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【公報種別】特許法第１７条の２の規定による補正の掲載
【部門区分】第１部門第１区分
【発行日】平成23年8月18日(2011.8.18)

【公表番号】特表2011-504732(P2011-504732A)
【公表日】平成23年2月17日(2011.2.17)
【年通号数】公開・登録公報2011-007
【出願番号】特願2010-535283(P2010-535283)
【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   9/12     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   1/15     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   1/19     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   1/21     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   5/10     (2006.01)
   Ｃ１２Ｑ   1/68     (2006.01)
   Ｃ１２Ｍ   1/00     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ａ
   Ｃ１２Ｎ   9/12    ＺＮＡ　
   Ｃ１２Ｎ   1/15    　　　　
   Ｃ１２Ｎ   1/19    　　　　
   Ｃ１２Ｎ   1/21    　　　　
   Ｃ１２Ｎ   5/00    １０１　
   Ｃ１２Ｑ   1/68    　　　Ａ
   Ｃ１２Ｍ   1/00    　　　Ａ

【手続補正書】
【提出日】平成23年6月28日(2011.6.28)
【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】
　Ｒ－Ｘ1－Ｘ2－Ｘ3－Ｋ－Ｌ－Ｘ4－Ｘ5－Ｘ6－Ｙ－Ｘ7－Ｘ8－Ｘ9－Ｘ10－Ｘ11、
式中、
Ｘ1は、Ｅ、Ｑ、Ｇ、Ｋ、及びＴからなる群から選択され、
Ｘ2は、Ｌ、Ｉ又はＹであり、
Ｘ3は、Ｔ、Ｍ、Ｄ、Ｓ、Ｇ、Ａ、Ｑ、及びＬからなる群から選択され、
Ｘ4は、Ｋ、Ｒ又はＱであり、
Ｘ5は、Ｎ、Ｓ又はＧであり、
Ｘ6は、Ｓであり、
Ｘ7は、Ｖ、Ｉ、Ｌ、Ａ、Ｔからなる群から選択され、
Ｘ8は、Ｄ又はＥであり、
Ｘ9は、Ｐ、Ａ、Ｇ、Ｋ、Ｔ、及びＳからなる群から選択され、
Ｘ10は、Ｌ又はＩであり、
Ｘ11は、Ｐ又はＬである；
を含んでなるＤＮＡポリメラーゼであって、
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Ｘ6がＴであり他は同一のポリメラーゼと比較して、ピロリン酸分解活性化重合（ｐｙｒ
ｏｐｈｏｓｐｈｏｒｏｌｙｓｉｓ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ）
（ＰＡＰ）活性が向上している、ＤＮＡポリメラーゼ。
【請求項２】
　Ｘ6がＴであり他は同一のポリメラーゼと比較して、ブロックプライマーＫＡＢ７７（
配列番号２７）を伸長させる速度がより速い、請求項１に記載のＤＮＡポリメラーゼ。
【請求項３】
　ＣＳ５ ＤＮＡポリメラーゼ（配列番号２０）と、少なくとも９０％の配列同一性を有
するキメラポリメラーゼを含んでなる、請求項１に記載のＤＮＡポリメラーゼ。
【請求項４】
　前記キメラポリメラーゼが、Ｇ４６Ｅ、Ｌ３２９Ａ、及びＥ６７８Ｇ、及びＴ６０６Ｓ
からなる群から選択される１又は複数のアミノ酸置換を有する、配列番号２２を含んでな
る、請求項３に記載のＤＮＡポリメラーゼ。
【請求項５】
　請求項１～４のいずれか１項に記載の前記ＤＮＡポリメラーゼをコードする、組換え核
酸。
【請求項６】
　前記ポリメラーゼが、その非改変体において、ピロリン酸分解活性化重合活性（ＰＡＰ
）を有し、且つ以下のコンセンサス配列、
Ｒ－Ｘ1－Ｘ2－Ｘ3－Ｋ－Ｌ－Ｘ4－Ｘ5－Ｘ6－Ｙ－Ｘ7－Ｘ8－Ｘ9－Ｘ10－Ｘ11（配列番
号２４）、
ここで、Ｘ1、Ｘ3、Ｘ7及びＸ9は、任意のアミノ酸であり、
Ｘ2は、Ｌ、Ｉ又はＹであり、
Ｘ4は、Ｋ、Ｒ又はＱであり、
Ｘ5は、Ｎ、Ｓ又はＧであり、
Ｘ6は、Ｔであり、
Ｘ8は、Ｄ又はＥであり、
Ｘ10は、Ｌ又はＩであり、
Ｘ11は、Ｐ又はＬである
を有するアミノ酸配列を含むことを特徴とする変異ＤＮＡポリメラーゼである、請求項１
に記載のＤＮＡポリメラーゼ。
【請求項７】
　前記ポリメラーゼの非改変体が、
（ａ）ＣＳ５ ＤＮＡポリメラーゼ
（ｂ）サーマス・サーモフィルス（Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）
（ｃ）サーマス・カルドフィルス（Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）
（ｄ）サーマス種Ｚ０５
（ｅ）サーマス・アクアティクス（Ｔｈｅｒｍｕｓ　ａｑｕａｔｉｃｕｓ）
（ｆ）サーマス・フラバス（Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｆｌａｖｕｓ）
（ｇ）サーマス・フィリフォルミス（Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｆｉｌｉｆｏｒｍｉｓ）
（ｈ）サーマス種ｓｐｓ１７
（ｉ）デイノコッカス・ラディオデュランス（Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓ　ｒａｄｉｏｄｕ
ｒａｎｓ）
（ｊ）バチルス・ステレオサーモフィルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍ
ｏｐｈｉｌｕｓ）
（ｋ）バチルス・カルドテナクス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｌｄｏｔｅｎａｘ）
（ｌ）エシェリア・コリ（Ｅｓｃｈｅｒｉａ　ｃｏｌｉ）
（ｍ）サーモトガ・マリチマ（Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ　ｍａｒｉｔｉｍａ）
（ｎ）サーモシフォ・アフリカヌス（Ｔｈｅｒｍｏｓｉｐｈｏ　ａｆｒｉｃａｎｕｓ）
（ｏ）サーモトガ・ネアポリタナ（Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ　ｎｅａｐｏｌｉｔａｎａ）
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（ｐ）ホット・スプリング・ファミリーＡ
（ｑ）（ａ）～（ｐ）のいずれか１つと少なくとも９０％配列同一性を有するＤＮＡポリ
メラーゼ、
からなる群から選択される、請求項６に記載の変異ＤＮＡポリメラーゼ。
【請求項８】
　ポリヌクレオチド鋳型、３'末端で伸長不可能なヌクレオチドを有する少なくとも１つ
のプライマー、及び請求項１～４、６及び７のいずれか１項に記載のＤＮＡポリメラーゼ
を含んでなり、ここで、当該伸長不可能なヌクレオチドは、２'－ターミネーターヌクレ
オチドである、反応混合物。
【請求項９】
　請求項１～４、６及び７のいずれか１項に記載のＤＮＡポリメラーゼを、プライマー、
ポリヌクレオチド鋳型、及び遊離のヌクレオチドと接触させることを含んでなり、
　ここで当該プライマーの３'末端が、伸長不可能なヌクレオチドで遮断され、
及び、当該プライマーの３'末端の伸長不可能なヌクレオチドのピロリン酸分解に適する
条件下で、当該プライマーが伸長し、それにより、ピロリン酸分解活性化重合が達成され
る、ピロリン酸分解活性化重合を達成するための方法。
【請求項１０】
　請求項１～４、６及び７のいずれか１項に記載のＤＮＡポリメラーゼを、プライマー、
ヌクレオチド鋳型、及び遊離ヌクレオチドと、当該プライマーの伸長に適する条件下で接
触させ、それにより伸長プライマーを作製することを含んでなる、プライマー伸長を行う
ための方法。
【請求項１１】
　請求項１～４、６及び７のいずれか１項に記載のＤＮＡポリメラーゼを提供する少なく
とも１つの容器と、以下の、
（ａ）ピロリン酸分解活性化重合条件下、ポリヌクレオチド鋳型にハイブリダイズ可能な
プライマーを提供する容器；
（ｂ）３'末端に伸長不可能なヌクレオチドを有し、ピロリン酸分解活性化重合条件下、
前記ポリヌクレオチド鋳型にハイブリダイズ可能なプライマーを提供する容器；
（ｃ）遊離ヌクレオチドを提供する容器；
（ｄ）ピロリン酸分解活性化重合に適する緩衝剤を提供する容器、
からなる群から選択される１又は複数の追加の容器とを含んでなる、ピロリン酸活性化重
合を行うためのキット。
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