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【手続補正書】
【提出日】平成29年4月27日(2017.4.27)
【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】
　細胞の染色体ＤＮＡ中に外性対立遺伝子を移入させる相同組換え修復（ＨＤＲ）の方法
であって、
　前記細胞に、標的エンドヌクレアーゼ系と、前記外性対立遺伝子を含むＨＤＲ鋳型とを
導入するステップを含み、前記標的ヌクレアーゼ系は、前記染色体ＤＮＡにおける内在性
コグネイト配列に特異的に結合するＤＮＡ結合メンバーを含み、前記標的ヌクレアーゼ系
及び前記ＨＤＲ鋳型が作動することにより、ＨＤＲ鋳型配列に対して同一性を有するよう
に前記染色体ＤＮＡを改変して、前記染色体ＤＮＡ中に、内在性対立遺伝子の代わりに前
記外性対立遺伝子を移入させ、
　前記標的エンドヌクレアーゼ系が、クラスター化された短鎖反復回文配列（ＣＲＩＳＰ
Ｒ）、ｔｒａｃｒＲＮＡ、またはＲＮＡ誘導性エンドヌクレアーゼ（ＲＧＥＮ）を含む、
方法。
【請求項２】
　前記標的エンドヌクレアーゼ系がＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓを含む、請求項１に記載の方法
。
【請求項３】
　前記標的ヌクレアーゼ系が、Ｃａｓ９ヌクレアーゼ及びガイドＲＮＡを含み、ミスマッ
チが、前記内在性コグネイト配列に対してｇＲＮＡ配列中に存在する、請求項２に記載の
方法。
【請求項４】
　前記標的エンドヌクレアーゼ系及び／又はＨＤＲ鋳型が、ＤＮＡに対する前記標的エン
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ドヌクレアーゼ系の特異的結合を低減する特徴を含み、前記標的ヌクレアーゼ系が、Ｃａ
ｓ９ヌクレアーゼ及びガイドＲＮＡを含み、前記ミスマッチが、前記ＨＤＲ鋳型配列に対
してｇＲＮＡ配列中に存在する、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記標的エンドヌクレアーゼ系が、Ｃａｓ９ヌクレアーゼ及びガイドＲＮＡを有するＣ
ＲＩＳＰＲを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　細胞に導入される対立遺伝子が、天然対立遺伝子である、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記ＨＤＲ鋳型が、前記天然対立遺伝子と、染色体ＤＮＡ配列に対して同一性を有する
ＤＮＡとから構成される、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記ＨＤＲ鋳型が、前記ミスマッチを含み、前記ミスマッチが、天然に存在しない配列
を形成する、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　細胞に導入される対立遺伝子が、ｐｏｌｌｅｄ、食肉の特徴、食肉生産、乳牛の特徴、
牛乳生産、動物サイズ、および疾患耐性からなる群から選択される形質を高める、請求項
１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記細胞が、初代細胞、初代体細胞、接合子、生殖細胞、幹細胞、卵母細胞、精子、胚
及び胚の細胞からなる群から選択される、請求項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記ヌクレアーゼ系が、ｍＲＮＡとして前記細胞中に導入される、請求項１～１０のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記細胞が、家畜細胞である、請求項１～１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記細胞が、ヒト以外の霊長類、ブタ、ウシ、ウマ、ヒツジ、ヤギ、ニワトリ、ウサギ
、魚類、イヌ、又はネコである、請求項１～１２のいずれ一項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記細胞が、前記外性対立遺伝子に対して同型接合である、請求項１～９のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項１５】
　細胞の染色体ＤＮＡ中に外性対立遺伝子を移入させる相同組換え修復（ＨＤＲ）の方法
であって、
　前記細胞に、標的エンドヌクレアーゼ系と、前記外性対立遺伝子を含むＨＤＲ鋳型とを
導入するステップを含み、前記標的ヌクレアーゼ系は、前記染色体ＤＮＡにおける内在性
コグネイト配列に特異的に結合するＤＮＡ結合メンバーを含み、前記標的ヌクレアーゼ系
及び前記ＨＤＲ鋳型が作動することにより、ＨＤＲ鋳型配列に対して同一性を有するよう
に前記染色体ＤＮＡを改変して、前記染色体ＤＮＡ中に、内在性対立遺伝子の代わりに前
記外性対立遺伝子を移入させ、
　前記標的エンドヌクレアーゼ系及び／又はＨＤＲ鋳型が、ＤＮＡに対する前記標的エン
ドヌクレアーゼ系の特異的結合を低減する特徴を含む、方法。
【請求項１６】
　請求項１～１５のいずれか一項に記載の方法により作製される細胞。
【請求項１７】
　請求項１～１５のいずれか一項に記載の方法により作製される動物。
【請求項１８】
　請求項１－１５のいずれか一項に記載の方法を含む、動物を作製する方法。
【請求項１９】
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　前記細胞が体細胞であり、前記動物が体細胞核移植によって細胞から作製される、請求
項１６に記載の方法。
【請求項２０】
　前記細胞が接合子または胚の細胞であり、前記動物が、前記接合子または胚を胚盤胞ま
で培養し、前記胚盤胞を代理母動物において妊娠することによって作製される、請求項１
６に記載の方法。
【請求項２１】
　請求項１～１５のいずれか一項に記載の標的ヌクレアーゼ系及びＨＤＲ鋳型を含むキッ
ト。
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