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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　予め定義された配列を有する核酸を製造する方法であって、
　（ａ）以下を含む第一の混合物を提供すること：
　（ｉ）第一の標的核酸の５’末端と同一の配列を含む第一の複数の末端オリゴヌクレオ
チド、第一の標的核酸の３’末端と同一の配列を含む第二の複数の末端オリゴヌクレオチ
ド、および各々の末端および内部オリゴヌクレオチドが次のオリゴヌクレオチドと重複し
た領域を有する、第一の標的核酸の異なる部分と同一の配列を各々が含む第一の複数の内
部オリゴヌクレオチドを含む、オリゴヌクレオチドの第一のプール、ここで第一のプール
中の末端および内部オリゴヌクレオチドはともに第一の標的核酸を含み、各々の末端およ
び内部オリゴヌクレオチドはさらに、共通プライマー認識部位および制限エンドヌクレア
ーゼ認識部位を含むフランキング配列を含む；
　（ｉｉ）制限エンドヌクレアーゼ認識部位を認識する制限酵素、
　（ｂ）第一の混合物をリガーゼに曝して、リガーゼを含む第一の混合物を同時の制限酵
素消化およびライゲーションを促進するために適した条件に供し、それにより、その構造
が制限酵素の基質ではない、予め定義された配列を有する、第一の標的核酸を生成するこ
と、
を含む方法。
【請求項２】
　第一の標的核酸が：（ｉ）第二の標的核酸配列の部分と一致する内部配列、（ｉｉ）各
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々のフランキング配列が第二の共通プライマー認識部位および第二の制限酵素認識部位を
含む、内部配列の５’末端および３’末端に隣接する５’および３’フランキング配列、
を含む中間核酸である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　制限酵素がＩＩＳ型制限酵素であり、ＩＩＳ型制限酵素での消化が、複数の二本鎖構造
オリゴヌクレオチドを生成し、互いに相補的な付着末端をもつ複数の二本鎖構造オリゴヌ
クレオチドが特有の直鎖配列にライゲーションされて、アセンブリされた第一の標的核酸
を生成する、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　段階（ｂ）の後に、第一のオリゴヌクレオチドの５’末端および第二のオリゴヌクレオ
チドの３’末端のプライマー認識部位を認識できるプライマー対を用いて、生成した第一
の標的核酸を増幅することをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　第一の標的核酸を、その正確性を確認するためにシークエンシングすること、および第
一の標的核酸を単離することをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　（ｃ）以下を含む第二の混合物を提供すること：
　（ｉ）第二の標的核酸の５’末端と同一の配列を含む第三の複数の末端オリゴヌクレオ
チド、第二の標的核酸の３’末端と同一の配列を含む第四の複数の末端オリゴヌクレオチ
ド、および第二のプール中の各々の末端および内部オリゴヌクレオチドが第二のプール中
の次のオリゴヌクレオチドと重複した領域を有する、第二の標的核酸の異なる部分と同一
の配列を含む第二の複数の内部オリゴヌクレオチドを含む、オリゴヌクレオチドの第二の
プール、ここで第二のプール中の末端および内部オリゴヌクレオチドはともに第二の標的
核酸を含み、各々の末端および内部オリゴヌクレオチドはさらに、第二の共通プライマー
認識部位および第二の制限エンドヌクレアーゼ認識部位を含む第二のフランキング配列を
含む；
　（ｉｉ）第二の制限エンドヌクレアーゼ認識部位を認識する、第二の制限酵素、および
　（ｄ）第二の混合物をリガーゼに曝して、リガーゼを含む第二の混合物を同時の制限酵
素消化およびライゲーションを促進するために適した条件に供し、それによりその構造が
第二の制限酵素の基質ではない、予め定義された配列を有する、第二の標的核酸を生成す
ること、
をさらに含む、請求項２に記載の方法。
【請求項７】
　予め定義された配列を有する標的核酸のアセンブリのための組成物であって、
　（ａ）標的核酸の５’末端と同一の配列を含む第一の複数のオリゴヌクレオチド、標的
核酸の３’末端と同一の配列を含む第二の複数のオリゴヌクレオチド；および各々のオリ
ゴヌクレオチドが次のオリゴヌクレオチドと重複した領域を有する、標的核酸の異なる部
分と同一の配列を含む１つ以上の複数のオリゴヌクレオチド、を含む、少なくとも１つの
オリゴヌクレオチドのプール、ここでプール中のオリゴヌクレオチドはともに標的核酸を
含み、各々の末端および内部オリゴヌクレオチドはさらに共通プライマー認識部位および
制限エンドヌクレアーゼ認識部位を含むフランキング配列を含む；
　（ｂ）（ａ）の制限エンドヌクレアーゼ認識部位を認識する制限エンドヌクレアーゼ；
　（ｃ）リガーゼ；および
　（ｄ）オリゴヌクレオチドに隣接する共通配列を除去する際に、第一の複数のオリゴヌ
クレオチドと親和性のある５’末端および第二の複数のオリゴヌクレオチドと親和性のあ
る３’末端を有する直鎖ベクター、
を含む、組成物。
【請求項８】
　オリゴヌクレオチドが増幅されるか、エラー修正されるか、または増幅およびエラー修
正される、請求項７に記載の組成物。
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【請求項９】
　制限エンドヌクレアーゼまたは制限酵素がＩＩＳ型制限エンドヌクレアーゼである、請
求項１に記載の方法または請求項７に記載の組成物。
【請求項１０】
　第一の標的核酸が最終的な標的核酸構築物である、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　第二の標的核酸を、その正確性を確認するためにシークエンシングすること、および第
二の標的核酸を単離することをさらに含む、請求項６に記載の方法。
【請求項１２】
　段階（ｃ）の第二の混合物を提供する前に、共通プライマー認識部位と相補的な共通プ
ライマーを用いて、段階（ｃ）（ｉ）のオリゴヌクレオチドを増幅し、段階（ｃ）（ｉ）
のオリゴヌクレオチドの第二のプールを生成することをさらに含む、請求項６に記載の方
法。
【請求項１３】
　オリゴヌクレオチドの第二のプールが、ミスマッチを含む二本鎖オリゴヌクレオチドと
選択的に結合し、切断するミスマッチ結合剤と接触される、請求項６に記載の方法。
【請求項１４】
　第二の制限酵素が、ＩＩＳ型制限酵素である、請求項６に記載の方法。
【請求項１５】
　第二の標的核酸が、最終的な標的核酸構築物である、請求項６に記載の方法。
【請求項１６】
　第二の標的核酸が中間核酸であり、中間核酸が、（ｉ）第三の標的核酸配列の部分と一
致する内部配列、（ｉｉ）各々のフランキング配列が第三の共通プライマー認識部位およ
び第三の制限エンドヌクレアーゼ認識部位を含む、内部配列の５’末端および３’末端に
隣接する５’および３’フランキング配列、を含むものである、請求項６に記載の方法。
【請求項１７】
　段階（ｃ）および（ｄ）が、最終的な標的核酸構築物が生成されるまで反復して繰り返
される、請求項６に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本願は、２０１２年６月２５日に出願された米国仮出願第６１／６６４，１１８号、お
よび２０１２年１１月３０日に出願された米国仮出願第６１／７３１，６２７号の優先権
およびそれらからの利益を主張し、それらの各々は出典明示によりその全文が本明細書に
組み込まれる。
【０００２】
技術分野
　本明細書において提供される方法および装置は、予め定義された配列を有する核酸およ
び核酸ライブラリの高忠実度の合成およびアセンブリに関する。より具体的に、方法およ
び装置はポリヌクレオチド合成、エラー減少および／または高処理配列照合（ｈｉｇｈ　
ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ）のために提供さ
れる。
【背景技術】
【０００３】
背景
　自然界から複製および増幅され、次いで、成分部分に分解されるＤＮＡ配列に、組換え
ＤＮＡ化学の技術を使用することは、今では一般的なことである。次いで、配列は、成分
部分として、新規ＤＮＡ配列に組み換えられるか、または再アセンブリされる。しかし、
天然に入手可能な配列に対する確実性のために、研究者によって探索され得る可能性は大



(4) JP 6509727 B2 2019.5.15

10

20

30

40

50

きく制限される。今では、短いＤＮＡ配列が、個々のヌクレオシドから直接合成されるこ
とは可能であるが、一般には、大きなセグメントまたはポリヌクレオチドのアセンブリ、
すなわち、約４００塩基対より長いポリヌクレオチド配列を直接構築することは非実用的
なことであった。
【０００４】
　オリゴヌクレオチド合成は、マイクロチップでの超並列カスタム合成によって実施でき
る（Ｚｈｏｕ　ｅｔ　ａｌ．　（２００４）　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　
３２：５４０９；Ｆｏｄｏｒ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９１）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５１：
７６７）。しかし、現行のマイクロチップは、極めて小さい表面積しかなく、したがって
、少量のオリゴヌクレオチドしか製造できない。オリゴヌクレオチドは、溶液中に放出さ
れると、配列あたりピコモル以下の濃度、二分子のプライミング反応を効率的に駆動する
のに十分に高くはない濃度で存在する。少数の変異型核酸をアセンブリするための現行法
では、多数の特定の変異型を生成するための費用対効果の高い方式までスケールアップす
ることができない。そのようなものとして、高忠実度の遺伝子アセンブリおよび多数のポ
リヌクレオチド配列の製造のための、改善された、費用効率が高い方法およびデバイスが
依然として必要である。
【０００５】
　さらに、マイクロチップ上のオリゴヌクレオチドは、通常化学反応を経て合成される。
誤った化学反応はオリゴヌクレオチド中の無作為の塩基の誤りの原因となる。化学的核酸
合成の重大な制限は、エラー率である。化学的に合成されたオリゴヌクレオチドのこのエ
ラー率（例えば、１００塩基中に１つの率での欠失および４００塩基中に約１のミスマッ
チおよび挿入）は、存在する核酸を置換する酵素的な手段（例えばＰＣＲ）を経て得られ
るエラー率を超える。したがって、費用対効果の高い方法で、高収率高忠実度のポリヌク
レオチドを生成する新たな技術が急ぎ必要とされている。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
概要
　本発明の態様は、高忠実度ポリマーを調製および／またはアセンブリするための方法、
システムおよび構成に関する。また、核酸アセンブリ反応を処理し、核酸をアセンブリす
るためのデバイスおよび方法も本明細書において提供される。カスタムポリヌクレオチド
を合成するための実用的、経済的方法を提供することが本発明の目的である。当分野で既
知の方法により製造された合成ヌクレオチドよりも低いエラー率で合成ポリヌクレオチド
を製造する方法を提供することも、本願のさらなる目的である。
【０００７】
　いくつかの実施形態によると、本発明はあらかじめ定義された配列を有する標的核酸の
製造方法を提供する。いくつかの実施形態において、方法は複数のオリゴヌクレオチド、
ここで、各々のオリゴヌクレオチドは（ｉ）標的核酸の配列の異なる部分と同一の内部配
列、（ｉｉ）内部配列の５’末端に隣接する５’配列および内部配列の３’末端に隣接す
る３’フランキング配列、ここで各々のフランキング配列は、プライマー対に対応するプ
ライマー認識部位および制限酵素認識部位を含む、を含む。いくつかの実施形態において
、方法はさらに、プライマー対を用いてオリゴヌクレオチドの少なくともサブセットを増
幅し、複数の増幅オリゴヌクレオチドを生成することを含む。複数の増幅オリゴヌクレオ
チドは、単一のプール中で制限酵素およびリガーゼに暴露され、ここで、制限酵素は制限
酵素認識部位を認識することができ、それにより標的核酸を生成する、ことができる。
【０００８】
　いくつかの実施形態において、方法は、アセンブリされた標的核酸を配列照合（ｓｅｑ
ｕｅｎｃｅ　ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ）に供することを含む。いくつかの実施形態にお
いて、増幅二本鎖オリゴヌクレオチドは配列エラーまたはミスマッチを含み得る。いくつ
かの実施形態において、方法は、複数の増幅オリゴヌクレオチドをエラー除去に供するこ
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とを含む。いくつかの実施形態において、複数の増幅オリゴヌクレオチドはミスマッチ結
合剤と接触され得る。ミスマッチ結合剤は、ミスマッチを含む二本鎖オリゴヌクレオチド
に選択的に関連し、結合および切断作用をもたらすことができる。いくつかの実施形態に
おいて、複数の増幅オリゴヌクレオチドはミスマッチ認識剤、例えばリジン、ピペリジン
などの化学剤と接触され得る。
【０００９】
　いくつかの実施形態において、制限酵素およびリガーゼが増幅オリゴヌクレオチドの単
一のプールに切断およびライゲーションの促進に適した条件下で添加され、それによって
アセンブリされた標的核酸配列およびそのフランキング領域を含む混合物を生成する。い
くつかの実施形態において、各々のフランキング領域は共通のプライマー認識部位を含む
。いくつかの実施形態において、制限酵素はＩＩＳ型制限酵素である。ＩＩＳ型制限酵素
での消化は、複数の付着末端二本鎖構造オリゴヌクレオチドを作製でき、複数の付着末端
二本鎖構造オリゴヌクレオチドは特有の直鎖配列にライゲーションできる。
【００１０】
　いくつかの実施形態において方法は、標的核酸配列の５’末端および３’末端のプライ
マー認識部位を認識できるプライマー対を用いて標的核酸を増幅することを含む。いくつ
かの実施形態において方法は、標的核酸配列を、その正確性を確認するために、例えば高
処理シークエンシングにより、シークエンシングすることを含む。いくつかの実施形態に
おいて方法は、核酸配列のプールからあらかじめ定義された配列を有する少なくとも一つ
の標的核酸を単離することを含む。
【００１１】
　いくつかの実施形態によると、本発明は単離された核酸をさらに処理するための方法を
提供する。いくつかの実施形態において、方法は少なくとも二つの標的核酸をアセンブリ
することを含む。アセンブリ工程は、階層的アセンブリによってもよい。いくつかの実施
形態において、少なくとも２つの標的核酸が制限酵素消化およびライゲーションに供され
、それによって長い標的核酸構築物、例えば少なくとも約１０キロベースまたは１００キ
ロベース長、を形成する。
【００１２】
　いくつかの実施形態によると、本発明はあらかじめ定義された配列を有する標的核酸を
ベクター中で作製する方法を提供する。いくつかの実施形態において、各々のオリゴヌク
レオチドが（ｉ）標的核酸配列の異なる部分と一致する内部配列、（ｉｉ）各々のフラン
キング配列がプライマー対に対するプライマー認識部位および制限エンドヌクレアーゼに
対する制限酵素認識部位を含む、内部配列の５’末端に隣接する５’フランキング配列お
よび内部配列の３’末端に隣接する３’フランキング配列、を含む、複数のオリゴヌクレ
オチドが提供される。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドの少なくともサ
ブセットをプライマー対を用いて増幅でき、それによって複数の増幅オリゴヌクレオチド
を生成する。いくつかの実施形態において、複数の増幅オリゴヌクレオチドは、エラー除
去および／または修正に供することができる。いくつかの実施形態において、制限エンド
ヌクレアーゼに対する制限酵素認識部位を有する環状ベクターが提供される。いくつかの
実施形態において、複数の増幅オリゴヌクレオチドおよび環状ベクターが単一のプールで
制限酵素認識部位を認識できる制限酵素およびリガーゼに曝され、それによって標的核酸
をベクター中にアセンブリする。いくつかの実施形態において、方法はさらに、ベクター
を宿主細胞の形質転換に用いることおよび標的核酸配列の配列照合を含む。
【００１３】
　いくつかの実施形態によると、本発明はあらかじめ定義された配列を有する標的核酸の
アセンブリのための組成物を提供する。いくつかの実施形態において、組成物は、各々の
オリゴヌクレオチドが（ｉ）標的核酸配列の異なる部分と一致する内部配列、（ｉｉ）各
々のフランキング配列がプライマー対に対するプライマー認識部位および制限エンドヌク
レアーゼに対する制限酵素認識部位を含む、内部配列の５’末端に隣接する５’フランキ
ング配列および内部配列の３’末端に隣接する３’フランキング配列、を含む、複数のオ
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リゴヌクレオチドを含む。いくつかの実施形態において、組成物はさらに制限酵素および
／またはリガーゼを含む。いくつかの実施形態において、組成物はさらに制限エンドヌク
レアーゼに対する酵素認識部位の対を含む。いくつかの実施形態において、制限エンドヌ
クレアーゼはＩＩＳ型制限エンドヌクレアーゼである。
【００１４】
　いくつかの実施形態において、複数のオリゴヌクレオチドが増幅および／またはエラー
修正される。
【００１５】
　本発明のいくつかの態様において、あらかじめ定義された配列を有する標的核酸を作製
するための方法は、（ｉ）制限酵素、および（ｉｉ）標的核酸の５’末端と同一の配列を
含む第一のオリゴヌクレオチド、標的核酸の３’末端と同一の配列を含む第二のオリゴヌ
クレオチド；および各々のオリゴヌクレオチドが次のオリゴヌクレオチドの配列領域に対
応する重複した配列領域を有する、標的核酸の配列の異なる部分と同一の配列を含む複数
のオリゴヌクレオチドを含む第一のプール、ここで第一のプール中のオリゴヌクレオチド
はともに標的核酸配列を含む；を含む第一の混合物を提供し；混合物をリガーゼに曝して
、それにより標的核酸を生成すること、を含む。標的核酸はその後配列照合に供すること
ができる。
【００１６】
　いくつかの実施形態において、本発明の方法は構築オリゴヌクレオチドのプールの提供
を含み、異なる段階でのオリゴヌクレオチドの増幅に関する。「構築オリゴヌクレオチド
」なる用語は、構築オリゴヌクレオチドそれ自身より長い核酸分子のアセンブリに使用さ
れ得る一本鎖オリゴヌクレオチドのことをいう。構築オリゴヌクレオチドは、一本鎖オリ
ゴヌクレオチドまたは二本鎖オリゴヌクレオチドであり得る。いくつかの実施形態におい
て、構築オリゴヌクレオチドは合成オリゴヌクレオチドであり得、基質と並列に合成され
得る。
【００１７】
　いくつかの実施形態において、方法は第一の混合物の提供の前に、さらに各々のオリゴ
ヌクレオチドが（ｉ）標的核酸配列の異なる部分と一致する内部配列、（ｉｉ）各々のフ
ランキング配列がプライマー対に対するプライマー認識部位および制限酵素認識部位を含
む、内部配列の５’末端に隣接する５’フランキング配列および内部配列の３’末端に隣
接する３’フランキング配列、を含む、複数の構築オリゴヌクレオチドを提供する工程を
含む。いくつかの実施形態において、各々のフランキング領域は共通のプライマー認識部
位を含み得る。いくつかの実施形態において、複数の構築オリゴヌクレオチドは増幅され
得る。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは配列エラーまたはミスマッチ
を含み得る。いくつかの実施形態において、複数の増幅オリゴヌクレオチドは、エラー除
去に供され得る。例えば、複数の増幅オリゴヌクレオチドは、ミスマッチを含む二本鎖オ
リゴヌクレオチドと選択的に結合し、切断するミスマッチ結合剤と接触され得る。
【００１８】
　いくつかの実施形態において、制限酵素およびリガーゼが増幅オリゴヌクレオチドの単
一のプールに消化およびライゲーションの促進に適した条件下で添加でき、それによって
アセンブリされた標的核酸配列およびそのフランキング領域を含む混合物を生成する。い
くつかの実施形態において、制限酵素はＩＩＳ型制限酵素であり、ＩＩＳ型制限酵素での
消化は、複数の付着末端二本鎖構造オリゴヌクレオチドを作製でき、複数の付着末端二本
鎖構造オリゴヌクレオチドは特有の直鎖配列にライゲーションされる。
【００１９】
　いくつかの実施形態において、方法は、第一のオリゴヌクレオチドの５’末端および第
二のオリゴヌクレオチドの３’末端のプライマー認識部位を認識できるプライマー対を用
いて標的核酸を増幅することを含む。
【００２０】
　いくつかの実施形態において、方法は、標的核酸配列を、その正確性を確認するために
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、例えば高処理シークエンシングにより、シークエンシングすることをさらに含む。
【００２１】
　いくつかの実施形態において、方法は、核酸配列のプールからあらかじめ定義された配
列を有する少なくとも一つの標的核酸を単離することをさらに含む。
【００２２】
　いくつかの実施形態において、方法は、標的核酸配列を処理することをさらに含む。
【００２３】
　いくつかの実施形態において、方法は、（ｉ）制限酵素、および（ｉｉ）標的核酸の５
’末端と同一の配列を含む第一のオリゴヌクレオチド、標的核酸の３’末端と同一の配列
を含む第二のオリゴヌクレオチド；および各々のオリゴヌクレオチドが次のオリゴヌクレ
オチドの配列領域に対応する重複した配列領域を有する、標的核酸の配列の異なる部分と
同一の配列を含む複数のオリゴヌクレオチドを含む第二のプール、ここで第二のプール中
のオリゴヌクレオチドはともに第二の標的核酸配列を含む；を含む第二の混合物を提供す
ることを含む。いくつかの実施形態において、第二の混合物はリガーゼに曝され、それに
より第二の標的核酸を生成する。いくつかの実施形態において、第一のプールの第二のオ
リゴヌクレオチドは、制限エンドヌクレアーゼについての制限エンドヌクレアーゼ認識部
位を含み、第二のプールの第一のオリゴヌクレオチドは、制限エンドヌクレアーゼについ
ての制限エンドヌクレアーゼ認識部位を含む。
【００２４】
　いくつかの実施形態において、方法は、少なくとも２つの標的核酸をアセンブリするこ
とを含む。いくつかの実施形態において、アセンブリの工程は階層的アセンブリによる。
いくつかの実施形態において、少なくとも２つの標的核酸は制限エンドヌクレアーゼ消化
およびライゲーションに供され、それによって長い標的核酸構築物を形成する。いくつか
の実施形態において、長い標的核酸構築物は少なくとも約１０キロベース長または少なく
とも約１００キロベース長である。
【００２５】
　いくつかの態様において、本発明は、標的核酸の５’末端と同一の配列を含む第一のオ
リゴヌクレオチド、標的核酸の３’末端と同一の配列を含む第二のオリゴヌクレオチド；
および各々のオリゴヌクレオチドが次のオリゴヌクレオチドの配列領域に対応する重複し
た配列領域を有する、標的核酸の配列の異なる部分と同一の配列を含む１つ以上のオリゴ
ヌクレオチド、共に標的核酸を含む複数のオリゴヌクレオチド；プライマー対についての
プライマー認識部位および制限エンドヌクレアーゼ認識部位を含む複数の共通配列、を含
む複数のオリゴヌクレオチドを含み、あらかじめ定義された配列を有する標的配列のアセ
ンブリのための組成物に関する。いくつかの実施形態において、組成物は制限エンドヌク
レアーゼおよび／またはリガーゼをさらに含む。制限エンドヌクレアーゼは、ＩＩＳ型制
限エンドヌクレアーゼであり得る。
【００２６】
　いくつかの実施形態において、複数のオリゴヌクレオチドは増幅および／またはエラー
修正され得る。いくつかの実施形態において、組成物は第一のオリゴヌクレオチドと親和
性のある５’および第二のオリゴヌクレオチドと親和性のある３’末端を有する直鎖ベク
ターをさらに含み得る。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
【図１】図１は、本発明の一実施形態による高忠実度核酸アセンブリの例示的な方法を示
す。
【００２８】
【図２】図２は、あらかじめ定義された配列を有するポリヌクレオチドのアセンブリ方法
の非限定的な例を示す。
【００２９】
【図３】図３は、あらかじめ定義された配列を有するポリヌクレオチドのベクターへのア
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センブリ方法の非限定的な例を示す。
【００３０】
【図４】図４は、あらかじめ定義された配列を有するポリヌクレオチドの階層的アセンブ
リ方法の非限定的な例を示す。
【００３１】
【図５】図５は、制限エンドヌクレアーゼ認識部位（下線）をもつプラスミドｐＧ９－１
の核酸配列を示す。
【００３２】
【図６】図６は、配列照合の非限定的な例示的な方法を示す。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
発明の詳細な説明
　本発明の態様は、核酸アセンブリ反応を最適化して、不正確にアセンブリされた核酸の
数を減少させるために有用であり得る。本発明の方法および組成物は、あらかじめ定義さ
れた配列を有する標的配列を得る工程を容易にできる。従って、本発明の方法および組成
物は、正しくアセンブリされた核酸を得る確率を増加させ、それによってあらかじめ定義
された配列を有する核酸の作製に関するコストおよび時間を削減し得る。
【００３４】
　本発明の態様は、１つ以上の初期または中間アセンブリ反応の収率を向上させるために
使用され得る。いくつかの実施形態において、本発明の方法および組成物は、例えば酵素
消化、精製およびライゲーション工程などの多数のアセンブリ工程の分離を要求すること
を避けることにより、総合的なアセンブリ手順の効率を高めることができる。従って、本
発明のいくつかの態様は、予測できる、および／または、信頼できるアセンブリ法を許容
し、遺伝子合成に必要な時間および工程を有意に減少させ、中間産物または最終核酸製品
の収率および／または精度を増加させることができる。
【００３５】
　本発明のいくつかの態様において、アセンブリ処理は、１つ以上のアセンブリ工程を妨
げると知られているか、または予測される配列特性（ｆｅａｔｕｒｅ）に適応できる核酸
アセンブリ戦略を設計および実行することを含む。例えば、合成された核酸配列は、１つ
以上のアセンブリ工程を妨げることができる、繰り返し配列、有意に高いまたは低いＧＣ
含量を有する配列、および／または二次構造に関連する他の配列などの、配列特性を分析
できる。当業者は、ある配列特性が多重アセンブリ反応（例えば、ポリメラーゼベースの
伸長反応）を妨げ得る、および／または望まないアセンブリ産物の形成を促進し得ること
によって、正しい核酸産物のアセンブリを減少または防止することを理解するであろう。
いくつかの実施形態において、標的核酸配列中に複数の干渉配列特性が同定されるならば
、有用な戦略は、アセンブリの間に干渉配列特性を分離することを伴い得る。例えば、目
標核酸は少数の干渉配列（例えば、０、１、２、または３）だけを含むように設計された
、複数の中間断片または構成要素を伴う工程でアセンブリされ得る。いくつかの実施形態
において、各々の中間断片または構成要素は、最大で１つの干渉配列特性を含み得る。従
って、各々の中間断片は、効率的にアセンブリされ得る。いくつかの実施形態において、
核酸断片または構成要素の設計は、それら５’および／または３’末端から干渉配列特性
を除去し得る。従って、干渉配列特性は、アセンブリ反応に使用するために設計された隣
接する開始核酸間の相補的に重複する部分から除去され得る。これは、核酸の正しいアセ
ンブリに重要な、配列特異的ハイブリダイゼーション反応の干渉を防止または減少し得る
。いくつかの実施形態において、それは構成要素の３’および／または５’末端すぐから
の干渉配列特性の除去に十分であり得る。例えば、干渉配列特性が３’末端および／また
は５’末端からの少なくとも１つのヌクレオチド、好ましくは構成要素の３’末端および
／または５’末端から２、３、４、５またはそれ以上のヌクレオチド（例えば、５－１０
、１０－１５、１５－２０、または、それより多くのヌクレオチド）に位置し得る。
【００３６】
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　本発明の態様は、インビトロおよび／またはインビボ核酸アセンブリ手順と併用して用
いられ得る。
【００３７】
　本明細書において提供された方法および組成物の態様は、核酸合成およびアセンブリ反
応の正確度、収率、処理能力および／または費用効率の増大のために有用である。本明細
書において、用語「核酸」、「ポリヌクレオチド」、「オリゴヌクレオチド」は、同義的
に使用され、ヌクレオチドの天然に存在するか、または合成ポリマーの形態を指す。本発
明のオリゴヌクレオチドおよび核酸分子は、天然に存在するヌクレオチドから形成され得
、例えば、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）またはリボ核酸（ＲＮＡ）分子を形成する。ある
いは、天然に存在するオリゴヌクレオチドは、例えば、ペプチド核酸（ＰＮＡ）において
、またはロックド核酸（ＬＮＡ）において、その特性を変更するために構造修飾を含み得
る。天然に存在する塩基か、または人工塩基を用いるオリゴヌクレオチドおよび核酸分子
の固相合成は、当技術分野で周知である。この用語は、ヌクレオチド類似体から製造され
たＲＮＡまたはＤＮＡのいずれかの等価物、類似体を含み、記載されている実施形態、一
本鎖または二本鎖ポリヌクレオチドに適応できると理解されるべきである。本発明におい
て有用なヌクレオチドとして、例えば、天然に存在するヌクレオチド（例えば、リボヌク
レオチドまたはデオキシリボヌクレオチド）またはヌクレオチドの天然もしくは合成修飾
または人工塩基が挙げられる。本明細書において、用語モノマーとは、接続され、接続さ
れ得、一緒に２以上のメンバーからなるオリゴマー、ポリマーまたは化合物を形成する一
連の小分子のメンバーを指す。ポリマー内のモノマーの特定の順序付けは、本明細書にお
いて、ポリマーの「配列」と呼ばれる。モノマーのセットとして、限定されるわけではな
いが、例えば、一般的なＬ－アミノ酸のセット、Ｄ－アミノ酸のセット、合成および／ま
たは天然アミノ酸のセット、ヌクレオチドのセットならびにペントースおよびヘキソース
のセットが挙げられる。本発明の態様は、主に、オリゴヌクレオチドの調製に関して本明
細書に記載されているが、ペプチドまたはポリペプチド、多糖、リン脂質、ヘテロポリマ
ー、ポリエステル、ポリカーボネート、ポリ尿素、ポリアミド、ポリエチレンイミン、ポ
リアリーレンスルフィド、ポリシロキサン、ポリイミド、ポリアセテートまたは任意のそ
の他のポリマーなどのその他のポリマーの調製において容易に適用され得る。
【００３８】
標的核酸
　本明細書において、用語「予め定義された配列」は、ポリマーの配列が公知であり、ポ
リマーの合成またはアセンブリの前に選択されることを意味する。特に、本発明の態様は
、主に核酸分子の調製に関して本明細書に記載されており、核酸の配列は、公知であり、
核酸分子の合成またはアセンブリの前に選択される。本明細書において提供された技術の
いくつかの実施形態では、固定されたオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドは、材
料の供給源として使用される。種々の実施形態において、本明細書に記載された方法は、
複数のオリゴヌクレオチドを使用し、各々の配列は、合成される最終ポリヌクレオチド構
築物の配列に基づいて決定される。一の実施形態において、オリゴヌクレオチドは、短い
核酸分子である。例えば、オリゴヌクレオチドは、１０～約３００ヌクレオチド、２０～
約４００ヌクレオチド、３０～約５００ヌクレオチド、４０～約６００ヌクレオチド、ま
たは約６００超のヌクレオチド長であり得る。しかしながら、より短いか、またはより長
いオリゴヌクレオチドも使用され得る。オリゴヌクレオチドは、種々の長さを有するよう
設計され得る。いくつかの実施形態では、ポリヌクレオチド構築物の配列は、並列して合
成し、単一または複数の所望のポリヌクレオチド構築物にアセンブリできる複数のより短
い配列に、本明細書に記載された方法を使用して分割できる。
【００３９】
　いくつかの実施形態において、標的核酸は天然に存在する遺伝子および／または天然に
存在する核酸（例えば天然に存在するコード配列、調節配列、非コード配列、テロメアお
よびセントロメアなどの染色体構造配列、それらのいかなる断片またはそれらの２つ以上
の組み合わせ）または天然に存在しない配列を有し得る。いくつかの実施形態において、
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標的核酸は１以上の位置で天然配列と異なる配列を有するように設計され得る。他の実施
形態において、標的核酸は全体として新規な配列を有するように設計され得る。しかしな
がら、標的核酸は、１以上の天然に存在する配列、天然に存在しない配列、またはそれら
の組み合わせを含み得ることが理解されるべきである。
【００４０】
　いくつかの実施形態において、所定の配列変動を有する核酸を含有するライブラリをア
センブリする方法が、本明細書において提供される。本明細書で提供されるアセンブリ戦
略を使用して、多数の異なる対象とする核酸配列を代表する極めて大きなライブラリを作
製できる。例えば、本明細書で提供される方法は、１０を超える異なる配列変異体を有す
るライブラリをアセンブリするために用いられ得る。いくつかの実施形態において、核酸
のライブラリは、配列変異体のライブラリである。配列変異体は、単一の天然に存在する
タンパク質をコードする配列の変異体であり得る。しかしながら、いくつかの実施形態に
おいて、配列変異体は、複数の異なるタンパク質をコードする配列の変異体であり得る。
したがって、本明細書で提供される技術の一態様は、正確な高密度核酸ライブラリの調製
のためのアセンブリ戦略の設計に関する。本明細書で提供される技術の他の態様は、正確
な高密度核酸ライブラリのアセンブリに関する。本明細書で提供される技術の態様はまた
、正確な高密度核酸ライブラリを提供する。高密度核酸ライブラリは、１００種を超える
種々の配列変異体（例えば、約１０２～１０３、約１０３～１０４、約１０４～１０５、
約１０５～１０６、約１０６～１０７、約１０７～１０８、約１０８～１０９、約１０９

～１０１０、約１０１０～１０１１、約１０１１～１０１２、約１０１２～１０１３、約
１０１３～１０１４、約１０１４～１０１５種またはより多くの種々の配列）を含むこと
ができ、ここでは、ランダム配列とは対照的に、種々の配列のうちの高いパーセンテージ
が特定の配列である（例えば、配列の約５０％超、約６０％超、約７０％超、約７５％超
、約８０％超、約８５％超、約９０％超、約９１％、約９２％、約９３％、約９４％、約
９５％、約９６％、約９７％、約９８％、約９９％またはそれ以上が、対象の所定の配列
である）。
【００４１】
　ある実施形態において、標的核酸は機能的配列（例えば、タンパク質結合配列、調節配
列、機能性タンパク質をコードする配列など、およびそれらのいかなる組み合わせ）を含
み得る。しかしながら、いくつかの実施形態において標的核酸は特定の機能的配列を欠失
し得る（例えば、標的核酸はタンパク質結合配列、調節配列、またはタンパク質コード配
列の非機能的断片または変異体、または他のいかなる非機能的天然または合成配列、また
はそれらのいかなる非機能的組み合わせを含み得る）。ある標的核酸配列は、機能的およ
び非機能的配列の両方を含み得る。標的核酸およびその使用の、これらおよび他の態様は
本明細書により詳細に記載される。
【００４２】
　いくつかの実施形態において、標的核酸はただ一つの多重アセンブリ反応（例えば、た
だ一つのオリゴヌクレオチドアセンブリ反応）でアセンブリされ得る。しかしながら、標
的核酸はまた、多くの核酸断片からアセンブリされ得る。それは別々のオリゴヌクレオチ
ドアセンブリ反応でそれぞれ生成され得る。多重オリゴヌクレオチドアセンブリで生成さ
れた１つ以上の核酸断片が、いくつかの実施形態において、標的核酸を形成するために他
の源（例えば、制限断片、核酸増幅産物など）から得られる１つ以上の核酸分子に合成さ
れ得ることが理解されるべきである。いくつかの実施形態において、第一の反応でアセン
ブリされた標的核酸は、より大きい標的核酸を作製するための連続アセンブリ反応につい
ての入力核酸断片として使用され得る。本明細書に使用される「多重アセンブリ」および
「多重オリゴヌクレオチドアセンブリ反応」なる用語は、通常、より大きい最終核酸を作
製するためにアセンブリされる複数の開始核酸（例えば、複数の少なくとも部分的に重な
っている核酸）を含むアセンブリ反応をいう。
【００４３】
アセンブリ処理
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　図１は本発明の一の実施形態により核酸をアセンブリするための工程を示す。初めに、
配列情報を得る。配列情報は、アセンブリされるあらかじめ定義された標的核酸の配列で
あり得る。いくつかの実施形態において、配列は顧客からの注文の形で受領され得る。い
くつかの実施形態において、配列は核酸配列（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）として受領
され得る。いくつかの実施形態において、配列はタンパク質配列として受領され得る。配
列はＤＮＡ配列に変換され得る。例えば、得られた配列がＲＮＡ配列であれば、対応する
ＤＮＡ配列を得るためにＵをＴに置換し得る。得られた配列がタンパク質配列であれば、
タンパク質配列は、アミノ酸に適切なコドンを使用することでＤＮＡ配列に変換され得る
。
【００４４】
　いくつかの実施形態において、配列情報は、アセンブリ戦略を決定するために、標的核
酸のあらかじめ定義された配列を生成するようにアセンブリされた断片（構成要素、オリ
ゴヌクレオチドまたは中間的断片としても参照される）の数または配列などが、分析され
得る。いくつかの実施形態において、配列分析は、オリゴヌクレオチド合成、増幅または
アセンブリを妨げると知られているか、または予測される１つ以上の干渉配列特性の存在
をスキャンすることを含み得る。例えば、干渉配列構造は、少なくとも１０ベース長（例
えば、１０－２０、２０－５０、５０－１００、または１００ベース以上）の長さにわた
って少ないＧＣ含量（例えば、３０％未満のＧＣ、２０％未満のＧＣ、１０％未満のＧＣ
など）を有する配列、または二次構造またはステムループ構造を形成し得る配列であり得
る。一旦このフィルタを通過すると、核酸配列はオリゴヌクレオチド構成要素などの、よ
り小さい断片に分割できる。
【００４５】
　いくつかの実施形態において、構造定量化および構文解析工程後にアセンブリのための
合成オリゴヌクレオチドが設計され得る（例えば、配列、サイズ、および数）。合成オリ
ゴヌクレオチドは、標準のＤＮＡ合成化学（例えば、ホスホロアミダイト法）を使用する
ことで生成できる。合成オリゴヌクレオチドは、本明細書に詳細に説明されるように、当
分野で知られているいかなる適切な技術を使用して、例えばマイクロアレイなどの固相担
体上で合成され得る。オリゴヌクレオチドは増幅に供される前にマイクロアレイから溶出
されるか、またはマイクロアレイ上で増幅できる。異なるオリゴヌクレオチドが異なる長
さを持つように設計され得ることが理解されるべきである。
【００４６】
　いくつかの実施形態において、各々の標的配列のための構成要素オリゴヌクレオチドを
増幅できる。例えば、オリゴヌクレオチドは、それらの３’末端および５’末端にプライ
マー結合配列を有するように設計でき、オリゴヌクレオチドは適切なプライマー対を用い
てポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によって増幅できる。
【００４７】
　合成オリゴヌクレオチドには配列エラーがあり得ることが理解されるべきである。従っ
て、オリゴヌクレオチド調製は、本明細書に詳細に説明されるように、エラーを含む分子
を除去するために選択またはスクリーニングされ得る。誤りを含むオリゴヌクレオチドは
、両方の鎖上にエラーを有する（すなわち、両方の鎖における、不正確な相補的ヌクレオ
チド、欠失、または追加）二本鎖のホモ二本鎖であり得る。いくつかの実施形態において
、配列エラーは二本鎖核酸の変性および再アニーリングを含む技術を使用することで除去
され得る。いくつかの実施形態において、各々個別のエラーを含む核酸が、核酸調製にお
いて、同じ位置における正しい配列を有する核酸より低頻度で存在しているならば、相補
的エラーを含む核酸の一本鎖は共に再アニーリングされないであろう。むしろ、エラーを
含む一本鎖は、エラーを全く含まないか、または１つ以上の異なった誤りを含む相補鎖と
再アニーリングされ得る。結果として、エラーを含む鎖は、再アニーリング反応産物中に
ヘテロ二本鎖分子の形態となり得る。エラーのない鎖はエラーを含む鎖または他のエラー
のない鎖と再アニーリングされ得る。再アニーリングされたエラーのない鎖は、再アニー
リングされた試料でホモ二本鎖を形成する。従って、オリゴヌクレオチドの再アニーリン
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グ調製物からヘテロ二本鎖分子を除去することにより、エラー含有核酸の量または頻度が
減少され得る。クロマトグラフィー、電気泳動、ヘテロ二本鎖分子の選択的結合などを含
む、当分野で知られているヘテロ二本鎖分子を除去するためのいかなる適切な方法も使用
され得る。いくつかの実施形態において、ヘテロ二本鎖核酸分子に選択的に（例えば特異
的に）結合するミスマッチ結合タンパク質が使用され得る。いくつかの実施形態において
、ミスマッチ結合タンパク質は、二本鎖オリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチド上で
、溶液中または支持体上に固定化されて使用され得る。
【００４８】
　いくつかの実施形態において、エラーを含むオリゴヌクレオチドは、例えば、ＭｕｔＳ
、ＭｕｔＳホモログ、またはそれらの組み合わせを使用するＭｕｔＳ濾過処理を使用する
ことで除去される。大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）では、ホモ二量体として機能するように見え
るＭｕｔＳタンパク質がミスマッチ認識要素として機能する。真核生物では、少なくとも
３つのＭｕｔＳホモログ（ＭＳＨ）タンパク質、すなわち、ＭＳＨ２、ＭＳＨ３、ＭＳＨ
６が同定され、それらはヘテロ二量体を形成する。例えば酵母、サッカロマイセス・セレ
ビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）では、どちらも実質的に
冗長な機能を示すが、ＭＳＨ２－ＭＳＨ６複合体（ＭｕｔＳアルファとしても知られてい
る）は塩基ミスマッチおよび単一ヌクレオチド挿入／欠失ループを認識し、ＭＳＨ２－Ｍ
ＳＨ３複合体（ＭｕｔＳベータとしても知られている）は１２－１６ヌクレオチドの挿入
／欠失を認識する。ミスマッチ結合タンパク質は、組換え型または天然の源から得られ得
る。ミスマッチ結合タンパク質は熱安定性であり得る。いくつかの実施形態において、好
熱性生物からの熱安定性ミスマッチ結合タンパク質が使用され得る。熱安定性ＤＮＡミス
マッチ結合タンパク質は：Ｔｔｈ　ＭｕｔＳ（サーマス・サーモフィラス（Ｔｈｅｒｍｕ
ｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）からの）、Ｔａｑ　ＭｕｔＳ（サーマス・アクアティカ
ス（Ｔｈｅｒｍｕｓ　ａｑｕａｔｉｃｕｓ）からの）、Ａｐｙ　ＭｕｔＳ（アクイフェク
ス・ピロフィラス（Ａｑｕｉｆｅｘ　ｐｙｒｏｐｈｉｌｕｓ）からの）、Ｔｍａ　Ｍｕｔ
Ｓ（サーモトガ・マリティマ（Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ　ｍａｒｉｔｉｍａ）からの）、そ
れらのホモログ、いかなる他の適当なＭｕｔＳまたはそれらの２以上のいかなる組み合わ
せ、を含むが、これらに限定されない。
【００４９】
　異なる種から得られたＭｕｔＳが、特定のミスマッチまたは異なるミスマッチのための
異なる親和性を有することができることが示されている。いくつかの実施形態において、
異なるミスマッチのための異なる親和性を有する異なるＭｕｔＳの組み合わせを使用でき
る。
【００５０】
　いくつかの実施形態において、１つ以上の修復タンパク質を使用する酵素複合体が使用
できる。修復タンパク質の例は、ミスマッチ認識のためのＭｕｔＳ、標的鎖へのニックの
導入のためのＭｕｔＨ、およびＭｕｔＨおよびＭｕｔＳの相互作用を仲介するためのＭｕ
ｔＬ、それらのホモログまたはそれらのいかなる組み合わせを含むが、これらに限定され
ない。いくつかの実施形態において、ミスマッチ結合タンパク質複合体は、ＭｕｔＨＬＳ
酵素複合体である。
【００５１】
　いくつかの実施形態において、スライディングクランプ技術がエラーのない二本鎖オリ
ゴヌクレオチドの濃縮のために使用され得る。いくつかの実施形態において、ＭｕｔＳま
たはそれらのホモログはＤＮＡクランプタンパク質と相互作用できる。ＤＮＡクランプタ
ンパク質の例は、ホモ二量体として機能できる、ｄｎａＮ遺伝子によってコードされる細
菌性スライディングクランプタンパク質ＤｎａＮを含むが、これに限定されない。いくつ
かの実施形態において、ＭｕｔＳタンパク質またはそれらのホモログのクランプタンパク
質との相互作用は、結合ミスマッチのＭｕｔＳの有効性を増加できる。
【００５２】
　いくつかの実施形態において、エラーを含むオリゴヌクレオチドは、例えばＣＥＬＩ、
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ＣＥＬＩＩ、またはＲＥＳＩなどのそれらのホモログ、またはそれらの組み合わせなどの
タンパク質のＳ１ファミリーからの酵素を使用することで除去できる。タンパク質のＳ１
ファミリーからの酵素は塩基ミスマッチ、挿入、および欠失ループを認識できる。いくつ
かの実施形態において、そのような酵素は、ただ一つのまたは両方のＤＮＡ鎖のいずれか
を通して、優先的に認識部位が切断された後のホリデージャンクションに結合できる。い
くつかの実施形態において、Ｓ１タンパク質の熱安定性の同等物が使用され得る。
【００５３】
　いくつかの実施形態において、エラーを含むオリゴヌクレオチドは、ミスマッチ塩基部
位に結合する小分子、化学的または無機材料を使用することで除去できる。ミスマッチ部
位では、ヌクレオチド塩基は、超過螺旋状であり、化学修飾反応に影響されやすい場合が
ある。過マンガン酸塩、ヒドロキシルアミン、リジン、およびまたはペンタアミンルテニ
ウムなどの材料が、それぞれミスマッチしたチミンおよびシトシンを修飾する化学的切断
法で使用できる。得られた修飾ＤＮＡは、その後ピペリジンで処理され、脱塩基部位で切
断をもたらすことができる。いくつかの実施形態において、切断の特異性は２価の塩を用
いてモニターできる。
【００５４】
　いくつかの実施形態において、次の段階で、エラーを修正したオリゴヌクレオチドは共
通配列の配列除去およびそれに続くより長い、多重オリゴヌクレオチド構築物へのライゲ
ーションで組み合わせられる。
【００５５】
　本発明のいくつかの態様において、酵素消化による共通配列の除去段階は、ライゲーシ
ョン段階と組み合わせられる。当業者は、本発明の処理が、共通配列の並列除去および標
的核酸構築物へのライゲーションを許容し、酵素除去、ビーズベースの捕捉およびライゲ
ーション逐次段階の必要性を否定することを理解するであろう。さらに、当業者は本発明
の処理が以下のような、標準アセンブリ処理を超える多数の利点を有することを理解する
であろう：
（１）収率の増加。標準的な共通配列の個別の酵素的除去を使用して、反応は、さらなる
除去の対象である、反応していない基質または未消化オリゴヌクレオチドがまだ存在する
状態で設定時点の後に停止される。当業者は、ライゲーション反応が酵素的除去のための
基質でない所望の産物を生成するので、除去およびライゲーション段階の組み合わせに、
所望の産物への反応を不可逆的に進行させる効果があることを理解するであろう。
（２）費用効率：共通配列の除去およびライゲーションの間の精製の必要がもはやないた
め、本発明のいくつかの態様による方法は費用効率が良い。精製を排除するため、本発明
の方法の態様はビオチンでラベルされたプライマーの必要性を排除する。そこにはまた、
非ビオチン化されたプライマーの、それらのビオチンを含む対応物上での受け取りリード
タイムの減少という形もあり得る。
（３）時間効率：酵素的共通配列除去およびライゲーションとの間の精製段階を除くこと
により、遺伝子合成のための時間および段階の数が減少される。
（４）他の配列を、それらのサイズを考慮せずに容易に加える機会。所望でない配列を除
去するための精製法の一部がサイズに基づいているため、精製を排除すると、遺伝子合成
のために加えられるいかなる付加配列についてもサイズの規制を除去できる。これはベク
ターへのワンステップライゲーション、または一般的なフランキング配列の添加を含むこ
とができる。
（５）工程は、遺伝子合成工程自体で使用される遺伝子の制限部位の使用を考慮する。以
前の方法論では、切断部位が精製で除去される小さいＤＮＡ断片をもたらすために、これ
らの制限部位を使用できなかった。これらの制限部位の利用を可能にすることは、再帰的
な（階層的な）遺伝子合成が、より長い核酸を構築することを許容できる。
【００５６】
　当業者は、オリゴヌクレオチドアセンブリの後にアセンブリ産物（例えば、最終的な標
的核酸か中間核酸断片）が所望でない配列を含む配列を含み得ることを理解するであろう
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。エラーはオリゴヌクレオチド合成またはオリゴヌクレオチドアセンブリの間に導入され
た配列エラーから、より長い核酸で生じ得る。いくつかの実施形態において、他の核酸配
列（予備的インビトロクローニングとしても本明細書で参照される）から正しいあらかじ
め定義された配列を有する核酸が単離できる。いくつかの実施形態において、正しい配列
は、他の不正確な配列から正しい配列を選択的に単離させることにより、単離され得る。
例えば、正しい配列を有する核酸は、支持体の異なる機構（ｆｅａｔｕｒｅ）へ、または
他のプレートに選択的に移動または輸送することができる。あるいは対象となる核酸を含
む機構から不正確な配列を有する核酸を選択的に除去できる（例えば全体が本明細書に参
照により組み込まれるＰＣＴ／ＵＳ２００７／０１１８８６を参照）。
【００５７】
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチド処理およびライゲーションの後に、
クローン単離でアセンブリ構築物またはアセンブリ構築物のコピーを単離できる。アセン
ブリ構築物は、例えば、高処理シークエンシングを使用することで、配列照合できる。い
くつかの実施形態において、標的核酸の配列決定は、単一分子シークエンシング、または
ポロニーシークエンシングなどの標的核酸配列の増幅された集団のシークエンシングなど
の、個々の分子のシークエンシング配列を使用することで実施できる。ハイブリダイゼー
ションシークエンシング、ライゲーションによるシークエンシングまたは合成によるシー
クエンシングなどの、シークエンシングのためのいかなる適切な方法も使用され得る。
【００５８】
　本発明のいくつかの態様は、本明細書に記載された方法を使用する遺伝子合成プラット
フォームに関連する。いくつかの実施形態において、これらの遺伝子合成プラットフォー
ムは、次世代配列プラットフォーム（例えば、ハイブリダイゼーションシークエンシング
、合成によるシークエンシング、ライゲーションによるシークエンシングまたは他のいか
なる適当なシークエンシング法も）と組み合わせられる。
【００５９】
　いくつかの実施形態において、アセンブリ手順は、複数の異なる核酸またはオリゴヌク
レオチドがアセンブリされるために合成、または固定化、増幅およびこれらが組み合わせ
られる、いくつかの並列および／または連続した反応段階を含み得て、さらなるアセンブ
リ、クローニング、または他の用途（全体が参照として本明細書に組み込まれるＰＣＴ出
願ＰＣＴ／ＵＳ０９／５５２６７を参照）に使用されるために、より長い核酸産物を生成
させる（例えば、本明細書に記載される伸長またはライゲーションによる）。
【００６０】
オリゴヌクレオチド合成
　いくつかの実施形態において、本明細書において提供された方法および装置は、表面ま
たは基板上に固定化されているオリゴヌクレオチド（例えば、支持体結合オリゴヌクレオ
チド）を使用する。本明細書において、用語「支持体」および「基板」は、同義的に使用
され、核酸などのポリマーがその上で合成または固定化される多孔性または非多孔性の溶
媒不溶性材料を指す。本明細書において「多孔性」とは、材料が、実質的に均一な直径（
例えば、ｎｍ範囲の）を有する孔を含有することを意味する。多孔性材料として、紙、合
成フィルタなどが挙げられる。このような多孔性材料では、反応は、孔内で起こり得る。
支持体は、ピン、ストリップ、プレート、ディスク、ロッド、ベンド、円柱状構造、ビー
ズ、ナノ粒子などを含めた粒子などのいくつかの形のいずれか１種を有し得る。支持体は
、可変幅を有し得る。支持体は、親水性であり得るか、または親水性にされ得、これとし
て、それ自体によってか、またはその他の材料とともに使用される、シリカ、硫酸マグネ
シウムおよびアルミナなどの無機粉末；天然ポリマー材料、特に、セルロース材料および
繊維を含有する紙、例えば、ろ紙、クロマトグラフィー用紙などといったセルロースに由
来する材料；ニトロセルロース、酢酸セルロース、ポリ（塩化ビニル）、ポリアクリルア
ミド、架橋デキストラン、アガロース、ポリアクリレート、ポリエチレン、ポリプロピレ
ン、ポリ（４－メチルブテン）、ポリスチレン、ポリメタクリレート、ポリ（エチレンテ
レフタレート）、ナイロン、ポリ（酪酸ビニル）、ポリビニリデンジフルオリド（ＰＶＤ
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Ｆ）メンブレン、ガラス、多孔性ガラス（ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　ｐｏｒｅ　ｇｌａｓｓ
）、磁性多孔性ガラス、セラミックス、金属などといった合成または修飾された天然に存
在するポリマーが挙げられる。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、ア
レイ形式で合成される。例えば、一本鎖オリゴヌクレオチドは、一般的な支持体上でその
場で合成され、ここでは、各オリゴヌクレオチドは、基板上の分離した、または別個の機
構（またはスポット）で合成される。好ましい実施形態において、一本鎖オリゴヌクレオ
チドは、支持体または機構の表面に結合される。本明細書において、用語「アレイ」とは
、オリゴヌクレオチドまたはさらなる反応のための相補的オリゴヌクレオチドを保存、増
幅および放出するための別個の機構の配置を指す。好ましい実施形態において、支持体ま
たはアレイは、アドレス可能であり、支持体は、支持体上の特定の所定の位置（すなわち
、「アドレス」）に、２以上の別個のアドレス可能な機構を含む。したがって、アレイ上
の各オリゴヌクレオチド分子は、支持体上の公知の、定義された位置に位置づけられる。
各オリゴヌクレオチドの配列は、支持体上のその位置から決定できる。
【００６１】
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、表面またはアレイの別個の機構
上に、結合され、スポットされ、固定化され、表面に結合され、支持されるか、または合
成される。オリゴヌクレオチドは、共有結合によって表面と結合されるか、または表面に
沈着され得る。アレイは、構築され、特別注文されるか、または市販の販売会社（例えば
、Ａｇｉｌｅｎｔ、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ、Ｎｉｍｂｌｅｇｅｎ）から購入され得る。例
えば、マスクレス（ｍａｓｋｌｅｓｓ）アレイシンセサイザー、マスクを利用する光依存
性（ｌｉｇｈｔ　ｄｉｒｅｃｔｅｄ）法、フローチャネル法、スポッティング法など、種
々の構築方法が、当技術分野で周知である。いくつかの実施形態において、構築および／
または選択オリゴヌクレオチドは、マスクレスアレイシンセサイザー（ＭＡＳ）を使用し
て固体支持体上で合成され得る。マスクレスアレイシンセサイザーは、例えば、ＰＣＴ出
願番号ＷＯ９９／４２８１３、および対応する米国特許第６，３７５，９０３号に記載さ
れている。アレイ中の機構の各々が、所望の配列の一本鎖ＤＮＡ分子を有するカスタムＤ
ＮＡマイクロアレイを作り上げることができるマスクレス機器のその他の例が公知である
。構築物および／または選択オリゴヌクレオチドを合成するためのその他の方法として、
例えば、マスクを利用する光依存性法、フローチャネル法、スポッティング法、ピンベー
スの（ｐｉｎ－ｂａｓｅｄ）方法および複数の支持体を利用する方法が挙げられる。オリ
ゴヌクレオチドの合成のための、マスクを利用する光依存性法（例えば、ＶＬＳＩＰＳ（
登録商標）法）が、例えば、米国特許第５，１４３，８５４号、５，５１０，２７０号お
よび５，５２７，６８１号に記載されている。これらの方法は、固体支持体の予め定義さ
れた領域を活性化すること、次いで、支持体を予め選択したモノマー溶液と接触させるこ
とを含む。選択された領域は、集積回路製作において使用されるフォトリソグラフィー技
術の方法において多い、マスクを通した光供給源を用いる照射によって活性化され得る。
支持体のその他の領域は、照明がマスクによって遮断され、それらは化学的に保護された
ままであるので、不活性のままである。したがって、光パターンが、支持体のどの領域が
、所与のモノマーと反応するかを定義する。異なるセットの予め定義された領域を反復し
て活性化し、異なるモノマー溶液を支持体と接触させることによって、支持体上でポリマ
ーの多様なアレイが製造される。場合により、反応していないモノマー溶液を支持体から
洗浄するなどのその他の段階を使用してもよい。その他の適用可能な方法として、米国特
許第５，３８４，２６１号に記載されるものなどの機械的技術が挙げられる。単一の支持
体上での構築物および／または選択オリゴヌクレオチドの合成に適用可能なさらなる方法
は、例えば、米国特許第５，３８４，２６１号に記載されている。例えば、試薬は、（１
）予め定義された領域上の定義されたチャネル内を流れることまたは（２）予め定義され
た領域上に「スポットすること」のいずれかによって支持体に送達され得る。その他のア
プローチならびにスポットすることおよび流れることの組合せも同様に使用してよい。各
場合において、モノマー溶液が種々の反応部位に送達される場合には、支持体の特定の活
性化された領域がその他の領域から機械的に分離される。フローチャネル法は、例えば、
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固体支持体上でのオリゴヌクレオチドの合成を制御するためのマイクロ流体システムを含
む。例えば、支持体の表面上に、それによって適当な試薬が流れるか、その中に適当な試
薬が入れられるフローチャネルを形成することによって、固体支持体の選択された領域で
多様なポリマー配列を合成できる。固体支持体でオリゴヌクレオチドを調製するためのス
ポッティング法は、選択された領域において反応物を直接沈着させることによってそれら
を比較的少量で送達することを含む。いくつかの段階では、そうすることがより効率的で
ある場合には、全支持体表面に溶液を噴霧するか、そうでなければそれをコーティングす
ることもできる。モノマー溶液の正確に測定されたアリコートを、領域から領域へ移動す
るディスペンサーによって液滴を沈着させてもよい。固体支持体上でオリゴヌクレオチド
を合成するためのピンベースの方法は、例えば、米国特許第５，２８８，５１４号に記載
されている。ピンベースの方法は、複数のピンまたはその他の拡張を有する支持体を利用
する。ピンは各々、トレイ中の個々の試薬容器中に同時に挿入される。９６ウェルマイク
ロタイターディッシュなどの９６容器トレイを用いる９６ピンのアレイがよく使用される
。各トレイは、個々のピンでの特定の化学反応におけるカップリングのための特定の試薬
を充填される。したがって、トレイは、異なる試薬を含有することが多い。化学反応は、
反応の各々が、比較的同様の反応条件のセット下で実施され得るよう最適化されているの
で、複数の化学的カップリングステップを同時に実施することが可能となる。
【００６２】
　他の実施形態において、複数の支持体上に、複数のオリゴヌクレオチドを合成または固
定化してもよい。一例として、例えば、米国特許第５，７７０，３５８号、５，６３９，
６０３号および５，５４１，０６１号に記載されているビーズベースの合成法がある。ビ
ーズ上でのオリゴヌクレオチドなどの分子の合成のために、多量（ａ　ｌａｒｇｅ　ｐｌ
ｕｒｌｉｔｙ）のビーズを、容器中で適した担体（水など）に懸濁する。ビーズは、場合
により、保護基と複合体形成される活性部位を有する任意選択のスペーサー分子とともに
提供される。合成の各段階で、カップリングのためにビーズを複数の容器中にわける。新
生オリゴヌクレオチド鎖を脱保護した後、各容器に種々のモノマー溶液を加え、その結果
、所与の容器中のすべてのビーズで、同一のヌクレオチド付加反応が生じる。次いで、ビ
ーズを過剰の試薬の洗浄を行い、単一容器中でプールし、合成の次のラウンドに備えて、
混合し、別の複数の容器の中に再分配する。最初に使用される多数のビーズのおかげで、
同様に、容器中に無作為に分散され、各々、塩基の無作為化付加の多数のラウンド後にそ
の表面上で合成される独特のオリゴヌクレオチド配列を有する多数のビーズがあるという
ことは留意されなければならない。個々のビーズに、その上の二本鎖オリゴヌクレオチド
に対して独特である配列を用いてタグをつけ、使用の際に同定を可能にすることもできる
。
【００６３】
　その開示内容が、すべての目的のためにその全文が参照により本明細書に組み込まれる
以下の参考文献：ＭｃＧａｌｌ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９６）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．
　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　Ｕ．Ｓ．Ａ．　９３：１３５５５；Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　ＤＮ
Ａ　Ａｒｒａｙｓ　Ｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，　Ｖｏｌ．　２０
：１１１、Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ　（１９９８）；　Ｄｕｇｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．　
（１９９９）　Ｎａｔ．　Ｇｅｎｅｔ．　Ｓ２１：１０　；Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｓ：　
Ｍａｋｉｎｇ　Ｔｈｅｍ　ａｎｄ　Ｕｓｉｎｇ　Ｔｈｅｍ　Ｉｎ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ
　Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，　Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒ
ｅｓｓ、２００３；米国特許出願公開第２００３／００６８６３３号および２００２／０
０８１５８２号；米国特許第６，８３３，４５０号、６，８３０，８９０号、６，８２４
，８６６号、６，８００，４３９号、６，３７５，９０３号および５，７００，６３７号
；ならびにＰＣＴ公開番号ＷＯ０４／０３１３９９、ＷＯ０４／０３１３５１、ＷＯ０４
／０２９５８６、ＷＯ０３／１０００１２、ＷＯ０３／０６６２１２、ＷＯ０３／０６５
０３８、ＷＯ０３／０６４６９９、ＷＯ０３／０６４０２７、ＷＯ０３／０６４０２６、
ＷＯ０３／０４６２２３、ＷＯ０３／０４０４１０およびＷＯ０２／２４５９７に示され
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る、光依存性法、フローチャネルおよびスポッティング法、インクジェット法、ピンをベ
ースとする方法およびビーズをベースとする方法を使用して、予め合成されたオリゴヌク
レオチドおよび／またはポリヌクレオチド配列を、支持体と結合させるか、またはその場
で合成してもよい。いくつかの実施形態において、あらかじめ合成されたオリゴヌクレオ
チドは、スポッティング法を使用して、支持体と結合されるか、または合成され、ここで
は、モノマー溶液が、領域から領域へ移動するディスペンサー（例えば、インクジェット
）によって液滴が沈着される。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、例
えば、力学的な波によって作動されるディスペンサーを使用して支持体上にスポッティン
グされる。
【００６４】
増幅
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、一のプライマーがオリゴヌクレ
オチドの各々の末端に対応する（例えば、オリゴヌクレオチドの３’末端と相補的なもの
とオリゴヌクレオチドの５’末端と同一のもの）適切なプライマー対を使用することで増
幅され得る。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、５’増幅配列（例え
ば、５’ユニバーサル配列または５’共通増幅配列）および３’増幅配列（例えば、３’
ユニバーサル配列または５’共通増幅配列）によって隣接された中央（ｃｅｎｔｒａｌ）
または内部のアセンブリ配列（最終産物に組み込まれるように設計された、標的配列に対
応する）を含むように設計され得る。
【００６５】
　いくつかの実施形態において、合成オリゴヌクレオチドは５’および３’増幅配列に隣
接された中央アセンブリ配列を含み得る。中央アセンブリ配列はアセンブリされた核酸へ
の組み込みのために設計される。フランキング配列は、増幅のために設計され、アセンブ
リされた核酸に組み込まれることを意図しない。隣接する増幅配列は、同じ増幅配列を共
有するが、異なる中央アセンブリ配列を有する多くの異なるアセンブリオリゴヌクレオチ
ドを増幅するためにプライマー配列として使用され得る。いくつかの実施形態において、
増幅の後にアセンブリ配列だけを含むオリゴヌクレオチドを生成するためにフランキング
配列を除去する。
【００６６】
　隣接する増幅配列に対応する増幅プライマー（例えば、１０から５０ヌクレオチド長の
間、１５から４５ヌクレオチド長の間、約２５ヌクレオチド長など）は、オリゴヌクレオ
チドを増幅するために使用され得る（例えば、あるプライマーが３’増幅配列に相補的で
あり得、あるプライマーが、５’増幅配列と同じ配列であり得る）。いくつかの実施形態
において、異なる中央アセンブリ配列がある複数の異なるオリゴヌクレオチド（例えば、
５、１０、５０、約１００以上）が５’増幅配列と同一および３’増幅配列と同一であり
得る。これらのオリゴヌクレオチドをすべて、同じ反応で同じ増幅プライマーを使用する
ことで増幅できる。増幅配列はその後、増幅されたオリゴヌクレオチドからアセンブリ配
列だけを含むオリゴヌクレオチドを生成するためのいかなる適当な技術を使用することで
除去され得る。いくつかの実施形態において、増幅配列は、本明細書で詳細に説明される
ように、制限酵素によって除去される。
【００６７】
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは支持体に付着したままで増幅され
得る。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは増幅の前に支持体から除去ま
たは切断され得る。
【００６８】
　いくつかの実施形態において、方法は、テンプレートとして第一の複数の一本鎖オリゴ
ヌクレオチドを使用することにより鎖伸長反応で複数のオリゴヌクレオチドまたはポリヌ
クレオチドを合成することを含む。上述したように、オリゴヌクレオチドは、まず表面の
複数の別個の機構上で合成され得るか、または支持体の複数の機構に沈着され得る。いく
つかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは支持体に共有結合している。いくつかの
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実施形態において、第一の複数のオリゴヌクレオチドは固体表面に固定化される。いくつ
かの実施形態において、固体表面の各機構は異なるあらかじめ定義された配列（例えば、
１機構あたり約１０６～１０８個の分子）を有する高密度のオリゴヌクレオチドを含む。
支持体は少なくとも１００、少なくとも１，０００、少なくとも１０４、少なくとも１０
５、少なくとも１０６、少なくとも１０７、少なくとも１０８の機構を含み得る。いくつ
かの実施形態において、二本鎖オリゴヌクレオチドは、増幅の後に、より長い核酸構築物
を形成するために溶液で溶出され、および／または、エラー減少および／またはアセンブ
リに供され得る。
【００６９】
エラー減少
　いくつかの実施形態において、各々の断片は、生成された付着末端を処理する前に、ア
センブリおよび忠実度最適化され（例えば、本明細書に記載された１つ以上のアセンブリ
後の忠実度最適化技術を用いて）、エラーを含むオリゴヌクレオチド分子を除去する。配
列エラーは１つ以上のヌクレオチド欠失、付加、置換（例えば、塩基転換または転移）、
反転、重複、またはこれらのいかなる２つ以上の組み合わせを含み得る。オリゴヌクレオ
チドエラーはオリゴヌクレオチド合成の間に発生し得る。異なる合成技術は異なる誤りプ
ロフィールと頻度の傾向を有し得る。いくつかの実施形態において、誤り率は使用された
合成プロトコルによって、塩基あたり１／１０から１／２００までの誤りに変化し得る。
しかしながら、いくつかの実施形態において、より低いエラー率が達成され得る。また、
誤りの型は、使用された合成技術に依存し得る。例えば、いくつかの実施形態において、
チップを基にしたオリゴヌクレオチド合成は、カラムを基にした合成技術より比較的多く
の欠失をもたらし得る。
【００７０】
　本発明のいくつかの態様は、合成オリゴヌクレオチドが、ポリヌクレオチドをより長い
ポリヌクレオチド構築物にアセンブリするために設計され、使用される、ポリヌクレオチ
ドアセンブリ方法に関する。酵素的増幅または鎖伸長反応の間、連続したエラーは忠実に
模写される。結果として、この方法で合成されたポリヌクレオチド集団は、エラーのない
配列およびエラー傾向のある配列の両方を含む。いくつかの実施形態において、合成オリ
ゴヌクレオチドはオリゴヌクレオチド合成の間に導入されたエラーのため不正確な配列を
含み得るため、アセンブリまたは伸長の間に１つ以上の誤りを含むオリゴヌクレオチドを
組み込んでいるポリヌクレオチドを除去することは、有用であり得る。いくつかの実施形
態において、１個以上のアセンブリされたポリヌクレオチドが、それらがあらかじめ定義
された配列を含むかどうか決定するためにシークエンシングされ得る。この手順は、正し
い配列をもつ断片を同定することを許容する。他の実施形態において、他の技術がエラー
を含む核酸断片を除去するために使用され得る。そのような核酸断片は、新生の合成オリ
ゴヌクレオチドまたはアセンブリされた核酸ポリマーであり得る。アセンブリ手順が１つ
以上のラウンドのポリメラーゼ伸長（例えば、アセンブリ産物を増幅するためにアセンブ
リの間またはアセンブリ後に）を伴い得るので、エラーを含む核酸が両方の鎖（すなわち
、両方の鎖上の不正確な相補的ヌクレオチド、欠失、または付加）上にエラーを有する二
本鎖のホモ二本鎖であり得ることが理解されるべきである。ポリメラーゼ伸長の間に、エ
ラーを含む入力核酸はテンプレートとして機能し得、それにより相補的エラーを含む相補
鎖を生成する。ある実施形態において、二本鎖核酸断片または二本鎖の調製は、アセンブ
リの間に組み込まれる１つ以上の配列エラーを含む核酸ならびに正確なあらかじめ定義さ
れた配列を有する核酸の混合物を含むことが疑われ得る。「二本鎖」なる用語は、少なく
とも部分的に二本鎖である核酸分子をいう。「安定した二本鎖」は、特定のハイブリダイ
ゼーション条件のセットのもとで相補的配列にハイブリダイズされたままで比較的残存し
そうな二本鎖をいう。例示的な実施形態において、安定した二本鎖は、塩基対ミスマッチ
、挿入、または欠失を含まない二本鎖をいう。「不安定な二本鎖」は、ストリンジェント
な溶融など特定のハイブリダイゼーション条件のセットのもとで相補的配列にハイブリダ
イズされたままで比較的残存しそうにない二本鎖をいう。例示的な実施形態において、不
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安定な二本鎖は少なくとも１つの塩基対ミスマッチ、挿入、または欠失を含む二本鎖をい
う。本明細書で使用される、「ストリンジェンシー」なる用語は、核酸ハイブリダイゼー
ションが行われる、温度、イオン強度、および有機溶媒などの他の化合物の存在などの条
件に関して使用される。ハイブリダイゼーションのストリンジェンシーは、ハイブリダイ
ゼーション工程の間、温度、および／または、ハイブリダイゼーション溶液中の塩および
／またはホルムアミド濃度などの溶液化学特性などにより増加する。「高いストリンジェ
ンシー」条件で、核酸塩基対形成は相補的塩基配列の高い頻度を有する核酸断片の間だけ
に起こるであろう。ストリンジェント条件として、定められたイオン強度およびｐＨで特
定のポリヌクレオチド二本鎖が熱融点（Ｔｍ）より約５℃低い条件が選択され得る。相補
的なポリヌクレオチド鎖の長さおよびＧＣ含量は二本鎖のＴｍを決定し、その結果所望の
特異的なハイブリダイゼーションを得るために必要なハイブリダイゼーション条件を決定
する。Ｔｍはポリヌクレオチド配列の５０％が完全に一致する相補鎖にハイブリダイズさ
れる温度（定められたイオン強度およびｐＨ下で）である。ある場合には、ハイブリダイ
ゼーション条件のストリンジェンシーが特定の二本鎖に対してＴｍとほぼ等しくなるまで
増加することが望ましい場合がある。適切なストリンジェンシー条件は、当業者に知られ
ているか、または当業者が実験的に決定し得る。例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃ
ｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓ
ｏｎｓ，　Ｎ．Ｙ．　（１９８９），　６．３．１－１２．３．６；　Ｓａｍｂｒｏｏｋ
　ｅｔ　ａｌ．，　１９８９，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，　Ａ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ，
　Ｎ．Ｙ；　Ｓ．　Ａｇｒａｗａｌ　（ｅｄ．）　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　ｖｏｌｕｍｅ　２０；　Ｔｉｊｓｓｅｎ　（１９９３）　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ
　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｉｏｌｏｇｙ－ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ｎｕ
ｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｐｒｏｂｅｓ，　ｅ．ｇ．，　ｐａｒｔ　Ｉ　ｃｈａｐｔｅｒ　
２　”Ｏｖｅｒｖｉｅｗ　ｏｆ　ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉ
ｏｎ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｐｒｏｂ
ｅ　ａｓｓａｙｓ”，　Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋを参照。
【００７１】
　いくつかの実施形態において、配列エラーは二本鎖核酸変性させ、再アニーリングする
ことを含む技術を使用することにより除去され得る。いくつかの実施形態において、相補
的なエラーを含む核酸の一本鎖は、核酸調製において、各々が個々のエラーを含む核酸が
、同じ位置で正しい配列を有する核酸より低頻度で存在しているならば、共に再アニーリ
ングしそうもないであろう。むしろ、エラーを含む一本鎖はエラーのない相補鎖または１
つ以上の異なるエラーまたは他の位置にエラーを有する相補鎖と再アニーリングするであ
ろう。結果として、エラーを含む鎖は、最終的に再アニーリング反応産物中のヘテロ二本
鎖分子の形となるであろう。エラーのない核酸鎖はエラーを含む鎖または他のエラーのな
い鎖と再アニーリングし得る。再アニーリングされたエラーのない鎖は、再アニーリング
された試料中でホモ二本鎖を形成する。従って、核酸断片の再アニーリングされた調製物
からヘテロ二本鎖分子を除去することにより、エラーを含む核酸の量または誤り率を、減
少できる。
【００７２】
　ヘテロ二本鎖形成はそれゆえ、異なる集団からの核酸鎖が完全な一致およびミスマッチ
含有二本鎖が形成できるように他方とハイブリダイズされる、シャッフリングとして理解
される工程を経て起こる。ヘテロ二本鎖を除去するための適切な方法は、クロマトグラフ
ィー、電気泳動、二本の鎖の間にミスマッチ配列を有する二本鎖ＤＮＡと優先的に結合す
るヘテロ二本鎖分子との選択的な結合を含む。「ミスマッチ」または「塩基対のミスマッ
チ」なる用語は、ワトソンおよびクリックの塩基対形成ルールによる核酸を通常形成しな
い塩基対の組み合わせを示す。例えば、ＤＮＡで一般的に見出される塩基、すなわち、ア
デニン、グアニン、シトシンおよびチミジン、についていうと、塩基対のミスマッチは通
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常ＤＮＡで見出されるＡ－ＴおよびＧ－Ｃの組み合わせ以外のそれらの塩基の組み合わせ
である。本明細書に記載されるように、ミスマッチは、例えばシトシン残基が適切な対パ
ートナーであるグアニンとは対照的に、別のシトシンの反対側で見出されることを意味す
るＣ／Ｃ、として示される。
【００７３】
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチド調製物は、本明細書にさらに詳細に
説明されるように、エラーを含む分子を除去するために選択されるか、またはスクリーニ
ングされ得る。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、本明細書に記載さ
れるように、ミスマッチ結合剤を使用することでエラー修正され得る。
【００７４】
　一の態様において、本発明は、固体支持体上で高忠実度ポリヌクレオチドを製造する方
法に関する。合成ポリヌクレオチドは、少なくとも約１、２、３、４、５、８、１０、１
５、２０、２５、３０、４０、５０、７５または１００キロベース（ｋｂ）または１メガ
ベース（ｍｂ）であるか、またはそれより長い。例示的な実施形態において、合成ポリヌ
クレオチドの組成物は、エラーのない、少なくとも約１％、２％、３％、４％、５％、６
％、７％、８％、９％、１０％、１５％、２０％、２５％、５０％、６０％、７０％、８
０％、９０％、９５％またはそれ以上のコピーを含有する（例えば、あらかじめ定義され
た配列から逸脱しない配列を有する）。エラーのないコピーのパーセントは、正しい、例
えば、あらかじめ定義されたか、または所定の配列を有するよう意図された組成物中のポ
リヌクレオチドのコピーの総数と比較した、組成物中のエラーのないコピーの数に基づく
。
【００７５】
　本発明のいくつかの態様は、高忠実度ポリヌクレオチドアセンブリのためのオリゴヌク
レオチドの設計に関する。本発明の態様は、核酸アセンブリ手順の処理能力速度を高める
、および／または正しくアセンブリされた核酸配列を作製するために使用されるステップ
数または試薬の量を低減するために有用であり得る。ある実施形態において、本発明の態
様は、自動化された核酸アセンブリの文脈において、各々正しい核酸配列のアセンブリに
必要なステップの時間、数、試薬の量およびその他の因子を低減するために有用であり得
る。したがって、これらおよびその他の本発明の態様は、１つ以上の核酸アセンブリ手順
の費用および時間を低減するために有用であり得る。
【００７６】
一本鎖突出
　本発明のいくつかの態様において、アセンブリされる核酸断片は、重複する相補的配列
を有するように設計される。いくつかの実施形態において、核酸断片は、３’および／ま
たは５’一本鎖突出をもつ二本鎖核酸断片である。これらの突出は、異なる核酸断片の相
補的な付着末端にアニーリングできる付着末端であり得る。本発明の態様によると、２個
の核酸断片の相補的配列（および、特に相補的付着性末端）の存在はそれらの共有結合ア
センブリを促進する。いくつかの実施形態において、異なる重複した相補的一本鎖付着末
端をもつ複数の核酸断片がアセンブリされ、アセンブリされた核酸産物における順番は、
各々の断片の付着末端の同一性により決定される。例えば、核酸断片は、第一の核酸が、
ベクターの第一の付着末端と相補的な第一の付着末端および第二の核酸の第一の付着末端
と相補的な第二の付着末端を有するように設計され得る。第二の核酸の第二の付着末端は
、第三の核酸の第一の付着末端と相補的であり得る。第三の核酸の第二の付着末端は、第
四の核酸の第一の付着末端と相補的であり得る。最初から二番目の核酸の第二の付着末端
に相補的であり得る第一の付着末端を有する最終的な核酸を経るなど。
【００７７】
　ある実施形態において、隣接している核酸断片の間で重複する相補的な領域は、核酸断
片の一意的なアラインメント（例えば、断片の選択または設計されたアラインメント）の
アセンブリを十分に促進できる程度（例えば、熱力学的な支持）に異なるように設計（ま
たは、選択）される。異なる長さの重複領域が使用され得ることが理解されるべきである
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。いくつかの実施形態において、より大きい数の核酸断片がアセンブリされるとき、より
長い付着末端が使用され得る。より長い付着末端は、正しい付着末端アニーリング（例え
ば、お互いにアニーリングされるように設計された付着末端に関する）および不正確な付
着末端アニーリング（例えば、非相補的な付着末端の間）を区別する、十分に区別可能な
配列をより柔軟に設計または選択することを提供し得る。
【００７８】
　いくつかの実施形態において、異なる核酸断片間の２つ以上の相補的付着末端の対は、
類似または同一の付着末端を有する断片の比較的無作為な配列（および／または数）を含
む産物のアセンブリを促進するために、同一または類似の配列を有するように設計または
選択され得る。このことは、異なる配列アレンジメントをもつ核酸産物のライブラリ、お
よび／または、異なるコピー数の、ある一定の内部配列領域を発生させることに役立ち得
る。
【００７９】
　いくつかの実施形態において、最終的な核酸の第二の付着末端ベクターの第二の付着末
端と相補的であり得る。本発明の態様によると、この方法は、あらかじめ定義された線形
順序（例えば、第一、第二、第三、第四、、、最終）でアセンブリされた核酸断片を含む
ベクターを生成させるために使用され得る。いくつかの実施形態において、各々２個の終
端核酸断片（例えば、アセンブリ産物の各端の末端断片）が、ベクター（例えば、直鎖ベ
クター）の付着末端と相補的な付着末端を有するように設計され得る。これらの付着末端
は直鎖ベクターの同じ相補的末端配列にアニーリングできる同じ付着末端であり得る。し
かしながら、いくつかの実施形態において、末端断片上の付着末端は異なっており、ベク
ターは、一方が直鎖ベクターの各々の末端であり、各々末端断片付着末端の一つと相補的
である、異なる２つの付着末端を含む。従って、ベクターは、それらの各々がアセンブリ
された核酸断片の一端と相補的である２つの付着末端を有する線状化プラスミドであり得
る。
【００８０】
　本発明のある態様は、一本鎖突出をもつ二本鎖核酸に関する。突出は、いかなる適当な
技術を使用することにより生成し得る。いくつかの実施形態において、二本鎖核酸断片（
例えば多重アセンブリでアセンブリされた断片）、は適切な制限酵素で消化され、末端の
一本鎖突出を生成し得る。いくつかの実施形態において、アセンブリ産物内でお互いに隣
接するように設計されている断片は、同じ酵素によって、相補的な突出を露出するように
消化され得る。いくつかの実施形態において、突出は、ＩＩＳ型制限酵素を使用して生成
され得る。ＩＩＳ型制限酵素は、認識部位と呼ばれる１つの部位の二本鎖核酸に結合する
酵素であり、認識部位の外で単一の二本鎖切断を作成する。切断部位と呼ばれる二本鎖切
断は、通常、認識部位から０－２０塩基離れて位置する。認識部位は通常、約４～７ｂｐ
長である。すべてのＩＩＳ型制限酵素は少なくとも部分的に非対称な認識を示す。非対称
な認識は、核酸の各々の鎖において、５’３’認識配列が異なることを意味する。酵素活
性もまた、切断部位が認識部位の片面だけに位置することを意味する極性を示す。それゆ
え、一般に、それぞれの認識部位に対応するただ１つの二本鎖切断がある。いくつかの酵
素は平滑末端を生成するが、一般に、切断は５’または３’末端で１－５ヌクレオチドの
一本鎖の突出を生成する。いくつかの場合に一本鎖の突出を生成するものが生産されるが
、いずれの切断も本発明の文脈において有用である。これまで、約８０のＩＩＳ型酵素が
同定されている。好適な例として、ＢｓｔＦ５　Ｉ、ＢｔｓＣ　Ｉ、ＢｓｒＤ　Ｉ、Ｂｔ
ｓ　Ｉ、Ａｌｗ　Ｉ、Ｂｃｃ　Ｉ、ＢｓｍＡ　Ｉ、Ｅａｒ　Ｉ、Ｍｌｙ　Ｉ（平滑）、Ｐ
ｌｅ　Ｉ、Ｂｍｒ　Ｉ、Ｂｓａ　Ｉ、ＢｓｍＢ　Ｉ、Ｆａｕ　Ｉ、Ｍｎｌ　Ｉ、Ｓａｐ　
Ｉ、Ｂｂｓ　Ｉ、ＢｃｉＶ　Ｉ、Ｈｐｈ　Ｉ、Ｍｂｏ　ＩＩ、ＢｆｕＡ　Ｉ、ＢｓｐＣＮ
　Ｉ、ＢｓｐＭ　Ｉ、ＳｆａＮ　Ｉ、Ｈｇａ　Ｉ、ＢｓｅＲ　Ｉ、Ｂｂｖ　Ｉ、Ｅｃｉ　
Ｉ、Ｆｏｋ　Ｉ、ＢｃｅＡ　Ｉ、ＢｓｍＦ　Ｉ、ＢｔｇＺ　Ｉ、ＢｐｕＥ　Ｉ、Ｂｓｇ　
Ｉ、Ｍｍｅ　Ｉ、ＢｓｅＧ　Ｉ、Ｂｓｅ３Ｄ　Ｉ、ＢｓｅＭ　Ｉ、ＡｃｌＷ　Ｉ、Ａｌｗ
２６　Ｉ、Ｂｓｔ６　Ｉ、ＢｓｔＭＡ　Ｉ、Ｅａｍｌ１０４　Ｉ、Ｋｓｐ６３２　Ｉ、Ｐ
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ｐｓ　Ｉ、Ｓｃｈ　Ｉ（平滑）、Ｂｆｉ　Ｉ、Ｂｓｏ３１　Ｉ、ＢｓｐＴＮ　Ｉ、Ｅｃｏ
３１　Ｉ、Ｅｓｐ３　Ｉ、Ｓｍｕ　Ｉ、Ｂｆｕ　Ｉ、Ｂｐｉ　Ｉ、ＢｐｕＡ　Ｉ、Ｂｓｔ
Ｖ２　Ｉ、ＡｓｕＨＰ　Ｉ、Ａｃｃ３６　Ｉ、Ｌｗｅ　Ｉ、Ａａｒ　Ｉ、ＢｓｅＭ　ＩＩ
、ＴｓｐＤＴ　Ｉ、ＴｓｐＧＷ　Ｉ、ＢｓｅＸ　Ｉ、ＢｓｔＶｌ　Ｉ、Ｅｃｏ５７　Ｉ、
Ｅｃｏ５７Ｍ　Ｉ、Ｇｓｕ　Ｉ、およびＢｅｇ　Ｉが挙げられるが、これらに限定される
ものではない。そのような酵素およびそれらの認識および切断部位に関する情報は、Ｎｅ
ｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ（Ｉｐｓｗｉｃｈ，　Ｍａｓｓ．，　Ｕ．Ｓ．Ａ．
）などの供給業者から利用可能である。
【００８１】
　いくつかの実施形態において、商業的な、または、操作された制限酵素が使用され得る
。いくつかの実施形態において、より長い突出長を生成するためにＩＩＳ型制限酵素を設
計し、操作できる。より長い一本鎖突出を生成するための制限酵素の設計および操作は、
多数のオリゴヌクレオチドの接合が、より長い核酸構築物を共に形成することを許容でき
る。例えば、４個のヌクレオチドの一本鎖突出を生成するＢｓａＩは、５または６以上の
一本鎖突出を生成するために操作できる。そのような操作されたＢｓａＩによって生成さ
れた一本鎖突出長の増加は、接合できる、１７個の核酸またはオリゴヌクレオチドの理論
的限界を増加させることができる。
【００８２】
　いくつかの実施形態において、核酸アセンブリのために設計された複数の核酸断片の各
々が、各端にＩＩＳ型制限部位を有し得る。ＩＩＳ型制限部位は、切断部位が認識配列に
対して内部となるように配置され得る。結果として、酵素消化は、内部配列（例えば、内
部配列内の突出）を露出して、末端から認識配列を除去する。したがって、同じＩＩＳ型
部位は、アセンブリのために調製される核酸断片すべての両端に使用され得る、および／
または適切なベクターを直鎖化するために用いられ得る。しかしながら、異なるＩＩＳ型
部位も使用され得る。それぞれアセンブリされた産物中で隣接するように設計された２つ
の断片が、同一の重複末端配列および、制限酵素消化の際に重複配列内で相補的な突出を
露出するために適切に配置されるフランキングＩＩＳ型部位を含み得る。したがって、複
数の核酸断片が異なる相補的な突出と共に生成され得る。核酸断片の各端の制限部位は、
適切なＩＩＳ型酵素の消化が制限部位を除去し、アセンブリされた核酸産物内で隣接する
ように設計された核酸断片の一本鎖領域に相補的な一本鎖領域を露出するように位置し得
る。いくつかの実施形態において、２つの末端核酸断片の各々の一端は、直鎖化ベクター
核酸の一本鎖突出に相補的な一本鎖突出（例えば、適切な制限酵素での消化の後）を有す
るように設計され得る。したがって、得られる核酸断片およびベクターは、宿主細胞に直
接的に形質転換され得る。あるいは、核酸断片およびベクターは、宿主細胞の形質転換へ
の利用に先立って、相補的配列のハイブリダイゼーションおよびアニーリングを促進する
ためにインキュベートされ得る。ベクターが本明細書に記載された技術のいずれか一つま
たは末端核酸断片の一つの端に相補的であろう一本鎖突出を生成するいかなる他の適切な
技術を使用して作製され得ることが理解されるべきである。
【００８３】
　ＩＩ型または部位特異的制限酵素でのＤＮＡの酵素消化は、典型的に４から６ヌクレオ
チドの突出を生成する。これらの短い付着末端は相補的な末端を含む２個の核酸断片をラ
イゲーションするために十分であり得る。しかしながら、複数の核酸断片を結合させると
き、より長い相補的な付着末端は、アセンブリを容易にし、特異性を確実にするために好
ましいであろう。例えば、付着末端は、類似した付着末端間の誤対合を防ぐか、または減
少させるために十分な異なる配列を有する程度の長さであり得る。しかしながら、それら
の長さは類似の付着配列間の誤対合を安定できる程度に長くはないことが好ましい。いく
つかの実施形態において、約９から約１５個の塩基長が使用され得る。しかしながら、い
かなる適当な長さが、付着末端を生成するために使用される領域に選択され得る。特異性
の重要度は、同時にアセンブリされるであろう異なる断片の数に依存し得る。また、誤対
合領域の安定化を避けるために必要な適切な長さは、異なる付着末端をアニーリングする
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ために使用される条件に依存し得る。
【００８４】
リガーゼベースのアセンブリ
　リガーゼベースのアセンブリ技術は、隣接する３’および５’核酸末端（例えば、３’
末端が、５’末端と直接隣接するよう、相補的鋳型核酸上でアニーリングされた核酸（単
数または複数）の５’リン酸および３’ヒドロキシル）の共有結合を触媒できる１種また
は複数の適したリガーゼ酵素を含み得る。したがって、リガーゼは、第一および第二の核
酸が鋳型核酸上で隣同士がアニーリングされる場合に、第一の核酸の５’リン酸と第二の
核酸の３’ヒドロキシル間のライゲーション反応を触媒し得る。リガーゼは、組換えまた
は天然供給源から得ることができる。リガーゼは、熱安定性リガーゼであり得る。いくつ
かの実施形態において、好熱性生物から得られた熱安定性リガーゼが使用され得る。熱安
定性ＤＮＡリガーゼの例として、限定されるわけではないが：Ｔｔｈ　ＤＮＡリガーゼ（
例えば、ＥｕｒｏｇｅｎｔｅｃおよびＧｅｎｅＣｒａｆｔから入手可能であるサーマス・
サーモフィラス（Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）由来の）；Ｐｆｕ　ＤＮ
Ａリガーゼ（パイロコッカス・フリオサス（Ｐｙｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆｕｒｉｏｓｕｓ）
由来の超好熱性リガーゼ）；Ｔａｑ　リガーゼ（サーマス・アクアティカス（Ｔｈｅｒｍ
ｕｓ　ａｑｕａｔｉｃｕｓ）由来の）、任意のその他の適した熱安定性リガーゼまたはそ
れらの任意の組合せが挙げられる。いくつかの実施形態において、１種以上の低温リガー
ゼが使用され得る（例えば、Ｔ４　ＤＮＡリガーゼ）。低温リガーゼは、高温では安定で
ない可能性がある、短い突出（例えば、約３、約４、約５または約６塩基の突出）にとっ
て有用であり得る。
【００８５】
　いくつかの実施形態において、リガーゼは、形成された所望ではないライゲーション産
物を最小化するために、より大きい特異性を有するように設計され、操作され得る。いく
つかの実施形態において、リガーゼは、タンパク質と結合して使用され得るか、または核
酸分子とリガーゼの相互作用を容易にすること、および／またはライゲーションの特異性
を増加させること、ができるタンパク質と融合され得る。
【００８６】
　非酵素技術を使用して、核酸をライゲーションすることもできる。例えば、酵素を使用
することなく（例えば、リガーゼを使用せず）、１種以上の核酸の５’末端（例えば、５
’リン酸基）および３’末端（例えば、３’ヒドロキシル）を一緒に共有結合し得る。い
くつかの実施形態において、非酵素技術は、酵素ベースのライゲーションを上回る特定の
利点を提供し得る。例えば、非酵素技術は、核酸基質中の非天然ヌクレオチド類似体の高
い耐性を有し得、短い核酸基質をライゲーションするのに使用でき、ＲＮＡ基質をライゲ
ーションするのに使用でき、および／またはより安価なおよび／または特定の自動化（例
えば、高処理）適用により適したものであり得る。したがって、化学的ライゲーションを
使用して、第一の核酸末端の５’末端と第二の核酸末端の３’末端間の共有結合を形成し
てもよく、ここで、第一および第二の核酸末端は、単一の核酸の末端または別々の核酸の
末端であり得る。一態様では、化学的ライゲーションは、連結形成を容易にするか、また
は促進する１種以上の化学的反応部分を含む、修飾された末端（例えば、修飾された５’
および／または３’末端）を有する少なくとも１種の核酸基質を含み得る。いくつかの実
施形態において、化学的ライゲーションは、１種以上の核酸末端が密接して一緒になる場
合に（例えば、末端が、相補的核酸配列間のアニーリングのために一緒になる場合に）起
こる。したがって、相補的３’または５’突出（例えば、二本鎖核酸の制限酵素切断によ
って生じた突出）間または３’末端が５’末端と密接に接近される相補的核酸の任意の組
合せ間のアニーリング（例えば、核酸が相補的鋳型核酸とアニーリングされると、３’お
よび５’末端が互いに隣接する）は、鋳型による（ｔｅｍｐｌａｔｅ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ
）化学的ライゲーションを促進し得る。化学反応の例は、これらに限定されないが、縮合
、還元および／または光化学的ライゲーション反応を含み得る。当然のことではあるが、
いくつかの実施形態において、化学的ライゲーションを使用して、天然に存在するホスホ
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ジエステルヌクレオチド間連結、天然に存在しないホスファミドピロホスフェートヌクレ
オチド間連結および／またはその他の天然に存在しないヌクレオチド間連結を生成するこ
とができる。
【００８７】
　同時の、共通オリゴヌクレオチド配列の酵素的除去および処理オリゴヌクレオチドのよ
り長い構造物へのライゲーション
　図２は本発明の一の実施形態により核酸をアセンブリするための方法を示す。いくつか
の実施形態において、方法は同時の、共通オリゴヌクレオチド配列の酵素的除去および処
理オリゴヌクレオチドのより長い構造物へのライゲーションを含む。いくつかの実施形態
において、本明細書に記載されるように、オリゴヌクレオチドはＰＣＲで増幅され、エラ
ー修正される。共通プライマー（増幅）配列（２０）、および構築物特異的ペイロードま
たは内部配列領域（３０）で構成される増幅オリゴヌクレオチド（１０）は、適切な制限
酵素（４０）によって処理される。いくつかの実施形態において、第一および最終のオリ
ゴヌクレオチドは標的構築物の増幅のためのユニークなプライマー配列（２５）を含む。
制限エンドヌクレアーゼは、すべてのオリゴヌクレオチド（５０）により共有された末端
共通領域（本明細書において増幅領域またはプライマー認識配列としても参照される）の
切断を、末端一本鎖ＤＮＡ配列（６０）と内部領域（本明細書において遊離ペイロードと
しても参照される）を残して促進する。いくつかの実施形態において、制限酵素はＩＩＳ
型制限酵素である。これらの一本鎖配列は、多数のオリゴヌクレオチドのあらかじめ定義
された配列（７０）への直線配置を許容する、一のオリゴヌクレオチドの他のものとの特
異的な相互作用を命令するように設計される。したがって、末端一本鎖ＤＮＡ配列はオリ
ゴヌクレオチドの適切な相互作用を正しい順番に向けることができ、それによりリガーゼ
酵素（８０）は、最終的な標的核酸構築物（９０）または中間核酸構築物を生成させる、
個々のオリゴヌクレオチドの接合を触媒する。
【００８８】
　当業者は、元の共通配列が共にライゲーションして戻されると（例えば、（６０）に相
補的な末端配列を用いる（５０））、制限エンドヌクレアーゼの存在は、それが再度切断
されて自由末端（６０）を発生させ得ることを確実にし得る。しかしながら、制限エンド
ヌクレアーゼの選択のために、適切にライゲーションされた接合点（例えば、１’および
２’の間）は、制限部位として認識されず、元に戻されないであろう。反応は自然に所望
の産物（９０）に向かうように駆動されるべきである
【００８９】
　いくつかの実施形態において、処理の変形は、共通配列除去に使用される制限部位が、
現在は合成される遺伝子の一部であり得ることを認識する。この制限の除去は、遺伝子合
成法の再帰的な（階層的な）適用が、より長い核酸配列（図４で示されるような）を構築
することを許容する。除去とライゲーションが別々の段階で実施される以前の方法論では
、この設計は、部分的にサイズ選択に基づく、除去とライゲーションの間の精製段階の必
要性のために許容されなかった。そのような方法論では、所望の標的配列の切断断片は、
精製の間に失われる場合があり、所望の標的配列を構築できない結果となった。いくつか
の実施形態において、本発明の同時の除去およびライゲーション段階を使用して、それら
の切断配列は、連続的に切断および再ライゲーションされ、いくつかの対象となる標的配
列の存在をもたらすであろう。所望の配列の量は、いくつかの実施形態において、制限酵
素およびリガーゼの相対的な活性の調整に依存され得る。
【００９０】
　図４で示されるように、オリゴヌクレオチドセット（３１０）および（３１１）から遺
伝子合成断片（３９０）および（３９１）をアセンブリできる。オリゴヌクレオチドセッ
トは、同じ同時の消化およびライゲーション工程（その後の増幅を伴う）を使用すること
で遺伝子合成断片（３９０）および（３９１）を接合できるように、適合する制限酵素部
位（３４０）で設計され得る。いくつかの実施形態において、２番目のラウンドは、第二
の制限酵素を使用する、制限酵素部位（３４０）で設計され得る。しかしながら、これは
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処理において複数の酵素を使用する複雑さのため望ましくない場合がある。加えて、同時
の消化およびライゲーションがなければ、さらに、合成できる遺伝子を抑制して、２つの
制限酵素の使用は標的配列からの２つの制限酵素部位を許容しない結果を生じるであろう
。
【００９１】
　また図４を参照すると、核酸断片（３９０）はプライマー（３２５）を使用することで
増幅でき、核酸断片（３９１）はプライマー（３２６）を使用することで増幅できる。核
酸断片はその後、結合した核酸断片（３９２）を作成するために共に混合され、以前の合
成段階と同様に処理され得て、ここで、制限部位（３４０）は以前のラウンドにおける部
位（３５０）と同様の手順で働く。結合した標的配列（３９２）は、（３２５）からの５
’プライマーおよび（３２６）からの３’プライマーを使用することで増幅できる。
【００９２】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載された方法により階層的アセンブリが使
用され得る。当業者は、本発明の方法が、最初のラウンドにおける核酸断片の数と、その
後のラウンドにおける核酸断片の数が同一にできるように、複数の核酸断片に拡張可能で
あることを理解するであろう。階層的な組立法は、非常に大きい標的が比較的少数のラウ
ンドで構築されることを許容する、幾何学的であり得る。例えば、１０００ベース（１ｋ
ｂｐ）の標的配列が、プール（３１０）または（３１１）の１つから構築できる。（３９
０）または（３９１）と同様の１０個の核酸断片の第二のラウンドは１０ｋｂｐ塩基標的
核酸配列をもたらすであろう。１０ｋｂｐｓ核酸配列を用いる第三のラウンドは、元の１
００の源のプール由来の１００ｋｂｐ標的核酸配列をもたらすであろう。
【００９３】
　いくつかの実施形態において、複数のアセンブリ反応が別々のプールで行われ得る。ア
センブリ反応からのアセンブリ構築物はさらに長い核酸配列を形成するためにともに混合
され得る。いくつかの実施形態において、階層的なアセンブリが、所望の順序で結合し得
る付着末端を形成するために制限酵素を使用して実施され得る。構築オリゴヌクレオチド
は、特定の順序で結合することを促進する部位での１つ以上の制限酵素のための認識およ
び切断部位を含むように設計および合成され得る。いくつかの実施形態において、１つ以
上のＩＩＳ型エンドヌクレアーゼ認識部位が、ＩＩＳ型制限酵素での切断を可能にするた
めに、構築オリゴヌクレオチドの末端に組み込まれ得る。結合の順序は相補的な付着末端
のハイブリダイゼーションで決定できる。
【００９４】
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドの第一のプールは３’末端に追加の
制限酵素認識部位を有するように設計された３’末端オリゴヌクレオチドを含み、オリゴ
ヌクレオチドの第二のプールは５’末端に追加の制限酵素認識部位を有するように設計さ
れた５’末端オリゴヌクレオチドを含む。いくつかの実施形態において、制限酵素は同一
である。各々のプールにおけるオリゴヌクレオチドのアセンブリの後に、２つのアセンブ
リ構築物は本明細書に記載の方法により、制限酵素およびリガーゼに供することができる
。
【００９５】
　当業者は、合成の利用可能なアセンブリ空間が本発明の態様により、（幾何学上）抜本
的に改良されることを理解するであろう。以前は、２倍の配列サイズ（２ｎ）、２倍の数
のオリゴヌクレオチドの構築物を生成することが必要であった。例えば、構築物（３９０
）を生成させるために、２倍の数のオリゴヌクレオチド（３１０）が必要であり、その結
果、２倍の数の、互換性のある一本鎖末端（３６０）必要であった。図４に示された方法
を使用すると、（３１０）および（３１１）のための接合点は接合点（３４０）との互換
性が必要であるだけであり、その結果、ただ１つの追加の接合点を使用するだけで、２倍
のサイズの核酸のアセンブリを可能にする。したがって、オリゴヌクレオチド（３１０）
および（３１１）に干渉性または非互換性末端がある場合、それらは本明細書に記載され
た方法（消化（３４０）およびライゲーション）で、標的核酸を作成するために結合され
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得るが、単にオリゴヌクレオチドプール（３１０）および（３１１）を一緒に混合するこ
とのみによっては可能とならないであろう。
【００９６】
　オリゴヌクレオチドの同時処理および標的構築物へのアセンブリおよびプラスミドへの
同時の挿入の変形例は図３に示される。プラスミド、ｐＧ９－１（配列番号：１）の詳細
は図５に示される。プラスミドは、制限酵素（この場合ＢｓａＩ）が２つの位置でプラス
ミドを切断し、定められた一本鎖配列（図５、反転テキスト）を残すことを許容する制限
酵素認識部位（下線テキスト、図５）を含む。図３を参照すると、プラスミド（１００）
（例えばｐＧ９－１）は本明細書に記載されるようにあらかじめ増幅およびエラー修正さ
れたオリゴヌクレオチドの混合物（１１０）を含むプールに導入される。いくつかの実施
形態において、これらのオリゴヌクレオチド配列（１１０）は特定の制限エンドヌクレア
ーゼ（１４０）によって認識される共通配列（１２０）を有し得る。いくつかの実施形態
において、プラスミド（１３０））は、同じ制限エンドヌクレアーゼ（１４０）により認
識される配列を有し得る。これらの配列での制限エンドヌクレアーゼ（１４０）の作用は
、オリゴヌクレオチド（（３１０）、（３１１））、およびプラスミド（１５０）からの
共通配列の除去をもたらし、一本鎖ＤＮＡ配列（１６０）を露出する。いくつかの実施形
態において、制限酵素はＩＩＳ型制限酵素であり得る。いくつかの実施形態において、一
本鎖配列は、多数のオリゴヌクレオチドを定められた配列に配置し、この順序付けされた
オリゴヌクレオチド配列（１７０）をプラスミド（１００）に導入することを許容する、
１つのオリゴヌクレオチドと他のものとの特異的相互作用を行うように設計される。いく
つかの実施形態において、リガーゼ（１８０）酵素は個々のオリゴヌクレオチドの共有結
合を触媒する。最終産物は、オリゴヌクレオチド（１９０）の結合に由来する特定された
構築物を含むプラスミド（例えば、ｐＧ９－１）である。このプラスミド（１９０）は、
その後細菌の形質転換に用いられ、配列照合され得る。
【００９７】
　本発明の態様は、本発明の方法によりアセンブリされた構築物の配列照合に関する。構
築物の配列照合は図６に示される。この方法では、多くの構築物（２００、Ｃ１からＣ４
）は、図３に示されるように生成され、細菌の形質転換に用いられる。プラスミドＤＮＡ
を含む形質転換細胞は、選択に適切な抗生物質抵抗性を使用することで、固相増殖プレー
ト上（２１０）で選択できる。増殖の後に、それぞれの構築物プレート（２２０）からの
１つの、単一コロニーが選択およびプールされ、各々のプールが各々の構築物の１つのコ
ピーを含む、構築物のプールを生成する。いくつかの実施形態において、プールの数は完
全な配列をもつ構築物を同定するためにシークエンシングされた個々の構築物の数に依存
し得る。図６に示されるように、４つの構築物の４つのプールが生成され、各々４つの構
築物の分析を許容する。プラスミドＤＮＡはその後、プールされた材料（２３０）から調
製できる。プラスミドＤＮＡ分子の各々のプールはその後、シークエンシングのために調
製できる。この調製は、ＤＮＡのより小さい断片への切断、および例えば次世代高処理シ
ークエンシングを用いる、シークエンシングに必要な共通配列の付着をもたらす。生成さ
れた４つのプールの各々に特有のＤＮＡの小片は、これらの共通配列の中に含まれている
。これらの特有のＤＮＡは、各々シークエンシングされた構築物がどのプールに由来する
かを識別することを許容する。正しい配列の構築物は、その後初期細菌増殖プレートに戻
し、所望の構築物をもつプラスミドを含む対応するコロニーを再増殖することにより回収
できる。
【００９８】
ベクターおよび宿主細胞
　本発明がそのように限定されないように、いかなる適当なベクターが使用され得る。例
えば、ベクターはプラスミド、細菌ベクター、ウイルスベクター、ファージベクター、昆
虫ベクター、酵母ベクター、哺乳類ベクター、ＢＡＣ、ＹＡＣ、またはいかなる他の適当
なベクターであり得る。いくつかの実施形態において、ベクターは、ただ１つの型の生物
の中だけで複写されるベクター（例えば、細菌、酵母、昆虫、哺乳類など）、または、た
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だ一つの種だけで複写されるベクターであり得る。いくつかのベクターは、広い宿主範囲
を有し得る。いくつかのベクターは、異なる生物中で機能的である、異なる機能的配列（
例えば、起源または複製、選択可能なマーカーなど）を有し得る。これらは、２つの異な
る型の生物の間（例えば、細菌と哺乳類、酵母と哺乳類などの間など）でベクター（およ
び、ベクターにクローニングされるいかなる核酸断片）を往復させるために使用され得る
。いくつかの実施形態において、使用されたベクターの型は、選択される宿主細胞の型に
よって決定され得る。
【００９９】
　ベクターが、形質転換細胞が選択的に増殖でき、ベクターが単離でき、いかなる挿入が
、それが所望のアセンブリされた核酸を含むかどうか決定するために特徴づけられるよう
に、選択可能なマーカー（例えば、抗生物質耐性など）などの検出可能なマーカーをコー
ドし得ることが理解されるべきである。挿入は、いかなる適当な技術（例えば、サイズ分
析、制限断片分析、シークエンシングなど）を使用することで特徴付けられ得る。いくつ
かの実施形態において、正しくアセンブリされた核酸によってコードされると予測された
機能が、宿主細胞の中で発現されるかどうか測定することによって、ベクター中の正しく
アセンブリされた核酸の存在がアッセイされ得る。
【０１００】
　いくつかの実施形態において、核酸挿入を含むベクターが導入された宿主細胞は、正し
い（例えば、設計された）末端の核酸断片がベクターにクローニングされたかどうかにつ
いてのみ機能的な１つ以上の追加の検出可能なまたは選択可能なマーカーを使用すること
により、選択または濃縮され得る。
【０１０１】
　従って、宿主細胞は、ベクターにコードされた１つ以上の薬物耐性マーカーの選択を許
容するため（またはベクターにコードされた１つ以上の検出可能なマーカーの検出を許容
するため）、適切な表現型を有するべきである。しかしながら、いかなる適当な宿主細胞
が使用され得る（例えば、原核、真核、細菌、酵母、昆虫、哺乳類など）。例えば、宿主
細胞は細菌細胞（例えば、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）、枯草菌（Ｂａ
ｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、マイコバクテリウム属（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕ
ｍ　ｓｐｐ）、マイコバクテリウム・ツベルクローシス（Ｍ．　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉ
ｓ）、または他の適当な細菌細胞）、酵母（例えば、サッカロマイセス属（Ｓａｃｃｈａ
ｒｏｍｙｃｅｓ　ｓｐｐ）、ピチア属（Ｐｉｃｃｈｉａ　ｓｐｐ）、カンディダ属（Ｃａ
ｎｄｉｄａ　ｓｐｐ）または他の適当な酵母、例えば、サッカロマイセス・セレビシエ（
Ｓ．　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）、カンディダ・アルビカンス（Ｃ．　ａｌｂｉｃａｎｓ）
、サッカロマイセス・ポンベ（Ｓ．　ｐｏｍｂｅ）など）、アフリカツメガエル細胞、マ
ウス細胞、サル細胞、ヒト細胞、昆虫細胞（例えば、ＳＦ９細胞およびショウジョウバエ
（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ）細胞）、虫細胞（例えば、カエノラブディティス属（Ｃａｅｎ
ｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　ｓｐｐ））、植物細胞、または他の適当な細胞、また例えば、ト
ランスジェニックまたは他の組換え細胞株、であり得る。加えて、チャイニーズハムスタ
ー卵巣細胞（ＣＨＯ）など、多くの異種細胞株が使用され得る。
【０１０２】
増幅
　本発明の態様は、合成核酸の製造および／または使用を含むさまざまな適用にとって有
用であり得る。本明細書に記載されるように、本発明は、増加した効率で合成核酸をアセ
ンブリするための方法を提供する。得られたアセンブリされた核酸は、インビトロ（ｉｎ
　ｖｉｔｒｏ）で（例えば、ＰＣＲ、ＬＣＲまたは任意の適した増幅技術を使用して）増
幅され、インビボ（ｉｎ　ｖｉｖｏ）で増幅され（例えば、適したベクターへのクローニ
ングによって）、単離および／または精製され得る。アセンブリされた核酸（単独または
ベクター中にクローニングされた）で、宿主細胞（例えば、原核生物の、真核生物の、昆
虫の、哺乳動物の細胞またはその他の宿主細胞）を形質転換してもよい。いくつかの実施
形態において、宿主細胞を使用して、核酸を増殖できる。ある実施形態において、核酸は
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、宿主細胞のゲノムに組み込まれ得る。いくつかの実施形態において、核酸は、細胞のゲ
ノム上の対応する核酸領域を置換し得る（例えば、相同組換えによって）。したがって、
核酸は組換え生物を作製するために使用され得る。いくつかの実施形態において、標的核
酸は、宿主生物のゲノムのすべてまたは一部を置換するために使用される、全ゲノムまた
はゲノムの大きな断片であり得る。組換え生物はまた、種々の研究、工業的、農業的およ
び／または医薬的適用のために使用できる。
【０１０３】
　本明細書に記載された技術の多くは、長い核酸配列を生産するために１つ以上のポイン
トで１つ以上の伸長ベースおよび／またはライゲーションベースのアセンブリ技術の組み
合わせを適用することにより、共に使用できる。例えば、協調したアセンブリは、１００
未満から１０，０００を超える塩基対（例えば、１００マーから５００マー、５００マー
から１，０００マー、１，０００マーから５，０００マー、５，０００マーから１０，０
００マー、２５，０００マー、５０，０００マー、７５，０００マー、１００，０００マ
ーなど）の長さの二重オリゴヌクレオチドおよび核酸断片をアセンブリするために使用さ
れ得る。例示的な実施形態において、本明細書に記載の方法は、生物（例えば、ウイルス
性、細菌、酵母、または他の原核生物または真核生物）の全ゲノム（または、その大きい
断片、例えば、約１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、
９０％以上）の、任意で１以上の所望の位置に特異的修飾を組み込む、アセンブリに使用
され得る。
【０１０４】
　本発明の方法を使用して生成された核酸分子はベクターに組み込むことができる。ベク
ターは、クローニングベクターまたは発現ベクターであり得る。ベクターは、複製起点お
よび１つ以上の選択可能なマーカー（例えば、抗生物質耐性マーカー、栄養要求性マーカ
ーなど）を含み得る。いくつかの実施形態において、ベクターはウイルスベクターであり
得る。ウイルスベクターは標的細胞を感染させることができる核酸配列を含み得る。同様
に、いくつかの実施形態において、標的細胞を改変するのに適切なプロモーター系に作動
可能に結合された原核生物の発現ベクターが使用できる。他の実施形態において、適切な
プロモーター系に作動可能に結合された真核ベクターはトランスフェクト標的細胞または
組織に使用できる。
【０１０５】
　本明細書に記載された構築物の転写および／または翻訳がインビトロ（すなわち、無細
胞系を使用する）またはインビボ（すなわち、細胞内で発現される）で行われ得る。いく
つかの実施形態において、細胞溶解物が調製され得る。ある実施形態において、発現され
たＲＮＡまたはポリペプチドが、単離または精製され得る。
【０１０６】
　本明細書において提供された方法およびデバイスの態様は、本明細書に記載された１つ
または複数の動きを自動化することを含み得る。いくつかの実施形態において、増幅およ
び／またはアセンブリ反応の１つまたは複数のステップが、１種または複数の自動化サン
プル取り扱いデバイス（例えば、１種または複数の自動化液体または流体取り扱いデバイ
ス）を使用して自動化され得る。自動化デバイスおよび手順は、以下：出発核酸、バッフ
ァー、酵素（例えば、１種または複数のリガーゼおよび／またはポリメラーゼ）、ヌクレ
オチド、塩および安定剤などの任意のその他の適した薬剤、のうち１種または複数を含め
た反応試薬を送達するために使用され得る。自動化デバイスおよび手順はまた、反応条件
を制御するために使用され得る。例えば、反応温度および使用され得る任意の温度周期を
制御するために自動化サーマルサイクラーを使用し得る。いくつかの実施形態において、
１つまたは複数の反応温度またはポリヌクレオチドをインキュベートするのに適した温度
周期を提供するよう、走査レーザーが自動化され得る。同様に、アセンブリされたポリヌ
クレオチド産物のその後の分析も自動化され得る。例えば、シークエンシングは、シーク
エンシングデバイスおよび自動化シークエンシングプロトコルを使用して自動化され得る
。追加のステップ（例えば、増幅、クローニングなど）も、１種以上の適当なデバイスお
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よび関連プロトコルを使用して自動化され得る。当然のことではあるが、本明細書に記載
された１種以上のデバイスまたはデバイス構成成分は、系（例えば、ロボットシステム）
において、または微小環境（例えば、微小流体反応チャンバー）において組み合わせられ
得る。アセンブリ反応混合物（例えば、液体反応サンプル）は、自動化デバイスおよび手
順（例えば、自動化ピペット操作デバイス、マイクロシステムなどを含めた、サンプルお
よび／またはサンプル容器のロボット操作および／または移動）を使用して、系のある構
成成分から別のものに移動され得る。システムおよびその任意の構成成分は、制御系によ
って制御できる。
【０１０７】
　したがって、本明細書において提供されたデバイスの方法ステップおよび／または態様
は、例えば、コンピュータシステム（例えば、コンピュータ制御システム）を使用して自
動化され得る。本明細書において提供された技術の態様が実施され得るコンピュータシス
テムは、任意の種類の処理（例えば、本明細書に記載されたような配列分析および／また
は自動化デバイス制御）のためのコンピュータを含み得る。しかし、当然のことではある
が、特定の処理ステップは、アセンブリシステムの一部である１つ以上の自動化デバイス
によって提供され得る。いくつかの実施形態において、コンピュータシステムは、２つ以
上のコンピュータを含み得る。例えば、１つのコンピュータを、ネットワークによって第
二のコンピュータとつなぐことができる。１つのコンピュータは、配列分析を実施できる
。第二のコンピュータは、系において、１つ以上の自動化合成およびアセンブリデバイス
を制御できる。他の態様において、１つ以上の分析または処理動作を制御するために、さ
らなるコンピュータがネットワーク中に含まれ得る。各コンピュータは、メモリおよび処
理装置を含み得る。本明細書において提供された技術の態様が任意の特定のコンピュータ
プラットフォームで実施されているよう制限されないので、コンピュータは任意の形態を
とり得る。同様に、ネットワークは、プライベートネットワークまたはパブリックネット
ワーク（例えば、インターネット）を含めた任意の形態をとり得る。ディスプレイデバイ
スが、１種以上のデバイスおよびコンピュータと関連していてもよい。あるいは、または
さらに、ディスプレイデバイスは、本明細書において提供された技術に従って、分析のア
ウトプットをディスプレイするために、遠隔部位に配置され、接続され得る。システムの
異なる構成成分間の接続は、ワイヤ、光ファイバー、ワイヤレス伝送、衛星伝送、任意の
その他の適した伝送または上記のうち２種以上の任意の組合せによってであり得る。
【０１０８】
　本明細書において提供された技術の異なる態様、実施形態または動作の各々は、多数の
方法のいずれかで、独立に自動化され、実施され得る。例えば、各態様、実施形態または
動作は、ハードウェア、ソフトウェアまたはそれらの組合せを使用して、独立に実施され
得る。ソフトウェアで実施される場合には、ソフトウェアコードは、単一コンピュータに
おいて提供されようと、複数のコンピュータ間に分配されようと、任意の適した処理装置
または処理装置の収集物で実行され得る。当然のことではあるが、上記の機能を実施する
、任意の構成成分または構成成分の収集物は、一般に、上記で論じられた機能を制御する
１種以上の制御装置と考えられ得る。１種以上の制御装置は、専用のハードウェアを用い
て、またはマイクロコードを使用してプログラムされている汎用ハードウェア（例えば、
１種または複数の処理装置）または上記で列挙された機能を実施するためのソフトウェア
を用いてなど、多数の方法で実施され得る。
【０１０９】
　この点において、当然のことではあるが、本明細書において提供された技術の実施形態
の一実施は、コンピュータプログラム（すなわち、複数の指示）で符号化された、少なく
とも１種のコンピュータによって読み取り可能な媒体（例えば、コンピュータメモリ、フ
ロッピーディスク、コンパクトディスク、テープなど）を含み、これは、処理装置で実行
されると、本明細書において提供された技術の１種以上の上記で論じられた機能を実施す
る。コンピュータによって読み取り可能な媒体は、輸送可能であり得、その結果、それに
保存されたプログラムは、本明細書において提供された技術の１種または複数の機能を実
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施するために任意のコンピュータシステムリソースに読み込まれ得る。さらに、当然のこ
とではあるが、実行されると、上記で論じられた機能を実施するコンピュータプログラム
への言及は、ホストコンピュータ上で動くアプリケーションプログラムに制限されない。
むしろ、用語コンピュータプログラムは、本明細書において、一般的な意味で、本明細書
において提供された技術の上記で論じられた態様を実施するよう処理装置をプログラムす
るために使用され得る、任意の種類のコンピュータコードに言及するよう使用される（例
えば、ソフトウェアまたはマイクロコード）。
【０１１０】
　当然のことではあるが、プロセスが、コンピュータによって読み取り可能な媒体に保存
される本明細書において提供された技術のいくつかの実施形態に従って、コンピュータに
よって実施されるプロセスは、その実行の過程の間、手作業で入力を受け取ることができ
る（例えば、ユーザーから）。
【０１１１】
　したがって、本明細書に記載されたアセンブリデバイスまたは構成成分のシステム全体
レベルの制御は、関連する核酸シンセサイザ、液体取り扱いデバイス、サーマルサイクラ
ー、配列決定デバイス、関連するロボット構成成分ならびに所望のインプット／アウトプ
ットもしくはその他の制御機能を実施するためのその他の適したシステムに制御信号を提
供し得るシステム制御装置によって実施され得る。したがって、システム制御装置は、任
意のデバイス制御装置と一緒に核酸アセンブリシステムの運転を制御する制御装置を形成
する。制御装置は、汎用コンピュータまたは汎用コンピュータのネットワークおよびコミ
ュニケーションデバイス、モデムおよび／または所望のインプット／アウトプットもしく
はその他の機能を実施するためのその他の電気回路もしくは構成成分を含めたその他の関
連デバイスであり得る、汎用データ処理システムを含み得る。制御装置はまた、少なくと
も幾分かは、各々、全体的なシステムレベルの制御のための基本処理装置または中央処理
装置セクションと、中央処理装置セクションの制御下で、種々の異なる特定の計算、機能
およびその他のプロセスを実施するための専用の別のセクションを有する、単一の特別な
目的の集積回路（例えば、ＡＳＩＣ）またはＡＳＩＣのアレイとして実施され得る。制御
装置はまた、複数の別の専用のプログラム可能な集積回路またはその他の電子回路または
デバイス、例えば、別個の素子回路またはプログラム可能な論理デバイスなどの、配線で
接続された電子回路または論理回路を使用して実施され得る。制御装置はまた、任意のそ
の他の構成成分またはデバイス、例えば、ユーザーインプット／アウトプットデバイス（
モニタ、ディスプレイ、プリンタ、キーボード、ユーザーポインティングデバイス、タッ
チスクリーンまたはその他のユーザーインターフェースなど）、データ保存デバイス、駆
動モーター、リンケージ、バルブ制御装置、ロボットデバイス、真空およびその他のポン
プ、圧力センサー、検出器、電力供給装置、パルス供給装置、コミュニケーションデバイ
スまたはその他の電子回路または構成成分などを含み得る。制御装置はまた、当技術分野
で公知であるが、本明細書において詳細には記載されていないその他の適した機能を実施
するために、自動化されたクライアントオーダー処理、品質管理、パッケージング、輸送
、請求書作成などといったシステムのその他の部分の運転を制御し得る。
【０１１２】
　種々の本発明の態様は、単独で使用されても、組み合わせて使用されても、前記で記載
された実施形態では具体的に論じられていないさまざまな配置で使用されてもよく、した
がって、前記の説明において示されたか、または図面において例示された構成成分のその
詳細な適用および配置に制限されない。例えば、一実施形態において記載された態様を、
任意の方法で、その他の実施形態において記載された態様と組み合わせてもよい。
【０１１３】
　特許請求の範囲の要素を修飾するための、特許請求の範囲における「第一の」、「第二
の」、「第三の」などといった順序を示す用語の使用は、それ自体で、ある特許請求の範
囲の要素の、別のものを上回る、任意の優先度、先行もしくは順序または方法の動きが実
施される一時的な順序を含意するものではなく、特定の名称を有するある特許請求の範囲
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別するための標識として単に使用されて、特許請求の範囲の要素を区別する。
【０１１４】
　また、本明細書において使用された表現および技術用語は、記載の目的のためのもので
あって、制限と見なされてはならない。「含む（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」、「含む（ｃｏ
ｍｐｒｉｓｉｎｇ）または「有する（ｈａｖｉｎｇ）」、「含有する（ｃｏｎｔａｉｎｉ
ｎｇ）」、「包含する（ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ）」および本明細書におけるその変形の使用
は、以下に列挙された項目およびその等価物ならびにさらなる項目を包含するものとする
。
【０１１５】
等価物
　本発明は、中でも、高忠実度遺伝子アセンブリのための新規方法およびデバイスを提供
する。対象発明の特定の実施形態が論じられているが、上記の明細書は例示であって、制
限ではない。本発明の多数の等価物は、本明細書を再検討すると当業者には明らかとなろ
う。本発明の全範囲は、特許請求の範囲を等価物のその全範囲とともに、本明細書をこの
ような変法と一緒に参照することによって決定されなければならない。
【０１１６】
出典明示による組み込み
　２０１３年４月２４日に出願された米国出願第１３／９８６，３６８号および２０１２
年６月１５日に出願された米国出願第１３／５２４，１６４号、およびＰＣＴ公報ＰＣＴ
／ＵＳ２００９／０５５２６７が参照される。本明細書において言及されたすべての刊行
物、特許および配列データベースの項目は、個々の刊行物または特許が各々、具体的に、
また参照により組み込まれるよう個々に指示されるように、出典明示によりその全文が本
明細書に組み込まれる。

【図１】
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