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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
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【公表番号】特表2013-529913(P2013-529913A)
【公表日】平成25年7月25日(2013.7.25)
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【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   7/00     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ａ
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【手続補正書】
【提出日】平成26年5月22日(2014.5.22)
【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】
　マイナス鎖の分節化したＲＮＡウィルスの生産方法であって、
　ａ）いかなる増幅及び／又は選択配列も含まない線状発現コンストラクトを提供する工
程、このコンストラクトは、ＲＮＡポリメラーゼＩ（polI）プロモーター及びpolI終結シ
グナルを含み、両者はＲＮＡポリメラーゼＩＩ（polII）プロモーター及びポリアデニル
化シグナルの間に挿入されており、このコンストラクトはさらに、polIプロモーター及び
polI終結シグナルの間に挿入されたＨＡ及び／又はＮＡ遺伝子分節を含む、
ｂ）宿主細胞を前記線状発現コンストラクトでトランスフェクションする工程、
ｃ）前記宿主細胞を、ヘルパーウィルスＨＡ及び／又はＮＡタンパク質を有するヘルパー
ウィルスで感染させる工程、その際、前記ＮＡタンパク質は、Ｎ末端の細胞質ドメイン内
に少なくとも１のアミノ酸改変を含む、
ｄ）前記宿主細胞を培養して、ウィルス粒子を増殖させる工程、
ｅ）
　　（ｉ）前記線状発現コンストラクト由来の前記ＨＡ及び／又はＮＡタンパク質を含む
が、
　　（ｉｉ）前記ヘルパーウィルスＨＡ及びＮＡタンパク質、又はこの分節を含まない、
ウィルス粒子を選択する工程、
その際、前記選択は、前記ＨＡ及び／又はＮＡタンパク質のフェノタイプの、ゲノタイプ
の又は抗原の特性に基づく、及び任意に
ｆ）ヘルパーウィルスＨＡ及びＮＡタンパク質の非存在を、核酸又はアミノ酸配列の分析
により決定する工程
を含む生産方法。
【請求項２】
　宿主細胞が、ＰＢ１、ＰＢ２、ＰＡ、ＮＳ、Ｍ及びＮＰからなる群から選択されるタン
パク質をコードする線状コンストラクトでトランスフェクションされる請求項１記載の方
法。
【請求項３】
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　前記ヘルパーウィルス由来のＨＡタンパク質を含む子孫ウィルス粒子が、子孫ウィルス
粒子をプロテアーゼで処理することにより候補ウィルス粒子から分離され、その際、前記
プロテアーゼは、ヘルパーウィルス由来のＨＡタンパク質を切断しないが、前記候補ウィ
ルス粒子のＨＡタンパク質を切断する請求項１又は２記載の方法。
【請求項４】
　前記プロテアーゼが、トリプシン、エラスターゼ、キモトリプシン、パパインからなる
群から選択される請求項１から３のいずれか１項記載の方法。
【請求項５】
　ヘルパーウィルスのＨＡタンパク質が、プロテアーゼにより切断されるように改変され
、その際、前記プロテアーゼがトリプシンでない請求項１又は２記載の方法。
【請求項６】
　ヘルパーウィルス起源のＨＡ及びＮＡタンパク質を含む子孫ウィルス粒子が、低ｐＨ条
件を提供することにより候補ウィルス粒子から分離される請求項１又は３記載の方法。
【請求項７】
　ヘルパーウィルス起源のＨＡ及び／又はＮＡタンパク質を含む子孫ウィルス粒子が、こ
の子孫ウィルスと、前記ＨＡ及び／又はＮＡタンパク質に結合する抗体とを接触させるこ
とにより候補ウィルス粒子から分離される請求項１から６のいずれか１項記載の方法。
【請求項８】
　ヘルパーウィルスＮＡタンパク質が、配列番号１０の番号付けに応じた配列に比較して
Ｎ末端アミノ酸１～６の少なくとも１の欠失を含む請求項１から７のいずれか１項記載の
方法。
【請求項９】
　前記ヘルパーウィルスＮＡタンパク質が、配列番号１０の番号付けに応じた配列に比較
してＮ末端アミノ酸２～６の欠失を含む請求項１から８のいずれか１項記載の方法。
【請求項１０】
　前記ヘルパーウィルスが、減少した活性を有するＮＡタンパク質を含むか、又は機能的
ＮＡタンパク質を欠損する請求項１から９のいずれか１項記載の方法。
【請求項１１】
　前記ヘルパーウィルスが、インフルエンザＣウィルスのＨＥＦタンパク質を含む請求項
１から１０のいずれか１項記載の方法。
【請求項１２】
　前記ヘルパーウィルスのＨＥＦタンパク質が、プロテアーゼにより切断されるように改
変され、その際、前記プロテアーゼがトリプシンでない請求項１０記載の方法。
【請求項１３】
　前記ヘルパーウィルスが、コロナウィルスのＨＡタンパク質を含む請求項１から１０の
いずれか１項記載の方法。
【請求項１４】
　前記ウィルス粒子が、インフルエンザウィルス粒子である請求項１から１３のいずれか
１項記載の方法。
【請求項１５】
　前記ウィルス粒子が、弱毒したインフルエンザウィルス粒子である請求項１から１４の
いずれか１項記載の方法。
【請求項１６】
　前記ウィルスが、ＮＳ１遺伝子内で欠失又は改変を含む請求項１から１５のいずれか１
項記載の方法。
【請求項１７】
　前記ヘルパーウィルスが、改変したか又は欠失したＮＳ遺伝子を含み、かつ、インター
フェロンコンピテント細胞において成長不全である請求項１から１６のいずれか１項記載
の方法。
【請求項１８】
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　前記ヘルパーウィルスが、生産すべきウィルスに対して同一である、少なくとも４、好
ましくは少なくとも５、好ましくは６の分節を含む請求項１から１７のいずれか１項記載
の方法。
【請求項１９】
　エラスターゼ切断部位を有するＨＡタンパク質及び少なくとも１のアミノ酸改変をＮ末
端の細胞質ドメイン内に有するＮＡタンパク質を含むヘルパーウィルス。
【請求項２０】
　前記ＮＡタンパク質のＮ末端アミノ酸２～６が欠失している請求項１９記載のヘルパー
ウィルス。
【請求項２１】
　ＨＡ及びＮＡタンパク質が、Ａ／ニューカレドニア／２０／９９に起源を有し、かつ、
ＨＡタンパク質がエラスターゼ切断部位を含み、ＮＡタンパク質が末端アミノ酸２～６の
欠失を含むヘルパーウィルス。
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