
JP 2005-529186 A5 2006.3.9

【 公 報 種 別 】 特 許 法 第 １ ７ 条 の ２ の 規 定 に よ る 補 正 の 掲 載
【 部 門 区 分 】 第 ３ 部 門 第 ２ 区 分
【 発 行 日 】 平 成 18年 3月 9日 (2006.3.9)
　
【 公 表 番 号 】 特 表 2005-529186(P2005-529186A)
【 公 表 日 】 平 成 17年 9月 29日 (2005.9.29)
【 年 通 号 数 】 公 開 ・ 登 録 公 報 2005-038
【 出 願 番 号 】 特 願 2004-513428(P2004-513428)
【 国 際 特 許 分 類 】
                        Ｃ ０ ７ ＫＣ ０ ７ ＫＣ ０ ７ ＫＣ ０ ７ ＫＣ ０ ７ ＫＣ ０ ７ ＫＣ ０ ７ ＫＣ ０ ７ Ｋ   14/47     (2006.01)  14/47     (2006.01)  14/47     (2006.01)  14/47     (2006.01)  14/47     (2006.01)  14/47     (2006.01)  14/47     (2006.01)  14/47     (2006.01)
                        Ｃ ０ ７ ＫＣ ０ ７ ＫＣ ０ ７ ＫＣ ０ ７ ＫＣ ０ ７ ＫＣ ０ ７ ＫＣ ０ ７ ＫＣ ０ ７ Ｋ    1/08     (2006.01)   1/08     (2006.01)   1/08     (2006.01)   1/08     (2006.01)   1/08     (2006.01)   1/08     (2006.01)   1/08     (2006.01)   1/08     (2006.01)
                        Ｃ ０ ７ ＫＣ ０ ７ ＫＣ ０ ７ ＫＣ ０ ７ ＫＣ ０ ７ ＫＣ ０ ７ ＫＣ ０ ７ ＫＣ ０ ７ Ｋ    7/04     (2006.01)   7/04     (2006.01)   7/04     (2006.01)   7/04     (2006.01)   7/04     (2006.01)   7/04     (2006.01)   7/04     (2006.01)   7/04     (2006.01)
【 Ｆ Ｉ 】
   Ｃ ０ ７ Ｋ   14/47    Ｚ Ｎ Ａ
   Ｃ ０ ７ Ｋ    1/08          
   Ｃ ０ ７ Ｋ    7/04          
　
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 1月 16日 (2006.1.16)
【 手 続 補 正 １ 】
【 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 】
　 ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 そ れ ら の 標 準 的 一 文 字 記 号 ま た は 三 文 字 表 記 に よ っ て 本 明 細 書 中 で 言
及 さ れ る ： A、 ア ラ ニ ン ； C、 シ ス テ イ ン ； D、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 ； E、 グ ル タ ミ ン 酸 ； F、 フ
ェ ニ ル ア ラ ニ ン ； G、 グ リ シ ン ； H、 ヒ ス チ ジ ン ； I、 イ ソ ロ イ シ ン ； K、 リ ジ ン ； L、 ロ イ
シ ン ； M、 メ チ オ ニ ン ； N、 ア ス パ ラ ギ ン ； P、 プ ロ リ ン ； Q、 グ ル タ ミ ン ； R、 ア ル ギ ニ ン
； S、 セ リ ン ； T、 ス レ オ ニ ン ； V、 バ リ ン ； W、 ト リ プ ト フ ァ ン ； お よ び Y、 チ ロ シ ン で あ
る 。 本 明 細 書 中 で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 例 え ば 「 DKLLM」 は 、 他 に 文
脈 か ら 示 さ れ な い 限 り 、 左 か ら 右 の 様 式 で N末 端 か ら C末 端 の ア ミ ノ 酸 の 順 番 と な っ て い る
。 当 業 者 は 、 非 天 然 ア ミ ノ 酸 も ま た 、 本 発 明 に お い て 有 用 で あ る こ と を 認 識 し て い る 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の す べ て の Y基 は 、 Oか ら Sへ の ア シ ル シ フ ト を 可 能 に す る た め に カ ル ボ キ シ エ ス
テ ル を 効 率 的 に 活 性 化 す る の に 十 分 に 電 子 吸 引 性 で あ る 。 し か し 、 Y基 の バ リ エ ー シ ョ ン
は 、 連 結 の 間 に 効 果 を 有 し 得 る 。 例 え ば 、 配 列 LYRAF-COO-CH(CH 2 -SH)-Yの 2つ の ペ プ チ ド
モ デ ル ： ペ プ チ ド A （ Y=CONH 2 （ カ ル ボ キ シ ア ミ ド ） ） お よ び ペ プ チ ド B

（ Y=COO-CH 2 -COONH 2 （ カ ル ボ キ シ エ ス テ ル ） ） が 合 成 さ れ 得 る 。 同 一 の
連 結 条 件 下 で 、 ペ プ チ ド Aは 約 20％ の 加 水 分 解 さ れ た カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ル を 生 成 す る の
に 対 し て 、 ペ プ チ ド B（ そ の エ ス テ ル 部 分 は カ ル ボ キ シ ル ア ミ ド よ り も 強 い 電 子 吸 引 効 果
を 有 す る ） は 、 約 30％ の 加 水 分 解 さ れ た カ ル ボ キ シ エ ス テ ル を 産 生 す る 。 そ れ ゆ え に 、 本
発 明 の す べ て の Y基 は カ ル ボ キ シ エ ス テ ル の 安 定 性 を 増 強 す る の に 対 し て 、 い く つ か の Y基
は 、 本 発 明 の 他 の Y基 よ り も カ ル ボ キ シ エ ス テ ル に 対 す る よ り 高 い 安 定 化 効 果 を 有 す る 。
【 手 続 補 正 ３ 】

（ 配 列 番 号 ： 12）

（ 配 列 番 号 ： 13）
（ 配 列 番 号 ： 14）



【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ０ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ０ ９ 】

　 0.30mgの LYRAN-COSR 6 （ MW=822、 0.36μ mol） お よ び 0.35mgの CLYRAFCO
OCH(CH 2 -S-S-t-But)CONH 2 （ MW=963、 0.36μ mol） を 連 結 緩 衝 液 （ 6M塩 酸
グ ア ニ ジ ン 、 0.2Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH=7.5） に 溶 解 し た （ 図 8a） 。
【 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 １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ １ １ 】
　 1.5当 量 の CYAKYAKL （ MW=958、 0.51mg） お よ び 0.9μ lの チ オ フ ェ ノ ー ル
（ 全 体 で 2％ ） を 連 結 混 合 物 に 加 え 、 pHを 6.5に 調 整 し た （ 図 8d、 第 2の 連 結 の 時 間 経 過 （ 1
時 間 、 4時 間 、 お よ び 一 晩 ） を 重 ね て 表 示 し た 、 1時 間 後 の 第 1の 連 結 を 示 す ） 。
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ １ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ １ ２ 】

　 こ れ ら の 2つ の さ ら な る 例 示 的 な 連 結 反 応 を 、 図 11（ LYRAFCOO-CH(CH 2 -SStbut)-CONH 2
+ CYAKYAKL に つ い て 、 T=0お よ び 一 晩 反 応 後 ） お よ び 図 12

（ LYRAG(-S-S-t-Bu) + CYAKYAKL に つ い て 、 T=0、 な ら び
に 、 2％ チ オ フ ェ ノ ー ル pH 6.5、 2％ チ オ フ ェ ノ ー ル  + 1％ ベ ン ジ ル メ ル カ プ タ ン pH 6.5、
お よ び 2％ チ オ フ ェ ノ ー ル  + 2％ ト リ ブ チ ル ホ ス フ ィ ン pH 6.5を 用 い た 4時 間 反 応 後 お よ び
一 晩 反 応 後 ） に 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 １ １ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ １ ３ 】

　 モ デ ル ペ プ チ ド LYRAF-COO-CH(CH 2 -S-STbut)-CO-NH 2 の 合 成 に よ り 、 異
な る 相 対 的 な 豊 富 さ を 有 す る 2つ の ピ ー ク の 分 離 が 可 能 に な っ た ： ピ ー ク 1（ ジ ア ス テ レ オ
マ ー 1） は 、 同 一 の Msを 有 す る 所 望 の 物 質 の 68.5％ 、 お よ び ピ ー ク 2（ ジ ア ス テ レ オ マ ー 2
） は そ の 31.5％ で あ っ た （ 図 9） 。 各 ジ ア ス テ レ オ マ ー を 精 製 し 、 同 じ 条 件 下 で N末 端 シ ス
テ イ ン ペ プ チ ド と 連 結 し た 。 ジ ア ス テ レ オ マ ー 1は 17.5％ の 加 水 分 解 産 物 を 与 え た の に 対
し て 、 ジ ア ス テ レ オ マ ー 2（ 豊 富 さ が 低 い 異 性 体 ） は 13.8％ の 加 水 分 解 産 物 を 与 え た 。 そ
れ ゆ え に 、 よ り 不 安 定 な 生 成 物 は 優 勢 な 方 （ ジ ア ス テ レ オ マ ー 1） で あ る 。 こ れ は 、 副 反
応 を 減 少 さ せ る た め に 、 ラ セ ミ 化 合 物 よ り も エ ナ ン チ オ マ ー 的 に 純 粋 な 化 合 物 の 使 用 の 有
用 性 を 実 証 す る 。 実 際 、 連 結 が 一 般 的 に 非 常 に 速 い 小 さ な モ デ ル ペ プ チ ド に 対 す る 適 度 な
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実 施 例 7： 多 段 階 連 結  - LYRAN-COSR 6 （ 配 列 番 号 ： 16） + CLYRAFCOOCH(-CH 2 -S-S-t-But)CO
NH 2 （ 配 列 番 号 ： 17） + CYAKYAKL（ 図 8a～ 図 8d）

（ 配 列 番 号 ： 16）
（ 配 列 番 号 ： 17）

（ 配 列 番 号 ： 5）

実 施 例 8： LYRAFCOO-CH(-CH 2 -S-S-t-But)-CONH 2 （ 配 列 番 号 ： 4） + CYAKYAKL（ 配 列 番 号 ： 5
） の 連 結 （ 図 11） お よ び LYRAG(-S-S-t-But)（ 配 列 番 号 ： 9） + CYAKYAKL（ 配 列 番 号 ： 5）
の 連 結 （ 図 12）

（
配 列 番 号 ： 4） （ 配 列 番 号 ： 5）

（ 配 列 番 号 ： 9） （ 配 列 番 号 ： 5）

実 施 例 9： LYRAF(-S-S-t-But)（ 配 列 番 号 ： 3） の 開 裂 の 粗 HPLC（ 図 9）
（ 配 列 番 号 ： 4）



改 善 で さ え 、 よ り 大 き な 断 片 上 で の よ り 遅 い 連 結 の 間 に よ り 有 意 な 違 い を も た ら し 得 る 。
【 手 続 補 正 ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ １ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ １ ６ 】

　 多 数 の 代 替 的 な 電 子 吸 引 基 を 、 連 結 反 応 の 収 率 を 増 加 さ せ る そ れ ら の 能 力 に つ い て 試 験
し た 。 代 表 的 に は 、 そ の 収 率 は 連 結 生 成 物 に 対 す る 加 水 分 解 産 物 （ Pep1COOH） の 比 と し て
、 パ ー セ ン テ ー ジ で 測 定 し た 。 副 反 応 を 最 小 化 す る た め に 、 最 小 の 比 を 提 供 す る 基 を 選 択
す る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1 ペ プ チ ド 1=LYRAF ； ペ プ チ ド 2=CYAKYAKL 、 1.5当 量 で 使
用 。 連 結 条 件 ： pH 6.5リ ン 酸 緩 衝 液 、 2％ チ オ フ ェ ノ ー ル （ v/v） 。
2 214nmの UV検 出 を 用 い た HPLCに よ っ て 測 定 し た 、 連 結 生 成 物 に 対 す る 加 水 分 解 （ Pep1COOH
） 比 の ％ 。 <100％ の 加 水 分 解 を +、 <50％ を ++、 お よ び <25％ を +++と す る 。
3 使 用 し た モ デ ル ペ プ チ ド は LYRAK 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 １ １ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ １ ７ 】

　 精 子 細 胞 核 変 遷 タ ン パ ク 質 1（ SPT1、 Swiss Protア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 P22613） は 、 ヒ ツ
ジ 精 子 に 存 在 す る 54残 基 の タ ン パ ク 質 で あ り 、 リ ン 酸 化 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 リ
ン 酸 化 部 位 の 1つ は 8位 の セ リ ン で あ る 。 全 長 タ ン パ ク 質 を 得 る た め に 、 以 下 の 配 列
　
　

を 用 い て 、 標 準 的 な Fmoc化 学 お よ び 保 護 を 使 用 し て 、 0.1mmolス ケ ー ル
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実 施 例 11： 種 々 の 電 子 吸 引 基 の 評 価

（ 配 列 番 号 ： 7） （ 配 列 番 号 ： 5）

（ 配 列 番 号 ： 18）

実 施 例 12： リ ン 酸 化 さ れ た 精 子 細 胞 核 変 遷 タ ン パ ク 質 1の 合 成

（ 配 列 番 号 ： 19）



で 、 実 施 例 5と 同 様 に 調 製 さ れ る PEGA樹 脂 か ら 出 発 し て 、 断 片 1を 合 成 し た 。 リ ン カ ー の 後
の 樹 脂 上 の 最 初 の ア ミ ノ 酸 、 グ リ シ ン を 、 樹 脂 置 換 に 対 し て 10当 量 で あ り 、 0.1当 量 の DMA
Pの 存 在 下 で 、 HBTU/DIAE活 性 化 さ せ た エ ス テ ル と し て 導 入 し た 。 8位 の セ リ ン を 、 リ ン 酸
化 保 護 残 基 FmocSer(PO(OBzl)OH)OH（ 市 販 さ れ て い る ） と し て 導 入 し た 。 樹 脂 か ら の 開 裂
を 、 TFA/TIS/H 2 O（ 95/2.5/2.5） 中 で 行 っ た 。
【 手 続 補 正 ９ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ １ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ １ ８ 】
　 中 間 体 断 片 1
　
　

を 調 製 的 RP-HPLCに よ っ て 精 製 し た 。
【 手 続 補 正 １ ０ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ １ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ １ ９ 】
　 断 片 2
　
　

を 標 準 的 な Boc化 学 に よ っ て 調 製 し 、 HF開 裂 後 、 調 製 的 RP-HPLCに よ っ て
精 製 し た 。 断 片 1お よ び 断 片 2を 以 下 の よ う に 連 結 し た 。 0.5mgの 断 片 1（ MW 3192.71、 0.01
5μ mol） お よ び 1.6mgの 断 片 2（ MW 3440.98、 0.045μ mol） を 200μ lの 連 結 緩 衝 液 （ 6M塩 酸
グ ア ニ ジ ン 、 0.2M リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH=7.5） に 溶 解 し た 。 2％ （ 4μ l） の チ オ フ ェ ノ ー
ル を こ の 混 合 物 に 加 え 、 pHを 6.5に 調 整 し た 。 12時 間 後 、 連 結 溶 液 を RP-HPLCお よ び サ イ ズ
排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 分 析 し た 。 RP-HPLCは 断 片 1の 消 失 を 確 認 し た 。 主 要 な ピ
ー ク の 収 集 お よ び 質 量 分 析 ス ペ ク ト ル に よ る 分 析 は 、 断 片 2お よ び 連 結 生 成 物 の 同 時 溶 出
を 確 認 し た 。 加 水 分 解 し た 断 片 1は 最 初 の エ ス テ ル 型 の 12.5％ を 表 す と 推 定 さ れ た （ 図 15
） 。 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 、 全 長 物 質 か ら 未 反 応 断 片 2を 分 離 す る た め に 、 お
よ び 最 終 物 質 の 精 製 の た め に 使 用 し た （ 図 16） 。 質 量 分 析 ス ペ ク ト ル 法 は 2つ の 生 成 物 の
性 質 を 確 認 し た （ 図 17） 。
【 手 続 補 正 １ １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 面 の 簡 単 な 説 明
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
　 【 ０ １ ２ １ 】
　 　 【 図 １ 】 本 発 明 の カ ル ボ キ シ チ オ エ ス テ ル 保 護 基 （ 図 1a、 こ こ で n=1お よ び R'=H） 、
本 発 明 の 、 ジ ス ル フ ィ ド 保 護 カ ル ボ キ シ ル チ オ エ ス テ ル 保 護 基 （ 図 1b、 こ こ で n=1お よ び R
'=S-R''） 、 お よ び 本 発 明 の 一 般 的 な 保 護 形 態 （ 図 1c、 こ こ で n=1お よ び R'=PG） を 示 す 。
　 　 【 図 ２ 】 オ リ ゴ ペ プ チ ド 生 成 物 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 生 成 物 を 作 製 す る た め の 収 束 性 合
成 ス キ ー ム に お け る 本 発 明 の オ リ ゴ ペ プ チ ド の 使 用 を 示 す 。
　 　 【 図 ３ 】 本 発 明 の 、 複 素 環 保 護 チ オ エ ス テ ル 修 飾 オ リ ゴ ペ プ チ ド 中 間 体 を 使 用 す る 補
助 基 （ 「 拡 張 さ れ た 天 然 の 化 学 連 結 」 ） の 使 用 を 伴 う 、 天 然 の 化 学 連 結 を 示 す 。
　 　 【 図 ４ 】 本 発 明 の 、 複 素 環 保 護 チ オ エ ス テ ル 修 飾 オ リ ゴ ペ プ チ ド を 合 成 す る た め の 第
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1の ス キ ー ム を 示 す 。
　 　 【 図 ５ 】 本 発 明 の 、 複 素 環 保 護 チ オ エ ス テ ル 修 飾 オ リ ゴ ペ プ チ ド を 合 成 す る た め の 第
2の ス キ ー ム を 示 す 。
　 　 【 図 ６ 】 本 発 明 の 、 複 素 環 保 護 チ オ エ ス テ ル 修 飾 オ リ ゴ ペ プ チ ド を 合 成 す る た め の 第
3の ス キ ー ム を 示 す 。
　 　 【 図 ７ 】 4-置 換 -1,3-チ ア ゾ リ ジ ン 保 護 オ リ ゴ ペ プ チ ド チ オ エ ス テ ル を 作 製 す る た め
の 合 成 ス キ ー ム を 示 す 。
　 　 【 図 ８ 】 オ リ ゴ ペ プ チ ド 生 成 物 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 生 成 物 を 作 製 す
る た め の 収 束 性 合 成 ス キ ー ム に お け る 本 発 明 の オ リ ゴ ペ プ チ ド の 使 用 の
例 を 示 す 。 図 8a～ 図 8dは 、 反 応 の 際 の 異 な る 時 間 に お け る HPLC装 置 の 出 力 で の 吸 収 シ グ ナ
ル を 示 す 。
　 　 【 図 ９ 】 本 発 明 の カ ル ボ キ シ チ オ エ ス テ ル の C-1位 に お け る 2つ の ジ
ア ス テ レ オ マ ー の 粗 物 質 開 裂 の 分 離 を 示 す 。
　 　 【 図 １ ０ 】 異 な る 合 成 ス ト ラ テ ジ ー に 従 う 本 発 明 の ジ ス ル フ ィ ド 保 護 カ ル ボ キ シ チ オ
エ ス テ ル 基 の 調 製 を 図 示 す る （ 図 10A～ 図 10D） 。
　 　 【 図 １ １ 】 時 間 =0お よ び 一 晩 反 応 後 で の モ デ ル ペ プ チ ド LYRAF-COO-CH(CH 2 -S-S-t-But
)-CONH 2 の 連 結 を 示 す 。

　 　 【 図 １ ２ 】 2つ の 異 な る 時 点 （ t=0（ 図 12a） お よ び 一 晩 反 応 後 （ 図 12b） ） に お い て の
、 お よ び 、 同 様 に 異 な る 条 件 下 （ 図 12c～ 図 12e） で の 、 モ デ ル ペ プ チ ド LYRAG-COO-CH(CH 2
-S-S-t-But)-CONH 2 の 連 結 を 示 す 。

　 　 【 図 １ ３ 】 NNY-Rantes 1-68合 成 後 の HPLCク ロ マ ト グ ラ ム を 示 す 。
　 　 【 図 １ ４ 】 合 成 さ れ た NNY-Rantes 1-68の MSデ ー タ を 示 す 。
　 　 【 図 １ ５ 】 SPT1 1-54を 形 成 す る た め の 化 学 連 結 の RP-HPLC分 析 を 図 示 す る （ 実 施 例 12
を 参 照 さ れ た い ） 。
　 　 【 図 １ ６ 】 SPT1 1-54の 化 学 連 結 の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 析 を 示 す （ 実 施
例 12を 参 照 さ れ た い ） 。
　 　 【 図 １ ７ 】 精 製 さ れ た セ リ ン 8-リ ン 酸 化 SPT1の MS分 析 を 示 す 。
【 手 続 補 正 １ ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 追 加
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】
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