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　 Ｃ １ ２ Ｐ 1 / 0 4 　 　 　 Ｚ 　 　 　
　 Ｃ １ ２ Ｐ 7 / 4 0 　 　 　 　 　 　 　
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 令 和 6 年 4 月 2 3 日 ( 2 0 2 4 . 4 . 2 3 )
【 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 】
　 野 生 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ ～ 数 個 の ア ミ  
ノ 酸 が 置 換 、 挿 入 お よ び ／ ま た は 欠 失 し た 変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ  
を 発 現 可 能 な 遺 伝 子 を 含 み 、 か つ 、 Ｃ ｏ Ａ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 導 入  
し た 、 遺 伝 子 改 変 微 生 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ が 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お  
い て ア ミ ノ 酸 残 基 ７ ４ ～ １ ０ ０ に 相 当 す る 領 域 の １ ～ 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 挿 入 お よ び  
／ ま た は 欠 失 し た 変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載  
の 遺 伝 子 改 変 微 生 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ が 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お  
い て ８ ４ 番 目 に 相 当 す る ア ラ ニ ン が 他 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 し た 変 異 を 有 す る 変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ  
タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 微 生 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ を 発 現 可 能 な 遺 伝 子 を ゲ ノ ム 上 に 有  
す る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 微 生 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ゲ ノ ム 上 の 野 生 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ を 発 現 可 能 な 遺 伝 子 が 、 前 記  
変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ を 発 現 可 能 な 遺 伝 子 に 変 異 ま た は 置 換 し た  
、 請 求 項 ４ に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 微 生 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ が 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お  
い て ８ ４ 番 目 に 相 当 す る ア ラ ニ ン が バ リ ン に 置 換 し た 変 異 を 有 す る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず  
れ か に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 微 生 物 。
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【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 微 生 物 が 有 機 酸 生 産 能 を 有 す る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 微 生  
物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 微 生 物 が 、 Ｓ ｅ ｒ ｒ ａ ｔ ｉ ａ 属 、 Ｅ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ ｉ ｃ ｈ ｉ ａ 属 、 Ａ ｃ ｔ ｉ ｎ ｏ ｂ ａ ｃ  
ｉ ｌ ｌ ｕ ｓ 属 、 Ｂ ａ ｓ ｆ ｉ ａ 属 、 Ｐ ｓ ｅ ｕ ｄ ｏ ｍ ｏ ｎ ａ ｓ 属 、 Ｈ ａ ｆ ｎ ｉ ａ 属 、 Ａ ｃ ｉ ｎ  
ｅ ｔ ｏ ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ 属 、 Ｓ ｈ ｉ ｍ ｗ ｅ ｌ ｌ ｉ ａ 属 ま た は Ａ ｅ ｒ ｏ ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ 属 に 属 す る  
微 生 物 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 微 生 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 ７ ま た は ８ に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 微 生 物 を 、 炭 素 源 を 発 酵 原 料 と し て 含 む 培 地 に て  
培 養 す る こ と を 含 む 、 有 機 酸 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 有 機 酸 が 、 コ ハ ク 酸 、 酢 酸 、 ３ － ヒ ド ロ キ シ ア ジ ピ ン 酸 、 α － ヒ ド ロ ム コ ン 酸 お よ  
び ／ ま た は ア ジ ピ ン 酸 で あ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 有 機 酸 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
  配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て ８ ４ 番 目 に 相 当 す る ア ラ ニ ン が 他 の ア ミ ノ 酸 に 置 換  
し た 変 異 を 有 す る 変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ を 発 現 可 能 な 遺 伝 子 を 含  
む 、 遺 伝 子 改 変 微 生 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
  前 記 変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ が 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お  
い て ８ ４ 番 目 に 相 当 す る ア ラ ニ ン が バ リ ン に 置 換 し た 変 異 を 有 す る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の  
遺 伝 子 改 変 微 生 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
  前 記 微 生 物 が 有 機 酸 生 産 能 を 有 す る 、 請 求 項 １ １ ま た は １ ２ に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 微 生 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
  請 求 項 １ ３ に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 微 生 物 を 、 炭 素 源 を 発 酵 原 料 と し て 含 む 培 地 に て 培 養 す  
る こ と を 含 む 、 有 機 酸 の 製 造 方 法 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ０ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 次 の （ １ ） ～ （ １ ０ ） か ら 構 成 さ れ る 。
（ １ ） 野 生 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ ～ 数 個 の  
ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 挿 入 お よ び ／ ま た は 欠 失 し た 変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ  
ロ グ を 発 現 可 能 な 遺 伝 子 を 含 み 、 か つ 、 Ｃ ｏ Ａ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を  
導 入 し た 、 遺 伝 子 改 変 微 生 物 。
（ ２ ） 前 記 変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ が 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列  
に お い て ア ミ ノ 酸 残 基 ７ ４ ～ １ ０ ０ に 相 当 す る 領 域 の １ ～ 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 挿 入 お  
よ び ／ ま た は 欠 失 し た 変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ で あ る 、 （ １ ） に 記  
載 の 遺 伝 子 改 変 微 生 物 。
（ ３ ） 前 記 変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ が 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列  
に お い て ８ ４ 番 目 に 相 当 す る ア ラ ニ ン が 他 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 し た 変 異 を 有 す る 変 異 型 Ｙ ｅ  
ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ で あ る 、 （ １ ） ま た は （ ２ ） に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 微 生  
物 。
（ ４ ） 前 記 変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ を 発 現 可 能 な 遺 伝 子 を ゲ ノ ム 上  
に 有 す る 、 （ １ ） ～ （ ３ ） の い ず れ か に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 微 生 物 。
（ ５ ） ゲ ノ ム 上 の 野 生 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ を 発 現 可 能 な 遺 伝 子 が 、  
前 記 変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ を 発 現 可 能 な 遺 伝 子 に 変 異 ま た は 置 換  
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し た 、 （ ４ ） に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 微 生 物 。
（ ６ ） 前 記 変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ が 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列  
に お い て ８ ４ 番 目 に 相 当 す る ア ラ ニ ン が バ リ ン に 置 換 し た 変 異 を 有 す る 、 （ １ ） ～ （ ５ ）  
の い ず れ か に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 微 生 物 。
（ ７ ） 前 記 微 生 物 が 有 機 酸 生 産 能 を 有 す る 、 （ １ ） ～ （ ６ ） の い ず れ か に 記 載 の 遺 伝 子 改  
変 微 生 物 。
（ ８ ） 前 記 微 生 物 が 、 Ｓ ｅ ｒ ｒ ａ ｔ ｉ ａ 属 、 Ｅ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ ｉ ｃ ｈ ｉ ａ 属 、 Ａ ｃ ｔ ｉ ｎ ｏ ｂ  
ａ ｃ ｉ ｌ ｌ ｕ ｓ 属 、 Ｂ ａ ｓ ｆ ｉ ａ 属 、 Ｐ ｓ ｅ ｕ ｄ ｏ ｍ ｏ ｎ ａ ｓ 属 、 Ｈ ａ ｆ ｎ ｉ ａ 属 、 Ａ ｃ  
ｉ ｎ ｅ ｔ ｏ ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ 属 、 Ｓ ｈ ｉ ｍ ｗ ｅ ｌ ｌ ｉ ａ 属 ま た は Ａ ｅ ｒ ｏ ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ 属 に 属  
す る 微 生 物 で あ る 、 （ １ ） ～ （ ７ ） の い ず れ か に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 微 生 物 。
（ ９ ） （ ７ ） ま た は （ ８ ） に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 微 生 物 を 、 炭 素 源 を 発 酵 原 料 と し て 含 む 培  
地 に て 培 養 す る こ と を 含 む 、 有 機 酸 の 製 造 方 法 。
（ １ ０ ） 前 記 有 機 酸 が 、 コ ハ ク 酸 、 酢 酸 、 ３ － ヒ ド ロ キ シ ア ジ ピ ン 酸 、 α － ヒ ド ロ ム コ ン  
酸 お よ び ／ ま た は ア ジ ピ ン 酸 で あ る 、 （ ９ ） に 記 載 の 有 機 酸 の 製 造 方 法 。
（ １ １ ） 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て ８ ４ 番 目 に 相 当 す る ア ラ ニ ン が 他 の ア ミ ノ 酸  
に 置 換 し た 変 異 を 有 す る 変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ を 発 現 可 能 な 遺 伝  
子 を 含 む 、 遺 伝 子 改 変 微 生 物 。
（ １ ２ ） 前 記 変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ が 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配  
列 に お い て ８ ４ 番 目 に 相 当 す る ア ラ ニ ン が バ リ ン に 置 換 し た 変 異 を 有 す る 、 （ １ １ ） に 記  
載 の 遺 伝 子 改 変 微 生 物 。
（ １ ３ ） 前 記 微 生 物 が 有 機 酸 生 産 能 を 有 す る 、 （ １ １ ） ま た は （ １ ２ ） に 記 載 の 遺 伝 子 改  
変 微 生 物 。
（ １ ４ ） （ １ ３ ） に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 微 生 物 を 、 炭 素 源 を 発 酵 原 料 と し て 含 む 培 地 に て 培  
養 す る こ と を 含 む 、 有 機 酸 の 製 造 方 法 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ２ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 改 変 微 生 物 に て 変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ を 発 現 さ  
せ る 方 法 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 公 知 の 手 法 に よ る 、 内 在 の Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ  
モ ロ グ を コ ー ド す る 遺 伝 子 へ の 変 異 の 導 入 、 微 生 物 内 で 自 律 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー を 利  
用 し た 変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 導 入 、 微 生 物  
の ゲ ノ ム 上 へ の 相 同 組 換 え 等 の 手 法 を 用 い た 変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ  
グ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 導 入 、 ま た は 内 在 の Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ を コ  
ー ド す る 遺 伝 子 の 、 変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ を コ ー ド す る 遺 伝 子 へ  
の 置 換 な ど の 方 法 が 具 体 例 と し て 挙 げ ら れ る が 、 本 発 明 の 遺 伝 子 改 変 型 微 生 物 で は 、 微 生  
物 内 で 自 律 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー に 当 該 遺 伝 子 を 組 み 込 み 微 生 物 に 導 入 す る 方 法 、 ま た  
は 内 在 の Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ を コ ー ド す る 遺 伝 子 へ の 変 異 の 導 入 や 、  
微 生 物 の ゲ ノ ム 上 へ の 相 同 組 換 え 等 の 手 法 を 用 い て 変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の  
ホ モ ロ グ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 微 生 物 の ゲ ノ ム に 導 入 す る こ と に よ り 、 変 異 型 Ｙ ｅ ｅ Ｘ タ  
ン パ ク 質 ま た は そ の ホ モ ロ グ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 宿 主 微 生 物 の ゲ ノ ム 上 に 置 換 す る 方 法  
が 好 ま し い 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ４ 】



10

20

30

40

50

JP WO2021/230222 A5 2024.5.7(4)

　 前 記 遺 伝 子 改 変 微 生 物 の 培 養 物 中 に 、 有 機 酸 が 回 収 可 能 な 量 ま で 生 産 さ れ た 後 、 生 産 さ  
れ た 当 該 生 産 物 を 回 収 す る こ と が で き る 。 生 産 さ れ た 当 該 生 産 物 の 回 収 、 例 え ば 単 離 は 、  
蓄 積 量 が 適 度 に 高 ま っ た 時 点 で 培 養 を 停 止 し 、 そ の 培 養 物 か ら 、 発 酵 生 産 物 を 採 取 す る 一  
般 的 な 方 法 に 準 じ て 行 う こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 遠 心 分 離 、 ろ 過 な ど に よ り 菌 体 を 分  
離 し た の ち 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 活 性 炭 処 理 、  
結 晶 化 、 膜 分 離 、 蒸 溜 な ど に よ り 、 当 該 生 産 物 を 培 養 物 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 よ り  
具 体 的 に は 、 当 該 生 産 物 の 塩 に 酸 性 分 を 添 加 し て 析 出 物 を 回 収 す る 方 法 、 培 養 物 を 逆 浸 透  
膜 や エ バ ポ レ ー タ ー な ど を 用 い た 濃 縮 操 作 に よ り 水 を 除 去 し て 当 該 生 産 物 の 濃 度 を 高 め た  
後 、 蒸 溜 操 作 に よ り 回 収 、 ま た は 冷 却 結 晶 化 や 断 熱 結 晶 化 に よ り 当 該 生 産 物 お よ び ／ ま た  
は 当 該 生 産 物 の 塩 の 結 晶 を 析 出 さ せ 、 遠 心 分 離 や ろ 過 な ど に よ り 当 該 生 産 物 お よ び ／ ま た  
は 当 該 生 産 物 の 塩 の 結 晶 を 得 る 方 法 、 培 養 物 に ア ル コ ー ル を 添 加 し て 当 該 生 産 物 を エ ス テ  
ル と し た 後 、 蒸 溜 操 作 に よ り 当 該 生 産 物 の エ ス テ ル を 回 収 後 、 加 水 分 解 に よ り 当 該 生 産 物  
を 得 る 方 法 な ど を 挙 げ る こ と が 出 来 る が こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 ま た 、 こ れ ら  
の 回 収 方 法 は 生 成 物 の 物 性 な ど に よ り 適 当 に 選 択 し て 最 適 化 す る こ と が で き る 。
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