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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 6月 25日 (2007.6.25)
【 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 】
　
【 請 求 項 ２ 】
　
【 請 求 項 ３ 】
　

【 請 求 項 ４ 】
　

【 請 求 項 ５ 】
　

【 請 求 項 ６ 】
　

配 列 番 号 ： ３ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 456か ら な る メ マ プ シ ン ２ タ ン パ ク 質 。

細 菌 細 胞 で 発 現 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の メ マ プ シ ン ２ タ ン パ ク 質 。

細 菌 細 胞 で の 発 現 後 に リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の メ マ プ シ ン
２ タ ン パ ク 質 。

メ マ プ シ ン ２ タ ン パ ク 質 が 、 少 な く と も 約 pH 8.0の pHで 、 約 8Mの 尿 素 濃 度 お よ び 少 な く
と も 一 つ の 還 元 剤 を 有 す る 尿 素 溶 液 へ の 溶 解 に よ り リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ る 、 請 求 項 １
～ ３ い ず れ か 記 載 の メ マ プ シ ン ２ タ ン パ ク 質 。

メ マ プ シ ン ２ タ ン パ ク 質 が 、 少 な く と も 約 pH 9の pHを 有 す る 水 性 緩 衝 液 へ の 希 釈 に よ り
リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ 、 pHが 続 い て 約 pH 8に 調 整 さ れ 、 次 い で 約 24～ 約 48時 間 の 範 囲 の
時 間 、 約 4℃ の 温 度 で 維 持 さ れ る 、 請 求 項 ４ 記 載 の メ マ プ シ ン ２ タ ン パ ク 質 。

メ マ プ シ ン ２ タ ン パ ク 質 が 、 少 な く と も 約 pH 9の pHを 有 し 、 酸 化 型 グ ル タ チ オ ン お よ び
還 元 型 グ ル タ チ オ ン を 含 む 水 性 緩 衝 液 へ の 希 釈 に よ り リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ 、 メ マ プ シ



【 請 求 項 ７ 】
　

【 請 求 項 ８ 】
　

【 請 求 項 ９ 】
　

【 請 求 項 １ ０ 】
　

【 請 求 項 １ １ 】
　

【 請 求 項 １ ２ 】
　

【 請 求 項 １ ３ 】
　
【 請 求 項 １ ４ 】
　
【 請 求 項 １ ５ 】
　
【 請 求 項 １ ６ 】
　
【 請 求 項 １ ７ 】
　

【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 図 ６ 】
　 図 ６ は 、 Ｏ Ｍ ９ ９ － ２ が 結 合 し た メ マ プ シ ン ２ プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン の 結 晶 構 造 の 立 体
図 で あ る 。 メ マ プ シ ン ２ の ポ リ ペ プ チ ド 骨 格 を リ ボ ン 図 で 示 す 。 Ｎ ‐ ロ ー ブ お よ び Ｃ － ロ
ー ブ は 、 そ れ ぞ れ 青 お よ び 黄 色 で 。 た だ し 例 外 と し て 、 Ｃ － ロ ー ブ 中
の 挿 入 ル ー プ （ Ａ ～ Ｇ で 示 す 、 図 参 照 ） は マ ゼ ン タ で 、 Ｃ 末 端 伸 長 は 緑
色 で 。 こ れ ら の ロ ー ブ の 間 の イ ン ヒ ビ タ ー 結 合 は 赤 で 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 ７
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ン ２ タ ン パ ク 質 の 希 釈 溶 液 の 尿 素 濃 度 が 約 0.4Mま で 減 少 さ れ 、 pHが 約 pH 8に 調 整 さ れ る 、
請 求 項 ４ 記 載 の メ マ プ シ ン ２ タ ン パ ク 質 。

メ マ プ シ ン ２ タ ン パ ク 質 が 、 約 8Mの 尿 素 濃 度 お よ び 約 pH 10の pHを 有 す る 尿 素 溶 液 へ の
溶 解 に よ り リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ 、 得 ら れ た 溶 液 が 続 い て 、 約 pH 9.0の pHを 有 す る 水 性
緩 衝 液 に 希 釈 さ れ 、 約 24～ 約 48時 間 の 範 囲 の 時 間 、 約 4℃ の 温 度 で 維 持 さ れ る 、 請 求 項 ４
記 載 の メ マ プ シ ン ２ タ ン パ ク 質 。

配 列 番 号 ： ３ の ア ミ ノ 酸 残 基 43～ 456ま た は 配 列 番 号 ： ３ の ア ミ ノ 酸 残 基 45～ 456か ら な
る 、 メ マ プ シ ン ２ タ ン パ ク 質 。

請 求 項 ８ 記 載 の メ マ プ シ ン ２ タ ン パ ク 質 、 ま た は 配 列 番 号 ： ３ の ア ミ ノ 酸 残 基 43～ 456
か ら な る メ マ プ シ ン ２ タ ン パ ク 質 お よ び 配 列 番 号 ： ３ の ア ミ ノ 酸 残 基 45～ 456か ら な る メ
マ プ シ ン ２ タ ン パ ク 質 の 混 合 物 を 含 む 、 組 成 物 。

混 合 物 が 、 配 列 番 号 ： ３ の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 456か ら な る メ マ プ シ ン ２ タ ン パ ク 質 の 自 己
触 媒 切 断 に よ り 生 成 さ れ る 、 請 求 項 ９ 記 載 の 組 成 物 。

結 晶 化 さ れ た メ マ プ シ ン ２ タ ン パ ク 質 お よ び 基 質 が 約 3.5Å 以 下 ま で 回 折 し 、 メ マ プ シ
ン ２ タ ン パ ク 質 が 、 配 列 番 号 ： ３ の ア ミ ノ 酸 残 基 43～ 456か ら な る メ マ プ シ ン ２ タ ン パ ク
質 お よ び 配 列 番 号 ： ３ の ア ミ ノ 酸 残 基 45～ 456か ら な る メ マ プ シ ン ２ タ ン パ ク 質 の 混 合 物
で あ る 、 基 質 と 共 に 結 晶 化 さ れ た メ マ プ シ ン ２ タ ン パ ク 質 を 含 む 組 成 物 。

結 晶 化 さ れ た メ マ プ シ ン ２ タ ン パ ク 質 お よ び 基 質 が 表 ２ に 規 定 さ れ る パ ラ メ ー タ を 有 す
る 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 組 成 物 。

該 メ マ プ シ ン ２ タ ン パ ク 質 が 基 質 に 結 合 す る 、 請 求 項 １ １ ま た は １ ２ 記 載 の 組 成 物 。

基 質 が ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ ３ 記 載 の 組 成 物 。

基 質 が 遷 移 状 態 等 配 電 子 体 を 含 む 、 請 求 項 １ ３ 記 載 の 組 成 物 。

遷 移 状 態 等 配 電 子 体 が ヒ ド ロ キ シ エ チ レ ン を 含 む 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 組 成 物 。

基 質 が 、 OM99-1お よ び OM99-2か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ １ ～ １ ３ い ず れ か 記
載 の 組 成 物 。

「 色 」 「 」 示 さ れ る
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【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 図 ７ 】
　 図 ７ は 、 メ マ プ シ ン ２ お よ び ペ プ シ ン の 三 次 元 構 造 の 比 較 を 示 す 立 体 図 で あ る 。 前 者 の
分 子 表 面 は 、 表 面 ル ー プ な ら び に ヘ リ ッ ク ス の 挿 入 お よ び Ｃ 末 端 伸 長 に よ り 、 か な り 大 き
い も の と な っ て い る 。 ヒ ト メ マ プ シ ン ２ の 鎖 の ト レ ー ス は 濃 い 青 色 で 、 ヒ ト ペ
プ シ ン の 場 合 は グ レ ー で 。 淡 い 青 色 ボ ー ル は 、 ト ポ ロ ジ ー
同 等 で あ る 同 じ 残 基 を 示 す 。 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 、 メ マ プ シ ン ２ の 場 合 は 赤 で

、 お よ び ペ プ シ ン の 場 合 は オ レ ン ジ で 。 Ｃ 末 端 伸 長 は 緑 色 で
。

【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
　 　 【 図 ９ 】
　 図 ９ は 、 イ ン ヒ ビ タ ー Ｏ Ｍ ９ ９ － ２ （ オ レ ン ジ ） と メ マ プ シ ン ２ （
淡 い 青 色 ） と の 相 互 作 用 を 示 す 立 体 図 で あ る 。 窒 素 原 子 お よ び 酸 素 原 子 は そ
れ ぞ れ 青 色 お よ び 赤 色 で 。 水 素 結 合 線 で 示 さ れ る 。 結 合 サ ブ サ イ ト
を 含 む メ マ プ シ ン ２ 残 基 が 含 ま れ る 。 Ｏ Ｍ ９ ９ － ２ の 残 基 Ｐ 4  、 Ｐ 3  、 Ｐ 2  、 Ｐ 1  お よ び
Ｐ 1  ’ （ 図 ８ 中 で 規 定 ） は 、 よ り 広 い 範 囲 の 立 体 配 座 の 中 に あ る 。 イ ン ヒ ビ タ ー 鎖 は 残 基
Ｐ ’ で 折 り 返 し て お り 、 こ の 位 置 で 目 立 っ た キ ン ク （ kink） を 形 成 す る 。 Ｐ 3  ’ お よ び
Ｐ 4  ’ の 骨 格 に よ り 、 該 イ ン ヒ ビ タ ー は 活 性 部 位 か ら は み 出 て い る 。
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ８ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ８ ３ 】
実 施 例 ３ ． 大 腸 菌 （ Ｅ ． 　 ｃ ｏ ｌ ｉ ） に お け る プ ロ メ マ プ シ ン ２ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 、 プ ロ メ
マ プ シ ン ２ の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ と 精 製
　 プ ロ メ マ プ シ ン ２ を Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し て 、 ｐ Ｅ Ｔ １ １ ａ ベ ク タ ー の Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 部 位 に ク ロ ー
ニ ン グ し た 。 得 ら れ た ベ ク タ ー は 、 Ａ ｌ ａ － ８ ｐ か ら Ａ ｌ ａ ３ ２ ６ ま で の 配 列 を も つ プ ロ
メ マ プ シ ン ２ を 発 現 す る 。 図 １ に ２ 種 類 の 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｅ Ｔ １ １ － メ マ プ シ ン ２ － Ｔ １
（ 以 下 Ｔ １ ） と ｐ Ｅ Ｔ １ １ － メ マ プ シ ン ２ － Ｔ ２ （ 以 下 Ｔ ２ ） の 構 造 を 示 す 。 い ず れ の ベ
ク タ ー に お い て も 、 発 現 さ れ た 組 換 え タ ン パ ク 質 の Ｎ － 末 端 側 の １ ５ 残 基 は 、 発 現 ベ ク タ
ー に 由 来 す る も の で あ る 。 プ ロ メ マ プ シ ン ２ の 残 基 は 、 残 基 Ａ ｌ ａ － １ ６ か ら 開 始 す る 。
２ 種 類 の 組 換 え プ ロ メ マ プ シ ン ２ は 、 Ｃ － 末 端 側 の 長 さ が 異 な っ て い る 。 ク ロ ー ン Ｔ １ は
Ｔ ｈ ｒ － で 終 わ っ て お り 、 ク ロ ー ン Ｔ ２ は Ａ ｌ ａ － で 終 わ っ て い る 。 Ｔ １ 構
築 物 は Ｔ ２ 構 築 物 よ り も 長 い Ｃ － 末 端 を 持 っ て い る が 、 予 想 さ れ る 膜 貫 通 ド メ イ ン を 全 く
発 現 し な い 。
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