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【手続補正書】
【提出日】令和3年4月26日(2021.4.26)
【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】
　二本鎖ＤＮＡ合成方法であって、
　（ａ）ＤＮＡを含むＰＣＲ反応溶液を熱変性段階に供するステップと、
　（ｂ）前記ＰＣＲ反応溶液を、複数段階のアニーリング温度設定を含むアニーリング段
階に供するステップと、
　（ｃ）前記ＰＣＲ反応溶液を伸長段階に供するステップと
を含み、
　（ａ）、（ｂ）および（ｃ）のステップのサイクルを行うことで、目的の二本鎖ＤＮＡ
断片を取得する、
二本鎖ＤＮＡ合成方法。
【請求項２】
　前記複数段階のアニーリング温度設定が、前記熱変性段階から前記複数段階のアニーリ
ング温度設定の最後の段階までの温度勾配上に設定される、請求項１に記載の二本鎖ＤＮ
Ａ合成方法。
【請求項３】
　前記複数段階のアニーリング温度設定の各々が、所定の温度における所定の温度保持時
間を有する、請求項１または２に記載の二本鎖ＤＮＡ合成方法。
【請求項４】
　前記複数段階のアニーリング温度設定が、２段階～２０段階である、請求項１～３のい
ずれか一項に記載の二本鎖ＤＮＡ合成方法。
【請求項５】
　前記複数段階のアニーリング温度設定が、６０℃～８５℃である温度設定の段階を含む
、請求項１～４のいずれか一項に記載の二本鎖ＤＮＡ合成方法。
【請求項６】
　前記複数段階のアニーリング温度設定の各々が、６０℃～８５℃である、請求項５に記
載の二本鎖ＤＮＡ合成方法。
【請求項７】
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　前記複数段階のアニーリング温度設定が、１０秒以上２分以下である温度保持時間を有
する温度設定の段階を含む、請求項１から６のいずれか１項に記載の二本鎖ＤＮＡ合成方
法。
【請求項８】
　前記複数段階のアニーリング温度設定の各々の温度保持時間が、１０秒以上２分以下で
ある、請求項７に記載の二本鎖ＤＮＡ合成方法。
【請求項９】
　前記ＰＣＲ反応溶液が、互いの末端部分に相補的に結合する領域を持つ一対の一本鎖オ
リゴＤＮＡを含む、請求項１から８のいずれか１項に記載の二本鎖ＤＮＡ合成方法。
【請求項１０】
　前記ＰＣＲ反応溶液が、オーバーラップ領域を有する複数のオーバーラップＤＮＡを含
む、請求項１から８のいずれか１項に記載の二本鎖ＤＮＡ合成方法。
【請求項１１】
　前記複数のオーバーラップＤＮＡが二本鎖ＤＮＡを含む、請求項１０に記載の二本鎖Ｄ
ＮＡ合成方法。
【請求項１２】
　前記オーバーラップ領域が１０塩基～４０塩基である、請求項１０または１１に記載の
二本鎖ＤＮＡ合成方法。
【請求項１３】
　前記ＰＣＲ反応溶液が、３～２０種のオーバーラップＤＮＡを含む、請求項１０から１
２のいずれか１項に記載の二本鎖ＤＮＡ合成方法。
【請求項１４】
　前記オーバーラップＤＮＡのサイズが１００塩基～３００塩基である、請求項１０から
１３のいずれか１項に記載の二本鎖ＤＮＡ合成方法。
【請求項１５】
　前記ＰＣＲ反応溶液が、互いの末端部分に相補的に結合する領域を持つ一対の一本鎖オ
リゴＤＮＡを含む、請求項１から８のいずれか１項に記載の二本鎖ＤＮＡ合成方法であっ
て、前記方法は、さらに
　（ａ’）前記目的の二本鎖ＤＮＡ断片を使用して、オーバーラップ領域を有する複数の
オーバーラップＤＮＡを含む第２のＰＣＲ反応溶液を調製するステップと、
　（ｂ’）前記第２のＰＣＲ反応溶液を熱変性段階に供するステップと、
　（ｃ’）前記第２のＰＣＲ反応溶液を、複数段階のアニーリング温度設定を含むアニー
リング段階に供するステップと、
　（ｄ’）前記第２のＰＣＲ反応溶液を伸長段階に供するステップと
を含み、
　（ｂ’）、（ｃ’）および（ｄ’）のステップのサイクルを行うことで、第２の目的の
二本鎖ＤＮＡ断片を取得する、
二本鎖ＤＮＡ合成方法。
【請求項１６】
　第１のＰＣＲ反応のプロセスおよび第２のＰＣＲ反応のプロセスを含む、二本鎖ＤＮＡ
合成方法であって、
　前記第１のＰＣＲ反応のプロセスは、
　（ａ）互いの末端部分に相補的に結合する領域を持つ一対の一本鎖オリゴＤＮＡを含む
第１のＰＣＲ反応溶液を熱変性段階に供するステップと、
　（ｂ）前記第１のＰＣＲ反応溶液を、複数段階のアニーリング温度設定を含むアニーリ
ング段階に供するステップと、
　（ｃ）前記第１のＰＣＲ反応溶液を伸長段階に供するステップと
を含み、
　（ａ）、（ｂ）および（ｃ）のステップのサイクルを行うことで、第１の目的の二本鎖
ＤＮＡ断片を取得し、
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　前記第２のＰＣＲ反応のプロセスは、
　（ａ’）前記第１の目的の二本鎖ＤＮＡ断片を使用して、オーバーラップ領域を有する
複数のオーバーラップＤＮＡを含む第２のＰＣＲ反応溶液を調製するステップと、
　（ｂ’）前記第２のＰＣＲ反応溶液を熱変性段階に供するステップと、
　（ｃ’）前記第２のＰＣＲ反応溶液を、複数段階のアニーリング温度設定を含むアニー
リング段階に供するステップと、
　（ｄ’）前記第２のＰＣＲ反応溶液を伸長段階に供するステップと
を含み、
　（ｂ’）、（ｃ’）および（ｄ’）のステップのサイクルを行うことで、第２の目的の
二本鎖ＤＮＡ断片を取得する、
二本鎖ＤＮＡ合成方法。
【請求項１７】
　請求項１～１６のいずれか一項に記載の二本鎖ＤＮＡ合成方法を実行するプログラム。
【請求項１８】
　請求項１～１６のいずれか一項に記載の二本鎖ＤＮＡ合成方法を実施するための装置で
あって、前記サイクルに従ってＰＣＲ反応溶液の温度を調整する手段を備え、必要に応じ
て請求項１７に記載のプログラムが組み込まれている、装置。
【請求項１９】
　請求項１～１６のいずれか一項に記載の二本鎖ＤＮＡ合成方法を実施するためのシステ
ムであって、請求項１７に記載のプログラムが組み込まれている、かつ／または請求項１
８に記載の装置を備える、システム。
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