
(57)【要約】
本発明は、非ヒト動物の遺伝子操作に関する。さらに具体的には、本発明は異種移植に用
いられる非ヒト動物の遺伝子操作に関する。本発明は、 GGTA1欠損細胞、生存する GGTA 1
欠損ブタ、前記ブタを作製するための方法、ならびに、異種移植のために前記ブタの細胞
、組織および臓器を使用する方法を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 生 存 す る GGTA 1欠 損 ブ タ 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ブ タ が ミ ニ チ ュ ア ブ タ で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ブ タ 。
【 請 求 項 ３ 】
　 GGTA 1欠 損 細 胞 を 選 択 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） GGTA 1ヘ テ ロ 接 合 体 ブ タ ま た は 胎 仔 か ら 細 胞 系 を 得 る 工 程 ；
（ ｂ ） GGTA 1欠 損 細 胞 に つ い て 細 胞 を 濃 縮 す る 工 程 ； お よ び
（ ｃ ） GGTA 1欠 損 生 細 胞 に つ い て 株 を ス キ ャ ン す る 工 程
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 工 程 （ ｂ ） に お い て 、 細 胞 が 、
（ ａ ） 補 体 の 存 在 下 で 、 該 細 胞 に 抗 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス 抗 体 を 処 置 す
る こ と ；
（ ｂ ） 抗 gal試 薬 に 結 合 し て い る 磁 性 マ イ ク ロ ビ ー ズ を 用 い て 、 該 細 胞 を 枯 渇 さ せ る こ と
；
（ ｃ ） 該 細 胞 に 抗 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス 抗 体 を 処 置 し 、 抗 抗 体 に 結 合 し
て い る 磁 性 マ イ ク ロ ビ ー ズ を 用 い て 該 細 胞 を 枯 渇 さ せ る こ と ； お よ び
（ ｄ ） 該 株 に galエ ピ ト ー プ リ ガ ン ド を 処 置 し 、 そ し て 抗 リ ガ ン ド 抗 体 に 結 合 し て い る 磁
性 マ イ ク ロ ビ ー ズ を 用 い て 該 株 を 枯 渇 さ せ る こ と
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 処 置 に よ り 濃 縮 さ れ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 工 程 （ ｂ ） に お い て 、 細 胞 が 、
（ ａ ） 補 体 の 存 在 下 で 、 該 細 胞 に 抗 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス 抗 体 を 処 置 す
る こ と ；
（ ｂ ） 抗 gal試 薬 に 結 合 し て い る 磁 性 マ イ ク ロ ビ ー ズ を 用 い て 、 該 細 胞 を 枯 渇 さ せ る こ と
；
（ ｃ ） 該 細 胞 に 抗 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス 抗 体 を 処 置 し 、 抗 抗 体 に 結 合 し
て い る 磁 性 マ イ ク ロ ビ ー ズ を 用 い て 該 細 胞 を 枯 渇 さ せ る こ と ； お よ び
（ ｄ ） 該 細 胞 に galエ ピ ト ー プ リ ガ ン ド を 処 置 し 、 そ し て 抗 リ ガ ン ド 抗 体 に 結 合 し て い る
磁 性 マ イ ク ロ ビ ー ズ を 用 い て 株 を 枯 渇 さ せ る こ と
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 複 数 の 処 置 に よ り 濃 縮 さ れ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 工 程 （ ｂ ） に お い て 、 細 胞 が 、 下 記 の 各 処 置 ：
（ ａ ） 補 体 の 存 在 下 で 、 該 細 胞 に 抗 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス 抗 体 を 処 置 す
る こ と ；
（ ｂ ） 該 細 胞 に galエ ピ ト ー プ リ ガ ン ド を 処 置 し 、 そ し て 抗 リ ガ ン ド 抗 体 に 結 合 し て い る
磁 性 マ イ ク ロ ビ ー ズ を 用 い て 、 株 を 枯 渇 さ せ る こ と
を ３ 回 行 う こ と に よ り 濃 縮 さ れ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。 　 　
【 請 求 項 ７ 】
　 細 胞 系 が ブ タ 胎 仔 線 維 芽 細 胞 系 で あ る 、 請 求 項 ３ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 細 胞 系 が ブ タ 胎 仔 線 維 芽 細 胞 の ク ロ ー ン 集 団 で あ る 、 請 求 項 ３ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ブ タ 胎 仔 線 維 芽 細 胞 が ミ ニ チ ュ ア ブ タ 由 来 で あ る 、 請 求 項 ７ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 細 胞 系 が 幹 細 胞 系 で あ る 、 請 求 項 ３ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ １ 】
　 幹 細 胞 が 始 原 幹 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 抗 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス 抗 体 が 霊 長 類 の 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ４ ～ ６ の
い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 抗 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の フ ラ
グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 ４ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 抗 gal試 薬 が 、 抗 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス 抗 体 お よ び レ ク チ ン か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 galエ ピ ト ー プ リ ガ ン ド が IB4結 合 体 で あ り 、 抗 エ ピ ト ー プ リ ガ ン ド が 抗 IB4結 合 体 で あ
る 、 請 求 項 ４ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 IB4結 合 体 が IB4ビ オ チ ン お よ び IB4-FITCか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 抗 IB4結 合 体 が 抗 ビ
オ チ ン お よ び 抗 FITCか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ブ タ GGTA 1欠 損 細 胞 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 細 胞 が GGTA 1遺 伝 子 に つ い て ホ モ 接 合 体 で あ り 、 か つ 前 記 GGTA 1遺 伝 子 は 破 壊 さ れ て い
る か ま た は 機 能 し な い よ う に さ れ て い る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の ブ タ 細 胞 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 細 胞 が GGTA 1遺 伝 子 に つ い て 半 接 合 体 で あ り 、 か つ １ つ の み の GGTA 1ア レ ル が 破 壊 さ れ
て い る か ま た は 機 能 し な い よ う に さ れ て い る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の ブ タ 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 細 胞 が GGTA 1遺 伝 子 に つ い て 複 合 ヘ テ ロ 接 合 体 で あ り 、 か つ 前 記 GGTA 1遺 伝 子 は ２ つ の
異 な る 変 異 ア レ ル を 含 む 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の ブ タ 細 胞 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 細 胞 が Q2由 来 で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の ブ タ 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 細 胞 が Q9由 来 で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の ブ タ 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 細 胞 が Q32由 来 で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の ブ タ 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 細 胞 が Q37由 来 で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の ブ タ 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス エ ピ ト ー プ の 発 現 を 欠 損 し て い る ブ タ 臓 器 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　  臓 器 が GGTA 1遺 伝 子 に つ い て ホ モ 接 合 体 で あ る 細 胞 を 含 み 、 か つ 前 記 GGTA 1遺 伝 子 は
破 壊 さ れ て い る か ま た は 機 能 し な い よ う に さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の ブ タ 臓 器 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 臓 器 が GGTA 1遺 伝 子 に つ い て 半 接 合 体 で あ る 細 胞 を 含 み 、 か つ １ つ の み の GGTA 1ア レ ル
が 破 壊 さ れ て い る か ま た は 機 能 し な い よ う に さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の ブ タ 臓 器 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 臓 器 が GGTA 1遺 伝 子 に つ い て 複 合 ヘ テ ロ 接 合 体 で あ る 細 胞 を 含 み 、 か つ 前 記 GGTA 1遺 伝
子 は ２ つ の 異 な る 変 異 ア レ ル を 含 む 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の ブ タ 臓 器 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 ブ タ 臓 器 が 、 心 臓 、 肝 臓 、 腎 臓 、 膵 臓 、 甲 状 腺 お よ び 皮 膚 を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請
求 項 ２ ５ ～ ２ ８ の い ず れ か に 記 載 の ブ タ 臓 器 。
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【 請 求 項 ３ ０ 】
　 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス エ ピ ト ー プ の 発 現 を 欠 損 し て い る ブ タ 組 織 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 組 織 が GGTA 1遺 伝 子 に つ い て ホ モ 接 合 体 で あ る 細 胞 を 含 み 、 か つ 前 記 GGTA 1遺 伝 子 は 破
壊 さ れ て い る か ま た は 機 能 し な い よ う に さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の ブ タ 組 織 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 組 織 が GGTA 1遺 伝 子 に つ い て 半 接 合 体 で あ る 細 胞 を 含 み 、 か つ １ つ の み の GGTA 1ア レ ル
が 破 壊 さ れ て い る か ま た は 機 能 し な い よ う に さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の ブ タ 組 織 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 組 織 が GGTA 1遺 伝 子 に つ い て 複 合 ヘ テ ロ 接 合 体 で あ る 細 胞 を 含 み 、 か つ 前 記 GGTA 1遺 伝
子 は ２ つ の 異 な る 変 異 ア レ ル を 含 む 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の ブ タ 組 織 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 GGTA 1欠 損 細 胞 を 選 択 す る こ と 、 卵 母 細 胞 を 除 核 す る こ と 、 前 記 卵 母 細 胞 を 前 記 GGTA 1
欠 損 細 胞 と 融 合 さ せ て NT-由 来 の 胚 を 産 生 す る こ と 、 お よ び 代 理 母 に NT-由 来 の 胚 を 移 植 す
る こ と を 含 む 、 生 存 す る GGTA 1欠 損 ブ タ を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 代 理 母 は 発 情 を 開
始 し て い る が 排 卵 を 完 了 し て い な い 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 GGTA 1欠 損 細 胞 が 、 ブ タ 胎 仔 線 維 芽 細 胞 系 由 来 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 GGTA 1欠 損 細 胞 が 、 ブ タ 胎 仔 線 維 芽 細 胞 の ク ロ ー ン 集 団 由 来 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 ブ タ 胎 仔 線 維 芽 細 胞 が ミ ニ チ ュ ア ブ タ 由 来 で あ る 、 請 求 項 ３ ５ ま た は ３ ６ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 ブ タ 胎 仔 線 維 芽 細 胞 が GGTA 1 ノ ッ ク ア ウ ト に つ い て ヘ テ ロ 接 合 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ５
ま た は ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 GGTA 1欠 損 細 胞 が Q2由 来 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 GGTA 1欠 損 細 胞 が Q9由 来 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 GGTA 1欠 損 細 胞 が Q32由 来 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 GGTA 1欠 損 細 胞 が Q37由 来 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 R44 RR15198を 介 し て 国 立 衛 生 研 究 所 NCRRに よ り 一 部 資 金 援 助 さ れ て い る 。
米 国 政 府 は 本 発 明 に つ い て の 権 利 を 有 す る 。

　 本 発 明 は 、 非 ヒ ト 動 物 の 遺 伝 子 操 作 に 関 す る 。 さ ら に 具 体 的 に は 、 本 発 明 は い く つ か の
態 様 に お い て 、 α (1,3)－ ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GGTA 1） 欠 損 細 胞 を 選 択 す
る こ と 、 お よ び 異 種 移 植 に 用 い ら れ る 非 ヒ ト 動 物 の 遺 伝 子 操 作 に 関 す る 。 　
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 １ ９ ８ ０ 年 代 半 ば の 長 期 に わ た る 免 疫 抑 制 剤 の 導 入 以 降 、 臨 床 に お け る 移 植 は 末 期 の 臓
器 不 全 に 対 す る 主 要 な 処 置 の １ つ と な っ て い る 。 こ の 成 功 は 、 ヒ ト 臓 器 の 供 給 と い う ２ 次
的 な 問 題 を 引 き 起 こ し て お り 、 こ の こ と は 移 植 を 必 要 と し て い る 患 者 に 臓 器 を 提 供 す る 能
力 を 極 め て 制 限 し て い る 。 こ の 医 学 的 必 要 性 を 解 決 す る た め の 主 要 な ア プ ロ ー チ の １ つ は
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、 臓 器 の 供 給 源 と し て 他 の 種 を 利 用 す る こ と で あ る （ 異 種 移 植 ） 。 R.W Evansは 、 Xenotra
nsplantation, J.L. Platt, Ed. (ASM Press, Washington, DC, 2001), pp. 29-51に お い
て 、 倫 理 的 配 慮 、 繁 殖 の 特 徴 、 感 染 症 の 懸 念 な ら び に そ の 適 合 性 の あ る 大 き さ と 生 理 機 能
か ら 、 ブ タ が 第 一 選 択 肢 の 種 で あ る こ と を 教 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ブ タ か ら 霊 長 類 へ の 臓 器 移 植 の 進 歩 に お け る 主 な 障 害 は 、 ブ タ 細 胞 の 表 面 に お け る α (1
,3)－ ガ ラ ク ト シ ル － (gal)－ エ ピ ト ー プ 末 端 の 存 在 で あ る 。 ヒ ト お よ び 旧 世 界 ザ ル （ Old 
World monkey） は 、 進 化 の 過 程 で 対 応 す る ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 失 っ て
し ま っ た た め に 、 ブ タ 臓 器 の 超 急 性 拒 絶 反 応 に 関 与 す る エ ピ ト ー プ に 対 す る 予 め 形 成 さ れ
た 自 然 抗 体 を 産 生 す る 。 レ シ ピ エ ン ト の 抗 gal抗 体 の ア フ ィ ニ テ ィ ー 吸 着 に よ る 一 時 的 な
除 去 、 お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ブ タ に お け る 補 体 制 御 因 子 の 発 現 に よ り 、 超 急 性 拒 絶 反
応 期 を 過 ぎ て ブ タ 臓 器 を 生 存 さ せ る こ と が で き る 。 し か し 、 D. Lambrigts, D.H. Sachs, 
D.K.S Cooper, Transplantation 66, 547 (1998)は 、 抗 体 の 戻 り お よ び 残 っ た 補 体 活 性 が
、 高 レ ベ ル の 免 疫 抑 制 剤 や 他 の 臨 床 的 介 入 の 存 在 下 で あ っ て も 、 臓 器 の 生 存 を 著 し く 制 限
す る 急 性 お よ び 遅 延 損 傷 の 原 因 に な る 傾 向 に あ る と 教 示 す る 。 ま た 、 ド ナ ー 動 物 の 遺 伝 子
操 作 を 介 し て galエ ピ ト ー プ の 発 現 を 減 少 さ せ る こ と に よ り 、 拒 絶 反 応 を 抑 制 す る た め の
試 み も な さ れ て き た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 不 幸 な こ と に 、 C. Costa et al., FASEB J. 13, 1762 (1999)は 、 H-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ブ タ に お け る galト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の 競 合 的 阻 害 が 、 エ ピ ト ー プ
数 を 一 部 し か 抑 制 し な い と い う 結 果 と な る こ と を 開 示 し て い る 。 他 の 同 様 な ア プ ロ ー チ は
、 Sandrinら の 米 国 特 許 5,821,117、 Diamondら の 米 国 特 許 6,166,288お よ び Cooperら の 米 国
特 許 6,331,658に お い て 開 示 さ れ て お り 、 こ れ ら は 全 て 炭 水 化 物 エ ピ ト ー プ の 発 現 を 遺 伝
子 的 に 改 変 し て 増 加 さ せ る こ と に よ っ て 、 galエ ピ ト ー プ を マ ス ク す る 方 法 を 教 示 し て い
る 。 同 様 に 、 S. Miyagawa et al., J. Biol. Chem. 276, 39310 (2001)は 、 N-ア セ チ ル グ
ル コ サ ミ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ IIIト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ブ タ に お い て galエ ピ ト ー プ の 発
現 を ブ ロ ッ ク す る 試 み も ま た 、 galエ ピ ト ー プ 数 を 一 部 し か 抑 制 し な い と い う 結 果 と な り
、 霊 長 類 レ シ ピ エ ン ト に お け る 移 植 片 の 生 存 を 有 意 に 延 長 す る こ と は で き な い こ と を 教 示
す る 。 ブ タ 細 胞 に お け る 多 数 の galエ ピ ト ー プ の 存 在 を 考 え れ ば 、 こ の 種 の い か な る ド ミ
ナ ン ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ア プ ロ ー チ も 、 抗 galを 介 し た 損 傷 か ら の 充 分 な 保 護 を 提 供 す
る こ と は で き な い よ う で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 A.D. Thall, P. Maly, J.B. Lowe, J. Biol. Chem. 270, 21,437 (1995)お よ び D'Aspic
eら の 米 国 特 許 5,849,991は 、 生 存 す る GGTA 1ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を ES細 胞 技 術 を 用 い て 作
製 で き る こ と を 示 し て い る 。 K.L. McCreath et al., Nature 405, 1066 (2000)お よ び Den
ningら の PCT 公 開 WO 01/88096は 、 イ ン ビ ト ロ で タ ー ゲ ッ ト さ れ た 体 細 胞 を 用 い た 、 生 存
ヒ ツ ジ の 作 製 に よ り 証 明 さ れ た よ う に 、 核 移 植 技 術 が あ る 種 の 大 動 物 の 遺 伝 子 座 （ locus
） 特 異 的 改 変 に 用 い ら れ 得 る こ と を 示 し て い る 。 K.W. Park et al., Anim. Biotech. In 
press (2001) は 、 遺 伝 子 的 に 改 変 さ れ た 体 細 胞 の 核 移 植 に よ る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ブ
タ の 成 功 す る ク ロ ー ニ ン グ と 作 製 を 開 示 す る 。 Gustafssonお よ び Sachsの 米 国 特 許 6,153,4
28号 (2000)は 、 イ ン ビ ト ロ で GGTA 1遺 伝 子 が 相 同 組 み 換 え に よ り 破 壊 さ れ て い る 、 遺 伝 子
改 変 ブ タ 細 胞 を 開 示 す る 。 Dai et al, Nature Biotechnol. 20 (3): 251-255 (2002)は 、
GGTA 1破 壊 遺 伝 子 の ブ タ ヘ テ ロ 接 合 体 の 作 製 を 示 し 、 Lai et al, Science. 295: 1089 (2
002)は 、 GGTA 1破 壊 遺 伝 子 の ミ ニ チ ュ ア ブ タ ヘ テ ロ 接 合 体 の 作 製 を 示 す 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Gustaffsonら の 米 国 特 許 6,413,769は 、 不 活 性 化 さ れ た ヘ テ ロ 接 合 体 の 、 GGTA 1が 破 壊
さ れ た ミ ニ チ ュ ア ブ タ 細 胞 の 作 製 の た め の 、 合 成 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ S-オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） の 使 用 を 教 示 す る 。 Gustaffsonら は さ ら に 、 ベ ク タ ー に よ り 抗 生 物 質
耐 性 配 列 、 す な わ ち ネ オ マ イ シ ン 耐 性 を ゲ ノ ム 中 に 送 達 し GGTA 1遺 伝 子 を 不 活 性 化 さ せ る
、 薬 剤 選 択 シ ス テ ム を 用 い る こ と に よ る 、 ヘ テ ロ 接 合 体 ミ ニ チ ュ ア ブ タ の 作 製 を も 示 し て
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い る 。 残 念 な こ と に 、 Bondioli et al., Mol. Reproduc. Dev. 60: 189-195 (2001) は 、
イ ン ビ ボ で の ブ タ に お け る そ の 達 成 の た め に 核 移 植 技 術 を 使 用 す る 試 み が 不 成 功 で あ っ た
こ と を 報 告 し て い る 。 こ れ は さ ら に 、 ノ ッ ク ア ウ ト ブ タ が 作 製 で き な か っ た こ と を 開 示 す
る Ioannuら の PCT公 開 WO 97/16064に よ っ て も 報 告 さ れ て い る
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Gustaffsonは 、 さ ら に 米 国 特 許 6,413,769に お い て 、 機 能 的 に α (1,3)－ ガ ラ ク ト シ ル ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 産 生 す る こ と が で き な い ミ ニ チ ュ ア ブ タ の 作 製 に 、 ア ン チ セ ン ス 技 術
を 用 い る 可 能 性 、 お よ び 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ (HSV-tk)な ど の 二 次 的
薬 剤 選 択 シ ス テ ム を 用 い て 、 ホ モ 接 合 体 ミ ニ チ ュ ア ブ タ を 作 製 す る た め の 方 法 を も 開 示 し
て い る 。 不 運 に も 、 彼 は 、 い ず れ の 方 法 を 用 い て も 生 存 し た ホ モ 接 合 体 ブ タ を 作 製 し た こ
と を 証 明 し て お ら ず 、 GGTA 1が 破 壊 さ れ た 遺 伝 子 に 関 し て 、 細 胞 が 産 生 さ れ 、 有 効 で あ り
得 る こ と に つ い て 立 証 し て い な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 し た が っ て 、 GGTA 1エ ピ ト ー プ を い ず れ も 発 現 せ ず 、 そ し て 、 GGTA 1遺 伝 子 の 両 ア レ ル
（ allele） が 破 壊 さ れ て い る か ま た は 機 能 し な く な っ て い る ブ タ ； な ら び に GGTA 1遺 伝 子
に つ い て 通 常 の ２ つ の ア レ ル の 代 わ り に １ コ ピ ー の GGTA 1ア レ ル を 有 す る ブ タ で あ っ て 、
GGTA 1ア レ ル の 前 記 コ ピ ー が 破 壊 さ れ て い る か ま た は 機 能 し な く な っ て い る 前 記 ブ タ を 含
む が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い ブ タ と し て 定 義 さ れ る 、 生 存 す る GGTA 1 欠 損 ブ タ に 対 す る 必
要 性 が あ る 。 ま た 、 前 記 GGTA 1欠 損 ブ タ を 作 製 す る 方 法 ； お よ び 異 種 移 植 の た め の 前 記 GG
TA 1欠 損 ブ タ の 組 織 お よ び 臓 器 を 用 い る 方 法 に 対 す る 必 要 性 も あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 は 、 生 存 す る GGTA 1欠 損 ブ タ 、 ２ 頭 の GGTA 1欠 損 ブ タ を 交 配 さ せ て GGTA 1欠 損 ブ
タ の 子 孫 を 産 生 す る こ と を 含 む 、 前 記 ブ タ を 作 製 す る た め の 方 法 、 な ら び に 、 異 種 移 植 の
た め に 前 記 ブ タ の 細 胞 、 組 織 お よ び 臓 器 を 使 用 す る 方 法 を 提 供 す る 。
　 １ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 生 存 す る GGTA 1欠 損 ブ タ （ viable GGTA1 null sw
ine） を 提 供 す る 。 前 記 ブ タ は 、 異 種 移 植 の た め の 臓 器 、 組 織 お よ び 細 胞 の 供 給 源 と し て
有 用 で あ る 。 前 記 ブ タ は ま た 、 ブ タ の 異 種 移 植 に お け る 、 潜 在 的 な 遅 延 お よ び 慢 性 拒 絶 反
応 の メ カ ニ ズ ム を 克 服 す る こ と を 目 的 と し た 現 在 開 発 中 の ア プ ロ ー チ の 、 よ り 明 確 な 評 価
を 提 供 す る た め に も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ２ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 GGTA 1遺 伝 子 の １ つ の ア レ ル が 破 壊 さ れ て い る か
ま た は 機 能 し な く な っ て い る 、 ヘ テ ロ 接 合 体 GGTA 1ブ タ ま た は ブ タ 胎 仔 か ら 細 胞 系 （ line
 of cells） を 得 る こ と ； GGTA 1欠 損 細 胞 に つ い て 細 胞 系 を 濃 縮 す る こ と ； そ し て GGTA 1
欠 損 生 細 胞 に つ い て 前 記 細 胞 系 を ス キ ャ ン す る こ と を 含 む 、 GGTA 1欠 損 細 胞 を 選 択 す る 方
法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ３ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 細 胞 系 を GGTA 1欠 損 細 胞 に つ い て 濃 縮 す る 工 程 が
： 補 体 の 存 在 下 で 、 前 記 系 （ line） に 抗 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス 抗 体 を 処
置 す る こ と ； 好 ま し く は 抗 体 も し く は レ ク チ ン な ど の 抗 gal試 薬 に 結 合 し て い る 、 磁 性 ビ
ー ズ を 用 い て 、 前 記 系 を 枯 渇 さ せ る こ と （ depleting） ； 前 記 系 に 抗 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,
3)－ ガ ラ ク ト ー ス 抗 体 を 処 置 し 、 そ の 後 、 抗 抗 体 （ anti-antibody） に 結 合 し て い る 磁 性
ビ ー ズ を 用 い て 前 記 系 を 枯 渇 さ せ る こ と ； お よ び 、 前 記 系 に galエ ピ ト ー プ リ ガ ン ド を 処
置 し 、 そ の 後 、 抗 リ ガ ン ド 抗 体 で コ ー ト さ れ て い る 磁 性 ビ ー ズ を 用 い て 前 記 系 を 枯 渇 さ せ
る こ と 、 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 処 置 に よ り 達 成 さ れ る 。 前 記 の GGTA
 1欠 損 細 胞 を 濃 縮 す る 処 置 は 、 上 記 群 か ら 選 択 さ れ る 複 数 の 処 置 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ４ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 GGTA 1欠 損 ブ タ 細 胞 を 提 供 す る 。 前 記 細 胞 は 、 ガ
ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス エ ピ ト ー プ を 欠 損 し て お り 、 霊 長 類 に お け る 超 急 性
拒 絶 反 応 の 克 服 に 有 用 で あ る 。
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発 明 の 概 要



　 ５ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス エ ピ ト ー
プ の 発 現 が 欠 損 し て お り 、 か つ GGTA 1欠 損 細 胞 を 含 む 、 ブ タ 臓 器 を 提 供 す る 。 前 記 臓 器 は
、 霊 長 類 に お け る 超 急 性 拒 絶 反 応 の 克 服 に 有 用 で あ る 。
　 ６ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス エ ピ ト ー
プ の 発 現 が 欠 損 し て お り 、 か つ GGTA 1欠 損 細 胞 を 含 む 、 ブ タ 組 織 を 提 供 す る 。 前 記 組 織 は
、 霊 長 類 に お け る 超 急 性 拒 絶 反 応 の 克 服 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ７ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 GGTA 1欠 損 細 胞 を 単 離 す る こ と 、 卵 母 細 胞 を 除 核
す る こ と 、 前 記 卵 母 細 胞 を 破 壊 さ れ た 細 胞 と 融 合 さ せ て NT-由 来 の 胚 を 産 生 す る こ と 、 お
よ び 代 理 母 に 前 記 NT-由 来 の 胚 を 移 植 す る こ と を 含 む 、 生 存 す る GGTA 1欠 損 ブ タ を 作 製 す
る 方 法 で あ っ て 、 前 記 代 理 母 は 発 情 を 開 始 し て い る が 排 卵 を 完 了 し て い な い 、 前 記 方 法 を
提 供 す る 。
　 ８ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 卵 母 細 胞 を 除 核 す る こ と 、 前 記 卵 母 細 胞 を Q2由 来
の 細 胞 と 融 合 さ せ て NT-由 来 の 胚 を 産 生 す る こ と 、 お よ び 代 理 母 に 前 記 NT-由 来 の 胚 を 移 植
す る こ と を 含 む 、 生 存 す る GGTA 1欠 損 ブ タ を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 代 理 母 は 発 情 を
開 始 し て い る が 排 卵 を 完 了 し て い な い 、 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ９ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 卵 母 細 胞 を 除 核 す る こ と 、 前 記 卵 母 細 胞 を Q9由 来
の 細 胞 と 融 合 さ せ て NT-由 来 の 胚 を 産 生 す る こ と 、 お よ び 代 理 母 に 前 記 NT-由 来 の 胚 を 移 植
す る こ と を 含 む 、 生 存 す る GGTA 1欠 損 ブ タ を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 代 理 母 は 発 情 を
開 始 し て い る が 排 卵 を 完 了 し て い な い 、 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
　 １ ０ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 卵 母 細 胞 を 除 核 す る こ と 、 前 記 卵 母 細 胞 を Q32
由 来 の 細 胞 と 融 合 さ せ て NT-由 来 の 胚 を 産 生 す る こ と 、 お よ び 代 理 母 に 前 記 NT-由 来 の 胚 を
移 植 す る こ と を 含 む 、 生 存 す る GGTA 1欠 損 ブ タ を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 代 理 母 は 発
情 を 開 始 し て い る が 排 卵 を 完 了 し て い な い 、 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
　 １ １ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 卵 母 細 胞 を 除 核 す る こ と 、 前 記 卵 母 細 胞 を Q37
由 来 の 細 胞 と 融 合 さ せ て NT-由 来 の 胚 を 産 生 す る こ と 、 お よ び 代 理 母 に 前 記 NT-由 来 の 胚 を
移 植 す る こ と を 含 む 、 生 存 す る GGTA 1欠 損 ブ タ を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 代 理 母 は 発
情 を 開 始 し て い る が 排 卵 を 完 了 し て い な い 、 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】

　 図 １ ． 抗 体 お よ び 補 体 に よ る 選 択 を 複 数 の ラ ウ ン ド 行 っ た 後 の 、 野 生 型 (F-12)お よ び GG
TA 1ヘ テ ロ 接 合 体 (355-F3)の 胎 仔 細 胞 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 。 細 胞 は 、 α (1,3)-ga
lエ ピ ト ー プ 特 異 的 な レ ク チ ン IB4を 用 い 、 染 色 前 (塗 り つ ぶ し な し の ト レ ー ス )ま た は 染 色
後 (塗 り つ ぶ し の ト レ ー ス )に 解 析 し た 。 細 胞 は 、 各 選 択 か ら ５ ～ ９ 日 後 に 解 析 し た 。 処 置
後 の 解 析 は 、 F12細 胞 の 最 後 の 選 択 か ら １ ７ 日 後 お よ び 355-F1細 胞 の 最 後 の 選 択 か ら ２ ２
日 後 に 行 わ れ た 。 抗 体 ／ 補 体 選 択 直 後 の 細 胞 リ カ バ ー 率 を 示 し 、 こ れ は 処 置 中 の 細 胞 の 喪
失 の 全 て を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 図 ２ ． 355-F1胎 仔 由 来 の GGTA 1ヘ テ ロ 接 合 体 細 胞 の 抗 体 ／ 補 体 選 択 に よ っ て 得 ら れ た 、
ク ロ ー ン Q2お よ び Q9の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 。 選 択 さ れ た ク ロ ー ン は 、 α (1,3)-gal
エ ピ ト ー プ 特 異 的 な レ ク チ ン IB4を 用 い た 染 色 前 お よ び 染 色 後 に 解 析 し 、 抗 体 ／ 補 体 選 択
を 行 っ て い な い 親 の 胎 仔 細 胞 系 の 染 色 と 比 較 し た 。 選 択 さ れ た ク ロ ー ン で は 、 非 galエ ピ
ト ー プ に 結 合 し て い る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に よ る 可 能 性 の あ る 、 極 め て 低 い レ ベ ル の 染 色 が
観 察 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 図 ３ Ａ ． 355-F1胎 仔 由 来 の GGTA 1ヘ テ ロ 接 合 体 細 胞 の 抗 体 ／ 補 体 選 択 に よ っ て 得 ら れ た
、 ク ロ ー ン Q2お よ び Q9の RT-PCR解 析 。 レ ー ン １ ： Q2。 レ ー ン ２ ： Q9。 レ ー ン ３ ： F12（ WT
胎 仔 線 維 芽 細 胞 コ ン ト ロ ー ル ） 。 レ ー ン ４ ： 抗 体 ／ 補 体 選 択 前 の 355-F1細 胞 。 ラ ム ダ (Lam
bda) Hind IIIマ ー カ ー の サ イ ズ を kbpで 示 す 。 選 択 前 の 355-F1細 胞 に お い て は 、 2472bpの
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タ ー ゲ ッ ト さ れ た 遺 伝 子 座 の PCR産 物 お よ び 1421bpの 野 生 型 遺 伝 子 座 の PCR産 物 が 検 出 さ れ
て い る が 、 ク ロ ー ン Q2お よ び Q9 に お い て は 2472bpの 産 物 の み が 検 出 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 図 ３ Ｂ ． 355-F1胎 仔 由 来 の GGTA 1ヘ テ ロ 接 合 体 細 胞 の 抗 体 ／ 補 体 選 択 に よ っ て 得 ら れ た
、 ク ロ ー ン Q2お よ び Q9の ゲ ノ ム 解 析 。 レ ー ン １ ～ ４ ： ３ ’ タ ー ゲ テ ィ ン グ 解 析 。 レ ー ン １
： Q2。 レ ー ン ２ ： Q9。 レ ー ン ３ ： F505（ WT胎 仔 線 維 芽 細 胞 コ ン ト ロ ー ル ） 。 レ ー ン ４ ： 抗
体 ／ 補 体 選 択 前 の 355-F1細 胞 。 ラ ム ダ Hind IIIマ ー カ ー の サ イ ズ を kbpで 示 す 。 選 択 前 の 3
55-F1細 胞 に お い て は 、 2.3kbpの タ ー ゲ ッ ト さ れ た 遺 伝 子 座 の PCR産 物 お よ び 1.25kbpの 野
生 型 遺 伝 子 座 の PCR産 物 が 検 出 さ れ て い る が 、 ク ロ ー ン Q2お よ び Q9 に お い て は 2472bpの 産
物 の み が 検 出 さ れ て い る 。 レ ー ン ６ ～ ９ ： ５ ’ タ ー ゲ テ ィ ン グ 解 析 。 レ ー ン ６ ： Q2。 レ ー
ン ７ ： Q9。 レ ー ン ８ ： F505（ WT胎 仔 線 維 芽 細 胞 コ ン ト ロ ー ル ） 。 レ ー ン ９ ： 抗 体 ／ 補 体 選
択 前 の 355-F1細 胞 。 選 択 前 の 355-F1細 胞 に お い て は 、 3.6kbpの タ ー ゲ ッ ト さ れ た 遺 伝 子 座
の PCR産 物 お よ び 2.55kbpの 野 生 型 遺 伝 子 座 の PCR産 物 が 検 出 さ れ て い る が 、 ク ロ ー ン Q2お
よ び Q9 に お い て は 2472bpの 産 物 の み が 検 出 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 図 ４ ． 核 移 植 ド ナ ー 系 （ line） の 定 量 的 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 。
　 示 し た 供 給 源 か ら の ゲ ノ ム DNAを 制 限 酵 素 Afl IIIで 消 化 し て 、 GGTA 1遺 伝 子 座 の エ キ ソ
ン 9か ら の 116bpの プ ロ ー ブ お よ び DQB遺 伝 子 座 か ら の 107bpの プ ロ ー ブ （ 内 部 定 量 コ ン ト ロ
ー ル ） に 同 時 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 GGTA 1 プ ロ ー ブ は 、 1.3kbの 野 生 型 フ ラ グ メ ン ト
お よ び 、 IRES-neo選 択 カ セ ッ ト を 含 む 2.3kbの 遺 伝 子 タ ー ゲ ッ ト さ れ た バ ン ド に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る 。 F7サ ン プ ル は 、 野 生 型 胎 仔 の 線 維 芽 細 胞 か ら 調 製 さ れ た 。 355-F1サ ン プ ル は
、 自 然 抗 体 お よ び 補 体 に よ る 選 択 の 前 の GGTA 1ヘ テ ロ 接 合 体 胎 仔 線 維 芽 細 胞 か ら 調 製 さ れ
た 。 355-F1 4Xサ ン プ ル は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ れ た ヒ ヒ 自 然 抗 体 お よ び 補 体 を 用 い て
４ 回 選 択 さ れ た 細 胞 集 団 か ら 調 製 さ れ た 。 Qシ リ ー ズ サ ン プ ル は 、 355-F1胎 仔 線 維 芽 細 胞
か ら 選 択 さ れ た ク ロ ー ン 細 胞 系 か ら の も の で あ る 。 野 生 型 GGTA 1ア レ ル は 、 ク ロ ー ン 化 さ
れ て い な い ４ 回 選 択 さ れ た 集 団 、 ま た は ４ つ の Qク ロ ー ン の い ず れ に お い て も 検 出 さ れ て
い な い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 図 ５ ． GGTA 1欠 損 仔 ブ タ の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 。 解 析 は 、 図 ４ の 説 明 文 に 記 載 し た の と
同 様 に 行 っ た 。 O177-1仔 ブ タ お よ び O177-2仔 ブ タ の い ず れ も 野 生 型 ア レ ル の GGTA 1遺 伝 子
を 含 ん で い な い 。
　 図 ６ ． GGTA 1欠 損 仔 ブ タ O177-1に お け る α (1,3)-galエ ピ ト ー プ の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ
ー 解 析 。 仔 ブ タ O177-1、 ヘ テ ロ 接 合 体 胎 仔 355-F1お よ び 野 生 型 胎 仔 F7か ら 得 ら れ た 、 固 定
し て い な い 培 養 線 維 芽 細 胞 を 、 フ ロ ー 解 析 の 前 に FITCに 結 合 し た IB4を 用 い て 染 色 し た 。
正 常 ヒ ト 皮 膚 線 維 芽 細 胞 (NHDF)お よ び 染 色 し て い な い O177-1線 維 芽 細 胞 (-)を ネ ガ テ ィ ブ
コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。 　
【 ０ ０ ２ １ 】
　 図 ７ ． ２ 月 齢 の 仔 ブ タ O177-1。
　 図 ８ ． IB4-FITCお よ び 抗 FITC磁 性 ビ ー ズ を 用 い て 枯 渇 さ せ た 後 の 、 ヘ テ ロ 接 合 体 細 胞 に
由 来 す る 細 胞 ク ロ ー ン に お け る α (1,3)-galエ ピ ト ー プ の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 。 ク
ロ ー ン 15541.25お よ び 15541.63の 解 析 を 、 IB4-FITC染 色 有 り (+)お よ び 無 し (-) で 示 す 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 図 ９ ． 仔 ブ タ 15541由 来 の GGTA 1ヘ テ ロ 接 合 体 細 胞 の IB4-FITC／ 磁 性 ビ ー ズ 枯 渇 に よ り
得 ら れ た ク ロ ー ン 15541.25お よ び 15541.63 の ゲ ノ ム 解 析 。 ３ ’ タ ー ゲ テ ィ ン グ 解 析 を 図
３ Ｂ に 記 載 し た の と 同 様 に 行 っ た 。 レ ー ン １ ： 分 子 量 マ ー カ ー 、 サ イ ズ を kbpで 示 す 。 レ
ー ン ２ ： 野 生 型 胎 仔 F3。 レ ー ン ３ ： ヘ テ ロ 接 合 体 雌 性 ブ タ O226-1、 仔 ブ タ 15541の 母 親 。
レ ー ン ４ ： 野 生 型 雄 性 ブ タ 14925、 仔 ブ タ 15541の 父 親 。 レ ー ン ５ ： ヘ テ ロ 接 合 体 仔 ブ タ 15
541。 レ ー ン ６ ： 15541細 胞 の 磁 性 ビ ー ズ 枯 渇 後 の 15541細 胞 か ら ク ロ ー ン 化 さ れ た 、 ク ロ
ー ン 細 胞 系 15541.25。 レ ー ン ７ ： 15541細 胞 の 磁 性 ビ ー ズ 枯 渇 後 の 15541細 胞 か ら ク ロ ー ン
化 さ れ た 、 ク ロ ー ン 細 胞 系 15541.63。 選 択 前 の 15541細 胞 に お い て は 、 2.3kbpの タ ー ゲ ッ

10

20

30

40

50

(8) JP 2005-535343 A 2005.11.24



ト さ れ た 遺 伝 子 座 の PCR産 物 お よ び 1.25kbpの 野 生 型 遺 伝 子 座 の PCR産 物 が 検 出 さ れ て い る
が 、 ク ロ ー ン 15541.63に お い て は 2472bpの 産 物 の み が 検 出 さ れ て い る 。 ク ロ ー ン 15541.25
は 、 １ つ の タ ー ゲ ッ ト さ れ た ア レ ル と 野 生 型 ア レ ル と 同 じ サ イ ズ の １ つ の ア レ ル と い う 矛
盾 の な い 産 物 を も た ら し て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 図 １ ０ ． IB4-FITC染 色 を 行 っ た お よ び 染 色 を 行 っ て い な い 、 PFI510欠 損 B細 胞 （ PFI510 
NullB cell） の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 。  
　 図 １ １ ． ４ 日 齢 の 仔 ブ タ PL751。
　 図 １ ２ ． 仔 ブ タ PL751の ゲ ノ ム 解 析 。 3’ タ ー ゲ テ ィ ン グ 解 析 を 図 ３ Ｂ に つ い て 記 載 し た
の と 同 様 に 行 っ た 。 レ ー ン １ ： 分 子 量 マ ー カ ー 、 サ イ ズ を kbpで 示 す 。 レ ー ン ２ ： DNAな し
。 レ ー ン ３ ： ヘ テ ロ 接 合 体 胎 仔 PFI510。 レ ー ン ４ ： 野 生 型 胎 仔 F505。 レ ー ン ５ ： GGTA 1ヘ
テ ロ 接 合 体 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 系 PED D.13。 レ ー ン ６ ： DNAな し 。 レ ー ン ７ ： 仔 ブ タ PL751。
前 記 仔 ブ タ に お い て は 、 遺 伝 子 タ ー ゲ ッ ト さ れ た ア レ ル に 由 来 す る 2472bpの 産 物 の み が 検
出 さ れ て い る 。
　 図 １ ３ ． IB4-FITC染 色 を 行 っ た お よ び 染 色 を 行 っ て い な い 、 仔 ブ タ PL751由 来 の 耳 線 維
芽 細 胞 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　
　 本 発 明 は 、 非 ヒ ト 動 物 の 遺 伝 子 操 作 に 関 す る 。 さ ら に 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 異 種 移 植 に
用 い ら れ る 非 ヒ ト 動 物 の 遺 伝 子 操 作 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 生 存 す る GGTA 1欠 損 ブ タ 、 ２ 頭
の GGTA 1欠 損 ブ タ を 交 配 さ せ て GGTA 1欠 損 ブ タ の 子 孫 を 産 生 す る こ と を 含 む 、 前 記 ブ タ を
作 製 す る た め の 方 法 、 な ら び に 、 異 種 移 植 の た め に 前 記 ブ タ の 細 胞 、 組 織 お よ び 臓 器 を 使
用 す る 方 法 を 提 供 す る 。
　 本 明 細 書 に お い て 引 用 さ れ た 特 許 お よ び 刊 行 物 は 、 当 分 野 の 知 識 を 反 映 し て お り 、 そ の
全 体 に お い て 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。 こ れ ら 特 許 お よ び 刊 行 物 と 本 明 細 書 と
の 間 に 矛 盾 が 存 在 す る 場 合 に は 、 後 者 を 支 持 す る こ と と す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 １ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 生 存 す る GGTA 1欠 損 ブ タ を 提 供 す る 。 本 発 明 の 目
的 に お い て 、 「 GGTA 1欠 損 ブ タ 」 と は 、 GGTA 1エ ピ ト ー プ を い ず れ も 発 現 せ ず 、 そ し て 、
GGTA 1遺 伝 子 の 両 ア レ ル が 破 壊 さ れ て い る か ま た は 機 能 し な く な っ て い る ブ タ ； な ら び に
GGTA 1遺 伝 子 に つ い て 通 常 の ２ つ の ア レ ル の 代 わ り に １ コ ピ ー の GGTA 1ア レ ル を 有 す る ブ
タ で あ っ て 、 前 記 ア レ ル が 破 壊 さ れ て い る か ま た は 機 能 し な く な っ て い る 前 記 ブ タ を 含 む
が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い ブ タ で あ る 。 「 破 壊 さ れ た （ disrupted） 遺 伝 子 」 と は 、 改 変 さ
れ て い る た め に 遺 伝 子 コ ー ド の セ グ メ ン ト の 転 写 お よ び ／ ま た は 翻 訳 が 影 響 を 受 け て い る
、 例 え ば 、 ノ ッ ク ア ウ ト 技 術 に よ り 、 ま た は 、 所 望 の タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を さ ら に 挿 入 す
る こ と 、 も し く は 、 存 在 す る 配 列 の 転 写 を 調 節 す る 制 御 配 列 を 挿 入 す る こ と に よ り 、 そ の
セ グ メ ン ト の コ ー ド が 読 め な く な っ て い る 、 遺 伝 子 コ ー ド の 一 部 を 意 味 す る 。 あ る 態 様 に
お い て は 、 GGTA 1ア レ ル は 、 相 同 組 み 換 え ま た は 他 の 挿 入 も し く は 欠 失 に よ り 改 変 さ れ る
。 あ る 態 様 に お い て は 、 GGTA 1ア レ ル は 変 異 に よ り 機 能 し な く な っ て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 あ る 態 様 に お い て は 、 GGTA 1欠 損 ブ タ は 、 GGTA 1遺 伝 子 の 両 ア レ ル が 破 壊 さ れ て い る か
ま た は 機 能 し な い よ う に さ れ て い る ブ タ を い い 、 こ れ は 本 明 細 書 で は 「 ホ モ 接 合 体 (homoz
ygous） 」 と 称 す る 。 か か る 態 様 は 、 一 般 に 「 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト 」 、 「 遺 伝 子 ノ ッ ク イ
ン 」 と 称 さ れ る も の 、 お よ び 、 か か る 遺 伝 子 を 機 能 し な い よ う に す る 、 ネ イ テ ィ ブ な GGTA
 1遺 伝 子 の 両 方 の ネ イ テ ィ ブ な ア レ ル の 他 の 全 て の 改 変 を 含 む 。
　 あ る 態 様 に お い て は 、 GGTA 1欠 損 ブ タ は 、 通 常 の ２ つ の GGTA 1ア レ ル を 有 す る 代 わ り に
１ つ の ア レ ル の GGTA 1遺 伝 子 し か 有 さ な い ブ タ で あ り 、 こ れ は 、 本 明 細 書 に お い て は 「 半
接 合 体 （ hemizygous） 」 と 称 し 、 そ の GGTA 1遺 伝 子 の １ つ の ア レ ル は 破 壊 さ れ て い る か 、
ま た は 機 能 し な い よ う に さ れ て い る 。
　 あ る 態 様 に お い て は 、 GGTA 1欠 損 ブ タ は 、 GGTA 1遺 伝 子 に 関 し て 「 複 合 ヘ テ ロ 接 合 体 (c
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ompound heterozygote)」 で あ り 、 こ こ で は 前 記 の ブ タ は GGTA 1遺 伝 子 に つ い て ２ つ の 異
な る ア レ ル を 有 し て い る た め 、 GGTA 1遺 伝 子 が 機 能 し な い よ う に さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 GGTA 1欠 損 ブ タ は ミ ニ チ ュ ア ブ タ で あ る 。 あ る 好 ま し い
態 様 に お い て は 、 GGTA 1欠 損 ブ タ は 、 Sachs et al., Transplantation 22, 559(1976)に
お い て 開 示 さ れ て い る ミ ニ チ ュ ア ブ タ の 子 孫 で あ る 。
　 か か る GGTA 1欠 損 ブ タ は 、 異 種 移 植 の た め の 臓 器 、 組 織 お よ び 細 胞 の 供 給 源 と し て 有 用
で あ る 。 か か る ブ タ は ま た 、 ブ タ の 異 種 移 植 に お け る 、 潜 在 的 な 遅 延 お よ び 慢 性 拒 絶 反 応
の メ カ ニ ズ ム を 克 服 す る こ と を 目 的 と し た 現 在 開 発 中 の ア プ ロ ー チ の 、 よ り 明 確 な 評 価 を
提 供 す る た め に も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ２ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 GGTA 1遺 伝 子 の １ つ の ア レ ル が 破 壊 さ れ て い る か
ま た は 機 能 し な い よ う に さ れ て い る 、 ヘ テ ロ 接 合 体 GGTA 1ブ タ ま た は ブ タ 胎 仔 か ら 細 胞 系
を 得 る こ と ； GGTA 1欠 損 細 胞 に つ い て 前 記 細 胞 系 を 濃 縮 す る こ と 、 そ し て GGTA 1欠 損 生 細
胞 に つ い て 前 記 細 胞 系 を ス キ ャ ン す る こ と を 含 む 、 GGTA 1欠 損 細 胞 を 選 択 す る 方 法 を 提 供
す る 。 本 発 明 の 目 的 に お い て 、 「 ス キ ャ ン す る 」 と は 、 破 壊 さ れ た 遺 伝 子 の 存 在 を 評 価 す
る の に 用 い ら れ る 全 て の 方 法 を 意 味 す る 。 か か る ス キ ャ ン 方 法 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て
お り 、 限 定 さ れ な い が 、 レ ク チ ン を 用 い た 染 色 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 PCR、 RT-PCRお
よ び サ ザ ン ブ ロ ッ ト を 含 む 。 本 発 明 の 目 的 に お い て 、 「 系 （ line） 」 と は 、 同 じ 給 源 に 由
来 す る 細 胞 の 群 で あ る 。 か か る 系 を 得 る 方 法 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 。 系 を 得 る 非
限 定 的 な 例 は 、 細 か く 刻 ん だ 組 織 を コ ラ ゲ ナ ー ゼ ／ ト リ プ シ ン で 消 化 し て 、 分 散 さ れ た 細
胞 を ハ ム F10培 地 、 ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 (DMEM)、 ウ シ 胎 仔 血 清 (FBS)、 ゲ ン タ マ イ
シ ン な ど の 抗 生 物 質 と い っ た １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 試 薬 を 含 有 す る 栄 養 培 地 中 、 コ ラ ー ゲ
ン コ ー ト し た プ レ ー ト 上 に 播 種 す る こ と に よ り 、 ミ ニ チ ュ ア ブ タ 胎 仔 か ら 初 代 線 維 芽 細 胞
を 単 離 す る こ と を 含 み 、 接 着 し た 細 胞 は 低 温 保 存 さ れ 、 「 系 」 と し て 働 く こ と と な る 。 あ
る 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 ヘ テ ロ 接 合 体 GGTA 1ブ タ は 、 ミ ニ チ ュ ア ブ タ で あ り 、 Lai et
 al, Science 295:1089 (2002)に お い て 開 示 さ れ て い る 方 法 に よ り 作 製 さ れ る 。 あ る 好 ま
し い 態 様 に お い て は 、 ヘ テ ロ 接 合 体 GGTA 1ブ タ は 、 ミ ニ チ ュ ア ブ タ で あ り 、 Sachs et al.
, Transplantation 22, 559(1976)に お い て 開 示 さ れ て い る ミ ニ チ ュ ア ブ タ の 子 孫 で あ る
。 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 １ つ の 破 壊 さ れ た GGTA 1ア レ ル を 有 す る ブ タ 胎 仔 は 、 Sa
chs et al., Transplantation 22, 559(1976)に お い て 開 示 さ れ て い る ミ ニ チ ュ ア ブ タ の
子 孫 か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 細 胞 系 は 、 妊 娠 後 、 核 移 植 さ れ た 胎 仔 か ら 得 ら れ た GGTA
 1ヘ テ ロ 接 合 体 細 胞 を 単 離 し 、 Lai et al, Science 295:1089 (2002)に お い て 開 示 さ れ て
い る 通 り に 前 記 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ り 得 ら れ る 。 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 細 胞
系 は 、 ブ タ 胎 仔 線 維 芽 細 胞 の ク ロ ー ン 集 団 で あ る 。 本 発 明 の 目 的 に お い て 、 「 ク ロ ー ン 集
団 (clonal population)」 と は 、 単 一 の 細 胞 に 由 来 す る 細 胞 の 群 を い う 。 本 発 明 の ブ タ 胎
仔 線 維 芽 細 胞 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 技 術 を 用 い て 得 る こ と が で き 、 限 定 さ れ な い が 、
胎 仔 組 織 を 細 か く 刻 む こ と 、 な ら び に 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ お よ び ト リ プ シ ン を 用 い て 消 化 す る
こ と を 含 む 。 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 ブ タ 胎 仔 線 維 芽 細 胞 は 、 Sachs et al., Tran
splantation 22, 559(1976)に お い て 開 示 さ れ て い る ミ ニ チ ュ ア ブ タ 由 来 の 子 孫 で あ る ミ
ニ チ ュ ア ブ タ か ら 得 ら れ る 。 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 ブ タ 胎 仔 線 維 芽 細 胞 は 、 GGTA
 1ノ ッ ク ア ウ ト に つ い て ヘ テ ロ 接 合 体 で あ る 。 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 GGTA 1ノ ッ
ク ア ウ ト に つ い て ヘ テ ロ 接 合 体 で あ る 細 胞 は 、 Lai et al, Science 295:1089 (2002)に お
い て 開 示 さ れ て い る ミ ニ チ ュ ア ブ タ 由 来 の 子 孫 か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ３ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 ２ 番 目 の 側 面 に お い て 記 載 さ れ た GGTA 1欠 損 細 胞 の 細 胞 系 を
濃 縮 す る ス テ ッ プ が ： 補 体 の 存 在 下 で 、 前 記 系 に 抗 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー
ス 抗 体 を 処 置 す る こ と ； 好 ま し く は 抗 gal試 薬 に 結 合 し て い る 、 磁 性 ビ ー ズ を 用 い て 、 前
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記 系 を 枯 渇 さ せ る こ と ； 前 記 系 に 抗 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス 抗 体 を 処 置 し
、 そ の 後 、 抗 抗 体 に 結 合 し て い る 磁 性 ビ ー ズ を 用 い て 前 記 系 を 枯 渇 さ せ る こ と ； お よ び 、
前 記 系 に galエ ピ ト ー プ リ ガ ン ド を 処 置 し 、 そ の 後 、 抗 リ ガ ン ド 抗 体 で コ ー ト さ れ て い る
磁 性 ビ ー ズ を 用 い て 前 記 系 を 枯 渇 さ せ る こ と 、 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ
の 処 置 に よ り 達 成 さ れ る 。 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 前 記 の GGTA 1欠 損 細 胞 を 濃 縮 す
る 処 置 は 、 上 記 群 か ら 選 択 さ れ る 複 数 の 処 置 を 含 む 。 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 前 記
の GGTA 1欠 損 細 胞 を 濃 縮 す る 処 置 は 、 上 記 群 か ら 選 択 さ れ る 複 数 の 処 置 の 組 合 せ を 含 む 。
本 発 明 の 目 的 に お い て 、 「 抗 gal試 薬 」 と は 、 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス に 結
合 す る 試 薬 で あ り 、 限 定 さ れ な い が 抗 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス 抗 体 お よ び
レ ク チ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 抗 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス 抗 体 は 、 霊 長
類 の 抗 体 で あ る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 限 定 さ れ な い が 、 ヒ ヒ 、 チ ン パ ン ジ ー 、 ゴ リ ラ 、 ヒ ト
お よ び 、 α (1,3)ガ ラ ク ト シ ル － (gal)－ エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 を 産 生 す る 能 力 を 有 す る
他 の 霊 長 類 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の 目 的 に お い て 、 「 霊 長 類 」 と は 、 Merriam-Webster 
(2002)に お い て 定 義 さ れ て い る 通 り の そ の 辞 書 の 意 味 で あ り 、 ヒ ト 、 類 人 猿 、 サ ル お よ び
（ キ ツ ネ ザ ル お よ び メ ガ ネ ザ ル の よ う な ） 関 連 す る 種 を 含 む 、 哺 乳 類 の 任 意 の （ 霊 長 ） 目
を 含 む 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 限 定 さ れ な い が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び そ の フ ラ グ メ ン ト
を 含 む 。 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 霊 長 類 の 抗 体 は ヒ ヒ 血 清 由 来 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 galエ ピ ト ー プ リ ガ ン ド は 、 限 定 さ れ な い が 、 IB4ビ オ チ
ン (SIGMA, L2140)お よ び IB4-FITCな ど の IB4給 合 体 を 包 含 し 、 そ し て 抗 リ ガ ン ド 抗 体 は 、
限 定 さ れ な い が 抗 ビ オ チ ン お よ び 抗 FITCを 包 含 す る 。
　 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 細 胞 系 を GGTA 1欠 損 細 胞 に つ い て 濃 縮 す る 工 程 は 、 補 体
の 存 在 下 に お け る 抗 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス 抗 体 の 複 数 回 の 処 置 と 、 引 き
続 く IB4-FITCお よ び 抗 FITCが コ ー ト さ れ て い る 磁 性 マ イ ク ロ ビ ー ズ を 用 い た 複 数 回 の 枯 渇
の 処 置 を 含 む 。
　 他 の 全 て の 条 件 は 、 ３ 番 目 の 側 面 に お い て 記 載 さ れ た 通 り で あ る 。  
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ４ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 異 種 移 植 に 有 用 な 、 GGTA 1欠 損 ブ タ 細 胞 を 提 供 す
る 。 本 発 明 の 目 的 に お い て 、 「 GGTA 1欠 損 細 胞 」 と は 、 α (1,3)ガ ラ ク ト シ ル － (gal)－ エ
ピ ト ー プ を 欠 損 し て い る 細 胞 で あ り 、 限 定 さ れ な い が 、 ２ つ の 破 壊 さ れ て い る か ま た は 機
能 し な い GGTA 1遺 伝 子 を 含 む 、 ホ モ 接 合 体 ； GGTA 1遺 伝 子 に つ い て の 通 常 の ２ つ の ア レ ル
の 代 わ り に 、 １ つ の GGTA 1ア レ ル を 含 み 、 そ の １ つ の GGTA 1ア レ ル は 破 壊 さ れ て い る か ま
た は 機 能 し な い よ う に さ れ て い る 、 半 接 合 体 ； あ る い は 、 GGTA 1遺 伝 子 に つ い て ２ つ の 異
な る 変 異 ア レ ル を 含 む 、 複 合 ヘ テ ロ 接 合 体 、 で あ る 細 胞 を 包 含 す る 。 か か る 細 胞 は 、 本 発
明 の １ 番 目 の 側 面 に よ る ブ タ に 由 来 す る 。 好 ま し い 細 胞 は 、 限 定 さ れ る こ と な く 、 ラ ン ゲ
ル ハ ン ス 島 細 胞 、 血 液 前 駆 細 胞 、 骨 前 駆 細 胞 、 お よ び 始 原 幹 細 胞 を 含 む 幹 細 胞 を 包 含 す る
。 よ り 好 ま し く は 、 細 胞 は こ れ ら に 由 来 す る Q2、 Q9、 Q32ま た は Q37で あ る 。  か か る GGTA 
1欠 損 細 胞 は 、 霊 長 類 に お け る 超 急 性 拒 絶 反 応 の 克 服 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ５ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 異 種 移 植 に 有 用 な ブ タ 臓 器 を 提 供 す る 。 か か る ブ
タ 臓 器 は 、 GGTA 1欠 損 細 胞 を 含 み 、 霊 長 類 に お い て 超 急 性 拒 絶 反 応 に 関 与 す る α (1,3)ガ
ラ ク ト シ ル － (gal)－ エ ピ ト ー プ を 欠 損 し て い る 。 か か る 臓 器 は 、 本 発 明 の １ 番 目 の 側 面
に よ る ブ タ に 由 来 す る 。 本 発 明 の 目 的 に お い て 、 「 臓 器 」 と は 、 １ ま た は ２ 以 上 の 組 織 を
含 む 組 織 さ れ た 構 造 を い い 、 臓 器 は １ ま た は ２ 以 上 の 特 異 的 な 生 物 的 機 能 を 行 う 。 好 ま し
い 臓 器 は 、 限 定 さ れ な い が 、 心 臓 、 肝 臓 、 腎 臓 、 膵 臓 、 肺 、 甲 状 腺 お よ び 皮 膚 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ６ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 異 種 移 植 に 有 用 な 組 織 を 提 供 す る 。 か か る ブ タ 組
織 は 、 霊 長 類 に お い て 超 急 性 拒 絶 反 応 に 関 与 す る α (1,3)ガ ラ ク ト シ ル － (gal)－ エ ピ ト ー
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プ を 欠 損 し て お り 、 GGTA 1欠 損 細 胞 を 含 む 。 か か る 組 織 は 、 本 発 明 の １ 番 目 ま た は ２ 番 目
の 側 面 に よ る ブ タ に 由 来 す る 。 本 発 明 の 目 的 に お い て 、 「 組 織 」 と は 、 細 胞 を 含 む 組 織 さ
れ た 構 造 を い い 、 組 織 は 、 単 独 で ま た は 他 の 細 胞 も し く は 組 織 と 結 合 し て 、 １ ま た は ２ 以
上 の 生 物 的 機 能 を 行 う 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ７ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 生 存 す る GGTA 1欠 損 ブ タ を 作 製 す る 方 法 を 提 供 す
る 。 本 発 明 の こ の 側 面 に 係 る 方 法 は 、 GGTA 1欠 損 細 胞 を 選 択 す る こ と 、 卵 母 細 胞 を 除 核 す
る こ と 、 前 記 卵 母 細 胞 を GGTA 1欠 損 細 胞 と 融 合 さ せ て NT-由 来 の 胚 を 産 生 す る こ と 、 お よ
び 代 理 母 に 前 記 NT-由 来 の 胚 を 移 植 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 前 記 代 理 母 は 発 情 を 開 始 し て
い る が 排 卵 を 完 了 し て い な い 。
　 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 GGTA 1欠 損 細 胞 は 、 GGTA 1欠 損 細 胞 の ク ロ ー ン 集 団 に 由
来 す る 。
　 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 卵 母 細 胞 は 若 い 雌 性 豚 (gilt)か ら 入 手 さ れ る 。 あ る 好 ま
し い 態 様 に お い て は 、 卵 母 細 胞 は 雌 性 豚 (sow)か ら 入 手 さ れ る 。 あ る 好 ま し い 態 様 に お い
て は 、 ド ナ ー 細 胞 は 初 代 線 維 芽 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 ド ナ ー 細 胞 は 、 除 核 さ れ た 卵 母 細 胞 と 融 合 さ れ る 。 ま た
、 ド ナ ー 細 胞 の 核 は 、 除 核 さ れ た 卵 母 細 胞 の 細 胞 質 に 直 接 注 入 さ れ て も よ い 。
　 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 NT-由 来 の 胚 は 、 代 理 母 の 子 宮 に 単 為 生 殖 (parthenogene
tic)胚 と 共 に 移 植 さ れ る 。 こ こ で 用 い ら れ る 単 為 生 殖 胚 と は 、 生 存 で き な い 胚 、 す な わ ち
さ ら に 分 裂 し て 出 産 ま で 生 存 す る 能 力 を 有 さ な い 胚 を 意 味 す る 。 あ る 好 ま し い 態 様 に お い
て は 、 NT-由 来 の 胚 は 、 代 理 母 が 交 配 し た 後 に 代 理 母 の 子 宮 に 移 植 さ れ る 。 全 て で は な い
が い く つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 卵 母 細 胞 は イ ン ビ ト ロ で 成 熟 さ れ る 。 い く つ か の
好 ま し い 態 様 に お い て は 、 代 理 母 は 若 い 雌 性 ブ タ で あ る 。 い く つ か の 好 ま し い 態 様 に お い
て は 、 代 理 母 は 雌 性 ブ タ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 卵 母 細 胞 は 除 核 さ れ て い る 。 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て
は 、 ド ナ ー 細 胞 の 核 は 、 除 核 さ れ た 卵 母 細 胞 の 細 胞 質 に 注 入 さ れ る 。
　 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 ド ナ ー 細 胞 は ブ タ 胎 仔 線 維 芽 細 胞 で あ る 。 あ る 好 ま し い
態 様 に お い て は 、 NT-由 来 の 胚 は 、 交 配 し て い な い 代 理 母 の 子 宮 に 移 植 さ れ る 。 全 て で は
な い が い く つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 卵 母 細 胞 は イ ン ビ ト ロ で 成 熟 さ れ る 。
　 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 ド ナ ー 細 胞 は 、 GGTA 1ノ ッ ク ア ウ ト に つ い て ヘ テ ロ 接 合
体 で あ る ブ タ 胎 仔 線 維 芽 細 胞 由 来 で あ る 。
　 い く つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 代 理 母 は 若 い 雌 性 ブ タ で あ る 。 い く つ か の 好 ま し
い 態 様 に お い て は 、 代 理 母 は 雌 性 ブ タ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ８ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 卵 母 細 胞 を 除 核 す る こ と 、 前 記 卵 母 細 胞 を Q2由 来
の 細 胞 と 融 合 さ せ て NT-由 来 の 胚 を 産 生 す る こ と 、 お よ び 代 理 母 に 前 記 NT-由 来 の 胚 を 移 植
す る こ と を 含 む 、 生 存 す る GGTA 1欠 損 ブ タ を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 代 理 母 は 発 情 を
開 始 し て い る が 排 卵 を 完 了 し て い な い 、 前 記 方 法 を 提 供 す る 。 他 の 全 て の 条 件 は 、 ８ 番 目
の 側 面 に 記 載 し た 通 り で あ る 。
　 ９ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 卵 母 細 胞 を 除 核 す る こ と 、 前 記 卵 母 細 胞 を Q9由 来
の 細 胞 と 融 合 さ せ て NT-由 来 の 胚 を 産 生 す る こ と 、 お よ び 代 理 母 に 前 記 NT-由 来 の 胚 を 移 植
す る こ と を 含 む 、 生 存 す る GGTA 1欠 損 ブ タ を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 代 理 母 は 発 情 を
開 始 し て い る が 排 卵 を 完 了 し て い な い 、 前 記 方 法 を 提 供 す る 。 他 の 全 て の 条 件 は 、 ８ 番 目
の 側 面 に 記 載 し た 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 １ ０ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 卵 母 細 胞 を 除 核 す る こ と 、 前 記 卵 母 細 胞 を Q32
由 来 の 細 胞 と 融 合 さ せ て NT-由 来 の 胚 を 産 生 す る こ と 、 お よ び 代 理 母 に 前 記 NT-由 来 の 胚 を
移 植 す る こ と を 含 む 、 生 存 す る GGTA 1欠 損 ブ タ を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 代 理 母 は 発
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情 を 開 始 し て い る が 排 卵 を 完 了 し て い な い 、 前 記 方 法 を 提 供 す る 。 他 の 全 て の 条 件 は 、 ８
番 目 の 側 面 に 記 載 し た 通 り で あ る 。
　 １ １ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 卵 母 細 胞 を 除 核 す る こ と 、 前 記 卵 母 細 胞 を Q37
由 来 の 細 胞 と 融 合 さ せ て NT-由 来 の 胚 を 産 生 す る こ と 、 お よ び 代 理 母 に 前 記 NT-由 来 の 胚 を
移 植 す る こ と を 含 む 、 生 存 す る GGTA 1欠 損 ブ タ を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 代 理 母 は 発
情 を 開 始 し て い る が 排 卵 を 完 了 し て い な い 、 前 記 方 法 を 提 供 す る 。 他 の 全 て の 条 件 は 、 ８
番 目 の 側 面 に 記 載 し た 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 下 記 例 か ら 、 本 発 明 の あ る 有 利 な 特 徴 が 明 ら か に な る で あ ろ う 。 GGTA 1の 発 現 が 欠 損 し
て い る 細 胞 は 、 そ の 酵 素 の 非 存 在 下 に お け る 細 胞 の プ ロ セ ス の 研 究 や 、 α -1,3-galエ ピ ト
ー プ の 非 存 在 下 に お け る 血 清 反 応 性 の ア ッ セ イ お よ び GGTA 1欠 損 動 物 の 作 製 に 有 用 で あ る
。 後 者 の 用 途 に は 、 こ の 酵 素 の 発 現 を 抑 制 す る 安 定 な 遺 伝 子 改 変 を 備 え た 細 胞 の 単 離 が 必
要 で あ る 。
　 GGTA 1ヘ テ ロ 接 合 体 細 胞 か ら 始 め る GGTA 1欠 損 細 胞 を 単 離 す る た め の 従 来 の 試 み に は 、
ヘ テ ロ 接 合 体 細 胞 を 選 択 す る の に 用 い ら れ た も の と は 異 な る 薬 剤 選 択 シ ス テ ム を 組 み 合 わ
せ た 、 遺 伝 子 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 用 い た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン が 用 い ら れ て き た
。 Gustaffsonら 米 国 特 許 6,153,428参 照 。 ２ 次 的 薬 剤 選 択 シ ス テ ム の 開 発 と 応 用 は 今 日 ま
で 成 功 し て い な い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 一 方 、 本 発 明 は 、 GGTA 1ヘ テ ロ 接 合 体 細 胞 の 機 能 し て い る ア レ ル に 変 異 を 有 す る 細 胞 の
選 択 、 ま た は 、 G418な ど の ２ 次 的 薬 剤 選 択 剤 を 用 い る こ と な く GGTA 1欠 損 細 胞 と す る こ と
が で き る 体 細 胞 組 み 換 え を 含 む 。 GGTA 1を 発 現 す る 細 胞 に 対 す る 繰 り 返 し の 選 択 は 、 α -1
,3-galエ ピ ト ー プ に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ れ た 霊 長 類 の 抗 体 暴 露 、 次 い で 補 体 に よ
り 溶 解 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 代 替 的 な 処 置 ま た は 追 加 的 な 処 置 と し て 、 GGTA 1を 発
現 す る 細 胞 の 枯 渇 は 、 限 定 さ れ な い が galエ ピ ト ー プ リ ガ ン ド ま た は 抗 ガ ラ ク ト ー ス － α (
1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス 抗 体 を 含 む 抗 gal試 薬 を 用 い て 細 胞 を 最 初 に 処 置 し 、 あ る い は 処 置 せ
ず に 、 次 い で 適 切 に コ ー ト さ れ た 磁 性 マ イ ク ロ ビ ー ズ を 用 い る こ と に よ り 行 わ れ る 。 抗 体
／ 補 体 の 処 置 お よ び 枯 渇 は 、 任 意 の 順 序 で 複 数 回 繰 り 返 す こ と が で き る 。 上 記 方 法 を 用 い
る こ と に よ り 、 核 移 植 に 直 接 用 い る た め の GGTA 1欠 損 細 胞 が 充 分 に 濃 縮 さ れ た 細 胞 の 集 団
を 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 濃 縮 さ れ た 細 胞 の 集 団 は 、 さ ら な る 上 記 の 抗 体 お よ び 補 体 を
用 い た 選 択 も し く は 枯 渇 を 用 い る こ と に よ り 、 あ る い は 用 い る こ と な く 、 ク ロ ー ン 化 さ れ
て も よ い 。 同 様 の 選 択 は 、 α -1,3-galエ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 し て 細 胞 死 を 引 き 起 こ す
他 の 試 薬 、 ま た は 結 合 す る 細 胞 集 団 と 結 合 し な い 細 胞 集 団 を 物 理 的 に 分 離 す る こ と が で き
る 他 の 試 薬 を 用 い て 行 わ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 核 移 植 と 組 み 合 わ せ て 、 外 来 DNA配 列 を 有 し な い GGTA 1遺 伝 子 座 の 変
異 ア レ ル を 含 む 動 物 を 作 製 す る こ と も で き る 。 か か る ア レ ル の ホ モ 接 合 体 動 物 は 、 臨 床 の
異 種 移 植 に お い て 好 ま し く 用 い ら れ る 。 ま た 、 か か る ア レ ル に は 、 GGTA 1ヘ テ ロ 接 合 体 細
胞 の 単 離 に も と も と 使 用 さ れ た の と 同 じ 選 択 シ ス テ ム を 用 い て 、 さ ら な る 遺 伝 子 改 変 を 導
入 す る こ と が で き る 。
　 下 記 例 は 、 本 発 明 の あ る 特 に 好 ま し い 態 様 を さ ら に 説 明 す る こ と を 意 図 し て お り 、 本 発
明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と を 全 く 意 図 し な い 。 特 に 言 及 し な い 限 り 、 全 て の 化 学 物 質 は Sigm
a (St. Louis, MO)か ら の も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】

　 抗 α -1,3-gal抗 体 お よ び 補 体 を 用 い た GGTA1ヘ テ ロ 接 合 体 355-F3細 胞 の 複 数 回 の 選 択 に
よ り 、 α -1,3-galエ ピ ト ー プ の 発 現 を 欠 損 す る 細 胞 集 団 を 選 択 す る 能 力 に つ い て 調 べ た 。
GGTA1ヘ テ ロ 接 合 体 細 胞 は 、 妊 娠 ３ ２ 日 の 、 GGTA1ヘ テ ロ 接 合 体 細 胞 を 核 移 植 し た 胎 仔 (355
-F3)か ら 、 記 載 さ れ て い る よ う に (Lai et al., Science 295:1089)単 離 し て 培 養 し た 。 胎
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例 １
α -1,3-galエ ピ ト ー プ の 発 現 を 欠 損 す る 細 胞 集 団 の 選 択 と 解 析



仔 に な る 核 移 植 胚 を 再 構 成 す る た め の ド ナ ー 細 胞 は 、 １ つ の ア レ ル が ベ ク タ ー pGalGTΔ S-
Neo (Lai et al., Science 295:1089, 2002)を 用 い た 相 同 組 み 換 え に よ り 不 活 性 化 さ れ て
い る GGTA1ヘ テ ロ 接 合 体 で あ る 、 ブ タ O212-2の 耳 切 片 か ら 外 植 し 、 培 養 し た 。 355-F3細 胞
は 、 コ ラ ー ゲ ン Iで コ ー ト さ れ た デ ィ ッ シ ュ 上 で 、 20％  FBSお よ び 20μ g/ml ゲ ン タ マ イ シ
ン を 含 む F10培 地 （ メ デ ィ ア ） 中 、 5％ CO 2 、 3％ O 2 お よ び 37℃ で 培 養 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 α -1,3-galエ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 は 、 ナ イ ー ブ な ヒ ヒ 血 清 か ら 精 製 し 、 α -1,3-gal L
B-VIマ ト リ ッ ク ス カ ラ ム (Alberta Research Council, Canada.) を 用 い て α Gal糖 に 吸 着
さ せ た 。 結 合 し た 抗 体 を 、 低 pH(0.25％ 酢 酸 、 Abbot Labs)に よ り カ ラ ム か ら ト リ ス ベ ー ス
の 塩 緩 衝 液 (0.2M TRISお よ び 0.6M 塩 化 ナ ト リ ウ ム ) 中 に 溶 出 し た 。 溶 出 し た フ ラ ク シ ョ
ン を PBSで 透 析 し 、 緩 衝 液 を PBSに 対 し て 平 衡 化 し た 。 抗 体 の バ ッ チ は 、 30Kの 重 さ で 分 画
す る Amicon Centriprepで 濃 縮 し 、 そ の 後 50Kの 重 さ で 分 画 す る Centriplus Concentrator
で 濃 縮 し た 。 濃 縮 さ れ た 抗 体 は 、 PBSに 対 し て 透 析 し 、 UV吸 光 度 お よ び Bradfordタ ン パ ク
質 ア ッ セ イ に よ り 濃 度 を 決 定 し た 。 最 終 的 な ス ト ッ ク 溶 液 を 5 mg/mlに 希 釈 し て － 80℃ で
凍 結 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 上 記 細 胞 系 は 、 メ デ ィ ア 中 の 50～ 100 μ g／ mlの ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ れ た 抗 α -1,3-ga
l抗 体 (Nab) 中 、 2～ 3× 10 6  細 胞 ／ mlの 懸 濁 液 で 、 混 合 し な が ら 室 温 で ３ ０ 分 間 処 置 し た
。 洗 浄 し た 後 、 細 胞 を DNase I (10μ g／ ml) を 含 有 す る ウ サ ギ 補 体 (1:8) (C')で 、 メ デ ィ
ア 中 、 混 合 し な が ら 室 温 で ４ ５ 分 間 処 置 し た 。 生 存 し て い る 細 胞 を 計 数 し 、 播 種 し て 大 量
培 養 し 、 次 の 処 置 の た め に 増 殖 さ せ た 。 抗 α -1,3-gal抗 体 50 μ g/mlで 処 置 １ ～ ３ 回 目 を
行 い 、 100 μ g/mlで 処 置 ４ ～ ６ 回 目 を 行 い 、 全 部 で ６ 回 の Nab／ C' 処 置 を 行 っ た 。 処 置 は
７ ～ ９ 日 ご と に 行 っ た 。 各 抗 体 ／ 補 体 処 置 の 前 に 、 IB4-FITCを 用 い て 、 細 胞 を α -1,3-gal
エ ピ ト ー プ の 存 在 に つ い て 解 析 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 図 １ は 、 355-F3お よ び PFF-F12（ 野 生 型 胎 仔 線 維 芽 細 胞 ） 細 胞 の 集 団 が 、 最 初 は 、 α -1,
3-galエ ピ ト ー プ 特 異 的 な レ ク チ ン IB4で 鮮 や か に 染 ま っ て い る こ と を 示 す 。 抗 体 お よ び 補
体 を 用 い た 選 択 に よ り 、 355-F3に 由 来 す る 集 団 は 、 ４ 回 目 の 処 置 後 で は 、 特 異 的 な IB4染
色 が あ っ て も ご く 僅 か と な っ て い る 。 一 方 、 選 択 が 行 わ れ た 野 生 型 の 細 胞 は 、 IB4染 色 の
平 均 が は る か に 少 な い 減 少 を 示 し た 。 両 方 の 場 合 に お い て 、 抗 体 お よ び 補 体 を 用 い た 選 択
を 複 数 回 行 う こ と に よ り 、 さ ら な る 抗 体 ／ 補 体 処 置 に よ る 溶 解 に 耐 性 の 細 胞 が 高 度 に 濃 縮
さ れ た 集 団 が も た ら さ れ た 。 最 後 （ ６ 回 目 ） の 処 置 か ら ２ ２ 日 後 に お け る 355-F3由 来 の 細
胞 の 解 析 で は 、 IB4結 合 の 平 均 は 全 く 増 加 を 示 さ な か っ た 。 最 後 の 処 置 か ら １ ７ 日 後 に お
け る PFF-F12細 胞 の 同 様 の 解 析 で は 、 IB4結 合 の 平 均 は わ ず か に 増 加 を 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】

　 GGTA1ヘ テ ロ 接 合 体 355-F1細 胞 は 、 妊 娠 ３ ２ 日 の 、 核 移 植 し た 胎 仔 (355-F1)か ら 、 記 載
さ れ て い る よ う に (Lai et al., Science 295:1089)単 離 し て 培 養 し た 。 胎 仔 に な る 核 移 植
胚 を 再 構 成 す る た め の ド ナ ー 細 胞 は 、 １ つ の ア レ ル が ベ ク タ ー pGalGTΔ S-Neo (Lai et al
., Science 295:1089, 2002)を 用 い た 相 同 組 み 換 え に よ り 不 活 性 化 さ れ て い る GGTA1ヘ テ
ロ 接 合 体 で あ る 、 ブ タ O212-2の 耳 切 片 か ら 外 植 し 、 培 養 し た 。 細 胞 は 、 コ ラ ー ゲ ン Iで コ
ー ト さ れ た デ ィ ッ シ ュ 上 で 、 20％  FBSお よ び 20μ g/ml ゲ ン タ マ イ シ ン を 含 む F10培 地 （ メ
デ ィ ア ） 中 、 5％ CO 2 、 3％ O 2 お よ び 37℃ で 培 養 し た 。 次 い で 、 細 胞 を 上 記 の 懸 濁 液 中 で 抗
体 お よ び 補 体 に よ り ２ 回 処 置 し 、 そ の 後 、 α (1,3)-galエ ピ ト ー プ の 発 現 を 欠 損 す る ク ロ
ー ン の 単 離 の た め に 、 低 密 度 で 播 種 し た 。 ２ 回 目 の 処 置 の 後 、 細 胞 を コ ラ ー ゲ ン Iで コ ー
ト さ れ た 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 5お よ び 10細 胞 ／ ウ ェ ル で 播 種 し た 。 処 置 ３ ～ ５ 回 目 と し て
１ 日 お き に 、 in situで 100～ 500 μ g／ mlの 抗 α (1,3)-gal抗 体 を 用 い た １ 時 間 ３ ７ ℃ で の
処 置 、 お よ び 1:8ウ サ ギ 補 体 を 用 い た １ 時 間 ３ ７ ℃ で の 処 置 を 行 っ た 。 ウ ェ ル の １ ５ ％ 以
上 を カ バ ー す る 細 胞 の パ ッ チ （ patch） を 含 む ウ ェ ル を 、 48ウ ェ ル プ レ ー ト に 移 し 、 翌 日 i
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n situで 500 μ g／ mlの 抗 α (1,3)-gal抗 体 お よ び 補 体 を 用 い て 処 置 し た 。 細 胞 は 、 分 子 解
析 、 IB4-FITC解 析 お よ び 凍 結 の た め に 継 代 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 RNAお よ び エ タ ノ ー ル 沈 殿 さ れ た DNAは 、 Qiagenか ら の RNeasyお よ び DNeasyシ ス テ ム を 用
い て 調 製 し た 。 最 後 の 処 置 の 後 、 生 細 胞 を 含 む ウ ェ ル を さ ら な る 選 択 を 行 う こ と な く 培 養
し 、 溶 解 に 耐 性 の ク ロ ー ン を GGTA1遺 伝 子 座 の 構 造 だ け で な く エ ピ ト ー プ お よ び RNAの 発 現
に つ い て 解 析 し た 。 ２ つ の 代 表 的 な ク ロ ー ン で あ る Q2お よ び Q9の 解 析 を 図 ２ お よ び ３ に 示
す 。 両 ク ロ ー ン と も IB4に ほ と ん ど 特 異 的 に 結 合 し な い か ま た は 全 く 特 異 的 に 結 合 し な い
（ 図 ２ ） 。 お よ そ 50ngの Q2お よ び Q9の RNAを AMV逆 転 写 酵 素 XL (Takara Shuzo Co., Ltd.)
を 用 い て cDNAに 逆 転 写 し た 。 そ の 後 、 cDNAを LA Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ (Takara Shuzo Co.,
 Ltd.)、 GGTA1の エ キ ソ ン 2の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー GT-598 (5’ -TTCTGCAGAGCAGAGCTCAC)
お よ び エ キ ソ ン 9の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー RN1 (5'-CCCTCAACCCAGAACAGATAAG)を 用 い た 反 応 に
よ り 増 幅 し た 。 PCR産 物 を 1%ゲ ル で 解 析 し た 。 RT-PCR産 物 の サ ザ ン ブ ロ ッ ト を 、 遺 伝 子 タ
ー ゲ ッ ト さ れ た GGTA1遺 伝 子 座 と ネ イ テ ィ ブ な GGTA1遺 伝 子 座 と の 両 方 に 由 来 す る 転 写 産 物
を 検 出 す る 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド R823 (5’ -AGGATGTGCCTTGTACCACC)と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ
せ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ネ イ テ ィ ブ な 遺 伝 子 座 に 対 す る 1421塩 基 対 の バ ン ド と タ ー ゲ ッ ト さ れ た 遺 伝 子 座 に 対 す
る 2472塩 基 対 の バ ン ド が 予 測 さ れ る 。 ク ロ ー ン の RT-PCR解 析 （ 図 ３ ） に よ り 、 Q2お よ び Q9
細 胞 に 存 在 す る 遺 伝 子 タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 座 由 来 の 発 現 に 基 づ く バ ン ド が 得 ら れ 、 ネ イ テ ィ
ブ な GGTA1遺 伝 子 座 に 由 来 す る 発 現 に 基 づ く バ ン ド は 得 ら れ な か っ た 。 約 200ngの DNAは 、 F
238お よ び R823の 代 わ り に プ ラ イ マ ー F248 (5’ -GAAGAAGACGCTATAGGCAACG)お よ び RN1を 用
い て 5’ ゲ ノ ム ア ッ セ イ を 行 う 以 外 は 記 載 さ れ て い る よ う に (Lai et al., Science 295:10
89)、 増 幅 し て 切 断 し 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 解 析 を 行 っ た 。 検 出 の 感 度 を 上 げ る た め 、 ゲ ル
の DNAを ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン に 転 写 し 、 上 記 の よ う に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ R823に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ネ イ テ ィ ブ な GGTA1遺 伝 子 座 お よ び タ ー ゲ ッ ト さ れ た GGTA1遺 伝 子
座 か ら の 5’ ゲ ノ ム ア ッ セ イ に お い て は 、 そ れ ぞ れ 約 2550bpと 3600bpの Eco RIの バ ン ド に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 予 想 さ れ る 。 ネ イ テ ィ ブ な GGTA1遺 伝 子 座 お よ び タ ー ゲ ッ ト さ
れ た GGTA1遺 伝 子 座 の そ れ ぞ れ か ら の ３ ’ ゲ ノ ム ア ッ セ イ に お い て は 、 そ れ ぞ れ 約 1250bp
と 2300bpの Sac Iの バ ン ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 予 想 さ れ る 。 ゲ ノ ム PCR解 析 （ 図 ３
） に よ り 、 355-F1細 胞 に お い て 、 遺 伝 子 タ ー ゲ ッ ト さ れ た 遺 伝 子 座 か ら 予 想 さ れ る 構 造 を
有 す る GGTA1遺 伝 子 座 は 存 在 す る が 、 野 生 型 GGTA1遺 伝 子 座 様 の 構 造 を 有 す る 遺 伝 子 座 は 存
在 し な い こ と が 明 ら か に な っ た 。 　
【 ０ ０ ５ １ 】
例 ３

　 細 胞 系 Q2お よ び Q9（ 上 記 ） 、 な ら び に 、 同 じ 方 法 を 用 い て 同 時 に 作 製 さ れ た 系 Q32お よ
び Q37を 使 用 し て 、 核 移 植 を 行 っ た 。 図 ４ は 、 GGTA1遺 伝 子 由 来 の プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ さ せ た ４ 種 の ク ロ ー ン 由 来 の DNAの ゲ ノ ム サ ザ ン ブ ロ ッ ト を 示 し て お り 、 ク ロ ー ン 化 さ
れ た 細 胞 系 の い ず れ に お い て も 野 生 型 GGTA1ア レ ル が 存 在 し な い こ と を 確 認 し て い る 。 Q32
細 胞 系 を 用 い た 核 移 植 に よ り 再 構 成 さ れ た 胚 は 、 ６ 頭 の 若 い 雌 性 代 理 母 に 移 植 さ れ 、 そ の
う ち の ３ 頭 に お い て 超 音 波 検 査 に よ り 妊 娠 が 明 ら か に な っ た 。 こ れ ら 妊 娠 し た う ち の １ 頭
を 出 産 ま で 継 続 さ せ 、 帝 王 切 開 の 後 、 ２ 頭 の 仔 ブ タ を 出 産 さ せ た (仔 ブ タ O177-1お よ び O17
7-2)。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 耳 の 線 維 芽 細 胞 か ら 調 製 し た DNAの ゲ ノ ム サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ り 、 両 方 の 仔 ブ タ に
お い て 野 生 型 GGTA1ア レ ル が 存 在 し な い こ と を 確 認 し た （ 図 ５ ） 。 仔 ブ タ O177-1の 耳 線 維
芽 細 胞 に お け る α -1,3-galエ ピ ト ー プ の 発 現 を 、 IB4-FITCを 用 い た 染 色 の 後 に フ ロ ー サ イ
ト メ ト リ ー に よ っ て 調 べ た と こ ろ 、 陰 性 で あ り 、 こ の GGTA1欠 損 動 物 に お い て α -1,3-ガ ラ
ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 が 存 在 し な い こ と が 確 認 さ れ た （ 図 ６ ） 。 仔 ブ タ O177-1
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の ２ 月 齢 に お け る 写 真 が 図 ７ と し て 掲 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】

　 前 記 の よ う に 酵 素 的 消 化 に よ っ て GGTA1ヘ テ ロ 接 合 体 仔 ブ タ 15541の 耳 パ ン チ か ら 15541
線 維 芽 細 胞 を 得 た 。 2μ g／ mlの IB4－ ビ オ チ ン (SIGMA, L2140)を 含 む IB4単 離 緩 衝 液 （ マ グ
ネ シ ウ ム お よ び カ ル シ ウ ム 、 0.5％ の 透 析 し た BSAを 含 む 1× PBS） を 用 い て 、 2× 10 7 個 の 細
胞 を 2× 10 6 細 胞 ／ mlの 濃 度 で １ ０ 分 間 ３ ７ ℃ に て 染 色 し た 。 そ の 後 、 細 胞 を 単 離 緩 衝 液 で
２ 回 洗 浄 し 、 200× gで ５ 分 間 遠 心 分 離 し た 。 細 胞 を 単 離 緩 衝 液 中 1.25× 10 8 細 胞 ／ mlに 調
整 し 、 抗 ビ オ チ ン マ イ ク ロ ビ ー ズ (Miltenyi Biotec, 130-090-485) を 10 7 細 胞 あ た り 20μ
lで 加 え た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ビ ー ズ と 細 胞 の 混 合 物 を 10分 ご と に 揺 ら し て 30分 間 ４ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を
単 離 緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 200× gで ５ 分 間 遠 心 分 離 し た 。 次 い で 、 細 胞 を 0.5mlの 単 離 緩 衝 液
に 懸 濁 し 、 40ミ ク ロ ン の ろ 過 フ ィ ル タ ー に 通 し た 。 フ ィ ル タ ー を さ ら に 0.5mlの 単 離 緩 衝
液 で 洗 浄 し 、 細 胞 を 、 適 切 な マ グ ネ ッ ト を 有 す る MACS LD (Miltenyi Biotec, 130-042-90
1) 枯 渇 カ ラ ム (depletion column)に ア プ ラ イ し た 。 フ ロ ー ス ル ー を 推 定 さ れ る galエ ピ ト
ー プ 陰 性 細 胞 集 団 と し て 回 収 し 、 コ ラ ー ゲ ン Iで コ ー ト さ れ た 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー
プ レ ー ト に １ ウ ェ ル あ た り 1/3細 胞 で サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 細 胞 の ク ロ ー ン を 11～ 14日
後 に 単 離 し て 、 解 析 お よ び 低 温 保 存 の た め に 増 殖 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ク ロ ー ン 15541.25お よ び 15541.63を 、 FITCが 結 合 し た IB4レ ク チ ン を 用 い た 染 色 の 後 、
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 に よ り galエ ピ ト ー プ の 発 現 に つ い て 調 べ た （ 図 ８ ） 。 両 方 の
ク ロ ー ン の 蛍 光 は 、 IB4-FITC染 色 を 行 わ な か っ た も の で 観 察 さ れ る 蛍 光 と 識 別 で き な か っ
た 。  
　 DNAを ク ロ ー ン 15541.25お よ び 15541.63か ら 調 製 し 、 図 ３ Bに つ い て 記 載 し た の と 同 様 に
3’ ゲ ノ ム RCR解 析 に よ り 解 析 し た （ 図 ９ ） 。 ク ロ ー ン 15541.25で は 、 １ つ の 遺 伝 子 タ ー ゲ
ッ ト さ れ た ア レ ル お よ び 野 生 型 ア レ ル と 同 じ サ イ ズ の ２ 番 目 の ア レ ル が 検 出 さ れ た ； こ の
ク ロ ー ン に お い て は 、 厳 密 な GGTA1変 異 の 性 質 は 決 定 さ れ な か っ た 。 ク ロ ー ン 15541.63に
お い て は 、 GGTA1欠 損 細 胞 で あ る Q2、 Q9、 Q32お よ び Q37に つ い て 上 記 で 観 察 さ れ た よ う に
、 野 生 型 GGTA1ア レ ル を 欠 損 し て い る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】

　 GGTA1ヘ テ ロ 接 合 体 胎 仔 PFI510か ら 得 た 細 胞 に 、 例 １ に お い て 記 載 し た よ う に 抗 体 ／ 補
体 溶 解 を ３ ラ ウ ン ド 行 い 、 次 い で 、 例 ４ に お い て 記 載 し た よ う に 、 IB4-FITCお よ び 抗 FITC
磁 性 マ イ ク ロ ビ ー ズ を 用 い た 枯 渇 を ３ ラ ウ ン ド 行 っ た 。 枯 渇 さ せ た 細 胞 集 団 （ PFI510欠 損
B細 胞 ） の IB4-FITC染 色 を 図 １ ０ に 示 す 。
　 ド ナ ー 株 と 同 様 に PFI510欠 損 B細 胞 を 用 い て 核 移 植 を 行 っ た 。 胚 レ シ ピ エ ン ト 1538に 、
１ 頭 の 生 存 し て い る 仔 ブ タ 、 PL751を 出 産 さ せ た （ 図 １ １ ） 。 自 然 抗 体 お よ び 補 体 を 用 い
て 選 択 さ れ た ク ロ ー ン 細 胞 集 団 に 由 来 す る 仔 ブ タ に お い て 上 記 で 観 察 さ れ た よ う に 、 こ の
仔 ブ タ か ら 得 た ゲ ノ ム DNAの 解 析 に よ り WT GGTA1ア レ ル が 存 在 し な い こ と が 確 認 さ れ た （
図 １ ２ ） 。 ま た 、 PL751由 来 の 耳 線 維 芽 細 胞 の フ ロ ー 解 析 に よ り 、 IB4レ ク チ ン で 染 ま る 細
胞 が 存 在 し な い こ と も 明 ら か に な っ た （ 図 １ ３ ） 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ７ 】
【 図 １ 】 抗 体 お よ び 補 体 に よ る 選 択 を 複 数 の ラ ウ ン ド 行 っ た 後 の 、 野 生 型 (F-12)お よ び GG
TA 1ヘ テ ロ 接 合 体 (355-F3)の 胎 仔 細 胞 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 の 結 果 を 示 し た 図 で あ
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例 ４
磁 性 マ イ ク ロ ビ ー ズ を 用 い た 枯 渇 後 の 、 野 生 型 GGTA1の 発 現 を 欠 損 す る 細 胞 ク ロ ー ン の 選
択 と 解 析

例 ５
galエ ピ ト ー プ を 有 す る 細 胞 が 枯 渇 し て い る ク ロ ー ン 化 さ れ て い な い 細 胞 集 団 を 用 い た 仔
ブ タ の 作 製



る 。
【 図 ２ 】 355-F1胎 仔 由 来 の GGTA 1ヘ テ ロ 接 合 体 細 胞 の 抗 体 ／ 補 体 選 択 に よ っ て 得 ら れ た 、
ク ロ ー ン Q2お よ び Q9の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 の 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 355-F1胎 仔 由 来 の GGTA 1ヘ テ ロ 接 合 体 細 胞 の 抗 体 ／ 補 体 選 択 に よ っ て 得 ら れ た 、
ク ロ ー ン Q2お よ び Q9の RT-PCR解 析 （ Ａ ） 、 お よ び 　 355-F1胎 仔 由 来 の GGTA 1ヘ テ ロ 接 合 体
細 胞 の 抗 体 ／ 補 体 選 択 に よ っ て 得 ら れ た 、 ク ロ ー ン Q2お よ び Q9の ゲ ノ ム 解 析 （ Ｂ ） の 結 果
を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 核 移 植 ド ナ ー 系 の 定 量 的 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 GGTA 1欠 損 仔 ブ タ の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 GGTA 1欠 損 仔 ブ タ O177-1に お け る α (1,3)-galエ ピ ト ー プ の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ
ー 解 析 の 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
【 図 ７ 】 ２ 月 齢 の 仔 ブ タ O177-1を 示 し た 写 真 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 IB4-FITCお よ び 抗 FITC磁 性 ビ ー ズ を 用 い て 枯 渇 さ せ た 後 の 、 ヘ テ ロ 接 合 体 細 胞 に
由 来 す る 細 胞 ク ロ ー ン に お け る α (1,3)-galエ ピ ト ー プ の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 の 結
果 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 仔 ブ タ 15541由 来 の GGTA 1ヘ テ ロ 接 合 体 細 胞 の IB4-FITC／ 磁 性 ビ ー ズ 枯 渇 に よ り
得 ら れ た ク ロ ー ン 15541.25お よ び 15541.63 の ゲ ノ ム 解 析 の 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 IB4-FITC染 色 を 行 っ た お よ び 染 色 を 行 っ て い な い 、 PFI510欠 損 B細 胞 の フ ロ ー
サ イ ト メ ト リ ー 解 析 の 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 １ １ 】 ４ 日 齢 の 仔 ブ タ PL751を 示 し た 写 真 図 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 仔 ブ タ PL751の ゲ ノ ム 解 析 の 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 IB4-FITC染 色 を 行 っ た お よ び 染 色 を 行 っ て い な い 、 仔 ブ タ PL751由 来 の 耳 線 維
芽 細 胞 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 の 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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