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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３部門第２区分
【発行日】平成22年9月2日(2010.9.2)

【公開番号】特開2009-155284(P2009-155284A)
【公開日】平成21年7月16日(2009.7.16)
【年通号数】公開・登録公報2009-028
【出願番号】特願2007-336609(P2007-336609)
【国際特許分類】
   Ｃ０７Ｃ 209/84     (2006.01)
   Ｃ１２Ｐ  13/02     (2006.01)
   Ｃ０８Ｇ  69/26     (2006.01)
   Ｃ０７Ｃ 211/09     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ０７Ｃ 209/84    ＺＮＡ　
   Ｃ１２Ｐ  13/02    　　　　
   Ｃ０８Ｇ  69/26    　　　　
   Ｃ０７Ｃ 211/09    　　　　
   Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ａ

【手続補正書】
【提出日】平成22年7月20日(2010.7.20)
【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】請求項３
【補正方法】変更
【補正の内容】
【請求項３】
　不純物として塩類を含む含水ペンタメチレンジアミンが、ペンタメチレンジアミン塩水
溶液にアルカリを添加、混合してペンタメチレンジアミン相と水相とに分液して得られた
ものである請求項１に記載の製造方法。
【手続補正２】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】請求項４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【請求項４】
　ペンタメチレンジアミン塩が、ペンタメチレンジアミン塩酸塩、硫酸塩、炭酸塩、酢酸
塩、硝酸塩の何れかである請求項２又は３に記載の製造方法。
【手続補正３】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】請求項５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【請求項５】
　アルカリが、水酸化ナトリウム、水酸化カリウム又は水酸化カルシウムである請求項２
～４の何れかに記載の製造方法。
【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
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【補正対象項目名】００２２
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００２２】
　前記の微生物としては、エシェリヒア・コリ（Ｅ．ｃｏｌｉ）等のエシェリヒア属細菌
、ブレビバクテリウム・ラクトファーメンタム（Brevibacterium lactofermentum）等の
コリネ型細菌、バチルス・サブチリス（Bacillus subtils）等のバチルス属細菌、セラチ
ア・マルセッセンス（Serratia marcescens）等のセラチア属細菌などの細菌、サッカロ
マイセス・セレビシエ（Saccharomyces cerevisiae）等の真核細胞が挙げられる。これら
の中では、細菌、特にＥ．ｃｏｌｉが好ましい。
【手続補正５】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００６０
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００６０】
　ＬＤＣ遺伝子のコピー数を高めることは、ＬＤＣ遺伝子を微生物の染色体ＤＮＡ上に多
コピー存在させることによっても達成できる。微生物の染色体ＤＮＡ上に遺伝子を多コピ
ーで導入するには、染色体ＤＮＡ上に多コピー存在する配列を標的に利用して相同組換え
により行う。染色体ＤＮＡ上に多コピー存在する配列としては、レペティティブＤＮＡ、
転移因子の端部に存在するインバーテッド・リピートが利用できる。または、特開平２－
１０９９８５号公報に開示されているように、目的遺伝子をトランスポゾンに搭載してこ
れを転移させて染色体ＤＮＡ上に多コピー導入することも可能である。
【手続補正６】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００７１
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００７１】
　組換えＤＮＡを微生物に導入するには、これまでに報告されている形質転換法に従って
行えばよい。例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｋ－１２について報告されているような、受容菌細
胞を塩化カルシウムで処理してＤＮＡの透過性を増す方法（Mandel,M.andHiga,A.,J.Mol.
Biol.,53,159(1970)）があり、バチルス・サチリスについて報告されているような、増殖
段階の細胞からコンピテントセルを調製してＤＮＡを導入する方法（Ducan,C.H.,Wilson,
G.A.andYoung,F.E.,Gene,1,153(1997)）がある。また、バチルス・サチリス、放線菌類お
よび酵母について知られているような、ＤＮＡ受容菌の細胞を、組換えＤＮＡを容易に取
り込むプロトプラスト又はスフェロプラストの状態にして組換えＤＮＡをＤＮＡ受容菌に
導入する方法（Chang,S.andChoen,S.N.,Molec,Gen.Genet.,168,111(1979);Bibb,M.J.,War
d,J.M.andHopwood,O.A.,Nature,274,398(1978); Hinnen,A., Hicks,J.B.andFink,G.R.Pro
c.Natl.Acad.Sci.USA,751929(1978)）も応用できる。更に、電気パルス法（特開平２－２
０７７９１号公報）によっても、微生物の形質転換を行うことが出来る。
【手続補正７】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００８８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００８８】
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【表２】

【手続補正８】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００９８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００９８】
　ＰＣＲ終了後、増幅産物をエタノール沈殿により精製した後、制限酵素Ｋｐｎ　Ｉおよ
び制限酵素Ｓｐｈ　Ｉで切断した。このＤＮＡ標品を、０．７５％アガロース（ＳｅａＫ
ｅｍ　ＧＴＧ ａｇａｒｏｓｅ：ＦＭＣ ＢｉｏＰｒｏｄｕｃｔｓ製）ゲル電気泳動により
分離後、臭化エチジウム染色により可視化することによりｃａｄＡを含む約２．６ｋｂの
断片を検出し、ＱＩＡｑｕｉｃｋＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ製
）を使用して目的ＤＮＡ断片の回収を行った。
【手続補正９】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００９９
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００９９】
　回収したＤＮＡ断片を、大腸菌プラスミドベクターｐＵＣ１８（宝酒造製）を制限酵素
Ｋｐｎ　Ｉおよび制限酵素Ｓｐｈ　Ｉで切断して調節したＤＮＡ断片と混合し、ライゲー
ションキットｖｅｒ．２（宝酒造製）を使用して連結後、得られたプラスミドＤＮＡを使
用し、大腸菌（ＪＭ１０９株）を形質転換した。この様にして得られた組換え大腸菌を、
５０μｇ／ｍＬ：アンピシリン、０．２ｍＭ：ＩＰＴＧ（イソプロピル－β－Ｄ－チオガ
ラクトピラノシド）及び５０μｇ／ｍＬ：Ｘ－Ｇａｌを含むＬＢ寒天培地に塗抹した。
【手続補正１０】
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【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１００
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１００】
　この培地上で白色のコロニーを形成したクローンを、常法により液体培養した後、プラ
スミドＤＮＡを精製した。得られたプラスミドＤＮＡを制限酵素ＫｐｎＩおよび制限酵素
Ｓｐｈ　Ｉで切断することにより、約２．５ｋｂの挿入断片が認められることを確認し、
これをｐＣＡＤ１、ｐＣＡＤ１を含む大腸菌株をＪＭ１０９／ｐＣＡＤ１とそれぞれ命名
した。
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