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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25年3月14日(2013.3.14)

【公表番号】特表2012-519489(P2012-519489A)
【公表日】平成24年8月30日(2012.8.30)
【年通号数】公開・登録公報2012-034
【出願番号】特願2011-553101(P2011-553101)
【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   9/12     (2006.01)
   Ｃ０７Ｋ  19/00     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｎ  15/00    ＺＮＡＡ
   Ｃ１２Ｎ   9/12    　　　　
   Ｃ０７Ｋ  19/00    　　　　

【手続補正書】
【提出日】平成25年1月28日(2013.1.28)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００７４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００７４】
　これらの知見に促されて、本発明者らは、いくつかのグループＩＩイントロンＲＴを、
ベクターｐＭａｌ－ｃ２ｔにおいて剛性リンカーを介してそのタンパク質のＮ末端に融合
されたＭａｌＥタグとともに発現するプラスミドを構築した。試験されたＲＴには、上記
プラスミドアッセイを用いてレトロホーミングを支持する能力を予め試験していたいくつ
かのＴ．ｅｌｏｎｇａｔｕｓグループＩＩイントロンＲＴ、および以前に高収率かつ高活
性で精製することが困難だったグループＩＩイントロンＲＴに関係する２つのＧ．ｓｔｅ
ａｒｏｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓグループＩＩイントロンＲＴ（Ｖｅｌｌｏｒｅら、Ａｐ
ｐｌ．Ｅｎｖｉｒｏｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．７０，７１４０－７１４７，２００４；Ｎ
ｇら、Ｇｅｎｅ　３９３，１３７－１４４，２００７）が含まれた。いくつかの構築物に
おいて、本発明者らは、精製において全長タンパク質について濃縮するために、さらにＣ
末端Ｈｉｓ６－タグを付加した。このＭａｌＥ－ＲＦ－ＲＴ融合タンパク質を大腸菌にお
いて発現させ、核酸のＰＥＩ沈殿の後のアミロースアフィニティークロマトグラフィおよ
びヘパリンＳｅｐｈａｒｏｓｅクロマトグラフィを含む手順によって精製した。Ｃ末端Ｈ
ｉｓ６タグを有する構築物については、さらにＮｉカラムクロマトグラフィ工程を含めた
。それらのタンパク質を、５０％グリセロールを含む精製緩衝液に対して透析し、急速冷
凍し、－８０℃で保存した。最終的なタンパク質調製物は、＞９５％純粋、０．５～２．
２ｍｇ／ｌの収率で、ＲＴ活性は、少なくとも６ヶ月間の貯蔵後に低下しなかった。
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