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【公報種別】特許法第１７条の２の規定による補正の掲載
【部門区分】第１部門第１区分
【発行日】平成20年11月20日(2008.11.20)

【公表番号】特表2008-522628(P2008-522628A)
【公表日】平成20年7月3日(2008.7.3)
【年通号数】公開・登録公報2008-026
【出願番号】特願2007-545717(P2007-545717)
【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)
   Ｃ１２Ｍ   1/00     (2006.01)
   Ａ６１Ｋ  48/00     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ  31/16     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ  31/18     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ  31/22     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ  31/06     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ  31/10     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ  31/04     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ  31/12     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ  31/20     (2006.01)
   Ａ６１Ｋ  39/00     (2006.01)
   Ａ６１Ｋ  31/711    (2006.01)
   Ａ６１Ｋ  47/48     (2006.01)
   Ａ６１Ｋ  35/76     (2006.01)
   Ａ６１Ｋ  38/43     (2006.01)
   Ａ６１Ｋ  38/36     (2006.01)
   Ａ６１Ｋ  39/29     (2006.01)
   Ａ６１Ｋ  39/145    (2006.01)
   Ａ６１Ｋ  39/21     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｎ  15/00    ＺＮＡＡ
   Ｃ１２Ｍ   1/00    　　　Ａ
   Ａ６１Ｋ  48/00    　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/16    　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/18    　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/22    　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/06    　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/10    　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/04    　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/12    　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/20    　　　　
   Ａ６１Ｋ  39/00    　　　Ｈ
   Ａ６１Ｋ  31/711   　　　　
   Ａ６１Ｋ  47/48    　　　　
   Ａ６１Ｋ  35/76    　　　　
   Ａ６１Ｋ  37/48    　　　　
   Ａ６１Ｋ  37/46    　　　　
   Ａ６１Ｋ  39/29    　　　　
   Ａ６１Ｋ  39/145   　　　　
   Ａ６１Ｋ  39/21    　　　　
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【手続補正書】
【提出日】平成20年9月24日(2008.9.24)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００８２
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００８２】
ｂ）ＰＣＲに基づく鋳型　ＬａｃＺ－ＤＵをｐＶＡＸＴＭ２００－ＧＷ／ｌａｃＺベクタ
ー（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃａｒｌｓｂａｄ，　ＣＡ，　ＵＳＡ）からＢａｍＨ　Ｉエ
ンドヌクレアーゼ認識部位を含むプライマー対，フォワード（５’－ＣＧＧＧＡＴＣＣＧ
ＡＣＴＣＴＴＣＧＣＧＡＴＧＴＡＣ　－３’（配列番号１））及びリバース（５’－ＣＧ
ＧＧＡＴＣＣＣＡＧＣＡＴＧＣＣＴＧＣ－３’（配列番号２））を用いて増幅した。Ｌａ
ｃ　Ｚ－ＤＵは各プライマー２００ｎｇ，１０ｎｇ　ｐＶＡＸＴＭ２００－ＧＷ／ｌａｃ
Ｚベクター；０．２ｍＭ　ｄＮＴＰ；１ｘ　ヘラクレス緩衝液及び２．５ＵヘラクレスＴ

Ｍポリメラーゼ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ，　Ｌａ　Ｊｏｌｌａ，　ＣＡ，　ＵＳＡ）を含
む５０μｌの反応液で増幅した。増幅はロボサイクラーグラジエント　４０（Ｓｔｒａｔ
ａｇｅｎｅ，　Ｌａ　Ｊｏｌｌａ，　ＣＡ，　ＵＳＡ）において以下の条件で行った：９
４℃で２分；５サイクル（９２℃で３０秒，４０℃で３０秒，７２℃で５分）；２５サイ
クル（９２℃で３０秒，５５℃で３０秒，７２℃で５分）及び７２℃で１０分。約４．２
ｋｂの増幅産物をＢａｍＨ　Ｉで切断し，ゲル精製及びＴ４　ＤＮＡリガーゼによる環状
化を行った。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００８４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００８４】
ｄ）特異的プライマーによる増幅　先述と同様の条件を用い，規定された配列及び反対の
相補鎖のプライマー二つを２７８８塩基対ＤＵの選択的な増幅に利用した。規定されたプ
ライマー対は各々２００ｐｍｏｌの濃度で用い，以下の配列からなる。フォワードプライ
マー：５’－ＣＴＧＣＣＡＡＣＡＡＧＧＴＡＣＴＣＧ－３’（配列番号３）；リバースプ
ライマー：５’－ＡＧＣＴＧＣＴＡＣＴＧＧＧＴＣＴＡＧ－３’（配列番号４）である。
増幅は先述と同様に行われ増幅反応の成功はゲル電気泳動によって評価された。
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