
(57)【要約】
【課題】　作製した動物の組織、細胞、胚、胎児等の由来の判別、雌雄の判別が確実かつ
容易な標識化されたトランスジェニック非ヒト動物、及び、そのＥＳ細胞を用いたトラン
スジェニック非ヒト動物の簡便な作出方法を提供すること。
【解決手段】　標識タンパク質の遺伝子を、サイトメガロウイルス　エンハンサーとチキ
ンベーターアクチンプロモーターのような調節遺伝子の下流に連結したトランスジーンを
マウスのような哺乳動物の受精卵の前核に導入することにより、該標識タンパク質の遺伝
子がＹ染色体上に局在させたトランスジェニック動物を作出できる。該トランスジェニッ
ク動物を用いて、雌雄の判別や、作製した動物の組織、細胞、胚、胎児等の由来の判別を
より確実、容易に行うことができる。更に、ＥＳ細胞を構築し、Ｙ染色体が特異的に脱落
したＥＳ細胞とを用いて、迅速かつ簡便な方法でノックアウト動物等のホモ接合体を作製
することが可能である。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た こ と を 特 徴 と す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 ２ 】
標 識 タ ン パ ク 質 が 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 ３ 】
蛍 光 タ ン パ ク 質 が 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ 記 載 の ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 ４ 】
サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス エ ン ハ ン サ ー 及 び チ キ ン ベ ー タ ー ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー の Ｄ Ｎ Ａ 配
列 の 下 流 に 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 記 載 の 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 連 結 し た ト ラ ン ス
ジ ー ン を 構 築 し 、 該 ト ラ ン ス ジ ー ン を 導 入 し て 、 Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を
局 在 さ せ た こ と を 特 徴 と す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 ５ 】
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 が 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 ６ 】
サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス エ ン ハ ン サ ー 及 び チ キ ン ベ ー タ ー ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー の Ｄ Ｎ Ａ 配
列 の 下 流 に 、 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 連 結 し て ト ラ ン ス ジ ー ン を 構 築 し 、 こ の ト ラ ン ス
ジ ー ン を 、 非 ヒ ト 動 物 の 受 精 卵 の 前 核 に 導 入 し 、 発 生 さ せ て 、 Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク
質 の 遺 伝 子 が 局 在 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 取 得 す る こ と を 特 徴 と す る ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 作 出 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 が 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ 記
載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 作 出 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 作 出 に 用 い る ト ラ ン ス ジ
ー ン を 、 非 ヒ ト 動 物 の 受 精 卵 の 前 核 に 導 入 し 、 発 生 さ せ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物
の 胚 盤 胞 か ら 樹 立 し た こ と を 特 徴 と す る Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 が 局 在 し た
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 胚 性 幹 細 胞 。
【 請 求 項 ９ 】
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 が 、 マ ウ ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 記 載 の Ｙ 染 色
体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 が 局 在 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 胚 性 幹 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 ８ 又 は ９ 記 載 の Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 が 局 在 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 非 ヒ ト 動 物 の 胚 性 幹 細 胞 を 継 代 培 養 し 、 該 標 識 タ ン パ ク 質 の 標 識 を マ ー カ ー に 、 Ｙ 染 色
体 が 特 異 的 に 脱 落 し た ク ロ ー ン を 単 離 す る こ と を 特 徴 と す る Ｙ 染 色 体 が 特 異 的 に 脱 落 し た
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 胚 性 幹 細 胞 の 取 得 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た 請 求 項 １ ～ ５ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 非 ヒ ト 動 物 を 親 と し て 交 配 し 、 受 精 さ せ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 受 精 卵 か ら
発 生 す る 胚 及 び 胎 児 の 雌 雄 の 判 別 を 、 該 標 識 タ ン パ ク 質 の 標 識 を 検 知 す る こ と に よ り 行 う
こ と を 特 徴 と す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 雌 雄 判 別 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た 請 求 項 １ ～ ５ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 非 ヒ ト 動 物 か ら 、 特 定 遺 伝 子 を ノ ッ ク ア ウ ト し た 胚 性 幹 細 胞 を 作 製 し 、 該 胚 性 幹 細 胞 か
ら 標 識 タ ン パ ク 質 を マ ー カ ー に し て Ｙ 染 色 体 が 特 異 的 に 脱 落 し た ク ロ ー ン を 選 別 し 、 該 Ｙ
染 色 体 が 特 異 的 に 脱 落 し た 胚 性 幹 細 胞 と Ｙ 染 色 体 を 保 持 す る 胚 性 幹 細 胞 と を 用 い 、 ホ モ 接
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合 体 を 作 製 す る こ と を 特 徴 と す る 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 の 作 出 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た 請 求 項 １ ～ ５ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 非 ヒ ト 動 物 か ら 、 特 定 遺 伝 子 を 改 変 或 い は 導 入 し た 胚 性 幹 細 胞 を 作 製 し 、 該 胚 性 幹 細 胞
か ら 標 識 タ ン パ ク 質 を マ ー カ ー に し て Ｙ 染 色 体 が 特 異 的 に 脱 落 し た ク ロ ー ン を 選 別 し 、 該
Ｙ 染 色 体 が 特 異 的 に 脱 落 し た 胚 性 幹 細 胞 と Ｙ 染 色 体 を 保 持 す る 胚 性 幹 細 胞 と を 用 い 、 ホ モ
接 合 体 を 作 製 す る こ と を 特 徴 と す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 作 出 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 が 局 在 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 胚 か ら
樹 立 し た 胚 性 幹 細 胞 の 遺 伝 子 を 改 変 し 、 該 遺 伝 子 改 変 胚 性 幹 細 胞 を 野 生 型 胚 に 注 入 し て 作
製 し た キ メ ラ 非 ヒ ト 動 物 、 或 い は 遺 伝 子 改 変 胚 性 幹 細 胞 を 、 Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質
の 遺 伝 子 が 局 在 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 胚 に 注 入 し て 作 製 し た キ メ ラ 非 ヒ ト
動 物 に お い て 、 該 遺 伝 子 改 変 胚 性 幹 細 胞 の 生 殖 細 胞 へ の 伝 播 を Ｙ 染 色 体 上 に 局 在 さ せ た 標
識 タ ン パ ク 質 の 標 識 に よ り 検 知 す る こ と を 特 徴 と す る キ メ ラ 非 ヒ ト 動 物 の 由 来 判 別 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ
ト 動 物 、 そ の Ｅ Ｓ 細 胞 、 そ の 作 出 方 法 、 及 び 該 Ｙ 染 色 体 上 に 局 在 さ せ た 標 識 タ ン パ ク 質 の
遺 伝 子 を 用 い た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 雌 雄 判 別 方 法 、 該 Ｙ 染 色 体 上 に 局 在 さ せ
た 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 用 い た 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 或 い は ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 作 出 方 法 、 及 び 該 Ｙ 染 色 体 上 に 局 在 さ せ た 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 用
い た キ メ ラ 非 ヒ ト 動 物 の 由 来 判 別 方 法 等 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 １ ９ ８ ０ 年 に Gordonら に よ り （ Proc. Natl. Acad. Sci. USA,77:7380-7384,1980） 、 マ
ウ ス 受 精 卵 の 前 核 に 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ を 直 接 注 入 す る 方 法 で ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 作 成
が 報 告 さ れ て 以 来 、 近 年 の 遺 伝 子 操 作 技 術 や 遺 伝 子 導 入 技 術 の 進 展 に よ り 、 多 く の ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 作 出 さ れ て い る 。 数 々 の 改 変 遺 伝 子 を 導 入 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ
ウ ス の よ う な 遺 伝 子 改 変 動 物 は 、 発 生 生 物 学 、 細 胞 生 物 学 、 免 疫 学 、 及 び 医 療 な ど の 分 野
で 新 た な 研 究 の 展 開 を 生 み 出 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 例 え ば 、 遺 伝 子 を 導 入 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 や 胚 性 幹 細 胞 （ embryonic stem cel
l:Ｅ Ｓ 細 胞 ） を 用 い た ジ － ン タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ に よ り 作 製 し た ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 に よ り 、
哺 乳 動 物 の 遺 伝 子 の 機 能 解 析 が 進 ん で い る 。 ま た 、 哺 乳 動 物 の 遺 伝 子 の 機 能 解 析 に よ り 、
そ の 遺 伝 子 と 他 の 遺 伝 子 の 相 互 作 用 の 解 明 も 行 わ れ 、 そ れ ら の 関 連 か ら 発 生 す る 疾 病 の 機
序 解 明 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。 ま た 、 最 近 で は 体 細 胞 を 用 い た 核 移 植 の 技 術 に よ り
、 ヒ ツ ジ （ Nature,385:810-813,1997） や ウ シ （ Science,280:1256-1258,1998） の 体 細 胞
ク ロ ー ン 動 物 の 作 製 に 成 功 し て お り 、 こ れ を ヒ ツ ジ の よ う な 家 畜 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動
物 の 作 製 に 応 用 し て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ヒ ツ ジ が 作 出 さ れ て い る （ Science,278:2130-213
3,1997） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ れ ま で に 作 製 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 多 岐 に 渡 っ て お り 、 例 え ば 種 々 の サ イ
ト カ イ ン 遺 伝 子 を 組 込 ん だ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に つ い て 見 て み て も 、 ヒ ト Ｉ Ｌ － ２ を
発 現 し 、 脱 毛 症 や 肺 炎 を 高 率 に 発 症 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス （ Int. Immunol. 1:11
3-120,1989） や 、 骨 組 織 に お け る 骨 芽 細 胞 、 破 骨 細 胞 の 活 性 低 下 に 伴 う 骨 粗 鬆 症 を 起 こ す
ヒ ト Ｉ Ｌ － ４ を 持 つ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス （ Cell,62:457-467,1990; Eur. Ｊ ． Immun
ol. 22:1179-1184,1992; Proc. Natl. Acad. Sci. USA,90:11618-11622,1993） や 、 自 己
免 疫 疾 患 や 形 質 細 胞 腫 を 引 き 起 こ す ヒ ト Ｉ Ｌ － ６ 導 入 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス （ Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA,86:7547-7551,1989; Proc. Natl. Acad. Sci. USA,89:232-235,19
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92） や 、 各 々 リ ン パ 腫 、 好 中 球 の 移 動 障 害 及 び 眼 房 内 へ の マ ク ロ フ ア ー ジ 集 積 に よ る 白 内
障 等 を 引 き 起 こ す ヒ ト Ｉ Ｌ － ７ 、 ヒ ト Ｉ Ｌ － ８ 及 び ヒ ト Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ を 過 剰 発 現 す る ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス （ J. Exp. Med. 177:305-316,1993; J. Clin. Invest. 94:1310-13
19,1994; Cell 51:675-686,1987） 等 多 く の も の が 、 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ま た 、 外 来 遺 伝 子 を 導 入 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 す る こ と に よ り 、 各 種 の 有
用 な 物 質 を 生 産 す る 例 も あ る 。 例 え ば 、 ヒ ツ ジ 胎 仔 線 維 芽 細 胞 に ヒ ト 血 液 凝 固 第 IX因 子 遺
伝 子 を 導 入 し 、 そ の 細 胞 核 を ド ナ ー 核 と し て 核 移 植 を 行 い 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ヒ ツ ジ を
作 製 し た 報 告 （ Science 278:2130-2133,1997） 、 或 い は 、 ヒ ツ ジ 乳 汁 中 へ の α １ － ア ン チ
ト リ プ シ ン の 生 産 を 行 っ た 報 告 （ Bio/Technology 9:830-834,1991） 、 ブ タ 乳 汁 中 へ の ヒ
ト プ ロ テ イ ン Ｃ の 生 産 を 行 っ た 報 告 （ Ｗ Ｏ 　 ９ ４ ／ ０ ５ ７ ９ ６ ） 、 ヤ ギ 乳 汁 中 へ の ヒ ト 　
ｔ － Ｐ Ａ の 生 産 を 行 っ た 報 告 （ Bio/Technology 12:699-702,1994） 等 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 動 物 を 作 製 し て 、 動 物 の 乳 汁 中 へ 有 用 物 質 を 生 産 す る こ と に 関 す る 報 告 だ け で も 多 数 の
も の が あ る 。 そ の 他 、 胚 性 幹 細 胞 （ Ｅ Ｓ 細 胞 ） を 用 い た ジ － ン タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ に よ り 特
定 の 遺 伝 子 を ノ ッ ク ア ウ ト し て 作 出 し た （ Molecular Medicine 34,1997） 各 種 の ノ ッ ク ア
ウ ト 動 物 の 報 告 も な さ れ て い る 。 こ の よ う に 現 在 、 種 々 の 目 的 か ら ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動
物 が 作 製 さ れ て お り 、 遺 伝 子 や そ れ に 関 連 す る 疾 病 の 機 構 の 解 明 や そ れ を 利 用 し た 薬 剤 の
ス ク リ ー ニ ン グ 、 或 い は 家 畜 等 の 動 物 自 体 の 改 良 へ の 利 用 等 が な さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 現 在 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 す る た め に 用 い ら れ て い る 遺 伝 子 の 導 入 方 法 と し
て は 、 一 般 的 に は 、 受 精 卵 の 前 核 内 に 目 的 遺 伝 子 を マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン で 直 接 的 に
導 入 す る 方 法 （ Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:7380-7384, 1980） 、 或 い は 、 胚 性 幹 細
胞 （ Ｅ Ｓ 細 胞 ） に 目 的 遺 伝 子 を 導 入 し 、 キ メ ラ 動 物 を 介 し て 次 世 代 の 動 物 に 導 入 す る 方 法
（ Science, 244:1288-1292, 1989） が 用 い ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 更 に 、 最 近 で は ク ロ ー ン 動 物 作 製 技 術 が 確 立 さ れ た こ と に よ り 、 体 細 胞 を 用 い た 遺 伝 子
導 入 技 術 を 合 体 さ せ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 す る 方 法 も 用 い ら れ て い る 。 ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 製 に お い て 、 目 的 と す る 外 来 遺 伝 子 を 組 込 ん だ 卵 は 形 質 転 換 卵 と 呼 ば
れ 、 こ の 形 質 転 換 卵 を 偽 妊 娠 さ せ た レ シ ピ エ ン ト （ 受 容 雌 ） の 生 殖 器 道 （ 卵 管 又 は 子 宮 ）
に 移 植 す る こ と に よ り 、 成 長 さ せ る こ と が で き る 。 得 ら れ た 成 体 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動
物 は 、 外 来 性 遺 伝 子 を 自 ら の 染 色 体 に 組 込 ん で お り 、 プ ロ モ ー タ ー 等 の 適 当 な 調 節 遺 伝 子
の 影 響 下 で 外 来 性 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と が で き る 。 こ う し て 取 り 込 ま れ た 外 来 性 遺 伝 子 は
、 ト ラ ン ス ジ ー ン （ Transgene） と 呼 ば れ て い る 。 ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 細 胞 へ の 遺 伝 子 導
入 に 際 し て 、 適 切 な プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 選 択 等 、 種 々 の 調 節 遺 伝 子 を 選 択 し て 構 築 さ れ る
。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 染 色 体 内 に 組 込 ま れ た ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 そ の 発 現 に よ っ て
、 該 遺 伝 子 が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 を ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 内 に 生 産 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 製 に 際 し て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が ト ラ ン ス ジ ー ン を
自 ら の 染 色 体 に 取 り 込 ん で い る か ど う か は 、 一 般 的 に は Ｐ Ｃ Ｒ 法 や サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 等 の
解 析 に よ り 確 認 さ れ る 。 こ の 取 り 込 み が 確 認 さ れ た 場 合 、 更 に 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ に お け る
遺 伝 子 発 現 解 析 、 例 え ば 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 や 免 疫 抗 体 法 等 に よ る 解 析 が 行 わ れ る 。 一
方 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 製 に お い て 、 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 活 性 の 検 定 、 遺 伝 子 発
現 程 度 の 確 認 、 遺 伝 子 発 現 部 位 及 び 発 育 ス テ ー ジ の 同 定 に 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 用 い ら れ
る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て は 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 、 ア セ チ
ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （
Ｇ Ｆ Ｐ ） 等 が 用 い ら れ る 。 こ れ ら の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 標 識 と し て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 の 作 製 に お け る 、 遺 伝 子 の 取 り 込 み 状 況 、 そ の 発 現 の 状 況 の 確 認 や 、 遺 伝 子 導 入 胚 の
選 別 等 が 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 近 年 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 製 に 関 す る 技 術 と し て 、 作 出 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ
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ッ ク 動 物 の 胚 や 胎 児 の 性 の 判 別 や 、 該 判 別 方 法 を 雌 雄 の 分 離 等 に 利 用 す る 技 術 が 開 示 さ れ
て い る 。 特 開 平 ８ － １ ５ ４ ６ ８ ５ 号 公 報 に は 、 マ ウ ス 及 び ウ シ の 性 決 定 遺 伝 子 Ｓ ｒ ｙ 関 連
Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 を 解 明 し 、 こ れ を 性 判 別 、 種 同 定 又 は キ メ ラ 細 胞 の キ メ リ ズ ム の 決 定 、
或 い は 染 色 体 の マ ー カ ー と し て 利 用 す る こ と が 開 示 さ れ て い る 。 特 開 平 ８ － ２ ５ ６ ７ ７ ８
号 公 報 に は 、 ウ シ の 雄 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 、 或 い は 雌 雄 共 通 の 繰 り 返 し 配 列 等 を マ ー カ ー と
し て 、 種 の 同 定 、 核 と 細 胞 質 の 別 、 性 染 色 体 と 常 染 色 体 の 別 、 及 び 性 染 色 体 で あ れ ば Ｘ 染
色 体 と Ｙ 染 色 体 の 別 等 の 同 定 や 特 定 を 行 う 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。 ま た 、 特 表 ２ ０ ０ １ －
５ ０ ９ ３ ８ １ 号 公 報 に は 、 ウ マ の Ｙ 染 色 体 に 特 異 的 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を プ ロ ー ブ と し て 、 ウ マ
、 ウ マ 胎 児 、 ウ マ の 胚 、 ウ マ 細 胞 の 性 を 決 定 す る 方 法 に つ い て 開 示 さ れ て い る 。 こ れ ら は
い ず れ も 、 動 物 の 性 染 色 体 の 特 異 塩 基 配 列 を 検 知 し て 、 動 物 の 胎 児 や 胚 の 性 を 決 定 す る 方
法 が 採 ら れ て お り 、 そ の 判 定 が 複 雑 に な っ て い る 。 し た が っ て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
の 作 製 過 程 等 に お い て 、 逐 次 、 作 製 さ れ た 胚 や 胎 児 等 の 性 の 判 別 に 用 い る 技 術 と し て は 不
便 な 点 が あ っ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 更 に 最 近 、 動 物 の 雌 雄 判 別 の 方 法 と し て 、 Nagyら に よ り 、 ト ラ ン ス ポ ー タ ー 遺 伝 子 の よ
う な 標 識 遺 伝 子 を 用 い て 雌 雄 の 判 別 を 行 う 方 法 が 報 告 さ れ て い る （ Nat. Genet. 19:220-2
22,1998） 。 こ の 方 法 は 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ green fluorescence protein： Ｇ Ｆ Ｐ ）
を 利 用 し た 方 法 で あ り 、 非 侵 襲 的 （ non-invasive） な 雌 雄 判 別 が 可 能 な 方 法 で あ る 。 こ の
雌 雄 の 判 別 方 法 は 、 Ｇ Ｆ Ｐ で 標 識 化 し た Ｘ G F P Ｙ の オ ス と 野 生 型 の Ｘ Ｘ の メ ス の マ ウ ス を
掛 け 合 わ せ る こ と に よ り 、 子 供 は Ｘ G F P Ｘ の メ ス と Ｘ Ｙ の オ ス に 別 れ 、 雌 雄 判 別 が 可 能 と
な る も の で あ る 。 し か し 、 こ の 方 法 の 場 合 、 メ ス は Ｘ 染 色 体 の 不 活 化 が 生 じ 、 同 じ Ｘ G F P

Ｘ で も 緑 色 蛍 光 を 発 す る 場 合 と 発 し な い 場 合 が あ り 、 発 し た 場 合 は 必 ず メ ス で あ る が 、 発
し な い 場 合 は オ ス か メ ス か の 判 別 が で き な い と い う 不 確 実 性 の 問 題 が 生 じ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 一 方 、 極 く 最 近 に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 出 に 関 連 し て 、 Jaenischら に よ っ て 、
遺 伝 子 破 壊 胚 性 幹 細 胞 （ Ｅ Ｓ 細 胞 ） か ら ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を 作 製 す る 迅 速 な 方 法 が 報 告
さ れ た （ Nat. Biotech. 20:455-459, 2002） 。 こ の 方 法 は 、 ４ ０ ， Ｘ Ｙ 　 Ｅ Ｓ 細 胞 か ら 遺
伝 子 破 壊 Ｅ Ｓ 細 胞 を 作 成 し 、 こ の Ｅ Ｓ 細 胞 か ら Ｙ 染 色 体 の 不 安 定 性 を 用 い て ３ ９ ， Ｘ Ｏ 　
Ｅ Ｓ 細 胞 を 単 離 す る 。 そ れ ぞ れ の Ｅ Ｓ 細 胞 か ら オ ス と メ ス の ヘ テ ロ 接 合 体 マ ウ ス を 直 接 作
成 す る こ と が 可 能 と な り 、 次 世 代 で ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の ホ モ 接 合 体 を 作 成 す る こ と が 可
能 で あ る 。 こ の 方 法 を 行 う た め に は 、 遺 伝 子 破 壊 ４ ０ ， Ｘ Ｙ 　 Ｅ Ｓ 細 胞 か ら 先 ず オ ス の マ
ウ ス を 作 成 し 、 そ の マ ウ ス を 親 と し て オ ス と メ ス の ヘ テ ロ 接 合 体 マ ウ ス を 作 成 す る 。 Jaen
ischら は 、 こ の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を 作 製 す る 方 法 の 報 告 に お い て 、 ３ ９ ， Ｘ Ｏ 　 Ｅ Ｓ 細
胞 を 選 別 す る 方 法 と し て 、 約 ２ ０ ０ コ ロ ニ ー の Ｅ Ｓ 細 胞 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 Ｓ ｏ ｕ ｔ ｈ
ｅ ｒ ｎ 　 Ｂ ｌ ｏ ｔ 法 を 用 い た こ と を 報 告 し て い る よ う に 、 こ の 方 法 は 、 細 胞 数 が 多 く 必 要
で あ り 、 煩 雑 で 時 間 が か か る と い う 問 題 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 上 記 の よ う に 、 昨 今 、 各 種 の 目 的 か ら 、 多 岐 に 渡 り ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 出 が 行
わ れ 、 そ の 開 発 の 重 要 性 が 高 ま る 中 で 、 そ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 出 方 法 や 作 出 過
程 の 判 別 方 法 、 更 に は そ れ ら の 利 用 に お い て 、 よ り 確 実 で 、 容 易 な 技 術 の 更 な る 開 発 が 望
ま れ て い る と こ ろ で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 ８ － １ ５ ４ ６ ８ ５ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 平 ８ － ２ ５ ６ ７ ７ ８ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 ２ ０ ０ １ － ５ ０ ９ ３ ８ １ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ４ 】 Ｗ Ｏ 　 ９ ４ ／ ０ ５ ７ ９ ６ 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Proc. Natl. Acad. Sci. USA,77:7380-7384,1980。
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Nature,385:810-813,1997。
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Science,280:1256-1258,1998。
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Science,278:2130-2133,1997。
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【 非 特 許 文 献 ５ 】 Int. Immunol. 1:113-120,1989。
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Cell, 62:457-467,1990。
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Eur. Ｊ ． Immunol. 22:1179-1184,1992。
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:11618-11622, 1993。
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:7547-7551, 1989。
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:232-235, 1992。
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 J. Exp. Med. 177:305-316, 1993。
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 J. Clin. Invest. 94:1310-1319, 1994。
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Cell 51:675-686, 1987。
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Bio/Technology 9:830-834, 1991。
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 Bio/Technology 12:699-702, 1994。
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 Molecular Medicine 34, 1997。
【 非 特 許 文 献 １ ８ 】 Science, 244:1288-1292, 1989。
【 非 特 許 文 献 １ ９ 】 Nat. Genet. 19:220-222, 1998。
【 非 特 許 文 献 ２ ０ 】 Nat. Biotech. 20:455-459, 2002。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 出 や 判 別 或 い は そ の 利 用 を 、 よ り 確 実 で
、 容 易 に 行 う こ と が で き る 方 法 及 び 材 料 を 提 供 す る こ と 、 特 に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ
ト 動 物 の 作 出 過 程 に お い て 、 該 動 物 由 来 の 組 織 や 細 胞 の 判 別 や 、 雌 雄 の 判 別 が 確 実 か つ 容
易 な 標 識 化 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 、 そ の Ｅ Ｓ 細 胞 を 提 供 す る こ と 、 及 び 、
該 標 識 化 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 作 出 方 法 、 該 標 識 化 に よ る ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 雌 雄 判 別 方 法 、 該 標 識 遺 伝 子 で 標 識 し た 胚 性 幹 細 胞 （ Ｅ Ｓ 細 胞 ） を 用
い た 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 或 い は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 作 出 方 法 、 更
に は 、 該 標 識 を 用 い た キ メ ラ 非 ヒ ト 動 物 の 由 来 判 別 方 法 等 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 者 は 、 上 記 課 題 を 解 決 す べ く 標 識 遺 伝 子 を 導 入 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に つ
い て 鋭 意 研 究 す る 中 で 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ green fluorescence protein： Ｇ Ｆ Ｐ ） の
よ う な 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 　 エ ン ハ ン サ ー （ cytomegalovi
rus enhancer） と チ キ ン ベ ー タ ー ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー （ chicken β -actin promoter）
の よ う な 調 節 遺 伝 子 の 下 流 に 連 結 し た ト ラ ン ス ジ ー ン を 構 築 し 、 該 ト ラ ン ス ジ － ン を マ ウ
ス の よ う な 哺 乳 動 物 の 受 精 卵 の 前 核 に 導 入 す る こ と に よ り 、 該 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の Ｙ 染 色 体 上 に 局 在 さ せ る こ と が で き 、 該 Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン
パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 出 す る こ と が 可 能 で あ る こ と を
見 い 出 し た 。 ま た 、 該 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 製 法 を 用 い る こ と に よ り 、 作 製 し た ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 雌 雄 の 判 別 や 、 作 製 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 組 織 、 細 胞 、
胚 、 胎 児 等 の 由 来 の 判 別 を よ り 確 実 で 、 容 易 に 行 う こ と が で き 、 更 に 、 該 Ｙ 染 色 体 上 に 標
識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 、 Ｅ Ｓ 細 胞 （ 胚 性 幹 細 胞
） を 構 築 し 、 該 Ｅ Ｓ 細 胞 か ら 標 識 タ ン パ ク 質 を マ ー カ ー に し て Ｙ 染 色 体 が 特 異 的 に 脱 落 し
た ク ロ ー ン を 選 別 し 、 該 Ｅ Ｓ 細 胞 の Ｙ 染 色 体 が 特 異 的 に 脱 落 し た 細 胞 と Ｙ 染 色 体 上 に 標 識
タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た 細 胞 と を 用 い て 、 迅 速 か つ 簡 便 な 方 法 で ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 動 物 或 い は ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 の ホ モ 接 合 体 を 作 製 す る こ と が 可 能 で あ る こ と を 見 い 出
し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 が Ｙ 染 色 体 上 に 局 在 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 動 物 及 び そ の 作 出 方 法 か ら な る 。 本 発 明 の 、 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 が Ｙ 染 色 体 上 に
局 在 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 出 方 法 の 具 体 的 方 法 と し て は 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質
（ Ｇ Ｆ Ｐ ） の よ う な 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 　 エ ン ハ ン サ ー と
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チ キ ン ベ ー タ ー ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー 等 の 調 節 遺 伝 子 の 下 流 に 連 結 し た ト ラ ン ス ジ ー ン を
構 築 し 、 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ Ｊ マ ウ ス の よ う な 動 物 の 受 精 卵 の 前 核 に マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ
ン し て 作 出 す る 。 本 発 明 の 具 体 例 と し て は 、 １ ４ ク ロ ー ン の ラ イ ン を 作 成 中 、 オ ス だ け に
Ｇ Ｆ Ｐ が 発 現 す る ラ イ ン を １ ク ロ ー ン 見 い 出 し た 。 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ 法 に て ト ラ ン ス ジ ー ン の 局 在
を 検 討 す る と 、 Ｇ Ｆ Ｐ 遺 伝 子 は Ｙ 染 色 体 に 局 在 す る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 製 に 用 い る ト ラ ン ス ジ ー ン を 用 い て 樹 立 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ
ト 動 物 の 胚 性 幹 細 胞 （ Ｅ Ｓ 細 胞 ） を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 更 に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 標 識 を 用 い て 、 該 動 物 の 受 精 卵 か ら 発 生 す る 胚 や 胎 児 等 の 雌 雄 の 判 別 を
行 う 方 法 を 包 含 す る 。 本 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 の 発 現 は 、 蛍 光 顕 微 鏡 下 で 胚 盤 胞 期 か ら
確 認 で き る 。 本 発 明 は 、 標 識 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 と し て 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） の よ
う な 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 用 い た た め に 、 非 侵 襲 的 （ non-invasive） な 雌 雄 判 別 が 可 能 で あ り
、 本 標 識 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 が Ｙ 染 色 体 上 に 局 在 し て い る た め に 、 胚 盤 胞 期 以 降 で は 非 侵 襲
的 、 か つ 容 易 に 、 雌 雄 の 判 別 を 行 う こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 因 み に 、 性 染 色 体 を 標 識 化 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 例 と し て 、 Nagyら の 報 告 し た
、 Ｘ 染 色 体 に Ｇ Ｆ Ｐ を 局 在 さ せ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 例 が あ る （ Nat. Genet. 19
:220-222, 1998） 。 こ の 報 告 の も の で は 、 Ｇ Ｆ Ｐ で 標 識 化 し た 、 Ｘ G F P Ｙ の オ ス と 野 生 型
Ｘ Ｘ の メ ス の マ ウ ス を 掛 け 合 わ せ る こ と に よ り 、 子 供 は Ｘ G F P Ｘ の メ ス と Ｘ Ｙ の オ ス に 別
れ 、 雌 雄 判 別 が 可 能 で あ る と 報 告 さ れ て い る 。 し か し 、 メ ス の 場 合 Ｘ 染 色 体 の 不 活 化 が 生
じ 、 同 じ Ｘ G F P Ｘ で も 緑 色 蛍 光 を 発 す る 場 合 と 発 し な い 場 合 が あ り 、 緑 色 蛍 光 を 発 し た 場
合 は 必 ず メ ス で は あ る が 、 発 し な い 場 合 は オ ス か メ ス か 判 別 で き な い と 言 う 問 題 が あ る 。
本 発 明 の ご と く 、 Ｙ 染 色 体 に 局 在 す る 標 識 遺 伝 子 （ 例 え ば Ｇ Ｆ Ｐ ， Ｒ Ｆ Ｐ ， Ｃ Ｆ Ｐ ， Ｂ Ｆ
Ｐ な ど の 蛍 光 タ ン パ ク 質 や Ｌ ａ ｃ Ｚ や ル シ フ ェ ラ ー ゼ な ど 簡 便 に 検 出 で き る タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る 遺 伝 子 ） は 、 オ ス で あ れ ば 必 ず 発 現 す る た め 、 確 実 な 雌 雄 判 別 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 動 物 か ら 樹 立 し た 胚 性 幹 細 胞 （ Ｅ Ｓ 細 胞 ） を 用 い て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 或 い は ノ
ッ ク ア ウ ト 動 物 の ホ モ 接 合 体 を 迅 速 か つ 簡 便 な 方 法 で 作 出 す る 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 す な わ ち 、 Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ
ス 或 い は ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の よ う な 動 物 か ら 、 Ｅ Ｓ 細 胞 を 樹 立 す る こ と が 可 能 で あ る 。
本 発 明 で は 、 一 実 施 例 と し て Ｘ Ｙ G F P マ ウ ス の 胚 盤 胞 か ら Ｅ Ｓ 細 胞 を 樹 立 し た 。 こ の Ｅ Ｓ
細 胞 は 緑 色 蛍 光 を 発 し 、 核 型 は ４ ０ ， Ｘ Ｙ で あ る 。 ３ 代 継 代 後 、 共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 下
で 緑 色 蛍 光 陽 性 細 胞 と 陰 性 細 胞 を お の お の ク ロ ー ン 化 し た 。 そ れ ぞ れ の 核 型 は 、 緑 色 蛍 光
陽 性 細 胞 が ４ ０ ， Ｘ Ｙ 、 緑 色 蛍 光 陰 性 細 胞 が ３ ９ ， Ｘ Ｏ で あ っ た 。 単 離 し た 緑 色 蛍 光 陽 性
ク ロ ー ン は 、 継 代 １ 代 目 で は １ ０ ０ ％ 陽 性 で あ っ た が 、 継 代 ３ 代 目 で は 約 １ ． ７ ％ で 陰 性
細 胞 が 観 察 さ れ た 。 以 上 か ら 、 Ｙ 染 色 体 は 他 の 染 色 体 よ り 不 安 定 で あ り 、 継 代 が 進 む に つ
れ 脱 落 し や す い こ と 、 ま た 、 Ｙ 染 色 体 を 標 識 し た ト ラ ン ス ジ ー ン を マ ー カ ー に す る こ と で
、 Ｙ 染 色 体 が 特 異 的 に 脱 落 し た ３ ９ ， Ｘ Ｏ の 核 型 の ク ロ ー ン を 容 易 に 単 離 が 可 能 で あ る こ
と を 示 し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 最 近 、 こ の よ う な Ｙ 染 色 体 の 不 安 定 性 を 用 い て 、 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を 作 成 す る 迅 速 な
方 法 と し て Jaenischら が 、 遺 伝 子 破 壊 Ｅ Ｓ 細 胞 か ら ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を 作 成 す る 迅 速 な
方 法 を 報 告 し た （ Nat. Biotech. 20:455-459,2002） 。 こ の 方 法 は 、 ４ ０ ， Ｘ Ｙ 　 Ｅ Ｓ 細
胞 か ら 遺 伝 子 破 壊 Ｅ Ｓ 細 胞 を 作 成 し 、 こ の Ｅ Ｓ 細 胞 か ら Ｙ 染 色 体 の 不 安 定 性 を 用 い て ３ ９
， Ｘ Ｏ 　 Ｅ Ｓ 細 胞 を 容 易 に 単 離 す る 。 そ れ ぞ れ の Ｅ Ｓ 細 胞 か ら オ ス と メ ス の ヘ テ ロ 接 合 体
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マ ウ ス を 直 接 作 成 す る こ と が 可 能 と な り 、 次 世 代 で ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の ホ モ 接 合 体 を 作
成 す る こ と が 可 能 と な る 。 通 常 の 方 法 で あ れ ば 、 遺 伝 子 破 壊 ４ ０ ， Ｘ Ｙ 　 Ｅ Ｓ 細 胞 か ら 先
ず オ ス の マ ウ ス を 作 成 し 、 そ の マ ウ ス を 親 と し て オ ス と メ ス の ヘ テ ロ 接 合 体 マ ウ ス を 作 成
す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ の 方 法 で は 、 遺 伝 子 破 壊 ４ ０ 、 Ｘ Ｙ 　 Ｅ Ｓ 細 胞 か ら ３ ９ ， Ｘ Ｏ 　 Ｅ Ｓ 細 胞 を 単 離 し 、
後 者 の 細 胞 か ら メ ス の ヘ テ ロ 接 合 体 マ ウ ス を 作 成 す る こ と で 、 通 常 の 方 法 よ り 一 世 代 短 縮
す る こ と が 可 能 で あ る 。 し か し 、 Jaenischら の 方 法 は 、 本 発 明 に お け る よ う な 標 識 タ ン パ
ク 質 の 遺 伝 子 を 用 い た 方 法 で な か っ た た め 、 簡 便 に 行 う こ と が 可 能 な 方 法 で は な か っ た 。
す な わ ち 、 Jaenischら は 、 ３ ９ ， Ｘ Ｏ 　 Ｅ Ｓ 細 胞 を 選 別 す る 方 法 と し て 、 約 ２ ０ ０ コ ロ ニ
ー の Ｅ Ｓ 細 胞 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 Ｓ ｏ ｕ ｔ ｈ ｅ ｒ ｎ 　 Ｂ ｌ ｏ ｔ 法 を 用 い た 。 こ の 方 法 で
は 、 細 胞 数 が 多 く 必 要 で あ り 、 煩 雑 で 時 間 が か か る 。 こ れ に 対 し て 、 本 発 明 の 方 法 で は 、
Ｙ 染 色 体 の マ ー カ ー と し て 標 識 タ ン パ ク 質 を 識 別 し 、 容 易 に Ｙ 染 色 体 が 特 異 的 に 脱 落 し た
３ ９ 、 Ｘ Ｏ 　 Ｅ Ｓ 細 胞 を 選 別 す る こ と が 可 能 で あ る た め 、 容 易 か つ 迅 速 な ホ モ 接 合 体 の 作
出 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 更 に 、 本 発 明 は 、 Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た 標 識 を 用 い て 、 キ
メ ラ 非 ヒ ト 動 物 の 由 来 判 別 を 行 う 方 法 を 包 含 す る 。 キ メ ラ 個 体 作 成 の 際 に は 、 １ ） Ｙ 染 色
体 を 標 識 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら 樹 立 し た Ｅ Ｓ 細 胞 を 用 い て 作 成 し た 遺 伝 子 改
変 Ｅ Ｓ 細 胞 を 野 生 型 胚 に 注 入 す る 場 合 、 ま た は ２ ） 通 常 の 遺 伝 子 改 変 Ｅ Ｓ 細 胞 を Ｙ 染 色 体
標 識 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 胚 へ 注 入 す る 場 合 が 考 え ら れ る 。 い ず れ の 場 合 に も 、 Ｙ
染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た 標 識 を 用 い て 、 作 成 し た キ メ ラ 個 体 の 子
供 を 産 生 さ せ る こ と で 、 遺 伝 子 改 変 Ｅ Ｓ 細 胞 の 生 殖 細 胞 へ の 伝 播 を 容 易 に 検 討 す る こ と が
可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 す な わ ち 本 発 明 は 具 体 的 に は 、 Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た こ と
を 特 徴 と す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 （ 請 求 項 １ ） や 、 標 識 タ ン パ ク 質 が 、 蛍 光 タ
ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 （ 請 求 項
２ ） や 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 が 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ 記 載 の
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 （ 請 求 項 ３ ） や 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス エ ン ハ ン サ ー 及 び
チ キ ン ベ ー タ ー ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 下 流 に 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 記
載 の 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 連 結 し た ト ラ ン ス ジ ー ン を 構 築 し 、 該 ト ラ ン ス ジ ー ン を 導
入 し て 、 Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た こ と を 特 徴 と す る ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 （ 請 求 項 ４ ） や 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 が 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク マ ウ ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非
ヒ ト 動 物 （ 請 求 項 ５ ） や 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス エ ン ハ ン サ ー 及 び チ キ ン ベ ー タ ー ア ク チ
ン プ ロ モ ー タ ー の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 下 流 に 、 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 連 結 し て ト ラ ン ス ジ ー
ン を 構 築 し 、 こ の ト ラ ン ス ジ ー ン を 、 非 ヒ ト 動 物 の 受 精 卵 の 前 核 に 導 入 し 、 発 生 さ せ て 、
Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 が 局 在 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 取 得 す
る こ と を 特 徴 と す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 作 出 方 法 （ 請 求 項 ６ ） や 、 標 識 タ ン
パ ク 質 の 遺 伝 子 が 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ 記 載 の ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 作 出 方 法 （ 請 求 項 ７ ） か ら な る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 作 出 に
用 い る ト ラ ン ス ジ ー ン を 、 非 ヒ ト 動 物 の 受 精 卵 の 前 核 に 導 入 し 、 発 生 さ せ た ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 胚 盤 胞 か ら 樹 立 し た こ と を 特 徴 と す る Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の
遺 伝 子 が 局 在 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 胚 性 幹 細 胞 （ 請 求 項 ８ ） や 、 ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 が 、 マ ウ ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 記 載 の Ｙ 染 色 体 上 に 標
識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 が 局 在 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 胚 性 幹 細 胞 （ 請 求 項 ９
） や 、 請 求 項 ８ 又 は ９ 記 載 の Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 が 局 在 し た ト ラ ン ス ジ
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ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 胚 性 幹 細 胞 を 継 代 培 養 し 、 該 標 識 タ ン パ ク 質 の 標 識 を マ ー カ ー に 、
Ｙ 染 色 体 が 特 異 的 に 脱 落 し た ク ロ ー ン を 単 離 す る こ と を 特 徴 と す る Ｙ 染 色 体 が 特 異 的 に 脱
落 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 胚 性 幹 細 胞 の 取 得 方 法 （ 請 求 項 １ ０ ） か ら な る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 更 に 本 発 明 は 、 Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た 請 求 項 １ ～ ５ 記 載 の
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 親 と し て 交 配 し 、 受 精 さ せ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト
動 物 の 受 精 卵 か ら 発 生 す る 胚 及 び 胎 児 の 雌 雄 の 判 別 を 、 該 標 識 タ ン パ ク 質 の 標 識 を 検 知 す
る こ と に よ り 行 う こ と を 特 徴 と す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 雌 雄 判 別 方 法 （ 請 求
項 １ １ ） や 、 Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た 請 求 項 １ ～ ５ 記 載 の ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 か ら 、 特 定 遺 伝 子 を ノ ッ ク ア ウ ト し た 胚 性 幹 細 胞 を 作 製 し 、 該
胚 性 幹 細 胞 か ら 標 識 タ ン パ ク 質 を マ ー カ ー に し て Ｙ 染 色 体 が 特 異 的 に 脱 落 し た ク ロ ー ン を
選 別 し 、 該 Ｙ 染 色 体 が 特 異 的 に 脱 落 し た 胚 性 幹 細 胞 と Ｙ 染 色 体 を 保 持 す る 胚 性 幹 細 胞 と を
用 い 、 ホ モ 接 合 体 を 作 製 す る こ と を 特 徴 と す る 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 の 作 出 方 法
（ 請 求 項 １ ２ ） や 、 Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た 請 求 項 １ ～ ５ 記 載
の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 か ら 、 特 定 遺 伝 子 を 改 変 或 い は 導 入 し た 胚 性 幹 細 胞 を 作
製 し 、 該 胚 性 幹 細 胞 か ら 標 識 タ ン パ ク 質 を マ ー カ ー に し て Ｙ 染 色 体 が 特 異 的 に 脱 落 し た ク
ロ ー ン を 選 別 し 、 該 Ｙ 染 色 体 が 特 異 的 に 脱 落 し た 胚 性 幹 細 胞 と Ｙ 染 色 体 を 保 持 す る 胚 性 幹
細 胞 と を 用 い 、 ホ モ 接 合 体 を 作 製 す る こ と を 特 徴 と す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の
作 出 方 法 （ 請 求 項 １ ３ ） や 、 Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 が 局 在 し た ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 胚 か ら 樹 立 し た 胚 性 幹 細 胞 の 遺 伝 子 を 改 変 し 、 該 遺 伝 子 改 変 胚 性 幹
細 胞 を 野 生 型 胚 に 注 入 し て 作 製 し た キ メ ラ 非 ヒ ト 動 物 、 或 い は 遺 伝 子 改 変 胚 性 幹 細 胞 を 、
Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 が 局 在 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 胚 に 注
入 し て 作 製 し た キ メ ラ 非 ヒ ト 動 物 に お い て 、 該 遺 伝 子 改 変 胚 性 幹 細 胞 の 生 殖 細 胞 へ の 伝 播
を Ｙ 染 色 体 上 に 局 在 さ せ た 標 識 タ ン パ ク 質 の 標 識 に よ り 検 知 す る こ と を 特 徴 と す る キ メ ラ
非 ヒ ト 動 物 の 由 来 判 別 方 法 （ 請 求 項 １ ４ ） か ら な る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 近 年 の 遺 伝 子 操 作 技 術 や 遺 伝 子 導 入 技 術 の 進 展 に よ り 、 多 く の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
が 作 出 さ れ て お り 、 遺 伝 子 機 能 を 改 変 し た 動 物 や 新 し い 機 能 を 持 っ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 の 作 製 が 行 わ れ て い る 。 ま た 、 最 近 の 、 ジ ー ン ト ラ ッ プ 法 や 相 同 性 組 換 え 法 な ど の 技
術 の 進 歩 に よ り 、 こ れ ら の 方 法 を 用 い て 遺 伝 子 を 破 壊 し 作 製 さ れ た ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 は 、
個 体 レ ベ ル で の 遺 伝 子 機 能 の 解 析 や 疾 病 の 機 構 の 解 明 、 更 に は 、 そ れ を 利 用 し た 薬 剤 の ス
ク リ ー ニ ン グ 等 に 利 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 こ の よ う に 、 昨 今 、 各 種 の 目 的 か ら 、 多 岐 に 渡 り ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 出 が 行 わ
れ 、 そ の 開 発 の 重 要 性 が 高 ま る 中 で 、 本 発 明 は 、 そ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 出 方 法
や 作 出 過 程 の 判 別 方 法 、 更 に は そ れ ら の 利 用 に お い て 、 よ り 確 実 で 、 容 易 な 技 術 を 提 供 す
る こ と が で き 、 発 生 生 物 学 、 細 胞 生 物 学 、 免 疫 学 、 及 び 医 療 な ど の 分 野 で ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 動 物 を 利 用 す る 新 た な 研 究 及 び 技 術 の 展 開 に 大 い な る 貢 献 が 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 に よ り 、 Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
非 ヒ ト 動 物 、 及 び そ れ か ら 樹 立 さ れ た Ｅ Ｓ 細 胞 を 調 製 す る こ と に よ り 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 非 ヒ ト 動 物 の 作 出 過 程 に お い て 、 該 動 物 由 来 の 組 織 や 細 胞 の 判 別 や 、 雌 雄 の 判 別 が 確 実
か つ 容 易 に 行 う こ と が で き 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 出 や 判 別 或 い は そ の 利 用 を 、 よ
り 確 実 で 、 容 易 に 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 に よ り 、 Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質
の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 か ら 樹 立 さ れ た Ｅ Ｓ 細 胞 及 び 該 細 胞
か ら Ｙ 染 色 体 が 特 異 的 に 脱 落 し た Ｅ Ｓ 細 胞 を 作 製 す る こ と に よ り 、 該 Ｅ Ｓ 細 胞 を 用 い て 容
易 か つ 迅 速 な ホ モ 接 合 体 の 作 出 が 可 能 と な る 。 更 に 、 本 発 明 に お い て 標 識 化 さ れ た Ｅ Ｓ 細
胞 は 、 例 え ば 再 生 医 療 に 用 い ら れ る Ｅ Ｓ 細 胞 の 基 礎 研 究 用 マ ウ ス Ｅ Ｓ 細 胞 の よ う な 基 礎 研
究 用 動 物 細 胞 の 樹 立 を 容 易 に す る 。
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【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 の よ う な 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を Ｙ 染 色 体 上 に 局 在 さ せ た
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 作 出 す る こ と か ら な る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 で 使 用 す る 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 と し て は 、 ト ラ ン ス ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 の 遺
伝 子 と し て 用 い ら れ て い る 、 Ｌ ａ ｃ Ｚ や ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 或 い は 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子
等 を 用 い る こ と が で き る が 、 そ の 発 現 を 簡 便 か つ 明 瞭 に 検 出 す る こ と が で き る 蛍 光 タ ン パ
ク 質 の 遺 伝 子 、 例 え ば 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Green Fluorescence Protein:Ｇ Ｆ Ｐ ） 、
赤 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Red Fluorescent Protein： Ｒ Ｆ Ｐ ） 、 シ ア ン 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Cya
n Fluorescence Protein） 、 青 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Blue Fluorescence Protein:Ｂ Ｆ Ｐ ）
、 黄 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Yellow Fluorescence Protein:Ｙ Ｆ Ｐ ） （ Gene,111:229-233,199
2; Nat. Biotech. 17: 969-973, 1999; Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 98:462-467, 2001
; Annu. Rev. Biochem. 67:509-544） を 用 い る の が 好 ま し く 、 そ の 中 で も Ｇ Ｆ Ｐ が 特 に 好
ま し い 。 ま た 、 増 強 し た 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） （ enhanced green fluorescent p
rotein： Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ ） （ Biochem. Biophys. Res. Commun. 227:707-711, 1996） の よ う な 蛍
光 タ ン パ ク 質 も 好 適 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 、 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を Ｙ 染 色 体 上 に 導 入 す る 具 体 的 方 法 と し て は
、 例 え ば 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） の よ う な 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 、 サ イ ト メ
ガ ロ ウ イ ル ス 　 エ ン ハ ン サ ー と チ キ ン ベ ー タ ー ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー 等 の 調 節 遺 伝 子 の 下
流 に 連 結 し て 、 ト ラ ン ス ジ ー ン を 構 築 し 、 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ Ｊ マ ウ ス の よ う な 動 物 の 受 精 卵
の 前 核 に マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン し て 作 出 す る （ J. Biol. Chem. 275:15992-16001） 。
本 発 明 に お い て 、 Ｙ 染 色 体 上 の ト ラ ン ス ジ ー ン の 局 在 の 確 認 は 、 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ 法 （ Cytogenet.
 Cell Genet. 71:179-181, 1995; Cytogenet. Cell Genet. 77:180-181, 1997） に よ り 確
認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 に お け る 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 の 発 現 は 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） の よ
う な 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 用 い る こ と に よ り 、 蛍 光 顕 微 鏡 下 で 胚 盤 胞 期 か ら 確 認 す る
こ と が で き る 。 本 発 明 に お い て は 、 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 が Ｙ 染 色 体 上 に 局 在 し て い る
た め に 、 胚 盤 胞 期 以 降 で は 非 侵 襲 的 に 容 易 に そ の 発 現 を 検 知 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 、 遺 伝 子 の 改 変 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 す る に は 、
本 発 明 の 方 法 に よ っ て 作 製 し た 、 Ｙ 染 色 体 を 局 在 的 に 標 識 化 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
の 受 精 卵 の 前 核 内 に 、 公 知 の 方 法 に よ っ て 目 的 と す る 遺 伝 子 を マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン
で 直 接 的 に 注 入 し 、 目 的 と す る 遺 伝 子 が 導 入 さ れ た 標 識 化 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
を 作 製 す る か 、 或 い は 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 作 製 し た 、 Ｙ 染 色 体 を 局 在 的 に 標 識 化 し た
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら Ｅ Ｓ 細 胞 を 樹 立 し 、 こ の Ｅ Ｓ 細 胞 に 公 知 の 方 法 に よ り 、 目 的
と す る 遺 伝 子 を 導 入 す る か 或 い は 改 変 し 、 遺 伝 子 の 改 変 さ れ た 或 い は 目 的 と す る 遺 伝 子 の
導 入 さ れ た 標 識 化 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 す る か 、 更 に は 、 該 Ｅ Ｓ 細 胞 の 特
定 遺 伝 子 を 相 同 組 換 え 法 や ジ ー ン ト ラ ッ プ 方 の よ う な ジ ー ン タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ に よ り 破 壊
し て 、 目 的 と す る 遺 伝 子 が 破 壊 さ れ か つ 標 識 化 さ れ た ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 を 作 製 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 に お い て 、 Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 動 物 の Ｅ Ｓ 細 胞 （ 胚 性 幹 細 胞 ） を 樹 立 す る に は 、 そ れ 自 体 公 知 の 方 法 で 樹 立 す る こ と が
で き る 。 す な わ ち 、 ま ず 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 作 製 し た マ ウ ス の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 動 物 の 胚 盤 胞 か ら 内 部 細 胞 塊 （ inner cell mass:ICM） を 分 離 す る 。 内 部 細 胞 塊 の 分
離 方 法 と し て は 、 免 疫 外 科 手 術 法 （ Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 72:5099-5102,1975） 、
機 械 的 分 離 法 （ J. Embryol. Exp. Morph. 28:279-312,1972） 及 び カ ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ
ア 処 理 法 （ J. Embryol. Exp. Morph. 45:237-247,1978） が あ る 。 分 離 し た 内 部 細 胞 塊 を
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、 適 切 な 条 件 下 で 培 養 し 、 細 胞 を 未 分 化 な 状 態 を 維 持 し な が ら 増 殖 さ せ る 。 こ の 内 部 細 胞
塊 由 来 細 胞 を 未 分 化 な 状 態 で 更 に 継 代 培 養 し 、 Ｅ Ｓ 細 胞 株 を 樹 立 す る 。 通 常 、 Ｅ Ｓ 細 胞 の
培 養 は 、 マ ウ ス 胎 仔 線 維 芽 細 胞 や Ｓ Ｔ Ｏ 細 胞 （ 株 化 さ れ た マ ウ ス 胎 仔 線 維 芽 細 胞 ） な ど の
フ ィ ー ダ ー 細 胞 上 で 行 わ れ る 。 樹 立 さ れ た 細 胞 が Ｅ Ｓ 細 胞 で あ る か ど う か を 確 認 す る に は
、 直 接 的 に は 、 樹 立 し た 細 胞 を 初 期 胚 に 導 入 し 、 キ メ ラ を 作 出 し て 確 認 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に
よ っ て 、 確 実 な 雌 雄 の 判 別 が 可 能 と な る 。 本 発 明 に お い て 、 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 の 発
現 は 、 蛍 光 顕 微 鏡 下 で 胚 盤 胞 期 か ら 確 認 で き る 。 更 に 、 本 発 明 に お い て 、 標 識 タ ン パ ク 質
遺 伝 子 と し て 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） の よ う な 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 用 い れ ば 、 非 侵 襲
的 （ non-invasive） な 雌 雄 判 別 が 可 能 で あ り 、 本 標 識 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 が Ｙ 染 色 体 上 に 局
在 し て い る た め に 、 胚 盤 胞 期 以 降 で は 、 例 え ば 、 受 精 卵 か ら 発 生 す る 胚 や 胎 児 等 の 雌 雄 の
判 別 が 非 侵 襲 的 、 か つ 容 易 に 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 本 発 明 に お い て は Ｙ 染 色 体 上
に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た た め に 、 染 色 体 の 不 活 化 の 問 題 を 生 ず る こ と が な
く 、 Ｘ 染 色 体 を 標 識 化 し た 従 来 例 の よ う に 、 メ ス の 場 合 に Ｘ 染 色 体 の 不 活 化 が 生 じ 、 同 じ
Ｘ G F P Ｘ で も 緑 色 蛍 光 を 発 す る 場 合 と 発 し な い 場 合 が あ る よ う な 不 確 実 性 の 問 題 が 生 ず る
余 地 が な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 或 い は ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 の ホ モ 接 合 体 を
迅 速 か つ 簡 便 な 方 法 で 作 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 或 い は ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 の ホ
モ 接 合 体 を 作 出 す る に は 、 ま ず 、 Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 或 い は ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の よ う な 動 物 か ら 、 Ｅ Ｓ 細 胞 を 樹 立 す る
。 例 え ば 、 Ｇ Ｆ Ｐ で Ｙ 染 色 体 を 標 識 化 し た Ｘ Ｙ G F P マ ウ ス の 胚 盤 胞 か ら Ｅ Ｓ 細 胞 を 樹 立 し
た 。 こ の Ｅ Ｓ 細 胞 は 緑 色 蛍 光 を 発 し 、 核 型 は ４ ０ ， Ｘ Ｙ と な る 。 ３ 代 継 代 後 、 共 焦 点 レ ー
ザ ー 顕 微 鏡 下 で 緑 色 蛍 光 陽 性 細 胞 と 陰 性 細 胞 を お の お の ク ロ ー ン 化 す る 。 そ れ ぞ れ の 核 型
は 、 緑 色 蛍 光 陽 性 細 胞 が ４ ０ ， Ｘ Ｙ 、 緑 色 蛍 光 陰 性 細 胞 が ３ ９ ， Ｘ Ｏ と な る 。 単 離 し た 緑
色 蛍 光 陽 性 ク ロ ー ン は 、 例 え ば 、 継 代 １ 代 目 で は １ ０ ０ ％ 陽 性 と な る が 、 継 代 ３ 代 目 で は
約 １ ． ７ ％ の よ う な 割 合 で 、 陰 性 細 胞 が 観 察 さ れ る 。 す な わ ち 、 Ｙ 染 色 体 は 他 の 染 色 体 よ
り 不 安 定 で あ り 、 継 代 が 進 む に つ れ 脱 落 し や す い こ と 、 及 び 、 該 Ｙ 染 色 体 を 標 識 し た ト ラ
ン ス ジ ー ン を マ ー カ ー に す る こ と で 、 Ｙ 染 色 体 が 特 異 的 に 脱 落 し た ３ ９ ， Ｘ Ｏ の 核 型 の ク
ロ ー ン を 容 易 に 単 離 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 こ の よ う に し て Ｙ 染 色 体 の 不 安 定 性 を 用 い て 単 離 し た 、 Ｙ 染 色 体 が 特 異 的 に 脱 落 し た ３
９ ， Ｘ Ｏ 　 Ｅ Ｓ 細 胞 と 、 Ｙ 染 色 体 が 標 識 化 さ れ た ４ ０ ， Ｘ Ｙ 　 Ｅ Ｓ 細 胞 か ら ホ モ 接 合 体 を
迅 速 か つ 容 易 に 作 出 す る こ と が で き る 。 特 に 、 本 発 明 の 方 法 で は 、 Ｙ 染 色 体 の マ ー カ ー と
し て 標 識 タ ン パ ク 質 を 識 別 し 、 容 易 に Ｙ 染 色 体 が 特 異 的 に 脱 落 し た ３ ９ 、 Ｘ Ｏ 　 Ｅ Ｓ 細 胞
を 選 別 す る こ と が 可 能 で あ る た め 、 従 来 の 方 法 に 比 べ て 、 容 易 か つ 迅 速 な ホ モ 接 合 体 の 作
出 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は 、 キ メ ラ 個 体 を 作 製 す る 際 に 、 生 殖 細 胞 の 由 来 の 判 別 に 用 い る こ と が で き る 。
本 発 明 の Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ せ た 標 識 を 用 い て 、 キ メ ラ 非 ヒ ト
動 物 の 由 来 判 別 を 行 う 場 合 と し て は 、 １ ） Ｙ 染 色 体 を 標 識 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
か ら 樹 立 し た Ｅ Ｓ 細 胞 を 用 い て 作 成 し た 遺 伝 子 改 変 Ｅ Ｓ 細 胞 を 野 生 型 胚 に 注 入 す る 場 合 、
ま た は ２ ） 通 常 の 遺 伝 子 改 変 Ｅ Ｓ 細 胞 を Ｙ 染 色 体 標 識 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 胚 へ 注
入 す る 場 合 が あ る が 、 い ず れ の 場 合 に も 、 Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 を 局 在 さ
せ た 標 識 を 用 い て 、 作 成 し た キ メ ラ 個 体 の 子 供 を 産 生 さ せ 、 遺 伝 子 改 変 Ｅ Ｓ 細 胞 の 生 殖 細
胞 へ の 伝 播 を 判 別 す る 。 本 発 明 に お い て 、 標 識 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 と し て 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク
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質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） の よ う な 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 用 い れ ば 、 非 侵 襲 的 （ non-invasive） な 雌 雄 判 別
が 可 能 で あ り 、 容 易 に そ の 由 来 の 確 認 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 は こ れ ら の
例 示 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 （ Ｙ 染 色 体 上 に Ｇ Ｆ Ｐ 遺 伝 子 が 挿 入 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 作 製 ）
標 識 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 が Ｙ 染 色 体 上 に 局 在 し て 挿 入 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 作
製 し た 。 標 識 遺 伝 子 の 一 実 施 例 と し て 、 蛍 光 輝 度 が 高 く 熱 安 定 性 の 高 い 二 重 点 変 異 （ Ｓ ６
５ Ｔ ／ Ｓ １ ４ ７ Ｐ ） を 持 つ 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） を サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 　 エ ン
ハ ン サ ー と チ キ ン 　 β － ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー の 下 流 、 お よ び グ ロ ビ ン の ポ リ Ａ 付 加 シ グ
ナ ル の 上 流 に 連 結 し た も の を ト ラ ン ス ジ ー ン と し て 用 い た 。 す な わ ち 、 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｍ
Ｇ ２ （ Biochem. Biophys. Res. Commun. 232:69-73, 1997） を 、 Ｓ ａ ｌ 　 Ｉ 及 び Ｂ ａ ｍ 　
Ｈ Ｉ で 消 化 し た 。 次 い で 、 精 製 し た Ｇ Ｆ Ｐ 　 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 混 合 し 、 ト ラ ン ス ジ ー ン を 構 築
し た 。 こ の ト ラ ン ス ジ ー ン を 、 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ Ｊ マ ウ ス の 受 精 卵 の 前 核 に マ イ ク ロ イ ン ジ
ェ ク シ ョ ン し 、 １ ４ ク ロ ー ン の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の ラ イ ン を 作 成 し た と こ ろ 、 オ
ス だ け に Ｇ Ｆ Ｐ が 発 現 す る ラ イ ン を １ ク ロ ー ン の み 見 い 出 し た 。 確 認 の た め に オ ス の Ｇ Ｆ
Ｐ マ ウ ス と メ ス の 野 生 型 マ ウ ス を 掛 け 合 わ せ て み る と 、 オ ス に の み Ｇ Ｆ Ｐ の 蛍 光 が 確 認 さ
れ た 。 ま た 、 Ｇ Ｆ Ｐ 遺 伝 子 を プ ロ ー ブ と し て 、 Ｇ Ｆ Ｐ マ ウ ス 由 来 の 線 維 芽 細 胞 を 用 い て Ｆ
Ｉ Ｓ Ｈ 法 に て ト ラ ン ス ジ ー ン の 局 在 を 検 討 す る と 、 Ｇ Ｆ Ｐ 遺 伝 子 は Ｙ 染 色 体 に 局 在 し た （
図 １ ： 図 は 、 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ 法 に よ る ト ラ ン ス ジ ー ン の 染 色 体 座 位 の 検 討 結 果 を 示 す 。 矢 印 で 示
さ れ る よ う に 、 Ｇ Ｆ Ｐ に 対 す る シ グ ナ ル は Ｙ 染 色 体 上 に 局 在 し て い る 。 ） 。 以 上 か ら 、 作
製 さ れ た マ ウ ス は Ｙ 染 色 体 上 に 標 識 タ ン パ ク 質 Ｇ Ｆ Ｐ の 遺 伝 子 を 局 在 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク マ ウ ス で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 （ Ｇ Ｆ Ｐ タ ン パ ク 質 の 発 現 と 胎 児 の 雌 雄 判 別 ）
Ｙ 染 色 体 連 鎖 Ｇ Ｆ Ｐ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の Ｇ Ｆ Ｐ タ ン パ ク 質 の 時 期 的 ・ 空 間 的 発 現
を 検 討 し た 。 着 床 前 の 胚 の Ｇ Ｆ Ｐ タ ン パ ク 質 を 、 共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 を 用 い て 検 討 し た
と こ ろ 、 早 期 胚 盤 胞 期 で 初 め て Ｇ Ｆ Ｐ の 蛍 光 が 観 察 さ れ た 。 一 般 に 、 受 精 卵 に お け る 精 子
由 来 の 遺 伝 子 は 一 細 胞 期 で は メ チ ル 化 に よ り 不 活 化 さ れ て お り 、 二 細 胞 期 か ら 発 現 し は じ
め る 。 Ｇ Ｆ Ｐ の 発 現 時 期 は 二 細 胞 期 か ら ず れ て い る が 、 そ の 理 由 と し て Ｇ Ｆ Ｐ タ ン パ ク 質
の 蛍 光 の 検 出 限 界 な ど の 影 響 が 考 え ら れ る 。 常 染 色 体 上 に 局 在 す る Ｇ Ｆ Ｐ ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク マ ウ ス で は 受 精 卵 か ら Ｇ Ｆ Ｐ の 発 現 が 検 出 で き る の で 、 Ｙ 染 色 体 連 鎖 Ｇ Ｆ Ｐ ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 発 現 パ タ ー ン は Ｇ Ｆ Ｐ 遺 伝 子 の 上 流 に あ る プ ロ モ ー タ ー の 特 性 で は な
い と 考 え ら れ る 。 本 マ ウ ス に お け る Ｇ Ｆ Ｐ は 胚 盤 胞 期 以 降 ず っ と 検 出 で き る の で 、 各 時 期
に お け る 非 侵 襲 的 な 雌 雄 判 別 が 容 易 に 可 能 で あ る （ 図 ２ ： 図 は 、 ト ラ ン ス ジ ー ン の 発 現 と
雌 雄 判 別 の 結 果 を 示 す 。 Ａ ， Ｂ は 胚 盤 胞 期 、 Ｃ ， Ｄ は 胎 令 １ ０ ． ５ 日 、 Ａ 、 Ｃ は 透 過 像 、
Ｂ ， Ｄ は 蛍 光 像 を 示 す 。 ） 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 （ Ｙ 染 色 体 が 標 識 さ れ た Ｅ Ｓ 細 胞 の 確 立 ）
Ｙ 染 色 体 連 鎖 Ｇ Ｆ Ｐ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 胚 盤 胞 か ら 、 免 疫 外 科 手 術 法 （ Proc. Na
t. Acad. Sci. USA, 72:5099-5102, 1975） ま た は 機 械 的 分 離 法 （ J. Embryol. Exp. Morp
h. 28:279-312, 1972） を 用 い て 、 内 部 細 胞 塊 （ Ｉ Ｃ Ｍ ） を 分 離 し 、 こ れ を マ ウ ス 胎 仔 線
維 芽 細 胞 を 用 い た フ ィ ー ダ ー 細 胞 上 で 、 Ｌ Ｉ Ｆ を 含 む Ｅ Ｓ 細 胞 樹 立 ・ 継 代 用 培 地 を 用 い て
継 代 培 養 し 、 Ｇ Ｆ Ｐ の 蛍 光 を 有 す る 胚 性 幹 細 胞 （ Ｅ Ｓ 細 胞 ） を 樹 立 し た （ 図 ３ ： 図 は 、 ４
０ ， Ｘ Ｙ G F P Ｅ Ｓ 細 胞 の 樹 立 に つ い て 示 す 。 Ａ は 透 過 像 、 Ｂ は ス ラ イ ス 像 、 Ｃ は 投 影 像 を
示 し 、 い ず れ も 共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 に て 観 察 し た 。 ） 。 こ の Ｅ Ｓ 細 胞 の 核 型 を 検 討 し た
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と こ ろ 、 ４ ０ ， Ｘ Ｙ で あ っ た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 （ ４ ０ ， Ｘ Ｙ と ３ ９ ， Ｘ Ｏ の 核 型 を も つ Ｅ Ｓ 細 胞 の ク ロ ー ン 化 ）
４ ０ ， Ｘ Ｙ G F P Ｅ Ｓ 細 胞 を ６ ｃ ｍ 径 細 胞 培 養 用 デ ィ ッ シ ュ に 培 養 し 、 共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微
鏡 に て 、 各 コ ロ ニ ー の 蛍 光 を 検 出 し た （ 図 ４ ： 図 は 、 ４ ０ ， Ｘ Ｙ G F P Ｅ Ｓ 細 胞 の Ｇ Ｆ Ｐ 蛍
光 の 脱 落 と 細 胞 の ク ロ ー ン 化 に つ い て 示 す 。 Ａ ， Ａ ’ ， Ｂ ， Ｂ ’ は 蛍 光 の 完 全 脱 落 と 部 分
脱 落 を 矢 印 で 示 す 。 Ｃ ， Ｄ は 単 離 し た Ｇ Ｆ Ｐ 蛍 光 陰 性 ク ロ ー ン （ ＃ １ ） 、 Ｅ ， Ｆ は 単 離 し
た Ｇ Ｆ Ｐ 陽 性 ク ロ ー ン （ ＃ １ ６ ） を 示 す 。 ） 。 顕 微 鏡 下 で 、 蛍 光 陽 性 お よ び 陰 性 の コ ロ ニ
ー を 単 離 し た 。 そ れ ぞ れ の 核 型 を 検 出 し た と こ ろ 、 蛍 光 陽 性 の コ ロ ニ ー は ４ ０ ， Ｘ Ｙ で あ
り 、 蛍 光 陰 性 の コ ロ ニ ー は Ｙ 染 色 体 の 脱 落 し た ３ ９ ， Ｘ Ｏ で あ っ た （ 図 ５ ： 図 は 、 単 離 し
た Ｇ Ｆ Ｐ 蛍 光 陰 性 ク ロ ー ン （ ＃ １ ） と Ｇ Ｆ Ｐ 陽 性 ク ロ ー ン （ ＃ １ ６ ） の 核 型 の 検 討 の 結 果
を 示 す 。 Ａ は ＃ １ の 核 型 （ ３ ９ ， Ｘ Ｏ ） 、 Ｂ は ＃ １ ６ の 核 型 （ ４ ０ ， Ｘ Ｙ ） 。 な お 矢 印 は
Ｙ 染 色 体 を 示 す 。 ） 。 以 上 の ご と く 、 極 小 ス ケ ー ル で ４ ０ ， Ｘ Ｙ G F P Ｅ Ｓ 細 胞 か ら Ｙ 染 色
体 の 脱 落 し た ３ ９ ， Ｘ Ｏ の 核 型 を 有 す る コ ロ ニ ー を 、 簡 便 に 単 離 す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 （ ク ロ ー ン 化 し た ４ ０ ， Ｘ Ｙ 　 Ｅ Ｓ 細 胞 の 継 代 数 と Ｙ 染 色 体 の 脱 落 の 頻 度 ）
ノ ッ ク ア ウ ト や ジ ー ン ト ラ ッ プ し た Ｅ Ｓ 細 胞 は 、 基 本 的 に ク ロ ー ン 化 さ れ て い る 。 こ の よ
う に ク ロ ー ン 化 し た Ｅ Ｓ 細 胞 か ら Ｙ 染 色 体 が 脱 落 す る か ど う か を 、 ク ロ ー ン 化 し た ４ ０ ，
Ｘ Ｙ G F P Ｅ Ｓ 細 胞 を 用 い て 検 討 し た 。 ク ロ ー ン 化 し た ４ ０ ， Ｘ Ｙ G F P Ｅ Ｓ 細 胞 の 継 代 数 が １
世 代 目 の 場 合 は 、 ほ ぼ １ ０ ０ ％ の コ ロ ニ ー で Ｇ Ｆ Ｐ の 蛍 光 が 陽 性 で あ っ た の に 対 し 、 ３ 世
代 の 継 代 を 重 ね る と 、 Ｇ Ｆ Ｐ 陰 性 の コ ロ ニ ー が 約 １ ． ７ ％ 検 出 で き た 。 す な わ ち 、 ク ロ ー
ン 化 し た オ ス Ｅ Ｓ 細 胞 で も 継 代 を 重 ね る に つ れ Ｙ 染 色 体 が 脱 落 す る こ と 、 そ し て 脱 落 し た
コ ロ ニ ー を 容 易 に 単 離 で き る こ と を 示 し た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 （ １ ２ ９ Ｘ Ｂ ６ － Ｙ Ｇ Ｆ Ｐ マ ウ ス 由 来 Ｅ Ｓ 細 胞 の 作 成 と Ｙ 染 色 体 脱 落 の 頻 度 ）
　 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ Ｊ 純 系 マ ウ ス 由 来 の Ｅ Ｓ 細 胞 は 、 一 般 に 交 雑 系 マ ウ ス 由 来 の Ｅ Ｓ 細 胞 に
比 べ 個 体 を 形 成 し に く い こ と が 知 ら れ て い る 。 そ こ で １ ２ ９ マ ウ ス の 雌 と 、 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／
６ Ｊ － Ｙ Ｇ Ｆ Ｐ マ ウ ス の 雄 を 掛 け 合 わ せ た 雄 マ ウ ス １ ２ ９ × Ｂ ６ － Ｙ Ｇ Ｆ Ｐ の 胚 盤 胞 か ら
、 Ｇ Ｆ Ｐ の 蛍 光 を 有 す る Ｅ Ｓ 細 胞 を 樹 立 し た 。 こ の １ ２ ９ × Ｂ ６ － Ｙ Ｇ Ｆ Ｐ の Ｅ Ｓ 細 胞 を
、 共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 を 用 い て 観 察 す る と 、 約 ３ ． ２ ％ 　 （ ４ ／ １ ５ ６ コ ロ ニ ー ） の 割
合 で Ｇ Ｆ Ｐ 陰 性 の Ｅ Ｓ 細 胞 が 確 認 さ れ た 。 ク ロ ー ン 化 し た Ｅ Ｓ 細 胞 は 、 Ｙ 染 色 体 に 存 在 す
る Ｚ ｆ ｙ 遺 伝 子 の Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 検 討 し 、 Ｇ Ｆ Ｐ 陽 性 コ ロ ニ ー は Ｚ ｆ ｙ 遺 伝 子 が 陽 性 、 Ｇ
Ｆ Ｐ 陰 性 コ ロ ニ ー は Ｚ ｆ ｙ 遺 伝 子 が 陰 性 で あ る こ と を 確 認 し た 。 即 ち Ｇ Ｆ Ｐ 陰 性 コ ロ ニ ー
は Ｙ 染 色 体 が 脱 落 し ３ ９ ， Ｘ Ｏ の 核 型 を 持 つ と 考 え ら れ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ
／ ６ Ｊ － Ｙ Ｇ Ｆ Ｐ 純 系 マ ウ ス 由 来 の Ｅ Ｓ 細 胞 の み な ら ず 、 １ ２ ９ マ ウ ス な ど と の 交 雑 マ ウ
ス 由 来 の Ｅ Ｓ 細 胞 で も 、 Ｙ 染 色 体 が 同 程 度 の 頻 度 で の 脱 落 す る こ と を 示 し た 。 交 雑 系 マ ウ
ス 由 来 の Ｅ Ｓ 細 胞 は 、 純 系 に 比 べ て よ り 個 体 を 形 成 し や す い た め 、 本 Ｅ Ｓ 細 胞 を 用 い て よ
り 効 率 的 に ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を 作 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 「 Ｐ Ｃ Ｒ の 条 件 」
Ｅ Ｓ 細 胞 コ ロ ニ ー そ れ ぞ れ ３ 個 か ら 、 Proteinase Kを 用 い て Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し て 以 下
の Ｐ Ｃ Ｒ に 使 用 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 用 の Zfy primer setは 論 文 Kay GF, et al. Cell, 72:171-18
2, 1993の を 参 照 し 、 5’ -gac tag aca tgt ctt aac atc tgt cc-3’ 及 び 5’ -cct att gca
 tgg aca gca gct tat g-3’ を 用 い た 。 Ｐ Ｃ Ｒ の 条 件 は 、 ９ ５ ℃ 　 ５ ｍ ｉ ｎ 、 （ ９ ５ ℃ 　
１ ｍ ｉ ｎ 、 ５ ５ ℃ 　 １ ｍ ｉ ｎ 、 ７ ２ ℃ 　 ２ ｍ ｉ ｎ ） × 　 ３ ５ 　 ｃ ｙ ｃ ｌ ｅ ｓ 、 ７ ２ ℃ ７ ｍ
ｉ ｎ と し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は ３ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 電 気 泳 動 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
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　 「 １ ２ ９ ｘ Ｂ ６ － Ｙ ｌ ｉ ｎ ｋ 　 Ｇ Ｆ Ｐ 　 Ｅ Ｓ 細 胞 の 性 判 別 」
上 記 方 法 に よ り 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を ３ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 電 気 泳 動 し 、 １ ２ ９ ｘ Ｂ ６ － Ｙ ｌ
ｉ ｎ ｋ 　 Ｇ Ｆ Ｐ 　 Ｅ Ｓ 細 胞 の 性 判 別 を 行 っ た 結 果 を 、 図 ６ に 示 す 。 図 中 、 「 １ ～ ５ 」 の 数
字 は 、 そ れ ぞ れ 、 １ ． １ ２ ９ ｘ Ｂ ６ － Ｙ Ｇ Ｆ P ， Ｇ Ｆ Ｐ （ － ） Ｅ Ｓ 　 colony－ ４ ； ２ ． １
２ ９ ｘ Ｂ ６ － Ｙ Ｇ Ｆ Ｐ ， Ｇ Ｆ Ｐ （ － ） Ｅ Ｓ 　 colony－ ８ ； ３ ． １ ２ ９ ｘ Ｂ ６ － Ｙ Ｇ Ｆ Ｐ ，
Ｇ Ｆ Ｐ （ － ） Ｅ Ｓ 　 colony－ １ ０ ； ４ ． １ ２ ９ ｘ Ｂ ６ － Ｙ Ｇ Ｆ Ｐ ， Ｇ Ｆ Ｐ （ － ） Ｅ Ｓ 　 co
lony－ １ ４ ； ５ ． １ ２ ９ ｘ Ｂ ６ － Ｙ Ｇ Ｆ Ｐ ， Ｇ Ｆ Ｐ （ － ） Ｅ Ｓ 　 colony－ ４ ； １ ． １ ２ ９
ｘ Ｂ ６ － Ｙ Ｇ Ｆ Ｐ ♂ Ｅ Ｓ 、 Ｇ Ｆ Ｐ （ ＋ ） （ ポ ジ コ ン ） を 、 「 Ｍ 」 は 、 １ ０ ０ ｂ ｐ 　 Ｄ Ｎ Ａ
　 ladder　 markerを 示 す 。 ピ ッ ク ア ッ プ し た Ｅ Ｓ 細 胞 ４ ラ イ ン は 、 全 て 核 型 が Ｘ Ｏ で あ る
こ と が 判 明 し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ １ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お け る Ｙ 染 色 体 上 に Ｇ Ｆ Ｐ 遺 伝 子 が 挿 入 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク マ ウ ス の 作 製 例 に お い て 、 Ｇ Ｆ Ｐ 遺 伝 子 が Ｙ 染 色 体 上 に 局 在 す る 状 況 を 示 す 図 で あ る
。
【 図 ２ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お け る Ｇ Ｆ Ｐ タ ン パ ク 質 の 発 現 と 胎 児 の 雌 雄 判 別 の 試 験 に お い
て 、 胚 盤 胞 期 以 降 の Ｇ Ｆ Ｐ の 検 出 に よ る 非 侵 襲 判 別 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お け る 、 樹 立 さ れ た Ｙ 染 色 体 が 標 識 さ れ た Ｅ Ｓ 細 胞 の 写 真 で あ
る 。
【 図 ４ 】 本 発 明 の 実 施 例 で 単 離 さ れ た Ｅ Ｓ 細 胞 の 蛍 光 陽 性 コ ロ ニ ー （ ４ ０ 、 Ｘ Ｙ ） 、 蛍 光
陰 性 コ ロ ニ ー （ ３ ９ 、 Ｘ Ｏ ） の 写 真 で あ る 。
【 図 ５ 】 本 発 明 の 実 施 例 で 単 離 さ れ た Ｅ Ｓ 細 胞 の 蛍 光 陽 性 コ ロ ニ ー （ ４ ０ 、 Ｘ Ｙ ） 、 蛍 光
陰 性 コ ロ ニ ー （ ３ ９ 、 Ｘ Ｏ ） の そ れ ぞ れ の 核 型 の 検 出 結 果 の 写 真 で あ る 。
【 図 ６ 】 本 発 明 の 実 施 例 で 作 成 さ れ た １ ２ ９ ｘ Ｂ ６ － Ｙ ｌ ｉ ｎ ｋ Ｇ Ｆ Ｐ の Ｅ Ｓ 細 胞 の Ｐ Ｃ
Ｒ を 用 い た 性 判 別 の 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 配 列 表 】
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