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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 11月 16日 (2006.11.16)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
　 　 【 請 求 項 １ 】 　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 物 中 に お け る 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 沿
っ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の 選 択 的 伸 長 方 法 で あ っ て 、 そ の 方 法 が 、
　 （ ａ ） 前 記 混 合 物 、 修 飾 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 、 お よ び そ の 修 飾 に 対
す る 結 合 物 質 を 組 合 せ て 用 意 し 、 こ こ で 結 合 物 質 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 し て 標 的 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 沿 っ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 伸 長 を 抑 制 す る も の で あ り 、 そ し て
　 （ ｂ ） 前 記 組 合 せ の 温 度 を 、 結 合 物 質 を 不 可 逆 的 に 変 性 し て 、 特 定 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 に 沿 っ て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 伸 長 さ せ る の に 十 分 な レ ベ ル に 調 整 す
る こ と か ら な る 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ 】 　 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 沿 っ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 伸 長 を 制 御 す る
方 法 で あ っ て 、 そ の 方 法 が 、
　 （ ａ ） 媒 体 中 に て (ｉ )鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ii)少 な く と も 一 部 分 に お い て そ の 鋳 型
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 分 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 そ の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 修 飾 部 分 を 含 む も の 、 (iii)鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 沿 っ た オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の 伸 長 に 必 要 な 全 て の 試 薬 、 お よ び （ iv） 前 記 修 飾 部 分 に 対 す る 結 合 物 質 で あ っ
て 、 結 合 物 質 が 修 飾 部 分 に 結 合 し て 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 沿 っ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
伸 長 を 抑 制 す る も の 、 を 組 合 せ て 用 意 し 、 そ し て
　 （ ｂ ） そ の 組 合 せ の 温 度 を 上 昇 さ せ て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 結 合 物 質 を 不 可 逆 的 に 解
離 さ せ 、 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 沿 っ て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 伸 長 さ せ る こ と か ら な る 方
法 。
　 　 【 請 求 項 ３ 】 　 修 飾 部 分 が 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド で あ る 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ４ 】 　 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド が 非 天 然 の ヌ ク レ オ チ ド で あ る か ま た は 非 天 然 の 基
を 含 む 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ５ 】 　 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ で あ る 請 求 項 ２ に 記 載 の
方 法 。
　 　 【 請 求 項 ６ 】 　 増 幅 方 法 の 一 部 で あ る 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ７ 】 　 増 幅 方 法 が 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 、 単 一 プ ラ イ マ ー 増 幅 ま た は 転 写



を ベ ー ス に し た 核 酸 増 幅 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ８ 】 　 結 合 物 質 が タ ン パ ク 質 で あ る 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ９ 】 　 結 合 物 質 が 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ０ 】 　 （ ａ ） (ｉ )標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 有 す る と 推 測 さ れ る 媒 体
、 (ii)そ の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 増 幅 を 実 施 す る た め に 必 要 な 全 て の 試 薬 を 組 合 せ
て 用 意 し 、 こ こ で そ の 試 薬 は ヌ ク レ オ チ ド ポ リ メ ラ ー ゼ 、 ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 お よ び 標
的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 沿 っ て 伸 長 可 能 な 少 な く と も １ つ の プ ラ イ マ ー を 含 む も の で あ
り 、 そ し て
　 （ ｂ ） 前 記 組 合 せ を 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 増 幅 条 件 に 付 す る こ と か ら な り 、
　 前 記 プ ラ イ マ ー が 修 飾 部 分 を 含 み 、 そ の 修 飾 部 分 に 対 す る 結 合 物 質 が 前 記 組 合 せ に 包 含
さ れ 、 結 合 物 質 が 修 飾 部 分 に 結 合 し て 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 沿 っ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 伸 長 を 抑 制 し う る も の で あ り 、 温 度 サ イ ク ル 過 程 中 に お け る 温 度 上 昇 に よ り 結 合 物
質 を プ ラ イ マ ー か ら 不 可 逆 的 に 放 出 し て 、 こ れ に よ り プ ラ イ マ ー を 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 と 結 合 さ せ 、 こ れ に 沿 っ て 伸 長 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の 増 幅 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ １ 】 　 修 飾 部 分 が 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド で あ る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ２ 】 　 標 的 ヌ ク レ オ チ ド が 非 天 然 の ヌ ク レ オ チ ド で あ る か ま た は 非 天 然 の
基 を 含 む 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ３ 】 　 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ で あ る 請 求 項 １ ０ に 記
載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ４ 】 　 唯 一 つ の プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 標 的 配 列 が そ の ５ ′ 末 端 に お い て 、
そ の プ ラ イ マ ー と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 標 的 配 列 の ３ ′ 末 端 の 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し う る
少 な く と も １ ０ 塩 基 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ５ 】 　 第 １ お よ び 第 ２ プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 伸 長 し た 第 １ プ ラ イ マ ー が 第
２ プ ラ イ マ ー の 鋳 型 で あ り 、 伸 長 し た 第 ２ プ ラ イ マ ー が 第 １ プ ラ イ マ ー の 鋳 型 で あ る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ６ 】 　 結 合 物 質 が タ ン パ ク 質 で あ る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ７ 】 　 結 合 物 質 が 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ８ 】 　 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 標 的 配 列 ） の 増 幅
方 法 で あ っ て 、 そ の 方 法 が
　 （ ａ ） 第 １ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー （ 第 １ プ ラ イ マ ー ） を 標 的 配 列 の ３ ′ 末 端 と
ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、
　 （ ｂ ） ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 の 存 在 下 に て 第 １ プ ラ イ マ ー を 少 な く
と も 標 的 配 列 に 沿 っ て 伸 長 さ せ て 、 伸 長 し た 第 １ プ ラ イ マ ー を 形 成 さ せ 、 こ こ で 第 １ プ ラ
イ マ ー が （ １ ） 伸 長 し た 第 １ プ ラ イ マ ー ま た は （ ２ ） 伸 長 し た 第 ２ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ラ イ マ ー （ 第 ２ プ ラ イ マ ー ） と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 、 こ れ に 沿 っ て 伸 長 し う る も の で あ り
、 伸 長 し た 第 ２ プ ラ イ マ ー が 標 的 配 列 と 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド ） と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て こ れ に 沿 っ て 伸 長 し う る 第 ２ プ ラ イ マ ー の 伸 長 の 結 果 と し て
生 じ た も の で あ り 、
　 （ ｃ ） 伸 長 し た 第 １ プ ラ イ マ ー を 標 的 配 列 か ら 解 離 さ せ 、
　 （ ｄ ） 第 １ プ ラ イ マ ー ま た は 第 ２ プ ラ イ マ ー を 伸 長 し た 第 １ プ ラ イ マ ー の ３ ′ 末 端 と ハ
イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、
　 （ ｅ ） 第 １ プ ラ イ マ ー ま た は 第 ２ プ ラ イ マ ー を 伸 長 し た 第 １ プ ラ イ マ ー に 沿 っ て 伸 長 さ
せ 、
　 （ ｆ ） 伸 長 し た 第 １ プ ラ イ マ ー ま た は 伸 長 し た 第 ２ プ ラ イ マ ー を 伸 長 し た 第 １ プ ラ イ マ
ー か ら 解 離 さ せ 、
　 （ ｇ ） 第 １ プ ラ イ マ ー を 伸 長 し た 第 １ プ ラ イ マ ー ま た は 伸 長 し た 第 ２ プ ラ イ マ ー の ３ ′
末 端 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 そ し て
　 （ ｈ ） 工 程 （ ｅ ） ～ （ ｇ ） を 反 復 温 度 サ イ ク ル に よ り 繰 り 返 す こ と か ら な り 、
　 第 １ プ ラ イ マ ー お よ び 第 ２ プ ラ イ マ ー の 少 な く と も １ つ が そ の 一 部 に お い て 標 的 ポ リ ヌ
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ク レ オ チ ド と 結 合 す る 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 そ の 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 抗 体 を 前
記 組 合 せ 中 に 包 含 さ せ 、 そ の 抗 体 は 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 し て 、 標 的 配 列 に 沿 っ て 前 記
プ ラ イ マ ー の 少 な く と も １ つ が 伸 長 す る の を 抑 制 し う る も の で あ り 、 且 つ 抗 体 を 前 記 温 度
サ イ ク ル 過 程 中 に お け る 温 度 上 昇 に よ り プ ラ イ マ ー の 少 な く と も １ つ か ら 不 可 逆 的 に 放 出
さ せ 、 こ れ に よ り プ ラ イ マ ー の 少 な く と も １ つ を 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 結 合 さ せ て
こ れ に 沿 っ て 伸 長 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ９ 】 　 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド が 非 天 然 の ヌ ク レ オ チ ド で あ る か ま た は 非 天 然 の
基 を 含 む 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ０ 】 　 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ で あ る 請 求 項 １ ８ に 記
載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ １ 】 　 第 １ プ ラ イ マ ー の み を 用 い て 、 標 的 配 列 が そ の ５ ′ 末 端 に お い て 、
そ の プ ラ イ マ ー と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 標 的 配 列 の ３ ′ 末 端 の 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し う る
少 な く と も １ ０ 塩 基 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ２ 】 　 第 １ プ ラ イ マ ー お よ び 第 ２ プ ラ イ マ ー が 異 な り 、 伸 長 し た 第 １ プ ラ
イ マ ー が 第 ２ プ ラ イ マ ー の 鋳 型 で あ り 、 そ し て 伸 長 し た 第 ２ プ ラ イ マ ー が 第 １ プ ラ イ マ ー
の 鋳 型 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ３ 】 　 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の ３ ′ 末 端 部 分
に あ る 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ４ 】 　 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 標 的 配 列 の 検 出 方 法 で あ っ て 、 そ の 方 法 が
（ ａ ） (ｉ ) 第 １ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー （ 第 １ プ ラ イ マ ー ） を 標 的 配 列 の ３ ′ 末
端 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、
　 (ii) ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 の 存 在 下 に て 第 １ プ ラ イ マ ー を 少 な く
と も 標 的 配 列 に 沿 っ て 伸 長 さ せ て 、 伸 長 し た 第 １ プ ラ イ マ ー を 形 成 さ せ 、 第 １ プ ラ イ マ ー
が （ １ ） 伸 長 し た 第 １ プ ラ イ マ ー ま た は （ ２ ） 伸 長 し た 第 ２ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ
ー （ 第 ２ プ ラ イ マ ー ） と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 、 こ れ に 沿 っ て 伸 長 し う る も の で あ り 、 伸 長
し た 第 ２ プ ラ イ マ ー が 標 的 配 列 と 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ）
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て こ れ に 沿 っ て 伸 長 し う る 第 ２ プ ラ イ マ ー の 伸 長 の 結 果 と し て 生 じ た
も の で あ り 、
　 (iii) 伸 長 し た 第 １ プ ラ イ マ ー を 標 的 配 列 か ら 解 離 さ せ 、
　 (iv) 第 １ プ ラ イ マ ー ま た は 第 ２ プ ラ イ マ ー を 伸 長 し た 第 １ プ ラ イ マ ー の ３ ′ 末 端 と ハ
イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、
　 (ｖ ) 第 １ プ ラ イ マ ー ま た は 第 ２ プ ラ イ マ ー を 伸 長 し た 第 １ プ ラ イ マ ー に 沿 っ て 伸 長 さ
せ 、
　 (vi) そ の 伸 長 し た 第 １ プ ラ イ マ ー ま た は 伸 長 し た 第 ２ プ ラ イ マ ー を 伸 長 し た 第 １ プ ラ
イ マ ー か ら 解 離 さ せ 、
　 (vii) 第 １ プ ラ イ マ ー を 伸 長 し た 第 １ プ ラ イ マ ー ま た は 伸 長 し た 第 ２ プ ラ イ マ ー の ３ ′
末 端 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 そ し て
　 (viii) 工 程 （ ｖ ） ～ （ vii） を 繰 り 返 す こ と か ら な る 方 法 に よ り 標 的 配 列 を 増 幅 さ せ 、
次 い で
（ ｂ ） 伸 長 し た 第 １ プ ラ イ マ ー お よ び ／ ま た は 伸 長 し た 第 ２ プ ラ イ マ ー を 検 出 す る こ と か
ら な り 、
　 第 １ プ ラ イ マ ー お よ び 第 ２ プ ラ イ マ ー の 少 な く と も １ つ が そ の 一 部 に お い て 標 的 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド と 結 合 す る 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 そ の 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 抗 体 を 前
記 組 合 せ 中 に 包 含 さ せ 、 そ の 抗 体 は 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 し て 、 標 的 配 列 に 沿 っ て 前 記
プ ラ イ マ ー の 少 な く と も １ つ が 伸 長 す る の を 抑 制 し う る も の で あ り 、 且 つ 抗 体 を 前 記 温 度
サ イ ク ル 過 程 中 に お け る 温 度 上 昇 に よ り 前 記 プ ラ イ マ ー の 少 な く と も １ つ か ら 不 可 逆 的 に
放 出 さ せ 、 こ れ に よ り 前 記 プ ラ イ マ ー の 少 な く と も １ つ を 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 結
合 さ せ て こ れ に 沿 っ て 伸 長 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ５ 】 　 工 程 (ｖ )～ (vii)の 繰 り 返 し が 反 復 温 度 サ イ ク ル に よ り 実 施 さ れ る
請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
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　 　 【 請 求 項 ２ ６ 】 　 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ で あ る 請 求 項 ２ ４ に 記
載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ７ 】 　 第 １ プ ラ イ マ ー の み を 用 い て 、 標 的 配 列 が そ の ５ ′ 末 端 に お い て 、
そ の 第 １ プ ラ イ マ ー と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 標 的 配 列 の ３ ′ 末 端 の 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し
う る 少 な く と も １ ０ 塩 基 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ８ 】 　 第 １ プ ラ イ マ ー お よ び 第 ２ プ ラ イ マ ー が 異 な り 、 伸 長 し た 第 １ プ ラ
イ マ ー が 第 ２ プ ラ イ マ ー の 鋳 型 で あ り 、 そ し て 伸 長 し た 第 ２ プ ラ イ マ ー が 第 １ プ ラ イ マ ー
の 鋳 型 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
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