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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 7月 13日 (2006.7.13)
【 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 】
　 生 存 す る GGTA 1欠 損 ブ タ 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ブ タ が ミ ニ チ ュ ア ブ タ で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ブ タ 。
【 請 求 項 ３ 】
　 GGTA 1欠 損 細 胞 を 選 択 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） GGTA 1ヘ テ ロ 接 合 体 ブ タ ま た は 胎 仔 か ら 細 胞 系 を 得 る 工 程 ；
（ ｂ ） GGTA 1欠 損 細 胞 に つ い て 細 胞 を 濃 縮 す る 工 程 ； お よ び
（ ｃ ） GGTA 1欠 損 生 細 胞 に つ い て 株 を ス キ ャ ン す る 工 程
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 工 程 （ ｂ ） に お い て 、 細 胞 が 、
（ ａ ） 補 体 の 存 在 下 で 、 該 細 胞 に 抗 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス 抗 体 を 処 置 す
る こ と ；
（ ｂ ） 抗 gal試 薬 に 結 合 し て い る 磁 性 マ イ ク ロ ビ ー ズ を 用 い て 、 該 細 胞 を 枯 渇 さ せ る こ と
；
（ ｃ ） 該 細 胞 に 抗 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス 抗 体 を 処 置 し 、 抗 抗 体 に 結 合 し
て い る 磁 性 マ イ ク ロ ビ ー ズ を 用 い て 該 細 胞 を 枯 渇 さ せ る こ と ； お よ び
（ ｄ ） 該 に galエ ピ ト ー プ リ ガ ン ド を 処 置 し 、 そ し て 抗 リ ガ ン ド 抗 体 に 結 合 し て い る 磁
性 マ イ ク ロ ビ ー ズ を 用 い て 該 株 を 枯 渇 さ せ る こ と
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 処 置 に よ り 濃 縮 さ れ る 、 請
求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】

株

ま た は 複 数 の 処 置



　

【 請 求 項 ６ 】
　

【 請 求 項 ７ 】
　
【 請 求 項 ８ 】
　
【 請 求 項 ９ 】
　
【 請 求 項 １ ０ 】
　

【 請 求 項 １ １ 】
　

【 請 求 項 １ ２ 】
　

【 請 求 項 １ ３ 】
　

【 請 求 項 １ ４ 】
　
【 請 求 項 １ ５ 】
　

【 請 求 項 １ ６ 】
　
【 請 求 項 １ ７ 】
　
【 請 求 項 １ ８ 】
　

【 請 求 項 １ ９ 】
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工 程 （ ｂ ） に お い て 、 細 胞 が 、 下 記 の 各 処 置 ：
（ ａ ） 補 体 の 存 在 下 で 、 該 細 胞 に 抗 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス 抗 体 を 処 置 す
る こ と ；
（ ｂ ） 該 細 胞 に galエ ピ ト ー プ リ ガ ン ド を 処 置 し 、 そ し て 抗 リ ガ ン ド 抗 体 に 結 合 し て い る
磁 性 マ イ ク ロ ビ ー ズ を 用 い て 、 株 を 枯 渇 さ せ る こ と
を ３ 回 行 う こ と に よ り 濃 縮 さ れ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。

細 胞 系 が ブ タ 胎 仔 線 維 芽 細 胞 系 で あ る か 、 あ る い は 細 胞 系 が ブ タ 胎 仔 線 維 芽 細 胞 の ク ロ
ー ン 集 団 で あ る 、 請 求 項 ３ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

ブ タ 胎 仔 線 維 芽 細 胞 が ミ ニ チ ュ ア ブ タ 由 来 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。

細 胞 系 が 幹 細 胞 系 で あ る 、 請 求 項 ３ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

幹 細 胞 が 始 原 幹 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。

抗 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス 抗 体 が 霊 長 類 の 抗 体 で あ る か 、 あ る い は 、 抗
ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ
ン ト で あ る 、 請 求 項 ４ ま た は ５ に 記 載 の 方 法 。

抗 gal試 薬 が 、 抗 ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス 抗 体 お よ び レ ク チ ン か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ま た は ５ に 記 載 の 方 法 。

galエ ピ ト ー プ リ ガ ン ド が IB4結 合 体 で あ り 、 抗 エ ピ ト ー プ リ ガ ン ド が 抗 IB4結 合 体 で あ
る 、 請 求 項 ４ ま た は ５ に 記 載 の 方 法 。

IB4結 合 体 が IB4ビ オ チ ン お よ び IB4-FITCか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 抗 IB4結 合 体 が 抗 ビ
オ チ ン お よ び 抗 FITCか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。

ブ タ GGTA 1欠 損 細 胞 。

細 胞 が GGTA 1遺 伝 子 に つ い て ホ モ 接 合 体 で あ り 、 か つ 前 記 GGTA 1遺 伝 子 は 破 壊 さ れ て い
る か ま た は 機 能 し な い よ う に さ れ て い る か 、 あ る い は 、 細 胞 が GGTA 1遺 伝 子 に つ い て 半 接
合 体 で あ り 、 か つ １ つ の み の GGTA 1ア レ ル が 破 壊 さ れ て い る か ま た は 機 能 し な い よ う に さ
れ て い る か 、 あ る い は 、 細 胞 が GGTA 1遺 伝 子 に つ い て 複 合 ヘ テ ロ 接 合 体 で あ り 、 か つ 前 記
GGTA 1遺 伝 子 は ２ つ の 異 な る 変 異 ア レ ル を 含 む 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の ブ タ 細 胞 。

細 胞 が Q2、 Q9、 Q32ま た は Q37由 来 で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の ブ タ 細 胞 。

ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス エ ピ ト ー プ の 発 現 を 欠 損 し て い る ブ タ 臓 器 。

臓 器 が GGTA 1遺 伝 子 に つ い て ホ モ 接 合 体 で あ る 細 胞 を 含 み 、 か つ 前 記 GGTA 1遺 伝 子 は 破
壊 さ れ て い る か ま た は 機 能 し な い よ う に さ れ て い る か 、 あ る い は 、 臓 器 が GGTA 1遺 伝 子 に
つ い て 半 接 合 体 で あ る 細 胞 を 含 み 、 か つ １ つ の み の GGTA 1ア レ ル が 破 壊 さ れ て い る か ま た
は 機 能 し な い よ う に さ れ て い る か 、 あ る い は 、 臓 器 が GGTA 1遺 伝 子 に つ い て 複 合 ヘ テ ロ 接
合 体 で あ る 細 胞 を 含 み 、 か つ 前 記 GGTA 1遺 伝 子 は ２ つ の 異 な る 変 異 ア レ ル を 含 む 、 請 求 項
１ ７ に 記 載 の ブ タ 臓 器 。

ブ タ 臓 器 が 、 心 臓 、 肝 臓 、 腎 臓 、 膵 臓 、 甲 状 腺 お よ び 皮 膚 を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請
求 項 １ ７ ま た は １ ８ に 記 載 の ブ タ 臓 器 。



【 請 求 項 ２ ０ 】
　
【 請 求 項 ２ １ 】
　

【 請 求 項 ２ ２ 】
　

【 請 求 項 ２ ３ 】
　

【 請 求 項 ２ ４ 】
　
【 請 求 項 ２ ５ 】
　

【 請 求 項 ２ ６ 】
　
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ５ 】

　 図 １ ． 抗 体 お よ び 補 体 に よ る 選 択 を 複 数 の ラ ウ ン ド 行 っ た 後 の 、 野 生 型 (F-12)お よ び GG
TA 1ヘ テ ロ 接 合 体 (355-F3)の 胎 仔 細 胞 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 。 細 胞 は 、 α (1,3)-ga
lエ ピ ト ー プ 特 異 的 な レ ク チ ン IB4を 用 い 、 染 色 前 (塗 り つ ぶ し な し の ト レ ー ス )ま た は 染 色
後 (塗 り つ ぶ し の ト レ ー ス )に 解 析 し た 。 細 胞 は 、 各 選 択 か ら ５ ～ ９ 日 後 に 解 析 し た 。 処 置
後 の 解 析 は 、 F12細 胞 の 最 後 の 選 択 か ら １ ７ 日 後 お よ び 355-F 細 胞 の 最 後 の 選 択 か ら ２ ２
日 後 に 行 わ れ た 。 抗 体 ／ 補 体 選 択 直 後 の 細 胞 リ カ バ ー 率 を 示 し 、 こ れ は 処 置 中 の 細 胞 の 喪
失 の 全 て を 含 ん で い 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 ３ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ８ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 卵 母 細 胞 を 除 核 す る こ と 、 前 記 卵 母 細 胞 を Q2由 来
の 細 胞 と 融 合 さ せ て NT由 来 の 胚 を 産 生 す る こ と 、 お よ び 代 理 母 に 前 記 NT由 来 の 胚 を 移 植 す
る こ と を 含 む 、 生 存 す る GGTA 1欠 損 ブ タ を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 代 理 母 は 発 情 を 開
始 し て い る が 排 卵 を 完 了 し て い な い 、 前 記 方 法 を 提 供 す る 。 他 の 全 て の 条 件 は 、 番 目 の
側 面 に 記 載 し た 通 り で あ る 。
　 ９ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 卵 母 細 胞 を 除 核 す る こ と 、 前 記 卵 母 細 胞 を Q9由 来
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ガ ラ ク ト ー ス － α (1,3)－ ガ ラ ク ト ー ス エ ピ ト ー プ の 発 現 を 欠 損 し て い る ブ タ 組 織 。

組 織 が GGTA 1遺 伝 子 に つ い て ホ モ 接 合 体 で あ る 細 胞 を 含 み 、 か つ 前 記 GGTA 1遺 伝 子 は 破
壊 さ れ て い る か ま た は 機 能 し な い よ う に さ れ て い る か 、 あ る い は 、 組 織 が GGTA 1遺 伝 子 に
つ い て 半 接 合 体 で あ る 細 胞 を 含 み 、 か つ １ つ の み の GGTA 1ア レ ル が 破 壊 さ れ て い る か ま た
は 機 能 し な い よ う に さ れ て い る か 、 あ る い は 、 組 織 が GGTA 1遺 伝 子 に つ い て 複 合 ヘ テ ロ 接
合 体 で あ る 細 胞 を 含 み 、 か つ 前 記 GGTA 1遺 伝 子 は ２ つ の 異 な る 変 異 ア レ ル を 含 む 、 請 求 項
２ ０ に 記 載 の ブ タ 組 織 。

GGTA 1欠 損 細 胞 を 選 択 す る こ と 、 卵 母 細 胞 を 除 核 す る こ と 、 前 記 卵 母 細 胞 を 前 記 GGTA 1
欠 損 細 胞 と 融 合 さ せ て NT由 来 の 胚 を 産 生 す る こ と 、 お よ び 代 理 母 に NT由 来 の 胚 を 移 植 す る
こ と を 含 む 、 生 存 す る GGTA 1欠 損 ブ タ を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 代 理 母 は 発 情 を 開 始
し て い る が 排 卵 を 完 了 し て い な い 、 前 記 方 法 。

GGTA 1欠 損 細 胞 が 、 ブ タ 胎 仔 線 維 芽 細 胞 系 ま た は ブ タ 胎 仔 線 維 芽 細 胞 の ク ロ ー ン 集 団 由
来 で あ る 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 方 法 。

ブ タ 胎 仔 線 維 芽 細 胞 が ミ ニ チ ュ ア ブ タ 由 来 で あ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。

ブ タ 胎 仔 線 維 芽 細 胞 が GGTA 1 ノ ッ ク ア ウ ト に つ い て ヘ テ ロ 接 合 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ３
に 記 載 の 方 法 。

GGTA 1欠 損 細 胞 が Q2、 Q9、 Q32ま た は Q37由 来 で あ る 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 方 法 。

図 面 の 簡 単 な 説 明
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７



の 細 胞 と 融 合 さ せ て NT由 来 の 胚 を 産 生 す る こ と 、 お よ び 代 理 母 に 前 記 NT由 来 の 胚 を 移 植 す
る こ と を 含 む 、 生 存 す る GGTA 1欠 損 ブ タ を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 代 理 母 は 発 情 を 開
始 し て い る が 排 卵 を 完 了 し て い な い 、 前 記 方 法 を 提 供 す る 。 他 の 全 て の 条 件 は 、 番 目 の
側 面 に 記 載 し た 通 り で あ る 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 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 】
　 １ ０ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 卵 母 細 胞 を 除 核 す る こ と 、 前 記 卵 母 細 胞 を Q32
由 来 の 細 胞 と 融 合 さ せ て NT由 来 の 胚 を 産 生 す る こ と 、 お よ び 代 理 母 に 前 記 NT由 来 の 胚 を 移
植 す る こ と を 含 む 、 生 存 す る GGTA 1欠 損 ブ タ を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 代 理 母 は 発 情
を 開 始 し て い る が 排 卵 を 完 了 し て い な い 、 前 記 方 法 を 提 供 す る 。 他 の 全 て の 条 件 は 、 番
目 の 側 面 に 記 載 し た 通 り で あ る 。
　 １ １ 番 目 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 卵 母 細 胞 を 除 核 す る こ と 、 前 記 卵 母 細 胞 を Q37
由 来 の 細 胞 と 融 合 さ せ て NT由 来 の 胚 を 産 生 す る こ と 、 お よ び 代 理 母 に 前 記 NT由 来 の 胚 を 移
植 す る こ と を 含 む 、 生 存 す る GGTA 1欠 損 ブ タ を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 代 理 母 は 発 情
を 開 始 し て い る が 排 卵 を 完 了 し て い な い 、 前 記 方 法 を 提 供 す る 。 他 の 全 て の 条 件 は 、 番
目 の 側 面 に 記 載 し た 通 り で あ る 。

(4) JP 2005-535343 A5 2006.8.31
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