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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 1月 31日 (2005.1.31)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ ５
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ４ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ４ １ 】
　 RSFD80に 含 ま れ て い る 変 異 型 dapA 生 型 dapAの 塩 基 配 列 に お い て 塩 基 番 号 の Ｃ が
Ｔ に 変 化 し た 配 列 を 有 し 、 そ れ に よ っ て 、 コ ー ド さ れ る 変 異 型 DDPS 18位 の ヒ ス チ ジ ン
残 基 が チ ロ シ ン 残 基 に 置 換 さ れ た 配 列 を 有 す る 。 ま た 、 RSFD80に 含 ま れ て い る 変 異 型 lysC

生 型 lysCの 塩 基 配 列 に お い て 塩 基 番 号 1638の Ｃ が Ｔ 変 化 し た 配 列 を 有 し 、 そ れ に よ っ
て 、 コ ー ド さ れ る 変 異 型 AKIII 52位 の ス レ オ ニ ン 残 基 が イ ソ ロ イ シ ン 残 基 に 置 換 さ れ た
配 列 を 有 す る 。
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【 手 続 補 正 ３ 】
【 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 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】

【 手 続 補 正 ４ 】
【 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 】
　 dapA * 遺 伝 子 断 片 は 、 同 遺 伝 子 を 含 む 公 知 の プ ラ ス ミ ド RSFD80(WO /16042号 参 照 )を 鋳
型 と し て 、 配 列 番 号 ３ お よ び ４ に 示 す プ ラ イ マ ー を 用 い た PCR法 （ 変 性 94℃ -20秒 、 ア ニ ー
リ ン グ 55℃ -30秒 、 伸 長 反 応 72℃ -60秒 ） に よ り 増 幅 し た 。 PCR反 応 に は 、 Pyrobest DNA po
lymerase（ 宝 酒 造 社 製 ） を 使 用 し た 。 得 ら れ た dapA * 断 片 を PCRprep（ Promega社 製 ） に て
精 製 し た 後 、 制 限 酵 素 Sse8387Iお よ び XbaIで 消 化 し た 。 フ ェ ノ ー ル ・ ク ロ ロ ホ ル ム 溶 液 を
加 え て 混 合 し 、 反 応 を 停 止 さ せ た 。 反 応 液 を 遠 心 分 離 し た 後 、 上 層 を 回 収 し 、 エ タ ノ ー ル
沈 殿 に て DNAを 回 収 し 、 0.8%ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 分 離 後 、 約 0.1kbpの DNA断 片 を 回 収 し た 。
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