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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31年1月24日(2019.1.24)

【公開番号】特開2018-161129(P2018-161129A)
【公開日】平成30年10月18日(2018.10.18)
【年通号数】公開・登録公報2018-040
【出願番号】特願2018-95268(P2018-95268)
【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｑ   1/6848   (2018.01)
   Ｃ１２Ｑ   1/686    (2018.01)
   Ｃ１２Ｎ   9/12     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ  15/10     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ  15/11     (2006.01)
   Ｃ０７Ｋ  14/195    (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｑ    1/6848   ＺＮＡＺ
   Ｃ１２Ｑ    1/686    　　　Ｚ
   Ｃ１２Ｎ    9/12     　　　　
   Ｃ１２Ｎ   15/10     ２３０Ｚ
   Ｃ１２Ｎ   15/11     　　　Ｚ
   Ｃ０７Ｋ   14/195    　　　　

【手続補正書】
【提出日】平成30年12月3日(2018.12.3)
【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（ａ）および（ｂ）を反応組成に含む、塩基類似体を含む反応組成中における核
酸増幅方法。
　（ａ）減少した塩基類似体検出活性を有するファミリーＢに属するＤＮＡポリメラーゼ
変異体であって、配列番号１または配列番号２で示されるアミノ酸配列において、以下の
（ａ１）から（ａ３）のいずれかで示される変異体であるポリペプチド：
　　（ａ１）配列番号１または配列番号２で示されるアミノ酸配列の７、３６、３７、９
０～９７および１１２～１１９番目のうち、少なくとも１つのアミノ酸の改変を有するア
ミノ酸配列からなるポリペプチド
　　（ａ２）（ａ１）で示されるＤＮＡポリメラーゼ変異体において、さらに、７、３６
、３７、９０～９７および１１２～１１９番目以外の部位において少なくとも１つのアミ
ノ酸が改変されており、そのアミノ酸配列と配列番号１との同一性が９８％以上またはそ
のアミノ酸配列と配列番号２との同一性が９８％以上であり、かつ、減少した塩基類似体
検出活性を有するポリペプチド
　　（ａ３）（ａ１）で示されるＤＮＡポリメラーゼ変異体において、さらに、７、３６
、３７、９０～９７および１１２～１１９番目以外の部位において１～５個のアミノ酸が
欠失、置換もしくは付加されており、かつ、減少した塩基類似体検出活性を有するポリペ
プチド
　（ｂ）ＰＣＮＡ（Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ　Ｃｅｌｌ　Ｎｕｃｌｅａｒ　Ａｎｔｉ
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ｇｅｎ）の変異体であって、配列番号１１または配列番号１２で示されるアミノ酸配列に
おいて、下記（ｘ）および（ｙ）で示される群の位置に存在するアミノ酸残基のうち少な
くとも一つの改変を有し、かつ、増幅増強活性を示すポリペプチド。
　　（ｘ）８２、８４および１０９番目のアミノ酸残基群
　　（ｙ）１３９、１４３および１４７番目のアミノ酸残基群
【請求項２】
　ファミリーＢに属するＤＮＡポリメラーゼの変異体が、配列番号１または配列番号２で
示されるアミノ酸配列の７、３６、９３番目に相当するアミノ酸のうち少なくとも１つの
アミノ酸の改変を有する変異体である、請求項１に記載の核酸増幅方法。
【請求項３】
　ファミリーＢに属するＤＮＡポリメラーゼの変異体が、配列番号１または配列番号２で
示されるアミノ酸配列の７、３６、９３番目に相当するアミノ酸のうち少なくとも１つの
アミノ酸の改変を有する変異体であり、該改変が（ｉ）～（ｉｉｉ）に示すものである、
請求項１又は２に記載の核酸増幅方法。
　（ｉ）７番目に相当するアミノ酸の改変が、Ｙ７Ａ、Ｙ７Ｇ、Ｙ７Ｖ、Ｙ７Ｌ、又はＹ
７Ｉのアミノ酸置換である。
　（ｉｉ）３６番目に相当するアミノ酸の改変がＰ３６Ｈ、Ｐ３６Ｋ、又はＰ３６Ｒのア
ミノ酸置換である。
　（ｉｉｉ）９３番目に相当するアミノ酸の改変がＶ９３Ｈ、Ｖ９３Ｋ、又はＶ９３Ｒの
アミノ酸置換である。
【請求項４】
　ファミリーＢに属するＤＮＡポリメラーゼがさらに３’－５’エキソヌクレアーゼ活性
領域を構成するアミノ酸のいずれかに、少なくとも１つのアミノ酸の改変を有する変異体
である、請求項１～３のいずれかに記載の核酸増幅方法。
【請求項５】
　ファミリーＢに属するＤＮＡポリメラーゼの３’－５’エキソヌクレアーゼ活性領域へ
の改変が、配列番号１または配列番号２で示されるアミノ酸配列のＤ１４１、Ｉ１４２、
Ｅ１４３、Ｈ１４７、Ｎ２１０及びＹ３１１に相当するアミノ酸のいずれかにおける少な
くとも１つのアミノ酸の改変である、請求項４に記載の核酸増幅方法。
【請求項６】
　ファミリーＢに属するＤＮＡポリメラーゼが、古細菌（Ａｒｃｈｅａ）由来のＤＮＡポ
リメラーゼである請求項１～５のいずれかに記載の核酸増幅方法。
【請求項７】
　ファミリーＢに属するＤＮＡポリメラーゼが、パイロコッカス（Ｐｙｒｏｃｏｃｃｕｓ
）属またはサーモコッカス（Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ）属の細菌から単離されるＤＮＡ
ポリメラーゼである請求項１～６のいずれかに記載の核酸増幅方法。
【請求項８】
　ＰＣＮＡ変異体が、配列番号１１または配列番号１２で示されるアミノ酸配列において
、以下の（ｂ１）から（ｂ４）のいずれかの変異体である、請求項１～７のいずれかに記
載の核酸増幅方法。
　（ｂ１）１４３番目に相当するアミノ酸を塩基性アミノ酸に置換された変異体
　（ｂ２）８２番目と１４３番目を共に中性アミノ酸に置換された変異体
　（ｂ３）１４７番目を中性アミノ酸に置換された変異体
　（ｂ４）１０９番目と１４３番目を共に中性アミノ酸に置換された変異体
【請求項９】
　ＰＣＮＡ変異体が、配列番号１１または配列番号１２で示されるアミノ酸配列において
、以下の（ｂ１）または（ｂ２）のいずれかのアミノ酸に置換された変異体である請求項
１～８のいずれかに記載の核酸増幅方法。
　（ｂ１）１４３番目のアミノ酸がアラニンまたはアルギニンに置換された変異体
　（ｂ２）１４７番目のアミノ酸がアラニンまたはアルギニンに置換された変異体
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【請求項１０】
　反応組成中におけるｄＵＴＰ濃度が０．５μＭから２００μＭである、請求項１～９の
いずれかに記載の核酸増幅方法。
【請求項１１】
　精製工程を経ていない生体試料を核酸増幅反応液に添加し、生体試料中の標的核酸を増
幅する、請求項１～１０のいずれかに記載の核酸増幅方法。
【請求項１２】
　生体試料が、動植物組織、体液、排泄物、細胞、細菌およびウイルスよりなる群から選
択されるいずれかである、請求項１１に記載の核酸増幅方法。
【請求項１３】
　以下の（ａ）から（ｅ）を含む、核酸増幅反応試薬。
　（ａ）配列番号１または配列番号２で示されるアミノ酸配列において、以下の（ａ１）
から（ａ３）のいずれかで示される変異体であるポリペプチド：
　　（ａ１）配列番号１または配列番号２で示されるアミノ酸配列の７、３６、３７、９
０～９７および１１２～１１９番目のうち、少なくとも１つのアミノ酸の改変を有するア
ミノ酸配列からなるポリペプチド
　　（ａ２）（ａ１）で示されるＤＮＡポリメラーゼ変異体において、さらに、７、３６
、３７、９０～９７および１１２～１１９番目以外の部位において少なくとも１つのアミ
ノ酸が改変されており、そのアミノ酸配列と配列番号１との同一性が９８％以上またはそ
のアミノ酸配列と配列番号２との同一性が９８％以上であり、かつ、減少した塩基類似体
検出活性を有するポリペプチド
　　（ａ３）（ａ１）で示されるＤＮＡポリメラーゼ変異体において、さらに、７、３６
、３７、９０～９７および１１２～１１９番目以外の部位において１～５個のアミノ酸が
欠失、置換もしくは付加されており、かつ、減少した塩基類似体検出活性を有するポリペ
プチド
　（ｂ）配列番号１１または配列番号１２で示されるアミノ酸配列において、下記（ｘ）
および（ｙ）で示される群の位置に存在するアミノ酸残基のうち少なくとも一つの改変を
有し、かつ、増幅増強活性を示すＰＣＮＡ変異体。
　　（ｘ）８２、８４および１０９番目のアミノ酸残基群
　　（ｙ）１３９、１４３および１４７番目のアミノ酸残基群
　（ｃ）プライマー対
　（ｄ）デオキシヌクレオチド三リン酸（ｄＮＴＰ）
　（ｅ）マグネシウムイオンを含むバッファー溶液
【請求項１４】
　請求項１３に記載の核酸増幅反応試薬を含むキット。
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