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【手続補正書】
【提出日】平成27年2月2日(2015.2.2)
【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】
　細胞培養物であって、
　細胞懸濁培養液に入っている柔らかいセイヨウスノキ細胞を含み、前記細胞が：
　実生の胚軸、子葉、葉部、茎部、若しくは根部；又は、
　ベリー、ベリー部、節部若しくは節間部を含む茎部、または、葉、葉部、若しくは成葉
部；のうちの１つ以上に由来し、
　前記セイヨウスノキ細胞は、増殖７日目の液中細胞容積を少なくとも５５％にし得るよ
う選択され、かつ
　前記セイヨウスノキ細胞の乾燥重量の少なくとも５％はプロシアニジンを含む、細胞培
養物。
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【請求項２】
　前記セイヨウスノキ細胞の乾燥重量の少なくとも１０％、１５％、又は２０％はポリフ
ェノールを含む、請求項１に記載の細胞培養物。
【請求項３】
　前記セイヨウスノキ細胞の乾燥重量の少なくとも７．５％、１０％、または１５％はプ
ロシアニジンを含む、請求項１に記載の細胞培養物。
【請求項４】
　前記セイヨウスノキ細胞の乾燥重量の０．５％、０．１％、０．０１％、または０．０
０１％未満はアントシアニンを含む、請求項１に記載の細胞培養物。
【請求項５】
　前記細胞懸濁培養液に含まれる細胞が、セイヨウスノキの細胞カルスに由来するもので
ある、請求項１に記載の細胞培養物。
【請求項６】
　前記細胞懸濁培養液が、細胞の粒状懸濁液または微細な細胞の懸濁液を含む、請求項１
に記載の細胞培養物。
【請求項７】
　セイヨウスノキ細胞の細胞培養物を調製する方法であって、前記方法が：
　実生の胚軸、子葉、葉部、茎部、若しくは根部；又は、
　ベリー、ベリー部、節部若しくは節間部を含む茎部、または、葉、葉部、若しくは成葉
部；のうちの１つ以上に由来する、セイヨウスノキ細胞のカルス細胞を調製する工程と、
　カルスに由来する１個以上の細胞を液体培地に導入する工程と、
　前記液体培地中で前記１個以上の細胞を撹拌する工程と、
　前記液体培地を新鮮な液体培地に置き換え、あるいは前記細胞を新鮮な液体培地に移し
て、セイヨウスノキ細胞懸濁培養を樹立する工程と、
　液中細胞容積が少なくとも５５％になるまで前記セイヨウスノキの細胞懸濁培養物を増
殖させる工程と、
　前記セイヨウスノキ細胞の乾燥重量のうち、少なくとも１０％、１５％、又は２０％は
ポリフェノールを含み、かつ前記細胞の乾燥重量の少なくとも５％はプロシアニジンを含
む、細胞懸濁培養物を選別する工程と、を含む、調製法。
【請求項８】
　前記セイヨウスノキの細胞懸濁培養物を、７日以内で液中細胞容積が少なくとも５５％
または６０％になるまで増殖させる工程を更に含む、請求項７に記載の調製法。
【請求項９】
　前記セイヨウスノキ細胞の乾燥重量のうち、約１０％はプロシアニジンを含む、請求項
７に記載の調製法。
【請求項１０】
　前記セイヨウスノキ細胞が、約０．５％、０．１％、０．０１％、または０．００１％
未満のアントシアニンを含有する、若しくはアントシアニンを実質的に含有しない請求項
７に記載の調製法。
【請求項１１】
　前記増殖させる工程を、暗条件下、室温条件下、および／または２３℃＋／－５℃で実
施する、請求項７に記載の調製法。
【請求項１２】
　前記新鮮な液体培地を、１週間毎に添加するか、又は前記細胞を、１週間毎に前記新鮮
な液体培地に移す、請求項７に記載の調製法。
【請求項１３】
　前記懸濁培養時に、前記細胞の糖消費速度を測定する工程を更に含む、請求項７に記載
の調製法。
【請求項１４】
　前記糖消費速度が、屈折率（ＲＩ）をもとに測定され、および、
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　前記ＲＩが、前記新鮮な培地の初期ＲＩの半分以下である場合に、懸濁培養液に含まれ
る前記細胞に追加で新鮮な培地を与え、および／または、
　継代培養後６日目にＲＩ及び細胞重量を測定し、液体培地を交換する、
請求項１３に記載の調製法。
【請求項１５】
　細胞懸濁培養時のセイヨウスノキ細胞の増殖性を増大させる方法であって、前記方法が
、
　セイヨウスノキ細胞の懸濁培養細胞を調製する工程と、
　液体培地を用い、前記細胞を懸濁培養法により培養する工程と、
　液中細胞容積（ＰＣＶ）および、前記液体培地中の糖濃度の増大に応じて、蓄積量が増
大するポリフェノール及び／又はプロシアニジンが４５％以上の細胞懸濁培養物を選別す
る工程と、
を含む方法。
【請求項１６】
　前記液体培地の糖濃度には、スクロースで約３０～６０ｇ／Ｌが含まれ、および／また
は、
　懸濁培養時に、前記細胞におけるプロシアニジン蓄積量が、２０ｇ／Ｌスクロース下で
の１～２ｇ／Ｌ　ＰＣＶから、３０ｇ／Ｌスクロース下での３～７ｇ／Ｌ　ＰＣＶへと増
大し、および、
　懸濁培養時に、前記細胞におけるポリフェノール蓄積量が、２０ｇ／Ｌスクロース下で
の２～４ｇ／Ｌ　ＰＣＶから、６０ｇ／Ｌスクロース下での５～１０ｇ／Ｌ　ＰＣＶへと
増大する、
請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記培養が約７日間にわたり、ＰＣＶが４５％に到達するのに８日以上かかった細胞懸
濁培養物を廃棄する工程を更に含む請求項１５に記載の方法。
【請求項１８】
　前記細胞の提供が、初期細胞密度１５％　ＰＣＶ～２５％　ＰＣＶ、または２５％　Ｐ
ＣＶ以上、または２０％　ＰＣＶ以上から開始される、請求項１５に記載の方法。
【請求項１９】
　５０％超のＰＣＶ、５５％超のＰＣＶ、または５５％超のＰＣＶの細胞懸濁培養物を選
別する工程を更に含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項２０】
　ＰＣＶが４５％に到達するのに８日以上かかった細胞懸濁培養物を廃棄する工程を更に
含む、請求項１５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】０００７
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０００７】
　本開示は、液体培地において懸濁培養により生育させるよう構成された、セイヨウスノ
キの細胞培養に関する。細胞は、セイヨウスノキの１箇所以上の部位、例えば、植物の可
食部（例えば、葉部又はベリー部）又は茎部などに由来するものである。細胞は、比較的
短期間（例えば、約７日）に増殖して高密度になるよう構成されている。更に、細胞は、
高濃度のポリフェノール及び／又はプロシアニジンを産生し、かつ本質的にアントシアニ
ンは産生しないよう構成されている。懸濁培養でセイヨウスノキ細胞を増殖させて、ポリ
フェノール及びプロシアニジンを産生させる方法も開示する。
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
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【補正対象項目名】０００８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０００８】
　一実施形態では、細胞培養法を開示する。細胞の懸濁培養には、柔らかいセイヨウスノ
キ細胞を含む。懸濁培養に用いる細胞は：実生の胚軸、子葉、葉部、茎部、又は根部；あ
るいはベリー、節部若しくは節間部を含む茎部、又は成葉部；のうちの１つ以上に由来す
る。一実施形態では、細胞は、植物の可食部、例えば、葉部又はベリーに由来し得る。細
胞は、増殖７日目の液中細胞容積が少なくとも５５％になるよう選別され、この場合、セ
イヨウスノキ細胞の乾燥重量のうち少なくとも１０％はポリフェノールを含み、セイヨウ
スノキ細胞の乾燥重量の少なくとも５％はプロシアニジンを含む。
【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０００９
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０００９】
　好ましくは、セイヨウスノキ細胞は、乾燥重量で少なくとも１２．５％、１５％、又は
２０％以上はポリフェノールを含む。好ましくは、セイヨウスノキ細胞は、乾燥重量で少
なくとも７．５％、１０％、１５％、２０％以上はプロシアニジンを含む。細胞重量には
本質的にアントシアニンが含まれないことも好ましい。例えば、セイヨウスノキ細胞の細
胞集団に含有されるアントシアニン量は、乾燥重量で０．５％、０．１％、０．０１％、
０．００１％未満であることが好ましい。
【手続補正５】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１０
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１０】
　他の実施形態では、セイヨウスノキ細胞の細胞培養物の産生方法を記載する。この方法
は、（１）実生の胚軸、子葉、葉部、茎部、又は根部、あるいはベリー、節部又は節間部
を含む茎部、又は成葉部のうちの１つ以上から、セイヨウスノキ細胞のカルス細胞を誘導
し、産生する工程、（２）カルスに由来する１個以上の細胞を液体培地に導入する工程、
（３）液体培地中で１個以上の細胞を撹拌する工程、（４）液体培地を新鮮な液体培地に
置き換え、あるいは細胞を新鮮な液体培地に移して、セイヨウスノキの細胞懸濁培養を樹
立する工程、（５）液中細胞容積が少なくとも５５％になるまでセイヨウスノキの細胞懸
濁培養物を増殖させる工程、並びに（６）セイヨウスノキ細胞の懸濁培養物のうち、乾燥
重量の少なくとも１０％はポリフェノールを含み、及び／又は少なくとも５％はプロシア
ニジンを含む培養物を選別する工程、を包含する。
【手続補正６】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１３
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１３】
　更に他の実施形態では、培養時の、セイヨウスノキ細胞からのポリフェノール産生量を
増大させる方法を記載する。方法は、（１）懸濁培養法で増殖させるのに適したセイヨウ
スノキ細胞を選別する工程、及び（２）ポリフェノール産生量を増大させるのに十分な量
の糖の存在下で、細胞懸濁培養法により細胞を培養する工程、を包含する。
【手続補正７】
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【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１５】
　更に他の実施形態では、培養時の、セイヨウスノキ細胞からポリフェノールを抽出する
方法を記載する。この方法は、（１）懸濁培養法で増殖させるのに適したセイヨウスノキ
細胞を選別する工程、及び（２）溶媒を用い、細胞からポリフェノールを抽出する工程、
を含み、ここで、乾燥重量でセイヨウスノキ細胞の少なくとも１０％はポリフェノールを
含み、かつ少なくとも５％はプロシアニジンを含む。
【手続補正８】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００２０
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００２０】
　本開示は、液体培地において懸濁培養により生育させるよう構成された、セイヨウスノ
キの細胞培養に関する。細胞は、セイヨウスノキの１種以上の部位、例えば、植物の可食
部（例えば、葉部又はベリー部）又は茎部などに由来するものである。細胞は、比較的短
期間（例えば、約７日）のうちに増殖して高密度になるよう構成されている。更に、細胞
は、高濃度のポリフェノール及び／又はプロシアニジンを産生し、かつ本質的にアントシ
アニンは産生しないよう構成されている。本開示の主題は、以降の実施例を用いることで
、更に具体的に及び詳細に記載し、説明され得る。
【手続補正９】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００２８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００２８】
　（実施例３）ＮＣＧＲから回収されたセイヨウスノキ組織からのカルス誘導
　本実施例は、屋外栽培したセイヨウスノキに由来する様々な外植片（ベリー、節部、節
間部、又は葉部由来）からカルス生成を開始し、及び維持するための方法及び培地の配合
を記載する。
【手続補正１０】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３０
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３０】
　培養プレートを暗所にて２５℃下で保管した。全体的に、植物片を外植し始めてから、
ＶＭ１５１６培地では４週間後、ＶＭ１４９１培地では６週間後にカルスが観察された。
葉部外植片に関しては、全体のカルス誘導率は５３％であった。葉部外植片からのカルス
生成はＶＭ１４９１培地（初期外植片の７３％）及びＶＭ１５１６培地（初期外植片の７
６％）で見られ、かつＶＭ１６７２培地及びＴＣ１５９６培地ではカルスは観察されなか
った。ＶＭ１５１６では、ＶＭ１４９１よりも活発なカルス生成が観察された。節部に関
しては、ＶＭ１５１６において外植片のうちの４７％がカルスを生成した。節間部を異な
る３種の培地、ＶＭ１５１６、ＶＭ１４９１、及びＴＣ１５９６に配置した。ＶＭ１５１
６では、外植片の５１％がカルスを生成した一方、ＶＭ１４９１では２０％がカルスを生
成し、ＴＣ１５９６ではカルスは生成されなかった。ベリー由来の外植片では、ＶＭ１５
１６で５９％がカルスを生成した。
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【手続補正１１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３５】
　（実施例５）ＮＣＧＲより収集したセイヨウスノキ組織由来のカルスからの懸濁液生成
懸濁液を生成するにあたって、柔らかい細胞株を選別した。滅菌三角フラスコを用い、セ
イヨウスノキカルス（実施例３に記載の通りに、節部、節間部、葉部、及びベリー）を液
体培地（ＶＭ１９３３；表２）に播種し、細胞懸濁液を生成した。滅菌シリコン（発泡体
）キャップでフラスコに蓋をし、施回振盪器において１２０毎分回転（ｒｐｍ）で撹拌し
た。懸濁液を暗所にて２５℃下で保管した。細胞培養を樹立するにあたって、使用した培
地は除去し、新鮮なＶＭ１９３３培地を添加した。培地の屈折率（ＲＩ）の差分を測定し
、糖の消費速度をもとに、細胞の増殖率を測定した。ＲＩが培地の初期ＲＩ以下であった
場合、新鮮な培地を細胞に加えた。ＲＩが１／２よりも大きかった場合、新鮮な培地は１
週間後のみに添加した。
【手続補正１２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００４１
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００４１】
　（実施例８）実生ビルベリーの各部分に由来する懸濁液におけるポリフェノール及びプ
ロシアニジン産生の検出及び確認
　本実施例では、実施例４及び５に記載の通りに植物の各部位（根部、胚軸、ベリー、子
葉、茎部、及び葉部）から調製したすべての懸濁液から、プロシアニジンを製造可能であ
ったことを実証する。図３は、各部分についてのクロマトグラムを示す。確認されている
カカオプロシアニジンクロマトグラムと重ねあわせたところ（図４）、示されているクロ
マトグラムがプロシアニジンのものであること、各オリゴマーの保持時間がカカオにおけ
るものと同様であること、ビルベリーでも、その他の二量体、三量体、及び四量体の異性
体が示されることを更に確認した。２８０ｎｍでのＵＶ吸収でも、パターンがカカオと類
似していることが示され、かつプロシアニジンの存在が確認された（図５）。
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