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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１部門第１区分
【発行日】平成28年12月28日(2016.12.28)

【公表番号】特表2016-506239(P2016-506239A)
【公表日】平成28年3月3日(2016.3.3)
【年通号数】公開・登録公報2016-013
【出願番号】特願2015-545470(P2015-545470)
【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)
   Ｃ４０Ｂ  40/02     (2006.01)
   Ｃ１２Ｑ   1/02     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   1/15     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   1/19     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   1/21     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   5/10     (2006.01)
   Ｇ０１Ｎ  33/53     (2006.01)
   Ｃ４０Ｂ  30/04     (2006.01)
   Ｃ１２Ｐ  21/08     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｎ   15/00     ＺＮＡＡ
   Ｃ４０Ｂ   40/02     　　　　
   Ｃ１２Ｑ    1/02     　　　　
   Ｃ１２Ｎ    1/15     　　　　
   Ｃ１２Ｎ    1/19     　　　　
   Ｃ１２Ｎ    1/21     　　　　
   Ｃ１２Ｎ    5/10     　　　　
   Ｇ０１Ｎ   33/53     　　　Ｙ
   Ｃ４０Ｂ   30/04     　　　　
   Ｃ１２Ｐ   21/08     　　　　

【手続補正書】
【提出日】平成28年11月8日(2016.11.8)
【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】
　目的の遺伝子と、レポーターをコードする核酸と、第１のＤＮＡレコンビナーゼ認識配
列と、第２のＤＮＡレコンビナーゼ認識配列とを含むＤＮＡ構築物であって、
　ここにおいて、第１のＤＮＡレコンビナーゼ認識配列は前記レポーターの上流に位置し
、第２のＤＮＡレコンビナーゼ認識配列は前記レポーターの下流に位置し、
　前記レポーターは、目的の遺伝子の下流、目的の遺伝子の上流、または、目的の遺伝子
のイントロン中に位置し、
　それにより、前記レポーターの発現は、目的の遺伝子の発現の代理となる、ＤＮＡ構築
物。
【請求項２】
　目的の遺伝子を含むＤＮＡ構築物であって、
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　ここにおいて目的の遺伝子は少なくとも１つのエクソンと、スプライス受容体配列と、
膜結合ドメインをコードする核酸と、第１のＤＮＡレコンビナーゼ認識配列と、第２のＤ
ＮＡレコンビナーゼ認識配列とを含み、
　前記スプライス受容体配列に続いて膜結合ドメインをコードする核酸が位置し、これに
よって選択的スプライシングが、目的のたんぱく質の少なくとも一部の膜結合型形態また
は分泌型の目的のたんぱく質をコードする転写産物を生成し、
　前記第１のＤＮＡレコンビナーゼ認識配列は、スプライス受容体配列および膜結合ドメ
インをコードする核酸の上流に位置し、前記第２のＤＮＡレコンビナーゼ認識配列は、膜
結合ドメインをコードする核酸の下流に位置し、それにより、ＤＮＡレコンビナーゼは、
スプライス受容体部位および膜結合ドメインをコードする核酸を除去することができる、
ＤＮＡ構築物。
【請求項３】
　前記ＤＮＡレコンビナーゼ認識部位は、ＦＬＰレコンビナーゼのためのＤＮＡレコンビ
ナーゼ認識部位、ＣｒｅレコンビナーゼのためのＤＮＡレコンビナーゼ認識部位、または
φＣ３１インテグラーゼのためのＤＮＡレコンビナーゼ認識部位である、請求項１または
２に記載のＤＮＡ構築物。
【請求項４】
　目的の遺伝子が抗体をコードする、請求項１～３のいずれか１項に記載のＤＮＡ構築物
。
【請求項５】
　コードされた膜結合ドメインが、抗体ＣＨ３ドメインの融合ペプチドであり、当該融合
ペプチドをコードする核酸は、イントロン中、または、抗体の重鎖ポリペプチドをコード
する核酸の終止コドンの下流に位置する、請求項４に記載のＤＮＡ構築物。
【請求項６】
　請求項１、２、３、４または５に記載のＤＮＡ構築物を含む細胞。
【請求項７】
　前記細胞が、部位特異的レコンビナーゼをさらに含み、ここにおいて前記部位特異的レ
コンビナーゼはＤＮＡレコンビナーゼ認識配列に結合する、請求項６に記載の細胞。
【請求項８】
　レポーターまたは膜結合ドメインをコードする核酸が、ＤＮＡ構築物から除去されたも
のである、請求項６または７に記載の細胞。
【請求項９】
　ＤＮＡ構築物は、細胞の染色体に組み込まれているか、または、細胞中において染色体
外に位置する、請求項６～８のいずれか１項に記載の細胞。
【請求項１０】
　目的の遺伝子からポリペプチドを製造する方法であって、
　請求項７に記載の細胞を培養するステップと、
　細胞中において目的の遺伝子を発現するステップと、
　ポリペプチドを単離するステップとを含む、方法。
【請求項１１】
　目的のたんぱく質のために細胞ライブラリーをスクリーニングする方法であって、
　（ａ）培養培地中に複数の宿主細胞を提供するステップと、
　（ｂ）目的のレポーターを発現する細胞ライブラリー、または、膜アンカー型たんぱく
質を生成するために、複数の請求項１～４のいずれか１項に記載のＤＮＡ構築物で複数の
宿主細胞をトランスフェクトするステップと、
　（ｃ）所望の性質を有する、目的のレポーターまたは膜アンカー型たんぱく質を発現す
る宿主細胞を確認するステップと、
　（ｄ）ＤＮＡレコンビナーゼに確認された宿主細胞を曝露するステップと、
　（ｅ）所望の性質を有する目的のたんぱく質の生産用の確認された宿主細胞をスクリー
ニングするステップとを含む、方法。



(3) JP 2016-506239 A5 2016.12.28

【請求項１２】
　前記ＤＮＡレコンビナーゼが、ＦＬＰレコンビナーゼ、Ｃｒｅレコンビナーゼ、または
φＣ３１インテグラーゼである、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　目的の遺伝子が抗体をコードする、請求項１１または１２に記載の方法。
【請求項１４】
　目的のレポーターまたは膜結合型たんぱく質の量が、蛍光活性化細胞選別もしくは磁気
活性化細胞選別により細胞表面で検出される、請求項１１～１３のいずれか１項に記載の
方法。
【請求項１５】
　所望の性質が抗原の結合または他の生物活性である、請求項１１～１４のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項１６】
　所望の性質が発現レベルである、請求項１１～１４のいずれか１項に記載の方法。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００６５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００６５】
　リツキサン重鎖の下流での膜アンカー型ＧＦＰの発現
　ＩＲＥＳ配列（配列番号１８）をコザック共通配列を持つ膜アンカー型ＧＦＰ（配列番
号１）に融合させた。次いで、ＬｏｘＰ部位をＮ末端およびＣ末端の両方に付加した。全
配列を、リツキサンガンマ終止コドンの下流でベクターＬＢ０－ＨにおけるポリＡシグナ
ルの前に挿入し、図１Ｂに記載するように、ベクターＬＢ１４を作成した。２９３Ｆ細胞
に、Freestyle Maxトランスフェクション試薬を用いてＬＢ１４およびＬＢ０－Ｋを同時
トランスフェクトした。２日後、媒体中の抗体レベルを実施例１に記載したようにＥＬＩ
ＳＡによりアッセイし、これを図１０Ａに示す。ＬＢ１１トランスフェクト細胞における
ＧＦＰの発現は、フローサイトメトリー分析により確認した。
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