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【 公 報 種 別 】 特 許 法 第 １ ７ 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 】 令 和 4 年 8 月 9 日 ( 2 0 2 2 . 8 . 9 )
　
【 国 際 公 開 番 号 】 W O 2 0 2 0 / 0 4 5 4 7 3
【 出 願 番 号 】 特 願 2 0 1 9 - 5 5 9 1 2 2 ( P 2 0 1 9 - 5 5 9 1 2 2 )
【 国 際 特 許 分 類 】
   Ｃ １ ２ Ｎ 1 / 1 5 ( 2 0 0 6 . 0 1 )
   Ｃ １ ２ Ｐ 2 1 / 0 2 ( 2 0 0 6 . 0 1 )
   Ｃ １ ２ Ｎ 9 / 4 2 ( 2 0 0 6 . 0 1 )
   Ｃ １ ３ Ｋ 1 / 0 2 ( 2 0 0 6 . 0 1 )
   Ｃ １ ２ Ｎ 1 5 / 5 2 ( 2 0 0 6 . 0 1 )
【 Ｆ Ｉ 】
　 Ｃ １ ２ Ｎ 1 / 1 5 　 　 　 　 　 　 　
　 Ｃ １ ２ Ｐ 2 1 / 0 2 　 　 　 Ｃ Ｚ Ｎ Ａ
　 Ｃ １ ２ Ｎ 9 / 4 2 　 　 　 　 　 　 　
　 Ｃ １ ３ Ｋ 1 / 0 2 　 　 　 　 　 　 　
　 Ｃ １ ２ Ｎ 1 5 / 5 2 　 　 　 Ｚ 　 　 　
　
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 令 和 4 年 8 月 1 日 ( 2 0 2 2 . 8 . 1 )
【 手 続 補 正 １ 】
【 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 】
　 配 列 番 号 ３ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｔ ｒ ｉ ｃ ｈ ｏ ｄ ｅ ｒ ｍ ａ   
ｒ ｅ ｅ ｓ ｅ ｉ が 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 Ｎ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ ｌ   Ｃ ｅ ｎ ｔ ｅ ｒ   ｆ ｏ ｒ   
Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ   Ｉ ｎ ｆ ｏ ｒ ｍ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ で は 、 Ｔ ｒ ｉ ｃ ｈ ｏ ｄ ｅ ｒ ｍ ａ   
ｒ ｅ ｅ ｓ ｅ ｉ   Ｑ Ｍ ６ ａ 株 が 持 つ ｐ ｒ ｅ ｄ ｉ ｃ ｔ ｅ ｄ   ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ の Ｅ Ｇ Ｒ ５ ０ ６ ５  
４ と し て 登 録 さ れ て い る 。 配 列 番 号 ３ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド は 機  
能 未 知 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る が 、 Ｎ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ ｌ   Ｃ ｅ ｎ ｔ ｅ ｒ   ｆ ｏ ｒ   Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ  
ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ   Ｉ ｎ ｆ ｏ ｒ ｍ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ の Ｃ ｏ ｎ ｓ ｅ ｒ ｖ ｅ ｄ   Ｄ ｏ ｍ ａ ｉ ｎ   Ａ ｒ  
ｃ ｈ ｉ ｔ ｅ ｃ ｔ ｕ ｒ ｅ   Ｒ ｅ ｔ ｒ ｉ ｅ ｖ ａ ｌ   Ｔ ｏ ｏ ｌ に よ れ ば 、 Ｎ 末 端 側 か ら ９ ５ 番 目  
～ ２ ７ ７ 番 目 の ア ミ ノ 酸 残 基 は Ｍ ｉ ｄ ｄ ｌ ｅ   ｄ ｏ ｍ ａ ｉ ｎ   ｏ ｆ   ｅ ｕ ｋ ａ ｒ ｙ ｏ ｔ ｉ  
ｃ   ｉ ｎ ｉ ｔ ｉ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ   ｆ ａ ｃ ｔ ｏ ｒ   ４ Ｇ ド メ イ ン （ 以 降 Ｍ Ｉ Ｆ ４ Ｇ ド メ イ ン と 記  
載 す る 。 ） 、 Ｎ 末 端 側 か ら ３ ８ ０ ～ ４ ８ ５ 番 目 の ア ミ ノ 酸 残 基 は Ｍ Ａ － ３ ド メ イ ン を 有 す  
る と 開 示 さ れ て い る 。 Ｍ Ｉ Ｆ ４ Ｇ お よ び Ｍ Ａ － ３ の 両 ド メ イ ン は 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ に  
結 合 す る 機 能 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る （ Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． ４ ４ ， １ ２ ２ ６ ５ － １ ２ ２  
７ ２ （ ２ ０ ０ ５ ） 、 Ｍ ｏ ｌ ． Ｃ ｅ ｌ ｌ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． １ ， １ ４ ７ － １ ５ ６ （ ２ ０ ０ ７ ） ） 。  
こ れ ら の 記 載 に よ り 配 列 番 号 ３ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド は 、 少 な く  
と も Ｄ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は Ｒ Ｎ Ａ に 結 合 す る 機 能 を 有 す る と 推 定 さ れ る 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ２ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 配 列 番 号 ５ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｔ ｒ ｉ ｃ ｈ ｏ ｄ ｅ ｒ ｍ ａ   
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ｒ ｅ ｅ ｓ ｅ ｉ が 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 Ｎ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ ｌ   Ｃ ｅ ｎ ｔ ｅ ｒ   ｆ ｏ ｒ   
Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ   Ｉ ｎ ｆ ｏ ｒ ｍ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ で は 、 Ｔ ｒ ｉ ｃ ｈ ｏ ｄ ｅ ｒ ｍ ａ   
ｒ ｅ ｅ ｓ ｅ ｉ   Ｑ Ｍ ６ ａ 株 が 持 つ ｐ ｒ ｅ ｄ ｉ ｃ ｔ ｅ ｄ   ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ の Ｅ Ｇ Ｒ ４ ４ ４ １  
９ と し て 登 録 さ れ て い る 。 配 列 番 号 ５ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド は 機  
能 未 知 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る が 、 Ｎ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ ｌ   Ｃ ｅ ｎ ｔ ｅ ｒ   ｆ ｏ ｒ   Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ  
ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ   Ｉ ｎ ｆ ｏ ｒ ｍ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ の Ｃ ｏ ｎ ｓ ｅ ｒ ｖ ｅ ｄ   Ｄ ｏ ｍ ａ ｉ ｎ   Ａ ｒ  
ｃ ｈ ｉ ｔ ｅ ｃ ｔ ｕ ｒ ｅ   Ｒ ｅ ｔ ｒ ｉ ｅ ｖ ａ ｌ   Ｔ ｏ ｏ ｌ に よ れ ば 、 Ｎ 末 端 側 か ら ２ ６ 番 目  
～ ４ ９ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 残 基 は Ｓ ｕ ｇ ａ ｒ （ ａ ｎ ｄ   ｏ ｔ ｈ ｅ ｒ ）   Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｐ ｏ ｒ ｔ  
ｅ ｒ ド メ イ ン を 有 す る と 開 示 さ れ て い る 。 こ の 記 載 に よ り 配 列 番 号 ５ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸  
配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド は 、 少 な く と も 菌 体 の 内 側 と 外 側 の 間 に お け る 糖 の 輸 送 に 関 与  
し て い る と 推 定 さ れ 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 ５ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 （ グ ル コ ー ス 濃 度 の 測 定 ）
　 グ ル コ ー ス は 、 Ａ Ｃ Ｑ Ｕ Ｉ Ｔ Ｙ   Ｕ Ｐ Ｌ Ｃ   シ ス テ ム （ Ｗ ａ ｔ ｅ ｒ ｓ ） を 用 い て 、 以 下  
の 条 件 で 定 量 分 析 し た 。 グ ル コ ー ス の 標 品 で 作 製 し た 検 量 線 を も と に 、 定 量 分 析 し た 。
カ ラ ム ： Ａ Ｃ Ｑ Ｕ Ｉ Ｔ Ｙ   Ｕ Ｐ Ｌ Ｃ   Ｂ Ｅ Ｈ   Ａ ｍ ｉ ｄ ｅ   １ ． ７ μ ｍ   ２ ． １ × １ ０ ０  
ｍ ｍ   Ｃ ｏ ｌ ｕ ｍ ｎ
分 離 法 ： Ｈ Ｉ Ｌ Ｉ Ｃ
移 動 相 ： 移 動 相 Ａ ： ８ ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル 、 ０ ． ２ ％ Ｔ Ｅ Ａ 水 溶 液 、 移 動 相 Ｂ ： ３ ０ ％ ア  
セ ト ニ ト リ ル 、 ０ ． ２ ％ Ｔ Ｅ Ａ 水 溶 液 と し 、 下 記 グ ラ ジ エ ン ト に 従 っ た 。 グ ラ ジ エ ン ト は  
下 記 の 時 間 に 対 応 す る 混 合 比 に 到 達 す る 直 線 的 な グ ラ ジ エ ン ト と し た 。
開 始 条 件 ： （ Ａ ９ ９ ． ９ ０ ％ 、 Ｂ ０ ． １ ０ ％ ） 、 開 始 ２ 分 後 ： （ Ａ ９ ６ ． ７ ０ ％ 、 Ｂ ３ ．  
３ ０ ％ ） 、 開 始 ３ ． ５ 分 後 ： （ Ａ ９ ５ ． ０ ０ ％ 、 Ｂ ５ ． ０ ０ ％ ） 、 開 始 ３ ． ５ ５ 分 後 ： （  
Ａ ９ ９ ． ９ ０ ％ 、 Ｂ ０ ． １ ０ ％ ） 、 開 始 ６ 分 後 ： （ Ａ ９ ９ ． ９ ０ ％ 、 Ｂ ０ ． １ ０ ％ ） 。
検 出 方 法 ： Ｅ Ｌ Ｓ Ｄ （ 蒸 発 光 散 乱 検 出 器 ）
流 速 ： ０ ． ３ ｍ Ｌ ／ ｍ ｉ ｎ
温 度 ： ５ ５ ℃ 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ７ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ＜ 実 施 例 ３ ＞ 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 が 欠 損 し  
た Ｔ ｒ ｉ ｃ ｈ ｏ ｄ ｅ ｒ ｍ ａ   ｒ ｅ ｅ ｓ ｅ ｉ の 変 異 株 の 作 製 そ の ２
　 Ｔ ｒ ｉ ｃ ｈ ｏ ｄ ｅ ｒ ｍ ａ   ｒ ｅ ｅ ｓ ｅ ｉ   Ｑ Ｍ ９ ４ １ ４ 株 の 経 代 株 で あ る Ｑ Ｍ ９ ４ １ ４  
－ Ａ 株 に 対 し 、 遺 伝 子 変 異 処 理 を 行 っ て 変 異 株 で あ る Ｑ Ｍ ９ ４ １ ４ － Ｃ 株 を 取 得 し た 。 遺  
伝 子 変 異 処 理 は 、 Ｑ Ｍ ９ ４ １ ４ － Ａ 株 の 胞 子 を 、 表 １ に 示 す 前 培 養 培 地 １ ｍ Ｌ あ た り １ ．  
０ × １ ０ ５ 胞 子 に な る よ う 接 種 し 、 前 培 養 培 地 １ ５ ｍ Ｌ を 半 日 培 養 し た 後 に 遠 心 分 離 を 行  
い 、 胞 子 を 回 収 し た 。 そ し て 、 回 収 し た 胞 子 を ト リ ス ー マ レ イ ン 酸 バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ６ ．  
０ ） に て １ ０ ｍ Ｌ の 胞 子 溶 液 に な る よ う 懸 濁 し 、 そ こ へ ト リ ス ー マ レ イ ン 酸 バ ッ フ ァ ー （  
ｐ Ｈ ６ ． ０ ） で １ ． ０ ｇ ／ Ｌ に な る よ う 溶 解 さ せ た Ｎ Ｔ Ｇ 溶 液 を ０ ． ５ ｍ Ｌ 添 加 し 、 ２ ８  
℃ 、 １ ０ ０ 分 間 、 遺 伝 子 変 異 処 理 を 行 っ た 。 遺 伝 子 変 異 処 理 し た 胞 子 は 、 遠 心 分 離 に て 回  
収 し た 後 に 、 ト リ ス ー マ レ イ ン 酸 バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ６ ． ０ ） で ３ 回 洗 浄 し 、 最 終 的 に ト リ  
ス ー マ レ イ ン 酸 バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ６ ． ０ ） １ ０ ｍ Ｌ に て 懸 濁 し た も の を 遺 伝 子 変 異 処 理 胞  
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子 と し た 。 そ の 遺 伝 子 変 異 処 理 胞 子 を 結 晶 セ ル ロ ー ス を 添 加 し て 調 製 し た 寒 天 培 地 へ 添 加  
し 、 コ ロ ニ ー 周 囲 に 生 じ る セ ル ラ ー ゼ に よ る 結 晶 セ ル ロ ー ス 分 解 領 域 で あ る ハ ロ の 大 き さ  
を 指 標 と し 、 ハ ロ の 大 き か っ た Ｑ Ｍ ９ ４ １ ４ － Ｃ 株 を 選 抜 し た 。
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