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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 方 法 標 的 核 酸 の 標 的 配 列 に 対 応 す る 転 写 産 物 の 産 生 方
法 :
　 ( ) 標 的 核 酸 を

セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー セ ン ス 転 写 プ ロ モ ー タ ー を 含
む 5'末 端 部 分 と 標 的 に 相 補 的 な 3'末 端 部 分 と を 含 む 段 階 ;
　 ( ) セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む 環 状 の 第 一 鎖 cDNAを 得 る た め 、

第 一 鎖 cDNAを ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る 段 階 ;
　 ( ) 転 写 基 質 を 得 る た め 、 第 一 鎖 cDNAを 含 む セ ン ス プ ロ モ ー タ ー に ア ン チ セ ン ス プ ロ モ
ー タ ー オ リ ゴ を ア ニ ー リ ン グ さ せ る 段 階 ;お よ び
　 ( ) 転 写 基 質 を 転 写 産 物 を 段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 :
　 ( ) 標 的 核 酸 を 得 る 段 階 ;
　 ( ) セ ン ス 転 写 プ ロ モ ー タ ー を 含 む 5'末 端 部 分 と 標 的 に 相 補 的 な 3'末 端 部 分 と を 含 む 、
セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー を 得 る 段 階 ;
　 ( ) 標 的 核 酸 と セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー と の 複 合 体 を 形 成 さ せ る た め 、 セ ン ス プ
ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー を 標 的 核 酸 と ア ニ ー リ ン グ さ せ る 段 階 ;
　 ( ) 標 的 配 列 に 相 補 的 な 第 一 鎖 cDNAを 得 る た め 、 ポ リ メ ラ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 条 件 下 で 、
標 的 核 酸 と セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー と の 複 合 体 を DNAポ リ メ ラ ー ゼ と 接 触 さ せ る 段
階 ;
　 ( ) セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む 環 状 の 第 一 鎖 cDNAを 得 る た め 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 条 件 下 で
、 第 一 鎖 cDNAを ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る 段 階 ;
　 ( ) ア ン チ セ ン ス プ ロ モ ー タ ー オ リ ゴ を 得 る 段 階 ;
　 ( ) 環 状 の 転 写 基 質 を 得 る た め 、 セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む 環 状 の 第 一 鎖 cDNAに ア ン チ
セ ン ス プ ロ モ ー タ ー オ リ ゴ を ア ニ ー リ ン グ さ せ る 段 階 ;お よ び
　 ( ) 転 写 条 件 下 で 、 環 状 の 転 写 基 質 を RNAポ リ メ ラ ー ゼ と 接 触 さ せ て 、 そ の 際 に 転 写 産
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物 を 得 る 段 階 。
【 請 求 項 ３ 】
　

【 請 求 項 ４ 】
　

【 請 求 項 ５ 】
　

【 請 求 項 ６ 】
　

【 請 求 項 ７ 】
　

【 請 求 項 ８ 】
　

【 請 求 項 ９ 】
　

【 請 求 項 １ ０ 】
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ア ン チ セ ン ス プ ロ モ ー タ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ア ニ ー リ ン グ お よ び 転 写 基 質 の 転 写 の
前 に 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー の 3'で あ る 部 位 お よ び 標 的 相 補 配 列 の 5'で あ る 部 位 に お い て 請 求
項 1記 載 の 段 階 (2)ま た は 請 求 項 2記 載 の 段 階 (5)で 得 ら れ る セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む 環 状
の 第 一 鎖 cDNAを 直 線 化 し 、 セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む 直 線 状 第 一 鎖 cDNAが 得 ら れ る 段 階 を
含 み ； ア ン チ セ ン ス プ ロ モ ー タ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ア ニ ー リ ン グ が 、 直 線 状 転 写 基 質
を 得 る た め に 、 該 ア ン チ セ ン ス プ ロ モ ー タ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 該 セ ン ス プ ロ モ ー タ
ー を 含 む 直 線 状 第 一 鎖 cDNAに ア ニ ー リ ン グ さ せ る こ と を 含 む 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 方 法

転 写 基 質 の 転 写 前 に 、 直 線 状 転 写 基 質 を 得 る た め に 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー の 3'で あ る 部 位
お よ び 標 的 相 補 配 列 の 5'で あ る 部 位 に お い て 請 求 項 1記 載 の 段 階 (3)ま た は 請 求 項 2記 載 の
段 階 (7)で 得 ら れ る 転 写 基 質 を 直 線 化 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 方 法

転 写 産 物 を 得 る 段 階 、 付 加 的 な セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む 環 状 の 第 一 鎖 cDNA、 付 加 的 な
環 状 転 写 基 質 、 付 加 的 な セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む 直 線 状 第 一 鎖 cDNA、 お よ び /ま た は 付
加 的 な 直 線 状 転 写 基 質 を 得 る た め に 、 お よ び /ま た は さ ら な る 転 写 産 物 を 転 写 し 、 そ れ に
よ り 請 求 項 1～ 4に 記 載 の 方 法 の い ず れ か 一 つ を 適 用 す る こ と に よ っ て 、 転 写 産 物 量 を 増 幅
す る た め に 、 標 的 核 酸 と し て 転 写 産 物 を 用 い る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 1～ 4の い ず れ か 一 項 記
載 の 方 法 。

ア ン チ セ ン ス プ ロ モ ー タ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 表 面 に 付 着 も し く は 固 定 化 さ れ る 、 ま
た は 分 析 物 結 合 物 質 (ABS)に 付 着 す る 、 請 求 項 1～ 4の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。

転 写 産 物 が 、 RNA、 DNAも し く は 修 飾 DNA、 ま た は 修 飾 RNAを 含 み 、 639位 お よ び 784位 の 両
方 に お い て 改 変 ア ミ ノ 酸 を 有 す る T7 RNAP Y639F変 異 酵 素 ま た は T7 RNAP変 異 酵 素 を 含 む RN
Aポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 、 お よ び /ま た は 5-ア リ ル ア ミ ノ -UTPな ど の 塩 基 置 換 リ ボ ヌ ク レ オ
チ ド 、 ま た は dNTPま た は 2'-フ ル オ ロ -、 2'-ア ミ ノ -、 2'-メ ト キ シ -、 も し く は 2'-ア ジ ド -
置 換 2'-デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の よ う な 2'-置 換 2'-デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の よ う
な 標 準 的 で は な い ヌ ク レ オ チ ド 基 質 を 用 い て 、 転 写 産 物 を 産 生 す る こ と が で き る 、 請 求 項
1～ 4の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。

標 的 核 酸 配 列 が 、 mRNA、 特 定 試 料 中 の mRNAの 単 一 種 ま た は 全 て の mRMAの ど ち ら か を 含 み
、 お よ び /ま た は 転 写 産 物 が (a)イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ 翻 訳 に ； (b)一 つ ま た は 複 数 の
遺 伝 子 を イ ン ビ ボ で 沈 黙 化 さ せ る た め の RNAiと し て の 使 用 に ； (c)発 現 ア レ イ ま た は マ イ
ク ロ ア レ イ を 作 製 す る た め の 表 面 へ の ス ポ ッ ト に ； (d)遺 伝 子 プ ロ フ ァ イ リ ン グ の た め の
ア レ イ ま た は マ イ ク ロ ア レ イ 用 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の 作 製 に ； ま た は (e)R
ACE(random amplification of cDNA ends)に お け る 使 用 の た め の ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン プ ロ ー ブ の 作 製 用 の よ う な mRNAか ら の 第 一 鎖 cDNAの 産 生 に 用 い ら れ る 、 請 求 項 1～ 4
の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。

標 的 核 酸 が 、 DNAま た は tRNA、 rRNA、 ミ ト コ ン ド リ ア RNA、 葉 緑 体 RNA、 ミ ク ロ RNA、 も し
く は 1つ ま た は 複 数 の 全 長 mRNA分 子 を 含 む mRNAを 含 む RNAで あ る 、 請 求 項 1～ 4の い ず れ か 一
項 記 載 の 方 法 。

セ ン ス プ ロ モ ー タ ー が 、 一 本 鎖 擬 似 プ ロ モ ー タ ー 、 合 成 プ ロ モ ー タ ー 、 ま た は フ ァ ー ジ
N4 vRNAPに 対 す る 一 本 鎖 プ ロ モ ー タ ー を 含 み 、 か つ 転 写 用 転 写 基 質 が 、 ア ン チ セ ン ス プ ロ
モ ー タ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ア ニ ー リ ン グ す る こ と な く セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む 環 状
ま た は 直 線 状 の 第 一 鎖 cDNAを 含 み 、 か つ ア ン チ セ ン ス プ ロ モ ー タ ー オ リ ゴ が こ の 方 法 で は
提 供 さ れ な い 、 請 求 項 1～ 4の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。



【 請 求 項 １ １ 】
　

【 請 求 項 １ ２ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 鋳 型 に 相 補 的 な 転 写 産 物 の 量 を 増 幅 さ せ る た め の 方
法 :
　 ) 転 写 産 物 を 得 る 段 階 ;
　 ) 転 写 産 物 の 3'末 端 に 相 補 的 な 3'末 端 部 分 お よ び 任 意 で 、 5'末 端 に リ ン 酸 基 ま た は ト
ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 部 分 を 含 む セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー を 得 る 段 階 ;
　 ) セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー を 転 写 産 物 に ア ニ ー リ ン グ さ せ る 段 階 ;
　 ) 第 一 鎖 cDNAを 得 る た め 、 転 写 産 物 に ア ニ ー リ ン グ し た プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー を RN
A依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 、 DNA合 成 条 件 下 で プ ラ イ マ ー 伸 長 さ せ る 段 階 ;
　 ) 任 意 で 、 第 一 鎖 cDNAに ア ニ ー リ ン グ し て い る RNAを 除 去 す る 段 階 ;
　 ) セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む 環 状 の 第 一 鎖 cDNAを 得 る た め 、 第 一 鎖 cDNAの 3'末 端 に そ
の 5'末 端 を 共 有 結 合 さ せ る 、 第 一 鎖 cDNAを ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る 段 階 ;
　 ) 環 状 の 転 写 基 質 を 得 る た め 、 セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む 環 状 の 第 一 鎖 cDNAに ア ン チ
セ ン ス プ ロ モ ー タ ー オ リ ゴ を ア ニ ー リ ン グ さ せ る 段 階 ;
　 ) さ ら な る 転 写 産 物 を 得 る た め 、 転 写 条 件 下 で 、 環 状 の 転 写 基 質 を RNAポ リ メ ラ ー ゼ
と 接 触 さ せ る 段 階 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー が 転 写 に 使 用 さ れ る RNAポ リ メ ラ ー ゼ が N4 vRNAP、
ミ ニ vRNAP、 お よ び 変 異 型 の ミ ニ vRNAPか ら 選 択 さ れ N4プ ロ モ ー タ ー

か つ ア ン チ セ ン ス プ ロ モ ー タ ー オ リ ゴ が 、 さ ら
な る 転 写 産 物 を 得 る た め に 使 用 さ れ な い 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　

【 請 求 項 １ ５ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 転 写 産 物 た め の 方 法
　 ) 

段 階
　 ) 尾 部 付 け

段 階
　 ) を 得 る た め に 、

セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー を プ ラ
イ マ ー 伸 長 さ せ る 段 階
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セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー が 、 オ リ ゴ -(dT)配 列 、 ア ン カ ー オ リ ゴ -(dT) n X配 列 、 標
的 特 異 的 配 列 、 お よ び ラ ン ダ ム 配 列 か ら 選 択 さ れ る そ の 3'末 端 に お い て 標 的 に 相 補 的 な 部
分 を 含 み 、 か つ 5'末 端 が 任 意 で リ ン 酸 ま た は ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 部 分 を 含 む 、 請 求 項 1～ 4の
い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。

請 求 項 5記 載 の

(1
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(3
(4

(5
(6

(7
お よ び

(8

、 (a)
る 場 合 に は ； ま た は (b

)RNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 使 用 さ れ る 擬 似 プ ロ モ ー タ ー ま た は 合 成 プ ロ モ ー タ ー か ら 選 択
さ れ る 一 本 鎖 セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 み 、

12

以 下 の 段 階 を 含 む 、 組 織 切 片 の 細 胞 ま た は 組 織 に お い て 、 標 的 核 酸 を 含 ん だ 標 的 配 列 に
相 補 的 で あ る セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む 環 状 の 第 一 鎖 cDNAを 含 む 転 写 基 質 の 作 製 方 法 :
　 (1) 転 写 基 質 中 の こ の プ ロ モ ー タ ー を 用 い て RNAを 合 成 で き る RNAポ リ メ ラ ー ゼ に 対 す る
セ ン ス 転 写 プ ロ モ ー タ ー を 含 む 5'リ ン 酸 化 部 分 と 、 (ii) 標 的 核 酸 を 含 ん だ 標 的 配 列 に 相
補 的 で あ る 3'末 端 と を 含 む セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー と 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 条 件 下 で 組
織 切 片 の 細 胞 ま た は 組 織 を 接 触 さ せ る 段 階 ;
　 (2) 標 的 配 列 に 相 補 的 で あ る 第 一 鎖 cDNAを 得 る た め 、 組 織 切 片 の セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ
ラ イ マ ー 含 有 細 胞 ま た は 組 織 を 逆 転 写 酵 素 と 逆 転 写 条 件 下 で 接 触 さ せ る 段 階 ;
　 (3) セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む 直 線 状 の 第 一 鎖 cDNAを 得 る 段 階 ;
　 (4) セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む 環 状 の 第 一 鎖 cDNAを 得 る た め 、 セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含
む 直 線 状 の 第 一 鎖 cDNAを ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る 段 階 ;お よ び
　 (5) 環 状 の 転 写 基 質 を 得 る た め 、 セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む 環 状 の 第 一 鎖 cDNAに ア ン チ
セ ン ス プ ロ モ ー タ ー オ リ ゴ を ア ニ ー リ ン グ さ せ る 段 階 。

、 ア ン チ セ ン ス の 転 写 の た め の 転 写 基 質 を 得 る ：
(1 プ ロ モ ー タ ー 配 列 が な い プ ラ イ マ ー を 用 い て 標 的 配 列 を 含 む 標 的 核 酸 に 相 補 的 な 第

一 鎖 cDNAを 合 成 す る 、
(2 任 意 で 、 第 一 鎖 cDNAを し 、 標 的 配 列 に 相 補 的 で な い 付 加 配 列 を 第 一 鎖 cDNA

の 3'末 端 に 付 加 す る 、
(3 セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー を 含 む 第 二 鎖 cDNA 第 一 鎖 cDNAの 特 異

的 な 3'配 列 に 相 補 的 な 3'末 端 に お け る 配 列 を 有 す る
、



　 ) セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む 環 状 の 第 鎖 cDNAを 得 る た め 、
第 鎖 cDNAを ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る 段 階

　 ) 環 状 の 転 写 基 質 を 得 る た め 、 セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む 環
状 の 第 鎖 cDNAに ア ン チ セ ン ス プ ロ モ ー タ ー オ リ ゴ を ア ニ ー リ
ン グ さ せ る 段 階

。
【 請 求 項 １ ６ 】
　

【 請 求 項 １ ７ 】
　

【 請 求 項 １ ８ 】
　

【 請 求 項 １ ９ 】
　

【 請 求 項 ２ ０ 】
　

【 請 求 項 ２ １ 】
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(4 プ ラ イ マ ー 二 セ ン ス プ ロ モ
ー タ ー プ ラ イ マ ー を 含 む 二 、
　 (5) 任 意 で 、 セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー を 含 む 環 状 の 第 二 鎖 cDNAを 、 転 写 プ ロ モ ー
タ ー の 3'で あ る 部 位 お よ び セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー を 含 む 環 状 の 第 二 鎖 cDNAの セ ン
ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー 部 分 の 標 的 相 補 配 列 の 5'で あ る 部 位 で 直 線 化 す る 段 階 、
(6 ま た は 直 線 状 プ ラ イ マ ー
ま た は 直 線 状 二 ヌ ク レ オ チ ド

、 お よ び
　 (7) 任 意 で 、 段 階 (6)で 得 ら れ る 環 状 ま た は 直 線 状 の 転 写 基 質 を 転 写 さ せ る 段 階

二 つ の プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー で あ っ て 、 (a)両 プ ロ モ ー タ ー
配 列 が 、 本 発 明 の 二 つ の 異 な る RNAポ リ メ ラ ー ゼ に 対 す る よ う な 第 一 鎖 cDNAの セ ン ス プ ロ
モ ー タ ー を コ ー ド す る 、 ま た は (b)第 一 の プ ロ モ ー タ ー 配 列 が セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 み
、 か つ 第 二 の プ ロ モ ー タ ー 配 列 が ア ン チ セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む 、 プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ
マ ー 。

標 的 配 列 の 3'末 端 に 相 補 的 な 3'末 端 部 分 と セ ン ス 転 写 プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む 5'末 端 部
分 と を 含 み 、 鋳 型 と し て 標 的 配 列 を 用 い て 、 セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー に つ い て の 逆
転 写 酵 素 触 媒 性 ま た は DNAポ リ メ ラ ー ゼ 触 媒 性 の プ ラ イ マ ー 伸 長 に よ っ て 得 ら れ る 直 線 状
第 一 鎖 cDNAの セ ン ス プ ロ モ ー タ ー 配 列 が プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 の 3'末 端 に 操 作 可 能 に 連 結 さ
れ る ま で 、 セ ン ス 転 写 プ ロ モ ー タ ー 配 列 が 標 的 配 列 の 転 写 の た め に セ ン ス 転 写 プ ロ モ ー タ
ー と し て 操 作 可 能 で な い 、 セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー 。

セ ン ス 転 写 プ ロ モ ー タ ー が (a)T7、 T3、 ま た は SP6 RNAポ リ メ ラ ー ゼ を 含 む T7型 RNAポ リ
メ ラ ー ゼ に 対 す る 二 本 鎖 プ ロ モ ー タ ー の た め の セ ン ス プ ロ モ ー タ ー 配 列 ； (b)一 本 鎖 擬 似
プ ロ モ ー タ ー ； ま た は (c)野 生 型 ま た は 変 異 型 ミ ニ vRNAPを 含 む フ ァ ー ジ N4 vRNAポ リ メ ラ
ー ゼ に 対 す る 一 本 鎖 プ ロ モ ー タ ー で あ り ； お よ び /ま た は セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー
の 3'末 端 部 分 が (a)オ リ ゴ (dT)配 列 、 (b)ア ン カ ー オ リ ゴ (dT)配 列 、 (c)4つ の 標 準 的 な ヌ ク
レ オ チ ド の ラ ン ダ ム 配 列 、 ま た は (d)標 的 核 酸 に お け る 特 異 的 な 既 知 配 列 に 相 補 的 な 配 列
で あ り ； お よ び /ま た は セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー が (a)1つ ま た は 複 数 の dUMPヌ ク レ
オ チ ド 、 お よ び /ま た は (b)標 的 配 列 に 相 補 的 な 3'領 域 と 転 写 プ ロ モ ー タ ー 5'部 分 と の 間 に
1つ ま た は 複 数 の 転 写 終 結 配 列 を 含 む 、 請 求 項 17記 載 の セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー 。

(i)そ れ ぞ れ が 異 な る 標 的 配 列 に 相 補 的 で あ る 複 数 の 特 異 的 セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ
マ ー ； お よ び /ま た は (ii)異 な る RNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 認 識 さ れ る 異 な る セ ン ス プ ロ モ
ー タ ー 配 列 を コ ー ド す る 複 数 の 異 な る セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー を 含 む 、 複 数 の セ ン
ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー を 含 む 組 成 物 。

標 的 配 列 に 対 応 す る 転 写 産 物 を 産 生 す る た め に 適 当 な 試 薬 を 含 み 、 少 な く と も 1つ の セ
ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー お よ び ア ン チ セ ン ス プ ロ モ ー タ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
キ ッ ト 。

(i)サ ー マ ス ・ ス コ ト ダ ク タ ス (Thermus scotoductus)に 感 染 す る フ ァ ー ジ TS2126に 由 来
す る 、 ThermoPhage(商 標 ) RNAリ ガ ー ゼ IIの よ う な ラ イ ゲ ー シ ョ ン 用 ス プ リ ン ト の 非 存 在
下 で ssDNAの 非 相 同 性 分 子 内 ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 触 媒 す る リ ガ ー ゼ を 含 む 、 プ ロ モ ー タ を 含
む 直 線 状 第 一 鎖 cDNAを 環 状 化 す る た め の リ ガ ー ゼ の 最 適 化 組 成 物 、 な ら び に (ii)使 用 説 明
書 を さ ら に 含 む 、 ま た は プ ロ モ ー タ ー を 含 む 第 一 鎖 cDNAを 環 状 化 す る た め の リ ガ ー ゼ の 最
適 化 組 成 物 、 (ii)dUMP残 基 を 有 す る セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー を 用 い て 導 入 さ れ た dU
MP残 基 を 有 す る セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む 環 状 第 一 鎖 cDNAを 直 線 化 す る た め の ウ ラ シ ル -N
-グ リ コ シ ラ ー ゼ の よ う な 酵 素 の 最 適 化 組 成 物 、 な ら び に (iii)使 用 説 明 書 を さ ら に 含 む 、



【 請 求 項 ２ ２ 】
　

【 請 求 項 ２ ３ 】
　

【 請 求 項 ２ ４ 】
　

【 請 求 項 ２ ５ 】
　

【 請 求 項 ２ ６ 】
　

【 請 求 項 ２ ７ 】
　

【 請 求 項 ２ ８ 】
　

【 請 求 項 ２ ９ 】
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請 求 項 20記 載 の キ ッ ト 。

(i)プ ロ モ ー タ を 含 む 直 線 状 第 一 鎖 cDNAを 環 状 化 す る た め の リ ガ ー ゼ の 最 適 化 組 成 物 、 (
ii)任 意 で 、 セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む 環 状 第 一 鎖 cDNAを 直 線 化 す る た め の 最 適 化 組 成 物
、 お よ び (iii)転 写 産 物 を 産 生 す る た め に 得 ら れ た 転 写 基 質 中 の 二 本 鎖 プ ロ モ ー タ ー を 用
い る RNAポ リ メ ラ ー ゼ の 最 適 化 組 成 物 、 お よ び (iv)使 用 説 明 書 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 20ま
た は 21記 載 の キ ッ ト 。

ア ン チ セ ン ス プ ロ モ ー タ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が (i)溶 液 中 に 存 在 す る ； (ii)固 体 支 持
体 に 固 定 化 さ れ る ； ま た は (iii)分 析 物 結 合 基 質 (ABS)に 付 着 す る 、 請 求 項 20～ 22の い ず れ
か 一 項 記 載 の キ ッ ト 。

(i)DNAポ リ メ ラ ー ゼ ま た は 逆 転 写 酵 素 、 お よ び /ま た は (ii)ベ タ イ ン (ト リ メ チ ル グ リ シ
ン )を さ ら に 含 む 、 請 求 項 20～ 22の い ず れ か 一 項 記 載 の キ ッ ト 。

ア ン チ セ ン ス プ ロ モ ー タ ー の た め の 配 列 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 す る 分 析 物 結
合 基 質 (ABS)を 含 み 、 ア ン チ セ ン ス プ ロ モ ー タ ー 配 列 が 同 族 の RNAポ リ メ ラ ー ゼ に 対 す る 機
能 的 な 二 本 鎖 プ ロ モ ー タ ー を 得 る た め シ グ ナ ル プ ロ ー ブ 中 の セ ン ス プ ロ モ ー タ ー 配 列 と 複
合 体 化 可 能 で あ り 、 複 合 体 化 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ が 検 出 可 能 な 転 写 物 を 得 る た め RNAポ リ メ
ラ ー ゼ に よ っ て 転 写 可 能 で あ る 組 成 物 。

オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ABSに そ の 5'末 端 ま た は 5'部 分 に よ り 連 結 さ れ る ； お よ び /ま た は
ア ン チ セ ン ス プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ア ン チ セ ン ス プ ロ モ ー タ ー 配
列 の 3'ま た は 5'で あ る 付 加 的 な ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 付 加 的 な ヌ ク レ オ チ ド が ア ン チ セ ン
ス プ ロ モ ー タ ー 配 列 の シ グ ナ ル プ ロ ー ブ 中 の セ ン ス プ ロ モ ー タ ー 配 列 と の 複 合 体 化 と は 無
関 係 な 形 で シ グ ナ ル プ ロ ー ブ に 結 合 し な い 、 請 求 項 25記 載 の 組 成 物 。

ABSが 、 他 の 抗 体 を 含 む 、 分 析 物 が 抗 原 で あ る 場 合 に は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 抗 体
； 分 析 物 が 核 酸 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で は な い 場 合 に は 、 SELEX法 を 用 い て 選 択 さ れ る
核 酸 (DNA、 RNA、 ま た は 修 飾 DNAま た は RNAモ ノ ヌ ク レ オ シ ド を 含 む DNAと RNAの 双 方 の モ ノ
ヌ ク レ オ シ ド か ら 構 成 さ れ る 核 酸 を 含 む )； 分 析 物 が 、 フ ッ ト プ リ ン テ ィ ン グ の よ う な 方
法 を 用 い て 同 定 で き る 特 異 的 配 列 が 結 合 す る 、 各 々 の タ ン パ ク 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、 リ ポ タ
ン パ ク 質 、 ま た は 小 分 子 分 析 物 で あ る 場 合 に は 、 オ ペ レ ー タ ー 、 プ ロ モ ー タ ー 、 複 製 起 点
、 ま た は ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 受 容 体 複 合 体 も し く は 特 異 的 な タ ン パ ク 質 に 強 固 に 結 合 す る
制 限 酵 素 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 認 識 さ れ る 配 列 の よ う な 特 異 的 な 核 酸 配 列 ； タ ン パ
ク 質 ； 分 析 物 が 無 作 為 化 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ れ る こ と が で き る ペ プ チ ド で あ
る 場 合 に は 、 ペ プ チ ド ； 分 析 物 が 一 種 類 の 抗 体 だ け を 含 ん だ 試 料 に お け る 抗 体 で あ る 場 合
に は 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 (Staphylococcus aureus)の プ ロ テ イ ン Aを 含 む 抗 体 結 合 タ ン パ ク 質
； 分 析 物 が 糖 タ ン パ ク 質 ま た は 多 糖 で あ る 場 合 に は 、 レ ク チ ン ； 分 析 物 が ホ ル モ ン で あ る
場 合 に は 、 ホ ル モ ン 受 容 体 ； 分 析 物 が ホ ル モ ン 受 容 体 で あ る 場 合 に は 、 ホ ル モ ン ； 分 析 物
が 酵 素 で あ る 場 合 に は 、 酵 素 阻 害 剤 ； ま た は 分 析 物 が 酵 素 阻 害 剤 で あ る 場 合 に は 、 酵 素 で
あ る 、 請 求 項 25記 載 の 組 成 物 。

ア ン チ セ ン ス プ ロ モ ー タ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 さ れ る ABSが 、 生 化 学 的 分 子 、 生
体 高 分 子 も し く は 生 体 高 分 子 の 断 片 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 糖 タ ン パ ク 質 、 リ ポ タ ン パ
ク 質 、 酵 素 、 ホ ル モ ン 、 受 容 体 、 抗 原 、 抗 体 、 核 酸 (DNAま た は RNA)、 多 糖 、 ま た は 脂 質 で
あ る 分 析 物 と 結 合 す る 、 請 求 項 25記 載 の 組 成 物 。

試 料 中 の 少 な く と も 1つ の 分 析 物 を 検 出 ま た は 定 量 化 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 1つ ま
た は 複 数 の シ グ ナ ル プ ロ ー ブ 、 ア ン チ セ ン ス プ ロ モ ー タ ー の た め の 配 列 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク
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【 請 求 項 ３ ０ 】
　

【 請 求 項 ３ １ 】
　

【 請 求 項 ３ ２ 】
　

【 請 求 項 ３ ３ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 試 料 中 の ま た は 試 料 由 来 の 分 析 物 を 検 出 す る た め の 方 法 :
　 ) プ ロ モ ー タ ー を 認 識 す る RNAポ リ メ ラ ー ゼ に 対 す る 二 重 鎖 プ ロ モ ー タ ー の ア ン チ セ
ン ス プ ロ モ ー タ ー 部 分 に 対 す る 配 列 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 さ れ た ABSを 含 ん だ
、 分 析 物 結 合 物 質 -オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (ABS-オ リ ゴ )を 得 る 段 階 ;
　 ) シ グ ナ ル プ ロ ー ブ を 得 る 段 階 、 そ の 際 に 、 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ が 鋳 型 の 3'末 端 に 連 結
さ れ た セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 み 、 そ の 際 に 、 セ ン ス プ ロ モ ー タ ー が ABS-オ リ ゴ の ア ン チ
セ ン ス プ ロ モ ー タ ー に 十 分 に 相 補 的 で あ っ て 、 複 合 体 に 結 合 す る RNAポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い
た 鋳 型 の 転 写 に 使 用 で き る 、 複 合 体 を 形 成 す る 段 階 ;
　 ) 試 料 中 に 分 析 物 が 存 在 す る 場 合 に 分 析 物 を 結 合 さ せ た 表 面 と ABS-オ リ ゴ を 、 該 表 面
に 分 析 物 が 存 在 す る 場 合 に 分 析 物 へ ABS-オ リ ゴ が 結 合 可 能 と す る 分 析 物 結 合 条 件 下 で 接 触
さ せ る 段 階 ;
　 ) 結 合 し て い な い ABS-オ リ ゴ の 除 去 を 可 能 と す る 条 件 下 で 表 面 を 洗 浄 す る 段 階 ;
　 ) 表 面 に 存 在 す る 場 合 に ABS-オ リ ゴ と の シ グ ナ ル プ ロ ー ブ の 複 合 体 化 を 可 能 と す る 複
合 体 化 条 件 下 で 、 表 面 を シ グ ナ ル プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る 段 階 ;
　 ) 任 意 で 、 結 合 し て い な い シ グ ナ ル プ ロ ー ブ の 除 去 を 可 能 と す る 条 件 下 で 表 面 を 洗 浄
す る 段 階 ;
　 ) ABS-オ リ ゴ と シ グ ナ ル プ ロ ー ブ と の 間 の 複 合 体 を 用 い て 、 鋳 型 が コ ー ド す る 産 物 の
転 写 を 可 能 と す る 条 件 下 で 、 表 面 を RNAポ リ メ ラ ー ゼ と 接 触 さ せ る 段 階 ; 
　 ) 存 在 す る 場 合 、 鋳 型 が コ ー ド す る 転 写 産 物 を 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 鋳 型 に 相 補 的 な 転 写 産 物 の 量 を 増 幅 さ せ る た め の 方 法 :
　 ) 転 写 産 物 を 得
る 段 階 ;
　 ) 転 写 産 物 の 3'末 端 に 相 補 的 な 3'末 端 部 分 お よ び 任 意 で 、 5'末 端 に リ ン 酸 基 ま た は ト
ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 部 分 を 含 む セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー を 得 る 段 階 ;
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レ オ チ ド に 連 結 し た ABS(ABS-オ リ ゴ )、 お よ び 本 発 明 の 方 法 に お け る そ れ ら の 使 用 説 明 書
を 含 み 、 特 に 、 が 環 状 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ (RCTシ グ ナ ル プ ロ ー ブ )ま た は
直 線 状 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ( )で あ り 、 か つ 1つ ま た は 複 数 の シ グ ナ ル
プ ロ ー ブ が セ ン ス プ ロ モ ー タ ー 配 列 の 5'を 連 結 す る 一 本 鎖 鋳 型 を 含 み 、 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ
の セ ン ス プ ロ モ ー タ ー 配 列 と ABS-オ リ ゴ の ア ン チ セ ン ス プ ロ モ ー タ ー 配 列 と の 間 の 二 本 鎖
プ ロ モ ー タ ー 複 合 体 が 同 族 RNAポ リ メ ラ ー ゼ に 対 す る 機 能 的 プ ラ イ マ ー を 含 む キ ッ ト 。

転 写 産 物 を 産 生 す る た め 、 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ を ABS-オ リ ゴ と 複 合 体 化 さ せ る こ と に よ っ
て 転 写 基 質 に お い て 二 本 鎖 プ ロ モ ー タ ー を 用 い る RNAポ リ メ ラ ー ゼ の 最 適 化 組 成 物 を さ ら
に 含 む 、 請 求 項 29記 載 の キ ッ ト 。

分 析 物 の 検 出 お よ び /ま た は 定 量 化 の た め の シ グ ナ ル 伝 達 系 で あ っ て 、
　 (i)RCTシ グ ナ ル プ ロ ー ブ お よ び LINTシ グ ナ ル プ ロ ー ブ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 シ グ ナ
ル の 鋳 型 の 3'末 端 に 連 結 さ れ た セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む 、 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ； お よ び (i
i)ア ン チ セ ン ス プ ロ モ ー タ ー 配 列 (ABS-オ リ ゴ )を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 さ れ た 分
析 物 基 質 (ABS)を 含 み ； シ グ ナ ル プ ロ ー ブ -ABS-オ リ ゴ 複 合 体 の 転 写 か ら 、 試 料 中 の 分 析 物
の 存 在 お よ び /ま た は 量 が 示 さ れ る 、 シ グ ナ ル 伝 達 系

RCTシ グ ナ ル プ ロ ー ブ お よ び LINTシ グ ナ ル プ ロ ー ブ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る シ グ ナ ル
プ ロ ー ブ が 、 転 写 条 件 下 で 転 写 用 の 二 本 鎖 プ ロ モ ー タ ー を 認 識 す る RNAポ リ メ ラ ー ゼ に 対
す る セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 み 、 か つ セ ン ス プ ロ モ ー タ ー の 5'を 連 結 す る (す な わ ち 、 セ
ン ス プ ロ モ ー タ ー が 一 本 鎖 シ グ ナ ル 鋳 型 の 3'末 端 に 連 結 さ れ る )一 本 鎖 シ グ ナ ル 鋳 型 が Q-
β レ プ リ カ ー ゼ の 基 質 お よ び 任 意 で 、 1つ ま た は 複 数 の 転 写 終 結 配 列 を コ ー ド す る 、 請 求
項 31記 載 の シ グ ナ ル 伝 達 系 。
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(1 ABS-オ リ ゴ と 複 合 体 化 さ れ る シ グ ナ ル プ ロ ー ブ の 鋳 型 の 転 写 に よ っ て
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　 )プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー を 転 写 産 物 に ア ニ ー リ ン グ さ せ る 段 階 ;
　 ) 第 一 鎖 cDNAを 得 る た め 、 転 写 産 物 に ア ニ ー リ ン グ し た プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー を RN
A依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 、 DNA合 成 条 件 下 で プ ラ イ マ ー 伸 長 さ せ る 段 階 ;
　 ) 任 意 で 、 第 一 鎖 cDNAに ア ニ ー リ ン グ し て い る RNAを 除 去 す る 段 階 ;
　 ) セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む 環 状 の 第 一 鎖 cDNAを 得 る た め 、 第 一 鎖 cDNAの 3'末 端 に そ
の 5'末 端 を 共 有 結 合 さ せ る 、 第 一 鎖 cDNAを ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る 段 階 ;
　 ) 環 状 の 転 写 基 質 を 得 る た め 、 セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む 環 状 の 第 一 鎖 cDNAに ア ン チ
セ ン ス プ ロ モ ー タ ー オ リ ゴ を ア ニ ー リ ン グ さ せ る 段 階 ;
　 ) さ ら な る 転 写 産 物 を 得 る た め 、 転 写 条 件 下 で 、 環 状 の 転 写 基 質 を RNAポ リ メ ラ ー ゼ
と 接 触 さ せ る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　

【 請 求 項 ３ ６ 】
　 セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー が 転 写 に 使 用 さ れ る RNAポ リ メ ラ ー ゼ が N4 vRNAP、
ミ ニ vRNAP、 お よ び 変 異 型 の ミ ニ vRNAP さ れ N4プ ロ モ ー タ ー

ア ン チ セ ン ス プ ロ モ ー タ ー オ リ ゴ が 、 さ ら な る 転 写
産 物 を 得 る た め に 使 用 さ れ な い 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
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(i)直 線 状 の セ ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む 第 一 鎖 cDNAを 得 る た め に 、 環 状 の セ ン ス プ ロ モ
ー タ ー の 第 一 鎖 cDNAを 直 線 化 し 、
　 (ii)転 写 の た め の 直 線 状 基 質 を 得 る た め に 、 ア ン チ セ ン ス プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー を セ
ン ス プ ロ モ ー タ ー を 含 む 直 線 状 第 一 鎖 cDNAの セ ン ス プ ロ モ ー タ ー 配 列 に ア ニ ー リ ン グ さ せ
； お よ び /ま た は
　 (iii)さ ら な る 転 写 産 物 を 得 る た め に 、 転 写 の た め の 直 線 状 基 質 を 転 写 条 件 下 で RNAポ リ
メ ラ ー ゼ と 接 触 さ せ る 、
請 求 項 34記 載 の 方 法 。

、 (a)
か ら 選 択 る 場 合 、 ； ま た は (b)R

NAポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 使 用 さ れ る 擬 似 プ ロ モ ー タ ー ま た は 合 成 プ ロ モ ー タ ー か ら 選 択 さ
れ る 一 本 鎖 セ ン ス プ ラ イ マ ー を 含 み 、

34ま た は 35
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