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【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
　 　 【 請 求 項 １ 】 　 以 下 を 含 む Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス NS3プ ロ テ ア ー ゼ の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を
評 価 す る た め の 代 理 細 胞 ベ ー ス シ ス テ ム で あ っ て 、
　 　 a） 以 下 を 含 む 第 一 キ メ ラ DNA分 子 ：
　 　 　 　 i） 哺 乳 類 の 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 前 記 第 一 キ メ ラ の 発 現 を 含 む こ
と が で き る 非 細 胞 変 性 発 現 シ ス テ ム ； 及 び
　 　 　 　 ii） 前 記 発 現 シ ス テ ム と 可 能 HCV組 換 え DNA分 子 ； こ こ で 、
HCV DNA分 子 は 以 下 を 含 む NS3-5ポ リ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ：
　 　 　 　 　 　 ‐ 活 性 NS3プ ロ テ ア ー ゼ 領 域 、
　 　 　 　 　 　 ‐ 翻 訳 に よ り ER膜 に 包 埋 さ せ 、 NS3プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 補 助 因 子 と し て 作 用
さ せ る の に 充 分 な NS4A領 域 、
　 　 　 　 　 　 ‐ 任 意 の そ の 誘 導 体 、 変 異 体 又 は フ ラ グ メ ン ト を 含 む NS4B及 び NS5A領 域 、 及
び
　 　 　 　 　 　 ‐ 前 記 NS3プ ロ テ ア ー ゼ に NS5A/5B切 断 部 位 を 提 供 す る の に 充 分 な 、 任 意 の そ
の 誘 導 体 、 変 異 体 又 は フ ラ グ メ ン ト を 含 む NS5Bタ ン パ ク 質 ；
　 　 　 　 iii） 及 び 前 記 HCV DNA分 子 の 下 流 を 融 合 し た ト ラ ン ス 活 性 化 因 子 領 域 、 こ こ で 、
前 記 ト ラ ン ス 活 性 化 因 子 領 域 は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 開 始 で き る ト ラ ン ス 活 性 化 因 子
分 子 を コ ー ド す る ；
　 　 b） 及 び 前 記 ト ラ ン ス 活 性 化 因 子 分 子 に 反 応 す る オ ペ ロ ン と 結 合 し た 前 記 レ ポ ー タ ー
遺 伝 子 を コ ー ド す る 第 二 キ メ ラ DNA分 子 ；
そ れ に よ っ て 、 前 記 第 一 組 換 え 分 子 の 発 現 は 前 記 哺 乳 類 の 細 胞 の 小 胞 体 に 固 定 さ れ た 融 合
ポ リ タ ン パ ク 質 の 産 生 を 導 き 、 前 記 固 定 し た タ ン パ ク 質 は 前 記 プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 切 断
す る こ と が で き 、 そ の 結 果 前 記 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 評 価 す る 方 法 と し て 前 記 レ ポ ー タ ー 遺

作 用 に 結 合 さ れ た 前 記



伝 子 の 発 現 を 含 む た め の 前 記 ト ラ ン ス 活 性 化 因 子 領 域 の ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン を 与 え る 前
記 代 理 細 胞 ベ ー ス シ ス テ ム 。
　 　 【 請 求 項 ２ 】 　 前 記 分 子 が SEQ ID NO.1で 定 義 さ れ る 記 載 の

シ ス テ ム 。
　 　 【 請 求 項 ３ 】 　 前 記 分 子 が SEQ ID NO.2の ポ リ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る

記 載 の シ ス テ ム 。
　 　 【 請 求 項 ４ 】 　 前 記 非 細 胞 変 性 プ ロ モ ー タ ー シ ス テ ム が 、 CMVプ ロ モ ー タ ー 、 SV40初
期 プ ロ モ ー タ ー シ ス テ ム 又 は RSV（ ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス ） LTRプ ロ モ ー タ ー シ ス テ ム か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 記 載 の 代 理 細 胞 ベ ー ス シ ス テ ム 。
　 　 【 請 求 項 ５ 】 　 前 記 活 性 化 因 子 が テ ト ラ サ イ ク リ ン ト ラ ン ス 活 性 化 因 子 （ tT
A） 、 NFκ B、 HIV-1 tat及 び GAL-4か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 記 載 の 代 理 細 胞 ベ ー
ス シ ス テ ム 。
　 　 【 請 求 項 ６ 】 　 前 記 ト ラ ン ス 活 性 化 因 子 が tTAで あ る 記 載 の 代 理 細 胞 ベ ー ス
シ ス テ ム 。
　 　 【 請 求 項 ７ 】 　 前 記 レ ポ ー タ ー 分 子 が 分 泌 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ
ダ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 及 び 緑 色 蛍 光
タ ン パ ク 質 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 記 載 の 代 理 細 胞 ベ ー ス シ ス テ ム 。
　 　 【 請 求 項 ８ 】 　 前 記 レ ポ ー タ ー 分 子 が SEAP又 は ル シ フ ェ ラ ー ゼ で あ る 記 載 の
代 理 細 胞 ベ ー ス シ ス テ ム 。
　 　 【 請 求 項 ９ 】 　 前 記 レ ポ ー タ ー 分 子 が SEAPで あ る 記 載 の 代 理 細 胞 ベ ー ス シ ス
テ ム 。
　 　 【 請 求 項 １ ０ 】 　 SEQ ID NO.1で 定 義 さ れ る 組 換 え DNA分 子 。
　 　 【 請 求 項 １ １ 】 　 組 換 え タ ン パ ク 質 。
　 　 【 請 求 項 １ ２ 】 　 哺 乳 類 の 宿 主 細 胞 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め の 発 現 プ ラ ス ミ
ド で あ っ て 、 記 載 の 第 一 キ メ ラ DNA分 子 を 含 む 前 記 プ ラ ス ミ ド 。
　 　 【 請 求 項 １ ３ 】 　 記 載 の 発 現 プ ラ ス ミ ド で 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ
る 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 。
　 　 【 請 求 項 １ ４ 】 　 SEQ ID NO.1の 核 酸 分 子 を 含 む 発 現 プ ラ ス ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン さ れ る 哺 乳 類 の 細 胞 株 。
　 　 【 請 求 項 １ ５ 】 　 一 次 肝 細 胞 、 肝 細 胞 株 、 繊 維 芽 細 胞 、 リ ン パ 球 、 腎 細 胞 か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 記 載 の 哺 乳 類 の 細 胞 株 。
　 　 【 請 求 項 １ ６ 】 　 293、 Huh-7、 WRL68、 HepG2及 び チ ャ ン グ 肝 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る 記 載 の 哺 乳 類 の 細 胞 株 。
　 　 【 請 求 項 １ ７ 】 　 NS3プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 評 価 方 法 で あ っ て 、
　 　 a） 最 初 に 、 HCVプ ロ テ ア ー ゼ ポ リ タ ン パ ク 質 及 び 発 現 さ れ る 前 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 産
物 を 生 じ る 条 件 下 で 、 で 定 義 さ れ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 宿 主 細 胞 を イ
ン キ ュ ベ ー ト し 、
　 　 b） 発 現 さ れ た 前 記 遺 伝 子 産 物 の 量 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 前 記 NS3プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の
評 価 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ８ 】 　 工 程 a） に お い て 、 細 胞 を 少 な く と も 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る

項 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ９ 】 　 細 胞 を 約 18時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ０ 】 　 項 記 載 の 方 法 を 含 む 、 HCV NS3プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 阻 害
剤 と し て の 可 能 性 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 　 c） 記 載 の 方 法 に よ っ て 、 前 記 阻 害 剤 と し て の 可 能 性 を 有 す る 化 合 物 の 存
在 下 で 前 記 プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 を ア ッ セ イ し 、 こ こ で 前 記 化 合 物 は 工 程 a） の 後 、 宿 主 細
胞 に 加 え ら れ 、 工 程 b） に お い て 、 前 記 活 性 を ア ッ セ イ す る 前 に 、 宿 主 細 胞 を さ ら に イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、
　 　 d） 工 程 c） の 結 果 と 工 程 b） の 結 果 を 比 較 す る 工 程 を さ ら に 含 む 前 記 HCV NS3プ ロ テ ア
ー ゼ の 阻 害 剤 と し て の 可 能 性 を 同 定 す る 方 法 。
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　 　 【 請 求 項 ２ １ 】 　 阻 害 剤 と し て の 可 能 性 を 有 す る 化 合 物 の 存 在 下 、 又 は 非 存 在 下 で 、
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 宿 主 細 胞 を 約 30時 間 さ ら に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 記
載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ２ 】 　 細 胞 を 約 20時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ３ 】 　 細 胞 を 約 10時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 記 載 の 方 法 。
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