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【 手 続 補 正 書 】
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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 】 　 異 種 ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 で あ っ て 、
　 （ a） 親 糸 状 菌 細 胞 の 変 異 体 を 前 記 異 種 ポ リ ペ プ チ ド の 生 成 の 助 け と な る 条 件 下 で 培 養
し 、 こ こ で 、 前 記 変 異 体 が 、 前 記 異 種 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 第 １ 核 酸 配 列 、 及 び tri3
, tri4, tri5, tri6, tri11, tri12及 び tri101か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る ト リ コ テ セ ン の
生 成 に 関 与 す る 遺 伝 子 の 少 な く と も １ つ の 遺 伝 子 の 修 飾 を 含 ん で 成 る 第 ２ 核 酸 配 列 を 含 ん
で 成 り 、 そ し て 前 記 変 異 体 が 、 同 じ 条 件 下 で 培 養 さ れ る 場 合 、 親 糸 状 菌 細 胞 よ り も ト リ コ
テ セ ン を 少 な く と も 約 25％ 少 な く 生 成 し ； そ し て
　 （ b） 前 記 培 養 培 地 か ら 前 記 異 種 ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る ；
　 こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ 】 　 前 記 糸 状 菌 細 胞 が フ サ リ ウ ム （ Fusarium） の 株 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の
方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ 】 　 前 記 異 種 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ホ ル モ ン 、 ホ ル モ ン 変 異 体 、 酵 素 、 受 容 体
も し く は そ の 一 部 、 抗 体 も し く は そ の 一 部 、 又 は レ ポ ー タ ー で あ る 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載
の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ４ 】 　 前 記 変 異 体 細 胞 が １ 又 は 複 数 の 第 ３ 核 酸 配 列 の １ 又 は 複 数 の 修 飾 を さ
ら に 含 ん で 成 り 、 こ こ で 前 記 修 飾 が 前 記 １ 又 は 複 数 の 第 ３ 核 酸 配 列 の 発 現 を 低 め る か 又 は
排 除 す る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。



　 　 【 請 求 項 ５ 】 　 前 記 １ 又 は 複 数 の 第 ３ 核 酸 配 列 が 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ア ミ ラ ー ゼ
、 カ ル ボ ヒ ド ラ ー ゼ 、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 カ タ ラ ー ゼ 、 セ ル ラ ー ゼ 、 キ チ ナ ー ゼ 、
ク チ ナ ー ゼ 、 シ ク ロ デ キ ス ト リ ン グ リ コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア
ー ゼ 、 エ ス テ ラ ー ゼ 、 α － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ
、 α － グ ル コ シ ダ ー ゼ 、 β － グ ル コ シ ダ ー ゼ 、 イ ン ベ ル タ ー ゼ 、 ラ ッ カ ー ゼ 、 リ パ ー ゼ 、
マ ン ノ シ ダ ー ゼ 、 ム タ ナ ー ゼ 、 オ キ シ ダ ー ゼ 、 ペ ク チ ン 分 解 酵 素 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 フ
ィ タ ー ゼ 、 ポ リ フ ェ ノ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ト ラ
ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ 、 及 び キ シ ラ ナ ー ゼ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 酵 素 を 独 立 し て コ ー ド
す る 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ６ 】 　 異 種 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 第 １ 核 酸 配 列 、 及 び tri3, tri4, tri5
, tri6, tri11, tri12及 び tri101か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る ト リ コ テ セ ン の 生 成 を 担 当 す
る 遺 伝 子 の 少 な く と も １ つ の 修 飾 を 含 ん で 成 る 第 ２ 核 酸 配 列 を 含 ん で 成 る 、 糸 状 菌 細 胞 の
ト リ コ テ セ ン － 欠 失 変 異 体 細 胞 で あ っ て 、 同 じ 条 件 下 で 培 養 さ れ る 場 合 、 変 異 体 細 胞 の ト
リ コ テ セ ン の 生 成 が 親 糸 状 菌 細 胞 よ り も 少 な く と も 約 25％ 少 な い 、 こ と を 特 徴 と す る 変 異
体 細 胞 。
　 　 【 請 求 項 ７ 】 　 前 記 糸 状 菌 細 胞 が フ サ リ ウ ム （ Fusarium） の 株 で あ る 請 求 項 ６ に 記 載
の 変 異 体 細 胞 。
　 　 【 請 求 項 ８ 】 　 前 記 異 種 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ホ ル モ ン 、 ホ ル モ ン 変 異 体 、 酵 素 、 受 容 体
又 は そ の 一 部 、 抗 体 又 は そ の 一 部 、 又 は レ ポ ー タ ー で あ る 、 請 求 項 ６ 又 は ７ に 記 載 の 変 異
体 細 胞 。
　 　 【 請 求 項 ９ 】 　 前 記 変 異 体 細 胞 が １ 又 は 複 数 の 第 ３ 核 酸 配 列 の １ 又 は 複 数 の 修 飾 を さ
ら に 含 ん で 成 り 、 こ こ で 前 記 修 飾 が 前 記 １ 又 は 複 数 の 第 ３ 核 酸 配 列 の 発 現 を 低 め る か 又 は
排 除 す る 請 求 項 ６ ～ ８ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 変 異 体 細 胞 。
　 　 【 請 求 項 １ ０ 】 　 前 記 １ 又 は 複 数 の 第 ３ 核 酸 配 列 が 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ア ミ ラ ー
ゼ 、 カ ル ボ ヒ ド ラ ー ゼ 、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 カ タ ラ ー ゼ 、 セ ル ラ ー ゼ 、 キ チ ナ ー ゼ
、 ク チ ナ ー ゼ 、 シ ク ロ デ キ ス ト リ ン グ リ コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ
ア ー ゼ 、 エ ス テ ラ ー ゼ 、 α － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ア ミ ラ ー
ゼ 、 α － グ ル コ シ ダ ー ゼ 、 β － グ ル コ シ ダ ー ゼ 、 イ ン ベ ル タ ー ぜ 、 ラ ッ カ ー ゼ 、 リ パ ー ゼ
、 マ ン ノ シ ダ ー ゼ 、 ム タ ナ ー ゼ 、 オ キ シ ダ ー ゼ 、 ペ ク チ ン 分 解 酵 素 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、
フ ィ タ ー ゼ 、 ポ リ フ ェ ノ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ト
ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ 、 及 び キ シ ラ ナ ー ゼ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 酵 素 を 独 立 し て コ ー
ド す る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 変 異 体 細 胞 。
　 　 【 請 求 項 １ １ 】 　 請 求 項 ６ ～ 10の い ず れ か １ 項 記 載 の 変 異 体 細 胞 を 得 る た め の 方 法 で
あ っ て 、
　 （ a） ト リ コ テ セ ン の 生 成 を 担 当 す る 少 な く と も １ つ 遺 伝 子 の 修 飾 を 含 ん で 成 る 核 酸 配
列 を 、 親 糸 状 菌 細 胞 中 に 導 入 し ； そ し て
　 （ b） 同 じ 条 件 下 で 培 養 さ れ る 場 合 、 前 記 変 異 体 細 胞 の 親 糸 状 菌 細 胞 よ り も ト リ コ テ セ
ン を 低 く 生 成 す る 変 異 体 を 、 前 記 段 階 （ a） か ら 同 定 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ２ 】 　 ト リ コ ジ エ ン シ ン タ ー ゼ を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 で あ っ て 、 当
該 ト リ コ ジ エ ン シ ン タ ー ゼ が 、
　 （ a） 配 列 番 号 ２ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で あ る ト リ コ ジ エ ン シ ン タ ー ゼ ；
　 （ b） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 及 び /又 は
挿 入 を 含 ん で 成 る 、 ト リ コ ジ エ ン シ ン タ ー ゼ の 変 異 体 ；
　 （ c） 上 記 （ a） 又 は （ b） の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 ； 及 び
　 （ d） ト リ コ ジ エ ン シ ン タ ー ゼ 活 性 を 有 す る 、 （ a） 又 は （ c） の フ ラ グ メ ン ト ；
　 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 ト リ コ ジ エ ン シ ン タ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 。
　 　 【 請 求 項 １ ３ 】 　 変 異 体 細 胞 を 得 る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 （ a） 第 １ 遺 伝 子 生 成 物 を コ ー ド す る 第 １ 核 酸 配 列 を 有 す る 親 細 胞 中 に 、 選 択 マ ー カ ー
と し て の 硝 酸 レ ダ ク タ ー ゼ 遺 伝 子 及 び 前 記 第 １ 核 酸 配 列 の 修 飾 体 を 含 ん で 成 る 第 １ 核 酸 構
造 体 を 導 入 し 、 前 記 修 飾 さ れ た 第 １ 核 酸 配 列 に よ り 前 記 内 因 性 第 １ 核 酸 配 列 が 置 換 さ れ 、
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こ こ で 前 記 第 １ 構 造 体 が 親 細 胞 の ゲ ノ ム 中 に 組 み 込 ま れ 、 同 じ 条 件 下 で 培 養 さ れ る 場 合 、
親 細 胞 に 比 較 し て 、 前 記 第 １ 遺 伝 子 生 成 物 の 低 め ら れ た 生 成 を も た ら し ； そ し て
　 （ b） 前 記 硝 酸 レ ダ ク タ ー ゼ 遺 伝 子 の 存 在 、 及 び 前 記 第 １ 遺 伝 子 生 成 物 の 低 め ら れ た 生
成 に つ い て 、 段 階 （ a） か ら 変 異 体 細 胞 を 選 択 す る ；
　 こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ４ 】 　 （ c） 硝 酸 レ ダ ク タ ー ゼ 遺 伝 子 が 欠 失 さ れ て い る 培 養 条 件 下 で 段 階
（ b） か ら の 変 異 体 細 胞 を 選 択 す る こ と を さ ら に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 13に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ５ 】 　 （ c） 段 階 （ b） か ら の 変 異 体 細 胞 中 に 、 修 飾 さ れ た 第 １ 核 酸 配 列 の
5’ 及 び 3’ 側 領 域 を 含 ん で 成 る 第 ２ 核 酸 配 列 を 含 ん で 成 る が 、 し か し 硝 酸 レ ダ ク タ ー ゼ 遺
伝 子 を 欠 い て い る 第 ２ 核 酸 構 造 体 を 導 入 し 、 こ こ で 前 記 第 ２ 構 造 体 が 親 細 胞 の ゲ ノ ム 中 に
組 み 込 ま れ 、 前 記 第 ２ 核 酸 配 列 に よ り 前 記 修 飾 さ れ た 第 １ 核 酸 配 列 が 置 換 さ れ ； そ し て
　 （ d） 硝 酸 レ ダ ク タ ー ゼ 遺 伝 子 が 欠 失 さ れ て い る 培 養 条 件 下 で 段 階 （ c） か ら の 変 異 体 細
胞 を 選 択 す る ；
　 こ と を さ ら に 含 ん で 成 る 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ６ 】 　 請 求 項 13～ 15の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 変 異 体 細
胞 。
　 　 【 請 求 項 １ ７ 】 　 ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 で あ っ て 、
　 （ a） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 ん で 成 る 請 求 項 16に 記 載 の 変 異 体 細 胞 を
、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 生 成 を 助 け る 条 件 下 で 培 養 し ； そ し て
　 （ b） 前 記 変 異 体 細 胞 の 培 養 培 地 か ら 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る ；
　 こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ８ 】 　 細 胞 に 含 ま れ る 標 的 核 酸 配 列 中 に 変 更 を 導 入 す る た め の 方 法 で あ っ
て ；
　 （ a） マ ー カ ー カ セ ッ ト を 形 成 す る た め に 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 反 復 体 を 末 端 に 有 す る 硝
酸 レ ダ ク タ ー ゼ 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 含 ん で 成 る 核 酸 構 造 体 を 、 親 細 胞 中 に 導 入 す る こ と
に よ っ て 親 細 胞 の 変 異 体 細 胞 を 得 、 こ こ で 前 記 反 復 体 は 標 的 DNAの 5’ 側 に 隣 接 す る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 又 は 3’ 側 に 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 り ； そ し て さ ら に 、
　 前 記 端 に 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 反 復 体 が 標 的 DNAの 5’ 側 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る 場
合 、 前 記 核 酸 構 造 体 が さ ら に 、 前 記 マ ー カ ー カ セ ッ ト の 3’ 側 に 、 且 つ そ の カ セ ッ ト に 隣
接 し て 、 前 記 標 的 DNA配 列 の 3’ 側 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る 追 加 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 ん で 成 り ； そ し て
　 前 記 端 に 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 反 復 体 が 標 的 DNAの 3’ 側 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る 場
合 、 前 記 核 酸 構 造 体 が さ ら に 、 前 記 マ ー カ ー カ セ ッ ト の 5’ 側 に 、 且 つ そ の カ セ ッ ト に 隣
接 し て 、 前 記 標 的 DNA配 列 の 5’ 側 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る 追 加 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 ん で 成 り ；
　 （ b） 前 記 硝 酸 レ ダ ク タ ー ゼ 遺 伝 子 の 存 在 に つ い て 選 択 す る こ と に よ っ て 、 段 階 （ a） か
ら 変 異 体 細 胞 選 択 し ；
　 （ c） 前 記 選 択 さ れ た 変 異 体 細 胞 を 、 前 記 端 に 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 反 復 体 間 で の 組
換 え に よ る 前 記 硝 酸 レ ダ ク タ ー ゼ 遺 伝 子 の 欠 失 を も た ら す 条 件 下 で 培 養 し ； そ し て
　 （ d） 前 記 硝 酸 レ ダ ク タ ー ゼ 遺 伝 子 が 前 記 変 異 体 細 胞 か ら 欠 失 さ れ て い る 標 的 核 酸 配 列
に お け る 変 更 を 有 す る 変 異 体 細 胞 を 選 択 す る ；
　 こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ９ 】 　 請 求 項 18に 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 変 異 体 細 胞 。
　 　 【 請 求 項 ２ ０ 】 　 ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 （ a） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 ん で 成 る 請 求 項 19に 記 載 の 変 異 体 細 胞 を
、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 生 成 を 助 け る 条 件 下 で 培 養 し ； そ し て
　 （ b） 前 記 変 異 体 細 胞 の 培 養 培 地 か ら 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る ；
　 こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。

(3) JP 2002-515253 A5 2006.7.13
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