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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 12月 1日 (2005.12.1)
【 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 】
　 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 (DNA)増 幅 標 的 配 列 、 1対 の PCRプ ラ イ マ ー 、 dNTP、 お よ び 耐 熱 性 ポ リ
メ ラ ー ゼ を 含 有 す る PCR反 応 混 合 物 を 、 鎖 融 解 、 プ ラ イ マ ー ア ニ ー リ ン グ お よ び プ ラ イ マ
ー 伸 長 の PCR段 階 か ら な る 熱 サ イ ク ル に 繰 り 返 し 供 す る こ と を 含 ん で な る 非 対 称 ポ リ メ ラ
ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)増 幅 方 法 で あ っ て 、 増 幅 の 開 始 時 に 、 (a)前 記 反 応 混 合 物 が 最 大 1,000,
000コ ピ ー ま で の 増 幅 標 的 配 列 を 含 有 す る こ と 、 (b)PCRプ ラ イ マ ー 対 が 制 限 プ ラ イ マ ー と
余 剰 プ ラ イ マ ー を 含 み 、 そ の 際 制 限 プ ラ イ マ ー は 最 大 200nMま で の 濃 度 で 存 在 し 、 余 剰 プ
ラ イ マ ー は 制 限 プ ラ イ マ ー よ り 少 な く と も 5倍 高 い 濃 度 で 存 在 す る こ と 、 (c)制 限 プ ラ イ マ
ー の 初 期 の 濃 度 調 整 融 解 温 度 が 、 余 剰 プ ラ イ マ ー の 初 期 の 濃 度 調 整 融 解 温 度 に 等 し い か 、
ま た は そ れ よ り 高 い こ と 、 (d)制 限 プ ラ イ マ ー が 前 記 標 的 配 列 に 対 し 完 全 に は 相 補 的 で な
い 場 合 は 、 前 記 標 的 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 制 限 プ ラ イ マ ー の 部 分 の 濃 度 調 整 融 解 温 度
が 、 余 剰 プ ラ イ マ ー の 濃 度 調 整 融 解 温 度 よ り 5℃ 以 下 低 い こ と 、 (e)余 剰 プ ラ イ マ ー の 伸 長
に よ り 生 成 さ れ た ア ン プ リ コ ン の 融 解 温 度 が 、 余 剰 プ ラ イ マ ー の 初 期 の 濃 度 調 整 融 解 温 度
を 18℃ 以 下 上 回 る こ と 、 (f)制 限 プ ラ イ マ ー の 消 耗 後 に 、 余 剰 プ ラ イ マ ー を 用 い る 線 形 増
幅 の 複 数 サ イ ク ル を 含 め る の に 十 分 な 回 数 、 熱 サ イ ク ル を 繰 り 返 す こ と 、 を 特 徴 と す る 方
法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 少 な く と も 2つ の 標 的 配 列 の た め の 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 反 応 混 合 物 が 各
標 的 に 対 し 1対 の PCRプ ラ イ マ ー を 含 有 す る こ と 、 全 て の 制 限 プ ラ イ マ ー の 初 期 の 濃 度 調 整
融 解 温 度 が 、 全 て の 余 剰 プ ラ イ マ ー の 初 期 の 濃 度 調 整 融 解 温 度 に 等 し い か 、 ま た は そ れ よ



り 高 い こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 制 限 プ ラ イ マ ー の 初 期 の 濃 度 調 整 融 解 温 度 が 、 余 剰 プ ラ イ マ ー の 初 期 の 濃 度 調 整 融 解 温
度 よ り 少 な く と も 3℃ 高 い 、 請 求 項 1～ 2の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 反 応 混 合 物 が 10,000コ ピ ー ま で の 増 幅 標 的 配 列 を 含 有 す る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か
1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 プ ラ イ マ ー ア ニ ー リ ン グ 段 階 の 持 続 時 間 が 30秒 よ り 長 く な ら な い 、 請 求 項 1～ 4の い ず れ
か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 非 対 称 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)増 幅 を 用 い て 少 な く と も 1つ の DNA増 幅 標 的 配 列 を 検
出 す る た め の 均 一 ア ッ セ イ 法 で あ っ て 、 (a)　 少 な く と も 1つ の 増 幅 標 的 配 列 、 耐 熱 性 DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ 、 dNTP、 前 記 増 幅 標 的 配 列 を 増 幅 す る た め の 各 増 幅 標 的 配 列 に 対 し 1対 の PCR
プ ラ イ マ ー 、 お よ び 前 記 プ ラ イ マ ー に よ り 生 成 さ れ た ア ン プ リ コ ン に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
少 な く と も 1つ の 標 識 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 増 幅 の 開 始 時 に 含 有 す る PCR反 応
混 合 物 を 、 鎖 融 解 、 プ ラ イ マ ー ア ニ ー リ ン グ お よ び プ ラ イ マ ー 伸 長 の PCR段 階 か ら な る 熱
サ イ ク ル に 複 数 回 供 す る こ と 、 (b)　 少 な く と も 1つ の 前 記 増 幅 標 的 配 列 の 存 在 を 示 す も の
と し て 少 な く と も 1つ の 前 記 プ ロ ー ブ に よ り 生 じ た シ グ ナ ル を 検 出 す る こ と を 含 ん で な り
、 そ の 際 、 (i)各 PCRプ ラ イ マ ー 対 は 制 限 プ ラ イ マ ー と 余 剰 プ ラ イ マ ー を 含 み 、 (ii)制 限 プ
ラ イ マ ー は 最 大 200nMま で の 濃 度 で 存 在 し 、 各 プ ラ イ マ ー 対 に お い て 、 余 剰 プ ラ イ マ ー は
制 限 プ ラ イ マ ー の 濃 度 よ り 少 な く と も 5倍 高 い 濃 度 で 存 在 し 、 (iii)全 て の 制 限 プ ラ イ マ ー
の 初 期 の 濃 度 調 整 融 解 温 度 は 、 全 て の 余 剰 プ ラ イ マ ー の 初 期 の 濃 度 調 整 融 解 温 度 に 少 な く
と も 等 し く 、 (iv)各 プ ラ イ マ ー 対 に お い て 、 ア ン プ リ コ ン の 融 解 温 度 は 余 剰 プ ラ イ マ ー の
初 期 の 濃 度 調 整 融 解 温 度 を 25℃ 以 下 上 回 り 、 (v)制 限 プ ラ イ マ ー の 消 耗 後 に 、 余 剰 プ ラ イ
マ ー を 用 い る 線 形 増 幅 の 複 数 サ イ ク ル を 含 め る の に 十 分 な 回 数 、 熱 サ イ ク ル を 繰 り 返 し 、
(vi)前 記 少 な く と も 1つ の プ ロ ー ブ は 、 余 剰 プ ラ イ マ ー の 伸 長 に よ り 生 じ た 産 物 鎖 の 生 成
を 示 す シ グ ナ ル を 発 す る 、 こ と を 特 徴 と す る ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 少 な く と も 1つ の 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ が 、 制 限 プ ラ イ マ ー の 伸 長 産 物
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し か つ 余 剰 プ ラ イ マ ー の 伸 長 の 間 に ポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 加 水 分 解 さ れ
て 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 す る 二 重 標 識 蛍 光 プ ロ ー ブ で あ る 、 請 求 項 6に 記 載 の ア ッ セ イ
法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 少 な く と も 1つ の プ ロ ー ブ が 余 剰 プ ラ イ マ ー の 伸 長 産 物 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 際 に シ グ ナ ル を 発 し 、 PCR増 幅 が 線 形 増 幅 の 少 な く と も 数 サ イ ク ル
の 間 、 プ ラ イ マ ー 伸 長 後 に 追 加 の 検 出 段 階 を 含 み 、 前 記 検 出 段 階 は 前 記 少 な く と も 1つ の
プ ロ ー ブ が ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て シ グ ナ ル を 発 す る の に 十 分 低 温 で 、 か つ 十 分 な 時 間 に わ た
り 行 わ れ 、 プ ラ イ マ ー ア ニ ー リ ン グ の PCR段 階 は 前 記 少 な く と も 1つ の プ ロ ー ブ が ハ イ ブ リ
ダ イ ズ し て シ グ ナ ル を 発 す る ほ ど 低 温 で な く 、 か つ 十 分 な 時 間 に わ た る も の で も な い 、 請
求 項 6に 記 載 の ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 少 な く と も 1つ の プ ロ ー ブ の 初 期 の 濃 度 調 整 融 解 温 度 が 、 指 数 期 の 増 幅 反 応 の ア ニ
ー リ ン グ 段 階 の 平 均 温 度 よ り 少 な く と も 5℃ 低 い 、 請 求 項 8に 記 載 の ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 検 出 段 階 が 、 反 応 の 閾 値 サ イ ク ル の 数 サ イ ク ル 前 に 開 始 さ れ る 、 請 求 項 8ま た は 9に 記 載
の ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 低 温 検 出 段 階 が 30秒 以 内 に わ た る も の で あ る 、 請 求 項 8～ 10の い ず れ か 1項 に 記 載 の ア ッ
セ イ 法 。
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【 請 求 項 １ ２ 】
　 プ ラ イ マ ー ア ニ ー リ ン グ 段 階 の 持 続 時 間 が 30秒 よ り 長 く な い 、 請 求 項 6～ 11の い ず れ か 1
項 に 記 載 の ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 各 プ ラ イ マ ー 対 に お い て 、 ア ン プ リ コ ン の 融 解 温 度 が 余 剰 プ ラ イ マ ー の 初 期 の 濃 度 調 整
融 解 温 度 を 18℃ 以 下 上 回 る 、 請 求 項 6～ 12の い ず れ か 1項 に 記 載 の ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 各 プ ラ イ マ ー 対 に お い て 、 制 限 プ ラ イ マ ー の 初 期 の 濃 度 調 整 融 解 温 度 が 余 剰 プ ラ イ マ ー
の 初 期 の 濃 度 調 整 融 解 温 度 よ り 少 な く と も 3℃ 高 い 、 請 求 項 6～ 13の い ず れ か 1項 に 記 載 の
ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 反 応 混 合 物 が 最 大 50,000コ ピ ー ま で の 少 な く と も 1つ の 増 幅 標 的 配 列 を 含 有 す る 、
請 求 項 6～ 14の い ず れ か 1項 に 記 載 の ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 少 な く と も 1つ の 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ が 、 1つ の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 の た
め の 第 1の プ ロ ー ブ お よ び 別 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 の た め の 第 2の プ ロ ー ブ を 含 む 、 請 求 項 6
～ 15の い ず れ か 1項 に 記 載 の ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 検 出 段 階 が エ ン ド ポ イ ン ト 検 出 で あ る 、 請 求 項 6～ 16の い ず れ か 1項 に 記 載 の ア ッ セ イ 法
。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 検 出 段 階 が リ ア ル タ イ ム 検 出 で あ る 、 請 求 項 6～ 16の い ず れ か 1項 に 記 載 の ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 所 定 の DNA配 列 の 非 対 称 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)増 幅 に よ る 均 一 ア ッ セ イ 法 の た め の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ ッ ト で あ っ て 、 200nMを 超 え な い 濃 度 で 使 用 す る こ と を 意 図 し た 第 1
の 量 の 制 限 プ ラ イ マ ー 、 制 限 プ ラ イ マ ー の 濃 度 よ り 少 な く と も 5倍 高 い 濃 度 で 使 用 す る こ
と を 意 図 し た 、 第 1の 量 よ り 少 な く と も 5倍 多 い 第 2の 量 の 余 剰 プ ラ イ マ ー 、 お よ び 余 剰 プ
ラ イ マ ー の 伸 長 に よ り 生 じ た 産 物 鎖 の 生 成 を 示 す シ グ ナ ル を 発 す る 標 識 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン プ ロ ー ブ を 含 ん で な り 、 制 限 プ ラ イ マ ー の 意 図 し た 濃 度 調 整 融 解 温 度 が 、 余 剰 プ ラ
イ マ ー の 意 図 し た 濃 度 調 整 融 解 温 度 に 少 な く と も 等 し い こ と 、 ア ン プ リ コ ン の 融 解 温 度 が
、 余 剰 プ ラ イ マ ー の 意 図 し た 濃 度 調 整 融 解 温 度 を 25℃ 以 下 上 回 る こ と 、 を 特 徴 と す る オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 ア ン プ リ コ ン の 融 解 温 度 が 、 余 剰 プ ラ イ マ ー の 意 図 し た 濃 度 調 整 融 解 温 度 を 18℃ 以
下 上 回 る 、 請 求 項 19に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 制 限 プ ラ イ マ ー の 意 図 し た 濃 度 調 整 融 解 温 度 が 、 余 剰 プ ラ イ マ ー の 意 図 し た 濃 度 調 整 融
解 温 度 を 少 な く と も 3℃ 上 回 る 、 請 求 項 19ま た は 20に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 第 2の 量 が 第 1の 量 よ り 少 な く と も 10倍 多 く 、 余 剰 プ ラ イ マ ー が 制 限 プ ラ イ マ ー の 濃 度 よ
り 少 な く と も 10倍 高 い 濃 度 で 使 用 さ れ る こ と が 意 図 さ れ て い る 、 請 求 項 19～ 21の い ず れ か
1項 に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 プ ロ ー ブ が 余 剰 プ ラ イ マ ー の 伸 長 に よ り 生 じ る 伸 長 産 物 鎖 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か
つ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 際 に シ グ ナ ル を 発 す る 、 請 求 項 19～ 22の い ず れ か 1項 に 記 載
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 プ ロ ー ブ が 第 1の 対 立 遺 伝 子 に 特 異 的 な 第 1の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と 第
2の 対 立 遺 伝 子 に 特 異 的 な 第 2の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 含 む 、 請 求 項 19～ 23の
い ず れ か 1項 に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ ッ ト 。
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【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 プ ロ ー ブ が 意 図 し た プ ロ ー ブ 濃 度 で 使 用 さ れ 、 前 記 プ ロ ー ブ の 意 図 し た プ ロ ー ブ 濃
度 調 整 融 解 温 度 が 、 制 限 プ ラ イ マ ー の 意 図 し た 濃 度 調 整 融 解 温 度 よ り 少 な く と も 5℃ 低 い
、 請 求 項 19～ 24の い ず れ か 1項 に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 少 な く と も 1つ の 予 め 選 択 し た DNA増 幅 標 的 配 列 に つ い て 均 一 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR
)ア ッ セ イ を 行 う た め の 試 薬 キ ッ ト で あ っ て 、 耐 熱 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 dNTP、 各 標 的 配 列
に 対 し 、 最 大 200nMま で の 濃 度 で 使 用 さ れ る 第 1の 量 の 制 限 プ ラ イ マ ー 、 制 限 プ ラ イ マ ー の
濃 度 よ り 少 な く と も 5倍 高 い 濃 度 で 使 用 さ れ る 、 第 1の 量 よ り 少 な く と も 5倍 多 い 第 2の 量 の
余 剰 プ ラ イ マ ー 、 お よ び 余 剰 プ ラ イ マ ー の 伸 長 に よ り 生 じ る 産 物 の 生 成 を 示 す シ グ ナ ル を
発 す る 標 識 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 含 ん で な り 、 こ こ に お い て 、 制 限 プ ラ イ マ
ー の 初 期 の 濃 度 調 整 融 解 温 度 が 、 余 剰 プ ラ イ マ ー の 初 期 の 濃 度 調 整 融 解 温 度 に 少 な く と も
等 し い こ と 、 ア ン プ リ コ ン の 融 解 温 度 が 余 剰 プ ラ イ マ ー の 初 期 の 濃 度 調 整 融 解 温 度 を 25℃
以 下 上 回 る こ と 、 を 特 徴 と す る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 少 な く と も 2つ の 標 的 配 列 に つ い て 多 重 ア ッ セ イ を 行 う た め の キ ッ ト で あ り 、 全 て の 制
限 プ ラ イ マ ー の 初 期 の 濃 度 調 整 融 解 温 度 が 、 全 て の 余 剰 プ ラ イ マ ー の 初 期 の 濃 度 調 整 融 解
温 度 に 少 な く と も 等 し い 、 請 求 項 26に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 制 限 プ ラ イ マ ー の 初 期 の 濃 度 調 整 融 解 温 度 が 、 余 剰 プ ラ イ マ ー の 初 期 の 濃 度 調 整 融 解 温
度 よ り 少 な く と も 3℃ 高 い 、 請 求 項 26ま た は 27に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 プ ロ ー ブ が 余 剰 プ ラ イ マ ー の 伸 長 産 物 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン の 際 に シ グ ナ ル を 発 す る 、 請 求 項 26～ 28の い ず れ か 1項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 少 な く と も 1つ の 標 的 の た め の 前 記 プ ロ ー ブ が 、 1つ の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 の た め の 第 1の
プ ロ ー ブ と 第 2の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 の た め の 第 2の プ ロ ー ブ と を 含 む 、 請 求 項 26～ 29の い ず
れ か 1項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 プ ロ ー ブ の 初 期 の 濃 度 調 整 融 解 温 度 が 、 制 限 プ ラ イ マ ー の 初 期 の 濃 度 調 整 融 解 温 度
よ り 少 な く と も 10℃ 低 い 、 請 求 項 26～ 30の い ず れ か 1項 に 記 載 の キ ッ ト 。
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