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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 7月 24日 (2007.7.24)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
　 　 【 請 求 項 １ 】 　 胚 幹 細 胞 表 現 型 を 発 現 す る 未 分 化 の ト リ 細 胞 の 持 続 性 培 養 物 を 取 得 す
る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 始 原 生 殖 細 胞 を 含 有 す る ト リ 生 殖 腺 細 胞 を 原 条 形 成 後 の ト リ 胚 か ら 集 め ；
（ ｂ ） そ の ト リ 生 殖 腺 細 胞 を 予 め 調 整 し て お い た フ ィ ー ダ ー マ ト リ ッ ク ス と 接 触 さ せ て

； そ し て
（ ｃ ） 本 質 的 に は 、 胚 幹 細 胞 表 現 型 を 発 現 す る 未 分 化 の ト リ 細 胞 よ り な る ト リ 細 胞 培 養 物
を 取 得 す る の に 十 分 な 時 間 、 そ の ト リ 生 殖 腺 細 胞 を 培 地 の 存 在 下 に 予 め 調 整 し て お い た フ
ィ ー ダ ー マ ト リ ッ ク ス で 増 殖 さ せ る ；
こ と を 含 ん で な る 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ 】 　 ト リ 生 殖 腺 細 胞 を １ ４ 期 ～ ４ ５ 期 の 胚 か ら 集 め る 、 請 求 項 １ に 記 載 の
方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ 】 　 ト リ 生 殖 腺 細 胞 を １ ５ 期 ～ ３ １ 期 の 胚 か ら 集 め る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の
方 法 。
　 　 【 請 求 項 ４ 】 　 ト リ 生 殖 腺 細 胞 を ２ ７ 期 ～ ３ ０ 期 の 胚 か ら 集 め る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の
方 法 。
　 　 【 請 求 項 ５ 】 　 ト リ 生 殖 腺 細 胞 を 約 １ ０ ,０ ０ ０ ～ 約 ２ ０ ,０ ０ ０ 細 胞 の 範 囲 数 で 予 め
調 整 し て お い た フ ィ ー ダ ー マ ト リ ッ ク ス と 接 触 さ せ て 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法
。
　 　 【 請 求 項 ６ 】 　 約 ２ ０ ,０ ０ ０ の ト リ 生 殖 腺 細 胞 を 予 め 調 整 し て お い た フ ィ ー ダ ー マ
ト リ ッ ク ス と 接 触 さ せ て 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ７ 】 　 予 め 調 整 し て お い た フ ィ ー ダ ー マ ト リ ッ ク ス が 繊 維 芽 細 胞 を 含 ん で な
る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ８ 】 　 繊 維 芽 細 胞 が 約 ４ ０ ,０ ０ ０ ～ 約 ６ ０ ,０ ０ ０ 細 胞 の 範 囲 数 で 予 め 調 整
し て お い た フ ィ ー ダ ー マ ト リ ッ ク ス に 存 在 す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ９ 】 　 繊 維 芽 細 胞 が 約 ５ ０ ,０ ０ ０ ～ 約 ６ ０ ,０ ０ ０ 細 胞 の 範 囲 数 で 予 め 調 整
し て お い た フ ィ ー ダ ー マ ト リ ッ ク ス に 存 在 す る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ０ 】 　 繊 維 芽 細 胞 が 約 ５ ５ ,０ ０ ０ ～ 約 ６ ０ ,０ ０ ０ 細 胞 の 範 囲 数 で 予 め 調
整 し て お い た フ ィ ー ダ ー マ ト リ ッ ク ス に 存 在 す る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
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　 　 【 請 求 項 １ １ 】 　 約 ６ ０ ,０ ０ ０ の 繊 維 芽 細 胞 が 予 め 調 整 し て お い た フ ィ ー ダ ー マ ト
リ ッ ク ス に 存 在 す る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ２ 】 　 繊 維 芽 細 胞 が マ ウ ス 繊 維 芽 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ３ 】 　 マ ウ ス 繊 維 芽 細 胞 が マ ウ ス 繊 維 芽 細 胞 フ ィ ー ダ ー 層 を 形 成 す る 、 請
求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ４ 】 　 マ ウ ス 繊 維 芽 細 胞 が マ ウ ス Ｓ Ｔ Ｏ 繊 維 芽 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ２ に
記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ５ 】 　 未 分 化 の ト リ 細 胞 を 培 地 の 存 在 下 に 予 め 調 整 し て お い た 繊 維 芽 細 胞
フ ィ ー ダ ー マ ト リ ッ ク ス で 少 な く と も ３ 日 間 増 殖 さ せ る 場 合 に 幹 細 胞 表 現 型 を 保 持 す る こ
と が で き る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ６ 】 　 ト リ 胚 が 、 ニ ワ ト リ 、 シ チ メ ン チ ョ ウ 、 ア ヒ ル 、 ガ チ ョ ウ 、 ウ ズ ラ
お よ び キ ジ の 胚 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 胚 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ７ 】 　 ト リ 胚 が ニ ワ ト リ 胚 で あ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ８ 】 　 培 地 が 調 整 培 地 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ９ 】 　 胚 幹 細 胞 表 現 型 を 発 現 す る 未 分 化 の ト リ 細 胞 の 持 続 性 培 養 物 を 取 得
す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 始 原 生 殖 細 胞 を 含 有 す る ト リ 生 殖 腺 細 胞 を 原 条 形 成 後 の ト リ 胚 か ら 集 め ；
（ ｂ ） そ の ト リ 生 殖 腺 細 胞 を 予 め 調 整 し て お い た 繊 維 芽 細 胞 フ ィ ー ダ ー 細 胞 マ ト リ ッ ク ス
と 接 触 さ せ て ； そ し て
（ ｃ ） 本 質 的 に は 、 胚 幹 細 胞 表 現 型 を 発 現 す る 未 分 化 の ト リ 細 胞 よ り な る ト リ 細 胞 培 養 物
を 取 得 す る の に 十 分 な 時 間 、 そ の ト リ 生 殖 腺 細 胞 を 培 地 の 存 在 下 に フ ィ ー ダ ー 細 胞 マ ト リ
ッ ク ス で 増 殖 さ せ る ；
こ と を 含 ん で な る 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ０ 】 　 ト リ 生 殖 腺 細 胞 を １ ４ 期 ～ ４ ５ 期 の 胚 か ら 集 め る 、 請 求 項 １ ９ に 記
載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ １ 】 　 ト リ 生 殖 腺 細 胞 を １ ５ 期 ～ ３ １ 期 の 胚 か ら 集 め る 、 請 求 項 ２ ０ に 記
載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ２ 】 　 ト リ 生 殖 腺 細 胞 を ２ ７ 期 ～ ３ ０ 期 の 胚 か ら 集 め る 、 請 求 項 ２ １ に 記
載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ３ 】 　 ト リ 生 殖 腺 細 胞 を 約 １ ０ ,０ ０ ０ ～ 約 ２ ０ ,０ ０ ０ 生 殖 腺 細 胞 の 範 囲
数 で フ ィ ー ダ ー 細 胞 マ ト リ ッ ク ス と 接 触 さ せ て 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ４ 】 　 約 ２ ０ ,０ ０ ０ の ト リ 生 殖 腺 細 胞 を フ ィ ー ダ ー 細 胞 マ ト リ ッ ク ス と
接 触 さ せ て 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ５ 】 　 繊 維 芽 細 胞 が 約 ４ ０ ,０ ０ ０ ～ 約 ６ ０ ,０ ０ ０ 細 胞 の 範 囲 数 で 繊 維 芽
細 胞 フ ィ ー ダ ー マ ト リ ッ ク ス に 存 在 す る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ６ 】 　 繊 維 芽 細 胞 が 約 ５ ０ ,０ ０ ０ ～ 約 ６ ０ ,０ ０ ０ 細 胞 の 範 囲 数 で 繊 維 芽
細 胞 フ ィ ー ダ ー マ ト リ ッ ク ス に 存 在 す る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ７ 】 　 繊 維 芽 細 胞 が 約 ５ ５ ,０ ０ ０ ～ 約 ６ ０ ,０ ０ ０ 細 胞 の 範 囲 数 で 繊 維 芽
細 胞 フ ィ ー ダ ー マ ト リ ッ ク ス に 存 在 す る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ８ 】 　 約 ６ ０ ,０ ０ ０ の 繊 維 芽 細 胞 が 繊 維 芽 細 胞 フ ィ ー ダ ー マ ト リ ッ ク ス
に 存 在 す る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ９ 】 　 繊 維 芽 細 胞 フ ィ ー ダ ー マ ト リ ッ ク ス が マ ウ ス 繊 維 芽 細 胞 を 含 ん で な
る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ ０ 】 　 マ ウ ス 繊 維 芽 細 胞 が マ ウ ス Ｓ Ｔ Ｏ 繊 維 芽 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ２ ９ に
記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ １ 】 　 未 分 化 の ト リ 細 胞 を 培 地 の 存 在 下 に 繊 維 芽 細 胞 フ ィ ー ダ ー マ ト リ ッ
ク ス で 少 な く と も ３ 日 間 増 殖 さ せ る 場 合 に 幹 細 胞 表 現 型 を 保 持 す る こ と が で き る 、 請 求 項
１ ９ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ ２ 】 　 ト リ 胚 が 、 ニ ワ ト リ 、 シ チ メ ン チ ョ ウ 、 ア ヒ ル 、 ガ チ ョ ウ 、 ウ ズ ラ
お よ び キ ジ の 胚 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 胚 で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
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　 　 【 請 求 項 ３ ３ 】 　 ト リ 胚 が ニ ワ ト リ 胚 で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ ４ 】 　 培 地 が 調 整 培 地 で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ ５ 】 　 胚 幹 細 胞 表 現 型 を 発 現 す る 未 分 化 の ニ ワ ト リ 細 胞 の 持 続 性 培 養 物 を
取 得 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 生 殖 腺 細 胞 を ２ ７ 期 ～ ３ ０ 期 の ニ ワ ト リ 胚 か ら 集 め ；
（ ｂ ） そ の 生 殖 腺 細 胞 を 予 め 調 整 し て お い た マ ウ ス 繊 維 芽 細 胞 フ ィ ー ダ ー 細 胞 層 と 接 触 さ
せ て ； そ し て
（ ｃ ） 持 続 性 ト リ 細 胞 培 養 物 を 取 得 す る の に 十 分 な 時 間 、 そ の 生 殖 腺 細 胞 を 調 整 培 地 の 存
在 下 に 予 め 調 整 し て お い た マ ウ ス 繊 維 芽 細 胞 フ ィ ー ダ ー 細 胞 層 で 増 殖 さ せ 、 そ の 持 続 性 ト
リ 細 胞 培 養 物 は 、 本 質 的 に は 、 胚 幹 細 胞 表 現 型 を 発 現 す る 未 分 化 の ト リ 細 胞 よ り な る ；
こ と を 含 ん で な る 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ ６ 】 　 生 殖 腺 細 胞 を 約 １ ０ ,０ ０ ０ ～ 約 ２ ０ ,０ ０ ０ 生 殖 腺 細 胞 の 範 囲 数 で
予 め 調 整 し て お い た マ ウ ス フ ィ ー ダ ー 細 胞 層 と 接 触 さ せ て 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載
の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ ７ 】 　 約 ２ ０ ,０ ０ ０ の 生 殖 腺 細 胞 を 予 め 調 整 し て お い た マ ウ ス フ ィ ー ダ
ー 細 胞 層 と 接 触 さ せ て 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ ８ 】 　 繊 維 芽 細 胞 が 約 ４ ０ ,０ ０ ０ ～ 約 ６ ０ ,０ ０ ０ 細 胞 の 範 囲 数 で 予 め 調
整 し て お い た マ ウ ス 繊 維 芽 細 胞 フ ィ ー ダ ー 層 に 存 在 す る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ ９ 】 　 繊 維 芽 細 胞 が 約 ５ ０ ,０ ０ ０ ～ 約 ６ ０ ,０ ０ ０ 細 胞 の 範 囲 数 で 予 め 調
整 し て お い た マ ウ ス 繊 維 芽 細 胞 フ ィ ー ダ ー 層 に 存 在 す る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ４ ０ 】 　 繊 維 芽 細 胞 が 約 ５ ５ ,０ ０ ０ ～ 約 ６ ０ ,０ ０ ０ 細 胞 の 範 囲 数 で 予 め 調
整 し て お い た マ ウ ス 繊 維 芽 細 胞 フ ィ ー ダ ー 層 に 存 在 す る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ４ １ 】 　 約 ６ ０ ,０ ０ ０ の 繊 維 芽 細 胞 が 予 め 調 整 し て お い た マ ウ ス 繊 維 芽 細
胞 フ ィ ー ダ ー 層 に 存 在 す る 、 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ４ ２ 】 　 予 め 調 整 し て お い た マ ウ ス 繊 維 芽 細 胞 フ ィ ー ダ ー 細 胞 層 が マ ウ ス Ｓ
Ｔ Ｏ 繊 維 芽 細 胞 フ ィ ー ダ ー 細 胞 層 で あ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ４ ３ 】 　 未 分 化 の ト リ 細 胞 を 培 地 の 存 在 下 に 予 め 調 整 し て お い た マ ウ ス 繊 維
芽 細 胞 フ ィ ー ダ ー 層 で 少 な く と も ３ 日 間 増 殖 さ せ る 場 合 に 幹 細 胞 表 現 型 を 保 持 す る こ と が
で き る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ０ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 発 明 の 要 約
　 胚 幹 細 胞 表 現 型 を 発 現 す る 未 分 化 の ト リ 細 胞 の 持 続 性 培 養 物 を 取 得 す る 方 法 を 開 示 す る
。 そ の 方 法 の 好 ま し い 態 様 は 、 （ ａ ） 始 原 生 殖 細 胞 を 含 有 す る ト リ 細 胞 を 原 条 形 成 後 の ト
リ 胚 か ら 集 め ； （ ｂ ） そ の ト リ 細 胞 を 予 め 調 整 し て お い た フ ィ ー ダ ー マ ト リ ッ ク ス と 接 触
さ せ て ； そ し て （ ｃ ） 本 質 的 に は 、 胚 幹 細 胞 表 現 型 を 発 現 す る 未 分 化 の ト リ 細 胞
よ り な る ト リ 細 胞 培 養 物 を 取 得 す る の に 十 分 な 時 間 、 そ の ト リ 細 胞 を 培 地 の 存 在 下 に フ ィ
ー ダ ー マ ト リ ッ ク ス で 増 殖 さ せ る ； こ と を 含 ん で な る 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ０ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 そ の ト リ 細 胞 は 、 １ ４ 期 以 降 の 胚 （ Ｈ  ＆  Ｈ ） 、 好 ま し く は １ ４ 期 ～ ４ ５ 期 の 胚 、 よ り
好 ま し く は １ ５ 期 ～ ３ １ 期 の 胚 、 そ し て さ ら に よ り 好 ま し く は ２ ７ 期 ～ ３ ０ 期 の 胚 か ら 集
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め る 。 よ り 好 ま し く は 、 そ の ト リ 細 胞 を 約 １ ０ ,０ ０ ０ ～ 約 ２ ０ ,０ ０ ０ 細 胞 の 範 囲 数 で フ
ィ ー ダ ー マ ト リ ッ ク ス と 接 触 さ せ て 。 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 約 ２ ０ ,０ ０ ０
の ト リ 細 胞 を フ ィ ー ダ ー マ ト リ ッ ク ス と 接 触 さ せ て 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ２ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 図 ４ Ｃ は 、 ３ 日 間 培 養 し た 後 の 、 Ｐ Ｇ Ｃ Ｅ Ｓ 細 胞 の 大 き な コ ロ ニ ー を 図 示 す る 。
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ２ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 図 ４ Ｆ は 、 ５ 日 間 培 養 し た 後 の 、 Ｐ Ｇ Ｃ Ｅ Ｓ 細 胞 コ ロ ニ ー の 高 倍 率 像 を 図 示 す る
。
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ４ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 当 業 界 で 知 ら れ て い る 手 順 に 従 っ て 、 本 明 細 書 中 で 使 用 す る フ ィ ー ダ ー マ ト リ ッ ク ス を
構 築 す る 。 上 述 し た よ う に 、 フ ィ ー ダ ー マ ト リ ッ ク ス を 予 め 調 整 し て お く の が 好 ま し い 。
「 予 め 調 整 し て お く 」 と い う 用 語 は 、 始 原 生 殖 細 胞 を 含 有 す る 生 殖 腺 細 胞 を フ ィ ー ダ ー マ
ト リ ッ ク ス と 接 触 さ せ て よ り 前 の 時 間 、 例 え ば 、 フ ィ ー ダ ー マ ト リ ッ ク ス に よ
る 増 殖 因 子 ま た は 他 の 因 子 の 産 生 を 開 始 さ せ て 確 立 す る の に 十 分 な 時 間 、 フ ィ ー ダ ー マ ト
リ ッ ク ス を 培 地 の 存 在 下 に 培 養 す る こ と を 意 味 す る 。 実 験 例 に 開 示 す る よ う に 、 始 原 生 殖
細 胞 を 含 有 す る 生 殖 腺 細 胞 を フ ィ ー ダ ー マ ト リ ッ ク ス と 接 触 さ せ て よ り 前 に 、
フ ィ ー ダ ー マ ト リ ッ ク ス 自 体 を １ ～ ２ 日 間 培 養 す る こ と に よ り 、 フ ィ ー ダ ー マ ト リ ッ ク ス
を 予 め 調 整 し て お く 。
【 手 続 補 正 ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ４ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ト リ 種 に お い て 、 レ シ ピ エ ン ト の 胚 へ と 注 入 し た 場 合 に 生 存 能 力 を 保 有 す る 、 あ る ド ナ
ー の 細 胞 型 を 単 離 し て い る 。 Ｅ tchesら ， Ｐ oultry Ｓ cience ７ ２ ： ８ ８ ２ － ８ ８ ７ （ １
９ ９ ３ ） ； Ｅ tchesら ， Ａ vian Ｉ ncubationに お い て ， 第 ２ ２ 章 、 Ｂ utterworth Ｐ ublish
ers（ １ ９ ９ ０ ） ； Ｖ errinder Ｇ ibbinsら ， Ｆ ourth Ｗ orld Ｃ ongress on Ｇ enetics Ａ
pplied to Ｌ ivestock Ｐ roduction， Ｅ dinburgh（ １ ９ ９ ０ ） ； Ｐ etitteら ， Ｄ evelopme
nt １ ０ ８ ， １ ８ ５ － １ ８ ９ （ １ ９ ９ ０ ） を 参 照 さ れ た い 。 こ れ ら の 試 験 は 、 Ｘ 期 の 胚 （
産 卵 時 の 胚 ） か ら 誘 導 さ れ た 胞 胚 葉 細 胞 が 、 比 較 可 能 な レ シ ピ エ ン ト の Ｘ 期 の 胚 に 移 さ れ
た 場 合 で も 生 存 能 力 を 持 っ た ま ま で あ る こ と を 示 し た 。 こ の よ う に 、 本 発 明 は 、 ト リ の 表
現 型 を 変 え る 新 た な 方 法 、 お よ び 本 明 細 書 中 に 開 示 す る ト リ 胚 幹 細 胞 で そ の よ う に 産 生 さ
れ た ト リ を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 本 明 細 書 中 に 開 示 す る ト リ 胚 幹 細 胞 に イ ン ビ ト ロ で Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 を （ 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で の 電 気 穿 孔 ま た は ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ
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ョ ン に よ り ） ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 後 、 そ の ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 胚 幹 細 胞 を 、 孵 化 後 の
ト リ に お い て 表 現 型 の 変 化 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 発 現 の 変 化 、 増 殖 率 、 試 料 効 率 、 疾 患 抵
抗 性 、 ま た は こ れ ら の 因 子 全 て の 組 み 合 わ せ の 変 化 ） を も た ら す の に 有 効 で あ る Ｄ Ｎ Ａ 配
列 と 共 に ト リ を 含 有 す る 卵 へ と （ 例 え ば 、 卵 黄 嚢 へ と 、 ま た は 漿 尿 膜 へ と 、 好 ま し く
は 胚 下 腔 へ と 、 そ し て 好 ま し く は 初 期 の 胚 発 生 の 間 に （ 例 え ば 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の ２
ま た は ３ 日 前 に 、 そ し て 最 も 好 ま し く は イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の １ 日 前 に ） ） 注 入 す る こ と
を 含 ん で な る 。
【 手 続 補 正 ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ベ ク タ ー は 、 遺 伝 子 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 お よ び ／ ま た は 発 現 さ せ る た め に
本 明 細 書 中 で 使 用 す る 製 可 能 な Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 で あ る 。 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー は 、 そ の ベ ク タ
ー を 正 し い 宿 主 へ と 導 入 し た 場 合 に ク ロ ー ン cＤ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 正 し い 方 向 で
発 現 さ せ る こ と が で き る 調 節 要 素 を 有 す る で あ ろ う 。 そ の よ う な 要 素 に は 、 典 型 的 に は 、
限 定 さ れ る も の で は な い が 、 転 写 に 関 与 す る 細 胞 タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る プ ロ
モ ー タ ー 領 域 、 ま た は 誘 発 剤 の 投 与 に よ り 誘 発 可 能 で あ り 得 る プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 結 合 し
た 非 相 同 プ ロ モ ー タ ー 、 ス プ ラ イ ス ア ク セ プ タ ー お よ び ／ ま た は ド ナ ー 配 列 か ら の 転 写 を
何 倍 も 刺 激 す る こ と が で き る エ ン ハ ン サ ー 要 素 、 並 び に 終 止 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ
ル が 含 ま れ る 。 翻 訳 を 可 能 と す る こ と が で き る リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 の た め の 配 列 も 必 要 で
あ っ て 、 こ れ を 発 現 さ せ る べ き 遺 伝 子 に 操 作 可 能 な よ う に 結 合 さ せ る 。 最 近 、 骨 格 筋 構 造
遺 伝 子 お よ び 必 須 近 位 プ ロ モ ー タ ー 配 列 の 両 方 の 上 流 に 位 置 し て 、 操 作 可 能 な よ う に 互 い
に 関 連 す る 、 筋 肉 に 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー が 単 離 さ れ た （ Ｍ arお よ び Ｏ rdahl， Ｐ roc. Ｎ
atl. Ａ cad. Ｓ ci. Ｕ Ｓ Ａ  ８ ５ ， ６ ４ ０ ４ － ６ ４ ０ ８ （ １ ９ ８ ８ ） ） 。 ベ ク タ ー は 、 プ
ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス ） 、 フ ァ ー ジ 、 お
よ び 組 換 え に よ り 宿 主 ゲ ノ ム へ と 組 み 込 み 可 能 な Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で な る 。 そ の
ベ ク タ ー は 、 場 合 に よ り 、 独 立 し て 宿 主 ゲ ノ ム を 複 製 し て 機 能 す る の が よ く 、 ま た は 幾 つ
か の 場 合 に は 、 ゲ ノ ム 自 体 へ と 組 み 込 む の が よ い 。
【 手 続 補 正 ９ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 実 施 例 １
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 生 殖 腺 細 胞 の 収 集
　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 使 用 し て 、 生 殖 腺 Ｐ Ｇ Ｃ お よ び ス ト ロ ー マ 細 胞 の 混 合 物 を ２ ７ － ３ ０ 期 （ Ｈ
 ＆  Ｈ ） の 胚 生 殖 腺 か ら 集 め た 。 単 細 胞 懸 濁 液 を 得 る よ う 注 意 す る 。 特 に 、 ２ ７ － ３ ０
期 （ Ｈ  ＆  Ｈ ） の ニ ワ ト リ 胚 か ら の 生 殖 腺 を 適 当 な (blunt)切 開 に よ り 集 め て 、 Ｃ a２ ＋ お
よ び Ｍ g２ ＋ を 含 ん で い な い リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ (－ )） １ 滴 に プ ー ル し た 。 胚 か ら
集 め た 後 、 １ .５ mlの Ｅ ppendorfチ ュ ー ブ 中 、 そ の 生 殖 腺 を ０ .０ ２ ％  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ  １ mlへ と
入 れ た 後 、 ３ ７ ℃ の イ ン キ ュ ベ ー タ ー に １ ０ 分 間 入 れ た 。 次 い で 、 そ の チ ュ ー ブ を ２ ０ ０
Ｇ で ３ 分 間 遠 心 分 離 に か け て 、 上 澄 み を 除 去 し た 。 次 い で 、 集 め た 生 殖 腺 を 、 １ ０ ％  ウ
シ 胎 児 血 清 （ Ｆ Ｂ Ｓ ） を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ と 共 に 、 細 胞 濾 過 器 （ Ｆ Ａ Ｌ Ｃ Ｏ Ｎ （ 登 録 商 標 ） ２
３ ６ ０ 、 細 孔 径 １ ０ ０ μ Ｍ ） か ら 新 た な チ ュ ー ブ へ と 通 し た 。 こ れ は 、 単 細 胞 懸 濁 液 を
与 え た 。
【 手 続 補 正 １ ０ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
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【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ６ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 実 施 例 ２
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 生 殖 腺 細 胞 の 培 養
　 生 殖 腺 細 胞 を Ｓ Ｔ Ｏ フ ィ ー ダ ー 層 で ３ － ５ 日 間 培 養 し て 、 抗 Ｓ Ｓ Ｅ Ａ － １ で 染 色 し た 。
単 一 の Ｓ Ｓ Ｅ Ａ － １ 陽 性 Ｐ Ｇ Ｃ 数 お よ び Ｓ Ｓ Ｅ Ａ － １ 陽 性 コ ロ ニ ー 数 を 、 培 養 の ０ 、 １

お よ び 日 目 に 試 験 し た 。 最 も 多 く の 場 合 、 多 数 の Ｐ Ｇ Ｃ の 死 が 最 初 の ２ ４ 時 間 の 培 養
物 で 起 こ り 、 続 い て 、 単 一 の Ｐ Ｇ Ｃ 数 の 増 大 が ３ － ５ 日 目 に 起 こ っ た 。 生 殖 腺 Ｐ Ｇ Ｃ の 生
存 お よ び 増 殖 は 、 Ｓ Ｔ Ｏ フ ィ ー ダ ー 層 の 質 、 播 種 し た Ｓ Ｔ Ｏ 細 胞 数 、 Ｓ Ｔ Ｏ フ ィ ー ダ ー 層
の 予 調 整 、 お よ び 初 期 に 播 種 し た 生 殖 腺 細 胞 数 に よ り 影 響 を 受 け る 。 実 験 の 間 に 、 多 数 の
変 動 が Ｆ Ｂ Ｓ の １ つ の バ ッ チ 内 で 観 察 さ れ 、 Ｆ Ｂ Ｓ 起 源 が 培 養 物 に 影 響 を 及 ぼ し 得 る こ と
が 提 唱 さ れ た 。

(6) JP 2003-506076 A5 2007.9.13

、
３ ５
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