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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 4月 1日 (2004.4.1)
【 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 】
Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン （ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ ） 、 ピ ル ビ ン 酸 お よ び シ チ ジ ン ５ ’ － モ ノ リ ン
酸 （ Ｃ Ｍ Ｐ ） を 含 有 す る 反 応 系 に 、 酵 母 菌 体 、 Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン － ６ リ ン 酸  ２
－ エ ピ メ ラ ー ゼ （ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｐ  ２ － エ ピ メ ラ ー ゼ ） 、 Ｎ － ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸
リ ア ー ゼ （ Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ リ ア ー ゼ ） お よ び Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ － ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 シ ン セ タ ー ゼ
（ Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ ン セ タ ー ゼ ） を 添 加 し 、 反 応 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 Ｃ Ｍ Ｐ －
Ｎ － ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 （ Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ ） の 製 造 法 。
【 請 求 項 ２ 】
Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン （ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ ） お よ び ピ ル ビ ン 酸 を 含 有 す る 反 応 系 に 、 Ｎ －
ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン － ６ リ ン 酸  ２ － エ ピ メ ラ ー ゼ （ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｐ  ２ － エ ピ メ ラ
ー ゼ ） お よ び Ｎ － ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 リ ア ー ゼ （ Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ リ ア ー ゼ ） を 添 加 し て Ｎ －
ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 （ Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ ） を 合 成 し 、 続 け て 、 こ の 反 応 系 に シ チ ジ ン ５ ’ － モ
ノ リ ン 酸 （ Ｃ Ｍ Ｐ ） 、 酵 母 菌 体 お よ び シ チ ジ ン ５ ’ － モ ノ リ ン 酸 Ｎ － ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン
酸 シ ン セ タ ー ゼ （ Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ ン セ タ ー ゼ ） を 添 加 し て Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ － ア セ チ ル ノ
イ ラ ミ ン 酸 （ Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ ） を 合 成 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 製 造 法 。
【 請 求 項 ３ 】
Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｐ  ２ － エ ピ メ ラ ー ゼ 、 Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ リ ア ー ゼ 及 び Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ
ン セ タ ー ゼ と し て 、 細 胞 （ 形 質 転 換 体 を 含 む ） ま た は そ の 処 理 物 を 使 用 す る 、 請 求 項 １ 記
載 の 製 造 法 。
【 請 求 項 ４ 】
Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｐ  ２ － エ ピ メ ラ ー ゼ と Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ リ ア ー ゼ の そ れ ぞ れ の 活 性 を 増 強 さ
せ た 形 質 転 換 体 と Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ ン セ タ ー ゼ 活 性 を 有 す る 菌 体 処 理 物 を 使 用 す る 、
請 求 項 １ 記 載 の 製 造 法 。
【 請 求 項 ５ 】
Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン （ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ ） お よ び シ チ ジ ン ５ ’ － モ ノ リ ン 酸 （ Ｃ Ｍ Ｐ ）
を 含 有 す る 反 応 系 に 、 酵 母 菌 体 、 Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン － ６ リ ン 酸  ２ － エ ピ メ ラ ー
ゼ （ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｐ  ２ － エ ピ メ ラ ー ゼ ） 、 Ｎ － ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 シ ン セ タ ー ゼ
（ Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ ン セ タ ー ゼ ） お よ び Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ － ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 シ ン セ タ ー ゼ （ Ｃ



Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ ン セ タ ー ゼ ） を 添 加 し 、 反 応 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ －
ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 （ Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ ） の 製 造 法 。
【 請 求 項 ６ 】
Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｐ  ２ － エ ピ メ ラ ー ゼ 、 Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ ン セ タ ー ゼ 及 び Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ
ｃ シ ン セ タ ー ゼ と し て 、 細 胞 （ 形 質 転 換 体 を 含 む ） ま た は そ の 処 理 物 を 使 用 す る 、 請 求 項
１ 記 載 の 製 造 法 。
【 請 求 項 ７ 】
Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｐ  ２ － エ ピ メ ラ ー ゼ と Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ ン セ タ ー ゼ の そ れ ぞ れ の 活 性 を 増
強 さ せ た 形 質 転 換 体 と Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ ン セ タ ー ゼ 活 性 を 有 す る 菌 体 処 理 物 を 使 用 す
る 、 請 求 項 １ 記 載 の 製 造 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 １ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ２ 】
す な わ ち 、 本 発 明 は 、 Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン （ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ ） 、 ピ ル ビ ン 酸 お よ び シ
チ ジ ン ５ ’ － モ ノ リ ン 酸 （ Ｃ Ｍ Ｐ ） を 含 有 す る 反 応 系 に 、 酵 母 菌 体 、 Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ
サ ミ ン － ６ リ ン 酸  ２ － エ ピ メ ラ ー ゼ （ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｐ  ２ － エ ピ メ ラ ー ゼ ） 、 Ｎ － ア
セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 リ ア ー ゼ （ Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ リ ア ー ゼ ） 、 お よ び Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ － ア セ チ ル ノ イ
ラ ミ ン 酸 シ ン セ タ ー ゼ （ Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ ン セ タ ー ゼ ） を 添 加 し 、 反 応 さ せ る こ と を
特 徴 と す る 、 Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ － ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 （ Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ ） の 製 造 法 に 関 す
る も の で あ る 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ４ 】
ま た 、 本 発 明 は 、 Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン （ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ ） お よ び シ チ ジ ン ５ ’ － モ ノ
リ ン 酸 （ Ｃ Ｍ Ｐ ） を 含 有 す る 反 応 系 に 、 酵 母 菌 体 、 Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン － ６ リ ン 酸
 ２ － エ ピ メ ラ ー ゼ （ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｐ  ２ － エ ピ メ ラ ー ゼ ） 、 Ｎ － ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン
酸 シ ン セ タ ー ゼ （ Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ ン セ タ ー ゼ ） お よ び Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ － ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 シ
ン セ タ ー ゼ （ Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ ン セ タ ー ゼ ） を 添 加 し 、 反 応 さ せ る こ と を 特 徴 と す る
、 Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ － ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 （ Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ ） の 製 造 法 に 関 す る も の で あ
る 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 の Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ の 合 成 反 応 経 路 を 模 式 的 に 示 す と 、 以 下 の （ Ａ ） Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ
リ ア ー ゼ を 用 い た 方 法 と （ Ｂ ） Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ ン セ タ ー ゼ を 用 い た 方 法 で あ る 。 な お 、 （ Ｂ
） の 反 応 系 に 必 須 の ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 （ Ｐ Ｅ Ｐ ） は 、 グ ル コ ー ス か ら 酵
母 並 び に 大 腸 菌 の 生 体 （ 代 謝 ） 反 応 に よ り 合 成 、 供 給 さ れ る の で 、 反 応 系 に ホ ス ホ エ ノ ー
ル ピ ル ビ ン 酸 （ Ｐ Ｅ Ｐ ） を 添 加 す る 必 要 は な い 。
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ９
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【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ９ 】
（ １ ） 酵 素 等 の 調 製
上 記 （ Ａ ） 及 び （ Ｂ ） の 反 応 系 に 添 加 す る Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン － ６ リ ン 酸  ２ － エ
ピ メ ラ ー ゼ （ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｐ  ２ － エ ピ メ ラ ー ゼ ） と は 、 上 記 の Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ  ６
－ リ ン 酸 か ら Ｍ ａ ｎ Ｎ Ａ ｃ  ６ － リ ン 酸 へ の 変 換 反 応 を 触 媒 す る 活 性 を 有 す る も の を 意 味
し 、 上 記 （ Ａ ） の 反 応 系 に 添 加 す る Ｎ － ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 リ ア ー ゼ （ Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ リ ア
ー ゼ ） と は 、 上 記 の Ｍ ａ ｎ Ｎ Ａ ｃ と ピ ル ビ ン 酸 を 基 質 と し て Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ を 合 成 す る 反
応 を 触 媒 す る 活 性 を 有 す る も の を 意 味 し 、 上 記 （ Ｂ ） の 反 応 系 に 添 加 す る Ｎ － ア セ チ ル ノ
イ ラ ミ ン 酸 シ ン セ タ ー ゼ （ Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ ン セ タ ー ゼ ） と は 、 上 記 の Ｍ ａ Ｎ Ａ ｃ と ホ ス
ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 （ Ｐ Ｅ Ｐ ） を 基 質 と し て Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ を 合 成 す る 反 応 を 触 媒 す る 活 性
を 有 す る も の を 意 味 し 、 上 記 （ Ａ ） 及 び （ Ｂ ） の 反 応 系 に 添 加 す る Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ － ア セ チ ル
ノ イ ラ ミ ン 酸 シ ン セ タ ー ゼ （ Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ ン セ タ ー ゼ ） と は 、 上 記 の Ｎ ｅ ｕ
Ａ ｃ と Ｃ Ｔ Ｐ を 基 質 と し て Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ を 合 成 す る 反 応 を 触 媒 す る 活 性 を 有 す る も
の を 意 味 す る 。
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ２ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
こ れ ら の 酵 素 活 性 を 有 す る

調 製 の 簡 便 性 な ど の 点 か ら 、 微 生 物 由 来 の も の を 使 用 す る の
が 好 都 合 で あ る 。 微 生 物 由 来 の Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｐ  ２ － エ ピ メ ラ ー ゼ 、 Ｎ － ア セ チ ル ノ
イ ラ ミ ン 酸 リ ア ー ゼ 、 Ｎ － ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 シ ン セ タ ー ゼ 及 び Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ
ン セ タ ー ゼ は 公 知 の 酵 素 で あ り 、 常 法 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。
【 手 続 補 正 ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ２ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ２ １ 】
ま た 、 当 該 酵 素 活 性 を 増 強 さ せ る た め の 手 段 と し て 、 該 酵 素 遺 伝 子 群 （ J.Bacteriol.,181
,47-54,1999、 J.Bacteriol.,181,4526-4532,1999、 Nucleic Acids.Res.,13,8843-8852,19
85、 Agric.Biol.Chem.,50,2155-2158,1986、 FEMS Microbiol.Lett.,75,161-166,1992、 J.
Biol.Chem.,271,15373-15380,1996、 J.Biol.Chem.,264,14769-14774,1989、 J.Bacteriol.
,177,312-319,1995、 Mol.Microbiol.,35,1120-1134,2000） を ク ロ ー ン 化 し 、 菌 体 内 で こ
れ を 大 量 発 現 さ せ た 微 生 物 種 を 用 い る 、 い わ ゆ る 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 手 法 を 用 い る の が 好 適 で あ
る 。 そ の 際 に 、 ２ つ 以 上 の 遺 伝 子 を 共 発 現 さ せ て 得 ら れ る 菌 体 ま た は そ の 処 理 物 を 用 い る
こ と も で き

【 手 続 補 正 ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ １ 】
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丸 １

丸 ２

丸 ４

丸 ３

も の と し て は 、 当 該 活 性 を 有 す る 細 胞 （ 形 質 転 換 体 を 含 む ） ま
た は そ の 処 理 物 を 例 示 で き 、

、 特 に 、 Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｐ  ２ － エ ピ メ ラ ー ゼ と Ｎ － ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸
リ ア ー ゼ の そ れ ぞ れ の 酵 素 活 性 を 増 強 さ せ た 形 質 転 換 体 、 ま た は Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｐ  ２
－ エ ピ メ ラ ー ゼ と Ｎ － ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 シ ン セ タ ー ゼ の そ れ ぞ れ の 酵 素 活 性 を 増 強 さ
せ た 形 質 転 換 体 の 使 用 が 好 適 で あ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。



（ Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ リ ア ー ゼ を 用 い た 方 法 ）
Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ の 合 成 反 応 は 、 Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ 、 Ｃ Ｍ Ｐ お よ び ピ ル ビ ン 酸 を 含 有 す る 反
応 系 に 、 Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｐ  ２ － エ ピ メ ラ ー ゼ 、 Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ リ ア ー ゼ 、 お よ び Ｃ Ｍ Ｐ －
Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ ン セ タ ー ゼ を 反 応 液 １ ｍ Ｌ 当 た り そ れ ぞ れ ０ ． ２ ｍ ｇ 以 上 、 好 ま し く は ２ ～
１ ０ ０ ｍ ｇ 、 乾 燥 酵 母 を １ ～ ２ ０ ％ （ ｗ ／ ｖ ） 添 加 し 、 ５ ０ ℃ 以 下 、 好 ま し く は １ ５ ～ ４
０ ℃ で １ ～ １ ５ ０ 時 間 程 度 、 必 要 に よ り 撹 拌 し な が ら 反 応 さ せ る こ と に よ り 実 施 で き る 。
【 手 続 補 正 ９ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ２ 】
ま た 、 上 記 反 応 に お い て は 、 Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ お よ び ピ ル ビ ン 酸 を 含 有 す る 反 応 系 に 、 Ｇ ｌ ｃ
Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｐ  ２ － エ ピ メ ラ ー ゼ お よ び Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ リ ア ー ゼ を 添 加 し 、 ５ ０ ℃ 以 下 、 好 ま
し く は １ ５ ～ ４ ０ ℃ で １ ～ ５ ０ 時 間 程 度 反 応 さ せ て Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ を 合 成 し 、 次 い で Ｃ Ｍ Ｐ 、
酵 母 菌 体 お よ び Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ ン セ タ ー ゼ を 添 加 し 、 ５ ～ ５ ０ 時 間 程 度 反 応 さ せ て
Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ を 合 成 す る ２ 段 階 の 反 応 を 行 う こ と で Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ の 合 成 収 率
を 向 上 さ せ る こ と が で き る 。 な お 、 Ｃ Ｍ Ｐ は あ ら か じ め Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ 合 成 時 に 反 応 系 に 添 加
し て お い て も か ま わ な い 。
【 手 続 補 正 １ ０ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ３ 】
（ Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ ン セ タ ー ゼ を 用 い た 方 法 ）
Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ の 合 成 反 応 は 、 Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ 及 び Ｃ Ｍ Ｐ を 含 有 す る 反 応 系 に 、 Ｇ ｌ ｃ
Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｐ  ２ － エ ピ メ ラ ー ゼ 、 Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ ン セ タ ー ゼ 、 お よ び Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ
シ ン セ タ ー ゼ を 反 応 液 １ ｍ Ｌ 当 た り そ れ ぞ れ ０ ． ２ ｍ ｇ 以 上 、 好 ま し く は ２ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ
、 乾 燥 酵 母 を １ ～ ２ ０ ％ （ ｗ ／ ｖ ） 添 加 し 、 ５ ０ ℃ 以 下 、 好 ま し く は １ ５ ～ ４ ０ ℃ で １ ～
１ ５ ０ 時 間 程 度 、 必 要 に よ り 撹 拌 し な が ら 反 応 さ せ る こ と に よ り 実 施 で き る 。
【 手 続 補 正 １ １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ４ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ４ ９ 】

Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ ン セ タ ー ゼ を コ ー ド す る ｎ ｅ ｕ Ａ 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ
Ｈ ． ｉ ｎ ｆ ｌ ｕ ｅ ｎ ｚ ａ ｅ 　 の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ を テ ン ペ レ ー ト と し て 、 以 下 に 示 す ２
種 類 の プ ラ イ マ ー Ｄ Ｎ Ａ を 常 法 に 従 っ て 合 成 し 、 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り Ｈ ． ｉ ｎ ｆ ｌ ｕ ｅ ｎ ｚ ａ
ｅ の Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ ン セ タ ー ゼ （ ｎ ｅ ｕ Ａ ） 遺 伝 子 を 増 幅 し た 。
プ ラ イ マ ー （ Ｅ ） ： 5’ - TGCCATGGTGAAAATAATAATGACAAGAA -3’
プ ラ イ マ ー （ Ｆ ） ： 5’ - AACTGCAGTGCAGATCAAAAGTGCGGCC -3’
【 手 続 補 正 １ ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ２ 】

Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ ン セ タ ー ゼ の 調 製
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（ ５ ）
Ｒ ｄ 株

（ ６ ）



プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ ｒ ｃ ｓ ｉ ａ Ｂ Ｎ Ｐ を 保 持 す る 大 腸 菌 Ｊ Ｍ １ ０ ９ 菌 を 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の
ア ン ピ シ リ ン を 含 有 す る ２ × Ｙ Ｔ 培 地 １ ０ ０ ｍ Ｌ に 植 菌 し 、 ３ ７ ℃ で 振 と う 培 養 し た 。 ４
× １ ０ 8 個 ／ ｍ Ｌ に 達 し た 時 点 で 、 培 養 液 に 最 終 濃 度 ０ ． ２ ５ ｍ Ｍ に な る よ う に Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ
を 添 加 し 、 さ ら に ３ ７ ℃ で ６ 時 間 振 と う 培 養 を 続 け た 。 培 養 終 了 後 、 遠 心 分 離 （ ９ ， ０ ０
０ × ｇ ， １ ０ 分 ） に よ り 菌 体 を 回 収 し 、 ５ ｍ Ｌ の 緩 衝 液 （ １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 ト リ ス 塩 酸 （ ｐ Ｈ
７ ． ８ ） 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 ） に 懸 濁 し た 。 超 音 波 処 理 を 行 っ て 菌 体 を 破 砕 し 、 さ ら
に 遠 心 分 離 （ ２ ０ ， ０ ０ ０ × ｇ 、 １ ０ 分 ） に よ り 菌 体 残 さ を 除 去 し た 。
【 手 続 補 正 １ ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ６ 】

Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ の 合 成
上 記 （ ３ ） で 構 築 し た プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ ｒ ｃ Ａ Ｅ を 保 持 す る 大 腸 菌 　 Ｋ － １ ２ 株 　 Ｍ Ｅ ８ ４
１ ７ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ６ ８ ４ ７ ： 平 成 １ １ 年 ８ 月 １ ８ 日 　

） に さ せ 、 こ れ を 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の ア ン ピ シ リ ン を 含 有 す る
２ × Ｙ Ｔ 培 地 ５ ０ ０ ｍ Ｌ に 植 菌 し 、 ３ ７ ℃ で 振 と う 培 養 し た 。 菌 体 数 が ４ × １ ０ 8 個 ／ ｍ
Ｌ に 達 し た 時 点 で 、 培 養 液 に 最 終 濃 度 ０ ． ２ ｍ Ｍ に な る よ う に Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ を 添 加 し 、 さ ら に
３ ７ ℃ で ８ ． ５ 時 間 振 と う 培 養 を 続 け た 。 培 養 終 了 後 、 遠 心 分 離 （ ９ 、 ０ ０ ０ × ｇ 、 １ ０
分 ） に よ り ２ ５ ｍ Ｌ 培 養 液 分 の 菌 体 ５ ０ ｍ ｇ を 回 収 し 、 こ れ に ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｃ Ｍ Ｐ 、 １ ０ ０
ｍ Ｍ 　 Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ 、 ２ ０ ｍ Ｍ 　 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 グ ル コ ー ス 、 ２ ５ ０ ｍ Ｍ
　 ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ０ ． ５ ％ （ ｖ ／ ｖ ） キ シ レ ン を 含 有 す る ２ ０ ０ ｍ Ｍ 　 リ ン 酸 カ
リ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） ５ ｍ Ｌ を 添 加 し 、 ２ ８ ℃ で 攪 拌 し な が ら 反 応 を 行 っ た 。
【 手 続 補 正 １ ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ７ 】
反 応 開 始 ２ ４ 時 間 後 に 乾 燥 パ ン 酵 母 （ オ リ エ ン タ ル 酵 母 社 製 ） ２ ５ ０ ｍ ｇ 、 上 記 で
調 製 し た Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ ン セ タ ー ゼ （ ３ ． ４ ｕ ｎ ｉ ｔ ｓ ／ ｍ Ｌ 反 応 液 ） 及 び １ Ｍ 　
塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 溶 液 　 １ ０ ０ μ Ｌ を 添 加 し 、 合 計 ６ ２ 時 間 反 応 さ せ た 。 な お 、 反 応 開 始
１ ４ 時 間 後 に １ １ ０ ｍ ｇ の ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 、 ２ ４ 、 ３ ８ 時 間 後 に １ １ ０ ｍ ｇ ピ ル
ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 １ ８ ０ ｍ ｇ グ ル コ ー ス を 、 ４ ８ 時 間 後 に ５ ５ ｍ ｇ ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム 、 １ ８ ０ ｍ ｇ グ ル コ ー ス を そ れ ぞ れ 添 加 し た 。
反 応 液 上 清 を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 分 析 し た と こ ろ 、 ２ １ ． ４ ｍ Ｍ の Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ が 生 成
す る こ と が 認 め ら れ た 。
【 手 続 補 正 １ ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ６ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ６ １ 】
（ ２ ） ｃ ｍ ｋ 、 ｎ ｅ ｕ Ａ 遺 伝 子 共 発 現 プ ラ ス ミ ド の 構 築

で 得 ら れ た ｐ Ｔ ｒ ｃ ｓ ｉ ａ Ｂ Ｎ Ｐ プ ラ ス ミ ド を 制 限 酵 素 Ｎ ｃ ｏ Ｉ 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ で
切 断 し 、 ｎ ｅ ｕ Ａ 遺 伝 子 を 含 む Ｎ ｃ ｏ Ｉ － Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 断 片 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 用
い て 回 収 し た 。 こ れ を 同 じ く Ｎ ｃ ｏ Ｉ 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ で 消 化 し た 上 記 比 較 例 （ １ ） の ｐ Ｔ ｒ
ｃ Ｃ Ｍ Ｋ Ａ Ｂ プ ラ ス ミ ド と Ｔ ４ ラ イ ゲ ー ス を 用 い て 連 結 し た 。 こ の 連 結 反 応 液 を 用 い て 大
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独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研
究 所 　 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 地 １ 　 中 央 第 ６ （ 郵 便
番 号 ３ ０ ５ － ８ ５ ６ ６ ）

（ ６ ）

実 施 例 １



腸 菌 Ｊ Ｍ １ ０ ９ 株 を 形 質 転 換 し 、 得 ら れ た ア ン ピ シ リ ン 耐 性 形 質 転 換 体 よ り プ ラ ス ミ ド ｐ
Ｔ ｒ ｃ Ｓ Ｂ Ｃ Ｋ を 単 離 し た 。 ｐ Ｔ ｒ ｃ Ｓ Ｂ Ｃ Ｋ は 、 ｐ Ｔ ｒ ｃ ９ ９ Ａ の ｔ ｒ ｃ プ ロ モ ー タ ー
下 流 の Ｎ ｃ ｏ Ｉ － Ｓ ａ ｃ Ｉ 切 断 部 位 に Ｈ ． ｉ ｎ ｆ ｌ ｕ ｅ ｎ ｚ ａ ｅ の ｎ ｅ ｕ Ａ 遺 伝 子 及 び 大
腸 菌 の ｃ ｍ ｋ 遺 伝 子 の 構 造 遺 伝 子 を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 が 挿 入 さ れ た も の で あ る 。
【 手 続 補 正 １ ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ６ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ６ ８ 】
遺 伝 子 増 幅 後 、 反 応 液 を フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム （ １ ： １ ） 混 合 液 で 処 理 し 、 水 溶 性 画
分 に ２ 倍 容 の エ タ ノ ー ル を 添 加 し Ｄ Ｎ Ａ を 沈 殿 さ せ た 。 沈 殿 回 収 し た Ｄ Ｎ Ａ を ア ガ ロ ー ス
ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し 、 １ ． ２ ｋ ｂ 相 当 の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 精 製 し た 。 該 Ｄ Ｎ Ａ を 制 限 酵
素 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 及 び Ｐ ｓ ｔ Ｉ で 切 断 し 、 同 じ く 制 限 酵 素 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 及 び Ｐ ｓ ｔ Ｉ で 消 化 し た
プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ ｒ ｃ ９ ９ Ａ （ Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｉ ａ 　 Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ ． 社 よ り 入 手 ） と Ｔ ４
Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ を 用 い て 連 結 し た 。 連 結 反 応 液 を 用 い て 大 腸 菌 Ｊ Ｍ １ ０ ９ 株 を 形 質 転 換 し
、 得 ら れ た ア ン ピ シ リ ン 耐 性 形 質 転 換 体 よ り プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ ｒ ｃ ｎ ｅ ｕ Ｂ １ を 単 離 し た 。
ｐ Ｔ ｒ ｃ ｎ ｅ ｕ Ｂ １ は 、 ｐ Ｔ ｒ ｃ ９ ９ Ａ の ｔ ｒ ｃ プ ロ モ ー タ ー 下 流 の Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ － Ｐ ｓ ｔ
Ｉ 切 断 部 位 に Ｃ ． ｊ ｅ ｊ ｕ ｎ ｉ の ｎ ｅ ｕ Ｂ １ 遺 伝 子 の 構 造 遺 伝 子 を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 が
挿 入 さ れ た も の で あ る （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － １ ８ ９ ０ ５ ： 平 成 １ ４ 年 ６ 月 ２ ５ 日 　

） 。
【 手 続 補 正 １ ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ７ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ７ ０ 】
（ ３ ） Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ の 合 成
上 記 （ ２ ） で 調 製 し た プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ ｒ ｃ Ｎ Ｅ Ｎ Ｂ を 保 持 す る 大 腸 菌 Ｍ Ｃ １ ０ ６ １ 株 （ Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ ５ ３ ３ ３ ８ ） の ２ ５ ｍ ｌ 培 養 液 分 の 菌 体 ５ ０ ｍ ｇ に ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｃ Ｍ Ｐ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ
　 Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ 、 ３ ０ ｍ Ｍ 　 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 ２ ０ ０ ｍ Ｍ 　 グ ル コ ー ス 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 　
ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ０ ． ５ ％ （ ｖ ／ ｖ ） キ シ レ ン 、 ４ ％ （ ｗ ／ ｖ ） 乾 燥 パ ン 酵 母 （ オ
リ エ ン タ ル 酵 母 社 製 ） 、 並 び に 実 施 例 １ の で 調 製 し た Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ シ ン セ タ
ー ゼ （ １ ． ７ ｕ ｎ ｉ ｔ ｓ ／ ｍ Ｌ 反 応 液 ） を 含 有 す る １ ７ ５ ｍ Ｍ リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ
Ｈ ８ ． ０ ） ５ ｍ Ｌ を 添 加 し 、 ２ ８ ℃ で 攪 拌 し な が ら ７ ２ 時 間 反 応 を 行 っ た 。 な お 、 反 応 開
始 １ ４ 、 ２ ４ 、 ３ ８ 、 ４ ８ 、 ６ ２ 時 間 後 に １ ８ ０ ｍ ｇ グ ル コ ー ス を そ れ ぞ れ 添 加 し た 。
反 応 液 上 清 を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 分 析 し た と こ ろ 、 ２ ５ ． ６ ｍ Ｍ の Ｃ Ｍ Ｐ － Ｎ ｅ ｕ Ａ ｃ 生 成 が
認 め ら れ た 。

(6) JP 2003-93091 A5 2005.3.10

独 立 行 政 法
人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 地 １
　 中 央 第 ６ （ 郵 便 番 号 ３ ０ ５ － ８ ５ ６ ６ ） ； な お 、 平 成 １ ４ 年 １ １ 月 ２ ２ 日 付 け で Ｆ Ｅ Ｒ
Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ２ ４ ８ に 変 更

（ ６ ）
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