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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27年6月18日(2015.6.18)

【公表番号】特表2014-513545(P2014-513545A)
【公表日】平成26年6月5日(2014.6.5)
【年通号数】公開・登録公報2014-029
【出願番号】特願2014-510762(P2014-510762)
【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｐ  21/02     (2006.01)
   Ｃ０７Ｋ  14/755    (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｐ   21/02     　　　Ｃ
   Ｃ０７Ｋ   14/755    　　　　

【手続補正書】
【提出日】平成27年4月23日(2015.4.23)
【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】
　少なくとも３Ｗ／ｍ３の動力密度を加えることにより真核細胞懸濁液に機械的手段によ
るせん断応力を生じさせる条件下で前記真核細胞懸濁液を培養することを特徴とする、５
００μＭ以下のＣａＣｌ２と、少なくとも非イオン性界面活性剤と、細胞増殖および組換
え第ＶＩＩＩ因子（ｒＦＶＩＩＩ）の生産に必要な他の栄養成分とを含む培地中での前記
真核細胞懸濁液の培養時に、前記真核細胞懸濁液中で生産されるｒＦＶＩＩＩの生産性を
向上させる方法。
【請求項２】
　前記動力密度が、前記真核細胞懸濁液の機械的運動により前記培地中に導入される、請
求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記真核細胞懸濁液の機械的運動が、接線濾過膜を介して前記真核細胞懸濁液をポンピ
ングすることにより行われる、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記真核細胞懸濁液の機械的運動が回転部品により行われる、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　前記ｒＦＶＩＩＩがＢドメイン欠失ｒＦＶＩＩＩである、請求項１～請求項４のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記真核細胞がＨＥＫ２９３細胞である、請求項１～請求項５のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項７】
　前記ｒＦＶＩＩＩの分子が、ＨＥＫ２９３細胞中で生産されてＨＥＫ２９３細胞に結合
している、請求項１～請求項６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記非イオン性界面活性剤が、プルロニックＦ６８、Ｔｗｅｅｎ２０、およびＴｗｅｅ
ｎ８０から選択される、請求項１～請求項７のいずれか一項に記載の方法。
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【請求項９】
　前記非イオン性界面活性剤の濃度が、０．００００１ｗｔ％～１ｗｔ％である、請求項
１～請求項８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記培地中のＣａＣｌ２濃度を低く維持し且つせん断を増大することで培養環境から前
記真核細胞へのＣａＣｌ２の輸送を増大させることにより、細胞凝集が最小限に抑えられ
ている、請求項１～請求項９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　インペラを備えた培養容器または前記真核細胞懸濁液中にせん断応力を生じさせる地球
の重力中で動く培養容器により前記真核細胞懸濁液の機械的運動が開始されるか、または
静的ミキサーまたは濾過装置を介して前記真核細胞懸濁液をポンピングすることにより前
記真核細胞懸濁液の容器中のせん断応力が引き起こされる、請求項１～請求項１０のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　せん断応力を導入するために前記真核細胞懸濁液に加えられる前記動力密度が最大２０
００Ｗ／ｍ３である、請求項１～請求項１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　せん断応力を導入するために前記真核細胞懸濁液に加えられる前記動力密度が３Ｗ／ｍ
３～２０００Ｗ／ｍ３である、請求項１～請求項１２のいずれか一項に記載の方法。
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