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【手続補正書】
【提出日】平成20年10月23日(2008.10.23)
【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】
　ａ．ＥＢＶ由来複製起点（Ｏｒｉ－Ｐ）；
　ｂ．Ａｄ５（ＩＴＲ結合部）；
　ｃ．Ａｄ５由来ポリメラーゼおよびプレ末端タンパク質をコードする核酸配列からなる
第１転写単位；
　ｄ．Ａｄ５　Ｅ４　ＯＲＦ６およびＤＮＡ結合タンパク質をコードする核酸配列からな
る第２転写単位；および
　ｅ．選択マーカー
を含んでなり、第１転写単位および第２転写単位が二方向性テトラサイクリン依存性プロ
モーターに融合している、アデノウイルスアンプリコン。
【請求項２】
　前記アンプリコンがｐＥ２のヌクレオチド配列を含む、請求項１記載のアデノウイルス
アンプリコン。
【請求項３】
　プラスミドＬＭＢＰ４９７２のヌクレオチド配列からなるエピソームプラスミド。
【請求項４】
　プロモーターに融合したトランスジーンをコードする発現カセットを更に含む、請求項
１記載のアデノウイルスアンプリコン。
【請求項５】
　ａ．ＥＢＶ由来ＥＢＮＡ１タンパク質；
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　ｂ．Ｔｅｔ転写サイレンサー；
　ｃ．Ｔｅｔ逆トランスアクチベーター；
　ｄ．アデノウイルスアンプリコン｛前記アデノウイルスアンプリコンは、ＥＢＶ由来Ｏ
ｒｉ－Ｐ、アデノウイルスＩＴＲ結合部、ならびに第２転写単位（第２転写単位はＡｄ５
　Ｅ４　ＯＲＦ６およびＤＮＡ結合タンパク質をコードする核酸配列からなる）と組合さ
れた第１転写単位（第１転写単位はＡｄ５由来ポリメラーゼおよびプレ末端タンパク質を
コードする核酸配列からなる）よりなり、第１転写単位および第２転写単位は二方向性テ
トラサイクリン依存性プロモーターに融合している｝；および
　ｅ．選択マーカー、
を発現する、アデノウイルスプロデューサー細胞。
【請求項６】
　前記細胞が、ＥＢＮＡ１タンパク質を発現する霊長類由来細胞系である、請求項５記載
のプロデューサー細胞。
【請求項７】
　前記細胞が２９３ＥＢＮＡである、請求項６記載のプロデューサー細胞系。
【請求項８】
　Ｔｅｔ転写サイレンサーがｔＴＳｋｉｄである、請求項５記載のプロデューサー細胞。
【請求項９】
　Ｔｅｔ逆トランスアクチベーターがｒｔＴＡ２である、請求項８記載のプロデューサー
細胞系。
【請求項１０】
　２Ｅ２プロデューサー細胞（ｐＥ２で形質転換された２９３ＥＢＮＡ細胞）。
【請求項１１】
　関心のある遺伝子を含む複製欠損アデノウイルスの製造方法であって、
　ａ．プロデューサー細胞内に多欠失アデノウイルス発現ベクターを導入すること［ここ
で、前記プロデューサー細胞は、
　　　ｉ．ＥＢＶ由来ＥＢＮＡタンパク質、
　　ｉｉ．Ｔｅｔ転写サイレンサー、
　ｉｉｉ．Ｔｅｔ逆トランスアクチベーター、
　　ｉｖ．アデノウイルスアンプリコン｛前記アデノウイルスアンプリコンは、ＥＢＶ由
来ｏｒｉ－Ｐ、アデノウイルスＩＴＲ結合部、ならびに第２転写単位（第２転写単位はＡ
ｄ５　Ｅ４　ＯＲＦ６およびＤＮＡ結合タンパク質をコードする核酸配列からなる）と組
合された第１転写単位（第１転写単位はＡｄ５　Ｅ２由来ポリメラーゼおよびプレ末端タ
ンパク質をコードする核酸配列からなる）からなり、第１転写単位および第２転写単位は
二方向性テトラサイクリン依存性プロモーターに融合している｝を発現する］；
　ｂ．Ｅ２およびＥ４ＯＲＦ６コード配列の発現を誘導すること；および
　ｃ．産生された複製欠損アデノウイルスを回収すること、
を含んでなる、前記製造方法。
【請求項１２】
　前記プロデューサー細胞系が、アデノウイルスＥ１タンパク質、ＥＢＮＡ１および転写
調節系を発現するヒト細胞系である、請求項１１記載の製造方法。
【請求項１３】
　前記プロデューサー細胞が、ｔＴｓｋｉｄとｒＥＴＡ２とを発現する２９３ＥＢＮＡ細
胞である、請求項１２記載の製造方法。
【請求項１４】
　多欠失アデノウイルスベクターがアデノウイルスＥ１、Ｅ２、Ｅ３およびＥ４遺伝子を
欠く、請求項１３記載の製造方法。
【請求項１５】
　多欠失アデノウイルスベクターがヒトＡｄ５バックボーンからなる、請求項１４記載の
製造方法。
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【請求項１６】
　Ｅ２およびＥ４ＯＲＦ６コード配列の発現が、前記プロデューサー細胞をドキシサイク
リンと接触させることにより誘導される、請求項１１記載の製造方法。
【請求項１７】
　ＥＢＮＡ１、Ｔｅｔ転写サイレンサーおよびＴｅｔ逆トランスアクチベーターを発現す
る哺乳類細胞内に請求項４記載のアデノウイルスアンプリコンを導入し、Ｅ２およびＥ４
ＯＲＦ６コード配列の発現を誘導し、産生された複製欠損アデノウイルスを回収すること
を含んでなる、複製欠損アデノウイルス粒子の製造方法。
【請求項１８】
　前記プロデューサー細胞系が、ｔＴＳｋｉｄとｒｔＴＡ２とを発現する２９３ＥＢＮＡ
細胞である、請求項１７記載の製造方法。
【請求項１９】
　Ｅ２およびＥ４ＯＲＦ６コード配列の発現が、前記パッケージング細胞をドキシサイク
リンと接触させることにより誘導される、請求項１７記載の製造方法。
【請求項２０】
　請求項１７記載の製造方法により回収され精製された、組換え複製欠損アデノウイルス
粒子。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１４】
　本発明の第２の態様は、本発明のアデノウイルスアンプリコンを含んでなるプロデュー
サー／ヘルパー細胞系を提供する。より詳しくは、本発明は、（ａ）Ａｄ５　Ｅ１タンパ
ク質、（ｂ）ＥＢＶ由来ＥＢＮＡタンパク質、（ｃ）Ｔｅｔ転写サイレンサー、（ｄ）Ｔ
ｅｔ逆トランスアクチベーター、（ｅ）アデノウイルスアンプリコン［該アデノウイルス
アンプリコンは、ＥＢＶ由来ＯｒｉＰ、アデノウイルスＩＴＲ結合部、ならびに第２転写
単位（第２転写単位はＡｄ５ＤＮＡ結合タンパク質およびＥ４　ＯＲＦ６をコードする核
酸配列よりなる。）と組合された第１転写単位（第１転写単位はＡｄ５由来ポリメラーゼ
およびプレ末端タンパク質をコードする核酸配列よりなる。）からなり、第１転写単位お
よび第２転写単位は二方向性テトラサイクリン依存性プロモーターに融合している。］、
ならびに（ｆ）選択マーカーを発現するアデノウイルスパッケージング細胞系を提供する
。
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