
(57)【要約】
本発明は、 CH3ドメインをコードするエキソンと膜エキソンとを少なくとも含むクラス Aヒ
ト免疫グロブリンの Cα遺伝子を含むトランスジーンの全体又は一部分でスイッチ配列 Sμ
を置き換えることにより改変された IgH遺伝子座を有する非ヒトトランスジェニック哺乳
動物、及びヒト化クラス IgA抗体の作製のためのその使用に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 CH3ド メ イ ン を コ ー ド す る エ キ ソ ン と 膜 エ キ ソ ン と を 少 な く と も 含 む ヒ ト ク ラ ス A免 疫 グ
ロ ブ リ ン の Cα 遺 伝 子 か ら な る ト ラ ン ス ジ ー ン の 全 体 又 は 一 部 分 で ス イ ッ チ 配 列 Sμ を 置 き
換 え る こ と に よ り 改 変 さ れ た IgH遺 伝 子 座 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 改 変 さ れ た IgH遺 伝 子 座 に つ い て ホ モ 接 合 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1に 記 載 の
非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 IgH遺 伝 子 座 が 、 ス イ ッ チ 配 列 Sμ を Cα 遺 伝 子 全 体 で 置 き 換 え る こ と に よ り 改 変 さ
れ た こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1又 は 2に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 IgH遺 伝 子 座 が 、 CH3ド メ イ ン を コ ー ド す る エ キ ソ ン と 膜 エ キ ソ ン と を 含 む Cα 遺 伝
子 の セ グ メ ン ト で ス イ ッ チ 配 列 Sμ を 置 き 換 え る こ と に よ り 改 変 さ れ た こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 1又 は 2に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 Cα 遺 伝 子 が Cα 1で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1～ 4の い ず れ か 1つ に 記 載 の 非 ヒ ト
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 を コ ー ド す る 別 の ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 1～ 5の い ず れ か 1つ に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 軽 鎖 が カ ッ パ 鎖 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 6に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 ト ラ ン ス ジ ー ン が 、 上 流 に イ ン ト ロ ン ア ク チ ベ ー タ Eμ と 下 流 に パ リ ン ド ロ ー ム hs3
a/hs1,2/hs3bと を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 7に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳
動 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 ト ラ ン ス ジ ー ン が 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 8に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 ト ラ ン ス ジ ー ン に つ い て 二 接 合 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 6～ 9の い ず れ か 1つ
に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 不 活 性 化 さ れ た カ ッ パ 鎖 の 内 在 性 遺 伝 子 座 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 6～ 10の い
ず れ か 1つ に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 不 活 性 化 さ れ た カ ッ パ 鎖 の 前 記 内 在 性 遺 伝 子 座 に つ い て ホ モ 接 合 で あ る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 11に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 不 活 性 化 さ れ た J鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1～ 12の い ず れ
か 1つ に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 不 活 性 化 さ れ た J鎖 を コ ー ド す る 前 記 遺 伝 子 に つ い て ホ モ 接 合 で あ る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 13に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン J鎖 を コ ー ド す る 別 の ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 13又 は 14に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
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【 請 求 項 １ ６ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1～ 15の い ず れ か 1つ に 記 載 の
非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 - ヒ ト ク ラ ス A免 疫 グ ロ ブ リ ン の Cα 1遺 伝 子 全 体 で ス イ ッ チ 配 列 Sμ を 置 き 換 え る こ と に
よ り 改 変 さ れ た IgH遺 伝 子 座 と 、
- ヒ ト 重 鎖 の プ ロ モ ー タ (pVH)の 転 写 制 御 下 で の Jκ 5遺 伝 子 で 再 配 列 さ れ た Vκ I遺 伝 子 、 J
κ -Cκ イ ン ト ロ ン 及 び Cκ 遺 伝 子 と 、 上 流 に イ ン ト ロ ン ア ク チ ベ ー タ Eμ と 下 流 に パ リ ン ド
ロ ー ム hs3a/hs1,2/hs3bと を 含 む 完 全 Vκ 遺 伝 子
と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 16に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 Sμ 配 列 に 接 す る 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 か ら の IgH遺 伝 子 座 の 配 列 の 断 片 で 挟 ま れ た 、 CH3ド メ
イ ン を コ ー ド す る エ キ ソ ン と 膜 エ キ ソ ン と を 少 な く と も 含 む ヒ ト ク ラ ス A免 疫 グ ロ ブ リ ン
の Cα 遺 伝 子 又 は 該 遺 伝 子 の セ グ メ ン ト を 含 む こ と を 特 徴 と す る 相 同 的 組 換 え タ ー ゲ テ ィ
ン グ ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 Cα 遺 伝 子 又 は 該 遺 伝 子 の セ グ メ ン ト に 接 す る 適 切 な 選 択 マ ー カ ー の 発 現 の た め の
カ セ ッ ト を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 18に 記 載 の タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 発 現 カ セ ッ ト が 、 部 位 特 異 的 組 換 え 配 列 で 挟 ま れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 19
に 記 載 の タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 配 列 が 、 Creリ コ ン ビ ナ ー ゼ の LoxP配 列 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 19に 記 載 の
タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 Sμ 配 列 に 接 す る 前 記 配 列 の 断 片 が マ ウ ス 起 源 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 18～ 21の
い ず れ か 1つ に 記 載 の タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 Cα 遺 伝 子 又 は 該 遺 伝 子 の セ グ メ ン ト が 、 5'及 び 3'で そ れ ぞ れ 、 マ ウ ス 染 色 体 12 (EMBL/
Genbankデ ー タ ベ ー ス で ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AC073553)の 配 列 の 位 置 131281～ 136441及 び 14
0101～ 145032に 相 当 す る 断 片 で 挟 ま れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 22に 記 載 の タ ー ゲ テ
ィ ン グ ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 18～ 23の い ず れ か 1つ に 記 載 の タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー で 改 変 さ れ た 非 ヒ ト 哺 乳
動 物 の 胚 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 1～ 16の い ず れ か 1つ に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 又 は 請 求 項 17に
記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 、 ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 又 は 該 抗 体 の 断 片 の 作 製 の た
め の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 少 な く と も 次 の 工 程 ：
- 請 求 項 1～ 16の い ず れ か 1つ に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 又 は 請 求 項 17に
記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 免 疫 化 、 及 び
- 予 め 犠 牲 に し た 前 記 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 の 血 清 、 分 泌 物 又 は Bリ ン パ 球
か ら の ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 又 は 該 抗 体 の 断 片 の い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ る 作 製
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 又 は 該 抗 体 の 断 片 を 作 製 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 定 常 ド メ イ ン が ヒ ト 起 源 で あ る キ メ ラ 重 鎖 と 可 変 ド メ イ ン が Vκ I-Jκ 5に よ り コ ー ド さ
れ る ヒ ト 軽 鎖 と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 26に 記 載 の 方 法 に よ り 得 る こ と が で き る
ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 。
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【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 断 片 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 27に 記 載 の ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗
体 の 断 片 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 Fab、 Fab'2及 び Fc断 片 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 28に 記 載 の ヒ
ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 の 断 片 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 請 求 項 27に 記 載 の ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 又 は 請 求 項 28若 し く は 29に 記 載 の 該 抗 体 の 断 片
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 医 薬 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 請 求 項 27に 記 載 の ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 又 は 請 求 項 28若 し く は 29に 記 載 の 該 抗 体 の 断 片
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 診 断 試 薬 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 抗 原 と の 組 み 合 わ せ で 少 な く と も 1つ の 請 求 項 27に 記 載 の ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 又 は 請 求
項 28若 し く は 29に 記 載 の 該 抗 体 の 断 片 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 免 疫 原 性 組 成 物 又 は ワ ク チ
ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 有 効 成 分 と 組 み 合 わ せ た 少 な く と も 1つ の 請 求 項 27に 記 載 の
ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 又 は 請 求 項 28若 し く は 29に 記 載 の 該 抗 体 の 断 片 を 含 む こ と を 特 徴 と
す る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 請 求 項 27に 記 載 の ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 又 は 請 求 項 28若 し く は 29に 記 載 の 該 抗 体 の 断 片
の 、 感 染 症 及 び 癌 の 予 防 及 び 治 療 を 意 図 す る 医 薬 の 製 造 の た め の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 請 求 項 27に 記 載 の ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 又 は 請 求 項 28若 し く は 29に 記 載 の 該 抗 体 の 断 片
の 、 感 染 症 及 び 癌 の 診 断 を 意 図 す る 試 薬 の 製 造 の た め の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ク ラ ス Aヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の 定 常 領 域 に つ い て の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 哺 乳 動 物 及 び ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 の 作 製 の た め の そ の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ク ラ ス A免 疫 グ ロ ブ リ ン (IgA)は 、 ヒ ト に お い て 、 イ ソ タ イ プ カ ッ パ (κ )又 は ラ ム ダ (λ )
の 2種 の 同 一 の 軽 鎖 と ジ ス ル フ ィ ド ブ リ ッ ジ を 介 し て 結 合 し て い る イ ソ タ イ プ α 1 (サ ブ ク
ラ ス IgA1)又 は α 2 (サ ブ ク ラ ス IgA2)の 2種 の 同 一 の 重 鎖 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ の ク ラ ス の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 な α 重 鎖 は 、 膜 型 及 び 分 泌 型 で 存 在 す る 。 分 泌 型
は 、 約 110ア ミ ノ 酸 の 4つ の ド メ イ ン ： 可 変 ド メ イ ン VH及 び 3つ の 定 常 ド メ イ ン CH1、 CH2及
び CH3と 、 CH2と CH3の 間 の ヒ ン ジ (H)領 域 と 、 C-末 端 の オ ク タ ペ プ チ ド と を 含 む 。 こ の オ ク
タ ペ プ チ ド の 後 ろ か ら 2番 目 の シ ス テ イ ン は 、 2つ の IgA重 鎖 を 連 結 し て 二 量 体 IgAを つ く る
J鎖 (又 は 結 合 部 分 (joining piece))と 共 有 結 合 を つ く る こ と が で き る 。 膜 型 は 、 膜 に タ ン
パ ク 質 を つ な ぐ こ と を 可 能 に す る 疎 水 性 ド メ イ ン と 細 胞 質 内 ド メ イ ン と を さ ら に 含 む 。 C-
末 端 オ ク タ ペ プ チ ド (分 泌 型 )又 は 疎 水 性 の 細 胞 質 内 ド メ イ ン (膜 型 )の い ず れ か と 結 合 す る
CH1、 CH2、 H及 び CH3ド メ イ ン に 相 当 す る 重 鎖 の 領 域 は 、 定 常 領 域 と よ ば れ る 。 こ れ に 対 し
て 、 可 変 ド メ イ ン VHに 相 当 す る 領 域 は 可 変 領 域 と よ ば れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 全 て の ク ラ ス 及 び サ ブ ク ラ ス に 共 通 で あ る κ 及 び λ の 軽 鎖 は 、 2つ の
ド メ イ ン ： 可 変 ド メ イ ン (VL)及 び 定 常 ド メ イ ン (CL)を 含 む 。 ヒ ト で は κ 及 び λ 鎖 の 発 現 は
等 し い が 、 マ ウ ス で は λ 遺 伝 子 座 の 発 現 が 非 常 に 低 く 、 軽 鎖 の 95％ が κ 型 で あ る 。 CLド メ
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イ ン に 相 当 す る 軽 鎖 の 領 域 は 定 常 領 域 と よ ば れ る が 、 こ れ に 対 し て 可 変 ド メ イ ン VLに 相 当
す る 領 域 は 可 変 領 域 と よ ば れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 は 遺 伝 子 座 に 編 成 さ れ 、 ひ と つ の 遺 伝 子 座 は 重 鎖 の た め (IgH遺 伝
子 座 )で あ り 、 一 つ の 遺 伝 子 座 は そ れ ぞ れ の 軽 鎖 の た め （ ラ ム ダ 遺 伝 子 座 及 び カ ッ パ 遺 伝
子 座 ） で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 軽 鎖 の た め の 遺 伝 子 座 の そ れ ぞ れ は 、 可 変 ド メ イ ン を コ ー ド す る V及 び J遺 伝 子 と 定 常 ド
メ イ ン を コ ー ド す る C遺 伝 子 と を 含 む 。 Bリ ン パ 球 の 分 化 の 間 に 、 V遺 伝 子 は J遺 伝 子 及 び C
遺 伝 子 と 再 配 列 さ れ 、 V領 域 は さ ら に 体 細 胞 変 異 に 付 さ れ 、 こ れ ら の こ と に よ り 抗 原 に 対
す る 高 い 親 和 性 を 有 す る 抗 体 を 産 生 す る こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 重 鎖 の 遺 伝 子 座 は 、 可 変 ド メ イ ン を コ ー ド す る V、 D及 び J遺 伝 子 と 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の
異 な る ク ラ ス の イ ソ タ イ プ の 定 常 ド メ イ ン を コ ー ド す る C (Cμ 、 Cδ 、 Cγ 、 Cε 及 び Cα )
遺 伝 子 と を 含 む 。 Cδ 以 外 の 各 C遺 伝 子 に 先 行 し て 、 ス イ ッ チ (S)配 列 が あ る 。 Cα (ヒ ト で
の Cα 1及 び Cα 2)遺 伝 子 は 、 定 常 ド メ イ ン CH1、 CH2及 び CH3を コ ー ド す る エ キ ソ ン と 膜 (mb)
エ キ ソ ン を 分 離 し て い る イ ン ト ロ ン を 有 す る 。 ヒ ン ジ 領 域 を コ ー ド す る 配 列 は 、 エ キ ソ ン
CH2に 含 ま れ る 。 Bリ ン パ 球 の 分 化 の 間 に 、 V遺 伝 子 は D遺 伝 子 及 び J遺 伝 子 と 再 配 列 さ れ 、 V
領 域 は 体 細 胞 変 異 に も 付 さ れ 、 こ れ ら の こ と に よ り 抗 原 に 対 す る 高 い 親 和 性 を 有 す る 抗 体
を 産 生 す る こ と が 可 能 に な る 。 さ ら に 、 抗 原 に 対 す る 一 次 応 答 は 主 に IgMか ら な る が 、 二
次 応 答 は ク ラ ス ス イ ッ チ 機 構 に 関 係 し 、 こ の 機 構 の 間 に Cμ の 上 流 に 位 置 す る ス イ ッ チ 配
列 Sμ が 別 の ス イ ッ チ 配 列 と 組 換 え を 起 こ し 、 別 の ク ラ ス の 免 疫 グ ロ ブ リ ン (IgG、 IgE又 は
IgA)の 産 生 を 導 く 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 抗 原 に よ る 刺 激 に 応 答 し て 産 生 さ れ る 抗 体 の 多 様 性 は 、 い く つ か の 機 構 の 組 み 合 わ せ に
起 因 す る 。 V遺 伝 子 の 多 重 性 (multiplicity)、 こ れ ら の V遺 伝 子 の 体 細 胞 変 異 、 V遺 伝 子 の
体 細 胞 組 換 え 及 び ス イ ッ チ 配 列 の 体 細 胞 組 換 え で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 IgAは 、 体 内 で 2つ の 異 な る 形 で 存 在 す る 。 血 清 IgA及 び 分 泌 IgA (s-IgA)で あ る 。
　 血 清 IgAは 、 血 清 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 15～ 20%に 相 当 す る 。 ヒ ト 血 清 IgAの 80%よ り 多 く が 一
量 体 形 で あ る が 、 他 の 哺 乳 類 の ほ と ん ど の 種 に お い て は 本 質 的 に 二 量 体 形 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 分 泌 IgAは 、 分 泌 物 （ 眼 、 唾 液 、 乳 房 、 気 管 気 管 支 及 び 尿 生 殖 器 の 分 泌 物 ） 中 の 主 要 な
免 疫 グ ロ ブ リ ン を 構 成 し 、 こ こ で 分 泌 IgAは 他 の タ ン パ ク 質 、 分 泌 成 分 (secretory compon
ent)と 結 合 し た IgA二 量 体 の 形 で 存 在 す る 。 こ の 分 泌 成 分 は お そ ら く IgA二 量 体 の ま わ り に
巻 き つ き 、 各 IgA単 量 体 の CH2ド メ イ ン に ジ ス ル フ ィ ド ブ リ ッ ジ に よ り 結 合 し て い る 。 J鎖
と は 違 っ て 、 分 泌 部 分 (secretory piece)は 形 質 細 胞 で は な く 上 皮 細 胞 に よ り 合 成 さ れ る
。 上 皮 下 形 質 細 胞 に よ り 分 泌 さ れ た 二 量 体 IgAは 、 上 皮 細 胞 の 基 底 極 (basal pole)に 存 在
す る ポ リ -Ig受 容 体 に 結 合 す る 。 次 い で 、 s-IgA/受 容 体 複 合 体 は 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス さ
れ 、 細 胞 内 を 輸 送 さ れ る が 、 輸 送 小 胞 の 膜 に 結 合 し た ま ま で あ る 。 輸 送 小 胞 は 、 管 腔 表 面
で 原 形 質 膜 と 融 合 し 、 受 容 体 の 開 裂 に 起 因 し て 、 分 泌 部 分 と 結 合 し た 二 量 体 IgAを 放 出 す
る 。 よ っ て 、 分 泌 部 分 は 、 分 泌 物 中 の IgAの 輸 送 を 促 進 し 、 タ ン パ ク 質 分 解 か ら そ れ ら を
保 護 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 粘 膜 の 上 皮 を 横 断 し 、 病 原 体 、 例 え ば ウ イ ル ス 、 細 菌 、 寄 生 体 及 び ト キ シ ン の 侵 入 を 防
ぐ そ の 能 力 の た め に 、 IgAは 局 所 免 疫 ： 眼 、 呼 吸 、 消 化 及 び 尿 生 殖 器 の 免 疫 に お い て 主 要
な 役 割 を 演 じ る 。 IgAの 作 用 の 形 態 は 、 能 動 機 構 (補 体 活 性 、 Fc受 容 体 へ の 結 合 )及 び 受 動
機 構 (病 原 体 (ウ イ ル ス )に 対 す る 受 容 体 の ブ ロ ッ ク 及 び 細 菌 の 運 動 性 の 阻 害 )を 含 む 。 特 異
的 IgA応 答 と 感 染 に 対 す る 防 御 と の 間 の 密 接 な 関 係 は 、 特 に ウ イ ル ス (ロ タ ウ イ ル ス 、 イ ン
フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 ポ リ オ ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 呼 吸 系 発 疹 ウ イ ル ス 、 エ
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プ ス タ イ ン － バ ー ウ イ ル ス )に つ い て 示 さ れ て い る 。 多 数 の ヒ ト 病 原 体 (HIV、 イ ン フ ル エ
ン ザ Aウ イ ル ス 、 細 菌 、 ト キ シ ン 、 寄 生 体 )に 指 向 さ れ た ク ラ ス IgA保 護 抗 体 が 単 離 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 こ の 特 別 の 性 質 の た め に 、 IgAは 、 感 染 症 及 び 癌 の 診 断 及 び 治 療 に 特 定 の 用 途 を 有 す る
。 IgAは 、 病 原 体 を 中 和 す る 受 動 免 疫 療 法 (血 清 療 法 )に 用 い る こ と が で き る で あ ろ う 。 こ
れ ら は 、 腫 瘍 抗 原 又 は 粘 膜 中 の 病 原 性 微 生 物 の 抗 原 を 標 的 す る ベ ク タ ー と し て 能 動 免 疫 療
法 (ワ ク チ ン 接 種 )に も 用 い る こ と が で き 、 こ れ ら の 抗 原 に 対 す る 局 所 免 疫 を 誘 導 す る こ と
が で き る で あ ろ う 。 さ ら に こ れ ら は 、 患 者 か ら 得 ら れ た IgA (抗 ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ
、 抗 筋 肉 膜 (antiendomysium)又 は 抗 グ リ ア ジ ン IgA)(こ れ ら に よ り 、 技 術 者 が ヒ ト 病 原 体 (
ウ イ ル ス 、 プ リ オ ン )の 感 染 の 危 険 に 曝 さ れ る )の 代 替 物 と し て 、 セ リ ア ッ ク 病 の よ う な 疾
患 の 診 断 用 の 有 用 で 信 頼 性 が 高 く 安 全 で 安 定 で か つ 明 確 な 試 薬 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 し か し 、 こ れ ら の 用 途 の 開 発 は 、 組 換 え ヒ ト ク ラ ス IgA抗 体 又 は ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 を
作 製 す る 効 果 的 な 方 法 が な い こ と か ら 、 制 限 さ れ て い る 。
　 「 ヒ ト 化 抗 体 」 の 表 現 は 、 ヒ ト 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 定 常 ド メ イ ン と 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 か
ら の 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン と の 融 合 に よ り 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に 由 来 す る 抗 体 を
意 味 す る と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 実 際 に 、 現 在 利 用 で き る 組 換 え ヒ ト 抗 体 又 は ヒ ト 化 抗 体 の 製 造 方 法 は 、 以 下 の 問 題 点 を
有 す る 。
* イ ン ビ ト ロ 法 は 、 1又 は そ れ よ り 多 い 組 換 え ベ ク タ ー か ら の 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 と J鎖 と
任 意 に 分 泌 部 分 と の 同 時 発 現 (simultaneous expression)に 基 づ く 。 重 鎖 及 び 軽 鎖 は 、 重
鎖 α の 定 常 ド メ イ ン で あ る CH1、 CH2及 び CH3と そ れ ぞ れ 融 合 さ れ た 興 味 対 象 の ヒ ト 又 は マ
ウ ス の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン (VH及 び VL)、 並 び に ヒ ト 軽 鎖 の
Cλ 又 は Cκ を 含 む か 、 又 は VH及 び VLド メ イ ン が C-末 端 オ ク タ ペ プ チ ド を 含 む CH3ド メ イ ン
と 融 合 さ れ て い る (国 際 出 願 PCT WO 98/30577及 び PCT WO 99/54484)。 例 え ば 、 国 際 出 願 PC
T WO 98/30577は 、 1又 は そ れ よ り 多 い 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 用 い て 、 J鎖 に よ り 結 合
さ れ た C-末 端 オ ク タ ペ プ チ ド を 含 む CH3ド メ イ ン と そ れ ぞ れ 融 合 さ れ た マ ウ ス 又 は ヒ ト の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の VH及 び VLド メ イ ン を 含 む 組 換 え ヒ ト 二 量 体 ミ ニ -IgA (IgA-J)を イ ン
ビ ト ロ で 製 造 す る こ と を 記 載 し て い る 。 ク ラ ス IgG1中 和 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (S1-1抗
体 )か ら 得 ら れ た 、 HIV gp120を 指 向 す る 組 換 え ミ ニ IgA一 つ だ け が 記 載 さ れ て い る
【 ０ ０ １ ５ 】
　 IgAに 特 異 的 な こ れ ら の 方 法 は 、 マ ウ ス 抗 体 及 び い く つ か の 希 少 な ヒ ト 抗 体 に 限 定 さ れ
て お り 、 こ れ ら に 対 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は 単 離 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
* イ ン ビ ボ 法 は 、
- そ の 胚 形 態 に お け る 完 全 IgH遺 伝 子 座 及 び カ ッ パ 軽 鎖 内 の 遺 伝 子 座 (PCT出 願 WO 02/05915
4、 Mendez et al., Nature Genetics, 1997, 15, 146 156; Green and Jakobovits, J. E
xp. Med., 1998, 188, 483-495及 び 米 国 特 許 出 願 US No. 08/759,620)、
- 1又 は そ れ よ り 多 い VH、 DH及 び JH遺 伝 子 、 Cμ 遺 伝 子 及 び 定 常 領 域 、 好 ま し く は Cγ 領 域
の た め の 第 二 遺 伝 子 を 含 む ミ ニ -IgH遺 伝 子 座 と カ ッ パ 軽 鎖 の 遺 伝 子 座 (PCT出 願 WO 02/0591
54、 米 国 特 許 US 5,545,807)、 並 び に
- 完 全 IgH遺 伝 子 座 と そ の 胚 形 態 で の ラ ム ダ 鎖 の 遺 伝 子 座 (米 国 特 許 出 願 US No. 09/734,61
3)
か ら な る ト ラ ン ス ジ ー ン を 有 す る 遺 伝 改 変 マ ウ ス か ら の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 免 疫 グ ロ ブ リ
ン の 作 製 に 基 づ く 。 該 マ ウ ス は 、 内 在 性 カ ッ パ 遺 伝 子 座 に つ い て 任 意 に 遺 伝 的 に 不 能 で あ
り (κ  -/- マ ウ ス )、 内 在 性 IgH遺 伝 子 座 を 不 活 性 化 す る 変 異 を 任 意 に 有 す る (μ MT -/- 変
異 )。
【 ０ ０ １ ７ 】
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　 こ れ ら の 方 法 に よ り 、 ヒ ト ク ラ ス IgA免 疫 グ ロ ブ リ ン を 大 量 に 作 製 す る こ と は で き な い
。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 驚 く べ き こ と に 、 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト 化 ク ラ ス IgA免 疫 グ ロ ブ リ ン を 大 量 に 産 生 す る (マ
ウ ス に お い て リ ッ ト ル あ た り の グ ラ ム の 範 囲 で )ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 系 統 を 構 築 し
た 。 こ れ ら の 動 物 に よ り 産 生 さ れ る 抗 体 は 、 主 に ヒ ト 化 IgAで あ り 、 IgMを 含 有 せ ず 、 他 の
ク ラ ス の 免 疫 グ ロ ブ リ ン (IgG及 び IgE)の 少 量 の み を 含 む 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 よ っ て 、 本 発 明 の 主 題 は 、 CH3ド メ イ ン を コ ー ド す る エ キ ソ ン と 膜 エ キ ソ ン と を 少 な く
と も 含 む ヒ ト ク ラ ス A免 疫 グ ロ ブ リ ン の Cα 遺 伝 子 か ら な る ト ラ ン ス ジ ー ン の 全 体 又 は 一 部
分 で ス イ ッ チ 配 列 Sμ を 置 き 換 え る こ と に よ り 改 変 さ れ た IgH遺 伝 子 座 を 含 む こ と を 特 徴 と
す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 に よ る と 、 ス イ ッ チ 配 列 Sμ の 位 置 に 挿 入 さ れ る 、 CH3ド メ イ ン を コ
ー ド す る エ キ ソ ン と 膜 エ キ ソ ン と を 少 な く と も 含 む Cα ト ラ ン ス ジ ー ン 又 は こ の ト ラ ン ス
ジ ー ン の 一 部 分 は 、 5'で イ ン ト ロ ン ア ク チ ベ ー タ Eμ と 3'で Cμ 遺 伝 子 と の 間 に 位 置 す る (
図 1)。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ の 構 築 物 に お い て 、 ス イ ッ チ 配 列 Sμ の 配 列 の 位 置 へ の Cα ト ラ ン ス ジ ー ン の 挿 入 に 関
係 す る ス イ ッ チ 配 列 Sμ の 抑 制 は 、 重 鎖 IgMの 合 成 に 必 要 な 内 在 性 μ 遺 伝 子 の 発 現 を 破 壊 す
る 。 さ ら に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 に つ い て の 他 の 遺 伝 子 の 発 現 は 大 き く 低 減 さ れ る 。 な ぜ
な ら 、 内 在 性 IgH遺 伝 子 座 上 の Cμ の 下 流 に 位 置 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 遺 伝 子 に 対 す る ク
ラ ス ス イ ッ チ を ブ ロ ッ ク す る か ら で あ る 。 よ っ て 、 得 ら れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、
重 鎖 の 定 常 ド メ イ ン が ヒ ト 化 さ れ か つ 可 変 ド メ イ ン が マ ウ ス 起 源 で あ る キ メ ラ IgAを 大 量
に 産 生 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク α 重 鎖 は 、 完 全 に 多 様 化 し た レ パ ー ト リ ー か ら 恩 恵 を 受 け る 。
な ぜ な ら 、 そ れ は マ ウ ス IgH遺 伝 子 座 の VH、 D及 び JHセ グ メ ン ト の 再 配 列 に よ り 生 じ た 典 型
的 な (normal)レ パ ー ト リ ー に 対 応 す る か ら で あ る 。 さ ら に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、
抗 原 に 対 す る 二 次 応 答 と し て 高 い 親 和 性 を 有 す る 抗 体 を 産 生 す る こ と が で き る 。 な ぜ な ら
、 そ れ ら の Bリ ン パ 球 は 体 細 胞 過 剰 変 異 現 象 (somatic hypermutation phenomenon)を 入 れ
る (recruit)こ と が で き る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 有 利 な 実 施 形 態 に よ る と 、 上 記 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 は 、 上 記
の 改 変 さ れ た IgH遺 伝 子 座 に つ い て ホ モ 接 合 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 有 利 な 実 施 形 態 に よ る と 、 上 記 の IgH遺 伝 子 座 は 、 対 応 す る イ ン ト ロ ン で
分 離 さ れ て い る CH1、 CH2、 CH3及 び mbエ キ ソ ン を 含 む Cα 遺 伝 子 全 体 で ス イ ッ チ 配 列 Sμ を
置 き 換 え る こ と に よ り 改 変 さ れ る 。
　 本 発 明 の 別 の 有 利 な 実 施 形 態 に よ る と 、 上 記 の IgH遺 伝 子 座 は 、 CH3ド メ イ ン を コ ー ド す
る エ キ ソ ン と 膜 エ キ ソ ン と を 含 む Cα 遺 伝 子 の セ グ メ ン ト で ス イ ッ チ 配 列 Sμ を 置 き 換 え る
こ と に よ り 改 変 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 有 利 な 実 施 形 態 に よ る と 、 上 記 の Cα 遺 伝 子 は Cα 1で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 有 利 な 実 施 形 態 に よ る と 、 上 記 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 は 、
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ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 を コ ー ド す る 別 の ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 む 。
　 こ の 実 施 形 態 の 有 利 な 特 徴 に よ る と 、 上 記 の 軽 鎖 は カ ッ パ 鎖 で あ る 。
　 好 ま し く は 、 上 記 の ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 上 流 に イ ン ト ロ ン ア ク チ ベ ー タ Eμ と 下 流 に パ
リ ン ド ロ ー ム hs3a/hs1,2/hs3bと を 含 む ヒ ト カ ッ パ 遺 伝 子 で あ る 。 Chauveauら , Gene, 199
8, 222, 279～ 285に 記 載 さ れ る こ れ ら の 配 列 は 、 B細 胞 で ヒ ト カ ッ パ 鎖 の 高 発 現 を 得 る こ
と と ヒ ト カ ッ パ ト ラ ン ス ジ ー ン の 体 細 胞 過 剰 変 異 を 誘 導 す る こ と と を 可 能 に す る 。 好 ま し
く は 、 該 ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 ヒ ト 重 鎖 の プ ロ モ ー タ (pVH)の 制 御 下 に あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 こ の 実 施 形 態 の 別 の 有 利 な 特 徴 に よ る と 、 上 記 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 は
、 上 記 の ト ラ ン ス ジ ー ン に つ い て 二 接 合 (dizygous)で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 上 記 の 実 施 形 態 の 有 利 な 特 徴 に よ る と 、 ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 を コ ー ド す る 別 の ト ラ
ン ス ジ ー ン を 含 む 上 記 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 は 、 特 に 相 同 的 組 み 換 え に よ
り 不 活 性 化 (欠 失 又 は 変 異 )さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン カ ッ パ 軽 鎖 の 内 在 性 遺 伝 子 座 を 有 す る 。
好 ま し く は 、 該 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 は 、 上 記 の 不 活 性 化 に つ い て ホ モ 接 合
で あ る 。 好 ま し く は 、 こ れ ら は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で あ る 。 相 同 的 組 換 え に よ り 免
疫 グ ロ ブ リ ン カ ッ パ 軽 鎖 の 内 在 性 遺 伝 子 座 が 不 活 性 化 さ れ た 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺
乳 動 物 の う ち 、 Zouら , EMBO J., 1993, 12, 811～ 820に 記 載 さ れ た マ ウ ス 系 統 を 特 に 挙 げ
る こ と が で き る 。
　 こ の よ う な 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 は 、 ほ と ん ど 全 て の 軽 鎖 が ヒ ト 起 源 で あ
る ヒ ト 化 IgAを 産 生 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 上 記 の 実 施 形 態 の 別 の 有 利 な 特 徴 に よ る と 、 α 1重 鎖 と 任 意 に ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖
と に つ い て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク な 上 記 の 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 は 、 特 に 相 同 的 組 換 え に よ り 不 活
性 化 (欠 失 又 は 変 異 )さ れ た J鎖 の 内 在 性 遺 伝 子 座 を 有 す る 。 好 ま し く は 、 該 非 ヒ ト ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 は 、 該 不 活 性 化 に つ い て ホ モ 接 合 で あ る 。 好 ま し く は 、 こ れ ら は ヒ
ト J鎖 を コ ー ド す る 別 の ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 む 。 よ り 好 ま し く は 、 こ れ ら は ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク マ ウ ス で あ る 。 こ の よ う な 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 は 、 IgAの 産 生 と IgA
と 結 合 す る タ ン パ ク 質 で あ る J鎖 と の 両 方 に つ い て ヒ ト 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は 、 い ず れ の 哺 乳 動 物 種 か ら 得 ら れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 有 利 な 実 施 形 態 に よ る と 、 上 記 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 は 、
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は 、 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン Aか ら な る ヒ ト 化 抗 体 」 (Humanized Antibo
dies Made Up Of Monoclonal Immunoglobulin A)と し て HAMIGA系 統 と よ ば れ る 二 重 ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 系 統 (double-transgenic mouse line)を 特 に 含 む 。 こ の 系 統 は 、
- ヒ ト ク ラ ス A免 疫 グ ロ ブ リ ン の Cα 1遺 伝 子 で ス イ ッ チ 配 列 Sμ を 置 き 換 え る こ と に よ り 改
変 さ れ た IgH遺 伝 子 座 と 、
- ヒ ト 重 鎖 の プ ロ モ ー タ (pVH)の 転 写 制 御 下 で の Jκ 5遺 伝 子 で 再 配 列 さ れ た Vκ I遺 伝 子 、 J
κ -Cκ イ ン ト ロ ン 及 び Cκ 遺 伝 子 と 、 上 流 に イ ン ト ロ ン ア ク チ ベ ー タ Eμ と 下 流 に パ リ ン ド
ロ ー ム hs3a/hs1,2/hs3bと を 含 む 完 全 Vκ 遺 伝 子
と を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ の 二 重 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 統 の 動 物 は 、 重 鎖 に つ い て は 部 分 的 に ヒ ト 化 さ れ か つ 軽
鎖 に つ い て は 完 全 に ヒ ト 化 さ れ た IgAを 産 生 す る 。
　 実 際 に 、 こ の 系 統 で の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク カ ッ パ 鎖 の 発 現 は 、 対 立 遺 伝 子 排 除 を 引 き 起
こ す こ と 、 す な わ ち 、 ほ と ん ど の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク B細 胞 に お い て 、 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 軽 鎖 に つ い て の 内 因 性 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ の マ ウ ス 系 統 の 抗 原 に 応 答 す る レ パ ー ト リ ー は 、 そ れ が 主 に 抗 体 部 位 の 形 成 に 寄 与 す
る 重 鎖 の VHド メ イ ン で あ る 場 合 に 、 典 型 的 で あ る 。 今 回 、 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク α 重 鎖
は 、 完 全 に 多 様 化 し た レ パ ー ト リ ー か ら 恩 恵 を 受 け る 。 な ぜ な ら 、 上 述 し た よ う に 、 こ れ
は マ ウ ス IgH遺 伝 子 座 の VH、 D及 び JHセ グ メ ン ト の 再 配 列 に よ り 生 じ る 典 型 的 な レ パ ー ト リ
ー に 対 応 す る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 さ ら に 、 こ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 統 の マ ウ ス は 、 抗 原 に 対 す る 二 次 応 答 と し て 、 高 親
和 性 を 有 す る 抗 体 を 産 生 す る こ と が で き る 。 な ぜ な ら 、 そ れ ら の Bリ ン パ 球 は 体 細 胞 過 剰
変 異 現 象 を 、 重 鎖 に つ い て の 遺 伝 子 の レ ベ ル 及 び カ ッ パ 軽 鎖 に つ い て の ト ラ ン ス ジ ー ン の
両 方 で 入 れ る こ と が で き る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 に よ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 Transgenic Mouse: Methods and Protocols;
 Methods in Molecular Biology, Clifton, N.J., Volume 209, October 2002, Marten H
. Hofker, Jan Van Deursen, Marten H. Hofker及 び Jan Van Deursen編 , Holly T. Sklar
: Humana Pressに 記 載 さ れ る よ う な 標 準 的 な プ ロ ト コ ル に 従 っ て 、 動 物 ト ラ ン ス ジ ェ ネ シ
ス の 通 常 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 に よ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 構 築 に 役 立 つ 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ヒ ト 及 び マ ウ ス
の 遺 伝 子 の 配 列 は 、 既 知 で あ り 、 デ ー タ ベ ー ス で ア ク セ ス 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 ヒ ト Cα 1
遺 伝 子 の CH1、 CH2及 び CH3エ キ ソ ン の 配 列 及 び 膜 エ キ ソ ン の 配 列 は 、 Genbank/EMBLデ ー タ
ベ ー ス の ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 J00220及 び M60326に そ れ ぞ れ 相 当 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 Vκ 遺 伝 子 の 構 築 は 、 Chauveauら , Gene, 1998, 222, 279～ 285に 記 載 さ れ た と お り で あ
る 。 Jκ 5遺 伝 子 及 び Cκ 遺 伝 子 で 再 配 列 さ れ た Vκ I遺 伝 子 の 配 列 は 、 EMBL/Genbankデ ー タ
ベ ー ス で ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 X64133を 有 す る 配 列 に 相 当 し 、 こ れ は EMBLデ ー タ ベ ー ス で ア
ク セ ッ シ ョ ン 番 号 CAA45494に 相 当 す る 配 列 を 有 す る ヒ ト 軽 鎖 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 の ゲ ノ ム へ の 遺 伝 子 断 片 の 挿 入 は 、 ラ ン ダ ム 様 式 で 行 な わ れ て よ く 、 好
ま し く は 、 Creリ コ ン ビ ナ ー ゼ の LoxP部 位 の よ う な 部 位 特 異 的 リ コ ン ビ ナ ー ゼ の 組 換 え 配
列 を 任 意 に 含 ん で い て も よ い 適 切 な タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 用 い る 相 同 的 組 換 え に よ る
標 的 さ れ た 様 式 で 行 な わ れ る 。 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 の ゲ ノ ム の 遺 伝 子 断 片 の 不 活 性 化 又 は 欠 失
は 、 リ コ ン ビ ナ ー ゼ の LoxP部 位 の よ う な 部 位 特 異 的 リ コ ン ビ ナ ー ゼ の 組 換 え 配 列 を 任 意 に
含 ん で い て も よ い 適 切 な タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 用 い る 相 同 的 組 換 え に よ り 行 な わ れ る
。 二 重 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 上 記 の よ う に 、 ア ル フ ァ 重 鎖 に つ い て ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク な 動 物 を 、 軽 鎖 に つ い て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク な 動 物 と 交 差 さ せ る こ と に よ り 得 ら れ る
。 二 重 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン カ ッ パ 軽 鎖 の 内 在 性 遺 伝 子 座 が 相 同 的
組 換 え に よ り 不 活 性 化 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 及 び ／ 又 は 上 記 の よ う に 、 免 疫 グ ロ
ブ リ ン J鎖 の 内 在 性 遺 伝 子 座 が 不 活 性 化 さ れ か つ ヒ ト Jト ラ ン ス ジ ー ン を さ ら に 有 す る 動 物
と 任 意 に 交 差 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 Sμ 配 列 に 接 す る 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 か ら の IgH遺 伝 子 座 配 列 の 断 片 で 挟 ま
れ た 、 CH3ド メ イ ン を コ ー ド す る エ キ ソ ン と 膜 エ キ ソ ン と を 少 な く と も 含 む ヒ ト ク ラ ス A免
疫 グ ロ ブ リ ン の Cα 遺 伝 子 又 は こ の 遺 伝 子 の セ グ メ ン ト を 含 む こ と を 特 徴 と す る 相 同 的 組
換 え タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー で も あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 上 記 の タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー の 有 利 な 実 施 形 態 に よ る と 、 こ れ は 、 上 記 の よ う に 、 該
Cα 遺 伝 子 又 は 該 遺 伝 子 の セ グ メ ン ト に 接 す る (adjacent to)適 切 な 選 択 マ ー カ ー を 発 現 す
る た め の カ セ ッ ト を 含 む 。
　 こ の 実 施 形 態 の 有 利 な 特 徴 に よ る と 、 該 発 現 カ セ ッ ト は 、 部 位 特 異 的 組 換 え 配 列 で 挟 ま
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れ る 。 好 ま し く は 、 該 配 列 は Creリ コ ン ビ ナ ー ゼ の LoxP配 列 で あ る 。 こ の 特 徴 は 、 該 発 現
カ セ ッ ト を 切 り 出 す こ と を 任 意 に 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 上 記 の タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー の 別 の 実 施 形 態 に よ る と 、 Sμ 配 列 に 接 す る 配 列 の 上 記
の 断 片 は 、 マ ウ ス 起 源 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 上 記 の タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー の 別 の 実 施 形 態 に よ る と 、 Cα 遺 伝 子 又 は 該 遺 伝 子 の セ
グ メ ン ト は 、 5'で JH/Eμ 領 域 に 相 当 す る 約 5 kbの 断 片 及 び 3'で Cμ 領 域 に 相 当 す る 約 5 kb
の 断 片 に 挟 ま れ て お り 、 こ れ ら の 断 片 は 、 マ ウ ス 染 色 体 12の 配 列 (EMBL/Genbank デ ー タ ベ
ー ス で ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AC073553)に お け る 位 置 131281～ 136441及 び 140101～ 145032に
そ れ ぞ れ 対 応 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 上 記 で 規 定 さ れ る タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー で 改 変 さ れ た 非 ヒ ト 哺 乳 動
物 の 胚 細 胞 で も あ る 。
　 該 改 変 さ れ た 胚 細 胞 (全 能 性 幹 細 胞 )は 、 上 記 で 規 定 す る よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳
動 物 の 作 製 に 有 用 で あ る 。 こ れ ら は 、 通 常 の 動 物 ト ラ ン ス ジ ェ ネ シ ス 技 術 に 従 っ て 哺 乳 動
物 の 胚 盤 胞 に 注 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 上 記 で 規 定 さ れ る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 の 、 ヒ ト 化 ク ラ
ス IgA抗 体 又 は こ れ ら の 抗 体 の 断 片 の 産 生 の た め の 使 用 で も あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 少 な く と も 次 の 工 程 ：
- 上 記 で 規 定 さ れ る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 、 興 味 対 象 の 抗 原 で の 免 疫 化 、
- 予 め 犠 牲 に し た 上 記 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 の 血 清 、 分 泌 物 又 は Bリ ン パ
球 か ら の ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 又 は 該 抗 体 の 断 片 の い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ る 作 製
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 又 は 該 抗 体 の 断 片 を 作 製 す る 方 法 で も あ
る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 に よ る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 は 、 直 ち に ヒ ト 化 ク ラ ス IgAキ メ ラ 抗
体 で あ る ク ラ ス IgAモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 を 可 能 に す る と い う 利 点 を 有 す る 。 本 発 明
に よ る ヒ ト 化 ク ラ ス IgAモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 方 法 は 、 該 抗 体 に つ い て の 遺 伝 子 の ク
ロ ー ニ ン グ 及 び 該 抗 体 の 可 変 ド メ イ ン の ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 ド メ イ ン と の 融 合 の 付
加 的 な 工 程 を 必 要 と し な い の で 、 従 来 技 術 の 方 法 よ り も よ り 単 純 で よ り 迅 速 で よ り 経 済 的
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 は 、 単 量 体 又 は 二 量 体 の IgA及 び s-IgAか ら な る ポ リ ク ロ ー ナ ル 又 は モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 及 び そ れ ら の 断 片 、 特 に Fab、 Fab'2及 び Fc断 片 の 作 製 を 含 む 。
　 上 記 で 規 定 す る よ う な ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 及 び そ れ ら の 断 片 は 、 当 業 者 に 知 ら れ た 通
常 の 技 術 、 例 え ば Antibodies: A Laboratory Manual, E. Howell and D. Lane, Cold Spr
ing Harbor Laboratory, 1988に 記 載 さ れ た も の に よ り 作 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 よ り 具 体 的 に は ：
- ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 上 記 で 規 定 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 を 、 KLH若
し く は ア ル ブ ミ ン と 結 合 さ せ た か 及 び ／ 又 は フ ロ イ ン ト の (完 全 又 は 不 完 全 )ア ジ ュ バ ン ト
若 し く は 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム の よ う な 適 切 な ア ジ ュ バ ン ト と 任 意 に 組 み 合 わ せ て い て も よ
い 興 味 対 象 の 抗 原 で 免 疫 す る こ と に よ り 作 製 さ れ る 。 充 分 な 抗 体 力 価 が 得 ら れ た 後 に 、 免
疫 し た 動 物 か ら 血 清 を 採 取 す る こ と に よ り 抗 体 を 回 収 し 、 通 常 の 方 法 に 従 っ て 沈 殿 に よ り
IgAを 濃 縮 し 、 次 い で 特 異 的 IgAを 、 上 記 で 規 定 す る よ う に 抗 原 が 結 合 し て い る 適 切 な カ ラ
ム で の ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ り 任 意 に 精 製 し て 単 一 特 異 性 IgA調 製 物 を 得 る
。
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【 ０ ０ ５ ０ 】
- モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohler及 び Milsteinの 方 法 (Nature, 1975, 256, 495～ 497)に
従 っ て 、 上 記 で 規 定 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 か ら の Bリ ン パ 球 の ミ エ ロ ー
マ と の 融 合 に よ り 得 ら れ る ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 産 生 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 イ ン ビ ト
ロ で 特 に 発 酵 槽 で 培 養 さ れ る か 、 又 は イ ン ビ ボ で 腹 水 の 形 で 産 生 さ れ る 。 あ る い は 、 上 記
の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 米 国 特 許 US 4,816,567号 に 記 載 さ れ る よ う な 遺 伝 子 工 学 に よ り
産 生 さ れ る 。 例 え ば 、 上 記 で 規 定 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 は 、 フ ロ イ ン ト
の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト の 等 容 量 中 の 抗 原 の 腹 腔 内 注 入 に よ る 第 一 の 免 疫 化 、 次 い で 同 じ 条 件
で あ る が こ の 回 は フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト を 用 い る 15日 後 の 第 二 の 免 疫 化 (ブ ー
ス タ ー )を 含 む 標 準 的 プ ロ ト コ ル に 従 っ て 、 選 択 さ れ た 抗 原 (細 菌 、 ウ イ ル ス 又 は 真 菌 の 抗
原 、 癌 胚 抗 原 な ど の よ う な 腫 瘍 特 異 的 抗 原 )で 強 く か つ 繰 返 し 免 疫 さ れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 は 、 最 後 の ブ ー ス タ ー か ら 2週 間 後 に 動 物 を 犠 牲 に し 、 脾 臓 を 回 収 し 、 脾 リ ン パ 球
を 懸 濁 し 、 こ れ ら の リ ン パ 球 を SP2/0細 胞 系 統 (こ の マ ウ ス 系 統 は 、 い ず れ の マ ウ ス 抗 体 も
産 生 せ ず 、 不 死 化 さ れ か つ 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 分 泌 に 必 要 な 完 全 な 分 泌 機 構 を 有 す る )と 融
合 さ せ る こ と を 含 む 標 準 的 な プ ロ ト コ ル に 従 っ て 作 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
- 抗 体 断 片 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 又 は 本 発 明 に よ る 免 疫 さ れ た 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
哺 乳 動 物 の 脾 リ ン パ 球 の mRNAか ら の ク ロ ー ニ ン グ さ れ た VH及 び VL領 域 か ら 産 生 さ れ る 。 例
え ば 、 Fv及 び Fab断 片 は 、 Winter及 び Milsteinの 方 法 (Nature, 1991, 349, 293～ 299)に 従
っ て 、 繊 維 状 フ ァ ー ジ の 表 面 で 発 現 さ れ る 。 い く つ か の 選 択 工 程 の 後 に 、 抗 原 に 特 異 的 な
抗 体 断 片 は 、 組 換 え DNAの ク ロ ー ニ ン グ 及 び 発 現 の た め の 通 常 の 方 法 に よ り 、 適 切 な 発 現
系 で 単 離 さ れ 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 上 記 で 規 定 す る 抗 体 又 は そ の 断 片 は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ の よ う な 当 業 者 に
知 ら れ た 通 常 の 方 法 に よ り 精 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 定 常 ド メ イ ン が ヒ ト 起 源 で あ る キ メ ラ 重 鎖 と 可 変 ド メ イ ン が Vκ I-Jκ
5に よ り コ ー ド さ れ る ヒ ト 軽 鎖 と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 で 規 定 す る 方 法 に よ り 得
る こ と が で き る ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 で も あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 は 、 特 に 、 抗 原 の 存 在 下 で の Bリ ン パ 球 の 活 性 化 後 に 、 軽 鎖 が 、 EMBL/Genbankの
配 列 X64133又 は こ の 配 列 の 過 剰 変 異 に よ り 得 ら れ る 配 列 を 有 す る Vκ I-Jκ 5遺 伝 子 に よ り
コ ー ド さ れ る ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 上 記 で 規 定 す る 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 断 片 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 で
規 定 さ れ る 方 法 に よ り 得 る こ と が で き る ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 の 断 片 で も あ る 。
　 本 発 明 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び そ れ ら の 断 片 (Fab、 Fc、 Fab'
2)を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 上 記 で 規 定 す る 本 発 明 に よ る ヒ ト 化 抗 体 及 び そ の 断 片 は 、 こ れ ら の 抗 体 の 重 鎖 の 定 常 領
域 と 軽 鎖 全 体 と が ヒ ト 起 源 で あ る 場 合 は 、 ヒ ト に お い て よ く 許 容 さ れ (well tolerated) (
種 間 免 疫 化 に よ る ア レ ル ギ ー 反 応 の 危 険 性 が 最 小 限 で あ る )か つ ヒ ト に お い て 半 減 期 が 延
長 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 上 記 で 規 定 す る ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 ま た は こ の 抗 体 の 断 片 を 含 む 医
薬 で も あ る 。 こ の よ う な 抗 体 又 は そ の 断 片 は 、 感 染 症 又 は 癌 の 予 防 及 び 治 療 の た め の 受 動
免 疫 療 法 (血 清 療 法 )に お い て 特 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 上 記 で 規 定 す る 少 な く と も 1つ の ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 及 び こ の 抗 体 の
断 片 を 、 抗 原 と 組 み 合 わ せ て 、 好 ま し く は 該 抗 原 を 指 向 す る ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 又 は こ
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の 抗 体 の 断 片 を 含 む 抗 原 -抗 体 複 合 体 の 形 で 含 む こ と を 特 徴 と す る 免 疫 原 性 組 成 物 又 は ワ
ク チ ン 組 成 物 で も あ る 。 こ の よ う な 組 成 物 は 、 抗 原 を 粘 膜 の 上 皮 に 標 的 さ せ る こ と か つ そ
れ を タ ン パ ク 質 分 解 か ら 保 護 す る こ と の 両 方 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 有 効 成 分 と 組 み 合 わ せ た 上 記 で 規 定 す る 少
な く と も 1つ の ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 又 は こ の 抗 体 の 断 片 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 医 薬 組 成
物 で も あ る 。 こ の よ う な 組 成 物 は 、 有 効 成 分 を 粘 膜 の 上 皮 に 標 的 さ せ る こ と と そ れ を タ ン
パ ク 質 分 解 か ら 保 護 す る こ と の 両 方 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 に よ る 組 成 物 の 有 利 な 実 施 形 態 に よ る と 、 該 組 成 物 は 、 少 な く と も 1種 の 医 薬 的
に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 (vehicle)と 任 意 に 担 体 物 質 及 び ／ 又 は ア ジ ュ バ ン ト と を さ ら に 含 む
。
　 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 、 担 体 物 質 及 び ア ジ ュ バ ン ト は 、 通 常 用 い ら れ る も の で あ る
。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト は 、 油 性 エ マ ル シ ョ ン 、 サ ポ ニ ン 、 無 機 物 質 、 細 菌 抽 出 物 、 水 酸 化 ア ル ミ
ニ ウ ム 及 び ス ク ア レ ン か ら な る 群 よ り 好 適 に 選 択 さ れ る 。
　 担 体 物 質 は 、 単 一 膜 リ ポ ソ ー ム 、 多 重 膜 リ ポ ソ ー ム 、 サ ポ ニ ン の ミ セ ル 又 は 糖 若 し く は
金 含 有 の 種 類 の 固 形 ミ ク ロ ス フ ェ ア か ら な る 群 よ り 好 適 に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 に よ る 組 成 物 は 、 全 身 経 路 (経 口 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 腹 腔 内 又 は 静 脈 内 )又 は 局 所 経
路 (眼 、 鼻 、 膣 、 直 腸 )に よ り 投 与 さ れ る 。 投 与 の 用 量 及 び 割 合 (rate)は 、 種 (ヒ ト 又 は 動
物 )及 び 処 置 さ れ る 疾 患 に よ り 変 動 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 上 記 で 規 定 す る ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 又 は こ の 抗 体 の 断 片 を 含 む 診 断
試 薬 で も あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 上 記 で 規 定 す る ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 又 は こ の 抗 体 の 断 片 の 、 感 染 症
及 び 癌 の 予 防 及 び 治 療 を 意 図 す る 医 薬 の 製 造 の た め の 使 用 で も あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 上 記 で 規 定 す る ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 又 は こ の 抗 体 の 断 片 の 、 感 染 症
及 び 癌 の 診 断 を 意 図 す る 試 薬 の 製 造 の た め の 使 用 で も あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 上 記 の 特 徴 に 加 え て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 の 作
製 及 び 使 用 の 実 施 例 、 並 び に 添 付 の 図 面 に 言 及 す る 以 下 の 記 載 か ら 明 ら か に な る そ の 他 の
特 徴 を も 含 む 。 添 付 の 図 に お い て 、
- 図 1は 、 マ ウ ス IgH遺 伝 子 座 と p-ア ル フ ァ 1KIと よ ば れ る タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー と の 間
の 相 同 的 組 換 え に よ り 得 ら れ る 改 変 さ れ た IgH遺 伝 子 座 の 構 造 を 示 す 。 該 改 変 さ れ た 遺 伝
子 座 は 、 上 流 で JH-Eμ 領 域 に 相 当 す る 約 5 kbの 断 片 (DQ 52/JH断 片 )及 び 下 流 で Cμ 遺 伝 子
に 相 当 す る 約 5 kbの 別 の 断 片 (Cμ 断 片 )に よ り 挟 ま れ た 、 定 常 ド メ イ ン CH1、 CH2及 び CH3を
コ ー ド す る 3つ の エ キ ソ ン と 膜 (mb)エ キ ソ ン と を 含 む ヒ ト ア ル フ ァ 1遺 伝 子 の 5.5 kbの 断 片
と 、 LoxP部 位 が 境 界 を な す neoカ セ ッ ト (1.6 kb断 片 )と を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
- 図 2は 、 p-ア ル フ ァ 1KIと よ ば れ る タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー の 詳 細 な 構 造 を 示 す 。 該 ベ ク
タ ー は 、 上 流 で JH-Eμ 領 域 に 相 当 す る 約 5 kbの 断 片 (DQ 52/JH断 片 )及 び 下 流 で Cμ 遺 伝 子
に 相 当 す る 約 5 kbの 別 の 断 片 (Cμ 断 片 )に よ り 挟 ま れ た 、 定 常 ド メ イ ン CH1、 CH2及 び CH3を
コ ー ド す る 3つ の エ キ ソ ン と 膜 (mb)エ キ ソ ン と を 含 む ヒ ト α 1遺 伝 子 の 5.5 kbの 断 片 と 、 Lo
xP部 位 が 境 界 を な す neoカ セ ッ ト (1.6 kb断 片 )と を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
- 図 3は 、 XhoIで の 酵 素 制 限 に よ る タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー p-ア ル フ ァ 1KIの 配 列 の 確 認 を
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示 す 。 λ H3： 分 子 量 マ ー カ ー 。 レ ー ン 3及 び 4： 正 し い 方 向 に 挿 入 さ れ た neoカ セ ッ ト を 含
む ク ロ ー ン ； 5つ の 断 片 が 検 出 さ れ る 。 そ の う ち 2つ は と も に 泳 動 さ れ る (co-migrate) (5 
kb及 び 5.3 kb)。 6.4 kb (α 1-neoカ セ ッ ト の CH2＋ CH3断 片 )、 5 kb (Cμ 断 片 )、 5.3 kb (J
H断 片 ＋ α 1の CH1断 片 )及 び 3.7 kb (プ ラ ス ミ ド 断 片 ＋ 5' DQ52断 片 )。 レ ー ン 5： 逆 方 向 に
挿 入 さ れ た neoカ セ ッ ト を 含 む ク ロ ー ン 。 4つ の 断 片 が 検 出 さ れ る 。 9.5 kb (JH断 片 － α 1-
neoカ セ ッ ト の CH2＋ CH3断 片 )、 5 kb (Cμ 断 片 )、 3.7 kb (プ ラ ス ミ ド 断 片 ＋ 5' DQ52断 片 )
及 び 2.4 kb (α 1の CH1断 片 ＋ neoカ セ ッ ト )。
【 ０ ０ ６ ９ 】
- 図 4は 、 野 生 型 対 立 遺 伝 子 と 比 較 し た 組 換 え 対 立 遺 伝 子 の サ ザ ン ブ ロ ッ ト プ ロ フ ィ ー ル
を 示 す 。 EcoRIで 消 化 し た ゲ ノ ム DNAは 、 δ 遺 伝 子 の 5'に 位 置 す る プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
- 図 5は 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー p-ア ル フ ァ 1KIで ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た ESク ロ ー ン
の ゲ ノ ム DNAの サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 示 す 。 EcoRIで 消 化 し た ゲ ノ ム DNAは 、 δ 遺 伝 子 の 5'
領 域 に 対 応 す る プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 矢 印 は 、 相 同 的 組 換 え に よ り ヒ ト α 1ト
ラ ン ス ジ ー ン に 組 み 込 ま れ た ク ロ ー ン を 示 す (組 換 え 対 立 遺 伝 子 に 対 応 す る 7.5 kbの 断 片
及 び 野 生 型 対 立 遺 伝 子 に 対 応 す る 12 kbの 断 片 )。
【 ０ ０ ７ １ 】
- 図 6は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 統 ア ル フ ァ 1KIの ホ モ 接 合 の 動 物 の 末 梢 リ ン パ 球 表 面 で の
ヒ ト IgAク ラ ス に 対 す る 膜 受 容 体 の 発 現 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 を 示 す 。 x軸 は 、 フ ル
オ レ セ イ ン で 標 識 し た 抗 ヒ ト α 1抗 体 で の 標 識 を 表 し 、 y軸 は 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン で 標 識 し
た 抗 マ ウ ス CD19抗 体 で の 標 識 を 表 す 。 点 線 の 矩 形 は 、 CD19 (B細 胞 )及 び ヒ ト α 1重 鎖 の 両
方 を 発 現 す る 細 胞 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
- 図 7は 、 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス (コ ン ト ロ ー ル )と 比 較 し た 、 カ ッ パ RNA系 統 の マ ウ
ス の 末 梢 Bリ ン パ 球 表 面 で の ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 の 発 現 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 を 示 す 。 x
軸 は 、 フ ル オ レ セ イ ン で 標 識 し た 抗 ヒ ト カ ッ パ 抗 体 で の 標 識 を 表 し 、 y軸 は 、 フ ィ コ エ リ
ト リ ン で 標 識 し た 抗 マ ウ ス カ ッ パ 抗 体 で の 標 識 を 表 す 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
- 図 8は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 系 統 κ RNAで の ヒ ト カ ッ パ ト ラ ン ス ジ ー ン の 体 細 胞 過
剰 変 異 を 示 す 。 PNAで 活 性 化 し た B細 胞 か ら 単 離 し た 40ク ロ ー ン の ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 に つ い て
の 変 異 の 分 布 を 分 析 し た 。 ア ミ ノ 酸 置 換 を 生 じ る 変 異 、 サ イ レ ン ト 変 異 及 び 停 止 コ ド ン を
生 じ る 変 異 は 、 ■ 、 □ 及 び
【 化 １ 】
　
　
で そ れ ぞ れ 示 す 。 過 剰 変 異 の 部 位 に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 を 、 そ れ ら の 性 質 及 び そ れ ら の 位 置
に よ り 、 並 び に コ ド ン で の 変 異 の 位 置 (括 弧 内 に ロ ー マ 数 字 と し て )に よ り 示 す 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
- 図 9は 、 オ ボ ア ル ブ ミ ン 抗 原 で 免 疫 し た HAMIGA系 統 の 二 重 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で
の 特 異 的 ヒ ト キ メ ラ IgA1抗 体 応 答 の ELISA解 析 を 示 す 。 結 果 は 、 抗 オ ボ ア ル ブ ミ ン IgAの 任
意 の 単 位 で 表 さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ５ 】

： キ メ ラ ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア ル フ ァ 1重 鎖 を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 統 ア
ル フ ァ 1KI (alpha1 Knock-In)の 作 製 及 び 特 徴 付 け
　 定 常 ド メ イ ン CH1、 CH2及 び CH3を コ ー ド す る 3つ の エ キ ソ ン と 膜 (mb)エ キ ソ ン と を 含 む ヒ
ト α 1遺 伝 子 を 、 相 同 的 組 換 え に よ り 、 マ ウ ス 重 鎖 の ス イ ッ チ 領 域 Sμ  (Sμ )の 位 置 に 挿 入
し て 、 内 在 性 遺 伝 子 座 の Cμ の 下 流 に 位 置 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 因 子 へ の ク ラ ス ス イ
ッ チ を ブ ロ ッ ク し た (マ ウ ス IgH遺 伝 子 座 、 図 1)。 標 的 領 域 は 、 IgM重 鎖 の 合 成 を 担 う 内 在
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性 μ 遺 伝 子 の 発 現 を 廃 止 し 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の 他 の 遺 伝 子 の 発 現 を 大 き く 減 少 さ せ る
。 結 果 と し て 、 得 ら れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 統 は 、 ヒ ト 化 定 常 ド メ イ ン が IgA1イ ソ 型 に
対 応 す る キ メ ラ IgAを 大 量 に 産 生 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
1) 相 同 的 組 換 え タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー の 構 築
　 プ ラ ス ミ ド 構 築 物 は 、 プ ラ ス ミ ド bluescript SK (pSK) (STRATAGENE)及 び 細 菌 株 E.coli
 TG1(STRATAGENE)か ら 、 Current Protocols in Molecular Biology (Frederick M. AUSUB
EL, 2000, Wiley and Son Inc, Library of Congress, USA)に 記 載 さ れ る よ う な DNAの 調
製 、 ク ロ ー ニ ン グ 及 び 分 析 の 通 常 の プ ロ ト コ ル を 用 い て 作 製 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 p-ア ル フ ァ 1KI (図 2)と よ ば れ る pSK由 来 の 相 同 的 組 換 え ベ ク タ ー 又 は タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ
ク タ ー は 、 上 流 で JH-Eμ 領 域 に 相 当 す る 約 5 kbの 断 片 (DQ 52/JH断 片 )及 び 下 流 で Cμ 遺 伝
子 に 相 当 す る 約 5 kbの 別 の 断 片 (Cμ 断 片 )に よ り 挟 ま れ た 、 定 常 ド メ イ ン CH1、 CH2及 び CH3
を コ ー ド す る 3つ の エ キ ソ ン と 膜 (mb)エ キ ソ ン と を 含 む ヒ ト ア ル フ ァ 1遺 伝 子 の 5.5 kbの 断
片 と neoカ セ ッ ト (1.6 kb断 片 )を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 次 の 工 程 に 従 っ て 、 プ ラ ス ミ ド bluescript SKに 種 々 の 断 片 を 挿 入 し
た 。
　 第 一 工 程 に お い て 、 マ ウ ス 染 色 体 12の 位 置 140101～ 145032 (Genbank/EMBL AC073553)に
相 当 す る Cμ 断 片 を 、 適 切 な 特 異 的 プ ラ イ マ を 用 い て PCRに よ り 増 幅 し 、 pSKの XhoI部 位 に
ク ロ ー ニ ン グ し て プ ラ ス ミ ド pAを 得 た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 第 二 工 程 に お い て 、 マ ウ ス 染 色 体 12の 位 置 131281～ 136441 (Genbank/EMBL AC073553)に
相 当 す る DQ 52/JH断 片 を 、 適 切 な 特 異 的 プ ラ イ マ を 用 い て PCRに よ り 増 幅 し 、 プ ラ ス ミ ド p
Aの EcoRV部 位 と ClaI部 位 の 間 の Cμ 断 片 の 5'に ク ロ ー ニ ン グ し て 、 プ ラ ス ミ ド pBを 得 た 。
　 第 三 工 程 に お い て 、 Pinaudら , Immunity, 2001, 15, 187～ 199に 記 載 さ れ る neoカ セ ッ
ト を 、 DQ52/JHと Cμ の 間 の SalI部 位 に 挿 入 し て プ ラ ス ミ ド pCを 得 た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 エ キ ソ ン 配 列 CH1、 CH2及 び CH3 (Genbank/EMBL J00220)と 膜 エ キ ソ ン (Genbank/EMBL X64
133)と を 含 む ヒ ト ア ル フ ァ 1遺 伝 子 全 体 を 含 む 組 換 え プ ラ ス ミ ド の 5.5 kbの SacI-BamHI断
片 を 、 各 末 端 で ClaIア ダ プ タ に ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た 。
　 最 後 に 、 最 終 工 程 に お い て 、 得 ら れ た ClaIア ダ プ タ で 挟 ま れ た 5.5 kb断 片 を 、 プ ラ ス ミ
ド pCの ClaI部 位 で JH断 片 と neoカ セ ッ ト と の 間 に 挿 入 し て 、 p-ア ル フ ァ 1KIと よ ば れ る タ ー
ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 得 た 。
　 p-ア ル フ ァ 1KIの 配 列 は 、 自 動 化 配 列 決 定 及 び 酵 素 ClaI及 び XhoIを 用 い る 制 限 分 析 (図 3)
に よ り 確 認 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
2) ES細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 及 び 未 分 化 胚 芽 細 胞 へ の 注 入
　 129/SJ系 統 由 来 の ES細 胞 の ク ロ ー ン を 単 離 し 、 分 析 し 、 次 い で ト ラ ン ス ジ ェ ネ シ ス 及 び
ゲ ノ ム DNA分 析 に お け る 通 常 の 方 法 、 例 え ば Current Protocols in Molecular Biology (F
rederick M. AUSUBEL, 2000, Wiley and Son Inc, Library of Congress, USA)に 記 載 さ
れ る も の を 用 い て C57/Black 6マ ウ ス の 未 分 化 胚 芽 細 胞 に 注 入 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 ES細 胞 を 、 NotI部 位 で 直 線 化 し た p-ア ル フ ァ 1KI DNAの エ レ ク ト ロ ポ
レ ー シ ョ ン に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ゲ ネ チ シ ン (geneticin)の 存 在 下 で 選 択 し
た ク ロ ー ン を 回 収 し 、 EcoRIで 消 化 し た ゲ ノ ム DNAを 、 定 常 デ ル タ (δ )遺 伝 子 と そ の EcoRI
部 位 の 5'で 相 同 的 組 換 え の 部 位 の 外 側 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 放 射 活 性 プ ロ ー ブ を 用 い て サ
ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 分 析 し た (図 4)。 適 切 な 特 異 的 プ ラ イ マ を 用 い て PCRに よ り 増 幅
し た こ の プ ロ ー ブ は 、 マ ウ ス 染 色 体 12の 配 列 の 位 置 140101～ 145032 (EMBL/Genbank AC073
553)に 相 当 す る 。
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【 ０ ０ ８ ３ 】
　 組 換 え 対 立 遺 伝 子 の 存 在 は 、 約 7.5 kbの 断 片 (マ ウ ス μ 断 片 及 び neoカ セ ッ ト を 表 す )に
よ り 視 覚 化 さ れ 、 一 方 、 野 生 型 の 対 立 遺 伝 子 は 12 kbの 断 片 に 相 当 す る (図 5)。 こ れ ら の 条
件 下 で 、 分 析 し た 303ク ロ ー ン の う ち 4つ が 陽 性 で あ る こ と が 証 明 さ れ た 。
　 こ れ ら の 4つ の 組 換 え ク ロ ー ン の 2つ の 核 型 の 検 証 は 、 染 色 体 異 常 (異 数 性 )を 示 さ な か っ
た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 こ れ ら の ク ロ ー ン は 、 通 常 の ト ラ ン ス ジ ェ ネ シ ス の プ ロ ト コ ル 、 例 え ば 上 記 の Transgen
ic Mouse: Methods and Protocolsに 記 載 さ れ る も の を 用 い て 、 C57/Black 6マ ウ ス の 未 分
化 胚 芽 細 胞 に 注 入 し た 。 得 ら れ た マ ウ ス の う ち 、 最 も 高 い キ メ ラ 現 象 の 程 度 を 示 す も の を
、 PCRと ELISAに よ り 分 析 し た 。 組 換 え IgH遺 伝 子 座 に つ い て ホ モ 接 合 の マ ウ ス 系 統 (以 下 、
alpha 1 knock-in又 は ア ル フ ァ 1KI系 統 と い う )を 、 次 い で 、 最 も 高 い キ メ ラ 現 象 の 程 度 を
示 す ヘ テ ロ 接 合 の 動 物 と の 交 差 に よ り 得 た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
3) ヒ ト Cα 1遺 伝 子 を 有 す る 組 み 換 え IgH遺 伝 子 座 (alpha 1 knock-in又 は ア ル フ ァ 1KI対 立
遺 伝 子 )、 及 び 野 生 型 IgH遺 伝 子 座 (野 生 型 μ 対 立 遺 伝 子 )の PCRに よ る 検 出
　 上 記 の よ う に し て 得 ら れ た ホ モ 接 合 の 動 物 か ら の 尾 (tail)試 料 の ゲ ノ ム DNAを 、 次 の 2対
の プ ラ イ マ を 用 い る PCRに よ り 分 析 し た 。
-     
- 上 流 Spe I Smuプ ラ イ マ ： 5' GAG TAC CGT TGT CTG GGT CAC 3'(配 列 番 号 1)
- SacI-3'Imuプ ラ イ マ ： 5' GAG CTC TAT GAT TAT TGG TTA AC 3' (配 列 番 号 2)。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 増 幅 反 応 を 、 61℃ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 で 行 っ た 。 こ の PCRは 、 変 異 し て い な
い マ ウ ス IgH遺 伝 子 座 に 特 異 的 な SpeI部 位 に 限 定 さ れ た (delimiting) 91塩 基 対 の 断 片 を 、
30サ イ ク ル で 増 幅 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
-     

：
- NeoIプ ラ イ マ ： 5' GCA TGA TCT GGA CGA AGA GCA T 3' (配 列 番 号 3)
- Neo2プ ラ イ マ ； 5' TCC CCT CAG AAG AAC TCG TCA A 3' (配 列 番 号 4)
　 増 幅 反 応 は 、 55℃ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 で 行 っ た 。 こ の PCRは 、 ヒ ト Cα 1遺 伝
子 を 有 す る 組 換 え IgH遺 伝 子 座 (alpha 1 knock-in又 は ア ル フ ァ 1KI変 異 )に 特 異 的 な 120塩
基 対 の 断 片 を 30サ イ ク ル で 増 幅 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 以 下 に お い て alpha 1 knock-in又 は ア ル フ ァ 1KI系 統 と よ ば れ る ア ル フ ァ 1KI変 異 に つ い
て ホ モ 接 合 の マ ウ ス 系 統 を 確 立 し た 。 こ の 系 統 の 動 物 は 、 系 統 的 か つ 同 時 に 、 野 生 型 μ 対
立 遺 伝 子 に つ い て 特 異 的 な プ ラ イ マ で の PCRに お い て 陰 性 で あ り 、 alpha 1 knock-in対 立
遺 伝 子 に 特 異 的 な プ ラ イ マ を 用 い る PCRに お い て 陽 性 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
4) ネ フ ェ ロ メ ト リ ー 及 び ELISAに よ る 全 血 清 IgAの 分 析
a) 
　 血 清 IgAを 、 IgAア ッ セ イ キ ッ ト (BEHRING)を 供 給 者 の 推 奨 に 従 っ て 用 い て 、 自 動 化 機 械 B
NII (登 録 商 標 ) (BEHRING)で の ネ フ ェ ロ メ ト リ ー に よ り 分 析 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 血 清 IgAの 分 析 は 、 PCRに よ り 行 な わ れ た 遺 伝 子 型 決 定 の 結 果 と よ く 相 関 し た 結 果 を 与 え
た 。
- 変 異 し て い な い コ ン ト ロ ー ル 動 物 は 、 ゼ ロ レ ベ ル の ヒ ト ク ラ ス IgA免 疫 グ ロ ブ リ ン を 有
す る 。
- ヘ テ ロ 接 合 動 物 α 1-KIも 、 検 出 不 可 能 な レ ベ ル の ヒ ト IgA及 び 正 常 な レ ベ ル の マ ウ ス IgM
を 有 す る 。
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- ホ モ 接 合 動 物 α 1-KIは 、 か な り の レ ベ ル の ヒ ト IgAを 有 し 、 こ の レ ベ ル は 、 血 清 中 に 0.4
～ 0.6 g/lの 間 で 変 動 す る 。 一 方 、 マ ウ ス IgMは 、 こ れ ら の 動 物 の 血 清 で 検 出 不 可 能 で あ っ
た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
b) 
　 ネ フ ェ ロ メ ト リ ー に よ り 得 ら れ た 結 果 を 、 次 の 工 程 に 従 っ て ELISAで 確 認 し た 。 96ウ ェ
ル プ レ ー ト (Maxisorb (登 録 商 標 ), NUNC)を 、 0.1 M炭 酸 バ ッ フ ァ ー 、 pH 8.3中 で 1/500希
釈 し た 非 標 識 抗 ヒ ト IgA抗 体 又 は 非 標 識 抗 マ ウ ス IgM抗 体 の い ず れ か (100 μ l/ウ ェ ル )で 、
＋ 4℃ で 一 晩 、 ヤ ギ Fab'2抗 ヒ ト IgA又 は 抗 マ ウ ス IgM (Southern Biotechnologies Associa
tes)の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り コ ー ト し た 。 0.1% Tween含 有 PBSバ ッ フ ァ
ー (PBS-Tween 0.1%)で 3回 の 洗 浄 の 後 、 プ レ ー ト を 10%胎 児 ウ シ 血 清 含 有 PBS (100 μ l/ウ
ェ ル )の 存 在 下 に 飽 和 さ せ た 。 PBS-Tween 0.1%バ ッ フ ァ ー で の 3回 の 洗 浄 の 後 、 10%胎 児 ウ
シ 血 清 含 有 PBSバ ッ フ ァ ー で 1/100及 び 1/500に 希 釈 し た 試 験 さ れ る 血 清 を 加 え (100μ l/ウ
ェ ル )、 プ レ ー ト を 37℃ で 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PBS-Tween 0.1%バ ッ フ ァ ー で の 3回
の 洗 浄 の 後 、 PBS-Tween 0.1%で 1/1000に 希 釈 し た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 ヒ ト IgA
抗 血 清 又 は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス IgM血 清 (Biosys) (100μ l/ウ ェ ル )を 加
え 、 プ レ ー ト を 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PBS-Tween 0.1%バ ッ フ ァ ー で 3回 の 洗 浄
の 後 、 結 合 し た IgA及 び IgMを 、 0.2M Trisバ ッ フ ァ ー 、 pH 7.0中 の 1 mg/mlの ア ル カ リ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ の 基 質 (p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト 、 SIGMA)を 加 え る こ と に よ り 視 覚 化 し
た 。 反 応 を 、 0.5N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム (50μ l/ウ ェ ル )を 加 え る こ と に よ り ブ ロ ッ ク し 、 吸 収
を 405 nmの 波 長 で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 定 量 デ ー タ は 、 ヒ ト IgAの ア ッ セ イ に つ い て 一 連 の 標 準 血 清 (BEHRING)を 、 ま た マ ウ ス Ig
Mの ア ッ セ イ に つ い て 一 連 の マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル IgM (SOUTHERN BIOTECHNOLOGIES ASSOC
IATES)を 用 い て 、 補 外 法 に よ り 得 る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ELISAに よ る 血 清 IgAの 分 析 は 、 ホ モ 接 合 体 及 び ヘ テ ロ 接 合 体 の 間 に か な り の 差 異 を 示 す
。 ホ モ 接 合 体 の 血 清 は 0.4～ 0.6 g/lの IgA1を 含 有 す る が 、 最 低 希 釈 (1/100)で あ っ て も ヘ
テ ロ 接 合 体 の 血 清 に つ い て は ゼ ロ 又 は 非 常 に 低 い 吸 収 の 値 が 観 察 さ れ る 。 こ れ に 対 し て 、
マ ウ ス IgMを ELISAで ア ッ セ イ し た と き 、 「 変 異 し て い な い 」 コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス 及 び α 1-
KI変 異 に つ い て ヘ テ ロ 接 合 の 動 物 に お い て 、 正 常 の マ ウ ス IgMレ ベ ル が 観 察 さ れ る (ほ ぼ 1 
g/l程 度 )。 一 方 、 マ ウ ス IgMレ ベ ル は 、 α 1-KI変 異 に つ い て ホ モ 接 合 の 動 物 に お い て ゼ ロ
で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
5) 変 異 動 物 の 末 梢 リ ン パ 球 の 表 面 で の ヒ ト IgAク ラ ス へ の 膜 受 容 体 の 発 現 の 研 究
　 α 1-KI変 異 を 有 す る ホ モ 接 合 動 物 を 、 フ ル オ レ セ イ ン で 標 識 し た ヒ ト IgA1又 は マ ウ ス Ig
Mに 特 異 的 な 抗 体 と フ ィ コ エ リ ト リ ン で 標 識 し た B細 胞 に 特 異 的 な 抗 体 (抗 CD19抗 体 )と を 用
い る 二 重 標 識 に よ り 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 表 現 型 決 定 し た 。 よ り 具 体 的 に は 、
-     ： 2つ の 末 梢 リ ン パ 器 官 で あ る 脾 臓 及 び パ イ エ ル 板 を 、 ホ モ 接 合
変 異 動 物 α 1KIか ら 別 々 に 回 収 し 、 バ ー ゼ ン 液 (Invitrogen)中 で ば ら ば ら に し 、 ふ る い (40
ミ ク ロ ン )上 で ろ 過 し て 、 細 胞 凝 集 塊 か ら は ず れ た 個 別 の 細 胞 の 懸 濁 物 を 得 た 。 次 い で 、
脾 臓 細 胞 を 遠 心 分 離 し 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 1 mlの 蒸 留 水 に 再 懸 濁 す る こ と に よ り 、 赤 血 球 細
胞 を 溶 解 す る た め の 浸 透 圧 シ ョ ッ ク の さ ら な る 工 程 に 付 し た 。 試 料 の 細 胞 を 、 完 全 培 地 (R
PMI＋ 10%胎 児 ウ シ 血 清 )に 直 ち に 再 懸 濁 し 、 計 数 し て 氷 上 に 保 存 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
-     ： 各 試 料 か ら の 10 5 細 胞 を 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア
ネ ー ト で 標 識 し た 抗 マ ウ ス IgM抗 体 (Southern Biotechnologies)又 は フ ル オ レ セ イ ン イ ソ
チ オ シ ア ネ ー ト で 標 識 し た 抗 ヒ ト IgA抗 体 又 は 前 記 の 抗 体 の 1つ と フ ィ コ エ リ ト リ ン で 標 識
し た B細 胞 に 特 異 的 な 抗 体 (抗 CD19抗 体 )と の 組 み 合 わ せ (二 重 標 識 )の い ず れ か の 1/100希 釈
と 4℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 細 胞 を 5 mlの PBSで 洗 浄 し 、 デ カ ン テ ー シ ョ
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ン の 後 に 上 清 を 分 離 し 、 細 胞 を 100μ lの PBS、 0.5% BSA、 0.1 mM EDTAに 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
-     ： 標 識 し た 細 胞 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー (COULTER XL (登 録 商 標 )
)に よ り 分 析 し た 。
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の 結 果 は 、 血 清 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ア ッ セ イ の 結 果 と 一 致 す る 。 ア
ル フ ァ 1-KI系 統 の ホ モ 接 合 の 動 物 で は 、 脾 臓 及 び パ イ エ ル 板 の い ず れ に お い て も マ ウ ス Ig
Mの 発 現 が 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 IgMの 発 現 が な い こ と に 加 え て 、 CD19+末 梢 B細 胞 の 区 画 (compartment)は 、 こ れ ら の 動 物
に お い て 分 化 し 始 め る こ と が 可 能 で あ り か つ 脾 臓 リ ン パ 球 の 10～ 12%又 は パ イ エ ル 板 の リ
ン パ 球 の 40～ 60%を 占 め る 。 こ の 区 画 は 、 膜 IgAを 発 現 し 、 こ こ で ヒ ト 化 重 鎖 が IgA1に 特 異
的 で か つ フ ル オ レ セ イ ン で 標 識 さ れ た 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る (図 6)。
【 ０ ０ ９ ８ 】

： ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン カ ッ パ 軽 鎖 を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 統 κ RNAの 作 製
及 び 特 徴 付 け
　 全 て の B細 胞 が 可 変 領 域 Vκ I-Jκ 5及 び Cκ 領 域 (カ ッ パ RNA鎖 、 EMBL/Genbank X64133)に
よ り コ ー ド さ れ る ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 系 統 を 、 Chauveauら
, Gene, 1998, 222, 279～ 285で 記 載 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー か ら の ダ イ レ ク ト ト ラ ン ス ジ ェ
ネ シ ス に よ り 得 た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
1) ト ラ ン ス ジ ェ ネ シ ス ベ ク タ ー の 構 築
　 ト ラ ン ス ジ ェ ネ シ ス ベ ク タ ー は 、 Chauveauら , Gene, 1998, 222, 279～ 285に 記 載 さ れ
る プ ラ ス ミ ド pALIEμ で あ る 。 こ れ は 、 カ ッ パ RNA鎖 を コ ー ド す る カ セ ッ ト の 5'に VHプ ロ モ
ー タ ー 及 び Eμ エ ン ハ ン サ ー の 両 方 を 、 及 び こ の カ セ ッ ト の 3'に 、 3'の IgH遺 伝 子 座 の 3'に
位 置 す る 3つ の エ ン ハ ン サ ー hs3a、 hs12及 び hs3bを 含 む 。 コ ー デ ィ ン グ 配 列 は 、 Vκ I-Jκ 5
-Cκ 鎖 (Genbank/EMBL X64133)に 相 当 す る 。 プ ラ ス ミ ド pALIEμ は 、 制 限 酵 素 NotI及 び PvuI
を 用 い て 直 線 化 し 、 こ れ ら は プ ラ ス ミ ド 配 列 の 内 部 で 切 断 し 、 NotIは ク ロ ー ニ ン グ さ れ た
Vκ セ グ メ ン ト に 先 行 す る プ ロ モ ー タ ー の 上 流 に 位 置 し 、 PvuIは 、 プ ラ ス ミ ド が 有 す る ア
ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 の 中 に 位 置 す る 。 発 現 用 の 全 て の プ ロ モ ー タ ー 及 び 調 節 要 素 で 挟 ま
れ た カ ッ パ 発 現 カ セ ッ ト 全 体 を 含 む 断 片 を 、 上 記 の Transgenic Mouse: Methods and Prot
ocolsに 記 載 さ れ る も の の よ う な 通 常 の 直 接 ト ラ ン ス ジ ェ ネ シ ス プ ロ ト コ ル を 用 い て マ ウ
ス の 未 分 化 胚 芽 細 胞 に ラ ン ダ ム に 挿 入 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
2) κ RNA系 統 の 初 代 動 物 の 同 定 及 び そ の 子 孫 の タ イ ピ ン グ
　 κ RNAト ラ ン ス ジ ー ン を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 系 統 は 、 発 現 ベ ク タ ー の 注 入
の 後 に 得 ら れ た 。 こ の ヒ ト ト ラ ン ス ジ ー ン の 存 在 は 、 ヒ ト Cκ 領 域 (ヒ ト Cκ エ キ ソ ン 全 体
を 含 む 2.5 kbの EcoRI-EcoRI断 片 )に 特 異 的 な プ ロ ー ブ を 用 い る サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ
り 、 マ ウ ス DNAに つ い て 確 認 し た 。 挿 入 部 位 の 2つ の 対 立 遺 伝 子 上 に ト ラ ン ス ジ ー ン の 挿 入
断 片 を 有 す る 動 物 (ホ モ 接 合 動 物 )は 、 2倍 の 量 の ト ラ ン ス ジ ー ン を 有 し か つ ト ラ ン ス ジ ー
ン の 単 一 コ ピ ー を 有 す る 動 物 (ヘ テ ロ 接 合 動 物 )か ら サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 区 別 す る
こ と が で き る 。 代 わ り に 、 ト ラ ン ス ジ ー ン の 存 在 は 、 ヒ ト 配 列 Vκ I-Jκ 5-Cκ (Genbank/EM
BL X64133)を 特 異 的 に 増 幅 す る こ と を 可 能 に す る プ ラ イ マ を 用 い て PCRに よ り 検 出 さ れ た
。
【 ０ １ ０ １ 】
3) カ ッ パ RNA系 統 の マ ウ ス の 末 梢 リ ン パ 球 の 表 面 で の ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 の 発 現 の 研 究
【 ０ １ ０ ２ 】
　 カ ッ パ RNAト ラ ン ス ジ ー ン を 有 す る 二 接 合 性 動 物 を 、 実 施 例 1で 記 載 し た プ ロ ト コ ル に 従
っ て 、 抗 ヒ ト κ 抗 体 (フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト で 標 識 )と 組 み 合 わ せ た 抗 マ ウ ス
κ 抗 体 (フ ィ コ エ リ ト リ ン で 標 識 )を 用 い る 二 重 標 識 に よ り 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー で 表 現
型 を 決 定 し た 。
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【 ０ １ ０ ３ 】
　 こ れ ら の 動 物 は 、 B細 胞 の 大 多 数 に お い て ヒ ト κ ト ラ ン ス ジ ー ン の 発 現 を 示 す (図 7)。 さ
ら に 、 ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 ヒ ト κ ト ラ ン ス ジ ー ン を 発 現 す る B細 胞 が マ ウ ス 軽 鎖 に つ い て
の 内 在 性 遺 伝 子 を 発 現 し な い よ う に 対 立 遺 伝 子 排 除 の 現 象 を 誘 導 す る 。 サ イ ト メ ト リ ー に
よ り 、 こ れ ら の 細 胞 は 、 抗 ヒ ト κ 鎖 抗 血 清 で の 標 識 の 間 は 陽 性 で あ り 、 抗 マ ウ ス κ 鎖 抗 血
清 で の 標 識 は 陰 性 で あ る (図 7)。
【 ０ １ ０ ４ 】
4) カ ッ パ RNA系 統 の マ ウ ス に お け る κ ト ラ ン ス ジ ー ン の 体 細 胞 過 剰 変 異 の 分 析
　 こ の ヒ ト κ 軽 鎖 が 重 鎖 と 結 合 し 、 体 細 胞 過 剰 変 異 の 現 象 に よ り 分 化 し 始 め る (抗 原 に 対
す る 応 答 に よ り 引 き 起 こ さ れ る )こ と が 示 さ れ て い る 。 Vκ Jκ と Cκ の 間 の Jκ -Cκ イ ン ト
ロ ン の 存 在 と と も に κ 遺 伝 子 の 内 在 性 の 構 成 を 保 存 す る こ の ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 P V H プ ロ
モ ー タ ー /Eμ エ ン ハ ン サ ー ＋ 調 節 性 パ リ ン ド ロ ー ム 3'IgH (hs3a, hs1,2, hs3b)の 組 み 合
わ せ に よ り 提 供 さ れ る 高 い 発 現 の 利 益 を さ ら に 受 け る 。 こ れ ら 全 て の 調 節 要 素 の 蓄 積 作 用
に よ り 、 ト ラ ン ス ジ ー ン の レ ベ ル で 体 細 胞 過 剰 変 異 の 機 構 を 入 れ る こ と を 可 能 に す る 。 よ
り 具 体 的 に は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の パ イ エ ル 板 を 腸 の 切 開 に よ り 取 り 出 す 。 パ イ
エ ル 板 を ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン を 通 し て 粉 砕 す る こ と に よ り 、 細 胞 懸 濁 物 を 調 製 す る 。 細 胞
を 、 10%胎 児 ウ シ 血 清 含 有 DMEM中 に ＋ 4℃ で 3回 洗 浄 す る 。 各 洗 浄 の 後 に 死 滅 し た 細 胞 を 除
去 し 、 細 胞 懸 濁 物 を 10 6 細 胞 /mlに 合 わ せ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 細 胞 を 、 ビ オ チ ン 化 抗 B220抗 体 の 存 在 下 に ＋ 4℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 5%胎 児
ウ シ 血 清 含 有 DMEMで 2回 洗 浄 し た 後 に 、 細 胞 を 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン に 結 合 し た ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン の 存 在 下 に ＋ 4℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 洗 浄 し 、 5%ウ シ 胎 児 血 清 含
有 PBSに 懸 濁 し た 。 FITCと 結 合 し た 、 活 性 化 さ れ た B細 胞 に 特 異 的 な レ ク チ ン (ピ ー ナ ッ ツ
凝 集 素 の PNA)を 加 え た 後 、 細 胞 懸 濁 物 を ＋ 4℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 DMEMで 2回 洗
浄 し た 後 に 、 細 胞 を DMEMに 再 懸 濁 し 、 次 い で 、 こ れ ら を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 2つ
の 個 体 群 に 分 類 し た ： B220+PNA h i g h  (活 性 化 B)及 び B220+PNA l o w  (休 止 B)。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 キ ッ ト QIAamp Tissue (QIAGEN)に よ り 分 類 さ れ た 2つ の 細 胞 個 体 群 か ら ゲ ノ ム DNAを 抽 出
し た 。 ゲ ノ ム DNA 2μ lに つ い て 、 ヒ ト Vκ 1の シ グ ナ ル 領 域 に 対 応 す る プ ラ イ マ  (5'-AAGTC
GACATGGACATGAGGGTGCC-3') (配 列 番 号 5)と 、 ヒ ト Jκ 5領 域 の 最 初 に 対 応 す る プ ラ イ マ (5'-
TTCTCGAGACTTAGGTTTAATCTCCAG-3') (配 列 番 号 6)と を 用 い て ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)に
よ る 増 幅 を 行 な っ た 。 増 幅 プ ロ グ ラ ム は 、 94℃ で 5分 間 の 変 性 の 最 初 の 工 程 ； 続 い て 94℃
で 30秒 間 の 変 性 工 程 、 52℃ で 30秒 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 工 程 及 び 72℃ で 30秒 間 の 伸
長 工 程 か ら な る 35サ イ ク ル ； 次 い で 72℃ で 7分 間 の 最 後 の 伸 長 工 程 か ら な っ た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 増 幅 産 物 は 、 1.2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 精 製 し 、 溶 出 し (kitQIAquick Gel Extractionキ
ッ ト , QUIAGEN)、 次 い で ベ ク タ ー pCRII-TOPO (INVITROGEN)に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 組 換 え
ク ロ ー ン を 酵 素 制 限 に よ り 試 験 し 、 次 い で 精 製 し (Flexiprepキ ッ ト , PHARMACIA)、 サ ン ガ
ー 法 に よ り 配 列 決 定 し た 。 配 列 決 定 反 応 は 、 プ ラ イ マ と し て M13リ バ ー ス と M13(-20)、 及
び 蛍 光 ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る PCRに よ り 行 い 、 次 い で 自 動 化 シ ー ケ ン サ ー (ABI-
PRISM 310, PERKIN-ELMER)で の キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 に よ り 分 析 し た 。 活 性 化 さ れ た B細
胞 か ら 得 ら れ た 配 列 を 、 変 異 し て い な い ト ラ ン ス ジ ー ン の 元 来 の 配 列 (Genbank/EMBL X641
33)と 整 列 さ せ た 。 変 異 の 数 及 び 位 置 を 分 析 し た (図 8)。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 κ ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 内 在 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 (1000塩 基 当 た り 40変 異 の 割 合 で 変
異 す る )と 実 質 的 に 同 様 に 高 い (1000塩 基 当 た り 17変 異 )割 合 で 、 こ の 体 細 胞 過 剰 変 異 を う
け る 。 こ の 単 一 の ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 あ る 多 様 性 を 有 す る カ ッ パ 「 レ パ ー ト リ ー 」 を 生 じ
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】

： ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の キ メ ラ ア ル フ ァ 1重 鎖 及 び カ ッ パ 軽 鎖 を 発 現 す る 二 重 ト ラ
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ン ス ジ ェ ニ ッ ク HAMIGA系 統 の 作 製 及 び 特 徴 付 け
　 先 行 す る 実 施 例 に 記 載 の κ RNA系 統 と ア ル フ ァ 1-KI系 統 と の 交 差 に よ り 、 二 重 ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク κ RNA/ア ル フ ァ 1-KIマ ウ ス が 生 じ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 こ れ を 行 う た め に 、 ア ル フ ァ 1-KI変 異 に つ い て ホ モ 接 合 で か つ κ RNAト ラ ン ス ジ ー ン に
つ い て ホ モ 接 合 で あ る 動 物 を 互 い に 交 差 さ せ た 。 こ の 交 差 後 の 第 一 世 代 (F1)に お い て 、 得
ら れ た 全 て の 動 物 は 、 ア ル フ ァ 1-KI変 異 に つ い て ヘ テ ロ 接 合 で か つ κ RNAト ラ ン ス ジ ー ン
に つ い て ヘ テ ロ 接 合 で あ る 。 よ っ て 、 こ れ ら の F1動 物 を 再 び 交 差 さ せ た 。 次 の 世 代 (F2)に
お い て 、 メ ン デ ル の 遺 伝 学 の 法 則 に よ り 、 4匹 の う ち 1匹 の ア ル フ ァ 1-KI変 異 に つ い て ホ モ
接 合 の 動 物 、 及 び 4匹 の う ち 1匹 の κ RNAト ラ ン ス ジ ー ン に つ い て ホ モ 接 合 の 動 物 を 得 る こ
と が 可 能 で あ る 。 こ れ ら の F2動 物 の う ち 、 16匹 の う ち 1匹 を 、 ホ モ 接 合 状 態 の ア ル フ ァ 1-K
I変 異 と ホ モ 接 合 状 態 の κ RNAト ラ ン ス ジ ー ン の 両 方 を 有 す る と し て 選 択 す る こ と が で き た
。 こ れ ら の 動 物 は 、 HAMIGA系 統 の 初 代 (founder)で あ り 、 こ れ ら は 、 マ ウ ス IgMの 作 製 並 び
に ヒ ト κ 鎖 の 過 剰 変 異 の 作 製 及 び そ れ に よ る 多 様 化 の 代 わ り に ヒ ト 化 ア ル フ ァ 1重 鎖 の 産
生 を 同 時 に 許 容 す る 遺 伝 子 を そ れ ら の 子 孫 に 安 定 し て 伝 え る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 こ の 二 重 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 系 統 は 、 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン Aか ら な
る ヒ ト 化 抗 体 」 (Humanized Antibodies Made Up Of Monoclonal Immunoglobulin A)と し
て HAMIGA系 統 と よ ば れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
1) 二 重 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク HAMIGA系 統 の 作 製
a) 
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 交 差 の 間 の κ RNAト ラ ン ス ジ ー ン の 伝 達 は 、 ヒ ト Cκ 領 域 (ヒ
ト Cκ エ キ ソ ン 全 体 を 含 む 2.5 kbの EcoRI-EcoRI断 片 )に 特 異 的 な プ ロ ー ブ を 用 い る サ ザ ン
ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り モ ニ タ ー し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 変 異 動 物 で の κ ト ラ ン ス ジ ー ン の 発 現 は 、 動 物 の 尿 で 排 泄 さ れ る 遊 離 の ヒ ト カ ッ パ 鎖 の
ELISAア ッ セ イ に よ り 検 出 し た 。 よ り 具 体 的 に は 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト (Maxisorb (商 標 ), N
UNC)を 、 0.1Mカ ー ボ ネ ー ト バ ッ フ ァ ー 、 pH 8.3中 で 1/1000希 釈 し た 非 標 識 抗 ヒ ト κ 抗 体  (
Kallestad) (100μ l/ウ ェ ル )の 存 在 下 に ＋ 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 0.1% Tween含
有 PBSバ ッ フ ァ ー (PBS-Tween 0.1%)で 3回 洗 浄 し た 後 、 プ レ ー ト を 、 10%胎 児 ウ シ 血 清 含 有 P
BSの 存 在 下 に (100μ l/ウ ェ ル )飽 和 さ せ た 。 PBS-Tween 0.1%バ ッ フ ァ ー で 3回 洗 浄 し た 後 、
10%胎 児 ウ シ 血 清 含 有 PBSバ ッ フ ァ ー で 1/100及 び 1/500に 希 釈 し た 、 試 験 さ れ る 尿 試 料 を 加
え (100μ l/ウ ェ ル )、 プ レ ー ト を 37℃ で 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PBS-Tween 0.1%バ ッ フ
ァ ー で 3回 洗 浄 し た 後 に 、 PBS-Tween 0.1%で 1/1000希 釈 し た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (SIGM
A)で 標 識 し た 抗 ヒ ト κ 抗 血 清 (100μ l/ウ ェ ル )を 加 え 、 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
PBS-Tween 0.1%バ ッ フ ァ ー で 3回 洗 浄 し た 後 に 、 結 合 し た ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 を 、 0.2 M Tris
バ ッ フ ァ ー 、 pH 7.0中 で 1 mg/mlの ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 (p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ
ァ タ ー ゼ , SIGMA)を 加 え る こ と に よ り 視 覚 化 し た 。 反 応 は 、 0.5N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム (50μ l
/ウ ェ ル )を 加 え る こ と に よ り ブ ロ ッ ク し 、 次 い で 吸 収 を 405 nmの 波 長 で 測 定 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 あ る い は 、 ヒ ト カ ッ パ ト ラ ン ス ジ ー ン の 発 現 は 、 実 施 例 2に 記 載 さ れ る よ う な フ ロ ー サ
イ ト メ ト リ ー に よ り 分 析 さ れ る 。 結 果 は 、 κ RNAト ラ ン ス ジ ー ン の 存 在 が 、 末 梢 リ ン パ 球
の う ち の 50％ を 超 え る も の が ヒ ト 軽 鎖 を 発 現 し 、 よ っ て マ ウ ス 軽 鎖 を 発 現 す る た め に マ ウ
ス 軽 鎖 の 遺 伝 子 の 再 配 列 を 行 わ な い と い う よ う な 対 立 遺 伝 子 排 除 の 重 要 な 現 象 を 引 き 起 こ
す こ と を 示 す 。
【 ０ １ １ ５ 】
b) 
　 α 1-KIホ モ 接 合 性 を 示 す 第 一 の 単 独 要 素 は 、 動 物 の 血 清 中 の 高 レ ベ ル の ヒ ト IgA1の 存 在
で あ る 。 さ ら に 、 ホ モ 接 合 性 は 、 「 α 1-KI PCR」 の 陽 性 と 「 野 生 型 μ 対 立 遺 伝 子 PCR」 の
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陰 性 と の 組 み 合 わ せ に よ り PCRで 確 認 さ れ た 。 最 後 に 、 動 物 を 犠 牲 に し た 後 に フ ロ ー サ イ
ト メ ト リ ー に よ り 、 脾 臓 及 び パ イ エ ル 板 の リ ン パ 球 に つ い て 、 全 Bリ ン パ 球 (CD19+)が 膜 ヒ
ト IgA1を 発 現 す る が 、 同 時 に 、 い ず れ の B細 胞 も マ ウ ス IgMを 発 現 し な い こ と を 示 す こ と が
で き た 。
【 ０ １ １ ６ 】
c) 

　 二 重 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク HAMIGA動 物 は 、 上 記 の 2つ の 特 異 性 ： ホ モ 接 合 状 態 で の κ RNAト
ラ ン ス ジ ー ン の 存 在 及 び ア ル フ ァ 1-KI変 異 に つ い て の ホ モ 接 合 性 に 同 時 に 対 応 す る と い う
特 徴 を 有 し た 。 さ ら に 、 こ れ ら の 動 物 は 、 こ れ ら の 2つ の 特 異 性 を 保 持 し な が ら 繁 殖 し 、
そ れ ら の 子 孫 の 表 現 型 は 同 時 に か つ 安 定 的 な 様 式 で 次 の 特 性 を 有 す る 。
- か な り 大 き い レ ベ ル で の ヒ ト 化 IgA1の 産 生 (眼 窩 後 洞 (retro-orbital sinus)の レ ベ ル で
生 体 動 物 か ら 採 取 し た 単 純 な 血 液 試 料 に つ い て の ELISA又 は ネ フ ェ ロ メ ト リ ー に よ り 容 易
に 検 証 で き る )
- ヒ ト κ 軽 鎖 の 産 生 (生 体 動 物 か ら 採 取 し た 単 純 な 尿 試 料 に つ い て の ELISAに よ り 容 易 に 検
証 で き る )。
【 ０ １ １ ７ 】
2) 動 物 の 免 疫 化
　 動 物 は 、 生 理 食 塩 水 100μ lで 希 釈 し 、 フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト (SIGMA) 200μ lと
乳 化 さ れ た 10μ gの オ ボ ア ル ブ ミ ン (SIGMA)の 腹 腔 内 注 射 に よ り 1回 免 疫 に さ れ た 。
　 4週 間 後 、 動 物 を 生 理 食 塩 水 100μ lで 希 釈 し 、 フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト (SIGMA)
 200μ lと 乳 化 さ れ た 10μ gの オ ボ ア ル ブ ミ ン (SIGMA)の 腹 腔 内 注 射 に よ る ワ ク チ ン ブ ー ス
タ ー に 付 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
3) ワ ク チ ン 抗 原 (オ ボ ア ル ブ ミ ン )に 特 異 的 な 抗 体 の ア ッ セ イ
　 ワ ク チ ン 抗 原 、 オ ボ ア ル ブ ミ ン に 特 異 的 な 抗 体 の 存 在 を 、 次 の 方 法 に よ り 、 抗 原 の 2回
目 の 注 射 の 4週 間 及 び 7週 間 後 に ELISAに よ り 分 析 し た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト (Maxisorb (商 標
), NUNC)を 、 0.1Mカ ー ボ ネ ー ト バ ッ フ ァ ー 、 pH 8.3中 に 10μ g/mlの 濃 度 の オ ボ ア ル ブ ミ ン
(100μ l/ウ ェ ル )の 存 在 下 に ＋ 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 0.1% Tween含 有 PBSバ ッ フ
ァ ー (PBS-Tween 0.1%)で 3回 洗 浄 し た 後 、 プ レ ー ト を 10%胎 児 ウ シ 血 清 含 有 PBS (100μ l/ウ
ェ ル )の 存 在 下 に 飽 和 さ せ た 。 PBS-Tween 0.1%バ ッ フ ァ ー で 3回 洗 浄 し た 後 に 、 10%胎 児 ウ
シ 血 清 含 有 PBS中 で 1/20及 び 1/100希 釈 さ れ た 、 試 験 さ れ る 血 清 試 料 を 加 え (100μ l/ウ ェ ル
)、 プ レ ー ト を 37℃ で 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PBS-Tween 0.1%バ ッ フ ァ ー で 3回 洗 浄 し
た 後 に 、 PBS/Tween 0.1%中 で 1/1000希 釈 し た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (BIOSYS)で 標 識 し た
抗 ヒ ト IgA抗 血 清 (100μ l/ウ ェ ル )を 加 え 、 プ レ ー ト を 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 P
BS-Tween 0.1%バ ッ フ ァ ー で 3回 洗 浄 し た 後 に 、 結 合 し た ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 を 、 0.2 M Trisバ
ッ フ ァ ー 、 pH 7.0中 で 1 mg/mlの ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 (p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ァ
タ ー ゼ , SIGMA)を 加 え る こ と に よ り 視 覚 化 し た 。 反 応 は 、 0.5N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム (50μ l/
ウ ェ ル )を 加 え る こ と に よ り ブ ロ ッ ク し 、 次 い で 吸 収 を 405 nmの 波 長 で 測 定 し た 。 抗 オ ボ
ア ル ブ ミ ン IgA抗 体 の レ ベ ル は 、 試 験 し た 血 清 の 吸 光 度 /コ ン ト ロ ー ル 血 清 の 吸 光 度 の 比 の
関 数 と し て 、 1/100希 釈 さ れ た 血 清 に つ い て 確 立 さ れ た 任 意 の 単 位 と し て 表 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 図 9に 示 す 結 果 は 、 ワ ク チ ン 抗 原 オ ボ ア ル ブ ミ ン に 特 異 的 な 抗 体 が 、 抗 原 の 2回 目 の 注 射
の 4週 間 後 (388ユ ニ ッ ト の ヒ ト 抗 オ ボ ア ル ブ ミ ン IgA1抗 体 の レ ベ ル )及 び 7週 間 後 (162ユ ニ
ッ ト の 抗 オ ボ ア ル ブ ミ ン IgA抗 体 の レ ベ ル )に 存 在 す る こ と を 示 す 。 同 時 に 、 動 物 の 免 疫 化
な し で は 、 検 出 さ れ た 抗 オ ボ ア ル ブ ミ ン IgA抗 体 の レ ベ ル が 30ユ ニ ッ ト 未 満 の ま ま で あ っ
た こ と も 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 こ れ ら の マ ウ ス の 抗 原 に 対 す る 応 答 の レ パ ー ト リ ー は 、 (ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク α 1重
鎖 が 、 マ ウ ス IgH遺 伝 子 座 の VH、 D及 び JHセ グ メ ン ト の 再 配 列 に よ り 生 じ る 正 常 な レ パ ー ト
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リ ー に 対 応 す る の で 、 完 全 に 多 様 化 し た レ パ ー ト リ ー か ら 恩 恵 を 受 け る が )抗 体 部 位 の 形
成 に 寄 与 す る 重 鎖 の 実 質 的 な VHド メ イ ン で あ る こ と が 知 ら れ て い る の で 、 正 常 以 下 で あ る
こ と が 予 想 さ れ る 。 こ れ ら の マ ウ ス は 、 二 次 応 答 と し て 高 い 親 和 性 の 抗 体 を 産 生 す る こ と
が で き 、 こ の こ と は 、 そ れ ら の Bリ ン パ 球 が 重 鎖 遺 伝 子 の レ ベ ル 及 び κ RNA軽 鎖 ト ラ ン ス ジ
ー ン の レ ベ ル の 両 方 で 体 細 胞 過 剰 変 異 の 現 象 を 入 れ る こ と が で き る と い う 事 実 に 起 因 す る
。
【 ０ １ ２ １ 】
　 上 記 か ら 明 ら か な よ う に 、 本 発 明 は 、 こ こ で よ り 詳 細 に 記 載 し た そ の 実 施 形 態 、 実 施 及
び 適 用 に 限 定 さ れ な い 。 こ れ に 対 し て 本 発 明 は 、 本 発 明 の 枠 組 み 又 は 範 囲 を 逸 脱 せ ず に 当
該 分 野 の 専 門 家 が 想 到 し 得 る 全 て の 変 形 を 包 含 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ ２ 】
【 図 １ 】 マ ウ ス IgH遺 伝 子 座 と p-ア ル フ ァ 1KIと よ ば れ る タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー と の 間 の
相 同 的 組 換 え に よ り 得 ら れ る 改 変 さ れ た IgH遺 伝 子 座 の 構 造 を 示 す 。
【 図 ２ 】 p-ア ル フ ァ 1KIと よ ば れ る タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー の 詳 細 な 構 造 を 示 す 。
【 図 ３ 】 XhoIで の 酵 素 制 限 に よ る タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー p-ア ル フ ァ 1KIの 配 列 の 確 認 を
示 す 。
【 図 ４ 】 野 生 型 対 立 遺 伝 子 と 比 較 し た 組 換 え 対 立 遺 伝 子 の サ ザ ン ブ ロ ッ ト プ ロ フ ィ ー ル を
示 す 。
【 図 ５ 】 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー p-ア ル フ ァ 1KIで ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た ESク ロ ー ン
の ゲ ノ ム DNAの サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 示 す 。
【 図 ６ 】 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 統 ア ル フ ァ 1KIの ホ モ 接 合 の 動 物 の 末 梢 リ ン パ 球 表 面 で の
ヒ ト IgAク ラ ス に 対 す る 膜 受 容 体 の 発 現 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 を 示 す 。
【 図 ７ 】 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス (コ ン ト ロ ー ル )と 比 較 し た 、 カ ッ パ RNA系 統 の マ ウ
ス の 末 梢 Bリ ン パ 球 表 面 で の ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 の 発 現 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 を 示 す 。
【 図 ８ 】 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 系 統 κ RNAで の ヒ ト カ ッ パ ト ラ ン ス ジ ー ン の 体 細 胞 過
剰 変 異 を 示 す 。
【 図 ９ 】 オ ボ ア ル ブ ミ ン 抗 原 で 免 疫 し た HAMIGA系 統 の 二 重 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で の
特 異 的 ヒ ト キ メ ラ IgA1抗 体 応 答 の ELISA解 析 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 10月 3日 (2007.10.3)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 CH3ド メ イ ン を コ ー ド す る エ キ ソ ン と 膜 エ キ ソ ン と を 少 な く と も 含 む ヒ ト ク ラ ス A免 疫 グ
ロ ブ リ ン の Cα 遺 伝 子 か ら な る ト ラ ン ス ジ ー ン の 全 体 又 は 一 部 分 で ス イ ッ チ 配 列 Sμ を 置 き
換 え る こ と に よ り 改 変 さ れ た IgH遺 伝 子 座 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 改 変 さ れ た IgH遺 伝 子 座 に つ い て ホ モ 接 合 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1に 記 載 の
非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 IgH遺 伝 子 座 が 、 ス イ ッ チ 配 列 Sμ を Cα 遺 伝 子 全 体 で 置 き 換 え る こ と に よ り 改 変 さ
れ た こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1又 は 2に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 IgH遺 伝 子 座 が 、 CH3ド メ イ ン を コ ー ド す る エ キ ソ ン と 膜 エ キ ソ ン と を 含 む Cα 遺 伝
子 の セ グ メ ン ト で ス イ ッ チ 配 列 Sμ を 置 き 換 え る こ と に よ り 改 変 さ れ た こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 1又 は 2に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
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【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 Cα 遺 伝 子 が Cα 1で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1～ 4の い ず れ か 1つ に 記 載 の 非 ヒ ト
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 を コ ー ド す る 別 の ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 1～ 5の い ず れ か 1つ に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 軽 鎖 が カ ッ パ 鎖 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 6に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 ト ラ ン ス ジ ー ン が 、 上 流 に イ ン ト ロ ン ア ク チ ベ ー タ Eμ と 下 流 に パ リ ン ド ロ ー ム hs3
a/hs1,2/hs3bと を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 7に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳
動 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 ト ラ ン ス ジ ー ン が 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 8に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 ト ラ ン ス ジ ー ン に つ い て 二 接 合 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 6～ 9の い ず れ か 1つ
に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 不 活 性 化 さ れ た カ ッ パ 鎖 の 内 在 性 遺 伝 子 座 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 6～ 10の い
ず れ か 1つ に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 不 活 性 化 さ れ た カ ッ パ 鎖 の 前 記 内 在 性 遺 伝 子 座 に つ い て ホ モ 接 合 で あ る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 11に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 不 活 性 化 さ れ た J鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1～ 12の い ず れ
か 1つ に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 不 活 性 化 さ れ た J鎖 を コ ー ド す る 前 記 遺 伝 子 に つ い て ホ モ 接 合 で あ る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 13に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン J鎖 を コ ー ド す る 別 の ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 13又 は 14に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1～ 15の い ず れ か 1つ に 記 載 の
非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 - ヒ ト ク ラ ス A免 疫 グ ロ ブ リ ン の Cα 1遺 伝 子 全 体 で ス イ ッ チ 配 列 Sμ を 置 き 換 え る こ と に
よ り 改 変 さ れ た IgH遺 伝 子 座 と 、
- ヒ ト 重 鎖 の プ ロ モ ー タ (pVH)の 転 写 制 御 下 で の Jκ 5遺 伝 子 で 再 配 列 さ れ た Vκ I遺 伝 子 、 J
κ -Cκ イ ン ト ロ ン 及 び Cκ 遺 伝 子 と 、 上 流 に イ ン ト ロ ン ア ク チ ベ ー タ Eμ と 下 流 に パ リ ン ド
ロ ー ム hs3a/hs1,2/hs3bと を 含 む 完 全 Vκ 遺 伝 子
と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 16に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 Sμ 配 列 に 接 す る 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 か ら の IgH遺 伝 子 座 の 配 列 の 断 片 で 挟 ま れ た 、 CH3ド メ
イ ン を コ ー ド す る エ キ ソ ン と 膜 エ キ ソ ン と を 少 な く と も 含 む ヒ ト ク ラ ス A免 疫 グ ロ ブ リ ン
の Cα 遺 伝 子 又 は 該 遺 伝 子 の セ グ メ ン ト を 含 む こ と を 特 徴 と す る 相 同 的 組 換 え タ ー ゲ テ ィ
ン グ ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ９ 】
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　 前 記 Cα 遺 伝 子 又 は 該 遺 伝 子 の セ グ メ ン ト に 接 す る 適 切 な 選 択 マ ー カ ー の 発 現 の た め の
カ セ ッ ト を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 18に 記 載 の タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 発 現 カ セ ッ ト が 、 部 位 特 異 的 組 換 え 配 列 で 挟 ま れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 19
に 記 載 の タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 配 列 が 、 Creリ コ ン ビ ナ ー ゼ の LoxP配 列 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 に 記 載 の
タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 Sμ 配 列 に 接 す る 前 記 配 列 の 断 片 が マ ウ ス 起 源 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 18～ 21の
い ず れ か 1つ に 記 載 の タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 Cα 遺 伝 子 又 は 該 遺 伝 子 の セ グ メ ン ト が 、 5'及 び 3'で そ れ ぞ れ 、 マ ウ ス 染 色 体 12 (EMBL/
Genbankデ ー タ ベ ー ス で ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AC073553)の 配 列 の 位 置 131281～ 136441及 び 14
0101～ 145032に 相 当 す る 断 片 で 挟 ま れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 22に 記 載 の タ ー ゲ テ
ィ ン グ ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 18～ 23の い ず れ か 1つ に 記 載 の タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー で 改 変 さ れ た 非 ヒ ト 哺 乳
動 物 の 胚 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 1～ 16の い ず れ か 1つ に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 又 は 請 求 項 17に
記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 、 ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 又 は 該 抗 体 の 断 片 の 作 製 の た
め の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 少 な く と も 次 の 工 程 ：
- 請 求 項 1～ 16の い ず れ か 1つ に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 又 は 請 求 項 17に
記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 免 疫 化 、 及 び
- 予 め 犠 牲 に し た 前 記 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 の 血 清 、 分 泌 物 又 は Bリ ン パ 球
か ら の ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 又 は 該 抗 体 の 断 片 の い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ る 作 製
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 又 は 該 抗 体 の 断 片 を 作 製 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 定 常 ド メ イ ン が ヒ ト 起 源 で あ る キ メ ラ 重 鎖 と 可 変 ド メ イ ン が Vκ I-Jκ 5に よ り コ ー ド さ
れ る ヒ ト 軽 鎖 と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 26に 記 載 の 方 法 に よ り 得 る こ と が で き る
ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 断 片 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 27に 記 載 の ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗
体 の 断 片 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 Fab、 Fab'2及 び Fc断 片 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 28に 記 載 の ヒ
ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 の 断 片 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 請 求 項 27に 記 載 の ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 又 は 請 求 項 28若 し く は 29に 記 載 の 該 抗 体 の 断 片
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 医 薬 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 請 求 項 27に 記 載 の ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 又 は 請 求 項 28若 し く は 29に 記 載 の 該 抗 体 の 断 片
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 診 断 試 薬 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　

(25) JP 2008-501303 A 2008.1.24

20

感 染 症 及 び 癌 の 予 防 及 び 治 療 を 意 図 す る 請 求 項 30に 記 載 の 医 薬 。

感 染 症 及 び 癌 の 診 断 を 意 図 す る 請 求 項 32に 記 載 の 診 断 試 薬 。



【 請 求 項 ３ ４ 】
　 抗 原 と の 組 み 合 わ せ で 少 な く と も 1つ の 請 求 項 27に 記 載 の ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 又 は 請 求
項 28若 し く は 29に 記 載 の 該 抗 体 の 断 片 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 免 疫 原 性 組 成 物 又 は ワ ク チ
ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 有 効 成 分 と 組 み 合 わ せ た 少 な く と も 1つ の 請 求 項 27に 記 載 の
ヒ ト 化 ク ラ ス IgA抗 体 又 は 請 求 項 28若 し く は 29に 記 載 の 該 抗 体 の 断 片 を 含 む こ と を 特 徴 と
す る 医 薬 組 成 物 。
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