
JP 2010-538093 A5 2011.4.14

10

20

【公報種別】特許法第１７条の２の規定による補正の掲載
【部門区分】第３部門第２区分
【発行日】平成23年4月14日(2011.4.14)

【公表番号】特表2010-538093(P2010-538093A)
【公表日】平成22年12月9日(2010.12.9)
【年通号数】公開・登録公報2010-049
【出願番号】特願2010-524197(P2010-524197)
【国際特許分類】
   Ａ６１Ｋ  36/53     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ  43/00     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ  19/10     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ   5/30     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ  35/00     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ   9/00     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   5/10     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   5/071    (2010.01)
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ａ６１Ｋ  35/78    ＺＮＡＱ
   Ａ６１Ｐ  43/00    １１１　
   Ａ６１Ｐ  19/10    　　　　
   Ａ６１Ｐ   5/30    　　　　
   Ａ６１Ｐ  35/00    　　　　
   Ａ６１Ｐ   9/00    　　　　
   Ｃ１２Ｎ   5/00    １０２　
   Ｃ１２Ｎ   5/00    ２０２Ａ
   Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ａ

【手続補正書】
【提出日】平成23年2月4日(2011.2.4)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００５４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００５４】
　ＥＲ＋株化細胞は、レポーター遺伝子を制御するＥＲＥを含むプロモータを有するベク
ターで形質転換される。例えば、ベクターは、ＥＲＥ、最小チミジンキナーゼプロモータ
（ｔｋ）およびルシフェラーゼ遺伝子（Ｌｕｃ）を含むウイルスベクターであり得る。構
築物を公知の方法で標的細胞に形質移入し、ＥＲ－ＥＲＥ－ｔｋ－Ｌｕｋシステムの発現
を、例えば、既知量のＥ２の存在下、推定上のＥＲ＋細胞上で上記アッセイを行うことに
より確認する。ＥＲ＋細胞の首尾良い形質転換を検証するための他の方法には、公知のＥ
Ｒ抗体での免疫染色が挙げられる。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００５５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００５５】
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　ＥＲＥ含有プロモータは、ＥＲＥ配列およびプロモータ配列を含むＤＮＡである。プロ
モータ配列は、最小チミジンキナーゼ（ｔｋ）プロモータ配列などの当該分野で公知のプ
ロモータ配列である。他のＥＲＥ含有プロモータも可能であり、本発明の範囲内である。
ＥＲＥおよびプロモータ配列は共に作動して、レポーター遺伝子の発現を調節する。本明
細書中に記載のように、エストロゲン性物質（例えば、植物抽出物もしくはＥ２）はＥＲ
に結合してＥＲ二量体を形成し、ＡＦ－２表面を形成する。次いで、ＥＲ二量体はＥＲＥ
に結合し、プロモータの制御下で遺伝子を活性化する。いくつかの実施形態では、ＥＲＥ
は、プロモータの直接的に上流にあり（５’－ｔｏ）、それにプロモータが直接的に結紮
する。
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００８８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００８８】
　プラスミドの構築。ヒトＴＮＦ－α遺伝子ｐＬＴ由来のＰｓｔＩ～ＡｈａＩＩ断片（－
１０４４～＋９３）を、ルシフェラーゼｃＤＮＡの上流にクローン化した。５’欠失を、
独特の制限部位（－１２５欠失についてＡｐａＩ、および－８２欠失についてＳｔｙＩ）
を用いることにより構築した。－１２５～－８２［ＴＮＦ応答性配列（ＴＮＦ－ＲＥ）］
由来のヒトＴＮＦ－αプロモータ断片の３つのコピーもしくはカエルビテロゲニンＡ２遺
伝子（ｖｉｔＡ２－ＥＲＥ、５’－ＴＣＡＧＧＴＣＡＣＡＧＴＧＡＣＣＴＧＡ－３’）（
配列番号１）由来のＥＲＥの１つのコピーを、ルシフェラーゼ（それぞれ、ＴＮＦ－ＲＥ
　ｔｋＬｕｃおよびＥＲＥ　ＴＫＬｕｃ）に連結した－３２～＋４５単純ヘルペスチミジ
ンキナーゼ（ＴＫ）プロモータの上流に結紮した。ＥＲβ変異体を、ＱｕｉｋＣｈａｎｇ
ｅ部位特異的変異誘発キット（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）を用いて、変異を含むオリゴヌク
レオチドを用いることにより創製した。変異体をＳｅｑｕｅｎａｓｅキット（Ａｍｅｒｓ
ｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ）を用いて配列決定することにより、変異の存在を検証した
。
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