JP 4657454 B2 2011.3.23

(19) BFEMSFF (P) @i F & B2 (1) a2
15ET B 46574045
(P4657454)
(45) #3iTH TERE234F3AZ3H (2011.3.23) (C4) BHE FEmWm23EIATH (2011.1.7
(51) Int.Cl. Fl
C12N 15/09 {2006.01) Cl2N 15/00 ZNAA
c12Q 1/88 {2006.01) Cl2Q 1/68 A

FRIEO# 26 (£ 47 B)

@) HEES FFRE2000-594952 (P2000-594952) ||(73) &F#F+EE 500137976
(86) (22) HFER ERIIEI2A 10H (1999.12.10) TRITAA TP ="A=T 4 ALK
65 BRES #£5%2002-534986 (P2002-5349864) AXaA—RLATYE
43) &%\ ER14E10A228 (2002.10.22) TAVAGRE- 1 —P+—P—HOEBS8
(86) EFS I EEE S PCT/US1999/029253 07. 7V w¥ox—a— a—HRL A}
B7) EFEAMES  W02000/043544 FZA47565
87 EFELEB ERI2ZETH2THE (2000.7.27) (74 fREA 100127926

FERERE ER18511A16H (2006.11.16) #ELT FFEH MK
@D WEEERES 09/233,413 (74) I A 100091731
(32) &% B ERIIELA L9 (1999.1.19) HEXT BR TFE
@) WEEERE  REUS) (74) fREA 100080355

FET BN L
BRRICHL <

G4 [REAOEH VI XZLAF ROBEOHHAEE

(G7HO0Ooooooood

Do0o0o0ao

0000000000000 000000000000000000000000000
0000000000000 O0O0O0O0O0O0O00O0O00O0O00
0000000000000 0000000000000000000000000000
0000000000000 0000000000000000N0N0NONooNooooon
D000D0000000000000000000000000000000000000
000000000000 000000000000000000000
000000000000 0000000000000000000000000000
D000000000000000000000000000000000000000
00000000000

Do0o0o00

0000000000000 00000000000000000000N00NONoonoon
Doooao
00000000(@)I0000000000@iII0D0NDON0NONONO0NONONoNoNOoooan
0000000000000 0000O000O000O00D0ONO0ONOOoONONoONONoonoon
OD@GiDD0O00O000DO0D0OO0DONOO0DONOONDONOONDONOONDONOoOoooooooooooc

ocooowbhoooooooooooooDbboooooooooooooDoDoooogog
Ujoboooggooboofooooogooooogooooodggooooogonbooag
gboooooooobgobobobooooboboboboobooooboobobobao




(2)

O
OJ
O
O
O

JP

4657454 B2 2011.3.23

O
O
O
OJ
O
O
O

[ o

[

O0g oo

I

I [y

O|0g oo

TOoImoilo oo ogoooo

Ooooooooooo|oooooodg
Ooooooooooo|ooooood

O
O
O

~
O
o/
O

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
O

O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
O
O
O
O
O
O

I o

I o

Og oo

I o O

I o

Og oo

O|0g oo

|

I o [

I I

O0g oo

I Y o

I o [

|

OOoooioodgogooao

Oooooioboogooooao
Oooo@oobooOooOoooao
OO0 ooocogoooao

O
O

OoooooogQgoao
OooooooogogQgoao
OoOooomoooQgoao
Oooooooggoao
OooooOoooogQgoao
OoOoooooogooQgoao
OOoooooggoao
Ooooooogogoao
Oooooooogogogoao
OoOooOoomoooOgooOoao
OoooooogQgoao
Oooooooogogoao
OoOooomooogoogoao
OoooOooggoao
OooooooogoQgoao
Oooooooogoogoao
OOoooOoogogogao
Ooooooogogoao
OoooooogogoQgoao
OoOoo0ooooogoao
OOooooogogoao
Ooooooogogoao
O0Ooo0o0oim;moogoQgOon
OOoo0ooocogogoao

O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
O
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
O

O
O
O

=
Ooooiooogoggoao
OoooiooogogoQgoao
O 0Oo0ooi;mo
OO o oo

0O O
|
O O
O O

OO oo.o
O 0o oOoo.

O
O
O
OJ
O
O
O

e Y Iy
ey e e R [ s 1 1 [ Iy

OoooOjooooooogObbooooooDooooogoog

Oooocoooooogog

e s e 1 e e s ey e e e e e A R

O oOoooo

Oooooooo0oooooooImobooo0oooDooo|oooooano

OooooooooooooooIomooooooooo|oooooa.o

Oo0oooooo0ooooogogooojoogogg

O
O

10

20

30

40

50



Ooooooooooooooooan.o
Ooooooooooogogoogogoo

Ooooooogoooogg
OoooooooooooQgdg
OooooooooooOgodg
OoDoDooogo4ogoooogdg
OoooooooooooQgg

O
O
O
]

O

OoooooQgodg
O Oo0ooogoao
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Oo0oo0oo0oao
O Ooo0ooogoao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0oo0oao
O Oo0ooogoao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao
O 0Oo0oo0oo0oao
O Ooo0ooogoao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0oo0oao
O Oo0oooao
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0OoO0ooogoaog
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0ooOoo0oao
O Ooo0ooogoao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0ooao
O Oo0ooogoao
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0oo0oao
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O Ooo0ooo0oao

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

€))

oogd

Oooooogogoooao
Oo0ooooOooooaoo
OO0 ooocogoooao
Oo0oooogogoooao

O O

O

O
O
O
O
O
(]
O
O
O
O
O
O
(]
O
O
O
O
O
O
O
O
O
(]
O

OooooooogogQgoao
OoOooomoooQgoao
Oooooooggoao
OooooOoooogQgoao

OoOooo;moogoQgaQg
OOoooooggdg
OoOooooogQgQg
OooOooooogoQgQg
Oo0Oooo;moodgaQd
OoooooggoQg
OooooogQgoQg
I s [y |
Oooooggdg
Oo0oooioogoogQg
s [y |
OO0oooooggdg
OO0oo0ooioogoggdg
I sy |
O0Ooo0Oonboogad
O0Ooo0ooooggdg
OoOoooioogogdg
s [y [y |
OOoooooggdg
Oo0Ooo0ooioogogQg
O0Ooo0ooiood
O0Oo0oinood
O 0Ooo0oooogod
O0Ooo0ooiood
O0Ooo0oinood

JP

4657454 B2 2011.3.23

od

O

|

O
O

O
O

O

e s e e e Y Iy

Oooooooo0ooooo0 o0 oo o oo oDooogogIHpoDooogoOooao

OO oocooooioooooogooogao

Ooooooooooogoo

OoOOooooo4oooooo0UoDoooHmoooDoDoDog)|ooooogogooao
Ooooooooooooo0 oo ooouHmooDoDoogogmoDooogoOooao
Oooooooo0ooooooo0ooooooooooooogogpoooogoOooao
OOo0ooOoooo0oU0oooooUUUoDoomoooDoDoogg|ooDooogogogogoao

OO o

O

10

20

30

40

50



4) JP 4657454 B2 2011.3.23

oboooao

ooooon
ocooobOoOOO0oO0oO0oO0oooooooODbDOOOO0oOoDOoooooooODDODOO@) OO0
goboooooooboboobooooooboobobobobooo" oboboboboo
uno

g ooooooooooooooboOoOoboo0ooooooboooODbDDbDObOb0O0o0oo
oo gobooogooboooboboboooobobobobooooboboboboo
uboooooobobooboooboboboboooobooboboobooao
oooooOooooobooooooboooobobooobobboooobooo
gobooooobogoboboboooobogobobobooooboboboboo
gboooooboobobooboooboboboboooobooboboobooao
u

i oooobOoooooboOoooobooooooan

iv) Jo0o0o0o0oooooooogoooooooooooogoogoopooo oooo
ugboooagood
(@H)ooooooooooopooobooooooooooooODbDDbDOOoO0oOoooo
g

(vp) 0ooooooooooooooooooooooooooDoOoOoOooOooo
ooooooogoano

(vi) 000000000 ooooODOOO0OO0oOoOoooooooOoDbDboooooooor
obooooooboboobooo

viin) 000000 OdviiDOOQCOODODDOOOOOOOOOOOOODDODOOOOO

A A OOO0OQgog
O 0Oo0oo0oogoogoo

gboboooooobobobobobooboboboboboooooobonn

FOOoOOoOoOOooOoooooooooboooDoonoboooboooboooDooooboooDooooooooooonoano

I e e e

A O OOooOoojooogogdg
I:‘I:II:II:II:II:II:II:II:II:I
OoOoo0oo0oo0oooooOoao
O Oo0oooocgogog
Oo0oo0ooocogogao
Ooo0oo0ooocoogoano
OO0o0ooogogog
Oo0oooocogogaog
Oo0oo0ooocogoogoao
Ooo0Oo0ooo-ocoogoano
Oo0Oo0ooocogogaog
Oo0oo0ooocogogoao
s Iy
O Oooo;ooogod
OOoooood
OOooomood
O 0OooOoo;mood
OOoo0oooogod
OoOoooood
OoOoo0ooood
OOooooogod
O0Ooo0ooiood
O 0Ooo0ooiood
O 0Oo0Ooood
O 0Ooooioogod
O0Ooo0ooiood
O0Oo0ooinood
O 0Ooo0ooioogod
O0Ooooiood
O0Ooo0ooiood
O 0Oo0Oooogod
O0Ooooood
O0Ooo0ooiood
O 0Oo0ooinbood
O 0Ooo0oooogod
O0Ooo0ooiood
O0Ooo0oibood

Yb(vinoogogoooooooooooooooooooooooooooo

gboboooooboobobobooobooboboboooonn

ooobooooooboooooooO" oooobooooboooboooooao
'"gbobobobooooobooboboboboog
gboooboooooboooao

O
O
O
O
O
O
O
O
O

gbobooooooobobobooboooooboboboboog
gbooboboooooboobobobobooobonn

oo ooogoQgogooooog
OooOoo O
Ooo0Ooo O
o0 oo OJ

O O

O O

O O

O O

O O

O O

I A [
O

OO0 oDoooooooggoo
OO0 oDooooooogQgoo
oo ooooooooogogoo

10

20

30

40

50



ey e Y Iy
e e ey ) [y Ry
e s e e e e e s e Y Y

Oooooogogogooood

O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O O oo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O O oo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0O oo
O Oooo
O Oooo

OoooogoQgogao
OoooooQgogoao
Ooo0oooOoogoao
OO0 ooogoQgogao
OoooooQgogao
Ooo0oooQgogoao
OoooooOoogoao
Ooooogogogao
OooooQgogoao
Ooo0ooooOoogoao
Oo0ooogogogao
Ooo0oooQgogoao
Ooo0oooQoogoao
OooOooooOoogoao
Ooooogogogao
Ooo0oooQgogoao
OoooooOoogoao
Oo0ooogogogao
OoooooQgogoao
Ooo0ooooOoogoao
OO0 ooogoQgogaog

O OooOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooo
OO oOooog
O Ooooo
O Ooooo
O 0Oo0ooOoo
O OooOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooo
O 0OoOooo
O Ooooo
O 0Ooooo
O 0Oo0ooOoo

Oooooooooooooooooooooooo.o
O OooOooo

O Oooo

O

O

O Oooo

O Ooooo
O Ooo0ooo
O OoOgoo

e e ey e e e ey e s e ) s [ I o B
O Ooooo

I ey ey ey R sy [ A B

oo oooooooQgo-g

I [ o [

O Oooo

O Oooo

O 0Oooo

O 0o oo

O 0O oo

I Y o [

O Oooo

O Oooo

O 0Oooo O Oooo

O Oooo

O 0ooo O O0ooo

O 0o oo

O Oooo O Oooo

I [ o [

oo
10 20
ooao
ooo

O Oooo

O O oo

O 0Oooo

O 0o oo

O 0o oo

O O oo

O Oooo O Oooo

O Oooo

O Oooo O O0ooo

O 0o oo

O 0ooo O 0ooo

O 0o oo

O Oooo O Oooo

I [ [

O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0O oo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo
O Oooo

O Oooo O 0Oooo

O 0o oo

O 0Oooo O O0ooo

O 0o oo

uo
9500
o
oo

O Ooogo
O Oooo

O O oo
O Oooo

O 0Oooo O O0ooo

O 0o oo

O O

O o0ood

O o0Oood

JP 4657454 B2 2011.3.23

O
]
O
O
O
O
O
O
]
O
(]

OOoo0oooogd
OoOoo0oooogod
Oo0Ooo0ooood
O0Ooo0oooogd
OoOoo0oooogod
OoOoo0ooood
O0O0oo0oooogd
OOoo0oooogd
OoOoo0oooogod
I I B
OOoo0oooogd
J Iy B [

O Ooo0ooo0oao

O Oooo
O 0Oooo

O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
O
O
O
O

oooobOOoOooOoDNAOOOOODODOOOoOobOOOoOooboDbOboOoooDon
DNAODOOOOoDOOoOOooooboooooboooobooooobobogooono

O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0O oo
O Oooo
O 0Oooo
O 0ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo

I [ I [
O 0o oo
O 0o oo
I [ o [
O 0o oo
O 0o oo
I [ o [
O Oooo
O Oooo
O 0o oo
I [ o [
O O oo
O 0o oo

gboooooobobobooobobobobobooobooboobobooan

O
O

Oooooooooood
Oo0ooooogoOoooao

OoOoooogogogao
Oo0oooQgogao
OoooooOoogoao
OOo0ooogo-gogao
Ooooogogao
OoooooQgogoao
OooOoo0oooOoogoao
Oo0ooogogogao
Ooo0oooQgogao
Oooo0ooQgogao
OOo0ooogo-gogao
Oooooogogoao
Ooo0oooQgogoao
OooOooooOooOgao
OoOoooogogogao
Ooo0oooQgogoao
OoooooQgoogao
OOo0o0ooogogogao
OooooooQgogao
Oooo0ooQogogoao
OOo0ooogo-gogao

ooao

O

O

0

ogoo

O

O

O

goo

O

O

O

goao

O

O

O

ubooouobobobooouobuobobobooooboboboobooo

ooooboooooboooooooboooooao

O

O

goooocoooooooao
ooooDooooboboooao
oooobooooooboooao
ooooocoooooooao
goooocoooooooao
oooobooooooobooogao

O AmpliTaq GoldO O O O O
oooooopooooooog

10

20

30

40

50



O 0O0o0ooooog
OOoooooaog
OOoo0ooooao
O Ooo0oo0oooao
O Ooo0ooooaog
OOoo0ooooaog
O Ooo0ooooao
O O0Oo0ooooog
OOoooooaog
OOoo0ooooao
OOoo0oo0oooao
O Ooooooaog
OOoooooaoo
OOoo0oo0oooao
O O0Oooooaog
OOoooooaog
OOoo0ooooao
O 0o oooog
O Ooooooaog
O Ooo0ooooao
O Ooo0ooooao
O O0oOooooaog
OOoooooog
OOoooooao
O 0O0o0ooooog
OOoooooaog
OOoo0ooooao
O Ooo0oo0oooao
O Ooo0ooooaog
OOoooooo
O Ooo0ooooao
O 0O0o0ooooog
O Oo0ooooaog
OOoo0ooooao

oo oooooo0 oo oo o o0 oo oo o0 ooDoooQgg
OO0 o0ooooUooooogoggoooodg

O

oo

Do oooooUoooodMOODODOoDooooooooooooobDoooao

Oooooooooooogogoooogodg

O

O

OooooooooooQgogao
Ooo0oooooooooood

=
(@]
' [

O OO
O O O

oo

ooooao
ooobooOoooobOooooobOboooobOooOoobobOboOoOoo0oDb0O0 No. 5,348,8

OO oOoooo
O oooo
O 0Ooo0oooao
O Oo0oooo
OooooogoQgoao

gooano
oooo
ooono
gooao

gooaano

5,338,671
gboooao
gboooad
oooon
goooao

(6

|
O

= O

Ooooooogogoao
OoOoo0ooodgoogoao
OooooogoQgoao
Oooooogogoao
OoO0oo0ooood

OO0 oooodogoao
Oooooogogoao
Ooooooogogogoo
Oo0oOOoOogooogog fg
Oooooogogoao
OooooogoQgoo

(Scalice, et al.)d 0O
ooooooooooog
ocooooooOoooog
O No.5,565,339 (Bloch,
oooooooOoOooog

53 (Wang, et al )OO0 ODOOO0OODOO
oo0ooDoDoDOo0oo0oo0DOoo0oooooODDoODo0D0oDO0DO0DOoo0o0oooDoDoDoDoDoOooooOog
0000000000000 D000000000000000 ™0 OKellogg,O et
BioTechnigues (1994) 16(6). 1134-11370 0 0 0000 0O O
0o0o0oo0DDoDoOD0o00000o0oo0o0o0oDDO0ODO0D0D0D0Do0Do0o0ooDoDoDoDoDoDOoOOoooOog
O0O00DD0ODO0O00O0O0OdNo. 5,705,366 (Backus) D D O O OoOoOoOOOOOO
00000O0TagDNAODOOOOODOOOOODOOOONilsson, ed al , in Bio
Techniques (1997) 22(4): 744-7510 00000000
Dang, et al., J. Mol. Biol. (1996) 264:268-2780 0 O PCRO O O O DO OODOOOOO
Oo000DD0DDOD0000TaqUOUOOOODDODODODODOOODODOODODDODDDODOOODOOOO

ood
ooao
al .,
ooad
ood
ooao

oo

oooooao
PCRODODODOODODODODODOO Weighardt,et al., PCR Methods and Applicatio
ns (1993) 3:77-800 0 0000 OO0
Birch, et al.. Nature (1996) 381:445-4460 O AmpliTaq Gold enzymeO 0 O OO O OO
ooooDDoDoDOooooOoooooooao
Chou, et al., NucleicAcids Research (1992) 20:1717-17230 0 0000000 O0O0O

OOoo0ooogogogoao

O
g
g

OO0 oooodogoao

O
g
t

et

O

(Bloch, et al.) (Bloch INDOOOOCOOODOO
0 0O 0O No. 5,599,660 (Ramanujam, et al )OO0 00000 ODODOOOOODOODOO
0000000000000 00000000000DO0O0oD0DooDoooDooooooano

O

Oooooogogoao
O0Ooo0Oo0ooao
OO oOooog

O
g
a

g
g
u

JP 4657454 B2 2011.3.23

good
oooano
4000

good
good
oooano
good

gboooooooboobobao
gboooooboobooboba
ubooooboobobabad

DNAOD OO GOoooooooooano

O
a
a

ab)

O

O

gboooooboobobobao
gboooogooooobgan
ooooOooooboo?20
1oo0o0ooogobobob
ugbooobooond
ooooocoooooooao

000000000O00000
ooooooo

000o00O00O00o0ooon
(Bloch DO ODO0OOO0OOO
00000000 No, 5,411,87

10

20

30

40

50



P

oooooooooboboooooboooonon
. B. BarnesO 0O Proc Nat. Acad. Sci. USA(1994)91:2216-22200 O A -0 000000

gbooboooooogan
O0O0DWO 96/703526A1 (Niveleaw)O O DO OO OODOOOOOOOOODOOOOOO

JP 4657454 B2 2011.3.23

O
W
gooboooooobooooobooooooobooos3ssbooooooboobooooboonoo
O
O
O

oooooOoooooboooooboooooboooooan
BackmanO O 0 0 O OONo.5,792.6070 0 DO O0O0O0DOOOOODOOOODDOOOO
gbobooooooobobobobooooboboboboooooooboan
oooooao

oooooooooobDoooooboov/soOoO0obDOO0OO0O0DbDDOO0OOO0ODOODOODOONo. 4

,683,195.0 00000000
OOO0OO0 No. 5,508,178 (Rose, et at )00 00 O0O0OO0OCOCOODDOOOOOOOO
gooboooooboooooooooao
gboobooooooobgobobobooooboboboboobooooboobobobao
OOO0OD0OD0DOOONo.5,043,272(Hartley) D 0 0000000
Nickel, etal., J. Biol. Chem. (1992) 267:848-854 0 0 00O OODOOODDOOOO

gboboooooogobgoboboboooobobobobobooooobobobao
gbooboooan
EP 0439182 (Beckman, et a/.) U000 0O0OODOOOOO0OOOOOOOOODDODOOO
ooooood

OO

Oo0ooooQooooao
OO0 o0ooogodgogoao
Oo0oooogodooao

OoOooooo4o0ooooo o0 oo oooUoooDoDoooooooogdg

OoooooooooooooooogQgQg
OOo0ooooooooooomsgogooogoog
OoOooooooooooQogo=-op oogogog
OoooooooooooogoNw™Ooogogoao

Oo0oooooooooQgdg

OoOoo0ooogd
Oo0ooooogd
OooOoo0ooooOod
OOo0o0oooogdg
OoOoo0oooogd
Oo0oo0ooooQgod
OooOoo0ooood
OoOoo0ooogd
Oo0ooooogodg
OooOoo0ooooOod
OOo0o0ooogd
OooOoo0oooogd
OooOoo0oooogod
OoOoo0ooood
OoOoo0ooogd
OooOoo0oooogod
OooOoo0ooood
OoOoo0ooogd
Oo0oo0oooogd
Oooo0ooood

O

Oo0oooodQgooaoo

Oooo0ooodgooao
Oo0ooogoQgooao
Oo0oooQgogoao
Ooo0oooOoogoao
OOo0o0ooogo-gogao
Ooo0oooQgogoao
Ooo0oooQgogoao
OooOooooOoogoao
OoooogoQgogao
Oo0oooQgogoao
Ooo0ooooOoogoao
OOo0o0ooogogogao
Oo0oooQgogoao
Ooo0oooQgoao
OooOooooOoogoao
Oo0ooogoQgoao
Oo0oooQgogoao
Ooo0ooooOoogoao
OOo0ooogoQgogao
Oo0oooQgogoao
Ooo0oooQgogoao
OO0o0ooogo-gogao
Oo0oooQgogoao
Oo0oooQgoao
OoooooOooOoao
Oo0ooogogogao
Oo0oooQgogoao
Ooo0oooOoogoao
OO0o0ooogo-gogao
Oo0oooQgogoao
Ooo0oooQgogoao
OooOooooOooOoao
OoooogoQgoao
Oo0oooQgogoao
Ooo0ooooOoogoao

O 0Oo0ooOoo
O Oooo
O oOooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo

O OooOooo
O Ooooo
I Ry |
[ R |

ivOd
0

O

O Ooooo
O Ooooo
O Ooo0ooOoao
O OooOooo
O Ooooo

ooobooOocooboooooao

od
od
g
od

O 0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
OO oo
O oOooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O Oooo
O oOooo

O 0Oooo
O O oo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O O0ooo
O Ooogoo
O Oooo
O 0Oooo

O
O
O
O

gooooogan
gboooogan
ooooood
oooooogaon

goooogno

ooooooo
ooooono
oooooood
ooooooao

gboobooooogooboobotboooobobobobooobooboobob

gooooogan
goooogan
ooooooad
ooooobogaon

00 ()OO0

(D000 00O00O0O00O

ooooood
ooooooagd
ooooooo
ooooood
ooooooaod

ooooooao
ooooooao
ooooobooo
ooooood
ooooooo

20

30

40



(8) JP 4657454 B2 2011.3.23

gbooboooooobooboobobobooooboobobobooboooboobobobao
oooobooooooboooooboooooobooboooooboboooobobooooobooo
gooobobooooobooooobooooooobooooobooboooobbooooboOooo
g bogobooboboooooboobobotboooooboobobobooooboobobonb
uboooobobobobooooobooboan

g
od
oo
ao
"0
oo

A DO OO ODOo0DoODoOoOOoO0o0oooooo0ooDoooo0ooDooooooooo

OO0 oD oo ooV UODooooooDooooDooooooooogao

OoOoooogogao
Ooo0oooQgogoao

C

Y o

Oooo0ooQogogoao

ao
O
g

O
g
a
u

O

Oooooooooooogoogoaog

O Ooooo
O Ooooo

200000007
os/000D000000O0O0OO0O0DOOODODOOOODOOODODDOODODDODOOO

u
O
g
u
O
g
a
u
O
g
u
O
g
U
O
0
0
U
O
0

u
O
t

“30

O
g
a
u

“30

O

O

O
a
a
O
g
a
U
O
O
0
O
0
O
O
O
O
N
O

O
O
O
O
O
O
0
O
O
0
O
O
g
O

Ooo0ooooooooooooogooao

O

gbobobooboboon
gbooboobooobooond

oooooao’

00000000 O0O0
00000000000
100000000 ()3
00000000000
00000000000

oooooogooobooogo (¢ booo
coooooOOoOo0O0oOoOoE¢olwooooo
oooboooooboocooboooboooao
gboboooooogobi1lbooobooao

coooooOoOoOoOoOogoooooo@
200000000000 000QC0200
ooboz200c00oo0obooo20000000
ocooooDoOOoOoOoOoOoooo(@ooo

gooao

Ooooooogdg
Oooooooogdg
Oooooooogodg
O Oooooogdg

o)oooooooooooooopooooooo1WWooooooooooao
uobobiooooz22000ooobocoooboocOoobobooon0’ ooo
gbobobooi1lbobooooobuo200b00ob00oboboooobDi1lbooan
oooobOoooooooooooboboooooboouo20b0bo0o00o0ooOon
goooOocoooooolmooooooooboooloboboboooobooo
oooobOooooobOoooobooooooobobooooDbon

O OoQgooo
O 0Ooo0oooo
O 0Ooo0oooo
OO o0gooo
O 0Ooogoooo
O 0Ooo0oooo

OO0 oooogogodg
oo oooogogooQg

O

I s [ [y |
OO0 ooogogdg
OoOoo0oooogod
OoOoo0ooogod
I B [
OO0Oo0oooogod
OOoo0oooogod
I B
OOoo0oooogd
OoOoo0oooogod
OoOoo0oood
Oo0Ooo0Ooood
OOoo0oooogd
OoOoo0oooogod
OoOoo0ooood

uod

0
O
O
O
O
O

ugbdobdoobooobooboboboobooooobobaba
ooobOooooobooOooooboooooboobooooooao
gbobooboooooboboboobooooobobobao
gbobobooobooboobobooboooooboboba
ooooOooooooOoooobooooooooooooao
gbobobooboo

ocooooooooooooooboobb0 ¢ ooooooooe

ugod

oooooOoooooooooao
2000000000000000

ugboooogboobaoboood
ooooooooooooooao
gobooooooboboobooog
uoboooobooboboobooao
ooooooooooooooao

OO0Oo0oooogd
OoOoo0oooogd

O@oooooooooooooooooooooooo

coooobooooooboooooboboboooobobooobobboooobooddg
Gooooooooooooobooooobooooobboogoooboooo

ugbobooooobooboboboooooboboboboboooboboobaann

oooobOooooooooobobobooooboboOooobobooooboodg
OoooDoOOooon

O

oooooooon

ooooobOoooooooooobOobooooboboOooobboooobooog
ooooobOooooooooooboobobooooobooooooboooboooooDood
oooooooooobooooobbooboooooboooooboooooDbDood
oooobOooooobooooobobOoboooobobocOooobboooobooog

10

20

30

40



OoOOoooooooooooo0ooDooo4ooooooggg
Oooooooo0oooooo0ooDooooooooooQgg
OO0o0oooogddooDoouUoddUoooDooUoUooDooogoogg
OOooooo4oooooo4o0ooDooo oo ooooggg

Ooooooo0ooooooooDoDoogogooooaog
Ooooooooooooooooooooooaono
OO0 oogogU0ooDoDooUgUoUoDoDoo4gooooaog
Ooooooo0ooooooooDoDoogogogoooaog
OoooooooooooooDoDooogogooooaog
Ooooooooooooooooooooooao

Oo0oooooooooDoooo0DoDoooooooooao
Oo0oooooooooooooooooooooooao

OOooooogoogdg
OooooooQgdg
Oooo0oooQgdg
OO0ooooogoogd
Oooooogoogdg
OooooooQgdg
OoOoo0ooodgadg
Oooooogogdg
OoooooogoQgdg
OoOoo0ooooQgdg

OOoooooggdg
Oooooogdg
Oooo0oooQgdg
OOo0ooooogoogdg
OOooooogogdg
OooooooQgdg
OoOoo0oooodgadg
OOooooogoogdg
OooooooQgg
OoOoo0oooQgdg
OOooooogoogdg
Oooooogg
Oooo0oooQgdg
OoOoo0oooodgadg
OOoooooggdg
OooooooQgdg
OoOoo0ooooQgadg
OOoooooggg
Ooooooogg
Oooo0oooQgdg
OO0 o0oooogoogdg
Oooooogoogdg
OooooooQgdg
OoOoo0ooodgadg
OOoooooggdg
OoooooooQgdg
Oooo0oooQgdg
O0o0oooogoogdg
Oooooogoogg
OooooooQgdg
OoOoo0oooodgadg
OOooooogogg
OooooooQgg

OoOoo0oooogd
Oooooogod
OooOoo0ooooOod
OOoo0oooogd
OoOooooogd
Ooo0oood
OooOoo0ooood
OoOoo0oooogd

Oooooogoooao
OoooooQgoooao
OoooooOooooao

O
O
O

O
O
O
(]
O
O
O
O
O
O
(]
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

OO0 oooooggogao
Oo0ooooogQgoao
OooooooogooQgoo
OoOooooooQgoao
OOo0oooooggogoao
OooooooogQgoao
OooooooogoQgoao
OO0 oooooggogo
Ooo0ooooogQgoao
OooooooogooQgoo
OoOo0oo0oooooOgooOoao
OOo0oooooogQgogoao
OooooooogQgoo
OoooooooQgoao
OO0 oooooggogao
Ooo0ooooogoQgoao
OooooooogoQgoo
OO0 oooooggogo
Oo0oooooggoao
OooooooogoQgoao
OoOooooooogooo
OOo0ooooogQgogao
OooooooogQgoo
OoOoo0oooogoQgoao
OO0 oooooggogao
Oo0ooooogQgoao
OooooooogooQgoo
Ooooooooogooao
OO0 ooooogQgogoao
OooooooogQgoao
OoooooooQgooao

OOoo0oooaoo

O0Ooo0oo0ooao

O OoOoooo

O0Ooo0ooodg
Ooooooogdg
Oooo0oooQgdg
OoOoo0oooodgadg
OOooooogogdg
OooooooQgdg

O Ooo0oooo

O0Ooo0oooao

~
©
o/

O 0Oo0oo0ooao

O Oooooao

OOoo0oooao

O 0Ooo0oo0ooao

O0Ooo0oood
OOoooooggdg
Oooooooogdg
Oooo0oooQgdg
OO0 oooogoogdg
OOooooogoogdg
OooooooQgdg

O Ooo0oooao

OOoo0oooao

O0Ooo0oooao

OoOoo0oo0ogao

|

O

O Oooooao

O Ooo0oooaoo

(&
o

O 0Ooo0oo0ooao

O0Ooo0oo0oodo
OOooooogoogdg
OooooooQgdg
Oooo0oooQgdg
OOooooogoogdg
Oooooogoogdg
OooooooQgdg
OoOoo0oooodgadg
OOooooogogdg
OoooooogoQgdg
OoOoo0ooooQgdg

4657454 B2 2011.3.23

I o B

O Oooooo
OOoo0oooao
O0Ooo0oo0ooao
O OoOoooog
O Oooooo
OOoo0oooao
O 0Ooo0oo0ooao
O Oooooao
OOoo0oooaoo
O0Ooo0oo0ooao

10

20

30

40

50



ey e Y Iy

fOoDo0oooooooogooaog

OO0 0o oodooooodooooogogogogoao
OOo0ooDoooo0ooooo4oooooogogooao
Ooooooo0ooooooooooogogooao
Oo0oooocooooooooooooogooao

O Ooooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooo
OO oO0ooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O 0Oo0ooOoo
O OooOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao
O OoOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooo
O 0Oo0ooOoo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O 0Ooo0ooOoao
O OoOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao
OO oO0ooog
O Ooooo
O Ooooo
O 0Oo0ooOoo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O 0Ooo0ooo
OO oOooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O 0Oo0ooOoo
O OooOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao

Oooo0oooogoQgoo

Oooooooo0oooooo0ooDooooooooogogoao
Oo0ooogog4dooDooUUdooDooUUoDooogogoao
Oooooo4ooooooUoDoDoDooogUogoDooogogoao
Oooooooo0ooooooo0oDoDoooooDoooogogoao
Ooooooooooooooooooooooooogoogoao

O Oooo
O Oooo

Oo0DoooogQgoooao
OoooooQgoooao
OoooooOooooao

O OooOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooo
O OoOooo
O Ooooo
O Ooooo
O 0Oo0ooOoao
O Ooooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao
O OoOooo
O Ooooo
O Ooooo
O 0Oo0ooOoo
O Ooooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooOoao
O OooOooo
O Ooooo
O 0Ooooo
O OoOooog
O Ooooo
O Ooooo
O 0Oo0ooOoo
O OooOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooo
OO oOooog
O Ooooo
O Ooooo

Oooooogodgogooao

O OooOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao
OO oOooog
O Ooooo
O Ooooo
O 0Oo0ooOoo
O Ooooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao
O OoOooo
O Ooooo
O 0Ooooao
O 0Oo0ooOoo
O Ooooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooOoao
O OooOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao
O 0OoOooog
O Ooooo
O Ooooo
O 0Oo0ooOoao
O OooOooo
O OooOooo
O 0Ooo0ooao
OO oOooog
O Ooooo
O Ooooo
O 0Oo0ooo
O Ooooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooo

O
O

O
O

OoooooQgooao

O oOoooao

oooao
oooo
nested
oooao

Sl Y Y Y |

OoooooQgoooao
OoooooQgoooao
OooooogooOoooOoaoo

O 0Ooo

S R A

O0Ooo0ooaoo

Oooooogooao
O O

OOo0oooogodgogoao
O

O O
O O
O O
O O

O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O O oo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0O oo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo

Ooooooodgooao

O oOooogoao

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
OJ
O
O
O
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
O
O
O
O

OoooooogQgogoao
OooooooogQgoo
OoOoooooogoQgoao
OO0 oooooggogo
OoooooogQgoao
OooooooogooQgoo
OoOoo0ooooOooOoao
OOoooooogQgogoao
OooooooogogQgoo
OoOooooooQgoo
OO0 oooooggogo
Ooo0ooooogQgoo
OooooooogooQgoo
OO0 ooooogQgogo
Oo0oooooogQgoao
OooooooogoQgoo
OoooooooQgooao
OOo0ooooogQgogao
Ooo0ooooogQgoo
OoOoo0oooogoQgoo
OO0 oooooggogao
Ooo0ooooogQgoao
OooooooogogQgoo
OoOoooooooOooOoao
OOo0ooooogQgogoao
OooooooogQgoo
OoOooooooQgoao

O 0o oo

OoooooQgooao

OooooooQgooaoo

Oo0oooogodQgogooao

OoooooQgooao

OooooooQgooao

(10)

Ooooooodgooano

Oooooogodgogooao

OooooooQgooao

OooooooQgooao

Oo0oooogodgogoao

OoooooQgooao

OooooooQgooao

OoOo0ooogooogoo

OooooodgQgooao

OoooooQgooao
OoooooOoogoao
Ooooogogogao
Ooo0oooQgogoao
Ooo0oooOoogoao
OOo0ooogoQgogao

JP

- [:I

4657454 B2 2011.3.23

o
Sl

O
O
O
O

O
O
O

-
-
o
[

Oooooodgooao

O 0Oooo

O Ooo0ooo
Ooooooogodg

O 0ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo

O

goad

O
O

Oo0oooogodQgogooao

O

Oooooogogoao
Oooo0ooogoogoao

O

10

20

30

40

50



ey e Y Iy

O 0Oooo

s e

I ) A A A
OoOoooo0ooOoooOhoooD oo oD oo o oo o0o oL oo0 oD oo oDoOoooOoooLDoooDoDooooooogogood

Ooooooogogooao

Oooooooooooooooooooooooo.o

OOooooogdg
Ooooooogdg

OO0 oooooooooogoQgog
Oooooooogodg

Oo0ooooo4o0oooooo0ooDooooooooodg

OooooooooooooooooooogoogoooOoao

OOoooooggdg
Oooooogdg
OoOoo0ooood

O d

O OO

OOo0ooooo4o0ooDooogogoooooggg
OO0 ooOooooo0 oo ooo o0 ooDoogoQgoo

OOoo0oooao

O

O0Ooo0oo0ooao

Ooo0oooooo o0 oo ooo o0 oo oogogoo

(11) JP 4657454 B2 2011.3.23

gboboobooobooooobooboboboooooobobobao

goooooooboocooobooooooboooooobooooooao
'"H)YooooooooooDbDoOOoOooooooooooDbDDboDOOon
goooo'" )oooooooooooooDooooooooooo
ugbdo" gobooboooouobouobobdobooooobouobobobao
gooooooooo" ooboooobO" coooobooooooao
gboboobobooooooboobobobobooooobobobo
gbooboooobooboooboaoanb
gboobooboboooooobogobooboboboooogoboobobao
gbooobooooooboooao
gbobobooboooouobouobobdoboooooobobobao
gooao
—bDobobobooooboboboboooooobobobao
gbobdoobooooobooboboboboooboboba
—0DoboboboooobobobobobooooobOobobao
gbooboboooboooooboobobdobooooooobobobao
goooOooooooboocoooboooooooooobooooooao
goooooooboooobooooooooooboooooao
gbobobooobooooobooboboboobooooobobobao
gbobobooboooouobouobobdoboooooobobobao
goooOooooobooo" oboooooooooobooooooao
gbobobooboooooboboboboooooobobobao
gbobooboooooobooboboboboooobgonon
gboboobooobooooobooboboboooooobobobao
gbobdooboooboooouobouobobdoboooobouobuoboabao
goooooooboooobooooooooooboooooao
gbobobooboooooboboboboooooobobobao
gboboboooboooouobouobobdobooooobouobobobao
goooOooooobooooobooooooooooobooooooao
gbobobooboboooogoogoboboboo*oogobgrgobao
gbobobooboooooboobobdoboooooobobobao
goooOooooooboocoooboooooooooobooooooao
'"gbobooboooogooboobobobooouobDoboboboo
gboboobooobooooobooboboboooooobobobao
gbobobooboooouobouobobdoboooooobobobao
goooooooboooobooooooboooooobooooooao
gbobobooboooooboboboboooooobobobao
gbobobooboooooboobobdoboooooobobobao
goooOoooobooooobooooooooooobooooooao
gboboooooobo.cobooboboboooobobobonob
gboobobooboooooboobobobooboooooboobobao
goooOooooooboocoooboooooooooobooooooao
goooooooboooobooooooooooboooooao
gboboobooobooooooboobobobobooooobobobao

10

20

30

40

50



Ooooooo0oooooooooogogQgg

Oooooooooooooooooao
OO0 o0oDooggooDoDoo4gogoooaog
Oooooooooooogogooooaog
Oo0ooooooooooooooooo
Ooooooo0oooooooooooQgdg

O

0

O

O

314(1988);

OOooooooooooo0 oo oooo0DooDooogoooodg
OoooooooooooooDoooo0oooooogogoooao

O

O

OoOoooooooooboo oo gogooogogood

OoOooo0ogao

O

OOooOooooU0oooooooUoDoDoDooogooDooogogogooao

Oooooooooood

od
od

O

OO0 oo ooooOooooog
OO0 oooooooooogdg
OO0 oo oDoogogooodg

Ooooooooogoogoo
O ooooogogogaog
OooooooQgogoo
Oooooooogogoo
OoDoooogogaog
Ooooooogogoo

Ooooogogoao
Oooooogogogoao
Ooooooogogogooao

O Oooo

O OO
O OO
O O o0
O OO

O
in

O

O

O Oooo

O

O 0Oooo

O

OOo0ooogogaog
Ooooogogogoao
Ooooooogogooaoo
Oooo0ooogoogooao
Ooooogogoao
O« Oooooooag

Ooo0ood

0

O Oooo

O
O

O
O

goo
ooo

O O M.H. Caruthers, et al., Methods in Enzymology, 1540 287-

|
O O

o

OOoo0oo0oooao
OO0Oo0oooog
OoOoo0oooog
O0Ooo0oooao
O0Oo0Oo0ooao
OoOooooog
I B
O0Ooo0oooao
O O0oOooooaog
OOoooooog

O

O

O

oooao

(12)

O

O

O

O

. Messing, Methods

O in vitroO O OO
Oooooooooao
OoooDoooooao

I B
OO0Oo0oooog
OoOoo0oooaog
OOoo0ooooao

O

O

O

JP

I B
O Ooo0ooooaog
OOoooooo

O

4657454 B2 2011.3.23

Enzymol. 1010

gbobooooan
ugbooogaoan
goooooagd

20-78(1983))

O0Ooo0oooao
O0Ooo0oooog
OoOooooaog
OoOoo0oooo
O0Ooo0Ooo0ooa.o

O

O

O

O

g
O
O
g
u
O
oo
U

OoooooQgg
OoOoo0oooQgdg

gbooboooogan

ugbooodaoan

O
O

ooooooooao

000000000000 bO0b0OO0o0oooooooaoag
O O Narang, et al., Meth. Enzymol. 68:900 1979)0 O O
Beaucage, et al., Tetrahedron Letters 22:1859-18620 1981)[

"Synthesis and Applications of DNA and RNA"™, S.A. Narang, editor,
Academic Press, New York, (19870 0 0 0000 O0O0O0OO0OO0DOOODOOOODOOOO

OO0 oDooooooooooogdg
oo oooooooooooogodg

OO0 o0ooogod

Oooo0oogoood

O

OO0 oo ooogogoooog

OO0 oo oooooooooogodg
oo oooooooooooogodg

Oooooooogoao
Ooooooogogogoo
OooooooQgoo
Oooooooogogoo
OoDoooogogogaog
Ooooooogoo
OooooooQgoo
OooooooooOoo
Ooooooogoaog
OooooooQgoo
OooooooQgoao
Oooooogogogaog
OooooooQgoo
OooooooQgoo
OoDoooogogaog
Ooooooogogoo
OooooooQgogoo
Oooooooogoo
O ooooogogogaog
OooooooQgogoo

Oooooooogdg
O 0Ooo0ooo

O

O

O 0Ooo0ooo

OO0 oo ooogogoooogg
OO0 oooooogooQgooo

OO0 Do oDoogogogooooogdg
OO0 oDooooooooooogodg
OO0 oD oDoooooooooogodg
oo ooooooooooood
OO0 oDooDoooogoooooogdg
oo oo oooooooooogodg
oo oooooooooooogodg
OO0 Do oDooogogogooooogdg
OO0 oDooooooooooogdg
oo oooooooooooogodg
OO0 0o oDoogogogooog
OO0 oooDoogoooodg
OO0 oo ooooOooooog
OO0 oooooooooogdg
OO0 oo oDoogogooodg
OO0 oo oooogooooog
OO0 oooooooooog
OO0 ODooDoogogoooodg
OO0 oo ooogogogooog
OO0 oo oooogooooog
OO0 oooooooooodo
OO0 oo oDoogoooodg
OO0 oo oooogooooog
OO0 oooooooooogdg

Ooooooogogo

|
O

ooo

O

O

O O

0

OoDoooogogogog
Ooooooogogoo
OooooooQgoo
Oooooooogoao
Ooooooogogogoog
OooooooQgoo
Oooooooogoo

O

O

oooano

10

30

40

50



ey e Y Iy
e e ey ) [y Ry

Iy s e e A A A |

O
O

[
|

Oo0ooooo0ooooooo0oooDoooooooDoooooooooogogg

O O

OooooogoQgoao

(13)

0000000 DO0o0o0oOoOooooao
00000000000 0O0O0oooao
00000000000 00O0O000a0
“l0pgoooo0o0o00o0o0DoDoooo

O

OO0 oooogogo
OoooooQgoooao

OooDooooooDoogogooooogod
Ooooooooooooooooogdg
Ooooooooooooooooogodg
Oo0DoDoo4o0oUoooDoogogooooogd
OoooooooDooooooooogdg
Ooooooooooooooooogodg
OooooooooDoooooooood
OooDoooooooogogooooogdg
OoooooooDooooooooogodg
Oooooooooooooooooogodg
oo oogooogoogo T

OoooooooDooooooooogodg
Oooooooooooooooooogod
OoooooooDoooooooood
OooDooooooooogogooooogd

OoOoo0ooogdg

O

I e e ey e A B |
Ooo0oooooooDooooooooDooooooooogoOoooao

Oooooooggooao
OoooooogogQgooao
Ooooooooogoooao
OO0 ooDoogQgogoao
OoooooogogQgooao
OooooooogoQgooao
OoooooooQgooao
OoooooogQgooao
OooooooogogQgooao
OoooooooQgooao
PO OO0 oooooggdg
OoooooogoQgooao
OooooooQgoao

OoooooooOgoOooao
OoooooogQgooao
O oDoooogogQgooao
OoooooooQgooao
OOoDoooooggooao
OoooooogoQgooao
Ooooooooogooao
OO0 ooDoogQgogoao
OoooooogogQgooao
OooooooogoQgooao
OoooooooogoOooao
Oooooooggooao
OooooooogogQgooao
Ooooooooogoooao
OO0 ooDooogQgogoao
OoooooogogQgooao
OooooooogoQgooao
OoooooooQgooao
Oo0ooooogQgooao
OooooooogogQgooao
OoooooooQgooao

OOooooog

O
Ooooooogoogoao

OoooooogoQgoao
OoOoo0oooogoogoao
Ooooogogoao
Oooooogogoao
Ooooooogoogoao
Ooooogogoao
Oooooogogoao
Ooooooogoogoao
Oooo0oooogogoao
Ooooogogoao
Ooooooogogoao
Oooo0ooogoogoao
Ooooogogoao
Ooooooogogoao
Ooooooogoogooaoo
OoOoo0oooogooao
Oooo0oooogogoao
Ooooogogoao
Oooooogogoao
Oooo0ooogoogoao
OO0 ooogogoao

O O
O O
O
O
O
OJ
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
O
O
O

O
O
O
O
OJ
O
O
O

Ooooocoooooooogogoooao
OO0 ooDoo4gogooooogogooao

O O

Oooooooooooogdg

Ooooocooooooogoooao
OO0 o0DoDoo40dooooogogooao
OooDoDoooooooogoooao
Oooooooooooogoooao
Ooooocoooooooogooooao

|

[

T OO og

O 0Oooo

Ooooooogogoao
Oooo0oooogoao
Ooooogogoao
Oooooogogoao
Ooooooogoogoao
OO0oo0oooogod

JP

4657454 B2 2011.3.23

O
O

O
O

_8D

O O

OooDoooogogooooogdg

O
O
OJ
O
O
O
O

OooDooooooooQgogoao

O
O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
]

O

OooooooooooQgoogoao

OO0 oDoooogooooogogogao

OooooooooooQgogao

Oooooogogoao
Ooooooogoogoao
Oooo0oooogoao
Ooooogogoao
Ooooooogogoao
Oooo0ooogoogogoao

OooooooooooQgogoao

OooooooooooOoogoao

O O

OooooogoQgoao

ao
od

OooDooooooooQgogoao
OooooooooooQgoogoao

O O
O O

10

20

30

40

50



(14) JP 4657454 B2 2011.3.23
0oo0o00DD0DDOD000000000o00o0DDDODO0D00D0D00O0Do0Do0DoDoODoODDOoDOoOOoDOoDOOg
ooo0oDoDDoODOoOO000O0Oo0ooooOooDDDODO0D00DO0DO0o0oooDoDoDoDoODDoOoDOoOooOg
oooooOoOOoOO000oU0oOoooooOOoO0ODODDODO0DO00DU0DO0O0oOooDoOooDoODDOoDOoOOoDOooOg
oo0o0oo0ooDoODO0oO000O0O0o0ooo0o0o0o0DoDDOoODO0D00D0D00Ooo0DoDoDoODoODDOoDOoOOooOOOg
oo0o0oo0oDoDDoODO0OO000O0O0ooo0o0Ooo0DDDODO0DO00DU0DO0O0OoDOoDoODoOoDoODoODDOoODOoOOoDoOg
oooo0oooODO0OO000oO0OoooooO0oO0ODDODO0DO00DU0DO0o0oOoDOoDoODoOooODoODDODOoOOoDOoOg
oo0o0o0o0ooOD000000oooooo0o0Do0DDOoODO0DO00DO00o0ooooDooDoODDoODOoOOooOg
oo0o0oo0DoDDoDOoOO000O0O0o0ooo0o0OooODDoDDODO0DO00DO0DO0o0ooDoDoDoDoODoDoODoOooOog
oo0oo0oDoDoODO0OO000O0O00ooOoOoOoO0DDDODO0D00DO0DO0o0OooDoODoOoODoODDOoDOOoDOoOg
oooo0oo0ooOO0O000oO0O0oooOoOoo0OoDOoODO0O0U0ODO0o0ooooDooDooDoODOoooOOg
ooo
ocooooao
oooooDDoODOoOO0O0O0oOoOoooooOooODODDODO0DO00DO0DO0o0ooDoDoOoOooODoODDOoDOoOooOg
0Oo0o000oDD0D0000000oo0o0o0o0o0Do0DDOoODO0D00DU0D00o0oooDooDoODDoDoODOoOooOg
ooooDoDDoDOoOO000o0oOo0oooo0OooDDDODO0DO00DO0DO0o0ooDoDoDoODoODDoODOoOoDoOog
oooo0oooODO0OO000oO0OoooooO0oO0ODDODO0DO00DU0DO0o0oOoDOoDoODoOooODoODDODOoOOoDOoOg
0oo0o0o00oD0OD00000O0ooo0o0O0oo0o0DOoODO0DO0U0D0DO0DOooooDooDoODoDoOoDOoOOooOg
Ooooooo* PCR Primer, A Laboratory Manual™. C.W. Dueksler(Ed.), Cold Sprin
g Harbor Laboratory Press(1995)0
oooooao
Oo000D0DDOD0000000O00o00o0DDoDDODO0D000DO00o0Do0Do0DoDoDoODDoODOoOoDoOog
oo0o0oo0oDoDDoODO0OO000O0O0ooo0o0Ooo0DDDODO0DO00DU0DO0O0OoDOoDoODoOoDoODoODDOoODOoOOoDoOg
oooo0oooODO0OO000oO0OoooooO0oO0ODDODO0DO00DU0DO0o0oOoDOoDoODoOooODoODDODOoOOoDOoOg
0Oo0o000oDD0D0000000oo0o0o0o0o0Do0DDOoODO0D00DU0D00o0oooDooDoODDoDoODOoOooOg
oo0o0oo0DoDDoDOoOO000O0O0o0ooo0o0OooODDoDDODO0DO00DO0DO0o0ooDoDoDoDoODoDoODoOooOog
oooo0oDoDoODO0OO000oO0oo0ooooOoO0DODDODO0DO00DU0O0O0o0DOoDoODoODoDoODDDODOoOOoDOoOog
oo0o0o00oD0OD0000O0O00oo0o0o0O0oO0o0DOO0" DOoDODOooooooDooDooOooooOoo
0Oo000DD0DDODO0O00000000O00DO0DDODDODO0OO0O0 DO0O0oO0ooDooDooDoOOoooao
oooooao
oooooOoOOoOO000oU0oOoooooOOoO0ODODDODO0DO00DU0DO0O0oOooDoOooDoODDOoDOoOOoDOooOg
0Oo0o000oDD0D0000000oo0o0o0o0o0Do0DDOoODO0D00DU0D00o0oooDooDoODDoDoODOoOooOg
Oo000DDDOD000000000O00ODDO0ODO0000DO0O0O0O0O0OODODOO0OO0aO0oligos Etc

-, Wilsonville, Oregon)J 0 00 00O0O0OO0OO0ODOODOODODOOOODOAODMoran et
al., Nucleic Acids Research 24(11)0 2044-2052(1996))0 D 0D 0 00O O0DOOOB OO
Oo0o0o0DD0DDoeOOOOOO O00D0DDoe 000O0OOOODOOODDODOOOOOO
ooopoODoDOOOOOOOd oooooDoDoOo0oo0DOoO0oooo'" oooooopOd
oooooooooooog ooooooDoOoooOooooooooooooog
oooboooooooooao 0 O Charcruk et al., Helv. Chim. Acta 70(3):717-
725(1987))0 Huang et al.0O oooooDDoDoOoO0" Dooooooooooooog
00ODo0o0oo0ooDooOoDbOo Cancer Res. 51:6110-6117(1991))0 Solomon et al.
0000000000000 00o0Do0DDOoDO0D00DU000oooDoDoDoDoDoOoOooooOg
0 O O Tetrahedron Letters 32(28)0 3297-3300(1991)0 0O O O Solomon et al.O
O0D0D0000J. Org- Chem. 58:2232-2243(1993))0 0 00 O0OODOOOOOQd
000000000000 ooooooDoDooOoooOog
O
000000000000 oooDoDo0D0o0ooDOoo0ooooooDoDooooog
00o0DoD0oO000oO0oooooooDoDo0D0oO0ooooooooooDoooood
0000000000000 o0oDDo0Do0o0o0Do0Doo0oooDooDoDooooog
O0D0DD0D0O0D00DO0O0OO0ONarangetal.,00000000O0DODOOOOO
O 0OBeaucage et al.,0 0000000 0ODO00ODOODOM.H. Caruthers et al.,

OOoo0ooodg
OoOoo0ooodg
O 0Ooo0ooo0oao

OoooooQgoooao
OooooooQgooao
OO0 o0ooogog-gogoao
OoOoo0oooogdg
OooOooooogod



(15) JP 4657454 B2 2011.3.23

OO0O0oooOo O0Oo* Synthesis and Applications of DNA and RNA™, S_A. Narang(Ed.
), Academic

O

Oooooooooooogooao

@

Ooooooo0ooooo4oD oo oooooooDoDooogogooooaog
Ooooooo4o0oooooo0 oo oooo0oooDoDooooooog:e

Ooooooo0ooooogoooao
OO0 Oo0oooodooooodgogooao

0

ey I I A |

O

O Oooo

e s e e e e e e e e o > e o e e e e o Y s [

I:II:II:II:II:II:II:II:II:IDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDFDDDDDDDDDDD

OoooooooooooooooDooooooooooooooao

O

O 0Oooo

O

O 0Oooo

OOoo0oooOooOoooOoao

(@)

Press, New York,(1967) 0 0 00 O0QOOCOODODOOOO0OOOOOOODOODO

ooooooOOoOOoO0oO0oO0oO0OoooooOooODDODOoDOoOoU0oUoDOoOoooooooDOoOO
ooooooDoOoOoo0ooO0oooooDoODoDoODOoOoo0oDOooooooooOaOn
oooooDoDoOO0oO0oO0oOoOoooOoooODODDOoODOoDOoDO0DoDOoOoooooooDOO
O0' 0ooDoODoOO0o0o0oO0oO0oooooDODDoDoODOoDOoo0ooDOoOooooooooOaOo
ooooooDoOOoO0oO0ooo0ooooooDoDoDoOoo0ooDoo0oooooooOaOn
00o0oDoOo0ooo00invitroD OO OODDODOODOODDOOOODODOO
oooo0ooDoDoOO0o0o0oo0DO0o0ooooDoODDoDOoDOoOoo0oDOoo0ooooooOaOn
oooooDoDoOO0oO0oO0oOoOoooOoooODODDOoODOoDOoDO0DoDOoOoooooooDOO
oooooao
oooo0oooDoO0oO0oo0oo0oo0ooooooDDoDoDOoOoo0ooOoooooooooOaOn
OO0’ 0ooDoDoOooooooooooao
oooooooOO0oO0oO0ooO0oooooooDoDoDOooo0ooOoooooooooOoaon
oooooDoDoOOoOoooooooooOoDoDoODOoOoo0oDoooooooooOan
0000 Solomon et al., J. Org. Chem. 58:2232-22430 O 0O Charczuk et
him. Acta 70(3):717-725(1987)0
oooooDoDoOO0oO0oO0oOoOoooOoooODODDOoODOoDOoDO0DoDOoOoooooooDOO
oooooOoDOoOO0oO0oO0oO0oO0OoooooOoDODDODOoDOoO0ooDOoOoooooooDOoOO
oooo0oooDoO0oO0oo0oo0oo0ooooooDDoDoDOoOoo0ooOoooooooooOaOn
ooooooDoOOoO0o0oDoo0ooooooODDoODOoOoo0ooDoooooooooOan
ooooooDOoOOoOoOoOoO0ooOoooOoDODDODoODOoDOoDO0ooDOoOoooooooDOoOO
oooooooOO0oO0oO0ooO0oooooooDoDoDOooo0ooOoooooooooOoaon
oooo0ooDoDoOO0o0o0oo0DO0o0ooooDoODDoDOoDOoOoo0oDOoo0ooooooOaOn
oooooDoODOoDOoOoO0oOoOooOooDoDooOoODOoOOOO
oooo0oooDoO0oO0oo0oo0oo0ooooooDDoDoDOoOoo0ooOoooooooooOaOn
oooooDoDoOOoOooOoOooooooOoDDoODOoOoOo0oDOoOooooooooOan
oooooOoDOoOO0oO0oO0oO0oO0OoooooOoDODDODOoDOoO0ooDOoOoooooooDOoOO
ooooooDoOOoO0oO0oO0oO0ooooooDoDoODOoOoo0ooOoOooooooooOaOn
ooooooDoOOoO0o0oDoo0ooooooODDoODOoOoo0ooDoooooooooOan
oooooODODOoDO0oO0oO0oO0oO0ooOoooOoODDODOoDOoDO0ooDOoOoooooooDOoOO
oooooooOO0oO0oO0ooOoooooooDoDoODOoOoo0ooOoooooooooOaon
oooo0ooDoDoOO0o0o0oo0DO0o0ooooDoODDoDOoDOoOoo0oDOoo0ooooooOaOn
oooooDoDoOO0oO0oO0oOoOoooOoooODODDOoODOoDOoDO0DoDOoOoooooooDOO
oooooOoooOooooooOo" )H),00o0" oooooooooooo
oooo0oooDoO0oO0oo0oo0oo0ooooooDDoDoDOoOoo0ooOoooooooooOaOn
ooooooDoODOoOo0O0oo0DO0ooooooDoDDoODOoOo0oDoDOoOoooao
oooooooOO0oO0oO0ooO0oooooooDoDoDOooo0ooOoooooooooOoaon
oooooDoDoOO0oO0oO0oO0oO0o0oooDoODoDDODOoO0oO0oDOoOo0oooDoOoODDOO
oooooODODOoDO0oO0oO0oO0oO0ooOoooOoODDODOoDOoDO0ooDOoOoooooooDOoOO
ooooooOOoOOoO0oO0oO0oO0OoooooOooODDODOoDOoOoU0oUoDOoOoooooooDOoOO
oooooDoDoODOoOo00oo0oO0oooooDoDoDoDOooo0ooDoooooooooOaOn
oooooDoDoOO0oO0oO0oOoOoooOoooODODDOoODOoDOoDO0DoDOoOoooooooDOO
oooooOoDOoOO0oO0oO0oO0oO0OoooooOoDODDODOoDOoO0ooDOoOoooooooDOoOO

10

20

30

40

50



Ooooooooooogoggg
Oooooooooooao
OO0 oDoDoogooooaog
Oooooogoooao

Ooooooooooodg

O

0

O

900883801

O

e e [ e s |
Oooooooo0o0ooooo o0 oo oooo0DooDoooo0oooDoooogooooao

O

ey e Iy oy o
OoOoooooooOoooOhoooOooooooooooooooooDooooogao

Oo0ooooo4o0oooooo0ooDooooooooodg

O

oo oooooogogoo-g
oo o0ooOooooo0 oo oo oo0o0 oo oo o o0 oo oD oo o0 oo oooogogogooo

Oo0ooooooooood

O Ooogoo
O 0Ooooo

O 0Oooo

O 0Oooo

=
(@)

O
O

OoDoDooo4o0ooooggoooao

OOoo0ooodg
OoOoo0oood
O0Ooo0oood
OO0oOo0ooodg
OoOoo0ooodg
OoOoo0oood

O OooOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao
OO oOooog
O Ooooo
O Ooooo
O 0Oo0ooOoo
O Ooooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao
O OoOooo
O o m@OoO

O
O

O
O

Oooooooooooogogogoao
OoDoooooooooogogoooaoo
OO0 oDooo40ogooooggoooao

0O
oo
uno
00
oo

O Ooooo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
O Ooogoo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
OO oOgoo
O OooOooo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
O Ooogooo
O 0Ooo0ooo
O 0Ooo0ooo
O Ooogogo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo

0 —
oo
uno
oogd

O OO
O OO
O 0Ooo

O

O 0Oooo
O 0Ooooo

89114860 O
ubooooad

Oooooooooooogogooao
OoooooooooooQgoooaoo

O O
O O
O O

O
O
O

O
O
O

O oooooooooooogoooo -©

O 0Ooo0ooao
OOoo0ooodg
OoOoo0ooodg
Oo0Ooo0oood
OOoo0ooodg
OoOoo0ooodg
OoOoo0oood
O0Oo0oood

OoDoDooo4ogooooggoooao
Ooooooo0ooooogoooao
Oo0ooooooooooogoooaoo
OO0 oDooo4ogooooggoooao
Ooooooo0ooooogoggoooao
Oooooooooooogoooao
Oo0oooooooooooOgoOoooabo
Ooooooo0oooooogoggoooao
Ooooooo0ooooogogoooao
Oooooooooooogoooao
OO0 oDooo4ogoooooggoooao
Ooooooo0oooooogogoooao

O 0Ooo0ooo

g o
uo

g
a
u
O

O O0Oogoaog
O Ooogooo

O
O

(16)

O 0O O
O OO
O OO
O o0Ooo

O

O

O

O OooOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao
O OoOooo
O Ooooo

O

O

49103000 O

O

oogd

.coli))O
ocooo
ocooo

oooooao
oooooao
Perkin Elmer, Foster City, CA)O 0 00O OO0OODODO

g
g
u
O

O 0Oooo

O 0Ooo0ooOoao
O OooOooo
O Ooooo

uono
uono

JP 4657454 B2 2011.3.23

O0DD0O0O00000000O0
O0opoDoDo0o0oooooooo
Oo0oo0D0oO0O000O0ooooao
Oo0oDD0O0O00000000O0
Kohler and Milstein) O 0O O

gboooooooboobobao
gboooooboobooboba
ubooooboobobabad
ooooboooooboaowo

O o0Oooo

EP 3182450 0 0 00000 OOO

gboooooobobobooog
uobooooboobooboooao
o' ooooooooooooao
oooooOoooooooooao
obooooobooboboooo
ugboooobooboaoboaoaoadd
ooooooooooooooao
obooooogog*“ oboobooo
uoboooobooboboobooao
ooooooooooooooao
gboooooobobobooog
uobooooobooboboooo
ugbooouobouoboaoboaooad
oooooOoooooooooao
obooooobooboboboond
ugboooogoogboao®* ood
oooano
uoboooobooboboobooao
ooooooooooooooao
gobooooooboboboo
uobooooobooboboooo
ugboooobooboaoboaoaoadd
uoboooobooboboobooao
ooooooooooboooooao
gboooooobobobooo
gboooobooboboooo
O

0Oo00D0D0OD000ooooooao
Stratagene, La Jolla. CA)O O

10

20

30

40

50



0O 0O 0 0O 0O Epicentre Technologies, Madison, WO OO OO OOODOOOOODODONeweE

an

JP 4657454 B2 2011.3.23

ngland Biolabs, Beverly, MA O OO O OO OO ODOODOODO Promega Corp., Madison,

wWNDOODODODODODOOODOODOODOOdBoehringer Manheim,
0000 DO00DO0oO0ooooooooooooao

O

OoooooogogoQogooao

OoOooooooooooo0 oo oDooUoD oo oooo0oDoDooogogoooao

O

O 0Ooo0ooo

Ooooooooooooo0oD oo oooo00 oo oooo0DoDoDooooooDoDoooooooaono

I ) e e A A |

Oo0oooooooooooggg

OO0 oo oooo0oooDooogoooo

Oooooogogogooood

Oooooooooooaoo

OO0 oDooooooDooooooDoooQgg

Oooooooooood

O0Oo0Oo0ooao.o

oo oooooo0 oo ooo o0 oo oooooooooQgg

OO0 oDooDooogogogooooogdg
OO0 oDooooooooooogdg
oo oooooooooooogodg
OO0 Do oDooogoogoooooogdg
OO0 oDooooooooooogdg

Oo0ooooooooood

O Ooooo
O oOoooo
OooOoo0ooao
O 0Ooooo
O oOoooo
O oOoooo
O 0Ooo0oo0oao
O Ooooo
O oOoooo
O oOoo0ooao
O 0Ooooo
O oOoooo
O oOoooo
O 0Ooo0oo0oao
O oOoooo
O oOoooo
O 0Ooo0ooao
O Ooooo
O oOoooo
O oOoo0ooo
O 0OoOooo
O oOoooo
O oOoooo
O o0Ooo0ooao
O Ooooo
O oOoooo
OooOoo0ooao
O 0Ooooo
O oOoooo
O oOoooo
O 0Ooo0oo0oao
O Ooooo
O oOoooo
O oOoo0ooo

O OooOooo
O Ooooo
O Ooo0ooao
O OoOgooo
O Oooo

OO0 oooogQgoooao

O Ooogoog
O 0Ooogoo
O 0Ooo0gooo
Y [ Y
O Ooogoo
O 0Ooo0ooo
O 0Ooo0ooo
O Ooogoo
O OooQgoo
O 0Ooo0ooo
O O ogoog
O Ooogoo
O Ooo0goo
O 0Ooo0ooo
O Ooogoo
O 0Ooogooo
O 0Ooo0ooo
O Oogoog
O 0Ooogoo
O 0Ooo0ooo
Y [ Y
O Ooogoo
O Ooogooo
O 0Ooo0ooo
O Ooogoog
O Ooogoo
O 0Ooo0gooo
Y Y
O OooQgoo

oo ooooogogQgoooo

Ooooooooogooooao

OO0 ooooog4Qgoooao

0 "PCR Primer",

oo ooooogogQgoooao

ubooooboobobobobd

O
g
a

| e Y e e e Y Y e O e O s O o

OO0 ooooooooooQgg
oo oooooooooooogodg
OO0 oDooooogogooooogdg
OO0 oDooooooooooogdg
oo oooooooooooogodg
OO0 Do oDoogogogooooogdg
OO0 oDooooooooooogodg
OO0 oD oDoooooooooogodg
oo ooooooooooood
OO0 oDooDoooogoooooogdg

ooooooooboooao

gboooooobobobo
uboooobooboobaoba

O

OoooooooooOoooao

Ooooooooogogoooao
oo oooogQgoooo
TOoO oD oo oooOoooogoog
Ooooooooogogoooao
B I o A R |
Ooooooogogogogoooo
Oo0ooooQgooaoo
oo oooogoogooogog T
OoooooooQgooooo
Ooooooooogooooao

O 0OooOooood

Oooooooooooogod
Ooooooooogoogoooo
OO0 ooooogogooo
OO0 oooooQgooooo
Oooooooooooogod
OO0 o0ooDoogogooooogod

O

OO0 ooooggoooao

0

oo oooooogogoog

O

Ooooooooogogoooao

0
O

OoooDooooogooogao

Indianapolis,

IND OO

ugboobooooooobghn
Dot Dub0DO0O0O0O0O0O0OO
gbobobooooooobgno
gboooad

oo ooooogQgoooao

OO0 oooooQgogoooo
Oooooooooooogodg
OOoooooooooood
OO0 ooDoogogooooogd
Oooooooooooogod

O

oo ooooogoQgooooo

55081780 O Rose
gboooooao

OoooooooogooOoooao
OO0 oooogQgoooao
oo ooooogogQgooooo

et al
oogno

Ooooooooogooooao
OO0 ooooog4Qgoooao
Ooooooogogooao
OoooooooQgoooao
Oooooooogooooao
OO0 ooooogQgoooo
Oo0oooogodQgooaoo
Oo0oooogogoooaoo

oo oooooogoogoooo
OO0 ooDooogogooooogod
Oooooooooooogodg
Oooooooooooogod
Ooooooooooood
Ooooooogogooooogod
Oooooooooooogodg
Ooooooooooood

O

Hooooooao

gbooooogd

O 0Oooo
O 0Ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo

10

20

30

40

50



ey e Y Iy
e e ey ) [y Ry
e s e e e e e s e Y Y

Oo0ooooogogogogooao

Oo0oooooooooDoooo0DoDoooooooooao

OoOOoooooUooooooo U oDoDooUo0DUoDoDooooDoooDooDoogooDoooggoao

Oooooooo0oooooo0ooDooo oD ooDooooooDooooooooo

OoooooooooooooDooooooooogdg
O Oooo

Oo0oooooooooQgdg

]
O
O
O
O

O Oo0ooooaog
O Ooo0ooooao
O Ooo0ooooao
O O0Oo0ooooao
O Ooo0ooooao
O 0Ooo0oooo

O 0Ooooo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooao
O 0OoOooo
O 0Ooooo
O 0Ooooo

O Oooooog
OOooooog
OOooOooood
O 0O0o0oooodg
OOoo0oooog
OOoo0oooogdg
O 0Oo0oo0oo0oao
O Oooooog
OOooooogdg
OOoo0ooood
O O0o0oooodg
OOoo0oooog
OOoooood
OOooOooOoooao

O

O Oooo

Oooooogogooao
OoooooogogoQogooao
Oooooooogooo
OO0 ooDoodgogooao
Oooooogogooao
Oooooogogogooo
OOoo0oooogoogooao
Oooooogogooao

O Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0ooao
O O0Oo0ooogoao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao
O 0Oo0oo0oo0oao
O Ooo0oooao

O Oooo

[ i R |

O 0Oooo
O 0Ooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O oOooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
OO oo
O oOooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O oOooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O 0Oooo

O
O

O O0Oo0ooooao
O 0Ooo0ooooaog
O Ooo0ooooo
O Ooo0oo0oooao
O 0Oo0ooooog
O Ooo0ooooao
O Ooo0ooooaoo
O 0Ooo0oo0oooao
O Ooo0ooooaog
O Ooo0ooooo
O Ooo0ooooao
O 0Oo0ooooaog
O Ooo0ooooao
O Ooo0ooooaoo
O 0O0o0ooooo
O Ooo0ooooao
O Ooo0ooooao
O O0Ooo0oo0oooao
O Oo0ooooaog
O OoOo0ooooao
O Ooo0ooooao
O O0Oo0ooooog

O 0Ooooo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooao
O 0OoOooog
O Ooooo
O 0Ooooo
O 0Oo0oo0oo
O Ooooo

O
(]

O

O 0Ooo0ooo0oao

O 0Oo0oooo

O 0Ooo0ooao
O OoQgooo
O Oo0oooo
O 0Ooo0oooo
O O0Oo0ooOooao
O Ooo0goooo
O 0Oo0oooo

O

]
O
O

O

O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao
O O0Oo0oo0oo0oao
O Ooo0oooao
O O0Oo0oooao
O 0Ooo0ooo0oao
O Oo0oooao
O Ooo0oooo
O 0Ooo0oooao
O O0Oo0ooogoao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao

O 0o oo

(18)

gono

O Ooo0oooao
O Ooo0ooooQg

O 0Oooo
O 0Oooo

O
O
O
O
OJ
O
O

O 0Ooo0oo0oo0oao
O O0Oo0oooodg
OOooooog
OOoo0ooood
OO0 oOoooodg
OOoo0oooog
OOooooogdg
OOooOooood
O Oooooog
OOooooodg
OOooOooood
O O0Oo0oooodg
OOoo0oooog
OOoo0oooogdg
OOooOooood
OOoooood
OOooooogdg

O 0Ooo0ooao

O

(4-000000)0
D0O00O0O0O000
D0O00O00O000
000000000
000000000

OO0 ooooogogog
oo oooooogogoog
Ooooooooogogo
OO0 ooooogogog
OO0 ooooogogoQg
oo ooooogogooQg
Ooooooooogoogoo
OO0 ooooogogog
oo oooooogogooQg
Ooooooooogoogoo
OO0 ooooogogog
oo ooooogogooQg
oo ooooogogooQg
OoooooooogoOgoo
OO0 ooooogogog
oo oooooogogoQg
Ooooooooogoogoo

O Oooo
O 0Oooo
O 0O oo
O Oooo
O 0Oooo
O 0ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
OO oo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo
O Oooo

O

JP

O oOoo0ooao
O Ooooo
O oOoooo
O oOoo0ooao
O O0Oooo
O oOoooo
O oOoooo
O 0Ooo0ooao
O Ooooo
O oOoooo
O oOoooo

4657454 B2 2011.3.23

gbooobooooobooo

OOoo0oooaog
O0Ooo0oooaoo
O0Oo0Oo0ooao.o
O0Ooo0oooaog
OOoo0oooaoo
O0Ooo0oo0ooao

O Oooo
O 0Oooo

O0Ooo0oood

O 0Oooo
O 0Oooo

10

20

30

40

50



sbp O
oono
Isted

O
O

s e e e e ) [ Y I
Ooooooo4o0ooooo0o o0 oo ooo oo oDoDoDoooooooDoDooo0ooDoDoDooo0oDoDooogoOooao

I ) e e A A |

OOooooo4oooooo4oDoDoDooo4ogoooooggg

ooooDoooooonn
oo0oobOooooooao
Press, New York, 1978

Oooooo4oooooo4ooooooggg
OooooooooooooooogQgQg
OoooooooooooooooogoQgaog

O

OoOoooooooooooo0oDoDooooooooogQgg

O

OoooooooooooooDooooooooooogoQga-g

(19) JP 4657454 B2 2011.3.23

oo0o0oo0oDDoDOoDO0o0oo0ooo0ooooDoooDooooog
O 0O "Immobilized Enzymes™ Ichiro Chibata, Ha
Cuatrecasas, J.Biol.Chem. 245: 3059, 1970 O

ooo0oo0oDoDOoOoOoooooooooDoDooooog

O O oo

gbooboboao
ugbobodoaobodaao

O Ooooo
O 0Ooo0ooo

gobobooooooogoobobobobooboobooboboboboo
gbobooooboooooboobobobooooobooboboboobooao
goooocooooboooooooboboooobooooboboboooobooo
goobooboooooogooboboboboobooobooboboboboo
gbobooooooooboobobobooobooboobobobobooao
ugbobdooboooooouobobobdoboooooboboboboooo
gooobOooooooooooobboooobooooobobooooboodg
gbobooboooooogobobobobooooooboobobobobooo
gbobdooboooooooboobobdobooooobooboboboobooao
goooocoooooooooobobooooboocooboboboooobooo
gobobooooooogobobobobooobooobooboboboboo
gbooboooooooooboobobobooobooboobooboboobooao
goooocooooboooooooboboooobooooboboboooobooo
goooocoooooooooobobooooboooooboboooobooo
gboobooooooooobooboboboooooobooboboboboo
ooooooOoOOO0O0OO0oO0oOoOoooooOoODDODOO0OO0O0OOoOoOn sbp OO

O sbpO0D0D0OO0O0O0O0OOOOODOOODODDODOOOOOOOOODODODOODO

ooooocooooooooooboobooooboooobobboooobooo
gobobooooooogobobobobooobooobooboboboboo
gbobooooooooboobobobooobooboobobobobooao
gbobdooooooouobuobobdoooooboobuoboboboobooo
goooocoooooooooobobooooboooooboboooobooo
I o = oo 0 R R W R W~ o o]
gbobooboooooouobobobdoobooooboobuoboboboobooo
goooocoooooooooobobooooboocooboboboooobooo
goobooooooogobobobobooboobooboboboboo
gbobooooboooooboobobobooooobooboboboobooao
goooocooooboooooooboboooobooooboboboooobooo
goobooboooooogooboboboboobooobooboboboboo
oooboooooooooooboogn0 5,508,178 O O Rosed O O OO
ugbobdobooooobooboboboboooboobaa
gbobooboooooogobobobobooooooboobobobobooo
gbobooooboooooboobobobooooobooboboboobooao
gooooooooboooooooboobooooboocooobooooboodo
gobobooooooogobobobobooobooobooboboboboo
gboboooooooobooboboboooboobooboboboobooao
goooocooobooooboooao

O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
[ |
O O
O O
0O O
|
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
0O O
O O
O O
O O

10

20

30

40

50



ey e Y Iy
e e ey ) [y Ry
e s e e e e e s e Y Y
e s e e e e ) e [ e [ Y Iy
e [ [ [ Iy
Oooooooo0o0oOooo0o o0 oo ooo0 oo oo o0 oo oo oo o0 oD o oo o0oonDoDooo0oooDoooogooao

OoOoooogogogao
Oo0oooQgogao
OoooooOoogoao
OOo0ooogo-gogao
Ooooogogao
OoooooQgogoao
OooOoo0oooOoogoao
Oo0ooogogogao
Ooo0oooQgogao
Oooo0ooQgogao
OOo0ooogo-gogao
Oooooogogoao
Ooo0oooQgogoao
OooOooooOooOgao
OoOoooogogogao
Ooo0oooQgogoao
OoooooQgoogao
OOo0o0ooogogogao
OooooooQgogao
Oooo0ooQogogoao
OOo0ooogo-gogao
OoOoooogogao
Ooo0oooQgogoao
OooOoo0oooOoogao
OoOoooogogogao
Oo0oooQgogao
OoooooOoogoao
OOo0ooogogogao
Oooooogogao
OoooooQgogoao
OooOoo0oooOoogoao
OoOoooogogogao
Ooo0oooQgogao
OoooooOoogao

]
O
O

O
O
O

Oooooogogooao
Ooooooogooooao
Ooooooooogoooao
OO0 ooooogogooao
Ooooooogogogooao
Oooooooogoogooao
Ooooooooogooao
Ooooooogogooao
Ooooooogoogooao
Ooooooooogooao
OOoooooogQgooao
Ooooooogogogooao
Oooooooooooo
OoOooooooogogoOooOoao
Ooooooogogogooao
OoooooogogoQogooao
Ooooooooogooao
OOo0oooooggooao
OoooooogogoQogooao
Ooooooooogooo
OO0 oooogogogooao
Ooooooogogooao
Oooooooogoogooo
Ooooooooogooao
Oooooogogooao
Ooooooogoogoooao

OO0 Ooooo4ooooDoDooooUooDoDoogogogoooao

ObOooOooDooOooOooooooao

50

oo oooooogogoog
oo oooooogogooQo

Ooooooooooooogoao

O

e s e e e e I A

Ooooooooooogogoao
OoooooooooogogoQgoao

[e)
O

OO0 ooooogogoog
oo oooooogogoQg

0

OoooooooooooooooDooooogoooao
OO0 ooooo4o0ooDoooooUooDoDoogogogooooao
OO0 oooooo0o oo ooo oo oDoDoooOooOooooao
Ooooooooooooo o oo ooooooooao
e e s e e e e e e I A
OOo0ooooooooDoooo0oooDoDoooooooao
Oo0oooooo oo ooo o oo oDoooooooo
Ooo0oooooooooooooooooooooooao
OO0 oooooo0o oo oooooooDoDooogogogoooao
Oo0ooDoooo oo ooo oo oDoDoooOoooooo

OoooooooooooQgaog
OO0 oo oogoguooooogogg

(20)

gono

Oooo0ooogogooao
OOo0oooodogoao

N
o
|

OO0 oooooo0o oo oooo0oooDoDoooOoooooao

OoooooooOooon
Ooooogooogoo

A
[

OoooOooooooooOoood
Ooooooooooogoodg

5

|

OO0 oooooo0o oo oooo0oooDoDooogogogoooao
Oo0ooDoooo0 oo ooo oo oDoDoooooooo
OoooooooooooooooDooooooooao

JP

oo

4657454 B2 2011.3.23

OOo0oooo0oUooDoDoo4ooUooDoDoogogoooogdg
Oooooooooooo0oooDoooooooogdg
OoooooooooooooDoooooooogdg
Oo0oDooo0oUoooDoDooUooUoooDoDooUogoooogdg
Oo0oooooooDoooo0oooDoDoo4ogoooogg
OoOoooooooDooooooDoooooooogdg
OoooooooDooooooooooooooOgod
Oo0oooooooDoooooooDoDoo4gogoooogdg
OoooooooDoooo0oooDoooooooogdg
OoooooooooooooooooooooQgdg

oood

O

O

oo oooooogoogoo
OO0 ooooogogog
OO0 ooooogogooQg
oo ooooogogoog
OoooooooogooOgoo
OO0 ooooogogog
OO0 ooooogogoQg
OooooooooQgoogoo

0

ugoao

O

O

O

goad

O

O

O

10

20

30

40

50



Ooooooo0oooooo0oooDoDoogogooooaog
Ooooooo0ooooooooooogooao

ooo

O
O

100

Ooooooogd
Oooo0ooood

a0l

od

O

Ooooooo0ooooogooao
OoooooooooooQgoao
OO0 oDoogogoooooogdg
Ooooooooooogogg
OoooooooooooQgg
Oo0oooooooooQgdg

95

OO0 0o oougogddooDoogo Qoo oDooogogog
OOo0ooDoooo0ooooo4oooooogogooao
Ooooooo0ooooooooooogogooao
Oo0oooocooooooooooooogooao

O Ooo0oooao
O0Ooo0oooao
O0Ooo0oo0ooao
O 0Oo0Oooo

O

O

Ooooogooogogood

|

Ooooooogooooogdg

OOo0ooDooooooooggdg
Ooooooooooooogogg
OoooooooooooogoQgdg
OO0 ooDoogogooooogogdg

OO0 o ooooogogog
OO0 o ooooogoQgog

A
O

O Oooo
O Oooo

O Ooooo
O0Ooo0oooao
O 0Oo0oo0ooao
O Ooo0oooao

O

0

Ooo0oooooooooooogooQgdg

OO0 ooooooggog

(o]
|

o0

O Oooo
O Oooo

O Ooooo
O0Ooo0oo0ooao
O 0OoO0oooao
O Ooo0oooao
O0Ooo0oooao
O 0Oo0oo0ooao
O Ooo0oooao
O0Ooo0oooao
O0Ooo0oo0ooao
O 0Ooo0oooo
O Ooo0oooao
O0Ooo0oooao
O 0Oo0Oo0ooo
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Oo0oo0ooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao
O0Ooo0oo0ooao
O 0Oo0Oooo
O Ooo0oooao
O0Ooo0oooao
O 0Oo0oo0ooao

O

Oooo0ooogoQgoo

OO0 ooDooogogoooooggdg

Ooooooogogoao
OO ooooogobPbog

(1)

Ooo0ooooooooooooogodg
Oo0oooooooooooggg
OoooooooooooogoQgdg
OoooooooooooogoQgdg
OO0 ooDooogogogooooggdg
Oo0oooooooooooogogdg
OoooooooooooogoQgg
OO0 oDoDoogogoogoooogogdg
Oo0ooooooooooogogg
Oo0oooooooooooogoQgdg
Oo0oooooooooooogoogdg
OOo0ooDooooooooggdg
OoooooooooooogoQgg
OoooooooooooogoQgdg
OO0 ooDooogogooooogogdg
Ooooooooooooogogg

(&
o

4657454 B2 2011.3.23

oo oooooooooogoQgog
Oooooooooooogog
OO0 ooDoogogooooooggog
oo oooooooooogogg
OoooooooooooQgog

O Ooogooo
O Ooooo
O0Ooo0oo0ooao

400

oo OocoooosooopoecooooboooOooboboOobooooboooooooos

gboboooosobgzo0oogboobobobooooboboboboonn
uobobooooboobooboboboooboobooboboobooooobobobaa
os0000oboboboOoo4o0b0Oboo9bbOboOoOoosococooesonoooonoan

O

DD%DDDDDDD
OooOoo0ooogoOgaQ
O 0Ooo0oooao

O Ooooo

O 0Ooo0ooao

g
u

OO0 ooooogogog
oo oooooogogooQg
Ooooooooogoogoo
OO0 ooooogogog
oo oooooogogoog
oo ooooogogooQg
Ooo0ooooooogoogoo

Oooooogdg

ao
uo

300

g
U

OO0Oo0Oo0ooo
O0Ooo0oooao

gbooooao
ugoaao

O

750 0O

O

O
O
O
O

O
O

500

O
O

O
O

O
O

O0Ooo0oooaoo
O0Ooo0o0ooao

O
O

100

Oooooooogdg

O

Ooooooooogoogoo
OO0 ooooogogog
oo ooooogogooQg
Oooooooogodg
OO0Ooo0ooood
OOoooood

g
g

oo
500
200
700
g
700

a
u

O0Ooo0Oooaoo

=
OI:I
[
O O

gbooogoobobobobooobgobobobooooboboboboo

gbooooooboboobooobobobao

uo

gboooobobobobooobobobao
gilos0o0o0oooooocoooooooonn

0 450
ood
ood
0 8od

100

oo ooooogogoog

OO
OO0
00
OO

od
oo
800
od

Oo0oooQgooo
Ooo0ooooOoooao

oogo2s0003000000
ooooobDooooobooooao
oodiloo0OO0OO0ODOoeodd
o720 007400000000

ubooooboobobabad
oodoeocOOOOoOOOOOO
gboopoz20004500000
gboooobooboobaoba
oooooOooooooooao
gbooooooboobobo
gboooobooboobaoba
oooooOocoooooooao
oogopozoeoc0obooogoan

oooooOocoooooooao

10

20

30

40

50



Ooooogogooao
OO0 oo0oo0oQgooo

w

OooDoooo0ooooooooDoDoogogooooaog
Oooooooooooooooooogoooooao
OO0 ooo0oU0ooUoDoDooUgUgUooDoogogoooaog

=
1N
O

Ooooooo0ooooogooao

Oooo0oo0oooan
OoOo0oo0ogoao

O 0Oooo

OoOo0ooogooo0ogao

O

O
O
0

Oo0ooooo0ooooooo0oooDoooooooDoooooooooogogg
Oooooooo0oooooo0 oo oooo0oooDooooooDooogoQgdg

od

g
o
guo
uo

Ooo0oooooooooooo0o oo ooooooooogooao

O O

OO0 oDoooo4Qgoooodg
OO0 oooooQooooodg

O Oooo
O 0Oooo
O O0ooo
OO oo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O O0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O

O O ogo
O Ooooo
O 0Ooo0ooo
O O0OoOgoao
O Ooooao
O Ooooo
O 0Ooo0ooao
O Ooogooao
O Ooooo
O Ooo0ooao
O OoOgoao
O Ooooo
O Ooooo

O

(22)

JP 4657454 B2 2011.3.23

gboobooooobooboobobooooobooboboboooobonn

O O
O O
O
O

A
Ul
|

Oooooooooood
OO0 oDooogo4Qgooood
OoooooQogooood
Oooooooooood
OooooogooOoooOoaoo
Ooooooogoooaoze
OoooooQgoooao
Oooooooooood
OO0 oooo4Qgogooao
OoooooQgoooao
Oooooogooooaoo
OooOoooo0ooOoooOoaoo
OooooodQgoooao
OoooooQgoooao
OoooooOooooOoao
Oo0DoooogodQgooogoao
OoooooQgoooao
OoooooQgoooao
OO0 oDooodogooao
OooooogodQgoooao
OoooooQgoooao
Ooo0ooogoooOoao
OoDoooogoooao

g
g
O
g

O
O

O OO

O

a
a
O
g

ooy 1 OO0DODOOOOOOOODOO

O

9.5 000000000000

O
O

3°0
ano
OO
oo

oooobooOoooooboooooobooboooobooovyobbOoOO
op00ooooocoooonaon

.50 d

O oo oooogooogowm
OoooooOooooao
OO0 oDooodogooao
OoooooQgoooao
oDoooooooooo®
O oo oooogooogoua
OooooogogQgooood
Ooooooogooood
Oooooooooood

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

g s5"000boboboboonn

ugbooboooooooboobaobad
goobooooooboocooooao
gboboooooogobobobao

ooy 1 OODODO O.1DOTD1000O0O0OCOODO

0000000000000 00000000000000o0DoDooooaDn
O00DO0O000O0OO0oO0oOooDl100010°0 0000000001000 108000

0o0o0DO0O0O00O0O0O0O0102 0000010700107 ® 0000000010
107 ooon

g
O
g
g

10780

od
go
g

OOoo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Oo0oo0ooao
O OooOooo

O
g
g

goooocooooboooooooboboooobooooboboboooobooo
goobooboooooogooboboboboobooobooboboboboo
0000000000000 D0000D0000000D0000 1x 1071°0

/00000000000 OCOoODOOoOoO0oO0O01,000p0LOOD0ODDODOOO

oooboooooobOo0O olpybOOO0OOOO0ODOO o5xDODOOOOODOO
gbooboooooboboboo
ugbooboooooboobobaoaao

0

O
g
t

gbooboooooboobobaoao
ooooooooooooooaon
ooobooooooobooooao
gbooboooooboboboao
ugbooooooboboaobado

oo
ano

ao
OO
o0
ao
uno

000000000 0O0Oooooon
000000 1x 10**00o0ooo

gbooooooooboobobao
ooobooooooboocooooao
gooboooooobocooooao
gbooooooooboobobao
ugbooboooooooboaobaobad

10

20

30

40

50



Iy ) R e e [ Iy

OoOoooooooooooooooooooogogooog

O

I e e e [ ey e [ Iy

O oo oooDooooooogoodg

Oooooo4oooooogogooao
OO0 oo ooooooooogoogooao
oo oooooooooooogooao

O

(23) JP 4657454 B2 2011.3.23

ooooocoooobooooobooboobooooboooobobooooobooo

0000000000000 000D000000000000000000
ooi10~®0010?20000000010°°010% 000000
000000000000 0000D000000000000000000
0000000000000 000000000000DOoo0oooDooan
0000000000000 000000000000ooo0oooooan
0000000000000 000000000000D00000o0o0o0an
000000000000 DO00D0D0000DO000DOoo0oooDoOOon
000000000000 D0D0000D00000000o0oo0ooooooan
0000000 0o0oO0oOooooon

000000000000 D00D00D00000000oooooooon
000000000000 D00000D00000000ooo0oooooan
000000000000 0000D000000000000000000
0ooo0010°00 0000000000010 00000000000000

1000 0000000000000 00000

O

OO0 oo oooo0o oo ooo o0 ooooggoo
Oo0oooooo0 oo oooo0ooooogogogoooao
OooooooooooooooooooogooOoao

O

O

O

goooocoooooooooobobooooboooooboboooobooo
gboboobooobooboobobooboooooboonn
goooocoooooooooobobooooboocooboboboooobooo
gbobooboooooogobobobobooooooboobobobobooo
gbobooooboooooboobobobooooobooboboboobooao
ooooocooooooooooboobooooboooobobboooobooo
gobobooooooogobobobobooobooobooboboboboo
gbobooooooooboobobobooobooboobobobobooao
gbood
gbobooboooooogobobobobooooooboobobobobooo
gbobooboooooouobobobdoobooooboobuoboboboobooo
goooocoooooooooobobooooboocooboboboooobooo
goobooooooogobobobobooboobooboboboboo
gbobooooboooooboobobobooooobooboboboobooao
goooOocoooobooooobooooooooooon
gbobooooooooboobobobooobooboobobobobooao
ooo0n0 4,868,104 00 0O0DOOCOOODODOOOOODODOOOODODO
O

ooooOooooooooooboboooooboon 6,508,178 000000

0 5,439,998 00 00O0OOO0OO0ODODOOOO0ODODOOOOOODOOOOOOOOOnO
oboooo
ooooobOoooooboooooobboooooboobooobbooOooboobog 5,439,9

s oooOoooooboboOoooobOoboooobooobobooboOoooboboOobooOon
oooooao
ooooooooobooooooooooobooboooooboobooooobboooobooo
oooooooooboooooboooooobooboooooboboooboboboooobooo
ooooboooooobooooobooooooobooooobooooobooboooobooo

10

20

30

40



OO0Oo0oooog
OoOoo0oooaog
OoOoo0oooao
I B

Oooooooo0o0ooooo0o o0 oo ooo0o oo ooooooDooogooao

e e e e ey s Y [ |
OO0 oooo4o0 oo ooo oo UooDoogog 4o ooooggog
OO0 oOoDoooQo0 oo ooo o0 o oD oo o ooDoogQgog
OoOo0oooooo0 oo ooo o0 oo oooooooooggo-g

e e ey ey Y [ Iy
OO0 ooooogoogooooogg

O

O

o OO0 oooogogoog
I. Ooooooogodg
OO0 oooooggogog
Ooooooo0ooooogogogoao
OoooooooooooQgoao
Ooooooodgooao
OoOoooogogogao

O O
O O
O O

ugonf
uod
ooao

(24) JP 4657454 B2 2011.3.23
uobooboooooboobobobooboobobobooooboobao
ooobOooooobooOocoooboooooobooooobooboooooDon
ooobOooooobooOocoooooooobooooooOoooooDon
gboobooooobooboboboobobo
ooobOooooooOocoooobooooobooooobooOooOoooDon
oooboooooobooocoooobooooobooooobooOoooooDon
gboboooooobooobobobooooboobobobooooobobao
uobooboooooboobobobooboobobobooooboobao
ubdoboooooboboobobouoboboboboooobobaa
ooobooooobooOocooooooooboooooobooooooDan
oboobooooobobobobooobooboboboooobobao
ugbobooooobobobobooobooboboobooooonn
gboog 5,508,1vy8 00 o0dooboboboooooDobobonn
ugboobooooobooboobobooooobooboboboobooobonn
ooooooooboooao
oboobooooobooboobobooooobooboboboobooobonn
uboobooooobobobobooooboboboboooobann
ooobOooooobOoooooooooooboooooboooboooooano
ooooooooooboooooooOowmooboooooooooooDoao
ugbobooooobooboobobooooobooboboboooobonn
coooooOOoOO0OO0OmoooooobooObDOboOooooOoaswoopoooD
gboboooooboboboboobooboboboooobobao
uobooboooooboobobobooboobobobooooboobao
uybooboouoouobobobouoouobobobobooouobobaa
ooobOooooobooOocoooooooobooooooOoooooDon
oboobooooobobobobooobooboboboooobobao
ugbdobooooobobooboboouobooboboboooobobaa
ooobOooooooOocoooobooooobooooobooOooOoooDon
gboboooooboboboboobooboboboooogobooond

oD oooobODoOoOoobooooOooobDooeODOv7OOOODODOOOODDOOOO
goovooogvysObooOoloooooOooobOoOooooooOooOoooDon
gboboooooobooobobobooooboobobobooooobobao
uobooboooooboobobobooboobobobooooboobao
gooeocoogooeonbobolooboooooobooOonnbaddontdnasonn
govoboooooOOOoOoooOooOooOooboooobooOoOozo000n
oooboooooobooOocoobooooooboooon 500000
gboboooooboboboboobooboboboooobobao
ugboobooooobooboobobooobooboboboooobobao
oooboooooobooocoooobooooobooooobooOoooooDon
ooobOooooobooOocoooooooobooooooOoooooDon
oboooooooboos*oobogo*ooobooboboboooobobao
ubdoboooooboboobobouoboboboboooobobaa
ooobOooooooOocoooobooooobooooobooOooOoooDon

O Oooo

O0Ooo0oooogod

O O o

OO

(]

O 0Ooo0ooo0oao

O oOoooao Ooooooogodg

OoooooQoogao

10

20

30

40

50



ey e Y Iy
e e ey ) [y Ry

[y o

. I

Oooooogoogdg
OooooooQgdg
OoOoo0ooodgadg

O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0ooao
O Oo0oooaog
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao
O 0Oo0oo0oo0oao
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0oo0oao
O Oo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao

goo

oooooood

gboobooooogan
uboobooooghn
goooooooao
gbobooooogan
-bgbobooouoboobobooboooboobooboboboobooboboaann

O 0ooo

O Oooo

O Oooo

O 0Oooo

O 0O oo

O Oooo

O 0Oooo

(25) JP 4657454 B2 2011.3.23

ooooboooooooooooboooooao
gbooooobobobobooobobobo
gbooouobooboboobooobuobobad
oooobOoooooooooooboooooao
gbooooboobo*0boboboboon

gboooobobobobo~oboobooonn

gbooooooboboobooobobobao
-bgooobuob-ob0uoboboboaobood
oooobOooooboooooboo-000a0

gboooobobobobooobobobao

goooOooooboooooobooboooobooooobooooooobooboooooao
gboboooooobgoboboboboooboboboboboobooooDoonon
ugbobooooooobooboboboboobooboboboboooooboonn
gooooooooooooooo-ooboboobooooboooooooooonn
goobooooobooooooobooboooobooooobooOooooooboboooooao
gboobooooooboobobotbooooobooboboboooboobo-0000
uybdobdoooooobuoboboboboooboboboboboooooboann
goooOooooboooooobooboooobooooobooooooobooboooooao
gbobooooobobobobooooobo-o0obobobobooooooboao
gboboooooobobobobobooboboboboboooooboonn
ooooooooooooooooooobooooobooobooooobo-o00a0
gboboooooobgoboboboboooboboboboboobooooDoonon
gboboooooobobobobobooobooboboboboooooobonn
uybdobdooouoouobuoboboboboouobuobuobobobooooobann
oouo4bb0O00ooboocoobobobooooboboooboboooobooo
goboobo-obobob-obobobobooboboboboboobooboobonn
gbdoboooooobuoboboboboobuoagobobobooooobognn
goooboboooobo-cooobooo-0oboooobooOOoOooobOboooooao
goboboooooobgoboboboboooboboboboboobooooDoonon
gboboooooobo-boboooobo-0o0ooboboobobobooooobooann
gooooooooooooooooooao

goo
gsooosooooooooboDboooobooooooboooooboooooao
uybdobdoooooobuoboboboboooboboboboboooooboann
gooboooooboooooobooboooobooooobooboooooobooboooooao
gboboooooobobobobobooboboboboboooooobonn
gboboooooobobobobobooboboboboboooooboonn
goooooooboooooobooboooobooooobooooooobooooooao
gboboooooobgoboboboboooboboboboboobooooDoonon
god
gooooooooboooooobooboobooooboooobooooooobooboooooao
goobooooobooooooobooboooobooooobooOooooooboboooooao
oooooooooooooobooboobooooDb 3"-goooooooboooooao
ugbogobodoog s"-ubuobobobobooobuoboboboobooooobann
goooOooooboooooobooboooobooooobooooooobooboooooao

10

20

30

40

50



ey e Y Iy
e e ey ) [y Ry
e s e e e e e s e Y Y
e s e e e e ) e [ e [ Y Iy

Oooooooooooogog

ey ey e ey e B e e sy R s [y [y |

Oooooooo0oooooo0Doooooo0oooooooooooogogoooOoao

N
o
O

(26) JP 4657454 B2 2011.3.23

ubooooboobobobooooboboboboooboobobao
oooooOooooboooobooon 5"-0oooobooboooooboao
oooooo 3*-0boouooboocooobobooooobboooooao
gbooooboboboboooobobobobooobobobao
*Ougboabad

O OooOooo
O Ooooo

g'-0o0gobogobobooooooboboboooboobobonb

g o gbooooos-goboooboobobobooboonboaa

ooobOooooobooocooobooobooooobooooooao
gbooboooooogoobobo*cobobobono 5%-
Ooooo3"-0oogooboogoooboooooaon

O Ooogoao
O Ooooo
O 0Ooo0ooao
O OoOgoao
O 0ooo
O Oooo

od
oo
g o

O
O
O
O
O
O
O
O

ooobOooooboocooooobooooboooooboao
ooooooooooooooobooooboooooao

O
O
O
O
O
O
O
O

gboboooooboobobobooooooboobobobooooobonn
ugboobooooobooboobobooooobooboboboobooobonn
o-0ob0oo0ocoooboooobooooboobooooobooooobon
ooboooooobOoooooooboooooboooooooobocooooao
gboooooooao

O Ooogoo

goooocoooooooooobobooooboocooboboboooobooo
‘ObooboobooooobobobobooooobobobobooobDooDo
gbobooooboooooboobobobooooobooboboboobooao
ooooo s*-0b0bobooooobooooooo~ocoobobobocooboobon
goboobooooooocboooboboobooboboboboboo
gbooboboooboobooboboooonoao

foboo0oto0bOoOoO0oOoo3cooboaywsbboocoooboeoconovononon
gboboboooboobgobisbolzoobooooooboobobooon
gbobdooooooogogsocoouobobobooboooooboooboaoboaa:®
goobOoooooooooooboooooobooocoor"ocboocoobOoDbon
go*~0oooboobobooboooogobobobobooooogonon

O
O
O
(]
O
O
O
O
O
O
(]
O
O
O
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
O
O

ooooooooao
gboboooogao
a

O d
O O
O O
O d
O O
[ |
0O O
O d
O O
[ |
O d
O O
[ |
0O O
O d
[ |
0O O
O d
O O
O O
O d
O O
[ |
0O O
O d

O
O

sbp
sbp
00

OO0Ooo0oooogd
OoOoo0oooogod
O 0Ooo0oo0ooao
O 0Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0oo0oao
O Oooooao
O Ooo0oooo
O 0Ooo0oo0ooao
O Ooo0oooaog
O Oooooo
O Ooo0oooao
O 0Oo0oo0oo0oao
O Oooooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao
O Ooo0oooaog
O Ooo0oooo
O0Ooo0oooao
O Oo0oooaog
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0oo0oao
O OooOoooao
O Ooo0oooo
O 0Ooo0oo0ooao
O Oo0oooaog
O Ooo0oooo
O 0Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0oo0oao
O Oooooaog
O Ooo0oooo
O Ooo0oo0ooao

O
O

uboooooboobobobooooboboboboooboobobao
uono gooeoooOOoi1oo000O0O0OO0O0ODOOSso000¢0
gosoooooopozoeooooboooOoOoOobDoOOoOo400D00O8O00O0000

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

10

20

30

40

50



20000

O
O

300

Ooooooogg

[ [ e e e e e e e e [ s [ [ Y |

I e e [ [y |

s e A
OO oo

e ey e e ) ey e e e sy e s [
e ey ey e e ey s Iy

O
O

O
O
O
O

oooooogan
650
0O

a1
o
O
]
O
O
O
O
O
O

O
O
O
O

uno
00
oo
ao
00
oo

O OooQgooo
OO0 goQgo-g
O 0Ooo0goooo
O 0Ooo0oooo
O 0Oo0ooOooao
O OooOgooo
O 0Ooo0oooo

3

[ O R |
[ I R |

oo

O 0Oooo

O Oooo
O
O
O
O
O
O
O

Ooooogogoao
Oooooogogoao
Oooo0ooogoogoao
Ooooogogoao
Oooooogogoao
Ooooooogoogoao
OoOooooogoadg
Ooooooogdg
Ooooooogg
Ooooooogodg
OOooooogg
Oooooooogdg
OooooooQgdg
OoOooooogoadg
Oooooogdg
Oooooooogg
OooooooQgodg
OOooooogg
Ooooooogg
OooooooQgdg
OO0 oooogdg
Oooooogdg
OooooooQgdg
OoOooooogoadg
OOooooogdg
Oooooooogg
OooooooQgodg
OO0 ooooggdg
Ooooooogg
OoooooooQgdg
OoOooooogoadg
Oooooogdg

O OO
[ i Ry |
[ i Ry
O OO
O OO
O O o
[ i Ry
O OO

O O

OOoo0ooodg
OoOoo0oood
O0Ooo0oood
OO0oOo0ooodg
OoOoo0ooodg
OoOoo0oood
O OooOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooo
O OoOooo
O Ooooo
O 0Ooooo
O 0O o0ooOoo
O OooOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao
O OoOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooo
OO oO0ooog
O OooOooo
O Ooooo
O 0Oo0ooOoo
O OooOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooo
OO oO0ooog
O Ooooo
O Ooo0ooo
O 0Oo0ooOoo
O OooOooo

Ooooooooo0 oo oo o0o o0 oD oD oo oo oD oD oo o0 oo oo o o0 oo oooQgoo
O0Ooo0oood

O
O
O
(]
O
O
O
O
O
O

ooooooooooaon
oooooDOoO0OE@

O

0

100

u
O
g
a
O
g

O
O
O
O
O

O
O

u
0
g
t
0
g

0

O

O 0OooQgoooo
O 0Ooo0oooo
O 0Oo0oo0ooao
O Ooogooo
O 0Ooo0oooo
O 0Ooo0oooao
O OoQgooo
O 0Ooo0oooo
O 0Ooo0oo0ooo
OO o0gooo
O Ooogoooo
O 0Ooo0oooo

O

O

ooano
BioWwhittaker, Walkersville, MDO O
0001,40 0000000000 Sigma Chemical Company, St. Louis, MOO OO

27

O

O
O

0 90O
goo

O
O
O

od

O
O

-S5"0000boboboooobooboboboboooooboonn
uboooobobobobooboooouoboboboboooonn
oooooooooboooobobooooono s*-o0boogooao

JP 4657454 B2 2011.3.23

oo bDooOonoi10oooonDn
oooovoooosoooooOoano

uo
OO
oo
g
OO
oo

uno
00
oo
ao
00
oo

uo
OO
oo
ao
OO
oo

O 0Ooo0oooo
O 0Ooo0oooo
O 0Ooo0oooo
O 0Ooo0oooo
OO0 woooogoaoao

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

Ooooooogg
Ooooooogodg

O Ooooo
O 0Ooo0ooao

ooH)ooDoDoOOoOoORCIDOOOOODDO

g

10

20

30

40

50



(28) JP 4657454 B2 2011.3.23

JooooooduoooDoooooooooao
00D00004,7000000000000O00O0DOOOANdrich Chemical Company, Milwauk
eeWIDOODO

0000000000 00O000ODSigna Chemical Company, St. Louis MOO OO O
O00oDooooog* Enzyme-Immunoassay,” Edward T. Maggio, CRC Press, Inc., Boca R
aton, Florida (1980)0 D 000 O0O0O0oOoOOoOOOoOoOODOOOOOO

ooooood

ooooao

oooooood

good
ogdd
gboooooboao

O Ooooo

ooooooooao

ocoooOD(@OoOoOoooooooboboo) ooooooooo
o@oooooo)ogooooooao

ooooooOOoOO0O0 Do@oooooooH)Yoooooooao

Oo0oooogodQgooaoo
Oo0oooodQgooao
OO0 oooogdogoao
Oo0oooogdgooao

OoOoooooobgooobOgoo oD oo ooooogogoodg

OO0 oooo4o0 oo ooo oo UooDoogog 4o ooooggog

Ooooooooooooooooo4gogoooogdg
OO0 oOoDoooQo0 oo ooo o0 o oD oo o ooDoogQgog

oo ooooo0ooooooo0 oo oooo0ooDoooogoooao
OoooooooooooooooooooooooogooQgaog
OOo0ooooUoUoooooogoooDoDoo4ggooooogg

cooooObOOO0OO0O0oO0oooooooObO(@OoOoooooooooo)oao
oboobooon
uobo-0obobooooboobad
oooooood
oo
oco@oooooo)ogoooooooao
uybobooouobouobobobooouobobaoba
ooooooooboooao

g g

uo ugbodaao

00

0o

gon

Acc-Abp; U 000000 ODODOOOOODOODOODOODOOODODOODOODODODOO
gbobooooooboobobobooboooboobonb
ocooooOoOO0oO0O0OoOoooooooODOOO0oO0oU0oOoOooooDoOOooODODOO0OoOoOoOOePh
armacia, Uppsala, SwedenD 0D 0000 O0O0,0000000000000000QCCOCOO
cooooboooOoOoOooooooooDbODbO /000000 OCODOOODODDDODODOOOO
@aop.,000 . 00oooooobbooobooooooooobboboO0ooooon
g

O0Ooo0oo0ooao
OO oOooog
O Ooooo
O Ooooo
O 0Oo0ooOoo
O Ooooo
O Ooooo
O 0Oooo
O 0O oo
O Oooo
O Oooo
O 0Ooo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo
OO oo
O Oooo
O 0Oooo
O 0O oo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0O oo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo

od
oo
oo
o

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

OoooooQgoooao
O
O
O
OJ
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
O
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
O
O
O
O

OooooooQgooao
OO0 oooodogoao
Ooooogoogogooao
Ooooooogoooao
Ooo0ooooOooOooao



oooao

O

Oooooooooooooooooao

OO0 oDooo4ogooooogdg
Ooooooogogogogoooo
Oooooooooooogdg
Oooo0oooogoo

O 0Ooo0oooaog
O0Ooo0oooao
O0Ooo0oo0ooao

Ooo0ooogogoao
Oooooogogoao
Oooo0ooogoogoao
OoOoo0oooogogoao
Oooooogogoao
Oooooogogogoao

Ooooooo0oooooooooogogQgg
Oooo0ooogoogogoao

ooooao
ters 500 Prep
ooooooao
01-00000

(29) JP 4657454 B2 2011.3.23

gboooobooboboooobobobobooooobooboboobooooboonn

Oo0D0O0O0000000O0OO0O0OO0ODODDOO0OO000O0O0O0D0ODbDOOyODDODODOOOO
gboooogoobobobob.obobo.boboooobobobobooooboonn
0000000000000 oOooOoDoODDOOO0OO0OSorval RC-5BO0000O0O00O00O00OO
,Jooooooooooooobooouoobooooooooooboooobon
gobooo-smccoogg .goboooogobobobooooboboboboo
gboooooobooaobaao

gboooboooobobobao
gbooboobooo4-000b0obobooboooboboboboobooobil-
gbdoobdbo.obdoooooobuobobooN,N-ODOD0O0ODOOO0OO0
JooobOoooobooooboboooobobooooooboboooobon

00000000D0DO0000D00 1-0000000
O0DONN-000D00000DD0O00O0DODOOO0O0O
0000000000 000D00000000000
,00,000000000000000,00,000
0,000000000000000,00,0000

0000000000000 0000000000Wa
000000000000000000000000
4-000 -N,N-0O -(0 14,0 5o)-0 000000000

0000000000 000D00000D0000O0

ooo.0oocoooobooooooboooobobooooboboooob .coooboOooo
gboooooobooboboobooobobobobobooob . boooboobobob
ugboooooobooboobobooboboooboboboboobooooobobobaa
oc.0o0ooo0oo0o0oO0oO0oooooooOoDODbDbOO0b0OOoDO0ooboobobooODbDDbDDbOO0O00Odeerign
ard0 00000000 ODOOOO0ODOOOOODOOOODOODOODODDOOOOD

D000000000000000000000000000000000000000
0000000000000 0000000000000000000000000000
0000000000000 000000O000O00000.0000000000000
00000000000 .00000000000000000000000000000
0000000000000 0000000000000000000000000000
0000000000000 0000000000000000000000000000
000000000,0000000000000000000000,000000000
000000000 00000000000 .00000000000000
000000000 00000000000 0000000.0000.000
D00oo0oo0o00 00000000000000.00000000MS (Cup
HeoNOL); [M-H™] (250 MHz, CDCIL) 0 0000000000000 0O000
Dooooooao 0D000000000000000O00000000 .0
Dooooooao 0000000000000 0000000000000
Dooooooo 0000000000000 000000000000O0
Dooooooao 000000000000 0000000O0O000000
Dooooooao 00000000000000000000000000
000000.000000000000000000000000000,00,000
00000000000 00000000000,00000000000000000
00000000000000000000O0Waters 500 Prep LCOOOOO0O0OO0O0OO
0000000000000 000000000000000000000000 .00
00.00000000000000000000000000000000000000
0000.00000000MS (CauHyqNOS): [M-H"] 661.6, NMR (250 MHz, CDClz)0 O
00000000000000000000000002-(4-(N,N-0-(Cy4Hse)-0000



(30)

JP 4657454 B2 2011.3.23

)-3-0oooooooooooooood
oooDooo
gooooooooooOooobbooooboooooopoboooono
00000000 ooo0ooooDoooo0oDoDoo0oooDoDoDo0ooooDoooooDoD.gf
gi-gooo-9,0-00(@UOoUbObODbDOOO)YDOOO0UO0U0DbDOOCOUOOO0ODOOOUODbDDODOO
000000 .0O0D0COOOAIdrich Chemical CompanyD OO0 DOOOOODODOOOO
000000 Seradyn Particle Technology, Indianapolis INDOODODOOOODDOOO
goooooOogoooOoooooooOogoooDoogoUooOoo0goooDoogoobood
OO000O0O0O0O00OD1994080 230 00 0D00OO0OODODODGS,340,7160 0 0 "7160 0O O
0o0o0ooo0ooooDoooo0ooDooooooDooo0oo0oDoDoDo0ooDoDoooo0oDood
JoooooOdoooDoooooooOooooDoooUooDooDOoooDoDoooooDood
I v
gooooboooooob .cogoobooOoQoboooO0ooDbooOooobDooOooboobooo
0o00o0Doo0doooDooouooooooooDoooo0oDooDo0ooDoDoooooDooOd
gogoooodogooooooooooOogooooogug2-0o00gooDoogouoboodg
goooooogoobooooooogogooobDoogogoboo0ogooDbooguobooo
00000000 o0oDoooo0oDooo0o0oooDoo0o0oo0oDooDo0ooDoDoooooDood
gogoooodgoooDoooooooooooDo+x00oDooOoOoooDooOoooDoodd
gooooo0ooooOoOooo0oobDOoogUobooU0gOobDboUoOoobooOoUooDoaoMicer
ogon[] Microgon Inc., Laguna Hills, CAODODOOOODODODODOOOODOODOO
0o0ooooodoooDoooooooOooooDoooooDooDo0ooDoDoooooDoodd
goooooOoooobooooooooOogoooDoogUoobooUogoooDoogugbooo
goooooogoobooooooogogooobDoogogoboo0ogooDbooguobooo
0o00o0Doo0doooDooouooooooooDoooo0oDooDo0ooDoDoooooDooOd
gooooooooood
oooDooo
00000000 ooDo0o0oooDoo0o0o0oDoDo0o0o0o0DoDo0 . 0DoDooooooDooag
oooooooooooooooDoooo0oDoOo00 . Doo0o0oooDooDOooooDooOood
goooooOogooobooooooogogooobooogUobooogobooDpDoogugbooo
gooooooooboooooooOoobppbO0O0oOoDbOoO0O0oOoboDbDbOOoOooDbOoDobDO
000000000000 oooDoo0o0o0oDoDo0oo0o0o0DoDoDo0o0o0.ooDo0oooDooOoog
00000000 0DQOO0o0o0ooDoOoO0OoboDbOOOOODaoosurfact-Amps Tween-200 P
ierce Chemical Company, Rockford, IllinoisO 00O O 0O O DO OO O Sorvall RC-5B0 O
0000000, 0000000000000 o0o0oDoo0o0oo0oDooDOoo0oDoDoOoag
000000000 .00 Surfact-Amps Tween-200 Pierce Chemical CompanyO O 0O 0O O .
gooooo0oQoooDoOooobooOgobDboogoUobDoogobopooodg
oooooao
00000000 0DoO00U0o0o00oO00oo0oDoOO0O0oO0DO0O0OOnDoBaker Chemical
Company, Phillipsburg, NJOO OO OOOO0OQO .0O00O0OO0O0O0O0OOOOOOOSLOO
oc,0000.00000000OCOOODODDOODOOODODOODODOODODODDDOODOOOO
0o0o0ooo0d0oo0ooDo0 Op0D0D0OO0DO0D0DDOpO0OO0OO0 . OD0ODO0DO0DO0DO0DDOODOODDODOO
ocooooOoOOoO0OO0oO0oO0oOooooooObOObOOO0oOoOoooooOooODDOOoDOoOoOoOOLO
gooooo0ogoobooooooogogooobooogooboo0ogooDbbooguobooo
ooooo0o0ooo0OO0oooOO0oooO0o0o0oo0o0.0opb00b00000000000O0
goooooodgoooDoooooooOooooDoogoUooDooDoogooDoooooDoooog
0o000OoOO0o00oO0oDbDOoOO0oO0oO0oboOOoOoO0obDbOboOoOgoDaoPharmacia PD-100 O 0O O G-2

S50o000oo0ooboooc0ooobobooooboocOooobobooboooobon.d

oooobooogd

ugbooooooobooboboboooboob . obooboobobobooooobobonb
OO00C0CO0O0OO0CO0O0D0O00,go0 OO0 .O0O0O00O0O00O0O0O0O0O0OGOAOSurfact-Amps T
ween-200 D0 00OD0OOCOOO0ODOOCOOO0OO.OCO0O0OOO

10

20

30

40

50



gboooaod
oooooooooboo.obobobooobobooooob.cooobooooobooo
oooboboooooboooobpybOO0oOobobOOO0OO0OO0ODbDOOOOODOOOO0ODbDDODOO
gbooooooobooboboboooboo.oobooboobobobooooboobobonb
ugbdoooooobouobobobooboooobuoboboboobooobouobobobaa
oo,0o0o0o0oob0.0opoobob0OOCO0OO0oo0obOOO0oO0ooboooobo,00ooobooooao
oo .bpboboboboobgobo . oobobobobo .boboboboo.o

o0oo
0o
Oooo
o0oo
o0oo
Oo00
Oooo
o0oo
00
Oooo
o0oo
1,2-0
o00
ooo
o0oo
00
Oooo
o0oo
0o
Oooo
o0oo
s MOO
drich
O

Oooooogogoao
Ooo0ooogoQgQg
OO0 o0oooogogoao
Oooooogodgooao
O0OO0OoOgoaoaN

2l sl

Oo0ooooooo0 oo oooooooogoQgoQg
Oo0oooooooooooooooooogogga-g

Ooooooo0ooooo4ogooooogogooao
OO0 ooDooogooooooggog

O

Chemical Companyl
ooo
ooo
ooo
0 g0

O

g
O
g
g
u
O

OOoo0ooodg

O

t
O
g
g
u
O

(31) JP 4657454 B2 2011.3.23

000000000000 D0D0000D0000DO0O0. 000 .0000a0
0000000 ,.000DO000000000000000000000a0
000000000000 D000D0000DO000DoDOoOooDoDOoao
0000000000000 0000D0000D0000o0Dooooooao
00+-00000000000000'S0o0oo00o0oo0oo0oooooao
000000000000 000000a0
000000000000 O000D0DDoO0oOooooon
000000000 .0000000000000000000000a0
000000000000 D0D0000D0000DO0000DoDOoooooao
000000000000 0000DD0D0000D0o0o0oo0g 4-t-000 -
000000 .000000000000TCH Chemicals, Portland ORO
000000000000 0000D0000000000000000a0
0000000000000 0000D0000D0000o0DooooooOao
0000000000000 0000D0000D0D00O0Do0DoO0ooOooooOao
000000000000 00000000000000000000a0
0000000000000 0000D0000DO000o0Dooooooaog
00000000,0,0000001,3000000000000000 .
0000000000000 000D00000D00000DOoO0o0ooooOao
000000000000 D0D0000D0000DO0000DoDOoooooao
000000000 0D00OD0OOO0OOAIdrich Chemical Company, St. Loui
000000000000 00000000000000000O00agaAl
000000000000 000000000000000a0
0000000000000 0000D0000DO000o0Dooooooaog
0000000000000 00000000D00000Doo0ooooOao
000000000000 00000000000000000000a0
0000000000000 0000D0000DO000o0DoDoooDooao
0000000000000 0000D0000D0D000o0DooooooOao
000000000000 000000000D0000000O0oDooOaQg
000000000000 D000D0000DO000DoDOoOooDoDOoao
0000000000000 0000D0000D0000o0Dooooooao
0000000000000 0000D0000D0D00O0Do0DoO0ooOooooOao
0000000000000 0000-t-000000000000003

-0000000DDOAIdrich Chemical Companyl 0 D OO OO0O0ODOOOODODOOOO

coooooooOoo0-n-O0O0COCOODOOOOOO.ODODOOODDODOOOOO
ooooooOoOO0ooOoooooooOobDbOOoOoooooooobooODbDDbDDOoOoOoOoo
ooooooOOO0 . 00000 oooooDOoDOoDOoDUUOoUoUoooDoooDooOoO

cooooOO0oooO0oooOoO0oooOoO0oooOO0ooOO0oooOOoooOooooo,00,000
ocooooooOoOoOooOoooooooOobDbObOOoOoOoOoooooboboDbDDDOoOoOoOoo
o(@ooooooooooo)-0oooODOO0OO0D-t-0O0O0O0ODOO0ODODDODOODOOO
OMS: [M-H]" 1364.2, 000D 0DOO0O0O: OO0O0OO: 674nm (( 180,000): O OO

OoOooooodg
OO0Oo0ooodg

O

OooooogQgdg

678nm, *NMR (250 MHz, CDCl3): (: -2.4(m, 12H), -1.3(m, 12H), 0.2-0.9 (m, 54H),

1.8(s, 36H), 8.3(d, 4H) 0D D9.6 (m, 80D D ODODDOODCOODOODOODOODOOOO

10

30

40



O

O

oooooao
-000oo0o0OD0OD0OD0O0000000O0ooOoO0ODbODOO2300 SAv/O OO DO

Sens-Savl]

Oooooooooooogooao

Ooo0ooooQgooaoo

O

O

O 0Ooo0ooo
OO o0Ooog
O Ooooo

O

OO0 ooogogoao
Oo0oooogdooao

0

O

I o B
O0Oo0Oo0ooao.o
O0Oo0oooaog

Ooo0oooogoQgooaoo

Ooo0ooooodgooao
OoOoo0ooogdg
Oo0Oo0ood

(32)

gbooboooooboboboo
ugbooooooboboaobado
oooano
gboboooooboboboo
agoaao
oooano

JP 4657454 B2 2011.3.23

gbobooooboobobobooobonn
ubooouoboobobobooobonn

ocooooOOoO0O+-00000C0CO0ODDOOO0OOOOODODODOD

gbooooooboobobobooobonn

Aboobobooboooboboboboobooobobobaonn
ocooo+-0000000O0O0OODODDOOOO0O0DO0OooooboOoOOD

gbobodoooobooboboboobo.obobooobooboboobooad
+/-00 0000000000000 0+-0000000D00000O00DO00OA0O

O

OooO0Oo0ooood
OO0o0o0oooogdg
OoOoo0oooogdg
Oo0oo0oooOodg
OooOoo0ooood
OoOoo0oooogdg
Oo0ooooQgodg
Ooo0Oo0oooOodg
OO0o0o0oooogd
Oooooogdg
Ooo0o0o0ooOodg
OooOoo0ooooad
OoO0oo0oogdg

a
u
O
g
a
O
O

0000000 o0ooooooooooao
Oo0oDoDoooooooooooooaon
Oo0oDoDOoOoOoooooooooooao
.oooooDooooOooooooao

+/-0 000000000000 O0Ooao

O0DoDoDoOo0oooooooooooao
00000 Microgon Inc., Laguna Hill

s, CAU00D0D0OO0OO0DOoDDOoOOoOoo0oDoooooooooooooooan
oooooag
gpoosvcCOOD .O00D0ODODOOD . ODO0ODODOOOODDODODODODODOd
000000000000 DO0ODOOO0DOMolecular Probes, Eugene, Oregon Molecular P
robes, Eugene, Oregon0 0 O 00000 ODOODOODOODOO.OODOODO .OO0DOOOO
00000 o0DoDOoDoDOoDbOoooooooDooaoan

Oo0oooooo0oooDooooooooogdg
Oooooooooooooooooogodg

O oOooog-

O

OoOooODoooDOhooooooogoooogoogoao
OoooOooooooooooboooobooOooQgoao

O

O

O

OoooooooooogoQgoao
OooooooooooQgdg

Oooooogodgogooao

O

gbobooooooooboobobobooobooboobobobobooao
gbobdooooooouobuobobdoooooboobuoboboboobooo
.JooboooooboooobobOooooboooooobbooooDbon

gbooboooooboboboo
ugbooboooooboobpbdOo
ooobooooooboooooan
gboboooooboboboo
ugbooboooooboobobaoaao

gbooooobooboboboobonn
ugboooogoob . ogoboobooaooboaoaao
oo.0bobooooobObocooobon
gboooooboobobobooobogonon
Aoooooboobooboboobooon

.oooobobooooooooooobooooo,.0oo0oo0o0oooboObocooooboao

gbobooooobooboboo

gboboooobooboboboobonon

gboobooooobooboo.coboboboboobooobooboobaonb

ooooooooooooooan
oooobooooooboooooao

oooooOooooboooobooo
oooobOoooobooooboog

Agobooboboboooooboboboboobooobooboboboboonn
ubobooo.cbooooboobobobooooboooboao

O

O

gbobooooooboobobobooooboobooboboboooobobobo
ubobooboobobobobooobobobobddDnAastond O 0O Aaston
Wellesley, MAO OO OOOQOQOOODODDODOOOOOO.O
oooooOooooboooobo.ooo0obooc0oobpbOO0OO0OODODOO0OOODbDOO
oboobooobooboboobooooooboobobobooooboooboao
ubooooboboboboooooo,gb gobobobooobobobo.bd
oooooOooooboooooboocoob.cooobooOoo0ooOobOooOoOoooboon

10

20

30

40

50



(33) JP 4657454 B2 2011.3.23

oooo0oDODOOO00O0O0O0OoooOoO0OO0ODODDDODO0O00O0O0O0O0DODODAOPharmacia PD100 O
ooobOooooobOocooooboooooboooao
uoooboooobo.bocooobooooooo0ooooboooobobooOooboooao.
gobooooooo . oboboogoobgobobobobooooobobobo.bobobao
uybooboooooboboboboouoboobobooboaoaao
ooobooooobooocoobooo.ooboooo0ooooboooooboo.oob0.ooboo0oo
gobooooooooobgoboboboooobobobobobooooboobobobao
ugboooooobooboobobooboboooboboboboobooooobobobaa
oooboooooobOoooooooooooboooooboobooooDbon

gbooboog
ugboooooooboobobooboooboobobobobooo.oboooobobaonb
uybdoobo.gobo.cobuoboboobobooobobobobobooobouobobobaa
gooboboooooboooooboooooooboooooboobooooboooobooo
gboobooooooobgobobobooooboboboboobooooboobobobao
ugbdooboooooboobogoboboobooooboboboobooboooboobobobaa
oooboooooobooocoooooboooo,.0o0o0o0obOoooO0oboooOooboOoOoboo
gbooogd

gogdao

gooooogooooocoooooogooooogang
gooobobooooobooooobooooooobooooobooboooobbooooboOooo
gboooooooobogobob" boooooboobOobobooobooooobobobao
ugbooooooooboobob" boooobobobobobooooboobaoaoon!
oooboooooobooocooooobooooboooooboooooooboobooooobooogr
gboobooooooobgobobobooooboboboboobooooboobobobao
OCooOoODoOoOOOolgosOOOODODO

oooooo
gboboooooogobgoboboboooobobobobobooooobobobao
gboooooooobogo" obooboooobooboobobooboooboobobobao
uybooogoooouobo" boboobooouobuobobobobooobouobuobobaa
o' ooooooob" ooooboboooooobOooooboobooooboboooobooo
gobooooo* bobgobobobooooboboboboobo" obobobobao
ugbdooboogooobouobobobooboooobobobobooboooboobobobaa
ooobOooooobooocooooooooboooooobooooao

gboooog

gboooooooobogan

5" -GTTTTCCCAGTCACGACGAGGCTTTAAGTATCCATNG-3" (SEQ ID NO:1)
ooooooooboboogoao

5" -AGGAAACAGCTATGACCATCAAAACCTAGACCTCCTTNG-3" (SEQ 1D NO:2)
ooooooooobooo* OO0 DooobooOooooOooOoooobOoOooOooboobooo
ooooONDOCedTOOOOOOOODODO

ooooDoo

ooooboooooobooooao

5*-0 0 O O -GTTTTCCCAGTCACGACG-3" (SEQ 1D NO:3)

5*-0 0 O - GTTTTCCCAGTCACGACG-3" (SEQ ID NO:4)

ooooooooboogao

57 -ACCATGCTCGAGATTACGAGAGGAAACAGCTATGACCAT-3" (SEQ ID NO:5)

57 -GATCCTAGGCCTCACGTATTAGGAAACAGCTATGACCAT-3" (SEQ ID NO:6)
oooooooooboooo+* o0 ODbooOoooboboooobooOoogPCcROOO
oooooooooboood

oooooao

10

20

30

40

50



[ s e e ey e e s [
[ e [y = B [ [ |
e s e e e e e ) e e e R s [

O O
O O
O O

O

ooooool”
DOooooOQoo
ODO0ooooOQgaoao
OO0oo0ooOQgaoao

O

O
O

Ooo0ooooooooooogoQgdg

OOoo0ooogd
Oooooogod
OooOoo0ooood
OOoo0ooogd
OoOooooogd
OoOoo0ooogod
OoOoo0ooood
OO0o0oo0oooogd
OoOooooogod
OooOoo0ooood
OoOoo0oooogd
OoOoo0oooogod
OooOoo0oood
OoOooOooood
OoOoo0ooogd
Oooooogod
OooOoo0ooood
OOoo0ooogd
OoOoo0oooogod
Oooo0ooood
OOo0o0oooogd
OoOoo0oooogd
OoOoo0ooogod
OooOoo0ooood
OOoo0ooogd
Oooooogod
OooOoo0ooood
OOo0o0oooogd
OoOooooogod
OoOoo0ooogod

O OoOooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O OoOgoo

e e e e e e e e s e e e s o Y o [ o [\
O Ooooo

OO0 oo oooo0oooooQgoooo

oo ooooooooooogoooao

I [ o [

AdutdbOobobobooooboobogoboboboooooonn.
ugbobooooobobobdooooooboboboobooonb
goobOoooooooooooboooooboooobooboobooo

O

O Oooo

O

O 0Ooogx=

(34) JP 4657454 B2 2011.3.23

0Oo000oDDoODO0O000000o0o0o0o0DoDDDOoDO0oDO0o0DO0OoooOoaO
ooooDoODOoOO0O00O0O0 . oo0ooOooOoDoODOoO0oDO0O0.0oooao
ooooDoDoOO0OO0 . 000000 ooooDoODO0 . DopO0OoDOOo
ooooooooood

O (Perkin-Elmer0 0 0O ; OO0 OO O O N-808-0150)0 O
ooooDoDoDOoOO0o0o0oOoo0oooooOoODDDODOoO0ooDOoOoooOoo
0oo0o0o0oDoDoDoO00o0o0o0oooooDoDoDDOoo0o0o0oooooao
.000o000o0O0U0oo0oU0.000DU0UDO0O, 000D O0ODO
00 (Stratagene; 0 0000 0O600159-81) 0 0 000 00OCOODO

Oooo0ogoood

(Stratagene, La Jolla, CAOODOODOODODODODODOpwOOOODOODOO
oo0o00ooDoo0oo0oooo0oo0obpp0O0U0oOoODOoODOO0O0OoDDOOoDOooODDODODd
O (Trio thermoblock, Biometra Inc., Tampa, FL,0 O O O O O 050090005)0

ubooooboobobooboouobuobobobooooboobobobpepd
oooooOooooobooooobobOobooo . obobocooobobooobo.oog
s, 0o .0oooooooboobbodo.oboboboboooobooob0.bpO0oobOobOao
Aoooooboobobooboooooboobobobobooobooboobaonn
OpO00OO0CO0OO0O0D0O0O0

00
p O
00
00
00
00

O Ooo0oooao
O0Ooo0oo0ooao

(Myriad Genetics, Salt Lake City, UHO OO QO OOQOOOO

goooooooobobbobobob b oo oooood
0000000000000 0000000000o0o0oooOo
goooooooobobobobboib b oo oooooooad

ooooooo
ooooooo
0oooooo
OopDOO000

gbodpobOobOoono
gboooobobooon
oooooOoooooboon
gbobooooboboon

I Y o [
O Oooo
O 0o oo
O 0o oo
OooOoo0ooOod
OOo0oo0oooogdg
Ooo=T= ooogdg
Oo0oo0oooodg
OooOoo0ooood
OoOoo0oooogdg
Oooooogdg
OooOoo0ooood

gbooboooooobobobo

god
O

10

20

30

40



(35) JP 4657454 B2 2011.3.23

# 1
Pfu DNARY A S —EEROTES LIMEEY
VIZFNMmAE D (RLU)

DN A Ty AV LHY'  HikHHT HEALLS
NT oSSR 591296 872780 16306000
T EESE 60692 69318 868996
UL 7618 10084 16840

1 BEao Ak

2 AFRIFDOHLL

3 avbuo—JV

oooooao
ooono

& 2
Tag DNARY 25 —E2RWTEL LIHEBEY

vrFNhamAEBY (RLU)
DNAZ¥ Ty AV LHD! hitkdH b2 Yofkts L3

T aESE 89626 134662 346000

REREGH 22602 18958 213350

U 5758 7238 14022

1 BRROGHE

2 FRWADHE

3 arbo—N
Ooooooo
0000000000000000000000000000000000000000
0000000000000000000000000000000000000000
0000000000000000000000000000000000000000
ooooooo
oooooo
00000000000000000000000
0000000000000000000000000000000000000000
000000000ADO00O0DOO00O0D0000000000000000000000
00000000000000000000000000000000000Mayo Fouda

tiond Rochester, MNO D D O OO OO

ooooooooao:

5"-CTCAGTTTTCCTGGATTATGCCNNA-3" (SEQ ID NO: 7)

N=0O 0O O -dA

o000 Uoo0ooDoo0o0U0o0DpO0OO0OO0OO0' DOOUODDODODOO" DODOoDOUOUDDODOO
ooooDoooooooooooooa



(36) JP 4657454 B2 2011.3.23

gboooooooonb:

57 -ACCATGCTCGAGATTACGAGCTAACCGATTGAATATGGAGCCNNG-3" (SEQ ID NO: 8)
ooooboooooobooao:
-GATCCTAGGCCTCACGTATTCTAACCGATTGAATATGGAGCCNNG-3" (SEQ ID NO: 9)
OCOoO0OD0D0OO0O000tailDO0OC0OCOOODDOOON=000-dA

5*
O

Oo0oDooooo0ooooogogogooooo

O

OO0 ooooogogogog
Oo0oooooogogooQg
oo oooooQgogooQg

Ooooooooooooogoooao
Ooooooooogoogoo

0

O

O

good
gboooobobobobppobOobO0obOobO0OO0OO0O0obOO0obOobOobOoonoonn
poOooooooOooooboopO0oOobobOOO0OOoO0obOOb0OoobobOboooobooo
gboooogobobobooogobobobobooooboboboboooDogono
Aooboooboobooboooooooboboboobooooobobobopp 0O

O

OOoo0oooogod

O

O

uboobooooobobobobooooboboboboooobann
oooboooooobOooooooooooboooooobooboooooao
oboboooooboobobobooooobooboboboooobonn
ugbobooooobooboobobooooobooboboboooobann
Biotra TrioO 0D D OO0 O0OOOOCOOCOODDOOOOOOODODODOGDO
gboboooooboobobobooooooboobobobooooobonn
gboboooooboobobobooboooboao

ooboooooobOoooooooboooooboooooooobocooooao
ooooooooooboooooobooooooooooooooooDoao

ooobOoooobobpO0oOoO0obOOOOO0OO0ODODOOOOODODOOOODOO

goboo.0pgobopbObOO0oOO0ODOOOODDODODODODODODODODO DO OO
Aoboooboboboooboobobdopobobobobobobobobooboobao
ooooboooooobooocoooboobooooobooooboooooboboOboooooboood

ogooooao
gooao
% 3
¥y 7 F il € (RLU)

# O 7 /sl T/ HikdHn?
B AR 9626 7896
AR AR 7240 8588
AR AR 7984 7496
B AR AR 7972 7116
AF 508 A 262268 374424
AF 508 HpaM 258164 374000
AF5H08/ BpHER 100208 385316
AF508/ Br4ERY 169350 384366

1 2> ho—jb
2 AFRHOAE
0O0O0D0O0O0

10

20

30

40

50



37) JP 4657454 B2 2011.3.23

gbooboooooobooboobobobooooboobobobooboooboobobobao
oooobooooooboooooboooooobooboooooboboooobobooooobooo
oooboooooobooooboooooooao

gbooog

gbodgodaoaao gbododgoooogobodgan

ooooooood
0 G551D0 R553X0O
ugbooobooaoaao
ooooooood
g
gbooooooan:

5" -GCCTTTCAAATTCAGATTGAGCNNA-3" (SEQ ID NO: 10)

OOON=DOOO0O-dA

gboooooooobgobobobooor boboboboobo" obobobobobao
ugboobooobooooobooboobanb

ooobooooobood

57" -ACCATGCTCGAGATTACGAGGACATTTACAGCAAATGCTTGCNNA-3" (SEQ ID NO: 11)
gboboooooooonb:

5" -GATCCTAGGCCTCACGTATTGACATTTACAGCAAATGCTTGCNNA-3" (SEQO ID NO: 9)
Ooo0oO0OD0ODDO* 0D00tail0” ODOODODDOOOON=OO0O-dA
gboobooooooobgoboboboooobooboboboobooooobobobao
ugbodaod

oooooao

gobooao

O000DDODO0O0000000Q0O0O0O0ODDOOO0O0OOOeGes542X
RGEOTO 000 DDODOODDNDDODODOO0DDDODOO0DOoOOoDODOoOOn
oo0o0oDoDoDoOO00o0oO0oo0ooooooDDDOoDOoOooDoooooao
0000000 0Mayo Foudationd Rochester, MNO O OO OO 0O

I [y I R B Iy
I o A o I

10

20



(38) JP 4657454 B2 2011.3.23

x 4
¥ 7 F+ v @ E (RLU)

R L7 /sl s /{itkdbp?
BPHER B R 6430 4130
eI p s N 5208 4380
Fraem S EpAERY 6436 4656
ekl S| 7282 4486
PR PP AR 1258 2488
BPATY BT 8406 5442
Go2X "BPHERI 37588 85638
God2X /BRI 60706 101896
G551D /BFHE! 23340 85816
Gh51D /B RY 31388 153038
R553X HpLERY 13660 81996
R563IX FFHRY 20978 99774
R560T ~#p4RY 30374 1297176
R560T ¥ 45 42100 128442
G561D /R553X 38908 151542
G551D, R553X 35964 166728

1 avhrbo—i

2 FRHDHE

oooooo

ooooboooooobooooobooooooobooooobobooooboooobooo
gbobooooooobgobobobooooboboboboono

gbooood
gooooooooboooooooogooooooooooooooooogooooog
goooooogan
gboobooooooboobooboboboooobooboobobooboooboobobobao
ugbdoooooobouoboboboobooooboboboboobooobouobobobaa
gooobooooo*woooo*™woooooobooooobooooooboooobooo
gbooboooooboboboboobobobao
ugbooboooooboobooboboobobooobooboboboobooooobobobaa
oooboOooooooan
Ooo0ooOOoO0o0oobooOoO0ooboDbDboO0oooDbDoOOoOooooOoOoOooDoDeEo8D D DOOOO
gcoooq@sor00oogoooooooDoOoOooOooooooooDDoDOoOoOoOoOooo
ooooOoooobooocoooboooooooooooobao
gooobooooooboooooboooooooboooooboocooobobooooboOooo
gboobooooooobgobobobooooboobooboboo" ooboobobobao
ugbooogooooboobobobooboooobuobobobobooobo” boboba
oooooooooboo boboooooobOooooboooooboogo” booo

10

20

30

40

50



gbooooooboobao

(39) JP 4657454 B2 2011.3.23

0o0o00aoo
o000
# 5
Y7+ #lE (RLU)
AATSA<— 3 -5/ BiHTSA<—:%-25)

M BHT 54— :8-257) BHETS5A<— 3y -25/
s darin g i dapil] 3494 29464
PRy SRR 4488 91644
PR BT 3944 69822
AFH08/ BrA 8l 679646 1030254
A F 508/ B 625680 971278
A F508/ B4 617978 1043210
AT507/ BpE=HY 579500 998724
0oo0o00aoo
0000000000000 D0000O0O00D0O0O00O0O0O0DO0DO0OOD0OO0O0O0OoDoOonan
0000000000000 000000000000000000000000000
00000000
000000
0000000000000 000000
0000000000000 00000000000000000O00Ex11-fe/rled 0
0000000000000 D0000D0O0O0OMMOODOODODDODODOODODO
0000000000000 O0000O0O00D00O00D0O00O000O0O0DO0000000an
00000000000 Ex1l-f2/rl0 0000000000000 000000D0000
0000000000000 f/rI00000000O0CFIROODODDOODODODOD
0000000000000 D0000D0O00DO0ODO0ODO0OO0DO0ODO0ODDOO0DOO0DOOaO
0000000000000 00000000
O00Ex1l-fe/rle0 000 0000D0O00O000 :
0000000 (ODODD0OO00):
5°-0 0 O O -TAGAAGGAAGATGTGCCTTTCANNA (SEQ ID NO: 12)
5°-0 00000 O -TAGAAGGAAGATGTGCCTTTCANNA(SEQ 1D NO:13)
O0ON=000 dA
O00D0O000 (QOO0O00):
5" -GATCCTAGGCCTCACGTATTGACATTTACAGCAAATGCTTGCNNA-3" (SEQ ID NO: 9)
5" -ACCATGCTCGAGATTACGAGGACATTTACAGCAAATGCTTGCNNA-3" (SEQ ID NO: 11)
000N = etheno dA
0000000000000 D000' 0000000000000 0000000000
0ooono
0O000DD0DO0O0O0DDDO(RSS3D/(F5080 0 0)0O0ODDDOS500000000000000
0000000000000 D00000O0000O0O0OOMMOODOOOODOOODOODGO
0000000000000 000000000000000000000000000
00000000 (@s1 DMWT) D 000N 0ND0NONDNDNDNDONDNDNDDONONONonDoDOonan
000000
0ooo0oaon

10

20

30

40

50



(40)

ugbOxogogooooobobooooboobobobooboo . bobobooooboobaonob
goooboooooooocoobo,0ocooooooooan
UxO0OoOooooobooouoo,000.ooboooobooo0ooobooboOboooooboood
Ux O0ooodoooobooooo,0o00o0.0bopoobob00ooobon
uybd.0copobobobooboonbd
ooobOoooO0oxDODOoOooooooooboopwp O
UOxO0oOooooobooocooboobbooooboooooboobo.ooobooogoo,o0obood
gbooood

goooogao
gobooboooooogoobgobobobooooboboboboboooobobobao
gbooboooooobooboobobobooooboobobobooboooboobobobao
ugbdoooooobouobobobooboooobuoboboboobooobouobobobaa
000000000000 000000000T000000000000000000
gboobooooooobgobobobooooboboboboobooooboobobobao
ugbdooboooooboobogoboboobooooboboboobooboooboobobobaa
ooooboooooobooooobooooooobooooobooooobooboooobooo
gboboooooogobgoboboboooobobobobobooooobobobao
ugbobooooobooboobobooonn

goooooooobooooooooboooooboo.oooboocOooboboboopbO0DbOOnOO
ooo.0tcp0b0b0OCO0OO0OO0ODOOOO0OODODOOOODOOOODODOOOODODOOOO
ooooooooobooooooooooobbooooobooooobboooobooo

ugbooboooooooboobaobad
oooooao

JP 4657454 B2 2011.3.23

10

20



O Ooo0ooooaog

(41) JP 4657454 B2 2011.3.23

J& ECE 5 B A v b
FERy PAI—PIw IR
(NM) ddH,0O 112.6 ¢l

(2y ) 10xEFHHD 16.8 u1
IXTdNTP's 134441

TS5 2 6.7201 xFULll—+y FD {2/rl)

FiiITd Y vil—ty FD—x5 )/ (f2e/rle)
Pfu DNA Y A 5—+ 1684

10
151.2 4yl (Fa—7%7-D18¢1) + 241 DNA
E A
MAbfRwy P XF¥—bFIwv I X:
(MM) ddH,0 105.8 1
(1tvy M) 10 < @R D 16.8 1
1XZANTP's 13 44¢1
XTS5 7— 6. 7211 TF 11—ty FD (f2e/rle)
hxrs/MAbD 6. 7211 12, 5uM NAb
FEEAFRICTLOAMA v ar—Y a2y L, FROLOEFEMUI : 20
Pfu DNABY AS—+ 1. 6841
151.2 1 (Fa2—72/-018:1) + 211 DNA
Fid
P79 7AVrhky bRAIY—FIiv IR (FB
(WM —BL) ddH.,0 106.9241  Bio¥hittaker (#16-001Y)
(2tv b)) 10xEHEmED 16.2 1
I1XEdNTP's 25.92¢  Pharmacia (#27-2035-02) 30
TS5~ 12.96¢1 =¥V 11—ty FDEY/rD
gl =&V IL—Ev be (f2e/rle)
129. 611 (Fa—7247-918¢1 BL)
7w 7 A . Perkin-Elmer Ampliwax PCR Gems
Ty PRV bisky FAZ—F I w22 (FB)
(WM —BL) ddH,0 110. 1641
(2 b)) 10x<#E@##ED 16.2 1l 40
Pfu DNA R A S5—+ 3 24p1
180.0 n1 (Fa—7H7-014, 41 TL) +
3.6¢1 DNA
00000
000000000000 0000000000000 0000000000000
0000000000000 00000000000000000000000000
O000000000000000000000000000000000000000
0000000000 .0p000000000000000000000000000
000000000000 000000.0p000000000000000000
0OOoo0ooDooOoooooao 50



(42) JP 4657454 B2 2011.3.23

gbooooooboupbO0obOobO0obO0oO0OO0OO0obOobOoboboboooboobobobao
od
ooobooooooboooobpybOO0oOobobOOO0OO0OO0ODbDOOOO0DODODOOOO0ODbDODOO
gboboooooboobobobooobobo

Oo0oooon
DNAZEBHH :
Fa—F# DNAILDE HBizFH a X v b B hiclgR

1 Cl.~TMRO] ¥T./VT L 1) —

2 C1,/INRO1 ¥T,/¥T L)) -

3 C1,7THRG1 ¥T,/¥T ¥T -

4 A N/ H20 AL 100797 A%HF+7Tarbu—i -

5 C4,707552  R553X.7AFH08 FEMHI0RUII1ZERE +

6 C4-07552  RH5H3X,7AF08 FEMHIIIRUIIZRE +

T CA707552  RH53X./AFS08 FEA10RU11ZERE +

8 C3.708338 GHH1D,/WT FEHEMIZEG +
Oooooon
OO0ODO0OO0OBiometra trioD0 0 000000 DO0OOODODOODOON
0000000000000 00O0OO0O0O0ODOD0OO0O0ODODOOO0O0DOoDoOoOoooooagan
0000000000000 00000O0000000000O0O00O0O0O000o0o0a0an
0000000000000 00000000O0
0000000000000 D00OpO00000000000000.00p000000
0000000000000 D.00p00000000000p0O000000000
0000000000000 0000000000000000000000000000
0000000000000 O00OO0O0O00O0
0000000000000 O0O0O0O0O0O0O0O0OOQan
Oooooon
oooano



gugodauo

(43) JP 4657454 B2 2011.3.23
#z 6
YUFV B hi
Fa—=T# DMILD#E EEFN ¥E LD 8 R
FHLF )Ty 7RIS U
1 C1./TMRO1 ¥T./¥T 63026 — FP
2 C1.7IMR91 WT,¥T 34164 - FP
3 C1IMR91 LIV i} 38302 — FP
4 TS50 H20 AL 100797 9214 - -
5 C4.707552 R553X.” AF508 65254 + +
6 C4,707552 R553X.~ AF508 75200 + +
7 C4.707552 R553X.” AF5H08 97054 + +
8 C3.708338 GHo1D, /KT 12384 + +
ITF) 0y 7RI
1 C1,/IMR91 WT/¥T 5850 — -
2 C1/IMR91 WT/¥T 6774 - —
3 C1,7/TMRS1 WT/WT 6068 — —
4 TS5y H20 AL 100797 8404 — -
5 C4,/07552 R553X/ AF508 108688 + +
6 C4.7 07552 R553X./ AF508 88624 + +
7 C4,707552 R553X, AF508 95486 + +
8 C3.708338 551D,/ WT 102846 + +
x5/ / MAb
1 C1,/1MR91 WT/¥T 4968 — —
2 C1./TMR91 WI/¥T 5138 — -
3 C1,7IMR91 WT/VT 5340 — —
4 VA MY H20 AL 100797 7682 — —
5 C1,707552 R553X,” AF508 338170 + ++
6 C4,707552 R553X,” AF508 317508 + ++
7 C4,707552 R553X. AF508 321056 + ++
8 C3.708338 G551D,/¥T 289190 + ++
oooooao

10

20

30

40



Fa—T#

7)./
1

0 -1 O O = W N

157/

[y

N ~1 X O = W

s

DNA LD. #

2w 7R

C1./1MR91
C1./TMR91
C1./IMR91

TS50
C4,707352
C4.707552
C4,707552
3708338

w7 A
C1,/TMR91
C1,71MR91
C1.”IMR91

TS50
C4,707352
C4./07552
C4.707552
C3.708338

AHT4aT

FP #BRIT47
HB &9 275%9 2 F

gbooooao
ugoduo

(44) JP 4657454 B2 2011.3.23
£ 6 ()
YR BEEhE
BETE  MEGL B R BEER
WI/¥T 13588 ~ -/iB
KT /¥T 20320 - -/HB
¥T,/¥T 13012 — -/HB
H20 AL 100797 10014 - - HB
R553X, AF508 170658 + +
R553X.” AF508 167804 + +
R553X AF508 192894 + +
G551D,/¥T 172868 + +
¥T,/¥T 50947 — -
¥T/¥T 1754 - -
¥T,/¥T 2078 — —
H20 AL 100797 6104 - -
R553X,7 AF508 340588 + ++
R553X, 7 AF508 350484 + ++
R553X,” AF508 400650 + ++
GhH1D/WT 356344 + ++

+ ROF 4T
FN #BxA747

10

20

30



Ooooooo0oooooo0o oo oDoDooooooDooogoooao

#z T

(45)

JP 4657454 B2 2011.3.23

#6107 U7c & 3 A O R0 Gi

VITFNS Ny

. Y I [ i [

) )

Oooooo4oooooo4oooooooggoo
Ooooooo0ooooooooDooogQgoo
Oooooooooooooooooogoogoao

O Oooo
O 0Oooo
O o0Oooo
O 0Ooo

Ros75uuk  RYF 4T sUSUVEKR
R i 1.D, ¥+ (RLU) 2 73 IV (RLD) GEES 129
FLF/) /Ty s AL 4516415607 7916916267 1.75% 0.70
5Ty p AL 6231+ 483 9759910198  15.66= 2.04
x5 /MAb 5149+ 186 32557811048  63.24% 3,14
Fr7/ /Ty 7 ABY 15640k 4063 17711913736 1132+ 3.07
IF) /Ty YRS 5975+ 1540 36390732203  60.90=:16. 60
oooooao
gonf
ugbdoooooobouoboboboobooooboboboboobooobouobobobaa
goooooo .o+x0.0000C0cO0O0o0bOoooo0obobOoo0ooooboboooooao
goboboooooobgobobobobooobobobobobooboooobonn
ugboboooooobobobobobooobobobobobooooobooann
O+x0.000000.0+0 .0O0000O0O0CO0CO0O0OOOO0OO0OOOOOO00OD0OO
goboboobooooobgoboboboboooboboboboboobooooDoonon
uboobooooooboooboobobooobooooobobo.0b+xbOobOoboboog.

obougbobdoboouoouobuoboboobooouobuobobobooobooba
.Joobooooooboooobooocoobobboogoobooo

OOoooood
OOoo0ooood
OoOoo0ooood
O O0Oo0ooood
OOoooood
OoOoooood
OO0Ooo0oo0oo0ood
OOoooood
OOoo0ooood

O OooOoooaog
O Oooooo
O 0Ooo0oo0ooao
O Oo0oooaog
O Ooo0oooo
OOoo0oooao
O 0Ooo0oo0oo0oao
O Ooo0oooaog
O Ooo0oooo
O 0Ooo0oo0ooao
O Ooo0oooog
O Ooo0oooo
O Ooo0oooao
O O0Oo0oooaog
O Oooooao
O Ooo0oooo

O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
OJ
O
O

I R

OOoo0oo0oogaoo

O

Oo0Oo0oood

Oo0Oo0ood

OOooo0ogao

O

OoOoo0oood

OO0Oo0ood

uboooobooboboobooobgnn
oooobOooooboooobooo
gboooobobobobooobogno
gboooobooboboobooobonn
oooobOooooboooobooo
oooobooooboooobooboo
oooobOoooobooooboog
gboooooboobobobooobonn
uboooobooboboboooboan
ooooobooog
gboooobobobobooobogno
ubooooboobobobooobooan
g

gbooaod

ooooaon

10

20

30

40



Ooooao
2 }7Ps
+
BS+NTP'S+NP
MN1
5125253; 5'“7'
—— N
OP1 0oP2
OP1
5 oo 3
MN1=8S
3 %
3 : }ps
J oP2
|a
+NTP'S+NP
MN7
5' dozm Sy 5 3
+ Y ezzzm~ + DBS
oP1 l oP2
5 OP1
i Ps
) T
7 op2 op1
N FoPt
AN e
E——.7/
| oP2
TPS®
TNFTINaE—
oooao
oP4
854MN4 " i 5 G6=MN5 Fo 5
5 e 81 5 L8 Al
A{J' . ~ ” 5{3‘ —4 =
Po = Pa
MN5=855 M MN5=855
Uy gz
T 0P5
A +NTP'S+NP NP+NTP'S+ &
L ¥ i B LZ@
Ps oF5
Al
81 \’m +DBS4+DBS5 7 +DBS5+DBSE
ki OP4 oP6
oPs
oPs J’POE.:‘f . oP5 ‘Ff’r}f a
5 == 5
{3 8{%
1_7“ —’%M Pa_opg L2 _'% Pa_op4
P
L10?D55 ‘Pa {, A1 L10P5 lPa ¢, 8
A el A2 \Z2,  vdisr
an{3 B1 39{5. Al
3 ———fEsT
U po 0P e O
“0/35 2 LTops B2
N 5‘\“'—‘“\#’H
A {3 ———P——\CA/ B 35
——
- B - B
o\ / 5
M
1
A.{L| n\‘(||)_/ H Ve
1
M‘:',"GIRBz L2
|
AZJ'{I):BI
L H
e dl ~ -

L2

(46)
Ooodoao
3 }7Ps
+
NP+BS1+NTP'S+852
MN1 MN2
5'&22223[4- S'JZZZZZZDJJ
S e
OP1 1 oP2
OP1
5 3
BS1=MN1
» —X
2 }1ps
MN2=B52
3’ 5
—
1 A OP2
DBS1+NTP’S+DBS2
MNT MN2
+ 5I£zzzzzzzn3+ S'QEzm‘} + NP
M N
OPI1 l orP2
5 OP1
3 — —
TPS
—%._ ;
7 op2 opP1
N op7
—_—
m— ;7
‘ oP2
TPS®
INFFIaE—

JP 4657454 B2 2011.3.23



(47) JP 4657454 B2 2011.3.23

gbooooogooan

(72000 00000000
0000000000000000000000000000000000000000

(72000 000000000
00000000000000000000000000000000000000000000
0oo

(72000 0000000000
00000000000000000000000000000000000000000000
ooooQ

(72000 00000000
00000000000000000000000000000000000000000000
0000000000

ubog gbodaod

Ge)DOO0O OOOOoobboobooobooobog
gboboobooboooobooooao
ooooooboobooooooooo
oooooobooboooooooboooo
gboboboboboobobobobooa
gboboboboobobobobdaod
oobooooboobooooooobooobo

(58)0000D0O(Int.Cl.O00n)
C12N 15/00-15/90
PubMed
JSTPlus/IMEDPlus(JDreamlI)
CAplus/BIOSIS/MEDLINE/WPIDS(STN)



	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

