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(57)【要約】
雄性または雌性起源の一倍体ゲノムを増殖させる方法な
らびにその遺伝子スクリーニングおよび遺伝子修飾の方
法が提供される。これらの一倍体ゲノムは一倍体胚、な
らびに胚性幹様細胞および分化した細胞の産生に使用す
ることができる。また、これらの一倍体ゲノムおよびそ
れを含有する細胞は核移入ドナーとして、二倍体核移入
ユニットを産生させるために使用することができる。こ
れらの二倍体ＮＴユニットたとえばヒトＮＴユニットは
多能性細胞ならびに分化した細胞および組織を得るため
に使用できる。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  以下の工程：

  （ｉ）雄性または雌性起源の一倍体ゲノムを含有する細胞を取得し、その数を

増幅する工程；

  （ｉｉ）上記一倍体細胞のゲノムが所望の遺伝子構成からなるか否かを決定す

るために上記一倍体細胞のゲノムを遺伝子スクリーニングまたは分析に付す工程

；および

  （ｉｉｉ）上記所望の遺伝子構成を含有する細胞を選択する工程

からなる一倍体ゲノムを含有する細胞を選択する方法。

    【請求項２】  上記雌由来の一倍体細胞は半数の染色体が極体中に排出して

いる卵母細胞の活性化により産生される「請求項１」記載の方法。

    【請求項３】  上記雌由来の一倍体細胞は、卵の受精およびそれからの雄性

前核の除去により産生される「請求項１」記載の方法。

    【請求項４】  上記雌由来の一倍体細胞は卵の活性化により２つの雌性前核

を含有する卵を得て、上記前核の１つを除去することにより産生される「請求項

１」記載の方法。

    【請求項５】  上記雌由来の一倍体細胞は、未成熟卵母細胞への二倍体細胞

核の挿入、ついで２つの一倍体核への上記染色体の分離によって産生される「請

求項１」記載の方法。

    【請求項６】  上記雌由来の一倍体細胞は、単為生殖胚（半数の染色体を含

有）の核移入により産生されるが、完全なＤＮＡ成分（４つの染色分体）を有す

る卵母細胞に増殖し、続いてそれらから染色体の半数を排出させることにより産

生される「請求項１」記載の方法。

    【請求項７】  雄由来の一倍体細胞は、雌性前核が除去された受精卵に由来

する「請求項１」記載の方法。

    【請求項８】  雄由来の一倍体細胞は、核が除去された卵の受精に由来する

「請求項１」記載の方法。

    【請求項９】  雄由来の一倍体細胞は精子核の人工的脱濃縮によって産生さ

れ、ついで非卵由来の細胞質体中に注入される「請求項１」記載の方法。
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    【請求項１０】  上記雌由来または雄由来の一倍体細胞は（ｉ）一倍体卵細

胞質体に細胞分裂を受けさせる方法；（ｉｉ）一倍体細胞に一倍体胚を産生させ

、ついでこれを培養して「増殖一倍体」細胞を産生させる方法；（ｉｉｉ）一倍

体胚を培養して増殖一倍体細胞を産生させ、このような胚性幹様細胞を分化させ

る方法；および（ｉｖ）一倍体体細胞細胞質体を細胞分裂が可能な条件下に培養

する方法；からなる群より選択される方法により増幅させる「請求項１」記載の

方法。

    【請求項１１】  選択された上記一倍体ゲノムは遺伝子修飾される「請求項

１」記載の方法。

    【請求項１２】  選択された雄性および雌性一倍体ゲノムはいずれも遺伝子

修飾される「請求項１１」記載の方法。

    【請求項１３】  さらに上記の選択された雄性もしくは雌性一倍体ゲノムま

たは上記の選択された一倍体ゲノムを含有する細胞を用いて二倍体胚を産生させ

る「請求項１」記載の方法。

    【請求項１４】  さらに選択された雄性および雌性一倍体ゲノムを用いて二

倍体胚を産生させる「請求項１」記載の方法。

    【請求項１５】  上記の選択された雄性もしくは雌性一倍体ゲノムまたは上

記の雄性もしくは雌性ゲノムを含有する細胞を核移入ドナーとして使用する「請

求項１」記載の方法。

    【請求項１６】  選択された雄性または雌性一倍体ゲノムはいずれも、上記

の選択された雄性および雌性一倍体ゲノムを含有する二倍体核移入ユニットを産

生させるための核移入ドナーとして使用する「請求項１５」記載の方法。

    【請求項１７】  上記二倍体ゲノムはヒトである「請求項１５」記載の方法

。

    【請求項１８】  上記一倍体細胞またはゲノムは増殖一倍体胚に由来する分

化した細胞、胚性幹様細胞または内部細胞塊細胞からなる「請求項１５」記載の

方法。

    【請求項１９】  上記分化した細胞または胚性幹様細胞は一倍体胚のインビ

トロ培養によって産生される「請求項１８」記載の方法。
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    【請求項２０】  上記の選択された一倍体ゲノムは遺伝子修飾される「請求

項１３」記載の方法。

    【請求項２１】  上記の選択された一倍体ゲノムはいずれも遺伝子修飾され

る「請求項１９」記載の方法。

    【請求項２２】  上記の選択された一倍体ゲノムは、特定のＤＮＡの除去、

挿入または置換のために、相同組換えによって遺伝子修飾される「請求項２０」

記載の方法。

    【請求項２３】  上記の選択された一倍体ゲノムはいずれも、特定のＤＮＡ

の除去、挿入または置換のために、相同組換えによって遺伝子修飾される「請求

項２１」記載の方法。

    【請求項２４】  上記遺伝子試験は、遺伝子欠損、異常なゲノムインプリン

ティングに伴うＤＮＡメチル化欠損のために、または所望のＤＮＡを含有する細

胞、対立遺伝子形質を含む細胞もしくは機能性遺伝子を欠く細胞を選択するため

に、上記の増幅された一倍体ゲノムをスクリーニングすることからなる「請求項

１」記載の方法。

    【請求項２５】  遺伝子欠陥は以下の遺伝疾患：α－１アンチトリプシン欠

損症；α－地中海貧血症；腺腫様ポリープ症；成人多嚢胞性腎臓疾患；ＢＲＣＡ

１もしくはＢＲＣＡ２の欠損による乳癌へのかかり易さ；β－地中海貧血症、シ

ャルコー・マリー・ツース病；ＭＳＨ２，ＭＬＨ１，ＰＭＳ１もしくはＰＭＳ２

の欠損による結腸癌へのかかり易さ；先天性副腎過形成；嚢胞性線維症；デュシ

ェン・ベッカー型筋ジストロフィー；脆弱Ｘ症候群；血友病Ａ型およびＢ型；ゴ

シェ病；ハンチントン病；ケネディー病；レッシュ・ナイハン症候群；マルファ

ン症候群；中鎖アシルコエンザイムＡデヒドロゲナーゼ欠損症；メラノーマへの

かかり易さ；多発性内分泌腺腫症１もしくは２Ａ型；筋緊張性ジストロフィー；

神経線維腫症１型；オルニチントランスカルバミラーゼ欠損症；網膜芽腫；鎌形

赤血球貧血；ステロイドスルファターゼ欠損症；テイ・サックス病；またはヴェ

ルドニッヒ・ホフマン病の一つを生じる「請求項２４」記載の方法。

    【請求項２６】  試験されるＤＮＡメチル化欠損はプラーダー・ヴィリ症候

群、アンゲルマン症候群、片親性イソ二染色体、ベックウイズ・ヴィーデマン症
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候群、ウイルムス腫発癌およびフォン・ヒッペル・リンダウ症候群からなる群よ

り選択される「請求項２４」記載の方法。

    【請求項２７】  上記遺伝子試験は特定の遺伝子欠損に相関する核酸配列に

特異的に結合する標識に直接もしくは間接的に結合する核酸配列の使用、あるい

は所望のＤＮＡもしくは対立遺伝子形質を含むかまたは機能性遺伝子を欠く細胞

の選択を包含する「請求項２４」記載の方法。

    【請求項２８】  上記遺伝子試験は、特定のＤＮＡ配列、対立遺伝子形質ま

たは遺伝子欠陥の質量分析、蛍光または放射性核種検出の使用を包含する「請求

項１」記載の方法。

    【請求項２９】  このような遺伝子スクリーニングはＲＦＬＰ分析、ＳＳＣ

Ｐ分析、ＳＴＲ分析、ＶＮＴＲ分析または変性勾配ゲル電気泳動からなる「請求

項１」記載の方法。

    【請求項３０】  上記胚は適当な代替雌性に移植し、生存可能な子孫に生育

させる「請求項１３」記載の方法。

    【請求項３１】  一倍体ゲノムはウシの一倍体ゲノムである「請求項１」記

載の方法。

    【請求項３２】  一倍体ゲノムは霊長類の一倍体ゲノムである「請求項１」

記載の方法。

    【請求項３３】  一倍体ゲノムは、ヤギ、ヒツジ、ウシ、ブタ、ヤギ（ｃａ

ｐｒｉｎｅ）、ウマ、ヒツジ（ｏｖｉｎｅ）、イヌ、ネコ、ネズミ、ウサギ、霊

長類、ヒト、象、モルモット、マウス、ラットからなる群より選択される「請求

項１」記載の方法。

    【請求項３４】  「請求項１０」記載の方法を用いて生育された増殖一倍体

細胞系。

    【請求項３５】  細胞系は雌性細胞または雄性細胞由来の一倍体細胞系であ

る「請求項３４」記載の増殖一倍体細胞系。

    【請求項３６】  核移入方法は核移入ドナーとして一倍体ゲノムまたは「請

求項１」に従って産生される細胞を含有する細胞を用いる核移入によって産生さ

れる二倍体胚。
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    【請求項３７】  上記核移入方法は雄性もしくは雌性一倍体ゲノムの両者ま

たは「請求項１」に従って産生された細胞を含有する細胞の移植からなる「請求

項３６」記載の二倍体胚。

    【請求項３８】  一倍体胚から産生される胚性幹様細胞または分化した細胞

。

    【請求項３９】  クローン化された胚、胎児または動物を産生するために用

いられる改良された核移入方法において、その改良は核移入ドナーとして一倍体

胚から産生される胚性幹様細胞または分化した細胞を使用することからなる方法

。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    （政府の権利）

  本発明はアメリカ合衆国農業省から受領した基金の使用によって開発された。

したがって、政府は本発明に対して権利を有する。

      【０００２】

    （技術分野）

  本発明は（１）遺伝子診断、（２）遺伝子選択および（３）遺伝子修飾の目的

での一倍体ゲノムの増殖および使用に関する。選択された一倍体ゲノムは、他の

一倍体ゲノム、好ましくは所望の遺伝子構成を有する一倍体ゲノムと混合した場

合、胚および胚性幹細胞の産生に有用である。

      【０００３】

    （発明の背景）

  生殖体は減数分裂によって産生され、有性生殖に関与する特異的な一倍体細胞

（たとえば精子および卵母細胞）である。これに対して、二倍体細胞は相同のペ

アでその染色体を有し、それぞれの常染色体遺伝子位置の２コピーを有する。二

倍体数（２ｎ）は一倍体数の２倍に等しく、生殖体以外の大部分の細胞について

の特徴的な数である。接合子は受精時に、雄性および雌性生殖体の融合から生じ

る二倍体細胞である。Ｔｈｅ  Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ  ｏｆ  Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏ

ｌｏｇｙ  １０３，１３９，３８８（Ｊ．Ｍ．Ｌａｃｋｉｅら編，１９９５）。

（二倍体）接合子のみが生存可能な子孫を発生させることができる。これに対し

て、一倍体生殖体の条件では雌由来の一倍体細胞（卵母細胞）の単為生殖発生で

ある胚を生じるが、これらの胚は通常、胚形成が完了する前に発育を停止する。

このような胚は自然に産生されるが、より通常には卵母細胞の人工的活性化によ

り産生される。このような雌性発生胚は胚形成の研究に有用である。

      【０００４】

  一倍体由来の適正な多能性細胞系の産生は以前に報告されている。たとえば、

多能性一倍体細胞は１２９  ＳｖＥまたはＣ５７ＢＬ×ＣＢＡハイブリドマウス

から卵を取得し、それらを有為生殖的に活性化し、ついでリン酸緩衝食塩水（Ｐ
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ＢＳ）中７％のエタノール溶液に暴露させることによって創製されると言われて

いる。しかしながら、これらの初期継代「一倍体」細胞系の染色体を調べたとこ

ろ、すべての細胞が最頻数４０の染色体を有する二倍体であった（Ｋａｕｆｍａ

ｎら，Ｊ．Ｅｍｂｒｙｏｌ．Ｅｘｐ．Ｍｏｒｐｈｏｌ．７３：２４９－６１，１

９８３）。

      【０００５】

  哺乳動物の胚は一倍体ゲノムから生じることは明瞭に報告されているが、この

ような哺乳動物の胚が遺伝子分析に使用されたことはない。本発明者らの知る限

りでは、むしろ出生前の遺伝子診断は見かけ上正常な（二倍体）胚を用いて通常

インウテロまたはエキソウテロで実施されている。しかしながら、インウテロの

遺伝子診断は侵襲的であり、発育中の胎児に危険な可能性がある（たとえば羊水

穿刺および絨毛膜突起サンプリング）。疾患について診断される胎児はインウテ

ロ手術および遺伝子治療が未だ高い危険を伴い実験の段階であることから、流産

または妊娠を終結させることがある。

      【０００６】

  ヒトにおいては通常、エキソウテロ遺伝子診断はインビトロ受精（ＩＶＦ）技

術により行われる。通常、１または２個の細胞を最近の胚から採取し、たとえば

嚢胞性線維症（ＣＦ）、性関連疾患、染色体異常、脆弱Ｘ症候群、脊髄筋萎縮症

および筋緊張ジストロフィーのような疾患について試験される（ｄｅ  Ｄｉｅ－

Ｓｍｕｌｄｅｒｓら，Ｎｅｄ．Ｔｉｊｄｓｃｈｒ．Ｇｅｎｅｅｓｋｄ．１４２：

２４４１－４，１９９８）。移植前遺伝子診断（ＰＧＤ）は、ＣＦの共通なΔＦ

５０８突然変異（Ｃｕｉら，Ｍｏｌ．Ｈｕｍ．Ｒｅｐｒｏｄ．２：６３－１，１

９９６；Ａｏら，Ｐｒｅｎａｔ．Ｄｉａｇｎ．１６：１３７－４２，１９９６）

ならびに他の疾患（Ｂｅｎ－Ｅｚｒａ，Ｃｌｉｎ．Ｌａｂ．Ｍｅｄ．１５：９５

－８１５，１９９５）を診断するために、直接ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）

または入れ子ＰＣＲを用いて実施することができる。遺伝子スクリーニングはま

た、初期分割段階のアカゲザル（ＲｈＤ）血液型に対し単一卵割球バイオプシー

（Ａｖｎｅｒら，Ｍｏｌ．Ｈｕｍ．Ｒｅｐｒｏｄ．２：６０－２，１９９６）ま

たは胚盤胞バイオプシー（Ｖｅｒｌｉｎｓｋｙら，Ｂａｉｌｉｅｒｓ  Ｃｌｉｎ
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．Ｏｂｓｔｅｔ．Ｇｙｎａｅｃｏｌ．８：１７７－９６，１９９４）によっても

実施できる。プライムされたインシトウ標識（ＰＲＩＮＳ）およびインシトウハ

イブリダイゼーションはＰＧＤに対するヒト染色体異常の検出に使用することが

できる（Ｐｅｌｌｅｓｔｏｒら，Ｍｏｌ．Ｈｕｍ．Ｒｅｐｒｏｄ．２：１３５－

８，１９９６）。ＰＧＤはまた不活性卵母細胞の受精から一倍体Ｘ－をもつ精子

から生じ、ついで重複する奇胎の発生を防止するために、蛍光インシトウハイブ

リダイゼーション（ＦＩＳＨ）を用いても実施されている（Ｒｅｕｂｉｎｏｆｆ

ら，Ｈｕｍ．Ｒｅｐｒｏｄ．１２：８０５－８，１９９７）。ＰＧＤは単一遺伝

子障害を診断するため、最初に極体分析を卵母細胞について実施し、母性の影響

を受けていない遺伝子を含有する卵母細胞の同定を行うことができる（Ｖｅｒｌ

ｉｎｓｋｙら，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｍｏｌ．Ｍｅｄ．６２：１８２－７，１９９７

；Ｖｅｒｌｉｎｓｋｙら，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｏｂｓｔｅｔ．Ｇｙｎｅｃｏｌ

．４：７２０－５，１９９２；Ｖｅｒｌｉｎｓｋｙら，Ｈｕｍ．Ｒｅｐｒｏｄ．

５：８２６－９，１９９０）。１例では、父性の個々の精子と骨形成不全に冒さ

れた２例の乳児を希釈および顕微鏡操作によって分離した。突然変異を含むＩ型

コラーゲンのセグメントを入れ子ＰＣＲを使用して増幅し、野生型遺伝子ならび

に単一の点突然変異を有する遺伝子を検出するために配列決定した（Ｉｉｄａら

，Ｍｏｌ．Ｈｕｍ．Ｒｅｐｒｏｄ．２：１３１－４，１９９６）。精子の選択方

法は細胞質内への精子注入技術（ＩＣＳＩ）の使用に応えて開発されている（Ｍ

ｅｓｃｈｅｄｅら，Ｈｕｍ．Ｒｅｐｒｏｄ．１０：２８８０－６，１９９５）。

第一および第二の極体の配列決定ならびに複合ＰＣＲは単一細胞ＤＮＡ分析で遭

遇する落とし穴に比べて正確な遺伝子診断を導くことができる（Ｒｉｃｈｉｔｓ

ｋｙら，Ｊ．Ａｓｓｉｓｔ．Ｒｅｐｒｏｄ．Ｇｅｎｅｔ．１６：１９２－８，１

９９９）。

      【０００７】

  遺伝子スクリーニングの他の方法には、制限フラグメント長多型（ＲＦＬＰ）

、縦列リピートの可変数（ＶＮＴＲ）配列およびジヌクレオチドまたは他の短い

縦列リピート（ＳＴＲ）配列における検出または変化が包含される。別法として

、野生型または突然変異配列のいずれかに相補性のプライマーを用いる対立遺伝
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子特異的増幅および対立遺伝子特異的リゲーションでは、特異的突然変異の検出

のために２つの別個の手段が提供される。他の方法は特異的突然変異それ自体を

同定はしないが、突然変異の存在をスクリーニングするために利用することがで

きる。これらの方法には、一本鎖コンフォーメーショナル多型（ＳＳＣＰ）分析

、変性勾配ゲル電気泳動（ＤＧＧＥ）、および酵素的（ＲＮＡｓｅＡ）または化

学的（ピペリジン）手段によるミスマッチ切断分析が包含される。Ｆｕｊｉｍｕ

ｒａ，“Ｇｅｎｅｔｉｃ  Ｔｅｓｔｉｎｇ”ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏ

ｌｏｇｙ  ａｎｄ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ａ  Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉ

ｖｅ  Ｄｅｓｋ  Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ  ３７４－３７９（Ｒｏｂｅｒｔ  Ａ．Ｍ

ｅｙｅｒｓ編，１９９５）参照。

      【０００８】

  すなわち以上の記述に基づいて、前移植遺伝子スクリーニングを完成するため

の研究ならびにインビトロで創製された胚の操作の研究は進行中ではあるが、ト

ランスジェニック動物の作成に使用される生殖体の遺伝子スクリーニングまたは

生殖体の遺伝子操作にはほとんど進歩が認められない。

      【０００９】

  したがって、以前に文献に報告されたことであるが、トランスジェニック動物

作成のために、生殖体の遺伝子スクリーニングおよび一倍体細胞の遺伝子操作に

おける改良方法の必要が存在する。

      【００１０】

    （発明の要約および目的）

  本発明の目的は、胚、胚性幹細胞または胚性生殖細胞を産生させるためのゲノ

ムの選択方法において、以下の工程：（ｉ）雄性または雌性由来の一倍体遺伝子

成分を含有する細胞を培養し、（ｉｉ）上記培養細胞の遺伝子成分を遺伝子試験

に付し、上記一倍体ゲノムが遺伝子欠損、所望の遺伝子構成からなるかまたは機

能性遺伝子を欠くか否かを同定し、ついで（ｉｉｉ）遺伝子欠損から構成されな

い細胞の選択または所望の遺伝子を含有するかもしくは機能性遺伝子を欠く細胞

を選択する工程からなる法を提供することにある。

      【００１１】
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  とくに雌由来の一倍体細胞の場合には、細胞は次の５つの方法、すなわち（１

）染色体の半数が極体内に排出している卵母細胞の活性化による方法；（２）卵

の受精およびそれから雄性前核の除去による方法；（３）卵の活性化により２つ

の雌性前核を含有する卵を得て、上記前核の１つの除去による方法；（４）未成

熟卵母細胞への二倍体細胞核の挿入、ついで上記染色体の２つの一倍体核への分

離による方法；および（５）単為生殖胚の核（染色体の半数を含有）の移入によ

るが、完全なＤＮＡ成分（４つの染色体分体）を有する卵母細胞に増殖させ、つ

いでそれらからの染色体の半数を排出させることによる方法の一つで得られる。

      【００１２】

  本発明の他の目的は、雄由来の一倍体細胞のスクリーニング方法であり、それ

は以下の方法、すなわち（１）雌前核を除去された受精卵から雄由来の一倍体細

胞を得る方法；（２）核を除去された卵を受精させることにより雄由来の一倍体

細胞を得る方法；および（３）精子核の人工的脱濃縮、ついでそれを非卵由来の

細胞質体中に注入することにより雄由来の一倍体細胞を得る方法の一つで取得す

ることができる。

      【００１３】

  本発明の他の目的は、雄または雌由来の一倍体細胞を増殖させる方法であり、

それらは（ｉ）一倍体卵細胞質体に細胞分裂を受けさせる方法；（ｉｉ）一倍体

細胞に一倍体胚を産生させ、次にこれを培養して「増殖一倍体」を産生させる方

法；（ｉｉｉ）一倍体胚を培養して一倍体である胚性幹様細胞を産生させ、この

ような胚性幹様細胞を分化させる方法；および（ｉｖ）一倍体体細胞細胞質体を

細胞分裂が可能な条件下に培養する方法；からなる群より選択される方法により

増殖させる。

      【００１４】

  本発明の他の目的は雄または雌起源の増殖一倍体ゲノム細胞系、すなわち所望

の遺伝子構成または所望の遺伝子修飾からなる細胞系を提供することにある。

      【００１５】

  本発明のさらに他の目的は、一倍体細胞系およびそれに由来する分化された多

能性または胚様幹細胞を提供することにあり、それらは所望の遺伝子構成たとえ
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ば所望の遺伝子修飾からなる。

      【００１６】

  本発明のさらに他の目的は、遺伝子修飾または選択を受けた一倍体雄および／

または雌ゲノムならびに多能性細胞系およびそれらに由来する分化された細胞か

ら産生される二倍体哺乳動物胚を提供することにある。

      【００１７】

  定義

  本発明は、雄または雌由来の一倍体染色体成分のいずれかを含有する細胞の任

意の方法による産生および増殖、特異的一倍体ゲノムの遺伝子評価、遺伝子修飾

または増殖におけるこれらの細胞の使用、ならびにＤＮＡの二倍体成分を有する

胚の産生におけるこれらの細胞の使用に関する。増殖、スクリーニングおよび／

または修飾される一倍体ゲノムには、有蹄類たとえばウシ、ヒツジ（ｏｖｉｎｅ

）、ブタ、ウマ、ヤギ（ｃａｐｒｉｎｅ）、イヌ、ネコ、ネズミ、ウサギおよび

齧歯類（たとえば、モルモット、ハムスターおよびラット）、ヒト、非ヒト霊長

類たとえばアカゲザル、チンパンジー、ヒヒおよびゴリラが包含される。

      【００１８】

  「遺伝子スクリーニング」、「遺伝子診断」、「遺伝子分析」および「遺伝子

試験」の語は、ある種の表現型、疾患または状態に伴う特異的ＤＮＡの存在また

は不存在を検出するための慣用方法による一倍体ゲノムの分析を意味する。この

ような方法には、インシトウハイブリダイゼーション、ポリメラーゼ連鎖反応、

入れ子ポリメラーゼ連鎖反応、蛍光検出法、ＲＥＬＰ分析、ＶＮＴＲもしくはＳ

ＴＲ検出法（これは多くの縦列リピートジヌクレオチドまたは他の短い縦列リピ

ート（ＳＴＲ）配列における使用をスクリーニングする）、一本鎖コンフォーメ

ーショナル多型（ＳＳＣＰ）分析、上述の勾配ゲル電気泳動（ＤＧＧＥ）および

ミスマッチ切断分析すなわち酵素的（ＲＮＡｓｅ  Ａ）または化学的（ピペリジ

ン）手段による分析が包含される。このような方法はＦｕｊｉｍｕｒａ，“Ｇｅ

ｎｅｔｉｃ  Ｔｅｓｔｉｎｇ”ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  ａ

ｎｄ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ａ  Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ  Ｄｅｓ

ｋ  Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ  ３７４－３７９（Ｒｏｂｅｒｔ  Ａ．Ｍｅｙｅｒｓ編
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，１９９５）に総説されている。

      【００１９】

  「遺伝子選択」の語、は遺伝子試験を用いる遺伝子型に向けられた選択を意味

する。

      【００２０】

  「遺伝子修飾」または「遺伝子操作」の語は細胞、通常は一倍体細胞のゲノム

の修飾を意味する。これには挿入、欠失および置換修飾が包含される。修飾はゲ

ノム中の標的部位に行うことが好ましい。好ましい実施態様においては、修飾さ

れた一倍体細胞は最終的に修飾／操作された遺伝子を発現する動物の産生のため

の核移植に使用される。

      【００２１】

  「増殖」の語は、雄または雌起源の所望の一倍体ゲノムからなる細胞の数の増

大を意味する。

      【００２２】

  「一倍体細胞」の語は、一倍体数（ｎ）の染色体を有する細胞を意味する。「

生殖体」は減数分裂によって産生され、有性生殖が関与する特定の一倍体細胞（

たとえば、精子細胞および卵母細胞）である。「二倍体細胞」は、その染色体に

相同なペアを有し、それぞれの常染色体遺伝子位置に２つのコピー（２ｎ）を有

する。「接合体」は受精時に雄性および雌性生殖体の融合によって生じる二倍体

細胞である。

      【００２３】

  「核移入」または「核移植」の語は、核を除去した卵子にドナー細胞からの核

が移植されるクローニングの方法を意味する。核移入技術または核移植技術は、

文献によって周知である（Ｃａｍｐｂｅｌｌら，Ｔｈｅｒｉｏｇｅｎｏｌｏｇｙ

  ４３：１８１，１９９５；Ｃｏｌｌａｓら，Ｍｏｌ．Ｒｅｐｒｏｄ．Ｄｅｖ．

３８：２６４－２６７，１９９４；Ｋｅｅｆｅｒら，Ｂｉｏｌ．Ｒｅｐｒｏｄ．

５０：９３５－９３９，１９９４；Ｓｉｍｓら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ

．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９０：６１４３－６１４７，１９９３；Ｅｖａｎｓら，ＷＯ

  ９０／０３４３２  （５  Ａｐｒ．１９９０）；Ｓｍｉｔｈら，ＷＯ９４／２
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４２７４（２７  Ｏｃｔ．１９９４）；Ｗｈｅｅｌｅｒら，ＷＯ  ９４／２６８

８４（２４  Ｎｏｖ．１９９４））。また、米国特許４，９９４，３８４および

５，０５７，４２０にはウシの核移植の操作が記載されている。さらに、それぞ

れ譲渡人または出願人としてＴｈｅ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ  Ｍａｓｓａ

ｃｈｕｓｅｔｔｓおよびＲｏｓｌｉｎ  Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅの名前の米国特許５

，９４５，５７７；ＷＯ  ９７／０６６６８およびＷＯ  ９７／０６６６９も参

照されたい。この特許および出願は引用により本明細書に導入される。本出願で

は、核移入もしくは核移植またはＮＴは交換可能に使用される。本定義において

も、胚を産生するために選択された１または２個の一倍体ゲノムの移植を包含す

る。

      【００２４】

  「機能性遺伝子の欠如」の語は主題ゲノムからの全遺伝子が機能を欠いている

か、または遺伝子はもはや機能（たとえば、野生型タンパク質の産生）しない程

度に突然変異していることを意味する。

      【００２５】

  「遺伝子欠損」の語は、遺伝子の転写、遺伝子のｍＲＮＡのタンパク質への翻

訳における変化、タンパク質もしくは遺伝子のｍＲＮＡの半減期における変化、

または遺伝子の野生型発現からの他の変化に相当する核酸の欠失または挿入を意

味する。与えられた遺伝子の異なる型は「対立遺伝子」と呼ばれる。遺伝子の「

野生型対立遺伝子」は天然の集団中に比較的高頻度で存在し、野生型もしくは正

常な表現型を生成する。異常なまたは非野生型の表現型を生じる遺伝子の対立遺

伝子は「突然変異対立遺伝子」である。

      【００２６】

  「一倍体細胞系の増殖」の語は、一倍体細胞の宿主生物体の外部で人工的に産

生された増殖する一倍体細胞の細胞系を意味する。通常、このような一倍体細胞

系はインビトロ培養液中に構成される。また、たとえばＳＫＩＤマウスへの注射

によって、一倍体細胞はインビボで増殖して分化された細胞型を産生させること

ができる。

      【００２７】
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    （発明の詳細な説明）

  上述のように、本発明は一倍体ゲノムの産生および増殖、上記の増殖した一倍

体ゲノムから遺伝子分析による所望の一倍体ゲノムの選択、上記選択された一倍

体ゲノムの二倍体胚を産生させるための使用に関する。本出願の背景の項に記載

したように、移植および子孫の産生に適当な胚を選択する手段として移植前の胚

の遺伝的評価を実施することは周知である。このような方法には、移植前に胚の

１または２以上の細胞のゲノムを遺伝子評価することを包含する。

      【００２８】

  しかしながら、このような方法では胚が操作され、それが望ましくない遺伝子

特性を示す場合には破壊される可能性もあるので、倫理的な問題を生じる可能性

がある。とくにこのような方法は、ヒトの移植前胚、とくに核移入または慣用の

インビトロ受精により産生される胚の関連で倫理的問題を生じる可能性がある。

      【００２９】

  これに反して本発明は、一倍体細胞ゲノムの遺伝子試験により二倍体胚の産生

に用いられる一倍体ＤＮＡを選択する。このような方法では、一倍体細胞は生存

可能な子孫を生じることができないので、同じ倫理上の問題を生じることがない

。したがって、望ましくない一倍体ゲノムの廃棄または一倍体ゲノムの操作が二

倍体胚、たとえばヒト二倍体胚の操作および破壊を伴う倫理上の問題は未然に防

止される。

      【００３０】

  本発明は一倍体ゲノムの遺伝子試験を包含するので、それはこのような一倍体

ゲノムの増殖されたソースを要求する。これはまず一倍体ゲノムを含有する細胞

を構築または取得することおよび受精のためにそれを提供することを要求する。

      【００３１】

  雄性または雌性一倍体ゲノムのいずれかを含有する細胞を産生するには様々な

方法が使用される。たとえば、雌性起源の一倍体ゲノムを含有する一倍体細胞を

産生させる方法には、たとえば一例として：

  （ｉ）染色体の半数が極体内に排出している卵母細胞をインビトロで活性化し

；
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  （ｉｉ）卵を受精させてその雄性前核を除去し；

  （ｉｉｉ）２つの雌性前核からなる卵をインビトロで活性化し、上記前核の１

つをそれから除去し；

  （ｉｖ）未成熟卵母細胞に二倍体細胞核を挿入し、ついで染色体を２つの一倍

体核に分離し；ついで

  （ｖ）単為生殖胚の核（染色体の半数を含有）を移入するが、完全なＤＮＡ成

分（４つの染色体分体）で卵母細胞に増殖させ、ついでそれらからの染色体の半

数を排出させる方法が包含される。

      【００３２】

  上記方法（ｉ），（ｉｉｉ），（ｉｖ）および（ｖ）は、その方法では常にそ

のＤＮＡ成分の半分が雄性、他の半分が雌性起源である二倍体胚を生じないので

好ましい。すなわち、移植しても満期の子孫には成長することができない。

      【００３３】

  雄性起源の一倍体ゲノムを提供する方法には、

  （ｉ）卵を受精させ、雌性前核を除去し；

  （ｉｉ）核を除去した卵母細胞を受精させ；ついで

  （ｉｉｉ）精子核を人工的に脱濃縮し、ついでそれを非卵由来の細胞質体中に

注入することを包含する。

      【００３４】

  上述の一倍体細胞および他の一倍体細胞は様々な方法で増殖させることができ

る。たとえば、一倍体ゲノムは卵細胞質体の分裂を誘導することによって増殖さ

せることができる。別法として、一倍体胚を胚性幹様細胞の産生のために使用す

ることができる。これは、胚を培養液中に維持するために既知のメジウムおよび

方法を用いて胚を培養し、ついで内部細胞塊またはそれらから誘導される細胞を

培養して胚性幹様細胞を産生させることにより行われる。たとえばこれは、一倍

体ゲノム由来の胚の内部細胞塊または内部細胞塊の細胞をフィーダー層たとえば

マウス胎児の線維芽細胞上に置き、胚性幹様細胞を含有する培養液を産生させ、

これをたとえばフィーダー層から除去した場合に、異なる分化した細胞型を生じ

るように行われる。
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      【００３５】

  さらに他の方法では、一倍体胚に由来する胚性幹様細胞を用いて親の一倍体ゲ

ノムを有する分化した細胞を産生させる。一倍体ゲノムを増殖させるさらに他の

手段には一倍体ゲノムを細胞質体中に導入することによって産生された一倍体体

細胞細胞質体の分割を誘導することからなる方法がある。

      【００３６】

  上述のように、その好ましい実施態様においては、一倍体ゲノムはヒト起源で

あり、たとえばヒト精子または卵母細胞の一倍体ゲノムである。しかしながら、

本発明は任意の哺乳動物種、たとえば非ヒト霊長類、イヌ、ネコ、マウス、ラッ

ト、ウサギ、熊、ウシ、ウマ、ブタ、ヒツジ、モルモット、水牛、ヤギ、アンテ

ロープ等の起源の一倍体ゲノム構築体も包含する。本質的に本発明は、たとえば

核移入によって増殖させることが望ましく、所望の遺伝子構成を含有する任意の

動物の選択に適用可能である。とくに重要な動物は農業用動物とくに妊娠期間の

長い動物である。本発明は、所望の遺伝的特性を有する二倍体胚を生じる一倍体

ゲノムの迅速なスクリーニングを可能にするものでなければならない。たとえば

性関連遺伝子疾患の存在または不存在は遺伝的スクリーニングの基盤である。

      【００３７】

  本発明はまた、本発明に従い、相同組換えによって遺伝子修飾された一倍体細

胞の製造を可能にする。

      【００３８】

  これは、遺伝子座における対立遺伝子の差が所望の組換え現象を妨害しないの

で、本発明の有利な態様である。また、本発明は雄性および雌性一倍体細胞系の

両者における同じ遺伝子座を標的とすることを可能にし、得られる修飾された雄

性および雌性一倍体ゲノムを合体させ、特定の修飾たとえば特定遺伝子の欠失の

ホモ接合体である二倍体胚が産生される。

      【００３９】

  上述のように、ここに記載の本発明は、移植前遺伝子診断（ＰＧＤ）の従来方

法を改良する。これらの方法は胚の操作を包含しないからである。一般的に、ス

クリーニングには胚はほとんど利用されない。しかも、試験のために、胚から細
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胞を採取することはその後の胚の生育に有害である可能性がある。多くの場合１

個のみまたはきわめて少数の細胞が遺伝子試験に利用可能であるが、これはＤＮ

Ａ喪失またはＤＮＡ夾雑により不正確な結果を招く可能性がある。最後に胚の廃

棄に関しては倫理上の問題がある。一倍体ＤＮＡの遺伝子スクリーニングは、雄

性および／または雌性生殖体がスクリーニングされると、数個の生殖体でも全体

の可能な組み合わせは大きくなるという利点を提供する。

      【００４０】

  性関連遺伝子疾患の場合には、通常、大量に取得することが可能な精子のみに

ついてスクリーニングを行うことができる。精子が大量に得られない場合には、

精子ゲノムの増殖が有利に使用できる。この技術はスクリーニングに利用できる

ゲノムの多くの同一コピーを作成して誤診の可能性を最小限にし、付加的なサン

プルにより結果の確認のための分析を可能にする。精子の操作による実験につい

ての倫理上の問題は胚での実験の場合に比べてきわめて小さい。

      【００４１】

  一倍体細胞のスクリーニングは、たとえば、一倍体細胞における遺伝子または

ＤＮＡメチル化欠損がそれから発育した成熟動物に癌または他の疾患を引き起こ

すか否かを決定するために実施することもできる。遺伝子状態および素因のスク

リーニングは、このような欠陥を含有する欠陥性一倍体細胞を除去するのに有用

であると思われる。本発明は、疾患または他の望ましくない形質に相関する染色

体異常およびＤＮＡ配列のスクリーニングに使用することができる。これらの一

倍体ゲノムは通常、廃棄される。しかしながら場合によっては、このような一倍

体ゲノムは維持される。たとえば疾患に関与する遺伝子をコードする一倍体ゲノ

ムの生成は研究の目的で、たとえば処置または予防用候補物質の効力評価のため

の動物の作成に有用である。本発明はまた、所望の遺伝子構成を含有する一倍体

ゲノム、たとえば成長速度、疾患抵抗性、ミルクの産生または他の望ましい形質

の増強に関与するＤＮＡ配列からなる一倍体ゲノムを選択するために使用するこ

とができる。たとえば、ＤＮＡプローブおよび連鎖（Ｌ）または突然変異（Ｍ）

検出を使用する一倍体細胞の遺伝子分析は以下の表１に掲げるヒト疾患について

実施することができる。
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      【００４２】

  特異的なＤＮＡ配列または染色体異常の存在についてゲノムをスクリーニング
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する方法はよく知られている。このようなスクリーニング方法には、たとえば、

入れ子ＰＣＲおよび直接ＰＣＲ増幅を含むポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、Ｓ

ＳＣＰ分析、ＲＥＬＰ分析、プライムインシトウ標識（ＰＲＩＮＳ）法（Ｐｅｌ

ｌｅｓｔｏｒら，１９９６参照）、蛍光インシトウハイブリダイゼーション（Ｆ

ＩＳＨ）分析、およびＶＮＴＲまたはＳＴＲの分析、変性勾配ゲル電気泳動（Ｄ

ＧＧＥ）ならびに酵素（たとえばＲＮＡｓｅ  Ａ）または化学（ピペリジン）方

法を用いるミスマッチ切断分析が包含される。

      【００４３】

  他のスクリーニング方法には、ゲノムインプリンティングに伴う症候群を同定

するのに有用なＤＮＡメチル化分析が包含される。ゲノムインプリンティングに

伴うヒト症候群および疾患には、プラーダー・ヴィリ症候群（ＰＷＳ）、アンゲ

ルマン症候群（ＡＳ）、片親性イソ二染色体、ベックウイズ・ヴィーデマン症候

群（ＢＷＳ）、ウイルムス腫発癌およびフォン・ヒッペル・リンダウ（ＶＨＬ）

病がある。ＤＮＡメチル化分析の実施方法については、Ｂｕｃｈｈｏｌｚら，Ｈ

ｕｍ．Ｇｅｎｅｔ．１０３：５３５－９，１９９８を参照されたい。ＰＷＳはゲ

ノム突然変異、たとえば欠失ならびに異常なゲノムインプリンティングによって

起こることがある（Ｂａｒａｂａｓｈら，Ｍｅｄ．Ｃｌｉｎ．（Ｂａｒｃ）１０

８：３０４－６，１９９７）。動物では、ゲノムインプリンティングはまた、毛

皮の色に関連している。たとえば、アグーティネズミの遺伝子は野生型毛皮の色

を付与し、Ａｉａｐｙ対立遺伝子は遺伝子の上流調節配列のメチル化状態と相関

する（Ｍｉｃｈａｕｄら，Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ．８：１４６３－７２）。農業に

おける遺伝子スクリーニングは、劣性突然変異を最小限にし、異型接合型もしく

は同型接合型を増加させ、また有益なもしくは他の所望の対立遺伝子を蓄積させ

る至適組み合わせを産生する遺伝子選択の使用を可能にする。

      【００４４】

  上述のように、多くの遺伝子スクリーニングおよび試験が本技術分野において

周知であり、本発明において使用できる。また、所望のまたは望ましくない形質

に相関する多くの配列が同定されている。

      【００４５】
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  本発明の方法は動物たとえば農耕用、実験用または家庭用動物、ならびにヒト

の両者における遺伝子選択に使用することができる。現在、胚を構築する生殖体

ゲノムの組み合わせはランダムである。しかしながら、生殖体について遺伝子ス

クリーニングを実施することにより、劣性突然変異を最小限にし、異型接合型を

増加させ、同型接合型を増加させ、また有益な対立遺伝子を蓄積させる至適組み

合わせを作成することができる。所望の遺伝子構成を有するように選ばれる一倍

体ゲノムは二倍体胚および子孫の提供に使用することができるものと思われる。

      【００４６】

  すでに述べたように、増殖一倍体細胞の生成方法は遺伝的に修飾された一倍体

細胞の調製にも使用することができる。相同組換えの場合、遺伝子座における対

立遺伝子の差は組換え現象に干渉しない。さらに、雄性および雌性細胞系の両者

の標的化が同型接合の調製中に生じることができる。

      【００４７】

  ゲノムの修飾を行う方法は本技術分野において周知であり、たとえば、レトロ

ウイルスベクター、マイクロインジェクション、および挿入すべき配列からなる

ＤＮＡでのトランスフォーメーションの使用が含まれる。好ましくは、遺伝子修

飾は、哺乳動物ゲノムの標的化部位に行われる。ゲノムとくに哺乳動物ゲノムの

標的化挿入、欠失および置換修飾を行う方法は詳細に報告され、多くの特許の主

題となっている。

      【００４８】

  本質的に本発明においては増殖一倍体細胞系に含有される特定の一倍体ゲノム

には、特定のＤＮＡ配列を有する置換基が除去され、付加され、または他の置換

基で置換される遺伝子修飾が行われる。このような遺伝子修飾が、たとえば相同

組換えによって行われたのち、一倍体ゲノムはそれが実際に修飾からなるか否か

を決定するために試験またはスクリーニングされる。たとえば、これは上述の遺

伝子スクリーニング方法の一つ、または挿入されたＤＮＡたとえば酵素、抗生物

質抵抗性マーカー、蛍光、放射性標識等を含む特定のマーカーの発現によって行

うことができる。

      【００４９】
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  遺伝子修飾された一倍体ゲノムが産生されたのちに、それは好ましくは前述の

方法によって増幅されることになる。

      【００５０】

  得られた雄性または雌性起源の選択され、遺伝子修飾された一倍体ゲノムは核

移入または核移植にとくに有用である。本質的にこのような方法は、選ばれた雄

性および雌性一倍体ゲノムを、核を除去した卵母細胞に導入するか、あるいは一

倍体ＤＮＡが雄性または雌性起源のいずれかである一倍体卵母細胞中に、選択さ

れた雄性または雌性一倍体ゲノムを導入することからなる。この場合、雄性また

は雌性ＤＮＡの一方または両者がその遺伝子構成に基づいて選ばれた二倍体核移

入ユニットが得られる。これらの二倍体核トランジットユニットは、所望の遺伝

子構成たとえば疾患抵抗性、成長または所望の産物をコードする異種ＤＮＡ遺伝

子を含有する子孫の提供に使用することができる。

      【００５１】

  核移入技術または核移植技術は文献において周知である。とくにＳｉｍｓら，

Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９０：６１４３－６１４７，

１９９３；Ｃｏｌｌａｓら，Ｍｏｌ．Ｒｅｐｏｒｔ  Ｄｅｖ．３８：２６４－２

６７，１９９４；Ｋｅｅｆｅｒら，Ｂｉｏｌ．Ｒｅｐｒｏｄ．５０：９３５－９

３９，１９９４；Ｃａｍｐｂｅｌｌら，Ｔｈｅｒｉｏｇｅｎｏｌｏｇｙ  ４３：

１８１，１９９５；Ｃａｍｐｂｅｌｌら，Ｎａｔｕｒｅ  ３８０：６４－６６，

１９９６；Ｓｃｈｎｉｅｋｅら，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２７８：２１３０－３，１９

９７；Ｗｅｌｌｓら，Ｂｉｏｌ．Ｒｅｐｒｏｄ．５７：３８５－３９３，１９９

７；Ｗｉｌｍｕｔら，Ｎａｔｕｒｅ  ３８６：８１０－８１３，１９９７；Ｃｉ

ｂｅｌｌｉら，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８０：１２５６－８，１９９８；Ｋａｔｏら

，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８２：２０９５－８，１９９８；Ｗａｋａｙａｍａら，Ｎ

ａｔｕｒｅ  ３９４：３６９－７４，１９９８；Ｗｏｌｆら，Ｊ．Ｂｉｏｔｅｃ

ｈｎｏｌ．６５：９９－１１０，１９９８；Ｂａｇｕｉｓｉら，Ｎａｔ．Ｂｉｏ

ｔｅｃｈｎｏｌ．１７：４５６－６１，１９９９；Ｄｏｍｉｎｋｏら，Ｂｉｏｌ

．Ｒｅｐｒｏｄ．６０：１４９６－１５０２，１９９９；Ｗｏｌｆら，Ｂｉｏｌ

．Ｒｅｐｒｏｄ．６０：１９９－２０４，１９９９；ＰＣＴ／ＵＳ９９／０００
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４５；ＷＯ  ９４／２６８８４；ＷＯ  ９４／２４２７４およびＷＯ  ９０／０

３４３２を参照されたい。これらは引用によりそれらの全体が本明細書に導入さ

れる。また、米国特許４，９４４，３８４および５，０５７，４２０にはウシの

核移植の操作が記載されている。また、米国特許５，９４５，５７７も参照され

たい。これは引用によりその全体が本明細書に導入される。

      【００５２】

  核移入に使用される卵母細胞は哺乳類および両生類を含む動物から得られる。

卵母細胞の適当なソースには、ヒツジ、ヒツジ（ｏｖｉｎｅ）、ブタ、ウマ、ウ

サギ、モルモット、マウス、ハムスター、ラット、霊長類、ヒトおよび非ヒト等

が包含される。好ましい実施態様においては、卵母細胞は霊長類たとえばヒト卵

母細胞または有蹄類から得られる。

      【００５３】

  卵母細胞の単離方法は本技術分野においてよく知られている。本質的にこれは

哺乳動物たとえばウシの卵巣または生殖管からの単離からなる。ウシ卵母細胞の

容易に入手できるソースは屠殺場の材料である。

      【００５４】

  遺伝子操作のような技術、核移入およびクローニングを成功裡に使用するため

には、卵母細胞は核移入のレシピエント細胞として使用する前、およびそれらを

胚に発育させるために受精する前に、インビトロで成熟させる必要がある。この

過程には一般に、卵巣（たとえば、屠殺場で得られたウシ卵巣）からの未成熟（

前期Ｉ）卵母細胞を収集し、受精または核の除去前に成熟メジウム中で卵母細胞

が中期ＩＩステージに達するまで卵母細胞を成熟させることを要求する。ウシの

卵母細胞の場合、これは一般的に吸引後約１８～２４時間で起こる。本発明の目

的では、この期間が「成熟期間」として知られている。期間を計算するために本

明細書で用いられる「吸引」の語は卵胞からの未成熟卵母細胞の吸引を意味する

。本発明はまた、同意したドナーからの吸引によるヒト卵母細胞の単離を包含す

る。

      【００５５】

  別法として、インビボにおいて成熟させた中期ＩＩステージ卵母細胞を、核移
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入技術に使用することもできる。たとえば成熟中期ＩＩ卵母細胞は、非過排卵ま

たは過排卵いずれかの雌牛または若い雌牛から発情期発生後またはヒト絨毛ゴナ

ドトロピン（ｈＣＧ）もしくは類似のホルモンの注射後３５～４８時間に、外科

的に収集する。

      【００５６】

  核の除去および核移入時における卵母細胞の成熟ステージはＮＴ法の成功に重

要であると報告されている（たとえば、Ｐｒａｔｈｅｒら，Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｉａｔｉｏｎ  ４８：１－８，１９９１；Ｔａｎａｋａら，Ａｎｉｍ．Ｒｅｐｒ

ｏｄ．Ｓｃｉ．４９：１１３－２３，１９９７参照）。一般に、有効な哺乳動物

胚のクローニング実務は、レシピエント卵母細胞として中期ＩＩステージの卵母

細胞を使用し、このステージでは、卵母細胞は受精する精子の場合のように導入

される核の処置のために「活性化」できるか、十分に「活性化」されている。家

畜とくにウシの場合、卵母細胞の活性化期間は一般に吸引後約１６～５２時間、

好ましくは約２８～４２時間の範囲である。

      【００５７】

  たとえば、未成熟卵母細胞は、Ｓｅｓｈａｇｉｎｅら，Ｂｉｏｌ．Ｒｅｐｒｏ

ｄ．４０：５４４－６０６，１９８９に記載のようにＨＥＰＥＳ緩衝ハムスター

胚培養メジウム（ＨＥＣＭ）中で洗浄し、ついで１０％ウシ胎児血清（ＦＣＳ）

含有組織培養メジウム（ＴＣＭ）１９９の５０μＬからなり、軽パラフィンまた

はシリコン層の下に適当なゴナドトロピンたとえば黄体形成ホルモン（ＬＨ）お

よび卵胞刺激ホルモン（ＦＧＨ）、ならびにエストラジオールを含有するメジウ

ム  １滴に３９℃で加えた。

      【００５８】

  約１０～４０時間、好ましくは約１６～１８時間の範囲の固定した成熟期間の

のち、卵母細胞から核を除去することができる。核の除去前に、卵母細胞は好ま

しくは摘出され、卵丘細胞の除去前に、１  ｍｇ／ｍＬのヒアルロニダーゼを含

有するＨＥＣＭ中に置く。これは極細径のピペットを通してピペッティングを反

復するかまたは短時間ボルテックス攪拌して行うことができる。ストリップされ

た卵母細胞を、ついで極体についてスクリーニングし、極体の存在によって測定
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して選択された中期ＩＩ卵母細胞をついで核移入に使用する。ついで核の除去を

行う。

      【００５９】

  核の除去は既知の方法により、たとえば米国特許４，９９４，３８４（これは

引用により本明細書に導入される）に記載のように行われる。たとえば、中期Ｉ

Ｉの卵母細胞は、即時に核を除去するために７．５μｇ／ｍＬのサイトカラシン

Ｂを任意に含有するＨＥＣＭ中に置くか、または適当なメジウムたとえばＣＲ１

ａａ＋１０％発情期ウシ精子中に置き、ついで以後に、好ましくは２４時間以内

に、さらに好ましくは１６もしくは１８時間後に核を除去する。

      【００６０】

  核の除去は、極体および隣接する細胞質体を除去するため、微量ピペットを用

いて顕微手術によって達成される。ついで卵母細胞をスクリーニングして成功裡

に核が除去された卵母細胞を同定する。このスクリーニングは、ＨＥＣＭ中卵母

細胞を１μｇ／ｍＬの３３３４２  Ｈｏｅｃｈｓｔ染料で染色し、ついで卵母細

胞を１０秒未満、紫外線照射下に観察することによって行われる。核の除去に成

功した卵母細胞を次に適当な培養メジウムたとえばＣＲ１ａａ＋１０％血清中に

置いた。

      【００６１】

  本発明においては、１または２個の選択され、多分遺伝子修飾された一倍体ゲ

ノムは任意に核を除去された卵母細胞または他の細胞質体の卵黄周囲空間に移植

される。二倍体である得られた一倍体ゲノム含有卵母細胞または細胞質体は、本

技術分野において周知の方法によりＮＴユニットの産生のために使用される。た

とえば、細胞はエレクトロフュージョンによって融合される。エレクトロフュー

ジョンは原形質膜の一過性の破壊を生じるのに十分な電気パルスを与えることに

より達成される。原形質膜は速やかに修復されるので原形質膜の破壊はきわめて

短時間である。本質的に、２つの隣接する膜に破壊が誘導され、修復時に脂質二

重層が混合すると、２つの細胞の間に小さな溝が開ける。このような小さい開口

部の熱力学的な不安定性により、それは２つの細胞が一つになるまで拡大する。

この目的での更なる考察についてはＰｒａｔｈｅｒらによる米国特許４，９９７
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，３８４が参考になる。使用できる様々なエレクトリフュージョンのメジウムに

は、たとえばスクロース、マンニトール、ソルビトールおよびリン酸緩衝溶液が

包含される。融合はまた融合原物質としてセンダイウイルスを使用することによ

っても達成される（Ｇｒａｈａｍ，Ｗｉｓｔｅｒ  Ｉｎｓｔ．Ｓｙｍｐ．Ｍｏｎ

ｏｇｒ．９：１９，１９６９）。

      【００６２】

  また場合によっては（たとえば小さいドナーの核の場合）、エレクトロポレー

ション融合を用いるよりも、卵母細胞への一倍体細胞または核の直接的注入を行

う方が好ましい。このような技術はＣｏｌｌａｓら，Ｍｏｌ．Ｒｅｐｒｏｄ．Ｄ

ｅｖ．３８：２６４－２６７，１９９４に開示されている。

      【００６３】

  ヒトおよび動物細胞および卵母細胞または細胞質体は、卵母細胞の成熟開始約

２４時間後に、既知の方法で、たとえば５００μｍのチャンバー内で約１５μｓ

ｅｃの間９０～１２０Ｖの電気パルスを適用することによりエレクトロフューズ

することができる。融合後、ついで得られた融合ＮＴユニットを適当なメジウム

中に活性化されるまで置く。活性化は融合の直前または直後、通常２４時間以内

に、好ましくは約４～９時間後に行われる。

      【００６４】

  ＮＴユニットは既知の方法で活性化される。このような方法には、たとえば、

主としてＮＴユニットに寒冷、現実に低温ショックを適用することにより、ＮＴ

ユニットの生理学的温度以下での培養を包含する。これは、胚が通常暴露されて

いる生理学的温度に比べて冷たい室温でのＮＴユニットの培養によって行われる

。

      【００６５】

  別法として、活性化は既知の活性化物質の適用によって達成される。たとえば

、受精時における精子の卵母細胞への侵入は潅流卵母細胞を活性化し、多数の生

存可能な妊娠および核移入後の多重な遺伝的に同一の子ウシを生じる。また、電

気的および化学的ショックも融合後のＮＴ胚の活性化に使用できる。卵母細胞の

活性化方法は、Ｓｕｓｋｏ－Ｐａｒｒｉｓｈらの米国特許５，４９６，７２０の
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課題である。

      【００６６】

  さらに、活性化は同時にまたは順次、

  （ｉ）卵母細胞中の２価陽イオンレベルの上昇、および

  （ｉｉ）卵母細胞中の細胞性タンパク質リン酸化の低下

によっても達成される。これは一般的に、卵母細胞の原形質中への２価陽イオン

たとえばマグネシウム、ストロンチウム、バリウムまたはカルシウムの、たとえ

ばイオノフォアの形態での導入によって行うことができる。２価陽イオンのレベ

ルを上昇させる他の方法には電気ショック、エタノール処置、および封鎖キレー

ターによる処置が包含される。

      【００６７】

  リン酸化は既知の方法、たとえばキナーゼインヒビターたとえばセリン－スレ

オニンキナーゼインヒビター（たとえば、６－ジメチルアミノプリン、スタウロ

スポリン、２－アミノプリン、およびスフィンゴシン）の添加によって低下する

。別法として、細胞性タンパク質のリン酸化は卵母細胞へのホスファターゼ（た

とえば、ホスファターゼ２Ａおよびホスファターゼ２Ｂ）の導入によって阻害さ

れる。

      【００６８】

  ＮＴを活性化する一つの手段には、融合したＮＴユニットを、融合後２４時間

以内、好ましくは融合後約４～９時間に５μＭのイオノマイシンおよび１  ｍｇ

／ｍＬのＢＳＡを含有するＴＬ－ＨＥＰＥＳメジウムに短時間暴露し、ついで３

０ｍｇ／ｍＬ  ＢＳＡ含有ＴＬ－ＨＥＰＥＳ中で洗浄する方法がある。また、活

性化はエタノールの使用または電気パルスの反復によっても行うことができる。

      【００６９】

  １または２個の選択された一倍体ゲノムから産生される活性化ＮＴユニットを

ついで適当なインビトロ培養メジウム中で、胚性または幹様細胞および細胞コロ

ニーが発生するまで培養する。胚の培養および成熟に適当な培養メジウムは、本

技術分野において周知である。ウシ胚の培養および維持に使用される既知のメジ

ウムの例には、Ｈａｍ’ｓ  Ｆ－１０＋１０％ウシ胎児血清（ＦＣＳ）、組織培
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養メジウム－１９９（ＴＣＭ－１９９）＋１０％ウシ胎児血清、タイロード・ア

ルブミン・ラクテート・ピルベート（ＴＡＬＰ）、ダルベッコのリン酸緩衝食塩

水（ＰＢＳ）、イーグルおよびウイッテンのメジウムが包含される。卵母細胞の

収集および成熟のために最も共通して用いられるメジウムはＴＣＭ－１９９＋１

～２０％の血清補充物であり、ウシ胎児血清、新生児血清、発情期ウシ血清、ヒ

ツジ血清または牡牛血清を包含する。好ましい維持メジウムには、ＴＣＭ－１９

９とアール塩、１０％ウシ胎児血清、０．２ｍＭ  Ｎａピルベートおよび５０μ

ｇ／ｍＬ硫酸ゲンタマイシンが包含される。上記のいずれも様々な細胞型たとえ

ば顆粒細胞、卵管細胞、ＢＲＬ細胞、子宮細胞およびＳＴＯ細胞との共培養に含

有させることができる。

      【００７０】

  ついで、活性化された培養ＮＴユニット（単数または複数）は好ましくは洗浄

し、適当なメジウムたとえば１０％ＦＣＳ含有ＣＲＩａａ  メジウム中に置き、

６ｍｇ／ｍＬを好ましくは適当なコンフルーエントフィーダー層を含有するウエ

ルプレート中に加える。適当なフィーダー層には一例として線維芽細胞および上

皮細胞、たとえば線維芽細胞と有蹄類からの子宮上皮細胞、ニワトリ線維芽細胞

、ネズミ（たとえば、マウスまたはラット）の線維芽細胞、ＳＴＯおよびＳＩ－

ｍ２２０フィーダー細胞系、およびＢＲＬ細胞が包含される。

      【００７１】

  ＮＴユニットは、ＮＴユニットが胚性幹様細胞または細胞コロニーの産生に使

用できる細胞を得るのに適当なサイズに到達するまで、フィーダー層上で培養す

る。好ましくは、これらのＮＴユニットは少なくとも約２～４００細胞、さらに

好ましくは約４～１２８細胞、最も好ましくは少なくとも約５０細胞まで培養す

る。培養は適当な条件において、たとえば約３８．５℃および５％ＣＯ2におい

て、生育を至適化するために培養メジウムを通常約２～５日ごとに、好ましくは

約３日ごとに交換して行われる。

      【００７２】

  所望のサイズのＮＴ細胞が得られたのち、細胞を機械的にゾーンから収集し、

ついで胚性または幹様細胞および細胞系の産生に使用する。これは好ましくは、
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ＮＴユニットからなり、通常は少なくとも約５０細胞を含有する細胞の集塊を採

取し、このような細胞を洗浄し、細胞をフィーダー層たとえば照射線維芽細胞上

にプレーティングする。幹様細胞または細胞コロニーを得るために用いられる細

胞は、培養ＮＴユニットの最も内部の部分から得られる。少なくともサイズ５０

細胞が好ましい。しかしながら、より多いまたは少ない細胞数、またＮＴユニッ

トの他の部分からの細胞もＥＳ－様細胞および細胞コロニーを得るために使用で

きる。細胞は、適当な成育メジウムたとえば１０％ＦＣＳおよび０．１ｍＭβ－

メルカプトエタノール（Ｓｉｇｍａ）ならびにＬ－グルタミンを補充したαＭＥ

Ｍ中のフィーダー層に維持される。生育メジウムは生育を至適化するのに必要な

頻度で、たとえば、約２，３日ごとに交換する。この培養方法では、胚性または

幹様細胞または細胞コロニーの形成を生じる。このような細胞が生成されるまで

の培養時間は、特定の核ドナー細胞、特異的な卵母細胞および培養条件に依存し

て変動する。本技術分野の熟練者には、特定の胚性または幹様細胞の生育の至適

化に望ましいように、培養条件を変動させることができる。

      【００７３】

  上記一倍体ゲノム発生胚から産生された胚性もしくは幹様細胞および細胞コロ

ニーは、核細胞ドナーとして用いられた種のネイティブな胚性または幹様細胞に

類似の外観を示さなければならない。

      【００７４】

  本発明は以上、その好ましい実施態様を参照しながら説明した。しかしながら

、本技術分野の熟練者には、本発明の精神から逸脱することなく上述されなかっ

た特異的な形態で本発明が具現できることは自明の通りである。以下の実施例に

記載する好ましい実施態様は例示的なものであり、いかなる意味においての限定

的に考えてはならない。本発明の範囲は以上の説明によってではなく、前述の特

許請求の範囲によって与えられるものであり、請求の範囲内に落ちるすべての改

変および均等体はそれに包含することを意図するものである。

      【００７５】

    （実施例）

  一倍体細胞系の製造
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  大きなネズミＡ９細胞の産生

  ネズミＡ９細胞（ＨＰＲＴ－）を９６時間、１０％ウシ胎児血清を補充したア

ルファメン（Ｂｉｏｗｈｉｔｔａｋｅｒ，所在）中３．７５μｇ／ｍＬのサイト

カラシンＢ（Ｓｉｇｍａ）と培養する。サイトカラシンＢはマイクロフィラメン

トのインヒビターであり、細胞が細胞質分裂を受けるのを防止し、一方では細胞

のＤＮＡ合成およびサイズの増大を可能にする。２４時間後に薬物から回収した

のち、細胞は培養液表面から除去可能であり、操作できる。得られた細胞は直径

約３０μｍである。

      【００７６】

  教育

円形のガラスのディスク、直径約２．５ｃｍをポリ－Ｄ－リジンでコーティング

する。サイトカラシンＢ処理Ａ９細胞をディスク上６０～８０％コンフルーエン

トでプレーティングし、２４時間接着させる。ディスクを細胞の側面を下にして

、５  ｍＬの核除去メジウム（リン酸緩衝食塩水，１０％ウシ胎児血清，１０μ

ｇ／ｍＬのサイトカラシンＢ）を含有する遠沈管中に取る。細胞を３７℃で２０

分間インキュベートする。遠沈管を３７℃の超遠心分離器中に置き、さらに２０

分間２３，０００ｇで回転させる。得られた細胞質体は２４～４８時間生存可能

である。

      【００７７】

  ガラスの表面から細胞質体をトリプシン化によって除去する。ＨＡＴ補充物を

培養メジウムに１×濃度で加え、残った有核細胞を殺滅する。この別法はＨＡＴ

補充物を加え、ついでドナーの核を導入する。これは、有核Ａ９細胞をすべて除

去し、一方、未融合細胞質体は４８時間以内に溶解される。

      【００７８】

  ドナーの核の導入

  トランスジェニックマウスから収集し、ネオマイシン抵抗性遺伝子を有する精

子を、受精能獲得またはプロテアーゼ処理のいずれかにより融合のために準備す

る。これらの処理は精子が細胞質体に粘着するのを確認するために使用する。ト

ランスジェニックマーカーは精子のソースを確認するためには有用であるが、操
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作には必ずしも必要ではない。別の一倍体ドナーは、新たに受精した胚から除去

された雄性および雌性の前核（一倍体核質）である。

      【００７９】

  融合

  Ａ９細胞質体および精子の両者をプロテアーゼまたはＰＨＡで処理し、細胞質

体の精子への接着および融合の可能性を増大させる。適当な濃度の精子もしくは

ドナーおよび細胞質体は単一の核をもつ、得られる細胞数を増大させるために使

用されなければならない。ＡＣパルスは融合する膜が電流の流れに垂直になるよ

うに方向性のある核／細胞質体をカップリングさせるために使用される。ＡＣパ

ルスは核ドナー細胞と細胞質体の間の融合を誘導するために投与される。細胞融

合の他の方法、たとえば、ポリエチレングリコール、融合誘導ウイルスまたはリ

ポソーム操作にも使用できる。

      【００８０】

  選択

  融合の数日後に、Ａ９－一倍体核ハイブリドの選択を開始する。ＨＡＴ感受性

Ａ９細胞は細胞質体のソースとして使用され、したがってＨＡＴメジウム中に形

成されるコロニーは一倍体－細胞質体ハイブリドからのものである。有核Ａ９細

胞は選択を生存しない。得られたハイブリドは、分析に十分な数に達するまでコ

ロニーとして増殖する。本発明者らは、ハイブリドが蛍光インシトウハイブリダ

イゼーションまたは核型により一倍体または二倍体であるかを決定する。

      【００８１】

  受精

  一倍体細胞は卵母細胞の受精におけるドナー核として使用することができる。

核移入は標準操作を用いて行われる。胚は第二の極体排出および雌性クロマチン

の一倍体化を生じる方法を用いて活性化される。
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