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【手続補正書】
【提出日】平成30年11月9日(2018.11.9)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の：
　ａ）少なくとも一のウェル、ウェルの周りの表面および内側ウェル表面を含む基材；
　ｂ）少なくとも部分的に内側ウェル表面を覆い、および少なくとも一の第一キャプチャ
ープライマー対を含む第一層；および
　ｃ）第一層およびウェルの周りの表面を覆う第二層
が含まれ、前記第二層が備わった後、前記第一層中の前記第一キャプチャープライマーが
存在し、かつアクセス可能である、マイクロアレイ。
【請求項２】
　第一層はウェルの周りの表面を覆っていない、または前記第一層は少なくとも部分的に
内側ウェル表面を覆う、請求項１のマイクロアレイ。
【請求項３】
　少なくとも一のウェルは複数のウェルであり、必要により、前記複数のウェルは約７０
０ｎｍのピッチで間隔を置かれ、必要により、前記各ウェルの直径は約１００ｎｍおよび
４００ｎｍの間である、請求項１ないし２のマイクロアレイ。
【請求項４】
　第一層には、重合体被覆が含まれ、必要により、前記重合体被覆には、ポリ（Ｎ－（５
－アジドアセトアミジルペンチル）アクリルアミド－ｃｏ－アクリルアミド（ＰＡＺＡＭ
）が含まれる、請求項１～３のいずれか１項に記載のマイクロアレイ。
【請求項５】
　第二層には、重合体被覆が含まれ、必要により、前記重合体被覆には、ＰＡＺＡＭまた
はシランフリーアクリルアミド（ＳＦＡ）が含まれる、上記いずれかの請求項に記載のマ
イクロアレイ。
【請求項６】
　少なくとも一の第一キャプチャープライマー対は複数の第一キャプチャープライマー対
である、上記いずれかの請求項に記載のマイクロアレイ。
【請求項７】
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　少なくとも一の第一キャプチャープライマー対のプライマーには、ユニバーサルキャプ
チャー領域が含まれる、上記いずれかの請求項に記載のマイクロアレイ。
【請求項８】
　第二層には、少なくとも一の第二キャプチャープライマー対が含まれ、必要により、前
記少なくとも一の第二キャプチャープライマー対は複数の第二キャプチャープライマー対
である、上記いずれかの請求項に記載のマイクロアレイ。
【請求項９】
　少なくとも一の第二キャプチャープライマー対のプライマーは３’端にてブロックされ
、必要により、前記少なくとも一の第二キャプチャープライマー対のプライマーは３’リ
ン酸の終端をなし、必要により、前記少なくとも一の第二キャプチャープライマー対の３
’リン酸終端化プライマーには、ユニバーサルキャプチャー領域が含まれる、請求項8の
マイクロアレイ。
【請求項１０】
　少なくとも一の第二キャプチャープライマー対のプライマーは、３’端にてブロックさ
れなく、必要により、前記少なくとも一の第二キャプチャープライマー対のプライマーに
は、ユニバーサルキャプチャー領域が含まれる、請求項８のマイクロアレイ。
【請求項１１】
　複数の第一キャプチャープライマー対の複数のキャプチャープライマー対は各々標的ポ
リヌクレオチドに付着され、必要により、前記複数の標的ポリヌクレオチドは、少なくと
も一のウェルにおいて標的ポリヌクレオチドのモノクローナル集団を形成し、必要により
、前記少なくとも一のウェルには、複数のウェルが含まれ、およびそこでは、複数のウェ
ルの二以上のウェルには、標的ポリヌクレオチドのモノクローナル集団が含まれる、請求
項６のマイクロアレイ。
【請求項１２】
　少なくとも一の第一キャプチャープライマー対は複数の第一キャプチャープライマー対
であり、および少なくとも一の第二キャプチャープライマー対は複数の第二キャプチャー
プライマー対であり、およびそこでは、複数の第一キャプチャープライマー対および複数
の第二キャプチャープライマー対の複数のプライマーは、複数の標的ポリヌクレオチドに
付着される、請求項８のマイクロアレイ。
【請求項１３】
　以下の：
　ａ）少なくとも一のウェル、ウェルの周りの表面および内側ウェル表面を含む基材；お
よび
　ｂ）内側ウェル表面を覆い、および少なくとも一の第一キャプチャープライマー対およ
び少なくとも一の第二キャプチャープライマー対を含む層が含まれる、マイクロアレイ。
【請求項１４】
　核酸を増幅するにあたり、次の：
　ａ）基材にて第一層を生成することであり、そこでは、基材には、少なくとも一のウェ
ル、ウェルの周りの表面および少なくとも部分的に内側ウェル表面が含まれ、そこでは、
第一層は内側ウェル表面を覆い；
　ｂ）少なくとも一の第一キャプチャープライマー対を第一層において堆積すること；
　ｃ）第一層およびウェルの周りの表面を覆う第二層を基材上に生成し、前記第二層が備
わった後、前記第一層中の前記第一キャプチャープライマーが存在し、かつアクセス可能
であること、；
　ｄ）複数の標的ポリヌクレオチドが含まれるサンプルを、標的ポリヌクレオチドについ
て少なくとも一の第一キャプチャープライマー対のキャプチャープライマーとハイブリダ
イゼーションするのに十分な条件下に基材と接触させること；および
　ｅ）ウェルの内側で標的ポリヌクレオチドからアンプリコンのクローナル集団を生成す
るために、第一の運動排除アッセイ（ＫＥＡ）を実行することであり、それによって標的
ポリヌクレオチが増幅されることが含まれる、方法。
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【請求項１５】
　複数の標的ポリヌクレオチドが含まれるサンプルを、単一標的ポリヌクレオチドについ
てウェルあたり少なくとも一の第一キャプチャープライマー対のキャプチャープライマー
とハイブリダイゼーションするのに十分な条件下に基材と接触させる、請求項１４の方法
。
【請求項１６】
　第一ＫＥＡはキャプチャープライマーとハイブリダイゼーションした単一標的ポリヌク
レオチドから少なくとも一のウェルにおいてアンプリコンのモノクローナル集団を生成す
る、請求項１４または１５の方法。
【請求項１７】
　少なくとも一のウェルは複数のウェルであり、およびそこでは、アンプリコンのモノク
ローナル集団が単一標的ポリヌクレオチドから複数のウェルの二以上のウェルにおいて生
成される、請求項１６の方法。
【請求項１８】
　第一層はウェルの周りの表面を覆わない、請求項１４の方法。
【請求項１９】
　第一層には、重合体被覆が含まれ、必要により、前記重合体被覆には、ポリ（Ｎ－（５
－アジドアセトアミジルペンチル）アクリルアミド－ｃｏ－アクリルアミド（ＰＡＺＡＭ
）が含まれる、請求項１４の方法。
【請求項２０】
　第二層には、重合体被覆が含まれ、必要により、前記重合体被覆には、ＰＡＺＡＭまた
はＳＦＡが含まれ、必要により、前記重合体被覆には、ＰＡＺＡＭまたはＳＦＡが含まれ
る、請求項１４の方法。
【請求項２１】
　少なくとも一の第一キャプチャープライマー対は複数の第一キャプチャープライマー対
である、請求項１４の方法。
【請求項２２】
　少なくとも一の第二キャプチャープライマー対を第二層において堆積することがさらに
含まれ、必要により、前記少なくとも一の第二キャプチャープライマー対は複数の第二キ
ャプチャープライマー対である、請求項１４の方法。
【請求項２３】
　少なくとも一の第一キャプチャープライマー対のプライマーには、ユニバーサルキャプ
チャー領域が含まれる、請求項１４の方法。
【請求項２４】
　少なくとも一の第二キャプチャープライマー対のプライマーは３’端にてブロックされ
、必要により、前記３’ブロック化プライマーには、ユニバーサルキャプチャー領域が含
まれる、請求項２２の方法。
【請求項２５】
　少なくとも一の第二キャプチャープライマー対のプライマーを第一ＫＥＡの実行後デブ
ロック化することがさらに含まれる、請求項２４の方法。
【請求項２６】
　標的ポリヌクレオチドアンプリコンのクローナル集団を増大させるために、ブリッジ増
幅または第二ＫＥＡを実行することがさらに含まれ、必要により、前記第一キャプチャー
プライマー対のプライマーには、ＳＢＳがさらに含まれる、請求項１４の方法。
【請求項２７】
　少なくとも一の第二キャプチャープライマー対のプライマーは３’端にてアンブロック
化され、必要により、前記少なくとも一の第二プライマー対のプライマーには、ユニバー
サルキャプチャー領域が含まれる、請求項２２の方法。
【請求項２８】
　少なくとも一の第二キャプチャープライマー対は第一ＫＥＡの実行後に堆積され、必要
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により、前記少なくとも一の第二キャプチャープライマー対および前記少なくとも一の第
二キャプチャープライマー対のプライマーには、ユニバーサルキャプチャー領域が含まれ
る、請求項２２の方法。
【請求項２９】
　核酸を増幅するにあたり、次の：
　ａ）基材にて第一層を生成することであり、そこでは、基材には、少なくとも一のウェ
ル、ウェルの周りの表面および内側ウェル表面が含まれ、そこでは、第一層は内側ウェル
表面を少なくとも部分的に覆い；
　ｂ）少なくとも一の第一キャプチャープライマー対を第一層において堆積することであ
り、そこでは、第一キャプチャープライマー対には、Ｉｌｌｕｍｉｎａ（Ｒ）Ｐ５プライ
マーヌクレオチドシーケンスが含まれる３’部分を含む複数の第一キャプチャープライマ
ーおよびＩｌｌｕｍｉｎａ（Ｒ）Ｐ７プライマーヌクレオチドシーケンスが含まれる３’
部分を含む複数の第二キャプチャープライマーが含まれ；
　ｃ）第一層およびウェルの周りの表面を覆う第二層を基材にて生成すること；
　ｄ）少なくとも一の第二キャプチャープライマー対を第二層において堆積することであ
り、そこでは、第二キャプチャープライマー対は、３’リン酸の終端をなし、およびＩｌ
ｌｕｍｉｎａ（Ｒ）Ｐ５プライマーヌクレオチドシーケンスが含まれる３’部分を含む複
数の第一キャプチャープライマーおよびＩｌｌｕｍｉｎａ（Ｒ）Ｐ７プライマーヌクレオ
チドシーケンスが含まれる３’部分を含む複数の第二キャプチャープライマーが含まれ；
　ｅ）複数の標的ポリヌクレオチドが含まれるサンプルを、単一標的ポリヌクレオチドに
ついてウェルあたり少なくとも一の第一キャプチャープライマー対のプライマーとハイブ
リダイゼーションするのに十分な条件下に基材と接触させることであり、そこでは、標的
ポリヌクレオチドは、相補的なＩｌｌｕｍｉｎａ（Ｒ）Ｐ５’プライマーヌクレオチドシ
ーケンスまたは相補的なＩｌｌｕｍｉｎａ（Ｒ）Ｐ７’プライマーヌクレオチドシーケン
スを各々含む相補的なユニバーサルプライマー領域によって隣接され；
　ｆ）少なくとも一のウェルの内側で単一標的ポリヌクレオチドからアンプリコンのモノ
クローナル集団を生成するために、第一ＫＥＡを実行することであり、それによって標的
ポリヌクレオチドが増幅され；
　ｇ）第二プライマー対のプライマーをデブロック化するために、基材をＴ４キナーゼと
接触させること；および
　ｈ）ウェルを超えて単一標的ポリヌクレオチドのアンプリコンのモノクローナル集団を
増大させるために、ブリッジ増幅または第二ＫＥＡが実行されること
が含まれる、方法。
【請求項３０】
　核酸を増幅するにあたり、以下の：
　ａ）基材にて第一層を生成することであり、そこでは、基材には、少なくとも一のウェ
ル、ウェルの周りの表面および内側ウェル表面が含まれ、そこでは、第一層は内側ウェル
表面を少なくとも部分的に覆い；
　ｂ）少なくとも一の第一キャプチャープライマー対を第一層において堆積することであ
り、そこでは、第一キャプチャープライマー対には、Ｉｌｌｕｍｉｎａ（Ｒ）Ｐ５プライ
マーヌクレオチドシーケンスおよびＩｌｌｕｍｉｎａ（Ｒ）ＳＢＳ３プライマーヌクレオ
チドシーケンスが含まれる３’部分を含む複数の少なくとも一の第一キャプチャープライ
マーおよびＩｌｌｕｍｉｎａ（Ｒ）Ｐ７プライマーヌクレオチドシーケンスおよびＩｌｌ
ｕｍｉｎａ（Ｒ）ＳＢＳ８プライマーヌクレオチドシーケンスが含まれる３’部分を含む
複数の少なくとも一の第二キャプチャープライマーが含まれ；
　ｃ）第一層およびウェルの周りの表面を覆う第二層を基材にて生成すること；
　ｄ）少なくとも一の第二キャプチャープライマー対を第二層において堆積することであ
り、そこでは、少なくとも一の第二キャプチャープライマー対には、Ｉｌｌｕｍｉｎａ（
Ｒ）Ｐ５プライマーヌクレオチドシーケンスが含まれる３’部分を含む複数の第一キャプ
チャープライマーおよびＩｌｌｕｍｉｎａ（Ｒ）Ｐ７ヌクレオチドシーケンスが含まれる
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３’部分を含む複数の第二キャプチャープライマーが含まれ；
　ｅ）複数の標的ポリヌクレオチドが含まれるサンプルを、単一標的ポリヌクレオチドに
ついてウェルあたり少なくとも一の第一キャプチャープライマー対のプライマーとハイブ
リダイゼーションするのに十分な条件下に基材と接触させることであり、そこでは、複数
の標的ポリヌクレオチドは、相補的なＩｌｌｕｍｉｎａ（Ｒ）ＳＢＳ３’プライマーヌク
レオチドシーケンスまたは相補的なＩｌｌｕｍｉｎａ（Ｒ）ＳＢＳ８’ヌクレオチドシー
ケンスを各々含む相補的なＳＢＳによって隣接され；および
　ｆ）少なくとも一のウェルの内側および外側で単一標的ポリヌクレオチドからアンプリ
コンのモノクローナル集団を生成するために、ＫＥＡを延長された時間の間実行すること
であり、それによって単一標的ポリヌクレオチがウェルの内側で増幅され、および標的ポ
リヌクレオチドのモノクローナル集団が少なくとも一のウェルを超えて増大することが含
まれる、方法。
【請求項３１】
　核酸を増幅するにあたり、次の：
　ａ）基材にて第一層を生成することであり、そこでは、基材には、少なくとも一のウェ
ル、ウェルの周りの表面、および内側ウェル表面が含まれ、そこでは、第一層は内側ウェ
ル表面を少なくとも部分的に覆い；
　ｂ）少なくとも一の第一キャプチャープライマー対を第一層において堆積することであ
り、そこでは、第一プライマー対には、Ｉｌｌｕｍｉｎａ（Ｒ）Ｐ５プライマーヌクレオ
チドシーケンスが含まれる３’部分を含む複数の第一キャプチャープライマーおよびＩｌ
ｌｕｍｉｎａ（Ｒ）Ｐ７プライマーヌクレオチドシーケンスが含まれる３’部分を含む複
数の第二キャプチャープライマーが含まれ；
　ｃ）第一層およびウェルの周りの表面を覆う第二層を基材にて生成すること；
　ｄ）複数の標的ポリヌクレオチドが含まれるサンプルを、単一標的ポリヌクレオチドに
ついてウェルあたり少なくとも一の第一キャプチャープライマー対のプライマーとハイブ
リダイゼーションするのに十分な条件下に基材と接触させることであり、そこでは、複数
のポリヌクレオチドは、相補的なＩｌｌｕｍｉｎａ（Ｒ）Ｐ５’プライマーヌクレオチド
シーケンスまたは相補的なＩｌｌｕｍｉｎａ（Ｒ）Ｐ７’プライマーヌクレオチドシーケ
ンスを各々含む相補的なユニバーサルプライマー領域によって隣接され；
　ｅ）少なくとも一のウェルの内側で単一標的ポリヌクレオチドからアンプリコンのモノ
クローナル集団を生成するために、第一ＫＥＡを実行することであり、それによって標的
ポリヌクレオチドが増幅され；
　ｆ）少なくとも一の第二キャプチャープライマー対を第二層において堆積することであ
り、そこでは、少なくとも一の第二キャプチャープライマー対には、Ｉｌｌｕｍｉｎａ（
Ｒ）Ｐ５プライマーヌクレオチドシーケンスが含まれる３’部分を含む複数の第一キャプ
チャープライマーおよびＩｌｌｕｍｉｎａ（Ｒ）Ｐ７プライマーヌクレオチドシーケンス
が含まれる３’部分を含む複数の第二キャプチャープライマーが含まれ；および
　ｇ）単一標的ポリヌクレオチドのアンプリコンのモノクローナル集団を増大させるため
に、ブリッジ増幅または第二ＫＥＡを実行すること
が含まれる、方法。
【請求項３２】
　核酸を増幅するにあたり、次の：
　ａ）基材にて層を生成することであり、そこでは、基材には、少なくとも一のウェル、
ウェルの周りの表面および内側ウェル表面が含まれ、そこでは、ウェルは約１μｍ以上の
直
径をもち、およびそこでは、層は内側ウェル表面を少なくとも部分的に覆い；
　ｂ）少なくとも一の第一キャプチャープライマー対および少なくとも一の第二キャプチ
ャープライマー対を層において堆積することであり、そこでは、少なくとも一の第一キャ
プチャープライマー対のプライマー密度は少なくとも第二プライマー対のプライマー密度
よりも高く；



(6) JP 2017-533710 A5 2018.12.20

　ｃ）複数の標的ポリヌクレオチドが含まれるサンプルを、単一標的ポリヌクレオチドに
ついてウェルあたり第二プライマーとハイブリダイゼーションするのに十分な条件下に基
材と接触させること；
　ｄ）ウェルの内側で第二プライマーにハイブリダイゼーションした単一標的ポリヌクレ
オチドからアンプリコンのモノクローナル集団を生成するために、ＫＥＡを実行すること
であり、それによって単一標的ポリヌクレオチドが増幅されることが含まれる、方法。
【請求項３３】
　固定化キャプチャープライマーを修飾するにあたり、次の：
　ａ）複数の固定化キャプチャープライマーが含まれる基材を、一以上の固定化鋳型核酸
を生成するために、ハイブリダイゼーションについて十分な条件下に複数の鋳型核酸と接
触させることであり、
　そこでは、複数の固定化キャプチャープライマーには、５’末端ユニバーサルキャプチ
ャー領域Ｙが含まれる第一の複数のプライマーおよび３’末端ユニバーサルキャプチャー
領域Ｚが含まれる第二の複数のプライマーが含まれ、および
　そこでは、各鋳型核酸は、５’末端および３’末端ユニバーサルキャプチャー領域Ｙま
たはＺによって隣接され、および一以上の制限部位および５’末端ユニバーサルキャプチ
ャー領域および一以上の制限部位の間、または３’末端ユニバーサルキャプチャー領域お
よび一以上の制限部位の間で標的特異的キャプチャー領域を含み、および
　ｂ）一以上の鋳型核酸に相補的な一以上の固定化伸長生成物を生成するために、一以上
の固定化キャプチャープライマーを伸長することが含まれる、方法。
【請求項３４】
　固定化キャプチャープライマーを修飾するにあたり、次の：
　ａ）複数の固定化キャプチャープライマーが含まれる基材を、複数の異なる固定化シー
ド核酸を生成するために、ハイブリダイゼーションについて十分な条件下に、複数の異な
るシード核酸と接触させること；
　ｂ）二以上の固定化キャプチャープライマーを、複数の異なる固定化シード核酸の二以
上に相補的な複数の異なる固定化伸長生成物を生成するために、伸長させること；
　ｃ）複数の異なる固定化伸長生成物の一の固定化伸長生成物を、活性化キャプチャープ
ライマーを形成するために、活性化すること、および
　ｄ）随意に、活性化キャプチャープライマーを、固定化修飾キャプチャープライマーの
モノクローナルクラスターを生成するために、増幅することが含まれる、方法。
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