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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】平成28年7月21日(2016.7.21)

【公表番号】特表2015-523066(P2015-523066A)
【公表日】平成27年8月13日(2015.8.13)
【年通号数】公開・登録公報2015-051
【出願番号】特願2015-515191(P2015-515191)
【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)
   Ｃ０７Ｋ  19/00     (2006.01)
   Ｃ０７Ｋ  14/255    (2006.01)
   Ｃ０７Ｋ  14/435    (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   1/11     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   1/13     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   1/15     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   1/19     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   5/10     (2006.01)
   Ｃ１２Ｐ  21/02     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｎ   15/00     ＺＮＡＡ
   Ｃ０７Ｋ   19/00     　　　　
   Ｃ０７Ｋ   14/255    　　　　
   Ｃ０７Ｋ   14/435    　　　　
   Ｃ１２Ｎ    1/11     　　　　
   Ｃ１２Ｎ    1/13     　　　　
   Ｃ１２Ｎ    1/15     　　　　
   Ｃ１２Ｎ    1/19     　　　　
   Ｃ１２Ｎ    5/00     １０１　
   Ｃ１２Ｐ   21/02     　　　Ｚ

【手続補正書】
【提出日】平成28年5月30日(2016.5.30)
【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】
　ＦｌｇＭ核酸配列と、切断部位と、制御可能な転写調節エレメント（ＴＣＥ）と、対象
核酸配列と、を含むコンストラクトであって、
　前記対象核酸配列が対象ペプチドをコードしており、且つ
　前記制御可能なＴＣＥが、テトラサイクリン、ドキシサイクリン又はアラビノース誘導
性プロモーターである、前記コンストラクト。
【請求項２】
　精製タグをコードする核酸配列をさらに含む、請求項１に記載のコンストラクト。
【請求項３】
　前記精製タグがポリヒスチジン、グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ、Ｍｙｃ、ＨＡ
、ＦＬＡＧ又はマルトース結合タンパク質である、請求項２に記載のコンストラクト。
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【請求項４】
　前記ＦｌｇＭ核酸配列が野生型ＦｌｇＭである、請求項１～３の何れかに記載のコンス
トラクト。
【請求項５】
　前記切断部位がタバコエッチウイルス（ＴＥＶ）プロテアーゼ切断部位又はエンテロキ
ナーゼ（ＥＴＫ）切断部位である、請求項１～４の何れかに記載のコンストラクト。
【請求項６】
　前記対象核酸配列が、システインリッチペプチドをコードする、請求項１～５の何れか
に記載のコンストラクト。
【請求項７】
　前記システインリッチペプチドが向神経活性毒素である、請求項６に記載のコンストラ
クト。
【請求項８】
　前記向神経活性毒素がコノペプチドである、請求項７に記載のコンストラクト。
【請求項９】
　前記コノペプチドがμ－コノトキシンである、請求項８に記載のコンストラクト。
【請求項１０】
　前記μ－コノトキシンがＳＩＩＩＡである、請求項９に記載のコンストラクト。
【請求項１１】
　（ａ）前記切断部位が、前記ＦｌｇＭ核酸配列と前記対象核酸配列との間にあるか、
　（ｂ）前記配列の順序が、前記制御可能なＴＣＥ、前記ＦｌｇＭ核酸配列、前記精製タ
グをコードする核酸配列、前記切断部位および前記対象核酸配列であるか、
　（ｃ）前記配列の順序が、前記制御可能なＴＣＥ、前記精製タグをコードする核酸配列
、前記ＦｌｇＭ核酸配列、前記切断部位および前記対象核酸配列であるか、或いは
　（ｄ）前記精製タグをコードする核酸配列が、対象核酸配列に対してＣ末端にある、
請求項１～１０の何れかに記載のコンストラクト。
【請求項１２】
　前記前記制御可能なＴＣＥがＰaraBADプロモーターである、請求項１～１１の何れかに
記載のコンストラクト。
【請求項１３】
　ＦｌｇＭと、切断部位と、対象ペプチドと、精製タグとを含むポリペプチド。
【請求項１４】
　前記精製タグがポリヒスチジン、グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ、Ｍｙｃ、ＨＡ
、ＦＬＡＧ又はマルトース結合タンパク質である、請求項１３に記載のポリペプチド。
【請求項１５】
　前記ＦｌｇＭが野生型ＦｌｇＭである、請求項１３又は１４に記載のポリペプチド。
【請求項１６】
　前記切断部位がＴＥＶプロテアーゼ切断部位又はＥＴＫ切断部位である、請求項１３～
１５の何れかに記載のポリペプチド。
【請求項１７】
　前記対象ペプチドがシステインリッチペプチドである、請求項１３～１６の何れかに記
載のポリペプチド。
【請求項１８】
　前記システインリッチペプチドが向神経活性毒素である、請求項１７に記載のポリペプ
チド。
【請求項１９】
　前記向神経活性毒素がコノペプチドである、請求項１８に記載のポリペプチド。
【請求項２０】
　前記コノペプチドがμ－コノトキシンである、請求項１９に記載のポリペプチド。
【請求項２１】
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　前記μ－コノトキシンがＳＩＩＩＡである、請求項２０に記載のポリペプチド。
【請求項２２】
　（ａ）前記切断部位が前記ＦｌｇＭと前記対象ペプチドとの間にあるか、
　（ｂ）前記ＦｌｇＭが前記精製タグに対してＮ末端にあり、前記精製タグが前記切断部
位に対してＮ末端にあり、前記切断部位が前記対象ペプチドに対してＮ末端にあるか、
　（ｃ）前記精製タグが、ＦｌｇＭに対してＮ末端にあり、ＦｌｇＭが前記切断部位に対
してＮ末端にあり、前記切断部位が前記対象ペプチドに対してＮ末端にあるか、或いは
　（ｄ）前記精製タグが前記対象ペプチドに対してＣ末端にある
請求項１３～２１の何れかに記載のポリペプチド。
【請求項２３】
　請求項１～１２の何れかに記載のコンストラクトを含む、組み換え細胞株。
【請求項２４】
　前記細胞株が、サルモネラ・エンテリカ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｅｎｔｅｒｉｃａ）
血清型チフィムリウム（Ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ）の野生型株由来である、請求項２３に
記載の組み換え細胞株。
【請求項２５】
　前記組み換え細胞株のゲノムが、１以上のフラジェリンまたはフック付随タンパク質遺
伝子に対する改変を含む、請求項２３または２４に記載の組み換え細胞株。
【請求項２６】
　前記１以上のフラジェリン遺伝子が、ｆｌｇＫ、ｆｌｇＬ、ｆｌｉＣ、ｆｌｊＢおよび
ｆｌｉＤからなる群から選択される、請求項２５に記載の組み換え細胞株。
【請求項２７】
　前記細胞株が、鞭毛ＦｌｈＤ４Ｃ２マスター制御タンパク質複合体の１以上の阻害剤に
対する改変を含む、請求項２３～２６の何れかに記載の組み換え細胞株。
【請求項２８】
　鞭毛ＦｌｈＤ４Ｃ２マスター制御タンパク質複合体の前記阻害剤が、ｆｉｍＺ、ｓｒｇ
Ｄ、ｈｄｆＲ、ｒｂｓＲ、ｏｍｐＲ、ｃｌｐＸ、ｃｌｐＰ、ｌｒｈＡ、ｙｄｉＶ、ｄｓｋ
Ａ、ｅｃｎＲ、ｆｌｉＴおよびｒｃｓＢからなる群から選択される、請求項２７に記載の
組み換え細胞株。
【請求項２９】
　ＦｌｇＭ　Ｔ３Ｓ－シャペロン遺伝子ｆｌｉＡの転写または翻訳を向上させるための突
然変異を含む、請求項２３～２８の何れかに記載の組み換え細胞株。
【請求項３０】
　対象ペプチドを製造する方法であって、培地中で請求項２３～２９の何れかに記載の細
胞株を培養する工程、及び
　前記培地から前記対象ペプチドを精製する工程を含む、前記方法。
【請求項３１】
　前記対象ペプチドを精製する工程が、アフィニティーカラムの使用を含む、請求項３０
に記載の方法。
【請求項３２】
　前記アフィニティーカラムがσ28アフィニティーカラムである、請求項３１に記載の方
法。
【請求項３３】
　前記細胞株が、前記対象ペプチドを含むポリペプチドを分泌させるために、サルモネラ
・エンテリカ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｅｎｔｅｒｉｃａ）血清型チフィムリウム（Ｔｙ
ｐｈｉｍｕｒｉｕｍ）の鞭毛ＩＩＩ型分泌（Ｔ３Ｓ）系を含む、請求項３０～３２の何れ
かに記載の方法。
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