
JP 2010-524506 A5 2011.6.16

10

20
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【手続補正書】
【提出日】平成23年4月20日(2011.4.20)
【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】
　Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）宿
主細胞の少なくとも第１および第２の集団を含むアレイであって、各集団が、
　ａ）プロテアーゼをコードする少なくとも１つの標的遺伝子の発現が低減するように遺
伝子改変されている少なくとも１つのＰ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ宿主細胞集団、
　ｂ）タンパク質プロセシング、フォールディングまたは移行を調節するタンパク質をコ
ードする少なくとも１つの標的遺伝子の発現が増大するように遺伝子改変されている少な
くとも１つのＰ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ宿主細胞集団、ならびに
　ｃ）（ａ）および（ｂ）に従って遺伝子改変されている少なくとも１つのＰ．ｆｌｕｏ
ｒｅｓｃｅｎｓ宿主細胞集団
からなる群から選択され、アレイ内の各集団が同一でなく、各集団が物理的に相互に離れ
ているアレイ。
【請求項２】
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　前記ステップ（ｂ）のプロテアーゼが表２に記載のプロテアーゼから選択される、請求
項１に記載のアレイ。
【請求項３】
　前記ステップ（ｃ）のタンパク質プロセシング、フォールディング、または移行を調節
するタンパク質が、表１に記載のタンパク質フォールディング調節因子から選択される、
請求項１に記載のアレイ。
【請求項４】
　プロテアーゼをコードする少なくとも１つの標的遺伝子の発現が減少するようにまたは
タンパク質プロセシング、フォールディングもしくは移行を調節するタンパク質をコード
する少なくとも１つの標的遺伝子の発現が増大するように遺伝子改変されていない少なく
とも１つのＰ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ宿主細胞集団をさらに含む、請求項１から３のい
ずれか一項に記載のアレイ。
【請求項５】
　プロテアーゼをコードする２つ以上の標的遺伝子の発現が減少するようにまたはタンパ
ク質プロセシング、フォールディングもしくは移行を調節するタンパク質をコードする２
つ以上の標的遺伝子の発現が増大するように遺伝子改変されている少なくとも２つのＰ．
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ宿主細胞集団を含む、請求項１から４のいずれか一項に記載のア
レイ。
【請求項６】
　前記アレイが、前記アレイのハイスループットスクリーニングに役立つフォーマットで
ある、請求項１から５のいずれか一項に記載のアレイ。
【請求項７】
　前記アレイが９６ウェルフォーマットである、請求項１から６のいずれか一項に記載の
アレイ。
【請求項８】
　対象とする少なくとも１つの異種タンパク質をコードする少なくとも１つの遺伝子を含
む発現コンストラクトで形質転換された場合、前記対象とする少なくとも１つの異種タン
パク質を発現できる少なくとも１つのＰ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ宿主細胞集団を含むア
レイである、請求項１から７のいずれか一項に記載のアレイ。
【請求項９】
　請求項１から８のいずれか一項に記載のアレイを含むキット。
【請求項１０】
　対象とする少なくとも１つの異種タンパク質を発現するのに最適なＰｓｅｕｄｏｍｏｎ
ａｓ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）宿主細胞集団を同定する
方法であって、
　ａ）請求項１から８のいずれか一項に記載のアレイを得るステップと、
　ｂ）対象とする少なくとも１つの異種タンパク質をコードする少なくとも１つの遺伝子
を含む発現カセットを、Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ宿主細胞の各集団に導入するステッ
プと、
　ｃ）前記対象とするタンパク質の発現に十分な条件下で前記少なくとも１つの細胞集団
を維持するステップであって、前記細胞集団はステップ（ｂ）で前記発現カセットを導入
されたものであり、
　ｄ）前記対象とする少なくとも１つの異種タンパク質を産生するための最適なＰ．ｆｌ
ｕｏｒｅｓｃｅｎｓ宿主細胞を選択するステップと
を含み、最適なＰ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ宿主細胞集団で発現された前記対象とする異
種タンパク質が、前記最適な細胞集団で、アレイにおける他のＰ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎ
ｓ宿主細胞集団で発現されたものと比較して改善された発現、改善された活性、改善され
た溶解性、改善された移行、または低減したタンパク分解のうち１つまたは複数を示す方
法。
【請求項１１】
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　前記発現カセットが、前記対象とする異種タンパク質に作動可能に連結したシグナリン
グペプチドをさらに含み、任意選択で、前記シグナリングペプチドが分泌シグナルペプチ
ドである、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記発現カセットが、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ宿主細胞に由
来し、その中に前記発現カセットが導入される、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　対象とする異種タンパク質の発現に最適なＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｆｌｕｏｒｅｓｃ
ｅｎｓ（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）宿主細胞を同定する方法であって、
　ａ）Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ細胞の少なくとも第１および第２の集団を含む、請求
項１に記載のいずれかのアレイを得るステップであって、各集団が、プロテアーゼをコー
ドする少なくとも1つの標的遺伝子の発現が低減するように遺伝子改変されており、
　ｂ）ステップ（ａ）で改変されたＰ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ宿主細胞を溶解するステ
ップと、
　ｃ）ステップ（ｂ）で溶解した、改変されたＰ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ宿主細胞各集
団の細胞の溶解物を、対象とする異種タンパク質と接触させるステップと、
　ｄ）最適なＰ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ宿主細胞集団を選択するステップと
を含み、前記最適なＰ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ宿主細胞集団が、ステップ（ｃ）での接
触において、アレイにおける他のＰ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ宿主細胞集団と比較して、
対象とする異種タンパク質の分解レベルが低下した集団である方法。
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