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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 12月 21日 (2006.12.21)
【 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 】 　 参 照 甲 虫 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の イ ン ヒ ビ タ ー に 比 べ て 増 強 さ れ た 耐 性 に つ
い て 選 択 さ れ た 変 異 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 こ こ で 当 該 参 照 甲 虫 ル シ フ ェ ラ ー ゼ は 任 意 に は 天 然
の 甲 虫 ル シ フ ェ ラ ー ゼ で あ る 。
　 　 【 請 求 項 ２ 】 　 前 記 イ ン ヒ ビ タ ー の 存 在 下 で 、 前 記 参 照 ル シ フ ェ ラ ー ゼ に 比 べ て 少 な
く と も 50％ 多 く の 活 性 を 維 持 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 変 異 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 。
　 　 【 請 求 項 ３ 】 　 前 記 参 照 ル シ フ ェ ラ ー ゼ に 比 べ て 複 数 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 ん で な り 、



当 該 ア ミ ノ 酸 置 換 が 任 意 に は コ ン セ ン サ ス ア ミ ノ 酸 に つ い て で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 変
異 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 。
　 　 【 請 求 項 ４ 】 　 前 記 参 照 甲 虫 ル シ フ ェ ラ ー ゼ が LucPpl又 は LucPpe2で あ る 、 請 求 項 １
に 記 載 の 変 異 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 。
　 　 【 請 求 項 ５ 】 　 配 列 番 号 ： 14、 配 列 番 号 ： 19、 配 列 番 号 ： 24、 配 列 番 号 ： 26、 配 列 番
号 ： 44、 配 列 番 号 ： 45若 し く は 配 列 番 号 ： 47の ア ミ ノ 酸 配 列 又 は そ れ ら の 酵 素 活 性 を 有 す
る 部 分 を 含 ん で 成 る ル シ フ ェ ラ ー ゼ 。
　 　 【 請 求 項 ６ 】 　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 変 異 体 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 又 は 請 求
項 ５ に 記 載 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 ん で な る 核 酸 分 子 。
　 　 【 請 求 項 ７ 】 　 前 記 核 酸 セ グ メ ン ト が 、 配 列 番 号 ： １ 、 配 列 番 号 ： ６ 、 配 列 番 号 ： 11
、 配 列 番 号 ： 12、 配 列 番 号 ： 13、 配 列 番 号 ： 42、 配 列 番 号 ： 43又 は 配 列 番 号 ： 46の 塩 基 配
列 を 含 ん で な る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 核 酸 分 子 。
　 　 【 請 求 項 ８ 】 　 請 求 項 ６ 又 は ７ に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー 又 は 宿 主 細 胞 。
　 　 【 請 求 項 ９ 】 　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 変 異 体 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 又 は 請 求
項 ５ に 記 載 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 有 す る 固 体 基 体 。
　 　 【 請 求 項 １ ０ 】 　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 変 異 体 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 又 は 請
求 項 ５ に 記 載 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 含 ん で な る 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 セ グ メ ン ト
を 含 む 核 酸 分 子 。
　 　 【 請 求 項 １ １ 】 　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 変 異 体 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 又 は 請
求 項 ５ に 記 載 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ に 試 薬 を 連 結 し て 標 識 さ れ た 試 薬 を 生 じ さ せ る こ と を 含 ん
で な る ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 使 用 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ２ 】 　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 変 異 体 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 又 は 請
求 項 ５ に 記 載 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 使 用 で あ っ て 、 ATPを 検 出 す る た め 、 遺 伝 的 レ ポ ー タ ー
と し て 分 子 を 標 識 す る た め 、 固 体 表 面 に 固 定 化 す る た め 、 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 製 造
す る た め 、 高 温 反 応 の た め 、 又 は 発 光 性 溶 液 を 形 成 す る た め の 使 用 。
　 　 【 請 求 項 １ ３ 】 　 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る ベ ク タ ー の 使 用 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 請 求 項 ８ に 記 載 の ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 に 導 入 し ； そ し て
　 ｂ ） 当 該 宿 主 細 胞 中 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 存 在 を 検 出 又 は 決 定 す る ；
　 こ と を 含 む 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ４ 】 　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 変 異 体 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 又 は 請
求 項 ５ に 記 載 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 含 む 容 器 を 含 む キ ッ ト 。
　 　 【 請 求 項 １ ５ 】 　 前 記 容 器 が 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 含 ん で 成 る 水 性 混 合 物 を 含 む か 、 又
は 凍 結 乾 燥 し た ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 含 む 、 請 求 項 14に 記 載 の キ ッ ト 。
　 　 【 請 求 項 １ ６ 】 　 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 含 む 容 器 を 更 に 含 む 、 請 求 項 15に 記 載 の キ ッ ト 。
　 　 【 請 求 項 １ ７ 】 　 イ ン ヒ ビ タ ー に 対 し て 耐 性 の 酵 素 の 製 造 方 法 に お い て 、
　 ａ ） ヌ ク レ オ チ ド 変 異 を 生 じ さ せ る 条 件 に 付 さ れ た 、 酵 素 を コ ー ド す る 第 一 の 単 離 さ れ
た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 得 ら れ る 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 第 一 集 団 か ら 、 イ ン ヒ ビ
タ ー に 対 し て 耐 性 で あ る 酵 素 を 子 オ ド す る １ 又 は 複 数 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 選
択 し 、 こ こ で 前 記 １ 又 は 複 数 の 選 択 さ れ 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド
さ れ た 酵 素 は 、 前 記 第 一 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ た 酵 素 に 比
べ て イ ン ヒ ビ タ ー に 対 す る 増 加 し た 耐 性 を 有 し ；
　 ｂ ） 前 記 選 択 さ れ 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 変 異 さ せ て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 第 二 の 集 団 を 得 、 こ こ で 当 該 変 異 は 、 任 意 に は 、 コ ン セ ン サ ス ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す
る 少 な く と も １ 個 の コ ド ン を 有 す る オ リ ゴ ヌ ヌ レ オ チ ド を 用 い て 行 い ； そ し て
　 ｃ ） 前 記 工 程 ａ ） 及 び 工 程 ｂ ） を 反 復 し て 、 イ ン ヒ ビ タ ー に 対 し て 耐 性 で あ り 且 つ 前 記
第 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 酵 素 に 比 べ て 複 数 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む
酵 素 を コ ー ド す る 更 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 得 る ；
　 こ と を 含 ん で な る 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ８ 】 　 前 記 更 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 単 離 す る こ と を 更 に 含 ん で な る
、 請 求 項 17に 記 載 の 方 法 。
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　 　 【 請 求 項 １ ９ 】 　 前 記 工 程 ｂ ） に お い て 、 前 記 工 程 ａ ） の 選 択 さ れ 、 単 離 さ れ た ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 混 合 物 を 変 異 処 理 す る 、 請 求 項 17又 は 18に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ０ 】 　 前 記 更 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 前 記 第 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 に 比 べ て 、 増 加 し た 熱 安 定 性 を 有 す る 酵 素 を コ ー ド す る 、 請 求 項 17～ 19の い ず れ か １
項 に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ １ 】 　 前 記 酵 素 が 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 若 し く は RNAポ リ メ ラ ー ゼ 又 は ル シ フ
ェ ラ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 17～ 20の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ２ 】 　 前 記 酵 素 が 、 当 該 酵 素 の 基 質 類 似 体 に よ る 阻 害 に 対 し て 耐 性 で あ る
、 請 求 項 17～ 21の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ３ 】 　 前 記 第 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 組 換 え 変 異 誘 発 又 は 点 変 異 誘
発 に 付 す る 、 請 求 項 17～ 22の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ４ 】 　 前 記 ル シ フ ェ ラ ー ゼ が 、 増 加 し た 発 光 強 度 、 増 加 し た シ グ ナ ル 安 定
性 、 又 は 低 下 し た Kmを 有 す る 、 請 求 項 21に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ５ 】 　 請 求 項 17～ 24の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 。
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