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【発行日】平成30年7月12日(2018.7.12)
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   Ｃ１２Ｑ    1/02     　　　　
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【手続補正書】
【提出日】平成30年6月4日(2018.6.4)
【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】
　哺乳動物細胞を培養する方法であって：
　第１の液体培養培地に配置された哺乳動物細胞を含む少なくとも１つのウェルを含むマ
ルチウェルプレートを用意する工程であって、該第１の液体培養培地は該ウェルの体積の
約５％～約７０％を占める工程と；
　ある期間、約３１℃～約４０℃で、約３２０回転毎分（ＲＰＭ）～約５００ＲＰＭの回
転撹拌をしながら、該マルチウェルプレートをインキュベートする工程と；
　連続的にまたは定期的に、該期間中に、該第１の体積の第１の液体培養培地を除去し、
第２の体積の第２の液体培養培地を該第１の液体培養培地に添加する工程であって、該第
１および第２の体積はほぼ等しい工程と
を含む前記方法。
【請求項２】
　組換えタンパク質を生産する方法であって：
　第１の液体培養培地に配置された哺乳動物細胞を含む少なくとも１つのウェルを含むマ
ルチウェルプレートを用意する工程であって、該第１の液体培養培地は該ウェルの体積の
約５％～約７０％を占め、該哺乳動物細胞は組換えタンパク質をコードする核酸を含有す
る工程と；
　ある期間、約３１℃～約４０℃で、約３２０回転毎分（ＲＰＭ）～約５００ＲＰＭの回
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転撹拌をしながら、該マルチウェルプレートをインキュベートする工程と；
　連続的にまたは定期的に、該期間中に、該第１の体積の第１の液体培養培地を除去し、
第２の体積の第２の液体培養培地を該第１の液体培養培地に添加する工程であって、該第
１および第２の体積はほぼ等しい工程と；
　該組換えタンパク質を該哺乳動物細胞からまたは該第１もしくは第２の培養培地から回
収する工程と
を含む前記方法。
【請求項３】
　組換えタンパク質は、哺乳動物細胞から回収される、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　組換えタンパク質は、免疫グロブリン、酵素、成長因子、タンパク質断片、または工学
操作されたタンパク質である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　組換えタンパク質は、第１または第２の液体培養培地から回収される、請求項２に記載
の方法。
【請求項６】
　組換えタンパク質は、分泌免疫グロブリン、分泌酵素、分泌成長因子、分泌タンパク質
断片、または工学操作された分泌タンパク質である、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　第１の体積の第１の液体培養培地は哺乳動物細胞を実質的に含まない、請求項１または
２に記載の方法。
【請求項８】
　第１の液体培養培地は、ウェルの体積の約１０％～約６０％を占める、請求項１または
２に記載の方法。
【請求項９】
　哺乳動物細胞は、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞である、請求項１または
２に記載の方法。
【請求項１０】
　回転撹拌は、約３２０ＲＰＭ～約４００ＲＰＭである、請求項１または２に記載の方法
。
【請求項１１】
　第１の体積の第１の液体培養培地の除去と第２の体積の第２の液体培養培地の添加は同
時に行われる、請求項１または２に記載の方法。
【請求項１２】
　第１の体積の第１の液体培養培地の除去と第２の体積の第２の液体培養培地の添加は連
続的に行われる、請求項１または２に記載の方法。
【請求項１３】
　第１の体積の第１の液体培養培地の除去と第２の体積の第２の液体培養培地の添加は定
期的に行われる、請求項１または２に記載の方法。
【請求項１４】
　除去される第１の液体培養培地の第１の体積および添加される第２の液体培養培地の第
２の体積は経時的に増加される、請求項１または２に記載の方法。
【請求項１５】
　マルチウェルプレートは、７日より長い期間インキュベートされ、インキュベーション
１～３日目に、２４時間ごとに、除去される第１の液体培養培地の第１の体積および添加
される第２の液体培養培地の第２の体積は、該第１の液体培養培地の体積の約３０％～約
５０％の間であり；
　インキュベーション４～６日目に、２４時間ごとに、除去される第１の液体培養培地の
第１の体積および添加される第２の液体培養培地の第２の体積は、該第１の液体培養培地
の体積の約４０％～約７０％の間であり；
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　インキュベーション７日目以降に、２４時間ごとに、除去される第１の液体培養培地の
第１の体積および添加される第２の液体培養培地の第２の体積は、該第１の液体培養培地
の体積の約９０％～約１５０％である、
請求項１または２に記載の方法。
【請求項１６】
　マルチウェルプレートは、深型ウェルプレートである、請求項１または２に記載の方法
。
【請求項１７】
　哺乳動物細胞は、第１の培養培地約１５０μＬ～約１ｍＬに浮遊している、請求項１ま
たは２に記載の方法。
【請求項１８】
　第１の液体培養培地および／または第２の液体培養培地は：既知組成液体培養培地、無
血清液体培養培地、血清含有液体培養培地、動物由来成分不含液体培養培地、およびタン
パク質不含培地からなる群から選択される、請求項１または２に記載の方法。
【請求項１９】
　期間の最初の約２４～４８時間後、２４時間ごとに、除去される第１の液体培養培地の
第１の体積および添加される第２の液体培養培地の第２の体積は、該第１の液体培養培地
の体積の約３０％～約１５０％である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項２０】
　撹拌は、第１の体積の第１の液体培養培地を除去する前に少なくとも３０秒の期間、停
止される、請求項１または２に記載の方法。
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