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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 7月 5日 (2007.7.5)
【 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 段 階 を 含 む 、 細 胞 か ら 小 型 RNA分 子 を 単 離 す る た め の 方 法 ：
a)溶 解 産 物 を 生 じ る よ う に 細 胞 を 溶 解 溶 液 で 溶 解 す る 段 階 ；
b) 溶 解 産 物 へ ア ル コ ー ル 溶 液 を 添 加 す る 段 階 ；
c)溶 解 産 物 を 固 体 支 持 体 に 適 用 す る 段 階 ；
d)小 型 RNA分 子 を 固 体 支 持 体 か ら 溶 出 す る 段 階 ； お よ び
e)小 型 RNA分 子 を 用 い る か 、 ま た は 特 徴 付 け る 段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
　 小 型 RNA分 子 が miRNA、 siRNA、 snRNA、 snoRNAお よ び /ま た は tRNA分 子 を 含 む 、 請 求 項 1記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 小 型 RNA分 子 が miRNA分 子 で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 溶 解 溶 液 が カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 ま た は 界 面 活 性 剤 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 少 な く と も 約 2.0 M 、 請 求 項 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 界 面 活 性 剤 が N-ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ン 、 請 求 項 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 溶 解 産 物 を 固 体 支 持 体 に 適 用 す る 段 階 の 前 に 有 機 溶 媒 を 含 む 抽 出 溶 液 で 溶 解 産 物 か ら 小
型 RNA分 子 を 抽 出 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 抽 出 溶 液 が ク ロ ロ ホ ル ム を 含 む 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 溶 解 産 物 に 添 加 さ れ る ア ル コ ー ル 溶 液 の 量 が 溶 解 産 物 を 約 50％ ～ 約 60％ ア ル コ ー ル に す

約 35％ ～ 約 70％ の ア ル コ ー ル 濃 度 ま で 、

カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 が の 濃 度 で グ ア ニ ジ ニ ウ ム を 含 む 4

濃 度 約 0.1％ ～ 約 2％ で を 含 む 4

フ ェ ノ ー ル お よ び 7



る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ア ル コ ー ル 溶 液 が 有 機 溶 媒 で の 抽 出 の 前 に 溶 解 産 物 へ 添 加 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ １ 】
　 溶 解 産 物 を 固 体 支 持 体 に 適 用 し た 後 に 、 固 体 支 持 体 を

第 一 洗 浄 溶 液 で 洗 浄 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 第 一 洗 浄 溶 液 で 洗 浄 し た 後 、 固 体 支 持 体 を 第 二 洗 浄 溶 液 で 洗 浄 す る 段
階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 小 型 RNA分 子 が 約 60℃ ～ 約 100℃ の 温 度 で 固 体 支 持 体 か ら 溶 出 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 小 型 RNA分 子 が 低 イ オ ン 強 度 溶 液 で 固 体 支 持 体 か ら 溶 出 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 固 体 支 持 体 が 無 機 物 支 持 体 ま た は 重 合 体 支 持 体 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 遠 心 分 離 ま た は ガ ス 圧 力 に よ り 溶 解 産 物 を に 通 過 さ せ る 段 階 を さ ら に 含 む 、
請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 溶 出 さ れ た 小 型 RNA分 子 が フ ィ ル タ ー 上 に 捕 獲 さ れ 、 そ の 後 、 収 集 さ れ る 、 請 求 項 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 小 型 RNA分 子 が 一 本 鎖 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 小 型 RNA分 子 が 二 本 鎖 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 小 型 RNA分 子 が 多 く と も 70ま た は そ れ 未 満 の ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 、 請 求 項 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 小 型 RNA分 子 が 多 く と も 30ま た は そ れ 未 満 の ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 、 請 求 項 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 試 料 か ら miRNAま た は siRNAを 単 離 す る た め の 方 法 ：
a)miRNAま た は siRNAを 有 す る 試 料 を 得 る 段 階 ；
b) 試 料 へ ア ル コ ー ル 溶 液 を 添 加 す る 段 階 ；
c)試 料 へ 抽 出 溶 液 を 添 加 す る 段 階 ；
d)試 料 を 無 機 物 ま た は 重 合 体 支 持 体 に 適 用 す る 段 階 ； お よ び
e) 無 機 物 ま た は 重 合 体 支 持 体 か ら イ オ ン 溶 液
で siRNAま た は miRNAを 溶 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 溶 出 さ れ た 試 料 が 、 miRNAま た は siRNAに つ い て 質 量 で 少 な く と も 約 10倍 、 濃 縮 さ れ る 、
請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 試 料 か ら miRNA分 子 を 単 離 す る た め の 方 法 ：
a) 試 料 へ ア ル コ ー ル 溶 液 を 添 加 す る 段 階 ；
b)試 料 を 無 機 物 ま た は 重 合 体 支 持 体 に 適 用 す る 段 階 ；
c)支 持 体 か ら イ オ ン 溶 液 で miRNA分 子 を 溶 出 す る 段 階 ； お よ び
d)miRNA分 子 を 用 い る か 、 ま た は 特 徴 付 け る 段 階 。
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【 請 求 項 ２ ５ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 試 料 か ら 小 型 RNA分 子 を 単 離 す る た め の 方 法 ：
a)試 料 中 の 細 胞 を 、 グ ア ニ ジ ニ ウ ム を 含 む 溶 解 溶 液 で 溶 解 す る 段 階 で あ っ て 、 少 な く と も
約 1 M グ ア ニ ジ ニ ウ ム の 濃 度 を も つ 溶 解 産 物 が 産 生 さ れ る 、 段 階 ；
b)溶 解 産 物 か ら フ ェ ノ ー ル を 含 む 抽 出 溶 液 で 小 型 RNA分 子 を 抽 出 す る 段 階 ；
c)溶 解 産 物 /ア ル コ ー ル 混 合 物 を 形 成 す る た め に 、 溶 解 産 物 へ ア ル コ ー ル 溶 液 を 添 加 す る
段 階 で あ っ て 、 混 合 物 に お け る ア ル コ ー ル の 濃 度 が 約 35％ ～ 約 70％ の 間 で あ る 、 段 階 ；
d)溶 解 産 物 /ア ル コ ー ル 混 合 物 を 無 機 物 ま た は 重 合 体 支 持 体 に 適 用 す る 段 階 ；
e)無 機 物 ま た は 重 合 体 支 持 体 か ら イ オ ン 溶 液 で 小 型 RNA分 子 を 溶 出 す る 段 階 ；
f)小 型 RNA分 子 を 捕 獲 す る 段 階 ； お よ び
g)単 離 さ れ た 小 型 RNA分 子 を 用 い る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 試 料 か ら 小 型 RNA分 子 を 単 離 す る た め の 方 法 ：
a)溶 解 産 物 を 産 生 す る よ う に 、 溶 解 溶 液 中 で 細 胞 を 溶 解 す る 段 階 ；
b)溶 解 産 物 か ら フ ェ ノ ー ル を 含 む 抽 出 溶 液 で 小 型 RNA分 子 を 抽 出 す る 段 階 ；
c) 溶 解 産 物 /ア ル コ ー ル 混 合 物 を 形 成 す る た め に 溶 解 産 物
へ ア ル コ ー ル 溶 液 を 添 加 す る 段 階 ；
d)溶 解 産 物 /ア ル コ ー ル 混 合 物 を 第 一 固 体 支 持 体 に 適 用 す る 段 階 ；
e)フ ロ ー ス ル ー 溶 解 産 物 /ア ル コ ー ル 混 合 物 を 収 集 す る 段 階 ；
f) フ ロ ー ス ル ー 溶 解 産 物 /ア ル コ ー ル 混 合 物 へ ア ル コ ー ル 溶 液 を 添 加

段 階 ；
g) 溶 解 産 物 /ア ル コ ー ル 混 合 物 を 第 二 固 体 支 持 体 に 適 用 す る 段 階 ； お よ び
h) 固 体 支 持 体 か ら イ オ ン 溶 液 で 小 型 RNA分 子 を 溶 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　

【 請 求 項 ２ ８ 】
　

【 請 求 項 ２ ９ 】
　

【 請 求 項 ３ ０ 】
　 以 下 の も の を 含 む 、 小 型 RNA分 子 を 単 離 す る た め の キ ッ ト ：
a)酸 性 フ ェ ノ ー ル -ク ロ ロ ホ ル ム ；
b)溶 解 /結 合 緩 衝 液 ；
c)ホ モ ジ ネ ー ト 添 加 物 ；
d)洗 浄 溶 液 ；
e)溶 出 溶 液 ； お よ び
f)フ ィ ル タ ー カ ー ト リ ッ ジ
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約 20％ ～ 約 35％ の ア ル コ ー ル の

段 階 e)の し 、 約 35％
～ 約 70％ ア ル コ ー ル 濃 度 を 有 す る 溶 解 産 物 /ア ル コ ー ル 混 合 物 を 形 成 す る

段 階 f)の
第 二

試 料 を 無 機 物 ま た は 重 合 体 支 持 体 に 適 用 し た 後 、 無 機 物 ま た は 重 合 体 支 持 体 を 、 グ ア ニ
ジ ニ ウ ム お よ び ア ル コ ー ル を 含 む 第 一 洗 浄 溶 液 で 洗 浄 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 24記
載 の 方 法 。

無 機 物 ま た は 重 合 体 支 持 体 を 、 ア ル コ ー ル を 含 む 第 二 洗 浄 溶 液 で 洗 浄 す る 段 階 を さ ら に
含 む 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。

以 下 の 段 階 を 含 む 、 試 料 か ら 小 型 RNA分 子 を 単 離 す る た め の 方 法 ：
a)約 35％ ～ 約 70％ の エ タ ノ ー ル 濃 度 を も た ら す ま で 、 試 料 へ エ タ ノ ー ル 溶 液 を 添 加 す る 段
階 ；
b)試 料 を 無 機 物 支 持 体 に 適 用 す る 段 階 ；
c)無 機 物 支 持 体 を 、 グ ア ニ ジ ニ ウ ム お よ び 70％ エ タ ノ ー ル を 含 む 第 一 洗 浄 溶 液 で 洗 浄 す る
段 階 ；
d)無 機 物 支 持 体 を 、 80％ エ タ ノ ー ル を 含 む 第 二 洗 浄 溶 液 で 洗 浄 す る 段 階 ；
e)支 持 体 か ら 小 型 RNA分 子 を 溶 出 す る 段 階 ； お よ び
f)小 型 RNA分 子 を 用 い る か 、 ま た は 特 徴 付 け る 段 階 。
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