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【手続補正書】
【提出日】令和2年5月11日(2020.5.11)
【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】
　イヌ科動物膵β細胞またはイヌ科動物β細胞腫瘍を調製する方法であって、
　ａ）イヌ科動物未熟膵細胞に、ｉ）インスリンプロモーターの制御下でＳＶ４０ラージ
Ｔ抗原を発現するレンチウイルスベクター、またはｉｉ）インスリンプロモーターの制御
下でＳＶ４０ラージＴ抗原を発現するレンチウイルスベクターおよびインスリンプロモー
ターの制御下でｈＴｅｒｔを発現するレンチウイルスベクター、またはｉｉｉ）インスリ
ンプロモーターの制御下でＳＶ４０ラージＴ抗原とｈＴｅｒｔの両方を発現するレンチウ
イルスベクターを形質導入および同時形質導入する工程；
　ｂ）ａ）で得られた形質導入未熟膵細胞を第１の重症複合免疫不全症（ｓｃｉｄ）非ヒ
ト動物の腎被膜に導入する工程；
　ｃ）形質導入未熟膵細胞にインスリノーマ様構造を発達させる工程、ここで、インスリ
ノーマ様構造のイヌ科動物未熟膵細胞はインスリン産生膵β細胞に分化している；
　ｄ）工程ｃ）で得られたインスリノーマ様構造を顕微解剖し、その細胞を解離させる工
程；
　ｅ）工程ｄ）で得られた細胞を第２のｓｃｉｄ非ヒト動物の腎被膜にサブ移植する工程
；
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　ｆ）工程ｅ）のサブ移植細胞に新たに発達したインスリノーマ様構造を発達および再生
させる工程、ここで、当該新たに発達したインスリノーマ様構造はインスリン産生膵β細
胞内で富化される；
　ｇ）工程ｆ）で得られたインスリノーマ様構造を顕微解剖し、その細胞を解離させ、回
収する工程；
　ｈ）場合により、工程ｇ）で得られた細胞を第３の非ヒトｓｃｉｄ動物の腎被膜にサブ
移植し、インスリン産生膵β細胞のさらなる富化および増幅を可能とする工程；および
　ｉ）場合により、適当な量のインスリン産生膵β細胞が得られるまで工程ｅ）、ｆ）お
よびｇ）を繰り返す工程
を含んでなる、方法。
【請求項２】
　前記イヌ科動物未熟膵細胞が、イヌ未熟膵細胞である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記イヌ科動物未熟膵細胞が、膵臓の右葉（または頭部）の一部または膵臓の全右葉（
または頭部）から得られる、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記イヌ科動物未熟膵細胞が、最終の妊娠第三期、好ましくは受胎後４０～６０日、さ
らに好ましくは受胎後４０～５５日、さらに好ましくは受胎後４０～４６日、特に受胎後
４５日のイヌ科動物胎仔膵臓から得られる、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記レンチウイルスベクターの構築物が、可逆的または条件付き不死化を可能とする、
請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記レンチウイルスベクターが、少なくとも１つのＬｏｘＰ部位およびＳＶ４０ラージ
Ｔを含んでなり、かつ／または、ｈＴＥＲＴ遺伝子が、Ｃｒｅリコンビナーゼの作用によ
って除去される、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記レンチウイルスベクターが、少なくとも１つのＦＲＴ部位を含んでなり、かつ、Ｓ
Ｖ４０ラージＴおよび／またはｈＴＥＲＴ遺伝子が、ＦＬＰリコンビナーゼの作用によっ
て除去される、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　ＳＶ４０ラージＴを発現する前記レンチウイルスベクターおよびｈＴＥＲＴを発現する
前記レンチウイルスベクターが、ＬｏｘＰ部位またはＦＬＰ部位をさらに含んでなる（た
だし、部位特異的組換え部位は前記ベクター間で異なる）、請求項１～５のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項９】
　不死化遺伝子ＳＶ４０ラージＴおよび／またはｈＴＥＲＴが除去された細胞のみを選択
するために、ＣｒｅまたはＦＬＰリコンビナーゼの作用後に負の選択工程が行われる、請
求項６～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記レンチウイルスベクターが、少なくとも１つの負の選択マーカー遺伝子を含む、請
求項６～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記負のマーカー遺伝子が、ＨＳＶ－ＴＫ遺伝子、ヒポキサンチンホスホリボシルトラ
ンスフェラーゼ（ＨＰＲＴ）遺伝子、グアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（Ｇｐ
ｔ）遺伝子、およびシトシンデアミナーゼ遺伝子からなる群から選択される、請求項１０
に記載の方法。
【請求項１２】
　前記ｓｃｉｄ非ヒト動物が、ｓｃｉｄマウスである、請求項１～１１のいずれか一項に
記載の方法。
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【請求項１３】
　工程ｄ）の細胞に、インスリンプロモーターの制御下で抗生物質耐性遺伝子を発現する
レンチウイルスベクターを形質導入することをさらに含んでなる、請求項１～１２のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記抗生物質耐性遺伝子が、ネオマイシン耐性遺伝子である、請求項１３に記載の方法
。
【請求項１５】
　工程ｉ）で得られたイヌ科動物膵β細胞を回収して均質な細胞集団を形成し、場合によ
り、前記集団をｉｎ　ｖｉｔｒｏで培養してイヌ科動物機能的β細胞株を樹立することを
さらに含んでなる、請求項１～１４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　ＳＶ４０ラージＴ、ｈＴＥＲＴおよび／または抗生物質耐性導入遺伝子を除去すること
を含む１以上の脱不死化工程をさらに含んでなる、請求項１～１５のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１７】
　請求項１～１６のいずれか一項に記載の方法によって得ることができるイヌ科動物β細
胞腫瘍またはイヌ科動物膵β細胞。
【請求項１８】
　前記腫瘍または細胞が、以下の特徴：
　カルボキシペプチダーゼ－Ａ陰性
　転写因子Ｐｄｘ１陽性
　転写因子ＭａｆＡ陽性
　プロコンベルターゼＰｃｓｋ１陽性
　グルコース輸送体Ｇｌｕｔ２の発現
　カリウムチャネルのサブユニットをコードするＫｃｎｊ１１およびＡｂｃｃ８の発現
　亜鉛輸送体Ｚｎｔ８（Ｓｌｃ３０ａ８）の発現
　イヌ科動物特異的インスリンの発現
のうち少なくとも１つを有する、請求項１７に記載のイヌβ細胞腫瘍またはイヌ膵β細胞
。
【請求項１９】
　前記腫瘍または細胞が、抗インスリン抗体、抗ＧＡＤ抗体および／または抗ＩＡ２抗体
との反応に陽性である、請求項１７または１８のいずれか一項に記載のイヌ科動物β細胞
腫瘍またはイヌ科動物膵β細胞。
【請求項２０】
　前記細胞が、無血清培地およびマトリゲルまたはフィブロネクチンコーティングウェル
での培養で維持および増殖される、請求項１７～１９のいずれか一項に記載のイヌ膵β細
胞。
【請求項２１】
　マトリゲルまたはフィブロネクチンを含んでなる無血清培地中に請求項１７～２０のい
ずれか一項に記載のイヌ科動物膵β細胞を含んでなる細胞培養物。
【請求項２２】
　前記細胞が最初のβ細胞表現型に復帰する、請求項１～１６のいずれか一項に記載の方
法によって得ることができるイヌ科動物機能的膵β細胞。
【請求項２３】
　薬学上許容可能な担体と、有効量の請求項２２に記載のイヌ科動物機能的膵β細胞とを
含んでなり、前記細胞が場合によりカプセル封入される、獣医学用組成物。
【請求項２４】
　イヌ科動物膵障害の治療において使用するための請求項２３に記載のイヌ科動物機能的
膵β細胞。
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摘要(译)

本发明涉及制备商业规模量的犬功能性β细胞和从不成熟的犬不成熟的胰
腺组织建立细胞系的方法。 本发明还涉及使用犬β细胞肿瘤或由其衍生
的细胞的诊断方法。 该方法包括亚移植程序，其用于富集增殖的β细胞
内的植入物以产生犬β细胞系。 这些菌株在葡萄糖刺激下表达，产生和
分泌胰岛素。
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