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【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
　 　 【 請 求 項 １ 】 　 配 列 番 号 ： ４ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 親 バ ス ル ス ・ リ ケ ニ ホ ル ミ
ス （ Bacillus licheniformis） α － ア ミ ラ ー ゼ 又 は 当 該 配 列 に 対 し て 少 な く と も 60％ の 配
列 同 一 性 を 有 す る α － ア ミ ラ ー ゼ の 変 異 体 で あ っ て 、 S356及 び Y358か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る １ 又 は 複 数 の 位 置 の 変 化 、 あ る い は E376K、 S417S及 び A420Q,Rか ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る １ 又 は 複 数 の 置 換 を 含 み 、 こ こ で
　 （ ａ ） 前 記 変 化 が 独 立 に 、
　 　 （ ｉ ） 前 記 位 置 を 占 め る ア ミ ノ 酸 の 下 流 へ の ア ミ ノ 酸 の 挿 入 、
　 　 （ ii） 前 記 位 置 を 占 め る ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 又 は
　 　 （ iii ） 前 記 位 置 を 占 め る ア ミ ノ 酸 の 他 の ア ミ ノ 酸 に よ る 置 換 、
　 で あ り ；
　 （ ｂ ） 前 記 変 異 体 は α － ア ミ ラ ー ゼ 活 性 を 有 し ； そ し て
　 （ ｃ ） 各 位 置 は 配 列 番 号 ： ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 親 α － ア ミ ラ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列
の 位 置 に 対 応 す る ；



　 こ と を 特 徴 と す る 変 異 体 。
　 　 【 請 求 項 ２ 】 　 前 記 親 α － ア ミ ラ ー ゼ が 、 バ チ ル ス ・ リ ケ ニ ホ ル ミ ス （ B. lichenifo
rmis） 、 特 に バ チ ル ス ・ リ ケ ニ ホ ル ミ ス （ B. licheniformis） の 株 ATCC 27811、 バ チ ル ス
・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス （ B. amyloliquefaciens） 、 バ チ ル ス ・ ス テ ア ロ サ ー モ フ ィ
ル ス （ B. stearothermophilus） 、 又 は バ チ ル ス ・ ス ペ ー シ ス （ Bacillus sp.）  NCIB 122
89、 NCIB 12512、 NCIB 12513も し く は DSM 9375 の 菌 株 に 由 来 す る 請 求 項 １ に 記 載 の 変 異
体 。
　 　 【 請 求 項 ３ 】 　 前 記 親 α － ア ミ ラ ー ゼ が 、 配 列 番 号 ：  1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 及 び 8 
に 記 載 の 群 か ら 選 択 さ れ た α － ア ミ ラ ー ゼ の い ず れ か で あ る 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 変 異
体 。
　 　 【 請 求 項 ４ 】 　 前 記 親 α － ア ミ ラ ー ゼ が 、 配 列 番 号 ：  4 と 、 少 な く と も 65%、 好 ま し
く は 70%,さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 80%, さ ら に も っ と 好 ま し く は 少 な く と も 約 90%、 さ
ら に も っ と 好 ま し く は 少 な く と も 95%、 さ ら に も っ と 好 ま し く は 少 な く と も 97%、 そ し て さ
ら に も っ と 好 ま し く は 少 な く と も 97%、 と い う 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求
項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 変 異 体 。
　 　 【 請 求 項 ５ 】 　 前 記 親 α － ア ミ ラ ー ゼ が 、 配 列 番 号 ：  12 の 核 酸 配 列 と 、 中 程 度 の 、
好 ま し く は 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 の 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー
ド さ れ る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 変 異 体 。
　 　 【 請 求 項 ６ 】 　 前 記 親 α － ア ミ ラ ー ゼ が 、 配 列 番 号 ：  4 に 示 さ れ て い る バ チ ル ス ・
リ ケ ニ ホ ル ミ ス （ B. licheniformis） α － ア ミ ラ ー ゼ と 配 列 番 号 ：  5 に 示 さ れ て い る バ
チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス （ B. amylioliquefaciens） α － ア ミ ラ ー ゼ の ハ イ ブ
リ ッ ド 、 特 に 配 列 番 号 ： ５ に 示 す バ ス ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス α － ア ミ ラ ー ゼ の
Ｎ － 末 端 の 33ア ミ ノ 酸 に よ り Ｎ － 末 端 の 35ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ て い る 点 を 除 き 配 列 番 号 ：
４ の バ シ ル ス ・ リ ケ ニ ホ ル メ ス α － ア ミ ラ ー ゼ と 同 一 で あ る ハ イ ブ リ ド バ ス ル ス α － ア ミ
ラ ー ゼ 、 特 に H156Y＋ 181T＋ 190F＋ 209V＋ 264S（ 配 列 番 号 ： ４ の ナ ン バ リ ン グ を 用 い る ）
の 変 異 を 更 に 有 す る ハ イ ブ リ ド バ ス ル ス α － ア ミ ラ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か
１ 項 に 記 載 の 変 異 体 。
　 　 【 請 求 項 ７ 】 　 前 記 親 α － ア ミ ラ ー ゼ が 、 さ ら に 、 次 の 位 置 ： K176, I201, 及 び H205
（ 配 列 番 号 ：  4 の 番 号 付 け に よ る ） の １ 又 は 複 数 に 突 然 変 異 を 有 し 、 特 に 次 の 置 換 ： K17
6R, I201F, 又 は H205N（ 配 列 番 号 ：  4 の 番 号 付 け に よ る ） の １ 又 は 複 数 を 有 し 、 あ る い
は 親 α － ア ミ ラ ー ゼ が 、 次 の 置 換 ： K176R+ 201F+H205N（ 配 列 番 号 ：  4 の 番 号 付 け に よ る
） 、 を 有 す る 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 変 異 体 。
　 　 【 請 求 項 ８ 】 　 前 記 変 異 体 が  S356A又 は Y358F の １ 又 は 複 数 置 換 を 有 す る 、 請 求 項 １
～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 変 異 体 。
　 　 【 請 求 項 ９ 】 　 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の α － ア ミ ラ ー ゼ 変 異 体 を コ ー ド
す る DNA配 列 を 含 む DNA構 築 物 。
　 　 【 請 求 項 １ ０ 】 　 請 求 項 ９ に 記 載 の DNA構 築 物 を 有 す る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 。
　 　 【 請 求 項 １ １ 】 　 請 求 項 ９ に 記 載 の DNA構 築 物 又 は 請 求 項 10に 記 載 の ベ ク タ ー に よ っ
て 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 。
　 　 【 請 求 項 １ ２ 】 　 微 生 物 、 特 に 細 菌 又 は 菌 類 で あ る 、 請 求 項 11に 記 載 の 細 胞 。
　 　 【 請 求 項 １ ３ 】 　 細 胞 が バ チ ル ス ・ ズ ブ チ リ ス （ Bacillus subtilis） , バ チ ル ス ・
リ ケ ニ ホ ル ミ ス （ Bacillus licheniformis） , バ チ ル ス ・ レ ン タ ス （ Bacillus lentus） ,
 バ チ ル ス ・ ブ レ ビ ス （ Bacillus brevis） , バ チ ル ス ・ ス テ ア ロ サ ー モ フ ィ ル ス （ Bacill
us stearothermophilus） , バ チ ル ス ・ ア ル カ ロ フ ィ ル ス （ Bacillus alkalophilus） , バ
チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ エ ン ス （ Bacillus amyloliquefaciens） , バ チ ル ス ・ コ ア グ
ラ ン ス （ Bacillus coagulans） , バ チ ル ス ・ サ ー キ ュ ラ ン ス （ Bacillus circulans） , バ
チ ル ス ・ ラ ウ ト ス （ Bacillus lautus） , 又 は  バ チ ル ス ・ ツ リ ン ギ エ ン シ ス （ Bacillus t
huringiensis） な ど の グ ラ ム 陽 性 細 菌 で あ る 請 求 項 12に 記 載 の 細 胞 。
　 　 【 請 求 項 １ ４ 】 　 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の α － ア ミ ラ ー ゼ 変 異 体 を 、 例
え ば ほ こ り が た た な い 顆 粒 、 安 定 化 さ れ た 液 体 、 又 は 保 護 さ れ た 酵 素 と い う 形 態 で 、 含 む
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洗 剤 添 加 物 。
　 　 【 請 求 項 １ ５ 】 　 0.02-200 mg の 酵 素 タ ン パ ク 質 ／ g 添 加 物 を 含 む 請 求 項 14に 記 載 の
洗 剤 添 加 物 。
　 　 【 請 求 項 １ ６ 】 　 さ ら に 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 リ パ ー ゼ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 他 の 澱 粉 分
解 酵 素 及 び ／ 又 は セ ル ラ ー ゼ 、 な ど 別 の 酵 素 を 含 む 請 求 項 14又 は 15に 記 載 の 洗 剤 添 加 物 。
　 　 【 請 求 項 １ ７ 】 　 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の α － ア ミ ラ ー ゼ 変 異 体 を 含 む
洗 剤 組 成 物 。
　 　 【 請 求 項 １ ８ 】 　 さ ら に 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 リ パ ー ゼ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 他 の 澱 粉 分
解 酵 素 及 び ／ 又 は セ ル ラ ー ゼ 、 な ど 別 の 酵 素 を 含 む 請 求 項 17に 記 載 の 洗 剤 組 成 物 。
　 　 【 請 求 項 １ ９ 】 　 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か に 記 載 の α － ア ミ ラ ー ゼ 変 異 体 を 含 む 手 動
又 は 自 動 食 器 洗 浄 洗 剤 組 成 物 。
　 　 【 請 求 項 ２ ０ 】 　 さ ら に 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 リ パ ー ゼ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 別 の 澱 粉 分
解 酵 素 及 び ／ 又 は セ ル ラ ー ゼ 、 な ど 別 の 酵 素 を 含 む 請 求 項 19に 記 載 の 食 器 洗 浄 洗 剤 組 成 物
。
　 　 【 請 求 項 ２ １ 】 　 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の α － ア ミ ラ ー ゼ 変 異 体 を 含 む
手 動 又 は 自 動 洗 濯 洗 浄 組 成 物 。
　 　 【 請 求 項 ２ ２ 】 　 さ ら に 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 リ パ ー ゼ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 別 の 澱 粉 分
解 酵 素 、 及 び ／ 又 は 、 セ ル ラ ー ゼ 、 な ど 別 の 酵 素 を 含 む 請 求 項 21に 記 載 の 洗 濯 洗 浄 組 成 物
。
　 　 【 請 求 項 ２ ３ 】 　 （ ｉ ） 配 列 番 号 ：  4 に 示 さ れ る 配 列 を 有 す る バ チ ル ス ・ リ ケ ニ ホ
ル ミ ス （ B. licheniformis） か ら の α － ア ミ ラ ー ゼ と 、 配 列 番 号 ：  3 に 示 さ れ る 配 列 を
有 す る バ チ ル ス ・ ス テ ア ロ サ ー モ フ ィ ル ス （ B. stearothermophilus）  α － ア ミ ラ ー ゼ （
タ ー マ ミ ル （ Termamyl） 様 の 親 α － ア ミ ラ ー ゼ と し て の ） か ら 得 ら れ る 請 求 項 １ ～ ８ の い
ず れ か １ 項 に 記 載 の １ 又 は 複 数 の 変 異 体 と の 混 合 物 ； 又 は
　 （ ii） 配 列 番 号 ：  3 に 示 さ れ る 配 列 を 有 す る バ チ ル ス ・ ス テ ア ロ サ ー モ フ ィ ル ス （ B. 
stearothermophilus） か ら の α － ア ミ ラ ー ゼ と 、 １ 又 は 複 数 の 他 の タ ー マ ミ ル （ Termamyl
） 様 の 親 α － ア ミ ラ ー ゼ か ら 得 ら れ る 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か に 記 載 の １ 又 は 複 数 の 変 異
体 と の 混 合 物 ； 又 は
　 （ iii） 配 列 番 号 ：  3 に 示 さ れ る 配 列 を 有 す る バ チ ル ス ・ ス テ ア ロ サ ー モ フ ィ ル ス （ B.
 stearothermophilus） α － ア ミ ラ ー ゼ （ タ ー マ ミ ル （ Termamyl） 様 の 親 α － ア ミ ラ ー ゼ
と し て ） か ら 得 ら れ る 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か に 記 載 の １ 又 は 複 数 の 変 異 体 と 、 １ 又 は 複
数 の 他 の タ ー マ ミ ル （ Termamyl） 様 の 親 α － ア ミ ラ ー ゼ か ら 得 ら れ る 本 発 明 に よ る １ 又 は
複 数 の 変 異 体 と の 混 合 物 ；
を 含 む 組 成 物 。
　 　 【 請 求 項 ２ ４ 】 　 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の α － ア ミ ラ ー ゼ 変 異 体 又 は 請
求 項 23に 記 載 の 組 成 物 の 、 洗 濯 及 び ／ 又 は 食 器 洗 浄 の た め 、 織 物 の サ イ ズ 剤 除 去 の た め 、
又 は 澱 粉 液 化 の た め の 使 用 。
　 　 【 請 求 項 ２ ５ 】 　 配 列 番 号 ： ４ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 親 バ ス ル ス ・ リ ケ ニ ホ ル
ミ ス （ Bacillus licheniformis） α － ア ミ ラ ー ゼ 又 は 当 該 配 列 に 対 し て 少 な く と も 60％ の
配 列 同 一 性 を 有 す る 親 α － ア ミ ラ ー ゼ の 変 異 体 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 該 変 異 体 は 高 い
温 度 で 親 に 比 べ て 大 き な 安 定 性 を 示 し 、
　 （ ａ ） 親 α － ア ミ ラ ー ゼ を コ ー ド 化 し て い る DNA配 列 に ラ ン ダ ム 突 然 変 異 を 誘 発 さ せ る
ス テ ッ プ ；
　 （ ｂ ） ス テ ッ プ （ ａ ） で 得 ら れ た 突 然 変 異 し た DNA配 列 を 宿 主 細 胞 で 発 現 さ せ る ス テ ッ
プ ； 及 び
　 （ ｃ ） 高 い 温 度 で 親 α － ア ミ ラ ー ゼ に 比 べ て 大 き な 安 定 性 を 示 す 突 然 変 異 し た α － ア ミ
ラ ー ゼ を 発 現 す る 宿 主 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ す る ス テ ッ プ ；
を 含 む 方 法 。

(3) JP 2002-530072 A5 2007.1.11


	header
	written-amendment

