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【年通号数】公開・登録公報2017-040
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【手続補正書】
【提出日】平成30年2月19日(2018.2.19)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　テンプレート二本鎖ポリヌクレオチドを修飾する方法であって、
　（ａ）前記テンプレートポリヌクレオチドを、ＭｕＡトランスポサーゼ、ならびに各々
が（ｉ）少なくとも１つのオーバーハング、および（ｉｉ）前記少なくとも１つのオーバ
ーハングを含む鎖とは反対の鎖内の少なくとも１つのヘアピンループを含む二本鎖ＭｕＡ
基質の集団と接触させ、その結果、前記トランスポサーゼが前記テンプレートポリヌクレ
オチドを断片化し、前記基質を二本鎖断片の一方または両方の末端にライゲートし、それ
によって複数の断片／基質構築物を生成するステップ、
　（ｂ）前記断片／基質構築物をポリメラーゼと接触させ、その結果、前記ポリメラーゼ
が前記オーバーハングを含む鎖を外し、前記ヘアピンループを含む鎖を相補する鎖と置き
換え、それによって、各々が前記テンプレートポリヌクレオチドの二本鎖断片を含む複数
の二本鎖構築物を生成するステップ、および
　（ｃ）前記二本鎖構築物の２本の鎖を分離し、それらの鎖をテンプレートとして使用し
て、少なくとも１つのヘアピンループによって連結された２本の相補鎖を各々が含む複数
の修飾二本鎖ポリヌクレオチドを形成するステップ
を含む方法。
【請求項２】
　ステップ（ｃ）が、ｐＨ、温度およびイオン強度のうちの１つまたは複数を上昇させる
ことによって前記二本鎖構築物の２本の鎖を分離することを含む、請求項１に記載の方法
。
【請求項３】
　ステップ（ｃ）が、前記分離された鎖をポリメラーゼと接触させ、その結果、前記ポリ
メラーゼが前記鎖をテンプレートとして使用して前記複数の修飾二本鎖ポリヌクレオチド
を形成することを含む、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　ステップ（ｃ）が、（ｉ）前記複数の分離された鎖を、前記鎖内のヌクレオチドのすべ
てに相補的であるヌクレオチドのあらゆる可能な組み合わせを含むヌクレオチドオリゴマ
ーの集団と、前記オリゴマーが前記鎖にハイブリダイズすることができる条件下で接触さ
せること、および（ｉｉ）前記鎖にハイブリダイズするそれらのオリゴマーを一緒にライ
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ゲートして、前記複数の修飾二本鎖ポリヌクレオチドを形成することを含む、請求項１ま
たは２に記載の方法。
【請求項５】
　ステップ（ｃ）が、前記複数の二本鎖構築物をポリメラーゼと接触させ、その結果、前
記ポリメラーゼが、同時に、前記二本鎖構築物の２本の鎖を分離し、前記鎖をテンプレー
トとして使用して前記複数の修飾二本鎖ポリヌクレオチドを形成することを含む、請求項
１に記載の方法。
【請求項６】
　前記少なくとも１つのヘアピンループが、各基質の２本の鎖を連結せず、場合により前
記少なくとも１つのオーバーハングが、４、５または６ヌクレオチドの長さである、請求
項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　各基質が、選択可能な結合部分を含む、請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　各基質が、膜貫通ポアを優先的に通り抜けることができるリーダー配列を含む、請求項
１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　（ｄ）Ｙアダプターを前記複数の修飾二本鎖ポリヌクレオチドのヘアピンループとは反
対の末端に付着させるステップをさらに含み、前記Ｙアダプターが、膜貫通ポアを優先的
に通り抜けることができるリーダー配列を場合により含む、請求項１～７のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項１０】
　１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質を前記複数の修飾二本鎖ポリヌクレ
オチドと結合させるステップをさらに含む、請求項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　テンプレートポリヌクレオチドを修飾するための二本鎖ポリヌクレオチドＭｕＡ基質の
集団であって、前記基質が請求項１、６および７のいずれか一項において定義した通りで
ある、集団。
【請求項１２】
　テンプレートポリヌクレオチドを特性評価する方法であって、
　ａ）請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法を使用して前記テンプレートポリヌク
レオチドを修飾して、複数の修飾ポリヌクレオチドを生成するステップと、
　ｂ）各修飾ポリヌクレオチドを膜貫通ポアと、各ポリヌクレオチドの少なくとも１本の
鎖が前記ポアを通って移動するように接触させるステップと、
　ｃ）各ポリヌクレオチドが前記ポアに対して移動するときに、各ポリヌクレオチドの１
つまたは複数の特性を示す１つまたは複数の測定値を取り、それによって前記テンプレー
トポリヌクレオチドを特性評価するステップと
を含む方法。
【請求項１３】
　前記修飾ポリヌクレオチド／各修飾ポリヌクレオチドの両方の鎖が前記ポアを通って移
動する、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　接触させるステップ（ａ）または接触させるステップ（ｂ）が、前記修飾ポリヌクレオ
チド／各修飾ポリヌクレオチドを、ポリヌクレオチド結合タンパク質と、前記タンパク質
が前記ポアを通る前記ポリヌクレオチド／各ポリヌクレオチドの移動を制御するように接
触させることをさらに含む、請求項１２または１３に記載の方法。
【請求項１５】
　テンプレート二本鎖ポリヌクレオチドを修飾するためのキットであって、（ａ）請求項
１、６および７のいずれか一項において定義した通りのＭｕＡ基質の集団と（ｂ）ＭｕＡ
トランスポサーゼと（ｃ）ポリメラーゼとを含むキット。
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【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０２３８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０２３８】
　ｄＡテーリング、酵素が前負荷されたアダプターのライゲーション、およびテザーのハ
イブリダイゼーション（実施例１．４～１．６で説明した通り）によってこの鎖をさらに
修飾して、（実施例１．７で説明したように）ナノポア系を使用して特性評価することが
できる鎖を生成することができた。
　また、本発明は以下を提供する。
［１］　テンプレート二本鎖ポリヌクレオチドを修飾する方法であって、
　（ａ）前記テンプレートポリヌクレオチドを、ＭｕＡトランスポサーゼ、ならびに各々
が（ｉ）少なくとも１つのオーバーハング、および（ｉｉ）前記少なくとも１つのオーバ
ーハングを含む鎖とは反対の鎖内の少なくとも１つのヘアピンループを含む二本鎖ＭｕＡ
基質の集団と接触させ、その結果、前記トランスポサーゼが前記テンプレートポリヌクレ
オチドを断片化し、前記基質を二本鎖断片の一方または両方の末端にライゲートし、それ
によって複数の断片／基質構築物を生成するステップ、
　（ｂ）前記断片／基質構築物をポリメラーゼと接触させ、その結果、前記ポリメラーゼ
が前記オーバーハングを含む鎖を外し、前記ヘアピンループを含む鎖を相補する鎖と置き
換え、それによって、各々が前記テンプレートポリヌクレオチドの二本鎖断片を含む複数
の二本鎖構築物を生成するステップ、および
　（ｃ）前記二本鎖構築物の２本の鎖を分離し、それらの鎖をテンプレートとして使用し
て、少なくとも１つのヘアピンループによって連結された２本の相補鎖を各々が含む複数
の修飾二本鎖ポリヌクレオチドを形成するステップ
を含む方法。
［２］　ステップ（ｃ）が、ｐＨ、温度およびイオン強度のうちの１つまたは複数を上昇
させることによって前記二本鎖構築物の２本の鎖を分離することを含む、［１］に記載の
方法。
［３］　ステップ（ｃ）が、前記分離された鎖をポリメラーゼと接触させ、その結果、前
記ポリメラーゼが前記鎖をテンプレートとして使用して前記複数の修飾二本鎖ポリヌクレ
オチドを形成することを含む、［１］または［２］に記載の方法。
［４］　ステップ（ｃ）が、（ｉ）前記複数の分離された鎖を、前記鎖内のヌクレオチド
のすべてに相補的であるヌクレオチドのあらゆる可能な組み合わせを含むヌクレオチドオ
リゴマーの集団と、前記オリゴマーが前記鎖にハイブリダイズすることができる条件下で
接触させること、および（ｉｉ）前記鎖にハイブリダイズするそれらのオリゴマーを一緒
にライゲートして、前記複数の修飾二本鎖ポリヌクレオチドを形成することを含む、［１
］または［２］に記載の方法。
［５］　ステップ（ｃ）が、前記複数の二本鎖構築物をポリメラーゼと接触させ、その結
果、前記ポリメラーゼが、同時に、前記二本鎖構築物の２本の鎖を分離し、前記鎖をテン
プレートとして使用して前記複数の修飾二本鎖ポリヌクレオチドを形成することを含む、
［１］に記載の方法。
［６］　前記少なくとも１つのヘアピンループが、各基質の２本の鎖を連結しない、［１
］～［５］のいずれか一項に記載の方法。
［７］　前記少なくとも１つのオーバーハングが、４、５または６ヌクレオチドの長さで
ある、［１］～［６］のいずれか一項に記載の方法。
［８］　各基質が、選択可能な結合部分を含む、［１］～［７］のいずれか一項に記載の
方法。
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［９］　各基質が、膜貫通ポアを優先的に通り抜けることができるリーダー配列を含む、
［１］～［８］のいずれか一項に記載の方法。
［１０］　（ｄ）Ｙアダプターを前記複数の修飾二本鎖ポリヌクレオチドのヘアピンルー
プとは反対の末端に付着させるステップをさらに含み、前記Ｙアダプターが、膜貫通ポア
を優先的に通り抜けることができるリーダー配列を場合により含む、［１］～［８］のい
ずれか一項に記載の方法。
［１１］　１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質を前記複数の修飾二本鎖ポ
リヌクレオチドと結合させるステップをさらに含む、［１］～［１０］のいずれか一項に
記載の方法。
［１２］　［１］～［１１］のいずれか一項に記載の方法を使用して生成される複数の修
飾二本鎖ポリヌクレオチド。
［１３］　テンプレートポリヌクレオチドを修飾するための二本鎖ポリヌクレオチドＭｕ
Ａ基質の集団であって、前記基質が［１］、［６］、［７］および［８］のいずれか一項
において定義した通りである、集団。
［１４］　［１］～［１１］のいずれか一項に記載の方法を使用して修飾された少なくと
も１つのポリヌクレオチドを特性評価する方法であって、
　ａ）修飾ポリヌクレオチドを膜貫通ポアと、前記ポリヌクレオチドの少なくとも１本の
鎖が前記ポアを通って移動するように接触させるステップと、
　ｂ）前記少なくとも１本の鎖がポアに対して移動するときに、前記少なくとも１本の鎖
の１つまたは複数の特性を示す１つまたは複数の測定値を取り、それによって前記修飾ポ
リヌクレオチドを特性評価するステップと
を含む方法。
［１５］　テンプレートポリヌクレオチドを特性評価する方法であって、
　ａ）［１］～［１１］のいずれか一項に記載の方法を使用して前記テンプレートポリヌ
クレオチドを修飾して、複数の修飾ポリヌクレオチドを生成するステップと、
　ｂ）各修飾ポリヌクレオチドを膜貫通ポアと、各ポリヌクレオチドの少なくとも１本の
鎖が前記ポアを通って移動するように接触させるステップと、
　ｃ）各ポリヌクレオチドが前記ポアに対して移動するときに、各ポリヌクレオチドの１
つまたは複数の特性を示す１つまたは複数の測定値を取り、それによって前記テンプレー
トポリヌクレオチドを特性評価するステップと
を含む方法。
［１６］　前記修飾ポリヌクレオチド／各修飾ポリヌクレオチドの両方の鎖が前記ポアを
通って移動する、［１４］または［１５］に記載の方法。
［１７］　前記１つまたは複数の特性が、（ｉ）前記ポリヌクレオチドの長さ、（ｉｉ）
前記ポリヌクレオチドの同一性、（ｉｉｉ）前記ポリヌクレオチドの配列、（ｉｖ）前記
ポリヌクレオチドの二次構造、および（ｖ）前記ポリヌクレオチドが修飾されているか否
かから選択される、［１１］～［１３］のいずれか一項に記載の方法。
［１８］　接触させるステップ（ａ）または接触させるステップ（ｂ）が、前記修飾ポリ
ヌクレオチド／各修飾ポリヌクレオチドを、ポリヌクレオチド結合タンパク質と、前記タ
ンパク質が前記ポアを通る前記ポリヌクレオチド／各ポリヌクレオチドの移動を制御する
ように接触させることをさらに含む、［１４］～［１７］のいずれか一項に記載の方法。
［１９］　（ｉ）前記修飾ポリヌクレオチド／各修飾ポリヌクレオチドを、膜貫通ポアお
よび１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質と、前記ポリヌクレオチド／各ポ
リヌクレオチドの少なくとも１本の鎖が、前記ポアを通って移動し、前記１つまたは複数
のタンパク質が、前記ポアを通る前記ポリヌクレオチド／各ポリヌクレオチドの移動を制
御するように接触させるステップ、
　（ｉｉ）前記ポリヌクレオチド／各ポリヌクレオチドが前記ポアに対して移動するとき
に前記ポアを通過する電流を測定し、前記電流が前記ポリヌクレオチド／各ポリヌクレオ
チドの１つまたは複数の特性を示し、それによって前記ポリヌクレオチドを特性評価する
ステップ
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を含む、［１８］に記載の方法。
［２０］　前記修飾ポリヌクレオチド／各修飾ポリヌクレオチドを前記膜貫通ポアと接触
させる前に、前記１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質を、前記修飾ポリヌ
クレオチド／各修飾ポリヌクレオチドと結合させる、［１９］に記載の方法。
［２１］　前記１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質が、ヘリカーゼに由来
する、［１９］または［２０］に記載の方法。
［２２］　テンプレート二本鎖ポリヌクレオチドを修飾するためのキットであって、（ａ
）［１］、［６］、［７］および［８］のいずれか一項において定義した通りのＭｕＡ基
質の集団と（ｂ）ＭｕＡトランスポサーゼと（ｃ）ポリメラーゼとを含むキット。
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