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【 請 求 項 １ 】

【 請 求 項 ２ 】

【 請 求 項 ３ 】

【 請 求 項 ４ 】

下 記 式 Iに 記 載 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 切 断 可 能 な ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 ：
色 素 － SS－ リ ン カ ー － ヌ ク レ オ チ ド 　 （ 式 I）
式 中 、
　 色 素 は 、 フ ロ オ ロ フ ォ ア (fluorophore)で あ り 、
　 SSは 、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 で あ り 、
　 リ ン カ ー は 、 － C≡ C－ CH 2 － NH－ CO－ CH 2 － の よ う な 、 有 用 な 結 合 基 で あ り 、
　 ヌ ク レ オ チ ド は 、 dCTP、 dATP、 dGTP、 dTTP、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は さ ら に 修 飾 さ れ
た ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。

フ ロ オ ロ フ ォ ア が 、 シ ア ニ ン (Cyanine)5ま た は シ ア ニ ン (Cyanine)3か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 1記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 。

フ ロ オ ロ フ ォ ア が 、 ニ ュ ー イ ン グ ラ ン ド ニ ュ ー ク リ ア -デ ユ ポ ン 社 (New England Nuclear-
Dupont)か ら 入 手 可 能 で あ る シ ア ニ ン 5ま た は シ ア ニ ン 3か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求
項 1記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 。

下 記 式 IIに 記 載 の 構 造 を 有 す る 、 請 求 項 1記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 ：



【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
但 し 、 ヌ ク レ オ チ ド は 、 請 求 項 1に 定 義 し た も の で あ る 。
【 請 求 項 ５ 】

【 請 求 項 ６ 】

【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ７ 】

以 下 の 段 階 を 含 む 固 定 さ れ た 核
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ヌ ク レ オ チ ド が 、 dATP、 dGTP、 dCTP、 お よ び dTTPか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 4記
載 の ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 。

下 記 式 の 請 求 項 5記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 ：

請 求 項 1記 載 の 色 素 標 識 ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 を 使 用 し て 、



酸 の ア レ イ の 特 徴 部 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 す る 方 法 ：
　 a） 　 プ ラ イ マ ー と 固 定 さ れ た 核 酸 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す る 条 件 で 、
固 定 さ れ た 核 酸 特 徴 部 の ア レ イ に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー と 鋳 型 依 存 的 ポ リ メ ラ
ー ゼ と を 含 む 混 合 物 を 加 え る 段 階 ；
　 ） 　 標 識 さ れ た デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド が 、 決 定 す べ き 配 列 に お い て 次 に 隣 接 す る 塩 基
と 相 補 的 で あ れ ば 、 プ ラ イ マ ー の 3'末 端 に 組 み 入 れ ら れ る よ う な 条 件 で 、

単 一 の 蛍 光 標 識 し た デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 を 混 合 物 に 加 え る 段 階 ；
　 ） 　 蛍 光 を モ ニ タ ー す る こ と に よ っ て 組 み 入 れ ら れ た 標 識 を 検 出 す る 段 階 ；
　 ） 　 残 り の 三 つ の 標 識 デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 の そ れ
ぞ れ に つ い て 順 に 段 階 （ ） ～ （ ） を 繰 り 返 す 段 階 ； お よ び
　 ） 　 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 決 定 さ れ る ま で 、 段 階 （ ） ～ （ ） を 繰 り 返 す 段 階 。
【 請 求 項 ８ 】
プ ラ イ マ ー 、 ポ リ メ ラ ー ゼ が 、 固 定 さ れ た 核 酸 の ア レ イ を 有 す る ポ リ ア ク
リ ル ア ミ ド ゲ ル に 配 列 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】

【 請 求 項 １ ０ 】
単 一 の 蛍 光 標 識 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド が 、 標 識 型 お よ び 非 標 識 型

に お い て 単 一 の デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 の 混 合 物 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ １ 】
段 階 （ ） の 後 で あ っ て 段 階 （ ） の 前 に 、 ア レ イ を 光 退 色 さ せ る さ ら な る 段 階 が 行 わ れ る
、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
段 階 （ ） の 後 で 段 階 （ ） の 前 に 、 蛍 光 体 と の 結 合 を 切 断 す る さ ら な る 段 階 が 行 わ れ る 、
請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】

【 請 求 項 １ ４ 】

【 請 求 項 １ ５ 】
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緩 衝 液 、 お よ び
7

一 本 鎖 結 合 タ ン パ ク 質 が 段 階 （ b） の 間 に 存 在 す る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。

切 断 可 能 な 結 合 を 有 す る
7

d e
7

d e
7

段 階 （ c） の 後 で 段 階 （ d） の 前 に 、 蛍 光 体 と の 結 合 を 切 断 す る さ ら な る 段 階 が 行 わ れ る 、
請 求 項 7記 載 の 方 法 。

切 断 段 階 が 、 結 合 に 還 元 剤 を 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 12ま た は 13記 載 の 方 法 。

還 元 剤 が ジ チ オ ス レ イ ト ー ル で あ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。


	header
	written-amendment

