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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23年9月1日(2011.9.1)

【公表番号】特表2004-523201(P2004-523201A)
【公表日】平成16年8月5日(2004.8.5)
【年通号数】公開・登録公報2004-030
【出願番号】特願2001-585298(P2001-585298)
【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)
   Ｃ１２Ｑ   1/68     (2006.01)
   Ｇ０１Ｎ  21/78     (2006.01)
   Ｇ０１Ｎ  33/53     (2006.01)
   Ｇ０１Ｎ  33/566    (2006.01)
   Ｇ０１Ｎ  33/58     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｎ  15/00    ＺＮＡＡ
   Ｃ１２Ｑ   1/68    　　　Ａ
   Ｇ０１Ｎ  21/78    　　　Ｃ
   Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｍ
   Ｇ０１Ｎ  33/566   　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/58    　　　Ａ

【誤訳訂正書】
【提出日】平成23年7月14日(2011.7.14)
【誤訳訂正１】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】特許請求の範囲
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
　【特許請求の範囲】
　　【請求項１】
　ゲノム中の３つ以下の部位にハイブリダイズし、そのハイブリダイゼーションが該ゲノ
ム中の既知の配列の標的核酸中のシングルコピーと推定された配列とのハイブリダイゼー
ションである、標識されたシングルコピー核酸を含有する核酸ハイブリダイゼーションプ
ローブであって、該核酸プローブが少なくとも５０ヌクレオチドの長さを有し、プラスミ
ドおよびクローニングベクターの配列を含まないことを特徴とする核酸ハイブリダイゼー
ションプローブ。
　　【請求項２】
　前記プローブが、該標的核酸中の各々がシングルコピーであると推定された配列にハイ
ブリダイゼーションする、複数の異なる標識された核酸を含有し、該核酸プローブのそれ
ぞれが少なくとも５０ヌクレオチドの長さを有することを特徴とする請求項１に記載のプ
ローブ。
　　【請求項３】
　前記核酸プローブが、少なくとも１００ヌクレオチドの長さを有することを特徴とする
請求項１に記載のプローブ。
　　【請求項４】
　前記核酸プローブが、少なくとも２０００ヌクレオチドの長さを有することを特徴とす
る請求項３に記載のプローブ。
　　【請求項５】
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　前記標的核酸がＤＮＡ，ＲＮＡ，ｍＲＮＡからなる群の中から選択されることを特徴と
する請求項１に記載のプローブ。
　　【請求項６】
　前記標的核酸がＤＮＡであることを特徴とする請求項５に記載のプローブ。
　　【請求項７】
　前記核酸プローブが１本鎖であることを特徴とする請求項１に記載のプローブ。
　　【請求項８】
　前記プローブが、標的核酸がその一部となっているゲノムの繰り返し配列にハイブリダ
イゼーションする、ブロッキング核酸配列を必然的に含んでいないことを特徴とする請求
項１に記載のプローブ。
　　【請求項９】
　前記核酸プローブが、蛍光色素応答性ラベル、蛍光色素、発色性化学物質、複合タンパ
ク質、抗体、抗原、およびその混合物からなる群から選択される標識ラベルで標識されて
いることを特徴とする請求項１に記載のプローブ。
　　【請求項１０】
　前記核酸プローブが、蛍光色素応答性ラベルで標識されていることを特徴とする請求項
９に記載のプローブ。
　　【請求項１１】
　前記プローブと該標識配列と相補的な配列とが、少なくとも８０％の相同性を有するこ
とを特徴とする請求項１に記載のプローブ。
　　【請求項１２】
　前記プローブが、該標的配列に相補性であることを特徴とする請求項１１に記載のプロ
ーブ。
　　【請求項１３】
　標的核酸配列および該標的配列の少なくとも一部にハイブリダイズする核酸プローブを
含有する反応溶液を調製し、前記プローブの該標的核酸配列へのハイブリダイゼーション
を引き起こす段階を含むハイブリダイゼーション方法において、ゲノム中の３つ以下の部
位にハイブリダイズし、そのハイブリダイゼーションが該ゲノム中の既知の配列の標的核
酸中のシングルコピーと推定された配列とのハイブリダイゼーションである、標識された
シングルコピー核酸を、前記プローブとして使用することを含むことを特徴とし、前記核
酸プローブが少なくとも５０ヌクレオチドの長さを有し、プラスミドおよびクローニング
ベクターの配列を含まないハイブリダイゼーション方法。
　　【請求項１４】
　前記プローブが、該標的核酸の各々がシングルコピーであると推定される配列間隔にハ
イブリダイズする、複数の互いに異なる標識された核酸を含有し、該核酸プローブのそれ
ぞれが、少なくとも５０ヌクレオチドの長さを有することを特徴とする請求項１３に記載
のハイブリダイゼーション方法。
　　【請求項１５】
　前記核酸プローブが、少なくとも１００ヌクレオチドの長さを有することを特徴とする
請求項１３に記載のハイブリダイゼーション方法。
　　【請求項１６】
　前記核酸プローブが少なくとも２０００ヌクレオチドの長さを有することを特徴とする
請求項１５に記載のハイブリダイゼーション方法。
　　【請求項１７】
　前記標的核酸がＤＮＡ，ＲＮＡ，ｍＲＮＡからなる群の中から選択されることを特徴と
する請求項１３に記載のハイブリダイゼーション方法。
　　【請求項１８】
　前記標的核酸がＤＮＡであることを特徴とする請求項１７に記載のハイブリダイゼーシ
ョン方法。
　　【請求項１９】
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　前記核酸プローブが１本鎖であることを特徴とする請求項１３に記載のハイブリダイゼ
ーション方法。
　　【請求項２０】
　前記プローブが、標的核酸がその一部となっているゲノムの繰り返し配列にハイブリダ
イゼーションする、ブロッキング核酸配列を必然的に含んでいないことを特徴とする請求
項１３に記載のハイブリダイゼーション方法。
　　【請求項２１】
　前記核酸プローブが、蛍光色素応答性ラベル、蛍光色素、発色性化学物質、複合タンパ
ク質、抗体、抗原、およびその混合物からなる群から選択される標識ラベルで標識されて
いることを特徴とする請求項１３に記載のハイブリダイゼーション方法。
　　【請求項２２】
　前記核酸プローブが、蛍光色素応答性ラベルで標識されていることを特徴とする請求項
２１に記載のハイブリダイゼーション方法。
　　【請求項２３】
　前記ハイブリダイゼーション方法が、ｉｎ　ｓｉｔｕ　ハイブリダイゼーション、サザ
ンブロッティング、核酸が固定されているその他の方法からなる群から選択されることを
特徴とする請求項１３に記載のハイブリダイゼーション方法。
　　【請求項２４】
　前記プローブと該標識配列の一部である配列に、少なくとも８０％の相同性を有するこ
とを特徴とする請求項１３に記載のハイブリダイゼーション方法。
　　【請求項２５】
　前記プローブが、該標的配列に相補性であることを特徴とする請求項２４に記載のハイ
ブリダイゼーション方法。
　　【請求項２６】
　ゲノムの一部を形成している標的核酸配列に対するハイブリダイゼーションプローブを
作製する方法であって、
　該標的核酸配列のヌクレオチドごとの配列を確認すること、該確認された配列を、該標
的核酸配列中の配列番号１～４２８および４４７～４７９の配列と、コンピュータープロ
グラムを用いて比較をすること、ならびに該比較に基づいて該シングルコピー配列を同定
することを含む、該標的配列の少なくとも１つのシングルコピーである配列のシークエン
スをコンピューターによって決定する段階と、
　該同定されたシングルコピー配列の少なくとも一部に、ハイブリダイズする、該標的配
列の非繰り返し部分と相補的な配列を含むハイブリダイゼーションプローブであって、プ
ラスミドおよびクローニングベクターの配列を含まないハイブリダイゼーションプローブ
を構築する段階と、を含んでいることを特徴とするハイブリダイゼーションプローブを作
製する方法。
　　【請求項２７】
　前記プローブ作製方法が、該シングルコピーである配列の少なくとも一部を取得し、か
つ該シングルコピー配列の一部を精製する段階を含むことを特徴とする請求項２６に記載
のプローブ作製方法。
　　【請求項２８】
　前記精製方法が、ＰＣＲの実行を含むことを特徴とする請求項２７に記載のプローブ作
製方法。
　　【請求項２９】
　前記ハイブリダイゼーションプローブを標識する段階を含んでいることを特徴とする請
求項２６に記載のプローブ作製方法。
　　【請求項３０】
　前記標的核酸配列および前記プローブが、ＤＮＡであることを特徴とする請求項２６に
記載のプローブ作製方法。
　　【請求項３１】



(4) JP 2004-523201 A5 2011.9.1

　前記ハイブリダイゼーションプローブが、該シングルコピー配列と、少なくとも８０％
の相同性を有することを特徴とする請求項２６に記載のプローブ作製方法。
　　【請求項３２】
　前記ハイブリダイゼーションプローブが、シングルコピーである配列と相補性であるこ
とを特徴とする請求項２６に記載のプローブ作製方法。
　　【請求項３３】
　前記核酸が、２倍化または３倍化した配列部分に由来することを特徴とする請求項１に
記載のプローブ。
　　【請求項３４】
　２倍化または３倍化した配列領域にハイブリダイゼーションするシングルコピーである
核酸を選択する段階を含むことを特徴とする請求項１３に記載のハイブリダイゼーション
方法。
　　【請求項３５】
　前記決定段階が、２倍化または３倍化した配列領域からのシングルコピーである配列を
選択する段階を含んでいることを特徴とする請求項２６に記載のプローブ作製方法。
【誤訳訂正２】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】０００５
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【０００５】
　実験手法において、プローブから繰り返し配列を、物理的に除去することが提示されて
いる（Ｃｒａｉｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅｔ．，１００：４７２－４７６（１
９９７）；Ｄｕｒｍ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｔｅｃｈ．，２４：８２０－８２５（１９９
８））。この検出手法では、ＤＮＡ標的に対するプローブを加える前に、ポリメラーゼ連
鎖反応（ＰＣＲ）で増幅されたゲノムプローブを、過剰の精製した繰り返し配列を有する
ＤＮＡとプレハイブリダイゼーションする過程を含んでいる。その結果、精製したプロー
ブは、繰り返し配列を除去される。この手法は、本質的には、プローブ中の繰り返し配列
のハイブリダイゼーションを不可能にする他の手法と非常に良く似ている、しかし、時間
がかかることに加え、米国特許５４４７８４１および５７５６９６号明細書に記載されて
いるプローブに対して、何ら進歩性がないものである。
【誤訳訂正３】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】０００６
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【０００６】
　［発明の概要］
　本発明は、前記の問題を解決し、既知の標的核酸のシングルコピーと推定される配列領
域とハイブリダイゼーションする、標識されたシングルコピー核酸を含有する核酸（例え
ば、ＤＮＡ）ハイブリダイゼーションプローブを提供するものである。概して、本発明の
プローブは、標的核酸の配列を、標的がその一部分となっているゲノム中の既知の繰り返
し配列と比較することにより、設計されている；標的中のシングルコピー配列（すなわち
、特異性がないことにより、シングルコピー配列のハイブリダイゼーションシグナルをふ
さいでしまう可能性のあるような、繰り返し配列を全く含んでいない配列）と推定できる
情報がある。想像されるように、この初期段階では、標的とゲノム上の繰り返し配列の知
見が必要であり、これらの情報は、ヒトゲノム計画やそれに関連したバイオインフォマテ
ィックスの研究により、飛躍的に利用できるようになってきている。さらに、必要とする
シングルコピー配列を検索するために、市販されているコンピューターソフトウェアを利
用することができる。
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【誤訳訂正４】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】０００７
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【０００７】
　ここでいうプローブとは、標的配列に相補性であるものが最も好ましい；即ち、プロー
ブであるヌクレオチドと標的である配列が、１００％相補性があるものである。さらに広
く言えば、プローブが、標的である配列と適切にハイブリダイゼーションする限り、相補
性が１００％より低いものも使用することができる；すなわち、プローブと標的配列の相
補鎖である配列とが、少なくとも８０％の相同性があったほうがよい。より好ましくは、
少なくとも約９０％である。
【誤訳訂正５】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】０００８
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【０００８】
　シングルコピーと推定される配列に対応する核酸断片は、ＰＣＲ増幅、精製したゲノム
断片の制限酵素やエクソヌクレアーゼ処理、または直接核酸を合成する等、様々な方法に
より調製することができる。その後で、シングルコピー核酸断片は、潜在的に混入してい
る繰り返し配列を除去するために、例えば、電気泳動や高速液体クロマトグラフィーによ
り精製する；この過程は、関係のないゲノム配列の偽陽性によるハイブリダイゼーション
や検出を排除するために行うことが、特に好ましい。
【誤訳訂正６】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】０００９
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【０００９】
　それから、プローブ断片は、リコンビナントＤＮＡベクターにクローニングしたり、直
接ラベルを入れたりできる。プローブは、修飾された、または直接標識されたヌクレオチ
ドを使って、ニックトランスレーションにより、標識されるのが好ましい。その後で、好
ましくはマイクロスライド上に固定された染色体のプレパラート、そうでなければ、メン
ブラン、スライド、ＤＮＡチップ、または他の物体上に固相化した精製核酸と、標識され
たプローブは変性され、ハイブリダイゼーションする。プローブは、米国特許５９８５５
４９や５４４７８４１号明細書に記載されているように、従来からの蛍光染色ｉｎ　ｓｉ
ｔｕ　ハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）により、染色体へハイブリダイズする; また
は、米国特許５１１０９２０や５２７３８８１号明細書に記載された技術により、固相化
した核酸と結合させることもできる。プローブのシグナルは、蛍光、免疫学的、または酵
素反応溶液を使用する等、色々な方法により視覚化することができる。
【誤訳訂正７】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００１０
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【００１０】
　本発明のプローブを使用すると、従来のｉｎ　ｓｉｔｕ　ハイブリダイゼーションでは
、達成できなかった解像能で、染色体の切断点を、さらに正確に決定することができる。
そのような解析を行うに当たり、最初に用いるプローブ群は、切断点の反対側にあると考
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えられている領域を基に、調製することができる。切断点を決定する最初の実験の後で、
シングルコピーの手法を使って、切断点の近傍に新たにプローブを設計することができる
。この方法で、切断点の正確な領域を決定することが可能となる。
【誤訳訂正８】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００１１
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【００１１】
　シングルコピーと推定されるプローブを使って、今まで未知であったゲノム中の繰り返
し配列の存在を決定することができることが明らかとなった。従来未知であった繰り返し
配列のファミリーは、連続した核酸配列のデータベースの中に追加され、その後、シング
ルコピープローブの設計に利用することができるようになる。
【誤訳訂正９】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００１２
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【００１２】
　本発明のプローブは、標的配列の長くなった分、より強固にハイブリダイゼーションで
きるような、ゲノム中で２倍化または３倍化している配列を含んでいてもよいことが、明
らかとなっている。また、このようなデュープリコンまたはトリプリコンは、例えば、シ
ングルコピープローブを使用して確認することができ、上市されているプローブを用いた
場合は困難である。
【誤訳訂正１０】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００１３
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正１１】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００１４
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正１２】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００１５
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正１３】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００１６
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正１４】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００１７
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正１５】



(7) JP 2004-523201 A5 2011.9.1

【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００１８
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正１６】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００１９
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正１７】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００２０
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正１８】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００２１
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正１９】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００２２
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正２０】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００２３
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正２１】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００２４
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正２２】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００２５
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正２３】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００２６
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正２４】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００２７
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正２５】
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【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００２８
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正２６】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００２９
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正２７】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００３０
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正２８】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００３１
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正２９】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００３２
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正３０】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００３３
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正３１】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００３４
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正３２】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００３５
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正３３】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００３６
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正３４】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００３７
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正３５】
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【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００３８
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正３６】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００３９
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正３７】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００４０
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正３８】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００４１
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正３９】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００４２
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正４０】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００４３
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正４１】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００４４
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正４２】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００４５
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正４３】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００４６
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正４４】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００４７
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正４５】
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【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００４８
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正４６】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００４９
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正４７】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００５０
【訂正方法】削除
【訂正の内容】
【誤訳訂正４８】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】０１１５
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【０１１５】
　米国特許５４４７８４１，５６６３３１９および５７５６６９６号明細書に記載されて
いるタイプのブロッキング核酸有無の条件で、標識したプローブ断片を使用し、変性した
正常なヒトのメタフェーズ染色体を用いて、ハイブリダイゼーションの対照実験を実施し
た。溶解した標識プローブの２０μｌを凍結乾燥させ、１０μｌの脱イオン化したフォル
ムアミドに溶解し、１本鎖の核酸にするために７０～７５℃で５分間変性した。対照とし
て、プローブは、Ｃｏｔ－１　ＤＮＡ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）の１０μ
ｇに対し、１２５ｎｇ（または２０μｌ）の標識プローブを加えて、その混合溶液を凍結
乾燥させることで、精製した繰り返しＤＮＡと前反応させた。それから、この混合溶液を
、７０℃、５分間変性させ、その後、プローブ中の一本鎖繰り返し配列を二重鎖核酸にす
るために、３７℃、３０分間の前反応（すなわちプレアニ－リング）を行った。これによ
り、繰り返し配列と標的の鋳型ＤＮＡのような染色体とのハイブリダイゼーションができ
なくなる。
【誤訳訂正４９】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】０１１６
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【０１１６】
　その後、精製した繰り返しＤＮＡ（例えば、Ｃｏｔ－１）と混合した、または混合して
いない変性したプローブは、等量のあらかじめ温めておいたハイブリダイゼーション溶液
（４×ＳＳＣ／２ｍｇ／ｍｌヌクレアーゼフリーの牛血清アルブミン／２０％デキストラ
ンサルフェイト／３０％滅菌した脱イオン水）と混ぜて、変性した標的ＤＮＡ上にかけた
。顕微鏡用のスライドに固定された染色体の標的ＤＮＡは、５０％ホルムアミド／２×Ｓ
ＳＣ中で、７２℃５分間変性した。カバースライドを、スライドのプローブハイブリダイ
ゼーション混合溶液上において、蒸発を防ぐためにマニキュア液でシールし、一晩３９℃
の湿気のある入れ物の中に静置した。
【誤訳訂正５０】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】０１３２
【訂正方法】変更
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【訂正の内容】
【０１３２】
　プローブ断片は、ジゴキシゲニン－ｄＵＴＰやｂｉｏｔｉｎ－ｄＵＴＰ（Ｒｏｃｈｅ　
Ｍｏｌｕｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ，Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，ＩＮ）の
ような修飾ヌクレオチドを用いて、ニックトランスレーションにより標識された。標識し
たプローブを変性し、前記条件下（Ｋｎｏｌｌ　ａｎｄ　Ｌｉｃｈｔｅｒ，Ｃｕｒｒｅｎ
ｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ　ｉｎ　Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，Ｖｏｌ．１，Ｕｎｉｔ４
．３，Ｇｒｅｅｎ－Ｗｉｌｅｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，（１９９４）、プローブを（Ｃｏｔ
－１　ＤＮＡのような）繰り返しＤＮＡとプレアニ－リングする手法を、一連のハイブリ
ダイゼーションにおいて使用しなかったことを除く）で、顕微鏡のスライドに固定した染
色体プレパラートにハイブリダイゼーションさせた。非特異的な結合を除去するために、
約１００ｋｂまでの片方の染色体領域由来のプローブを、個々または組み合わせて使用し
ても、ハイブリダイゼーションした。ハイブリダイゼーション後の洗浄は、２×ＳＳＣで
５０％のホルムアミド中、４２℃で行われ、続いてさらに３９℃２×ＳＳＣで１回、室温
の１×ＳＳＣで１回行われた。ゲノム中に至る所にある類似の関係配列への、プローブの
ハイブリダイゼーションを排除するために、必要に応じて、洗浄条件を厳しくした。ハイ
ブリダイゼーションしたプローブは、修飾ヌクレオチドに対する（ローダミンやフルオロ
セインのような）蛍光色素が結合した抗体で検出された。染色体の同定は、細胞性のＤＮ
Ａを４’、６－ジアミヂノ－２－フェニルインドール（ＤＡＰＩ）で対比染色することで
行われた。ハイブリダイゼーションした染色体は、ディスプレイが付属し、複数の励起蛍
光フィルター機器を備えた蛍光顕微鏡（Ｏｌｙｍｐｕｓ、Ｍｅｌｖｉｌｌｅ，ＮＹ）で視
覚化された。Ｃｏｔ－１　ＤＮＡとのプレアニ－リング有無の条件ごとに、個々のプロー
ブまたはそれらの組み合わせについて、少なくとも２０のメタフェーズ細胞（５０～１０
０の核）へのハイブリダイゼーション像を計数した。細胞は、ＣＣＤカメラ（Ｃｏｈｕ，
Ｉｎｃ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）およびＣｙｔｏＶｉｓｉｏｎ　ＣｈｒｏｍｏＦｌｕ
ｏｒ　ソフトウェア（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｉｍａｇｉｎｇ，Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ，ＣＡ
）を使用して映像化された。
【誤訳訂正５１】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】０１５２
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【０１５２】
　核小体形成領域と呼ばれる、染色体ドメインは、連続して一列に並んだ何千ものコピー
のリボソームＲＮＡを含んでいることが知られている（Ｓｙｌｖｅｓｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅｔ．，；７３：１９３－８（１９８６））。ヒトゲノムの配列決定
されたゲノム配列には、染色体領域由来の連続配列が欠けている。国際シークエンス会議
は、このような配列や、その他の連続した繰り返し配列（例えば、ヘテロクロマチン）を
含むクローンを、シークエンス当初の事情を配慮して排除している。何故なら、そのよう
なクローンからの配列を集めても、不明瞭で、信頼できないと認識しているからである。
同じ位置にあるが、リボソームＲＮＡ遺伝子とは区別される他の配列も、恐らく染色体の
核小体形成領域中に、一列に並んで存在している。このような部分についての配列情報が
ないので、ゲノム中のどこかにある配列に関係した領域内の配列の分布を、あらかじめ予
測することはできない。このようなプローブを用いたシングルコピーＦＩＳＨは、予測通
りにユークロマチン部分への局在化を示しているが、さらに、末端動原体を有する染色体
の短腕への、注目すべきハイブリダイゼーションが観察される。ハイブリダイゼーション
の前にＣｏｔ－１　ＤＮＡを添加すると、繰り返し配列へのクロスハイブリダイゼーショ
ンを除去できた。このような付随的なシグナルは、末端動原体を有する染色体の短腕上の
プローブと関係して、一列に並んだマルチコピーの配列と一致している。
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