
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　再配列を経て１つ以上の 免疫グロブリン (Ig)分子を発現する 免疫グロブリン（
Ig）遺伝子の全体、またはその一部、をコードする１つ以上の核酸を含

トランスジェニック有蹄動物
。
【請求項２】
　前記核酸がヒトのものである、請求項１に記載の有蹄動物。
【請求項３】
　 抗体をコードする核酸を含む、請求項１に記載の有蹄動物。
【請求項４】
　前記抗体がポリクローナル抗体である、請求項３に記載の有蹄動物。
【請求項５】
　前記 Ig鎖または抗体が血清および /または乳汁中に発現される、請求項１に記載の有蹄
動物。
【請求項６】
　前記核酸が染色体断片に含まれている、請求項１に記載の有蹄動物。
【請求項７】
　前記染色体断片が人工染色体Δ HAC（ FERM BP-7582）である、請求項６に記載の有蹄動
物。
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【請求項８】
　前記染色体断片が人工染色体ΔΔ HAC（ FERM BP-7581）である、請求項６に記載の有蹄
動物。
【請求項９】
　前記核酸が有蹄動物細胞中で宿主染色体とは独立に維持される、請求項６に記載の有蹄
動物。
【請求項１０】
　前記核酸が当該有蹄動物の染色体に組み込まれている、請求項１に記載の有蹄動物。
【請求項１１】
　前記核酸が、Ｖ遺伝子セグメントをコードする全ての核酸セグメントが、１つ以上のヌ
クレオチドにより、Ｊ遺伝子セグメントをコードする全ての核酸セグメントから分離して
いる未再配列抗体軽鎖核酸セグメントを含む、請求項３に記載の有蹄動物。
【請求項１２】
　前記核酸が、 (i)Ｖ遺伝子セグメントをコードする全ての核酸セグメントが、１つ以上
のヌクレオチドにより、Ｄ遺伝子セグメントをコードする全ての核酸セグメントから分離
しているか、かつ /または、 (ii)Ｄ遺伝子セグメントをコードする全ての核酸セグメント
が、１つ以上のヌクレオチドにより、Ｊ遺伝子セグメントをコードする全ての核酸セグメ
ントから分離している、未再配列抗体重鎖核酸セグメントを含む、請求項３に記載の有蹄
動物。
【請求項１３】
　ウシである、請求項１～１２のいずれか１項に記載の有蹄動物。
【請求項１４】
　内因性 Ig遺伝子の発現を低減する突然変異を該内因性 Ig遺伝子上に含む、請求項１～１
３のいずれか１項に記載の有蹄動物。
【請求項１５】
　内因性抗体の発現を低減する突然変異を該内因性抗体をコードする遺伝子上に含む、請
求項１４に記載の有蹄動物。
【請求項１６】
　前記突然変異が機能性 IgM重鎖の発現を低減する、請求項１４に記載の有蹄動物。
【請求項１７】
　前記突然変異が機能性 IgM重鎖の発現を喪失させる、請求項１６に記載の有蹄動物。
【請求項１８】
　前記突然変異が機能性 Ig軽鎖の発現を低減する、請求項１４に記載の有蹄動物。
【請求項１９】
　前記突然変異が機能性 Ig軽鎖の発現を喪失させる、請求項１８に記載の有蹄動物。
【請求項２０】
　前記突然変異が機能性 IgM重鎖および機能性 Ig軽鎖の発現を低減する、請求項１４に記
載の有蹄動物。
【請求項２１】
　前記突然変異が機能性 IgM重鎖および機能性 Ig軽鎖の発現を喪失させる、請求項２０に
記載の有蹄動物。
【請求項２２】
　請求項１～２１のいずれか１項に記載の有蹄動物に由来する細胞であって、再配列を経
て１つ以上の Ig分子を発現することが可能な Ig遺伝子の全体、またはその一部、
をコードする１つ以上の核酸を含む、前記細胞。
【請求項２３】
　前記核酸が 抗体をコードする、請求項２２に記載の細胞。
【請求項２４】
　前記核酸が染色体断片に含まれている、請求項２２に記載の細胞。
【請求項２５】
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　前記染色体断片が人工染色体Δ HAC（ FERM BP-7582）またはΔΔ HAC（ FERM BP-7581）で
ある、請求項２４に記載の細胞。
【請求項２６】
　前記核酸が有蹄動物細胞中で宿主染色体とは独立に維持される、請求項２４に記載の細
胞。
【請求項２７】
　前記核酸が当該細胞の染色体に組み込まれている、請求項２２に記載の細胞。
【請求項２８】
　前記核酸がヒトのものである、請求項２２に記載の細胞。
【請求項２９】
　当該細胞が胎仔繊維芽細胞である、請求項２２～２８のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項３０】
　当該細胞がＢ細胞である、請求項２２～２８のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項３１】
　当該細胞がＢ細胞であって、再配列された Ig分子を発現するものである、請求項２
２～２８のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項３２】
　前記有蹄動物がウシである、請求項２２～３１のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項３３】
　内因性 Ig重鎖および /もしくは軽鎖の発現を低減する突然変異を該内因性 Ig重鎖および /
もしくは軽鎖をコードする核酸上に含む、請求項２２～３２のいずれか１項に記載の細胞
。
【請求項３４】
　前記突然変異がナンセンス変異または欠失変異である、請求項３３に記載の細胞。
【請求項３５】
　請求項３１に記載の細胞と骨髄腫細胞との融合により形成されたハイブリドーマ。
【請求項３６】
　 (ａ )１つ以上の目的の抗原を、 抗体遺伝子座をコードする核酸を有する請求項１～
２１のいずれか１項に記載の有蹄動物に投与するステップであって、該遺伝子座中の核酸
セグメントが再配列を経て該抗原に特異的な抗体の産生をもたらす、ステップ；および
　 (ｂ )該有蹄動物から該抗体を回収するステップ
を含む、抗体の製造方法。
【請求項３７】
　前記核酸がヒトのものである、請求項３６に記載の方法。
【請求項３８】
　前記抗体の軽鎖がヒト核酸によりコードされている、請求項３６に記載の方法。
【請求項３９】
　前記抗体の重鎖がヒト核酸によりコードされている、請求項３６に記載の方法。
【請求項４０】
　前記有蹄動物がウシである、請求項３６に記載の方法。
【請求項４１】
　前記抗体がモノクローナルである、請求項３６に記載の方法。
【請求項４２】
　前記抗体がポリクローナルである、請求項３６に記載の方法。
【請求項４３】
　前記抗体を前記有蹄動物の血清または乳汁から回収する、請求項３６～４２のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項４４】
　 抗体遺伝子座をコードする核酸を有する請求項１～２１のいずれか１項に記載の有
蹄動物から、 抗体を回収することを含み、該遺伝子座中の核酸セグメントが再配列を
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経て 抗体の産生をもたらす、抗体の製造方法。
【請求項４５】
　前記核酸がヒトのものである、請求項４４に記載の方法。
【請求項４６】
　前記抗体の軽鎖がヒト核酸によりコードされている、請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
　前記抗体の重鎖がヒト核酸によりコードされている、請求項４５に記載の方法。
【請求項４８】
　前記有蹄動物がウシである、請求項４４に記載の方法。
【請求項４９】
　前記抗体がモノクローナルである、請求項４４に記載の方法。
【請求項５０】
　前記抗体がポリクローナルである、請求項４４に記載の方法。
【請求項５１】
　前記抗体を前記有蹄動物の血清または乳汁から回収する、請求項４４～５０のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項５２】
　 (ａ )有蹄動物由来の細胞、該細胞由来のクロマチン塊、または該細胞由来の核を、卵母
細胞に挿入するステップであって、該細胞が、再配列を経て１つ以上の Ig分子を発現
する Ig遺伝子の全体、またはその一部、をコードする１つ以上の核酸を含み、かつ内
因性抗体重鎖および /もしくは軽鎖の発現を低減する第１の突然変異を該内因性抗体重鎖
および /もしくは軽鎖核酸上に含む、前記ステップ；ならびに
　 (ｂ )該卵母細胞または該卵母細胞から形成された胚を、該卵母細胞または該胚から胎仔
を発生させる条件下で宿主有蹄動物の子宮に移入するステップ
を含む、請求項１～２１のいずれか１項に記載のトランスジェニック有蹄動物の作製方法
。
【請求項５３】
　 (ａ )１つ以上の 核酸を有する有蹄動物由来の細胞、該細胞由来のクロマチン塊、ま
たは該細胞由来の核を卵母細胞に挿入するステップであって、該 核酸は Ig遺伝子
の全体または一部をコードし、該遺伝子はＢ細胞中で再配列を経て１つ以上の Ig分子
を発現することができる、ステップ；および
　 (ｂ )該卵母細胞または該卵母細胞から形成される胚を、該卵母細胞または該胚から胎仔
が発生する条件下で宿主有蹄動物の子宮に導入するステップ
を含む、請求項１～２１のいずれか１項に記載のトランスジェニック有蹄動物の作製方法
。
【請求項５４】
　前記胎仔が生存能力のある仔に発育する、請求項５２または５３に記載の方法。
【請求項５５】
　選択可能マーカーをコードする核酸に作用可能に連結され、かつ前記 抗体重鎖ま
たは軽鎖核酸と 配列同一性を有する１つ以上の核酸に作用可能に連結さ
れたプロモーターを有するカセットを含む核酸を該細胞に挿入することにより、該カセッ
トが該抗体重鎖または軽鎖核酸の一方の内因性対立遺伝子に組み込まれる方法により、前
記細胞を調製する、請求項５２に記載の方法。
【請求項５６】
　 (ａ )第１の選択可能マーカーをコードする核酸に作用可能に連結され、かつ前記抗体重
鎖または軽鎖核酸と の配列同一性を有する第１の核酸に作用可能に連結さ
れた第１のプロモーターを有する第１のカセットを含む核酸を該細胞に挿入することによ
り、該第１のカセットが該抗体重鎖または軽鎖核酸の第１の内因性対立遺伝子に組み込ま
れて、第１のトランスジェニック細胞を生成するステップ；および
　 (ｂ )該第１の選択可能マーカーとは異なる第２の選択可能マーカーをコードする核酸に
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作用可能に連結され、かつ該抗体重鎖または軽鎖核酸と 配列同一性を有
する第２の核酸に作用可能に連結された第２のプロモーターを有する第２のカセットを含
む核酸を該第１のトランスジェニック細胞に挿入することにより、該第２のカセットが該
抗体重鎖または軽鎖核酸の第２の内因性対立遺伝子に組み込まれて、第２のトランスジェ
ニック細胞を生成するステップ
を含む方法により、前記細胞を製造する、請求項５２に記載の方法。
【請求項５７】
　さらに、
　 (ｃ )前記胚、前記胎仔、または該胎仔から生成した仔から、細胞を単離するステップ；
　 (ｄ )該細胞中の内因性抗体重鎖および /または軽鎖核酸に第２の突然変異を導入するス
テップ；
　 (ｅ )該細胞、該細胞由来のクロマチン塊、または該細胞由来の核を、卵母細胞に挿入す
るステップ；ならびに
　 (ｆ )該卵母細胞または該卵母細胞から形成された胚を、該卵母細胞または該胚から胎仔
が発生する条件下で宿主有蹄動物の子宮に移入するステップ
を含む、請求項５２に記載の方法。
【請求項５８】
　前記核酸が 抗体をコードする、請求項５２または５３に記載の方法。
【請求項５９】
　前記核酸が染色体断片に含まれている、請求項５２または５３に記載の方法。
【請求項６０】
　前記染色体断片が人工染色体Δ HAC（ FERM BP-7582）またはΔΔ HAC（ FERM BP-7581）で
ある、請求項５９に記載の方法。
【請求項６１】
　前記核酸が有蹄動物細胞中で宿主染色体とは独立に維持される、請求項５９に記載の方
法。
【請求項６２】
　前記核酸が前記細胞の染色体に組み込まれる、請求項５２または５３に記載の方法。
【請求項６３】
　前記有蹄動物がウシである、請求項５２または５３に記載の方法。
【請求項６４】
　前記抗体がポリクローナル抗体である、請求項５８に記載の方法。
【請求項６５】
　前記免疫グロブリン鎖または抗体が血清および /または乳汁中に発現される、請求項５
２または５３に記載の方法。
【請求項６６】
　請求項１～２１のいずれか１項に記載の有蹄動物を所望の抗原で免疫して、抗血清を採
取することを含む、ポリクローナルヒト免疫グロブリン (Ig)を含む有蹄動物抗血清を製造
する方法。
【請求項６７】
　請求項１～２１のいずれか１項に記載の有蹄動物を所望の抗原で免疫して、乳汁を採取
することを含む、ポリクローナルヒト Igを含む有蹄動物乳汁を製造する方法。
【請求項６８】
前記有蹄動物がウシである、請求項６６または６７に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、再配列を経て多種多様な抗体分子を発現する異種抗体遺伝子座の一部または
全体を含む、遺伝子改変された有蹄動物（ ungulate）である。特に、異種抗体遺伝子はヒ
トに由来するものであり得る。さらに、本発明は、内因性抗体遺伝子の発現が低減してい
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るかまたは喪失した有蹄動物を提供する。有蹄動物（例えばウシ）における遺伝子改変は
、核移植と分子技術の組合せを用いて行う。これらのクローン化トランスジェニック有蹄
動物により、例えば治療薬として、診断薬として、および精製目的用の用途を有する、異
種ポリクローナル抗体（特にヒト抗体）の補充可能かつ理論的に無限の供給が得られる。
【背景技術】
【０００２】
　 1890年、北里柴三郎および Emil Behringは、驚くべき実験結果を報告した。すなわち、
彼らは、免疫動物から血清を得て、それを非免疫動物に注射することにより、免疫を一方
の動物から他方の動物に移すことができることを実証した。この画期的な実験は、受動免
疫法を臨床的治療法に取り入れる基盤を築いた。今日、受動免疫法のためにヒト免疫グロ
ブリン（ Ig）を調製および使用することは、標準的な医学的療法である。米国だけでも、
ヒト Igに対して年間 14億ドルの市場があり、毎年 16トンを超えるヒト抗体が静注抗体療法
のために使用されている。これに匹敵するレベルの消費が、産業先進国の経済に存在し、
発展途上国において需要が急速に成長すると予想され得る。現在、受動免疫のためのヒト
抗体はヒトドナーのプールした血清から得ている。これは、治療的および予防的用途のた
めに利用可能なヒト抗体の量に先天的に限界があることを意味する。既に需要は供給を上
回っており、深刻な量不足が慢性化している。
【０００３】
　ヒト Igの供給不足に伴ういくつかの問題を克服するために、様々な技術が開発されてき
た。例えば、組織培養で組換え法によりヒト Igを生成することは常套手段である。特に、
CHO発現系中でヒト Igを組換え発現することは周知であり、治療のために現在使用されて
いるいくつかのヒト免疫グロブリン（ Ig）およびキメラ抗体を生成するために目下利用さ
れている。
【０００４】
　未再配列ヒト免疫グロブリン遺伝子を保持するマウスが、ヒト抗体（例えば、モノクロ
ーナル抗体）の生成のために開発されている（例えば、 WO98/24893； WO96/33735； WO97/1
3852； WO98/24884； WO97/07671（ EP 0843961）；米国特許第 5,877,397号；米国特許第 5,8
74,299号；米国特許第 5,814,318号；米国特許第 5,789,650号；米国特許第 5,770,429号；
米国特許第 5,661,016号；米国特許第 5,633,425号；米国特許第 5,625,126号；米国特許第 5
,569,825号；および米国特許第 5,545,806号を参照のこと）。
【０００５】
　さらに、 WO00/10383（ EP 1106061）は、ヒト染色体断片を改変し、ミクロセル融合を介
して該断片をある種の細胞に導入することを記載している。
【０００６】
　さらに WO01/35735は、ウシ IgM重鎖ノックアウトを記載している。
【０００７】
　 1998年 12月 15日に Meadeらに発行された米国特許第 5,849,992号、および 1998年 10月 27日
に Meadeらに発行された米国特許第 5,827,690号は、乳房上皮細胞中で抗体の発現をもたら
すプロモーターの制御下でヒト Ig遺伝子を発現したトランスジェニック動物（マウス、ヒ
ツジ、ブタ、ウシおよびヤギが挙げられる）の乳汁中にモノクローナル抗体が産生するこ
とを記載している。この結果、原則的に、このような動物（例えばウシ）の乳汁中に抗体
が発現される。
【０００８】
　しかし、既に報告されたものにも関わらず、血流中で所望の種の抗体（特にヒト Ig）、
特にポリクローナル抗体を生成し、所望の抗原に対して特異的な多数の異なる抗体を生成
する、改善された方法および向上したトランスジェニック動物（特にウシ）が非常に望ま
しい。特に、（ウシ等の）有蹄動物におけるヒト Igの生成は、（ 1）ウシは大量の抗体を
生成できる、（ 2）ウシはヒトその他の病原体で免疫感作できる、および（ 3）ウシはヒト
抗原に対するヒト抗体を作るのに使用できるため、特に有利である。大量のポリクローナ
ル抗体が利用可能になれば、感染性疾患の治療および予防、免疫系のモジュレーション、
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ヒト細胞（癌細胞等）の除去、ならびに特定のヒト分子のモジュレーションのために有利
であろう。ヒト Igは既にマウスでは発現されているが、ヒト Igがウシその他の有蹄動物に
おいて断片的に（ fractionally）再配列され発現されるか否かは予測できない。なぜなら
、抗体遺伝子の構造、抗体産生メカニズムおよびＢ細胞機能が異なるからである。特に、
マウスと異なり、ウシおよびヒツジは免疫生理学がヒトと異なる（ Lucierら , J. Immunol
. 161:5438, 1998； Parngら , J. Immunol. 157:5478, 1996；および Butler, Rev. Sci. T
ech. 17:43, 2000）。例えば、ウシおよびヒツジにおける抗体遺伝子の多様化は、ヒトお
よびマウスのように遺伝子再配列によるよりも、遺伝子変換（ gene conversion）による
。また、ヒトおよびマウスにおいてＢ細胞は当初骨髄中に局在するが、ウシおよびヒツジ
においてはＢ細胞は回腸パイエル板（ illeal Peyer's patch）中に位置する。従って、本
発明以前は、ウシ（または他の有蹄動物）Ｂ細胞系統においてヒト免疫グロブリン遺伝子
座の免疫グロブリン再配列および多様化が生じるか否かを予測することは、不可能でなく
とも、困難であった。また、ウシが、内因性 Igの不在下でまたはヒト抗体による干渉があ
っても生存可能であるか（すなわち正常な免疫機能を発揮するか）否かを予測することも
不可能であった。例えば、ヒト Igを発現しているウシＢ細胞が、ウシの回腸パイエル板に
正確に移動するか否かは確実ではない。なぜならヒトにおいてはこのようなことは起き
ないからである。また、補体活性化、サイトカイン放出の誘導および抗原除去を仲介する
ヒト Fc受容体機能が、ウシの系において正常であるか否かも明確ではない。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明の目的は、再配列して、ヒトまたは他種の Ig遺伝子座を発現するトランスジェニ
ック有蹄動物（例えば、トランスジェニックウシ）を作製することである。これは、ヒト
Ig遺伝子を含むヒト染色体断片を安定して導入することにより、内因性 Igに加えてまたは
その代わりにヒトまたは他の種の Igを生成するＢ細胞を有する、トランスジェニック有蹄
動物（例えばウシ）を生成するように実施されることが好ましい。これはまた、異種免疫
グロブリン鎖または異種抗体をコードする核酸を、有蹄動物の染色体に組み込むことによ
っても実施され得る。本発明のさらなる目的は、内因性 Igの発現が低減しているかまたは
ノックアウトされたトランスジェニック有蹄動物（例えば、トランスジェニックウシ）を
生成することである。例えば、ナンセンスまたは欠失突然変異を、内因性免疫グロブリン
鎖または抗体をコードする核酸に導入してもよい。
【００１０】
　本発明のより具体的な目的は、軽鎖遺伝子座の定常領域エキソンおよび /またはμ定常
領域エキソンがノックアウトされて、別の種（好ましくはヒト）の免疫グロブリンをコー
ドする遺伝子座を含む人工染色体を安定して取り込んだ、トランスジェニック有蹄動物（
例えば、トランスジェニックウシ）を作製することである。
【００１１】
　本発明のより具体的な目的は、軽鎖遺伝子座の内因性定常領域エキソンおよび /または
重鎖遺伝子座のμ定常領域エキソンがノックアウトされて、異種重鎖および軽鎖 Ig遺伝子
を含む人工染色体（好ましくはヒト重鎖および軽鎖 Ig遺伝子座を含むヒト染色体）が安定
して導入されて、別の種（好ましくはヒト）の Igを産生するが、自身の内因性 Igは産生し
ないトランスジェニック有蹄動物を生じる核移植および相同組換え手順を用いて、クロー
ン化有蹄動物（例えば、クローン化ウシ）を作製することである。
【００１２】
　本発明の別の目的は、内因性 IgM重鎖遺伝子の一方または両方の対立遺伝子が突然変異
した（例えば、相同組換えにより破壊された）、有蹄動物（例えば、ウシ）体細胞または
胚性幹（ ES）細胞（好ましくは繊維芽細胞またはＢ細胞、より好ましくはオス体細胞）を
作製することである。本発明の関連する目的は、内因性 IgM重鎖遺伝子座の一方または両
方の対立遺伝子が突然変異した（例えば、相同組換えにより破壊された）、クローン化有
蹄動物（例えば、ウシ）胎仔および子孫を作製することである。

10

20

30

40

50

(7) JP 3797974 B2 2006.7.19



【００１３】
　さらに本発明の別の目的は、 IgM重鎖遺伝子の一方の対立遺伝子が突然変異した（例え
ば、相同組換えにより破壊された）、有蹄動物（例えば、ウシ）体細胞または ES細胞（好
ましくは繊維芽細胞またはＢ細胞）、例えば、メスまたはオス体細胞を作製することであ
る。
【００１４】
　本発明の関連する目的は、内因性重鎖 IgM遺伝子の一方の対立遺伝子が突然変異した（
例えば、相同組換えにより破壊された）、クローン化（有蹄動物、例えばウシ）胎仔また
は子孫を作製することである。
【００１５】
　本発明のさらに別の目的は、突然変異（例えば、内因性 IgMの一方の対立遺伝子の破壊
、または Ig軽鎖の一方の対立遺伝子の破壊）をそれぞれ含むオスおよびメス有蹄動物（例
えば、ウシ）を交配させることにより、あるいは連続した相同組換えにより、オスおよび
メス重鎖および軽鎖ヘミ接合ノックアウト（ Mおよび F Hemi H/L）胎仔および有蹄動物の
仔（ ungulate calves）を作製することである。
【００１６】
　本発明のさらに別の目的は、連続した相同組換えにより、または上記オスおよびメス重
鎖および軽鎖ヘミ接合ノックアウト（ Mおよび F Hemi H/L）の交配により、 IgM遺伝子の両
方の重鎖対立遺伝子が破壊され、かつ Ig軽鎖の両方の対立遺伝子が破壊された、ホモ接合
ノックアウト（ Homo H/L）胎仔を作製することである。
【００１７】
　本発明の別の特定の目的は、非有蹄動物 Igまたはそれらの重鎖および軽鎖の機能性発現
のために必要な遺伝子を含む核酸（例えば、人工染色体）を挿入することである。これら
の Igは、これらの Igまたは Ig鎖をコードする核酸を、 Homoまたは Hemi H/L有蹄動物（例え
ば、ウシ）体細胞（好ましくは繊維芽細胞）に導入し、その核酸（例えば、ヒト人工染色
体 DNA）が生殖細胞系に伝達されたクローン化有蹄動物（例えば、クローン化ウシ）を作
製することにより産生されるヒト Igであるのが好ましい。
【００１８】
　本発明のさらに別の目的は、 Ig発現をもたらす遺伝子を含む人工染色体（好ましくはヒ
ト人工染色体（ HAC））を上記ホモ接合ノックアウト（ Homo H/L）細胞に導入し、核移植
により、免疫感作に応答して非有蹄動物 Ig（好ましくはヒト Ig）を発現し、親和性成熟を
経る有蹄動物（例えば、ウシ）を作製することである。
【００１９】
　本明細書で使用する「人工染色体」とは、選択可能マーカーの追加、クローニング部位
の追加、１つ以上のヌクレオチドの欠失、１つ以上のヌクレオチドの置換等の人工的な改
変を有する哺乳動物染色体またはその断片を意味する。「ヒト人工染色体（ HAC）」とは
、１つ以上のヒト染色体から生成した人工染色体を意味する。人工染色体は、宿主細胞中
で宿主細胞の内因性染色体とは独立に維持することができる。この場合、 HACは内因性染
色体と共に安定して複製し、かつ分離されている。あるいはまた、宿主細胞の内因性染色
体に転座していてもよいし、または挿入されてもよい。２つ以上の人工染色体を、宿主細
胞に同時または逐次的に導入することができる。例えば、ヒト第 14染色体（ Ig重鎖遺伝子
を含む）、ヒト第 2染色体（ Igκ鎖遺伝子を含む）およびヒト第 22染色体（ Igλ鎖遺伝子
を含む）から誘導される人工染色体を導入することができる。あるいはまた、異種 Ig重鎖
遺伝子および Ig軽鎖遺伝子の両方を含む人工染色体（Δ HACまたはΔΔ HAC等）を導入して
もよい。重鎖遺伝子座と軽鎖遺伝子座は、異なる染色体腕上（セントロメアの異なる側）
にあるのが好ましい。さらに別の好適な実施形態では、 HACの全体の大きさは、約 10、 9、
8または 7メガ塩基以下である。
【００２０】
　本発明のさらに別の目的は、導入された核酸（例えば、人工染色体、好ましくはヒト Ig
重鎖および軽鎖遺伝子を含むヒト人工染色体（ HAC））上に担持された Ig遺伝子を含みか
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つ発現するトランスジェニック有蹄動物（例えば、トランスジェニックウシ）から誘導さ
れる、受動免疫法のためのヒトその他の Igの供給源を提供することである。本発明におい
て、これらの核酸（例えば、 HAC）としては、ヒト染色体の自然に配置されたセグメント
（ヒト染色体断片）、または人工的に工学処理されたヒト染色体断片を含む（すなわち、
ヒトゲノムに対して再配列された）人工染色体がある。
【００２１】
　本発明のさらに別の目的は、上記トランスジェニック有蹄動物（例えば、トランスジェ
ニックウシ）由来のＢ細胞を用いてハイブリドーマおよびモノクローナル抗体を製造する
ことである。
【００２２】
　本発明のさらに別の目的は、ポリクローナルヒト Igを含む有蹄動物抗血清または乳汁を
製造することである。このようなヒト Ig（好ましくはヒト IgG）は、ヒトにおける疾患の
治療または予防のために、静注用免疫グロブリン（ IVIG）として使用できる。ポリクロー
ナルヒト Igは、目的の抗原に対して反応性であることが好ましい。
【００２３】
　本発明のさらに別の目的は、１つ以上の内因性遺伝子に１つ以上の突然変異を有するト
ランスジェニック有蹄動物を作製することである。トランスジェニック有蹄動物は、細胞
、細胞由来のクロマチン塊、または細胞由来の核を卵母細胞に挿入することにより作製す
る。細胞は内因性遺伝子中に、その細胞により自然には発現されない第１の突然変異を有
する。卵母細胞または卵母細胞から形成される胚を、該卵母細胞または胚が胎仔に発達す
る条件下で、宿主有蹄動物の子宮に移入する。胎仔は生存可能な仔に発育するのが好まし
い。他の好適な実施形態では、選択可能なマーカーをコードする核酸に作用可能に連結さ
れ、かつ突然変異させる内因性遺伝子と実質的な配列同一性を有する１つ以上の核酸に作
用可能に連結されたプロモーターを有するカセットを含む核酸を挿入することにより、該
カセットが遺伝子の一方の内因性対立遺伝子に組み込まれることによって、第１の突然変
異が細胞に導入される。他の好適な実施形態で突然変異が細胞に導入するには、第１の選
択可能マーカーをコードする核酸に作用可能に連結され、かつ突然変異される内因性遺伝
子と実質的な配列同一性を有する第１の核酸に作用可能に連結された第１のプロモーター
を有する第１のカセットを含む核酸を細胞に挿入することにより、遺伝子の第１の内因性
対立遺伝子に第１のカセットが組み込まれて第１のトランスジェニック細胞が生成する。
第２の選択可能マーカーをコードする核酸に作用可能に連結され、かつ遺伝子と実質的な
配列同一性を有する第２の核酸に作用可能に連結された第２のプロモーターを有する第２
のカセットを含む核酸を、第１のトランスジェニック細胞に挿入する。この第２の選択可
能マーカーは第１の選択可能マーカーとは異なっており、第２のカセットは遺伝子の第２
の内因性対立遺伝子に組み込まれて、第２のトランスジェニック細胞が生成する。さらに
別の好適な実施形態では、胚、胎仔、または胎仔から生成した仔から細胞を単離し、該細
胞の遺伝子に別の突然変異を導入する。次いで、得られた細胞、細胞由来のクロマチン塊
、または細胞由来の核を用いて、第２ラウンドの核移植を実施して、２つ以上の突然変異
を有するトランスジェニック有蹄動物を作製する。突然変異は、遺伝子の同じまたは異な
る対立遺伝子に存在するか、または異なる遺伝子に存在する。好適な実施形態では、突然
変異される細胞は、繊維芽細胞（例えば、胎仔繊維芽細胞）である。突然変異される内因
性遺伝子は、繊維芽細胞中で活性でない内因性プロモーターに作用可能に連結されている
ことが好ましい。他の好適な実施形態では、突然変異される内因性遺伝子に作用可能に連
結した内因性プロモーターは、 GAPDH等の内因性ハウスキーピング遺伝子に作用可能に連
結した内因性プロモーターと比べて活性が 80、 70、 60、 50、 40、 30、 20、 10％未満である
。プロモーター活性は、遺伝子にコードされる mRNAまたはタンパク質のレベルを測定する
アッセイ等の任意の標準的なアッセイを用いて測定され得る（例えば、 Ausubelら , Curre
nt Protocols in Molecular Biology, volume 2, p. 11.13.1-11.13.3, John Wiley and 
Sons, 1995を参照）。このトランスジェニック有蹄動物作製方法は、ドナー細胞（すなわ
ち、核移植のために使用される遺伝子材料の供給源である細胞）中で発現されない遺伝子
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を突然変異させられるという利点を有する。
【課題を解決するための手段】
【００２４】
　従って、本発明は、再配列を経て１つを上回る異種 Ig分子を発現する異種免疫グロブリ
ン（ Ig）遺伝子の全体または一部をコードする１つ以上の核酸を有するトランスジェニッ
ク有蹄動物を特徴とする。好適な実施形態では、異種 Ig遺伝子の全体または一部をコード
する核酸は、実質的にヒトのものである。核酸は、ヒト抗体またはポリクローナル抗体等
の異種抗体をコードするのが好ましい。様々な実施形態で、 Ig鎖または抗体は、血清およ
び /または乳汁中に発現される。他の実施形態では、核酸は、Δ HACまたはΔΔ HAC等の染
色体断片中に含まれる。さらに別の実施形態では、核酸は、有蹄動物細胞中で宿主染色体
とは独立に維持される。
【００２５】
　さらに別の実施形態では、核酸は、有蹄動物の染色体に組み込まれる。さらに別の実施
形態では、核酸は、Ｖ遺伝子セグメントをコードする全ての核酸セグメントが、１つ以上
のヌクレオチドにより、Ｊ遺伝子セグメントをコードする全ての核酸セグメントから分離
している、未再配列抗体軽鎖核酸セグメントを含む。さらに別の実施形態では、核酸は、
（ i）Ｖ遺伝子セグメントをコードする全ての核酸セグメントが、１つ以上のヌクレオチ
ドにより、Ｄ遺伝子セグメントをコードする全ての核酸セグメントから分離されている、
および /または（ ii）Ｄ遺伝子セグメントをコードする全ての核酸セグメントが、１つ以
上のヌクレオチドにより、Ｊ遺伝子セグメントをコードする全ての核酸セグメントから分
離されている、未再配列抗体重鎖核酸セグメントを含む。さらに別の好適な実施形態では
、有蹄動物は、内因性 Ig遺伝子、α -(1,3)-ガラクトシルトランスフェラーゼ遺伝子、プ
リオン遺伝子、および /またはＪ鎖遺伝子の一方または両方の対立遺伝子に突然変異を有
する。他の好適な実施形態では、有蹄動物は、ヒトＪ鎖等の外因性Ｊ鎖をコードする核酸
を有する。有蹄動物は、ウシ、ヒツジ、ブタまたはヤギであることが好ましい。
【００２６】
　別の態様では、本発明は、内因性抗体の発現を低減させる突然変異を有するトランスジ
ェニック有蹄動物を特徴とする。突然変異は、機能性 IgM重鎖の発現を低減するか、また
は機能性 IgM重鎖の発現を実質的に喪失させるのが好ましい。他の好適な実施形態では、
突然変異は、機能性 Ig軽鎖の発現を低減するか、または機能性 Ig軽鎖の発現を実質的に喪
失させる。さらに別の好適な実施形態では、突然変異は、機能性 IgM重鎖および機能性 Ig
軽鎖の発現を低減するか、または機能性 IgM重鎖および機能性 Ig軽鎖の発現を実質的に喪
失させる。有蹄動物は、α -(1,3)-ガラクトシルトランスフェラーゼ、プリオンタンパク
質および /またはＪ鎖をコードする内因性核酸の一方または両方の対立遺伝子にも突然変
異を有するのが好ましい。他の好適な実施形態では、有蹄動物は、ヒトＪ鎖等の外因性Ｊ
鎖をコードする核酸を有する。別の好適な実施形態では、有蹄動物は、再配列を経て１つ
を上回る異種 Ig分子を発現する異種 Ig遺伝子の全体または一部をコードする１つ以上の核
酸を有する。異種 Ig遺伝子の全体または一部をコードする核酸は、実質的にヒトのもので
あることが好ましい。他の好適な実施形態では、核酸は、別の属に由来する抗体（例えば
、ヒト抗体）等の異種抗体またはポリクローナル抗体をコードする。様々な実施形態では
、 Ig鎖または抗体は血清中に発現される。他の実施形態では、核酸は、Δ HACまたはΔΔ H
AC等の染色体断片に含まれている。さらに他の実施形態では、核酸は、有蹄動物細胞中で
宿主染色体とは独立に維持される。さらに他の実施形態では、核酸は、有蹄動物の染色体
に組み込まれる。有蹄動物は、ウシ、ヒツジ、ブタまたはヤギであることが好ましい。
【００２７】
　本発明はまた、本発明の有蹄動物のいずれかから得られる細胞、または本発明のいずれ
かの有蹄動物の作製に有用な細胞を提供する。
【００２８】
　従って、別の態様では、本発明は、Ｂ細胞中で再配列を経て１つ以上の異種 Ig分子を発
現することが可能な異種 Ig遺伝子の全体または一部をコードする１つ以上の核酸を有する
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有蹄動物体細胞を特徴とする。異種 Ig遺伝子の全体または一部をコードする核酸は、異種
抗体をコードするのが好ましい。様々な実施形態で、核酸は、Δ HACまたはΔΔ HAC等の染
色体断片に含まれている。さらに他の実施形態では、核酸は、有蹄動物細胞で宿主染色体
とは独立に維持される。さらに他の実施形態では、核酸は、細胞の染色体に組み込まれる
。別の実施形態では、核酸は実質的にヒトのものである。異種抗体は、ヒト抗体等の、別
の属に由来する抗体であることが好ましい。細胞は、α -(1,3)-ガラクトシルトランスフ
ェラーゼ、プリオンタンパク質および /またはＪ鎖をコードする内因性核酸の一方または
両方の対立遺伝子に突然変異を有することが好ましい。他の好適な実施形態では、細胞は
、ヒトＪ鎖等の外因性Ｊ鎖をコードする核酸を有する。有蹄動物細胞の例としては、胎仔
繊維芽細胞およびＢ細胞が挙げられる。有蹄動物は、ウシ、ヒツジ、ブタまたはヤギであ
ることが好ましい。
【００２９】
　別の態様では、本発明は、 Ig重鎖および /または軽鎖をコードする核酸中に突然変異を
有する有蹄動物体細胞を特徴とする。好適な実施形態では、細胞は、 IgM重鎖または Ig軽
鎖の一方または両方の対立遺伝子に突然変異を有する。突然変異の例としては、ナンセン
ス変異および欠失変異が挙げられる。細胞は、α -(1,3)-ガラクトシルトランスフェラー
ゼ、プリオンタンパク質および /またはＪ鎖をコードする内因性核酸の一方または両方の
対立遺伝子に突然変異を有することが好ましい。他の好適な実施形態では、細胞は、ヒト
Ｊ鎖等の外因性Ｊ鎖をコードする核酸を有する。好適な実施形態では、細胞は、Ｂ細胞中
で再配列を経て１つ以上の異種 Ig分子を発現することが可能な異種 Ig遺伝子の全体または
一部をコードする１つ以上の核酸も有する。異種 Ig遺伝子の全体または一部をコードする
核酸は、実質的にヒトのものである、および /または別の属に由来する抗体（例えば、ヒ
ト抗体）等の異種抗体をコードすることが好ましい。様々な実施形態において、核酸は染
色体断片に含まれ、有蹄動物細胞中で宿主染色体とは独立して維持される。好適な染色体
断片としては、Δ HACおよびΔΔ HACが挙げられる。さらに他の実施形態では、核酸は、有
蹄動物細胞中で宿主染色体とは独立に維持される。さらに他の実施形態では、核酸は、細
胞の染色体に組み込まれる。有蹄動物細胞の例としては、胎仔繊維芽細胞およびＢ細胞が
挙げられる。有蹄動物は、ウシ、ヒツジ、ブタまたはヤギであることが好ましい。
【００３０】
　別の態様では、本発明は、本発明の有蹄動物Ｂ細胞と骨髄細胞との融合により形成され
るハイブリドーマを特徴とする。ハイブリドーマは、ヒト抗体等の異種抗体を分泌するこ
とが好ましい。
【００３１】
　本発明はまた、本発明の有蹄動物を用いた抗体の製造方法を提供する。このような方法
のひとつでは、１つ以上の目的の抗原を、異種抗体遺伝子座をコードする１つ以上の核酸
を有する有蹄動物に投与する。遺伝子座中の核酸セグメントは、再配列を経て、抗原に特
異的な抗体を生成する。その抗体を有蹄動物から回収する。様々な実施形態で、異種抗体
遺伝子座をコードする核酸は、Δ HACまたはΔΔ HAC等の染色体断片に含まれている。染色
体断片は、有蹄動物細胞中で宿主染色体とは独立に維持されることが好ましい。他の実施
形態では、核酸は、有蹄動物の染色体に組み込まれる。核酸は、実質的にヒトのものであ
ることが好ましい。他の好適な実施形態では、抗体の軽鎖および /または抗体の重鎖がヒ
ト核酸にコードされている。抗体は、モノクローナルまたはポリクローナルであり得る。
特定の抗原に対するモノクローナルおよびポリクローナル抗体は、様々な用途を有する。
例えば、細菌またはウイルス等の病原体微生物の感染に対する予防または治療用組成物中
の成分として使用し得る。様々な実施形態において、抗体は、有蹄動物の血清又は乳汁か
ら回収する。好適な実施形態では、有蹄動物は、内因性抗体の発現を低減する突然変異、
機能性 IgM重鎖の発現を低減する突然変異、または機能性 Ig軽鎖の発現を低減する突然変
異を有する。有蹄動物は、α -(1,3)-ガラクトシルトランスフェラーゼ、プリオンタンパ
ク質および /またはＪ鎖をコードする内因性核酸の一方または両方の対立遺伝子に突然変
異を有することが好ましい。他の好適な実施形態では、有蹄動物は、ヒトＪ鎖等の外因性
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Ｊ鎖をコードする核酸を有する。有蹄動物は、ウシ、ヒツジ、ブタまたはヤギであること
が好ましい。
【００３２】
　関連する態様において、本発明は、別の抗体製造方法を特徴とする。本方法では、異種
抗体遺伝子座をコードする核酸を有する有蹄動物から異種抗体を回収する。遺伝子座中の
核酸セグメントは、再配列を経て異種抗体を生成する。様々な実施形態において、異種抗
体遺伝子座をコードする核酸は、Δ HACまたはΔΔ HAC等の染色体断片に含まれている。特
定の実施形態では、核酸は、有蹄動物細胞中で宿主染色体とは独立に維持される。さらに
他の実施形態では、核酸は、有蹄動物の染色体に組み込まれる。核酸は実質的にヒトのも
のであることが好ましい。特定の実施形態では、抗体の軽鎖および /または抗体の重鎖が
ヒト核酸にコードされている。抗体は、モノクローナルまたはポリクローナルであり得る
。特定の実施形態において、特異的な抗原で有蹄動物を免疫感作すること無く生成させた
IgG抗体等のポリクローナル抗体は、ヒト血清から得られる IVIG（静注用免疫グロブリン
）の治療代用品として使用される。様々な実施形態において、抗体は有蹄動物の血清また
は乳汁から回収する。有蹄動物は、内因性抗体の発現を低減する突然変異、機能性 IgM重
鎖の発現を低減する突然変異、または機能性 Ig軽鎖の発現を低減する突然変異を有するこ
とが好ましい。有蹄動物は、α -(1,3)-ガラクトシルトランスフェラーゼ、プリオンタン
パク質および /またはＪ鎖をコードする内因性核酸の一方または両方の対立遺伝子に突然
変異を有することが好ましい。他の好適な実施形態では、有蹄動物は、ヒトＪ鎖等の外因
性Ｊ鎖をコードする核酸を有する。有蹄動物は、ウシ、ヒツジ、ブタまたはヤギであるこ
とが好ましい。
【００３３】
　本発明はまた、トランスジェニック有蹄動物の作製方法も提供する。これらの方法は、
所望の突然変異または所望の異種核酸を有するトランスジェニック有蹄動物を作製するの
に使用し得る。
【００３４】
　このような態様の１つで、本発明は、細胞、細胞由来のクロマチン塊、または細胞由来
の核を卵母細胞に挿入することを含むトランスジェニック有蹄動物の作製方法を特徴とす
る。この細胞は、内因性抗体重鎖および /または軽鎖核酸中に第１の突然変異を有する。
卵母細胞または卵母細胞から形成される胚を、卵母細胞または胚から胎仔が発生する条件
下で宿主有蹄動物の子宮に導入する。胎仔は生存可能な仔に発育するのが好ましい。トラ
ンスジェニック有蹄動物の作製に使用される細胞は、α -(1,3)-ガラクトシルトランスフ
ェラーゼ、プリオンタンパク質および /またはＪ鎖をコードする内因性核酸の一方または
両方の対立遺伝子に突然変異を有することが好ましい。他の好適な実施形態では、細胞は
、ヒトＪ鎖等の外因性Ｊ鎖をコードする核酸を有する。他の実施形態では、細胞は、Ｂ細
胞中で再配列を経て１つ以上の異種 Ig分子を発現することができる異種 Ig遺伝子の全体ま
たは一部をコードする１つ以上の核酸を有する。異種 Ig遺伝子の全体または一部をコード
する核酸は、異種抗体をコードするのが好ましい。さらに他の実施形態では、核酸は、細
胞の染色体に組み込まれる。異種抗体は、ヒト抗体等、別の属に由来する抗体であること
が好ましい。特定の実施形態では、核酸は、Δ HACまたはΔΔ HAC等の染色体断片に含まれ
ている。他の特定の実施形態では、染色体断片は、有蹄動物細胞中で宿主染色体とは独立
に維持される。有蹄動物は、ウシ、ヒツジ、ブタまたはヤギであることが好ましい。
【００３５】
　上記態様の様々な実施形態において、本方法は、胚、胎仔または胎仔より生成した子孫
から細胞を単離すること、ならびに該細胞中の内因性抗体重鎖および /または軽鎖核酸に
第２の突然変異を導入することも含む。細胞、細胞由来のクロマチン塊または細胞由来の
核を卵母細胞に導入し、該卵母細胞または該卵母細胞から形成される胚を、卵母細胞また
は胚から胎仔が発生する条件下で宿主有蹄動物の子宮に導入する。
【００３６】
　上記態様の他の実施形態では、選択可能マーカーをコードする核酸に作用可能に連結さ
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れ、かつ抗体重鎖または軽鎖核酸と実質的な配列同一性を有する１つ以上の核酸に作用可
能に連結されたプロモーターを含むカセットを有する核酸を細胞に挿入することを含む方
法によって、トランスジェニック有蹄動物の作製のために使用される細胞を調製する。カ
セットは、抗体重鎖または軽鎖核酸の一方の内因性対立遺伝子に組み込まれる。
【００３７】
　他の実施形態では、第１の選択可能マーカーをコードする核酸に作用可能に連結され
、かつ抗体重鎖または軽鎖核酸と実質的な配列同一性を有する第１の核酸に作用可能に連
結された第１のプロモーターを含む第１のカセットを有する核酸を前記細胞に挿入するこ
とにより細胞を調製する。この第１のカセットは抗体重鎖または軽鎖核酸の第１の内因性
対立遺伝子に組み込まれて、第１のトランスジェニック細胞を生成する。
【００３８】
　この第１のトランスジェニック細胞に、第２の選択可能マーカーをコードする核酸に作
用可能に連結され、かつ抗体重鎖または軽鎖核酸と実質的な配列同一性を有する第２の核
酸に作用可能に連結された第２のプロモーターを含む第２のカセットを有する核酸を挿入
する。この第２の選択可能マーカーは第１の選択可能マーカーと異なる。第２のカセット
は抗体重鎖または軽鎖核酸の第２の内因性対立遺伝子に組み込まれて、第２のトランスジ
ェニック細胞を生成する。
【００３９】
　さらに別の態様では、本発明は、トランスジェニック有蹄動物の別の作製方法を特徴と
する。本方法では、１つ以上の異種核酸を有する細胞を卵母細胞に挿入する。異種核酸は
、異種 Ig遺伝子の全体または一部をコードし、該遺伝子は、Ｂ細胞中で再配列を経て１つ
を上回る異種 Ig分子を発現することが可能である。卵母細胞または卵母細胞から形成され
る胚を、卵母細胞または胚から胎仔が発生する条件下で、宿主有蹄動物の子宮に移入する
。胎仔は、生存可能な仔に発育することが好ましい。異種 Ig遺伝子の全体または一部をコ
ードする核酸は、異種抗体をコードすることが好ましい。他の好適な実施形態では、抗体
はポリクローナル抗体である。さらに他の好適な実施形態では、免疫グロブリン鎖または
抗体は、血清および /または乳汁中に発現される。様々な実施形態において、核酸は、Δ H
ACまたはΔΔ HAC等の染色体断片に含まれている。核酸は、有蹄動物細胞中で宿主染色体
とは独立して維持することができ、または細胞の染色体中に組み込まれ得る。核酸は、実
質的にヒトのものであることが好ましい。他の実施形態では、異種抗体は、ヒト抗体等、
別の属に由来する抗体である。有蹄動物は、ウシ、ヒツジ、ブタまたはヤギであることが
好ましい。
【００４０】
　さらに別の関連する態様では、本発明は、トランスジェニック有蹄動物の別の作製方法
を特徴とする。本方法では、細胞、細胞由来のクロマチン塊または細胞由来の核を卵母細
胞に導入する。この細胞は、この細胞により自然には発現されない内因性遺伝子中に第１
の突然変異を有する。卵母細胞または卵母細胞から形成される胚を、卵母細胞または胚か
ら胎仔が発生する条件下で宿主有蹄動物の子宮に導入する。胎仔は、生存可能な仔に発育
することが好ましい。突然変異を有する遺伝子は、抗体、α -(1,3)-ガラクトシルトラン
スフェラーゼ、プリオンタンパク質またはＪ鎖をコードするのが好ましい。別の好適な実
施形態では、トランスジェニック有蹄動物の作製に使用する細胞が胎仔繊維芽細胞等の繊
維芽細胞である。
【００４１】
　上記方法の様々な実施形態において、細胞を調製するには、選択可能マーカーをコード
する核酸に作用可能に連結され、かつ前記遺伝子と実質的な配列同一性を有する１つ以上
の核酸に作用可能に連結されたプロモーターを含むカセットを有する核酸を細胞に挿入す
る。これにより、該カセットが遺伝子の一方の内因性対立遺伝子に組み込まれる。他の実
施形態では、細胞を生成するのに、第１の選択可能マーカーをコードする核酸に作用可能
に連結され、かつ前記遺伝子と実質的な配列同一性を有する第１の核酸に作用可能に連結
された第１のプロモーターを含む第１のカセットを有する核酸を細胞に挿入することによ
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り、第１のカセットが遺伝子の第１の内因性対立遺伝子に組み込まれて、第１のトランス
ジェニック細胞が生成する。この第１のトランスジェニック細胞に、第２の選択可能マー
カーをコードする核酸に作用可能に連結され、かつ前記遺伝子と実質的な配列同一性を有
する第２の核酸に作用可能に連結された第２のプロモーターを含む第２のカセットを有す
る核酸を挿入する。この第２の選択可能マーカーは、第１の選択可能マーカーと異なる。
第２のカセットが遺伝子の第２の内因性対立遺伝子に組み込まれて、第２のトランスジェ
ニック細胞を生成する。
【００４２】
　上記態様の他の実施形態では、本方法は、第２の突然変異をトランスジェニック有蹄動
物に導入することも含む。これらの実施形態では、胚、胎仔、または胎仔より生成した仔
から細胞を単離し、該細胞中の内因性遺伝子に第２の突然変異を導入する。細胞、細胞由
来のクロマチン塊、または細胞由来の核を卵母細胞に挿入し、この卵母細胞または卵母細
胞から形成される胚を、卵母細胞または胚から胎仔が発生する条件下で、宿主有蹄動物の
子宮に導入する。
【００４３】
　本発明の有蹄動物は、目的の抗体を含む抗血清または乳汁を製造するのに使用できる。
このような態様の１つでは、本発明は、ポリクローナルヒト免疫グロブリンを有する有蹄
動物抗血清を特徴とする。抗血清は、ウシ、ヒツジ、ブタまたはヤギに由来することが好
ましい。別の好適な実施形態では、 Igは、所望の抗体に対するものである。
【００４４】
　さらに別の態様では、本発明は、ポリクローナルヒト Igを有する有蹄動物乳汁を特徴と
する。乳汁は、ウシ、ヒツジ、ブタまたはヤギに由来することが好ましい。別の好適な実
施形態では、 Igは、所望の抗体に対するものである。
【００４５】
　本発明の様々な態様の好適な実施形態では、重鎖はμ重鎖であり、軽鎖はλまたはκ軽
鎖である。他の好適な実施形態では、異種免疫グロブリン鎖または抗体をコードする核酸
は、未再配列形態である。異種免疫グロブリン遺伝子を有するトランスジェニック有蹄動
物に目的の抗原を投与し、目的の抗原に応答する抗体を生成させることが好ましい。他の
好適な実施形態では、１つを上回るクラスの異種抗体が、有蹄動物によって生成される。
様々な実施形態では、１つを上回る異なる異種 Igまたは抗体が、有蹄動物によって生成さ
れる。好ましい核移植法では、本発明の細胞、細胞由来のクロマチン塊、または細胞由来
の核を除核または有核卵母細胞に挿入し、その卵母細胞または卵母細胞から形成される胚
を、卵母細胞または胚から胎仔が発生する条件下で宿主有蹄動物の子宮に導入する。
【００４６】
　本発明の様々な態様の他の好適な実施形態では、有蹄動物は、内因性α -(1,3)-ガラク
トシルトランスフェラーゼ、プリオンおよび /またはＪ鎖核酸の一方または両方の対立遺
伝子に突然変異を有する。この突然変異は、内因性α -(1,3)-ガラクトシルトランスフェ
ラーゼ酵素、ガラクトシル (α 1,3)ガラクトースエピトープ、プリオンタンパク質および /
またはＪ鎖の発現を低減するかまたは喪失させるものが好ましい。さらに他の好適な実施
形態では、有蹄動物は、ヒトＪ鎖核酸等の異種Ｊ鎖核酸を含む。有蹄動物は、ヒトＪ鎖を
含むヒト IgAまたは IgM分子を産生することが好ましい。本発明の様々な実施形態では、内
因性有蹄動物核酸を突然変異するのに使用する核酸（例えば、選択可能マーカーをコード
する核酸に作用可能に連結され、かつ突然変異させる遺伝子と実質的な配列同一性を有す
る核酸に作用可能に連結されたプロモーターを含むノックアウトカセット）は、ウイルス
ベクター（アデノウイルスベクターまたはアデノ随伴ウイルスベクター等）に含まれてい
ない。例えば、核酸は、細胞のウイルス感染を伴わないトランスフェクションまたはリポ
フェクション等の標準的な方法を用いて有蹄動物細胞に挿入するプラスミドまたは人工染
色体に含ませ得る。さらに別の実施形態では、内因性有蹄動物核酸を突然変異させるのに
使用する核酸（例えば、選択可能マーカーをコードする核酸に作用可能に連結され、かつ
突然変異させる遺伝子と実質的な配列同一性を有する核酸に作用可能に連結されたプロモ
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ーターを含むノックアウトカセット）は、ウイルスベクター（アデノウイルスベクターま
たはアデノ随伴ウイルスベクター等）に含まれる。本実施形態によれば、ウイルスベクタ
ーを含むウイルスを用いて有蹄動物を感染させ、ウイルスベクターの一部または全体を有
蹄動物細胞に挿入する。
【００４７】
　有蹄動物の例として、ウマ目（奇蹄類 Perissodactyla）およびウシ目（偶蹄類 Artiodac
tyla）のメンバー（ウシ（ Bos）属のあらゆるメンバー等）が挙げられる。他の好適な有
蹄動物としては、ヒツジ、オオツノヒツジ、ヤギ、野牛、カモシカ、雄牛、ウマ、ロバ、
ラバ、シカ、ヘラジカ、水牛、ラクダ、ラマ、アルパカ、ブタおよびゾウが挙げられる。
トランスジェニック有蹄動物は、任意の他の哺乳動物由来の抗体等、別の属に由来する免
疫グロブリン鎖または抗体を発現することが好ましい。
【００４８】
　本明細書で使用する場合、「配列前または未再配列形態の核酸」とは、 V(D)J組換えを
経ていない核酸を意味する。好適な実施形態では、抗体軽鎖のＶ遺伝子セグメントをコー
ドする全ての核酸セグメントが、１つ以上のヌクレオチドにより、Ｊ遺伝子セグメントを
コードする全ての核酸セグメントから分離されている。抗体重鎖のＶ遺伝子セグメントを
コードする全ての核酸セグメントは、１つ以上のヌクレオチドにより、Ｄ遺伝子セグメン
トをコードする全ての核酸セグメントから分離されていること、および /または抗体重鎖
のＤ遺伝子セグメントをコードする全ての核酸セグメントは、１つ以上のヌクレオチドに
より、Ｊ遺伝子セグメントをコードする全ての核酸セグメントから分離されていることが
好ましい。未再配列形態の核酸は、実質的にヒトのものであることが好ましい。他の好適
な実施形態では、核酸は、ヒト由来の天然型核酸の対応する領域と、少なくとも 70、 80、
90、 95または 99％同一である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００４９】
　上記したように、本発明は、場合によって内因性 Ig発現がノックアウトされていてもよ
く、別の種（好ましくはヒト）の機能性抗体の産生のために必要な遺伝子を含む核酸（好
ましくは人工染色体）が安定して導入されているトランスジェニック有蹄動物（好ましく
はトランスジェニックウシ）の作製に関する。これにより、内因性抗体を産生しないが、
代わりに別の種の抗体を産生するトランスジェニック動物を得ることができる。任意の非
内因性抗体（ヒト、非ヒト霊長類、イヌ、ネコ、マウス、ラットまたはモルモット抗体が
挙げられるがこれらに限定されない）を製造することができる。ヤギにおけるヒトモノク
ローナル抗体の生成が既に報告されているが、これは、ウシ、血清（ serum）、または内
因性抗体を発現しないいずれかの有蹄動物においては達成されていない。さらに、生殖細
胞系（未再配列）重鎖または軽鎖遺伝子の挿入、これらの遺伝子の再配列、および多様化
した抗体の発現は、トランスジェニック有蹄動物では行われていない。このような有蹄動
物が生存できるか否かは予想できない。なぜなら、ヒト Igが機能性に発現されるか、また
は十分な量で発現されて十分な免疫応答をもたらすか否かが不確かであるからである。ま
た、ヒト染色体が、トランスジェニック有蹄動物において安定して維持されるか否かも不
確かである。さらにまた、有蹄動物（例えば、ウシ）Ｂ細胞が、ヒトまたは他の非内因性
Igを発現または正しく再配列できるか否かは不確かである。
【００５０】
　本手法の好適な実施形態では、異種免疫グロブリン産生は、本質的に、核移植、相同組
換え技術、および異種 Ig遺伝子座全体を担持する人工染色体の導入を組み合わせて使用す
ることにより達成される。より具体的には、本方法では、 IgM重鎖遺伝子の一方または両
方の対立遺伝子、および場合により Ig軽鎖遺伝子の一方または両方の対立遺伝子のターゲ
ッティング破壊をするのが好ましい。ただし、異種抗体産生は野生型動物（すなわち、 Ig
ノックアウトをもたない動物）によっても実施することができる。遺伝子ノックアウトは
、相同組換えを連続して行い、その後の別の交配手順によって起こすことができる。好適
な実施形態では、まず、適切な相同組換えベクターを用いて、組織培養で、オスまたはメ
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ス有蹄動物（例えば、ウシ）胎仔繊維芽細胞の IgM重鎖遺伝子の一方の対立遺伝子のター
ゲッティング破壊を起こす。胎仔繊維芽細胞を使用することは、一部の他の体細胞よりも
好ましい。なぜなら、これらの細胞は、組織培養で増殖および遺伝子操作し易いからであ
る。しかし、胎仔繊維芽細胞の使用は、本発明において必須ではなく、実際に他の細胞系
に置き換えても同等の結果が得られうる。
【００５１】
　当然のことながら、本方法では、ターゲッティング IgM重鎖対立遺伝子と相同な領域を
有する DNA構築物を構築して、この構築物が有蹄動物ゲノム中の IgM重鎖対立遺伝子へ組み
込まれた際にその発現を破壊するようにする。このような IgM対立遺伝子のターゲッティ
ング破壊を行うためのベクターの一例は、以下の実施例に記載する。これに関して、ター
ゲッティング部位において相同組換えをもたらすベクターの構築方法は、当業者に周知で
ある。さらに、この場合、適切なベクターの構築は、特に、他の有蹄動物（以下参照）由
来の免疫グロブリン遺伝子の配列と同様に、ウシ IgM重鎖および Igλ軽鎖遺伝子の配列が
既知であるということを考慮すると、当該分野の技術レベル内にある。相同組換えを容易
にするために、 IgM遺伝子の相同組換えおよび不活性化を生じるのに使用するベクターは
それぞれ、有蹄動物 IgM重鎖および Ig軽鎖遺伝子と実質的な配列同一性を示す DNAの部分を
含む。これらの配列は、相同組換えおよびターゲッティング欠失または不活性化を容易に
するために、ターゲッティング遺伝子座と、好ましくは少なくとも 98％の配列同一性、よ
り好ましくは少なくとも 99％の配列同一性を有し、さらに好ましくは同遺伝子型である。
【００５２】
　通常、構築物は、 IgM重鎖遺伝子および /または Ig軽鎖遺伝子が有効に破壊された所望の
相同組換体（例えば、繊維芽細胞）の選択に役立つマーカー遺伝子を含むことが好ましい
。マーカー遺伝子の例としては、数ある中で、抗生物質耐性マーカー、薬剤耐性マーカー
およびグリーン蛍光タンパク質が挙げられる。好適な構築物を図２Ａに示し、この構築物
を作製するのに使用する出発材料を図３Ａおよび図３Ｂに示す。プロモーターに作用可能
に連結された正の選択マーカー（例えば、抗生物質耐性遺伝子）を挟む、内因性免疫グロ
ブリン遺伝子と相同な２つの領域を含む他の構築物は、標準的な分子生物学的技術を用い
て作製することができ、本発明の方法において使用できる。
【００５３】
　図２Ａおよび図３Ｃに示すμノックアウト構築物は、「 C-μエキソン１～４」と称され
るウシ免疫グロブリン重鎖定常領域をコードするエキソン、および「 TMエキソン」と称さ
れる膜貫通ドメインをコードする２つのエキソンを除去するように設計された。
【００５４】
　このベクターを構築するために、「１」と称した領域、すなわち、ゲノムμ重鎖ウシ配
列由来の Xbal-Xhol断片を、酵素 XbaIおよび XhoIで予め切断した市販の DNAベクター pBlues
cript（ Stratagene, LaJolla, California）にサブクローニングした。この断片をクロー
ン化した後では、約 3.5 Kbの NotI断片を挿入するのに用いる NotI制限酵素認識配列が Xbal
部位に隣接していた。この断片は、以下にさらに記載するネオマイシン耐性マーカーを含
む。所望であれば、他のμノックアウト構築物を、別の有蹄動物品種、種または属由来の
ゲノムμ重鎖配列（例えば、 Genbank受託番号 U63637として寄託された、スイス牛 /ホルス
タイン交雑に由来するμ重鎖配列）を用いて構築できる。
【００５５】
　断片「１」およびネオマイシン耐性マーカーを連結して pBluescriptに入れた後、ネオ
マイシン耐性マーカーの隣に Sacl部位が残存していた。新しい構築物を Saclで直線化し、
DNAポリメラーゼを用いて、 Sacl消化により生じた付着末端を充填することで平滑末端に
変換した。
【００５６】
　「２」と称した断片を、 XhoI-BstI1071断片として単離し、 DNAポリメラーゼを用いて、
Xholおよび BstI1071酵素により生じた付着末端を充填することで平滑末端断片に変換した
。
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【００５７】
　終了後、最終的な構築物は、領域２、ネオマイシン耐性マーカーおよび領域１をそれぞ
れ含んでいた。
【００５８】
　ウシ繊維芽細胞のトランスフェクションのために、構築物を、制限酵素 Kpnlで消化し（
図中２つの Kpnl部位が示されている）、その DNA断片を相同組換えに使用した。
【００５９】
　ネオマイシン耐性構築物は、以下のように組み立てた。「 pSTneoB」と称される構築物
（ Katohら , Cell Struct. Funct. 12:575, 1987； Japanese Collection of Research Bio
logicals （ JCRB）寄託番号： VE039）は、コード領域の上流にある SV40プロモーターおよ
び TKエンハンサーの制御下でネオマイシン耐性遺伝子を含むように設計された。コード領
域の下流には、 SV40ターミネーター配列が存在する。 neoカセットを、 XhoI断片として、
「 pSTneoB」から切り出した。標準的な分子生物学的技術を用いて断片の端部を平滑末端
に変換した後、平滑末端断片を、ベクター pBS246（ Gibco/Life Technologies）中の EcoRV
部位にクローン化した。この部位は、 loxP部位に挟まれている。「 pLoxP-STNeoR」と称し
た新しい構築物を、μノックアウト DNA構築物を作製するために使用した。この構築物の
所望の断片は、元々 pBS246クローニングベクター中に存在していた loxP部位および NotI部
位に挟まれている。 loxP-neo-loxPを含む所望の NotI断片を、免疫グロブリンμ定常領域
エキソンを置き換えるために使用した。ネオマイシン耐性遺伝子に作用可能に連結した SV
40プロモーターはネオマイシン耐性遺伝子の転写を活性化し、所望の NotI断片がμ定常領
域エキソンと入れ替わった細胞を、それらの獲得した抗生物質耐性に基づいて選択するこ
とができる。
【００６０】
　 IgM重鎖対立遺伝子が有効に破壊された細胞系を得た後、これを核移植ドナーとして使
用して、クローン化有蹄動物胎仔（例えば、クローン化ウシ胎仔）を作製し、最終的に、
一方の IgM重鎖対立遺伝子が破壊された胎仔または動物を作製する。その後、それから誘
導された体細胞（例えば、繊維芽細胞）を用いて第２ラウンドの遺伝子ターゲッティング
破壊を実施することができ、異なる選択可能マーカーを含む同様のベクターを用いて、第
２の IgM重鎖対立遺伝子が不活性化された細胞を作製する。
【００６１】
　第１のターゲッティング遺伝子破壊と同時に、同様にオスまたはメス供給源のものであ
り得る第２の有蹄動物（例えば、ウシ）体細胞系も遺伝子改変することが好ましい。操作
される第１の細胞系がオスの場合、メス細胞系を改変することが好ましい。逆に、操作さ
れる第１の細胞系がメスの場合、オス細胞系を選択することが好ましい。この場合も、操
作される細胞は有蹄動物（例えば、ウシ）胎仔繊維芽細胞を含むことが好ましい。
【００６２】
　好適な実施形態では、メス胎仔繊維芽細胞を遺伝子改変して、 Igλ軽鎖遺伝子の一方の
対立遺伝子のターゲッティング破壊を導入する。本方法は、有蹄動物（例えば、ウシ） Ig
λ軽鎖に相同な領域、および選択可能マーカーを有するベクターを用いて同様に実施され
る。この場合の DNA構築物は、組込みおよび内因性 Ig軽鎖との相同組換えの際に、ターゲ
ッティング Igλ軽鎖遺伝子の破壊（不活性化）が生じるように設計される。
【００６３】
　所望のターゲッティング破壊を有するメス繊維芽細胞系を選択した後、核移植のための
ドナー細胞として同様に利用するか、またはこのような細胞系から得た DNAを核移植のド
ナーとして使用する。
【００６４】
　あるいはまた、この細胞を、第２ラウンドの相同組換えに供して、第１の対立遺伝子を
破壊するのに使用したものと同様であるが、異なる選択可能マーカーを含む DNA構築物を
用いて、第２の Igλ軽鎖を不活性化してもよい。
【００６５】
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　発明の背景で論じたように、核移植を行う方法、特にクローン化ウシおよびクローン化
トランスジェニックウシの作製法は既に報告されており、 Sticeらに発行され、 Universit
y of Massachusettsに譲渡された米国特許第 5,995,577号に記載されている。あるいはま
た、 WO 95/16670； WO 96/07732； WO 97/0669；または WO 97/0668に開示される核移植技術
（まとめて Roslin法と呼ぶ）を使用してもよい。 Roslin法は、増殖期のドナー細胞ではな
く静止期の細胞を使用する点で、 University of Massachusetts法とは異なる。上記特許
は全て、参照により全体的に本明細書に援用される。これらの核移植手順により、クロー
ン化トランスジェニックウシの仔（例えば、 Ig軽鎖遺伝子および /または IgM遺伝子の少な
くとも一方の対立遺伝子のターゲッティング破壊を含む仔）を作製するのに使用できるト
ランスジェニッククローン化胎仔が作製される。このような細胞系を作製したら、これら
を利用して、オスおよびメス重鎖および軽鎖ヘミ接合ノックアウト（ Mおよび F Hemi H/L
）胎仔および仔を作製することができる。さらに、これらの技術は、トランスジェニック
ウシを作製するための使用のみに限定されない。上記技術は、他の有蹄動物の核移植のた
めにも使用できる。
【００６６】
　核移植の後、有蹄動物を交配させるか、または先に記載した相同ターゲッティングベク
ターを用いた二次遺伝子ターゲッティングにより、所望の動物を作製することができる。
【００６７】
　先に記載したように、本発明のさらなる目的は、オスおよびメス重鎖および軽鎖ヘミ接
合ノックアウトを作製することを含んでおり、このようなヘミ接合ノックアウトは既に記
載した細胞系を用いて作製される。これは上記方法に従って作製した仔を交配させること
によって行うことができるが、この場合は、 IgM重鎖遺伝子の対立遺伝子が破壊された仔
を、 Ig軽鎖の対立遺伝子が破壊された別の仔と交配させる。あるいはまた、上記手順によ
り作製した仔から得られる細胞を操作することによる二次遺伝子ターゲッティングによっ
て行ってもよい。これは、 IgM重鎖遺伝子の対立遺伝子または Ig軽鎖の対立遺伝子の相同
組換えターゲッティング破壊により行う。オスおよびメス重鎖および軽鎖ヘミ接合ノック
アウト（ Mおよび F Hemi H/L）を含む細胞系が生成したら、これを使用して、そのような
ノックアウトを含む胎仔または仔ウシを作製する。上述したように、これは、交配または
二次遺伝子ターゲッティングにより行われる。
【００６８】
　オスおよびメス重鎖および軽鎖ヘミ接合ノックアウトが得られたら、これらの動物に由
来する細胞を利用して、ホモ接合ノックアウト（ Homo H/L）胎仔を作製することができる
。この場合も、遺伝子ターゲッティングを繰り返すかまたは交配によって行う。本質的に
、交配を用いる場合、オス重鎖および軽鎖ヘミ接合ノックアウトを、メス重鎖および軽鎖
ヘミ接合ノックアウトと交配させ、ホモ接合ノックアウトを含む仔を選択する。あるいは
また、上述したヘミ接合ノックアウト由来の細胞を組織培養で操作して、 IgMまたは Ig軽
鎖（λ）遺伝子の他方の対立遺伝子をノックアウトしてもよい。二次遺伝子ターゲッティ
ングはより迅速に結果が得られるので、特にウシ等の有蹄動物の妊娠期間が比較的長いこ
とを考えると、交配より好ましいかもしれない。
【００６９】
　ホモ接合ノックアウト（ Homo H/L）が得られたら、これらを利用して、ヒト等の特定の
種の抗体を産生するための遺伝子（好ましくは遺伝子座全体）を含む所望の核酸を導入す
る。 WO 97/07671（ EP 0843961）および WO 00/10383（ EP 1106061）に開示されているよう
なヒト人工染色体を使用することが好ましい。これらのヒト人工染色体は、対応日本国特
許第 30300092号にも記載されている。これらの出願は両方とも、参照により全体的に本明
細書に援用される。また、ヒト免疫グロブリン遺伝子を含有し発現する人工ヒト染色体の
構築は、 Shenら , Hum. Mol. Genet. 6(8):1375-1382 (1997)； Kuroiwaら , Nature Biotec
hnol. 18(10):1086-1090 (2000)；および Loupertら , Chromosome 107(4):255-259 (1998)
に開示されている（全て参照により全体的に本明細書に援用される）。ヒト人工染色体は
また、異種抗体遺伝子を野生型動物細胞に導入するためにも利用され得る。これは、上記
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方法を用いて達成できる。人工染色体を動物細胞（特に、胎仔繊維芽細胞）に導入するこ
とは、本明細書に記載するように、ミクロセル融合により行うことができる。
【００７０】
　ヒト人工染色体を使用する代わりに、免疫グロブリン遺伝子をコードする核酸を、 YAC
ベクター、 BACベクターまたはコスミドベクターを用いて染色体に組み込んでもよい。異
種 Ig遺伝子を含むベクター（ WO98/24893、 WO96/33735、 WO97/13852、 WO98/24884）は、エ
レクトロポレーション、リポフェクション、 YACベクターを含む酵母スフェロプラストと
の融合等の公知方法を用いて、胎仔繊維芽細胞に導入することができる。さらに、異種 Ig
遺伝子を含むベクターを、胎仔繊維芽細胞の内因性 Ig遺伝子座にターゲッティングさせて
、異種 Ig遺伝子の導入および内因性 Ig遺伝子の破壊を同時に行うことができる。
【００７１】
　異種免疫グロブリン遺伝子をコードする核酸の組込みは、 Lonbergらによる特許（前掲
）に記載されているように行うこともできる。異種免疫グロブリン遺伝子を宿主有蹄動物
の染色体に挿入するために使用する「ノックイン」構築物では、１つ以上の免疫グロブリ
ン遺伝子および抗生物質耐性遺伝子が、構築物でトランスフェクトされる細胞型において
活性なプロモーターと作用可能に連結され得る。例えば、構成的に活性な、誘導可能な、
または組織特異的なプロモーターを使用して、組み込まれた抗生物質耐性遺伝子の転写を
活性化して、トランスフェクトされた細胞をその獲得した抗生物質耐性に基づいて選択す
ることができる。あるいはまた、 Ig遺伝子および抗生物質耐性遺伝子を含むノックインカ
セットがプロモーターに作用可能に連結していないノックイン構築物を使用してもよい。
この場合、ノックインカセットが内因性プロモーターの下流に組み込まれた細胞は、内因
性プロモーターの制御下で生じる抗生物質耐性マーカーの発現に基づいて選択することが
できる。これらの選択された細胞を、本明細書に記載の核移植法に使用して、異種免疫グ
ロブリン遺伝子が宿主染色体に組み込まれたトランスジェニック有蹄動物を作製すること
ができる。
【００７２】
　同様の方法論を使用して、異なる種（数ある種の中でも特にイヌ、ネコ、他の有蹄動物
、非ヒト霊長類等）の Igの発現のための遺伝子を含む人工染色体を製造し挿入することが
可能である。上述したように、また当該技術分野で公知なように、異なる種の免疫グロブ
リン遺伝子は、異なる種にわたり実質的な配列相同性を示すことが周知である。
【００７３】
　挿入された人工染色体（例えば、ヒト人工染色体）が細胞系（例えば、ウシ胎仔繊維芽
細胞）に安定して導入されたと判断したら、それを核移植のドナーとして利用する。この
決定は PCR法により行い得る。また、ホモ接合ノックアウトを含み、さらに核酸（ヒト人
工染色体等）が安定して導入された動物が同様に得られる。核酸（例えば、ヒト人工染色
体）を安定して取り込んだ仔ウシを得た後、それらの動物を試験して、それらが免疫感作
および親和性成熟に応答してヒト Ig遺伝子を発現するか否かを決定する。
【００７４】
　上記手順全体の改変も行うことができる。例えば、異種 Ig遺伝子をまず導入し、次いで
内因性 Ig遺伝子を不活性化してもよい。さらに、異種 Ig遺伝子を保持する動物を、内因性
Ig遺伝子が不活性化された動物と交配してもよい。本発明で利用する手法を上述してきた
が、利用する技術を以下により詳細に記載する。これらの例は、本発明を例示するために
提供するもので、限定するものと解釈されるべきではない。特に、以下の実施例は、トラ
ンスジェニックウシに焦点を当てているが、記載されている方法はあらゆるトランスジェ
ニック有蹄動物を作製し試験するために使用され得る。
【００７５】
　
　上述のように、本発明は、 Homo H/L胎仔または仔ウシの作製に関する。本手法は図１に
要約してある。図には３つのスキームの概要を示してある。第１のスキームでは再生胎仔
細胞系における連続ノックアウトを利用する。この手法は技術的に最も難しく、リスクレ
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ベルが最も高いが、上記したように育種手法よりも結果が速く得られる可能性がある。他
の２つのスキームでは動物の育種を利用する。第２のスキームでは、オスおよびメス細胞
系においてそれぞれ、重鎖および軽鎖遺伝子の単一ノックアウトのみが必要である。この
スキームは細胞系の再生を利用せず、技術的には最も簡単な手法であるが、終了するまで
に最も時間がかかる。スキーム３はスキーム１と２の中間にある。全てのスキームにおい
て、 Homo H/Lノックアウト仔ウシの生存および維持は困難である可能性があるため、 Homo
 H/L胎仔のみを作製する。必要であれば、受動免疫療法を使用して Homo H/Lノックアウト
仔ウシの生存率を高めることもできる。
【００７６】
　
　本発明では、ヘミ接合オス重鎖ノックアウト（ M Hemi H）およびヘミ接合メス軽鎖ノッ
クアウト（ F Hemi L）を作製し、これらのターゲッティング欠失体から 40日齢胎仔を作製
することが好ましい。胚由来の細胞を回収し、 M Hemi H細胞において軽鎖遺伝子座の一方
の対立遺伝子をターゲッティングし、 F Hemi L細胞において重鎖遺伝子座の一方の対立遺
伝子をターゲッティングして、 Hおよび L遺伝子座の両方のヘミ接合欠失を有する細胞（ He
mi H/L）を得る。これらの細胞を使用して 40日齢胎仔を誘導し、これから繊維芽細胞を単
離する。
【００７７】
　 M Hemi H/L繊維芽細胞を他のＨ鎖対立遺伝子でターゲッティングして M Homo H/Hemi L
を作製し、 F Hemi H/Lを他方のＬ鎖対立遺伝子でターゲッティングして F Homo L/Hemi H
を作製する。ホモ接合欠失体を作製するためには、より高い薬剤濃度を使用してホモ接合
ターゲッティングを促進する。しかし、この手法が上手くいかず、育種が必要となり得る
可能性もある。選択カセットの cre/loxターゲッティングを利用する一例では、同じ選択
系を１つを上回るターゲッティング欠失に対して使用することが可能である。これらの繊
維芽細胞をクローニングし、 40日齢胎仔を回収し、繊維芽細胞を単離する。このクローニ
ングで得られた胎仔細胞をターゲッティングして、 Hまたは L遺伝子座のいずれかのホモ接
合欠失を生じさせて、 M Homo H/Lおよび F Homo H/L胎仔繊維芽細胞を得る。これらの繊維
芽細胞をクローニングし、 40日齢胎仔を回収し、繊維芽細胞を単離する。次いで、これら
の Homo H/L胎仔繊維芽細胞を、場合によっては育種手順を用いて、 HACの取り込みに使用
する。
【００７８】
　
　胎仔繊維芽細胞を使用してゲノムライブラリーを構築する。ターゲッティング構築物が
クローニングに使用する細胞と同遺伝子型であることが重要であることが報告されている
が、本発明において必須ではない。例えば、同遺伝子型、実質的に同遺伝子型、または非
同遺伝子型構築物を使用して、内因性免疫グロブリン遺伝子に突然変異を生成することが
できる。１つの可能性のある方法では、他のウシ品種と比べて近親交配が遺伝的に高レベ
ルなホルスタイン牛を使用する。本発明者らは、異なる動物間で、免疫グロブリン遺伝子
中の多形を全く検出していない。これは、配列相同性が高く、非同遺伝子型構築物でのタ
ーゲッティングが上手くいくことを示唆している。
【００７９】
　１つのオス細胞系および１つのメス細胞系から、「クローニング可能性（ clonability
）」試験を行うと同時にライブラリーを構築する。このプロセスの終了時に、ライブラリ
ーが生成し、多数の異なる胎仔細胞系が試験され、クローニングの目的に最良なものとし
て１つの細胞系が選択されると想定される。ゲノムライブラリーは、胎仔繊維芽細胞から
単離した高分子量 DNAを用いて構築する。 DNAを大きさで分画し、 20～ 23 Kbの高分子量 DNA
をλファージベクターλ Zapまたはλ Fixに挿入する。本発明者らは、 Stratagene調製ライ
ブラリーを用いて素晴らしい成功を収めた。従って、 DNAを単離し、大きさで選択した DNA
をライブラリー調製のために Stratageneに送付する。ウシ重鎖および軽鎖を含むクローン
を単離するために、放射能標識 IgM cDNAおよび放射能標識軽鎖 cDNAを使用する。さらに、
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軽鎖遺伝子座を欠失する必要がある場合には軽鎖ゲノムクローンを単離する。胎仔細胞ラ
イブラリーをそれぞれ、ウシ重鎖および軽鎖を含むクローンについてスクリーニングする
。約 105～ 106プラークをスクリーニングすることで、重鎖または軽鎖遺伝子座のいずれか
を含むクローンを単離できると見込まれる。単離したら、両方の遺伝子座を pBluescript
にサブクローニングし、制限マッピングを行う。ホルスタインにおけるこれらの遺伝子座
の制限マップを図２Ｂに示す（ Knightら , J Immunol 140(10):3654-9, 1988）。さらに、
得られたクローンのマップを作成し、ターゲッティング構築物を組み立てるために使用す
る。
【００８０】
　
　重鎖および軽鎖遺伝子を単離したら、構築物を作製する。 IgM構築物は、 IgM定常領域膜
ドメインを欠失することにより作製される。 Rajewskyおよび共同研究者らによりマウスで
示されているように、 IgMの膜ドメインの欠失はＢ細胞発達をブロックする。なぜなら、
表面 IgMは継続的なＢ細胞発達のために必要なシグナルであるからである（ Kitamuraら , N
ature 350:423-6）。従って、ホモ接合 IgMウシはＢ細胞を欠く。本方法においては、機能
性 Igを欠く動物の生仔出生（ live birth）は必要ないため、問題にはならない。しかし、
必要であれば、受動免疫療法を使用して、ヒト Ig遺伝子座が導入される最後のステップま
で動物の生存を改善してもよい。
【００８１】
　 IgM重鎖対立遺伝子のノックアウトをもたらすために使用するターゲッティング構築物
の一例を図２Ａに示す。重鎖については、膜 IgMドメインを、 lox P部位に挟まれたネオマ
イシンカセットと置き換える。付着膜ドメインは、 neoカセットと共にスプライシングさ
れ、その膜ドメインは loxP部位のすぐ 5’側に挿入された TAGストップコドンを有するよう
になり、その結果、膜ドメインの不活化を確実にすることができる。これを、約 5～ 6キロ
塩基の 3'染色体 DNAを有するターゲッティング構築物の 5'端に配置する。
【００８２】
　薬剤濃度を高めることで、 IgM重鎖または軽鎖のいずれかの第２の対立遺伝子の欠失が
可能にならない場合は、 cre/lox系（ Sauer, 1998, Methods 14:381-392に概要が記載され
ている）を使用して選択可能マーカーを欠失させる。以下に記載するように、 cre/lox系
は、選択可能マーカーのターゲッティング欠失を可能にする。必要であれば、全ての選択
可能マーカーを loxP配列で挟んで、これらのマーカーを欠失し易くする。
【００８３】
　軽鎖構築物は、ウシλ鎖定常領域（例えば、 Genbank受託番号 AF396698に見られるλ軽
鎖定常領域、または任意の他の有蹄動物λ軽鎖定常領域）、および lox P部位に挟まれた
ピューロマイシン耐性遺伝子カセットを含んでおり、ウシ遺伝子を lox P部位に挟まれた
ピューロマイシンカセットと置き換える。λ定常領域遺伝子の 3'側にある約 5～ 6キロ塩基
の DNAが、ピューロマイシン耐性遺伝子の 3'側で置き換えられる。必要であれば、ピュー
ロマイシン耐性遺伝子は、 5'および 3'端部の両方において lox P部位を担持して、欠失を
可能にする。有蹄動物抗体遺伝子間の高度な相同性により、 Genbank受託番号 AF396698中
のウシλ軽鎖配列は、様々な有蹄動物に由来するゲノムλ軽鎖配列にハイブリダイズする
ことが予想され、従って、様々な有蹄動物λ軽鎖ゲノム配列を単離するために標準的な方
法で使用できる。これらのゲノム配列を、本明細書に記載する方法等の標準的な方法にお
いて使用して、任意の有蹄動物中の内因性λ軽鎖を不活性化するためのノックアウト構築
物を作製し得る。
【００８４】
　κ軽鎖ノックアウト構築物は、図３Ｇに示すウシκ軽鎖配列、または任意の他の有蹄動
物κ軽鎖配列を使用して同様に構築し得る。このウシκ軽鎖は、様々な有蹄動物からゲノ
ムκ軽鎖配列を単離するためにハイブリダイゼーションプローブとして使用し得る。これ
らのゲノム配列を、本明細書に記載する方法等の標準的な方法において使用して、任意の
有蹄動物中の内因性κ軽鎖を不活性化するためのノックアウト構築物を作製し得る。
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【００８５】
　場合によっては、さらに別の有蹄動物遺伝子を突然変異または不活性化してもよい。例
えば、内因性有蹄動物 IgＪ鎖遺伝子をノックアウトして、ヒトに投与する本発明の抗体中
の有蹄動物 IgＪ鎖遺伝子の潜在的な抗原性を抑制することができる。ターゲッティングベ
クターの構築のためには、 Genbank受託番号 U02301に見られるウシ IgＪ鎖領域の cDNA配列
を使用することができる。この cDNA配列をプローブとして用いて、 RPC1-42（ Oakland, CA
の BACPAC）等の BACライブラリーからウシ IgＪ鎖のゲノム配列を単離するか、または任意
の他の有蹄動物からＪ鎖のゲノム配列を単離してもよい。さらに、ヒトＪ鎖コード配列を
、本発明の有蹄動物に導入して、ヒト IgAおよび IgM分子を機能性発現させてもよい。ヒト
Ｊ鎖の cDNA配列は、 Genbank受託番号 AH002836、 M12759および M12378から入手可能である
。この配列は、本明細書に記載するような標準的な方法を用いて有蹄動物胎仔繊維芽細胞
に挿入し得る。例えば、 HAC、 YACベクター、 BACベクター、コスミドベクターまたはノッ
クイン構築物中のヒトＪ鎖核酸を、内因性有蹄動物染色体に組み込むか、または内因性有
蹄動物染色体から独立して維持させてもよい。得られたトランスジェニック有蹄動物細胞
を、本明細書に記載する核移植法に使用して、機能性有蹄動物Ｊ鎖の発現を低減するかま
たは喪失させる突然変異を有し、かつヒトＪ鎖を発現する異種核酸を含む所望の有蹄動物
を作製してもよい。
【００８６】
　さらに、有蹄動物α -(1,3)-ガラクトシルトランスフェラーゼ遺伝子を突然変異させて
、α -(1,3)-ガラクトシルトランスフェラーゼ酵素によって生成するガラクトシル (α 1,3)
ガラクトースエピトープの発現を低減または喪失させてもよい。本発明の有蹄動物により
産生されるヒト抗体がこの糖質エピトープにより改変されると、これらのグリコシル化抗
体は、治療薬としてヒトに投与された場合、この糖質エピトープと反応するレシピエント
中の抗体により不活性化されるかまたは除去され得る。この糖質エピトープに対する可能
な免疫応答を排除するためには、ウシα -(1,3)-ガラクトシルトランスフェラーゼ遺伝子
の配列を用いて、ノックアウト構築物を設計し、有蹄動物中のこの遺伝子を不活性化する
とよい（ Genbank受託番号 J04989； Joziasseら , J. Biol. Chem. 264(24):14290-7, 1989
）。このウシ配列、または米国特許第 6,153,428号および同第 5,821,117号に開示されてい
るブタα -(1,3)-ガラクトシルトランスフェラーゼ配列を用いて、様々な有蹄動物からゲ
ノムα -(1,3)-ガラクトシルトランスフェラーゼ配列を得て、ガラクトシル (α 1,3)ガラク
トースエピトープの発現が低減したかまたは喪失した他の有蹄動物を作製してもよい。
【００８７】
　所望であれば、有蹄動物プリオン遺伝子を突然変異させるか、不活性化して、感染リス
ク（ウシ海綿状脳症（ BSE）等）の可能性を低くしてもよい。ターゲッティングベクター
の構築のためには、ウシプリオン遺伝子のゲノム DNA配列を用いるとよい（ Genbank受託番
号 AJ298878）。あるいはまた、このゲノムプリオン配列を用いて、他の有蹄動物からゲノ
ムプリオン配列を単離してもよい。プリオン遺伝子を、標準的な方法（本明細書に記載す
るような方法、またはヒツジのα -(1,3)-ガラクトシルトランスフェラーゼ遺伝子または
プリオン遺伝子をノックアウトするために示唆されている方法（ Denningら , Nature Biot
ech. 19: 559-562, 2001）等）を使用して、不活性化してもよい。
【００８８】
　各遺伝子座の第２の対立遺伝子をターゲッティングする際に、第１の選択可能マーカー
が細胞中に残っている場合には、異なる選択可能マーカーを含む新しいターゲッティング
構築物を組み立てる必要があるかもしれない。表１に示すように、様々な選択法が利用可
能かつ比較でき、適切な選択系を選ぶことができる。最初は、薬剤濃度を上げて（例えば
、薬剤濃度を二倍にして）、第２の対立遺伝子をターゲッティングする。これが上手くい
かない場合には、新しいターゲッティング構築物を採用し得る。
【００８９】
　様々な方法論を用いて、上記した追加の突然変異または遺伝子不活性化を本発明の有蹄
動物に取り込むことができる。各々所望の突然変異についてトランスジェニック有蹄動物
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細胞系が生成したら、交雑育種を用いて、これらの追加の突然変異を本発明の有蹄動物に
取り込むことができる。あるいはまた、これらの追加の突然変異を有する胎仔繊維芽細胞
を、内因性 Ig遺伝子をノックアウトするため、および /または異種 Ig遺伝子を導入するた
めの出発材料として用いてもよい。また、内因性 Ig遺伝子中にノックアウト突然変異を有
する、および /または異種 Ig遺伝子を含む胎仔繊維芽細胞を、これらの追加の突然変異ま
たは不活性化のための出発材料として使用することができる。
【００９０】
　
　ターゲッティング構築物を、例えばエレクトロポレーションにより、胚繊維芽細胞に導
入する。適切な抗生物質を使用して、ターゲッティングベクターを取り込んだ細胞を選択
する。使用した薬剤に耐性なクローンを選択して培養する。次いで、これらのクローンを
、ガンシクロビルでのネガティブ選択に供し、適切に組み込まれたクローンを選択する。
あるいはまた、薬剤選択で生き残ったクローンを PCRで選択する。適切にターゲッティン
グされたクローンを見つけるために、少なくとも 500～ 1000のクローンをスクリーニング
する必要があると推定される。本発明者らの推測は、 IgM重鎖定常領域の膜ドメインをタ
ーゲッティングすると、 300の neo耐性クローンのうち約１つが正確にターゲッティングさ
れるという Kitamuraの知見（ Kitamuraら , Nature 350:423-6, 1991）に基づいている。従
って、クローンを、 96ウェルプレート中で 10クローンずつのグループにプールして、 10ク
ローンのプールを、目的とするターゲッティングクローンについてスクリーニングするこ
とが考えられる。陽性が同定されたら、プールしたクローンから単離した単一のクローン
をスクリーニングする。この方法により、ターゲッティングクローンの同定が可能になる
はずである。
【００９１】
　繊維芽細胞は培養において移動するため、１枚の皿につき約 10を上回るクローンが生成
する場合には、個々のクローンを区別するのは難しい。さらに、高効率トランスフェクシ
ョンを伴うクローン増殖のための方法を開発してもよい。希釈クローニング等のいくつか
の適当な方法が使用できる。
【００９２】
　
　上述したように、例示のターゲッティング構築物は、 cre/lox系を用いてマーカーを効
率的に欠失し易くするために、 loxP部位に挟まれた選択可能マーカーを含有している。タ
ーゲッティングベクターを担持する胎仔繊維芽細胞を、エレクトロポレーションを介して
Cre含有プラスミドでトランスフェクトする。最近発表された GFPcre融合遺伝子を含む Cre
プラスミド [Gagneten S.ら , Nucleic Acids Res 25:3326-31 (1997)]を使用してもよい。
これにより、 Creタンパク質を含む全てのクローンの迅速な選択が可能になる。これらの
細胞は、 FACSソーティング、または顕微鏡操作を介したグリーン蛍光発光細胞の手操作に
よる回収のいずれかにより、選択される。緑色の細胞は、活発に転写される Creリコンビ
ナーゼを担持し、つまり、薬剤耐性マーカーを欠失していると期待される。 Cre発現につ
いて選択した細胞をクローニングし、 PCR分析を介して薬剤耐性マーカーの欠失について
クローンを分析する。切除されたと判断された細胞を小さいクローンにまで培養し、２つ
に分割し、１つのアリコートを選択培地中で試験して、薬剤耐性遺伝子が確実に欠失され
たことを確認する。他のアリコートは、次のラウンドのターゲッティング欠失に使用する
。
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【表１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００９３】
表１注
1 Southern PJ, Berg P. 1982. Transformation of mammalian cells to antibiotic res
istance with a bacterial gene under control of the SV40 early region promoter. J
 Mol Appl Genet 1:327-41.
2 Santerre RF, Allen NE, Hobbs JN Jr, Rao RN, Schmidt RJ. 1984. Expression of pr
okaryotic genes for hygromycin B and G418 resistance as dominant-selection marke
rs in mouse L cells. Gene 30:147-56.
3 Wirth M, Bode J, Zettlmeissl G, Hauser H. 1988. Isolation of overproducing rec
ombinant mammalian cell lines by a fast and simple selection procedure. Gene 73:
419-26.
4 Drews RE, Kolker MT, Sachar DS, Moran GP, Schnipper LE. 1996. Passage to nonse
lective media transiently alters growth of mycophenolic acid-resistant mammalian
 cells expressing the escherichia coli xanthine-guanine phosphoribosyltransferas
e gene: implications for sequential selection strategies. Anal Biochem 235:215-2
6.
5 Karreman C. 1998. New positive/negative selectable markers for mammalian cells
 on the basis of Blasticidin deaminase-thymidine kinase fusions. Nucleic Acids R
es 26:2508-10.
6 Hartman SC, Mulligan RG. 1988. Two dominant-acting selectable markers for gene
 transfer studies in mammalian cells. Proc Natl Acad Sci USA 85:8047-51.
7 Yagi T, Nada S., Watanabe N, Tamemoto H, Kohmura N, Ikawa Y, Aizawa S. 1993. A
 novel negative selection for homologous recombinants using diphtheria toxin A f
ragment gene. Anal Biochem 214:77-86。
【００９４】
　
　他の有蹄動物の免疫グロブリン遺伝子を改変するために、３つの主要領域を含むように
ターゲッティングベクターを設計した。第１の領域は、ターゲッティングの遺伝子座に相
同である。第２の領域は、そのターゲッティング遺伝子座の一部と特異的に置き換わる薬
剤選択マーカーである。第３の領域は、第１の領域と同様にターゲッティング遺伝子座に
相同であるが、野生型ゲノムにおいて第１の領域と隣接していない。ターゲッティングベ
クターと所望の野生型遺伝子座との相同組換えにより、ターゲッティングベクター中で相
当する２つの相同領域間の遺伝子座配列が欠失され、該配列が薬剤耐性マーカーで置き換
えられる。好適な実施形態では、２つの相同領域の合計の大きさが約６キロ塩基であり、
ターゲッティング遺伝子座の一部と置き換わる第２の領域の大きさは約２キロ塩基である
。このターゲッティング法は、原核生物細胞からヒト細胞まで幅広い種に対して概して有
用である。使用する各ベクターの特異性は、遺伝子ターゲッティング手順のために選択さ
れる遺伝子座、およびこの方法で使用する配列にある。この手法は、全ての有蹄動物（ヤ
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ギ（ Capra hircus）、ヒツジ（ Ovis aries）、ブタ（ Sus scrufa）、およびウシ（ Bos ta
urus）が挙げられるがこれらに限定されない）に使用できる。
【００９５】
　有蹄動物の細胞中の特定の遺伝子をターゲッティングするためにエレクトロポレーショ
ンを使用することも、有蹄動物において広く使用され得る。本明細書に記載する一般手順
は、他の有蹄動物のゲノムにターゲッティング突然変異を導入するために適応できる。エ
レクトロポレーション条件（電圧および容量）を変更して、他の有蹄動物から得るトラン
スフェクタントの数を最適化してもよい。さらに、ウシ中の重鎖遺伝子座をターゲッティ
ングとして本発明で使用した方法（すなわち、除去されるエキソンを直に挟む領域に相同
な領域を含むベクターを用いて、全てのコードエキソンおよび介在配列を除去すること）
は、他の有蹄動物においても同等に使用できる。例えば、ヒツジ（ Ovis aries）の免疫グ
ロブリン重鎖遺伝子座に対して広範な分析が行われており、ヒツジ遺伝子座は構造および
配列の両方の点でウシ遺伝子座と極めて類似性が高い（ Genbank受託番号 Z71572、 Z49180
～ Z49188、 M60441、 M60440、 AF172659～ AF172703）。再配列ヒツジ免疫グロブリン鎖につ
いて報告された多数の cDNA配列に加えて、重鎖 5'エンハンサー（ Genbank受託番号 Z98207
）、 3'μスイッチ領域（ Z98680）および 5'μスイッチ領域（ Z98681）を含めて重鎖遺伝子
座についてのゲノム配列情報が報告されている。重鎖のヒツジ分泌形態についての完全 mR
NA配列は、受託番号 X59994として寄託されている。この寄託物は、対応するウシ配列と高
い相同性がある４つのコードエキソンの配列全体を含んでいる。
【００９６】
　ヒツジ遺伝子座についての情報を Genbankから入手し、ウシ配列と高い相同性を有する
領域を決定するために PCR分析用に使用するプライマーを設計するのに使用した。非同遺
伝子型 DNAを用いてウシ細胞をターゲッティングしたため、ヒツジ配列と高い相同性を有
する領域の発見を、ウシ品種間で類似の配列保存性が存在する可能性が高いことの指標と
して用いた。ウシおよびヒツジ免疫グロブリン遺伝子座の配列および構造が類似している
ことから、ウシ免疫グロブリン遺伝子座を除去するために使用したターゲッティング法は
、ヒツジの系に上手く適用できることが予想され得る。さらに、ブタ（ Sus scrofa、受託
番号 S42881）およびヤギ（ Capra hircus、受託番号 AF140603）についての既存の情報は、
これらの種の両方の免疫グロブリン遺伝子座も、本ターゲッティング法を利用するのに十
分な程度のウシ遺伝子座に対する類似性を有することを示す。
【００９７】
　
　原則的に、ヒト人工染色体配列（ #14fg.、 #2fg.および #22fg.）を含むオスおよびメス
ウシ胎仔繊維芽細胞系を入手、選択および使用して、これらの系統からクローン化仔ウシ
を作製する。
【００９８】
　例えば、ヒト第 14染色体から誘導した HAC （ Ig重鎖遺伝子を含む「 #14fg」）、ヒト第
２染色体から誘導した HAC （ Igκ鎖遺伝子を含む「 #2fg」）、およびヒト第 22染色体（ Ig
λ鎖遺伝子を含む「 #22fg」）から誘導した HACを、同時にまたは逐次的に導入することが
できる。
【００９９】
　オス #14fg.動物とメス #2fgおよび #22fg.動物とを交配させ、子孫を評価することで、こ
れらの染色体断片の伝達を試験する。伝達が成功したら、２つの系統を交配させて、３つ
全ての染色体断片を含む系統を作製する。また、 #14fg.、 #2fg.および #22fg.染色体断片
を、 Homo H/L胎仔細胞に挿入して、クローン化仔ウシまたは Homo H/L仔ウシとの交雑トラ
ンスジェニック HAC仔ウシを作製するために使用してもよい。あるいはまた、他の HAC（Δ
HACまたはΔΔ HAC等）を、実施例２に記載のように導入するか、または任意の他の染色体
移入方法を用いて導入してもよい。
【０１００】
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　 HACの生殖細胞系伝達は、 HACを Igノックアウト動物に導入するため、および動物を生成
集団として増殖させるために有用であろう。生殖細胞系を介した HACの増殖で懸念される
のは、減数分裂の間の染色体物質の不完全な対合である。しかし、生殖細胞系伝達は、 To
mizukaら（ Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97:722, 2000）が示したように、マウスにおい
て成功している。
【０１０１】
　図１Ａにまとめた方法は、 #14fg.をオス細胞系統に挿入し、 #2fg.および #22fg.をそれ
ぞれメス細胞系に挿入することから構成される。 HACを保持する仔ウシを作製し、メスお
よびオスの両方を介して生殖細胞系伝達を試験することができる。得られる子孫の一部（
約 25％）は、重鎖および軽鎖 HACの両方を含むであろう。さらに交雑させることにより、
３つの染色体断片全てを含む仔ウシ系統が得られるであろう。これらの動物を、先に記載
したように胎仔細胞から生成した Homo H/L動物との交雑に使用する。
【０１０２】
　
　細胞系の最初のスクリーニングから細胞を得る。これらは、ホルスタインであっても、
または上で使用したものと異なった系統であってもよい。これにより、集団中で可能な限
りの遺伝多様性を維持しながらの交雑が可能になる。次いで、 HACを細胞系に導入し、陽
性細胞系の選択を行う。選択された細胞系を核移植に使用して、仔ウシを作製する。 12月
齢から始めて、精液および卵子を回収し、受精させ、レシピエント動物に移す。 DNAマー
カー分析および核型分析のために細胞サンプルを取る。出生時から始めて、血液サンプル
を取り、ヒト Igタンパク質の存在について分析する。
【０１０３】
　上記したように、上記実験において開発された手順を用いて、 HACは Homo H/L細胞系に
も導入される。
【０１０４】
　
　この実験のゴールは、オス Homo H細胞およびクローン化胎仔を作製し、ヒト IgHおよび
ヒト IgL遺伝子座を含む１つ以上の HAC（ HAC#14fg.および #22fg.等）を Homo H細胞に挿入
して仔ウシを作製し、免疫感作および親和性成熟に応答するヒト Igの発現を試験すること
である。これは、以下のように行う。
【０１０５】
　
　先に記載したように作製した Hemi H細胞から、 Homo H細胞を作製する。抗生物質選択ま
たは第２の挿入により二重ノックアウトを生成する。先に記載したように HACをこれらの
細胞に導入する。核移植により仔ウシを作製する。 HACを保持する仔ウシの試験は、出生
後直ぐに開始し、（ 1）ヒト Ig発現、（ 2）免疫感作への応答、（ 3）親和性成熟、および
（ 4）子孫への HACの伝達、について評価することを含む。
【０１０６】
　動物から採血し、 ELISA、 RT-PCRまたは FACS分析によりヒト重鎖および軽鎖発現の存在
についてアッセイすることで、ヒト Ig発現をモニターする。動物がヒト Igを産生すると判
断したら、アジュバントに入った破傷風トキソイドで動物を免疫感作する。免疫感作後、
週に１度動物から採血し、 ELISAまたは FACSにより抗原に対する応答を決定し、免疫感作
前に回収した予備採血分と比較する。初回免疫感作の１ヵ月後、動物を水性形態の抗原で
二次免疫感作する。二次免疫感作の１週間後、動物から採血し、 ELISAまたは FACSにより
抗原に対する応答を測定し、予備採血分と比較する。 ELISAまたは FACSアッセイにより、
ほとんどの応答力価、および産生した重鎖アイソタイプの測定が可能になる。このデータ
により、抗体力価の増加、およびクラススイッチングの発生を判断できる。平均親和性の
推定値も測定して、抗原に対する応答の間に親和性成熟が生じるか否かを決定する。
【０１０７】
　上述したようにトランスジェニックウシを得た後、それらを利用して、トランスジェニ
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ック Igを製造する（好ましくはヒトであるが、例えば、イヌ、ネコ、非ヒト霊長類、他の
有蹄動物（ヒツジ、ブタ、ヤギ等）、マウス、ラット、モルモット、ウサギ等の他の種の
ものでもあり得る）。上記したように、 Ig遺伝子は種の間で保存されていることが知られ
ている。
【０１０８】
　
　ウシ（または他の有蹄動物）は、内因的に曝露されるあらゆる抗原または外因的に投与
される抗原に対するトランスジェニック抗血清を産生する。例えば、抗原を有蹄動物に投
与して、該抗原（病原体（例えば、細菌、ウイルス、原生動物、酵母または菌類）、腫瘍
抗原、受容体、酵素、サイトカイン等の抗原が挙げられる）に反応する所望の抗体を産生
させることができる。抗体産生のための病原体の例としては、肝炎ウイルス（例えばＣ型
肝炎）、免疫不全ウイルス（例えば HIV）、ヘルペスウイルス、パルボウイルス、エンテ
ロウイルス、エボラウイルス、狂犬病ウイルス、麻疹ウイルス、ワクシニアウイルス、ス
トレプトコッカス（例えば、肺炎球菌）、ヘモフィルス（ Haemaphilus）（例えば、イン
フルエンザ菌）、ナイセリア（例えば、髄膜炎菌）、ジフテリア菌、ヘモフィルス（例え
ば、 Haemophilus pertussis）、クロストリジウム（例えば、ボツリヌス菌）、スタフィ
ロコッカス、シュードモナス（例えば、緑膿菌）、および呼吸器合胞体ウイルス（ RSV）
が挙げられるがこれらに限定されない。
【０１０９】
　１つ以上の病原体を、トランスジェニック有蹄動物に投与して、特定の疾患の予防、安
定化または治療のために有用な超免疫血清を生成させてもよい。例えば、子供の呼吸器感
染に関連する病原体を、トランスジェニック有蹄動物に投与して、これらの病原体（例え
ば、肺炎球菌、インフルエンザ菌、および /または髄膜炎菌）と反応する抗血清を生成さ
せることができる。これらの病原体は、有蹄動物に投与する前に、場合により、（例えば
、熱、またはホルムアルデヒド等の化学物質に曝すことにより）それらの毒性を低くする
ように処理されてもよい。
【０１１０】
　幅広いスペクトルの Igを製造するために、様々な病原体（例えば、複数の細菌および /
またはウイルス病原体）をトランスジェニック有蹄動物に投与してもよい。この超免疫血
清を用いて、哺乳動物（例えば、ヒト）における感染を予防、安定化または治療すること
ができ、特に遺伝性または後天性免疫不全を患う哺乳動物を治療するために有用である。
【０１１１】
　さらに、本発明により製造された抗体を用いて、免疫系を抑制（例えば、神経障害を治
療するため）、ならびに特定のヒト細胞を除去し、また特定の分子をモジュレートしても
よい。例えば、抗イディオタイプ抗体（すなわち、他の抗体を阻害する抗体）、およびＴ
細胞、Ｂ細胞またはサイトカインと反応する抗体は、自己免疫疾患または神経障害（例え
ば、炎症による神経障害）を治療するのに有用であり得る。これらの抗体は、抗原を投与
されていないトランスジェニック有蹄動物から得られるか、またはＢ細胞、Ｔ細胞もしく
はサイトカイン（例えば、 TNFα）等の抗原を投与されたトランスジェニック有蹄動物か
ら得られる。
【０１１２】
　抗原を投与されていないトランスジェニック有蹄動物が産生するトランスジェニック抗
血清を用いて、ヒトポリクローナル抗体（好ましくはヒト IgG分子）を含む医薬を製造し
てもよい。これらのヒト抗体は、静注用免疫グロブリン（ IVIG）治療薬として、ヒトから
単離された抗体の代わりに使用され得る。
【０１１３】
　トランスジェニック抗血清は、場合により、１つ以上の目的の抗原と反応する抗体につ
いて富化され得る。例えば、 Ausubelら（ Current Protocols in Molecular Biology, vol
ume 2, p. 11.13.1-11.13.3, John Wiley and Sons, 1995）に記載されるような標準的な
技術を用いて、抗血清を精製してもよい。好適な精製方法としては、抗原または抗体で被
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覆されたビーズを用いた沈降法、アフィニティークロマトグラフィー等のカラムクロマト
グラフィー、磁気ビーズアフィニティー精製（ affinity purification）、およびプレー
ト結合抗原でのパンニング法が挙げられる。さらに、トランスジェニック抗血清を、１つ
以上の目的の抗原と接触させて、抗体 /抗原複合体の大きさの増大に基づき、抗原と結合
する抗体を非結合抗体と分けてもよい。プロテインＡおよび /またはプロテインＧも、 IgG
分子を精製するために使用され得る。内因性抗体の発現が失われていない場合、プロテイ
ンＡおよび /またはヒト Ig軽鎖λに対する抗体（ Pharmingen）を用いて、所望のヒト抗体
を、内因性有蹄動物抗体または有蹄動物 /ヒトキメラ抗体と分けてもよい。プロテインＡ
は、ウシ Ig重鎖よりもヒト Ig重鎖に対してより高い親和性を有し、２つのヒト重鎖を含む
所望の Ig分子を、１つまたは２つの有蹄動物重鎖を含む他の抗体と分けるために使用でき
る。ヒト Ig軽鎖λに対する抗体を用いて、２つのヒト Igλ鎖を有する所望の Ig分子を、１
つまたは２つの有蹄動物 Ig軽鎖を有するものと分けてもよい。追加的または代替的に、有
蹄動物 Ig重鎖または軽鎖に特異的な１つ以上の抗体をネガティブ選択ステップで使用して
、１つまたは２つの有蹄動物重鎖および /または軽鎖を含む Ig分子を除去してもよい。
【０１１４】
　得られる抗血清自体を、抗原に対する受動免疫法に使用してもよい。あるいはまた、抗
血清は、診断的、予防的または精製的（例えば、抗原の精製を実現する）用途を有する。
【０１１５】
　あるいはまた、抗血清投与後、トランスジェニックウシからＢ細胞を単離して、ハイブ
リドーマ調製に使用してもよい。例えば、標準的技法を用いて、トランスジェニック有蹄
動物に由来するＢ細胞を、骨髄腫と融合して、目的のモノクローナル抗体を分泌するハイ
ブリドーマを作製することができる（ Mocikat, J. Immunol. Methods 225:185-189, 1999
； Jonakら , Hum. Antibodies Hybridomas 3:177-185, 1992； Srikumaranら , Science 220
:522, 1983）。好ましいハイブリドーマとしては、トランスジェニック有蹄動物と同じ属
または種の哺乳動物に由来するＢ細胞と骨髄腫との融合により生成されるものが挙げられ
る。他の好ましい骨髄腫は、 Balb/Cマウスまたはヒトに由来するものである。この場合、
特定の抗原に対する異種モノクローナル抗体を作るハイブリドーマが得られる。例えば、
この技術を用いて、病原体に特異的な、（特定の人工染色体に依存して）ヒト、ネコ、イ
ヌ等のモノクローナル抗体を製造することができる。所望の性質（すなわち、増強した結
合親和性、アビディティー）を有する抗体を産生するハイブリドーマの選択方法は、周知
である。
【０１１６】
　あるいはまた、トランスジェニック有蹄動物由来のＢ細胞を遺伝子改変して、癌遺伝子
（ ras、 myc、 abl、 bcl2もしくは neu等）を発現させてもよいし、またはトランスフォーミ
ング DNAもしくは RNAウイルス（エプスタインバーウイルスもしくは SV40ウイルス等）に感
染させてもよい（ Kumarら , Immunol. Lett. 65:153-159, 1999； Knightら , Proc. Nat. A
cad. Sci. USA 85:3130-3134, 1988； Shammahら , J. Immunol. Methods 160-19-25, 1993
； Gustafssonおよび Hinkula, Hum. Antibodies Hybridomas 5:98-104, 1994； Kataokaら ,
 Differentiation 62:201-211, 1997； Chatelutら , Scand. J. Immunol. 48:659-666, 19
98）。得られる不死化Ｂ細胞を使用して、理論的には無限の量の抗体を製造することもで
きる。また Igは有蹄動物の乳汁にも分泌されるため、有蹄動物乳汁も異種抗体の供給源と
して使用できる。
【０１１７】
　本発明を十分に記載してきたが、以下の実施例を、本発明のさらなる例示として追加的
に提供する。
【実施例】
【０１１８】

　以下の手順を用いて、免疫グロブリン重鎖（μ）遺伝子座の一方の対立遺伝子が相同組
換えにより破壊されているウシ繊維芽細胞系を作製した。μ遺伝子座（ IgM重鎖遺伝子に
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対応）のエキソン１～４を除去し、ネオマイシン耐性遺伝子のコピーで置き換えることに
より、 IgMノックアウトをもたらすための DNA構築物を作製した。この構築物を使用して、
核移植法で上手く使用されるネオマイシン耐性細胞系を得て、これらの細胞系に由来する
胚盤胞をレシピエントウシに移植した。さらに、これらの胚盤胞のいくつかを PCR法を用
いて試験して、μ遺伝子座においてターゲッティング挿入が適切に生じたことを確認した
。得られた細胞系の一部から核移植法により得た胚盤胞により、ヘテロ接合 IgM-KO胎仔を
妊娠していることが示された。さらに、単一の IgM重鎖（μ）ノックアウトを含むオスお
よびメス細胞系の両方を作製した。これらの細胞系からクローニングされた動物を交配さ
せることにより、μのコピーの両方が不活性化された子孫が得られることが予測される。
以下、これらの手順をより詳細に述べる。
【０１１９】
　 　
　本明細書中に記載した全てのトランスフェクションに使用した DNAは以下のように作製
した。４つの主要エキソン（膜貫通ドメインエキソンを除く）である CH1～ 4は、下流（ CH
4）端部の XhoI制限部位と、上流（ CH1）端部の XbaI部位との間に挟まれている。トランス
フェクション法に使用した構築物は、 XhoI部位の下流にある 1.5 kbのゲノム配列、および
XbaI部位の上流にある 3.1 Kbのゲノム配列から構成した（図３Ｄおよび３Ｅ）。これらの
配列を、マサチューセッツの酪農用ホルスタイン牛集団の１匹から、本明細書に記載する
ようにして単離した。ネオマイシン耐性マーカーを、 3.5 Kb断片に載せてこれらの２つの
断片の間に挿入し、元のゲノム配列に由来する CH1～ 4を元々含む 2.4 Kbの DNAと置き換え
た。ベクターの骨格は pBluescriptII SK+（ Stratagene）であった。 8.1 Kbのインサート
を精製し、ウシ胎仔繊維芽細胞のトランスフェクションに使用した。この構築物を図３Ａ
～３Ｃに示す。他の相同領域を含む、および /または別の抗生物質耐性遺伝子を含む他の
μノックアウト構築物を、標準的方法を使用して構築し、内因性μ重鎖遺伝子を突然変異
させるのに使用してもよい。
【０１２０】
　
　市販の試薬である Superfectトランスフェクション試薬（ Qiagen, Valencia, CA, USA）
カタログ番号 301305を用いて、胎仔ウシをトランスフェクトした。
【０１２１】
　 Hematechの Kansas施設において、疾患試験を受けたオスシャロレイ（ Charlais）牛から
ウシ繊維芽細胞を作製し、 Hematechの Worcester分子生物学研究所に送付して、記載する
全ての実験に使用した。任意の他の有蹄動物品種、属または種も、ドナー細胞（例えば、
繊維芽細胞等の体細胞）の供給源として使用できる。ドナー細胞を遺伝子改変して、機能
性内因性 Igの発現を低減するかまたは喪失させる突然変異を含むようにする。
【０１２２】
　ウシ胎仔繊維芽細胞の培養のために使用した培地は以下の成分から構成した。すなわち
、 500 mlα MEM（ Bio-Whittaker #12-169F）、 50 mlウシ胎仔血清（ Hy-Clone#A-1111-D）
、 2 ml抗生物質 /抗真菌剤（ Gibco/BRL#15245-012）、 1.4 ml 2-メルカプトエタノール（ G
ibco/BRL #21985-023）、 5.0 ml L-グルタミン（ Sigma Chemical #G-3126）および 0.5 ml
酒石酸チロシン（ Sigma Chemical #T-6134）であった。
【０１２３】
　トランスフェクションの前日、顕微鏡検査で判断される目標集密度を 40～ 80％として、
細胞を 60 mm組織培養皿に播種した。
【０１２４】
　トランスフェクト当日、無血清 /抗生物質不含培地に入れて合計容量を 150μ lにした５
μ gの DNAを、 20μ lの Superfectトランスフェクション試薬と混合し、室温にて 5～ 10分間
放置して、 DNA-Superfect複合体を形成した。複合体が形成される間、トランスフェクト
するウシ繊維芽細胞を含む 60 mm組織培養皿から培地を除去し、 4 mlのリン酸緩衝生理食
塩水で細胞を一度濯いだ。 1 mlの増殖培地を 170μ l DNA/Superfect混合液に添加し、すぐ
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に 60 mm皿に入った細胞に移した。細胞を、 38.5℃、 50％二酸化炭素中で、 2.5時間インキ
ュベートした。 DNA/Superfect複合体と共に細胞をインキュベートした後、培地を吸引除
去し、細胞を 4 ml PBSで４回洗浄した。 5 mlの完全培地を添加し、培養液を一晩、 38.5℃
、５％ CO2中でインキュベートした。次いで、細胞を PBSで１回洗浄し、 37℃にて 1 mlの PB
S中 0.3％トリプシンで、顕微鏡観察で判断して細胞がプレートから離れるまでインキュベ
ートした。各 60 mm皿から得た細胞を、 24ウェル組織培養プレート（ 41.7μ l/ウェル）の 2
4のウェルに分注した。 1 mlの組織培養培地を各ウェルに添加し、プレートを、 38.5℃に
て 24時間、および５％ CO2下で 24時間インキュベートした。
【０１２５】
　全てのトランスフェクション手順の間、 DNAを含まない Superfect/PBS混合液を用いて偽
（ sham）トランスフェクションを行った。なぜなら、これらの細胞はいずれもネオマイシ
ン耐性遺伝子を含まず、組織培養培地に G418を添加した後に全ての細胞が死滅すると思わ
れたからである。これは、 DNAを受容した細胞の正の選択のための陰性対照の役割を果た
した。
【０１２６】
　 24時間のインキュベーション後、各ウェルに、 400μ g G418を含む 1 mlの組織培養培地
をさらに添加し、最終的な G418濃度を 200μ g/mlとした。７日間の G418選択のために、細
胞をインキュベーターに戻した。その間、トランスフェクトおよび偽トランスフェクショ
ンプレートの両方を、細胞死についてモニターし、７日間にわたり、偽トランスフェクシ
ョンのウェルの大部分が生存細胞をほとんどまたは全く含まず、 DNAを受容した細胞を含
むプレートは卓越した細胞増殖を示した。
【０１２７】
　７日間の選択期間後、 90～ 100％の集密度にあるウェルから得た細胞を、 0.2 mlの PBS中
0.3％トリプシンを用いて剥がし、増殖させるために 35 mm組織培養プレートに移して、少
なくとも 50％の集密度になるまでインキュベートした。この時点で、細胞を、 0.6 mlの PB
S中 0.3％トリプシンでトリプシン処理した。各 35 mm組織培養プレートから、 0.6 ml細胞
懸濁液のうちの 0.3 mlを、さらに増殖させるために、 12.5 cm2組織培養フラスコに移した
。残った 0.3 mlは、 35 mm皿に再播種し、約 50％の最小限の集密度が得られるまでインキ
ュベートした。この時点で、これらのプレートから得た細胞を、 PCR分析用の DNA抽出のた
めに処理した。各系統のフラスコは、これらの分析を終えるまでインキュベーターに入れ
たままにし、所望の DNA組込みを含まない場合には打ち切るか、または今後の核移植およ
び凍結保存のために保存した。
【０１２８】
　
　上述したように、 DNA構築物を含むトランスフェクタントをスクリーニングするための D
NA供給源は、分析する一連の細胞の入った 35 mm組織培養皿とした。 DNAを以下のように調
製し、 Lairdらにより発表された手順を採用した（ Lairdら , "Simplified mammalian DNA 
isolation procedure", Nucleic Acids Research, 19:4293）。簡単に言うと、 DNAを以下
のように調製した。以下の成分で、細胞溶解緩衝液を調製した。すなわち、 100 mM Tris-
HCl緩衝液（ pH 8.5）、 5 mM EDTA（ pH 8.0）、 0.2％ドデシル硫酸ナトリウム、 200 mM Na
Cl、および 100μ g/mlプロテイナーゼＫであった。
【０１２９】
　各 35 mm組織培養皿から培地を吸引し、 0.6 mlの上記緩衝液と置き換えた。皿を再度イ
ンキュベーターに３時間入れたところ、この間に細胞溶解とタンパク質消化が起こった。
このインキュベーションの後、溶解産物を、 1.5 ml微量遠心管に移し、 0.6 mlのイソプロ
パノールを添加して、 DNAを沈降させた。試験管を激しく反転振とうし、室温に３時間放
置し、その後、 DNA沈降物を、微量遠心機中で 13,000 rpmにて 10分間かけて沈降させた。
各試験管の上清を捨て、ペレットを 70％エタノールで一度濯いだ。 70％エタノールを吸引
除去し、 DNAペレットを空気乾燥した。乾燥したら、各ペレットを 30～ 50μ lの Tris（ 10 m
M） -EDTA（ 1 mM）緩衝液（ pH 7.4）に再懸濁させ、一晩水和・可溶化させた。 5～ 7 mlの
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各 DNA溶液を、それぞれのポリメラーゼ連鎖反応（ PCR）手順に使用した。
【０１３０】
　２つの別々の PCR法を使用して、トランスフェクタントを分析した。第１の手順は、ト
ランスフェクションに使用する DNA内に位置する部位にアニールすると予測される２つの
プライマーを使用した。第１のプライマー配列は、 DNA構築物のネオマイシン耐性カセッ
トと相同で、第２の配列は約 0.5 Kb離れたところに位置し、 0.5 Kbの短い PCR生成物を生
じた。特に、プライマー Neo1（ 5'-CTT GAA GAC GAA AGG GCC TCG TGA TAC GCC-3'、配列
番号 42）および IN2521（ 5'-CTG AGA CTT CCT TTC ACC CTC CAG GCA CCG-3'、配列番号 43
）を使用した。この PCR反応のために、 Qiagen PCRキットを用いた。 PCR反応混合液は、各
プライマーを 1 pmole、 5 mlの 10×反応緩衝液、 10μ lのＱ溶液、 5μ lの DNA、および 1μ l
の dNTP溶液を含んでいた。 H2 Oで、反応混合液を合計容量 50μ lにまでした。 94℃にて２分
間の開始変性インキュベーションにより、 PCR増幅を行った。次いで、 94℃にて 45秒、 60
℃にて 45秒および 72℃にて 2分間のインキュベーションにより、変性、アニーリングおよ
び増幅を 30サイクル行った。次いで、反応混合液を、 72℃にて５分間、そして混合液が PC
R装置から除かれるまで４℃にて、インキュベートした。あるいはまた、細胞のゲノムに
組み込まれるノックアウト構築物の領域に相同な任意の他のプライマーを、標準的 PCR反
応において、適切な反応条件下で使用して、 G418選択で生き残る細胞が DNA構築物の組込
みの結果として耐性であったことを確認してもよい。
【０１３１】
　少ない割合のトランスフェクタントしか、所望の位置（μ遺伝子座）に DNA組込みを含
まないことが予測されるため、別のプライマー対を用いて、導入された DNAがトランスフ
ェクタントのゲノムに存在することだけではなく、所望の位置に組み込まれたことを確認
した。適切な組込みを検出するための PCR手順は、 DNA構築物のネオマイシン耐性カセット
内に位置する１つのプライマー、および（相同領域が、トランスフェクションに使用した
DNA構築物に含まれる領域の外側にあるため） DNAが IgM遺伝子座の適切な部位に組み込ま
れた場合にのみ 1.8 Kb離れてアニールすると予測される１つのプライマーを用いて行った
。このプライマーは、 DNA構築物が所望の位置に組み込まれた場合に、 DNA構築物中で相当
する配列に直に隣接する DNA配列にアニールするように設計した（ DNA構築物内に存在する
領域内にあり、かつゲノムにおいて隣接する領域内にある遺伝子座の DNA配列は予め決定
した）。特に、プライマー NeoIおよび OUT3570（ 5'-CGA TGA ATG CCC CAT TTC ACC CAA GT
C TGT C-3'、配列番号 44）をこの分析に用いた。この PCR反応を、第１の PCR反応について
上述したように Qiagen PCRキットを用いて行って、ターゲッティング構築物の細胞への組
み込みを確認した。あるいはまた、この PCR分析は、任意の適切な反応条件下で、細胞の
ゲノムに組み込まれるノックアウト構築物の領域と相同な任意の他のプライマー、および
組込み部位の上流または下流にある細胞のゲノム中の領域に相同な任意の他のプライマー
を用いて行ってもよい。
【０１３２】
　これらの方法を用いて、 135の個々の 35 mmプレートを、 DNA構築物の適切な遺伝子座へ
のターゲッティング組込みについてスクリーニングした。このうち８プレートの DNAが、
適切にターゲッティングされた DNA構築物を含むと判断され、このうち３つを核移植手順
において使用するために選択した。これらの細胞系は「 8-1C」、「 5-3C」および「 10-1C
」と称した。レシピエントウシへの導入に使用しない残った胚盤胞は、追加の PCR分析に
供する DNAを抽出するために使用した。この分析は、トランスフェクトされた系統の初回
スクリーニングにも使用したプライマーでの nested PCR法を用いて実施した。
【０１３３】
　上記したように、μ遺伝子座のエキソン１～４を除去するように設計された遺伝子ター
ゲッティング構築物を用いて、３つの細胞系を生成した。これらの系統は全て、 PCRに基
く試験により、ターゲッティング挿入について陽性と試験され、核移植に使用した。これ
らの核移植で残った胚盤胞を、適切にターゲッティングされた構築物を試験する PCRによ
りスクリーニングした。以下の陽性胚盤胞の頻度が得られた：
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細胞系 8-1C：　　　 6/8
細胞系 10-1C：　　  2/16
細胞系 5-3C：　　　 0/16
【０１３４】
　妊娠 40日目において、超音波検査により合計 11の妊娠が検出されたが、 60日目までに７
胎仔が死んでいた。残った４胎仔を処理して、新しい胎仔繊維芽細胞を再生し、残った器
官を使用して、 PCR分析用の小組織サンプルを作製した。分析の結果は以下の通りである
：
系統 8-1C：２胎仔、 PCRにより１胎仔がターゲッティング挿入について陽性
系統 10-1C：１胎仔、 PCRにより１胎仔がターゲッティング挿入について陽性
系統 5-3C：１胎仔、 PCRにより１胎仔がターゲッティング挿入について陰性
【０１３５】
　驚くべきことに、ターゲッティング挿入について陽性と試験された 10-1C胚盤胞の頻度
はたった 2/16だったにも関わらず、この細胞系から得た唯一の生存 60日齢胎仔は PCRで判
断したところ陽性であった。 8-1C由来の陽性胎仔も得られた。全ての組織サンプルの DNA
のサザンブロット分析を実施して、構築物が、一方の端部においてのみ正確にターゲッテ
ィングされているのではなく（これは元の構築物に存在する短い相同領域の PCRにより判
断）、他方の端部においても正確にターゲッティングされていることを確認した。これま
での結果に基づき、２つの独立した組込み事象から、２つの重鎖ノックアウト胎仔が生成
したと考えられる。また、これらの胎仔は、２つの異なる系統から誘導されているため、
少なくとも一方は、両端部において構築物を正しく組み込んでいる可能性が高い。サザン
ブロット分析により、ターゲッティング構築物の両端部の適切なターゲッティングを確認
した後、さらなる核移植を行って、追加の胎仔を作り、出産させた。
【０１３６】
　
　 K/O細胞系（ 8-1-C（ 18））で核移植を行い、８つの胚を作製した。このバッチから得た
合計６つの胚を、 Trans Ova Genetics（「 TOG」、 Iowa）の疾患を患っていない３匹のレ
シピエントに移植した。
【０１３７】
　凍結胚を、疾患を患っていない 10匹のレシピエントに移植して、疾患を患っていないメ
ス繊維芽細胞系を得た。 35～ 40日目に妊娠を確認後、胎仔回収を予定した。
【０１３８】
　
　ノックアウト胎仔細胞由来のクローン化胚を移植された 18匹のレシピエントの妊娠状態
を、超音波検査により調べた。結果を以下にまとめる。
【表２】
　
　
　
　
　
　
　
　
【０１３９】
　
　ノックアウト細胞由来のクローン化胚（ 8-1C）を移植した３匹のレシピエントの妊娠状
態を調べた。１匹は妊娠しておらず、残りの２匹は１ヵ月後に再確認する必要があった。
【０１４０】
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　 40日目において K/O胚で 11匹の妊娠体を得た。 60日目で、４匹の生存胎仔を取り出した
。４匹全てから細胞系を樹立し、後に使用するために凍結保存した。また、胎仔由来の組
織サンプルを回収および急速冷凍（ snap freeze）し、 PCR/サザンブロット分析のために H
ematech分子生物学研究所に送付した。
【０１４１】
　４つの細胞系の全てがオスであった。メス細胞系を確保するために、 Trans Ova Geneti
csにおいて疾患を患っていないレシピエントで確立された妊娠 55日目の妊娠体から回収し
た胎仔（６）から細胞系を樹立し、後に K/O細胞を樹立するために凍結保存した。最近、
μノックアウトを含むメス細胞系の存在が確認された。このメス細胞系を用いて、オス細
胞系から生成する動物と交配され得るクローン化動物を作製して、二重μノックアウトを
含むものについて子孫をスクリーニングしてもよい。
【０１４２】

　追加の実験を行い、免疫グロブリン重鎖（μ）およびλ軽鎖が、単独または組み合わせ
られて、ウシ宿主により産生され得ることを実証した。さらに、これらの実験は、免疫グ
ロブリン鎖が再配列し、ポリクローナル血清が得られたことを実証した。これらの手順に
おいて、免疫グロブリン発現遺伝子を、ヒト人工染色体を用いて、ウシ繊維芽細胞に導入
した。次いで、繊維芽細胞を核移植のために利用し、胎仔を得て、抗体産生について分析
した。これらの手順および結果は以下により詳細に記載する。
【０１４３】
　
　先に記載された染色体クローニング系（ Kuroiwaら , Nature Biotech. 18:1086-1090, 2
000）を用いてヒト人工染色体（ HAC）を構築した。簡単に言うと、Δ HACを構築するため
に、 loxP配列が HCF2遺伝子座に組み込まれた、先に報告したヒト第 22染色体断片（ hChr22
）を、テロメア配列挿入による染色体トランケーション（ Kuroiwaら , Nucleic Acid Res.
, 26: 3447-3448, 1998）により AP000344遺伝子座でトランケートした。次に、 AP000344
遺伝子座でトランケートされた上記 hChr22断片（ hCF22）を含む DT40細胞クローンを、安
定かつ生殖細胞系伝達性のヒトミニクロモソーム SC20ベクターを含む DT40細胞クローン（
「 Rクローン」と称する）と融合させることにより、細胞ハイブリッドを形成した。 SC20
ベクターは、 loxP配列を、 S20断片の RNR2遺伝子座に挿入することにより作製された。 SC2
0断片は、ヒト Ig重鎖遺伝子の領域全体を含むヒト第 14染色体から誘導される天然の断片
である（ Tomizukaら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:722, 2000）。得られた DT40細胞
ハイブリッドは、両方の hChr断片を含んでいた。 DT40ハイブリッドを、 Creリコンビナー
ゼ発現ベクターでトランスフェクトして、 hCF22と SC20ベクター間の Cre/loxP仲介型染色
体転座を誘導した。 nested PCRを用いて安定トランスフェクタントを分析して、 HCF2およ
び AP000344遺伝子座により規定される 2.5メガ塩基の hChr22領域の、 SC20ベクターの loxP
クローニング部位へのクローニングを確認した。次いで、Δ HACを含むと予想される PCR陽
性細胞を、コードされるグリーン蛍光タンパク質の蛍光に基づく FACSソーティングにより
単離した。ソートされた細胞を、蛍光 in situハイブリダイゼーション（ FISH）分析にも
かけて、 2.5メガ塩基の hChr22インサートを含むΔ HACの存在を確認した。
【０１４４】
　同様に、この染色体クローニング系を用いてΔΔ HACも構築した。 hChr22断片を、 AP000
344遺伝子座でトランケートし、次に、 DT40細胞中での相同組換えにより、 loxP配列を AP0
00553遺伝子座に組み込んだ。次いで、得られた細胞を、 SC20ミニクロモソームベクター
を含む Rクローンと融合させた。細胞ハイブリッドを、 Cre発現ベクターでトランスフェク
トして、 Cre/loxP仲介型染色体転座を生じさせた。 AP000553および AP000344遺伝子座によ
り規定される、 1.5メガ塩基の hChr22インサートを含むΔΔ HACの生成を、 PCRおよび FISH
分析により確認した。
【０１４５】
　Δ HACおよびΔΔ HACの in vivoでの機能性を、これらの HACを含むキメラマウスの作製に
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より評価した。これらの HACをマウス胚性幹（ ES）細胞に個々に導入し、次いでこれを、
標準的な手順（特開 2001-142371号； 2000年 5月 11日出願）を用いたキメラマウスの作製に
使用する。得られたマウスは、高度なキメラ率（ 85～ 100％の毛色）を有しており、これ
らの HACを含む ES細胞の高レベルな多分化能、およびこれらの HACの in vivoでの分裂安定
性を示した。さらに、Δ HACは、Δ HACキメラマウスの生殖細胞系を介して次の仔に伝達さ
れ、この HACの減数分裂安定性が実証された。
【０１４６】
　これらの HACを保持するニワトリ DT40細胞は、ブタペスト条約に基づき、 2001年 5月 9日
に、独立行政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センター（〒 305-8566茨城県つくば市
東 1-1-1中央第６、日本）に寄託した。寄託番号は以下の通りである。Δ HAC（ FERM BP-75
82）、ΔΔ HAC（ FERM BP-7581）、および SC20断片（ FERM BP-7583）。これらの HACを保持
するニワトリ DT40細胞はまた、台湾の Food Industry Research and Development Institu
te（ FIRDI）にも寄託した。寄託番号および日付は以下の通りである。すなわち、Δ HAC（
CCRC 960144;2001年 11月 9日）、ΔΔ HAC（ CCRC 960145;2001年 11月 9日）、および SC20断
片（細胞系を SC20（ D）の名称で寄託； CCRC 960099;1999年 8月 18日）。
【０１４７】
　Δ HAC中の 2.5メガ塩基（ Mb） hChr22インサートは、以下の Genbank受託番号で示す BACコ
ンティグ（ contig）から構成されている。すなわち、 AC002470、 AC002472、 AP000550、 AP
000551、 AP000552、 AP000556、 AP000557、 AP000558、 AP000553、 AP000554 AP000555、 D86
995、 D87019、 D87012、 D88268、 D86993、 D87004、 D87022、 D88271、 D88269、 D87000、 D86
996、 D86989、 D88270、 D87003、 D87018、 D87016、 D86999、 D87010、 D87009、 D87011、 D87
013、 D87014、 D86991、 D87002、 D87006、 D86994、 D87007、 D87015、 D86998、 D87021、 D87
024、 D87020、 D87023、 D87017、 AP000360、 AP00361、 AP000362、 AC000029、 AC000102、 U0
7000、 AP000343、および AP000344。ΔΔ HAC中の 1.5 Mb hChr22インサートは、以下の BAC
コンティグから構成される。すなわち、 AP000553、 AP000554、 AP000555、 D86995、 D87019
、 D87012、 D88268、 D86993、 D87004、 D87022、 D88271、 D88269、 D87000、 D86996、 D86989
、 D88270、 D87003、 D87018、 D87016、 D86999、 D87010、 D87009、 D87011、 D87013、 D87014
、 D86991、 D87002、 D87006、 D86994、 D87007、 D87015、 D86998、 D87021、 D87024、 D87020
、 D87023、 D87017、 AP000360、 AP00361、 AP000362、 AC000029、 AC000102、 U07000、 AP000
343、および AP000344（ Dunhamら , Nature 402:489-499, 1999）。
【０１４８】
　
　ウシ胎仔繊維芽細胞を作製するために、 45～ 60日齢の胎仔を、オスおよびメス両親の系
図が連続する３世代について記録された、 Trans Ova（ Iowa）で飼育された疾患試験済み
ホルスタイン牛またはジャージー牛から回収した。回収した胎仔は、一次胎仔繊維芽細胞
の作製のために、 Hematechの Worcester分子生物学部門まで、保冷剤（ wet ice）に載せて
輸送した。到着後、胎仔を、組織培養フード内の非組織培養グレードの 100 mmプラスチッ
ク製ペトリ皿に移した。滅菌ピンセットおよびハサミを用いて、胚外膜および臍帯を胎仔
から取り除いた。胎仔を、新しいプラスチック製ペトリ皿に移した後、頭部、四肢および
内臓を取り除いた。除臓した胎仔を、以下からなる約 10 mlの胎仔濯ぎ溶液を含む第３の
ペトリ皿に移した。すなわち、 Ca2 +および Mg2 +を含む 125 ml 1×ダルベッコ -PBS（ D-PBS
）（ Gibco-BRL、カタログ番号 14040）、 0.5 ml酒石酸チロシン（ 8 mg/ml、 Sigma、カタロ
グ番号 T-3397）、 2 mlペニシリン -ストレプトマイシン（ Sigma、カタログ番号 P-3539）、
および 1 mlのファンギゾン（ Gibco-BRL、カタログ番号 15295-017）（混合し、 0.2μ mナイ
ロンフィルターユニット [Nalgene、カタログ番号 150-0020]を通して濾過した）であった
。
【０１４９】
　胎仔を、胎仔濯ぎ溶液でさらに３回洗浄し、血液の痕跡を除去し、 50 ml組織培養円錐
管に移し、滅菌メスで小片に細かく刻んだ。組織切片を、 Ca2 +および Mg2 +を含まない 1×  
D-PBS（ Gibco-BRL、カタログ番号 14190）で１回洗浄した。組織切片が試験管の底に沈ん
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だ後、上清を除去し、約 30 mlの細胞解離緩衝液（ Gibco-BRL、カタログ番号 13151-014）
と置き換えた。試験管を何回か反転させて混合し、組織培養インキュベーター中で 38.5℃
/5％ CO2にて 20分間インキュベートした。組織が試験管の底に沈んだ後、上清を除去し、
等容量の新しい細胞解離緩衝液と置き換えた。組織および細胞解離緩衝液の混合液を、 24
 mm先を丸めたスピン棒（ spin bar）を含む滅菌 75 mlトリプシン処理用ガラスフラスコ（
Wheaton Science Products、カタログ番号 355393）に移した。フラスコを 38.5℃ /5％ CO2
組織培養インキュベーターに移し、磁気攪拌プレート上に置き、約 20分間の効率的な混合
を可能にするのに十分な速度で攪拌した。フラスコを、組織培養フードに移し、組織切片
を沈めた後、上清を除去し、 1,200 rpmにて５分間の遠心分離により解離細胞を回収した
。細胞ペレットを、以下から構成される小容量の完全繊維芽細胞培養培地中に再懸濁した
。すなわち、 440 mlα MEM（ BioWhittaker、カタログ番号 12-169F）、 50 ml照射ウシ胎仔
血清、 5 ml GLUTAMAX-I補助物質（ supplement）（ Gibco-BRL、カタログ番号 25050-061）
、 5 mlペニシリン -ストレプトマイシン（ Sigma、カタログ番号 P-3539）、 1.4 ml 2-メル
カプトエタノール（ Gibco-BRL、カタログ番号 21985-023）（ウシ胎仔血清を除く全ての成
分を混合し、 0.2μ mナイロンフィルターユニット [Nalgene、カタログ番号 151-4020]を通
して濾過した）であった。そして、氷上で保存した。解離プロセスをさらに３回、各ステ
ップの間に 30 mlの細胞解離溶液を添加して、繰り返した。細胞をプールし、完全繊維芽
細胞培地中で洗浄し、 23および 26ゲージ針、そして最後に 70μ m細胞濾過器（ B-D Falcon
、カタログ番号 352350）に順番に通して、１つの細胞懸濁液を生成した。トリパンブルー
（ 0.4％溶液、 Sigma、カタログ番号 T-8154）の存在下で血球計において数えることにより
、細胞密度および生存率を決定した。
【０１５０】
　一次繊維芽細胞を、 38.5℃ /5％  CO2にて、完全繊維芽細胞培地中で、 T75 cm2組織培養
フラスコ当たり 1× 106生存細胞の細胞密度で増殖させた。３日間の培養後または細胞が集
密状態に達する前に、フラスコを 1× D-PBS（ Ca2 +および Mg2 +を含まない）で一度濯ぎ、 10
 mlの細胞解離緩衝液と 5～ 10分間室温にてインキュベートすることにより繊維芽細胞を回
収した。細胞の剥離は、倒立顕微鏡を使用して目でモニターした。このステップにおいて
、上下にピペッティングすることにより細胞塊が確実にバラバラになるように注意した。
洗浄および定量後、遺伝子ターゲッティング実験で使用するための解離した繊維芽細胞が
用意できた。これらの細胞は、長期保存のために凍結保存することもできた。
【０１５１】
　
　ミクロセル仲介型染色体移入（ MMCT）（ Kuroiwaら  Nature Biotech. 18:1086-1090, 20
00）を使用して、Δ HACおよびΔΔ HACを、 DT40細胞ハイブリッドからチャイニーズハムス
ター卵巣（ CHO）細胞に移した。Δ HACを含む CHOクローン（「 D15クローン」）を、 10％ FB
S（ Gibco）、 1 mg/mlの G418および 0.2 mg/mlのハイグロマイシンＢを補足した F12（ Gibco
）培地中で、 37℃および 5％ CO2にて、培養した。 D15クローンを、 12の T25フラスコにおい
て増殖させた。集密度が 80～ 90％に到達したとき、コルセミド（ Sigma）を、最終濃度を 0
.1μ g/mlとして培地に添加した。３日後、培地を、 10μ g/mlのサイトカラシンＢ（ Sigma
）を補足した DMEM（ Gibco）と交換した。フラスコを、 60分間、 8,000 rpmにて遠心分離に
かけて、ミクロセルを回収した。ミクロセルを、 8μ m、 5μ mおよび 3μ mフィルター（ Cost
ar）に通して精製し、その後 DMEM培地に再懸濁させた。これらのミクロセルを、以下に記
載するように、ウシ繊維芽細胞との融合のために使用した。
【０１５２】
　ウシ胎仔繊維芽細胞を、 10％  FBS（ Gibco）を補足したα -MEM（ Gibco）培地中で、 37℃
および 5％  CO2にて培養した。繊維芽細胞を、 T175フラスコ中で増殖させた。集密度が 70
～ 80％に達したとき、 0.05％トリプシンで、細胞をフラスコから剥離した。繊維芽細胞を
、 DMEM培地で２回洗浄し、その後ミクロセル懸濁液上にかぶせた。ミクロセル -繊維芽細
胞懸濁液を、５分間、 1,500 rpmにて遠心分離した後、 PEG1500（ Roche）を製造元のプロ
トコールに従ってこのペレットに添加して、ミクロセルをウシ繊維芽細胞と融合させた。
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融合後、融合細胞を、６つの 24ウェルプレートに植え付け、 10％ FBSを補足したα -MEM培
地中で、 24時間培養した。次いで、培地を、 0.7 mg/mlの G418を含む培地と交換した。 G41
8抗生物質の存在下での約２週間の培養後、 G418耐性の融合細胞を選択した。これらの G41
8耐性クローンを、以下に記載する核移植に使用した。
【０１５３】
　同様に、 CHOクローンΔΔ C13由来のΔΔ HACを、 MMCTにより、ウシ胎仔繊維芽細胞に移
入した。選択した G418耐性クローンを、核移植のために使用した。
【０１５４】
　
　核移植手順は、本質的に既に記載されているようにして実施した（ Cibelliら , Science
 1998: 280:1256-1258）。 in vitro成熟卵母細胞を、成熟後 18～ 20時間（ hpm）で除核し
、紫外光（ UV）下でのビスベンズイミド（ Hoechst 33342, Sigma）標識化により、染色体
の除去を確認した。これらの細胞質体 -ドナー細胞対（ couplet）を、 2.4 kV/cmの単一の
電気パルスを 20μ秒間用いて（ Electrocell manipulator 200, Genetronics, San Diego,
 CA）、融合させた。３～４時間後、合計移植対（ couplet）の 25％をランダムなサブセッ
トとして取り、移植された核のビスベンズイミド標識化により融合を確認した。 30 hpmに
て、再構築した卵母細胞および対照を、カルシウムイオノホア（ 5μ M）で４分間（ Cal Bi
ochem, San Diego, CA）、そして ACM培養培地に入った 10μ gシクロへキシミドおよび 2.5
μ gサイトカラシンＤ（ Sigma）で６時間、先に記載されているように（ Linら , Mol. Repr
od. Dev. 1998:49:298-307； Presicceら , Mol. Reprod. Dev. 1994:38:380-385）活性化
した。活性化の後、卵子を、 HEPES緩衝化ハムスター胚培養培地（ HECM-Hepes）中で５回
洗浄し、 0.2 mlの胚試験鉱油（ Sigma）で覆われた、照射マウス胎仔繊維芽細胞および 0.5
 mlの胚培養培地を含む４ウェル組織培養プレートに入れて培養した。 25～ 50の胚を各ウ
ェルに入れ、 38.5℃にて、周囲雰囲気中 5％  CO2下で、インキュベートした。４日目に、 1
0％  FCSを、培養培地に添加した。
【０１５５】
　
　７および８日目に核移植胚盤胞を、６および７日目に同期化した未出産メスレシピエン
トにそれぞれ移植した。ルタリス（ Lutalyse）（ Pharmacia and Upjohn, Kalamazoo, MI
）を１回注射した後、発情期を検出することで、レシピエント動物を同期化した。胚移植
の 30日後および 60日後に、レシピエントを、超音波検査により受胎産物の存在について検
査し、その後 30日ごとに、直腸触診により 270日目まで検査した。これらのウシ胎仔にお
ける HACの保持は、表３にまとめてあり、以下の節においてより詳細に記載する。
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【表３】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０１５６】
　
　 SC20断片、ヒト第 14染色体断片（ Ig重鎖遺伝子を含む「 hchr.14fg」）を、上述したの
と実質的に同じようにして、胎仔繊維芽細胞に導入した。任意の他の標準的な染色体移入
方法を使用して、この HAC、またはヒト Ig遺伝子を含む別の HACを、ドナー細胞に挿入して
もよい。得られるドナー細胞を、上述したような技術等の標準的な核移植技術において用
いて、 HACを有するトランスジェニック有蹄動物を作製することができる。
【０１５７】
　 hchr.14fgを含む細胞からクローン胚を移植した 28匹のレシピエントの妊娠状況を、超
音波検査により調べた。結果を表４にまとめた。
【表４】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０１５８】
　妊娠率は、予想よりも低かった。これは、胚移植中の極端で異常に暑い気候に起因する
と考えられる。
【０１５９】
　図２７に示すように、 HACを担持する胚の妊娠率は、非トランスジェニッククローン妊
娠体と等しいようである。ΔΔ HAC仔ウシを担持する１匹のレシピエントは、最近、生存
した健康な仔ウシを産んだ。他は数ヶ月先に産まれる。
【０１６０】
　
　クローン化Δ HAC-トランスジェニックウシ胎仔を、様々な妊娠日数において取り出し、
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ヒト免疫グロブリン遺伝子座の存在、再配列および発現について分析した。これらの胎仔
の１匹の脾臓ならびに非リンパ系組織（肝臓および脳）から RT-PCRにより得られたゲノム
DNAおよび cDNAの分析は、Δ HACの存在、再配列および発現を示していた。
【０１６１】
　
　ヒト重鎖および軽鎖がΔ HAC胎仔に保持されているか否かを決定するため、肝臓 DNAをΔ
HAC胎仔から単離し、 PCRにより、ヒト重鎖および軽鎖をコードするゲノム DNAの存在につ
いて分析した。
【０１６２】
　ゲノム重鎖 DNAを検出するために、以下のプライマーを使用した。すなわち、 VH3-F 5'-
AGTGAGATAAGCAGTGGATG-3'（配列番号１）および VH3-R 5'-CTTGTGCTACTCCCATCACT-3'（配
列番号２）であった。λ軽鎖 DNAの検出のために使用したプライマーは、 IgL-F 5'-GGAGAC
CACCAAACCCTCCAAA-3'（配列番号３）および IgL-R 5'-GAGAGTTGCAGAAGGGGTYGACT-3'（配列
番号４）であった。 PCR反応混合液は、 18.9μ lの水、３μ lの 10× Ex Taq緩衝液、 4.8μ l
の dNTP混合液、 10 pmolフォワードプライマーおよび 10 pmolリバースプライマー、１μ l
のゲノム DNA、ならびに 0.3μ lの Ex Taqを含んでいた。反応混合液を以下の条件下でイン
キュベートすることにより、 38サイクルの PCRを行った。すなわち、 85℃にて 3分間、 94℃
にて 1分間、 98℃にて 10秒間、 56℃にて 30秒間、および 72℃にて 30秒間である。
【０１６３】
　図５に示すように、胎仔 #5968、 6032および 6045はそれぞれ、ヒト重鎖（μ）および軽
鎖（λ）遺伝子座の両方を含んでいた。胎仔 #5996は、ヒト重鎖遺伝子座のみを含んでい
た。胎仔 #5983は、ヒト重鎖を含んでおらず、ヒト軽鎖を含んでいなかった可能性がある
。胎仔 #5846は、いずれのヒト配列も含んでいなかった。従って、胎仔 #5983および 5846は
、 HACを保持していなかった可能性がある。これらの結果は、Δ HACが、ウシにおいて妊娠
58日目まで安定して保持され得ることを示唆している。
【０１６４】
　
　 Cμ 3および Cμ 4の部分を含む mRNA転写産物に特異的なプライマーを使用して、Δ HACが
存在し、胎仔 #5996のヒトμ遺伝子座の定常領域をコードする転写産物を発現しているか
否かを決定した。
【０１６５】
　このヒトμ重鎖のゲノム定常領域の RT-PCR分析のために、プライマー「 CH3-F1」（ 5'ac
cacctatgacagcgtgac-3'、配列番号５）および「 CH4-R2」（ 5'-gtggcagcaagtagacatcg-3'
、配列番号６）を用いて、 350塩基対の RT-PCR生成物を得た。この PCR増幅は、 95℃にて５
分間の開始変性インキュベーションにより行った。次いで、 95℃にて１分間、 59℃にて１
分間および 72℃にて２分間のインキュベーションにより、変性、アニーリングおよび増幅
を 35サイクル行った。次いで、反応混合液を、 72℃にて 10分間インキュベートした。以下
に記載するように（図７）、プライマー I7Lおよび P9を用いて、再配列ウシ重鎖を検出し
た。内部対照として、プライマー「 GAPDHフォワード」（ 5'-gtcatcatctctgccccttctg-3'
、配列番号７）および「 GAPDHリバース」（ 5'-aacaacttcttgatgtcatcat-3'、配列番号８
）を用いて、 GAPDH RNAのレベルを検出した。この GAPDH RNAの増幅のために、サンプルを
、 95℃にて５分間インキュベートし、その後、 95℃にて１分間、 55℃にて１分間および 72
℃にて２分間のインキュベーションを 35サイクル行った。ついで、混合液を、 72℃にて７
分間インキュベートした。
【０１６６】
　この分析は、胎仔 #5996の脾臓の RT-PCR分析によって、対照ヒト脾臓 cDNA（レーン４）
およびΔ HACキメラマウスから得た cDNA（レーン５）を用いて生成した増幅産物に合致す
るバンド（レーン３）が生成したことを示した（図６）。非リンパ系組織（ウシ肝臓（レ
ーン１）またはウシ脳（レーン２））においては、このようなバンドは検出されなかった
。これらの組織が、 RT-PCRを支援する能力を有することは、ハウスキーピング遺伝子 GADP
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Hの増幅が、肝臓（図６のレーン 10）および脳（図７のレーン６）の両方において上手く
いったことから示された。
【０１６７】
　
　Δ HAC胎仔 #5996を試験して、免疫グロブリン重鎖遺伝子座再配列に必要な組換え系の発
現および活性化に必要な発達プロセスを経たか否かを決定した。この分析のために、標準
RT-PCR分析を行い、μ -VH再配列体をコードする mRNA転写産物の存在を検出した。胎仔 #59
96の脾臓、肝臓および脳から単離した RNAを、プライマー「 17L」（ 5'-ccctcctctttgtgctg
tca-3'、配列番号９）および「 P9」（ 5'-caccgtgctctcatcggatg-3'、配列番号 10）を用い
て、 RT-PCRにより分析した。 PCR反応混合液を、 95℃にて３分間インキュベートし、その
後、以下の条件を使用して、変性、アニーリングおよび増幅を 35サイクル行った。すなわ
ち、 95℃にて１分間、 58℃にて１分間および 72℃にて２分間である。次いで、反応混合液
を 72℃にて 10分間インキュベートした。
【０１６８】
　図７のレーン５は、再配列ウシ重鎖の増幅について予測される大きさ（ 450塩基対）の
生成物が得られたことを示す。この生成物は、再配列ウシ重鎖転写産物に対応する配列を
含むことが知られている対照ウシ Cμ重鎖 cDNA（レーン７）の位置と同じ位置に移動した
。予測どおり、再配列重鎖は、現発達時点では、脾臓（レーン５）において発現したが、
脳（レーン２）および肝臓（レーン３）では不在であった。
【０１６９】
　
　ヒト重鎖遺伝子座の再配列および発現は、 Cμおよび VH領域の部分を含む DNAのセグメン
トが増幅することにより実証された。 Cμ（ Cμ 1）および VH（ VH3-30）の部分を含む RNA転
写産物に特異的なプライマーを用いて、再配列ヒト Cμ -VDJ配列を含む RNA転写産物が存在
するか否かを決定した（図８）。
【０１７０】
　この RT-PCR分析のために、プライマー「 Cμ 1」（ 5'-caggtgcagctggtggagtctgg-3'、配
列番号 11）および「 VH3-30」（ 5'-caggagaaagtgatggagtc-3'、配列番号 12）を用いて、 45
0塩基対の RT-PCR生成物を得た。この RT-PCRは、反応混合液を、 95℃にて３分間インキュ
ベートし、その後、 95℃にて 30分間、 69℃にて 30分間および 72℃にて 45分間でのインキュ
ベーションを 40サイクル、ならびに 72℃にて 10分間のインキュベーションを１サイクル行
うことにより、行った。次いで、同じプライマーで、 95℃にて３分間のインキュベーショ
ンを１サイクル、 95℃にて１分間、 59℃にて１分間、 72℃にて１分間のインキュベーショ
ンを 40サイクル、そして、 72℃にて 10分間のインキュベーションを１サイクル行うことに
より、この RT-PCR生成物を再増幅した。内部対照として、上述したように GAPDHの RT-PCR
増幅を行った。
【０１７１】
　図８中のゲルは、胎仔 #5996由来の脾臓の RT-PCR分析により、ヒト脾臓 cDNA（レーン４
）またはΔ HACキメラマウス脾臓 cDNA（レーン１）を用いて生成した増幅産物と合致する
バンド（レーン５）が生成したことを示す。ウシ肝臓（レーン２）またはウシ脳（レーン
３）においては、このようなバンドは検出されなかった。陽性対照として、 GADPH RNA（
レーン８および９）の増幅は、これらの組織が RT-PCRを支援する能力を有することを示し
た。
【０１７２】
　胎仔 #5996におけるヒト重鎖領域の再配列および発現は、プライマー CH3-F3（ 5'-GGAGAC
CACCAAACCCTCCAAA-3'、配列番号 13）および CH4-R2（ 5'-GTGGCAGCAAGTAGACATCG-3'、配列
番号 14）を用いた RT-PCR分析によっても実証された。これらの PCR反応混合液は、 18.9μ l
の水、３μ lの 10× Ex Taq緩衝液、 4.8μ lの dNTP混合液、 10 pmolのフォワードプライマー
、 10 pmolのリバースプライマー、１μ lの cDNA、および 0.3μ lの Ex Taqを含んでいた。以
下の条件下で反応混合液をインキュベートすることにより 40サイクルの PCRを行った。す
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なわち、 85℃にて３分間、 94℃にて１分間、 98℃にて 10秒間、 60℃にて 30秒間、および 72
℃にて 30秒間である。
【０１７３】
　図９のレーン６および７に示すように、胎仔 #5996の脾臓由来の増幅配列は、２つの陽
性対照（ヒト脾臓（レーン８）およびΔ HACキメラマウス脾臓（レーン９）に由来するサ
ンプル）に由来するスプライシングされた定常領域断片と同じ大きさであった。予測した
ように、正常マウス脾臓およびウシ脾臓に由来する陰性対照は、増幅配列を含まなかった
（レーン１および２）。胎仔 #5996の肝臓および脳由来のサンプルは、スプライシングさ
れたヒトμ重鎖定常領域断片と同じ大きさのスプライシングされ増幅された配列を含まな
かったが、 RNAサンプルを汚染するゲノム DNAから誘導されたスプライシングされていない
ゲノム断片の増幅配列は含んでいた（レーン３、４および５）。
【０１７４】
　
　 RT-PCR分析は、Δ HAC胎仔 #5996における重鎖遺伝子座中での VDJ再配列をさらに実証す
るためにも行った。第１の反応のためにプライマー Cμ -1（ 5'-CAGGAGAAAGTGATGGAGTC-3'
、配列番号 15）、第２の反応のためにプライマー Cμ -2（ 5'-AGGCAGCCAACGGCCACGCT-3'、
配列番号 16）、そして両方の反応のためにプライマー VH3-30.3（ 5'-CAGGTGCAGCTGGTGGAGT
CTGG-3'、配列番号 17）を用いて、 nested RT-PCRを行った。 RT-PCR反応混合液は、 18.9μ
lの水、３μ lの 10× Ex Taq緩衝液、 4.8μ lの dNTP混合液、 10 pmolのフォワードプライマ
ー、 10 pmolのリバースプライマー、１μ lの cDNA、および 0.3μ lの Ex Taqを含んでいた。
RT-PCRは、第１の反応について以下の条件下で 38サイクル行うことにより行った。すなわ
ち、 85℃にて３分間、 94℃にて１分間、 98℃にて 10秒間、 65℃にて 30秒間、および 72℃に
て 30秒間であった。第２の反応については、 38サイクルを以下の条件下で行った。すなわ
ち、プライマー VH3-30.3および Cμ -2（ 5'-AGGCAGCCAACGGCCACGCT-3'、配列番号 16）を用
いて、 85℃にて３分間、 94℃にて１分間、 98℃にて 10秒間、 65℃にて 30秒間、および 72℃
にて 30秒間であった。
【０１７５】
　図 10のレーン６および７に示すように、胎仔 #5996の脾臓の RT-PCR分析は、レーン８お
よび９の陽性対照と同じ大きさの重鎖バンドを生成した。胎仔 #5996の肝臓および脳由来
のサンプルは、いくらかの汚染再配列 DNAを含んでいた（レーン３および５）。レーン１
および２の陰性対照は、正しくない大きさのバンドを生成した。
【０１７６】
　
　Δ HAC胎仔 #5996の脾臓由来の RNAの逆転写により得た cDNAを、再配列ヒトμに特異的な
プライマーで増幅し、アガロースゲル上を移動させた。 Cμ 1-VH3-30プライマー対での増
幅により生成したバンドをゲルから切り出した。増幅した cDNAをバンドから回収し、クロ
ーニングした。再配列ヒトμについて PCR陽性である得られたクローンから得た DNAを、精
製および配列決定した（図１１Ａ）。
【０１７７】
　このΔ HAC胎仔由来の配列は、 20を超える既知のヒト重鎖配列に対して 95％を上回る相
同性を有する。例えば、ヒト抗肺炎球菌抗体のμ鎖は、この配列の領域に 97％の相同性を
有する（図１１Ｂ）。
【０１７８】
　再配列ヒト重鎖由来の追加の配列も、プライマー Cμ -1および VH3-30.3を用いた胎仔 #59
96の脾臓の RT-PCR分析、その後のプライマー Cμ -2および VH3-30.3を用いた再増幅により
得た。 CHROMA SPINカラム（ CLONETECH）を用いて RT-PCR生成物を精製し、 pCR2.1 TAクロ
ーニングベクター（ Invitrogen）に製造元のプロトコールに従ってクローニングした。 Dy
e Terminator配列決定反応（ ABI Applied System）を、 BigDye Terminator反応混合液（
３μ l）、鋳型プラスミド（ 200 ng）、および Cμ -2プライマー（ 1.6 pmol）からなる 10μ
l容量の反応混合液中で行った。配列決定反応を、 ABI3700シーケンサーを使用して行った
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。この分析のために、以下の条件下で 25サイクルを行った。すなわち、 96℃にて１分間、
96℃にて 10秒間、 55℃にて５秒間、および 60℃にて４分間であった。
【０１７９】
　少なくとも２つの再配列ヒト重鎖転写産物（ VH3-11/D7-27/JH3/Cμおよび VH3-33/D6-19
/JH2/Cμ（図１２Ａおよび図１２Ｂ））が同定された。これらの結果は、ヒトμ重鎖遺伝
子座の VDJ再配列が、胎仔 #5996の脾臓中のΔ HACにおいて生じることを立証している。同
じ胎仔に由来する２以上の再配列重鎖配列の同定も、Δ HAC胎仔が多様なヒト免疫グロブ
リン配列を産生する能力を有することを実証する。
【０１８０】
　
　ΔΔ HACが染色体移入（ transchromosomal）されたウシ胎仔繊維芽細胞から誘導された
クローン胎仔を、様々な妊娠日数にあるレシピエントウシから取り出した。 HAC担持ヒト
免疫グロブリン重鎖およびλ軽鎖遺伝子座の存在および再配列について、胎仔を分析した
。これらの組織に由来するゲノム DNAの調査から、一部の胎仔におけるヒト免疫グロブリ
ン重鎖および軽鎖の存在が示された。これらの胎仔の脾臓から誘導された cDNAの調査から
、これらの胎仔の一部における免疫グロブリン重鎖および軽鎖遺伝子座の再配列および発
現が示された。 FACS分析も、２匹の胎仔における脾臓リンパ球の表面上のヒトλ軽鎖タン
パク質の発現を実証した。
【０１８１】
　
　ΔΔ HAC胎仔が、ヒト重鎖および軽鎖遺伝子座を保持しているか否かを判断するために
、 58日齢胎仔 #5580、 57日齢胎仔 #5848、ならびに 91日齢胎仔 #5442Aおよび 5442Bの肝臓由
来のゲノム DNAに対して PCR分析を行った。重鎖遺伝子座を検出するために使用した PCRプ
ライマーは、 VH3-F（ 5'-AGTGAGATAAGCAGTGGATG-3'、配列番号 18）および VH3-R（ 5'-CTTGT
GCTACTCCCATCACT-3'、配列番号 19）、そして軽鎖を検出するために使用したプライマーは
、 IgL-F（ 5'-GGAGACCACCAAACCCTCCAAA-3'、配列番号 20）および IgL-R（ 5'-GAGAGTTGCAGAA
GGGGTYGACT-3'、配列番号 21）であった。 PCR反応混合液は、 18.9μ lの水、３μ lの 10× Ex
 Taq緩衝液、 4.8μ lの dNTP混合液、 10 pmolのフォワードプライマー、 10 pmolのリバース
プライマー、１μ lのゲノム DNA、および 0.3μ lの Ex Taqを含んでいた。以下の通り 38サイ
クルの PCRを行った。すなわち、 85℃にて 3分間、 94℃にて 1分間、 98℃にて 10秒間、 56℃
にて 30秒間、および 72℃にて 30秒間であった（図１３および図１４）。
【０１８２】
　図１３および図１４に示すように、陽性対照の 58日齢胎仔 #5580は、ヒト重鎖および軽
鎖免疫グロブリン遺伝子座の両方を含んでいた。さらに、 91日齢胎仔 #5442Aおよび 5442B
も、重鎖および軽鎖遺伝子座の両方を含んでいた（図１４）。対照的に、胎仔 #5848は、
いずれのヒト遺伝子座も含んでおらず、ΔΔ HACを含んでいなかった可能性がある。これ
らの結果は、ΔΔ HACが、ウシにおいて妊娠 91日目まで安定して保持され得ることを示唆
した。
【０１８３】
　
　 RT-PCRを使用して、ΔΔ HAC胎仔 #5542Aにおける再配列ヒト重鎖 RNA転写産物の発現を検
出した。使用した RT-PCRプライマーは、 CH3-F3（ 5'-GGAGACCACCAAACCCTCCAAA-3'、配列番
号 22）および CH4-R2（ 5'-GAGAGTTGCAGAAGGGGTGACT-3'、配列番号 23）であった。 RT-PCR反
応混合液は、 18.9μ lの水、３μ lの 10× Ex Taq緩衝液、 4.8μ lの dNTP混合液、 10 pmolの
フォワードプライマー、 10 pmolのリバースプライマー、１μ lの cDNA、および 0.3μ lの Ex
 Taqを含んでいた。以下の通り、 40サイクルの RT-PCRサイクルを行った。すなわち、 85℃
にて 3分間、 94℃にて 1分間、 98℃にて 10秒間、 60℃にて 30秒間、および 72℃にて 30秒間で
あった。
【０１８４】
　図１５のレーン４および５は、陽性対照サンプルと大きさが近い、胎仔 #5442Aの脾臓由
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来のスプライシングされ増幅されたμ重鎖定常領域配列を含んでいた。これらの結果は、
胎仔 #5442Aが、その脾臓において、再配列μ重鎖転写産物を発現したことを示す。 RNAサ
ンプル中で汚染されたゲノム DNAから増幅されたスプライシングされていないゲノム配列
の領域においては曖昧なバンドも見られた。胎仔 #5442Aの肝臓および脳由来の対照サンプ
ルは、増幅再配列重鎖配列について予想していた大きさのバンドを生成しなかった。
【０１８５】
　
　 RT-PCRを行って、妊娠 119日目のΔΔ HAC胎仔（胎仔 #5868A）の脾臓における再配列ヒト
重鎖 RNA転写産物の発現を検出した。この分析のために使用したプライマーは、 VH30-3（ 5
'-caggtgcagctggtggagtctgg-3'、配列番号 24）および CM-1（ 5'-caggagaaagtgatggagtc-3'
、配列番号 25）であった。さらに、プライマー「 GAPDH up」（ 5'-gtcatcatctctgccccttct
g-3'、配列番号 26）および「 GAPDH down」（ 5'-aacaacttcttgatgtcatcat-3'、配列番号 27
）を用いて、 GAPDH対照転写産物を増幅した。この PCR分析のために、反応混合液を、 95℃
にて５分間インキュベートし、その後、 95℃にて１分間、 58℃にて１分間および 72℃にて
２分間インキュベートすることで変性、アニーリングおよび増幅を複数サイクル行った。
次いで、混合液を 72℃にて 10分間インキュベートした。
【０１８６】
　図１６のレーン３は、ΔΔ HAC胎仔 #5868Aのこの分析で生成した RT-PCR生成物を含む。
この RT-PCR生成物は、再配列ヒト重鎖（ 470塩基対）の増幅について予測していた大きさ
で、ゲルにおいて、再配列ヒト重鎖転写産物に対応する配列を含むことが知られている対
照 cDNAと同じ位置に移動した。対照として、ΔΔ HAC胎仔 5868A胎仔脾臓 cDNAおよび正常ウ
シ cDNAサンプルの両方が、 GAPDHプライマーで増幅された場合に生成物を生成し、 cDNAが
増幅を支援する能力を有することを実証した（レーン７および８）。
【０１８７】
　
　ヒトλの部分を含む転写産物の増幅に特異的なプライマーを用いて、再配列ヒトλ軽鎖
遺伝子座由来の RNA転写産物を検出した。
【０１８８】
　図１７に示す RT-PCRについては、プライマー Cλ 1（ 5'-GGGAATTCGGGTAGAAGTTCACTGATCAG
-3'、配列番号 28）、 Cλ 2-3（ 5'-GGGAATTCGGGTAGAAGTCACTTATGAG-3'、配列番号 29）およ
び Cλ 7（ 5'-GGGAATTCGGGTAGAAGTCACTTACGAG-3'、配列番号 30）の等モル混合液を、プライ
マー Vλ 1 LEA1（ 5'-CCCCCAAGCTTRCCKGSTYYCCTCTCCTC-3'、配列番号 31）と共に使用した。
RT-PCR反応混合液は、 18.9μ lの水、３μ lの 10× Ex Taq緩衝液、 4.8μ lの dNTP混合液、 10
 pmolのフォワードプライマー、 10 pmolのリバースプライマー、１μ lの cDNA、および 0.3
μ lの Ex Taqを含んでいた。 RT-PCR条件は以下の通りであった。すなわち、 85℃にて 3分間
、 94℃にて１分間、 98℃にて 10秒間、 60℃にて 30秒間、および 72℃にて１分間を 40サイク
ルであった。
【０１８９】
　図１８に示すように、この RT-PCR分析は、プライマー Vλ 3LEA1（ 5'-CCCCCAAGCTTGCCTGG
ACCCCTCTCTGG-3'、配列番号 32）、 Vλ 3JLEAD（ 5'-ATCGGCAAAGCTTGGACCCCTCTCTGGCTCAC-3'
、配列番号 33）、 Vλ BACK4（ 5'-CCCCCAAGCTTCTCGGCGTCCTTGCTTAC-3'、配列番号 34）の等
モル混合液、ならびにプライマー Cλ 1（ 5'-GGGAATTCGGGTAGAAGTTCACTGATCAG-3'、配列番
号 35）、 Cλ 2-3（ 5'-GGGAATTCGGGTAGAAGTCACTTATGAG-3'、配列番号 36）および Cλ 7（ 5'-G
GGAATTCGGGTAGAAGTCACTTACGAG-3'、配列番号 37）の等モル混合液を用いても行った。 RT-P
CR反応条件は、図７について上述したものと同じであった。
【０１９０】
　図１７のレーン６および７、ならびに図１８のレーン４および５は、陽性対照バンドと
大きさが似ている胎仔 #5442Aの脾臓由来の RT-PCR生成物を含んでおり、この胎仔における
再配列軽鎖 RNA転写産物の存在を示した。胎仔 #5442B由来の脾臓サンプルは、写真では目
に見えない適切な大きさの非常に弱いバンドを生成した。この RT-PCR生成物は、胎仔 #544
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2Bも、その脾臓において再配列軽鎖免疫グロブリン転写産物を発現したことを示す。予想
通り、胎仔 #5442Aおよび 5442Bの脳由来のサンプルは、ヒト再配列λ軽鎖転写産物を発現
しなかった。
【０１９１】
　
　再配列ヒトλ軽鎖遺伝子座由来の RNA転写産物を、ΔΔ HAC胎仔 #5868Aにおいても検出し
た。この分析のために、ヒトλの部分を含む転写産物の増幅に特異的なプライマーを用い
て、再配列ヒトλ遺伝子座の部分をコードする転写産物のΔΔ HACコード発現を検出した
。プライマー VL1 LEAI（ 5'-cccccaagcttRccKgStYYcctctcctc-3'、配列番号 38）、ならび
にプライマー CL1（ 5'-gggaattcgggtagaagtcactgatcag-3'、配列番号 39）、 CL2-3（ 5'-ggg
aattcgggtagaagtcacttatgag-3'、配列番号 40）および CL7（ 5'-gggaattcgggtagaagtcactta
cgag-3'、配列番号 41）の等モル混合液をこの分析のために使用した。この RT-PCR反応の
ために、反応混合液を、 95℃にて５分間インキュベートし、次いで、 95℃にて１分間、 60
℃にて１分間および 72℃にて２分間インキュベートすることで変性、アニーリングおよび
増幅を複数サイクル行った。次いで、混合液を 72℃にて 10分間インキュベートした。
【０１９２】
　この分析は、ΔΔ HAC#5868A（図１９のレーン４）由来の脾臓 cDNAが、 TCマウス脾臓 cDN
A（レーン６）陽性対照と同じ大きさの RT-PCR生成物を生成したことを実証した。ΔΔ HAC
#5868A由来の脳または肝臓 cDNA（それぞれレーン２および３）のいずれを使用しても、こ
のような RT-PCR生成物は検出されなかった。プライマー「 GAPDH up」および「 GAPDH down
」を用いたハウスキーピング遺伝子 GAPDHの増幅が上手くいったことで（レーン８および 1
0）、これらの組織がそれぞれ RT-PCRを支援する能力を有することが示された。
【０１９３】
　
　胎仔 #5442A由来の脾臓サンプルに対して、プライマー Cλ 1、 Cλ 2-3および Cλ 7の等モル
混合液をプライマー Vλ 1LEA1と共に、またはプライマー Vλ 3LEA1、 Vλ 3JLEADおよび Vλ BA
CK4の等モル混合液、ならびにプライマー Cλ 1、 Cλ 2-3および Cλ 7の等モル混合液を用い
て、 RT-PCR分析を行った。 PCR生成物を、 CHROMA SPINカラム（ CLONETECH）を用いて精製
し、 pCR2.1 TAクローニングベクター（ Invitrogen）に製造元のプロトコールに従ってク
ローニングした。 Dye Terminator配列決定反応（ ABI Applied System）を、等モル混合液
中の Cλ 1、 Cλ 2-3および Cλ 7プライマーを用いて実施した。 96℃にて１分間、 96℃にて 10
秒間、 55℃にて５秒間および 60℃にて４分間を 25サイクル行った。 10μ l反応混合液は、 B
igDye Terminator反応混合液（３μ l）、鋳型プラスミド（ 200 ng）、ならびに Cλ 1、 Cλ
2-3および Cλ 7プライマー（ 1.6 pmol）を含んでいた。反応混合液は、 ABI 3700シーケン
サーを用いて分析した。
【０１９４】
　少なくとも２つの再配列ヒトλ軽鎖転写産物が同定された（ V1-17/JL3/Cλおよび V2-13
/JL2/Cλ）。これらの結果は、ヒトλ軽鎖遺伝子の VJ再配列が胎仔 #5442Aの脾臓中のΔΔ
HACにおいて生じることを実証している（図２０および２１）。
【０１９５】

　ΔΔ HAC胎仔 #5442Aおよび 5442B由来の脾臓リンパ球を、ヒトλ軽鎖およびウシ重鎖タン
パク質の発現について分析した。これらの細胞を、フィコエリトリン標識化抗ヒトλ抗体
と（図２２Ｃおよび図２２Ｄ）、 FITC標識化抗ウシ IgM抗体と（図２２Ｄおよび２２Ｈ）
、または抗体無しで（図２２Ａ、図２２Ｂ、図２２Ｅおよび図２２Ｆ）、４℃にて 20分間
反応させた。その後、細胞を、 2% FCSを加えた PBSで２回洗浄し、 FASCaliburセルソータ
ー上で分析した。電子的にゲートを設定するために、非抗体対照を用いて、抗体と反応し
た細胞のパーセンテージを計算した。これらのパーセンテージは、各ヒストグラムの下に
表示している。胎仔 #5442A（図２２Ａ～２２Ｄ）および胎仔 #5442B（図２２Ｅ－２２Ｈ）
は、ヒトλ軽鎖タンパク質およびウシ重鎖タンパク質の両方を発現した。
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【０１９６】

　異種抗体を発現し、かつ内因性抗体の発現のレベルが低くなったトランスジェニック有
蹄動物も作製し得る。機能性内因性重鎖または軽鎖遺伝子の数に対する、機能性異種免疫
グロブリン重鎖または軽鎖遺伝子の数を増やすことで、異種抗体を発現するＢ細胞のパー
センテージが高まるはずである。
【０１９７】
　これらのトランスジェニック有蹄動物を作製するために、Δ HACまたはΔΔ HACトランス
ジェニック有蹄動物を、内因性免疫グロブリン鎖（例えば、μ重鎖またはλもしくはκ軽
鎖）の一方または両方の対立遺伝子に突然変異を含むトランスジェニック有蹄動物と交配
させてもよい。所望であれば、得られたトランスジェニック有蹄動物を、（ i）内因性α -
(1,3)-ガラクトシルトランスフェラーゼ、プリオン、および /もしくはＪ鎖核酸の一方ま
たは両方の対立遺伝子中に突然変異を含むトランスジェニック有蹄動物、または（ ii）外
因性Ｊ鎖核酸（例えば、ヒトＪ鎖）を含むトランスジェニック有蹄動物、と交配させても
よい。あるいはまた、Δ HACまたはΔΔ HACトランスジェニック胎仔由来の細胞（例えば、
胎仔繊維芽細胞）を、１つ以上の内因性免疫グロブリン遺伝子の突然変異により遺伝子改
変してもよい。別の可能性のある方法では、Δ HACまたはΔΔ HACを、内因性免疫グロブリ
ン（μ重鎖および /またはλ軽鎖）がヘミ接合的またはホモ接合的に不活性化されている
細胞（例えば、胎仔繊維芽細胞）に導入する。上記方法のいずれにおいても、細胞は、（
i）突然変異（好ましくはノックアウト突然変異）を、内因性α -(1,3)-ガラクトシルトラ
ンスフェラーゼ、プリオンおよび /もしくはＪ鎖核酸の一方または両方の対立遺伝子に導
入すること、または（ ii）外因性Ｊ鎖核酸を導入すること、によっても遺伝子改変され得
る。得られたトランスジェニック細胞を、核移植手順に使用して、所望のトランスジェニ
ック有蹄動物を生成してもよい。例示の方法を以下に記載する。
【０１９８】
　 　
　上記したμ重鎖（図２Ａ）、λ軽鎖、κ軽鎖、α -(1,3)-ガラクトシルトランスフェラ
ーゼ、プリオンおよび /またはＪ鎖ノックアウト構築物を使用してもよい。あるいはまた
、以下に記載するピューロマイシン耐性μ重鎖構築物を使用してもよい（図３Ｆ）。この
ノックアウト構築物は、ウシμ重鎖遺伝子座の４つの主要コードエキソンを除去するが、
膜貫通ドメインは無傷のまま残して、μ重鎖遺伝子座の不活性化を生じるように設計した
。
【０１９９】
　ピューロマイシン耐性構築物は、以下のように組み立てた。コードエキソン１にすぐに
近接する領域を含む 4.4キロ塩基 XhoI断片を、 pBluescript II SK+の XhoI部位に挿入した
。ピューロマイシン耐性遺伝子を含むプラスミド pPGKPuroを、 Peter W. Laird博士（ Whit
ehead Institute, USA）から入手した。ピューロマイシン耐性遺伝子を含む 1.7 Kb XhoI
断片を、 4.4 Kb断片の隣かつ下流において、ポリリンカー領域に存在する SalI部位にサブ
クローニングした。この 1.7 Kbピューロマイシンマーカーは、ウシ免疫グロブリン重鎖遺
伝子座のコードエキソン CH1、 CH2、 CH3および CH4と置き換わる。野生型ゲノム配列におい
てこれらの４つのエキソンの下流にあるμ遺伝子座の 4.6 Kb領域を含む XbaI断片を、この
構築物に付加して、第２の相同領域として使用した。
【０２００】
　最終的なターゲッティング構築物を作製するために、３つの組み立てた断片を NotIおよ
び MluIで切断することにより、この構築物のサブクローンを作製した。 MluI制限消化は、
4.6 Kb断片を 1.4 Kbまでトランケートする。 NotI部位は、ポリリンカーに存在し、サブク
ローン化 DNA自体は切断しない。 MluI部位をクレノウ断片で充填して平滑末端を生成させ
、 NotI/充填 MluI断片を、新しい pBluescript II SK+ベクターに、 pBluescriptベクター中
に存在する NotIおよび SmaI部位を用いてサブクローニングした。遺伝子ターゲッティング
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のために、この最終ベクターを NotIで直線化した。
【０２０１】
　

　エレクトロポレーションのために、限られた数の集団倍加を経た 1× 107ウシ胎仔繊維芽
細胞（例えば、実施例２に記載のように、Δ HACまたはΔΔ HACトランスジェニック胎仔か
ら得た繊維芽細胞）の単一細胞懸濁液を、 1200 rpmにて５分間遠心分離し、 0.8 mlの無血
清α -MEM培地に再懸濁させた。再懸濁細胞を、 0.4 cmエレクトロポレーションキュベット
（ Invitrogen、カタログ番号 P460-50）に移した。次に、制限酵素で直線化した遺伝子タ
ーゲッティングベクター DNAを 30μ g加え、 1 mlピペットを用いてキュベットの中身を混合
し、その後室温にて２分間インキュベーションステップを行った。キュベットを、 Gene P
ulser IIエレクトロポレーションシステム（ Biorad）のショックチャンバーに入れ、 1000
ボルトおよび 50μ Fにてエレクトロポレーションした。キュベットを、組織培養フードに
素早く移し、エレクトロポレーションした細胞を、約 30 mlの完全繊維芽細胞培地にピペ
ットで入れた。細胞を、 30の 100 mm組織培養皿（ Corning、カタログ番号 431079）に等し
く分配し、緩やかに回して細胞を均一に行き渡らせ、 38.5℃ /5% CO2にて 16～ 24時間イン
キュベートした。吸引により培地を除去し、選択した選択薬剤を含む完全繊維芽細胞培地
で置き換えた。培地は２日ごとに替え、合計 7～ 14日間の間続けた。薬剤選択プロセスの
間、相当するプレートを目でモニターして、細胞死およびコロニー形成を調べた。遺伝子
ターゲッティングベクターの不在下でエレクトロポレーションした繊維芽細胞を含み、薬
剤選択プロセスの間にコロニーを生成しないはずの陰性対照プレートを用意した。
【０２０２】
　
　薬剤耐性コロニーは、薬剤選択ステップ（通常、 7～ 14日間）の終了後、肉眼で目に見
え、すぐにも増殖用の 48ウェル組織培養プレートに移せる状態である。この移すプロセス
を助けるために、個々のコロニーについて、組織培養プレートの底に色ペン（ Sharpie）
で丸をつけた。コロニーを含む組織培養プレートを、 1× D-PBS（ Ca2 +および Mg2 +を含まな
い）で２回洗浄し、次いで、１プレートにつき細胞解離緩衝液の１：５希釈液を 5 ml添加
した。室温にて３～５分間のインキュベーションステップの後、個々のコロニーが組織培
養皿の底から剥がれ始める。コロニーが剥離する前に、 P200ピペットメン（ pipetmen）お
よびエアロゾルバリアーピペットチップ（ 200または 250μ l）を用いて、 48ウェル組織培
養プレートの単一のウェルに個々に移した。移した後、上下にピペッティングすることに
よりコロニーを完全に解離させ、１ mlの完全繊維芽細胞培地を添加した。細胞が確実に薬
剤耐性となるように、 48ウェルステージにわたり薬剤選択を続けた。移したコロニーを、
38.5℃ /５％  CO2にて培養し、倒立顕微鏡を用いて目でモニターした。２～７日後、集密
状態に達したウェルを、 1× D-PBS（ Ca2 +および Mg2 +を含まない）で２回洗浄し、 0.2 mlの
細胞解離緩衝液を添加することでウェルの底から剥がし、その後室温にて５分間インキュ
ベーションステップを行った。剥離後、 P1000ピペットメンおよびエアロゾルピペットチ
ップ（ 1000μ l）を用いて、上下にピペッティングすることにより細胞をさらに解離させ
る。解離した繊維芽細胞の約 75％を、 24ウェル組織培養プレートの個々のウェルに移し、
後続する PCR分析のためにさらに増殖させ、残りの 25％は、第２の 24ウェルプレートの単
一のウェルに移して増殖させ、最終的に体細胞核移植実験に使用する。元の細胞の 75％を
含むプレート中の細胞が集密状態近くまで増殖したら、そのクローンから DNAを単離して
遺伝子分析する。
【０２０３】
　 　
　遺伝子分析のために DNAを単離するのに使用する手順は、 Lairdら , Nucleic Acids Rese
arch, 1991, Volume 19, No. 15を応用する。具体的には、 24ウェルプレートの１つのウ
ェルにおいて特定のクローンがほぼ集密状態になったら、そのウェルから培養培地を吸引
し、付着細胞を PBSで２回洗浄する。 PBSを吸引除去し、 0.2 ml緩衝液と置き換えて、細胞
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を溶解し、単離しようとする DNA由来の余分なタンパク質を消化する。この緩衝液は、 100
 mM Tris-HCl（ pH 8.5）、 5 mM EDTA、 0.2 % SDS、 200 mM NaClおよび 100μ g/mlプロテイ
ナーゼＫからなる。 24ウェルプレートを組織培養インキュベーターに、最低３時間戻して
、 DNAを放出させ、タンパク質を消化させる。この手順の粘性産物を、 1.5 ml微量遠心管
に移し、 0.2 mlのイソプロパノールを添加して、 DNAを沈降させる。遠心分離により沈降
物を回収し、 70％エタノールで DNAペレットを濯ぎ、通気乾燥後、 10 mM Tris（ pH 8）お
よび 1 mM EDTAを含む 25～ 50μ lの緩衝液にペレットを再懸濁させる。この DNAを、クロー
ンの PCR分析に使用する。
【０２０４】
　
　２つの異なる手法（両方ともポリメラーゼ連鎖反応（ PCR）を採用する）を用いてクロ
ーンをスクリーニングする。本節において記載する全ての手法が、任意の他の遺伝子をタ
ーゲッティングするために応用でき、唯一の違いは遺伝子分析に使用するプライマーの配
列である。
【０２０５】
　第１の手法によれば、２つの別々のプライマー対を使用して、安定したトランスフェク
ション生成物を個々に増幅する。一方のプライマー対は、組込み部位に関係なく、クロー
ンのゲノム中にターゲッティングベクターが存在するのを検出するために使用する。プラ
イマーは、両方ともターゲッティングベクター中に存在する DNA配列にアニールするよう
に設計する。この PCR反応由来の PCR生成物の強度は、ゲノムに組み込まれたターゲッティ
ングベクターのコピー数と相関させ得る。従って、１コピーのターゲッティングベクター
しか含まない細胞は、 PCR反応により低い強度のバンドしか得られない。他方のプライマ
ー対は、所望の遺伝子座に組み込まれたベクターのコピーのみを検出するように設計する
。この場合、一方のプライマーは、ターゲッティングベクター内でアニールするように設
計し、他方のプライマーは、ターゲッティングベクターに存在しない、標的遺伝子座に特
異的な配列にアニールするように設計する。この場合、ターゲッティングベクター中に存
在しない部位のすぐ隣にターゲッティングベクターが組み込まれている場合のみに、 PCR
生成物が検出されることにより、所望のターゲッティング事象を示す。生成物が検出され
た場合には、そのクローンを核移植に使用する。
【０２０６】
　ネオマイシン耐性重鎖ノックアウト構築物のために、プライマー Neo1（ 5'-CTT GAA GAC
 GAA AGG GCC TCG TGA TAC GCC-3'、配列番号 42）、および IN2521（ 5'-CTG AGA CTT CCT 
TTC ACC CTC CAG GCA CCG-3'、配列番号 43）を用いて、組込み位置に関係なく、細胞にお
けるターゲッティングベクターの存在を検出する。プライマー Neo1および OUT3570（ 5'-CG
A TGA ATG CCC CAT TTC ACC CAA GTC TGT C-3'、配列番号 44）を用いて、μ重鎖遺伝子座
に組み込まれたターゲッティング構築物のコピーのみを特異的に増幅する。
【０２０７】
　ネオマイシン耐性重鎖ノックアウト構築物の組込みを分析するこれらの PCR反応のため
に、 Qiagen PCRキットを使用する。 PCR反応混合液は、 1 pmoleの各プライマー、 5μ lの 10
×反応緩衝液、 10μ lのＱ溶液、 5μ lの DNAおよび 1μ lの dNTP溶液を含む。反応混合液を、
H2 Oで合計容量 50μ lにする。この PCR増幅は、 94℃にて２分間の開始変性インキュベーシ
ョンにより行う。次いで、 94℃にて 45秒間、 60℃にて 45秒間および 72℃にて２分間のイン
キュベーションにより、変性、アニーリングおよび増幅を 30サイクル行う。次いで、反応
混合液を、 72℃にて５分間、そして混合液が PCR装置から除去されるまで４℃にてインキ
ュベートする。
【０２０８】
　別の手法では、単一のプライマーセットを使用して、標的遺伝子座を増幅し、 PCR生成
物の大きさを正しいターゲッティングの診断に用いる。一方のプライマーは、ターゲッテ
ィングベクターに存在しない遺伝子座の領域にアニールするように設計され、他方のプラ
イマーは、ターゲッティングベクターに存在するが野生型遺伝子座にも存在する部位にア
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ニールするように設計する。この場合、ゲノム中の所望でない部位に組み込まれたターゲ
ッティングベクターは検出されない。ターゲッティングベクターにより欠失される領域は
、その場所に挿入される薬剤選択マーカーとは大きさが異なるため、生成物の大きさは、
増幅する遺伝子座が野生型遺伝子型のものかまたは標的遺伝子型のものかに左右された。
ターゲッティングベクターの正しくない挿入を含むか、または全く挿入を含まないクロー
ンからの DNAの増幅は、野生型遺伝子座について予測される大きさを有する単一の PCR生成
物を生じる。正しくターゲッティング（「ノックアウト」）された対立遺伝子を含むクロ
ーンからの DNAの増幅は、２つの PCR生成物を生じる（１つは、野生型対立遺伝子の増幅を
示し、もう１つは、野生型対立遺伝子中の一部の配列が、（置換する配列と長さが異なる
）薬剤耐性マーカーに置き換わったために予測可能な大きさに変わったものを示す）。
【０２０９】
　ピューロマイシン耐性重鎖ノックアウト構築物のために、プライマー Shortend（ 5'-CTG
 AGC CAA GCA GTG GCC CCG AG-3'、配列番号 45）、および Longend（ 5'-GGG CTG AGA CTG 
GGT GAA CAG AAG GG-3'、配列番号 46）を使用した。このプライマー対は、野生型重鎖遺
伝子座、およびピューロマイシン構築物により適切にターゲッティングされた遺伝子座の
両方を増幅する。２つのバンドの大きさの差は約 0.7 Kbである。短いバンドの存在は、適
切なターゲッティングを示す。
【０２１０】
　ピューロマイシン耐性重鎖ノックアウト構築物の組込みを分析するこの PCR反応のため
に、 Promega Master Mixキットを使用する。 PCR反応混合液は、 1 pmoleの各プライマー、
2.5μ lの DNAおよび 25μ lの 2× Promega Master Mixを含む。反応混合液を、 H2 Oで合計容量
50μ lにする。この PCR増幅は、 94℃にて２分間の開始変性インキュベーションにより行う
。次いで、 94℃にて 45秒間、 60℃にて 45秒間および 72℃にて２分間のインキュベーション
により、変性、アニーリングおよび増幅を 30サイクル行う。次いで、反応混合液を、 72℃
にて５分間、そして混合液が PCR装置から除去されるまで４℃にてインキュベートする。
【０２１１】
　
　免疫グロブリン遺伝子が不活性化されている選択した繊維芽細胞を、実施例２に記載し
たように核移植に用いて、内因性免疫グロブリン遺伝子に突然変異を含み、異種免疫グロ
ブリン遺伝子をコードする HACを含むトランスジェニック有蹄動物を作製することができ
る。あるいはまた、標準的な方法を用いて核移植を行い、選択したトランスジェニック繊
維芽細胞から得た核またはクロマチン塊（すなわち、膜に覆われていない１つ以上の染色
体）を、除核した卵母細胞（米国特許出願第 60/258,151号； 2000年 12月 22日出願）に挿入
してもよい。これらの方法は、内因性α -(1,3)-ガラクトシルトランスフェラーゼ、プリ
オンおよび／またはＪ鎖核酸が突然変異された細胞にも使用できる。
【０２１２】
　
　所望であれば、細胞（例えば、胎仔繊維芽細胞）を、第１ラウンドの核移植で生成した
トランスジェニック有蹄動物から得てもよい。さらなるラウンドの遺伝子ターゲッティン
グを上述のように行って、第１のラウンドのターゲッティングで不活性化された遺伝子の
第２の対立遺伝子を不活性化することができる。あるいはまた、別の免疫グロブリン（例
えば、μ重鎖、λ軽鎖、κ軽鎖もしくはＪ鎖）、α -(1,3)-ガラクトシルトランスフェラ
ーゼ、またはプリオン遺伝子を、本ラウンドのターゲッティングで不活性化してもよい。
この第２ラウンドのターゲッティングのためには、高濃度の抗生物質を使用するか、また
は異なる抗生物質耐性マーカーを有するノックアウト構築物を使用し得る。抗生物質耐性
細胞は、上述したように選択できる。選択された細胞を上述したように第２ラウンドの核
移植に使用して、例えば、内因性免疫グロブリン遺伝子に２つの突然変異を含み、そして
異種免疫グロブリン遺伝子をコードする HACを含むトランスジェニック有蹄動物を作製す
ることができる。あるいはまた、選択した抗生物質耐性細胞をまず処理して、以下に記載
するように G1期細胞を単離して、それを第２ラウンドの核移植に使用してもよい。
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【０２１３】
　核移植用に G1細胞を単離するために、単離の 24時間前に、 5.0× 105細胞を、 10 mlのα -
MEM+FCSを含む 100 mm組織培養プレート上に植え付ける。翌日、プレートを PBSで洗浄し、
単離の１～２時間前に培養培地を換える。次いで、プレートを、 Vortex-Genie 2（ Fisher
 Scientific, Houston, TX, 中速度）上で 30～ 60秒間振とうして、培地を除去し、 1000 G
で５分間遠心し、ペレットを 250μ lの MEM+FCS中に再懸濁させる。次いで、細胞間橋が付
着した新しく分裂した細胞二倍体（ cell doublet）を（これらの細胞は初期 G1にあるため
）選択する。この単離手順は、「振り払い（ shake off）」法と称する。
【０２１４】

　α -1,3-ガラクトシルトランスフェラーゼ遺伝子座の一方の対立遺伝子が突然変異した
ウシ繊維芽細胞系を、相同組換えにより作製した。α -ガラクトシルトランスフェラーゼ
ノックアウト細胞を作製するための DNA構築物を使用し、ピューロマイシン耐性遺伝子（ p
uro、実施例３に記載）および転写終結カセット（ STOP）を、触媒ドメインを含むエキソ
ン９に挿入することにより、機能性完全長α -ガラクトシルトランスフェラーゼ mRNAの転
写を防いだ。従って、得られる未熟α -ガラクトシルトランスフェラーゼ転写産物は触媒
ドメインを欠く。 DNA構築物（すなわち、α -ガラクトシルトランスフェラーゼ KOベクター
）を、３つの独立したウシ繊維芽細胞系にエレクトロポレーションし、次いで、ピューロ
マイシン耐性コロニーを単離した。 PCR分析によれば、いくつかのコロニーでエキソン９
領域において相同組換えが生じた。こうして、α 1,3-ガラクトシルトランスフェラーゼ遺
伝子座の一方の対立遺伝子が突然変異されたウシ繊維芽細胞系が生成した。所望であれば
、同じノックアウトベクターおよびより高濃度の抗生物質を（ホモ接合ノックアウト細胞
を選択するために）用いるか、または別のノックアウトベクターを異なる抗生物質耐性遺
伝子と共に用いて、第２の対立遺伝子を突然変異させてもよい。本方法を他の有蹄動物由
来の細胞に適用し、本明細書に記載する核移植法に使用するトランスジェニック細胞を作
製して、本発明のトランスジェニック有蹄動物を作製してもよい。
【０２１５】
　これらの方法は、さらに以下に記載する。
【０２１６】
　
　α -1,3-ガラクトシルトランスフェラーゼ KOベクターを以下のように作製した（図２３
）。α -1,3-ガラクトシルトランスフェラーゼ遺伝子のエキソン９周辺のゲノム DNAを単離
するために、以下のプライマー対 5'-gatgatgtctccaggatgcc-3'（配列番号 61）および 5'-g
acaagcttaatatccgcagg-3'（配列番号 62）を用いた PCRにより、 DNAプローブを増幅した。
このプローブを用いて、ウシゲノムλファージライブラリーをスクリーニングし、７つの
陽性λファージクローンを同定した。オスシャロレイ牛繊維芽細胞由来の DNAを含む１つ
のクローンを、制限マッピングによりさらに分析した。エキソン９を含む NotI－ XhoIゲノ
ム断片を pBluescriptII SK（ -）にサブクローニングし、 puroおよび STOPカセットの両方
を、触媒ドメインの 5'側にある NotI－ XhoIゲノム断片の AviI部位に挿入した。ジフテリア
トキシン遺伝子（ DT-A, Gibco）もベクター構築物に付加して、ターゲッティングカセッ
トが非相同的に組み込まれた細胞を殺した。
【０２１７】
　
　標準的なエレクトロポレーションプロトコルを用いて、以下のように３つの胎仔繊維芽
細胞系（２つはオスジャージー牛由来のもの、１つはメスジャージー牛のもの）をトラン
スフェクトした。ウシ胎仔繊維芽細胞を培養するために使用した培地は、 500 mlα MEM（ G
ibco, 12561-049）、 50 mlウシ胎仔血清（ Hy-Clone＃ ABL13080）、 5 mlペニシリン -スト
レプトマイシン（ SIGMA）、および 1 ml 2-メルカプトエタノール（ Gibco/BRL #21985-023
）を含んでいた。トランスフェクション前日、顕微鏡検査で判断する目標集密度を 80～ 10
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0％として、細胞を T175組織培養フラスコに播種した。トランスフェクション当日、約 107
個のウシ繊維芽細胞をトリプシン処理し、α MEM培地で１回洗浄した。細胞を 800μ lのα -
MEMに再懸濁した後、 30μ gの DNAを細胞懸濁液に添加し、ピペッティングによりよく混ぜ
た。細胞 -DNA懸濁液を、エレクトロポレーションキュベットに移し、 1,000Vおよび 50μ F
にてエレクトロポレーションした。その後、エレクトロポレーションした細胞を、血清を
補足したα -MEM培地と共に、 20の 24ウェルプレート上に植え付けた。 48時間の培養後、培
地を、１μ g/mlのピューロマイシンを含む培地と置き換え、細胞を２～３週間培養してピ
ューロマイシン耐性細胞を選択した。選択後、 100％に近い集密度に達した全てのコロニ
ーを選び、ゲノム DNAをコロニーから抽出して、 PCRにより所望の相同組換え事象について
スクリーニングした。
【０２１８】
　
　上述したように、 PUREGENE DNA単離キット（ Gentra SYSTEMS）を製造元のプロトコール
に従って使用して、ゲノム DNAを各 24ウェルから個別に抽出した。各ゲノム DNAサンプルを
、 20μ lの 10 mM Tris-Cl（ pH 8.0）および 1 mM EDTA（ EDTA）に再懸濁させた。以下のプ
ライマー対 5'-aagaagagaaaggtagaagaccccaaggac-3'（配列番号 63）および 5'-cctgggtatag
acaggtgggtattgtgc-3'（配列番号 64）を使用して、 PCRによるスクリーニングを行った。
一方のプライマーの配列は、α -1,3-ガラクトシルトランスフェラーゼ KOベクター中に位
置し、他方のプライマーの配列はターゲッティング内因性遺伝子座中の組込まれたベクタ
ーのすぐ外側に位置する（図２３）。従って、予想される PCR生成物は、 KOベクターが相
同組換えにより標的遺伝子座に組み込まれた場合にのみ検出されるはずである。
【０２１９】
　 PCR反応混合液は、 18.9μ lの水、３μ lの 10× LA PCR緩衝液 II（ Mg2 +添加）、 4.8μ lの d
NTP混合液、 10 pmolのフォワードプライマー、 10 pmolのリバースプライマー、１μ lのゲ
ノム DNA、および 0.3μ lの LA Taqを含んでいた。以下の条件下で反応混合液をインキュベ
ートすることにより、 40サイクルの PCRを行った。すなわち、 85℃にて３分間、 94℃にて
１分間、 98℃にて 10秒間、および 68℃にて 15分間であった。 PCR後、反応混合液を電気泳
動により分析した。予測した大きさの PCR生成物を生成したピューロマイシン耐性クロー
ンを選択した（図２３）。こうして、α -1,3-ガラクトシルトランスフェラーゼ遺伝子座
の一方の対立遺伝子が KOベクターにより突然変異されているウシ繊維芽細胞系がうまく生
成した。
【０２２０】

　細胞のゲノム中に存在する標的配列の特異的な置き換えのためにアデノ随伴ウイルス（
AAV）を使用することができる（ Inoueら , Mol. Ther. 3(4):526-530, 2001； Hirataら , J
. Virol. 74(10):16536-42, 2000； Inoueら , J. Virol. 73(9):7376-80, 1999；および Ru
ssellら , Nat. Genet. 18(4):325-30, 1998）。遺伝子ターゲッティング率は、より慣用
的な遺伝子ターゲッティング手法と比べて非常に効率的である。 AAVは、幅広い宿主範囲
および組織特異性（ウシおよびヒト皮膚繊維芽細胞の両方に対する特異性を含む）を有す
る。従って、 AAVを用いて、内因性免疫グロブリン（例えば、μ重鎖、λ軽鎖、κ軽鎖も
しくはＪ鎖）、α -(1,3)-ガラクトシルトランスフェラーゼまたはプリオン遺伝子中に１
つ以上の突然変異を含むトランスジェニック有蹄動物細胞を作製することができる。次に
、これらのトランスジェニック細胞を、本明細書に記載する核移植方法に用いて、本発明
のトランスジェニック有蹄動物を作製することができる。
【０２２１】
　 AAVを使用することにより、ウシ免疫グロブリン重鎖遺伝子座の相同組換えが、従来の
遺伝子ターゲッティング法（すなわち、エレクトロポレーションおよびリポフェクション
法）を使用して以前に得られたものよりも高い頻度で生じた。第１ラウンドの遺伝子ター
ゲッティング実験では、 AAVベクターを介して DNAが導入された 73の安定した形質導入体の
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うち、適切にターゲッティングされた繊維芽細胞クローンが５つ得られた。
【０２２２】
　これらの実験は以下の通りに実施した。
【０２２３】
　
　 AAV構築物は、外来配列の単純な挿入、または内因性配列の AAVベクター中に存在する新
しい配列による置き換えにより、遺伝子を破壊することができる。図２４は、ウシ免疫グ
ロブリン重鎖μ定常領域の４つのコードエキソンの全てが、 2822塩基対の BamHI-XhoI断片
上に存在する AAV構築物を示す。市販のベクター pMC1Neoに存在するネオマイシン耐性マー
カーを含む 1.16 Kb断片を、ホルスタイン牛由来のμ重鎖遺伝子座のエキソン４に存在す
る SacII部位に挿入した。この遺伝子座は、実施例１に記載したノックアウトベクターを
作製するために単離されたファージクローンに含まれているものであった。 AAVベクター
を作製するために、μ重鎖遺伝子座中の SacII部位を充填して平滑末端とし、次いでこれ
を平滑末端 SalIリンカー（ New England Biolabs）にライゲートした。その後、ネオマイ
シン耐性遺伝子を含む pMC1Neoの XhoI断片を、 SalIリンカーを介して、この遺伝子座に付
加された SalI部位にライゲートした。このライゲーションは、 XhoIおよび SalI制限部位が
互換性のある端部を有するために実施可能である。このノックアウトベクターにより、内
因性μ重鎖遺伝子へのネオマイシン耐性遺伝子の破壊的挿入が生じ、μ重鎖遺伝子が不活
性化される。この遺伝子不活性化は、内因性μ遺伝子座の領域を欠失させることなく生じ
る。
【０２２４】
　ターゲッティングの間にエキソン３および４を内因性遺伝子座から除去して、これらの
２つのエキソンをネオマイシン耐性遺伝子の機能性コピーで置き換えるように別のベクタ
ーを設計した（図２５）。この構築物は、メスジャージー牛由来のゲノム DNAの PCR増幅に
より作製した。具体的には、以下のプライマーを用いて、 3'相同領域を増幅した。すなわ
ち、 XbaI制限部位を付加する 5'GGGGTCTAGAgcagacactacactgatgggcccttggtcc3'（配列番号
65）、および HindIII制限部位を付加する 5'GGGGAAGCTTcgtgtccctggtcctgtctgacacag3'（
配列番号 66）である。 5'相同領域は、 XhoI制限部位を付加するプライマー 5'GGGGCTCGAGgt
cggcgaaggatggggggaggtg3'（配列番号 67）、および KpnI制限部位を付加する 5'GGGGGGTACC
gctgggctgagctgggcagagtggg3'（配列番号 68）で増幅した。これらのプライマー配列中の
大文字で示すヌクレオチドは、μ重鎖遺伝子座にはアニールしないヌクレオチドであるが
、その後のサブクローニングステップを容易にする制限部位を付加するためにプライマー
に含まれる。最初の４つのグアニンは、プライマーの最端部から制限部位を分離するため
に付加されている。なぜなら、制限酵素は、プライマーの最端部にある部位を内部部位と
同じようにはうまく切断しないからである。 5'相同領域は 1.5 Kbの長さであり、エキソン
１および２を含む。 5'相同領域はまた、エキソン３の最初の 25ヌクレオチドを含んでいて
、エキソン３のスプライス受容部位を維持する。スプライス受容部位は、エキソン３がス
プライシングに使用されるようにして、エキソン１および２が下流膜貫通ドメインにスプ
ライシングすることで異常な膜結合生成物を形成する可能性を防止する。 3'相同領域は、
1.24 Kbの長さで、エキソン４のすぐ下流にある領域を含む。
【０２２５】
　図２４に示す構築物については、ターゲッティングカセットを、 Ryanら（ J. of Virolo
gy 70:1542-1553, 1996）が報告したウイルス長末端反復（ LTR）配列を含む AAVベクター
に、標準的な方法により挿入した。 TtetA2パッケージング細胞系を先に記載されたように
用いて（ Inoueおよび Russell, 1998, J. Virol. 72:7024-7031, 1998）、 AAVベクターを
キャプシドにパッケージングし、先に記載されたように精製した（ Zolotukhinら , Gene T
herapy, 6:973-985, 1999）。図２５に示す構築物については、上記方法または任意の他
の標準的な方法を用いて、ターゲッティングカセットを、 Ryanらが記載した AAVベクター
または任意の他の AAVベクター（ Stratagene製の市販ベクター等）に挿入して、ベクター
を含むウイルスを作製することができる。

10

20

30

40

50

(50) JP 3797974 B2 2006.7.19

AAVノックアウトベクター



【０２２６】
　
　メスジャージー牛由来の繊維芽細胞を、 48ウェル組織培養プレートの１つのウェルに、
１ウェルにつき 40,000細胞で播種し、完全培地中で 38.5℃および５％ CO2下にて、細胞が
ウェルの底表面に付着するまで培養した。細胞が付着したら、培地を除去し、図２４に示
すベクターの感染多重度（ MOI）を 500～ 20,000粒子 /細胞として、 AAV粒子を含む 0.2 mlの
新しい培地と置き換えた。 MOIは、得られるコロニー数および薬剤選択期間中のこのコロ
ニーの間隔を判断した試験的な実験に基づき選択した。プレートを一晩インキュベートし
た。このインキュベーションの後、形質導入ウェルをカルシウムおよびマグネシウムを含
まない PBSで濯ぎ、トリプシンまたは上記細胞解離緩衝液のいずれかを使用してウェルか
ら剥離した。剥離した細胞をゆるやかにピペッティングすることで均一な細胞懸濁液を得
、ウェル中の細胞を 10の 100 mm組織培養皿に再度分配した。皿を完全培地と共に一晩イン
キュベートした。
【０２２７】
　この 100 mm皿のインキュベーションの後、培地を、 350μ g/mlの濃度で G418を含む選択
培地と置き換えた。皿表面上でコロニーが肉眼で目に見えるようになるまで、選択培地を
２～３日ごとに取り換えた。この時点で、個々のコロニーを採取し、それぞれの容器に移
した。
【０２２８】
　コロニーを含む領域には、組織培養皿の外面に印をつけた。全てのコロニーに丸をつけ
た後、プレートから培地を吸引除去し、プレートをカルシウムおよびマグネシウムを含ま
ない PBSで３回洗浄した。洗浄後、１×トリプシンの 1:25希釈液でプレートを溢れさせ、
コロニーがプレートの表面から目に見えて剥離し始めるまで、室温にて放置した。プレー
トは静止した状態で保って、剥離したコロニーがプレートの別の場所へ浮遊するのを防い
だ。ピペットチップを用いて、細胞凝集体を、 50 mlの容量で採取し、ピペットチップの
中身を 24ウェル組織培養プレートの１つのウェルに移した。全てのコロニーを移した後、
G418を含む完全培地を添加し、単離したクローンを集密状態近くまで増殖させた。
【０２２９】
　個々のウェルがほぼ集密状態になったとき、カルシウムおよびマグネシウムを含まない
PBSで２回洗浄した。 0.2 mlの細胞解離緩衝液を使用して、細胞を剥離した。この細胞懸
濁液のうち、 20μ lを新しい 24ウェルプレートに写し、残った細胞は、 2.0 mlの完全培地
を添加した後に、元の 24ウェルプレートの表面に再付着させた。元のプレートを 100％の
集密度までインキュベートした。新しいプレートは、後のウシクローニング手順のために
、適切にターゲッティングされた細胞の供給源としての役割を果たす。
【０２３０】
　元の 24ウェルプレートのウェルが 100％の集密度に達したとき、培地を除去し、細胞を P
BSで１回洗浄した。 PBSを除去し、 Lairdら（ Nucleic Acids Res. 19:4293, 1991）を応用
した細胞溶解緩衝液で置き換えた。簡単に言うと、 200 mM NaCl、 100 mM Tris-HCl（ pH 8
.5）、 5 mM EDTA、 0.2％  SDSおよび 100 ug/mlプロテイナーゼＫを含む 0.2 mlの溶解緩衝
液を、ウェルに添加した。プレートをインキュベーターに３時間から一晩の間戻した。次
いで、粘性細胞溶解産物を微量遠心管に移した。等容量のイソプロパノールを添加して DN
Aを沈降させた。微量遠心機中で 10分間スピンした後、上清を捨て、ペレットを 0.5 mlの 7
0％エタノールで１回洗浄した。エタノールを除去した後、 DNAペレットを通気乾燥させ、
35 mlの TE緩衝液（ 10 mM Tris（ pH 8）および 1 mM EDTA）に再懸濁させた。３μ lのアリ
コートを PCR分析に使用した。
【０２３１】
　
　 AAV粒子が形質導入された薬剤耐性クローン由来の DNAサンプルを、 PCR分析を用いて、
ベクターの適切なターゲッティングについてスクリーニングした。このスクリーニング法
では、薬剤選択マーカーをコードする DNA内にアニールする一方のプライマー、および標
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的遺伝子座内にアニールするが、 AAVターゲッティング粒子に存在する配列の外側にアニ
ールする別のプライマーを使用する。 PCR生成物は、 AAVターゲッティング DNAが、内因性
ゲノムの所望の位置に組み込まれた場合にのみ検出される。
【０２３２】
　これらの AAV粒子を用いた単一のターゲッティング実験から得た結果を、図２６に示す
。この分析に基づくと、 73の個別のクローンのうち５つが、適切にターゲッティングされ
たベクター DNAを含んでいた。
【０２３３】
　本方法はまた、図２５に示す AAVベクター、または任意の他の適切なアデノウイルスも
しくはアデノ随伴ウイルスベクターと共に使用され得る。所望であれば、単離したコロニ
ー中で、異なる抗生物質耐性遺伝子（すなわち、ネオマイシン耐性遺伝子以外の遺伝子）
を有する AAVベクターを形質導入することで、第２のμ重鎖対立遺伝子を突然変異させる
ことができる。その結果生じるホモ接合ノックアウト細胞を選択するために、感染細胞を
、対応する抗生物質の存在下で培養する。あるいはまた、単離したコロニーに、ネオマイ
シン耐性遺伝子を含む AAVベクターを形質導入して、高濃度の抗生物質（すなわち、ヘテ
ロ接合ノックアウト細胞は殺すが、ホモ接合ノックアウト細胞は殺さない抗生物質濃度）
の存在下で培養できる。
【０２３４】

　以上の説明から、本明細書に記載した本発明を変更および改変して様々な用途および状
況に応用できることが明らかであろう。このような実施形態も本発明の範囲内にある。
【０２３５】
　本明細書中で引用した文献はすべて、個々の文献または特許出願をそれぞれ特定的かつ
個別に援用したのと同様に、援用によりその内容が本明細書にふくまれているものとする
。
【図面の簡単な説明】
【０２３６】
【図１－Ａ】図１Ａは、 Igノックアウトおよびヒト人工染色体を含むウシを作製するのに
使用する手順の概要である。図１Ａ中の時系列は、 Igノックアウトベクターを調製しノッ
クアウト細胞を生成するのに予測される 18ヶ月、ノックアウト細胞から胎仔を生成する２
ヶ月、その後のノックアウトを行うための９ヶ月、仔ウシが産まれるまでの９ヶ月の妊娠
期、仔ウシから胚が生成するまでの 12ヶ月、および HAC導入を行うための６ヶ月に基づく
。図１Ａおよび図１Ｂ中、「 Homo」はホモ接合を示し、「 Hemi」はヘミ接合を示し、「 H
」は重鎖を示し、「 L」は軽鎖を示し、「 HAC」はヒト人工染色体を示し、「 HAC1」はいず
れかの HACを示し、「 HAC2」は第２の HACを示す。
【図１－Ｂ】図１Ｂは、内因性 Ig遺伝子中に突然変異を含み、Δ HACまたはΔΔ HACを含む
ウシを作製するのに使用する方法の概要である。図１Ｂ中の時系列に関して、オスおよび
メスノックアウト細胞を単離するのに、１週に 250のコロニー、３ヶ月間に合計 3,000のコ
ロニーがスクリーニングされると考えられる。 1,500コロニー当たり１つ以上のノックア
ウトコロニーが生成すると仮定する。ホモ接合ノックアウト有蹄動物は、（ 1）核移植の
前に第２の Ig突然変異を単離ノックアウト細胞に導入するか、（ 2）第２の Ig突然変異を
、第１ラウンドの核移植から生成した胚、胎仔（例えば、妊娠約 60日目の胎仔）もしくは
仔から得た細胞に導入し、得られたホモ接合細胞を第２ラウンドの核移植のドナー細胞と
して使用するか、または（ 3）ヘミ接合有蹄動物を交配させること、により作製し得る。
【図２－Ａ】図２Ａは、本発明によるμ（ IgM重鎖）ノックアウト構築物を示す。
【図２－Ｂ】図２Ｂは、ホルスタイン牛由来の免疫グロブリン遺伝子座の制限マップであ
る。
【図３－Ａ】図３Ａは、図３Ｃに示したμノックアウト DNA構築物を作製するのに使用し
た構築物「 pSTneoB」の概略図である。
【図３－Ｂ】図３Ｂは、図３Ｃに示したμノックアウト DNA構築物を作製するのに使用し
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た、構築物「 pLoxP-STneoB」の概略図である。
【図３－Ｃ】μノックアウト DNA構築物を示す。
【図３－Ｄ】図３Ｄは、μノックアウト構築物中の第１の相同領域として使用したゲノム
ウシμ重鎖遺伝子座の 1.5 kb領域のポリヌクレオチド配列である（配列番号 :47）。
【図３－Ｅ】図３Ｅは、μノックアウト構築物中の第２の相同領域として使用したゲノム
ウシμ重鎖遺伝子座の 3.1 kb領域のポリヌクレオチド配列である（配列番号 :48）。この
配列において、「 n」はそれぞれ任意のヌクレオチドを示すか、ヌクレオチドが無いこと
を示す。連続する「 n」ヌクレオチドの領域は、ポリヌクレオチド配列が決定されていな
い約 0.9～ 1.0 kbの領域を表す。
【図３－Ｆ】図３Ｆは、ピューロマイシン耐性ウシμ重鎖ノックアウト構築物の概略図で
ある。
【図３－Ｇ】図３Ｇは、ウシκ軽鎖 cDNAのポリヌクレオチド配列である（配列番号 :60）
。この配列の全体または一部は、κ軽鎖ノックアウト構築物に使用し得る。さらに、この
κ軽鎖は、κ軽鎖ノックアウト構築物に使用されるゲノムκ軽鎖配列を単離するのに使用
し得る。
【図４】図４は、Δ HACおよびΔΔ HACの構築の概略図である。
【図５】図５は、Δ HAC胎仔中のヒト重鎖および軽鎖をコードするゲノム DNAの存在を示す
アガロースゲルの写真である。
【図６】図６は、妊娠 77日目のΔ HAC胎仔（胎仔 #5996）中のヒト Cμエキソン３および４
の発現を示すアガロースゲルの写真である。
【図７】図７は、Δ HAC胎仔 #5996中の内因性ウシ重鎖の再配列を示すアガロースゲルの写
真である。
【図８】図８は、Δ HAC胎仔 #5996中の再配列ヒト重鎖の発現を示すアガロースゲルの写真
である。
【図９】図９は、Δ HAC胎仔 #5996中のヒト重鎖遺伝子座由来のスプライシングされた定常
領域の発現を示すアガロースゲルの写真である。
【図１０】図１０は、Δ HAC胎仔 #5996中の再配列ヒト重鎖の発現を示すアガロースゲルの
写真である。
【図１１－Ａ】図１１Ａは、Δ HAC胎仔 #5996由来の再配列ヒト重鎖転写産物のポリヌクレ
オチド配列である（配列番号 :49）。
【図１１－Ｂ】図１１Ｂは、この配列（「 Query（問合せ）」）のある領域と、ヒト抗肺
炎球菌抗体（「 Subject（対象）」）との配列アライメントである（それぞれ配列番号 :50
および 51）。Δ HAC胎仔 #5996由来の問合せ配列については、ヒト抗肺炎球菌抗体配列の対
応するヌクレオチドと異なるヌクレオチドのみを示してある。
【図１２－Ａ】図１２Ａは、Δ HAC胎仔 #5996由来の再配列ヒト重鎖転写産物の追加のポリ
ヌクレオチド配列（配列番号 :52）、およびその推定アミノ酸配列（配列番号 :53）である
。
【図１２－Ｂ】図１２Ｂは、Δ HAC胎仔 #5996由来の再配列ヒト重鎖転写産物の追加のポリ
ヌクレオチド配列（配列番号 :54）、およびその推定アミノ酸配列（配列番号 :55）である
。
【図１３】図１３は、ΔΔ HAC胎仔 #5580が、ヒト重鎖および軽鎖免疫グロブリン遺伝子座
の両方を含むことを実証するアガロースゲルの写真である。
【図１４】図１４は、ΔΔ HAC胎仔 #5442Aおよび 5442Bが、ヒト重鎖および軽鎖遺伝子座の
両方を含むことを実証するアガロースゲルの写真である。
【図１５】図１５は、ΔΔ HAC胎仔 #5442A中のヒト重鎖遺伝子座に由来するスプライスμ
定常領域の発現を示すアガロースゲルの写真である。
【図１６】図１６は、ΔΔ HAC胎仔 #5868A中のヒト重鎖遺伝子座の再配列および発現を示
すアガロースゲルの写真である。
【図１７】図１７は、ΔΔ HAC胎仔 #5442Aおよび 5442B中のヒト Igλ遺伝子座の再配列およ
び発現を示すアガロースゲルの写真である。
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【図１８】図１８は、ΔΔ HAC胎仔 #5442A中のヒト Igλ遺伝子座の再配列および発現を示
すアガロースゲルの写真である。
【図１９】図１９は、ΔΔ HAC胎仔 #5868A中のヒト Igλ遺伝子座の再配列および発現を示
すアガロースゲルの写真である。
【図２０】図２０は、ΔΔ HAC胎仔 #5442A由来の再配列ヒト軽鎖転写産物のポリヌクレオ
チド配列、および対応する推定アミノ酸配列である（それぞれ、配列番号 56および 57）。
【図２１】図２１は、ΔΔ HAC胎仔 #5442A由来の再配列ヒト軽鎖転写産物の別のポリヌク
レオチド配列、および対応する推定アミノ酸配列である（それぞれ、配列番号 58および 59
）。
【図２２】図２２Ａ～Ｈは、ΔΔ HAC胎仔 #5442A（図２２Ａ～図２２Ｄ）および 5442B（図
２２Ｅ～図２２Ｈ）によるヒトλ軽鎖およびウシ重鎖タンパク質の発現の FACS分析のグラ
フである。これらの胎仔の脾臓由来のリンパ球を、フィコエリトリン標識化抗ヒトλ抗体
と（図２２Ｃおよび図２２Ｄ）、 FITC標識化抗ウシ IgM抗体と（図２２Ｄおよび２２Ｈ）
、または抗体無しで（図２２Ａ、図２２Ｂ、図２２Ｅおよび図２２Ｆ）反応させ、 FASCal
ibur細胞ソーター上で分析した。抗体の１つで標識化された細胞のパーセンテージは、各
ヒストグラムの下に表示している。
【図２３】図２３は、ピューロマイシン耐性遺伝子および転写終結配列を、ウシ細胞中の
内因性α -(1,3)-ガラクトシルトランスフェラーゼ遺伝子に挿入するために使用する、α -
(1,3)-ガラクトシルトランスフェラーゼノックアウトベクターの概略図である。
【図２４】図２４は、 AAVターゲッティングベクターの骨格として使用された、エキソン
２、３および４を含む BamHI-XhoI断片の概略図である。ネオマイシン耐性マーカーを、エ
キソン４に挿入して、遺伝子座の挿入突然変異に使用した。その後適切なターゲッティン
グの確認のために使用した PCRプライマーのアニーリング部位の位置を示してある。
【図２５】図２５は、内因性ウシ IgH配列を除去するために設計されたアデノ随伴ウイル
ス構築物の構造の概略図である。
【図２６】図２６は、適切なターゲッティング事象のために個々に形質導入されたクロー
ンの PCR分析を示すアガロースゲルの写真である。この実験において使用したベクターは
、図２４に示す。適切なターゲッティングを示す PCR生成物は、＊印を付けた。
【図２７】図２７は、 HAC担持胚について妊娠率をまとめて示す表である。
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【 図 １ － Ａ 】 【 図 １ － Ｂ 】

【 図 ２ － Ａ 】

【 図 ２ － Ｂ 】

【 図 ３ － Ａ 】

【 図 ３ － Ｂ 】

【 図 ３ － Ｃ 】
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【 図 ３ － Ｄ 】 【 図 ３ － Ｅ 】

【 図 ３ － Ｆ 】 【 図 ３ － Ｇ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ － Ａ 】

【 図 １ １ － Ｂ 】

【 図 １ ２ － Ａ 】

【 図 １ ２ － Ｂ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ 】
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【 図 ２ ２ 】 【 図 ２ ３ 】

【 図 ２ ４ 】 【 図 ２ ５ 】
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【 図 ２ ６ 】 【 図 ２ ７ 】
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