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【手続補正書】
【提出日】平成30年8月6日(2018.8.6)
【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】
　ヒトフューリンをコードするヌクレオチド配列を含み、機能的フューリンを発現し、培
養液上清に分泌するような形質転換細胞であって、
　前記フューリンは、約３６～約７８時間の培養後、前記培養液上清において約５０Ｕ／
ｍＬ～約３００Ｕ／ｍＬの濃度で分泌される、形質転換細胞。
【請求項２】
　フューリンにより切断可能で、Ａｒｇ－（Ｌｙｓ／Ａｒｇ）－Ａｒｇモチーフを呈する
タンパク質をコードするヌクレオチド配列をさらに含む、請求項１に記載の形質転換細胞
。
【請求項３】
　ヒトフューリンをコードする前記ヌクレオチド配列と、前記タンパク質をコードする前
記ヌクレオチド配列とは、異なる発現ベクターにあるか、または同一の発現ベクターにあ
る、請求項２に記載の形質転換細胞。
【請求項４】
　前記タンパク質は、ヴォン・ヴィレブランド因子、第ＩＩ因子、第ＩＸ因子、第Ｘ因子
、プロテインＣ、プロテインＳ、またはプロテインＺである、請求項２または３に記載の
形質転換細胞。
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【請求項５】
　前記タンパク質は、第Ｘ因子である、請求項４に記載の形質転換細胞。
【請求項６】
　前記機能的フューリンは、前記培養液上清において少なくとも約５０～約６０Ｕ／ｍＬ
の濃度で分泌される、請求項５に記載の形質転換細胞。
【請求項７】
　前記形質転換細胞により産生される少なくとも９０％の前記第Ｘ因子が完全に処理され
る、請求項６に記載の形質転換細胞。
【請求項８】
　前記機能的フューリンは、前記培養液上清において少なくとも約９０～約１００Ｕ／ｍ
Ｌの濃度で分泌される、請求項５に記載の形質転換細胞。
【請求項９】
　前記形質転換細胞により産生される少なくとも９５％の前記第Ｘ因子が完全に処理され
る、請求項８に記載の形質転換細胞。
【請求項１０】
　形質転換細胞を産生する方法であって、
　哺乳動物タンパク質の発現に適した細胞株に、前記細胞株によるヒトフューリンの発現
に適応する第１の発現ベクター、および前記細胞株によるタンパク質の発現に適応し、Ａ
ｒｇ－（Ｌｙｓ／Ａｒｇ）－Ａｒｇモチーフを呈するタンパク質をコードするヌクレオチ
ド配列を含む第２のベクターをトランスフェクトすることと、
　前記第１および第２の発現ベクターをトランスフェクトされ、約３６～約７８時間の培
養後、培養液上清において約５０Ｕ／ｍＬ～約３００Ｕ／ｍＬの濃度で機能的ヒトフュー
リンを発現し、分泌する細胞を選択することと、
　を含む、方法。
【請求項１１】
　前記選択することが、前記第１および第２の発現ベクターをトランスフェクトされ、約
４２～約７２時間の培養後、培養液上清において約３００Ｕ／ｍＬの濃度で機能的ヒトフ
ューリンを発現し、分泌する細胞を選択することによって実施される、請求項１０に記載
の方法。
【請求項１２】
　前記タンパク質は、ヴォン・ヴィレブランド因子、第ＩＩ因子、第ＩＸ因子、第Ｘ因子
、プロテインＣ、プロテインＳ、またはプロテインＺである、請求項１０、または１１に
記載の方法。
【請求項１３】
　前記タンパク質は、第Ｘ因子である、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記細胞株は、前記第１の発現ベクターおよび前記第２の発現ベクターをほぼ同時にト
ランスフェクトされる、請求項１１～１３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記細胞株は、前記第１の発現ベクターをトランスフェクトされ、前記第２の発現ベク
ターを前記細胞株にトランスフェクトする前に、フューリンを安定したレベルで分泌する
細胞が得られるか、またはその逆の順番である、請求項１１～１３のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項１６】
　請求項１～９のいずれか１項に記載の前記形質転換細胞により産生される、完全に処理
された組換え第Ｘ因子。
【請求項１７】
　成熟型で完全に処理されたＦＸを産生する方法であって、
　請求項２に記載される形質転換細胞を培養して、成熟型で完全に処理されたＦＸを産生
することと、
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　培養上清からＦＸを単離することと、
を含む、方法。
【請求項１８】
　請求項１に記載の形質転換細胞を産生する方法であって、
　哺乳動物タンパク質の発現に適した細胞株に、ヒトフューリンポリペプチドをコードす
るヌクレオチド配列を含む、発現ベクターをトランスフェクトすることと、
　約３６～約７８時間の培養後、培養液上清において約５０Ｕ／ｍＬ～約３００Ｕ／ｍＬ
の濃度で機能的ヒトフューリンを発現し、分泌する形質転換細胞、好ましくは、約４２～
約７２時間の培養後、培養液上清において約３００Ｕ／ｍＬの濃度で機能的ヒトフューリ
ンを発現し、分泌する形質転換細胞を選択することと、
を含む、方法。
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