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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 5月 10日 (2006.5.10)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ １ 】
　 Ｈ Ｄ Ａ の 別 の 例 に お い て 、 Ｔ ７ 遺 伝 子 ４ タ ン パ ク 質 を ヘ リ カ ー ゼ 調 製 物 中 で 用 い て 、 標
的 の 核 酸 を 増 幅 さ せ る 。 Ｔ ７ 遺 伝 子 ４ タ ン パ ク 質 は 、 プ ラ イ マ ー ゼ 活 性 と ３ ’ → ５ ’ ヘ リ
カ ー ゼ 活 性 の 両 方 を 含 む ６ 量 体 の 複 製 ヘ リ カ ー ゼ で あ る （ Ｌ ｅ ｃ ｈ ｎ ｅ ｒ と Ｒ ｉ ｃ ｈ ａ ｒ
ｄ ｓ ｏ ｎ 、 Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ２ ５ ８ ： １ １ １ ８ ５ ～ １ １ １ ９ ６ （ １ ９ ８ ３ ） ） 。
遺 伝 子 ４ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 切 断 型 で あ る 、 Ｔ ７ 遺 伝 子 ４ Ｂ タ ン パ ク 質 （ Ｔ ７ 　 Ｇ ｐ
４ Ｂ ヘ リ カ ー ゼ ） は 、 Ｄ Ｎ Ａ ヘ リ カ ー ゼ 活 性 し か 含 ま な い 。 Ｔ ７ 　 Ｇ ｐ ４ Ｂ ヘ リ カ ー ゼ の
ク ロ ー ニ ン グ と 精 製 に つ い て は 、 Ｂ ｅ ｒ ｎ ｓ ｔ ｅ ｉ ｎ と Ｒ ｉ ｃ ｈ ａ ｒ ｄ ｓ ｏ ｎ （ Ｊ ． Ｂ ｉ
ｏ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ２ ６ ３ ： １ ４ ８ ９ １ ～ １ ４ ８ ９ ９ （ １ ９ ８ ８ ） ） に よ っ て 記 載 さ れ て い
る 。 Ｔ ７ 遺 伝 子 ２ ． ５ タ ン パ ク 質 は 、 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 で あ り 、 Ｔ ７ 　 Ｄ Ｎ Ａ
ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 刺 激 す る （ Ｋ ｉ ｍ ら 、 Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ２ ６ ７ ： １ ５ ０ ３ ２
～ １ ５ ０ ４ ０ （ １ ９ ９ ２ ） ） 。 Ｔ ７ 　 Ｇ ｐ ２ ． ５ Ｓ Ｓ Ｂ の 調 製 に つ い て は 、 以 前 に 記 載 さ
れ て い る （ Ｋ ｉ ｍ ら 、 Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ２ ６ ７ ： １ ５ ０ ２ ２ ～ ５ ０ ３ １ （ １ ９
９ ２ ） ） 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ３ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ３ ２ 】
　 ＊ ３ 種 の 異 な る ヘ リ カ ー ゼ 調 製 物 を Ｈ Ｄ Ａ 反 応 に お い て 用 い た 。 最 初 の も の は 、 ４ ． ５
μ Ｌ の Ｔ ７ 　 Ｇ ｐ ４ Ｂ ヘ リ カ ー ゼ （ ７ ０ ｎ ｇ ／ μ Ｌ ） と 、 １ ． ３ μ Ｌ の Ｔ ７ 　 Ｇ ｐ ２ ． ５
Ｓ Ｓ Ｂ （ ５ μ ｇ ／ μ ｌ ） と 、 １ ． ５ μ Ｌ の １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ と 、 ２ μ Ｌ の Ｈ 2 Ｏ （ 図

、 レ ー ン １ ） と を 含 む Ｔ ７ ヘ リ カ ー ゼ 調 製 物 と し た 。 第 ２ の ヘ リ カ ー ゼ 調 製 物 は 、 複
数 の ２ つ の ヘ リ カ ー ゼ を 含 む も の と し 、 ４ ． ５ μ Ｌ の Ｔ ７ 　 Ｇ ｐ ４ Ｂ ヘ リ カ ー ゼ （ ７ ０ ｎ
ｇ ／ μ Ｌ ） と 、 ０ ． ５ μ Ｌ の 大 腸 菌 Ｕ ｖ ｒ Ｄ ヘ リ カ ー ゼ （ ２ ０ ０ ｎ ｇ ／ μ Ｌ ） と 、 ０ ． ５

１

１ ０



μ Ｌ の Ｍ ｕ ｔ Ｌ （ ８ ０ ０ ｎ ｇ ／ μ Ｌ ） と 、 １ ． ３ μ Ｌ の Ｔ ７ 　 Ｇ ｐ ２ ． ５ Ｓ Ｓ Ｂ （ ５ μ ｇ
／ μ Ｌ ） と 、 １ ． ５ μ Ｌ の １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ と 、 １ μ Ｌ の １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ａ Ｔ Ｐ （ 図

、 レ ー ン ２ ） と を 含 む も の と し た 。 第 ３ の も の は 、 １ ． ３ μ Ｌ の Ｔ ７ 　 Ｇ ｐ ２ ． ５ Ｓ Ｓ
Ｂ （ ５ μ ｇ ／ μ Ｌ ） と 、 １ ． ５ μ Ｌ の １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ と 、 ６ ． ５ μ Ｌ の Ｈ 2 Ｏ と を
含 む 負 の コ ン ト ロ ー ル と し た （ 図 、 レ ー ン ３ ） 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ４ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ４ ９ 】
　 リ ア ル タ イ ム Ｈ Ａ Ｄ 反 応 の 再 現 性 を 調 べ る た め に 、 ２ つ の 平 行 反 応 を 行 っ た （ 図 、
線 １ と 線 ２ ） 。 各 反 応 は 、 次 の よ う に 構 成 し た 。
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