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【 誤 訳 訂 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 6月 15日 (2007.6.15)
【 誤 訳 訂 正 １ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ９
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 明 細 書 の こ の 態 様 に 従 っ て 、 図 、 及 び 特 に 哺 乳 動 物 の 血 清 ア ル ブ ミ ン に 結 合 す る ペ プ
チ ド リ ガ ン ド 選 択 に 適 当 な ア ミ ノ 酸 、 及 び 例 示 さ れ る ペ プ チ ド に つ い て は 図 ５ Ａ

、 ８ Ａ 及 び 図 ９ を 作 成 し た 。 好 ま し い 態 様 で は 、 数 種 の 血 清 ア ル ブ ミ ン に わ
た っ て 結 合 す る ペ プ チ ド リ ガ ン ド の 選 択 に つ い て は 図 ９ に 具 体 例 を 示 し た 。
　 本 発 明 の こ の 態 様 に 従 う 好 ま し い 化 合 物 は 次 の も の を 含 む ：
Asp-Leu-Cys-Leu-Arg-Asp-Trp-Gly-Cys-Leu-Trp (配 列 番 号 ： 119)
Asp-Ile-Cys-Leu-Pro-Arg-Trp-Gly-Cys-Leu-Trp (配 列 番 号 ： 120)
Met-Glu-Asp-Ile-Cys-Leu-Pro-Arg-Trp-Gly-Cys-Leu-Trp-Glu-Asp (配 列 番 号 ： 121)
Gln-Arg-Leu-Met-Glu-Asp-Ile-Cys-Leu-Pro-Arg-Trp-Gly-Cys-Leu-Trp-Glu-Asp-Asp-Phe 
(配 列 番 号 ： 122)
Gln-Gly-Leu-Ile-Gly-Asp-Ile-Cys-Leu-Pro-Arg-Trp-Gly-Cys-Leu-Trp-Gly-Asp-Ser-Val 
(配 列 番 号 ： 123)
Gln-Gly-Leu-Ile-Gly-Asp-Ile-Cys-Leu-Pro-Arg-Trp-Gly-Cys-Leu-Trp-Gly-Asp-Ser-Val-
Lys (配 列 番 号 ： 124)
Glu-Asp-Ile-Cys-Leu-Pro-Arg-Trp-Gly-Cys-Leu-Trp-Glu-Asp-Asp (配 列 番 号 ： 125)
Arg-Leu-Met-Glu-Asp-Ile-Cys-Leu-Pro-Arg-Trp-Gly-Cys-Leu-Trp-Glu-Asp-Asp (配 列 番
号 ： 126)
Met-Glu-Asp-Ile-Cys-Leu-Pro-Arg-Trp-Gly-Cys-Leu-Trp-Glu-Asp-Asp (配 列 番 号 ： 127)
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Met-Glu-Asp-Ile-Cys-Leu-Pro-Arg-Trp-Gly-Cys-Leu-Trp-Glu-Asp (配 列 番 号 ： 121)
Arg-Leu-Met-Glu-Asp-Ile-Cys-Leu-Ala-Arg-Trp-Gly-Cys-Leu-Trp-Gly-Asp-Asp (配 列 番
号 ： 128)
Glu-Val-Arg-Ser-Phe-Cys-Thr-Asp-Trp-Pro-Ala-Glu-Lys-Ser-Cys-Lys-Pro-Leu-Arg-Gly 
(配 列 番 号 ： 129)
Arg-Ala-Pro-Glu-Ser-Phe-Val-Cys-Tyr-Trp-Glu-Thr-lle-Cys-Phe-Glu-Arg-Ser-Glu-Gln 
(配 列 番 号 ： 130)
Glu-Met-Cys-Tyr-Phe-Pro-Gly-Ile-Cys-Trp-Met (配 列 番 号 ： 131)
【 誤 訳 訂 正 ２ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ４ ９
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 例 示 の た め に 提 供 さ れ る も の で 、 限 定 す る も の で は な い 。 明 細 書 中 の
全 て の 文 献 の 開 示 は 、 こ こ に 出 典 明 示 す る こ と に よ り 取 り 込 ま れ る 。
実 施 例 １
Ｉ ｇ Ｇ -Ｆ ｃ ペ プ チ ド リ ガ ン ド
　 イ ン ビ ト ロ で の 選 択 は 、 イ ン ビ ボ で の ペ プ チ ド 機 能 の 作 用 を 制 限 す る こ と な く 、 Ｉ ｇ Ｇ
-Ｆ ｃ 表 面 に 結 合 す る ペ プ チ ド リ ガ ン ド を 同 定 し て な さ れ た 。 選 択 は 様 々 な 細 胞 性 ホ ル モ
ン 及 び レ セ プ タ ー に 結 合 す る ペ プ チ ド を 生 成 す る の に 近 年 使 用 さ れ て い る 多 価 及 び 一 価 の
フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー の 組 み 合 わ せ を 用 い て 行 わ れ た 。 N. C. Wrighton, 等 (1996), Scie
nce 273:458, O. Livnah,等 (1996), Science 273:464。 ｘ １ ０ ９ の  Xaa i -Cys-Xaa j -Cys
-Xaa k  の 形 態 の 異 な る ペ プ チ ド か ら な る 一 の ジ ス ル フ ィ ド 制 限 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ が 構
築 さ れ 、 こ こ で  Xaa は Ｎ Ｎ Ｓ コ ド ン 由 来 の ラ ン ダ ム ア ミ ノ 酸 で あ り 、  i+j+k=18、 及 び j=
4か ら 10で あ る 。 こ の ラ イ ブ ラ リ は グ リ シ ン と セ リ ン の 残 基 か ら な る 短 い リ ン カ ー を 有 す
る 遺 伝 子 Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ タ ン パ ク 質 と の Ｎ 末 端 融 合 体 と し て Ｍ １ ３ の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 表 面
で 発 現 し た 。 H. B. Lowman等 (1998), Biochernistry 37: 8870-8878。 よ り 具 体 的 に は 、
ラ イ ブ ラ リ は Ｓ Ｔ Ｉ Ｉ 分 泌 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 ２ ０ ア ミ ノ 酸 長 の ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ 、 つ
ま り  Xaa i -Cys-Xaa j -Cys-Xaa k  （ こ こ で 、 Xaaは Ｎ Ｎ Ｓ コ ド ン 由 来 の ラ ン ダ ム ア ミ ノ 酸 、 i
+j+k=18、 及 び j=4か ら 10で あ る ） 、 Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Glyリ ン カ ー  (配 列 番 号 ： 1
)、 及 び 成 熟 タ ン パ ク 質 の 一 番 目 の 残 基 で 開 始 す る Ｍ １ ３ 遺 伝 子 Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ を 含 ん で い た 。
　 原 則 と し て 、 の ラ イ ブ ラ リ の 偏 り の な い 性 質 に よ っ て Ｉ ｇ Ｇ -Ｆ ｃ の 任 意 の 領 域 に 潜
在 的 に 結 合 す る プ チ が 選 択 さ れ た 。 し か し な が ら 、 数 回 の 選 択 の 後 、 ラ イ ブ ラ リ は 単
一 の ペ プ チ ド 、 Ｆ ｃ -Ｉ (Glu-Thr-Gln-Arg-Cys-Thr-Trp-His-Met-Gly-Glu-Leu-Val-Trp-Cy
s-Glu-Arg-Glu-His-Asn) (配 列 番 号 ： 2) た 。 選 択 は H. B. Lowman等 ,上 掲 に
記 載 さ れ る よ う に 、 次 の 修 飾 で 実 施 さ れ た ： マ イ ク ロ タ イ タ ー の ウ ェ ル を ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の
Ｉ ｇ Ｇ -Ｆ ｃ を 用 い て 被 覆 し ； 非 特 異 性 結 合 を 更 に 防 ぐ た め に カ ゼ イ ン 阻 害 バ ッ フ ァ （ Pie
rce社 ） を ０ ． １ ％ の Ｂ Ｓ Ａ の 代 わ り に 使 用 し ； フ ァ ー ジ の 溶 出 に ７ ５ ｍ Ｍ の Ｄ Ｄ Ｔ 又 は
同 等 の 結 果 と な る ０ ． ２ ｍ Ｍ の グ リ シ ン ｐ Ｈ ２ ． ０ の 何 れ か を 作 用 さ せ た 。 Ｉ ｇ Ｇ -Ｆ ｃ
は Ｃ Ｄ ４ -Ｉ ｇ Ｇ １ イ ム ノ ア ド ヘ シ ン タ ン パ ク 質 の パ パ イ ン 切 断 に よ っ て 得 ら れ る 、 Capon
等 , (1989), Nature, 337:525。 切 断 さ れ た 物 質 は タ ン パ ク 質 Ａ セ フ ァ ロ ー ス 、 続 い て Sup
erdex-75（ Pharmacia社 ） に 通 し て 精 製 し 、 次 い で ２ ８ ０ ｎ ｍ の 吸 光 度 で 定 量 し た 。
【 誤 訳 訂 正 ３ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ０
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 選 択 実 験 を 再 び 繰 り 返 し て Ｆ ｃ -Ｉ 、 更 に 関 連 ペ プ チ ド 、 Ｆ ｃ -Ｉ Ｉ （ Lys-Glu-Ala-Ser-
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Cys-Ser-Tyr-Trp-Leu-Gly-Glu-Leu-Val-Trp-Cys-Val-Ala-Gly-Val-Glu） （ 配 列 番 号 ： 3）
を 得 た 。 Ｆ ｃ -Ｉ Ｉ ペ プ チ ド は Ｆ ｃ -Ｉ に 見 ら れ る 開 始 Gly-Glu-Leu-Val-Trp（ 配 列 番 号 ： 1
32） 配 列 及 び シ ス テ イ ン ス ペ ー シ ン グ を 共 有 し て 。 明 ら か に 、 こ れ ら ２ つ の ペ プ チ ド
は 、 開 始 プ ー ル に 存 在 す る 他 の Ｉ ｇ Ｇ -Ｆ ｃ 結 合 ペ プ チ ド の 選 択 の
に 十 分 高 い 親 和 性 を 有 す る Ｉ ｇ Ｇ -Ｆ ｃ に 結 合 し た 。 ２ つ の ペ プ チ ド は 標 準 ９ -フ ル オ レ ニ
ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル プ ロ ト コ ル を 用 い て 固 相 フ ァ ー ジ 上 で 合 成 さ れ 、 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ
り 精 製 さ れ 。 質 量 を エ レ ク ト ロ ス プ レ ー 質 量 分 析 に よ り 確 認 し 、 精 製 し た ペ プ チ ド を ２
８ ０ ｎ ｍ の Ｕ Ｖ 吸 光 度 で 定 量 し た 。
　 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を H. B. Lowman,等 , 上 掲 に 記 載 さ れ る と 同 様 の 方 法 で 実 施 し た 。
概 略 し て 言 う と 、 タ ン パ ク 質 Ａ  Ｚ を ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ
ェ ル 上 に 固 定 し 、 遮 断 し て 、 記 し た よ う に 洗 浄 し た 。 濃 度 ３ １ ２ ｎ Ｍ か ら ０ ． ３ ｎ Ｍ の
ビ オ チ ニ ル 化 Ｉ ｇ Ｇ -Ｆ ｃ 濃 度 ２ １ ５ μ Ｍ か ら ０ ． ８ μ Ｍ の ペ プ チ ド の 合 物 の 基 を
調 製 し 。 こ れ ら の 混 合 物 を 固 定 し た タ ン パ ク 質 Ａ  Ｚ ド メ イ ン と １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 次 い で プ レ ー ト を ア ビ ジ ン ／ Ｈ Ｒ Ｐ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 用 い て 記 載 し た よ う に 洗 浄 し
て 発 さ せ た 。 次 に ビ オ チ ン -Ｉ ｇ Ｇ -Ｆ ｃ の 各 濃 度 に つ い て 阻 害 曲 線 を 算 定 し 、 次 い で Ｋ
ｉ を 得 る た め に 最 大 阻 害 の 半 分 の 値 の 曲 線 、 「 Ｉ Ｃ ５ ０ 」 を ゼ ロ ビ オ チ ン -Ｉ ｇ Ｇ -Ｆ ｃ 濃
度 に 対 し て 推 定 し た 。 Ｆ ｃ -Ｉ 及 び Ｆ ｃ -Ｉ Ｉ ペ プ チ ド 双 方 と も 、 約 ５ μ Ｍ の 阻 害 定 数 （ Ｋ
ｉ ） で の Ｉ ｇ Ｇ -Ｆ ｃ と の 結 合 タ ン パ ク 質 Ａ （ Ｚ ド メ イ ン ） （ B. Nilsson等 (1987
), Protein Eng. 1:107） と 競 合 す た 。 結 果 か ら 、 こ れ ら の ペ プ チ ド が タ
ン パ ク 質 Ａ 結 合 部 位 と 一 致 す る Ｉ ｇ Ｇ -Ｆ ｃ 上 の 重 複 部 位 に 結 合 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 誤 訳 訂 正 ４ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ １
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ １ 】
　 Ｆ ｃ -Ｉ Ｉ ペ プ チ ド の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 、 Ｓ Ｔ Ｉ Ｉ シ グ ナ ル 配 列 、 Ｆ ｃ -Ｉ Ｉ ペ プ チ ド  Lys-G
lu-Ala-Ser-Cys-Ser-Tyr-Trp-Leu-Gly-Glu-Leu-Val-Trp-Cys-Val-Ala-Gly-Val-Glu (配 列
番 号 ： 3)、 Gly-Gly-Gly-Pro-Gly-Gly-Gly リ ン カ ー (配 列 番 号 ： 4)、 及 び 残 基 ２ ５ ３ で 開
始 す る Ｍ １ ３ 遺 伝 子 Ｉ Ｉ Ｉ タ ン パ ク 質 を 有 す る 構 築 物 を 得 る た め に カ セ ッ ト 突 然 変 異 に よ
っ て 一 価 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ フ ォ ー マ ッ ト を 実 施 し た 。 Ｆ ｃ -Ｉ Ｉ 配 列 を フ ァ
ー ジ デ ィ ス プ レ イ に よ っ て 親 和 性 成 熟 し た 。 ５ 組 の 残 基 を ペ プ チ ド 配 列 の 非 シ ス テ イ ン 位
置 を 完 全 に 網 羅 す る ６ つ の 分 離 し た ラ イ ブ ラ リ で 無 策 位 に 突 然 変 異 さ せ 、 次 い で Ｉ ｇ Ｇ -
Ｆ ｃ に 対 し て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
　 一 組 の 二 次 生 成 の 一 価 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ を Ｆ ｃ -Ｉ Ｉ 配 列  Lys-Glu-Al
a-Ser-Cys-Ser-Tyr-Trp-Leu-Gly-Glu-Leu-Val-Trp-Cys-Val-Ala-Gly-Val-Glu (配 列 番 号
： 3) に 基 づ い て 構 築 し 、 こ こ で ５ つ の 配 列 残 基 は ２ つ の シ ス テ イ ン 以 外 の １ 、 ４ 、 ７ 、
１ ０ 、 １ ２ 、 及 び １ ６ の 位 置 で 開 始 す る 各 ラ イ ブ ラ リ の Ｎ Ｎ Ｓ コ ド ン を 用 い て ラ ン ダ ム 化
さ れ た 。 各 ラ イ ブ ラ リ は 約 １ ｘ １ ０ ８ の 多 様 性 を 有 し て い た 。 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ を そ れ
ぞ れ Ｉ ｇ Ｇ -Ｆ ｃ に 結 合 さ せ る た め に ６ 回 ス ク リ ー ニ ン グ し 、 次 い で 配 列 決 定 し た 。 次 に
こ の 選 択 か ら の 好 ま し い 残 基 を 、 完 全 長 ペ プ チ ド 配 列 ３ つ の 更 な る ラ イ ブ ラ リ を 用
い て た 。 ３ つ の 更 な る ラ イ ブ ラ リ を １ つ の ペ プ チ ド の 各 位 置 の 好 ま し い ア ミ ノ 酸 を
再 結 合 す る た め に 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 を 用 い て 構 築 し た 。 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ Ｄ Ｎ Ａ 配
列 は 塩 基 （ Ｉ Ｕ Ｐ Ａ Ｃ コ ー ド ） の 混 合 物 を 含 む ：  DRG GWA GMA RRC TGC KCT TRS CAC
 MTG GGC GAG CTG GTC TGG TGC RVC RVM BKC GAS KDW (配 列 番 号 ： 5)、 DRS VWG SVG RRC 
TGC KCC TRS YRS MTG GGC GAG CTG GTC TGG TGC RNC VVS NBS GWS KDM (配 列 番 号 ： 6)、
及 び  DNS NNS NNS VNS TGC BVG TDS HRS MDS GGC GAG STC KKG WRG TGC RNM NNS NNS NNS
 NNM (配 列 番 号 ： 7)。 ま た こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ を Ｉ ｇ Ｇ -Ｆ ｃ に 対 し て ６ 回 ソ ー ト し 、 次
い で 配 列 決 定 し た 。
　 Ｉ ｇ Ｇ -Ｆ ｃ に 対 し て ス ク リ ー ニ ン グ し た 後 、 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ か ら の コ ン セ ン サ ス
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型 は 、 高 度 に 保 存 さ れ た １ ３ 残 基 を 核 に す る 配 列 (Asp-Cys-Ala-Trp-His-Leu-Gly-Glu-Leu
-Val-Trp-Cys-Thr) (配 列 番 号 ： 8)を 示 唆 し た 。 一 致 す る ペ プ チ ド （ Ｆ ｃ -Ｉ Ｉ Ｉ ） を 合 成
し 、 １ ０ ０ ｎ Ｍ の Ｉ Ｃ ５ ０ を 有 す る Ｆ ｃ に 対 す る タ ン パ ク 質 Ａ （ Ｚ ド メ イ ン ） の 結
合 を 阻 害 す る こ と が 分 か っ た 。 従 っ て 、 Ｆ ｃ -Ｉ Ｉ Ｉ は Ｆ ｃ -Ｉ Ｉ よ り も 短 い ７ つ の 残 基 で
あ る が 、 ５ ０ 倍 固 く 結 合 す る 。 サ イ ズ が 小 さ い に も 関 わ ら ず 、 Ｆ ｃ に 対 す る Ｆ ｃ -Ｉ Ｉ Ｉ
の 結 合 親 和 性 は タ ン パ ク 質 Ａ 及 び タ ン パ ク 質 Ｇ の ド メ イ ン れ ぞ れ 約 ４ 倍 大 き く 、 約 １
０ ｎ Ｍ の Ｋ ｄ Ｓ で 結 合 す の も の よ り １ ０ 倍 弱 。 S. R. Fahnestock,
等  in Bacterial Immunogloblin-Binding Proteins (Academic Press, Inc. 1990) Vol.1
, chap. 11. R. Karlsson, L. Jendeberg, B. Nilsson, J. Nilsson, P. Nygren (1995),
 J. Immuno. Methods 183:43。
【 誤 訳 訂 正 ５ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ３
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ３ 】
実 施 例 ２
Ｉ ｇ Ｇ -Ｆ ｃ ペ プ チ ド リ ガ ン ド で 標 識 し た 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ｆ ａ ｂ の 構 築
　 ペ プ チ ド リ ガ ン ド ド メ イ ン と 活 性 ド メ イ ン を 有 す る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 を 形 成 す る た め に
Ｉ ｇ Ｇ -Ｆ ｃ ペ プ チ ド リ ガ ン ド を 生 理 活 性 化 合 物 と 結 合 さ せ て も よ い 。 こ の 実 施 例 で は 、
Ｉ ｇ Ｇ -Ｆ ｃ ペ プ チ ド リ ガ ン ド を ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 認 識 Ｆ ａ ｂ 断 片 と 結 合 さ せ る 。 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ に 対 す る 中 和 抗 体 を マ ウ ス の ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 事 前 に 同 定 し て お き 、 ト 化 し フ ァ
ー ジ デ ィ ス プ レ イ で 最 適 化 し た 。 Muller等 (1998), Structure 6:1153-1167; Chen等 (1999
), J. Mol. Biol. 293:865-881; 及 び 国 際 特 許 公 開 番 号 WO98/45331参 照 。 無 関 係 の Ｉ ｇ Ｇ
に 対 す る 結 合 親 和 性 を 、 抗 結 合 親 和 性 を 壊 す こ と な く Ｆ ａ ｂ に 加 え る こ と が で
き る か を 試 験 す る た め に 、 こ の 抗 体 の ２ つ の ヒ ト 化 Ｆ ａ ｂ 型 を 選 択 し た 。 実 施 例 １ に 記 載
さ れ る ペ プ チ ド -フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 方 法 で 同 定 さ れ 、 最 適 化 さ れ た Ｉ ｇ Ｇ -Ｆ ｃ ペ プ チ
ド リ ガ ン ド 、  DCAWHLGELVWCT (配 列 番 号 ： 8) 、 ペ プ チ ド と Ｆ ａ ｂ の 間 に 性 を 与 え る
短 い ペ プ チ ド リ ン カ ー （ Gly-Gly-Gly） と 共 に 使 用 る 。 こ の 抗 体 の 場 合 に は 軽 鎖 が 抗
結 合 へ の 僅 か な 寄 与 を 有 す る こ と が 既 知 で あ る （ Muller等 , 1998, 上 掲 ） の で 、 Ｆ ａ ｂ の
軽 鎖 が 融 合 選 択 さ れ る 。 原 則 と し て ペ プ チ ド リ ガ ン ド ド メ イ ン は Ｎ 末 端 、 Ｃ 末 端 に 導
入 又 は も と の Ｆ ａ ｂ 配 列 中 に 挿 入 Ｉ ｇ Ｇ 結 合 を 導 入 す る よ う に 機 能 す る
こ と が で き る 。 こ こ で 記 載 さ れ る の は Ｎ 末 端 融 合  DCAWHLGELVWCTGGG-(軽 鎖 )(配 列 番 号
： 109) 並 び に Ｃ 末 端 融 合 物  (軽 鎖 )-GGGWEADCAWHLGELVWCT (配 列 番 号 ： 110)で あ る 。
　 体 軽 鎖 の Ｎ 末 端 で Ｉ ｇ Ｇ -Ｆ ｃ ペ プ チ ド リ ガ ン ド の 融 合 物 を 作 成 す る よ う に 、 抗 Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ プ ラ ス ミ ド の 突 然 変 異 オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 、 Ｈ Ｌ -５ ６ ９ を 設 計 し
、 合 成 し た 。 Ｈ Ｌ -５ ６ ９ の 配 列 （ 更 な る ペ プ チ ド 配 列 に 下 線 を 引 い た ） は ：  5'-ACA AAC
 GCG TAC GCT  GAT
 ATC CAG TTG ACC-3' (配 列 番 号 ： 111)。 GACコ ド ン は 軽 鎖 の Ｎ 末 端 の Ｓ Ｔ Ｉ Ｉ 選 択 シ グ ナ
ル 配 列 に 続 き 、 GATコ ド ン は 成 熟 （ 野 生 型 ） 軽 鎖 の 一 番 目 の 残 基 に 相 当 す る 。
　 他 の オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 、 Ｈ Ｌ -５ ７ ０ を 、 抗 体 軽 鎖 の Ｃ 末 端 ペ プ チ ド リ
ガ ン ド の 融 合 構 築 の た め に 設 計 し 、 合 成 し た 。 Ｈ Ｌ -５ ７ ０ の 配 列 （ 更 な る ペ プ チ ド 配
列 に 下 線 を 引 い た ） は ： 5'-AAC AGG GGA GAG TGT 

 TAA GCT GAT CCT CTA C-3'(配 列 番 号 ： 112)
。 下 線 を 引 い た GGAの 前 に あ る TGTコ ド ン は 軽 鎖 の 残 基 Cys-214に 相 当 し 、 TAA「 停 止 コ ド ン
」 は 翻 訳 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 の 末 端 を す る 。 フ ァ ー ジ ミ ド ｐ Ｙ ０ １ ９ ２ 及 び ｐ Ｙ ０ ３
１ ７ （ Muller等 , 1998, 上 掲 ； Chen等 , 1999； 及 び 国 際 特 許 公 開 番 号 WO98/45331に 記 載 ）
は ヒ ト 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 抗 体 の 低 親 和 性 及 び 高 親 和 性 形 態 を そ れ ぞ れ コ ー ド し て お り 、 ２ つ の
Ｉ ｇ Ｇ -ペ プ チ ド オ リ ゴ の そ れ ぞ れ を 突 然 変 異 さ せ て 構 築 物 ｐ Ｙ ０ １ ９ ２ -５ ６ ９ 、 ｐ Ｙ ０
１ ９ ２ -５ ７ ０ 、 ｐ Ｙ ０ ３ １ ７ -５ ６ ９ 、 及 び ｐ Ｙ ０ ３ １ ７ -５ ７ ０ を 得 た 。
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【 誤 訳 訂 正 ６ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ４
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ４ 】
実 施 例 ３
ペ プ チ ド リ ガ ン ド 標 識 し た 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ｆ ａ ｂ を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 の フ ァ ー ジ Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ 分 析
　 フ ァ ー ジ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 競 合 結 合 ア ッ セ イ （ Lowman(1998), M thods Mol. Biol. 87:249-26
4） を 、 Ｎ 末 端 と Ｃ 末 端 で Ｉ ｇ Ｇ -Ｆ ｃ ペ プ チ ド リ ガ ン ド で 標 識 し た 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 抗 体 変 異 体
の 見 か け の 結 合 親 和 性 に 比 較 し て 用 い 、 遺 伝 子 Ｉ Ｉ Ｉ タ ン パ ク 質 の Ｃ 末 端 ド メ イ ン の 融 合

と し て バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｍ １ ３ 粒 子 で 一 価 的 に 表 示 し た 。
　 ハ ー セ プ チ ン (登 録 商 標 )と し て も 知 ら れ る 無 関 係 の ヒ ト 化 Ｉ ｇ Ｇ 、 ４ Ｄ ５ -Ｉ ｇ Ｇ に よ
っ て リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） 中 ２ マ イ ク ロ ｇ ／ ｍ Ｌ で Nunc Maxisorp免 疫 吸 着 プ
レ ー ト 上 を 被 覆 し た 。 Ｘ Ｌ -１ ブ ル ー 大 腸 菌 （ Stratagene） を 一 晩 培 養 し た フ ァ ー ジ
ミ ド 粒 子 を ０ ． ５ ％ の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン と ０ ． ０ ５ ％ の Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ -２ ０ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ
で 希 釈 し た 。 フ ァ ー ジ ミ ド 粒 子 を 溶 解 し た ハ ー セ プ チ ン (登 録 商 標 )の 連 続 希 釈 液 と 混 合 し
、 非 吸 着 プ レ ー ト （ Nunc F96） で ２ ０ 分 間 平 衡 化 し 、 次 い で 非 結 合 フ ァ ー ジ の 除 去 の た め
に ハ ー セ プ チ ン (登 録 商 標 )被 覆 し た Maxisorpプ レ ー ト に 移 動 た 。 ２ ０ 分 後 プ レ ー ト を
Ｐ Ｂ Ｓ ／ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ で 洗 浄 し 、 抗 フ ァ ー ジ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｈ Ｒ Ｐ コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ Ph
armacia） 及 び Ｏ Ｐ Ｄ 基 質 (Sigma)で 発 さ せ た 。 構 築 物 、 ｐ Ｙ ０ １ ９ ２ -５ ６ ９ 、 ｐ Ｙ ０
１ ９ ２ -５ ７ ０ 、 ｐ Ｙ ０ ３ １ ７ -５ ６ ９ 、 及 び ｐ Ｙ ０ ３ １ ７ -５ ７ ０ の そ れ ぞ れ に つ い て の
約 １ ０ ０ － ３ ０ ０ ｎ Ｍ の Ｉ Ｃ ５ ０ 値 を 置 換 曲 線 で 示 し た 図 １ 。
【 誤 訳 訂 正 ７ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ５
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ５ 】
実 施 例 ４
Ｉ ｇ Ｇ -Ｆ ｃ ペ プ チ ド リ ガ ン ド で 標 識 し た 抗 Ｖ Ｇ Ｆ  Ｆ ａ ｂ へ の Ｉ ｇ Ｇ 結 合 の ビ ア コ ア (
商 品 名 )分 析
　 無 関 係 の Ｉ ｇ Ｇ 、 ハ ー セ プ チ ン (登 録 商 標 )と し て も 知 ら れ る ４ Ｄ ５ -Ｉ ｇ Ｇ の 、 固 定 Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ バ イ オ セ ン サ ー チ ッ プ に 事 前 に 結 合 さ せ た Ｆ ａ ｂ に 対 す る 結 合 を 測 定 す る た め に 、
表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 器 （ ビ ア コ ア 社 、 ピ ス カ タ ウ ェ イ 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー ） を 用 い た 。
　 ｐ Ｙ ０ ３ １ ７ 及 び ｐ Ｙ ０ ３ １ ７ -５ ７ ０ （ そ れ ぞ れ コ ン ト ロ ー ル 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 高 親 和 性 の
ヒ ト 化 Ｆ ａ ｂ 、 及 び Ｉ ｇ Ｇ -Ｆ ｃ ペ プ チ ド リ ガ ン ド ド メ イ ン で 標 識 し た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 高 親 和

ヒ ト 化 Ｆ ａ ｂ ； 上 掲 の 実 施 例 ２ 、 及 び WO98/45331参 照 ） に よ り コ ー ド さ れ る Ｆ ａ ｂ 変 異
体 を 大 腸 菌 で 発 現 さ せ 、 タ ン パ ク 質 Ｇ （ Pharmacia社 ） 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製
し た 。 組 み 換 え ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ を 記 述 さ れ る よ う に （ Muller等 , 1998, 上 掲 ） ビ ア コ ア (商
品 名 )Ｃ Ｍ -５ バ イ オ セ ン サ ー チ ッ プ （ ビ ア コ ア 社 ） 上 に 固 定 し た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 固 定 の 後 、
チ ッ プ を エ タ ノ ー ル ア ミ ン で 遮 断 し 、 ペ プ チ ド リ ガ ン ド を Ｙ ０ ３ １ ７ － ５ ７ ０  Ｆ ａ ｂ 、
又 は Ｙ ０ ３ １ ７ コ ン ト ロ ー ル で 標 識 し 、 ０ ． ０ ５ ％ の Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ -２ ０ と ０ ． ０ １ ％ の ア
ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ ー に 投 入 し た 。 Ｆ ａ ｂ 投 入 の 後 、 ハ ー セ プ チ ン
(登 録 商 標 )を 投 入 し 、 投 入 解 離 率 （ ｋ ｏ ｆ ｆ ） を 得 た 。
　 結 果 （ 図 ２ ） は 、 ハ ー セ プ チ ン (登 録 商 標 )が コ ン ト ロ ー ル Ｙ ０ ３ １ ７  Ｆ ａ ｂ 以 外 の
標 識 物 に 結 合 し た こ と を 示 す 。 １ ： １ ラ ン グ ミ ュ ア 結 合 モ デ ル （ Karlsson等 (1991), J. I
mmunol. Methods 145:229-240(1991)） を 用 い て 、 ２ ． ８ ｘ １ ０ － ３ 、 秒 － １ の ｋ ｏ ｆ ｆ

、 及 び ８ ． ５ 分 の 対 応 す る 消 失 半 減 期 （ ｔ １ ／ ２ ） を Ｙ ０ ３ １ ７ -５ ７ ０ に つ い て 測 定 し
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た 。 物 質 の は 結 合 率 の 測 定 を 妨 げ た 。 し か し な が ら 、 得 ら れ た
ｋ ｏ ｆ ｆ は ３ ０ ｎ Ｍ か ら ３ ０ ０ ｎ Ｍ （ ｋ ｏ ｎ は １ ０ ４ － １ ０ ５ Ｍ － １ 秒 － １ と み な す ） の
平 衡 結 合 親 和 性 、 Ｋ ｄ が ペ プ チ ド 結 合 と フ ァ ー ジ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 結 果 （ 上 ） に 一 致 す る こ
と を 示 唆 す る 。 重 要 な こ と に は 、 ビ ア コ ア (商 品 名 )の 結 果 も 、 標 識 し た Ｆ ａ ｂ が
抗 （ 固 定 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ） と 無 関 係 の Ｉ ｇ Ｇ の 両 方 に 同 時 に 結 合 で き る こ と を 示 す 。
【 誤 訳 訂 正 ８ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ６
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ６ 】
実 施 例 ５
Ｉ ｇ Ｇ -Ｆ ｃ リ ガ ン ド 標 識 し た 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ｆ ａ ｂ は 延 長 し た 消 失 半 減 期 を 有 す る
　 Ｉ ｇ Ｇ -Ｆ ｃ ペ プ チ ド リ ガ ン ド 標 識 し た 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ｆ ａ ｂ （ Ｆ ａ ｂ -Ｙ ０ ３ １ ７ -５ ７ ０
） の 血 液 ク リ ア ラ ン ス 速 度 と 組 織 分 布 を 、 標 識 し て い な い コ ン ト ロ ー ル 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ｆ ａ
ｂ  Ｙ ０ ３ １ ７ の も の と 比 較 す る 。 消 失 半 減 期 と 分 布 容 積 の 測 定 は 重 量 ２ ． ８ か ら ３ ｋ ｇ
の ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド シ ロ ウ サ ギ で 行 う 。 血 漿 試 料 中 に 存 在 す る 被 験 物 質 の 量 は 当 該 分 野 で
既 知 の 任 意 の 方 法 、 例 え ば Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 又 は Ｒ Ｉ Ａ を 用 い て 測 定 す る 。
　 薬 物 動 態 分 析 を 被 験 物 質 血 漿 濃 度 を 用 い て 実 施 す る 。 投 与 後 の 経 過 時 間 に 対 し て プ ロ ッ
ト し た 場 合 に 各 被 験 物 質 の 集 団 平 均 血 漿 デ ー タ は 多 次 指 数 関 数 プ ロ フ ィ ー ル に 一 致 す る 。
デ ー タ を 、 標 準 的 な ２ 分 画 モ デ ル に よ り ボ ー ラ ス 投 与 量 と 分 布 及 び 消 失 相 の 一 次 速 度 定 数
に 当 て は め る 。 静 脈 内 投 与 の デ ー タ に 最 適 な 一 般 式 は ： ｃ (ｔ )＝ Ａ ｅ － α ｔ ＋ Ｂ ｅ － β ｔ

で あ り 、 こ こ で ｃ (ｔ )は 時 間 ｔ に お け る 血 漿 濃 度 で あ り 、 Ａ と Ｂ は Ｙ 軸 上 の 切 片 で あ り 、
α と β は そ れ ぞ れ 分 布 及 び 消 失 相 の 見 か け の 一 次 速 度 定 数 で あ る 。 α 相 は ク リ ア ラ ン ス の
初 期 相 で あ り 、 動 物 の 全 て の 細 胞 外 液 中 の タ ン パ ク 質 の 分 布 を 示 す の に 対 し 、 衰 退 曲 線
の 第 ２ 又 は β 相 部 分 は 真 の 血 漿 ク リ ア ラ ン ス を 示 す 。 こ の よ う な に 合 さ せ る 方 法
は 当 該 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 Ａ ＝ Ｄ ／ Ｖ (α -ｋ ２ １ )／ (α -β )、 Ｂ ＝ Ｄ ／ Ｖ
(β -ｋ ２ １ )／ (α -β )、 及 び α 及 び β （ α ＞ β ） は 二 次 方 程 式 の 平 方 根 ： Ｖ ＝
分 布 容 積 、 ｋ １ ０ ＝ 消 失 率 、 ｋ １ ２ ＝ 分 画 １ か ら 分 画 ２ へ の 移 動 率 及 び ｋ ２ １ ＝ 分 画 ２ か
ら 分 画 １ へ の 移 動 率 を 用 い た ｒ ２ ＋ (ｋ １ ２ ＋ ｋ ２ １ ＋ ｋ １ ０ )ｒ ＋ ｋ ２ １ ｋ １ ０ ＝ ０ 、 Ｄ
＝ 投 与 量 。
【 誤 訳 訂 正 ９ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ７
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 試 験 日 の 朝 、 ６ 羽 の ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド シ ロ ウ サ ギ （ 体 重 ２ ． ８ － ３ ． ０ ｋ ｇ ） を 固 定 器
に 入 れ た 。 血 液 試 料 採 取 耳 動 脈 に 、 投 与 脈 に カ テ ー テ ル を
挿 入 し た 。
　 ウ サ ギ を ２ つ の 集 団 （ ｎ ＝ ３ ／ 集 団 ） に 分 け た 。 集 団 １ の 動 物 は コ ン ト ロ ー ル 抗 Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ  Ｆ ａ ｂ -Ｙ ０ ３ １ ７ の 静 脈 内 投 与 ボ ー ラ ス を 受 け た 。 集 団 ２ の ウ サ ギ は Ｆ ａ ｂ -Ｙ ０ ３
１ ７ -５ ７ ０ を 受 け た 。 集 団 の 条 件 の 概 要 と 投 与 量 に つ い て は 以 下 の 表 に 示 す 。

集 団 　 重 量 　 　 投 与 集 団 　 　 　 　 　 投 与 量 　 投 与 濃 度 　 　 投 与 量
　 　 　 (kg)　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 (mg/kg)　 　 　 (mg/mL)　 　 (mL)
１ 　 　 ２ ． ９ 　 Control-Fab-Y0317　 １ 　 　 　 　 　 　 ３ 　 　 　 　 ０ ． ９ ７
１ 　 　 ３ ． ０ 　 Control-Fab-Y0317　 １ 　 　 　 　 　 　 ３ 　 　 　 　 １ ． ０ ０
１ 　 　 ２ ． ９ 　 Control-Fab-Y0317　 １ 　 　 　 　 　 　 ３ 　 　 　 　 ０ ． ９ ７
２ 　 　 ２ ． ８ 　 Fab-Y0317-5701 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ３ 　 　 　 　 ０ ． ９ ３
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２ 　 　 ３ ． ０ 　 Fab-Y0317-5701 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ３ 　 　 　 　 １ ． ０ ０
２ 　 　 ２ ． ９ 　 Fab-Y0317-5701 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ３ 　 　 　 　 ０ ． ９ ７

　 投 与 の 直 前 と 投 与 後 １ ０ 、 ２ ０ 、 ４ ０ 分 、 １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 ２ ４ 及 び ４ ８ 時 間
に 順 次 血 液 試 料 （ ０ ． ５ ｍ Ｌ ） を し た 。 血 液 を 血 清 分 離 管 に 収 集 し 、 室 温 で 凝 血 さ せ
（ ～ ３ ０ 分 ） 、 遠 心 分 離 し た 。 血 清 を 採 取 し 、 分 析 ま で の 間 直 ち に － ７ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 誤 訳 訂 正 １ ０ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ８
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト を ０ ． ５ マ イ ク ロ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ を 含 有 す る ５ ０ ｍ Ｍ の 炭 酸 バ
ッ フ ァ ー 、 ｐ Ｈ ９ ． ６ で 、 ４ ℃ で 一 晩 被 覆 し 、 さ ら に ０ ． ５ ％ の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 １
０ ｐ ｐ ｍ の プ ロ ク リ ン ３ ０ ０ （ ス ペ ル コ 社 、 Bellefonte, PA） 含 有 Ｐ Ｂ Ｓ （ ８ ｍ Ｍ の Ｎ ａ

２ Ｈ Ｐ Ｏ ４ 、 １ ． ５ ｍ Ｍ の Ｋ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ 、 ２ ． ７ ｍ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ 及 び １ ３ ７ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ
、 ｐ Ｈ ７ ． ２ ） で 室 温 で １ 時 間 遮 断 し た 。 標 準 物 （ ０ ． ４ １ － １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） と ０ ．
５ ％ の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ０ ． ０ ５ ％ の ポ リ ソ ル ベ ー ト ２ ０ 、 ０ ． ２ ５ ％ の Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ
、 ０ ． ２ ％ の ウ シ γ グ ロ ブ リ ン （ シ グ マ 社 、 St. Luis、 MO） を 含 有
す る Ｐ Ｂ Ｓ 中 の の ２ 倍 連 続 希 釈 （ 最 小 希 釈 １ ： １ ０ ０ ） を プ レ ー ト で ２ 時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 結 合 し た 抗 体 を 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 識 ギ Ｆ (ａ ｂ ')２ 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ (ａ
ｂ ')２ （ Jackson ImmunoResearch社 、 West Grove, PA） で 、 次 い で 基 質 と し て の ３ ,３ ',
５ ,５ '-テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン （ Kirkegaard＆ Perry Laboratories） で し た 。 プ レ
ー ト を 工 程 の 間 で 洗 浄 し た 。 吸 着 を Titerek stacker reader（ Ｉ Ｃ Ｎ 社 、 コ ス タ メ サ 、 カ
リ フ ォ ル ニ ア 州 ） の ４ ５ ０ ｎ ｍ で 読 み 取 っ た 。 標 準 曲 線 を ４ つ の パ ラ メ ー タ の 回 帰 曲 線 適
合 プ ロ グ ラ ム （ カ レ イ ダ グ ラ フ , Synergy software社 , Reading, PA） を 用 い て 当 て は め
た 。 標 準 曲 線 の 範 囲 に あ る デ ー タ の 点 を 、 試 料 の Ｆ ａ ｂ 濃 度 計 測 す る の に 使 用 し た 。
　 デ ー タ 分 析 ： 時 間 プ ロ フ ィ ー ル に 対 す る 濃 度 の グ ラ フ を カ レ イ ダ グ ラ フ （ カ レ イ ダ グ ラ
フ (商 品 名 )Ｖ ． ３ ． ０ ９ 著 作 権  1986-1997. Synergy software社 , Reading, PA） を 用 い
て 作 成 し た 。 読 み 取 り 可 能 値 （ Ｌ Ｔ Ｒ ） と し て 記 録 さ れ た 値 は Ｐ Ｋ 分 析 に 含 ま れ ず 、
グ ラ フ に は 示 さ れ な い 。 薬 物 動 態 パ ラ メ ー タ は WinNonlinソ フ ト ウ ェ ア （ WinNonlin(登 録
商 標 )Professional V.3.1 WinNonlin(商 品 名 )著 作 権  1998-1999. Pharsight Corporation
. Mountain View, CA)を 用 い た 分 画 別 分 析 に よ り 測 定 さ れ た 。 薬 物 動 態 パ ラ メ ー タ を 他
記 載 さ れ て い （ Ritschel WA 及 び Kearms GL. Handbook of basic pharmacokinetics in
cluding clinical applications, 5th edition. American Pharmaceutical Assoc., Wash
ington, DC. 著 作 権  1999） よ う に し て 算 定 し た 。
【 誤 訳 訂 正 １ １ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ９
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 結 果 を 図 ３ に 記 載 す る 。 ボ ー ラ ス 投 与 と 一 次 生 産 性 （ WinNonlin） を 用 い た ２ 分 画 モ デ
ル は 時 間 デ ー タ に 対 す る 得 ら れ た 血 清 濃 度 に 当 て は め て 使 用 さ れ た 。 測 定 さ れ た 薬 物 動 態
パ ラ メ ー タ は 以 下 の 表 に 示 し た 。
　 　 　 薬 物 動 態 パ ラ メ ー タ 概 要
　 　 （ 静 脈 内 投 与 ； １ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ）
パ ラ メ ー タ 　 　 　 　 　 集 団 １ 　 　 　 　 　 　 　 集 団 ２
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Control Fab-Y0317　 Fab-Y0317-570
Ａ Ｕ Ｃ (h*μ g/mL)　 　 13.6± 1.2　 　 　 　 　 215± 56
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Ｃ ｍ ａ ｘ (μ g/mL)　 　 15.6± 0.6　 　 　 　 　 13± 0.7
Ｃ Ｌ (mL/h/kg)　 　 　  74.2± 6.7　 　 　 　 　 4.8± 1.1
Ｋ １ ０ 半 減 期 (hr)　 　 0.6± 0.02　 　 　 　 　 11.3± 3.6
α 半 減 期 (hr)　 　 　 　  0.39± 0.03　 　 　 　 1.15± 0.31
β 半 減 期 (hr)　 　 　 　  1.93± 0.27　 　 　 　 37.6± 19
Ｖ １ (mL/kg)　 　 　 　 　 64.1± 2.37　 　 　 　 75.2± 4.23
Ｖ ｓ ｓ (mL/kg)　 　 　 　 112± 7.7　 　 　 　 　 225± 54
　 両 方 の 薬 剤 の 分 布 の 量 は 血 清 量 に ほ ぼ 等 し か っ た 。 Ｆ ａ ｂ -Ｙ ０ ３ １ ７ -５
７ ０ (２ ２ ５ ｍ Ｌ ／ ｋ ｇ )の 分 布 の 見 か け の 定 常 量 は 内 因 性 Ｉ ｇ Ｇ へ の 結 合 に な 量
を 示 す コ ン ト ロ ー ル Ｆ ａ ｂ （ １ １ ２ ｍ Ｌ ／ ｋ ｇ ） の 予 測 よ り も 約 ２ 倍 高 か っ た 。 コ ン ト ロ
ー ル Ｆ ａ ｂ -Ｙ ０ ３ １ ７ は Ｆ ａ ｂ -Ｙ ０ ３ １ ７ -５ ７ ０ （ ４ ． ８ ｍ Ｌ ／ ｈ ／ ｄ ） に 比 較 し て
血 清 か ら 約 １ ５ 倍 早 く 排 除 さ れ た （ ク リ ア ラ ン ス ＝ ７ ４ ｍ Ｌ ／ ｈ ／ ｋ ｇ ） 。 Ｆ ａ ｂ -Ｙ ０
３ １ ７ -５ ７ ０ の 全 体 暴 露 （ Ａ Ｕ Ｃ ） は Ｆ ａ ｂ -Ｙ ０ ３ １ ７ よ り も ～ １ ６ 倍 高 か っ た
。 Ｆ ａ ｂ -Ｙ ０ ３ １ ７ は 投 与 の ２ ４ 時 間 後 血 清 で 検 出 不 可 能 で あ っ た が 、 Ｆ ａ ｂ -Ｙ ０ ３ １
７ -５ ７ ０ の 血 清 濃 度 は 依 然 と し て 投 与 の ４ ８ 時 間 後 １ μ ｇ ／ ｍ Ｌ を 超 え て い た 。 分 布 （
α ） 半 減 期 （ １ ． １ ５ ｈ ） 及 び 消 失 （ β ） 半 減 期 （ ３ ７ ． ６ ｈ ） は 共 に コ ン ト ロ ー ル Ｆ ａ
ｂ よ り も 著 し く 長 か っ た 。
　 こ れ ら の 結 果 は 、 性 Ｉ ｇ Ｇ に 結 合 す る １ ３ の ア ミ ノ 酸 の Ｆ ａ ｂ -Ｙ ０ ３ １ ７ へ の 付
加 が Ｆ ａ ｂ ク リ ア ラ ン ス を 有 意 に 遅 延 さ せ 、 半 減 期 を 増 加 し 、 全 体 の 暴 露 を 促 進 す る こ と
が で き る こ と を 示 唆 す る 。
【 誤 訳 訂 正 １ ２ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ６ ０
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ６ ０ 】
実 施 例 ６
血 清 ア ル ブ ミ ン ペ プ チ ド リ ガ ン ド
　 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ 及 び 選 択 条 件 － フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ を ウ サ ギ
、 ラ ッ ト 及 び ヒ ト ア ル ブ ミ ン に 対 し て 選 択 し た 。 遺 伝 子 ８ に 融 合 す る ラ ン ダ ム ペ プ チ ド

を 発 現 す る フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ （ Lowman等 , Biochem. 37, 8870(1998)） ５ つ の グ ル
ー プ に プ ー ル し た ： プ ー ル Ａ は Ｃ Ｘ ２ Ｇ Ｐ Ｘ ４ Ｃ  (配 列 番 号 ： 133)、 Ｘ ４ Ｃ Ｘ ２ Ｇ Ｐ Ｘ ４

Ｃ Ｘ ４  (配 列 番 号 ： 134)及 び Ｘ ｉ Ｃ Ｘ ｊ Ｃ Ｘ ｋ を 含 み 、 こ こ で ｊ ＝ ８ － １ ０ ； プ ー ル Ｂ は
Ｘ ２ ０ 及 び Ｘ ｉ Ｃ Ｘ ｊ Ｃ Ｘ ｋ を 含 み 、 こ こ で ｊ ＝ ４ － ７ ； プ ー ル Ｃ は Ｘ ８ 及 び Ｘ ２ Ｃ Ｘ ｊ

Ｃ Ｘ ２ を 含 み 、 こ こ で ｊ ＝ ４ － ６ ； プ ー ル Ｄ は Ｘ ２ Ｃ Ｘ ｊ Ｃ Ｘ ２ を 含 み 、 こ こ で ｊ ＝ ７ －
１ ０ ； プ ー ル Ｅ は Ｃ Ｘ ６ Ｃ Ｘ ６ Ｃ Ｃ Ｘ ３ Ｃ Ｘ ６ Ｃ  (配 列 番 号 ： 135)、 Ｃ Ｃ Ｘ ３ Ｃ Ｘ ６ Ｃ  (
配 列 番 号 ： 136)、 Ｃ Ｃ Ｘ ５ Ｃ Ｘ ４ Ｃ Ｘ ４ Ｃ Ｃ  (配 列 番 号 ： 137)、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｘ ７ Ｃ Ｘ ３ Ｃ Ｘ ６

 (配 列 番 号 ： 138)を 含 み 、 こ こ で Ｘ は ２ ０ の 天 然 発 生 Ｌ ア ミ ノ 酸 を 示 す 。 そ れ ぞ れ の 場 合
に お い て 、 ｉ ＋ ｊ ＋ ｋ ＝ １ ８ 及 び ｜ ｉ － ｋ ｜ ＜ ２ 。 １ ０ の ラ イ ブ ラ リ の そ れ ぞ れ が １ ０ ８
ク ロ ー ン 以 上 で あ る 。
　 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ プ ー ル を 結 合 バ ッ フ ァ （ Ｐ Ｂ Ｓ 、 １ ％ の オ ボ ア ル ブ ミ ン 、 ０ ． ０ ０
５ ％ の Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ -２ ０ ） に 懸 濁 し 、 maxisorpプ レ ー ト （ Ｐ Ｂ Ｓ 中 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 ４ ℃
で 一 晩 ； プ レ ー ト は ブ ロ ッ カ ー カ ゼ イ ン （ Pierce Chemical, Rockford, IL） で 遮 断 し た
） 上 に 直 接 固 定 し た ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 又 は ヒ ト ア ル ブ ミ ン に 対 し て 分 類 し た 。 ２ 時 間 後 、 結
合 し て い な い フ ァ ー ジ を 洗 浄 （ Ｐ Ｂ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ の Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ -２ ０ ） を 繰 り 返 し て 取
り 除 き 、 結 合 し た フ ァ ー ジ を ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ の Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ２ で 溶 出 し た
。 溶 出 し た フ ァ ー ジ を Ｖ Ｃ Ｓ Ｍ １ ３ ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ （ Stratagene, La Jolla, CA）

て Ｘ Ｌ １ -Ｂ ｌ ｕ ｅ 細 胞 で 増 殖 し た 。 濃 縮 を 、 オ ボ ア ル ブ ミ ン 又 は カ ゼ イ ン で の 成 功 裏
の 被 覆 に 比 較 し て 成 功 裏 に 被 覆 さ れ た ア ル ブ ミ ン と 結 合 し た フ ァ ー ジ 数 の 滴 定 に よ っ て モ
ニ タ ー し た 。
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　 フ ァ ー ジ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ － フ ァ ー ジ ク ロ ー ン （ ～ １ ０ １ １ フ ァ ー ジ ） を ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 又 は
ヒ ト ア ル ブ ミ ン で 被 覆 し た プ レ ー ト に 加 え た 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 洗 浄 バ ッ フ ァ
ー で 洗 浄 し 、 結 合 し た フ ァ ー ジ を Ｈ Ｒ Ｐ ／ 抗 Ｍ １ ３ コ ン ジ ュ ゲ ー ト で 溶 出 し た 。 結 合 し た
Ｈ Ｒ Ｐ の 量 を Ａ Ｂ Ｓ Ｔ ／ Ｈ ２ Ｏ ２ 基 質 を 用 い て ４ ０ ５ ｎ ｍ で の 変 化 を 監 視 す る こ と に よ り
測 定 し た 。
【 誤 訳 訂 正 １ ３ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ６ １
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ウ サ ギ 、 ヒ ト 又 は ラ ッ ト ア ル ブ ミ ン へ の 結 合 を 選 択 し た フ ァ ー ジ に よ り 示 さ れ
る ペ プ チ ド 配 列 図 ４ に 示 。 ま た ３ 種 の 固 定 し た ア ル ブ ミ ン に 結 合 す る 個 々 の フ ァ ー ジ
ク ロ ー ン の 能 力 。 こ れ は 、 フ ァ ー ジ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 用 い て 試 験 さ れ た 。 ラ ッ ト ア ル ブ
ミ ン へ の 結 合 を 選 択 し ク ロ ー ン Ｒ Ｂ は ま た 、 ヒ ト 及 び ウ サ ギ ア ル ブ ミ ン 結 合 能 力 も あ る
こ と に 注 意 し て ほ し い 。
　 一 価 の フ ァ ー ジ で の 配 列 成 熟 － 部 分 的 に ラ ン ダ ム 化 し た ラ イ ブ ラ リ を ４ の 選 択 ク ロ ー
ン そ れ ぞ れ を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て し た が 、 記 述 さ れ て い る よ う に
（ Dennis等 , Nature 404, 465(2000)） 塩 基 の ７ ０ － １ ０ － １ ０ － １ ０ 混 合 物 で 合 成 し た
。 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ の 潜 在 的 な 多 様 性 は 当 初 の 未 処 置 の ラ イ ブ ラ リ と 同 じ で あ る が 、 各
「 ソ フ ト ラ ン ダ ム 化 」 ラ イ ブ ラ リ は 図 ４ の 選 択 配 列 に 偏 り を 有 す る 。 各 ラ イ ブ ラ リ は 再 び
そ の 起 源 に 関 係 な く ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 又 は ヒ ト ア ル ブ ミ ン へ の 結 合 を 選 択 し た 。 例 え ば 、 も
と は ラ ッ ト ア ル ブ ミ ン へ の 結 合 を 同 定 し て い て も 、 ク ロ ー ン Ｒ Ｂ の ソ フ ト ラ ン ダ ム 化 か ら
生 じ る ラ イ ブ ラ リ は ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 又 は ヒ ト ア ル ブ ミ ン に 対 し て 選 択 さ れ た 。 ソ フ ト ラ ン
ダ ム 化 に 従 っ て 同 定 さ れ た 配 列 を 、 フ ァ ー ジ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 決 定 さ れ る よ う な そ れ ら の
種 特 異 性 と 共 に 図 ５ に 示 す 。 ほ と ん ど の ク ロ ー ン が そ れ ら が 選 択 し た ア ル ブ ミ ン の 種 に 特
異 的 で あ る よ う に 見 え る が 、 Ｒ Ｂ ソ フ ト ラ ン ダ ム ラ イ ブ ラ リ 由 来 の ク ロ ー ン は こ れ ら の
種 の 全 て に 結 合 す る 。
　 ま た フ ァ ー ジ ク ロ ー ン を ア カ ゲ ザ ル 、 マ ウ ス 及 び ウ シ ア ル ブ ミ ン へ の 結 合 に つ い て 試 験
し た 。 Ｒ Ｂ ソ フ ト ラ ン ダ ム 化 ラ イ ブ ラ リ 由 来 の ク ロ ー ン を 同 様 に こ れ ら の 種 の ア ル ブ ミ ン
の そ れ ぞ れ へ の 結 合 に 対 し て 検 出 、 オ ボ ア ル ブ ミ ン 及 び カ ゼ イ ン へ の 結 合 欠 に 基 づ
い て ア ル ブ ミ ン に 固 有 で あ （ 図 ６ ） 。 複 数 種 の ア ル ブ ミ ン に 結 合 す る ク ロ ー ン （ 多 重
特 異 性 結 合 剤 ） を 図 ７ に 示 す 。
【 誤 訳 訂 正 １ ４ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ６ ２
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ハ ー ド ラ ン ダ ム 化 － Ｒ Ｂ 配 列 の ソ フ ト ラ ン ダ ム 化 由 来 の 配 列 を さ ら に 、 ハ ー ド ラ ン ダ ム
化 法 を 用 い て 成 熟 さ せ た 。 選 択 残 基 （ 下 線 を 付 し た ） 定 常 Ｘ ５ Ｄ Ｘ Ｃ Ｌ Ｐ Ｘ Ｗ Ｇ Ｃ Ｌ Ｗ Ｘ

４ 　 (配 列 番 号 ： 366)を 高 度 に 保 存 す る り の 部 分 を 十 分 に ラ ン ダ ム 化 す る し い
ラ イ ブ ラ リ 構 築 た 。 Ｎ 及 び Ｃ 末 端 の 両 方 で １ 残 基 さ ら に 短 い 、 第 ２ の ラ イ ブ ラ リ も 構
築 さ れ た 。 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 又 は ヒ ト ア ル ブ ミ ン に 対 し て 選 択 さ れ た ラ イ ブ ラ リ 由 来
の 配 列 を 図 ８ Ａ に 示 す 。
　 ペ プ チ ド 合 成 － ペ プ チ ド を 手 動 又 は 自 動 （ Milligen 9050） 何 れ か の 、 Ｐ Ｅ Ｇ ポ リ ス チ
レ ン 樹 脂 を 用 い た ０ ． ２ ５ ｍ モ ル 大 の Ｆ ｍ ｏ ｃ で の 固 相 フ ァ ー ジ 合 成 に よ っ て 合 成 し た （
Bodanszky M.,(1984) Principles of Peputide Synthesis, Springer, Berlin） 。 側 鎖 保
護 基 を 取 り 除 き 、 ペ プ チ ド を ９ ５ ％ の ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ Ｔ Ｆ Ａ ） と ５ ％ の ト リ イ ソ プ ロ
ピ ル シ ラ ン 樹 脂 か ら し た 。 飽 和 し た イ オ ジ ン の 酢 酸 溶 液 を ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 酸 化
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の た め に 添 加 し た 。 ペ プ チ ド を ０ ． １ ％ の Ｔ Ｆ Ａ を 有 す る 水 ／ ア セ ト ニ ト リ ル 勾 配 用
い た Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ っ て 精 製 し た 。 ペ プ チ ド 分 析 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ＞ ９ ５ ％ 、
そ の 同 一 性 を 質 量 分 析 に よ り 検 証 し た 。
　 ペ プ チ ド Ｓ Ａ ０ ８ の カ ル ボ キ シ 末 端 リ シ ン 、 Ｎ Ｈ Ｓ -Ｌ Ｃ -ビ オ チ ン （ Poerce Chemica
l社 , Rockford, IL） で 誘 導 体 化 し 、 得 ら れ た Ｓ Ａ ０ ８ ｂ を 上 述 の よ う に Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 精 製
し た （ Ac-QGLIGDICLPRWGCLWGDSVKb 　 (配 列 番 号 ： 124)-nこ こ で K b は リ シ ン -ビ オ チ ン を 表
す ） 。
　 Ｓ Ａ ０ ８ 結 合 ア ッ セ イ － ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 又 は マ ウ ス ア ル ブ ミ ン を Ｐ Ｂ Ｓ 中 １ ０ μ ｇ ／ ｍ
ｌ 、 ４ ℃ で 一 晩 、 maxisorpプ レ ー ト 上 に 直 接 固 定 し た 。 プ レ ー ト を 阻 害 剤 カ ゼ イ ン （ pier
ce Chemical社 , Rockford, IL） を 用 い て １ 時 間 阻 害 し た 。 続 け て 希 釈 し た 試 料
を 結 合 バ ッ フ ァ ー （ 上 ） に 懸 濁 し 、 プ レ ー ト に 添 加 し て 、 続 い て １ ０ ｎ Ｍ の Ｓ Ａ ０ ８ ｂ
を 添 加 し て ２ ５ ℃ で １ 時 間 お い た 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を Ｐ Ｂ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ の Ｔ
ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ で 洗 浄 し 、 ア ル ブ ミ ン に 結 合 し た Ｓ Ａ ０ ８ ｂ を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ Ｈ Ｒ Ｐ
で 希 釈 し た 。 Ｈ Ｒ Ｐ 結 合 量 は 、 Ａ Ｂ Ｔ Ｓ ／ Ｈ ２ Ｏ ２ 基 質 を 用 い て 測 定 し 、 ４ ０ ５ ｎ ｍ で の
変 化 を モ ニ タ ー し た 。
　 同 定 し た フ ァ ー ジ 配 列 に 対 応 す る ペ プ チ ド を 合 成 し 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 又 は マ ウ ス ア ル ブ
ミ ン に 対 す る 親 和 性 を Ｓ Ａ ０ ８ ｂ 結 合 ア ッ セ イ を 用 い て 測 定 し た （ 図 ９ 及 び １ ０ ） 。
　 ア ル ブ ミ ン 結 合 Ｆ ａ ｂ 融 合 の 、 発 現 及 び 精 製 － ア ル ブ ミ ン と の 結 合 が イ ン ビ ボ の
タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド の 半 減 期 を 増 加 さ せ る か ど う か を 試 験 す る た め に 、 Ｓ Ａ ０ ６ の 配
列 を 結 合 組 織 因 子 （ Ｔ Ｆ ） に 対 す る Ｆ ａ ｂ 断 片 （ Ｄ ３ Ｈ ４ ４ ） に 融 合 さ せ た 。 Ｓ Ａ ０ ６ 配
列 を Ｆ ａ ｂ の 軽 鎖 （ Ｄ ３ Ｈ ４ ４ -Ｌ ） 又 は 重 鎖 （ Ｄ ３ Ｈ ４ ４ -Ｌ ｓ ） の ど ち ら か の カ ル ボ キ
シ 末 端 に 加 え た 。 さ ら に 、 折 り 畳 み の 問 題 に 対 す る 対 策 と し て 、 図 １ １ に 記 載 さ れ る よ う
な ア ラ ニ ン （ そ れ ぞ れ 、 Ｄ ３ Ｈ ４ ４ -Ｌ ｓ 及 び Ｄ ３ Ｈ ４ ４ -Ｈ ｓ ） に よ り 置 換 さ れ た 鎖 内 ジ
ス ル フ ィ ド 以 外 は 同 一 の 構 し た 。
【 誤 訳 訂 正 １ ５ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ６ ３
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 融 合 物 を ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で 発 現 さ せ 、 ｓ ｔ Ｉ Ｉ 分 泌 シ グ
ナ ル を 用 い て 大 腸 菌 か ら 分 泌 さ せ た 。 Ｆ ａ ｂ 融 合 体 を 、 １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ｍ Ｍ の ト
リ ス -Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ８ 、 ４ ℃ に １ 時 間 、 細 胞 を 懸 濁 す る こ と に よ り ペ リ プ ラ ズ ム か ら 回 収
し た 。 細 胞 の 破 片 を 遠 心 分 離 に よ っ て 取 り 除 き 、 抗 Ｔ Ｆ  Ｆ ａ ｂ を Ｈ ｉ -Ｔ ｒ ａ ｐ （ Amersh
am Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ） Ｔ Ｆ 親 和 性 カ ラ ム を 用 い て 選 択 的 に 精 製 し た 。
適 切 に 折 り 畳 ま れ た Ｄ ３ Ｈ ４ ４ -Ｌ 又 は Ｄ ３ Ｈ ４ ４ -Ｌ ｓ を ウ サ ギ ア ル ブ ミ ン 親 和 性 カ ラ ム
（ Ｃ Ｎ Ｂ ｒ 活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス ４ Ｂ に 結 合 し た ウ サ ギ ア ル ブ ミ ン 、 Amersham Pharmacia B
iotech, Piscataway, NJ） を 用 い て 更 に 精 製 し た 。 両 方 の カ ラ ム を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 ５ ０
ｍ Ｍ の Ｈ Ｃ ｌ で 溶 出 し た 。 溶 出 し た 分 画 を １ Ｍ の ト リ ス  ｐ Ｈ ８ で 中 和 し た 。 内 毒 素 を ト
リ ト ン Ｘ １ １ ４ （ Aida及 び pabst, J. Immunol. Methods 132, 191(1990)） で の 抽 出 に 従
っ て 更 に 取 り 除 い た 。
　 Ｆ Ｘ 活 性 ア ッ セ イ （ 図 １ ２ ） 、 及 び 組 織 因 子 依 存 性 凝 固 の 延 長 を 測 定 す る プ ロ ト ロ ン ビ
ン 間 ア ッ セ イ （ 図 １ ３ ） （ 方 法 に つ い て は Dennis 等 , Nature 404, 465(2000)参 照 ） で
測 定 さ れ る よ う に 、 精 製 し た Ｄ ３ Ｈ ４ ４ 融 合 は Ｔ Ｆ に 結 合 す る 能 力 を 保 持 し て い た 。 ア
ル ブ ミ ン 結 合 配 列 （ Ｗ Ｔ ） を 欠 く Ｄ ３ Ｈ ４ ４ と 異 な り 、 Ｄ ３ Ｈ ４ ４ -Ｌ 及 び Ｄ ３ Ｈ ４ ４ -Ｌ
ｓ は 共 に Ｓ Ａ ０ ８ ｂ 結 合 ア ッ セ イ （ 図 １ ４ ） で 測 定 さ れ る よ う に 、 ア ル ブ ミ ン に 対 す る 結
合 能 力 が あ る 。 更 に 、 Ｄ ３ Ｈ ４ ４ ア ル ブ ミ ン 結 合 融 合 は 共 に 、 ビ オ チ ン Ｔ Ｆ 結 合 ア ッ セ
イ （ 図 １ ５ ） で 判 断 さ れ る よ う に 、 Ｔ Ｆ と ア ル ブ ミ ン を 同 時 に 結 合 す る 能 力 が あ る 。 こ の
ア ッ セ イ に お い て 、 固 定 化 し た ア ル ブ ミ ン に 対 す る Ｄ ３ Ｈ ４ ４ 融 合 の 結 合 は 、 ビ オ チ ニ
ル 化 Ｔ Ｆ で 検 出 さ れ る 。 野 生 型 Ｄ ３ Ｈ ４ ４ （ Ｗ Ｔ ） は ア ル ブ ミ ン 結 合 能 力 が な く 、 従 っ て
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ビ オ チ ニ ル 化 Ｔ Ｆ の 添 加 で シ グ ナ ル を 発 生 し な い 。
　 Ｄ ３ Ｈ ４ ４ ア ル ブ ミ ン 結 合 融 合 の 薬 物 動 態 － Ｄ ３ Ｈ ４ ４ 変 異 体 を ウ サ ギ に ０ ． ５ ｍ ｇ
／ ｋ ｇ ボ ー ラ ス と し て 与 え た 。 各 グ ル ー プ は ３ 羽 の ウ サ ギ （ Ｆ (ａ ｂ ')２ グ ル ー プ で ５ つ
） で 構 成 さ れ る 。 提 示 し た 時 点 で 得 ら れ た 血 清 試 料 を 連 続 希 釈 し 、 Ｔ Ｆ 結 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を
用 い て Ｄ ３ Ｈ ４ ４ の 濃 度 を 測 定 し た 。
【 誤 訳 訂 正 １ ６ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ６ ４
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 薬 物 動 態 分 析 を 被 験 物 質 血 漿 濃 度 を 用 い て 実 施 す る 。 各 被 験 物 質 の 集 団 平 均 血 漿 デ ー タ
は 投 与 後 の 経 過 時 間 に 対 し て プ ロ ッ ト し た 際 、 多 次 指 数 関 数 的 プ ロ フ ィ ー ル に 従 う 。 デ ー
タ を ボ ー ラ ス 投 与 で の 標 準 ２ 分 画 モ デ ル と 分 布 及 び 消 失 相 の 一 次 速 度 定 数 に 当 て は め る 。
静 脈 内 投 与 の デ ー タ に 最 も 適 合 す る 一 般 式 は ： ｃ (ｔ )＝ Ａ ｅ － α ｔ ＋ Ｂ ｅ － β ｔ で あ り 、
こ こ で ｃ (ｔ )は 時 間 ｔ で の 血 漿 濃 度 、 Ａ 及 び Ｂ は Ｙ 軸 の 切 片 、 及 び α 及 び β は そ れ ぞ れ 分
布 及 び 消 失 相 の 見 か け の 一 次 速 度 定 数 で あ る 。 α 相 は ク リ ア ラ ン ス の 初 期 相 で あ り 、 動 物
の 全 て の 細 胞 外 液 の タ ン パ ク 質 の 分 布 を 示 す が 、 衰 退 曲 線 の 第 ２ 又 は β 相 の 部 分 は 真
の 血 漿 ク リ ア ラ ン ス を 示 す 。 こ の よ う な 方 程 式 に 合 致 さ せ る 方 法 は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て
い る 。 例 え ば 、 Ａ ＝ Ｄ ／ Ｖ (α -ｋ ２ １ )／ (α -β )、 Ｂ ＝ Ｄ ／ Ｖ (β -ｋ ２ １ )／ (α -β )、 α
及 び β （ α ＞ β ） は 次 の 二 次 方 程 式 の 平 方 根 で あ る ： Ｖ ＝ 分 布 容 積 、 ｋ １ ０ ＝ 消 失 率 、 ｋ
１ ２ ＝ 分 画 １ か ら 分 画 ２ へ の 移 動 率 及 び ｋ ２ １ ＝ 分 画 ２ か ら 分 画 １ へ の 移 動 率 、 及 び Ｄ ＝
投 与 量 を 用 い た ｒ ２ ＋ (ｋ １ ２ ＋ ｋ ２ １ ＋ ｋ １ ０ )ｒ ＋ ｋ ２ １ ｋ １ ０ ＝ ０ 。
　 デ ー タ 分 析 ： 時 間 プ ロ フ ィ ー ル に 対 す る 濃 度 の グ ラ フ を カ レ イ ダ グ ラ フ （ カ レ イ ダ グ ラ
フ (商 品 名 )Ｖ ． ３ ． ０ ９ 著 作 権  1986-1997. Synergy software社 , Reading, PA） を 用 い
て 作 成 し た 。 読 み 取 り 可 能 （ Ｌ Ｔ Ｄ ） と し て 記 録 さ れ た 値 は Ｐ Ｋ 分 析 に 含 ま れ ず 、
グ ラ フ に は 示 さ れ な い 。 薬 物 動 態 パ ラ メ ー タ は WinNonlinソ フ ト ウ ェ ア （ WinNonlin(登 録
商 標 )Professional V.3.1 WinNonlin(商 品 名 )著 作 権  1998-1999. Pharsight Corporation
. Mountain View, CA)を 用 い た 分 画 別 分 析 に よ り 測 定 さ れ た 。 薬 物 動 態 パ ラ メ ー タ を 他
記 載 さ れ て い （ Ritschel WA 及 び Kearms GL. Handbook of basic pharmacokinetics in
cluding clinical applications, 5th edition. American Pharmaceutical Assoc., Wash
ington, DC. 著 作 権  1999） よ う に し て 算 定 し た 。
　 ア ル ブ ミ ン 結 合 ペ プ チ ド の Ｄ ３ Ｈ ４ ４ に 対 す る 融 合 に よ っ て 、 改 善 し た 薬 物 動 態 パ ラ メ
ー タ を 有 す る タ ン パ ク 質 と な る （ 図 １ ６ 及 び １ ７ ） 。 Ｄ ３ Ｈ ４ ４ -Ｌ は 野 生 型 Ｆ ａ ｂ に 比
較 し て ７ ０ 倍 増 加 し た 半 減 期 （ Ｋ １ ０ -Ｈ Ｌ ） 及 び ２ ０ Ｋ 又 は ４ ０ Ｋ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） で 誘 導 体 化 さ れ た Ｄ ３ Ｈ ４ ４  Ｆ ａ ｂ に 対 す る 類 似 し た 半 減 期 を 有 す る 。
　 こ こ に 列 挙 し た 全 て の 文 献 は 全 文 を 出 典 明 示 に よ り こ こ に 取 り 込 む 。
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