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【公報種別】特許法第１７条の２の規定による補正の掲載
【部門区分】第１部門第１区分
【発行日】令和3年2月4日(2021.2.4)

【公表番号】特表2020-505944(P2020-505944A)
【公表日】令和2年2月27日(2020.2.27)
【年通号数】公開・登録公報2020-008
【出願番号】特願2019-555724(P2019-555724)
【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｎ  15/52     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   9/52     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ  15/63     (2006.01)
   Ｃ１２Ｐ  21/00     (2006.01)
   Ａ２３Ｋ  20/189    (2016.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｎ   15/52     　　　Ｚ
   Ｃ１２Ｎ    9/52     ＺＮＡ　
   Ｃ１２Ｎ   15/63     　　　Ｚ
   Ｃ１２Ｐ   21/00     　　　Ｃ
   Ａ２３Ｋ   20/189    　　　　

【手続補正書】
【提出日】令和2年12月21日(2020.12.21)
【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】
（ａ）配列番号１に記載のクマモリシンＡＳに由来するアミノ酸配列、もしくはタンパク
質分解活性を維持するそのフラグメント、部分もしくはシャッフル変異体を含むか、また
は
（ｂ）配列番号１と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列、もしくはタンパク質分解
活性を維持するそのフラグメント、部分もしくはシャッフル変異体を含む、プロテアーゼ
変異体であって、
該プロテアーゼ変異体は、１つ以上のアミノ酸置換を有し、少なくとも１つのアミノ酸置
換が配列番号１の残基位置Ａ５１７にある、プロテアーゼ変異体。
【請求項２】
　（ｉ）配列番号４に記載のクマモリシンＡＳ野生型、または
　（ｉｉ）配列番号１～３のいずれか１つに記載のクマモリシンＡＳ主鎖
と比較して少なくとも１つの改変されたまたは改善された安定性を示す、請求項１に記載
のプロテアーゼ変異体。
【請求項３】
　配列番号１の残基位置Ｄ４４７および／またはＡ４４９に少なくとも１つのさらなるア
ミノ酸置換を有する、請求項１または２に記載のプロテアーゼ変異体。
【請求項４】
　配列番号１に記載のクマモリシンＡＳ主鎖と比較して、少なくとも２つのアミノ酸置換
を有する、請求項１～３のいずれか一項に記載のプロテアーゼ変異体。
【請求項５】
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　Ｄ４４７Ｓ、Ａ４４９Ｙ、Ａ５１７Ｔ、Ｎ５１０Ｈ、Ｅ３６０Ｌ、Ｅ３６０Ｖ、Ｅ３６
０Ｃ、Ｖ５０２Ｃ、Ｅ４５３Ｗ、Ａ５１４Ｔ、Ａ５１４Ｙ、Ａ５１４Ｄ、Ａ５１４Ｓ、Ａ
４６０Ｗ、Ａ３８６Ｉからなる群から選択される、少なくとも１つ、好ましくは少なくと
も２つ、より好ましくは少なくとも３つ、より好ましくは少なくとも４つ、より好ましく
は少なくとも５つ、最も好ましくは少なくとも６つのアミノ酸置換を有する、請求項１～
４のいずれか一項に記載のプロテアーゼ変異体。
【請求項６】
　配列番号１に記載のクマモリシンＡＳ主鎖中の選択された残基に置換の組を有し、前記
置換の組は、
　ａ）３６０、４４７、４４９、および５１０
　ｂ）４４７、４４９、および５１４、および／または
　ｃ）４４７、４４９、４５３、および５１７
の少なくとも１つである、請求項１～５のいずれか一項に記載のプロテアーゼ変異体。
【請求項７】
　前記改善された安定性が、活性化酵素またはチモーゲンのいずれかの改善された熱安定
性（ＩＴ50）である、請求項２～６のいずれか一項に記載のプロテアーゼ変異体。
【請求項８】
　前記プロテアーゼ変異体が≧７５℃および≦１０５℃のＩＴ50を有する、請求項７に記
載のプロテアーゼ変異体。
【請求項９】
　請求項１～８のいずれか一項に記載のプロテアーゼ変異体をコードする、核酸分子。
【請求項１０】
　請求項９に記載の核酸分子を含む、プラスミドまたはベクター系。
【請求項１１】
　請求項１～８のいずれか一項に記載のプロテアーゼ変異体またはプロテアーゼを含む組
成物であって、≧５のｐＨを有する組成物。
【請求項１２】
　請求項１～８のいずれか一項に記載のプロテアーゼ変異体もしくはプロテアーゼを含む
、飼料添加剤、配合原料、飼料補給剤、および／または飼料。
【請求項１３】
　飼料の製造のための請求項１～８のいずれか一項に記載のプロテアーゼ変異体の使用。
【請求項１４】
　ｉ）配列番号１～４のいずれかに１つに記載のクマモリシンＡＳアミノ酸配列をコード
するＤＮＡ、ｃＤＮＡまたはｍＲＮＡを突然変異誘発すること、
　ｉｉ）得られたクマモリシンＡＳの１つ以上の突然変異体を発現すること、および
　ｉｉｉ）安定性、好ましくは熱安定性について、クマモリシンＡＳの１つ以上の突然変
異体を試験すること
を含む、請求項１～８のいずれか一項に記載のプロテアーゼ変異体を製造する方法。
【請求項１５】
　Ｎ５１０、Ｖ５０２、Ｅ４５３、Ｅ３６０、Ａ５１４、および／またはＡ４６０からな
る群から選択される配列番号１の１つ以上の残基位置に、１つ以上のアミノ酸置換をさら
に含む、請求項２に記載のプロテアーゼ変異体。
【請求項１６】
　配列番号１に記載のクマモリシンＡＳと比較して、Ａ４４９、Ａ５１７、Ｎ５１０、Ｖ
５０２、Ｅ４５３、Ｅ３６０、Ａ５１４、および／またはＡ４６０における１つ以上の置
換がＡ４４９Ｙ、Ａ５１７Ｔ、Ｎ５１０Ｈ、Ｅ３６０Ｌ、Ｅ３６０Ｖ、Ｅ３６０Ｃ、Ｖ５
０２Ｃ、Ｅ４５３Ｗ、Ａ５１４Ｔ、Ａ５１４Ｙ、Ａ５１４Ｄ、Ａ５１４Ｓ、Ａ４６０Ｗか
らなる群から選択される、請求項２または１５に記載のプロテアーゼ変異体。
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