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【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ４ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ４ ２ 】
（ ３ ） 配 列 番 号 ２ － ３ の 配 列 、 又 は 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 210－ 661を コ ー ド す る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 、 及 び 保 存 的 に 修 飾 さ れ た そ の 変 異 体 に 対 し て 、 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条
件 下 で 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し ； 又 は
（ ４ ） 配 列 番 号 ４ － 12か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た プ ラ イ マ ー 組 み と 同 じ 配 列 に 対 し て 、 緊
縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 CNG3B多 形 変 異 体 、 対
立 遺 伝 子 、 変 異 体 及 び 種 間 相 同 体 を 言 及 す る 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ５ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ５ ８ 】
CNG3Bの 中 間 か ら の 約 180bpの バ ン ド を 、 網 膜 か ら 調 製 さ れ た ヒ ト cDNAか ら 増 幅 し 、 こ の 組
織 に お け る 発 現 を 示 し た 。 こ の バ ン ド を 増 幅 す る た め に 使 用 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は
、 5’ － (1) TCTATCTCCTGTGGCTCTTGCTTGTC（ 配 列 番 号 ４ ） (セ ン ス )、 及 び 5’ － （ ２ ） GAGT
CTGGGCTGGATAAATAGCATATC（ 配 列 番 号 ５ ） （ ア ン チ セ ン ス ） で あ っ た 。 CNG3Bの 中 間 か ら の
約 787bpの バ ン ド を 、 5’ － （ ３ ） AGGAATTGGCACTACTAGATGGGTG（ 配 列 番 号 ６ ） （ セ ン ス ）
、 及 び 5’ － （ ４ ） TTCATGAGGATCCTTTCAGAATCAGG（ 配 列 番 号 ７ ） （ ア ン チ セ ン ス ） オ リ ゴ
を 用 い て 、 ヒ ト 細 胞 か ら 増 幅 し た 。 CNG3Bの 中 間 か ら の 約 1.26kbの バ ン ド を 、 5’ － （ １ ）
TCTATCTCCTGTGGCTCTTGCTTGTC（ 配 列 番 号 ４ ） (セ ン ス )、 及 び 5’ － （ ４ ） TTCATGAGGATCCTT
TCAGAATCAGG（ 配 列 番 号 ７ ） （ ア ン チ セ ン ス ） オ リ ゴ を 用 い て 、 ヒ ト 網 膜 か ら 増 幅 し た 。 1
.26kbの フ ラ グ メ ン ト （ 5’ － １ 及 び ４ ） を サ ブ ク ロ ー ン 化 し 、 そ し て そ の 配 列 を 確 か に し
た 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ５ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ５ ９ 】
CNG3Bの 完 全 な 3’ 末 端 を 、 ヒ ト 網 膜 cDNAか ら 標 準 の 3’ RACE PCR技 法 に よ り 、 連 続 し て ２
度 、 増 幅 し た 。 第 １ の 段 階 に お い て は 、 使 用 さ れ る 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー は 、 5’ － （
５ ） GGAAACCGTCGAACTGCCAATGTGGT（ 配 列 番 号 ８ ） （ セ ン ス ） で あ っ た 。 こ の 反 応 は 、 配 列
決 定 さ れ る 場 合 、 CNG3B　 mRNAの 完 全 な 3’ 末 端 を 含 む こ と が 見 出 さ れ て い る 約 810bpの バ
ン ド を 生 成 す る ネ ス テ ィ ド 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ 5’ － （ ６ ） CGGGTTTGCCAATCTTTTAACTCTAGA
C（ 配 列 番 号 ９ ） （ セ ン ス ） に よ り 再 増 幅 し た 。 こ の フ ラ グ メ ン ト は 、 元 の 1.26kbの CNG3B
フ ラ グ メ ン ト と オ ー バ ラ ッ プ し 、 連 続 配 列 を 提 供 し た 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ６ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ６ ０ 】
CNG3Bの 5’ 末 端 を 、 ２ 回 の 標 準 の 5’ RACE PCRを 用 い て 、 ヒ ト 網 膜 cDNAか ら 増 幅 し た 。 オ
リ ゴ 5’ － （ ２ ） GAGTCTGGGCTGGATAAATAGCATATC（ 配 列 番 号 ５ ） （ ア ン チ セ ン ス ） を 、 第 １
回 目 の RACE PCRに 使 用 し 、 そ し て ネ ス テ ィ ド 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ 5’ － （ ７ ） GTCCGCAATAA
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GCCAGTAGTGTATG（ 配 列 番 号 10） （ ア ン チ セ ン ス ） を 用 い て 再 増 幅 し た 。 開 始 コ ド ン （ メ チ
オ ニ ン ） を 含 む CNG3Bの 完 全 な 5’ 末 端 を 含 む 約 830bpの フ ラ グ メ ン ト を 単 離 し た 。 こ の フ
ラ グ メ ン ト は 、 元 の 1.26kbの フ ラ グ メ ン ト を オ ー バ ー ラ ッ プ し 、 元 の 1.26kbの 配 列 を 有 す
る 5’ 及 び 3’ RACE生 成 物 を 用 い て 、 CNG3B mRNAの 完 全 な 連 続 コ ー ド 領 域 の 決 定 を 可 能 に し
た 。
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ６ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ６ １ 】
次 に 、 CNG3Bの 完 全 な コ ー ド 領 域 を 、 上 記 フ ラ グ メ ン ト の 配 列 分 析 に よ り 決 定 さ れ る よ う
に 、 CNG3Bコ ー ド 配 列 を オ ー バ ー ラ ッ プ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 単 一 の フ ラ グ
メ ン ト で 単 離 し た 。 使 用 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 5’ － （ ８ ） TGACAAGCTTCCGCCATGT
TTAAATCGCTGACAAAAGTC（ 配 列 番 号 11） （ セ ン ス ） 、 及 び 5’ － （ ９ ） TGACGAATTCTCCCAGCAT
GTCGTTTCCCCTCGTTAA（ 配 列 番 号 12） （ ア ン チ セ ン ス ） で あ っ た 。 最 初 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 開 始 メ チ オ ニ ン 、 CNG3B遺 伝 子 の 最 初 の 24個 の コ ー ド ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び プ ラ ス ミ
ド ベ ク タ ー 中 に サ ブ ク ロ ー ン す る た め の 上 流 の HindIII制 限 酵 素 部 位 、 及 び 翻 訳 を 増 強 す
る た め の Kozakコ ン セ ン サ ス 配 列 を 包 含 す る 。
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 面 の 簡 単 な 説 明
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 図 １ 】
図 １ は 、 ヒ ト CNGA1（ 配 列 番 号 14） 及 び CNGA3（ 配 列 番 号 15） と CNG3B（ 配 列 番 号 13） と の
ア ミ ノ 酸 一 列 整 列 を 示 す 。 同 一 の 残 基 は 陰 影 部 で あ り 、 そ し て 右 端 で の 数 字 は ア ミ ノ 酸 位
置 を 示 す 。
【 図 ２ 】
図 ２ は 、 PCRフ ラ グ メ ン ト の ア セ ン ブ リ ー に 由 来 す る 完 全 な CNG3B配 列 （ 配 列 番 号 16） を 示
す 。 コ ー ド 配 列 は 太 字 で 示 さ れ 、 そ し て 未 翻 訳 配 列 は 通 常 の 型 で 存 在 す る 。
【 図 ３ 】
図 ３ は 、 完 全 な CNG3Bコ ー ド ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ） を 示 す 。
【 図 ４ 】
図 ４ は 、 完 全 な CNG3Bア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） を 示 す 。
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