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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 8月 16日 (2007.8.16)
【 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 】
　 細 胞 の ク ロ ー ン 化 方 法 で あ っ て 、 血 清 フ リ ー 条 件 下 、 自 家 フ ィ ー ダ ー 細 胞 の 存 在 下 、 培
養 容 器 に ５ 個 未 満 の 哺 乳 類 細 胞 を 置 き 、 血 清 フ リ ー 条 件 下 で 培 養 か つ 複 製 す る こ と を 特 徴
と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 血 清 フ リ ー 条 件 下 、 培 養 容 器 に １ 又 は ２ 個 だ け の 哺 乳 類 細 胞 を 置 き 、 血 清 フ リ ー 条 件 下
、 自 家 フ ィ ー ダ ー 細 胞 の 存 在 下 で 培 養 か つ 複 製 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ 】
　 血 清 フ リ ー 条 件 下 、 自 家 フ ィ ー ダ ー 細 胞 の 存 在 下 、 培 養 容 器 に １ 個 の 単 一 哺 乳 類 細 胞 を
置 き 、 血 清 フ リ ー 条 件 下 で 培 養 か つ 複 製 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 対 応 し て 置 か れ た 哺 乳 類 細 胞 が ハ ム ス タ ー 又 は マ ウ ス の 骨 髄 腫 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 対 応 し て 置 か れ た ハ ム ス タ ー 細 胞 が CHO又 は BHK細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～
３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 対 応 し て 置 か れ た マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 が NS0細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ４ の
い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 対 応 し て 置 か れ た 哺 乳 類 細 胞 を 血 清 フ リ ー 懸 濁 培 養 で 複 製 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
１ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 フ ィ ー ダ ー 細 胞 が 、 血 清 フ リ ー 培 地 に 適 応 し た 非 付 着 性 培 養 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す



る 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 対 応 し て 置 か れ た 哺 乳 類 細 胞 が CHO又 は BHK細 胞 の 場 合 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て ハ ム ス タ
ー 細 胞 を 使 用 し 、
　 対 応 し て 置 か れ た 哺 乳 類 細 胞 が NS0細 胞 の 場 合 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て マ ウ ス 骨 髄 腫 細
胞 を 使 用 す る
　 こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 対 応 し て 置 か れ た 哺 乳 類 細 胞 が CHO細 胞 の 場 合 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て CHO細 胞 を 使 用 し
、
　 対 応 し て 置 か れ た 哺 乳 類 細 胞 が BHK細 胞 の 場 合 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て BHK細 胞 を 使 用 し
、
　 対 応 し て 置 か れ た 哺 乳 類 細 胞 が NS0細 胞 の 場 合 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て NS0細 胞 を 使 用 す
る
　 こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 対 応 し て 置 か れ た 哺 乳 類 細 胞 を 、 培 地 １ ml当 た り 100～ 200,000個 の フ ィ ー ダ ー 細 胞 の 存
在 下 で 複 製 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ １ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 対 応 し て 置 か れ た 哺 乳 類 細 胞 を 、 培 地 １ ml当 た り 4× 10 6 個 の 細 胞 密 度 ま で 培 養 か つ 複 製
す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 対 応 し て 置 か れ た CHO細 胞 の 再 ク ロ ー ン 化 の 間 、 再 ク ロ ー ン 化 効 率 が 10％ 乃 至 65％ よ り
高 く 、
　 対 応 し て 置 か れ た BHK細 胞 の 再 ク ロ ー ン 化 の 間 、 再 ク ロ ー ン 化 効 率 が 10％ 乃 至 50％ よ り
高 く 、
　 対 応 し て 置 か れ た NS0細 胞 の 再 ク ロ ー ン 化 の 間 、 再 ク ロ ー ン 化 効 率 が 10％ 乃 至 45％ よ り
高 い
　 こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 血 清 フ リ ー 条 件 下 、 哺 乳 類 細 胞 内 で タ ン パ ク 質 を 生 産 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 哺 乳 類 細 胞 が 、 対 象 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 対 象 遺 伝 子 を 含 み ；
　 （ ｂ ） 前 記 哺 乳 類 細 胞 の 複 製 を 許 容 す る 血 清 フ リ ー 条 件 下 で 該 哺 乳 類 細 胞 を 成 長 さ せ ；
　 （ ｃ ） 血 清 フ リ ー 条 件 下 、 細 胞 培 養 容 器 に 、 各 場 合 ５ 個 未 前 記 哺 乳 類 細 胞 を 置 き ；
　 （ ｄ ） 適 切 に 置 か れ た 哺 乳 類 細 胞 を 、 血 清 フ リ ー 条 件 下 、 自 家 フ ィ ー ダ ー 細 胞 の 存 在 下
で 複 製 し ；
　 （ ｅ ） 複 製 し た 細 胞 を 、 前 記 対 象 遺 伝 子 が 発 現 す る 血 清 フ リ ー 条 件 下 で 培 養 し ； か つ
　 （ ｆ ） 膜 を 含 む 前 記 細 胞 又 は 培 養 上 清 か ら 遺 伝 子 産 物 を 単 離 し て 精 製 す る ；
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 血 清 フ リ ー 条 件 下 、 哺 乳 類 細 胞 内 で 組 換 え タ ン パ ク 質 を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 対 象 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 対 象 遺 伝 子 で 哺 乳 類 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し ；
　 （ ｂ ） こ の ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 の 複 製 を 許 容 す る 血 清 フ リ ー 条 件 下 で 前 記 ト ラ
ン ス フ ェ ク ト さ れ た 哺 乳 類 細 胞 を 成 長 さ せ ；
　 （ ｃ ） 血 清 フ リ ー 条 件 下 、 自 家 フ ィ ー ダ ー 細 胞 の あ る 細 胞 培 養 容 器 に 、 各 場 合 ５ 個 未

前 記 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 哺 乳 類 細 胞 を 置 き ；
　 （ ｄ ） 対 応 し て 置 か れ た 細 胞 を 、 血 清 フ リ ー 条 件 下 、 自 家 フ ィ ー ダ ー 細 胞 の 存 在 下 で 複
製 し ；
　 （ ｅ ） こ の 複 製 さ れ た 細 胞 を 、 前 記 対 象 遺 伝 子 が 発 現 す る 血 清 フ リ ー 条 件 下 で 成 長 さ せ
； か つ
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　 （ ｆ ） 前 記 細 胞 又 は 培 養 上 清 か ら 遺 伝 子 産 物 を 単 離 し て 精 製 す る ；
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 ポ イ ン ト （ ｃ ） に お い て 、 １ 個 だ け の 単 一 哺 乳 類 細 胞 を 各 細 胞 培 養 容 器 に 置 く こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ 又 は １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 置 か れ た 哺 乳 類 細 胞 が さ ら に 蛍 光 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て お り 、 か つ 、 こ の 置 か れ
た 哺 乳 類 細 胞 を 血 清 フ リ ー 条 件 下 、 細 胞 培 養 容 器 に 、 FACSベ ー ス セ ル ソ ー テ ィ ン グ で 置 く
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ ～ １ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 哺 乳 類 細 胞 が ハ ム ス タ ー 又 は マ ウ ス の 骨 髄 腫 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １
４ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 ハ ム ス タ ー 細 胞 が CHO又 は BHK細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 が NS0細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 フ ィ ー ダ ー 細 胞 が 、 血 清 フ リ ー 培 地 に 適 応 し た 非 付 着 性 培 養 細 胞 で あ る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 １ ４ ～ ２ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 哺 乳 類 細 胞 が CHO又 は BHK細 胞 の 場 合 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て ハ ム ス タ ー 細 胞 を 使 用
し 、 前 記 哺 乳 類 細 胞 が NS0細 胞 の 場 合 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 を 使 用 す
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ ～ ２ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 哺 乳 類 細 胞 が CHO細 胞 の 場 合 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て CHO細 胞 を 使 用 し 、
　 前 記 哺 乳 類 細 胞 が BHK細 胞 の 場 合 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て BHK細 胞 を 使 用 し 、
　 前 記 哺 乳 類 細 胞 が NS0細 胞 の 場 合 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て NS0細 胞 を 使 用 す る
　 こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ ～ ２ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 ソ ー ト し て 置 か れ た 哺 乳 類 細 胞 を 、 培 地 １ ml当 た り 100～ 200,000個 の フ ィ ー ダ ー 細 胞 の
存 在 下 で 複 製 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ ～ ２ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ソ ー ト し て 置 か れ た 哺 乳 類 細 胞 を 、 培 地 １ ml当 た り 4× 10 6 個 の 細 胞 密 度 ま で 培 養 す る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ ～ ２ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て の ハ ム ス タ ー 細 胞 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 ハ ム ス タ ー 細 胞 を 物 理 的 又 は 化 学 的 に 不 活 性 化 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ 記
載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 ハ ム ス タ ー 細 胞 が 血 清 フ リ ー 条 件 に 適 応 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ 又 は
２ ７ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 ハ ム ス タ ー 細 胞 が CHO若 し く は BHK細 胞 又 は こ れ ら 細 胞 系 の 子 孫 ／ 派 生 物 で あ る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ４ ～ ２ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て の NS0細 胞 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 NS0細 胞 を 物 理 的 又 は 化 学 的 に 不 活 性 化 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ０ 記 載 の 使
用 。
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【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 NS0細 胞 が 血 清 フ リ ー 条 件 に 適 応 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ １ 記 載 の 使 用
。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 血 清 フ リ ー 細 胞 培 地 と 、 ５ 個 未 満 の 分 裂 可 能 な 哺 乳 類 細 胞 と 、 こ の 分 裂 可 能 な 哺 乳 類 細
胞 に 対 し て 自 家 性 で あ る フ ィ ー ダ ー 細 胞 と か ら 成 る 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 該 組 成 物 が 、 前 記 培 地 中 に １ 又 は ２ 個 だ け の 分 裂 可 能 な 哺 乳 類 細 胞 を 含 有 す る 、 請 求 項
３ ３ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 分 裂 可 能 な 哺 乳 類 細 胞 が CHO又 は BHK細 胞 の 場 合 、 該 組 成 物 は フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て
ハ ム ス タ ー 細 胞 を 含 有 し 、 前 記 分 裂 可 能 な 哺 乳 類 細 胞 が NS0細 胞 の 場 合 、 該 組 成 物 は フ ィ
ー ダ ー 細 胞 と し て マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ３ 又 は ３ ４ 記 載
の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 分 裂 可 能 な 哺 乳 類 細 胞 が CHO細 胞 の 場 合 、 該 組 成 物 は フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し て CHO細 胞
を 含 有 し 、 前 記 分 裂 可 能 な 哺 乳 類 細 胞 が BHK細 胞 の 場 合 、 該 組 成 物 は フ ィ ー ダ ー 細 胞 と し
て BHK細 胞 を 含 有 し 、 前 記 分 裂 可 能 な 哺 乳 類 細 胞 が NS0細 胞 の 場 合 、 該 組 成 物 は フ ィ ー ダ ー
細 胞 と し て NS0細 胞 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ３ 又 は ３ ４ 記 載 の 組 成 物 。
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