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【手続補正書】
【提出日】平成23年8月16日(2011.8.16)
【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】
　オオアワガエリからの主要アレルゲンＰｈｌ　ｐ１の変異体であって、野生型と比較し
て追加のＣｙｓ残基を有することを特徴とし、ここで追加のＣｙｓ残基が、アミノ酸位置
１４０よりも高い位置に位置することを特徴とする前記アレルゲン変異体。
【請求項２】
　追加のＣｙｓ残基が、アミノ酸置換に由来することを特徴とする、請求項１に記載のア
レルゲン変異体。
【請求項３】
　請求項１または２に記載のアレルゲン変異体をコードするＤＮＡ分子。
【請求項４】
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　請求項１または２に記載の組換え主要アレルゲンｒＰｈｌ　ｐ１の変異体の製造方法で
あって、自体公知の方法により、
－Ｃｙｓをコードする塩基トリプレットを、対応する遺伝子に、挿入または置換により導
入すること、
－このように改変された遺伝子を、宿主生物で過剰発現させること、および
－過剰発現により得たアレルゲン変異体を精製すること、
を特徴とする、前記方法。
【請求項５】
　最初は不溶性である粗タンパク質を変性させ、次いで希釈により再生し、そして生化学
的精製工程で精製することを特徴とする、可溶性形態での、請求項４に記載の組換え主要
アレルゲンｒＰｈｌ　ｐ１の変異体の製造および精製方法。
【請求項６】
　精製目的のためのＨｉｓタグを有する、過剰発現された、最初は不溶性である粗タンパ
ク質から出発し、２段階金属イオンキレートアフィニティークロマトグラフィーおよびＨ
ｉｓタグの除去を包含する、複数の生化学的精製工程を行うことを特徴とする、可溶性形
態での、請求項４に記載の組換え主要アレルゲンｒＰｈｌ　ｐ１の変異体の精製方法。
【請求項７】
　ｒＰｈｌ　ｐ　１－ＬＭおよびｒＰｈｌ　ｐ　１－ＨＭの折り畳み形態で存在すること
を特徴とする、請求項１または２に記載のアレルゲン変異体。
【請求項８】
　請求項１または２に記載のアレルゲン変異体の折り畳み形態ｒＰｈｌ　ｐ１－ＬＭであ
って、以下の処理工程：
－Ｈｉｓタグを有するｒＰｈｌ　ｐ１アレルゲンを、宿主生物において過剰発現させる工
程、
－宿主生物から単離した封入体を、グアニジニウムクロリドを用いて変性させる工程、
－溶解したタンパク質を、キレートアフィニティークロマトグラフィーカラムで再生する
工程、
－Ｈｉｓタグを除去する工程、
－ゲルろ過工程
－さらなるキレートアフィニティークロマトグラフィー工程、
－標的タンパク質を流出液から単離する工程、
－ゲルろ過工程、
を行うことにより得ることができる、前記ｒＰｈｌ　ｐ１－ＬＭ。
【請求項９】
　請求項１または２に記載のアレルゲン変異体の折り畳み形態ｒＰｈｌ　ｐ１－ＨＭであ
って、以下の処理工程：
－Ｈｉｓタグを有するｒＰｈｌ　ｐ１アレルゲンを、宿主生物において過剰発現させる工
程、
－宿主生物から単離した封入体を、グアニジニウムクロリドを用いて変性させる工程、
－溶解したタンパク質を、キレートアフィニティークロマトグラフィーカラムで再生する
工程、
－Ｈｉｓタグを除去する工程、
－ゲルろ過工程
－さらなるキレートアフィニティークロマトグラフィー工程、
－標的タンパク質をイミダゾール勾配により溶出する工程、
－ゲルろ過工程、
を行うことにより得ることができる、前記ｒＰｈｌ　ｐ１－ＨＭ。
【請求項１０】
　医薬としての、請求項１、２および７～９のいずれか一項に記載のアレルゲン変異体。
【請求項１１】
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　請求項１０に記載のアレルゲン変異体の、オオアワガエリからの主要アレルゲンＰｈｌ
　ｐ１が誘発に関与しているアレルギーの、特異的免疫療法のための医薬の製造への使用
。
【請求項１２】
　請求項１０に記載のアレルゲン変異体と、所望により、賦形剤および／または添加剤と
を含む、医薬組成物。
【請求項１３】
　オオアワガエリからの主要アレルゲンＰｈｌ　ｐ１が誘発に関与しているアレルギーの
、免疫療法的ＤＮＡワクチン接種による処置のための、請求項３に記載のＤＮＡ分子を含
有する組換えＤＮＡ発現ベクター。
【請求項１４】
　請求項１３に記載の発現ベクターの、オオアワガエリからの主要アレルゲンＰｈｌ　ｐ
１が誘発に関与しているアレルギーの、免疫療法的ＤＮＡワクチン接種による処置のため
の、医薬の製造への使用。
【請求項１５】
　請求項１３に記載の発現ベクターと、所望により、賦形剤および／または添加剤とを含
む、オオアワガエリからの主要アレルゲンＰｈｌ　ｐ１が誘発に関与しているアレルギー
の、免疫療法的ＤＮＡワクチン接種による処置のための、医薬組成物。
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