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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 1月 27日 (2004.1.27)
【 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 】
　 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 14(CVSP14)の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は そ の 触 媒 活 性 部 分 も し く
は そ の ド メ イ ン を 含 む 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、
　 配 列 番 号 13で 示 さ れ る 完 全 配 列 を 含 ま ず 、 か つ 、
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の CVSP14部 分 が 本 質 的 に CVSP14の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は そ の 触
媒 活 性 部 分 か ら な る 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 6で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 触 媒 活 性 部 分 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の
精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 実 質 的 に 精 製 さ れ た 活 性 化 二 本 鎖 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 触 媒 活 性 部 分 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 5ま た は 12で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ；
　 配 列 番 号 5ま た は 12で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
　 配 列 番 号 5ま た は 12で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
；
　 配 列 番 号 6ま た は 13で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
　 配 列 番 号 6ま た は 13で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 50%、 60%、 70%、 80%、 90%ま
た は 95%の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ； お よ び
　 配 列 番 号 12で 示 さ れ る 配 列 の ス プ ラ イ ス 変 異 体 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド
さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 実 質 的 に 精 製 さ れ た 活
性 化 二 本 鎖 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 少 な く と も 50%、 60%、 70%、 80%、 90%ま た は 95%の 配 列
同 一 性 を 有 す る 実 質 的 に 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
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　 実 質 的 に プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は そ の 触 媒 活 性 部 分 か ら な る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ
リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 少 な く と も 50%、 60%、 70%、 80%、 90%ま た は 95%の 配 列
同 一 性 を 有 し 、 か つ 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 同 じ 基 質 に 対 し て 少 な く と も 10%
の 触 媒 活 性 を 保 持 す る 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ヒ ト ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 実 質 的 に 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 配 列 番 号 6で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 触 媒 活 性 部 分 を 含 む か 、 あ る い は
　 (a)配 列 番 号 5で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 (b)(a)に よ っ て コ ー ド さ れ る CVSP14を コ ー ド す る 、 哺 乳 類 細 胞 に 存 在 す る mRNA転 写 物 に
相 補 的 な 核 酸 と 中 ま た は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 ；
　 (c)(a)の ス プ ラ イ ス 変 異 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； ま た は
　 (d)(a)ま た は (b)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 縮 重 コ ド ン を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 (a)配 列 番 号 5ま た は 12で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を コ ー
ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 (b)(a)に よ っ て コ ー ド さ れ る CVSP14を コ ー ド す る 、 哺 乳 類 細 胞 に 存 在 す る mRNA転 写 物 に
相 補 的 な 核 酸 と 中 ま た は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 ；
　 (c)(a)ま た は (b)の ス プ ラ イ ス 変 異 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； お よ び
　 (d)(a)ま た は (b)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 縮 重 コ ド ン を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ
る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 実 質 的 に 精 製 さ れ た 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 部 分 が 、 配 列 番 号 5で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 分 子
と 、 全 長 の 少 な く と も 約 70%に わ た っ て 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 実 質 的 に 純 粋 な ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 部 分 が 、 配 列 番 号 5で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ の 少 な
く と も 1つ の ド メ イ ン も し く は そ の ド メ イ ン の 触 媒 活 性 部 分 を 含 む 核 酸 分 子 と 、 全 長 の 少
な く と も 約 70%に わ た っ て 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 に
よ っ て コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 約 50%ま で の ア ミ ノ 酸 が 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ 、 か つ 、
　 結 果 と し て 生 じ る ポ リ ペ プ チ ド が 非 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 10%の 触 媒 活 性 を
有 す る 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ミ ュ ー テ イ ン （ mutein） で あ る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 約 10%ま で の ア ミ ノ 酸 が 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 結 果 と し て 生 じ る ポ リ ペ プ チ ド が 非 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 50%の 触 媒 活 性 を
有 す る 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 中 の 遊 離 シ ス テ イ ン が 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ て い る 、 請 求 項 １
３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 １ ７ 】
　 約 95%ま で の ア ミ ノ 酸 が 保 存 さ れ て い る か 、 ま た は 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 に よ っ て 置 換 さ
れ て い る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 置 換 ア ミ ノ 酸 が セ リ ン で あ る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 約 50%ま で の ア ミ ノ 酸 が 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ 、 か つ 、
　 結 果 と し て 生 じ る ポ リ ペ プ チ ド が 非 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 10%の 触 媒 活 性 を
有 す る 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、
請 求 項 ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ミ ュ ー テ イ ン で あ る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 約 10%ま で の ア ミ ノ 酸 が 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 結 果 と し て 生 じ る ポ リ ペ プ チ ド が 二 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 非 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド の
少 な く と も 50%の 触 媒 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 中 の 遊 離 シ ス テ イ ン が 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ 、 そ れ に よ り 結 果
と し て 生 じ る ポ リ ペ プ チ ド が タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 示 す 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 中 の 遊 離 シ ス テ イ ン が セ リ ン で 置 換 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ２ に 記
載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 １ ～ ２ ３ の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む
、 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 請 求 項 ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 本 質 的 に プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン か ら な る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 (a)配 列 番 号 5ま た は 12で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 (b)配 列 番 号 5ま た は 12で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 全 長 の 少 な く と も 約 70%に わ た
っ て 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； お よ び
　 (c)(a)ま た は (b)の 縮 重 コ ド ン
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 請 求 項 １ ３ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 発 現 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 真 核 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 作 動 可 能 な よ う に 連 結 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る い ず れ か の ポ リ ペ
プ チ ド の 分 泌 を 命 令 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
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　 ピ キ ア ベ ク タ ー 、 哺 乳 類 ベ ク タ ー ま た は 大 腸 菌 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の ベ
ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 原 核 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 真 核 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 細 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 植 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 お よ び 動 物 細 胞 の 中 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項
３ ５ に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 哺 乳 類 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 請 求 項 ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 請 求 項 ４ １ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 請 求 項 ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 内 在 遺 伝 子 が そ の 動 物 ま た は そ の 原 種 の 相
同 組 換 え ま た は 挿 入 突 然 変 異 に よ っ て 欠 失 ま た は 不 活 性 化 さ れ て い る 、 組 換 え 非 ヒ ト 動 物
。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る 方 法 で あ っ
て 、
　 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 細 胞 を 、 コ ー ド さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド を 細 胞 に 発 現 さ せ る 条 件 下
で 培 養 し 、 さ ら に
　 発 現 し た ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る
こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド が 培 地 中 へ 分 泌 さ れ る 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド が 宿 主 細 胞 の 細 胞 質 で 発 現 す る 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る 方 法 で あ っ て 、
　 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 細 胞 を 、 コ ー ド さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド を 細 胞 に 発 現 さ せ る 条 件 下
で 培 養 し 、 さ ら に
　 発 現 し た ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る
こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド が 封 入 体 で 発 現 し 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド を タ ン パ ク 質 分 解 活 性 型 へ と 再
折 り た た み す る 条 件 下 で 上 記 封 入 体 か ら ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求
項 ４ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の CVSP14の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を コ ー ド す る 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 に 相 補 的 な 少 な く と も 14個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド ま た は 改 変 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ； ま
た は
　 請 求 項 １ に 記 載 の CVSP14の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を コ ー ド す る 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 に 相 補 的 な 少 な く と も 16個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド ま た は 改 変 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ； ま
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た は
  請 求 項 １ に 記 載 の CVSP14の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を コ ー ド す る 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 に 相 補 的 な 少 な く と も 30個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド ま た は 改 変 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 配 列 番 号 5ま た は 12で 示 さ れ る 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の
ア ン チ セ ン ス 分 子 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の CVSP14を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 由 来 す る 少 な く と も 約 21個 の
連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド ま た は 改 変 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 二 本 鎖 RNA(dsRNA)分 子 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 一 本 鎖 型 お よ び ／ ま た は 二 本 鎖 型 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ
ン と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 ま た は そ の 結 合 ド メ イ ン を 含 む 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト も し く は
誘 導 体 (な お 、 こ の 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る )。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 酵 素 活 性 を 阻 害 す る 、 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 一 本 鎖 型 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と 特 異 的 に 結 合 す る 抗
体 、 ま た は そ の 結 合 ド メ イ ン を 含 む 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 (な お 、 こ の 抗 体
は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る )。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 請 求 項 ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 ま た は そ の 結 合 ド メ イ ン を 含
む 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 (な お 、 こ の 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る )。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 a)請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び
　 b)上 記 ポ リ ペ プ チ ド と 直 接 ま た は リ ン カ ー を 介 し て 結 合 さ れ た タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ
ェ ン ト
を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 上 記 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト が 、
　 i)コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ア フ ィ ニ テ ィ ー 単 離 ま た は 精 製 ；
　 ii)コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 、 表 面 へ の 結 合 ；
　 iii)コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 検 出 ； お よ び
　 iv)選 択 さ れ た 組 織 ま た は 細 胞 へ の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 送 達
を 可 能 と す る 、 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 a)請 求 項 ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び
　 b)上 記 ポ リ ペ プ チ ド と 直 接 ま た は リ ン カ ー を 介 し て 結 合 さ れ た タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ
ェ ン ト
を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 上 記 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト が 、
　 i)コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ア フ ィ ニ テ ィ ー 単 離 ま た は 精 製 ；
　 ii)コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 、 表 面 へ の 結 合 ；
　 iii)コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 検 出 ； お よ び
　 iv)選 択 さ れ た 組 織 ま た は 細 胞 へ の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 送 達
を 可 能 と す る 、 請 求 項 ５ ８ に 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 a)請 求 項 ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び
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　 b)上 記 ポ リ ペ プ チ ド と 直 接 ま た は リ ン カ ー を 介 し て 結 合 さ れ た タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ
ェ ン ト
を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 上 記 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト が 、
　 i)コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ア フ ィ ニ テ ィ ー 単 離 ま た は 精 製 ；
　 ii)コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 、 表 面 へ の 結 合 ；
　 iii)コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 検 出 ； お よ び
　 iv)選 択 さ れ た 組 織 ま た は 細 胞 へ の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 送 達
を 可 能 と す る 、 請 求 項 ６ ０ に 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 a)請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 触 媒 活 性 を 阻 害 す る 薬 剤 ま た は 処 理 ； お よ び
　 b)抗 腫 瘍 お よ び 抗 血 管 形 成 処 理 お よ び 薬 剤 か ら 選 択 さ れ る 別 の 処 理 ま た は 薬 剤
を 含 む 組 合 せ 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 上 記 阻 害 剤 な ら び に 抗 腫 瘍 お よ び ／ ま た は 抗 血 管 形 成 剤 が 単 一 医 薬 組 成 物 と し て 調 剤 さ
れ て い る か 、 ま た は 各 々 個 別 の 医 薬 組 成 物 と し て 調 剤 さ れ て い る 、 請 求 項 ６ ２ に 記 載 の 組
合 せ 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 上 記 阻 害 剤 が 抗 体 お よ び ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 二 本 鎖 RNA(dsRNA)か ら
選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ ２ に 記 載 の 組 合 せ 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 直 接 ま た は リ ン カ ー を 介 し て 結 合 さ れ た 請 求 項 １ に 記 載 の 2以 上 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む
固 相 支 持 体 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド が ア レ イ を 含 む 、 請 求 項 ６ ５ に 記 載 の 支 持 体 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド が 複 数 の 異 な る プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 ６ ５ に 記 載 の 支
持 体 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 直 接 ま た は リ ン カ ー を 介 し て 結 合 さ れ た 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 2以 上 の 核 酸 分 子 ま た は そ
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 部 分 を 含 み 、 そ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 少 な く と も 16個 の ヌ ク レ オ
チ ド を 含 む 、 固 相 支 持 体 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 上 記 核 酸 分 子 が ア レ イ を 含 む 、 請 求 項 ６ ８ に 記 載 の 支 持 体 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 上 記 核 酸 分 子 が 異 な る プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を コ ー ド す る 複 数 の 分 子 を 含 む 、 請 求 項 ６
８ に 記 載 の 支 持 体 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 触 媒 活 性 部 分 と 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て タ ン パ ク 質
分 解 切 断 さ れ る 基 質 と を 、 試 験 化 合 物 ま た は そ の 複 数 を 加 え る と 同 時 、 加 え る 前 、 ま た は
加 え た 後 に 接 触 さ せ ；
　 上 記 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で 切 断 さ れ た 基 質 の 量 を 測 定 し 、 さ ら に
　 対 照 に 比 べ て 切 断 さ れ た 基 質 の 量 に 変 化 を も た ら す 化 合 物 を 選 択 し 、 そ れ に よ り 上 記 ポ
リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 同 定 す る
こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 上 記 試 験 化 合 物 が 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 小 分 子 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ミ メ
テ ィ ク ス 、 天 然 産 物 、 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 ７ １ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ７ ３ 】
　 複 数 の 試 験 化 合 物 が 同 時 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 、 請 求 項 ７ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド が
　 (a)配 列 番 号 5で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 (b)(a)に よ っ て コ ー ド さ れ る CVSP14を コ ー ド す る 、 哺 乳 類 細 胞 に 存 在 す る mRNA転 写 物 に
相 補 的 な 核 酸 配 列 と 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
　 (c)(a)ま た は (b)の ス プ ラ イ ス 変 異 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； お よ び
　 (d)(a)、 (b)ま た は (c)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 縮 重 コ ド ン を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド か ら 本 質
的 に な る 、 請 求 項 ７ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド が
　 配 列 番 号 5で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ
ペ プ チ ド ；
　 配 列 番 号 12で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ
ペ プ チ ド ；
　 配 列 番 号 5ま た は 12で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
；
　 配 列 番 号 6の ア ミ ノ 酸 と し て 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
　 配 列 番 号 6ま た は 13で 示 さ れ る 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 50%、 60%、 70%、 80%
、 90%ま た は 95%の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ； お よ び
　 配 列 番 号 12で 示 さ れ る 配 列 の ス プ ラ イ ス 変 異 体 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド
さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド か ら 本 質 的 に な る 、 請 求 項 ７ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 切 断 さ れ た 基 質 の 量 の 変 化 が 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で 切 断 さ れ た 基 質 の 量 と 試 験 化 合 物
の 不 在 下 で 切 断 さ れ た 基 質 の 量 を 比 較 す る こ と で 評 価 さ れ る 、 請 求 項 ７ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド が 直 接 ま た は リ ン カ ー を 介 し て 固 相 支 持 体 に 連 結 さ れ て い る 、 請 求
項 ７ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド が ア レ イ を 含 む 、 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 、 一 本 鎖 お よ び ／ も し く は 二 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と 、 か つ
／ ま た は 一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド と 、 か つ ／ ま た は そ の 一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖
型 の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 部 分 と 特 異 的 に 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 部 分 と 試 験 化 合 物 ま た は そ の 複 数 を
、 そ の 結 合 を 助 け る 条 件 下 で 接 触 さ せ ；
　 a)一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 型 の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド と 、 ま た は そ の 一 本 鎖 型 と 、 も し く は 二
本 鎖 型 と 、 ま た は そ の 一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 型 の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 部 分 と 特 異 的 に 結 合
す る 試 験 化 合 物 を 同 定 す る か 、 あ る い は
　 b)一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 型 の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド と 、 ま た は そ の 一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 型
と 、 ま た は そ の 一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 型 の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 部 分 と 結 合 す る こ と が 既 知
で あ る 化 合 物 の 結 合 を 阻 害 す る 試 験 化 合 物 を 同 定 す る (な お こ こ で 、 上 記 既 知 化 合 物 は 試
験 化 合 物 の 前 、 同 時 ま た は 後 に 上 記 ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る )か
の い ず れ か を 行 う こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
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　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド が 直 接 ま た は リ ン カ ー を 介 し て 間 接 的 に 固 相 支 持 体 に 連 結 さ れ て い る
、 請 求 項 ７ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 上 記 試 験 化 合 物 が 小 分 子 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス 、 天 然 産 物 、 抗 体 ま た は そ
の フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 ７ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 複 数 の 試 験 物 質 が 同 時 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 、 請 求 項 ７ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド が 固 相 支 持 体 に 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 ７ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド が
　 (a)配 列 番 号 5で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 (b)(a)に よ っ て コ ー ド さ れ る CVSP14を コ ー ド す る 、 哺 乳 類 細 胞 に 存 在 す る mRNA転 写 物 に
相 補 的 な 核 酸 配 列 と 中 ま た は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
　 (c)(a)ま た は (b)の ス プ ラ イ ス 変 異 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； ま た は
　 (d)(a)、 (b)ま た は (c)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 縮 重 コ ド ン を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド か ら 本 質 的 に な る 、 請 求 項 ７ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 チ モ ー ゲ ン 型 の CVSP14の ア ク チ ベ ー タ ー を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 チ モ ー ゲ ン 型 の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 部 分 と 活 性 化 型 の ポ
リ ペ プ チ ド の 基 質 を 接 触 さ せ ；
　 試 験 化 合 物 を 加 え (な お 、 こ の 試 験 化 合 物 は 基 質 添 加 の 前 、 後 ま た は そ れ と 同 時 に 加 え
る )； さ ら に
　 上 記 基 質 の 切 断 を 検 出 し 、 そ れ に よ り 上 記 チ モ ー ゲ ン を 活 性 化 す る 化 合 物 を 同 定 す る
こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 上 記 基 質 が 色 素 産 生 基 質 で あ る 、 請 求 項 ８ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 上 記 基 質 が L-ピ ロ グ ル タ ミ ル -L-プ ロ リ ル -L-ア ル ギ ニ ン -p-ニ ト ロ ア ニ リ ン ヒ ド ロ ク ロ
リ ド で あ る 、 請 求 項 ８ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 上 記 試 験 化 合 物 が 小 分 子 、 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 ８ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 13で 示 さ れ る 完 全 な 配 列 を 含 ま ず 、 か つ 、
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の CVSP14部 分 が CVSP14の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は そ の 触 媒 活 性 部
分 か ら 本 質 的 に な る 、 請 求 項 ８ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 哺 乳 類 に お い て 新 生 物 形 成 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 有 効 量 の 請 求 項 １
の ポ リ ペ プ チ ド の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 阻 害 剤 を 哺 乳 類 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 上 記 阻 害 剤 が 上 記 ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 ま た は そ の 結 合 ド メ イ ン を 含
む 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 で あ る (な お 、 こ の 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た
は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る )、 請 求 項 ９ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 哺 乳 類 に お い て 新 生 物 形 成 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 有 効 量 の 請 求 項 ３
の ポ リ ペ プ チ ド の 阻 害 剤 を 哺 乳 類 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 腫 瘍 の 発 生 、 増 殖 ま た は 進 行 を 阻 害 す る 、 ま た は 悪 性 も し く は 前 悪 性 症 状 を 処 置 す る 方
法 で あ っ て 、 チ モ ー ゲ ン 型 の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 部 分 の
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活 性 化 を 阻 害 す る 、 ま た は 活 性 化 型 の CVSP14も し く は そ の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 部 分 の 活 性
を 阻 害 す る 薬 剤 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 上 記 症 状 が 乳 房 、 子 宮 頚 部 、 前 立 腺 、 肺 、 卵 巣 ま た は 大 腸 の 症 状 で あ る 、 請 求 項 ９ ３ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 上 記 薬 剤 が ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 二 本 鎖 RNA(dsRNA)ま た は 抗 体 で あ る 、 請
求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 抗 腫 瘍 ま た は 抗 血 管 形 成 治 療 ま た は 薬 剤 か ら 選 択 さ れ る 別 の 治 療 ま た は 薬 剤 を 投 与 す る
こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 型 の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド と 、 ま た は 一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 型 の CV
SP14ポ リ ペ プ チ ド の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 部 分 と 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 試 験 化 合 物 と 両 形 態 と を 接 触 さ せ ；
　 上 記 化 合 物 が ど の 形 態 と 結 合 す る か 判 定 し ； さ ら に
　 も し 化 合 物 が 一 方 の 形 態 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 場 合 、 そ の 化 合 物 が 以 下 の 特 性 ：
　 (i)一 本 鎖 チ モ ー ゲ ン 型 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 阻 害 す る ；
　 (ii)二 本 鎖 ま た は 一 本 鎖 型 の 活 性 を 阻 害 す る ； お よ び
　 (iii)上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 二 量 体 形 成 を 阻 害 す る
の う ち 少 な く と も 1つ を 有 す る か ど う か を さ ら に 判 定 す る
こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 新 生 物 形 成 疾 患 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 生 体 サ ン プ ル に お い て 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ
ド を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 し 、 そ の 検 出 量 が 新 生 物 形 成 疾 患 を 持 た な い 被 験 体 か ら 検 出
さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 量 と 異 な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 上 記 生 体 サ ン プ ル が 血 液 、 尿 、 唾 液 、 涙 、 滑 液 、 汗 、 間 質 液 、 濃 脊 髄 液 、 腹 水 、 腫 瘍 組
織 生 検 お よ び 循 環 腫 瘍 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ９ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 被 験 体 に お い て 前 悪 性 病 巣 、 悪 性 症 状 、 ま た は そ の 他 の 病 態 の 存 在 を 診 断 す る 方 法 で あ
っ て 、
　 被 験 体 か ら 生 体 サ ン プ ル を 得 ； さ ら に
　 生 体 サ ン プ ル を 二 本 鎖 お よ び ／ ま た は 一 本 鎖 型 の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 検 出 可
能 な 薬 剤 に 曝 す
こ と を 含 み 、 上 記 病 態 が 二 本 鎖 お よ び ／ ま た は 一 本 鎖 型 の 有 無 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 、
方 法 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 腫 瘍 の 進 行 お よ び ／ ま た は 治 療 の 有 効 性 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 身 体 組 織 ま
た は 体 液 サ ン プ ル に お い て CVSP14ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 し 、 か つ ／ ま た は そ の レ ベ ル を 定 量
す る こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 上 記 腫 瘍 が 乳 房 、 子 宮 頚 部 、 前 立 腺 、 肺 、 卵 巣 ま た は 大 腸 の 腫 瘍 で あ る 、 請 求 項 １ ０ １
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 上 記 体 液 が 血 液 、 尿 、 汗 、 唾 液 、 脳 脊 髄 液 お よ び 滑 液 で あ る 、 請 求 項 １ ０ １ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 部 分 と 上 記 ポ リ ペ プ チ ド に よ っ
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て タ ン パ ク 質 分 解 切 断 さ れ る 基 質 と を 、 試 験 化 合 物 ま た は そ の 複 数 を 添 加 す る と 同 時 に 、
ま た は そ の 前 も し く は 後 に 接 触 さ せ ；
　 上 記 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で 切 断 さ れ る 基 質 の 量 を 測 定 し ； さ ら に
　 対 照 と 比 較 し て 切 断 さ れ た 基 質 の 量 に 変 化 を も た ら す 化 合 物 を 選 択 す る
こ と を 含 み 、 そ れ に よ り 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 が 同 定 さ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 請 求 項 ３ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 異 種 核 酸 を 含 む 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物
。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 配 列 番 号 13の ア ミ ノ 酸 1～ 25か ら 本 質 的 に な る CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 部 分 を 含 む ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 請 求 項 １ ０ ６ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 明 細 書 で は ま た 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド お よ び CVSP14の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 一 本 鎖
型 ま た は 活 性 化 型 で 含 む 製 品 も 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の 製 品 は a)パ ッ ケ ー ジ ン グ 材 料 、 b)ポ
リ ペ プ チ ド (ま た は コ ー ド 核 酸 )、 特 に そ の 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 、 お よ び c)そ の 製
品 が CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る ア ッ セ イ で の 用 途 の た め の も の
で あ る こ と を 示 す ラ ベ ル を 含 む 製 品 も 提 供 さ れ る 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ９ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 異 種 （ heterologous） 核 酸 と は 、 in vivoで は そ れ が 発 現 さ れ る 細 胞
に よ っ て は 本 来 産 生 さ れ な い 、 あ る い は 転 写 、 翻 訳 ま た は そ の 他 の 調 節 可 能 な 生 化 学 的 プ
ロ セ ス を 変 化 さ せ る こ と に よ り 内 在 性 核 酸 (DNAな ど )の 発 現 を 変 化 さ せ る メ デ ィ エ ー タ ー
を 媒 介 ま た は コ ー ド す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 (DNAが RNAを コ ー ド す る 場 合 )で あ る
。 異 種 核 酸 (DNAな ど )は ま た 、 外 来 核 酸 (DNAな ど )と 呼 ぶ こ と も で き る 。 当 業 者 な ら ば そ れ
を 発 現 す る 細 胞 に 対 し て 異 種 ま た は 外 来 と 認 識 す る 、 ま た は み な す で あ ろ う DNAな ど の 核
酸 は い ず れ も 本 明 細 書 に お い て は 異 種 核 酸 に 含 ま れ 、 異 種 核 酸 に は 外 か ら 加 え た も の で あ
る が 、 内 生 的 に も 発 現 す る 核 酸 も 含 ま れ る 。 異 種 核 酸 の 例 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は
な い が 、 薬 剤 耐 性 を 付 与 す る タ ン パ ク 質 な ど の 追 跡 可 能 な マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 核 酸 、 抗 癌 剤 、 酵 素 お よ び ホ ル モ ン な ど 治 療 上 有 効 な 物 質 を コ ー ド す る 核 酸 、 お よ び 抗
体 な ど そ の 他 の タ イ プ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAな ど の 核 酸 が 挙 げ ら れ る 。 異 種 核 酸
に よ っ て コ ー ド さ れ る 抗 体 は そ の 異 種 核 酸 が 導 入 さ れ た 細 胞 の 表 面 に 分 泌 ま た は 発 現 さ せ
る こ と が で き る 。 異 種 核 酸 は 一 般 に そ れ が 導 入 さ れ た 細 胞 に と っ て は 内 在 的 な も の で は な
く 、 別 の 細 胞 か ら 得 ら れ た も の で あ る か 、 合 成 に よ っ て 作 製 さ れ た も の で あ る 。 必 ず し も
そ う で は な い が 一 般 に 、 こ の よ う な 核 酸 は そ れ が 発 現 す る 細 胞 に よ っ て は 本 来 産 生 さ れ な
い RNAお よ び タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ０ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
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【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ０ ３ 】
　 ア ミ ノ 酸 の 好 適 な 保 存 的 置 換 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 一 般 に 生 じ る 分 子 の 生 物 活 性 、 例
え ば 酵 素 活 性 を 変 化 さ せ ず に 行 う こ と が で き る 。 当 業 者 な ら ば 、 一 般 に ポ リ ペ プ チ ド の 非
必 須 領 域 に お け る 単 一 ア ミ ノ 酸 置 換 は 生 物 活 性 を 実 質 的 に 変 化 さ せ な い こ と を 認 識 し て い
る (例 え ば 、 Watson et al. Molecular Biology of the Gene, 4th Edition, 1987, The B
ejacmin/Cummings Pub. co., p.224参 照 )。 ま た 、 SP、 特 に 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ 部 分 の 触
媒 活 性 断 片 も 本 定 義 内 に 含 ま れ る 。 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 例 え ば 下 記 表 １ で 示 さ れ る も の
に 従 っ て 行 う 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
他 の 置 換 も 可 能 で あ り 、 経 験 的 に 、 あ る い は 既 知 の 保 存 的 置 換 に 従 っ て 判 断 す る こ と が で
き る 。
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ３ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク と は 、 生 物 活 性 型 の 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド の コ ン
ホ メ ー シ ョ ン お よ び 特 定 の 立 体 化 学 的 特 徴 を 模 倣 す る 化 合 物 で あ る 。 一 般 に ペ プ チ ド ミ メ
テ ィ ク ス は 化 合 物 の あ る 望 ま し い 特 性 を 模 す が 、 生 物 活 性 の あ る コ ン ホ メ ー シ ョ ン の 欠 如
や 結 合 の 崩 壊 を 招 く フ レ キ シ ビ リ テ ィ ー な ど の 望 ま し く な い 特 性 は 模 さ な い よ う に 設 計 す
る 。 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス は 生 物 活 性 化 合 物 か ら 、 望 ま し く な い 特 性 に 寄 与 す る 特 定 の 基
ま た は 結 合 を 生 物 学 的 等 価 体 に 置 き 換 え る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 生 物 学 的 等
価 体 は 当 業 者 に 公 知 の も の で あ る 。 例 え ば エ ン ケ フ ェ リ ン 類 似 体 で は メ チ レ ン バ イ オ ア イ
ソ ス タ ー CH 2 Sが ア ミ ド 置 換 体 と し て 用 い ら れ て い る (例 え ば 、 Spatola (1983) pp. 267-35
7 in Chemistry and Biochemistry of Amino Acids, Peptides, and Proteins, Weistein
, Ed. volume 7, Marcel Dekker, New York参 照 )。 経 口 投 与 可 能 な モ ル ヒ ネ は エ ン ド ル フ
ィ ン ペ プ チ ド の ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク で あ る 化 合 物 で あ る 。 本 明 細 書 の 目 的 で は 、 環 状 ペ
プ チ ド も ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス に 含 ま れ る 。
【 手 続 補 正 ６ 】
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【 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 】
　 当 業 者 な ら ば 安 定 な ハ イ ブ リ ッ ド の た め に 洗 浄 工 程 を 選 択 す る こ と は 周 知 で あ り 、 SSPE
の 成 分 も 分 か っ て い る (例 え ば 、 Sambrook, E.F. Fritsch, T. Maniatis, in: Molecular 
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), vol. 3
, p. B.13、 ま た 汎 用 さ れ る 実 験 溶 液 を 記 載 し て い る 多 く の カ タ ロ グ も 参 照 )。 SSPEは pH7.
4リ ン 酸 緩 衝 0.18M NaClで あ る 。 さ ら に 当 業 者 な ら ば ハ イ ブ リ ッ ド の 安 定 性 は ナ ト リ ウ ム
イ オ ン 濃 度 と 温 度 の 関 数 で あ る Tｍ (Tｍ =81.5℃ -16.6(log 1 0 [Na

+ ])+0.41(%G+C)-600/l)に
よ っ て 判 定 さ れ 、 従 っ て ハ イ ブ リ ッ ド の 安 定 性 に 重 要 な 洗 浄 工 程 に お け る 唯 一 の パ ラ メ ー
タ ー が SSPE(ま た は SSC)の ナ ト リ ウ ム イ オ ン 濃 度 と 温 度 で あ る こ と が 分 か っ て い 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 ５ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 試 験 物 質 (ま た は 試 験 化 合 物 )と は 、 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る ア ッ セ イ な
ど の in vitro法 に よ っ て 判 定 さ れ る よ う な 、 SP、 特 に プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は 活 性 に
関 し て 十 分 な そ の 一 部 を 含 む 一 本 鎖 型 へ の 作 用 が 試 験 さ れ る 化 学 的 に 定 義 さ れ た 化 合 物 (
例 え ば 、 有 機 分 子 、 無 機 分 子 、 有 機 /無 機 分 子 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 核 酸 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 、 脂 質 、 多 糖 類 、 糖 類 、 ま た は 糖 タ ン パ ク 質 な ど の よ う な こ れ ら の 分 子 の ハ イ
ブ リ ッ ド )ま た は 化 合 物 の 混 合 物 (例 え ば 、 試 験 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー 、 天 然 抽 出 物 ま た は 培
養 上 清 な ど ） を さ す 。
【 手 続 補 正 ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ５ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ５ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 治 療 薬 、 治 療 計 画 、 放 射 線 保 護 剤 、 ま た は 化 学 治 療 薬 と は 、 ワ ク チ ン
を は じ め 当 業 者 に 公 知 の 従 来 の 薬 物 お よ び 薬 物 療 法 を 意 味 す る 。 放 射 線 治 療 薬 は 当 技 術 分
野 で 周 知 の も の で あ る 。
【 手 続 補 正 ９ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ８ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ８ ０ 】
プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン
　 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は そ の 触 媒 活 性 部 分 を 一 本 鎖 型 の SPと し て 含 む 単 離 さ れ た 実
質 的 に 純 粋 な プ ロ テ ア ー ゼ が 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン は よ り 長 い タ ン
パ ク 質 に 含 ま れ て い て も よ く 、 こ の よ う な 長 い タ ン パ ク 質 は 所 望 に よ り CVSP14チ モ ー ゲ ン
で あ っ て も よ い 。 本 発 明 で は 一 本 鎖 と し て CVSP14の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 含 む 単 離 さ れ
た 実 質 的 に 純 粋 な 一 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る 。 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る CVSP14は 腫 瘍
細 胞 に よ っ て 、 ま た は 腫 瘍 細 胞 内 で 典 型 的 に は 同 種 の 非 腫 瘍 細 胞 に よ っ て そ れ が 発 現 さ れ
る レ ベ ル と は 異 な る レ ベ ル で 発 現 ま た は 活 性 化 さ れ る 。 よ っ て 、 例 え ば 、 も し 前 立 腺 ま た
は 卵 巣 の 腫 瘍 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る SPが 本 明 細 書 で 卵 巣 癌 ま た は 前 立 腺 癌 に 関 し て 着 目
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さ れ る な ら ば 、 そ れ は 発 現 、 非 腫 瘍 細 胞 に お け る も の と は 異 な る 活 性 化 ま た は 活 性 の 程 度
を 有 す る べ き で あ る 。 CVSP14は 肺 、 大 腸 、 前 立 腺 、 乳 房 、 子 宮 、 卵 巣 お よ び そ の 他 の 腫 瘍
細 胞 で 発 現 す 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 ２ ４ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ４ １ 】
　 組 合 せ お よ び そ の 組 合 せ を 含 む キ ッ ト が 所 望 に よ り ア ッ セ イ の 実 施 の 説 明 書 を 添 付 し て
提 供 さ れ る 。 こ れ ら の 組 合 せ と し て は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド お よ び ア ッ セ イ す る CVSP14ポ リ
ペ プ チ ド の 基 質 、 な ら び に 所 望 に よ り 基 質 の タ ン パ ク 質 分 解 作 用 を 検 出 す る 試 薬 を 含 む 。
基 質 は 特 定 の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て タ ン パ ク 質 分 解 作 用 を 受 け る タ ン パ ク 質 を は じ
め 、 発 色 ま た は 蛍 光 発 生 分 子 で あ っ て も よ く 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 試 験 基 質 切 断 能 を 調
べ る こ と で 実 験 的 に 同 定 す る こ と が で き る 。 最 も 効 果 的 に (す な わ ち 、 最 低 濃 度 、 お よ び
／ ま た は 最 高 速 度 、 ま た は 所 望 の 条 件 下 で )切 断 さ れ る 基 質 が 同 定 さ れ る 。
【 手 続 補 正 １ １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ６ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 さ ら に チ モ ー ゲ ン ま た は 二 本 鎖 型 の CVSP14を 用 い て コ ン ホ メ ー シ ョ ン エ ピ ト ー プ を 認 識
す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る こ と も で き る 。 次 に 培 養 上 清 ま た は 腹 水 上 清 か ら 目 的
の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 回 収 す る 。 完 全 な 抗 体 と 同 様 に 免 疫 学 的 に 有 意 な 部 分 を 含 む モ ノ
ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 の フ ラ グ メ ン ト も ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 使 用 で き
る 。 Fab、 Fab'、 ま た は F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト な ど の 免 疫 反 応 性 フ ラ グ メ ン ト は 、 こ れ ら フ
ラ グ メ ン ト が 通 常 完 全 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン よ り も 免 疫 原 性 が 低 い こ と か ら 特 に 治 療 に 関 し て
用 い ら れ る 場 合 が 多 い 。
【 手 続 補 正 １ ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ９ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ９ ０ 】
b. 既 知 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤
　 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 化 合 物 は 、 そ の CVSP14活 性 阻 害 能 を 試 験 し 得 る セ リ ン プ ロ テ ア
ー ゼ 阻 害 剤 で あ り 得 る 。 例 え ば ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 用 い る セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害
剤 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 3(SPI-3)(Chen, et 
al., Citokine, 11:856-862 (1999));ア プ ロ チ ニ ン (Iijima, R., et al., J. Biochem. (
Tokyo) 126:912-916 (1999));Kazal型 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 様 タ ン パ ク 質 (Niimi, et
 al. Eur. J. Biochem., 266:282-292 (1999));Kunitz型 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Ravi
chandran, S., et al., Acta Crystallogr. D. Biol. Crystallogr., 55:1814-1821 (199
9));組 織 因 子 経 路 阻 害 剤 -2/マ ト リ ッ ク ス 関 連 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (TFPI-2/MSPI)、
(Liu, Y. et al. Arch. Biochem. Biophys. 370:112-8 (1999));Bukunin(Cui, C.Y. et a
l. J. Invest. Dermatol. 113:182-8 (1999));メ シ ル 酸 ナ フ ァ モ ス タ ッ ト (Ryo, R. et al
.  Vox Sang. 76:241-6 (1999));TPCK(Huang et al. Oncogene 18:3431-3439 (1999));合
成 綿 結 合 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Edwards et al. Wound Repair Regen. 7:106-18 (19
99)); FUT-175 (Sawada, M. et al. Stroke 30:644-50 (1999));セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害
剤 FUT-0175お よ び ト ロ ン ボ キ サ ン 合 成 酵 素 阻 害 剤 OKY-046の 組 合 せ (Kaminogo et al. Neur
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ol. Med. Chir. (Tokyo) 38:704-8; discussion 708-9 (1998));ラ ッ ト セ リ ン プ ロ テ ア ー
ゼ 阻 害 因 子 2.1遺 伝 子 (LeCam, A., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 253:311-4
 (1998));グ ラ ン ザ イ ム Bを 有 す る ラ ッ ト 下 垂 体 複 合 体 で 発 現 す る 新 規 の 細 胞 内 セ リ ン プ ロ
テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Hill et al. FEBS Lett. 440:361-4 (1998));3,4-ジ ク ロ ロ イ ソ ク マ リ ン
(Hammed et al. Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 219:132-7 (1998));LEX032(Bains et al.
 Eur. J. Pharmacol. 356:67-72 (1998));N-ト シ ル -L-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ク ロ ロ メ チ ル ケ
ト ン (Dryjanski et al. Biochemistry 37:14151-6 (1998));セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 ニ
ュ ー ロ セ ル ピ ン の マ ウ ス 遺 伝 子 (P112)(Berger et al. Gene, 214:25-33 (1998));ラ ッ ト
セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 2.3遺 伝 子 (Paul et al. Eur. J. Biochem.  254:538-46 (1998
));Ecotin(Yang et al. J. Mol. Biol. 279:945-57 (1998));14kDaの 植 物 関 連 セ リ ン プ ロ
テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Roch et al. Dev. Comp. Immunol. 22(1):1-12 (1998));マ ト リ ッ ク ス 関
連 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 TFPI-2/33kDa MSPI(Rao et al. Int. J. Cancer 76:749-56 
(1998));ONO-3403(Hiwasa et al., Cancer Lett. 126:221-5 (1998));ブ デ ラ ス タ シ ン (Bd
ellastasin)(Moser et al. Eur. J. Biochem. 253:212-20 (1998));ビ ク ニ ン (Xu et al. 
J. Mol. Biol. 276:955-66 (1998));メ シ ル 酸 ナ フ ァ モ ス タ ッ ト (Mellgren et al. Thromb
. Haemost. 79:342-7 (1998));増 殖 ホ ル モ ン 依 存 性 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 Spi 2.1(Ma
ake et al. Endocrinology 138:5630-6 (1997));2型 増 殖 因 子 ア ク チ ベ ー タ ー 阻 害 剤 、 Kun
itz型 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Kawaguchi et al. J. Biol. Chem., 272:27558-64 (199
7));エ ジ プ ト ツ チ イ ナ ゴ (Schistocercga gregaria)の 卵 巣 由 来 の 熱 安 定 型 セ リ ン プ ロ テ ア
ー ゼ 阻 害 剤 タ ン パ ク 質 (Hamdaoui et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 238:357-60 (
1997));ヒ ト 胎 盤 肝 細 胞 増 殖 因 子 ア ク チ ベ ー タ ー 阻 害 剤 、 Kunitz型 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻
害 剤 (Shimomura et al. J. Biol. Chem. 272:6370-6 (1997));FUT-187、 経 口 セ リ ン プ ロ
テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Shiozaki et al. Gan To Kaguku Ryoho, 23(14): 1971-9 (1996));細 胞
外 マ ト リ ッ ク ス 関 連 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Mr 33,000、 31,000、 お よ び 27,000)(Rao,
 C.N., et al., Arch. Biochem. Biophys., 335:82-92 (1996));不 可 逆 性 イ ソ ク マ リ ン セ
リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Palencia, D.D., et al., Biol. Reprod., 55:536-42 (1996));
4-(2-ア ミ ノ エ チ ル )-ベ ン ゼ ン ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド (AEBSF)(Nakabo et al. J. Leukoc. 
Biol. 60:328-36 (1996));ニ ュ ー ロ セ ル ピ ン (Osterwalder, T., et al., EMBO J. 15:294
4-53 (1996));ヒ ト セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 α -1-抗 ト リ プ シ ン (Forney et al. J. Para
sitol.. 82:496-502 (1996));ラ ッ ト セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 2.3(Simar-Blanchet, A.E
., et al., Eur. J. Biochem., 236:638-48 (1996));メ シ ル 酸 ガ ベ キ サ ー ト (parodi, F.,
 et al., J. Cardiothorac. Vasc. Anesth. 10:235-7 (1996));組 換 え セ リ ン プ ロ テ ア ー
ゼ 阻 害 剤 、 CPTI II(Stankiewicz, M., et al., (Acta Biochim. Pol., 43(3):525-9 (199
6));シ ス テ イ ン 富 化 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Guamerin II)(Kim, D.R., et al., J. En
zym. Inhib., 10:81-91 (1996));ジ イ ソ プ ロ ピ ル フ ル オ ロ ホ ス フ ェ ー ト (Lundqvist, H., 
et al., Inflamm. Res., 44(12):510-7 (1995));ネ キ シ ン 1(Yu, D.W., et al., J. Cell 
Sci., 108(Pt 12):3867-74 (1995));LEX032(Scalia, R., et al., Shock, 4(4):251-6 (1
995));プ ロ テ ア ー ゼ ネ キ シ ン I(Houenou, L.J., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
, 92(3):895-9 (1995));キ マ ー ゼ 標 的 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Woodard S.L., et al.,
 J. Immunol., 153(11):5016-25 (1994));N-α -ト シ ル -L-リ シ ル -ク ロ ロ メ チ ル ケ ト ン (TL
CK)(Bourinbaiar, A.S., et al., Cell Immunol., 155(1):230-6 (1994));Smpi56(Ghendl
er, Y., et al., Exp. Parasitol., 78(2):121-31 (1994));ビ ル ハ ル ツ 住 血 吸 虫 セ リ ン プ
ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Blanton, R.E., et al., Mol. Biochem. Parasitol., 63(1):1-11 (19
94));Spi-1(Warren, W.C., et al., Mol. Cell Endocrinol., 98(1):27-32 (1993));TAME
(Jessop, J.J., et al., Inflammation, 17(5):613-31 (1993));ア ン チ ト ロ ン ビ ン III(Ka
laria, R.N., et al., Am. J. Pathol., 143(3):886-93 (1993));FOY-305(Ohkoshi, M., 
et al., Anticancer Res., 13(4):963-6 (1993));メ シ ル 酸 カ モ ス タ ッ ト (Senda, S., et 
al., Intern. Med., 32(4):350-4 (1993));色 素 上 皮 由 来 因 子 (Steele, F.R., et al., Pr
oc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 90(4):1526-30 (1993));ア ン チ ス タ シ ン (Holstein, T.W.
, et al., FEBS Lett., 309(3):288-92 (1992));セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を コ ー ド す る
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ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス K2L遺 伝 子 (Zhou, J., et al., Virology, 189(2):678-86 (1992));Bo
wman-Birkセ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Werner, M.H., et al., J. Mol. Biol., 225(3):87
3-89 (1992);FUT-175(Yanamoto, H., et al., Neurosurgery, 30(3):358-63 (1992));FUT
-175;(Yanamoto, H., et al., Neurosurgery, 30(3):351-6, discussion 356-7 (1992));
PAI-I(Yreadwell, B.V., et al., J. Orthop. Res., 9(3):309-16 (1991));3,4-ジ ク ロ ロ
イ ソ ク マ リ ン (Rusbridge, N.M., et al., FEBS Lett., 268(1):133-6 (1990));α 1-抗 キ
モ ト リ プ シ ン (Lindmark, B.E., et al., Am. Rev. Respir. Des., 141(4 Pt 1):884-8 (1
990));P-ト ル エ ン ス ル ホ ニ ル -L-ア ル ギ ニ ン メ チ ル エ ス テ ル (TAME)(Scuderi, P., J. Immu
nol., 143(1):168-73 (1989));α 1-抗 キ モ ト リ プ シ ン (Abraham, C.R., et al., Cell, 52
(4):487-501 (1988));コ ン ト ラ プ シ ン (Modha, J., et al., Parasitology, 96 (Pt 1):99
-109 (1988));α 2-抗 プ ラ ス ミ ン (Holmes, W.E., et al., J. Biol. Chem., 262(4):1659-
64 (1987));3,4-ジ ク ロ ロ イ ソ ク マ リ ン (Harper, J.W., et al., Biochemistry, 24(8):18
31-41 (1985));ジ イ ソ プ ロ ピ ル フ ル オ ロ ホ ス フ ェ ー ト (Tsutsui, K., et al., Biochem. B
iophys. Res. Commun., 123(1):271-7 (1984));メ シ ル 酸 ガ ベ キ サ ー ト (Hesse, B., et al
., Pharmacol. Res. Commun., 16(7):637-45 (1984));フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ル オ
リ ド (Dufer, J., et al., Scand. J. Haematol., 32(1):25-32 (1984));プ ロ テ ア ー ゼ 阻
害 剤 CI-2(McPhalen, C.A., et al., J. Mol. Biol.,  168(2):445-7 (1983));フ ェ ニ ル メ
チ ル ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド (Sekar V., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 89(2)
:474-8 (1979));PGE1(Feinstein, M.D., et al., Prostaglandine, 14(6):1075-93 (1977
)が 挙 げ ら れ る 。
【 手 続 補 正 １ ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ３ ０ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ３ ０ ６ 】
2. ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス
　 本 明 細 書 で は SPタ ン パ ク 質 と 結 合 し て そ の 活 性 を 調 節 す る 分 子 を 同 定 す る た め の 方 法 を
提 供 す る 。 SP、 特 に 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は そ の 触 媒 活 性 断 片 と 結 合 す る 分 子
の 中 に は ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 環 状 ペ プ チ ド を 含 む ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス が 含 ま
れ る 。 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス と は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド な ど の 標 的 分 子 と の 特 異 的 結 合 に 必
要 な リ ガ ン ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 分 子 コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 模 倣 す る 分 子 ま た は 化 合 物 で
あ る 。 例 と し て の 実 施 形 態 で は 、 こ の ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は パ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ
ク ス は 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と 結 合 す る 。 こ の よ う な ペ プ チ ド お
よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス と し て は 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 、 典 型 的 に
は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン と 結 合 す る 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。 こ の ペ プ チ
ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス な ら び に 本 明 細 書 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ
る ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ り
得 る 。
【 手 続 補 正 １ ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ３ １ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ３ １ ３ 】
　 さ ら に 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 能 を 基 に 、 こ の ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ
プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス を 、 生 細 胞 、 固 定 化 細 胞 、 体 液 、 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト 、 お よ び 精 製 し た
天 然 生 体 材 料 で CVSP14ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る 試 薬 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば
、 こ の よ う な ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス を 標 識 す る こ と に よ り
、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る 細 胞 を 同 定 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ
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ド と の 結 合 能 を 基 に 、 こ の ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス を in sit
u染 色 、 FACS(蛍 光 活 性 セ ル ソ ー ト )、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ELISAお よ び そ の 他 の 分 析 プ
ロ ト コ ー ル に 使 用 で き る 。 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 能 を 基 に 、 こ の ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ
プ チ ド お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス を CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 、 ま た は CVSP14ポ リ ペ プ
チ ド 、 例 え ば 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド を
発 現 す る 細 胞 の 精 製 に 使 用 す る こ と が で き 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 ３ ２ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ３ ２ ５ 】
　 従 っ て 、 例 え ば 、 改 善 さ れ た 活 性 ま た は 安 定 性 を 有 す る 、 ま た は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 活
性 の モ ジ ュ レ ー タ ー (例 え ば 、 阻 害 剤 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト )と し て 働 き 、 か つ 、
こ れ ら の 方 法 、 特 に 新 生 物 形 成 疾 患 の 診 断 、 治 療 、 予 防 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ 法 に 有 用 で
あ る 薬 剤 を デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。 ク ロ ー ン 化 し た CVSP14ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の ア ベ ラ
ビ リ テ ィ ー の お か げ で 、 十 分 量 の CVSP14ポ リ ペ プ チ ド を Ｘ 線 結 晶 学 の よ う な 分 析 的 研 究 を
行 う の に 利 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の プ ロ テ ア ー ゼ ド
メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 の 知 識 、 例 え ば 、 配 列 番 号 13お よ び 6の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド
さ れ る プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン か ら 、 Ｘ 線 結 晶 学 の 代 わ り に 、 ま た そ れ に 加 え て コ ン ピ ュ ー
タ ー モ デ リ ン グ 技 術 に 関 す る 指 針 を 得 る こ と が で き 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 ３ ２ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 こ の ラ ン ダ ム ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 に フ ァ ー ジ fd誘 導 体 の pIIIま た
は pVIIIの い ず れ か の コ ー ト タ ン パ ク 質 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 の 一 部 と し て か (フ ァ ー ジ 上
の ペ プ チ ド )、 ま た は プ ラ ス ミ ド と 結 合 し た LacIペ プ チ ド 融 合 タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ
ク 質 と し て (プ ラ ス ミ ド 上 の ペ プ チ ド )提 供 し 得 る 。 こ の ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAを は じ
め と す る フ ァ ー ジ ま た は プ ラ ス ミ ド は 、 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 有 す る 固 定 化 CVSP14ポ リ
ペ プ チ ド ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 親 和 性 増 強 プ ロ セ ス に よ っ て 同 定 お よ び 単 離 す る こ と が で
き る 。 親 和 性 増 強 プ ロ セ ス は 「 パ ン ニ ン グ 」 と も 呼 ば れ 、 典 型 的 に は 固 定 化 CVSP14ポ リ ペ
プ チ ド を 有 す る フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド 、 ま た は ポ リ ソ ー ム を 複 数 回 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 CV
SP14ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド 、 ま た は ポ リ ソ ー ム を 回 収 し (付 随 す
る DNAま た は mRNAと と も に )、 さ ら に 回 収 し た フ ァ ー ジ ま た は プ ラ ス ミ ド を 量 産 す る (付 随
す る LacI-ペ プ チ ド 融 合 タ ン パ ク 質 と と も に )こ と を 含 む 。
【 手 続 補 正 １ ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ３ ５ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ３ ５ １ 】
　 リ ン カ ー は CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の ド メ イ ン お よ び タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト と の 会
合 に 適 し た い ず れ の 部 分 で あ っ て も よ い 。 こ の よ う な リ ン カ ー お よ び 結 合 に は 、 限 定 さ れ
る も の で は な い が 、 ペ プ チ ド 結 合 、 ア ミ ノ 酸 お よ び ペ プ チ ド 結 合 (典 型 的 に は 1～ 約 60の 間
の ア ミ ノ 酸 、 よ り 一 般 的 に は 約 10～ 30の 間 の ア ミ ノ 酸 を 含 む )、 限 定 さ れ る も の で は な い
が 、 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル (4-ヨ ー ド ア セ チ ル )-ア ミ ノ ベ ン ゾ エ ー ト 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ
ジ ル (4-ヨ ー ド ア セ チ ル )-ア ミ ノ ベ ン ゾ エ ー ト 、 4-ス ク シ ン イ ミ ジ ル -オ キ シ カ ル ボ ニ ル -

(17) JP 2004-535166 A5 2005.9.2



α -(2-ピ リ ジ ル ジ チ オ )ト ル エ ン 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル -6-[α -メ チ ル -α -(ピ リ ジ ル
ジ チ オ ー ル )-ト ル ア ミ ド ]ヘ キ サ ノ エ ー ト 、 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル -3-(-2-ピ リ ジ ル ジ チ オ )-
プ ロ ピ オ ネ ー ト 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル 6[3(-(-2-ピ リ ジ ル ジ チ オ )-プ ロ ピ オ ン ア ミ ド )ヘ キ サ
ノ エ ー ト 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル 6[3(-(-2-ピ リ ジ ル ジ チ オ )-プ ロ ピ オ ン ア ミ ド )ヘ キ サ
ノ エ ー ト 、 3-(2-ピ リ ジ ル ジ チ オ )-プ ロ ピ オ ニ ル ヒ ド ラ ジ ド 、 エ ル マ ン 試 薬 、 ジ ク ロ ロ ト
リ ア ジ ン 酸 、 お よ び S-(2-チ オ ピ リ ジ ル )-L-シ ス テ イ ン を は じ め と す る 、 ヘ テ ロ 二 官 能 性
切 断 架 橋 リ ン カ ー な ど の 化 学 リ ン カ ー が 挙 げ ら れ る 。 そ の 他 の リ ン カ ー と し て は 、 限 定 さ
れ る も の で は な い が 、 CVSP14ポ リ ペ プ チ ド の ド メ イ ン と タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ エ ー ジ ェ ン ト と
の 間 の 立 体 障 害 を 減 ら す ペ プ チ ド お よ び そ の 他 の 部 分 、 細 胞 内 酵 素 基 質 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト
の 柔 軟 性 を 高 め る リ ン カ ー 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 溶 解 度 を 高 め る リ ン カ ー 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト
の 血 清 安 定 性 を 高 め る リ ン カ ー 、 光 切 断 性 リ ン カ ー お よ び 酸 切 断 性 リ ン カ ー が 挙 げ ら れ 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 ４ ０ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ４ ０ １ 】
　 こ の 組 成 物 は 有 効 成 分 と と も に 、 ラ ク ト ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 リ ン 酸 二 カ ル シ ウ ム ま た は
カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス な ど の 希 釈 剤 ;ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 カ
ル シ ウ ム お よ び タ ル ク な ど の 滑 沢 剤 ;お よ び デ ン プ ン 、 天 然 ガ ム 例 え ば ガ ム ア カ シ ア 、 ゼ
ラ チ ン 、 グ ル コ ー ス 、 糖 蜜 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ジ ン 、 セ ル ロ ー ス お よ び そ の 誘 導 体 、 ポ ビ
ド ン 、 ク ロ ス ポ ビ ド ン お よ び そ の 他 当 技 術 分 野 で 公 知 の こ の 種 の 結 合 剤 な ど の 結 合 剤 を 含
み 得 る 。 医 薬 上 許 容 さ れ る 投 与 可 能 な 液 体 組 成 物 は 例 え ば 、 上 記 で 定 義 し た よ う な 有 効 化
合 物 と 所 望 の 医 薬 ア ジ ュ バ ン ト を 、 例 え ば 水 、 生 理 食 塩 水 、 水 性 デ キ ス ト ロ ー ス 、 グ リ セ
ロ ー ル 、 グ リ コ ー ル 、 エ タ ノ ー ル な ど の 担 体 中 に 溶 解 、 分 散 さ せ る 、 あ る い は 担 体 中 で 混
合 す る こ と で 溶 液 ま た は 懸 濁 液 を 形 成 さ せ る こ と に よ り 作 製 で き る 。 所 望 に よ り 投 与 す る
医 薬 組 成 物 は 湿 潤 剤 、 乳 化 剤 ま た は 可 溶 化 剤 、 pH調 整 剤 な ど の 微 量 の 無 毒 の 補 助 物 質 、 例
え ば 酢 酸 、 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 シ ク ロ デ キ ス ト リ ン 誘 導 体 、 モ ノ ラ ウ リ ン 酸 ソ ル ビ タ ン
、 ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 オ レ イ ン 酸 ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン お よ び そ の 他
の こ の 種 の 薬 剤 を 含 ん で も よ い 。 こ の よ う な 投 与 形 を 製 造 す る 方 法 は 当 業 者 に は 公 知 の も
の で あ る か 、 明 ら か で あ る (例 え ば 、 Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publi
shing Company, Easton, Pa., 15th Edition, 1975参 照 )。 投 与 す る 組 成 物 ま た は 製 剤 は
治 療 す る 被 験 体 の 症 状 の 緩 和 に 十 分 な 量 の 有 効 化 合 物 を 含 む 。
【 手 続 補 正 １ ９ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ４ ５ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ４ ５ ８ 】
　 ヒ ト CVSP14全 長 cDNAの ク ロ ー ニ ン グ
　 残 り の CVSP14の 5’ 上 流 cDNAを 得 る た め 、 ジ ー ン レ ー サ ー (GeneRacer)キ ッ ト (Ambion, 
カ タ ロ グ 番 号 L1500-01)を 用 い て 合 成 し た ヒ ト 腎 RACE cDNAに お い て 5’ -RACE反 応 を 行 っ た
。 ジ ー ン レ ー サ ー キ ッ ト は RNAリ ガ ー ゼ を 媒 介 と す る 5'お よ び 3' cDNA末 端 全 長 迅 速 増 幅 (R
LM-RACE)向 け に 特 に デ ザ イ ン さ れ た も の で あ る 。 最 初 の 5’ -RACE反 応 は 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ
イ マ ー GX-SP1-4AS, 5’ -GTTAAGCGGCCCCAGCCTGCAGTTGTAC-3’ 配 列 番 号 18と と も に ジ ー ン レ
ー サ ー 5'プ ラ イ マ ー を 用 い た PCRに よ っ て 行 っ た 。 こ の PCR産 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 精 製
し た 。
【 手 続 補 正 ２ ０ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
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【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ４ ７ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ４ ７ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 の 発 現 、 精 製 お よ び 再 折 り た た み
　 こ の 遺 伝 子 産 物 の 過 剰 発 現 は 、 希 少 な コ ド ン の 至 適 化 の た め dnaYプ ラ ス ミ ド を 含 む 大 腸
菌 BL21(DE3)株 で 行 っ た (Garcia et. al. (1986) Cell 45:453-459; 米 国 特 許 第 6,270,988
号 参 照 )。 カ ル バ ニ シ リ ン (50μ g/ml)お よ び カ ナ マ イ シ ン (34μ g/ml)を 添 加 し た 2xYT培 地 (
1L)に 一 晩 培 養 し た も の 10mlを 接 種 し 、 0.6～ 1.0 OD 6 0 0 の 密 度 ま で 増 殖 さ せ た 後 、 1M IPTG
(最 終 濃 度 1mM)で 誘 導 し た 。 誘 導 増 殖 6時 間 後 に 細 胞 を 遠 心 分 離 (3000g x 20分 )に よ り 回 収
し た 。
【 手 続 補 正 ２ １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ４ ７ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ４ ７ ９ 】
　 上 記 の 基 質 が 切 断 さ れ な け れ ば 、 上 記 の 対 応 す る ア ッ セ イ が 使 用 で き る 。 要 す る に 結 合
ア ッ セ イ は プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン お よ び ト リ プ シ ノ ー ゲ ン な ど の 酵 素 を 活 性 化 す る プ ロ テ ア ー
ゼ の 能 力 を 試 験 す る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ を 行 う に は 、 一 本 鎖 プ ロ テ ア ー ゼ を 、 プ ラ ス ミ ノ
ー ゲ ン お よ び ト リ プ シ ノ ー ゲ ン な ど の チ モ ー ゲ ン と と も に 、 こ の チ モ ー ゲ ン に 対 し て は ly
s-プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン と い っ た 既 知 の 基 質 の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ の 一 本 鎖 が チ
モ ー ゲ ン を 活 性 化 す れ ば 、 プ ラ ス ミ ン お よ び ト リ プ シ ン な ど の 活 性 化 酵 素 は そ の 基 質 を 分
解 す る 。
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