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【手続補正書】
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【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】
　明細書に記載の発明。
 
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３６
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３６】
　実施形態では、本明細書において提供されるものは、本明細書に記載される反応混合物
の任意の１つ以上の構成要素をその中に含むキットである。随意的に、キットを含む本明
細書において提供される実施形態では、キットの構成要素は、少なくとも２つの別々の流
体的に分離されたコンテナーの間に分配される。
　本発明は、例えば、以下の項目を提供する。
（項目１）
　共通の二本鎖の核酸分子上の第一の遺伝学的要素及び第二の遺伝学的要素を検出するた
めの方法であって、以下を含む方法：　
第一の増幅反応混合物中で第一の増幅反応を遂行することであって、前記第一の増幅反応
混合物は：ｉ）前記共通の二本鎖の核酸分子を含み、前記共通の二本鎖の核酸分子は第一
の鎖及び第二の鎖、及び前記第一の遺伝学的要素及び前記第二の遺伝学的要素も含み、前
記第一の遺伝学的要素は、第一の遺伝学的要素の第一の相補的配列、及び第一の遺伝学的
要素の第二の相補的配列を含み、前記第二の遺伝学的要素は、第二の遺伝学的要素の第一
の相補的配列、及び第二の遺伝学的要素の第二の相補的配列を含み、前記第一の遺伝学的
要素の第一の相補的配列、及び前記第二の遺伝学的要素の第一の相補的配列は、前記第一
の鎖の一部であり、及び前記第一の遺伝学的要素の第二の相補的配列、及び前記第二の遺
伝学的要素の第二の相補的配列は、前記第二の鎖の一部であり；ｉｉ）第一の増幅反応の
第一のプライマーであって、前記第一の増幅反応の第一のプライマーは、前記第一の遺伝
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学的要素の第一の相補的配列に相補的なヌクレオチド配列を有し；及びｉｉｉ）第一の増
幅反応の第二のプライマーであって、前記第一の増幅反応の第二のプライマーは、前記第
二の遺伝学的要素の第二の相補的配列に相補的なヌクレオチド配列を有し、及び第一の増
幅反応生成物が、前記第一の増幅反応混合物中に生成され、前記第一の増幅反応生成物は
、前記第一の遺伝学的要素の少なくとも一部分及び前記第二の遺伝学的要素の少なくとも
一部分を含み、及び前記第一の増幅反応生成物は、二本鎖の、直線状形態を有し；連結反
応混合物中で連結反応を遂行することであって、この連結反応混合物は：ｉ）前記第一の
増幅反応生成物；及びｉｉ）リガーゼ酵素を含み、及び連結反応混合物中には、前記第一
の増幅反応生成物から環状連結生成物が形成され、前記環状連結生成物は二本鎖であり、
及び環状連結生成物の第一の鎖及び環状連結生成物の第二の鎖を含み、及び前記環状連結
生成物の第一の鎖は、前記第一の増幅反応生成物の第一の鎖のヌクレオチドを含み、及び
前記環状連結生成物の第二の鎖は、前記第一の増幅反応生成物の第二の鎖のヌクレオチド
を含み；及び第二の増幅反応を第二の増幅反応混合物で遂行することであって、前記第二
の増幅反応混合物は：ｉ）前記環状連結生成物；ｉｉ）第二の増幅反応の第一のプライマ
ーを含み、前記第二の増幅反応の第一のプライマーは、前記第一の遺伝学的要素の第二の
相補的配列に相補的なヌクレオチド配列を有し；及びｉｉｉ）第二の増幅反応の第二のプ
ライマーを含み、前記第二の増幅反応の第二のプライマーは、前記第二の遺伝学的要素の
第一の相補的配列に相補的なヌクレオチド配列を有し、及び第二の増幅反応生成物が、前
記第二の増幅反応混合物に生成され、前記第二の増幅反応生成物は、前記第一の遺伝学的
要素の少なくとも一部分及び前記第二の遺伝学的要素の少なくとも一部分を含み；及び
前記第二の増幅反応生成物を検出すること。
（項目２）
　前記第一の遺伝学的要素、及び前記第二の遺伝学的要素が、前記二本鎖の核酸分子上で
、互いに少なくとも２０００及び５００００以下のヌクレオチドにより隔てられている、
項目１の方法。
（項目３）
　前記第一の遺伝学的要素、及び前記第二の遺伝学的要素が、前記二本鎖の核酸分子上で
、互いに少なくとも４０００及び５００００以下のヌクレオチドにより隔てられている、
項目１の方法。
（項目４）
　前記第一の増幅反応がポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）増幅反応である、項目１～３の
いずれかの反応。
（項目５）
　前記第一の増幅反応の第一のプライマー、及び前記第一の増幅反応の第二のプライマー
が、それぞれ、長さにおいて、少なくとも６ヌクレオチドから５０以下のヌクレオチドで
ある、項目１～４のいずれかの反応。
（項目６）
　前記第一の増幅反応混合物中で、前記第一の増幅反応の第一のプライマー、及び前記第
一の増幅反応の第二のプライマーの少なくとも１つが、プライマーの５’末端において、
リン酸化される、項目１～５のいずれかの反応。
（項目７）
　前記第一の増幅反応混合物中で前記第一の増幅反応の第一のプライマー、及び前記第一
の増幅反応の第二のプライマーの両方が、プライマーの５’末端において、リン酸化され
る、項目１～６のいずれかの反応。
（項目８）
　前記連結反応を遂行する前に、前記第一の増幅反応生成物をキナーゼ酵素とインキュベ
ートする、項目１～５のいずれかの方法。
（項目９）
　前記キナーゼ酵素がＴ４ポリヌクレオチドキナーゼである、項目８の方法。
（項目１０）
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　前記リガーゼ酵素がＴ４ＤＮＡリガーゼである、項目１～９のいずれかの方法。
（項目１１）
　前記第二の増幅反応の第一のプライマー、及び前記第二の増幅反応の第二のプライマー
が、それぞれ長さにおいて、少なくとも６ヌクレオチドから６０ヌクレオチド以下である
、項目１～１０のいずれかの方法。
（項目１２）
　前記第二の増幅反応がＰＣＲである、項目１～１１のいずれかの方法。
（項目１３）
　前記第二の増幅反応が熱サイクリングなしで遂行される、項目１～１１のいずれかの方
法。
（項目１４）
　前記第二の増幅反応の第一のプライマーは、第一の領域及び第二の領域を含み、前記第
二の増幅反応の第一のプライマーの第二の領域は、前記第二の遺伝学的要素の第一の相補
的配列に相補的であり、及び前記第二の増幅反応の第二のプライマーは、第一の領域及び
第二の領域を含み、前記第二の増幅反応の第二のプライマーの第二の領域は、前記第一の
遺伝学的要素の第二の相補的配列に相補的であり、及び前記第二の増幅反応の第二のプラ
イマーの第一の領域は、前記第二の増幅反応の第一のプライマーの第一の領域に相補的で
ある、項目１３の方法。
（項目１５）
　前記第二の増幅反応の第二のプライマーの第一の領域が、前記環状連結生成物の第一の
鎖の少なくとも一部分にも相補的である、項目１４の方法。
（項目１６）
　前記第二の増幅反応生成物が生成されると、リアルタイムで検出される、項目１～１５
のいずれかの方法。
（項目１７）
　前記第一の遺伝学的要素が、抗生物質耐性遺伝子である、項目１～１６のいずれかの方
法。
（項目１８）
　前記第二の遺伝学的要素が、病原体遺伝子である、項目１～１７のいずれかの方法。
（項目１９）
　前記第一の遺伝学的要素がｍｅｃＡ遺伝子である、項目１～１８のいずれかの方法。
（項目２０）
　前記第二の遺伝学的要素が黄色ブドウ球菌からの遺伝子である、項目１～１９のいずれ
かの方法。
（項目２１）
　生物学的サンプルを被験者から得ることを更に含み、前記被験者からの生物学的サンプ
ルが、前記共通の二本鎖の核酸分子を含む、項目１～２０のいずれかの方法。
（項目２２）
　前記被験者からの前記共通の二本鎖の核酸分子を含む生物学的サンプルが、メチシリン
耐性黄色ブドウ球菌生命体中の共通の二本鎖の核酸分子を含む、項目２１の方法。
（項目２３）
　前記第一の増幅反応、前記連結反応、及び前記第二の増幅反応のすべてが、同じ容器内
で生じる、項目１～２２のいずれかの方法。
（項目２４）
　前記第一の増幅反応、前記連結反応、及び前記第二の増幅反応のすべてが、異なる容器
内で生じる、項目１～２２のいずれかの方法。
（項目２５）
　ポリヌクレオチドテンプレート中のヌクレオチド配列中の、目的の位置のヌクレオチド
の身元を評価する方法で会って、以下を含む方法：
Ａ）ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）増幅反応混合物中に、ポリヌクレオチドテンプレー
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トの複数のコピーを生成することであって、前記ＰＣＲ増幅反応混合物は、ＰＣＲ増幅反
応の第一のプライマー及びＰＣＲ増幅反応の第二のプライマーを含み、前記ＰＣＲ増幅反
応混合物中では、前記ＰＣＲ増幅反応の第一のプライマーが、前記ポリヌクレオチドテン
プレートにアニールし、及び前記ＰＣＲの第二のプライマーは、前記ポリヌクレオチドテ
ンプレートに相補的なポリヌクレオチドにアニールし、前記ＰＣＲ増幅反応混合物では、
ＰＣＲ増幅反応生成物の複数のコピーが形成され、前記ＰＣＲ増幅反応生成物は、第一の
鎖及び第二の鎖を含む二本鎖の核酸分子であり、及び前記ＰＣＲ増幅反応生成物の第一の
鎖は、前記ポリヌクレオチドテンプレートのコピーであり；
Ｂ）ステップＡ）で生成された前記ＰＣＲ増幅反応生成物のコピーを、少なくとも非熱サ
イクリングの第一の反応混合物、及び非熱サイクリングの第二の反応混合物のそれぞれに
提供することであって：前記ポリヌクレオチドテンプレートは、第一の部分、第二の部分
、及び第三の部分を含み、前記第三の部分は、前記ポリヌクレオチドテンプレートの中で
、前記第一の部分及び前記第二の部分の間に位置し、及び目的の部分は、前記第三の部分
の中にあり；前記非熱サイクリングの第一の反応混合物は、前記ポリヌクレオチドテンプ
レートのコピー、非熱サイクリングの第一のプライマー、及び非熱サイクリングの第二の
プライマーを含み：前記非熱サイクリングの第一のプライマーは、第一の領域及び第二の
領域を含み、前記第一の領域は前記プライマーの５’末端を含み、前記第二の領域は、前
記プライマーの３’末端を含み、及び前記第二の領域は、前記ポリヌクレオチドテンプレ
ートの第一の部分に相補的であり；前記非熱サイクリングの第二のプライマーは、第一の
領域及び第二の領域を含み、前記第一の領域は前記プライマーの５’末端を含み、前記第
二の領域は前記プライマーの３’末端を含み、及び前記第二の領域は、前記ポリヌクレオ
チドテンプレートの第二の部分に相補的な配列に相補的であり；前記非熱サイクリングの
第一のプライマーの第一の領域は、前記非熱サイクリングの第二のプライマーの第一の領
域に相補的であり；及び前記非熱サイクリングの第二のプライマーの第一の領域は、前記
ポリヌクレオチドテンプレートの第三の部分に相補的であり；前記第二の反応混合物は、
前記ポリヌクレオチドテンプレートのコピー、非熱サイクリングの第三のプライマー、及
び非熱サイクリングの第四のプライマーを含み：前記非熱サイクリングの第三のプライマ
ーは、第一の領域及び第二の領域を含み、前記第一の領域は前記プライマーの５’末端を
含み、前記第二の領域は、前記プライマーの３’末端を含み、及び前記第二の領域は、前
記ポリヌクレオチドテンプレートの第一の部分に相補的であり；前記非熱サイクリングの
第四のプライマーは、第一の領域及び第二の領域を含み、前記第一の領域は前記プライマ
ーの５’末端を含み、前記第二の領域は前記プライマーの３’末端を含み、及び前記第二
の領域は、前記ポリヌクレオチドテンプレートの第二の部分に相補的である配列に相補的
であり；前記非熱サイクリングの第三のプライマーの第一の領域は、前記非熱サイクリン
グの第四のプライマーの第一の領域に相補的であり；及び前記非熱サイクリングの第四の
プライマーの第一の領域は、前記ポリヌクレオチドテンプレートの第三の部分に相補的で
あり；及び前記非熱サイクリングの第二のプライマーの第一の領域のヌクレオチド配列は
、前記非熱サイクリングの第四のプライマーの第一の領域のヌクレオチド配列とは、１つ
のヌクレオチド分だけ異なり、前記非熱サイクリングの第二の、及び非熱サイクリングの
第四のプライマー中の、異なるヌクレオチドの位置は、前記非熱サイクリングの第二のプ
ライマーの第一の領域のヌクレオチド配列、又は非熱サイクリングの第四のプライマーが
、前記ポリヌクレオチドテンプレートの第三の部分のヌクレオチド配列に、配列の最大の
相補性のために配向する場合に、前記ポリヌクレオチドテンプレート中の目的のヌクレオ
チドの位置に対応し；
Ｃ）前記非熱サイクリングの第一の反応混合物、及び非熱サイクリングの第二の反応混合
物を、熱サイクリングのない条件下でインキュベートすること；及び
Ｄ）前記非熱サイクリングの第一の反応混合物中の、ポリヌクレオチドテンプレートの増
幅の速度及び量を、前記非熱サイクリングの第二の反応混合物中の、ポリヌクレオチドテ
ンプレートの増幅の速度及び量と、比較することであって、前記ポリヌクレオチドテンプ
レートの増幅の速度及び量は、前記非熱サイクリングの第二のプライマー、又は非熱サイ
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クリングの第四のプライマーの第一の領域、及び前記ポリヌクレオチドテンプレートの第
三の部分のヌクレオチド配列の間の相補性の程度を示す。
（項目２６）
　前記ＰＣＲ増幅反応の第一のプライマーが、長さにおいて、少なくとも１０から８０以
下のヌクレオチドであり、及び前記ＰＣＲ増幅反応の第一のプライマーが、前記ポリヌク
レオチドテンプレートにアニールされるときに、前記ＰＣＲ増幅反応の第一のプライマー
の少なくとも３ヌクレオチドが、ワトソン・クリックの塩基対規則に従い、前記ポリヌク
レオチドテンプレート上の対応するヌクレオチドに不一致である、項目２５の方法。
（項目２７）
　前記ＰＣＲ増幅反応の第一のプライマーが、長さにおいて、少なくとも１０から８０以
下のヌクレオチドであり、及び前記ＰＣＲ増幅反応の第一のプライマーが、前記ポリヌク
レオチドテンプレートにアニールされるときに、前記ＰＣＲ増幅反応の第一のプライマー
の少なくとも５ヌクレオチドが、ワトソン・クリックの塩基対規則に従い、前記ポリヌク
レオチドテンプレート上の対応するヌクレオチドに不一致である、項目２５～２６のいず
れかの方法。
（項目２８）
　前記ＰＣＲ増幅反応の第一のプライマーが、長さにおいて、少なくとも１０から８０以
下のヌクレオチドであり、及び前記ＰＣＲ増幅反応の第一のプライマーが、前記ポリヌク
レオチドテンプレートにアニールされるときに、前記ＰＣＲ増幅反応の第一のプライマー
の少なくとも３ヌクレオチドが、ワトソン・クリックの塩基対規則に従い、前記ポリヌク
レオチドテンプレートに相補的な前記ポリヌクレオチド上の対応するヌクレオチドに不一
致である、項目２５～２７のいずれかの方法。
（項目２９）
　前記ＰＣＲ増幅反応の第一のプライマーが、長さにおいて、少なくとも１０から８０以
下のヌクレオチドであり、及び前記ＰＣＲ増幅反応の第一のプライマーが、前記ポリヌク
レオチドテンプレートにアニールされるときに、前記ＰＣＲ増幅反応の第一のプライマー
の少なくとも５ヌクレオチドが、ワトソン・クリックの塩基対規則に従い、前記ポリヌク
レオチドテンプレートに相補的な前記ポリヌクレオチド上の対応するヌクレオチドに不一
致である、項目２５～２８のいずれかの方法。
（項目３０）
　前記ポリヌクレオチドテンプレート中のヌクレオチド配列中の目的の部分がＳＮＰであ
る、項目２５～２９のいずれかの方法。
（項目３１）
　前記ポリヌクレオチドテンプレートが、Ｃ型肝炎ウイルスからのものである、項目２５
～３０のいずれかの方法。
（項目３２）
　前記ポリヌクレオチドテンプレートが、Ｃ型肝炎ＮＳ３遺伝子からのものである、項目
３１の方法。
（項目３３）
　前記ポリヌクレオチドテンプレート中のヌクレオチド配列中の目的の部分が、ＮＳ３遺
伝子の８０番目のアミノ酸をエンコードするコドン中にある、項目３２の方法。
（項目３４）
　ポリヌクレオチドテンプレートを増幅する方法であって、以下を含む方法：
（Ａ）ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）増幅反応混合物中で、ポリヌクレオチドテンプレ
ートの複数のコピーを生成することであって：前記ＰＣＲ増幅反応混合物では、ＰＣＲ増
幅反応の第一のプライマーが、前記ポリヌクレオチドテンプレートにアニールし、及び前
記ＰＣＲの第二のプライマーは、前記ポリヌクレオチドテンプレートに相補的なポリヌク
レオチドにアニールし、前記ＰＣＲ増幅反応混合物では、ＰＣＲ増幅反応生成物の複数の
コピーが形成され、前記ＰＣＲ増幅反応生成物は、第一の鎖及び第二の鎖を含む二本鎖の
核酸分子であり、及び前記ＰＣＲ増幅反応生成物の第一の鎖は、前記ポリヌクレオチドテ
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ンプレートのコピーであり；
Ｂ）前記ポリヌクレオチドテンプレートのコピーを、非熱サイクリング反応の第一のプラ
イマー、及び非熱サイクリング反応の第二のプライマーを含む非熱サイクリング反応混合
物で、インキュベートすることであって：前記ポリヌクレオチドテンプレートは、第一の
部分、第二の部分、及び第三の部分を含み、前記第三の部分は、前記ポリヌクレオチドテ
ンプレートの中で、前記第一の部分、及び前記第二の部分の間に位置し、及び目的の部分
は、前記第三の部分の中にあり；前記第一のプライマーは第一の領域、及び第二の領域を
含み、前記第一のプライマーの第二の領域は、前記ポリヌクレオチドテンプレートの第一
の部分に相補的であり；及び前記第二のプライマーは、第一の領域及び第二の領域を含み
、前記第二のプライマーの第二の領域は、前記ポリヌクレオチドテンプレートの第二の部
分に相補的である、前記ＰＣＲ増幅反応生成物の第二の鎖の中の配列に相補的であり、前
記第二のプライマーの第一の領域は前記第一のプライマーの第一の領域に相補的であり、
及び前記第二のプライマーの第一の領域は、前記ポリヌクレオチドテンプレートの第三の
部分に相補的である。
（項目３５）
　前記ポリヌクレオチドテンプレートの第一の部分、及び第二の部分のそれぞれが、長さ
において、６～３０ヌクレオチドである、項目２５～３４のいずれかの方法。
（項目３６）
　前記ポリヌクレオチドテンプレートの第三の部分が、長さにおいて、４～１４ヌクレオ
チドである、項目２５～３５のいずれかの方法。
（項目３７）
　前記非熱サイクリング反応混合物中の、前記ポリヌクレオチドテンプレートのコピーが
、前記方法の開始から６０分以内で、少なくとも１０倍に増加する、項目２５～３６のい
ずれかに記載の方法。
（項目３８）
　前記ポリヌクレオチドテンプレートの少なくとも３つのコピーを含むコンカテマー鎖が
、前記非熱サイクリング反応混合物のインキュベーションの間に生成される、項目２５～
３７のいずれかの方法。
（項目３９）
　項目１～３８の、いずれかにおいて提供される反応混合物の、いずれかの１つ以上の構
成要素を、その中に含む容器。
（項目４０）
　項目１～３８の、いずれかにおいて提供される反応混合物の、いずれかの１つ以上の構
成要素を、その中に含むキット。
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