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【手続補正書】
【提出日】令和3年6月9日(2021.6.9)
【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】
　核酸アセンブリのための方法であって、
　（ａ）複数のポリヌクレオチドを提供する工程であって、複数のポリヌクレオチドの各
々は複数のポリヌクレオチドの別のポリヌクレオチドに対して配列相同性の末端領域を含
まない、工程；及び
　（ｂ）複数のポリヌクレオチドをエキソヌクレアーゼ、フラップエンドヌクレアーゼ、
ポリメラーゼ、及びリガーゼと混合する工程であって、複数のポリヌクレオチドは隣接す
るポリヌクレオチド間の相補的配列に基づいて漸進的な所定の順序でアニールされる、工
程
を含むことを特徴とする方法。
【請求項２】
　エキソヌクレアーゼはエキソヌクレアーゼＩＩＩである、ことを特徴とする請求項１に
記載の方法。
【請求項３】
　フラップエンドヌクレアーゼは、フラップエンドヌクレアーゼ１、エキソヌクレアーゼ
１、ＸＰＧ、Ｄｎａ２、又はＧＥＮ１である、ことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　ポリメラーゼは５’～３’ポリメラーゼ活性を含む、ことを特徴とする請求項１に記載
の方法。
【請求項５】
　ポリメラーゼはＤＮＡポリメラーゼである、ことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　リガーゼは少なくとも２つの核酸の結合を触媒する、ことを特徴とする請求項１に記載
の方法。
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【請求項７】
　フラップエンドヌクレアーゼ１の濃度は約０．３２Ｕ～約４．８Ｕの範囲である、こと
を特徴とする請求項３に記載の方法。
【請求項８】
　エキソヌクレアーゼＩＩＩの濃度は約０．１Ｕ～約１０Ｕの範囲である、ことを特徴と
する請求項２に記載の方法。
【請求項９】
　ポリメラーゼの濃度は約０．０１Ｕ～約２Ｕの範囲である、ことを特徴とする請求項４
に記載の方法。
【請求項１０】
　リガーゼの濃度は約４．０Ｕ～約８．０Ｕの範囲である、ことを特徴とする請求項６に
記載の方法。
【請求項１１】
　核酸アセンブリのための方法であって、
　（ａ）第１の二本鎖核酸を提供する工程；
　（ｂ）第２の二本鎖核酸を提供する工程；
　（ｃ）５’～３’の順序で、５’フランキングアダプター配列、第１の二本鎖核酸に対
する第１の相同性配列、第２の二本鎖核酸に対する第２の相同性配列、及び３’フランキ
ングアダプター配列を含む第３の二本鎖核酸を提供する工程であって、ここで、第１の二
本鎖核酸、第２の二本鎖核酸、及び第３の二本鎖核酸は末端領域に非相同性配列を含む、
工程；及び
　（ｄ）第１の二本鎖核酸、第２の二本鎖核酸、及び第３の二本鎖核酸を、エキソヌクレ
アーゼ、エンドヌクレアーゼ、ポリメラーゼ、及びリガーゼを含む反応混合物と混合する
工程
を含むことを特徴とする方法。
【請求項１２】
　エキソヌクレアーゼはエキソヌクレアーゼＩＩＩである、ことを特徴とする請求項１１
に記載の方法。
【請求項１３】
　エンドヌクレアーゼは、フラップエンドヌクレアーゼ１、エキソヌクレアーゼ１、ＸＰ
Ｇ、Ｄｎａ２、又はＧＥＮ１である、ことを特徴とする請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　ポリメラーゼはＤＮＡポリメラーゼである、ことを特徴とする請求項１１に記載の方法
。
【請求項１５】
　エキソヌクレアーゼの濃度は、約０．１Ｕ～約１０Ｕの範囲であり、エンドヌクレアー
ゼの濃度は約０．３２Ｕ～約４．８Ｕの範囲であり、ポリメラーゼの濃度は約０．０１Ｕ
～約２Ｕの範囲であり、リガーゼの濃度は約４．０Ｕ～約８．０Ｕの範囲である、ことを
特徴とする請求項１２に記載の方法。
【請求項１６】
　核酸アセンブリのための方法であって、
　（ａ）５’～３’の順で、５’フランキングアダプター配列、相同性配列、挿入配列、
及び３’フランキングアダプター配列を含む第１の二本鎖核酸を提供する工程；
　（ｂ）５’～３’の順で、５’フランキングアダプター配列、相同性配列、挿入配列、
及び３’フランキングアダプター配列を含む第２の二本鎖核酸を提供する工程；及び
　（ｃ）第１の二本鎖核酸及び第２の二本鎖核酸を、エキソヌクレアーゼ、エンドヌクレ
アーゼ、ポリメラーゼ、及びリガーゼを含む反応混合物と混合する工程
を含むことを特徴とする方法。
【請求項１７】
　エキソヌクレアーゼはエキソヌクレアーゼＩＩＩである、ことを特徴とする請求項１６
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に記載の方法。
【請求項１８】
　エンドヌクレアーゼは、フラップエンドヌクレアーゼ１、エキソヌクレアーゼ１、ＸＰ
Ｇ、Ｄｎａ２、又はＧＥＮ１である、ことを特徴とする請求項１６に記載の方法。
【請求項１９】
　ポリメラーゼはＤＮＡポリメラーゼである、ことを特徴とする請求項１６に記載の方法
。
【請求項２０】
　エキソヌクレアーゼの濃度は約０．１Ｕ～約１０Ｕの範囲であり、エンドヌクレアーゼ
の濃度は約０．３２Ｕ～約４．８Ｕの範囲であり、ポリメラーゼの濃度は約０．０１Ｕ～
約２Ｕの範囲であり、リガーゼの濃度は約４．０Ｕ～約８．０Ｕの範囲である、ことを特
徴とする請求項１７に記載の方法。
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