
JP 2004-522945 A5 2005.7.7

【 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 ６ 部 門 第 １ 区 分
【 発 行 日 】 平 成 17年 7月 7日 (2005.7.7)
　
【 公 表 番 号 】 特 表 2004-522945(P2004-522945A)
【 公 表 日 】 平 成 16年 7月 29日 (2004.7.29)
【 年 通 号 数 】 公 開 ・ 登 録 公 報 2004-029
【 出 願 番 号 】 特 願 2002-546211(P2002-546211)
【 国 際 特 許 分 類 第 ７ 版 】
   Ｇ ０ １ Ｎ   33/566  
   Ａ ６ １ Ｋ   38/00   
   Ａ ６ １ Ｋ   45/00   
   Ａ ６ １ Ｐ   31/04   
   Ｃ １ ２ Ｐ   21/02   
   Ｃ １ ２ Ｑ    1/02   
   Ｇ ０ １ Ｎ   21/27   
   Ｇ ０ １ Ｎ   21/64   
   Ｇ ０ １ Ｎ   21/78   
   Ｇ ０ １ Ｎ   33/15   
   Ｇ ０ １ Ｎ   33/483  
   Ｇ ０ １ Ｎ   33/50   
   Ｇ ０ １ Ｎ   33/53   
// Ｃ ０ ７ Ｋ   14/005  
【 Ｆ Ｉ 】
   Ｇ ０ １ Ｎ   33/566         
   Ａ ６ １ Ｋ   45/00          
   Ａ ６ １ Ｐ   31/04          
   Ｃ １ ２ Ｐ   21/02          Ｃ
   Ｃ １ ２ Ｑ    1/02          
   Ｇ ０ １ Ｎ   21/27          Ｃ
   Ｇ ０ １ Ｎ   21/64          Ａ
   Ｇ ０ １ Ｎ   21/64          Ｆ
   Ｇ ０ １ Ｎ   21/78          Ｃ
   Ｇ ０ １ Ｎ   33/15          Ｚ
   Ｇ ０ １ Ｎ   33/483         Ｃ
   Ｇ ０ １ Ｎ   33/50    Ｚ Ｎ Ａ Ｚ
   Ｇ ０ １ Ｎ   33/53          Ｄ
   Ｇ ０ １ Ｎ   33/53          Ｍ
   Ａ ６ １ Ｋ   37/02          
   Ｃ ０ ７ Ｋ   14/005         
　
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 15年 10月 1日 (2003.10.1)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】



　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス に 対 す る 殺 菌 又 は 静 菌 効 果 を 有 す る 、 配 列 番 号 ２ の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 菌 剤 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 剤 が 、 小 有 機 分 子 、 ペ プ チ ド 類 似 物 質 、 ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド か ら 成 る 群 か ら
選 択 さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の 抗 菌 剤 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ タ ン パ ク 質 か ら 成 る 請 求 項 ２ 記 載 の 抗 菌 剤 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ タ ン パ ク 質 が 、 44AHJD－ ORF25（ 配 列 番 号 ４ ） 、 TwortORF168（
配 列 番 号 ６ ） 、 G1－ ORF240（ 配 列 番 号 10） 及 び そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト か ら 成 る 群 か ら 選 択
さ れ る 請 求 項 ３ 記 載 の 抗 菌 剤 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 結 合 が 特 異 的 で あ る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 菌 剤 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 剤 が 、 配 列 番 号 ２ を 含 ん で 成 る ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス ポ リ ペ プ チ ド の 活
性 を 減 じ る か 又 は 低 め る 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 菌 剤 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 菌 剤 、 及 び 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー を 含 ん
で 成 る 抗 菌 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 細 菌 の 阻 害 方 法 で あ っ て 、 前 記 細 菌 と 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 菌 剤 、 及
び /又 は 請 求 項 ７ 記 載 の 抗 菌 組 成 物 と を 接 触 せ し め る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 接 触 が イ ン ビ ト ロ で 行 わ れ る 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 接 触 が 、 非 ヒ ト 動 物 に お い て イ ン ビ ボ で 行 わ れ る 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る STAAU_R2ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 化 合 物 を
同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 － 前 記 STAAU_R2ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 生 物 学 的 活 性 フ ラ グ メ ン ト 又 は 変 異 体 と 、 候 補 体 化
合 物 と を 、 前 記 STAAU_R2ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 生 物 学 的 活 性 フ ラ グ メ ン ト 又 は 変 異 体 に 対 し
て 特 異 的 に 結 合 す る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 下 で 、 接 触 せ し め ；
　 － 前 記 候 補 体 化 合 物 が 前 記 結 合 を 減 じ る か ど う か を 決 定 し ； そ し て
　 － 前 記 結 合 を 減 じ る 候 補 体 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ タ ン パ ク 質 が 、 44AHJD－ ORF25（ 配 列 番 号 ４ ） 、 TwortORF168（
配 列 番 号 ６ ） 、 G1－ ORF240（ 配 列 番 号 10） 及 び そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト 又 は 変 異 体 か ら 成 る
群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ポ リ ペ プ チ ド 、 フ ラ グ メ ン ト 又 は 変 異 体 が 、 前 記 STAAU_R2ポ リ
ペ プ チ ド 、 そ の 生 物 学 的 活 性 フ ラ グ メ ン ト 又 は 変 異 体 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で
き る 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ポ リ ペ プ チ ド 、 フ ラ グ メ ン ト 又 は 変 異 体 が 、 検 出 で き る よ う 直
接 的 に 又 は 間 接 的 に ラ ベ ル さ れ る 請 求 項 11～ 13の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 決 定 が 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 （ FRET） 、 蛍 光 偏 光 変 化 、 表 層 プ ラ ス モ ン 共 鳴 、
シ ン チ レ ー シ ョ ン ・ プ ロ キ シ ミ テ ィ ・ ア ッ セ イ 、 バ イ オ セ ン サ ー ・ ア ッ セ イ 及 び フ ァ ー ジ
・ デ ィ ス プ レ ー か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 技 法 に よ る 測 定 を 含 ん で 成 る 請 求 項 11～ 13の い
ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 候 補 体 化 合 物 が 、 小 分 子 、 ペ プ チ ド 類 似 物 質 、 ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド か ら 成 る
群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 11～ 15の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 S． ア ウ レ ウ ス DNA－ 意 図 さ れ た DNAポ リ メ ラ ー ゼ IIIβ サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 に 対 し て
活 性 的 で あ る 化 合 物 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、
　 － ｉ ） 配 列 番 号 ４ ， ６ ， ８ 及 び 10か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド ； ii)S． ア ウ レ ウ ス DNA－ 指 図 さ れ た DNAポ リ メ ラ ー ゼ IIIβ － サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン
パ ク 質 ； 及 び iii)少 な く と も １ つ の 候 補 体 化 合 物 を 接 触 せ し め ；
　 － 前 記 少 な く と も １ つ の 候 補 体 の 化 合 物 が 、 前 記 DNAポ リ メ ラ ー ゼ IIIβ サ ブ ユ ニ ッ ト タ
ン パ ク 質 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 間 の 結 合 相 互 作 用 を 減 じ る か ど う か を 決 定 し ； そ し て
　 － 前 記 結 合 を 減 じ る 候 補 体 化 合 物 を 選 択 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 抗 菌 化 合 物 の 製 造 方 法 で あ っ て 、
　 － 請 求 項 11～ 17の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 を 実 施 す る こ と に よ っ て 、 STAAU_R2ポ リ ペ プ
チ ド と 相 互 作 用 す る 化 合 物 を 同 定 し ； そ し て
　 － 前 記 STAAU_R2ポ リ ペ プ チ ド を 天 然 に お い て 生 成 す る 細 菌 に よ り 感 染 さ れ た 生 物 に 投 与
さ れ る 場 合 、 治 療 効 果 を 提 供 す の に 十 分 な 量 の 前 記 化 合 物 を 合 成 し 又 は 精 製 す る 段 階 を 含
ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 STAAU_R2ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 前 記 STAAU_R2ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る バ ク テ
リ オ フ ァ ー ジ ORF由 来 の ポ リ ペ プ チ ド の １ つ に 対 し て 活 性 的 な 化 合 物 の 同 定 方 法 で あ っ て
、
　 － 候 補 体 化 合 物 の 存 在 又 は 不 在 下 で 第 １ 及 び 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド を 接 触 せ し め 、 こ こ で 前
記 第 １ ポ リ ペ プ チ ド は 、 ｉ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る STAAU_R2ポ リ ペ プ チ
ド 、 ii) ｉ ） の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は ｉ ） の 変 異 体 か ら 成 り ； そ し て 前 記 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド
は 、 前 記 STAAU_R2ポ リ ペ プ チ ド 又 は 前 記 生 成 物 学 的 活 性 の フ ラ グ メ ン ト 又 は 変 異 体 に 対 し
て 特 異 的 に 結 合 す る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ポ リ ペ プ チ ド か ら 成 り ； そ し て
　 － 前 記 第 １ 及 び /又 は 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 測 定 す る こ と を 含 ん で 成 り ；
こ こ で 前 記 候 補 体 化 合 物 の 不 在 下 で の 生 物 学 的 活 性 に 比 較 さ れ る 場 合 、 前 記 候 補 体 化 合 物
の 存 在 下 で の 前 記 生 物 学 的 活 性 の 低 下 又 は 上 昇 が 、 前 記 候 補 体 化 合 物 が 少 な く と も １ つ の
前 記 第 １ 及 び 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 活 性 的 で あ る こ と を 表 示 す る こ と を 特 徴 と す る 方
法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 候 補 体 化 合 物 が 検 出 で き る よ う 直 接 的 に 又 は 間 接 的 に ラ ベ ル さ れ 、 そ し て 前 記 第 １
及 び /又 は 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド へ の 前 記 候 補 体 化 合 物 の 結 合 を 測 定 す る 段 階 を さ ら に 含 ん で
成 る 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 測 定 が 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 （ FRET） 、 蛍 光 偏 光 変 化 、 表 層 プ ラ ス モ ン 共 鳴 、
シ ン チ レ ー シ ョ ン ・ プ ロ キ シ ミ テ ィ ・ ア ッ セ イ 、 バ イ オ セ ン サ ー ・ ア ッ セ イ 及 び フ ァ ー ジ
・ デ ィ ス プ レ ー か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 技 法 に よ る 測 定 を 含 ん で 成 る 請 求 項 19又 は 20記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 候 補 体 化 合 物 が 、 小 分 子 、 ペ プ チ ド 類 似 物 質 、 ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド か ら 成 る
群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 19～ 21の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 配 列 番 号 ２ を 含 ん で 成 る STAAU_R2ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 、 又 は 前 記 STAAU_R2ポ リ ペ プ チ ド
の 生 物 学 的 活 性 フ ラ グ メ ン ト 又 は 変 異 体 の 活 性 の 拮 抗 物 質 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 配 列 番 号 ４ ， ６ ， ８ 及 び 10か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ タ ン パ ク 質
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の 少 な く と も 10個 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 残 基 の フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 、 単 離 さ れ 、 精 製 さ
れ 、 又 は 富 化 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 配 列 番 号 ４ ， ６ ， ８ 及 び 10か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 と 少 な く と も 50％ の 同 一
性 を 有 す る 、 単 離 さ れ 、 精 製 さ れ た 、 又 は 富 化 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 同 一 性 が 少 な く と も 75％ で あ る 請 求 項 25記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 同 一 性 が 少 な く と も 95％ で あ る 請 求 項 26記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 第 １ ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン 、 及 び お 互 い と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド ド メ
イ ン を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 前 記 第 １ ド メ イ ン が 配 列 番 号 ２ を 含 ん で 成 る STAAU_R2ポ リ ペ プ
チ ド に 由 来 し 、 そ し て 前 記 第 ２ ド メ イ ン が 前 記 STAAU_R2ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る バ ク テ リ
オ フ ァ ー ジ ポ リ ペ プ チ ド に 由 来 す る こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 哺 乳 類 に お け る 細 菌 感 染 を 処 理 す る か 又 は 予 防 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 治 療 的 に 有 効
な 又 は 予 防 的 に 有 効 な 量 の 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 菌 剤 、 及 び /又 は 請 求 項
７ 記 載 の 抗 菌 組 成 物 を 、 前 記 哺 乳 類 に 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 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 ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス （ S.aureus） 由 来 の 必 須 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 を 分 離 、 特 徴 づ け る た め に 、 ２ つ の こ れ ま で の 発 明 （ 合 衆 国 特 許 6,376,652号 、
国 際 PCT出 願 WO00/32825号 ） の 方 法 論 を 使 用 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 １ ３ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ３ ８ 】

：
　 STAAU_R2ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ る 方 法 は 、 ア メ リ カ 特 許 6,376,652号
及 び 国 際 PCT出 願 WO00/32825号 に 詳 細 に 記 載 さ れ て い 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 ６ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ６ ９ 】
　 こ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 付 加 的 な ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 付 加 的 な 翻 訳 配 列 を 含 む
こ と が あ る 。 例 え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 容 易 に す る 標 識 配 列 が コ ー ド さ れ る こ と も
あ る 。 本 発 明 の 一 部 の 具 体 例 に お い て こ の 標 識 配 列 は 、 pQE（ 商 標 ） ベ ク タ ー （ Qiagen, I
nc.） に よ っ て 提 供 さ れ 、 Gentz et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 86: 821-824 (1989)に
述 べ ら れ て い る よ う な 6ヒ ス チ ジ ン ペ プ チ ド 、 及 び HAペ プ チ ド ・ タ グ （ Wilson et al., Ce
ll 37: 767 (1984)） で あ り 、 両 方 と も こ れ ら に 融 合 し た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 精 製 す る の
に 有 用 で あ る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 構 造 遺 伝 子 及 び 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る そ
れ に 天 然 に 関 連 す る 配 列 を も 含 む が 、 こ れ に 限 る わ け で は な い 。
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【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ８ ８
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ８ ９
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ９ ０
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ９ １
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 ９ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ９ ２
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 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 ９ ３
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 １ １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ９ ４
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 １ ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ９ ５
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 １ ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
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【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ９ ６
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 １ ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ９ ７
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 １ ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ９ ８
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 １ ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ９ ９
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 １ ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ０ ０
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 １ ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ０ １
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 １ ９ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ０ ２
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 ２ ０ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ０ ３
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 ２ １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ０ ４
【 補 正 方 法 】 削 除
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【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 ２ ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ０ ５
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 ２ ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ０ ６
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 ２ ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ０ ７
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 ２ ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ０ ８
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 ２ ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ０ ９
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 ２ ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ １ ０
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 ２ ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ２ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ２ ９ 】
iii） 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 ：
　 タ ン パ ク 質 ： タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 に 対 す る 阻 害 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 他 の 強 力 な ア
ッ セ イ は 、 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 で あ る 。 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 は 、 水 相 （ 分 析 物 ） か ら 第 一
の タ ン パ ク 質 又 は 他 の 生 体 分 子 が 、 セ ン サ ー （ リ ガ ン ド ） 上 に 固 相 化 し た 第 二 の タ ン パ ク
質 又 は 生 体 分 子 に 結 合 す る こ と に よ っ て 生 じ る セ ン サ ー 表 面 付 近 の 質 量 の 変 化 に よ っ て 、
二 つ の （ 又 は そ れ 以 上 の ） 分 子 間 の 結 合 を 測 定 す る 定 量 的 な 方 法 で あ る 。 こ の 質 量 の 変 化
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は 、 第 二 の タ ン パ ク 質 又 は 生 体 分 子 （ 分 析 物 ） の 注 入 又 は 除 去 後 の 時 間 あ た り の 共 鳴 単 位
と し て 測 定 さ れ 、 Biacore（ 商 標 ）  Biosensor (Biacore AB)又 は 類 似 す る 装 置 を 使 用 し て
測 定 さ れ る 。
【 手 続 補 正 ２ ９ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ３ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 共 有 結 合 法 （ 例 え ば 、 10mM 酢 酸 ナ ト リ ウ ム [pH 4.5]中 ア ミ ン ・ カ ッ プ リ ン グ ） を 用 い
て 、 セ ン サ ー ・ チ ッ プ （ 例 え ば 、 研 究 用 CM5（ 商 標 ） チ ッ プ ； Biacore AB） 上 に STAAU_R2
、 又 は STAAU_R2の フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド を 固 相 化 す る こ と も 可 能 で あ る
。 盲 検 は 、 タ ン パ ク 質 固 相 化 を し な い 状 態 で 、 セ ン サ ー を 活 性 化 及 び 不 活 性 化 す る こ と に
よ っ て 準 備 す る 。 他 方 で は 、 リ ガ ン ド 表 面 は 、 ペ プ チ ド 親 和 性 標 識 、 抗 体 又 は ビ オ チ ニ ル
化 に よ り 、 セ ン サ ー チ ッ プ の 表 面 上 の リ ガ ン ド の 一 共 有 捕 獲 に よ り 調 製 さ れ 得 る 。 STAAU_
R2又 は STAAU_R2フ ラ グ メ ン ト に 対 す る 44AHJD ORF25、  Twort　 ORF168及 び G1　 ORF240の 結
合 は 、 チ ッ プ 表 面 に 精 製 44AHJD ORF25、  Twort　 ORF168及 び G1　 ORF240を 注 入 す る こ と に
よ っ て 測 定 す る 。
【 手 続 補 正 ３ ０ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ３ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ３ １ 】
　 測 定 は ４ ℃ ～ 37℃ の い ず れ か の 所 望 す る 温 度 で 行 な う 。 ア ッ セ イ の 条 件 （ 例 え ば そ れ ら
が 結 合 す る 条 件 ） は 以 下 の 通 り で あ る ： 25 mM HEPES-KOH (pH 7.6)、 150 mM 塩 化 ナ ト リ
ウ ム , 15% グ リ セ ロ ー ル 、 1 mM ジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 0.001% Tween（ 商 標 ）  20、 流 速 度
 10μ l/min。 候 補 体 阻 害 剤 と セ ン サ ー ・ チ ッ プ の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 、 44AHJD
 ORF25、  Twort　 ORF168及 び G1　 ORF240と STAAU_R2と の 間 の 相 互 作 用 の 減 少 が 予 想 さ れ る
。 セ ン サ ー グ ラ ム 上 で の 低 め ら れ た 応 答 と し て 検 出 さ れ そ し て 共 鳴 単 位 で 測 定 さ れ る 、 44
AHJD ORF25、  Twort　 ORF168及 び G1　 ORF240の 結 合 低 下 は 、 候 補 体 化 合 物 に よ る 競 合 的 な
結 合 を 示 唆 す る 。
【 手 続 補 正 ３ １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ４ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 STAAU_R2活 性 に つ い て ア ッ セ イ す る た め の も う １ つ の 例 は 、 感 作 さ れ た 環 状 ssDNA基 質
を 用 い て 、 再 構 成 さ れ た イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ に お い て の DNA中 に 組 み 込 ま れ る 放 射 性 ラ ベ
ル さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の レ ベ ル を 測 定 す る こ と で あ る （ Bruck and　 O’ Donnell 2000, J.
 Biol. Chem. 275: 28971-28983） ． 複 製 反 応 は 典 型 的 に は 、 ト リ ス － HCl（ pH7.5） 、 MgC
l 2 、 BSA, DTT, ATP, dCTP, dGTP及 び dATP, (α － 3 2 P)dTTP, EDTA, グ リ セ ロ ー ル 、 感 作 さ
れ た 環 状 M13ssDNA， S． ア ウ レ ウ ス SSB， PolC, τ 、 δ 、 及 び δ ’ 、 及 び 上 昇 す る 量 の STAA
U_R2ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん だ 。 反 応 は 37℃ で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 そ し て SDS及 び EDT
Aの 添 加 に 基 づ い て 急 冷 さ れ た 。 急 冷 さ れ た 反 応 の 半 分 が 、 DE81フ ィ ル タ ー 紙 を 用 い て 、
全 DNA合 成 に つ い て 分 析 さ れ る 。 ほ か の 半 分 が ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で の 電 気 泳 動 に よ り 分 析
さ れ る 。 ゲ ル が 乾 燥 さ れ 、 そ し て 放 射 性 生 成 物 が 、 DNA合 成 の 割 合 及 び 加 工 性 の 評 価 の た
め に ホ ス ホ ル イ メ ー ジ ャ ー （ PhosphorImager（ 商 標 ） ） ス ク リ ー ン へ の 照 射 に 続 い て 可 視
化 さ れ た 。
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【 手 続 補 正 ３ ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ４ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 複 製 反 応 は 、 ト リ ス － HCl（ pH7.5） 、 MgCl 2 , BSA, DTT, ATP, dNTP， EDTA， グ リ セ ロ ー
ル 、 感 作 さ れ た 環 状 M13ssDNA, S. ア ウ レ ウ ス SSB, PolC, τ 、 δ 及 び δ ’ 、 及 び 上 昇 す る
量 の STAAU_R2ポ リ ペ プ チ ド を 含 む こ と が で き る 。 反 応 は 37℃ で 種 々 の 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
さ れ 、 次 に 急 冷 さ れ る 。 急 冷 さ れ た 反 応 は 、 PicoGreen（ 商 標 ）  色 素 （ Molecular Probes
, Eugene, OR） を 添 加 し 、 室 温 で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て PicoGreen（ 商 標 ） （
λ E X , 485nm;λ E M , 525nm） の 蛍 光 の 強 度 を 読 み 取 る こ と に よ っ て 、 全 DNA合 成 に つ い て 分
析 さ れ る 。 色 素 の 感 度 及 び PicoGreen（ 商 標 ） ア ッ セ イ の 均 質 性 質 は 、 非 放 射 性 定 量 ア ッ
セ イ 型 に お い て の 急 速 な ス ク リ ー ニ ン グ を 可 能 に す べ き で あ る 。
【 手 続 補 正 ３ ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ５ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ５ ７ 】

：
【 手 続 補 正 ３ ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ６ ３
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 ３ ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ６ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 多 く の 整 形 外 科 医 は 、 人 工 関 節 を 持 つ ヒ ト は 菌 血 症 を 引 き 起 こ す お そ れ の あ る 歯 科 治 療
を 行 う 前 に 、 抗 菌 物 質 に よ る 予 防 が 考 慮 さ れ る べ き だ と 考 え て い る 。 重 度 の 感 染 は 深 刻 な
合 併 症 で あ り 、 時 に は 人 工 関 節 を 失 う こ と に な っ た り 、 著 し い 疾 病 率 及 び 死 亡 率 を 伴 う 。
従 っ て こ の よ う な 状 況 の 際 、 予 防 的 抗 菌 物 質 の 代 わ り に こ の 活 性 物 質 の 使 用 に ま で 適 用 範
囲 を 広 げ る こ と が で き る 。
【 手 続 補 正 ３ ６ 】
【 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 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 ３ ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ６ ７
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】
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【 手 続 補 正 ３ ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ６ ８
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 ３ ９ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ６ ９
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 ４ ０ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ７ ０
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 ４ １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ７ １
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 ４ ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ７ ２
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 ４ ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ７ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 ．
　 本 発 明 者 は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 44AHJD及 び Twortか ら 阻 害 性 ORFを 同 定 す る た め に 、 こ
れ ま で の 発 明 の 方 法 論 （ 国 際 PCT出 願 WO00/32825号 ） を 使 用 し た 。 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・
ア ウ レ ウ ス 増 殖 株 （ PS44A） （ Felixd’ Herelle Reference Centre #HER1101, Ottawa, Ca
nada） を 、 そ の そ れ ぞ れ の フ ァ ー ジ 44AHJD（ Felix d’ Herelle Reference Centre #HER10
1） を 増 殖 す る た め に 宿 主 と し て 使 用 し た 。 Dr. H.-W. Ackermann (Quebec, Canada) (#HE
R1048) に よ り 維 持 さ れ る Felix d’ Herelle Reference Cantre か ら 得 ら れ た ス タ フ ィ ロ
コ ッ カ ス 増 殖 株 （ PS Twort） を 、 Felix d’ Herelle Reference Centre (#HER48) か ら ま
た 得 ら れ た フ ァ ー ジ Twortを 増 殖 す る た め の 宿 主 と し て 使 用 し た 。
【 手 続 補 正 ４ ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ７ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
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【 ０ ２ ７ ９ 】
　 ．

A. ：
　 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 44HJD ORF25を 、 GST部 分 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー pGEX（ 商 標 ）  4T-1（ P
harmacia） に サ ブ ク ロ ー ン 化 し た 。 ORF25を 、 BamHI及 び SalIに よ る T/44HJD ORF25の 消 化
に よ り 得 た 。 ORF25を 含 む DNAフ ラ グ メ ン ト を QiaQuick（ 商 標 ） ス ピ ン ・ カ ラ ム （ Qiagen）
に よ っ て ゲ ル 精 製 し 、 pGEX（ 商 標 ）  4T GST/ORF25を 作 成 す る た め に （ 事 前 に BamHIと SalI
に よ っ て 消 化 さ れ た ） pGEX（ 商 標 ）  4T-1に 連 結 し た 。
【 手 続 補 正 ４ ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ８ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を ミ ニ プ レ ッ プ 法 プ ラ ス ミ ド の 制 限 酵 素 解 析 に よ っ て 同 定 し た 。 大
規 模 DNA調 製 を 行 い 、 そ し て 得 ら れ る 挿 入 体 を 配 列 決 定 し た 。 発 現 プ ラ ス ミ ド を 含 む E． コ
リ BL21（ DE3） Gold細 胞 に お け る 試 験 発 現 を 行 い 、 最 適 な タ ン パ ク 質 発 現 条 件 を 同 定 し た
。 発 現 構 造 体 を 含 む E． コ リ 細 胞 を 、 Luria－ Bertaniブ イ ヨ ン に お い て 25℃ で 0.4～ 0.6の O
D 6 0 0 ま で 増 殖 し 、 そ し て 最 適 な 時 間 及 び 最 適 な 温 度 で 、 1mMの IPIGに よ り 誘 発 し た （ 典 型
的 に は 、 25℃ で ３ 時 間 、 増 殖 さ れ た BL21（ DE3） Gold（ pGEX（ 商 標 ）  4T/ORF25） の 2Lの 培
養 物 ） 。
【 手 続 補 正 ４ ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ８ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ８ １ 】
B. ：
　 GST/ORF25融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 細 胞 を 、 1 リ ッ ト ル の 培 養 細 胞 に 対 し て 20 mlの GST溶
解 緩 衝 液 （ 20 mM Hepes pH 7.2、 500 mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 10 % グ リ セ ロ ー ル 、 1 mM DTT
、 1mM EDTA, 1mM benzamidine及 び 1 mM PMSF） の 割 合 で 懸 濁 し 、 フ レ ン チ プ レ ス セ ル を 用
い て ホ モ ジ ナ イ ズ 後 、 4℃ に て 20秒 3回 超 音 波 破 砕 機 を 用 い て ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 最 終 濃 度
0.1％ に な る よ う に Triton（ 商 標 ）  X-100を 溶 解 液 に 加 え 、 30分 4℃ で 混 合 し た 。 溶 解 液 を
Sorval（ 商 標 ）  SS34ロ ー タ ー を 用 い て 4℃ 、 10,000回 転 、 30分 間 遠 心 し た 。
【 手 続 補 正 ４ ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ８ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 上 清 液 を 、 あ ら か じ め 溶 解 緩 衝 液 で 平 衡 化 し た 4 mlグ ル タ チ オ ン ・ セ フ ァ ロ ー ス ・ カ ラ
ム に 適 用 し 、 重 力 に よ っ て 流 出 さ せ た 。 カ ラ ム を カ ラ ム 容 量 の 10倍 の 溶 解 緩 衝 液 で 洗 浄 後
、 GST溶 出 緩 衝 液 （ 20 mM Hepes pH 8.0、 500 mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 10 % グ リ セ ロ ー ル 、 1
 mM DTT、 0.1mM EDTA及 び 25 mM 還 元 グ ル タ チ オ ン ） を 用 い て 1.5 mlの 分 画 に 溶 出 し た 。
こ の 分 画 を 12.5％ SDS-PAGE（ Laemmli） に よ っ て 解 析 し 、 そ し て タ ン パ ク 質 を 、 溶 出 せ れ
た GST/ORF25タ ン パ ク 質 の 量 を 評 価 す る た め に 、 ク マ シ ー ・ ブ リ リ ア ン ト ・ ブ ル ー （ 商 標
）  R250染 色 に よ り 可 視 化 し た 。
【 手 続 補 正 ４ ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書

(11) JP 2004-522945 A5 2005.7.7

例 　 2 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 44HJD ORF25の 標 的 と な る ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス
（ S.aureus） タ ン パ ク 質 の 同 定
GST/ORF25組 換 え タ ン パ ク 質 の 産 生

融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製



【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ８ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ８ ３ 】
C. ：
　 GST及 び GST/ORF25融 合 タ ン パ ク 質 を 、 1 M 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む ア フ ィ ニ テ ィ ・ ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ 緩 衝 液 （ ACB; 20 mM Hepes pH 7.5、 10 % グ リ セ ロ ー ル 、 1 mM DTT、 及 び 1 mM
 EDTA） に て 一 晩 透 析 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 を Bio-Rad（ 商 標 ） タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ に よ っ
て 決 定 し 、 Affigel 10 resin （ Bio-Rad） に タ ン パ ク 質 /レ ジ ン 濃 度 0、 0.1、 0.5、 1.0及
び 2.0 mg/mlで 架 橋 結 合 さ せ た 。 続 け て 、 架 橋 結 合 さ せ た レ ジ ン を カ ラ ム に 充 填 す る 前 に
エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 及 び ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 100 mM 塩
化 ナ ト リ ウ ム を 含 む ACBで 平 衡 化 し た 。
【 手 続 補 正 ４ ９ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ８ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 懸 濁 細 胞 を フ レ ン チ プ レ ス セ ル に 3回 通 過 さ せ 、 続 い て 20秒 間 3回 超 音 波 破 砕 し 、 0.1% T
riton（ 商 標 ）  X-100に 調 製 し て 30分 間 撹 拌 後 、 Ti70（ 商 標 ） 角 度 固 定 Beckman（ 商 標 ） ロ
ー タ ー を 用 い て 50,000回 転 で 3時 間 遠 心 し た 。 細 胞 の 溶 解 効 率 は 低 く 、 結 果 と し て 得 ら れ
た 溶 解 液 （ 7 ml） は 2.4 mg/mlの タ ン パ ク 質 を 含 ん で い た 。 フ レ ン チ プ レ ス セ ル 溶 解 後 の
細 胞 ペ レ ッ ト は 、 同 じ 緩 衝 液 を 用 い モ ー タ ー や ペ ッ ス ル と 共 に 液 体 窒 素 中 で 極 低 温 粉 砕 し
た 。 溶 解 液 を 0.1％  Triton（ 商 標 ）  X-100に な る よ う に 調 整 し て 30分 間 撹 拌 後 、 Ti70（ 商
標 ） 角 度 固 定 Beckman（ 商 標 ） ロ ー タ ー を 用 い て 50,000回 転 で 3時 間 遠 心 し 、 2.0 mg/mlの
タ ン パ ク 質 を 含 む 溶 解 液 （ 10 ml） を 得 た 。
【 手 続 補 正 ５ ０ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ８ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 細 胞 溶 解 液 を プ ー ル し 、 8 mlに 濃 縮 し 、 3000 Mr透 析 膜 を 用 い て 1 mM PMSF、 1 mM benza
midine 及 び  75 mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む ア フ ィ ニ テ ィ ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 緩 衝 液 中 で 一
晩 透 析 し た 。 透 析 し た タ ン パ ク 質 抽 出 液 を 透 析 チ ュ ー ブ か ら 取 り 出 し 、 Sorval（ 商 標 ）  S
S34 ロ ー タ ー を 用 い て 10,000回 転 で 1時 間 遠 心 し 、 タ ン パ ク 質 濃 度 （ Bio-Rad（ 商 標 ）  Pro
tein Assayを 用 い た ） 及 び 塩 濃 度 （ 導 電 率 計 を 用 い た ） を 調 べ た 。
【 手 続 補 正 ５ １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ８ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ８ ７ 】
E. ：
　 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 処 理 を 、 0、 0.1、 0.5、 1.0及 び 2.0 mg/mlの タ ン パ ク 質 /樹 脂
濃 度 で 、 Affigel（ 商 標 ）  10に カ ッ プ リ ン グ さ れ た リ ガ ン ド と し て GST及 び GST ORF25を 用
い て 行 っ た 。 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 抽 出 液 を 、 ４ ℃ で 15分 間 、 マ イ ク ロ 遠 心 分
離 機 に よ り 遠 心 分 離 し 、 そ し て 0、 0.1、 0.5、 1.0及 び 2.0 mg/mlの リ ガ ン ド を 含 む 20μ lカ
ラ ム に 適 用 し た 。 100mMの NaCl(200μ l)を 含 む ABCを 、 2.0mg/mlを 含 む 対 照 カ ラ ム に 適 用 し
た 。 カ ラ ム を 100 mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む ACB10カ ラ ム 体 積 に よ り で 洗 浄 し 、 続 け て 1% T
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riton（ 商 標 ）  X-100及 び 100mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム  (800μ l)を 含 む ACB、  1 M 塩 化 ナ ト リ ウ
ム (800μ l)を 含 む ACB、 及 び 1% SDS (160μ l)に よ り 溶 出 し た 。 各 々 の 溶 出 液 40μ lを 、 12.
5% SDS-PAGE (Laemmli)で 分 離 し 、 銀 染 色 に よ っ て 溶 出 タ ン パ ク 質 を 可 視 化 し た 。
【 手 続 補 正 ５ ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ８ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ８ ８ 】

：
　 ２ 種 の S． ア ウ レ ウ ス 抽 出 物 を 、 個 々 の リ ガ ン ド を 用 い て 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の
た め に 使 用 し た 。 別 々 に 調 製 さ れ た 、 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の た め に 使 用 さ れ る ２ 種
の 抽 出 物 は 、 4.0及 び 9.0mg/mlの タ ン パ ク 質 を 含 ん だ 。 48kDaの １ つ の 候 補 体 相 互 作 用 タ ン
パ ク 質 （ PT48） を 、 初 期 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 実 験 に お い て １ ％ SDS溶 出 液 に お い て 観 察 し
た （ 図 ４ ） 。 そ の 候 補 体 タ ン パ ク 質 PT48を 、 SDS－ PAGEゲ ル か ら 切 除 し 、 そ し て MALDI－ To
F（ 商 標 ） 質 量 分 光 計 に よ る ト リ プ シ ン ペ プ チ ド 質 量 決 定 の た め に 調 製 し た （ Qin， J． ， F
enyo， d． ， Zhao， Y． ， Hall， W. W., Chao, D. M., Wilson, C. J., Young, R.A. and C
hait, B. T. (1997) Anal. Cham. 69, 3995-4001） 。
【 手 続 補 正 ５ ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ８ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 2種 の 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 実 験 に お い て 観 察 さ れ る PT48タ ン パ ク 質 は 、 ト リ プ シ
ン ペ プ チ ド の 質 量 に よ り 決 定 さ れ る 場 合 、 同 一 で あ っ た 。 得 ら れ る 質 量 ス ペ ク ト ル の コ ン
ピ ュ ー タ ー 分 析 （ .edu/cgi-bin/ProFound） は 、 University of 
Oklahoma の S． ア ウ レ ウ ス ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス （ http://www.genome.ou.edu/staph.html
） に お け る S． ア ウ レ ウ ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お け る そ の 対 応 す る ORFを 同 定 す る 。 GST OR
F25に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る そ の タ ン パ ク 質 の 本 体 は 、 DNA－ 指 図 さ れ た DNAポ リ メ ラ ー
ゼ IIIβ サ ブ ユ ニ ッ ト （ Genbank（ 商 標 ）  受 託 番 号 1084187号 ） （ 図 ６ ） で あ る 。
【 手 続 補 正 ５ ４ 】
【 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 】
　 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 44ADJH ORF25の 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー と し て の S． ア ウ レ ウ ス STAAU_R
2の 同 定 は 、 精 製 さ れ た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 、 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 （ Biacore 200
0（ 商 標 ）  Biosensor） に よ り 確 認 さ れ た 。 グ ル タ チ オ ン － S－ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GS）
－ 標 識 さ れ た STAAU_R2を 、 CM5セ ン サ ー チ ッ プ の 表 面 に 共 有 結 合 さ れ て い る 抗 － GST抗 体 に
よ り リ ガ ン ド と し て 捕 獲 し ； 抗 － GST抗 体 を 有 し 、 そ し て 捕 獲 さ れ た リ ガ ン ド を 有 さ な い
ブ ラ ン ク 表 面 を 負 の 対 照 と し て 使 用 し た 。 ２ 種 の 表 面 上 へ の 精 製 さ れ た 44ADJH ORF25タ ン
パ ク 質 の 注 入 は 、 固 定 さ れ た STAAU_R2に よ る 44ADJH ORFの 特 異 的 捕 獲 を 示 し た 。
【 手 続 補 正 ５ ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ９ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ９ １ 】
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　 ．

：
　 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Twort ORF168を 、 pGEX（ 商 標 ）  4T-1中 に サ ブ ク ロ ー ン 化 し た 。 Two
rt ORF168を 含 む プ ラ ス ミ ド （ pTM） を 、 Qiagenカ ラ ム 上 で 精 製 し 、 そ し て HindIIIに よ り
消 化 し 、 E． コ リ DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ク レ ノ ウ フ ラ グ メ ン ト に よ り 処 理 し 、 そ し て BamHIに
よ り 消 化 し た 。 前 記 ORFを 含 む DNA制 限 生 成 物 を 、 QiAquick（ 商 標 ） 回 転 カ ラ ム （ Quagen）
に よ り ゲ ル 精 製 し 、 そ し て pGEX（ 商 標 ）  4T-1発 現 ベ ク タ ー （ SalIに よ り 消 化 、 E． コ リ DN
Aポ リ メ ラ ー ゼ の ク レ ノ ウ フ ラ グ メ ン ト に よ る 処 理 、 及 び BamHIに よ る 消 化 、 続 い て 、 QiAq
uick（ 商 標 ） 回 転 カ ラ ム に よ る ゲ ノ ム 精 製 に よ り 調 製 さ れ た ） 中 に 連 結 し た 。
【 手 続 補 正 ５ ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ９ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 、 プ ラ ス ミ ド miniprepsの 制 限 酵 素 分 析 に よ り 同 定 し 、 そ し て 大
規 模 DNA調 製 を 、 Qiagen（ 商 標 ）  DNA精 製 カ ラ ム に よ り 行 っ た 。 発 現 プ ラ ス ミ ド を 含 む E．
コ リ 細 胞 に お け る 試 験 発 現 を 行 い 、 最 適 な タ ン パ ク 質 発 現 条 件 （ BL21（ DE3） Gold細 胞 に
お い て 発 現 さ れ る ） を 同 定 し た 。 発 現 構 造 体 を 含 む E． コ リ 細 胞 を 、 Luria－ Bertaniブ イ
ヨ ン に お い て 25℃ で 0.4～ 0.6の OD 6 0 0 ま で 増 殖 し 、 そ し て 最 適 な 時 間 及 び 最 適 な 温 度 で 、 1
mMの IPIGに よ り 誘 発 し た （ 15℃ で 16時 間 、 ２ Lの GST ORF168） 。
【 手 続 補 正 ５ ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ９ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ９ ３ 】
B. ：
　 GST ORF168融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 細 胞 を 、 1 リ ッ ト ル の 培 養 細 胞 に 対 し て 10 mlの 溶 解
緩 衝 液 の 割 合 で 懸 濁 し 、 そ し て 4℃ に て 20秒 3回 超 音 波 破 砕 機 を 用 い て 溶 解 し た 。 溶 解 液 を
Beckman（ 商 標 ） 　 JA25.50ロ ー タ ー を 用 い て 4℃ 、 10,000回 転 、 30分 間 遠 心 し た 。 上 清 液
を 、 あ ら か じ め 溶 解 緩 衝 液 で 平 衡 化 し た 4 mlグ ル タ チ オ ン ・ セ フ ァ ロ ー ス ・ カ ラ ム に 適 用
し 、 重 力 に よ っ て 流 出 さ せ た 。 カ ラ ム を カ ラ ム 容 量 の 10倍 の 溶 解 緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 そ し て
GST溶 出 緩 衝 液 を 用 い て ４  mlの 分 画 に 溶 出 し た 。 こ の 分 画 を 15％ SDS-PAGE（ Laemmli） に
よ っ て 解 析 し 、 そ し て タ ン パ ク 質 を 、 ク マ シ ー ・ ブ リ リ ア ン ト ・ ブ ル ー  R250染 色 に よ り
可 視 化 し た 。
【 手 続 補 正 ５ ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ９ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ９ ４ 】
C. ：
　 GST及 び GST ORF168を 、 1 M 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む ACBに て ｐ H７ ． ９ で 一 晩 透 析 し た 。
タ ン パ ク 質 濃 度 を Bio-Rad（ 商 標 ） タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ に よ っ て 決 定 し 、 Affigel（ 商 標 ）
 10 resin （ Bio-Rad） に タ ン パ ク 質 /レ ジ ン 濃 度 0、 0.1、 0.5、 1.0及 び 2.0 mg/mlで 架 橋
結 合 さ せ た 。 架 橋 結 合 さ れ た タ ン パ ク 質 を 含 む ACBに よ り 洗 浄 し 、 そ し て 100 mM 塩 化 ナ ト
リ ウ ム を 含 む ACBで 平 衡 化 し た 。
【 手 続 補 正 ５ ９ 】
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例 ３ バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Twort ORF168に よ り 標 的 化 さ れ た S． ア ウ レ ウ ス タ ン パ ク 質
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融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製

親 和 性 カ ラ ム の 調 製



【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ９ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 ビ ー ズ を 、 Biorad Econo（ 商 標 ） カ ラ ム （ 2.5× 40cm） に よ り 溶 解 物 か ら 分 離 し 、 そ し
て ビ ー ズ を １ カ ラ ム 体 積 の 溶 解 緩 衝 液 に よ り 洗 浄 し た 。 流 動 物 及 び 洗 浄 物 を プ ー ル し 、 そ
し て Beckman（ 商 標 ）  JA25.50ロ ー タ ー に よ り 20,000rpmで １ 時 間 、 遠 心 分 離 し た 。 上 清 液
を 除 去 し 、 そ し て 100mMの NaCl， 1mMの ベ ン ズ ア ミ ジ ン 、 10mMの MgSO 4 、 10mMの CaCl 2 及 び 1m
Mの PMSFを 含 む ABC（ 20mMの Hepes, pH7.5, 10％ の グ リ セ ロ ー ル 、 1mMの DTT、 及 び 1mMの EDT
A） に 対 し て 10.000Mr透 析 膜 に よ り 一 晩 、 透 析 し た 。 透 析 さ れ た タ ン パ ク 質 抽 出 物 を 、 透
析 管 か ら 除 去 し 、 そ し て － 70℃ で 、 1mlの ア リ コ ー ト に よ り 凍 結 し た 。
【 手 続 補 正 ６ ０ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ９ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ９ ７ 】

：
　 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 、 0, 0.1, 0.5, 1.0 及 び 2.0mg/mlの タ ン パ ク 質 /樹 脂 濃 度
で 、 Affigel（ 商 標 ） 10に カ ッ プ リ ン グ さ れ る リ ガ ン ド と し て 、 GST及 び GST　 ORF168を 用
い て 行 っ た 。 S． ア ウ レ ウ ス 抽 出 物 を 、 マ イ ク ロ 遠 心 分 離 機 に お い て ４ ℃ で 15分 間 、 遠 心
分 離 し 、 そ し て 100mMの NaClを 含 む ACBに よ り 5mg/mlに 希 釈 し た 。 200μ lの 抽 出 物 を 、 0, 0
.1, 0.5, 1.0及 び 2.0mg/mlの リ ガ ン ド を 含 む 40μ lの カ ラ ム に 適 用 し 、 そ し て 100mMの NaCl
を 含 む ACB（ 200μ l） を 、 2.0mg/mlの リ ガ ン ド を 含 む 追 加 の カ ラ ム に 適 用 し た 。 カ ラ ム を
、 100mMの NaClを 含 む ACB（ ２ × 100μ l） 、 0.1％ の Triton（ 商 標 ）  X-100を 含 む ACB及 び 10
0mMの NaCl（ 200μ l） に よ り ２ 度 洗 浄 し 、 そ し て １ Mの NaCl（ 100μ l） 及 び １ ％ SDS (100μ
l)を 含 む ACBに よ り 連 続 的 に 希 釈 し た 。 そ れ ぞ れ 65μ lの 溶 出 液 を 、 16cmの 14％ SDS－ PAGE
（ Laenmmil） に よ り 分 解 し 、 そ し て タ ン パ ク 質 を 銀 染 色 に よ り 可 視 化 し た 。
【 手 続 補 正 ６ １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ９ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 高 品 質 の 質 量 ス ペ ク ト ル が 得 ら れ た （ 図 ８ ） 。 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 実 験 に お い て
観 察 さ れ る PT50タ ン パ ク 質 は 、 ト リ プ シ ン ペ プ チ ド の 質 量 に よ り 決 定 さ れ る 場 合 、 同 一 で
あ っ た 。 GST ORF168に 対 し て 得 意 的 に 結 合 す る そ の タ ン パ ク 質 の 本 体 は 、 DNA－ 指 図 さ れ
た DNAポ リ メ ラ ー ゼ IIIβ サ ブ ユ ニ ッ ト （ Genbank（ 商 標 ） 受 託 番 号 1084187号 ） （ 図 ９ ） で
あ る 。
【 手 続 補 正 ６ ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ３ ０ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ３ ０ １ 】
A．

：
　 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Twort ORF168を 、 酵 母 Gal4 DNA結 合 ド メ イ ン （ Clontech Laborator
iesか ら の pGBKT7（ 商 標 ） ベ ク タ ー に コ ー ド さ れ る ） の カ ル ボ キ シ ル 末 端 、 又 は 酵 母 Gal4

(15) JP 2004-522945 A5 2005.7.7

E． 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

イ ー ス ト ・ ツ ー ・ ハ イ ブ リ ッ ド 分 析 の た め の Twort ORF168及 び STAAU_R2組 換 え ポ リ ペ
プ チ ド の 生 成



活 性 化 ド メ イ ン （ Clontech Laboratoriesか ら の pGADT7（ 商 標 ） ベ ク タ ー に コ ー ド さ れ る
） の い ず れ か に 融 合 し た 。 図 10Bに 示 さ れ る よ う に 、 セ ン ス 鎖 プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 11； 5
－ ccg ATGTTATTTTTTAAAGAAAAG－ 3’ ） の 先 に EcoRI制 限 部 位 が 存 在 し ； ア ン チ セ ン ス
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 12； 5’ － cgc TCATCGAACTATATCCTTAAT－ 3’ )は 停 止
コ ド ン を 標 的 化 し 、 そ し て そ の 先 に 、 BamHI制 限 部 位 が 存 在 す る 。
【 手 続 補 正 ６ ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ３ ０ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 PCR生 成 物 を 、 Qiagen（ 商 標 ）  PCR精 製 キ ッ ト を 用 い て 精 製 し 、 そ し て EcoRI及 び BamHI
に よ り 消 化 し た 。 消 化 さ れ た PCR生 成 物 を 、 EcoRI－ 及 び BamHI－ 消 化 さ れ た 、 pGBKT7ベ ク
タ ー に 連 結 し 、 pGBKSTAAU_R2を 生 成 し た 。 類 似 す る 手 段 が 、 pGADT7ベ ク タ ー 中 に STAAU_R2
を ク ロ ー ニ ン グ し 、 pGADSTAAU_R2を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ た 。
【 手 続 補 正 ６ ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ３ ０ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 図 10Aに 示 さ れ る よ う に 、 セ ン ス 鎖 プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 15； 5’ － GGGAATTC ATGA
TGGAATTCACTATTAAA－ 3’ ） は 、 開 始 コ ド ン を 標 的 化 し 、 そ し て こ の 先 に 、 NdeI制 限 部 位 が
存 在 し ； ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 16； 5’ － CGC TTAGTAAGTTCTGA
TTGG－ 3’ ） は 、 停 止 コ ド ン を 標 的 化 し 、 そ し て こ の 先 に 、 BamHI制 限 部 位 が 存 在 す る 。 PC
R生 成 物 を 、 Qiagen（ 商 標 ）  PCR生 成 キ ッ ト を 用 い て 精 製 し 、 そ し て NdeI及 び BamHIに よ り
消 化 し た 。 消 化 さ れ た PCR生 成 物 を 、 NdeI－ 及 び BamHI－ 消 化 さ れ た pGADT7（ 商 標 ） ベ ク タ
ー （ Clontech Laboratories） に 連 結 し 、 pGADSTAAU_R2を 生 成 し た 。 類 似 す る 手 段 を 用 い
て 、 pGBKT7（ 商 標 ） ベ ク タ ー （ Clontech Laboratories） 中 に STAAU_R2を ク ロ ー ニ ン グ し
、 pGBKSTAAU_R2を 生 成 し た 。
【 手 続 補 正 ６ ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ３ ０ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 G1 ORF240を pGEX4T-1中 に ク ロ ー ン 化 し 、 そ し て そ の ポ リ ペ プ チ ド を 上 記 の よ う に し て
精 製 し た 。 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 処 理 を 、 0, 0.1, 0.5, 1.0及 び 2.0mg/mlの タ ン パ ク
質 /樹 脂 濃 度 で Affigel（ 商 標 ）  10に カ ッ プ リ ン グ さ れ る リ ガ ン ド と し て GST及 び GST ORF2
40を 用 い て 行 っ た 。 S． ア ウ レ ウ ス 抽 出 物 を カ ラ ム に 適 用 し 、 そ し て 100mMの NaClを 含 む AC
Bを 、 20mg/mlの リ ガ ン ド を 含 む 追 加 の カ ラ ム に 適 用 し た 。 カ ラ ム を 洗 浄 し 、 そ し て １ Mの N
aCl及 び １ ％ SDSを 含 む ACBに よ り 連 続 的 に 溶 出 し た 。 個 々 の 溶 出 物 画 分 を 、 14％ SDS－ PAGE
に よ り 分 解 し 、 そ し て タ ン パ ク 質 を 銀 染 色 に よ り 可 視 化 し た 。
　 １ つ の 候 補 体 相 互 作 用 タ ン パ ク 質 が 、 ORF240と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る こ と が 観 察 さ れ 、
そ し て STAAU_R2に 対 応 す る こ と が 示 さ れ た （ 結 果 は 示 さ れ て い な い ） 。
【 手 続 補 正 ６ ６ 】
【 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 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 図 １ 】
　 図 １ は 、 S． ア ウ レ ウ ス STAAU_R2の ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 １ ） 及 び ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番
号 ２ ） 配 列 を 示 す 。
【 図 ２ 】
　 図 ２ は 、 S． ア ウ レ ウ ス バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 44AHJD ORF25、 Twort ORF168, Twort ORF16
8に 由 来 す る 36個 の ア ミ ノ 酸 フ ラ グ メ ン ト 、 及 び G1 ORF240の ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配
列 を 示 す 。
【 図 ３ 】
　 図 ３ は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 44AHJD ORF25、 又 は Twort ORF168の 細 菌 阻 害 能 力 、 及 び S
． ア ウ レ ウ ス に お け る そ れ ら の 発 現 を 誘 発 す る た め に 使 用 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー を 示 す 。 A)
S.ア ウ レ ウ ス 細 胞 に お け る 44AHJD ORF25、 又 は Twort ORF168の 発 現 を 誘 発 す る た め に 使 用
さ れ る 亜 砒 酸 塩 － 誘 発 性 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 pT/ORF及 び pTM/ORFの た め の ） の 図 ； B)
液 体 培 地 に お い て 増 殖 さ れ 、 続 い て プ ラ ス ミ ド に 対 す る 選 択 的 圧 力 を 維 持 す る た め に 必 要
な 抗 生 物 質 （ 30μ g/mlの カ ナ マ イ シ ン ） を 含 む か 又 は 含 ま な い 半 固 体 培 地 上 に プ レ ー ト す
る こ と に よ り 増 殖 さ れ た S． ア ウ レ ウ ス に お い て 発 現 さ れ る 場 合 、 44AHJD ORF25又 は Twort
 ORF168の 阻 害 能 力 に つ い て の ア ッ セ イ の 結 果 。
【 図 ４ 】
　 図 ４ は 、 French圧 力 細 胞 溶 解 及 び 音 波 処 理 に よ り 調 製 さ れ た S． ア ウ レ ウ ス 抽 出 物 と 共
に リ ガ ン ド と し て GST及 び GST/44AHJD ORF25を 用 い て の 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー か ら の
結 果 を 示 す 。 1ml樹 脂 当 た り 0, 0.1, 0.5, 1.0及 び 2.0mgの GST及 び GST/ORF25リ ガ ン ド を 含
む 親 和 性 カ ラ ム の 溶 出 液 を 、 SDS－ 12.5％ PAGEに よ り 分 解 し た 。 タ ン パ ク 質 を 銀 染 色 に よ
り 可 視 化 し た 。 マ イ ク ロ カ ラ ム を 、 0.1％ の Triton（ 商 標 ）  X-100を 含 む 100mMの ACB、 1M
の NaClを 含 む ACB、 及 び １ ％ SDS（ SDS－ PAGEは 単 に １ ％ SDSを 示 す ） に よ り 連 続 的 に 溶 出 し
た 。 個 々 の 分 子 量 マ ー カ ー は 約 100ngで あ る 。 ACBに ラ ベ ル さ れ た レ ー ン は 、 75mMの NaClを
含 む ACB緩 衝 液 に よ っ て の み 充 填 さ れ た 2.0mg/mlリ ガ ン ド カ ラ ム か ら の 溶 出 液 を 示 す 。 PT4
8を 示 す 矢 印 は 、 44AHJD ORF25と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 を 示 す 。 PT48に 対 応 す
る バ ン ド が 、 タ ン パ ク 質 同 定 の た め に 切 除 さ れ た 。
【 図 ５ 】
　 図 ５ は 、 44AHJD ORF25と 相 互 作 用 し 、 そ し て １ ％ SDSに よ り 溶 出 さ れ た PT48タ ン パ ク 質
の ト リ プ シ ン ペ プ チ ド 質 量 ス ペ ク ト ル の 結 果 を 示 す 。 48kDaの 領 域 か ら 切 除 さ れ た 対 照 バ
ン ド （ 図 ４ に お い て PT48Cと 命 名 さ れ た ） は 、 PT48を 含 ま な か っ た 。
【 図 ６ 】
　 図 ６ は 、 Genbank（ 商 標 ） デ ー タ ベ ー ス か ら の S． ア ウ レ ウ ス DNA－ 指 図 さ れ た DNAポ リ メ
ラ ー ゼ IIIβ サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 （ 受 託 番 号 ： G1： 15922992） と し て の PT48（ 本 明 細
書 に お い て は 、 STAAU_R2） の 同 定 を 示 す 。
【 図 ７ 】
　 図 ７ は 、 5.0mg/mlの S． ア ウ レ ウ ス 抽 出 物 と 共 に 、 リ ガ ン ド と し て の GST/Twort ORF168 
(A) 又 は GST（ B） を 用 い て の 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 示 す 。 1mlの 樹 脂 あ た り 0, 0.1,
 0.5, 1.0及 び 2.0mgの リ ガ ン ド を 含 む 親 和 性 カ ラ ム か ら の 溶 出 液 を 、 14％ SDS－ PAGEに よ
り 分 解 し 、 そ し て ゲ ル を 硝 酸 銀 に よ り 染 色 し た 。 マ イ ク ロ カ ラ ム を 、 0.1％ Triton（ 商 標
）  X-100を 含 む 100mMの ACB（ SDS－ PAGEは 示 さ れ て い な い ） 、 １ Mの NaClを 含 む ACB及 び １
％ SDSに よ り 連 続 的 に 溶 出 し た 。 個 々 の 分 子 量 マ ー カ ー は 約 200ngで あ る 。 ACBに ラ ベ ル さ
れ た レ ー ン は 、 100mMの NaClを 含 む ACB緩 衝 液 に よ っ て の み 充 填 さ れ た 2.0mg/mlリ ガ ン ド カ
ラ ム か ら の 溶 出 液 を 示 す 。 PT50を 示 す 矢 印 は 、 Twort ORF168と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る タ ン
パ ク 質 を 示 す 。 PT50に 対 応 す る バ ン ド が 、 タ ン パ ク 質 同 定 の た め に 切 除 さ れ た 。
【 図 ８ 】
　 図 ８ は 、 Twort ORF168と 相 互 作 用 す る PT50タ ン パ ク 質 の ト リ プ シ ン ペ プ チ ド 質 量 ス ペ ク
ト ル 分 析 を 示 す 。 PT50を 含 む ゲ ル ス ラ イ ス は １ 種 の タ ン パ ク 質 を 含 ん だ 。
【 図 ９ 】
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　 図 ９ は 、 Genbank（ 商 標 ） デ ー タ ベ ー ス か ら の S． ア ウ レ ウ ス DNA－ 指 図 さ れ た DNAポ リ メ
ラ ー ゼ IIIβ サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 （ 受 託 番 号 ： G1： 15922992） と し て の PT50（ 本 明 細
書 に お い て は 、 STAAU_R2） の 同 定 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】
　 図 10は 、 A)酵 素 発 現 ベ ク タ ー pGADT7（ 商 標 ） に お け る S． ア ウ レ ウ ス STAAU_R2の ク ロ ー
ニ ン グ 方 法 （ pGADSTAAU_R2） ； B)酵 母 発 現 ベ ク タ ー pGBKT7（ 商 標 ） に お け る フ ァ ー ジ Twor
t ORF168の ク ロ ー ニ ン グ 方 法 （ pGBK Twort ORF168） ;及 び C) GADSTAAU_R2 (上 部 パ ネ ル )
、 Twort ORF168 (中 間 パ ネ ル )又 は GADSTAAU_R2及 び Twort ORF168 (低 部 パ ネ ル )の 両 者 の
い ず れ か を 発 現 す る ３ 種 の 様 式 化 さ れ た 細 胞 に お け る イ ー ス ト ・ ツ ー ・ ハ イ ブ リ ッ ド ・ シ
ス テ ム の 代 表 図 を 示 す 。
【 図 １ １ 】
　 図 11は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 を 含 ん で 成 る S． ア ウ レ ウ ス STAAU_R2及 び Twort ORF168
の 相 互 作 用 を 試 験 す る た め に 企 画 さ れ た イ ー ス ト ・ ツ ー ・ ハ イ ブ リ ッ ド 分 析 の 結 果 を 示 す
。 A） 及 び B） 酵 母 を 、 ペ ト リ 皿 の 個 々 の 対 の 写 真 上 に 示 さ れ る よ う に １ 対 の ベ ク タ ー に よ
り 同 時 形 質 転 換 し た 。 同 時 形 質 転 換 体 を 、 ト リ プ ト フ ァ ン 及 び ロ イ シ ン を 欠 く ア ミ ノ 酸 （
TLマ イ ナ ス ） に よ り 補 充 さ れ た 酵 母 合 成 培 地 （ SD） 上 に 、 及 び ト リ プ ト フ ァ ン 、 ヒ ス チ ジ
ン 、 ア デ ニ ン 及 び ロ イ シ ン を 欠 い て い る ア ミ ノ 酸 （ THALマ イ ナ ス ） に よ り 補 充 さ れ た SD上
に 同 時 に プ レ ー ト し た 。 Twort ORF168ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る 同 時 形 質 転 換 体 は 、 STAAU_R2
の 存 在 下 で 、 選 択 的 THALマ イ ナ ス 培 地 上 で 増 殖 し た （ ペ ト リ 皿 の 上 部 対 ） 。 非 相 互 作 用 タ
ン パ ク 質 を 有 す る 対 照 ベ ク タ ー （ pGBKLaminC又 は pGADT7-T（ 商 標 ） ） に よ る そ れ ら の ポ リ
ペ プ チ ド の 同 時 形 質 転 換 は 、 THALマ イ ナ ス 培 地 上 で の 増 殖 を も た ら さ な い 。 C)示 さ れ る 同
時 形 質 転 換 か ら の タ ン パ ク 質 抽 出 物 に よ る 発 光 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 酵 素 ア ッ セ イ の 結 果
。
【 図 １ ２ 】
　 図 12は 、 Twort ORF168（ 配 列 番 号 ６ ） 、 及 び Twort ORF168（ 配 列 番 号 ８ ） と G1 ORF240
（ 配 列 番 号 10） と の STAAU_R2相 互 作 用 ド メ イ ン の 最 適 な 全 体 的 及 び 局 部 ア ラ イ ン メ ン ト を
示 す 。
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