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【 公 報 種 別 】 特 許 法 第 １ ７ 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 】 令 和 6 年 1 月 2 3 日 ( 2 0 2 4 . 1 . 2 3 )
　
【 国 際 公 開 番 号 】 W O 2 0 2 1 / 1 4 6 5 9 1
【 公 表 番 号 】 特 表 2 0 2 3 - 5 1 0 5 9 0 ( P 2 0 2 3 - 5 1 0 5 9 0 A )
【 公 表 日 】 令 和 5 年 3 月 1 4 日 ( 2 0 2 3 . 3 . 1 4 )
【 年 通 号 数 】 公 開 公 報 ( 特 許 ) 2 0 2 3 - 0 4 8
【 出 願 番 号 】 特 願 2 0 2 2 - 5 4 3 3 8 1 ( P 2 0 2 2 - 5 4 3 3 8 1 )
【 国 際 特 許 分 類 】
   Ｃ １ ２ Ｎ 1 5 / 8 6 4 ( 2 0 0 6 . 0 1 )
   Ｃ １ ２ Ｎ 7 / 0 1 ( 2 0 0 6 . 0 1 )
【 Ｆ Ｉ 】
　 Ｃ １ ２ Ｎ 1 5 / 8 6 4 １ ０ ０ Ｚ 　 　 　
　 Ｃ １ ２ Ｎ 7 / 0 1 　 　 　 　 Ｚ Ｎ Ａ
　
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 令 和 6 年 1 月 1 5 日 ( 2 0 2 4 . 1 . 1 5 )
【 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 】
　 原 核 生 物 配 列 を 欠 く 組 換 え ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス （ r A A V ） を 産 生 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ヒ ト 胚 細 胞 株 を 懸 濁 状 態 で 培 養 す る 工 程 、
　 ( a ) r A A V 複 製 に 十 分 な ヘ ル パ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 、 ( b ) A A V  r e p 遺 伝  
子 お よ び A A V  c a p 遺 伝 子 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 、 な ら び に ( c ) 少 な く と も 1 つ の 逆 位 末 端  
反 復 （ I T R ） 配 列 と 1 つ ま た は 複 数 の 調 節 エ レ メ ン ト に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 異 種 導 入 遺 伝  
子 と を 含 む 閉 鎖 末 端 化 さ れ た 直 鎖 状 二 重 鎖 r A A V ベ ク タ ー 核 酸 を 、 ヒ ト 胚 細 胞 株 に ト ラ ン  
ス フ ェ ク ト す る 工 程 、
　 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ヒ ト 細 胞 株 を 約 4 0 ～ 4 0 0 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 、 な ら  
び に
　 任 意 で 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ヒ ト 細 胞 株 を 溶 解 さ せ て 、 r A A V を コ ー ド す る 核 酸 配  
列 を 精 製 す る 工 程
を 含 み 、 そ れ に よ っ て 、 r A A V を 産 生 す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 細 胞 株 の 細 胞 が 、 懸 濁 状 態 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 、 請 求 項 1 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ヒ ト 胚 細 胞 株 が 、 ヒ ト 胎 児 腎 細 胞 株 由 来 の 、 懸 濁 適 合 化 無 血 清 細 胞 株 で あ る 、 請 求 項 1  
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 A A V  r e p 遺 伝 子 お よ び A A V  c a p 遺 伝 子 が 異 な る 血 清 型 由 来 で あ る 、 請 求 項 1 記 載 の 方  
法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 A A V  r e p 遺 伝 子 お よ び A A V  c a p 遺 伝 子 が 同 じ 血 清 型 由 来 で あ る 、 請 求 項 1 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 A A V  r e p 遺 伝 子 が A A V 2  r e p 遺 伝 子 で あ り 、 A A V  c a p 遺 伝 子 が A A V 8  c a p 遺 伝 子 で  
あ る 、 請 求 項 1 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ７ 】
　 A A V  I T R 遺 伝 子 お よ び A A V  c a p 遺 伝 子 が 異 な る 血 清 型 由 来 で あ る 、 請 求 項 1 記 載 の 方  
法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 A A V  I T R 遺 伝 子 お よ び A A V  c a p 遺 伝 子 が 同 じ 血 清 型 由 来 で あ る 、 請 求 項 1 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 A A V 逆 位 末 端 反 復 （ I T R ） 配 列 が ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス 2 逆 位 末 端 反 復 （ I T R ） 配 列 で あ  
る 、 請 求 項 1 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 A A V  I T R 配 列 が 、 A A V 2 血 清 型 由 来 ま た は A A V 1 、 3 a 、 3 b 、 4 、 5 、 6 、 7 、 8 、 9 、 1  
0 、 1 1 お よ び 1 3 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 血 清 型 由 来 で あ る 、 請 求 項 1 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 A A V  I T R 配 列 が 合 成 で あ る 、 請 求 項 1 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 1 × 1 0 6 個 の 細 胞 あ た り の ( a ) 、 ( b ) お よ び ( c ) か ら の ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 核 酸 の 総  
量 が 2 μ g 未 満 で あ り 、 任 意 で 、 1 × 1 0 6 個 の 細 胞 あ た り の ( a ) 、 ( b ) お よ び ( c ) か ら の ト ラ  
ン ス フ ェ ク ト さ れ た 核 酸 の 総 量 が 1 μ g 未 満 で あ る 、 請 求 項 1 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ( a ) ： ( b ) ： ( c ) の 比 が 約 0 . 5 ～ 1 . 7 5 ： 約 0 . 7 5 ～ 2 . 2 5 ： 約 0 . 5 ～ 1 . 7 5 （ 重 量 ： 重 量 ：  
重 量 ） で あ り 、 任 意 で 、 ( a ) ： ( b ) ： ( c ) の 比 が 約 1 ： 約 1 ～ 1 . 6 ： 約 1 （ 重 量 ： 重 量 ： 重 量  
） で あ る 、 請 求 項 1 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ( a ) 、 ( b ) お よ び ( c ) が 、 ( a ) 、 ( b ) お よ び ( c ) な ら び に 安 定 な カ チ オ ン 性 ポ リ マ ー を 含 む  
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 組 成 物 を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 、 安 定 な カ チ オ ン 性 ポ リ マ ー  
対  ( a ) 、 ( b ) お よ び ( c ) か ら の 核 酸 の 総 量 の 比 が 、 約 1 ： 1 ～ 約 3 ： 1 （ 重 量 ／ 重 量 ） で あ り  
、 任 意 で 、 安 定 な カ チ オ ン 性 ポ リ マ ー  対  ( a ) 、 ( b ) お よ び ( c ) か ら の 核 酸 の 総 量 の 比 が 、  
約 1 . 5 ： 1 で あ る 、 請 求 項 1 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 原 核 生 物 配 列 を 欠 く 高 力 価 の 組 換 え ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス （ r A A V ） の 集 団 を 産 生 す る 方  
法 で あ っ て 、
　 ( i ) ( a ) r A A V 複 製 に 十 分 な ヘ ル パ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 、 ( b ) r e p 遺 伝 子 お  
よ び c a p 遺 伝 子 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 、 な ら び に ( c ) 少 な く と も 1 つ の I T R と 1 つ ま た は 複  
数 の 調 節 エ レ メ ン ト に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 異 種 導 入 遺 伝 子 と を 含 む 閉 鎖 末 端 化 さ れ た 直 鎖  
状 二 重 鎖 r A A V ベ ク タ ー 核 酸 を 、 哺 乳 動 物 細 胞 株 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 工 程 で あ っ て 、  
1 × 1 0 6 個 の 細 胞 あ た り の ( a ) 、 ( b ) お よ び ( c ) か ら の ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 核 酸 の 総 量  
が 1 μ g 未 満 で あ る 、 工 程 、
　 ( i i ) ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 少 な く と も 2 4 時 間 培 養 す る 工 程 、
　 ( i i i ) ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 収 集 し て 、 産 生 さ れ た r A A V ベ ク タ ー 粒 子 を 精 製 す  
る 工 程
を 含 み 、 r A A V の 力 価 が 、 少 な く と も 9 . 3 × 1 0 1 3 個 の ベ ク タ ー ゲ ノ ム ／ 3 . 0 × 1 0 9 個 の 生  
き た ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 で あ る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ( a ) ： ( b ) ： ( c ) の 比 が 約 0 . 5 ～ 1 . 7 5 ： 約 0 . 7 5 ～ 2 . 2 5 ： 約 0 . 5 ～ 1 . 7 5 （ 重 量 ： 重 量 ：  
重 量 ） で あ り 、 任 意 で 、 ( a ) ： ( b ) ： ( c ) の 比 が 約 1 ： 約 1 ～ 1 . 6 ： 約 1 （ 重 量 ： 重 量 ： 重 量  
） で あ る 、 請 求 項 1 5 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ( a ) 、 ( b ) お よ び ( c ) が 、 ( a ) 、 ( b ) お よ び ( c ) な ら び に 安 定 な カ チ オ ン 性 ポ リ マ ー を 含 む  
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 組 成 物 を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 、 安 定 な カ チ オ ン 性 ポ リ マ ー  
対  ( a ) 、 ( b ) お よ び ( c ) か ら の 核 酸 の 総 量 の 比 が 、 約 1 ： 1 ～ 約 3 ： 1 （ 重 量 ／ 重 量 ） で あ り  
、 任 意 で 、 安 定 な カ チ オ ン 性 ポ リ マ ー  対  ( a ) 、 ( b ) お よ び ( c ) か ら の 核 酸 の 総 量 の 比 が 、  
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約 1 . 5 ： 1 で あ る 、 請 求 項 1 5 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 原 核 生 物 配 列 を 欠 く 精 製 さ れ た 組 換 え ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス （ r A A V ） の 集 団 を 産 生 す る  
方 法 で あ っ て 、
　 i .   培 養 培 地 中 に 懸 濁 さ れ た 哺 乳 動 物 細 胞 株 に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 組 成 物 を ト ラ ン  
ス フ ェ ク ト す る 工 程 で あ っ て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 組 成 物 が 、 ( a ) r A A V 複 製 に 十 分 な  
ヘ ル パ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 、 ( b ) r e p 遺 伝 子 お よ び c a p 遺 伝 子 を コ ー ド す  
る 核 酸 配 列 、 な ら び に ( c ) 少 な く と も 1 つ の I T R と 1 つ ま た は 複 数 の 調 節 エ レ メ ン ト に 機 能  
的 に 連 結 さ れ た 異 種 導 入 遺 伝 子 と を 含 む 閉 鎖 末 端 化 さ れ た 直 鎖 状 二 重 鎖 r A A V ベ ク タ ー 核  
酸 、 な ら び に ( d ) 安 定 な カ チ オ ン 性 ポ リ マ ー を 含 み 、 安 定 な カ チ オ ン 性 ポ リ マ ー  対  ( a ) 、  
( b ) お よ び ( c ) か ら の 核 酸 成 分 の 総 量 の 比 が 、 少 な く と も 1 ： 1 で あ り 、 任 意 で 、 安 定 な カ  
チ オ ン 性 ポ リ マ ー  対  ( a ) 、 ( b ) お よ び ( c ) か ら の 核 酸 成 分 の 総 量 の 比 が 、 少 な く と も 1 . 5  
： 1 で あ る 、 工 程 、
　 i i .   ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 株 を 少 な く と も 2 4 時 間 培 養 す る 工 程 、
　 i i i .   工 程 ( i i ) の ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 株 を 収 集 す る 工 程 、
　 i v .   r A A V を 精 製 す る 工 程
を 含 み 、 精 製 さ れ た ウ イ ル ス が 、 2 × 1 0 4  v g / T C I D 5 0 未 満 の 粒 子 対 感 染 性 比 （ a  p a r t i  
c l e  t o  i n f e c t i v i t y  r a t i o ） を 有 す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 株 が 懸 濁 細 胞 株 で あ り 、 細 胞 が 懸 濁 状 態 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 、 請 求  
項 1 8 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 株 が ヒ ト 胎 児 腎 細 胞 株 由 来 で あ る 、 請 求 項 1 8 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ヒ ト 胚 細 胞 株 が 、 ヒ ト 胎 児 腎 細 胞 株 由 来 の 、 懸 濁 適 合 化 無 血 清 細 胞 株 で あ る 、 請 求 項 1  
8 ～ 2 0 の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 安 定 な カ チ オ ン 性 ポ リ マ ー  対  ( a ) 、 ( b ) お よ び ( c ) か ら の 核 酸 成 分 の 総 量 の 比 が 約 1 . 7 5  
： 1 ～ 約 2 . 7 5 ： 1 で あ り 、 任 意 で 、 安 定 な カ チ オ ン 性 ポ リ マ ー  対  ( a ) 、 ( b ) お よ び ( c ) か  
ら の 核 酸 成 分 の 総 量 の 比 が 約 2 ： 1 で あ る 、 請 求 項 1 8 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 安 定 な カ チ オ ン 性 ポ リ マ ー が 、 完 全 加 水 分 解 直 鎖 ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン （ P E I ） を 含 む 、  
請 求 項 1 8 ～ 2 2 の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 1 、 1 5 ま た は 1 8 の い ず れ か 1 項 記 載 の 方 法 に よ り 産 生 さ れ る 、 原 核 生 物 D N A を  
欠 く r A A V ビ リ オ ン の 集 団 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 プ ロ テ ロ メ ラ ー ゼ 標 的 配 列 を 含 む 組 換 え ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス （ r A A V ） 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 プ ロ テ ロ メ ラ ー ゼ 標 的 配 列 が 、 少 な く と も 1 0 塩 基 対 長 の 二 本 鎖 回 文 配 列 を 含 む 、 請 求  
項 2 5 記 載 の r A A V 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 導 入 遺 伝 子 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 2 5 記 載 の r A A V 。
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