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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 12月 16日 (2005.12.16)
【 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 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 患 者 の 便 に お け る ア ル カ リ 性 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ナ ー ゼ の 検 出 方 法 ：
１ ） 患 者 の を 収 集 し 、 そ れ を 乾 燥 す る 工 程 ；
２ ） 乾 燥 さ せ た 試 料 か － ４ グ ラ ム を 計 量 し 、 そ れ を ２ ０ ｍ ｌ の ホ モ ゲ ニ ゼ ー シ ョ ン ・
バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ２ ５ Ｍ 　 ス ク ロ ー ス 、 ０ ． １ ５ Ｍ 　 Ｋ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｋ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ 含
有 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ ） に 懸 濁 す る 工 程 ；
３ ） 試 料 を ４ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 ＋ ４ ℃ で ６ ０ 分 間 遠 心 分 離 す る 工 程 ；
４ ） 上 清 を 回 収 し 、 ４ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 ＋ ４ ℃ で １ ５ 分 間 再 び 遠 心 分 離 す る 工 程 ；
５ ） 標 準 と し て ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 用 い て ピ ア ス ・ プ ロ テ イ ン ・ ア ッ セ イ に よ り 上 清 中
の タ ン パ ク 質 含 量 を 測 定 し 、 各 試 料 に つ い て タ ン パ ク 質 濃 度 範 囲 ３ ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ か ら ４ ０
ｍ ｇ ／ ｍ ｌ を 用 い 、 そ し て ピ ペ ッ ト に よ り ２ ５ μ ｌ の 各 試 料 を ウ ェ ル に 移 す 工 程 ；
６ ） ２ ５ μ ｌ の 各 試 料 に 、 ６ ５ μ ｌ の ア ッ セ イ ・ バ ッ フ ァ ー （ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ ／ Ｈ Ｃ
ｌ 、 ２ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． １ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 含 有 、 ｐ Ｈ ９ ． ０ ） お よ び １ ０ μ ｌ の ２ ９
μ Ｍ ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン を 添 加 し 、 そ し て ア ッ セ イ ・ バ ッ フ ァ ー に ３ ｍ Ｍ の 濃 度 で 胆 汁 酸
塩 （ Ｔ Ｃ 、 Ｔ Ｄ Ｃ 、 Ｇ Ｃ 、 Ｇ Ｃ Ｄ Ｃ ） を 添 加 す る 工 程 ；
７ ） ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 ；
８ ） ピ ペ ッ ト に よ り １ ０ ０ μ ｌ の 各 標 準 凍 結 乾 燥 細 菌 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ナ ー ゼ お よ び １ ０
μ ｌ の ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン （ ２ ９ μ Ｍ ） を 取 り 、 試 料 と 同 様 に ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト す る 工 程 ；
９ ） １ 時 間 後 、 １ ０ ０ μ ｌ の 反 応 バ ッ フ ァ ー （ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ ／ Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４
、 １ ０ ｍ Ｍ 　 β － グ リ セ ロ リ ン 酸 、 ７ ５ ０ μ Ｍ 　 Ａ Ｔ Ｐ 、 ５ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ５ ｍ Ｍ 　 Ｅ

便 試 料
ら ３



Ｇ Ｔ Ａ 、 １ ０ ０ μ Ｍ ア ン プ レ ッ ク ス レ ッ ド 、 ８ Ｕ ／ ｍ ｌ ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ０ ． ２
Ｕ ／ ｍ ｌ コ リ ン オ キ シ ダ ー ゼ 、 ２ Ｕ ／ ｍ ｌ 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 含 有 ） を 添 加 す る
工 程 ；
１ ０ ） 反 応 物 を １ 時 間 以 上 、 ３ ７ ℃ で 光 か ら 保 護 し て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 ；
１ １ ） 蛍 光 マ イ ク ロ プ レ ー ト ・ リ ー ダ ー に お い て 励 起 範 囲 ５ ３ ０ － ５ ６ ０ ｎ ｍ お よ び 発 光
検 出 ５ ９ ０ ｎ ｍ に て 蛍 光 を 測 定 す る 工 程 ；
１ ２ ） 各 点 に つ い て 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 蛍 光 を ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ナ ー ゼ 非 含 有 コ ン ト ロ
ー ル か ら 値 を 差 し 引 く こ と に よ り 補 正 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ 】
　 体 液 に 対 し て 行 う 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 以 下 の 試 薬 の 試 料 を 別 々 に 含 有 す る 試 験 管 を 含 む 、 患 者 の 便 ま た は 体 液 に お け る ア ル カ
リ 性 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ナ ー ゼ を 検 出 す る た め の キ ッ ト ：
ａ ） 便 ま た は 体 液 中 、 ア ル カ リ 性 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ナ ー ゼ に よ っ て コ リ ン リ ン
酸 へ と 加 水 分 解 さ れ る べ き ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン ；
ｂ ） コ リ ン リ ン 酸 か ら コ リ ン へ の 加 水 分 解 を 触 媒 す る ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ；
ｃ ） コ リ ン を 過 酸 化 水 素 へ と 酸 化 す る コ リ ン オ キ シ ダ ー ゼ ；
ｄ ） 過 酸 化 水 素 と ｅ ） と の 反 応 を 補 助 す る た め の 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
ｅ ） そ の 蛍 光 が 便 ま た は 体 液 に 存 在 す る ア ル カ リ 性 Ｓ Ｍ ａ ｓ ｅ の マ ー カ ー と な る 蛍 光 化 合
物 レ ゾ ル フ ィ ン を も た ら す 、 ア ン プ ラ ー ・ レ ッ ド 試 薬 （ （ １ ０ － ア セ チ ル － ３ ． ７ － ジ ヒ
ド ロ キ シ フ ェ ノ キ サ ジ ン ） ） ； お よ び 、
ｆ ） 濃 度 標 準 と し て 用 い る 凍 結 乾 燥 し た 細 菌 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ナ ー ゼ 。
【 請 求 項 ４ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 患 者 か ら の 生 物 学 的 材 料 に お け る ア ル カ リ 性 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ナ ー ゼ
の 検 出 方 法 ：
１ ） 生 物 学 的 材 料 の 試 料 を 収 集 す る 工 程 ；
２ ） 試 料 を ホ モ ゲ ニ ゼ ー シ ョ ン ・ バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ２ ４ － ０ ． ２ ６ Ｍ 　 ス ク ロ ー ス 、 ０ ．
１ ４ － ０ ． １ ６ Ｍ 　 Ｋ Ｃ ｌ 、 ４ ５ － ５ ５ ｍ Ｍ 　 Ｋ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ 含 有 Ｈ ７ ． ４ に 調 整 ） に
懸 濁 す る 工 程 ；
３ ） 試 料 を 少 な く と も １ 回 遠 心 分 離 し て 上 清 を 回 収 す る 工 程 ；
４ ） 上 清 中 の タ ン パ ク 質 含 量 を 測 定 す る 工 程 ；
５ ） 上 清 の 試 料 に 、 ア ッ セ イ ・ バ ッ フ ァ ー （ ４ ４ － ５ ５ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ ／ Ｈ Ｃ ｌ 、 １ ． ９
－ ２ ． ２ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． １ ４ － ０ ． １ ６ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 含 有 、 ｐ Ｈ ８ ． ９ － ９ ． １ ）
お よ び ２ ８ － ３ ０ μ Ｍ ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン お よ び ア ッ セ イ ・ バ ッ フ ァ ー （ ２ ． ９ － ３ ． １
ｍ Ｍ の 濃 度 の 胆 汁 酸 塩 （ Ｔ Ｃ 、 Ｔ Ｄ Ｃ 、 Ｇ Ｃ 、 Ｇ Ｃ Ｄ Ｃ ） 含 有 ） を 添 加 す る 工 程 ；
６ ） ア ッ セ イ 混 合 物 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 ；
７ ） 工 程 ６ ） か ら の 試 料 と 、 ２ ８ － ３ １ μ Ｍ の ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン を 混 合 し 、
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 ；
８ ） 反 応 バ ッ フ ァ ー （ ４ ５ － ５ ５ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ ／ Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ３ － ７ ． ５ 、 ９ － １
１ ｍ Ｍ 　 β － グ リ セ ロ リ ン 酸 、 ７ ４ ５ － ７ ５ ５ μ Ｍ 　 Ａ Ｔ Ｐ 、 ４ － ６ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ４
－ ６ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｇ Ｔ Ａ 、 ９ ５ － １ ０ ５ μ Ｍ ア ン プ レ ッ ク ス レ ッ ド 試 薬 、 ７ － ９ Ｕ ／ ｍ ｌ ア ル
カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ０ ． １ － ０ ． ３ Ｕ ／ ｍ ｌ コ リ ン オ キ シ ダ ー ゼ お よ び １ ． ５ － ２ ． ５
Ｕ ／ ｍ ｌ 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 含 有 ） を 添 加 す る 工 程 ；
９ ） 反 応 混 合 物 を 少 な く と も １ 時 間 ７ ℃ で 光 か ら 保 護 し て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 ；
１ ０ ） 励 起 範 囲 ５ ３ ０ － ５ ６ ０ ｎ ｍ お よ び 発 光 検 ９ ０ ｎ ｍ に て 蛍 光 を 測 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 ５ 】
　 各 試 料 に つ い て 、 蛍 光 の 読 み を ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ナ ー ゼ 非 含 有 コ ン ト ロ ー ル か ら 値
を 差 し 引 く こ と に よ り バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 蛍 光 に つ い て 補 正 す る 、 請 求 項 ４ の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ピ ア ス ・ プ ロ テ イ ン ・ ア ッ セ イ に よ り タ ン パ ク 質 含 量 を 測 定 す る 請 求 項 ４ ま た は ５ の 方
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法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 以 下 を 含 む 患 者 か ら 得 た 生 物 学 的 試 料 に お け る ア ル カ リ 性 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ナ ー ゼ を 検
出 す る た め の キ ッ ト ：
ａ ） ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン
ｂ ） ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ，
ｃ ） コ リ ン オ キ シ ダ ー ゼ ，
ｄ ） 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ，
ｅ ） ア ン プ ラ ー ・ レ ッ ド 試 薬
ｆ ） 凍 結 乾 燥 し た 細 菌 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ナ ー ゼ 。
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