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【公報種別】特許法第１７条の２の規定による補正の掲載
【部門区分】第１部門第１区分
【発行日】平成27年11月19日(2015.11.19)

【公表番号】特表2013-523164(P2013-523164A)
【公表日】平成25年6月17日(2013.6.17)
【年通号数】公開・登録公報2013-031
【出願番号】特願2013-503974(P2013-503974)
【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｎ  15/113    (2010.01)
   Ａ６１Ｋ  48/00     (2006.01)
   Ａ６１Ｋ  31/712    (2006.01)
   Ａ６１Ｋ  31/7125   (2006.01)
   Ａ６１Ｋ  31/713    (2006.01)
   Ａ６１Ｐ   3/10     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ   3/04     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ   3/06     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ   9/12     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ   1/16     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ  35/00     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ  13/12     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ   9/00     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ   7/02     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ   9/10     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｎ   15/00     ＺＮＡＧ
   Ａ６１Ｋ   48/00     　　　　
   Ａ６１Ｋ   31/712    　　　　
   Ａ６１Ｋ   31/7125   　　　　
   Ａ６１Ｋ   31/713    　　　　
   Ａ６１Ｐ    3/10     　　　　
   Ａ６１Ｐ    3/04     　　　　
   Ａ６１Ｐ    3/06     　　　　
   Ａ６１Ｐ    9/12     　　　　
   Ａ６１Ｐ    1/16     　　　　
   Ａ６１Ｐ   35/00     　　　　
   Ａ６１Ｐ   13/12     　　　　
   Ａ６１Ｐ    9/00     　　　　
   Ａ６１Ｐ    7/02     　　　　
   Ａ６１Ｐ    9/10     　　　　
   Ａ６１Ｐ    9/10     １０３　

【誤訳訂正書】
【提出日】平成27年9月28日(2015.9.28)
【誤訳訂正１】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００１９
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【００１９】
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　［配列表の説明］
　配列番号１：ホモサピエンス線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ２１）、転写変異体１、ｍＲ
ＮＡ（ＮＣＢＩ登録番号：ＮＭ＿０１９１１３）；配列番号２：天然ＦＧＦ２１アンチセ
ンス配列（Ｈｓ．６９７４７）；配列番号３乃至９：アンチセンスオリゴヌクレオチド。
＊はホスホロチオエート結合を示す。
【誤訳訂正２】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】０２３０
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【０２３０】
　［結果］：
　リアルタイムＰＣＲの結果によれば、ＭＣＦ－７細胞におけるＦＧＦ２１のｍＲＮＡレ
ベルは、ＦＧＦ２１アンチセンスＨｓ．６９７４７に対して設計されたオリゴで処置して
４８時間後に有意に増加している（図１）。
【誤訳訂正３】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】０２３２
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【０２３２】
　実施例３で設計された実験を実行するために、ＡＴＣＣ（ｃａｔ♯ＨＢ　８０６５）由
来のＨｅｐＧ２細胞を、増殖培地（ＭＥＭ／ＥＢＳＳ（Ｈｙｃｌｏｎｅ　ｃａｔ　＃ＳＨ
３００２４、または、Ｍｅｄｉａｔｅｃｈ　ｃａｔ　＃　ＭＴ－１０－０１０－ＣＶ）＋
１０％ＦＢＳ（Ｍｅｄｉａｔｅｃｈ　ｃａｔ＃　ＭＴ３５－　０１１－ＣＶ）＋ペニシリ
ン／ストレプトマイシン（Ｍｅｄｉａｔｅｃｈ　ｃａｔ＃　ＭＴ３０－００２－ＣＩ））
で、３７℃、５％ＣＯ２にて増殖した。実験の前日に、細胞を０．５×１０４／ｍｌの密
度で６ウエルプレートに再播種し、３７℃、５％ＣＯ２で一晩インキュベートした。実験
の当日に、６ウエルプレート内の培地を新鮮な増殖培地に交換した。凍結乾燥された形状
で製造業者から送られて来たオリゴヌクレオチドを、ＲＮＡｓｅ／ＤＮＡｓｅｆｕｒｉ－
脱イオン水中、濃度２０μＭに希釈した。この溶液２μｌをＯｐｔｉＭＥＭ培地（Ｇｉｂ
ｃｏ　ｃａｔ＃３１９８５－０７０）４００μｌおよびＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　２
０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　ｃａｔ＃１１６６８０１９）４μｌと室温で２０分間イ
ンキュベートし、次いでＨｅｐＧ２細胞を含む６穴プレートの１ウエルに液滴で添加した
。該オリゴヌクレオチド溶液の代わりに水２μｌを含む同様の混合物を偽トランスフェク
ト対照に使用した。３７℃、５％　ＣＯ２での３～１８時間のインキュベーション後、培
地を新鮮増殖培地に交換した。アンチセンスオリゴヌクレオチドの添加の４８時間後、培
地を除去し、Ｐｒｏｍｅｇａ製のＳＶ　Ｔｏｔａｌ　ＲＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｓｙ
ｓｔｅｍ（ｃａｔ　＃Ｚ３１０５）またはＱｉａｇｅｎ製のＲＮｅａｓｙ　Ｔｏｔａｌ　
ＲＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｋｉｔ（ｃａｔ　＃７４１８１）を製造者の説明書に従っ
て使用して、ＲＮＡを細胞から抽出した。抽出した６００ｎｇのＲＮＡを、Ｔｈｅｒｍｏ
　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ製のＶｅｒｓｏ　ｃＤＮＡキット（ｃａｔ＃ＡＢ１４５３Ｂ）ま
たはＨｉｇｈ　Ｃａｐａｃｉｔｙ　ｃＤＮＡ　Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉ
ｏｎキット（ｃａｔ＃４３６８８１３）を製造者の説明書に記載のとおり使用して得た逆
転写反応物に加えた。この逆転写反応からのｃＤＮＡを使用して、ＡＢＩ　Ｔａｑｍａｎ
　ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｍｉｘ（ｃａｔ＃４３６９５１０）およびＡＢＩ（
Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　Ｔａｑｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏ
ｎ　Ａｓｓａｙ：Ｈｓ０１０４８０１６＿ｍ１：Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
　Ｉｎｃ．，Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ　ＣＡ）によって設計されたプライマー／プローブ
を使用するリアルタイムＰＣＲによって遺伝子発現をモニタリングした。使用したＰＣＲ
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サイクルは次の通り：５０℃で２分間、９５℃で１０分間、（９５℃で１５秒間、６０℃
で１分間）を４０サイクル、ＳｔｅｐＯｎｅ　Ｐｌｕｓ　リアルタイムＰＣＲシステム（
Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を使用。アンチセンスオリゴヌクレオチドで処
置した後の遺伝子発現の変化率を、処置サンプルと偽トランスフェクトサンプルの間の１
８Ｓ標準化ｄＣｔ値の差に基づいて計算した。
【誤訳訂正４】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】０２３３
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【０２３３】
　［結果］：
　リアルタイムＰＣＲ結果によれば、ＦＧＦ２１アンチセンスＨｓ．６９７４７に対して
設計されたオリゴの１つで処置して４８時間後に、ＨｅｐＧ２細胞中のＦＧＦ２１のｍＲ
ＮＡレベルは有意に上昇している（図２）。
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