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【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１部門第１区分
【発行日】平成21年8月27日(2009.8.27)

【公表番号】特表2009-502167(P2009-502167A)
【公表日】平成21年1月29日(2009.1.29)
【年通号数】公開・登録公報2009-004
【出願番号】特願2008-523951(P2008-523951)
【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｎ   5/10     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)
   Ｃ０７Ｋ  14/47     (2006.01)
   Ｃ０７Ｋ  16/18     (2006.01)
   Ｃ０７Ｋ  16/46     (2006.01)
   Ｃ１２Ｐ  21/02     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   9/00     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｎ   5/00    ＺＮＡＢ
   Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ａ
   Ｃ０７Ｋ  14/47    　　　　
   Ｃ０７Ｋ  16/18    　　　　
   Ｃ０７Ｋ  16/46    　　　　
   Ｃ１２Ｐ  21/02    　　　Ｃ
   Ｃ１２Ｎ   9/00    　　　　

【手続補正書】
【提出日】平成21年7月7日(2009.7.7)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｔ６９Ｅ、Ｓ７０ＥおよびＳ８７Ｅ突然変異を有するＢｃｌ－２をコードする遺伝子を
含むアポトーシス阻害剤をトランスフェクトし、無血清培地中で増殖成長するように適応
させた哺乳動物細胞株。
【請求項２】
　関心対象のタンパク質および選択可能なマーカータンパク質をコードするプラスミドを
無血清培地中でさらにトランスフェクトした、請求項１の細胞株。
【請求項３】
　前記遺伝子は配列番号３の核酸配列を含む、請求項１の細胞株。
【請求項４】
　プラスミドが抗体、ヒト化抗体、キメラ抗体、ヒト抗体、二重特異性抗体、多重特異性
抗体、多価抗体またはそのフラグメントをコードする、請求項２の細胞株。
【請求項５】
　アポトーシス阻害剤をトランスフェクトした細胞株からのタンパク質生産量が、親細胞
株で観察される量の２倍である、請求項２の細胞株。
【請求項６】
　細胞株が、Ｓｐ２／０、Ｓｐ２／０派生細胞株、ＮＳＯまたはＹＢ２／０からなる群よ
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り選択される骨髄腫細胞株である、請求項２の細胞株。
【請求項７】
　請求項２に記載の細胞株によって生産されるタンパク質。
【請求項８】
　タンパク質が、抗体、ヒト化抗体、キメラ抗体、ヒト抗体、二重特異性抗体、多重特異
性抗体、多価抗体またはそのフラグメントである、請求項７のタンパク質。
【請求項９】
　タンパク質が成長因子、ホルモン、インターロイキン、インターフェロン、サイトカイ
ンまたは酵素である、請求項７のタンパク質。
【請求項１０】
　タンパク質が、ＥＰＯ、Ｇ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦ、ＥＧＦ、ＶＥＧＦ、トロンボポエ
チン、ＩＬ－１～ＩＬ－３１、インターフェロン－α、インターフェロン－βおよびイン
ターフェロン－γからなる群より選択される、請求項９のタンパク質。
【請求項１１】
　ａ）アポトーシス阻害剤をトランスフェクトした細胞株であって、無血清培地中で増殖
成長するように適応させた細胞株を取得するステップと、ここで、前記アポトーシス阻害
剤はＴ６９Ｅ、Ｓ７０ＥおよびＳ８７Ｅ突然変異を有するＢｃｌ－２をコードする遺伝子
を含み、
　ｂ）アポトーシス阻害剤をトランスフェクトした前記細胞株を貯蔵のために凍結するス
テップと、
　ｃ）生産されるべき一つ以上のタンパク質をコードする一つ以上の発現ベクターをトラ
ンスフェクトする前に、前記凍結細胞株を融解するステップと、
　ｄ）前記細胞株に一つ以上の発現ベクターを無血清条件下でトランスフェクトするステ
ップと、
　ｅ）前記細胞株を無血清培地中で培養することにより、前記一つ以上の発現ベクターか
ら一つ以上のタンパク質を生産するステップと
を含む、タンパク質生産の方法。
【請求項１２】
　前記遺伝子は配列番号３の核酸配列を含む、請求項１１の方法。
【請求項１３】
　発現ベクターが抗体、ヒト化抗体、キメラ抗体、ヒト抗体、二重特異性抗体、多重特異
性抗体、多価抗体またはそのフラグメントをコードする、請求項１１の方法。
【請求項１４】
　前記細胞株が骨髄腫細胞株である、請求項１１の方法。
【請求項１５】
　骨髄腫細胞株がＳｐ２／０もしくはその派生細胞株、マウスＮＳＯまたはラットＹＢ２
／０細胞株である、請求項１４の方法。
【請求項１６】
　少なくとも一つのカスパーゼ阻害剤を含む培地中で細胞株を増殖成長させることをさら
に含む、請求項１１の方法。
【請求項１７】
　前記カスパーゼ阻害剤が、カスパーゼ－１阻害剤、カスパーゼ－３阻害剤、カスパーゼ
－９阻害剤、カスパーゼ－１２阻害剤および汎カスパーゼ阻害剤からなる群より選択され
る、請求項１６の方法。
【請求項１８】
　エリスロポエチンを含む培地中で細胞株を増殖成長させることをさらに含む、請求項１
１の方法。
【請求項１９】
　カスパーゼ阻害剤が、Ｚ－ＶＡＤ－ｆｍｋ、Ａｃ－ＤＥＶＤ－ｃｈｏ（配列番号７）、
ＡｖｅｎおよびＸＩＡＰからなる群より選択される、請求項１７の方法。
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【請求項２０】
　非トランスフェクト細胞がＳｐ２／０であり、アポトーシス阻害剤がＢｃｌ－ＥＥＥで
あり、発現ベクターがプラスミドｐｄＨＬ２を含み、Ｂｃｌ－ＥＥＥおよび発現ベクター
をトランスフェクトした細胞株が、バイオリアクター中でタンパク質を生産するために選
択され、増殖される、請求項１１の方法。
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