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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、以下：
　ａ．哺乳動物の１種の雄から精液を獲得する工程；
　ｂ．フロー特性を有する流体流を生成する工程；
　ｃ．該流体流のフロー特性を変化させて、流体流圧を調整する工程であって、該流体流
圧は、１平方インチ当たり３０ポンドと１平方インチ当たり４０ポンドとの間に調整され
る、工程；
　ｄ．該精子細胞を該流体流中に運び去る工程；
　ｅ．精子細胞受精特性を該流体流圧の調整を介して制御する工程；および
　ｆ．制御された精子細胞受精特性を有する精子細胞授精サンプルを生成する工程
を包含する、方法。
【請求項２】
請求項１に記載された精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、ここで、前記哺乳
動物の種が、哺乳動物のウシ種、哺乳動物のウマ種、哺乳動物のヒツジ種、哺乳動物のイ
ヌ種、哺乳動物のネコ種、哺乳動物のブタ種、哺乳動物の海洋動物種、哺乳動物のシカ種
、哺乳動物の霊長類種、および哺乳動物のヤギ種からなる群から選択される、方法。
【請求項３】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、ここで前記流体流が、
シース流体流を含む、方法。
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【請求項４】
請求項３に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記シース流体流が、
リン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）を含むシース流体を含む、方法。
【請求項５】
請求項３に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、シース流体流が、クエ
ン酸緩衝液を含有するシース流体を含む、方法。
【請求項６】
請求項５に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記クエン酸緩衝液が
、約２．９％のクエン酸ナトリウムを含む、方法。
【請求項７】
請求項３に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記シース流体流が、
ＨＥＰＥＳ緩衝液を含有しているシース流体を含む、方法。
【請求項８】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記流体流が、フロー
サイトメーターまたはセルソーター中で生成される、方法。
【請求項９】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、哺乳動物の１種の雄か
ら精液を獲得する前記工程が、哺乳動物のウシ種の雄からウシ精液を獲得する工程を包含
し、そして前記流体流圧の調整を介して精子細胞受精特性を制御する前記工程が、該精液
中の該ウシ精子細胞の該ウシ精子細胞受精特性と実質的に異ならない該流体流中に運び去
られる前記ウシ精子細胞の前記ウシ精子細胞受精特性を確立する工程を包含する、方法。
【請求項１０】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、哺乳動物の１種の雄か
ら精液を獲得する前記工程が、哺乳動物のウシ種の雄からウシ精液を獲得する工程を包含
し、そして前記流体流圧の調整を介して精子細胞受精特性を制御する前記工程が、該精液
中の該ウシ精子細胞の該ウシ精子細胞受精特性と実質的に同等である該流体流中に運び去
られる該ウシ精子細胞の該ウシ精子細胞受精特性を確立する工程を包含する、方法。
【請求項１１】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、哺乳動物の１種の雄か
ら精液を獲得する前記工程が、哺乳動物のウシ種の雄からウシ精液を獲得する工程を包含
し、そして制御された精子細胞受精特性を有する精子細胞授精サンプルを生成する前記工
程が、該ウシ精液中の該ウシ精子細胞のウシ精子細胞受精特性と実質的に異ならない該ウ
シ精子細胞受精特性を有する該ウシ精子細胞授精サンプルを生成する工程を包含する、方
法。
【請求項１２】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、哺乳動物の１種の雄か
ら精液を獲得する前記工程が、哺乳動物のウシ種の雄からウシ精液を獲得する工程を包含
し、そして制御された精子細胞受精特性を有する精子細胞授精サンプルを生成する前記工
程が、該ウシ精液中の該ウシ精子細胞のウシ精子細胞受精特性と実質的に同等である該ウ
シ精子細胞受精特性を有する該ウシ精子細胞授精サンプルを生成する工程を包含する、方
法。
【請求項１３】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、哺乳動物の１種の雄か
ら精液を獲得する前記工程が、哺乳動物のウシ種の雄からウシ精液を獲得する工程を包含
する、方法。
【請求項１４】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、哺乳動物の１種の雄か
ら精液を獲得する前記工程が、哺乳動物のウシ種の雄からウシ精液を獲得する工程を包含
し、そして前記流体流のフロー特性を変化させて流体流圧を調整する前記工程が、該流体
流の該フロー特性を調整して流体流圧を１平方インチ当たり約４０ポンドに調整する工程
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を包含する、方法。
【請求項１５】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、哺乳動物の１種の雄か
ら精液を獲得する前記工程が、哺乳動物のウマ種の雄からウマ精液を獲得する工程を包含
し、そして前記流体流圧の調整を介して精子細胞受精特性を制御する前記工程が、該精液
中の該ウマ精子細胞のウマ精子細胞受精特性と実質的に異ならない、該流体流中に運び去
られる該ウマ精子細胞の該ウマ精子細胞受精特性を確立する工程を包含する、方法。
【請求項１６】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、哺乳動物の１種の雄か
ら精液を獲得する前記工程が、哺乳動物のウマ種の雄からウマ精液を獲得する工程を包含
し、そして前記流体流圧の調整を介して精子細胞受精特性を制御する前記工程が、該精液
中の該ウマ精子細胞のウマ精子細胞受精特性と実質的に同等である、該流体流中に運び去
られる該ウマ精子細胞の該ウマ精子細胞受精特性を確立する工程を包含する、方法。
【請求項１７】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、哺乳動物の１種の雄か
ら精液を獲得する前記工程が、哺乳動物のウマ種の雄からウマ精液を獲得する工程を包含
し、そして制御された精子細胞受精特性を有する精子細胞授精サンプルを生成する前記工
程が、該ウマ精液中の該ウマ精子細胞のウマ精子細胞受精特性と実質的に異ならない、該
ウマ精子細胞受精特性を有するウマ精子細胞授精サンプルを生成する工程を包含する、方
法。
【請求項１８】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、哺乳動物の１種の雄か
ら精液を獲得する前記工程が、哺乳動物のウマ種の雄からウマ精液を獲得する工程を包含
し、そして制御された精子細胞受精特性を有する精子細胞授精サンプルを生成する前記工
程が、該ウマ精液中の該ウマ精子細胞のウマ精子細胞受精特性と実質的に同等である、ウ
マ精子細胞受精特性を有するウマ精子細胞授精サンプルを生成する工程を包含する、方法
。
【請求項１９】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、哺乳動物の１種の雄か
ら精液を獲得する前記工程が、哺乳動物のウマ種の雄からウマ精液を獲得する工程を包含
する、方法。
【請求項２０】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、哺乳動物の１種の雄か
ら精液を獲得する前記工程が、哺乳動物のウマ種の雄からウマ精液を獲得する工程を包含
し、そして前記流体流のフロー特性を変化させて流体流圧を調整する前記工程が、該流体
流の該フロー特性を調整して１平方インチ当たり約４０ポンドに流体流圧を調整する工程
を包含する、方法。
【請求項２１】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、該精子細胞受精特性の
１つが、精子細胞運動性を含む、方法。
【請求項２２】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記受精特性が、ウシ
精子細胞運動性を含む、方法。
【請求項２３】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記受精特性が、ウマ
精子細胞運動性を含む、方法。
【請求項２４】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記受精特性が、精子
細胞生存力を含む、方法。
【請求項２５】
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請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記受精特性が、ウシ
精子細胞生存力を含む、方法。
【請求項２６】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記受精特性が、ウマ
精子細胞生存力を含む、方法。
【請求項２７】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記受精特性が、制御
された精子細胞受精特性を有する該精子細胞授精サンプルで授精される哺乳動物の前記種
の雌の妊娠率を含む、方法。
【請求項２８】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記受精特性が、制御
された精子細胞受精特性を有するウシ精子細胞授精サンプルで授精される哺乳動物のウシ
種の雌の妊娠率を含む、方法。
【請求項２９】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記受精特性が、制御
された精子細胞受精特性を有するウマ精子細胞授精サンプルで授精される哺乳動物のウマ
種の雌の妊娠率を含む、方法。
【請求項３０】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記受精特性が、制御
された精子細胞受精特性を有する該精子細胞授精サンプルで受精される卵母細胞の卵割率
を含む、方法。
【請求項３１】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記受精特性が、制御
された精子細胞受精特性を有するウシ精子細胞授精サンプルで受精されるウシ卵母細胞の
卵割率を含む、方法。
【請求項３２】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記受精特性が、制御
された精子細胞受精特性を有するウマ精子細胞授精サンプルで受精されるウマ卵母細胞の
卵割率を含む、方法。
【請求項３３】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記受精特性が、制御
された精子細胞受精特性を有する精子細胞授精サンプルで受精される卵母細胞の胚盤胞率
を含む、方法。
【請求項３４】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記受精特性が、制御
された精子細胞受精特性を有するウシ精子細胞授精サンプルで受精されるウシ卵母細胞の
胚盤胞率を含む、方法。
【請求項３５】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記受精特性が、制御
された精子細胞受精特性を有するウマ精子細胞授精サンプルで受精されるウマ卵母細胞の
胚盤胞率を含む、方法。
【請求項３６】
請求項２８に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、制御された精子細胞
受精特性を有する前記ウシ精子細胞授精サンプルが、約１×１０５個と２×１０７個との
間のウシ精子細胞を含む、方法。
【請求項３７】
請求項２８に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、制御された精子細胞
受精特性を有する前記ウシ精子細胞授精サンプルが、約１×１０６個と３×１０６個との
間のウシ精子細胞を含む、方法。
【請求項３８】
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請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記精子細胞を染色す
る工程をさらに包含する、方法。
【請求項３９】
請求項３８に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記精子細胞を染色
する前記工程が、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２で該精子細胞を染色する工程を包含する、方
法。
【請求項４０】
請求項１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記流体流中の液滴を
生成する工程をさらに包含し、該液滴のいくらかが、前記精子細胞の各々１つを含む、方
法。
【請求項４１】
請求項４０に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、性形質に基づいて精
子細胞を識別する工程をさらに包含する、方法。
【請求項４２】
請求項４１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、性形質に基づいて前
記精子細胞を識別する前記工程が、ＤＮＡ含有量に基づいて該精子細胞を識別する工程を
包含する、方法。
【請求項４３】
請求項４１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、性形質に基づいて前
記精子細胞を識別する前記工程が、精子頭部容積に基づいて該精子細胞を識別する工程を
包含する、方法。
【請求項４４】
請求項４１に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記性形質に基づい
て精子細胞を分離する工程をさらに包含する、方法。
【請求項４５】
請求項４４に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、収集コンテナ中で制
御された精子細胞受精特性を有する該精子細胞授精サンプルを収集する工程をさらに包含
する、方法。
【請求項４６】
請求項４５に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、収集コンテナ中で制
御された精子細胞受精特性を有する該精子細胞授精サンプルを収集する前記工程が、該収
集コンテナ中に性選択された精子細胞授精サンプルを収集する工程を包含する、方法。
【請求項４７】
請求項４６に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記性選択された精
子細胞授精サンプルが、人工授精の性別を選択された精子細胞授精サンプルを含む、方法
。
【請求項４８】
請求項４６に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記性選択された精
子細胞授精サンプルが、体外受精の性別を選択された精子細胞授精サンプルを含む、方法
。
【請求項４９】
請求項４６に記載の精子細胞授精サンプルを生成する方法であって、前記性選択された精
子細胞授精サンプルが、細胞質内で性別を選択された精子細胞注入サンプルを含む、方法
。
【請求項５０】
性選択された精子細胞受精を評価する方法であって、以下：
　ａ．非ヒト哺乳動物の１種の雄から精子細胞を獲得する工程；
　ｂ．第１の処理条件に曝された性別を選択されたＹ染色体を持つ精子細胞を提供する工
程；
　ｃ．第２の処理条件に曝された性別を選択されたＸ染色体を持つ精子細胞を提供する工
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程；
　ｄ．請求項１に記載の方法を用いて該第１の処理条件に曝された性別を選択された該Ｙ
染色体を持つ精子細胞と第２の処理条件に曝された性別を選択された該Ｘ染色体を持つ精
子細胞の所定の比を有する授精サンプルを生成する工程；
　ｅ．該第１の処理条件に曝された該Ｙ染色体を持つ精子細胞と第２の処理条件に曝され
た該Ｘ染色体を持つ精子細胞の該比を有する該授精サンプルで非ヒト哺乳動物の該種の少
なくとも１匹の雌を授精させる工程；
　ｆ．非ヒト哺乳動物の該種の少なくとも１の雌から子孫を産生する工程；
　ｇ．非ヒト哺乳動物の該種の少なくとも１の子孫の性比の該第１の処理条件に曝された
該Ｙ染色体を持つ精子細胞と第２の処理条件に曝された該Ｘ染色体を持つ精子細胞の該比
との比較により該性別を選択された精子細胞の受精を評価する工程
を包含する、方法。
【請求項５１】
請求項５０に記載の性別を選択された精子細胞受精を評価する方法であって、前記第１の
処理条件に曝された前記Ｙ染色体を持つ精子細胞と第２の処理条件に曝された前記Ｘ染色
体を持つ精子細胞の前記比が、該第１の処理条件に曝された該Ｙ染色体を持つ精子細胞と
第２の処理条件に曝された該Ｘ染色体を持つ精子細胞の数が実質的に等しいことを含む、
方法。
【請求項５２】
請求項５０に記載の性別を選択された精子細胞受精を評価する方法であって、非ヒト哺乳
動物の前記種の前記少なくとも１の雌の子孫の前記性比が、胚の性比を含む、方法。
【請求項５３】
請求項５０に記載の性別を選択された精子細胞受精を評価する方法であって、非ヒト哺乳
動物の前記種の前記少なくとも１の雌の子孫の前記性比が、胎児の性比を含む、方法。
【請求項５４】
請求項５０に記載の性別を選択された精子細胞受精を評価する方法であって、非ヒト哺乳
動物の前記種の前記少なくとも１の雌の子孫の前記性比が、産まれる子孫の性比を含む、
方法。
【請求項５５】
請求項５０に記載の性別を選択された精子細胞受精を評価する方法であって、前記非ヒト
哺乳動物の前記種の前記少なくとも１の雌が、十分な数の子孫を産生し、子孫の該性比を
確立する、該種の雌の十分な数を含む、方法。
【請求項５６】
非ヒト哺乳動物の種の雄からの精子細胞の受精を評価する方法であって、以下：
　ａ．非ヒト哺乳動物の１種の少なくとも２の雄から精子細胞を獲得する工程；
　ｂ．前記種の前記少なくとも２の雄の各々からの該精子細胞を実質的に同じフローサイ
トメトリー処理に曝す工程；
　ｃ．授精サンプルを用いて、該実質的に同じフローサイトメトリー処理に曝される非ヒ
ト哺乳動物の該種の該少なくとも２の雄の各々からの実質的に等しい数の精子細胞混合物
で非ヒト哺乳動物の該種の少なくとも１の雌を授精する工程であって、該授精サンプルは
、請求項１に記載の方法を用いて得られるものである、工程；
　ｄ．非ヒト哺乳動物の該種の該少なくとも１の雌から胚を収集する工程；
　ｅ．非ヒト哺乳動物の該種の少なくとも２の雄のどちらが各々の胚を生み出したかを決
定する工程；ならびに
　ｆ．該少なくとも２の雄の各々により生み出される同等の数の胚に基づいて少なくとも
非ヒト哺乳動物の該種の雄に対する同等の受精をランク付けする工程
を包含する、方法。
【請求項５７】
請求項５６に記載の非ヒト哺乳動物の種の雄から精子細胞の受精を評価する方法であって
、前記フローサイトメトリー処理が、性形質に基づいて前記少なくとも２の雄から該精子



(7) JP 4595067 B2 2010.12.8

10

20

30

40

50

細胞を分離する工程を包含する、方法。
【請求項５８】
請求項５６に記載の非ヒト哺乳動物の種の雄から精子細胞の受精を評価する方法であって
、前記フローサイトメトリー処理が、前記少なくとも２の雄からの精子細胞の性別を選択
する工程を包含する、方法。
【請求項５９】
非ヒト哺乳動物の種の雄からの精子細胞の受精を評価する方法であって、以下：
　ａ．非ヒト哺乳動物の１種の少なくとも２の雄から精子細胞を獲得する工程；
　ｂ．前記種の前記少なくとも２の雄の各々からの該精子細胞を実質的に同じフローサイ
トメトリー処理に曝す工程；
　ｃ．サンプルを用いて、該実質的に同じフローサイトメトリー処理に曝される非ヒト哺
乳動物の該種の該少なくとも２の雄の各々からの実質的に等しい数の精子細胞混合物で卵
母細胞を体外受精する工程であって、該サンプルは、請求項１に記載の方法を用いて得ら
れるものである、工程；
　ｄ．該卵母細胞の該体外受精を介して生成される胚を収集する工程；
　ｅ．非ヒト哺乳動物の該種の少なくとも２の雄のどちらが各々の胚を生み出したかを決
定する工程；ならびに
　ｆ．該少なくとも２の雄の各々により生み出される同等の数の胚に基づいて少なくとも
非ヒト哺乳動物の該種の雄に対する同等の受精をランク付けする工程
を包含する、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本国際特許協力条約特許出願は、２００２年８月１日に出願された米国仮特許出願番号
６０／４００，９７１の利益を主張する。
【０００２】
　（Ｉ．技術分野）
　対応して選択的に調整可能な流動特性を有する流体流における同調を通して生成された
、選択的に制御された精子細胞受精特性を有する精子細胞授精サンプル、および精子細胞
授精サンプル受精能の比較を評価する方法。
【背景技術】
【０００３】
　（ＩＩ．背景）
　性の事前選択は、精子細胞を富化Ｘ染色体保有集団および富化Ｙ染色体保有集団に分離
する安全かつ信頼性のある方法の開発に従って、家畜の多くの種において達成されている
。ＷＯ　００／０６１９３；ＷＯ　０２／０４３５７４；ＷＯ　０１／８５９１３；ＷＯ
　９９／３３９５６；ＷＯ　０１／４０７６５；ＷＯ　９８／３４０９４；ＷＯ　９９／
４２８１０；ＷＯ　０２／０４３４８６によって開示される例示的な方法および装置を参
照のこと。
【０００４】
　性選択した精子細胞に伴う重大な問題は、従来技術による市販のために生存可能である
かまたは有意に受精可能である性選択した授精サンプルまたは性選択した授精物を生成す
るのに有意な速度での精子細胞の分離が、流動細胞計測器の増加する流体流圧力または１
平方インチ当たり約５０ポンドまでの流動分類機器（ｆｌｏｗ　ｓｏｒｔ　ｉｎｓｔｒｕ
ｍｅｎｔ）を必要としていることであり得る。この圧力の適用から生じる流動特性を有す
る流体流中に同調された哺乳動物の多くの種の精子細胞に関して、生存率、運動性、また
は他の受精特性が変化した。
【０００５】
　性選択した精子細胞授精物または性選択した精子細胞授精サンプルに伴う別の重大な問
題は、サンプル間で非常に変動し得る精子細胞受精能における大変大きな違いであり得る
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。従って、実質的に同一条件下で実施される人工受精の成功は、それに対応して異なる妊
娠率を生じ得る。
【０００６】
既存の精子細胞性選択技術に伴う別の重大な問題は、性選択した精子細胞の受精能が、イ
ンビボ（例えば、人工受精手順に関連して）およびインビトロ（例えば、ＩＶＦ手順に関
連して）で直接比較され得るアッセイがないことであり得る。
 
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明は、富化Ｘ染色体保有集団および富化Ｙ染色体保有集団に分離された、低下した
精子細胞受精精子、ならびに分離した精子細胞もしくは分類した精子細胞、および特に流
動分類した精子細胞の機能および受精能を比較するための異種精子アッセイの欠乏に関連
する種々の問題に取り組む。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　（ＩＩＩ．発明の開示）
　従って、本発明の広範な目的は、哺乳動物種の雄性から得られた精液から単離された精
子細胞の精子細胞受精特性（例えば、運動性、生存率、受精率、卵割率、胚盤胞率など）
を制御するためのデバイス、およびこのようなデバイスを使用する方法を提供する。
【０００９】
本発明に従って制御された精子細胞受精能を提供することは、多数かつ多様な種の哺乳動
物（ウシ種の哺乳動物、ウマ種の哺乳動物、ヒツジ種の哺乳動物、イヌ 種の哺乳動物、
ネコ種の哺乳動物、ブタ種の哺乳動物、海洋哺乳動物、シカ種の哺乳動物、霊長類種の哺
乳動物、ヤギ種の哺乳動物、あるいはＷｉｌｓｏｎ，Ｄ．ＥおよびＲｅｅｄｅｒ，Ｄ．Ｍ
．、Ｍａｍｍａｌ Ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｗｏｒｌｄ、Ｓｍｉｔｈｓｏｎｉａｎ 
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ Ｐｒｅｓｓ（１９９３）（本明細書中で参考として援用される
）によって列挙された種の哺乳動物からなる群より選択される哺乳動物が挙げられるが、
これらに限定されない）から得られる精子細胞を用いて達成され得る。
【００１０】
　本発明の特定の実施形態に関して、制御された精子細胞受精特性は、哺乳動物種の雄性
の精液から精子細胞を単離することに先立つ受精特性の肯定的選択（ａｆｆｉｒｍａｔｉ
ｖｅ　ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ）、および精子細胞受精特性を変化させるために本発明の適用
して、所望の受精特性を提供することを含む。本発明の他の実施形態に関して、精子細胞
処理条件は、特定の種の哺乳動物の精子細胞を処理して制御された受精特性を有する精子
細胞を得るために使用され得る、精子細胞処理条件の広範囲内で選択される。制御された
受精特性は、処理した精子細胞の集団内に運動性の精子細胞、無傷のアクロソーム、生存
可能な精子細胞を有する所望の集団；または処理した精子細胞がインビトロで卵母細胞を
受精させるために使用される場合には、卵母細胞の所望の卵割率もしくは胚盤胞形成率；
または処理した精子細胞が人工授精のために使用される場合には、所望の妊娠率もしくは
子孫の性比を含み得る。本発明の特定の実施形態に関して、処理した精子細胞集団内での
運動性の精子細胞のより大きい集団、生存可能な精子細胞のより大きい集団、無傷のアク
ロソームのより大きい集団、または受精可能な精子細胞のより多数は、同一の精子細胞集
団の従来の処理と比較して達成され得る。本発明の特定の実施形態は、新鮮な射精液中の
精子細胞の受精特性と実質的に異ならないか、または実質的に匹敵する、制御された受精
特性を有する精子細胞の供給を可能にする。他の事例において、本発明の特定の実施形態
の適用は、所望の場合、新鮮な射精液の精子細胞の受精特性と実質的に異なる、制御され
た受精特性を有する精子細胞を生じ得る。特に、本発明の特定の実施形態は、制御された
受精特性を有するウシ精子細胞を提供するために使用され得るか、または制御された受精
特性を有するウマ精子細胞を提供するために使用され得、所望の場合、新鮮なウシ射精液
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またはウマ射精液中のウシ精子細胞またはウマ精子細胞の受精特性に実質的に匹敵する受
精特性を伴って提供され得る。
【００１１】
　本発明の別の広範な目的は、制御された精子細胞受精特性を有する精子細胞授精サンプ
ルを提供することであり得、このような精子細胞授精サンプルは、限定なしに、動物種の
雌性の人工授精、インビトロでの卵母細胞の受精、または精子細胞の細胞質内注射などの
ために構成され得る。
【００１２】
　本発明の別の広範な目的は、精子細胞受精特性（例えば、運動性、生存率、受精率、卵
割率、胚盤胞率など）の肯定的制御を提供し得る、精子細胞を性選択する方法を提供する
ことであり得る。本発明のこの広範は目的の１つの局面は、フローサイトメトリーまたは
細胞を分類するデバイス、あるいは性選択した精子細胞の受精特性の肯定的制御を可能に
する、フローサイトメトリーまたは細胞を分類する方法を提供することであり得る。
【００１３】
　本発明の別の目的は、ウシ種の哺乳動物の雌性の人工授精のために構成された、制御さ
れた精子細胞受精特性を有する性選択したウシ精子細胞授精サンプルを提供することであ
り得、そのウシ精子細胞授精サンプルは、制御された精子細胞受精特性を有する約１００
，０００と約３，０００，０００との間の性選択したウシ精子細胞を含む。
【００１４】
　本発明の別の目的は、ウマ種の哺乳動物の雌性の人工授精のために構成された、制御さ
れた精子細胞受精特性を有する性選択したウマ精子細胞授精サンプルを提供することであ
り得、そのウマ精子細胞授精サンプルは、制御された精子細胞受精特性を有する約５，０
００，０００と約５０，０００，０００との間の性選択したウマ精子細胞を含む。
【００１５】
　本発明の別の本質的な目的は、精子細胞の加工、精子細胞の保存、または精子細胞の使
用（雌性哺乳動物の授精または卵母細胞の受精が挙げられるが、これらに限定されない）
に関して、精子細胞の制御された精子細胞受精特性を維持するデバイスまたは方法を提供
することであり得る。
【００１６】
　本発明の別の本質的な目的は、制御された精子細胞受精特性を有する精子細胞授精サン
プルを用いて、哺乳動物種の雌性を人工授精する方法を提供することであり得る。本発明
の特定の実施形態に関して、制御された受精特性を有する、少数もしくは減少された数の
精子細胞を用いる授精方法を、このような精子細胞が富化Ｘ染色体保有集団もしくは富化
Ｙ染色体保有集団に分離されるか否かに関わらず、このような人口授精手順において使用
される通常の数もしくは代表的な数の精子細胞と比較した。
【００１７】
　本発明の別の広範な目的は、精子細胞集団の比較受精能を評価する方法を提供すること
であり得る。本発明の特定の実施形態は、各々の雄性由来の精子細胞が実質的に同一のフ
ローサイトメトリー処理に曝される場合に、哺乳動物種の異なる雄性由来の精子細胞の比
較受精能を評価する方法を提供する。本発明の他の実施形態は、異なるフローサイトメト
リー処理に曝される哺乳動物種の同一の雄性由来の精子細胞の比較受精能を評価する方法
を提供する。本発明の特定の実施形態は、制御された受精特性を有する精子細胞の比較受
精能を示す方法を提供する。
【００１８】
　当然ながら、本発明のさらなる本質的な目的は、以降の本発明の説明において明確にさ
れる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１９】
　（Ｖ．本発明を実施するための様式）
　種々の収集手順、操作手順、保存手順、輸送手順、分離手順または授精手順の文脈内で



(10) JP 4595067 B2 2010.12.8

10

20

30

40

50

精子細胞の生物学的特質、化学的特質、物理的特質、生理学的特質または機能的特質を維
持、増強、アッセイ、試験または決定するための精液または精子細胞加工システム。
【００２０】
　本発明の実施形態は、上記で広範に定義されるような哺乳動物種から精子細胞を入手す
る工程を包含し得る。次いで、精子細胞は、流動特性を有する流体流中に同調され得る。
導管内の流体流は、流体流の流体力学的（ｒｈｅａｌｏｇｉｃａｌ）特性、流体流が流れ
る導管の構成または幾何学、ならびに流体流に適用される外力（例えば、静水圧、振動性
振動、圧電性振動、加熱における振動など）によって影響を受ける流動特性を有する。
【００２１】
　重要なことには、流体流のこれらの流動特性は、導管内の流体を移動させるために必要
な圧力の量に寄与する。非限定的な例として、フローサイトメトリーにおいて、流体は、
比較的大きな交差部分領域内を移動し、次いで、分析インターフェースを越えて比較的小
さい交差部分領域から最終収集点の範囲内を移動する。
【００２２】
　流体流の流体力学的特性に沿ったこの型の構成または幾何学的配置は、局所的力（例え
ば、圧縮力、湾曲力（ｓｈｅｅｒ　ｆｏｒｃｅ）など）生じ得、これは、粒子（例えば、
流体流中に同調された精子細胞）の物理的完全性に影響を有し得る。
【００２３】
　精子細胞を分析、精子細胞特性に基づいて分離、性選択するための方法、または他の賢
明なプロセスとして、フローサイトメトリーまたは細胞分類に関わる構成要素または工程
を包含する本発明のこれらの実施形態に関して、概念上の非限定的な流動細胞計測器また
は細胞分類機器が、図１によって示される。
【００２４】
　流動細胞計測器または細胞分類機器は、図１によって示される構成要素（分析、分離、
受精特性を制御するためか、または他の方法では処理される精子細胞を、樹立または供給
するように作動する精子細胞供給源（１）が挙げられるが、これに限定されない）のすべ
てまたは一部を備える。
【００２５】
　精子細胞は、その精子細胞がシース流体（３）のよって囲まれるような様式でノズル（
２）内に堆積される。流動細胞計測器もしくは流動分類機器と互換性があり、かつ流動分
析または加工中に精子細胞に対して利用可能な環境を提供する任意のシース流体が、本発
明と共に利用され得る。シース流体としては、リン酸緩衝化生理食塩水、クエン酸塩溶液
（例えば、２．９％クエン酸ナトリウム溶液）、またはＨＥＰＥＳ緩衝溶液を単独で含む
かまたは種々の組み合わせ中に含むシース流体が挙げられるが、これらに限定されない。
【００２６】
　シース流体（３）は、通常は、いくつかのシース流体供給源（４）によって供給され、
その結果、精子細胞供給源（１）が精子細胞を供給すると、シース流体（３）が同時にノ
ズル（２）を通って供給される。この様式において、シース流体（３）は、細胞に対して
シース流体環境を形成する。種々の流体が、いくらかの圧力にて流動細胞計測器に提供さ
れるので、これらはノズル（２）の外へと流れ、そしてノズル開口部（５）で流れる。
【００２７】
　発振器制御（７）によって非常に正確に制御され得る、ある型の発振器（６）を提供す
ることによって、圧力波が、ノズル（２）内に確立され得、そしてノズル開口部（５）で
ノズル（２）を出て行くようにシース流体に伝わる。発振器（６）は、このように、シー
ス流体（３）に対して作動するので、ノズル開口部（５）を出て行く流れ（８）は、最終
的にかつ規則的に液滴（９）を形成する。細胞はシース流体環境に囲まれるため、液滴（
９）は、それらの中に別個に単離された精子細胞（１０）を含み得る。
【００２８】
　液滴（９）は、一般的に、単離された精子細胞（１０）を含むので、流動細胞計測器ま
たは細胞分類機器は、液滴（９）内に含まれる精子細胞を識別する精子細胞特性に基づい
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て液滴を識別しかつ分離し得る。このことは、精子細胞感知システム（１１）を通して達
成される。精子細胞感知システムは、少なくとも、各々の液滴（９）内に含まれる精子細
胞に応答するある型の検出器（１２）を備える。
【００２９】
　精子感知システム（１１）の１つの型は、Ｊｏｈｎｓｏｎに対する米国特許第５，１３
５，７５９号（本明細書中で参考として援用される）に十分に考察されるような型である
。Ｊｏｈｎｓｏｎの特許が精子細胞について説明するように、細胞感知システム（１１）
は、ある刺激物（例えば、レーザービーム（１３））によって励起され得る特定の色素の
相対的存在または相対的非存在に依存する作動を生じ得る。精子細胞の各々の型が色素で
染色され得るが、異なる長さのＸ染色体およびＹ染色体が、異なるレベルの染色を引き起
こす。従って、精子細胞に存在する色素の程度を感知することによって、Ｘ染色体保有精
子とＹ染色体保有精子との間でそれらの異なる放射レベルにより識別することが可能であ
る。代替的な光学システム、検出システムおよび精子細胞分析システムが公知であり、こ
れらもまた本発明に従って使用され得、そしてＪｏｈｎｓｏｎの特許によって提供される
説明が例示目的であることが意図され、その結果、本発明の多数かつ様々な用途が理解さ
れ得る。ＷＯ０１／８５９１３（本明細書中で参考として援用される）もまた参照のこと
。
【００３０】
流動細胞計測器または細胞分類機器分離技術において適切な細胞の最終的な分離および単
離を達成するために、センサー（１２）によって受け取られたシグナルは、所望の細胞が
その液滴（９）内に存在するか否かに基づいて非常に素早く決定を行いかつ差動的に各々
の液滴（９）を荷電し得る、ある型のソーター識別シ ステム（１４）に送られる。この
様式において、ソーター識別システム（１４）は、静電偏向板（１５）が、液滴（９）が
特定の精子細胞特性を有する精子細胞を含むか否かに基づいて液滴（９）を偏向するのを
許可するように作動する。結果として、流動細胞計測器または細胞分類機器は、細胞が１
以上の収集容器 （１６）に到着するのを引き起こすことによって細胞を分離するように
作動する。従って、精子細胞のある特性を感知することによって、流動細胞計測器または
細胞分類機器は、特定の特性に基づいて細胞を識別し得、そしてそれらを適切な収集容器
（１６）に配置し得る。特定の流動細胞計測器または細胞分類機器にお いて、Ｘ染色体
保有精子液滴は正に荷電され、従って、一方向に偏向する。Ｙ染色体保有精子液滴は負に
荷電され、従って、他の方向に偏向する。そして不要な流れ（すなわち、分類し得ない細
胞）は荷電されず、従って、吸引チューブなどへの偏向されない流れに収集される。    
 
【００３１】
ここで、主に図２を参照すると、このプロセスがさらに理解され得る。この図に示される
ように、ノズル（２）は、流れ（８）を放出し、この流れ（８）は、発振器（７）（図２
には示さず）が原因で液滴（９）を形成する。細胞供給源（１）（図２には示さず）が、
Ｊｏｈｎｓｏｎによって記載されるように、染色され得る（または本発明の特定の実施形
態において、ＤＩＣ技術を使用する場合には染色され得ない）精子細胞（１０）を供給す
るので、色素（ＤＩＣ技術が利用される場合には精子頭部）に入射するレーザー（または
ＤＩＣ技術を使用する場合には照明源）（１３）によって生じるビームによって生じる発
光は、センサー（１２）によって差動的に測定され、その結果、各々の液滴（９）の電荷
の存在または非存在が、流れ（８）から分離しながら流動細胞計測器によって制御され得
る。この制御は、液滴（９）の内容物に基づいて、正に荷電した液滴（９）、負に荷電し
た液滴（９）、および荷電していない液滴（９）を生じる。図２に示されるように、特定
の液滴は、偏向された液滴（１７）として示される。これらの偏向された液滴（１７）は
、一方または他方の性であり得る精子細胞（１０）を含む液滴である。次いで、これらは
、適切な収集器（１６）に堆積され、これによって、性選択された精子細胞の集団が生成
される。
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【００３２】
　流体流が、流動細胞計測器、細胞分類器、または精子細胞を流体流内に同調する他のデ
バイス内で生じるにせよ、流れの流動特性は特徴付けられ得、そして流体流の流動特性を
変えるための調整手段が、力（例えば、圧縮力、湾曲力（ｓｈｅｅｒ　ｆｏｒｃｅ）など
）を増大または低下させるために導入され得、その結果、流体流に同調された粒子が、物
理的に、生理的に、機能的に、または機械的に変化され得る。
【００３３】
　従って、流動経路について選択的に調整可能な範囲の流体流特性が、調整手段を使用し
て生じられ得、増分測定として表され得る。例えば、流動細胞計測器の文脈内または細胞
分類機器の文脈内での流体流特性の変化は付加的に調整され得、１平方インチ当たりのポ
ンドで測定され、代表的には、流体流速度もしくはシース流体速度の相応する増加または
減少を伴って、約２０ポンド／平方インチと１００ポンド／平方インチとの間で流体流圧
における付加的な増加または減少を可能にする。
【００３４】
　本発明の特定の実施形態に従って、特定の種の哺乳動物の精子細胞が、適切な流体流流
動特性を有する流体流に同調される。次いで、流体流の流動特性が、同調された精子細胞
が生存能力を維持する段々と測定された範囲にわたって、選択的に調整される。次いで、
精子細胞受精特性が、複数の精子細胞サンプルの各々について評価され、測定された範囲
内で生じた複数の流動特性の各々に相当すると解釈される。
【００３５】
その後、哺乳動物種または哺乳動物種の個々のメンバー由来の精子細胞に関する精子細胞
受精特性が制御され得、所望の精子細胞受精特性を有する精子細胞授精サンプルが、生成
され得る。
 
【００３６】
例えば、６頭の雄ウシ（ｂｕｌｌ）の各々由来の精子細胞を、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２
で３４℃にて４５分間染色し、そして３０ポンド／平方インチ、 ４０ｐｓｉ、または５
０ｐｓｉの圧力を有する流体流を用いて、約９５％の精度で、Ｘ染色体保有集団またはＹ
染色体保有集団（あるいは両方）に大量分類（ｂｕｌｋ－ｓｏｒｔ）（部分集団への分類
を行わない流動細胞計測器また細胞分類機器を通して）するか、または内径７０μｍのノ
ズルを有する流動細胞計測 器を用いて分類した。５０ｐｓｉから３０ｐｓｉへの流体流
圧力の減少は、分類速度をわずか２～３％しか低下させなかった。
 
 
【００３７】
　その後、精子細胞を５℃まで冷却し、そして遠心分離によって濃縮し、１００μｌカラ
ム当たり約２×１０６総精子細胞で０．２５ｍｌストローに充填し、そして分類されてい
ないコントロールと共に蒸気凍結方法を使用して凍結させた。その後、そのストロー中の
精子細胞を解凍した。
【００３８】
　次いで、精子細胞を、進行性の運動性については解凍３０分後および１２０分後に２人
の観察者によって盲目的に、ならびに解凍１０５分後に流動細胞計測器によって、生存精
子細胞パーセントについてはＰＩ染色によって、ならびにＨａｍｉｌｔｏｎ　Ｔｈｏｒｎ
ｅシステムを使用して解凍後１２０分後にＣＡＳＡ分析によって、種々の精子細胞特性に
関して評価した。全体の手順を２回繰り返した。
【００３９】
　階乗ＡＮＯＶＡは、雄ウシおよび圧力効果の両方が有意であったことを示した（Ｐ＜０
．００５、表１）。
【００４０】
　（表１．分類中の異なるシステム圧力に対する解凍後の精子の応答ａ）
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【００４１】
【表１】

ａすべて統計上有意、Ｐ＜０．００５
＊側頭部変位の振幅
より大きい数は、硬さがより低くかつより正常な運動性を意味する。すべての応答におい
て、雄ウシ間で典型的な相違があった。しかし、１つを例外として、処理による雄ウシの
相互作用は小さく、このことは、知見が集団におけるほとんどの雄ウシに同様に当てはま
ることを意味する。圧力が増加するように漸進的に調整された流体流の流動特性
は、実質的に測定されたすべての精子細胞受精特性に影響を及ぼしたが、高度に統計上有
意なもののみが、表１にある。
【００４２】
　理解され得るように、約５０ｐｓｉで採取された精子細胞サンプルと約４０ｐｓｉで採
取された生細胞サンプルとの間には、精子細胞の受精能の特性における大きな変化が存在
し、次いで、約４０ｐｓｉと約３０ｐｓｉとの間の遙かに小さな変化が存在する。このこ
とは、精子細胞受精能特性に対する効果が、線形的ではあり得ないことを示す。３０ｐｓ
ｉにおいて記載されるフロー特性に曝されるウシ精子細胞に関しては、精子細胞受精能特
性は、非ソートコントロールと実質的に同じであったか、または非ソートコントロールに
匹敵し、およびいくつかのよりよい応答（精子細胞が、ウシ種の雌の授精または人工授精
のために使用される場合）について、同様であった。類似の手順を、類似の結果および結
論を有する種付けウシから得られた精子細胞を用いて行った。
【００４３】
　精子細胞受精能特性は、制御され得、哺乳動物から得られた精子細胞に関し得る。大部
分の哺乳動物種について、流体ストリーム特性を変化させて、流体ストリーム圧を漸増し
て低下させることは、フローサイトメトリーまたは他の方法の状況におけるかどうかに拘
わらず、精子細胞受精能特性を変化させた対応する等級付けした精子細胞サンプルを生じ
得る。これは、以下に記載されるように、人工授精、体外受精、または細胞質内注入を含
む種々の手順のために使用され得る。
【００４４】
　本発明は、二項応答（例えば、妊娠／非妊娠）を評価するために別の試験を提供する。
この応答は、代表的には、処置の差異がかなり大きい場合を除いて、統計的有意性を得る
ために１回の処置あたり多数の動物を要する。処置の差異に起因して性別選択された精子
の精子細胞受精能特性における差異を増幅し得る本発明の一実施形態は、授精前に、異な
る処理の精子または雄の精子を混合し、そして各雄または処理に由来する胚、胎仔または
子孫の生成を決定する、競合的な、または不均一精子の（ｈｅｔｅｒｏｓｐｅｒｍｉｃ）
受精能を含む。
【００４５】
　例えば、精子細胞をフローサイトメトリーによってまたは２つの異なる流体ストリーム
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圧でのＤＮＡ含有量についての細胞ソーティングによって性別選択した後の受精能は、遺
伝子マーカーとして性別を使用する不均一精子の授精を使用して評価され得る。２匹の雄
ウシの各々に由来する精子細胞を、Ｘ染色体保有集団またはＹ染色体保有集団にソートし
、すなわち両方を、３０ｐｓｉまたは５０ｐｓｉのいずれかに調節した流体ストリーム圧
によって約９５％の正確度で、ソートした。遠心分離によりソート後の精子細胞を濃縮し
た後、３０ｐｓｉでソートした１×１０６のＸ染色体保有精子細胞を、各雄ウシについて
５０ｐｓｉでソートした１×１０６Ｙ染色体保有精子細胞と一緒に０．２５ｍＬのストロ
ーに入れ、同様に他のストローにおいては、逆を行った：３０ｐｓｉでの１×１０６Ｙ精
子＋５０ｐｓｉでの１×１０６　Ｘ精子。これらの精子細胞は、ソートされていないコン
トロールとともに、次いで凍結し、数ヶ月後に融解し、８５頭のホルスタイン未経産牛の
子宮体内で授精させ、１２または２４時間後のいずれかには、２回の授精にわたってバラ
ンスを保った亜群で発情期を観察した。
【００４６】
　授精２ヶ月後、４３頭の未経産牛のうちの８１％が妊娠し、３０ｐｓｉで処理した精子
の性別に対応する性別の胎仔（超音波により決定された）を妊娠した。このことは、２つ
の圧力でソートされた精子細胞の精子細胞受精能特性に差異があった場合、予測された５
０：５０性別比とは異なったことを示す（Ｐ＜０．０１）。２×１０６精子／用量におけ
る性別選択された精子での妊娠率は、５１％（４３／８５）であり；これは、同じ射出物
に由来する２０×１０６の雌雄選別されていない精子／用量の制御に類似した（３９％（
９／２３））。
【００４７】
　本発明の別の実施形態は、卵割速度および制御された精子細胞受精能特性を有する精子
細胞を使用する胚盤胞形成の速度を変化させる方法を提供する。２つのウシ精子細胞サン
プル（各々、制御された受精能特性を有する）を、それぞれ、４０ｐｓｉおよび５０ｐｓ
ｉにてウシ精子細胞をフローソーティングすることによって生成した。受精培地中での精
子細胞濃度の用量応答を、各精子細胞サンプルに由来するＸ染色体保有精子細胞およびＹ
染色体保有精子細胞を用いて行った。従って、２流体ストリーム圧、３つの精子細胞濃度
（１×１０６精子／ｍｌ、０．３３×１０６精子／ｍｌおよび０．１１×１０６精子／ｍ
ｌ）、６頭の雄牛および２種の性別を含む多因子性手順を行い得る。
【００４８】
　約２，０００個の卵母細胞を、屠殺場の卵巣からの約２ｍｍ～約８ｍｍの卵胞から吸引
した。化学的に規定された培地（ＣＤＭ）を、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ，７８：１５２－１５７（２０００）（本明細書中に参考として援用され
る）によって記載されるように全体を通して使用した。成熟は、Ｍ－ＣＤＭ（０．５％　
ＦＡＦ－ＢＳＡ、１５ｎｇ／ｍｌ　ＮＩＤＤＫ－ｏＦＳＨ－２０、１μｇ／ｍｌ　ＵＳＤ
Ａ－ＬＨ－Ｂ－５、０．１μｇ／ｍｌ　Ｅ２、５０ｎｇ／μｌ　ＥＧＦおよび０．１ｍＭ
　システアミンを補充）中で、３８．８℃および空気中５％　ＣＯ２において２３時間の
間に起こった。２×１０６細胞／ストローで凍結した、ソートした精子細胞を融解し、２
ｍｌの４５％　および２ｍｌの９０％　Ｐｅｒｃｏｌｌ勾配を通して、２０分間、４００
ｇで遠心分離した。次いで、上清を廃棄し、２ｍｌのＦＣＤＭ（０．５％　ＦＡＦ－ＢＳ
Ａ、２ｍＭ　カフェインおよび０．０２％　ヘパリンを補充）を精子ペレットに添加し、
５００ｇにて５分間遠心分離した。その上清を廃棄し、約５０μｌの精子懸濁液を残した
。成熟卵母細胞を、ＦＣＤＭ中で１回洗浄し、鉱油の下にあるＦＣＤＭの２５μｌの液滴
の中に、５μｌで１５の群に移した。受精は、一滴あたり１０μｌの精子懸濁液を３８．
８℃および空気中５％　ＣＯ２にて１８時間添加することによって起こった。予定運命の
接合体を、ＣＤＭ１中で２日間、およびＣＤＭ２中で４．５日間、３８．５℃、５％　Ｏ

２、５％　ＣＯ２および９０％　Ｎ２中で培養した。７．５日目に、胚盤胞発生を評価し
た：品質１～４（１は、優秀および４は、不十分）および発生段階６～８（６は、完全、
６．５は拡張している、７は拡張した、７．５は脱出、および８は脱出した胚盤胞）。デ
ータ（表１）は、ＡＮＯＶＡおよびアークサイン変換後の一次偏差（ｆｉｒｓｔ　ｄｅｖ
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ｉａｔｉｏｎ）によって分析された。
【００４９】
　卵割（５３．６および４３．６％）ならびに胚盤胞（１８．２および１４．７％）の割
合は、約５０ｐｓｉよりも約４０ｐｓｉで得られた制御された精子細胞特性を有する精子
細胞を利用する手順についてより高かった（Ｐ＜０．０１）。用量と圧力との間には何ら
相互作用はなく；従って、各精子濃度で圧力を低くすることは類似の利点があった。卵割
および胚盤胞生成についての精子細胞濃度の明らかな用量応答が見いだされた（表２）。
また、両方の応答について雄牛の中で大きな差異（Ｐ＜０．０１）があり、卵割％につい
て雄牛×用量相互作用があった（Ｐ＜０．０１）。このデータは、精子用量が何頭かの雄
牛について＞１．０×１０６／ｍｌであるべきであることを示す。胚の品質は、Ｘ精子よ
りもＹ精子がより高かった（Ｐ＜０．０１）（１．１２　対　１．５７）。他は、胚を性
別鑑別した場合に、ＩＶＦ胚についてこのことを示した。およびこの効果は、いまや、性
別鑑定された精子で確認された。
【００５０】
　（表２．雄牛によって提示された、１卵母細胞あたりの卵割（％、Ｃ）および胚盤胞（
％、Ｂ）データ）
【００５１】
【表２】

ａ，ｂ，ｃ群内の共通する上付文字なしの値は、異なる（Ｐ＜０．０１）。
＊＊ソートされた精子の受精能は、フローサイトメトリーによる精子ソーティングの間の
機械的損傷に部分的に起因して、ソートされていないコントロール精子に比較して低かっ
た。システム圧力を低下させることにより、ＩＶＦにおける精子品質および受精能の両方
が改善した。現在の研究は、精子ソーティングの間のシステム圧力の影響を評価し、ＩＣ
ＳＩ後の胚発生時の卵母細胞の成熟を長期化した。３頭の雄牛の各々に由来する精子を、
３４℃で１２５μＭ　Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３３４２で４５分間染色し、４０ｐｓｉまたは
５０ｐｓｉのＳＸ　ＭｏＦｌｏ（登録商標）ソーターの圧力を用いて、９５％正確度でＸ
染色体保有集団およびＹ染色体保有集団にソートし、次いで、低温保存した。１ｍｌのＣ
ＤＭ１（０．５％　ＦＡＦ－ＢＳＡ、２ｍＭ　グルコース、５０ｎｇ／ｍｌ　ＥＧＦ、１
５ｎｇ／ｍｌ　ＮＩＤＤＫ－ｏＦＳＨ－２０、１μｇ／ｍｌ　ＵＳＤＡ－ＬＨ－Ｂ－５、
１μｇ／ｍｌ　Ｅ２および０．１ｍＭ　システアミンを補充）を有するウェルあたり、屠
殺場の卵巣から得た５０個のウシ卵母細胞を入れ、次いで、３８．５℃、空気中５％　Ｃ
Ｏ２で２４時間または３０時間にわたって成熟させた。成熟卵母細胞の卵丘細胞（ｃｕｍ
ｕｌｕｓ　ｃｅｌｌ）を、ボルテックスすることにより除去し、極体を有する卵母細胞を
、選択した。ソートした凍結融解精液からの運動性の精子を、４５％および９０％のＰｅ
ｒｃｏｌｌの各２ｍｌによる遠心分離により回収し、その濃度を４×１０６／ｍｌに調節
した。成熟卵母細胞を、Ｐｉｅｚｏ注射システムを使用して、２つの注射群（ＩＣＳＩお
よび偽注射）に分けた。精子注射ピペットの外径は、８～１０μｍであった。全ての操作
を、室温（２４～２５℃）にて行った。注射後、卵母細胞を、５μＭ　イオノマイシンで
４分間活性化させ、５％ＣＯ２，５％Ｏ２および９０％　Ｎ２の下で、５０μｌのＣＤＭ
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１中、３８．５℃にて培養し、注射後７２時間で卵割について評価した。ＩＣＳＩおよび
偽注射群からの卵割していない卵母細胞を、オルセインで染色し、受精状態について評価
した。卵割した胚をさらに培養し、胚盤胞発生を、注射後７．５日目に評価した。データ
を、ＡＮＯＶＡに供し；アークサイン変換を、％データについて使用した。
【００５２】
　２４時間成熟卵母細胞を用いると、４０ｐｓｉでソートした精子と、５０ｐｓｉでソー
トした精子との間には、卵割割合についても胚盤胞割合についても何ら差異はなく（Ｐ＞
０．１）、圧力×雄牛相互作用もなかった。研究した全ての応答について、雄牛の有意な
影響はなかった（Ｐ＜０．０５）。４０ｐｓｉでソートした精子を注射した場合、３０時
間にわたって成熟させた卵母細胞は、２４時間成熟卵母細胞よりも高い卵割割合を生じ（
２２．９％　対　１２．２％、Ｐ＜０．０５）、胚盤胞割合においても何ら差異はなかっ
た（Ｐ＞０．１）。全体的な胚盤胞発生は、偽注射においてよりもＩＣＳＩにおいてより
高かった（７．５％　対　１．３％、Ｐ＜０．０５）。２４時間成熟から卵割していない
卵母細胞を、受精状態に関して評価した場合、ＩＣＳＩは、偽注射と比較して、２つの極
体および／または脱凝集精子を有するより高いパーセンテージを示した（１５．７％　対
　１．７％，Ｐ＜０．０５）。３０時間成熟卵母細胞を用いても、それらの２群の間の受
精状態において何ら差異はなかった。本発明者らは、４０ｐｓｉ　対　５０ｐｓｉでソー
トした運動性精子を使用するＩＣＳＩ後に、卵割にも胚盤胞への発生にも何ら差異はない
ことを結論づける。
【００５３】
　本発明の別の実施形態において、遺伝子マーカーとしての性別を使用する不均一精子の
授精を使用して、雄の受精能をランク付けし得、精子性別鑑定に関係しない精子処理の受
精能をランク付けし得る。精子機能の現在のインビトロ試験は、雄の受精能と高くは相関
せず、均一精子（ｈｏｍｏｓｐｅｒｍｉｃ）授精は、正確な受精能データを得るために、
１回の処理につき、数百回もの授精を要する。２頭以上の雄牛の精子を混合する不均一精
子の授精は、試験された大部分の種における相対的受精能の正確な予測を提供する。
【００５４】
凍結された、４頭の雄牛の４群からのフローソートした精子を融解し、群内での３頭の全
ての組み合わせ（ＡＢＣ、ＡＢＤ、ＡＣＤ、ＢＣＤ）において発情期が 始まって１２時
間または２４時間後に、未経産牛に授精させた。同数の前進運動性の精子を、融解後の合
計６００，０００の運動性精子を各雄牛から授精させた。各注入物の半分を、各子宮角に
入れた。胚を、発情して１４．５日後～２０日後に非外科的に回収した。回収により、３
３２頭の未経産牛から１６５の伸長 した胚を得た（４８％）。多型ＤＮＡマーカーを使
用して胚を遺伝子型決定し、各胚の生検の種牛を決定した。遺伝子型決定後、１６５個の
胚のうち、１１８個を、特定の種牛に割り当てることができた。各雄牛群をランク付けす
るための不均一精子指数を、最尤分析定理を使用して計算した。群内の各雄牛を、これら
の指数に基づいてランク付けした（表１）。群１において、最も乏しい雄牛の受精能は、
２つの他の雄牛よりも有意に低かった（Ｐ＜０．０５）。群２において、 優性の雄牛は
、最も高い指数を有した（Ｐ＜０．０５）。類似の区別は、群３および４において行うこ
とができた。しかし、その群の３つにおいて、何頭かの雄牛の受精能は、明らかに高くも
低くもなかった（Ｐ＞０．０５）。
（表１．群内の個々の雄牛の不均一精子指数±ＳＥ）
 
【００５５】
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【表３】

ａ，ｂ　共通する上付文字がない指数は、異なる，Ｐ＜０．０５。
【００５６】
　これらの手順を用いると、４頭の雄牛の１群あたり３０の遺伝子型決定した胚の平均は
、明らかに異なる受精能を有する雄牛の検出を可能にした。精子処理をまた、この技術で
評価することができた。いくらかのメスを必要とするこのインビボ試験は、どの雄牛が比
較的高いまたは低い受精能を有するかに関する情報を迅速に提供する。
【００５７】
　本発明に従って性別選択した精子細胞を用いたメスの人工授精によって得られた仔牛の
集団は、性別鑑別されていない選択された精子細胞を使用するコントロールと実質的に同
一である。さらに、性別選択した精子を用いたメスの人工授精は、計画した性別の仔牛の
約９０％を生じた。上記のように、精子細胞は、フローサイトメトリーまたはＨ３３３４
２での染色後の細胞ソーティングによるＤＮＡ含有量に基づいて性別選択され得る。その
性別選択された精子細胞は、次いで、Ｔｈｅｒｉｏｇｅｎｏｌｏｇｙ，５２：１３７５（
　　　　　）（本明細書中に参考として援用される）において記載されるように低温保存
され得る。
【００５８】
　発情期を、種々の肉用牛および乳用牛の未経産牛および雌牛に、０．５ｍｇ　酢酸メレ
ンゲストロール（ＭＧＡ）を毎日１４日間与え、次いで、その後１７～１９日に２５ｍｇ
　プロスタグランジンＦ２（ＰＧＦ２）を筋肉内で与えることによるか、または１２日間
隔で２５ｍｇ　ＰＧＦ２の筋肉注射のいずれかによって、同期化し得た。凍結融解性別選
択された授精サンプルまたは同じ射出物由来の凍結融解精子のいずれかを用いた授精を、
発情を最初に観察して１２時間または２４時間のいずれかで行った。各飼育群について、
その授精の約２／３を、性別鑑別した精子を用いて行い、一方コントロール精子を、残り
において使用した。妊娠および胎仔性別を、２ヶ月後に超音波診断した。
【００５９】
　畜牛を、異なる管理レベルの下で、分娩および離乳を通して１３カ所の農場で管理した
（１農場につきＮ＝４９～２２８）。収集したデータには、妊娠期間の長さ、出生時体重
、分娩の容易さ（１＝正常～４＝帝王切開）、離乳時体重、新生仔死亡、および出生時か
ら離乳時までの死亡を含めた。全ての農場が、出生時体重および離乳時体重を記録したわ
けではなかった。データを、以下の因子で分散の要因分析に供した：管理群、ソートした
精子　対　コントロール精子、および仔牛の性別。アークサイン変換を、パーセンテージ
データについて使用した。最小２乗平均を、表１に示す。
【００６０】
　（表１．性別鑑定した仔牛およびコントロール仔牛からの分娩結果）
【００６１】
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【表４】

ａあらゆる応答について有意差なし（Ｐ＞０．１）。
【００６２】
　研究したあらゆる応答について、性別鑑定した群　対　コントロール群に由来する仔牛
の間には何ら有意差がなく（Ｐ＞０．１）、有意な相互作用もなかった。研究した全ての
応答について、管理群の有意な影響があった（離乳時に生存している全ての期待％につい
てＰ＜０．００１、Ｐ＜０．０２）。また、出生時体重：３２．２ｋｇおよび３５．５ｋ
ｇ；離乳時体重：２３２ｋｇおよび２４６ｋｇ；分娩の困難さ：１．２０および１．４２
；ならびに妊娠期間２７８日および２８０日について、雌の仔牛と雄の仔牛との間には有
意差があった（全てＰ＜０．００１）。
【００６３】
　コントロール仔牛の性別比は、５１．０％　雄（Ｎ＝３８２）であった。Ｘソート精子
は、８７．７％　雌を生じ、一方、Ｙソート精子は、９３．６％雄を生じた（Ｎ＝９４）
。出生時に死亡したいくらかの仔牛は、性別を記録しておらず、含めなかった。
【００６４】
　種牛の精子のフローサイトメトリーによる分離が最近発達したことにより、予め選択さ
れた性別を有する正常仔の生成がもたらされた（Ｌｉｎｄｓｅｙ　Ａ．Ｃ．，Ｍｏｒｒｉ
ｓ　Ｌ．Ｈ．，Ａｌｌｅｎ　Ｗ．Ｒ．，Ｓｃｈｅｎｋ　Ｊ．Ｌ．，Ｓｑｕｉｒｅｓ　Ｅ．
Ｌ．，Ｂｒｕｅｍｍｅｒ　Ｊ．Ｅ．Ｅｑｕｉｎｅ　ｖｅｔ．Ｊ．２００２，３４：１２８
－１３２）。この技術が利用しやすいので、精子は、フローサイトメーターから雌牛に移
されている。この研究は、性別の予備選択後の新鮮な種牛の精子の寿命および先体状態を
試験した。７頭の種牛の各々からの３つの射出物を、人工膣により回収し、スキムミルク
－グルコース増量剤（１：１　ｖ／ｖ）中で、２０℃で、２～６時間の間に研究室に輸送
した。この精液を、４００ｇにて１０分間遠心分離し、精漿を除去した。精子ペレットを
、Ｋｅｎｎｅｙｓ改変タイロード培地（ＫＭＴ）中で１００×１０６／ｍｌに再懸濁し、
Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３３４２（５ｍｇ／ｍｌ、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏ
ｕｉｓ　ＭＯ）で染色し、３０分間インキュベートし、フローサイトメトリーに供した。
ソートした精子を遠心分離し、４℃または２０℃での４８時間保存のために、ＫＭＴ中で
２５０μｌのアリコートにおいて４０×１０６ｍｌに再懸濁した。精子の総前進性運動（
ＴＰＭ）および先体状態を、ソートする前、ならびにソートして０時間後、２時間後、１
２時間後、２４時間後、３６時間後および４８時間後に評価した。そのＴＰＭを、顕微鏡
で評価し、先体を、ＦＩＴＣ－ＰＮＡ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）で染色し、インタ
クト、斑状または喪失として分類した。種牛、時間および保存温度の影響を、Ｐｒｏｃ　
ＧＬＭ手順を使用して分析しおよび最小平均比較を行った（ＳＡＳ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ
）。
【００６５】
　時間がたつにつれて、精子運動性およびインタクトな先体の割合に関して、種馬の影響
があった（ｐ＝０．０３）。精子をＨｏｅｃｈｓｔ　３３３４２で染色およびインキュベ
ートすると、インタクトな先体の割合の減少がもたらされた（表１）。しかし、ソート後
に観察されたインタクトな先体の割合は、ソート前の精子集団より高かった。ソート後４
８時間の間に失われた先体が増加する（ｐ＜０．０００１）につれて、インタクトな先体
の割合は減少した（ｐ＜０．０００１）が、斑状の先体の割合に対する時間の影響は何ら
なかった。ソート後の精子保存温度の有意な影響があり、その結果、２０℃で１２時間の
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保存が、４℃での保存より高い運動性を生じた。フローサイトメトリーによる精子の性別
ソーティングは、新鮮な精子に等しく、２４時間にわたって先体完全性を維持し得る精子
の集団の選択がもたらされた。ＦＡＣＳ分離後１２時間にわたる精子の寿命の維持は、性
別ソートされた精子を、フローサイトメーターの部位からいくらかの距離に位置した雌牛
に移すことを可能にするはずである。
【００６６】
　（表１．経時的なフローソートした精子の運動性および先体状態）
【００６７】
【表５】

ａ，ｂ　異なる上付文字を有する欄内の値は、有意に異なる（ｐ＜０．０５）。
【００６８】
　予め決定された性別の仔牛は、正確かつ信頼性が高く研究設定において生成された（Ｌ
ｉｎｄｓｅｙら，Ｅｑｕｉｎｅ　Ｖｅｔ．Ｊ．２００２，３４：１２８－１３２）。性別
ソートされた精子は、産業によって、しかし凍結／融解された性別ソートされた精子が利
用可能であった場合、より効率よく利用される。この研究の目的は、１５℃で１８時間保
存し、フローソートし、次いで凍結した精子の運動特性を、１８時間１５℃で輸送した直
後に低温保存した精子と比較することであった。５頭の種馬の各々に由来する２つの射出
物を、使用した。収集後、両方の処理についての精子を、Ｋｅｎｎｅｙ＋改変タイロード
（ＫＭＴ）培地中で２５×１０６／ｍＬに増量し、１５℃で１８時間、水浴中に保存した
。保存後、精子を、６００ｇで１０分間遠心分離する前に、周囲温度（約２２℃）に到達
させた。精漿を除去し、精子ペレットを、５００×１０６／ｍｌにＫＭＴ中で再懸濁した
。このサンプルから精子のアリコートを取り出し（コントロール）、スキムミルク、卵黄
中で８７×１０６／ｍｌに増量し、凍結増量し（４％グリセロール；ＦＲ５）、液体窒気
体中で凍結する前に９０分間にわたり５℃までゆっくりと冷却した。精子の第２のアリコ
ート（フローソートした）を、ＫＭＴ中で１００×１０６／ｍｌに増量し、Ｈｏｅｃｈｓ
ｔ　３３３４２（５ｍｇ／ｍｌ、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ　ＭＯ
）で染色し、３０分間インキュベートし、その後、フローサイトメトリーによりソートし
た。ソートした精子を、８５０ｇで２０分間遠心分離し、ＦＲ５中で８７×１０６／ｍｌ
に再懸濁し、低温保存する前に、９０分間にわたって５℃までゆっくりと冷却した。両方
の処理についての精子を０．２５ｍｌストローに詰め、各ストローには、２０００万の精
子を含めた。精子を、融解して３０分および９０分後に、可視的な前進運動性（２回の観
察）について（盲検的に）評価した。各ストローからの精子のアリコートを、両方、ＫＭ
Ｔおよび２ｍＭカフェインを含むＫＭＴ中に希釈した。サンプルを、評価する前に、３７
℃で５～１０分間平衡化した。各処理の第２のストローを、Ｈａｍｉｌｔｏｎ－Ｔｈｏｒ
ｎ　Ｍｏｔｉｌｉｔｙ　Ａｎａｌｙｚｅｒ（ＣＡＳＡ）を用いて（カフェインありまたは
なしで）評価した。結果を、表１に示す。運動パラメーターの差異を、ＡＮＯＶＡにより
決定した。大部分の測定した応答に従って、フローソーティングは、精子運動性に対して
有害であった。さらに、２ｍＭ　カフェインは、多くの精子応答を改善した。カフェイン
がコントロール精子よりもソートされた精子について、よりいくらかの応答を改善したこ
とにより、相互作用があった。従って、ソーティングにより引き起こされた損傷は、カフ



(20) JP 4595067 B2 2010.12.8

10

20

30

40

50

ェインにより部分的に補償され得る。類似の補償が、雌牛の生殖管において起こり得る可
能性がある。保存された、低温保存された種牛精子の受精能を、低温保存前に保存および
ソートされた精子の受精能と比較する研究が現在進行している。
【００６９】
【表６】

ａ，ｂ，ｃ，ｄ　共通する上付文字なしの同じ欄における値は、異なる（Ｐ，０．０５）
。
Ｃ－処理は、２ｍＭ　カフェインを用いて刺激した。
【００７０】
　プロゲステロンＣＩＤＲを１２～１４日膣に挿入することによって、コロラド州および
ミネソタ州の雌エルク（ｃｏｗ　ｅｌｋ）３～６年齢を、９月の発情期について同調させ
た。ＣＩＤＲを除去する際に、２００ＩＵのｅＣＧを筋内投与し、６０時間後にエルクに
時限受精（ｔｉｍｅｄ－ｉｎｓｅｍｉｎａｔｅ）させた。５年齢雄エルク（ｂｕｌｌ　ｅ
ｌｋ）から電気的射精を通じて新鮮な精液を回収し、ニートな射精液として精子分類研究
室（ｓｐｅｒｍ－ｓｏｒｔｉｎｇ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）に輸送するために、４時間か
けてゆっくりと約２０℃まで冷却した。この射精液を、１．５ｍｌアリコートを１０秒間
、１５，０００×ｇで遠心分離することによって系統化（ｓｔｒａｉｎｉｎｇ）のために
、１×１０９精子／ｍｌに濃縮した。精液を、３４℃で４５分間、１１２μＭ　Ｈｏｅｃ
ｈｓｔ　３３３４２を２００×１０６精子／ｍｌで含むＴＡＬＰ培地中でインキュベート
し、次いで、分類のために、１００×１０６個／ｍｌに希釈した。Ｘ染色体保有精子およ
びＹ染色体保有精子の異なるＤＮＡ含量に基づき、精子を分類した。Ｘ染色体保有エルク
精子は、Ｙ染色体保有精子よりも３．８％多いＤＮＡを含んでいた。ＭｏＦｌｏ（登録商
標）ＳＸを用いて（ＴＲＩＳベースのシース流体を用いて５０ｐｓｉで操作）、精子を４
時間かけてフロー分類（ｆｌｏｗ－ｓｏｒｔ）した。３５１帯域および３６４帯域のアル
ゴンレーザーを１５０ｍＷで照射することにより、ＤＮＡに結合したＨｏｅｃｈｓｔ　３
３３４２色素を励起させた。Ｘ染色体保有精子およびＹ染色体保有精子の両方（超音波処
理した精子アリコートをＤＮＡについて再分析することによって確認した場合、約９２％
純度）を、約４，７００精子／秒で、２ｍｌの２０％卵黄ＴＲＩＳエクステンダーを含む
チューブに回収した。分類した１５ｍｌ量を、連続的に回収した。各々の性の約１１０×
１０６精子を分類し、そして９０分かけて５℃まで冷却した。等量のグリセロール（１２
％）含有エクステンダーを、５℃にて分類した容量に添加した。３０ｍｌを含有する分類
した精子アリコートを、４℃で２０分間、８５０×ｇで遠心分離することによって濃縮し
た。精子ペレットをプールし、２１．７×１０６精子／ｍｌに調整し、そして０．２５ｍ
ｌストローに充填した。合計５×１０６精子を含有する各ストローを液体窒素蒸気中で凍
結した。コントロールとして、同じ射精液由来の合計５×１０６精子を、有性精子と同じ
時間、０．２５ｍｌストロー中で凍結させた。３７℃で３０秒間解凍した後、６５％およ
び６０％の精子（それぞれ、コントロールおよび有性）は、徐々に運動しだした（目視に
よる見積もりにより決定）。３つの異なる場所および管理スキームのウシ（ｃｏｗ）を、
慣用的な子宮体における大腿骨頸部精子堆積法を用いて受精させた。妊娠特異的プロテイ
ンＢ（Ｂｉｏ　Ｔｒａｃｋｉｎｇ，Ｍｏｓｃｏｗ，Ｉｄａｈｏ）について血液をアッセイ
することによって、妊娠を受精の４０日後に決定した。１つの場所の１０匹のウシ（ｃｏ
ｗ）は、受精時に乏しい条件に置き、有性精子においてもコントロール精子においても妊
娠が達成されなかった。他の場所での有性精子による妊娠率（６１％；１１／１８）は、
コントロールの受精（５０％；３／６）と類似していた。これらの妊娠率（有性およびコ
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ントロール）は、通常のエルク人工授精において使用されるよりも少ない精子から生じた
。１１匹中９匹（８２％）の有性仔ウシ（ｃａｌｆ）は、予測された性別であった。
【００７１】
　本発明はさらに、本発明の上記実施形態のいずれかに従って生産された哺乳動物、また
はＸ染色体保有精液細胞の濃縮集団またはＹ染色体保有精子細胞の濃縮集団のいずれかを
有する精子細胞受精サンプルを提供する本発明の種々の実施形態に従う予め決定された性
別の哺乳動物、または、精子細胞受精サンプルが哺乳動物の特定の種を使用する受精に使
用される代表的な数と比較して少数の精子細胞を含有する本発明の任意の実施形態におい
て生産される哺乳動物、または上記の本発明に従って生産されるエルク子孫を包含し得る
。
【００７２】
　前述から容易に理解され得るように、本発明の基本概念は、種々の方法で具体化され得
る。その方法は、精子細胞処理を達成する技術およびデバイスの両方を含む精子細胞処理
系を包含する。この適用において、種々の精子細胞処理技術が、記載される種々のデバイ
スにより達成されることが示された結果の一部としておよびその用途に特有の工程として
開示されている。これらは単に、意図され記載されるようなデバイスを用いた自然な結果
である。さらに、いくつかのデバイスが開示されているが、これらは特定の方法を達成し
ただけでなく、多くの方法で変更され得ることが理解されるべきである。重要なことは、
前述の全てに関して、これらの局面の全てが、本開示により包含されることが理解される
べきである。
【００７３】
　この非仮出願に含まれる議論は、基礎的な記載として利用されることを意図している。
読者は、詳細な説明が、可能性のある全ての実施形態を明示的に記載し得ず；多くの代替
物が暗示されていることを認識するはずである。また、この説明が、本発明の全体的な性
質を十分に説明し得ず、かつどの程度、各々の特徴または要素がより広範な機能または多
くの種々の代替要素もしくは等価要素を実際に代表し得るかを明示的に示し得ない。繰り
返すが、これらは、本開示に暗示的に含まれれている。本発明がデバイス指向技術におい
て記載されている場合、そのデバイスの各エレメントは、機能を暗黙のうちに実施する。
装置クレームは、記載されるデバイスを包含し得るだけでなく、方法クレームまたはプロ
セスクレームもまた、本発明および各エレメントが実施する機能を発揮することを含み得
る。説明も用語も、特許出願全体に含まれるクレームの範囲を限定することを意図してい
ない。
【００７４】
　本発明の本質から逸脱することなく種々の変更がなされ得ることもまた理解されるはず
である。このような変更もまた、この説明に暗示的に含まれる。これらはなおも、本発明
の範囲内に含まれる。示される明示的な実施形態、多くの種々の暗示される代替の実施形
態、および広範な方法またはプロセス等を含む広範な開示が、本開示により包含される。
【００７５】
　さらに、本発明およびクレームの種々の各要素もまた、種々の様式で達成され得る。本
開示は、各々のこのようなバリエーションを包含すること、それが任意の装置実施形態、
方法実施形態、もしくはプロセス実施形態の実施形態のバリエーションであること、また
はこれらの任意の要素のバリエーションでさえあることが理解されるはずである。特に、
本開示は、本発明の要素に関するので、各要素についての用語は、等価な装置用語または
方法用語により表現され得る（機能または結果のみが同じであったとしても）ことが理解
されるはずである。このような等価な用語、より広範な用語、またはより一般的な用語で
さえも、各要素または作用の説明に包含されるとみなされるはずである。このような用語
は、所望の場合、本発明に与えられる権利の暗示的に広範な範囲を明示することで置換さ
れ得る。実施例は１つではないので、全ての作用が、その作用を起こす手段としてまたは
その作用を引き起こす要素として表現され得ることが理解されるはずである。同様に、開
示される各々の物理的要素は、その物理的要素が促進する作用の開示を包含することが理
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解されるはずである。この最後の局面に関して、実施例は１つではないので、「フローソ
ーター（ｆｌｏｗ－ｓｏｒｔｅｒ）」の開示は、「フロー分類（ｆｌｏｗ－ｓｏｒｔｉｎ
ｇ）」の作用の開示を包含する（明示的に議論していようがなかろうが）ことが理解され
るはずである。逆に言うと、「フロー分類」の作用の開示が有効に存在する場合、そのよ
うな開示は、「フローソーター」の開示および「フロー分類手段」の開示さえも包含する
ことが理解されるはずである。このような変更および代替用語は、この説明に明示的に含
まれることが理解されるはずである。
【００７６】
　本願において特許について言及される法律、法令、規定、もしくは規則の任意の行為；
または本願において特許について言及される特許、刊行物、もしくは他の参考文献は、本
明細書中に参考として援用する。さらに、使用される各用語に関して、本願におけるその
使用がこのような解釈と矛盾しない限り、一般的な辞書の定義が、各用語について組み込
まれていると理解されるべきであり、全ての定義、代替用語、および類義語（例えば、Ｒ
ａｎｄｏｍ　Ｈｏｕｓｅ　Ｗｅｂｓｔｅｒ’ｓ　Ｕｎａｂｒｉｄｇｅｄ　Ｄｉｃｔｉｏｎ
ａｒｙ，第二版に含まれるようなもの）が、本明細書中に参考として援用される。最後に
、「仮特許出願に従って参考として援用される参考文献」リストに列挙される全ての参考
文献、または本願と共に提出された他の情報陳述が、本明細書に添付され、かつ本明細書
中に参考として援用される。しかし、上述の各々に関して、参考として援用されるこのよ
うな情報または陳述がこの／これらの発明の特許化と矛盾すると解釈され得る程度まで、
このような陳述が、本出願人によりなされたと明示的にみなされないべきである。
【００７７】
　従って、本出願人は、少なくとも：ｉ）本明細書中に開示され記載されているような精
子細胞処理デバイスの各々、ｉｉ）開示され記載される関連方法、ｉｉｉ）これらのデバ
イスおよび方法の各々の類似のバリエーション、等価なバリエーション、および暗示され
るバリエーションでさえ、ｉｖ）開示され記載されるような示される各機能を達成する代
替設計、ｖ）開示され記載されるものを達成することが暗示されているような示される各
機能を達成する代替設計および方法、ｖｉ）別個の独立した発明として示される各特徴、
要素、および工程、ｖｉｉ）開示される種々のシステムおよび要素によって強化される応
用、ｖｉｉｉ）このようなシステムまたは要素によって生産される、得られる産物、およ
びｉｘ）本明細書中および添付の実施例のいずれかを参照して以前に実質的に記載された
方法および装置、ｘ）開示される各要素の種々の組み合わせおよび順列、ならびにｘｉ）
各々の潜在的に従属するクレームまたは提示される独立クレームもしくは概念の各々およ
びそれら一つずつに対する従属としての概念、を主張していることが理解されるはずであ
る。これに関して、実施上の理由のためおよび潜在的な数百ものクレームを追加すること
を回避するため、本出願人は、最終的に、最初の従属のみを有するクレームを提示し得る
ことが理解されるはずである。サポートは、新規事項に関する法律（欧州特許条約第１２
３条第２項および米国特許法第１３２条または他のこのような法律が挙げられるがこれら
に限定されない）の下で、任意の種々の従属または１つの独立クレームもしくは概念の下
で任意のほかの独立クレームまたは概念の下にある従属または要素として提示される他の
要素の追加が許可されるために必要とされる程度に存在することが理解されるはずである
。さらに、使用される場合、他動詞的用語「～を含む」の使用は、従来のクレーム解釈に
従って、本願において「開放」クレームを維持するために使用される。従って、その内容
がそうでないことを必要としない限り、用語「～を含む」またはそのバリエーション（例
えば、「包含する」等）は、言及される要素もしくは工程または要素もしくは工程のグル
ープの包含を意味し、任意の他の要素もしくは工程または要素もしくは工程のグループの
排除を意味しないことが意図される。このような用語は、それらの最も広範な形態におい
て、本出願人に、法的に許容される最も広い権利範囲を与えるよう解釈されるはずである
。
【図面の簡単な説明】
【００７８】
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【図１】図１は、本発明についての流動細胞計測器分離技術に従う分類システムの概略図
である。
【図２】図２は、代表的な流動細胞計測器の自由落下領域における同調された細胞の図で
ある。

【図１】 【図２】
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