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O0001.8kb0 000 0OEcoRI(GB™)ODODBamHI(B)D 0D DD DODODOODDODODOADSDDOOEL
AD O E1B-19KO O O (Genbank Acc. No. M732600 0 0 0 00O OO OO 0O DO 4590 O 2244
OO0)H)OoODDODODOOPROODODODOODDDODOODODUOOODOOQIAX IIDODODODOOO
Qiagen) 0 000 0O0O0OOOOPCROOOOODDODOOO ; pCR-TOPOblunt(O O O O )(Inv
itrogen)0 0000000000 OOOOOODOOOOOOOODOODODOEcoRIO O Bam
HIDOOOOODDDODOOOODOOOOOOQIARX 10000000 Qiagen)DO0O0O0OOd
oooooooooooog

oooooao
Oo000DDDO0O000O0O0OooOoOoOoOoODDepCcClIOI(OOOODN)YODODODDODDOODODOOO
OOEcoRIDOBamHID 0O OO0 OOODODDDODODODODODOODODDODOODODDODDDODOOOOO
O O (electro competent)DH10BO O (Invitrogen)D 0 0 000 OO 0O O O pCC.EIA(O 4)T
OpCC.EIAB21(0 50 000 00OoOoOoooooooooog@EpPAOODDDDODOODODOGO
OO0O0O0ODDOO@oo2/406650 D D OO DODODOOOODOOOODOpCC2710 O O O )HO
ocooooao

(pCC1010 O O )

OpCClioo( OO0 0)IXbalOODODOODODDDODODODODOOODODDODOODODODAOQIAEX 110
oo000D0DDO0O0000000Qo0O00ODDDODO0OD000DO0O0OO0DOoDOOD0ODOX-SM-1: 5"-CTA
GGTCGACCAATTG-3"(SEQ.ID.NO. 7)0 O O X-SM-2: 5"-CTAGCAATTGGTCGAC-3"(SEQ.ID_.NO. 8)
000oD0DD0OD00000O0ooo0oo0oDDDOoODO000lgODODODODDODDDODODODODOO2
LO10x NEB2O O OO (NEB)U O 20p LOO OO O OOmiIINIQQ@UOOO)H 000000
oooOoes0dooDOoOUoOoOPCROODOIODDD40DOIODDDODODOODODDOD@OI/Z/ODOD
OO0)ODDODOD0D0D0DO0D0D00000O0DD0D0O00O0OXbalOOODODOO4x ODOODOOOO
000000000000 O0DOODODDODNAD OQIAquick PCRO OO O O (Qiagen)d O
0000000000 O0oO000o0DoO0OXbalDO OO OOODO-00 (self-ligated)0 OO
DNAO OO OOOXbalDOODD-0OOODODDOODOODDODODOOODORpCCI01(O06)DDOOO
DH5o -TI'O O OO ODOODODOODODOOODOOOOO

ooooao

(pCcio00 O O )

0000 pCC271(W002/406650 O D OO OO )OO OEcoRIOOPstID O OO DODOO 3kbO OO
I e o o o o o R R R A R =TT 253 o B ol
-AAT TGA TAT CGA ATT CGC CGA GCT CGT AAG CTT GGA TCC CTG CA-3"(SEQ.ID. 90 O O
OO0OO00DDOO0OO0OO0OEcoPst-4: 5"-GGG ATC CAA GCT TAC GAG CTC GGC GAA TTC GAT ATC-3
"(SEQ.ID.NO. 10) 000000000 O0O0ODODDDODO0ODO00D0DO0DO0DO0DUoDoDoOoODDOoDOoODOoOoOg
0000000 oooDoOoesoz2ooges0o3x0 oD oOoO20000000000
0oo0o00DD0DDOD000000000o00o0DDDODO0D00D0D00O0Do0Do0DoDoODoODDOoDOoOOoDOoDOOg
O00000O0O0OO0OoOpCClOOO0OOO0OODHS -TI"ODOODODOODODOODODOODOOO
ocooooao

(pCc2000 O O )

00000 DO pBR322(GenBank J01749.1)0 EcoRID 0 0 OO O OO OO OKIenowd O OO
OO0O0D0DDOO0OQIAquick PCROOODODO (Qiagen)J 0O OO ONpelDO 00200000
04150bp0 0000000 O0O0OO0OO0OOOOODOOQIAEX 1IDD0000ODOO (Qiagen) OO
0000000 0OoDoDOoOOdOgOopcCiood OBsaAlO OO OOKIenowd O OO O0DODOOOO
O QlAquick PCROO OO O (Qiagen)D 00D OO OO XbalO OO 2000 0O O 350bp0 OO
O000DDOD0O0000000Q0O00ODDDODO0O0D00DO0O0OO0OoOOODODSTBL-20 0 (Invit
rogen)0 0 00000000 OODODOpCC200000 0 00O (O15)0
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000OpCCI050 0 00PKO O OO ODOOOOODOCOLIA20 0000000000 -00
0000000000000 O0COLIA200-0000000 (Natalizio(@OOODO)OO?2
0020 )0 0000 Taqd 000 OO (Invitrogen)d O O O O O COL1A2F: 5°-CAG CTA GCC T
GC AGG AAG TAT GCA GAT TAT TTG-3"(SEQ.ID.NO.11)0 O COLIA2R-sal: 5"-ACA CGT CGA C
GG CTG GTAGAG ATG C-3"(SEQ.ID.NO. 12)0 0000000 CO0CO0CO0C0OO0C0O0C0O0
OODNAD OPCROOOOODOOODO

oooooo

00000000000 005-00SfI00DCOONCOONODNOONOS3-00Sall0dnn
0000000000000 O0PCROO OO pPCR-TOPO4 TAD OO OO OO OO O (Invitr
ogen)0 O O O pCR-TOPO-TAD O DO ODODOODOODO0DO0ODO0ODO0O0O0O00O00O0O0?277b
p000D00D0TOPOO DO DOOSAIDDSallD DO D000 D00O0OOODQIAquick PC
ROODDODODOQiagen)D 0000000000000 000000O00pCC1010 O SbFIO
OSallD 0000000000000 O0000025bp000000000000000
OO0O0OGeneClean(0 000 D00D0)IO0O0(Biolol)J0D I O0DDO0DODO0DOOODOOODO
0000000000000 O00O00O0COLIA2pA0 0000000000000 0000
000O00O00STBL-20 O (Invitrogen)0 000 0000000000000 OOOpCCL
05(07) 00000
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(pCC2050 O O )

000 O pCC2050 O Salld O EcoRIO O pCC2000 00000 O0O0O0 OO 4225nt0 00 O

OCOoOO00DDO0OO0000O000C0QIAX 1IDDODO0O0000@iagen)DOODOOOOOOO
OOO0OO0ODDOOO0OO0OS310ntd COL1A20 polyA(D O A)O O O O O pCcros50 O O EcoRIO O Sa
Noooooo0O0O0O0O000000oooOoOoODDOOQIARX INNDO0D0DODODODDODODOOOO
gbobooooooobobobo200b0obo0oboooobobOobOob0nDHSa -T
Ird0o0o00O0OD00O0O0OpcCc205(016) 000000
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(pCC.55Kcol0 0D O OO DO)

OO0000pCC2050 0Ad5 EIB-55kD 0 0 0D D0 O0O0O0oDOoOOoO0OooDOooDOooooood
Oo0O0D0DDOoOPCROODOIOODODDODODODDOODODODOOODOD : 55KForE: 5"-GGA ATT CGC
CAC CAT GGA GCG AAG AAA CCC ATC TGA-3"(SEQ.ID.NO. 13)0O O 55KrevB: 5"-gga tcc TC
ATC TGT ATC TTC ATC GCT AGA GCC-3"(SEQ.ID.NO. 14)0 PCRO O Pwo DNAO O O O O O
00000000000 O0ooO3wMsoD 0000000000000 plG.EIACEIBOO
000000000 OoOoo40p020000030000000000 (940 0 3000 0O 600
o000 00o0ov72009000)0O0OY720080 0000000 0DODODOOODODOOOO
1510bp0 OO OO O O 0O O AdDS0 O O O 0O EAB-55KO0 O O nt.0 20190 O 35100 0 O O O
000D QIAquick PCRO OO OO (Qiagen) 0 00 0O O OO EcoRIO OBamHIO O O O O
Oo0oO00(leaved end) 0 000000 0DDODOO0OODDOOOODOOOODOODDO
000000000 GeneCleanllD OO (Biol0)D OO OO DO OOODOpCC2050 00 0O
OO00D0DD0OO0OEcoRIDOBamHID O OO DODDDOOODODODOODODOOOOODOOOOOO
0000000000 O0O0oooOoOoO0sTBL200 (Invitrogen)D OO DODDOOOOOOOO
pCC.55Kcol (0 8)0 00 O OO

ooooao

(pIG.EIBO O O O OO)

OPCROODDOOPwWwo DNAU OO DO DO (Roche)D O OO ODDDOOOODO3%MSOO OO OOO
00000000 o0DoDoO0o0oo0ooDooO0OoooDoOoOgOn: 5elBstart: 5°-GGA ATT CCT
CAT GGA GGC TTG GG-3"(SEQ-ID.NO. 15)00 O 5EIBrev2: 5"-GTG TCT CAC AAC CGC TCT C-3
"(SEQ.ID.NO. 16)0 0 OO pIG.EIALEIBO OO DDOODOODOOODODOO40D02000 005
0ooooooooo@4oo3onoosedn3ooooor722ooe0d 0o o0oonoood
00000000003 O0O0D0O0ODDO0OO0 (940 0300 0 0O 6000300000720 060
OO0)H)ODoODe8 08I0 IOIODDOODODDODODOODOOS390NntD PCRO O O O KpnlO O EcoR

Ooooooooogooog >

10

20

30

40

50



(19) JP 4749334 B2 2011.8.17

I00000000347nt0 00000000000 0O0O0O0O0O0O0O0OQIAEX 11IDDO0OO
OO0 @iagen)D 000 O0O0O0QOO

oooooao

00000000000 KpenlDOOOODOODODDOECORIDODODODOODDODOODOODODDODOO
OOQIAEX 110 000000 (Qiagen) 000000 OO0ODOQOS713bpd plG.EIA_EIBO
oo0o00D0DDODO0O0000O0o0ooooOoo0ODDDODO0OO0DOoDOoOooOoOoSBL-2000000000
O000000plG.EIBOD OO O OO (090 plIG.EIBOAID OO O ODODOnNt.0 20190 O 351
oooooono

ocooooao

(pCC.ElBcolD D O O O O)

O00019KO O5B5KO0AdS EIBO O DO OO DODODODOODDODDOODOODODODOOODODDOP
CC.55KcolT EcoRIO O KpnlO O O OO O5970nt0 00000000 OOOOOODODDOO
OO000DD0DDOD0O000000O0O0OO0O0D0OO0OCGeneClean kitlI(Biol0) D OO O OO OO
00000000 plG.ElBOODOOKpnIOOEcORID OO DD OO347nt0 0000000
OO0O00DDOQIAquickl DD D DODODO @iagen) D000 O0O0O0DOOODODDOODODOOO
OOO0OpCC.55Keol0 000 0O0DOODODDODOSTBL20000OOODODDOOOOpCC.ELBco
I0000@10)0000000ABOIDDDDOOOOnNnt.O017110035100 00000
ocooooao

(pEC.E1IBO O O O O O)

0000000 (Human Elongation Factor)l-o 000 00O (EFl-a ) DO OO O O O pEFR/m
yc/nuc(Invitrogen)D O O EcoRID O PMINIO 0 OO0 O0O0ODODOOOODDOOOKIenowd
O000D0DD0O0000O0001183nt0EF1I-0c 0000 O0O0DO0DODODOODDODDODODODOOO
OOO0D0DGeneCleanllO 00O (Biol0L) DO DD OO OOOODDOODODO pCC.EIBcold Bst
XIDOODOODODOOODODOOC(Cthe ends blunt) OO OO ODDODODOT4DNAODODOODDODOO
OO00D0DDOPCROOOOO (Qiagen)D OO0 000D OOOOOO200 0 O EcoRVO O OO
OO000DD0DDOD0000000O0oOoODODOs827nt0 000 000OODO GeneCleanlld O O (Bi
olODO 0D 0DODODODODUOUODOOEFI-c O0DOO0DDDOODOODODODOODODDODOOOD
0000000 0oOoDoDoOOoooosTBL-20 0 (invitrogen)D O OO ODODOODOODOOOO
OOO00D0PpCC.ElIBcol 00 DD DODODODOAMS-EIBD 00O OODODODODO pEC.EIB(O 11)0
ooooao

oooooao

(pSC.55KO0 0 0 0 0 0)

Osvao0 00000 0O0pEFR/myc/nuct O O O O DNA(Invitrogen)O 0O O O O O Tag DNAO
00000 (nvitrogen)D OO0 ODO0OO0DOO0O0ODDOOOO0ODOOOODODOODO : Sv40.forS: 5
"-CAA CTA GTA CAT GTG GAA TGT GTG TGT TCA GTT AGG-3"(SEQ.ID_-NO. 17)0 O Sv40.RevE
RI: 5"-GGA ATT CAG CTT TTT GCA AAA GCC TAG G-3"(SEQ.ID.NO. 18)0O0ODOOOonood
0940 020000005000 000000@40 030000480 0300000072004
500)H)0002000000000000@40030000580 030000007200 4
500)0000Q0O0O0oe8sn 08I IOIOODDOODODDOOOODO37bp0 O ODODOO
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OO000OD0OO0OOQIAX INIDDUODDODDODDO@iagen)U OO0 ODO0ODO0DODODODDOODOODDODOO
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OO000DDO0OO0OO0O037bpp OO OOOTOPOO 00O OOOECORIODOSSpelD 00000
0000000000000 00D000OQIARX INNDOODDODDODO@iagen)DOO0OOoOO
0000000000000 PpCC.55Kcol(pBR322-0 0 00O 0O C@M)HYODODOOO)OIOAvrild
CEcoRIDODOODODOOOOODOOODOOS0Nt0 000000 DDODOODO0DOOOO
ooo0o0oDoDoOO0o000oO0ooooooODOoOoOoOoPCROODODDODODODODDDODOODODODOOO
000000 0STBL-20 000000000 pCC.55Kecolll O OO OO O Ad5 E1B-55K0 O
OO0O00DDOOpSC.55kK(@12)nooon0oa0n
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<211> 7315

<212> DNA
<213>

<220>

Artificial

<223> plasmid pIG.E1A.EIB
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gtgtgggece

tcggcagteg
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atteccacggg

gctgetetgg

tcacgtcegt

cgcttectge

gacaaacgga

tggcagegeg

agagcagcgg

tgttectgee

gctcectegt

gttggggttg

gegtggttee

tecgeagegte

tccgecceta

agccgcacgt

ccgaccgega

ccgggaagygyg

cgegeggtat

tccgaatteg

(28)

cgeettttee
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