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(54)【発明の名称】 新規ＮＫＴ細胞

(57)【要約】
【課題】  均一なＴＣＲα鎖として、Ｖα１４と異なる
サブセットを有するＮＫＴ細胞の取得、及び該細胞由来
の融合細胞株の樹立、並びに該細胞による免疫制御方法
の提供、および該サブセットを有するＴＣＲα鎖をコー
ドするＤＮＡをＴ細胞特異的に発現するように導入され
た非ヒト哺乳動物を提供する目的とする。
【解決手段】  ＣＤ１ｄ欠損動物よりＮＫＴ細胞を分離
することにより均一なＴＣＲα鎖としてＶα１９を有す
るＮＫＴ細胞を取得し、該細胞とＴ細胞腫瘍細胞との融
合細胞株を樹立して、塩基配列等を解析する。また、該
塩基配列を用いて該サブセットを有するＴＣＲα鎖をコ
ードするＤＮＡを取得し、これを非ヒト哺乳動物へ導入
する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  以下の（ａ）または（ｂ）の性質を有す
るＮＫＴ細胞。
（ａ）配列番号１に示すアミノ酸配列を含むＴ細胞レセ
プターを有し、かつＴ細胞レセプターを介した刺激に応
答してＴｈ２タイプのサイトカインを産生する。
（ｂ）配列番号１に示すアミノ酸配列において１若しく
は数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミ
ノ酸配列からなるＴ細胞レセプターを有し、かつＴ細胞
レセプターを介した刺激に応答してＴｈ２タイプのサイ
トカインを産生する。
【請求項２】  請求項１に記載のＮＫＴ細胞を特異的に
認識する抗体。
【請求項３】  抗原が、少なくとも配列番号１のアミノ
酸番号１１０～１１６で表されるアミノ酸配列を含むポ
リペプチドである請求項２に記載の抗体。
【請求項４】  請求項２または３に記載の抗体を有効成
分として含有する免疫調節剤。
【請求項５】  血液または骨髄液の細胞群に請求項２ま
たは３に記載の抗体を接触させ、該抗体への結合度を指
標として細胞を選抜することを特徴とするＮＫＴ細胞の
取得方法。
【請求項６】  血液中の細胞群に、請求項２または３に
記載の抗体を接触させ、該抗体への結合する細胞数を測
定することを特徴とする血液中のＮＫＴ細胞の測定方
法。
【請求項７】  少なくとも請求項２または３に記載の抗
体を含む、請求項６に記載の方法に用いるための試薬キ
ット。
【請求項８】  被検物質と請求項１に記載のＮＫＴ細胞
とを共培養し、該ＮＫＴ細胞の表現型の変化を指標とし
て被検物質を選抜することを特徴とする免疫調節活性を
有する物質のスクリーニング方法。
【請求項９】  被検物質が抗原提示細胞に提示されてい
ることを特徴とする請求項８に記載の方法。
【請求項１０】  被検物質と請求項１に記載のＮＫＴ細
胞とを、請求項２または３に記載の抗体の存在下で共培
養し、被検物質による該ＮＫＴ細胞と該抗体との結合性
の阻害度を指標として被検物質を選抜することを特徴と
する免疫調節活性を有する物質のスクリーニング方法。
【請求項１１】  請求項８～１０のいずれかに記載のス
クリーニング方法により得られる物質を有効成分とする
免疫調節剤。
【請求項１２】  請求項８～１０のいずれかに記載のス
クリーニング方法により選抜された物質を製剤化するこ
とを特徴とする免疫調節剤の製剤化方法。
【請求項１３】  以下の（ａ）または（ｂ）のＴ細胞レ
セプターα鎖をコードするＤＮＡがＴ細胞特異的に発現
するように導入されていることを特徴とする非ヒト哺乳
動物。 *
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*（ａ）配列番号１に示すアミノ酸配列を含むＴ細胞レセ
プターα鎖。
（ｂ）配列番号１に示すアミノ酸配列において１若しく
は数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミ
ノ酸配列からなるＴ細胞レセプターα鎖であって、ＮＫ
Ｔ細胞に発現させたとき、該ＮＫＴ細胞がＴ細胞レセプ
ターを介した刺激に応答してＴｈ２タイプのサイトカイ
ンを産生するもの。
【請求項１４】  ＤＮＡが配列番号８に示す塩基配列を
有することを特徴とする請求項１３に記載の動物。
【請求項１５】  請求項１３または１４に記載の動物に
被検物質を投与し、該動物体内のイムノグロブリンＥの
発現量の変化を解析し、該発現量を調節する作用を指標
として被検物質を選抜することを特徴とする抗アレルギ
ー作用を有する物質のスクリーニング方法。
【請求項１６】  保有するＮＫＴ細胞の全てが請求項１
に記載のＮＫＴ細胞である非ヒト哺乳動物。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は新規なＮＫＴ細胞お
よび該ＮＫＴ細胞が有するＴ細胞レセプターα鎖をコー
ドするＤＮＡがＴ細胞特異的に発現するように導入され
ていることを特徴とする非ヒト哺乳動物に関する。具体
的には、該細胞が有するＴ細胞レセプターが特有のアミ
ノ酸配列を有しており、かつＴ細胞の刺激によりＴｈ２
タイプのサイトカインを産生するＮＫＴ細胞、該ＮＫＴ
細胞を抗原とする抗体、該抗体を有効成分として含有す
る免疫調節剤、該ＮＫＴ細胞を利用した免疫調節活性を
有する物質のスクリーニング方法、該ＮＫＴ細胞が有す
るＴ細胞レセプターα鎖をコードするＤＮＡがＴ細胞特
異的に発現するように導入されている非ヒト哺乳動物、
及びその利用等に関する。
【０００２】
【従来の技術】ＮＫＴ細胞はナチュラルキラーマーカー
であるＮＫ１．１、及びＴ細胞抗原レセプターを併せて
発現するユニークなリンパ球である。従来、ＮＫＴ細胞
ではそのＴ細胞レセプター（以下、「ＴＣＲ」と称する
ことがある）α鎖としてマウスではＶα１４－Ｊα２８
１、ヒトではＶα２４－ＪαＱでいずれも均一なサブセ
ットを有するもの（以下、「Ｖα１４ＮＫＴ細胞」と称
することがある）が知られており、さらにそのβ鎖も、
Ｖβ８、７、及び２の特定のβ鎖と対を組むことでＴ細
胞レセプターとして非常に均一な構造を有することが知
られている（非特許文献１を参照。）。さらに、ＮＫＴ
細胞はこの均一なＴ細胞レセプターにより、非古典的Ｍ
ＨＣクラスＩ分子に属するＣＤ１ｄに提示される特殊な
糖脂質（α－ガラクトシルセラミド（ＧａｌＣｅｒ））
を抗原として認識し、活性化される（非特許文献２を参
照。）ことも知られている。
【０００３】このＮＫＴ細胞は、上記のＴ細胞レセプタ
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ーを介した刺激に応答して、インターロイキン－４（以
下、「ＩＬ－４」と称することがある）、やインターフ
ェロン－γ（以下、「ＩＦＮ－γ」と称することがあ
る）等のサイトカインを分泌し、Ｔｈ１／Ｔｈ２細胞分
化の方向付け等免疫系制御に重要な役割を果たしている
ことが示唆されている（非特許文献３および４を参
照。）。このことは、実際に免疫系制御の破綻した自己
免疫疾患の体内においては、Ｖα１４ＮＫＴ細胞が減少
していることによっても示唆される（非特許文献５およ
び６を参照。）。
【０００４】また、Ｖα１４ＮＫＴ細胞については、生
体内で上記した糖脂質によってＴＣＲを介して特異的に
活性化された場合、抗腫瘍活性があることが知られてお
り（非特許文献７を参照。）、その抗腫瘍性はヒトの同
型ＮＫＴ細胞においても同様である。このような機能に
おいてＮＫＴ細胞は注目され研究が進められていた。
【０００５】一方、Ｖα１４ＮＫＴ細胞の発生が抑制さ
れるＣＤ１ｄ遺伝子欠損（ＣＤ１ｄ－／－）マウスにお
いてはＩ型アレルギー誘導物質投与に伴うＩｇＥの産生
が野生型マウスと有意な差が見られないとの報告があり
（非特許文献８～１０を参照。）、特にＴｈ２細胞への
分化誘導に対してのＶα１４ＮＫＴ細胞の役割には疑問
が投げかけられていた。また、このＣＤ１ｄ遺伝子欠損
マウスにおいて、ＮＫ１．１、Ｔ細胞レセプター共陽性
のＮＫＴ細胞の表現型を有する細胞が依然として存在
し、Ｖα１４ＮＫＴ細胞とは異なるＮＫＴ細胞サブセッ
トの存在が示唆された（非特許文献１１を参照。）。
【０００６】これらの事実に基づき、ＮＫＴ細胞集団の
異種混合性に注目し、Ｖα１４ＮＫＴ細胞とは異なるＮ
ＫＴ細胞サブセット、あるいはそれに由来する細胞を取
得し、解析することにより、該細胞によるＶα１４ＮＫ
Ｔ細胞とは異なる免疫系制御方法の開発が期待された。
一方、哺乳動物末梢血についてのｒｔＰＣＲ分析から、
均一なＴＣＲα鎖としてＶα１９．１を発現する細胞の
存在が示された。さらに、このＴＣＲを発現するマウス
細胞に由来する融合細胞株が作成され、該融合細胞が有
するＴＣＲα鎖、及びβ鎖の塩基配列が決定された（非
特許文献１２を参照。）。しかし、ここで均一なＴＣＲ
α鎖、及びβ鎖を有する細胞がＮＫＴ細胞に属する細胞
由来であるかについては調べられておらず、また該細胞
のその他の性質、及び機能等については解析が行われて
いない。従ってこれがＶα１４以外の均一なＴＣＲを発
現するＮＫＴ細胞サブセットであるかについては依然と
して不明であった。
【０００７】
【非特許文献１】Ｍａｋｉｎｏ，Ｙ．，ｅｔ  ａｌ．，
Ｉｎｔ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，７，１１５７－１１６１
（１９９５）；Ｏｈｔｅｋｉ，Ｔ．，ｅｔ  ａｌ．，
Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，１８３，１２７７－１２８２
（１９９６）
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【非特許文献２】Ｋａｗａｎｏ，Ｔ．，ｅｔ  ａｌ．，
Ｓｃｉｅｎｃｅ，２７８，１６２６－１６２９（１９９
７）
【非特許文献３】Ａｒａｓｅ，Ｈ．，ｅｔ  ａｌ．，
Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，１８３，２３９１－２３９６
（１９９６）
【非特許文献４】Ｙｏｓｈｉｍｏｔｏ，Ｔ．，ｅｔ  ａ
ｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２７０，１８４５－１８４７
（１９９５）
【非特許文献５】Ｍｉｅｚａ，Ｍ．Ａ．，ｅｔ  ａ
ｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５６，４０３５－４０
４０（１９９６）
【非特許文献６】Ｗｉｌｓｏｎ，Ｓ．Ｂ．，ｅｔ  ａ
ｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，３９１，１７７－１８１（１９９
８）
【非特許文献７】Ｋａｗａｎｏ，Ｔ．，ｅｔ  ａｌ．，
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９
５，５６９０－５６９３（１９９８）
【非特許文献８】Ｓｍｉｌｅｙ，Ｓ．Ｔ，ｅｔ  ａ
ｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ．，２７５，９７７－９７９（１
９９７）
【非特許文献９】Ｃｈｅｎ，Ｙ．－Ｈ，  ｅｔ  ａ
ｌ．，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ，６，４５９－４６７（１９９
７）
【非特許文献１０】Ｍｅｎｄｉｒａｔｔａ，Ｓ．Ｋ，  
ｅｔ  ａｌ．，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ，６，４６９－４７７
（１９９７）
【非特許文献１１】Ｅｂｅｒｌ，Ｇ．，ｅｔ  ａｌ．，
Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１６２，６４１０－６４１９
（１９９９）
【非特許文献１２】Ｔｉｌｌｏｙ，Ｆ，ｅｔ  ａｌ．，
Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，１８９，１９０７－１９２１
（１９９９）
【０００８】
【発明が解決しようとする課題】本発明は、ＮＫＴ細胞
集団の異種混合性に注目し、Ｖα１４とは異なる均一な
ＴＣＲを発現するＮＫＴ細胞（以下、これを「非Ｖα１
４ＮＫＴ細胞」と称することがある）を取得、解析する
ことの必要性を考え、非Ｖα１４ＮＫＴ細胞の取得、該
細胞由来の融合細胞株の樹立、及び該細胞による免疫系
制御方法を開発すること、並びに該ＮＫＴ細胞が有する
Ｔ細胞レセプターα鎖をコードするＤＮＡがＴ細胞特異
的に発現するように導入された非ヒト哺乳動物を取得す
ること等を目的としてなされたものである。
【０００９】
【課題を解決するための手段】本発明者らは、上記課題
を達成すべく鋭意検討した結果、ＣＤ１ｄ欠損マウス中
のＮＫＴ細胞様細胞集団中から、Ｖα１４とは異なる均
一なＶα鎖を発現する細胞を取得した。また、該細胞に
由来する融合細胞株を樹立し、当該細胞が有するＶα
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鎖、及びβ鎖の構造を解析したところ、均一なＶα１
９．１－Ｊα２６を発現していることを見出した。さら
に、取得した融合細胞についてそのＴＣＲを介した刺激
に応答したサイトカインの分泌を解析したところＩＬ－
４／ＩＦＮ－γの分泌量の比率が、同様の方法で作成し
たＶα１４ＮＫＴ細胞由来の融合細胞株と比較して大き
いことを見出した。また、上記のＶα１９．１－Ｊα２
６を有するＴ細胞レセプターα鎖をコードするＤＮＡを
取得し、これをＣ５７ＢＬ／６マウスの受精卵に注入し
てトランスジェニックマウスを得たところ、Ｔｈ２タイ
プのサイトカインを産生するＮＫＴ細胞が多く発現して
いる動物が取得された。また、該動物のイムノグロブリ
ンＥの産生量は、野生型に比べて多く、逆にヤギ抗マウ
スイムノグロブリンＤ抗体の刺激によるイムノグロブリ
ンＥ産生の上昇が野生型に比べて抑制されていることを
見出した。本発明はこられの知見に基づいて成し遂げら
れたものである。
【００１０】即ち、本発明によれば、（１）以下の
（ａ）または（ｂ）の性質を有するＮＫＴ細胞、（ａ）
配列番号１に示すアミノ酸配列を含むＴ細胞レセプター
を有し、かつＴ細胞レセプターを介した刺激に応答して
Ｔｈ２タイプのサイトカインを産生する、（ｂ）配列番
号１に示すアミノ酸配列において１若しくは数個のアミ
ノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列から
なるＴ細胞レセプターを有し、かつＴ細胞レセプターを
介した刺激に応答してＴｈ２タイプのサイトカインを産
生する、（２）上記（１）に記載のＮＫＴ細胞を特異的
に認識する抗体、（３）抗原が、少なくとも配列番号１
のアミノ酸番号１１０～１１６で表されるアミノ酸配列
を含むポリペプチドである上記（２）に記載の抗体、
（４）上記（２）または（３）に記載の抗体を有効成分
として含有する免疫調節剤、（５）血液または骨髄液の
細胞群に上記（２）または（３）に記載の抗体を接触さ
せ、該抗体への結合度を指標として細胞を選抜すること
を特徴とするＮＫＴ細胞の取得方法、（６）血液中の細
胞群に、上記（２）または（３）に記載の抗体を接触さ
せ、該抗体への結合する細胞数を測定することを特徴と
する血液中のＮＫＴ細胞の測定方法、（７）少なくとも
上記（２）または（３）に記載の抗体を含む、上記
（６）に記載の方法に用いるための試薬キット、（８）
被検物質と上記（１）に記載のＮＫＴ細胞とを共培養
し、該ＮＫＴ細胞の表現型の変化を指標として被検物質
を選抜することを特徴とする免疫調節活性を有する物質
のスクリーニング方法、（９）被検物質が抗原提示細胞
に提示されていることを特徴とする上記（８）に記載の
方法、（１０）被検物質と上記（１）に記載のＮＫＴ細
胞とを、上記（２）または（３）に記載の抗体の存在下
で共培養し、被検物質による該ＮＫＴ細胞と該抗体との
結合性の阻害度を指標として被検物質を選抜することを
特徴とする免疫調節活性を有する物質のスクリーニング
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方法、（１１）上記（８）～（１０）のいずれかに記載
のスクリーニング方法により得られる物質を有効成分と
する免疫調節剤、（１２）上記（８）～（１０）のいず
れかに記載のスクリーニング方法により選抜された物質
を製剤化することを特徴とする免疫調節剤の製剤化方
法、（１３）以下の（ａ）または（ｂ）のＴ細胞レセプ
ターα鎖をコードするＤＮＡがＴ細胞特異的に発現する
ように導入されていることを特徴とする非ヒト哺乳動
物、（ａ）配列番号１に示すアミノ酸配列を含むＴ細胞
レセプターα鎖、（ｂ）配列番号１に示すアミノ酸配列
において１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しく
は付加されたアミノ酸配列からなるＴ細胞レセプターα
鎖であって、ＮＫＴ細胞に発現させたとき、該ＮＫＴ細
胞がＴ細胞レセプターを介した刺激に応答してＴｈ２タ
イプのサイトカインを産生するもの、（１４）ＤＮＡが
配列番号８に示す塩基配列を有することを特徴とする上
記（１３）に記載の動物、（１５）上記（１３）または
（１４）に記載の動物に被検物質を投与し、該動物体内
のイムノグロブリンＥの発現量の変化を解析し、該発現
量を調節する作用を指標として被検物質を選抜すること
を特徴とする抗アレルギー作用を有する物質のスクリー
ニング方法、（１６）保有するＮＫＴ細胞の全てが上記
（１）に記載のＮＫＴ細胞である非ヒト哺乳動物、が、
提供される。
【００１１】
【発明の実施の形態】以下、発明の内容を詳細に説明す
る。
（１）非Ｖα１４ＮＫＴ細胞の取得
本発明のＮＫＴ細胞の供給源としては、従来知られてい
るＶα１４ＮＫＴ細胞と異なるサブセットを有するＮＫ
Ｔ細胞を有しているものであれば如何なるものであって
もよいが、ＮＫＴ細胞のマーカとして現在入手可能であ
るものがＮＫ１．１のみであることから、該マーカーを
発現しているＮＫＴ細胞を有するものが特に好ましく用
いられる。具体的には、Ｖα１４ＮＫＴ細胞が認識する
ＣＤ１ｄが欠損しておりＶα１４ＮＫＴ細胞の発生が抑
制されているＣＤ１ｄ欠損動物で、かつＮＫＴ細胞マー
カーであるＮＫ１．１を発現する動物等が挙げられる。
このＣＤ１ｄ欠損動物は、上記性質を有する動物であれ
ば特に制限されないが、具体的には、例えば、ハーバー
ド大学医学部のＭ．Ｊ．Ｇｒｕｓｂｙ博士によって樹立
されたＣＤ１ｄ－／－マウス（Ｓｍｉｌｅｙ，Ｓ．Ｔ，
  ｅｔ  ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ．，２７５，９７７－
９７９（１９９７））等（以下、これを「ＣＤ１ｄ－／
－マウス」と称することがある）が好ましく用いられ
る。ここで、ＣＤ１ｄ－／－マウスは、ターゲッティン
グベクターを導入した１２９系統マウスＥＳ細胞をＢＡ
ＬＢ／ｃマウスに移植して作成したものであり、ＮＫ
１．１を発現していないため、これを発現するＣ５７Ｂ
Ｌ／６マウスと交配を繰り返すことにより得られるＮＫ
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7
１．１陽性、Ｈ－２ハプロタイプがｂのＣＤ１ｄ－／－
マウスが特に好ましく用いられる。
【００１２】このような動物から肝臓等の適当な臓器、
あるいは血液等を採取し、それ自体既知の通常用いられ
る方法によりこれらに含有される細胞を分離した後、適
当な標識物質を結合させたＮＫＴ細胞のマーカー分子と
接触させ、該マーカー分子に結合させた標識から発せら
れるシグナルを指標としてＮＫＴ細胞を選抜し取得する
ことができる。採取する臓器としては、ＮＫＴ細胞がよ
り多く存在する肝臓が特に好ましい。ＮＫＴ細胞のマー
カー分子としては、ＮＫＴ細胞特異的に発現しているタ
ンパク質に結合する物質であれば如何なるものであって
もよいが、具体的には、例えば、ナチュラルキラー細胞
レセプターの一つであるＮＫ１の特異的抗体等と、Ｔ細
胞レセプターの特異的抗体の組み合わせ等が好ましく用
いられる。ここで、上記ＮＫ１のうち、そのアロタイプ
の一つであるＮＫ１．１の特異的抗体が現在唯一入手可
能なナチュラルキラー細胞のマーカー分子である。
【００１３】マーカー分子に結合させる標識物質として
は、これが発するシグナルを検出する検出機器に適した
ものを選択して用いることができるが、例えば、標識物
質としてＦＩＴＣ等の蛍光物質を用いる場合にはフロー
サイトメーター等により蛍光を感知して分離する方法が
用いられ、また標識物質がビオチンのような特定の物質
に結合する性質を有するものであれば、これと結合する
ストレプトアビジン等を結合したマグネティックビーズ
等を用いて分離する方法を用いることができる。  かく
して得られた、Ｖα１４とは異なる均一なＶα鎖を有す
るＮＫＴ細胞を、非Ｖα１４ＮＫＴ細胞とした。
【００１４】（２）非Ｖα１４ＮＫＴ細胞のＴ細胞レセ
プターの構造解析
上記で得られた非Ｖα１４ＮＫＴ細胞については、これ
が有するＴ細胞レセプターのサブセットの構造を解析す
ることにより、均一なＶα鎖、及びβ鎖を有するＮＫＴ
細胞であること、及びそのアミノ酸配列を確認すること
ができる。しかし、上記した取得方法によった場合、最
もＮＫＴ細胞の含有率の高い肝臓を供給源とした場合に
も非Ｖα１４ＮＫＴ細胞は有核細胞全体の１～２％程度
しか回収できず、取得できる細胞は極少ない。従って、
これらの細胞が有するＴ細胞レセプターの構造解析を行
う場合、これらの細胞とＴ細胞腫瘍細胞との融合細胞を
作成し、該融合細胞を増殖させ、これを用いてＴ細胞レ
セプターのサブセットの構造を解析するのが好ましい。
【００１５】用いられるＴ細胞腫瘍細胞は、特に限定さ
れないが、上記非Ｖα１４ＮＫＴ細胞を取得した動物と
同種の動物の細胞株を用いるのが好ましい。非Ｖα１４
ＮＫＴ細胞がマウスから取得された場合には、マウスの
Ｔ細胞腫瘍細胞、具体的には、ＢＷ５１４７のＴＣＲ陰
性の変異株（Ｂｏｒｎ，Ｗ．ｅｔ  ａｌ．，Ｒｅｓ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．，７，２７９－２９１（１９８８））等
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が好ましく用いられる。細胞の融合は、齋藤隆ら、新生
化学実験講座１２、分子免疫学Ｉ、ｐ．１４１－１４７
（１９８９）、東京化学同人等に記載の常法を用いるこ
とができる。具体的には、例えば、まず、非Ｖα１４Ｎ
ＫＴ細胞を、Ｘ照射等により細胞分裂能を消失させたバ
ックグラウンドが同一の動物の脾臓単核細胞の存在下で
前培養する。この際、ＴＣＲを発現する細胞を選択的に
増殖させるために抗ＴＣＲαβ抗体や、ＩＬ－７等を添
加することが好ましい。前培養後、非Ｖα１４ＮＫＴ細
胞とＴ細胞腫瘍細胞を適当な割合で混合し、適当な細胞
融合培地、例えばＲＰＭＩ１６４０やＭＥＭ培地等に、
５０％ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を溶解した培
地等で培養することにより行うことができる。また、上
記細胞融合は、電気融合法（Ｕ．Ｚｉｍｍｅｒｍａｎ
ｎ．ｅｔ  ａｌ．，Ｎａｔｕｒｗｉｓｓｅｎｓｃｈａｆ
ｔｅｎ，６８，５７７（１９８１））によっても行うこ
とができる。
【００１６】上記培養細胞群から融合細胞を選択する方
法としては、融合させるＴ細胞腫瘍細胞として８－アザ
グアニン耐性株を用いた場合には、適量のヒポキサンチ
ン・アミノプテリン・チミジン（ＨＡＴ）液を溶解した
ＨＡＴ培地で培養することにより融合細胞のみ生育させ
て行うことができる。選択培地において増殖してきた細
胞に対し、限界希釈法等を用いてこれをクローン化し、
さらに各細胞株についてＮＫＴ細胞であることを確認し
て、本発明の融合細胞を取得することができる。ＮＫＴ
細胞であることの確認は、上記と同様の方法で行うこと
ができる。かくして得られる非Ｖα１４ＮＫＴ細胞由来
融合細胞として、ＮＢ１０２、ＮＢ１０３、ＮＢ１０
４、ＮＢ１１０、ＮＢ１１５、ＮＢ１１６、ＮＢ２０
１、ＮＢ２０２、ＮＢ２０４、ＮＢ２０６、ＮＢ２０
８、ＮＢ２０９、ＮＢ２１１、ＮＢ２１２、ＮＢ２１
３、ＮＢ２１５、ＮＢ３０８、ＮＢ４０３、ＮＢ４０
４、ＮＢ４０５、ＮＢ４０８等が挙げられる。
【００１７】（３）非Ｖα１４ＮＫＴ細胞のＴＣＲの構
造解析
非Ｖα１４ＮＫＴ細胞が有するＴＣＲの構造解析は、上
記動物肝細胞より得られた細胞でも、該細胞由来の融合
細胞のＴＣＲを解析することによっても行うことができ
る。ＮＫＴ細胞のＴＣＲはα鎖とβ鎖のヘテロダイマー
で構成され、α鎖は可変（Ｖ）領域、結合（Ｊ）領域、
定常（Ｃ）領域からなり、β鎖はＶ領域、Ｊ領域、Ｃ領
域、及び多様性（Ｄ）領域からなる。通常、ＴＣＲは抗
原特異的な認識ができるよう遺伝子レベルで再構成が行
われサブセットが多様性を有するが、従来知られている
ＮＫＴ細胞であるＶα１４ＮＫＴ細胞はこのＶα、Ｊ
α、Ｖβ鎖を構成するサブセットが均一であり、これに
特異的に結合する抗原（ＣＤ１ｄ上に提示された糖脂
質）を認識する。本発明のＮＫＴ細胞も同様に特殊な抗
原を認識するための均一なＶ、及びＪ領域を有すること
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9
が予想されるため、このＴＣＲの遺伝子レベルでの解析
を行うものである。
【００１８】上記で取得した非Ｖα１４ＮＫＴ細胞のＶ
α、Ｊα、Ｖβ、あるいはＪβの遺伝子レベルでの構造
解析の方法としては、非Ｖα１４ＮＫＴ細胞、または該
細胞由来の融合細胞からそれ自体既知の通常用いられる
方法によりＲＮＡを調製し、これを鋳型としてｃＤＮＡ
を合成し、配列決定を行う方法が好ましい。ＲＮＡは、
Ｔｏｔａｌ  ＲＮＡでもｍＲＮＡでもよく、その抽出法
も常法を用いることができ、その後のｃＤＮＡ合成に適
したものを選択して用いることができる。具体的には、
ＩＳＯＧＥＮ（ニッポンジーン社）等の市販のキットを
用いる方法や、Ａｃｉｄ  ｇｕａｎｉｄｉｕｍ  ｔｈｉ
ｏｃｙａｎａｔｅ－ｐｈｅｎｏｌ－ｃｈｌｏｒｏｆｏｒ
ｍ（ＡＧＰＣ）法（Ｃｈｏｍｃｚｙｎｓｋｉ，Ｐ．，ｅ
ｔ  ａｌ．，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１６２，１
５６－１５９（１９８７））等が挙げられる。
【００１９】ＲＮＡを鋳型としたｃＤＮＡの合成法も、
それ自体既知の適当な方法を用いることができるが、本
発明のＮＫＴ細胞が有するＴＣＲα鎖はその５’側に位
置するＶ、Ｊ領域の配列は未知であるが、３’側に位置
するＣ領域についてはその配列が保存されており、既知
であるため、該領域の配列に相補的なプライマーを用い
た５’ＲＡＣＥ法を用いて行うことが好ましい。５’Ｒ
ＡＣＥ法については特に制限はないが、市販のキットを
用いて行うのが簡便である。具体的には、例えば、５’
－Ｆｕｌｌ  ＲＡＣＥ  Ｃｏｒｅ  Ｓｅｔ（ＴＡＫＡＲ
Ａ社製）等が好ましく用いられる。
【００２０】このようにして取得した非Ｖα１４ＮＫＴ
細胞のＶα鎖、及びＪα鎖を解析したところ、均一なＶ
α１９．１－Ｊα２６鎖で構成されるＴＣＲを有するＮ
ＫＴ細胞が最も多かったため、このサブセットを有する
ＮＫＴ細胞を本発明のＮＫＴ細胞（以下「Ｖα１９ＮＫ
Ｔ細胞」と称することがある）とした。ここで、Ｖα１
９．１－Ｊα２６鎖を構成するアミノ酸配列としては、
例えば、配列番号１に示すアミノ酸配列を有するものが
挙げられる。Ｖα１９．１―Ｊα２６はマウスのＴＣＲ
サブセットであるが、他種の動物においてこれと相同性
の高いＤＮＡ配列によりコードされるＴＣＲを有するＮ
ＫＴ細胞も、下述のサイトカイン産生解析によってＴｈ
２タイプのサイトカインを産生する機能を有することが
確認されれば、本発明のＶα１９ＮＫＴ細胞に含有され
るものである。このようなＮＫＴ細胞として具体的に
は、均一なＴＣＲα鎖としてヒトＶα７Ｓ２－Ｊα３３
のサブセット（配列番号２）を有するＮＫＴ細胞が挙げ
られる。本明細書中では、配列番号１に記載のアミノ酸
配列または、これらのアミノ酸配列において１若しくは
数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ
酸配列を含むＴＣＲα鎖を、全て「Ｖα１９－ＴＣＲα
鎖」と称することがある。
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【００２１】すなわち、本発明のＮＫＴ細胞は、ａ）配
列番号１に示すアミノ酸配列を含むＴ細胞レセプターを
有し、かつＴ細胞レセプターを介した刺激に応答してＴ
ｈ２タイプのサイトカインを産生する性質を有するもの
のみならず、ｂ）配列番号１に示すアミノ酸配列におい
て１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付加
されたアミノ酸配列からなるＴ細胞レセプターを有し、
かつＴ細胞レセプターを介した刺激に応答してＴｈ２タ
イプのサイトカインを産生する性質を有するものも含有
する。ここで、配列番号１において１若しくは数個のア
ミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列の
具体例として、図１に示すとおり、配列番号１において
アミノ酸番号１１０のＡｒｇがＬｅｕ、ＧｌｙまたはＩ
ｌｅに置換された配列、アミノ酸番号１１２のＳｅｒが
Ａｒｇに置換された配列等を挙げることができる。
【００２２】（４）ＮＫＴ細胞のサイトカイン産生解析
本発明のＮＫＴ細胞がその均一なＶα鎖、及びβ鎖を有
するＴＣＲへの刺激に応答して発現するサイトカインの
種類、及びその量を解析する方法としては、それ自体既
知の通常用いられる方法を適宜選択して用いることがで
きる。ＴＣＲへの刺激の誘導法としては、例えば、Ｖα
１９ＮＫＴ細胞、あるいは該細胞由来の融合細胞の細胞
膜上に点在するＴＣＲを、抗ＣＤ３ε抗体等により集合
させる方法が挙げられる。抗ＣＤ３ε抗体等によるＮＫ
Ｔ細胞のＴＣＲの集合は、例えばＮＫＴ細胞を該抗体を
コートした培養皿において培養する方法や、ＮＫＴ細胞
と該抗体を共培養して接触させた後に、抗ＣＤ３ε抗体
に特異的に結合する２次抗体を添加する方法等が挙げら
れる。ＴＣＲへの刺激を誘導後、該ＮＫＴ細胞をさらに
培養し、該培養液の上清に対して、各種サイトカインの
抗体を用いたＥｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ  ｉｍｍｕｎ
ｏｓｏｒｂｅｎｔ  ａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ：Ｅｎｇｖ
ａｌｌ，Ｅ．，ｅｔ  ａｌ．，Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉ
ｓｔｒｙ，８（９），８７１－８７４（１９７２））を
用いて測定すること等により、ＴＣＲへの刺激に応答し
て本発明のＮＫＴ細胞が産生するサイトカインの種類、
及びその量を解析することができる。上記の解析によ
り、本発明のＶα１９ＮＫＴ細胞はいずれもＩＬ－４／
ＩＦＮ－γ分泌のバランスがＶα１４ＮＫＴ細胞株と比
較してＩＬ－４側に偏っており、Ｔｈ２タイプのサイト
カイン産生能があることが判明した。
【００２３】（５）Ｖα１９－ＴＣＲα鎖をコードする
ＤＮＡが導入された動物の作製
上記（３）で特定されたＶα１９ＮＫＴ細胞が有するＴ
ＣＲα鎖をコードするＤＮＡを、ヒト以外の哺乳類動物
にＴ細胞特異的に発現するように導入することによれ
ば、Ｖα１９－ＴＣＲα鎖を発現しているＮＫＴ細胞
が、野生型に比べて多い特徴を有する動物を取得するこ
とができる。
（i）導入ＤＮＡの構築
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本発明において、導入するＤＮＡ（以下、これを「導入
ＤＮＡ」と称することがある）としては、Ｖα１９－Ｔ
ＣＲα鎖をコードしており、かつ該ＴＣＲα鎖がＴ細胞
特異的に発現するような構成を有するものであれば如何
なるものでもよい。具体的には、ＴＣＲα鎖のＬ、Ｖ、
Ｊ、Ｃ領域をコードするＤＮＡ（以下、これを「コーデ
ィング領域ＤＮＡ」と称することがある）と、発現制御
領域からなるものが用いられる。このうち、ＴＣＲα鎖
のＶ、Ｊ領域としては、配列番号１に示されるアミノ酸
配列からなるものか、あるいは、配列番号１に示される
アミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸が欠
失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、か
つ該Ｖ、Ｊ領域を含むＴ細胞レセプターα鎖をＮＫＴ細
胞に発現させたとき、該ＮＫＴ細胞がＴ細胞レセプター
を介した刺激に応答してＴｈ２タイプのサイトカインを
産生するものが挙げられる。また、Ｌ領域およびＣ領域
は、用いるＶ、Ｊ領域のＤＮＡと同種の動物由来のもの
であれば特に制限はない。具体的には、マウスのＬ領域
およびＣ領域はＳｈａ，Ｗ．Ｃ．，ｅｔａｌ．，Ｎａｔ
ｕｒｅ，３３５，２７１－２７４（１９８８）に記載の
ものが用いられる。
【００２４】コーディング領域ＤＮＡは、Ｌ、Ｖ、Ｊ、
Ｃ領域がスプライシングして隣接しているものでもよい
し、ゲノムＤＮＡ等を用いる場合のようにそれぞれの領
域が隣接していない場合には、各々がスプライシングし
てＬ、Ｖ、Ｊ、Ｃ領域が隣接したＤＮＡとなり得る構造
を有していれば何れのものでもよい。
【００２５】Ｌ、Ｖ、Ｊ、Ｃ領域が隣接しているＤＮＡ
の取得の方法としては、Ｖα１９ＮＫＴ細胞を含む細胞
群からそれ自体既知の方法によりｃＤＮＡライブラリー
等を調製し、上記（３）で得られたＶα１９－ＴＣＲα
鎖のＶ、Ｊ領域の塩基配列を有するプローブ等を用いて
スクリーニングして取得するか、あるいは、該ｃＤＮＡ
ライブラリーを鋳型として、Ｌ領域の５’末端の塩基配
列を有するプライマーと、Ｃ領域の３’末端の塩基配列
を有するプライマーを用いたポリメラーゼチェインリア
クション（ＰＣＲ）により取得する方法等が挙げられ
る。Ｌ、Ｖ、Ｊ、Ｃ領域が隣接していないＤＮＡの構造
の例を以下に説明する。ＶおよびＪ領域は、上記のアミ
ノ酸配列を有するものをコードするＤＮＡであることが
必須であるので、既にＶα１９．１－Ｊα２６がリアレ
ンジしたＤＮＡを用いることが好ましい。このようなＤ
ＮＡとしては、本発明のＮＫＴ細胞のｃＤＮＡとして上
記と同様に取得するか、または、本発明のＮＫＴ細胞等
からゲノムＤＮＡを抽出した後に上記と同様のスクリー
ニングまたはＰＣＲ等によりゲノムＤＮＡとして取得す
ることもできる。
【００２６】上記のようにＴＣＲα鎖のＶ、Ｊ領域とし
て、単独でコーディング領域ＤＮＡを取得した場合は、
ＬおよびＣ領域とスプライシングするためのシグナル配
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列を付加する。スプライシングシグナルを有するＤＮＡ
としては、該Ｖ、Ｊ領域が、Ｌ及びＣ領域とスプライシ
ングし得るものであれば何れのものでもよい。具体的に
は、上記ＴＣＲα鎖のＶ、Ｊ領域のゲノム上の５’上流
側、あるいは３’下流側のイントロンを用いることが好
ましい。イントロンＤＮＡの長さは、スプライシングシ
グナルを含む限り特に制限はない。取得方法としては、
Ｖα１９ＮＫＴ細胞等からゲノムＤＮＡを調製し、これ
を鋳型としたＰＣＲ等により取得することができる。取
得したイントロンＤＮＡがスプライシングシグナルを有
し、導入ＤＮＡにおいてこれが有効であることの確認
は、導入ＤＮＡをＢＷ５１４７（ATCC:CRL-1588）等の
Ｔ細胞株に通常の方法で導入し、導入細胞からｃＤＮＡ
を抽出してこの塩基配列を解析すること等により行うこ
とができる。
【００２７】Ｌ領域およびＣ領域のＤＮＡとしては、ゲ
ノムＤＮＡでもｃＤＮＡでもよい。取得方法としては、
ＴＣＲα鎖を発現している細胞からｃＤＮＡを取得して
上記と同様にスクリーニングまたはＰＣＲにより取得す
るか、ゲノムＤＮＡから同様にして取得することもでき
る。ＴＣＲα鎖をコードするゲノムＤＮＡとしては、例
えば、マウスの場合、Ｓｈａ，Ｗ．Ｃ．，ｅｔ  ａ
ｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，３３５，２７１－２７４（１９８
８）に記載のもの等が挙げられる。かくして取得された
Ｌ、Ｖ、Ｊ、Ｃ領域ＤＮＡを隣接することによりコーデ
ィング領域ＤＮＡを調製することができる。
【００２８】導入ＤＮＡに含まれる発現制御領域として
は、転写調節領域、プロモーター、エンハンサー、サイ
レンサー領域等を適宜選択して用いることができる。転
写調節領域としては、転写開始点又はキャップ構造等を
含むｍＲＮＡの５’－非翻訳領域や、転写終止点やｐｏ
ｌｙ－Ａシグナル等を含むｍＲＮＡの３’－非翻訳領域
等が挙げられる。転写調節領域としては、これが制御す
る遺伝子をＴ細胞特異的に発現させる活性を有するもの
が用いられる。具体的には、適当なＴ細胞α鎖をコード
するゲノムＤＮＡの５’上流領域等が用いられる。これ
らの転写調節領域は、Ｖα１９ＮＫＴ細胞のＴＣＲα鎖
をコードするゲノムＤＮＡの５’領域や、ｃＤＮＡの
３’－非翻訳領域等をそれ自体既知の方法により取得し
て用いることもできるし、他のＴＣＲα鎖の転写調節領
域を用いることもできる。他のＴＣＲα鎖の転写調節領
域としては、ゲノムＤＮＡのＶα８．４のコード領域の
５’上流約１．８ｋｂのＤＮＡ断片（Asada, A., et a
l., Immunology, 101, 309-315(2000)）が用いられる。
このＤＮＡ断片には、リーダー配列も含むのでこれらを
共に用いることが好ましい。
【００２９】また、エンハンサー及びサイレンサーは、
遺伝子の転写開始部の５’上流やゲノムのイントロン中
に存在するもののうち、本発明のＴＣＲα鎖の発現に用
いるプロモーターの活性制御に有効であるものを選択し
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て用いることができる。エンハンサーとしては、ＴＣＲ
α鎖に特異的なエンハンサーを用いることが好ましい。
このようなエンハンサーとしては、ゲノムＤＮＡのＴＣ
Ｒα鎖のＣ領域の下流に存在する領域が挙げられ、上記
Ｃ領域とともに取得することが好ましい。
【００３０】これらの適当な発現制御領域とＴＣＲα鎖
をコードするＤＮＡを連結して構築される導入ＤＮＡの
具体例としては、例えば、図3に示される、Ｖα８．４
プロモーター－Ｌ－イントロン－Ｖα１９．１－Ｊα２
６  ｃＤＮＡ－イントロン－ＣαゲノムＤＮＡ－αエン
ハンサーをを直列に連結したもの等が挙げられる。この
ようなＤＮＡの塩基配列としては、配列番号８に示すも
の等が挙げられる。
【００３１】（ii）ヒト以外の遺伝子改変動物の作製
かくして調製される導入ＤＮＡを、ヒト以外の哺乳動物
生殖細胞に導入して遺伝子改変動物細胞を作製し、さら
にこれを発生させることによりヒト以外の遺伝子改変動
物を作製することができる。
【００３２】本発明で用いるヒト以外の動物生殖細胞
は、これらに前記導入ＤＮＡを導入して発生させること
により、Ｖα１９－ＴＣＲα鎖をＴ細胞特異的に発現し
たヒト以外の遺伝子改変動物を作製できるものであれ
ば、如何なるものでもよい。ここで、ヒト以外の哺乳動
物としては、例えば、マウス、ラット、モルモット、ハ
ムスター、ウサギ、ヤギ、ブタ、イヌ、ネコ等が挙げら
れる。これらの中で、マウス、ラット、モルモット等の
齧歯類が好ましく、マウスがより好ましい。
【００３３】動物生殖細胞としては、卵割前の受精卵が
好ましく用いられる。このような受精卵は、ヒト以外の
動物の雄と雌を交配させることによって得られる。受精
卵は、自然交配によっても得られるが、動物の雌の性周
期を人工的に調節した後、雄と交配させる方法が好まし
い。動物の雌の性周期を人工的に調節する方法として
は、例えば、初めに卵胞刺激ホルモン（妊馬血清性性腺
刺激ホルモン；ＰＭＳＧ）、次いで黄体形成ホルモン
（ヒト絨毛性性腺刺激ホルモン；ｈＣＧ）を、例えば腹
腔注射等により投与する方法が挙げられる。これらホル
モンの投与量、投与間隔等は、該動物の種類により適宜
決定すればよい。上記の通り動物の雌にホルモン投与を
行って過剰排卵させ、交配後１日目の卵管から摘出する
こと等によって受精卵を得ることができる。得られた受
精卵は、上記（５）（i）に記載した導入ＤＮＡをマイ
クロインジェクション法等により注入して、動物の雌の
輸卵管に人工的に移植・着床させて出産させることによ
り、遺伝子改変動物（トランスジェニック動物）を得る
ことができる。また、動物の雌に黄体形成ホルモン放出
ホルモン（ＬＨＲＨ）あるいはその類縁体を投与した後
に、動物の雄と交配させて、受精能を誘起された偽妊娠
雌動物を作製し、得られた偽妊娠雌動物に受精卵を人工
的に移植・着床する方法も好ましい。ＬＨＲＨあるいは
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その類縁体の投与量等は、ヒト以外の動物の種類により
それぞれ異なる。さらに、上記のヒト以外の動物の雌の
性周期を人工的に調節して受精卵を取得する方法と、受
精能を誘起された偽妊娠雌動物にこの受精卵を人工的に
移植・着床させる方法とを、組み合わせて用いるのが好
ましい。
【００３４】上記したＶα１９－ＴＣＲα鎖をＴ細胞特
異的に発現するように導入されたヒト以外の哺乳動物生
殖細胞を用いて本発明のヒト以外の遺伝子改変動物を作
製する方法を、マウス受精卵を用いてトランスジェニッ
クマウス（以下、これを「Ｖα１９トランスジェニック
マウス」と称することがある）を作製する場合を例に挙
げてより具体的に説明する。
【００３５】まず、採卵用の雌マウスに卵胞刺激ホルモ
ン（妊馬血清性性腺刺激ホルモン；ＰＭＳＧ）及び黄体
形成ホルモン（ヒト絨毛性性腺刺激ホルモン；ｈＣＧ）
を投与して過剰排卵させ、雄マウスと交配して、膣栓確
認後に卵管から受精卵を採取する。得られた受精卵の雄
性前核に前記導入ＤＮＡをマイクロインジェクション法
等により導入して、得られる卵細胞をWhitten'sの培地
等で培養した後、偽妊娠させた雌マウスの輸卵管に移植
して被移植動物を飼育し、出産させる。生まれた仔マウ
スからＶα１９－ＴＣＲα鎖をコードするＤＮＡ（以
下、これを「Ｖα１９遺伝子」と称することがある）を
発現した仔マウスを選択することにより、Ｖα１９トラ
ンスジェニックマウスを得ることができる。上記マウス
の受精卵としては、例えば、Ｃ５７ＢＬ／６、１２９／
ｓｖ、ＢＡＬＢ／ｃ、Ｃ３Ｈ、ＳＪＬ／Ｗｔ等に由来す
るマウスの交配により得られるものを用いることができ
るが、前核段階で細胞質内において雄性前核と雌性前核
が独立したときに識別が可能であること、受精卵を多く
採取できること、また、マイクロインジェクション操作
に好適で産仔の発生率が高いことなどから、Ｃ５７ＢＬ
／６（Ｂ６）系マウス同士の交配によって得られるマウ
スの受精卵を用いるのが好ましい。また、導入ＤＮＡの
量は１００～３０００コピーが適当であり、導入ＤＮＡ
の導入方法としては、マイクロインジェクション法やエ
レクトロポレーション法等の通常用いられる方法を挙げ
ることができる。
【００３６】ここで、Ｖα１９遺伝子が導入された仔マ
ウスの選択は、マウスの尾の先を切り取って、高分子Ｄ
ＮＡ抽出法（発生工学実験マニュアル、野村達次監修・
勝木元也編、講談社（１９８７））又はDNAeasy Tissue
 Kit（QIAGEN社製）等の市販のキットを用いることによ
りゲノムＤＮＡを抽出し、サザンブロット法やＰＣＲ法
等の通常用いられる方法により該ＤＮＡ中のＶα１９遺
伝子の存在を確認することによって行うことができる。
また、実際にその個体内で導入されたＶα１９遺伝子が
発現され、Ｖα１９－ＴＣＲα鎖がＴ細胞において生成
されていることは、ノザンブロット法やウエスタンブロ
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ット法等の通常用いられる方法により確認することがで
きる。あるいは、Ｖα１４ＮＫＴ細胞は、ＣＤ４陽性で
あるので、ＮＫ１．１及びＣＤ８陽性細胞が、野生型に
比べて多いことを後述の免疫染色法によって解析するこ
とによっても確認することができる。
【００３７】本発明のヒト以外の遺伝子改変動物は、か
くして得られる個体を交配し、導入されたＶα１９遺伝
子が安定に保持されることを確認して通常の飼育環境で
継代飼育することによりその子孫を得ることもできる
し、体外受精を繰り返すことによりその子孫を得て、系
統を維持することもできる。本発明の動物には、かくし
て得られるＶα１９遺伝子を有するその子孫等も含まれ
る。また、上記で得られたＶα１９トランスジェニック
動物を、ＴＣＲα鎖ノックアウト動物（Monbaerts, P.,
 et al., Nature, 360, 225-231(1992)）と交配するこ
とによれば、該動物が有するＴ細胞およびＮＫＴ細胞の
ＴＣＲα鎖が、全てＶα１９－ＴＣＲα鎖である系統を
取得することができる。
【００３８】また、かかる動物から得られるその一部も
本発明の範囲に含まれる。該動物の一部としては、例え
ば、頭部、指、手、足、腹部、尾等の他、臓器、組織、
細胞、細胞内小器官等が挙げられる。中でも該動物から
得られるＶα１９－ＴＣＲα鎖を有するＮＫＴ細胞は特
に有用であって、組織培養の細胞源として機能解析やス
クリーニングに用いたり、蛋白質や遺伝子を抽出して直
接解析する等、種々の目的に好適に用いることができ
る。例えば、このような細胞中のＤＮＡもしくはＲＮＡ
を直接分析したり、あるいは遺伝子により発現された蛋
白質を分析することにより、Ｖα１９ＮＫＴ細胞の機能
等を解析することができる。また、該細胞をそれ自体既
知の組織培養技術により培養して細胞の機能解析等に用
いることもできるし、高発現細胞株があれば、そこか
ら、抗体を作製する等への利用も可能である。かくして
取得されるＶα１９ＮＫＴ細胞も、上記（１）～（４）
に記載の細胞とともに後述の方法に用いることができ、
これらをまとめて「本発明のＮＫＴ細胞」と称すること
がある。
【００３９】（６）ＮＫＴ細胞または該細胞を構成する
ポリペプチドを抗原とする抗体
本発明のＮＫＴ細胞を抗原とする抗体は、本発明のＮＫ
Ｔ細胞が有するポリペプチドを抗原として調製すること
ができる。抗体の調製方法としては通常用いられる公知
の方法を用いることができ、抗原として用いられるポリ
ペプチドについても、公知の方法に従って抗原性が高く
エピトープ（抗原決定基）として適した配列を選択して
用いることができる。また、細胞そのものを抗原として
免疫することによっても抗体を得ることができる。抗原
ペプチドとして、好ましくは、配列番号１に記載のアミ
ノ酸配列のアミノ酸番号１０９～１１７で表されるアミ
ノ酸配列を含むポリペプチド、または配列番号２に記載
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のアミノ酸配列のアミノ酸番号９１～９９に示すものが
挙げられる。上記ポリペプチドは、マウスＶα１９．１
－Ｊα２６、およびヒトＶα７Ｓ２－Ｊα３３で表され
るＴＣＲα鎖に含まれるものであり、本発明のＮＫＴ細
胞に特徴的な部分であるので、本発明のＮＫＴ細胞特異
的抗体を得るための抗原としては特に好ましく用いられ
るものである。
【００４０】抗原として用いるポリペプチドは、本発明
のＮＫＴ細胞から抽出精製したものでもよいし、公知の
方法に従って合成した合成ペプチドを用いることもでき
る。抗原となるポリペプチド、または本発明のＮＫＴ細
胞は、公知の方法に従って適当な溶液等に調製して、哺
乳動物、例えばウサギやラット等に免疫を行えばよい
が、安定的な免疫を行ったり抗体価を高めるために抗原
ペプチドの他にアジュバント等を加えて免疫を行うのが
好ましい。
【００４１】免疫に際しての抗原の投与経路は特に限定
されず、例えば皮下、腹腔内、静脈内、あるいは筋肉内
等のいずれの経路を用いてもよい。具体的には、例えば
ラット等に本発明のＮＫＴ細胞、あるいはそのホモジネ
ート、またはポリペプチドを数日～数週間おきに数回接
種する方法等が用いられる。また、抗原の摂取量として
は、抗原がポリペプチドの場合０．１～０．５ｍｇ／１
回、また細胞の場合には１０5～１０7個／１回が好まし
いが、ポリペプチドの種類、また免疫する動物種によっ
ては適宜調節される。
【００４２】免疫後、適宜試験的に採血を行ってＥＬＩ
ＳＡ法やウエスタンブロッティング等の方法で抗体価の
上昇を確認し、十分に抗体価の上昇した動物から採血を
行う。採取した血液に対し、抗体の調製に用いられる適
当な処理を行うことによればポリクローナル抗体を得る
ことができる。また、必要に応じて公知の方法に従い血
清から抗体成分を精製した精製抗体を取得することもで
きる。さらに、該動物の脾臓細胞等とミエローマ細胞等
を公知の方法に従って融合させた融合細胞を用いる（Ｍ
ｉｌｓｔｅｉｎ，ｅｔ  ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，２５
６，４９５（１９７５））ことによりモノクローナル抗
体を作製することもできる。モノクローナル抗体は例え
ば次に述べる方法により取得することができる。
【００４３】まず、上記した抗原の免疫により抗体価の
高まった動物から抗体産生細胞を取得する。抗体産生細
胞は、形質細胞、及びその前駆細胞であるリンパ球であ
り、これは個体の何れから取得してもよいが、好ましく
は脾臓、リンパ節、末梢血等から取得する。これらの細
胞と融合させるミエローマとしては、一般的にはマウス
から得られた株化細胞、例えば８－アザグアニン耐性マ
ウス（ＢＡＬＢ／ｃ由来等）ミエローマ細胞株が挙げら
れる。具体的には、Ｐ３Ｘ６３－Ａｇ８．６５３（ＡＴ
ＣＣ：ＣＲＬ－１５８０）、Ｐ３－ＮＳ１／１Ａｇ４．
１（理研セルバンク：ＲＣＢ００９５）等が好ましく用
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いられる。細胞の融合は、抗体産生細胞とミエローマ細
胞を適当な割合で混合し、適当な細胞融合培地、例えば
ＲＰＭＩ１６４０やイスコフ改変ダルベッコ培地（ＩＭ
ＤＭ）、あるいはダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥ
Ｍ）等に、５０％ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を
溶解したもの等を用いることにより行うことができる。
また電気融合法（Ｕ．Ｚｉｍｍｅｒｍａｎｎ．ｅｔ  ａ
ｌ．，Ｎａｔｕｒｗｉｓｓｅｎｓｃｈａｆｔｅｎ，６
８，  ５７７（１９８１））によっても行うことができ
る。
【００４４】融合細胞は、用いたミエローマ細胞株が８
－アザグアニン耐性株であることを利用して適量のヒポ
キサンチン・アミノプテリン・チミジン（ＨＡＴ）液、
及びマウスインターロイキン－６（ＩＬ－６）等を含む
正常培地（ＨＡＴ培地）中で５％ＣＯ

2
、３７℃で適当

時間培養することにより選択することができる。この選
択方法は用いるミエローマ細胞株によって適宜選択して
用いることができる。選択された融合細胞が産生する抗
体の抗体価を上記した方法により解析し、抗体価の高い
抗体を産生する融合細胞を限界希釈法等により分離す
る。分離した融合細胞をさらに適当な培地で培養し、得
られる培養上清から硫安分画、アフィニティクロマトグ
グラフィー等の適当な方法により精製してモノクローナ
ル抗体を得ることができる。また精製には市販のモノク
ローナル抗体精製キットを用いることもできる。さらに
は、免疫した動物と同系統の動物、またはヌードマウス
等の腹腔内で上記で得られた抗体産生融合細胞を増殖さ
せることにより、本発明の抗ＮＫＴ細胞モノクローナル
抗体を大量に含む腹水を得ることもできる。
【００４５】かくして得られた本発明の抗ＮＫＴ細胞抗
体は、ウエスタンブロッティングや組織免疫染色等に用
いることができる。一方、本発明のＮＫＴ細胞が有する
ＴＣＲ（例えば、配列番号１に記載のアミノ酸配列を有
するポリペプチド）を抗原とする抗体は、該ＴＣＲに特
異的に結合することにより、これを介して誘導されるサ
イトカイン産生等の活性を抑制、あるいは活性化するこ
とができる。従って、本発明の抗体を抗体医薬として投
与することにより本発明のＮＫＴ細胞のＴＣＲへの刺激
特異的な活性を制御することができるため、本発明の抗
体は免疫調節剤として用いることができる。
【００４６】（７）抗ＮＫＴ細胞抗体を有効成分とする
免疫調節剤
本発明の抗体を抗体医薬とする場合、該抗体がマウス等
の異種の動物由来であるために、異種動物免疫グロブリ
ンに対する抗体ができやすく、このため血中半減期も短
い。そこで、この点を回避するためにキメラ抗体（ヒト
化抗体）、あるいは一価抗体の作製を行う必要がある。
キメラ抗体の作製方法として具体的には、（１）本発明
の抗体を産生する融合細胞より免疫グロブリンの重鎖
（Ｈ鎖）、及び軽鎖（Ｌ鎖）の各可変領域（Ｖ領域）が
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有するアミノ酸配列の一部を解析し、その配列を基にこ
れをコードする遺伝子をクローニングし、該ＤＮＡ断片
を天然のアミノ酸配列を有する公知のヒトの定常領域を
コードする遺伝子ＤＮＡと結合させて適当なベクターに
挿入し、これを適当な宿主に導入して作製する方法、あ
るいは（２）ＣＤＲ（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｉｔｙ
－ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ  ｒｅｇｉｏｎ）のみを保存
し、他の全ての領域をヒト由来のものに置き換える方法
（ＣＤＲ－ｇｒａｆｔｅｄ抗体：Ｊ．Ｎｕｃｌ．Ｍｅ
ｄ．，３１，１０７７（１９９０）；Ｍｉｌｓｔｅｉ
ｎ，ｅｔ  ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，３４９，２９３（１
９９１））等が挙げられる。
【００４７】また、本発明のＮＫＴ細胞としてヒトの細
胞を取得した場合には、かかる細胞のＴＣＲを構成する
ポリペプチド、あるいは細胞そのものを抗原として、ヒ
ト末梢血リンパ球を移植したＳｅｖｅｒｅ  ｃｏｍｂｉ
ｎｅｄ  ｉｍｍｕｎｅ  ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ（ＳＣＩ
Ｄ）マウスに上記した方法と同様にして免疫し、該免疫
動物の抗体産生細胞とヒトのミエローマ細胞との融合細
胞を作製することによってもヒト型抗体を作製すること
ができる（Ｍｏｓｉｅｒ，Ｄ．Ｅ．，ｅｔ  ａｌ．，Ｎ
ａｔｕｒｅ，３３５，２５６－２５９（１９８８）；Ｄ
ｕｃｈｏｓａｌ，Ｍ．Ａ．，ｅｔ  ａｌ．，Ｎａｔｕｒ
ｅ，３５５，２５８－２６２（１９９２）。また、取得
したヒト型抗体を産生する融合細胞からＲＮＡを抽出
し、目的のヒト型抗体をコードする遺伝子をクローニン
グして、この遺伝子を適当なベクターに挿入し、これを
適当な宿主に導入して発現させることにより、さらに大
量に本発明のヒト型ＮＫＴ細胞抗体を作製することがで
きる。ここで、抗原との結合性の低い抗体は、それ自体
既知の進化工学的手法を用いることによりさらに結合性
の高い抗体として取得することもできる。一価性抗体
は、例えばパパイン等を用いてＦａｂ部分とＦｃ部分を
切断し、アフィニティカラム等を用いてＦａｂ部分を回
収することによって作製することができる。
【００４８】かかる免疫調節剤は、臨床へ応用するに際
し、上記有効成分を単独で用いることも可能であるが、
薬学的に許容され得る担体と配合して医薬品組成物とし
て用いることもできる。この時の有効成分の担体に対す
る割合は、１～９０重量％の間で変動され得る。また、
かかる薬剤は種々の形態で投与することができ、それら
の投与形態としては、錠剤、カプセル剤、顆粒剤、散
剤、あるいはシロップ剤等による経口投与、または注射
剤、点滴剤、リポソーム剤、坐薬剤等による非経口投与
を挙げることができる。また、その投与量は、症状、年
齢、体重等によって適宜選択することができる。
【００４９】（８）抗ＮＫＴ細胞抗体を利用したＮＫＴ
細胞の取得法
上記（６）で取得した本発明の抗体は、これを適当な動
物種の血液、または骨髄細胞等の細胞群と接触させるこ
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とにより、本発明の前記した性質を有するＮＫＴ細胞を
取得することができる。具体的には、例えば、本発明の
抗体を適当な磁気ビーズ、あるいはマイクロプレート等
の固相と結合させ、これに上記細胞群を接触させ、洗浄
した後、該固相に本発明の抗体を介して結合している細
胞を回収することにより行うことができる。あるいは、
本発明の抗体に蛍光物質等の標識分子を結合させ、これ
に同様に細胞群を接触させた後に、ソーター等を利用し
て細胞が有する蛍光強度を指標として選択し、分離する
ことにより取得することもできる。
【００５０】また、同様にして血液中の本発明のＮＫＴ
細胞の数を測定することもできるため、本発明の抗ＮＫ
Ｔ細胞抗体は、血液中で本発明のＮＫＴ細胞数が変動す
る疾患の診断試薬としても用いることができる。このよ
うな診断を行うためのキットとしては、上記したように
標識、または固相に結合した本発明の抗体、バッファー
等の試薬類等が少なくとも含まれるが、上記した方法に
用いられるキットであれば如何なる試薬等の組み合わせ
であってもよい。
【００５１】（９）ＮＫＴ細胞活性を調節する物質（免
疫調節活性を有する物質）のスクリーニング
本発明の前記性質を有するＮＫＴ細胞は、該細胞と被検
物質とを共培養し、該ＮＫＴ細胞の生物活性に変化を誘
発する物質のスクリーニングに用いることができる。本
発明のＮＫＴ細胞の生物活性は、該細胞が有するＴＣＲ
を介した刺激に応答した活性と、それ以外の活性に分け
られる。この２つの活性を増強、または抑制する物質の
スクリーニングは、例えば、次のとおり行うことができ
る。
（ａ）ＴＣＲを介した刺激非依存的な活性の調節物質の
スクリーニング
本発明のＮＫＴ細胞の生物活性を調節する物質は、該細
胞と被検物質を適当な培地中で培養した後、該細胞に現
れる表現型の変化を指標として選択することができる。
被検物質としては、本発明のＮＫＴ細胞の生物活性に影
響を及ぼす可能性のある物質であれば如何なるものであ
ってもいが、具体的には例えば、ペプチド、タンパク
質、非ペプチド性化合物、低分子化合物、合成化合物、
発酵生産物、細胞抽出液、動物組織抽出液等が挙げられ
る。これらの物質は新規な物質であってもよいし、公知
の物質であってもよい。低分子化合物のさらに具体的な
例としては、ホルモン、あるいはホルモン様物質等が挙
げられ、タンパク質としては転写因子等が挙げられる。
これらの該細胞培養液への添加の順序、及び添加量等は
被検物質の種類によって適宜選択することができる。ま
た、該細胞に現れる表現型としては、形状等の目に見え
るものと、サイトカイン等の産生物質の量の変化等の生
化学的解析法によって解析し得るもののどちらでもよ
く、その表現型によってそれ自体既知の通常用いられる
方法を適宜選択して解析することができる。
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【００５２】（ｂ）ＴＣＲを介した刺激依存的な活性の
調節物質のスクリーニング
本発明のＮＫＴ細胞と、被検物質を提示させた抗原提示
細胞とを共培養し、該細胞の表現型の変化を指標とし
て、本発明のＮＫＴ細胞のＴＣＲを介した刺激依存的な
活性の調節物質をスクリーニングすることができる。被
検物質としては、上記（ａ）に記載したものが挙げられ
るが、例えばＶα１４ＮＫＴ細胞のＴＣＲに特異的に結
合する物質がα－ＧａｌＣｅｒであり、Ｖα１９ＮＫＴ
細胞の抗原認識部位の一部の構造はＶα１４のそれと近
似のものであること等から、本発明のスクリーングに用
いる被検物質のライブラリーとして特に好ましくは糖脂
質ライブラリーが用いられる。
【００５３】これら被検物質をＴＣＲに認識させるため
には、該物質を抗原提示細胞に提示させる必要がある。
抗原提示細胞としては、ＴＣＲを有さず、かつＭＨＣク
ラス１様分子を有するものであれば特に制限はない。こ
のような細胞としては、例えばＲＡＧ２欠損動物等のＴ
細胞欠損動物の脾臓細胞からＣｌｏｗｌｅｙ，Ｍ．ｅｔ
  ａｌ．，Ｃｅｌｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１１８，１２
５（１９８９）に従って粗精製した樹状細胞等が好まし
く用いられる。これらの抗原提示細胞への被検物質の取
り込みは、それ自体既知の通常用いられる方法によるこ
とができるが、具体的には、被検物質を適当な緩衝液に
溶解し、これと上記抗原提示細胞を適当な培地内で培養
すること等により行う。また、被検物質が水溶性でない
場合には少量のＤＭＳＯやエタノールを加えて可溶化し
た後に、これを例えば培養ディッシュの底部で乾燥させ
ること等により添加したＤＭＳＯやエタノールを除いた
後に、抗原提示細胞を添加して培養する方法等が好まし
く用いられる。被検物質の量や、抗原提示細胞培養液へ
の添加の順序、及び添加量等は被検物質、及び抗原提示
細胞の種類によって適宜選択することができる。
【００５４】被検物質を提示した抗原提示細胞、本発明
のＮＫＴ細胞の反応は、これらを適当な培地中で適当時
間培養することにより行うことができる。具体的には、
例えば、１～５×１０5個のＶα１９ＮＫＴ細胞に対
し、被検物質を提示した細胞をその０．１～２０倍加
え、１～５日間培養する方法等が好ましく用いられる。
また、解析するべき該細胞に現れる表現型としては、産
生されるサイトカインの種類、及び量が挙げられる。こ
れらの解析は上記した方法と同様に行うことができる。
【００５５】また、ＴＣＲを介した刺激依存的な活性の
調節物質のスクリーニングは、例えば上記（６）で作製
したＶα１９ＮＫＴ細胞のＴＣＲに対する抗体と被検物
質を競合させ、被検物質による該抗体とＴＣＲとの結合
性の阻害度を指標として行うことができる。かくして本
発明のＮＫＴ細胞の生物活性を調節する物質はこれが本
発明のVα１９ＮＫＴ細胞の生物活性を制御する性質を
有することを利用して、免疫調節剤の有効成分として用
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いることができる。さらに本スクリーニング法により選
抜した物質を調製し、これを上記（７）に記載した方法
と同様の方法により製剤化することにより、上記免疫調
節剤を製造することができる。この免疫調節剤の投与量
については、症状、年齢、体重等によって適宜選択する
ことができる。
【００５６】（１０）Ｖα１９トランスジェニック動物
を用いた抗アレルギー薬のスクリーニング方法
上記（５）で得られたＶα１９トランスジェニック動物
は、このイムノグロブリンＥの発現量が野生型に比べて
増大している。そこで、該動物に被検物質を投与し、該
動物体内のイムノグロブリンＥの発現量の変化を解析
し、該発現量を調節する作用を有する物質を選択するこ
とによれば、この物質を抗アレルギー薬として用いるこ
とができる。被検物質としては、上記（９）に記載のも
のが挙げられ、これらのＶα１９トランスジェニック動
物への投与量、および方法等は、動物種、年齢、体重、
あるいは被検物質の種類等によって適宜選択される。ま
た、イムノグロブリンＥの発現量の測定方法としては、
ELISA法、ELISPOT法、プラーク法（免疫研究法ハンドブ
ック、藤原大美、淀井淳司  編著、中外医学社）等が挙
げられる。ここで、該動物のイムノグロブリンＥの発現
量を抑制する活性のあるものは抗アレルギー薬の有効性
分として用いることができる。さらに本スクリーニング
法により選抜した物質を調製し、これを上記（７）に記
載した方法と同様の方法により製剤化することにより、
上記抗アレルギー薬を製造することができる。この抗ア
レルギー薬の投与量については、症状、年齢、体重等に
よって適宜選択することができる。
【００５７】
【実施例】実施例１  非Ｖα１４ＮＫＴ細胞を含む細胞
分画の取得
ＣＤ１ｄ－／－マウス（Ｓｍｉｌｅｙ，Ｓ．Ｔ，ｅｔ  
ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ．，２７５，９７７－９７９
（１９９７）；ハーバード大学医学部のＭ．Ｊ．Ｇｒｕ
ｓｂｙ博士より供与された）とＣ５７ＢＬ／６マウスと
の交配をくり返して得られたＮＫ１．１+ ／Ｈ－２b マ
ウスの肝臓を取り出し、金属メッシュでこし、細胞懸濁
液を調製した。これをＤＭＥ培地（ＧＩＢＣＯ  ＢＲＬ
社製）で希釈して肝臓一つあたり１０ｍｌとし、７００
×ｇで５分間遠心した。上清を吸引除去し、沈殿を４０
％パーコール液（Ｐｈａｒｍａｃｉａ社）に懸濁した。
【００５８】これを８０％パーコール液（Ｐｈａｒｍａ
ｃｉａ社）に重層し、９００×ｇで１５分間遠心分離し
た。ここで４０％－８０％パーコール液の界面にある細
胞をパスツールピペットを用いて回収した。これをｐｈ
ｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ（ＰＥ）結合抗ＮＫ１．１抗体
（ＰＫ１６９；Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ社製）及びｆｌｕ
ｏｒｅｓｃｅｉｎ  ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ（Ｆ
ＩＴＣ）結合抗ＴＣＲαβ抗体（Ｈ５７－５９７；Ｐｈ
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ａｒｍｉｎｇｅｎ社製）で２重免疫染色し、ＮＫ１．１
+、ＴＣＲαβ+細胞をフローサイトメーター（ＦＡＣＳ
ｃａｎ：Ｂｅｃｔｏｎ  Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ社製）にて
分離、取得した。
【００５９】これらの細胞群のＣＤ４、及び８コレセプ
ターの発現を、フローサイトメーターを用いて解析した
ところ、ＮＫＴ細胞について既に報告（Ｄａｎｇ，
Ｙ．，ｅｔ  ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１６６，
３６４１－３７４４（２００１））のあるとおり、ＣＤ
８陽性、ＣＤ４、及びＣＤ８共陰性のものがほぼ同数存
在し、それらが大勢を占めていた。
【００６０】実施例２  非Ｖα１４ＮＫＴ細胞由来の融
合細胞の作製
上記実施例１で用いたものと同様のマウス（ＣＤ１－／
－；ＮＫ１．１+，Ｈ－２b）の肝臓から実施例１の方法
と同様にして５×１０6個のＮＫ１．１+，ＴＣＲαβ+
細胞を得た。これらを１μｇ／ｍｌ抗ＴＣＲαβ抗体
（抗体名；Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ社製）、２０ｎｇ／ｍ
ｌリコンビナントＩＬ－７（Ｕｐｓｔａｔｅ  Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）を含むＤＭＥＭ培地５ｍｌ中で２
０００ＲのＸ線を照射したＣ５７ＢＬ／６マウス脾臓単
核細胞、５×１０6個と共に３７℃、１０％ＣＯ2条件下
で２日間培養した。その後２５ユニット／ｍｌリコンビ
ナントＩＬ－２（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａｎｎｈｅ
ｉｍ社製）を加え、同条件下でさらに２日間培養した。
これらの細胞をＳｈｉｍａｍｕｒａ，Ｍ．，ｅｔ  ａ
ｌ．，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，２７，１５７６
－１５７９（１９９７）に記載されている常法にしたが
ってＴ細胞腫瘍株ＢＷ５１４７のＴＣＲｍＲＮＡ発現の
ない変異株（Ｂｏｒｎ，Ｗ．，ｅｔ  ａｌ．，Ｒｅｓ．
Ｉｍｍｕｎｏｌ．，７，２７９－２９１（１９８８））
と細胞融合させた。ＨＡＴ選択の後、さらに培養し、増
殖した細胞株についてｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ  ｉｓｏ
ｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ（ＦＩＴＣ）結合抗ＴＣＲαβ
抗体（Ｈ５７－５９７；Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ社製）を
用いて染色し、ＴＣＲαβ陽性細胞をフローサイトメー
ター（ＦＡＣＳｔａｒ、Ｂｅｃｔｏｎ  Ｄｉｃｋｉｎｓ
ｏｎ社）を使用して選択した。選択した陽性細胞を限界
希釈法にてクローニングした。
【００６１】実施例３  非Ｖα１４ＮＫＴ細胞由来融合
細胞の解析
（１）ＴＣＲα鎖の構造解析
上記実施例２で作成した融合細胞株からＩＳＯＧＥＮ
（ニッポンジーン社製）を用いて添付の説明書に記載さ
れている方法に準じてＴｏｔａｌ  ＲＮＡを取得し、さ
らにこれらを鋳型として作成したｃＤＮＡを環状化した
後、５’－ＲＡＣＥ  Ｃｏｒｅ  Ｓｅｔ（ＴＡＫＡＲＡ
社製）を用いて５’－ＲＡＣＥを行った。具体的な操作
は以下の通りであるが、詳細な条件等は上記キットに添
付されたマニュアルに記載されたものに準じて行った。
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【００６２】上記各融合細胞株から得られたｔｏｔａｌ
  ＲＮＡを鋳型として、Ｃα鎖をコードするＤＮＡ配列
に相補的な配列番号３に記載のリン酸化プライマーを用
いてＤＮＡ合成を行った。さらにこのＲＮＡ－ＤＮＡハ
イブリッド鎖のＲＮＡ部分をＲＮａｓｅＨ（上記キット
に添付）を用いて分解し、残った１本鎖のｃＤＮＡ鎖を
Ｔ４ＲＮＡ  Ｌｉｇａｓｅ（上記キットに添付）を用い
て環状化した。この環状ＤＮＡを鋳型として、Ｃαをコ
ードするＤＮＡの５’末端から５’側（Ｊα側）へ向か
うプライマーとして配列番号４に記載のもの、またＣα
をコードするＤＮＡの３’末端から３’側（Ｖαの５’
側）へ向かうプライマーとして配列番号５に記載のもの
を用いてＰＣＲを行った。
【００６３】さらに増幅されたＤＮＡを鋳型として、上
記で用いたプライマーより内側にずらした配列を有する
プライマー（５’側：配列番号６、３’側：配列番号
７）を用いてＰＣＲを行った。ここで増幅されたＤＮＡ
断片をアガロースゲルによる電気泳動で分離し、ゲル中
からＱＩＡＥＸ（Ｑｉａｇｅｎｅ社製）を用いて抽出
し、Ｔ－ｅａｓｙクローニングベクター（Ｐｒｏｍｒｇ
ａ社製）にクローニングした。これをＭ１３、及びＭ１
３Ｒｅｖプライマー（ＴＡＫＡＲＡ社製）を用いてＴｈ
ｅｒｍｏ  Ｓｅｑｕｅｎａｓｅ  Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎ
ｔ  ｌａｂｅｌｌｅｄ  ｐｒｉｍｅｒ  ｃｙｃｌｅ  ｓ
ｅｑｕｅｎｃｅ  ｋｉｔ（ＡｍｅｒｃｈａｍＰｈｅｒｍ
ａｃｉａ社製）により反応させ、オートＤＮＡシーケン
サー（ＨＩＴＡＣＨＩ：ＳＱ３０００）を用いて塩基配
列を決定した。
【００６４】解析した融合細胞２１株のうち１１株で均
一なＶα１９．１－Ｊα２６鎖を発現していることが判
明した（表１）。またＶα１９．１－Ｊα２６鎖発現株
におけるＶ－Ｊ結合部位の塩基配列、及びアミノ酸配列
を図１にまとめた。生殖細胞型の配列をそのまま使用し
た株（ＮＢ１０３、ＮＢ２０１、ＮＢ２０４、ＮＢ２０
６、ＮＢ２１３、ＮＢ４０３）に加え、Ｖ－Ｊ遺伝子再
構成部位にアミノ酸の変異を起こした株も存在した。し
かしアミノ酸変異は１残基に限定され、しかも配列の長
さはすべて一定であり、この系譜の細胞発生時の正の選
択が極めて厳密に起こっていることが示唆された。これ
らのＶα１９．１－Ｊα２６鎖発現株を、以下「Ｖα１
９ＮＫＴ細胞」と総称する。
【００６５】（２）ＴＣＲβ鎖の構造解析
Ｖβに対する１５種類のＦＩＴＣ化された特異抗体（Ｍ
ｏｕｓｅ  ＶβＴＣＲｓｃｒｅｅｎｉｎｇ  ｐａｎｅ
ｌ：Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ社）を用いて、上記（１）で
Ｖα１９．１－Ｊα２６鎖を発現していることが確認さ
れた融合細胞株を免疫染色し、フローサイトメトリー
（ＦＡＣＳｔａｒ、Ｂｅｃｔｏｎ  Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ
社を用いた）によりＶα１９．１α鎖と対をなすβ鎖の
Ｖβ使用を決定した（表１）。その結果Ｖβ８及び６の*
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*使用頻度が高いことがわかった。α鎖と併せ、この細胞
種のＴＣＲの構造は極めて特殊であり、認識する抗原も
特定の物質に限定されることが示唆された。
【００６６】
【表１】

表中ａ）は、Ｖβ２、３、４、５、６、７、８、９、１
０、１１、１２，１３，及び１４以外のＶβ鎖を有する
ことを示す。
【００６７】実施例４  Ｖα１９ＮＫＴ細胞株のＴＣＲ
ヘの刺激に応答したサイトカイン産生能
Ｖα１９ＮＫＴ細胞の性質の一端を明らかにする目的
で、上記実施例３（１）でＶα１９．１鎖を発現してい
ることが確認された融合細胞細胞株を利用しそのｉｎｖ
ａｒｉａｎｔ  ＴＣＲへの刺激に応答したサイトカイン
の分泌パターンを調べた。各融合細胞を９６穴平底培養
プレートにＰＢＳで１０μｇ／ｍｌに希釈した抗ＣＤ３
ε抗体（１４５－２Ｃ１１：Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ社
製）を加え、４℃で１８時間培養した。ＰＢＳで２回洗
浄したのち１０5ｃｅｌｌｓ／ｍｌの濃度とした細胞株
浮遊液を１００μｌずつ加え（１０4個／ｗｅｌｌ）、
２日間培養した。この培養上清１００μｌに分泌された
ＩＬ－４、及びＩＦＮ－γの量をＥＬＩＳＡ法により定
量した。３，３’，５，５’－Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌ
－Ｂｅｎｚｉｄｉｎｅ（ＴＭＢ）Ｌｉｑｕｉｄ  ｓｕｂ
ｓｔｒａｔｅ  ｓｙｓｔｅｍ  ｆｏｒ  ＥＬＩＳＡ（Ｓ
ＩＧＭＡ社製）法で定量した。測定にはＢＤ  Ｏｐｔ  
ＥＩＡ  ｓｅｔ（Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ社製）を用いて
行い、条件等も該キットに添付のマニュアルに従って行
った。また、対照としてＶα１４ＮＫＴ細胞から実施例
２と同様にして作成した融合細胞株（Ｓｈｉｍａｍｕｒ
ａ，Ｍ．ｅｔ  ａｌ．，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．，２７，１５７６－１５７９（１９９７））、及び
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ｎｅｇａｔｉｖｅ  ｃｏｎｔｒｏｌとして実施例２で使
用したＴＣＲ陰性のＴ細胞腫株ＢＷ５１４７を使用し
た。その結果を図２に示した。Ｖα１９ＮＫＴ細胞株で
はいずれもＩＬ－４／ＩＦＮ－γ分泌のバランスがＶα
１４ＮＫＴ細胞株と比較してＩＬ－４側に偏っているこ
とが判明した。
【００６８】実施例５  Ｖα１９－Ｊα２６導入ＤＮＡ
の調製
Shimamura and Huang, FEBS Letters 516:97-100 (200
2)に記載の方法に従って樹立したVα19-Jα26再構成遺
伝子発現ハイブリドーマ株(NB403)からVα19-Jα26を含
むＴＣＲα鎖の作製に必要な cＤＮＡ断片を単離し、こ
れにVα8.4のプロモーター領域及びCα、α遺伝子エン
ハンサー領域をライゲーションして配列番号８に示す導
入ＤＮＡを作成した。その模式図を図３に示した。以下
に詳細に説明する。
【００６９】NB403からISOGEN（ニッポンジーン社）に
より単離したＲＮＡから、ｃＤＮＡ合成キット（Time S
aver cDNA Synthesis Kit； Amersham Pharmacia Biote
chnology社製）を用いて二本鎖ｃＤＮＡを合成し、Ｅｃ
ｏＲＩによる消化と脱リン酸化処理を行ったλZAPII ve
ctor（Stratagene社製）に挿入してパッケイジング後、
大腸菌XL-1 blue MeF'(Stratagene社製）に感染させ
て、phage cDNAライブラリーを作製した。次に、作製さ
れた独立クローンを含むphage cDNAライブラリーを、V
α19-Jα26-Cαを含むDNA断片（配列番号：９）を用い
てスクリーニングした。陽性クローンに含まれるｃＤＮ
Ａを、ペルパーファージに感染させてpBluescript II S
K(-)（Stratagene社製）にクローニングした株(pGLα)
を得てオートDNAシーケンサー(HITACHI:SQ3000)を用い
て塩基配列を決定した。その結果、リーダー配列(L)とV
α19-Jα26がスプライシングしているmRNAに基づくｃＤ
ＮＡクローンが得られたことが確認されたので、これを
基に以下の導入ＤＮＡを調製することとした。
【００７０】次にLとVα19間のイントロンをクローニン
グするため、イントロン上の配列番号１０およびVα19
上の配列番号１１のプライマーを用い、NB403ゲノムDNA
を鋳型にPCRを行い、増幅されたＤＮＡ断片はpGEMT-eas
yプラスミド（Promega社製）にライゲーションしてクロ
ーニングした(pLVα)。上記で取得されたＶ－Ｊ領域のc
DNAクローン（pGLα）とこのゲノムクローンをVα19上
とプラスミド上のPstIサイトを利用して組み換え、Vα1
9-Jα26の両端をgerm-line配列のイントロンで挟んだゲ
ノムがpBluescript II SK(-)に組み込まれたクローン(p
VJα)を得た。
【００７１】次にリーダー配列を含むプロモーター領域
はAsada, A., Immunology, 101, 309-315(2000)に記載
のとおり、BOG8株から作成したVα8.4を含むゲノムDNA
クローン（pGα１）から調製した。pGα１のLとV-J間イ
ントロン上のAatIIサイトとプラスミドpBluescript SK
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(-)上のNotIサイトの間を切り出し、代わって上記Vα19
-Jα26部分ゲノムクローン(pVJα)からインサートをEco
RIで切り出したものをブラントエンドライゲーションし
て置き換えた。このinsertをSmaI,SacIIで切り出しpBlu
escript KS(+)に再度組み込んだ(pLVJα)。次にTCR  C
α、エンハンサー領域のゲノムクローン（pCαE, Sha, 
W.C. et al. Nature, 335: 271-274(1988)）をpBluescr
ipt  SK(-)からSmaI, NotIで切り出し、これをEcoRV, N
otIで切り開いておいたpLVJαに組み込み最終的に配列
番号８に示す導入ＤＮＡを作成した。
【００７２】実施例６  invariant Vα19-Jα26 TCRト
ランスジェニック(Tg)マウスの作成
得られたベクターからSalI、NotIで切り出した導入ＤＮ
Ａとして用いるインサートは低融点アガロースゲル電気
泳動に供して該当するバンドを切り出した。抽出後エタ
ノール沈澱によって精製したものをDulbecco's PBSで２
μg/mlの濃度に再溶解し、さらに遠心分離を行った上清
をマウス受精卵へのマイクロインジェクションに用いる
こととした。採卵用のＣ５７ＢＬ／６系統雌マウスに卵
胞刺激ホルモン（妊馬血清性性腺刺激ホルモン；ＰＭＳ
Ｇ）及び黄体形成ホルモン（ヒト絨毛性性腺刺激ホルモ
ン；ｈＣＧ）をそれぞれ個体あたり約５単位、４８時間
間隔で腹腔内投与して過剰排卵させ、Ｃ５７ＢＬ／６系
統雄マウスと交配させた。膣栓確認後、交配後１日目の
卵管からマウス受精卵（初期胚）を採取し、上記実施例
５で得られた導入ＤＮＡDNA溶液を、該受精卵の雄性前
核に2 plずつマイクロインジェクションした。これを２
細胞期までWhitten'sの培地中にて３７℃で培養し、偽
妊娠の雌ＩＣＲ系マウスの輸卵管に戻して個体を発生さ
せ、帝王切開により仔マウスを取り出した。得られた仔
マウスは、すぐに仮親につけて離乳期まで育てた。Tgマ
ウスのスクリーニングはサザンブロット法を用いた。上
記の方法で作製されたTgマウスは、出生後１～３週経過
したところで尾の先を切り取って、高分子ＤＮＡ抽出法
によりゲノムＤＮＡを抽出し、各ＤＮＡ  10μｇを1mM 
spermidine存在下で一晩ＥｃｏＲＩで消化した後、エタ
ノール沈澱を行って濃縮した。沈澱として得られたＤＮ
Ａは、ＴＥバッファー（10 mM Tris-HCl(pH8), 1 mM ED
TA)に再溶解し、アガロースゲル電気泳動法を用いて分
離精製してサザンブロットに用いた。サザンブロットに
用いる分析用プローブは上記配列番号８に示す塩基配列
の塩基番号２４７７～２７０９番のDNA断片を用いた。
これをランダムプライマー法（Random Primer DNA Labe
ling Kit Ver.2; 宝酒造社製）により32Ｐ-標識して分
析用プローブとした。その結果の一部を図４に示した
が、計５系統のFounderを得た。交配によりＦ１個体を
得ることができた３系統のうちサザン分析の結果から予
測される導入ＤＮＡのコピー数および後記するFACSによ
るリンパ球分析の結果から最もVα19NKT細胞の発生頻度
の高いラインを以下の実験に使用することにした。
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【００７３】実施例７  invariant Vα19-Jα26 TCRト
ランスジェニックマウスにおけるVα19 NKT細胞の発生
実施例６で得られたトランスジェニックマウスにおける
導入ＤＮＡに含まれるＴＣＲα鎖の発現はプロモータ
ー、エンハンサーにTCRα遺伝子それ自身のものを使用
したためにＴ、ＮＫＴ細胞系列に限定される。先ず肝臓
リンパ球における導入ＤＮＡの発現をRT-PCR法により解
析した（図５）。実施例６で取得されたトランジーンプ
ラスおよびマイナスのマウスより単核球細胞を肝臓、胸
腺、脾臓、骨髄から調製した。肝臓からの単核球細胞の
調製は文献にしたがって（Shimamura and Huang, FEBS 
Letters 516:97-100 (2002)）Percoll密度勾配遠心法に
よった。その他は常法によった。これらの細胞より、IS
OGEN（ニッポンジーン社製）により単離したＲＮＡか
ら、RNA PCRキット(RNA PCRKit(AMV)Ver2.1:Takara社
製）を用いてＤＮＡとＲＮＡのハイブリッド鎖を合成
し、これを鋳型としてVα8.4リーダー配列（配列番号１
２）とJα26配列上（配列番号１３）のプライマーによ
りRT-PCRを行った。また、コントロールとして、TCRα
鎖定常領域(Cα)の５’端（配列番号１４）と３’端
（配列番号１５）の塩基配列を有するプライマーを用い
て同様にPCRを行った。これらの反応液をアガロースゲ
ル電気泳動により分離した結果を図５に示す。図中、Ｔ
ｇ+は、トランスジェニックマウス由来のＲＮＡの結果
を、またＴｇ-はトランスジーンネガティブのマウス由
来のＲＮＡの結果を示す。レーン上の数字は、鋳型の量
（μｇ）を示す。Cαの分析結果よりＴｇ+およびＴｇ-

マウスから調製した試料のＴ細胞の数はほぼ対応してい
ることが示されたが、このときに、導入ＤＮＡの一部は
トランスジェニックマウス由来のＲＮＡから合成したｃ
ＤＮＡを鋳型とした場合にのみＤＮＡ断片が増幅され、
導入ＤＮＡに含まれる遺伝子の強い発現がみられた。
【００７４】次にVα19 NKT細胞の発生をFACSで調べ
た。Ｖα１９トランスジェニックマウスおよびB６マウ
スより単核球細胞を肝臓、胸腺、脾臓、骨髄から調製し
た。肝臓からの単核球細胞の調製は文献にしたがって
（Shimamura and Huang, FEBS Letters 516:97-100 (20
02)）Percoll密度勾配遠心法によった。その他は常法に
よった。得られた単核球細胞は抗Fcレセプター抗体（2.
4G2：ファーミンジェン社製）で処理後、FITC標識抗TCR
αβ（ファーミンジェン社製）、PE標識抗NK1.1抗体
（ファーミンジェン社製）で2重蛍光染色後FACScanフロ
ーサイトメーター（Becton  Dickinson社製）を用いて
分析した（図６）。図中、グラフの縦軸はＮＫ１．１の
発現量を、横軸はTCRαβ鎖の発現量を示す。また、上
段のグラフは、トランスジェニックマウス由来の細胞の
解析結果を示し、下段のグラフは野生型マウス由来の細
胞の解析結果を示す。また、左端から順に肝臓、胸腺、
脾臓、骨髄由来の細胞の解析結果を示す。いずれの臓器
においてもTCRαβ、NK1.1共陽性のNKT細胞の割合は上
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記トランスジェニックマウスでも増加はみられなかっ
た。しかし上記トランスジェニックマウスにおいては、
導入ＤＮＡが発現しているVα19NKT細胞と考えられるTC
Rαβの発現強度の増強された細胞が数多く発現してい
たが、これは野生型B6マウスには少数しか存在しない。
【００７５】次にトランスジェニックマウス、B６マウ
ス、CD１遺伝子欠損マウスの肝臓単核球を同様の方法で
FITC標識した抗CD４あるいはCD８とPE標識した抗NK1.1
抗体で2重蛍光染色後FACS分析した（図７）。その結
果、トランスジェニックマウスではCD８発現NKT細胞
（Ｖα１４ＮＫＴ細胞は、ＣＤ８陰性である）としてV
α19NKT細胞が多数発生していることが明確となった。
これに対して野生型B６マウスではVα14 NKT細胞が主と
してCD４発現細胞として発生し、これはCD１遺伝子欠損
マウスでは消失していることは文献（Bendelac,A., et 
al.、 Science, 268:863-865 (1995)）の示すごとくで
あった。
【００７６】実施例８  トランスジェニックマウスNKT
細胞のサイトカイン分泌の解析
Vα19NKT細胞の機能を知るうえで、invariant TCRから
の刺激に応答したサイトカインの分泌を調べることは有
力な情報となる。野生型マウスでの発生数の少ないVα1
9NKT細胞の解析は困難を伴う。このTgマウスでは肝臓の
NKT細胞の約５０％がVα19NKT細胞であることからこれ
を材料とした。対照としてVα14 NKT細胞が大半を占め
るB6マウス肝臓NKT細胞を用いた。両マウス肝臓単核球
をPercoll密度遠心法で調製し、ビオチン標識した抗NK
1.1抗体（Pharmingen社製）で染色後、磁気ビーズを結
合させた抗ビオチン抗体（Pharmingen社製）で標識し、
MACS法（Miltenyi Biotec GmbH, Germany）にてNK1.1発
現細胞を調製し、以下の実験に供した。９６穴プレート
に抗CD3抗体（2C１１、Pharmingen社製： 100マイクロ
グラム／ml）をコートし、その上で2×105個の細胞を培
養してTCRからの刺激を与え、そのとき培養上清に分泌
されたIL-4、IFN-γを実施例４に記載の方法と同様にEL
ISA法で定量した。抗体はPharmingen社製のものを使用
した。トランスジェニックマウスNKT細胞では培養１日
目、2日目のサイトカイン濃度は、IL-4の濃度が１．
１、１．５ ng/mlであり、IFN-γの濃度が８．２、４
５．０ng/mlであった。 一方、B6マウスNKT細胞ではIL-
4の濃度は培養１日目が０．８６、２日目が０．５９ng/
mlであり、また IFN-γ濃度は培養１日目で６．９、２
日目で４２．０ ng/mlであった。おのおののNKT細胞の
培養１日目、2日目におけるIL-4とIFN-γの比を図８に
示した。図中Ｄａｙ０－１で示すレーンは培養１日目の
結果を示し、Ｄａｙ１－２で示すレーンは培養２日目の
結果を示す。図から明らかなように、トランスジェニッ
クマウスから得られたＮＫＴ細胞ではＢ６マウスのNKT
細胞と比較してIL-4に分泌が偏っていることが示唆さ
れ、トランスジェニックマウスのＮＫＴ細胞はＶα１９
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ＮＫＴ細胞が多いことが示された。これはそれぞれのハ
イブリドーマ株を用いた私達の分析結果（実施例４）か
ら予測されたとおりであった。
【００７７】実施例９  Vα１９トランスジェニックマ
ウスにおける抗体産生
実施例６で取得されたVα19 NKT細胞が過剰発生するＶ
α１９トランスジェニックマウスの免疫応答を解析し
た。ポリクローナルに抗体産生を誘導する抗原として特
にイムノグロブリンＥ（IgE）産生誘導抗原として常用
されるヤギ抗マウスIgD抗血清（Finkerlman, F. D., et
 al., J. Immunol., 126, 686(1981)）２００μｌをマ
ウスの腹腔内に投与して、７日後の抗体産生を調べた。
この結果を図９に示した。図中、縦軸は血清中のＩｇＥ
量を示し、グラフ左の目盛りは、抗ＩｇＤ抗原による刺
激前の値を示し、右側の目盛りは抗原刺激後の値を示
す。また、白丸で示すグラフは。トランスジェニックマ
ウスの結果を示し、黒丸は野生型マウスの結果を示す。
【００７８】図から明らかなように免疫前の血清IgEレ
ベルは上記トランスジェニックマウスにおいて野生型マ
ウスのレベルより高くなっていることが判明した。一方
抗原を免疫後１週間でのIgEレベルは逆にTgマウスでは
野生型に比べ著しく低下していることがわかった。この
ことからVα19 NKT細胞は通常は図８に示したサイトカ *
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*イン分泌パターンからも予測されるとおりTh２環境への
偏移に寄与しIgE産生レベルを上昇させるのに寄与する
が、ひとたび抗原にさらされた時には逆にTh２環境を抑
えてTh１／Th２バランスのhomeostasisに寄与すること
が示唆された。このことからVα19 NKT細胞のI型アレル
ギー抑制効果が期待される。
【００７９】
【発明の効果】本発明により、それまでにＮＫＴ細胞と
して知られていたＶα１４ＮＫＴ細胞とサイトカインの
産生パターンの異なる新規なＮＫＴ細胞、該細胞由来の
融合細胞が提供される。該細胞は保存された構造のＴＣ
Ｒを有していることから、特定の抗原（リガンド）を有
することが予想される。本発明の細胞はこのリガンドの
スクリーニング方法を提供することにより新たな免疫調
節剤の提供も可能とするものである。また、本発明によ
れば、上記ＮＫＴ細胞が有するＴ細胞レセプターα鎖を
コードするＤＮＡをＴ細胞特異的に発現するように導入
した非ヒト哺乳動物が提供される。該動物は、野生型に
比べて血清中のＩｇＥ濃度が高いため、抗アレルギー薬
のスクリーニングに有用である。
【００８０】
【配列表】

                               SEQUENCE LISTING        
                 
      
<110> Mitsubishi Chemical Corpo
ration
<120> Novel NKT cells
<130> J09279
<160> 15                            
<170> PatentIn Ver. 2.0
<210> 1
<211> 128
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 1
Met Leu Gln Met Trp Gly Phe Val Leu Tyr 
Leu Phe Leu Thr Val Gly  
  1               5                  10                  15    
Gly Ala Ala Gly Gln Gly Val Glu Gln Pro 
Ala Lys Leu Met Ser Val  
             20                  25                  30        
Glu Gly Thr Phe Ala Arg Val Asn Cys Thr 
Tyr Ser Thr Ser Gly Phe  
         35                  40                  45            
Asn Gly Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Arg Glu 
Gly Gln Ala Pro Val Phe  
     50                  55                  60                
Leu Ser Tyr Val Val Leu Asp Gly Leu Lys 
Asp Ser Gly His Phe Ser  
 65                  70                  75                  80

Thr Phe Leu Ser Arg Ser Asn Gly Tyr Ser 
Tyr Leu Leu Leu Thr Glu  
                 85                  90                  95    
Leu Gln Ile Lys Asp Ser Ala Ser Tyr Leu 
Cys Ala Val Arg Asp Ser  
            100                 105                 110      
  
Asn Tyr Gln Leu Ile Trp Gly Ser Gly Thr 
Lys Leu Ile Ile Lys Pro  
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        115                 120                 125          
  
<210> 2
<211> 110
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<300>
<303> J. Exp. Med.
<304> 189
<305> 12
<306> 1907-1921
<307> 1999/6/21
<400> 2
Gln Asn Ile Asp Gln Pro Thr Glu Met Thr 
Ala Thr Phe Gly Ala Ile  
  1               5                  10                  15    
Val Gln Ile Asn Cys Thr Tyr Gln Thr Ser 
Gly Phe Thr Phe Asn Gly  
             20                  25                  30        
Leu Phe Trp Tyr Gln Gln His Ala Gly Glu 
Ala Pro Thr Phe Leu Ser  
         35                  40                  45            
Tyr Asn Val Leu Asp Gly Leu Glu Glu Lys 
Gly Arg Phe Ser Ser Phe  
     50                  55                  60                
Leu Ser Arg Ser Lys Gly Tyr Ser Tyr Leu 
Leu Leu Lys Glu Leu Gln  
 65                  70                  75                  80

Met Lys Asp Ser Ala Ser Tyr Leu Cys Ala 
Val Lys Asp Ser Asn Tyr  
                 85                  90                  95    
Gln Leu Ile Trp Gly Ala Gly Thr Lys Leu 
Ile Ile Lys Pro          
            100                 105                 110
<210> 3
<211> 12
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:synthetic
<400> 3
atcttggcag gt                                             
        12    
<210> 4
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:synthetic
<400> 4
aagtcggtga acaggcagag                             
                20    
<210> 5
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:synthetic
<400> 5
ctggaacgtt catcactgac                             
                20    
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<210> 6
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:synthetic
<400> 6
ctggtacaca gcaggttctg                             
                20    

<210> 7
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:synthetic
<400> 7
gctatggatt ccaagagcaa                             
                20    
<210> 8
<211> 12035
<212> DNA
<213> Mus musculus
<400> 8
tctagagcta gaattgttaa taagaaagaa caat
agtctg atagctgtag tcaccatgat 60    
ctacattgga ttttaattta attgggcaga acaa
tgaagc cttctttccc actttattga 120   
tatttctgtg gctgtatttg gatggtgagt taat
attttg ggccacagaa tggtcagtgt 180   
gtatttgaga catctagggg tgtgccatct tact
cagatt ttctctagtt accataaaaa 240   
aggagaaact tggaaagtga tggcctcaca gcct
ttctcc tttctttcca tctttctgca 300   
tagagatgag ccaaggcaag caggtggagc agct
tccttc catcctgaga ttcaaagaag 360   
ggaccaacac tctcaaaaac tgcatttatg taaa
caatgc ctcactctgc ttcctttggt 420   
ataagcaaga acctggaaaa catcctacat tcgt
tattga cattcgttga aatatggaaa 480   
gaaagcagag ccaaagattt atagttttac tgaa
taagaa atccaaacat ttctccctgc 540   
acaacacaga caatcagcct caagactaag ccat
gtactt ctgtgctgaa agtgcacagt 600   
gttccatggc tctagtagcc tgtcctcaaa cctg
ccgtga ggcctggatc cccatctaca 660   
tcctgcattg caggccttcc agtgcaacat ttgt
cagggg ttagttttaa gagccatctc 720   
tactgtagac ataaaaacac aaaattagaa tgtt
agcttc aactcactcc actccattta 780   
ggacaattct ctccatcctt cttttttttt aaat
tagttt taaaattgaa atataatttt 840   
aatactttcc ttcttgtagc acatagaggt tatg
agagaa cagaactcat tatgctgcaa 900   
agaagaaaag actgtagctg actcagcccc atat
gggaca tctgtatccc acaccctcct 960   
ccctagccat tcagtgactc agaggtcatt gaag
aagagg gcatggaaaa ctataagagc 1020  
tgtagggggt ggatgacttc aaagaagcag tgtt
ttctgg acatagaaga acagctgcac 1080  
atgtgaattc agagaggttg acagtacaca taag
tattgc aaaggatcaa gccagaaaaa 1140  
ttccatcaca gagaaggaag gtggacattc ccac
cctttt tctttaaagt tgaagctcat 1200  
ggtacaaaga ctaccctcca atgaaggcca caca
tccaag agtatatgtg cactgcgacc 1260  
tataacacaa aacttgatga gttttatttt aaat
ggaaga atgggacata caaactgggt 1320  
ttgtatgaaa cactgaatct ttcaaagact ggaa
agaaca gatgagtata accaaaattc 1380  
attgcataat attttgtaaa agctaagaaa aatt
taaaag tatataaatt atatcagagg 1440  
tctaattgtg tgtgtatatt cttttatgtt catt
cagcaa gctaaatacc agaggataca 1500  
catagttcag taacacaagt gatttcaggc atcc
actgga gacttgagac ctgactcctt 1560  
tgggtgaggt tccaagttta tttatctgat gctg
tgcaga catctgtggt gcaggttgaa 1620  
gggaaaccag cagagggcgc tgccccttca gatg
tggtta acatctcatt ctggggggtg 1680  
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acttaacatg agagactctg tgcagacaga ggtc
cttgtc tgtgagtgag gagtgtgagg 1740  
agatcctgca ggaggattgc cctgtgagaa tggt
gcactc agggaccaag tgtcatttct 1800  
tccatgaaca tgcatcctgt cacctgctca gttc
ttgtgc tcctcctaat gctcagtaag 1860  
tcacattgta ctctagggtt aatgaattca ctag
tgattc atagagaaca tggctaggag 1920  
ttttcaaaat aatttttctc cagctaaata attg
caactt ttataatgaa aaaagccttt 1980  
gctattagat attttccttt ctttcttaat tttc
tattta tttatttatt tatttattta 2040  
tttatttatt tatttatcta tctatctatt taat
gtcttt tgagacaggg tttctctgta 2100  
tagccctggc tgtcctggaa ctcactctgt agac
caggct ggccttgaac tcagagatcc 2160  
tcctgcctct gacctcctga gtgttgggat caaa
ggcgtg caccatcatc tcctgtggat 2220  
agatgctttc ttatgatgta cccactgtta tggg
ctttct tgtaatgagc agctgtcatt 2280  
gttaccactg tttctgacac tcattgttga tctt
gaaaac tccctgttac tctaagtttt 2340  
cctggaccac atggaagcat ggcatttttt aaaa
ttaatt tttaaacaat tcaacgtggg 2400  
aataatctat ctacagcatt tccacgctcc cttt
ccccct gctaatcttt cctgtgtctc 2460  
gtaggtgctg caggacaggg tgtggagcag cctg
ccaaat tgatgtctgt ggagggaacc 2520  
tttgctcggg tcaactgcac atacagcacc tcag
ggttca acgggttatc ctggtaccag 2580  
caacgtgaag gccaagcccc tgtatttctt tctt
atgttg ttttggatgg tttgaaggac 2640  
agtgggcatt tctccacttt cctgagccgc tcga
atgggt acagttacct gcttctgaca 2700  
gagctccaga tcaaagactc tgcctcatac ctct
gtgctg tgagggatag caactatcag 2760  
ttgatctggg gctctgggac caagctaatt ataa
agccag gtaagtcttc gatatatgac 2820  
agtaagaaag aaggcactgg ctgaataatg catg
aagtgt agcatgcaaa ttgtattttg 2880  
aagaacaatc cggcctgctg gagacaatgc actc
agccga tggggtcttc gctcccagag 2940  
aaaggcgatg tcagccacca actctcttgt ttaa
tatagc tgcttccaga atgaataatg 3000  
cttgactggc cttctaaaat agcagagcca agtg
gtgtgg ggatgtctaa ttccctctgg 3060  
tatgtttaga attggccgcc accgggctgc agga
attcga tgggggatcc ggatccagct 3120  
gggagtcggc attgccaagg ccaccctggt tggc
tcctgt gatcagttaa ggactgtggg 3180  
agacccacgg gggaaggagc tttggatcac agcc
ctgctg gaaactctct aggtggtccg 3240  
ctgtgttaat ccctccagcc ggcctcctca gacc
gtggag ggcgtgggga aatagtctga 3300  
gagagtcaca ttaaaaacaa aatcccttgg agaa
aggaaa gaattgtcct caggtagcac 3360  
ccgctttcct ggaataaaga gacagtgtga ttgg
tttgct aagtggtatg ttttcatggt 3420  
gaaagccagg cacgtttgtt cagtgcccgg tgtg
tggttt actcggttat ttttatttga 3480  
agaaatagtc atttctcaga acagcctggt gtcc
ctctta caggtgaaaa ttctgcgact 3540  
tcagctgcct gttgatttaa tccaggccga ccag
agtaaa ttgtagagac agggctctgg 3600  
tgtgagtgct attcaaaaca tttatcaacg agag
aggaaa aatggcccgg tagtgtgaga 3660  
gactttccaa cttaatgtta aaatatcaca cgcc
ttcgtt tctcaccaac gtccagccta 3720  
cctgggggag agtactctag agaagacatc taag
tctctg ttttctaagc ttgtttttgt 3780  
cctgccaaaa caaaattgtt tgactggacc cact
ggggtt ctgaagatcc tgttaagtag 3840  
aaaaatgaca agatggttta gtggttccac cttc
ctttct ggttttccca gatgccagaa 3900  
aggaccccgt ggagagggac tactgaaagc taga
gatctt ggctggcact catgacttgt 3960  
gcctgtccct aagcctgtgt ccatcatggg cagc
tagatc ctaggctgtc atttccaatg 4020  
tgaagtctgt gaacaagact ggctagtcca gaga
gttccg ctcttgcctg tcactggcat 4080  
ctgagttctg acctaagtta ggacccccaa aaaa
tcttct aacatcagtc ctcttggccc 4140  
acagacatcc agaacccaga acctgctgtg tacc
agttaa aagatcctcg gtctcaggac 4200  
agcaccctct gcctgttcac cgactttgac tccc
aaatca atgtgccgaa aaccatggaa 4260  
tctggaacgt tcatcactga caaaactgtg ctgg
acatga aagctatgga ttccaagagc 4320  
aatggggcca ttgcctggag caaccagaca agct
tcacct gccaagatat cttcaaagag 4380  
accaacgcca cctaccccag ttcaggtgag tggt
gcccca gaagtctcct cctggctcaa 4440  
atctatggtt tccaaaagct gctttgggtc atct
caccct catcattagg cagcaaaatc 4500  
cacatcctgt gtcactaagg agtctaacgg gtca
ccaaag cagacaagag aacatgacag 4560  
aggacattgg cccagcattg gtctcacaat tctg
aggctc accttcctgt cttctcttga 4620  
gccaagtgcc ttctctgttc tcccaggcac agtt
tccatt cccttcctgc ccatcccacc 4680  
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cccacccacc cccagccgcc tgccctgact tcta
tgtctg ccaagtagtg tgagtacaga 4740  
agtcagatga ggaggaggga gtgccactct aatc
cgggag gaccatccgt cagcagaggg 4800  
acatgtaaat gacaccaggc tgcaattaat atat
gcaata actcagagtt aaggcaagaa 4860  
cagctcagag aaaggctcag agaaaatgct atca
cactac aagttaatag ataagaaggg 4920  
accagccctg cctggggcca gagaggagcc tgtc
agaagc taagaaagga gaatccgaga 4980  
ataaggagaa gctgcaggaa atggattgta agcc
atagac aggggggtca gatcacaggt 5040  
agaggcaaga gaagcagacg ttcaaagtca tcat
caccta cacagaaagt tcaaggccag 5100  
cctggactac ccgagaccct gtctcccaaa acaa
ctaaat aaacataagg ttgagtggtg 5160  
tgtagaaggc agactgtaga tccagcagaa gaca
gagaac atagagagat gaaggaagcc 5220  
ccaccaggtg atggcgggac tccagcggcc aaca
gcactt aggtttcaca gatagaacca 5280  
cacagagatt ggtcagtggg catcaaggga agtg
gcagag catctcggtc gatgggacct 5340  
tatactaagc aagagataat aaaggagcaa attt
gggtat caacactatt gtggggaggt 5400  
gtacatgaaa atacatggcc ctggtcactg tgaa
tatgtc ttgctgtctt tacgggactc 5460  
tagactgaaa cctccaggtc ttgacttttt ggcc
cacgtc atacagcacg tactttgcac 5520  
agcccgtagt tgttgaaaga ataaaagagt gccc
ataagc cagggtgttg ggcctttgct 5580  
ccagcagata cccttggtaa tcatggcccc cagc
tctctc ccagaggatc acagaaaagc 5640  
tgtgatatgt tttcctgacc aacaacctgt ggtg
ggacag ttaacacgct tcagaatcta 5700  
aggaaatgtc tttgttttcc cttttagacg ttcc
ctgtga tgccacgttg actgagaaaa 5760  
gctttgaaac aggtaagaga agggtctgac caac
actgag tgatgctggg gggtggggag 5820  
gggccagtaa tgacctttag tgcacagggg aggg
gagggg gtggatctgg aggtgggaac 5880  
agcatttcca gtcctgccca agcttcgcag ggtc
tgtctt gaatccccag cacggttaac 5940  
gtcattttcc attctaagta cttaacaagc ggtg
cctcca gtttcacaag gccagtgagt 6000  
cactctcggg ccttggtgtc tcttgtattg gctc
ctctgt gagaatagcc aaagaaaacc 6060  
acttcatatg ccactgtgga acttgtgagt ccct
tcagag gcagccttga actaaccttg 6120  
tcactctatg gacactggcc ctctctgtat ctca
ggggaa ttcctttcta gaaaggaagt 6180  
agaactcaca tagcctcagg caaaggtctt gtct
caacgc cacctcgatt ccacgtgact 6240  
agttactgag tcatcacatc tgtggtttca ctga
gaggcc caggtctaga ccattatgac 6300  
aagttctgaa catctaccac caccaccccc accc
gcacca ccacccctct ctgtacaggg 6360  
cctcagaata ttatatgact aagtcctttt ggtg
gttttt gtcttaaaac acaatgctct 6420  
taccctggag ggatatacaa atacctttgc cttg
gggtgt gtgcagaagc tcaaagaagc 6480  
aacctgggag ttgaagttac ccacacccaa gcat
gcctaa ccagctcttg ggaaagtcca 6540  
cagtgtcttg agttgctgta ccgccctctc atgc
acatac cgttaatggc taccacctct 6600  
tggttttaca gatatgaacc taaactttca aaac
ctgtca gttatgggac tccgaatcct 6660  
cctgctgaaa gtagccggat ttaacctgct catg
acgctg aggctgtggt ccagttgagg 6720  
taagaaggca tgaaagcctg gagaagactt agag
gtgtgg attcagggca agacccaacc 6780  
ctgagcgcaa atcgccctgg gatttaaaat ttgc
ttttaa gtcctaagac tggacccaca 6840  
gaacttttct accccctacc cgttacaagt tgta
acactg ttgcaacagt gccctgaaac 6900  
acctgggctg cagaacacaa tcctttcagc gacc
ttgatc cagcagcgac tctcctaaga 6960  
tactcaggtc atgctcattt agaaatgatg gaag
tgaggc caagtcacat caaggctcac 7020  
acagccaaag aacagaggag gagaaaactc cgga
ccctga tgcacacgta ccacgtgtct 7080  
ctggccctgc cttctggagt gtacactccc ttcc
tgtgtg ccttctccct agcaagctct 7140  
ctctgcttga tattcaatga tgctatactc atta
gccctc cacctggcta gagtcatcat 7200  
gcttccgtgg tcaccttgca cagcccctaa gaaa
ttcatc ctcatcacac ccctgagggt 7260  
cctagtcctc catgccaagc ctgacctctg tact
tcctca ctccaggtct gcaagactga 7320  
cagagcctga ctcccaagct ccatcctcct cacc
cctccg ctccttcttc aagccaaaag 7380  
gagccctccc acctcgtcaa gacggctgtc tggg
gtctgg ttggccctga ttcacaatcc 7440  
cacctggatc tcccagattt gtgaggaagg ttgc
tggaga gctaagcact gctgccgcac 7500  
ccactcagct ccctcactgc tgctgaccat tcac
aaaaaa cggcaggggc ggggcttctc 7560  
ctggatctga agacccctcc cccatggcag actc
ccctgt aaaatctctt ggagaatgtt 7620  
gtaaaaaaaa tatcggttgt tttttgtttt tttt
tttttt gcgggtttat ttttttaagc 7680  
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atccatgaag aaatgcatat tactctttca tcaa
ggtgta gaaattatct cattgtctag 7740  
accctcctgc tactgtgtgt attgagccac attg
tatatt attctgctgt ccatgacatc 7800  
attaaaggtg attcagaaaa accaaaactg tgat
cttatt tgactgtgtt tgggtggggg 7860  
catttacatg cagagagaaa ccgaagtacg tgcc
tatcac acctgcccag ttacctcaac 7920  
aaaccctctc cattcaacct cttggaatga cctc
ttaaaa attccactaa gtggccgggc 7980  
gagtgatggg cgcacacctt taatcccagc actt
gagagg cagaggcagg tggatttctg 8040  
agttcgaggc cagcctggtc tacagaatga gttc
caggtc agccagggct acacagagaa 8100  
accctgtctt ggggggggtg tggggggatt ccac
taagca agctgtacca agggccagga 8160  
agctcctttt acaggggaga gtccccgctc atgc
cgcacc cattaagagg ctgaccgcag 8220  
ggggctgatg ggcaggctct gacctgtagc tgaa
ctttac cagtcaagga tgaggaatgt 8280  
cctccaggtt ctcacccact ggctcctgcc tcca
gggaca cccttgctct cccatcagac 8340  
tgccttgcta ctgaacctgt gttctgcctt acaa
atctac tgtctgggac ttggccaagg 8400  
acagcaggca ttctcagctc ttcctagcca tgag
agtctc tgccttcaca gcccactgtt 8460  
cttggcagag agggagcctc tcctatcagt ctcc
tttccc caagggcagg cagggattct 8520  
gatggaaaca cacttcagag accaactgct caca
ccaaac gggagtactt actagttccc 8580  
aggactcccc cacccccacc cactgccacc accc
agcttt tccctggttc aactgtgtgt 8640  
ctatgaccac actagccaga aatatgctaa tcct
cccagc tgtgactccc aggcctgctt 8700  
cttctcatag agatggggct gaccagcttt cgag
tgtgat cgagggcatg tccctccctc 8760  
ctgtgagctt cagggtcacc agccatgaaa tgtc
agtttc gactggagac tacagcaaaa 8820  
acccatgttc cctctcccgg ccacccctga ttag
agtgac cgcagaaccc cgtcatttct 8880  
aaactgcctc atctctagcc cacaatgaag cctt
ctgaga ccagtgacgg ggacggcctc 8940  
aggaaacacc accatgacag ggccaccctc acac
acacac aggggaggag gggcgaagag 9000  
cctcaatccc acgcccctcc tcgagtgtct gaca
cgatgc caaagactac cactggggat 9060  
ttcttttaat taaaccattc tcttccctgt atta
gatgaa agtgcccatg ggaaggttag 9120  
tgcagcaagc ctttatcaac cattaagaac ttag
ggcaaa ttagtttgtc tttttttttt 9180  
tttccttgct cctaaagtgg taattcactt tgtt
ctatta aaaaaaaaaa aaaaaaatcc 9240  
aggcaaagaa agcgtgggtg gctgaggaga tgcc
gggctc ctaaaaactg gctgccataa 9300  
tgcagaggct gaagggggac cttgtgggaa tgga
acagag taagaagcct agaaggcagt 9360  
ataggaatca aagacagacc tcctcactaa acgt
gaaaga ggcccagcct cggttgaacc 9420  
atgctagccc agtgtcccca gagagcaaca tcca
gaggtc acaagaaccc taacgtcacc 9480  
tgaggaccag agtgaggtga cgtggcaggg attt
gaaggg cctcccacag cggtgaagtg 9540  
aatatagata cgttccagcc ccaactcaag cgag
gccggg acaaggcaga caggaggcca 9600  
ctgatagatc aaagtcaact tcatcgccat ccaa
tcagaa caagaacttt ctcccacagc 9660  
tgaggctaaa tctccacagg agctgaacaa gtgt
ggggaa caggcagaga ctcttcgacg 9720  
tcggactctg ggtctctcac tgcttagtct ggaa
gaggct actgaggaaa cctgaagaca 9780  
tgacaatggt cacaaggctg ccactgctcc caga
ccagtc tggaccaact cccgaagaga 9840  
aggcacccat agcccagcaa actccttgcc aggg
ccagct gtaaaatggg tatctctaga 9900  
gtctagataa atgcccttac tccctaaggg gttt
tctgca ggccagctct gaaggcagaa 9960  
aaaaaaacgg acccttcacg ttccaaggct agaa
ctgtgg aaagtgttct gcaacgttgt 10020 
ccggtgcagc tggagtcaca gttcagtcca gaaa
caggca ggctggacag gtgtgtgctc 10080 
tgaccactca ggccaccccc tgaggcttca aggg
tttagt tttgtctcat ttttgtttgg 10140 
ggtataccat aaaatccaac tcccaaagct catg
tctaat atcaaatcta atagtgtttt 10200 
attaccaggt gacatgttgg caagggacta taga
tgaccc ttcggatagg aggaatacct 10260 
tgctcaccag tagctcctcc atacctagtg cagt
accttg cacccaacag ataccaacag 10320 
atgacatcat gacggtcaac acagtcactg ggag
ggacct gagctggaga gggaacgtag 10380 
tggcgttaac agaggccagg tgagccactg tctc
ggtttt gcaaggaata gagtagcttg 10440 
gcaaaaacta ttagaataat cagagcttga gtgg
tgcgcc cttgaagagt tcagactcac 10500 
attagcttca tgactgttga ctgaatcctg cagg
acagtt accaggaaac actggcttct 10560 
aaaagtctaa agactctggt cctacatgag aacc
agcatc cagggccaaa ggtcacttaa 10620 
tgtccatttc agtttcccca gtgacccaca caaa
cccact gaaacctagt tcctcgagca 10680 
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acatgtggga agaagggctt ccggtttaca aagc
aggaag tctatatcca gcccaccccg 10740 
ccctggacaa gattgaagtc tgggtccccg aggg
atattt cccagaggtg agtgtgagag 10800 
acctgtcaaa tactgtaact cttgcatgta ctgg
ctacgg gtgggggtgg ggtggggtgg 10860 
ggggcagtct gaaggatcgc cagccctgct ttgg
gtaaaa gccacatggg taacacagct 10920 
gtctcctttc atacagacac acaaggcata ggat
ttcctc caagaatcac acagacagct 10980 
gcaccctgaa atgggtaagc tggtcagata gtga
atcaat agccagaagt agaacaggaa 11040 
atggaaaaag tttcccactt ccctccaggt gttt
gggtct gaacagcctc ccacttccat 11100 
gacgtcacgg ctgctgacat gggcaaacag gtcc
cccttt gaagctctcc cgcagaagcc 11160 
acatcctctg gaaagaggag ttaaaaatac agag
ttagag ataagatctc tccgggccac 11220 
gtgcccagaa gaggtaggct gggccgttac accg
cagccc aaccacaggt gcagaaaaga 11280 
aggccacgga gagcacattg ggtggggctt gcag
gtcttg gtggtaacac ccattcacag 11340 
cagccggctg gggaggcact gcggctccac tccc
aagaag tccccctccc ctgacctcta 11400 
ttgccctcaa attagacaag tctatatact tagt
tcaagg gagaaagtct atgtccagtc 11460 
cagcttgtgc tggacaggtt gtgaaagagg cagc
tgccta cacacacagc taaggctcgt 11520 
tccccaacag ataccttcca caagaagccc catt
cgctct catttccact ccaggaggaa 11580 
atttaagtgt caagagataa ccctagtgga catc
tgtctc tcagggtcct aggaagtcgc 11640 
agaacctgaa acctgaaaaa ctttcgtctt ggga
gtccca ctctgttgta gtgtcttaag 11700 
gtagccacac gggggcagca gtactccacc aaaa
ggcttt ctccctcggc gtgtttattc 11760 
gggataaaga aaatccctgc atcctacgga aaaa
ctcttt ccaaaggaaa ataaaatgac 11820 
aagtggcttc tgtttcacag ggtcctgccc tgtg
ccagtc actggactcc agacttgtgt 11880 
gatcctctct gcctgcaaag agtctagggt cagg
ccttca ggcagcaggg gcactgccta 11940 
cccaggttta ggagacctag ctacaagaga aacc
cagaaa gaaactaccc tgttggaagc 12000 
caggagatgg aatatggccc gcaggcccag gatc
c                            12035 
<210> 9
<211> 364
<212> DNA
<213> Mus musculus
<400> 9
ggacagggcg tggagcagcc tgacaacttg atgt
ctgtag agggaacctt tgctcgggtc 60    
aactgcacat acagcacctc agggttcaat gggt
tatcct ggtaccagca acgtgaagcc 120   
acgcccccgt atttctttct tatgttgttt tgga
tggttt gaaggacagt gggcatttct 180   
ccacattcct gagccgctcg aatgggtaca gtta
cctgct tctgacagag ctccagatca 240   
aagactctgc ctcatacctc tgtgctgtga ggga
tagcaa ctatcagttg atctggggct 300   
ctgggaccaa gctaattata aagccagaca tcca
gaaccc agaacctgct gtgtaccaga 360   
atcg                                                              
364   
<210> 10
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:synthetic
<400> 10
catagagaac atggctagga gt                        
                  22    
<210> 11
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:synthetic
<400> 11
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10

acatcaattt ggcaggctgc                             
                20    
<210> 12
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:synthetic
<400> 12
ccatgaacat gcatcctgtc acct                    
                     24   
 
<210> 13
<211> 17
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:synthetic
<400> 13
cttggtccca gagcccc                                   
             17    
<210> 14
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:synthetic
<400> 14
catccagaac ccagaacctg c                          
                 21    
<210> 15
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:synthetic
<400> 15
tggcgttggt ctctttgaag                             
                20    
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【図面の簡単な説明】
【図１】Ｖα１９ＮＫＴ細胞由来融合細胞細胞株のＶα
１９．１－Ｊα２６遺伝子再構成部位の塩基配列を示す
図である。Ｖα１９．１遺伝子の３’端及びＪα２６遺
伝子の５’端の配列を対照として示す。生殖細胞遺伝子
と同様の配列は－で示す。
【図２】Ｖα１９ＮＫＴ細胞由来融合細胞細胞株のＴＣ
Ｒへの刺激に伴うサイトカイン分泌量を示す図である。
ＮＢシリーズはＶα１９ＮＫＴ細胞融合細胞株、ＲＴシ
リーズはＶα１４ＮＫＴ細胞融合細胞株を示す。
【図３】Ｖα１９．１－Ｊα２６を含むＴ細胞レセプタ
ーα鎖をコードする導入ＤＮＡの構造を示す図である。
【図４】Ｖα１９トランスジェニックマウスのゲノムＤ
ＮＡのサザンブロット解析結果を示す電気泳動写真であ
る。
【図５】Ｖα１９トランスジェニックマウスおよび野生
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型マウスにおけるＲＴ－ＰＣＲの結果を示す電気泳動写
真である。
【図６】Ｖα１９トランスジェニックマウスおよび野生
型マウスの各臓器におけるＮＫＴ細胞の数を示すＦＡＣ
Ｓの図である。
【図７】Ｖα１９トランスジェニックマウス、野生型マ
ウス、およびＣＤ１ｄノックアウトマウスのＮＫＴ細胞
の表現型を示すＦＡＣＳの図である。
【図８】Ｖα１９トランスジェニックマウスおよび野生
型マウスのＮＫＴ細胞のサイトカイン産生量を示すグラ
フである。
【図９】Ｖα１９トランスジェニックマウスおよび野生
型マウスのＩｇＥ産生量、および該マウスに抗ＩｇＤ抗
体刺激を与えた後のＩｇＥ量の変化を示すグラフであ
る。
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【図１】 【図２】

【図３】 【図４】

【図５】

【図８】
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【図６】
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【図７】
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【図９】
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