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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 8月 28日 (2006.8.28)
【 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 】
　 基 質 を 酵 素 的 に 変 化 さ せ る た め の ア ド ザ イ ム で あ っ て 、 該 ア ド ザ イ ム は 、 該 基 質 を 一 つ
ま た は 複 数 の 産 物 に 変 換 す る 化 学 反 応 を 触 媒 す る 触 媒 ド メ イ ン と 、 該 基 質 上 の ア ド レ ス 部
位 ま た は 基 質 の 機 能 す る 近 傍 に 生 ず る 第 二 の 分 子 上 の ア ド レ ス 部 位 と 可 逆 的 に 結 合 す る 標
的 化 部 分 と を 含 み 、 こ こ で 、
　 該 標 的 化 部 分 と 該 触 媒 ド メ イ ン は 、 相 互 に 対 し 異 種 で あ り 、
　 該 標 的 化 部 分 は 、 単 独 で 与 え ら れ た 場 合 、 基 質 に 結 合 し 、
　 該 触 媒 ド メ イ ン は 、 単 独 で 与 え ら れ た 場 合 、 該 基 質 を 一 つ ま た は 複 数 の 産 物 に 変 換 す る
化 学 反 応 を 触 媒 し 、 か つ



　 該 ア ド ザ イ ム は 、 該 基 質 と の 反 応 に 関 し て 、 (a) 触 媒 ド メ イ ン ま た は 標 的 化 部 分 単 独 よ
り も 少 な く と も 2倍 高 い 効 力 ; (b) 10 3  M - 1 s - 1 ま た は そ れ 以 上 の k o n ; (c) 0.1 sec

- 1 ま た
は そ れ 以 上 の k c a t ; (d) 触 媒 ド メ イ ン の K m よ り も 少 な く と も 5倍 低 い K D ; (e) 10

- 4  sec - 1

ま た は そ れ 以 上 の k o f f 、 (f) 触 媒 ド メ イ ン 単 独 の 触 媒 効 率 よ り も 少 な く と も 5倍 高 い 触 媒
効 率 、 (g) 触 媒 ド メ イ ン 単 独 の K m よ り も 少 な く と も 5倍 低 い K m 、 お よ び /ま た は (h) 実 際 の
基 質 濃 度 よ り も 少 な く と も 5倍 高 い 有 効 基 質 濃 度 の う ち の 一 つ ま た は 複 数 の 特 性 を 有 す る
、 ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ２ 】
　 基 質 を 酵 素 的 に 変 化 さ せ る た め の ア ド ザ イ ム で あ っ て 、 該 ア ド ザ イ ム は 、 該 基 質 を 一 つ
ま た は 複 数 の 産 物 に 変 換 す る 化 学 反 応 を 触 媒 す る 触 媒 ド メ イ ン と 、 該 基 質 上 の ア ド レ ス 部
位 ま た は 基 質 の 機 能 す る 近 傍 に 生 ず る 第 二 の 分 子 上 の ア ド レ ス 部 位 と 可 逆 的 に 結 合 す る 標
的 化 部 分 と を 含 み 、 こ こ で 、
　 該 基 質 は 細 胞 外 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 で あ り 、
　 該 標 的 化 部 分 と 該 触 媒 ド メ イ ン は 、 相 互 に 対 し 異 種 で あ り 、
　 該 標 的 化 部 分 は 、 単 独 で 与 え ら れ た 場 合 、 基 質 に 結 合 し 、
　 該 触 媒 ド メ イ ン は 、 単 独 で 与 え ら れ た 場 合 、 該 基 質 を 一 つ ま た は 複 数 の 産 物 に 変 換 す る
化 学 反 応 を 触 媒 し 、 か つ
　 該 ア ド ザ イ ム は 、 該 基 質 と の 反 応 に 関 し て 、 該 触 媒 ド メ イ ン ま た は 標 的 化 部 分 よ り も 効
力 が あ る 、 ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ３ 】
　 基 質 を 酵 素 的 に 変 化 さ せ る た め の ア ド ザ イ ム で あ っ て 、 該 ア ド ザ イ ム は 、 該 基 質 を 一 つ
ま た は 複 数 の 産 物 に 変 換 す る 化 学 反 応 を 触 媒 す る 触 媒 ド メ イ ン と 、 該 基 質 上 の ア ド レ ス 部
位 ま た は 基 質 の 機 能 す る 近 傍 に 生 ず る 第 二 の 分 子 上 の ア ド レ ス 部 位 と 可 逆 的 に 結 合 す る 標
的 化 ド メ イ ン と 、 該 触 媒 ド メ イ ン と 該 標 的 化 ド メ イ ン と を 連 結 す る リ ン カ ー と を 含 む ポ リ
ペ プ チ ド を 含 み 、 こ こ で 、
　 該 基 質 は 受 容 体 で あ り 、
　 該 標 的 化 部 分 と 該 触 媒 ド メ イ ン は 、 相 互 に 対 し 異 種 で あ り 、
　 該 標 的 化 ド メ イ ン は 、 単 独 で 与 え ら れ た 場 合 、 基 質 に 結 合 し 、
　 該 触 媒 ド メ イ ン は 、 単 独 で 与 え ら れ た 場 合 、 該 基 質 を 一 つ ま た は 複 数 の 産 物 に 変 換 す る
化 学 反 応 を 触 媒 し 、 か つ
　 該 ア ド ザ イ ム は 、 該 基 質 と の 反 応 に 関 し て 、 該 触 媒 ド メ イ ン ま た は 標 的 化 部 分 よ り も 効
力 が あ る 、 ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ４ 】
　 基 質 を 酵 素 的 に 変 化 さ せ る た め の ア ド ザ イ ム で あ っ て 、 該 ア ド ザ イ ム は 、 該 基 質 を 一 つ
ま た は 複 数 の 産 物 に 変 換 す る 化 学 反 応 を 触 媒 す る 触 媒 ド メ イ ン と 、 該 基 質 上 の ア ド レ ス 部
位 ま た は 基 質 の 機 能 す る 近 傍 に 生 ず る 第 二 の 分 子 上 の ア ド レ ス 部 位 と 可 逆 的 に 結 合 す る 標
的 化 部 分 と を 含 み 、 こ こ で 、 該 産 物 の 一 つ ま た は 複 数 が 、 該 基 質 の 活 性 の ア ン タ ゴ ニ ス ト
と な る 、 ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ５ 】
　 基 質 を 酵 素 的 に 変 化 さ せ る た め の ア ド ザ イ ム で あ っ て 、 該 ア ド ザ イ ム は 、 該 基 質 の 少 な
く と も 一 つ の ペ プ チ ド 結 合 を 切 断 し て 、 一 つ ま た は 複 数 の 産 物 を 生 成 す る 触 媒 ド メ イ ン と
、 該 基 質 上 の ア ド レ ス 部 位 ま た は 基 質 の 機 能 す る 近 傍 に 生 ず る 第 二 の 分 子 上 の ア ド レ ス 部
位 と 可 逆 的 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド 標 的 化 ド メ イ ン と を 含 み 、 こ こ で 、
　 該 ア ド ザ イ ム は 、 触 媒 ド メ イ ン に よ る 切 断 に 抵 抗 性 で あ り 、
　 該 標 的 化 部 分 は 、 単 独 で 与 え ら れ た 場 合 、 基 質 に 結 合 し 、
　 該 触 媒 ド メ イ ン は 、 単 独 で 与 え ら れ た 場 合 、 該 基 質 の 少 な く と も 一 つ の ペ プ チ ド 結 合 を
切 断 し て 、 一 つ ま た は 複 数 の 産 物 を 生 成 し 、 か つ
　 該 ア ド ザ イ ム は 、 該 基 質 と の 反 応 に 関 し て 、 該 触 媒 ド メ イ ン ま た は 標 的 化 部 分 よ り も 効
力 が あ る 、 ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ６ 】
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　 基 質 を 酵 素 的 に 変 化 さ せ る た め の ア ド ザ イ ム で あ っ て 、 該 ア ド ザ イ ム は 、 該 基 質 を 一 つ
ま た は 複 数 の 産 物 に 変 換 す る 化 学 反 応 を 触 媒 す る 触 媒 ド メ イ ン と 、 該 基 質 上 の ア ド レ ス 部
位 ま た は 基 質 の 機 能 す る 近 傍 に 生 ず る 第 二 の 分 子 上 の ア ド レ ス 部 位 と 可 逆 的 に 結 合 す る 標
的 化 ド メ イ ン と 、 該 触 媒 ド メ イ ン と 該 標 的 化 ド メ イ ン と を 連 結 す る リ ン カ ー と を 含 む ポ リ
ペ プ チ ド を 含 み 、 こ こ で 、
　 該 基 質 は 細 胞 外 シ グ ナ ル 伝 達 ポ リ ペ プ チ ド 分 子 で あ り 、
　 該 標 的 化 部 分 と 該 触 媒 ド メ イ ン は 、 相 互 に 対 し 異 種 で あ り 、
　 該 標 的 化 ド メ イ ン は 、 単 独 で 与 え ら れ た 場 合 、 該 基 質 に 結 合 し 、
　 該 触 媒 ド メ イ ン は 、 単 独 で 与 え ら れ た 場 合 、 該 基 質 を 一 つ ま た は 複 数 の 産 物 に 変 換 す る
化 学 反 応 を 触 媒 し 、 か つ
　 該 ア ド ザ イ ム は 、 該 基 質 と の 反 応 に 関 し て 、 該 触 媒 ド メ イ ン ま た は 標 的 化 部 分 よ り も 効
力 が あ る 、 ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ７ 】
　 基 質 は ヒ ト 患 者 に 内 在 す る 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か に 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ８ 】
　 基 質 に 対 す る ア ド ザ イ ム の 効 果 は 、 生 理 学 的 レ ベ ル の 豊 富 な ヒ ト 血 清 タ ン パ ク 質 が 存 在
す る 場 合 に 標 的 分 子 に 対 し て 効 果 的 で あ る 、 請 求 項 7記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ９ 】
　 豊 富 な ヒ ト 血 清 タ ン パ ク 質 は ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン で あ る 、 請 求 項 8記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 基 質 と の 反 応 に 関 し て 、 (a) 触 媒 ド メ イ ン ま た は 標 的 化 部 分 単 独 よ り も 少 な く と も 2倍
高 い 効 力 ; (b) 10 3  M - 1 s - 1 ま た は そ れ 以 上 の k o n ; (c) 0.1 sec

- 1 ま た は そ れ 以 上 の k c a t ; 
(d) 触 媒 ド メ イ ン の K m よ り も 少 な く と も 5倍 低 い K D ; (e) 10

- 4  sec - 1 ま た は そ れ 以 上 の k o f
f 、 (f) 触 媒 ド メ イ ン 単 独 の 触 媒 効 率 よ り も 少 な く と も 5倍 高 い 触 媒 効 率 、 (g) 触 媒 ド メ イ
ン 単 独 の K m よ り も 少 な く と も 5倍 低 い K m 、 お よ び /ま た は (h) 実 際 の 基 質 濃 度 よ り も 少 な く
と も 5倍 高 い 有 効 基 質 濃 度 の う ち の 一 つ ま た は 複 数 の 特 性 を 有 す る 、 請 求 項 2～ 6の い ず れ
か に 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 1、 2、 4ま た は 5の い ず れ か に 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 触 媒 ド メ イ ン と 標 的 化 部 分 と の 間 に リ ン カ ー を 含 む 、 請 求 項 記 載
の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 リ ン カ ー は 、 ア ド ザ イ ム が 基 質 と の 反 応 に 関 し て 、 触 媒 ド メ イ ン ま た は 標 的 化 部 分 よ り
も 強 力 で あ る よ う な 触 媒 ド メ イ ン と 標 的 化 部 分 と の 間 の 立 体 構 造 を 与 え る よ う に 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 基 質 は 細 胞 に よ り 産 生 さ れ る 生 体 分 子 で あ る 、 請 求 項 1、 4ま た は 5記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 基 質 は ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 1～ 5の い ず れ か に 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 基 質 は ポ リ サ ッ カ ラ イ ド 、 核 酸 、 脂 質 、 ま た は 小 分 子 で あ る 、 請 求 項 1、 4ま た は 5記 載
の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 基 質 は 拡 散 性 の 細 胞 外 分 子 で あ る 、 請 求 項 1、 4ま た は 5の い ず れ か に 記 載 の ア ド ザ イ ム
。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 細 胞 外 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -1お よ び TNF-α の 中 か ら 選 択 さ れ る 、 請
求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 １ ９ 】
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　 細 胞 外 分 子 は 、 細 胞 表 面 受 容 体 に 結 合 し 、 受 容 体 を 介 し た 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 を 誘 発 す る
、 請 求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 基 質 は ポ リ ペ プ チ ド 、 触 媒 ド メ イ ン は 、 基 質 の 少 な く と も 一 つ の ペ プ チ ド 結 合 を
切 断 す る プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 、 請 求 項 1、 2、 4ま た は 5の い ず れ か に 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ア ド ザ イ ム は 触 媒 ド メ イ ン に よ る 切 断 に 抵 抗 性 で あ る 、 請 求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 プ ロ テ ア ー ゼ は 酵 素 前 駆 体 で あ る 、 請 求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 可 逆 的 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 の 存 在 下 で 細 胞 培 養 物 か ら 精 製 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の ア ド
ザ イ ム 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 触 媒 ド メ イ ン は 、 ポ リ ペ プ チ ド 基 質 の 翻 訳 後 修 飾 の レ ベ ル を 変 化 さ せ る 、 請 求 項 記 載
の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 翻 訳 後 修 飾 は 、 グ リ コ シ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 硫 酸 化 、 脂 肪 酸 修 飾 、 ア ル キ ル 化 、 プ レ ニ ル
化 お よ び ア シ ル 化 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 触 媒 ド メ イ ン は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 エ ス テ ラ ー ゼ 、 ア ミ ダ ー ゼ 、 ラ ク タ マ ー ゼ 、 セ ル ラ ー
ゼ 、 オ キ シ ダ ー ゼ 、 オ キ シ ド レ ダ ク タ ー ゼ 、 レ ダ ク タ ー ゼ 、 ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ヒ ド ロ
ラ ー ゼ 、 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 リ ガ ー ゼ 、 リ パ ー ゼ 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 キ ナ ー
ゼ 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 リ ゾ チ ー ム 、 グ リ コ シ ダ ー ゼ 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ア ル ド ラ ー ゼ 、 ケ ト
ラ ー ゼ 、 リ ア ー ゼ 、 シ ク ラ ー ゼ 、 リ バ ー ス ・ ト ラ ン ス ク リ プ タ ー ゼ 、 ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ 、
ア ミ ラ ー ゼ 、 セ レ ブ ロ シ ダ ー ゼ お よ び キ チ ナ ー ゼ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1、 2
、 4ま た は 5の い ず れ か に 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 自 己 触 媒 反 応 に 抵 抗 性 で あ る 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か に 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 被 検 体 に 投 与 さ れ る 溶 液 中 の ア ド ザ イ ム 濃 度 に ほ ぼ 等 し い ア ド ザ イ ム 濃 度 で 自 己 触 媒 反
応 に 抵 抗 性 で あ る 、 請 求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 生 体 分 子 の 半 減 期 を イ ン ビ ボ で 変 化 さ せ る

、 請 求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 他 の 分 子 と の 生 体 分 子 の 相 互 作 用 を イ ン ビ ボ で 変 化 さ せ る 、 請 求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム
。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 受 容 体 -リ ガ ン ド 相 互 作 用 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 お よ び DNA-タ ン パ ク 質 相 互
作 用 の う ち の 一 つ ま た は 複 数 を 変 化 さ せ る 、 請 求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 受 容 体 を 介 し た ま た は イ オ ン チ ャ ネ ル を 介 し た シ グ ナ ル 伝 達 を 減 少 さ せ る 、 請 求 項 記
載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 細 胞 の 増 殖 、 分 化 ま た は 生 存 度 を イ ン ビ ボ で ま た は イ ン ビ ト ロ で 変 化 さ せ る 、 請 求 項
記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 化 学 反 応 の 産 物 が 、 基 質 の ア ン タ ゴ ニ ス ト と な る 、 請 求 項 1～ 3、 5ま た は 6の い ず れ か に
記 載 の ア ド ザ イ ム 。
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【 請 求 項 ３ ５ 】
　 化 学 反 応 の 産 物 は 、 基 質 に 対 し て さ ら に 高 い 生 物 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 1～ 3、 5ま た は 6
の い ず れ か に 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 生 体 分 子 に 固 有 の 酵 素 活 性 を 変 化 さ せ る 、 請 求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 基 質 は ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 1、 2、 4、 ま た は 5記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は 、 動 物 の 体 液 中 に 存 在 す る 、 請 求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 体 液 は 血 液 ま た は リ ン パ 液 で あ る 、 請 求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 基 質 は 、 ポ リ ペ プ チ ド ホ ル モ ン 、 成 長 因 子 お よ び /ま た は サ イ ト カ イ ン で
あ る 、 請 求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 因 子 は 、 4本 ヘ リ ッ ク ス バ ン ド ル 因 子 、 EGF様 因 子 、 イ ン ス リ ン 様 因 子 、 β
-ト レ フ ォ イ ル (trefoil)因 子 お よ び シ ス テ イ ン ・ ノ ッ ト 因 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、
請 求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は 炎 症 性 メ デ ィ エ ー タ で あ り 、 酵 素 構 築 物 は 該 ポ リ ペ プ チ ド 因 子 の 炎
症 誘 発 活 性 を 減 少 さ せ る 、 請 求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は イ ン タ ー ロ イ キ ン -1ま た は TNFα で あ り 、 ア ド ザ イ ム は 基 質 の 活 性 を イ
ン ビ ボ で 減 少 さ せ る 、 請 求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 標 的 化 部 分 は 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 を 含 む 、 請 求 項 1、 2、 4ま た は 5
記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 標 的 化 部 分 は 、 ポ リ ア ニ オ ン 系 ま た は ポ リ カ チ オ ン 系 結 合 剤 で あ る 、 請 求 項 1、 2、 4ま
た は 5記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 標 的 化 部 分 は 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 部 位 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 1～ 6の い
ず れ か に 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 標 的 化 部 分 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 Fabお よ び F(ab) 2 、 scFv、 重 鎖 可 変 領 域 お よ び 軽 鎖
可 変 領 域 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 基 質 は 受 容 体 リ ガ ン ド で あ り 、 標 的 化 部 分 は 該 リ ガ ン ド の 同 族 受 容 体 の リ ガ ン ド 結 合 ド
メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か に 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 標 的 化 部 分 は 、 基 質 に 結 合 す る よ う に 遺 伝 子 工 学 的 に 改 変 さ れ た 人 工 タ ン パ ク 質 ま た は
ペ プ チ ド 配 列 で あ る 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か に 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 基 質 は 受 容 体 で あ り 、 標 的 化 部 分 は 受 容 体 の 同 族 リ ガ ン ド で あ る 、 請 求 項 1、 4ま た は 5
の い ず れ か に 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 基 質 は TNFα で あ り 、 標 的 化 部 分 は TNFα に 結 合 す る 、 請 求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 触 媒 ド メ イ ン は 、 TNFα の プ ロ ア ポ ト ー シ ス 活 性 を 減 少 さ せ る プ ロ テ ア ー ゼ を 含 む 、 請
求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
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【 請 求 項 ５ ３ 】
　 プ ロ テ ア ー ゼ は 、 MT1-MMP; MMP12; ト リ プ タ ー ゼ ; MT2-MMP; エ ラ ス タ ー ゼ ; MMP7; キ
モ ト リ プ シ ン ; お よ び ト リ プ シ ン の 中 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 標 的 化 部 分 は 、 TNFα 受 容 体 の 可 溶 性 部 分 お よ び TNFα に 結 合 す る 一 本 鎖 抗 体 の 中 か ら 選
択 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 標 的 化 部 分 は TNFR1の sp55部 分 で あ る 、 請 求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 基 質 は IL-1で あ り 、 標 的 化 部 分 は IL-1に 結 合 す る 、 請 求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 触 媒 ド メ イ ン は 、 IL-1の 生 物 活 性 を 減 少 さ せ る プ ロ テ ア ー ゼ を 含 む 、 請 求 項 記 載 の ア
ド ザ イ ム 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 ヒ ト 患 者 で 治 療 的 に 使 用 す る た め の ア ド ザ イ ム 製 剤 で あ っ て 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か に
記 載 の ア ド ザ イ ム を 含 む 製 剤 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 ア ド ザ イ ム の 自 己 触 媒 的 な 修 飾 が 阻 害 さ れ る よ う に 製 剤 化 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の ア ド
ザ イ ム 製 剤 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 ア ド ザ イ ム は 、 プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 触 媒 ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム 製
剤 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 請 求 項 1～ 6の い ず れ か 一 項 記 載 の ア ド ザ イ ム の 基 質 の 活 性 と 関 連 が あ る 疾 患 の 治 療 で 用
い る 薬 剤 の 作 製 方 法 で あ っ て 、 ヒ ト 患 者 に 投 与 す る た め の ア ド ザ イ ム を 製 剤 化 す る 段 階 を
含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 炎 症 性 ま た は ア レ ル ギ ー 性 疾 患 の 治 療 で 用 い る 薬 剤 の 作 製 方 法 で あ っ て 、 そ の 必 要 性 が
あ る ヒ ト 患 者 へ の 投 与 を 目 的 と し て 、 請 求 項 1、 2、 ま た は 4～ 6の い ず れ か 一 項 記 載 の ア ド
ザ イ ム を 製 剤 化 す る 段 階 を 含 み 、 ア ド ザ イ ム の 基 質 が 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 請 求 項 1～ 6の い ず れ か 一 項 記 載 の ア ド ザ イ ム の 基 質 の 活 性 と 関 連 が あ る 疾 患 の 治 療 方 法
で あ っ て 、 そ の 必 要 性 が あ る ヒ ト 患 者 に ア ド ザ イ ム の 治 療 有 効 量 を 投 与 す る 段 階 を 含 む 方
法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 の 炎 症 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 そ の 必 要 性 が あ る ヒ ト 患 者 に ア ド ザ イ ム
の 治 療 有 効 量 を 投 与 す る 段 階 を 含 み 、 ア ド ザ イ ム の 基 質 が 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン で あ る 方 法
。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 請 求 項 3ま た は 請 求 項 6記 載 の ア ド ザ イ ム の コ ー ド 配 列 を 含 む 核 酸 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 請 求 項 記 載 の ア ド ザ イ ム の コ ー ド 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 適 当 な 宿 主 細 胞 中 で ア ド ザ イ ム の 発 現 を 導 く 、 請 求 項 記 載 の 核 酸 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー
。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 適 当 な 宿 主 細 胞 中 で ア ド ザ イ ム の 発 現 を 導 く 、 請 求 項 記 載 の 核 酸 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー
。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 請 求 項 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 。
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【 請 求 項 ７ ０ 】
　 請 求 項 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 第 一 コ ー ド 配 列 を 含 む 第 一 核 酸 と 第 二 コ ー ド 配 列 を 含 む 第 二 核 酸 と を 含 む 細 胞 で あ っ て
、 第 一 コ ー ド 配 列 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 と 触 媒 ド メ イ ン と を 含 む 第 一 融 合 タ ン パ ク 質 を
コ ー ド し 、 第 二 コ ー ド 配 列 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 と 標 的 化 ド メ イ ン と を 含 む 第 二 融 合 タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る 細 胞 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 適 当 な 培 養 条 件 で 、 細 胞 は 、 第 一 融 合 タ ン パ ク 質 と 第 二 融 合 タ ン パ ク 質 と の 二 量 体 で あ
る Fc融 合 タ ン パ ク 質 の 構 築 物 を 含 む ア ド ザ イ ム を 分 泌 す る 、 請 求 項 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 ア ド ザ イ ム の 製 造 方 法 ：
　 a) 発 現 ベ ク タ ー に よ り コ ー ド さ れ る ア ド ザ イ ム を 細 胞 に 産 生 さ せ る よ う な 条 件 で 、 請
求 項 記 載 の 細 胞 を 培 養 す る 段 階 ; お よ び
　 b) 実 質 的 に 純 粋 と な る ま で ア ド ザ イ ム を 精 製 す る 段 階 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 ア ド ザ イ ム の 製 造 方 法 ：
　 a) 発 現 ベ ク タ ー に よ り コ ー ド さ れ る ア ド ザ イ ム を 細 胞 に 産 生 さ せ る よ う な 条 件 で 、 請
求 項 記 載 の 細 胞 を 培 養 す る 段 階 ; お よ び
　 b) 実 質 的 に 純 粋 と な る ま で ア ド ザ イ ム を 精 製 す る 段 階 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 ア ド ザ イ ム の 製 造 方 法 ：
　 a) ア ド ザ イ ム を 細 胞 に 産 生 さ せ る よ う な 条 件 で 、 請 求 項 記 載 の 細 胞 を 培 養 す る 段 階 ;
 お よ び
　 b) 実 質 的 に 純 粋 と な る ま で ア ド ザ イ ム を 精 製 す る 段 階 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 有 効 な ア ド ザ イ ム の 設 計 お よ び 構 築 方 法 :
　 a) 治 療 的 に 有 効 な 結 合 剤 に 対 す る 周 知 の 標 的 で あ る 基 質 を 選 択 す る 段 階 ;
　 b) 基 質 の 活 性 を 減 少 さ せ る の に 有 効 な 、 一 連 の 一 つ ま た は 複 数 の 候 補 触 媒 ド メ イ ン を
得 る た め 、 基 質 の 活 性 を 減 少 さ せ る 有 効 性 に つ い て 複 数 の 触 媒 ド メ イ ン を 試 験 す る 段 階 ;
　 c) 基 質 に 結 合 す る の に 有 効 な 、 一 連 の 一 つ ま た は 複 数 の 候 補 標 的 化 部 分 を 得 る た め 、
基 質 に 結 合 す る 有 効 性 に つ い て 複 数 の 結 合 部 分 を 試 験 す る 段 階 ;
　 d) 一 つ ま た は 複 数 の 触 媒 ド メ イ ン お よ び 一 つ ま た は 複 数 の 候 補 標 的 化 部 分 は 、 少 な く
と も 二 つ の 異 な る 幾 何 学 的 立 体 配 座 で 結 合 さ れ る 、 一 つ ま た は 複 数 の 候 補 触 媒 ド メ イ ン と
一 つ ま た は 複 数 の 候 補 標 的 化 部 分 と を 含 む 、 複 数 の ア ド ザ イ ム を 構 築 し 且 つ 生 成 す る 段 階
; 
　 e) 一 連 の 一 つ ま た は 複 数 の 候 補 ア ド ザ イ ム を 得 る た め 、 基 質 の 活 性 を 減 少 さ せ る 有 効
性 に つ い て 複 数 の ア ド ザ イ ム を 試 験 す る 段 階 で あ っ て 、 こ こ で 、 基 質 の 活 性 を 減 少 さ せ る
の に 有 効 な ア ド ザ イ ム が 有 効 な ア ド ザ イ ム で あ る 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ １ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ １ ２ 】
　 内 在 化 ペ プ チ ド の 他 の 例 は 、 HIV転 写 因 子 (TAT)タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、
4つ の ド メ イ ン に 分 け ら れ る よ う に 思 わ れ る (Kuppuswamyら 、 (1989) Nucl. Acids Res. 17
:3551～ 3561)。 精 製 TATタ ン パ ク 質 は 、 組 織 培 養 で 細 胞 に よ り 取 り 込 ま れ (Frankelお よ び P
abo、 (1989) Cell 55 :1189～ 1193)、 そ し て ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 TATの 残 基 37～ 62に 相 当
す る 断 片 は 、 イ ン ビ ト ロ で 細 胞 に よ り 迅 速 に 取 り 込 ま れ る (Greenお よ び Loewenstein、 (19
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89) Cell 55:1179～ 1188)。 高 塩 基 性 領 域 に よ り 、 核 へ の 内 在 化 部 分 の 内 在 化 お よ び 標 的
化 が 媒 介 さ れ る (Rubenら 、 (1989) J. Virol. 63:1～ 8)。 高 塩 基 性 領 域 、 例 え ば 、
　
　
の 中 に 含 ま れ る 配 列 を 含 む ペ プ チ ド ま た は 類 似 体 を ア ド ザ イ ム の な か に 使 用 し て 、 内 在 化
を 補 助 す る こ と が で き る 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ １ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ １ ４ 】
　 特 定 の 理 論 に 拘 束 さ れ る こ と を 望 む わ け で は な い が 、 疎 水 性 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 有 機 分
子 は ま た 、 受 容 体 を 介 し た ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス に よ っ て 膜 を 横 断 で き る 運 搬 用 ペ プ チ ド
に 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド を 連 結 す る か ま た は 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 膜 障 壁 を 越 え て 生 理 的
に 輸 送 で き る と い う こ と が 知 ら れ て い る 。 こ の 種 の 適 当 な 内 在 化 ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 ヒ
ス ト ン 、 イ ン ス リ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 ベ ー シ ッ ク ナ ア ル ブ ミ ン 、 プ ロ ラ ク チ ン お よ び
イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 I(IGF-I)、 イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 II(IGF-II)ま た は 他 の 成 長 因 子 の
全 体 ま た は 一 部 分 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、  毛 細 血 管 細 胞 上 の イ ン ス リ
ン 受 容 体 に 親 和 性 を 示 し 、 血 糖 の 低 下 で イ ン ス リ ン よ り も 効 果 が 低 い イ ン ス リ ン 断 片 は 、
受 容 体 を 介 し た ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス に よ る 膜 透 過 輸 送 能 を 有 す る こ と が 見 出 さ れ て お り
、 従 っ て 、 主 題 の ア ド ザ イ ム に 対 す る 内 在 化 ペ プ チ ド と し て の 機 能 を 果 す こ と が で き る 。
好 ま し い 成 長 因 子 由 来 の 内 在 化 ペ プ チ ド に は 、
　
　
　
の よ う な EGF(上 皮 成 長 因 子 )由 来 の ペ プ チ ド ; TGF-β (形 質 転 換 成 長 因 子 β )由 来 の ペ プ チ
ド ; PDGF(血 小 板 由 来 成 長 因 子 )ま た は PDGF-2由 来 の ペ プ チ ド ; IGF-I(イ ン ス リ ン 様 成 長 因
子 )ま た は IGF-II由 来 の ペ プ チ ド ; お よ び FGF(線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 )由 来 の ペ プ チ ド が 含 ま
れ る 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ １ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ １ ７ 】
　 こ の 点 で 特 に 好 ま し い pH依 存 的 な 膜 結 合 内 在 化 ペ プ チ ド は 、
　
　
で あ り 、 こ れ に は Subbaraoら (Biochemistry 26:2964, 1987)に よ る ペ プ チ ド 配 列 の 修 飾 が
示 さ れ て い る 。 こ の ペ プ チ ド 配 列 の な か で 、 最 初 の ア ミ ノ 酸 残 基 (Xaa1)は 、 標 的 化 タ ン パ
ク 質 複 合 体 へ の 内 在 化 ペ プ チ ド の 化 学 結 合 を 促 進 す る 、 シ ス テ イ ン ま た は リ ジ ン の よ う な
、 特 異 な 残 基 で あ る こ と が 好 ま し い 。 ア ミ ノ 酸 残 基 (Xaa2-Xaa3)は 、 異 な る 膜 に 対 し て 、
内 在 化 ペ プ チ ド の 親 和 性 を 調 節 す る よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 残 基 2と 3の 双
方 が lysま た は argで あ る 場 合 、 内 在 化 ペ プ チ ド は 、 陰 性 の 表 面 電 荷 を 有 す る 脂 質 の 膜 ま た
は 斑 に 結 合 す る 能 力 を 有 す る も の と 思 わ れ る 。 残 基 2-3が 中 性 ア ミ ノ 酸 で あ る 場 合 、 内 在
化 ペ プ チ ド は 、 中 性 の 膜 の 中 に 入 り 込 む も の と 思 わ れ る 。
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ４ ８ ７
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【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ４ ８ ７ 】
　 図 4の 場 合 、 異 種 発 現 系 か ら の 分 泌 を 可 能 と す る よ う に 設 計 し た N末 端 の リ ー ダ ー ペ プ チ
ド と 免 疫 検 出 お よ び 精 製 を 可 能 と す る C末 端 の タ ン デ ム の mycお よ び His 6 タ グ と を 含 ん だ 、
pSecTag2Aベ ク タ ー 系 (Invitrogen, Carlsbad, CA)の 中 で 、 全 て の 成 分 を 組 み 立 て た 。 ア
ド レ ス ド メ イ ン は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の ヘ マ グ ル チ ニ ン (HA)エ ピ ト ー プ DVPDYA (SE
Q ID NO: ) [18]を 認 識 し た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 mAb26/9由 来 の 一 本 鎖 抗 体 (scFvα HA)
と し た 。 酵 素 ド メ イ ン は 、 プ レ ト ロ ン ビ ン (ヒ ト プ レ ト ロ ン ビ ン の 残 基 315～ 622; ア ク セ
ッ シ ョ ン 番 号 AAC63054)、 つ ま り 第 Xa因 子 を 用 い て 活 性 化 で き る ト ロ ン ビ ン の 酵 素 前 駆 体
と し た 。 ア ド レ ス お よ び 酵 素 ド メ イ ン は 、 15ア ミ ノ 酸 の リ ン カ ー ([GGGGS] 3 , SEQ ID NO:
)で 連 結 さ せ た 。 DVPDYA (SEQ ID NO: )お よ び 次 善 最 適 の ト ロ ン ビ ン 切 断 部 位 (例 え ば 、
GGVR, SEQ ID NO: )を 含 む 標 的 に 対 し て 試 験 し た 場 合 、 ア ド ザ イ ム の ト ロ ン ビ ン ド メ イ
ン は 、 scFvド メ イ ン (ア ド レ ス ド メ イ ン )に よ る DVPDYA (SEQ ID NO: )と の 結 合 を 介 し て
達 成 さ れ る ペ プ チ ド の 高 い 局 所 濃 度 に よ り 、 切 断 の 促 進 を 示 す 。
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ４ ８ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ４ ８ ９ 】
　 HAエ ピ ト ー プ に 対 す る 一 本 鎖 抗 体 お よ び プ レ ト ロ ン ビ ン を 、 Invitrogenか ら 得 た pSecTa
g2Aベ ク タ ー の HindIIIお よ び XhoI部 位 に 個 別 に ク ロ ー ニ ン グ し て 、 そ の 後 の 生 化 学 的 な 性
質 決 定 の た め 、 培 地 中 に 分 泌 さ れ る タ ン パ ク 質 を 産 生 さ せ る 。 プ レ ト ロ ン ビ ン は 、 第 Xa因
子 ま た は エ カ リ ン に よ り 活 性 化 さ れ る 不 活 性 型 で あ る 。 プ レ ト ロ ン ビ ン (G 4 S) 3 -scHAお よ
び scHA(G 4 S) 3 -プ レ ト ロ ン ビ ン を 、 重 複 /組 換 え PCR(下 記 の 表 Xに 記 述 さ れ る オ リ ゴ を 用 い
て )に よ り 組 み 立 て て 、 HindIIIお よ び XhoI断 片 と し て pSecTag2Aベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ
す る 。 こ れ ら は 、 C末 端 に タ グ と し て mycお よ び His 6 を 含 ん で い る も の と 思 わ れ る 。 斜 線 は
、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド で 切 断 の 起 こ る 箇 所 を 示 す 。 プ レ ト ロ ン ビ ン (G 4 S) 3 scFvα HAの ア ミ ノ
酸 配 列 は 、 以 下 で あ る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ４ ９ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ４ ９ ０ 】
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　 pSecTag2か ら 作 製 し た と き の scHA(G 4 S) 3 プ レ ト ロ ン ビ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 以 下 で あ る
。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ４ ９ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ４ ９ １ 】
（ 表 X）
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【 手 続 補 正 ９ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ４ ９ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ４ ９ ２ 】
　 試 験 し た 基 質 に は 、 以 下 が 含 ま れ る : S1、 つ ま り scFvα HAに よ り 認 識 さ れ る 高 親 和 性 の
エ ピ ト ー プ
　
　
が 、 タ ン パ ク 質 分 解 の 標 的 部 位 に 連 結 さ れ て い る
　
　
; お よ び S2、 つ ま り タ ン パ ク 質 分 解 の 標 的 の み (PT: NH 2 -GGVR-p-ニ ト ロ ア ニ リ ド )。 基 質
の 結 合 お よ び 切 断 配 列 を 変 え な が ら 他 の 合 成 ペ プ チ ド 基 質 も 作 製 し た 。 ト ロ ン ビ ン 切 断 部
位 は 、 Backesら 、 (2000) Nature Biotechnology 18:187～ 193の 教 示 に 基 づ い て 選 択 し た
。 代 替 選 択 物 に は 、 最 良 の 切 断 部 位 と し て Ile-Thr-Pro-Argお よ び 不 十 分 な 標 的 と し て Ile
-Thr-Leu-Argが 含 ま れ る 。
【 手 続 補 正 １ ０ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ４ ９ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
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【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ４ ９ ５ 】
　 手 短 に 言 え ば 、 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー pSecTag2A(カ タ ロ グ 番 号 V90020; Invitrogen, Ca
rlsbad, CA)を 全 て の 構 築 物 の 骨 格 と し て 使 用 し た 。 ポ リ リ ン カ ー の 上 流 は マ ウ ス Igκ 鎖 V
-J2-Cシ グ ナ ル ペ プ チ ド で あ り 、 下 流 は mycお よ び His 6 タ グ 、 TAA停 止 コ ド ン な ら び に ウ シ
成 長 ホ ル モ ン ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル で あ る 。 こ の ベ ク タ ー の 他 の 注 目 す べ き 特 徴 は 、 挿
入 さ れ た コ ー ド 配 列 な ら び に 選 択 可 能 マ ー カ ー の ゼ オ シ ン お よ び ア ン ピ シ リ ン の 発 現 を 誘
導 す る サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス (CMV)プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 個 々 の 成 分 に 相 当 す る cDNAを PCR
に よ り 産 生 さ せ て 、 5'末 端 の HindIIIお よ び 3'末 端 の XhoIを 利 用 し て 、 読 み 枠 を 維 持 す る
よ う に ポ リ リ ン カ ー に 直 接 的 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ア ド レ ス 成 分 (scFvα HA)は 、 scFvα HA
(engeneOS, Waltham, MA)の コ ー ド 配 列 を 含 む 鋳 型 プ ラ ス ミ ド か ら 増 幅 さ せ た ; プ レ ト ロ
ン ビ ン は 、 完 全 長 の ヒ ト cDNAク ロ ー ン (ResGen; カ タ ロ グ 番 号 FL1001)か ら 増 幅 さ せ た 、 お
よ び ; ア ド ザ イ ム は 、 N末 端 の プ レ ト ロ ン ビ ン ド メ イ ン と C末 端 の ア ド レ ス ド メ イ ン と の 間
に 15ア ミ ノ 酸 の リ ン カ ー (GGGGS) 3  (SEQ ID NO: )を 挿 入 す る よ う に 設 計 し た 重 複 PCRに よ
り 作 製 し た 。 全 て の 構 築 物 を 配 列 確 認 し た 。
【 手 続 補 正 １ １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ４ ９ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ４ ９ ７ 】
　 図 5に 示 さ れ る よ う に 、 モ デ ル ア ド ザ イ ム の プ レ ト ロ ン ビ ン -(GGGGS) 3 -scFvα HA (SEQ I
D NO: )を 293T細 胞 で 一 過 性 に 発 現 さ せ て 、 条 件 培 地 を 第 7日 目 に 回 収 し た 。 材 料 物 質 を
上 記 の よ う に 処 理 し 且 つ 精 製 し た 。 各 分 画 の 等 価 な 分 量 に 相 当 す る 試 料 を 4～ 20%ポ リ ア ク
リ ル ア ミ ド ゲ ル に 添 加 し て 、 Tris-グ リ シ ン -SDS緩 衝 液 (Novex)中 で 電 気 泳 動 し た 。 パ ネ ル
A: ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト -電 気 泳 動 後 、 ゲ ル を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 電 気 的 に ブ ロ ッ ト し 、
そ の 膜 を 抗 -myc抗 体 (Invitrogen, Carlsbad, CA)で 染 色 し た 。 レ ー ン (1) ロ ー ド ; (2) 素
通 り ; (3) 洗 浄 液 1; (4) 洗 浄 液 3; (5) 溶 出 液 1; (6) 溶 出 液 2; (7) 溶 出 液 3; (8) サ ン
プ ル ロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー 中 で 煮 沸 し た 樹 脂 ; (9) Cruz分 子 量 マ ー カ ー (Santa Cruz Bi
otechnology, Santa Cruz, CA)。 パ ネ ル B: 銀 染 色 し た ゲ ル 。 レ ー ン (1) 出 発 物 質 ; (2) 
素 通 り ; (3) 洗 浄 液 1; (4) 洗 浄 液 3; (5) 分 子 量 標 準 物 質 SeeBlue Plus 2; (6) 溶 出 液 1;
 (7) 溶 出 液 2; (8) 溶 出 液 3; (9) サ ン プ ル ロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー 中 で 煮 沸 し た 樹 脂 ; (
10) 分 子 量 標 準 物 質 SeeBlue Plus 2。
【 手 続 補 正 １ ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ５ ０ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ５ ０ ４ 】
標 的 エ ピ ト ー プ と の 結 合
　 本 実 験 に よ り 、 ア ド ザ イ ム の ア ド レ ス ド メ イ ン の 結 合 特 性 を 評 価 し た 。 本 出 願 人 ら は 、
ビ オ チ オ ン 化 ペ プ チ ド を 用 い 、 サ ン ド イ ッ チ ELISA形 式 で 種 々 の 成 分 の 結 合 活 性 を 評 価 し
た 。 精 製 し た 成 分 を PBSに 対 し て 透 析 し 、 抗 -myc抗 体 (mAb 9E10; Sigma)で コ ー テ ィ ン グ し
た プ レ ー ト に 捕 捉 し 、 次 い で 、 高 親 和 性 エ ピ ト ー プ (下 線 )を 含 ん だ ビ オ チ オ ン 化 標 的 ペ プ
チ ド
　
　
と の 結 合 つ い て ELISA法 に よ り 分 析 し た 。 結 合 し た ペ プ チ ド を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -西 洋 ワ
サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 検 出 系 (Quantablue; Pierce, Rockford, IL)に よ り 定 量 化 し た 。 ア
ド レ ス ド メ イ ン の み な ら び に 活 性 化 型 お よ び 酵 素 前 駆 体 型 双 方 の ア ド ザ イ ム は 、 1モ ル 当
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た り か な り の 量 の ペ プ チ ド を 結 合 し た 。 し か し な が ら 、 酵 素 ド メ イ ン の み で は 、 予 想 通 り
、 測 定 可 能 な 量 の ペ プ チ ド を 結 合 で き な か っ た 。
【 手 続 補 正 １ ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ５ １ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ５ １ ２ 】
2.3. ア ド ザ イ ム の 機 能 試 験
　 本 出 願 人 ら に よ り 、 ア ド ザ イ ム 、 つ ま り プ レ ト ロ ン ビ ン の 酵 素 ド メ イ ン が 15ア ミ ノ 酸 の
ポ リ ペ プ チ ド に よ り 、 ア ド レ ス ド メ イ ン と し て 、 HAエ ピ ト ー プ に 対 す る 一 本 鎖 抗 体 に 連 結
さ れ た 、 ト ロ ン ビ ン -(GGGGS) 3 scFvα HAが 設 計 さ れ た 。 ト ロ ン ビ ン は 、 HAエ ピ ト ー プ を 結
合 し な い ま た は 切 断 し な い が 、 し か し な が ら そ の 標 的 と す る 基 質 部 位 GGVR (SEQ ID NO:
)を 、 S1と の 関 連 で あ れ S2と の 関 連 で あ れ 、 同 じ 親 和 性 で 結 合 す る 。 ト ロ ン ビ ン -scFvα HA
ア ド ザ イ ム の な か の 活 性 化 ト ロ ン ビ ン 成 分 も 同 様 に 、 S1の GGVR (SEQ ID NO: )を 同 じ 親
和 性 で 結 合 す る ; し か し な が ら 、 ア ド ザ イ ム の 概 念 か ら 、 抗 -HA抗 体 に 結 合 さ れ た ト ロ ン
ビ ン は 、 抗 体 の 典 型 的 な 高 い 親 和 性 で HAエ ピ ト ー プ を 含 有 す る 基 質 に 結 合 し て 、 ア ド ザ イ
ム の 反 応 速 度 に 影 響 を 及 ぼ し 得 る こ と が 予 想 さ れ る 。 ア ド ザ イ ム は ト ロ ン ビ ン と 比 較 し て
、 酵 素 活 性 を 増 大 さ せ た 可 能 性 が 予 想 さ れ た 。
【 手 続 補 正 １ ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ５ ４ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ５ ４ ０ 】
c. リ ン カ ー の 選 択
　 リ ン カ ー の 重 要 な 機 能 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 中 で 触 媒 ド メ イ ン と ア ド レ ス ド メ イ ン と を
連 結 さ せ て 、 協 調 的 な 機 能 を も た ら す こ と で あ る 。 リ ン カ ー の 長 さ は 、 実 験 的 に 調 べ る こ
と が で き る 。 本 出 願 人 ら は 、 柔 軟 性 の ペ ン タ ペ プ チ ド GGGGSの ト リ プ ル リ ピ ー ト (ま た は 「
3回 の 繰 り 返 し 」 )に よ り 、 酵 素 お よ び ア ド レ ス ド メ イ ン の 機 能 的 な 連 結 が 可 能 に な る こ と
を 見 出 し た 。 こ の リ ン カ ー は 長 さ が 、 α -ヘ リ ッ ク ス 構 造 で 23.60Å か ら 伸 張 鎖 で 50.72Å
に 及 び 得 る 。 初 期 の ア ド ザ イ ム は 、 リ ン カ ー と し て ア ミ ノ 酸 0個 (分 子 内 消 化 を 最 少 化 す る
た め )、 ア ミ ノ 酸 3個 (AAA)お よ び ア ミ ノ 酸 20個 (繰 り 返 し 4回 の G 4 S)で 構 築 さ れ た 。 構 築 中
の さ ら な る リ ン カ ー 長 は 、 繰 り 返 し 2回 の G 4 S(ア ミ ノ 酸 10個 )、 繰 り 返 し 6回 の G 4 S(ア ミ ノ
酸 30個 )、 繰 り 返 し 8回 の G 4 S(ア ミ ノ 酸 40個 )お よ び 繰 り 返 し 10回 の G 4 S(ア ミ ノ 酸 50個 )で あ
る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 １ ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ５ ４ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
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【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ５ ４ ８ 】
　 ト リ プ シ ノ ー ゲ ン  (tgn)の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 以 下 で あ る ：
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 １ ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ５ ４ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ５ ４ ９ 】
　 pSecTag2Aか ら 発 現 さ れ る ト リ プ シ ノ ー ゲ ン -0aa-sp55 (tgn-0-sp55)の ア ミ ノ 酸 配 列 は
、 以 下 で あ る ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 １ ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ５ ５ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ５ ５ ０ 】
　 pSecTag2Aか ら 発 現 さ れ る ト リ プ シ ノ ー ゲ ン -3aa-sp55 (tgn-3-sp55)の ア ミ ノ 酸 配 列 は
、 以 下 で あ る ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 １ ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ５ ５ １
【 補 正 方 法 】 変 更
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【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ５ ５ １ 】
　 pSecTag2Aか ら 発 現 さ れ る ト リ プ シ ノ ー ゲ ン -20aa-sp55 (tgn-20-sp55)の ア ミ ノ 酸 配 列
は 、 以 下 で あ る ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 １ ９ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ５ ５ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ５ ５ ２ 】
　 さ ら に 、 sp55も 同 様 の 方 法 で pSecTagに ク ロ ー ニ ン グ し た 。 pSecTag2Aか ら 発 現 さ れ る sp
55の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 以 下 で あ る ：
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