JP 5144639 B2 2013.2.13

(19) B EEHEFT (UP) i F A& #®HE2) (1) SHES
SETIE51446392
(P5144639)
(45) 31TH FR255E2H 138 (2013.2.13) 24 BHFE TFR24FE11A20H8 (2012.11.30)
(51) Int.CI. F 1
c12Q 1/68 {2006.01) Cl12qQ 1/68 ZNAA
C12N 1509 {2006.01) Cl2N 15/00 A
GO 1N 33/53 {2006.01) GO1N 33/53 M
WREOK 29 (£33%H)
@) HEES 1 BE2009-500916 (P2009-500916) [|(73) 4537488 508209428
(86) (22) HEEE SERY194E3H 208 (2007. 3. 20) A=Y Z - TEFRTH Y b
65 BRES £ 72009-529904 (P2009-529904A) OLINK AB
43 AEH SERG214E8H 27H (2009. 8. 27) 2AWz—Fy, LA-751 83v7H
(86) EIFEHERZES  PCT/GB2007/000984 S A= N AYI— A T —
87 EELMEE  W02007/107743 F547—%&
(87 ERELMAE SERYI9EE9H 278 (2007.9.27) (74) R A 100081422
EEFERA SER22FE3A11H (2010.3.11) #ELT HP i
B EEETRES  0605584.2 (74) fLIB A 100101454
(32) 5B SERI8EEIA 208 (2006. 3. 20) #E+ UH BZ
(33) MMSEIEERE  HEEGB) (74) {RIE A 100067035
#EL BHIF RiE
(74) fRE A 100144923
#EL BN Fz
BARIIHRS

(64)

(READBM] ERT0—7 %AV REmEE

(G7HO0Ooooooood

od
od

@

O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao

®

~
O
o/

Oo0ooooogg
OoooooooQgodg

oooao

gboooobobobobooobobobonob
oooobOooooboolmooobooooobobDiloo200003Do0oOooOoooonoan
(g0oooOoooooooboooODbbOO0oO0DO0oOoooooboboobODDbOO0b0oOoOooo
gboobooshoboooooooboboboboboilbobo200bO0oboOoO0oO
obobooooobooboboboooobooboobobobooooobobobaa
sgo0oooooocoooobOboooobooooboboOoooi1IDOO0o0o200000
ooooon o3sioboooooboocoobobooouooboooooboon
gbooooag oooooog);

1000020 gboooobobooaob;oogan

gooao
g

O 0Oooo

O
O
O
O

goooOooooboobowmoooboooo
ooobOooooobbo1wmoooboooo

goobOoooobooooooboooobooboooloo3aoOoooboinan

OoOooDoooDooooogooogao
OoooOoooooooooo0ogao

OooooooQgogoo

O
g
g
O
g
g
u
O
g

10

20



ey e Y Iy

Oo0ooooQgoooao
OO0 oODooogodgoooao
OoOoo0ooog
OoOoo0oooo

good

gooaano

O Ooooo
O Ooooo

g
u
O
g
g

goaano

gooaano

O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo

Oooooooogogoogao
I I [y

10000200
sooononbilod
gooo
10000200
oooooao
gooao
1000020
ugboood
ooooano
oboooao
uono
ooooon
1000020
obooooag
uod
10000200
gboobooan
ugbodaao
10000200
gboooboon

(]
O

O 0O oo

Iy e ey ) ey Y [ Iy o
OoooooggQg

OoOooOoooDOoooD oo oogoogo

O
ooooon

(2) JP 5144639 B2 2013.2.13

oooz200000oo0obOoboco0obobooboc0ooboobobocoooboooobiloo4000
1oooooooao

ugbooboooooooboboboaoshboboaoboado

gbhiooz200oo3soboooobobobmoobobobobooo

ooooboooooobobooooobobolmoebbOb00on1booOon

oooo0ooobioo20b0003o0obooo0ooooboDoooooDboDoDO

gbdoboooooboobobooooooooboboboooo

gioovoooobicooooooo

ugboobooooobooboobooboooooooboboboobol
ogoooao

(]

oooobooooooobooboooooooooboooos33noogoo
ooobooOooooboomooesoboboooi1oooboooooan

oooooOooooobooooooobooooobooooos3non
ooobooOoooobooooooboos3sgwoooobocooooon
ooobobOilooobz22c000ooboobocoooboooobooo
oo obob1moboboobooo

O Oooo

goobooooos3s3nooooobooocoooboooooboooao
goboboooooooboboboobooooobobobobos
gboboobooobooboobobobnnooooboooboao

goobooooooocooooboooooboooooobooooao
ooobD120000000

ooobOooooobooocoooobooboooobooloobo20000
i0oooooooo0ooobboogooboooobDnnoooonon

200000000000 booobobolbo200b0o3xooOobOoobooOo20000

obobooogooaonb

gooano
gboobooan
g

gooao
10000200
gbooond
OO
ooooao
gooon
uo

gboboooooboboboilbo4oboooilboboooan

gboboooooboobobobooboboilboi1s0oo0ogooboi1ooon

gbobooooooobobobooboooooboboboboog
oooboooooobobio0ole0bbo0ooi1oboooooao

goobooooooooiloboo220b00000000000
170000000

oooilbo0200003xO0o0ob0booo0c0oooobobclmoooboocoooboonoddg

10

20

30

40



OOoooooog
OOoooooao
O 0O0o0ooooog
OOoooooaog
OOoo0ooooao
O Ooo0oo0oooao
O Ooo0ooooaog

O

O

O

sgoooonboilinooan

€))

JP 5144639 B2 2013.2.13

oooobOoOO0o0oi1bbi1s00o0ooo0o1lmoooDooOooOoan

oooobioooobOoooobi1oo2000038000000
gbooooobooboboboooooooboboboboo
oooobOoooobobilooi1soooooi1ooobocooooan

gboooooboobobobooooobobobobooi1bol

ao

gibgz200b0go3ooooobobooolboboooobgonn

oooobioo220000010

ooooooooooooooao

ooobooooobbowooonon

ocoooODOOO0OO0;000/7/000

uobooooobooboboooo

ocooooDoOoO/00000000

ooooooooooboao;

bi1ooooOoooobico200003000

gbooooooooboo
gbooooooboobaoao
ooooooooboboooo
ooooooooobood
oboooooooobaoao

O Ooooo
O Ooo0ooo

ooooooo

00000000000
00000O00O00001001800000100000000
ooooooo
0000000000000000000000000
0oooooo

ooooooo
0000000000000000000000000
0000020000000

0o0oo0oooo
000010000000000010020000300
0000000O0000000000000000
0o0ooooo

ooooo

() 001000020000000000000000
O

() 0000000000000
000O0000200000000

0o0ooooo
00010000200000000000000000
0000000020 0000000

Doooooo

000000000000 000D0000000000
000D00O00000000200000000
ooooooo

000001000000000

() 0000000000000 ;

() 001000020000000000000000
(c) 00D0D0D0DO0OO0DODO;

() 0000000000000 O0O0OO0OO0OO0OO0OOO;00000
() 00D0D0O0O0O0DOOOOOODOOOO
DooO00O00O00O0000
0000000200280 00001000000000
0000000000

0ooooo

oooooao

000000000000 0000000000000
000000000000 0000000000000
0000000000000000000000000
0000000000000000000000000
000000000000 000D0000000000
0000000000000000000000000

1000000000000 (@

10

20

30

40

50



I e ey ey ey e e e s A B

O

OooooooQgogao
Oooo0ooQogogoao
OOo0ooogo-gogao

)
O
O
O
O
O
O
O

Ooooooooooooo0oooooogoooao

WO 97/004460 0 0 0 0O O 0O6,511,8090 0000

A [y

4) JP 5144639 B2 2013.2.13

gbobooooobooboboobooooobobobobooooboobooboboononn

ocooooooOoOoOoOooo(@oboooobDOoOoOoOoOoOoooobOoboDDoDOoOoO
goobooooobooooooobooboooobooooobooOooooooboboooooao
oH)oooopoooooooooopooooDoooUoooUoooooooDoDoooo
gooobooooooboooooooosyoooocoooboooooooooonn
ooooooOoOoOoOoOoooooboEeoOoOoOooooOo”)yooooobooooooo
ooooooooooogogoooboboogooopoogooo@obooooooooono
) booooooooooooooooooooooooooooOoOoooOooo
g” ooo*" oo ooooooao

g

O

uboobooooobobobobooooboboboboooobann
oooobOooooboooobooolnoboooooboon
oboboooooboobobobooooobooboboboooobonn

O Oooo
O
O
O
O
O

oad 0doooooooooboboibo bbb oo oooooooad
oad gooooooooobbobobobob oo ooooogad
o 00" (Fredriksson et al (2002) Nat Biotech 20:473-477)0
ooooooOOoOOoO0oO0oO0oO0OoooooOooODDODOoDOoOoU0oUoDOoOoooooooDOoOO
(Gullberg et al (2004) Proc Natl Acad Sci USA 101:8420-8424)0 0 0O O
gogoooobooboboobtb bbbt uoooobooono
ooooDoDoDOoOO0o0o0oOoo0oooooOoODDDODOoO0ooDOoOoooOoo
0oooooobobobobo o000 oooooooao
ooo(@oooboooooooDooDooDoboooooooad
Y oooOoooooooooooooooooooooooooao
0o0ooooooooboonoo gooooooooooao
goooooooooobobon gooooooooooan
gooooooooboobbon gooooooooooao
ooooDoDoDoOOoOoooooo O0O00PCR (g-PCR)T O
0oooooooao

O OO
OO o

O
O
O
O

|

O oOooo
O 0Oooo
O oOooo

OO0 ooOooooo0 oo ooo o0 oo oogQgoo
O oOooo

OooooooooooooooooooQgo-g

OO0 ooooogogog
OooooooQgogoo
OooooooQgogoo

OO0 ooooo4o0ooDooo 4o ooooogogog
O oD ooooggdg

uod

O
O
O
O
O

oooooOoooooao

doooooooooobob bbb oo oooooooao
gooooooaon

ooooao

0000000000000 0O0@DbOOO0OO0oOnDOoD)OnDwo 017610370 WO 03704423
10 WO 2005/1239630 Fredriksson et al (2002) Nat Biotech 20:473-4770 O O Gullberg
et al (2004) Proc Natl Acad Sci USA 101:8420-84240 0O 0O 0O 0O OO

oooooao

goooooooob bbb ooooooobooDoboobood
WO 01/610370 O O WO 2005/1239630 D 0 D0 OO0 ODODODODO3O0O0OooOOoOOO

goobOooooobooooooobooos3sgboooooooboooooboobolooonaz2
ooobooooooooOooooboogo@ooo)ooobooo2nooooooO
oooobooooooooooobboooooboboooooobo200D0Db00000
goobOooos3sqooobooooboocooboobobolmoobob2c00o0ooO0oOoOo0Oonn
uoobOooooobooocoooobobooooboogoao

ooo
goooooooobooooooboobooboooobooooboooooooboboooooao
goooOooooboooooobooboooobooooobooooooobooboooooao

10

20

30

40

50



ey e Y Iy
e e ey ) [y Ry

OoOooooooOoooDooooogooogoo
Ooocooooooooooooood

Oooooo4oooooogogooao
Ooooooo0oooooQgooao

OoOooo0ooDOo0ooD oo oD oo o oo o oo ooogooogo

OO0 ooooogogog

O

Oo0oooooooooooogoogdg

OoOoo0oooodgdg

Oooooogogooao

O

O

OooooooooooogQgoQg
O 0Oooo O o0Oooo
O Ooooo

I:II:II:II:I%
O o0Ooo0ooao

]
O
O
O
O
O

Ooooogogoao
Oooooogogogoao
Oooo0ooogoogogoao
Oooooogogoao
Oooooogogoao
Ooooooogoogoao
Oooo0oooogoo
Ooooogogoao
Oooooogogogoao
Oooo0oooogoao
Ooooogogoao
Oooooogogoao
Ooooooogoogogoo

goboobooao
1000020

OOoo0ooodg
OoOoo0ooogdg
O0Ooo0oood
OO0oOo0ooogdg
OoOoo0ooogdg
OoOoo0oood
O0Ooo0oo0ooOo
OoOoo0ooodg
OoOoo0ooogdg
O0Ooo0oood
O0Ooo0ooodg
OoOoo0ooog
OoOoo0oood
O0Ooo0Oo0ooOo
OoOoo0ooodg
OoOoo0ooogdg
O0Ooo0oood

“agooobad
ooooogd

O

O Ooooao
OoOoooo
O oOoooao
O 0Ooooo

g
g
u
O

[ i Ry

O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O O0ooo
O 0Oooo

O
O
O
(]
]
O
O

g
u

O
O

O

O

O

gugod

O

O

goo

O

O

O

god

0
O

O

O
O

)

JP 5144639 B2 2013.2.13

gbooooooboboobooobobobao
oooooOooooboooooboooooan

0
G
O
0
0
O
0
0
0

O

t
i
O
g
u
O
O
0
U

O

ocoopooo200000o:=()oooao

O Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0oo0oao
O Oo0oooao
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0OoO0ooogoaog
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0ooOoo0oao
O Ooo0ooogoao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0ooao
O Oo0ooogoao
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0oo0oao

O

uono

O

O

O

oogd

O

O

O

uono

O

O OoOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao
OO oO0ooog
O Ooooo

0

O

oogod

gbobooooooooboo
gbooooooboobaoao
ubooooooboabado
oooooOoooobood

ooooboOoooobood

O

O

O

uon

O

O

O

oogo

O

O

O

uoo

a
O
O
a
u

O

g
O
O
g
u

O

0
O
O
0
U

O

ooo

O

O

O

uond

O Ooo0ooo

O

O

O

O

gugod

OoOooooooooooooooood

ogoo
60000
ooo
ogoo
ooo
ooo

goo
ugod

oooobOooooobooooobobOoboooobobocOooobboooobooog
ggoooobooboboobooooobobobobooooboboboboono

gboooogonoad
ooooooon
gi1igoooz200d
oboooogood
ubooogod

uoboooogooad
oooooooon
gobobooooboobgobobotboobooooobobobobooooboobilon
2000000000000 DODO0O0O0DODODOO0ODODOOOODODODOODODDOO
ooooboooooobooooooobosobooooooboooooooooonn
oooOoOO0O000O0soobooobbO20000000000ODDDO@OOOOOD

) OoDOoDOoDOoOoOooooooooooooUo2000oo0oooooDoDoOooooood

ooooboOo@s3gooo)ooowwmooo22booooooooooDooo
ooooooooooooooobooboobooooobooOooobDbooOoooDn
o-0ob0oo0ocooooooooboooboooobooooboooo

-00ODNA-O 0D ODODOODbOD

oboboooooboobobaodd
ugboooobooboaoboaoaoadd
ooooooooooooooao

ooooooooooboooooao
gboooobooboboboooooooboboboboo
0ooo0oo0DoDo0OOo00o0oOooooooooDCGECGHOOOOO

ooon

giogoobobobdooobooobouoboboboboooouobobobd

O

10

20

30

40

50



() 000000000

00
0000
Doooooooooon
0000
00000000000
Doooooooooon
() 0010000200
(c) 000000000
0oo
0oooo
Dooooooo0oO
00o0O00oO0o0O0o00
oooooo0oooO

0O0o0O00oO00oO0o00
oooooo0oooO
Doooooooon
0ooo0o0oo0ooon
(00O00O00)00
0DoooQ

OooO0” 0000

O 0Oooo

0 goog-®
agoaao

oooano

googao

OO0Oo0ooodg

OoOoo0oooogdg
Oo0o0oooodg
OooOoo0oooodg
OoOoo0oooogdg

000
(0O0o0o0o)od
Dooooo
Dooooo
DoooO0o
Dooooo
00

" 0ooo00

O
g
u
O
g
a

OooooooooooOoogoao

Oo0Ooo0gogoo
I I Iy

u gobooood
oooooon
gooooao
gbooooad

ooooon

ooooon
ooooon
oooooo
ooooon
ooooon

s e e e vy e I

Oo0ooooQgoooao
OO0 oDoog4gogooood
Oooooogogogooood
Oooooooooood

oo3qoooooooo@oono
ybooooooooooooooooooooooooooooooooo

(6) JP 5144639 B2 2013.2.13

ooi1ooooooooboO0oloobo22c0gos3aoooooooO

(g0oooOoooooooboooObboOob0oO0oOoooooboobODbDDbOoOoOooOooo
ooobooOsstooooooobobooooboblmobobo200000000

gboobooobobobobooooboboboboobonn

sgooooooocoooobobooooboooobobOoUooi1bbOo0oOo20b0000

oo3qloooooooooooboooooobobooooDbonn
ooooooog);

oooooooooobooo;oo0obaon

O

ocoooOoOOoO0oOoooooo2o@obooOooog)oooooo
ooobooOooooboooooboobocoooboooobooo
oo@oooooooooooooDoooooOooooooo

ycooooooooooooooo;oooooooooooobooOooooOooooo

ocoo(@oOOoooooooooboboobDboooOo)ooooo
ooo(@oooo)oooooooooooboooobooo
oooooOoooooboooooooboooobboooobooo
coooooOo@Oo)H)oooooooobDDbOoOoOooOoooooo
ooobooooobooooao

cooooooooooo(@oobooOoOoooOooooooo

yYboooooooooooooooooooooooDobDbbooooooooooao

obooOo" oboobobobooooboboboboooobognn
ubobooobooboboboooobooboboboooboonn
oooobooOooooobooooooboobocoooboooobooo

gbz2000bo0obooooooboboboboooobDobobonnb

oboobooobooboboboo* obobo” boboooboao

c(@oooo) oooooooooooboooooooooooooboo

ooobooOo0oilooooooobOooooobObooooDbon
ocooooOov/00O00oOoOoOoOoODDODOODO0DOoOoOoooOoOoOD
ocooooo@Uooooooooboooooo)oooooo
b20000000000CO000O0O0COO0O0O0ODODCOCOO0O0ODOOn
gz20gbogobotbooooobogoboboooobobobonb
agoaao

oooooOoO0oooobOooooooboooooDoo@oooo

ycoooooogoooooooooooooooooo* oo ooooooooo

uboooooood
oooooooooan
obooooooobao
uoboooooooad
oooooooooan

ugbooboooooboboboboaood
ocooo(@OOoOoOooooobooo)oo
gbobooooobooboboboboo
coo@oOoOoOooooooooooo)o
ooobOooooboocooboooooao
gbobooos3sggmbobobooboooboo

oooooOooooobooooooboobocoooboooobooo
oooobooOooooboooooobooobcoooboooobooboo
obooboooboobobobooooboobobobooobonn
ooobooOooooboooo220000o0oobOboOooooDOon

ooobooOooooobooooooboobocoooboooobooo

10

20

30

40

50



Ooo0oooooooooooo0o oo ooooooooogooao

O

g
O
g
g
O
g

I ey ey ey R sy [ A B

ey e e ey e e [
s
e s e e s e e e R s
ey e ) e ey e e e e [ I B

oo ooooogogooQg
Oooooooogoo
Oooooogdg

O

O Ooo0ooooaog
OOoo0ooooaog
O Ooo0ooooao
O O0Oo0ooooog

O Ooooao
O oOoooo
O oOoooo
O 0Ooooo
O oOoooo
O oOoooo
O 0Ooo0ooao
O oOoooao
O oOoooo
O oOoo0ooao
O 0Ooooo
O oOoooo
O oOoooo
O 0Ooooao
O oOoooo
O oOoooo
O 0Ooooao
O Ooooao
O oOoooo
O oOoooo
O 0Ooooo
O oOoooao
O oOoooo
O 0Ooo0oo0oao
O Ooooao
O oOoooo
O oOoooo
O 0Ooooo
O oOoooo

OO0 oooogoQgooood
OooooooQogooood

g
u

U
O
u
t
O
g

O

u
O
g
a
O
g

Ooooooogdg

OoOoo0oooaog
O Ooooo

O

Ooo0oooQgdg
OOo0ooooogogdg
OooooogoQgdg
OooooogogQgQg

O
O
O
O
O
O

I B [y |

O
O
O
O
O
O

OoOoooooggdg

O
O
O
O
O
O

OooooogQg-g

O
O
O
O
O
O

DNAO O O RNAO

OoOoo0ooogodgdg

O
O
O
O
O
O

OOoooooaog
OOoo0ooooao
O OooOooOoo0ooao
O Ooooooaog
O Ooo0ooooao
O Ooo0ooooao
O O0oOooooaog
OOoooooog
OOoooooao

OOooooogogdg
Oooooogogdg
Ooo0ooogoQgQg
I [y |
Ooooooggdg
OooooogQg-g
OoOoo0oooQgd
OOoooooggdg
OooooogQg-g
OoOoooood

O

(oooOboooooooooooDb)o
obooooooboobobobooan
gbooooboobooboboboood
ooooooooooooooao

0000000000000 O00D0O000
0000000 @OO0O000O00000)0
000000000000
(0000000000)0

ugodn
ooon
goog*

ogoon
ooon
goono

OooooooQgodg
OO0 oooogdg
Oooooooogdg
Oooooooogdg

0
O
O
O
O
O

Oooooooodg

U
O
0
U
O
]

Oooooogdg

U
O
0
N
O
O

Oooooooogdg

U
O
O
O
O
O

OooooooOgodg

O/0000000000000(C
ooobOooooboocoooon

O
0
g 0
o0
0

0

O

g

O 0Oooo

[
L]
O
0

O Oooooood
O Oo0ooooogd
O oo oooogodg
Oooooood
OO0Oo0oooogd
OoOoo0oooogd
OooOoo0oood

[ B |

DOooO00oO0ooon
ooooooooon
Doooo0oooon
(00O00O000)o

ooooooooano

JP 5144639 B2 2013.2.13

gboooboooan
ooooooon
ooooooon
goooboobDao
DNAO 0O O 0O RNADO
Ooooooon

0 0

OO0 ooDooggogogoao
OoooooogoQgooao
OooooooogoQgooo
OoooooooQgooao
OOoooooggooao
Oooooooogoogoooao
Ooooooooogoooao
OO0 ooDoooggogogoao
OoooooogogQgooao
Oooooooogogogooao
OoooooooQgooao
OoooooogQgooao
OooooooogooQogooao
Ooooooooogooao

C

Oooooogogdg
OooooooQgdg
OoOoo0oooodgadg

0
U
O
0
U
O
u
t

O0oo0ogao

oooo(@DbOOoOooooo)o

g

t

0

g
gbooobooooobooao
0

0
gboobooooobooao
u

ocooOo)Yoooooooooooooooooao
;0i0booo0oo0ooobocooobooooboobooo

googo
googn
ooooao
googn
googn
ooooao
googn

a
u
O

-0o0obobooon

a
u

g
U

O0Ooo0oooaog
OoOoo0oooo
O0Oo0oo0ooa.o
Oo0Ooo0oooaog
OoOoo0oooo
I o B

O

O 0Oooo
O 0Ooo
O Oooo
O oOooo
O 0Oooo

O

O

ooo
oooobooogd

O

O

O

uod

ugboobooooghn
ooooooooano
gbooboooogno
gbooooogan
Oo@ooooooogo)ooao

Oooooooogdg

OooooooQgodg

OO0 ooooogdg

Oooooooogdg

Oooooooogdg

Oooooooodg

Ooooooogdg

Oooooooogdg

-Jo0ooooooooooob@o
0ooooooooo0ooooooooooDooDOoOoOooOooooooDoDO)
ugbooooood

Oooooooodg

10

20

30

40

50



gboooooooobognn
ooooooooboooao
goooooooboooao
gbooog
gbooooooooobgann
ooooooooboooao
ooo10°MIO0ODO0ODOO
gboooooooobogan
ooooooooboooao
gboboboooooogoobogno
ugboobooooooag
ugboogood
goooooooboooao
gboo0ogsodnni1o,0000
uod
ooooooooboooao
gbooooooogobgno
gbooood
ooooooooboooao
goooooooboooao
gboooooooobognn

(8) JP 5144639 B2 2013.2.13

ugbobobooooobooboboobooooobobobao
ooooOooooooOoooooobooooooooooooao
goo

ugbdobdoobooobooboboboobooooobobaba
g4 MilOO0DO0O0ODDODOO10®MOODO0O0O0O0OO
gbobooboooooobooboboboooobobobao
gbobobooobooboobobooboooooboboba
ooooOooooooooooobooooooboooooooao
0000000000000 DO0ODOO0104MIOO0D0O

ooobOoooobooOoooobooooooobooooooao
gbobooooosocogos,ooo0nobobobononn

ool OOoOOOOOODOOUOODDODODOOOODOOOODOOD

goobOooooboobilo,0000 00 00O0OoOOoOOOOO
O

ooooOooooooooooobooooooboooooooao
oobooooooOooooobooooooobooooooao
oooobooooooOooooobooooooooboooooDoao

iboobooboouoboobobobooboooboboboboboooboboboOoboOoobo

OO0 oODooogoo0ooooogogogao
Oooooogoooao
Oooooodgoooaoo
Oo0oo0oooOooOooOooOoaoo

O 0Ooo0oooao
O0Ooo0oooaoo
O0Ooo0o0ooao
OO0Oo0Oo0ooo
O0Ooo0oooao
O0Ooo0ooaoo

OooooooooooOoogoao
O0Oo0Oo0ooao

Ooooooo0oooooo0o oo oDooo0oooDooogogoooao

OooooooooooQgg
OO0 oDoogogoooooogdg
Ooooooooooogogg
OoooooooooooQgg
Oo0oooooooooQgdg

oooao

gooano
gbooaao

O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo

OO0 ooooogogog
oo oooooogogooQg
Ooooooooogoogoo
OO0 ooooogogog
oo oooooogogoog
oo ooooogogooQg
Ooo0ooooooogoogoo

goooOooooboooooobooboooobooooobooooooobooboooooao
gboboooooobobobobobooboboboboboooooobonn
-boboboooobooboboboooboobooboboboooboobooboaann

ooooOooooooOoooobooooooooooooao

200b0bo0ooboo0ooobobobo0oboobooobDoboboboon

gooooooOoO0oOoOoOoooooobo/0o0O0OoOoOoO

uyboobdoooooobogobgoba
gboboi1bobobobooogoboboboboonn
oooov/000000000OCOOODDODODOOOOOO
ooobOooooobooOooooboooooboobooooooao
gboboobooooooboboboboooobuobobao
gbobobooobooboobobooboooooboboba
ooooOooooooooooobooooooboooooooao
ugbdobdoobooobooboboboobooooobobaba
ooobOoooobooooooobooooooooooooao
gbobooboooooboboboobooooobobobao
gbobobooobooboobobooboooooboboba
ooobOooooobooOooooboooooobooboocooooao
gboboobooooobobobobooogobuobobao
gbobobooooobooboboobooooobobobao
ooooOooooooooooobooooooboooooooao
oobooooooOooooobooooooobooooooao
gooao

10

20

30

40

50



9) JP 5144639 B2 2013.2.13

ooooooooobooooooooooobobooooboobooooobboooobooo
oooobooooooboooooboooooobooboooooboboooobobooooobooo
gooobobooooobooooobooooooobooooobooboooobbooooboOooo
goooooooobooooooogoooobboooobobooooobboooobooo
ooooooooobOooooobooooobooboooooboboooboboooOonos,741,71
30 ; O05,734,0180 ; 0O 5,731,4230 ; 0O05,721,0990 ; O 5,708,1530 ; 0O 5,698,6730 ;

0 5,688,9970 ; O 5,688,6960 ; U 5,684,7110 ; 0O 5,641,8620 ; 0O 5,639,6030 ; U 5,5
93,8530 ; O 5,574,6560 ; O 5,571,6980 ; O 5,565,3240 ; 0O 5,549,9740 ; O 5,545,56
80 ; 0O 5,541,0610 ; 0O 5,525,7350 ; 0O 5,463,5640 ; 0O 5,440,0160 ; 0O 5,438,1190 ;

05,223,400 0 0 000 00D00D0OOO0OO0ODDODOOO0ODODOOOODODOOOODDO
oooooao
oo0o0oo0oDoDDoODO0OO000O0O0ooo0o0Ooo0DDDODO0DO00DU0DO0O0OoDOoDoODoOoDoODoODDOoODOoOOoDoOg
oooooDDoODOoOO0O0O0oOoOoooooOooODODDODO0DO00DO0DO0o0ooDoDoOoOooODoODDOoDOoOooOg
0Oo0o000oDD0D0000000oo0o0o0o0o0Do0DDOoODO0D00DU0D00o0oooDooDoODDoDoODOoOooOg
ooooDoDoODOoOoO0oo0DOoo0oooooODoDoODOoOoDo0DoDo0ooooDoDoD@ooooo)a:
ooo0" 0DoODOO00oOoUooooooOoO0ODDODO0DO0D0DU0DO0O0oOoOoDoODoOooDoODDODOoOOoDOoOg
0oo0o0o00oD0OD00000O0ooo0o0O0oo0o0DOoODO0DO0U0D0DO0DOooooDooDoODoDoOoDOoOOooOg
ooo0ooDoODoO000O0Oo0oooooo0DoDDODOo0O00O00o0ooDoDoDoDoOoDoDoOoDoOooOg
oo0oo0oDoDoODO0OO000O0O00ooOoOoOoO0DDDODO0D00DO0DO0o0OooDoODoOoODoODDOoDOOoDOoOg
oooooOoOOoOO000oU0oOoooooOOoO0ODODDODO0DO00DU0DO0O0oOooDoOooDoODDOoDOoOOoDOooOg
0000000000000 0O0000O0RVOFGD),000FabO0 0000000000
oo0o0oo0oDoDDoODO0OO000O0O0ooo0o0Ooo0DDDODO0DO00DU0DO0O0OoDOoDoODoOoDoODoODDOoODOoOOoDoOg
oo0o0o0oDoOO0000000ooo0O0ODODDODO0D0D0D0DO0DO0o0oo0DQo0DoODODDDODDODO0DO0DO0OOgdsc
FvsOOOODODODDOODOODDODODOODODDOOOODODOCDRODODODODOOOODODOOO
oo0o0oo0DoDDoDOoOO000O0O0o0ooo0o0OooODDoDDODO0DO00DO0DO0o0ooDoDoDoDoODoDoODoOooOog
oooo0oDoDoODO0OO000oO0oo0ooooOoO0DODDODO0DO00DU0O0O0o0DOoDoODoODoDoODDDODOoOOoDOoOog
Oo0o00o0oDoDO0OO00o0oo0ooooovHOOOvVLO OO OoOoooooooooooooooo
ooooooogooooooooDooOoooDoODoO0ooDoDoOooooDoOOodgs,s851,8290
ooo00os,95,3710 000000 ooooDooOooooooooooooooO;oo0od
ooooDoDoOOo0oooOooooooooao

oooooao
oo0oo0DDoDoDOoOO00o0O0oOo0ooooOooODDDODO0D00DO0DO0o0oooDoDoODoODDoODOoOOoDoOg
o/000000000000D0Q0DOO0ODDODODO0DO0DO0DOOODOODODDODDDODOOODOOOO
oo0oo0oooODO0oO00oU0oO0oO0oooooOooDoDDoODOo@UoOOOUOOoDoOoODoODOoOO))Y OOoOOoOoo
ooooDoDoODOoOooooooon

ocooooao
oooo0oo0ooOO0O000oO0O0oooOoOoo0OoDOoODO0O0U0ODO0o0ooooDooDooDoODOoooOOg
0oo0o00DD0DDOD000000000o00o0DDDODO0D00D0D00O0Do0Do0DoDoODoODDOoDOoOOoDOoDOOg
O0ODOOOORNNOOOOODOODODODOORDO (Conrad et al., Methods Enzymol. (199

()
o/

OoooooooOoooanOo
OoOo0ooogooogoo

OoooooodQgooao
O oOoooo

267(Combinatorial Chemistry), 336-367)0 000000000 DOOCOOODODOO
goooooooooobobobbobbooood

O

I I R |

O

O
ooobooooooboooooboooooobooboooooboooooooooaon
O

gbooogoobobobobooobgobobobooooboboboboo

od

cooooboOOv/00O0O0DO0OO0ODODOODODDODOOODODOOODODDOODODDODOOO
ooooooooooboooooboooooobobooooboooooooooao
(affibody) D 0 000 0O0Q0QCOOO0ODOOOO0OO0OOOOOOODDDOOOOO
ooobooOoooooobooooboooooboboooooboooooooooaon

10

20

30

40

50



O
O
O

[ e I B

(10) JP 5144639 B2 2013.2.13

000000000000 00000000000000000000000
0oooo
1000000000000000000000000000000000000000
0000000000000 O000000000200000000000000000
000000000000 000000000000000000000000000
020000000000000000000000000000000000000
000000000000 000000000000000(@O00000000000
000000000000000)I00000000000000000000000
00

00ooo

000000000000 000000000000000000000000000
000000000000 000000000000000000000000000
000000000000 000000000000000000000000000
000000000000 0000000000000000000000000O0an
ooooo

000000000000 000000000000000000000000000
0000000000 00000100000000000(@O000000000)0
000000000000 000000000000000000000000000
000000000000 000000000000000000000000000
000000000000 000000000000000000000000000
0O00D0DO00O0OFODODDODDOODODDODODODOOODOOOODODOOOODOOO
ooooao
01000020000000000000000000000000000O00O000
0O00*“ 00’ 0000000000000 0000000000000000000
000000000000 000000000000000000000000000
000000000000 0000000000000000000" 0000” 00
0000000000000000000 00007 00000002000000
000000000000000000000000020000000000000
000000000000 000000000000000000000000000
0000000 000000 0000000000000 O00000000" 00
000" 000000000000000000000000DNADOOOOOOOO
000O0000O00O0PROIOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
0(@OOO00O00O0O0)D

ooooo

000000000010 0002000000000000000000000000
000000000000 000000000000000000000000000
000000000000 000000000000000000000000000
000000000000 00000000000@O00000000000)02
00000010000000000000000000000* 00" 000* 00
0” 000000000000 0000000000000000000000300
000000000000 000000000000000000000000000
ooooooooon

00ooo

000000000000 0000030000000000000000100002
000000000000 0000000000000000@@OO000000)00
000000000000

0o0ooo

000000000000 000@O0O0000000000)0000000000
0000000000000000000000002000000000000000

10

20

30

40

50



1)

JP 5144639 B2 2013.2.13

gbooboooooobooboobobobooooboobobobooboooboobobobao
oooobooooooboooooboooooobooboooooboboooobobooooobooo
g0oo0oocooobooooooboooboboboooz2b00c00obobObooOooboOnoO
gboooooboobobobo
good
ooooobOooooboooooobooboooobooOooboooooobOoooooao
gbooooobobobooogoboboboboooobobobobooooboogonn
gosgopoilooo DOooOoOoOoOoOoobOOoOOoOOoOooODOOoOoOobDoOOoOooooOoooonn
gogog2so0000obooOoocOoOobosooosoobbooooooooooosoOonl
gboooobobobol1z00b0i1o00b0obooboboooiscbogognn
Ole00D01o0000DO0O0oO0oo0obDsoOogooecooooooooOoil12zobo0Oseonnnan

Oo0oooooo0ooooooooDooogogooao
Oo0oooooo0ooDooo o ooooogoQg-g

O

4
O
0

u
O
g

600

0

O

410

O
O
O
O

OoooDooooooogoogoodg
Oooo0Oooooood

O

O
O
O
O

O

140
00

00
OO

u oov7s0000O0o0ob0OO0O0e0b0O0Ov7o00O0O0OOO0OOO0naied dOeon O
O oooboooooobOooooooooooboooobooboobooOoilooDnan
obobooi12000y7s000000000M000700000000¢0A0340
u ugboobooooobooboobobooooobooboboboooobann
O 000000000280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

4200 440 460 500 550 600 650 D D 7o 0O OoonoooOoDbDOO

g o

coooooOoOoOoOoOoooooovsmDooo
-b0o0oo0o0ooobooooooobooboooooao
UboboooooboboboboOlDNAD O
gPNAODOODOOOOODOODODODOOOOOOO
oooao
1o0oboo0o2200000000000000D0 (@®
sggooooooooooooooobooooooan
oooboOo0o1mooobo22c000000300000
gboboboooooboboboboobooban
sgoo0ooooboooooobooooooboboooobooooobooboOooobDboOon

g
oooboooooobooogoooao
oo

goaao
oooboooooobooooooao
gbobooooooboobobobao
gboooooobooboobaoba
oooooooooobooooooao
gbobooooooobobobao
ooooooooosocooonoao
oooooooooDbDoaoagaiooon

OOoo0oooogd

O Ooo0oooao
OoOoo0ooood

O

ioooooo D bDOCOOOODOOOOODODOOsSsoon

O

g
a
O
g
a
O
O
g
u
O

Oooo0ooQogogoao
O0Oo0ooodg
OoOoo0ooog
OoOoo0oooo

obooooooboobobobooooobonn

gboooobooboboooobobobaa
oooobOoooooooboooooooooao
(coooobooOoooobooooooobooo)o

gbooooboobobooboooboan
oooobOooooboooobooboo
oooobOooooboooobooboo
oo0d:=n1,4-0000000000DODO0O0O0DOOOOODOOOOS,6-0
ocooDoO0OO00O0O0oooo0o0-NN-DODOO0O01,2"-00000D0 G-000-3-0
ooooO)o4,4-00000C00D00OO0O0O0O0O0OOODOODODDDODOOOOO

Oo0ooDooo4Qgoooooggogao
Ooooocooooooogoggoao

ooooocooooooooonn
goooOoooooooooonn
ORNAD O OOOOoDOoOOoOoooao
ooooogd

oooo* o0 b0Doogoo)o
gbooboooooboobooboaoaab
@oooo)H)ooooooooao
gboz200000b000b000oo0gnon

ubouoouobgobobooouobuobobobooouoboboboobooo

200000000000 O0OO0O0O0obOobOoOooOoOobobobOboOoOoooDon

ooooooooooooooao
gobooooooboboobooog
uoboooobooboboobooao
ooooooooooooooao
gobooooooboboboo
ooobioo0onooOoOoOoonDn

ugboooobooboaoboaoaod
oooooooobobaoasoodn

obooooobooboboboond
uoboooobooboboobooao
ooooooooooboooooao
oo@oooo)ooooooao
gboooobooboboooo
oooooooobooogonoeao

oooooOoooooooooao

10

20

30

40

50



00 (O
Doooao
Doooao
Doooo
N-O 000
Doooao
00
0o
g)d
00
O

Ooo0oogooodgao

O Ooooo
O 0Ooo0ooo

O
-0o0oao
00 0N-0
ooooao
0 3-(2-0
N-O OO0
0 (SMCC)O
ooooao

Ooo0ooooogogQgogoao
OoooooooQgogoo
OO0 oooogogog
OO0 oooooggogoao
oo oooogogo

oooao

ective Groups

goooao
5,733,523
ooooano

O 0Ooogoo
OO oo

oooao
0 oo
0 oo
oooao
Ooo0ooao
. Today
ogoood

(12) JP 5144639 B2 2013.2.13

oooooooOoOoOoOoooooooo)YOooooooo(@oeoooooo
ocoooOoOO0OO00oO0ooooooooObDDbOoOooooOo)ooobooDDoDOOO
ooooobOoooooooooobOobooooboboOooobboooobooog
gbooogoboobobobooooN~boboboboooboboboboo
ubooouobobobooouobuoboboboooobooboboobooo
oooobOooooobooooobobOoboooobobocOooobboooobooog
gobooogooboooboboboooobobobobooooboboboboo
Ooo0oO0O000O0O0ooooOoODO0O0000O00OoON-4-(p-OO0O0O00O0Od

ooo]-3-[2*-000000COCQJ0ODOOOOOODNMIOO-DOODDODOOO
gboooobooboboboooobDuobobobooooboboboN-O00
gbooooobooboobooboooooN-ObO0obobobobooobobo-4

ooooooON-ODO0O0O0O0O0O0D0 B-0OODDOOO]-1r,3"-0O00C0DODDOO
oooDoOOoO00pM-00ooooooO]ooooooooooooboDbDboDboDOoOooo
oooDoDoO00-4-[N-OD0COCODDOOJ00O0O0O0DO0OD-1-0OD0DO0DO0O00O00O0
ooooOoOoO)H)OOOOOO N-OOODODDDOOOOOOOOODOaoOePoP)O4-(C

ooooO)-00O0oDO0O0O0O0-1-00D000 N-OOOOODOODODDDODOOOOO
gbooon

g
oooooOooooobooooooboooobobooobobboooobooo
ooooobOoooooooooobOobooooboboOooobboooobooog
gboooooboooboboboooboobobobooooboobobobooo
uybooouobobobobooboobobobobooboboiloboa
oooobOooooobooooobobOoboooobobocOooobboooobooog
gboooooboboboooobobobobooooboboboboo
uboooooobobooboooboboboboooobooboboobooao
ooooooooooboooooobooooboboOoobobboooobooo
oooooboooooooOoooboooo/0O00O0DO0oOoDOOOODOO
Oooo0oDbODoOO0ooo0obOOoO0oO0oo0oobDbODoboO0oOoo0oDbOOO0O0onDnGreen & Wuts, Prot

in Organic Synthesis (John Wiley & Sons) (199)d OO0 oOoooaOonO/
00o0DoD0oO000oO0oooooooDoDo0D0oO0ooooooooooDoooood

oo0o0oooDoDo@UUOoOooooooooDOoDOooooOogoo)o
O
O00oDDoDoO0o0ooooooo
Oo0o0ooDo0oooooooo
Oo0oDoDoDo0ooooooon
O00oDDoDoD0o0ooooooo
000000 : RepAD O OO

-0o0o0oo0opooOoooUoooooooooo

0000000000000 00D00D0oDo0OoO0Oo
000000000 oOoOoooDOoooDoooDoOoo
ooodoO0OdoO0oO0ooUOoooOoooOooooo
000000 @0OD0O0Fitzgerald, Drug Discov

(2000) 5:253-2580 0 O WO 98/3718600 D D D 0 O )0 ODODDOOOODOOOOOO

0000 (@DO0O0OHanes et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA (1997) 94:493

7-42; Roberts, Curr Opin Chem Biol (1999) Jun; 3: 268-73; Schaffitzel et al., J
Immunol Methods (1999) Dec 10; 231: 119-35;0 0 O WO 98/543120 0 O 0O O 0O )OO O

gboooad
o300

OooooooQgogao
Oooo0ooood
O0Oo0ooodg
OoOoo0oooogdg

g
a
O
O
a
u
O

O
ooooooODbOOO0OO0OO0O0O0OO01WmOODO20D0b00000000ODOODOC@OO
" oo0ooOo)YoooobooooboooooooooooboooooDooo
ooooobooooooooooboboooooboboooobboooobooboog
oooooOoooooboooooobOoooboi1bbooo20b0b00O0o0obDO0OO
oooooooooooo* obobOoooO0o” oboc0oooboboooobooog
ooooobooooooooooboo* 0boboOo” Oobboooobooo
O
O

10

20

30

40

50



OO0 oooooooooogoggg
oo ooooooooooQgog

O

Ooooooo0oooooooooooggoao
O o0oocoo0o0oooooo0oooooogooao
W OODoDooooooooooooooogoooogoQg

I:II:I(_n
O O

OO0 oDoDoogogoogoooogogdg
Oo0ooooooooooogogg
Oo0oooooooooooogoQgdg
Oo0oooooooooooogoogdg

OOoooooggdg
OoooooogoQg-g

O0Ooo0oooog
OoOoo0oooo
O0Ooo0oooao
OO0Oo0oooog
OoOoo0oooaog

OOoooood

u
0
U
g
U
0
g

(13) JP 5144639 B2 2013.2.13

oilgoobooz220000000000O00O0O0DbODOO0oO0oo0oDbDDoODOO
ooobooOoooi1booo20000c00o0bOoo0oO0ooboOoO
(cooboOo) oOoooooooooDbDDOOODOOOOODOO
gbooooobooboboboooobobo-0cob0o0obOob
ugbooboouobooboboboooobo-oobobobonn
ooobooooobooooao

ugoo*oooooooooboo” boo* obobooboooboooar
-obooooobooocoobobooooboooooobooooonn
gboboooooobgobo200b0obobobooooooDoao
goboooooooooboooboo* oo oooboo*oobor oo
gbdoboooooboobobooooooooboboboooo
goobooo20000000100000000220000000
gboboooooooboboobooboooosbogboboobooo

WoooooADTQUOWHOGHOOCOODOoOODODDDDOOOOTWO AD Co

cOO0oOoboDbODOoOOoOoO0ObORNAOOODOOOODOGUDOOU=GODOOOODOOOOOn
gbooooo*“ obobobo” 200b0o0o0obobO0obobooooooboao

2000000000000 0CO0O0ODOOO08SwWIOOOoOoOOODODDODDOOOo9
Oo0oD0DD0OO0O000O0O0oooobooswyyooooooooooobooooooo
tooobOooooobooooooboboooobilcoooz2200c0O0oo0obDOOnOO
oos3qoooooooboooooboooboooooboooobooooooDosend
oooooOoooboi1booo200000oo0obooboOoobobobooooboodg

OooooogoQgogao
Oooooogdg
Ooooooogdg

g

guo
uo
uo
gd
250

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
)

Oooooooooooogogooood

|

OO
O

O

Oo@OOO0oO0oOoOooooooooDOoO0oO0)O4-30 bpo0O0OD0O0Oe6-2006
-180 7-150008-12 bp0 00 0O0OCOCDODODODOOO

O Oooo

O Ooogogoo
O 0Ooogoo
O 0Ooo0ooo
O O ogogo

O Ooooo

Oo0ooooooooooooooooogod
O Ooooo

O

uond
uod
O 200
300 O

O 0Oooo
O 0OoOooo

uond

ooobooooobicogoo2nocooooboooooooboooao
ugbooboooouobouobobooooooouobuoboboaoooa
o400 0000000CO00O0DOeOOS00C0O00O0ODOOOOO
gbooooooobobao
loooo20000000000000O00CO0OO0O0DODCOCOOODOO
gobooboooooogobgoboboboboooobobobobooo
gboboooooboobooboobooooooobooboboobooao
ooobOooooooocooooboooooboooooobooooao
gooooao
oooboooooobooobooobi1cooo20o0o00ooooooOooan
goobooooobooocoobooobooooboooooobooooao
gboboooooobooboboobooboooooboboboobooo
“agboooooro0oooOo* bObobobooooor"oboo* aobao
oooooao
ooobooooooobooooobboooobooooi1boog2n

ocooODoOOO0O001ooooooOoDbDObOOoOsS"00@oss-oooooooo

ooooooODbOOO0OO0OO0DO0O0oOoooOOoOODDODOOOODOoDOoOooOoOg30DoOC@Oo
ocoooDooOo)Yooooooo1wooo2oogooooo1wooooooood
oooosoooobooooooboooos"boocooobooooosooooan

10

30

40

50



ey e e e o e s e |
Iy e e R sy s o B |

O

OoOoo0oooaog
OoOoo0oooao

Oocoooogood

good

goo
gbooooao
3'000ooan

OoOoo0oo0ogao

(14)

JP 5144639 B2 2013.2.13

oooobOooobobicooboz200000oo0o0Ob0c1loO03"0o0ooo0onostd
ooooobOoooooooooobOobooooboboOooobboooobooog
gboooogoobobobooboooobobobobooooboboboboo
oooooooooobooooobobooooboboOoobilobooo2no000
oooobOooooooOoooobOoOoOo3"0oocooo0oboooOoobDan
2000g0oo0oobo0oboboooooboboboboooobDoboboboonn
ocooopoooOoOosgggoscooboDooOoOooooooooooo@OoHod
ocooooooOOoOoOoOoooooooODDbOOODOoD@OoUoUOooODODOoOODDODDOOO
ybooooooooobooooooboooooao

oooobOobowwmoob22c0obobobo0ooobooooobooooooobooooooao
ggoooooboobooooobooocooobobooooboboooobooOooboobooan
gboi1ioooboobobobooog3tgoboboobooooooobo200000
goooos"0o0ooogoooooooDbDbObOOoooo@Woooooooooo
oooooODODDOOO0OO0O0O0O00oOoo)o

goooos"oooboooooooouoooooooooboobool 3ton
ooobooOooooboooooboo2z2s"0b00o0ooooooooonoan
00002000030 0200600170600 1500060012000 80012000
0
0

O0oo0oo0obDOoO00i1300170120 0160110015000 01200140 0000000
Oed 1207001100080 01000000000000D00A0C6
oooao
gbooooboboboooobobobobooooobobobobooooboonn
gboooobobobooooboobobooboooooboobobobooooboonn
oooooOooooobooooooobooboooobooooboooooobOboooooao
gboboooobobobooogoboboboboooobobobobooooDoonon
OODODDOOORNNOOOOODOOCODOOODNA/RNAD O ODOOODDDOOOOOOS;
gbouoboubuobobTaquOOOOoooOORNAODOUODOODODOOOOOOO
oodoobOoooobz22c000b0000000O00O0O0DODOO0OO0OO0OODNAODDOODOO
gbooooobo;0o0ooboobobobooboooobooboboboooooooe
cROOOOooODODOOooobDNACOOOooOooOoooobooonoano
oooooao
gboobooooobiloooobooboboobob2000b0obobooooobobonb
ugboooooobooboobobooboboooboboboboobooooobobobaa
ocooooobO(@UOoOoooooooo) boooooooooooooDbooo+* oo
gobooboooooogoo” boboboooooboboboboboooobobobao
gbooboooooobooboobobobooooboobobobooboooboobobobao
ugbdoooooobouobobobooboooobuoboboboobooobouobobobaa
ooooboooooobooooobooooooobooooobobooooboboooobooo
gboobooooobobobobooobobobo2200b0bO0obooooobobonb
ooooooooobOoooooboooooooboooooboossoboos3ooooboooo
ocoooDi10bo0o0o2000000000DOO0O00O0O00O0OODOD(@DODDODOOOOO)NO
giocgobogogz2200o0gobogobobobooooboboboboobooooobobobao
gboooooooobogobobobooooboboboboobooooobobobaa
cooooooOoOooOoooo(@ooDbDOOoOoOoDOoooooboOoODDOODOoOOoOoo
ooo0o01000020000000000000)000000400650000006-300
6-250 6-2200 8-2200 10-2200 6-200 8-200 10200 0D 0 000D OOOODODOO
ugboogood

goiloooco20b00000000O0O0obobOo0oooboocoooboobooOoobooo

10

20

30

40

50



g
u

OO0 oDoooooooogogdg

Oooooooooooggg

OoooooooooogogoQgdg

Oooooooooooao
O

OO0 oooogogdg
Oo0ooogogooao
Ooo0oooQgoooo
OooOoo0ooOoogao
OoOoo0oooogd

Ooooooo0oooooo0oooDoDoogogooooaog
Oooooooooooooooooogoooooaono
OoooooQgd

0

O

O

0

uod

O0Ooo0oo0ooao
OOo0o0oooogdg
Oooooogdg

O

00 nMO O O 0O O 1pMO

Do0o0o00
0oooooo
0oooooo
0oooooo
04800000
0Doooooo
0oooOooo
0oooooo
0ooo
Do0o0o00
0oooooo
Doooooo
0oooooo
0oooooo
0oooooo
0oooooo
0oooOooo
0oooooo
0Doooooo
0oooooo
DoooO1lp
Do0o0o00
Do0o0o0a0
000000

OoOoooood

OO0 ooooogoQgog

O
g
a

0
U
g

200

O
g
u

R O0Oo00Ogogoao

0o«

0
g
U

OOo0ooooogogdg
Oooooogogdg

O

O

O

ugod

OOooooogod

ooooboooo
1< ] I I N R I N R A W A A
ugbooooood

(15)

gboooobobobobobooooobobobao
oos3sqnoooooooboocoooboooobooo

gbooo3*bobobobimobob20b0b00b0O
gbooooboboboboobooooobaobobad

O

uboooobobooboboboi1boboobooonn

20000000000 0D0O0O000O0DOOO0ODOD
ugboboooboobuobobobiobooooooobaa

gboobooooboobobobooooboboboboo

O
O
ooooOooooboooobbo22000000000000
O
O

gboobooooobooboobobaoooao

gbooooobobobobooooboboboboooboognn
uoboobooobooboboboooobooboboobooobonn
(cooooOoOoOoOoOoooooboboboboooo)oooboo
oooobooOooooboooooobooobcoooboooobooboo
oboboooobooboboboooobooboboboobonn
ubobooobobobobooouobooboboobooobonb
ocoooOoOOoO0oOooooo1r1™MOD2wMOOOOOO1IpMOOD2
OinMO 0D OD0oOo0D0d
coooooOo@oooo)yooooobbboooooooooo
oooooOooo(@oooooo)yooobboooobooo
oooobODoO0ooobooosooboob12000000050000
oo3rboO0ooobo4n0OOosO00O0ooooboOoonoDbDOon
oooobooOooooboooooobooobcoooboooobooboo
obobooooboboboboooobobobobooobonn
ugbobooobobobobooouoboboboobooobgnb
ubobooobooboboboooobooboboboooboonn
oooooOooooobooooooboobocoooboooobooo
gboobooooboboboboooobobobobooobonn
obooboooboobobobooooboobobobooobonn
cooooooooooooooo/0cO0O0O0OoOoooooOoOD
oooobooOoooobooooooboobocoooboooobooboo
obobooooboboboboooobobobobooobonn
0000000000000 000000000000010°4M

nMKIDOOOOODDOODOOOOOOOoOoOOODODDOOO0OO0OO0O0Ono
lpylDO0O0OO0OO0ODODOOOODODI00D00O0DOOOODODOOOODO

gooooooor

ID0o0o0ooooooooyys0oooooooooooooogogl o
gooosoooobooooooooooooboood

Oo00*" 0DD00000O000o0ooOooovolume
excluder)” O OOOOODODOOOODOOOODOOOOODDOOOODOOOOODOODOO
ooooboooooobooooobooooooobooooobooooobooboooobooo

JP 5144639 B2 2013.2.13

10

20

30

40

50



Ooooogogooao
Ooooooogoogooao

ooo

~
S
DO
O

e e e e [ [y
Oooooooo0ooooo o0 oo ooo oo oDooooooDoDoooooooooQgog

0«

O O

OO0 ooooggogoao
Oooooogogooooaog
Oooooooooooaog
oo oogooo ¢
Oooooogogogao

nY)
m
()

80000

O

O OO
O OO

OOoo0ooogd
Oooooogod
OooOoo0ooood
OOoo0ooogd
OoOooooogd
OoOoo0ooogod

OO0 OoDoDooo0o oo oooo0ooDooogogooo
Oo0oooooooooooooDooo4gogoooogdg
Oo0oooooooooooooooooogooooono

OO0 oooooggogooao

OooooooOogoooooooooDooooogooogao
OooOooooooobod

O

O Ooo0ooooao

O

O

PEG 60000

O

15000

O 0Ooo0oo0ooao

O O0Oo0ooooog
OOooooogogdg

0

20000
oo
oono

O

O 0Ooo0ooao
O OoOgooao
O Oooo
O Oooo
O 0O o0

O 0Oooo

O
u
a
O
O
a

0

g
U

0
U
u
0
U
g

0 15,000-20,

O

Ooooooooogooao

O

PEG

O

O Ooo0oooao
O Ooo0oooao

O

OOooooogoogdg

O

oo oooooog-g

OOoooooaoo

O
O
O
O
O
O

g
O
0
U
u
0
0

OOoooooaog
OOoo0ooooao

(16)

ood
oogd
ogdd

K

uono
oogd
oono

O

O Ooo0ooooao
O O0oOooooaog
OOoooooog
OOoooooao
O 0O0o0ooooog
OOoooooaog
OOoo0ooooao
O Ooo0oo0oooao
O Ooo0ooooaog
OOoooooo
O Ooo0ooooao
O 0O0o0ooooog
O Oo0ooooaog
OOoo0ooooao

JP 5144639 B2 2013.2.13

O0Ooo0Ooo0ooa.o
OOoo0oooog
OoOoo0oooo
OOoo0oo0oooao

gono

000000000 ooooooooooo0OeceEC)Od
ooooooooooOOorRICOLLODOOOOOOOOOTY0,0

gobobooooooboobobobooooobuobobao

Oo0o0oo0obDOoOO0oO0oO0oo0ODOO0O000DaoO14500 3000-37000 6000-
ooo0 00O OODOODODODPEG 14500 PEG 33500 PEG 6000 (O O
0O)ODODOOPEG 20,0000 PEGO O

gooo O OO O
ugbooaod
goooao
gboood

uo
O
g
g

O

O
go
u
O

goooao
ooooao

gbooooonoag
O00D05% wvO
oooooooao
gbooooooag

oooooogao
oooooooao

O
g
u
O
g

O
O

ooobooooobooogd
obooooboobobo
O45% w/vO OO O0O0O0O

ooooooooboog
gbooooobobobo

ooooooooboog
oooooooooooo

ooooboooooooooooobooooooooooooao
20000000000 O0O0OCO0O0O0DbOOO0IObOO0OOn

sbo0b0o0bo0oboooooboboboboooooboobonb
gboooobooboobobooboooolbooboooboonboao
ooooon

gbooooboobooboboooooooboboboobooo
ugbooboooouobouobobooooooouobuoboboaoooa
goooooooboooobooooooooooboooooao
0000000000000 DbOO0DbOO0OO0OO0ODIIDO0DbOO0ODODbOODnOO
stugbugboboobooobouobuobobobooooboobobaoan

OO
oo
ao
OO
oo
ao

O Ooo0oooao

O
g
a
O
g
a

0
g
t
0
g
g

O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao

O
g
g
O
g
g

O
u
u
O
g
g

OO
oo
ano
OO
oo

O
O
a
O
g
aono

O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O Oo0ooogoaog
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao

OO
oo
g
OO
oo
go

00
oo
ao
00
oo
oo

OO
oo
ao
OO
oo
ao

O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0ooo0oao

PCROOOOODODOOOODODOOOODODODOOOODODOOOODOOOOODODOOOO

O

OoOoo0Ooood
O Ooogoog
O 0Ooogoo
O 0Ooo0gooo
Y [ Y
O Ooogoo
O 0Ooo0ooo
O 0Ooo0ooo
O Ooogoo
O OooQgoo
O 0Ooo0ooo
O O ogoog
O Ooogoo
O Ooo0goo
O 0Ooo0ooo
O Ooogoo

O
00

Oo0ooogo-gogaog
OoOoo0oooogdg
Oo0oooQgoao

O
O

1000020

oooao
ooooao

O

O
(]
O
O

O
O
O
O

O O
O O

O
O
(]
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O
O

oooboooooboooao

O
O
O

goo

gbobooooobooboboboboo

gboobooooobooboanb

O
O
O

god

ooobOooooboocooboooooao

oo

oooboooooboocoooooboooao

300 000o0o0ooODbD0OE@

O
O
O

0)0

oco@oooooogog)yooooooao

oooboooooboocoooooboooao

10

20

30

40

50



17 JP 5144639 B2 2013.2.13

oooooooooboooooooooooboobooboi1lbboo200b0bboo0oO0oo0oboOOoO
(Coooooooooooooo)Yooooooooooboooobbboooooooooo
ooooobOoooooooooobOobooooboboOooobboooobooog
gbooooboiogobgoz200b00bo0obobobooooobooboboboo
uboooaooaao

OooOoo0oooogod
OO0 o0oooogd
OoOoo0oooogd
OoOoo0oooogd

Oo0ooooo0oooooo0 o oDooooooDoDooogogoooao
OooooooooooOogwopoooooooog
OO0 ooDoogooooaog OO0 ooogogoao
Oooooogogooooaog OooooggQg

Ooo0ooogod

Oooooooooooog
Ooooocooooooao

O Oooo

O

O

gobooogooboooboboboooobobobobooooboboboboo
uboooooobobooboooboobobobobooobooboobon

O

u
O
g
u
O
g
g

O

gugboogoad
goooaon
gboooao
gboooad
goooan

oooon
gooon

-000000o0s5 -0

googao
ugbodaao
T4 DNAO
ogboo
agoaao
oooano

O Ooo0ooooaog

ugodauo
gooao
ogboo
ugbodaao

e000O0O0OO0OO100
g3rgoog
gbooood
oooooao
gbooboog
H7.50 10 mM

ugbodaao
125 mM
DNAO

O

OoooooQgooao
Oooooooogdg

Oooo0oo0ooood
OOo0ooogooogao

oo ooooogogooQg

u
O
g
g
O
g
g
O
O
g

goood

g20000s8go0oo0ooo0oi1ooonain

0370 00
0oooO
MgCl,0 10
0.125 0 O
00000
ooooO

ooooo
ooooo
ooooo
(01000
ooooo

ijoooooooooog0ooi1oogo20o0o0oo0o0oobooOooDbooOooo@oo
o)H)ooopiooo

2000000000000 O0DOOS0DODODOO0O0ODOoS.
uo ubooooboobobabad
O looboo2000000000
a gboooooboobobobao
u gboooobooboobabd
O oogd

O 0Ooooo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooao
O 0OoOooog
O Ooooo
O 0Ooooo
O 0Oo0oo0oo
O Ooooo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooao
O 0OooOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao

O
O
O
O

O
O

0O0O0(@OO0O000O0)0a30
0D2000000000000
0000O000O000O0000

O O

0O O

0 O

O

O

0O

gboooooooobgnn
ugboobooooooobghn
OO0OT7/0D0000000O0OE. coliD OO
TaqU O OO OTehO OO OO OO O PRul
gboboooooboobooboboobooao
OOoORNAOOOODOOOODDOOOO

OoOoo0ooogdg
O 0Ooo0ooOoao
O0Ooo0ooog
O Ooooo
O 0Ooo0ooao

Oooo0ooOoogooao
Ooooogogoao
Oooooogogooao
OoooooOoogooao
Ooooodgogoao
Oooooogogooao
Oooooogogooao
OooOoo0ooOoogooao
Ooooogogooao

u
O
a
u
O
g

ocovs0000000O0O0O0O0O0DQODODOODO
oooooooooan goooood
oboooooooao gbobobobao
uboooooobod gosooogo1l
1000000000040 0005000 gooz2oocod
gooboboooobooboboboon 50 000 160
gbooon 035000045
0420 000000000380 0 390 O 400 ood410000
gbobooooooobooboboboonn 50mM 000 p
mM DTTO 1 mM ATPO 25 mg/ml BSAO 0.25 O O O O /ml RNase O
OCoO/mIDT4DNAOOOOOOOODODDOOOOOOODODOODO?2
oo0o0.20000/ml RNase OO0 ;0000.125 0000 /ml
a

u
O
g
u

O Oooo
O 0Oooo
OO oo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O Oooo

u
O
g
u
O
g

OooOoo0oood
O oo oooogodg
Ooooooodg

ocooDoODOOO00@1oooo20000000000000)H0
oooooOoOoooooooooobooooboooobooo
oooooOooooobooooobooboooobboooobooo
20000020 000000000000O0D0CO00O0DOOO
ocooo0ODDOO0OO000O0O0O0oooooDOD)DOO0OO

(@oooooooooo)y ooooobboboooooooooooooDooooooo
ooooooOOoOOO0ooOooo@oooDO)Y Y ODOooooooooDbDDooOoooo

10

20

30

40

50



(18) JP 5144639 B2 2013.2.13

ooooooooobooooooooooobobooooboobooooobboooobooo
cooooOoOOO0OO0OOoO0oOo@ooooooOH)YOOoOoooooooooooDboooooo
(CoOoooooooooooOooODbDbOO0Ob0O0DOoooooooDoDb)Oo

oo
g
od
oo
ao
od
oo
go
g
od
oo
g
od
oo
ao
od
od
g

g
od
oo
ao
od
oo
go
uo
od
oo

3,1950 ; 0O 4,800,1590 ;

od
oo
od
CRO

O Ooo0oooo
O0Ooo0oo0ooao

o0 O 35
gooo
gooao

Ooooooooooooogooogoo

OOo0ooogooogaog

O

0

OoOoo0ogoooOogao

Ooooooogoooogg
OoooooooooooQgdg
Oooooooooooao
Oooooogogooao
Ooooooogooooao
Ooooooooogoooao
OO0 ooooogogooao
Ooooooogogogooao
Oooooooogoogooao
Ooooooooogooao
Ooooooogogooao
Ooooooogoogooao
Ooooooooogooao

uno
OO
oo
ano
OO

u
O
O
a
O
oon

O 0Ooo0oooo
O 0Ooo0oo0ooo
OO o0gooo
O Ooogoooo
O 0Ooo0oooo
O 0Oo0ooOooao
O OooQgooo
O 0Ooo0oooo
O 0Ooo0oooao
OO o0gooo
O Oooooo
O 0Ooo0oooo
O 0Oo0ooOooao
O Ooogooo
O 0Ooo0oooo
O 0Ooo0ooOooao

iboboboooooboobobobooooooao

ubdooboooooboboboboooboboabada
gooboboooobobooooobooooobood
gbobooooobobobobooobobobao
uyboobooooobooboboboooboboaobad

o@oooooooooooooobooboooooooooooooDbDDoDoOon

yYboooooooooobooooooobooooobooooooooooboooo

ocooooooOoOoOoOoooooo@ooooooooooooooDo)Yooood
gooooooooboooooobooboobooooboooobooooooobooboooooao
goobooooobooooooobooboooobooooobooOooooooboboooooao

OO0Ooo0ooood
O 0Ooo0oooo
O 0Oooo

u
O
g
g
O
g
g

O

ooobOooooobOoooooooooooboooooboooboooooano
oboboooooboobobobooooobooboboboooobonn
ugbobooooobooboobobooooobooboboboooobonn
ocoooDoODOOoO0O0ooOoooo(CEeeR);00D0O0O000000

gooo(@ooOoOoooooopoooooDooOoOoOoog)oooooooo

o(@oooooo)ooooooooooobooooooo

goo

oooooooOo(CcRm)UO0oopooooDOoDOoDO0oO0OoOogo4,683,2020 ; O 4,68

04,965,1880 0 0 0 O5,512,4620 00 OO0 OODOCOOODOAO

goobOooooobooocooooboooobpPcREOODOOOOODODOOOODO
oooooooo(@ooooobooooooboboooobooooooo)oooao

ugboboooboobooooooad
ocoo@ooooooo@ao
gbobobooboobooogooao
OoOoOoOoODNADOO)HOOOO
@oOoooooooooo)o
gooboOocooooooooan

OoOoo0ooodg
OoOoo0oood

gi1iboboooooobobooooogoer
ooDoOO)H)YoOoOooooooooooboooao
ooooooooo)ooooooopoo@ao
gboooooobobobooobobobao
gboooaobNAbOOOOoobOobobobooond
O0DD0OO0O0000001bpO00ODDODOOO

015 bp0 000000000 DDOO0OOO016bpDOO0ODO30 bp0O0DOOOOODO
ooooooOOOO0oO0oOoOoOooooooOoDDOOoOoOowBOOS pPpOODODODOOO?2

oooooao

gooao
ooono

bpOOOOODODDOOODNAOOOODNAODDDODOOODDOOOOODODODDOO
OooooOO0oO0oooDbDOoOOoOoi1bbooooDbooolmobooo2o0D000000C
ocooooooOoOooooo)yooooooao

uoooboooooobooooboooooboboooooboooooooooao
Ooo0oDoOOo0o0oO0oOooooooooD@NTAOOOODOoDOoDoOoooDoDooood

inoooooooboooooobooooooboooobobooobobbooooboobooOoo
ooobOooooboocoobobA00ObODODOO0OO0OODODOO0OO0OO0ODbOOOOO0ODbODOOOn

10

30

40

50



(19) JP 5144639 B2 2013.2.13

000o0o0AD00DOO0OOO0DDDOOO0OO0ODDODOOO0:DO000DOO0O0O00aOnD((Tag)
ooo0oDoDDoODOoOO000O0Oo0ooooOooDDDODO0D00DO0DO0o0oooDoDoDoDoODDoOoDOoOooOg
O Klentaq (Barnes et al, Proc. Natl. Acad. Sci USA (1994) 91:2216-22200 0 O O O
0o0o0); 00o0ooooooooo@th)yboooooooooooDooooooodd
oo0o0oo0oDoDDoODO0OO000O0O0ooo0o0Ooo0DDDODO0DO00DU0DO0O0OoDOoDoODoOoDoODoODDOoODOoOOoDoOg
ooo0o0oDoDoOO0o000oO0o0oooooODODODO0ODO0DU0DoDOoooBDOODODDDODOODODODOOO
0o0ooo3"-5"00000000000o0oDo0o0o0oDoDo0o0o0oDooDo0ooooDooaog
Oo000DDDODO0000BOOOODODDODODDOOODODOOOODODODO : Perler et al., Proc
Natl. Acad. Sci. USA (1992) 89:5577-55810 0 0 0 00 00O OOOODODOOOODN
ADOODODDO (vent); DOOO0ODOOOOCGB-D (beep Vent); Lundberg et al., Gene
(1991) 108:1-6, Pyrococcus woesei (Pwo)J 0 00O OO0OO0ODOOOOOOODODODODNA
oooDo0O (PROHODODODODODOOODODDDODOODODADODOOOOOOOBOOOOOOO
O0D0DoD0o000oAD0D0DODODOODODOOO0DOBOODODDODODODDODOOOOO
000000000 ooo0ooo0ooDoooUooDoDoDOooooDoD1o0O0DoDoDoDd
ogopilc00 0000000000 DODO000D40000000ODODOOO0O0OO0
dATPO dTTPO ACTPO O O dGTPO O O OO MNTPO 40 OO 0ODDOOOOOOOO
OO0OdNTPO O OO OO OO0 0O210005000 p MOOOOOD?20001000 p MOO
oooano
O
O ooo0ooDoOOO00o0oOoO0ooooooODDDODOoDOoOoDoOoooooo
0 0000000000000 000D0ODDDOoODO00O0DO0O0oooaO
O KCIDK-OOOOOONH,-O0OOOOOK-O0O0OOODOOONH.CID
O oo0o00oDoODO0OO00o0O0oo0ooooooODDDODOoDOoOoDoOoooooo
O O0O0oO0OO0oO0OO0o0O0O0b0O0O00000000MgCI,0 Mg-00
oono Oo00D0DDoDOoOO0000oo0ooooooDDoDOoDOooDoOoooooaO
go.50010 MO0 00O0OOCODODDOOODODOO3WO6EMMODODODOOO
O
O
O
O
O
O

O Ooogoo
O 0Ooooo

OoooooooooooggaoQg
Ooooooooogooooo
O 0Ooo0oo0ooao

[
OoooDoooooooogodg

OoOoo0oodao
O oOoo0o0ogao

=

«Q
N
+

|

gosmmo00ooooooboboboboooooobogoboboboboo
HEPESO MOPSO DO DO O0DODOOOO0ODOOOODODOOOODODOSOOI15
gboi1oo00100 MOOOOOOOOOOO20050mmCcOCOO000O0OO
goobOocoooboooooobobe.oc0boe.500dbpHDOOODODOO
gboboobooooooobobdpd 7307200 00000000000
oooo0OO0OO0oO0o0bOO0OO0O00DEDTAO EGTAD O O OO DO

O O
O O

3
=
O

O
gobooogoobobobooooobogobobobooooboboboboo
gboboooooobobobobobooboboboboboooooboonn
DNAODOOOooobOoooobooooooooooooooobooooboooao
gboooboooognon

OO0 oDoooo40o0 oo ooo o0 ooDooogoggooao
OoooooooooooooooooQgoooao

OoOoo0oo0odgao

O
ZI:II:I
> O O
O

O O

Oooooooogooo
OOoo0oooogoogooao
Oooooogogooao
Oooooogoooao
Ooooooogoogooao
OO0 ooDoodgogooao
NDDDDDDDDDDD
O

e e e e e e e e A O < ) A
DDDDDDDDDDDD

Ooooooo0ooooooooooogogoQgoo

OO0 ooo4ooooogQgogao
Ooooooooooogogg
OoooooooooogogQgoao
Oo0oooooooooQgdg
OoDoooogoggooood
Ooooooogooood
OO0 oDoogog4gooood
Oooooogogogogooood
Ooooooogooood
Oo0oooooo0oooood
Oooooogoggogooood
OoDoooooooood
Oooooooooood
OO0 oooogoggooood
Ooooooogooood
OoDooooogogooood
OO0 oDoog4gogooood
Oooooogogogooood
Oooooooooood
Oo0ooooooooood
OoDoooogoggooood
Ooooooogooood
Oooooooooood
OO0 oDoogog4gooood
Oooooogoggogooood
Ooooooogooood
OooooooOoooood
Ooooogogogooao
Ooo0oooQgogao

©
|
Ooo0ooooOoooao

-6-0 00 -



(20) JP 5144639 B2 2013.2.13

JoooooOdoooDoooooooOooooDoooUooDooDOoooDoDoooooDood
O000D000003325800000333420 0 OO O 34580 (BIOPROBES 34, Molecular Pro
bes, Inc. Eugene, Oreg., (May 2000)) DAPI (4",6-0 0000 -2-000000O0O00O0O)
ODIPI (4",6-(000D0D0OO0O-2000)-2-000000000HY0O0ODOOOOODO
gooooooooooooy-0DDOOO0OUOUDODOOUOUODOODODOODODDODUOOODO
Lbs 7510 000 00C0O0O0bO(@obooooo)ydobooboOooobooooobooo
000000000000 00@OOoOTe000ER 0D0000)I00o0oon
godoooDoo0oooooOoOoooDoOoOoooODoo0ooDoDoOooooDoooooao
0000000000000 0DOCO0O0O0DOO0O0OO0ODODOOOLee (1989)0 00O
0 4,883,8670 O Yue et al. (1996)0 0 0 0O O O 5,582,9770 O Yue et al. (1994)0
0005,321,1300 0 O OO Yue et al. (1995)0 0 0 0 0O O 5,410,0300 (40 0 O O
goo0ooOoOoOoooooOoooDbDoogUooO)ogooboo4gooooooooao
00000 Molecular Probes, Inc., Eugene, Oregd O O O O TOTOO BOBOO POPOO YO
YOO TO-PROO BO-PROO PO-PROO O O YO-PROO O O DO ODODDODOOODDOODOODDODOO
Haugland et al. (1995)0 0 0O O O O 5,436,1340 0 Yue et al .0 00 O O O 5,658,7510
0000 Haugland et al. (1999)0 000D 0O5,863,7530 (U 0D OO0OODODOOO
00000000 o0oDooooo)Y0ooo0oDooo0o0oDoDoo0o0o0oDoDoOoonoonoMol
ecular Probes, Inc., Eugene, Oregd O O 0O O SYBRO SYTOO SYTOXO PICOGREEND OLIGREE
NOOOORIBOGREEND OO DO DOCOOODOOOODDOOUOODOODOODDODOOOO
goooooooobooooooogoQoobobooOoobooOoooDbDbooguobooo
0o0ooooodoooDoooooooOooooDoooooDooDo0ooDoDoooooDoodd
goooooOoooobooooooooOogoooDoogUoobooUogoooDoogugbooo
0000000 O000D0OdDOdMolecular Probes, Inc., Eugene, Oregd O O O O SYTOO
SYTOXO JOJOO JO-PROO LOLOOD LO-PROO D OO0 DOOOODDODODDODOODODOOO
ooooao
gooooOoooUoooo0oooboogouUobooUogboDbbooguobooo
O000o0Doo00oU0oooO0o0oo0ooDoo0ooUooDoDoo0oooDoooooDood
oo0oo0ooDoOooo0ooooOooooDooOoUooDooOooooDooooooodd
gooooooooooo0oQooboogouUobOooUogoDbboogobooo
ooooooooooooO0ooobooOooboboOogoobboogoobooo
0000000000000 oo0o0oo0oDoo00U0oDoDoDo0ooDoDooDooOooDoDoDOoog
goooOoo0o2000000bOoOoU0oooDoO0oooDoOooUooDooDgooboooOod
goooooogoobooooooogogooobDoogogoboo0ogooDbooguobooo
0o0o0ooo0ooooDoooooooooooDoooo0oDooDo0ooDoDoooooDood
goooooOogoooOoooooooOogoooDoogoUooOoo0goooDoogoobood
ooooOoo0oooDoOog(@oboog)yopobooooboogoceTP( O OOcey3-CTPOC
yo-CTPHYO OO OO0 oDOo0DO0oO0O0ooDo0ooo0ooDooooooooooDooooooan
0o0oooo0ooooDoOooo0ooDoo0o0oDoDoU0o0oo0oDoDo0o0oooDoDoOoooOooDoOOecy
30 Cy50 Alexa 5550 Bodipy 630/6500 0D 0D 000 DODOOOODOOODOOODODODOOODO

OooooooQgooao
OooooooQgooao

OoOoo0ooodg
O oOoooo
O O0Oo0ooo
OoOoo0ooodg
O oOoooo

gooboooooboooooooboobooo

gboooaog
ugbooooooooboobobooboooo*oboboobooo0ooboobobobaa
ooooooooobo* ooobooooOo" booooboooooboooobooo
gboboooooogobgoboboboooobobobobobooooobobobao
oco@oooooH)yoooooooooooDooooooooooooooDpDoooooo
oooboooooobooocooboobooooobobo220000000Ob00OO00O0DbDDOOOO
gooobobooooobooooobooooooobooooobooboooobbooooboOooo
gboobooooooboobgobobobooooboobobobobooooobobobao
ooooo* oobooocoobOr ocoooboooobooooobobbo20000000
ooobOooooboocooi1booooobooOoo0oooobOooooboooOoobooboOoo

10

20

30

40

50



ey e Y Iy

Oooocoooooooooooooano
Oooocooooooooogoooogoo

OoooooooooooooOoooooooooooooooonooo.o
ey Iy e Iy

10

|

Oooooogogo
OooooooQgogoo

OoDoDooogo4ogoooogdg

Oooooogogooao

OO0 oooooggog
oo oooooogoQgoog
oo oooooogoog-g
OO0 ooooogogg
OO0 oooooogoQgog
oo oooooogogoQgo-g
Oooooooogo-g
OO0 ooooogogog
oo oooooogoQgo-g

O
O

Oo0oooooo0 oo ooo o0 oo oDoUo oD ooDoDoog4gogooooaog
I ey e [ e e e sy s B
Oooooooo0oooooooooDooooooooooooooao

0o«
ooooocooooon
200000000100

gbooooboaoanb

goo
uod

O

O

Ooooooogogooao

O

O

OO0 oooodogoao

0

oogao

Oooooooooooogg
Oooooogogooao

O0Ooo0oo0ooa.o
O 0Ooooo

O
O

gbooooag
ugbooood
“ FRET" O

O

O
O

gooooogan

(000O0000)o

600

Ooooooggoao

(2}

0

O oOooo

O
O
O
OJ
O

O
Oooooooooooogoooaoo
O

OoOoooogogao
Ooo0oooQgogoao

OooooooogogQgogoo
OoOoo0oooogoQgoao
OO0 oooooggogao
Oo0ooooogQgoao
OoooooogoQgoao

O o0Oooo

O o0Ooo

O 0Oooo

O oOooo

O

O 0Oooo

gono
gono
oogd
FRETO
g

OoOoo0oooao

OO o0o0owoOoooooogogoao
OoooDoooooooggoQg
Ooooooooooodg
Oo0ooooooooood
OO0 oDooogoggogoooogod

O o0Oooo
O 0Oooo
O o0Oooo

O
O
O

oo

OOoo0ooood

a1
[ ]
OO0 oooooggog

OO0 oooooogogog
oo oooooogoQgo-g
OooooooooOgo-g
OO0 oooooogogog
oo oooooogoQgog
oo oooooogoogodg
OO0 oooooggog
oo oooooogogoog
W OO OooooQoood

[ |

OO0
00
OO
o0

OO
00

u
O
g
u
O
g
a

TagMan(O O O O )0O

g
a
u
O

O oOooo

(1)

OoooocoooooooQgooao
OoooooooooooQgooao

oo
od

fOoOo0Oo0DooOoooogoogog

OoooooooooooQgg
OooooooooooQgodg
OO0 oDooogo4gogoooogdg
Oooooooooooogg
OooooooooooQgdg
OO0 oDoooooooogdg
Ooooooogoooogg
Oooooooooood
Ooo0ooogoooOoao

O oOooo

OO0 o oooogogg
OO0 ooooogogog
oo o ooooogoQgog
Oooooooooog-g
OO0 oooooggog
oo oooooogoQgog
oo oooooogoog-g
OO0 ooooogogdg

ooooooao
goooooao

(OO000O000)0

uo

100030 nt0000000D0COO00O0DOO0OO0

oo
oo

oo
oo
uo
od

(000030
0015000

oo
g o
oo

oo
oo

300

ugbooodogod

gooooao
gboooaoao

uo
g
g
od
go

O

OooooogoQgogao
Oooooogogoao
OoooooogoQgoo
Oooo0ooogoo

O 0Ooo0oo0ooao
O Ooo0oooao
O Ooo0oooo
O Ooo0ooo.o

od
od
ooooooao

O O
O d
O O
O O
O d

ooooooao
goooooao

O Oooo
O Oooo
O 0ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo

O O

JP 5144639 B2 2013.2.13

O

O O
0O O

0«

OO0 0oooogao

Ooooooogoogoooao
Ooooooooogoooao
OO0 ooooogogogooao
Ooooooogogogooao
OooooooogogQgoo
OoOoooooooOooOoao
OOo0ooooogQgogoao
Ooooooogoogooao
Ooooooooogooao

O d

Ooooogogooao
Ooooooogoogooao
OooooocOoogooao
Ooooogogoao
Oooooogogooao
OoooooOoogoao

O

O
g
g
u
O

O Ooo0oooao
Oo0o0oooogdg
OooOoo0ooOod
OOoo0oooogdg
OoOooooogdg
Oo0oo0oooodg

O

O

O

570

O
g
g
u
O

Oooooogdg
OooOoo0oooOod

oooobooooooboboooooobooao
oooboooooboocoooooooao
20000o0oooObci1lmooobooooooboao
O/00000000000

)Y Ooooooooi1o

goaano

gboboooboogd
gbooobooooobood
ooooocooooao

oooooooooao
ooooocooooao

10

20

30

40



(22)

Jodo0o0o0o0oUooooooUooDooOoooooddg
ooooooooooDoooooDoooooooaog
0o0o0oDooooooDoooooDoooooood
o000 UooooUooUooDooOoooDoodg
OO0O0O0Tagvan(D O OO HO OO OO (OOOHeld
94; Holland et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA
et al., Nuc. Acids Res. (1993) 21:3761-3766)0
ooooooouooDoooooooooao
oooooooooDoDooooooooao

O

JP 5144639 B2 2013.2.13

oooooDoDoODOoOoOoooooooo
ooooooDoOOoOOoOoooooooao
ooooooDoOOoOOoOooOoooooo
0ooooooe,248,5260 0 0 OO0
et al., Genome Res. (1996) 6:986-9
(1991) 88:7276-7280;0 O Lee
ooooooooooooog
ooooooooooooog
ooooooooooooog
O

O
O 0Ooo0ooo
O O ogoo
O Oooo
O 0o oo

Ooooogoooogogood
Oooooooooood

Ooooocoooooodg
OooooooQgdg

0

O

O

O

O

ooooobOoooooooOo@obooooooboobooooooboo)o

O 0Oo0oooao

6,326,

O

O 0Oooo
O 0Ooogoo
O 0Ooo0ooo

O

O

O O o0
O O o

14:-303-308; O

O

O0Ooo0oooa.o
O0Oo0oooog
OOoo0oooaog
O 0Oooo

[ Ry

0

O
O
O
O

O
O
O
O

ooooo
ooooao
ooooao
ooooao
O (Whitcombe et
450 0 0000000000000 00DDDODO0D00DO0DO0OooOoooOoOaon

O0O0)OODOOOODOODO (Nazarenko et al., Nuc. Acids Res. (1997) 2

ooooDoDoOoOoooOoooooooao
oo0o0oo0oDoDoDOoOooooooooooaon
ooooDDoDoDOoOooooooooooaon
ooooDDoDoDOoOoOooOoooooooao
al., Nature Biotechnology (1999) 17:80

O O o

O
O
O
O

O oOooo

O
O
O
O
4-

807;

t2516-2521; 00 O0O0O0Oe6,117,6350 00000000000 0OO0OO0DOOOOODOOO
oooooogd

O000)O0O0OOO0O (Tyagi et al., Nature Biotechnology (1996
5,989,8230 0 0 000 0DODODOOODODODOODOODn)
(00O00OO0oeo0/138,3760 D 000D 0DO0DO0DDODO0DODODOOOOO
O00oo00oooDo)Yooooooobobobooooooao
ooo

O

O
O

O

O

O

0
O

uboboooooboobobobooobobobao
ooooocoooobooooonon

ugbooboooooboboboboooboobobao
ubdoooouoboboboboouobobobada
goobOooooooocoooobooooobooo
/00000000000 Q0coOoDooDO0o0oo0oo0oo

ugbooogoooboboboboouoboboabada

OOoo0oooog
OoOoo0oooo
I B
OO0Oo0oooog
OoOoo0oooaog
I B
O0Ooo0Oo0ooa.o
OoOoo0oooaog
OoOoo0oooo
O0Ooo0oooao
O 0Ooo0oooaog

oooooao

OO0 oooooggog
OO0 ooooogoQgog
oo oooooogoQgo-g
OO0 oooooggog
OO0 ooooogoQgog
OoooooOoooao
OoooooOoogooao
OO0 ooooogogog
OO0 ooooogoQgog
oo oooooogooQgo-g
OO0 ooooogogog
OO0 ooooogogog
oo ooooogoQgog
OoooooooogooOgod
OO0 ooooogogog
OO0 ooooogoQgog
oo oooooogoogo-g

(o]
(0]
O

O O
O O

od
od
od
ood

Oo0oooooo0o oo oooooooDooooooooao
Oo0oooooo0 oo ooo oD ooDooooooooo
Ooooooooooooooooooooooooogoogoao

O Ooooo
O oOoooo
OooOoo0ooao

Oooooooooooooo0oooDooooooooooQgoao
O 0Ooooo

Oooooooooooooo oo o oo oo ogogooogogood

N Y e e - O © e O o O
O
O
O
O

=
O oOoooo

O oOoo0ooao
O 0Ooooo
O oOoooo
O oOoooo
O 0Ooo0oo0oao
O oOoooo

O oOoooo
O O
O O
O Ooooo

g peak)

gooon

OO0 ooooogogog
OO0 oooooogogog
OO0 ooooogoQgoQg
OO0 ooooogogog
Ooooogogooao
OoooooQgogooao
OoooooOooOooao
Ooooogogoao
OoooooQgogooao
OoooooOogooao
Ooooo-gogoao
Oooooogogooao
OoooooOoooao
Oooo0oocOoogooao
Ooooogogooao
OoooooQgooao
OoooooOooOooao

pPCROOOOODOOCOCOOOOOOOOD

goooOoooobooos3gooboind
ooooDoooooboogoooboooo
ooooooDOoOO0oO0oO0oOog (mel
ooooOocoooobooooobooo

10

30

40



O Oooo

e s e e e

OoOoooooo0oooooo0 oo oooo0ooDoDoooooooogodg

Ooooooooooooooooooogodg

OoDoDooo4gogooooogogog
OooooooooooogogaoQg
OoooocooooooogogoaoQg
OO0 OoDooodgdgooooogogdg

Iy ) R e e [ Iy
Ooooooogooooogdg

I Iy ey Ay Iy

ey e e s e e e

O
(0 0)O
0ooo
0ooo
0ooo
0ooo

Oooooooooooao

O

Oo0oooooooooogoQgog

O Oo0ooooogd
O oo oooogdg
Ooooooogodg
O 0o oooogd
O Oo0ooooogdg
Ooooooogodg
OOooooood
O Oo0ooooogd
O oo oooogdg
OOoooooogodg
OO0 ooooogdg
O oo oooogdg
Ooooooogodg
OoOooooood
O Oo0ooooogd
O oo oooogdg
Ooooooogod
OO0 ooooogdg

0
O

O

O

0

ooao

O

O

O

goao

O

O

O

goo

0

O

O

goao

(23)

O
O
O

O
O

O
O

gboooooobobobooonn

PCROODOODOODODOOOOOOO)NO

O

OooOoo0ooood
OoOoo0oooogd
OoooooQgd
OooOoo0oooOod
OOo0o0oooogdg
OooOoo0oooogd
Oo0oo0oooQod
OooOoo0ooood
OoOoo0ooogd
OoooooQgod
OooOoo0ooood
OOo0o0oooogd
OooOoo0oooogdg
OooOoo0oooOod
OooOoooood
OoOoo0oooogd
Oooo0ooooQgodg
OooOoo0ooood
OoOoo0ooogd
Ooo0ooooogdg
OooOoo0oooOod
OOo0oooogd
OoOoo0oooogdg

O

O
O
O
O
O
OJ

O
O
O
O
O
O

JP 5144639 B2 2013.2.13

gbooooooobooao

@
0
0
0
0
0
0
0

ooooODoOoOOoO0o0ooo)pooao

Ooo0Oo0OoOooobd
Ooo0Ooo0ogoood

O

gboboooooo®* ooboogao
ugboobooooooobghn
/000000000000
gbobobooooooobgno
gboooboooooooboan
ooooocoooooooao
guo

inooboooooboaobanb
i0oboooobooooan
oooooo@ouoOoooo

gbooooooognon
gbooooooooan
ooooooooooao
ooooobooooooao
gbooooooogan
gboiliooooood

O Ooo0oooao

ocooooO0oO0oOoOooooo@oopooH)yoooooooooooooooo
(gcoboooooooooooooOobboooooOo)oobobDbobobooooo

200b0bo0oo0oo0oo0obobobo0oboooobDoboboboooooboo
gbobooooooooboobobobooobooboobobobobooao
ugboogoodod
10000 O O

O
O

uod

O

O

0

ooooo
(0 00)O

Oooooooogdg

ocooo0O0OO0OO00O0O0o0oO0oooOoOoODODbOOO0OO0O0O00oDaDO(EPeRr

OooOoo0ooood
O Oooooogdg
OOooooodg

O

O

O

Ooooooooogogoo
OO0 ooooogogog

ooooOobooz20b02000000000000100

O

O

OOoo0ooood

O

oooooooooao

ugboooobooboobobobooooobghn
oooooOooooboooooooobocooooao
gbooboooooobooboboboooobgnon
/000000000000 O0ODOOoODDODOOO
oooooOooooboooooooocooooao
gbooooogpcREODOOODODODODO
uboobooooobooboboboooooboan
gbobdobooobobooaobaoanb
goobOoooobooooooobooooobood
gbobooooobobobobooobobobao
DNAUOOOoOoobOoboboobooooboboboobooonno
OODNAODOOOoOooOooOOoooobOooooobboooobonn
gbooooobobobobooooboboboboooboognn
oboboooboobobobooooboobobobooobonn

DNAO O O "

yYboooooooooooooooooooooooooDbDboOoOoOooooooooo
gbooboooooogbNADOOOoDOgobOobobobooooobooboboboo-boDbao
ugbobooooobooboboboobooooboboboobooob

ogooano

od

10

20

30

40

50



Ooooooogg
Oooo0oooQgdg

-
o
2]

s e e e e

Oooooooo0oooooo0ooDooooooooogogoao
Oo0ooogog4dooDooUUdUoDoDooDUUUooooogogg

Oooooo4oooooo4oooooogoggg

(24) JP 5144639 B2 2013.2.13

gboooobooboboooobobobobooooobooboboobooooboonn
ooooobOooooobooooooboboboooobooooboooooooboboooooao
oooobOoooobooooooboboooobooooboooooobOoooooao
DNAU D ODOooooooboboboboobooobogobobobobooboobao
0000000000 0O0E. coli ODOODNAOOOOOOODODDDODOOOOOOO
oopcROOOO0OOOOOODOOODODDODOOOODODOOOODO@ODDAOS,449,603
0O005,534,4070 )0 T40 00000003200 000@DOODNADDDOOOO)
O0D00OO0O0O0O0OODNAOCOODODDODODOOOOOO (schwartz, et al., Nucl. Ac
Res. 18: 1079 (1990))0 0 0 ODNAD OO O OCODODDDOOOOO (Huang, DNA Cell

Biol. 15: 589-594 (1996))0 0D 000 O0DOOOOODODOOOODODOOO.01 ngZp L

O

Olpg/p LOOOODDO;0O0O0D0OO0.1 ng/p LO OO 100 ng/p L;01 ng/p LO O

10ng/p LOODOOOOOOOOOOOODODDODOOOOOODODOGO

Oooo0oooogoQgoo

goo
gbobooooboboboboooobogobNADDODOoDbOobooooonoDao
ooobobOwymoob22c00obobooooooooooobooooooon

ogoo
gboboobooooobgoboboboilbobo20ob0obobooooooDgonn
(@oHyoos3qgooooooooooooooooooooooDoooooooo
gooooooooboooooobooboobooooboooobooooooobooboooooao
sggoooooboobooooobooocooobobooooboboooobooOooboobooOon
oopopoOoO00oo0oOooooooooooOooooooooO@oDoDoOoOoooOooo
gbouooobobobooouobuobobooboooobooboboboooobogann

Oooo0oo0ogoad

sgooooooboooooobooooooobooboooboboocOooobooboboo,0bO000

gbooos3soooooboobobobooz20b00000obo00obobobooooboonn
ocoooooOoOO0oOoOoOooooooOobDbOOoOoOooOoooo)yY oD D@oooo
ybooooooooooooooboooooooooooobDbbOOoooooo
gbobooobooooobogobobo

ugoad
goooooooboooolooboo2200b00000booOO0oO0oOoooOboooooan
(go0oooooooooooooOobDboobOoooooo)obbooDbODbDbOOO0DO0OO
gboooobooboboogsoHboogoos*sboooooa
gbooouoboobobobooooobouoboboboooo
oooobOocooobOooos3snoooooobooooooon
gboooobooboboboooooobouoboi1bgoobga2ng
ooos3gnooooobooocooooboooooobooooooon
5°00030b000c0ooboboocoooboooooooooan
gtoooobo0oobooboooboooooobobobobooooobDao
oooooODoO0oooobOooooooDobos;01nobooo0o2000000
uboooobouobobooboooouobooboboooda

Ooooogogoao
Oooooogogogoao
DDI:II:IDEIDDU"
DDDDDDDU:I:I
Oooooogogogoao

O0Ooo0ooaoo

O
O
O
O
O

obobooooboboboboooobobobobooobonn
gbobdoobooboooboobobobobooobooboao

gbobobooboo4-100000000000DO00OG®eG-7500010-50000
oooobooo1lmoobobo2200b00000bOoOb00ooobDbooooDboDoO
ooooooOoOOOoOOoOEG ooOo"oooog30o0Oos"000di1-200001-10
l-e0 0000000000 )O0O0OOOODDDOOOODODOOOOS-1500000
00 0 3-120 3-100 3-80 4-80 3-60 4-60 0 OO O O

O
ocoooboOoOO0OO0oO0oO0ooooooooODbDDbOO0OO0oOoOoooooboooDbDDDbO@O

Oo0ooooooooooogogooao

Ooooooo0ooooooooooogQgdg

10

20

30

40

50



(25) JP 5144639 B2 2013.2.13

co1ooo0000oOooogooo)yYoooooooooooooooooooooooo
oooooOoooooboooooobOoooooboooboooooao

ooooao
gboooooobobobobooobooboboboobooobobob2-1000000
0 0 20-5000 50-3000 100-50000 O O O 100-3000 O O O O 0O 200 2000 0D O 3000000
ooooao

oobooo
gboooooobobobooooboobobobooobooobooboboboobooao
oooooOooooooboobooooboooobooOooooobObooobooboooOooobooo
oooooOoO0oooobDoooobooooooOboUoOoobDoooooDooOoooDE@E
ocooooOOoO0oOoOoOooooooooDoOoOoOo)yooboooooDDODOoOoOoOoOooo
ubooouobouobobooboooobooboboboobooobouoboboboobooo
Ooo0DDOD0OO0O000O00O0(@OoODOD)YOATPOOOOOOOODODDDODODDODOOOO
gbobo40D 0010000000000 DOOD200000000000DO0OD0ODOOO

-bogbooboouobuobobdoobobooooobooboboboobooobooboobaoadn
oooooOoooooobooooobooooobooOooooobObooobobooOoobooo
oboooo
obooad
coooOoOOO0O0oO0oO0oooooooOoDODObObOO0OO0oOoOoooooOoOO0OD1Tpp 00020
ooooooOoOOOO0O0O0oOoOooooOOoODoODD1p 100000 2pIODODDO3 100
O4p I0000OS5Sp 00006 p I0000O0O0O0OCOOCCODDOS8p I0DOO1.5ml
oooODoOOoO000oO0oOooooooooODOOO0O0O0oOoOoo02pI0OOD1.3mMIO0O00O0
Oosop 10001 mIOOOCOCOOY5spp 1000800 pu IDOOODDO100 p 100050
IiD0ooo0g20plDO00300p ID0D00OO0O0O0ODODDOOOODOODOODOD
O utbooooboobobobooooobooboboboooboobobaa
cooboOoO(@UOoOooooooooboboboDi1booo200000O0O0O0
oooooOoOooooo)yooooboooobooooooboooono
p 10000000000 O0oOoooooooooDooOoooOooo
uybooboooooouobuobobooboooobobobob-a
goobOoooobooOocooooboooooboogao

OO0Oo0ooodg
OoOoo0ooodg

ugbooooboobobad
ogoo
gboooooboobobo

O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O Oooo
O
O
O
O
(]
O
O
O
O

good
goad

goo
ooo
ooo
goo

O Oo0ooooogdg
O o0ooooogdg
Ooooooogodg
OO0 oooogdg
O Oo0ooooogdg
Ooooooogdg
OOooooood
O Oo0oooogd
O o0ooooogdg
Ooooooogodg
OOo0oo0oooogd
OoOoo0oooogd
Oooo0oood
OoOoo0ooood
OoOoo0oooogd
OoOoo0oooogod
OooOoo0ooood
OoOoo0oooogd
OoOoo0oooogod
Oooo0oood
OO0 o0oooogd
OoOooooogd
OooOooooogod
OooOoo0ooood
OoOoo0oooogd
Ooo0oooogod
OooOoo0ooood
OOoo0oooogd
OoOoo0oooogd
Ooo0oo0oood
OoOoo0ooood

0000000000000 00000000000000000000
000000000000 10000000000000100200003
10(@O000000)000@O0O00ONONO0)IOODOONDO(@OD
000)I000O0010010(@O000000)o0o@ooooon)
00000200000000000C@O000)I0O0OO000O0000

e e e e [ e e e e e e e [ R [ ... e e e s s i [

Ooooooo0oooooo0DooDooooDooDooooo=ooao

s s ) s e e s e e Y R [ |
OOooooo4oooooo4oDoDoDooo4ogoooooggg
OoOoooooooooooo0oDoDooooooooogQgg
OoooooooooooooDooooooooooogoQga-g
O Ooooo



ey e Y Iy

Ooooooooooooo0o o0 onDoDooo0D oo oooo0 oo oDooo0ooDoooogooao
s s s e e e e s e |
OoOooooo40oooooo 0o oDooUoo oD oDoDoDoooDooDoDoogoggoooao
OoOoooooo4o0ooooo o0 oo ooooD oo oDooo0DooDooogoooao

Oooo0oooQgdg
OOo0Dooo-gogoao
Ooooogogoao
Ooooooogogooao
Oooooooogoao

O 0Oooo
O oOooo
O 0Oooo
O O0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo

O

D@OoO0O000O000O0O0OO0)IODOoOoon
(000O0O0)DDO0@OOoOooooog-o
00000000 00O00O0O00000
0D(@O0O00000000000D000000O0O000O000O000O00O0O00Od

O

(26) JP

oooobDooooobooooooboooo
ooovs00OO0D0OO0O0O0O0O@ODOO
(@oDoOoooooooooooDb)o
ooo@oHhyoooooooo

O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O O oo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo

goooooao
gboboboobo
gbooobodoaoad

O
O
O
oooooooo

OOoo0oooogd
OOooooogod
Oo0Ooo0ooood
O0Ooo0oooogd
OOoo0oooogod
OooOoo0ooood
OO0Oo0oooogd
OOoo0oooogd
OoOoo0oooogod
Oo0Ooo0ooood
O0Ooo0oooogd
OoOooooogod
OoOoo0ooood
OO0Oo0oooogd
O0Ooo0oooogod
OoOoo0oooogod
I I B

5144639 B2 2013.2.13

ooooDoooooao
oH)oooooooao
gooooooooao

000
000
000
000
000
0 )0
000

gboboooooobobobobobooboboboboboooooobonn
yboooooooooooooooooooooooooooDoDOoOoooOooo

O
O

O 0ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo

Ooooooooooooooooooooooooogoao

O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
OO oo
O Oooo

go“ 0000 booooboobooooooooao

oooobooooboooooboobooo
oooobOooooboooooboobooo

O Oooo
O Oooo

gbooooboobobobooobonn

gboooobobooooog
ubooboobooboooonod
oooooocoooooooonn
gboooobobooooog
g

O Ooogooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooo
O O0OoOgoao
O Ooooao
O Ooooo
O 0o oo
O 0o oo
O 0o oo

oooooooooboooooonn
goboooooobobobobon
mbOOooooooOooooiopy md

O O
[ |
[ |

O 0Oooo
O oOooo
O 0Oooo
O NOO
[ i |

O

O

O

ooooboooogoo

oooooooooao
oo@oooooao

Oo)ooDooooooooooobODbOoOoOooooooooao

gbooobooooobooad

gboooao
gbooooao
oooooao
gbooooo

O O ogo
O Oooo
O 0o oo
I Y o [

gooooooooao
mO0O0O0
ooooooge py mO

O
O
=
=

goooo@oooswydooopooooooooooog)yooooooao

goooOoooobooooobooooooooooao
US-A-43361730 00000000 OO0O0ODOODOOO

ugboboooboobooboboboood
o” ooboooobboooooooboooao
gboobooooobooboboboboog
gbobooooobooboboboooa
ooobooooobboocoooooboooao

O 0Ooo0ooao
O O
O Ooooo

O Oo0gooo
O Ooooo

ocooOoOoOOO0O0ooOo@oooooDo)o
OH)>oooDooooooooooooDbaso
ooooooooobobooooooboooo
oooboooooboocoooooboooao

ooooocooooao

uboobooooaood
goooocooooao
gboobooooboood
gbooobooooobood
oooooooooao
oooooDOoOOE@

gooooooooao
gboobooooobooo
uboobooooaood

oo 0000000 oooobooooobOooOoooOobooOoOoooboon

10

20

30

40

50



O

OO0 o0oooogoogdg
Oooooogoogdg
OooooooQgdg

Ooooooood

O

e e e e e e e [ A s [y s [ |
I ey B ey R e sy [ A B
oo oooooooooooogoogo-g

OO0 oooggUoooDooUUooDoDoo4dooDooogoooao
Oo0oooooUooooooo0o oo oooooooDooogoooao
Oo0ooooooooooo0 o oDoooo0ooDooogogoooao

O

g
u
O

O

O Ooo0oooao
O Ooo0oooao

O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0ooao
O 0Oo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao
O 0Oo0oo0oo0oao

O

ao
uo
od

od
od

ao

a
O
g
a

oo

g
U
0

0
0

0

u
0
U
g

O

27

JP 5144639 B2 2013.2.13

gboooooboobobooboooboboboboooobooboboobooao
oco@ooooooooooooOobboOoOoooooobooooDbboOoOoo)g
oooooboooooboooooooboboooobooOooboboobooooboo4
g@ooooo)gooooopoooooooooooooooooood
Ab0bo0oouobuoboboboooobouobobobobooooboanb

oooobooooooooooobooooooboooooDooooo@no
ooy oooooooooooooooooooooooooooooooo
(coooo)ooooooooooOv/soOOOODOoOOOODODODODDDODDOOO

gbooboooooboobooboobooobooooobooboboobooao
gbdoboooooboobobooooooooboboboooo
goao

ugbobdobigobdooboobooooobobobooboooboooboaa
gooooooobood

ugboboi1boboobooboooooboboboobooooboooao

ugoad

O
O

O
O
O

O
O

O
O

goo

O Oooo

O
O

000000000000
(00D00O00D0000)0
OooO00oO00oO0oOooO

O

gboboobooooobogooboo
I I A A <1 | A B R N R M 28

a
O
g
a
O

O

O

uono
oogod
oono
oono

oogdod
oood

g
O
g
a

O
O

aono
oogd
gono
gono

ogdd
ood

oooooOooooobooooooboooobobooobobboooobooo
ljooobooooooooooooboboooobooc0ooobooOoobooOoo

oooooOocooobOoooobooooobooOoooooboooooao
1oo0oo0Do0ooo0oobooogooooo0oooobooooobooooooDon

(coboooH)oooooooooooo
oooobOoooi1o0o0oco0o0oooboon
gooooo

gooao

ogdd
oood

O 0Ooo0ooo
O O oQgogo
O Ooogoo
O 0Ooooo

0

O

oo

ogono
a

00
oo
uo
OO
oo

oono

gbooboooogao

gooooooooao
oboboooognon
oooz200000

ooooooooao
gbooboooogno

gboboooogao

scoc0oooOoOoOooobOboooboboOooOoobobOooooOobooooboobooooonn
ooooboooooobooooobooooooobooooobobooooboboooobooo
gboobooooooobgobobobooooboboboboobooooboobobobao

O

OooooooQgogao
Oooo0ooQogogoao
OOo0ooogo-gogao
OoOoooogogao
Ooo0oooQgogoao
OooOoo0ooood

O 0Oooo

g
u

oo
ao

od
od
od
od

U
g

0
0
0
0

gboboooogao
gbooboooogan

goooooooao
ooooooooao
goooooooao
gooooooooao

gono
gono

ogdd
ood
ood
oogd

200000o0obooooooboooooobooboooobobooobi1cooooboooboooan
ocooooOO0OO0oO0oOooooooooODbDbO/000000O0OODOODODDDDOOO

gbooooboobobobooobognon
gboooobooboboobooobooan

oooobOooooboooobooboo
oooobOoooobooooobooo
oooooOooooboooobooo
oooobOooooboooobooo

10

20

30

40



OoOooooaog
I B
O 0O0o0ooooog
OOoooooaog
OOoo0ooooao

O

O

O

(28) JP 5144639 B2 2013.2.13

gboooooboobobooboooboboboboooobooboboobooao
oooooOoooooboooooboboboooobobooobobbooooboodg
ooooobOoooooooooobOobooooboboOooobboooobooog
gboooogoobobobooboooobobobobooooboboboboo
uboooobooboboboooooouobobobooboooonn

gobooogooboooboboboooobobobobooooboboboboo

os0O00D0O0O0O0O0O0O0OO0OO0OOOOODOODOOODOOOODODOODDOOOOO
oooooao
gobooboooooogoobgobobobooooboboboboboooobobobao
gbooboooooobooboobobobooooboobobobooboooboobobobao
ibooboboouobouoboboboboooboboboboboooboboboOoboOoobao

OoooooooDooooooooogodg

Ooooooogogoooao e

O0Ooo0oo0ooao

O

Oo0oDooo0oDUooDoDoogogooooogd

OoooooooDoooogooooogdg

Ooooooooooooooooogod
OooooooooooOoogoao

O

O Ooo0oooao
OooooogQgdg

0

Ooo0oooQgdg

OOo0ooooogogdg
OOoo0oooogod
OOoo0ooood
Oo0OooO0o0oood
O0Ooo0oooogod
OOoooood
OoOoo0oood
O0Ooo0oooogod
OOoo0ooood

oooooboooooobooooooboboooobooooobbooooboodd
O/0000000000O0QOCOODODOOO0DOO02000000D00DO00000

20000000000 bOOO0O0O0bODbODOO0oOoOoDbDOOoDOooOoDOn

oo2000000000000000000O0

gboooooobooboboboooobgnon
uboboooooboobobooboooooboan
oooooOooooboooooooocooooao
oooooOooooboooooooobocooooao
uobooboooooboobobobooooobogan
OpPCRODODOO@OOOODOOODODDDOOOOO

yYooooooooooooooooooooooooDbDbDooooooo
gbobooboooooogobobobobooooooboobobobobooo
gbooboboooboobooboboooooboobobobmboobooonoan
oooooooboOoOooooooooooDbDDbbOOoOooooooov/DOO
gbobooooooboboboooooDoo

gbobdooooooouobuobobdoooooboobuoboboboobooo

ooooobOoooooooooobOobooooboboOooobboooobooog

ibooooboooobogobobobooooboboboboooobobob1lwobobao

Ooooooogooao
Ooo0oooOoooao
OO0 ooooogogog
OO0 ooooogogog
oo ooooogogooQg

Ooo0ooooOoooao

O Ooogooao
O 0Ooo0oooo
O 0Ooo0oooao

0
O

O

O

OO o0Ooo
O 0Ooooo

0

ooao

uo
oo
oo
ao
oo

ooo
ogoo

gbobooboooboobobobooboooooboboaba
oobobDi1ioooooocoooobooooboooooboon

gboboboooooboboboboooobgobocepd
gbobobooobooboobobooboooooboboba
ooooOooooooooooobooooooboooooooao

ugbdobdoobooobooboboboobooooobobaba
gooooooooao

gbooooboiogogobooboboboilbo200b0o3anoboOooboOoobooOoo

(cg0ooOoOoO0oOooooooooDOOoO0oOoOoOoooooooODbODOoDOoOoOoOooo

OoOoooogoogoodg

O

goobOoosgooboooooboocoobobooooi1lbooo200000000
gboboooooobgoboboboboooboboboboboobooooDoonon
g3qloooooooooooobooboooobboooobooolmoboo20000
gooooooooboooooobooboobooooboooobooooooobooboooooao
ooooooo);
oooobooooi1oooboo200o0b000oo0ooboo0ooooooooobos;oo0o0on
uybdooboogooobobooboooond

10

20

30

40

50



Ooooooo0oooooooooogogQgg
P OO0 O0OoO o0 oooooooooogoQgdg

OoOooooo4o0ooooo o0 oo oooUoooDoDoooooooogdg

O o0Ooo0oo0oonoan.
OoOooo0ogao

O 0Ooo0ooo

O

O

O 0Ooo0oooo

O

Ooo0oo0ogoood

PCROOOOCOODODOO@O

Oooooooogoogoodg

O
0
4
O
0

0 24:
aoaod
oaoo
ooo
oo

0 2B:

0
4
O
0

3,

O
O

(29) JP 5144639 B2 2013.2.13

oo

ooooon
ooooon
gbooooag
1000020
ooooon
gbobooboon

oooano
oooao
oooo
oooao
oooao
ooono

0000000000000000000000
0000000 @O0O00O0O000O000)d0
0000000000000 0O00O0O00000
00000000000 00000000000
0000000000 O0OPROOOOOO(@ODO
000000000 /00000000000)0
Tagnan(0 OO O0)0O0CDOOCO)IODOOOO

OoOoo0oooaog
O 0Ooo0oooo
O 0Ooo0oooao
O0Ooooood

goao
gboboooogoobooboi1coobo22c0boobo0obobooooooboobobao
os00000000O00O0O0DODODDODOOO

uo
ooobooooooboooobooooobobooooboooooooooao
oboboooooboboboboooobooboboboobooooobobobao
oooobooOooooboooooboobo0olyobobooooboboooboi1lbobo200
sgoooooooooooboboooboboocOooboboobooooboogoan

goo
gbooobooboooooboobobooooooobooboboobooooooboonb:

O Oooooao

:joobooooooooboooobooooboooobobOoo0oooOobOoooboDbon

O
t
u
O
g

00000000000 @@OIO0O0DO00DDN0DONO0DNO0DONOoDONoOonoonooon
0000000000000 O00O00O00000000000000000
O@ICOO0D0D0D00DO0DO0ONDONONDONONDONONONONDONONODOOg-PCRODOODODO
o(@EOOoOoDoOon

oooobOoooooobooooooboooooob22c0oooooOoOooOooDoOn
(@oOHyYoooooooooooooooooo@WooooooH)Yooooo
UVEGFO OO OoooDoobOoboboooobobobobooboailoon d
g

oooooODOOOO0OO0DOoOoOo@obooOoOooDO)oOoPSADOODD200DDOO
gbobopPsAUDODIODOOO0OODOODODODOOOOD2000000

O

g g
ooooooDoO@OoOoH)oooooopPsADODOO02000000ODODDOO

O

g

u
O oooooODDOOO0OO0OO0oOoOooooO(@EsAHODDDOLLOD (OOOHYDODODOD
g goboboboilo,0000bo200bobobooooobobobooan
ooo,o000 0 OOCOODODODOOOOOOOOOODODS3ODORUOOODOO)HO
o

goo

OO0 oDooooooooooogodg
Oo0oooooooooooogodg

2C: J00Q0ocoooDoOoO0oOoooo@opooHhyoopsAD00Od200000DODDOO

OO0O0O0OPSA-ACTOOOO1IODO0ODODOOOOOOOOOODODOOOODODOOOODODOOO
Oo@DOOHYOOPSADOOD10O00DDOOOODOOODODOPSA-ACTDDODO1000O
OO0O00D0D0O0O00D00O0OPSA-ACTDOOODODOO

ooooao

020: 20 0000000000000 O0O0O0O0O0C@OYMIODODO0OO0OO0OO0OO0DO0O00O00

O

O

ooo(@oo)ooooooooooooob(@uouoH)yopooooooboo@oo
oH)ooooooooooooooooopooooooooooooooICooo
o

goo

1

uybooboooooboobobobooooobooboobaado
ooooDOoOOOCGEGHOOODOOODDODDODODODODOOODODDOODODDOOO 42 kba

10

20

30

40

50



(30) JP 5144639 B2 2013.2.13
DO00DDO0OO0OO0OOVEGFOOODDO200003000000000000002000
000000000000 00000000000000000000000000
000000000000000000000000000000000000000

oo oOooooog
O Oo0O0o0ooo

20

00 (@ o
Ooooao
oo
SR LAl {E#fi E=gan
18560 WfE" v —7" | CGCATCGCCCTTGGACTACGACTGA | 57 /45 K | Trilink
T — I3 iR CGA
ACCGCTTTGCCTGACTGATCGCTAA
ATCGTG
18561 HfE7 m—7 | TCGTGTCTAAAGTCCGTTACCTTGAT | 5V A Trilink
T — 5 iR TC T AT R
CCCTAACCCTCTTGAAAAATTCGGC
ATCGGTGA
18562 ¥fE7 u—7 | TAGCTAAGGCTTAGTTAGACACGAG | 375+ F | Trilink
Teaong TN HAE | CA
—isg TTATGGAGTGCAGGATCACGATTTA
G
18388 7 F 4 <—Fwd | CATCGCCCTTGGACTACGA Biomers
18380 774 ~v—Rev | GGGAATCAAGGTAACGGACTTTAG Biomers
X00555 Y > h—A4Y | ATCCTGCACTCCATAATGC 50 opE Eurogentec
=
18407 A7V 2 |k TACTTAGACACGACACGATTTAGTTT Biomers

ugboogood

O333kbaD OO ODODODO0OOOOOODDOOO(CSHOODODOOODODDDOOODODOOD
Oo00oDDOO000oO0oOooooooooPSAD00O0OOI-OD00OODDODOOACTHOO
ocooooD1-000o0oooooo@AaPHOOO0OO0DOOOOOOODODDDOOOOOOO
oooboooooopsAUODODODOCOOOPSACOOODOOOOODOOOODOOO
gboboooooogobgoboboboooobobobobobooooobuobobao
oooooooooobOooooobooooooboobooboooooboooooboobooooooboooeps
AUOO0OO0ODODOOO0OO0OO0OO0OD1000O0O0OoCcO0o0oO0bODOoO0oO0oO0ACTOCOOO0ODODI0O00nPSA
td20b0o000o0oooboobooooboboooobobbooooboooooobooooonn
oooobDoOopPSAODOOOO0ODOODOODODOOO3aODOOOODOOOODOO
gbouobuobobobooouobuoboboboooobobaa

oooao
gboooobobobooooboimImoobo3aoooooboboobooooboonn
oooo3gnooooooooooboooooooboooooboooooooboooonon
oooooOooooooboooooboboooobobooobobboooobood
gboooogoboboboooobobobobooooboboboboooognon
gbooooboobobooooboboboobooooobooboboobooooboonn
oooooOoooobooooooboboobooooboooobooooooobooboooooao
ooooboooobood

good

Oooooooooooogdg
N
©
x
|w)
Q
O



(31) JP 5144639 B2 2013.2.13

VEGFO O OVEGFO D DO OO0O0DOO0DO0O0D0DDOO0OO0O0DDOORE Systems 0 0O 00O
OOO0ODOPSA-ACTO OO OODOOODODDOOUNT Hakan Stenma, HelsinkiO OO0 O OO

OO00DDODOO0OO00OOOPSAUDOOOBIodesign0 000 O0O0QO0O0OQOOODDODOOOOO
PSADOCOO0OO0OO0OOOOOOODODOO200000000000030DOOS0DbOO0O0O0

00
goo

ooo
goo
uoof
240 O
ooao

O
O
OO0OO0O0ODDOO0OO0DO0O0O00OKIm Pettersson (Turkw) DO OO OODDODOOOPSAOODO
O
O
O

0200000000000000000030000000000000PSADD
0000000000000 0000000000Oolink (Sweden)d 0 0O O O Solu
link, USA(O

O
g
a
u
O

O
g
a
u
O

(Sigma)O
goooaon
ooooao
0O 60000 O
ogoooaon

0000000000 O00300013,000g0 0000000000000
EDTAD D0 0O0O0O0C0CD0OOC0OODOOODODOODOOODOOODOOOoOoan
000000000.10 03 M NaAcO pH 4.60 10 mM Mg(Ac),0 O O
DO0O0O0O0OO0ODNADDOODODODODODOODODD20000000000 13,000 gO 300
O
0O
0

O

oo oooooogogoQg
O O0Oo0ooo

OooooooQgoo

O

O

OoOoo0ooodg

N
3

Oooocooo=-00600a0.
Ooooooooogooogo

OoooooQgoooodg

Oo0Ooo0oodg

O
g
a
u
O

O

oobozeonm OODODOOOO0OODOOOO0ODODOOOODOODO

OooooooOoogao

O
O

O o Ogogo

O

)OOOTrilink, USA(COOODODOOO)YIOODODODOODODDDDOOO
ooi1o0004d

0O 0000 Gullberg et al (2004) Proc Natl Acad Sci USA 101:8420-84
oo00o0oDDoOO0o200000000000D0D0D000O0O0O0O0O0ODOOOD
Oo00D0DD0D0oOO0O0oOoEGAUUDDDDODDDDODODODODOOODDSAC.5 nmol)
mM EDTAO O OS50 p 1000000 00ODODOOO0ODO3"0005" 0000
OC2molODTTO 000 00O00ODOOODODOOOODODOOOOO?2%0 00
O50p IDOOOOS5 mMOODTTO 100000000 OOODOOODTTO

O (Chemicon)dJ 1,500 gD 1000 DOOOOODOOOOOODOODOODODOO
oooobOooooooOoooosAao200o00000o0oODoOooooDOon
0ilooo0ooc0oooboocoob0oboooobobOoO0oobobOOooOoOoeshnO20 000 nODNAD

A000000b00bO0obo0oboopo.2xnoooobOonn
-HCl pH 7,400 00040 00000C0C0ODODOOOOOOOO

oooooaobsnM
obooi1iboon
20 0 0 0 95%0 O

50 p 10 10 mMO
0 NanoDropll O O
O O O (Amersham)

O Genegel Excel 12.50 0 O (Amersham)J0 O O OO OO

O

O

oooboooooobooobobobooobobooooobooOooboDOoaosAd
OCOO0ODDDOOO0OO0OOSACPIerce)D1:10 00000000 OCOODDODOOO
gboboooooobisboboboooooboboboobooooobobobao
OTrilinkDOOOOOOOOOOOODDOOOOOOODO(SanH, Pierced)d 00000
ooooboooooobOoooobooocoobobOoooobooOoobooOoOoOoOoonDbanGene
gell000O0O0OOOOODO1I2200D000010D0D0000DOODOODODDOOOOD

OoooooogoQgdg

O

g
O
g
g
u
O
g
g

O

O
O

g
u
O

oooobooooooboooobooboOooobDoO0oOoobDoOb0Onix PBS
ooobooooooobOooobooboooooooao

ooobooo0oi1moo0osonMO1:1000000000SADOO0O0O0DOOD
ugbobooooobiloooboobo4b0b00obOobobobooobann
OoOOoOO0ODODDOO0OO00000000O0OPLADDODO (1% BSAO O O PBSO 16 p g

ADOODOD Ggna)DOO0O0O0DOODOOODOOOODOOOODOD

O

cocooimmOOoOoOooOo)yooOoODOOOOOoOoOoooooooDbDDoDOo

coo22000000000oooooooDoooOoooogooooooD20
ooooboooooooboooooboooo3oboosoboooooooooan

50 MiO0O0O0OOODDOOOOODOOOODODOOIDDS8pw IDO0O0OOODODODODOP

LAD0DODOO0O0o0ooooooooboooooboooooobo2000b0000oo0oobooDoboOon

O O
O O

ooooogsogos"ocoooooboboooo3sxnooooobooooooooooonn
oooobOoooboobooocooobOboooob22c000b00O0O0O0bOOOOOo0Onn

10

20

30

40

50



(32) JP 5144639 B2 2013.2.13

ooo3"0ogs"0bboogoooboobo200b00000ob0obODbO0ooDoOO0oOoooDoOD
ocoo0D0OOO0OO0O0O02bp0000CO0D0OOOO3O0000O00O0ODODDODOOOOOO0O

gooooO3"00gs"opooooooooUooOooooooooDooOi1op IDO0O
OPLAODDODOOO1I0O8ppIDOOODOOOOODODODOOOOODODDOOOOOOO

O
O
ooobOoooobooocooboboooooscopMuoboooloonMmODooobonooOon
O
O
O

OOOVEGFO O OPSA-ACTOOOOOODDO200000000C0OOOODDOOOOOO
3pooggofdgooooooooooooooooooooDoDoDooooOoooooooo
ooswoooOOoOOoOooooooooooooOooooooooooooooDoooooo
ocoooOoOoODOOOPCREODOOODODOOODDODOOOS0 mM KCIO 10 mM OO O -HCI pH 8.
30 1.5 mM MgCI,0 0.40 0 0O 0O T4 DNAO O O O (Fermentas, Germany)J O OO OO0ODDOO
ocoooooDOo400MODO00O0QCOCOODODODOOOOOOOOOOOODDODOOOOO
oco40nMDO0O00O0O0O0O0OCOCOODODOSO pMATPO OO 0.2 mMO dNTPO 0.5 p MO O
OO0 (O 1)O200 nv MGB TagManD O O O (ABI, Foster City, USA)DDO O 0.30 000 P
latinum Tagq 0 0O 0O O O (Invitrogen)D OO OS50 p ID0DO000ODDOOOODOS0000
OCoO0o0ODDOOO0O0O0oO0oOooooooODbDDbOEs0200000000D9S0015000060

0O 0600 0450 00 0O O (ABI 7000, MX3000 Stratagene))J 0D OO0 DO O OO OO PCRO
oooDoo

oooooo

od
goobOoooobooocooboboooooboooobooOoOoO0oOobOoDOOOELISADDOO
gosooo D0VEGFD D OOoOooOOOoDOoOooDOOoOoobDoOooOoooboooobooo

VEGFO O O OeoU DO DODOCOOO0ODODOOOO0ODOOOOODODODOOOODOOOODbDDOOO
oo oooODoOOoOo@2)H00O0ODOO0ODO1p IDO0000C0OSppIDDDO0OO

O

ODooowooooooood
oo oooouoooQgooogoao

~ O
O

g

0
O
O
0
O

g
u
O
g
a

2cO

O
O

O
O

oboboooooboboboboooobooboboboobooooobobobao
coooooOoOoOoOoOoooooooOo(@OoOoooOoooopooooDoDoDoOoo
cooooboooOoooOo)oooboooOoOoOoooooooobobooDDoDboOoo
oo@oooooo22cog3ro)yoooooooooooboooog
oo

UoobOO0OO0OO0O0oo0Db0O0O100 PSA-ACTHOODODDODOOOODOOOODDOOOO
goobilo0kd 01O OOoOoo0ooooO0ooobOo0ooo0obooOononDnDaoPSAd
D95 kbaD D DO OO OOPSA-ACTODODODODOOOOOS% (0.06 pM)O O O 13% (

pMO D OOO(EV)IOOOO0

0

O

2B0

O
O
0

O

u
O
g

O

oooo
oo0o0oo0ooDoO00000o0ooo0o0o0DDo0DO0D0U0U0-00000O0oDo0oDDoDDODO0OO0O00Og@2D
) OODOD0D0D0DO0D0DO0D0DD0DO0ODO0ODDODDODODO0OO0DOS5000000000 (Christenson et al (19
98) Clin Chem 44:52-60; Zethelius et al (2006) Circulation 113;1071-1078; Venge
et al (2001) Clin Chem 47:959-961)0

OoOoo0oooog
I B

O

OoOooo0odd
OoOooo0oaod

O

OO

0000000000 oo0o0o0oDoo0o0oooDoOoOooODnPSAO 00D 300000
Oo00oDoDoOD0oOO000DO0o2000000000000000000OD0ODODOAO 40,000
OO00D0DD0ODO000O0DO0OOPCROODODODDODOZ200000000000D00OOENIsad
2x 10°0 0 0000 00 (Lind and Kubista (2005) J Immunol Methods 304:107

od
ooobooOooooobooooo.3apMuobobooooobnobocoIoboogn

ooooon

od
uoooboooooobooooboooooboboooooboooooooooao
ocoooDoDoOoO0oO0oOoooooD@@oooooooooooooooooooo
ooooboooooooboooooobooooobooboooooboooooooooaon
ocoooOD@Gooooooooooobbobo0oooooooooDbDg-PCROOOO

10

20

30

40

50



Oooooo4o0ooooooooooogQgog

Oooooooooooooooooo0ooOgoano
OOo0oooooooooooooooogao

uo
od
gd
go
u o
od
go
g
o
guo

Oooooooogoao
Ooooogogoao

O

O

o(@ooooon

(33) JP 5144639 B2 2013.2.13

ooobOoooobooocooboooooob2c0ooobOOoOoOoOobOOn
(co)oobooooooooooooODODbOOoOo@WooooooH)oDOoOo
OVEGFO O OOooooOooooooooobooooobooooonaioon

uo

O
O
O
O

O 0Ooo0gooo

O

O0D0D0O0O000O0O0oo0o(@oboooDOoOo)oopPsADODOO20000O
gbopPSAUDO0ODII0ODOOLOOOOODODODODODODbD20DbD 000
Oo0opoDoOoOo@oo)oooooopsAD0O0O2000000ODOO
000000000 O0oooooEesAHODODOoLoD (ooo)Hooao
gbooopbilo,00000b0200boboboooobOobobonn

3,o00,0000 0 00CO0DODODOOO0ODOODOOOODODD30000OUOOOOO)

u o

O

ooooDODDOOO0OO00oDOoOooooooO(@OboOo)oopPsADDODDOD200D000000
UOOPSA-ACTH DO OD1ODOO0ODODODOOODODODODOOOODOODODOnD
O@ooHhoopsAUOOO10OCOODDOOOOOOOOOPSA-ACTODODOO1I0O
Uo0o00OO0OO00oO0oo00OoOPSA-ACTOD D OOODOO

ofd200000o0oobDo0oooobooOooooboo@oH)yYoooooooooono
ocooo(@ooHyooooooooooopoo@ooH)yooopoooooo @O
ooH)oooooooooooooooobooooooooooooDoooMIWmoo

Figure 1

V)

®)

©

i H
! '
i
i -
{ i, vII i
VIR 1000 €
Garvan) | . s

]
w

|
1024
|
o, o LE o
i £
i1 . )
P B
G 198 10400 1000000 100000 €00 100 40000 1000000 1= EHD
©) 7 D) 2%
2, € < 1800 080 a
2| . u g
i s
S P s °

°

i B
L ° oA a
Y| . ERE T
[ P S 1600 ‘n?

254 *
| H 100
L] €

3 I 10
n,fnté % g

ai]

D10 1000 100000 157 1EWR X3 00 10on 19300

1 10
27 [REr =t

10

20



(34) JP 5144639 B2 2013.2.13

ooooDao
0005144639000001 . app




(35)

JP 5144639 B2 2013.2.13

gbooooogooan

(72) 000 ODODOOOOOoOooooo
gboboboboboboboboobobobobobobooo

ooo ooogd

(G6) 0000 DOOoOoooOoOoooooobooooooo
ooboooobooooooooooooon
gbobobobooboboboboboobobobooo
PNASO O OO OO OVol. 1010 p.8420-8424

Geyoooooadnt.Cl.OOOn)
C12N 15/00-15/90
CAPLUS/BIOSIS/MEDLINE/WPIDS(STN)
PubMed
Science Direct



	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

