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   Ｃ１２Ｎ   15/52     　　　Ｚ
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【手続補正書】
【提出日】令和3年3月10日(2021.3.10)
【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】
　変異体核酸ライブラリーを合成する方法であって、
　前記方法は、
　ａ．少なくとも５００のポリヌクレオチドをコードするあらかじめ定められた配列を提
供する工程であって、前記少なくとも５００のポリヌクレオチドはあらかじめ選択された
不均一なコドン分布を有する、工程と；
　ｂ．前記少なくとも５００のポリヌクレオチドを合成する工程であって、前記少なくと
も５００のポリヌクレオチドは、各位置で不均一な分布を有する複数のアミノ酸を含むタ
ンパク質ライブラリーをコードする、工程と；
　ｃ．前記少なくとも５００のポリヌクレオチドによってコードされた核酸、または前記
少なくとも５００のポリヌクレオチドに基づいて翻訳されたタンパク質について細胞活性
を分析する工程と；
　ｄ．工程（ｃ）のアッセイからの結果を収集する工程であって、収集する工程は、否定
的な結果または無効の結果に関連するあらかじめ定められた配列の結果を収集することを
含む、工程と、
を含む、方法。
【請求項２】
　工程（ｄ）は、前記あらかじめ定められた配列の少なくとも８０％に関する結果を収集
することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　予測された多様性の少なくとも約７０％が表される、請求項１に記載の方法。
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【請求項４】
　少なくとも５００のポリヌクレオチド配列の少なくとも約８０％は、前記変異体核酸ラ
イブラリーの前記ポリヌクレオチド配列の各々について平均頻度の２倍以内の量で前記変
異体核酸ライブラリー中に存在する、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記細胞活性は、繁殖、成長、接着、死亡、遊走、エネルギー産生、酸素利用、代謝活
性、細胞シグナル伝達、遊離ラジカル損傷に対する反応、またはそれらの任意の組み合わ
せを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記変異体核酸ライブラリーは、変異体遺伝子あるいはその断片のための配列をコード
する、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記変異体核酸ライブラリーは、抗体、酵素、あるいはペプチドの少なくとも一部をコ
ードする、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　核酸のコンビナトリアルライブラリーを生成するための方法であって、
　前記方法が：
　ａ．
　（ｉ）第１の複数のポリヌクレオチドであって、第１の複数のポリヌクレオチドのそれ
ぞれのポリヌクレオチドが、参照配列と比較して、変異体配列をコードする、第１の複数
のポリヌクレオチドと、
　（ｉｉ）第２の複数のポリヌクレオチドであって、第２の複数のポリヌクレオチドのそ
れぞれのポリヌクレオチドが、前記参照配列と比較して、変異体配列をコードする、第２
の複数のポリヌクレオチドと、
をコードするあらかじめ定められた配列を設計する工程と；
　ｂ．前記第１の複数のポリヌクレオチドと前記第２の複数のポリヌクレオチドを合成す
る工程と；
　ｃ．前記核酸のコンビナトリアルライブラリーを形成するために前記第１の複数のポリ
ヌクレオチドと前記第２の複数のポリヌクレオチドを混合する工程であって、予測された
多様性の少なくとも約７０％が表され、および、前記コンビナトリアルライブラリーは、
各位置でアミノ酸の不均一な分布を有する複数のアミノ酸を含むタンパク質ライブラリー
をコードする、工程と、
を含む、方法。
【請求項９】
　前記コンビナトリアルライブラリーは、非飽和コンビナトリアルライブラリーであり、
および、前記非飽和コンビナトリアルライブラリーの生成のためのポリヌクレオチドの合
計数は、飽和コンビナトリアルライブラリーの生成のためのポリヌクレオチドの合計数の
少なくとも２５％未満である、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　ＰＣＲ突然変異誘発反応のためのプライマーとして前記コンビナトリアルライブラリー
を使用して、核酸のＰＣＲ突然変異誘発を実施する工程をさらに含む、請求項８に記載の
方法。
【請求項１１】
　前記コンビナトリアルライブラリーは、変異体遺伝子あるいはその断片のための配列を
コードする、請求項８に記載の方法。
【請求項１２】
　前記コンビナトリアルライブラリーは、抗体、酵素、あるいはペプチドの少なくとも一
部をコードする、請求項８に記載の方法。
【請求項１３】
　前記コンビナトリアルライブラリーは、前記抗体の可変領域あるいは定常領域の少なく
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とも一部をコードする、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記コンビナトリアルライブラリーは、前記抗体の少なくとも１つのＣＤＲ領域をコー
ドする、請求項１２に記載の方法。
【請求項１５】
　前記コンビナトリアルライブラリーは、前記抗体の重鎖上のＣＤＲ１、ＣＤＲ２、およ
びＣＤＲ３と、軽鎖上のＣＤＲ１、ＣＤＲ２、およびＣＤＲ３をコードする、請求項１２
に記載の方法。
【請求項１６】
　変異体核酸ライブラリーを合成する方法であって、
　前記方法は、
　ａ．複数のポリヌクレオチドをコードするあらかじめ定められた配列を提供する工程で
あって、ここで、前記ポリヌクレオチドは、参照配列と比較して、変異体配列を有する複
数のコドンをコードする、工程と；
　ｂ．前記参照配列中のあらかじめ選択された位置のコドンに対する不均一な分布値を選
択する工程と；
　ｃ．選択された分布値に合う分布値を有する核酸配列のセットを生成する工程であって
、ここで、前記核酸配列のセットは、飽和コドン変異体ライブラリーを生成するために必
要とされる核酸配列の量未満である、工程と；
　ｄ．前記あらかじめ選択された位置のコドンの変異体の確率を計算する工程と；
　ｅ．前記確率が前記選択された分布値に合う場合に、あらかじめ選択された分布の前記
変異体核酸ライブラリーを合成する工程であって、ここで、予測された多様性の少なくと
も約７０％が表され、および、前記変異体核酸ライブラリーは、各位置で不均一な分布を
有する複数のアミノ酸を含むタンパク質ライブラリーをコードする、工程と、
を含む、方法。
【請求項１７】
　ＰＣＲ突然変異誘発反応のためのプライマーとして前記変異体核酸ライブラリーを使用
して、核酸のＰＣＲ突然変異誘発を行う工程をさらに含む、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　コドンの割り当ては、変異体配列を有する前記複数のコドンの各コドンを決定するため
に使用される、請求項１６に記載の方法。
【請求項１９】
　前記コドンの割り当ては生物中のコドン配列の頻度に基づく、請求項１８に記載の方法
。
【請求項２０】
　前記生物は、動物、植物、真菌、原生生物、古細菌、および細菌の少なくとも１つであ
る、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記コドンの割り当ては前記コドン配列の多様性に基づく、請求項１８に記載の方法。
【請求項２２】
　前記変異体核酸ライブラリーは、抗体、酵素、またはペプチドの少なくとも一部をコー
ドする、請求項１６に記載の方法。
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