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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3月27日(2008.3.27)

【公表番号】特表2005-518215(P2005-518215A)
【公表日】平成17年6月23日(2005.6.23)
【年通号数】公開・登録公報2005-024
【出願番号】特願2003-571485(P2003-571485)
【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ａ

【手続補正書】
【提出日】平成20年2月8日(2008.2.8)
【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】
二本鎖標的配列のＤＮＡ増幅のＲＰＡプロセスであって、該標的配列は、ＤＮＡの第一鎖
および第二鎖を含み、該プロセスは、以下の工程：
　（ａ）第一の核酸プライマーおよび第二の核酸プライマーとリコンビナーゼ因子とを接
触させて、第一の核タンパク質プライマーおよび第二の核タンパク質プライマーを形成す
る工程；
　（ｂ）該第一の核タンパク質プライマーおよび第二の核タンパク質プライマーを、該二
本鎖標的配列に接触させ、それによって、該第一鎖の第一の部分において第一の二本鎖構
造を形成し、そして該第二鎖の第二の部分にて第二の二本鎖構造を形成し、その結果、該
第一の核酸プライマーおよび第二の核酸プライマーの３’末端は、同じテンプレート核酸
分子上で互いに向かい合う、工程；
　（ｃ）該第一の核タンパク質プライマーおよび第二の核タンパク質プライマーの３’末
端を、１つ以上のポリメラーゼおよびｄＮＴＰを用いて伸長させて、第一の二本鎖核酸お
よび第二の二本鎖核酸、ならびに第一の核酸置換鎖および第二の核酸置換鎖を生成する、
工程、
　（ｄ）所望の程度の増幅が達成されるまで、（ｂ）および（ｃ）を繰り返して、該反応
を継続する工程、
を包含する、プロセス。
【請求項２】
前記工程（Ｃ）において、前記核酸の置換鎖は、同時ＲＰＡ反応によって増幅される、請
求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記核酸の置換鎖が、以下：
　（ａ）前記第一の核タンパク質プライマーまたは第二の核タンパク質プライマーを、該
置換鎖と接触させる工程；および
　（ｂ）該第一の核タンパク質プライマーまたは第二の核タンパク質プライマーを、ポリ
メラーゼおよびｄＮＴＰを用いて伸長させる工程、
によって増幅される、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
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前記第一の置換鎖および第二の置換鎖が、互いに対して少なくとも部分的に相補的であり
、かつハイブリダイズして、娘二本鎖核酸を形成し得、該娘二本鎖核酸は、引き続く工程
（ｂ）および（ｃ）において、二本鎖テンプレート核酸として作用し得る、請求項１に記
載のプロセス。
【請求項５】
前記第一の置換鎖および第二の置換鎖が、前記第一のプライマーまたは第二のプライマー
に対して少なくとも部分的に相補的であり、かつ該第一のプライマーまたは第二のプライ
マーにハイブリダイズし得る、請求項１に記載のプロセス。
【請求項６】
前記核酸プライマーが、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ＰＮＡまたはそれらの組み合わせである、請求
項１に記載のプロセス。
【請求項７】
前記核酸プライマーの各々が、少なくとも１つの一本鎖３’領域を有する、請求項１に記
載のプロセス。
【請求項８】
少なくとも１つのプライマーが、部分的に一本鎖かつ部分的に二本鎖であり、ここで、該
プライマーは、特異的３’プライマー配列を有するより長い侵入鎖、および該より長い侵
入鎖の５’末端に相補的なより短い非侵入鎖から構成される、請求項１に記載のプロセス
。
【請求項９】
前記第一の核酸プライマーが、第一の非侵入鎖を含み、そして前記第二の核酸プライマー
が、第二の非侵入鎖を含み、そして該第一の非侵入鎖および第二の非侵入鎖が、互いに相
補的である、請求項８に記載のプロセス。
【請求項１０】
前記侵入鎖、前記非侵入鎖、または該侵入鎖および該非侵入鎖の両方が、検出可能な部分
で標識されている、請求項９に記載のプロセス。
【請求項１１】
前記検出可能な部分が、蛍光色素、酵素、蛍光クエンチャー、酵素インヒビター、放射性
標識およびこれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項１０に記載のプロセス
。
【請求項１２】
前記侵入鎖および前記非侵入鎖の両方が標識され、該侵入鎖は、第一の蛍光色素または第
一の酵素で標識されており、そして該非侵入鎖は、第二の蛍光色素、第二の酵素、蛍光ク
エンチャーまたは酵素インヒビターで標識されている、請求項１０に記載のプロセス。
【請求項１３】
前記侵入鎖および前記非侵入鎖の両方が標識され、該非侵入鎖は、第一の蛍光色素または
第一の酵素で標識されており、そして該侵入鎖は、第二の蛍光色素、第二の酵素、蛍光ク
エンチャーまたは酵素インヒビターで標識されている、請求項１０に記載のプロセス。
【請求項１４】
前記核酸プライマーの一方または両方が、一本鎖プライマーである、請求項１に記載のプ
ロセス。
【請求項１５】
前記一本鎖プライマーが、蛍光色素、酵素、蛍光クエンチャー、酵素インヒビター、放射
性標識およびこれらの組み合わせからなる群より選択される検出可能な部分で標識されて
いる、請求項１４に記載のプロセス。
【請求項１６】
工程（ｄ）が、前記非侵入鎖の置換を引き起こす、請求項１に記載のプロセス。
【請求項１７】
前記侵入鎖および前記非侵入鎖が標識され、該侵入鎖と該非侵入鎖との分離が検出される
、請求項９に記載のプロセス。
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【請求項１８】
部分的に二本鎖の侵入オリゴヌクレオチドの一方の放出された鎖が、他方の二本鎖侵入オ
リゴヌクレオチドの放出された鎖に対して相補的な配列である、請求項１に記載のプロセ
ス。
【請求項１９】
前記放出されたオリゴヌクレオチドが、一本鎖標的テンプレートに対して相補的であり、
かつ該一本鎖標的テンプレートにハイブリダイズし、そして該一本鎖標的テンプレートの
３’末端からのＤＮＡ合成を開始する、請求項１８に記載のプロセス。
【請求項２０】
前記リコンビナーゼ因子が、ＲｅｃＡ、ＲａｄＡ、ＲａｄＢ、Ｒａｄ５１、そのホモログ
、その機能的アナログおよびこれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項１に
記載のプロセス。
【請求項２１】
前記ホモログが、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＲｅｃＡの１９３～２１２残基である、請求項２０に記
載のプロセス。
【請求項２２】
前記ホモログが、ＲｅｃＡ、ＲａｄＡまたはＲａｄＢの古細菌ホモログである、請求項２
０に記載のプロセス。
【請求項２３】
前記リコンビナーゼ因子が、温度感受性であり、ここで、該温度感受性リコンビナーゼ因
子は、許容温度で鎖侵入活性を有し、そして非許容温度で鎖侵入活性を有さない、請求項
１に記載のプロセス。
【請求項２４】
前記ＲＰＡプロセスが、ＡＴＰまたはＡＴＰアナログの存在下で実施される、請求項１に
記載のプロセス。
【請求項２５】
ＲｅｃＯ、ＲｅｃＲおよびＲｅｃＦの存在下で実施される、請求項２５に記載のプロセス
。
【請求項２６】
前記ＡＴＰアナログが、ｄＡＴＰ、ｄｄＡＴＰ、ＡＴＰγＳおよびこれらの組み合わせか
らなる群より選択される、請求項２５に記載のプロセス。
【請求項２７】
前記１つ以上のポリメラーゼが、原核生物ポリメラーゼまたは真核生物ポリメラーゼであ
る、請求項１に記載のＲＰＡプロセス。
【請求項２８】
前記原核生物ポリメラーゼが、Ｅ．ｃｏｌｉ　ｐｏｌ　Ｉ、Ｅ．ｃｏｌｉ　ｐｏｌ　ＩＩ
、Ｅ．ｃｏｌｉ　ｐｏｌ　ＩＩＩ、Ｅ．ｃｏｌｉ　ｐｏｌ　ＩＶ、Ｅ．ｃｏｌｉ　ｐｏｌ
　Ｖまたはこれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項２７に記載のＲＰＡプ
ロセス。
【請求項２９】
前記真核生物ポリメラーゼが、ｐｏｌ－α、ｐｏｌ－β、ｐｏｌ－δ、ｐｏｌ－εおよび
これらの組み合わせからなる群より選択される、真核生物の多タンパク質ポリメラーゼ複
合体である、請求項２７に記載のＲＰＡプロセス。
【請求項３０】
前記所望の程度の増幅が、少なくとも１０倍、少なくとも１００倍、少なくとも１０００
倍、または少なくとも１，０００，０００倍である、請求項１に記載のＲＰＡプロセス。
【請求項３１】
前記第一の部分および第二の部分が、間に入る標的ＤＮＡ配列にわたる、請求項１に記載
のＲＰＡプロセス。
【請求項３２】
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前記間に入る標的ＤＮＡ配列が、少なくとも１メガベースである、請求項３１に記載のＲ
ＰＡプロセス。
【請求項３３】
１つ以上の補助成分の存在下で実施される、請求項１に記載のＲＰＡプロセス。
【請求項３４】
前記１つ以上の補助成分が、Ｅ．ｃｏｌｉ由来である、請求項３３に記載のＲＰＡプロセ
ス。
【請求項３５】
前記補助成分が、一本鎖結合タンパク質、ヘリカーゼ、レソルバーゼおよびこれらの組み
合わせからなる群より選択される、請求項３４に記載のＲＰＡプロセス。
【請求項３６】
前記補助成分が、ＲｅｃＦ、ＲｅｃＯ、ＲｅｃＲ、一本鎖結合タンパク質、ＲｕｖＡ、Ｒ
ｕｖＢ、ＲｕｖＣ、ＲｅｃＧ、ＰｒｉＡ、ＰｒｉＢ　ＤｎａＴ、ＤｎａＢ、ＤｎａＣ、Ｄ
ｎａＧ、Ｅ．ｃｏｌｉ　β－ダイマースライディングクランプ、ＤｎａＸクランプローダ
ー、ポリメラーゼコア複合体、ＤＮＡリガーゼである、請求項３４に記載のＲＰＡプロセ
ス。
【請求項３７】
前記補助部分が、Ｅ．ｃｏｌｉ　β－ダイマースライディングクランプ、真核生物ＰＣＮ
Ａスライディングクランプ、Ｔ４スライディングクランプｇｐ４５およびこれらの組み合
わせからなる群より選択されるスライディングクランプである、請求項３４に記載のＲＰ
Ａプロセス。
【請求項３８】
前記補助成分が、β－クランプ、ＤｎａＸクランプローダーおよびポリメラーゼコア複合
体からなる、ＤＮＡポリメラーゼＩＩＩホロ酵素複合体である、請求項３４に記載のプロ
セス。
【請求項３９】
前記補助成分が、一本鎖結合（ＳＳＢ）タンパク質、スライディングクランプ、ヘリカー
ゼ、レソルバーゼおよびこれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項３４に記
載のプロセス。
【請求項４０】
前記一本鎖結合（ＳＳＢ）タンパク質が、Ｅ．ｃｏｌｉ由来である、請求項３９に記載の
プロセス。
【請求項４１】
前記スライディングクランプが、Ｅ．ｃｏｌｉ　β－ダイマースライディングクランプ、
真核生物ＰＣＮＡスライディングクランプまたはＴ４スライディングクランプ（ｇｐ４５
）である、請求項４０に記載のプロセス。
【請求項４２】
前記補助部分が、ＲｕｖＡ、ＲｕｖＢ、ＲｕｖＣおよびＲｅｃＧである、請求項３４に記
載のプロセス。
【請求項４３】
前記プロセスが、ＲｅｃＡ／ｓｓＤＮＡ核タンパク質フィラメントを安定化する因子の存
在下で実施される、請求項１に記載のプロセス。
【請求項４４】
前記因子が、ＲｅｃＲ、ＲｅｃＯ、ＲｅｃＦまたはこれらの組み合わせである、請求項４
３に記載のプロセス。
【請求項４５】
前記補助部分が、ＰｒｉＡ、ＰｒｉＢ、ＤｎａＴ、ＤｎａＢ、ＤｎａＣおよびＤｎａＧか
らなるプライモソーム複合体である、請求項３４に記載のプロセス。
【請求項４６】
前記プロセスが、２０℃と５０℃との間で実施される、請求項１に記載のＲＰＡプロセス
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。
【請求項４７】
前記プロセスが、２０℃と４０℃との間で実施される、請求項１に記載のＲＰＡプロセス
。
【請求項４８】
前記プロセスが、２０℃と３０℃との間で実施される、請求項１に記載のＲＰＡプロセス
。
【請求項４９】
前記プロセスが、前記テンプレート核酸の温度誘導性の溶融なしに実施される、請求項１
に記載のＲＰＡプロセス。
【請求項５０】
前記２つの核タンパク質プライマーが、各々、少なくとも１０００：１のプライマー：二
本鎖核酸標的のモル比で存在する、請求項１に記載のＲＰＡプロセス。
【請求項５１】
前記工程（ｂ）および（ｃ）が、少なくとも１回繰り返される、請求項１に記載のプロセ
ス。
【請求項５２】
前記工程（ｂ）および（ｃ）が、少なくとも５回繰り返される、請求項１に記載のプロセ
ス。
【請求項５３】
少なくとも１つのプライマーが、増幅されるべき特異的配列と相補的でない１つ以上のヌ
クレオチドを含む、請求項１に記載のＲＰＡプロセス。
【請求項５４】
少なくとも１つのプライマーが、その５’末端で前記標的配列と相補的でない１つ以上の
ヌクレオチドを含む、請求項１に記載のＲＰＡプロセス。
【請求項５５】
前記少なくとも１つのヌクレオチドが、制限エンドヌクレアーゼ認識部位の配列を含むオ
リゴヌクレオチドである、請求項５４に記載のＲＰＡプロセス。
【請求項５６】
前記増幅された核酸が、遺伝病に関連する少なくとも１つの特異的変異を含む、請求項１
に記載のＲＰＡプロセス。
【請求項５７】
前記増幅された核酸配列が、病原生生物、癌遺伝子、活性化癌遺伝子または抑制された癌
遺伝子中に含まれる、請求項１に記載のＲＰＡプロセス。
【請求項５８】
少なくとも１つのプライマーが、遺伝病に関連する配列に対して相補的である、請求項１
に記載のＲＰＡプロセス。
【請求項５９】
少なくとも１つのプライマーが、病原生生物、癌遺伝子、活性化癌遺伝子または抑制され
た癌遺伝子中の核酸配列に対して相補的である、請求項１に記載のＲＰＡプロセス。
【請求項６０】
ネスティドＲＰＡ増幅のプロセスであって、該プロセスは、以下の工程：
　（ａ）第一のプライマーおよび第二のプライマーを用いて請求項１に記載のＲＰＡプロ
セスを使用してＤＮＡの領域を増幅して、第一の増幅産物を生成する工程；
　（ｂ）第三および第四のプライマーを用いて請求項１に記載のＲＰＡプロセスを使用し
て該増幅産物を増幅して、第二の増幅産物を生成する工程であって、ここで、該第二の増
幅産物は、該第一の増幅産物内に含まれる、より小さい配列である、工程、
を包含する、プロセス。
【請求項６１】
前記第一のプライマー、前記第二のプライマー、前記第三のプライマーおよび前記第四の
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プライマーが、各々異なる、請求項６０に記載のプロセス。
【請求項６２】
前記第一のプライマーおよび前記第二のプライマーの一方が、前記第三のプライマーおよ
び第四のプライマーの一方と同一である、請求項６０に記載のプロセス。
【請求項６３】
二本鎖標的分子のＤＮＡ増幅のＲＰＡプロセスであって、該プロセスは、以下の工程：
　（ａ）リコンビナーゼ因子を、第一の核酸プライマーおよび第二の核酸プライマーと接
触させて、第一の核タンパク質プライマーおよび第二の核タンパク質プライマーを形成す
る工程；
　（ｂ）該第一の核タンパク質プライマーおよび第二の核タンパク質プライマーを、該二
本鎖標的配列に接触させ、それによって、該標的分子の第一の部分において第一の二本鎖
構造を形成し、そして該標的分子の第二の部分にて第二の二本鎖構造を形成し、その結果
、該第一の核酸プライマーおよび第二の核酸プライマーの３’末端は、同じテンプレート
核酸分子上で互いに向かい合う、工程；
　ｃ）該標的配列を、プライモソーム構築タンパク質およびクランプローダー／ポリメラ
ーゼＩＩＩホロ酵素複合体と接触させて、該標的分子の第一の部分にて複製フォークを形
成し、そして該標的分子の第二の部分にて第二の複製フォークを形成する、工程；
　ｄ）該標的分子を、ＤＮＡポリメラーゼＩＩＩコア、ＤＮＡポリメラーゼＩ、プライマ
ーゼ、ヘリカーゼおよびリガーゼに接触させて、リーディング鎖とラギング鎖のＤＮＡ合
成を組み合わせ、そして該複製フォークを互いに対して移動させる、工程；
　ｆ）所望の程度の増幅が達成されるまで、工程（ｂ）、（ｃ）および（ｄ）の繰り返し
によって該反応を継続する、工程、
を包含する、プロセス。
【請求項６４】
ｄＮＴＰおよびｒＮＴＰの存在下で実施される、請求項６３に記載の方法。
【請求項６５】
一本鎖ＤＮＡ結合タンパク質の存在下で実施される、請求項６３に記載の方法。
【請求項６６】
前記リコンビナーゼ因子が、ＲｅｃＡまたはその機能的ホモログである、請求項６３に記
載の方法。
【請求項６７】
前記プライモソーム構築タンパク質が、ＰｒｉＡ、ＰｒｉＢ、ＰｒｉＣ、ＤｎａＴ、Ｄｎ
ａＣ、ＤｎａＢ、ＤｎａＧ、Ｐｏｌ　ＩＩＩホロ酵素およびこれらの組み合わせからなる
群より選択される、請求項６３に記載の方法。
【請求項６８】
前記クランプローダーが、ＤｎａＸクランプローダー複合体である、請求項６３に記載の
方法。
【請求項６９】
前記ＤＮＡポリメラーゼＩＩＩホロ酵素が、Ｅ．ｃｏｌｉポリメラーゼＩＩＩである、請
求項６３に記載の方法。
【請求項７０】
前記ＤＮＡポリメラーゼＩが、Ｅ．ｃｏｌｉポリメラーゼＩである、請求項６８に記載の
方法。
【請求項７１】
前記プライマーゼが、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤｎａＧプライマーゼである、請求項６８に記載の
方法。
【請求項７２】
前記ヘリカーゼが、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤｎａＢヘリカーゼである、請求項６８に記載の方法
。
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