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【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｑ   1/68     (2006.01)
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【ＦＩ】
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   Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ａ
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【手続補正書】
【提出日】平成22年7月13日(2010.7.13)
【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】
　変異させた集団のメンバーにおける標的配列中の変異の検出のための方法であって、
　（ａ）前記変異させた集団の各々のメンバーのゲノムＤＮＡを単離して、各々の集団メ
ンバーのＤＮＡサンプルを提供する工程と、
　（ｂ）工程（ａ）で得られた前記ＤＮＡをプールする工程と、
　（ｃ）前記ＤＮＡプールからの１組のプライマーにより前記標的配列を増幅する工程と
、
　（ｄ）工程（ｃ）の前記増幅産物をプールして増幅産物のライブラリーを作成する工程
と、
　（ｅ）ハイスループットシークエンシングを使用して、前記増幅産物又は断片の前記ヌ
クレオチド配列を決定する工程と、
　（ｆ）前記断片の前記配列をクラスタリング／アライメントすることによって変異を同
定する工程と、
　（ｇ）前記標的配列の修飾された機能について前記同定された変異をスクリーニングす
る工程と、
　（ｈ）前記同定された変異に対してハイブリダイズするようなプライマーを設計する工
程と、
　（ｉ）工程（ｈ）の前記プライマー、及び工程（ｃ）の前記プライマーのうちの１つに
ついて工程（ｄ）の前記ライブラリーを増幅する工程と、
　（ｊ）前記変異を保有する前記集団メンバーを同定する工程と、
　を含む変異させた集団のメンバーにおける標的配列中の変異の検出のための方法。
【請求項２】
　変異させた集団のメンバーにおける標的配列中の変異の検出のための方法であって、
　（ａ）前記変異させた集団の各々のメンバーのゲノムＤＮＡを単離して、各々の集団メ
ンバーのＤＮＡサンプルを提供する工程と、
　（ｂ）工程（ａ）で得られた前記ＤＮＡをプールする工程と、
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　（ｃ）前記ＤＮＡプールからの１組のプライマーにより標的配列部分を増幅すると共に
、該プライマーのうち少なくとも１つに、好ましくは遺伝子特異的な部位、タグ及びシー
クエンスプライマー結合部位が含まれるようにする工程と、
　（ｄ）ハイスループットシークエンシングを使用して、前記増幅産物の前記ヌクレオチ
ド配列を決定する工程と、
　（ｅ）前記断片の前記配列をクラスタリング／アライメントさせることによって変異を
同定する工程と、
　（ｆ）前記変異を保有する前記メンバーを同定する工程と、
　を含む変異させた集団のメンバーにおける標的配列中の変異の検出のための方法。
【請求項３】
　前記プライマーは、標識を付けられていることを特徴とする請求項１又は２に記載の方
法。
【請求項４】
　前記工程（ｄ）の前記ライブラリー中の前記増幅産物は断片化されていることを特徴と
する請求項１、２、又は３に記載の方法。
【請求項５】
　前記変異は、前記工程（ｃ）のプライマーを使用して、前記工程（ｊ）のメンバーの前
記標的配列を増幅すると共に、前記増幅産物の前記配列を決定することによって確認され
ることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記変異させた集団が、変異を誘導する化学物質、電離放射線、標的化ヌクレオチド交
換又は領域標的化変異誘発から成る群から選択された１つ又は複数による前記ゲノムの処
理によって得られる、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記集団が、変異していないが、天然に存在する変異を含む亜集団を含む、請求項１～
５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記プールする工程が、３Ｄプーリングストラテジーによるものである、請求項１～７
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記ハイスループットシークエンシングが、合成、好ましくはピロシークエンシングに
よって実行される、請求項１～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　シークエンシングは、ビーズのような固体支持体上で実施される、請求項１～９のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記シークエンシングが、ハイスループットシークエンシング、好ましくは合成による
シークエンシング(Sequencing-by-Synthesis)に基づく、請求項１～１０のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項１２】
　前記シークエンシングが、合成によるシークエンシング、好ましくはピロシークエンシ
ングによって実行される、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　シークエンシングが、
　（ｉ）シークエンシングアダプターを、前記断片にライゲーションさせる工程と、
　（ｉｉ）前記アダプターライゲーションされた断片をビーズへアニーリングさせる工程
（各ビーズは、単一の断片とアニーリングする）と、
　（ｉｉｉ）各マイクロリアクターは、単一のビーズを含むように油中水型マイクロリア
クター中で前記ビーズを乳化させる工程と、
　（ｉｖ）エマルジョンＰＣＲを実行して、前記ビーズの表面上でアダプターライゲーシ
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ョンされた断片を増幅させる工程と、
　（ｖ）前記増幅されたアダプターライゲーションされた断片が付着しているビーズを選
別／濃縮する工程と、
　（ｖｉ）各ウェルが単一のビーズを含むようにウェル中に前記ビーズを配置する工程と
、
　（ｖｉｉ）ピロリン酸シグナルを生成する工程と
を含む、請求項９に記載の方法。
【請求項１４】
　工程（ｃ）及び／又は工程（ｉ）中の前記プライマーが、改良された結合親和性を有す
るヌクレオチドを含む、請求項１～１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　工程（ｃ）において増幅される前記標的配列の部分が、約８０ｂｐ～約４００ｂｐであ
る、請求項２～１４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　工程（ｃ）において増幅される前記標的配列の部分が、約９０ｂｐ～約３００ｂｐであ
る、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　工程（ｃ）において増幅される前記標的配列の部分が、１００ｂｐ～約２００ｂｐであ
る、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　特定の遺伝子又は形質のための１つ又は複数の（標識された）プライマーを含むキット
。
【請求項１９】
　変異特異的なプライマー又は対立遺伝子特異的プライマーをさらに含む、請求項１８に
記載のキット。
【請求項２０】
　ビーズ及び／又はシークエンシングプライマーをさらに含む、請求項１８に記載のキッ
ト。
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