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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 5月 25日 (2007.5.25)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 蛍 光 タ ン パ ク 質 と 結 合 し た 標 識 コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 も し く は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ２ 】
　 タ ン パ ク 質 が 構 造 タ ン パ ク 質 も し く は 非 構 造 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 標 識
コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ 】
　 構 造 タ ン パ ク 質 が 、 ヌ ク レ オ カ プ シ ド  リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 、 ス パ イ ク 糖 タ ン パ ク 質 、
膜 糖 タ ン パ ク 質 、 ス モ ー ル エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 も し く は 血 球 凝 集 素 -エ ス テ ラ ー ゼ 糖
タ ン パ ク 質 か ら な る 一 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 標 識 コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク
質 。
【 請 求 項 ４ 】
　 構 造 タ ン パ ク 質 が 、 SARSス パ イ ク 糖 タ ン パ ク あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 標 識 コ ロ ナ ウ
イ ル ス タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ５ 】
　 構 造 タ ン パ ク 質 が 、 SARSス モ ー ル エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 標
識 コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ６ 】
　 構 造 タ ン パ ク 質 が 、 SARSマ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 標 識 コ ロ ナ
ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ７ 】
　 蛍 光 タ ン パ ク 質 が 緑 色 も し く は 赤 色 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 標 識 コ ロ ナ ウ

質 で

質 で

質 で



イ ル ス タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ つ に 記 載 の 標 識 コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る
コ ロ ナ ウ イ ル ス を 含 ん で な る 感 染 の 、 画 像 解 析 可 能 な 動 物 モ デ ル 。
【 請 求 項 ９ 】
　 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 宿 主 で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 画 像 解 析 可 能 な 動 物 モ デ ル 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 動 物 モ デ ル が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 発 現 マ ウ ス を 含 ん で な る 、 請 求 項
９ に 記 載 の 画 像 解 析 可 能 な 動 物 モ デ ル 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 抗 ウ イ ル ス 薬 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
テ ス ト 群 の 動 物 お よ び 対 照 群 の 動 物 を 提 供 す る こ と （ こ こ で 、 各 群 の 動 物 は 請 求 項 ８ ～ １
０ の い ず れ か １ つ に 記 載 の 動 物 モ デ ル を 含 ん で な る ） ；
テ ス ト 群 に 抗 ウ イ ル ス 薬 候 補 を 投 与 す る こ と ；
テ ス ト 群 お よ び 対 照 群 に よ っ て 生 じ る 蛍 光 発 光 を モ ニ タ ー す る こ と ；
テ ス ト 群 に よ っ て 生 じ る 蛍 光 発 光 を 対 照 群 と 比 較 す る こ と ； お よ び
対 照 群 と 比 較 し て テ ス ト 群 で 蛍 光 を 減 少 さ せ る 抗 ウ イ ル ス 薬 候 補 を 選 択 す る こ と 、
を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 有 効 な 抗 ウ イ ル ス 性 ワ ク チ ン を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
テ ス ト 群 の 動 物 お よ び 対 照 群 の 動 物 を 提 供 す る こ と （ こ こ で 、 各 群 の 動 物 は 請 求 項 ８ ～ １
０ の い ず れ か １ つ に 記 載 の 動 物 モ デ ル を 含 ん で な る ） ；
テ ス ト 群 に 抗 ウ イ ル ス 性 ワ ク チ ン 候 補 を 投 与 す る こ と ；
テ ス ト 群 お よ び 対 照 群 に よ っ て 生 じ る 蛍 光 発 光 を モ ニ タ ー す る こ と ；
テ ス ト 群 に よ っ て 生 じ る 蛍 光 発 光 を 対 照 群 と 比 較 す る こ と ； お よ び
対 照 群 と 比 較 し て テ ス ト 群 で 蛍 光 を 減 少 さ せ る 抗 ウ イ ル ス 性 ワ ク チ ン 候 補 を 選 択 す る こ と
、
を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 Cornelis お よ び 共 同 研 究 者 ら は 、 研 究 用 に マ ウ ス コ ロ ナ ウ イ ル ス モ デ ル を 利 用 し た 。
こ の ウ イ ル ス の 配 列 は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 。 ヒ ト SARSウ イ ル ス の 少 な く と も １ つ の
変 異 体 が 配 列 決 定 さ れ た （ Marra, M.A., et al., “ The Genome sequence of the SARS-a
ssociated coronavirus”  Science 300 (5624), 1399-1404 (2003)） 。 こ の 配 列 は 公 開 さ
れ 、 ア ク セ ッ シ ョ ン ： NC 004718と し て 入 手 可 能 で あ る 。 こ の SARS変 異 体 の ゲ ノ ム 配 列 は
本 明 細 書 に お い て 、 表 １ の と し て 与 え ら れ る 。
【 表 １ 】
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【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 DIssA-特 異 的 配 列 を 含 有 す る ク ロ ー ン の 単 離 ： DIssA関 連 サ ブ ゲ ノ ム RNAを 増 幅 す る た め
に 、 ま ず プ ラ イ マ ー と し て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 1116（ 5'-CTGAAACTCTTTTCCCT-3'） （

） を 用 い て cDNAを 細 胞 内 RNAか ら 合 成 す る が 、 こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は プ ラ ス 鎖 M
HV mRNAと 、 mRNA7の 5’ 末 端 か ら 250-267ヌ ク レ オ チ ド の 位 置 で 結 合 す る 。 そ の 後 MHV-特 異
的 cDNAを オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 78（ 5'-AGCTTTACGTACCCTCTCTACTATAAAACTCTTGTAGTTT-3'） （

） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る が 、 こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 RCPバ ッ フ ァ
ー （ 0.05 M KCl、 0.01 M Tris-HCl [pH 8.3]、 0.0025 M MgCl 2 、 0.01% ゼ ラ チ ン 、 0.17 m
M の 各 デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 、 5 U Taq ポ リ メ ラ ー ゼ  [Promega]） 中 で 93.8℃ に
て 30秒 、 37.8℃ に て 45秒 、 お よ び 72.8℃ に て 100秒 を 25サ イ ク ル 繰 り 返 し て 、 MHV RNAの ア
ン チ リ ー ダ ー 配 列 に 結 合 す る 。 DIssAサ ブ ゲ ノ ム RNAは ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 分
離 さ れ 、 MHVゲ ノ ム RNAの 3’ 末 端 か ら 1.5-1.7kbに 相 当 す る プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た
。 こ の プ ロ ー ブ は す べ て の MHV mRNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 DIssAサ ブ ゲ ノ ム RNA-特 異 的 R
T-PCR産 物 を ゲ ル か ら 溶 出 し て 、 TAク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー （ Invitrogen） 中 に ク ロ ー ニ ン
グ す る 。 DIssA-特 異 的 配 列 を 含 有 す る ク ロ ー ン を 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 用 に 使 用 さ れ た プ
ロ ー ブ を 用 い て コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 単 離 す る 。 DIssA RNAを 増 幅 す
る た め に 、 ま ず cDNAを 、 プ ラ イ マ ー と し て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 1116を 使 用 す る こ と に よ っ
て 、 ゲ ル で 精 製 さ れ た DIssA RNAか ら 合 成 す る 。 DIssA-特 異 的 cDNAを 次 に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 10121（ 5'-GAAGGGTTGTATGTGTTG-3'） （ ） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る
が 、 こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 PCRバ ッ フ ァ ー 中 、 上 記 PCR条 件 下 で 、 マ イ ナ ス 鎖 MHV RN
Aと 、 遺 伝 子 2の 5’ 末 端 か ら ヌ ク レ オ チ ド 798-815の 位 置 で 結 合 す る 。 DIssA-特 異 的 RT-PCR
産 物 は 調 製 用 ゲ ル か ら 溶 出 さ れ 、 TAク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ す る 。 DIssA-
特 異 的 配 列 を 含 有 す る ク ロ ー ン を 、 MHV遺 伝 子 2-1で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー ブ を 用 い て
コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 単 離 す る 。
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