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【手続補正書】
【提出日】平成27年11月25日(2015.11.25)
【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】
　一倍体細胞の哺乳動物細胞系を生成させる方法であって、
　発生において塊になっている胚段階にある複数の一倍体細胞を取得し、
　その複数の一倍体細胞から細胞を単離し、
　その複数の一倍体細胞から単離した細胞を増殖させ、
　その増殖させた細胞から一倍体ゲノムを持つ1個以上の個別の細胞を選択して単離し、
それによって、安定な一倍体細胞の細胞系の細胞を取得することを含み、
　前記一倍体細胞を無支持細胞培養条件下で維持し又は成長させる、方法。
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【請求項２】
　前記哺乳動物の一倍体単為生殖卵母細胞または胚性細胞を取得するステップと、その卵
母細胞または胚性細胞を偽妊娠雌に移すステップと、その卵母細胞または胚性細胞を多細
胞段階へと増殖させるステップと、必要に応じてその多細胞段階の細胞を培養して胚盤胞
段階にすることにより、発生において塊になっている胚段階にある前記複数の一倍体細胞
を提供するステップをさらに含む、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　細胞培養物の前記細胞を培養し、50継代までの後にその細胞培養物から一倍体細胞を単
離し、その単離した一倍体細胞を新たに継続する細胞培養物として増殖させることをさら
に含む、請求項1または2に記載の方法。
【請求項４】
　親細胞がヘテロ接合またはホモ接合である、請求項1～3のいずれか1項に記載の方法。
【請求項５】
　単為生殖の桑実胚または胚盤胞に由来する多能性一倍体胚性幹細胞系を生成させる方法
であって、
　（a）被験雌からの未受精の卵母細胞をインビトロで活性化させて単為生殖を誘導し；
　（b）ステップ（a）で活性化された卵母細胞を培養して桑実胚および／または胚盤胞を
生成させ；
　（c）ステップ（b）の桑実胚および／または胚盤胞から胚性幹細胞を単離し、必要に応
じてその胚性幹細胞を、その胚性幹細胞の分化を抑制する細胞培地に移し；
　（d）ステップ（c）の胚性幹細胞をFACS分析し、一倍体DNAを含む胚性幹細胞を同定し
、および／または豊富にし；
　（e）必要に応じ、一倍体DNAを含む胚性幹細胞のFACS精製とその胚性幹細胞の増殖を繰
り返し、それによって一倍体胚性幹細胞系を生成させること
を含み、
　前記細胞を無支持細胞培養条件下で維持し又は成長させる、方法。
【請求項６】
　ステップ（a）の前記未受精の卵母細胞が、インビトロで成熟した卵母細胞である、請
求項5に記載の方法。
【請求項７】
　ステップ（a）の卵母細胞をエタノールまたは塩化ストロンチウム（SrCl2）に曝露する
ことによって活性化させる、請求項5または6に記載の方法。
【請求項８】
　ステップ（d）および／または（e）を少なくとも5回繰り返す、請求項5～7のいずれか1
項に記載の方法。
【請求項９】
　哺乳動物の前記被験雌または前記細胞が哺乳動物由来である、請求項1～8のいずれか1
項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記細胞系の一倍体胚性幹細胞が、細胞周期のG1期に1n染色体セットを持ち、G2期に2n
染色体セットを持つことを特徴とする、請求項1～9のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記細胞系の生成した胚性幹細胞の少なくとも60％が一倍体である、請求項1～10のい
ずれか1項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記細胞系の一倍体胚性幹細胞が、胚性幹細胞マーカーであるアルカリホスファターゼ
、Oct4、Sox2、Nanog、Klf4、Rex1、Klf2、cMyc、Sall4、SSEA-1のうちの1つ以上の発現
を特徴とする、請求項1～11のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記細胞系の一倍体胚性幹細胞が、少なくとも50継代にわたって安定な増殖を示す、請
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求項1～12のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記細胞系の一倍体胚性幹細胞が、少なくとも7継代にわたって一倍性を維持する、請
求項1～13のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記細胞系の一倍体胚性幹細胞を分化させることをさらに含む、請求項1～14のいずれ
か1項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記細胞系の一倍体胚性幹細胞の遺伝子を改変することをさらに含む、請求項1～15の
いずれか1項に記載の方法。
【請求項１７】
　内部細胞塊の培養によって、またはその内部細胞塊または栄養芽層または胚盤胞の成長
に由来する細胞の培養によって細胞を維持することを含むか、前記複数の細胞の単離に、
多細胞段階の細胞の個別化を含む、請求項1～16のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１８】
　個別の細胞を増殖させて細胞培養物にする（サブクローニング）、請求項1～17のいず
れか1項に記載の方法。
【請求項１９】
　前記細胞を、支持層の上で維持した後に、無支持細胞培養条件で維持するか増殖させる
、請求項1～18のいずれか1項に記載の方法。
【請求項２０】
　無支持細胞培養条件下で維持し又は成長させることができる、請求項1～19のいずれか1
項に記載の方法によって生成した、桑実胚または胚盤胞に由来する胚性幹様細胞系。
【請求項２１】
　無支持細胞培養条件下で維持し又は成長させることができる、少なくとも60％の一倍体
胚性幹細胞を含む、桑実胚または胚盤胞に由来する胚性幹様細胞系。
【請求項２２】
　桑実胚または胚盤胞に由来する請求項20または21の胚性幹様細胞系を含む試験系または
キット。
【請求項２３】
　胚盤胞に由来する前記胚性幹様細胞が、胚盤胞の内部細胞塊（ICM）に由来する、請求
項20または21に記載の胚性幹様細胞。
【請求項２４】
　胚盤胞に由来する前記胚性幹様細胞が、栄養芽層に由来する、請求項20または22に記載
の胚性幹様細胞。
【請求項２５】
　無支持細胞培養条件下で維持し又は成長させることができる、請求項1～19のいずれか1
項に記載の方法によって得ることが可能な一倍体ゲノムを有する細胞からなる細胞培養物
。
【請求項２６】
　一倍体ゲノムを有する細胞を提供することを含む、突然変異の分析方法であって、突然
変異をその細胞の興味の対象である遺伝子座に導入し、その細胞でその遺伝子座に関係す
る変化した活性を観察する操作を含む、方法。
【請求項２７】
　前記細胞が、少なくとも10継代にわたって一倍体の形態で安定である、請求項26に記載
の方法。
【請求項２８】
　対象である1個以上の遺伝子が不活性化されている、請求項25に記載の細胞培養物の細
胞。
【請求項２９】
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　遺伝子Droshaおよび／またはRargのノックアウトを含む一倍体哺乳動物細胞。
【請求項３０】
　対象である表現型を含む細胞を生成させる方法であって、
　一倍体ゲノムを有する複数の細胞をランダムに突然変異させ、
　前記の対象の表現型を有する細胞を選択すること
を含む、方法。
【請求項３１】
　対象である前記表現型が、前記細胞を毒素または増殖阻害剤と接触させたときの細胞の
生存または細胞の増殖である、請求項30に記載の方法。
【請求項３２】
　前記毒素がリシンである、請求項31に記載の方法。
【請求項３３】
　前記複数の細胞が少なくとも1000個の細胞を含む、請求項30～32のいずれか1項に記載
の方法。
【請求項３４】
　請求項30～33のいずれか1項に記載の方法によって得ることができて、毒素に対する耐
性を持つ一倍体細胞。
【請求項３５】
　細胞で毒素耐性の活性を有する遺伝子標的をスクリーニングする方法であって、
　請求項31～33のいずれか1項に記載の毒素耐性を有する細胞を生成させ、
　前記ランダム突然変異のない細胞と比較した、毒素耐性を有するそれら細胞における突
然変異を同定することをさらに含む、方法。
【請求項３６】
　毒素に対する治療薬を同定する方法であって、請求項35に記載の遺伝子標的を同定し、
その遺伝子標的、またはその遺伝子標的の遺伝子産物に治療候補分子を接触させ、その候
補と前記遺伝子標的または遺伝子産物との結合イベント、または前記毒素に対する前記細
胞の改変された耐性を同定することを含む、方法。
【請求項３７】
　前記毒素がリシンであり、前記遺伝子標的の選択が、Gpr107、Fut9、Tcf711、Slc35cl
、Fgfr2、Galnt2、Mid1、B4galtl、B4galnt3、Plcd3、Ror2、Samd4b、Gcnt2、Ggtalの中
からなされる、請求項36に記載の細胞。
【請求項３８】
　対象におけるAB5毒素の中毒を治療する方法、または対象においてAB5毒素に対する耐性
を誘導する方法であって、
　表1または表2の遺伝子のうちの任意の1つを前記対象において抑制することを含む、方
法。
【請求項３９】
　AB5毒素に対する耐性が増大した改変細胞であって、表1または表2の遺伝子のうちの任
意の1つの発現が、前記毒素に対する耐性の増大がない非改変細胞と比べて低下している
改変細胞。
【請求項４０】
　AB5毒素の中毒またはシュードモナス外毒素Aの中毒を治療する方法であって、フコシル
化阻害剤を投与する操作を含む、方法。
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