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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 3月 13日 (2006.3.13)
【 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 】 　 特 定 の 塩 基 を 有 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が ３ ´ 側 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ
ド 鎖 に 、 前 記 特 定 の 塩 基 を 有 し た ヌ ク レ オ チ ド に 特 異 的 な 分 解 酵 素 を 作 用 さ せ る こ と に よ
り 、 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の ３ ´ 末 端 に 修 飾 物 質 に 対 し て 反 応 性 を 有 す る 官 能 基 を 形 成 し 、 こ の
ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の ３ ´ 末 端 に 直 接 に 前 記 修 飾 物 質 を 結 合 さ せ る ヌ ク レ オ チ ド 鎖 修 飾 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ 】 　 特 定 の 塩 基 を 有 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 主 鎖 と な す ヌ ク レ オ チ ド 鎖
の ３ ´ 側 に 位 置 し 、 前 記 特 定 の 塩 基 が 前 記 主 鎖 に 存 在 し な い 塩 基 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の ヌ
ク レ オ チ ド 鎖 修 飾 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ 】 　 反 応 性 を 有 す る 官 能 基 が ア ル デ ヒ ド 基 で あ る 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ２
の い ず れ か に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 鎖 修 飾 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ４ 】 　 特 定 の 塩 基 が ヒ ポ キ サ ン チ ン で あ り 、 分 解 酵 素 が ３ － メ チ ル ア デ ニ ン
Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ー ゼ で あ る 請 求 項 １ ～ 請 求 項 ３ の い ず れ か に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 鎖 修 飾
方 法 。
　 　 【 請 求 項 ５ 】 　 特 定 の 塩 基 を 有 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 テ ー リ ン グ 法 に よ り 付 加 す
る 請 求 項 １ 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 鎖 修 飾 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ６ 】 　 特 定 の 塩 基 を 有 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド 鎖 と し
て 、 化 学 合 成 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 鎖 を 使 用 す る 請 求 項 １ 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 鎖 修 飾 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ７ 】 　 分 解 酵 素 を 作 用 さ せ る に 先 だ っ て 、 特 定 の 塩 基 と 相 補 的 な 塩 基 配 列 を
有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 添 加 す る 請 求 項 １ 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 鎖 修 飾 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ８ 】 　 修 飾 物 質 が 、 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 を ラ ベ ル 化 、 標 識 化 す る 物 質 で あ る 請 求
項 １ 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 鎖 修 飾 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ９ 】 　 修 飾 物 質 が 、 遺 伝 子 解 析 の た め の 基 板 へ の 結 合 能 を 有 し た 物 質 で あ る
請 求 項 １ 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 鎖 修 飾 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ０ 】 　 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の ３ ´ 末 端 の 官 能 基 に 反 応 す る 修 飾 物 質 が ア ミ ノ 基
を 有 す る 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ３ の い ず れ か に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 鎖 修 飾 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ １ 】 　 修 飾 物 質 が 、 ア ミ ノ 酸 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ま た は タ ン パ ク 質 で あ る
請 求 項 １ ０ 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 鎖 修 飾 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ２ 】 　 修 飾 物 質 が 、 ア ミ ノ ア ル カ ン チ オ ー ル ま た は ア ミ ノ シ ラ ン カ ッ プ リ
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ン グ 化 合 物 で あ る 請 求 項 １ ０ 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 鎖 修 飾 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 ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 上 述 し た ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の ラ ベ ル 化 、 標 識 化 、 固 定 化 の 課 題 を 解 決 す る も の と し て 、 ヌ
ク レ オ チ ド 鎖 の ３ ´ 末 端 部 を 直 接 的 に 修 飾 物 質 で 修 飾 す る 方 法 が 提 案 さ れ て い る （ 特 許 文
献 １ ０ 参 照 ） 。 こ の 方 法 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の ３ ´ 側 に ２ つ 以 上 の ウ ラ シ ル 塩 基 を 付 加 さ
せ 、 付 加 し た ウ ラ シ ル の グ リ コ シ ド 結 合 を ウ ラ シ ル Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ー ゼ で 分 解 し て 、 ３
´ 末 端 に ア ル デ ヒ ド 基 を 形 成 さ せ 、 こ の ア ル デ ヒ ド 基 と ア ミ ノ 基 を 有 す る 修 飾 物 質 と を 共
有 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の ３ ´ 末 端 を 修 飾 す る 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ２ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
【 特 許 文 献 １ ０ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － ２ ４ ６ ７ ９ ４ 公 報
【 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 １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ １ 】
【 非 特 許 文 献 ２ 】 ベ ッ ク （ Beck.S.） 、 「 メ ソ ッ ズ ・ イ ン ・ エ ン ザ イ モ ロ ジ ー （ Methods E
nzymol.） 」 、 ２ １ ６ 巻 、 １ ４ ３ 頁 、 １ ９ ９ ２ 年
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ２ 】
【 非 特 許 文 献 ３ 】 ブ ロ ン シ ュ タ イ ン （ Bronstein.I.） ら 、 「 メ ソ ッ ズ ・ イ ン ・ エ ン ザ イ モ
ロ ジ ー （ Methods Enzymol.） 」 、 ２ １ ７ 巻 、 ３ ９ ８ 頁 、 １ ９ ９ ３ 年
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
【 非 特 許 文 献 ２ ３ 】 ミ ュ リ ス （ Mullis.K.B.） ら 、 「 メ ソ ッ ズ ・ イ ン ・ エ ン ザ イ モ ロ ジ ー
（ Methods Enzymol.） 」 、 １ ５ ５ 巻 、 ３ ３ ５ 頁 、 １ ９ ８ ７ 年
【 手 続 補 正 ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ６ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ６ ４ 】
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　 こ の 問 題 を 解 決 す る も の と し て 特 許 文 献 １ ０ 記 載 の 方 法 が 提 案 さ れ て お り 、 ヌ ク レ オ チ
ド 鎖 の 鎖 長 に 関 係 な く 、 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の ３ ´ 側 を 直 接 的 に 簡 便 に 任 意 の 修 飾 物 質 で 修 飾
し て 、 安 定 に 保 持 可 能 な 方 法 で あ る が 、 そ の 一 方 で 、 付 加 し た ウ ラ シ ル の グ リ コ シ ド 結 合
を ウ ラ シ ル Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ー ゼ に よ り 分 解 す る 原 理 か ら 理 解 さ れ る よ う に 、 ヌ ク レ オ チ
ド 鎖 中 に ウ ラ シ ル 塩 基 の 配 列 が 存 在 し な い 時 し か 実 施 で き な い と い う 制 約 を 有 し て い る 。
【 手 続 補 正 ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ７ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 反 応 性 を 有 す る 官 能 基 と し て 、 ア ル デ ヒ ド 基 を 形 成 す る こ と が で き る 。
　 特 定 の 塩 基 が ヒ ポ キ サ ン チ ン で あ り 、 分 解 酵 素 が ３ － メ チ ル ア デ ニ ン Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ ー
ゼ で あ る の が 好 ま し い 。 特 定 の 塩 基 お よ び 分 解 酵 素 は 種 々 の 組 合 せ が 可 能 で あ る が 、 た と
え ば ウ ラ シ ル 塩 基 の ヌ ク レ オ チ ド 鎖 へ の 組 み 込 み は 、 遺 伝 子 解 析 の 様 々 な 手 法 の 中 で 汎 用
さ れ て い る た め 、 こ れ を 特 定 の 塩 基 と し て 利 用 す る こ と は 望 ま し く な い 場 合 が あ る 。 汎 用
頻 度 の 低 い ヒ ポ キ サ ン チ ン 塩 基 と そ の 分 解 酵 素 を 利 用 す る こ と で 、 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の ３ ´
末 端 修 飾 を 実 施 す る 際 の 利 用 者 の 利 便 性 を 大 幅 に 向 上 す る こ と が 可 能 と な る 。 ま た 、 ヌ ク
レ オ チ ド 鎖 の 塩 基 の 構 成 や 鎖 長 に 関 わ ら ず 、 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の ３ ´ 末 端 側 を 直 接 的 に 簡 便
に 、 任 意 の 修 飾 物 質 で 、 定 量 的 、 安 定 的 に 修 飾 す る こ と が 可 能 と な る 。 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 内
へ の 不 必 要 な 塩 基 配 列 、 修 飾 さ れ た 塩 基 の 取 り 込 み を 排 除 し 、 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の ３ ´ 末 端
に 限 定 し て 修 飾 物 質 で 修 飾 で き る 方 法 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 ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 な お 、 こ の 実 施 の 形 態 １ で は 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 塩 基 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド （ Ａ ） を テ ー
リ ン グ さ せ 、 ３ － メ チ ル ア デ ニ ン Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ー ゼ II型 を 作 用 さ せ る 例 を 示 し た が 、
こ れ に 限 ら ず 、 以 下 の 表 １ に 例 示 す る Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ー ゼ あ る い は Ｄ Ｎ Ａ 修 復 酵 素 と 各
塩 基 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド の テ ー リ ン グ と を 組 み 合 せ て も 、 同 様 に し て ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の
３ ´ 末 端 を 修 飾 物 質 で 直 接 的 に 修 飾 で き る 。
【 手 続 補 正 １ ０ 】
【 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 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 目 的 と す る ヌ ク レ オ チ ド 鎖 が 化 学 合 成 可 能 な 数 十 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 長 の も の で あ れ ば 、 予
め 特 定 の 塩 基 の 配 列 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 鎖 を 合 成 し て お く こ と で 、 第 １ 段 階 の 反 応 を 省
略 す る こ と も 可 能 で あ る 。
（ 実 施 の 形 態 ２ ）
　 本 発 明 の 実 施 の 形 態 ２ を 図 ２ に 基 づ い て 説 明 す る 。 図 中 、 ｍ は 、 ０ ま た は 任 意 の 自 然 数
を 表 わ し 、 Ｂ ａ ｓ ｅ は 、 ア デ ニ ン 、 グ ア ニ ン 、 シ ト シ ン 、 チ ミ ン 、 ウ ラ シ ル 等 の 任 意 の 塩
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基 を 示 す 。
【 手 続 補 正 １ １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ８ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 フ ル オ レ セ イ ン の ほ か に 、 ア ミ ノ 基 を 有 す る テ キ サ ス レ ッ ド 、 ロ ー ダ ミ ン 、 Ｃ ｙ ３ ・ Ｃ
ｙ ５ に 代 表 さ れ る 化 合 物 、 ジ ゴ ギ シ ゲ ニ ン 、 ビ オ チ ン 等 を 用 い て 同 様 に 、 ラ ベ
ル 化 、 標 識 化 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 手 続 補 正 １ ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ １ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ １ ４ 】
　 こ れ は 、 テ ー リ ン グ し た ヒ ポ キ サ ン チ ン の ヌ ク レ オ チ ド 鎖 部 分 に オ リ ゴ デ オ キ シ シ ト シ
ン が ラ ン ダ ム に ア ニ ー ル す る た め 、 部 分 的 に ２ 本 鎖 が 形 成 さ れ ず 、 ３ － メ チ ル ア デ ニ ン Ｄ
Ｎ Ａ グ リ コ シ ー ゼ II型 が 作 用 し な い 箇 所 が 存 在 し て し ま う た め で あ る 。
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