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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　所望の活性を有する遺伝子産物の製造方法であって、以下のa)～c)の工程:
　a) クローン細胞集団において、高頻度突然変異を誘導する調節配列に機能し得る形で
連結された該遺伝子産物をコードする核酸をin vitro発現させる工程であって、ここで(i
)該クローン細胞集団は、免疫グロブリン発現細胞集団またはリンパ腫細胞集団であって
、内在性V遺伝子座に指向性構成的高頻度突然変異を起こすことができ、かつ標的でない
核酸の突然変異率よりも100倍以上上回っている標的核酸突然変異率を示し、さらに(ii)
該突然変異率がRad51の類似体および／またはパラログ体の遺伝子操作によりモジュレー
トされており、(iii)該遺伝子操作が遺伝子の欠失、変換、および挿入からなる群より選
択される、工程、
　b) 該クローン細胞集団内で、該所望の活性を有する突然変異した遺伝子産物を発現す
る細胞または細胞群を同定する工程、
　c) 工程b)で同定された細胞または細胞群から、1種以上のクローン細胞集団を樹立し、
そして、その1種以上のクローン細胞集団から、該所望の活性が向上している遺伝子産物
を発現する細胞または細胞集団を選別する工程、
を含む上記方法。
【請求項２】
　高頻度突然変異を誘導する調節配列が、Ｊ遺伝子クラスターの下流に存在する配列から
選択される、請求項１に記載の方法。
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【請求項３】
　前記調節配列が、エレメントEi/MAR、Cκ＋隣接領域、およびIg遺伝子の3'側エンハン
サー(E3')を含む、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　高頻度突然変異を誘導する調節配列に機能し得る形で連結された核酸領域が、細胞また
は細胞群に挿入された外来性の配列である、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　外来性の配列が、前記細胞または細胞群と同種であり高頻度突然変異を誘導する調節配
列に機能し得る形で連結された異種コード配列を含む、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　内在性V領域コード配列が、異種コード配列によって置換されている、請求項５に記載
の方法。
【請求項７】
　遺伝子産物が免疫グロブリンである、請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　遺伝子産物がDNA結合タンパク質である、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　所望の活性が、免疫グロブリンの抗原結合活性である、請求項１～７のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項１０】
　遺伝子産物が酵素である、請求項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　工程b)およびc)を反復的に繰り返す、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記Rad51の類似体および／またはパラログ体が、Rad51b、Rad51c、ならびにそれらの
類似体および／またはパラログ体からなる群から選択される、請求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗体産生細胞の生来の体細胞高頻度突然変異能を利用することによる遺伝子
または遺伝子産物における多様性の生成方法、ならびに所定の遺伝子産物において多様性
を生成できる細胞系に関する。
【背景技術】
【０００２】
　遺伝子産物において多様性を生成させるための多くのin vitro法は、非常に多数の突然
変異体を作製し、次にそれらを効果的な選別技術を用いて選別することに基づいている。
例えば、ファージ提示法は、提示されたタンパク質の選別を可能にする媒介手段が提供さ
れた場合に非常にうまくいっている（Smith, 1985; Bassら, 1990；McCaffertyら, 1990
；概説としては、ClacksonおよびWells, 1994を参照されたい）。同様に、特定のペプチ
ドリガンドが、lacリプレッサーLaclのC末端に連結されたペプチドの大きなライブラリー
を用いる親和性選別法により、受容体への結合について選別されている（Cullら, 1992）
。大腸菌で発現させた場合、リプレッサータンパク質は、そのリガンドを、コード化プラ
スミド上のlacオペレーター配列への結合によって該プラスミドに物理的に連結させる。
更に、完全にin vitroのポリソーム提示系についても報告されており（Mattheakisら, 19
94）、その場合、新生ペプチドはリボソームを介してそれらをコードするRNAに物理的に
結合される。
【０００３】
　in vivoでは、抗体特異性の一次レパートリーは、免疫グロブリンV、DおよびＪ遺伝子
セグメントの結合を含むDNA再構成のプロセスにより作製される。マウスおよびヒトでは
、抗原と出会った後、その抗原により起動されたB細胞内で再構成されたV遺伝子が、今度
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は体細胞高頻度突然変異による第2段階の多様化を起こす。この高頻度突然変異によって
第二のレパートリーが生成され、そのレパートリーから良好な結合特異性が選別され、そ
れによって液性免疫応答の親和性成熟が可能になる。
【０００４】
　現在までの人為的な選別系は、ひとえに、第一次の突然変異および選別に基づくもので
あり、これは、概念としては、所望の活性を有する遺伝子産物の選別がなされる遺伝子産
物突然変異体の「固定された」レパートリーが得られるという点で、自然の抗体産生で起
こるV-D-Ｊ再構成の第1段階と似ている。
【０００５】
　in vitroでのRNAの選別および進化（EllingtonおよびSzostak, 1990）は、SELEX（指数
的濃化（enrichment）によるリガンドの体系的進化）(TuerkおよびGold, 1990)とも呼ば
れることがあり、これは結合活性と化学的活性の両者についての選別を可能にするが、但
し、核酸についてしかできない。選別を結合について行う場合、核酸のプールを固定化さ
れた基質と共にインキュベートする。未結合のものを洗い流し、次に結合しているものを
遊離させ、増幅し、このプロセス全体を反復段階として繰り返して、より良好な結合配列
を濃化する。この方法は、触媒作用を持つRNAおよびDNAの単離にも適用できる（Greenお
よびSzostak, 1992；概説については、ChapmanおよびSzostak, 1994；Joyce, 1994；Gold
ら, 1995；Moore, 1995を参照されたい）。したがって、SELEXでは、所望の活性を繰り返
し工程により向上させることができるが、その範囲は核酸の調製に限られている。
【０００６】
　しかし、人為的な選別系は、自然の免疫系の場合とは違って、手軽な形態の「親和性成
熟」や繰り返し工程によるレパートリーの作製・開発にはあまり適さない。この理由の1
つは、突然変異をそれらが必要とされる分子の領域にターゲティングすることは難しいの
で、それに続いて突然変異と選別を繰り返しても、活性が向上した分子を十分な効率で単
離することはできないからである。
【０００７】
　自然の抗体産生において親和性成熟の際に起こる体細胞高頻度突然変異プロセスについ
ての知見の多くは、in vivoでの高頻度突然変異の際に起こった突然変異の分析から導き
出されたものである（概説については、NeubergerおよびMilstein, 1995；WeillおよびRe
ynaud, 1996；Parham, 1998を参照されたい）。これらの突然変異の大部分は、段階的に
導入された一ヌクレオチド置換である。それらは、（特徴的なホットスポットと共にでは
あるが）再構成されたVドメイン全体に散らばっており、それら置換は、塩基のトランジ
ションに偏りを示す。それらの突然変異の殆どは、（B細胞の分化・増殖の他の段階の間
ではなく）胚中心でのB細胞増殖の間に蓄積し、その場合、高頻度突然変異期の間のV遺伝
子へのヌクレオチド置換の組み込み率は10-4～10-3／bp／世代であると見積もられる（Mc
Keanら, 1984; Berek & Milstein, 1988）。
【０００８】
　リンパ球様細胞系によって高頻度突然変異を研究するための扱い易い系が得られる可能
性について、何年も前から検討されてきた（CoffinoおよびScharff, 1971；Adetugboら, 
1977；Bruggemannら, 1982）。明らかに、重要なことは、研究対象の細胞系におけるV遺
伝子の突然変異率が、実行可能なアッセイを提供するのに十分なほど高いものであり、し
かも、突然変異が局在性の抗体高頻度突然変異機構によって真に生じたものであって、多
くの腫瘍と特徴的に関連しているような全体的な突然変異率の増大を反映しているのでは
ないと確信できるくらい十分高いことである。マウスのプレB細胞系および形質細胞腫細
胞系におけるVH内の停止コドンの復帰変異（reversion）をモニタリングすることによっ
て、突然変異が広く研究されている（Wablら, 1985；Chuiら, 1995；Zhuら, 1995；Green
ら, 1998により概説されている)。発現されたV遺伝子の直接配列決定という別の戦略を行
ったところ、幾つかの濾胞性リンパ腫、バーキットリンパ腫およびホジキンリンパ腫にお
けるVH遺伝子の多様化が、最初のトランスフォーメーション事象の後で継続し得ることが
示された（BahlerおよびLevy, 1992；Jainら, 1994；Chapmanら, 1995および1996；Braeu
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ningerら, 1997）。また、直接配列決定からは、クローン化濾胞性リンパ腫系では突然変
異の存在率（prevalence）が低いことも明らかになっており、これは、VHの多様化がin v
itroでも継続可能であることを立証している（Wuら, 1995）。上記で引用した細胞系での
構成的突然変異についてのどの報告からも、観察された突然変異が、自然の抗体の多様化
で見られるようなV遺伝子に集中している指向性高頻度突然変異（directed hypermutatio
n）の結果であって、異なる系統に由来する多くの腫瘍細胞系において記載されているよ
うな突然変異に対する全体的な感受性とは異なる、ということの証拠は得られていない。
【０００９】
　近年、Denepouxら（1997）が、抗免疫グロブリン抗体および活性化T細胞の存在下で細
胞を培養することによって、細胞系で高頻度突然変異を誘導した。しかし、観察された高
頻度突然変異は誘発型であって構成的ではないことが述べられている。
【発明の開示】
【００１０】
発明の概要
　本発明の第1の態様において、標的核酸領域の指向性構成的高頻度突然変異を起こすこ
とができるリンパ球様細胞系の製造方法であって、細胞集団を進行中の標的配列の多様化
についてスクリーニングし、標的核酸の突然変異率が他の核酸の突然変異率よりも100倍
以上上回っている細胞を選別することを含む上記方法が提供される。
【００１１】
　本明細書中で用いられる「指向性構成的高頻度突然変異（directed constitutive hype
rmutation）」とは、本明細書で報告する実験で初めて見出だされたものであり、特定の
細胞系の、内在性DNAまたは導入遺伝子DNAの1箇所以上の特定の部位の核酸配列の改変を
構成的様式で（すなわち、外的な刺激を与える必要なしに）引き起こす能力をいう。指向
性構成的高頻度突然変異を起こすことができる細胞では、内在性DNAまたは導入遺伝子DNA
の特定の部位以外の配列は、バックグラウンド突然変異率を上回る突然変異率とはならな
い。
【００１２】
　「標的核酸領域」とは、指向性構成的高頻度突然変異が起こる、本発明による細胞中の
核酸の配列または領域である。標的核酸は、遺伝子産物をコードする1つ以上の転写ユニ
ットを含むことができ、その転写ユニットはその細胞に対して同種であっても異種であっ
てもよい。典型的な標的核酸領域は、免疫グロブリン産生細胞に見られる免疫グロブリン
V遺伝子である。これらの遺伝子は、後記で更に詳細に説明されている高頻度突然変異収
集エレメント（hypermutation-recruiting elements）の影響下にあり、そのエレメント
によって高頻度突然変異が問題の遺伝子座で誘導される。その他の標的核酸配列は、例え
ば、遺伝子座内の高頻度突然変異収集エレメントを含むV遺伝子転写ユニットを、別の所
望の転写ユニットで置換することにより、あるいは高頻度突然変異収集エレメントを含む
人工遺伝子を構築することにより、構築できる。
【００１３】
　「高頻度突然変異」とは、細胞中の核酸の、バックグランドよりも高い率での突然変異
をいう。好ましくは、高頻度突然変異とは、10-5～10-3／bp／世代の突然変異率をいう。
これは、バックグランド突然変異率（10-9～10-10の突然変異／bp／世代のオーダー：Dra
keら, 1988)や、PCRで見られる自然発生的突然変異率を大幅に上回る。Pfuポリメラーゼ
を用いて増幅を30サイクル行うと、その産物には1 bp当たり0.05×10-3未満の突然変異が
起こるが、これは本発明の場合に観察される突然変異の1/100未満である（Lundbergら, 1
991）。
【００１４】
　高頻度突然変異は、天然における免疫グロブリン可変鎖（V）遺伝子生成の一部である
。したがって、本発明によれば、細胞系は、好ましくは、少なくとも１つの免疫グロブリ
ンV遺伝子を生成できる免疫グロブリン産生細胞系である。V遺伝子は、可変軽鎖（VL）遺
伝子であっても可変重鎖（VH）遺伝子であってもよく、免疫グロブリン分子全体の一部と
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して生成されてもよい。それは、抗体、Ｔ細胞受容体、または免疫グロブリンスーパーフ
ァミリーの他のメンバーに由来するV遺伝子でありうる。免疫グロブリンスーパーファミ
リーのメンバーは、免疫系における広範な役割（例えば、抗体、T細胞受容体分子など）
、細胞接着への関与（例えばICAM分子）、ならびに細胞内シグナル伝達（例えば、PDGF受
容体などの受容体分子）を含むin vivoでの細胞性および非細胞性相互作用の多くの局面
に関与する。したがって、本発明による好ましい細胞系は、B細胞から誘導されるもので
ある。本発明によれば、V領域遺伝子に高頻度突然変異を起こす能力は保持しているが他
の遺伝子には高頻度突然変異を生じない抗体産生B細胞由来の細胞系が単離できることが
確認された。
【００１５】
　１つの好ましい実施形態において、本発明による細胞は、in vivoで高頻度突然変異が
起こる細胞から誘導されたものか、あるいは該細胞に関連するものである。in vivoで高
頻度突然変異を起こす細胞は、例えば、B細胞などの免疫グロブリン発現細胞である。リ
ンパ腫細胞は、Ig発現細胞の腫瘍であり、これは、本発明による構成的に高頻度突然変異
を起こす細胞系を単離するための特に優れた候補である。
【００１６】
　本明細書中で用いられる「進行中の標的配列の多様化についてのスクリーニング」とは
、試験される細胞系の標的核酸領域における高頻度突然変異の存在の判定をいう。これは
、直接配列決定法、またはMutSアッセイ（Jollyら, 1997）のような間接法、または免疫
グロブリン欠損変異体の生成のモニタリングなどの種々のやり方で実施できる。この手順
に従って選別された細胞は、標的配列の多様化を示す細胞である。
【００１７】
　本発明の方法による選別に供される細胞集団は、種々の細胞型および／もしくは種々の
標的配列を含む、ポリクローナル細胞集団または（単）クローン細胞集団でありうる。
【００１８】
　クローン細胞集団とは、単一のクローンから誘導される細胞の集団であって、細胞がそ
こで起こっている突然変異以外は同一であるようになっているものである。クローン細胞
集団の使用では、好ましくは、V遺伝子の高頻度突然変異を誘導する目的では他の細胞型
（例えば活性化T細胞）との共培養は行わない。
【００１９】
　本発明による細胞は、高頻度突然変異を引き起こすために誘導工程の使用には依存しな
い。
【００２０】
　好ましくは、本発明においてスクリーニングされるクローン細胞集団は、B細胞から誘
導される。有利には、それは、バーキットリンパ腫細胞系、濾胞性リンパ腫細胞系または
びまん性大細胞リンパ腫細胞系などのリンパ腫細胞系である。
【００２１】
　好ましくは、本発明による方法は、更に、標的配列の多様化を示す１種以上の細胞を単
離する工程、および、単離した細胞において、標的配列内の突然変異の蓄積速度を非標的
配列内のものと比較する工程を含む。
【００２２】
　本発明の特徴は、高頻度突然変異が、特定の（標的）核酸領域だけで誘導され、通常は
これらの領域以外では見られないことである。したがって、特異性は、本発明の方法の一
部として、標的配列以外の配列の突然変異率をアッセイすることによってアッセイされる
。C領域遺伝子（天然では高頻度突然変異に暴露されない）は、そうした技法に有利に用
いることができるが、特異的な高頻度突然変異を受けない他の核酸領域もまた使用可能で
ある。高頻度突然変異は配列依存的ではないので、比較のために選択された核酸領域の実
際の配列そのものは重要でない。しかし、それは、後記で説明するように、高頻度突然変
異を誘導する配列の制御を受けていてはならない。便利なことに、バックグラウンド突然
変異は、例えばHPRT遺伝子座における彷徨解析（fluctuation analysis）により評価でき
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る［LuriaおよびDelbreck, (1943)；CapizziおよびJameson, (1973)を参照されたい]。
【００２３】
　標的領域の突然変異が非標的領域の突然変異を上回っている細胞が、本発明による特定
の核酸領域の指向性構成的高頻度突然変異を起こすことができる細胞である。V領域遺伝
子の突然変異が他の遺伝子の突然変異を上回っている係数は様々であるが、一般には少な
くとも102、有利には103、好ましくは104以上のオーダーである。
【００２４】
　全体的な突然変異率および多様性は、例えば、突然変異誘発原の投与、または配列改変
遺伝子（例えばターミナルデオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼ（TdT））の発現
によって増大し得る。しかし、高頻度突然変異とバックグラウンドとの差は、そうした方
法では増大しないと予想される。
【００２５】
　本発明による好ましい細胞は、そこで見られる体細胞高頻度突然変異率を上げるために
、遺伝子の欠失、変換もしくは挿入などの遺伝子操作に供することができる。例えば、本
発明による細胞は、RAD51パラログ体の1コピー以上を欠失していてもよい。
【００２６】
　その細胞は、適切な脊椎動物細胞であればよく、例えば哺乳動物の細胞および鳥類の細
胞が挙げられる。
【００２７】
　本発明の第2の態様において、所望の活性を有する遺伝子産物の製造方法であって、以
下の工程a)～c):
　a) 本発明の第1の態様による細胞の集団において、高頻度突然変異を誘導する配列に機
能し得る形で連結された該遺伝子産物をコードする核酸を発現させる工程、
　b) 該細胞集団中で、該所望の活性を有する突然変異した遺伝子産物を発現する細胞ま
たは細胞群を同定する工程、
　c) 工程(b)で同定された細胞または細胞群から1種以上のクローン細胞集団を樹立し、
そのクローン細胞集団から、該所望の活性が向上している遺伝子産物を発現する細胞また
は細胞群を選別する工程、
を含む上記方法が提供される。
【００２８】
　上記のパートa)による細胞の集団は、V領域遺伝子の構成的高頻度突然変異を起こすこ
とができ本発明の第1の態様による方法によって同定される細胞を含むクローン細胞集団
またはポリクローナル細胞集団である。したがって、遺伝子産物は、後記で更に詳細に説
明するように、内在性の免疫グロブリンポリペプチド、操作された内在性の遺伝子により
発現される遺伝子産物、または体細胞高頻度突然変異を誘導する調節配列に機能し得る形
で連結された異種転写ユニットにより発現される遺伝子産物、とすることができる。
【００２９】
　本発明の細胞内で発現され高頻度突然変異を起こす核酸は、内在性V領域のような内在
性の領域、または本発明の細胞系に挿入された異種の領域であってよい。これは、例えば
、高頻度突然変異を誘導する内在性の調節配列を保持したまま、内在性V領域が異種転写
ユニット（例えば異種V領域）によって置換されている形態；または、高頻度突然変異を
誘導するための細胞自身の調節配列の制御下で、該細胞へ異種転写ユニットが挿入されて
いる形態を取ることができ、その場合、その転写ユニットはV領域遺伝子または任意の他
の所望の遺伝子産物をコードしていればよい。本発明による核酸は、後記で更に詳細に説
明されている。
【００３０】
　上記の工程b)において、細胞は、所望の遺伝子産物活性についてスクリーニングされる
。これは、例えば免疫グロブリンの場合、結合活性とすることができる。また、適切なア
ッセイ法を用いて、酵素活性などの他の活性を評価することも可能である。遺伝子産物が
細胞表面に提示される場合、所望の活性をもたらす細胞は、細胞表面での活性を（例えば
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蛍光発光によって）検出することにより、あるいは該細胞を表面の遺伝子産物を介して支
持体に固定化することにより単離できる。活性が増殖培地中に分泌される場合、あるいは
それぞれ個々の細胞についてではなく細胞培地全体についてしか評価できない場合は、そ
の所望の活性を有する遺伝子産物を分泌する細胞の同定確率を上げるために、工程a)から
複数のクローン集団を樹立することが有利である。用いられる選別系は、細胞の増殖能・
突然変異能に影響を及ぼさないことが有利である。
【００３１】
　好ましくは、この段階（および工程c）において、より良好な、向上した、またはより
望ましい活性を有する遺伝子産物を発現する細胞を選別する。そのような活性は、例えば
、所与のリガンドに対するより高度な親和性結合、またはより有効な酵素活性である。し
たがって、この方法によれば、所望の活性の定性的および／または定量的評価に基づいて
、細胞を選別できる。
【００３２】
　本発明の第3の態様において、所望の活性を有する遺伝子産物の製造における、特定の
核酸領域の指向性構成的高頻度突然変異を起こすことができる細胞の使用が提供される。
【００３３】
　本発明による使用において、所望の活性を有する遺伝子産物をコードする核酸は、細胞
内での高頻度突然変異を誘導する調節配列に機能し得る形で連結されている。したがって
、その細胞を連続的に作製することにより、その核酸配列の突然変異体が得られ、それを
本発明の方法によりスクリーニングして、有利な特性を有する突然変異体を単離する。
【００３４】
　更に別の態様において、本発明は、本発明による指向性構成的高頻度突然変異を起こす
ことができる細胞に関する。好ましくは、この細胞は、遺伝子操作されたニワトリDT40細
胞である。上記で記載したように、1つ以上のDNA修復遺伝子が操作できる。好ましくは、
1つ以上のRad51遺伝子が操作されている。これらの遺伝子はダウンレギュレートまたは欠
失していることが有利である。好ましくは、その遺伝子はRad51b遺伝子またはRad51c遺伝
子である。
【００３５】
　1つの非常に好ましい実施形態において、本発明は、Δxrcc2 DT40およびΔxrcc3 DT40
からなる群から選択される細胞を提供する。
【００３６】
図面の説明
　図1。バーキット系におけるVHの多様性
　(A) 4種の散発性バーキットリンパ腫系の再構成されたVH遺伝子における配列多様性を
円グラフとして示したもの。各細胞系について配列決定を行ったM13クローンの数を円の
中心に示す。円弧の様々な大きさは、0個、1個、2個等（図示のとおり）の突然変異によ
りコンセンサスと区別される配列の割合を示す。
【００３７】
　(B) 初期Ramos培養物において同定されたVH突然変異の推定される系統的関係（dynasti
c relationship）。それぞれの丸（突然変異の程度に比例した濃淡を付けた）は、丸の中
に示す数の蓄積された突然変異を有する別個の配列を示す。
【００３８】
　(C) 再構成されたVλ遺伝子における突然変異の存在率。Ramosにおいて、2種のVλの再
構成が同定される。多様性および生殖細胞系の起源の割り当ては、図1Aと同様にして示し
てある。
【００３９】
　(D) 初期Ramos培養物のVH領域およびCμ領域における突然変異の存在率の比較。円グラ
フは、図1Aと同様にして示してある。
【００４０】
　図2。Ramosにおける構成的なVH多様化
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　(A) MutSアッセイにより評価した多様化。直接クローニングおよび配列決定により推定
される各集団における突然変異の存在率を示す。
【００４１】
　(B) 3種の独立したRamosクローンの子孫から推定される系統的関係。
【００４２】
　図3。RamosのVHに沿った未選択のヌクレオチド置換の分布。
【００４３】
　図4。Ramosにおける高頻度突然変異により、様々な復帰可能なIgM欠損変異体が生じる
。  
　(A) IgM欠損変異体の単離を示すスキーム。
【００４４】
　(B) 複数のナンセンス突然変異がVHの不活性化に関与し得ることを示す表。これら2種
の集団において停止がみとめられるそれぞれのVHコドンの位置を示す。
【００４５】
　(C) IgM欠損変異体の復帰変異率の表。
【００４６】
　(D) IgM欠損誘導体における停止コドン周辺の配列。
【００４７】
　図5。TdTを発現するRamosトランスフェクト体におけるIgM欠損変異体
　(A) 3種のpSV-pβG/TdTおよび3種のRamosの対照トランスフェクト体におけるTdTの発現
のウエスタンブロット分析。
【００４８】
　(B) IgM欠損変異体を生じる独立した突然変異事象を示す円グラフ。
【００４９】
　図6。一ヌクレオチド置換以外のVHにおける突然変異をまとめた配列表。
【００５０】
　図7。抗イディオタイプ（抗-Id1）結合特異性が失われているRamos細胞のVH遺伝子から
単離した配列の比較。出発集団のコンセンサスとは異なるヌクレオチド置換は太字で示す
。推定アミノ酸変化も太字で示す。
【００５１】
　図8。5ラウンドにわたる反復的な選別による、新規な結合特異性を有する免疫グロブリ
ンを製造するためのRamos細胞の濃化を示す棒グラフ。
【００５２】
　図9。ビーズ：細胞の比率を増大させることによる新規な特異性（ストレプトアビジン
）を結合するRamos細胞の回収の向上を示す棒グラフ。
【００５３】
　図10。標的抗原の濃度を増大させることによる、新規な結合特異性を有するRamos細胞
の回収の増大を示すグラフ。
【００５４】
　図11。ストレプトアビジン結合Ramos細胞から得られたVH配列。出発集団のVH配列と比
較した場合に見られるヌクレオチドの変化および推定アミノ酸の変化を太字で示す。
【００５５】
　図12。対照の培地および未選択のRamos細胞の上清に対する、ストレプトアビジン結合
に対する選別プロセスの第4、第6および第7ラウンドにて選別された細胞の上清中のIgMの
量。
【００５６】
　図13。図12の上清から得られたIgMのストレプトアビジン結合。
【００５７】
　図14。表面プラズモン共鳴により分析した、ストレプトアビジン結合に対する選別の第
4および第6ラウンドから得られた上清のストレプトアビジン結合。
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【００５８】
　図15。第4および第6ラウンドで選別された細胞のストレプトアビジン-FITCへの結合のF
ACS分析。
【００５９】
　図16。第6ラウンドで選別されたIgMのVHおよびVLの配列。
【００６０】
　図17。ストレプトアビジンに対して選別された親和性成熟Ramos細胞のFACS分析。
【００６１】
　図18。親和性成熟Ramos細胞のELISA。
【００６２】
　図19。野生型および修復欠損DT40におけるsIgM欠損変異体
　(A) 野生型および修復欠損細胞におけるsIgMの異質性（heterogeneity）のフローサイ
トメトリー分析。
【００６３】
　(B) sIgM欠損変異体の生成頻度の彷徨解析。
【００６４】
　図20。DT40のsIgM変異体からクローニングしたVλ配列の分析。
【００６５】
　図21。1ヶ月間クローン性増殖させた後の、ソーティングされていないDT40集団のIg配
列の分析。
【００６６】
　図22。DNA-PK、Ku70およびRad51Bが欠損しているDT40細胞のsIgM欠損変異体の分析。
【００６７】
　図23。ラット免疫グロブリンのイディオタイプに特異的なDT40由来の一連のIgM。細胞
をビオチン化ラットS7 IgG2aと、モノクローナル抗体（Ab）/FITC-ストレプトアビジンと
の凝集物を用いる6ラウンドの選別に供してDT-Ab3を得て、次に、これを更に3ラウンドの
直接PE-Abコンジュゲートを用いるソーティングに供してDTAb6を得る。(a) ビオチン化Ab
/FITC-Strep（ストレプトアビジン）凝集物およびPE-Abの、DT-Ab3細胞およびDT-Ab6細胞
への結合の分析。(b) S7 Abで被覆したプレートを用いるELISAによりモニタリングした、
DTAb3、5および6細胞の上清中のIgMのS7 Abへの結合、ならびに抗ニワトリIgMを用いた検
出。上清は、総IgM力価について調整した。種々のラット・ハイブリドーマおよび各種の
イソ型のキメラmAb（G. ButcherおよびM Bruggemannから恵贈されたもの（図示せず））
へのDT-Ab6 IgMによる結合は検出されなかった。(c) DT-Ab6 IgMの、プレート上に被覆さ
れたS7ラットIgG Abへの結合は、S7 Ab自身による競合を受けるが、正常なラット血清に
よって競合を受けることはほとんどない。S7（0.5mg/mlのストック）およびラット血清の
競合物は、図示の希釈率で用いた。(d) DT-Ab6 IgMは、S7ハイブリドーマ細胞を染色する
のに使用できる。染色は、固定した透過化細胞のフローサイトメトリーにより、FITC-コ
ンジュゲート抗ニワトリIgMを用いて検出することにより検出した。(e) 元の0.2mg/mlの
ストック（PE-S7 Ab；Pharamacia）の各種の希釈液を用いたPE-AbコンジュゲートによるD
T-Ab3細胞およびDT-Ab6細胞の染色の比較。(f) 親和性の測定。DT-Ab6細胞（106個）を、
各種容量の0.2ピコモルのPE-コンジュゲートS7 Abと共にインキュベートして、図示のPE-
Ab濃度を得た。洗浄した後で、細胞の平均蛍光強度（MFI）を測定した。(g) DT-Ab6と親
集団とのIgVH/VL配列の比較。
【００６８】
　図24。DT40由来の一連のプロテインA特異的IgM。(a) 108個の細胞を106個のビーズと共
にインキュベートした後で回収される細胞の数を示す、誘導化した磁性ビーズに結合して
いるDT40変異体の選別。DT-P1およびP2は、ビオチン化プロテインAで被覆したストレプト
アビジン-ビーズで選別され、一方、DT-P3は、DT-P2から、プロテインAで直接被覆したト
シル化磁性ビーズで選別された。(b) ビオチン化プロテインAとFITC-ストレプトアビジン
との凝集物による、FITCと直接コンジュゲートさせたプロテインAによる、およびFITC-抗
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IgMによる、各種のDT-P細胞のサブクローンの染色の比較。(c) 検出にニワトリIgMに特異
的なマウスIgM mAb（Southern Biotechnology）を用いたELISAによりモニタリングした、
親DT40およびDT-P14バルク集団の上清中のIgMの、プロテインAで被覆したプレートへの結
合。対照として、総IgM力価も比較した。(d) DT-P4、-P6およびP7のクローンの上清から
得られたIgM（親DT40からのものではない）は、プロテインA-セファロース（Sepharose）
上に保持されているニワトリIgMを検出するためのウエスタンブロットを用いてプロテイ
ンA上で精製することができる。(e) [35S]プロテインAのDTP細胞への結合。親DT40（DT）
またはDT-P細胞（0.1ml中に5×105個）を、[35S]プロテインA（48,000の結合可能なcpm；
200～2000Ci/mmol）と共に、氷上で1時間インキュベートした。PBSで1回洗浄した後、結
合したcpmを測定した。(f) 親和性の測定。DT-P14細胞（106個）を各種の容量の0.7ピコ
モルの[35S]プロテインA（7×1010の結合可能なcpm/μmole）と共にインキュベートして
、図示したプロテインA濃度を得た。洗浄した後、結合したcpmを測定した。(g) FITCプロ
テインAによるDT-P4細胞およびDT-P14細胞の染色は、1mg/mlの未標識ウサギIgGの存在下
（P4＋、P14＋）で染色することにより増強される。(h) DT-Pサブクローン由来のIgV遺伝
子の配列。
【００６９】
　図25。DT40の抗原選別により、特異性への成熟の可能性を有する多重反応性のIgMを得
ることができる。DT-H10細胞は、親Xrcc2-欠損DT40のプールから、ヒト血清アルブミン（
HAS）が結合しているカルボキシル化磁性ビーズを用いて、連続した10ラウンドの選別に
より得た。DT-T10細胞およびDT-O6細胞は、FITC-ストレプトアビジンとビオチン化サイロ
グロブリン（DT-T細胞）もしくはオボアルブミン（DT-O細胞）との凝集物で染色した細胞
のフローサイトメトリーによる選別を連続したラウンドで行うことにより得た。各ラウン
ドでは、集団の最も明るい2％を採取した。(a) 図示の試薬（Cy-strep：サイクローム（c
ychrome）-ストレプトアビジン）で染色したDT-H6細胞およびDT-T6細胞のフローサイトメ
トリー分析。(b) DT-H6細胞およびDT-T6細胞の抗原結合は、sIgM欠損変異体について濃化
してあるDT-H6およびDT-T6の亜集団の二次元フローサイトメトリー分析で確認されるよう
に、表面IgMにより仲介される。(c) 図示の抗原に特異的なニワトリIgMをモニタリングし
た、DTH6およびDT-T6の培養上清のELISA。(d) DT-O6細胞（オボアルブミン凝集物を用い
て選別）もまたTg（ならびに、数種の他の被験抗原（図示せず））に結合するが、FITC-O
vabright／サイクローム-ストレプトアビジンdull細胞について連続ソーティングを行っ
たところ、Ovaに対する特異性がより高い集団が得られる。
【００７０】
　図26。天然に存在する構成的に高頻度突然変異を起こすBL細胞系の分析。
【００７１】
発明の詳細な説明
　本発明は、選択された核酸領域を構成的に高頻度突然変異させる細胞系を、初めて利用
できるようにした。これにより、自然の抗体産生における親和性成熟によく似た技法によ
って、突然変異した遺伝子産物を産生する系の設計が可能になる。Ramosバーキット系は
、in vitro培養物中で、その再構成された免疫グロブリンV遺伝子を構成的に多様化する
。この高頻度突然変異には、活性化T細胞や外来的に添加されるサイトカインによる刺激
も、更にはB細胞抗原受容体の維持も必要としない。
【００７２】
　その突然変異率（0.2～1×10-4／bp／世代の範囲）は、未選択の突然変異の大きなデー
タベースを容易に蓄積させるのに十分高いものであり、したがって、Ramosにおける高頻
度突然変異が、in vivoでの免疫グロブリンV遺伝子の高頻度突然変異と古典的に関連づけ
られている特徴（突然変異をV遺伝子へ選択的にターゲッティングすること；一ヌクレオ
チド置換の段階的な蓄積；トランジションへの偏り；特徴的な突然変異のホットスポット
）の多くを示すことは明らかである。データベースにおける未選択の突然変異の大部分は
一ヌクレオチド置換であるが、欠失および重複（時には隣接するヌクレオチド置換が共に
存在する）が検出可能である。そのような欠失および重複もまた、in vivoでの高頻度突
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然変異の結果として生じることが提唱されている（Wilsonら, 1998；Goosensら, 1998；W
u & Kaartinen, 1995)。
【００７３】
　選択された核酸領域で構成的に高頻度突然変異を起こす細胞の単離は、B細胞などの抗
体産生細胞から誘導される細胞系でV遺伝子の突然変異をモニタリングすることに基づく
。本発明で用いられる選別方法は、多くの方法で構成できる。
【００７４】
高頻度突然変異細胞の選別
　高頻度突然変異細胞は、標的配列の配列決定、発現欠損突然変異体についての選別、細
菌性MutSタンパク質を用いるアッセイ、および遺伝子産物の活性の変化についての選別な
どの種々の技法により、細胞集団から選別できる。
【００７５】
　標的核酸の高頻度突然変異の特徴の一つは、このプロセスにより、停止コドンが、高頻
度突然変異が起こらない場合に見られるよりもずっと高い頻度でその標的配列に導入され
ることである。これによって、細胞からの遺伝子産物の産生が欠損する。この欠損を、核
酸配列が高頻度突然変異を起こしている細胞の同定に利用できる。
【００７６】
　本発明の1つの好ましい実施形態において、標的核酸は免疫グロブリンをコードする。
免疫グロブリンの欠損は、免疫グロブリンを培地に分泌する細胞、および免疫グロブリン
が細胞表面に提示されている細胞の両者について検出できる。免疫グロブリンが細胞表面
に存在するのであれば、それが存在しないことは、例えばFACS分析、免疫蛍光顕微鏡法、
または支持体へのリガンドの固定により、個々の細胞について同定すればよい。1つの好
ましい実施形態では、細胞を抗原被覆磁性ビーズと混合して、沈降したら、細胞懸濁液か
ら、目的とする特異性を有する免疫グロブリンが表面上に提示されている全ての細胞を除
去すればよい。
【００７７】
　この技法は、抗体やT細胞受容体などを含むいずれの免疫グロブリン分子にも適用でき
る。免疫グロブリン分子の選別は、本発明に従ってアッセイすることが望まれるクローン
細胞集団の性質に応じて決まってくる。
【００７８】
　あるいはまた、本発明による細胞は、V遺伝子などの標的核酸の配列決定、および配列
比較による突然変異の検出によって選別することも可能である。この方法は、スループッ
ト（処理量）を増大させるために自動化することができる。
【００７９】
　更なる実施形態では、V遺伝子を高頻度突然変異させる細胞を、クローン細胞集団中で
産生された免疫グロブリンにおける抗原結合活性の変化を評価することによって検出でき
る。例えば、特定の単位量の細胞培地または抽出物により結合される抗原の量を評価して
、特定の結合活性を保持している細胞により産生された免疫グロブリンの割合を求めるこ
とができる。V遺伝子が突然変異すると、結合活性は変化し、特定の抗原に結合している
産生された免疫グロブリンの割合は減少する。
【００８０】
　あるいはまた、細胞を、新規な結合親和性を生み出す能力についても同様にして評価で
き、これは、例えば、初めは結合していない抗原または抗原の混合物にそれらを暴露し、
高頻度突然変異の結果として結合親和性が生み出されるか否かを観察することにより行う
ことができる。
【００８１】
　更に別の実施形態では、細菌性MutSアッセイを用いて、標的核酸における配列の変異を
検出することができる。MutSタンパク質は、核酸ハイブリッド中のミスマッチに結合する
。親の核酸と突然変異した可能性のある子孫との間でヘテロ二本鎖を形成させることによ
りミスマッチ形成の程度、ひいては核酸の突然変異の程度が評価できる。
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【００８２】
　標的核酸が免疫グロブリン以外の遺伝子産物をコードする場合、選別は、結合以外の機
能の欠損または変化についてスクリーニングすることにより行ってもよい。例えば、酵素
活性の欠損または変化についてスクリーニングしてもよい。
【００８３】
　配列の高頻度突然変異をターゲッティングする細胞を、他の核酸領域における突然変異
について評価する。アッセイするのに都合の良い領域は、免疫グロブリン遺伝子の定常（
C）領域である。C領域は、本発明による指向性高頻度突然変異を起こさない。C領域の評
価は、好ましくは配列決定および比較により行われる。何故ならば、これが、突然変異が
存在しないことを判定するための最も確実な方法だからである。しかし、他の技法を用い
ることも可能であり、例えば、高頻度突然変異事象により破壊される可能性のあるC領域
の活性（例えば補体結合）の保持についてのモニタリングが挙げられる。
【００８４】
細胞の遺伝子操作
　本発明による高頻度突然変異細胞は、IgのV領域における高頻度突然変異率を増大する
ように遺伝子操作されている細胞から選別できる。突然変異率のモジュレーションを担う
遺伝子は、一般に、細胞における核酸修復手順に含まれる。本発明に従って操作される遺
伝子は、アップレギュレート、ダウンレギュレートまたは欠失されていてもよい。
【００８５】
　アップレギュレーションまたはダウンレギュレーションとは、問題の遺伝子によりコー
ドされる遺伝子産物の活性が、少なくとも10％、好ましくは25％、更に好ましくは40％、
50％、60％、70％、80％、90％、95％、99％、またはそれ以上増大または低下しているこ
とをいう。勿論、アップレギュレーションは、200％や500％などの100％を超える活性の
増大を示してもよい。100％ダウンレギュレーションされている遺伝子は、機能的に欠失
しており、これを本明細書中では「欠失している」ともいう。
【００８６】
　本発明により操作される好ましい遺伝子としては、Rad51遺伝子、特にxrcc2、xrcc3お
よびRad51b遺伝子の類似体および／またはパラログ体が含まれる。
【００８７】
　Rad51の類似体および／またはパラログ体は、ダウンレギュレートされていることが有
利であり、好ましくは欠失している。1つ以上のRad51パラログ体のダウンレギュレーショ
ンまたは欠失により、本発明による高頻度突然変異率の増大が起こる。好ましくは、2つ
以上のRad51遺伝子（その類似体および／またはパラログ体を含む）がダウンレギュレー
トされているか欠失している。
【００８８】
　1つの非常に好ましい実施形態では、ニワトリDT40細胞系などの鳥類の細胞系が、xrcc2
および／またはxrcc3の欠失によって改変されている。Δxrcc2 DT40ならびにΔxrcc3-DT4
0は、本発明に従って単離される構成的に高頻度突然変異を起こす細胞系である。
【００８９】
内在性遺伝子産物の改変
　免疫グロブリンV領域遺伝子などの内在性遺伝子に構成的に高頻度突然変異を起こす細
胞系が得られたことから、本発明は、新規な特性を有する遺伝子産物を産生させるための
、構成的高頻度突然変異による内在性遺伝子産物の改変（adaptation）を提供する。例え
ば、本発明は、新規な結合特異性または改変された結合親和性を有する免疫グロブリンの
産生を提供する。
【００９０】
　実際に、高頻度突然変異のプロセスを用いて、免疫グロブリン分子において向上した、
または新規な結合特異性を生じさせる。したがって、目的とする抗原に結合できる免疫グ
ロブリンを産生する本発明による細胞を選別し、次に、これらの細胞を増殖させて更なる
突然変異体を産生させることにより、目的とする抗原への結合が向上している免疫グロブ
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リンを発現する細胞を単離できる。
【００９１】
　目的の特異性を有する突然変異体を単離するために、種々の選別手順が適用できる。こ
れらとしては、蛍光活性化セルソーティング（FACS）、磁性粒子を用いる細胞分離、抗原
クロマトグラフィー法、および他の細胞分離法（例えばポリスチレンビーズの使用）が挙
げられる。
【００９２】
　磁性による捕捉を用いる細胞の分離は、対象とする抗原を磁性粒子またはビーズにコン
ジュゲートさせることにより達成できる。例えば、その抗原を、Miltenyi Biotec GmbHに
より供給されるような超常磁性鉄-デキストラン粒子またはビーズにコンジュゲートさせ
る。次に、これらのコンジュゲート粒子またはビーズを、多様な表面免疫グロブリンを発
現しうる細胞集団と混合する。特定の細胞がその抗原と結合できる免疫グロブリンを発現
する場合、それは、この相互作用により磁性ビーズと複合体化するだろう。次に、磁性粒
子を固定している懸濁液に磁場を印加し、共有結合により結合している抗原を介してそれ
らに結合している細胞を保持する。次に、ビーズと結合しない未結合細胞を洗い流し、対
象とする抗原に結合する能力に基づいて純粋に単離された細胞の集団を残存させる。試薬
およびキットは、そのような一段階単離を行うための様々な供給元から入手可能であり、
例えばDynalビーズ（Dynal AS; http://www.dynal.no）、MACS-磁性セルソーティング（M
iltenyi Biotec GmbH; http://www.miltenyibiotec.com）、CliniMACS（AmCell; http://
www.amcell.com）、ならびにBiomag, Amerlex-Mビーズなどが挙げられる。
【００９３】
　蛍光活性化セルソーティング（FACS）は、異なる表面分子（例えば表面に提示される免
疫グロブリン）に基づく細胞の単離に使用できる。ソーティング（分別）しようとするサ
ンプル中または集団中の細胞を、細胞表面分子に結合する特定の蛍光試薬で染色する。こ
れらの試薬は、フルオレセイン、テキサスレッド、マラカイトグリーン、緑色蛍光タンパ
ク質（GFP）または当業者に公知の任意の他の蛍光団などの蛍光マーカーに（直接または
間接的に）結合している対象とする抗原である。次に、細胞集団をFACS装置の振動フロー
チャンバーに導入する。このチャンバーを通過する細胞の流れを、PBS（リン酸緩衝化生
理食塩水）のような緩衝液のシース（sheath）に入れる。この流れにレーザー光を照射し
、各細胞を蛍光（蛍光標識抗原の結合を示す）について測定する。細胞流の振動により、
その細胞流は液滴になり、それは小さな電荷を持つ。これらの液滴に対して、コンピュー
ター制御下で電気的偏向板により方向を誘導して、蛍光標識抗原に対する親和性に相応し
て異なる細胞集団を回収することができる。このようにして、対象とする抗原に対して異
なる親和性を示す細胞集団を、その抗原に結合しない細胞から容易に分離できる。FACSで
用いるFACS装置および試薬は、Becton-Dickinsonなどの世界規模の供給元や、Arizona Re
search Laboratories (http://www.arl.arizona.edu/facs/)などのサービス会社から広く
入手できる。
【００９４】
　特定の抗原に対する細胞表面タンパク質の親和性に応じて細胞の集団を分離するのに使
用可能な別の方法は、アフィニティクロマトグラフィーである。この方法では、適切な樹
脂（例えばCL-600セファロース、Pharmacia Inc.）を適当な抗原に共有結合させる。この
樹脂をカラムに詰め、混合細胞集団をそのカラムに通す。適当時間（例えば20分間）にわ
たりインキュベートした後、未結合細胞を（例えば）PBS緩衝液を用いて洗い流す。これ
により、対象とする抗原に結合した免疫グロブリンを発現する細胞のサブセットだけが残
存し、次に、これらの細胞を、（例えば）対象とする抗原を過剰量で用いて、または該抗
原を該樹脂から酵素的もしくは化学的に切断することにより、カラムから溶出させる。こ
れは、Ｘ因子、トロンビンまたは当業者に公知の他の特定のプロテアーゼなどの特定のプ
ロテアーゼを用いて、予め抗原－樹脂複合体に組み込まれている適当な切断部位により該
抗原をカラムから切り離すことによって行うことができる。あるいはまた、トリプシンな
どの非特異的プロテアーゼを用いて、該抗原を樹脂から除去して、その対象とする抗原に
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対して親和性を示す細胞集団を遊離させることも可能である。
【００９５】
異種転写ユニットの挿入
　任意の所与の抗原に結合できる抗体変異体を迅速に選別する可能性を最大化するため、
または非免疫グロブリン遺伝子についての高頻度突然変異系を開発するために、多くの技
法を用いて、本発明による細胞を、それらの高頻度突然変異能が引き出されるように遺伝
子操作することができる。
【００９６】
　第1の実施形態では、導入遺伝子を本発明による細胞にトランスフェクトして、その導
入遺伝子が指向性高頻度突然変異事象の標的となるようする。
【００９７】
　本明細書中で用いられる「導入遺伝子」とは、例えばトランスフェクションまたはトラ
ンスダクションにより細胞に挿入される核酸分子である。例えば、「導入遺伝子」は、上
記で述べたような異種転写ユニットを含むものであってもよく、それは細胞のゲノムの所
望の位置に挿入できる。
【００９８】
　導入遺伝子を細胞に送達するのに用いられるプラスミドは、慣用の構造のものであり、
プロモーターの制御下に目的の遺伝子産物をコードするコード配列を含む。本発明による
細胞におけるベクターからの遺伝子の転写は、ポリオーマウイルス、アデノウイルス、鶏
痘ウイルス、ウシ乳頭腫ウイルス、トリ肉腫ウイルス、サイトメガロウイルス（CMV）、
レトロウイルスおよびサルウイルス40（SV40）などのウイルスのゲノム由来、アクチンプ
ロモーターまたは例えばリボソームタンパク質プロモーターである非常に強力なプロモー
ターなどの異種哺乳動物プロモーター由来、ならびに通常は異種コード配列に結合してい
るプロモーター由来のプロモーターによって制御できるが、但し、そうしたプロモーター
は本発明の宿主系と適合するものである。
【００９９】
　本発明による細胞による異種コード配列の転写は、ベクターにエンハンサー配列を挿入
することによって増大させることができる。エンハンサーは、方向および位置には比較的
依存しない。哺乳動物遺伝子（例えば、エラスターゼおよびグロビン）に由来する多くの
エンハンサー配列が知られている。しかし、典型的には、真核細胞ウイルス由来のエンハ
ンサーが用いられる。例としては、複製起点の後ろ側のSV40エンハンサー（bp 100-270）
およびCMV初期プロモーターエンハンサーが挙げられる。エンハンサーは、ベクター中の
コード配列に対して5’側または3’側の位置でスプライシングされ得るが、好ましくは、
プロモーターの5’側の部位に位置する。
【０１００】
　有利には、真核性発現ベクターは、遺伝子座調節領域（LCR）を含み得る。LCRは、宿主
細胞のクロマチンに組み込まれた導入遺伝子の高レベルの組込み部位に依存しない発現を
誘導でき、これは、遺伝子治療用途のために設計されたベクターにおける、またはトラン
スジェニック動物における、ベクターの染色体組込みが起こっている永続的にトランスフ
ェクトされた真核細胞系において異種コード配列を発現させようとする場合には特に重要
である。
【０１０１】
　真核性発現ベクターは、転写の終結およびmRNAの安定化のために必要な配列も含んでい
る。そのような配列は、真核性またはウイルス性のDNAまたはcDNAの5’側および3’側非
翻訳領域から一般に入手可能である。これらの領域は、mRNAの非翻訳部分においてポリア
デニル化断片として転写されるヌクレオチドセグメントを含む。
【０１０２】
　発現ベクターとしては、そのようなDNAを発現させることができる調節配列（例えばプ
ロモーター領域）と機能し得る形で連結された目的の遺伝子産物をコードするコード配列
を発現できる任意のベクターが挙げられる。したがって、発現ベクターとは、適当な宿主
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に導入されるとクローン化DNAの発現が起こる組換えDNAまたはRNA構築物をいい、例えば
、プラスミド、ファージ、組換えウイルスまたは他のベクターが挙げられる。適当な発現
ベクターは当業者には周知であり、真核細胞および／もしくは原核細胞において複製可能
なもの、ならびにエピゾームを保持するもの、または宿主細胞のゲノムに組み込まれるも
のが挙げられる。例えば、異種コード配列をコードするDNAを、哺乳動物細胞におけるcDN
Aの発現に適するベクター、例えばpEVRF（Matthiasら, 1989）などのCMVエンハンサーを
ベースとするベクターに挿入できる。
【０１０３】
　本発明によるベクターの構築には、慣用のライゲーション法が用いられる。単離したプ
ラスミドまたはDNA断片を切断し、あつらえ、所望の形態に再連結して、必要とするプラ
スミドを作製する。所望により、構築したプラスミド中の配列が正しいことを確認するた
めの分析を公知の方法で行う。発現ベクターを構築し、in vitroで転写産物を調製し、DN
Aを宿主細胞に導入し、遺伝子産物の発現および機能を評価するための分析を行うための
好適な方法は、当業者には周知である。遺伝子の存在、増幅および／または発現は、例え
ば、適当に標識したプローブ（本発明で提供される配列に基づいたものでありうる）を用
いて、慣用のサザンブロッティング、mRNAの転写を定量するためのノーザンブロッティン
グ、ドットブロッティング（DNAもしくはRNAの分析）またはin situハイブリダイゼーシ
ョンにより、直接サンプル中で測定できる。当業者であれば、必要に応じてこれらの方法
にどのように変更を加えればよいか容易に判るであろう。
【０１０４】
　第1の実施形態の1つの別形態では、本発明による導入遺伝子は、高頻度突然変異を誘導
する配列も含む。そうした配列は特性決定されており、Klixら, (1998)およびSharpeら, 
(1991)（参照により本明細書に組み入れられる）で述べられている配列が挙げられる。つ
まり、遺伝子産物を発現し、且つその遺伝子産物をコードする転写ユニットに高頻度突然
変異を誘導することができる遺伝子座全体が細胞に導入される。したがって、高頻度突然
変異を誘導する転写ユニットおよび配列が、その細胞に対して外来性である。しかし、外
来性ではあっても、高頻度突然変異を誘導する配列そのものは、細胞において天然に見ら
れる高頻度突然変異を誘導する配列と類似または同一であってもよい。
【０１０５】
　第2の実施形態では、内在性V遺伝子またはそのセグメントを、相同組換えにより、例え
ばLox/Cre系もしくは類似の技法を使用する遺伝子ターゲティングにより、または自然発
生的に内在性V遺伝子が欠失している高頻度突然変異を起こす細胞系への挿入によって、
異種V遺伝子と置換する。あるいはまた、高頻度突然変異には再構成されたV遺伝子近傍で
の二本鎖の破断が伴う、という知見を利用して、V領域遺伝子を置換することも可能であ
る。
【０１０６】
　以下、次の実施例において本発明を更に詳細に説明するが、それらは単に説明を目的と
する。
【実施例】
【０１０７】
実施例１：高頻度突然変異を起こす細胞の選別
　in vitroで高頻度突然変異を起こす細胞についてスクリーニングするために、数種のヒ
ト・バーキットリンパ腫においてクローン性増殖の際に蓄積する多様性の程度を評価する
。バーキット系BL2、BL41およびBL70はG. Lenoir（IARC, Lyon, フランス）から恵贈され
たもの、Ramos（Kleinら, 1975）はD. Fearon（Cambridge, UK）から恵贈されたものであ
る。それらの再構成されたVH遺伝子を、複数のVHファミリーのプライマーをJHコンセンサ
スオリゴヌクレオチドと共に用いて、ゲノムDNAからPCR増幅する。再構成されたVHセグメ
ントの増幅は、Pfuポリメラーゼ、ならびに主要なヒトVHファミリーの各々について設計
された14のプライマー（Tomlinson, 1997）のうちの1つ、および6つのヒトJHセグメント
全てにアニーリングするコンセンサスＪHバックプライマー（JOL48、5’-GCGGTACCTGAGGA
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GACGGTGACC-3’、 C. Jollyからの恵贈）を用いて達成される。RamosのVHのゲノムDNAか
らの増幅は、オリゴヌクレオチドRVHFOR（5’-CCCCAAGCTTCCCAGGTGCAGCTACAGCAG）および
JOL48を用いて行う。発現されたVH-CμcDNAの増幅は、RVHFORおよびCμ2BACK（5'-CCCCGG
TACCAGATGAGCTTGGACTTGCGG）を用いて行う。ゲノムのCμ1/2領域は、Cμ2BACKおよびCμ1
FOR（5'-CCCCAAGCTTCGGGAGTGCATCCGCCCCAACCCTT）を用いて増幅する。Ramosの機能性のC

μ対立遺伝子は、Cμ2の8位のヌクレオチドとしてCを含んでおり、これに対して非機能性
の対立遺伝子上ではTである。再構成されたVλは、5’-CCCCAAGCTTCCCAGTCTGCCCTGACTCAG
および5’-CCCCTCTAGACCACCTAGGACGGTC-AGCTTを用いて増幅する。PCR産物は、QIAquick（
Qiagen）スピンカラムを用いて精製し、M13中にクローニングした後でABI377シーケンサ
ーを用いて配列決定する。突然変異は、GAP4アライメントプログラム（Bonfieldら, 1995
）を用いて求められる。
【０１０８】
　クローン化PCR産物の配列決定を行ったところ、Ramos細胞系でかなりの多様性（VHでの
存在率は2.8×10-3の突然変異／bp）が示されるが、有意な異質性（heterogeneity）はBL
41ならびにBL2でも見られる。図1Aを参照されたい。4種の散発性バーキットリンパ腫系の
再構成されたVH遺伝子の配列多様性は、円グラフに示すとおりである。各細胞系における
再構成されたVH遺伝子を、PCR増幅し、M13中にクローニングする。各細胞系について、最
も多数のM13クローンに共通する配列としてコンセンサスをとり、さらにヒト免疫グロブ
リン配列のVBASEデータベース（Tomlinson, 1997）を用いて最も近くマッチングすること
に基づいて生殖細胞系の対応物（各グラフの上部に示す）を割り当てる。ここで用いたRa
mosのVHコンセンサス配列は、Chapmanら（1996）により決定された配列とは3つの位置で
、Ratech（1992）により決定された配列とは5つの位置で、それと最も近縁の生殖細胞系
の対応物VH4(DP-63)とは6つの位置で異なっている。
【０１０９】
　RamosにおけるVHの多様性の解析は、9回の別個のPCR増幅から得られる産物の配列決定
により拡張される。これによって、集団中の突然変異したクローン同士の、個々のヌクレ
オチド置換の独立した反復の推定数が最小になるような有望な系統的(dynastic)関係の推
定が可能になる（図1B）。9回の別個のPCR増幅から得られた315個のM13VHクローンを配列
決定する。その系統は、同定された配列だけを含む（推定上の中間型は含まない）。個々
の突然変異は、フォーマット「C230」に従って設計され、ここで、230とはRamosのVHのヌ
クレオチド位置（図3に示す番号付け）であり、「C」とは、その位置の新規な塩基を示す
。同じヌクレオチド置換が独立して起こる回数を最小化することを、基準として系統を推
定するのに用いた。分岐の大部分は、別々のPCR増幅によりもたらされる独立したメンバ
ーを含む。まれな欠失および重複は、それぞれ接頭語「x」および「d」で示す。矢印は、
2つの突然変異を強調しており（264位での置換により、停止コドンおよび184位での重複
が生じる）、系統樹内でのその位置は、突然変異が、機能性重鎖の発現が欠損した後も蓄
積し続けることができることを示している。
【０１１０】
　PCRのアーチファクト(artefact)は、突然変異のデータベースに殆ど影響を及ぼさない
。ヌクレオチド置換の存在率が、対照のPCR増幅で見られる存在率（0.05×10-3／bp）よ
りも遥かに高いことだけでなく、別個の増幅において同一の突然変異を生じたクローン（
ならびに系統的に関連するもの）が見られる。多くの場合、ある系統内の世代同士は、一
ヌクレオチド置換だけ異なっており、このことから、突然変異の各ラウンドにおいて少数
の置換しか導入されていないことが示される。
【０１１１】
　Vλ再構成の解析から、Ramosが、Vλ2.2-16の、読み枠が合っている（in-frame）再構
成（Chapmanら, 1996により記載されている）およびVλ2.2-25の読み枠が合わない（out-
of-frame）再構成を含んでいることが明らかになる。双方の再構成されたVλには突然変
異による多様性が存在するが、非機能性の対立遺伝子では、それより高度の多様性が蓄積
している（図1C）。
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【０１１２】
　抗体の高頻度突然変異の古典的な特徴といえば、突然変異の多くはV領域に蓄積し、C領
域には殆ど蓄積しないことである。これは、RamosのIgH遺伝子座に蓄積している突然変異
でも明らかである（図1D）。VH、Cμ1およびCμ2の最初の87ヌクレオチドに及ぶcDNAイン
サートを含むM13クローンは、初期Ramos培養物からPCRにより作製される。円グラフ（図1
Aに示すようなもの）には、Cμ1の始点から伸びるCμの380ヌクレオチドのストレッチと
比較した場合の、VHの341ヌクレオチドのストレッチ内で同定された突然変異の程度を示
す。
【０１１３】
　Ramosにより産生されたIgM免疫グロブリンは、細胞表面上および培地中（分泌形態）の
双方に存在する。培地を分析したところ、Ramosが免疫グロブリン分子を非常に高濃度（1
μg/ml程度）で分泌することが判明する。したがって、Ramosは、製造のために発現細胞
系または細菌に免疫グロブリン遺伝子を再クローニングする必要がなくなるレベルまで免
疫グロブリンを分泌することができる。
【０１１４】
実施例２：RamosにおけるVHの多様化は構成的である
　V遺伝子の多様化が進行中であるか否かを調べるために、細胞をクローングし、in vitr
oでの培養期間の後で、VHの多様性をMutSベースのアッセイを用いて評価する。RamosのVH
を、上記で記載したように、5’末端にビオチン化塩基を含むオリゴヌクレオチドを用い
てPCR増幅し、精製する。変性／再生（99℃で3分；75℃で90分）の後、突然変異の程度を
、先に記載（Jollyら, 1997）されているような細菌性ミスマッチ修復タンパク質MutS（
濾紙に結合させてある）へのミスマッチヘテロ二本鎖物質の結合をECLによる検出により
モニタリングすることによって、評価する。
【０１１５】
　その結果から、VHの多様化が、まさに進行中であることが示される（図2Aを参照）。限
界希釈クローニングした後で1ヶ月間または3ヶ月間培養したRamos細胞からDNAを抽出する
。再構成されたVHを、ビオチン化オリゴヌクレオチドを用いてPCR増幅した後、変性／再
生させる。次にミスマッチヘテロ二本鎖を、先に記載（Jollyら, 1997）されているよう
な固定化MutSへの結合により検出する。再生されたDNAのアリコートをメンブレンに直接
結合させて、マッチしたDNAの負荷を確認する（全DNA対照）。比較のために、細菌性プラ
スミド鋳型ならびに初期Ramos培養物から増幅したRamosのVHについて行うアッセイを含め
る。
【０１１６】
　4週間（Rc1）および6週間（Rc13および14）にわたり増殖させたRamos培養物からVH遺伝
子をPCR増幅する（図2B）。各クローンの突然変異率を示すが、これは、クローニングの4
週間後または6週間後の独立したVHの突然変異の存在率を、一世代時間が24時間であるこ
とに基づいて推定した細胞分裂の回数で除算することにより算出される。配列から、段階
的な突然変異の蓄積が明らかになり、その際の突然変異率は約0.24×10-4の突然変異／bp
／世代である。
【０１１７】
　RamosにおけるVHの突然変異率を他の細胞系におけるVHの突然変異率と直接比較するこ
とは容易ではない。何故ならば、単一の前駆細胞からクローン性増殖させた後に得られる
VH全体に取り込まれた未選択の突然変異により決定されるような、他の系における突然変
異率に関する情報は殆ど無いからである。しかし、50個のBL2前駆細胞を2週間にわたり増
殖させた後の突然変異の存在率が、突然変異誘発の条件下で測定されている（2.7×10-3

の突然変異／bp； Denepouxら, 1997）。通常の培養条件下でRamosを用いて行った同様の
実験から、突然変異の存在率が2.3×10-3の突然変異／bpであることが判明している。サ
イトカイン、ヘルパーT細胞などを与えることによる突然変異率を増大させるための様々
な試みは、うまく行かないことが判っている。したがって、BL2細胞の特異的誘発により
達成可能な突然異率は、RamosにおけるVHの構成的な突然変異率とほぼ同じであると思わ
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【０１１８】
実施例３：RamosにおけるVHの突然変異の性質の検討
　初期Ramos培養物において検出したもの（141の異なる配列からのもの）を、特定の選択
を行わない種々の実験で培養した4種のサブクローン（更に別の135の異なる配列からのも
の）において検出したものと組み合わせた、突然変異事象のデータベースを作成する。こ
のデータベースは、個々の配列セットを系統的関係（図1Bの説明文に詳細に説明されてい
る）に組み立てた後で作成して、個々の突然変異細胞のクローン性増殖によって特定の突
然変異事象が複数回カウントされてしまわないことを確実にする。ここで、この340の異
なった、そしておそらくは未選択の突然変異事象（200は初期Ramos培養物によりもたらさ
れたものであり、140は増殖させたサブクローンによりもたらされたもの）の複合的なデ
ータベースの解析を説明する。初期集団およびサブクローン集団を別々に解析しても、同
じ結論が得られる。
【０１１９】
　突然変異の圧倒的大部分（340のうち333）は、一ヌクレオチド置換である。少数の欠失
（4）および重複（3）が見られるが、鋳型のない挿入は見られない。これらの事象につい
ては、後記で更に詳細に述べる。隣接位置にヌクレオチド置換を示す配列は5つしかない
。しかし、これら5つの場合のうち3つにおいて、その系統では、隣接する置換が逐次に取
り込まれていることが判明している。このように、隣接位置でヌクレオチド置換が同時に
作られることは稀な事象である。
【０１２０】
　VHに沿った突然変異の分布は高度に非ランダムである（図3を参照）。独立して起こっ
ている塩基置換を、各ヌクレオチド位置に示す。CDR1および2の位置を示す。ヌクレオチ
ドの位置は、配列決定用プライマーの3’末端から番号付けし、＋1位のヌクレオチドは第
7コドンの最初の塩基に相当する。コドンはKabatに従って番号付けしている。イタリック
体で示す突然変異（15位、193位、195位および237位のヌクレオチド位置）は、突然変異
したサブクローンで起こっている置換であり、その位置の配列は示したコンセンサスに復
帰している。
【０１２１】
　主要なホットスポットはSer82aコドンのGおよびCのヌクレオチドにあり、これは他のVH
遺伝子における主要な内因性の突然変異ホットスポットとして先に同定されており（Wagn
erら, 1995；Jollyら, 1996）、RGYWのコンセンサスと一致している（RogozinおよびKolc
hanov, 1992；Betzら, 1993）。多くのVH遺伝子における主要な内因性の突然変異ホット
スポットはSer31にあるが、このコドンは、その位置にGlyを有するRamosのコンセンサスV

H（またはその生殖細胞系のVH）には存在しない。個々のヌクレオチド置換は、トランジ
ションに著しい偏りを示す（無作為に予想される33％ではなく、51％）。また、GおよびC
をターゲティングすることについて著しい選択性を示し、これはターゲティングされたヌ
クレオチドの82％を占める（表1）。
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【表１】

【０１２２】
実施例４：IgM欠損による高頻度突然変異を起こす細胞の選別
　Ramnos変異体の分析から、不活性化されたVHを有しているに違いない幾つかの突然変異
が明らかになり（図1Bを参照）、このことから、細胞がIgM発現を欠損しても依然として
生存可能である可能性があることが示唆される。これが正しいならば、Igの発現の欠損は
、構成的に高頻度突然変異を起こすB細胞系を選別するための容易な尺度となるだろう。
【０１２３】
　Ramos培養物の分析から、それが8％の表面IgM－細胞を含んでいることが判明する。そ
のようなIgM欠損変異体は、以下のようにして、in vitro培養の際に作製される。出発物
質のRamos培養物を、pSV2neoプラスミドでトランスフェクトし、96ウェルプレートに希釈
し、選択培地で増殖するクローンを増殖させる。最初のトランスフェクションから6ヵ月
後に増殖させたクローンについてフローサイトメトリーを行ったところ、IgM欠損変異体
の存在が明らかになり、ここで示す2種のクローン集団（Rc13および14）の16％および18
％を占めている（図4A）。ソーティングを１ラウンド行うことにより濃化して、87％（Rc
13）および76％（Rc14）の表面IgMネガティブ細胞を含む亜集団を得る。これらの亜集団
における再構成されたVH遺伝子をPCR増幅した後で配列決定を行うことにより、クローン
化したVHセグメントの75％（Rc13）および67％（Rc14）が、分析した341ヌクレオチドのV

Hストレッチ内にナンセンス（stop）、欠失（del）または重複（dup）の突然変異を含ん
でいたことが示される。クローンの残りは野生型（wt）と名づけるが、可能性のあるVH不
活性化ミスセンス突然変異を区別する試みは行わない。Rc13集団において同定された4つ
の欠失および3つの重複は全て異なっているが、欠失を有すると判定された7つのRc14の配
列のうち、異なる突然変異はたった4つである。欠失および重複の性質を図6に示す。各事
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象は、文字の後ろに数字を付けて表示する。文字は、突然変異の起源を示す（A、Bおよび
Cはクローン化TdT-対照トランスフェクト体であり、D、EおよびFはTdT＋トランスフェク
ト体であり、Uは初期の未選択Ramos培養物において同定された事象を示す）。数字は、配
列文字列(string)の最初のヌクレオチド位置を示す。欠失しているヌクレオチドはライン
の上に明記し、付加されたヌクレオチド（重複または鋳型のない挿入）はラインの下に明
記する。一ヌクレオチド置換は丸で囲み、新たな塩基が明記してある。VH起源の重複した
セグメントには下線が引いてある。鋳型のない欠失は太字にしてある。幾つかの欠失また
は重複では、その事象は起源が不明の1個のヌクレオチドと隣接している。そのような隣
接した変化は、（鋳型のない挿入ではなく）ヌクレオチド置換により十分に起こり得るも
のであり、したがって、これらの事象は別個にグループ化される。欠失／重複の一端また
は他端への一塩基置換（丸で囲む）の割り当ては、任意である場合が多い。
【０１２４】
　IgM－細胞は、ソーティングを１ラウンド行って濃化した後、PCR増幅およびそれらのVH
セグメントのクローニングを行う。配列から、かなりの範囲のVH不活性化突然変異（停止
コドンおよびフレームシフト）が明らかになるが（図4）、様々な不活性化突然変異は、
クローン性増殖のわずか6週間後にソーティングしたIgM欠損変異体においても示されてい
る（図5を参照）。図5Aで、3種のpSV-pβG/TdTおよび3種のRamosの対照トランスフェクト
体におけるTdTの発現を、核タンパク質抽出物のウエスタンブロッティング分析により比
較する。Nalm6（TdT-ポジティブなヒト・プレB細胞リンパ腫）およびHMy2（TdT-ネガティ
ブな成熟ヒトBリンパ腫）を対照とした。
【０１２５】
　図5Bでは、IgM欠損変異体を生じる独立した突然変異事象を示す円グラフを示す。クロ
ーニング後に6週間培養した上記の3種のTdT＋および3種のTdT－対照トランスフェクト体
をソーティグすることによりIgM－変異体（集団の1～5％を占める）が得られる。ソーテ
ィングした亜集団におけるVH領域をPCR増幅し、配列決定する。円グラフは、VH不活性化
を生じる突然変異のタイプ、ならびに別々にプールされたTdT＋およびTdT－のIgM－亜集
団から得られたデータを示している。略語は図4Aのとおりであるが、但し、「ins」は明
らかに鋳型のない（非鋳型）ヌクレオチド挿入を含むクローンを示す。複数のヌクレオチ
ド非鋳型挿入と共に欠失または重複を含むクローンだけが、このグラフの「ins」の区分
に含まれる。明らかに異なる突然変異事象だけを算出する。それにより、TdT＋ IgM欠損
亜集団において同定された77の異なるVH不活性化突然変異のうち、30の異なる停止コドン
突然変異が同定される。1つのRamosトランスフェクト体から誘導されるIgM欠損集団内で
同じ停止コドンが独立して作られている場合は、それに下線を引いてある。
【０１２６】
　停止コドンは様々な位置に作られるが（図4B）、ランダムには位置していない。図4Bに
、Rc13およびRc14のIgM欠損集団で見られる停止コドンの性質をまとめてある。少なくと
も8種の独立した突然変異事象により、Rc13のデータベースの27の非機能性VH配列のうち2
0を占めるナンセンス突然変異が生じる。最低で10の独立した突然変異事象から、Rc14の
データベースの22の非機能性VH配列のうち15を占めるナンセンス突然変異が生じる。各停
止コドンの後ろのカッコ内の数字は、当該停止コドンを保有するデータベース内の配列の
数を示し、その後ろに、更に別の突然変異に基づいて区別される異なったこれらの配列の
数を示す。4種の他のクローン集団から選別されるIgM欠損変異体における停止コドンの分
析から、VH内で更に5つの位置で停止コドンが作られることが判明する。6つの独立した実
験で得られたデータにおいて、停止コドンの創出は、可能性のある39の部位のうちの16に
限られる。これらの選択された部位でのDNA配列は、（コード鎖または非コード鎖のいず
れにおいても）RGYWコンセンサスの方に偏っている。
【０１２７】
　驚くことではないが、欠失および挿入は、未選択のRamos培養物における突然変異のほ
んの一部にすぎないが（上記を参照）、それらは、VH不活性化突然変異に注目した場合、
非常に重大な意義がある。IgM欠損変異体の大部分がVH自体における停止コドン／フレー
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ムシフト突然変異により説明できることは、注目に値する。このことは、Ramosにおける
高頻度突然変異が主に免疫グロブリンのVドメインを標的としており、確かにCドメインや
、それが突然変異すると表面IgM－表現型が生じる他の遺伝子（例えばIgα/Igβストレッ
チ）は全く標的としていない、という提唱を更に支持している。また、RamosのVHが、そ
の生産的に再構成されたVλよりもしばしば高頻度突然変異の標的とされる可能性も十分
にあり、この結論は、初期培養物中の突然変異パターンにより支持される（図1C）。
【０１２８】
　Ig欠損変異体の検出による細胞の選別は、それらの変異体が復帰変異する（すなわちそ
れらの内在性のIg発現能を再獲得する）能力を有する場合に特に有用である。より初期に
樹立した系統（図1B）からは、IgM欠損細胞が生じ得ることだけでなくそれらに更なる突
然変異が起こる可能性があることも示唆される。このことを確認するために、Rc13からソ
ーティングされたIgM欠損変異体を限界希釈によりクローニングする。クローニングから3
週間後、IgM－サブクローン中のIgM＋復帰変異体の存在を、5×104個の細胞の細胞質免疫
蛍光分析によりスクリーニングする。それらの存在率を示す（図4C）。次に、これらのIg
M＋復帰変異体を、1ラウンドのソーティングで濃化し、クローン性IgM－変異体のVH配列
をそのIgM＋復帰変異体の子孫のVH配列と比較する。
【０１２９】
　10の増殖させたクローン集団の細胞質免疫蛍光から、IgM＋復帰変異体が様々な存在率
（0.005％～1.2％；図4C）で存在することが明らかになり、これによって彷徨解析により
1×10-4の突然変異／bp／世代の突然変異率であることが算出できる。これは、未選択の
突然変異の直接分析により算出された率（0.25×10-4の突然変異／bp／世代；上記を参照
）よりも多少高い。これは、おそらく、異なるIgM欠損クローンが、破壊している突然変
異の性質に応じて異なる率で復帰していることをある程度反映していると思われる。事実
、Rc13のIgM欠損誘導体における停止コドン周辺の配列からは、TAG32が、内在性の突然変
異ホットスポット（Betzら, 1993）の大部分を占めるRGYWコンセンサス（R＝プリン、Y＝
ピリミジン、W＝AまたはT；RogozinおよびKolchanov, 1992）と十分に一致するが、TAA33
およびTGA36では一致しないことが明らかになる。
【０１３０】
実施例５：新規なIg結合活性の選別
　新規な結合親和性が生じることを実証するために設計された実験では、後記に記載する
Ramos細胞系の多くのメンバーが、Ramosの表面IgMに対して特異的に誘導された抗イディ
オタイプ抗体（抗Id1および抗Id2）に結合する膜IgM分子を発現することに注目する。し
かし、少数の細胞は表面IgMを保持するが、抗イディオタイプ抗体に結合できない。これ
は、表面IgM分子における結合親和性が、抗体には結合しないように変化したことによる
。表面IgMを発現する細胞は、抗体に結合できず、本発明による1ラウンドのセルソーティ
ングで選別できる。
【０１３１】
　これは、表面IgMを保持しているにもかかわらず抗Id2への結合能を欠損しているμ-ポ
ジティブ／id-ネガティブクローンをELISAにより単離することにより実証される。これら
のクローンを配列決定したところ、6つの独立したクローンにおいて、保存されたVH残基
であるK70が次のようにN、MまたはRへと突然変異していることが示される。
【０１３２】
　クローン　　　突然変異
　２　　　　　K70N　AAG-AAC
　　　　　　　S77N　AGC-AAC
　４　　　　　K70M　AAG-ATG
　９　　　　　S59R　AGT-AGG
　　　　　　　K70N　AAG-AAC
　10　　　　　K70N　AAG-AAC
　12　　　　　K70N　AAG-AAC
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　13　　　　　K70R　AAG-AGG
　軽鎖では突然変異は見られなかった。したがって、産生されたIg分子が親クローンと比
較して一塩基対の変異を有する突然変異体をRamos細胞系から選別できることは明らかで
ある。
【０１３３】
　抗Id1を用いて、Igμ定常領域の発現は維持しているが抗イディオタイプ抗体への結合
を欠損している同様の細胞集団を単離する。これらの細胞は、ソーティングサイトメトリ
ーにより濃化し、VHの配列を決定する（図7）。このことにより、出発集団のコンセンサ
ス配列と比較した場合に、6つの突然変異が判明する。これらの突然変異のうち2つは、CD
R3近傍でアミノ酸配列の変化をもたらす（95にてR→T、98にてP→H）。したがって、免疫
グロブリン分子におけるより微細な変化の選別は、結合の欠損についてアッセイすること
によって選択可能である。
【０１３４】
　更に別の実施形態では、本発明による高頻度突然変異を起こす細胞を洗浄し、PBS/BSA
に再懸濁し（0.25ml中に108個の細胞）、10％（v/v）の抗原被覆磁性ビーズを含む同容量
のPBS/BSAと混合する。この実験では、ストレプトアビジン被覆磁性ビーズ（Dynal）を用
いる。ローラー上で4℃にて30分間混合した後、ビーズをPBS/BSAで3回洗浄する。各回ご
とに、ビーズを磁石で沈降させ、未結合の細胞を除去する。次に、残った細胞を96ウェル
プレートに接種し、108個まで増殖させた後、更にもう１ラウンドの選別に供する。細胞
の増殖（構成的に進行中の高頻度突然変異を伴う）および選別を複数ラウンド行う。複数
ラウンドの選別を行った後、ビーズに結合した細胞の割合（最初はバックグラウンドレベ
ルである0.02％またはそれに近いレベル）が増大し始める。
【０１３５】
　4ラウンド後、ストレプトアビジン結合細胞の濃化が見られる。これを第5ラウンドでも
繰り返す（図8）。回収率のパーセンテージが低いことは、ビーズが細胞で飽和している
ことを反映している。何故ならば、細胞：ビーズ比を大過剰から1：2に変更することによ
り、第5ラウンドのストレプトアビジン結合細胞から約20％の回収が可能になるからであ
る（図9）。このことから、4ラウンドの反復的な選別により、高頻度突然変異を起こすRa
mos細胞系から新規な結合特異性をうまく選別できることが実証される。
【０１３６】
　ストレプトアビジン結合細胞由来の重鎖および軽鎖のヌクレオチド配列決定により、出
発集団のコンセンサス配列と比較した場合に、VHのCDR3で１つのアミノ酸の変化、そして
VLで4つの変化（FR1に1つ、CDR1に2つ、CDR2に1つ）があることが推定される（図11）。
【０１３７】
　ストレプトアビジンの結合が表面免疫グロブリンの発現に依存することを確実にするた
めに、ストレプトアビジン結合細胞の免疫グロブリンネガティブ変異体をソーティングサ
イトメトリーにより濃化する。これにより、過剰のビーズを用いた場合でもストレプトア
ビジン結合細胞の回収率は著しく低下する。ソーティングされたネガティブ細胞からDyna
l-ストレプトアビジンビーズにより回収された細胞は、事実、Igμポジティブであり、こ
れがおそらくソーティングされた免疫グロブリンネガティブ細胞集団に混入しているIgμ
ストレプトアビジン結合細胞の効率的な回収を説明すると思われる。
【０１３８】
　予備のデータから、回収の効率は、ビーズ上のストレプトアビジンの濃度が低下するに
従って低下することが示唆される（図9）。これは、ある濃度範囲のストレプトアビジン
と共にインキュベートしたビーズを用いてストレプトアビジン結合細胞の回収率をアッセ
イすることにより確認される（図10）。結合している集団から回収可能な細胞のパーセン
テージは、ビーズと細胞との割合により求められる。この実験では、ビーズ：細胞の比率
は1：1未満とする。
【０１３９】
　更なる一連の実験では、更に2ラウンドの選別を完了させ、つまり、全体で7ラウンドと
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する。これは、ビーズに結合するストレプトアビジンの濃度を、第5ラウンドでの50μg/m
lを第7ラウンドでは10μg/mlへと下げることにより達成される。IgMの分泌レベルは、第4
～7ラウンドで選別された集団と同等であるが（図12）、ELISAにより評価した場合のスト
レプトアビジン結合は、第6および第7ラウンドでは第4ラウンドと比較して明らかに大き
く増大している（図13）。
【０１４０】
　これは、ストレプトアビジンで被覆されたBiaCoreチップでの表面プラズモン共鳴によ
り結合を評価することによって確認される（図14）。第7ラウンドから得た上清を、Aの時
点で注入してチップに流し、Bの時点で中止する。Cの時点で、抗ヒトIgMを注入して、ス
トレプトアビジンに結合している物質がIgMであることを実証する。勾配A-Bは会合定数を
表わし、勾配B-Cは解離定数を表わす。BiaCoreをトレースすることにより、第6ラウンド
の上清が、第4ラウンドの集団から単離されたものや未選択のRamos細胞よりも優れた結合
特性を示すことが明らかになる。
【０１４１】
　選別プロセスの第6ラウンドから得られる抗体もまた、第4ラウンドと比較して向上した
結合を示す。図15に示すように、第6ラウンドでの選別から得られた細胞のストレプトア
ビジン-FITC凝集物への結合（蛍光団をビオチン化タンパク質と共にプレインキュベート
することにより形成される）は、FACSにより可視化できる。第4ラウンドの集団、未選択
のRamos細胞またはIgMネガティブRamosへの結合は見られず、このことは、ストレプトア
ビジン結合の成熟を示している。
【０１４２】
　凝集していないストレプトアビジン-FITCを使用すると、同様の結果は得られず、第6ラ
ウンドの細胞の大部分が結合しない。これは、ELISAによるデータと一致して、ストレプ
トアビジンへの結合が、一連の抗原に結合する抗体の親和力によるものであって、一価の
親和性によるものではないことを示唆している。親和性がより高い結合体は、凝集してい
ないストレプトアビジン-FITCへの結合についてソーティングすることにより単離できる
。
【０１４３】
　第4ラウンドの細胞の場合を上回る、第6ラウンドの細胞で見られる結合の増大に関与す
る突然変異を突き止めるために、軽鎖および重鎖抗体遺伝子をPCRにより増幅し、次に配
列決定する。第4ラウンドの細胞と比較して、重鎖遺伝子の変化は見られず、突然変異R10
3Sは保存されている。軽鎖でも、V23FおよびG24Cの突然変異は保存されているが、46位に
更に別の突然変異が存在している。野生型のRamosはこの位置にアスパラギン酸を有する
が、第6ラウンドの細胞はアラニンを有する。この位置での変化は、抗原結合に影響を及
ぼすと予測される。何故ならば、この領域の残基は軽鎖のCDR2に関与するからである（図
16）。D46Aの突然変異はおそらく、第6ラウンドの細胞で見られるストレプトアビジンへ
の結合の観察された増大に関与すると思われる。
【０１４４】
実施例６：Ramosのストレプトアビジン結合体のin vitro成熟
Ram B→Ram C（FITC-ポリ-ストレプトアビジンを用いた選別）
　約5×107個のRam B細胞（ストレプトアビジン被覆ミクロビーズに結合させるためにRam
os細胞系から誘導したもの）をPBSで洗浄し、ポリ-ストレプトアビジン-FITCを含む1mlの
PBS／BSA溶液中で氷上で30分間インキュベートする（ポリ-ストレプトアビジン-FITCは、
ストレプトアビジン FITC（20μg/mlのタンパク質含量）をビオチン化タンパク質（10μg
/ml）に添加し、氷上で数分間インキュベートした後、細胞を添加することにより作製さ
れる）。
【０１４５】
　次に、細胞を氷冷PBSで軽く洗浄し、遠心沈降させ、500μlのPBSに再懸濁する。
【０１４６】
　最も蛍光性が高い1％の細胞をMoFloセルソーターでソーティングし、この細胞集団を組
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織培養培地に戻し、約5×107細胞まで増殖させ、この手順を繰り返す。
【０１４７】
　ポリ-ストレプトアビジン-FITCを用いて４ラウンドにわたりソーティングした後、細胞
はストレプトアビジン-FITCに弱く結合する。このRamos細胞集団からの発現された免疫グ
ロブリンV領域の配列からは、重鎖V領域の第3フレームワーク中のアミノ酸番号82aがセリ
ンからアルギニンへと変化していることが判明する。この細胞集団をRam Cと呼ぶ。
【０１４８】
Ram C→Ram D（FITC-ストレプトアビジンを用いた選別）
　次の数ラウンドのセルソーティングは、上記で記載されているようにして行うが、ここ
ではストレプトアビジン-FITC（20μg/mlのタンパク質含量）を用いる。
【０１４９】
　ストレプトアビジン-FITCを用いてソーティングを3ラウンド行った後、ソーティングさ
れた細胞集団（Ram Dと呼ぶ）は、FACSによりアッセイしたところ、ストレプトアビジン 
FITCに、より強く結合している。発現されたV遺伝子の配列から、更なるアミノ酸の変化
が明らかになる。第3フレームワークにおいて、元々はセリンであった65位のアミノ酸が
アルギニンへと変化している。
【０１５０】
Ram D→Ram E（FITC-ストレプトアビジンおよび未標識ストレプトアビジン競合を用いた
選別）
　次のソーティングは、ストレプトアビジン-FITCを用いて、上記で記載されているのと
同様にして行う。しかし、細胞を氷上で30分間染色した後、細胞を氷冷PBSで一回洗浄し
、次に0.5mg/mlのストレプトアビジンに再懸濁し、氷上で20分間インキュベートする。こ
れは、既に結合しているストレプトアビジン-FITCに対して競合させて、強く結合してい
るストレプトアビジン-FITCだけが残るようにするためである。次に、細胞を氷冷PBSで1
回洗浄し、500μlのPBSに再懸濁した後で、上記で記載したようにして最も蛍光性が高い1
％の集団をソーティングする。
【０１５１】
　このソーティングプロトコールを更に2回繰り返した後、Ramos細胞集団（Ram E）は、
ストレプトアビジン-FITCに極めて強く結合すると思われる。これらの細胞は、発現され
た重鎖V遺伝子の第1フレームワーク中で別のアミノ酸の変化を獲得している。すなわち、
10位のアミノ酸がグリシンからアルギニンへと変化している。更に、18番目の残基がロイ
シンからメチオニンへと変化している。
【０１５２】
　Ramos細胞におけるストレプトアビジン成熟の結果を図17に示す。
【０１５３】
ELISAによる比較
　各種のRamos細胞集団の上清を用いて行ったELISAアッセイにより、Ramos細胞から発現
され分泌されたIgM抗体が、in vitroで成熟して、ストレプトアビジンに対する強い親和
性を獲得していることが確認される。結果を図18に示す。
【０１５４】
実施例７：高頻度突然変異誘導配列を含む導入遺伝子の構築
　Ig遺伝子の遺伝子座の特定のエレメントが、in vivoでの高頻度突然変異事象の誘導に
必要であることが知られている。例えば、イントロンエンハンサーおよびマトリックス結
合領域であるEi/MARは、極めて重要な役割を担っていることが実証されている（Betzら19
94)。更に、3’側エンハンサーであるE3’が重要であることが知られている（Goyenechea
ら, 1997）。しかし、本発明者らは、これらのエレメントは必要ではあるが、導入遺伝子
内での高頻度突然変異を誘導するには不十分であることを示した。
【０１５５】
　これに対して、Ei/MARおよびE3'を、更なるJκ-CκイントロンDNAおよびCκと共に提供
すれば、高頻度突然変異性を十分にもたらすことができる。βG-Cκ導入遺伝子は、PCRで
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作製した0.96KbのKpnI-SpeI β-グロビン断片（これはβ-グロビン転写開始部位を基準に
して-104から＋863まで及ぶものであり、その末端に人工的なKpnIおよびSpeI制限部位を
有している）をLκΔ[3’Fl]（Betzら, 1994）の部分断片（これはMaxら（1081）の配列
のヌクレオチド2314からEi/MAR、CκおよびE3’まで及ぶものであり、3’Fl欠失を含んで
いる）に結合することにより構築される。
【０１５６】
　高頻度突然変異は、Pfuポリメラーゼを用いてPCR増幅した導入遺伝子のセグメントを配
列決定することにより評価される。増幅された領域は、転写開始部位のすぐ上流からJκ5
の300ヌクレオチド下流までに及ぶ。
【０１５７】
　このキメラ導入遺伝子は、正常なIgκ導入遺伝子で見られるものと同様の頻度で蓄積す
るヌクレオチド置換による突然変異の良好な標的になる。この導入遺伝子は、これまでに
記載されているものの中で最も小さく、高頻度突然変異を効率的に収集するものであり、
その結果から、Cκを含みそれに隣接する領域のどこかに位置する複数の配列が組み合わ
さって、β-グロビン／Igκキメラの5’末端へ高頻度突然変異を収集することが示される
。
【０１５８】
　したがって、高頻度突然変異の収集は、高頻度突然変異ドメインの3’末端に向かって
位置する配列によってのみ誘導され得る。しかし、プロモーターの近傍にある正常なIg遺
伝子内の突然変異ドメインの5’側境界は、転写開始部位の100～200ヌクレオチド程度下
流である。開始部位に対する突然変異ドメインの5’側境界のこの配置は、β-グロビン遺
伝子がプロモーターおよび突然変異ドメインの大部分の双方をもたらす場合は、βG-Cκ
導入遺伝子でもそのまま存在する。これらの結果は、他の導入遺伝子を用いて得られた知
見と一致しており、それが突然変異ドメインの5’側境界を規定するプロモーターそれ自
体の位置であることを示している。
【０１５９】
　κ調節エレメントの（全てではないとしても）幾つかが突然変異の収集に関与する様式
についての最も簡単な説明は、それらが、高頻度突然変異開始因子を転写開始複合体に組
み込むことにより作動することを提唱することである。転写調節エレメントとしてのエン
ハンサーについての古典的な研究を用いて類推すれば、Igκエンハンサーは、位置や方向
に依存しない様式で高頻度突然変異の調節因子（regulators）として働き得る。事実、β
G-Cκ導入遺伝子を用いて得られたデータ、ならびにE3’がよりCκの近くへ移動した、と
いう先の結果（Betzら, 1994）から、E3’の高頻度突然変異増強活性が、突然変異ドメイ
ンに対するその位置に対しても方向に対しても特に感受性ではないことが判明する。
【０１６０】
　Ei/MARは、通常、突然変異ドメインの3’末端に向かって位置している。Ei/MARの欠失
は、突然変異ターゲティングの効率を著しく低下させるが、それがプロモーターの上流の
位置（したがって、転写される領域の外側）に復活すると、突然変異の部分的な救済が起
こるが、突然変異ドメインの5’側境界の位置には見かけ上は影響を及ぼさない。これら
の結果の独立した確認が、トランスジェニックマウスにおいて、第2の導入遺伝子tk-neo:
:Cκを用いて得られた。ここでは、neo転写ユニット（HSVtkプロモーターの制御下にある
）が、胚性幹細胞においてジーンターゲティングすることによりCκエキソンに組み込ま
れる（Zouら, 1995）。このマウスでは、Vκ-Jκ結合の後、Igκ Ei/MARは両側を転写ド
メイン（上流側はV遺伝子、下流側はtk::neo）で挟まれる。neo挿入についてホモ接合型
であるマウス由来のソーティングした胚中心B細胞からtk-neo遺伝子をPCR増幅する。
【０１６１】
　tk-neo::Cκマウスにおけるtk-neoインサートについて、増幅された領域は、（プラス
ミドpMCNeo（GenbankアクセッションU43611）中で番号付けした場合の）残基607から1417
の及び、629位から1329位までのヌクレオチド配列を決定する。tk-neo::Cκマウスにおけ
る内在性VJκの再構成物の突然変異頻度は、Meyerら, 1996に記載されているのと同様の
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戦略を用いて決定する。内在性VJκ5の再構成物は、Vκ FR3コンセンサスフォワードプラ
イマー（GGACTGCAGTCAGGTTCAGTGGCAGTGGG）と、Jκクラスターの下流から後方にプライミ
ングするオリゴヌクレオチドLκFOR（Gonzalez-FernandezおよびMilstein, (1993) PNAS 
(USA) 90:9862-9866）を用いて増幅する。
【０１６２】
　tk-neoの突然変異レベルは低く、同じ細胞集団において再構成されたVκ遺伝子の3’側
隣接領域よりも間違いなく低い効率で突然変異の標的となるが、neo遺伝子インサート内
の突然変異ドメインは、（正常なV遺伝子の場合と同様に）Ei/MARがプロモーターの上流
にあるにもかかわらず、転写開始部位の100ヌクレオチド以上下流から始まると思われる
。
【０１６３】
　従って、構成的高頻度突然変異を起こす細胞系において高頻度突然変異を誘導できる導
入遺伝子は、Ei/MAR、E3'、および本明細書中で定義されるようなJκの下流に見られる調
節エレメントを用いて構築できる。更に、導入遺伝子は、内在性V遺伝子の置換または内
在性V遺伝子への挿入（tk-neo ::Cκマウスの場合と同様）により、あるいは、目的のコ
ード配列をJκイントロンと連結させること（βG-Cκ導入遺伝子の場合と同様）により構
築できる。
【０１６４】
実施例８：構成的高頻度突然変異を起こす細胞系の選別
　上記で記載したようなごく一部のV遺伝子の変換事象により、非機能性Ig遺伝子が、最
も高頻度にはフレームシフト突然変異の導入により作製され得る。したがって、ニワトリ
・ファブリキウス嚢リンパ腫細胞系DT40におけるsIgM欠損変異体の作製を用いて、IgV遺
伝子の変換活性の初期指標を得ることができる。親DT40系と比較して、Rad54が欠損して
いる突然変異体は、かなり低下した割合でsIgM欠損変異体を示す（図19）。複数のクロー
ンについて彷徨解析を行うと、ΔRAD54系は、親DT40系の場合のほぼ1／10の頻度でsIgM欠
損変異体を生じ、一方、ΔRAD52系は、野生型細胞とほぼ同様の頻度でsIgM欠損変異体を
生じることが明らかになる（図19）。これらの知見は、ΔRAD54細胞およびΔRAD52-DT40
細胞における遺伝子変換に関するこれまでの知見（Bezzubovaら, 1997；Yamaguchi-Iwai
ら, 1998）と一致している。
【０１６５】
　この分析を、Xrcc2およびXrcc3が欠損しているDT40細胞に適用する。これらのRad51パ
ラログ体は、DNA損傷修復の組換え依存的経路において役割を果たしていることが提唱さ
れている（Liuら, 1998; Johnsonら, 1999；Brennemanら, 2000；Takataら, 2001）。ΔX
RCC2系およびΔXRCC3系は、sIgM欠損変異体の存在量の低下を引き起こすのではなく、親
の系よりもずっと高い欠損変異体の蓄積を示す（図19）。ΔXRCC2-DT40の場合、ヒトβ-
グロビンプロモーターの制御下でのヒトXrcc2 cDNAのトランスフェクションにより、sIgM
欠損変異体の生じる頻度が野生型の値近くまで復帰する。図19に、野生型および修復欠損
のDT40細胞によるsIgM欠損変異体の生成を示す。単一のsIgM＋の正常（WT）または修復欠
損（ΔRAD54、ΔRAD52、ΔXRCC2、ΔXRCC3）DT40細胞を1ヶ月間クローン性増殖させたも
のから誘導した培養物におけるsIgM発現の異質性のフローサイトメトリー分析をパネル（
a）に示す。3種の代表的なsIgM＋前駆体クローンから誘導した培養物の分析を、修復欠損
DT40の各タイプについて示す。各分析におけるsIgM－細胞のパーセンテージを、sIgM＋の
ピークの中心の1／8として設定した蛍光ゲートと共に示す。パネル（b）は、sIgM欠損変
異体の生成頻度の彷徨解析を示す。sIgM欠損変異体の存在量は、1ヶ月間クローン性増殖
させた後のsIgM＋単一細胞から誘導した複数の並行した培養物において測定する。各デー
タセットの上にパーセンテージ中央値を注記し、破線で示してある。分析した[pβG-hXRC
C2]ΔXRCC2トランスフェクト体は、彷徨解析において6.4％および10.2％のsIgM－細胞を
含むsIgM＋ DT40-ΔXRCC2サブクローンにpβG-hXRCC2をトランスフェクトすることにより
作製する。複数の独立したsIgM＋クローン（異なるが、同様の祖先Vλ配列を有する）に
ついて全分析を行ったところ、各修復欠損系では、1ヵ月後にsIgM欠損変異体が生じる頻



(27) JP 4418668 B2 2010.2.17

10

20

30

40

50

度の平均中央値は、WT（0.4％）、ΔRAD（0.07％）、ΔRAD52（0.4％）、ΔXRCC2（6％）
およびΔXCRCC3（2％）である。
【０１６６】
　Xrcc2およびXrcc3の双方の欠損は、染色体の不安定性に関係するが（Liuら, 1998）；C
uiら, 1999；Deansら, 2000；Griffinら, 2000）、sIgM欠損変異体の頻度の増大は、Ig遺
伝子座内での全体的な再構成または欠失を反映している可能性がある。しかし、ΔXRCC3-
DT40の24種のsIgM－サブクローンのサザンブロット分析からは、再構成されたVλを含む6
kbのSalI-BamHI断片の欠失や改変は明らかになっていない。
【０１６７】
　したがって、V遺伝子内のより局在化された突然変異がsIgM発現の欠損を説明できるか
否かを確認するために、1ヵ月間増殖させた後で野生型DT40、ΔXRCC2-DT40およびΔXRCC3
-DT40サブクローンからソーティングしたsIgM－細胞の集団における再構成されたVλセグ
メントをクローニングし、配列決定する。
【０１６８】
細胞培養、トランスフェクションおよび分析
　DT40サブクローンCL18およびその突然変異体を、7％のウシ胎仔血清、3％のニワトリ血
清（Life Technologies）、50μMの2-メルカプトエタノール、ペニシリンおよびストレプ
トマイシンを補充したRPMI 1640中で37℃にて10％CO2中で増殖させる。細胞密度は、培養
物を毎日分割することにより0.2～1.0×10-6個／mlに維持した。ターゲティングされた遺
伝子破壊を保有するDT40誘導体の作製については、別の文献に記載されている（Bezzubov
aら, 1997；Yamaguchi-Iwaiら, 1998；Takataら, 1998, 2000, 2001）。β-グロビンプロ
モーターの制御下にあるXRCC2のオープンリーディングフレーム（HeLaのcDNAからクロー
ニングされたもの）を含んでいるpSV2-neoベースのプラスミドを保有するΔXRCC2-DT40の
トランスフェクト体を、エレクトロポレーションにより作製する。
【０１６９】
　CL18は、DT40のsIgM－サブクローンであり、本明細書で記載されているDNA修復突然変
異体の親クローンである。複数のsIgM+サブクローンを、FITC-コンジュゲートヤギ抗-ニ
ワトリIgM（Bethyl Laboratories）で染色した後、野生型および修復欠損突然変異体の両
者からMo-Flo（Cytomation）ソーターを用いて得る。この研究で用いたsIgM＋ DT40-CL18
由来の修復欠損細胞の全てにより発現される初期のVλ配列に違いは殆どない。何故なら
ば、ほぼ全てのsIgM＋誘導体が、ψV8ドナー（これはフレームシフトしたCL18のCDR1と最
も近縁である）を用いた遺伝子変換によって元のCL18のVλフレームシフトを復元してい
るからである。
【０１７０】
突然変異の分析
　ゲノムDNAを、5000個の細胞同等物から、Pfu Turbo（Stratagene）ポリメラーゼおよび
ホットスタートタッチダウンPCR［95℃で1分、68～60℃（サイクル毎に1℃ずつ下げる）
で1分、72℃で1分30秒を8サイクル；94℃で30秒、60℃で1分、72℃で1分30秒を22サイク
ル］を用いてPCR増幅する。再構成されたVλはCVLF6（5’-CAGGAGCTCGCGGGGCCGTCACTGATT
GCCG；リーダーVλイントロン内でプライミングする）およびCVLR3（5’-GCGCAAGCTTCCCC
AGCCTGCCGCCAAGTCCAAG；Jλの3’側から逆方向にプライミングする）を用いて；再構成さ
れていないVλ1はCVLF6およびCVLURR1（5’-GGAATTCTCAGTGGGAGCAGGAGCAG）を用いて;再
構成されたVH遺伝子はCVH1F1（5’-CGGGAGCTCCGTCAGCGCTCTCTGTCC）およびCJH1R1（5’-G
GGGTACCCGGAGGAGACGATGACTTCGG）を用いて；Cλ領域はCJCIR1F（5’-GCAGTTCAAGAATTCCTC
GCTGG；Jλ-Cλイントロンの内部からプライミングする）およびCCMUCLAR（5’-GGAGCCAT
CGATCACCCAATCCAC；Cλの内部から逆方向にプライミングする）を用いて、増幅する。QIA
quickスピンカラム（Qiagen）で精製した後、PCR産物を適当な制限酵素で切断し、pBlues
criptSKにクローニングし、T3もしくはT7プライマーおよびABI377シーケンサー（Applied
 Biosystems）を用いて配列決定する。GAP4との配列アライメント（Bonfieldら, 1995）
により、各クローンのコンセンサス配列からの変化が同定できる。
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【０１７１】
　全ての配列の変化は、3つのカテゴリー（遺伝子変換、点突然変異、または不明確であ
るカテゴリー）のうちの1つに割り当てられる。この識別は、遺伝子変換の供与体として
働き得るVλの偽遺伝子の公表されている配列に基づく。そのような供与体の配列のデー
タベースはReynaudら（1987）から取るが、DT40において発現されたIgλに対応する（Kim
ら, 1990）Igλ G4対立遺伝子に関して修正（McCormackら, 1993）を加えている（この研
究において同定された配列／遺伝子変換は、このψVλ配列のデータベースの有効性を支
持するものであった）。それぞれの突然変異について、Vλ偽遺伝子のデータベースを可
能性のある供与体について検索する。9bp以上の文字列を含む偽遺伝子の供与体が見つか
らない場合には、鋳型のない点突然変異として分類する。そのような文字列が同定され、
同じ供与体により説明可能な更に別の突然変異が存在する場合は、これら全ての突然変異
は、1つの遺伝子変換事象に割り当てられる。更に別の突然変異が存在しない場合、単離
された突然変異は何らかの変換機構により生じたか、あるいは鋳型がなかった可能性があ
り、したがって、不明確であるとして分類される。
【０１７２】
　複数の野生型DT40クローンからソーティングされたsIgM－亜集団からクローニングした
Vλ配列については、図20に示すように、67％が突然変異を含んでおり、多く（73％）の
場合、これらの突然変異によって、Vλは明らかに非機能性になっている。おそらく、残
存するsIgM－細胞の大部分が、VH、またはVλの配列決定領域の外側に、不活性化突然変
異を保有している。図20に、sIgM欠損変異体からクローニングしたVλ配列の分析を示す
。パネル(a)は、1ヶ月間クローン性増殖させた後の正常DT40細胞またはXrcc2欠損DT40細
胞の親sIgM＋クローンからソーティングされたsIgM欠損細胞から得たVλ配列の比較であ
る。横線はそれぞれ、上記で記載されているようにして点突然変異（棒付の丸）、遺伝子
変換域（線上の横棒）、または点突然変異もしくは遺伝子変換の結果であると思われる一
ヌクレオチド置換（不明確、縦棒）として分類された突然変異を含む再構成されたVλ1／
Jλ（427bp）を表わす。線にかかっている四角の白枠は欠失を表わし、三角は重複を表わ
す。円グラフをパネル(b)に示すが、これには1ヶ月間クローン性増殖させた後の野生型、
ΔXRCC2またはΔXRCC3 DT40 sIgM＋クローンから誘導したソーティングされたsIgM欠損集
団の中で、異なる数の点突然変異（PM）、遺伝子変換（GC）または起源が不明確な突然変
異（Amb）を保有するVλ配列の割合が示されている。それらの円弧の大きさは、円の周囲
に示す数の突然変異を保有する配列の数に比例する。分析したVλ配列の総数は、各円の
中心に示し、データは、野生型DT40の4種のサブクローン、ΔXRCC2-DT40の2種のサブクロ
ーンおよびΔXRCC3-DT40の3種のサブクローンの分析から集計したものである。欠失、重
複および挿入は、この分析から除外されている。野生型細胞では、更に6つの欠失、1つの
重複および1つの挿入が存在する。ΔXRCC2-DT40では他の事象は起こっておらず、ΔXRCC3
-DT40のデータベースでは1bpの欠失および1bpの挿入がそれぞれ一例ずつある。
【０１７３】
　同定された不活性化突然変異を含む、野生型、ΔXRCC2（ΔX2）およびΔXRCC3（ΔX3）
 DT40細胞におけるVλ遺伝子の不活性化の原因［ミスセンス突然変異（黒）；遺伝子変換
に伴うフレームシフト（白）；欠失、挿入もしくは重複に伴うフレームシフト（灰色）］
を、全配列に対するパーセンテージとして表してパネル(b)に示す。それぞれの不活性化
突然変異に伴う更に別の突然変異事象を(d)に示す。データは、それぞれの不活性化突然
変異に伴う更に別の突然変異の平均数と、パネル(c)で示す更なる突然変異のタイプとで
表わす。したがって、ΔXRCC2-DT40は、指標となる不活性化突然変異に加えて、平均で1.
2個の追加の点突然変異を有するが、野生型DT40ではわずか0.07である。
【０１７４】
　上記で詳細に述べたように、突然変異は、上流のVλ偽遺伝子を鋳型とする遺伝子変換
に起因し得るもの、鋳型のない点突然変異に起因し得るもの、または不明確であるカテゴ
リーに入れられるもの、として分類できる。不活性化突然変異の多く（67％）は遺伝子変
換によるものであるが、一部（15％）は鋳型のない点突然変異により生じる停止コドンで
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あり、このことから、本明細書中および他の文献（Buersteddeら, (1985)；Kimら, 1990
）に見られるDT40細胞での低い点突然変異の頻度はPCRのアーチファクトではなく、低頻
度の点突然変異は、実際に野生型DT40での遺伝子変換に伴って生じることが明らかになっ
たことが示される。
【０１７５】
　著しく異なる突然変異パターンは、ΔXRCC2-DT40由来のsIgM欠損変異体のVλ配列で見
られる。ほぼ全ての配列が点突然変異を有しており、典型的には、配列当たり複数の点突
然変異が含まれる。また、点突然変異への実質的なシフトは、sIgM－ ΔXRCC3-DT40細胞
由来の配列でも見られる。したがって、野生型DT40におけるVλ不活性化突然変異は、お
そらく読み枠が合わない遺伝子変換域を反映していると思われ、ΔXRCC2/3では、それは
ミスセンス突然変異であると思われる（図20c）。更に、ΔXRCC2-DT40またはΔXRCC3-DT4
0のソーティングされたsIgM欠損変異体から得られた非機能性Vλ配列の多く（ΔXRCC2-DT
40では53％、ΔXRCC3-DT40では64％）は、Vλ不活性化突然変異に加えて、更なる点突然
変異を含んでいるが、そのような同乗は、親DT40系由来の非機能性Vλ配列ではごく稀に
しか見られない（7％、図20d）。
【０１７６】
　これらの知見は全て、ΔXRCC2/3-DT40細胞におけるsIgM欠損変異体の高い存在率が、こ
れらの細胞における自然発生的なIgV遺伝子の高頻度突然変異の非常に高い頻度をそのま
ま反映していることを示唆している。図21に、1ヶ月クローン性増殖した後のソーティン
グされていないDT40集団からクローニングしたIg配列の分析を示す。代表的な野生型およ
びΔXRCC2 DT40クローンから得たVλ配列を、図20と同様の記号と共にパネル(a)に示す。
パネル(b)には、図示されている異なる数の各種タイプの突然変異を含むVλ配列の割合を
示す円グラフを示す。データは、独立したクローン：野生型（2種のクローン）、ΔXRCC2
（4種のクローン）およびΔXRCC3（2種のクローン）の分析からプールしたものである。
図示されている突然変異に加えて、1方のΔXRCC2-DT40配列は、リーダーイントロン内に
、供与体である偽遺伝子からの明らかに鋳型のない2bpの挿入を含み、1方のΔXRCC3-DT40
配列も、リーダーイントロン内に一塩基対の欠失を含んでいた。
【０１７７】
　ΔXRCC2-DT40の他の遺伝子座にある突然変異をパネル(c)に示す。円グラフには、再構
成された重鎖の再構成されたVH（CDR1からJHの末端まで及ぶ272bp）、除外された対立遺
伝子上の再構成されていないVλ1（458bp）、およびCλの近傍（Jλ-CλイントロンからC

λの最初の132bpまで及ぶ425bp）内に突然変異を含むΔXRCC2-DT40細胞を1ヶ月増殖させ
たものから誘導される配列の割合を示す。既知のVH偽遺伝子配列の分析（Reynaudら, 198
9）からは、再構成されたVHで見られる突然変異のすべてが遺伝子変異によるというわけ
ではないことが示されており、そのことから、それらは点突然変異によるものであるがこ
の割り当てが完全に決定的であると見なすことはできないことが強く示唆される。これら
のデータセットにおける突然変異の存在率は、VHでは1.6×10-3の突然変異／bp、再構成
されていないVλ1では0.03×10-3、Cλでは0.13×10-3であり、これと比較して、ΔXRCC2
-DT40内の再構成されたVλ1における点突然変異では2.0×10-3、野生型DT40内の再構成さ
れたVλ1における点突然変異では0.13×10-3、およびバックグランドPCRエラーでは0.04
×10-3である。
【０１７８】
　Vλ1に入っている点突然変異の分布をパネル(d)に示す。ΔXRCC2-DT40のコンセンサス
は大文字で示し、第1の塩基は、リーダーイントロンの76番目の塩基対に相当する。ΔXRC
C3-DT40のコンセンサスに見られるバリエーションは、下にイタリック体の文字で示す。
突然変異はコンセンサスの上に小文字で示し、ΔXRCC2-DT40に由来するものは黒で、ΔXR
CC3-DT40に由来するものはミッドグレイ色で示す。点突然変異および不明確であるカテゴ
リーに分類される全ての突然変異を含めた。クローン性増殖については、先に記載（Taka
taら, 1998）されているようにして較正を行っており、したがって、それぞれの小文字は
独立した突然変異事象を表わす。27の突然変異（そのため、158の元のデータベースから
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除去されている）の大部分は、7つの主要なホットスポットの1つに存在する。クローン性
についての較正により何らかの歪みが生じる場合、ホットスポットの優先性（dominance
）が過少に見積もられることになる。7つの主要なホットスポット（5以上の突然変異が蓄
積していることによって同定される）のうち、5つは、黒枠で示される2本の鎖の一方にあ
るAGYコンセンサス配列と一致する。パネル(e)に示されるヌクレオチド置換の存在率（13
1の独立した事象からなるデータベースに対するパーセンテージとして表わされる）は、
未選択のΔXRCC2-DT40およびΔXRCC3-DT40に由来する配列内の点突然変異から推定される
。ΔXRCC2／ΔXRCC3のデータベースをそれぞれ分析した場合、同様の存在率パターンが示
される。
【０１７９】
　野生型細胞およびΔXRCC2/3-DT40細胞における自然発生的なVλの突然変異頻度は、サ
ブクローニングの後で1ヶ月間増殖させた全ての（ソーティングされていない）DT40集団
から再構成されたVλセグメントをPCR増幅することによって分析される。その結果から、
実際に、ΔXRCC2細胞およびΔXRCC3細胞では、親DT40と比べて突然変異の自然発生的蓄積
がより高レベルで起こっていることが明らかになる（図21a、b）。ΔXRCC2-DT40細胞では
、突然変異は、Vλに約0.4×10-4／bp／世代の速度（分裂時間を約12時間とする）で蓄積
し、この値は、構成的に突然変異を起こすヒト・バーキットリンパ腫系Ramosで見られる
ものとほぼ同じである。
【０１８０】
　ヒトおよびマウスにおける胚中心B細胞での体細胞高頻度突然変異は、主に、再構成さ
れた免疫グロブリンのVHセグメントおよびVLセグメントを標的とする。同様の状況が、Δ
XRCC2-DT40細胞での点突然変異にも当てはまる。したがって、生産的に再構成されたVH1
遺伝子でも有意なレベルで見かけの点突然変異が見られる（図3c）。しかし、これは、全
体的な突然変異誘発表現型を反映してはいない。何故ならば、突然変異の蓄積は、Cλで
は、再構成されたVλの場合よりもずっと少なく、また除外された対立遺伝子上の再構成
されていないVλでも少ないからであり、この場合、見かけの突然変異率はPCR増幅自体が
原因となってバックグラウンドレベルを超えない（図21c）。
【０１８１】
　ΔXRCC2-DT40細胞内のVλドメインでの突然変異の分布は、非常に非ランダムである。
この突然変異は主に一ヌクレオチド置換であり、2本のDNA鎖の一方におけるAGY（Y＝ピリ
ミジン）コンセンサスに一致するホットスポットで選択的な蓄積を示す（図21d）。また
、それらは圧倒的（96％）にG/Cで起こっている。ΔXRCC2-DT40細胞におけるこのG/Cに偏
ったホットスポット集中型の高頻度突然変異は、ヌクレオチドのトランジションへの偏り
は多少低いものの、培養したヒト・バーキットリンパ腫細胞において記載されているV遺
伝子の高頻度突然変異のパターンならびにカエル、サメおよびMsh欠損マウスで生じるそ
のパターン（Radaら, 1998；Diazら, 2001）と非常に類似している。ヒトおよび正常なマ
ウスにおいてin vivoで起こるIgV遺伝子の高頻度突然変異は、先に述べられているように
、A/Tを標的とする機構と協働して作用するこのホットスポット集中型のG/Cに偏った成分
により達成されると思われる（図21e）。
【０１８２】
　したがって、DT40ニワトリ・ファブリキウス嚢リンパ腫系は、通常は遺伝子変換により
低頻度のIgV多様化を示すが、Xrcc2またはXrcc3を欠失させることにより、高頻度の構成
的なIgV遺伝子の体細胞突然変異（ヒトB細胞リンパ腫モデルで起こるものと本質的に類似
している）を誘導することができる。このことは、IgV遺伝子の変換および高頻度突然変
異が、一般的なDNA損傷を解決するための別の方法となり得るという以前の考え（Maizels
ら, 1995；Weillら, 1996）を強く支持する。近年のデータから、損傷の始まりは二本鎖
の破断であることがよくあるということが示唆され（Sale & Neuberger, 1998；Papavasi
louら, 2000；Brossら, 2000）、したがって、Xrcc2およびXrcc3の両者が、DNA破壊の修
復の組換え依存的経路に関与していることは重要と思われる（Liuら, 1998；Johnsonら, 
1999；Pierceら, 1999；Brennermanら, 2000；Takataら, 2001）。事実、DT40細胞におけ



(31) JP 4418668 B2 2010.2.17

10

20

30

40

50

るIgV遺伝子の高頻度突然変異の同様の誘導は、その産物が破断の組換え依存的修復に関
与する別の遺伝子（RAD51B）（Takataら, 2000）を欠失させることによって達成されるが
、非相同的末端結合に関与するKu70およびDNA-PKCSの遺伝子を欠失させた場合には達成さ
れない。図22に、DNA-PK、Ku70およびRad51Bが欠損しているDT40細胞におけるsIgM欠損変
異体の分析を示す。1ヶ月間クローン性増殖した後のsIgM欠損変異体の生成頻度の彷徨解
析をパネル(a)に示す。比較のために、野生型およびΔXRCC2のDT40を用いて得られた中央
値を入れてある。図示されている各種のタイプの突然変異を含む2種のsIgM＋ Rad51B欠損
DT40クローンから誘導したsIgM欠損変異体から増幅したVλ配列の割合を示す円グラフを
パネル(b)に示す。さらに、1つの配列は9bpの欠失を含み、1つは4bpの重複を含み、1つは
一塩基対の挿入を含んでいた。
【０１８３】
　しかし、この結果は、Xrcc2の不在下で、通常は遺伝子変換により解消される損傷が、
代わりに体細胞高頻度突然変異をもたらすプロセスによって解消されることを単に示唆し
ているわけではない。第1に、ΔXRCC2-DT40細胞は、レベルは多少低いものの、IgV遺伝子
の変換を行う能力を保持している（図21b）。第2に、ΔXRCC2-DT40細胞における高頻度突
然変異の頻度は、親のDT40系における遺伝子変換の頻度よりもほぼ一桁高い。したがって
、正常なDT40細胞では、IgV遺伝子の損傷のほんの一部が、上流の偽遺伝子由来の鋳型の
ある修復に供されるにすぎず、そのため、遺伝子変換事象が見られることになると思われ
る。本発明者らは、損傷の大部分が、姉妹染色分体上に位置する同一のV遺伝子を鋳型と
して用いる組換え修復に供され、したがって、それらは「隠されて」いると考える。これ
は、高頻度突然変異を起こす哺乳動物B細胞における検出可能なIgV遺伝子の破壊がG2/S期
に限定されることを見出したPapavasiliouおよびSchatz（2000）の知見と一致する。本発
明者らは、Xrcc2、Xrcc3またはRad51Bが存在しない場合は、この「隠された」姉妹染色分
体依存的組換え修復が逆用され、その結果として高頻度突然変異が起こることを提唱する
。この高頻度突然変異が、Xrcc2/3が存在しない場合に姉妹染色分体依存的組換え修復が
間違いを起こしやすくなることを反映しているのかどうか、それとも、それがそのような
修復の阻害を反映しており、それにより別の鋳型のない破壊解消機構を示しているのかど
うか、ということは、検討を要する問題である。この問題は、高頻度突然変異の機構を理
解する上で重要であるばかりでなく、Rad51パラログ体の生理学的機能の見通しを与えて
くれる。
【０１８４】
実施例９：Δxrcc2 DT40 IgMの親和性成熟
　数ヶ月間増殖させたXrcc2欠損DT40細胞の集団を用いて、これらの細胞におけるユニー
クなVHDJH／VLJL再構成に対する高頻度突然変異の作用が、被験抗原のかなりの割合に対
して抗体の成熟系統を進化させるのに十分な機能的多様性をもたらすことができるか否か
を判定した。選別には2つの方法を用いた。第1の方法では、細胞を、FITC-ストレプトア
ビジンを各種のビオチン化抗原（カゼイン、インスリン、オボアルブミン（Ova）、サイ
ログロブリン（Tg）およびラット・モノクローナル抗体（Ab））と混合することにより形
成される可溶性凝集物と共にインキュベートした。次に、結合している変異体をフローサ
イトメトリーにより濃化した。あるいはまた、変異体は、S. アウレウス（S. aureus）の
プロテインAまたはヒト血清アルブミン（HAS）で被覆した磁性ビーズを用いて選別した。
試験した抗原はいずれも、検出可能な親DT40またはその分泌されたIgMに対する結合を示
さなかった。選別を6ラウンド連続して行った後で、本質的に3つのタイプの結果が得られ
た。すなわち、インスリンおよびカゼインの場合、結合している変異体が濃化されたとい
う証拠はなかった。ラット・モノクローナル抗体およびプロテインAの場合、特異的な結
合体が得られた。HAS、OvaおよびTgの場合、結合体は得られたが、これらは様々な程度で
多重反応性（polyreactivity）を示した。したがって、選別をビオチン化ラットIgG mAb 
S7とFITC-ストレプトアビジンとの凝集物を用いて行った場合（図23）、特異的な結合は
、既に第3ラウンドまでに示された。それに続く濃化は、フィコエリトリン（PE）に直接
コンジュゲートさせたラットIgG S7 mAbを用いて行った。第6ラウンドで得られた細胞（D
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T-Ab6）は、種々の他の試薬で染色されないことにより判定される通り、ラットIgG S7 mA
bに特異的であった。培養上清のELISAから、DT-Ab6細胞によるS7 mAbの結合がDT-Ab6 IgM
自身によりもたらされることが実証された（図23b）。このDT-Ab6 IgMは、実際に抗-S7イ
ディオタイプである。それは、精製されたS7 mAbを認識する（そして、S7ハイブリドーマ
透過化細胞を染色するのに使用できる）が、この相互作用は、他のラット免疫グロブリン
による競合を受けない（図23c、d）。DT-Ab6細胞は、高希釈率のPES7 mAbコンジュゲート
で染色できた。このことから、高親和性の相互作用が示唆される。分子PE-S7 mAb：DT-Ab
6細胞を固定比率で、しかし容量を変えて染色を行うことにより、5.8 nMの範囲の親和性
が推定された（図23f）。
【０１８５】
　配列分析から、DT-Ab6 VH/VLが、親DT40の配列と比較して、合計19のアミノ酸置換を含
むことが判明した（図23g）。
【０１８６】
　ビオチン化プロテインAで被覆したストレプトアビジンビーズを用いて行ったビーズ選
別では、結合している変異体は第2ラウンドまでに現われた（DT-P2；図24a）。しかし、D
T-P2集団中の細胞の多くは、ストレプトアビジンもプロテインAも提示していない種々の
他のタイプのビーズにも結合した、という点に問題があった。プロテインAを直接コンジ
ュゲートさせたトシル化ビーズを用いて更に濃化したところ、FITCコンジュゲートプロテ
インA凝集物で染色可能な細胞（DT-P4）の集団が得られた（図24b）。フローサイトメト
リーの使用によるこの凝集物への結合に対する一連の選別により、凝集していないFITC-
プロテインAで僅かに染色可能な集団（DT-P9）が得られた。次に、FITC-プロテインAを用
いて更にソーティングしたところ、もっと明るく染色される子孫が得られた（図24b）。D
T-P14細胞により（ならびにそのいくつかの前駆細胞により）分泌されたIgMは、ELISAお
よび免疫沈降法の両者により判定したところ、プロテインAに良好に結合した（図24c、d
）。放射標識したプロテインAを用いた直接結合アッセイから、DT-P9とDT-P14の間で親和
性の実質的な増大が起こったことが示され（図24e）、これはフローサイトメトリー分析
（図24b）と一致する。この増大は、完全に、VHのCDR2に隣接したAla→Val置換によるも
のであり（図24h）、これにより、プロテインAに対する見掛けの親和性が0.32nMであるIg
Mが生じた（図24f）。興味深いことに、DT-PのIgMとプロテインAとの相互作用は、十分に
特性付けが行われているプロテインAとウサギIgGのFc部分との相互作用とは、DT-P／プロ
テインAの相互作用がIgM分子のC部分ではなくV部分とのものである（突然変異はCμでは
なくVHで見られる）という事実、ならびに、高濃度のウサギIgGはFITC-プロテインAによ
るDT-P4／P9細胞の染色を阻害しないので、おそらくプロテインA上の異なる部位がDT-P I
gMおよびウサギIgGとの相互作用に用いられるという事実において異なる（図24g）。実際
に、染色の増強が見られ、おそらくこれは、ウサギIgGによるプロテインAの凝集によるも
のと考えられる。
【０１８７】
　DT-P14のVH/VLの配列から、親DT40配列と比較して、17のアミノ酸置換が明らかになっ
ている。これらの突然変異のうち5つは、ラット・イディオタイプ特異的変異体DT-Ab6と
共通する。しかし、この5つの突然変異のうち少なくとも4つは、（Xrcc2欠損DT40細胞の
プールにおける共通の突然変異した前駆体からの派生していることを反映しているのでは
なく）その2つの系統において独立して起こったはずである。何故ならば、DT-P14とDT-Ab
6とに共通するこれら4つの突然変異体は、DT-P4では見られないからである。置換を繰り
返すこの傾向は、DT40における突然変異の殆どが、ホットスポット集中型のGCに偏った第
1段階の突然変異（本発明者らがA/Tに偏った第2段階によるものとした突然変異の範囲の
一部を欠いている；SaleおよびNeuberger, 1998；Radaら, 1998）に限定されていること
をある程度反映していると思われるが、それらが、抗体構造を成熟させやすくすることに
よって利点を付与している可能性もある。Xrcc2欠損DT40細胞は（体細胞高頻度突然変異
よりもずっと低い頻度ではあるが）IgV遺伝子の変換を行う能力を保持しているが、DT-P1
4細胞およびDT-Ab6細胞におけるV遺伝子の配列（図24h）を生殖細胞系のVセグメントの配
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列（Reynaudら, 1987, 1989）と比較したところ、その変化は、（全部でないとしても）
大部分が遺伝子変換ではなく点突然変異によるものであることが判明したことは注目に値
する。HSA誘導体化カルボキシル化磁性ビーズを用いた選別を6ラウンド行った後で得られ
た細胞（DT-H6）は、FITC-HASだけでなく、FITC-Tg、FITC-Ovaおよびサイクローム-コン
ジュゲートストレプトアビジンによっても染色された（DT-H6細胞集団がこれらの他の抗
原に暴露されたことはない、という事実にもかかわらず）。HASを用いて更に選別したと
ころ、多重特異性染色（polyspecific staining）の明るさが単純に増大した（図25a）。
FITC-ストレプトアビジンとビオチン化Tgもしくはビオチン化Ovaとの複合体を用いたフロ
ーサイトメトリーによる濃化に供した細胞集団では、類似しているが異なる多重特異性パ
ターンが示された（図25a、d）。
【０１８８】
亜集団を分析したところ、この見掛けの多重特異性が細胞の異質性を反映していないこと
が示された。sIgM欠損変異体には抗原結合活性が欠けているので、多重特異的染色は表面
IgM自体によって仲介された。更に、抗原結合は、培養物上清のELISAにより容易に検出さ
れる（図25b、c）。
【０１８９】
　多重反応性抗体はヒトおよびマウスにおいて（血清中およびハイブリドーマ間で）十分
に報告されており、それらが単一特異性（monospecificity）が進化するための良好な開
始点を構成するか否かという問題が提起されてきている（CasaliおよびSchettino, 1996
；BouvetおよびDighiero, 1998）。in vitroでの選別系でも同じ問題が出てきている（自
己免疫を回避するという制約はないが）。したがって、Ovaに対する特異性を増大させる
方向にDT-O6集団を進化させることが可能か否かを、フローサイトメトリーによるFITC-Ov
abright／サイクローム-ストレプトアビジンdull細胞の濃化によって試験した。ソーティ
ングを複数ラウンド行った後、FITC-Ovaに対してより高い特異性を示す細胞を得た（図25
d）。多重特異的結合集団が親DT40集団よりも良好な特異性進化の開始点を提供するか否
かを確認することは興味深い。
【０１９０】
　ここで示す結果から、高頻度突然変異を起こす細胞系が、in vitroでの抗体の誘導およ
び反復的な成熟の双方に使用可能であることがはっきりと実証される。DT40の遺伝学的な
扱いやすさを考慮すれば、この用途をトランスフェクトしたIgV遺伝子にまで拡大し、そ
うすることにより既存の抗体の親和性を成熟させることが可能である。更に、高頻度突然
変異機構は、再構成されたIgVセグメントの代わりに配置された異種の遺伝子を標的とす
ることができるので（Yelamosら, 1995）、この戦略を、他のリガンド／受容体ペアの成
熟にまで拡張できる公算は十分にあると思われる。抗体のde novo選別については、単一
のVH／VL再構成に体細胞高頻度突然変異を作用させることにより、試験した7種の抗体の
うち2種に対して高親和性の結合物を選別して成熟させること、ならびにそれ以外のもの
のうち3種に対する初期の低親和性結合の兆候（成熟可能ではないが）を得ることが可能
なレパートリーが得られたことは注目すべきである。これは、抗原親和性が非常に低くて
も、選別を開始するには十分であるという事実を反映している。かくして、これらの結合
部位は成熟可能である。明らかに、この方法を、高親和性のヒト・モノクローナル抗体の
in vitro産生が可能になるように外挿したい場合は、DT40の遺伝学的易操作性を利用して
、2つ以上のVH／VL再構成を含む一次レパートリーを作製することが有利であろう。ここ
で得られた結果から、この再構成の一次レパートリーはin vivoで用いられる一次レパー
トリーよりも数桁少ないことが示される。
【０１９１】
実施例10：天然に存在する、構成的に高頻度突然変異を起こすEBVポジティブBL細胞系の
単離
　天然に存在するEBV＋BL細胞系を調べたところ、それら（例えば、Akata, BL74, Chep, 
Daudi, Raji,およびWan）の多くの中に、明らかに同定可能なsIgM欠損変異体の集団は存
在しないことが判明した。しかし、これらEBV＋細胞系のうち2つ（ELI-BLおよびBL16）に
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おいて明確なsIgM－/low集団が確認され、このことから、本来備わっている高頻度突然変
異能であることが示唆される。Ramos、EHRB、ELI-BLおよびBL16のsIgM発現プロファイル
を図26aに示す。sIgM－/low細胞集団は枠で囲み、その中の細胞のパーセンテージを示す
。各ドットが1個の細胞を示す。BL16における相当大きなsIgM－/low集団の一部は、それ
ほど強くは染色にポジティブではない細胞によるものであり、これもまた、彷徨解析を妨
害したことに注意されたい。ELI-BLは2型のEBVを含み、胚中心B細胞に類似しており、EBN
A1および非コードEBERおよびBam A RNAのみから構成される潜伏遺伝子レパートリーを発
現する（Roweら,1987）。BL16もまた2型ウイルスを含んでいるが、ELI-BLとは違って、よ
りLCLに類似していると思われ、完全に潜伏している遺伝子のレパートリーを発現する（R
ooneyら, 1984；Roweら, 1987）。
【０１９２】
　ELI-BLおよびBL16の培養物中に明確なsIgM－/low集団が見られるが、これらの変異体が
真の高頻度突然変異に起因しているのか否かを検討することは重要である。これは、彷徨
解析により検討した。簡単に説明すると、（サブ）クローンを24ウェルまたは48ウェルの
プレートに移し、新鮮な培地と共に3～8週間維持し、細胞（1～2.5×105個）をPBS／3％F
BS中で2回洗浄し、適切な抗体もしくは抗体の組合せ（後記）で染色し（氷上で30分間）
、再度洗浄した後、少なくとも104個の細胞をフローサイトメトリー（FACSCalibur、Bect
on Dickinson）により分析することにより分析した。使用した抗体は、R-フィコエリトリ
ン-コンジュゲートしたヤギ抗-ヒトIgM（μ鎖特異的；Sigma）、フルオレセインイソチオ
シアネート（FITC）-コンジュゲートしたマウス・モノクローナル抗-Ramosイディオタイ
プ［ZL16/1（Zhangら,1995）；M. CraggおよびM. J. Glennie（Tenovus Research Labora
tory, Southampton）から恵贈]、およびFITC-コンジュゲートしたヤギ抗-マウスIgM（Sou
thern Biotechnology Associates, Inc.）とした。データを得て、CellQuestソフトウェ
ア（Becton Dickinson）を用いて解析した。
【０１９３】
　特に指示がない限り、彷徨解析で比較した細胞は並行して誘導し、培養し、分析した。
同様にして誘導した多くの（サブ）クローンにおけるsIgM欠損変異体のパーセンテージ中
央値（平均値ではない）を細胞の体細胞高頻度突然変異能の指標として用いて、早期突然
変異事象の影響を最低限に抑える。ELI-BLサブクローンの彷徨解析を行ったところ、sIgM
－/low変異体が、実際に、in vitro培養の際に実際に高頻度で生成されていることが判明
し（図26b；それぞれの×印は、単一のサブクローンを1ヶ月間増殖させた後のsIgM－/low

ウィンドウに含まれる細胞のパーセンテージを表わす；パーセンテージ中央値を示す）、
BL16サブクローンの場合、VH配列の分析から、この不安定さが体細胞高頻度突然変異を反
映していることが確認された（図26c）。塩基置換突然変異は、大文字のトリプレットで
示されている338bpのコンセンサスDNA配列の上に小文字で示す。相補性決定領域および部
分PCRプライマー配列には、それぞれ下線をひき、太字にしてある。対応するアミノ酸配
列は、大文字１文字によって示す。このコンセンサス配列は、GenBankのエントリー配列g
i.2253343とは2つの位置で異なっている[TCA（Ser20）－TCTおよびAGC（Ser55）－ACC（T
hr）]。
【０１９４】
　複数の塩基置換突然変異を有する数種の配列を含むVH配列の相当な多様性および全体と
して高いVH突然変異の頻度から、BL16において高頻度突然変異が進行中であることが示さ
れた。更に、比較的少数のVH配列しかサンプリングしなかったにもかかわらず、1つの系
統的関係が推定できた［Gly54での第1の突然変異（GGT－GAT）；Val92での第2の突然変異
（GTG－ATG）]。最後に、Ramosと同様に、BL16のVHの塩基置換突然変異の多く（24／33、
すなわち73％）がGまたはCのヌクレオチドで起こり、相補性決定領域内（図26cの下線部
）に集中していた。したがって、2種の天然のEBV＋ BL細胞系（一方は限定的な潜伏遺伝
子レパートリーを発現し、他方は全ての組合せを発現する）では、進行中の高頻度突然変
異の幾つかの特徴が区別できる。したがって、体細胞高頻度突然変異が、EBVの存在下で
も衰えることなく進行可能であることは明らかであった。
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【図面の簡単な説明】
【０１９６】
【図１－１】バーキット系におけるVHの多様性を示す。
【図１－２】バーキット系におけるVHの多様性を示す。
【図１－３】バーキット系におけるVHの多様性を示す。
【図２】Ramosにおける構成的なVH多様化を示す。
【図３】RamosのVHに沿った未選択のヌクレオチド置換の分布を示す。
【図４】Ramosにおける高頻度突然変異により、様々な復帰可能なIgM欠損変異体が生じる
ことを示す。
【図５】TdTを発現するRamosトランスフェクト体におけるIgM欠損変異体を示す。
【図６】一ヌクレオチド置換以外のVHにおける突然変異をまとめた配列表を示す。
【図７】抗イディオタイプ（抗-Id1）結合特異性が失われているRamos細胞のVH遺伝子か
ら単離した配列の比較を示す。
【図８】5ラウンドにわたる反復的な選別による、新規な結合特異性を有する免疫グロブ
リンを製造するためのRamos細胞の濃化を示す棒グラフを示す。
【図９】ビーズ：細胞の比率を増大させることによる新規な特異性（ストレプトアビジン
）を結合するRamos細胞の回収の向上を示す棒グラフを示す。
【図１０】標的抗原の濃度を増大させることによる、新規な結合特異性を有するRamos細
胞の回収の増大を示すグラフを示す。
【図１１－１】ストレプトアビジン結合Ramos細胞から得られたVH配列を示す。
【図１１－２】ストレプトアビジン結合Ramos細胞から得られたVH配列を示す。
【図１２】対照の培地および未選択のRamos細胞の上清に対する、ストレプトアビジン結
合に基づく選別プロセスの第4、第6および第7ラウンドにて選別された細胞の上清中のIgM
の量を示す。
【図１３】図12の上清からのIgMのストレプトアビジン結合を示す。
【図１４】表面プラズモン共鳴により分析した、ストレプトアビジン結合に対する選別の
第4および第6ラウンドから得た上清のストレプトアビジン結合を示す。
【図１５】第4および第6ウランドで選別された細胞のストレプトアビジン-FITCへの結合
のFACS分析を示す。
【図１６－１】第6ラウンドで選別されたIgMのVHおよびVLの配列を示す。
【図１６－２】第6ラウンドで選別されたIgMのVHおよびVLの配列を示す。
【図１７】ストレプトアビジンに対する選別された親和性成熟Ramos細胞のFACS分析を示
す。
【図１８】親和性成熟Ramos細胞のELISAを示す。
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【図１９】野生型および修復欠損DT40におけるsIgM欠損変異体を示す。
【図２０】DT40のsIgM変異体からクローニングしたVλ配列の分析を示す。
【図２１－１】1ヶ月間クローン性増殖させた後の、ソーティングされていないDT40集団
のIg配列の分析を示す。
【図２１－２】1ヶ月間クローン性増殖させた後の、ソーティングされていないDT40集団
のIg配列の分析を示す。
【図２２】DNA-PK、Ku70およびRad51Bが欠損しているDT40細胞のsIgM欠損変異体の分析を
示す。
【図２３】ラット免疫グロブリンのイディオタイプに特異的なDT40由来の一連のIgMを示
す。
【図２４－１】DT40由来の一連のプロテインA特異的IgMを示す。
【図２４－２】DT40由来の一連のプロテインA特異的IgMを示す。
【図２５－１】DT40の抗原選別により、特異性への成熟の可能性を有する多重反応性のIg
Mを得ることができることを示す。
【図２５－２】DT40の抗原選別により、特異性への成熟の可能性を有する多重反応性のIg
Mを得ることができることを示す。
【図２６－１】天然に存在する構成的に高頻度突然変異を起こすBL細胞系の分析を示す。
【図２６－２】天然に存在する構成的に高頻度突然変異を起こすBL細胞系の分析を示す。

【図１－１】 【図１－２】
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【図１－３】 【図２】

【図３】 【図４】
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【図５】 【図６】

【図７】 【図８】
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【図９】 【図１０】

【図１１－１】 【図１１－２】
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【図１２】 【図１３】

【図１４】 【図１５】
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【図１６－１】 【図１６－２】

【図１７】 【図１８】
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【図１９】 【図２０】

【図２１－１】 【図２１－２】
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【図２２】 【図２３】

【図２４－１】 【図２４－２】
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【図２５－１】 【図２５－２】

【図２６－１】 【図２６－２】
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