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【公報種別】特許法第１７条の２の規定による補正の掲載
【部門区分】第３部門第２区分
【発行日】平成22年9月9日(2010.9.9)
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【公表日】平成21年12月17日(2009.12.17)
【年通号数】公開・登録公報2009-050
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【ＦＩ】
   Ａ６１Ｋ  35/12    ＺＮＡ　
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【手続補正書】
【提出日】平成22年7月22日(2010.7.22)
【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】
　選択可能なマーカと、対象の細胞に致死的であるポリペプチドをコードするポリヌクレ
オチドを含む組成物であって、前記致死的であるポリペプチドの発現が少なくとも１つの
疾患マーカ遺伝子のプロモータにより直接的に又は間接的に制御され、以下のステップを
具える方法： 
　（ａ）前記対象から細胞の集団を得るステップと；
　（ｂ）前記細胞の集団内の少なくとも１つの疾患マーカ遺伝子の活性を測定するステッ
プと；
　（ｃ）前記細胞内へ前記組成物を導入するステップと；
　（ｄ）前記ポリヌクレオチドを含む細胞を得るために選択的な条件に前記細胞をさらす
ステップと；
　（ｅ）前記致死的ポリペプチドの発現を誘導する条件で細胞を処理するステップであっ
て、前記致死的ポリペプチドの前記発現が、前記少なくとも１つの疾患マーカ細胞遺伝子
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を発現する前記細胞を殺すものであるステップと；
　（ｆ）残りの生きている非疾患細胞から前記殺された細胞を分離するステップであって
、前記生きている細胞が前記非疾患細胞を殺すのに十分な程度に前記致死的ポリペプチド
を発現していないステップと；及び、
　（ｇ）前記生きている、非疾患細胞を前記対象に戻すステップと；
に使用するための組成物。
【請求項２】
　対象の細胞に致死的であるポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む組成物で
あって、以下のステップを具える方法：
　（ａ）前記対象から細胞集団を得るステップと；
　（ｂ）前記細胞の前記集団内での少なくとも１つの疾患マーカ遺伝子の活性を測定する
ステップと；
　（ｃ）前記少なくとも１つの疾患マーカ遺伝子の少なくとも１つのプロモータを単離す
るステップと；
　（ｄ）前記ポリヌクレオチドに前記プロモータを直接的に又は間接的に結合させるステ
ップと；
　（ｅ）選択可能なマーカを含むベクタ内に前記結合させたポリヌクレオチドを入れるス
テップと；
　（ｆ）前記細胞内に前記組成物を導入するステップと；
　（ｇ）前記ポリヌクレオチドを含む細胞を得るために前記細胞を選択条件にさらすステ
ップと；
　（ｈ）前記致死的ポリペプチドの発現を誘発する条件で前記細胞を処理するステップで
あって、 前記致死ポリペプチドの前記発現が前記少なくとも１つの疾患マーカ遺伝子を
発現している前記細胞を殺すステップと；
　（ｉ）残りの生きている非疾患細胞から前記殺された細胞を分離するステップであって
、前記生きている細胞が、前記非疾患細胞を殺すのに十分な程度に前記致死ポリペプチド
を発現しないステップと；
　（ｊ）前記生きている非疾患細胞を前記対象に戻すステップと；
に使用するための組成物。
【請求項３】
　細胞に致死的であるポリペプチドをコードするポリヌクレオチド分子を含む組成物であ
って、以下のステップを具える方法；
　（ａ）前記対象から細胞集団を得るステップと；
　（ｂ）前記細胞の前記集団内の少なくとも１つの疾患マーカ遺伝子の活性を測定するス
テップと；
　（ｃ）前記組成物を前記細胞に導入するステップであって、前記致死的ポリペプチドの
発現が、前記少なくとも１つの疾患マーカ遺伝子の前記プロモータにより調整されており
、前記プロモータが、前記致死的ポリペプチドをコード化している前記ポリヌクレオチド
に操作可能に結合するステップと；
　（ｄ）前記致死的ポリペプチドの発現を誘発する条件で前記細胞を処理するステップで
あって、前記致死的ポリペプチドの前記発現が前記少なくとも１つの疾患マーカ遺伝子を
発現している前記細胞を殺すステップと；
　（ｅ）残りの生きている非疾患細胞から、前記殺された細胞を分離するステップであっ
て、前記生きている細胞が、前記非疾患細胞を殺すのに十分な程度に前記致死ポリペプチ
ドを発現しないステップと；及び、
　（ｆ）前記生きている非疾患細胞を前記対象に戻すステップと；
に使用するための組成物。
【請求項４】
　細胞に致死的であるポリペプチドをコード化しているポリヌクレオチドを含む組成物で
あって、以下のステップを具える方法； 
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　（ａ）前記対象から細胞集団を得るステップと；
　（ｂ）前記細胞の前記集団内で少なくとも１つの疾患マーカ遺伝子の活性を測定するス
テップと；
　（ｃ）前記少なくとも１つの疾患マーカ遺伝子の少なくとも１つのプロモータを単離す
るステップと；
　（ｄ）前記組成物に前記プロモータを操作可能に結合させることにより、治療用ポリヌ
クレオチドを作製するステップと；
　（ｅ）前記細胞に前記組成物を導入するステップと；
　（ｆ）前記致死ポリペプチドの発現を誘発する条件で前記細胞を処理するステップであ
って、前記致死的ポリペプチドの前記発現が前記少なくとも１つの疾患マーカ遺伝子を発
現している前記細胞を殺すステップと；
　（ｇ）残りの生きている非疾患細胞から、前記殺された細胞を分離するステップであっ
て、前記生きている細胞が、前記非疾患細胞を殺すのに十分な程度に前記致死的ポリペプ
チドを発現しないステップと；及び
　（ｈ）前記生きている非疾患細胞を前記対象に戻すステップと；
に使用するための組成物。
【請求項５】
　前記致死的ポリペプチドをコード化している前記ポリヌクレオチドへ前記プロモータを
操作可能に結合させるステップが、第一と第二の分子挿入ピボットの間で前記プロモータ
を連結させるステップを具え、前記第二の分子挿入ピボットが前記プロモータの３’末端
に位置する、請求項４に記載の組成物。
【請求項６】
　前記プロモータが、前記致死的ポリペプチドをコードしている前記ポリヌクレオチドに
操作可能に結合している、請求項１乃至４のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項７】
　前記方法が前記細胞を単離するステップを更に具える、請求項１乃至４のいずれか１項
に記載の組成物。
【請求項８】
　前記細胞が、造血幹細胞、肝幹細胞、乳腺幹細胞、膵幹細胞、及び神経幹細胞からなる
群から選択される、請求項１乃至４のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項９】
　前記細胞が、造血幹細胞である、請求項８に記載の組成物。
【請求項１０】
　前記疾患マーカ遺伝子の前記プロモータが、第一及び第二の分子挿入ピボット間で連結
されている、請求項１乃至４のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１１】
　ポリヌクレオチドが、少なくとも１つのクロマチン修飾ドメインを更に含む、請求項１
乃至４のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１２】
　前記ポリヌクレオチドを導入するステップが、前記ポリヌクレオチドのローカス特異的
挿入を含む、請求項１１に記載の組成物。
【請求項１３】
　前記ローカス特異的挿入が、相同組換え及びリコンビナーゼ介在ゲノム挿入からなる群
から選択される、請求項１２に記載の組成物。
【請求項１４】
　前記ポリヌクレオチドが少なくとも２つのゲノム取込み部位を含む、請求項１２に記載
の組成物。
【請求項１５】
　前記ポリヌクレオチドを導入するステップが、前記細胞内へ前記ポリヌクレオチドの一
過性の形質移入を具える、請求項１乃至４のいずれか１項に記載の組成物。
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【請求項１６】
　前記ポリヌクレオチドを導入するステップが、前記細胞内へ前記ポリヌクレオチドの安
定な形質移入を具える、請求項１乃至４のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１７】
前記ポリヌクレオチドが、少なくとも２つのリコンビナーゼ部位を更に含む請求項１乃至
４のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１８】
　前記第一及び第二の分子挿入ピボットが、近接して配置されている３又は４の、稀な又
は珍しい制限部位を含み、前記稀な又は珍しい制限部位が、ＡｓｉＳ　Ｉ、Ｐａｃ　Ｉ、
Ｓｂｆ　Ｉ、Ｆｓｅ　Ｉ、Ａｓｃ　Ｉ、Ｍｌｕ　Ｉ、ＳｎａＢ　Ｉ、Ｎｏｔ　Ｉ、Ｓａｌ
　Ｉ、Ｓｗａ　Ｉ、Ｒｓｒ　ＩＩ、ＢＳｉＷ　Ｉ、Ｓｆｏ　Ｉ、Ｓｇｒ　ＡＩ、Ａｆｌ　
ＩＩＩ、Ｐｖｕ　Ｉ、Ｎｇｏ　ＭＩＶ、Ａｓｅ　Ｉ、Ｆｌｐ　Ｉ、Ｐｍｅ　Ｉ、Ｓｄａ　
Ｉ、Ｓｇｆ　Ｉ、Ｓｒｆ　Ｉ及びＳｓｅ８７８　Ｉ制限酵素に対応する制限部位からなる
群から選択される、請求項１０に記載の組成物。
　


	header
	written-amendment

