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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 7 月 2 2 日 ( 2 0 2 2 . 7 . 2 2 )
　
【 国 際 公 開 番 号 】 W O 2 0 2 1 / 1 0 0 6 4 2
【 出 願 番 号 】 特 願 2 0 2 1 - 5 5 8 3 5 8 ( P 2 0 2 1 - 5 5 8 3 5 8 )
【 国 際 特 許 分 類 】
   Ｃ １ ２ Ｎ 1 5 / 2 9 ( 2 0 0 6 . 0 1 )
   Ｃ １ ２ Ｎ 1 / 1 3 ( 2 0 0 6 . 0 1 )
   Ｃ １ ２ Ｐ 2 1 / 0 2 ( 2 0 0 6 . 0 1 )
【 Ｆ Ｉ 】
　 Ｃ １ ２ Ｎ 1 5 / 2 9 　 　 　 　 Ｚ Ｎ Ａ
　 Ｃ １ ２ Ｎ 1 / 1 3 　 　 　 　 　 　 　
　 Ｃ １ ２ Ｐ 2 1 / 0 2 　 　 　 Ｃ 　 　 　
　
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 令 和 4 年 5 月 1 7 日 ( 2 0 2 2 . 5 . 1 7 )
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ０ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
化 石 燃 料 に 依 存 せ ず 、 か つ 環 境 低 負 荷 な 物 質 生 産 方 式 が 、 化 学 工 業 か ら 農 水 畜 産 業 に 至 る  
幅 広 い 産 業 分 野 で 求 め ら れ て い る 。 微 生 物 を 用 い た 物 質 生 産 は 常 温 常 圧 の 環 境 下 で 行 う こ  
と が で き 、 か つ 近 年 の 遺 伝 子 操 作 技 術 の 発 展 に 伴 い 幅 広 い 化 合 物 種 を 生 産 で き る よ う に な  
っ た こ と か ら 、 上 記 の 要 求 を 満 た す 生 産 系 と し て 注 目 さ れ て い る 。 そ の 中 で 、 シ ア ノ バ ク  
テ リ ア 及 び 藻 類 な ど の 光 合 成 微 生 物 は 、 光 を エ ネ ル ギ ー 源 と し て 空 気 中 の 二 酸 化 炭 素 （ Ｃ  
Ｏ ２ ） を 炭 素 原 料 と し て 利 用 で き る た め 、 カ ー ボ ン ニ ュ ー ト ラ ル な 次 世 代 の 物 質 生 産 系 と  
し て 特 に 期 待 が 持 た れ て い 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 ０ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 J a s o n  D e x t e r  a n d  P e n g c h e n g  F u ,  “ M e t a b o l i c  e n g i n e e r i n g  o  
f  c y a n o b a c t e r i a  f o r  e t h a n o l  p r o d u c t i o n ” ,  E n e r g y  &  E n v i r o n m e n t a l  S c i e n c  
e ,  R o y a l  S o c i e t y  o f  C h e m i s t r y ,  2 0 0 9 ,  V o l . 2 ,  p p . 8 5 7 - 8 6 4
【 非 特 許 文 献 ２ 】 S h o t a  A t s u m i  e t  a l . ,  “ D i r e c t  p h o t o s y n t h e t i c  r e c y c l i n g  o f  c  
a r b o n  d i o x i d e  t o  i s o b u t y r a l d e h y d e ” ,  N a t u r e  B i o t e c h n o l o g y ,  N a t u r e  P u b l i  
s h i n g  G r o u p ,  2 0 0 9 ,  V o l . 2 7 ,  p p . 1 1 7 7 - 1 1 8 0
【 非 特 許 文 献 ３ 】 J i e  Z h o u  e t  a l . ,  “ D i s c o v e r y  o f  a  s u p e r - s t r o n g  p r o m o t e r  e n  
a b l e  e f f i c i e n t  p r o d u c t i o n  o f  h e t e r o l o g o u s  p r o t e i n s  i n  c y a n o b a c t e r i a ” ,  S  
c i e n t i f i c  R e p o r t s ,  N a t u r e  R e s e a r c h ,  2 0 1 4 ,  V o l . 4 ,  A r t i c l e  N o . 4 5 0 0
【 非 特 許 文 献 ４ 】 A n d r e w  H .  N g  e t  a l . ,  “ F i n e - T u n i n g  o f  P h o t o a u t o t r o p h i c  S y  
n e c h o c y s t i s  s p .  S t r a i n  P C C  6 8 0 3 ” ,  A p p l i e d  a n d  E n v i r o n m e n t a l  M i c r o b i o l  
o g y ,  A m e r i c a n  S o c i e t y  f o r  M i c r o b i o l o g y ,  2 0 1 5 ,  V o l . 8 1 ,  p p . 6 8 5 7 - 6 8 6 3
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
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【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ １ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 シ ア ノ バ ク テ リ ア の 細 胞 表 層 を 模 式 的 に 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 実 施 例 １ 及 び 比 較 例 １ の 改 変 シ ア ノ バ ク テ リ ア の 培 養 上 清 中 の タ ン パ ク  
質 量 （ ｎ ＝ ３ 、 エ ラ ー バ ー ＝ Ｓ Ｄ ） を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ６ 】
し か し な が ら 、 上 述 し た 従 来 技 術 で は 、 タ ン パ ク 質 が P C C 6 8 0 3 株 の 菌 体 内 で 産 生 さ れ た  
タ ン パ ク 質 を 回 収 す る た め に 、 P C C 6 8 0 3 株 の 菌 体 を 破 砕 す る 必 要 が あ る 。 そ の た め 、 タ  
ン パ ク 質 の 生 産 に 手 間 が か か る 。 ま た 、 菌 体 内 に は 様 々 な 物 質 が 存 在 す る た め 、 そ れ ら の  
物 質 を 除 去 し て 、 目 的 の タ ン パ ク 質 を 生 成 す る こ と が 必 要 と な る 場 合 が あ る 。 そ の た め 、  
タ ン パ ク 質 の 回 収 率 が 低 く な る 。 ま た 、 タ ン パ ク 質 の 生 産 の 度 に 、 新 た な 菌 株 を 準 備 す る  
必 要 が あ る た め 、 手 間 が か か り 、 生 産 コ ス ト も 嵩 む 。 こ の よ う に 、 上 述 し た 従 来 技 術 で は  
、 シ ア ノ バ ク テ リ ア を 用 い た タ ン パ ク 質 の 生 産 効 率 は 未 だ 低 い レ ベ ル で あ り 、 よ り 生 産 効  
率 の 高 い 技 術 の 開 発 が 望 ま れ て い る 。
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ４ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 実 施 の 形 態 に 係 る 改 変 シ ア ノ バ ク テ リ ア の 親 微 生 物 と な る 、 外 膜 ５ の タ ン パ ク 質 透 過 性  
を 向 上 さ せ る 前 の シ ア ノ バ ク テ リ ア （ 以 下 、 親 シ ア ノ バ ク テ リ ア と い う ） の 種 類 は 、 特 に  
制 限 は な く 、 あ ら ゆ る 種 類 の シ ア ノ バ ク テ リ ア で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 親 シ ア ノ バ ク テ  
リ ア は 、 S y n e c h o c y s t i s 属 、 S y n e c h o c o c c u s 属 、 A n a b a e n a 属 、 又 は 、 T h e r m o s y n  
e c h o c o c c u s 属 で あ っ て も よ く 、 中 で も 、 S y n e c h o c y s t i s  s p .  P C C  6 8 0 3 、 S y n e c h o  
c o c c u s  s p .  P C C  7 9 4 2 、 又 は 、 T h e r m o s y n e c h o c o c c u s  e l o n g a t u s  B P - 1 で あ っ  
て も よ い 。
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ４ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ４ ９ 】
本 実 施 の 形 態 で は 、 シ ア ノ バ ク テ リ ア の 外 膜 ５ に 発 現 さ せ る 有 機 物 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 １  
８ は 、 葉 緑 体 由 来 の 外 膜 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い 。 当 該 有 機 物 チ ャ ネ ル タ ン パ  
ク 質 １ ８ は 、 例 え ば 、 灰 色 藻 C y a n o p h o r a  p a r a d o x a （ 以 下 、 C .  p a r a d o x a と も い う  
） の C p p S （ 配 列 番 号 １ ） 又 は C p p F （ 配 列 番 号 ２ ） な ど で あ っ て も よ い 。 ま た 、 有 機 物  
チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 １ ８ は 、 C p p S 又 は C p p F と ア ミ ノ 酸 配 列 が ５ ０ ％ 以 上 同 一 で あ る タ  
ン パ ク 質 で あ っ て も よ い 。 な お 、 C p p S 又 は C p p F と ア ミ ノ 酸 配 列 が ５ ０ ％ 以 上 同 一 で あ  
る タ ン パ ク 質 は 、 葉 緑 体 由 来 の タ ン パ ク 質 に 限 ら れ ず 、 例 え ば 、 細 菌 な ど の 微 生 物 由 来 の  
C p p S 又 は C p p F の 類 似 タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い 。
【 手 続 補 正 ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
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【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ７ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ７ ５ 】
ま ず 、 L Y 0 7 株 の 染 色 体 D N A を 鋳 型 と し 、 表 1 に 記 載 の プ ラ イ マ ー p s b A 1 - F w （ 配 列 番 号  
１ ３ ） 及 び t e t R - R v （ 配 列 番 号 １ ４ ） の セ ッ ト 、 並 び に t e t R - F w （ 配 列 番 号 １ ５ ） 及 び p  
s b A 1 - R v （ 配 列 番 号 １ ６ ） の セ ッ ト を 用 い て P C R 法 に よ り 増 幅 し て t e t R 遺 伝 子 と 、 遺 伝  
子 導 入 の 目 印 と な る ス ペ ク チ ノ マ イ シ ン 耐 性 マ ー カ ー 遺 伝 子 （ S p c R ） を 得 た 。 な お 、 L Y  
0 7 株 で は こ れ ら が 染 色 体 上 の p s b A 1 遺 伝 子 中 に 挿 入 さ れ て 存 在 し て い る た め 、 上 記 プ ラ  
イ マ ー を 用 い て P C R 法 に よ り 増 幅 す る と 、 t e t R 遺 伝 子 の 5 ′ 末 端 側 に p s b A 1 遺 伝 子 の 上  
流 側 断 片 が 連 結 し た 形 で 増 幅 さ れ 、 S p c R の 3 ′ 末 端 側 に p s b A 1 遺 伝 子 の 下 流 側 断 片 が 連  
結 し た 形 で 増 幅 さ れ る 。 次 に 、 t e t R 遺 伝 子 と S p c R の 混 合 溶 液 を 鋳 型 と し 、 表 1 に 記 載 の  
プ ラ イ マ ー p s b A 1 - F w （ 配 列 番 号 １ ３ ） 及 び p s b A 1 - R v （ 配 列 番 号 １ ４ ） を 用 い て P C R  
法 に よ り 増 幅 す る こ と に よ り 、 5 ′ 末 端 側 か ら 、 p s b A 1 遺 伝 子 上 流 側 断 片 、 T e t R 、 S p c  
R 、 p s b A 1 遺 伝 子 下 流 側 断 片 が 順 に 連 結 し た 遺 伝 子 カ セ ッ ト （ p s b A 1 : : t e t R カ セ ッ ト ）  
を 得 た 。 I n - F u s i o n  P C R ク ロ ー ニ ン グ 法 （ 登 録 商 標 ） を 用 い て 、 p s b A 1 : : t e t R カ セ ッ ト  
を p U C 1 9 プ ラ ス ミ ド に 挿 入 し 、 p U C 1 9 - t e t R プ ラ ス ミ ド を 得 た 。
【 手 続 補 正 ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ８ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ８ ３ 】
結 果 を 図 ２ に 示 す 。 図 ２ は 、 実 施 例 １ 及 び 比 較 例 １ の 改 変 シ ア ノ バ ク テ リ ア の 培 養 上 清 中  
の タ ン パ ク 質 量 （ ｎ ＝ ３ 、 エ ラ ー バ ー ＝ Ｓ Ｄ ） を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 手 続 補 正 ９ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ８ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ８ ５ 】
デ ー タ の 記 載 を 省 略 す る が 、 培 養 液 の 吸 光 度 （ 7 3 0 n m ） を 測 定 し 、 菌 体 乾 燥 重 量 １ ｇ あ  
た り の 分 泌 タ ン パ ク 質 量 （ m g  p r o t e i n / g  c e l l  d r y  w e i g h t ） を 算 出 し た と こ ろ 、 実 施  
例 １ の 条 件 で 培 養 し た S y n e c h o c y s t i s  c p p S  t e t R 株 の 菌 体 乾 燥 重 量 １ ｇ あ た り の 分 泌  
タ ン パ ク 質 量 ( m g  p r o t e i n / g  c e l l  d r y  w e i g h t ) は 、 比 較 例 １ の 条 件 で 培 養 し た S y n e c  
h o c y s t i s  c p p S  t e t R 株 と 比 較 し て 、 約 3 6 倍 向 上 し て い た 。
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