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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞のゲノムの遺伝子座内に組み込まれた外因性核酸配列を含む単離された細胞であっ
て、前記遺伝子座は、
　（ａ）配列番号１または配列番号４に対して少なくとも９０％同一であり、
　（ｂ）外因性核酸配列によってコードされるタンパク質の発現を、ゲノム中へのランダ
ム組込みによって典型的に観察される発現と比較して少なくとも１．５倍増強することが
可能である
ヌクレオチド配列を含む、細胞。
【請求項２】
　前記細胞がＣＨＯ細胞である、請求項１に記載の細胞。
【請求項３】
　前記外因性核酸配列が、１または複数の組換え認識配列を含む、
請求項１または２に記載の細胞。
【請求項４】
　前記外因性核酸配列が、少なくとも２つの組換え認識配列と、前記２つの組換え認識配
列間に配置された選択可能なマーカーとを含む、
請求項３に記載の細胞。
【請求項５】
　前記少なくとも２つの組換え認識配列が、ＬｏｘＰ部位、Ｌｏｘ５１１部位、Ｌｏｘ２
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２７２部位、Ｌｏｘ２３７２部位、Ｌｏｘ５１７１部位、Ｌｏｘｍ２部位、Ｌｏｘ７１部
位、Ｌｏｘ６６部位、ＬｏｘＦａｓ部位およびｆｒｔ部位からなる群から選択される、
請求項４に記載の細胞。
【請求項６】
　前記外因性核酸配列が第１の外因性の目的の遺伝子（ＧＯＩ）および第１の外因性プロ
モーターを含み、前記第１の外因性ＧＯＩが前記第１の外因性プロモーターに作動可能に
連結している、請求項１～５のいずれか一項に記載の細胞。
【請求項７】
　前記外因性核酸配列が、
　（ａ）第２の外因性ＧＯＩおよび第２の外因性プロモーターであって、前記第２の外因
性ＧＯＩが前記第１のＧＯＩの３’側に位置し、前記第２の外因性プロモーターに作動可
能に連結している、第２の外因性ＧＯＩおよび第２の外因性プロモーター、ならびに
　（ｂ）前記第１の外因性ＧＯＩの５’側の第１の組換え認識配列、前記第１の外因性Ｇ
ＯＩの３’側の第２の組換え認識配列および前記第２の外因性ＧＯＩの３’側の第３のリ
コンビナーゼ認識配列
をさらに含む、
請求項６に記載の細胞。
【請求項８】
　前記第１および第２の組換え認識配列は異なり、かつＬｏｘＰ部位、Ｌｏｘ５１１部位
、Ｌｏｘ２２７２部位、Ｌｏｘ２３７２部位、Ｌｏｘ５１７１部位、Ｌｏｘｍ２部位、Ｌ
ｏｘ７１部位、Ｌｏｘ６６部位、ＬｏｘＦａｓ部位およびｆｒｔ部位からなる群から選択
される、
請求項７に記載の細胞。
【請求項９】
　前記第１の外因性ＧＯＩが抗体の軽鎖またはその断片をコードし、前記第２の外因性Ｇ
ＯＩが抗体の重鎖またはその断片をコードする、請求項７に記載の細胞。
【請求項１０】
　前記外因性核酸配列が第３の外因性ＧＯＩをさらに含む、
請求項７に記載の細胞。
【請求項１１】
　前記第３の外因性ＧＯＩが前記第２の外因性ＧＯＩの３’側に位置する、
請求項１０に記載の細胞。
【請求項１２】
　前記第１、第２および第３のＧＯＩが（ｉ）抗体の第１の軽鎖もしくはその抗原結合性
断片、抗体の第２の軽鎖もしくはその抗原結合性断片および抗体の重鎖もしくはその抗原
結合性断片、または（ｉｉ）抗体の軽鎖もしくはその抗原結合性断片、抗体の第１の重鎖
もしくはその抗原結合性断片および抗体の第２の重鎖もしくはその抗原結合性断片からな
る群から選択されるポリペプチドをコードする、
請求項１０に記載の細胞。
【請求項１３】
　ＣＨＯ細胞ゲノムを改変する方法であって、ＣＨＯ細胞中に外因性核酸を導入するステ
ップを含み、前記外因性核酸は前記細胞のゲノムの遺伝子座に組み込まれ、前記遺伝子座
は、
　（ａ）配列番号１または配列番号４に対して少なくとも９０％同一であり、
　（ｂ）外因性核酸配列によってコードされるタンパク質の発現を、ゲノム中へのランダ
ム組込みによって典型的に観察される発現と比較して少なくとも１．５倍増強することが
可能である
ヌクレオチド配列を含む、方法。
【請求項１４】
　前記外因性核酸が、１または複数の組換え認識配列を含む、
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請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記外因性核酸が、少なくとも２つの組換え認識配列と、前記２つの組換え認識配列間
に配置された選択可能なマーカーとを含む、
請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記少なくとも２つの組換え認識配列が、ＬｏｘＰ部位、Ｌｏｘ５１１部位、Ｌｏｘ２
２７２部位、Ｌｏｘ２３７２部位、Ｌｏｘ５１７１部位、Ｌｏｘｍ２部位、Ｌｏｘ７１部
位、Ｌｏｘ６６部位、ＬｏｘＦａｓ部位およびｆｒｔ部位からなる群から選択される、
請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記外因性核酸が第１の外因性の目的の遺伝子（ＧＯＩ）を含む、
請求項１４に記載の方法。
【請求項１８】
　前記外因性核酸は第２の外因性ＧＯＩをさらに含み、かつ、前記第１の外因性ＧＯＩの
３’側に配置される、
請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記第１の外因性ＧＯＩは抗体の軽鎖またはその抗原結合性断片をコードし、前記第２
の外因性ＧＯＩは抗体の重鎖またはその抗原結合性断片をコードする、
請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記外因性核酸がベクターを含むビヒクルを使用して導入され、前記ベクターは、
　ａ）配列番号１または配列番号４のヌクレオチド配列中に存在する配列に対して相同な
５’相同アーム、
　ｂ）前記外因性核酸、および
　ｃ）配列番号１または配列番号４のヌクレオチド配列中に存在する配列に対して相同な
３’相同アーム
を含む、請求項１３～１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　前記外因性核酸が、少なくともさらなるベクターまたはｍＲＮＡ分子を含むビヒクルを
使用して導入され、かつ
　前記さらなるベクターは、アデノウイルス、レンチウイルス、レトロウイルス、アデノ
随伴ウイルス、組込みファージベクター、非ウイルスベクター、トランスポゾンおよび／
もしくはトランスポザーゼ、インテグラーゼ基質ならびにプラスミドからなる群から選択
され、ならびに／または前記さらなるベクターは、ジンクフィンガーヌクレアーゼ（ＺＦ
Ｎ）、ＺＦＮダイマー、転写アクチベーター様エフェクターヌクレアーゼ（ＴＡＬＥＮ）
、ＴＡＬエフェクタードメイン融合タンパク質およびはＲＮＡガイドＤＮＡエンドヌクレ
アーゼからなる群から選択される部位特異的ヌクレアーゼをコードする核酸を含む、
請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記外因性核酸を導入するステップの前に、前記ＣＨＯ細胞は前記遺伝子座に組み込ま
れた１または複数の組換え認識配列を含み、前記外因性核酸は、前記遺伝子座の前記１ま
たは複数の組換え認識配列に導入される、
請求項１３～１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２３】
　前記外因性核酸を導入するステップの前に、ＣＨＯ細胞は前記遺伝子座に組み込まれた
少なくとも２つの組換え認識配列と、前記２つの組換え認識配列間に配置された選択可能
なマーカーとを含み、
請求項１３～１９のいずれか一項に記載の方法。
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【請求項２４】
　前記少なくとも２つの組換え認識配列は異なり、かつＬｏｘＰ部位、Ｌｏｘ５１１部位
、Ｌｏｘ２２７２部位、Ｌｏｘ２３７２部位、Ｌｏｘ５１７１部位、Ｌｏｘｍ２部位、Ｌ
ｏｘ７１部位、Ｌｏｘ６６部位、ＬｏｘＦａｓ部位およびｆｒｔ部位からなる群から選択
される、
請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
前記外因性核酸は第１の外因性プロモーターに作動可能に連結した第１の外因性の目的の
遺伝子（ＧＯＩ）、前記第１の外因性プロモーターの５’において配置された第１の組換
え認識配列、および前記第１の外因性ＧＯＩの３’において配置された第２の組換え認識
配列を含み、前記第１および第２の組換え認識配列はそれぞれ、前記外因性核酸を導入す
るステップの前にゲノムの前記遺伝子座に存在する前記少なくとも２つの組換え認識配列
と同一である、
請求項１３～１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２６】
前記第１および第２の組換え認識配列は異なり、かつＬｏｘＰ部位、Ｌｏｘ５１１部位、
Ｌｏｘ２２７２部位、Ｌｏｘ２３７２部位、Ｌｏｘ５１７１部位、Ｌｏｘｍ２部位、Ｌｏ
ｘ７１部位、Ｌｏｘ６６部位、ＬｏｘＦａｓ部位およびｆｒｔ部位からなる群から選択さ
れる、
請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記外因性核酸は、第２の外因性プロモーターに作動可能に連結した第２の外因性ＧＯ
Ｉをさらに含み、前記第２の外因性ＧＯＩは前記第１の外因性ＧＯＩの３’側かつ前記第
２の組換え認識配列の５’側に配置される、
請求項２５に記載の方法。
【請求項２８】
　前記第１の外因性ＧＯＩは抗体の軽鎖またはその抗原結合性断片をコードし、前記第２
の外因性ＧＯＩは抗体の重鎖またはその抗原結合性断片をコードする、
請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　細胞において目的の遺伝子（ＧＯＩ）を発現させる方法であって、
　ａ）前記細胞のゲノムの遺伝子座内に組み込まれた外因性核酸配列を含む細胞を提供す
るステップであって、前記外因性核酸配列は第１のプロモーターに作動可能に連結した第
１の外因性ＧＯＩを含み、前記遺伝子座は、（ｉ）配列番号１または配列番号４に対して
少なくとも９０％同一であり、（ｉｉ）外因性核酸配列によってコードされるタンパク質
の発現を、ゲノム中へのランダム組込みによって典型的に観察される発現と比較して少な
くとも１．５倍増強することが可能であるヌクレオチド配列を含み、前記第１の外因性Ｇ
ＯＩは第１の目的のタンパク質（ＰＯＩ）をコードする、ステップ；
　ｂ）（ａ）の前記細胞を、前記第１の外因性ＧＯＩの発現を可能にする条件下で培養す
るステップ；および
　ｃ）前記第１のＰＯＩを回収するステップ
を含む、方法。
【請求項３０】
　前記細胞がＣＨＯ細胞である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　前記外因性核酸が第２のプロモーターに作動可能に連結した第２の外因性ＧＯＩをさら
に含み、前記条件は前記第１の外因性ＧＯＩおよび前記第２の外因性ＧＯＩの発現を可能
にする、
請求項２９または３０に記載の方法。
【請求項３２】
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　前記第１の外因性ＧＯＩは抗体の軽鎖をコードし、前記第２の外因性ＧＯＩは抗体の重
鎖をコードする、
請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　ＣＨＯ細胞ゲノムを改変して、（ｉ）目的のタンパク質を発現させるか、または（ｉｉ
）認識配列を組み込むためのビヒクルであって、
　ａ．配列番号１または配列番号４のヌクレオチド配列中に存在する配列に対して相同な
５’相同アーム、
　ｂ．それぞれ、（ｉ）前記目的のタンパク質をコードするか、または（ｉｉ）前記認識
配列を含む外因性核酸配列、および
　ｃ．配列番号１または配列番号４のヌクレオチド配列中に存在する配列に対して相同な
３’相同アーム、
を含むベクターを含む、ビヒクル。
【請求項３４】
　前記外因性核酸配列は、選択可能なマーカーに隣接する１つもしくは複数の組換え認識
配列を含み、および／または第１の外因性の目的の遺伝子（ＧＯＩ）を含む、
請求項３３に記載のビヒクル。
【請求項３５】
　前記ビヒクルは少なくともさらなるベクターまたはｍＲＮＡ分子を含み、前記さらなる
ベクターは、前記認識配列を組み込むための部位特的ヌクレアーゼをコードする核酸を含
み、前記部位特異的ヌクレアーゼは、ジンクフィンガーヌクレアーゼ（ＺＦＮ）、ＺＦＮ
ダイマー、転写アクチベーター様エフェクターヌクレアーゼ（ＴＡＬＥＮ）、ＴＡＬエフ
ェクタードメイン融合タンパク質またはＲＮＡガイドＤＮＡエンドヌクレアーゼからなる
群から選択される、
請求項３４に記載のビヒクル。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願への相互参照）
　本願は、２０１４年１０月２３日に出願された米国仮出願番号第６２／０６７，７７４
の優先権の利益を主張しており、その全体の内容は、本明細書中に参考といて援用される
。
【０００２】
　（配列表の参照による組込み）
　２０１５年１０月２０日に作成され、ＥＦＳ－Ｗｅｂを介して米国特許商標庁に提出さ
れた、２８ＫＢの３２３５３＿Ｔ００４５ＵＳ０１＿ＳｅｑｕｅｎｃｅＬｉｓｔｉｎｇ．
ｔｘｔと命名したＡＳＣＩＩテキストファイルの配列表は、参照によって本明細書に組み
込まれる。
【背景技術】
【０００３】
　（発明の分野）
　本発明は、真核生物細胞における組換えタンパク質の安定な組込みおよび／または発現
を提供する。特に、本発明は、発現増強性ヌクレオチド配列を用いることによって、真核
生物細胞、特にチャイニーズハムスター（Ｃｒｉｃｅｔｕｌｕｓ　ｇｒｉｓｅｕｓ）細胞
株におけるタンパク質の改善された発現のための方法および組成物を含む。本発明は、組
換え媒介性カセット交換（ＲＭＣＥ）を促進するポリヌクレオチドおよび改変された細胞
を含む。本発明の方法は、改変された細胞による組換えタンパク質の増強された安定な発
現を促進するために、チャイニーズハムスター細胞ゲノム中の特異的染色体遺伝子座にお
いて外因性核酸を組み込む。
　（関連技術の説明）



(6) JP 6668340 B2 2020.3.18

10

20

30

40

50

　細胞発現系は、研究使用または治療的使用のいずれのためであれ、所与のタンパク質の
製造のための信頼性のある効率的な供給源を提供することを目的とする。哺乳動物細胞に
おける組換えタンパク質発現は、例えば、組換えタンパク質を適切に翻訳後修飾する哺乳
動物発現系の能力に起因して、治療的タンパク質を製造するための好ましい方法である。
　短いインキュベーション時間で高レベルの組換えタンパク質を達成するために、ｃｉｓ
－調節エレメント、および一部の場合にはｔｒａｎｓ－調節エレメントの種々の組合せを
各々が含むいくつかの細胞系が、タンパク質の発現のために利用可能である。多数の系の
利用可能性にもかかわらず、効率的な遺伝子移入および組換えタンパク質の発現のための
組み込まれた遺伝子の安定性の課題が、なおも存在する。複数の局所的遺伝因子が、目的
の標的遺伝子がいつ発現されるべきであるかだけでなく、細胞が生産的アウトプットに向
かう遺伝子の転写を機能的に駆動できるかどうか、または発現が長期持続するかどうかさ
えも、決定し得る。特定の遺伝子内のまたは特定の遺伝子に隣接する染色体組込み部位、
例えば、チャイニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ）組込み部位および遺伝子座制御領域
は、当該分野で特徴付けられている（ＷＯ２０１２／１３８８８７Ａ１；Li,　Q.ら、２
００２年　Blood.　１００巻：３０７７～３０８６頁）。このように、標的化された調節
領域は、内因性タンパク質をコードする領域中で典型的には識別される。しかし、標的導
入遺伝子の長期発現のために、重要な考慮事項は、細胞株の表現型の変化を回避するため
に、細胞遺伝子の破壊を最小限に留めることである。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】国際公開第２０１２／１３８８８７号
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Li,　Q.ら、２００２年　Blood.　１００巻：３０７７～３０８６頁
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　発現のためのさらなる遺伝子、例えば、多特異性抗体などにおけるようなさらなる抗体
鎖を収容するために安定な細胞株を操作により得ることは、特に困難である。組み込まれ
た遺伝子の発現レベルには、広いバリエーションが生じ得る。さらなる遺伝子を組み込む
ことは、局所的遺伝子環境に起因する、発現におけるより大きなバリエーションおよび不
安定性（即ち、位置効果）をもたらし得る。従って、改善された哺乳動物発現系が、当該
分野で必要とされている。
【０００７】
　（簡単な要旨）
　一態様では、本発明は、遺伝子座内の特異的部位において組み込まれた外因性核酸配列
を含む細胞を提供し、遺伝子座は、配列番号１または配列番号４に対して少なくとも９０
％同一であるヌクレオチド配列を含む。一部の実施形態では、遺伝子座は、配列番号１に
対して少なくとも９０％同一であるヌクレオチド配列を含む。一部の実施形態では、遺伝
子座は、配列番号４に対して少なくとも９０％同一であるヌクレオチド配列を含む。
【０００８】
　別の態様では、本発明は、第２の核酸配列（例えば、本発明の遺伝子座）内の特異的部
位中に組み込まれた第１の核酸配列を含むポリヌクレオチドを提供する。一実施形態では
、第２の核酸配列は、配列番号１のヌクレオチド配列を含む。別の実施形態では、この第
２の核酸配列は、配列番号４のヌクレオチド配列を含む。
【０００９】
　一実施形態では、この第２の核酸配列は、配列番号１に対して少なくとも９０％の核酸
同一性を有するヌクレオチド配列から選択される発現増強性配列またはその発現増強性断
片である。一実施形態では、この第２の核酸配列は、配列番号４に対して少なくとも９０
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％の核酸同一性を有するヌクレオチド配列から選択される発現増強性配列またはその発現
増強性断片である。別の実施形態では、この発現増強性配列は、外因性核酸配列によって
コードされるタンパク質の発現を増強することが可能である。別の実施形態では、この発
現増強性配列は、ゲノム中へのランダム組込みによって典型的に観察される発現と比較し
て、発現における少なくとも約１．５倍から少なくとも約３倍の増強まで、外因性核酸配
列によってコードされるタンパク質の発現を増強することが可能である。
【００１０】
　別の実施形態では、この外因性核酸配列は、配列番号１または配列番号４内の任意の位
置において特異的部位中に組み込まれる。
【００１１】
　一部の実施形態では、配列番号１内の位置における特異的部位または配列番号１内の位
置に隣接する特異的部位は、配列番号１の１０～４，０００；１００～３，９００；２０
０～３，８００；３００～３，７００；４００～３，６００；５００～３，５００；６０
０～３，４００；７００～３，３００；８００～３，２００；９００～３，１００；１，
０００～３，０００；１，１００～２，９００；１，２００～２，８００；１，３００～
２，７００；１，２００～２，６００；１，３００～２，５００；１，４００～２，４０
０；１，５００～２，３００；１，６００～２，２００；１，７００～２１００；１，８
００～２０５０；１８５０～２０５０、１，９００～２０４０；１９５０～２，０２５、
１９９０～２０２１、２００２～２０２１および２，０１０～２，０１５と番号付けされ
た位置に及ぶヌクレオチドからなる群から選択される。ある特定の実施形態では、配列番
号１内の位置における特異的部位または配列番号１内の位置に隣接する特異的部位は、配
列番号１の１９９０～１９９１、１９９１～１９９２、１９９２～１９９３、１９９３～
１９９４、１９９５～１９９６、１９９６～１９９７、１９９７～１９９８、１９９９～
２０００、２００１～２００２、２００２～２００３、２００３～２００４、２００４～
２００５、２００５～２００６、２００６～２００７、２００７～２００８、２００８～
２００９、２００９～２０１０、２０１０～２０１１、２０１１～２０１２、２０１２～
２０１３、２０１３～２０１４、２０１４～２０１５、２０１５～２０１６、２０１６～
２０１７、２０１７～２０１８、２０１８～２０１９、２０１９～２０２０および２０２
０～２０２１と番号付けされた位置に及ぶヌクレオチドからなる群から選択される。
【００１２】
　別の実施形態では、配列番号１内の位置における特異的部位または配列番号１内の位置
に隣接する特異的部位は、配列番号１の１０～５００；５００～１，０００；５００～２
，１００；１，０００～１，５００；１，０００～２，１００；１，５００～２，０００
；１，５００～２，５００；２，０００～２，５００；２，５００～３，０００；２，５
００～３，５００；３，０００～３，５００；３，０００～４，０００；および３，５０
０～４，０００と番号付けされた位置に及ぶヌクレオチドからなる群から選択される。あ
る特定の実施形態では、この外因性核酸配列は、上記特異的部位のうち任意の１もしくは
複数において、それらの内に、またはそれらの近傍で組み込まれる。
【００１３】
　別の実施形態では、この外因性核酸配列は、上記発現増強性配列内に位置させた認識部
位を含むが、この発現増強性配列が、配列番号１または配列番号４の発現増強性配列、そ
の発現増強性断片に対して少なくとも約９０％同一、少なくとも約９１％同一、少なくと
も約９２％同一、少なくとも約９３％同一、少なくとも約９４％同一、少なくとも約９５
％同一、少なくとも約９６％同一、少なくとも約９７％同一、少なくとも約９８％同一ま
たは少なくとも約９９％同一である配列を含むことを条件とする。
【００１４】
　一実施形態では、この外因性核酸配列は、リコンビナーゼ認識部位を含む。一部の実施
形態では、この外因性核酸配列は、ＬｏｘＰ部位、Ｌｏｘ５１１部位、Ｌｏｘ２２７２部
位、Ｌｏｘ２３７２、Ｌｏｘ５１７１、Ｌｏｘｍ２、Ｌｏｘ７１、Ｌｏｘ６６、ＬｏｘＦ
ａｓおよびｆｒｔ部位から独立して選択される配列を含む少なくとも１つのリコンビナー
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ゼ認識部位をさらに含む。一実施形態では、このリコンビナーゼ認識部位は、発現増強性
配列内に組み込まれる。別の実施形態では、このリコンビナーゼ認識部位は、遺伝子カセ
ットの５’端の末端ヌクレオチドに対して５’方向で直接隣接するか、または遺伝子カセ
ットの３’端の末端ヌクレオチドに対して３’方向で直接隣接する。一部の実施形態では
、少なくとも１つのリコンビナーゼ認識部位および遺伝子カセットが、発現増強性配列内
に組み込まれる。
【００１５】
　一実施形態では、少なくとも２つのリコンビナーゼ認識部位が、発現増強性配列内に存
在する。別の実施形態では、反対の配向の２つのリコンビナーゼ認識部位が、発現増強性
配列内に組み込まれる。別の実施形態では、３つのリコンビナーゼ認識部位が、発現増強
性配列内に組み込まれる。
【００１６】
　一態様では、配列番号１の、操作された発現増強性配列またはその発現増強性断片を含
む、単離されたチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞が提供される。一実施形態で
は、配列番号１もしくは配列番号４のヌクレオチド配列を含む発現増強性配列またはその
安定なバリアントは、上記外因性核酸配列が組み込まれるように操作される。他の実施形
態では、本発明は、配列番号１もしくは配列番号４の発現増強性配列またはその安定なバ
リアントを含む遺伝子座中に挿入された外因性核酸配列を含む、単離されたＣＨＯ細胞を
提供する。
【００１７】
　一実施形態では、このＣＨＯ細胞は、発現増強性配列内に少なくとも１つのリコンビナ
ーゼ認識配列をさらに含む。別の実施形態では、この少なくとも１つのリコンビナーゼ認
識配列は、ＬｏｘＰ部位、Ｌｏｘ５１１部位、Ｌｏｘ２２７２部位、Ｌｏｘ２３７２、Ｌ
ｏｘ５１７１、Ｌｏｘｍ２、Ｌｏｘ７１、Ｌｏｘ６６　ＬｏｘＦａｓおよびｆｒｔ部位か
ら独立して選択される。別の実施形態では、このリコンビナーゼ認識部位は、遺伝子カセ
ットの５’端の末端ヌクレオチドに対して５’方向で直接隣接するか、または遺伝子カセ
ットの３’端の末端ヌクレオチドに対して３’方向で直接隣接する。一部の実施形態では
、少なくとも１つのリコンビナーゼ認識部位および遺伝子カセットが、本明細書に記載さ
れるＣＨＯ細胞ゲノムの発現増強性配列内に組み込まれる。
【００１８】
　別の実施形態では、この少なくとも１つの組換え認識部位は、遺伝子カセットが、配列
番号１のヌクレオチド１００１から２００１まで（配列番号２）に対して少なくとも９０
％の同一性、少なくとも約９１％の同一性、少なくとも約９２％の同一性、少なくとも約
９３％の同一性、少なくとも約９４％の同一性、少なくとも約９５％の同一性、少なくと
も約９６％の同一性、少なくとも約９７％の同一性、少なくとも約９８％の同一性もしく
は少なくとも約９９％の同一性を含む発現増強性配列またはその発現増強性断片を含むよ
うに注意しつつ、上記のように位置させる。別の実施形態では、この少なくとも１つの組
換え認識部位は、遺伝子カセットが、配列番号１のヌクレオチド２０２２から３０２２ま
で（配列番号３）に対して少なくとも９０％の同一性、少なくとも約９１％の同一性、少
なくとも約９２％の同一性、少なくとも約９３％の同一性、少なくとも約９４％の同一性
、少なくとも約９５％の同一性、少なくとも約９６％の同一性、少なくとも約９７％の同
一性、少なくとも約９８％の同一性もしくは少なくとも約９９％の同一性を含む発現増強
性配列またはその発現増強性断片を含むように注意しつつ、上記のように位置させる。
【００１９】
　さらに別の実施形態では、この少なくとも１つのリコンビナーゼ認識部位は、配列番号
１のヌクレオチド１９９０～１９９１、１９９１～１９９２、１９９２～１９９３、１９
９３～１９９４、１９９５～１９９６、１９９６～１９９７、１９９７～１９９８、１９
９９～２０００、２００１～２００２、２００２～２００３、２００３～２００４、２０
０４～２００５、２００５～２００６、２００６～２００７、２００７～２００８、２０
０８～２００９、２００９～２０１０、２０１０～２０１１、２０１１～２０１２、２０
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１２～２０１３、２０１３～２０１４、２０１４～２０１５、２０１５～２０１６、２０
１６～２０１７、２０１７～２０１８、２０１８～２０１９、２０１９～２０２０、２０
２０～２０２１もしくは２０２１～２０２２において、または配列番号１のヌクレオチド
１９９０～１９９１、１９９１～１９９２、１９９２～１９９３、１９９３～１９９４、
１９９５～１９９６、１９９６～１９９７、１９９７～１９９８、１９９９～２０００、
２００１～２００２、２００２～２００３、２００３～２００４、２００４～２００５、
２００５～２００６、２００６～２００７、２００７～２００８、２００８～２００９、
２００９～２０１０、２０１０～２０１１、２０１１～２０１２、２０１２～２０１３、
２０１３～２０１４、２０１４～２０１５、２０１５～２０１６、２０１６～２０１７、
２０１７～２０１８、２０１８～２０１９、２０１９～２０２０、２０２０～２０２１も
しくは２０２１～２０２２内で、ＣＨＯ細胞ゲノム中に挿入される。
【００２０】
　別の実施形態では、外因性核酸は、配列番号１のヌクレオチド１９９０～１９９１、１
９９１～１９９２、１９９２～１９９３、１９９３～１９９４、１９９５～１９９６、１
９９６～１９９７、１９９７～１９９８、１９９９～２０００、２００１～２００２、２
００２～２００３、２００３～２００４、２００４～２００５、２００５～２００６、２
００６～２００７、２００７～２００８、２００８～２００９、２００９～２０１０、２
０１０～２０１１、２０１１～２０１２、２０１２～２０１３、２０１３～２０１４、２
０１４～２０１５、２０１５～２０１６、２０１６～２０１７、２０１７～２０１８、２
０１８～２０１９、２０１９～２０２０、２０２０～２０２１もしくは２０２１～２０２
２において、または配列番号１のヌクレオチド１９９０～１９９１、１９９１～１９９２
、１９９２～１９９３、１９９３～１９９４、１９９５～１９９６、１９９６～１９９７
、１９９７～１９９８、１９９９～２０００、２００１～２００２、２００２～２００３
、２００３～２００４、２００４～２００５、２００５～２００６、２００６～２００７
、２００７～２００８、２００８～２００９、２００９～２０１０、２０１０～２０１１
、２０１１～２０１２、２０１２～２０１３、２０１３～２０１４、２０１４～２０１５
、２０１５～２０１６、２０１６～２０１７、２０１７～２０１８、２０１８～２０１９
、２０１９～２０２０、２０２０～２０２１もしくは２０２１～２０２２内で、ＣＨＯゲ
ノム中に挿入される。
【００２１】
　別の一実施形態では、この外因性核酸は、配列番号１のヌクレオチド２００１～２０２
２において、または配列番号１のヌクレオチド２００１～２０２２内で、ＣＨＯゲノム中
に挿入される。一部の実施形態では、この外因性核酸は、配列番号１のヌクレオチド２０
０１～２００２もしくはヌクレオチド２０２１～２０２２において、または配列番号１の
ヌクレオチド２００１～２００２もしくはヌクレオチド２０２１～２０２２内で挿入され
、配列番号１のヌクレオチド２００２～２０２１は、この挿入の結果として欠失される。
同様に、この外因性核酸は、配列番号４のヌクレオチド９３０２～９３２１において、ま
たは配列番号４のヌクレオチド９３０２～９３２１内で、ＣＨＯゲノム中に挿入される。
一部の実施形態では、この外因性核酸は、配列番号４のヌクレオチド９３０１～９３０２
もしくはヌクレオチド９３２１～９３２２において、または配列番号４のヌクレオチド９
３０１～９３０２もしくはヌクレオチド９３２１～９３２２内で挿入され、配列番号４の
ヌクレオチド９３０２～９３２１は、この挿入の結果として欠失される。
【００２２】
　一部の実施形態では、遺伝子座、例えば、配列番号１または配列番号４のヌクレオチド
配列内の特異的部位において組み込まれた外因性核酸配列は、目的の遺伝子（ＧＯＩ）（
例えば、目的のタンパク質または「ＰＯＩ」をコードするヌクレオチド配列）を含む。あ
る特定の実施形態では、この外因性核酸配列は、１または複数の目的の遺伝子を含む。一
部の実施形態では、この１または複数の目的の遺伝子は、第１のＧＯＩ、第２のＧＯＩお
よび第３のＧＯＩからなる群から選択される。
【００２３】
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　一部の実施形態では、遺伝子座、例えば、配列番号１または配列番号４のヌクレオチド
配列内の特異的部位において組み込まれた外因性核酸配列は、ＧＯＩおよび少なくとも１
つのリコンビナーゼ認識部位を含む。一実施形態では、第１のＧＯＩは、上記のように、
配列番号１もしくは配列番号４の発現増強性配列、または配列番号１もしくは配列番号４
に対して少なくとも９０％のヌクレオチド同一性を有する発現増強性配列、あるいはそれ
らの発現増強性断片内に挿入され、この第１のＧＯＩは任意選択で、プロモーターに作動
可能に連結しており、このプロモーター連結されたＧＯＩ（またはＧＯＩ）には、第１の
リコンビナーゼ認識部位が５’側に、第２のリコンビナーゼ認識部位が３’側に隣接して
いる。別の実施形態では、第２のＧＯＩが、第２のリコンビナーゼ認識部位の３’側に挿
入され、この第２のＧＯＩには、第３のリコンビナーゼ認識部位が３’側に隣接している
。
【００２４】
　さらに別の実施形態では、このＧＯＩは、ＧＯＩの発現を駆動することが可能なプロモ
ーターに作動可能に連結しており、このプロモーターは、アクチベーターまたはインヒビ
ターによって調節され得る真核生物プロモーターを含む。他の実施形態では、この真核生
物プロモーターは、原核生物オペレーターに作動可能に連結しており、真核生物細胞は、
任意選択で、原核生物リプレッサータンパク質をさらに含む。
【００２５】
　別の実施形態では、１または複数の選択可能なマーカーが、第１のリコンビナーゼ認識
部位と第２のリコンビナーゼ認識部位との間および／または第２のリコンビナーゼ認識部
位と第３のリコンビナーゼ認識部位との間に含まれる。一部の実施形態では、第１および
／もしくは第２の目的の遺伝子ならびに／または１もしくは複数の選択可能なマーカーが
、プロモーターに作動可能に連結しており、このプロモーターは同じでも異なっても良い
。別の実施形態では、このプロモーターは、原核生物オペレーター（例えば、ｔｅｔオペ
レーターなど）によって任意選択で制御される、真核生物プロモーター（例えば、ＣＭＶ
プロモーターまたはＳＶ４０後期プロモーターなど）を含む。他の実施形態では、細胞は
、原核生物リプレッサー（例えば、ｔｅｔリプレッサーなど）をコードする遺伝子をさら
に含む。
【００２６】
　別の実施形態では、この細胞は、リコンビナーゼを発現することが可能な遺伝子をさら
に含む。一部の実施形態では、このリコンビナーゼは、Ｃｒｅリコンビナーゼである。
【００２７】
　一態様では、第１のリコンビナーゼ認識部位とその後の第１の真核生物プロモーター、
第１の選択可能なマーカー遺伝子、第２の真核生物プロモーター、第２の選択可能なマー
カー遺伝子および第２のリコンビナーゼ認識部位とを含む、配列番号１もしくは配列番号
４から選択される発現増強性配列、または配列番号１もしくは配列番号４に対して少なく
とも９０％のヌクレオチド同一性を有する発現増強性配列、あるいはそれらの発現増強性
断片を含む、ＣＨＯ宿主細胞が提供される。より多くの実施形態では、このＣＨＯ宿主細
胞は、第３の真核生物プロモーター、第３のマーカー遺伝子および第３のリコンビナーゼ
認識部位をさらに提供する。一実施形態では、この発現増強性配列は、上記のように、配
列番号１または配列番号４の内にある。
【００２８】
　一実施形態では、第１、第２および第３のリコンビナーゼ認識部位は、互いに異なる。
一部の実施形態では、これらのリコンビナーゼ認識部位は、ＬｏｘＰ部位、Ｌｏｘ５１１
部位、Ｌｏｘ２２７２部位、Ｌｏｘ２３７２、Ｌｏｘ５１７１、Ｌｏｘｍ２、Ｌｏｘ７１
、Ｌｏｘ６６、ＬｏｘＦａｓおよびｆｒｔ部位から選択される。
【００２９】
　一実施形態では、第１の選択可能なマーカー遺伝子は、薬物耐性遺伝子である。別の実
施形態では、この薬物耐性遺伝子は、ネオマイシン耐性遺伝子またはハイグロマイシン耐
性遺伝子である。別の実施形態では、第２および第３の選択可能なマーカー遺伝子は、２
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つの異なる蛍光タンパク質をコードする。一実施形態では、これら２つの異なる蛍光タン
パク質は、Ｄｉｓｃｏｓｏｍａサンゴ（ＤｓＲｅｄ）、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、
高感度緑色蛍光タンパク質（ｅＧＦＰ）、藍色蛍光タンパク質（ＣＦＰ）、高感度藍色蛍
光タンパク質（ｅＣＦＰ）、黄色蛍光タンパク質（ＹＦＰ）、高感度黄色蛍光タンパク質
（ｅＹＦＰ）および近赤外蛍光タンパク質（例えば、ｍＫａｔｅ、ｍＫａｔｅ２、ｍＰｌ
ｕｍ、ｍＲａｓｐｂｅｒｒｙまたはＥ２－ｃｒｉｍｓｏｎ）からなる群から選択される。
【００３０】
　一実施形態では、第１、第２および第３のプロモーターは同じである。別の実施形態で
は、第１、第２および第３のプロモーターは、互いに異なる。別の実施形態では、この第
１のプロモーターは、第２および第３のプロモーターとは異なり、第２および第３のプロ
モーターは同じである。より多くの実施形態では、この第１のプロモーターは、ＳＶ４０
後期プロモーターであり、第２および第３のプロモーターは、各々ヒトＣＭＶプロモータ
ーである。他の実施形態では、第１および第２のプロモーターは、原核生物オペレーター
に作動可能に連結している。
【００３１】
　一実施形態では、この宿主細胞株は、外因的に加えられた、プロモーターに作動可能に
連結した、そのゲノム中に組み込まれたリコンビナーゼをコードする遺伝子を有する。別
の実施形態では、このリコンビナーゼは、Ｃｒｅリコンビナーゼである。別の実施形態で
は、この宿主細胞は、プロモーターに作動可能に連結した、そのゲノム中に組み込まれた
調節タンパク質をコードする遺伝子を有する。より多くの実施形態では、この調節タンパ
ク質は、ｔｅｔリプレッサータンパク質である。
【００３２】
　一実施形態では、第１のＧＯＩおよび第２のＧＯＩは、抗体の軽鎖もしくはその断片、
または抗体の重鎖もしくはその断片をコードする。別の実施形態では、この第１のＧＯＩ
は抗体の軽鎖をコードし、第２のＧＯＩは抗体の重鎖をコードする。
【００３３】
　ある特定の実施形態では、第１、第２および第３のＧＯＩは、第１の軽鎖またはその断
片、第２の軽鎖またはその断片および重鎖またはその断片からなる群から選択されるポリ
ペプチドをコードする。さらに別の実施形態では、第１、第２および第３のＧＯＩは、軽
鎖またはその断片、第１の重鎖またはその断片および第２の重鎖またはその断片からなる
群から選択されるポリペプチドをコードする。
【００３４】
　一態様では、目的のタンパク質を作製するための方法が提供され、この方法は、（ａ）
ＣＨＯ宿主細胞中に目的の遺伝子（ＧＯＩ）を導入するステップであって、このＧＯＩは
、配列番号１または配列番号４に対して少なくとも９０％同一であるヌクレオチド配列を
含む特異的遺伝子座中に組み込まれるステップ；（ｂ）（ａ）の細胞を、ＧＯＩの発現を
可能にする条件下で培養するステップ；および（ｃ）目的のタンパク質を回収するステッ
プを含む。一実施形態では、この目的のタンパク質は、免疫グロブリンのサブユニットま
たはその断片および受容体またはそのリガンド結合性断片からなる群から選択される。あ
る特定の実施形態では、この目的のタンパク質は、抗体軽鎖またはその抗原結合性断片お
よび抗体重鎖またはその抗原結合性断片からなる群から選択される。
【００３５】
　一部の実施形態では、このＧＯＩは、リコンビナーゼ媒介性カセット交換（ＲＭＣＥ）
のための標的化ベクターを用いて細胞中に導入され、このＣＨＯ宿主細胞ゲノムは、特異
的遺伝子座内に少なくとも１つの外因性認識配列を含む。他の実施形態では、このＣＨＯ
宿主細胞ゲノムは、特異的遺伝子座内に、プロモーター、ＩＲＥＳおよび／またはポリア
デニル化（ポリＡ）配列に任意選択で連結された、少なくとも１つの外因性認識配列およ
び選択可能なマーカーを含む。
【００３６】
　ある特定の実施形態では、このＣＨＯ宿主細胞ゲノムは、上記１または複数のリコンビ
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ナーゼ認識部位を含み、このＧＯＩは、リコンビナーゼ認識部位を認識するリコンビナー
ゼの作用を介して、特異的遺伝子座中に導入される。
【００３７】
　別の実施形態では、このＧＯＩは、相同組換えのための標的化ベクターを用いて細胞中
に導入され、この標的化ベクターは、特異的遺伝子座中に存在する配列に対して相同な５
’相同アーム、ＧＯＩ、および特異的遺伝子座中に存在する配列に対して相同な３’相同
アームを含む。別の実施形態では、この標的化ベクターは、２、３、４もしくは５または
それ超の目的の遺伝子をさらに含む。別の実施形態では、目的の遺伝子のうち１または複
数は、プロモーターに作動可能に連結している。
【００３８】
　別の態様では、標的化ベクターが提供され、この標的化ベクターは、配列番号１または
配列番号４に対して少なくとも９０％同一であるヌクレオチド配列を含む遺伝子座中に存
在する配列に対して相同な５’相同アーム、ＧＯＩ、および配列番号１または配列番号４
に対して少なくとも９０％同一であるヌクレオチド配列を含む遺伝子座中に存在する配列
に対して相同な３’相同アームを含む。別の実施形態では、この標的化ベクターは、２、
３、４もしくは５またはそれ超の目的の遺伝子をさらに含む。
【００３９】
　別の態様では、外因性核酸配列が組み込まれるようにＣＨＯ細胞ゲノムを改変するため
の方法が提供され、この方法は、細胞中に、ベクターを含むビヒクルを導入するステップ
を含み、このベクターは外因性核酸配列を含み、この外因性核酸は、配列番号１または配
列番号４に対して少なくとも９０％同一であるヌクレオチド配列を含むゲノムの遺伝子座
内に組み込まれる。
【００４０】
　一部の実施形態では、このベクターは、配列番号１または配列番号４に対して少なくと
も９０％同一であるヌクレオチド配列を含むゲノムの遺伝子座中に存在する配列に対して
相同な５’相同アーム、外因性核酸配列、および配列番号１または配列番号４に対して少
なくとも９０％同一であるヌクレオチド配列を含むゲノムの遺伝子座中に存在する配列に
対して相同な３’相同アームを含む。
【００４１】
　一部の実施形態では、ベクター中の外因性核酸配列は、１または複数の認識配列を含む
。他の実施形態では、この外因性核酸は、１または複数のＧＯＩ、例えば、選択可能なマ
ーカー、またはＰＯＩをコードする核酸を含む。さらに他の実施形態では、この外因性核
酸は、１または複数のＧＯＩおよび１または複数の認識配列を含む。
【００４２】
　一実施形態では、このビヒクルは、少なくとも１つのさらなるベクターまたはｍＲＮＡ
を含む。別の実施形態では、このさらなるベクターは、アデノウイルス、レンチウイルス
、レトロウイルス、アデノ随伴ウイルス、組込みファージベクター、非ウイルスベクター
、トランスポゾンおよび／またはトランスポザーゼ、インテグラーゼ基質ならびにプラス
ミドからなる群から選択される。一部の実施形態では、このさらなるベクターは、外因性
核酸配列を組み込むための部位特異的ヌクレアーゼをコードするヌクレオチド配列を含む
。
【００４３】
　ある特定の実施形態では、この部位特異的ヌクレアーゼは、ジンクフィンガーヌクレア
ーゼ（ＺＦＮ）、ＺＦＮダイマー、転写アクチベーター様エフェクターヌクレアーゼ（Ｔ
ＡＬＥＮ）、ＴＡＬエフェクタードメイン融合タンパク質またはＲＮＡガイドＤＮＡエン
ドヌクレアーゼを含む。
【００４４】
　別の態様では、外因性核酸配列が組み込まれるようにＣＨＯ細胞ゲノムを改変するため
のビヒクルが提供され、このビヒクルはベクターを含み、このベクターは、配列番号１ま
たは配列番号４に対して少なくとも９０％同一であるヌクレオチド配列を含むゲノムの遺
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伝子座中に存在する配列に対して相同な５’相同アーム、外因性核酸配列、および配列番
号１または配列番号４に対して少なくとも９０％同一であるヌクレオチド配列を含むゲノ
ムの遺伝子座中に存在する配列に対して相同な３’相同アームを含む。
【００４５】
　一部の実施形態では、この外因性核酸配列は、１または複数の認識配列を含む。他の実
施形態では、この外因性核酸は、１または複数のＧＯＩ、例えば、選択可能なマーカー、
またはＰＯＩをコードする核酸を含む。さらに他の実施形態では、この外因性核酸は、１
または複数のＧＯＩおよび１または複数の認識配列を含む。
【００４６】
　さらに別の態様では、治療剤を発現するようにＣＨＯ細胞ゲノムを改変するための方法
が提供され、この方法は、治療剤の発現のための配列を含む外因性核酸をゲノム中に導入
するためのビヒクルを含み、このビヒクルは、配列番号１のヌクレオチド配列中に存在す
る配列に対して相同な５’相同アーム、治療剤をコードする核酸、および配列番号１また
は配列番号４のヌクレオチド配列中に存在する配列に対して相同な３’相同アームを含む
。
【００４７】
　さらなる一態様では、本発明は、改変されたＣＨＯゲノムを含む改変されたＣＨＯ宿主
細胞を提供し、このＣＨＯゲノムは、配列番号１に対して少なくとも９０％同一であるヌ
クレオチド配列を有するゲノムの遺伝子座内での外因性認識配列の挿入によって改変され
る。
【００４８】
　別の態様では、本発明は、改変された真核生物ゲノムを含む改変された真核生物宿主細
胞を提供し、この真核生物ゲノムは、外因性核酸を挿入するために、ゲノムの非コード領
域中の標的組込み部位において改変される。一部の実施形態では、この外因性核酸は、認
識配列である。他の実施形態では、この宿主細胞は、ＣＨＯ細胞などの哺乳動物宿主細胞
である。他の実施形態では、この標的組込み部位は、配列番号１などの発現増強性配列を
含むが、この配列がいずれの内因性タンパク質もコードしないことを条件とする。本発明
は、かかる改変された真核生物宿主細胞を作製する方法もまた提供する。
【００４９】
　上記態様および実施形態のいずれかでは、この発現増強性配列は、配列番号１における
ような示された配向で配置され得、または配列番号１の配向の逆向きで配置され得る。
【００５０】
　本発明の態様および実施形態のいずれかは、他に特定しない限り、または文脈から明ら
かでない限り、本発明の任意の他の態様または実施形態と併せて使用され得る。
【００５１】
　他の目的および利点は、次の詳細な説明の検討から明らかになる。
【図面の簡単な説明】
【００５２】
【図１】図１Ａは、標的遺伝子座を識別するための、細胞ゲノム、例えばＣＨＯゲノム中
への、ＧＯＩ（例えば、多鎖抗体）および複数コピーの選択マーカーを発現する核酸分子
のランダム導入を利用する作動可能な構築物の模式図である。例示された構築物は以下を
含む：重鎖（ＨＣ）；第１のコピーの選択マーカー、例えば：ハイグロマイシン耐性遺伝
子（Ｈｙｇ）；第１のコピーの軽鎖（ＬＣ）；第２のコピーの選択マーカー（例えば、Ｈ
ｙｇ）、第２のコピーの軽鎖（ＬＣ）；第３のコピーの選択マーカー（例えば、Ｈｙｇ）
。図１Ｂは、配列番号１として識別されるネイティブ遺伝子座中への、相同組換えを介し
た組込みのための例示的ドナーベクターを示す図である。５’および３’相同アームは、
配列番号１由来である。
【００５３】
【図２】図２Ａから２Ｃは、目的の遺伝子（ＧＯＩ）に作動可能に連結した配列番号１の
遺伝子座（遺伝子座１）が、遺伝子座１に作動可能に連結されず、その代わりに対照遺伝
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子座に連結された同じＧＯＩと比較して、ＧＯＩの増強されたｍＲＮＡ発現を示すことを
示す図である。図２Ａは、対照遺伝子座対遺伝子座１に作動可能に連結した目的の抗体遺
伝子、即ち、１つの重鎖（ＨＣ）および２つの軽鎖（ＬＣ）をコードする、細胞について
示された等価な数の遺伝子コピーを示す。図２Ｂは、ｍＲＮＡレベルが、対照遺伝子座ｍ
ＲＮＡと比較して、遺伝子座１中の発現さ１れたＧＯＩについてより高いことを示す。図
２Ｃは、タンパク質力価が、対照遺伝子座中の同じＧＯＩを発現する細胞から産生された
タンパク質力価と比較して、遺伝子座１中のＧＯＩを発現する細胞について、３倍高いこ
とを示す図である。
【００５４】
【図３】図３Ａおよび３Ｂは、対照遺伝子座（ｌｏｘ部位が隣接する異なる蛍光マーカー
、例えばｄｓＲｅｄ２で交換される）において組み込まれた同じカセットと比較して、遺
伝子座１（例えば、ｅＹＦＰおよびＧＯＩで交換される、ｌｏｘ部位が隣接するｍＫａｔ
ｅ）において組み込まれた、蛍光マーカーおよびＧＯＩを含む例示的カセットを示す図で
ある。かかる組込みは、Ｃｒｅリコンビナーゼおよびリコンビナーゼ媒介性カセット交換
（ＲＭＣＥ）を用いる。かかるカセットを、ＧＯＩの組換え効率および転写を測定するた
めの実験で使用した。
【００５５】
【図４】図４は、同じ調節条件下であるが、対照遺伝子座、即ちＥＥＳＹＲ内に組み込ま
れた同じＧＯＩを発現するＣＨＯ細胞プール由来のｍＲＮＡと比較して、遺伝子座１（配
列番号１）中のＧＯＩを発現するＣＨＯ細胞プール中で測定された目的の遺伝子（ＧＯＩ
）のｍＲＮＡレベルがより高いことを示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００５６】
　（詳細な説明）
　本方法を記載する前に、本発明は、特定の方法および記載された実験条件に限定されな
いのであり、それは、かかる方法および条件が変動し得るからであることを理解すべきで
ある。本発明の範囲は添付の特許請求の範囲によってのみ限定されるので、本明細書で使
用される専門用語は、特定の実施形態を記載することだけを目的としており、限定を意図
しないこともまた理解すべきである。
【００５７】
　本明細書および添付の特許請求の範囲で使用される場合、単数形「１つの（ａ）」、「
１つの（ａｎ）」および「この（ｔｈｅ）」は、文脈が明確に他を示さない限り、複数形
の言及を含む。従って、例えば、「１つの（ａ）方法」に対する言及は、本明細書に記載
されるおよび／または本開示を読めば当業者に明らかになる１もしくは複数の方法および
／または型のステップを含む。
【００５８】
　他に定義しない限り、または他に特定しない限り、本明細書で使用される全ての技術用
語および科学用語は、本発明が属する分野の当業者によって一般に理解される意味と同じ
意味を有する。
【００５９】
　本明細書に記載されるものと類似または等価な任意の方法および材料が、本発明の実施
および試験において使用され得るが、特定の方法および材料がここで記載される。本明細
書で言及される全ての刊行物は、それらの全体が参照によって本明細書に組み込まれる。
定義
【００６０】
　ＤＮＡ領域は、互いに機能的に関連する場合、作動可能に連結している。例えば、プロ
モーターは、このプロモーターがコード配列の転写に関与することが可能である場合、そ
のコード配列に作動可能に連結している；リボソーム結合部位は、翻訳を可能にするよう
に位置される場合、コード配列に作動可能に連結している。一般に、作動可能に連結した
とは、連続性を含み得るが、それを必要とはしない。分泌リーダーなどの配列の場合、連
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続性およびリーディングフレーム中での適切な配置が、典型的な特色である。目的の遺伝
子座の発現増強性配列は、それがＧＯＩと機能的に関連する場合、例えば、その存在がＧ
ＯＩの増強された発現および／または安定な組込みを生じる場合、目的の遺伝子（ＧＯＩ
）に作動可能に連結している。
【００６１】
　用語「増強された」は、増強された発現を記述するために使用する場合、例えば、単一
コピーの同じ発現構築物のランダム組込み体のプールと比較して、ゲノム中への外因性配
列のランダム組込みによって、または異なる遺伝子座における組込みによって典型的に観
察されるものに対して、発現における少なくとも約１．５倍から少なくとも約３倍の増強
の増強を含む。本発明の配列を用いて観察される発現増強倍率は、本発明の配列の非存在
下で実質的に同じ条件下で測定した同じ遺伝子の発現レベルと比較したもの、例えば、同
じ種のゲノム中への別の遺伝子座における組込みと比較したものである。増強された組換
え効率は、遺伝子座が（例えば、リコンビナーゼ認識部位を用いて）組み換わる能力の増
強を含む。増強とは、例えば、典型的には０．１％であるリコンビナーゼ認識部位などを
用いることなしのランダム組換えを超える、組換えの効率を指す。好ましい増強された組
換え効率は、ランダムに対して約１０倍、または約１％である。特定しない限り、特許請
求された発明は、特定の組換え効率に限定されない。
【００６２】
　語句「外因的に加えられた遺伝子」または「外因的に加えられた核酸」が、目的の遺伝
子座に言及して用いられる場合、この語句は、遺伝子座が天然に見出される場合には目的
の遺伝子座内に存在しない任意のＤＮＡ配列または遺伝子を指す。例えば、ＣＨＯ遺伝子
座（例えば、配列番号１の配列を含む遺伝子座）内の「外因的に加えられた遺伝子」は、
特定のＣＨＯ遺伝子座内に天然には見出されないハムスター遺伝子（即ち、ハムスターゲ
ノム中の別の遺伝子座由来のハムスター遺伝子）、任意の他の種由来の遺伝子（例えば、
ヒト遺伝子）、キメラ遺伝子（例えば、ヒト／マウス）、または目的のＣＨＯ遺伝子座中
での存在が天然では見出されない任意の他の遺伝子であり得る。
【００６３】
　パーセント同一性とは、目的の遺伝子座、例えば、配列番号１もしくは配列番号４また
はそれらの断片を記述する場合、記述された同一性を連続的相同性の領域に沿って示す相
同配列を含むことを意味するが、比較される配列中にホモログを有さないギャップ、欠失
または挿入の存在は、パーセント同一性を計算する際に考慮に入れない。
【００６４】
　本明細書で使用する場合、例えば、配列番号１またはその断片と種ホモログとの間の「
パーセント同一性」の決定は、その種ホモログがアラインメント中に比較するための相同
配列を有さない（即ち、場合によって、配列番号１もしくはその断片が、その点において
挿入を有する、または種ホモログが、ギャップもしくは欠失を有する）場合、配列の比較
を含まない。従って、「パーセント同一性」は、ギャップ、欠失および挿入のためのペナ
ルティを含まない。
【００６５】
　「相同配列」とは、核酸配列に関して、参照核酸配列に対して実質的に相同である配列
を指す。一部の実施形態では、２つの配列は、それらの対応するヌクレオチドの少なくと
も５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９１％
、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％またはそれ超が、
残基の関連のあるストレッチにわたって同一である場合、実質的に相同とみなされる。一
部の実施形態では、この関連のあるストレッチは、完全（即ち、全）配列である。
【００６６】
　「標的化挿入」とは、遺伝子または核酸配列の挿入または組込みを、ゲノム上の特異的
位置に指向させるため、即ち、連続的ポリヌクレオチド鎖中の２つのヌクレオチド間の特
異的部位にＤＮＡを指向させるために用いられる遺伝子標的化方法を指す。標的化挿入は
、複数の遺伝子、調節エレメントおよび／または核酸配列を含む特定の遺伝子カセットの
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ためにも実施され得る。「挿入」および「組込み」は、相互交換可能に使用される。遺伝
子または核酸配列（例えば、発現カセットを含む核酸配列）の挿入は、利用されている遺
伝子編集技術に依存する１または複数の核酸の置き換えまたは欠失を生じ得る（またはそ
のために操作され得る）と理解される。
【００６７】
　「認識部位」または「認識配列」は、ヌクレアーゼ、またはＤＮＡ骨格に結合しその部
位特異的切断を指向する他の酵素によって認識される、特異的ＤＮＡ配列である。エンド
ヌクレアーゼは、ＤＮＡ分子内のＤＮＡを切断する。認識部位は、当該分野で、認識標的
部位とも呼ばれる。
【００６８】
　「リコンビナーゼ認識部位」は、Ｃｒｅリコンビナーゼ（Ｃｒｅ）またはフリッパーゼ
（ｆｌｐ）などのリコンビナーゼによって認識される特異的ＤＮＡ配列である。部位特異
的リコンビナーゼは、それらの標的認識配列のうち１または複数が、生物のゲノム中に戦
略的に配置される場合、欠失、逆位および転座を含むＤＮＡ再編成を実施し得る。一例で
は、Ｃｒｅは、８ｂｐスペーサーによって分離された２つの１３ｂｐ逆方向反復から構成
されるそのＤＮＡ標的認識部位ｌｏｘＰにおいて組換え事象を特異的に媒介する。１より
も多いリコンビナーゼ認識部位が、例えば、ＤＮＡの組換え媒介性交換を促進するために
用いられ得る。例えばｌｏｘ部位などのリコンビナーゼ認識部位のバリアントまたは変異
体もまた、用いられ得る（Araki,　N.ら、２００２年、Nucleic　Acids　Research、３０
巻：１９号、ｅ１０３頁）。
【００６９】
　「リコンビナーゼ媒介性カセット交換」は、ゲノム標的カセットをドナーカセットで正
確に置き換えるためのプロセスに関する。このプロセスを実施するために典型的に提供さ
れる分子組成は、以下を含む：１）特定のコンビナーゼに対して特異的な認識標的部位が
５’側および３’側の両方で隣接するゲノム標的カセット、２）一致する認識標的部位が
隣接するドナーカセット、ならびに３）部位特異的リコンビナーゼ。リコンビナーゼタン
パク質は、当該分野で周知であり（Turan,　S.およびBode　J.、２０１１年、FASEB　J.
、２５巻、４０８８～４１０７頁）、ヌクレオチドの獲得も喪失もなしに、特異的認識標
的部位（ＤＮＡの配列）内でのＤＮＡの正確な切断を可能にする。一般的なリコンビナー
ゼ／部位組合せには、Ｃｒｅ／ｌｏｘおよびＦｌｐ／ｆｒｔが含まれるがこれに限定され
ない。
【００７０】
　「ビヒクル」は、細胞中への導入のための外因性核酸を運搬する任意のポリヌクレオチ
ドまたはポリヌクレオチドのセットからなる組成物である。ビヒクルには、周知のトラン
スフェクション方法によって細胞に送達される、ベクター、プラスミドおよびｍＲＮＡ分
子が含まれる。一例では、細胞中に導入されるｍＲＮＡは、一過性であり得、ゲノム中に
組み込まれないが、このｍＲＮＡは、組込みプロセスが起こるために必要な外因性核酸を
運搬し得る。
一般的記載
【００７１】
　本発明は、ゲノム中の他の領域または配列よりも、より効率的な組換え、挿入物安定性
およびより高いレベルの発現を示す、ゲノム中の独自の配列、即ち遺伝子座の発見に少な
くとも一部基づく。本発明は、かかる発現増強性配列が識別される場合に、適切な遺伝子
または構築物がこれらの配列中またはこれらの配列の近傍に外因的に加えられ得るという
知見、および外因的に加えられた遺伝子が、さらなるゲノム改変のために有利に発現また
は利用され得るという知見にも、少なくとも一部基づく。発現増強性配列と命名されたか
かる配列は、安定とみなされ、ゲノムのコード領域内には位置しない。これらの発現増強
性および安定性領域は、さらなるクローニングまたはゲノム編集事象のために操作され得
る。従って、信頼性のある発現系が、細胞のゲノム骨格中に組み込まれる。
【００７２】
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　本発明は、組込み部位への外因性遺伝子の特異的標的化にも基づく。本発明の方法は、
例えば、リコンビナーゼ媒介性カセット交換（ＲＭＣＥ）を用いることによって、有用な
クローニングカセットへの細胞ゲノムの効率的「変換」を可能にする。これを目的として
、本発明の方法は、組換えタンパク質産生のための高度に産生性の細胞株を創出するため
の目的の遺伝子の配置のために、細胞ゲノムリコンビナーゼ認識部位を用いる。
【００７３】
　本発明の組成物はまた、発現構築物中、例えば、新たな細胞株をクローニングおよび操
作するための発現ベクター中に含まれ得る。本発明のポリヌクレオチドを含む発現ベクタ
ーは、タンパク質を一過性に発現させるために使用され得るか、または、例えば相同組換
え、もしくは特異的組換え部位を認識するリコンビナーゼによって媒介される組換え（例
えば、Ｃｒｅ－ｌｏｘ媒介性組換え）などの、ランダム組換えもしくは標的化組換えによ
って、ゲノム中に組み込まれ得る。本発明のポリヌクレオチドを含む発現ベクターは、他
のＤＮＡ配列、例えば、ｃｉｓ－作用性調節配列の効力を評価するためにも使用され得る
。
【００７４】
　組込み部位は、ランダム組込み、またはレトロウイルス組込み事象の分析のいずれかに
よって、典型的には識別される。本明細書に詳細に記載されるＣＨＯ組込み部位は、多鎖
抗体をコードするＤＮＡのランダム組込みによって識別され、発現されたタンパク質は、
増強された発現を示すことが見出された。
【００７５】
　１つおきのハイグロマイシン耐性遺伝子（例えば、図１Ａ中に示される３つの同一のＨ
ｙｇ遺伝子を参照のこと）を含む発現カセット中の１つの重鎖（ＨＣ）および２コピーの
軽鎖（ＬＣ）を含む例示的多鎖抗体が、ゲノム中にランダムに組み込まれた。１つの安定
かつ高発現のクローンが、配列番号１として識別された遺伝子座内での発現カセットの組
込みから生じた。
【００７６】
　ＣＨＯゲノムの別の領域（対照組込み部位）中への組込みと比較して、この例示的な多
鎖抗体は、配列番号１の遺伝子座内に組み込まれた場合、より高い発現レベルを示す。興
味深いことに、遺伝子コピー数は、配列番号１対対照組込み部位内に組み込まれた抗体発
現性ポリヌクレオチドについて同等であるが、タンパク質力価は、配列番号１内に組み込
まれた抗体発現性ポリヌクレオチドについて３倍高い。
【００７７】
　標的化組換え方法を使用して、ＣＨＯ細胞ゲノムを、リコンビナーゼ認識部位を含むク
ローニング構築物へと変換した（例えば、図３Ａ～Ｂを参照のこと）。
【００７８】
　本質的に、配列番号１の組込み部位の識別の後で、任意の他の所望のエレメント、例え
ば、プロモーター、エンハンサー、マーカー、オペレーター、リボソーム結合部位（例え
ば、内部リボソーム進入部位）などと共に、選択可能なマーカーなどの発現可能なＧＯＩ
を含む発現カセットを導入するために、リコンビナーゼ認識部位（例えば、ｌｏｘ部位）
をこの遺伝子座において用いた（例えば、図３Ａ～Ｂを参照のこと）。
【００７９】
　配列番号１内でのｌｏｘ部位の標的化組込みに使用される例示的ドナー構築物は、図１
Ｂ中に図示される。このドナー構築物は、ネオマイシン（ｎｅｏ）耐性遺伝子および内部
リボソーム進入部位（ＩＲＥＳ）によって駆動される発現カセットを含み、このカセット
は、蛍光マーカー（ｍＫａｔｅ）を含み、リコンビナーゼ認識部位が５’端および３’端
で隣接し、５’および３’相同アーム（配列番号１に対して相同）が隣接する。配列番号
１の遺伝子座内での挿入が示され、この挿入は、ハイグロマイシン耐性マーカーを含む発
現カセットを置き換えるドナーｎｅｏ／ｍＫａｔｅ構築物を生じ、配列番号１の遺伝子座
内の発現カセットには、５’および３’相同アーム（配列番号１に対して相同）に接続さ
れたリコンビナーゼ認識部位が、その５’端および３’端で隣接する（図１Ｂを参照のこ
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と）。
【００８０】
　核酸配列を真核生物細胞中に安定に組み込むための組成物および方法が提供され、この
核酸配列は、配列番号１またはその発現増強性断片中に組み込まれるおかげで、増強され
た発現が可能である。ＧＯＩからの目的のタンパク質の発現を達成するために、ＧＯＩを
挿入するのに便利な配列番号１内のリコンビナーゼ認識配列を含む細胞が、提供される。
例えば発現ベクターなどの発現構築物と併せて組込み部位を標的化するため、および目的
のＣＨＯ細胞中に外因性核酸を加えるための組成物および方法もまた提供される。
ＣＨＯ組込み部位の物理的および機能的特徴
【００８１】
　配列番号１の核酸配列（および配列番号４のより広い核酸配列）は、高いレベルでタン
パク質を発現する細胞株の核酸構築物（発現カセットを含む）の組込み部位の上流および
下流の配列によって、実験的に識別された。本発明の核酸配列は、核酸（例えば、ＧＯＩ
を含む外因性核酸）の増強された発現および安定性と関連する新たな機能性を有する配列
を提供し、任意の１つの理論に束縛されるものではないが、ｃｉｓ－作用性エレメント、
例えば、プロモーター、エンハンサー、遺伝子座制御領域、足場付着領域またはマトリッ
クス付着領域について以前に記載されたものと同じまたは異なる形で機能し得る。配列番
号１は、いずれのオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）も有さないようであり、その
遺伝子座が新規トランス－アクチベータータンパク質をコードする可能性を低くする。推
定ジンクフィンガータンパク質は、配列番号４の３’側（下流）のゲノム遺伝子座中で識
別されている。
【００８２】
　発現増強活性が、ＣＨＯゲノムＤＮＡの非コード領域の独自の部位内での、第１のハイ
グロマイシン（Ｈｙｇ）遺伝子、第１のＧＯＩ、第２のＨｙｇ遺伝子、第２のＧＯＩ、第
３のＨｙｇ遺伝子および第３のＧＯＩコード配列を含む発現カセットの組込みに関して識
別された。例えば、ＧＯＩを発現する発現カセットに関して、ＣＨＯゲノムＤＮＡの非コ
ード領域から識別された５’側の単離された１ｋｂ領域および３’側の単離された１ｋｂ
領域を含む発現ベクターは、それらをトランスフェクトしたＣＨＯ細胞に、高レベルの組
換えタンパク質の発現を付与できた。
【００８３】
　本発明は、逆配向の配列番号１断片または配列番号４断片を含む発現ベクターを包含す
る。本明細書に記載される断片の他の組合せもまた開発され得る。また開発され得る本明
細書に記載される断片の他の組合せの例には、本明細書に開示される複数コピーの発現増
強性配列を含む配列、または調節エレメントの最適な組合せを達成するために、開示され
た配列番号１断片もしくは配列番号４断片を他のヌクレオチド配列と組み合わせることに
よって得られた配列が含まれる。かかる組合せは、（例えば、断片間でのスペーサーヌク
レオチドの導入によって）配列番号１または配列番号４断片の最適な間隔を提供するため
に、連続的に連結または整列され得る。調節エレメントもまた、この調節エレメントに対
する、配列番号１断片の最適な間隔を提供するために整列され得る。
【００８４】
　本明細書に開示される配列番号１および配列番号４は、ＣＨＯ細胞から単離された。他
の哺乳動物種（例えば、ヒトまたはマウスなど）は、識別された発現増強性領域に対して
限定的な相同性を有することが見出されたが、相同配列は、Ｃｒｉｃｅｔｕｌｕｓ　ｇｒ
ｉｓｅｕｓの他の組織型または他の相同種の由来の細胞株において見出され得、当該分野
で周知の技術によって単離され得る。例えば、種間ハイブリダイゼーションまたはＰＣＲ
ベースの技術によって、他の相同配列を識別できる。さらに、当該分野で周知の部位特異
的変異誘発技術またはランダム変異誘発技術によって、配列番号１、配列番号４に示され
るヌクレオチド配列またはそれらの断片中に変化がもたらされ得る。次いで、得られた配
列バリアントは、本明細書に記載されるように、発現増強活性について試験され得る。発
現増強活性を有する、配列番号１、配列番号４に対する核酸同一性において少なくとも約
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９０％同一であるＤＮＡまたはそれらの断片は、慣用的実験によって単離可能であり、発
現増強活性を示すと予測される。配列番号１または配列番号４の断片について、パーセン
ト同一性とは、配列番号１断片または配列番号４断片中に見出される参照ネイティブ配列
のその部分を指す。従って、配列番号１、配列番号４のホモログまたはそれらの断片、お
よびそれらのバリアントもまた、本発明の実施形態によって包含される。
【００８５】
　ある特定の実施形態では、配列番号１の断片は、配列番号１の１０～４，０００；１０
０～３，９００；２００～３，８００；３００～３，７００；４００～３，６００；５０
０～３，５００；６００～３，４００；７００～３，３００；８００～３，２００；９０
０～３，１００；１，０００～３，０００；１，１００～２，９００；１，２００～２，
８００；１，３００～２，７００；１，２００～２，６００；１，３００～２，５００；
１，４００～２，４００；１，５００～２，３００；１，６００～２，２００；１，７０
０～２１００；１，８００～２０５０；１８５０～２０５０、１，９００～２０４０；１
９５０～２，０２５、１９９０～２０２１、２００２～２０２１および２，０１０～２，
０１５と番号付けされた位置に及ぶヌクレオチドからなる群から選択される。別の実施形
態では、配列番号１の断片は、配列番号１の１０～５００；５００～１，０００；５００
～２，１００；１，０００～１，５００；１，０００～２，１００；１，５００～２，０
００；１，５００～２，５００；２，０００～２，５００；２，５００～３，０００；２
，５００～３，５００；３，０００～３，５００；３，０００～４，０００；および３，
５００～４，０００と番号付けされた位置に及ぶヌクレオチドからなる群から選択される
。ある特定の実施形態では、外因性核酸配列は、上記断片内の特異的部位においてまたは
その近傍で組み込まれる。
【００８６】
　別の実施形態では、この外因性核酸配列は、上記配列番号１もしくはその断片内に、ま
たは配列番号１の発現増強性配列もしくはその発現増強性断片に対して少なくとも約９０
％同一、少なくとも約９１％同一、少なくとも約９２％同一、少なくとも約９３％同一、
少なくとも約９４％同一、少なくとも約９５％同一、少なくとも約９６％同一、少なくと
も約９７％同一、少なくとも約９８％同一もしくは少なくとも約９９％同一である配列内
に位置される。
【００８７】
　増強されたレベルの目的のタンパク質を発現する細胞集団が、本明細書に提供される方
法を使用して開発され得る。発現の絶対的レベルは、タンパク質が細胞によって如何に効
率的にプロセシングされるかに依存して、特定のタンパク質によって変動する。本発明の
発現増強性配列内に組み込まれた外因性配列を用いて開発された細胞プールは、経時的に
安定であり、ほとんどの目的のために安定な細胞株として処理され得る。組換えステップ
はまた、本発明の細胞株の開発のプロセスにおいて、後になるまで遅延され得る。
ＣＨＯ発現増強性遺伝子座およびその断片
【００８８】
　本発明は、配列番号１または配列番号４のヌクレオチド配列に対して少なくとも約９０
％同一、少なくとも約９１％同一、少なくとも約９２％同一、少なくとも約９３％同一、
少なくとも約９４％同一、少なくとも約９５％同一、少なくとも約９６％同一、少なくと
も約９７％同一、少なくとも約９８％同一または少なくとも約９９％同一であるヌクレオ
チド配列の発現増強性断片を包含する。本発明は、一過性のまたは安定なトランスフェク
ションのためを含む、配列番号１の１０～４，０００；１００～３，９００；２００～３
，８００；３００～３，７００；４００～３，６００；５００～３，５００；６００～３
，４００；７００～３，３００；８００～３，２００；９００～３，１００；１，０００
～３，０００；１，１００～２，９００；１，２００～２，８００；１，３００～２，７
００；１，２００～２，６００；１，３００～２，５００；１，４００～２，４００；１
，５００～２，３００；１，６００～２，２００；１，７００～２１００；１，８００～
２０５０；１８５０～２０５０、１，９００～２０４０；１９５０～２，０２５、１９９
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０～２０２１、２００２～２０２１および２，０１０～２，０１５と番号付けされた位置
に及ぶ断片を含むベクターを含む。本発明は、かかる断片を含む真核生物細胞もまた含み
、この断片は、細胞にとって外因性であり、細胞ゲノム中に組み込まれ、細胞は、この断
片内、この断片に対して直ぐ５’側、またはこの断片に対して直ぐ３’側にある少なくと
も１つのリコンビナーゼ認識部位を有するかかる断片を含む。
【００８９】
　一実施形態では、配列番号１の発現増強性断片は、配列番号１の１０～５００；５００
～１，０００；５００～２，１００；１，０００～１，５００；１，０００～２，１００
；１，５００～２，０００；１，５００～２，５００；２，０００～２，５００；２，５
００～３，０００；２，５００～３，５００；３，０００～３，５００；３，０００～４
，０００；または３，５００～４，０００と番号付けされた位置に及ぶ配列番号１内の位
置に位置する。
【００９０】
　組み込まれたポリヌクレオチドの安定な組込みおよび／または増強された転写が支持さ
れる場合、例示された部位に対する遺伝子座挿入（即ち、組込み）部位の正確な位置は、
重要ではない。むしろ、組込み部位は、本明細書に記載されるような、配列番号１もしく
は配列番号１の断片または配列番号４もしくは配列番号４の断片内の、あるいは配列番号
１もしくは配列番号１の断片または配列番号４もしくは配列番号４の断片に隣接する任意
の位置であり得る。目的の遺伝子座内または目的の遺伝子座に隣接する特異的染色体位置
が、組み込まれた外因性遺伝子の安定な組込みおよび効率的な転写を支持するかどうかは
、当該分野で周知の標準的手順または本明細書に例示される方法に従って決定され得る。
【００９１】
　本明細書で考慮される組込み部位は、配列番号１もしくは配列番号４のヌクレオチド配
列を含む遺伝子座内に、または目的の遺伝子座に対してごく近接内に、例えば、染色体Ｄ
ＮＡ上の配列番号１の位置に対して上流（５’）もしくは下流（３’）の約１ｋｂ、５０
０塩基対（ｂｐ）、２５０ｂｐ、１００ｂｐ、５０ｂｐ、２５ｂｐ、１０ｂｐ未満、もし
くは約５ｂｐ未満内に位置する。なお他の一部の実施形態では、用いられる組込み部位は
、染色体ＤＮＡ上の配列番号１または配列番号４の位置に対して上流（５’）または下流
（３’）約１０００、２５００、５０００またはそれ超の塩基対に位置する。
【００９２】
　大きいゲノム領域、例えば足場／マトリックス付着領域が染色体ＤＮＡの効率的な複製
および転写のために用いられることが、当該分野で理解されている。足場付着領域（ＳＡ
Ｒ）、またはマトリックス関連もしくはマトリックス付着領域（ＭＡＲ）とも呼ばれる公
知の足場／マトリックス付着領域（Ｓ／ＭＡＲ）は、核マトリックスが付着する真核生物
ゲノムＤＮＡ領域である。任意の１つの理論に束縛されるものではないが、Ｓ／ＭＡＲは
、典型的には、非コード領域にマップされ、その近隣物から所与の転写領域（例えば、ク
ロマチンドメイン）を分離し、転写を可能にする因子の装置および／または結合のための
プラットフォーム、例えば、ＤＮＡｓｅまたはポリメラーゼのための認識部位もまた提供
する。一部のＳ／ＭＡＲは、約１４～２０ｋｂ長において特徴付けられている（Klarら、
２００５年、Gene　３６４巻：７９～８９頁）。このように、遺伝子座１における（配列
番号１もしくは配列番号４内またはそれらの近傍）遺伝子の組込みは、増強された発現を
付与すると予測される。
【００９３】
　当業者は、いくつかのエレメントが、対象遺伝子座における高い転写活性のために最適
化され得、目的のタンパク質をコードする挿入された遺伝子の高い発現を生じることを認
識し得る。考慮されるエレメントには、転写を駆動するための強いプロモーター、適切な
転写装置、およびオープンかつアクセス可能な立体配置を有するＤＮＡが含まれる。対象
遺伝子座における挿入は、配列番号１または配列番号４内の選択された組込み部位を標的
化することによって、当業者の技術範囲内で最適化され得る。
【００９４】
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　一実施形態では、配列番号１の発現増強性配列が、ＧＯＩの発現を増強するために用い
られる。図２Ａは、ＣＨＯ細胞ゲノム中の異なる遺伝子座（対照遺伝子座）中に組み込ま
れた同じＧＯＩと比較した、配列番号１（遺伝子座１）に作動可能に連結したＧＯＩの結
果を示す。各細胞株について測定された遺伝子コピー数は等価であるが、実験は、ＧＯＩ
を発現する細胞のｍＲＮＡレベルおよびタンパク質力価が、遺伝子座１に作動可能に連結
したＧＯＩについて３倍高いことを示している。
【００９５】
　種々の実施形態では、ＧＯＩの発現は、配列番号１または配列番号４内にＧＯＩを配置
することによって増強され得る。種々の実施形態では、発現における増強は、少なくとも
約１．５倍から約３倍またはそれ超である。
標的遺伝子座を遺伝子改変する
【００９６】
　特定の位置（即ち、標的遺伝子座）において細胞ゲノムを遺伝子操作するための方法は
、いくつかの方法で達成され得る。核酸配列を真核生物細胞中に安定に組み込むために遺
伝子編集技術を使用したが、この核酸配列は、かかる細胞中に通常は見出されない外因性
配列である。細胞子孫が、操作された細胞株の同一の遺伝子型特徴および表現型特徴を共
有することを確実にするために、クローン増殖が必要である。一部の例では、ネイティブ
細胞は、配列番号１または配列番号４内に外因性核酸配列が組み込まれるように、相同組
換え技術によって改変される。他の例では、外因性核酸配列または目的の遺伝子を組み込
むために便利な配列番号１または配列番号４内の少なくとも１つのリコンビナーゼ認識配
列を含む細胞が、提供される。
【００９７】
　一部の例では、第１のリコンビナーゼ認識配列および第２のリコンビナーゼ認識配列を
含む細胞が提供され、第１および第２のリコンビナーゼ認識配列の各々は、ＬｏｘＰ、Ｌ
ｏｘ５１１、Ｌｏｘ５１７１、Ｌｏｘ２２７２、Ｌｏｘ２３７２、Ｌｏｘｍ２、Ｌｏｘ－
ＦＡＳ、Ｌｏｘ７１、Ｌｏｘ６６およびそれらの変異体を含む群から選択される。この場
合、リコンビナーゼ媒介性カセット交換（ＲＭＣＥ）が所望されるとき、部位特異的リコ
ンビナーゼは、Ｃｒｅリコンビナーゼまたはその誘導体である。他の例では、第１および
第２のリコンビナーゼ認識配列の各々は、ＦＲＴ、Ｆ３、Ｆ５、ＦＲＴ変異体－１０、Ｆ
ＲＴ変異体＋１０およびそれらの変異体を含む群から選択され、このシナリオでは、ＲＣ
ＭＥが所望されるとき、部位特異的リコンビナーゼは、Ｆｌｐリコンビナーゼまたはその
誘導体である。さらに別の例では、前記第１および第２のリコンビナーゼ認識配列の各々
は、ａｔｔＢ、ａｔｔＰおよびそれらの変異体を含む群から選択され、この場合、ＲＭＣ
Ｅが所望されるとき、部位特異的リコンビナーゼは、ｐｈｉＣ３１インテグラーゼまたは
その誘導体である。
【００９８】
　一態様では、配列番号１もしくは配列番号４またはそれらの発現増強性断片内に核酸配
列を安定に組み込むための方法および組成物は、相同組換えを介する。核酸分子、即ち、
目的の遺伝子またはポリヌクレオチドは、相同組換えによって、または組込み部位におい
て配列を特異的に標的化する部位特異的ヌクレアーゼ法を使用することによって、標的化
された遺伝子座（即ち、配列番号１）中に挿入され得る。相同組換えのために、相同なポ
リヌクレオチド分子（即ち、相同アーム）が並び、それらの配列のストレッチを交換する
。導入遺伝子は、相同なゲノム配列が導入遺伝子に隣接する場合、この交換の間に導入さ
れ得る。一例では、リコンビナーゼ認識部位は、組込み部位において宿主細胞ゲノム中に
導入され得る。
【００９９】
　真核生物細胞における相同組換えは、組込み部位において染色体ＤＮＡ中に切断を導入
することによって促進され得る。モデル系は、二本鎖切断が染色体標的配列内に導入され
る場合に、遺伝子標的化の間の相同組換えの頻度が増加することを実証している。これは
、特定のヌクレアーゼを組込みの特異的部位へと標的化することによって、達成され得る
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。標的遺伝子座におけるＤＮＡ配列を認識するＤＮＡ結合性タンパク質は、当該分野で公
知である。遺伝子標的化ベクターもまた、相同組換えを促進するために用いられる。相同
組換え修復（homology　directed　repair）のための遺伝子標的化ベクターの非存在下で
、細胞は、切断部位において複数ヌクレオチドの欠失または挿入をもたらし得る非相同末
端結合（ＮＨＥＪ）による二本鎖切断を、頻繁に閉じる。挿入または欠失（ＩｎＤｅｌ）
が生じた場合、少数のヌクレオチドが切断の部位においてランダムに挿入または欠失され
、これらのＩｎＤｅｌは、標的遺伝子座内の遺伝子の任意のオープンリーディングフレー
ム（ＯＲＦ）をシフトまたは破壊し得る。配列番号１（または配列番号４）として識別さ
れた遺伝子座は、遺伝子コード領域ではないことが理解される。従って、内因性遺伝子転
写が、遺伝子座における挿入および／または欠失によって破壊されることは想定されない
。
【０１００】
　相同組換え修復（または相同性指向組換え（homology　directed　recombination））
（ＨＤＲ）は、対象遺伝子座において遺伝子を挿入または組み込むために特に有用である
。ドナー構築物は、本明細書に記載されるように、配列番号１または配列番号４に由来す
る相同アームを含む。
【０１０１】
　遺伝子標的化ベクター構築およびヌクレアーゼ選択は、本発明が関連する当業者の技術
範囲内である。
【０１０２】
　一部の例では、モジュラー構造を有し個々のジンクフィンガードメインを含むジンクフ
ィンガーヌクレアーゼ（ＺＦＮ）は、標的配列中の特定の３－ヌクレオチド配列（例えば
、標的化組込みの部位）を認識する。一部の実施形態は、複数の標的配列を標的化する個
々のジンクフィンガードメインの組合せを有するＺＦＮを利用し得る。
【０１０３】
　転写アクチベーター様（ＴＡＬ）エフェクターヌクレアーゼ（ＴＡＬＥＮ）もまた、部
位特異的ゲノム編集に用いられ得る。ＴＡＬエフェクタータンパク質のＤＮＡ結合ドメイ
ンは、典型的には、ＦｏｋＩなどの制限ヌクレアーゼの非特異的切断ドメインと組み合わ
せて利用される。一部の実施形態では、ＴＡＬエフェクタータンパク質のＤＮＡ結合ドメ
インおよび制限ヌクレアーゼ切断ドメインを含む融合タンパク質が、本発明の遺伝子座内
の標的配列においてＤＮＡを認識および切断するために用いられる（Boch　Jら、２００
９年　Science　３２６巻：１５０９～１５１２頁）。
【０１０４】
　ＲＮＡガイドエンドヌクレアーゼ（ＲＧＥＮ）は、細菌の適応免疫装置から開発された
プログラム可能なゲノム操作ツールである。この系－クラスター化された調節間隔配置の
短いパリンドローム配列リピート（ＣＲＩＳＰＲ）／ＣＲＩＳＰＲ関連（Ｃａｓ）免疫応
答－では、タンパク質Ｃａｓ９が、２つのＲＮＡと複合体化した場合に配列特異的エンド
ヌクレアーゼを形成し、ＲＮＡの一方は、標的選択をガイドする。ＲＧＥＮは、成分（Ｃ
ａｓ９およびｔｒａｃｒＲＮＡ）および標的特異的ＣＲＩＳＰＲ　ＲＮＡ（ｃｒＲＮＡ）
からなる。ＤＮＡ標的切断の効率および切断部位の位置の両方が、標的認識のためのさら
なる要件であるプロトスペーサー隣接モチーフ（ＰＡＭ）の位置に基づいて変動する（Ch
en,　H.ら、J.　Biol.　Chem.、２０１４年３月１４日にManuscript　M113.539726として
オンライン公開）。
【０１０５】
　配列番号１の特異的標的化遺伝子座に特有の配列を識別するための戦略は、当該分野で
公知であるが、ＣＨＯゲノムに対する多くのこれらの配列のアラインメントは、１６～１
７塩基対の一致を有する潜在的なオフターゲット部位を明らかにしている。配列番号５（
配列番号１のヌクレオチド１９９０～２００１に対応する）に示される配列によってコー
ドされる１つの例示的な２０ｂｐのガイドＲＮＡは、配列番号１または配列番号４のＲＮ
ＡガイドされたＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ遺伝子編集に有用である。スモールガイドＲＮＡお
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よびｔｒａｃｒＲＮＡ（例えば、配列番号６）の発現を駆動するプロモーターを含み、な
らびにプロモーターの制御下に適切なＣａｓ９酵素を運搬するプラスミドが、この方法に
よる標的化組込みを用いるために、ドナーベクター（５’および３’相同アームが隣接す
る目的の遺伝子を運搬する）と共に、共トランスフェクトされ得る。本明細書で上記した
ものに加えて、ＲＮＡ分子の種々の改変およびバリアントが、当業者に明らかであり、本
発明の範囲内に入ることが意図される。
【０１０６】
　一部の実施形態では、目的の遺伝子または認識配列または遺伝子カセットをコードする
配列を含む外因性核酸をゲノム中に導入するためのビヒクルは、場合によっては、外因性
核酸および１もしくは複数のさらなるベクターまたはｍＲＮＡを運搬するベクターを含む
。一実施形態では、１または複数のさらなるベクターまたはｍＲＮＡは、ジンクフィンガ
ーヌクレアーゼ（ＺＦＮ）、ＺＦＮダイマー、転写アクチベーター様エフェクターヌクレ
アーゼ（ＴＡＬＥＮ）、ＴＡＬエフェクタードメイン融合タンパク質およびＲＮＡガイド
ＤＮＡエンドヌクレアーゼが含まれるがこれらに限定されない部位特異的ヌクレアーゼを
コードするヌクレオチド配列を含む。ある特定の実施形態では、１または複数のベクター
またはｍＲＮＡは、ガイドＲＮＡ、ｔｒａｃｒＲＮＡ、およびＣａｓ酵素をコードするヌ
クレオチド配列を含む第１のベクター、ならびにドナー（外因性）ヌクレオチド配列を含
む第２のベクターを含む。かかるドナー配列は、目的の遺伝子をコードするヌクレオチド
配列、または認識配列、または標的化挿入のために意図されるこれらの外因性エレメント
のうちいずれか１つを含む遺伝子カセットを含む。ｍＲＮＡが使用される場合、ｍＲＮＡ
は、当業者に公知の一般的なトランスフェクション方法によって細胞中にトランスフェク
トされ得、酵素、例えば、トランスポザーゼまたはエンドヌクレアーゼをコードし得る。
細胞中に導入されたｍＲＮＡは、一過性であり得、ゲノム中に組み込まれないが、ｍＲＮ
Ａは、組込みが起こるために必要なまたは有益な外因性核酸を運搬し得る。一部の場合に
は、ｍＲＮＡは、アクセサリーポリヌクレオチドの長期持続性の副作用のいずれのリスク
も排除するために選択され、短期発現のみが、ＧＯＩの所望の組込みを達成するために必
要とされる。
【０１０７】
　相同組換えのさらに他の方法は、正確なＤＮＡ結合特異性を有するＢｕＤ由来ヌクレア
ーゼ（ＢｕＤＮ）など、当業者に利用可能である（Stella,　S.ら　Acta　Cryst.　２０
１４年、Ｄ７０巻、２０４２～２０５２頁）。正確なゲノム改変方法は、細胞表現型の破
壊が回避されるように、配列番号１内の独自の標的配列と適合性の利用可能なツールに基
づいて選択される。
遺伝子標的化構築物
【０１０８】
　宿主ゲノム中に組み込まれるポリヌクレオチド配列は、細胞発現系の生成のために、任
意の産業的に有用なＤＮＡ配列、例えば認識配列であり得る。宿主ゲノム中に組み込まれ
るポリヌクレオチド配列は、本明細書に記載されるように、任意の治療的または産業的に
有用なタンパク質（単数または複数）をコードし得る。外因性核酸配列を組み込むための
標的遺伝子座内の標的配列を識別することは、いくつかの因子に依存する。利用される相
同組換えの方法に依存して、配列番号１または配列番号４に対して相同な配列を選択する
ことは、十分に当業者の技術範囲内である。部位特異的ヌクレアーゼベクターは、用いら
れる場合、ＤＮＡ切断のために意図される特異的部位を認識するさらなる成分（配列組成
物）を必要とする。
【０１０９】
　このように、遺伝子標的化構築物は、典型的には、目的の遺伝子座中への外因性核酸配
列の標的化組込みを促進する、かかるヌクレオチド配列を組み込む。一部の実施形態では
、構築物は、第１の相同アームおよび第２の相同アームを含む。他の実施形態では、構築
物（例えば、遺伝子カセット）は、配列番号１または配列番号４に由来する相同アームを
含む。一部の実施形態では、相同アームは、配列番号１または配列番号４中に存在するヌ
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クレオチド配列に対して相同なヌクレオチド配列を含む。具体的実施形態では、構築物は
、配列番号２（配列番号１のヌクレオチド１００１～２００１に対応する）のヌクレオチ
ド配列を有する５’相同アームおよび配列番号３（配列番号１のヌクレオチド２０２２～
２００１に対応する）のヌクレオチド配列を有する３’相同アームを含む。相同アーム、
例えば、第１の相同アーム（５’相同アームとも呼ばれる）および第２の相同アーム（３
’相同アームとも呼ばれる）は、遺伝子座内の標的化された配列に対して相同である。５
’から３’までの相同アームにより、少なくとも１ｋｂ、または少なくとも約２ｋｂ、ま
たは少なくとも約３ｋｂ、または少なくとも約４ｋｂ、または少なくとも５ｋｂ、または
少なくとも約１０ｋｂを含む、遺伝子座内の領域または標的化された配列は拡大し得る。
他の実施形態では、第１および第２の相同アームのために選択される標的化された配列の
ヌクレオチドの総数は、少なくとも１ｋｂ、または少なくとも約２ｋｂ、または少なくと
も約３ｋｂ、または少なくとも約４ｋｂ、または少なくとも５ｋｂ、または少なくとも約
１０ｋｂを含む。一部の例では、５’相同アームと３’相同アーム（標的化される配列に
対して相同）との間の距離は、少なくとも５ｂｐ、１０ｂｐ、２０ｂｐ、３０ｂｐ、４０
ｂｐ、５０ｂｐ、６０ｂｐ、７０ｂｐ、８０ｂｐ、９０ｂｐ、１００ｂｐ、２００ｂｐ、
３００ｂｐ、４００ｂｐ、５００ｂｐ、６００ｂｐ、７００ｂｐ、８００ｂｐ、９００ｂ
ｐ、または少なくとも１ｋｂ、または少なくとも約２ｋｂ、または少なくとも約３ｋｂ、
または少なくとも約４ｋｂ、または少なくとも５ｋｂ、または少なくとも約１０ｋｂを含
む。配列番号２および配列番号３が５’および３’相同アームとして選択される場合、こ
れら２つの相同アーム間の距離は、２０ヌクレオチド（配列番号１のヌクレオチド２００
２～２０２１に対応する）であり得る；かかる相同アームは、配列番号１を構成する遺伝
子座内、例えば、配列番号１のヌクレオチド１９９０～２０２１または２００２～２０２
１内での外因性核酸配列の組込み、および配列番号１のヌクレオチド２００２～２０２１
の同時欠失を媒介し得る。
【０１１０】
　他の実施形態では、構築物は、第１の相同アームおよび第２の相同アームを含み、組み
合わされた第１および第２の相同アームは、遺伝子座内の内因性配列を置き換える標的化
された配列を含む。さらに他の実施形態では、第１および第２の相同アームは、遺伝子座
内の内因性配列内に組み込まれるか、または挿入される標的化された配列を含む。
【０１１１】
　改変された細胞株は、配列番号１内の位置において１または複数のリコンビナーゼ認識
部位を組み込むことによって創出された。これらの改変された細胞株は、発現された目的
の遺伝子の陰性選択または陽性選択のためのさらなる外因性遺伝子もまた含み得る。
【０１１２】
　本発明は、ＣＨＯ細胞ゲノムを改変するための方法を提供し、これらの方法は、１また
は複数のビヒクルを細胞中に導入するステップを含み、１または複数のビヒクルは、組込
みのための配列を含む外因性核酸、配列番号１のヌクレオチド配列中に存在する配列に対
して相同な５’相同アーム、および配列番号１のヌクレオチド配列中に存在する配列に対
して相同な３’相同アームを含む。一部の実施形態では、これらの方法は、組込み部位に
おける部位特異的ＤＮＡ切断のためのヌクレアーゼおよび組成物を含む１または複数のビ
ヒクルをさらに提供する。
【０１１３】
　改変された細胞株は、リコンビナーゼ媒介性カセット交換（ＲＭＣＥ）のための便利で
安定な発現系として利用され得る。目的のタンパク質をコードする核酸配列は、例えば、
ＲＭＣＥプロセスを介して、少なくとも１つのリコンビナーゼ認識部位を有する配列番号
１またはその発現増強性断片を含む改変された細胞中に、簡便に組み込まれ得る。
【０１１４】
　組換え発現ベクターは、哺乳動物、ウイルスまたは昆虫の遺伝子に由来する適切な転写
および／または翻訳調節エレメントに作動可能に連結した、タンパク質をコードする合成
ＤＮＡ断片またはｃＤＮＡ由来ＤＮＡ断片を含み得る。かかる調節エレメントには、以下
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に詳細に記載されるように、転写プロモーター、エンハンサー、適切なｍＲＮＡリボソー
ム結合部位をコードする配列、ならびに転写および翻訳の終結を制御する配列が含まれる
。哺乳動物発現ベクターは、非転写エレメント、例えば、複製起点、他の５’または３’
隣接非転写配列、ならびに５’または３’非翻訳配列、例えば、スプライスドナーおよび
アクセプター部位もまた含み得る。トランスフェクタントの認識を促進するための選択可
能なマーカー遺伝子もまた、取り込まれ得る。
【０１１５】
　蛍光マーカーは、場合によっては、首尾よく挿入および／もしくは置き換えされたか、
または挿入および／もしくは置き換えされていない遺伝子カセットの認識のための適切な
選択可能なマーカー遺伝子である。Ｄｉｓｃｏｓｏｍａサンゴ（ＤｓＲｅｄ）、緑色蛍光
タンパク質（ＧＦＰ）、高感度緑色蛍光タンパク質（ｅＧＦＰ）、藍色蛍光タンパク質（
ＣＦＰ）、高感度藍色蛍光タンパク質（ｅＣＦＰ）、黄色蛍光タンパク質（ＹＦＰ）、高
感度黄色蛍光タンパク質（ｅＹＦＰ）および近赤外蛍光タンパク質（例えば、ｍＫａｔｅ
、ｍＫａｔｅ２、ｍＰｌｕｍ、ｍＲａｓｐｂｅｒｒｙまたはＥ２－ｃｒｉｍｓｏｎ）が含
まれるがこれらに限定されない蛍光マーカーの例は、当該分野で周知である。例えば、Na
gai,　T.ら、２００２年　Nature　Biotechnology　２０巻：８７～９０頁；Heim,　R.ら
　１９９５年２月２３日　Nature　３７３巻：６６３～６６４頁；およびStrack,　R.L.
ら　２００９年　Biochemistry　４８巻：８２７９～８１頁もまた参照のこと。
【０１１６】
　脊椎動物細胞をトランスフェクトするために有用な発現ベクター中の転写および翻訳制
御配列は、ウイルス供給源によって提供され得る。例えば、一般に使用されるプロモータ
ーおよびエンハンサーは、ポリオーマ、アデノウイルス２、サルウイルス４０（ＳＶ４０
）およびヒトサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）などのウイルスに由来する。ウイルスのゲ
ノムプロモーター、制御および／またはシグナル配列は、発現を駆動するために利用され
得るが、かかる制御配列が、選択された宿主細胞と適合性であることを条件とする。組換
えタンパク質が発現される細胞型に依存して、非ウイルス性細胞プロモーター（例えば、
β－グロビンおよびＥＦ－１αプロモーター）もまた使用され得る。
【０１１７】
　ＳＶ４０ウイルスゲノムに由来するＤＮＡ配列、例えば、ＳＶ４０起点、初期および後
期プロモーター、エンハンサー、スプライスならびにポリアデニル化部位が、異種ＤＮＡ
配列の発現のために有用な他の遺伝子エレメントを提供するために使用され得る。初期お
よび後期プロモーターは共に、ＳＶ４０ウイルス複製起点もまた含む断片として、ＳＶ４
０ウイルスから容易に取得されるので、これらは特に有用である（Fiersら、Nature　２
７３巻：１１３頁、１９７８年）。より小さいまたはより大きいＳＶ４０断片もまた使用
され得る。典型的には、ＳＶ４０複製起点中に位置するＨｉｎｄ　ＩＩＩ部位からＢｇｌ
Ｉ部位に向かって延びるおよそ２５０ｂｐの配列が含まれる。
【０１１８】
　複数の転写物の発現のために使用されるバイシストロニック発現ベクターは、以前に記
載されており（Kim　S.　K.　およびWold　B.　J.、Cell　４２巻：１２９頁、１９８５
年）、本発明の発現増強性配列、例えば、配列番号１またはその断片と組み合わせて使用
され得る。例えば米国特許第４，６３４，６６５号（Ａｘｅｌら）および米国特許第４，
６５６，１３４号（Ｒｉｎｇｏｌｄら）に記載されるものなどの、他の型の発現ベクター
もまた有用である。
目的のタンパク質
【０１１９】
　真核生物細胞における発現に適切な任意の目的のタンパク質が使用され得る。例えば、
この目的のタンパク質には、抗体もしくはその抗原結合性断片、キメラ抗体もしくはその
抗原結合性断片、ＳｃＦｖもしくはその断片、Ｆｃ－融合タンパク質もしくはその断片、
増殖因子もしくはその断片、サイトカインもしくはその断片、または細胞表面受容体の細
胞外ドメインもしくはその断片が含まれるがこれらに限定されない。目的のタンパク質は
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、単一のサブユニットからなる単純なポリペプチド、または２またはそれ超のサブユニッ
トを含む複雑なマルチサブユニットタンパク質であり得る。
宿主細胞およびトランスフェクション
【０１２０】
　本発明の方法において使用される宿主細胞は、例えば、チャイニーズハムスター卵巣（
ＣＨＯ）細胞およびマウス細胞を含む哺乳動物宿主細胞である。好ましい一実施形態では
、本発明は、ＣＨＯ細胞中の発現増強性配列をコードする配列番号１の核酸配列断片を提
供する。組込み部位は、配列番号１または配列番号１の任意の断片内に見出され得る。組
込み部位は、例えば、配列番号１または配列番号１の任意の断片内に配置されたリコンビ
ナーゼ認識部位であり得る。適切な組込み部位の一例は、ＬｏｘＰ部位である。適切な組
込み部位の別の例は、例えば、ＬｏｘＰ部位、Ｌｏｘ５１１部位、Ｌｏｘ２２７２部位、
Ｌｏｘ２３７２部位、Ｌｏｘｍ２部位、Ｌｏｘ７１部位、Ｌｏｘ６６部位およびＬｏｘ５
１７１部位からなる群から選択される、２つのリコンビナーゼ認識部位である。他の実施
形態では、この組込み部位は、配列番号１の１０～４，０００；１００～３，９００；２
００～３，８００；３００～３，７００；４００～３，６００；５００～３，５００；６
００～３，４００；７００～３，３００；８００～３，２００；９００～３，１００；１
，０００～３，０００；１，１００～２，９００；１，２００～２，８００；１，３００
～２，７００；１，２００～２，６００；１，３００～２，５００；１，４００～２，４
００；１，５００～２，３００；１，６００～２，２００；１，７００～２１００；１，
８００～２０５０；１８５０～２０５０、１，９００～２０４０；１９５０～２，０２５
、１９９０～２０２１、２００２～２０２１および２，０１０～２，０１５と番号付けさ
れた位置に及ぶヌクレオチドからなる群から選択される配列内の位置、または配列番号１
の１０～４，０００；１００～３，９００；２００～３，８００；３００～３，７００；
４００～３，６００；５００～３，５００；６００～３，４００；７００～３，３００；
８００～３，２００；９００～３，１００；１，０００～３，０００；１，１００～２，
９００；１，２００～２，８００；１，３００～２，７００；１，２００～２，６００；
１，３００～２，５００；１，４００～２，４００；１，５００～２，３００；１，６０
０～２，２００；１，７００～２１００；１，８００～２０５０；１８５０～２０５０、
１，９００～２０４０；１９５０～２，０２５、１９９０～２０２１、２００２～２０２
１および２，０１０～２，０１５と番号付けされた位置に及ぶヌクレオチドからなる群か
ら選択される配列内の位置に隣接する位置に、位置する。ある特定の実施形態では、配列
番号１内の位置における組込み部位または配列番号１内の位置に隣接する組込み部位は、
配列番号１の１９９０～１９９１、１９９１～１９９２、１９９２～１９９３、１９９３
～１９９４、１９９５～１９９６、１９９６～１９９７、１９９７～１９９８、１９９９
～２０００、２００１～２００２、２００２～２００３、２００３～２００４、２００４
～２００５、２００５～２００６、２００６～２００７、２００７～２００８、２００８
～２００９、２００９～２０１０、２０１０～２０１１、２０１１～２０１２、２０１２
～２０１３、２０１３～２０１４、２０１４～２０１５、２０１５～２０１６、２０１６
～２０１７、２０１７～２０１８、２０１８～２０１９、２０１９～２０２０および２０
２０～２０２１と番号付けされた位置に及ぶヌクレオチドからなる群から選択される。
【０１２１】
　本発明は、本発明の発現ベクターまたはｍＲＮＡをトランスフェクトした哺乳動物宿主
細胞を含む。任意の哺乳動物細胞が使用され得るが、特定の一実施形態では、宿主細胞は
ＣＨＯ細胞である。
【０１２２】
　トランスフェクトされた宿主細胞には、タンパク質もしくはポリペプチドをコードする
配列を含む発現ベクターまたはｍＲＮＡ分子をトランスフェクトした細胞が含まれる。発
現されたタンパク質は、培養培地中に分泌され得るが、選択された核酸配列に依存して、
細胞中に保持され得る、または細胞膜中に沈着され得る。種々の哺乳動物細胞培養系が、
組換えタンパク質を発現させるために用いられ得る。特異的な選択または増幅スキームの
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ために発達させた他の細胞株もまた、本明細書に提供される方法および組成物と共に有用
であるが、配列番号１に対して少なくとも８０％の相同性を有する標的遺伝子座が識別さ
れていることを条件とする。具体化された細胞株は、Ｋ１と称されるＣＨＯ細胞株である
。組換えタンパク質の高容積産生を達成するために、宿主細胞株は、適切な場合にはバイ
オリアクター培地に事前適応され得る。
【０１２３】
　いくつかのトランスフェクションプロトコールが当該分野で公知であり、Kaufman（１
９８８年）Meth.　Enzymology　１８５巻：５３７頁に概説されている。選択されるトラ
ンスフェクションプロトコールは、宿主細胞型、およびＧＯＩの性質に依存し、慣用的実
験に基づいて選択され得る。任意のかかるプロトコールの基礎的要件は、最初に、目的の
タンパク質をコードするＤＮＡを適切な宿主細胞中に導入すること、ならびに次いで、比
較的安定で、発現可能な様式で異種ＤＮＡを取り込んだ宿主細胞を識別および単離するこ
とである。宿主細胞ゲノム中への組込みまたは他の機能のために有用なタンパク質をコー
ドするｍＲＮＡ分子は、一過性であり得、従って、時限的であり得る。
【０１２４】
　トランスフェクションプロトコール、ならびにポリペプチドまたはポリヌクレオチド配
列を細胞中に導入するためのプロトコールは、変動し得る。非限定的なトランスフェクシ
ョン方法には、リポソーム；ナノ粒子；リン酸カルシウム（Grahamら（１９７３年）。Vi
rology　５２巻（２号）：４５６～６７頁、Bacchettiら（１９７７年）Proc　Natl　Aca
d　Sci　USA　７４巻（４号）：１５９０～４頁およびKriegler,　M（１９９１年）。Tra
nsfer　and　Expression:　A　Laboratory　Manual.　New　York:　W.　H.　Freeman　an
d　Company.　９６～９７頁）；デンドリマー；またはカチオン性ポリマー、例えば、Ｄ
ＥＡＥ－デキストランもしくはポリエチレンイミンの使用を含む、化学物質ベースのトラ
ンスフェクション方法が含まれる。非化学物質的方法には、エレクトロポレーション；ソ
ノポレーション（Sono-poration）；および光学的トランスフェクションが含まれる。粒
子ベースのトランスフェクションには、遺伝子銃、磁石補助型トランスフェクションの使
用が含まれる（Bertram,　J.（２００６年）Current　Pharmaceutical　Biotechnology　
７巻、２７７～２８頁）。ウイルス法もまた、トランスフェクションに使用され得る。ｍ
ＲＮＡ送達は、ＴｒａｎｓＭｅｓｓｅｎｇｅｒ（商標）およびＴｒａｎｓＩＴ（登録商標
）を使用する方法を含む（Bireら　BMC　Biotechnology　２０１３年、１３巻：７５頁）
。
【０１２５】
　異種ＤＮＡを細胞中に導入する１つの一般に使用される方法は、例えば、Wiglerら（Pr
oc.　Natl.　Acad.　Sci.　USA　７７巻：３５６７頁、１９８０年）によって記載される
ような、リン酸カルシウム沈殿である。この方法によって宿主細胞中に導入されたＤＮＡ
は、再編成を頻繁に受け、このことが、この手順を、独立した遺伝子の共トランスフェク
ションにとって有用なものにしている。
【０１２６】
　細菌プロトプラストと哺乳動物細胞とのポリエチレン誘導性の融合（Schaffnerら、（
１９８０年）Proc.　Natl.　Acad.　Sci.　USA　７７巻：２１６３頁）は、異種ＤＮＡを
導入する別の有用な方法である。プロトプラスト融合プロトコールは、哺乳動物宿主細胞
ゲノム中に組み込まれた複数コピーのプラスミドＤＮＡを頻繁に生じ、この技術は、選択
および増幅マーカーがＧＯＩと同じプラスミド上にあることを必要とする。
【０１２７】
　エレクトロポレーションもまた、例えば、Potterら（Proc.　Natl.　Acad.　Sci.　USA
　８１巻：７１６１頁、１９８８年）またはShigekawaら（BioTechniques　６巻：７４２
頁、１９８８年）によって記載されるように、宿主細胞の細胞質中にＤＮＡを直接導入す
るために使用され得る。プロトプラスト融合とは異なり、エレクトロポレーションは、選
択マーカーおよびＧＯＩが同じプラスミド上にあることを必要としない。
【０１２８】
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　Ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ（商標）ＲｅａｇｅｎｔおよびＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ（商
標）Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｇｉｂｃｏ　ＢＲＬ、Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ、Ｍｄ．）などの
、異種ＤＮＡを哺乳動物細胞中に導入するために有用な他の試薬が、記載されている。こ
れらの市販の試薬は共に、培養細胞に適用される場合に細胞中への核酸の取り込みを促進
する脂質－核酸複合体（またはリポソーム）を形成するために使用される。
【０１２９】
　一実施形態では、ポリヌクレオチドの１または複数を細胞中に導入することは、エレク
トロポレーションによって、細胞質内注射によって、ウイルス注射によって、アデノウイ
ルスによって、レンチウイルスによって、レトロウイルスによって、トランスフェクショ
ンによって、脂質媒介性トランスフェクションによって媒介され、またはＮｕｃｌｅｏｆ
ｅｃｔｉｏｎ（商標）を介して媒介される。
【０１３０】
　ＧＯＩを増幅するための方法もまた、組換えタンパク質の発現のために望ましく、典型
的には、選択マーカーの使用を含む（Kaufman上記で概説される）。細胞傷害性薬物に対
する耐性は、選択マーカーとして最も頻繁に使用される特徴であり、優性形質（例えば、
宿主細胞型とは独立して使用され得る）または劣性形質（例えば、選択される活性が何で
あれ、その活性を欠損している特定の宿主細胞型において有用）のいずれかの結果であり
得る。いくつかの増幅可能なマーカーが、本発明の発現ベクター中での使用に適切である
（例えば、Sambrook、Molecular　Biology:　A　Laboratory　Manual、Cold　Spring　Ha
rbor　Laboratory、NY、１９８９年；１６．９～１６．１４頁に記載されている）。
【０１３１】
　薬物耐性哺乳動物細胞における遺伝子増幅に有用な選択可能なマーカーは、Kaufman,　
R.　J.、上記の表１に示されており、これには、ＤＨＦＲ－ＭＴＸ耐性、Ｐ－糖タンパク
質および多剤耐性（ＭＤＲ）－種々の親油性細胞傷害剤（例えば、アドリアマイシン、コ
ルヒチン、ビンクリスチン）、ならびにアデノシンデアミナーゼ（ＡＤＡ）－Ｘｙｌ－Ａ
またはアデノシンおよび２’－デオキシコホルマイシンが含まれる。
【０１３２】
　他の優性な選択可能なマーカーには、微生物由来の抗生物質耐性遺伝子、例えば、ネオ
マイシン、カナマイシンまたはハイグロマイシン耐性が含まれる。しかし、これらの選択
マーカーは、増幅可能でないことが示されている（Kaufman,　R.　J.、上記）。いくつか
の適切な選択系が、哺乳動物宿主について存在している（Sambrook上記、１６．９～１６
．１５頁）。２つの優性な選択可能なマーカーを用いる共トランスフェクションプロトコ
ールもまた記載されている（OkayamaおよびBerg、Mol.　Cell　Biol　５巻：１１３６頁
、１９８５年）。
【０１３３】
　以前に記載されたまたは当該分野で公知の有用な調節エレメントもまた、哺乳動物細胞
をトランスフェクトするために使用される核酸構築物中に含まれ得る。選択されるトラン
スフェクションプロトコールおよびそこでの使用のために選択されるエレメントは、使用
される宿主細胞の型に依存する。当業者は、多数の異なるプロトコールおよび宿主細胞を
知っており、使用される細胞培養系の要件に基づいて、所望のタンパク質の発現のための
適切な系を選択できる。
【０１３４】
　本発明の他の特色は、本発明の例示のために与えられるのであってその限定を意図しな
い例示的な実施形態の以下の説明の過程で明らかになる。
【実施例】
【０１３５】
　以下の実施例は、本明細書に記載される方法および組成物を実施および使用する方法を
当業者に提供するために示されるのであって、本発明の範囲を限定することを意図しない
。使用される数（例えば、量、温度など）に関する正確性を確実にするための努力が行わ
れているが、いくらかの実験誤差または偏差を考慮すべきである。他に示さない限り、部
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は重量部であり、分子量は平均分子量であり、温度は℃であり、圧力は、大気圧またはそ
の近傍である。
　（実施例１）
目的の遺伝子座の識別および組込み部位の特徴付け
【０１３６】
　ＣＨＯ　Ｋ１細胞に、抗体配列、および選択可能なマーカーとしての選択可能な抗生物
質耐性遺伝子を含む２つのプラスミドをトランスフェクトした。安定なトランスフェクタ
ントの選択を、抗生物質の存在下で細胞を増殖させることによって実施した。高レベルの
抗体を発現する個々の細胞クローンを、ＦＡＳＴＲ（登録商標）選別テクノロジー（米国
特許第８６７３５８９号Ｂ２を参照のこと）を用いて単離した。最も高い抗体発現レベル
を示すいくつかのクローンを識別した。
【０１３７】
　これらのクローン由来のゲノムＤＮＡを、Ｃｏｖａｒｉｓ　Ａｄａｐｔｉｖｅ　Ｆｏｃ
ｕｓｅｄ　Ａｃｏｕｓｔｉｃｓ（ＡＦＡ）（商標）テクノロジー（Fisher,　S.ら　２０
１１年、Genome　Biology　１２巻：Ｒ１頁）を用いて断片化した。ＤＮＡライブラリー
を生成し（Ａｇｉｌｅｎｔ　ＳｕｒｅＳｅｌｅｃｔＸＴ　＃Ｇ９６１２Ａ）、ＣＨＯ細胞
中に導入したプラスミド配列全体に対して設計したオーダーメイドのビオチン化ＲＮＡベ
イト（Ａｇｉｌｅｎｔ　ＳｕｒｅＳｅｌｅｃｔＸＴ　＃５１９０－４８１１）と共にイン
キュベートした。プラスミド配列を含むゲノムＤＮＡ断片を、磁性ストレプトアビジンビ
ーズを用いて富化し、Ｉｌｌｕｍｉｎａ　ＭｉＳｅｑ配列決定に供してプラスミド組込み
部位を識別した。プラスミド配列およびＣＨＯゲノム配列の両方を含む融合配列を分析し
、ＣＨＯゲノムに対してアラインさせた。単一の組込み部位を、サザンブロット分析およ
びＰＣＲとその後の配列決定とによって確認した。配列番号１のヌクレオチド配列を有す
る組込み部位が、発現ホットスポットとして識別された（ＧｅｎＢａｎｋ遺伝子座ＩＤ番
号ＡＦＴＤ０１１５０９０２．１、ｎｔ３５５２９：３９５５８もまた参照のこと）。こ
れらの組込み部位を分析して、細胞株のさらなる生成のためのそれらの適切性を決定した
。組込み部位は、タンパク質の翻訳などの細胞の正常なゲノム装置を破壊せず、細胞の表
現型を変更しない、非コード領域中に位置することが望まれた。
【０１３８】
　Ｂｌａｔ検索（Kent　WJ.、BLAT　-　the　BLAST-like　alignment　tool.　Genome　R
es.　２００２年４月；１２巻（４号）：６５６～６４頁）アラインメントから、配列番
号１は、マウスおよびヒトのゲノム配列に対して非常に低い相同性を共有する。ＣＨＯ－
１［ＡＴＣＣ］＿ｒｅｆｓｅｑ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ（ｗｗｗ．ｃｈｏｇｅｎｏｍｅ．
ｏｒｇ）に対する配列番号１の配列ｂｌａｓｔにより、識別された遺伝子座配列が、いず
れの公知の遺伝子のいずれのコード領域も含まないことが明らかになった。配列番号１を
包含する、配列番号４のより広い配列もまた、標的化組込みに適切な遺伝子座として識別
された。
【０１３９】
　組込み部位配列は、ＣＨＯおよびマウスのゲノムの非コード領域中に位置することが決
定され、以下に記載した実験においてさらに利用した。
　（実施例２）
宿主細胞組込み部位中に効率的に組み込まれた外因性ＤＮＡ
【０１４０】
　配列番号１として識別されたＣＨＯゲノムの特異的遺伝子座中への外因性遺伝子の標的
化挿入を、ＴＡＬＥヌクレアーゼ（ＴＡＬＥＮ）を用いることによって実施した。実施例
１のように細胞ゲノム中にランダムに組み込まれた抗体重鎖および軽鎖配列を含む構築物
を、ＴＡＬＥＮによって標的化した。ＴＡＬＥＮを、抗体発現構築物の３つの同一のＨｙ
ｇ遺伝子内の位置へと標的化した（図１Ａを参照のこと）。Ｈｙｇ配列のためのＴＡＬＥ
Ｎ標的切断部位は、ＺｉＦｉｔ．ｐａｒｔｎｅｒｓ．ｏｒｇ（ＺｉＦｉｔ　Ｔａｒｇｅｔ
ｅｒ　Ｖｅｒｓｉｏｎ　４．２）に基づいた。ＴＡＬＥＮを、公知の方法に基づいて設計
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した（Boch　Jら、２００９年　Science　３２６巻：１５０９～１５１２頁）。
【０１４１】
　ドナーｍＫａｔｅベクター（図１Ｂを参照のこと）およびＴＡＬＥＮコードベクターを
、標準的なＬｉｐｏｆｅｃｔｉｎプロトコール（ＬＩＰＯＦＥＣＴＡＭＩＮＥ、Ｌｉｆｅ
　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ、Ｍｄ．）を使用して、ＣＨＯ
宿主細胞中にトランスフェクトした。細胞を培養し、所望の特色を有する安定なクローン
を、ＦＡＣＳによって単離および選別した。所望の遺伝子座における単一組込みを、サザ
ンブロットおよびＰＣＲによって確認した。
　（実施例３）
ＲＭＣＥによる、目的の遺伝子座における操作された細胞の標的化組換え
【０１４２】
　高レベルの蛍光遺伝子、例えばｍＫａｔｅを発現するＣＨＯ細胞株であって、この遺伝
子に、目的の遺伝子座内でｌｏｘ部位が隣接するＣＨＯ細胞株を、単離のために選択した
。第２の蛍光遺伝子ｄｓＲｅｄを発現する第２のＣＨＯ細胞株であって、この遺伝子に、
対照遺伝子座、即ちＥＥＳＹＲ（米国特許第８３８９２３９号Ｂ２、２０１３年３月５日
に発行された）内に位置させたｌｏｘ部位が隣接するＣＨＯ細胞株も選択した。
【０１４３】
　トランスフェクトされたＣＨＯ細胞を適応させて、無血清産生培地中浮遊状態で増殖さ
せた。次いで、細胞に、ドナー発現ベクター、およびＣｒｅリコンビナーゼをコードする
プラスミドを、１０センチメートルプレート中でトランスフェクトした。ドナー発現ベク
ターは、Ｌｏｘ部位が隣接したＦｃ融合タンパク質をコードする目的の遺伝子を含む（図
３Ａまたは３Ｂを参照のこと）。細胞を、４００μｇ／ｍｌハイグロマイシンを含む培養
培地中でトランスフェクション後２週間にわたって培養し、ｅＹＦＰを発現するがｍＫａ
ｔｅ（またはＥＥＳＹＲ遺伝子座組込みの場合にはｄｓＲｅｄ）は発現しない細胞を、フ
ローサイトメトリーを使用して単離した。ｅＹＦＰを発現する細胞を、無血清産生培地中
で浮遊培養して増殖させ、ｍＲＮＡレベルを、Ｆｃ融合タンパク質コードする各細胞プー
ルについて、標準的手順を使用してｑＲＴ－ＰＣＲによって決定した（図４を参照のこと
）。
【０１４４】
　組換え交換効率（赤色マーカー、即ちｍＫａｔｅまたはｄｓＲｅｄで交換された、ドナ
ーカセットマーカー、即ちｅＹＦＰから発現する生存細胞のパーセント集団）を、細胞プ
ール間で比較した（表１）。高い組換え交換効率が、各遺伝子座において観察された。
【表１】

【０１４５】
　転写は、対照遺伝子座と比較して、操作された遺伝子座１を有する細胞プールにおいて
、より高い率（１．５倍高い）で観察された（図４）。
【０１４６】
　本発明は、本明細書に記載される具体的実施形態によって範囲が限定されない。実際、
本明細書に記載されるものに加えて、本発明の種々の改変が、上述の説明および添付の図
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面から当業者に明らかとなる。かかる改変は、添付の特許請求の範囲の範囲内に入ること
が意図される。
　本発明は、例えば、以下の項目を提供する。
（項目１）
　遺伝子座内の特異的部位において組み込まれた外因性核酸配列を含む細胞であって、前
記遺伝子座は、配列番号１または配列番号４に対して少なくとも９０％同一であるヌクレ
オチド配列を含む、細胞。
（項目２）
　第２の核酸配列内の特異的部位中に組み込まれた第１の核酸配列を含むポリヌクレオチ
ドであって、前記第２の核酸配列は、配列番号１または配列番号４のヌクレオチド配列を
含む、ポリヌクレオチド。
（項目３）
　前記特異的部位が、配列番号１内の位置に位置するか、または配列番号１内の位置に隣
接して位置し、前記位置が、配列番号１の１０～４，０００；１００～３，９００；２０
０～３，８００；３００～３，７００；４００～３，６００；５００～３，５００；６０
０～３，４００；７００～３，３００；８００～３，２００；９００～３，１００；１，
０００～３，０００；１，１００～２，９００；１，２００～２，８００；１，３００～
２，７００；１，２００～２，６００；１，３００～２，５００；１，４００～２，４０
０；１，５００～２，３００；１，６００～２，２００；１，７００～２１００；１，８
００～２０５０；１，９００～２０４０；２，０００～２，０２０、２００２～２０２１
、２，０１０～２，０１５、２００１～２００２、２００９～２０１０および２０２１～
２０２２と番号付けされた位置に及ぶヌクレオチドから選択される、項目２に記載のポリ
ヌクレオチド。
（項目４）
　配列番号１内の前記特異的部位または配列番号１内の位置に隣接する前記特異的部位が
、配列番号１の１０～５００；５００～１，０００；５００～２，１００；１，０００～
１，５００；１，０００～２，１００；１，５００～２，０００；１，５００～２，５０
０；２，０００～２，５００；２，５００～３，０００；２，５００～３，５００；３，
０００～３，５００；３，０００～４，０００；および３，５００～４，０００と番号付
けされた位置に及ぶヌクレオチドからなる群から選択される、項目３に記載のポリヌクレ
オチド。
（項目５）
　改変されたゲノムを含む改変された細胞であって、前記ゲノムは、前記ゲノムの遺伝子
座内での外因性核酸配列の挿入によって改変され、前記遺伝子座は、配列番号１または配
列番号４に対して少なくとも９０％同一である発現増強性ヌクレオチド配列を含む、細胞
。
（項目６）
　前記細胞がＣＨＯ細胞である、項目５に記載の改変された細胞。
（項目７）
　前記外因性核酸配列が、１または複数の組換え認識配列を含む、項目５または６に記載
の改変された細胞。
（項目８）
　前記外因性核酸配列が、少なくとも２つの組換え認識配列と、前記２つの組換え認識配
列間に配置された選択可能なマーカーとを含む、項目７に記載の改変された細胞。
（項目９）
　前記１または複数の組換え認識配列が、ＬｏｘＰ部位、Ｌｏｘ５１１部位、Ｌｏｘ２２
７２部位、Ｌｏｘ２３７２部位、Ｌｏｘ５１７１部位、Ｌｏｘｍ２部位、Ｌｏｘ７１部位
、Ｌｏｘ６６部位、ＬｏｘＦａｓ部位およびｆｒｔ部位からなる群から選択される、項目
７に記載の改変された細胞。
（項目１０）
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　前記外因性核酸配列が、前記発現増強性ヌクレオチド配列に作動可能に連結した少なく
とも１つの外因性の目的の遺伝子（ＧＯＩ）を含む、項目５または６に記載の改変された
細胞。
（項目１１）
　前記少なくとも１つの外因性ＧＯＩが、ヒト遺伝子であり、前記ヒト遺伝子が、外因性
プロモーターに作動可能に連結している、項目１０に記載の改変された細胞。
（項目１２）
　第１のＧＯＩの３’側に第２のＧＯＩをさらに含み、前記第２のＧＯＩが、外因性プロ
モーターに作動可能に連結している、項目１１に記載の改変された細胞。
（項目１３）
　前記第１のＧＯＩが抗体の軽鎖をコードし、前記第２のＧＯＩが抗体の重鎖をコードす
る、項目１２に記載の改変された細胞。
（項目１４）
　抗体の軽鎖をコードする前記遺伝子の５’側に第１のリコンビナーゼ部位と、抗体の重
鎖をコードする前記遺伝子に直接隣接し、かつ３’側にある第２のリコンビナーゼ部位と
をさらに含む、項目１３に記載の改変された細胞。
（項目１５）
　前記第１のリコンビナーゼ認識部位と前記第２のリコンビナーゼ認識部位とが異なり、
前記第１および第２のリコンビナーゼ認識部位が、ＬｏｘＰ部位、Ｌｏｘ５１１部位、Ｌ
ｏｘ２２７２部位、Ｌｏｘ２３７２部位、Ｌｏｘ５１７１部位、Ｌｏｘｍ２部位、Ｌｏｘ
７１部位、Ｌｏｘ６６部位、ＬｏｘＦａｓ部位およびｆｒｔ部位からなる群から選択され
る、項目１４に記載の改変された細胞。
（項目１６）
　ＣＨＯ細胞ゲノムを改変する方法であって、前記ＣＨＯ細胞中に、外因性配列を含むビ
ヒクルを導入するステップを含み、前記外因性配列は、配列番号１または配列番号４に対
して少なくとも９０％同一であるヌクレオチド配列を含む前記ゲノムの遺伝子座中に組み
込まれる、方法。
（項目１７）
　目的のタンパク質を発現するようにＣＨＯ細胞ゲノムを改変する方法であって、ＣＨＯ
細胞中に、前記目的のタンパク質の発現のための配列を含む外因性核酸を前記ＣＨＯ細胞
のゲノム中に導入するためのビヒクルを導入するステップを含み、前記ビヒクルはベクタ
ーを含み、前記ベクターは、
　ａ．配列番号１または配列番号４のヌクレオチド配列中に存在する配列に対して相同な
５’相同アーム、
　ｂ．前記目的のタンパク質をコードする核酸、および
　ｃ．配列番号１または配列番号４のヌクレオチド配列中に存在する配列に対して相同な
３’相同アーム
を含む、方法。
（項目１８）
　前記ビヒクルが、少なくともさらなるベクターまたはｍＲＮＡ分子を含む、項目１７に
記載の方法。
（項目１９）
　前記さらなるベクターが、アデノウイルス、レンチウイルス、レトロウイルス、アデノ
随伴ウイルス、組込みファージベクター、非ウイルスベクター、トランスポゾンおよび／
またはトランスポザーゼ、インテグラーゼ基質ならびにプラスミドからなる群から選択さ
れる、項目１８に記載の方法。
（項目２０）
　前記５’相同アームが、配列番号１または配列番号４のヌクレオチド配列中に存在する
配列に対して相同な配列を含み、前記目的のタンパク質をコードする前記核酸と連続して
いる、項目１７に記載の方法。
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（項目２１）
　前記３’相同アームが、配列番号１または配列番号４のヌクレオチド配列中に存在する
配列に対して相同な配列を含み、前記目的のタンパク質をコードする前記核酸と連続して
いる、項目１７に記載の方法。
（項目２２）
　目的のタンパク質を発現するようにＣＨＯ細胞ゲノムを改変するためのビヒクルであっ
て、
　ａ．配列番号１または配列番号４のヌクレオチド配列中に存在する配列に対して相同で
ある５’相同アーム、
　ｂ．前記目的のタンパク質をコードする核酸、および
　ｃ．配列番号１または配列番号４のヌクレオチド配列中に存在する配列に対して相同な
３’相同アーム
を含むベクターを含むビヒクル。
（項目２３）
　少なくともさらなるベクターまたはｍＲＮＡ分子を含む、項目２２に記載のビヒクル。
（項目２４）
　前記さらなるベクターが、アデノウイルス、レンチウイルス、レトロウイルス、アデノ
随伴ウイルス、組込みファージベクター、非ウイルスベクター、トランスポゾンおよび／
またはトランスポザーゼ、インテグラーゼ基質、ならびにプラスミドからなる群から選択
される、項目２３に記載のビヒクル。
（項目２５）
　前記５’相同アームが、配列番号１または配列番号４のヌクレオチド配列中に存在する
配列に対して相同な配列を含み、前記目的のタンパク質をコードする前記核酸と連続して
いる、項目２２に記載のビヒクル。
（項目２６）
　前記３’相同アームが、配列番号１または配列番号４のヌクレオチド配列中に存在する
配列に対して相同な配列を含み、前記目的のタンパク質をコードする前記核酸と連続して
いる、項目２２に記載のビヒクル。
（項目２７）
　目的のタンパク質を作製するための方法であって、
　ａ．細胞中に目的の遺伝子（ＧＯＩ）を導入するステップであって、前記ＧＯＩは、配
列番号１または配列番号４の発現増強性配列に対して少なくとも９０％同一であるヌクレ
オチド配列を含む特異的遺伝子座中に組み込まれる、ステップ；
　ｂ．（ａ）の細胞を、前記ＧＯＩの発現を可能にする条件下で培養するステップ；およ
び
　ｃ．前記目的のタンパク質を回収するステップ
を含む方法。
（項目２８）
　前記ＧＯＩが、前記発現増強性配列に作動可能に連結し、少なくとも１つのリコンビナ
ーゼ認識部位が、前記ＧＯＩと直接隣接する、項目２７に記載の方法。
（項目２９）
　前記ＧＯＩが、免疫グロブリンまたはその抗原結合性断片、および受容体またはそのリ
ガンド結合性断片から選択されるタンパク質をコードする、項目２８に記載の方法。
（項目３０）
　前記免疫グロブリンが、抗体軽鎖もしくはその抗原結合性断片、抗体重鎖もしくはその
抗原結合性断片、Ｆｃ融合タンパク質、またはＦｃ－受容体融合タンパク質から選択され
る、項目２９に記載の方法。
（項目３１）
　前記少なくとも１つのリコンビナーゼ認識部位が、ＬｏｘＰ部位、Ｌｏｘ５１１部位、
Ｌｏｘ２２７２部位、Ｌｏｘ２３７２部位、Ｌｏｘ５１７１部位、Ｌｏｘｍ２部位、Ｌｏ
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ｘ７１部位、Ｌｏｘ６６部位、ＬｏｘＦａｓ部位およびｆｒｔ部位からなる群から選択さ
れる、項目３０に記載の方法。
（項目３２）
　前記ＧＯＩが前記リコンビナーゼ認識部位に直接隣接し、かつ５’側にあり、そして前
記ＧＯＩに直接隣接し、かつ３’側にある第２のリコンビナーゼ認識部位をさらに含む、
項目３１に記載の方法。
（項目３３）
　前記第２のリコンビナーゼ認識部位に直接隣接し、かつ３’側にある第２のＧＯＩをさ
らに含む、項目３２に記載の方法。
（項目３４）
　前記第２のＧＯＩに直接隣接し、かつ３’側にある第３のリコンビナーゼ認識部位をさ
らに含む、項目３３に記載の方法。
（項目３５）
　前記第２のリコンビナーゼ認識部位と前記第２のＧＯＩとの間に少なくとも１つのマー
カー遺伝子をさらに含む、項目３４に記載の方法。
（項目３６）
　前記少なくとも１つのマーカー遺伝子が、薬物耐性遺伝子および発現レポーター遺伝子
からなる群から選択される、項目３５に記載の方法。
（項目３７）
　前記第１のＧＯＩに作動可能に連結したプロモーターおよび前記第２のＧＯＩに作動可
能に連結したプロモーターをさらに含む、項目３６に記載の方法。
（項目３８）
　前記第２および前記第３のリコンビナーゼ認識部位が、前記第１のリコンビナーゼ認識
部位と反対の配向である、項目３７に記載の方法。
（項目３９）
　前記第１、第２および第３のリコンビナーゼ認識部位が異なる、項目３８に記載の方法
。
（項目４０）
　目的のタンパク質を作製するための方法であって、
　（ａ）ＣＨＯ細胞中に、配列番号１または配列番号４に対して少なくとも９０％同一で
あるヌクレオチド配列を含む発現増強性配列と、目的のタンパク質をコードする外因性Ｇ
ＯＩとを含む核酸構築物を導入するステップであって、前記ＧＯＩは、前記発現増強性配
列に作動可能に連結している、ステップ；
　（ｂ）（ａ）のＣＨＯ細胞を、前記ＧＯＩの発現を可能にする条件下で培養するステッ
プ；および
　（ｃ）前記目的のタンパク質を回収するステップ
を含む方法。
（項目４１）
　前記ＧＯＩが、プロモーターに作動可能に連結している、項目４０に記載の方法。
（項目４２）
　前記ＧＯＩが、免疫グロブリンまたはその抗原結合性断片をコードする、項目４１に記
載の方法。
（項目４３）
　前記ＧＯＩが、抗体、受容体もしくはそのリガンド結合性断片、Ｆｃ－受容体融合タン
パク質またはＦｃ融合タンパク質をコードする、項目４２に記載の方法。
（項目４４）
　認識配列が組み込まれるようにＣＨＯ細胞ゲノムを改変する方法であって、ＣＨＯ細胞
中に、認識配列を含む外因性核酸を前記ＣＨＯ細胞のゲノム中に導入するためのビヒクル
を導入するステップを含み、前記ビヒクルはベクターを含み、前記ベクターは、
　ａ．配列番号１または配列番号４のヌクレオチド配列中に存在する配列に対して相同な
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５’相同アーム、
　ｂ．認識配列を含む外因性核酸、および
　ｃ．配列番号１または配列番号４のヌクレオチド配列中に存在する配列に対して相同な
３’相同アーム
を含み、前記認識配列が、配列番号１または配列番号４に対して少なくとも９０％同一で
あるヌクレオチド配列を有する前記ゲノムの遺伝子座内に組み込まれる、方法。
（項目４５）
　前記外因性核酸配列が、少なくとも２つの組換え認識配列と、前記２つの組換え認識配
列間に配置された選択可能なマーカーとを含む、項目４４に記載の方法。
（項目４６）
　前記ビヒクルが、少なくともさらなるベクターまたはｍＲＮＡ分子を含む、項目４４ま
たは４５に記載の方法。
（項目４７）
　前記さらなるベクターが、前記認識配列を組み込むための部位特異的ヌクレアーゼをコ
ードする核酸を含む、項目４６に記載の方法。
（項目４８）
　前記部位特異的ヌクレアーゼが、ジンクフィンガーヌクレアーゼ（ＺＦＮ）、ＺＦＮダ
イマー、転写アクチベーター様エフェクターヌクレアーゼ（ＴＡＬＥＮ）、ＴＡＬエフェ
クタードメイン融合タンパク質またはＲＮＡガイドＤＮＡエンドヌクレアーゼからなる群
から選択される、項目４７に記載の方法。
（項目４９）
　認識配列が組み込まれるようにＣＨＯ細胞ゲノムを改変するためのビヒクルであって、
　ａ．配列番号１または配列番号４のヌクレオチド配列中に存在する配列に対して相同な
５’相同アーム、
　ｂ．前記認識配列を含む核酸、および
　ｃ．配列番号１または配列番号４のヌクレオチド配列中に存在する配列に対して相同な
３’相同アーム
を含むベクターを含む、ビヒクル。
（項目５０）
　前記核酸が、少なくとも２つの組換え認識配列と、前記２つの組換え認識配列間に配置
された選択可能なマーカーとを含む、項目４９に記載のビヒクル。
（項目５１）
　少なくともさらなるベクターまたはｍＲＮＡ分子を含む、項目４９または５０に記載の
ビヒクル。
（項目５２）
　前記さらなるベクターが、前記認識配列を組み込むための部位特異的ヌクレアーゼをコ
ードする核酸を含む、項目５１に記載のビヒクル。
（項目５３）
　前記部位特異的ヌクレアーゼが、ジンクフィンガーヌクレアーゼ（ＺＦＮ）、ＺＦＮダ
イマー、転写アクチベーター様エフェクターヌクレアーゼ（ＴＡＬＥＮ）、ＴＡＬエフェ
クタードメイン融合タンパク質またはＲＮＡガイドＤＮＡエンドヌクレアーゼからなる群
から選択される、項目５２に記載のビヒクル。
（項目５４）
　前記５’相同アームが、配列番号１または配列番号４のヌクレオチド配列中に存在する
配列に対して相同な配列を含み、前記認識配列を含む前記核酸と連続している、項目４９
に記載のビヒクル。
（項目５５）
　前記３’相同アームが、配列番号１または配列番号４のヌクレオチド配列中に存在する
配列に対して相同な配列を含み、前記認識配列を含む前記核酸と連続している、項目４９
に記載のビヒクル。
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