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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 12月 25日 (2006.12.25)
【 手 続 補 正 １ 】
【 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 】
　 α 胎 児 性 タ ン パ ク 質 (AFP)は 、 N-ア ラ キ ド ア ミ ノ エ チ ル ホ ス フ ェ ー ト (N-AAP)と 結
合 し て 可 逆 的 平 衡 複 合 体 を 形 成 す る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 N-AAPを 分 子 300ま で 含 有 す る ミ
セ ル と 可 逆 的 に 結 合 す る (同 じ 本 発 明 者 に よ る 国 際 出 願  PCT/EP99/04201参 照 )。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ４ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 2-シ ア ノ エ チ ル ・ ホ ス フ ェ ー ト の を ピ リ ジ ン 塩 に 、 Dowex-50 樹 脂 カ ラ ム を
通 し て 変 換 し た (ピ リ ジ ン 体 )。 溶 出 液 を 蒸 発 し 、 乾 燥 ピ リ ジ ン の 追 加 部 分 の 蒸 発 を 繰 り 返
し て 塩 を 乾 燥 し た 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ６ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ６ ８ 】
実 施 例 １ ０ ： N-(シ ス -5,8,11,14-エ イ コ サ テ ト ラ エ ノ イ ル )-O-ホ ス ホ -L-チ ロ シ ン （ N-ア
ラ キ ド ノ イ ル -O-ホ ス ホ -L-チ ロ シ ン ） (8)の 合 成
　 ア ラ キ ド ン 酸  (152 mg, 0.5 mmol)お よ び ト リ ア ミ ン (52 mg, 0.51 mmol)を 3 ml
の 乾 燥 ア セ ト ニ ト リ ル に 溶 解 し 、 -15 ℃ に 冷 や し 、 70 mg (0.51 mmol)の ブ チ ル ク ロ ロ ホ
ル メ ー ト を 加 え た 。 30 分 後 に 、 沈 澱 し た ト リ エ チ ル ア ミ ン 塩 酸 塩 を 除 い た 混 合 物 を チ ロ
シ ン メ チ ル エ ス テ ル 塩 酸 塩 （ 232 mg, 1 mmol) お よ び ト リ エ チ ル ア ミ ン （ 0.14ml)の メ タ
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ノ ー ル 液  1 ml に ピ ペ ッ ト で 移 し 、 15 分 間  -15 ℃ で 攪 拌 し 、 得 た 混 合 物 を 室 温 で 温 め た
。 2 時 間 後 、 0.5 M HC1を 加 え 、 混 合 物 を エ ー テ ル (20 ml)で 抽 出 し た 。 抽 出 物 を 水 で 洗 い
、 次 い で Na 2 SO 4 で 乾 燥 し 、 減 圧 で 蒸 発 し た 。 残 渣 を 2 mlの ク ロ ロ ホ ル ム に 溶 解 し 、 カ ラ ム
(2x 2 cm)ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 上 (塩 基 性 , Brockmann II)で 精 製 し た
。 カ ラ ム を ク ロ ロ ホ ル ム -メ タ ノ ー ル (9:1 v/v)で 溶 出 し 、 適 当 な フ ラ ク シ ョ ン を 蒸 発 す る
と 、 222 mg (95) の 所 望 の N-ア ラ キ ド ノ イ ル -L-チ ロ シ ン メ チ ル エ ス テ ル を 油 状 で 得 た 。 T
LC (A系 ) Rf 0.6。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ １ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ １ ５ 】
　 注 射  5 日 後 の  AFC 相 対 量 は 、 対 照 群 で  406.4 ±  16.8、 化 合 物   の  45.5 μ g/マ ウ
ス の 試 験 群 で  405.0 ±  47.9、 p > 0.05、 化 合 物   の  91 μ g/マ ウ ス の 試 験 群 で  692.9 
±  44.8、 p < 0.001、 化 合 物  4 の  136.5 μ g/マ ウ ス の 試 験 群 で  1354.3 ±  99.9、 p < 0
.001で あ っ た 。 全  AFC 量 は 、 対 照 群 で (60.4 ±  3.9).10 3 、 化 合 物  4 の  45.5 μ g/マ ウ
ス の 試 験 群 で (55.0 ±  6.7).10 3 、 p > 0.05、 化 合 物  4 の  91 μ g/マ ウ ス の 試 験 群 で (87.
6 ±  4.3).10 3 、 p < 0.001、 化 合 物  4 の  136.5 μ g/マ ウ ス の 試 験 群 で (138.9 ±  10.0).
10 3 、 p < 0.001で あ っ た 。 さ ら に 、 化 合 物  4 の  136.5 μ g/マ ウ ス の 試 験 群 で 免 疫 マ ウ ス
の 血 清 に お い て 赤 血 球 凝 集 力 価 の 有 意 の 増 加 が あ り 、 対 照 群 で は  6.2 ±  0.3 な の に 対 し
、 化 合 物  4 の  136.5 μ g/マ ウ ス の 試 験 群 で は  7.5 ±  0.2、 p < 0.01で あ っ た (表  6)。
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ２ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ２ ６ 】
実 施 例 ３ ２ ： 化 合 物  1a の 液 素 性 免 疫 応 答 に 対 す る 作 用
　 0.15 ml の 化 合 物  1a を  C57BI/6 系 の 雌 マ ウ ス  6 匹  (体 重  18-22 g)に 、 用 量 に よ る
各 試 験 群 の た め に １ 匹 に つ き 用 量  45.5、 91、 136.5 μ g で 静 脈 投 与 し た 。 同 時 に  5 . 10 7  
の ヒ ツ ジ 赤 血 球 の 懸 濁 液 を 腹 腔 内 投 与 し た (1匹 に つ き  0.2 ml)。 対 照 群 の マ ウ ス に 同 量 の
塩 類 液 を 静 脈 投 与 し た 。 液 素 性 免 疫 に 対 す る 化 合 物   の 作 用 を 、 Cunningham に よ る 脾
臓 中 の  AFC 量 の 計 量 (10 6  脾 臓 細 胞 に つ き 、 お よ び 脾 臓 に つ き ) お よ び 血 清 中 の 赤 血 球 凝
集 抗 体 力 価 の 検 定 の 両 方 に よ り 分 析 し た 。
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ４ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ４ １ 】
　 化 合 物  17 の 免 疫 原 活 性 は 用 量 依 存 性 で あ る 。 化 合 物  17 は 、 用 量  45.5 μ g/お よ び  9
1 マ ウ ス で 免 疫 原 活 性 を 示 さ な い が 、 同 時 に 化 合 物  17 は 、 用 量  136.5 μ ｇ /マ ウ ス
で か な り の 免 疫 促 進 作 用 を 示 す 。 そ し て 、 化 合 物   の 注 射 ５ 日 後 で 、 AFC の 相 対 量 の  3
1の 増 加 お よ び 全  AFC 量 の  30の 増 加 が 、 ヒ ツ ジ 赤 血 球 の み で 免 疫 し た マ ウ ス の 細 胞 量 に
比 し て 見 ら れ た 。
【 手 続 補 正 ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ６ １
【 補 正 方 法 】 変 更
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【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ６ １ 】
　 注 射  5 日 後 の  AFC 相 対 量 は 、 対 照 群 で  622.3 ±  19.1、 AFP 試 験 群 で  573.3 ±  63.6
、 p > 0.05、 化 合 物  14 試 験 群 で  645.8 ±  64.4、 p > 0.05、 複 合 体 試 験 群 で  967.3 ±  
44.7、 p < 0.05で あ っ た 。 全  AFC 量 は 、 対 照 群 で (71.9 ±  12.0).10 3 、 AFP 試 験 群 で (69
.8 ±  14.2).10 3 、 p > 0.05、 化 合 物   の み の 試 験 群 で (80.8 ±  12.7).10 3 、 p > 0.05
、 複 合 体 試 験 群 で (110.1 ±  9.7).10 3 、 p < 0.05で あ っ た 。
【 手 続 補 正 ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ６ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ６ ９ 】
実 施 例 ４ ４ ： ラ ッ ト  AFP / 化 合 物  1 複 合 体 （ 1:100) の 液 素 性 免 疫 応 答 に 対 す る 作 用
　 0.15 ml の  AFP / 化 合 物  1 複 合 体  を  C57BI/6 系 の 雌 マ ウ ス  6 匹  (体 重  18-22 g)に
、 １ 匹 に つ き 用 量 、 9 μ g の  AFP お よ び  91 μ g の 化 合 物  1 で 、 静 脈 投 与 し た 。 化 合 物
 1 群 で は 、  μ g の 化 合 物  1 の み を 静 注 し た 。 AFP 群 で は 、 9 μ g の  AFP の み を 静
注 し た 。 対 照 群 の マ ウ ス に 同 量 の 塩 類 液 を 静 脈 投 与 し た 。 液 素 性 免 疫 に 対 す る 複 合 体  AFP
 / 化 合 物  1 の 作 用 を 、 Cunningham に よ る 脾 臓 中 の  AFC 量 の 計 量  (10 6  脾 臓 細 胞 に つ き
、 お よ び 脾 臓 に つ き ) で 分 析 し た 。
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