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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 10月 30日 (2007.10.30)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
　 　 【 請 求 項 １ 】 　 ａ )核 酸 テ ン プ レ ー ト 精 製 の 段 階 ：
ｂ )サ ー モ サ イ ク リ ン グ 反 応 の 段 階 ： お よ び
ｃ )段 階 ｂ )の 生 成 物 の 精 製 の 段 階
を 含 み 、 段 階 が 微 小 流 体 デ ィ ス ク で 連 続 し て 行 な わ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 一 連 の 段 階 を
行 な う 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ 】 　 微 小 流 体 デ ィ ス ク を 通 し た の 流 動 を デ ィ ス ク の 回 転 に よ り 行 な う
こ と が で き る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ 】 　 核 酸 テ ン プ レ ー ト が プ ラ ス ミ ド で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方
法 。
　 　 【 請 求 項 ４ 】 　 サ ー モ サ イ ク リ ン グ 反 応 ｂ )が 核 酸 シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 で あ る 、 請
求 項 １ か ら ３ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ５ 】 　 更 に ：
ｄ )段 階 ｃ )で 得 ら れ た 精 製 産 物 の 分 離 の 段 階 ；
を 含 む 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
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　 　 【 請 求 項 ６ 】 　 段 階 ａ )を 核 酸 テ ン プ レ ー ト を 微 小 流 体 デ ィ ス ク に 含 ま れ る 微 小 構 造
中 の 精 製 カ ラ ム を 通 過 さ せ る こ と に よ り 行 な う 、 請 求 項 １ か ら ５ の い ず れ か に 記 載 の 方 法
。
　 　 【 請 求 項 ７ 】 　 段 階 ｃ )を 微 小 流 体 デ ィ ス ク に 含 ま れ る 微 小 構 造 中 の ゲ ル 濾 過
を 通 過 さ せ る こ と に よ り 行 な う 、 請 求 項 １ か ら ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ８ 】 　 段 階 ｄ )が シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 の 生 産 物 の 電 気 泳 動 的 分 離 で あ る 、
請 求 項 ５ か ら ７ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ９ 】 　 ａ )テ ン プ レ ー ト 核 酸 を 含 む 細 胞 の 培 養 を 融 解 試 薬 で 処 理 し 、 細 胞 質
膜 を 融 解 さ せ る ；
ｂ )段 階 ａ )の 融 解 物 を 微 小 流 体 デ ィ ス ク の 微 小 構 造 に 入 れ 、 こ こ で 各 微 小 構 造 は テ ン プ レ
ー ト 核 酸 を 精 製 す る た め の 手 段 を 含 む 第 １ チ ャ ン バ ー 、 サ ー モ サ イ ク リ ン グ 反 応 の た め の
手 段 を 含 む 第 ２ チ ャ ン バ ー 、 お よ び サ ー モ サ イ ク リ ン グ 反 応 の 生 成 物 を 精 製 す る た め の 手
段 を 含 む 第 ３ チ ャ ン バ ー を 含 む ： そ し て
ｃ )分 析 の た め に 精 製 産 物 を 回 収 す る
こ と を 含 む 、 テ ン プ レ ー ト 核 酸 に お け る 核 酸 シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 を 行 な う 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ０ 】 　 ａ )少 な く と も 一 つ の 入 口 ； 接 続 先
ｂ )テ ン プ レ ー ト 核 酸 を 精 製 す る た め の 手 段 を 含 む 第 １ チ ャ ン バ ー ； 接 続 先
ｃ )サ ー モ サ イ ク リ ン グ 反 応 の た め の 手 段 を 含 む 第 ２ チ ャ ン バ ー ； 接 続 先
ｄ )サ ー モ サ イ ク リ ン グ 反 応 の 産 物 を 精 製 す る た め の 手 段 を 含 む 第 ３ チ ャ ン バ ー
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 流 体 用 の 微 小 構 造 。
　 　 【 請 求 項 １ １ 】 　 更 に ：
ｅ )第 ３ チ ャ ン バ ー に 接 続 し た 分 離 マ ト リ ッ ク ス を 通 し た 電 位 を 適 用 す る た め の 手 段 を 含
む 第 ４ チ ャ ン バ ー
を 含 む 、 請 求 項 に 記 載 の 流 体 用 の 微 小 構 造 。
　 　 【 請 求 項 １ ２ 】 　 テ ン プ レ ー ト 核 酸 の サ ー モ サ イ ク リ ン グ 反 応 を を 行 な う た め の 装 置
で あ り 、 微 小 流 体 デ ィ ス ク を 含 み 、 該 デ ィ ス ク は 請 求 項 １ ０ ま た は １ １ に 記 載 の 流 体 用 の
複 数 の 放 射 状 に 広 が る 微 小 構 造 を 含 む 装 置 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 次 い で 、 プ ラ ス ミ ド 質 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い 評 価 、 を 分 光 光 度 法
に よ り 決 定 で き 、 両 方 の 技 術 と も 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 。 水 中 に ま た は 次 段 階 (す な
わ ち 、 Ｐ Ｃ Ｒ ま た は サ イ ク ル シ ー ク エ ン シ ン グ の よ う な 直 接 シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 )に 適
合 で き る 希 釈 緩 衝 液 中 に プ ラ ス ミ ド を 得 る こ と が 有 利 で あ る 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ２ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 マ イ ク ロ マ シ ン を 用 い る シ リ コ ン 構 造 上 で の カ オ ト ロ ー プ 存 在 下 で の Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 法 が
公 開 さ れ て い る (Christel, L. A., K. Petersen, et al. (1999). “ Rapid, automated n
ucleic acid probe assays using silicon microstructures for nucleic acid concentr
ation.”  J Biomech Eng 121(1):22-7)。 米 国 特 許 第 ５ ,８ ８ ２ ,４ ９ ６ 号 は 、 加 熱 反 応 チ
ャ ン バ ー 、 電 気 泳 動 装 置 お よ び サ ー モ ニ ュ ー マ テ ィ ッ ク (thermopneumatic)セ ン サ ー － ア
ク チ ュ エ ー タ ー 、 化 学 前 濃 縮 物 、 お よ び ま た は 制 御 流 動 装 置 の 表 面 領 域 を 増 加 さ せ る
た め の 多 孔 性 シ リ コ ン 構 造 の 製 作 お よ び 使 用 を 記 載 し て い る 。 特 に 、 こ の よ う な 高 表 面 領
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域 ま た は 特 異 的 孔 サ イ ズ 多 孔 性 シ リ コ ン 構 造 は 、 小 規 模 ス ケ ー ル で こ の よ う な プ ロ セ ス を
使 用 す る 適 用 に お い て 、 吸 着 、 蒸 発 、 脱 着 、 縮 合 な ら び に 液 体 お よ び ガ ス の 流 れ を 明 白 に
増 加 さ せ る た め に 有 用 で あ る 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ２ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 回 転 可 能 な 、 通 常 、 プ ラ ス テ ィ ッ ク で で き た デ ィ ス ク か ら 形 成 さ れ る マ イ ク ロ チ ャ ネ ル
に 基 づ く 微 量 分 析 シ ス テ ム は 、 し ば し ば 、 “ 遠 心 ロ ー タ ー ” 、 “ チ ッ プ 上 の 試 験 (lab on 
a chip)” ま た は “ Ｃ Ｄ デ バ イ ス ” と し ば し ば 呼 ば れ る 。 こ の よ う な デ ィ ス ク 、 少 量 の
流 体 の 分 析 お よ び 分 離 の 実 行 に 使 用 で き る 。 酵 素 ア ッ セ イ を 行 な う 目 的 で プ ラ ス テ ィ ッ ク
デ ィ ス ク の チ ャ ネ ル を 通 し て 液 体 を 移 動 さ せ る 原 理 は 、 例 え ば 、 Duffy, D. C., H. L. Gi
llis, et al. (1999). “ Microfabricated centrifugal microfluidic systems: charact
erizatoin and multiple enzymatic assays.”  Analytical Chemistry 71(20):4669-4678
に 記 載 さ れ て い る 。 適 当 な プ ラ ス テ ィ ッ ク デ ィ ス ク の 一 つ の タ イ プ は 、 コ ン パ ク ト デ ィ ス
ク ま た は Ｃ Ｄ と 呼 ば れ る も の で あ る 。
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ２ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は 、 テ ン プ レ ー ト 単 離 、 サ イ ク ル シ ー ク エ ン シ ン グ お よ び Ｃ Ｄ デ バ イ ス へ の ク リ
ー ン ア ッ プ の 段 階 の 統 合 の た め の 装 置 、 お よ び こ の 装 置 の 使 用 法 に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明
は 多 数 の サ ン プ ル の 取 り 扱 い を 可 能 に し 、 し た が っ て 、 自 動 化 を 非 常 に 単 純 化 し 、 試 薬 の
消 費 お よ び し た が っ て 全 費 用 を 削 減 し 、 必 要 な 装 置 の サ イ ズ を さ せ る 、 一 つ の 密 閉 デ
バ イ ス に 関 す る 。 今 日 ま で 、 一 つ の 封 入 さ れ た 構 造 内 で 、 ク リ ー ン ・ ア ッ プ さ れ た シ ー ク
エ ン シ ン グ 反 応 の 獲 得 を 介 し た 、 Ｄ Ｎ Ａ テ ン プ レ ー ト 細 菌 コ ロ ニ ー の 単 離 を 可 能 に す る 類
似 の 統 合 レ ベ ル の 装 置 の 報 告 は な い 。
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ １ 】
　 第 １ の 態 様 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 微 小 流 体 デ ィ ス ク を 通 し た の 流 れ を 、 デ
ィ ス ク の 回 転 に よ り 行 な う こ と が で き る 。 デ ィ ス ク を 約 ２ ５ ０ rpm(低 速 )か ら １ ５ ,０ ０ ０
rpm(高 速 )の 範 囲 の 種 々 の 速 度 で 回 転 (ま た は 回 転 )で る 。 方 法 の 任 意 の 特 定 の 段 階 で の
デ ィ ス ク を 通 し た 流 体 の 正 確 な 流 れ を 達 成 す る た め に 必 要 な 実 際 の 速 度 は ：
－ 微 小 流 体 デ ィ ス ク 上 に お け る 構 造 の 位 置 (す な わ ち 、 構 造 が デ ィ ス ク の 中 心 か ら 遠 い ほ
ど 、 構 造 が デ ィ ス ク の 中 心 に あ あ る の と 同 じ 遠 心 力 を 達 成 す る た め に 必 要 な rpmが 低 い )；
－ 液 体 が 通 過 す べ き 構 造 の 物 理 的 寸 法 ；
－ 液 体 の 粘 性 ； お よ び
－ 構 造 に お け る 表 面 の 化 学 的 お よ び 物 理 的 特 性
を 含 む 多 く の 因 子 に 依 存 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 ０ ４ ８
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【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ４ ８ 】
図 面 の 簡 単 な 説 明
　 本 発 明 を 、 添 付 の 図 面 の 手 段 に よ り 実 施 態 様 の 非 限 定 的 例 に よ り 説 明 し 、 こ こ で ：
　 図 １ ａ は 微 小 流 体 デ ィ ス ク に お け る そ の 配 向 を 示 す 本 流 体 の 微 小 構 造 の プ ラ ン に
お け る 模 式 図 を 示 す (一 部 示 す )；
　 図 １ ｂ は 、 本 発 明 の 流 体 の た め の 一 つ の 微 小 構 造 の プ ラ ン の 模 式 図 を 示 す ；
　 図 １ ｃ は 、 図 １ ｂ の マ イ ク ロ チ ャ ネ ル の 廃 棄 制 御 構 造 (３ ４ )の 拡 大 図 を 示 し 、 こ こ で 、
ａ は 微 小 流 体 デ ィ ス ク が 低 速 で 回 転 し た 場 合 の 液 体 の 経 路 を 示 し 、 ｂ は 微 小 流 体 デ ィ ス ク
が 高 速 で 回 転 し た 場 合 の 液 体 の 経 路 を 示 す ；
　 図 １ ｄ は 、 図 １ ｂ に 示 す 微 小 構 造 の サ ン プ ル 調 製 マ イ ク ロ チ ャ ン ネ ル 構 造 (す な わ ち 、 (
１ ３ )－ (２ ２ )の 部 分 )と 電 気 泳 動 構 造 ((２ ３ )－ (２ ８ )の 部 分 )の 間 の 領 域 (３ ６ )の 拡 大 図
を 示 す ；
　 図 １ ｅ は 、 微 小 流 体 デ ィ ス ク 上 に 配 置 さ れ た 本 発 明 の 流 体 の た め の 微 小 構 造 の 別 の 態 様
を 示 す ；
　 図 ２ は 本 発 明 の 微 小 流 体 デ ィ ス ク 上 の ウ ェ ル の 二 つ の 可 能 性 能 あ る 構 造 を 示 す 。
【 手 続 補 正 ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 疎 水 性 ブ レ ー キ を 、 例 え ば 、 オ ー バ ー ヘ ッ ド ペ ン (パ ー マ ネ ン ト ・ イ ン ク )(Snowman pen
, Japan)で マ ー キ ン グ す る こ と に よ り 、 マ イ ロ チ ャ ネ ル 構 造 に 導 入 で き る 。 疎 水 性 ブ レ
ー キ の 目 的 は 、 流 体 を 望 ま し く な い 方 向 に 誘 導 す る 毛 管 作 用 の 防 止 で あ る 。 疎 水 性 ブ レ ー
キ は 、 遠 心 力 に よ り 、 す な わ ち 、 デ ィ ス ク を 高 速 で 回 転 さ せ る こ と に よ り 打 開 で き る 。
【 手 続 補 正 ９ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 図 １ ａ は ま た 微 小 流 体 デ ィ ス ク の 外 側 端 (４ )に 向 か っ て 位 置 決 め さ れ た ウ ェ ル (１ ２ )を
示 す 。 こ の ウ ェ ル は 、 サ ン プ ル の 入 口 (５ )へ の 添 加 の 前 に サ ン プ ル 調 製 に 使 用 で き る 。 例
え ば 、 使 用 す る 核 酸 テ ン プ レ ー ト が 細 菌 コ ロ ニ ー 由 来 で あ る 場 合 、 細 菌 コ ロ ニ ー を 最 初 に
、 例 え ば 、 ピ ペ ッ テ ィ ン グ ロ ボ ッ ト に よ り 取 り だ し 、 固 体 液 体 培 地 の 表 面 か ら 、 そ れ を 約
１ ０ μ lの 等 張 液 に 懸 濁 さ せ る 。 懸 濁 液 を つ い で 微 小 流 体 デ ィ ス ク の ウ ェ ル (１ ２ )に 入 れ
る 。 細 菌 細 胞 を つ い で 微 小 流 体 デ ィ ス ク を 回 転 さ せ る こ と に よ り ペ レ ッ ト 化 で き 、 上 清 を
傾 捨 し 得 る 。 ペ レ ッ ト を つ い で 溶 液 Ｉ に 再 懸 濁 し 、 続 い て 回 転 、 溶 液 IIお よ び IIIに 連
続 し て 再 懸 濁 す る 。 沈 殿 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ お よ び タ ン パ ク 質 を 回 転 に よ り ペ レ ッ ト 化 し 、 プ ラ
ス ミ ド 含 有 上 清 を さ ら に 処 理 す る (下 記 参 照 )。
【 手 続 補 正 １ ０ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ７ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ７ １ 】
　 図 １ ｅ の 本 発 明 の 微 小 構 造 の 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 チ ャ ン バ ー (２ ３ )－ (２ ５ )、 (２
７ )お よ び (２ ８ )と し て 図 １ ｂ に 記 載 さ れ た 電 気 泳 動 構 造 お よ び チ ャ ネ ル (２ ６ )が 無 い 。
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こ の 態 様 に お い て 、 サ ー モ サ イ ク リ ン グ 反 応 の 精 製 産 物 (す な わ ち 、 チ ャ ン バ ー (１ ６ )か
ら の 溶 出 液 )を ウ ェ ル (２ ９ )に 別 の 電 気 泳 動 デ バ イ ス へ の 移 動 の た め に 保 持 す る 。 こ の 態
様 に お い て 、 生 成 物 は 約 サ ブ マ イ ク ロ リ ッ ト ル で 得 ら れ 、 こ れ は 更 な る 分 析 の た め の
別 の 構 造 に 移 動 す る た め の 液 体 (例 え ば 、 ホ ル ム ア ミ ド ま た は 水 )の 添 加 に よ り 希 釈 で き る
。
【 手 続 補 正 １ １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ８ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ８ ０ 】
１ ３ ． 反 応 混 合 物 を サ ー モ サ イ ク リ ン グ チ ャ ン バ ー か ら 、 遠 心 力 に よ り お よ び ゲ ル 濾 過 チ
ャ ン バ ー を 通 し て 排 出 す る 。 ゲ ル 濾 過 チ ャ ン バ ー は 、 微 小 構 造 中 の 深 い お よ び 浅 い セ ク シ
ョ ン の 間 に 捕 捉 さ れ た 単 分 散 (ふ る っ た )Sephadex G-50 Ｄ Ｎ Ａ グ レ ー ド ビ ー ズ を 含 む 。 非
包 含 タ ー ミ ネ ー タ ー お よ び ま た 塩 が 保 持 さ れ る 。 の 配 列 ラ ダ ー は 、 最 終 “ ピ ッ ク ア ッ
プ ” ウ ェ ル に 続 き 、 必 要 な 場 合 、 よ り 多 く の 水 を 添 加 し 、 液 体 取 り 扱 い を 助 け 、 蒸 発 を 減
少 さ せ る 。
１ ４ ． ク リ ー ン ・ ア ッ プ 反 応 物 を 、 ピ ペ ッ テ ィ ン グ ロ ボ ッ ト に よ り ピ ッ ク ア ッ プ ウ ェ ル か
ら 取 り だ し 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 入 れ 、 MegaBACEに よ る 更 な る 処 理 の た め に ５ －
１ ０ μ lに 希 釈 す る 。
【 手 続 補 正 １ ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 面 の 簡 単 な 説 明
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
　 　 【 図 １ ａ 】 　 微 小 流 体 デ ィ ス ク に お け る そ の 配 向 を 示 す 本 流 体 の 微 小 構 造 の プ
ラ ン に お け る 模 式 図 を 示 す (一 部 示 す )；
　 　 【 図 １ ｂ 】 　 本 発 明 の 流 体 の た め の 一 つ の 微 小 構 造 の プ ラ ン の 模 式 図 を 示 す ；
　 　 【 図 １ ｃ 】 　 図 １ ｂ の マ イ ク ロ チ ャ ネ ル の 廃 棄 制 御 構 造 (３ ４ )の 拡 大 図 を 示 し 、 こ こ
で 、 ａ は 微 小 流 体 デ ィ ス ク が 低 速 で 回 転 し た 場 合 の 液 体 の 経 路 を 示 し 、 ｂ は 微 小 流 体 デ ィ
ス ク が 高 速 で 回 転 し た 場 合 の 液 体 の 経 路 を 示 す ；
　 　 【 図 １ ｄ 】 　 図 １ ｂ に 示 す 微 小 構 造 の サ ン プ ル 調 製 マ イ ク ロ チ ャ ン ネ ル 構 造 (す な わ
ち 、 (１ ３ )－ (２ ２ )の 部 分 )と 電 気 泳 動 構 造 ((２ ３ )－ (２ ８ )の 部 分 )の 間 の 領 域 (３ ６ )の
拡 大 図 を 示 す ；
　 　 【 図 １ ｅ 】 　 微 小 流 体 デ ィ ス ク 上 に 配 置 さ れ た 本 発 明 の 流 体 の た め の 微 小 構 造 の 別 の
態 様 を 示 す ；
　 　 【 図 ２ 】 　 本 発 明 の 微 小 流 体 デ ィ ス ク 上 の ウ ェ ル の 二 つ の 可 能 性 能 あ る 構 造 を 示 す 。
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