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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22年8月12日(2010.8.12)

【公表番号】特表2009-542235(P2009-542235A)
【公表日】平成21年12月3日(2009.12.3)
【年通号数】公開・登録公報2009-048
【出願番号】特願2009-518756(P2009-518756)
【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｐ  21/02     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)
   Ｃ０７Ｋ  14/62     (2006.01)
   Ａ６１Ｋ  38/28     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ   3/10     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｐ  21/02    　　　Ｅ
   Ｃ１２Ｎ  15/00    ＺＮＡＡ
   Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ａ
   Ｃ０７Ｋ  14/62    　　　　
   Ａ６１Ｋ  37/26    　　　　
   Ａ６１Ｐ   3/10    　　　　

【手続補正書】
【提出日】平成22年6月28日(2010.6.28)
【手続補正１】
【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３：アルギニンアミドとのカップリングによるＡｒｇ（Ｂ３１）、Ｇｌｙ（Ａ２
１）前駆体からのＡｒｇ（Ｂ３１）、Ａｒｇ（Ｂ３２）、Ｇｌｙ（Ａ２１）インスリンの
調製
　２１Ａ－Ｇｌｙ－３０Ｂ　ａ　Ｌ－Ａｒｇ－インスリン１００ｍｇをアルギニンアミド
溶液０.９５ｍＬ（４４６ｇ／Ｌ）に溶解し、１Ｍの酢酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ５.８）
０.１３ｍＬ及びＤＭＦ２ｍＬを添加した。反応混合物を１２℃に冷却し、トリプシン０.
０９４ｍＬ（０.０７５ｍｇ、Roche Diagnostics）を添加することによって開始した。
　８時間後、ＴＦＡをｐＨ２.５まで添加することによって反応を停止させ、ＨＰＬＣに
よって分析した。６０％を超えるＡｒｇ（Ｂ３１）、Ａｒｇ（Ｂ３２）、Ｇｌｙ（Ａ２１
）ヒトインスリンが生成した。トリプシン阻害剤溶液を添加した後、米国特許第５,６５
６,７２２号と同様に、アミド化された類似体を精製した。次に、アミド化されたインス
リン類似体を、酸の存在下で数時間加水分解して、Ａｒｇ（Ｂ３１）、Ａｒｇ（Ｂ３２）
、－Ｇｌｙ（Ａ２１）ヒトインスリンを得た。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００４２
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００４２】
　実施例４：リシンアミドとのカップリングによるＡｒｇ（Ｂ３１）、Ｇｌｙ（Ａ２１）
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ヒトインスリン前駆体からのＡｒｇ（Ｂ３１）、Ｌｙｓ（Ｂ３２）、Ｇｌｙ（Ａ２１）ヒ
トインスリンの調製
　２１Ａ－Ｇｌｙ－３０Ｂ　ａ　Ｌ－Ａｒｇ－インスリン１００ｍｇをリシンアミド溶液
０.９３ｍＬ（４００ｇ／Ｌ）に溶解し、１Ｍの酢酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ５.８）０.
１３ｍＬ及びＤＭＦ２ｍＬを添加した。反応混合物を１２℃に冷却し、トリプシン０.０
９４ｍＬ（０.０７５ｍｇ、Roche Diagnostics）を添加することによって開始した。
　８時間後、ＴＦＡをｐＨ２.５まで添加することによって反応を停止させ、ＨＰＬＣに
よって分析した。Ａｒｇ（Ｂ３１）、Ｌｙｓ（Ｂ３２）－ＮＨ2、Ｇｌｙ（Ａ２１）ヒト
インスリンを生成させ、米国特許第５,６５６,７２２号と同様に、トリプシン阻害剤溶液
の添加後に精製した。次に、酸の存在下で、アミド化されたインスリン類似体を数時間加
水分解し、Ａｒｇ（Ｂ３１）、Ｌｙｓ（Ｂ３２）、Ｇｌｙ（Ａ２１）ヒトインスリンを得
た。
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００６６
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００６６】
　次に、実施例１２と同様に、ヒルジン融合部分が、位置３においてＮ末端で開始する６
個のヒスチジンによって伸長され、及び配列ＤＤＤＤＫ（配列番号１４）によって位置７
２からＣ末端で伸長された融合タンパク質をコードするベクターｐＡＤＨ２＿ＬＴ＿Ｈ６
＿Ｈｉｒ＿ｅｎｔｅｒｏ＿ｉｎｓ＿ｇｌｙＡ２１を構築した。
【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００７５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００７５】
　実施例１８：アルギニンアミドとのカップリングによるＢ（１～２９）－Ａ（１～２１
）スプリットインスリン前駆体からのＡｒｇ（Ｂ３０）－インスリンの調製
　Ｂ（１～２９）－Ａ（１～２１）スプリットインスリン１００ｍｇをアルギニンアミド
溶液０.９５ｍＬ（４４６ｇ／Ｌ）に溶解し、１Ｍの酢酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ５.８）
０.１３ｍＬ及びＤＭＦ２ｍＬを添加した。反応混合物を１２℃に冷却し、トリプシン０.
０９４ｍＬ（０.０７５ｍｇ、Roche Diagnostics）を添加することによって開始した。
【手続補正５】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００７７
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００７７】
　実施例１９：リシンアミドとのカップリングによるＢ（１～２９）－Ａ（１～２１）ス
プリットインスリン前駆体からのＬｙｓ（Ｂ３０）－インスリンの調製
　Ｂ（１～２９）－Ａ（１～２１）スプリットインスリン１００ｍｇをリシンアミド溶液
０.９３ｍＬ（４００ｇ／Ｌ）中に溶解し、１Ｍの酢酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ５.８）０
.１３ｍＬ及びＤＭＦ２ｍＬを添加した。反応混合物を１２℃に冷却し、トリプシン０.０
９４ｍＬ（０.０７５ｍｇ、Roche Diagnostics）を添加することによって出発した。８時
間後、ＴＦＡをｐＨ２.５まで添加することによって反応を停止させ、ＨＰＬＣによって
分析した。Ｌｙｓ（Ｂ３０）－インスリンアミドが生成し、米国特許第５,６５６,７２２
号と同様に、トリプシン阻害剤溶液の添加後に精製した。次に、アミド化されたインスリ
ンを酸の存在下で数時間加水分解してＬｙｓ（Ｂ３０）－インスリンを得るか、又は薬剤
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として直接使用することが可能であった。
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