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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　妊孕性遺伝子の破壊および生殖細胞に分化することのできるドナー多能性細胞を含む、
着床前の雄性齧歯類ホスト胚であって、ここで前記ドナー多能性細胞が前記妊孕性遺伝子
の破壊を欠き、前記妊孕性遺伝子がＸ染色体上に位置し、破壊された妊孕性遺伝子が雄性
の妊孕性を阻害する、着床前の雄性齧歯類ホスト胚。
【請求項２】
　ドナー多能性細胞がゲノム中に遺伝子改変をさらに含む、請求項１に記載の着床前の雄
性齧歯類ホスト胚。
【請求項３】
　多能性細胞が雄の多能性細胞である、請求項１または２に記載の着床前の雄性齧歯類ホ
スト胚。
【請求項４】
　妊孕性遺伝子が精子形成を調節する、請求項１～３のいずれか一項に記載の着床前の雄
性齧歯類ホスト胚。
【請求項５】
　妊孕性遺伝子がＧＩＬＺである、請求項１～４のいずれか一項に記載の着床前の雄性齧
歯類ホスト胚。
【請求項６】
　多能性細胞が幹細胞である、請求項１～５のいずれか一項に記載の着床前の雄性齧歯類
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ホスト胚。
【請求項７】
　幹細胞が胚性幹（ＥＳ）細胞である、請求項６に記載の着床前の雄性齧歯類ホスト胚。
【請求項８】
　雄性齧歯類ホスト胚を懐胎している、代理親（ｓｕｒｒｏｇａｔｅ）または里親（ｆｏ
ｓｔｅｒ）である、齧歯類動物であって、
ここで、前記雄性齧歯類ホスト胚が：
（ａ）妊孕性遺伝子の破壊を含む着床前の雄性齧歯類ホスト胚に、生殖細胞に分化するこ
とができ、かつ前記妊孕性遺伝子の破壊を欠くドナー多能性細胞を導入する工程、ここで
前記妊孕性遺伝子がＸ染色体上に位置し、かつ破壊された妊孕性遺伝子が雄性の妊孕性を
阻害する、および
（ｂ）前記代理親または里親齧歯類動物に工程（ａ）で得られる雄性齧歯類ホスト胚を移
植する工程により作製される、齧歯類動物。
【請求項９】
　妊孕性遺伝子の破壊を含む雄性齧歯類ホスト胚の作製方法であって、ここで前記雄性齧
歯類ホスト胚が生殖細胞に分化することのできるドナー多能性細胞を含み、ここで前記ド
ナー多能性細胞が前記妊孕性遺伝子の破壊を欠き、
該方法が：
（Ａ）
１）プロモーターおよび、リコンビナーゼの存在下において、前記妊孕性遺伝子の破壊を
媒介するリコンビナーゼ認識部位に作動可能に連結している妊孕性遺伝子を含む破壊可能
な導入遺伝子を保有する第一の齧歯類繁殖パートナーであって、ここで、妊孕性遺伝子が
Ｘ染色体上に位置し、妊孕性遺伝子の破壊が雄性の妊孕性を阻害し、かつ第一の齧歯類繁
殖パートナーが、前記破壊可能な導入遺伝子についてホモ接合型であり、ここで、第一の
齧歯類繁殖パートナーが雌である、第一の齧歯類繁殖パートナーを；
２）プロモーターに作動可能に連結し、かつ前記破壊可能な導入遺伝子の前記妊孕性遺伝
子の破壊を媒介するリコンビナーゼをコードする破壊ヌクレオチド配列を含む破壊導入遺
伝子を保有する第二の齧歯類繁殖パートナーであって、ここで第二の齧歯類繁殖パートナ
ーが破壊導入遺伝子についてホモ接合型であり、ここで第二の齧歯類繁殖パートナーが雄
である、
と交雑させることにより、妊孕性遺伝子が破壊された生殖細胞を含む、雄性齧歯類ホスト
胚を作製し、かつ
（Ｂ）雄性齧歯類ホスト胚に、生殖細胞に分化することができ、かつ前記妊孕性遺伝子の
破壊を欠くドナー多能性細胞を導入することを含む、方法。
【請求項１０】
　ドナー多能性細胞の生殖系列伝達を改善するための系であって、該系は、以下を含む：
（Ａ）以下
（１）プロモーターおよび、リコンビナーゼの存在下において、妊孕性遺伝子の破壊を媒
介するリコンビナーゼ認識部位に作動可能に連結している妊孕性遺伝子を含む破壊可能な
導入遺伝子を含む第一の齧歯類繁殖パートナーであって、妊孕性遺伝子がＸ染色体上に位
置し、妊孕性遺伝子の破壊が雄性の妊孕性を阻害し、第一の齧歯類繁殖パートナーが破壊
可能な導入遺伝子についてホモ接合型であり、ここで、第一の齧歯類繁殖パートナーが雌
である、第一の齧歯類繁殖パートナーおよび
（２）プロモーターに作動可能に連結し、かつ前記破壊可能な導入遺伝子の前記妊孕性遺
伝子の破壊を媒介するリコンビナーゼをコードする破壊ヌクレオチド配列を含む破壊導入
遺伝子を含む第二の齧歯類繁殖パートナーであって、第二の齧歯類繁殖パートナーが破壊
導入遺伝子についてホモ接合型であり、ここで、第二の齧歯類繁殖パートナーが雄である
、第二の繁殖パートナー、
を含む、齧歯類動物のつがいであって、
ここで、第一の齧歯類繁殖パートナーおよび第二の齧歯類繁殖パートナーを交雑させるこ
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とが、破壊された妊孕性遺伝子を有する生殖細胞を含みかつ生殖細胞に分化することがで
き、前記妊孕性遺伝子の破壊を欠くドナー齧歯類多能性細胞が導入可能である雄性齧歯類
ホスト胚を作製し、それによりドナー多能性細胞の生殖系列伝達を改善する；ならびに
（Ｂ）生殖細胞に分化することができ、前記妊孕性遺伝子の破壊を欠くドナー多能性細胞
、を含む、系。
【請求項１１】
　該破壊ヌクレオチド配列が条件的に発現可能である、請求項１０に記載の系。
【請求項１２】
　該破壊導入遺伝子が、破壊ヌクレオチド配列に作動可能に連結した発現調節エレメント
を含み、該発現調節エレメントが、該破壊ヌクレオチド配列の発現を条件的に阻害する、
請求項１１に記載の系。
【請求項１３】
　該発現調節エレメントが第一の条件下で、破壊ヌクレオチド配列の転写を阻害し、第二
の条件下において、該発現調節エレメントの破壊により、破壊ヌクレオチド配列の転写が
可能になるか、または増大する、請求項１２に記載の系。
【請求項１４】
　該発現調節エレメントが、破壊ヌクレオチド配列の発現を阻害しかつ第二のリコンビナ
ーゼ認識部位に作動可能に連結している阻害ヌクレオチド配列を含み、該第二のリコンビ
ナーゼ認識部位が、第二のリコンビナーゼの存在下において、該阻害ヌクレオチド配列の
破壊を媒介し、第一の齧歯類繁殖パートナーが、プロモーターに作動可能に結合した、第
二のリコンビナーゼのコード配列を含む活性化導入遺伝子を含む、請求項１２または１３
に記載の系。
【請求項１５】
　キメラ齧歯類動物の作製方法であって、
（１）雄性齧歯類ホスト胚を代理親または里親齧歯類動物に移植する工程、
ここで、前記雄性齧歯類ホスト胚は、妊孕性遺伝子の破壊を含む着床前の雄性齧歯類ホス
ト胚に、生殖細胞に分化することができ、かつ前記妊孕性遺伝子の破壊を欠くドナー多能
性細胞を導入することにより作製され、
ここで前記妊孕性遺伝子はＸ染色体上に位置し、かつ破壊された妊孕性遺伝子は雄性の妊
孕性を阻害し、
ここで、ドナー多能性細胞が遺伝子改変を含む；および
（２）（１）の前記雄性齧歯類ホスト胚を、胚の発生に適当な条件下で前記代理親または
里親齧歯類動物において懐胎させることにより、破壊された妊孕性遺伝子および遺伝子改
変を生殖系列中に有する雄のキメラ齧歯類動物を作製することを含む、方法。
【請求項１６】
　ゲノム中に遺伝子改変を含む齧歯類動物の作製方法であって、請求項１５に記載の方法
により作製される雄のキメラ齧歯類動物を、ゲノム中に破壊されていない妊孕性遺伝子を
含む、同族の雌の齧歯類動物と繁殖させ、該雄キメラ齧歯類動物が、ドナー多能性細胞由
来の生殖細胞または配偶子を含む場合に、該遺伝子改変を含む齧歯類動物を得ることを含
む、方法。
【請求項１７】
　妊孕性遺伝子の破壊を含む齧歯類ホスト胚の作製方法であって、
該方法が：
１）プロモーターおよび、リコンビナーゼの存在下において、前記妊孕性遺伝子の破壊を
媒介するリコンビナーゼ認識部位に作動可能に連結している妊孕性遺伝子を含む破壊可能
な導入遺伝子を保有する第一の齧歯類繁殖パートナーであって、ここで、妊孕性遺伝子が
Ｘ染色体上に位置し、妊孕性遺伝子の破壊が雄性の妊孕性を阻害し、第一の齧歯類繁殖パ
ートナーが雌であり、かつ、前記破壊可能な導入遺伝子についてホモ接合型である、第一
の齧歯類繁殖パートナーを：
２）プロモーターに作動可能に連結し、かつ前記破壊可能な導入遺伝子の前記妊孕性遺伝
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子の破壊を媒介するリコンビナーゼをコードする破壊ヌクレオチド配列を含む破壊導入遺
伝子を保有する第二の齧歯類繁殖パートナーであって、第二の齧歯類繁殖パートナーが雄
であり、前記破壊導入遺伝子についてホモ接合型である、第二の齧歯類繁殖パートナー、
と交雑させることにより、破壊された妊孕性遺伝子を有する生殖細胞を含む雄性齧歯類ホ
スト胚を作製すること、
を含む、方法。
【請求項１８】
　ドナー多能性細胞の生殖系列伝達を改善するための系であって、該系が：
１）プロモーターおよび、リコンビナーゼの存在下において、妊孕性遺伝子の破壊を媒介
するリコンビナーゼ認識部位に作動可能に連結している妊孕性遺伝子を含む破壊可能な導
入遺伝子を含む第一の齧歯類繁殖パートナーであって、ここで妊孕性遺伝子がＸ染色体上
に位置し、妊孕性遺伝子の破壊が雄性の妊孕性を阻害し、かつ第一の齧歯類繁殖パートナ
ーが雌であり、かつ破壊可能な導入遺伝子についてホモ接合型である、第一の齧歯類繁殖
パートナーおよび
（２）プロモーターに作動可能に連結し、かつ前記破壊可能な導入遺伝子の前記妊孕性遺
伝子の破壊を媒介するリコンビナーゼをコードする破壊ヌクレオチド配列を含む破壊導入
遺伝子を含む第二の齧歯類繁殖パートナーであって、ここで第二の齧歯類繁殖パートナー
が雄であり、前記破壊導入遺伝子についてホモ接合型である、第二の齧歯類繁殖パートナ
ー、
を含む齧歯類動物のつがいを含み、
ここで、第一の齧歯類繁殖パートナーおよび第二の齧歯類繁殖パートナーを交雑させるこ
とが、破壊された妊孕性遺伝子を有する生殖細胞を含みかつ生殖細胞に分化することがで
き、前記妊孕性遺伝子の破壊を欠くドナー齧歯類多能性細胞が導入可能である、雄性齧歯
類ホスト胚を作製し、それによりドナー多能性細胞の生殖系列伝達を改善する、
系。
【請求項１９】
　該破壊ヌクレオチド配列が条件的に発現可能である、請求項１８に記載の系。
【請求項２０】
　該破壊導入遺伝子が、破壊ヌクレオチド配列に作動可能に連結した発現調節エレメント
を含み、該発現調節エレメントが、該破壊ヌクレオチド配列の発現を条件的に阻害する、
請求項１９に記載の系。
【請求項２１】
　該発現調節エレメントが第一の条件下で、破壊ヌクレオチド配列の転写を阻害し、第二
の条件下において、該発現調節エレメントの破壊により、破壊ヌクレオチド配列の転写が
可能になるか、または増大する、請求項２０に記載の系。
【請求項２２】
　該発現調節エレメントが、破壊ヌクレオチド配列の発現を阻害しかつ第二のリコンビナ
ーゼ認識部位に作動可能に連結している阻害ヌクレオチド配列を含み、該第二のリコンビ
ナーゼ認識部位が、第二のリコンビナーゼの存在下において、該阻害ヌクレオチド配列の
破壊を媒介し、第一の齧歯類繁殖パートナーが、プロモーターに作動可能に結合した、第
二のリコンビナーゼのコード配列を含む活性化導入遺伝子を含む、請求項２０または２１
に記載の系。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本出願は、２０１３年１１月７日に出願された、豪州仮特許出願第２０１３９０４３０
７号“Compositions and Methods for Producing Genetically Modified Animals”およ
び、２０１４年６月６日に出願された、豪州仮特許出願第２０１４９０２１６２号“Comp
ositions and Methods for Producing Genetically Modified Animals”に基づく優先権
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を主張し、これらは、それぞれ、引用により本明細書にその全体が包含される。
【０００２】
　本発明は、一般的に、遺伝子改変ドナー多能性細胞を含む、ドナー多能性細胞の、生殖
細胞および配偶子への発生のホストとして使用し得る、破壊された、または破壊可能な妊
孕性遺伝子を有する非ヒト胚を作製するための方法および組成物に関する。本発明はまた
、該胚から、破壊された妊孕性遺伝子を有するキメラ非ヒト動物を作製するため、および
該キメラ非ヒト動物を、破壊されていない妊孕性遺伝子を含む同族の非ヒト動物と繁殖さ
せて、実質的に全てがドナー多能性細胞由来である配偶子および/または生殖細胞を有す
る非ヒト動物を得るための、方法および組成物に関する。
【背景技術】
【０００３】
　マウス胚性幹(ＥＳ) 細胞は、多能性であり、胚盤胞注入後、マウスの全ての組織に寄
与し得る。該細胞は、遺伝的な操作が比較的容易であり、標的とする変異をゲノム中に導
入した後に、遺伝子改変マウスを作製するのに用いられている(例えば、Doetschman T et
 al., 1987. Nature 330: 576-578参照)。
【０００４】
　胚盤胞胚環境に導入されると、遺伝子改変を有するマウス「ドナー」ＥＳ細胞は、ホス
ト胚盤胞の内部細胞塊に取り込まれ、体細胞および生殖細胞系列に分化し、最終的に、キ
メラとして知られるモザイクマウスが得られる。キメラ化の差異は、胚盤胞に寄与するド
ナーＥＳ細胞の量の差異によるものである。胚盤胞中でドナーＥＳ細胞が発達する程、ド
ナーＥＳ由来の胚細胞が多くなり、これは、次いで、生殖系列への遺伝子改変の伝達を増
進する（生殖細胞系列伝達）。
【０００５】
　しかしながら、よく理解されていないいくつかの複雑な要因、例えば、(ｉ) 内部細胞
塊（ＩＣＭ）発生過程に取り込まれるためには、ドナーＥＳ細胞が適切な時に適切な場所
にいる必要があること、(ｉｉ) ドナーＥＳ細胞が始原生殖細胞に、次いで、機能性の配
偶子に発生できる性質が（遺伝的および後成的に）備わっていること、および(ｉｉｉ)通
常のキメラにおける、胚発生の間の、最終的に配偶子となるための発生ニッチについての
ホストとドナー幹細胞間の競合により、キメラにおけるドナーＥＳ細胞からの生殖細胞系
列への寄与は、予測が不可能であり、０％～１００％で変動することが挙げられる。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Doetschman T et al., 1987. Nature 330: 576-578
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　したがって、遺伝子改変多能性の細胞、例えばＥＳ細胞の生殖細胞系列伝達を改善し、
キメラから多能性細胞由来の動物の作製を加速することが必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明は、部分的には、内在性の妊孕性遺伝子を含む、（例えば遺伝子改変を含む）ド
ナー多能性細胞の生殖系列伝達は、該ドナー多能性細胞が導入される着床前の非ヒト胚中
の妊孕性遺伝子を破壊することにより有意に増強し得るという発見に由来するものである
。適当な代理親(surrogate)または里親(foster)となる非ヒト動物に、該胚を着床および
懐胎させることにより、破壊された妊孕性遺伝子を含む、内在性の生殖細胞または配偶子
を含む、キメラ非ヒト動物ならびに、妊孕性遺伝子が破壊されていないドナー多能性細胞
由来の生殖細胞または配偶子を含むキメラ非ヒト動物を含む、子孫が得られる。破壊され
ていない妊孕性遺伝子を含む同族の非ヒト動物と繁殖させた場合、破壊された妊孕性遺伝
子を含む内在性生殖細胞または配偶子を含む該キメラ非ヒト動物は、妊孕性が損なわれて
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いるか、または阻害されており、ドナー多能性細胞由来の生殖細胞または配偶子を含む非
ヒト動物は、正常の、または損なわれていない妊孕性を有することにより、ドナー多能性
細胞由来の生殖細胞または配偶子を有する最初の出生仔(first litter offspring)の作製
が増進される。
【０００９】
　したがって、ひとつの局面において、本発明は、生殖細胞系列に、破壊された妊孕性遺
伝子を含むか、実質的にそれからなる、着床前非ヒトホスト胚を提供する。破壊された妊
孕性遺伝子は、任意の染色体上であってよく、いくつかの態様において、該妊孕性遺伝子
は、性染色体 (例えばＸまたはＹ染色体)上に位置する。特定の態様において、該妊孕性
遺伝子は、Ｘ染色体上に位置する。妊孕性遺伝子の破壊は、ヘテロ接合性であっても、ま
たはホモ接合性であってもよく、特定の態様において、妊孕性遺伝子の両方のアレルが破
壊されている。妊孕性遺伝子の破壊により、雄性妊孕性が阻害されるのが適当であり、こ
の種の具体的な例において、該破壊により、精子の機能または精子形成が阻害される。特
定の態様において、該妊孕性遺伝子はＧＩＬＺ（斜体）である。
【００１０】
　関連する局面において、本発明は、破壊されていない妊孕性遺伝子を含む、ドナー多能
性細胞をさらに含む、上で広く記載した、着床前非ヒトホスト胚を提供する。いくつかの
態様において、該ドナー多能性細胞は、幹細胞である (例えば、胚性幹(ＥＳ) 細胞、エ
ピブラスト幹細胞、胚性生殖細胞、人工多能性幹細胞、遺伝子改変ＥＳ細胞、遺伝子改変
エピブラスト幹細胞、遺伝子改変胚性生殖（ＥＧ）細胞、遺伝子改変人工多能性幹(ｉＰ
Ｓ) 細胞またはこれらの２つ以上の組み合わせから選択される)。該多能性細胞は、遺伝
子改変を含んでいるのが適当である。特定の態様において、該ドナー多能性細胞は、雄の
多能性細胞である。
【００１１】
　本発明の他の局面は、本明細書で広く定義する、破壊された妊孕性遺伝子を含む非ヒト
ホスト胚および、破壊されていない妊孕性遺伝子を含む、ドナー多能性細胞を提供する。
いくつかの態様において、該ドナー多能性細胞は、適当に遺伝子改変を含む幹細胞 (例え
ばＥＳ細胞)である。該ドナー多能性細胞は、雄の多能性細胞であるのが適当である。
【００１２】
　本発明のさらに他の局面において、非ヒト動物の作製方法を提供する。これらの方法は
、一般的に、本明細書で広く定義する、着床前の非ヒトホスト胚を、偽妊娠非ヒト動物に
導入し、該胚の発生に適した条件下で、該着床前非ヒトホスト胚を懐胎させることにより
、非ヒト動物を作製することを含むか、または本質的にこれらのことからなる。
【００１３】
　関連する局面において、本発明は、これらの方法より得られる非ヒト動物を提供する。
【００１４】
　本発明のさらに他の局面は、本明細書で広く定義する非ヒトホスト胚を含むか、または
本質的にそれからなる、代理親（surrogate）または里親（foster）である、非ヒト動物
を提供する。
【００１５】
　本発明の他の局面において、キメラ非ヒト動物の作製方法を提供する。これらの方法は
、一般的に、破壊を含まない妊孕性遺伝子を含むドナー多能性細胞を含む、本明細書に広
く定義する着床前の非ヒトホスト胚を偽妊娠非ヒト動物に導入し、該着床前の非ヒトホス
ト胚を、該胚の発生に適当な条件下で懐胎させることにより、キメラ非ヒト動物を作製す
ることを含むか、本質的にこれらのことからなる。
【００１６】
　関連する局面において、本発明は、これらの方法により得られるキメラ非ヒト動物を提
供する。
【００１７】
　本発明のさらに他の局面は、破壊された妊孕性遺伝子を有する非ヒトホスト胚を作製す
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る方法を提供する。これらの方法は、一般的に: １) 破壊可能な妊孕性遺伝子を保有する
第一の動物系統を、２)該破壊可能な妊孕性遺伝子を破壊する遺伝子を含む、不妊活性化
導入遺伝子を保有する第二の動物系統と交雑させることにより、破壊された妊孕性遺伝子
を有する生殖細胞を含む、遺伝子組換え非ヒトホスト胚を作製することを含むか、または
本質的にこのことからなる。いくつかの態様において、第一の動物系統の雌 (female mem
ber)を、第二の動物系統の雄(male member)と交雑させる。本明細書において、第一およ
び第二の動物系統の各メンバーは、非ヒト動物のつがいの繁殖パートナーである。
【００１８】
　さらに他の局面において、本発明は: (１) 妊孕性遺伝子破壊分子によって破壊可能で
ある、本明細書で広く定義する破壊可能な妊孕性遺伝子を含み、該破壊可能な妊孕性遺伝
子がプロモーターに作動可能に連結している第一の繁殖パートナーおよび(２)妊孕性遺伝
子破壊分子をコードするヌクレオチド配列 (「破壊ヌクレオチド配列」)を含む、破壊導
入遺伝子を含み、該破壊ヌクレオチド配列がプロモーターに作動可能に連結している、第
二の繁殖パートナーを含む、非ヒト動物のつがいを提供する。いくつかの態様において、
該妊孕性遺伝子破壊分子は、リコンビナーゼであり、該破壊可能な妊孕性遺伝子は、リコ
ンビナーゼの存在下における該破壊可能な妊孕性遺伝子の破壊を媒介する、リコンビナー
ゼ認識配列に作動可能に連結している。他の態様において、該妊孕性遺伝子破壊分子は、
破壊可能な妊孕性遺伝子の発現を、適当には、アンチセンス抑制またはＲＮＡ干渉により
阻害する、抑制ＲＮＡ分子である。さらに他の態様において、該妊孕性遺伝子破壊分子は
、破壊可能な妊孕性遺伝子のポリペプチド産物と免疫相互作用性である抗体である。
【００１９】
　いくつかの態様において、該破壊ヌクレオチド配列は、条件的に発現可能であり、この
種の具体的な例において、該破壊導入遺伝子は、破壊ヌクレオチド配列に作動可能に連結
している、発現調節エレメントを含み、ここで、該エレメントは、該破壊ヌクレオチド配
列の発現を条件的に阻害する。例えば、該発現調節エレメントは、第一の条件下では、該
破壊ヌクレオチド配列の転写を阻害でき、第二の条件下において、該発現調節エレメント
の破壊により、該破壊ヌクレオチド配列の転写が可能になるか、または増大し得る。いく
つかの態様において、該発現調節エレメントは、該破壊ヌクレオチド配列の発現を阻害し
、リコンビナーゼ認識配列に作動可能に連結した阻害ヌクレオチド配列（例えば転写終結
配列）を含み、ここで、該リコンビナーゼ認識配列は、リコンビナーゼの存在下において
、該阻害ヌクレオチド配列の破壊を媒介する。この種の具体的な例において、第一の繁殖
パートナーは、リコンビナーゼのコード配列を含み、プロモーターに作動可能に結合した
、破壊ヌクレオチド配列の発現を刺激するかまたは増大させる、活性化導入遺伝子を含む
。
【００２０】
　いくつかの態様において、第一の繁殖パートナーは雌であり、第二の繁殖パートナーは
雄である。
【００２１】
　第一の繁殖パートナーは、活性化導入遺伝子についてホモ接合型であり、かつ/または
、第二の繁殖パートナーは、破壊導入遺伝子についてホモ接合型であるのが適当である。
【００２２】
　関連する局面において、本発明は: (１)プロモーターおよび、リコンビナーゼの存在下
において、妊孕性遺伝子の破壊を媒介する、リコンビナーゼ認識部位に作動可能に連結し
た、破壊可能な妊孕性遺伝子を含む第一の繁殖パートナー; および(２)プロモーターに作
動可能に連結した、妊孕性遺伝子破壊分子をコードする破壊ヌクレオチド配列を含む、破
壊導入遺伝子を含む第二の繁殖パートナーを含む、非ヒト動物のつがいを提供し、ここで
、該妊孕性遺伝子破壊分子は、該リコンビナーゼを含む。いくつかの態様において、第一
の繁殖パートナーは、雌であり、第二の繁殖パートナーは雄である。
【００２３】
　いくつかの態様において、第一の繁殖パートナーは、破壊可能な導入遺伝子についてホ
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モ接合型であり、かつ/または、第二の繁殖パートナーは、破壊導入遺伝子についてホモ
接合型である。
【００２４】
　いくつかの態様において、非ヒト動物のつがいは: (１)プロモーターおよび、第一のリ
コンビナーゼの存在下において破壊可能な妊孕性遺伝子の破壊を媒介する、第一のリコン
ビナーゼ認識部位に作動可能に結合している破壊可能な妊孕性遺伝子および、プロモータ
ーに作動可能に連結した第二のリコンビナーゼのコード配列を含む、第一の破壊導入遺伝
子を含み、該第二のリコンビナーゼが第二のリコンビナーゼ認識部位を特異的に認識する
、第一の繁殖パートナーおよび、(２)プロモーターおよび、第二のリコンビナーゼの存在
下において破壊可能な妊孕性遺伝子の破壊を媒介する第二のリコンビナーゼ認識部位に、
作動可能に連結した、破壊可能な妊孕性遺伝子を含む、第二の破壊可能な導入遺伝子およ
び、プロモーターに作動可能に連結した第一のリコンビナーゼのコード配列を含む第二の
破壊導入遺伝子を含み、第一のリコンビナーゼが、第一のリコンビナーゼ認識部位を特異
的に認識する、第二の繁殖パートナーを含む。
　第一の繁殖パートナーは、第一の破壊可能な導入遺伝子および第一の破壊導入遺伝子に
ついてホモ接合型であり、かつ/または、第二の繁殖パートナーは、第二の破壊可能な導
入遺伝子および第二の破壊導入遺伝子についてホモ接合型であるのが適当である。
【００２５】
　他の関連する局面において、本発明は: (１)破壊可能な妊孕性遺伝子を含む第一の繁殖
パートナー; および(２) プロモーターに作動可能に連結し、破壊可能な妊孕性遺伝子の
発現を阻害する抑制ＲＮＡ分子（例えばアンチセンスＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ等
）をコードする、破壊ヌクレオチド配列を含む破壊導入遺伝子を含む、第二の繁殖パート
ナーを含む、非ヒト動物のつがいを提供する。いくつかの態様において、該破壊ヌクレオ
チド配列は、条件的に発現可能であり、この種の具体的な例において、該破壊導入遺伝子
は、破壊ヌクレオチド配列に作動可能に連結した発現調節エレメントを含み、該エレメン
トは、条件的に、破壊ヌクレオチド配列の発現を阻害する。例えば、該発現調節エレメン
トは、第一の条件下において、破壊ヌクレオチド配列の転写を阻害し得、第二の条件下に
おいて、発現調節エレメントの破壊により、該破壊ヌクレオチド配列の転写が可能になる
か、または増大し得る。いくつかの態様において、該発現調節エレメントは、破壊ヌクレ
オチド配列の発現を阻害し、リコンビナーゼ認識部位に作動可能に連結した、阻害ヌクレ
オチド配列（例えば転写終結配列）を含み、ここで、該リコンビナーゼ認識部位は、リコ
ンビナーゼの存在下において、該阻害ヌクレオチド配列の破壊を媒介する。この種の具体
的な例において、第二の繁殖パートナーは、プロモーターに作動可能に連結した、該リコ
ンビナーゼのコード配列を含む、活性化導入遺伝子を含む。第二の繁殖パートナーの破壊
可能な妊孕性遺伝子は、野生型の遺伝子であるのが適当である。いくつかの態様において
、第一の繁殖パートナーは雌であり、第二の繁殖パートナーは雄である。
【００２６】
　したがって、いくつかの態様において、非ヒト動物のつがいは: (１)プロモーターに作
動可能に結合した破壊可能な妊孕性遺伝子および、プロモーターに作動可能に連結したリ
コンビナーゼのコード配列を含む、活性化導入遺伝子を含む、第一の繁殖パートナー; お
よび(２)破壊可能な妊孕性遺伝子の発現を阻害する抑制ＲＮＡ分子（例えばアンチセンス
ＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ等）をコードする破壊ヌクレオチド配列を含む、破壊導
入遺伝子を含む第二の繁殖パートナーを含み、ここで、該破壊ヌクレオチド配列は、プロ
モーターおよび、リコンビナーゼの非存在下において該破壊ヌクレオチドの発現を阻害し
、リコンビナーゼの存在下において阻害ヌクレオチド配列の破壊を媒介するリコンビナー
ゼ認識部位に作動可能に連結している、阻害ヌクレオチド配列（例えば転写終結配列）を
含む、発現調節エレメントに作動可能に連結している。第一の繁殖パートナーは、活性化
導入遺伝子についてホモ接合型であり、かつ/または第二の繁殖パートナーは破壊導入遺
伝子についてホモ接合型であるのが適当である。いくつかの態様において、第一の繁殖パ
ートナーは、雌であり、第二の繁殖パートナーは雄である。
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【００２７】
　さらに他の関連する態様において、本発明は: (１)破壊可能な妊孕性遺伝子を含む第一
の繁殖パートナー; および(２)破壊可能な妊孕性遺伝子のポリペプチド産物と免疫相互作
用性である抗体をコードし、プロモーターに作動可能に連結している破壊ヌクレオチド配
列を含む、破壊導入遺伝子を含む第二の繁殖パートナーを含む、非ヒト動物のつがいを提
供する。いくつかの態様において、該破壊ヌクレオチド配列は条件的に発現可能であり、
この種の具体的な例において、該破壊導入遺伝子は、該破壊ヌクレオチド配列に作動可能
に連結した発現調節エレメントを含み、ここで、該エレメントは、条件的に、該破壊ヌク
レオチド配列の発現を阻害する。
　例えば、該発現調節配列は、第一の条件下で、破壊ヌクレオチド配列の転写を阻害し得
、第二の条件下において、該発現調節エレメントの破壊により、破壊ヌクレオチド配列の
転写が可能になるか、または増大し得る。いくつかの態様において、該発現調節エレメン
トは、該破壊ヌクレオチド配列の発現を阻害し、リコンビナーゼ認識部位に作動可能に連
結した、阻害ヌクレオチド配列（例えば、転写終結配列）を含み、ここで、該リコンビナ
ーゼ認識部位は、リコンビナーゼの存在下において、阻害ヌクレオチド配列の破壊を媒介
する。この種の具体的な例において、第一の繁殖パートナーは、プロモーターに作動可能
に結合した該リコンビナーゼのコード配列を含む、活性化導入遺伝子を含む。第二の繁殖
パートナーの破壊可能な妊孕性遺伝子は、野生型の遺伝子であるのが適当である。いくつ
かの態様において、第一の繁殖パートナーは雌であり、第二の繁殖パートナーは雄である
。
【００２８】
　したがって、いくつかの態様において、非ヒト動物のつがいは: (１)プロモーターに作
動可能に結合した破壊可能な妊孕性遺伝子および、プロモーターに作動可能に連結したリ
コンビナーゼのコード配列を含む活性化導入遺伝子を含む、第一の繁殖パートナー; およ
び(２)妊孕性遺伝子のポリペプチド産物と免疫相互作用性である抗体をコードする、破壊
ヌクレオチド配列を含む破壊導入遺伝子を含む、第二の増殖パートナーを含み、ここで、
該破壊ヌクレオチド配列は、プロモーターおよび、リコンビナーゼの非存在下で破壊ヌク
レオチド配列の発現を阻害し、リコンビナーゼの存在下において阻害ヌクレオチド配列の
破壊を媒介するリコンビナーゼ認識部位に作動可能に連結している、阻害ヌクレオチド配
列（例えば転写終結配列）を含む、発現調節エレメントに、作動可能に連結している。第
一の繁殖パートナーは、活性化導入遺伝子についてホモ接合型であり、かつ/または第二
の繁殖パートナーは破壊導入遺伝子についてホモ接合型であるのが適当である。いくつか
の態様において、第一の繁殖パートナーは雌であり、第二の繁殖パートナーは雄である。
【００２９】
　他の局面において、本発明は、破壊された妊孕性遺伝子を含む、非ヒトホスト胚の作製
方法を提供する。
　これらの方法は、一般的に:
(a) 本明細書に広く定義する、非ヒト動物つがいの第一の繁殖パートナーを、該つがいの
第二の繁殖パートナーを交配させること; および
(b) 該つがいの雌のメンバーから、着床前の非ヒト胚を得ることを含むか、または本質的
にこれらのことからなり、ここで、該胚は、生殖系列中に、妊孕性遺伝子の破壊を含む。
いくつかの態様において、該方法はさらに、着床前の非ヒト胚の形成を可能にする条件下
において、非ヒトホスト胚を培養することを含む。いくつかの態様において、第一の繁殖
パートナーは雌であり、第二の繁殖パートナーは雄である。いくつかの態様において、該
方法は、例えば本明細書に記載するドナー多能性細胞を、着床前の非ヒト胚に導入するこ
とをさらに含む。該多能性細胞は、遺伝子改変を含むのが適当である。特定の態様におい
て、該多能性細胞は雄の多能性細胞である。
【００３０】
　関連する局面において、本発明は、上述の方法により得られる、非ヒトホスト胚を提供
する。
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【００３１】
　さらに他の局面において、本発明は、キメラ非ヒト動物を作製する方法を提供する。こ
れらの方法は、一般的に: (１)例えば、本明細書に記載する、妊孕性遺伝子の破壊を生殖
系列中に含み、さらに、例えば本明細書に記載する、異種多能性細胞をさらに含む、着床
前の非ヒト胚を移植すること; および(２) (１)の非ヒトホスト胚を、該胚の発生に適当
な条件下で懐胎させることにより、破壊された妊孕性遺伝子および遺伝子改変を生殖系列
中に含むキメラ非ヒト動物を作製することを含むか、本質的にこれらのことからなる。該
キメラ非ヒト動物は雄のキメラ非ヒト動物であるのが適当である。
【００３２】
　関連する局面において、本発明は、これらの方法により得られる、キメラ非ヒト動物を
提供する。
【００３３】
　本発明のさらに他の局面は、ゲノム中に遺伝子改変を含む、非ヒト動物を作製する方法
を提供する。これらの方法は、一般的に: (１)例えば本明細書に記載する妊孕性遺伝子の
破壊を生殖系列中に含み、さらに、例えば本明細書に記載する異種多能性細胞を含む、着
床前の非ヒト胚を移植すること; (２) （１）の非ヒトホスト胚を、該胚の発生に適当な
条件下で懐胎させることにより、破壊された妊孕性遺伝子および遺伝子改変をその生殖系
列に含む、キメラ非ヒト動物を含む、出生仔を作製すること; (３) 該出生仔の中の、雄
のキメラ非ヒト動物を、破壊されていない妊孕性遺伝子をゲノム中に含む、同族の雌の非
ヒト動物と繁殖させて、該雄キメラ非ヒト動物が、異種多能性細胞由来の生殖細胞または
配偶子を含む場合は、遺伝子改変を含む非ヒト動物を得ることを含むか、本質的にこれら
のことからなる。
【００３４】
　関連する局面において、本発明は、上述の方法により得られる、遺伝子改変を含む非ヒ
ト動物を提供する。
【００３５】
　他の局面において、本発明は、本明細書に広く記載する、着床前の非ヒトホスト胚を移
植した非ヒト動物 (例えば代理親（surrogate）または里親（foster）である非ヒト動物)
を提供する。
【００３６】
　本発明の他の局面は、本明細書に広く記載する、着床前の非ヒトホスト胚由来のキメラ
非ヒト動物を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００３７】
【図１】Ｔｓｃ２２ｄ３条件的ノックアウトのターゲティングベクターの概略図である。
青のボックス: エクソン; ｎｅｏ: ＥＳ細胞における選択用のネオマイシンカセット; Ｆ
ＲＴ: ｆｌｐリコンビナーゼを介するｎｅｏの除去のための認識配列; ｌｏｘＰ: ｃｒｅ
リコンビナーゼを介する、エクソン欠損のための認識配列; ａｍｐ: アンピシリン耐性遺
伝子; ｏｒｉ: 複製起点。
【図２】ターゲットＲＯＳＡ２６アレルバリアントＡを表す概略図である。Ｕｂｉｃ: ヒ
トユビキチンプロモーター; ｎｅｏ: ＥＳ細胞における選択用のネオマイシンカセット; 
ｃｒｅ: Ｃｒｅリコンビナーゼ; ＳＴＯＰ: 転写/翻訳「停止（stop）」エレメント; ｌ
ｏｘＰ: Ｃｒｅリコンビナーゼを介するＳＴＯＰの欠損のための認識配列; ｐＡ: ポリア
デニル化シグナル; 破壊エレメント: 妊孕性遺伝子の発現またはその蛋白質産物の機能を
妨げる任意のエレメント (例えばｓｈＲＮＡ、抗体)。
【図３】ターゲットＲＯＳＡ２６アレルバリアントＢを表す概略図である。 Ｕｂｉｃ: 
ヒトユビキチンプロモーター; ｎｅｏ: ＥＳ細胞における選択用のネオマイシンカセット
; ｃｒｅ: Ｃｒｅリコンビナーゼ; ＳＴＯＰ: 転写/翻訳「停止（stop）」エレメント; 
ｌｏｘＰ: Ｃｒｅリコンビナーゼを介するＳＴＯＰの欠損のための認識配列; ｐＡ: ポリ
アデニル化シグナル; 破壊エレメント: 妊孕性遺伝子の発現またはその蛋白質産物の機能
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を妨げる任意のエレメント (例えばｓｈＲＮＡ、抗体)。
【図４】出生仔における、ターゲット ＲＯＳＡ２６アレルバリアントＡを示す概略図で
ある。Ｕｂｉｃ: ヒトユビキチンプロモーター; ｎｅｏ: ＥＳ細胞における選択用のネオ
マイシンカセット; ｃｒｅ: Ｃｒｅリコンビナーゼ; ＳＴＯＰ: 転写/翻訳「停止（stop
）」エレメント; ｌｏｘＰ: Ｃｒｅリコンビナーゼを介するＳＴＯＰの欠損のための認識
配列; ｐＡ: ポリアデニル化シグナル; 破壊エレメント: 妊孕性遺伝子の発現またはその
蛋白質産物の機能を妨げる任意のエレメント (例えばｓｈＲＮＡ、抗体)。
【図５】本発明の方法の一態様により作製された最初の出生仔の非限定的な例を表す写真
である。この図中の仔は、２つのキメラの完全な同腹仔である。該キメラは、Ｔｓｃ２２
ｄ３ ｃｏｎＫＯ/ｃｏｎＫＯ胚盤胞をベースとして作製した。全ての仔が、標的ＥＳ細胞
由来の動物について期待される白色の毛色を示す。
【図６】遺伝子型決定のためのサザンブロット解析の代表的な例を示す写真である。生検
試料を溶解させ、ＢａｍＨＩで消化した。期待されるサイズは、野生型アレルについては
１７.５kbであり、ターゲットアレルについては９.７kbである。Ａ０４５、Ａ０４６、Ａ
０４９、Ａ０５５、Ａ０７７、Ａ０７８、Ａ０６５、Ａ０６６、Ａ０５６、Ａ０５７、Ａ
０５８、Ａ０５９、Ａ０６４およびＡ０７４は、ｗｔ/ターゲット; Ａ０４７、Ａ０４８
、Ａ０５０、Ａ０７６、Ａ０８０、Ａ０６７、Ａ０６８、Ａ０６９、Ａ０６０、Ａ０７０
およびＡ０７５は、ｗｔ/ｗｔと決定し、Ａ０５４、Ａ０７９およびＡ０７０は決定する
ことができなかった。
【発明を実施するための形態】
【００３８】
１. 定義
　とくにことわらない限り、本明細書で用いる全ての技術用語および科学用語は、本発明
が属する分野の当業者が通常理解するのと同じ意味を有する。本発明の実施または試験に
おいては、本明細書に記載の方法および物質と類似したまたは同等の任意の方法および材
料を用いてよいが、ここには好ましい方法および材料を記載する。本発明の目的のために
、次の用語を以下のように定義する。
【００３９】
　本明細書で用いる冠詞「ａ」および「ａｎ」は、１つ以上（すなわち、少なくとも１つ
）の該冠詞の文法的な目的語を指すのに用いられる。例えば「妊孕性遺伝子 (a fertilit
y gene)」は、単一の妊孕性遺伝子または２つ以上の妊孕性遺伝子を指す。
【００４０】
　本明細書において、「および/または」は、１つ以上の、記載する関連のある項目の可
能性のある任意の、および全ての組み合わせを指し、これを包含すると同時に、選択肢（
または）と解釈されたときは、組み合わせを含まないことを指し、これを含む。
【００４１】
　「抗体」という語は、抗原結合領域を有する任意の抗体様分子を指すのに用い、Ｆａｂ
’、Ｆａｂ、Ｆ(ａｂ’)２、単一ドメイン抗体(ＤＡＢ)、ＦｖおよびｓｃＦｖ(一本鎖Ｆ
ｖ)等のような、抗体断片を含む。
【００４２】
　「アンチセンス」という語は、ヌクレオチド残基の配列が、ＤＮＡ二本鎖のセンス鎖の
デオキシヌクレオチド残基の配列に対して、５’から３’の方向が逆向きである、ヌクレ
オチド配列を指す。ＤＮＡ二本鎖の「センス鎖」は、天然状態の細胞で「センスｍＲＮＡ
」に転写される、ＤＮＡ二本鎖中の鎖を指す。したがって、「アンチセンス」配列は、Ｄ
ＮＡ二本鎖中の非コード鎖と同じ配列を有する配列である。「アンチセンスＲＮＡ」とい
う語は、標的一次転写物またはｍＲＮＡの全体または一部と相補的であり、該一次転写物
またはｍＲＮＡのプロセシング、輸送および/または翻訳に干渉することにより、標的遺
伝子の発現を遮断する、ＲＮＡ転写物を指す。アンチセンスＲＮＡは、特定の遺伝子転写
物の任意の部分と相補的であってよく、言い換えれば、５’非コード配列、３’非コード
配列、イントロンまたはコード配列と相補的であってよい。さらに、本明細書において、
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アンチセンスＲＮＡは、アンチセンスＲＮＡによる遺伝子発現の遮断の効率を上昇させる
、リボザイム配列領域を含んでいてよい。「リボザイム」は、触媒ＲＮＡを指し、配列特
異的なエンドリボヌクレアーゼを含む。「アンチセンス阻害」は、標的蛋白質の発現を妨
げることができるＲＮＡ転写物の産生を指す。
【００４３】
　本明細書において、「繁殖」という語は、受精が起こるように雄性配偶子および雌性配
偶子が結合することを指す。該結合は、交配（交尾）または、試験管内または生体内の人
工的な方法によって引き起こし得る。該人工的な方法としては、人工授精、外科手術によ
り補助する人工授精、体外受精、細胞質内精子注入、透明帯開孔法、受精卵母細胞の試験
管内培養、卵巣移植および卵巣の分割が挙げられるが、これらに限定されない。
【００４４】
　「細胞」、「ホスト細胞」および「形質転換ホスト細胞」等は、具体的な対象細胞だけ
ではなく、該細胞の子孫または潜在的な子孫も指す用語である。変異または環境の影響に
より、継代の間に特定の変更が起こり得るため、該子孫は、実際には、親細胞と同一でな
い場合もあるが、なお、本明細書で用いる該用語の範囲内に含まれる。
【００４５】
　本明細書において、「シス作用配列」または「シス調節領域」または類似の用語は、発
現可能な遺伝子配列由来の任意のヌクレオチド配列であって、遺伝子配列の発現が、少な
くとも部分的に、該ヌクレオチド配列により制御されている配列を指すと解し得る。シス
調節領域は、任意の構造遺伝子配列の発現レベルおよび/または細胞種特異性および/また
は発生特異性を活性化、サイレンシング、増進、抑制または他の方法で変更することがで
きることは、当業者が認識していることである。
【００４６】
　「コード配列」およびコード領域等は、遺伝子のポリペプチド産物のコードに貢献する
任意の核酸配列を指す。対照的に、「非コード配列」および「非コード領域」という語は
、遺伝子のポリペプチド産物のコードに貢献しない任意の核酸配列を指す。
【００４７】
　「コンストラクト」という語は、本明細書において、天然の条件ではそれらの配列また
はセグメントを組み合わせることがない種由来の、または、形質転換を受けていないホス
トの天然のゲノムまたはヌクレオームでは、通常起こらない方法で位置しているか、また
は連結している、少なくとも２つの核酸配列またはセグメントを含む、遺伝子または核酸
配列またはセグメントを指すのに用いる。
【００４８】
　本明細書において、「相補的な」ポリヌクレオチドは、標準的なワトソン－クリック相
補性規則によって塩基対を形成することによりハイブリダイズすることができるヌクレオ
チドである。具体的には、プリンは、ピリミジンと塩基対を形成して、シトシンと対合し
たグアニン(Ｇ:Ｃ)および、ＤＮＡの場合には、チミンと対になったアデニン(Ａ:Ｔ)、ま
たは、ＲＮＡの場合にはウラシルと対になったアデニン(Ａ:Ｕ)の組み合わせが形成され
る。例えば、配列「Ａ－Ｇ－Ｔ」は、相補的な配列である「Ｔ－Ｃ－Ａ」に結合する。２
つのポリヌクレオチドは、互いに完全に(completely)または全体に(fully)相補的でなく
ても、それぞれが、互いに実質的に相補的である少なくとも１つの領域を有していれば、
互いにハイブリダイズし得ることは理解されることである。本明細書において、「相補的
」または「相補性」という語は、許容される塩および温度条件下における、塩基対形成に
よるポリヌクレオチドの天然の結合を指す。分子の全長にわたって、または一本鎖分子の
一部または領域にわたって、一本鎖分子間に全体的な相補性が存在するとき、２本の一本
鎖分子間の相補性は、該ヌクレオチドのいくつかのみが結合する「部分的」なものであっ
ても、完全なものであってもよい。核酸鎖間の相補性の程度は、核酸鎖のハイブリダイズ
の効率および強度に有意に影響を及ぼす。本明細書において、「実質的に相補的」である
または「部分的に相補的である」という語は、２つの核酸配列が、ヌクレオチドの少なく
とも約５０％、６０％、７０％、８０％または９０％において相補的であることを指す。
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いくつかの態様において、２つの核酸配列は、ヌクレオチドの少なくとも約８５％、９０
％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％以上において相補的であってよい。「実質
的に相補的である」および「部分的に相補的である」という語はまた、２つの核酸配列が
ストリンジェンシーの高い条件下でハイブリダイズできることを指し、該条件は当該分野
でよく知られている。
【００４９】
　本明細書を通じて、文脈がそうでないことを要求していない限り、「含む(comprise, c
omprises)」および「含んでいる」という語は、記載する工程もしくは要素、または工程
もしくは要素の群を含むが、他の工程もしくは要素、または工程もしくは要素の群を除外
しないことを示すものであると解される。したがって、「含んでいる」等の語の使用は、
記載する要素が必要であるかまたは必須であるが、他の要素を含んでいてもよく、存在し
てもしなくてもよいことを示す。「からなる」という語は、「からなる」という記載に続
くもの全てを含み、それに限定されることを示す。したがって、「からなる」という語は
、記載する要素が必要または必須であり、他の要素は存在し得ないことを示すものである
。「本質的になる」という記載は、その記載の後に記載された任意の要素を含み、記載し
た要素について、明細書中で特定した活性または作用を干渉しないか、またはそれに寄与
する他の要素に限定されることを指す。したがって、「本質的になる」という記載は、記
載する要素は必要または必須であるが、他の要素は含まれていてもよく、記載する要素の
活性または作用に影響を及ぼすかどうかによって、存在してもよいか、または存在し得な
いことを示す。
【００５０】
　「構成的プロモーター」は、多くまたは全ての生体組織において、作動可能に連結した
転写可能な配列を発現させるプロモーターを指す。
【００５１】
　「コンストラクト」という語は、異なる供給源由来の、単離された１つ以上の核酸配列
を含む、組換え遺伝的分子を指す。本明細書において、「発現コンストラクト」、「組換
えコンストラクト」または「組換えＤＮＡコンストラクト」は、任意の組換え核酸分子、
例えばプラスミド、コスミド、ウイルス、自己複製ポリヌクレオチド分子、ファージ、ま
たは、任意の供給源由来の、ゲノム組み込みまたは自己複製が可能な直鎖もしくは環状の
一本鎖もしくは二本鎖のＤＮＡもしくはＲＮＡ分子、例えば１つ以上の核酸分子が作動可
能に連結した核酸分子を指す。「発現コンストラクト」は、一般的に、所望のヌクレオチ
ド配列に作動可能に連結した調節配列を少なくとも含む。この方法により、例えば、発現
させるヌクレオチド配列と作動可能に結合した植物プロモーターを、植物、植物の一部、
植物器官および/または植物細胞で発現させるための発現コンストラクト中に提供する。
コンストラクトを、転写可能なポリヌクレオチド分子が、翻訳され、蛋白質産物として発
現する機能的なｍＲＮＡ分子に転写されるように導入する方法が知られている。コンスト
ラクトは、例えば特定のＲＮＡ分子の翻訳を阻害するために、抑制ＲＮＡ分子を発現する
ことができるように作製してもよい。本発明の実施のための、コンストラクトおよびホス
ト細胞の作製および使用のための慣用される組成物および方法は、当業者にはよく知られ
ている。例えば、Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3.sup.rd edition Volumes
 1, 2, and 3. J. F. Sambrook, D. W. Russell, and N. Irwin, Cold Spring Harbor La
boratory Press, 2000を参照のこと。
【００５２】
「調節エレメント」または「調節配列」は、作動可能に連結したヌクレオチド配列の発現
（例えば転写、ＲＮＡプロセシングもしくは安定性、または関連するコード配列の翻訳）
に影響を及ぼす核酸配列（例えばＤＮＡ）を指す。調節配列としては、エンハンサー、プ
ロモーター、翻訳リーダー配列、イントロンおよびポリアデニル化シグナル配列が挙げら
れる。調節エレメントまたは調節配列は、コード配列の上流（５’非コード配列）、配列
中または下流 (３’非コード配列)に位置していてよい。それらは、天然および合成配列
ならびに、合成配列と天然配列を組み合わせたものであってもよい配列を含む。例えば、
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原核細胞中の、作動可能に連結したヌクレオチド配列の発現に適当な調節配列は、例えば
、プロモーターを含み、シス作用性の配列、例えばオペレーター配列およびリボソーム結
合部位を含んでいてよい。真核細胞に適当な調節配列は、転写調節配列、例えばプロモー
ター、ポリアデニル化シグナル、転写エンハンサー、翻訳調節配列、例えば翻訳エンハン
サーおよび配列内リボソーム進入部位（ＩＲＥＳ）、ＲＮＡ安定性を調節する核酸配列な
らびに転写されたポリヌクレオチドにコードされる産物を細胞内コンパートメントまたは
細胞外環境へと標的化するターゲティング配列を含む。代表的な調節配列は、天然および
合成配列ならびに、合成および天然配列の組み合わせであってよい配列を含む。
【００５３】
　「相当する」または「相当している」は、参照核酸配列と実質的な配列同一性(例えば
、参照核酸配列の全体または一部との、少なくとも約５０、５１、５２、５３、５４、５
５、５６、５７、５８、５９、６０、６１、６２、６３、６４、６５、６６、６７、６８
、６９、７０、７１、７２、７３、７４、７５、７６、７７、７８、７９、８０、８１、
８２、８３、８４、８５、８６、９７、８８、８９、９０、９１、９２、９３、９４、９
５、９６、９７、９８、９９％または１００％までの配列同一性)を示す核酸配列または
参照アミノ酸配列と実質的な配列類似性または同一性(例えば、参照アミノ酸配列の全体
または一部との、少なくとも５０、５１、５２、５３、５４、５５、５６、５７、５８、
５９、６０、６１、６２、６３、６４、６５、６６、６７、６８、６９、７０、７１、７
２、７３、７４、７５、７６、７７、７８、７９、８０、８１、８２、８３、８４、８５
、８６、９７、８８、８９、９０、９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、
９９％または１００％までの配列類似性または同一性)を示すアミノ酸配列を指す。
【００５４】
　「培養」、「培養した」および「培養している」という語は本明細書中で互換可能に用
いられ、胚または多能性細胞を試験管内で成長させる過程を指す。
【００５５】
　核酸についての「破壊」および「破壊された」という語は、本明細書中で互換可能に用
いられ、該核酸またはその発現産物の発現および/または機能的な活性を低下させるかま
たは除去する、任意の遺伝子改変を指す。例えば、遺伝子の破壊は、該遺伝子の発現およ
び/またはその相当する遺伝子産物（例えばｍＲＮＡおよび/または蛋白質）の機能活性を
低下させるかまたは除去する、任意の遺伝子改変をその範囲中に含む。遺伝子改変として
は、核酸（例えば遺伝子）の完全または部分的な不活化、抑制、欠失、中断、遮断または
下方制御が挙げられる。例示的な遺伝子改変としては、遺伝子ノックアウト、不活化、変
異（例えば遺伝子産物の発現または活性を妨げる挿入、欠失、点変異またはフレームシフ
ト変異）または阻害性の核酸 (例えば、抑制ＲＮＡ、例えばセンスまたはアンチセンスＲ
ＮＡ、ＲＮＡ干渉を媒介する分子、例えばｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ等)、阻
害性ポリペプチド (例えば、抗体、ポリペプチド結合パートナー、ドミナントネガティブ
ポリペプチド、酵素等) または、該妊孕性遺伝子の活性、または該妊孕性遺伝子の発現産
物のレベルまたは機能活性を阻害する、他の任意の分子の使用が挙げられるが、これらに
限定されない。
【００５６】
　「ドミナントネガティブ」は、野生型遺伝子産物と同じ細胞内で共発現させたときに、
該細胞がヘテロ接合型（野生型とドミナントネガティブ）であっても、正常の野生型遺伝
子産物の機能に有害な影響を与えるか、遮断するかまたは抑制する、遺伝子産物を指す。
ドミナントネガティブ変異体の発現は、一般的に、野生型の遺伝子産物の正常な機能を低
下させる。
【００５７】
　本明細書において「初期胚」は、卵母細胞(すなわち受精卵母細胞)の受精時に開始する
全ての胚発生期を含み、２細胞期、４細胞期、８細胞期および桑実胚（１６～３２細胞期
胚）まで及ぶ。本明細書中で定義するように、初期胚は、発生の胞胚期を含まない。「胞
胚」は、割腔と称される空洞を囲む細胞の中空の球体の発達に特徴付けられる、胚発生期
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を指す。胞胚の全体的な組織は、生物体により異なることは、当業者には認識できること
である。例えば、「胚盤胞」は、外部栄養膜細胞および内部細胞塊からなる中空の細胞球
体により特徴付けられる、卵割期の哺乳類胚を指す。
【００５８】
　「胚性幹細胞」およびＥＳ細胞という語は、本明細書において互換可能に用いられ、胚
および成体中で多くの種類の分化細胞、例えば生殖細胞を生じさせることができる細胞を
指す。ＥＳ細胞は、未分化性（全能性）を維持しながら増殖することができることを特徴
とする、初期胚由来の培養細胞を含む。一般的に、胚性幹細胞は、動物の初期胚の胚盤胞
中に存在する未分化な幹細胞である、内部細胞塊の細胞を、未分化な状態を維持しながら
増殖を続けるように培養することにより樹立される細胞株の細胞である。
【００５９】
　本明細書において、ＥＧ細胞とも称する、「胚性生殖細胞」という語は、始原生殖細胞
由来の培養細胞であって、上述の胚性幹細胞と殆ど同等の能力を有することを特徴とする
細胞を指す。該胚性生殖細胞は、受精後数日～数週間の胚(例えばマウスの場合、約８.５
日齢胚)より得た始原生殖細胞を、該細胞が未分化な状態を維持しながら増殖を続けるよ
うに培養することにより樹立される細胞株の細胞である。
【００６０】
　本明細書において、「コードする」および「コードしている」等の語は、核酸の、他の
核酸またはポリペプチドの提供能を指す。例えば、核酸配列が、転写および/または翻訳
されて、ポリペプチドを産生する場合、またはプロセシングにより、転写および/または
翻訳されてポリペプチドを産生し得る形態になり得る場合、核酸配列はポリペプチドを「
コード」していると言われる。該核酸配列は、コード配列または、コード配列および非コ
ード配列の両方を含んでいてよい。したがって、「コードする」および「コードしている
」等の語は、ＤＮＡ分子の転写により生じるＲＮＡ産物、ＲＮＡ分子の翻訳により生じる
蛋白質、ＤＮＡ分子の転写によるＲＮＡ産物の形成およびそれに続く該ＲＮＡ産物の翻訳
により生じる蛋白質または、ＤＮＡ分子の転写によるＲＮＡ産物の産生、該ＲＮＡ産物の
プロセシングによる加工ＲＮＡ産物（例えばｍＲＮＡ）の産生およびそれに続く、該加工
ＲＮＡ産物の翻訳により生じる蛋白質を含む。
【００６１】
　本明細書において、「絶滅危惧哺乳類」は、数が少ないか、または環境もしくは捕食の
パラメーターの変化により脅かされているために、絶滅する危険性のある哺乳類集団群に
属し、例えばゾウ、大型ネコおよび非ヒト霊長類、例えば、灰色オオカミ、シマウサギワ
ラビー、ジャガー、アジアゾウ、サイガ（saiga antelope）およびキタシロサイ(Ceratot
herium simum cottoni)が挙げられる。
【００６２】
　核酸または蛋白質に関する文脈における「内在性」という語は、ホスト生物体またはホ
スト細胞において通常見られる核酸配列もしくはセグメント、またはアミノ酸配列もしく
はセグメントを指す。
【００６３】
　本明細書において、「内在性配偶子」および「内在性生殖細胞」という語は、ホスト胚
「を起源とするか、またはその中で作製された」配偶子および生殖細胞を指し、ドナー多
能性細胞由来の、ホスト胚中の配偶子および生殖細胞を除く。
【００６４】
　遺伝子配列に関する「発現」という語は、該遺伝子の転写および、適当であれば、生じ
たｍＲＮＡ転写物の蛋白質への翻訳を指す。すなわち、文脈から明らかであるように、コ
ード配列の発現は、該コード配列の転写および翻訳によるものである。反対に、非コード
配列の発現は、該非コード配列の転写により生じるものである。
【００６５】
　本明細書において、「妊孕性遺伝子」は、子孫作製または妊娠能に関連する遺伝子を指
す。したがって、妊孕性遺伝子の破壊は、非ヒト動物の妊娠能または子孫作製能を、低下
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させる、損なうか、または抑制し、それにより不妊を引き起こし得るものである。結果と
して生じる不妊は、雄に見られるものであってもまたは雌に見られるものであってもよい
。不妊の非限定的な例としては、無精子症; 精子形成の欠陥に関連のある遺伝性障害(例
えばクラインフェルター症候群および性器発育不全); 精子減少症, 精索静脈瘤および、
精子機能障害に関連する他の精子障害、例えば非限定的には、精子数減少、精子運動能お
よび精子形成；および排卵機能障害（例えば多嚢胞性卵巣症候群(ＰＣＯＳ)または慢性無
排卵症）が挙げられる。本明細書において、（例えば破壊分子により）破壊可能な妊孕性
遺伝子を「破壊可能な妊孕性遺伝子」と称する。
【００６６】
　「と隣接している（flanked by）」および「隣接する（flanking）」等の語は、本発明
のターゲティングコンストラクトにおいて、２つ以上のヌクレオチド配列の関係に用いる
場合、これらのヌクレオチド配列のうちの１つが、他のヌクレオチド配列に直接隣接（ad
jacent）していることを必要とするものではない。例えば、３つの参照ヌクレオチド配列
 (Ａ、ＢおよびＣ)は、参照配列Ｂが、これらの部位に直接隣接していなくても、組換え
標的部位配列に隣接しているか、または組換え標的配列が、該参照配列に隣接することが
できる。したがって、「隣接している(flanked by)」という語は、組換え部位の「間にあ
る」ということと同等であり、「隣接する(flanking)」という語は、組換え部位が参照配
列の上流または下流にあることと同等である。
【００６７】
　「機能性遺伝子」は、限定できる機能を果たす遺伝子産物を産生する遺伝子を指す。特
定の態様において、該機能性遺伝子は内在性遺伝子である。
【００６８】
　「配偶子」という語は、単数形と複数形で互換可能に用いられ、二次生殖細胞、例えば
卵母細胞、卵子、精子（spermatozoa）および精子（sperm）が挙げられる。
【００６９】
　本明細書において、「遺伝子」という語は、ｍＲＮＡ、アンチセンスＲＮＡ、ｓｉＲＮ
Ａ、ｓｈＲＮＡおよびｍｉＲＮＡ等を産生するのに用いることができる核酸分子を指す。
遺伝子は、機能性蛋白質の産生に用いることができてもできなくてもよい。遺伝子は、コ
ード領域および非コード領域（例えばイントロン、調節エレメント、プロモーター、エン
ハンサー、終結配列および５’および３’非翻訳領域）の両方を含んでいてよい。
【００７０】
　「遺伝子改変」という語は、新しい核酸（すなわち、細胞にとって外因性である核酸）
の導入後の細胞において誘導される、持続性または一過性の遺伝子変化を指す。遺伝子変
化（「改変」）は、新規の核酸をホスト細胞のゲノムに組み込むこと、または、新規の核
酸を染色体外エレメントとして、一過的または安定的に維持することにより行い得る。細
胞が真核細胞である場合、永続的な遺伝子変化は、該核酸を該細胞のゲノムに導入するこ
とにより行うことができる。該遺伝子改変は、ノックインおよびノックアウト遺伝子変化
をその範囲内に含む。
【００７１】
　「生殖細胞（単数および複数）」および「生殖系列」という語は、互換可能に用いられ
、配偶子を生じさせる細胞を指す。これらの語は、始原生殖細胞、アルカリホスファター
ゼ陽性細胞、一次卵母細胞、卵原細胞、精原幹細胞、精原細胞および一次精母細胞を含む
。
【００７２】
　「異種性」という語は、特定の生物体、組織または細胞を起源としない物体（例えば核
酸分子、ポリペプチド、細胞、組織等）を指す。例えば、「異種多能性細胞」を含む「異
種性細胞」は、通常または天然には生物体または生物体の組織中に見られない細胞を指す
。
【００７３】
　「異種性ポリヌクレオチド」、「外来性(foreign)ポリヌクレオチド」および「外因性(



(17) JP 6845013 B2 2021.3.17

10

20

30

40

50

exogenous)ポリヌクレオチド」等の語は、本明細書中で、互換可能に、人工的にホスト生
物体のゲノムに導入された、または導入される予定であり、該ホストの子孫に伝達される
、遺伝物質を指すのに用いられる。
　異種性ポリヌクレオチドは、導入されるポリヌクレオチドが、天然起源のポリヌクレオ
チドと比較して何らかの改変（例えば点変異、選択マーカー遺伝子の存在、ｌｏｘＰ部位
の存在等）を含む限り、導入されている、または導入しようとする生物体で見られる遺伝
子配列を含んでいてよい。異種性ポリヌクレオチドは、ＲＮＡに転写されることができ、
かつ、場合によって、適当な条件下において、翻訳され、および/または発現することの
できる核酸配列を含んでいてよい。いくつかの態様において、異種性ポリヌクレオチドは
、転写または翻訳に干渉する分子（例えばアンチセンス分子）か、またはＲＮＡ干渉を媒
介する分子(例えばｓｉＲＮＡまたはｓｈＲＮＡ)に転写される。いくつかの態様において
、該異種性ポリヌクレオチドは、ペプチドまたはポリペプチドのコード配列を含む。いく
つかの態様において、該異種性ポリヌクレオチドは、遺伝子改変をゲノムに導入するため
のターゲティングカセットを含む。
【００７４】
　「異種性ポリペプチド」、「外来性(foreign)ポリペプチド」および「外因性(exogenou
s)ポリペプチド」という語は、互換可能に、上述の「異種性ポリヌクレオチド」、「外来
性(foreign)ポリヌクレオチド」および「外因性(exogenous)ポリヌクレオチド」によりコ
ードされる任意のペプチドまたはポリペプチドを指すのに用いられる。
【００７５】
　「ホスト細胞」という語は、コンストラクトまたは本発明のコンストラクトを導入する
細胞を指す。本発明のホスト細胞としては、細菌、酵母、動物（脊椎動物を含む）、昆虫
および植物細胞が挙げられるが、これらに限定されない。ホスト細胞は、単細胞であって
も、または、液体培養または単層等として組織培養中で増殖してもよい。ホスト細胞はま
た、組織から直接的または間接的に得られたものであっても、動物を含む生物体中に存在
するものであってもよい。特定の態様において、ホスト細胞は動物ホスト細胞、特に脊椎
動物ホスト細胞、例えば哺乳類ホスト細胞である。
【００７６】
　本明細書において、「免疫相互作用性」という語は、分子間の任意の相互作用、反応ま
たは他の形態の会合を指し、ここで、特に、該分子のうちの１つが、免疫系の構成要素で
あるか、またはそれを模倣している。
【００７７】
　「ノックイン」という語は、一般的に、相同組換えにより、ゲノムに挿入された、異種
性または外来性のポリヌクレオチドを指す。該ノックインポリヌクレオチドは、内在性、
野生型の遺伝子または遺伝子の一部に置き換わる、遺伝子または遺伝子の一部の変異体形
態であってよい。該変異は、異種性配列の挿入、欠失、点変異、フレームシフト変異およ
び、正常な遺伝子発現を阻害、妨害または変化させる任意の他の変異を含む。したがって
、本明細書において、「ノックイン」動物は、異種性または外来性のポリヌクレオチドが
、動物のゲノムに挿入された、または、動物のゲノムの特定の遺伝子またはその一部が外
来性の遺伝子またはＤＮＡ配列に置換された、遺伝子改変動物を指す。「条件的ノックイ
ン」は、相同組換えによりゲノムに挿入された、指定の発生段階または特定の環境条件下
で、活性（例えば転写または翻訳の調節、コード配列および/または非コード配列を含む
ヌクレオチド配列の産生等）を誘発する、異種性または外来性のポリヌクレオチドを、そ
の範囲内に含む。「条件的ノックインベクター」は、相同組換えを介してゲノム中に挿入
し得る、指定の発生段階または特定の環境条件下において活性（例えば転写または翻訳の
調節、コード配列および/または非コード配列を含むヌクレオチド配列の産生等）を誘発
する、異種性または外来性の遺伝子またはその一部を含むベクターである。
【００７８】
　「ノックアウト」は、遺伝子の発現産物のレベルまたは機能活性を低下させるか、抑制
するか、または他の方法で阻害する、遺伝子の不活化または破壊を指す。「ノックアウト
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」動物は、遺伝子が破壊された、遺伝子改変動物を指す。「条件的ノックアウト」は、特
定の条件下で破壊される遺伝子、例えば、組織特異的または時間特異的なパターンで破壊
される遺伝子を指す。「条件的ノックアウトベクター」は、特定の条件下で破壊され得る
遺伝子を含むベクターである。
【００７９】
　「マーカー遺伝子」は、該マーカー遺伝子を発現する細胞に、特徴的な表現型を与える
ことにより、該形質転換細胞を、該マーカーを持たない細胞から区別することを可能にす
る遺伝子を指す。選択マーカー遺伝子は、選択薬剤（例えば、除草剤、抗生物質、放射線
照射、熱または他の非形質転換に損傷を与える処理）に対する抵抗性に基づいて「選択」
することができる形質を与える。スクリーニング可能なマーカー遺伝子 (またはレポータ
ー遺伝子)は、観察または試験、すなわち、「スクリーニング」(例えばβ-グルクロニダ
ーゼ、ルシフェラーゼ、緑色蛍光蛋白質または、非形質転換細胞に存在しない他の活性)
により、特定することができる形質を与えるものである。
【００８０】
　「マイクロＲＮＡ」または「ｍｉＲＮＡ」という語は、多種多様な真核生物、例えば植
物で見られる、低分子の非コードＲＮＡ分子を指す。ｍｉＲＮＡ前駆体は、短い「ヘアピ
ン」ＲＮＡを形成する、特徴的な二次構造を共通して持つ。「ｍｉＲＮＡ」という語は、
プロセシングされた配列ならびに、相当する長い一次転写物 (ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡ) およ
びプロセシングされた前駆体 (ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ)を含む。遺伝的および生化学的な研
究により、ｍｉＲＮＡは、ＲｎａｓｅＩＩＩファミリーのヌクレアーゼであるＤｉｃｅｒ
によるプロセシングを受けて、その成熟形態になり、ＲＮＡ介在性干渉（ＲＮＡｉ）およ
び関連する経路を解して、標的遺伝子の発現調節に機能することが示されている (Hannon
, 2002, Nature 418, 244-251; Pasquinelli, et al., 2002, Annu. Rev. Cell. Dev. Bi
ol. 18, 495-513)。ｍｉＲＮＡは、細胞中の遺伝子発現の操作が可能なように、合成性の
サイレンシング誘発因子である「低分子ヘアピン型ＲＮＡ」 (ｓｈＲＮＡ)として設計し
てよい (Paddison et al., 2002, Cancer Cell 2, 17-23)。ｓｈＲＮＡによるサイレンシ
ングには、ＲＮＡｉ機構が関連しており、該サイレンシングは、ＲＮＡｉの特徴である、
低分子干渉ＲＮＡ(ｓｉＲＮＡ)の産生と相関する。
【００８１】
　本明細書において、「天然起源」の核酸分子は、天然に生じるヌクレオチド配列を有す
るＲＮＡまたはＤＮＡ分子を指す。例えば天然起源の核酸分子は、天然に生じる蛋白質を
コードしていてよい。
【００８２】
　「非コード配列」という語は、遺伝子のポリペプチド産物をコードするのに寄与しない
、任意の核酸配列を指す。
【００８３】
　「非ヒト動物」という語は、ヒトを除いた動物を指し、任意の脊椎動物、例えば哺乳類
、鳥、は虫類、両生類および魚類を含むことを意図する。適当な哺乳類としては、齧歯類
、非ヒト霊長類、ウマ科、例えばウマ、ヒツジ、ヤギ、ウサギ類、例えばウサギ、イヌ、
ネコ、ウシ、動物園の動物ならびに、絶滅危惧または外来性動物が挙げられる。いくつか
の態様において、非ヒト動物は、例えばラットおよびマウスなどの齧歯類から選択される
。
特定の態様において、非ヒト動物はマウスである。
【００８４】
　「ヌクレオーム」という語は、核酸相補体全体を指し、ゲノム、染色体外核酸分子およ
び全てのＲＮＡ分子、例えばｍＲＮＡ、ヘテロ核ＲＮＡ(ｈｎＲＮＡ)、核低分子ＲＮＡ (
ｓｎＲＮＡ)、核小体低分子ＲＮＡ (ｓｎｏＲＮＡ)、細胞質低分子ＲＮＡ (ｓｃＲＮＡ)
、リボソームＲＮＡ(ｒＲＮＡ)、翻訳調節ＲＮＡ(ｔｃＲＮＡ)、転移ＲＮＡ (ｔＲＮＡ)
、ｅＲＮＡ、メッセンジャーＲＮＡ干渉性相補的ＲＮＡ(ｍｉｃＲＮＡ)または干渉ＲＮＡ
(ｉＲＮＡ)、葉緑体または色素体ＲＮＡ (ｃｐＲＮＡ)およびミトコンドリアＲＮＡ(ｍｔ
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ＲＮＡ)を含む。
【００８５】
　本明細書において、「作動可能に結合した」、「作動可能に連結した」、「作動可能な
連結で」および「作動可能な結合で」等の語は、ポリヌクレオチドエレメントの、機能的
な関係での連結を指すのに用いられる。核酸が他の核酸配列と、機能的な関係におかれて
いるとき、該核酸は「作動可能に連結」している。例えば、リコンビナーゼ認識部位が、
ターゲティングカセットおよびホスト細胞ゲノム中の標的部位の間の組換えを促進できる
程度に近接しているとき、該リコンビナーゼ認識部位は、標的カセットに作動可能に結合
している。いくつかの態様において、該リコンビナーゼ認識部位は、ターゲティングカセ
ットから、１０kb以内、９kb以内、８kb以内、７kb以内、６kb以内、５kb以内、４kb以内
、３kb以内、２kb以内、１kb以内、９００bp以内、８００bp以内、７００bp以内、６００
bp以内、５００bp以内、４００bp以内、３００bp以内、２００bp以内、１００bp以内、９
０bp以内、８０bp以内、７０bp以内、６０bp以内、５０bp以内、４０bp以内、３０bp以内
、２０bp以内または１０bp以内に位置する。他の態様において、「作動可能な結合」等は
、転写可能な配列を、該配列の転写を調節し、場合によって翻訳を調節してよい、プロモ
ーターの調節制御下におくことを指す。異種性のプロモーター/転写可能な配列の組み合
わせの構成において、一般的に、該遺伝子配列またはプロモーターを、該遺伝子の転写開
始部位から、該遺伝子配列またはプロモーターと、それが調節する遺伝子の天然の条件下
の距離、すなわち該遺伝子配列またはプロモーターが由来する遺伝子と同じ距離におくこ
とが望ましい。当該分野で知られているように、機能喪失がなければ、この距離にいくら
かの変更を行ってよい。同様に、その制御下に置かれる、異種性の核酸配列または遺伝子
についての他の調節エレメントの望ましい位置は、天然の条件下における該エレメントの
位置、すなわち、該エレメントが由来する遺伝子により規定される。これらの用語は、ま
た、その範囲内に、発現調節エレメントが、第一の条件下において、転写可能な配列の転
写の阻害に用いられ、第二の条件下において、転写可能な配列の転写を可能にするか、ま
たは増大させるのに用いられる、プロモーターと転写可能な配列の間の作動可能な連結ま
たは、結合を含む。
【００８６】
　本明細書において、「修飾後遺伝子サイレンシング」(ＰＴＧＳ)は、転写後に阻害機構
が生じる、遺伝子サイレンシングの形態を指す。これは、特異的なＲＮＡ標的の定常状態
のレベルの低下または翻訳の阻害のいずれかを引き起こし得る(Tuschl et al., 2001, Ch
emBiochem 2: 239-245)。文献中において、ＲＮＡ干渉 (ＲＮＡｉ)および翻訳後コサプレ
ッションという語は、しばしば、翻訳後遺伝子サイレンシングを指すのに用いられる。
【００８７】
　「多能性」という語は、細胞が、成体（例えば非ヒト動物）に存在する、多数の種類の
分化細胞に分化できる能力を指す。多能性細胞は、全能性細胞と比較すると、その分化能
が制限されている。多能性細胞としては、生殖細胞に分化することのできる幹細胞、例え
ばＥＳ細胞、エピブラスト幹細胞 (ＥｐｉＳＣまたはエピ幹細胞)、胚性生殖 (ＥＧ) 細
胞および人工多能性幹(ｉＰＳ) 細胞が挙げられるが、これらに限定されない。「多能性
細胞」という語は遺伝子改変多能性細胞を含む。
【００８８】
　本明細書において「ポリヌクレオチド」または「核酸」という語は、ｍＲＮＡ、ＲＮＡ
、ｃＲＮＡ、ｃＤＮＡ、ｉＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、ｍｉＲＮＡまたはＤＮＡを
指す。該用語は、典型的には、長さが３０ヌクレオチドを超える、オリゴヌクレオチドを
指す。
【００８９】
　「ポリペプチド」、「ペプチド」および「蛋白質」という語は、本明細書中において、
互換可能に用いられ、アミノ酸残基のポリマーおよび、その変異体および合成類似体を指
すのに用いられる。したがって、これらの語は、１つ以上のアミノ酸残基が合成性の非天
然起源のアミノ酸であるアミノ酸ポリマー、例えば天然アミノ酸ならびに天然起源のアミ
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ノ酸ポリマーに対応する化学的な類似体にも適用される。
【００９０】
　「子孫」および「遺伝子導入非ヒト動物の子孫」等の語は、最初に形質転換した非ヒト
動物の、以降の全ての世代の、任意の、および全ての子孫を指す。
【００９１】
　「プロモーター」という語は、転写の開始およびレベルを少なくとも部分的に調節する
ＤＮＡ領域を指す。本明細書において、「プロモーター」は、最も広い意味で解釈され、
古典的なゲノム遺伝子の転写調節配列、例えばＴＡＴＡボックスおよびＣＣＡＡＴボック
ス配列ならびに、発生および/または環境の刺激に応答して、または組織特異的もしくは
細胞腫特異的な方法により、遺伝子発現を変化させる付加的な調節エレメント（すなわち
、活性化配列、エンハンサーおよびサイレンサー）を含む。プロモーターは、通常、発現
を調節する転写可能な配列（例えば、コード配列または機能性ＲＮＡをコードする配列）
の上流または５’に位置するが、必ずしもそうでなくてもよい。さらに、プロモーターを
含む調節エレメントは、通常、遺伝子の転写開始部位から２ｋｂ以内に位置する。本発明
のプロモーターは、細胞内の発現をさらに増大させ、および/または、それが作動可能に
結合している構造遺伝子の発現の時期または誘導能を変化させるために、開始部位からさ
らに遠位に位置する、さらなる特異的な調節エレメントを含んでいてよい。「プロモータ
ー」という語はまた、その範囲内に、誘導性の、抑制可能かつ構成的なプロモーターおよ
び最小プロモーターを含む。最小プロモーターは、典型的には、それが作動可能に連結し
ている、選択したＤＮＡ配列の転写を開始させることができる、最小発現調節エレメント
を指す。いくつかの例において、最小プロモーターは、付加的な調節エレメント（例えば
エンハンサーまたは他のシス作用性調節エレメント）の非存在下では、基底レベルよりも
上で転写を開始させることができない。最小プロモーターは、しばしば、ＴＡＴＡボック
スまたはＴＡＴＡ様ボックスからなる。多数の最小プロモーターが、文献で知られている
。例えば、最小プロモーターは、公知の広範の配列、例えば、特に、ｆｏｓ、ＣＭＶ、Ｓ
Ｖ４０およびＩＬ-２由来のプロモーター領域から選択してよい。具体的な例として、最
小ＣＭＶプロモーターまたは最小ＩＬ２プロモーター(開始部位から－７２～＋４５; Sie
benlist, 1986)の使用が示される。
【００９２】
　本明細書において、「希少または絶滅危惧種」としては、任意の組織によって、脅威に
さらされている、または絶滅が危惧されていると記載された任意の動物または、その個体
数または生息地が脅かされている任意の動物、または監禁して繁殖させることが望ましい
任意の動物が挙げられるが、これらに限定されない。例えば、絶滅危惧種の一覧は、合衆
国魚類野生生物局、 絶滅危惧種プログラムで見ることができるか、または絶滅危惧種保
護法(ＥＳＡ)に記載されている。
【００９３】
　「リコンビナーゼ認識部位」 (ＲＲＳ)は、リコンビナーゼが結合するか、または他の
方法で相互作用する核酸部位または配列を指す。該結合または相互作用は直接的なもので
あっても間接的なものであってもよい。
【００９４】
　「調節可能なプロモーター」という語は、構成的にではなく、時期および/または空間
に調節された方法で、遺伝子を発現させるプロモーターを指し、組織特異的なプロモータ
ーおよび誘導性のプロモーターの両方を含む。天然および合成の配列ならびに、合成およ
び天然の配列の組み合わせであり得る配列も含まれる。異なる組織または細胞種において
、または異なる発生段階、または異なる環境状況に応答して、異なるプロモーターが、１
つの遺伝子を発現させてよい。ホスト細胞で有用な種々の新規のプロモーターが常に発見
されている。殆どの場合、調節配列の厳密な境界は完全には規定されていないため、異な
る長さの核酸断片が、同一のプロモーター活性を有することもある。
【００９５】
　本明細書において、「ＲＮＡ干渉」および「ＲＮＡｉ」という語は、標的分子（例えば



(21) JP 6845013 B2 2021.3.17

10

20

30

40

標的遺伝子、蛋白質またはＲＮＡ）が、発現の下方制御を介して下方制御される、配列特
異的な過程を指す。特定の機構にしばられるものではないが、当業者が現在理解している
ように、ＲＮＡｉは、ＲＮＡ分子、例えば細胞内のｍＲＮＡ分子の、酵素的な、ＲＮＡ誘
導サイレンシング複合体(ＲＩＳＣ)により触媒される分解を伴う。ＲＮＡｉは、天然では
、近接して相同配列を有する他のＲＮＡ配列に該分解機構を向かわせる、より長いｄｓＲ
ＮＡから切断されたｄｓＲＮＡにより引き起こされて、外来性のＲＮＡ（例えばウイルス
ＲＮＡ）の除去のために起こる。技術として実施されているように、ＲＮＡｉは、外因性
の合成されたｄｓＲＮＡまたは細胞内で転写された（例えば短ヘアピン構造を形成する配
列として合成された）ｄｓＲＮＡのいずれかを用いて、標的遺伝子の発現を低下させるか
、またはサイレンシングするために、ヒトの介入により開始させることができる。
【００９６】
　本明細書において、「低分子干渉ＲＮＡ」および「短干渉ＲＮＡ」(「ｓｉＲＮＡ」)と
いう語は、通常二本鎖の、長さ約１０～５０ヌクレオチド、好ましくは約１５～２５ヌク
レオチド（「ヌクレオチド」という語は、ヌクレオチド類似体を含む）のＲＮＡ分子であ
る、短いＲＮＡ分子を指す。殆どの場合、該ｓｉＲＮＡは、１７、１８、１９、２０、２
１、２２、２３、２４または２５ヌクレオチドの長さである。該ｓｉＲＮＡは、端に突出
を有していてよい (例えば、１、２または３ヌクレオチド(またはヌクレオチド類似体)の
３’－突出)。該ｓｉＲＮＡは、ＲＮＡ干渉を媒介し得る。
【００９７】
　本発明に関して、「ｓｈＲＮＡ」という語は、ステムループ構造を有するＲＮＡ分子を
指す。該ステムループ構造は、２つの相互に相補的な配列を含み、ここで、それぞれの配
向および相補性の程度により、該２配列間の塩基対形成が可能になる。相互に相補的な配
列は、ループ領域により連結しており、該ループは、ループ領域内で、ヌクレオチド間（
またはヌクレオチド類似体間）で塩基対形成がないことにより生じる。
【００９８】
　本明細書において、「配列同一性」という語は、比較ウインドウ（window of comparis
on）上において、配列がヌクレオチド単位またはアミノ酸単位で同一である程度を指す。
したがって、「配列同一性のパーセンテージ」は、該比較ウインドウで、２つの最適なよ
うに整列した配列を比較し、両方の配列において同一の核酸塩基（例えばＡ、Ｔ、Ｃ、Ｇ
、Ｉ）または同一のアミノ酸残基（例えばＡｌａ、Ｐｒｏ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｇｌｙ、Ｖ
ａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｔｙｒ、Ｔｒｐ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ、Ａｓｐ、Ｇ
ｌｕ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、ＣｙｓおよびＭｅｔ）が見られる位置の数を決定して、適合する
位置の数を得、適合する位置の数を、該比較ウインドウ中の全ての位置の数（すなわちウ
インドウサイズ）で割り、結果に１００を掛けて配列同一性のパーセンテージを得ること
により算出する。本発明の目的のために、「配列同一性」は、DNASIS コンピュータープ
ログラム(ウインドウズ用バージョン2.5; Hitachi Software engineering Co., Ltd., So
uth San Francisco, California, USAより入手可能)によって、該ソフトウェアに付属の
参照マニュアルで用いている標準のデフォルトを用いて算出した「適合パーセンテージ」
を意味すると理解される。
【００９９】
　「類似性」という語は、同一であるか、または表１に定義する、保存的な置換を構成す
るアミノ酸のパーセンテージ数を指す。



(22) JP 6845013 B2 2021.3.17

10

20

30

40

50

【表１－１】

【表１－２】

【０１００】
　類似性は、配列比較プログラム、例えばＧＡＰ (Deveraux et al. 1984, Nucleic Acid
s Research 12, 387-395)を用いて決定することができる。この方法により、本明細書に
記載の配列とは、長さが類似しているか、または実質的に異なる配列を、該配列比較にギ
ャップを挿入することにより比較することができ、該ギャップは、例えば、ＧＡＰが用い
る比較アルゴリズムにより決定し得る。
【０１０１】
　２つ以上のポリヌクレオチドまたはポリペプチド間の配列関係を表すのに用いる用語と
して、「参照配列」、「参照ウインドウ」、「配列同一性」、「配列同一性のパーセンテ
ージ」および「実質的な同一性」が挙げられる。「参照配列」は、ヌクレオチドおよびア
ミノ酸残基を含む、少なくとも１２単量体ユニット、頻繁には１５～１８単量体ユニット
であり、しばしば少なくとも単量体ユニットの長さである。２本のポリヌクレオチドは、
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それぞれ、(１)２本のポリヌクレオチド間で類似している配列 (すなわち、完全なポリヌ
クレオチド配列のごく一部) および(２) ２本のポリヌクレオチド間で異なる配列を含む
ため、２つ（またはそれ以上）のポリヌクレオチド間の配列比較は、典型的には、２つの
ポリヌクレオチドの配列を「比較ウインドウ」上で比較し、配列が類似している局所的な
領域を特定して比較することにより行う。
　「比較ウインドウ」は、少なくとも６個、通常約５０個～約１００個、より一般的には
、約１００個～約１５０個の、２つの配列を最適に整列させた後に、配列を、同じ数の近
接した位置の参照配列と比較する、近接した位置の概念的なセグメントを指す。該比較ウ
インドウは、２つの配列の最適な比較のために、（付加または欠失を含まない）参照配列
と比較して、約２０％以下の、付加または欠失（すなわちギャップ）を含んでいてよい。
比較ウインドウの整列のための最適な配列比較は、アルゴリズムをコンピューターにより
実行すること(Wisconsin Genetics Software Package Release 7.0（Genetics Computer 
Group, 575 Science Drive Madison, WI, USA）中のＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴ
ＡおよびＴＥＡＳＴＡ)または、調査および、選択する種々の方法のうちの任意の方法に
より作製した最適な(すなわち、比較ウインドウで最も高い相同性のパーセンテージを生
じる)整列により行い得る。例えば、Altschul et al., 1997, Nucl. Acids Res. 25:3389
に記載されているＢＬＡＳＴファミリーのプログラムを参照してもよい。配列比較の詳細
な議論については、Ausubel et al.,“Current Protocols in Molecular Biology”John 
Wiley &#38; Sons Inc, 1994-1998, Chapter 15, Unit 19.3に見ることができる。
【０１０２】
　「部位特異的相同組換え」という語は、ヌクレオチドの組成が実質的に類似している核
酸配列間の、鎖交換クロスオーバー現象を指す。これらのクロスオーバー現象は、本発明
のターゲティングコンストラクトに含まれる配列と内在性のゲノム核酸配列の間で起こり
得る。さらに、２つ以上の部位特異的な相同組換えが起こる可能性もあり、これにより、
内在性のゲノム配列に存在する特定の配列が、ターゲティングコンストラクトに含まれる
核酸配列に置き換わる現象が起こる。
【０１０３】
　遺伝子の破壊または、リコンビナーゼ認識部位の認識について用いる「特異的」という
語は、他の遺伝子の実質的な破壊または他のリコンビナーゼ認識部位の実質的な認識を伴
わない、該遺伝子の破壊または該リコンビナーゼ認識部位の認識を指す。例えば、妊孕性
遺伝子を特異的に破壊する剤は、該妊孕性遺伝子について、他の妊孕性遺伝子または妊孕
性に関連のない遺伝子の破壊と比較して約２倍、５倍、１０倍、２０倍、５０倍を超える
、または約１００倍、５００倍、１０００倍を超える特異性を示すものである。他の例に
おいて、特定のリコンビナーゼの認識部位を特異的に認識する剤は、該認識部位について
、他のリコンビナーゼの認識部位に対する特異性と比較して、約２倍、５倍、１０倍、２
０倍、５０倍を超えるか、または、約１００倍、５００倍、１０００倍を超える特異性を
示すものである。
【０１０４】
　本明細書において、「ストリンジェンシー」は、ハイブリダイズおよび洗浄の手法にお
ける、温度およびイオン強度についての条件および、特定の有機溶媒の有無を指す。スト
リンジェンシーが高い程、固定された標的ヌクレオチド配列と、洗浄後に、標的にハイブ
リダイズしたまま維持されている、標識したプローブポリヌクレオチド配列の間の相補性
は高度になる。
【０１０５】
　「ストリンジェントな条件」は、相補的な塩基の頻度が高いヌクレオチド配列のみがハ
イブリダイズする、温度およびイオンの条件を指す。必要とされるストリンジェンシーは
、ヌクレオチド配列依存的であり、ハイブリダイズおよびそれに続く洗浄の間に存在する
種々の要素および、これらの工程について考慮される時間に依存する。一般的に、ハイブ
リダイズの割合を最大化するためには、ストリンジェントでないハイブリダイズの条件; 
熱融解点(Ｔｍ)より約２０～２５℃低い温度が選択される。Ｔｍは、特定の標的配列の５
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０％が、規定のイオン強度およびｐＨにおいて、溶液中で、完全に相補的なプローブにハ
イブリダイズする温度である。一般的に、ハイブリダイズした配列の少なくとも約８５％
のヌクレオチド相補性を必要とするためには、ストリンジェンシーの高い洗浄条件を、Ｔ
ｍよりも約５～１５℃低いように選択する。ハイブリダイズした配列の、少なくとも約７
０％のヌクレオチド相補性を必要とするためには、中程度にストリンジェントな条件を、
Ｔｍより約１５～３０℃低いように選択する。寛容性の高い（ストリンジェンシーの低い
）洗浄条件は、Ｔｍを５０℃下回る程度の低い温度であってよく、このとき、ハイブリダ
イズした配列間のミスマッチのレベルが高くなり得る。ハイブリダイズおよび洗浄の段階
における、他の物理的および化学的なパラメーターを、標的およびプローブ配列間の配列
同一性の特定のレベルからの、検出可能なハイブリダイズシグナルの結果に影響を与える
ように、変更してよいことは、当業者が認識することである。
【０１０６】
　「ターゲティングカセット」および「ターゲティングコンストラクト」等の語は、生物
体またはホスト細胞のゲノム中の特定の核酸配列の、相同組み換えによる破壊または挿入
を促進する、核酸コンストラクトを指す。一般的に、該ターゲティングカセットは: (１)
 少なくとも１つの、ホスト細胞の内在性遺伝子座に存在する配列と実質的に同一である
か、または、実質的に相補的である配列を有する、相同領域またはホモロジーアームおよ
び(２) ターゲティングコンストラクトの相同領域および内在性の遺伝子座の配列間の相
同組み換えによって、ホスト細胞の内在性遺伝子座に組み込まれる標的化領域を含む。標
的化領域は、内在性の遺伝子配列に実質的に相同である配列を含んでいてよく、かつ/ま
たは、態様によっては、非相同配列、例えば選択マーカー (例えば、ｎｅｏ、ｔｋ、ｇｐ
ｔ)または異種性ポリヌクレオチドを含んでいてよい。「ターゲティングカセット」およ
び「ターゲティングコンストラクト」等の語は、必ずしも、標的化領域が、ホストゲノム
に組み込まれる遺伝子を含むことを示すものではなく、標的化領域が、完全な構造遺伝子
配列を含むことを必ずしも示すものでもない。当該分野において、「ターゲティングカセ
ット」および「ターゲティング配列」等の語は、本明細書で用いる「導入遺伝子」の同義
語である。
【０１０７】
　「全能性」という語は、細胞が、成体（例えば非ヒト動物）の全ての種類の細胞に分化
できる能力を指す。
【０１０８】
　「転写可能な核酸配列」または「転写された核酸配列」という語は、転写を促進する、
転写されない調節配列を除外している。本発明の局面によれば、該転写可能な配列は、全
体または部分的に、当該分野で公知の任意の供給源、例えば植物、菌類、動物、細菌のゲ
ノムまたはエピソーム、真核、核またはプラスミドのＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ウイルスＤＮＡ
または化学合成されたＤＮＡ由来であってよい。転写可能な配列は、コード領域または非
翻訳領域のいずれかに、該発現産物の生物活性または化学構造、発現の頻度または発現調
節の方法に影響を与え得る、１つ以上の改変を含んでいてよい。該改変としては、例えば
、１つ以上のヌクレオチドの挿入、欠失および置換が挙げられるが、これらに限定されな
い。転写可能な配列は、連続したコード配列を含んでいても、または、適当なスプライス
ジャンクションを境界とする１つ以上のイントロンを含んでいてもよい。該転写可能な配
列は、融合蛋白質をコードしていてもよい。他の態様において、該転写可能な配列は、非
コード領域のみを含む。
【０１０９】
　「形質移入」は、核酸分子（例えばプラスミドまたはＤＮＡ断片）が、真核細胞に挿入
される過程を指す。典型的には、細胞の２～５０％が、該プラスミドを取り込み、該プラ
スミドＤＮＡまたはＤＮＡ断片を、該細胞の染色体に取り込むことなく、約３日間該蛋白
質産物を発現させる (= 一過性形質移入)。これらの細胞の少数の集団が、最終的に該プ
ラスミドを染色体中に取り込み、該蛋白質産物を永続的に発現する (= 安定な形質移入)
。
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【０１１０】
　本明細書において、「導入遺伝子」という語は、ホスト生物体のゲノムに導入されてい
るか、または人工的に導入される予定であり、該ホストの子孫に伝達される遺伝物質を表
すのに用いられる。該導入遺伝子は、典型的には、通常、活性(例えば、転写または翻訳
の調節、コード配列および/または非コード配列を含む、ヌクレオチド配列の産生等)を与
えるかまたは誘発するが、必ずしもそうである必要はない、非コード配列および/または
コード配列を含む、ポリヌクレオチドを含む。いくつかの態様において、該導入遺伝子は
、ＲＮＡに転写されることができ、場合によっては、適当な条件下で翻訳される、および
/または発現することができてよい、ポリヌクレオチドを含む。いくつかの態様において
、該導入遺伝子は、転写または翻訳に干渉するか (例えば、アンチセンス分子)、または
ＲＮＡ干渉を媒介する (例えば、ｓｉＲＮＡまたはｓｈＲＮＡ)分子に転写される。いく
つかの態様において、該導入遺伝子は、ポリペプチドのコード配列を含む。いくつかの態
様において、該導入遺伝子は、遺伝子改変をゲノムに導入するためのターゲティングカセ
ットを含む。種々の方法のうちの任意のものを、導入遺伝子を非ヒト動物に導入し、遺伝
子導入動物を作製するのに使用してよい。該技術は、当該分野でよく知られており、前核
マイクロインジェクション、ウイルス感染および胚性幹細胞およびｉＰＳ細胞の形質転換
が挙げられるが、これらに限定されない。使用し得る遺伝子導入動物の作製方法としては
、J. P. Sundberg and T. Ichiki, Eds., Genetically Engineered Mice Handbook, CRC 
Press; 2006; M. H. Hofker and I. van Deursen, Eds., Transgenic Mouse Methods and
 Protocols, Humana Press, 2002; A. L. Joyner, Gene Targeting: A Practical Approa
ch, Oxford University Press, 2000; Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory M
anual, 3rd edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press; 2002, ISBN-10: 08796959
19; K. Turksen (Ed.), Embryonic stem cells: methods and protocols in Methods Mol
. Biol. 2002; 185, Humana Press; Current Protocols in Stem Cell Biology, ISBN: 9
78047015180; Meyer et al. PNAS USA, vol. 107 (34), 15022-15026に記載されている方
法が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１１１】
　本明細書において、ホスト細胞、ホスト部分、ホスト組織またはホストについての「遺
伝子導入した」または「形質転換した」という語は、ホスト細胞、ホスト部分、ホスト組
織またはホスト動物のヌクレオーム、特にゲノムに、典型的には導入遺伝子により導入さ
れた遺伝子改変を含む、ホスト細胞、ホスト部分、ホスト組織またはホスト動物を指す。
【０１１２】
　「ベクター」は、その中に核酸配列を挿入またはクローニングし得る、例えば、プラス
ミド、バクテリオファージまたは植物ウイルス由来の核酸分子、適当にはＤＮＡ分子を指
す。ベクターは、典型的には１つ以上の特有の制限部位を含み、標的細胞または組織、ま
たは、その前駆細胞または組織を含む、規定のホスト細胞における自己複製が可能である
か、または、クローニングした配列を複製することが可能なように、該規定のホスト細胞
のゲノムに組み込むことが可能であってよい。したがって、該ベクターは、自己複製ベク
ター、すなわち、染色体外の実体として存在し、複製が染色体の複製とは独立しているベ
クター、例えば、閉環している環状プラスミド、染色体外エレメント、微小染色体または
、人工染色体であってよい。該ベクターは、自己複製を確実なものにするための任意の手
段を含んでいてよい。あるいは、該ベクターは、ホスト細胞に導入されるときに、ゲノム
中に組み込まれて、組み込まれた染色体とともに複製されるものであってもよい。ベクタ
ー系は、単一のベクターまたはプラスミドを含んでいても、ホスト細胞のゲノムに導入さ
れる全ＤＮＡを共に含む２つ以上のベクターまたはプラスミド、またはトランスポゾンを
含んでいてよい。ベクターの選択は、典型的には、該ベクターを導入するホスト細胞への
該ベクターの適合性に依存する。該ベクターは、また、適当な形質転換体の特定に使用し
得る抗生物質耐性遺伝子のようなマーカーを含んでいてよい。該耐性遺伝子の例は、当業
者にはよく知られている。
【０１１３】
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　本明細書において、「５’非コード領域」という語は、最も広い文脈において、発現可
能な遺伝子の上流領域由来のヌクレオチド配列であって、該遺伝子のポリペプチド産物を
含むアミノ酸残基をコードする配列以外の全てのヌクレオチド配列を含むのに用い、ここ
で、該５’非コード領域は、該遺伝子を少なくとも部分的に、発現させるか、または発現
を活性化させるか、または、他の方法で発現を促進する。
【０１１４】
　本明細書において、「５’非翻訳領域」または「５’ＵＴＲ」という語は、プロモータ
ー領域の３'および下流のコード領域の５'に位置する配列を指す。したがって、該配列は
、転写はされるが、翻訳開始コドンの上流（すなわち５’）にあるため、通常、ポリペプ
チド産物の一部として翻訳されることはない。
【０１１５】
　「３’非翻訳領域」または「３’ＵＴＲ」という語は、コード配列の下流（すなわち３
’）にあるヌクレオチド配列を指す。それは、コード配列の停止コドンの後の最初のヌク
レオチドから、相当する転写されたｍＲＮＡのポリ（Ａ）テイルの直前までに及ぶ。該３
'ＵＴＲは、翻訳効率、ｍＲＮＡ安定性、ｍＲＮＡターゲティングおよび/またはポリアデ
ニル化を調節する配列を含んでいてよい。
【０１１６】
　「野生型」という語は、天然起源の供給源から単離されたときの該遺伝子または遺伝子
産物の特性を有する遺伝子または遺伝子産物を指す。野生型遺伝子は、集団で最も頻繁に
観察される遺伝子であり、そのため、任意に、該遺伝子の「正常」または「野生型」の形
態と指定される。対照的に、「改変された」、「バリアント」または「変異体」という語
は、野生型遺伝子または遺伝子産物と比較して、配列および/または機能的な特徴の改変
（すなわち、変化した特徴）を示す、遺伝子または遺伝子産物を指す。天然起源の変異体
を単離し得ること：これらは、野生型の遺伝子または遺伝子産物と比較して変化した特徴
を有することにより特定されることは、留意すべきである。
【０１１７】
　本明細書において、遺伝子名に下線を引くこと、または斜体表記することは、該遺伝子
そのものを示すものであり、対照的に、その蛋白質産物は、下線も斜体表記もないことに
より示される。例えば、「GILZ（斜体）」は、GILZ（斜体）遺伝子を意味し、「GILZ」は
、該「GILZ（斜体）」遺伝子の蛋白質産物を示す。
【０１１８】
　本明細書中に記載する各態様は、特にことわらない限り、それぞれの、および全ての態
様に適宜変更を加えて適用される。
【０１１９】
２. 略語
　本明細書を通じて、次の略語を用いる:
ｄｐｃ＝性交後の日数
ＥＳ細胞＝胚性幹細胞
エピ幹細胞＝エピブラスト幹細胞
ＥＧ細胞＝胚性生殖細胞
ｉＰＳ細胞＝人工多能性幹細胞
ｄ＝日
ｈ＝時間
ｄ＝秒
【０１２０】
３. ドナー多能性細胞の生殖系列伝達を増大させるための、破壊された妊孕性遺伝子を有
する非ヒト胚の使用
　本発明は、遺伝子改変を有するものを含む、ドナー多能性細胞の生殖系列の伝達を増大
させるための組成物および方法を提供する。非ヒトホスト胚を起源とする生殖細胞は、妊
孕性に寄与する少なくとも１つの遺伝子(すなわち妊孕性遺伝子)が破壊されるように改変
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される。該改変非ヒトホスト胚を、次いで、機能性妊孕性遺伝子 (すなわち、破壊されて
いない妊孕性遺伝子)を有する、導入されるドナー多能性細胞の「ホスト」に使用する。
得られた非ヒトホスト胚を、代理親（surrogate）または里親(foster)に移植し、懐胎さ
せることにより、２種類:通常非ヒトホスト胚由来である、破壊された妊孕性遺伝子を有
する内在性の生殖細胞または配偶子を有するものおよび、通常ドナー多能性細胞由来であ
る、機能性の妊孕性遺伝子を有する生殖細胞または配偶子を含むものの、キメラの出生仔
（offspring）を含む同腹仔が通常得られる。機能性の妊孕性遺伝子を含む、同族非ヒト
動物と繁殖させたとき、破壊された妊孕性遺伝子を有する内在性の生殖細胞または配偶子
を含むキメラ非ヒト動物は、妊孕性が損なわれているかまたは阻害されている。対照的に
、ドナー多能性細胞由来の生殖細胞または配偶子を含むキメラ非ヒト動物は、妊孕性が正
常であるかまたは損なわれていないため、ドナー多能性細胞由来の生殖細胞または配偶子
を含む、最初に出生する仔（first litter offspring）の作製が増進される。
【０１２１】
３.１ 妊孕性遺伝子
　非ヒトホスト胚ならびに、本発明による非ヒト動物および子孫を得るために、任意の適
当な妊孕性遺伝子または妊孕性遺伝子の組み合わせを破壊してよい。妊孕性遺伝子の非限
定的な例を表２に、妊孕性遺伝子破壊を引き起こし、不妊（例えば雄性不妊）を引き起こ
す、例示的な変異（上付き文字）およびアレルの組成とともに記載する。また、表２には
、これらの妊孕性遺伝子の破壊により不妊(例えば雄性不妊)が引き起こされる、例示的な
遺伝的バックグラウンドも示す。
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【表２－３５】

【０１２８】
　他の態様において、該妊孕性遺伝子は、精子形成遺伝子から選択され、その具体的な例
としては、米国特許公開第２００５/０１７６９４３号明細書に記載されているものが挙
げられ、当該文献の内容は、全体が、引用により本明細書に包含される。代表的な遺伝子
としては、本明細書の配列番号１～８９に示す核酸配列を有する転写物を含むものが挙げ
られる。これらの遺伝子の非限定的な例としては、ＡＫＡＰ１１０、Ｒｂｃｃ７２８、Ｔ
ｒｉｍ３６、Ｎｏｐｐ１４０、ＡＴＲ、ＨＳｐｂ、Ｓｐｅｒｇｅｎ-１、アリールスルフ
ァターゼＡ、Ｄｒｃｔｎｎｂｌａ、ＣＤＣ１４Ｂ、ＣＲＥＳ（cystatin-related epididy
mal spermatogenic）蛋白質、妊娠誘発性増殖抑制因子（pregnancy-induced growth inhi
bitor）、ＦＡＣＬ（fatty acid coenzyme A ligase、long chain）、Ｆｅｍ、Ｆｓｃ１ 
(major 80,000 Mr fibrous sheath component)、Ｇｐｄ１（Glycerol phosphate dehydro
genase １、mitochondrial）、Ｌｉｍｄ１(Lim domains containing １)、ｏａｚ－ｔ、
ｐｃｔｐ-１、精巣特異的ホスホグリセリン酸キナーゼ、Ｐｌｃｄ４ (phospholipase C d
elta 4)、プロタミン１、プロタミン２、ｓｃｏｔ-ｔ１、ｓｃｏｔ-ｔ２、Ｍｃｓ（mitoc
hondrial capsule selenoprotein）、Ｓｐｅｒｉｚｉｎ、ｏｐｐｏ１、ＳＴ６ＧａｌＮＡ
ｃＩＩ （Gal beta-１、３-GalNAc-specific GalNAc alpha-2,6-sialyltransferase）、
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Ｓｕｆｕ（suppressor of fused homolog）、t-アクチン１、t-アクチン２、ｔ-ｃｏｍｐ
ｌｅｘ Ｔｃｐ-１０ａ、テクチン-ｔ、ｔｅｅｋ１、ＴＰ-２、ｔｓｅｃ-１、ｔｓｓｋ１.
２基質、セリン/スレオニンキナーゼ２２Ｂ (精子形成に関連)、ｔｓｇａ２、Ｇａｐｄ-
Ｓ、ＭＣＡ(meichroacidin)、ｈａｌａｐ-Ｘ、Ｓｓｅｃｋｓ、ｇｓｇ１、ｈａｓｐｉｎ、
ｇｓｇ３、ｈｉｌｓ１、ｓｈｉｐｐｏ１およびＴｓａｒｇ７（putative lysophosphatidi
c acid acyltransferase）（全て斜体）が挙げられる。
【０１２９】
　有利な態様において、該妊孕性遺伝子は、性染色体上に位置する遺伝子である。この種
の具体的な例において、該妊孕性遺伝子は、Ｘ染色体に位置し(すなわち、Ｘ連鎖妊孕性
遺伝子)、例えばＧＩＬＺ（斜体） (ＴＳＣ２２ｄ３)であるが、これに限定されない。
【０１３０】
　該妊孕性遺伝子は、任意の適当な技術を用いて破壊してよい。いくつかの態様において
、破壊は、妊孕性遺伝子の一部が、ターゲッティングカセットの隣接する２つの部分の間
に有効に位置しているターゲティングコンストラクトを用いて行い、かかる２つのターゲ
ティングカセットの一部は、ターゲティングカセットと標的部位の間の相同組み換えを可
能にする程度に、細胞ゲノム中の標的部位の領域と相同である。例えば、標的部位は、該
妊孕性遺伝子のエクソンの配列またはコード配列、または調節配列 (例えばプロモーター
)を含んでいてよく、特定の態様において、妊孕性遺伝子の少なくとも一部を破壊するか
、または置きかえることにより、該妊孕性遺伝子を不活化し、非機能性にするために、破
壊配列 (例えばマーカー遺伝子) が、ターゲティングカセットの該隣接部分に隣接して位
置している。この種の具体的な例において、該隣接部分の１つは、実質的に、該妊孕性遺
伝子の５'非翻訳配列の一部と相同であり、もう一方は、実質的に、該内在性遺伝子の３'
非翻訳配列の少なくとも一部と実質的に相同である。他の具体的な例において、ターゲテ
ィングカセットの隣接部分は、妊孕性に必要である、該妊孕性遺伝子にコードされるポリ
ペプチドのドメインをコードする、介在コード配列と境界を接する妊孕性遺伝子の領域と
実質的に相同である。これらの態様において、ターゲティングコンストラクトと標的部位
間の部位特異的な相同組み換えが起こることにより、次いで、該妊孕性遺伝子の少なくと
も一部の、マーカー遺伝子による置換および該妊孕性遺伝子の破壊が引き起こされる。
【０１３１】
　特定の態様において、妊孕性遺伝子は、該遺伝子内に位置するか、または該遺伝子に隣
接して位置し、リコンビナーゼ認識部位に結合し、該認識部位間の部位特異的な組換えを
触媒し、該遺伝子の破壊を引き起こすことにより、妊孕性遺伝子破壊分子として作用する
部位特異的なリコンビナーゼ蛋白質により認識される、リコンビナーゼ認識部位 (アクセ
プター配列としても知られる)とともに提供される。該リコンビナーゼは、該部位間の分
子内または分子間の組換えを触媒し得る。例えば、分子内組換えの場合、２つの組換え部
位が、該同一分子中に存在する同一の配向を有するとき、該部位間の部位特異的な組換え
により、該部位に隣接するＤＮＡ配列が切除され（切除反応）、一方、分子間組換えでは
、異なる分子上の、２つの組換え認識部位間の部位特異的な組換えにより、共組換え（挿
入反応）が生じる。これらの態様の具体的な例において、プロモーターに作動可能に連結
している、部位特異的なリコンビナーゼのコード配列を含む導入遺伝子を、妊孕性遺伝子
を条件的に破壊するのに用いる。部位特異的である、例示的なリコンビナーゼとしては、
Ｃｒｅ、改変Ｃｒｅ、Ｄｒｅ、Ｈｐ、ＦＬＰ-野生型 (ｗｔ)、ＦＬＰ-Ｌ、ＦＬＰｅ、Ｆ
ｌｐｏまたはｐｈｉＣ３１が挙げられる。リコンビナーゼ認識部位の非限定的な例として
は、ｌｏｘＰ、ＦＲＴ、ｒａｘおよびａｔｔＰ/Ｂが挙げられる。組換えは、任意の当該
分野で公知の方法、例えば、Doetschman et al. (1987, Nature 330:576-578)の方法; Th
omas et al. (1986, Cell 44:419-428)の方法; Ｃｒｅ-ｌｏｘＰ組換え系 (Sternberg an
d Hamilton, 1981, J. Mol. Biol. 150:467-486; Lakso et al., 1992, Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 89:6232-6236);出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae）のＦＬＰリコンビナ
ーゼ系 (O’Gorman et al., 1991, Science 251:13511355; Lyznik et al., 1996, Nucle
ic Acids Res. 24(19):3784-3789); Ｃｒｅ-ｌｏｘＰテトラサイクリン調節スイッチ (Go
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ssen and Bujard, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:5547-51);およびリガンド調節
組換え系 (Kellendonk et al., 1999, J. Mol. Biol. 285:175-82)により行ってよい。該
リコンビナーゼは、例えばＣｒｅｌｏｘＰまたはＦＬＰ系のように活性が高く、熱安定性
が高いことが望ましい (Rodrguez et al., 2000, Nature Genetics 25:139-40)。特定の
態様において、該妊孕性遺伝子の少なくとも一部 (適宜、その調節配列を含む) は、Ｃｒ
ｅリコンビナーゼに特異的に認識されるｌｏｘＰ標的部位か、または、ＦＬＰリコンビナ
ーゼに特異的に認識されるＦＲＴ標的部位のいずれかと隣接する。ｌｏｘＰ標的部位配列
の具体的な例は、
５’-ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAG TTAT-３’[配列番号１]である。
ＦＲＴ標的部位配列の具体的な例は、
５’-GAAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTAGTAAGTATAGGAACTTC-３’[配列番号２]である。
【０１３２】
　他の態様において、妊孕性遺伝子破壊分子は、ＲＮＡ干渉(ＲＮＡｉ)または翻訳後遺伝
子サイレンシング(ＰＴＧＳ)によって、該妊孕性遺伝子の発現を阻害する発現産物である
。この種の具体的な例において、該発現産物は、妊孕性遺伝子のヌクレオチド配列に相当
するターゲティング領域を含み、該妊孕性遺伝子の発現を減弱させるか、または他の方法
で妨げるＲＮＡ分子(例えばｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｄｓＲＮＡ等) であ
る。該妊孕性遺伝子の非限定的な例は、表２および本明細書中の他の箇所に記載する。
【０１３３】
　具体例において、ターゲティング配列は、該妊孕性遺伝子のヌクレオチド配列と、少な
くとも６０、６１、６２、６３、６４、６５、６６、６７、６８、６９、７０、７１、７
２、７３、７４、７５、７６、７７、７８、７９、８０、８１、８２、８３、８４、８５
、８６、８７、８８、８９、９０、９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、
９９％の同一性を示す。他の具体例において、ターゲティング配列は、少なくともストリ
ンジェンシーの低い条件下において、より適当には中程度にストリンジェントな条件下に
おいて、さらに適当には、ストリンジェンシーの高い条件下において、標的遺伝子のヌク
レオチド配列とハイブリダイズする。本明細書において、ストリンジェンシーの低い条件
は、４２℃でのハイブリダイズのための、少なくとも約１％ v/v～少なくとも約１５％ v
/v ホルムアミドおよび少なくとも約１ M～少なくとも約２ Mの塩および、４２℃での洗
浄のための少なくとも約１ M～少なくとも約２ Mの塩を含む。ストリンジェンシーの低い
条件はまた、６５℃でのハイブリダイズのための、１％ ウシ血清アルブミン(ＢＳＡ)、
１ mM ＥＤＴＡ、０.５ M ＮａＨＰＯ４ (ｐＨ７.２)、７％ ＳＤＳおよび、室温での洗
浄のための(ｉ) ２xＳＳＣ、０.１％ ＳＤＳ; または(ｉｉ) ０.５％ ＢＳＡ、１ mM Ｅ
ＤＴＡ、４０ mM ＮａＨＰＯ４ (ｐＨ７.２)、５％ ＳＤＳを含んでいてよい。中程度に
ストリンジェントな条件は、４２℃でのハイブリダイズのための少なくとも約１６％ v/v
～少なくとも約３０％ v/v ホルムアミドおよび少なくとも約０.５ M～少なくとも約０.
９ Mの塩、および、４２℃での洗浄のための少なくとも約０.５ M～少なくとも約０.９ M
の塩を含む。中程度にストリンジェントな条件はまた、６５℃でのハイブリダイズのため
の１％ ウシ血清アルブミン(ＢＳＡ)、１ mM ＥＤＴＡ、０.５ M ＮａＨＰＯ４ (ｐＨ７.
２)、７％ ＳＤＳおよび、４２℃での洗浄のための(ｉ) ２ x ＳＳＣ、０.１％ ＳＤＳ;
または(ｉｉ) ０.５％ ＢＳＡ、１ mM ＥＤＴＡ、４０ mM ＮａＨＰＯ４ (ｐＨ７.２)、
５％ ＳＤＳを含んでいてよい。高度にストリンジェントな条件は、４２℃でのハイブリ
ダイズのための少なくとも約３１％ v/v～少なくとも約５０％ v/vのホルムアミドおよび
、少なくとも約０.０１ M～少なくとも約０.１５ Mの塩および、４２℃での洗浄のための
、少なくとも約０.０１ M～少なくとも約０.１５ Mの塩を含む。高度にストリンジェント
な条件はまた、６５℃でのハイブリダイズのための、１％ ＢＳＡ、１ mM ＥＤＴＡ、０.
５M ＮａＨＰＯ４ (ｐＨ７.２)、７％ ＳＤＳおよび、６５℃を超えた温度での洗浄のた
めの (i) ０.２ xＳＳＣ、０.１％ＳＤＳ;または(ｉｉ) ０.５％ＢＳＡ、１mM EDTA、４
０mM ＮａＨＰＯ４ (ｐＨ７.２)、１％ＳＤＳを含んでいてよい。ターゲティング配列は
、生理学的な条件下で、妊孕性遺伝子のヌクレオチド配列にハイブリダイズするのが望ま
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しい。
【０１３４】
　他のストリンジェントな条件は、当該分野でよく知られている。ハイブリダイズの特異
性を最適化するために、種々の要因を変更してよいことは、当業者には認識できることで
ある。最後の洗浄のストリンジェンシーの最適化は、高度のハイブリダイズを確実にする
のに有用であり得る。詳細な例については、Ausubel et al., 上記、第２.１０.１頁～第
２.１０.１６頁およびSambrook et al., 上記、セクション１.１０１～１.１０４を参照
のこと。
【０１３５】
　ターゲティング領域は、該妊孕性遺伝子のセンス鎖またはアンチセンス鎖と配列同一性
を示すのが適当である。特定の態様において、該ＲＮＡ分子は、ポリアデニル化されてお
らず、これにより、例えばWaterhouse et al.米国特許第６,４２３,８８５号明細書に記
載されているように、該妊孕性遺伝子の効率的な発現低下を引き起こし得る。
【０１３６】
　ターゲティング領域の長さは、典型的には、約１０ヌクレオチド(nt)～該妊孕性遺伝子
の長さ（ヌクレオチド数）に等しい長さの間で変動し得る。一般的に、該ターゲティング
領域の長さは、少なくとも１０、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２
０、２１、２２、２３、２４、２５ nt、通常少なくとも約５０ nt、より一般的には少な
くとも約１００ nt、特に、少なくとも約１５０ nt、さらには、少なくとも約２００ nt
、よりさらには、少なくとも約５００ ntである。妊孕性遺伝子の全長以外には、ターゲ
ティング領域の全長には上限がないと考えられる。しかしながら、現実的な理由 (例えば
、ターゲティングコンストラクトの安定性)により、該ターゲティング領域の長さは、５
０００ ntを超えないこと、具体的には２５００ ntを超えないことおよび、約１０００ n
tに限定されることが予期される。
【０１３７】
　該ＲＮＡ分子は、それぞれが、該標的遺伝子のヌクレオチド配列と配列同一性を有する
、１つ以上の他のターゲティング領域(例えば約１～約１０または約１～約４または約１
～約２個の他のターゲティング領域)をさらに含んでいてよい。一般的に、該ターゲティ
ング領域は、互いに、６０、６１、６２、６３、６４、６５、６６、６７、６８、６９、
７０、７１、７２、７３、７４、７５、７６、７７、７８、７９、８０、８１、８２、８
３、８４、８５、８６、８７、８８、８９、９０、９１、９２、９３、９４、９５、９６
、９７、９８、９９％の配列同一性で同一であるか、または共通である。
【０１３８】
　ＲＮＡ分子は、ターゲティング領域の逆向きの相補体をさらに含んでいてよい。これら
の態様において、該ＲＮＡ分子は、典型的には、ターゲティング配列と逆向きの相補体の
間隔をあけるためのスペーサー配列をさらに含んでいてよい。該スペーサー配列は、少な
くとも約１００～５００ヌクレオチドの長さ、あるいは、少なくとも約５０～１００ヌク
レオチドの長さ、あるいは少なくとも約１０～５０ヌクレオチドの長さのヌクレオチド配
列を含んでいてよい。典型的には、該スペーサー配列は、非コード配列であり、いくつか
の場合において、イントロンである。該スペーサー配列が非イントロンスペーサー配列で
ある態様において、該核酸配列の転写により、ターゲティング領域の、逆向きの相補体と
のハイブリダイズにより、ステムが形成され、これらの「逆方向反復」をつなぐ非イント
ロンスペーサー配列によりループが形成される、ヘアピンまたはステムループ構造を形成
するＲＮＡ分子が産生される。あるいは、スペーサー配列がイントロンスペーサー配列で
ある態様において、該イントロン/エクソン スプライスジャンクションの配列が、イント
ロン配列の両端に存在することにより、除去されなければループ構造を形成する部分の除
去が促進され、生じたＲＮＡは、一端もしくは両端の３’配列が突出していてよい二重鎖
ＤＮＡ（ｄｓＲＮＡ）を形成する。本明細書中において、該ｄｓＲＮＡ転写物を、「完全
ヘアピン」と称する。該ＲＮＡ分子は、二重鎖ＲＮＡ配列の領域に隣接して生じる一本鎖
ＲＮＡの「バルジ」を含む、単一のヘアピンまたは多重ヘアピン（multiple hairpins）
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を含んでいてよい。
【０１３９】
　あるいは、上述のｄｓＲＮＡ分子は、さらなるＲＮＡ分子を産生することができる、タ
ーゲティング領域の逆向きの相補体を含む、さらなるポリヌクレオチドを用いて都合良く
得ることができる。この態様において、ターゲティング領域の逆向きの相補体は、第二の
ポリヌクレオチドから転写された該ＲＮＡ分子のターゲティング領域にハイブリダイズす
る。
【０１４０】
　他の例において、上述のｄｓＲＮＡ分子を、二本鎖を含む第二のポリヌクレオチドを用
いて製造し、ここで、該二本鎖のうちの一本は、標的遺伝子のヌクレオチド配列と共通す
る配列同一性を示し、もう一本は、該ヌクレオチド配列の相補体と共通する配列同一性を
示す。この態様において、該二本鎖は、２つのプロモーターに隣接しており、そのうちの
１つは該二本の鎖のうちの一本の転写を調節しており、もう１つは、相補鎖の転写を調節
する。両方の鎖の転写により、もう一方の領域に相補的である領域をそれぞれ含む、一対
のＲＮＡ分子が産生され、それにより、該妊孕性遺伝子の発現を阻害するｄｓＲＮＡ分子
が産生される。
【０１４１】
　他の例において、妊孕性遺伝子のＰＴＧＳを、Glassman et al.により、米国特許出願
公開第２００３/００３６１９７号明細書に記載されている戦略を用いて行う。この戦略
において、適当な核酸配列およびその逆向きの相補体を、かかる適当な核酸配列およびそ
の逆向きの相補体に近接している、任意の相同の、内在性の標的ＲＮＡ(すなわち、妊孕
性遺伝子の転写物を含む)の発現を変化させるのに使用し得る。適当な核酸配列およびそ
の逆向きの相補体は、ホスト中の任意の内在性ＲＮＡと無関係であっても、または、該ホ
ストのゲノム中の任意の核酸によりコードされていてもよいが、ただし、該核酸配列は、
任意の標的ｍＲＮＡまたは標的ＲＮＡに実質的に類似している任意の配列をコードするこ
とはない。したがって、本発明のいくつかの態様において、該ＲＮＡ分子はさらに、該ホ
スト細胞のいずれの内在性ＲＮＡとも無関係であり、ターゲティング領域に近接している
、２つの相補的なＲＮＡ領域を含む。他の態様において、該ＲＮＡ分子はさらに、ホスト
のゲノム中の任意の核酸配列によりコードされる２つの相補的なＲＮＡ領域を含むが、た
だし、該配列は、妊孕性遺伝子のヌクレオチド配列とは配列同一性を示さず、ここで、該
領域は、ターゲティング領域に近接している。上述の態様において、相補的なＲＮＡ領域
の１つは、ターゲティング領域の上流に位置していてよく、もう一方は、ターゲティング
領域の下流に位置していてよい。あるいは、該相補的領域は、両方が、ターゲティング領
域の上流または下流に位置しているか、または、該ターゲティング領域の中に位置してい
てよい。
【０１４２】
　いくつかの態様において、該ＲＮＡ分子は、妊孕性遺伝子によりコードされるＲＮＡの
、翻訳に重要である特定の領域を標的とするアンチセンス分子である。アンチセンス分子
を、事前に決定した遺伝子の発現レベルを低下させるために用いることは、当該分野で公
知のことである。アンチセンス分子は、妊孕性遺伝子から転写される全長のＲＮＡまたは
その断片もしくは一部に相当するように設計してよい。この遺伝子サイレンシング効果は
、遺伝子導入により該妊孕性遺伝子コード配列のセンスＲＮＡおよびアンチセンスＲＮＡ
の両方を、例えば上述するように、多量のｄｓＲＮＡが産生されるように、過剰産生する
ことにより増大させ得る(例えば、Waterhouse et al. (199８) Proc Natl Acad Sci USA 
95:13959 13964参照)。
【０１４３】
　さらに他の態様において、該妊孕性遺伝子破壊分子は、該妊孕性遺伝子のポリペプチド
産物と免疫相互作用を示す抗体である。この種の非限定的な例において、該ポリペプチド
産物は、表２および本明細書の他の箇所に記載する妊孕性遺伝子にコードされるものであ
る。本発明の実施のために用いる例示的な抗体としては、モノクローナル抗体、Ｆｖ、Ｆ
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ａｂ、Ｆａｂ’およびＦ(ａｂ’)２免疫グロブリン断片ならびに合成抗体、例えば、単一
ドメイン抗体 (ＤＡＢ)、合成安定化Ｆｖ断片、例えば一本鎖Ｆｖ断片(ｓｃＦｖ)、ジス
ルフィド安定化Ｆｖ断片(ｄｓＦｖ)、単一可変領域ドメイン (ｄＡｂ) 低分子抗体（mini
body）、組み合わせ抗体（combibody）および多価の抗体、例えば、二重特異性抗体およ
び多scFvまたは操作したヒトの等価物が挙げられるが、これらに限定されない。種々の抗
体ベースのコンストラクトおよび断片の作製および使用のための技術は、当該分野でよく
知られている。抗体の作製および特性決定の方法もまた、当該分野でよく知られている。
具体的な例において、抗体は、妊孕性遺伝子のポリペプチド産物の少なくとも一部に相当
する、単離、精製したまたは組換えペプチドまたは蛋白質を用いて、通常の免疫化により
(例えばポリクローナル血清およびハイブリドーマ)、または、通常、ファージディスプレ
イまたはリボソームディスプレイライブラリーからの選択後(例えば、Cambridge Antibod
y Technology, BioInvent, Affitech and Biositeより入手可能)に大腸菌（Escherichia 
coli）で発現させる、妊孕性遺伝子のポリペプチド産物の少なくとも一部に相当する組換
え断片として作製し得る。該抗体の抗原結合領域 (例えば、相補性決定領域)についての
知識は、例えば、上述の合成抗体の作製に有用であり得る。
【０１４４】
３.２破壊された妊孕性遺伝子を有する非ヒト胚を作製する系
　本発明によれば、破壊された妊孕性遺伝子を有する非ヒトホスト胚を作製するための系
を用いる。例えば、破壊された妊孕性遺伝子を含む非ヒト胚は: １)破壊可能な妊孕性遺
伝子を保有する第一の動物系統(「条件的不妊系統」)を; ２)破壊可能な妊孕性遺伝子を
破壊する妊孕性遺伝子破壊分子をコードする破壊ヌクレオチド配列を含む、不妊活性化導
入遺伝子を保有する第二の動物系統(「不妊活性化系統」)と交雑させ、それにより、破壊
された妊孕性遺伝子を有する生殖細胞を含む、遺伝子導入非ヒトホスト胚を作製すること
により、作製し得る。いくつかの態様において、第一の動物系統の雌のメンバーを、第二
の動物系統の雄のメンバーと交雑させる。本明細書において、第一および第二の動物系統
のそれぞれは、非ヒト動物のつがいの繁殖パートナーである。
【０１４５】
　いくつかの態様において、条件的不妊系統の妊孕性遺伝子は、プロモーターおよび、リ
コンビナーゼの存在下において、該妊孕性遺伝子の破壊を可能にするリコンビナーゼ認識
部位に作動可能に連結している、導入遺伝子の形態 (「条件的不妊導入遺伝子」)である
。これらの態様において、該不妊活性化導入遺伝子は、プロモーターに作動可能に連結し
たリコンビナーゼのコード配列を含み、該リコンビナーゼ認識部位は、通常、妊孕性遺伝
子の中またはこれに隣接して位置し、妊孕性遺伝子の破壊を媒介する。この種の非限定的
な例において、該不妊活性化系統の不妊活性化導入遺伝子によりコードされるリコンビナ
ーゼは、Ｃｒｅであり、条件的不妊系統の条件的不妊導入遺伝子に含まれるリコンビナー
ゼ認識部位はｌｏｘＰ配列である。具体的な例において、条件的不妊導入遺伝子について
ホモ接合型である、条件的不妊系統の雌を、不妊活性化導入遺伝子についてホモ接合型で
ある不妊活性化系統の雄と交雑させることにより、妊孕性遺伝子の異種性の破壊を有する
、少なくともいくつかの生殖細胞を有する、非ヒト動物胚が得られる。有利な例において
、条件的不妊系統の妊孕性遺伝子は、Ｘ染色体上に位置し(すなわち、Ｘ連鎖妊孕性遺伝
子)、条件的不妊導入遺伝子についてホモ接合型である条件的不妊系統の雌を、不妊活性
化導入遺伝子についてホモ接合型である不妊活性化系統の雄と交雑させることにより、妊
孕性遺伝子のホモ接合型の破壊を有する、少なくともいくつかの生殖細胞を有する、雄の
胚を含む、非ヒト動物胚が得られる。
【０１４６】
　他の態様において、破壊された妊孕性遺伝子を含む非ヒトホスト胚は: (１) (ａ)第一
の破壊可能な妊孕性遺伝子を含む、第一の条件的不妊導入遺伝子および(ｂ)第二の破壊可
能な妊孕性遺伝子を破壊する遺伝子を含む、第一の不妊活性化導入遺伝子を保有する、第
一の動物系統 (「第一の条件的不妊活性化系統」)を; (２) (ａ)第二の破壊可能な妊孕性
遺伝子を含む、第二の条件的不妊導入遺伝子および(ｂ)第一の破壊可能な妊孕性遺伝子を
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破壊する遺伝子を含む、第二の不妊活性化導入遺伝子を保有する、第二の動物系統 (「第
二の条件的不妊活性化系統」)を交雑させることにより作製し、ここで、かかる第一の不
妊活性化導入遺伝子は、第二の破壊可能な妊孕性遺伝子を破壊し、第二の不妊活性化導入
遺伝子は、第一の破壊可能な妊孕性遺伝子を特異的に破壊することにより、破壊された妊
孕性遺伝子を有する生殖細胞を含む、遺伝子導入非ヒト胚が作製される。不妊活性化導入
遺伝子の存在下で、第一および第二の破壊可能な妊孕性遺伝子の破壊を媒介する、第一お
よび第二の条件的不妊導入遺伝子のエレメントを除けば、該条件的不妊導入遺伝子の妊孕
性遺伝子は、同じまたは相当する遺伝子であるのが適当である。これらの態様において、
第一の条件的不妊導入遺伝子および第一の不妊活性化導入遺伝子についてホモ接合型であ
る、第一の条件的不妊活性化系統の繁殖パートナーを、第二の条件的不妊導入遺伝子およ
び第二の不妊活性化導入遺伝子についてホモ接合型である、第二の条件的不妊活性化系統
の繁殖パートナーと交雑させることにより、妊孕性遺伝子のホモ接合型の破壊を有する、
少なくともいくつかの生殖細胞を有する、非ヒト動物胚が得られる。いくつかの態様にお
いて、第一の動物系統の雌と、第二の動物系統の雄を交雑させる。他の態様において、第
一の動物系統の雄と、第二の動物系統の雌を交雑させる。
【０１４７】
　いくつかの態様において、第一の条件的不妊導入遺伝子は、プロモーターおよび、第一
のリコンビナーゼの存在下において第一の破壊可能な妊孕性遺伝子の破壊を媒介する、第
一のリコンビナーゼ認識部位に作動可能に結合した、第一の破壊可能な妊孕性遺伝子を含
み、第一の不妊活性化導入遺伝子は、プロモーターに作動可能に連結した第二のリコンビ
ナーゼのコード配列を含み、ここで、第二のリコンビナーゼは、第二のリコンビナーゼ認
識部位を特異的に認識する。第二の条件的不妊導入遺伝子は、適当には、プロモーターお
よび、第二のリコンビナーゼの存在下において、第二の破壊可能な妊孕性遺伝子の破壊を
媒介する、第二のリコンビナーゼ認識部位に作動可能に結合した、第二の破壊可能な妊孕
性遺伝子を含み、第二の不妊活性化導入遺伝子は、プロモーターに作動可能に連結した第
一のリコンビナーゼのコード配列を含み、ここで、第一のリコンビナーゼは、第一のリコ
ンビナーゼ認識部位を特異的に認識する。この種の具体的な例において、第一の不妊活性
化導入遺伝子がコードする第二のリコンビナーゼはＦＬＰであり、第一の条件的不妊導入
遺伝子に含まれるリコンビナーゼ認識部位はｌｏｘＰ配列であり、第二の不妊活性化導入
遺伝子がコードする第一のリコンビナーゼはＣｒｅであり、第二の条件的不妊導入遺伝子
に含まれるリコンビナーゼ認識部位はＦｒｔ配列である。他の具体的な例において、第一
の不妊活性化導入遺伝子がコードする、第二のリコンビナーゼはＣｒｅであり、第一の条
件的不妊導入遺伝子に含まれるリコンビナーゼ認識部位はＦｒｔ配列であり、第二の不妊
活性化導入遺伝子によりコードされる第一のリコンビナーゼはＦＬＰであり、第二の条件
的不妊導入遺伝子に含まれるリコンビナーゼ認識部位は、ｌｏｘＰ配列である。
【０１４８】
　いくつかの態様において、第一の不妊活性化導入遺伝子にコードされる第二のリコンビ
ナーゼはＦＬＰであり、第一の条件的不妊導入遺伝子に含まれる標的部位はｌｏｘＰ配列
であり、第二の不妊活性化導入遺伝子にコードされる第一のリコンビナーゼはＣｒｅであ
り、第二の条件的不妊導入遺伝子に含まれる標的部位は、Ｆｒｔ配列である。これらの態
様において、第一の条件的不妊導入遺伝子および第一の不妊活性化導入遺伝子についてホ
モ接合型である、第一の不妊活性化系統の雌を、第二の条件的不妊導入遺伝子および第二
の不妊活性化導入遺伝子についてホモ接合型である、第二の条件的不妊活性化系統の雄と
交雑させることにより、ホモ接合型の妊孕性遺伝子の破壊を有する、少なくともいくつか
の生殖細胞を有する非ヒト動物胚が得られる。
【０１４９】
　さらに他の態様において、破壊された妊孕性遺伝子を含む非ヒト胚は: １)破壊可能な
妊孕性遺伝子を保有する第一の動物系統 (「条件的不妊系統」)を; ２)破壊可能な妊孕性
遺伝子を破壊する、妊孕性遺伝子破壊分子をコードする破壊ヌクレオチド配列を含む、不
妊活性化導入遺伝子を保有する第二の動物系統(「不妊活性化系統」)と交雑させることに
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より作製し得、ここで、該妊孕性遺伝子破壊因子は、阻害性核酸 (例えば、抑制ＲＮＡ、
例えばセンスまたはアンチセンスＲＮＡ、ＲＮＡ干渉を媒介する分子、例えばｓｉＲＮＡ
、ｓｈＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ等)、阻害性ポリペプチド (例えば、抗体、ポリペプチド結合
パートナー、ドミナントネガティブポリペプチド、酵素等) または、妊孕性遺伝子の活性
を阻害するか、または該妊孕性遺伝子の発現産物のレベルまたは機能活性を阻害する、他
の任意の分子から選択される。これらの態様において、該不妊活性化導入遺伝子は、破壊
ヌクレオチド配列に作動可能に連結した、発現調節エレメントを含むのが適当であり、こ
こで、該エレメントは条件的に破壊ヌクレオチド配列の発現を阻害し、該条件的不妊系統
は、発現調節エレメントの活性を阻害することにより、破壊ヌクレオチド配列を発現させ
る、活性化導入遺伝子を保有する。
【０１５０】
　したがって、条件的不妊系統の繁殖パートナーを、不妊活性化系統の繁殖パートナーと
交雑させたとき、該活性化導入遺伝子が発現し、発現調節エレメントの阻害および破壊ヌ
クレオチド配列の発現の脱阻害が引き起こされ、妊孕性遺伝子破壊分子が産生されること
により、妊孕性遺伝子の破壊が引き起こされる、胚が形成する。これらの態様において、
活性化導入遺伝子についてホモ接合型である、条件的不妊系統の繁殖パートナーを、不妊
活性化導入遺伝子についてホモ接合型である、不妊活性化系統の繁殖パートナーを交雑さ
せることにより、妊孕性遺伝子の破壊をホモ接合型で有する生殖細胞を少なくともいくつ
か有する、非ヒト動物胚が得られる。
【０１５１】
　いくつかの態様において、該発現調節エレメントは、第一の条件下で破壊ヌクレオチド
配列の転写を阻害し、第二の条件下における発現調節エレメントの破壊により、破壊ヌク
レオチド配列の転写が可能になるか、または増大し得る。いくつかの態様において、発現
調節エレメントは、破壊ヌクレオチド配列の発現を阻害し、リコンビナーゼ認識部位に作
動可能に連結した、阻害ヌクレオチド配列(例えば転写終結配列)を含み、ここで、該リコ
ンビナーゼ認識部位は、リコンビナーゼの存在下において、該阻害ヌクレオチド配列の破
壊を媒介する。この種の具体的な例において、第二の繁殖パートナーは、プロモーターに
作動可能に結合した、リコンビナーゼのコード配列を含む、活性化導入遺伝子を含む。第
二の繁殖パートナーの妊孕性遺伝子は、野生型の遺伝子であるのが適当である。いくつか
の態様において、第一の繁殖パートナーは雄であり、第二の繁殖パートナーは雌である。
【０１５２】
　この種の具体的な例において、誘導性の転写調節系に破壊ヌクレオチド配列を作動可能
に連結することにより、該破壊ヌクレオチド配列を条件的に発現させる。該活性化導入遺
伝子の発現産物の存在下において、該活性化導入遺伝子から産生されたトランス活性化因
子が、破壊ヌクレオチド配列に作動可能に結合した調節エレメント中に操作して入れた配
列と特異的に相互作用し、該ヌクレオチド配列の転写を誘導する。したがって、これらの
態様において、該活性化導入遺伝子は、典型的に、転写誘導因子をコードする核酸配列を
含み、発現調節エレメントは、破壊ヌクレオチド配列のプロモーターの作動可能に結合し
た、転写誘導因子の結合部位を含み、それにより、該転写誘導因子の産生が、破壊ヌクレ
オチド配列の発現および妊孕性遺伝子破壊分子のレベルまたは機能活性の増加または上昇
を引き起こす。この種類の代表的な例において、該転写誘導因子は、(ａ)少なくとも１つ
の転写活性化ドメインおよび(ｂ) 少なくとも１つの、破壊ヌクレオチド配列に作動可能
に結合しており、該破壊ヌクレオチド配列の転写を活性化するために、ＤＮＡ結合ドメイ
ンが相互作用するプロモーターに結合するかまたは他の方法で相互作用するＤＮＡ結合ド
メインを含む。作動時には、活性化導入遺伝子の転写により、次に、そのＤＮＡ結合ドメ
インを介して破壊ヌクレオチド配列のプロモーターと相互作用し、その転写活性化ドメイ
ンを介して転写機構と相互作用し、破壊ヌクレオチド配列の転写を活性化する転写誘導因
子の産生が引き起こされ、これにより、妊孕性遺伝子破壊分子のレベルまたは機能活性の
増大または上昇が引き起こされる。
【０１５３】
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　転写活性化ドメインの非限定的な例としては、ＨＳＶ１-ＶＰ１６の酸トランス活性化
ドメイン(ＴＡＤ) (例えば、アミノ酸第４０６番～第４８８番、Triezenberg et al., 19
88, Genes &#38; Development 2:718-729; Triezenberg, 1995, Current Opinions in Ge
netics and Development 5:190-196;またはアミノ酸第４１３番～第４９０番、Regier et
 al., 1993, Proc Natl Acad Sci U S A. 90(3):883-887; またはアミノ酸第４１１番～
第４８７番; またはアミノ酸第４５３番～第４９９番; またはアミノ酸第４１３番～第４
５４番; またはアミノ酸第４１０番～第４５２番、Walker et al., 1993, Mol Cell Biol
. 13(9):5233-5244; アミノ酸第４１１番～第４５５番、Nettelbeck et al., 1998, Gene
 Ther. 5(12):1656-1664)、Oct-２の活性化ドメイン (例えばアミノ酸第４３８番～第４
７９番、Tanaka et al., 1994, Mol Cell Biol. 14(9):6046-6055;またはアミノ酸第３番
～第１５４番、Das et al., 1995, Nature. 374(6523):657-660)、ＳＰ１の活性化ドメイ
ン (例えば、アミノ酸第３４０番～第４８５番、Courey and Tijan, 1988, Cell. 55(5):
887-898)、ＮＦＹの活性化ドメイン (例えばアミノ酸第１番～第２３３番、Li et al., 1
992, J Biol Chem. 267(13):8984-8990; van Hujisduijnen et al., 1990, EMBO J. 9(10
):3119-3127; Sinha et al., 1995, Proc Natl Acad Sci U S A. 92(5):1624-1628; Cous
try et al. 1995, J Biol Chem. 270(1):468475)、ＩＴＦ２の活性化ドメイン (例えば、
アミノ酸第２番～第４５２番、Seipel et al., 1992, EMBO J. 11(13):4961-4968)、ｃ-
Ｍｙｃの活性化ドメイン (例えば、アミノ酸第１番～第２６２番、Eilers et al. 1991, 
EMBO J. 10(1):133-141)、ＣＴＦの活性化ドメイン (例えばアミノ酸第３９９番～第４９
９番、Mermod et al., 1989, Cell 58(4):741-753; Das and Herr, 1993, J Biol Chem 2
68(33):25026-25032)またはＰ６５の活性化ドメイン (例えば、アミノ酸第２８６番～第
５５０番)が挙げられる。いくつかの態様において、ＤＮＡ結合ドメインは、Ｇａｌ４蛋
白質のＤＮＡ結合ドメイン (例えば、アミノ酸第１番～第１４７番、Chasman and Kornbe
rg, 1990, Mol Cell Biol. 10(6):2916-2923)、ＬｅｘＡ蛋白質のＤＮＡ結合ドメイン (
例えば、アミノ酸第１番～第８１番、Kim et al., 1992, Science 10;255(5041):203-206
;またはアミノ酸第２番～第２０２番; またはＬｅｘ蛋白質全体、例えばアミノ酸第１番
～第２０２番, Brent and Ptashne, 1985, Cell 43(3 Pt 2):729-736)、ｌａｃリプレッ
サー(ＬａｃＩ)蛋白質のＤＮＡ結合ドメイン (例えば、Brown et al., 1987, Cell 49(5)
:603-612; Fuerst et al., 1989, Proc Natl Acad Sci U S A. 86(8):25492553)、テトラ
サイクリンリプレッサー(ＴｅｔＲ)蛋白質のＤＮＡ結合ドメイン (例えばGossen et al.,
 1992, Proc Natl Acad Sci U S A. 89(12):5547-5551; Dingermann et al., 1992, EMBO
 J. 11(4):1487-1492)またはＺＦＨＤ１蛋白質のＤＮＡ結合ドメイン (例えば、Pomerant
z et al., 1995, Science 267(5194):93-96)から選択される。一般的に、ＤＮＡ結合ドメ
インの３’末端に核移行シグナル (ＮＬＳ) を付加するのは有利なことである。
【０１５４】
　破壊ヌクレオチド配列に作動可能に結合したプロモーターは、転写誘導因子が相互作用
する、シス作用性の配列を含むのが適当である。該シス作用性配列は、転写誘導因子およ
び、特に、そのＤＮＡ結合ドメインの結合配列を含む。したがって、該結合配列は、発現
系に用いる転写因子のＤＮＡ結合ドメインの選択に依存し、(Ａ) Ｇａｌ４蛋白質の結合
配列、例えば非限定的には: 例えばChasman and Kornberg (1990、上記)に記載されてい
るヌクレオチド配列: ５’-CGGACAACTGTTGACCG-３’[配列番号３]; またはヌクレオチド
配列: ５’-CGGAGGACTGTCCTCCG-３’[配列番号４]; または、例えばGiniger et al. (198
8, Proc Natl Acad Sci U S A. 85(2):382-386)に記載されているヌクレオチド配列: ５
’-CGGAGTACTGTCCTCCG-３’[配列番号５]; (Ｂ) Ｇａｌ４蛋白質の結合配列、例えば非限
定的には: ヌクレオチド配列: ５’-TACTGTATGTACATACAGTA-３’[配列番号６]; または例
えば、Brent and Ptashne (1984, Nature 312(5995):612-615)に記載されているＬｅｘＡ
オペレーター; (Ｃ) ｌａｃオペレーター、例えば非限定的には、例えばFuerst et al. (
1989、上記) およびSimons et al. (1984, Proc Natl Acad Sci U S A. 81(6):1624-1628
)に記載されている、ＬａｃＩリプレッサー蛋白質が結合するヌクレオチド配列: ５’-GA
ATTGTGAGGCTCACAATTC-３’[配列番号７]; (Ｄ) テトラサイクリンオペレーター (ｔｅｔ
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Ｏ)、例えばテトラサイクリンリプレッサー(ＴｅｔＲ) 蛋白質が結合するヌクレオチド配
列: ５’-TCGAGTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAAAG-３’[配列番号８]; (Ｅ) ＺＦ
ＨＤ-１蛋白質の結合配列、例えば非限定的には: 例えばPomeranz et al. (1995、上記)
に記載されたヌクレオチド配列: ５’-TAATGATGGGCG-３’ [配列番号９]; (F) c-Myc蛋白
質の結合配列、例えば、非限定的には: ５’-GGAAGCAGACCAGCTGGTCTGCTTCC-３’[配列番
号１０]を含むが、これらに限定されない。
【０１５５】
　他の態様において、破壊ヌクレオチド配列の条件的な発現は、該配列の発現をオンにす
るのに用いられるリコンビナーゼ系により調節される。この種の非限定的な例において、
該リコンビナーゼ系は、プロモーターと破壊ヌクレオチド配列の間に挿入された介在配列
を含み、該配列は、該プロモーターから該破壊ヌクレオチド配列が転写されるのを抑制す
るか、または他の方法で妨げる。該介在配列は、下流の配列の転写を阻害するかまたは他
の方法で抑制する、転写終結因子を含むのが適当である。該リコンビナーゼの存在下にお
いて介在配列を破壊し、それにより、破壊ヌクレオチド配列を該プロモーターと作動可能
に連結させ、該配列の転写を可能にするために、介在配列は、該活性化導入遺伝子がコー
ドする、部位特異的なリコンビナーゼが特異的に認識するリコンビナーゼ認識部位を含む
のが望ましい。あるいは、該リコンビナーゼ系は、破壊ヌクレオチド配列の上流部分と下
流部分および、切除可能な介在配列を含む、分割された、または分けられた導入遺伝子を
含み、ここで、該介在配列は、上流部分と下流部分の間に挿入されている。該上流部分は
、プロモーターに作動可能に結合しているが、介在配列が、下流部分の転写を阻害または
他の方法で抑制し、それにより、機能性の妊孕性遺伝子破壊分子の発現が妨げられる。破
壊ヌクレオチド配列の発現による部位特異的なリコンビナーゼの産生により、切除可能な
介在配列が切除され、それにより、機能性の妊孕性遺伝子破壊分子の産生を可能にする全
長の破壊ヌクレオチド配列が得られる。
【０１５６】
　したがって、上述のいくつかの有利な態様において、交雑により、その生殖系列に妊孕
性遺伝子の破壊を含む非ヒト胚、適当には妊孕性遺伝子の両方のアレルが破壊されている
非ヒト胚、および妊孕性(例えば精子形成または精子機能) が阻害されている非ヒト胚が
作製される。
【０１５７】
　本発明はまた、本明細書中で広く記載した、非ヒト動物のつがいにも及ぶ。
【０１５８】
３.３ ドナー多能性細胞
　ドナー多能性細胞は、一般的に、生殖細胞に分化することができ、例えばＥＳ細胞、エ
ピ幹細胞、ＥＧ細胞およびｉＰＳ細胞が挙げられる。特定の態様において、該多能性細胞
はＥＳ細胞である。ドナー多能性細胞を遺伝子改変してよく、この種の具体的な例におい
て、ドナー多能性細胞は導入遺伝子を含む。該導入遺伝子を、多能性細胞のゲノムへの導
入遺伝子の導入を促進するベクターを用いて、(例えばランダム組み込みまたは相同組み
換えによって)多能性細胞に導入してよく、その具体的な方法は、Transgenic Mouse: Met
hods and Protocols (Hofker, MH., 2003. Methods Mol Biol. 209:1-8), Advanced Prot
ocols for Animal Transgenesis (2011, edited by S. Pease and T. L. Saunders, Spri
nger Protocols Handbooks)およびTransgenic Animals, Generation and Use (1997, edi
ted by L. M. Houdebine, Hardwood Academic Publishers)に記載されている。
【０１５９】
　ドナー多能性細胞は、雄の多能性細胞 (ＸＹ)または雌の多能性細胞(ＸＸ)、またはＸ
Ｏ多能性細胞であってよい。特定の態様において、該ドナー多能性細胞は、雄の多能性細
胞である。雄(ＸＹ)、雌(ＸＸ)およびＸＯの多能性細胞を、任意の適当な技術を用いて、
着床前のホスト胚に導入してよい。
【０１６０】
　１種の非ヒト哺乳類由来のドナー多能性細胞を、異なる種類の非ヒト哺乳類のホストに
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導入して、ドナー多能性細胞由来の生殖細胞を作製してよい。この種の具体的な例におい
て、該ドナー多能性細胞は、非ヒト霊長類、ウマ科、例えばウマ、ヒツジ、ヤギ、ウサギ
類、例えばウサギ、イヌ、ネコ、ウシ、動物園の動物ならびに絶滅危惧哺乳類または外来
性の哺乳類由来である。いくつかの態様において、該ドナー多能性細胞はｉＰＳ細胞であ
る。
【０１６１】
３.４ 非ヒトホスト胚
　多能性細胞の導入に使用し得る非ヒトホスト胚としては、任意の非ヒド動物種の胚、例
えば非ヒト霊長類および齧歯類のような非ヒト哺乳類が挙げられる。本発明のいくつかの
態様によれば、該非ヒトホスト胚は、齧歯類の胚であり、特にマウスまたはラットの胚で
ある。一般的に、非ヒトホスト胚は、多能性細胞と同じ種由来である。しかし、いくつか
の態様において、該非ヒトホスト胚は、該多能性細胞と異なる動物種 (例えば異なる哺乳
類種)由来である。多能性細胞を導入する非ヒトホスト胚は、一般的に、着床前の非ヒト
ホスト胚、例えば２細胞期、４細胞期、８細胞期、１６細胞期、３２細胞期、６４細胞期
の胚、桑実胚または胚盤胞である。いくつかの態様において、着床前の非ヒトホスト胚は
、前桑実胚期（pre-morula stage）、桑実胚期、非小型化（uncompacted）桑実胚期、小
型化桑実胚期および胚盤胞期の胚から選択される。いくつかの態様において、着床前の非
ヒトホスト胚は、マウス胚について、発生齢ステージ（embryological age stage） Ｅ１
、Ｅ１.５、Ｅ２、Ｅ２.５、Ｅ３およびＥ３.５から選択される。適当には、該着床前非
ホスト胚は、Theiler (1989) The House Mouse: Atlas of Mouse Development,（Theiler
による） Springer-Verlag, NYに記載されているタイラー（Theiler）ステージを基準に
、タイラーステージ２ (ＴＳ２)、ＴＳ３、ＴＳ４、ＴＳ５およびＴＳ６から選択される
発生段階のホスト胚から選択される。特定の態様において、着床前の非ヒトホスト胚は、
タイラーステージ、ＴＳ３、ＴＳ４およびＴＳ５から選択される。他の特定の態様におい
て、着床前の非ヒトホスト胚は、桑実胚である。さらに他の特定の態様において、着床前
の非ヒトホスト胚は、胚盤胞である。
【０１６２】
　一般的に、１つ以上 (例えば１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２
、１３、１４、１５、１６)のドナー多能性細胞を、適当には、２細胞期、４細胞期、８
細胞期、１６細胞期、３２細胞期、６４細胞期の胚、桑実胚または胚盤胞である、着床前
の非ヒト（例えばマウスまたはラット）ホスト胚に導入する。いくつかの態様において、
該ホスト着床前胚は、胚盤胞であり、導入するドナー多能性細胞の数は、６～１２細胞で
ある。この種の具体的な例において、該ホスト胚は、８細胞期の胚であり、ドナー多能性
細胞の数は、２～１０細胞である。
【０１６３】
３.５ 多能性細胞のホスト胚への導入
　ドナー多能性細胞の、着床前の非ヒトホスト胚への導入には、任意の適当な方法を用い
てよい。例えば、単一のドナー多能性細胞の群を、精密に引き抜いたガラス針 (内径２０
～２５μm)を用いて選択し、初期胚については、該胚の透明帯を通して導入し、胚盤胞に
ついては、マイクロマニピュレーターを備えた倒立顕微鏡を用いて、胚盤胞の空洞(割腔)
に導入する。胚盤胞、または８細胞期の胚あたり約９～１０個の幹細胞(ＥＳまたはｉＰ
Ｓまたはエピ幹細胞)、４細胞期胚については胚1個あたり６～９個の幹細胞および、２細
胞期胚については胚1個あたり約６個の幹細胞を導入する。幹細胞注入は、レーザーまた
は、圧力パルス穿孔による透明帯の開口により補助してよい (Kraus et al., 2010, Gene
sis 48:394-499参照)。あるいは、幹細胞を、桑実胚と凝集させるか、または、透明帯を
持つか、または持たない初期胚（例えば２細胞、４細胞、８細胞、前桑実胚または桑実胚
）に導入してもよい。
【０１６４】
３.６ 胚の懐胎、キメラ動物および出生仔
　胚発生に適当な条件下において、標準的な方法にしたがって、胚を懐胎させる。ドナー
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多能性細胞を含む非ヒト胚を、当該分野で知られているように、偽妊娠状態の雌に移植す
る (Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual, 3rd edition (A. Nagy et 
al. 2002, CSHL Press, ISBN-10: 0879695919; Nagy et al., 1990, Development 110, 8
15-821; 米国特許第7,576,259号明細書、米国特許第7,659,442号明細書、米国特許第7,29
4,754号明細書、Kraus et al. 2010, Genesis 48, 394-399)参照)。
　端的にいえば、特定の齧歯類の態様において、６～８週齢の、繁殖性の雌の齧歯類動物
を、精管切除した、または繁殖不能な雄の齧歯類動物と交配させ、人工的に導入した齧歯
類胚を維持ための受容性のホルモン状態を引き起こす。かかる雌を、偽妊娠と称する。２
.５ ｄｐｃに、１５個までの、胚盤胞を含む該幹細胞を、子宮角に導入（移植）する。初
期胚および桑実胚については、該胚は、試験管内で胚盤胞まで培養するか、または０.５ 
ｄｐｃまたは１.５ ｄｐｃの偽妊娠雌に、胚のステージによって、卵管に移植する。
【０１６５】
　移植した非ヒト胚から発生したキメラ非ヒト動物は、移した後、胚から自然に誕生する
まで発達させ(develop to term)、誕生は、移植時の胚齢および種に依存する。この過程
により、２つの種類のキメラ非ヒト動物が得られる:通常非ヒトホスト胚由来の、破壊さ
れた妊孕性遺伝子を有する内在性生殖細胞または配偶子を含むキメラ非ヒト動物、および
、通常ドナー多能性細胞由来の、機能性の妊孕性遺伝子を有する生殖細胞または配偶子を
含むキメラ非ヒト動物。
【０１６６】
　これらのキメラ非ヒト動物を、機能性の妊孕性遺伝子を含む、同族の非ヒト動物と繁殖
させて仔を得るとき、破壊された妊孕性遺伝子を有する、内在性の生殖細胞または配偶子
を含むキメラ非ヒト動物は、妊孕性が損なわれているか、または阻害されているため、子
孫が得られないか、またはごく少数しか得られない。しかし、ドナー多能性細胞由来の生
殖細胞または配偶子を含むキメラ非ヒト動物は、妊孕性が正常な、または損なわれていな
いため、該ドナー多能性細胞由来の生殖細胞または配偶子を含む、最初の出生仔（first 
litter offspring）の作製が増進される。
【０１６７】
　標準の解析手段を、精子または出生仔の同定試験に適用してよい。方法としては、配列
決定、サザンブロット解析、ＳＮＰ解析、ＰＣＲ技術ならびに蛋白質マーカー、毛色マー
カー、アイソザイム解析（例えば、ＧＰＩ、グルコースリン酸イソメラーゼアイソザイム
解析）および、該幹細胞中に存在する任意のレポーター遺伝子または導入遺伝子の、当該
分野でよく確立されている標準的な方法を用いた検出が挙げられるが、これらに限定され
ない。
【０１６８】
　最初の出生仔（first litter offspring）の配偶子を採取して、体外受精(ＩＶＦ)また
は人工授精（ＡＩ）に用いてよい。また、最初の出生仔から単離した配偶子を、当該分野
で公知の方法を用いて、凍結保存および貯蔵してもよい。あるいは、最初の出生仔の生殖
細胞を採取し、試験管内または生体内で成熟させ、体外受精または人工授精に用いてよい
。
【０１６９】
　ＩＶＦの方法はよく確立されている。例えば、Nagy et al. (2002, Manipulating the 
Mouse Embryo: A Laboratory Manual, 3rd edition, CSHL Press)を参照のこと。ＩＶＦ
は一般的に、雌個体と雄個体からそれぞれ、卵母細胞と精子を採取し、雌由来の卵母細胞
を、雄由来の精子を用いて受精させ、得られた受精卵母細胞を、受精卵母細胞が胚に発生
するのに適当な条件下で維持することを含む。胚は、様々な段階で回収してよい。ＩＶＦ
のために卵母細胞を採取する前に該雌個体を過排卵させてよい。受精は、ＩＶＦ、卵細胞
質内精子注入法または透明帯開孔法により行ってよい。例えば、 Nagy et al. (2002, su
pra); Byers et al. (2006, Theriogenology 65:1716-26); Ostermeier et al. (2008, P
LOS One 3(7):e2792)参照のこと。ＩＶＦは、単一の雌個体から得られる胚の数を増やす
のに有用な手段であり得る。
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【０１７０】
　細胞質内精子注入法 (ＩＣＳＩ) は、受精率の改善または、受精を達成するのに用い得
る。ＩＣＳＩの手法は、卵母細胞を囲む卵丘細胞の除去および、通常ガラスピペットを通
した、該卵母細胞への、精子または一倍体の精細胞の注入を伴う (Kimura et al., 1995,
 Biol Reprod. 53(4):855-62参照)。精細胞、精原幹細胞および雄性生殖細胞は、試験管
内で分化させた後、ＩＣＳＩに使用することができる (Marh et al., 2003, Biol Reprod
 69(1):169-76; Movahedin et al., 2004, Andrologia 36(5):269-76; Ogura et al., 19
96, J Assist Reprod Genet. 13(5):4-31-4; Shinohara et al., 2002, Hum Reprod 17(1
2):3039-45; Chuma et al., 2005, Development 132(1):117-22)。
【０１７１】
　ＩＶＦのために、雌個体から成熟した卵母細胞を採取する他の方法として、未成熟な卵
母細胞を得て、試験管内で成熟させてもよく、これは、「体外成熟培養」として知られる
技術である。他の態様において、濾胞、例えば原始濾胞または生殖細胞を、雌から単離し
、試験管内で培養して、受精に有用な卵母細胞を得ることができる。哺乳類では、未成熟
な卵母細胞のごく一部のみが成熟した卵母細胞へと発達し；残りは変性して死亡する。動
物から未成熟な卵母細胞を単離し、それを試験管内で成熟させることにより、短い期間の
間に、特定の雌から、ＩＶＦに適当なより多くの卵母細胞を得ることができる。哺乳類卵
母細胞は、試験管内で成熟することが知られている。マウス、ウシおよび他の哺乳類の場
合、体外成熟させた卵母細胞を、試験管内で受精させて、胚を適当な母胎に移せば、正常
で健康な仔が産まれる (Schroeder et al., 1984, Dev. Biol. 102:493; Sirard et al.,
 1988, Biol. Reprod. 39:546)。体外成熟技術は、当該分野でよく知られている。例えば
、 Chiu et al. (2003, Human Reprod. 18: 408-416) and O’Brien et al. (2003, Biol
. Reprod. 68:1682-1686)を参照のこと。
【０１７２】
　人工授精は、手動で精子を注入または適用することにより、雌動物個体を受精させる方
法である。該手法において、雄の動物は、授精時には必要ではなく; 該動物より得た、貯
蔵した精子を用いることができる (Wolfe, 1967, Lab Anim Care 17(4):426-32およびSat
o et al., 2002, J Assist Reprod Genet. 19(11):523-30参照)。
【０１７３】
　最初の出生仔から、生きた子孫を作製するために、他の方法、例えば外科的な卵母細胞
の回収、卵巣の移植、卵巣の分離、卵巣の一部の移植、卵母細胞、濾胞、精原幹細胞、の
体外成熟、生殖細胞の試験管内分化および始原細胞の試験管内分化を用いてよい。
【０１７４】
　いくつかの態様において、雄の最初の出生仔の配偶子を採取する。他の態様において、
雄の最初の出生仔の生殖細胞または精原多能性細胞を採取する。他の態様において、配偶
子、生殖細胞または精原多能性細胞を凍結保存する。他の態様において、雌の最初の出生
仔を用いて、繁殖により子孫を得る。さらに他の態様において、雌の最初の出生仔の配偶
子を単離する。この種の具体的な例において、雌の最初の出生仔の卵巣を単離する。他の
具体的な例において、雌の最初の出生仔の配偶子または卵巣を凍結保存する。
【０１７５】
　本発明が容易に理解され、実際に効果を奏するものとするために、次の非限定的な実施
例によって、特定の好ましい態様を記載する。
【実施例】
【０１７６】
実施例１
条件的ＧＩＬＺ (Ｔｓｃ２２ｄ３)ノックアウトマウスの作製
　相同組換えによって、マウスＴｓｃ２２ｄ３ (ENSMUSG00000031431)遺伝子のエクソン
４(ENSMUSE00000815383)に、ｌｏｘＰ部位を隣接させるためのターゲティングベクターを
構築した。ｌｏｘＰ部位の、Ｃｒｅリコンビナーゼを介した組換えにより、エクソン４ (
例えば、Vegaアクセス番号OTTMUST00000045354のＴｓｃ２２ｄ３-００６転写物)の欠失が



(75) JP 6845013 B2 2021.3.17

10

20

30

40

50

引き起こされる。エクソン４のＣＤＳは、ＴＳＣ２２（斜体） (PF01166) ドメインの完
全な配列をコードする。ターゲティングベクターの模式的な概要を図１に示す。
【０１７７】
　ＥＳ細胞における選択用のネオマイシン選択カセット (ｎｅｏ) をエクソン４の下流に
挿入した。ＦＬＰを介した組換えによる除去を可能にするために、該選択カセットを、Ｆ
ＲＴ部位に隣接させた。ｌｏｘＰ部位をエクソン４の上流および該選択カセットの下流に
それぞれ挿入した。該ベクターの５’および３’のホモロジーアームは、それぞれ、約８
.０kbおよび６.０kbであった。
【０１７８】
　直線化したターゲティングベクターを、Ｂｒｕｃｅ４ ＥＳ細胞に電気穿孔法により導
入した。ネオマイシン耐性クローンを選択し、ターゲットクローンを正しく特定するため
に、サザンブロット解析によりスクリーニングした。これらのクローンをＢＡＬＢ/ｃ胚
盤胞に注入し、これを次いで、偽妊娠状態のＣＢＢ６Ｆ１の里親の雌に移した。得られた
キメラをＣ５７ＢＬ/６の雌と交雑させた。その仔を、毛色により選択し、サザンブロッ
ト解析によりさらに解析した。ターゲットマウスを、Ｃ５７ＢＬ/６ ＦＬＰｅ-リコンビ
ナーゼ系統と交雑させることにより、該ネオマイシンカセットを除いた。
【０１７９】
実施例２
胚盤胞ドナーとして、雌のＴｓｃ２２ｄ３条件的ノックアウトマウスを用いた、ターゲテ
ィングしたマウスの作製
　Ｃ５７ＢＬ/６をバックグラウンドとする、２１～２５日齢のＴｓｃ２２ｄ３条件的ノ
ックアウト雌マウスに、妊馬血清を注射する。２日後、該マウスにヒト絨毛性ゴナドトロ
ピンを注射し、２４時間、Ｃ５７ＢＬ/６ Ｃｒｅ-リコンビナーゼ 雄と交配させる。１回
目の注射の６日後に、該Ｔｓｃ２２ｄ３条件的ノックアウト 雌から、胚盤胞を取り出す
。これらの胚盤胞を、ターゲットＢＡＬＢ/ｃ ＥＳ細胞の微量注入のレシピエントとして
用い、微量注入した胚盤胞を、偽妊娠ＣＢＢ６Ｆ里親の雌に移す。得られたキメラをＢＡ
ＬＢ/ｃ雌と交雑させる。胚盤胞細胞由来の精巣を持つ雄キメラは、不妊であると期待さ
れる。
【０１８０】
実施例３
胚盤胞ドナーとしての、条件的ノックアウトマウスの作製
　妊孕性遺伝子 ＲＯＳＡ２６ アレルバリアントＡの条件的ノックアウトは、破壊分子を
コードするヌクレオチド配列 (例えば、標的として妊孕性遺伝子の転写物を有するｓｈＲ
ＮＡ、妊孕性遺伝子にコードされる蛋白質に対する抗体等)を含む。ｌｏｘＰが導入され
たＳｔｏｐカセットは、破壊分子の発現を阻害する。ターゲットＲＯＳＡ２６アレルＡの
作製用の例示的なターゲティングベクターを図２に示す。
【０１８１】
　ＲＯＳＡ２６アレルバリアントＢは、ＣｒｅリコンビナーゼのＣＤＳを含む。ターゲッ
トＲＯＳＡ２６アレルＢを作製するためのターゲティングベクターの非限定的な例を図３
に示す。
【０１８２】
　繁殖パートナー１は、ＲＯＳＡ２６アレルバリアントＡについてホモ接合型である。
【０１８３】
　繁殖パートナー２は、ＲＯＳＡ２６アレルバリアントＢについてホモ接合型である。
【０１８４】
　繁殖パートナー１は、雄であっても雌であってもよい。繁殖パートナー２は、その反対
である。
【０１８５】
　繁殖パートナー１を、繁殖パートナー２と交雑させることにより得られる仔は、例えば
図４に示すように、１本のＲＯＳＡ２６アレルバリアントＡおよび１本のＲＯＳＡ２６ア
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レルバリアントＢを有する胚である。ＲＯＳＡ２６ アレルバリアントＢのリコンビナー
ゼは、ＲＯＳＡ２６アレルバリアントＡ中のＳＴＯＰカセットを除き、それにより、破壊
分子の発現が開始する。該破壊分子は、標的妊孕性遺伝子の機能性ノックアウトを引き起
こす。
【０１８６】
実施例４
多能性細胞の標的妊孕性遺伝子を有する胚への導入および最初の出生仔の作製
材料および方法
　Ｃ５７ＢＬ/６ Ｔｓｃ２２ｄ３ ｃｏｎＫＯ/ｃｏｎＫＯ 雌マウスまたは、雌野生型対
照マウス (ターゲットがＢｒｕｃｅ４ Ｃ５７ＢＬ/６ ＥＳ細胞の場合は、ＢＡＬＢ/ｃ x
 Ｃ５７ＢＬ/６ａｌｂｉｎｏ，ａｇｏｕｔｉであり、ターゲットがＢＡＬＢ/ｃ ＥＳ細胞
の場合は、Ｃ５７ＢＬ/６)に、２１～２５日齢で、妊馬血清 (ＰＭＳ) を注射した。続け
て、２日後に、ヒト絨毛性ゴナドトロピン(ＨＣＧ)を適用した。同じ日に、Ｃ５７ＢＬ/
６ Ｔｓｃ２２ｄ３ ｃｏｎＫＯ/ｃｏｎＫＯ 雌マウスまたはｗｔ ＢＡＬＢ/ｃ x Ｃ５７
ＢＬ/６ａｌｂｉｎｏ，ａｇｏｕｔｉマウス(対照) を、ＲＯＳＡ２６遺伝子座にＣｒｅリ
コンビナーゼをノックイン(ＫＩ)した雄マウス (ｃｒｅ/ｃｒｅ)またはｗｔ雄マウス (対
照)とそれぞれ交配させた(ターゲットがＢＡＬＢ/ｃ ＥＳ細胞の場合は、雄対照マウスの
バックグラウンドはＣ５７ＢＬ/６であり、ターゲットがＢｒｕｃｅ４ Ｃ５７ＢＬ/６ Ｅ
Ｓ細胞の場合は、ＢＡＬＢ/ｃ)。次の日に、交配パートナーを分けた。交配により得られ
た胚盤胞を、分けた３日後に回収し、ターゲットＢＡＬＢ/ｃおよびＢｒｕｃｅ４ Ｃ５７
ＢＬ/６ ＥＳ細胞の注入に用いた。改変した胚盤胞をＣＢＢ６Ｆ１レシピエントに移した
。約９週間後に、雄のキメラの出生仔を、ターゲットがＢＡＬＢ/ｃ細胞の場合には、雌
のＢＡＬＢ/ｃマウスと、ターゲットがＢｒｕｃｅ４ Ｃ５７ＢＬ/６細胞の場合は、雌の
Ｃ５７ＢＬ/６マウスと交配させた。産まれた仔を１０日齢において毛色について評価し
、２１日齢において、サザンブロット解析により遺伝子型を決定した。
【０１８７】
結果
ターゲットＢＡＬＢ/ｃ ＥＳ細胞株の注入
　注入したＴｓｃ２２ｄ３ ＫＯ/ＫＯ胚盤胞を、３匹のレシピエントに移し、その結果、
全部で１６匹のキメラを得、そのうちの１１匹が雄であり、これをさらなる繁殖に用いた
。５匹というパーセンテージの低いキメラからは、子孫が得られなかった。残りの６匹の
キメラから、全部で１８１匹の仔を得た。この動物のうち１４６匹を毛色について評価し
、３５匹については決定しなかった。評価した１４６匹は全て (１００％)、毛色が、タ
ーゲットＢＡＬＢ/ｃＥＳ細胞由来の動物について期待される、白であった(図５参照)。
【０１８８】
　これらの１４６匹の動物のうち、６３匹を、サザンブロット解析により遺伝子型を決定
した ((図６、サザンブロットを参照)。３１匹(４９％)の動物はｗｔ/ターゲットであり
、３２匹 (５１％)はｗｔ/ｗｔマウスと決定した。
【０１８９】
　対照として、同じＢＡＬＢ/ｃ ＥＳ細胞株を、ｗｔ ＢＡＬＢ/ｃ x Ｃ５７ＢＬ/６ alb
ino胚盤胞に注入し、１４匹のレシピエントに移した。この結果、全部で６匹のキメラが
得られ、そのうちの５匹が雄で１匹が雌であった。５匹の雄キメラから、全部で１５５匹
の仔が得られた。これらの動物のうち１１９匹を、毛色について評価した。６０匹(５０
％)のマウスは、毛色が白 (ＥＳ細胞由来)であり、５９匹 (５０％)は、毛色がアグーチ 
(胚盤胞由来)であった。
【０１９０】
ターゲットＣ５７ＢＬ/６ Ｂｒｕｃｅ４ ＥＳ細胞株の注入
　注入したＴｓｃ２２ｄ３ ＫＯ/ＫＯ胚盤胞を２匹のレシピエントに移し、全部で３匹の
キメラを得、そのうち３匹が雄であった。該キメラから、全部で１０匹の仔が得られた。
 (キメラの作製に用いた)Ｔｓｃ２２ｄ３ ＫＯ/ＫＯ胚盤胞のバックグラウンドがＣ５７
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ＢＬ/６xＢＡＬＢ/ｃ F１であり、注入したＥＳ細胞は、Ｂｒｕｃｅ４ Ｃ５７ＢＬ/６を
バックグラウンドとするため、毛色に基づく表現型の決定は不可能であった。その代わり
に、８匹のマウスについて、サザンブロット解析により遺伝子型を決定し、そのうちの４
匹 (５０％)は、ｗｔ/ターゲットおよび４匹(５０％)はｗｔ/ｗｔマウスであると決定し
た。これは、キメラの仔が、ターゲットＥＳ細胞からのみ得られる場合に期待されるｗｔ
/ターゲットマウスvs ｗｔ/ｗｔマウスの比率と正確に相関している。
【０１９１】
　対照として、同じＢｒｕｃｅ４ Ｃ５７ＢＬ/６ ＥＳ細胞株を、ｗｔ ＢＡＬＢ/ｃ x Ｃ
５７ＢＬ/６ａｌｂｉｎｏ，ａｇｏｕｔｉ胚盤胞に注入し、１１匹のレシピエントに移し
た。この結果、全部で１３匹のキメラが得られ、そのうちの８匹が雄であり、５匹が雌で
あった。該８匹の雄キメラにより、全部で３２４匹の仔が得られた。これらの動物個体の
うちの１４９匹を、毛色について評価した。５２匹(３５％)のマウスは毛色が黒 (ＥＳ細
胞由来)であり、９７匹 (６５％) は、毛色がアグーチ (胚盤胞由来)であった。
【０１９２】
　したがって、遺伝子改変したＥＳ細胞株のホストとしてＴｓｃ２２ｄ３ ＫＯ/ＫＯ 胚
盤胞を使用することにより、子孫動物への該遺伝子改変の生殖系列伝達が改善する。この
試験の後、異なる遺伝子改変を有する、他の８つのＥＳ細胞株についても、同程度の生殖
系列伝達の改善が達成された。
【０１９３】
　本明細書に引用する全ての特許、特許出願および出版物の記載は、引用によりその全体
が本明細書に包含される。
【０１９４】
　本明細書中における、文献の引用は、いずれも、該文献が、本出願の「先行技術」とし
て利用可能なものであることを認めるものと解されるべきではない。
【０１９５】
　本明細書を通じて、本発明をいずれかの１つの態様または特徴の特定の集合に限定する
ことなく、本発明の好ましい態様を記載することを目的としている。したがって、本明細
書の記載から、例示されている特定の態様において、本発明の範囲から離れずに、種々の
改変および変更を加えてよいことは、当業者には理解できることである。かかる改変およ
び変更は全て、以下の特許請求の範囲に含まれることを意図するものである。
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