つの特定の実施形態では、本明細書中に記載のプロセス、配列、および／または構築
物にしたがって生成した機能的免疫グロブリンの発現を欠く動物（ブタなど）を、α－１
，３－ガラクトシルトランスフェラーゼ発現を欠く動物（ブタなど）と交配し得る（例え
ば、ＷＯ０４／０２８２４３号に記載）。
【０３２１】
　別の実施形態では、外因性拒絶を担うさらなる遺伝子の発現を、排除または減少させる
ことができる。このような遺伝子には、ＣＭＰ－ＮＥＵＡｃヒドロキシラーゼ遺伝子、イ
ソグロビオシド３シンターゼ遺伝子、およびＦｏｒｓｓｍａｎシンターゼ遺伝子が含まれ
るが、これらに限定されない。さらに、補体媒介溶解の抑制を担う補体関連タンパク質を
コードする遺伝子またはｃＤＮＡを、本発明の動物および組織中で発現することもできる
。このような遺伝子には、以下が含まれるが、これらに限定されない：ＣＤ５９、ＤＡＦ
、ＭＣＰ、およびＣＤ４６（例えば、ＷＯ９９／５３０４２号；Ｃｈｅｎら、Ｘｅｎｏｔ
ｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，Ｖｏｌｕｍｅ　６　Ｉｓｓｕｅ　３頁１９４－Ａｕｇｕ
ｓｔ　１９９９（ＣＤ５９／ＤＡＦ導入遺伝子を発現するブタを記載している）；Ｃｏｓ
ｔａ　Ｃら、Ｘｅｎｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．２００２　Ｊａｎ；９（１）：
４５－５７（ヒトＣＤ５９およびＨ－トランスフェラーゼを発現するトランスフェニック
ブタを記載している）；Ｚｈａｏ　Ｌら；Ｄｉａｍｏｎｄ　ＬＥらＴｒａｎｓｐｌａｎｔ
ａｔｉｏｎ．２００１　Ｊａｎ　１５；７１（１）：１３２－４２（ヒトＣＤ４６トラン
スジェニックブタを記載している）。
【０３２２】
　さらなる修飾には、以下が含まれ得る：組織因子経路インヒビター（ＴＦＰＩ）、ヘパ
リン、アンチトロンビン、ヒルジン、ＴＦＰＩ、ダニ抗凝固ペプチド、またはヘビ毒因子
、（ＷＯ９８／４２８５０号および米国特許第６，４２３，３１６号，タイトル「Ａｎｔ
ｉｃｏａｇｕｌａｎｔ　ｆｕｓｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｎｃｈｏｒｅｄ　ｔｏ　ｃｅ
ｌｌ　ｍｅｍｂｒａｎｅ」などに記載）；または細胞によって細胞接着分子の発現が下方
制御される抗体などの化合物（ＷＯ００／３１１２６号，タイトル「Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉ
ｏｎ　ｏｆ　ｘｅｎｏｇｒａｆｔ　ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ　ｂｙ　ｄｏｗｎ　ｒｅｇｕｌａ
ｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｃｅｌｌ　ａｄｈｅｓｉｏｎ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ」などに記載）
、および外因性ドナー生物由来のＣＴＬＡ－４の可溶性形態の器官レシピエントへの投与
などによってシグナル２による同時刺激が妨害される化合物（例えば、ＷＯ９９／５７２
６６号，タイトル「Ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｂｙ　ｂｌｏｃｋｉｎｇ　Ｔ
　ｃｅｌｌ　ｃｏ－ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ　ｓｉｇｎａｌ　２（Ｂ７／ＣＤ２８　ｉｎ
ｔｅｒａｃｔｉｏｎ）」に記載）。
【０３２３】
　本発明の一定の局面を、以下の非限定的な実施例でより詳細に説明する。
【実施例】
【０３２４】
　（実施例１：ブタ重鎖ターゲッティングおよび重鎖発現を欠くブタ動物の生成）
　ブタＩｇ重鎖遺伝子座の一部を、３Ｘ重複（ｒｅｄｕｎｄａｎｔ）ブタＢＡＣライブラ
リーから単離した。一般に、ＢＡＣライブラリーを、ブタ総ゲノムＤＮＡの断片化によっ
て生成し、次いで、これを使用して、全動物のゲノムの３倍に相当するＢＡＣライブラリ
ーを駆動し得る。次いで、ブタ重鎖免疫グロブリンを含むＢＡＣを、本明細書中に記載の
ブタ重鎖免疫グロブリンに選択性を示すプローブのハイブリダイズによって選択し得る。
【０３２５】
　クローン由来の配列（配列番号１）を使用して、Ｊ領域の一部に相補的なプライマーを
生成した（プライマーを、配列番号２に示す）。個別に、Ｉｇ重鎖μ定常領域の一部に相
補的なプライマーをデザインした（プロモーターを、配列番号３に示す）。これらのプラ
イマーを使用して、ブタＩｇ重鎖の一部（配列番号４に示す）を増幅し、機能的連結領域
（Ｊ領域）およびターゲッティングベクターのデザインおよび構築に十分に隣接した領域
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を得た。このフラグメントおよびこのフラグメントのサブクローンを元の状態で維持する
ために、これらのフラグメントを保有する大腸菌（Ｓｔａｂｌｅ　２，Ｉｎｖｉｔｒｏｇ
ｅｎ、カタログ番号１０２６－０１９）を、３０℃で維持した。配列番号４の領域をサブ
クローン化し、これを使用して、配列番号５に示すターゲッティングベクターをアセンブ
リした。このベクターを、ブタ胎児線維芽細胞にトランスフェクトし、その後、Ｇ４１８
での選択に供した。得られたクローンを、ＰＣＲによってスクリーニングして、潜在的な
ターゲッティング事象を検出した（配列番６および配列番号７、５’スクリーニングプラ
イマー；および配列番号８および配列番号９、３’スクリーニングプライマー）。ターゲ
ッティングを示すスキームについては、図１を参照のこと。サザンブロッティングによっ
てターゲッティングを確認した。核ドナーとしてターゲッティングされた胎児線維芽細胞
を使用した核移植によって子孫を生成した。
【０３２６】
　（核移植）
　ターゲッティングされた胎児線維芽細胞を、核ドナー細胞として使用した。当該分野で
周知の方法によって核移植を行った（例えば、Ｄａｉら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ　２０：２５１－２５５，２００２；およびＰｏｌｅｊａｅｖａら、Ｎａｔ
ｕｒｅ　４０７：８６－９０，２０００を参照のこと）。
【０３２７】
　ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ；４ｇｌ－１）を含む予め加温したＤｕｌｂｅｃｃｏ　リ
ン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）を使用した卵管の逆噴流によって、ｈＣＧ注入から４６
～５４時間後に卵母細胞を回収した（Ｐｏｌｅｊａｅｖａ，Ｉ．Ａ．，ら（Ｎａｔｕｒｅ
　４０７，８６－９０（２０００）に記載）。Ｐｏｌｅｊａｅｖａ，Ｉ．Ａ．，ら（Ｎａ
ｔｕｒｅ　４０７，８６－９０（２０００））に記載のように、インビトロで成熟させた
卵母細胞（ＢｉｏＭｅｄ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）の除核を、成熟から４０～４２時間後
に開始した。回収した卵母細胞を、４ｇｌ－１ＢＳＡを含む３８℃のＰＢＳで洗浄し、ラ
イブラリーに輸送するために３８℃の無カルシウムリン酸緩衝化ＮＣＳＵ－２３培地に移
した。除核のために、本発明者らは、５μｇｍｌ－１サイトカラシンＢ（Ｓｉｇｍａ）お
よび７．５μｇｍｌ－１Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３３４２（Ｓｉｇｍａ）を含む無カルシウム
リン酸緩衝化ＮＣＳＵ－２３培地中で卵母細胞を３８℃で２０分間インキュベートした。
次いで、第１の極体の真下の少量の細胞質を、１８μＭガラスピペット（Ｈｕｍａｇｅｎ
，Ｃｈａｒｌｏｔｔｅｓｖｉｌｌｅ，Ｖｉｒｇｉｎｉａ）を使用して吸引した。吸引した
核質を紫外線に曝露して、中期板の存在を確認した。
【０３２８】
　核移植のために、１つの線維芽細胞を、核除核卵母細胞と接触させて透明帯下に置いた
。ＥＣＭ２００１　Ｅｌｅｃｔｒｏｃｅｌｌ　Ｍａｎｉｐｕｌａｔｏｒ（ＢＴＸ　Ｉｎｃ
．，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）を使用した５Ｖで５秒間のＡＣパルスおよびその後の１
．５ｋＶ／ｃｍで６０μ秒のＤＣパルスの印加によって、融合および活性化を行った。融
合した胚を、ＮＣＳＵ－２３培地にて、約３８．６℃の加湿５％ＣＯ２大気下で約１～４
時間培養し、発情期同調レシピエント未経産ブタの卵管に移した。交配未経産ブタ（ｌａ
ｒｇｅ　ｗｈｉｔｅ／Ｄｕｒｏｃ／ｌａｎｄｒａｃｅ）（２８０－４００ｌｂ）を、試料
に混合した１８～２０ｍｇのＲｅｇｕ－Ｍａｔｅ（Ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ，Ｈｏｅｃｈ
ｓｔ，Ｗａｒｒｅｎ，ＮＪ）の経口投与によってレシピエントブタと同調化した。Ｒｅｇ
ｕ－Ｍａｔｅを、１４日間連続して与えた。ヒト絨毛ゴナドトロピン（ｈＣＧ，１０００
単位；Ｉｎｔｅｒｖｅｔ　Ａｍｅｒｉｃａ，Ｍｉｌｌｓｂｏｒｏ，ＤＥ）を、最後のＲｅ
ｇｕ－Ｍａｔｅ処置から約１０５時間後に筋肉内投与した。ｈＣＧ注射から約２２～２６
時間後に胚移入を行った。
【０３２９】
　核移植によって、４つの同腹子から１８頭の健康なブタが誕生した。これらの動物は、
１つの機能的な野生型Ｉｇ重鎖遺伝子座および１つの破壊Ｉｇ重鎖遺伝子座を有する。
【０３３０】
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【化８３】

　細胞およびブタ組織サンプルのサザンブロット分析。細胞または組織サンプルを、溶解
緩衝液（１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．５）、１０ｍＭ　ＥＤＴＡ、１０ｍＭ　ＮａＣｌ
、０．５％（ｗ／ｖ）Ｓａｒｃｏｓｙｌ、１ｍｇ／ｍｌプロテイナーゼＫ）中で６０℃で
一晩溶解し、エタノールでＤＮＡを沈殿させた。次いで、ＤＮＡを、ＮｃｏＩおよびＸｂ
ａＩ（使用プローブによる）で消化し、１％アガロースゲルで分離した。電気泳動後、Ｄ
ＮＡを、ナイロンメンブレンに移し、ジゴキシゲニン標識プローブ（ＮｃｏＩ消化物につ
いては配列番号４、ＸｂａＩ消化物については配列番号４０）で探索した。化学発光基質
系（Ｒｏｃｈｅ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ）を使用してバンドを
検出した。
【０３３１】
　（重鎖サザン用のプローブ）
　（ＨＣＪプローブ（ＸｂａＩ消化物と使用））
【０３３２】

【化８４】

　（ＨＣ　Ｍｕプローブ、（ＮｃｏＩ消化物と使用））
【０３３３】

【化８５】



(147) JP 2012-196234 A 2012.10.18

10

20

30

40

50

　（実施例２：ブタκ軽鎖ターゲッティングおよびκ軽鎖発現を欠くブタの生成）
　ブタＩｇκ軽鎖遺伝子座の一部を、３Ｘ重複（ｒｅｄｕｎｄａｎｔ）ブタＢＡＣライブ
ラリーから単離した。一般に、ＢＡＣライブラリーを、ブタ総ゲノムＤＮＡの断片化によ
って生成し、次いで、これを使用して、全動物のゲノムの３倍に相当するＢＡＣライブラ
リーを誘導し得る。次いで、ブタ軽鎖免疫グロブリンを含むＢＡＣを、本明細書中に記載
のブタκ差免疫グロブリンに選択性を示すプローブのハイブリダイズによって選択し得る
。
【０３３４】
　Ｊ領域の一部に相補的なプライマー（プライマーを、配列番号１０に示す）およびκＣ
領域の一部に相補的なプライマー（配列番号１１に示す）を使用して、ブタＩｇ軽鎖κの
フラグメントを増幅した。得られたアンプリマーを、プラスミドベクターにクローン化し
、Ｓｔａｂｌｅ２細胞中にて３０℃で維持した（配列番号１２）。略図については、図２
を参照のこと。
【０３３５】
　個別に、Ｃ領域の一部に相補的なプライマー（配列番号１３）およびκエンハンサー領
域の一部に相補的なプライマー（配列番号１４）を使用して、ブタＩｇ軽鎖κのフラグメ
ントを増幅した。得られたプライマーを、制限酵素によって断片化し、生成されたＤＮＡ
フラグメントをクローン化し、３０℃でＳｔａｂｌｅ２中に維持し、配列検定した。この
配列決定の結果として、２つの非重複コンティグをアセンブリした（配列番号１５、アン
プリマーの５’部分および配列番号１６、アンプリマーの３’部分）。下流コンティグ由
来の配列（配列番号１６）を使用して、プライマー組（配列番号１７および配列番号１８
）をデザインし、これを使用して、エンハンサー（配列番号１９）付近の連続フラグメン
トを増幅した。配列番号１２および配列番号１９のサブクローンを使用して、ターゲッテ
ィングベクター（配列番号２０）を構築した。このベクターを、ブタ胎児線維芽細胞にト
ランスフェクトし、その後に、Ｇ４１８での選択に供した。得られたコロニーを、ＰＣＲ
によってスクリーニングして、潜在的なターゲッティング事象を検出した（配列番号２１
および配列番号２２、５’スクリーニングベクター；および配列番号２３および配列番号
４３、３’スクリーニングベクター、および配列番号２４および配列番号２４、内因性ス
クリーニングプライマー）。サザンブロッティングによってターゲッティングを確認した
。さらなるκ配列のクローニングによってサザンブロットストラテジーデザインを容易に
し、これは、生殖系列κ転写物（配列番号２５）のテンプレートに対応する。核移植によ
って胎児ブタを生成した。
【０３３６】
　（核移植）
　ターゲッティングされた胎児線維芽細胞を、核ドナー細胞として使用した。当該分野で
周知の方法によって核移植を行った（例えば、Ｄａｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２０：２５１－２５５，２００２；およびＰｏｌｅｊａｅｖ
ａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　４０７：８６－９０，２０００を参照のこと）。
【０３３７】
　ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ；４ｇｌ－１）を含む予め加温したＤｕｌｂｅｃｃｏ　リ
ン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）を使用した卵管の逆噴流によって、ｈＣＧ注入から４６
～５４時間後に卵母細胞を回収した（Ｐｏｌｅｊａｅｖａ，Ｉ．Ａ．，ｅｔ　ａｌ（Ｎａ
ｔｕｒｅ　４０７，８６－９０（２０００）に記載）。Ｐｏｌｅｊａｅｖａ，Ｉ．Ａ．，
ｅｔ　ａｌ．（Ｎａｔｕｒｅ　４０７，８６－９０（２０００））に記載のように、ｉｎ
　ｖｉｔｒｏで成熟させた卵母細胞（ＢｉｏＭｅｄ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）の除核を、
成熟から４０～４２時間後に開始した。回収した卵母細胞を、４ｇｌ－１ＢＳＡを含む３
８℃のＰＢＳで洗浄し、ライブラリーに輸送するために３８℃の無カルシウムリン酸緩衝
化ＮＣＳＵ－２３培地に移した。除核のために、本発明者らは、５μｇｍｌ－１サイトカ
ラシンＢ（Ｓｉｇｍａ）および７．５μｇｍｌ－１Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３３４２（Ｓｉｇ
ｍａ）を含む無カルシウムリン酸緩衝化ＮＣＳＵ－２３培地中で卵母細胞を３８℃で２０
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ピペット（Ｈｕｍａｇｅｎ，Ｃｈａｒｌｏｔｔｅｓｖｉｌｌｅ，Ｖｉｒｇｉｎｉａ）を使
用して吸引した。吸引した核質を紫外線に曝露して、中期板の存在を確認した。
【０３３８】
　核移植のために、１つの線維芽細胞を、各除核卵母細胞と接触させて透明帯下に置いた
。ＥＣＭ２００１　Ｅｌｅｃｔｒｏｃｅｌｌ　Ｍａｎｉｐｕｌａｔｏｒ（ＢＴＸ　Ｉｎｃ
．，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）を使用した５Ｖで５秒間のＡＣパルスおよびその後の１
．５ｋＶ／ｃｍで６０μ秒のＤＣパルスの印加によって、融合および活性化を行った。融
合した胚を、ＮＣＳＵ－２３培地にて、約３８．６℃の加湿５％ＣＯ２大気下で約１～４
時間培養し、発情期同調レシピエント未経産ブタの卵管に移した。交配未経産ブタ（ｌａ
ｒｇｅ　ｗｈｉｔｅ／Ｄｕｒｏｃ／ｌａｎｄｒａｃｅ）（２８０－４００ｌｂ）を、試料
に混合した１８～２０ｍｇのＲｅｇｕ－Ｍａｔｅ（Ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ，Ｈｏｅｃｈ
ｓｔ，Ｗａｒｒｅｎ，ＮＪ）の経口投与によってレシピエントブタと同調化した。Ｒｅｇ
ｕ－Ｍａｔｅを、１４日間連続して与えた。ヒト絨毛ゴナドトロピン（ｈＣＧ，１０００
単位；Ｉｎｔｅｒｖｅｔ　Ａｍｅｒｉｃａ，Ｍｉｌｌｓｂｏｒｏ，ＤＥ）を、最後のＲｅ
ｇｕ－Ｍａｔｅ処置から約１０５時間後筋肉内投与した。ｈＣＧ注射から約２２～２６時
間後に胚移入を行った。
【０３３９】
　κターゲッティングされた細胞を使用した核移植によって、５つの同腹子から３３頭の
健康なブタが誕生した。これらのブタは、１つの機能的な野生型ブタＩｇ軽鎖κ対立遺伝
子および１つの破壊Ｉｇ軽鎖κ対立遺伝子を有する。
【０３４０】
【化８６】

【０３４１】
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【化８７】

　細胞およびブタ組織サンプルのサザンブロット分析。細胞または組織サンプルを、溶解
緩衝液（１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．５）、１０ｍＭ　ＥＤＴＡ、１０ｍＭ　ＮａＣｌ
、０．５％（ｗ／ｖ）Ｓａｒｃｏｓｙｌ、１ｍｇ／ｍｌプロテイナーゼＫ）中で６０℃で
一晩溶解し、エタノールでＤＮＡを沈殿させた。次いで、ＤＮＡを、ＳａｃＩで消化し、
１％アガロースゲルで分離した。電気泳動後、ＤＮＡを、ナイロンメンブレンに移し、ジ
ゴキシゲニン標識プローブ（配列番号４０）で探索した。化学発光基質系（Ｒｏｃｈｅ　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ）を使用してバンドを検出した。
【０３４２】
　（κサザン用のプローブ）
　（Kappa５ＡｒｍＰｒｏｂｅ５’/３’）
【０３４３】

【化８８】

　（実施例３：ブタλ遺伝子座の特徴付け）
　無効なブタλを破壊するために、Ｊ～Ｃ発現カセットのコンカテマーを含むλ遺伝子座
領域を除去または破壊するターゲッティングストラテジーを導いた。ブタゲノムの一部を
含むＢＡＣクローンを、生成し得る。ブタＩｇλ鎖遺伝子座の一部を、３Ｘ重複ブタＢＡ
Ｃライブラリーから単離した。一般に、一般に、ＢＡＣライブラリーを、ブタ総ゲノムＤ
ＮＡの断片化によって生成し、次いで、これを使用して、全動物のゲノムの３倍に相当す
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るＢＡＣライブラリーを誘導し得る。次いで、ブタλ鎖免疫グロブリンを含むＢＡＣを、
本明細書中に記載のブタλ鎖免疫グロブリンに選択性を示すプローブのハイブリダイズに
よって選択し得る。
【０３４４】
　λＪ～Ｃ領域を含むＢＡＣクローン（図３を参照のこと）を、独立して断片化し、プラ
スミドベクターにサブクローン化した。各サブクローンを、Ｊ～Ｃイントロンの一部の存
在についてＰＣＲによってスクリーニングした。一方のＣ領域から次のＣ領域までの増幅
によってこれらのカセットのいくつかをクローン化した。任意の１つのＣ領域内のを多岐
にわたって伸長するように配向したプライマーの使用によってこの増幅を行った（配列番
号２６および配列番号２７）。首尾よく増幅させるために、伸長産物は、隣接Ｃ領域を起
源とする伸長産物に収斂する（同一のＣ領域と対立する）。このストラテジーにより、主
に、一方のＣ領域から次のＣ領域まで伸長したアンプリマーが生成される。しかし、いく
つかのアンプリマーは、隣接Ｃから隣接Ｃを超えて存在する次のＣにわたる増幅の結果で
ある。これらの多遺伝子アンプリマーは、Ｃの一部、次のＪ単位～Ｃ単位のＪおよびＣ領
域、第３のＪ単位～Ｃ単位のＪ領域、および第３のＪ単位～Ｃ単位のＣ領域の一部を含む
。配列番号２８は、１つのこのようなアンプリマーであり、除去または破壊されなければ
ならない配列を示す。
【０３４５】
　クローン化された他のブタλ鎖配列には、以下が含まれる：配列番号３２（ブタλ軽鎖
の第１のλＪ／Ｃ領域の５’隣接配列を含む）、配列番号３３（ブタλ軽鎖ゲノム配列の
λＪ／Ｃクラスター領域の３’隣接配列を含む（λＪ／Ｃの約２００塩基対下流から））
、配列番号３４（ブタλ軽鎖ゲノム配列のＪ／Ｃクラスター領域の３’隣接配列を含む（
Ｊ／Ｃクラスターの約１１．８Ｋｂ下流））、配列番号３５（λの約１２Ｋｂ下流を含む
（エンハンサー配列が含まれる））、配列番号３６（λの約１７．６Ｋｂ下流を含む）、
配列番号３７（λのｙａｋｕ１９．１Ｋｂ下流を含む）、配列番号３８（λの約２１．３
Ｋｂ下流を含む）、配列番号３９（λの約２７Ｋｂ下流を含む）。
【０３４６】
【化８９】

　（実施例４：λ遺伝子ターゲッティングベクターの生成）
　１つの例では、Ｊ１の上流領域に相同な１つのアームおよび最後のＣの下流の領域に相
同な他のアームを使用して、ベクターをデザインし、構築した。Ｊ１の下流をターゲッテ
ィングするように１つのターゲッティングベクターをデザインした。本明細書中に記載さ
れているか当該分野で公知の正および負の選択マーカーの任意の組み合わせを使用し得る
。単純ヘルペスチミジンキナーゼ（ＴＫ）およびＴｎ５アミノグリコシドホスホトランス
フェラーゼ（Ｎｅｏ耐性）遺伝子のコード領域から構成される融合遺伝子を使用する。こ
の融合遺伝子は、本明細書中に記載されているか当該分野で公知の任意の部位特異的リコ
ンビナーゼ（ＳＳＲＲＳ）の認識部位（ｌｏｘ部位など）に隣接している。Ｇ４１８選択
の使用によるターゲッティングされた細胞の単離の際、マーカー遺伝子を欠失するために
Ｃｒｅがトランスで供給される（図５を参照のこと）。マーカー遺伝子を欠失した細胞を
、ＴＫによって有毒産物（ガンシクロビルなど）に代謝され得る当該分野で公知の任意の
薬物の付加によって選択する。次いで、得られた遺伝子型を、第２ベクターでターゲッテ
ィングする。第２のターゲッティングベクター（図６）を、最後のＣの下流をターゲッテ
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接する正／負選択系を使用する。組換え部位を、第１のターゲッティング事象に関して離
れて配置する。ターゲッティングされた遺伝子型の単離の際、第１のターゲッティング事
象中で提供された組換え部位から第２のターゲッティング事象中で送達された組換え部位
までの欠失を媒介するために、Ｃｒｅは、再度トランスで供給される。全Ｊ～Ｃクラスタ
ーが除去される。適切な遺伝子型を、ガンシクロビルの投与によって再度選択する。
【０３４７】
　別の例では、挿入ターゲッティングベクターを使用して、独立して各Ｃ領域を破壊する
。個別のＣ領域遺伝子を破壊するように挿入ターゲッティングベクターをデザインし、ア
センブリする。Ｊ～Ｃクラスター中に少なくとも３つのＪ～Ｃ領域が存在する。本発明者
らは、第１および最後のＣ領域をターゲッティングし、かつターゲッティングベクター中
に部位特異的リコンビナーゼ部位を含むようなベクターのデザインを始めている。一旦両
インサートが作製されると、部位特異的リコンビナーゼを使用して、介在領域を欠失する
。
【０３４８】
　（実施例５：κ単一ノックアウトブタを使用した重鎖単一ノックアウトの交配）
　１つの破壊されたＩｇ重鎖遺伝子座および１つの破壊されたＩｇ軽鎖κ対立遺伝子の両
方を有するブタを生成するために、単一ノックアウト動物を交配した。第１の妊娠によっ
て４頭の胎児が得られ、そのうちの２頭は、ＰＣＲおよびサザンの両方によって重鎖およ
びκターゲッティング事象について陽性とスクリーニングされた（プライマーについては
、実施例１および２を参照のこと）。胎児線維芽細胞を単離し、拡大し、凍結した。重鎖
単一ノックアウトを使用したκ単一ノックアウトの交配に由来する第２の妊娠により、４
頭の健康な子豚が得られた。
【０３４９】
　重鎖単一ノックアウトおよびκ鎖単一ノックアウトを含む胎児線維芽細胞を、さらなる
ターゲッティングに使用する。このような細胞を使用して、本明細書中に記載の方法およ
び組成物によってλ遺伝子座をターゲッティングする。得られた子孫は、重鎖、κ鎖、お
よびλ鎖についてヘテロ接合性ノックアウトである。これらの動物を、本明細書中に記載
のヒトＩｇ遺伝子を含む動物とさらに交配し、その後に他の単一Ｉｇノックアウト動物と
交配して、ヒトＩｇ置換遺伝子を有する豚Ｉｇ二重ノックアウト動物が得られる。
【０３５０】
　本発明を、その好ましい実施形態を参照して説明した。本発明の上記の詳細な説明から
、本発明の種々の変更形態および修正形態が当業者に明らかである。
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