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【 請 求 項 １ 】
　 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た 不 活 性 型 HCV NS2/3プ ロ テ ア ー ゼ を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、
a)グ ア ニ ジ ン -HCl、 グ ア ニ ジ ン 及 び 尿 素 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る カ オ ト ロ ピ ッ ク 試 薬 の
存 在 下 で 前 記 プ ロ テ ア ー ゼ を 単 離 す る 工 程 ；
b)濃 度 を 低 下 さ せ た 前 記 カ オ ト ロ ピ ッ ク 試 薬 又 は 極 性 添 加 物 の 存 在 下 で 還 元 試 薬 及 び ラ ウ
リ ル ジ エ チ ル ア ミ ン オ キ シ ド (LDAO)と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 前 記 単 離 プ ロ テ ア ー ゼ を リ
フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ せ る 工 程 で あ っ て 、 前 記 LDAOの 最 終 濃 度 が 臨 界 ミ セ ル 濃 度 以 上 で あ り
、 前 記 カ オ ト ロ ピ ッ ク 試 薬 又 は 前 記 極 性 添 加 物 が グ ア ニ ジ ン 、 グ ア ニ ジ ン -HCl、 尿 素 及 び
ア ル ギ ニ ン -HClか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 前 記 還 元 試 薬 が TCEP及 び DTTか ら な る 群 よ り 選
択 さ れ 、 前 記 NS2/3プ ロ テ ア ー ゼ が 完 全 長 NS2/3プ ロ テ ア ー ゼ 又 は N末 端 残 基 と し て ア ミ ノ
酸 810～ ア ミ ノ 酸 906の い ず れ か 一 つ を 有 す る NS2/3プ ロ テ ア ー ゼ 短 縮 片 で あ る 前 記 工 程 ：
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 NS2/3プ ロ テ ア ー ゼ が 、 HCV 1b-40完 全 長 NS2/3プ ロ テ ア ー ゼ の 904～ 1206残 基 の 最 小 ア ミ
ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 NS2/3プ ロ テ ア ー ゼ が 、 配 列 番 号 10に よ っ て 規 定 す る 短 縮 NS2/3プ ロ テ ア ー ゼ か ら な る 、
請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 c) 請 求 項 １ で 定 義 す る リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た 不 活 性 型 NS2/3プ ロ テ ア ー ゼ を 活 性 化
界 面 活 性 剤 を 含 む 媒 体 中 に 希 釈 し 、 前 記 NS2/3プ ロ テ ア ー ゼ の 自 己 切 断 を 誘 導 す る 工 程 で
あ っ て 、 LDAOの 最 終 濃 度 が 0.1%以 下 に 希 釈 さ れ 、 前 記 活 性 化 界 面 活 性 剤 が CHAPS、 ト ラ イ
ト ン X-100、 NP-40及 び n-ド デ シ ル -β -D-マ ル ト シ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ て 最 終 濃 度 0.



1%～ 1%で あ る 前 記 工 程 ： を 含 む 活 性 型 NS2/3プ ロ テ ア ー ゼ を 作 製 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 NS2/3プ ロ テ ア ー ゼ の 自 己 切 断 活 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
d)請 求 項 ４ の 方 法 に よ っ て 作 製 し た 活 性 型 NS2/3プ ロ テ ア ー ゼ を 、 NS2/3プ ロ テ ア ー ゼ の 自
己 切 断 を 誘 導 し て 切 断 生 成 物 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 作 製 す る の に 充 分 な 時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト す る こ と ； 及 び
e)未 切 断 NS2/3プ ロ テ ア ー ゼ 、 切 断 生 成 物 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト の 有 無 を 測 定 す る こ と ：
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 活 性 型 NS2/3プ ロ テ ア ー ゼ の 自 己 切 断 活 性 の 潜 在 的 阻 害 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る ア ッ セ
イ で あ っ て 、
潜 在 的 阻 害 剤 の 存 在 下 又 は 非 存 在 下 で 、 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 を 行 う こ と ；
潜 在 的 阻 害 剤 の 存 在 下 又 は 非 存 在 下 で 、 未 切 断 NS2/3プ ロ テ ア ー ゼ 、 切 断 生 成 物 又 は そ の
フ ラ グ メ ン ト の 量 を 比 較 す る こ と ： を 含 む 前 記 ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ７ 】
　 完 全 長 NS2/3プ ロ テ ア ー ゼ 又 は N末 端 残 基 と し て ア ミ ノ 酸 810～ ア ミ ノ 酸 906の い ず れ か 一
つ を 有 す る NS2/3プ ロ テ ア ー ゼ 短 縮 片 か ら な る 、 単 離 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 HCV 1b-40完 全 長 NS2/3プ ロ テ ア ー ゼ の 904～ 1206残 基 の 最 小 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る HCV N
S2/3プ ロ テ ア ー ゼ 短 縮 片 か ら な る 、 単 離 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 配 列 番 号 4又 は 10に よ っ て 規 定 す る 短 縮 NS2/3プ ロ テ ア ー ゼ か ら な る 、 単 離 ポ リ ペ プ チ ド
。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 配 列 番 号 11、 12、 13、 14及 び 15に よ っ て 規 定 す る 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 短 縮 NS
2/3プ ロ テ ア ー ゼ か ら な る 、 単 離 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 完 全 長 NS2/3プ ロ テ ア ー ゼ 、 NS2/3プ ロ テ ア ー ゼ 短 縮 片 又 は 配 列 番 号 2、 4、 10、 11、 12、
13、 14及 び 15に よ っ て 規 定 す る 配 列 よ り 選 択 さ れ る 単 離 HCV NS2/3プ ロ テ ア ー ゼ を 含 む 組
成 物 で あ っ て 、 前 記 プ ロ テ ア ー ゼ が 自 己 切 断 を 阻 害 す る の に 充 分 な 濃 度 の LDAOを 含 む 溶 液
中 に 存 在 す る 前 記 組 成 物 。
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