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【手続補正書】
【提出日】平成29年1月27日(2017.1.27)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｆ０世代における胚性幹（ＥＳ）細胞由来のマウスを作製する効率を増大させるための
方法であって、該方法は、
　（ａ）
　　（ｉ）基本培地；および
　　（ｉｉ）培養中のドナーＸＹマウスＥＳ細胞を成長させ、かつ多能性を維持するため
に適切なサプリメント
を含む培地においてドナーＸＹマウスＥＳ細胞を維持する工程であって、該基本培地は、
１．５～２．２ｍｇ／ｍＬの濃度の炭酸水素ナトリウムを含み、かつ２１８～３２２ｍＯ
ｓｍ／ｋｇの重量オスモル濃度を有する、工程；
　（ｂ）工程（ａ）からのドナーＸＹマウスＥＳ細胞を桑実期前段階の宿主マウス胚に導
入する工程；
　（ｃ）工程（ｂ）の該宿主マウス胚をレシピエント雌マウスに導入する工程および該宿
主マウス胚を懐胎する工程；ならびに
　（ｄ）Ｆ０ＸＹマウス後代を得る工程
を含む、方法。
【請求項２】
　前記基本培地が、３．０～６．４ｍｇ／ｍＬの濃度の塩化ナトリウムをさらに含む、請
求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記基本培地が、３ｍｇ／ｍＬの塩化ナトリウムおよび２．２ｍｇ／ｍＬの炭酸水素ナ
トリウムを含み、かつ２１８ｍＯｓｍ／ｋｇの重量オスモル濃度を有する、請求項２に記
載の方法。
【請求項４】
　前記基本培地が、４．５ｍｇ／ｍＬのグルコースをさらに含む、請求項３に記載の方法
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【請求項５】
　前記基本培地が、５．１ｍｇ／ｍＬの塩化ナトリウムおよび１．５ｍｇ／ｍＬの炭酸水
素ナトリウムを含み、かつ２６１ｍＯｓｍ／ｋｇの重量オスモル濃度を有する、請求項２
に記載の方法。
【請求項６】
　前記基本培地が、６．４ｍｇ／ｍＬの塩化ナトリウムおよび１．５ｍｇ／ｍＬの炭酸水
素ナトリウムを含み、かつ２９４ｍＯｓｍ／ｋｇの重量オスモル濃度を有する、請求項２
に記載の方法。
【請求項７】
　前記基本培地が、５．１ｍｇ／ｍＬの塩化ナトリウムおよび２．２ｍｇ／ｍＬの炭酸水
素ナトリウムを含み、かつ２７０ｍＯｓｍ／ｋｇの重量オスモル濃度を有する、請求項２
に記載の方法。
【請求項８】
　前記基本培地が、５．１ｍｇ／ｍＬの塩化ナトリウム、２．２ｍｇ／ｍＬの炭酸水素ナ
トリウムおよび１５．５ｍｇ／ｍＬのグルコースを含み、かつ３２２ｍＯｓｍ／ｋｇの重
量オスモル濃度を有する、請求項２に記載の方法。
【請求項９】
　前記ドナーＸＹマウスＥＳ細胞が遺伝子改変を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記工程（ａ）における前記ドナーＸＹマウスＥＳ細胞を維持する工程が、該ドナーＸ
ＹマウスＥＳ細胞を遺伝子改変する工程をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記遺伝子改変が、内在性核酸配列の完全なまたは部分的な欠失、１つもしくは複数の
核酸の置換、内在性核酸配列の異種性核酸配列との置き換え、ノックアウト、およびノッ
クインのうちの１つまたは複数を含む、請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
　前記遺伝子改変がＳＴＥＡＰ２遺伝子のノックアウトである、請求項９に記載の方法。
【請求項１３】
　前記遺伝子改変が内在性核酸配列の完全なまたは部分的な欠失である、請求項９に記載
の方法。
【請求項１４】
　前記遺伝子改変が１つまたは複数の核酸の置換である、請求項９に記載の方法。
【請求項１５】
　前記遺伝子改変が内在性核酸配列の異種性核酸配列との置き換えである、請求項９に記
載の方法。
【請求項１６】
　前記遺伝子改変がノックアウトである、請求項９に記載の方法。
【請求項１７】
　前記遺伝子改変がノックインである、請求項９に記載の方法。
【請求項１８】
　前記ドナーＸＹマウスＥＳ細胞が前記遺伝子改変についてヘテロ接合性である、請求項
９に記載の方法。
【請求項１９】
　ＥＳ細胞由来の仔の、Ｆ０世代において産生された仔全体に対する比が２３％より大き
い、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　ＥＳ細胞由来の仔の、Ｆ０世代において産生された仔全体に対する比が少なくとも４０
％である、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
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　ＥＳ細胞由来の仔の、Ｆ０世代において産生された仔全体に対する比が少なくとも５１
％である、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　ＥＳ細胞由来の仔の、Ｆ０世代において産生された仔全体に対する比が少なくとも６１
％である、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　ＥＳ細胞由来の仔の、Ｆ０世代において産生された仔全体に対する比が少なくとも７２
％である、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　ＥＳ細胞由来の仔の、Ｆ０世代において産生された仔全体に対する比が少なくとも８７
％である、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　ＥＳ細胞由来の仔の、Ｆ０世代において産生された仔全体に対する比が少なくとも９１
％である、請求項２４に記載の方法。
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