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【公報種別】特許法第１７条の２の規定による補正の掲載
【部門区分】第１部門第１区分
【発行日】平成26年1月9日(2014.1.9)

【公開番号】特開2013-176400(P2013-176400A)
【公開日】平成25年9月9日(2013.9.9)
【年通号数】公開・登録公報2013-049
【出願番号】特願2013-127052(P2013-127052)
【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｎ   5/10     (2006.01)
   Ａ０１Ｋ  67/027    (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   5/02     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   5/0735   (2010.01)
   Ｃ１２Ｎ   5/074    (2010.01)
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｎ   5/00    １０２　
   Ａ０１Ｋ  67/027   ＺＮＡ　
   Ｃ１２Ｎ   5/02    　　　　
   Ｃ１２Ｎ   5/00    ２０２Ｃ
   Ｃ１２Ｎ   5/00    ２０２Ｄ
   Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ａ

【手続補正書】
【提出日】平成25年11月18日(2013.11.18)
【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】
　多能性ラット細胞とＭＥＫインヒビターおよびＧＳＫ３インヒビターを含む培養培地と
を含む、多能性ラット細胞の培養物であって、該多能性ラット細胞が、ラットキメラの生
殖系列に寄与し得る、培養物。
【請求項２】
　胚盤胞から多能性ラット細胞を誘導する方法であって、
　（１）胚盤胞を得る工程；
　（２）ＭＥＫインヒビターおよびＧＳＫ３インヒビターの存在下で該胚盤胞を培養して
、内部細胞塊を得る工程；
　（３）該内部細胞塊の一次派生物を単離および解離する工程；
　（４）該内部細胞塊の解離した一次派生物から１または複数の細胞を単離する工程；お
よび
　（５）該単離した１または複数の細胞を、ＭＥＫインヒビター、ＧＳＫ３インヒビター
およびＦＧＦレセプターのアンタゴニストの存在下で培養する工程、
を含む、方法。
【請求項３】
　前記多能性細胞が、Ｎａｎｏｇ、Ｏｃｔ４、ＦＧＦ４、Ｓｏｘ－２およびアルカリフォ
スファターゼのうち１つ以上を発現する、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
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　遺伝子操作ラットを得る方法であって、Ｎａｎｏｇ、Ｏｃｔ４、ＦＧＦ４およびＳｏｘ
－２のうち２つ以上を発現するラット多能性細胞を遺伝子改変する工程であって、該多能
性ラット細胞が、ラットキメラの生殖系列に寄与し得る工程および該多能性細胞をラット
胚に導入して遺伝子改変ラットを産生する工程を含み、該ラット多能性細胞が該遺伝子改
変ラットの生殖系列に寄与する、方法。
【請求項５】
　前記ラット多能性細胞が、Ｎａｎｏｇ、Ｏｃｔ４およびＳｏｘ－２を発現する、請求項
４に記載の方法。
【請求項６】
　前記ラット多能性細胞が、さらにアルカリフォスファターゼを発現する、請求項４また
は５に記載の方法。
【請求項７】
　前記ラット多能性細胞が、Ｒｅｘ１、Ｓｔｅｌｌａ、ＦＧＦ４およびＳｏｘ－２を発現
する、請求項４から６のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
　前記多能性細胞が、ＦＧＦ５を発現しない、請求項４から７のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
　前記多能性ラット細胞の子孫が、培養物中で維持された後に、原多能性ラット細胞の特
性を保持する、請求項４から８のいずれかに記載の方法。
【請求項１０】
　前記多能性細胞が、３つの胚葉のすべてから分化した細胞が存在する奇形腫または奇形
癌を形成し得る、請求項４から９のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　前記細胞が、培養物中で単一細胞として増殖および／または繁殖し得る、請求項４から
６のいずれかに記載の方法。
【請求項１２】
　前記遺伝子操作哺乳動物が、目的の遺伝子についてのホモ接合性ヌルである、請求項４
から１１のいずれかに記載の方法。
【請求項１３】
　前記遺伝子改変する工程が、ラットまたは非ヒト哺乳動物中の遺伝子の対応するヒト遺
伝子への置換を含む、請求項４から１１のいずれかに記載の方法。
【請求項１４】
　前記遺伝子改変する工程が、１以上の目的の遺伝子のノックアウトを含む、請求項４か
ら１２のいずれかに記載の方法。
【請求項１５】
　前記遺伝子改変する工程が、目的の遺伝子の標的挿入を含む、請求項４から１４のいず
れかに記載の方法。
【請求項１６】
　請求項４から１５のいずれかに記載の方法によって得られる、遺伝子操作ラット。
【請求項１７】
　Ｎａｎｏｇ、Ｏｃｔ４、ＦＧＦ４およびＳｏｘ－２のうち２つ以上を発現する多能性ラ
ット細胞であって、該多能性ラット細胞が、ラットキメラの生殖系列に寄与し得る、多能
性ラット細胞。
【請求項１８】
　Ｎａｎｏｇ、Ｏｃｔ４およびＳｏｘ－２を発現する、請求項１７に記載の多能性ラット
細胞。
【請求項１９】
　さらにアルカリフォスファターゼを発現する、請求項１７または１８に記載の多能性ラ
ット細胞。
【請求項２０】
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　Ｒｅｘ１、Ｓｔｅｌｌａ、ＦＧＦ４およびＳｏｘ－２を発現する、請求項１７から１９
のいずれかに記載の多能性ラット細胞。
【請求項２１】
　前記多能性細胞がＦＧＦ５を発現しない、請求項１７から２０のいずれかに記載の多能
性ラット細胞。
【請求項２２】
　前記多能性ラット細胞の子孫が、培養物中で維持された後に、原多能性ラット細胞の特
性を保持する、請求項１７から２１のいずれかに記載の多能性ラット細胞。
【請求項２３】
　前記多能性細胞が、３つの胚葉のすべてから分化した細胞が存在する奇形腫または奇形
癌を形成し得る、請求項１７から２２のいずれかの請求項に記載の多能性ラット細胞。
【請求項２４】
　前記細胞が、培養物中で単一細胞として増殖および／または繁殖し得る、請求項１７か
ら２３のいずれかに記載の多能性ラット細胞。
【請求項２５】
　請求項１７から２４のいずれかに記載の多能性ラット細胞の集団。
【請求項２６】
　細胞の少なくとも９５％が、以下の多能性細胞の特性：
　ａ）キメラを形成する能力；
　ｂ）培養物中で単一細胞として増殖および／または繁殖する能力；
　ｃ）Ｒｅｘ１、Ｓｔｅｌｌａ、ＦＧＦ４およびＳｏｘ－２の発現；
　ｄ）それらが、アクチビンおよび／またはＦＧＦの存在下で分化が誘導されるかまたは
増殖しない；
　ｅ）それらが、アクチビンレセプター遮断によって分化が誘導されないかまたは死滅す
る；および
　ｆ）該多能性細胞の増殖および／または繁殖が、ＭＥＫインヒビター、ＧＳＫ３インヒ
ビターおよび必要に応じてＦＧＦレセプターのアンタゴニストの存在によって支持される
；
の２つ以上を保持する多能性ラット細胞の集団であって、
　該多能性ラット細胞が、ラットキメラの生殖系列に寄与し得る、多能性ラット細胞の集
団。
【請求項２７】
　細胞の少なくとも９５％がＮａｎｏｇおよび／またはＯｃｔ４を発現する、請求項２６
に記載の多能性ラット細胞の集団。
【請求項２８】
　多能性ラット細胞とＭＥＫインヒビター、ＧＳＫ３インヒビターおよびＦＧＦレセプタ
ーのアンタゴニストを含む培養培地とを含む、多能性ラット細胞の培養物であって、該多
能性ラット細胞が、ラットキメラの生殖系列に寄与し得る、培養物。
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