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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 11月 14日 (2005.11.14)
【 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 】
　 下 記 工 程 ：
ａ ） デ フ ィ ブ ロ チ ド 、 プ ラ ス ミ ン お よ び 、 プ ラ ス ミ ン と の 反 応 に よ っ て 測 定 可 能 な 生 成 物
を 提 供 す る と こ ろ の 、 該 プ ラ ス ミ ン に 特 異 的 な 基 質 を 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 生 成 し た 生 成 物 の 量 を 時 的 に 測 定 す る 工 程
を 含 む 、 デ フ ィ ブ ロ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 決 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 プ ラ ス ミ ン が 哺 乳 類 プ ラ ス ミ ン あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　
【 請 求 項 ４ 】
　 プ ラ ス ミ ン に 特 異 的 な 基 質 が 下 記 式 の 化 合 物 ：
　 　 　 Ａ １ － Ａ ２ － Ａ ３ － Ｘ
［ 式 中 、 Ａ 1 お よ び Ａ 2 は 非 極 性 ア ミ ノ 酸 で あ り 、 Ａ 3 は リ シ ン ま た は ア ル ギ ニ ン で あ り 、
Ｘ は 測 定 可 能 な 生 成 物 で あ る 。 ］ で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 測 定 可 能 な 生 成 物 Ｘ が パ ラ － ニ ト ロ ア ニ リ ン お よ び ２ － ナ フ チ ル ア ミ ン か ら 選 択 さ れ る
、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 プ ラ ス ミ ン の た め の 基 質 が Ｈ － Ｄ － バ リ ル － Ｌ － ロ イ シ ル － Ｌ － リ シ ン － ｐ － ニ ト ロ ア
ニ リ ン で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 プ ラ ス ミ ン が ０ ． ０ ０ ６ ４ ～ ０ ． ０ ５ ０ Ｉ ． Ｕ ． ／ ｍ ｌ の 濃 度 を 有 し 、 プ ラ ス ミ ン の た
め の 基 質 が ２ ． ５ ～ ３ ． ５ ｍ Ｍ の 濃 度 を 有 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ８ 】
　 プ ラ ス ミ ン の 濃 度 が ０ ． ０ １ ２ ５ Ｉ ． Ｕ ． ／ ｍ ｌ で あ り 、 プ ラ ス ミ ン の た め の 基 質 の 濃
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プ ラ ス ミ ン が ヒ ト プ ラ ス ミ ン で あ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。

～ ３ の い ず れ か １ 項

４

４

～ ６ の い ず れ か １ 項



度 が ３ ｍ Ｍ で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 測 定 可 能 な 生 成 物 Ｘ が 分 光 測 光 法 に よ っ て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 １ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 反 応 媒 体 が 、 ７ ～ ８ の ｐ Ｈ 緩 衝 さ れ た 水 性 溶 液 で あ る 、 請 求 項 １
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　
【 請 求 項 １ ２ 】
　 系 の 温 度 が ３ ５ ～ ３ ９ ℃ 維 持 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　
【 請 求 項 １ ４ 】

【 請 求 項 １ ５ 】

【 請 求 項 １ ６ 】

【 請 求 項 １ ７ 】
下 記 段 階 ：
ａ ） 標 品 お よ び 試 験 用 の 両 方 の デ フ ィ ブ ロ チ ド の サ ン プ ル の 各 々 に 関 し て 、 酵 素 反 応 の 間
の 測 定 可 能 な 生 成 物 Ｘ の 放 出 速 度 を 決 定 す る 段 階 、
ｂ ） 上 記 放 出 速 度 を 、 対 応 す る デ フ ィ ブ ロ チ ド 濃 度 と 、 数 学 的 に お よ び ／ ま た は グ ラ フ を
用 い て 相 関 さ せ る 段 階 、 お よ び
ｃ ） デ フ ィ ブ ロ チ ド の 試 験 サ ン プ ル の 生 物 学 的 活 性 を 得 る 段 階
を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の デ フ ィ ブ ロ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 決 定 す る
方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
ａ ） 測 定 さ れ た 量 の 、 プ ラ ス ミ ン の た め の 基 質 、 お よ び
ｂ ） 測 定 さ れ た 量 の プ ラ ス ミ ン
を 少 な く と も 含

む 、 請 求 項 １ ～ の い ず れ か １ 項 記 載 の デ フ ィ ブ ロ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 決 定 す る
た め の キ ッ ト 。

【 請 求 項 １ ９ 】
　 プ ラ ス ミ ン の た め の 基 質 が Ｈ － Ｄ － Ｖ ａ ｌ － Ｌ ｅ ｕ － Ｌ ｙ ｓ － ｐ Ｎ Ａ で あ り 、 プ ラ ス ミ
ン が ヒ ト プ ラ ス ミ ン で あ る 、 請 求 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 プ ラ ス ミ ン に 特 異 的 な 基 質 を プ ラ ス ミ ン １ 単 位 当 た り ｍ ｇ 含 む 、 請 求 項

記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
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～ ８ の い ず れ か １ 項

に ～ ９ の い ず れ か １ 項

反 応 媒 体 が 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ に 緩 衝 さ れ た 水 性 溶 液 で あ る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。

で ～ １ １ の い ず れ か １ 項

系 の 温 度 が ３ ７ ℃ で 維 持 さ れ る 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。

プ ラ ス ミ ン の た め の 基 質 の 濃 度 が ０ ． ３ ～ ４ ｍ Ｍ で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ３ の い ず れ か １ 項
記 載 の 方 法 。

プ ラ ス ミ ン の た め の 基 質 の 濃 度 が ２ ． ５ ～ ３ ． ５ ｍ Ｍ で あ る 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。

プ ラ ス ミ ン の た め の 基 質 の 濃 度 が ３ ｍ Ｍ で あ る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。

～ １ ６ の い ず れ か １ 項

み 、 プ ラ ス ミ ン に 特 異 的 な 基 質 を プ ラ ス ミ ン １ 単 位 当 た り ２ ０ ～ ３ ０ ｍ ｇ
含 １ ７ 方
法 の

１ ８

２ ５ １ ８ ま た は
１ ９

請 求 項 １ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 に 付 さ れ る と き 、 ０ ． ５ 、 ２ ． ０ お よ び ８ ． ０
μ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 夫 々 図 ３ 、 ４ お よ び ５ に 示 さ れ る パ ラ ニ ト ロ ア ニ リ ン の 放 出 動 力 学 を
示 す こ と を 特 徴 と す る デ フ ィ ブ ロ チ ド 、 こ こ で 、 上 記 放 出 動 力 学 は 下 記 実 験 条 件 下 で 決 定
さ れ る 。
ヒ ト プ ラ ス ミ ン 濃 度 ： ０ ． ０ １ ２ ５ 　 Ｉ ． Ｕ ． ／ ｍ ｌ ；
基 質 ： Ｈ － Ｄ － バ リ ル － Ｌ － ロ イ シ ル － Ｌ － リ シ ン － ｐ － ニ ト ロ ア ニ リ ン ；
基 質 濃 度 ： ３ ｍ Ｍ ；
緩 衝 剤 ： ト リ ス （ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ） ア ミ ノ メ タ ン 塩 酸 塩 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ ；



【 請 求 項 ２ ２ 】

【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 デ フ ィ ブ ロ チ ド の サ ン プ ル の 特 異 的 生 物 学 的 活 性 を 決 定 す る た め の
方 法 に 関 し 、 該 方 法 は 、 下 記 工 程 ：
ａ ） デ フ ィ ブ ロ チ ド 、 プ ラ ス ミ ン お よ び 、 プ ラ ス ミ ン と の 反 応 に よ っ て 測 定 可 能 な 生 成 物
を 提 供 す る と こ ろ の 、 該 プ ラ ス ミ ン に 特 異 的 な 基 質 を 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 生 成 し た 生 成 物 の 量 を 時 的 に 測 定 す る 工 程
を 含 む 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ２ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 発 明 の 決 定 法 は 、 他 の 酵 素 的 方 法 と 同 様 に 、 媒 体 の ｐ Ｈ に 対 し て 感 受 性 で あ る 。 事 実 、
酵 素 系 が 不 活 性 化 さ れ る で あ ろ う と こ ろ の 極 端 な ｐ Ｈ で は 一 般 に 適 用 さ れ 得 な い 。 ま た 、
測 定 が 行 わ れ て い る 間 の 任 意 の 時 に 媒 体 の ｐ Ｈ が 変 動 を 受 け な い こ と が 好 ま し く 、 従 っ て
、 溶 液 は 一 般 に 、 プ ラ ス ミ ン 測 定 試 験 に お い て 一 般 に 使 用 さ れ る も の か ら 選 択 さ れ る 緩 衝
剤 系 に よ っ て 処 理 さ れ る 。 適 す る 緩 衝 剤 系 は 、 例 え ば 、 リ ン 酸 緩 衝 液 、 ク エ ン 酸 緩 衝 液 、
ま た は ト リ ス （ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ） ア ミ メ タ ン 塩 酸 塩 （ Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ ） 緩 衝 液 で あ り 得 る 。
操 作 は 好 ま し く は 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ の 存 在 下 で 行 わ れ る 。 本 発 明 方 法 で は 、 媒 体 の ｐ Ｈ を 約 ７ ～
８ の 範 囲 、 よ り 好 ま し く は 約 ７ ． ４ で 維 持 す る こ と が 通 常 好 ま し い 。 さ ら に 、 緩 衝 剤 系 の
濃 度 を １ ０ ～ ２ ０ ０ ｍ Ｍ の 範 囲 、 好 ま し く は 約 ５ ０ ｍ Ｍ で 維 持 す る こ と が 好 ま し い 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
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反 応 温 度 ： ３ ７ ℃ ；
分 光 測 光 波 長 ： ４ ０ ５ ｎ ｍ

下 記 実 験 条 件 ：
ヒ ト プ ラ ス ミ ン 濃 度 ： ０ ． ０ １ ２ ５ 　 Ｉ ． Ｕ ． ／ ｍ ｌ ；
基 質 ： Ｈ － Ｄ － バ リ ル － Ｌ － ロ イ シ ル － Ｌ － リ シ ン － ｐ － ニ ト ロ ア ニ リ ン ；
基 質 濃 度 ： ３ ｍ Ｍ ；
緩 衝 剤 ： ト リ ス （ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ） ア ミ ノ メ タ ン 塩 酸 塩 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ ；
反 応 温 度 ： ３ ７ ℃ ；
分 光 測 光 波 長 ： ４ ０ ５ ｎ ｍ
の 下 で 請 求 項 １ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 に 付 さ れ る と き 、 下 記 式 に 従 う 、 パ ラ ニ
ト ロ ア ニ リ ン （ ｐ Ｎ Ａ ） の 放 出 動 力 学 を 生 じ る こ と を 特 徴 と す る デ フ ィ ブ ロ チ ド 。
ｐ Ｎ Ａ （ μ Ｍ ／ 分 ） ＝ ａ ＋ ｂ ｌ ｏ ｇ Ｘ
こ こ で 、
ａ ＝ ０ ． ６ ９ ０ ８ ± ０ ． ０ ２ ９ １
ｂ ＝ ０ ． ３ １ ４ ０ ± ０ ． ０ ４ ３ ７
Ｘ ＝ デ フ ィ ブ ロ チ ド の 濃 度 （ μ ｇ ／ ｍ ｌ ）
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