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【 公 報 種 別 】 特 許 法 第 １ ７ 条 の ２ の 規 定 に よ る 補 正 の 掲 載
【 部 門 区 分 】 第 ３ 部 門 第 ２ 区 分
【 発 行 日 】 令 和 5 年 2 月 1 3 日 ( 2 0 2 3 . 2 . 1 3 )
　
【 公 開 番 号 】 特 開 2 0 2 3 - 2 5 5 9 ( P 2 0 2 3 - 2 5 5 9 A )
【 公 開 日 】 令 和 5 年 1 月 1 0 日 ( 2 0 2 3 . 1 . 1 0 )
【 年 通 号 数 】 公 開 公 報 ( 特 許 ) 2 0 2 3 - 0 0 4
【 出 願 番 号 】 特 願 2 0 2 2 - 1 5 4 9 0 5 ( P 2 0 2 2 - 1 5 4 9 0 5 )
【 国 際 特 許 分 類 】
   Ａ ０ １ Ｎ 6 3 / 6 0 ( 2 0 2 0 . 0 1 )
   Ａ ０ １ Ｐ 7 / 0 4 ( 2 0 0 6 . 0 1 )
   Ｃ １ ２ Ｎ 1 5 / 6 3 ( 2 0 0 6 . 0 1 )
   Ｃ １ ２ Ｎ 1 5 / 0 9 ( 2 0 0 6 . 0 1 )
   Ｃ １ ２ Ｎ 1 5 / 1 1 ( 2 0 0 6 . 0 1 )
【 Ｆ Ｉ 】
　 Ａ ０ １ Ｎ 6 3 / 6 0 　 　 　 　 　 　 　
　 Ａ ０ １ Ｐ 7 / 0 4 　 　 　 　 Ｚ Ｎ Ａ
　 Ｃ １ ２ Ｎ 1 5 / 6 3 　 　 　 Ｚ 　 　 　
　 Ｃ １ ２ Ｎ 1 5 / 0 9 １ １ ０  　 　 　
　 Ｃ １ ２ Ｎ 1 5 / 1 1 　 　 　 Ｚ 　 　 　
　
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 令 和 5 年 2 月 3 日 ( 2 0 2 3 . 2 . 3 )
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ３ ０ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 一 部 の 例 で は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 修 飾 Ｒ Ｎ Ａ は 、  
１ つ 以 上 の 末 端 修 飾 、 例 え ば 、 ５ ’ キ ャ ッ プ 構 造 及 び ／ 又 は ポ リ Ａ テ ー ル （ 例 え ば 、 １ ０  
０ ～ ２ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 ） を 有 す る （ 配 列 番 号 １ ５ ４ ） 。 ５ ’ キ ャ ッ プ 構 造 は 、 Ｃ ａ ｐ  
Ｏ 、 Ｃ ａ ｐ ｌ 、 Ａ Ｒ Ｃ Ａ 、 イ ノ シ ン 、 Ｎ ｌ － メ チ ル － グ ア ノ シ ン 、 ２ ’ フ ル オ ロ － グ ア ノ  
シ ン 、 ７ － デ ア ザ － グ ア ノ シ ン 、 ８ － オ キ ソ － グ ア ノ シ ン 、 ２ － ア ミ ノ － グ ア ノ シ ン 、 Ｌ  
Ｎ Ａ － グ ア ノ シ ン 、 及 び ２ － ア ジ ド － グ ア ノ シ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 得 る 。 一 部 の ケ  
ー ス で は 、 修 飾 Ｒ Ｎ Ａ は 、 少 な く と も １ つ の コ ザ ッ ク （ Ｋ ｏ ｚ ａ ｋ ） 配 列 を 含 む ５ ’ Ｕ Ｔ  
Ｒ と 、 ３ ’ Ｕ Ｔ Ｒ と を 含 有 す る 。 こ う し た 修 飾 は 、 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 国 際 公 開 第 ２ ０  
１ ２ ／ １ ３ ５ ８ ０ ５ 号 パ ン フ レ ッ ト 及 び 同 第 ２ ０ １ ３ ／ ０ ５ ２ ５ ２ ３ 号 パ ン フ レ ッ ト に 記  
載 さ れ る 。 更 な る 末 端 修 飾 は 、 例 え ば 、 国 際 公 開 第 ２ ０ １ ４ ／ １ ６ ４ ２ ５ ３ 号 パ ン フ レ ッ  
ト 及 び 同 第 ２ ０ １ ６ ／ ０ １ １ ３ ０ ６ 号 パ ン フ レ ッ ト 、 国 際 公 開 第 ２ ０ １ ２ ／ ０ ４ ５ ０ ７ ５  
号 パ ン フ レ ッ ト 、 及 び 同 第 ２ ０ １ ４ ／ ０ ９ ３ ９ ２ ４ 号 パ ン フ レ ッ ト に 記 載 さ れ て い る 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ３ ３ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 典 型 的 な Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ／ Ｃ ａ ｓ 系 で は 、 一 本 鎖 若 し く は 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 標 的 と す る  
配 列 特 異 的 、 ノ ン コ ー デ ィ ン グ 「 ガ イ ド Ｒ Ｎ Ａ 」 に よ り 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 標 的 ヌ  
ク レ オ チ ド 配 列 （ 例 え ば 、 配 列 編 集 し よ う と す る ゲ ノ ム 内 の 部 位 ） に 向 け ら れ る 。 ３ つ の  
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ク ラ ス （ Ｉ ～ Ｉ Ｉ Ｉ ） の Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 系 が 同 定 さ れ て い る 。 ク ラ ス Ｉ Ｉ   Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 系  
は 、 単 一 の Ｃ ａ ｓ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ （ 複 数 の Ｃ ａ ｓ タ ン パ ク 質 で は な く ） を 使 用 す る 。  
１ つ の ク ラ ス Ｉ Ｉ   Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 系 は 、 Ｃ ａ ｓ ９ な ど の Ｉ Ｉ 型 Ｃ ａ ｓ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ  
、 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ   Ｒ Ｎ Ａ （ 「 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 」 ） 、 及 び ト ラ ン ス － 活 性 化 型 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ （ 「 ｔ  
ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 」 ） を 含 む 。 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ は 、 「 ガ イ ド Ｒ Ｎ Ａ 」 、 即 ち 、 典 型 的 に は 、 標 的  
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 対 応 す る 約 ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 含 有 す る 。 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ は ま た 、 ｔ  
ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に 結 合 す る 領 域 を 含 ん で 、 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｉ Ｉ Ｉ に よ り 切 断 さ れ る 部 分 的 二 本  
鎖 構 造 を 形 成 し 、 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ／ ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド を も た ら す 。 Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｃ  
ａ ｓ タ ン パ ク 質 を 指 令 し て 、 ス ペ ー サ 配 列 に 応 じ て 、 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 抑 制 す  
る ガ イ ド の 役 割 を 果 た す 。 例 え ば 、 Ｈ ｏ ｒ ｖ ａ ｔ ｈ   ｅ ｔ   ａ ｌ ． ， Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ   ３  
２ ７ ： １ ６ ７ － １ ７ ０ ， ２ ０ １ ０ ； Ｍ ａ ｋ ａ ｒ ｏ ｖ ａ   ｅ ｔ   ａ ｌ ． ， Ｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ   
Ｄ ｉ ｒ ｅ ｃ ｔ   １ ： ７ ， ２ ０ ０ ６ ； Ｐ ｅ ｎ ｎ ｉ ｓ ｉ ， Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ   ３ ４ １ ： ８ ３ ３ －  
８ ３ ６ ， ２ ０ １ ３ を 参 照 さ れ た い 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 一 般 に 、 所 与 の Ｃ ａ ｓ エ ン ド ヌ ク  
レ ア ー ゼ に 対 し て 特 異 的 な 「 プ ロ ト ス ペ ー サ 隣 接 モ チ ー フ 」 （ 「 Ｐ Ａ Ｍ 」 ） に 隣 接 し て い  
な け れ ば な ら な い が ； Ｐ Ａ Ｍ 配 列 は 、 所 与 の ゲ ノ ム 全 体 を 通 し て 出 現 す る 。 種 々 の 原 核 生  
物 種 か ら 同 定 さ れ た Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 ユ ニ ー ク な Ｐ Ａ Ｍ 配 列 要 件 を 有  
し ； Ｐ Ａ Ｍ 配 列 の 例 と し て 、 ５ ’ － Ｎ Ｇ Ｇ （ 化 膿 レ ン サ 球 菌 （ Ｓ ｔ ｒ ｅ ｐ ｔ ｏ ｃ ｏ ｃ ｃ ｕ  
ｓ   ｐ ｙ ｏ ｇ ｅ ｎ ｅ ｓ ） ） 、 ５ ’ － Ｎ Ｎ Ａ Ｇ Ａ Ａ （ ス ト レ ブ ト コ ッ カ ス ・ サ ー モ フ ィ ラ ス  
（ Ｓ ｔ ｒ ｅ ｐ ｔ ｏ ｃ ｏ ｃ ｃ ｕ ｓ   ｔ ｈ ｅ ｒ ｍ ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ｕ ｓ ） Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ １ ） 、 ５ ’ －  
Ｎ Ｇ Ｇ Ｎ Ｇ （ ス ト レ ブ ト コ ッ カ ス ・ サ ー モ フ ィ ラ ス （ Ｓ ｔ ｒ ｅ ｐ ｔ ｏ ｃ ｏ ｃ ｃ ｕ ｓ   ｔ ｈ  
ｅ ｒ ｍ ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ｕ ｓ ） Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ３ ） 、 及 び ５ ’ － Ｎ Ｎ Ｎ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ （ 髄 膜 炎 菌 （ Ｎ ｅ  
ｉ ｓ ｓ ｅ ｒ ｉ ａ   ｍ ｅ ｎ ｉ ｎ ｇ ｉ ｔ ｉ ｄ ｉ ｓ ） ） が 挙 げ ら れ る 。 い く つ か の エ ン ド ヌ ク レ  
ア ー ゼ 、 例 え ば 、 Ｃ ａ ｓ ９ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 Ｇ リ ッ チ Ｐ （ の ５ ’ 側 ） Ａ Ｍ 部 位 、 例  
え ば 、 ５ ’ － Ｎ Ｇ Ｇ と 結 合 し て 、 Ｐ Ａ Ｍ 部 位 か ら ３ ヌ ク レ オ チ ド 上 流 の 位 置 で 標 的 Ｄ Ｎ Ａ  
の 平 滑 末 端 切 断 を 実 施 す る 。 別 の ク ラ ス Ｉ Ｉ   Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ 系 は 、 Ｖ 型 エ ン ド ヌ ク レ ア ー  
ゼ Ｃ ｐ ｆ １ を 含 み 、 こ れ は 、 Ｃ ａ ｓ ９ よ り 小 さ く ； 例 と し て 、 Ａ ｓ Ｃ ｐ ｆ １ （ ア シ ダ ミ ノ  
コ ッ カ ス 属 種 （ Ａ ｃ ｉ ｄ ａ ｍ ｉ ｎ ｏ ｃ ｏ ｃ ｃ ｕ ｓ   ｓ ｐ ． ） 由 来 ） 及 び Ｌ ｂ Ｃ ｐ ｆ １ （ ラ  
ク ノ ス ピ ラ 科 種 （ Ｌ ａ ｃ ｈ ｎ ｏ ｓ ｐ ｉ ｒ ａ ｃ ｅ ａ ｅ   ｓ ｐ ． ） 由 来 ） が 挙 げ ら れ る 。 Ｃ ｐ  
ｆ １ 結 合 Ｃ Ｒ Ｉ Ｓ Ｐ Ｒ ア レ イ は 、 ｔ ｒ ａ ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 要 件 な し に 成 熟 型 ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ に プ ロ  
セ シ ン グ さ れ ； 言 い 換 え れ ば 、 Ｃ ｐ ｆ １ 系 は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 切 断 す る た め に 、 Ｃ ｐ ｆ  
１ ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び ｃ ｒ Ｒ Ｎ Ａ だ け を 必 要 と す る 。 Ｃ ｐ ｆ １ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 Ｔ リ  
ッ チ Ｐ Ａ Ｍ 部 位 、 例 え ば 、 ５ ’ － Ｔ Ｔ Ｎ と 結 合 し て い る 。 Ｃ ｐ ｆ １ は ま た 、 ５ ’ － Ｃ Ｔ Ａ   
Ｐ Ａ Ｍ モ チ ー フ を 認 識 す る 。 Ｃ ｐ ｆ １ は 、 ４ ’ － 若 し く は ５ － ヌ ク レ オ チ ド ５ ’ オ ー バ ー ハ  
ン グ を 含 む オ フ セ ッ ト 又 は ス タ ッ ガ ー ド 二 本 鎖 切 断 を 導 入 す る こ と に よ り Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 し  
、 例 え ば 、 コ ー デ ィ ン グ 鎖 の Ｐ Ａ Ｍ 部 位 （ の ３ ’ 側 ） か ら １ ８ ヌ ク レ オ チ ド 下 流 及 び 相 補  
鎖 の Ｐ Ａ Ｍ 部 位 か ら ２ ３ ヌ ク レ オ チ ド 下 流 に 位 置 す る ５ － ヌ ク レ オ チ ド オ フ セ ッ ト 又 は ス  
タ ッ ガ ー ド 切 断 で 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 し 、 こ う し た オ フ セ ッ ト 切 断 か ら 生 じ る ５ － ヌ ク レ オ  
チ ド オ ー バ ー ハ ン グ は 、 相 同 組 換 え に よ る Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 に よ っ て 、 平 滑 末 端 切 断 Ｄ Ｎ Ａ で の  
挿 入 に よ る も の よ り も 正 確 な ゲ ノ ム 編 集 を 可 能 に す る 。 例 え ば 、 Ｚ ｅ ｔ ｓ ｃ ｈ ｅ   ｅ ｔ   
ａ ｌ ． ， Ｃ ｅ ｌ ｌ   １ ６ ３ ： ７ ５ ９ － ７ ７ １ ， ２ ０ １ ５ を 参 照 に さ れ た い 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ３ ８ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ３ ８ ４ 】
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【 表 １ ０ ４ 】

【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ４ ７ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ４ ７ ７ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 の た め に 、 ２ ５ μ Ｌ の 反 応 物 中 に 、 １ ０ ０ ～ １ ５ ０ ｎ ｇ を ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 増 幅  
に 使 用 す る 。 Ｂ ｃ ｒ １ セ ン ス 抗 セ ン ス 挿 入 断 片 の 内 部 １ ６ ９ ｂ ｐ 断 片 を 増 幅 す る た め に 、  
プ ラ イ マ ー フ ォ ワ ー ド ５ ’ － ａ ａ ａ ｃ ｔ ｇ ｃ ｔ ｇ ｃ ａ ｔ ｇ ｇ ｃ ｔ ｔ ｔ ｃ ｔ － ３ ’ （ 配 列 番 号
９ ０ ） 及 び リ バ ー ス ５ ’ － ａ ｃ ａ ｇ ｇ ｃ ｃ ｔ ｔ ｔ ｃ ａ ｇ ｇ ｃ ｔ ｔ ｔ ｔ ａ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ９  
１ ） を 設 計 す る 。 Ｐ ｅ ｒ ｋ ｉ ｎ   Ｅ ｌ ｍ ｅ ｒ サ ー モ サ イ ク ラ ー を 用 い て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を ３  
０ サ イ ク ル 実 施 す る 。 反 応 温 度 は 、 変 性 ９ ５ ℃ （ ２ 分 ） 、 ア ニ ー リ ン グ ５ ６ ℃ （ ３ ０ 秒 ）  
、 及 び 伸 長 ７ ２ ℃ （ ３ ０ 秒 ） で あ る 。 ２ ５ μ Ｌ の 反 応 容 積 は 、 以 下 ： １ × Ｐ Ｃ Ｒ バ ッ フ ァ  
ー 、 ０ ． ２ ５ ｍ Ｍ の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 ２ ｍ Ｍ   Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． ２ μ Ｍ の プ ラ イ マ ー 及 び ２ ． ５  
ｕ の Ｔ ａ ｑ を 含 む 。 １ ％ ア ガ ロ ー ス ／ Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ グ リ ー ン ゲ ル 中 で の 電 気 泳 動 に よ り 、 増 幅  
産 物 を 分 析 す る 。
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ４ ９ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
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【 ０ ４ ９ ６ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 の た め に 、 ２ ５ μ Ｌ の 反 応 物 中 に 、 １ ０ ０ ～ １ ５ ０ ｎ ｇ を ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 増 幅  
に 使 用 す る 。 Ｃ ｏ ｌ Ａ 遺 伝 子 挿 入 断 片 の 内 部 １ ６ ５ ｂ ｐ 断 片 を 増 幅 す る た め に 、 プ ラ イ マ  
ー フ ォ ワ ー ド ５ ’ － ｃ ａ ａ ｃ ｇ ａ ｔ ｃ ａ ｇ ｇ ｃ ｇ ａ ｔ ｇ ｔ ａ ｔ ｇ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ９ ５ ） 及  
び リ バ ー ス ５ ’ － ｔ ｔ ａ ａ ｔ ｔ ｔ ｃ ｃ ａ ｃ ｃ ｔ ｇ ｃ ｇ ｃ ｔ ｔ ｔ － ３ ’  （ 配 列 番 号 ９ ６ ） を  
設 計 す る 。 Ｐ ｅ ｒ ｋ ｉ ｎ   Ｅ ｌ ｍ ｅ ｒ サ ー モ サ イ ク ラ ー を 用 い て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を ３ ０ サ イ  
ク ル 実 施 す る 。 反 応 温 度 は 、 変 性 ９ ５ ℃ （ ２ 分 ） 、 ア ニ ー リ ン グ ５ ６ ℃ （ ３ ０ 秒 ） 、 及 び  
伸 長 ７ ２ ℃ （ ３ ０ 秒 ） で あ る 。 ２ ５ μ Ｌ の 反 応 容 積 は 、 以 下 ： １ × Ｐ Ｃ Ｒ バ ッ フ ァ ー 、 ０  
． ２ ５ ｍ Ｍ の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 ２ ｍ Ｍ   Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． ２ μ Ｍ の プ ラ イ マ ー 及 び ２ ． ５ ｕ の Ｔ  
ａ ｑ を 含 む 。 １ ％ ア ガ ロ ー ス ／ Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ グ リ ー ン ゲ ル 中 で の 電 気 泳 動 に よ り 、 増 幅 産 物 を  
分 析 す る 。
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ５ １ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ５ １ ６ 】
葉 内 の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 検 出 の た め の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 ：
　 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 摂 取 を 検 出 す る た め に 、 ０ 日 目 に 、 Ｌ Ｄ Ｈ 、 Ｂ ｃ ｒ １ － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｂ ｃ  
ｒ １ － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ － Ｌ Ｄ Ｈ の い ず れ か で 、 タ バ コ （ Ｎ ． ｔ ａ ｂ ａ ｃ ｕ ｍ ） 植 物 （ ３ つ の レ  
プ リ ケ ー ト ） に 噴 霧 す る 。 試 験 し た 複 合 体 の 比 は 、 １ ： １ 、 １ ： ２ 、 又 は １ ： ３ の ｄ ｓ Ｒ  
Ｎ Ａ － Ｌ Ｄ Ｈ 比 で あ る 。 温 室 条 件 （ 自 然 光 と 共 に 平 均 温 度 ２ ５ ℃ ） 下 、 １ ０ ｃ ｍ 幅 の ポ ッ  
ト 内 の Ｕ Ｑ ２ ３ 土 壌 で 植 物 を 栽 培 す る 。 噴 霧 時 に マ ス キ ン グ テ ー プ を 用 い て 、 こ れ ら の 植  
物 の 先 端 を 覆 う 。 噴 霧 か ら ２ ０ 日 後 に 発 生 し た 新 し い 葉 を 採 集 す る 。 Ｔ Ｒ Ｉ ｚ ｏ ｌ 抽 出 に  
よ り 全 Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 小 分 子 Ｒ Ｎ Ａ を 濃 縮 さ せ る （ Ｍ ｉ ｔ ｔ ｅ ｒ   ｅ ｔ   ａ ｌ ． ， Ａ ｍ  
． Ｐ ｈ ｙ ｔ ｏ ｐ ａ ｔ ｈ ｏ ｌ ｏ ｇ ｉ ｃ ａ ｌ   Ｓ ｏ ｃ ． １ ６ ： ９ ３ ６ － ９ ４ ４ ， ２ ０ ０ ３ ） 。  
各 処 理 の 小 分 子 Ｒ Ｎ Ａ （ ２ ０ μ ｇ ） を １ ５ ％ （ ｗ ｔ ／ ｖ ｏ ｌ ） 変 性 尿 素 ポ リ ア ク リ ル ア ミ  
ド ゲ ル （ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ） 上 で 泳 動 さ せ る 。 ３ ’ 末 端 が Ｄ Ｉ Ｇ で 標 識 さ れ た Ｚ Ｒ 小 分 子 Ｒ Ｎ Ａ ラ  
ダ ー （ Ｚ ｙ ｍ ｏ   Ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ ） を マ ー カ と し て 使 用 す る 。 Ｈ ｙ ｂ ｏ ｎ ｄ － Ｎ 膜 （ Ｒ  
ｏ ｃ ｈ ｅ ） 上 で の ト ラ ン ス ブ ロ ッ ト － Ｓ Ｄ セ ミ ド ラ イ 転 移 ユ ニ ッ ト （ ｔ ｒ ａ ｎ ｓ － ｂ ｌ ｏ  
ｔ   Ｓ Ｄ   ｓ ｅ ｍ ｉ － ｄ ｒ ｙ   ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｆ ｅ ｒ   ｕ ｎ ｉ ｔ ） （ Ｂ ｉ ｏ － Ｒ ａ ｄ ） に よ り  
ブ ロ ッ ト を 転 移 さ せ る 。 Ｄ Ｉ Ｇ 標 識 Ｂ ｃ ｒ １   ２ ４ ｎ ｔ プ ロ ー ブ （ ５ ’ － ａ ｔ ｇ ｃ ｔ ｇ ａ  
ｃ ｃ ａ ｔ ｇ ｃ ａ ｔ ｃ ｔ ｇ ａ ｇ ｃ ａ ｔ ｔ （ 配 列 番 号 １ ５ ６ ） ） 、 専 有 の バ ッ フ ァ ー セ ッ ト （  
Ｒ ｏ ｃ ｈ ｅ ） を 用 い 、 製 造 者 の 推 奨 事 項 に 従 っ て ブ ロ ッ ト を 処 理 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー  
シ ョ ン 後 、 Ｃ Ｓ Ｐ Ｄ 化 学 発 光 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 を 用 い て 、 フ ィ ル タ ー を 検 出 す  
る 。 Ｎ Ｉ Ｈ   Ｉ ｍ ａ ｇ ｅ   １ ． ６ ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 、 定 量 分 析 を 実 施 す る 。
【 手 続 補 正 ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ５ １ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ５ １ ８ 】
治 療 計 画 ：
　 バ ク テ リ オ サ イ ト 標 的 遺 伝 子 Ｂ ｃ ｒ １ ： ｇ ａ ａ ｔ ｇ ｃ ａ ｇ ｃ ｔ ｇ ｃ （ 配 列 番 号 １ ５ ７ ）
に 対 す る 相 補 的 ア ン チ セ ン ス Ｐ Ｎ Ａ 構 築 物
【 手 続 補 正 ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ５ ２ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
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【 ０ ５ ２ ２ 】
治 療 計 画 ：
　 ジ ベ ン ジ ル シ ク ロ オ ク チ ン （ Ｄ Ｂ Ｃ Ｏ ） 修 飾 を 有 す る Ｐ Ｎ Ａ 及 び ア ジ ド 修 飾 を 有 す る Ｃ  
ｙ ３ 色 素 ： Ｃ ｙ ３ － ｇ ａ ａ ｔ ｇ ｃ ａ ｇ ｃ ｔ ｇ ｃ （ 配 列 番 号 １ ５ ８ ）
【 手 続 補 正 ９ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ５ ８ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ５ ８ ２ 】
Ｂ Ｃ Ｒ － ４   Ｐ Ｎ Ａ 合 成
　 Ｂ Ｃ Ｒ － ４ － Ｃ Ｐ Ｐ を Ｐ Ｎ Ａ   ｂ ｉ ｏ に よ り 合 成 し 、 配 列 は 、 Ｙ Ｇ Ｒ Ｋ Ｋ Ｒ Ｒ Ｑ Ｒ Ｒ Ｒ  
－ Ｃ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ ； 配 列 番 号 １ ０ ６ 及 び １ ０ ５ で あ る 。 Ｃ Ｐ Ｐ （  
Ｔ ａ ｔ ） の 配 列 は 、 Ｙ Ｇ Ｒ Ｋ Ｋ Ｒ Ｒ Ｑ Ｒ Ｒ Ｒ ； 配 列 番 号 １ ０ ６ で あ る 。 Ｐ Ｎ Ａ を 、 ０ ． １  
％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ Ｔ Ｆ Ａ ） で 補 充 し た ８ ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル 及 び ２ ０ ％ 水 に 溶 解 さ せ  
た 。 一 旦 溶 解 し た ら 、 Ｐ Ｎ Ａ を ア リ コ ー ト に 等 分 し ［ ア リ コ ー ト 当 た り ３ ２ ． １ μ ｇ ／ ５  
ｎ ｍ ｏ ｌ ］ 、 空 気 乾 燥 し た 後 、 － ２ ０ ℃ で 保 存 し た 。 Ｐ Ｎ Ａ の 希 釈 標 準 溶 液 を 水 中 ５ ０ ｕ  
Ｍ で 調 製 し た 。
【 手 続 補 正 １ ０ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ６ １ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ６ １ ４ 】
　 各 種 遺 伝 子 （ Ｇ ｌ ｎ Ｔ １ 、 Ｕ ｂ ｘ 、 ｂ Ａ Ｓ 、 及 び Ｃ ａ ｃ ｔ ） の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 配 列 を 、  
Ｇ ｉ ｂ ｓ ｏ ｎ ア セ ン ブ リ を 介 し て ベ ク タ ー に 導 入 す る こ と が で き る 。 最 初 に 、 プ ラ ス ミ ド  
内 の 隣 接 領 域 と マ ッ チ す る オ ー バ ー ハ ン グ を 含 む セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス ア ン プ リ コ ン を  
、 Ｐ Ｃ Ｒ で 適 切 な プ ラ イ マ ー を 用 い て 作 製 す る 。 具 体 的 に は 、 セ ン ス 鎖 の 左 オ ー バ ー ハ ン  
グ は 、 ｐ Ｃ ａ Ｍ Ｖ   ３ ５ Ｓ に 対 す る 相 同 性 の 領 域 （ 約 ３ ０ ｂ ｐ ） を 有 し 、 ア ン チ セ ン ス 鎖  
の 右 オ ー バ ー ハ ン グ は 、 ３ ５ Ｓ タ ー ミ ネ ー タ 領 域 に 対 す る 相 同 性 の 領 域 （ 約 ３ ０ ｂ ｐ ） を  
有 す る 。 セ ン ス 鎖 の 右 オ ー バ ー ハ ン グ と ア ン チ セ ン ス 鎖 の 左 オ ー バ ー ハ ン グ は 、 小 さ な ヘ  
ア ピ ン 領 域 （ ａ ｃ ａ ｃ ｇ ｔ ） の 含 有 に よ り 、 互 い の 重 複 部 分 を 有 す る こ と に な る 。 ア ン プ  
リ コ ン を 作 製 す る た め の プ ラ イ マ ー 配 列 を 表 １ ３ に 示 す 。
【 手 続 補 正 １ １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 追 加
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】
2 0 2 3 0 0 2 5 5 9 0 0 0 0 0 1 . x m l
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