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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 10月 7日 (2004.10.7)
【 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 】
　 （ ａ ） 豚 か ら 採 取 し て 培 養 し た 細 胞 株 を 核 供 与 細 胞 と し て 準 備 す る 段 階 と 、
　 （ ｂ ） ｐ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｎ １ と 脂 質 成 分 又 は 非 脂 質 カ チ オ ン ポ リ マ ー 媒 介 体 を 混 合 し て 脂 質
（ 又 は カ チ オ ン ポ リ マ ー ） － Ｄ Ｎ Ａ 構 造 複 合 体 を 形 成 さ せ た 後 、 前 記 脂 質 （ 又 は カ チ オ ン
ポ リ マ ー ） － Ｄ Ｎ Ａ 構 造 複 合 体 を 前 記 核 供 与 細 胞 培 養 液 に 添 加 し た 後 培 養 し 、 前 記 Ｇ Ｆ Ｐ
遺 伝 子 を 前 記 核 供 与 細 胞 に 導 入 し て 発 現 さ せ る 段 階 と 、
　 （ ｃ ） 前 記 Ｇ Ｆ Ｐ 遺 伝 子 が 導 入 さ れ た 核 供 与 細 胞 を 脱 核 さ れ た 豚 受 核 卵 に 移 植 し て 、 形
質 転 換 さ れ た 核 移 植 卵 を 生 産 し 、 活 性 化 さ せ る 段 階 と 、
　 （ ｄ ） 前 記 核 移 植 卵 を 代 理 母 に 移 植 し て 産 子 を 生 産 す る 段 階 と を 含 む 、 Ｇ Ｆ Ｐ 遺 伝 子 が
導 入 さ れ た 豚 を 生 産 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 （ ｂ ） 段 階 の 脂 質 成 分 が ヒ ュ ジ ン ６ （ Ｆ ｕ Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ ６ ） 又 は リ ポ フ ェ ク ト ア ミ ン プ ラ ス
（ LipofectAmine Plus） で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 （ ｂ ） 段 階 の 非 脂 質 カ チ オ ン ポ リ マ ー 成 分 が エ ク ス ジ ェ ン ５ ０ ０ （ Ｅ ｘ Ｇ ｅ ｎ ５ ０ ０ ）
で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ の （ ａ ） ～ （ ｃ ） 段 階 の 方 法 で 製 造 さ れ た 豚 の 核 移 植 卵 Ｓ Ｎ Ｕ － Ｐ １ （ 豚 Ｎ Ｔ
胚 芽 ） (SNU-P1[Porcine NT embryo])、 Ｋ Ｃ Ｔ Ｃ  １ ０ １ ４ ５ Ｂ Ｐ 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ の （ ｄ ） 段 階 の 方 法 を 行 い 、 の Ｓ Ｎ Ｕ － Ｐ １ （ 豚 Ｎ Ｔ 胚 芽 ） (SNU-P1[
Porcine NT embryo])か ら 生 産 さ れ た Ｇ Ｆ Ｐ 遺 伝 子 を 発 現 す る 複 製 豚 。
【 請 求 項 ６ 】
　 （ ａ ） 豚 か ら 採 取 し て 培 養 し た 細 胞 株 を 核 供 与 細 胞 と し て 準 備 す る 段 階 と 、
　 （ ｂ ） 豚 ゲ ノ ム Ｂ Ａ Ｃ ラ イ ブ ラ リ か ら Ｇ Ｔ 遺 伝 子 ク ロ ー ン を 分 離 し た 後 、 前 記 Ｇ Ｔ 遺 伝

請 求 項 ４



子 ク ロ ー ン を 用 い て 、 Ｇ Ｔ 遺 伝 子 の 蛋 白 質 発 現 部 位 の 一 部 分 で 相 同 組 換 え に よ っ て Ｇ Ｔ 蛋
白 質 発 現 部 位 を 標 識 遺 伝 子 で 代 置 し て 正 常 的 な Ｇ Ｔ 蛋 白 質 が 発 現 さ れ な い よ う に す る 遺 伝
子 タ ー ゲ テ ィ ン グ 用 ベ ク タ ー を 作 製 す る 段 階 と 、
　 （ ｃ ） 前 記 の 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 脂 質 又 は 非 脂 質 成 分 と 混 合 し て 複 合 体 を
形 成 さ せ た 後 、 前 記 複 合 体 を 前 記 核 供 与 細 胞 培 養 液 に 添 加 し て 前 記 組 換 え Ｇ Ｔ 遺 伝 子 を 核
供 与 細 胞 内 に 導 入 し て タ ー ゲ テ ィ ン グ さ せ る 段 階 と 、
　 （ ｄ ） 前 記 組 換 え Ｇ Ｔ 遺 伝 子 が 導 入 さ れ た 核 供 与 細 胞 を 脱 核 さ れ た 豚 受 核 卵 に 移 植 し て
、 形 質 転 換 さ れ た 核 移 植 卵 を 生 産 し 、 活 性 化 さ せ る 段 階 と 、
　 （ ｅ ） 前 記 核 移 植 卵 を 代 理 母 に 移 植 し て 産 子 を 生 産 す る 段 階 と を 含 む こ と を 特 徴 と す る
Ｇ Ｔ 遺 伝 子 が 除 去 さ れ た 豚 を 生 産 す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 （ ａ ） 段 階 の 細 胞 が 豚 の 胎 児 か ら 分 離 し た 繊 維 牙 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 6
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記

こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 （ ｂ ） 段 階 の 前 記 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ 用 ベ ク タ ー が 、
Ｇ Ｔ 遺 伝 子 の う ち イ ン ト ロ ン ８ の 一 部 分 、 エ ク ソ ン ９ （ 蛋 白 質 発 現 部 位 ） 及 び イ ン ト ロ ン
９ の 一 部 配 列 を 含 む 相 同 切 片 を 含 み 、 前 記 Ｇ Ｔ 遺 伝 子 の 蛋 白 質 発 現 部 位 の う ち Ｄ ｒ ａ Ｉ Ｉ
Ｉ 制 限 酵 素 及 び で 切 断 さ れ た 断 片 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 該 当 す る 遺 伝 子 の 塩
基 配 列 が ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 抵 抗 遺 伝 子 発 現 部 位 － Ｓ Ｖ ４ ０ ポ リ （ Ａ ） 配 列 で 代 置 さ れ る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 （ ｃ ） 段 階 の 脂 質 媒 介 体 が ヒ ュ ジ ン ６ （ Ｆ ｕ Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ ６ ） で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 6の （ ａ ） ～ （ ｄ ） 段 階 の 方 法 で 製 造 さ れ た 豚 の 核 移 植 卵 Ｓ Ｎ Ｕ － Ｐ ２ （ 豚 Ｎ Ｔ
胚 芽 ） (SNU-P2[Porcine NT embryo])、 Ｋ Ｃ Ｔ Ｃ  １ ０ １ ４ ６ Ｂ Ｐ 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 6の （ ｅ ） 段 階 の 方 法 を 行 い 、 請 求 項 １ 1の Ｓ Ｎ Ｕ － Ｐ ２ （ 豚 Ｎ Ｔ 胚 芽 ） (SNU-P2[
Porcine NT embryo])か ら 生 産 さ れ た Ｇ Ｔ 遺 伝 が 除 去 さ れ た 複 製 豚 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 Ｇ Ｔ 遺 伝 子 の う ち イ ン ト ロ ン ８ の 一 部 分 、 エ ク ソ ン ９ （ 蛋 白 質 発 現 部 位 ） 及 び イ ン ト ロ
ン ９ の 一 部 配 列 を 含 む 相 同 切 片 を 含 み 、 前 記 Ｇ Ｔ 遺 伝 子 の 蛋 白 質 発 現 部 位 の う ち Ｄ ｒ ａ Ｉ
Ｉ Ｉ 制 限 酵 素 及 び で 切 断 さ れ た 断 片 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 該 当 す る 遺 伝 子 の
塩 基 配 列 が ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 抵 抗 遺 伝 子 発 現 部 位 － Ｓ Ｖ ４ ０ ポ リ （ Ａ ） 配 列 で 代 置 さ れ た
ベ ク タ ー 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 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 】
　 〔 第 ３ 段 階 ： Ｇ Ｔ 遺 伝 子 が 除 去 さ れ た ベ ク タ ー 製 作 及 び 核 供 与 細 胞 へ の 導 入 〕
　 前 記 で 分 離 さ れ た Ｇ Ｔ 遺 伝 子 ク ロ ー ン を 用 い て 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ 用 ベ ク タ ー を 作 製
す る 。 す な わ ち 、 Ｇ Ｔ 遺 伝 子 の 蛋 白 質 発 現 部 位 の 一 部 分 を 代 置 し た 標 識 遺 伝 子 が 相 同 組 換
え (homologous recombination)に よ っ て Ｇ Ｔ 蛋 白 質 発 現 部 位 を 代 置 し て 正 常 的 な Ｇ Ｔ 蛋 白
質 が 発 現 さ れ な い よ う に タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 作 製 す る 。 タ ー ゲ テ ィ ン グ さ れ た 細 胞
の 選 別 効 率 を 高 め る た め に 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー は 外 因 性 プ ロ モ ー タ (exogenous pro
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（ ｂ ） 段 階 で 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー は 外 因 性 プ ロ モ ー タ を 持 た な い よ う に
プ ロ モ ー タ ト ラ ッ プ 方 法 で 製 造 さ れ る
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moter)を 持 た な い よ う に 、 す な わ ち プ ロ モ ー タ ト ラ ッ プ (promoter trap)方 法 を 用 い る 。
タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー は 、 Ｇ Ｔ 遺 伝 子 の う ち イ ン ト ロ ン (intron)８ の 一 部 分 、 蛋 白 質 発
現 部 位 （ エ ク ソ ン ９ [Ｅ ｘ ｏ ｎ ９ ]） 、 及 び イ ン ト ロ ン ９ の 一 部 配 列 を 含 む 相 同 切 片 と 、 Ｇ
Ｔ 遺 伝 子 の 蛋 白 質 発 現 の う ち Ａ ｖ ａ Ｉ と 制 限 酵 素 で 切 断 さ れ た 断 片 の ア ミ ノ
酸 配 列 に 該 当 す る 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 代 置 す る ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 抵 抗 遺 伝 子 発 現 部 位 － Ｓ
Ｖ ４ ０ ポ リ （ Ａ ） 配 列 を 含 む 。 こ の よ う な タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー は 、 相 同 切 片 で は 相 同
組 換 え が 起 こ っ て ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 抵 抗 遺 伝 子 発 現 部 位 － Ｓ Ｖ ４ ０ ポ リ （ Ａ ） 配 列 部 位 が
正 常 的 な エ ク ソ ン に 挿 入 さ れ て Ｇ Ｔ 遺 伝 子 を 破 壊 す る （ 図 ９ ） 。 前 記 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク
タ ー を 核 供 与 細 胞 と し て Ｇ Ｆ Ｐ 形 質 転 換 動 物 生 産 方 法 で 言 及 さ れ た ヒ ュ ジ ン ６ を 用 い て 導
入 す る 。 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 体 細 胞 は 、 適 切 な 抗 生 剤 を 含 ん だ 培 地 で １
～ ２ 週 日 間 培 養 し て 選 別 し た 後 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ し た か 否 か を サ ザ ン ブ ロ ッ ト 又 は 重 合 酵
素 連 鎖 反 応 な ど の 通 常 の 方 法 で 確 認 す る 。
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