
(57)【要約】
【課題】自己免疫性関節炎、特に、慢性関節リュウマチにおける早期免疫的事象を特徴付
けかつ制御するために、動物が再現可能な、そしてそれ故予想可能な様式で重篤な関節炎
症状を発症する動物モデルを提供すること。
【解決手段】１つまたはそれより多い滑膜性関節の慢性炎症および変形の表現型を有する
マウスであって、該マウスが、以下の（ａ）、（ｂ）、および（ｃ）：（ａ）ハイブリド
ーマ R28の機能的に再編成された TCRα遺伝子由来の可変領域を含むＴ細胞レセプターαサ
ブユニットをコードする第１の DNA配列；（ｂ）ハイブリドーマ R28の TCRβ遺伝子由来の
可変領域を含むＴ細胞レセプターβサブユニットをコードする第２の DNA配列；および（
ｃ）該第１の DNA配列および該第２の DNA配列をインビボで発現する手段、を含むウイルス
ベクターを導入することにより生成される、マウス。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
１ つ ま た は そ れ よ り 多 い 滑 膜 性 関 節 の 慢 性 炎 症 お よ び 変 形 の 表 現 型 を 有 す る マ ウ ス で あ っ
て 、 該 マ ウ ス が 、 以 下 の （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 お よ び （ ｃ ） を 含 む ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 導 入 す
る こ と に よ り 生 成 さ れ る 、 マ ウ ス ：
　 （ ａ ） ハ イ ブ リ ド ー マ R28の 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た TCRα 遺 伝 子 由 来 の 可 変 領 域 を 含 む Ｔ
細 胞 レ セ プ タ ー α サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る 第 １ の DNA配 列 で あ っ て 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、
お よ び 配 列 番 号 ２ も し く は 配 列 番 号 ４ に お い て １ 個 も し く は 数 個 の 置 換 、 付 加 も し く は 欠
失 を 含 む 配 列 か ら 選 択 さ れ る 、 第 １ の DNA配 列 ；
　 （ ｂ ） ハ イ ブ リ ド ー マ R28の TCRβ 遺 伝 子 由 来 の 可 変 領 域 を 含 む Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー β サ ブ
ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る 第 ２ の DNA配 列 で あ っ て 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ６ 、 お よ び 配 列 番
号 ３ も し く は 配 列 番 号 ６ に お い て １ 個 も し く は 数 個 の 置 換 、 付 加 も し く は 欠 失 を 含 む 配 列
か ら 選 択 さ れ る 、 第 ２ の DNA配 列 ； お よ び
　 （ ｃ ） 該 第 １ の DNA配 列 お よ び 該 第 ２ の DNA配 列 を イ ン ビ ボ で 発 現 す る 手 段 で あ っ て 、 該
第 １ の DNA配 列 を 発 現 す る 該 手 段 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ R28の 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た TCRα 遺
伝 子 由 来 の TCRVα プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 み 、 そ し て 該 第 ２ の DNA配 列 を 発 現 す る 該 手 段 が
、 ハ イ ブ リ ド ー マ R28の 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た TCRβ 遺 伝 子 由 来 の TCR Vβ プ ロ モ ー タ ー 領
域 を 含 む 、 手 段 。
【 請 求 項 ２ 】
以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド と 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ を 共 有 す る タ ン パ
ク 質 で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド は
　 　 Lys-Pro-Val-Asn-Thr-Phe-Val-His-Glu-Ser-Leu-Ala-
　 　 Asp-Val-Gln-Ala-Val-Cys-Ser-Gln-Lys[配 列 番 号 １ ]、 ま た は
配 列 番 号 １ に お い て １ 個 も し く は 数 個 の 置 換 、 付 加 も し く は 欠 失 を 含 む 配 列
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ 】
ヒ ト 由 来 で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 ２ か ら ３ の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た DNA配 列 。
【 請 求 項 ５ 】
１ つ ま た は そ れ よ り 多 い 滑 膜 性 関 節 の 慢 性 炎 症 お よ び 変 形 の 表 現 型 を 有 す る マ ウ ス で あ っ
て 、 該 マ ウ ス が 、 請 求 項 ２ か ら ３ の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 由 来 の
１ つ ま た は そ れ よ り 多 い 合 成 オ リ ゴ ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物 で 、 幼 齢 時 に 免 疫 す る こ と に よ
り 生 成 さ れ る 、 マ ウ ス 。
【 請 求 項 ６ 】
１ つ ま た は そ れ よ り 多 い 滑 膜 性 関 節 の 慢 性 炎 症 お よ び 変 形 の 表 現 型 を 有 す る マ ウ ス で あ っ
て 、 該 マ ウ ス が 、 請 求 項 ５ に 記 載 の マ ウ ス 由 来 の リ ン パ 球 の 移 入 に よ り 生 成 さ れ る 、 マ ウ
ス 。
【 請 求 項 ７ 】
タ ン パ ク 質 を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 す る 微 生 物 を 培 養 す る 工 程 を 包
含 し 、 該 発 現 ベ ク タ ー が 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 単 離 さ れ た DNA配 列 お よ び 該 DNA配 列 を 該 微 生
物 で 発 現 さ せ る 手 段 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
タ ン パ ク 質 を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、 ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー を 培 養 す る 工 程 を 包 含 し 、 該
発 現 ベ ク タ ー が 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 単 離 さ れ た DNA配 列 お よ び 該 DNA配 列 を 該 ウ イ ル ス 発 現
ベ ク タ ー が 複 製 さ れ 得 る 宿 主 細 胞 で 発 現 さ せ る 手 段 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
不 死 化 細 胞 と ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス か ら 単 離 さ れ た 抗 体 産 生 細 胞 と の 融 合 に よ
り 生 成 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 で あ っ て 、 こ こ で 該 抗 体 産 生 細 胞 お よ び 該 ハ イ ブ リ ド ー
マ 細 胞 が 、 請 求 項 ２ か ら ３ の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 抗 体 を 産 生 す る 、 ハ
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イ ブ リ ド ー マ 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 ９ に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
ヒ ト を 包 含 す る 個 々 の 動 物 が 慢 性 関 節 リ ウ マ チ を 発 症 さ せ る 強 い 危 険 性 を 有 す る か 否 か を
決 定 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 該 キ ッ ト が 、 請 求 項 ２ か ら ３ の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ
ク 質 お よ び 指 示 書 を 含 み 、 該 タ ン パ ク 質 に 対 す る Ｔ 細 胞 反 応 性 に つ い て 、 個 々 の 動 物 由 来
の 単 離 さ れ た Ｔ 細 胞 が 試 験 さ れ る 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
慢 性 関 節 リ ウ マ チ の 初 期 徴 候 を 示 す 個 体 に お い て 慢 性 関 節 リ ウ マ チ に 関 連 し た 重 篤 な 症 状
の 発 生 を 遅 延 さ せ る た め に 用 い ら れ る 経 口 摂 取 用 組 成 物 で あ っ て 、 該 組 成 物 は 、 請 求 項 ２
か ら ３ の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 合 成 オ リ ゴ ペ プ チ ド を 含 む 、 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 ４ に 記 載 の 単 離 さ れ た DNA配 列 お よ び 該 DNA配 列 を イ ン ビ ボ で 発 現 さ せ る 手 段 を 含 む
発 現 ベ ク タ ー 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 （ 発 明 の 分 野 ）
　 本 発 明 は 、 関 節 炎 を 発 症 さ せ る た め に 遺 伝 子 操 作 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物
に 関 し 、 そ し て そ れ 故 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ の よ う な ヒ ト 関 節 炎 疾 患 の た め の 動 物 モ デ ル を
提 供 す る 。 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー (TCR)
集 団 が 、 (a)TCRα お よ び TCRβ サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 み 、 そ し て (
b)ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お い て Ｔ 細 胞 を 自 己 抗 原 と 反 応 さ せ る TCRの コ ピ ー か ら 実 質
的 に な る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 関 す る 。 さ ら に 特 定 す る と 、 本 発 明 は 、 TCRを コ ー
ド す る ト ラ ン ス ジ ー ン か ら 実 質 的 に な る 限 定 さ れ た TCRレ パ ー ト リ ー が 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 動 物 の 発 育 の 間 に 作 用 し て 、 再 現 可 能 な 、 そ し て そ れ 故 予 想 可 能 な 様 式 で 重 篤 な 関 節
炎 症 状 が 発 症 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 至 る 一 連 の 事 象 を 開 始 さ せ る 、 ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 動 物 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 （ 発 明 の 背 景 ）
　 動 物 は 、 免 疫 系 と 総 称 さ れ る 分 子 お よ び 細 胞 防 御 の 複 雑 な 系 列 を 有 す る 。 こ の 免 疫 系 は
、 潜 在 的 に 有 害 な 外 来 性 細 胞 ま た は 内 因 性 で あ る が 異 常 な 細 胞 (ぞ れ ぞ れ は 、 例 え ば 、 細
菌 ま た は ウ イ ル ス の よ う な 病 原 体 、 お よ び ガ ン 細 胞 ま た は 病 原 体 に 感 染 し た 細 胞 に よ り 代
表 さ れ る )を 認 識 お よ び 攻 撃 す る が 、 内 因 性 の 正 常 細 胞 は 攻 撃 せ ず 、 む し ろ 許 容 す る 。 免
疫 系 は 、 外 来 性 生 体 分 子 ま た は 異 常 な 生 体 分 子 に よ り 刺 激 さ れ た 場 合 、 外 来 性 生 体 分 子 ま
た は 異 常 な 生 体 分 子 が 結 合 す る 病 原 体 、 あ る い は ガ ン 細 胞 ま た は 病 原 体 に 感 染 し た 細 胞 を
中 和 お よ び 破 壊 す る よ う に 設 計 さ れ た 一 連 の 活 性 を 受 け る 。 総 合 し て 、 免 疫 応 答 と し て 知
ら れ て い る こ れ ら の 活 性 は 、 細 胞 性 免 疫 応 答 、 体 液 性 (抗 体 仲 介 )免 疫 応 答 、 ま た は 細 胞 性
応 答 お よ び 体 液 性 応 答 の 要 素 を 含 む 免 疫 応 答 か ら な り 得 る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 体 液 性 免 疫 応 答 は 、 特 異 的 な 外 来 性 生 体 分 子 ま た は 異 常 な 生 体 分 子 と 結 合 し 、 そ し て 免
疫 系 の 他 の 要 素 を そ こ に 誘 引 す る 抗 体 、 糖 タ ン パ ク 質 に よ り 仲 介 さ れ る 。 抗 体 は 、 ト リ 滑
液 嚢 ま た は 哺 乳 動 物 の 骨 髄 で 発 生 す る が 、 他 の 器 官 、 特 に 、 脾 臓 へ 移 動 し 、 そ こ で 成 熟 す
る Ｂ 細 胞 、 リ ン パ 球 に よ り 産 生 さ れ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン (Ig)分 子 で あ る 。 Robertson, M., N
ature 301:114(1983)。 細 胞 性 免 疫 応 答 は 、 動 物 の 胸 腺 内 で 成 熟 す る Ｔ 細 胞 、 リ ン パ 球 の
活 動 の 結 果 で あ る 。 Tizard、 163頁 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ｔ 細 胞 の 活 動 は 、 動 物 内 の Ｔ 細 胞 の 異 な る サ ブ 集 団 の 間 で 顕 著 に 変 化 す る 。 細 胞 傷 害 性
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Ｔ 細 胞 は 、 外 来 性 細 胞 (移 植 拒 絶 )ま た は 内 因 性 で あ る が 異 常 な 細 胞 (例 え ば 、 ガ ン 細 胞 ま
た は 細 胞 内 の 寄 生 体 (例 え ば ウ イ ル ス お よ び 細 菌 )に 感 染 し た 細 胞 )を 認 識 し 、 そ し て 破 壊
す る 。 ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 は 、 抗 体 の 産 生 お よ び 細 胞 傷 害 性 活 性 を 促 進 し か つ 統 制 す る た め に
、 生 体 分 子 と 相 互 作 用 し 、 そ し て Ｂ 細 胞 お よ び 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 の 両 方 の 挙 動 に そ れ ぞ れ
影 響 を 与 え る 生 体 分 子 を 産 生 す る 。 Mosier,D.E., Science 158:1573-1575(1967)。 サ プ レ
ッ サ ー Ｔ 細 胞 お よ び 記 憶 Ｔ 細 胞 を 含 む Ｔ 細 胞 の 他 の ク ラ ス が ま た 存 在 す る 。 Miedema,F.お
よ び Melief, C.J.M., Immunol. Today 6:258-259(1983)； Tizard, I.R., Immunolgy: An 
Intorduction, Saunders, Philadelphia(1988), 225-228頁 。 Ｔ 細 胞 の ク ラ ス は 、 異 な る
Ｔ 細 胞 が そ の 表 面 に 異 な る CDタ ン パ ク 質 を 提 示 す る こ と に 基 づ い て 、 あ る 程 度 ま で 区 別 さ
れ る 。 未 成 熟 Ｔ 細 胞 は 、 CD4タ ン パ ク 質 お よ び CD8タ ン パ ク 質 の 両 方 を 提 示 し (す な わ ち 、
未 成 熟 Ｔ 細 胞 は CD4＋ 8＋ で あ る )、 成 熟 ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 は CD4＋ 8－ で あ り (す な わ ち 、 CD4
タ ン パ ク 質 を 提 示 す る が 、 CD8タ ン パ ク 質 を 提 示 し な い )、 そ し て 成 熟 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 は
CD4－ 8＋ で あ る (す な わ ち 、 CD８ タ ン パ ク 質 を 提 示 す る が 、 CD4タ ン パ ク 質 を 提 示 し な い )
。 Smith,L., Nature 326:798-800(1987)； Weissman, I.L.,お よ び Cooper, M.D., Sci. Am
erican 269:65-71(1993)。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 適 切 に 機 能 す る た め に 、 動 物 免 疫 系 の Ｔ 細 胞 お よ び Ｂ 細 胞 は 、 極 め て 大 量 の 「 非 自 己 」
分 子 組 成 物 、 す な わ ち 、 外 来 性 組 成 物 ま た は 内 因 性 で あ る が 異 常 に 発 現 さ れ た 組 成 物 の い
ず れ か を 正 確 か つ 確 実 に 同 定 し な け れ ば な ら な い 。 免 疫 系 に よ る 認 識 お よ び 同 定 は 分 子 レ
ベ ル で 起 こ る 。 免 疫 応 答 を 生 じ る 能 力 を 有 す る 分 子 組 成 物 で あ る 抗 原 は 、 エ ピ ト ー プ と し
て 知 ら れ て い る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 分 子 サ イ ズ の 同 定 特 徴 か ら 構 成 さ れ る 。 例 え ば 、 10
0の ア ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 は 、 何 十 も の エ ピ ト ー プ を 含
み 得 、 こ こ で 、 各 エ ピ ト ー プ は 約 ３ ～ 約 15の ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 に よ
り 同 定 さ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド だ け に 由 来 し 得 る エ ピ ト ー プ の 数 は 、 約 1000万 で あ る と 見 積
も ら れ る 。 Tizard、 25頁 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 動 物 の Ｔ 細 胞 ま た は Ｂ 細 胞 に 遭 遇 す る 抗 原 は 、 正 常 な 内 因 性 (す な わ ち 、 自 己 )抗 原 (こ
れ に 対 す る 免 疫 応 答 は 動 物 に 傷 害 性 で あ る )と 結 び 付 け ら れ る か 、 ま た は 外 来 性 ま た は 異
常 (非 自 己 )抗 原 (こ れ に 対 し て 免 疫 応 答 は 備 え ら れ る べ き で あ る )と 結 び 付 け ら れ る よ う に
同 定 さ れ る に 違 い な い 。 こ の プ ロ セ ス は 、 ヒ ト の 戦 い に お け る 「 敵 か 味 方 か 」 と い う 識 別
に 比 喩 さ れ る 。 免 疫 系 が 侵 入 す る 病 原 体 ま た は 腫 瘍 細 胞 を 、 非 自 己 と し て 結 び 付 け て 抗 原
を 識 別 し な い 場 合 、 こ れ ら の 「 敵 」 は こ の 系 の 防 御 か ら 逃 れ る 。 免 疫 系 は 動 物 の 内 因 性 抗
原 を 非 自 己 と し て 間 違 っ て 識 別 す る 場 合 、 こ れ ら の 内 因 性 抗 原 を 含 む 動 物 体 の 一 部 は 、 免
疫 系 の 「 味 方 に よ る 攻 撃 」 に 直 面 す る 。 動 物 の 免 疫 系 が 間 違 っ て 別 の 細 胞 ・ 分 子 に 対 し て
細 胞 お よ び 分 子 「 戦 争 」 を し か け る 後 者 の 場 合 は 、 動 物 体 の 正 常 な 部 分 が 、 一 般 に 「 自 己
免 疫 疾 患 」 と し て 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 抗 原 を 識 別 す る 免 疫 系 の 手 段 の 一 部 と し て 、 個 々 の Ｔ 細 胞 お よ び Ｂ 細 胞 は 、 Ｔ 細 胞 ま た
は Ｂ 細 胞 の 表 面 に 提 示 さ れ 、 そ し て 特 異 的 抗 原 に 結 合 す る 抗 原 レ セ プ タ ー を 産 生 す る 。 個
々 の Ｔ 細 胞 に よ り 産 生 さ れ か つ そ の 表 面 に 提 示 さ れ る Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー (TCR)は 、 重 (TCR
β )お よ び 軽 (TCRα )ポ リ ペ プ チ ド サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 む 。 各 TCRα お よ び TCTβ サ ブ ユ ニ ッ ト
は カ ル ボ キ シ 末 端 定 常 領 域 お よ び ア ミ ノ 末 端 可 変 領 域 を 有 し 、 こ の カ ル ボ キ シ 末 端 定 常 領
域 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 Ｔ 細 胞 毎 に 変 化 せ ず 、 こ の ア ミ ノ 末 端 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、
Ｔ 細 胞 毎 に 変 化 す る 。 TCRα お よ び TCRβ サ ブ ユ ニ ッ ト が 互 い に 会 合 す る 場 合 、 TCRα お よ
び TCRβ ポ リ ペ プ チ ド サ ブ ユ ニ ッ ト の 可 変 領 域 は 結 合 し て 、 TCRの 固 有 の 抗 原 結 合 部 分 を 形
成 す る 。 Davis,M.M.お よ び Bjorkman, P.J., Nature 334:395-404(1988)。 同 様 に 、 個 々 の
Ｂ 細 胞 は 、 Ig分 子 を 含 む 抗 原 レ セ プ タ ー を 産 生 し 、 そ し て 提 示 す る 。 こ の Ig分 子 は 、 Ig重
鎖 お よ び Ig軽 鎖 と し て 知 ら れ て い る ２ つ の 抗 体 サ ブ ユ ニ ッ ト の そ れ ぞ れ の 可 変 領 域 に 、 独
特 な ア ミ ノ 酸 配 列 に 起 因 す る 固 有 の 抗 原 結 合 部 分 を 有 す る 。 各 Ｂ 細 胞 膜 は 20,000～ 200,00
0の 同 一 の Ig分 子 を 含 む 。 Tizard,78-80頁 お よ び 202頁 。
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【 ０ ０ ０ ８ 】
　 各 個 々 の Ｔ 細 胞 ま た は Ｂ 細 胞 は 同 一 の 抗 原 レ セ プ タ ー を 提 示 す る が 、 異 な る 抗 原 レ セ プ
タ ー の 動 物 コ レ ク シ ョ ン は か な り 多 様 で あ る 。 Ig重 鎖 の 可 変 領 域 、 ま た は TCRβ 鎖 の 可 変
領 域 は 、 可 変 セ グ メ ン ト (V)、 多 様 性 セ グ メ ン ト (D)お よ び 連 結 セ グ メ ン ト (J)と い う ３ つ
の 遺 伝 子 セ グ メ ン ト に よ り コ ー ド さ れ る 。 Ig軽 鎖 の 可 変 領 域 、 ま た は TCRα 鎖 の 可 変 領 域
は 、 Ｖ お よ び Ｊ 遺 伝 子 セ グ メ ン ト に よ り コ ー ド さ れ る 。 多 く の 異 な る Ｖ 、 Ｄ お よ び Ｊ 遺 伝
子 セ グ メ ン ト を コ ー ド す る 複 数 の DNA配 列 は 、 生 殖 系 列 DNAに 発 現 さ れ な い コ ピ ー と し て 存
在 す る ； そ の ア ナ ロ グ (但 し 、 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト の 可 変 遺 伝 子 セ グ メ ン ト の 異 な る コ レ ク シ
ョ ン )も ま た 存 在 す る 。 動 物 の 発 育 の 間 で は 、 種 々 の 可 変 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 免
疫 系 の 個 々 の 細 胞 に お い て 、 Ｖ 、 Ｄ お よ び Ｊ 遺 伝 子 セ グ メ ン ト 、 ま た は Ｖ お よ び Ｊ 遺 伝 子
セ グ メ ン ト の ラ ン ダ ム な 連 結 に よ り 生 成 さ れ る 。 Ig重 鎖 ま た は TCRβ サ ブ ユ ニ ッ ト の ラ ン
ダ ム に 構 成 さ れ た 可 変 領 域 を 生 成 す る DNA再 編 成 の プ ロ セ ス は 、 Ｖ -Ｄ -Ｊ 連 結 と 呼 ば れ る
； Ig軽 鎖 ま た は TCRα サ ブ ユ ニ ッ ト の 再 編 成 さ れ た 可 変 領 域 を 生 成 す る 類 似 の プ ロ セ ス は
、 Ｖ -Ｊ 連 結 と 呼 ば れ る 。 Sakano,H.ら ， Nature 280:288-294(1979)； Early, P.ら ， Cell 
19:981-992(1980); Alt, F.W.ら ， Science 238:1079-1087(1987)； Harlow, E.お よ び Lane
, D., Antibodies: A Laboratoy Manual, Cold Spring Harbor Laboratory(1988), 10-18
頁 ； Davis, M.M.お よ び Bjorkman、 P.J., Nature 334:395-404(1988)。 さ ら に 、 点 変 異 が
、 体 細 胞 変 異 と 呼 ば れ る プ ロ セ ス に よ り 、 可 変 領 域 の 全 体 に 導 入 さ れ る 。 Bernard,O.ら ，
Cell 15:1133-1144(1978)。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た Igま た は TCRサ ブ ユ ニ ッ ト 遺 伝 子 は 、 Ｖ -Ｄ -Ｊ ま た は Ｖ -Ｊ 連 結 に
よ る DNA再 編 成 お よ び ／ ま た は 体 細 胞 変 異 に よ り 、 終 止 コ ド ン ま た は フ レ ー ム シ フ ト 変 異
の 導 入 の た め 、 生 合 成 の 間 に 早 ま っ て 停 止 さ れ る リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を そ こ で 生 じ な い
遺 伝 子 の 一 つ で あ る 。 免 疫 系 の 各 Ｔ 細 胞 ま た は Ｂ 細 胞 は 、 固 有 の 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た 可
変 領 域 が 存 在 す る そ れ ぞ れ の 抗 原 レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 発 現 す る た め 、 そ れ ぞ
れ が 固 有 の 抗 原 認 識 領 域 を 有 す る レ セ プ タ ー を 産 生 す る 多 く の 異 な る Ｔ 細 胞 ま た は Ｂ 細 胞
が 生 成 さ れ る 。 Ｔ 細 胞 に 提 示 さ れ る 異 な る 抗 原 レ セ プ タ ー の 全 カ タ ロ グ は 動 物 TCRレ パ ー
ト リ ー と 呼 ば れ て い る 。 Bevan,M.J., Sicence 264:796-797(1994)。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 成 熟 Ｔ 細 胞 ま た は Ｂ 細 胞 に お い て 、 細 胞 抗 原 レ セ プ タ ー へ の 抗 原 の 結 合 は 細 胞 を 活 性 化
さ せ る 。 す な わ ち 、 細 胞 を 刺 激 し て 細 胞 性 免 疫 応 答 ま た は 体 液 性 免 疫 応 答 を 生 じ る こ と に
関 連 す る 活 性 を 受 け る 。 対 照 的 に 、 未 成 熟 な Ｔ 細 胞 ま た は Ｂ 細 胞 に お い て は 、 提 示 さ れ た
TCRま た は Ｂ 細 胞 抗 原 レ セ プ タ ー へ の 抗 原 の 結 合 は 、 そ れ ぞ れ 、 ネ ガ テ ィ ブ 選 択 ま た は ク
ロ ー ン 排 除 と 呼 ば れ る プ ロ セ ス に よ る 細 胞 の 排 除 を 引 き 起 こ す 。 ク ロ ー ン 排 除 は 、 健 康 な
野 生 型 動 物 の 正 常 な 発 育 の 間 で 起 こ り 、 そ し て 動 物 の 正 常 な 内 因 性 (自 己 )抗 原 を 許 容 す る
よ う に 、 す な わ ち 、 動 物 の 自 己 抗 原 を 非 免 疫 原 性 抗 原 と し て 扱 う よ う に 免 疫 系 を 学 習 さ せ
る 機 構 で あ る 。 免 疫 系 が 自 己 抗 原 の 許 容 性 を 達 成 ま た は 保 持 す る こ と に 失 敗 す る と 、 ヒ ト
を 含 む 動 物 に お い て 自 己 免 疫 疾 患 に 至 り 得 る 自 己 免 疫 応 答 (す な わ ち 、 自 己 抗 原 へ の 自 己
免 疫 応 答 )が 生 じ る 。 自 己 免 疫 疾 患 は 、 非 自 己 抗 原 に 対 す る 適 切 な 免 疫 応 答 が 免 疫 エ フ ェ
ク タ ー 生 体 分 子 (例 え ば 、 自 己 抗 体 )ま は た 自 己 抗 原 と 交 差 反 応 す る 細 胞 の 産 生 を も た ら す
際 に 生 じ 得 る 。 ヒ ト 自 己 免 疫 疾 患 は 、 多 発 性 硬 化 症 (MS)お よ び 全 身 性 紅 斑 性 狼 瘡 (SLE)の
よ う な 身 体 的 精 神 的 障 害 状 態 を 含 む 。 概 説 に 関 し て は 、 Steinman,L., Sci. American 269
:107-114(1993)を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 Ｂ 細 胞 は 可 溶 性 抗 原 に 直 接 に 結 合 し 得 る が 、 Ｔ 細 胞 は 、 抗 原 提 示 細 胞 (APC)と し て 一 般
に 知 ら れ て い る 特 異 的 な ク ラ ス の 他 の 細 胞 に 抗 原 が 提 示 さ れ る 場 合 の み 、 抗 原 に 応 答 す る
。 APC(例 え ば 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 樹 状 細 胞 )は 、 MHC(主 要 組 織 適 合 複 合 体 )タ ン パ ク 質
と し て 知 ら れ て い る 糖 タ ン パ ク 質 に よ り 、 ポ リ ペ プ チ ド 由 来 の 抗 原 を 提 示 す る 。 MHCは 、 A
PCの 表 面 に 提 示 さ れ る 。 Bevan,M.J.ら , Science 264:796-797(1994)。 MHCタ ン パ ク 質 は 一
般 に 抗 原 に 結 合 す る ； TCR:Ag:MHC複 合 体 の 特 異 性 決 定 基 は 、 (1)TCRの 可 換 部 分 の 独 特 な ポ
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リ ペ プ チ ド 配 列 お よ び (2)抗 原 の 独 特 な ポ リ ペ プ チ ド 配 列 で あ る 。 し か し 、 MHCに よ り 提 示
さ れ る オ リ ゴ ペ プ チ ド 抗 原 は 、 あ る 程 度 ま で MHC分 子 内 に 埋 め ら れ 、 そ し て 抗 原 の TCR認 識
は 適 切 な ク ラ ス の MHC分 子 に 関 し て し か 起 こ ら な い 。 Janway,C.A., Sci. American 269:73
-79(1993)。 こ の 現 象 は 、 MHC制 限 と 呼 ば れ 、 Ｔ 細 胞 の 抗 原 認 識 お よ び 生 理 学 に は 非 常 に 重
要 で あ る 。 Zinkernagel,R.M.お よ び Doherty, P.C., Nature 248:701-702(1974)。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 MHCタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 多 様 で あ る ； し か し 、 個 々 の 動 物 に お い て 細 胞 毎
に 変 化 す る Igお よ び TCRと は 違 っ て 、 MHC抗 原 は 、 個 々 の 動 物 毎 に 、 ま た は 関 連 す る 個 々 の
動 物 グ ル ー プ 毎 に 変 化 す る 。 マ ウ ス の 同 系 交 配 株 に よ る マ ウ ス に よ り 代 表 さ れ る 家 族 性 グ
ル ー プ の メ ン バ ー は 、 互 い に 類 似 す る MHC抗 原 を 共 有 す る が 、 マ ウ ス の 他 の 株 由 来 の 個 体
と は 共 有 し な い 。 Snell,G.D., Science 213:172-178(1981)。 変 異 体 MHC分 子 は 異 な る 抗 原
に 結 合 し 得 る た め 、 Ｔ 細 胞 が 認 識 し 得 (す な わ ち 、 MHC環 境 で 結 合 す る )、 そ し て 応 答 し 得
る 抗 原 は 、 マ ウ ス の 異 な る 株 の 間 で 変 化 す る 。 ヒ ト で は 、 特 定 の MHC変 異 体 分 子 は 自 己 免
疫 疾 患 と よ り 深 く 関 連 す る 。 な ぜ な ら 、 こ れ ら の MHC変 異 体 分 子 は 、 自 己 抗 原 を 結 合 す る (
そ し て そ れ 故 Ｔ 細 胞 に 提 示 す る )際 に 、 よ り 競 争 的 で あ る と 推 定 さ れ る か ら で あ る 。 Vaugh
an,Immunological Diseases, ３ 版 、 II巻 、 Samter, M.編 、 1029-1037頁 (1978)； Steinman
, L., Sci.American 269:107-114(1993)。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 関 節 炎 は 、 多 く の ヒ ト 自 己 免 疫 疾 患 の 苦 痛 を 伴 う 発 現 で あ る 。 関 節 炎 の 病 因 は 、 ほ と ん
ど 知 ら れ て い な い 。 滑 膜 性 関 節 の 炎 症 病 変 は 、 SLEの よ う な 一 般 的 な 自 己 免 疫 疾 患 に 存 在
す る が 、 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ (RA)ま た は 反 応 性 関 節 炎 (ReA)の よ う な 特 定 の 自 己 免 疫 疾 患
に お い て よ り 高 い 頻 度 で 存 在 す る 。 他 方 で 、 原 発 性 関 節 疾 患 で あ る RAは 、 全 体 的 に 正 常 な
免 疫 学 的 環 境 に 存 在 す る 。 RAは 、 パ ン ヌ ス と し て 知 ら れ て い る 血 管 が 高 度 に 発 達 す る 組 織
へ の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 滑 膜 の 発 生 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 慢 性 炎 症 性 疾 患 で あ る 。 パ ン
ヌ ス は 数 個 の 異 な る タ イ プ の 細 胞 か ら な り 、 こ れ に は 、 常 在 性 滑 膜 繊 維 芽 細 胞 、 お よ び 炎
症 エ フ ェ ク タ ー お よ び 伝 達 物 質 生 体 分 子 を 産 生 し 得 る 浸 潤 性 単 核 細 胞 が 包 含 さ れ る 。 パ ン
ヌ ス は 周 囲 の 組 織 へ の 浸 潤 性 増 殖 を 示 し 、 対 応 す る 関 節 軟 骨 お よ び 骨 の 進 行 性 破 壊 を 伴 う
。 Harris,E.D., Jr., Textbook of Rheumatology, Kelly, W.ら ， 編 、 W.B. Saunders Co.
,Philadelphia, 905-942頁 (1989)。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ の 症 状 は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 関 節 の 膨 張 お よ び そ れ に 伴 う 疼 痛
か ら 、 四 肢 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 関 節 に 影 響 を 与 え る 比 較 的 軽 度 の 早 朝 硬 直 ま で に 及 ぶ
。 重 度 の 場 合 は 、 慢 性 炎 症 の 結 果 、 慢 性 疼 痛 お よ び 罹 患 し た 四 肢 の 物 理 的 変 形 を 伴 っ て 、
関 節 の 軟 骨 お よ び 骨 の 破 壊 お よ び 変 形 が 生 じ る 。 慢 性 疼 痛 お よ び 変 形 は 、 関 節 の 運 動 性 の
喪 失 お よ び 罹 患 し た 個 体 の 生 活 の 質 に 対 し て 、 明 ら か に 深 刻 な 結 果 を 有 す る 。 一 般 に 、 50
％ の RA患 者 は 、 十 分 に 正 常 な 生 活 を 過 ご し 得 る ； 約 25％ は 、 部 分 的 に 生 活 不 能 と な り 、 か
つ 生 活 不 能 が 徐 々 に 進 行 す る ； そ し て 約 25％ は 、 非 常 に 限 定 さ れ た 生 活 を 過 ご す 。 低 い 比
率 (10％ 未 満 )の RA患 者 は 全 体 的 に 生 活 不 能 と な る 。 Christian,C.L.お よ び Paget, S.A., 
免 疫 疾 患 に お け る 「 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ 」 、 II巻 、 ３ 版 、 Samter, M.編 、 Little, Brown 
and Co., 1061-1076頁 (1978)。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 RAは 頻 繁 に 起 こ る ヒ ト 疾 患 で あ り 、 先 進 国 の 人 口 の １ ％ 近 く が 罹 患 し て お り 、 こ れ に は
、 遺 伝 的 傾 向 の 複 雑 な 要 素 が あ る 。 Wordsworth,P., Current Opinion in Immunology 4:7
66-769(1992)。 RAは ま た 家 畜 、 特 に 、 イ ヌ に 観 察 さ れ る 。 Tizard,527-528頁 。 い く つ か の
研 究 は 、 ヒ ト の 場 合 、 RAは 男 性 よ り も 女 性 の ほ う が ２ ～ ３ 倍 も 多 い こ と を 示 す 。 Christia
n, C.L.お よ び Paget,S.A., 免 疫 疾 患 に お け る 「 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ 」 、 II巻 、 ３ 版 、 Sam
ter, M.編 、 Little, Brown and Co., 1061-1076頁 (1978)。 女 性 ホ ル モ ン エ ス ト ロ ゲ ン は
、 γ イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 生 成 を 間 接 的 に 誘 発 す る DNA配 列 を 刺 激 す る こ と が 示 唆 さ れ て い
る 。 γ イ ン タ ー フ ェ ロ ン は 、 滑 膜 性 関 節 内 層 中 の ヒ ト MHC分 子 の 出 現 (そ こ は 、 MHC分 子 が
通 常 発 見 さ れ て い な い )を 刺 激 す る 。 Fox,H.S.ら ， J. Immunol. 146:4362-4367(1991)。
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【 ０ ０ １ ６ 】
　 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ の 病 因 は 現 在 知 ら れ て お ら ず 、 そ し て 明 ら か な 証 拠 の な い 状 態 で 議
論 の 的 と な っ て い る 。 こ の 疾 患 は 以 下 の よ う に 発 症 す る 。 組 織 学 的 に は 、 罹 患 し た 関 節 は
、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン を 産 生 す る 造 血 系 細 胞 (リ ン パ 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 お よ び ／ ま た
は 好 中 球 )に よ り 浸 潤 さ れ る 。 滑 膜 内 層 は 、 そ れ 自 体 増 殖 性 で あ り 、 そ し て 炎 症 性 細 胞 と
と も に 軟 骨 お よ び 骨 を 浸 食 お よ び 侵 襲 す る 肉 芽 腫 様 「 パ ン ヌ ス 」 を 形 成 す る 。 炎 症 の 浸 出
お よ び 増 殖 プ ロ セ ス 由 来 の 酵 素 は 、 軟 骨 、 骨 、 靭 帯 お よ び 腱 中 の 種 々 の 基 質 を 加 水 分 解 し
て 、 滑 膜 性 関 節 の 構 造 的 変 形 を 生 じ る 。 RAが 進 行 す る に つ れ 、 浸 潤 性 好 中 球 は リ ン パ 結 節
お よ び 明 中 心 を 形 成 し 得 る CD4＋ リ ン パ 球 に よ り 補 充 さ れ 得 る か 、 ま た は 部 分 的 に 置 換 さ
れ 得 る 。 IgGク ラ ス の 抗 体 に 関 連 す る IgMク ラ ス の 自 己 抗 体 で あ る リ ュ ウ マ チ 因 子 は 、 全 て
の 患 者 で な く 、 い く つ か の 患 者 の 血 清 中 に 存 在 す る 。 Christian,C.L.お よ び Paget, S.A.,
 免 疫 疾 患 に お け る 「 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ 」 、 II巻 、 ３ 版 、 Samter, M.編 、 Little, Brown
 and Co., 1061-1076頁 (1978)。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 RAの 病 因 の 終 結 事 象 は 比 較 的 良 く 理 解 さ れ て い る か 、 ま た は 少 な く と も 記 載 さ れ て い る
が 、 RAの 開 始 お よ び 早 期 事 象 の 細 胞 お よ び 分 子 的 原 因 は 詳 細 に 記 載 さ れ て い な い 。 例 え ば
、 細 胞 傷 害 性 お よ び 体 液 性 免 疫 応 答 の 両 方 は 、 既 に 知 ら れ た RAモ デ ル に 記 載 さ れ て い る 。
Chiocchia,G.ら ， J. Immunol. 145:519-525(1990)。 実 際 、 RAが 、 二 次 炎 症 の 結 果 を 伴 う
自 己 抗 原 へ の 免 疫 応 答 を 代 表 す る か 、 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ 機 能 の 一 次 調 節 異 常 を 代 表 す
る か ど う か 、 議 論 の 的 で あ る 。 Firestein,G.S.お よ び Zwaifler, N.J., Arthritis and Rh
eumatism 33:768-773(1990)； Lanchbury,J.S.お よ び Pitzalis, C., Current Opinion in 
Immunology 5:918-924(1993)。 い く つ か の 候 補 自 己 抗 原 が RAに つ い て 提 案 さ れ て い る が 、
結 果 的 に １ つ も 同 定 さ れ て い な い 。 Sano,H.ら ， J. Cell Biol. 110:1417-1426(1990)。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 RAの 現 在 の 動 物 モ デ ル は 、 以 下 の 免 疫 学 的 モ デ ル を 含 む 。 概 説 に 関 し て 、 Schwartz,R.S
.,Fundamental Immunology, ３ 版 、 Paul, W.E.編 、 Raven Press, N.Y., 1064-1067(1993)
を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 １ ． コ ラ ー ゲ ン 誘 発 型 関 節 炎 (CIA)は 主 に 自 己 抗 体 に 依 存 す る よ う で あ る 。 こ れ は 、 II
型 コ ラ ー ゲ ン (関 節 軟 骨 に お い て 一 般 的 な タ イ プ で あ る )に よ る ラ ッ ト ま た は マ ウ ス の 免 疫
化 に よ り 、 ま た は II型 コ ラ ー ゲ ン に 対 す る 抗 体 の 投 与 に よ り 誘 発 さ れ る 。 コ ラ ー ゲ ン 特 異
的 Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 も ま た こ の 疾 患 を 誘 導 し 得 る 。 IgG抗 体 は 、 滑 液 で 濃 縮 さ れ 、 そ し て 関
節 で 沈 積 物 を 形 成 し 、 炎 症 を 生 じ る と 推 定 さ れ る 。 類 似 の ウ サ ギ モ デ ル は 存 在 す る が 、 あ
ま り 良 く 特 徴 付 け さ れ て い な い 。 Jasin,H.E., Fed. Proc.(USA) 32:147-152(1973)。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ２ ． ア ジ ュ バ ン ト (adjuvant)型 関 節 炎 は 、 ラ ッ ト の 感 受 性 株 に お い て オ イ ル 中 の Mycoba
cterium tuberculosisの 注 入 に よ り 誘 発 さ れ る 。 結 果 と し て 、 関 節 炎 症 お よ び 関 節 膨 張 は
、 四 肢 の 遠 端 部 に 主 に 存 在 し 、 こ れ は 一 時 的 で あ り 、 そ し て 21日 間 後 に 消 え 、 後 に 破 壊 が
残 る 。 Pearson,C.M., J. Chronic Dis. 16:863-874(1963)。 こ の 場 合 、 こ の 疾 患 は 、 疾 患
ラ ッ ト か ら Ｔ リ ン パ 球 集 団 ま た は 系 を 有 す る 天 然 の 動 物 に 移 さ れ 得 る 。 M.tuberculosisを
用 い る 免 疫 化 に よ り 誘 発 さ れ る Ｔ 細 胞 お よ び ／ ま た は 抗 体 は 、 微 生 物 お よ び 軟 骨 中 の プ ロ
テ オ グ リ カ ン 構 造 の 間 で 交 差 反 応 し 得 る よ う で あ る 。 同 様 に 、 プ リ ス タ ン 誘 発 型 関 節 炎 (P
IA)は 、 鉱 油 中 の 薬 剤 プ リ ス タ ン の 注 入 に よ り 誘 発 さ れ る 。 Potter,M.お よ び Wax, J.S., J
. Immunol. 127:1591-1595(1981)。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ３ ． Lpr/fas型 関 節 炎 は 、 ア ポ ト ー シ ス に よ る 細 胞 死 の 誘 発 に 関 与 す る fas遺 伝 子 の 変 異
を 有 す る MRL/lpr株 の マ ウ ス に 存 在 す る 。 こ の 欠 失 の 結 果 と し て 、 主 と し て Ｔ リ ン パ 球 の
異 常 な 集 団 か ら 構 成 さ れ る 大 量 の リ ン パ 増 殖 が こ れ ら の マ ウ ス に 生 じ る 。 関 節 の 進 行 性 炎
症 を 含 む い く つ か の 自 己 免 疫 発 現 が 生 じ る 。 Cheng,J.ら ， Science 263:1759-1762(1994)
。
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【 ０ ０ ２ ２ 】
　 こ れ ら の モ デ ル は い ず れ も 十 分 に 満 足 さ れ て い な い 。 CIA、 ア ジ ュ バ ン ト 型 関 節 炎 お よ
び PIAで は 、 動 物 は 、 軟 骨 、 骨 の 生 体 分 子 と 交 差 反 応 す る 免 疫 応 答 を 生 じ る 抗 原 で 人 工 的
に 免 疫 化 さ れ る ； 例 え ば 、 ３ 種 類 の 関 節 炎 の 全 て は II型 コ ラ ー ゲ ン に 対 し て 免 疫 系 許 容 性
を 仕 込 む こ と に よ り 処 置 さ れ 得 る 。 Thompson,H.S.G.お よ び Staines, N.A., Clin. Exp. I
mmunol. 64:581-586(1985)； Zhang, Z.J.ら ， J.Immunol. 145:2489-2493(1990)； Thompso
n, S.J.ら ， Immunol. 79:152-157(1993)。 し か し 、 軟 骨 関 連 構 造 の 破 壊 は 、 恐 ら く 二 次 効
果 と し て RAの 後 期 に 起 こ る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の モ デ ル は 、 免 疫 系 に お け る 一 次 ま た は
早 期 事 象 が 関 節 炎 に 至 る 一 連 の 自 己 免 疫 事 象 を 生 じ る 関 節 炎 を 反 映 し な い よ う で あ る 。 Lp
r/fas型 関 節 炎 は 、 二 次 関 節 炎 の 結 果 の み を 有 す る リ ン パ 増 殖 性 疾 患 で あ り 、 RAの 全 体 的
に 正 常 な 免 疫 学 的 環 境 と 明 ら か に 異 な る セ ッ テ ィ ン グ で あ る 。 自 己 免 疫 疾 患 の 起 こ り が ち
な バ ッ ク グ ラ ン ド に CIAの 方 法 を 取 り 入 れ た 動 物 モ デ ル は 、 よ り 重 篤 な 関 節 炎 症 状 を 生 じ
る が 、 上 記 欠 点 の 両 方 を 蒙 る 。 Watson,W.C.ら ， J. Exp. Med. 172:1331-1339(1990)。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 さ ら に 、 上 記 免 疫 学 的 な 方 法 は い ず れ も 、 動 物 が 再 現 可 能 な 、 そ し て そ れ 故 予 想 可 能 な
様 式 で 重 篤 な 症 状 を 発 症 し 、 そ れ 故 RAに お け る 早 期 免 疫 事 象 の 特 徴 付 け お よ び 操 作 を 可 能
に す る 動 物 モ デ ル を 提 供 し て い な い 。 最 近 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 成 す る 能 力 は 、
自 己 免 疫 疾 患 を 含 む ヒ ト 疾 患 を よ り 正 確 に 反 映 す る 動 物 モ デ ル を 開 発 す る 機 会 を 提 供 し て
い る 。 Watson,J.D.ら ， "The Introduction of Foreign Genes Into Mice," in Recombina
nt DNA, ２ 版 、 W.H. Freeman ＆  Co., New York(1992), 255-272頁 ； Lee, M.-S.お よ び Sa
rvetnick,N., Curr. Op. Immunol. 4:723-727(1992)。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 非 自
然 手 段 に よ り (す な わ ち 、 人 工 操 作 に よ り )、 動 物 に 天 然 に 存 在 し て い な い １ つ ま た は そ れ
以 上 の 遺 伝 子 (例 え ば 、 外 来 性 遺 伝 子 、 遺 伝 子 操 作 さ れ た 内 因 性 遺 伝 子 な ど )を 導 入 し た 動
物 で あ る 。 ト ラ ン ス ジ ー ン と し て 知 ら れ て い る 非 自 然 的 に 導 入 さ れ た 遺 伝 子 は 、 外 来 性 DN
A配 列 (す な わ ち 、 宿 主 動 物 の ゲ ノ ム に 通 常 見 出 さ れ て い な い 配 列 )を 包 含 し 得 る 。 あ る い
は 、 ま た は さ ら に 、 遺 伝 子 の 発 現 の 正 常 な イ ン ビ ボ 様 式 を 変 え る か 、 ま た は こ の 遺 伝 子 に
よ っ て コ ー ド さ れ る 内 因 性 遺 伝 子 産 物 の 生 物 学 的 活 性 を 変 え る か ま た は 除 去 す る た め に 、
ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 イ ン ビ ト ロ で 再 編 成 ま た は 変 異 さ れ た 、 異 常 な 内 因 性 DNA配 列 を 包 含
し 得 る 。 Watson,J.D.ら ， "The Introduction of Foreign Genes Into Mice," in Recombi
nant DNA, ２ 版 、 W.H. Freeman ＆  Co., New York(1992), 255-272頁 ； Gordon, J.W., In
tl. Rev.Cytol. 115:171-229(1989)； Jaenisch, R., Science 240:1468-1474(1989)； Ros
sant, J.,Neuron 2:323-334(1990)。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 免 疫 系 を 研 究 す る 過 程 に お い て 、 科 学 者 ら は 、 数 種 類 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク TCR動 物 、
す な わ ち 、 特 定 の TCRま た は TCRサ ブ ユ ニ ッ ト の 発 現 を 導 く ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 む 動 物 を 作
成 し た 。 Kirmpenfort, P.ら ， EMBO Journal 7:45-50(1988)； Teh, H.S.ら ， Nature 335:2
29-233(1988)； Bluthmann, H.ら ， Nature 334:156-159(1988)； Uematsu, Y.ら ， Cell 52:
831-841(1988)； Steinmetz, M.ら ， Genome 31:652-655(1989)； Berg, L.J.ら ， Cell 58:1
035-1046(1989)； Uematsu, Y.ら ， Eur. J.Immunol. 22:603-606(1992)； Borgulya, P.ら
， Cell 69:529-537(1992)。 Katz, J.D.ら ， Cell 74:1089-1100(1993)。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク TCR「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 (機 能 の 喪 失 )対 立 遺 伝 子 の マ ウ ス へ の 導 入 に よ り 、 Ｔ 細 胞 が 実 質
的 に 涸 渇 さ れ る 動 物 が 得 ら れ る 。 Kirmpenfort,P.J.A.お よ び Bern, A.J.M.,米 国 特 許 第 5,1
75,384号 (1992年 12月 29日 )。 動 物 の Ｔ 細 胞 に 変 化 し た 特 異 性 を 与 え る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
TCR対 立 遺 伝 子 の 導 入 に よ り 、 さ ら に 精 妙 な 生 物 学 的 効 果 が 得 ら れ る 。 し か し 、 コ ラ ー ゲ
ン 誘 発 型 関 節 炎 を 誘 発 し 得 る Ｔ 細 胞 ク ロ ー ン 由 来 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク TCR対 立 遺 伝 子 の
マ ウ ス へ の 導 入 は 、 得 ら れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お い て 関 節 炎 を 生 じ な い 。 Mori,L
.ら ， J. Exp. Med. 176:381-388(1992)。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 上 記 お よ び 本 明 細 書 の 他 の 箇 所 で 議 論 さ れ た 参 考 文 献 は 、 単 に 本 出 願 の 出 願 日 前 の 開 示
を 提 供 し 、 そ し て 、 本 発 明 者 ら が 先 行 発 明 よ り 以 前 に 本 出 願 を 行 う 必 要 が あ る と は 考 え ら
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れ な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 先 行 技 術 の 状 態 を 考 慮 す れ ば 、 自 己 免 疫 性 関 節 炎 、 特 に 、 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ に お け る
早 期 免 疫 的 事 象 を 特 徴 付 け か つ 制 御 す る た め に 、 動 物 が 再 現 可 能 な 、 そ し て そ れ 故 予 想 可
能 な 様 式 で 重 篤 な 関 節 炎 症 状 を 発 症 す る 動 物 モ デ ル が 必 要 で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の
目 的 は 、 自 己 免 疫 性 関 節 炎 を 発 症 さ せ る た め に 遺 伝 子 操 作 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ
ト 動 物 を 提 供 す る こ と で あ る 。 こ れ は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー (TCR
)集 団 が 、 (a)TCRα お よ び TCRβ サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 み 、 そ し て
(b)ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 発 育 の 間 に Ｔ 細 胞 を 自 己 抗 原 と 反 応 さ せ て 、 再 現 可 能 な 、
そ し て そ れ 故 予 想 可 能 な 様 式 で 重 篤 な 関 節 炎 症 状 が 発 症 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 至
る 一 連 の 自 己 免 疫 事 象 を 開 始 さ せ る TCRの コ ピ ー か ら 実 質 的 に な る こ と に よ り 達 成 さ れ る
。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 目 的 は ま た 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 関 節 炎 動 物 を 作 製 す る た め の 材 料 お よ
び 方 法 を 提 供 す る こ と で あ り 、 こ れ ら の い く つ か は 、 治 療 用 抗 関 節 炎 組 成 物 を 調 製 す る た
め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 関 節 炎 動 物 を 用 い て 、 目 的 の 種 々
の 組 成 物 (動 物 お よ び ヒ ト 遺 伝 子 、 な ら び に そ れ ら に よ り コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 を 含 む )
の 抗 関 節 炎 能 力 ま た は 関 節 炎 誘 発 能 力 を 評 価 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 目 的 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 関 節 炎 動 物 の Ｂ 細 胞 ま た は Ｔ 細 胞
由 来 の ハ イ ブ リ ド ー マ 、 お よ び ハ イ ブ リ ド ー マ お よ び こ れ ら が 由 来 す る Ｂ 細 胞 お よ び Ｔ 細
胞 に よ り ト ラ ン ス ジ ー ン 関 連 結 節 炎 と 関 連 し て 産 生 さ れ る 特 異 的 生 体 分 子 を 提 供 す る こ と
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 目 的 は 、 ヒ ト を 含 む 動 物 に 対 し て 内 因 性 で あ り 、 ポ リ ペ プ チ ド 関 節 炎
誘 発 自 己 抗 原 を 含 む 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 、 こ の 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 を 精 製 ま た は 産 生
す る 方 法 、 お よ び こ の 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 ま た は こ れ か ら 誘 導 さ れ る 組 成 物 を 用 い て ヒ
ト お よ び 動 物 の 関 節 炎 疾 患 を 処 置 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ３ １ 】
　 （ 発 明 の 要 旨 ）
　 本 発 明 は 、 例 え ば 、 以 下 を 提 供 す る 。
（ 項 目 １ ）
１ つ ま た は そ れ よ り 多 い 滑 膜 性 関 節 の 慢 性 炎 症 お よ び 変 形 の 表 現 型 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス で あ っ て 、 そ の 表 現 型 は 、 そ の マ ウ ス の 体 細 胞 お よ び 生 殖 細 胞 に 含 有
さ れ る ト ラ ン ス ジ ー ン に よ り 付 与 さ れ 、 こ こ で そ の ト ラ ン ス ジ ー ン が 、 機 能 的 に 再 編 成 さ
れ た Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー の α サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び β サ ブ ユ ニ ッ ト の 発 現 を 指 向 す る 、 ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス 。
（ 項 目 ２ ）
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で あ っ て 、 そ の マ ウ ス は 、 そ の マ ウ ス の 体 細 胞 お よ び 生 殖 細 胞
に 含 有 さ れ る ト ラ ン ス ジ ー ン を 有 し 、 こ こ で そ の ト ラ ン ス ジ ー ン が 、 Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー の
α サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び β サ ブ ユ ニ ッ ト の 発 現 を 指 向 し 、 そ の α サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び β サ ブ
ユ ニ ッ ト は 結 合 し て 、 以 下 の （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 ま た は （ ｃ ） を 認 識 す る Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー
を 形 成 す る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス ：
　 （ ａ ） 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ：
　 　 Lys-Pro-Val-Asn-Thr-Phe-Val-His-Glu-Ser-Leu-Ala-
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　 　 Asp-Val-Gln-Ala-Val-Cys-Ser-Gln-Lys[配 列 番 号 １ ]；
　 （ ｂ ） １ つ ま た は そ れ よ り 多 い 内 因 性 ポ リ ペ プ チ ド 関 節 炎 生 成 性 自 己 抗 原 を 含 む タ ン パ
ク 質 ； ま た は
　 （ ｃ ） （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド と （ ｂ ） の タ ン パ ク 質 と の 両 方 。
（ 項 目 ３ ）
上 記 ト ラ ン ス ジ ー ン が 以 下 の （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 お よ び （ ｃ ） を 含 む 、 請 求 項 ２ に 記 載 の マ
ウ ス ：
　 （ ａ ） ハ イ ブ リ ド ー マ R28の 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た TCRα 遺 伝 子 由 来 の 可 変 領 域 を 含 む Ｔ
細 胞 レ セ プ タ ー α サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る 第 １ の DNA配 列 ；
　 （ ｂ ） ハ イ ブ リ ド ー マ R28の 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た TCRβ 遺 伝 子 由 来 の 可 変 領 域 を 含 む Ｔ
細 胞 レ セ プ タ ー β サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る 第 ２ の DNA配 列 ； お よ び
　 （ ｃ ） そ の 第 １ の DNA配 列 お よ び そ の 第 ２ の DNA配 列 を イ ン ビ ボ で 発 現 す る 手 段 。
（ 項 目 ４ ）
１ つ ま た は そ れ よ り 多 い 滑 膜 性 関 節 の 慢 性 炎 症 お よ び 変 形 の 表 現 型 を 有 す る マ ウ ス で あ っ
て 、 そ の マ ウ ス が 、 以 下 の （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 お よ び （ ｃ ） を 含 む ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 導 入
す る こ と に よ り 生 成 さ れ る 、 マ ウ ス ：
　 （ ａ ） ハ イ ブ リ ド ー マ R28の 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た TCRα 遺 伝 子 由 来 の 可 変 領 域 を 含 む Ｔ
細 胞 レ セ プ タ ー α サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る 第 １ の DNA配 列 ；
　 （ ｂ ） ハ イ ブ リ ド ー マ R28の TCRβ 遺 伝 子 由 来 の 可 変 領 域 を 含 む Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー β サ ブ
ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る 第 ２ の DNA配 列 ； お よ び
　 （ ｃ ） そ の 第 １ の DNA配 列 お よ び そ の 第 ２ の DNA配 列 を イ ン ビ ボ で 発 現 す る 手 段 。
（ 項 目 ５ ）
請 求 項 ３ ま た は ４ の い ず れ か に 記 載 の マ ウ ス で あ っ て 、 こ こ で
　 （ ａ ） 上 記 第 １ の DNA配 列 が 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ４ 、 お よ び そ れ ら の 等 価 物 か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ ；
　 （ ｂ ） 上 記 第 ２ の DNA配 列 が 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５ 、 お よ び そ れ ら の 等 価 物 か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ ；
　 （ ｃ ） 上 記 第 １ の DNA配 列 を 発 現 す る 上 記 手 段 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ R28の 機 能 的 に 再 編 成
さ れ た TCRα 遺 伝 子 由 来 の TCRVα プ ロ モ ー タ ー 領 域 か ら 本 質 的 に な り 、 そ し て 上 記 第 ２ の D
NA配 列 を 発 現 す る 上 記 手 段 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ R28の 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た TCRβ 遺 伝 子 由
来 の TCR Vβ プ ロ モ ー タ ー 領 域 か ら 本 質 的 に な る 、
　 マ ウ ス 。
（ 項 目 ６ ）
上 記 マ ウ ス が 、 １ つ ま た は そ れ よ り 多 い 内 因 性 ポ リ ペ プ チ ド 関 節 炎 生 成 自 己 抗 原 を 提 示 す
る 主 要 組 織 適 合 性 複 合 体 分 子 を コ ー ド す る 主 要 組 織 適 合 性 複 合 体 遺 伝 子 座 を さ ら に 含 む 、
請 求 項 ３ ま た は ４ の い ず れ か に 記 載 の マ ウ ス 。
（ 項 目 ７ ）
上 記 主 要 組 織 適 合 性 複 合 体 遺 伝 子 座 が NODマ ウ ス 系 統 由 来 の 主 要 組 織 適 合 性 複 合 体 遺 伝 子
座 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の マ ウ ス 。
（ 項 目 ８ ）
上 記 マ ウ ス が 、 １ つ ま た は そ れ よ り 多 い 内 因 性 ポ リ ペ プ チ ド 関 節 炎 生 成 自 己 抗 原 を 提 示 す
る 主 要 組 織 適 合 性 複 合 体 分 子 を コ ー ド す る 主 要 組 織 適 合 性 複 合 体 遺 伝 子 座 を さ ら に 含 む 、
請 求 項 ５ に 記 載 の マ ウ ス 。
（ 項 目 ９ ）
上 記 主 要 組 織 適 合 性 複 合 体 遺 伝 子 座 が NODマ ウ ス 系 統 由 来 の 主 要 組 織 適 合 性 複 合 体 遺 伝 子
座 で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の マ ウ ス 。
（ 項 目 １ ０ ）
以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド と 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ を 共 有 す る マ ウ ス
タ ン パ ク 質 で あ っ て 、
　 　 Lys-Pro-Val-Asn-Thr-Phe-Val-His-Glu-Ser-Leu-Ala-
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　 　 Asp-Val-Gln-Ala-Val-Cys-Ser-Gln-Lys[配 列 番 号 １ ]
こ こ で 、 そ の タ ン パ ク 質 が 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス 中 の ポ リ ペ プ チ ド 関 節 炎 生
成 自 己 抗 原 を 含 む 、 タ ン パ ク 質 。
（ 項 目 １ １ ）
以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド と 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ を 共 有 す る 哺 乳 動
物 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、
　 　 Lys-Pro-Val-Asn-Thr-Phe-Val-His-Glu-Ser-Leu-Ala-
　 　 Asp-Val-Gln-Ala-Val-Cys-Ser-Gln-Lys[配 列 番 号 １ ]
こ こ で そ の タ ン パ ク 質 が 、 そ れ が 単 離 さ れ た 哺 乳 動 物 種 中 の ポ リ ペ プ チ ド 関 節 炎 生 成 自 己
抗 原 を 含 み 、 そ し て 請 求 項 １ ０ に 記 載 の タ ン パ ク 質 に 由 来 す る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も
90％ 同 一 で あ る 、 少 な く と も 15ア ミ ノ 酸 の 連 続 し た 伸 長 部 を さ ら に 含 む 、 タ ン パ ク 質 。
（ 項 目 １ ２ ）
上 記 哺 乳 動 物 種 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の タ ン パ ク 質 。
（ 項 目 １ ３ ）
請 求 項 １ ０ か ら １ ２ の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た DNA配 列 。
（ 項 目 １ ４ ）
１ つ ま た は そ れ よ り 多 い 滑 膜 性 関 節 の 慢 性 炎 症 お よ び 変 形 の 表 現 型 を 有 す る マ ウ ス で あ っ
て 、 そ の マ ウ ス が 、 請 求 項 １ ０ か ら １ ２ の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に
由 来 の １ つ ま た は そ れ よ り 多 い 合 成 オ リ ゴ ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物 で 、 幼 齢 時 に 免 疫 す る こ
と に よ り 生 成 さ れ る 、 マ ウ ス 。
（ 項 目 １ ５ ）
１ つ ま た は そ れ よ り 多 い 滑 膜 性 関 節 の 慢 性 炎 症 お よ び 変 形 の 表 現 型 を 有 す る マ ウ ス で あ っ
て 、 そ の マ ウ ス が 、 請 求 項 １ か ら ９ 、 ま た は １ ４ の い ず れ か に 記 載 の マ ウ ス 由 来 の リ ン パ
球 の 移 入 に よ り 生 成 さ れ る 、 マ ウ ス 。
（ 項 目 １ ６ ）
タ ン パ ク 質 を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 す る 微 生 物 を 培 養 す る 工 程 を 包
含 し 、 そ の 発 現 ベ ク タ ー が 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 単 離 さ れ た DNA配 列 お よ び そ の DNA配 列 を
そ の 微 生 物 で 発 現 さ せ る 手 段 を 含 む 、 方 法 。
（ 項 目 １ ７ ）
タ ン パ ク 質 を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、 ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー を 培 養 す る 工 程 を 包 含 し 、 そ
の 発 現 ベ ク タ ー が 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 単 離 さ れ た DNA配 列 お よ び そ の DNA配 列 を そ の ウ イ
ル ス 発 現 ベ ク タ ー が 複 製 さ れ 得 る 宿 主 細 胞 で 発 現 さ せ る 手 段 を 含 む 、 方 法 。
（ 項 目 １ ８ ）
不 死 化 細 胞 と ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス か ら 単 離 さ れ た 抗 体 産 生 細 胞 と の 融 合 に よ
り 生 成 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 で あ っ て 、 こ こ で そ の 抗 体 産 生 細 胞 お よ び そ の ハ イ ブ リ
ド ー マ 細 胞 が 、 請 求 項 １ ０ か ら １ ２ の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 抗 体 を 産 生
す る 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 。
（ 項 目 １ ９ ）
請 求 項 １ ８ に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
（ 項 目 ２ ０ ）
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス の 抗 原 提 示 細 胞 に よ り 提 示 さ れ る オ リ ゴ ペ プ チ ド 抗 原 を
認 識 す る 単 一 特 異 性 抗 体 。
（ 項 目 ２ １ ）
ヒ ト を 包 含 す る 動 物 が 慢 性 関 節 リ ウ マ チ を 発 症 さ せ る 強 い 危 険 性 を 有 す る か 否 か を 決 定 す
る 方 法 で あ っ て 、 そ の 方 法 が 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 請 求 項 ２ ０
に 記 載 の 単 一 特 異 性 抗 体 を 用 い て 、 そ の 動 物 由 来 の 生 体 液 を イ ム ノ ア ッ セ イ す る 工 程 を 包
含 す る 、 方 法 。
（ 項 目 ２ ２ ）
ヒ ト を 包 含 す る 個 々 の 動 物 が 慢 性 関 節 リ ウ マ チ を 発 症 さ せ る 強 い 危 険 性 を 有 す る か 否 か を
決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の 方 法 が 、 請 求 項 １ ０ か ら １ ２ の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク 質
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に 対 す る Ｔ 細 胞 反 応 性 に つ い て 、 個 々 の 動 物 由 来 の 単 離 さ れ た Ｔ 細 胞 を 試 験 す る 工 程 を 包
含 す る 、 方 法 。
（ 項 目 ２ ３ ）
請 求 項 １ ９ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 単 一 特 異 性 抗 体 を 含 む
、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 。
（ 項 目 ２ ４ ）
請 求 項 １ ０ か ら １ ２ の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク 質 を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の 方 法 は
、 ヒ ト を 包 含 す る 動 物 由 来 の 生 体 試 料 を 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に 通 す
工 程 を 包 含 し 、 こ こ で そ の タ ン パ ク 質 が そ の カ ラ ム に 保 持 さ れ る 、 方 法 。
（ 項 目 ２ ５ ）
以 下 の 工 程 を 包 含 す る 方 法 に よ り 生 成 さ れ る タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 そ の 方 法 は 、 ヒ ト を 包
含 す る １ つ ま た は そ れ よ り 多 い 動 物 由 来 の 生 体 試 料 を 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の ア フ ィ ニ テ ィ ー
カ ラ ム に 通 す 工 程 を 包 含 し 、 こ こ で そ の タ ン パ ク 質 が
　 （ ａ ） そ の カ ラ ム に 保 持 さ れ ； そ し て
　 （ ｂ ） そ の タ ン パ ク 質 が 単 離 さ れ る 動 物 種 中 の ポ リ ペ プ チ ド 関 節 炎 生 成 自 己 抗 原 を 含 む
、
　 タ ン パ ク 質 。
（ 項 目 ２ ６ ）
上 記 動 物 種 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の タ ン パ ク 質 。
（ 項 目 ２ ７ ）
組 成 物 の 抗 関 節 炎 能 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 （ ａ ） 炎 症 、 不 治 の 関 節 破 壊 、 お よ び 肢 節 変 形 が 生 じ る 前 に 、 既 知 用 量 の そ の 組 成 物 を
第 １ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス に 投 与 す る 工 程 ；
　 （ ｂ ） そ の 第 １ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス に お い て 不 治 の 関 節 破 壊 お よ び 肢 節
変 形 の 発 生 を 検 出 す る 工 程 ； お よ び
　 （ ｃ ） そ の 第 １ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス に お け る 不 治 の 関 節 破 壊 お よ び 肢 節
変 形 の 発 生 時 間 と 、 そ の 組 成 物 に 曝 さ れ て い な い 第 ２ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス
に お け る 不 治 の 関 節 破 壊 お よ び 肢 節 変 形 の 発 生 時 間 と を 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、
　 こ こ で 、 そ の 第 ２ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス に お け る 不 治 の 関 節 破 壊 お よ び 肢
節 変 形 の 発 生 時 間 に 対 す る そ の 第 １ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス に お け る 不 治 の 関
節 破 壊 お よ び 肢 節 変 形 の 発 生 時 間 の 統 計 学 的 に 有 意 な 遅 延 が 、 そ の 組 成 物 の 抗 関 節 炎 能 を
示 す 、 工 程 、
を 包 含 す る 、 方 法 。
（ 項 目 ２ ８ ）
組 成 物 の 抗 関 節 炎 能 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 （ ａ ） 不 治 の 関 節 破 壊 お よ び 肢 節 変 形 が 生 じ る 前 に 、 既 知 用 量 の そ の 組 成 物 を 第 １ の ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス に 投 与 す る 工 程 ；
　 （ ｂ ） そ の 第 １ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス に お い て 不 治 の 関 節 破 壊 お よ び 肢 節
変 形 の 程 度 を モ ニ タ ー す る 工 程 ； お よ び
　 （ ｃ ） そ の 第 １ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス に お け る 不 治 の 関 節 破 壊 お よ び 肢 節
変 形 の 程 度 と 、 そ の 組 成 物 に 曝 さ れ て い な い 第 ２ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス に お
け る 不 治 の 関 節 破 壊 お よ び 肢 節 変 形 の 程 度 と を 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、
　 こ こ で 、 そ の 第 ２ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス に お け る 不 治 の 関 節 破 壊 お よ び 肢
節 変 形 の 程 度 に 対 す る そ の 第 １ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス に お け る 不 治 の 関 節 破
壊 お よ び 肢 節 変 形 の 程 度 の 統 計 学 的 に 有 意 な 減 少 が 、 そ の 組 成 物 の 抗 関 節 炎 能 を 示 す 、 工
程 、
を 包 含 す る 、 方 法 。
（ 項 目 ２ ９ ）
組 成 物 の 関 節 炎 生 成 能 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 （ ａ ） 不 治 の 関 節 破 壊 お よ び 肢 節 変 形 が 生 じ る 前 に 、 既 知 用 量 の そ の 組 成 物 を 第 １ の KR
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Nト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に 投 与 す る 工 程 ；
　 （ ｂ ） そ の 第 １ の KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お い て 不 治 の 関 節 破 壊 お よ び 肢 節 変
形 の 発 生 を 検 出 す る 工 程 ； お よ び
　 （ ｃ ） そ の 第 １ の KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る 不 治 の 関 節 破 壊 お よ び 肢 節 変
形 の 発 生 時 間 と 、 そ の 組 成 物 に 曝 さ れ て い な い 第 ２ の KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お
け る 不 治 の 関 節 破 壊 お よ び 肢 節 変 形 の 発 生 時 間 と を 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、
　 こ こ で 、 そ の 第 １ の KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る 不 治 の 関 節 破 壊 お よ び 肢 節
変 形 の 発 生 時 間 に 対 す る そ の 第 ２ の KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る 不 治 の 関 節 破
壊 お よ び 肢 節 変 形 の 発 生 時 間 の 統 計 学 的 に 有 意 な 遅 延 が 、 そ の 組 成 物 の 関 節 炎 生 成 能 を 示
す 、 工 程 、
を 包 含 す る 、 方 法 。
（ 項 目 ３ ０ ）
組 成 物 の 関 節 炎 生 成 能 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 （ ａ ） 不 治 の 関 節 破 壊 お よ び 肢 節 変 形 が 生 じ る 前 に 、 既 知 用 量 の そ の 組 成 物 を 第 １ の KR
Nト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に 投 与 す る 工 程 ；
　 （ ｂ ） そ の 第 １ の KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お い て 不 治 の 関 節 破 壊 お よ び 肢 節 変
形 の 程 度 を モ ニ タ ー す る 工 程 ； お よ び
　 （ ｃ ） そ の 第 １ の KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る 不 治 の 関 節 破 壊 お よ び 肢 節 変
形 の 程 度 と 、 そ の 組 成 物 に 曝 さ れ て い な い 第 ２ の KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る
不 治 の 関 節 破 壊 お よ び 肢 節 変 形 の 程 度 と を 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、
　 こ こ で 、 そ の 第 ２ の KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る 不 治 の 関 節 破 壊 お よ び 肢 節
変 形 の 程 度 に 対 す る そ の 第 １ の KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る 不 治 の 関 節 破 壊 お
よ び 肢 節 変 形 の 程 度 の 統 計 学 的 に 有 意 な 増 加 が 、 そ の 組 成 物 の 関 節 炎 生 成 能 を 示 す 、 工 程
、
を 包 含 す る 、 方 法 。
（ 項 目 ３ １ ）
上 記 組 成 物 が 、 循 環 系 注 入 ま た は 経 口 摂 取 に よ り 投 与 さ れ る 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 ２ ７ か
ら ３ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
（ 項 目 ３ ２ ）
上 記 組 成 物 が 、 生 ま た は 弱 毒 化 の 単 離 さ れ た ま た は 組 換 え 細 菌 ま た は ウ イ ル ス の 循 環 系 注
入 に よ り 投 与 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 み 、 こ こ で 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド が 、 注 入 前 に 、 そ の
細 菌 ま た は ウ イ ル ス の 表 面 に 存 在 す る 、 請 求 項 ２ ７ か ら ３ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
（ 項 目 ３ ３ ）
上 記 組 成 物 が 、 マ ウ ス 内 で 複 製 可 能 な 単 離 さ れ た ま た は 組 換 え 細 菌 ま た は ウ イ ル ス の 循 環
系 注 入 に よ り 投 与 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 み 、 そ し て そ の ポ リ ペ プ チ ド が 、 そ の ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 の 遺 伝 子 発 現 に よ り マ ウ ス 内 で 産 生 さ れ る 、 請 求 項 ２ ７ か ら ３
０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
（ 項 目 ３ ４ ）
上 記 組 成 物 が 、 抗 炎 症 性 が 期 待 さ れ る 組 成 物 、 抗 炎 症 性 が 活 性 な 組 成 物 、 お よ び そ れ 自 体
は 炎 症 に 対 し て 効 果 を 有 さ な い が 炎 症 事 象 か ら 生 じ る 組 織 破 壊 を 制 限 す る 組 成 物 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ７ か ら ３ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
（ 項 目 ３ ５ ）
上 記 第 １ の KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス が KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク NODマ ウ ス で あ る 、 そ
し て 上 記 第 ２ の KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス が KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク NODマ ウ ス で あ る
、 請 求 項 ２ ９ ま た は ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
（ 項 目 ３ ６ ）
慢 性 関 節 リ ウ マ チ の 初 期 徴 候 を 示 す 個 体 に お い て 慢 性 関 節 リ ウ マ チ に 関 連 し た 重 篤 な 症 状
の 発 生 を 遅 延 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ ０ か ら １ ２ の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク 質 に
由 来 す る 合 成 オ リ ゴ ペ プ チ ド を 、 経 口 摂 取 を 介 し て 投 与 す る 工 程 を 包 含 す る 、 方 法 。
（ 項 目 ３ ７ ）
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配 列 番 号 ５ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 可 変 領 域 を 含 む Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー の α サ ブ ユ ニ ッ
ト を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た DNA配 列 。
（ 項 目 ３ ８ ）
配 列 番 号 ７ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 可 変 領 域 を 含 む Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー の β サ ブ ユ ニ ッ
ト を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た DNA配 列 。
（ 項 目 ３ ９ ）
配 列 番 号 ５ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 由 来 す る 少 な く と も ５ つ の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 含 む 、
合 成 オ リ ゴ ペ プ チ ド 。
（ 項 目 ４ ０ ）
配 列 番 号 ７ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 由 来 す る 少 な く と も ５ つ の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 含 む 、
合 成 オ リ ゴ ペ プ チ ド 。
（ 項 目 ４ １ ）
請 求 項 １ ３ に 記 載 の 単 離 さ れ た DNA配 列 お よ び そ の DNA配 列 を イ ン ビ ボ で 発 現 さ せ る 手 段 を
含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
（ 項 目 ４ ２ ）
請 求 項 ３ ７ ま た は ３ ８ に 記 載 の 単 離 さ れ た DNA配 列 お よ び そ の DNA配 列 を イ ン ビ ボ で 発 現 さ
せ る 手 段 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
（ 項 目 ４ ３ ）
上 記 DNA配 列 を イ ン ビ ボ で 発 現 さ せ る 上 記 手 段 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ R28の 機 能 的 に 再 編 成 さ
れ た TCRα 遺 伝 子 由 来 の TCRVα プ ロ モ ー タ ー 領 域 ま た は ハ イ ブ リ ド ー マ R28の 機 能 的 に 再 編
成 さ れ た TCRβ 遺 伝 子 由 来 の Vβ プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ
ー 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は 、 実 質 的 に ト ラ ン ス ジ ー ン に よ っ て コ ー ド さ れ る TCRか ら な る 制 限 さ れ た TCRレ
パ ー ト リ ー を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 が 、 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ の 重 篤 な 古 典
的 症 状 を 選 択 的 に 含 む 表 現 型 を 有 す る と い う 予 期 し な い 発 見 に 基 づ く 。 関 節 炎 動 物 の TCR
レ パ ー ト リ ー は （ 限 ら れ て い る も の の ） 、 機 能 的 に 存 続 可 能 で あ る 。 関 節 炎 動 物 の 制 限 さ
れ た TCRレ パ ー ト リ ー は 、 TCRの ク ラ ス の 実 質 的 部 分 に 存 在 し 、 TCRは 、 内 因 性 ポ リ ペ プ チ
ド 性 関 節 炎 生 成 抗 原 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス に 関 し 、 こ こ で 関 節 炎 の 表 現 型 は 、 マ ウ ス の ゲ ノ ム へ の TCR
α お よ び β サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ー ン の 挿 入 に よ り 存 在 し 、 TCRα お よ び
β サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の Ｔ 細 胞 中 で 結 合 し て TCRを 形 成 す る 。 TCRは
、 ウ シ 膵 臓 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ （ BPR） の ア ミ ノ 酸 41～ 61に 相 当 し 、 そ し て ア ミ ノ 酸 配 列
　 　 Lys-Pro-Val-Asn-Thr-Phe-Val-His-Glu-Ser-Leu-Ala-
　 　 Asp-Val-Gln-Ala-Val-Cys-Ser-Gln-Lys[配 列 番 号 １ ]
を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の １ つ 以 上 の エ ピ ト ー プ お よ び ／ ま た は BPR由 来 オ リ ゴ ペ プ
チ ド の 抗 原 と 実 質 的 に 交 差 反 応 性 で あ る 、 内 因 性 ポ リ ペ プ チ ド 関 節 炎 生 成 自 己 抗 原 の １ つ
以 上 の エ ピ ト ー プ を 含 む 抗 原 を 認 識 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 １ つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 関 節 炎 の た め の 動 物 モ デ ル を 提 供 す る 。 罹 患 し た 個 体 に
お い て 、 関 節 炎 は 身 体 的 障 害 、 お よ び 疼 痛 を 伴 う た め 、 な ら び に 社 会 に 対 す る そ の 経 済 的
影 響 の た め 、 信 頼 性 が あ り 、 そ し て 再 現 性 の あ る 有 益 な 関 節 炎 の 動 物 モ デ ル を 得 る こ と が
所 望 さ れ る 。 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 モ デ ル は 、 信 頼 性 が あ り 、 そ し て 再 現 性 が
あ る 方 法 で 動 物 が 重 篤 な 関 節 炎 の 症 状 を 発 症 さ せ る モ デ ル を 提 供 す る 。 本 発 明 の ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 動 物 モ デ ル の 信 頼 性 お よ び 再 現 性 は 、 以 前 に 公 知 の 関 節 炎 の 動 物 モ デ ル に お い
て は 見 出 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 関 連 す る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 以 下 を 提 供 す る ： （ １ ） TCRα お よ び β サ ブ ユ ニ ッ
ト を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ー ン の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 で の 発 現 に よ り 、 制 限 さ
れ た TCRレ パ ー ト リ ー を 有 す る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 生 産 す る た め の 方 法 、

10

20

30

40

50

(14) JP 2006-217918 A 2006.8.24



お よ び （ ２ ） 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 す る た め の 手 段 、 こ れ は 、 抗 原 を 認
識 す る TCRの 形 成 を 指 示 す る た め に ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の Ｔ 細 胞 に お い て α お よ び β
サ ブ ユ ニ ッ ト の 可 変 領 域 お よ び 定 常 領 域 を コ ー ド す る DNA配 列 を 発 現 し 得 る 単 離 さ れ た DNA
分 子 を 包 含 す る 。 抗 原 は 、 ウ シ 膵 臓 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の ア ミ ノ 酸 41～ 61に 相 当 し 、 そ し て
ア ミ ノ 酸 配 列
　 　 Lys-Pro-Val-Asn-Thr-Phe-Val-His-Glu-Ser-Leu-Ala-
　 　 Asp-Val-Gln-Ala-Val-Cys-Ser-Gln-Lys[配 列 番 号 １ ]
を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の １ つ 以 上 の エ ピ ト ー プ お よ び ／ ま た は 内 因 性 ポ リ ペ プ チ ド
関 節 炎 生 成 自 己 抗 原 の １ つ 以 上 の エ ピ ト ー プ を 含 む 抗 原 を 認 識 す る 。 本 発 明 の TCR可 変 領
域 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 由 来 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド は 、 治 療 用 組 成 物 を 設 計 す る た め に 使 用 さ れ
る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 （ １ ） 組 成 物 を そ れ ら の 抗 関 節 炎 の （ 治 療 の ） 可 能 性 に
つ い て 試 験 し 、 そ し て （ ２ ） 組 成 物 を そ れ ら の 関 節 炎 生 成 の （ 有 害 な ） 可 能 性 に つ い て 評
価 す る た め に 、 本 発 明 の 動 物 モ デ ル を 使 用 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は ま た 、 内 因 性 ポ リ ペ プ チ ド 関 節 炎 生 成 自 己 抗 原 （ PA
SA)を 認 識 す る 免 疫 系 細 胞 お よ び 生 体 分 子 の 供 給 源 と し て も 有 用 で あ る 。 本 発 明 の ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス の リ ン パ 球 に 由 来 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 PASAを 含 む 内 因 性 タ
ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 す る 免 疫 原 性 エ フ ェ ク タ ー 生 体 分 子 を 産 生 す る 。 こ れ ら の 免 疫 系
細 胞 お よ び 生 体 分 子 は 、 ヒ ト を 含 む 動 物 に お い て PASA含 有 タ ン パ ク 質 の 濃 度 お よ び 分 布 を
ア ッ セ イ す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の １ つ 以 上 の マ ウ ス ま た は 細 胞 株 、 ま た は そ れ に よ り 産 生 さ れ る 免 疫 学 的 エ フ ェ
ク タ ー 生 体 分 子 を 利 用 し て 、 本 発 明 は さ ら に 、 ヒ ト を 含 む 動 物 由 来 の PASAを 含 有 す る 内 因
性 タ ン パ ク 質 を 同 定 お よ び 精 製 す る 方 法 を 提 供 す る 。 し た が っ て 、 別 の 局 面 に お い て 、 本
発 明 は 、 PASAを 含 む 単 離 さ れ た 内 因 性 タ ン パ ク 質 を 提 供 し 、 そ し て 関 連 す る 局 面 に お い て
、 本 発 明 は PASAを 含 有 す る 単 離 さ れ た 内 因 性 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド を 提 供
す る 。 ヒ ト を 含 む 動 物 由 来 の 生 物 学 的 体 液 か ら 、 な ら び に 組 換 え DNA技 術 で 発 現 す る こ と
に よ り 、 PASAを 含 有 す る 単 離 さ れ た 内 因 性 タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 手 段 お よ び 方 法 が ま た 提
供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ の た め の 治 療 用 組 成 物 を 提 供 し
、 こ れ は 、 PASAを 含 有 す る 単 離 さ れ た 内 因 性 タ ン パ ク 質 、 PASAを 含 有 す る 内 因 性 タ ン パ ク
質 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 由 来 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む １ つ 以 上 の 単 離 さ れ た オ リ ゴ ペ プ チ
ド 、 ま た は ハ イ ブ リ ド ー マ R28に よ り 発 現 さ れ る TCRサ ブ ユ ニ ッ ト の 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配
列 に 由 来 す る １ つ 以 上 の 合 成 ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 （ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ）
　 （ 用 語 お よ び 記 号 ）
　 本 開 示 の 目 的 の た め に 、 特 に 記 載 し な い 限 り 、 本 明 細 書 中 で は 以 下 の 略 語 、 定 義 、 遺 伝
学 的 名 称 、 お よ び 制 限 酵 素 認 識 配 列 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 （ 用 語 解 説 ）
　 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ： 固 定 化 基 質 が 、 ク ロ マ ト グ ラ フ さ れ る 混 合 物 の 特
異 的 な 成 分 に 対 し て 親 和 性 を 有 す る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 ： ア ミ ノ 末 端 （ N-末 端 ） か ら カ ル ボ キ シ 末 端 （ C-末 端 ） の 順 序 で 与 え ら れ
る ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 。 「 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 」 、 「 ペ プ チ ド 配 列 」 、 タ ン パ ク 質 配 列 」 、
ま た は 「 一 次 タ ン パ ク 質 配 列 」 と 同 意 語 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 動 物 ： （ １ ） 特 に 記 載 し な い 限 り 、 個 体 お よ び 集 団 で 、 発 生 の 全 て の 段 階 （ 胚 段 階 お よ
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び 胎 児 段 階 を 含 む ） で 、 ヒ ト 除 き ； そ し て （ ２ ） 発 生 の 任 意 の 段 階 （ 胚 段 階 お よ び 胎 児 段
階 を 含 む ） に お け る 個 々 の 動 物 を 含 む 、 他 の 全 て の 脊 椎 動 物 を 包 含 す る 。 「 非 ヒ ト 動 物 」
は 「 動 物 」 と 同 じ 意 味 を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 動 物 モ デ ル ： ヒ ト 疾 患 を 正 確 に 模 倣 し 、 そ し て 治 療 の 可 能 性 の あ る 組 成 物 ま た は 有 害 で
あ る 可 能 性 の あ る 組 成 物 が 、 疾 患 に 対 す る そ れ ら の 効 果 に つ い て 評 価 さ れ 得 る 非 ヒ ト 動 物
。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 抗 体 ： 抗 原 に 曝 露 さ れ る 際 、 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 し 得 る Ｂ 細 胞 に よ り 合 成 さ れ る タ ン パ
ク 質 分 子 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Ig） と 同 意 語 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 抗 原 ： （ １ ） 動 物 に お け る 免 疫 応 答 、 （ ２ ） 免 疫 動 物 の 免 疫 系 の 抗 原 認 識 成 分 を 特 異 的
に 相 互 作 用 す る 物 質 の 分 子 ま た は 組 成 物 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 自 己 抗 原 ： 自 己 免 疫 疾 患 に お け る 抗 原 で あ る 動 物 中 の 物 質 の 正 常 な 内 因 性 分 子 ま た は 組
成 物 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 生 体 分 子 ： 生 体 器 官 に よ り 産 生 さ れ る 分 子 。 「 生 物 学 的 分 子 」 と 同 意 語 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 生 化 学 的 合 成 ： あ る 生 体 分 子 の 合 成 的 産 生 。 こ こ で 他 の 生 体 分 子 が 産 生 に お い て 利 用 さ
れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 生 合 成 ： 生 体 器 官 に よ る 生 体 分 子 の 産 生 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 キ ャ リ ア ： ハ プ テ ン に 対 す る 免 疫 応 答 を 生 じ る た め に 、 ハ プ テ ン と の 組 み 合 せ に 必 要 と
さ れ る 分 子 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 化 学 合 成 ： あ ら ゆ る 他 の 生 体 分 の 非 存 在 下 で 、 か つ 他 の 生 体 分 子 の 使 用 を 必 要 と し な い
、 生 体 分 子 の 合 成 的 生 成 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ： 種 々 の 手 段 に よ り 固 定 相 （ 液 体 ま た は 固 体 ） の 領 域 を 通 り 抜 け る
混 合 物 （ 固 体 ま た は 液 体 ） の 均 一 で 連 続 し た 流 れ に よ り 、 混 合 物 の 成 分 の 異 な る 移 動 を 可
能 に す る こ と を 特 徴 と す る 、 プ ロ セ ス 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 検 出 可 能 な 標 識 ： 生 体 分 子 の 検 出 を 可 能 に す る た め に 生 体 分 子 に 結 合 し 得 る 化 学 部 分 。
こ れ は 、 放 射 性 標 識 、 酵 素 （ 例 え ば 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ま た は ア ル カ リ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ビ オ チ ン ） 、 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ 、 お よ
び そ れ ら の 等 価 物 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た ： 生 体 分 子 が 、 検 出 可 能 な 標 識 に 共 有 結 合 的 に 付 着 し た 生 体 分 子
の 状 態 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 疾 患 ： （ １ ） 本 質 的 に 妊 娠 を 除 く が 、 妊 娠 に 関 連 す る 自 己 免 疫 疾 患 は 包 含 し な い 、 そ し
て （ ２ ） 正 常 な 生 理 学 的 機 能 を 損 な う 生 物 ま た は 部 分 の 任 意 の 異 常 な 状 態 で あ っ て 、 具 体
的 に は 感 染 、 先 天 的 欠 陥 、 環 境 ス ト レ ス の 結 果 と し て の 状 態 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 DNA配 列 ： 5'か ら 3'へ 読 む DNAの 鎖 の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 の 配 列 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 酵 素 ： 特 異 的 な 化 学 反 応 を 触 媒 す る タ ン パ ク 質 で 、 し ば し ば １ つ 以 上 の 生 体 分 子 を 基 質
お よ び ／ ま た は 産 物 と し て 含 む 。 非 生 物 由 来 の 触 媒 と は 異 な り 、 酵 素 は 構 造 特 異 性 を 有 す
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る 基 質 を 認 識 し 得 る 、 す な わ ち 、 い く つ か の 酵 素 は 、 L-お よ び D-エ ナ ン チ オ マ ー 対 の う ち
１ つ の み の 化 学 反 応 を 認 識 し 得 、 し た が っ て 触 媒 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 エ ピ ト ー プ ： 動 物 の 免 疫 系 の 抗 原 認 識 成 分 と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る 、 抗 原 の 部 分 。 ポ リ
ペ プ チ ド 性 抗 原 に お い て 、 エ ピ ト ー プ は 近 接 の ア ミ ノ 酸 の 短 い 配 列 に 対 応 し 得 る ； 抗 原 の
残 り は キ ャ リ ア と 称 さ れ る 。 抗 原 決 定 基 と 同 意 語 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 発 現 ベ ク タ ー ： 人 工 の DNA配 列 ま た は 人 工 的 に 改 変 さ れ た 天 然 に 存 在 す る DNA配 列 。 こ の
中 に 外 来 遺 伝 子 ま た は 異 常 な 遺 伝 子 が 、 ベ ク タ ー に 適 切 な 宿 主 生 物 に お い て そ れ ら を 発 現
す る た め に 挿 入 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 外 来 ま た は 異 常 な ： 健 康 な 、 野 生 型 動 物 に 対 し て 非 内 因 性 。 「 外 来 抗 原 、 ま た は 内 因 性
で あ る が 異 常 な 抗 原 」 は 、 免 疫 応 答 が ま さ に 生 じ る 生 体 分 子 を 意 味 し 、 侵 襲 性 病 原 体 由 来
の 生 体 分 子 お よ び ガ ン 細 胞 ま た は 感 染 細 胞 に 存 在 す る 動 物 に よ り コ ー ド さ れ る 生 体 分 子 （
「 非 自 己 」 と 同 意 語 ） の 両 方 を 含 む 。 「 外 来 ま た は 異 常 な 遺 伝 子 」 は 、 動 物 の ゲ ノ ム に 対
し て 内 因 性 で な い DNA配 列 、 ま た は 、 そ れ ら が 由 来 す る 内 因 性 DNA配 列 が 有 さ な い 特 性 （ 例
え ば 、 遺 伝 子 の 位 置 、 発 現 の 制 御 、 コ ピ ー 数 ） を 有 す る よ う に 再 編 成 さ れ 、 変 異 さ れ 、 ま
た は そ う で な け れ ば 遺 伝 子 操 作 さ れ る 動 物 由 来 の DNA配 列 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 遺 伝 子 ： 構 造 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 標 準 的 な 遺 伝 子 コ ー ド に し た が っ て ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を
コ ー ド す る リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ 表 ２ ） ） ； お よ び 発 現 エ レ メ ン ト （ 例 え ば 、 構 造 遺 伝
子 の 転 写 に 必 要 と さ れ る プ ロ モ ー タ ー 、 タ ー ミ ネ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー な ど ） か ら な る DN
A配 列 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 遺 伝 子 操 作 さ れ る ： 遺 伝 子 の 変 化 を 導 入 す る た め に 意 図 さ れ た ヒ ト 操 作 に 供 す る こ と 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ハ プ テ ン ： （ １ ） そ れ 自 身 で は 動 物 に お け る 免 疫 応 答 を 誘 導 し 得 ず 、 （ ２ ） ハ プ テ ン が
結 合 す る キ ャ リ ア と 組 み 合 わ せ て 、 動 物 に お け る 免 疫 応 答 を 誘 導 し 得 、 そ し て （ ３ ） 免 疫
動 物 の 免 疫 系 の 抗 原 認 識 成 分 と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る 小 分 子 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 宿 主 動 物 ： （ １ ） 天 然 に 存 在 す る ま た は 遺 伝 子 操 作 さ れ た 細 胞 内 寄 生 体 に よ る 動 物 の 細
胞 の 侵 入 ； ま た は （ ２ ） ヒ ト 操 作 に よ る 外 来 ま た は 異 常 な 遺 伝 子 の 細 胞 内 へ の 導 入 の 結 果
と し て 導 入 さ れ る 外 来 お よ び ／ ま た は 異 常 な 遺 伝 子 を 有 す る 動 物 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 免 疫 動 物 ： 免 疫 量 の 抗 原 を 有 し て 存 在 し 、 そ れ に 対 す る 体 液 性 お よ び ／ ま た は 細 胞 介 在
性 免 疫 応 答 を 生 成 す る 動 物 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ア イ ソ シ ゾ マ ー ： 同 じ 認 識 配 列 を そ れ ぞ れ 有 す る こ と に よ り 機 能 的 に 等 価 で あ る 一 組 の
制 限 酵 素 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 哺 乳 動 物 ： （ １ ） 特 に 記 載 し な い 限 り 、 個 体 お よ び 集 団 で 、 発 生 の 全 て の 段 階 （ 胚 段 階
お よ び 胎 児 段 階 を 含 む ） で 、 ヒ ト を 除 き ； そ し て （ ２ ） 脊 椎 動 物 の 哺 乳 動 物 の メ ン バ ー で
あ る 全 て の 他 の 動 物 を 包 含 し 、 発 生 の 任 意 の 段 階 （ 胚 段 階 お よ び 胎 児 段 階 を 含 む ） に お け
る 個 々 の 動 物 を 含 み 、 自 己 調 節 体 温 、 毛 髪 、 お よ び 雌 に お い て は 授 乳 哺 乳 器 官 に よ り 区 別
さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ： ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る 、 唯 一 の 単 離 さ れ た 抗 体 分 子 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 単 一 特 異 性 抗 体 ： （ １ ） 短 い 、 単 離 さ れ た 合 成 抗 原 、 ま た は （ ２ ） 短 い 、 単 離 さ れ た キ
ャ リ ア 結 合 ハ プ テ ン に お い て 見 出 さ れ る 単 一 の ま た は 数 個 の エ ピ ト ー プ に 対 し て 、 免 疫 学
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的 に 応 答 し て 産 生 さ れ る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ： 全 て が 特 定 の 抗 原 を 認 識 す る 種 々 雑 多 の 異 な る 抗 原 を 包 含 す る 組
成 物 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド ： ア ミ ノ 酸 残 基 の ポ リ マ ー
　 タ ン パ ク 質 ： 機 能 的 な 、 ３ 次 元 形 態 に 編 成 さ れ た １ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 生 体 分
子 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 組 換 え 生 合 成 ： 生 体 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 物 質 の 自 然 な 導 入 に よ り 、 特 定 の 生 体 分 子 を
指 示 す る 生 物 に お け る 合 成 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ ： DNA中 の 特 異 的 な 認 識 配 列 各 存 在 位 置 で DNAを 切 断 す る エ ン ド
ヌ ク レ ア ー ゼ 。 「 制 限 酵 素 」 と 同 意 語 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ト ラ ン ス ジ ー ン ： 動 物 に お い て 天 然 に 存 在 し な い 遺 伝 子 。 す な わ ち 、 人 為 的 な の 手 段 に
よ り （ す な わ ち 、 ヒ ト 操 作 に よ り ） 、 動 物 に 導 入 さ れ る 外 来 ま た は 異 常 な 遺 伝 子 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ： 人 為 的 な 手 段 に よ り （ す な わ ち 、 ヒ ト 操 作 に よ り ） 、 １ つ 以
上 の ト ラ ン ス ジ ー ン が 導 入 さ れ て い る 動 物 。
【 ０ ０ ７ ６ 】

10

20

(19) JP 2006-217918 A 2006.8.24



【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 本 開 示 を 通 し て 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 核 酸 配 列 に 存 在 す る 、 ア ミ ノ 酸 残 基 お よ び ヌ ク レ
オ チ ド 残 基 の 略 号 は 、 そ れ ぞ れ 、 米 国 特 許 法 施 行 規 則 （ 37.C.F.R.） § 1.822（ 1993年 ７ 月
１ 日 に 改 定 さ れ た ） に 記 載 の 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 （ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ）
　 本 発 明 は 、 Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー の 実 質 的 に 制 限 さ れ た レ パ ー ト リ ー を 有 す る 非 ヒ ト 動 物 が
、 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ の 重 篤 な 古 典 的 症 状 を 選 択 的 に 含 む 表 現 型 を 示 す と い う 予 期 し な い
発 見 に 基 づ く 。 関 節 炎 動 物 の TCRレ パ ー ト リ ー は （ 例 え 、 制 限 さ れ て い て も ） 、 機 能 的 に
存 続 可 能 で あ る 。 関 節 炎 動 物 の 制 限 さ れ た TCRレ パ ー ト リ ー は TCRの 実 質 的 部 分 に 存 在 し 、
TCRは 内 因 性 ポ リ ペ プ チ ド 性 関 節 炎 生 成 自 己 抗 原 の １ つ 以 上 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 。 好
ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 TCRの α サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び β サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る ト ラ
ン ス ジ ー ン の 動 物 の ゲ ノ ム へ の 挿 入 の 結 果 、 関 節 炎 動 物 の 制 限 さ れ た TCRレ パ ー ト リ ー を
生 ず る 。 TCRの α サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び β サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 得 ら れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動
物 の Ｔ 細 胞 中 で 組 み 合 わ さ れ て TCRを 形 成 す る 。 TCRは 、 ウ シ 膵 臓 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ （ BPR
） の ア ミ ノ 酸 41～ 61に 相 当 し 、 そ し て ア ミ ノ 酸 配 列
　 　 Lys-Pro-Val-Asn-Thr-Phe-Val-His-Glu-Ser-Leu-Ala-
　 　 Asp-Val-Gln-Ala-Val-Cys-Ser-Gln-Lys[配 列 番 号 １ ]
を 有 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド の １ つ 以 上 の エ ピ ト ー プ 、 お よ び ／ ま た は BPR由 来 オ リ ゴ ペ プ チ
ド の 抗 原 と 実 質 的 に 交 差 反 応 性 で あ る 、 内 因 性 ポ リ ペ プ チ ド 関 節 炎 生 成 自 己 抗 原 を 含 有 す
る タ ン パ ク 質 の １ つ 以 上 の エ ピ ト ー プ を 含 む 抗 原 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 非 ヒ ト 動 物 は 、 ウ シ 膵 臓 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の ア ミ ノ 酸 41～ 61お よ び ／ ま た は 内
因 性 ポ リ ペ プ チ ド 関 節 炎 生 成 自 己 抗 原 （ PASA) の １ つ 以 上 の エ ピ ト ー プ を 認 識 お よ び ／ ま
た は 結 合 す る Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー の 抗 原 認 識 サ ブ ユ ニ ッ ト の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク な 発 現 の 結
果 と し て 、 関 節 炎 表 現 型 を 有 す る 任 意 の 動 物 を 包 含 す る 。 こ の よ う な 非 ヒ ト 動 物 と し て は
、 脊 椎 動 物 （ 例 え ば 、 齧 歯 類 、 非 ヒ ト 霊 長 類 、 ヒ ツ ジ 、 イ ヌ 、 ウ シ 、 両 生 類 、 ハ 虫 類 な ど
） が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い 非 ヒ ト 動 物 は 、 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 種 の 動 物 か ら 、 最 も 好 ま し く は
、 ラ ッ ト お よ び マ ウ ス を 含 む 齧 歯 類 由 来 の 動 物 か ら 、 最 も 好 ま し く は マ ウ ス か ら 選 択 さ れ
る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 人 為 的 な 手 段 に よ り （ 例 え ば 、 人 間 の 操 作 に よ り
） 、 そ の 動 物 に お い て 天 然 に は 存 在 し な い １ つ 以 上 の 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 外 来 遺 伝 子 、 遺 伝
子 操 作 さ れ た 内 因 性 遺 伝 子 な ど ） が 導 入 さ れ て い る 動 物 で あ る 。 人 為 的 に 導 入 さ れ る 遺 伝
子 は ト ラ ン ス ジ ー ン と し て 公 知 で あ り 、 そ の 動 物 と 同 じ 種 ま た は 異 な る 種 由 来 で あ り 得 る
が 、 ト ラ ン ス ジ ー ン に よ っ て 与 え ら え れ る 配 置 お よ び ／ ま た は 染 色 体 座 は 、 動 物 に お い て
天 然 に は 見 出 さ れ な い 。 ト ラ ン ス ジ ー ン は 外 来 DNA配 列 、 す な わ ち 宿 主 動 物 の ゲ ノ ム に お
い て 通 常 見 ら れ な い 配 列 を 包 含 し 得 る 。 あ る い は ま た は さ ら に 、 正 常 な 遺 伝 子 の イ ン ビ ボ
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で の 発 現 パ タ ー ン を 変 更 す る た め に 、 あ る い は 内 因 性 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産
物 の 生 物 学 的 活 性 を 変 更 ま た は 排 除 す る た め に 、 ト ラ ン ス ジ ー ン は イ ン ビ ボ で 再 編 成 ま た
は 変 異 さ れ る 点 で 異 常 で あ る 内 因 性 DNA配 列 を 含 み 得 る 。 Watson,J.D.ら 、 「 The Introduc
tion of Foreign Genes Into Mice」 , Recombinant DNA, 第 ２ 版 、 W.H.Freeman & Co., N
ew York (1992), 255-272頁 ； Gordon, J.W., Intl. Rev. Cytol.115:171-229 (1989)； Ja
enisch,R., Science 240:1468-1474(1989)； Rossant,J.,Neuron 2:323-334 (1990)。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 は 、 ト ラ ン ス ジ ー ン を 非 ヒ ト 動 物 の 生 殖 系 列 に
導 入 す る こ と に よ り 作 製 さ れ る 。 種 々 の 発 生 段 階 の 胚 の 標 的 細 胞 が 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ー
ン を 導 入 す る た め に 用 い ら れ る 。 胚 の 標 的 細 胞 の 発 生 段 階 に 依 存 し て 異 な る 方 法 が 使 用 さ
れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 １ ． 接 合 体 の マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン は 、 本 発 明 を 実 施 す る 間 、 動 物 の ゲ ノ ム に ト ラ
ン ス ジ ー ン を 組 み 込 む た め に 好 ま し い 方 法 で あ る 。 接 合 体 は 前 核 融 合 ま た は そ れ に 続 く 細
胞 分 裂 を 受 け て い な い 受 精 卵 で あ り 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク DNA配 列 の マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク
シ ョ ン の た め に 好 ま し い 標 的 細 胞 で あ る 。 マ ウ ス 雄 前 核 は 、 直 径 約 20マ イ ク ロ メ ー タ ー の
大 き さ 、 １ ～ ２ ピ コ リ ッ ト ル の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク DNA配 列 を 含 有 す る 溶 液 の 生 殖 可 能 な
注 入 を 可 能 に す る 特 徴 に 達 す る 。 ト ラ ン ス ジ ー ン を 導 入 す る た め の 接 合 体 の 使 用 は 、 ほ と
ん ど の 場 合 、 注 入 さ れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク DNA配 列 が 最 初 の 細 胞 分 裂 の 前 に 宿 主 動 物 の
ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ る と い う 利 点 を 有 す る 。 Brinsterら ,Proc.Natl.Acad.Sci.(USA) 82:4
438-4442 (1985)。 そ の 結 果 、 得 ら れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 （ 創 始 動 物 ） の 全 細 胞 は
、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 対 立 遺 伝 子 と 称 さ れ る 特 定 の 遺 伝 子 座 で 、 組 み 込 ま れ た ト ラ ン ス ジ
ー ン を 安 定 に 有 す る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 対 立 遺 伝 子 は メ ン デ ル 遺 伝 を 示 す ： ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 動 物 と 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 と の 交 配 の 結 果 生 じ る 子 孫 の 半 分 は 、 メ ン デ ル
の 独 立 の 法 則 （ Mendel's rules of random assortment） に し た が っ て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 対 立 遺 伝 子 を 遺 伝 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ２ ． ウ イ ル ス 性 組 み 込 み が 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ー ン を 動 物 に 導 入 す る た め に ま た 使 用 さ
れ 得 る 。 胚 盤 胞 と し て 公 知 の 発 生 段 階 ま で 、 発 生 胚 を イ ン ビ ト ロ で 培 養 す る 。 こ の 際 、 割
球 が 適 切 な レ ト ロ ウ イ ル ス で 感 染 さ れ 得 る 。 Jaenich,R.,Proc.Natl.Sci.(USA) 73 : 1260
-1264。 割 球 の 感 染 は 、 透 明 帯 を 酵 素 的 に 除 去 す る こ と に よ り 増 強 さ れ る 。 Hoganら 、 Mani
pulating the Mouse Embryo, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1
986)。 ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 典 型 的 に 、 複 製 欠 損 で あ る が ウ イ ル ス に 結 合 性 の DNA配 列 （ こ
の よ う な ウ イ ル ス 配 列 に 結 合 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク DNA配 列 を 含 む ） の 取 り 込 み 能 力 を
残 存 す る ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 介 し て 、 宿 主 動 物 の ゲ ノ ム に 導 入 さ れ る 。 Jahnerら 、 Proc.N
atl.Acad.Sci.(USA) 82:6927-6931 (1985) ; Van der Puttenら 、 Proc.Natl.Acad.Sci. (
USA) 82:6148-6152 (1985)。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 有 す る ウ イ ル
ス ベ ク タ ー を 産 生 す る 単 層 の 細 胞 上 で の 割 球 の 培 養 に よ り 容 易 に か つ 効 率 よ く 得 ら れ る 。
Vander Puttenら 、 Proc.Natl.Acad.Sci. (USA) 82:6148-6152 (1985)； Stewartら 、 EMBO 
Journal 6:383-388 (1987)。 あ る い は 、 感 染 は 、 胞 胚 腔 （ blastocoele） の よ う な 後 期 の
段 階 で 実 施 さ れ 得 る 。 Jahner,Dら 、 Nature 298:623-628 (1982)。 任 意 の 事 象 に お い て 、
ウ イ ル ス 性 組 み 込 み に よ っ て 生 成 さ れ る 大 部 分 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 創 始 動 物 は 、 ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 対 立 遺 伝 子 に つ い て モ ザ イ ク で あ る ； す な わ ち 、 ト ラ ン ス ジ ー ン は ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 創 始 動 物 を 形 成 す る 全 て の 細 胞 の サ ブ セ ッ ト の み に 組 み 込 ま れ る 。 さ ら に 、 多
数 の ウ イ ル ス 性 組 み 込 み 事 象 が 単 一 の 創 始 動 物 に お い て 生 じ 得 、 将 来 の 世 代 の 子 孫 に お い
て 分 離 す る 多 数 の ト ラ ン ス ジ ー ン 対 立 遺 伝 子 を 生 成 す る 。 こ の 方 法 に よ る 生 殖 系 列 細 胞 へ
の ト ラ ン ス ジ ー ン の 導 入 は 、 可 能 で あ る が 、 お そ ら く 低 頻 度 で 生 じ る 。 Jahner,Dら 、 Natu
re 298:623-628 (1982)。 し か し 、 一 旦 ト ラ ン ス ジ ー ン が こ の 方 法 に よ り 生 殖 系 列 細 胞 に
導 入 さ れ る と 、 全 て の 動 物 細 胞 に お い て （ す な わ ち 、 体 細 胞 お よ び 生 殖 系 列 細 胞 の 両 方 に
お い て ） 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 対 立 遺 伝 子 が 存 在 す る 子 孫 が 生 産 さ れ 得 る 。
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【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ３ 。 胚 の 幹 （ ES） 細 胞 は ま た 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ー ン を 動 物 に 導 入 す る た め の 標 的 細
胞 と し て 供 し 得 る 。 ES細 胞 は イ ン ビ ト ロ で 培 養 さ れ る 移 植 前 の 胚 か ら 得 ら れ る 。 Evans,M.
J.ら 、 Nature 292:154-156 (1981)； Bradley,M.O.ら 、 Nature 309:255-258 (1984)； Goss
lerら 、 Proc.Natl.Acad.Sci.(USA) 83:9065-9069 (1986)； Robertsonら 、 Nature 322:445
-448 (1986)。 ト ラ ン ス ジ ー ン で 形 質 転 換 さ れ て い る ES細 胞 は 、 動 物 胚 盤 胞 と 組 み 合 わ さ
れ 得 、 そ の 後 ES細 胞 は 胚 に 定 着 し （ colonize） 、 そ し て 得 ら れ る 動 物 の 生 殖 系 列 に 寄 与 し
、 そ の 動 物 は キ メ ラ で あ る （ ２ つ 以 上 の 動 物 に 由 来 す る 細 胞 か ら な る ） 。 Jaenisch,R.、 S
cience 240:1468-1474 (1988)。 さ ら に 、 一 旦 ト ラ ン ス ジ ー ン が こ の 方 法 に よ り 生 殖 系 列
細 胞 に 導 入 さ れ る と 、 全 て の 動 物 細 胞 に お い て （ す な わ ち 、 体 細 胞 お よ び 生 殖 系 列 細 胞 の
両 方 に お い て ） 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 対 立 遺 伝 子 が 存 在 す る 子 孫 が 生 産 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ト ラ ン ス ジ ー ン の 初 め の 導 入 は ラ マ ル ク の （ 非 メ ン デ ル ） 事 象 （ Lamarckian (non-Mend
elian)event） で あ る が 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ー ン は 生 殖 系 列 細 胞 に 安 定 に 組 み 込 ま れ 、
そ し て メ ン デ ル 座 （ Mendelian loci） と し て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 子 孫 に 伝 え ら れ
る 。 別 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 技 術 に よ り 、 あ る 細 胞 は ト ラ ン ス ジ ー ン を 有 し 、 そ し て 他 の
細 胞 は 有 さ な い モ ザ イ ク な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 生 じ る 。 生 殖 系 列 細 胞 が ト ラ ン ス ジ
ー ン を 有 し な い モ ザ イ ク な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 で は 、 ト ラ ン ス ジ ー ン の 子 孫 へ の 伝 達
は 生 じ な い 。 そ れ に も 関 わ ら ず 、 モ ザ イ ク な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は ト ラ ン ス ジ ー ン に
関 連 す る 表 現 型 を 示 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 ヒ ト 疾 患 に つ い て の 動 物 モ デ ル を 提 供 す る た め に 動 物 に 導 入 さ れ 得
る 。 こ の よ う な 動 物 モ デ ル を 生 じ る ト ラ ン ス ジ ー ン と し て は 、 例 え ば 、 ヒ ト の 遺 伝 子 疾 患
に お け る 先 天 性 代 謝 異 常 に 関 連 す る 変 異 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ー ン 、 お よ び
ヒ ト の 病 原 体 （ す な わ ち 、 細 菌 、 ウ イ ル ス 、 ま た は 他 の 病 原 性 微 生 物 ） に 対 す る 罹 患 性 を
与 え る た め に 必 要 と さ れ る ヒ ト の 因 子 を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ー ン が 挙 げ ら れ る 。 Leder,
P.ら 、 米 国 特 許 第 5,175,383号 （ 1992年 12月 29日 ） ； Kindt,T.J.ら 、 米 国 特 許 第 5,183,949
号 （ 1993年 ２ 月 ２ 日 ） ； Small,J.A.ら 、 Cell 46:13-18 (1986)； Hooper,M.ら 、 Nature 32
6:292-295 (1987)； Stacey,A.ら 、 Nature 332:131-136 (1988)； Windle,J.J.ら 、 Nature 
343:665-669 (1990) ; Katz, J.D.ら 、 Cell 74:1089-1100 (1993)。 疾 患 に 感 染 し や す く
し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 疾 患 を 誘 導 す る 組 成 物 を 同 定 す る た め に 、 お よ び 疾 患 を
誘 導 す る こ と が 公 知 で あ る 組 成 物 の 病 原 性 の 可 能 性 を 評 価 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 Bern
s,A.J.M.米 国 特 許 第 5,174,986号 （ 1992年 12月 29日 ） 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 適 切 な 株 背 景 に お い て 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 対 し て
そ れ ら が 発 生 す る に つ れ て 重 篤 な 関 節 炎 の 表 現 型 を 与 え る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク の 遺 伝 子
型 は 、 メ ン デ ル 式 に 生 殖 的 に 子 孫 に 伝 達 さ れ る が 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク の 表 現 型 （ す な わ
ち 、 関 節 炎 ） が 十 分 に 発 現 す る 能 力 は 、 異 な る 遺 伝 的 背 景 に お い て 変 化 し 得 る 。 本 発 明 を
実 施 す る に お い て 、 株 の 特 定 の 遺 伝 的 背 景 の た め に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク の 遺 伝 子 型 が 有
害 な 関 節 炎 表 現 型 を 、 検 出 可 能 な ま た は 有 意 な 程 度 ま で 発 現 し な い 株 に 属 す る 宿 主 動 物 中
で 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ー ン を 維 持 す る こ と が 望 ま し い 。 ト ラ ン ス ジ ー ン を メ ン デ ル 座 と
し て 維 持 お よ び 遺 伝 す る が 、 有 害 な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 表 現 型 の 発 現 を 減 少 ま た は 阻 害 さ
れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 系 統 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 維 持 系 統 と し て 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 を 実 施 す る 間 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 維 持 系 統 の 動 物 は 、 ト ラ ン ス ジ ー ン が 有 害 な
関 節 炎 表 現 型 を 十 分 に 発 現 す る 遺 伝 的 背 景 を 有 す る 動 物 と 交 配 さ れ る 。 本 発 明 の ト ラ ン ス
ジ ー ン が 遺 伝 し た 、 し た が っ て 関 節 炎 を 発 症 す る 子 孫 は 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ー ン の 配 列
に 相 当 す る か 、 ま た は 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ー ン に よ り コ ー ド さ れ る 独 特 の 配 列 を 含 有 す る
生 体 分 子 の 存 在 に つ い て 、 子 孫 由 来 の 遺 伝 物 質 を 分 析 す る こ と に よ り 、 ト ラ ン ス ジ ー ン が
遺 伝 し な い 同 腹 子 か ら 区 別 さ れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ー ン に よ り 単 独 に コ ー ド
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さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 生 体 液 は 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 に つ い て イ ム ノ ア ッ セ イ さ
れ 得 る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 子 孫 を 同 定 す る 、 よ り 単 純 で 信 頼 性 の あ る 手 段 は 、 動 物 の 末
端 （ 例 え ば 、 尾 ） か ら 組 織 サ ン プ ル を 得 る 工 程 、 お よ び 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ー ン の 独 特 な
部 分 単 数 ま た は 複 数 ） の DNA配 列 に 対 応 す る 核 酸 配 列 の 存 在 に つ い て サ ン プ ル を 分 析 す る
工 程 を 包 含 す る 。 こ の よ う な 核 酸 配 列 の 存 在 は 、 例 え ば 、 ト ラ ン ス ジ ー ン の 独 特 な 部 分 に
対 応 す る DNA配 列 を 用 い る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ 「 サ ザ ン 」 ） 分 析 、 基 質 と し て サ ン
プ ル 中 の DNA配 列 お よ び ト ラ ン ス ジ ー ン の DNA配 列 に 由 来 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る
PCR反 応 の 産 物 の 分 析 な ど に よ り 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 多 様 な Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー （ そ れ ぞ れ が 、 独 特 の 可 変 領 域 を 有 す る α お よ び β を 有 す る ）
の 動 物 の コ レ ク シ ョ ン を 、 TCRレ パ ー ト リ ー と い う 。 野 生 型 の 非 抑 制 免 疫 系 を 有 す る 個 々
の 動 物 （ ヒ ト を 含 む ） に お い て 、 TCRレ パ ー ト リ ー は 、 免 疫 系 に 何 百 万 の 異 な る 抗 原 を 正
確 に 同 定 す る 能 力 を 与 え る 。 分 子 遺 伝 学 的 技 術 （ 例 え ば 、 PCR増 幅 お よ び 機 能 的 に 再 編 成
さ れ た TCR遺 伝 子 の 可 変 領 域 を コ ー ド す る DNA分 子 の 配 列 決 定 ） は 、 個 々 の 動 物 の TCRレ パ
ー ト リ ー を 試 験 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 Uematsu,Y.,Immunogenet. 34:174-178 (1991)
。 同 様 の 方 法 で 、 特 定 の 組 織 ま た は 生 体 液 に お け る TCRレ パ ー ト リ ー が 試 験 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
【 数 １ 】
　
　
　
　
　
　 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た TCRサ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ー ン の 動 物 へ
の 導 入 に よ り 、 TCRレ パ ー ト リ ー が 実 質 的 に ト ラ ン ス ジ ー ン に よ り 発 現 さ れ た TCRか ら な る
動 物 が 生 じ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク TCR動 物 に お い て 、 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト に つ い て の 内 因 性
遺 伝 子 は 、 対 立 遺 伝 子 排 除 と し て 知 ら れ る 現 象 に よ り 発 現 さ れ な い 。 Alt,F.W.ら 、 Cell 2
1:1-12 (1980)； Early,P.お よ び Hood,L., Cell 24:1-3(1981)。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ
ス に お け る 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た TCRβ 遺 伝 子 の 発 現 は 、 明 ら か に 、 完 全 な V-D-J連 結 を 阻
害 す る こ と に よ り 、 明 ら か に 内 因 性 TCRβ 遺 伝 子 の 発 現 を 防 止 す る 。 Weaver,D.ら 、 Cell 4
2:117-127 (1985)； Krimpenfort,P.ら 、 EMBO Journal 7:745-750 (1988)； Uematsu,Yら 、
Cell 52:831-841(1988)。 可 変 領 域 を 欠 損 す る 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た TCRβ 鎖 の ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 発 現 は 、 内 因 性 TCRβ 対 立 遺 伝 子 を 抑 制 し 、 し た が っ て 正 常 な Ｔ 細 胞 の 成 熟 を ブ
ロ ッ ク す る 。 Krimpenfort,P.ら 、 Nature 341:742-746 (1988)； Krimpenfort, P.J.A.ら 、
米 国 特 許 第 5,175,384号 （ 1992年 12月 29日 ） 。 し か し 、 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た TCRα 鎖 の 発
現 は 、 内 因 性 TCRα 遺 伝 子 の 再 編 成 お よ び 発 現 を 必 ず し も 妨 げ な い 。 Bluthmann,H.ら 、 Nat
ure 334:156-159 (1988)； Borgulya,P.ら 、 Cell 69:529 (1992)。 し た が っ て 、 動 物 に お
け る 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た TCRα 遺 伝 子 、 お よ び 可 変 領 域 を 含 む 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た TCR
β 遺 伝 子 の 両 方 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 発 現 に よ り 、 機 能 的 に 存 続 可 能 な （ 制 限 さ れ て い る
も の の ） TCRレ パ ー ト リ ー を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 生 じ る 。 し た が っ て 、 本 発
明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 で は 、 ２ つ の ト ラ ン ス ジ ー ン に コ ー ド さ れ る TCRサ ブ ユ ニ ッ
ト か ら な る TCRが 、 他 の タ イ プ の TCRよ り も 優 勢 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 ゲ ノ ム 供 給 源 由 来 の DNA配 列 、 ま た は mRNA鋳 型 由 来 の cDNA
分 子 の 調 製 物 を 単 離 ま た は 増 幅 す る こ と に よ り 、 あ る い は 化 学 合 成 ま た は 生 化 学 合 成 に よ
り 、 あ る い は そ れ ら を 組 み 合 せ る こ と に よ り 得 ら れ 得 る 。 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ー ン の 構 造
部 分 は 、 エ キ ソ ン を 含 み 、 エ キ ソ ン は 特 定 の TCRの α サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び β サ ブ ユ ニ ッ ト
の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 部 分 を 包 含 し 、 TCRを コ ー ド し な い イ ン ト ロ ン に よ り 隔 て ら れ
て い る 。 イ ン ト ロ ン は 成 熟 mRNA分 子 か ら 除 去 さ れ 、 そ し て イ ン ト ロ ン に 対 応 す る ア ミ ノ 酸
配 列 は 、 成 熟 mRNA配 列 に よ り 指 示 さ れ る 生 合 成 に よ り 生 じ る タ ン パ ク 質 中 に は 出 現 し な い
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。 Chambon,P.,Sci. American 244:60-71 (1981)。 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ー ン の 構 造 部 分 は
、 可 変 領 域 を 含 む 、 TCRの α サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び β サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る 。 こ の 可 変
領 域 は 、 会 合 し た TCR分 子 に お い て 、 ウ シ 膵 臓 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ （ BPR） の ア ミ ノ 酸 41～ 61
に 相 当 し 、 そ し て ア ミ ノ 酸 配 列
　 　 Lys-Pro-Val-Asn-Thr-Phe-Val-His-Glu-Ser-Leu-Ala-
　 　 Asp-Val-Gln-Ala-Val-Cys-Ser-Gln-Lys[配 列 番 号 １ ]
を 有 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド の １ つ 以 上 の エ ピ ト ー プ 、 お よ び ／ ま た は BPR由 来 オ リ ゴ ペ プ チ
ド の エ ピ ト ー プ と 実 質 的 に 交 差 反 応 性 で あ る 、 内 因 性 ポ リ ペ プ チ ド 関 節 炎 生 成 自 己 抗 原 を
含 有 す る タ ン パ ク 質 の １ つ 以 上 の エ ピ ト ー プ を 含 む 抗 原 に 結 合 す る 可 変 領 域 を 構 成 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 発 現 さ れ る た め に は 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ー ン の 構 造 部 分 は 、 機 能 的 編 成 に お い て プ ロ
モ ー タ ー と 結 合 さ れ な く て は な ら な い 。 プ ロ モ ー タ ー は 天 然 に 存 在 す る プ ロ モ ー タ ー で あ
る 必 要 は な い 。 異 な る タ イ プ の プ ロ モ ー タ ー が 、 異 な る レ ベ ル の 発 現 を 指 示 し 、 本 発 明 の
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お い て 関 節 炎 の 程 度 を 調 節 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 構 成 的 プ
ロ モ ー タ ー が 使 用 さ れ る こ と が 望 ま し い 場 合 、 SV40初 期 プ ロ モ ー タ ー の よ う な ウ イ ル ス プ
ロ モ ー タ ー が 好 ま し い 。 他 の プ ロ モ ー タ ー は 、 半 構 成 的 ま た は 半 誘 導 性 で あ り 得 、 す な わ
ち ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 特 定 の 誘 導 性 組 成 物 を 投 与 す る こ と に よ り 増 加 さ れ 得 る 基 底
レ ベ ル の 発 現 を 有 す る 。 真 に 誘 導 性 の プ ロ モ ー タ ー （ す な わ ち 、 特 定 の 誘 導 性 組 成 物 が 存
在 す る 場 合 に の み 機 能 す る プ ロ モ ー タ ー ） は 、 発 現 の 厳 密 な コ ン ト ロ ー ル が 所 望 さ れ る 場
合 に 用 い ら れ 得 る 。 さ ら な る プ ロ モ ー タ ー 関 連 調 節 エ レ メ ン ト は 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ー
ン の 発 現 を 増 強 、 減 少 、 あ る い は 一 時 的 に ま た は 組 織 学 的 に 制 限 す る た め に 含 有 さ れ 得 る
。 こ れ ら の 手 段 に よ っ て 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 動 物 に お い て 生 じ る 関 節 炎
の 生 化 学 的 特 徴 、 細 胞 性 の 特 徴 、 免 疫 学 的 特 徴 、 お よ び 生 物 学 的 特 徴 は 、 そ れ ら の 有 用 な
変 異 体 を 生 成 す る た め に 操 作 ま た は 制 御 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 も ま た 実 施 し 得 る 免 疫 学 的 方 法 は 、 ウ シ 膵 臓 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の ア ミ ノ 酸 41-61
を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 性 関 節 炎 生 成 自 己 抗 原 （ PASA） を 含 む 単 離 さ れ
た タ ン パ ク 質 、 あ る い は 本 発 明 の 単 離 さ れ た PASA含 有 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 由 来 す
る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 合 成 ポ リ ペ プ チ ド で の 非 ヒ ト 動 物 の 免 疫 を 包 含 す る 。 あ る い は 、
本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 動 物 由 来 の Ｔ 細 胞 を 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 へ 移 す
こ と が 、 そ こ で の 自 己 免 疫 応 答 を 確 立 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 し か し 、 こ れ ら の 免 疫 学
的 方 法 に よ り 生 成 さ れ る 関 節 炎 動 物 は 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 動 物 よ り も 再
現 性 お よ び 疾 患 の 進 行 の 予 測 性 の 程 度 が 低 い 関 節 炎 の 症 状 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 実 施 例 お よ び 請 求 の 範 囲 か ら 明 ら か で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 を 説 明 す る た め に の み 供 さ れ る も の で あ り 、 そ し て 本 発 明 を 何
ら か の 方 法 で 限 定 す る と 解 釈 さ れ る べ き で は な い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 （ 実 施 例 １ ： R28TCRサ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ー ン の 構 築 ）
　 本 実 施 例 は 、 R28細 胞 に よ っ て 提 示 さ れ る Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー の α お よ び β サ ブ ユ ニ ッ ト
を コ ー ド す る 単 離 さ れ た DNA配 列 な ら び に こ れ に 由 来 す る ト ラ ン ス ジ ー ン 構 築 物 の 産 生 を
記 述 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 （ ハ イ ブ リ ド ー マ R28由 来 の TCRサ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る DNA配 列 ）
　 R28(非 公 式 に は RNAse37と も い う )は 、 ウ シ 膵 臓 RNAse(BPR)の ア ミ ノ 酸 41位 ～ 61位 に 対 応
す る オ リ ゴ ペ プ チ ド を 注 射 さ れ た B10.A(4R)マ ウ ス に 由 来 す る マ ウ ス Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー
マ で あ る 。 Peccoud,J.ら 、 EMBO Journal 9:4215-4223(1990)。 イ ン ビ ト ロ に お い て 、 R28
に 提 示 さ れ る TCRは 、 MHC A k 分 子 を 提 示 す る APCに よ っ て 提 示 さ れ る 場 合 、 BPR由 来 オ リ ゴ
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ペ プ チ ド に 応 答 す る 。 変 異 体 MHCA k 分 子 を 提 示 す る APCを 使 用 す る 場 合 、 R28は 、 特 徴 づ け
ら れ て い な い ペ プ チ ド 抗 原 を 、 交 差 反 応 的 に 認 識 す る 。 こ の ペ プ チ ド 抗 原 は ウ シ 胎 児 血 清
中 に 存 在 す る か 、 ま た は そ の 合 成 が ウ シ 胎 児 血 清 に よ っ て 促 進 さ れ る か の い ず れ か で あ る
。 し か し 、 こ の ペ プ チ ド 抗 原 は BPRで も BPR由 来 オ リ ゴ ペ プ チ ド で も な い 。 Dellabona,P.ら
、 Eur.J.Immunol.21:209-213(1991)。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 Igサ ブ ユ ニ ッ ト の 多 く の 異 な る Ｖ 、 Ｄ お よ び Ｊ セ グ メ ン ト を コ ー ド す る DNA配 列 は 、 生
殖 系 列 DNAに お い て 多 数 の 非 発 現 コ ピ ー に 存 在 す る ； TCRサ ブ ユ ニ ッ ト の セ グ メ ン ト の 異 な
る が 類 似 す る 集 ま り (collection)も ま た 存 在 す る 。 例 え ば 、 マ ウ ス ゲ ノ ム に お い て 、 TCR
β サ ブ ユ ニ ッ ト 遺 伝 子 座 は 、 直 列 に 配 置 さ れ た ほ ぼ 同 一 の ２ つ の Ｃ β 領 域 を 含 む 。 こ れ ら
領 域 の 各 々 の 前 に は 、 １ 個 の Ｄ セ グ メ ン ト お よ び ６ 個 の Ｊ セ グ メ ン ト が 存 在 す る ； TCRβ
座 は ま た 、 20～ 30個 の Ｖ セ グ メ ン ト を 含 む 。 Davis,M.M.お よ び Bjorkman,P.J.、 Nature 33
4:395-402(1988)。 動 物 の 発 育 の 間 、 (TCRβ に つ い て は )異 な る Ｖ 、 Ｄ お よ び Ｊ 遺 伝 子 セ グ
メ ン ト の ラ ン ダ ム な 連 結 、 ま た は (TCRα に つ い て は )異 な る Ｖ お よ び Ｊ 遺 伝 子 セ グ メ ン ト
の ラ ン ダ ム な 連 結 に よ っ て 、 免 疫 系 の 個 々 の 細 胞 に お い て 多 様 な 可 変 領 域 が 作 成 さ れ る 。
同 時 ま た は 同 時 期 に 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド が 遺 伝 子 セ グ メ ン ト の 接 合 点 で
挿 入 さ れ 、 こ の こ と が 可 変 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 セ グ メ ン ト に お い て さ ら な る 多 様 性 を
生 み 出 す (特 に 、 TCR可 変 領 域 の 場 合 )。 Sakano,H.ら 、 Nature 280:288-294(1979)； Early,
P.ら 、 Cell 19:981-992(1980)； Davies,M.M.お よ び Bjorkman,P.J.、 Nature 334:395-402(
1988)。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 TCRの α 鎖 お よ び β 鎖 の 両 方 の 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た 可 変 お よ び 連 結 領 域 を 、 標 準 的 な
手 順 に し た が っ て ク ロ ー ン 化 お よ び 配 列 決 定 し た 。 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た TCRま た は Igサ
ブ ユ ニ ッ ト 遺 伝 子 は 、 DNA再 編 成 が 機 能 的 な TCRま た は Igサ ブ ユ ニ ッ ト 、 す な わ ち 、 Ｖ -Ｄ -
Ｊ 連 結 事 象 (大 き な サ ブ ユ ニ ッ ト )ま た は Ｖ -Ｊ 連 結 事 象 (小 さ な サ ブ ユ ニ ッ ト )、 お よ び /ま
た は 体 細 胞 変 異 に よ っ て 、 リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム が 変 化 し て い る か 、 ま た は 停 止 コ ド ン が
リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 中 に 導 入 さ れ て い る の で 、 生 合 成 の 間 、 成 熟 前 に は 終 止 し な い サ ブ
ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る 発 現 さ れ た 遺 伝 子 を 生 じ て い る も の で あ る 。 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト の 可
変 領 域 は Ｔ 細 胞 ご と に 変 化 す る が 、 定 常 領 域 は 同 じ ま ま で あ る 。 し た が っ て 、 TCRα サ ブ
ユ ニ ッ ト お よ び TCRβ サ ブ ユ ニ ッ ト の 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 決 定 は 、 こ れ ら サ ブ ユ ニ
ッ ト の 定 常 領 域 の 既 知 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 組 み 合 わ さ っ て 、 独 特 な 機 能 的 TCR分 子 を 規 定 す
る 。 Kappler,J.ら 、 Cell35:295-302(1983)； Sim,G.K.ら 、 Nature 312:771-775(1984)： Ac
uto,O.お よ び Reinherz,E.L.、 New England J.Med. 312:1100-111(1985)； Yague,J.ら 、 Nu
cl.Acids Res.16:11355-11364(1988)。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 R28由 来 の TCRの サ ブ ユ ニ ッ ト の 可 変 領 域 を コ ー ド す る DNA配 列 の 解 析 に よ り 、 TCRα 可 変
配 列 が Ｖ α １ に 由 来 し 、 そ し て TCRβ 可 変 配 列 が Ｖ β ６ に 由 来 す る こ と が 明 ら か に な る (図
１ 、 パ ネ ル Ａ お よ び Ｂ )。 TCRα 可 変 領 域 の 独 特 な ア ミ ノ 酸 配 列 [配 列 番 号 ５ ]お よ び TCRβ
可 変 領 域 の 独 特 な ア ミ ノ 酸 配 列 [配 列 番 号 ７ ]は 、 治 療 用 組 成 物 の 設 計 に 有 用 で あ る (下 記
参 照 )。 R28TCRサ ブ ユ ニ ッ ト の 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る DNA配 列 [配 列 番 号 ４
お よ び ６ ]に 対 す る 等 価 物 は 、 標 準 的 な 遺 伝 コ ー ド (表 ２ )に し た が っ て 、 等 価 な 、 す な わ
ち 、 互 い に 同 じ ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る コ ド ン を 置 換 す る こ と に よ っ て 生 成 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 （ ト ラ ン ス ジ ー ン の 構 造 ）
　 ２ つ の DNAフ ラ グ メ ン ト (プ ラ ス ミ ド paKRNお よ び pbKRN由 来 )を 使 用 し て KRNト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 株 を 作 成 し た 。 両 方 の プ ラ ス ミ ド は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ R28か ら 最 初 に 誘 導 さ れ た DNA
配 列 を 含 む 。 Peccoud,J.ら 、 EMBO Journal 9:4215-4223(1990)。 TCRの α 鎖 お よ び β 鎖 の
両 方 の 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た 可 変 お よ び 連 結 領 域 を 、 カ セ ッ ト ベ ク タ ー の 適 切 な 部 位 に 挿
入 し た 。 こ の カ セ ッ ト ベ ク タ ー は 、 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た TCR可 変 領 域 の TCRサ ブ ユ ニ ッ ト
遺 伝 子 へ の 適 切 な 挿 入 を 可 能 に す る よ う 設 計 さ れ る 。 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト 遺 伝 子 は 、 ト ラ ン
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ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス へ の 導 入 の 際 に 、 マ ウ ス 発 現 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド paKRNお よ び pbKRNの 構 造 を 、 そ れ ぞ れ 、 図 1Aお よ び 1Bに 、 各 TCRサ
ブ ユ ニ ッ ト の 可 変 領 域 を コ ー ド す る 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト の 正 確 な ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 と と も に 示 す 。 各 プ ラ ス ミ ド は 、 特 定 の TCRサ ブ ユ ニ ッ ト お よ び マ ウ ス に
お け る コ ー ド 配 列 の 発 現 に 必 要 な シ グ ナ ル を コ ー ド す る DNA配 列 を 含 む 。 α サ ブ ユ ニ ッ ト
の 遺 伝 子 は paKRNに 含 ま れ る ； pbKRNは β サ ブ ユ ニ ッ ト の 遺 伝 子 を 含 む 。 具 体 的 に は 、 paKR
Nは 、 TCRＶ α プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 R28か ら 単 離 さ れ た Ｖ α ４ 可 変 領 域 お よ び 連 結 セ グ メ ン
ト を コ ー ド す る エ キ ソ ン 、 成 熟 mRNAに は 存 在 し な い イ ン ト ロ ン 、 Ｃ α 定 常 領 域 を コ ー ド す
る エ キ ソ ン 、 お よ び ３ '側 に 隣 接 す る DNA配 列 (ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル お よ び 他 の ３ '側 発
現 シ グ ナ ル を 含 む )を 含 む 。 プ ラ ス ミ ド pbKRNは 、 基 本 的 に は 、 同 じ 構 造 を 有 し 、 そ し て TC
RＶ β プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 R28か ら 単 離 さ れ た Ｖ β ６ 可 変 領 域 お よ び 連 結 セ グ メ ン ト を コ ー
ド す る エ キ ソ ン 、 成 熟 mRNAに は 存 在 し な い イ ン ト ロ ン 、 Ｃ β 定 常 領 域 を コ ー ド す る エ キ ソ
ン 、 な ら び に ３ '側 に 隣 接 す る DNA配 列 (ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル お よ び 他 の ３ '側 発 現 シ グ
ナ ル を 含 む )を 含 む 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 プ ラ ス ミ ド paKRNま た は pbKRNの い ず れ か を 含 む Escherichia coli細 胞 を 、 ブ ダ ペ ス ト 条
約 の 下 に 、 Collection Nationale de Culture de Micro-organismes(CNCM) of the Insti
tut Pasteur(28, Rue du Dr Roux, 75724 Paris Cedex 15, France)に 、 1994年 ５ 月 18日
に 寄 託 し 、 そ し て そ れ ぞ れ 受 託 番 号 I-1413お よ び I-1414が 割 り 当 て ら れ た 。 本 出 願 に 対 す
る 特 許 証 の 発 行 後 に 、 ブ ダ ペ ス ト 条 約 な ら び に 適 用 さ れ 得 る 米 国 特 許 法 お よ び 施 行 規 則 に
従 い 、 CNCMよ り 請 求 人 は こ れ ら プ ラ ス ミ ド の 入 手 が 可 能 に な る 。 こ れ ら の 寄 託 は 、 本 発 明
を 実 施 す る た め の ラ イ セ ン ス で は な く 、 寄 託 が 米 国 ま た は 他 の い か な る 国 の 特 許 法 の 要 件
を 満 た す た め に 必 要 で あ る こ と の 承 認 を 意 図 し な い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 （ 実 施 例 ２ ： ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク TCRマ ウ ス 株 の 構 築 ）
　 本 実 施 例 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 構 築 を 記 述 す る 。 こ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ
ス は 、 実 質 的 に 、 KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 対 立 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る TCRα サ ブ ユ ニ ッ
ト と TCRβ サ ブ ユ ニ ッ ト と か ら な る TCR集 団 (population)を 有 す る 。 KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク マ ウ ス は 、 機 能 的 に 生 存 可 能 で は あ る が 制 限 さ れ た TCRレ パ ー ト リ ー を 有 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 （ マ ウ ス ゲ ノ ム へ の ト ラ ン ス ジ ー ン の 導 入 ）
　 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に お け る 使 用 に 適 し た DNA分 子 を 作 成 す る た め に 、 原 核 宿 主
細 胞 に お け る プ ラ ス ミ ド paKRNお よ び pbKRNの 維 持 の た め だ け に 必 要 な こ れ ら プ ラ ス ミ ド の
DNA配 列 を 除 去 す る こ と が 必 要 で あ っ た 。 こ の こ と を 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ SalI(paKR
N)ま た は KpnI(pbKRN)で こ れ ら の プ ラ ス ミ ド を 処 理 す る こ と 、 お よ び 予 備 的 な ア ガ ロ ー ス
ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び 電 気 溶 出 に よ っ て 、 そ れ ぞ れ 、 関 連 す る SalIま た は KpnI制 限 フ ラ グ メ
ン ト (図 １ )を 単 離 す る こ と に よ っ て 達 成 し た 。 制 限 フ ラ グ メ ン ト を フ ェ ノ ー ル － ク ロ ロ ホ
ル ム で ２ 回 抽 出 し 、 エ タ ノ ー ル で 沈 澱 さ せ 、 そ し て 再 懸 濁 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 TCRα ト ラ ン ス ジ ー ン お よ び TCRβ ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 む 単 離 さ れ た 制 限 フ ラ グ メ ン ト を
、 ト ラ ン ス ジ ェ ネ シ ス (transgenesis)の 標 準 的 な 手 順 に し た が っ て 、 B6× SJLF2胚 に 注 射
し た 。 Hogan,B.ら 、 Manipulating the Mouse Embryo、 Cold Spring Harbor Laboratory P
ress、 Cold Spring Harbor、 N.Y.、 １ ～ 332頁 (1986)。 マ ウ ス 受 精 卵 を 、 数 時 間 前 に 雄 と
交 尾 し た 過 剰 排 卵 の 雌 性 B6× SJL F1の 卵 管 か ら 卵 丘 と し て 回 収 し た 。 TCRα ト ラ ン ス ジ ー
ン お よ び TCRβ ト ラ ン ス ジ ー ン を 、 各 受 精 卵 の 最 も 接 近 し や す い 前 核 に 注 射 し た 。 マ イ ク
ロ イ ン ジ ェ ク ト し た 卵 を 、 母 体 と し て の １ 日 偽 妊 娠 (one-day pseudopregnant)Swiss雌 里
親 の 卵 管 に 移 植 し 、 そ し て 出 産 ま で 保 持 さ せ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 誕 生 か ら 数 週 間 後 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 創 始 体 (founder)を 、 子 の 尾 生 検 か ら 単 離 さ れ
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た DNA分 子 を 用 い て サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 同 定 し た 。 創 始 体 マ ウ ス は 、 T
CRα サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び TCRβ サ ブ ユ ニ ッ ト の 両 方 の 遺 伝 子 の 組 み 込 ま れ た コ ピ ー (integr
ated copy)を 含 む ゲ ノ ム を 有 し 、 そ し て こ の 創 始 体 マ ウ ス を C57B1/6マ ウ ス と 交 配 し て 、 K
RNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 株 を 確 立 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 （ ト ラ ン ス ジ ー ン の 伝 達 ）
　 ト ラ ン ス ジ ー ン の メ ン デ ル の 法 則 に よ る 伝 達 (Mendelian transmission)を 、 ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス と 交 配 す る こ と に よ り 達 成 す る 。 代 表 的 に
は 、 C57B1/6マ ウ ス と の 戻 し 交 配 で あ る が 、 他 の 系 統 も 使 用 す る 。 ト ラ ン ス ジ ー ン 陽 性 子
孫 を 、 Ｖ β ６ セ グ メ ン ト に 対 す る 試 薬 を 用 い る 末 梢 血 リ ン パ 球 の サ イ ト フ ル オ リ メ ト リ ッ
ク 分 析 (下 記 参 照 )、 ま た は 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ に よ っ て 、 型 ど お り に 同
定 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ に は 、 そ れ ぞ れ の 同 腹 子 か ら の 生 物 学 的 サ ン プ
ル を 得 る (代 表 的 に は 、 そ の マ ウ ス の 尾 の 末 端 0.5～ 1.0cmを 物 理 的 に 分 離 す る こ と に よ る )
工 程 、 尾 の サ ン プ ル を ホ モ ジ ェ ナ イ ズ ま た は 抽 出 す る 工 程 、 そ れ ら に 由 来 す る DNA分 子 を
精 製 ま た は 増 幅 す る 工 程 、 得 ら れ た DNA分 子 を EcoRV制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 す る 工
程 、 制 限 さ れ た DNA配 列 を 電 気 泳 動 的 に 分 離 す る 工 程 、 制 限 さ れ 、 分 離 さ れ た DNA配 列 を フ
ィ ル タ ー に 移 し 結 合 さ せ る 工 程 、 お よ び フ ィ ル タ ー に 結 合 し た DNA配 列 を 、 検 出 可 能 に 標
識 し た 核 酸 プ ロ ー ブ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 工 程 が 含 ま れ る 。 こ こ で 、 こ の 核 酸 プ ロ ー ブ は
、 paKRN由 来 の 約 0.7kbの XmaI-NotIフ ラ グ メ ン ト か ら な る (図 1A)。 さ ら に 、 ま た は あ る い
は 、 pbKRN由 来 の 約 0.5kbの XhoI制 限 フ ラ グ メ ン ト を 、 検 出 可 能 に 標 識 し 、 そ し て ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 子 孫 の た め の プ ロ ー ブ と し て 使 用 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 同 腹 の KRN子 孫 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ の 代 表 例 を 図 ２ に 示 す 。 ト ラ ン ス ジ
ー ン の 伝 達 は メ ン デ ル の 法 則 に 従 う ； 子 孫 の 半 数 が ト ラ ン ス ジ ー ン に つ い て 陽 性 で あ る 。
α ト ラ ン ス ジ ー ン お よ び β ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 マ ウ ス 染 色 体 上 で 極 近 傍 に 連 鎖 し て お り 、
そ し て そ れ ぞ れ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク DNA配 列 の マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 後 に 、 同 時 に
組 み 込 ま れ た よ う で あ る 。 TCRの α ト ラ ン ス ジ ー ン お よ び β ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 む 染 色 体
座 を KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 対 立 遺 伝 子 と 呼 ぶ 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 （ KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 対 立 遺 伝 子 の 発 現 ）
　 い く つ か の 種 類 (line)の 証 拠 に よ り 、 α ト ラ ン ス ジ ー ン お よ び β ト ラ ン ス ジ ー ン が 、 と
も に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の リ ン パ 球 に お い て 高 い 比 率 で 発 現 す る こ と 、 お よ び ト
ラ ン ス ジ ー ン に よ り コ ー ド さ れ た TCRサ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー が 、 ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お い て 、 圧 倒 的 な 数 の 制 限 さ れ た TCRレ パ ー ト リ ー で あ る こ と が 示 さ
れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 （ TCRα の 発 現 ） ト ラ ン ス ジ ー ン に よ り コ ー ド さ れ る TCRα サ ブ ユ ニ ッ ト の 発 現 を 、 ２ つ
の 方 法 に よ り 示 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 第 １ に 、 TCRα レ パ ー ト リ ー の 無 作 為 サ ン プ リ ン グ を 達 成 す る た め に 、 リ ン パ 節 細 胞 由
来 の TCRα 転 写 物 を 、 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る PCR反 応 に よ り ひ と ま と め に 増 幅
し た 。 Candeais,S.ら 、 Proc.Natl.Acad.Sci.(USA)88:6167-6170(1991)。 増 幅 し た 転 写 物
に 対 応 す る PCR産 物 を 、 M13バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 し 、 そ し て TCRα
サ ブ ユ ニ ッ ト に 対 応 す る cDNA配 列 を 含 む プ ラ ー ク を 、 検 出 可 能 に 標 識 し た 、 Ｃ α に 特 異 的
な 核 酸 プ ロ ー ブ を 用 い る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 明 ら か に し た 。 こ こ で 、 こ の Ｃ
α に 特 異 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 以 下 に 示 さ れ る 、 共 有 さ れ る Ｃ α 定 常 領 域 由 来 の DNA配 列
を 含 む ：
　 　 TTTGTTGGTATTGGAAGGGGCCAGAGCACAGAAGTACACG　 [配 列 番 号 ８ ]。
TCRα の cDNAク ロ ー ン の 中 で 、 ト ラ ン ス ジ ー ン が コ ー ド す る 転 写 物 に 対 応 す る ク ロ ー ン を
、 検 出 可 能 に 標 識 し た 、 ト ラ ン ス ジ ー ン に 特 異 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ を 用 い る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
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ー シ ョ ン に よ っ て 検 出 し た 。 こ の ト ラ ン ス ジ ー ン に 特 異 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 paKRN(図 1A
)に 由 来 す る 約 0.7kbの XmaI-NotIフ ラ グ メ ン ト か ら な り 、 そ し て paKRNに 含 ま れ る 機 能 的 に
再 編 成 さ れ た Ｖ -Ｊ 連 結 領 域 に 対 応 し 、 TCRα 可 変 領 域 を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ー ン に 由 来
す る cDNA配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 Ｃ α に 特 異 的 な プ ロ ー ブ を 用 い る ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 検 出 さ れ た ク ロ ー ン の う ち 、 97％ は ま た 、 ト ラ ン ス ジ ー ン に 特 異
的 な プ ロ ー ブ を 用 い る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 検 出 さ れ た 。 こ の 結 果 は 、 ト ラ ン
ス ジ ー ン が コ ー ド す る TCRα サ ブ ユ ニ ッ ト に 対 応 す る mRNA配 列 が 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動
物 に お け る 大 多 数 の TCRα 転 写 物 を 説 明 す る こ と を 示 す 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 第 ２ に 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 血 清 を 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク リ ン パ 節 細 胞 を 用 い る 免 疫 化 に
よ っ て 正 常 マ ウ ス に 惹 起 し た 。 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 血 清 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 。 こ の
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 由 来 の 支 配 的 な TCRの 可 変 領 域 中 ま
た は そ の 近 傍 に 見 出 さ れ る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ R28の TCRに 対 す る 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 血 清 の 特 異 性 を 、 こ の 血 清 が 、 Ｔ ハ
イ ブ リ ド ー マ 、 お よ び R28ま た は 他 の Ｔ 細 胞 (例 え ば 、 KLy11.10、 Trisお よ び BDC2.5)由 来
の TCRの α 鎖 お よ び β 鎖 を 発 現 す る ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 特 異 的 に 認 識 お よ び 染
色 し た こ と を 示 す こ と に よ っ て 立 証 し た 。 CD4 + リ ン パ 球 を 、 標 準 的 な 方 法 に し た が っ て 、
野 生 型 マ ウ ス お よ び KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら 単 離 し た 。 Wysocki,L.J.お よ び Sat
o,V.L.、 Proc.Natl.Acad.Sci.(USA)75:2844-2848(1978)； Wasik,M.A.お よ び Morimoto,C.
、 J.Immunol. 144:3334-3340(1990)； Harriman,G.R.ら 、 J.Immunol.145:4206-2414(1990)
； Koulova,L.ら 、 J.Immunol. 145:2035-2043(1990)。 CD4 + リ ン パ 球 を 、 飽 和 用 量 の 抗 イ デ
ィ オ タ イ プ 血 清 と と も に 、 ４ ℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 し 、 そ し て 検 出 可 能 に 標
識 し た (す な わ ち 、 FITCへ の 結 合 に よ り 蛍 光 的 に タ グ を 付 し た )ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 と と も に
、 45分 間 ４ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 細 胞 を 、 １ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し 、
そ し て 自 動 蛍 光 活 性 化 セ ル ソ ー タ ー (例 え ば 、 Becton-Dickinson社 の FACScan ( R ) )を 通 過 さ
せ る こ と に よ っ て 分 析 し た 。 Kung,P.C.お よ び Goldstein,G.、 米 国 特 許 第 4,381,295号 (198
3年 ４ 月 26日 )、 第 4,364,932号 お よ び 第 4,364,936号 (共 に 、 1982年 12月 21日 )。 サ イ ト フ ル
オ リ メ ト リ ッ ク 分 析 に よ り 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 血 清 が 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お い
て 大 部 分 の CD4 + リ ン パ 球 と 反 応 す る が 、 コ ン ト ロ ー ル の 動 物 由 来 の CD4 + リ ン パ 球 と は 低 強
度 で し か 反 応 し な い こ と を 示 す (図 ３ 、 パ ネ ル Ａ )。
【 ０ １ １ ４ 】
　 （ TCRβ の 発 現 ） KRNマ ウ ス に お け る TCRβ 鎖 の ト ラ ン ス ジ ー ン の 発 現 を 、 CD4 + リ ン パ 球
の サ イ ト フ ル オ リ メ ト リ ッ ク 分 析 に よ っ て 立 証 し た 。 RR4.7モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Pharming
en社 (SanDiego, CA)か ら 市 販 ； カ タ ロ グ 番 号 01361C)を 使 用 し た 。 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は 、 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た ト ラ ン ス ジ ー ン の TCRβ に 存 在 す る Ｖ 遺 伝 子 セ グ メ ン ト (Ｖ β
６ )に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 認 識 す る 。 RR4.7モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 反 応 に
よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 Ｖ β ６ は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お い て 本 質 的 に す べ て の
CD4 + リ ン パ 球 に 存 在 し た (図 ３ 、 パ ネ ル Ｂ )。 こ の ア ッ セ イ を 使 用 し て 、 混 ざ っ た 同 腹 子 の
中 の ト ラ ン ス ジ ー ン 陽 性 動 物 を 同 定 し 得 る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 R28 TCRの α 鎖 お よ び β 鎖 か ら な る TCRに よ っ て 与 え ら れ る 抗 原 特 異 性 を 、 末 梢 リ ン パ 節
細 胞 に お い て 検 出 し 得 る 。 リ ン パ 節 Ｔ 細 胞 を 、 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る BPR由 来 オ リ
ゴ ペ プ チ ド お よ び MHC分 子 を 発 現 す る APCの 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 、 細 胞 の 強 力
な 増 殖 を 検 出 し た ：
　 　 Lys-Pro-Val-Asn-Thr-Phe-Val-His-Glu-Ser-Leu-Ala-
　 　 Asp-Val-Gln-Ala-Val-Cys-Ser-Gln-Lys[配 列 番 号 １ ]。
【 ０ １ １ ６ 】
　 （ 実 施 例 ３ ： ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス の 単 離 お よ び 特 徴 付 け ）
　 本 明 細 書 中 で 記 載 す る 関 節 炎 の 新 規 な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク モ デ ル は 、 こ の 目 標 に 対 し て
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行 わ れ た 努 力 の 結 果 で は な か っ た 。 Ｔ 細 胞 レ パ ー ト リ ー の 選 択 に 付 随 す る 根 本 的 な 免 疫 学
の 問 題 に 取 り 組 む た め に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の KRN株 を 、 マ ウ ス に 、 遺 伝 子 を 導
入 す る こ と に よ っ て 構 築 し た 。 こ の 遺 伝 子 は 、 ウ シ 膵 臓 RNAaseに 反 応 性 の マ ウ ス Ｔ 細 胞 ハ
イ ブ リ ド ー マ 由 来 の 抗 原 に 対 す る Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー (TCR)の α サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び β サ ブ
ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る 。 KRNト ラ ン ス ジ ー ン を 最 初 に 導 入 さ れ る マ ウ ス の 系 統 C57B1/6の 遺
伝 的 背 景 に お い て 、 こ の ト ラ ン ス ジ ー ン は 異 常 な 表 現 型 を 与 え な か っ た 。 も ち ろ ん 、 そ れ
ら の 制 限 さ れ た TCRレ パ ー ト リ ー の た め に 、 こ れ ら マ ウ ス は 、 少 な く と も 、 研 究 室 環 境 に
お い て 低 い 頻 度 で 遭 遇 す る 病 原 体 に 対 し て 適 切 な 免 疫 応 答 を 高 め る 能 力 が 減 少 し 得 る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 次 い で 、 C57B1/6KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 、 同 系 交 配 の NOD系 統 の マ ウ ス と 偶 発
的 に 交 配 さ せ た 。 驚 く こ と に 、 こ の 交 配 に よ る ト ラ ン ス ジ ー ン 陽 性 子 孫 は 、 す べ て 、 ヒ ト
の RAに 関 連 す る 重 篤 な 症 状 (す な わ ち 、 四 肢 関 節 の 慢 性 炎 症 お よ び 変 形 )を 発 症 す る 。 NODK
RNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お け る こ の 疾 患 の 浸 透 度 は 100％ で あ る 。 す な わ ち 、 図 ５ に
示 さ れ る よ う に 、 KRNト ラ ン ス ジ ー ン 対 立 遺 伝 子 を 受 け 継 ぐ い ず れ の NODマ ウ ス も 関 節 炎 を
発 症 す る 。 雄 も 雌 と 同 様 に 影 響 を 受 け る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス が NOD背 景 を 有 さ な
い 場 合 、 関 節 炎 を 発 症 せ ず (図 ５ 、 KRN× B6)、 そ し て こ の よ う な マ ウ ス を ト ラ ン ス ジ ー ン
維 持 動 物 と し て 使 用 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 （ 関 節 炎 の 臨 床 経 過 ）
　 関 節 炎 遺 伝 子 型 の 浸 透 度 に 必 要 と さ れ る KRNト ラ ン ス ジ ー ン お よ び NOD由 来 MHC遺 伝 子 を
有 す る マ ウ ス に お け る 関 節 炎 の 進 展 (下 記 参 照 )を 、 関 節 炎 動 物 の 足 首 関 節 の 太 さ の カ リ パ
ス 測 定 (calliper measurement)、 す な わ ち 、 炎 症 プ ロ セ ス の 開 始 お よ び 展 開 (evolution)
と 良 く 相 関 す る 測 定 値 を 与 え る 簡 単 な ア ッ セ イ に よ っ て 追 跡 し た 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関
節 炎 マ ウ ス は 関 節 の 炎 症 の 徴 候 を 示 す 。 こ の 徴 候 は 、 ３ 週 齢 と ４ 週 齢 と の 間 で 鮮 明 に 始 ま
り 、 こ の 時 期 以 前 に は 、 臨 床 徴 候 は 明 ら か で は な い (図 4B)。 遠 位 関 節 (distaljoint)は 、
膝 ま た は 肘 よ り 影 響 さ れ る よ う で あ る 。 こ の 関 節 は 、 赤 く 腫 れ 上 が る ； 変 形 は ２ ～ ３ 週 間
後 に 始 ま り 、 肢 の 運 動 性 が 減 少 す る と い う 予 想 さ れ る 結 果 を 伴 う (図 4A参 照 )。 こ の 状 態 は
数 週 間 持 続 す る 。 10～ 12週 間 後 、 炎 症 の 症 状 は い く ら か 治 ま る が 、 主 要 な 後 遺 症 で あ る 変
形 は 持 続 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 関 節 炎 が も た ら す 運 動 性 の 重 大 な 減 少 の た め に 、 NOD KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は
養 育 が 下 手 で あ る 。 し か し 、 NOD KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク の 親 か ら 同 腹 子 を 得 る こ と は 可
能 で あ る 。 実 際 、 関 節 炎 の 動 物 を 、 C57B1/6背 景 の マ ウ ス (こ の 場 合 、 関 節 炎 の 症 状 は 発 現
し な い )に お い て KRNト ラ ン ス ジ ー ン を 維 持 し 、 そ し て ト ラ ン ス ジ ー ン 陽 性 マ ウ ス を NODマ
ウ ス と 交 配 さ せ る こ と に よ っ て 作 成 す る 。 こ の 交 配 か ら 得 ら れ る す べ て の KRNト ラ ン ス ジ
ー ン 陽 性 の 子 孫 動 物 は 、 関 節 炎 を 発 症 し 、 そ し て 症 状 の 発 生 の 前 に 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン ま た は サ イ ト フ ル オ リ メ ト リ ッ ク 分 析 に よ っ て 同 定 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 （ ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー ）
　 ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー (ｘ 線 像 影 )を 、 個 々 の NODKRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 お よ び 非 ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 同 腹 子 に つ い て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お け る 疾 患 の 発 生 後 種 々 の 時 間
に 実 施 し た 。 骨 お よ び 軟 骨 の 侵 食 は 、 膝 お よ び 足 首 で 明 瞭 に 見 え る (図 ６ )。 こ れ は 、 外 部
か ら 見 る こ と が 可 能 な ひ ど い 変 形 を 反 映 す る (図 ４ の パ ネ ル Ａ と 比 較 せ よ )。 骨 腫 症 (osteo
phytosis)を 伴 う 骨 接 合 が 広 が っ て い る 。 よ り 高 齢 の 動 物 で は 、 関 節 の 顕 著 な 再 編 成 が 存
在 す る 。 こ れ は 外 部 か ら 見 る こ と が 可 能 な 変 形 に 一 致 す る 。 ｘ 線 写 真 で は 、 脊 柱 も ま た い
く ら か 影 響 を 受 け て い る よ う で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 （ 組 織 病 理 学 ）
　 正 常 な マ ウ ス ま た は 関 節 炎 (KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク NOD)マ ウ ス の 関 節 を 、 標 準 的 で 通 常
の 病 理 学 技 術 に 従 い ヘ マ ト キ シ リ ン － エ オ シ ン を 用 い て 染 色 し た 後 、 脊 椎 、 膝 ま た は 足 の
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関 節 の 脱 石 灰 化 パ ラ フ ィ ン 切 片 の 組 織 学 的 検 査 に よ っ て 検 査 し た 。 Stevens,A.、 Theory a
nd Practice of Histological Techniques, Bancroft,J.D.お よ び Stevens,A.編 、 第 ３ 版
、 Churchill Livingstone, Edinburgh, New York、 107～ 118頁 (1990)。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 関 節 炎 マ ウ ス に は 、 RA患 者 に お い て 平 行 し て 発 症 す る 関 節 の 炎 症 の 非 常 に 明 ら か な 徴 候
が あ る ： 関 節 に お け る 、 大 き な 滑 膜 細 胞 (synoviocyte)の 数 重 に も 重 ね 合 わ さ っ た 層 を 伴
う 滑 膜 過 形 成 、 多 形 性 細 胞 の 浸 潤 (顆 粒 球 、 リ ン パ 球 、 形 質 細 胞 )、 フ ィ ブ リ ン 性 滲 出 物 。
軟 骨 の 侵 食 、 破 壊 お よ び 再 吸 収 は 、 疾 患 の ２ ～ ３ 週 間 後 に 優 勢 で あ る 。 ま た 、 病 変 は 遠 位
関 節 で 支 配 的 で あ り 、 膝 で は 明 ら か で あ る が よ り 低 い 活 性 で あ り 、 そ し て 臀 部 で は 非 常 に
離 散 的 で あ る 。 脊 椎 も ま た 、 炎 症 性 浸 潤 物 に よ っ て 影 響 さ れ る が 、 そ の 影 響 は 穏 や か で あ
る 。 ３ 週 齢 前 に は 組 織 学 的 病 変 は 存 在 し な い 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 炎 症 ま た は 浸 潤 が 検 査 し た 他 の 器 官 で は 検 出 さ れ な か っ た こ と に 注 目 す る こ と は 重 要 で
あ る 。 要 す る に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス に お け る 自 己 免 疫 応 答 は 重 篤 で あ る が
、 RAの よ う に 、 滑 膜 組 織 、 特 に 軟 骨 に 限 定 さ れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 関 節 炎 動 物 モ デ ル は 、 RAの 以 前 に 記 述 さ れ た 動 物 モ デ ル と は 異 な り 、 ヒ ト RAの 特 色 づ
け る 特 徴 を 忠 実 に 再 現 す る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 （ KRN表 現 型 の 要 件 ）
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 の 最 初 の 観 察 は 、 F1マ ウ ス に お い て な さ れ た 。 こ の F1マ ウ ス
は 、 C57B1/6背 景 に KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 対 立 遺 伝 子 を 有 す る マ ウ ス と 同 系 交 配 NOD/Ltマ
ウ ス と の 間 で の 交 配 か ら 生 ず る 。 得 ら れ た KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク NOD動 物 は 、 ゲ ノ ム 中 の
各 遺 伝 子 座 に 混 ざ り 合 っ た 対 立 遺 伝 子 を 有 す る 。 こ の 混 ざ り 合 っ た 対 立 遺 伝 子 は 、 等 し く
寄 与 す る NOD/Lt親 か ら の 対 立 遺 伝 子 と C57B1/6親 か ら の 対 立 遺 伝 子 と か ら な る 。 KRNト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 対 立 遺 伝 子 は 、 C57B1/6背 景 に 存 在 す る 場 合 、 い か な る 関 節 炎 の 症 状 も 生 じ
さ せ な い の で 、 NODゲ ノ ム 由 来 の 遺 伝 要 素 (す な わ ち 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 対 立 遺 伝 子 )は
、 KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 対 立 遺 伝 子 に よ る 関 節 炎 の 誘 導 に 寄 与 す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 必 要 な NOD対 立 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 、 非 NODKRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 、 B6.NH
-2 n o d 系 統 の マ ウ ス (H.Kikutani博 士 の 寄 贈 )と 交 配 さ せ た 。 B6.NH-2 n o d 系 統 は 、 NOD系 統 マ
ウ ス と B6系 統 マ ウ ス と に 由 来 す る キ メ ラ 系 統 で あ る 。 B6.NH-2 n o d マ ウ ス に お い て 、 す べ て
の 遺 伝 子 座 は 、 NOD系 統 マ ウ ス に 由 来 す る MHC座 を 除 い て 、 B6と 同 じ 対 立 遺 伝 子 を 有 す る 。
関 節 炎 疾 患 は 、 非 NODKRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス と B6.NH-2 n o d マ ウ ス と の 交 配 か ら の 後
代 (progeny)に お い て 発 現 し た 。 こ の 後 代 は 、 KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス と NODマ ウ ス
と の コ ン ト ロ ー ル 交 配 の 場 合 と 同 様 に 、 同 じ 罹 患 率 お よ び 特 徴 を 有 す る (図 ５ 、 そ れ ぞ れ
、 KRN× B6.NH-2 n o d お よ び KRN× NOD)。 こ れ に 対 し 、 KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス と B6マ
ウ ス と の 間 の 交 配 の 子 孫 は 、 関 節 炎 で は な く (図 ５ KRN× B6)、 試 験 し た 他 の 遺 伝 的 組 み 合
せ で は (す な わ ち 、 B10.D2、 B10.M、 B10.S、 B10.BR、 B10.A、 お よ び B10.A(4R)系 統 由 来 の K
RNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 交 配 で は )関 節 炎 疾 患 は 見 ら れ な か っ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 し た が っ て 、 KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 対 立 遺 伝 子 か ら 生 じ る 関 節 炎 疾 患 は 、 異 な る マ ウ
ス 系 統 の 特 定 の MHC座 に よ っ て 提 供 さ れ る 遺 伝 要 素 の た め に 、 十 分 に 発 現 さ れ る 。 特 に 、 N
OD系 統 マ ウ ス の MHC座 は KRN表 現 型 の 十 分 な 発 現 を 生 じ る 。 他 の 系 統 の マ ウ ス の MHC座 、 ま
た は 他 の 動 物 (ヒ ト を 含 む )の MHC座 は 、 KRN表 現 型 を 可 能 に す る 能 力 に つ い て マ ウ ス モ デ ル
に お い て 試 験 可 能 で あ る (下 記 参 照 )。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 実 施 に 使 用 し 得 る
さ ら な る 非 NOD由 来 MHC座 を 同 定 お よ び 単 離 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 （ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス の 免 疫 学 ）
　 KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク NODマ ウ ス に お い て 関 節 炎 を 導 く ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 対 立 遺 伝 子
の 真 の 性 質 は 、 こ の 疾 患 お よ び (類 推 に よ る 拡 張 に よ っ て )RAに お け る Ｔ リ ン パ 球 の 決 定 的
役 割 を 暗 示 す る 。 確 か に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス の 中 枢 Ｔ 細 胞 集 団 お よ び 末 梢
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Ｔ 細 胞 集 団 の 拡 大 し た ク ロ ー ン 排 除 が 、 こ の 動 物 の 発 育 の 間 に 生 じ る 。 ク ロ ー ン 排 除 の メ
カ ニ ズ ム は 、 誕 生 の 頃 非 常 に 活 性 で あ る ； CD4 + Ｔ 細 胞 お よ び CD8 + Ｔ 細 胞 は 、 こ の 時 期 の 末
梢 リ ン パ 様 器 官 に は 、 も し あ っ て も 、 ほ と ん ど な い 。 年 齢 と 共 に Ｔ 細 胞 の 脱 落 は 、 い く ら
か 和 ら ぐ 傾 向 が あ り 、 そ し て CD4 + リ ン パ 球 は 、 約 ３ 週 齢 の 動 物 に お い て 脾 臓 お よ び リ ン パ
節 に 現 れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス の 免 疫 系 の Ｂ 細 胞 成 分 は 、 ほ と ん ど 影 響 を 受 け な い 。
Ｂ 細 胞 の 数 お よ び 分 布 は 相 対 的 に 正 常 で あ る 。 し か し 、 循 環 性 IgGの ア イ ソ タ イ プ に は 不
均 衡 が あ る 。 KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク NODマ ウ ス に お け る IgG1ア イ ソ タ イ プ は 顕 著 に 増 加 し
て い る 。 リ ュ ウ マ チ 様 因 子 (す な わ ち 、 IgG抗 体 の 定 常 領 域 に 対 す る 抗 体 )は 、 ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス に お い て 検 出 さ れ て い な い 。 し か し 、 ２ ヶ 月 ま た は ３ ヶ 月 後 、 多 く
の KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク NODマ ウ ス の 脾 臓 お よ び リ ン パ 節 は 、 お そ ら く は 、 こ の 動 物 の 定
常 的 な 炎 症 状 態 に 応 答 し て 、 全 体 的 に 肥 大 し て い る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 （ 実 施 例 ４ ： 抗 関 節 炎 組 成 物 を 評 価 す る 方 法 ）
　 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス に お け る 関 節 炎 の 信 頼 で き そ し て 再 現 性 の 性
質 、 お よ び ヒ ト 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ に 対 す る そ の 明 ら か な 関 係 の た め に 、 本 発 明 の ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 開 発 途 中 の 抗 関 節 炎 組 成 物 の 安 全 性 お よ び 効 力 を 推 測 す る た め に 使
用 さ れ る 。 抗 関 節 炎 組 成 物 は 、 臨 床 発 現 の 開 始 に 先 立 っ て 、 ま た は こ の 疾 患 は 進 展 し て い
る が 治 療 不 可 能 な 関 節 の 破 壊 お よ び 変 形 は 起 き る 前 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 （ 治 療 的 な 免 疫 介 入 ）
　 KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク NOD関 節 炎 マ ウ ス を 、 抗 CD4抗 体 (ヒ ト に お い て RAの 症 状 を 軽 減 す
る 見 込 み が い く ら か あ る と 示 さ れ て い る 組 成 物 )で 処 置 し た 。 Moreland,L.W.ら 、 Arthriti
s Rheum. 36:307-319(1993)。 処 置 さ れ た 動 物 お よ び 非 処 置 コ ン ト ロ ー ル 動 物 に お け る 関
節 炎 の 進 展 を 、 ３ 日 ご と に マ ウ ス を 臨 床 的 に 検 査 す る こ と に よ っ て モ ニ タ ー し た 。 図 ７ に
示 さ れ る よ う に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス を ２ 週 齢 か ら の 抗 CD4抗 体 で 処 置 す る
こ と に よ り 、 病 理 学 的 発 現 の 出 現 が 予 防 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 動 物 モ デ ル は 、 他 の 可 能 性 の あ る 抗 関 節 炎 組 成 物 を 評 価 す る た め に 使 用 さ れ る
。 可 能 性 の あ る 抗 関 節 炎 組 成 物 に は 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 、 リ ン ホ カ イ ン 、 イ ン タ ー フ ェ
ロ ン 、 サ イ ト ト キ シ ン と 抗 体 と の 接 合 体 、 CDタ ン パ ク 質 、 MHCタ ン パ ク 質 、 CDタ ン パ ク 質
お よ び MHCタ ン パ ク 質 の 誘 導 体 、 な ら び に MHC分 子 に よ る 抗 原 提 示 、 MHC提 示 抗 原 の TCR認 識
、 お よ び /ま た は MHC分 子 と CDタ ン パ ク 質 と の 間 の 相 互 作 用 に 影 響 す る 合 成 化 合 物 ま た は 単
離 さ れ た エ フ ェ ク タ ー 生 体 分 子 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 動 物 は 、 予 想 可 能 な 様 式 で 関 節 炎 の 症 状 を 発 症 す る の で 、 本 発 明 の 動 物
モ デ ル に お い て 試 験 さ れ る 抗 関 節 炎 組 成 物 の 種 々 の 効 果 を 、 以 前 可 能 で あ っ た 様 式 よ り 厳
格 な 様 式 で 試 験 し 得 る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 抗 関 節 炎 組 成 物 は 、 炎 症 を 予 防 す る こ と に よ っ て 、 炎 症 応 答 を 制 限 す る こ と に よ っ て 、
ま た は 炎 症 に 続 い て 生 じ る 組 織 の 破 壊 を 制 限 す る こ と に よ っ て そ の 効 果 を 達 成 し 得 る 。 抗
関 節 炎 組 成 物 を 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 規 定 さ れ た 生 後 の 時 点 に 投 与 す る こ と
に よ り 、 こ の 組 成 物 が 関 節 炎 の 初 期 段 階 ま た は 後 期 段 階 で そ の 効 果 を 発 揮 す る か が 明 ら か
に な る 。 例 え ば 、 炎 症 を 予 防 す る 抗 関 節 炎 組 成 物 は 、 炎 症 応 答 が 始 ま っ た 後 に 投 与 さ れ た
場 合 、 続 発 性 の 組 織 破 壊 を 予 防 す る 抗 関 節 炎 組 成 物 と は 異 な り 、 効 果 的 で は な い 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 抗 関 節 炎 組 成 物 の 効 力 を 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 動 物 に お い て 、 炎 症 お よ
び /ま た は 治 療 不 可 能 な 関 節 破 壊 お よ び 四 肢 の 変 形 の 開 始 時 期 お よ び /ま た は そ の 程 度 の 統
計 学 的 に 有 意 な 遅 延 を 引 き 起 こ す こ と に 関 し て 評 価 す る 。 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関
節 炎 動 物 の 細 胞 性 免 疫 学 的 パ ラ メ ー タ (例 え ば 、 CD4 + ま た は CD8 + 細 胞 の 数 お よ び 分 布 ま た
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は 特 定 の TCRま た は Ig分 子 の 数 ま た は 分 布 )の 変 化 を 、 抗 関 節 炎 組 成 物 へ の 応 答 に お い て 、
治 療 的 免 疫 介 入 の 基 礎 と な る メ カ ニ ズ ム を 解 明 す る た め に 測 定 す る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 （ 遺 伝 子 治 療 ）
　 抗 関 節 炎 の 可 能 性 が あ る 遺 伝 子 産 物 (ポ リ ペ プ チ ド を 含 む )を コ ー ド す る DNA配 列 を 含 有
す る ト ラ ン ス ジ ー ン を 、 マ ウ ス の ゲ ノ ム に 導 入 す る 。 抗 関 節 炎 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 創 始 体
動 物 の 子 孫 を 、 抗 CD4ま た は 別 の 抗 関 節 炎 剤 で 処 置 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス
と 交 尾 さ せ る こ と に よ っ て 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 抗 関 節 炎 動 物 モ デ ル に 、 候 補 と
な る 抗 関 節 炎 ト ラ ン ス ジ ー ン を 導 入 す る 。 こ の こ と に よ っ て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎
マ ウ ス に 、 活 発 に 交 尾 プ ロ セ ス を 企 て る に 十 分 な 運 動 性 を 与 え る 。 あ る い は 、 候 補 と な る
抗 関 節 炎 ト ラ ン ス ジ ー ン を 、 NOD系 統 の マ ウ ス 個 体 の ゲ ノ ム に 導 入 し 、 そ し て NOD創 始 体 の
子 孫 を 、 非 関 節 炎 KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス と 交 尾 さ せ 、 そ し て 一 重 ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 子 孫 お よ び 二 重 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 子 孫 に お け る 関 節 炎 症 状 の 発 症 を モ ニ タ ー し 、 そ
し て 比 較 す る 。 抗 関 節 炎 性 DNA配 列 は 、 抗 関 節 炎 性 DNA配 列 の 非 存 在 下 で 関 節 炎 を 発 症 す る
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 動 物 に お い て 発 現 し た 場 合 、 炎 症 を 減 少 さ せ る か 、 遅 ら せ る か
、 ま た は 生 じ さ せ な い も の で あ る か 、 ま た は 炎 症 に 続 く 続 発 性 の 組 織 破 壊 を 制 限 ま た は 排
除 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 （ 実 施 例 ５ ： 関 節 炎 生 成 組 成 物 の 評 価 方 法 ）
　 マ ウ ス の NOD系 統 由 来 の MHC遺 伝 子 座 を 有 す る KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で は 、 全 て
の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス が 関 節 炎 に な る 。 KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 対 立 遺 伝 子 が 関 節
炎 を 誘 導 で き な い マ ウ ス の 系 統 由 来 の MHC遺 伝 子 座 を 有 す る KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
を 用 い て 、 関 節 炎 生 成 能 に つ い て 組 成 物 を 評 価 し た 。 KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 対 立 遺 伝 子
の 関 節 炎 の 可 能 性 を 増 大 す る 組 成 物 は 、 本 発 明 の 動 物 モ デ ル に お い て 関 節 炎 生 成 性 で あ る
。 こ の よ う な 組 成 物 は 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 、 リ ン ホ カ イ ン 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 サ イ ト
ト キ シ ン と 抗 体 と の 結 合 物 、 CDタ ン パ ク 質 、 MHCタ ン パ ク 質 、 CDタ ン パ ク 質 お よ び MHCタ ン
パ ク 質 の 誘 導 体 、 お よ び MHC分 子 に よ る 抗 原 提 示 、 MHC提 示 抗 原 の TCR認 識 、 お よ び ／ ま た
は MHC分 子 と CDタ ン パ ク 質 と の 間 の 相 互 作 用 に 影 響 す る 合 成 化 合 物 ま た は 単 離 さ れ た エ フ
ェ ク タ ー 生 体 分 子 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ヒ ト の 雌 に お い て よ り 優 勢 で あ
り 得 、 し た が っ て そ こ で RAの 増 加 し た 発 病 率 に 関 係 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る (Fox,H.S.
ら ,J.Immunol. 146: 4362-4367 (1991))単 離 さ れ た エ フ ェ ク タ ー 生 体 分 子 （ 例 え ば 、 γ －
イ ン タ ー フ ェ ロ ン ） を 、 他 の 性 差 に 起 因 す る 影 響 を 除 去 す る た め に 、 本 発 明 の 雄 お よ び 雌
の 両 方 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 に お い て 試 験 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 関 節 炎 生 成 組 成 物 は ま た 、 MHCタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 む 。 こ こ で
、 ト ラ ン ス ジ ー ン に よ り 発 現 さ れ る DNA配 列 は 、 ヒ ト を 含 む 動 物 の MHC遺 伝 子 座 に 由 来 す る
。 い く つ か の MHCタ ン パ ク 質 が 、 自 己 免 疫 疾 患 の 発 生 に 影 響 し 、 そ し て 特 異 的 な 変 異 体 MHC
対 立 遺 伝 子 が 、 特 定 の ヒ ト 自 己 免 疫 疾 患 の よ り 高 い 危 険 性 と 相 関 す る こ と が 示 さ れ て い る
。 ヒ ト に お い て は 、 MHC抗 原 が HLA（ ヒ ト リ ン パ 球 抗 原 ） タ ン パ ク 質 と し て 知 ら れ 、 例 え ば
、 HLA-DR4対 立 遺 伝 子 を 有 す る 個 体 は 、 他 の HLA変 異 体 を 有 す る 個 体 よ り も ６ 倍 も 慢 性 関 節
リ ウ マ チ に な り や す い 。 Steinman,L.,Sci.American 269: 106-114 (1993)。 エ ル ジ ニ ア 関
節 炎 お よ び 硬 直 性 脊 椎 炎 は 、 HLA-B27対 立 遺 伝 子 と 相 関 が 高 い 。 Vaughan,J.H.,Immunologi
cal Diseases, 第 II巻 , 第 ３ 版 , Samter,M.編 , Little, Brown and Company, 1029-1037
頁 (1978)。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 用 い た 実 験 に よ り 示 さ れ た よ う に 、 マ ウ ス Ｔ 細 胞 レ パ ー ト
リ ー は 、 ヒ ト MHC遺 伝 子 産 物 (HLA タ ン パ ク 質 ） を 完 全 に 使 用 し 得 る 。 Kievits,F.ら , Natu
re 329: 447-449 (1987)。 ヒ ト 由 来 の 特 定 の HLA分 子 を コ ー ド す る DNA配 列 が 単 離 さ れ 、 そ
し て マ ウ ス ゲ ノ ム 内 へ の 導 入 お よ び マ ウ ス 細 胞 内 で の 発 現 が 可 能 で あ る よ う に 遺 伝 的 に 操
作 さ れ る 。 マ ウ ス に お け る ヒ ト MHC遺 伝 子 産 物 の 利 用 は 、 β ２ -マ イ ク ロ グ ロ ブ リ ン タ ン パ
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ク 質 分 子 の 共 存 を 必 要 と し ； し た が っ て 、 ヒ ト β ２ -マ イ ク ロ グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る DNA
配 列 が 、 同 様 に 遺 伝 的 に 操 作 さ れ る 。 Kievits,F.ら ,Nature 329: 447-449 (1987)。 ト ラ
ン ス ジ ー ン は 、 マ ウ ス の ゲ ノ ム に 導 入 さ れ 、 そ し て 二 重 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク （ MHCお よ び
β ２ -マ イ ク ロ グ ロ ブ リ ン ） 元 祖 の 子 孫 を 非 関 節 炎 KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス と 交 配 す
る 。 二 重 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク （ MHCお よ び β ２ -マ イ ク ロ グ ロ ブ リ ン ） お よ び 三 重 ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク （ MHC、 β ２ -マ イ ク ロ グ ロ ブ リ ン 、 お よ び KRN） の 子 孫 を 、 MHC、 β ２ -マ イ ク
ロ グ ロ ブ リ ン 、 お よ び KRNト ラ ン ス ジ ー ン の DNA配 列 に 由 来 す る プ ロ ー ブ を 用 い て 、 上 記 の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ に よ り 同 定 す る 。 三 重 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク の 子 孫 に お け
る 関 節 炎 症 状 の 発 生 お よ び 進 展 を モ ニ タ ー し 、 そ し て 二 重 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク お よ び 非 ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク の 同 腹 子 の そ れ と 比 較 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 関 節 炎 生 成 DNA配 列 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 動 物 に お い て 発 現 さ れ る 場 合 、 そ の
動 物 は 関 節 炎 生 成 DNA配 列 の 非 存 在 下 で は 関 節 炎 を 進 展 さ せ ず 、 KRN表 現 型 の 部 分 的 ま た は
全 体 的 な 発 現 を も た ら す DNA配 列 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 に よ り 試 験 さ れ 得 る DNA配 列 は 、 ヒ
ト HLA-B27、 HLA-DR4、 お よ び ヒ ト MHCタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 他 の 遺 伝 子 （ ヒ ト β ２ -マ イ
ク ロ グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ー ン と 組 み 合 わ せ て ） (Kievits,F.ら ,Nature 329
: 447-449 (1987))の DNA配 列 、 な ら び に 、 試 験 さ れ る MHC対 立 遺 伝 子 に 寄 与 す る 動 物 種 に
適 切 な β ２ -マ イ ク ロ グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 と 組 み 合 わ せ た 、 長 期 間 の 可 動 性 の 保 証 が 必 要 と
さ れ る 動 物 （ 例 え ば 、 競 走 馬 ） 由 来 の MHC対 立 遺 伝 子 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。 本 発 明 の 動 物 モ デ ル は 、 特 定 の MHC対 立 遺 伝 子 と 種 々 の 形 態 の ヒ ト 関 節 炎 と の 間 で 観
察 さ れ る 相 関 の 基 礎 を な す 細 胞 機 構 お よ び 分 子 機 構 を 決 定 す る た め の 基 礎 を 提 供 す る 。 例
え ば 、 HLA-B27に よ り コ ー ド さ れ る ヒ ト MHCタ ン パ ク 質 は 、 ヒ ト に お け る い く つ か の タ イ プ
の 関 節 炎 と 関 係 し て お り (Vaughns、 前 出 ） 、 そ し て マ ウ ス に お い て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で
発 現 す る 場 合 、 マ ウ ス TCRに 対 す る 抗 原 を 提 示 し 得 る (Kievitsら 、 前 出 ） 。 こ の ア プ ロ ー
チ は 、 少 な く と も 機 構 的 な 意 味 で 、 特 定 の ヒ ト MHC対 立 遺 伝 子 と 関 節 炎 疾 患 と の 間 の 相 関
を 決 定 す る よ り も 満 足 が い く 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 関 節 炎 生 成 組 成 物 の 能 力 は 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 動 物 に お け る 、 関 節 炎
発 生 の 時 点 で 統 計 的 に 有 意 な 増 進 を 生 じ る こ と 、 お よ び ／ ま た は 炎 症 程 度 の 増 大 、 お よ び
／ ま た は 不 治 の 関 節 破 壊 お よ び 四 肢 の 変 形 に 関 し て 評 価 さ れ る 。 あ る い は 、 ま た は さ ら に
、 関 節 炎 生 成 組 成 物 の 能 力 は 、 本 発 明 の KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 関 節 炎 動 物 に お け る 関
節 炎 ま た は 関 節 炎 症 状 の 発 病 率 の 統 計 的 に 有 意 な 増 大 に 関 し て 評 価 さ れ る 。 関 節 炎 生 成 組
成 物 に 応 答 し て 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 細 胞 性 免 疫 学 的 パ ラ メ ー タ ー （ 例 え
ば 、 CD4 + ま た は CD8 + 細 胞 の 数 お よ び お よ び 分 布 、 あ る い は 特 定 の TCRま た は Ig分 子 の 数 お
よ び 分 布 ） の 変 化 が 、 治 療 的 免 疫 介 在 (immunointervention)の 基 礎 を な す 機 構 を 解 明 す る
た め に 測 定 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 （ 実 施 例 ６ ： 内 因 性 ポ リ ペ プ チ ド 性 関 節 炎 生 成 自 己 抗 原 に 結 合 す る 免 疫 系 成 分 の 単 離 ）
　 本 実 施 例 は 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス に お い て ト ラ ン ス ジ ー ン に コ ー
ド さ れ た TCRに よ り 認 識 さ れ る ペ プ チ ド 抗 原 を 単 離 す る 方 法 を 記 載 す る 。 こ れ ら の ポ リ ペ
プ チ ド は 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 動 物 の 免 疫 系 か ら 、 ポ リ ペ プ チ ド 性 関 節 炎
生 成 自 己 抗 原 (PASA)を 含 有 す る マ ウ ス タ ン パ ク 質 の １ つ 以 上 の エ ピ ト ー プ と 特 異 的 に 結 合
す る 細 胞 お よ び エ フ ェ ク タ ー 生 体 分 子 を 単 離 す る た め に 用 い ら れ る 。 単 離 さ れ た 細 胞 お よ
び エ フ ェ ク タ ー 生 体 分 子 は 、 PASA含 有 タ ン パ ク 質 を ヒ ト を 含 む 他 の 動 物 種 か ら 単 離 す る た
め に 用 い ら れ る （ 実 施 例 ７ ） 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 （ 関 節 炎 動 物 に お い て APCに よ り 提 示 さ れ る オ リ ゴ ペ プ チ ド ） 今 後 の 実 施 例 に 不 可 欠 な
も の は 、 関 節 炎 の 病 因 の 間 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ー ン に コ ー ド さ れ る TCRに 提 示 さ れ る 内
因 性 ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 の 同 定 で あ る 。 こ の た め に 、 抗 原 提 示 細 胞 (APC)が 、 関 節 炎 症 状 の
進 展 の 前 お よ び そ の 間 の 種 々 の 時 点 で ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス か ら 単 離 さ れ る 。
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特 に 興 味 深 い の は 、 誕 生 近 く の ク ロ ー ン 欠 失 の 活 発 な 期 間 に 胸 腺 に 存 在 す る APCで あ る が
、 し か し APCは ま た 、 他 の 組 織 お よ び マ ウ ス の 一 生 の 他 の 時 点 か ら 単 離 さ れ る 。 へ パ リ ン
処 理 し た 静 脈 血 を 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス か ら 得 、 そ し て 多 形 核 血 球
細 胞 (PMBC)を そ こ か ら 、 例 え ば 、 Ficoll-Hyapque密 度 勾 配 遠 心 に よ り 単 離 す る 。 PMBC調 製
物 は 、 組 織 培 養 フ ラ ス コ 中 で 37℃ に て ２ 時 間 プ ラ ス チ ッ ク に 付 着 さ せ る こ と に よ り 、 単 球
お よ び ／ ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ を 涸 渇 さ せ る 。 付 着 細 胞 を か き と る こ と に よ り 回 収 し 、 ウ
シ 胎 児 血 清 (FCS)を 含 有 し な い 適 切 な 緩 衝 化 培 地 に 再 懸 濁 す る （ こ れ は 、 ウ シ 胎 児 血 清 は
、 R28の TCRに よ り 認 識 さ れ 得 る 抗 原 を 含 有 す る た め で あ る ） 。 Dellabona,P.ら ,Eur.J.Imm
unol. 21:209-213 (1991)。 再 懸 濁 し た 細 胞 を 、 APCの 供 給 源 と し て 用 い る 。 Koulova,L.ら
, J.Immunol.145: 2035-2043 (1990)。
【 ０ １ ４ １ 】
　 APCを 0.025％ ト リ プ シ ン で 処 理 し て オ リ ゴ ペ プ チ ド の 採 集 を 増 強 す る 。 MHC分 子 と 会 合
す る オ リ ゴ ペ プ チ ド を 、 Slingluff,C.L.ら ,J.Immunol. 150: 2955-2963 (1993)の 方 法 に
し た が っ て 単 離 し 、 そ し て 逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (HPLC)に よ り 分 画 す る が 、 し
か し 他 の 分 離 技 術 も 用 い ら れ 得 る 。 Lehninger,A.L.,Biochemistry, 第 ２ 版 , 95～ 121頁 。
関 係 す る ペ プ チ ド を 含 有 す る HPLC画 分 を 、 非 関 節 炎 NODマ ウ ス か ら 単 離 し た APCの 存 在 下 で
、 イ ン タ ー ロ イ キ ン ２ の 産 生 に よ り 測 定 し た R28ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 活 性 化 に よ り 同 定
す る 。 Miedema,F.お よ び Melief,C.J.M.Immunol.Today 6: 258-259 (1985)。 活 性 を 含 む HP
LC画 分 を プ ー ル し 、 そ し て 意 図 さ れ る 次 の 使 用 に 十 分 な 純 度 の 画 分 を 生 成 す る た め に 必 要
に 応 じ て 再 度 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 う 。 し か し 、 比 較 的 粗 製 な 画 分 で さ え 、 内 因 性 ポ リ
ペ プ チ ド 性 関 節 炎 生 成 自 己 抗 原 (PASA)に 特 異 的 な エ フ ェ ク タ ー 生 体 分 子 を 産 生 す る ハ イ ブ
リ ド ー マ を 同 定 す る た め に 十 分 で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 十 分 に 均 質 な 材 料 が 生 成 さ れ る な ら ば 、 次 い で R28刺 激 性 HPLC画 分 の オ リ ゴ ペ プ チ ド が
、 反 復 エ ド マ ン 分 解 を 含 む が こ れ に 限 定 さ れ な い 標 準 的 な 方 法 に よ り 配 列 決 定 さ れ る 。 Le
hninger,A.L.,Biochemistry,第 ２ 版 , 95-121頁  (1978)。 あ る い は 、 タ ン デ ム 質 量 分 析 (TM
S)を 用 い て 最 も 豊 富 な ペ プ チ ド の 配 列 を 同 定 す る 。 Cox,A.L.ら , Science 264: 716-719 (
1994)。 TMSは 、 ポ リ ペ プ チ ド 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の Ileと Leuと を 区 別 で き な い が 、 TMSは 、 I
leま た は Leuを 代 わ り に 含 有 す る 一 対 の オ リ ゴ ペ プ チ ド を 設 計 す る た め に 用 い ら れ 得 る ア
ミ ノ 酸 配 列 デ ー タ を 生 成 す る 。 TMS由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド は 、 標
準 的 な 方 法 (Stewartお よ び Young,Solid Phase Peptide Synthesis, Pierce Chemical Co.
, Rockland, Illinois (1985))に し た が っ て 化 学 的 に 合 成 さ れ 、 そ し て 反 応 混 合 物 か ら 逆
相 HPLCに よ り 精 製 さ れ る 。 単 離 さ れ た 合 成 オ リ ゴ ペ プ チ ド を 、 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク NOD
マ ウ ス か ら 単 離 さ れ た APCの 存 在 下 で R28ハ イ ブ リ ド ー マ を 刺 激 す る そ れ ら の 能 力 に つ い て
試 験 し 、 そ し て こ の 方 法 で 実 際 の R28刺 激 性 オ リ ゴ ペ プ チ ド の 配 列 を 決 定 す る 。 こ れ ら の
ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 内 因 性 PASA含 有 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 短 い ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト に
相 当 す る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 （ ハ イ ブ リ ド ー マ の 生 成 ）
　 脾 臓 お よ び 胸 腺 を 関 節 炎 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス （ 例 え ば 、 KRN-ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
NODマ ウ ス ） か ら 死 後 に 単 離 す る 。 リ ン パ 球 （ Ｔ ま た は Ｂ 細 胞 ） を 、 関 節 炎 の 進 展 中 の 種
々 の 時 点 で １ つ 以 上 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 単 離 さ れ た 脾 臓 ま た は 胸 腺 か ら 調 製 す る
。 個 々 の 抗 体 産 生 Ｔ ま た は Ｂ 細 胞 を 、 イ ン ビ ボ で 不 死 細 胞 と 融 合 す る 。 得 ら れ る 安 定 に 増
殖 す る 融 合 細 胞 株 （ ハ イ ブ リ ド ー マ ） （ こ れ ら は そ れ ぞ れ 、 独 特 な 抗 原 結 合 （ 可 変 ） 領 域
を 有 す る TCR（ Ｔ 細 胞 ） ま た は 抗 体 （ Ｂ 細 胞 ） を 発 現 す る ） を 、 標 準 的 な リ ン パ 球 培 養 技
術 に よ り 培 養 す る 。 Harlow,E.お よ び Lane,D.,Antibodies:A Laboratory Manual, Cold Sp
ring Harbor Laoratories, Cold Spring Harbor,N.Y.,139-281頁  (1988); Ausubel,F.M.
ら ,編 , Current Protocols in Molecular Biology, 第 ２ 巻 ,Greene Publishing Associat
es and John Wiley & Sons， 11.4.1-11.11.5頁  (1993)。
【 ０ １ ４ ４ 】
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　 Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 ウ シ 膵 臓 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ (BPR)の ア ミ ノ 酸 41～ 61に 対 応 し
、 か つ 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 NODマ ウ
ス か ら 調 製 し た APCに よ る 活 性 化 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る （ イ ン タ ー ロ イ キ ン ２ の 分
泌 と し て 測 定 す る ）
　 　 Lys-Pro-Val-Asn-Thr-Phe-Val-His-Glu-Ser-Leu-Ala-
　 　 Asp-Val-Gln-Ala-Val-Cys-Ser-Gln-Lys[配 列 番 号 １ ]
あ る い は 、 Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 BPR由 来 オ リ ゴ ペ プ チ ド お よ び APCの 存 在 下 で 、 野 生
型 ま た は 調 節 可 能 な A k  MHC遺 伝 子 を 用 い た ト ラ ン ス フ ェ ク ト に 起 因 す る 変 異 型 A k MHC分 子
を 示 す 活 性 化 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 Dellabona,P.ら , Eur.J.Immunol. 21: 209-2
13 (1991)。 い ず れ の タ イ プ の APCも 、 PASA含 有 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 粗 オ リ ゴ ペ プ チ ド ま
た は 合 成 オ リ ゴ ペ プ チ ド と 二 者 択 一 で 用 い ら れ る （ 上 記 を 参 照 の こ と ） 。 い ず れ の 場 合 で
も 、 R28ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い る 。 こ の 方 法 で 同 定
お よ び 単 離 さ れ た Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ は TCRサ ブ ユ ニ ッ ト を 発 現 し 、 こ の TCRサ ブ ユ ニ ッ
ト は 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ー ン に コ ー ド さ れ る も の と 同 一 で あ る か 、 ま た は ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス に お い て 産 生 さ れ そ し て 変 化 し た 結 合 特 性 を 有 す る そ の 変 異 体 の い ず
れ か で あ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 BPR由 来 オ リ ゴ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は PASA含 有 タ ン パ ク 質
に 由 来 す る 粗 オ リ ゴ ペ プ チ ド ま た は 合 成 オ リ ゴ ペ プ チ ド を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
産 生 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る （ 上 記 を 参 照 の こ と ） 。 所 望 の Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ を
、 BPR由 来 オ リ ゴ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は PASA含 有 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 粗 オ リ ゴ ペ プ チ
ド ま た は 合 成 オ リ ゴ ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 用 い て 、 ELISAア ッ セ イ に よ り 同 定 す る 。 同 定
さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 必 要 で あ れ ば 精 製 す る 。 Ha
rlow,E.お よ び Lane,D.Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laborato
ries, Cold Spring Harbor, N.Y.,139-281頁  (1988); Ausubel,F.M.ら ,編 , Current Prot
ocols in Molecular Biology, 第 ２ 巻 , Greene Publishing Associates and John Wiley 
& Sons， 11.4.1-11.11.5頁 (1993)。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 （ 単 一 特 異 性 抗 体 ）
　 内 因 性 PASA含 有 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 粗 オ リ ゴ ペ プ チ ド ま た は 合 成 オ リ ゴ ペ プ チ ド （ 上
記 を 参 照 の こ と ） を 用 い て 、 単 一 特 異 性 抗 体 を 生 成 し 、 次 の 実 施 例 で 用 い る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 「 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 は 、 全 て が 特 定 の 抗 原 を 認 識 す る 、 異 な る 抗 体 の 一 群 を 含 有 す
る 組 成 物 を い う 。 種 々 の 方 法 で 有 用 で あ る が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 そ れ ら の 不 均 質 な
組 成 に よ り 制 限 を 受 け る 。 例 え ば 、 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め に 用 い た 抗 原 以 外 の 抗 原 に 対
す る い く つ か の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 交 差 反 応 性 が 、 通 常 観 察 さ れ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 特 異 性 は 、 単 一 の 選 択 し た エ ピ ト ー プ に 対 応 す る 、 単 離 さ れ た あ る い は 合 成 の 抗 原 ま
た は ハ プ テ ン を 用 い る こ と に よ り 特 定 の エ ピ ト ー プ に 限 定 さ れ 得 る 。 抗 原 、 ま た は キ ャ リ
ア と 結 合 し た ハ プ テ ン を 用 い て 、 動 物 中 に 体 液 性 免 疫 応 答 を 生 成 す る 。 得 ら れ る ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 は 、 選 択 さ れ た エ ピ ト ー プ に 特 異 的 で あ り 、 そ し て 「 単 一 特 異 性 抗 体 」 ま た は
「 抗 ペ プ チ ド 抗 体 」 と い わ れ る 。 特 に 、 合 成 オ リ ゴ ペ プ チ ド を 、 抗 原 ま た ハ プ テ ン と し て
用 い て 、 単 一 特 異 性 抗 体 を 作 成 し 、 こ の オ リ ゴ ペ プ チ ド の 配 列 に 相 当 す る か ま た は 類 似 す
る 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 を ア ッ セ イ ま た は 単 離 す る た め に 用 い 得 る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 内 因 性 PASA含 有 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 粗 オ リ ゴ ペ プ チ ド ま た は 合 成 オ リ ゴ ペ プ チ ド （ 上
記 を 参 照 の こ と ） を 用 い て 、 標 準 的 方 法 に し た が っ て 単 一 特 異 性 抗 体 を 生 成 す る 。 Wilkin
s,T.D.ら 、 米 国 特 許 第 4,879,218号 (1989年 11月 ７ 日 )； Harlow,E.お よ び Lane,D.,Antibodi
es:A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratories, Cold Spring Harbor,N.Y.
,53-137頁  (1988); Ausubel,F.M.ら ,編 , Current Protocols in Molecular Biology, 第
２ 巻 ,Greene Publishing Associates and John Wiley & Sons， 11.12.1-11.15.4頁  (1993
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)。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 （ 実 施 例 ７ ： ポ リ ペ プ チ ド 関 節 炎 生 成 自 己 抗 原 (PASA)を 含 有 す る タ ン パ ク 質 の 単 離 ）
　 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス の 発 育 中 に 、 再 現 可 能 な し た が っ て 予 測 し 得
る 方 法 で 、 伝 授 さ れ る 免 疫 学 的 事 象 が 、 重 篤 な 関 節 炎 症 状 に 進 展 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 で 最 高 潮 に 達 す る 免 疫 学 的 事 象 の カ ス ケ ー ド の 引 き 金 と な る 。 KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 対 立 遺 伝 子 は 、 特 定 の TCRを 有 す る 個 体 マ ウ ス に お い て 大 部 分 の Ｔ 細 胞 に あ り 、 そ し て
特 定 の 系 統 の マ ウ ス に 由 来 す る 抗 原 提 示 MHCタ ン パ ク 質 が 、 発 現 さ れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 表 現 型 に 必 要 で あ る た め 、 関 節 炎 の 比 較 的 初 期 に 生 じ る 重 要 な 免 疫 学 的 事 象 が 、 Ｔ 細 胞
に よ る 内 因 性 自 己 抗 原 の 認 識 で あ る 可 能 性 が あ る 。 こ れ ら の 内 因 性 自 己 抗 原 を 、 本 明 細 書
で は 一 般 に 内 因 性 ポ リ ペ プ チ ド 関 節 炎 生 成 自 己 抗 原 (PASA)と い う 。 こ れ ら の PASAを 含 有 す
る マ ウ ス タ ン パ ク 質 は 、 ヒ ト RAの 発 生 に 根 源 的 に 重 要 な ヒ ト タ ン パ ク 質 に 相 当 す る と 考 え
ら れ る 。 ヒ ト PASA含 有 タ ン パ ク 質 、 な ら び に ヒ ト PASA含 有 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 合 成 化 合
物 お よ び 誘 導 体 化 合 物 は 、 ヒ ト に お け る 関 節 炎 の 診 断 、 予 防 、 ま た は 治 療 に 有 用 で あ る （
後 の 実 施 例 を 参 照 の こ と ） 。 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 動 物 は 、 PASA含 有 タ ン パ
ク 質 ま た は こ の よ う な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA配 列 を ヒ ト を 含 む 多 く の 動 物 供 給 源 か
ら 単 離 さ れ 得 る 手 段 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 （ 免 疫 検 出 に よ る PASA含 有 タ ン パ ク 質 の 精 製 ）
　 前 述 の 実 施 例 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 単 一 特 異 性 抗 体 を 、 正 常 マ ウ ス お よ び 関 節 炎
マ ウ ス 、 な ら び に タ ン パ ク 質 精 製 に 十 分 な 材 料 が よ り 容 易 に 得 ら れ る よ り 大 き な 動 物 （ 例
え ば 、 ヒ ツ ジ 、 イ ヌ 、 ウ シ 、 ウ マ な ど ） に お け る PASA含 有 タ ン パ ク 質 の 身 体 内 分 布 を 同 定
す る た め に 、 標 準 的 方 法 に し た が っ て 公 知 の 免 疫 組 織 学 的 技 術 で プ ロ ー ブ と し て 用 い る 。
必 要 で あ れ ば 、 発 育 の 種 々 の 段 階 の 動 物 を こ の よ う に 検 査 す る 。 Ausubel,F.M.ら ,編 ,Curr
ent Protocols in Molecular Biology, 第 ２ 巻 , Greene Publishing Associates and Joh
n Wiley & Sons， 14.0.1-14.6.13頁  (1993)。
【 ０ １ ５ １ 】
　 比 較 的 高 濃 度 の PASA含 有 タ ン パ ク 質 を 有 す る 組 織 を 死 後 の 動 物 か ら 取 り 出 し 、 そ し て PA
SA含 有 タ ン パ ク 質 の 供 給 源 と し て そ の 精 製 の た め に 用 い る 。 精 製 ア ッ セ イ と し て 、 前 述 の
実 施 例 に 記 載 の R28細 胞 の 活 性 化 を 用 い る 。 タ ン パ ク 質 精 製 の 標 準 的 方 法 を 用 い る 。 Lehni
nger,A.L.Biochemistry, 第 ２ 版 , 95-121頁 。 さ ら に 、 ま た は あ る い は 、 結 合 剤 と し て 前
記 実 施 例 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 単 一 特 異 性 抗 体 を 含 有 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を
用 い る 。 Harlow,E.お よ び Lane,D.,Antibodies:A Laboratory Manual, Cold Spring Harbo
r Laboratories, Cold Spring Harbor,N.Y.,511-552頁  (1988)。 精 製 PASA含 有 タ ン パ ク 質
を 、 部 分 的 タ ン パ ク 質 分 解 お よ び 反 復 エ ド マ ン 分 解 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 標 準 的
方 法 に よ り 配 列 決 定 す る 。 Lehninger,A.L.,Biochemistry, 第 ２ 版 , 95～ 121頁 (1978)。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 （ PASA含 有 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA配 列 ）
　 APCに 結 合 す る PASA由 来 オ リ ゴ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は PASA含 有 タ ン パ ク 質 の
ア ミ ノ 酸 配 列 、 あ る い は そ の 両 方 を 、 遺 伝 コ ー ド （ 表 ２ ） と と も に 用 い て 、 PASA含 有 タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 得 る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 構
築 の た め に 対 応 す る DNA配 列 を 設 計 す る 。 Lathe,R.,J.Mol.Biol.183: 1-12 (1985)。 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ロ ー ブ と し て 用 い て 、 PASA含 有 タ ン パ ク 質 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る
DNA制 限 フ ラ グ メ ン ト を 検 出 す る ； 次 い で 制 限 フ ラ グ メ ン ト を 適 切 な ベ ク タ ー に ク ロ ー ン
化 す る 。 Ruter,W.J.ら 、 米 国 特 許 第 4,440,859号 (1984年 ４ 月 ３ 日 )。 あ る い は 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を PCR反 応 に お け る プ ラ イ マ ー と し て 用 い て 、 PASA含 有 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る DNA配 列 を 増 幅 す る 。 Mullis,K.B.ら 、 米 国 特 許 第 4,965,188号 (1990年 10月 23日 )。 特 に
、 逆 PCRを 用 い て 、 最 少 量 の ア ミ ノ 酸 配 列 情 報 か ら 最 大 量 の PASA含 有 タ ン パ ク 質 コ ー ド 配
列 情 報 を 生 成 す る 。 Ochman,H.ら ,PCR Technology: Principles and Applications for DN
A Amplification, Erlich,H.A.編 ,Stockton Press, London, 105-111頁  (1989)。 次 い で P
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CR産 物 を 、 適 切 な ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 し て か ら 配 列 決 定 す る か 、 ま た は 直 接 配 列 決 定 す
る 。 Gyllensten,U.PCR Techmnology: Principles and Applications for DNA Amplificat
ion, Erlich,H.A.編 ,Stockton Press, London, 45-60頁  (1989)。 PASA含 有 タ ン パ ク 質 を
産 生 す る た め に 、 こ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA配 列 を 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ン
化 し 、 次 い で こ れ を そ れ ら の 同 起 源 の 宿 主 細 胞 に 導 入 し 、 こ こ で PASA含 有 タ ン パ ク 質 の 指
示 さ れ た 生 合 成 が 行 わ れ る 。 Rutter,W.J.ら 、 米 国 特 許 第 4,440,859号 (1984年 ４ 月 ３ 日 ）
。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 （ 実 施 例 ８ ： 治 療 組 成 物 ）
　 前 述 の 実 施 例 の PASA含 有 タ ン パ ク 質 お よ び 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ー ン の TCRサ ブ ユ ニ ッ ト
の 可 変 領 域 を 用 い て 、 ヒ ト を 含 む 関 節 炎 動 物 の 処 置 に 有 用 な い く つ か の 組 成 物 を 作 成 す る
。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 （ TCRオ リ ゴ ペ プ チ ド を 用 い た 免 疫 ）
　 機 構 は 不 明 確 な ま ま で あ る が 、 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト の 可 変 領 域 に 相 当 す る 合 成 オ リ ゴ ペ プ
チ ド を 用 い た 免 疫 は 、 実 験 的 な ア レ ル ギ ー 性 脳 髄 膜 炎 (EAE)を 予 防 ま た は 好 転 さ せ る こ と
が 示 さ れ て い る 。 EAEは 、 MBPを 用 い た 動 物 の 自 己 免 疫 に よ り 誘 導 さ れ 、 そ し て MSの 臨 床 的
症 状 （ 例 え ば 、 髄 鞘 脱 落 お よ び 麻 痺 ） を 生 成 す る 。 Howell,W.M.ら ,Science 246: 668-670
 (1989); Vanderbarkら , Nature 341: 541-544 (1989)。 TCR由 来 オ リ ゴ ペ プ チ ド を 用 い た
MSを 患 う ヒ ト の 処 置 の 試 験 的 な 試 み が 、 現 在 進 行 中 で あ る 。 Oksenberg,J.R.ら ,J.Neurol.
Sci. 115(補 遺 ): S29-S37 (1993)。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 発 明 の TCR可 変 領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 が マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 単 離 さ れ た が 、 自 己 免
疫 疾 患 に 関 連 す る TCRの 著 し い 関 連 性 が 種 系 統 に 渡 り 、 免 疫 系 の 分 子 成 分 が 、 ヒ ト の 治 療
用 組 成 物 を マ ウ ス TCR分 子 に 由 来 さ せ 得 る よ う に 、 十 分 保 存 さ れ て い る こ と を 示 唆 す る 。
例 え ば 、 何 人 か の MS患 者 は 、 HLAレ セ プ タ ー (HLA-DR2分 子 )の 一 部 に 結 合 す る ミ エ リ ン 塩 基
性 タ ン パ ク 質 (MBP)の フ ラ グ メ ン ト を 認 識 す る TCRに よ り 過 剰 提 示 (over-represented)さ れ
る TCR集 団 を 有 す る 。 ３ ア ミ ノ 酸 の 配 列 （ MBP:HLA-DR2複 合 体 を 認 識 す る た め に 明 ら か に 必
要 と さ れ る ） が 、 こ れ ら の TCRに 存 在 し た 。 Oksenberg,J.R.ら ,Nature 362: 68-70 (1993)
。 MBPの 同 じ フ ラ グ メ ン ト は 、 MS、 EAEの 動 物 モ デ ル で 優 勢 な TCRの ク ラ ス に よ り 認 識 さ れ
る 。 EAE動 物 で 優 勢 で あ る TCRは 、 MSヒ ト に お け る TCRに 見 出 さ れ た 同 じ ３ つ の ア ミ ノ 酸 の
配 列 を 有 す る 。 Gold,D.P.ら ,J.Exp.Med. 174: 1467-1476 (1991); Hashim,G.ら , J.Immun
ol. 146: 515-520 (1991);Offner,H.ら , J.Immunol. 146: 4165-4172 (1991); Vainiene,
M.ら , J.Neurosci.Res. 31:413-420 (1992); Offner,H.ら , J.Immunol. 148: 1706-1711 
(1992); Gold,D.P.ら ,J.Immunol. 148: 1712-1717 (1992); Offner,H.ら , J.Immunol. 15
1: 506-517 (1993)。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 R28由 来 の TCRサ ブ ユ ニ ッ ト の 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 [配 列 番 号 ５ お よ び ７ ]を 用 い て 、
ヒ ト を 含 む 非 マ ウ ス 動 物 に お い て 治 療 的 価 値 を 有 す る 合 成 オ リ ゴ ペ プ チ ド を 設 計 す る 。 配
列 番 号 ５ お よ び ７ 由 来 の ア ミ ノ 酸 を 含 む オ リ ゴ ペ プ チ ド を 、 標 準 的 な 方 法 (Stewartお よ び
Young,Solid Phase Peptide Synthesis, Pierce Chemical Co., Rockland, Illinois (19
85))に し た が っ て 化 学 的 に 合 成 し 、 そ し て 逆 相 HPLCに よ り 反 応 混 合 物 か ら 精 製 す る 。 最 も
効 果 的 な 抗 関 節 炎 オ リ ゴ ペ プ チ ド は 、 実 施 例 ４ に 記 載 の ア ッ セ イ に よ り 同 定 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 （ 経 口 ト レ ラ ン ス 治 療 ）
　 自 己 免 疫 は 、 例 え ば 皮 下 注 射 に よ り 動 物 に 自 己 抗 原 を 直 接 提 示 す る こ と に よ り も た ら さ
れ 得 る が 、 ト レ ラ ン ス は 、 経 口 摂 取 に よ り 動 物 に 抗 原 を 提 示 す る こ と に よ り 達 成 さ れ 得 る
。 こ の プ ロ セ ス （ 経 口 ト レ ラ ン ス 治 療 と 呼 ば れ る ） は 、 い く つ か の 自 己 免 疫 応 答 影 響 を 攻
撃 す る サ イ ト カ イ ン を 分 泌 す る Ｔ 細 胞 を 活 性 化 す る よ う で あ る 。 Strobel,S.ら , Immunolo
gy 56: 577-564 (1985); Mowat,A.M., Immunology 56: 253-260 (1985); Mowat,A.M.ら , 
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Adv.Exp.Med.Biol. 216A: 709-720(1987);Lamont,A.G.ら , Immunology 63: 737-739 (198
8); Mowat,A.M.ら , Immunology 64:141-145 (1988)。 抗 原 の 増 強 さ れ た ト レ ラ ン ス を も た
ら す 経 口 摂 取 に よ り 提 示 さ れ る 抗 原 は 、 ト レ ロ ジ ェ ン と 呼 ば れ る 。 Thompson,H.S.ら ,Clin
.Exp.Immunol. 72: 20-25 (1988); Thompson,H.S.G.お よ び Staines,N.A.,Clin.Exp.Immun
ol. 64: 581-586 (1985); Thompson,H.S.お よ び Staines,N.A.,Immunol.Today 11: 396-39
9 (1991)。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 に 対 す る 経 口 ト レ ラ ン ス 治 療 は 、 EAE動 物 に ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 を
給 餌 す る こ と に よ り 最 初 に 示 さ れ た 。 Bitar,D.M.お よ び Whitacre,C.C.,Cell Immunol. 11
2: 364-370 (1988); Fuller,K.A.ら , J.Neuroimmunol. 28: 15-26 (1990);Whitacre,C.C.
ら , J. Immunol. 147: 2155-2163 (1991)。 経 口 ト レ ラ ン ス 治 療 は 、 動 物 モ デ ル に お い て
、 関 節 炎 、 特 に 、 コ ラ ー ゲ ン が 誘 導 さ れ た 関 節 炎 (CIA)を 抑 制 す る の に 効 果 的 で あ る こ と
が 示 さ れ て い る 。 Thompson,H.S.お よ び Staines,N.A.,Clin.Exp.Immunol. 64: 581-586 (1
986);Nagler-Anderson,C.ら ,Proc..Natl.Acad.Sci.(USA) 83: 7443-7446 (1986)。 II型 コ
ラ ー ゲ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 に 由 来 す る 合 成 オ リ ゴ ペ プ チ ド も ま た 、 ト レ ロ ジ ェ ン と し て 効 果
的 で あ る 。 Myers,L.K.ら ,J.Exp.Med. 170: 1999-2010 (1989)。 合 成 ポ リ ペ プ チ ド で あ る
ト レ ロ ジ ェ ン は 、 ト レ ロ ジ ェ ン 原 性 に 必 要 な エ ピ ト ー プ （ 単 数 お よ び 複 数 ） を さ ら に 規 定
す る た め に 操 作 さ れ 得 る 。 Meyers,L.K.ら ,J.Immunol. 149: 1439-1443 (1992);Meyers,L.
K.ら , J.Immunol. 150: 4652-4658(1993); Meyers,L.K.ら , J.Immunol. 151: 500-505 (1
993)。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス に お い て APCに 結 合 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド の ア
ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は PASA含 有 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い て 、 経 口 ト レ ラ ン ス 治 療 の
た め の 合 成 オ リ ゴ ペ プ チ ド の 配 列 を 設 計 す る 。 ヒ ト の 治 療 の た め に は 、 好 ま し く は ヒ ト PA
SA含 有 タ ン パ ク 質 由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い る 。 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る オ リ
ゴ ペ プ チ ド を 、 標 準 的 な 方 法 (Stewartお よ び Young,Solid Phase Peptide Synthesis, Pie
rce Chemical Co., Rockland, Illinois (1985))に し た が っ て 化 学 的 に 合 成 し 、 そ し て 逆
相 HPLCに よ り 反 応 混 合 物 か ら 精 製 す る 。 最 も 効 果 的 な 抗 関 節 炎 オ リ ゴ ペ プ チ ド を 、 関 節 炎
動 物 に 対 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド の 投 与 手 段 と し て 経 口 摂 取 を 用 い て 実 施 例 ４ に 記 載 の ア ッ セ
イ に よ り 同 定 す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 （ MHCア ン タ ゴ ニ ス ト ）
　 EAEに お い て 、 人 工 的 に 導 入 さ れ た 「 自 己 」 抗 原 と そ れ に 由 来 す る 合 成 オ リ ゴ ペ プ チ ド
と の 間 の イ ン ビ ボ の 競 合 が 、 自 己 免 疫 応 答 の 誘 導 を 調 節 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。 こ れ ら
の MHCア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 明 ら か に APCの MHC分 子 に よ り 結 合 さ れ 、 そ し て Ｔ 細 胞 に 対 し て
提 示 さ れ る が 、 当 初 の 抗 原 か ら の 化 学 変 化 の た め 、 Ｔ 細 胞 を 活 性 化 す る た め に そ れ ら に 対
し て 十 分 に 刺 激 的 で は な い 。 Zamvil,S.S.お よ び Steinman,L.Annu.Rev.Immunol. 8: 579-6
21 (1990);Steinman,L. Adv.Immunol. 49: 357-379。 関 節 炎 に お い て 最 高 潮 に 達 す る 後 の
免 疫 学 的 事 象 の 原 因 と な る Ｔ 細 胞 の 活 性 化 は 、 疾 患 の 経 過 に 対 し て そ れ と 並 行 し た 効 果 で
遅 延 ま た は 阻 害 さ れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス に お け る APCに 結 合 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド の ア
ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は PASA含 有 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い て 、 MHCア ン タ ゴ ニ ス ト と
し て 供 さ れ る 合 成 オ リ ゴ ペ プ チ ド の 配 列 を 設 計 す る 。 ヒ ト の 治 療 の た め に は 、 好 ま し く は
ヒ ト PASA含 有 タ ン パ ク 質 由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い る 。 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す
る オ リ ゴ ペ プ チ ド を 、 標 準 的 な 方 法 (Stewartお よ び Young,Solid Phase Peptide Synthesi
s, Pierce Chemical Co., Rockland, Illinois (1985))に し た が っ て 化 学 的 に 合 成 し 、 そ
し て 逆 相 HPLCに よ り 反 応 混 合 物 か ら 精 製 す る 。 最 も 効 果 的 な 抗 関 節 炎 オ リ ゴ ペ プ チ ド を 、
実 施 例 ４ に 記 載 の ア ッ セ イ に よ り 同 定 す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
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　 （ 発 明 の 有 用 性 ）
上 記 の 本 発 明 の 実 施 態 様 は 、 単 独 で 、 ま た は 互 い に 組 み 合 わ せ て 、 あ る い は 他 の 補 足 的 な
方 法 お よ び ／ ま た は 組 成 物 と 組 み 合 わ せ て 、 以 下 に 列 挙 さ れ る よ う な 目 的 に 用 い ら れ 得 る
。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 (1)潜 在 的 な 抗 関 節 炎 治 療 用 組 成 物 を 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス に お け る 時 間
的 お よ び ／ ま た は 組 織 学 的 な 関 節 炎 の 進 行 に 対 す る 組 成 物 の 効 果 を 測 定 す る こ と に よ り そ
れ ら の 効 率 に つ い て 評 価 し 得 る 。 評 価 さ れ る 潜 在 的 な 抗 関 節 炎 治 療 用 組 成 物 は 、 化 学 的 化
合 物 、 ト レ ロ ジ ェ ン 、 抗 炎 症 剤 、 遺 伝 子 治 療 剤 、 お よ び 遺 伝 的 に 操 作 さ れ た 微 生 物 ま た は
細 胞 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 詳 細 は 実 施 例 ４ を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 (2)潜 在 的 な 関 節 炎 生 成 （ 関 節 炎 誘 導 性 ） 組 成 物 を 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス
に お け る 時 間 的 お よ び ／ ま た は 組 織 学 的 な 関 節 炎 の 進 行 に 対 す る 組 成 物 の 効 果 を 測 定 す る
こ と に よ り 、 ま た は 非 関 節 炎 KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る KRNト ラ ン ス ジ ー ン 対
立 遺 伝 子 の 浸 透 度 を 強 め る そ れ ら の 能 力 を 測 定 す る こ と に よ り 、 そ れ ら の 危 険 性 に つ い て
評 価 す る 。 評 価 さ れ る 潜 在 的 な 関 節 炎 生 成 組 成 物 は 、 化 学 的 化 合 物 、 ト レ ロ ジ ェ ン 、 抗 炎
症 剤 、 遺 伝 子 治 療 剤 、 お よ び 遺 伝 的 に 操 作 さ れ た 微 生 物 ま た は 細 胞 を 包 含 す る が 、 こ れ ら
に 限 定 さ れ な い 。 詳 細 は 実 施 例 ５ を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 (3)関 節 炎 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 由 来 の Ｂ 細 胞 ま た は Ｔ 細 胞 が 単 離 さ れ 、 そ し て 不
死 細 胞 に 融 合 し て 、 内 因 性 ポ リ ペ プ チ ド 関 節 炎 生 成 自 己 抗 原 (PASA)を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 産 生 す る Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 、 ま た は PASA含 有 タ ン パ ク 質 の 提 示 に よ り 活 性
化 さ れ る Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 成 す る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 (a)
ヒ ト を 含 む 個 々 の 動 物 を 慢 性 関 節 リ ウ マ チ を 進 展 さ せ る そ れ ら の 危 険 性 に つ い て 評 価 す る
た め 、 お よ び ／ ま た は (b)ヒ ト を 含 む 動 物 由 来 の PASA含 有 タ ン パ ク 質 を 単 離 す る た め に 用
い ら れ る 。 詳 細 は 実 施 例 ６ を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 (4)ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス に 由 来 す る 抗 原 提 示 細 胞 (APC)が 集 団 で 調 製 さ れ 、
そ し て そ れ ら と 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 が 単 離 さ れ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ
ス に お け る 限 定 さ れ た TCRレ パ ー ト リ ー の た め 、 大 部 分 の Ｔ 細 胞 は 、 内 因 性 ポ リ ペ プ チ ド
関 節 炎 生 成 自 己 抗 原 に 仕 向 け ら れ る 。 APC関 連 抗 原 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は
単 一 特 異 性 抗 体 が 調 製 さ れ 、 そ し て ヒ ト を 含 む 動 物 か ら PASA含 有 タ ン パ ク 質 を 単 離 す る た
め に 用 い ら れ る 。 さ ら に ま た は あ る い は 、 APC関 連 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 が 決 定 さ れ 、
そ し て PASA含 有 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ 組 換 え DNA技 術 に よ り PASA含 有 タ ン パ ク
質 を 産 生 す る た め に 用 い ら れ る ） を 単 離 す る た め に 用 い ら れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー
ブ お よ び ／ ま た は プ ラ イ マ ー を 設 計 す る た め に 用 い ら れ る 。 詳 細 は 実 施 例 ６ お よ び 実 施 例
７ を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 (5)ヒ ト を 含 む 動 物 に お い て 、 経 口 ト レ ラ ン ス 治 療 を 含 む 抗 関 節 炎 治 療 に 有 用 な 組 成 物
、 特 に 合 成 オ リ ゴ ペ プ チ ド が 、 (a)単 離 さ れ た 本 発 明 の PASA含 有 タ ン パ ク 質 ま た は (b)本 発
明 の TCRサ ブ ユ ニ ッ ト の 可 変 領 域 [配 列 番 号 ５ お よ び ７ ]の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 誘 導 可 能 で あ
る 。 詳 細 は 実 施 例 ８ を 参 照 の こ と 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ６ ８ 】
【 図 １ Ａ 】 図 １ は KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 構 築 す る た め に 使 用 さ れ る プ ラ ス ミ ド
を 示 す 。 図 １ の パ ネ ル Ａ は paKRNを 示 し 、 こ れ は 原 核 ベ ク タ ー で あ る 、 pEMBL18由 来 の DNA
配 列 （ 太 線 ） 、 お よ び ハ イ ブ リ ド ー マ R28の 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た TCRα 対 立 遺 伝 子 由 来 の
約 16kbの DNA配 列 を 含 む 。 TCRα サ ブ ユ ニ ッ ト の エ キ ソ ン （ コ ー ド 配 列 ） を 点 刻 し （ stippl
e） 、 そ し て そ れ ら の 転 写 の 方 向 を 矢 印 で 示 す ； 非 コ ー ド 領 域 （ イ ン ト ロ ン お よ び エ キ ソ
ン に 接 す る 配 列 ） を 細 線 で 示 す 。 TCRα サ ブ ユ ニ ッ ト の 可 変 領 域 を コ ー ド す る エ キ ソ ン の D
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NA配 列 を 挿 入 図 （ inset） に 示 す ； 可 変 領 域 の コ ー ド 配 列 を 中 断 す る が 、 成 熟 mRNAに お い
て 削 り 取 ら れ る 短 い イ ン ト ロ ン は 、 明 瞭 に す る た め に プ ラ ス ミ ド の 図 に 示 さ れ て い な い こ
と に 注 意 さ れ た い 。
【 図 １ Ｂ 】 図 １ は KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 構 築 す る た め に 使 用 さ れ る プ ラ ス ミ ド
を 示 す 。 図 １ の パ ネ ル Ｂ は 、 pbKPNを 示 し 、 こ れ は 、 原 核 生 物 の ベ ク タ ー で あ る pTZ18（ 太
線 ） 由 来 の DNA配 列 、 お よ び ハ イ ブ リ ド ー マ R28の 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た TCRβ 対 立 遺 伝 子
由 来 の 約 18kbの DNA配 列 を 含 む 。 他 の 記 号 は 、 TCRβ サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る エ キ ソ ン を
斜 線 に し た 以 外 は 、 図 １ の パ ネ ル Ａ と 同 様 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 と 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 と の 交 配 か ら
生 産 さ れ た 子 孫 間 で の 、 KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 対 立 遺 伝 子 の DNA配 列 の 存 在 に つ い て の 核
酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ 「 サ ザ ン 」 ） ア ッ セ イ を 示 す 。 KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 雌 （
黒 丸 ） を 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 雄 （ 白 四 角 ） と 交 配 さ せ 、 そ し て 得 ら れ た 子 孫 の 尾 か ら 単
離 し た DNAサ ン プ ル を 検 出 可 能 に 標 識 し た ト ラ ン ス ジ ー ン 特 異 的 DNA配 列 で プ ロ ー ブ し た 。
【 図 ３ － １ 】 図 ３ は 、 野 生 型 マ ウ ス （ 左 ） お け る Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー の 発 現 の サ イ ト フ ル オ
メ ト リ ッ ク （ cytofluorimetric） 分 析 の 結 果 と KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス （ 右 ） の 試
験 か ら 得 ら れ た 結 果 と を 比 較 す る 。 図 ３ の パ ネ ル Ａ で は 、 マ ウ ス の リ ン パ 節 由 来 の 細 胞 を
、 ハ イ ブ リ ド ー マ R28の TCRα お よ び TCRβ サ ブ ユ ニ ッ ト の 整 列 部 分 か ら な る エ ピ ト ー プ に
関 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 染 色 し た 。 図 ３ の パ ネ ル Ｂ で は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ R28の TCRβ
サ ブ ユ ニ ッ ト の 遺 伝 子 お よ び 他 の 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た TCRβ 遺 伝 子 に お い て 使 用 さ れ る
可 変 領 域 の Vβ 6部 分 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 、 細 胞 を 染 色 し た 。
【 図 ３ － ２ 】 図 ３ は 、 野 生 型 マ ウ ス （ 左 ） お け る Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー の 発 現 の サ イ ト フ ル オ
メ ト リ ッ ク （ cytofluorimetric） 分 析 の 結 果 と KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス （ 右 ） の 試
験 か ら 得 ら れ た 結 果 と を 比 較 す る 。 図 ３ の パ ネ ル Ａ で は 、 マ ウ ス の リ ン パ 節 由 来 の 細 胞 を
、 ハ イ ブ リ ド ー マ R28の TCRα お よ び TCRβ サ ブ ユ ニ ッ ト の 整 列 部 分 か ら な る エ ピ ト ー プ に
関 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 染 色 し た 。 図 ３ の パ ネ ル Ｂ で は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ R28の TCRβ
サ ブ ユ ニ ッ ト の 遺 伝 子 お よ び 他 の 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た TCRβ 遺 伝 子 に お い て 使 用 さ れ る
可 変 領 域 の Vβ 6部 分 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 、 細 胞 を 染 色 し た 。
【 図 ４ Ａ 】 図 ４ は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス に お け る 関 節 炎 の 臨 床 症 状 お よ び こ
の マ ウ ス で の 関 節 炎 の 進 行 形 態 を 示 す 。 図 ４ の パ ネ ル Ａ で は 、 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 同 腹
子 の 後 肢 の 隣 に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク KRN× NOD関 節 炎 マ ウ ス の 後 肢 を 示 す 。
【 図 ４ Ｂ 】 図 ４ は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス に お け る 関 節 炎 の 臨 床 症 状 お よ び こ
の マ ウ ス で の 関 節 炎 の 進 行 形 態 を 示 す 。 図 ４ の パ ネ ル Ｂ は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク KRN× NOD
関 節 炎 マ ウ ス と そ れ ら の 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 同 腹 子 の 足 関 節 の 太 さ を 年 令 順 に 測 定 し た
結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 異 な る 遺 伝 学 的 背 景 に お い て 、 KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 対 立 遺 伝 子 に よ
り 誘 導 さ れ る 関 節 炎 の 表 現 型 を 示 す 。 ３ つ の 交 配 が 示 さ れ る ； 各 場 合 に お い て マ ウ ス の B6
株 に 由 来 す る 雄 KRNト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 （ 黒 四 角 ） を 種 々 の 株 背 景 の 非 ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 雌 動 物 （ 白 丸 ） と 交 配 し た 。 図 ５ の 一 番 上 の パ ネ ル に お い て 示 さ れ る 交 配 で は 、 非
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 雌 動 物 は 、 マ ウ ス の B6株 由 来 で あ り 、 そ し て 子 孫 に お い て 関 節 炎 は 観
察 さ れ な い 。 図 ５ の 中 央 の パ ネ ル に お い て 示 さ れ る 交 配 で は 、 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 雌 動
物 は 、 マ ウ ス の NOD株 に 由 来 し 、 そ し て 関 節 炎 表 現 型 の 完 全 な 浸 透 度 が 生 じ る 。 こ の こ と
は 全 て の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 子 孫 が 関 節 炎 を 発 症 し た 事 実 に よ り 明 ら か に さ れ た 。 図 ５ の
一 番 下 の パ ネ ル に お い て 示 さ れ る 交 配 で は 、 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 雌 動 物 が NOD株 の MHC遺
伝 子 座 （ B6.H2 n o d ） を 含 む コ ン ジ ェ ニ ッ ク （ cogenic） ゲ ノ ム を 有 す る 場 合 に 、 関 節 炎 表
現 型 の 完 全 な 浸 透 度 が ま た 観 察 さ れ た 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク KRN× NOD関 節 炎 マ ウ ス の 後 肢 の ラ ジ オ グ ラ フ （ Ｘ 線
画 像 ） （ 右 パ ネ ル ） と 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 、 非 関 節 炎 同 腹 子 の 後 肢 の ラ ジ オ グ ラ フ （ 左
パ ネ ル ） と を 対 比 す る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス に お け る 関 節 炎 の 発 生 を 防 止 す る 際 の
抗 CD-4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 効 果 を 、 未 処 置 の コ ン ト ロ ー ル ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ッ ク 関 節 炎

10

20

30

40

50

(41) JP 2006-217918 A 2006.8.24



マ ウ ス で の 関 節 炎 の 発 生 と 比 較 し て 示 す 。 関 節 炎 の 進 行 は ３ 日 毎 の 動 物 の 臨 床 試 験 に よ り
決 定 し た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 （ 配 列 表 ）
【 表 ４ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(42) JP 2006-217918 A 2006.8.24



【 表 ４ － ２ 】
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【 表 ４ － ３ 】
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【 表 ４ － ４ 】
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【 表 ４ － ５ 】
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【 表 ４ － ６ 】
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【 表 ４ － ７ 】
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【 表 ４ － ８ 】
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【 表 ４ － ９ 】
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【 表 ４ － １ ０ 】
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【 表 ４ － １ １ 】
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【 表 ４ － １ ２ 】
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【 表 ４ － １ ３ 】
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【 表 ５ － １ 】
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【 表 ５ － ２ 】
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【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】

【 図 ２ 】 【 図 ３ － １ 】
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【 図 ３ － ２ 】 【 図 ４ Ａ 】

【 図 ４ Ｂ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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摘要(译)

要解决的问题：提供一种动物模型，以可重复且可预测的方式发展严重的关节炎症状，以便迅速表征和控制免疫现象，例如自体免
疫性关节炎，尤其是慢性类风湿性关节炎。解决方案：本发明涉及具有一种或多种滑膜关节炎和疟原虫表型的慢性炎症的转基因小
鼠，其中通过引入包括以下（a），（b）和（c），（a）的病毒载体来产生小鼠。编码T细胞受体α亚基的第一DNA序列，其含有
源自杂交瘤R28的功能重排的TCRα基因的可变区，（b）编码T细胞受体β亚基的第二DNA序列，包括源自杂交瘤的T细胞受体β基
因的可变区。 R28和（c）在体内表达第一DNA序列和第二DNA序列的方法。 Ž
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