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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 6月 20日 (2006.6.20)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
　 　 【 請 求 項 １ 】 　 下 記 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 分 子 を 含 む 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド ：
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ： １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ： ５ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ：
　 （ ｃ ） 配 列 番 号 ： ６ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
　 （ ｄ ） 配 列 番 号 ： ７ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； 及 び
　 （ ｅ ） （ ａ ） － （ ｄ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 、 ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド お よ び ６ × Ｓ Ｓ Ｃ 中
、 約 ４ ２ ℃ の 中 等 度 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 、 ６ ０ ℃ 、 ０ ． ５ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ
の 洗 浄 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 当 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が Ｉ Ｌ － １ Ｒ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー に 結 合 す る 、 前 記 ポ



リ ヌ ク レ オ チ ド 。
　 　 【 請 求 項 ２ 】 　 下 記 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を
含 む 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ：
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ３ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ８ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｃ ） 配 列 番 号 ９ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｄ ） 配 列 番 号 １ ０ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｅ ） （ ａ ） － （ ｄ ） の ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ８ ０ ％ 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て
、 Ｉ Ｌ － １ Ｒ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー に 結 合 す る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド ； 及 び
　 （ ｆ ） （ ａ ） － （ ｅ ） の ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 で あ っ て 、 Ｉ Ｌ － １ Ｒ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー
に 結 合 す る 前 記 断 片 。
　 　 【 請 求 項 ３ 】 　 下 記 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 分 子 を 含 む 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド ：
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ４ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； 及 び
　 （ ｃ ） 配 列 番 号 ４ に 少 な く と も ８ ０ ％ 同 一 で あ り 、 Ｉ Ｌ － １ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー に 結 合
す る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
　 　 【 請 求 項 ４ 】 　 下 記 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ：
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ３ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ８ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｃ ） 配 列 番 号 ９ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｄ ） 配 列 番 号 １ ０ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｅ ） （ ａ ） － （ ｄ ） の ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ８ ０ ％ 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て
、 Ｉ Ｌ － １ Ｒ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー に 結 合 す る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド ； 及 び
　 （ ｆ ） （ ａ ） － （ ｅ ） の ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 で あ っ て 、 Ｉ Ｌ － １ Ｒ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー
に 結 合 す る 前 記 断 片 。
　 　 【 請 求 項 ５ 】 　 下 記 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ：
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ４ の ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｂ ） （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ８ ０ ％ 同 一 で あ り 、 Ｉ Ｌ － １ フ ァ ミ リ ー メ ン
バ ー に 結 合 す る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド ； 及 び
　 （ ｃ ） （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 で あ っ て 、 Ｉ Ｌ － １ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー
に 結 合 す る 前 記 断 片 。
　 　 【 請 求 項 ６ 】 　 請 求 項 １ 、 ２ 又 は ３ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 発 現 ベ ク タ ー
。
　 　 【 請 求 項 ７ 】 　 請 求 項 ６ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 又 は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
し た 宿 主 細 胞 。
　 　 【 請 求 項 ８ 】 　 請 求 項 ７ に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 、 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 促 進 す る 条 件 下
で 培 養 す る こ と を 含 む 、 ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ９ 】 　 請 求 項 ４ 又 は ５ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む オ リ ゴ マ ー ポ リ ペ プ チ ド
。
　 　 【 請 求 項 １ ０ 】 　 請 求 項 ４ 、 ５ 又 は ９ の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 。
　 　 【 請 求 項 １ １ 】 　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 抗 体 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ９ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ９ ２ 】
　
　 　 ：
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実 施 例 ２ ： 精 製 Ｉ Ｌ － １ ゼ ー タ お よ び Ｘ ｒ ｅ ｃ ２ ポ リ ペ プ チ ド の 使 用
ポ リ ペ プ チ ド 特 異 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ



　 Ｉ Ｌ － １ ゼ ー タ ま た は Ｘ ｒ ｅ ｃ ２ を 含 有 す る 試 料 の 系 列 希 釈 液 （ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｈ Ｃ Ｏ

3 中 、 Ｎ ａ Ｏ Ｈ で ｐ Ｈ ９ に 調 整 ） を 、 Ｌ ｉ ｎ ｂ ｒ ｏ ／ Ｔ ｉ ｔ ｅ ｒ ｔ ｅ ｋ 　 ９ ６ ウ ェ ル 平 底
Ｅ ． Ｉ ． Ａ ． マ イ ク ロ タ イ ト レ ー シ ョ ン プ レ ー ト （ Ｉ Ｃ Ｎ 　 Ｂ ｉ ｏ ｍ ｅ ｄ ｉ ｃ ａ ｌ 社 、 オ
ハ イ オ 州 オ ー ロ ー ラ ） に 塗 布 す る （ １ ０ ０ ／ ウ ェ ル ） 。 ４ ℃ で １ ６ 時 間 の イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 後 、 ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － ２ ０ を 含 有 す る ２ ０ ０ 　 Ｐ Ｂ Ｓ （ Ｐ Ｂ Ｓ － Ｔ ｗ
ｅ ｅ ｎ ） で ウ ェ ル を ６ 回 洗 浄 す る 。 次 い で 、 ５ ％ ウ シ 胎 仔 血 清 （ Ｆ Ｃ Ｓ ） を 含 有 す る Ｐ Ｂ
Ｓ － Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 中 １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｆ Ｌ Ａ Ｇ （ 登 録 商 標 ） 結 合 パ ー ト ナ ー と 共 に 、 ウ ェ ル を
９ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る （ １ ０ ０ ／ ウ ェ ル ） 。 次 い で ５ ％ Ｆ Ｃ Ｓ を 含 有 す る Ｐ Ｂ
Ｓ － Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 中 １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 抗 － Ｆ Ｌ Ａ Ｇ （ 登 録 商 標 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ ２ ） と
共 に 各 ウ ェ ル を ９ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し （ １ ０ ０ ／ ウ ェ ル ） 、 次 い で 前 記 に 従 っ て
洗 浄 す る 。 続 い て ウ ェ ル を ポ リ ク ロ ー ナ ル ヤ ギ 抗 － ｍ Ｉ ｇ Ｇ １ 特 異 性 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ 結 合 抗 体 （ ５ ％ Ｆ Ｃ Ｓ を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ － Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 中 の 市 販 原 液 １ ： ５ ０ ０ ０
希 釈 液 ） と 共 に 、 ウ ェ ル を ９ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る （ １ ０ ０ ／ ウ ェ ル ） 。 Ｈ Ｒ Ｐ
結 合 抗 体 は Ｓ ｏ ｕ ｔ ｈ ｅ ｒ ｎ 　 Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ 　 Ａ ｓ ｓ ｏ ｃ ｉ ａ ｔ ｅ ｓ 社 （
ア ラ バ マ 州 バ ー ミ ン ガ ム ） か ら 得 ら れ る 。 ウ ェ ル を 前 記 に 従 っ て ６ 回 洗 浄 す る 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ９ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ９ ３ 】
　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 実 施 す る た め に 、 基 質 ミ ッ ク ス ［ １ ０ ０ ／ ウ ェ ル の Ｔ Ｍ Ｂ 　 ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ 基 質 と ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 溶 液 Ｂ （ Ｋ ｉ ｒ ｋ ｅ ｇ ａ ａ ｒ ｄ 　 Ｐ ｅ ｒ ｒ ｙ 　 Ｌ ａ ｂ ｏ
ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｉ ｅ ｓ 、 メ リ ー ラ ン ド 州 ガ イ ザ ー ス バ ー グ ） の １ ： １ プ レ ミ ッ ク ス ］ を ウ ェ ル
に 添 加 す る 。 十 分 な 発 色 反 応 の 後 、 ２ Ｎ 　 Ｈ 2 Ｓ Ｏ 4 （ ５ ０ ／ ウ ェ ル ） の 添 加 に よ り 酵
素 反 応 を 停 止 す る 。 色 濃 度 （ リ ガ ン ド 受 容 体 結 合 を 指 示 す る ） を 、 Ｖ 　 Ｍ ａ ｘ プ レ ー ト リ
ー ダ ー （ Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｄ ｅ ｖ ｉ ｃ ｅ ｓ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ニ ー ベ ー ル ） で ４ ５
０ ｎ ｍ に お け る 吸 光 を 測 定 す る こ と に よ り 判 定 す る 。                             

(3) JP 2002-532094 A5 2006.8.10
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