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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 11月 15日 (2005.11.15)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ２ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト を 含 む 哺 乳 類 の 種 々 の 神 経 系 関 連 の 疾 患 の 診 断 に 有 効 で あ る 。 そ の よ う
な は 、 空 間 認 知 障 害 、 臭 覚 ・ 味 覚 嫌 悪 学 習 障 害 （ impaired spatial, olfactory and 
taste-aversion learning） を 含 む 学 習 ・ 記 憶 障 害 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 伴 う 学 習 ・ 記 憶
障 害 な ら び に パ ー キ ン ソ ン 病 お よ び そ れ と 同 種 類 の も の の よ う な 他 の 神 経 変 性 疾 患 に 伴 う
障 害 を 含 む 学 習 お よ び 記 憶 過 程 の 障 害 を 含 む も の で あ る 。 本 発 明 は 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ
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イ ン ヒ ビ タ ー 、 特 に Ｐ Ｎ － １ の 発 現 を 検 出 す る こ と に よ り 、 生 体 に お い て 活 性 化 さ れ た ニ
ュ ー ロ ン 回 路 （ ニ ュ ー ロ ナ ル 回 路 ） お よ び 障 害 ・ 減 損 を 受 け て い る 可 能 性 の あ る ニ ュ ー ロ
ン 回 路 を 解 剖 学 的 に 特 定 化 し 、 モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。 し た が っ て
、 Ｐ Ｎ － １ 発 現 の 特 定 の パ タ ー ン に よ っ て 、 所 定 の 疾 患 、 疾 患 ま た は 関 連 す る 病 態 と 結 び
つ け る こ と が 可 能 と な り 、 そ し て 同 様 の も の （ 疾 患 ま た は 関 連 す る 病 態 ） の 診 断 に
用 い る こ と も 可 能 と な 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 ２ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 動 物 の 脳 組 織 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と と 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ

変 化 が な い か ど う か 、 好 ま し く は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 　 ネ キ シ ン － １ （ Ｐ Ｎ － １ ） の よ う な
タ ン パ ク 質 （ た と え ば 、 ニ ュ ー ロ セ ル ピ ン （ neuroserpin） 、 ベ イ ト （ BAIT） ま た は セ ル
ピ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー （ serpin superfamily） 属 の 他 の メ ン バ ー ） の 発 現 の レ ベ ル （ 発
現 量 ） の 変 化 が な い か ど う か 、 最 も 好 ま し く は 、 候 補 化 合 物 が 存 在 し な い 場 合 と 比 較 し て
プ ロ テ ア ー ゼ 　 ネ キ シ ン － １ （ Ｐ Ｎ － １ ） の 発 現 レ ベ ル の 変 化 が な い か ど う か を ア ッ セ イ
す る こ と と （ そ こ で 、 特 定 の 脳 領 域 に お け る セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー の 発 現 が 疾
患 、 ま た は そ の 関 連 す る 病 態 を 表 示 し て い る ） ； お よ び 上 記 の 化 合 物 が 存 在 し な い 場
合 と 比 較 し て セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー の 発 現 レ ベ ル を 変 化 さ せ る 化 合 物 を ニ ュ ー
ロ ン 活 性 お よ び ／ ま た は 神 経 （ ニ ュ ー ロ ン ） 可 塑 性 の 調 節 剤 と し て 選 択 す る こ と を 含 ん で
な る ニ ュ ー ロ ン 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を も 提 供 す 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 ３ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は 、 Ｐ Ｎ － １ の 発 現 レ ベ ル に 基 づ い て ニ ュ ー ロ ン 活 性 お よ び ／ ま た は ニ ュ ー ロ ン
可 塑 性 を 研 究 す る た め ； 医 薬 し て の 候 補 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と ま た は 可 能 性
の あ る 治 療 的 イ ン タ ー ベ ン シ ョ ン の 評 価 の た め ； お よ び Ｐ Ｎ － １ 調 節 シ ー ケ ン ス （ 配 列 ）
（ PN-1 regulatory sequences） の コ ン ト ロ ー ル の も と で の タ ン パ ク 質 マ ー カ ー （ た と え
ば レ ポ ー タ ー ジ ー ン プ ロ ダ ク ト （ reporter gene product） ） 発 現 す る 移 植 さ れ た （ expla
nted） 哺 乳 類 細 胞 培 養 の 創 製 の た め の 非 ヒ ト 動 物 モ デ ル を 提 供 す る 。 Ｐ Ｎ － １ 調 節 シ ー ケ
ン ス は 、 完 全 な Ｐ Ｎ － １ 遺 伝 子 ま た は 作 動 可 能 な そ の フ ラ グ メ ン ト （ operable fragment
） と し て 、 好 ま し く は 、 完 全 な Ｐ Ｎ － １ 遺 伝 子 と し て 、 ノ ッ ク イ ン 動 物 の 形 で 存 在 し 得 る
。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ニ ュ ー ロ ン 活 性 ／ 可 塑 性 の た め の 動 物 を 作 成 す る 方 法 は い く つ か あ る が 、 そ の 一 つ が 、
下 記 の 実 施 例 １ に 例 示 さ れ て い る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 ノ ッ ク マ ウ ス ま た は ラ
ッ ト が 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー ロ ー カ ス （ serine protease inhibitor locus
） の ３ '末 端 に リ ボ ソ ー ム 内 部 認 識 部 位 （ internal-ribosomal-entry-site） ／ レ ポ ー タ ー
コ ン ス ト ラ ク ト を 挿 入 し て 作 成 さ れ る 。 下 記 の 実 施 例 は 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 用 い て
、 本 発 明 を 説 明 し て い る が 、 内 因 性 の Ｐ Ｎ － １ 遺 伝 子 シ ー ケ ン ス の 存 在 下 も し く は 不 存 在
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下 で 、 他 の レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 が 使 用 で き る こ と は 、 明 細 書 に 照 ら し て 、 本 技 術 分 野 に
お い て 通 常 の 技 能 を 有 す る 者 に と っ て は 、 明 ら か な こ と で あ る 。 ロ ッ ク ス 　 ピ ー 　 サ イ ト
（ ｌ ｏ ｘ 　 ｐ 　 ｓ ｉ ｔ ｅ ｓ ） の よ う な 組 換 え エ レ メ ン ト を 挿 入 す る こ と は 、 Ｃ ｒ ｅ 組 換 え
酵 素 （ Cre recombinase） の よ う な 酵 素 で 認 め ら れ て い る よ う に 、 有 利 に 使 用 さ れ 得 る 。
マ ウ ス を 作 成 す る に は 、 所 望 の 核 酸 を マ ウ ス 生 殖 系 （ mouse germ line） に 挿 入 す る こ と
が で き る が 、 卵 母 細 胞 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 ま た は 胚 性 幹 細 胞 に お け る 相 同 組 換 え
を 伴 う 胚 性 幹 細 胞 遺 伝 子 導 入 ま た は マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン の よ う な 標 準 的 な 方 法 を 用
い る 。 一 般 的 に は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ／ ノ ッ ク イ ン 動 物 を 作 る 手 法 は 、 広 く 受 け 入 れ ら
れ て お り 実 施 さ れ て い る 。 マ ウ ス の 胚 を 取 り 扱 う 研 究 所 マ ニ ュ ア ル は 、 た と え ば 、 ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 作 成 す る 標 準 的 研 法 と し て 詳 述 さ れ て お り （ Ｈ ｏ ｇ ａ ｎ 　 ｅ ｔ
　 ａ ｌ ． ， 　 １ ９ ８ ６ ） 、 利 用 可 能 で あ 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 ４ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に よ っ て 、 Ｐ Ｎ － １ の 調 節 シ ー ケ ン ス の コ ン ト ロ ー ル の も と で 、 遺 伝 子
産 物 を 蛍 光 発 光 に よ り 検 出 し て 、 遺 伝 子 産 物 （ gene product） を 発 現 す る 幹 細 胞 ま た は 前
駆 細 胞 を 他 の 細 胞 か ら 選 び 出 す 方 法 も 提 供 さ れ る 。 遺 伝 子 産 物 自 体 が 蛍 光 を 発 す る こ と も
あ り 得 る し （ た と え ば 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） ） ま た は 、 遺 伝 子 産 物 は 、 蛍 光 分
子 を 放 つ 酵 素 反 応 に よ っ て 検 出 で き る 。 細 胞 は 、 Ｐ Ｎ － １ 発 現 が 基 準 の レ ベ ル 以 上 （ す な
わ ち Ｐ Ｎ － １ の プ ロ モ ー タ ー 活 性 ） で あ る こ と を 特 徴 と し 、 好 ま し く は 、 蛍 光 標 示 式 細 胞
分 取 器 （ Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ） を 用 い て 細 胞 の 混 合 集 団 か ら 選 択 さ れ る 。 そ れ ゆ え 、 選 択 さ れ た 細 胞
は 、 蛍 光 に よ っ て 検 知 で き る タ ン パ ク 質 を 所 有 し て お り 、 そ れ は 、 Ｐ Ｎ － １ プ ロ モ ー タ ー
シ ー ケ ン ス の コ ン ト ロ ー ル の も と で 所 望 よ り Ｐ Ｎ － １ と と も に 発 現 さ れ る 。 一 つ の 実 施 態
様 に お い て は 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ に よ っ て 例 示 さ れ て い る よ う に レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を
発 現 す る 細 胞 は 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 蛍 光 基 質 を Ｆ Ａ Ｃ Ｓ と と も に 利 用 す る 方 法 に よ っ て
、 精 製 さ れ る （ た と え ば 、 Ａ ｂ ｅ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， 　 Ｄ ｅ ｖ 　 Ｂ ｉ ｏ ｌ ． １ ９ ９ ６ ； １ ８
０ （ ２ ） ： ４ ６ ８ － ７ ２ 参 照 ） 。 選 別 さ れ た 細 胞 は 、 ニ ュ ー ロ ン 活 性 ま た は 可 塑 性 の 調 節
剤 を 特 定 化 す る ス ク リ ー ン の よ う な イ ン ・ ビ ト ロ に お け る ス ク リ ー ン の た め 用 で あ る
。
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ４ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 上 記 の 説 明 は 、 イ ン ・ ビ ボ に お け る ニ ュ ー ロ ン 活 性 を 調 節 ニ ュ ー ロ ン 可 塑
性 が 変 化 す る 薬 剤 を 特 定 化 す る た め に 本 発 明 の 動 物 モ デ ル を 使 用 す る こ と に 言 及 し て い る
が 、 本 発 明 は そ の よ う に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 に し た が っ て 、 Ｐ Ｎ － １
調 節 シ ー ケ ン ス の コ ン ト ロ ー ル の も と で 、 Ｐ Ｎ － １ ま た は タ ン パ ク 質 マ ー カ ー （ た と え ば
レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 ） を 発 現 す る 体 外 移 植 さ れ た 哺 乳 類 の 細 胞 培 養 は 、 ニ ュ ー ロ ン 活 性 を 調
節 す る か ま た は ニ ュ ー ロ ン 可 塑 性 に お い て 変 化 す る 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用
さ れ る こ と が で き る 。

(3) JP 2005-510250 A5 2006.1.12

究 手

に 有

す る か ま た は


	header
	written-amendment

