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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 12月 4日 (2006.12.4)
【 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 】

ま た は そ の 機 能 フ ラ グ メ ン ト か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 ブ チ リ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 変 異 体 。
【 請 求 項 ２ 】

【 請 求 項 ３ 】

【 請 求 項 ４ 】

配 列 番 号 ： ３ ２ 、 ５ ４ 、 ８ ６ お よ び １ ８ ０ 、

ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 番 号 ： １ ８ ０ を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の ブ チ リ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 変
異 体 。

ブ チ リ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ に 比 べ て カ ン プ ト テ シ ン 誘 導 体 を ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 阻 害 剤 に
変 換 す る 高 い 能 力 を 示 す 、 配 列 番 号 ： ３ ２ 、 ５ ４ 、 ８ ６ お よ び １ ８ ０ 、 ま た は そ の 機 能 フ
ラ グ メ ン ト か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 有 効 量 の ブ チ リ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 変 異 体 を 含 有
す る 、 癌 を 処 置 す る た め の 組 成 物 。

ブ チ リ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 変 異 体 が 配 列 番 号 ： １ ８ ０ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は
そ の 機 能 フ ラ グ メ ン ト を 含 む 、 請 求 項 ３ 記 載 の 組 成 物 。



【 請 求 項 ５ 】

【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ６ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ブ チ リ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ の 構 造 的 モ デ ル 化 に 加 え て 、 生 化 学 的 デ ー タ は 、 目 的 と す
る ブ チ リ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 変 異 体 に 的 を 絞 っ た ラ イ ブ ラ リ ー を 製 造 す る 場 合 に 、 カ ン
プ ト テ シ ン 変 換 ま た は 加 水 分 解 活 性 に つ い て 重 要 な ブ チ リ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ の

用 い ら れ 得 る 。 こ れ に 関 し て 、 変 化 を 加 え ら れ た カ ン プ ト テ シ ン
変 換 ま た は 加 水 分 解 活 性 を 有 す る 天 然 ブ チ リ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 変 異 体 の 特 徴 は 、 ブ チ
リ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ の 触 媒 活 性 に つ い て 重 要 な 領 域 を 同 定 す る た め に 有 用 で あ る 。 同
様 に 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 の 研 究 は 、 例 え ば 、 Schwartz et al., Pharmac. Ther. 67
: 283-322 (1992)； （ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） に 論 評 さ れ て い る よ う に 、
触 媒 的 に 重 要 な ア ミ ノ 酸 残 基 に 関 す る デ ー タ を 提 供 し 得 る 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ８ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 適 当 な リ コ ン ビ ナ ー ゼ は 、 ブ チ リ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 変 異 体 を コ ー ド し て い る 核 酸 を
含 有 し て い る ベ ク タ ー を 用 い て 同 時 形 質 移 入 さ れ ベ ク タ ー に コ ー ド さ れ 得 る 。 一 方 、 リ
コ ン ビ ナ ー ゼ の 発 現 エ レ メ ン ト は 、 ブ チ リ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 変 異 体 を コ ー ド し て い る
核 酸 を 発 現 す る 同 一 ベ ク タ ー に 導 入 さ れ 得 る 。 リ コ ン ビ ナ ー ゼ を コ ー ド し て い る 核 酸 を 、
ブ チ リ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 変 異 体 を コ ー ド し て い る 核 酸 と 同 時 に 形 質 移 入 す る こ と に 加
え て 、 リ コ ン ビ ナ ー ゼ を コ ー ド し て い る ベ ク タ ー は 、 細 胞 に 形 質 移 入 さ れ 得 る し 、 ま た 該
細 胞 は リ コ ン ビ ナ ー ゼ の 発 現 に つ い て 選 択 さ れ 得 る 。 リ コ ン ビ ナ ー ゼ を 安 定 に 発 現 す る 細
胞 は 、 変 異 体 核 酸 を コ ー ド し て い る 核 酸 を 用 い て 連 続 的 に 形 質 移 入 さ れ 得 る 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ８ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 Ｃ reリ コ ン ビ ナ ー ゼ に よ っ て 媒 介 さ れ る 正 確 な 部 位 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ 組 換 え は 、 ブ チ リ ル コ
リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 変 異 体 を コ ー ド し て い る 外 因 性 Ｄ Ｎ Ａ の １ つ の コ ピ ー を 含 有 す る 安 定 な
哺 乳 類 形 質 転 換 体 を 構 築 す る の に 使 用 さ れ 得 る 。 下 記 例 示 の よ う に 、 Ｃ re媒 介 性 標 的 化 事
象 の 頻 度 は 、 修 飾 さ れ た 二 重 loxス ト ラ テ ジ ー を 用 い て 実 質 的 に 増 強 さ れ う る 。 二 重 lox 
ス ト ラ テ ジ ー は 、 lox部 位 の コ ア 領 域 内 の 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 変 化 が 、 組 換 え 効 率 に つ い
て ほ と ん ど 影 響 を 及 ぼ さ な い Ｃ re-媒 介 組 換 え の 部 位 選 択 特 異 性 を 変 化 さ せ る と い う
見 を 基 に さ れ る (Hoess et al., Nucleic Acids Res. 14:2287-2300 (1986))。 標 的 化 ベ ク
タ ー お よ び 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム の 両 方 に お け る 、 loxPお よ び 改 変 loxP部 位 、 い わ ゆ る lox５ １
１ の 導 入 は 、 二 重 ク ロ ス オ ー バ ー 事 象 に よ る 部 位 特 異 的 組 換 え を 生 じ る 。 二 重 loxア プ ロ
ー チ は 、 １ つ の ク ロ ス オ ー バ ー 挿 入 組 換 え 以 上 に 、 部 位 特 異 的 な 組 換 え 体 の 回 収 を ２ ０ 倍
ま で 増 加 さ せ 、 不 正 な 組 換 頻 度 を 越 え る よ う 部 位 特 異 的 組 換 え の 絶
対 的 頻 度 を 増 加 さ せ る (Bethke and Sauer, Nuc. Acids Res., 25:2828-2834 (1997))。
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ブ チ リ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 変 異 体 が 、 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を さ ら に 含 む 、 請 求
項 ４ 記 載 の 組 成 物 。
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