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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 3月 23日 (2006.3.23)
【 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 】 　 亜 鉛 耐 性 を 示 す 宿 主 微 生 物 に 、 亜 鉛 イ オ ン の 存 在 に よ り 遺 伝 子 産 物 の
発 現 が 強 化 さ れ る Ｄ － ア ミ ノ ア シ ラ ー ゼ 産 生 遺 伝 子 を 導 入 し 、 亜 鉛 イ オ ン を 含 む 培 地 に お
け る Ｄ － ア ミ ノ ア シ ラ ー ゼ 高 生 産 性 形 質 を 獲 得 さ せ た こ と を 特 徴 と す る 形 質 転 換 微 生 物 。
　 　 【 請 求 項 ２ 】 　 前 記 Ｄ － ア ミ ノ ア シ ラ ー ゼ 産 生 遺 伝 子 が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 す
塩 基 配 列 を 有 す る か 、 又 は 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 塩 基 配 列 で あ っ て Ｄ － ア ミ ノ ア シ ラ ー ゼ を 有 効 に コ ー ド す る 塩 基
配 列 を 有 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 形 質 転 換 微 生 物 。
　 　 【 請 求 項 ３ 】 　 前 記 宿 主 微 生 物 が 大 腸 菌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は 請 求 項
２ の い ず れ か に 記 載 の 形 質 転 換 微 生 物 。
　 　 【 請 求 項 ４ 】 　 前 記 宿 主 微 生 物 へ の Ｄ － ア ミ ノ ア シ ラ ー ゼ 産 生 遺 伝 子 の 導 入 に 当 た り
、 該 遺 伝 子 に 対 し て 以 下 の （ １ ） 及 び （ ２ ） の 改 変 を 行 っ た こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～
請 求 項 ３ の い ず れ か に 記 載 の 形 質 転 換 微 生 物 。
（ １ ） リ ボ ソ ー ム 結 合 領 域 に 特 定 塩 基 配 列 （ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ ） を 設 計 し て 、 該 遺 伝 子 の 翻 訳
開 始 点 上 流 ９ 塩 基 の 位 置 に 導 入 す る こ と に よ り 、 翻 訳 効 率 の 向 上 を 図 る 改 変 。
（ ２ ） Ｈ ｉ ｎ ｄ  III認 識 部 位 を 該 遺 伝 子 の 上 流 と 下 流 に 作 成 し 、
該 遺 伝 子 を 純 化 し て 切 り 出 し 発 現 ベ ク タ ー へ 連 結 す る こ と に よ り 遺 伝 子 の 発 現 効 率 の 向 上
を 図 る 改 変 。
　 　 【 請 求 項 ５ 】 　 請 求 項 １ ～ 請 求 項 ４ の い ず れ か に 記 載 の 形 質 転 換 微 生 物 を 亜 鉛 イ オ ン
を 含 む 培 地 で 培 養 し 、 培 養 物 か ら Ｄ － ア ミ ノ ア シ ラ ー ゼ を 取 得 す る こ と を 特 徴 と す る Ｄ －
ア ミ ノ ア シ ラ ー ゼ の 製 造 方 法 。
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　 　 【 請 求 項 ６ 】 　 前 記 培 地 に 含 ま れ る 亜 鉛 イ オ ン 濃 度 を ０ ． １ ～ １ ０ ｍ Ｍ に 制 御 す る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ に 記 載 の Ｄ － ア ミ ノ ア シ ラ ー ゼ の 製 造 方 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 ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 （ 第 ４ 発 明 の 構 成 ）
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 本 願 第 ４ 発 明 （ 請 求 項 ４ に 記 載 の 発 明 ） の 構 成 は 、 前 記 第 １
発 明 ～ 第 ３ 発 明 の い ず れ か に お い て 、 宿 主 微 生 物 へ の Ｄ － ア ミ ノ ア シ ラ ー ゼ 産 生 遺 伝 子 の
導 入 に 当 た り 、 該 遺 伝 子 に 対 し て 以 下 （ １ ） 及 び （ ２ ） の 改 変 を 行 っ た 、 形 質 転 換 微 生 物
で あ る 。
（ １ ） リ ボ ソ ー ム 結 合 領 域 に 特 定 塩 基 配 列 （ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ ） を 設 計 し て 、 該 遺 伝 子 の 翻 訳
開 始 点 上 流 ９ 塩 基 の 位 置 に 導 入 す る こ と に よ り 、 翻 訳 効 率 の 向 上 を 図 る 改 変 。
（ ２ ） Ｈ ｉ ｎ ｄ  III認 識 部 位 を 該 遺 伝 子 の 上 流 と 下 流 に 作 成 し 、
該 遺 伝 子 を 純 化 し て 切 り 出 し 発 現 ベ ク タ ー へ 連 結 す る こ と に よ り 遺 伝 子 の 発 現 効 率 の 向 上
を 図 る 改 変 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 （ ）
　 上 記 の ５ ． ８ Ｋ ｂ の 挿 入 断 片 を 持 つ プ ラ ス ミ ド か ら 、  BamHI-HindIII消 化 に よ り ４ Ｋ ｂ
の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 切 り 出 し 、 公 知 の プ ラ ス ミ ド  pUC118 と 連 結 す る こ と に よ り 連 結 プ ラ ス ミ
ド  pAND118を 作 製 し 、 こ れ を 鋳 型 と し て 、

プ ラ イ マ ー を
用 い た 部 分 特 異 的 変 異 に よ り 、 リ ボ ソ ー ム バ イ ン デ ィ ン グ サ イ ト （ Ｒ Ｂ Ｓ ） を 改 変 し た プ
ラ ス ミ ド  pANSD1 を 作 製 し た 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 次 に 、 上 記 プ ラ ス ミ ド  pANSD1 を 鋳 型 と し ラ イ マ ー を 用 い た 部 分 特 異 的 変 異 に よ り
、 上 記 Ｒ Ｂ Ｓ の 直 上 流 に は  EcoRIの 認 識 部 位 を 、 又 、 Ｏ Ｒ Ｆ の 直 下 流 に は  HindIII認 識 部
位 を 、 そ れ ぞ れ 作 成 し て な る プ ラ ス ミ ド  pANSD1HE を 得 た 。
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