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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 12月 6日 (2006.12.6)
【 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 】
　 ア ル フ ァ ウ イ ル ス ・ レ プ リ コ ン 粒 子 (Ａ Ｒ Ｐ ｓ )の 製 造 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 が 以 下 の ス
テ ッ プ ：
　 (ａ )　 ア ル フ ァ ウ イ ル ス ・ レ プ リ コ ン 核 酸 を 宿 主 細 胞 中 に 導 入 し 、 該 レ プ リ コ ン 核 酸 は
少 な く と も ウ イ ル ス ・ パ ッ ケ ー ジ ン グ ・ シ グ ナ ル 及 び 該 ア ル フ ァ ウ イ ル ス ・ レ プ リ コ ン 核
酸 中 で 発 現 で き る 少 な く と も １ の 異 種 性 コ ー ド 配 列 を 含 み 、 こ こ で 改 変 宿 主 細 胞 を 作 り 出
す た め に 該 宿 主 細 胞 が 少 な く と も １ の ヘ ル パ ー 機 能 を 含 み ；
　 (ｂ )　 上 記 少 な く と も １ の ヘ ル パ ー 機 能 の 発 現 を 許 容 し 、 上 記 ア ル フ ァ ウ イ ル ス ・ レ プ
リ コ ン 核 酸 の 複 製 及 び 該 ア ル フ ァ ウ イ ル ス ・ レ プ リ コ ン 核 酸 の パ ッ ケ ー ジ ン グ を 許 容 す る
条 件 下 で 上 記 改 変 宿 主 細 胞 を 培 養 し て 、 Ａ Ｒ Ｐ ｓ を 形 成 し

；
　 (ｃ )　 ス テ ッ プ (ｂ )の 後 に 上 記 改 変 宿 主 細 胞 を 、 ０ .２ Ｍ ～ ５ Ｍ の イ オ ン 強 度 を 有 す る
水 溶 液 と 接 触 し て 、 上 記 Ａ Ｒ Ｐ ｓ を 該 水 溶 液 中 に 放 出 さ せ て 、 Ａ Ｒ Ｐ を 含 む 溶 液 を 作 り 出
し ；
　 (ｄ )　 ス テ ッ プ (ｃ )の Ａ Ｒ Ｐ を 含 む 溶 液 か ら Ａ Ｒ Ｐ ｓ を 回 収 す る ス テ ッ プ
　 を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 １ ｍ ｌ あ た り ５ × １ ０ 7 ～ ５ × １ ０ 8 の ス テ ッ プ (ａ )に 記 載 の 宿 主 細 胞 に お け る 前 記 少 な
く と も １ の ヘ ル パ ー 機 能 が 、 該 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム 中 に 安 定 し て 組 み 込 ま れ た 核 酸 配 列 に よ
り コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 宿 主 細 胞 中 の 前 記 少 な く と も １ の ヘ ル パ ー 機 能 が 、 前 記 ア ル フ ァ ウ イ ル ス ・ レ プ リ
コ ン 核 酸 を 結 合 で き る キ ャ プ シ ド タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 少 な く と も １ の ヘ ル パ ー 核 酸 、
及 び 少 な く と も １ の ア ル フ ァ ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 に 基 い て 導 入 さ れ 、 こ こ で 該 ア ル フ ァ
ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 が 、 該 ア ル フ ァ ウ イ ル ス ・ レ プ リ コ ン 核 酸 及 び 該 キ ャ プ シ ド タ ン パ
ク 質 と 会 合 し 、 こ こ で 該 少 な く と も １ の ヘ ル パ ー 核 酸 分 子 が 該 ア ル フ ァ ウ イ ル ス ・ レ プ リ
コ ン 核 酸 と 共 に 該 宿 主 細 胞 中 へ と 導 入 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。

、 こ こ で 当 該 Ａ Ｒ Ｐ ｓ が ヘ パ リ
ン 結 合 性 Ａ Ｒ Ｐ ｓ で あ り



【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 少 な く と も １ の ヘ ル パ ー 機 能 が 、 少 な く と も ２ 個 の ヘ ル パ ー 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド
さ れ 、 こ こ で 該 ２ 個 の ヘ ル パ ー 核 酸 分 子 の 各 々 が 、 少 な く と も １ の ウ イ ル ス ・ ヘ ル パ ー 機
能 を コ ー ド す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 イ オ ン 強 度 が ０ .５ Ｍ ～ ５ Ｍ で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 少 な く と も １ の ヘ ル パ ー 機 能 が 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 中 に コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 ア ル フ ァ ウ イ ル ス ・ レ プ リ コ ン 核 酸 が 、 電 気 穿 孔 に よ り 前 記 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ
る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 宿 主 細 胞 が 、 １ ｍ ｌ あ た り ５ × １ ０ 7 ～ ５ × １ ０ 8 の 濃 度 で 電 気 穿 孔 混 合 液 中 に 存 在
す る 、 請 求 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 宿 主 細 胞 が 、 １ ｍ ｌ あ た り ５ × １ ０ 7 ～ １ .５ × １ ０ 8 の 濃 度 で 電 気 穿 孔 混 合 液 中 に
存 在 す る 、 請 求 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の ス テ ッ プ (ｃ )の 前 に 、 細 胞 洗 浄 ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 ア ル フ ァ ウ イ ル ス が 、 ベ ネ ズ エ ラ ・ ウ マ 脳 炎 ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 細 胞 洗 浄 溶 液 が 塩 を 含 ま ず 、 か つ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ を さ ら に 含 む 、 請 求 項
１ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 ヘ ル パ ー 核 酸 が 、 キ ャ ッ プ な し Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 、 請 求 項 ３ 又 は ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ア ル フ ァ ウ イ ル ス ・ レ プ リ コ ン Ｒ Ｎ Ａ 及 び 第 一 ヘ ル パ ー Ｒ Ｎ Ａ 分 子 及 び 第 二 Ｒ Ｎ Ａ ヘ ル
パ ー 分 子 、 １ ： ０ .３ .３ ～ １ ： ２ ０ ： ２ ０ の 比 で 電 気 穿 孔 混 合 液 に 存 在 す る 、 請 求
項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 比 が 、 １ ： ０ .５ ： ０ .５ で あ る 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 比 が 、 １ ： ５ ： ５ で あ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ア ル フ ァ ウ イ ル ス ・ レ プ リ コ ン 粒 子 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 ア ル フ ァ ウ イ ル ス ・ レ プ リ コ
ン ・ ベ ク タ ー 及 び １ 以 上 の ヘ ル パ ー 核 酸 分 子 を 、 電 気 穿 孔 を 介 し て ア ル フ ァ ウ イ ル ス -許
容 状 態 細 胞 へ と 導 入 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 、 電 気 穿 孔 の 間 の 培 養 培 地 中 の 該 ア ル フ ァ ウ
イ ル ス 許 容 状 態 細 胞 の 濃 度 が 、 ５ × １ ０ 7 ～ ５ × １ ０ 8 細 胞 /ｍ ｌ で あ り 、 か つ 電 気 穿 孔 前
に 該 細 胞 に 加 え ら れ た 該 ア ル フ ァ ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ レ プ リ コ ン ・ ベ ク タ ー の 濃 度 が 、 約 ３ ５
μ ｇ /ｍ ｌ で あ る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 電 気 穿 孔 が 、 電 気 穿 孔 チ ャ ン バ ー 内 で 行 わ れ 、 こ こ で 電 極 間 の ギ ャ ッ プ が ０ .４ ～
１ .０ ｃ ｍ で あ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 ヘ ル パ ー 機 能 が 、 全 て の ア ル フ ァ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る シ ン グ ル Ｄ
Ｎ Ａ ヘ ル パ ー 分 子 内 に コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ ヘ ル パ ー 分 子 の 濃 度 が 、 少 な く と も １ ０ ０ μ ｇ /ｍ ｌ で あ る 、 請 求 項 １ ５ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 ア ル フ ァ ウ イ ル ス -許 容 状 態 細 胞 が 、 ベ ロ 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ８ の い ず れ か
１ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ス テ ッ プ (ｄ )の 後 に 、 イ オ ン 交 換 、 ヘ パ リ ン ・ ア フ ィ ニ テ ィ ー ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
ア フ ィ ニ テ ィ ー 又 は 疎 水 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ス テ ッ プ が 行 わ れ る 、 請 求 項 １ ～ １ ８ の い
ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 ア ル フ ァ ウ イ ル ス が 、 弱 毒 化 ア ル フ ァ ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ７ の い ず れ か
１ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 ア ル フ ァ ウ イ ル ス が 、 ベ ネ ズ エ ラ ・ ウ マ 脳 炎 ウ イ ル ス (Ｖ Ｅ Ｅ )で あ る 、 請 求 項 １ ７
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 塩 洗 浄 ス テ ッ プ に お い て 前 記 塩 が 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 Ｋ Ｃ ｌ 、 Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 、 Ｃ ａ Ｃ ｌ 2 、 Ｎ
Ｈ 4 Ｃ ｌ 、 (Ｎ Ｈ 4 ) 2 Ｓ Ｏ 4 、 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 及 び 炭 酸 水 素 ア ン モ ニ ウ ム で あ る 、 請 求 項
１ ～ ２ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 ア ル フ ァ ウ イ ル ス ・ レ プ リ コ ン 粒 子 (Ａ Ｒ Ｐ ｓ )の 製 造 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 が 以 下 の ス
テ ッ プ ：
　 (ａ )　 ア ル フ ァ ウ イ ル ス ・ レ プ リ コ ン 核 酸 を 宿 主 細 胞 中 へ 導 入 し 、 該 レ プ リ コ ン 核 酸 が
、 少 な く と も ウ イ ル ス ・ パ ッ ケ ー ジ ン グ ・ シ グ ナ ル と 該 ア ル フ ァ ウ イ ル ス ・ レ プ リ コ ン 核
酸 中 に 発 現 す る 少 な く と も １ の 異 種 性 コ ー ド 配 列 を 含 み 、 こ こ で 改 変 宿 主 細 胞 を 作 り 出 す
た め に 該 宿 主 細 胞 が 少 な く と も １ の ヘ ル パ ー 機 能 を 含 み 、 こ こ で 上 記 レ プ リ コ ン 核 酸 が 、
１ ｍ ｌ あ た り ５ × １ ０ 7 ～ ５ × １ ０ 8 細 胞 濃 度 で 、 宿 主 細 胞 を 電 気 穿 孔 す る こ と に よ り 該 宿
主 細 胞 中 に 導 入 さ れ ；
　 (ｂ )　 上 記 少 な く と も １ の ヘ ル パ ー 機 能 の 発 現 を 許 容 し 、 上 記 ア ル フ ァ ウ イ ル ス ・ レ プ
リ コ ン 核 酸 の 複 製 及 び 該 ア ル フ ァ ウ イ ル ス ・ レ プ リ コ ン 核 酸 の パ ッ ケ ー ジ ン グ を 許 容 す る
条 件 下 で 上 記 改 変 宿 主 細 胞 を 培 養 し て 、 Ａ Ｒ Ｐ ｓ を 形 成 し

；
　 (ｃ )　 ス テ ッ プ (ｂ )の 後 に 上 記 改 変 宿 主 細 胞 を 、 ０ .２ Ｍ ～ ５ Ｍ の イ オ ン 強 度 を 有 す る
水 溶 液 と 接 触 し て 、 上 記 Ａ Ｒ Ｐ ｓ を 該 水 溶 液 中 に 放 出 さ せ て 、 Ａ Ｒ Ｐ を 含 む 溶 液 を 作 り 出
し ；
　 (ｄ )　 ス テ ッ プ (ｃ )の Ａ Ｒ Ｐ を 含 む 溶 液 か ら Ａ Ｒ Ｐ ｓ を 回 収 す る ス テ ッ プ
　 を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 宿 主 細 胞 が 、 １ ｍ ｌ あ た り ５ × １ ０ 7 ～ １ .５ × １ ０ 8 の 濃 度 で 、 電 気 穿 孔 混 合 液 中
に 存 在 す る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 ア ル フ ァ ウ イ ル ス が 、 ベ ネ ズ エ ラ ・ ウ マ 脳 炎 ウ イ ル ス (Ｖ Ｅ Ｅ )で あ る 、 請 求 項 １ ７
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 ヘ ル パ ー 核 酸 が 、 キ ャ ッ プ な し Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 請 求 項 １ ～ ２ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ る ア ル フ ァ ウ イ ル ス ・ レ プ
リ コ ン 粒 子 調 製 品 。
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、 こ こ で 、 当 該 Ａ Ｒ Ｐ ｓ が ヘ パ
リ ン 結 合 性 Ａ Ｒ Ｐ ｓ で あ り
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