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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 11月 21日 (2007.11.21)
【 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 】
　 リ ン 酸 結 合 タ ン パ ク 質 (pbp)分 泌 シ グ ナ ル 、 外 膜 ポ ー リ ン Ｅ (OprE)分 泌 シ グ ナ ル 、 Ｌ ｙ
ｓ － Ａ ｒ ｇ － Ｏ ｒ ｎ 結 合 タ ン パ ク 質 分 泌 シ グ ナ ル 、 ア ズ リ ン 分 泌 シ グ ナ ル 、 鉄 （ Ｉ Ｉ Ｉ ）
結 合 タ ン パ ク 質 分 泌 シ グ ナ ル お よ び リ ポ タ ン パ ク 質 Ｂ 分 泌 シ グ ナ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る シ ュ ー ド モ ナ ス ・ フ ル オ レ ッ セ ン ス (Pseudomonas fluorescens)の Ｓ ｅ ｃ 系 分 泌 ペ プ
チ ド に つ い て の 分 泌 シ グ ナ ル の コ ー ド 配 列 か 、 ま た は そ の コ ー ド 配 列 と 実 質 的 に 相 同 な 配
列 を 含 む 、 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ｐ ｂ ｐ 分 泌 シ グ ナ ル 、 Ｏ ｐ ｒ Ｅ 分 泌 シ グ ナ ル 、 Ｌ ｙ ｓ － Ａ ｒ ｇ － Ｏ ｒ ｎ 結 合 タ ン パ ク 質
分 泌 シ グ ナ ル 、 ア ズ リ ン 分 泌 シ グ ナ ル 、 鉄 （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 結 合 タ ン パ ク 質 分 泌 シ グ ナ ル お よ び
リ ポ タ ン パ ク 質 Ｂ 分 泌 シ グ ナ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ フ ル オ レ ッ
セ ン ス の Ｓ ｅ ｃ 系 分 泌 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 ； そ の 分 泌 シ グ ナ ル
配 列 と 実 質 的 に 相 同 な 配 列 ； ま た は そ の 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 を 含
む 、 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ｐ ｂ ｐ 分 泌 シ グ ナ ル 、 Ｏ ｐ ｒ Ｅ 分 泌 シ グ ナ ル 、 Ｌ ｙ ｓ － Ａ ｒ ｇ － Ｏ ｒ ｎ 結 合 タ ン パ ク 質
分 泌 シ グ ナ ル 、 ア ズ リ ン 分 泌 シ グ ナ ル 、 鉄 （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 結 合 タ ン パ ク 質 分 泌 シ グ ナ ル お よ び
リ ポ タ ン パ ク 質 Ｂ 分 泌 シ グ ナ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る シ ュ ー ド モ ナ ス ・ フ ル オ レ ッ セ
ン ス の Ｓ ｅ ｃ 系 分 泌 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 ； そ の 分 泌 シ グ ナ ル 配 列
と 実 質 的 に 相 同 な 配 列 ； も し く は 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 、 ま た は そ
の コ ー ド 配 列 と 実 質 的 に 相 同 な 配 列 を 含 む 、 組 換 え 細 胞 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ｐ ｂ ｐ 分 泌 シ グ ナ ル 、 Ｏ ｐ ｒ Ｅ 分 泌 シ グ ナ ル 、 Ｌ ｙ ｓ － Ａ ｒ ｇ － Ｏ ｒ ｎ 結 合 タ ン パ ク 質



分 泌 シ グ ナ ル 、 ア ズ リ ン 分 泌 シ グ ナ ル 、 鉄 （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 結 合 タ ン パ ク 質 分 泌 シ グ ナ ル お よ び
リ ポ タ ン パ ク 質 Ｂ 分 泌 シ グ ナ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る シ ュ ー ド モ ナ ス ・ フ ル オ レ ッ セ
ン ス の Ｓ ｅ ｃ 系 分 泌 ペ プ チ ド を コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 か 、 ま た は そ の シ グ ナ ル 配 列 と 実
質 的 に 相 同 な 配 列 を 含 む 、 単 離 さ れ た ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 組 換 え タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る た め の 発 現 系 で あ っ て ：
ａ ． 宿 主 細 胞 ； な ら び に
ｂ ． ｐ ｂ ｐ 分 泌 シ グ ナ ル 、 Ｏ ｐ ｒ Ｅ 分 泌 シ グ ナ ル 、 Ｌ ｙ ｓ － Ａ ｒ ｇ － Ｏ ｒ ｎ 結 合 タ ン パ ク
質 分 泌 シ グ ナ ル 、 ア ズ リ ン 分 泌 シ グ ナ ル 、 鉄 （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 結 合 タ ン パ ク 質 分 泌 シ グ ナ ル お よ
び リ ポ タ ン パ ク 質 Ｂ 分 泌 シ グ ナ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る シ ュ ー ド モ ナ ス ・ フ ル オ レ ッ
セ ン ス の Ｓ ｅ ｃ 系 分 泌 シ グ ナ ル 、 ま た は そ の 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 と 実 質 的 に 相 同 な 配 列 に 、
機 能 で き る よ う に 結 合 し て い る 組 換 え タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 含 む ベ ク タ ー
を 含 む 発 現 系 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ｐ ｂ ｐ 分 泌 シ グ ナ ル 、 Ｏ ｐ ｒ Ｅ 分 泌 シ グ ナ ル 、 Ｌ ｙ ｓ － Ａ ｒ ｇ － Ｏ ｒ ｎ 結 合 タ ン パ ク 質
分 泌 シ グ ナ ル 、 ア ズ リ ン 分 泌 シ グ ナ ル 、 鉄 （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 結 合 タ ン パ ク 質 分 泌 シ グ ナ ル お よ び
リ ポ タ ン パ ク 質 Ｂ 分 泌 シ グ ナ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る シ ュ ー ド モ ナ ス ・ フ ル オ レ ッ セ
ン ス の Ｓ ｅ ｃ 系 分 泌 シ グ ナ ル 、 ま た は そ の シ グ ナ ル 配 列 と 実 質 的 に 相 同 な 配 列 に 、 機 能 で
き る よ う に 結 合 し て い る 組 換 え タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を コ ー ド す る ベ ク タ ー を 含 む 細
胞 を 提 供 す る 工 程 、 な ら び に そ の 組 換 え タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 発 現 を 実 現 す る 条 件
下 で そ の 細 胞 を 培 養 す る 工 程 を 含 む 、 宿 主 細 胞 内 で 組 換 え タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 発
現 さ せ る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 組 換 え Ｓ ｅ ｃ 系 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 に 機 能 で き る よ う に 結 合 し て い る 組 換 え タ ン パ ク 質 ま
た は ペ プ チ ド を コ ー ド す る ベ ク タ ー を 含 む シ ュ ー ド モ ナ ス ・ フ ル オ レ ッ セ ン ス 細 胞 を 提 供
す る 工 程 、 な ら び に そ の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 発 現 を 実 現 す る 条 件 下 で そ の 細 胞 を
培 養 す る 工 程 を 含 む 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ フ ル オ レ ッ セ ン ス 宿 主 細 胞 内 で の 組 換 え タ ン パ ク
質 の 改 良 さ れ た 発 現 の た め の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
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　 以 下 ：
　 (a)  pbp分 泌 シ グ ナ ル を コ ー ド す る 群 か ら 選 択 さ れ 、 か つ ：
　 　 1.　 配 列 番 号 ： ２ と 少 な く と も ８ ０ ％ 同 一 、 少 な く と も ８ ５ ％ 同 一 、 少 な く と も ９ ０
％ 同 一 、 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 、 ま た は 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 な 配 列 で あ る か ； ま た は
　 　 2.　 配 列 番 号 ： ２ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
　 配 列 ；
　 (b)  外 膜 ポ ー リ ン Ｅ (OprE)分 泌 シ グ ナ ル を コ ー ド す る 群 か ら 選 択 さ れ 、 か つ ：
　 　 1.　 配 列 番 号 ： ４ と 少 な く と も ８ ０ ％ 同 一 、 少 な く と も ８ ５ ％ 同 一 、 少 な く と も ９ ０
％ 同 一 も し く は 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 で あ る か ； ま た は
　 　 2.　 配 列 番 号 ： ４ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
　 配 列 ；
　 (c)  Ｌ ｙ ｓ － Ａ ｒ ｇ － Ｏ ｒ ｎ 結 合 タ ン パ ク 質 分 泌 シ グ ナ ル を コ ー ド す る 群 か ら 選 択 さ
れ 、 か つ ：
　 　 1.　 配 列 番 号 ： ６ と 少 な く と も ８ ０ ％ 同 一 、 少 な く と も ８ ５ ％ 同 一 、 少 な く と も ９ ０
％ 同 一 も し く は 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 で あ る か ； ま た は
　 　 2.　 配 列 番 号 ： ６ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
　 配 列 ；
　 (d)  ア ズ リ ン 分 泌 シ グ ナ ル を コ ー ド す る 群 か ら 選 択 さ れ 、 か つ ：
　 　 1.　 配 列 番 号 ： ８ と 少 な く と も ８ ０ ％ 同 一 、 少 な く と も ８ ５ ％ 同 一 、 少 な く と も ９ ０
％ 同 一 も し く は 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 で あ る か ； ま た は
　 　 2.　 配 列 番 号 ： ８ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る



【 請 求 項 ９ 】

【 請 求 項 １ ０ 】

【 請 求 項 １ １ 】

【 請 求 項 １ ２ 】

【 請 求 項 １ ３ 】

【 請 求 項 １ ４ 】

【 請 求 項 １ ５ 】

【 請 求 項 １ ６ 】

【 請 求 項 １ ７ 】

【 請 求 項 １ ８ 】

【 請 求 項 １ ９ 】
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　 配 列 ；
　 (e)  鉄 （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 結 合 タ ン パ ク 質 分 泌 シ グ ナ ル を コ ー ド す る 群 か ら 選 択 さ れ 、 か つ ：
　 　 1.　 配 列 番 号 ： １ ０ と 少 な く と も ８ ０ ％ 同 一 、 少 な く と も ８ ５ ％ 同 一 、 少 な く と も ９
０ ％ 同 一 も し く は 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 で あ る か ； ま た は
　 　 2.　 配 列 番 号 ： １ ０ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
　 配 列 ； あ る い は
　 (f)  リ ポ タ ン パ ク 質 Ｂ 分 泌 シ グ ナ ル を コ ー ド す る 群 か ら 選 択 さ れ 、 か つ ：
　 　 1.　 配 列 番 号 ： １ ２ と 少 な く と も ８ ０ ％ 同 一 、 少 な く と も ８ ５ ％ 同 一 、 少 な く と も ９
０ ％ 同 一 も し く は 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 で あ る か ； ま た は
　 　 2.　 配 列 番 号 ： １ ２ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
　 配 列 ；
で あ る 、 請 求 項 １ ～ ７ に 記 載 の 核 酸 、 組 換 え ベ ク タ ー 、 組 換 え 細 胞 、 発 現 系 ま た は 発 現 方
法 。

　 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 配 列 番 号 ： ６ 、 配 列 番 号 ： ８ 、 配 列 番 号 ： １ ０ お よ び 配
列 番 号 ： １ ２ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 を 含 み 、 核 酸 配 列 を 発 現 す る よ う に 選 択
さ れ る 宿 主 細 胞 生 物 の コ ド ン 優 先 度 を 反 映 す る よ う に 調 節 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ８ に 記 載 の
核 酸 、 組 換 え ベ ク タ ー 、 組 換 え 細 胞 、 発 現 系 ま た は 発 現 方 法 。

　 細 胞 が 目 的 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 発 現 し 、 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る 分 泌 シ グ ナ
ル ペ プ チ ド に 機 能 可 能 に 連 結 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ９ に 記 載 の 核 酸 、 組 換 え ベ ク タ ー 、 組 換
え 細 胞 、 発 現 系 ま た は 発 現 方 法 。

　 目 的 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド が 細 胞 の ペ リ プ ラ ズ ム 区 画 内 に 発 現 さ れ る 、 請 求 項 １
０ に 記 載 の 核 酸 、 組 換 え ベ ク タ ー 、 組 換 え 細 胞 、 発 現 系 ま た は 発 現 方 法 。

　 細 胞 中 の 酵 素 が 目 的 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド か ら シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 切 断 す る 、 請
求 項 １ ０ ～ １ １ に 記 載 の 核 酸 、 組 換 え ベ ク タ ー 、 組 換 え 細 胞 、 発 現 系 ま た は 発 現 方 法 。

　 組 換 え タ ン パ ク 質 ま た は 組 換 え ペ プ チ ド が シ ュ ー ド モ ナ ス （ Pseudomonad） に 由 来 す る
、 請 求 項 １ ～ １ ２ に 記 載 の 核 酸 、 組 換 え ベ ク タ ー 、 組 換 え 細 胞 、 発 現 系 ま た は 発 現 方 法 。

　 組 換 え タ ン パ ク 質 ま た は 組 換 え ペ プ チ ド が シ ュ ー ド モ ナ ス ・ フ ル オ レ ッ セ ン ス に 由 来 す
る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 核 酸 、 組 換 え ベ ク タ ー 、 組 換 え 細 胞 、 発 現 系 ま た は 発 現 方 法 。

　 核 酸 、 組 換 え ベ ク タ ー 、 組 換 え 細 胞 、 発 現 系 ま た は 発 現 方 法 が さ ら に 、 エ シ ェ リ キ ア ・
コ リ (E.coli)生 物 ま た は シ ュ ー ド モ ナ ス ・ フ ル オ レ ッ セ ン ス に 基 づ く プ ロ モ ー タ ー を 含 む
、 請 求 項 １ ～ １ ２ に 記 載 の 核 酸 、 組 換 え ベ ク タ ー 、 組 換 え 細 胞 、 発 現 系 ま た は 発 現 方 法 。

　 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 お よ び 組 換 え タ ン パ ク 質 配 列 ま た は 組 換 え ペ プ チ ド 配 列 の 間 に 連
結 配 列 を さ ら に 含 み 、 該 連 結 配 列 が シ グ ナ ル ペ プ チ ダ ー ゼ に よ っ て 切 断 可 能 で あ る 、 請 求
項 １ ～ １ ５ に 記 載 の 核 酸 、 組 換 え ベ ク タ ー 、 組 換 え 細 胞 、 発 現 系 ま た は 発 現 方 法 。

　 組 換 え タ ン パ ク 質 配 列 ま た は 組 換 え ペ プ チ ド 配 列 が 第 二 の シ グ ナ ル 配 列 に 機 能 可 能 に 連
結 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ １ ６ に 記 載 の 核 酸 、 組 換 え ベ ク タ ー 、 組 換 え 細 胞 、 発 現 系 ま た は 発
現 方 法 。

　 第 二 の シ グ ナ ル 配 列 が 外 膜 分 泌 シ グ ナ ル に タ ー ゲ ッ ト 化 さ れ る 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ ７
に 記 載 の 核 酸 、 組 換 え ベ ク タ ー 、 組 換 え 細 胞 、 発 現 系 ま た は 発 現 方 法 。



【 請 求 項 ２ ０ 】

【 請 求 項 ２ １ 】

【 請 求 項 ２ ２ 】

【 請 求 項 ２ ３ 】

【 請 求 項 ２ ４ 】

【 請 求 項 ２ ５ 】

【 請 求 項 ２ ６ 】

【 請 求 項 ２ ７ 】

【 請 求 項 ２ ８ 】

【 請 求 項 ２ ９ 】

【 請 求 項 ３ ０ 】

【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ １ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ １ ６ 】
　 ｐ ｂ ｐ － ｓ ｃ Ｆ ｖ ベ ク タ ー の 構 築 ： オ ー バ ー ラ ッ プ エ ク ス テ ン シ ョ ン （ Ｓ Ｏ Ｅ ） Ｐ Ｃ Ｒ
を 利 用 し て 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ フ ル オ レ ッ セ ン ス の ｏ ｐ ｒ Ｆ お よ び リ ン 酸 結 合 タ ン パ ク 質
（ ｐ ｂ ｐ ） の 推 定 さ れ る シ グ ナ ル 配 列 を 、 Ｇ ａ ｌ ２ コ ー ド 配 列 の 一 部 と ＋ ２ 位 の 位 置 で 融
合 し た 。 プ ラ イ マ ー (gctctagagg aggtaactta tgaaactgaa acg ； 配 列 番 号 ：
１ ７ ）  お よ び (ctgcacctgg gcggccaccg cgtt； 配 列 番 号 ： １ ８ ） (

の リ バ ー ス 補 足 部  (aacgcggtgg ccgcccaggt gcag； 配 列 番 号 ： １ ９ )を 含 む )を
利 用 し て 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ フ ル オ レ ッ セ ン ス の ｐ ｂ ｐ 分 泌 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 鋳 型 と し
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　 ベ ク タ ー が さ ら に プ ロ モ ー タ ー を 含 む 、 請 求 項 １ ～ １ ８ に 記 載 の 核 酸 、 組 換 え ベ ク タ ー
、 組 換 え 細 胞 、 発 現 系 ま た は 発 現 方 法 。

　 プ ロ モ ー タ ー が 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー 、 ｌ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び ｌ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー
誘 導 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 核 酸 、 組 換 え ベ ク タ ー 、 組 換 え 細
胞 、 発 現 系 ま た は 発 現 方 法 。

　 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 配 列 番 号 ： １ の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ２ ４ ま た は 配 列 番 号 ： ３ の ア ミ ノ 酸 ２ ～
２ １ に 対 し て 少 な く と も ９ ０ ％ 同 一 、 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 、 ま た は 少 な く と も ９ ８ ％ 同
一 で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の ペ プ チ ド 。

　 さ ら に 発 酵 培 地 を 含 む 、 請 求 項 ５ ～ ２ ０ に 記 載 の 発 現 系 ま た は 発 現 方 法 。

　 発 酵 培 地 が ケ ミ カ ル イ ン デ ュ ー サ ー を 含 む 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 発 現 系 ま た は 発 現 方 法
。

　 細 胞 が 無 機 塩 培 地 に お い て 培 養 さ れ る 、 請 求 項 ５ ～ ２ ０ お よ び ２ ２ ～ ２ ３ に 記 載 の 発 現
系 ま た は 発 現 方 法 。

　 細 胞 が 高 細 胞 密 度 で 培 養 さ れ る 、 請 求 項 ５ ～ ２ ０ お よ び ２ ２ ～ ２ ４ に 記 載 の 発 現 系 ま た
は 発 現 方 法 。

　 細 胞 が 少 な く と も ２ ０ g/Ｌ の 細 胞 密 度 で 培 養 さ れ る 、 請 求 項 ５ ～ ２ ０ お よ び ２ ２ ～ ２ ５
に 記 載 の 発 現 系 お よ び 方 法 。

　 組 換 え タ ン パ ク 質 を 精 製 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ５ ～ ２ ０ お よ び ２ ２ ～ ２ ６ に 記
載 の 発 現 系 ま た は 発 現 方 法 。

　 少 な く と も １ つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 細 胞 内 で 組 換 え タ ン パ ク 質 に お い て 形 成 さ れ る 、
請 求 項 ５ ～ ２ ０ お よ び ２ ２ ～ ２ ７ に 記 載 の 発 現 系 ま た は 発 現 方 法 。

　 組 換 え タ ン パ ク 質 の 少 な く と も ５ ０ ％ 、 少 な く と も ８ ０ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９ ０ ％ が
天 然 の ア ミ ノ 末 端 を 含 む 、 請 求 項 ５ ～ ２ ０ お よ び ２ ２ ～ ２ ８ に 記 載 の 発 現 系 ま た は 発 現 方
法 。

　 少 な く と も ５ ０ ％ 、 少 な く と も ８ ０ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９ ０ ％ の 組 換 え タ ン パ ク 質 が
活 性 で あ る 、 請 求 項 ５ ～ ２ ０ お よ び ２ ２ ～ ２ ９ の 発 現 系 ま た は 発 現 方 法 。
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て 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ を 実 施 し た 。 こ の 結 果 、 ｐ ｂ ｐ シ グ ナ ル ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 と 、 ｇ ａ ｌ
２ 単 鎖 抗 体 （ ｓ ｃ Ａ ｂ ま た は ｓ ｃ Ｆ ｖ ） の ５ ’ 末 端 に つ い て の コ ー ド 配 列 と を 含 む オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 断 片 が 生 産 さ れ た 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ２ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ フ ル オ レ ッ セ ン ス の ｐ ｂ ｐ シ グ ナ ル 配 列 の ク ロ ー ン を 鋳 型 と し 、

(配 列 番 号 ： 17)プ ラ イ マ ー お よ び (gggaatggtt gggaaggcca ccgcgttggc；
配 列 番 号 ： 21)プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 ｐ ｂ ｐ シ グ ナ ル 配 列 コ ー ド 領 域 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 行 い
、 次 い で 、 ゲ ル で 精 製 し た 。 こ の 結 果 、 ｐ ｂ ｐ シ グ ナ ル ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 と ｈ Ｇ Ｈ の 成
熟 ド メ イ ン の ５ 末 端 に つ い て の コ ー ド 配 列 と を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 が 生 産 さ れ
た 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ３ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 プ ラ イ マ ー ELVIfor(agagaactag taaaaaggag aaatccatgg ctacaggctc ccggacgtcc； 配 列
番 号 ： 22)お よ び ELVIrev(agagactcga gtcattagaa gccacagctg ccctccac； 配 列 番 号 ： 23)
と を 用 い て 、 ヒ ト 下 垂 体 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー (Clontech、  Palo Alto CA)か ら ヒ ト 成
長 ホ ル モ ン を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー は ｈ Ｇ Ｈ の 成 熟
ド メ イ ン の み を 増 幅 す る よ う に 設 計 さ れ て い た 。 こ れ を ｐ Ｍ Ｙ Ｃ １ ８ ０ ３ ／ Ｓ ｐ ｅ Ｉ 　 Ｘ
ｈ ｏ Ｉ に ク ロ ー ニ ン グ し 、 ｐ Ｄ Ｏ Ｗ ２ ４ ０ ０ を 形 成 し た 。 プ ラ イ マ ー (gc
caacgcgg tggccttccc aaccattccc； 配 列 番 号 ： 24)お よ び (agagactcga gtcattagaa
 gccacagctg ccctccacag agcggcac； 配 列 番 号 ： 25)を 用 い て 、 成 熟 hGH遺 伝 子 を pDOW2400
か ら 増 幅 し 、 次 い で Ｓ ｔ ｒ ａ ｔ ａ ｐ ｒ ｅ ｐ カ ラ ム (Stratagene社 )で 精 製 し て プ ラ イ マ ー お
よ び そ の 他 の 反 応 成 分 を 除 去 し た 。 ｐ ｂ ｐ － ｈ Ｇ Ｈ 融 合 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 作 製 す る た め に 、 二 つ の 小 片 が 結 合 す る よ う に 、 二 つ の PCR反 応 物 を 合 わ せ て 、

(配 列 番 号 ： １ ７ ） お よ び ｈ ｇ ｈ ＿ ｒ ｅ ｖ （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ） を 用 い て 再 び 増 幅 し た
。 こ の 断 片 を ｐ Ｄ Ｏ Ｗ １ ２ ６ ９ に 連 結 し て ｐ Ｄ Ｏ Ｗ １ ３ ２ ３ － １ ０ を 作 製 し 、 ｐ ｂ ｐ － ｈ
Ｇ Ｈ を ｔ ａ ｃ プ ロ モ ー タ の コ ン ト ロ ー ル 下 に 置 い た 。 連 結 混 合 物 で シ ュ ー ド モ ナ ス ・ フ ル
オ レ ッ セ ン ス を 形 質 転 換 し た 。 こ の 融 合 体 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 そ れ ぞ れ
(配 列 番 号 ： 26)お よ び (配 列 番 号 ： 27)で 提 示 す る 。
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