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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体をコードするポリヌクレオチド配列を含むゲノ
ムを有する遺伝子導入マウスであって、該Ｔ細胞受容体はＨ‐２Ｋｄ上に提示される蛍光
タンパク質を識別し、該マウスのＴ細胞が前記Ｔ細胞受容体を含む、前記遺伝子導入マウ
ス。
【請求項２】
　前記蛍光タンパク質が、
（ｉ）緑色蛍光タンパク質または黄色蛍光タンパク質のいずれかである、および／または
（ｉｉ）配列番号：５を含む、
請求項１に記載の遺伝子導入マウス。
【請求項３】
　前記ポリヌクレオチド配列が、配列番号：１、配列番号：３、および配列番号：１と配
列番号：３の両方からなる群より選択されたポリヌクレオチド配列を含む、請求項１に記
載の遺伝子導入マウス。
【請求項４】
　前記Ｔ細胞受容体が、配列番号：２、配列番号：４、および配列番号：２と配列番号：
４の両方からなる群より選択されたアミノ酸配列を含む、請求項１に記載の遺伝子導入マ
ウス。
【請求項５】
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　請求項１に記載の遺伝子導入マウスからの単離Ｔ細胞であって、Ｈ‐２Ｋｄ上に提示さ
れる蛍光タンパク質を識別するＴ細胞受容体を含む、単離Ｔ細胞。
【請求項６】
　蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体をコードするポリヌクレオチド配列を含む発現
構築物を含み、該Ｔ細胞受容体はＨ‐２Ｋｄ上に提示される蛍光タンパク質を識別する、
単離Ｔ細胞。
【請求項７】
　前記蛍光タンパク質が、
（ｉ）緑色蛍光タンパク質または黄色蛍光タンパク質のいずれかである、および／または
（ｉｉ）配列番号：５を含む、
請求項６に記載の単離Ｔ細胞。
【請求項８】
　前記ポリヌクレオチド配列が、配列番号：１、配列番号：３、および配列番号：１と配
列番号：３の両方からなる群より選択されたポリヌクレオチド配列を含む、請求項６に記
載の単離Ｔ細胞。
【請求項９】
　前記Ｔ細胞受容体が、配列番号：２、配列番号：４、および配列番号：２と配列番号：
４の両方からなる群より選択されたアミノ酸配列を含む、請求項６に記載の単離Ｔ細胞。
【請求項１０】
　遺伝子導入マウスの作製方法であって、
　プロモーターと機能し得るように連結された蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体を
コードするポリヌクレオチド配列を含む発現構築物を、遺伝子導入胚を生み出すためにマ
ウス胚へ導入する工程であって、該Ｔ細胞受容体はＨ‐２Ｋｄ上に提示される蛍光タンパ
ク質を識別する、前記工程、
　前記遺伝子導入胚を疑似妊娠マウスへ移植する工程、
　前記遺伝子導入胚を成熟させる工程、および
　前記ポリヌクレオチドを含む少なくとも１匹の遺伝子導入仔を単離する工程
を含む、前記方法。
【請求項１１】
　前記ポリヌクレオチドが、Ｔ細胞の少なくとも前駆細胞で発現される、請求項１０に記
載の方法。
【請求項１２】
　前記前駆細胞が幹細胞である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記Ｔ細胞が、成熟ヘルパーＴ細胞または成熟細胞傷害性Ｔ細胞である、請求項１１に
記載の方法。
【請求項１４】
　前記胚が受精卵または分割球であり、前記ポリヌクレオチドの前記受精卵への導入が微
量注入法によって実行され、前記ポリヌクレオチドの前記分割球への導入がレトロウイル
ス感染による、請求項１０に記載の方法。
【請求項１５】
　マウスの作製方法であって、
　プロモーターと機能し得るように連結された蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体を
コードするポリヌクレオチド配列を含むマウス体細胞または細胞核を提供する工程であっ
て、該Ｔ細胞受容体はＨ‐２Ｋｄ上に提示される蛍光タンパク質を識別する、前記工程、
　再構成細胞の形成に適切な条件下で、前記マウス体細胞または細胞核を除核卵母細胞へ
挿入する工程、
　胚を形成するよう前記再構成細胞を活性化させる工程、
　２細胞発育段階を超えるまで前記胚を培養する工程、および
　前記胚が、マウスへ発育可能なキメラ胎仔へ成長するよう、前記培養胚を宿主マウスへ
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移入する工程
を含む、前記方法。
【請求項１６】
　マウスにおける細胞の枯渇方法であって、
　一つまたは複数の細胞種で標的タンパク質を発現するマウスを提供する工程、および
　該標的タンパク質に対して特異的なＴ細胞受容体をコードするポリヌクレオチド配列を
含む発現構築物を含み、該標的タンパク質は蛍光タンパク質であり、該ポリヌクレオチド
配列はＨ‐２Ｋｄ上に提示される蛍光タンパク質を識別するＴ細胞受容体をコードし、前
記マウスにおける前記一つまたは複数の細胞種を枯渇させるために前記一つまたは複数の
細胞種を攻撃する単離Ｔ細胞を、該マウスへ導入する工程
を含む、前記方法。
【請求項１７】
　作用因子に対するＴ細胞応答の特徴づけ方法であって、
　請求項１に記載の遺伝子導入マウスを提供する工程、
　ワクチン、ウイルス、病原体、移植細胞、および癌細胞系からなる群より選択され、蛍
光タンパク質および／または蛍光タンパク質コード化配列を含む作用因子を、前記遺伝子
導入マウスへ導入する工程、ならびに
　前記遺伝子導入マウスにおける前記Ｔ細胞応答を特徴づけるために、蛍光タンパク質に
特異的な前記Ｔ細胞受容体と前記作用因子との間の相互作用をモニターする工程
を含む、前記方法。
【請求項１８】
　前記蛍光タンパク質が、
（ｉ）緑色蛍光タンパク質または黄色蛍光タンパク質のいずれかである、および／または
（ｉｉ）配列番号：５を含む、
請求項１５～１７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　前記ポリヌクレオチド配列が、配列番号：１、配列番号：３、および配列番号：１と配
列番号：３の両方からなる群より選択されたポリヌクレオチド配列を含む、請求項１５～
１７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　前記Ｔ細胞受容体が、配列番号：２、配列番号：４、および配列番号：２と配列番号：
４の両方からなる群より選択されたアミノ酸配列を含む、請求項１５～１７のいずれか一
項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２０１３年９月１２日に出願の米国仮特許出願第６１／８７７，１２０号の
利益を主張し、その開示の全文が、参照により本文に援用される。
【０００２】
　本発明は、国立衛生研究所から受けた補助金番号０２５５‐２９８１の下、政府の支援
によってなされた。政府は、本発明におけるある特定の権利を有する。
【０００３】
発明の分野
　本発明は、蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体、遺伝子導入動物、それらの作製方
法、単離Ｔ細胞、および、それらの使用方法に関する。
【背景技術】
【０００４】
発明の背景
　脊椎動物の適応可能な免疫系は、宿主を感染症から守る。Ｔ細胞は、Ｔ細胞受容体（「
ＴＣＲ」）を介して抗原を認識することによって、免疫応答における中心的オーガナイザ
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の役割を担う。Ｔ細胞の特異性は、そのＴＣＲの配列に依存する。この受容体のための遺
伝子テンプレートは、胸腺内でのＴ細胞成長中に、各々のＴＣＲに特有な抗原特異性を付
与するＶ（Ｄ）Ｊ　ＤＮＡ再編成プロセスによって形成される。ＴＣＲは、Ｔ細胞機能、
成長および生存に重要な役割を担う。抗原受容体の発生を妨害する遺伝障害は、Ｔ細胞成
長を妨げ、免疫不全を生じる。免疫応答を組織する上でのＴ細胞の重要性を考慮すると、
特定の抗原特異性を有するＴ細胞を生成できることが望ましい。
【０００５】
　ウイルスまたは自己抗原に対する免疫応答の研究方法の一つは、ＴＣＲ遺伝子導入マウ
ス（ＴＣＲ‐Ｔｇ）を用いることによる（Ｂｌｕｔｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，　「Ｔ‐
ｃｅｌｌ‐ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ｄｅｌｅｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔ‐ｃｅｌｌ　Ｒｅｃｅｐｔｏ
ｒ　Ｔｒａｎｓｇｅｎｅｓ　Ａｌｌｏｗｓ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　Ｒｅａｒｒａｎｇｅ
ｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ　Ａｌｐｈａ‐　ａｎｄ　Ｂｅｔａ‐ｇｅｎｅｓ
，」　Ｎａｔｕｒｅ３３４：１５６‐９（１９８８）（非特許文献１）；Ｌａｆａｉｌｌ
ｅ，　「Ｔ‐ｃｅｌｌ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｍｉｃｅ　ｉｎ　ｔ
ｈｅ　Ｓｔｕｄｙ　ｏｆ　Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ　Ｄｉｓｅａｓｅｓ，」　Ｊｏｕｒｎａ
ｌ　ｏｆ　Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ２２：９５‐１０６（２００４）（非特許文献２）
）。これらのマウスは、マウス内のすべてのＴ細胞が、単一抗原を認識する単一ＴＣＲを
発現するように形成される。少なくとも３０異種のＴＣＲ‐Ｔｇマウスが作製されている
。種々のＴＣＲ‐ＴｇマウスからのＴ細胞によって認識される抗原は、インフルエンザウ
イルス等の病原体によって発現されるタンパク質に由来するペプチド、または、ミエリン
塩基性タンパク質（ＭＢＰ）等の、自己免疫疾患に関わる自己タンパク質に由来するペプ
チドである。このことは、病原体に対する免疫応答の研究への、あるいは自己免疫疾患の
モデル化への、ＴＣＲ‐Ｔｇ　Ｔ細胞の使用を可能にする。
【０００６】
　最も一般的に用いられる抗原特異性ＴＣＲマウスは、ニワトリ・オバルブミン（ＯＶＡ
）からのエピトープを識別する。特に、ＯＴ‐ＩおよびＯＴ‐ＩＩマウスは、各々、ＭＨ
ＣクラスＩおよびＭＨＣクラスＩＩによって提示されるＯＶＡのエピトープを識別する。
これらのマウスは、Ｔ細胞応答を研究するために、また、自己免疫疾患をモデル化するた
めに使用されてきた。
【０００７】
　ＴＣＲ‐Ｔｇマウスは、免疫学の特定の態様を研究するための非常に貴重なリソースで
はあるが、既存のＴＣＲ‐Ｔｇモデルのすべてには、特定のタイプの用途への使用を排除
する複数の重要な制限がある。特に、既存ＴＣＲ‐Ｔｇマウスはいずれも、流動細胞計測
法、蛍光顕微鏡法または生細胞撮像によって視覚化可能な抗原に対する免疫応答の研究に
は使用できない。
【０００８】
　ＧＦＰ特異性Ｔ細胞（αＧＦＰ）マウスの作製は、一般的に使用され容易にモニター可
能な蛍光レポーターを標的とする抗原特異性Ｔ細胞モデルを提供することによって、免疫
学者のツール・ボックスにおける重要な欠損を解決し得る。緑色蛍光タンパク質（「ＧＦ
Ｐ」）は、細胞内に存在し、単細胞解像度でも生細胞撮像によって容易に検出可能であり
、また、特異な組織、細胞種または細胞状態でＧＦＰが発現される１，０００種を超える
異なる遺伝子導入マウスが生成されているため、理想的なモデル抗原である。（Ｓｃｈｍ
ｉｄｔ　ｅｔ　ａｌ．，　「ＢＡＣ　Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｍｉｃｅ　ａｎｄ　ｔｈｅ
　ＧＥＮＳＡＴ　Ｄａｔａｂａｓｅ　ｏｆ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ　Ｍｏｕｓｅ　Ｓｔｒ
ａｉｎｓ，」　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ（２０１３
）（非特許文献３））。さらに、ＧＦＰを発現させるように設計された癌細胞系、ウイル
ス、および他の病原体が多数存在する。ＧＦＰに基づく試薬および動物モデルが豊富に存
在することは、αＧＦＰマウスを、特定の細胞種の能力を提示する抗原を理解しようとす
ることから、宿主病原体相互作用を特徴づけるウイルス学者まで、多種多様な研究をして
いる多くの研究室に適切なものとする。
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【０００９】
　本発明は、当該技術分野におけるこれらの、および他の欠点を克服することを目的とす
る。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】Ｂｌｕｔｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，　「Ｔ‐ｃｅｌｌ‐ｓｐｅｃｉｆ
ｉｃ　Ｄｅｌｅｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔ‐ｃｅｌｌ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　Ｔｒａｎｓｇｅｎｅ
ｓ　Ａｌｌｏｗｓ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　Ｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｅｎｄ
ｏｇｅｎｏｕｓ　Ａｌｐｈａ‐　ａｎｄ　Ｂｅｔａ‐ｇｅｎｅｓ，」　Ｎａｔｕｒｅ３３
４：１５６‐９（１９８８）
【非特許文献２】Ｌａｆａｉｌｌｅ，　「Ｔ‐ｃｅｌｌ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　Ｔｒａｎｓ
ｇｅｎｉｃ　Ｍｉｃｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｓｔｕｄｙ　ｏｆ　Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ　Ｄｉ
ｓｅａｓｅｓ，」　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ２２：９５‐１０
６（２００４）
【非特許文献３】Ｓｃｈｍｉｄｔ　ｅｔ　ａｌ．，　「ＢＡＣ　Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　
Ｍｉｃｅ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ＧＥＮＳＡＴ　Ｄａｔａｂａｓｅ　ｏｆ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒ
ｅｄ　Ｍｏｕｓｅ　Ｓｔｒａｉｎｓ，」　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒ
ｏｔｏｃｏｌｓ（２０１３）
【発明の概要】
【００１１】
　本発明の第一の態様は、蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体をコードするポリヌク
レオチド配列を含むゲノムを有する遺伝子導入非ヒト哺乳動物に関する。この場合の非ヒ
ト哺乳動物のＴ細胞は、そのＴ細胞受容体を含む。
【００１２】
　本発明の第二の態様は、本発明の遺伝子導入非ヒト哺乳動物からの単離Ｔ細胞に関する
。
【００１３】
　本発明の第三の態様は、蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体をコードするポリヌク
レオチド配列を含む発現構築物を含む単離Ｔ細胞に関する。
【００１４】
　本発明の第四の態様は、遺伝子導入非ヒト哺乳動物の作製方法に関する。この方法は、
発現構築物を非ヒト哺乳動物胚へ導入し、遺伝子導入胚を発生させることを伴う。前記発
現構築物は、プロモーターと機能し得るように連結された蛍光タンパク質に特異的なＴ細
胞受容体をコードするポリヌクレオチド配列を含む。この方法は、また、遺伝子導入胚を
疑似妊娠非ヒト哺乳動物へ移植すること、遺伝子導入胚を成熟させること、および、その
ポリヌクレオチドを含む少なくとも１匹の遺伝子導入仔を単離することを伴う。
【００１５】
　本発明の第五の態様は、非ヒト哺乳動物の作製方法に関する。この方法は、プロモータ
ーと機能し得るように連結された蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体をコードするポ
リヌクレオチド配列を含む非ヒト哺乳動物体細胞または細胞核を提供すること、再構成細
胞の形成に適切な条件下で非ヒト哺乳動物体細胞または細胞核を除核卵母細胞へ挿入する
こと、胚を形成するよう再構成細胞を活性化させること、２細胞発育段階を超えるまで胚
を培養すること、および、胚が、非ヒト哺乳動物へ発育可能なキメラ胎仔へ成長するよう
、培養胚を宿主哺乳動物へ移入することを伴う。
【００１６】
　本発明の第六の態様は、非ヒト哺乳動物における細胞の枯渇方法に関する。この方法は
、一つ以上の細胞種で標的タンパク質を発現する非ヒト哺乳動物を提供すること、および
、非ヒト哺乳動物へ、標的タンパク質に対して特異的なＴ細胞受容体をコードするポリヌ
クレオチド配列を含む発現構築物を含む単離Ｔ細胞を導入することを伴う。この場合の単
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離Ｔ細胞は、非ヒト哺乳動物における一つ以上の細胞種を枯渇させるために、その一つ以
上の細胞種を攻撃する。
【００１７】
　本発明の第七の態様は、作用因子に対するＴ細胞応答の特徴づけ方法に関する。この方
法は、本発明による遺伝子導入非ヒト哺乳動物を提供すること、遺伝子導入非ヒト哺乳動
物へ、ワクチン、ウイルス、病原体、移植細胞および癌細胞系からなる群から選択された
作用因子を導入することを伴う。この場合の作用因子は、蛍光タンパク質および／または
蛍光タンパク質コード化配列を含む。この方法は、また、蛍光タンパク質に特異的なＴ細
胞受容体と、遺伝子導入非ヒト哺乳動物におけるＴ細胞応答を特徴づける作用因子との間
の相互作用をモニターすることを伴う。
【００１８】
　本発明は、既存のＴＣＲ‐Ｔｇマウスの限界を克服し、新しい抗原特異性ＴＣＲモデル
に関する。特に、緑色蛍光タンパク質を識別するＧＦＰ特異性ＴＣＲマウスが生成されて
きたため、本発明は、感染症および癌を治療または予防するのに用いるワクチンの最適化
のために、あるいは免疫寛容を誘発するために有用である。比類なく、本発明は、ＧＦＰ
および他の蛍光タンパク質をコードする多くのワクチン、ウイルスおよび癌細胞系に対す
るＴ細胞応答の研究を可能にする。
【００１９】
　加えて、本発明は、以前不可能であった様式での、組織および器官における自己免疫疾
患のモデル化方法を提供する。例えば、本発明は、特に特定の細胞種または組織において
ＧＦＰおよび他の蛍光タンパク質を発現する何百種類ものマウスを利用する。本発明の遺
伝子導入非ヒト哺乳動物は、これら細胞種によって提示される抗原に対してＴ細胞がどの
ように応答するのかを研究するために使用できる。
【００２０】
　さらに、本発明は、ＧＦＰ発現腫瘍細胞を用いることにより、異なる癌および転移に対
するＴ細胞応答の特徴づけを可能にする。
【００２１】
　さらに、本発明は、細胞の機能を研究する目的で、マウスにおける所望の細胞を枯渇さ
せるための新規な方法を提供する。ＧＦＰ特異性Ｔ細胞は、特定の細胞種においてＧＦＰ
を発現するマウスへ注入でき、これらＴ細胞は、それら細胞を特定して殺す。それら細胞
を枯渇させることによって、この方法は、同種細胞の役割を理解するために研究できる「
機能欠失（loss-of-function）」表現型を提供する。
【００２２】
　加えて、本発明は、ウイルス感染細胞を含む特定の細胞種の抗原特異性Ｔ細胞媒介死滅
に関する生細胞撮像および生体内顕微鏡分析の実行を可能にする。
【００２３】
　本発明の遺伝子導入非ヒト哺乳動物は、Ｔ細胞が蛍光タンパク質のエピトープを識別す
る最初の抗原特異性ＴＣＲマウスである。本発明の遺伝子導入非ヒト哺乳動物は、蛍光タ
ンパク質に対する免疫応答を研究するために使用できる。したがって、以前不可能であっ
た文脈での免疫応答研究のために、何千ものＧＦＰ（および他の蛍光タンパク質）遺伝子
導入マウス、ＧＦＰ（および他の蛍光タンパク質）発現腫瘍細胞株、およびＧＦＰ（およ
び他の蛍光タンパク質）発現病原体を利用できる。本発明の技術のもう一つの適用におい
ては、本発明の遺伝子導入非ヒト哺乳動物は、非ヒト哺乳動物における稀な細胞種の枯渇
方法として使用できる。
[本発明1001]
　蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体をコードするポリヌクレオチド配列を含むゲノ
ムを有する遺伝子導入非ヒト哺乳動物であって、該非ヒト哺乳動物のＴ細胞が前記Ｔ細胞
受容体を含む、前記遺伝子導入非ヒト哺乳動物。
[本発明1002]
　齧歯動物である、本発明1001の遺伝子導入非ヒト哺乳動物。
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[本発明1003]
　前記齧歯動物がマウスである、本発明1002の遺伝子導入非ヒト哺乳動物。
[本発明1004]
　前記蛍光タンパク質が、緑色蛍光タンパク質または黄色蛍光タンパク質のいずれかであ
る、本発明1001の遺伝子導入非ヒト哺乳動物。
[本発明1005]
　前記蛍光タンパク質が配列番号：5を含む、本発明1001の遺伝子導入非ヒト哺乳動物。
[本発明1006]
　前記ポリヌクレオチド配列が、配列番号：1、配列番号：3、および配列番号：1と配列
番号：3の両方からなる群より選択されたポリヌクレオチド配列を含む、本発明1001の遺
伝子導入非ヒト哺乳動物。
[本発明1007]
　前記Ｔ細胞受容体が、配列番号：2、配列番号：4、および配列番号：2と配列番号：4の
両方からなる群より選択されたアミノ酸配列を含む、本発明1001の遺伝子導入非ヒト哺乳
動物。
[本発明1008]
　前記Ｔ細胞受容体が、主要組織適合複合体（ＭＨＣ）ＩまたはＩＩに装填される蛍光タ
ンパク質に特異的である、本発明1001の遺伝子導入非ヒト哺乳動物。
[本発明1009]
　本発明1001の遺伝子導入非ヒト哺乳動物からの単離Ｔ細胞。
[本発明1010]
　蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体をコードするポリヌクレオチド配列を含む発現
構築物を含む、単離Ｔ細胞。
[本発明1011]
　前記蛍光タンパク質が、緑色蛍光タンパク質または黄色蛍光タンパク質のいずれかであ
る、本発明1010の単離Ｔ細胞。
[本発明1012]
　前記蛍光タンパク質が配列番号：5を含む、本発明1010の単離Ｔ細胞。
[本発明1013]
　前記ポリヌクレオチド配列が、配列番号：1、配列番号：3、および配列番号：1と配列
番号：3の両方からなる群より選択されたポリヌクレオチド配列を含む、本発明1010の単
離Ｔ細胞。
[本発明1014]
　前記Ｔ細胞受容体が、配列番号：2、配列番号：4、および配列番号：2と配列番号：4の
両方からなる群より選択されたアミノ酸配列を含む、本発明1010の単離Ｔ細胞。
[本発明1015]
　前記Ｔ細胞受容体が、主要組織適合複合体（ＭＨＣ）ＩまたはＩＩに装填される蛍光タ
ンパク質に特異的である、本発明1010の単離Ｔ細胞。
[本発明1016]
　哺乳動物細胞である、本発明1010の単離Ｔ細胞。
[本発明1017]
　ネズミ細胞である、本発明1016の単離Ｔ細胞。
[本発明1018]
　遺伝子導入非ヒト哺乳動物の作製方法であって、
　プロモーターと機能し得るように連結された蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体を
コードするポリヌクレオチド配列を含む発現構築物を、遺伝子導入胚を生み出すために非
ヒト哺乳動物胚へ導入する工程、
　前記遺伝子導入胚を疑似妊娠非ヒト哺乳動物へ移植する工程、
　前記遺伝子導入胚を成熟させる工程、および
　前記ポリヌクレオチドを含む少なくとも1匹の遺伝子導入仔を単離する工程
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を含む、前記方法。
[本発明1019]
　前記ポリヌクレオチドが、Ｔ細胞の少なくとも前駆細胞で発現される、本発明1018の方
法。
[本発明1020]
　前記前駆細胞が幹細胞である、本発明1019の方法。
[本発明1021]
　前記Ｔ細胞が、成熟ヘルパーＴ細胞または成熟細胞傷害性Ｔ細胞である、本発明1019の
方法。
[本発明1022]
　前記胚が受精卵または分割球であり、前記ポリヌクレオチドの前記受精卵への導入が微
量注入法によって実行され、前記ポリヌクレオチドの前記分割球への導入がレトロウイル
ス感染による、本発明1018の方法。
[本発明1023]
　非ヒト哺乳動物の作製方法であって、
　プロモーターと機能し得るように連結された蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体を
コードするポリヌクレオチド配列を含む非ヒト哺乳動物体細胞または細胞核を提供する工
程、
　再構成細胞の形成に適切な条件下で、前記非ヒト哺乳動物体細胞または細胞核を除核卵
母細胞へ挿入する工程、
　胚を形成するよう前記再構成細胞を活性化させる工程、
　2細胞発育段階を超えるまで前記胚を培養する工程、および
　前記胚が、非ヒト哺乳動物へ発育可能なキメラ胎仔へ成長するよう、前記培養胚を宿主
哺乳動物へ移入する工程
を含む、前記方法。
[本発明1024]
　前記非ヒト哺乳動物が齧歯動物である、本発明1023の方法。
[本発明1025]
　前記齧歯動物がマウスである、本発明1024の方法。
[本発明1026]
　非ヒト哺乳動物における細胞の枯渇方法であって、
　一つまたは複数の細胞種で標的タンパク質を発現する非ヒト哺乳動物を提供する工程、
および
　該標的タンパク質に対して特異的なＴ細胞受容体をコードするポリヌクレオチド配列を
含む発現構築物を含み、前記非ヒト哺乳動物における前記一つまたは複数の細胞種を枯渇
させるために前記一つまたは複数の細胞種を攻撃する単離Ｔ細胞を、該非ヒト哺乳動物へ
導入する工程
を含む、前記方法。
[本発明1027]
　前記非ヒト哺乳動物が齧歯動物である、本発明1026の方法。
[本発明1028]
　前記齧歯動物がマウスである、本発明1027の方法。
[本発明1029]
　前記標的タンパク質が蛍光タンパク質であり、前記ポリヌクレオチド配列が、該蛍光タ
ンパク質に対して抗原特異的であるＴ細胞受容体をコードする、本発明1026の方法。
[本発明1030]
　前記蛍光タンパク質が、緑色蛍光タンパク質または黄色蛍光タンパク質のいずれかであ
る、本発明1029の方法。
[本発明1031]
　前記蛍光タンパク質が配列番号：5を含む、本発明1030の方法。



(9) JP 6876434 B2 2021.5.26

10

20

30

40

50

[本発明1032]
　作用因子に対するＴ細胞応答の特徴づけ方法であって、
　本発明1001の遺伝子導入非ヒト哺乳動物を提供する工程、
　ワクチン、ウイルス、病原体、移植細胞、および癌細胞系からなる群より選択され、蛍
光タンパク質および／または蛍光タンパク質コード化配列を含む作用因子を、前記遺伝子
導入非ヒト哺乳動物へ導入する工程、ならびに
　前記遺伝子導入非ヒト哺乳動物における前記Ｔ細胞応答を特徴づけるために、蛍光タン
パク質に特異的な前記Ｔ細胞受容体と前記作用因子との間の相互作用をモニターする工程
を含む、前記方法。
[本発明1033]
　前記非ヒト哺乳動物が齧歯動物である、本発明1032の方法。
[本発明1034]
　前記齧歯動物がマウスである、本発明1033の方法。
[本発明1035]
　前記蛍光タンパク質が、緑色蛍光タンパク質または黄色蛍光タンパク質のいずれかであ
る、本発明1032の方法。
[本発明1036]
　前記蛍光タンパク質が配列番号：5を含む、本発明1035の方法。
[本発明1037]
　前記ポリヌクレオチド配列が、配列番号：1、配列番号：3、および配列番号：1と配列
番号：3の両方からなる群より選択されたポリヌクレオチド配列を含む、本発明1032の方
法。
[本発明1038]
　前記Ｔ細胞受容体が、配列番号：2、配列番号：4、および配列番号：2と配列番号：4の
両方からなる群より選択されたアミノ酸配列を含む、本発明1032の方法。
[本発明1039]
　前記Ｔ細胞受容体が、主要組織適合複合体（ＭＨＣ）ＩまたはＩＩに装填される蛍光タ
ンパク質に特異的である、本発明1032の方法。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１】体細胞核移植（「ＳＣＮＴ」）によって発生させた樹立αＧＦＰマウスにおける
ＧＦＰ特異性ＣＤ８＋Ｔ細胞の検出を表す一対のグラフである。細胞は、樹立αＧＦＰマ
ウスのリンパ節から採集した。細胞は、ＣＤ８および抗Ｈ‐２Ｋｄ‐ＧＦＰ２００‐２０

８ペンタマーのために染色した。代表的なＦＡＣＳは、１４匹の樹立マウスすべてに表れ
ている。これらは、樹立マウスであるため、キメラであることに注意すべきである。
【図２】マウスにおけるＧＦＰ特異性Ｔ細胞受容体α鎖のｃＤＮＡ配列（配列番号：１）
である。配列番号：１のヌクレオチド１～４７６は、ｔｒａｖ７‐４ドメインであり、配
列番号：１のヌクレオチド４７９～５３７は、ｔｒａｊ３０ドメインであり、ヌクレオチ
ド４７７～４７８は超可変領域である。配列番号：１のヌクレオチド１４１～９５０は、
コード領域である。
【図３】マウスにおけるＧＦＰ特異性Ｔ細胞受容体α鎖のアミノ酸配列（配列番号：２）
である。
【図４】マウスにおけるＧＦＰ特異性Ｔ細胞受容体β鎖のｃＤＮＡ配列（配列番号：３）
である。配列番号：３のヌクレオチド１～３４３は、ｔｒｂｖ２（Ｖｂ４）ドメインであ
り、配列番号：３のヌクレオチド３５４～４０３は、Ｔｒｂｊ１．６ドメインであり、配
列番号：３のヌクレオチド４０４～９２４は、Ｔｒｂｃ１ドメインであり、ヌクレオチド
３４４～３５３は超可変領域である。配列番号：３のヌクレオチド１～９２４は、コード
領域である。
【図５Ａ】マウスにおけるＧＦＰ特異性Ｔ細胞受容体β鎖のアミノ酸配列（配列番号：４
）である。
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【図５Ｂ】マウスにおけるＧＦＰ特異性Ｔ細胞受容体β鎖のアミノ酸配列（配列番号：４
）である。
【図６】αＧＦＰ　Ｔ細胞の移入が、ＧＦＰ発現脾細胞を急速に殺すことを示す。対照Ｔ
細胞のｅＦｌｕｏｒ６７０標識αＧＦＰ　ＣＤ８＋が、脾細胞のサブセット内でＧＦＰを
発現するマウス内へ移入された。図６Ａに示すように、５日後、ＧＦＰに関して、蛍光顕
微鏡法（右パネル）およびＦＡＣＳ（左パネル）によって脾臓を分析した。図６Ｂは、ｅ
Ｆｌｕｏｒ６７０希釈のＦＡＣＳ分析によって測定したＴ細胞増殖を表す。養子移入でα
ＧＦＰ　Ｔ細胞のみが増殖したことに注目すべきである。
【図７】αＧＦＰＣＤ８＋Ｔ細胞の移入が、マウス・インシュリン・プロモーターＧＦＰ
（ＭＩＰ‐ＧＦＰ）マウスに糖尿病を誘発することを表す。Ｂ１０Ｄ２のバックグラウン
ド（ｎ＝４／群）で、野生型マウスまたはαＧＦＰマウスからＭＩＰ‐ＧＦＰマウスへ、
３ｘ１０６のＴ細胞が移入された。図７Ａに示す血糖値は、Ｔ細胞注入前と注入６日後に
測定した。２５０ｍｇ／ｄｌを超えるグルコース・レベルを基準にすると、αＧＦＰ　Ｔ
細胞を受けたすべてのマウスが糖尿病であった。図７Ｂでは、６日後のマウスから膵臓を
採集し、β細胞を記録するためにＧＦＰを用いて、ルーチンの組織学的分析および蛍光顕
微鏡法により、β細胞の存在を査定した。マウスは、また、ＤＡＰＩを用いてＣＤ８＋Ｔ
細胞および核が分かるように染色した。画像は、群につき４匹のマウスの代表的なもので
ある。αＧＦＰ　Ｔ細胞を受けたＭＩＰ‐ＧＦＰマウスでは、全くＧＦＰ陽性細胞が膵臓
内に検出されなかった。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
発明の詳細な説明
　本発明は、蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体をコードするポリヌクレオチド配列
を含むゲノムを有する遺伝子導入非ヒト哺乳動物に関する。この場合の非ヒト哺乳動物の
Ｔ細胞は、そのＴ細胞受容体を含む。
【００２６】
　一つの実施形態によれば、本発明の遺伝子導入非ヒト哺乳動物は、マウスまたはネズミ
等の齧歯動物である。遺伝子導入非ヒト哺乳動物は、他種の哺乳動物を含んでもよい。遺
伝子導入プロシージャは、例えば、ヒツジ、ヤギ、ブタ、イヌ、ネコ、サル、チンパンジ
ー、ハムスター、ウサギ、ウシおよびモルモットを含む種々の非ネズミ哺乳動物で成功し
ている（例えば、参照により本文に全文を援用するＫｉｍ　ｅｔ　ａｌ．，　「Ｄｅｖｅ
ｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　ａ　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　Ｍａｌｅ　Ｓｔ
ｅｍ‐ｃｅｌｌ　Ｍｅｄｉａｔｅｄ　Ｇｅｎｅ‐ｔｒａｎｓｆｅｒ　ｉｎ　Ｍｏｕｓｅ　
ａｎｄ　Ｐｉｇ，」　Ｍｏｌ．Ｒｅｐｒｏｄ．Ｄｅｖ．４６（４）：５１５‐５２６（１
９９７）；Ｈｏｕｄｅｂｉｎｅ，　「Ｔｈｅ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍ
ａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　Ｍｉｌｋ　ｏｆ　Ｔｒａｎ
ｓｇｅｎｉｃ　Ａｎｉｍａｌｓ，」　Ｒｅｐｒｏｄ．Ｎｕｔｒ．Ｄｅｖ．３５（６）：６
０９‐６１７（１９９５）；Ｐｅｔｔｅｒｓ，　「Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｌｉｖｅｓｔ
ｏｃｋ　ａｓ　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｍｏｄｅｌｓ　ｏｆ　Ｈｕｍａｎ　Ｄｉｓｅａｓｅ，」
　Ｒｅｐｒｏｄ．Ｆｅｒｔｉｌ．Ｄｅｖ．６（５）：６４３‐６４５（１９９４）；Ｓｃ
ｈｎｉｅｋｅ　ｅｔ　ａｌ．，　「Ｈｕｍａｎ　Ｆａｃｔｏｒ　ＩＸ　Ｔｒａｎｓｇｅｎ
ｉｃ　Ｓｈｅｅｐ　Ｐｒｏｄｕｃｅｄ　ｂｙ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　ｏｆ　Ｎｕｃｌｅｉ　
ｆｒｏｍ　Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ　Ｆｅｔａｌ　Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，」　Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ２７８（５３４６）：２１３０‐２１３３（１９９７）；Ａｍｏａｈ&Ｇｅｌａ
ｙｅ，　「Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｇｏａｔ　Ｒｅｐｒ
ｏｄｕｃｔｉｏｎ，」　Ｊ．ＡｎｉｍａｌＳｃｉｅｎｃｅ７５（２）：５７８‐５８５（
１９９７）を参照）。
【００２７】
　より詳細に下記に考察するように、本発明の遺伝子導入非ヒト哺乳動物は、形質移入、
電気穿孔法、微量注入法、胚性幹細胞における標的遺伝子組み換え、ならびに組み換えウ
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イルスおよびレトロウイルス感染を含む種々の異なる方法によって生成できる（例えば、
参照により本文に全文を援用するＬｅｄｅｒ　ｅｔ　ａｌ．への米国特許第４，７３６，
８６６号；Ｂｅａｕｄｅｔ　ｅｔ　ａｌ．への米国特許第５，６０２，３０７号；Ｍｕｌ
ｌｉｎｓ　ｅｔ　ａｌ．，　「Ｔｒａｎｓｇｅｎｅｓｉｓ　ｉｎ　Ｎｏｎｍｕｒｉｎｅ　
Ｓｐｅｃｉｅｓ，」　Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ２２（４）：６３０‐６３３（１９９３
）；Ｂｒｅｎｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，　「Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：
Ａｎ　Ｏｖｅｒｖｉｅｗ　ｏｆ　Ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ　Ｕｓｅｆｕｌ　ｉｎ　Ｓｕｒｇ
ｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，」　Ｓｕｒｇ．Ｏｎｃｏｌ．６（２）９９‐１１０（１９
９７）；Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，ｖｏｌ．６２：
Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，Ｒ．
Ｔｕａｎ（ｅｄ．）Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｔｏｔｏｗａ，Ｎ．Ｊ．（１
９９７）；Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．への米国特許第５，４８９，７４３号；Ｂｅ
ａｕｄｅｔ　ｅｔ　ａｌ．への米国特許第５，６０２，３０７号およびＬｏｉｓ　ｅｔ　
ａｌ．，　「Ｇｅｒｍｌｉｎｅ　Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅ‐Ｓ
ｐｅｃｉｆｉｃ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｒａｎｓｇｅｎｅｓ　Ｄｅｌｉｖｅｒ
ｅｄ　ｂｙ　Ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ　Ｖｅｃｔｏｒｓ，」　Ｓｃｉｅｎｃｅ２９５（５５
５６）：８６８‐８７２（２００２）を参照）。
【００２８】
　一つの実施形態によれば、本発明の遺伝子導入非ヒト哺乳動物は、蛍光タンパク質に特
異的なＴ細胞受容体をコードするポリヌクレオチド配列を含むゲノムを含む。言い換える
と、遺伝子導入非ヒト哺乳動物は、そのゲノムを介して、蛍光タンパク質に特異的な（例
えば、抗原特異的）Ｔ細胞受容体をコードするポリヌクレオチド配列を発現する。したが
って、遺伝子導入非ヒト哺乳動物は、所望のＴ細胞受容体を発現するリンパ細胞を含む。
哺乳動物は、実質的にすべてのリンパ細胞が所望の抗原特異性Ｔ細胞受容体を発現するよ
うに生み出されてもよい。したがって、遺伝子導入哺乳動物は、非ヒト胚性幹細胞に、所
望の抗原特異性Ｔ細胞受容体をコードする抗原特異性ポリヌクレオチドを含むポリヌクレ
オチド送達系を接触させることを含む方法によって生み出されてもよい。一つの実施形態
におけるポリヌクレオチド送達系は、レンチウイルス・ベクター等のレトロウイルス・ベ
クターを含む。
【００２９】
　代替的に、遺伝子導入非ヒト哺乳動物は、リンパ細胞の亜集団のみが所望の抗原特異性
Ｔ細胞受容体を発現するような様式で生み出されてもよい。この実施形態によれば、この
亜集団の細胞は、独特な抗原特異性を有し、免疫応答を誘発可能な他の抗原特異性ポリペ
チドを全く発現しない。特に、それらリンパ細胞は、他のＴ細胞受容体を発現してはなら
ない。そのような非ヒト哺乳動物は、造血幹細胞に、所望の抗原特異性ポリペプチドをコ
ードする抗原特異性ポリヌクレオチドを含むポリヌクレオチド送達系を接触させることに
よって生み出されてもよい。それら造血幹細胞は、それから、独特な抗原特異性を有する
リンパ細胞へ成長する非ヒト哺乳動物へ移入される。
【００３０】
　本文の用語「特性」は、蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体に関して用いられる場
合、一つの実施形態によれば、Ｔ細胞受容体が、分子間のバックグラウンド相互作用より
も高い結合親和性で蛍光タンパク質と差別的に結合することを意味する。例えば、本発明
の文脈における「バックグラウンド相互作用」は、親和性が、１０Ｅ‐４　ＭのＫＤより
も低い相互作用である。したがって、一つの実施形態によれば、蛍光タンパク質に特異的
なＴ細胞受容体は、約１０Ｅ‐５　ＭのＫＤよりも高い親和性を有する蛍光タンパク質に
結合する。
【００３１】
　もう一つの実施形態によれば、蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体は、Ｔ細胞受容
体が、非蛍光タンパク質または非蛍光タンパク発現細胞に対する場合に比べ、より頻繁に
、より急速に、より長期間および／または、より高い親和性で、蛍光タンパク質または蛍
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光タンパク発現細胞に反応する、あるいは関わることを意味する。例えば、蛍光タンパク
質に特異的に結合するＴ細胞受容体は、他の非蛍光タンパク質に結合するのに比べ、より
高い親和性、結合活性を有して、より容易におよび／またはより長期間、その蛍光タンパ
ク質に結合する。
【００３２】
　一つの実施形態によれば、蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体は、蛍光タンパク発
現細胞を殺す能力を有してもよい。もう一つの実施形態においては、蛍光タンパク質に特
異的なＴ細胞受容体は、蛍光タンパク発現細胞を殺す能力を有するが、非蛍光タンパク発
現細胞を殺す能力を欠いてもよい。
【００３３】
　一つの実施形態によれば、蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体は、本文に説明の蛍
光タンパク質の特定の結合部位、すなわちエピトープで、蛍光タンパク質に結合してもよ
い。
【００３４】
　本発明の遺伝子導入非ヒト哺乳動物におけるＴ細胞受容体は、緑色蛍光タンパク質また
は黄色蛍光タンパク質に対して特異的である。蛍光タンパク質は、天然に存在するタンパ
ク質、あるいは天然に存在する蛍光タンパク質の誘導体等の改変タンパク質であってもよ
い。模範的な蛍光タンパク質は、限定せずに、ＧＦＰ等のオワンクラゲ由来のタンパク質
、高感度緑色蛍光タンパク質（「ｅＧＦＰ」）および黄色蛍光タンパク質（「ＹＦＰ」）
を含む。
【００３５】
　緑色蛍光タンパク質は、オワンクラゲによって生成される天然蛍光タンパク質である。
天然タンパク質内のいくつかのアミノ酸残基は、ポリペプチドが、内筒の軸に沿って延在
するαヘリックスが通る１１鎖βバレル構造へ折り畳まれるとき、蛍光体を自然発生的に
形成する。広い種類のタンパク質に対してＮ末端およびＣ末端融合を許容するので、ＧＦ
Ｐは、主として蛍光タンパク質タグとして、すなわち、ＧＦＰのキメラタンパク質を他の
タンパク質にリンクさせるために使用されてきた。そのリンクにおいて、ＧＦＰは、それ
が融合するタンパク質が、いつ、どこに、どれだけの量存在するのかを明らかにする指標
として機能する。ＧＦＰは、この能力があるために、細菌、酵母、粘菌、植物、ショウジ
ョウバエ、ゼブラフィッシュ内で、および哺乳動物細胞内で発現させられている。
【００３６】
　それが単離されたクラゲにおいては、ＧＦＰは、生物発光タンパク質エクオリンとの生
理的相互作用に関わり、エネルギー移動を介して、その青色光吸収を緑色光放射へ転換す
る。ＧＦＰの大部分の応用例では、この二重要素構成は再現されず、光学計測機器を介し
たＧＦＰまたはその誘導体の励起が行われる。
【００３７】
　本発明の遺伝子導入非ヒト哺乳動物のＴ細胞受容体が特異的な蛍光タンパク質は、以下
の修飾の一つ以上を含むものである。循環配列（参照により全文が本文に援用されるＢａ
ｉｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，　「Ｃｉｒｃｕｌａｒ　Ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ　Ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ　Ｗｉｔｈｉｎ　Ｇｒｅｅｎ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎ
ｔ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，」　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ９６：１１
２４１‐１１２４６（１９９９））、分裂（参照により全文が本文に援用されるＺｈａｎ
ｇ　ｅｔ　ａｌ．，　「Ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ　Ｍａｒｋｉｎｇ　ｏｆ　Ｃｅｌｌ
ｓ　ａｎｄ　Ｏｒｇａｎｅｌｌｅｓ　ｗｉｔｈ　Ｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｄ　Ｆｌｕｏ
ｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，」　Ｃｅｌｌ　１１９：１３７‐１４４（２００４
））、増強折畳み（参照により全文が本文に援用されるＰｅｄｅｌａｃｑ　ｅｔ　ａｌ．
，　「Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ａｎｄ　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ
　Ｓｕｐｅｒｆｏｌｄｅｒ　Ｇｒｅｅｎ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｔｅｉｎ，」
　Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２４：７９‐８８（２００６））、または他の修飾（
参照により全文が本文に援用されるＺｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，　「Ｃｒｅａｔｉｎｇ　
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Ｎｅｗ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ｆｏｒ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，
」　Ｎａｔ．Ｒｅｖ．Ｍｏｌ．ＣｅｌｌＢｉｏｌ．３：９０６‐９１８（２００２））。
【００３８】
　本発明に適切な蛍光タンパク質（およびそれらのコード化核酸）の具体的な非限定例は
、限定せずに、ＧｅｎＢａｎｋ受託番号ＡＢ１９５２３９、ＡＹ０１３８２１、ＡＹ０１
３８２４、ＡＹ０１３８２５、ＡＹ０１３８２６、ＡＹ０１３８２７、ＡＦ４３５４２７
、ＡＦ４３５４２８、ＡＦ４３５４２９、ＡＦ４３５４３０、ＡＦ４３５４３１、ＡＦ４
３５４３３、ＤＱ５２５０２５、Ｘ８３９５９、Ｘ８３９６０、Ｘ９６４１８、ＢＤ１３
６９４７、ＢＤ１３６９４８、ＢＤ１３６９４９、Ｕ７３９０１、ＡＦ３０２８３７、Ａ
Ｆ１８３３９５、ＡＦ０５８６９４、Ｕ５０９６３、Ｌ２９３４５、Ｍ６２６５３および
Ｍ６２６５４として報告されたものを含む。
【００３９】
　一つの実施形態における蛍光タンパク質は、アミノ酸ドメインＨＹＬＳＴＱＳＡＬ（配
列番号：５）を含む蛍光タンパク質である。
【００４０】
　もう一つの実施形態においては、蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体をコードする
ポリヌクレオチド配列は、配列番号：１（図２）、配列番号：３（図４）、または配列番
号：１と配列番号：３の組み合わせのポリヌクレオチド配列を含む。配列番号：１および
配列番号：３に記載のポリヌクレオチド配列は、模範的なものである。蛍光タンパク質に
特異的なＴ細胞受容体をコードする他のポリヌクレオチド配列も使用可能である。例えば
、抗原特異性Ｔ細胞受容体に類似し、それをコードするポリヌクレオチド配列も使用可能
である。そのような配列は、配列番号：１および配列番号：３に少なくとも約８０％、８
１％、８２％、８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９
１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９％一致して
もよい。マウスではない非ヒト哺乳動物種を用いる場合、ポリヌクレオチド配列は、典型
的に、その種本来のＴ細胞受容体コード化配列と少なくとも約８０％、８１％、８２％、
８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、
９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９％一致する。
【００４１】
　当該技術分野における通常の知識を有する者には明らかであるが、各々のＴ細胞受容体
遺伝子内には、「Ｃ領域」があり、その部分が、受容体の定常ドメインに対してコード化
する。この領域は、蛍光タンパク質の特異性に直接的に関連しない。すべての他のドメイ
ン（Ｖ領域、Ｊ領域、超可変領域）は可変であり、蛍光タンパク質に対する特異性を提供
するのは、それらの特定の組み換えである。したがって、蛍光タンパク質に特異的なＴ細
胞受容体をコードするポリヌクレオチド配列を含むゲノムを有する遺伝子導入非ヒト哺乳
動物を生成するように、多数のポリヌクレオチド配列が設計されてもよい。この場合の非
ヒト哺乳動物のＴ細胞は、そのＴ細胞受容体を含む。
【００４２】
　もう一つの実施形態における抗原特異性Ｔ細胞受容体は、配列番号：２（図３）、配列
番号：４（図５ＡおよびＢ）、または配列番号：２と配列番号：４の組み合わせのアミノ
酸配列を含む。配列番号：２および配列番号：４の抗原特異性Ｔ細胞受容体配列は模範的
なものであり、本発明は、これらの配列のみを含む遺伝子導入非ヒト哺乳動物に限定され
ない。例えば、配列番号：２および配列番号：４に類似のアミノ酸配列も使用可能である
。そのような配列は、配列番号：２および配列番号：４に少なくとも約８０％、８１％、
８２％、８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、
９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９％一致してもよい
。もう一度言うが、マウスではない非ヒト哺乳動物種を用いる場合、抗原特異性Ｔ細胞受
容体は、典型的に、その種本来のＴ細胞受容体と少なくとも約８０％、８１％、８２％、
８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、
９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９％一致する。
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【００４３】
　一つの実施形態によれば、Ｔ細胞受容体をコードするポリヌクレオチド配列は、主要組
織適合複合体（ＭＨＣ）ＩまたはＩＩ内に装填された蛍光タンパク質に対して特異的であ
る。
【００４４】
　本発明のもう一つの態様は、本発明の遺伝子導入非ヒト哺乳動物からの単離Ｔ細胞に関
する。
【００４５】
　一つの実施形態によれば、本発明の遺伝子導入非ヒト哺乳動物からの単離Ｔ細胞は、精
製Ｔ細胞である。本発明の遺伝子導入非ヒト哺乳動物からの単離精製Ｔ細胞は、当該技術
分野の通常の知識を有する者に既知であり利用される複数の方法によって取得できる。一
つの実施形態における単離Ｔ細胞は、（例えば、少なくとも約８０％、８１％、８２％、
８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、
９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９％純粋な）精製形態にある
。
【００４６】
　本発明の更なる態様は、蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体をコードするポリヌク
レオチド配列を含む発現構築物を含む単離Ｔ細胞に関する。
【００４７】
　選択発現系内へ、蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体をコードするポリヌクレオチ
ド配列（すなわち、核酸分子）を導入することは、従来の組み換え技術を用いて実行でき
る。通常、これは、分子が異種である（すなわち、通常存在しない）発現系内へポリヌク
レオチド配列を挿入することを伴う。非ヒト哺乳動物宿主への特定の外来または生来の遺
伝子の導入は、遺伝子配列を適切な発現構築物またはベクターへ最初に導入することによ
って促進される。本文の用語「構築物」または「ベクター」は、プラスミド、バクテリオ
ファージ、トランスポゾン、コスミド、染色体、ウイルス、ウィリオン等の任意の遺伝因
子を意味する。これは、適切な制御因子との関わりで複製が可能で、また、細胞間での遺
伝子配列の転送が可能である。したがって、この用語は、クローン化ベクターおよび発現
ベクター、また、ウイルス・ベクターをも含む。異種核酸分子は、正しいセンス（５'→
３'）配向および適切な解読枠で発現構築物またはベクターへ挿入される。ベクターは、
挿入されたＴ細胞受容体コード化配列の転写および翻訳に必要な因子を含んでいる。
【００４８】
　参照により全文が本文に援用されるＣｏｈｅｎおよびＢｏｙｅｒへの米国特許第４，２
３７，２２４号は、制限酵素切断とＤＮＡリガーゼでの連結を用いることによる組み換え
プラスミドの形態での発現系の生成を説明する。これらの組み換えプラスミドは、それか
ら、形質転換によって導入され、組織培養で増殖させた原核生物および真核細胞を含む単
細胞培養物内で複製される。
【００４９】
　組み換え遺伝子は、また、ウイルスへ導入してもよい。それらのウイルスは、ワクシニ
アウイルス、アデノウイルス、およびレトロウイルス（レンチウイルスを含む）を含む。
組み換えウイルスは、ウイルスに感染させた細胞内へのプラスミドの形質移入によって生
成可能である。
【００５０】
　適切なベクターは、以下のウイルス・ベクターを含むが、これらに限定されるものでは
ない。例えば、ラムダ・ベクター系ｇｔ１１、ｇｔ　ＷＥＳ．ｔＢ、シャロン４、および
、ｐＢＲ３２２、ｐＢＲ３２５、ｐＡＣＹＣ１７７、ｐＡＣＹＣ１８４、ｐＵＣ８、ｐＵ
Ｃ９、ｐＵＣ１８、ｐＵＣ１９、ｐＬＧ３３９、ｐＲ２９０、ｐＫＣ３７、ｐＫＣ１０１
、ＳＶ４０、ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ　ＩＩ　ＳＫ＋／－またはＫＳ＋／－等のプラスミ
ド・ベクター（参照により全文が本文に援用されるＳｔｒａｔａｇｅｎｅ　Ｃｌｏｎｉｎ
ｇ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｃａｔａｌｏｇ（１９９３）ｆｒｏｍ　Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ，Ｌ



(15) JP 6876434 B2 2021.5.26

10

20

30

40

50

ａ　Ｊｏｌｌａ，Ｃａｌｉｆ．を参照）、ｐＱＥ、ｐＩＨ８２１、ｐＧＥＸ、ｐＦａｓｔ
Ｂａｃシリーズ（インビトロジェン）、ｐＥＴシリーズ（参照により全文が本文に援用さ
れるＦ．Ｗ．Ｓｔｕｄｉｅｒ　ｅｔ．ａｌ．，　「Ｕｓｅ　ｏｆ　Ｔ７　ＲＮＡ　Ｐｏｌ
ｙｍｅｒａｓｅ　ｔｏ　Ｄｉｒｅｃｔ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｌｏｎｅｄ　Ｇ
ｅｎｅｓ，」　Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１８５（１９
９０）を参照）、および、それらの任意の誘導体。組み換え分子は、形質転換、特に形質
導入、接合、可動化または電気穿孔を介して細胞内へ導入できる。ＤＮＡ配列は、参照に
より全文が本文に援用されるＳａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃ
ｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇｓ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇｓ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．（１９８
９）に説明のように、当該技術分野における標準クローン化プロシージャを用いてベクタ
ー内へクローン化される。
【００５１】
　細胞内でＴ細胞受容体コード化配列を発現させるために、種々の宿主ベクター系が利用
されてもよい。第一に、ベクター系には、使用宿主細胞との互換性がなければならない。
宿主ベクター系は、以下のものを含むが、これらに限定されるものではない。バクテリオ
ファージＤＮＡ、プラスミドＤＮＡまたはコスミドＤＮＡで形質転換させた細菌。酵母ベ
クターを含む酵母等の微生物。（例えば、ワクシニアウイルス、アデノウイルス等の）ウ
イルスに感染させた哺乳動物細胞系。ウイルス（例えば、バキュロウイルス）に感染させ
た昆虫細胞系。および細菌に感染させた植物細胞。これらベクターの発現因子は、強度お
よび特異性が異なる。利用宿主ベクター系に応じて、多数の適切な転写および翻訳因子の
いずれか一つを使用できる。
【００５２】
　異なる遺伝子信号および処理イベントが、多くのレベルの遺伝子発現を制御する（例え
ば、ＤＮＡ転写およびメッセンジャーＲＮＡ（「ｍＲＮＡ」）翻訳）。ＤＮＡの転写は、
ＲＮＡポリメラーゼの結合を指示し、それによりｍＲＮＡ合成を促進するＤＮＡ配列であ
るプロモーターの存在に依存している。真核プロモーターのＤＮＡ配列は、原核プロモー
ターのものとは異なる。さらに、真核プロモーターおよび付随遺伝子信号は、原核生物系
内では認識されない、あるいは原核生物系内では機能しない可能性があり、さらに、原核
プロモーターは、真核細胞内では認識されず機能しない。
【００５３】
　同様に、原核生物におけるｍＲＮＡの翻訳は、真核生物のものとは異なる相応な原核信
号の存在に依存する。原核生物におけるｍＲＮＡの効率的な翻訳は、ｍＲＮＡ上に、シャ
イン・ダルガーノ（「ＳＤ」）配列と呼ばれるリボソーム結合部位を必要とする。この配
列は、そのタンパク質のアミノ末端メチオニンをコードする開始コドン、通常ＡＵＧ、の
前に位置するｍＲＮＡの短いヌクレオチド配列である。ＳＤ配列は、１６Ｓ　ｒＲＮＡ（
リボソームＲＮＡ）の３'‐末端と相補的であり、リボソームの適切な位置決めを許容す
るために、おそらく、ｒＲＮＡとの二本鎖形成によってｍＲＮＡのリボソームへの結合を
促進する。遺伝子発現の最大化の概説に関しては、参照により全文が本文に援用されるＲ
ｏｂｅｒｔｓ　ａｎｄ　Ｌａｕｅｒ，　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ６
８：４７３（１９７９）を参照。
【００５４】
　プロモーターは、それらの「強度」（すなわち、転写促進能力）が異なる。クローン遺
伝子を発現させるためには、高レベルの転写、それによる遺伝子の発現を得るよう、強力
なプロモーターを使用することが望ましい。利用宿主細胞系に応じて、多数の適切なプロ
モーターのいずれか一つを使用してもよい。例えば、大腸菌、そのバクテリオファージま
たはプラスミドにおけるクローン化の際は、例えば、ＰＨプロモーター、Ｔ７ファージ・
プロモーター、ラック・プロモーター、ｔｒｐプロモーター、ｒｅｃＡプロモーター、リ
ボソームＲＮＡプロモーター、限定せずにｌａｃＵＶ５、ｏｍｐＦ、ｂｌａ、ｌｐｐを含
むコリファージ・ラムダ等のＰＲおよびＰＬプロモーターなどのプロモーターが、近接Ｄ
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ＮＡセグメントの高レベルの転写を指令するために使用されてもよい。加えて、組み換え
ＤＮＡあるいは他の合成ＤＮＡ技術によって生成したハイブリッドｔｒｐ‐ｌａｃＵＶ５
（ｔａｃ）プロモーターまたは他の大腸菌プロモーターが、挿入遺伝子の転写を提供する
ために使用されてもよい。
【００５５】
　特に誘発されない限りプロモーターの活性を阻止する細菌宿主細胞株および発現ベクタ
ーが選択されてもよい。ある特定のオペロンでは、挿入ＤＮＡの効率的な転写のために特
異的な誘導因子の添加が必要である。例えば、ラック・オペロンは、ラクトースまたはＩ
ＰＴＧ（イソプロピルチオ‐ベータ‐Ｄ‐ガラクトシド）の添加によって誘発される。ｔ
ｒｐ、ｐｒｏ等の種々の他のオペロンは、異なる制御下にある。
【００５６】
　特異的な開始信号も、原核細胞内の効率的な遺伝子転写および翻訳に必要である。これ
ら転写および翻訳開始信号は、各々、遺伝子特異的メッセンジャーＲＮＡおよび合成タン
パク質の量によって測定される「強度」が異なってもよい。プロモーターを含むＤＮＡ発
現ベクターは、種々の「強力な」転写および／または翻訳開始信号のいずれの組み合わせ
を含んでもよい。例えば、大腸菌の効率的な翻訳は、リボソーム結合部位を提供するため
の開始コドン（ＡＴＧ）に対して約７～９塩基５'側のシャイン・ダルガーノ（ＳＤ）配
列を必要とする。したがって、宿主細胞リボソームによって利用可能な、いずれのＳＤ‐
ＡＴＧ組み合わせを使用してもよい。そのような組み合わせは、ｃｒｏ遺伝子またはコリ
ファージ・ラムダのＮ遺伝子からの、あるいは大腸菌トリプトファンＥ、Ｄ、Ｃ、Ｂまた
はＡ遺伝子からのＳＤ‐ＡＴＧ組み合わせを含むが、これらに限定されるものではない。
加えて、組み換えＤＮＡによって、あるいは合成ヌクレオチドの組み込みを伴う他の技術
によって生成されたいずれのＳＤ‐ＡＴＧ組み合わせを使用してもよい。
【００５７】
　利用ベクター系および宿主に応じて、構成的で、誘導可能で抑制可能なプロモーターな
らびに最小５'プロモーター因子を含む適切な転写および／または翻訳因子をいくつでも
使用してもよい。
【００５８】
　当該技術分野において既知である標準クローン化プロシージャ、例えば、参照により全
文が本文に援用されるＳａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎ
ｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｔｈｉｒｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｃｏ
ｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（２００１）に説明のものを用いて核酸構
築物を調製するために、Ｔ細胞受容体コード化核酸、選択プロモーター分子、適切な３'
制御領域および、必要に応じて、レポーター遺伝子が、選択ベクター発現系へ組み入れら
れる。
【００５９】
　蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体をコードする核酸分子が、センス（すなわち、
５'→３'）方向でベクターへ挿入されるので、開放解読枠は、選択プロモーター制御下で
の蛍光タンパク質に特異的なコード化Ｔ細胞受容体の発現のために、適切に配向される。
核酸構築物を調製するために、適切なプロモーターの制御下で、単一または複数の核酸が
、適切なベクター内へこのように結合されてもよい。
【００６０】
　蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体をコードする単離核酸分子が発現ベクターへ挿
入されると、宿主細胞への組み入れの準備が整う。組み換え分子は、形質転換、特に形質
導入、接合、リポフェクション、原形質体融合、可動化、粒子衝撃または電気穿孔を介し
て細胞へ導入できる。ＤＮＡ配列は、当該技術分野において既知である標準クローン化プ
ロシージャ、例えば、参照により全文が本文に援用されるＳａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，
Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇｓ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃ
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ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇｓ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．（１９８９）に説明のものを用いて宿
主細胞内へ組み込まれる。適切な宿主は、細菌、ウイルス、酵母、真菌、非ヒト哺乳動物
細胞、昆虫細胞、植物細胞などを含むが、これらに限定されるものではない。
【００６１】
　典型的に、形質転換細胞のみの選択成長に有用な抗生物質あるいは他の化合物が、培地
補充物として追加される。使用すべき化合物は、宿主細胞の形質転換に用いたプラスミド
内に存在する選択可能なマーカー因子に応じて決定される。適切な遺伝子は、ゲンタマイ
シン、Ｇ４１８、ハイグロマイシン、ピューロマイシン、ストレプトマイシン、スペクチ
ノマイシン、テトラサイクリン、クロラムフェニコールなどに耐性を与えるものである。
同様に、識別可能な化合物の生成を提供する酵素をコードする「レポーター遺伝子」、ま
たは、遺伝子送達の結果に関わる関連情報を示す他のマーカーが適切である。例えば、異
種遺伝子の存在が視覚的に確認できるような、種々の発光性または蛍光性レポーター遺伝
子も適切である。
【００６２】
　本発明のもう一つの態様は、遺伝子導入非ヒト哺乳動物の作製方法に関する。この方法
は、遺伝子導入胚を生み出すために、発現構築物を非ヒト哺乳動物胚へ導入することを伴
う。この発現構築物は、プロモーターと機能し得るように連結された蛍光タンパク質に特
異的なＴ細胞受容体をコードするポリヌクレオチド配列を含む。方法は、また、遺伝子導
入胚を疑似妊娠非ヒト哺乳動物へ移植すること、遺伝子導入胚を成熟させること、および
、前記ポリヌクレオチドを含む少なくとも１匹の遺伝子導入仔を単離することを伴う。
【００６３】
　この方法では、蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体をコードするポリヌクレオチド
配列が、当該技術分野技術者に周知の標準的な方法によって、遺伝子導入非ヒト哺乳動物
のゲノム内へ統合可能である。遺伝子導入動物の樹立系を生み出すための動物への導入遺
伝子の導入には、当該技術分野において既知である種々の技術のいずれを使用することも
できる（例えば、参照により全文が本文に援用されるＨｏｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍａｎ
ｉｐｕｌａｔｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｍｏｕｓｅ　Ｅｍｂｒｙｏ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，１９８
６；Ｈｏｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｍｏｕｓｅ　Ｅｍ
ｂｒｙｏ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，１９９４；およびＬａｚｚａｒｉｎｉへの米国特許第５
，６０２，２９９号；Ｋｒｉｍｐｅｎｆｏｒｔへの米国特許第５，１７５，３８４号；Ｇ
ｉｎｓｂｕｒｇへの米国特許第６，０６６，７７８号；およびＳａｔｏ　ｅｔ　ａｌへの
米国特許第６，０３７，５２１号を参照）。そのような技術は、前核微量注入法（参照に
よって全文が本文へ援用されるＷａｇｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．への米国特許第４，８７３，
１９１号）、生殖細胞系へのレトロウイルス媒介遺伝子導入（参照により全文が本文に援
用されるＶａｎ　ｄｅｒ　Ｐｕｔｔｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８２：６１４８‐６１５２（１９８５））、胚性幹細胞における標的遺
伝子導入（参照により全文が本文に援用されるＴｈｏｍｐｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌ
ｌ　５６：３１３‐３２１（１９８９））、胚の電気穿孔（参照により全文が本文に援用
されるＬｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．３：１８０３‐１８１４（１
９８３））、および、精子媒介遺伝子導入（参照により全文が本文に援用されるＬａｖｉ
ｔｒａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌｌ　５７：７１７‐７２３（１９８９））を含むが、
これらに限定されるものではない。
【００６４】
　例えば、遺伝子導入動物を生み出すための遺伝子導入には、種々の発育段階にある胚細
胞が使用できる。胚細胞の成長段階に応じて、異なる方法が使用される。受精卵は、微量
注入法に対しての優れた標的であり、受精卵への微量注入方法は周知である（参照により
全文が本文に援用されるＷａｇｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．への米国特許第４，８７３，１９１
号を参照）。マウスでは、オス前核は、１～２ピコリットル（ｐｌ）のＤＮＡ溶液の再現
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可能な注入を許容する直径約２０マイクロメートルのサイズに達する。遺伝子導入の標的
としての受精卵の使用には、ほとんどのケースで、注入ＤＮＡが第一卵割の前に宿主ゲノ
ムに組み入れられるという利点がある（参照により全文が本文に援用されるＢｒｉｎｓｔ
ｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８２：４４３８‐
４４４２（１９８５））。結果として、遺伝子導入非ヒト動物のすべての細胞が、統合導
入遺伝子を担持することになる。これは、生殖細胞の５０％が導入遺伝子を保持すること
になるため、概して、樹立系の仔への導入遺伝子の効率的な伝達にも反映される。
【００６５】
　本発明の遺伝子導入動物は、胚性幹（「ＥＳ」）細胞への標的ベクターの導入によって
生み出すこともできる。ＥＳ細胞は、適切な条件下で、着床前胚をインヴィトロで培養す
ることにより得られる。（参照により全文が本文に援用されるＥｖａｎｓ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｎａｔｕｒｅ２９２：１５４‐１５６（１９８１）；Ｂｒａｄｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｎａｔｕｒｅ３０９：２５５‐２５８（１９８４）；Ｇｏｓｓｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐ
ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８３：９０６５‐９０６９（１９８６）；
および　Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ３２２：４４５‐４４８（１
９８６））。導入遺伝子は、当該技術分野において既知である種々の方法を用いて、ＤＮ
Ａ感染により効率的にＥＳ細胞へ導入できる。それら方法は、電気穿孔、リン酸カルシウ
ム共沈、プロトプラストまたはスフェロプラスト融合、リポフェクションとＤＥＡＥデキ
ストラン媒介形質移入を含む。導入遺伝子は、また、レトロウイルス媒介形質導入または
微量注入法によってもＥＳ細胞へ導入できる。そのような形質移入ＥＳ細胞は、胞胚段階
の胚の胞胚腔へ導入された後、胚にコロニーを形成可能であり、その結果として生じるキ
メラ動物の生殖細胞系に寄与する（参照により全文が本文に援用されるＪａｅｎｉｓｃｈ
，Ｓｃｉｅｎｃｅ２４０：１４６８‐１４７４（１９８８）を参照）。胞胚腔への形質移
入ＥＳ細胞の導入前に、形質移入ＥＳ細胞は、導入遺伝子を統合したＥＳ細胞を富化させ
るために、種々の選択プロトコルに、導入遺伝子がそのような選択手段を提供するなら、
曝してもよい。代替的に、導入遺伝子を統合したＥＳ細胞についてスクリーニングを行う
ために、ＰＣＲを使用してもよい。この技術は、胞胚腔への移入前の適切な選択条件下で
、形質移入ＥＳ細胞の成長を不要にする。
【００６６】
　加えて、導入遺伝子を非ヒト哺乳動物へ導入するために、レトロウイルス感染も使用で
きる。発育中の非ヒト胚は、胞胚段階へインヴィトロで培養できる。この間に、分割球が
、レトロウイルス感染の標的となってもよい（参照により全文が本文に援用されるＪａｎ
ｅｎｉｃｈ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ７３：１２６０‐１２６４
（１９７６））。導入遺伝子の導入に用いられるウイルス・ベクター系は、典型的に、導
入遺伝子を担持している複製能欠失型レトロウイルスである（参照により全文が本文に援
用されるＪａｈｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
８２：６９２７‐６９３１（１９８５）；Ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｐｕｔｔｅｎ　ｅｔ　ａｌ．
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８２：６１４８‐６１５２（１９８５）
）。形質移入は、ウイルス産生細胞の単層上に分割球を培養することによって、容易に、
および効率的に達成できる。代替的に、後期段階で感染を実行してもよい。当該技術分野
において既知である遺伝子導入動物を生み出すためにレトロウイルスまたはレトロウイル
ス・ベクターを用いる追加の手段は、レトロウイルス粒子、あるいは受精卵または初期胚
の囲卵腔へレトロウイルスを生じるマイトマイシンＣ処置細胞の微量注入法を伴う（参照
により全文が本文に援用されるＯｎｉｏｎｓに対するＰＣＴ公開第ＷＯ９０／０８８３２
号を参照）。
【００６７】
　本発明は、すべての細胞内に導入遺伝子を担持する遺伝子導入非ヒト哺乳動物、および
、すべての細胞にではなく、いくつかに導入遺伝子を担持する動物を提供する。すなわち
、導入遺伝子の発現は、導入遺伝子の上流に配置された細胞特異性プロモーターおよび／
またはエンハンサー因子によって制御される。遺伝子導入非ヒト哺乳動物における導入遺
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伝子発現を駆動するのに適切な発現またはクローン化構築物は、当該技術分野において周
知である。発現構築物の他の構成要素は、転写産物がスプライシングされることを保証す
るために、強力なポリアデニル化部位、適切な制限エンドヌクレアーゼ部位およびイント
ロンを含む。
【００６８】
　上記に考察したように、蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体をコードするポリヌク
レオチドは、いずれの非ヒト哺乳動物へ挿入されてもよい。一つの実施形態における動物
は、齧歯動物、例えば、マウスである。遺伝子導入モデルの生成に一般的に使用されるマ
ウスの適切な株は、限定せずに、ＣＤ‐１（登録商標）ヌードマウス、ＮＵ／ＮＵマウス
、ＢＡＬＢ／Ｃヌードマウス、ＢＡＬＢ／Ｃマウス、ＮＩＨ‐ＩＩＩマウス、ＳＣＩＤ（
登録商標）マウス、非近交系ＳＣＩＤ（登録商標）マウス、ＳＣＩＤベージュ・マウス、
Ｃ３Ｈマウス、Ｃ５７ＢＬ／６マウス、ＤＢＡ／２マウス、ＦＶＢマウス、ＣＢ１７マウ
ス、１２９マウス、ＳＪＬマウス、Ｂ６Ｃ３Ｆ１マウス、ＢＤＦ１マウス、ＣＤＦ１マウ
ス、ＣＢ６Ｆ１マウス、ＣＦ‐１マウス、スイス・ウェブスター・マウス、ＳＫＨ１マウ
ス、ＰＧＰマウスおよびＢ６ＳＪＬマウスを含む。
【００６９】
　遺伝子導入非ヒト哺乳動物は、表現型、例えば、蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容
体を有するＴ細胞を含む動物を選択するために、スクリーニングされて評価される。導入
遺伝子の統合が行われたことを検証するために動物細胞を分析するのに、蛍光検出または
、例えばサザンブロット分析あるいはＰＣＲ技術を用いて、初期スクリーニングを実行し
てもよい。遺伝子導入動物の細胞内導入遺伝子のｍＲＮＡ発現レベルは、限定せずに、蛍
光検出、動物から採取した組織試料のノーザンブロット解析、原位置ハイブリッド形成分
析、および逆転写酵素ＰＣＲ（ｒｔ‐ＰＣＲ）を含む技術を用いて査定することもできる
。
【００７０】
　本発明のこの方法を実行する際に、遺伝子導入胚は、疑似妊娠非ヒト哺乳動物へ移植さ
れる。胚は、微量注入法による導入遺伝子の導入のための最高の標的である。遺伝子導入
の標的としての胚の利用には、ほとんどのケースにおいて、注入ＤＮＡが第一卵割前に宿
主遺伝子へ組み入れられるという主要な利点がある（参照により全文が本文に援用される
Ｂｒｉｎｓｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　「Ｆａｃｔｏｒｓ　Ａｆｆｅｃｔｉｎｇ　ｔｈｅ　
Ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｏｆ　Ｉｎｔｒｏｄｕｃｉｎｇ　Ｆｏｒｅｉｇｎ　ＤＮＡ　ｉｎ
ｔｏ　Ｍｉｃｅ　ｂｙ　Ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｎｇ　Ｅｇｇｓ，」　Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔ'ｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８２：４４３８‐４４４２（１９８５））。結果とし
て、遺伝子導入非ヒト哺乳動物のすべての細胞が、統合導入遺伝子を担持することになる
。このことは、また、概して、生殖細胞の５０％が導入遺伝子を保持することになるため
、樹立系の仔への導入遺伝子の効率的な伝達に反映される。
【００７１】
　遺伝子導入非ヒト哺乳動物（例えば、マウス）を生み出すために利用可能な一つの手段
は、以下の通りである。メスマウスを掛け合わせ、その結果として生じた受精卵を、輸卵
管から解剖学的に摘出する。卵は、Ｍ２培養液等の適切な培養液中に保存する（参照によ
り全文が本文に援用されるＨｏｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　「Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｎｇ　
ｔｈｅ　Ｍｏｕｓｅ　Ｅｍｂｒｙｏ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，」　Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ（１９８６））。遺伝子、
ミニ遺伝子または組み換え基質をコードするＤＮＡまたはｃＤＮＡは、（プラスミド等の
）ベクターから、当該技術分野における周知の方法によって精製する。導入遺伝子の発現
を調整する実験的な手段を提供するために、ＤＮＡのコード領域に誘導可能なプロモータ
ーを融合させてもよい。代替的に、あるいは追加的に、組織特異性調節因子を、導入遺伝
子の組織特異性発現を許容するようコード領域に融合させてもよい。適切な緩衝溶液中の
ＤＮＡを、（ピペット牽引具を用いて毛管から形成されてもよい）微量注入針へ入れ、注
入を受ける卵を、陥没スライドへ入れる。針を卵の前核へ挿入し、ＤＮＡ溶液を注入する
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。それから、注入卵を、疑似妊娠非ヒト哺乳動物（例えば、実際には妊娠していないが、
妊娠を維持するよう適切なホルモンで刺激されるマウス）の輸卵管へ移入する。この場合
、卵は、子宮へ進み、着床し、成熟する。この前核ＤＮＡ微量注入は、遺伝子導入の典型
的な方法であり、参照により全文が本文に援用されるＢｒｅｍ，Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　
Ａｎｉｍａｌｓ ｐｐ．７４５‐８３２（１９９３）；　および　Ｈａｍｍｅｒ　ｅｔ　
ａｌ．，　「Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｒａｂｂｉｔｓ，Ｓ
ｈｅｅｐ　ａｎｄ　Ｐｉｇｓ　ｂｙ　Ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，」　Ｎａｔｕｒｅ
３１５：６８０‐６８３（１９８５）に説明されている。マウスに用いるＤＮＡ微量注入
の基本的な方法は、参照によって全文が本文へ援用されるＲｕｌｉｃｋｅ　ｅｔ　ａｌ．
，　「Ｇｅｒｍｌｉｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍａｍｍａｌｓ　ｂｙ
　Ｐｒｏｎｕｃｌｅａｒ　Ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，」　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａ
ｌ　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ８５：５８９‐６０１（２０００）に説明されている。しかし
、この方法を利用する際には、種に特異的な、いくつかの修飾が必要である。例えば、胚
の回収における微量注入プロセスとレシピエントへの注入胚の移入は、修飾を必要とする
こともあり得る（参照により全文が本文に援用されるＢｒｅｍ，Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　
Ａｎｉｍａｌｓ　ｐｐ．７４５‐８３２（１９９３））。ＤＮＡ微量注入は、ＤＮＡを卵
細胞へ挿入するための唯一の方法ではなく、ここでは、模範的な目的でのみ使用される。
【００７２】
　発現構築物の導入ステップは、以下のものを含むがこれらに限らない、当該技術分野に
おいて周知の複数の方法によって実行されてもよい。（ｉ）受精卵の前核への遺伝子の微
量注入。（ｉｉ）レトロウイルスによるＤＮＡ移入。（ｉｉｉ）予め外来性ＤＮＡに曝し
た胚性幹細胞および／または胚生殖細胞の胞胚腔内への注入。（ｉｖ）体外受精中の精子
媒介外来性ＤＮＡ移入。（ｖ）細胞および胚へのリポソーム媒介ＤＮＡ移入。（ｖｉ）精
子、卵子または胚へのＤＮＡ電気穿孔。（ｖｉｉ）遺伝子銃。および（ｖｉｉｉ）体細胞
または胚細胞での核移入。これらは、参照により全文が本文に援用されるＷｈｅｅｌｅｒ
　ｅｔ　ａｌ．，　「Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ａｐｐｌ
ｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　Ｓｗｉｎｅ，」　Ｔｈｅｒｉｏｇｅｎｏｌｏｇｙ５６：１３４
５‐１３７０（２００１）；Ｗｏｌｆ　ｅｔ　ａｌ．，　「Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｉｎ　Ｆａｒｍ　Ａｎｉｍａｌｓ‐Ｐｒｏｇｒｅｓｓ　ａｎｄ　Ｐｅ
ｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ，」　Ｅｘｐ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．８５．６：６１５‐６２５（２０
００）に説明がある。
【００７３】
　一つの実施形態における核酸構築物は、核酸構築物を含むウイルスで胚を感染させるこ
とによって、胚へ導入できる。細胞、例えば、卵母細胞または胚細胞あるいは１細胞胚へ
、関心の導入遺伝子を送達するために、組み換えレトロウイルスが使用されてもよい。こ
れにより、導入遺伝子および関連遺伝因子は、プロウイルスとして宿主細胞のゲノムへ統
合される。細胞は、それから、遺伝子導入動物へと成長させてもよい。発育中の非ヒト哺
乳動物胚は、インヴィトロで胞胚段階へと培養可能である。この間の分割球が、レトロウ
イルス感染の標的であってもよい（参照により全文が本文に援用されるＪａｅｎｉｃｈ，
　「Ｇｅｒｍ　Ｌｉｎｅ　Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｍｅｎｄｅｌｉａｎ　Ｔｒ
ａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ　Ｍｏｌｏｎｅｙ　Ｌｅｕｋ
ｅｍｉａ　Ｖｉｒｕｓ，」　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔ'ｌ　Ａｃａｄ　ＳｃｉＵＳＡ７３：１２
６０‐１２６４（１９７６））。分割球の効率的な感染は、透明帯を取り除く酵素処理に
よって得られる（参照によって全文が本文へ援用されるＨｏｇａｎ，　ｅｔ　ａｌ．，Ｍ
ａｎｉｐｕｌａｔｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｍｏｕｓｅ　Ｅｍｂｒｙｏ（１９８６））。導入遺伝
子の導入に用いられるウイルス・ベクター系は、典型的に、導入遺伝子を担持する複製能
欠失型レトロウイルスである（参照により全文が本文に援用されるＪａｈｎｅｒ　ｅｔ　
ａｌ．，　「Ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｇｐｔＧｅｎｅ
　ｉｎｔｏ　ｔｈｅ　Ｇｅｒｍ　Ｌｉｎｅ　ｏｆ　Ｍｉｃｅ　ｂｙ　Ｒｅｔｒｏｖｉｒａ
ｌ　Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，」　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ'ｌ　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．ＵＳＡ８２
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：６９２７‐６９３１（１９８５）；Ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｐｕｔｔｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　
「Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ　Ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｇｅｎｅｓ　ｉｎｔｏ　ｔｈｅ　Ｍ
ｏｕｓｅ　Ｇｅｒｍ　Ｌｉｎｅ　ｖｉａ　Ｒｅｔｒｏｖｉｒａｌ　Ｖｅｃｔｏｒｓ，」　
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ'ｌＡｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８２：６１４８‐６１５２（１９８５）
）。形質移入は、ウイルス産生細胞の単層上に分割球を培養することによって、容易にお
よび効率的に得られる（参照により全文が本文に援用されるＶａｎ　ｄｅｒ　Ｐｕｔｔｅ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．，　「Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ　Ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｇｅｎｅｓ　
ｉｎｔｏ　ｔｈｅ　Ｍｏｕｓｅ　Ｇｅｒｍ　Ｌｉｎｅ　ｖｉａ　Ｒｅｔｒｏｖｉｒａｌ　
Ｖｅｃｔｏｒｓ，」　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ'ｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８２：６１４８
‐６１５２（１９８５）；Ｓｔｅｗａｒｔ　ｅｔ　ａｌ．，　「Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　
ｏｆ　Ｒｅｔｒｏｖｉｒａｌ　Ｖｅｃｔｏｒｓ　ｉｎ　Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｍｉｃｅ
　Ｏｂｔａｉｎｅｄ　ｂｙ　Ｅｍｂｒｙｏ　Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，」　ＥＭＢＯＪ．６：
３８３‐３８８（１９８７））。代替的に、感染は後期段階で実行してもよい。ウイルス
またはウイルス産生細胞は、胞胚腔へ注入できる（参照により全文が本文に援用されるＪ
ａｈｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　「Ｄｅｎｏｖｏ　Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｒｅｔｒｏｖｉｒａｌ　Ｇｅｎｏｍｅｓ　ｄｕｒｉｎｇ　Ｍｏ
ｕｓｅ　Ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ，」　Ｎａｔｕｒｅ２９８：６２３‐６２８（１９
８２））。
【００７４】
　もう一つの実施形態における核酸構築物は、核酸構築物を含む胚性幹細胞を胚へ導入す
ることによって、胚へ導入できる。導入遺伝子を導入するために、種々の発育段階の胚性
幹（「ＥＳ」）細胞が使用できる。胚的細胞の成長段階に応じて、異なる方法が使用され
る。ＥＳ細胞は、インヴィトロで培養された着床前の胚から採取し、胚へ融合させてもよ
い（参照により全文が本文に援用されるＥｖａｎｓ　ｅｔ　ａｌ．，　「Ｅｓｔａｂｌｉ
ｓｈｍｅｎｔ　ｉｎ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　ｏｆ　Ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｉａｌ　Ｃｅｌｌ
ｓ　ｆｒｏｍ　Ｍｏｕｓｅ　Ｅｍｂｒｙｏｓ，」　Ｎａｔｕｒｅ２９２：１５４‐１５６
（１９８１）；Ｇｏｓｓｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　「Ｔｒａｎｓｇｅｎｅｓｉｓ　ｂｙ　
Ｍｅａｎｓ　ｏｆ　Ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ‐ｄｅｒｉｖｅｄ　Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　Ｓｔ
ｅｍ　Ｃｅｌｌ　Ｌｉｎｅｓ，」　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ'ｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８
３：９０６５‐９０６９（１９８６））。導入遺伝子は、ＤＮＡ感染によって、または、
レトロウイルス媒介形質導入によって、ＥＳ細胞へ効率的に導入できる。そのような形質
転換ＥＳ細胞は、その後、非ヒト哺乳動物からの胞胚と組み合わせてもよい。ＥＳ細胞は
、その後、胚にコロニーを形成し、結果として生まれるキメラ動物の生殖細胞系に寄与す
る（参照により全文が本文に援用されるＪａｅｎｉｓｃｈ，　「Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　
Ａｎｉｍａｌｓ，」　Ｓｃｉｅｎｃｅ２４０：１４６８‐１４７４（１９８８））。例え
ば、利用可能な一つの方法は、８細胞段階胚への、同系交配または異系交配のＥＳ細胞の
レーザー支援注入である（参照により全文が本文に援用されるＰｏｕｅｙｍｉｒｏｕ　ｅ
ｔ　ａｌ．，　「Ｆ０　Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　Ｍｉｃｅ　Ｆｕｌｌｙ　Ｄｅｒｉｖｅｄ
　ｆｒｏｍ　Ｇｅｎｅ‐ｔａｒｇｅｔｅｄ　Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ
　Ａｌｌｏｗｉｎｇ　Ｉｍｍｅｄｉａｔｅ　Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ　Ａｎａｌｙｓｅｓ，
」　Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．２５：９１‐９９（２００７））。この方法は、完全にＥ
Ｓ細胞由来で健康なＦ０世代マウスを効率的に生み出し、１００％の生殖細胞系伝達を示
し、即時の表現型分析を可能とするため、遺伝子機能割当てを加速度的に促進する。
【００７５】
　導入遺伝子を担持する動物は、遺伝子導入構築物に含まれるレポーター遺伝子を担持す
る動物を識別することによって、選択されてもよい。そのような識別は、その遺伝子から
発現したタンパク質をスクリーニングすることによって実行されてもよい。例えば、発現
タンパク質に特異的な抗体を用いて。抗体には、検出を容易にするために化学的な、また
は放射性のタグ付けを行ってもよい。識別ステップも、その遺伝子から生じる表現型（例
えば、蛍光）をスクリーニングすることによって実行してもよい。そのような識別は、さ
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らに、その遺伝子、核酸ハイブリッド形成技術を利用してその遺伝子から形成された遺伝
子産物またはＲＮＡ分子を直接スクリーニングすることによって実行されてもよい。
【００７６】
　一つの実施形態においては、ポリヌクレオチドは、Ｔ細胞の少なくとも前駆細胞におい
て発現される。
【００７７】
　もう一つの実施形態においては、前駆細胞は幹細胞である。
【００７８】
　さらにもう一つの実施形態では、Ｔ細胞は、成熟ヘルパーＴ細胞または成熟細胞傷害性
Ｔ細胞である。
【００７９】
　本発明のこの方法を実行する際の胚は、受精卵または分割球であり、受精卵へのポリヌ
クレオチドの導入は、微量注入法によって実行され、分割球へのポリヌクレオチドの導入
は、レトロウイルス感染による。
【００８０】
　本発明の更なる態様は、非ヒト哺乳動物の作製方法に関する。この方法は、プロモータ
ーと機能し得るように連結された蛍光タンパク質に特異的であるＴ細胞受容体をコードす
るポリヌクレオチド配列を含む非ヒト哺乳動物体細胞または細胞核を提供すること、再構
成細胞の形成に適切な条件下で非ヒト哺乳動物体細胞または細胞核を除核卵母細胞へ挿入
すること、再構成細胞を活性化すること、２細胞発育段階を超えるまで胚を培養すること
、および、胚が、非ヒト哺乳動物へ発育可能なキメラ胎仔へ成長するよう、培養胚を宿主
哺乳動物へ移入することを伴う。
【００８１】
　遺伝子導入非ヒト哺乳動物を作製するための体細胞細胞核移入は周知である（例えば、
参照により全文が本文に援用されるＣｉｂｅｌｌｉ　ｅｔ　ａｌ．，　「Ｂｏｖｉｎｅ　
Ｃｈｉｍｅｒｉｃ　Ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ　Ｐｒｏｄｕｃｅｄ　Ｂｙ　Ｔｒａｎｓｇｅｎｉ
ｃ　Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ　Ｇｅｎｅｒａｔｅｄ　Ｆｒｏｍ　Ｓｏ
ｍａｔｉｃ　Ｃｅｌｌ　Ｎｕｃｌｅａｒ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　Ｅｍｂｒｙｏｓ，」　Ｔｈ
ｅｒｉｏｇｅｎｏｌｏｇｙ４９：２３６（１９９８）；Ｂａｇｕｉｓｉ　ｅｔ　ａｌ．，
　「Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｇｏａｔｓ　ｂｙ　Ｓｏｍａｔｉｃ　Ｃｅｌｌ　Ｎｕ
ｃｌｅａｒ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ，」　Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ１７：
４５６‐４６１（１９９９）；Ｐｏｌｅｊａｅｖａ　ｅｔ　ａｌ．，　「Ｎｅｗ　Ａｄｖ
ａｎｃｅｓ　Ｉｎ　Ｓｏｍａｔｉｃ　Ｃｅｌｌ　Ｎｕｃｌｅａｒ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ：Ａ
ｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　Ｉｎ　Ｔｒａｎｓｇｅｎｅｓｉｓ，」　Ｔｈｅｒｉｏｇｅｎｏｌ
ｏｇｙ５３：１１７‐１２６（２０００）を参照）。
【００８２】
　本発明のもう一つの態様は、非ヒト哺乳動物における細胞の枯渇方法に関する。この方
法は、一つ以上の細胞種で標的タンパク質を発現する非ヒト哺乳動物を提供すること、お
よび、標的タンパク質に対して特異的なＴ細胞受容体をコードするポリヌクレオチド配列
を含む発現構築物を含む単離Ｔ細胞を非ヒト哺乳動物に導入することを伴う。この場合の
単離Ｔ細胞は、非ヒト哺乳動物における一つ以上の細胞種を枯渇させるために、一つ以上
の細胞種を攻撃する。
【００８３】
　本発明のこの方法を実行する際の標的タンパク質は、一つの実施形態によれば、本文で
説明するような蛍光タンパク質であり、ポリヌクレオチド配列が、蛍光タンパク質に対し
て抗原特異的であるＴ細胞受容体をコードする。
【００８４】
　一つの実施形態によれば、本発明のこの態様の方法を実行する際の非ヒト哺乳動物の一
つ以上の細胞種は、約５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％または１００％枯渇する。
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【００８５】
　本発明の更なる態様は、作用因子に対するＴ細胞応答の特徴づけ方法に関する。この方
法は、本発明による遺伝子導入非ヒト哺乳動物を提供すること、ワクチン、ウイルス、病
原体、移植細胞および癌細胞系からなる群より選択された作用因子を、遺伝子導入非ヒト
哺乳動物へ導入することを伴う。この場合の作用因子は、蛍光タンパク質および／または
蛍光タンパク質コード化配列を含む。この方法は、また、遺伝子導入非ヒト哺乳動物にお
けるＴ細胞応答を特徴づけるために、蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体と作用因子
との間の相互作用をモニターすることを伴う。
【００８６】
　本発明のこの方法の実行においては、蛍光タンパク質に特異的なＴ細胞受容体と作用因
子との間の相互作用のモニタリングは、蛍光の位置および濃度、あるいは蛍光の位置およ
び／または濃度の変化を検出することによって実行できる。蛍光は、目視によって検出で
きる。代替的に、蛍光検出は、分光光度計、あるいはカメラまたは光電増倍管に接続させ
た顕微鏡または巨視システムで実行してもよい。適切な測定器の使用と関連して、時空的
情報（機能的細胞内撮像）を得るための、生体系におけるリアルタイムでの光学的読み取
りが可能である。
【００８７】
　本発明のこれらの態様は、さらに、以下の実施例により例示する。
【実施例】
【００８８】
　以下の実施例は、本発明の実施形態を例示するために提供するが、その範囲を限定する
意図は決してない。
【実施例１】
【００８９】
ＭＨＣクラスＩ制限ＧＦＰ特異性Ｔ細胞受容体（αＧＦＰ）マウスの生成
　ＧＦＰ特異性ＴＣＲマウスを創出するために、体細胞核移植（ＳＣＮＴ）アプローチを
使用した。ＢＡＬＢ／ｃｘＣ５７ＢＬ／６Ｆ１（Ｂ６ＣＦ１）マウスを、ＧＦＰコード化
ＤＮＡベクターで接種した。ＢＡＬＢ／ｃｘＣ５７ＢＬ／６交雑種を用いることにより、
Ｈ‐２Ｋｄ対立遺伝子上のＧＦＰを識別するＧＦＰ特異性Ｔ細胞を誘発させることが可能
だった。ＢＡＬＢ／ｃマウス、ＮＯＤマウスおよびＮＯＤ／ＳＣＩＤマウスのすべてがＨ
‐２Ｋｄ対立遺伝子を有するため、Ｈ‐２Ｋｄ対立遺伝子は、抗原特異性ＴＣＲマウスの
最も多様な利用を可能にする。Ｈ‐２ＫｄハプロタイプのＣ５７ＢＬ／６マウスについて
は、複数の共通遺伝子系統が存在する。最も顕著なものが、Ｂ１０．Ｄ２マウスおよびＢ
６．Ｄ２マウスである。このことは、ＧＦＰを発現するものを含むＣ５７ＢＬ／６マウス
のいずれもが、Ｂ１０．Ｄ２またはＢ６．Ｄ２マウスと交配可能であり、すべてのＦ１後
代がＨ‐２Ｋｄ対立遺伝子を有することを意味する。Ｈ‐２Ｋｄ上に提示されるＧＦＰの
免疫優性エピトープが既知であり（ＧＦＰ２００‐２０８）、このことは、ＧＦＰ特異性
Ｔ細胞のテトラマー／ペンタマー染色による測定検出を可能にする（図１）。
【００９０】
　ＧＦＰ接種の２週後、ＧＦＰ２００‐２０８‐Ｈ‐２Ｋｄペンタマー＋ＣＤ８＋Ｔ細胞
を、脾臓から９９％を超える純度へＦＡＣＳ分類した。ＧＦＰ特異性Ｔ細胞の核を除核卵
母細胞へ移すことによって、ＳＣＮＴを実行した。ＳＣＮＴから生じたＥＳＣを拡大し、
細胞が、再編成されたＴＣＲを担持することを確認した。ＧＦＰ‐ＴＣＲ　ＥＳＣを胚細
胞へ注入し、その胚を疑似妊娠雌へ移した。１５匹の樹立仔が生まれた。それらすべては
、毛色に基づくキメラ現象の明白な証拠を示した。以降の分析によって、各マウスで、Ｔ
細胞の少なくとも３０％が、ＧＦＰ２００‐２０８‐Ｈ‐２Ｋｄペンタマーに対して特異
的であることが分かった（図１）。また、ＰＣＲ分析によって、再編成ＴＣＲが、Ｖα１
‐Ｊ３０およびＶβ４‐Ｄ１‐Ｊ１．６‐Ｃ１であることが明らかになった（図２～４は
、αおよびβ鎖のｃＤＮＡおよびアミノ酸配列を提供する）。
【実施例２】
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【００９１】
脾臓でＧＦＰを発現するマウスへのαＧＦＰ　Ｔ細胞の移入は、ＧＦＰ＋脾細胞の死滅を
誘発する。
　Ｔ細胞のＧＦＰ特異性死滅能力は、αＧＦＰマウスから特徴づけられた。ＣＤ８＋Ｔ細
胞を、αＧＦＰマウスまたは対照マウス（Ｂ１０Ｄ２）から単離し、ｅＦｌｕｏｒ６７０
色素で標識し、正常なＢ１０Ｄ２マウス、または少数の脾細胞でＧＦＰを発現するマウス
へ移入した。マウスにＧＦＰを接種し、その５日後に脾臓を採集し、ＧＦＰ＋細胞の頻度
を、蛍光顕微鏡法およびＦＡＣＳによって記録した（図６Ａ）。αＧＦＰ　Ｔ細胞を受け
たマウスでは、ＧＦＰ＋細胞は、実質的に検知不可能であった。このことは、αＧＦＰ　
Ｔ細胞が、ＧＦＰ発現脾細胞を死滅させたことを示す。重要なことに、ＧＦＰ発現マウス
へ移入されたαＧＦＰ　Ｔ細胞では、ｅＦｌｕｏｒ６７０色素が完全に希釈された（図６
Ｂ）が、αＧＦＰ　Ｔ細胞が移入された野生型マウスでは、色素希釈は全くなかった。Ｇ
ＦＰ発現マウスへ移入された野生型ＣＤ８＋Ｔ細胞でも色素希釈は全くなかった。したが
って、データは、αＧＦＰ　Ｔ細胞がＧＦＰの存在に応じて増殖し、ＧＦＰ発現細胞を殺
すことを例証している。
【実施例３】
【００９２】
ＭＩＰ‐ＧＦＰマウスへのαＧＦＰ　Ｔ細胞の移入は、ＧＦＰ発現β細胞およびＴ１Ｄの
死滅を誘発する。
　次に、αＧＦＰ　Ｔ細胞が、インシュリン生成β細胞に特異的にＧＦＰを発現するマウ
ス（ＭＩＰ‐ＧＦＰマウス）で、β細胞死滅および糖尿病を誘発させるために使用できる
かどうかを判定した。ＣＤ８＋Ｔ細胞を、αＧＦＰマウスまたはＢ１０Ｄ２対照から採集
し、３ｘ１０６αＧＦＰ　Ｔ細胞を、ＭＩＰ‐ＧＦＰマウスへ移入した。その次の日に、
マウスをＧＦＰに対して免疫化した。際立って、６日以内に、ＧＦＰ特異性Ｔ細胞を注入
した４匹のマウスはすべて、２５０ｍｇ／ｄｌを超えるグルコース・レベルを有した。こ
のことは、インシュリン・レベルの降下を示す（図７Ａ）。代わって、対照Ｔ細胞を受け
たＭＩＰ‐ＧＦＰマウスのすべては、すべての判定で、正常血糖であった。
【００９３】
　６日目に、すべてのマウスを殺生し、ＧＦＰ陽性細胞を計数することによって、β細胞
質量を査定した。ＧＦＰ特異性Ｔ細胞を受けＧＦＰで接種を受けたマウスにおいては、Ｇ
ＦＰ陽性細胞は全く発見されなかった。これに対して、対照Ｔ細胞を受けたマウスでは、
Ｔ細胞潜入は全く見られず、ＧＦＰ発現島の頻度は、無処置のＭＩＰ‐ＧＦＰマウスに類
似していた（図７Ｂ）。これらの結果は、明らかに、αＧＦＰ　Ｔ細胞が、ＭＩＰ‐ＧＦ
Ｐマウスへ移入可能であり、ＧＦＰ発現β細胞を殺し、糖尿病を誘発することを例証して
いる。これは、Ｔ１Ｄの新しい誘導可能な抗原特異性モデルを表す。注釈として、これは
、標的島状抗原が視覚化可能な、Ｃ５７ＢＬ／６に基づくＴ１Ｄの唯一のモデルで且つ糖
尿病の唯一のモデルである。
【００９４】
実施例１～３に対する考察
　一般的に用いられるレポーター遺伝子、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）を認識する最初
の抗原特異性ＴＣＲマウスが発明された。線虫内のレポーターとしての最初の適用（参照
により全文が本文に援用されるＣｈａｌｆｉｅ　ｅｔ　ａｌ．，　「Ｇｒｅｅｎ　Ｆｌｕ
ｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｓ　ａ　Ｍａｒｋｅｒ　ｆｏｒ　Ｇｅｎｅ　Ｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎ，」　Ｓｃｉｅｎｃｅ２６３：８０２‐８０５（１９９４））以来、Ｇ
ＦＰは、何千もの異なる応用および動物モデルへ用いられるようになり、免疫学者、腫瘍
生物学者およびウイルス学者には非常に貴重な技術になっている（参照により全文が本文
に援用されるＣｈｕｄａｋｏｖ　ｅｔ　ａｌ．，　「Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｔ
ｅｉｎｓ　ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　Ｉｎ　Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｌ
ｉｖｉｎｇ　Ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅｓ，」　Ｐｈｙｓｉｏｌ．　Ｒｅｖ．９
０：１１０３‐１１６３（２０１０））。しかし、ＧＦＰは、モデル免疫抗原としては使
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用されていなかった。以前には想定不可能であったがαＧＦＰマウスで可能になる多くの
タイプの研究がある。以下のものは、特に注目に値する。（１）蛍光撮像技術（流動細胞
計測法、顕微鏡観察法など）を用いて、抗原を視覚化する能力、および抗原を含む細胞の
除去。（２）ＧＦＰ発現ウイルスおよびＧＦＰマウスを含む既存のＧＦＰ試薬の利用性。
（３）自己免疫応答をモデル化するための、実質的にどの細胞種においても抗原特異性免
疫応答を誘発させる効力。（４）異なるＧＦＰ発現病原体および病原体変異体に対する免
疫応答を研究できる可能性。および（５）抗原特異性Ｔ細胞応答の生細胞撮像研究のため
に、抗原を視覚化する、また、抗原を提示する細胞をマークする効力。
【００９５】
　例えば、免疫学には、Ｔ細胞が、抗原を提示している特定の標的細胞とどのように相互
作用するのかという主要な疑問がある。異なる細胞種でＧＦＰを発現する何百ものマウス
・モデルが存在する（ジャクソン実験室（バーハーバー、ＭＥ）は、４００種類を超える
ＧＦＰ発現株を販売している）ので、マウスからαＧＦＰ　Ｔ細胞を採集し、ＧＦＰ発現
マウスの一つにそれらを移入し、Ｔ細胞に何が起こるのか（例えば、それらは活性化され
るのか？除去されるのか、あるいは不活化されるのか？）、および細胞に何が起こるのか
（それらは死滅するのか？）を判定できる。標的細胞がＧＦＰを発現するという事実は、
それらの査定を特に容易にする。多くの異なるマウスへαＧＦＰ細胞を移入できる利点に
より、免疫学者は、耐性および免疫性を促進する細胞を発見することが可能となり、免疫
性または耐性を誘発するための、これらの細胞を標的とするワクチンの開発も可能となる
。
【００９６】
　免疫応答を研究することに加えて、αＧＦＰマウスは、機能欠失研究のための細胞特異
性削除の手段として使用できることも提案される。つまり、αＧＦＰ　Ｔ細胞は、機能が
未知あるいは完全に分かっていない特定の細胞種内でＧＦＰを発現するマウスへ移入でき
る。このことは、ＧＦＰ発現細胞を殺すことになるので、特定の細胞の死滅による結果を
理解するための、マウス表現型の査定が可能である。
【００９７】
（添付の請求項、要約および図面を含む）本文で説明した特徴のすべて、および／または
開示のいずれの方法またはプロセスのステップのすべては、そのような特徴および／また
はステップの少なくともいくつかが互いに相容れない組み合わせを除き、上記態様とどの
ように組み合わせてもよい。
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