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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
モノマーの段階的カップリングを一時停止する工程、そして
それぞれが3’-ホスホールアミダイトを含むトリヌクレオチドの混合集団を、１つまたは
それ以上のコドン境界での化学量論的取り込みのために使用して、混合配列を有する前記
DNA分子集団を形成する工程、
を含む、DNA分子内の1またはそれ以上の箇所において互いに相違する、混合配列を有する
DNA分子集団を、1回の自動DNA合成において調製する方法。
【請求項２】
該DNA分子集団がペプチドまたはタンパク質をコードし、そして該トリヌクレオチドが1つ
若しくは複数のコドン境界に取り込まれる、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
該トリヌクレオチドが5’-DMT基および3’-ホスホールアミダイトを持つ、請求項１に記
載の方法。
【請求項４】
（ａ）5’-DMT基を持つオリゴヌクレオチド配列を、カップリングされるオリゴヌクレオ
チド配列の数が、成長中のDNA鎖集団における5’-末端の数よりも少なくなるように、準
化学量論的にカップリングさせ、
（ｂ）全ての5’-DMT基を切断し、
（ｃ）モノマーもしくはさらにオリゴヌクレオチド配列をカップリングさせることにより
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DNA合成を続行する、
工程から成る、DNAの化学合成中に1つ若しくは複数の選択された箇所にオリゴヌクレオチ
ド配列を挿入する方法。
【請求項５】
（ａ）レブリネート、シリルエーテル、フルオレン-9-イルメトキシカルボニル（Fmoc）
、テルトーブチルジメチルシリル、アリルオキシカルボニル、ジブロモメチルベンゾイル
、5’-O-b-置換エチルスルフォニル、テトラヒドロピラニル（Thp）、メトキシテトラヒ
ドロピラニル（Mthp）、1-［（2-クロロ-4-メチル）フェニル］-4-メトキシピペリジン-4
イル（Ctmp）、トリチルオキシアセチル、およびテトライソプロピルジシロキシからなる
群から選択される安定な5’-保護基を持つオリゴヌクレオチド配列を、カップリングされ
るオリゴヌクレオチド配列の数が、成長中のDNA鎖集団における5’-末端の数よりも少な
くなるように、準化学量論的にカップリングさせ、
（ｂ）5’-DMT基を有する選択されたモノマーを、前記安定な5’-保護基を有する該オリ
ゴヌクレオチドを獲得しなかったDNA分子に付加し、
（ｃ）該オリゴヌクレオチド配列を獲得したDNA分子上の5’-保護基を切断し、そして；
－さらにモノマーをカップリングさせる、若しくは
－（ａ）からの一連の工程を繰り返す
工程から成る、DNAの化学合成中に１つ若しくは複数の選択された箇所にオリゴヌクレオ
チド配列を置換する方法。
【請求項６】
該オリゴヌクレオチド配列がトリヌクレオチドで、該選択された箇所がコドン境界である
、請求項４もしくは５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
該オリゴヌクレオチド配列が5’-DMT基および3’-ホスホールアミダイトを持つ、請求項
４から６のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
該オリゴヌクレオチド配列が複数の分子種を含む、請求項１から７のいずれかに記載の方
法。
【請求項９】
（ａ）レブリネート、シリルエーテル、フルオレン-9-イルメトキシカルボニル（Fmoc）
、テルトーブチルジメチルシリル、アリルオキシカルボニル、ジブロモメチルベンゾイル
、5’-O-b-置換エチルスルフォニル、テトラヒドロピラニル（Thp）、メトキシテトラヒ
ドロピラニル（Mthp）、1-［（2-クロロ-4-メチル）フェニル］-4-メトキシピペリジン-4
イル（Ctmp）、トリチルオキシアセチル、およびテトライソプロピルジシロキシからなる
群から選択される安定な5’-保護基を持つモノヌクレオチドを、カップリングされるオリ
ゴヌクレオチド配列の数が、成長中のDNA鎖集団における5’-末端の数よりも少なくなる
ように、準化学量論的にカップリングさせ、
（ｂ）5’-DMT基を有する選択されたモノマーを、前記安定な5’-保護基を有する該モノ
ヌクレオチドを獲得しなかったDNA分子に付加し、
（ｃ）安定な5’-保護基を持つモノヌクレオチドを獲得したDNA分子から5’-保護基を切
断し、そして；
－さらにモノマーをカップリングさせる、若しくは
－（ａ）からの一連の工程を繰り返す
工程から成る、DNAの化学合成中に１つ若しくは複数の選択された箇所でオリゴヌクレオ
チド配列を欠失させる方法。
【請求項１０】
前記安定な5’-保護基を持つ該モノヌクレオチドがコドン境界を形成するよう付加され、
後のコドン境界にて脱保護化がなされる、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
該モノヌクレオチドが3’-ホスホールアミダイトを持つ、請求項９若しくは１０のいずれ
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かに記載の方法。
【発明の詳細な説明】
発明の分野
本発明は、オリゴヌクレオチドの合成、特に一回の自動化された合成でオリゴヌクレオチ
ドの混合物を作製する新しい方法に関する。本手法によりDNAの多様な混合物の作製が可
能になり、こうしたDNAを用いてオリゴペプチドまたはポリペプチドおよび/またはタンパ
ク質の大規模な集合体を調製することができる。
発明の背景
混合した組成のDNAを調製する方法は、新しい有用な特性をもつ物質の検索だけでなく生
体分子の機能の研究においても重要性を増しつつある。1980年代初期にDNA合成手法が改
善されたため、オリゴヌクレオチド混合物の作製法として多重合成を行うことが可能とな
った。原理的には大規模で多様な集合体は、多重合成によりつくることができる。実際に
数人の発明家が実現したところでは、一種類の一量体ヌクレオチドを構成ブロックとして
連結するのではなく、モノヌクレオチドの混合物を連結することにより、大規模な数のオ
リゴヌクレオチドを一回の合成で作製することが可能である。この結果生じるオリゴヌク
レオチド集合体もしくはオリゴヌクレオチド「ライブラリー」の複合度は、連結した一量
体の数と、一量体の混合物が導入された部位の数により決定される。
混合組成のオリゴヌクレオチドは、タンパク質の構造と機能の研究のための変異導入に用
いられることが多くなりつつある。混合組成のDNA配列を発現させることにより、対応す
る変異タンパク質のライブラリーを作製できる。適当なスクリーニング法を併用すれば、
こうしたライブラリーから、特性が変化して生体分子の機能の研究に有用な物質を検索す
ることもできる。変異導入法のもっとも一般的な種類で用いるオリゴヌクレオチドは、野
生型遺伝子の配列に基づき、望みのアミノ酸配列の変化を結果として生じるような修飾を
取り込んだものである。こうした方法については最近Current Opinion in Structural Bi
ologyの1991年8月号にレビューがある。
タンパク質構造および活性の遺伝学的研究のほとんど全てにおいて、置換変異が用いられ
る。こうした場合一個または数個のアミノ酸鎖が置換されるが、タンパク質の長さと残基
の間隔は保存される。一度の実験での大規模な種類の置換変異の作製を容易にするために
、これまでにいくつかの当該技術分野の手法が開発されているが（レビューとしてD.ボト
スタインとD.ショートル（Botstein,D.and Shortle,D.）（1985）Science 229,1193-1201
とM.J.ゾラー（Zoller,M.J.）（1991）Curr.Opin.Struct.Biol.1,605-610を参照）、それ
らでもっとも一般的な方法はオリゴヌクレオチドの複合混合物の化学的合成を含んだもの
であり、こうしたオリゴヌクレオチドはDNA合成の変異原プライマーとして（J.D.ヘルメ
ス，S.M.パレク，S.C.ブラックロー，H.コスター，J.R.クノールス（Hermes,J.D.,Parekh
,S.M.,Blacklow,S.C.,Koster,H.,& Knowles,J.R.）（1989）Gene 84,143-151を参照）、
あるいは制限酵素断片にライゲーション反応させる変異原二重鎖断片として（M.D.マッチ
ューシとH.L.ハイネッカー（Matteucci,M.D.& Heynecker,H.L.）（1983）Nucl.Acids Res
.11,3113-3121を参照）用いられる。必要とされる一個のアミノ酸置換を生じるには、オ
リゴヌクレオチド合成に用いる一量体ヌクレオチドそれぞれを少量の非野生型モノヌクレ
オチド3種で「ドーピング」する。原理的にはこの方法により、ある遺伝子部分に一度の
実験で、可能な全てのヌクレオチド置換を供給できる。ヌクレオチド置換の分布はポアソ
ン統計に従うので、変異遺伝子あたり一個またはほんの少数のアミノ酸置換を起こすよう
なドーピングのレベルにおいては、同じコドンに二個のモノヌクレオチド置換が起こるの
は比較的稀なことであろう。従って実用上の目的では、変異原オリゴヌクレオチドの混合
物を作製するためのこの戦略からは、可能な全アミノ酸置換の三分の一だけの収量で、野
生型コドンの配列により決定される特定の位置に起きる型のアミノ酸置換だけしか期待で
きない。またこれまでの当該技術分野のオリゴヌクレオチド一量体ドーピング法は、挿入
または欠失といったDNA配列の他の型の変化を起こすのには用いることができないという
ことも記すべきであろう。
混合DNA合成の関連応用では、新しい有用な特性をもつ物質の発見を目指す過程において
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、多様性のあるオリゴヌクレオチドの莫大な集合体が用いられる。ペプチドや（S.E.クウ
ィラ，E.A.ピータース，R.W.バレット，W.J.ドーワー（Cwirla,S.E.,Peters,E.A.,Barret
t,R.W.,& Dower,W.J.）（1990）Proc.Natl.Acad.Sci.USA 87,6378-6382）、RNA（D.ツァ
イ，D.ケナン，J.キーネ（Tsai,D.,Kenan,D.,& Keene,J.（1992）Proc.Natl.Acad.Sci.US
A 89,8864-8868）およびDNA（L.ボック，L.グリフィン，J.ラサム，E.ファーマス，J.ト
ール（Bock,L.,Griffin,L.,Latham,J.,Vermaas,E.,& Toole,J.）（1992）Nature 355,564
-566）のライブラリーを、それぞれ混合一量体合成で調製されたオリゴヌクレオチドの集
合体から作製し、スクリーニングすることにより特定の標的物質に結合する分子の探索が
行われている。この方法ではペプチドライブラリーの有用性は、オリゴヌクレオチド混合
物が作製された方法にきわめて高く依存している。これは遺伝コードの縮重、すなわちア
ミノ酸が同じ数のトリヌクレオチドコドンで表されるのではなく、いくつかのアミノ酸は
一つのコドンだけでコードされ、いくつかは6種ものコドンでコードされることによる。
従って4種の一量体全ての等量の混合物から調製されたオリゴヌクレオチドが64種のトリ
ヌクレオチドそれぞれを含むにもかかわらず、コードされるアミノ酸は一様には表出され
ず、また「終止」コドンが不可避的に生じてしまう。結果として最大数のコドンでコード
されるアミノ酸が過大に表出されて、一種または二種のコドンでコードされるアミノ酸が
犠牲となって少なく表出される。たとえば特定の型の変異（たとえば疎水的なアミノ酸の
置換だけ）を望む時に、結果として生じるライブラリーは、高い比率で望まざる種類の変
異を含んでしまうであろう。この欠点は、置換が行われる位置の数が増えるにつれて特に
重大である。
ペプチドおよびタンパク質のライブラリーを調製するために混合DNA配列を合成するが、
この合成の効率を改善する試みの中で、一量体を合理的な方法で混合する機構が導入され
た。たとえばユーバン（Youvan）は、アミノ酸の特定の組合せを指定するための一量体の
最適混合を試算している（A.P.アーキンとD.C.ユーバン（Arkin,A.P.,& Youvan,D.C.）（
1992）Bio/Technology,10,297-300）。この混合物を用いればペプチドまたはタンパク質
ライブラリー中の望みのアミノ酸の比率を増大させることができる。しかしこの方法では
、一量体の特定の結合による望まざる置換が生じるのを排除することはできない。この方
法でも望みの置換は、大抵の場合それぞれの部位に導入される一部の置換でしかない。従
って、変化させる部位の数が増大すれば、ライブラリー中の望みの変異の比率は減少する
。
一量体の混合物を用いるのに付随する問題を認識して、フーズ（Huse）は多重合成を模倣
してDNA合成を行う方法（WO92/03461に発表）を記載した。これの成功は、必要な時に混
合および再分割できる多数の固体支持体上で合成を行うことによる。この方法では一量体
を用いて多様性のあるオリゴヌクレオチド混合物を作製することができ、遺伝コードの縮
重に付随する問題も避けることができる。だがこの方法には二つの不利な点がある。すな
わち（i）各合成時に、支持体物質の分割と再混合という集中的な作業が必要なこと、（i
i）合成できる異なる配列の総数が、合成時に用いる支持体の物理的に分離可能な数、典
型的にはほぼ108個に制限されることである。
要約すると既存の多重DNA配列の合成法はいくつかの不利な点を抱えている。
1.　混合一量体でドーピングしたオリゴヌクレオチドを用いて、可能なヌクレオチド置換
は全て作製できるが、隣接した二個または三個のモノヌクレオチド置換はきわめて起こり
にくい。タンパク質の各アミノ酸は三個の隣接したヌクレオチドで指定されているので、
これはタンパク質の変異導入に関して不利な点であり、この戦略では一度の合成で効率良
く作製できるのは、各野生型アミノ酸に対して可能な全てのアミノ酸置換のおよそ三分の
一だけである。
2.　オリゴヌクレオチド混合物の合成を含む戦略のいずれも、これまでの当該技術分野で
示されたとおり、合成したオリゴヌクレオチドの二箇所以上の部位に一個またはそれ以上
のコドンを挿入した変異タンパク質を作製できていない。
3.　遺伝コードの縮重のため、混合DNAの合成に用いられるモノヌクレオチドの混合物は
、望まざるコドンを含んだオリゴヌクレオチドを不可避的に生じ、また望みのコドンの全



(5) JP 4138869 B2 2008.8.27

10

20

30

40

50

てを供給する訳ではないということになる。この問題は混合物が導入される位置数が増大
するにつれ、重大なものとなる。
4.　多重合成を促進する方法は集中的な作業であり、作製できる配列の多様性は、用いる
支持体の物理的に分離できる数に制限される。
本発明はこれらの問題に解決法を提供するものであり、現在の分子生物学で多数の応用が
可能な混合オリゴヌクレオチドの調製を可能とする。たとえば本発明に従って調製された
混合オリゴヌクレオチドを用いて、ペプチドおよび/またはタンパク質ライブラリーをコ
ードする遺伝子を作製できる。さらにトリヌクレオチドを用いてポリメラーゼ連鎖反応の
ための縮重プライマーを調製できる。本発明は特にタンパク質変異導入に有用である。す
なわちいかなるアミノ酸の組合せをコードする一本鎖変異原プライマーおよび二重鎖「カ
セット」も、本明細書中に記載されている方法を応用して容易に調製できる。本発明はま
た置換、挿入、欠失といった変異導入を可能とする。
本方法は、もっとも効率の良いDNA合成法に適うような、既製の合成オリゴヌクレオチド
およびこれに加えて特別に保護されたモノおよびオリゴヌクレオチドの使用に頼っている
。トリヌクレオチドを構成ブロックとして用いることは、以前にもDNA合成で行われてい
るが（たとえばT.ヒロセ，R.クレア，K.イタクラ（Hirose,T.,Crea,R.,& Itakura,K）（1
978）Tet.Lett.,2449-2452;K.ミヨシ，T.ミヤケ，T.ホズミ，K.イタクラ（Miyoshi,K.,Mi
yake,T.,Hozumi,T., & Itakura,K.）（1980）Nucl.Acids Res.,8,5473-5489を参照）、そ
れは段階的な連結反応の収量が低い場合であり、各段階で取り込むオリゴヌクレオチドブ
ロックは可能な限り大きいことがより望ましかった。この早期の仕事は（i）非効率的で
時代遅れのホスホジエステル化学に頼っているため多重連結できない、（ii）多様性があ
り有用な混合オリゴヌクレオチドの集合体を作製することを目指していない、（iii）挿
入および欠失変異導入ができないという点で本発明とは異なる。
発明の概要
本発明は、従来の技術における制約を克服し、一回の自動合成に於いてオリゴヌクレオチ
ド混合物を生じるための新規の技術を提供する。本方法は、タンパク質あるいは他の重要
な遺伝的要素の体系だった突然変異導入に有用である。本発明を応用することによって生
じる多様なオリゴヌクレオチド集団は、特定の標的物質に結合する分子をスクリーニング
できるペプチドライブラリーの調製に特に有用である。本発明はまた、タンパク質に突然
変異を導入してあらゆる可能性のアミノ酸置換、あらゆる可能性の単一アミノ酸挿入、あ
らゆる可能性のアミノ酸欠失あるいは望まれる置換および挿入の組合せをコードするよう
に使用することが可能である。
最も一般的な形態では、本発明により、オリゴヌクレオチド構築単位を使用して、ＤＮＡ
分子の合成が可能になる。特に好ましい形態はアミノ酸コドンに対応したトリヌクレオチ
ドの使用である。以下の記述中において、異なる長さのオリゴヌクレオチドの使用は不可
能ではないけれども、本方法を例示するためにトリヌクレオチドが使用される。
トリヌクレオチドは自動ＤＮＡ合成の標準的な方法に適合するように調製される。最も好
都合には、遊離の５’部位を酸に対して不安定な保護基（典型的には４、４’－ジメトキ
シトリチル、ＤＭＴ）で保護し、リン酸塩をメチルあるいはシアノエチルエステルとして
保護し、塩基をベンゾイル（ＡおよびＣ）あるいはイソブチリル（Ｇ）アミドとして保護
し、遊離の３’部位をＯ－メチルあるいはＯ－シアノエチル　Ｎ，Ｎ－ジイソプロピルア
ミノ　フォスフォールアミダイトのいずれかとしてカップリングするために活性化する。
以下に記述するように、ある場合においては５’部位は異なるように保護されることが望
まれる。これはトリヌクレオチド合成の間に容易になされる。本方法は別の方法によって
保護および活性化されたトリヌクレオチドの使用を妨げない。
本発明はトリヌクレオチドの化学量論的あるいは準化学量論的なカップリングのいずれに
も使用できる。どちらの場合も、自動合成機が野生型ＤＮＡ配列に特定されたモノマーの
配列をカップリングすることによって段階的にオリゴヌクレオチドを合成する。望まれた
位置で、合成プログラムが一時停止し、以下に記述したように改変した配列の工程を実施
する。
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１．化学量論的カップリング
第一の態様において、化学ＤＮＡ合成のために１つあるいはそれ以上のトリヌクレオチド
がモノマーの代わりに用いられる。トリヌクレオチドは本質的に定量的にカップルするの
で、それゆえ自動ＤＮＡ合成においてモノマー構築単位と同様に使用できる。一回の合成
において、トリヌクレオチド混合物の化学量論的カップリングによってＤＮＡの組成が完
全に制御されている望まれた複雑性のＤＮＡが得られる。停止コドンは排除可能で、アミ
ノ酸のあらゆる組合せが各々の位置においてコード可能である。トリヌクレオチドの組合
せによる野生型コドンの置換は、合成中の望まれた段階において適切な混合物を利用する
ようにＤＮＡ合成機を操作することによって容易に遂行される。それゆえ、本方法は定義
された組成のペプチドライブラリーの生産のために理想的である。また特定のクラスのア
ミノ酸（例えば疎水性）が１つあるいはそれ以上の位置に導入された変異オリゴペプチド
あるいはタンパク質の調製にも非常に適している。
２．準化学量論的カップリング
ＤＮＡ合成中に使用されるトリヌクレオチドレベルを減少させることによって、適切に保
護され活性化されたトリヌクレオチドの準化学量論的カップリングは置換、挿入あるいは
欠失変異導入を得るために使用できる。本形式では、本発明は構造ー機能相関の研究のた
めの単一アミノ酸置換をもつ変異タンパク質を生じるのに非常に適している。固相支持体
の５’末端の数に対して準化学量論的な量の１つあるいはそれ以上のトリヌクレオチドが
加えられる。コドンが挿入される場合には、加えられるトリヌクレオチドの５’末端は、
合成に使用されるモノマーと同様の方法で保護される。置換あるいは欠失が望まれる場合
には、トリヌクレオチドの５’末端は特別に選択された安定な保護基（以後「Ｘ」と呼ぶ
）をつける。これに関連して、安定な保護基Ｘは機能的に自動ＤＮＡ合成の条件に持ちこ
たえることができ、必要に応じて選択的に切断可能なものである。トリヌクレオチドは野
生型遺伝子配列中の異なる箇所に加えることが可能である。最終産物は、野生型配列に基
づくが特有のあるいは縮退したトリヌクレオチド混合物で任意に処理したオリゴヌクレオ
チド混合物の化合物である。挿入、置換、あるいは欠失突然変異は以下のように準化学量
論的カップリングの間に得られる：
（ｉ）挿入（図１参照）
挿入突然変異を生じる第二の態様において、トリヌクレオチドはＤＭＴのような５’部位
の保護基として共通に使用されるものの１つを持つように選択される。準化学量論的カッ
プリング条件下でトリヌクレオチド付加を行う合成中の鎖の一部は直ちに脱ブロッキング
され、それからすべての一連の段階において伸長される。実質的な結果は本来ならば野生
型である配列中に挿入されたコドンに対応する３つのヌクレオチドの付加である。合成を
継続する。アミノ酸を挿入すべき各々の位置で、さらに準化学量論的カップリングを、特
有のトリヌクレオチド（１種類の挿入アミノ酸を生じる）あるいはトリヌクレオチド　フ
ォスフォールアミダイトの混合物（最高１９の異なる残基を単一部位に挿入する場合）の
いずれかで行う。
（ｉｉ）置換（図２参照）
準化学量論的カップリング中に置換突然変異を生じる第３の態様において、トリヌクレオ
チドは安定な５’保護基Ｘ（上述に定義した）を持つように選択され、異なる脱保護手法
が適用される。トリヌクレオチド結合に引き続いて、次の３モノマー付加の間に、トリヌ
クレオチドの５’保護基はカップルしたモノマーの５’－ＤＭＴを切断する酸処理によっ
て除去されない。その結果として、トリヌクレオチド付加を行っている合成中の鎖の一部
は伸長されない。すべての他の鎖に配列が野生型コドンに対応する従来法で保護された３
つのモノマーを付加した後、トリヌクレオチドの末端の保護基Ｘを除去するためのさらな
る段階を遂行する。合成を継続する。アミノ酸置換を生じさせるべき各々のコドンにおい
て、さらにカップリングを、特有のトリヌクレオチド（１種類の置換アミノ酸を生じる）
あるいはトリヌクレオチド　フォスフォールアミダイトの混合物（最高１９の異なる残基
が単一部位に導入される場合）のいずれかで行う。
（ｉｉｉ）欠失（図３参照）
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第４の態様において、欠失は安定な５’保護基Ｘのついたモノヌクレオチドを用いて作成
される。安定な５’保護基Ｘ（上述に定義した）を欠失の片方の境界の輪郭を描き、Ｘが
付いた一部の鎖に続いてカップリングが起こるのを阻害する。続いて起こる通常のモノマ
ーの化学量論的カップリングは合成中に脱保護された鎖でのみ起こる。安定な保護基の除
去により全ての鎖への続いたカップリングが可能になり、欠失の第二の境界を決定する。
１回のオリゴヌクレオチド合成の間にこの工程を何度も繰り返して、多くの異なる欠失を
持つオリゴヌクレオチドを生産することができる。
（ｉｖ）置換及び挿入
第５の態様において、置換及び挿入両方が一回の合成の間に作成できる。この場合、５’
－Ｘおよび５’－ＤＭＴトリヌクレオチド両方が一回のオリゴヌクレオチド合成の間に使
用される。保護基が異なるトリヌクレオチドの取り込みに引き続いて、５’－ＤＭＴトリ
ヌクレオチドは脱保護化されそれゆえ引続き伸長を行い、一方５’－Ｘトリヌクレオチド
は保護されたままで伸長されない。５’－Ｘ基がついた鎖からの５’－Ｘ基の切断によっ
て引続き伸長が可能になる。この方法で、置換および挿入の両方が一回の合成で生じる。
ＤＮＡ合成のためのトリヌクレオチドを使用して生じた混合組成を有する配列を、標準的
なオリゴヌクレオチド突然変異導入反応に使用して、変異遺伝子の非常に複雑な混合物を
生産することができる。変異遺伝子の遺伝的選択、遺伝的選別およびヌクレオチドシーケ
ンスによって個々の突然変異を同定し、適切な発現系によって対応する変異オリゴ若しく
はポリペプチド、あるいはタンパク質の生産が可能になる。
トリヌクレオチドは（長さが３の倍数でないオリゴヌクレオチドとは異なり）コドン境界
に対応する位置のオリゴヌクレオチドにのみ結合するという利点がある。それ故、全ての
配列変化は正しい読み枠内でおこる。他の利点は置換用トリヌクレオチドおよび挿入用ト
リヌクレオチドの両方が同じ合成中に使用できるため、突然変異導入を行うタンパク質の
非常に多くの変異型をコードできるオリゴヌクレオチドの非常に複雑な混合物の生産が可
能になる。野生型配列中へのトリヌクレオチドのカップリングはタンパク質突然変異導入
に有用であるが、本方法はまた様々な長さのオリゴヌクレオチドを結合させるのに使用で
きる。これがモノマー置換のみが可能であった従来の技術に対する利点である。
最も一般的な形態において、本発明は修飾され、活性化されたオリゴヌクレオチドをカッ
プリングし、配列縮重を起こさせることを含む。トリヌクレオチドはタンパク質突然変異
導入に特に重要であるけれども、添加されるオリゴヌクレオチドはいかなる長さでもよい
。挿入変異を生じるために、慣用されている５’－ＤＭＴ保護基が使用できる。置換ある
いは欠失変異を生じるために、安定な５’保護基が直列的（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ）
あるいは直交する（ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ）脱保護手法で使用される。
本発明の第一の目的は一回の自動合成においてオリゴヌクレオチド混合物を生じることで
ある。
本発明の第二の目的は野生型配列中に１つあるいはそれ以上のアミノ酸置換を生じること
である。
本発明の第三の目的は野生型配列中に１つあるいはそれ以上のアミノ酸挿入を生じること
である。
本発明の第四の目的は野生型配列中に１つあるいはそれ以上のアミノ酸欠失を生じること
である。
本発明の第五の目的は野生型配列中に１つあるいはそれ以上のアミノ酸置換、欠失および
挿入の混合物を生じることである。
本発明の第六の目的はより効率のよい触媒抗体を生産するためにクローン化した免疫グロ
ブリン遺伝子の可変領域に細胞外で任意変異導入をするような、野生型配列中に非常に多
くのアミノ酸配列多様性を生じさせることである。
本発明の第七の目的は遺伝子配列中の選択された位置に置換および／または挿入および／
または欠失として（様々な長さの）オリゴヌクレオチドを付加することである。
【図面の簡単な説明】
図１は準化学量論的カップリングにおいて単一コドン挿入を含むオリゴヌクレオチド混合
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物を合成するために用いた工程の図的概略である。トリヌクレオチドは四角で囲まれた３
つの黒い円によって示されている。トリヌクレオチドカップリングに先だって使用された
モノマーの構築単位は黒い円である。トリヌクレオチドの後に加えられたものは線の入っ
た円で示されている。
図２は準化学量論的カップリングにおいて、単一コドン置換を含むオリゴヌクレオチド混
合物を合成するために用いた工程の図的概略である。トリヌクレオチドおよびモノマー構
築単位は図１で定義されたのと同様である。Ｘは本文中で定義したように特別に安定な保
護基である。
図３は準化学量論的カップリングにおいて、単一コドン欠失を含むオリゴヌクレオチド混
合物を合成するために用いた工程の図的概略である。四角で囲まれた灰色の円はＸで保護
されたモノヌクレオチドの構築単位であり、Ｘは本文中に定義されたように特別に安定な
保護基である。黒い円はＸーモノマーの添加に先立って結合する慣用されているモノマー
の構築単位であり、線の入った円はコドンを決定するＸーモノマーの添加に引き続いて結
合する３つのモノマーの構築単位である。灰色の円はＸ－モノマーの脱保護に引き続いて
結合するモノマーの構築単位である。
図４はスタフィロコッカス　ヌクレアーゼ遺伝子中の回復したアラニンおよびグリシンコ
ドン挿入変異の分布および頻度を示しているヒストグラムである。２つの実験が行われ、
挿入が遺伝子の異なる部位で（４Ａおよび４Ｂ）起こったことが示された。横の線はコド
ン境界を示し、縦の線は突然変異の数を示す。アラニン変異は陰を付けた部分、グリシン
変異は棒の白い部分である。
好適な態様の詳細な説明
本発明は混合配列のオリゴヌクレオチド合成の効率的な方法、および野生型配列の遺伝子
中への挿入、欠失および置換を生じる効率的な方法を提供する。本発明は、従来法の固相
合成機を用いて一回の自動合成においてオリゴヌクレオチド混合物を生産することができ
る。本発明によってクローン化された遺伝子の特定の断片に小さな配列、一般にはトリヌ
クレオチドを挿入および／あるいは置換することが可能になる。トリヌクレオチド（ある
いは３の倍数の長さのヌクレオチドを持つ小さなオリゴヌクレオチド）が使用されるとき
、正しい読み枠中でｉｎ－ｐｈａｓｅのコドン挿入あるいは置換を行うことができる。
本発明の第一の態様は自動ＤＮＡ合成における１つあるいはそれ以上のトリヌクレオチド
の化学量論的カップリングである。典型的に、合成は商業的に入手可能な自動合成機を用
いて行われる。トリヌクレオチドを結合する必要があるまでは通常の合成プログラムを使
用する。この時点でプログラムを一時停止し、追加の場所に取り付けられた調製されたト
リヌクレオチド溶液を含むボトルにアクセスするように合成機を指示する。トリヌクレオ
チドは保護基および慣用されているＤＮＡ化学合成に適合する活性化された３’部位を保
持する。例えば、トリヌクレオチドの５’部位はＤＭＴエーテルとして保護し、３’部位
はフォスフォールアミダイトとして活性化できる。この後、合成は通常の方法で続ける。
合成の完了の時、オリゴヌクレオチドはカラムから放され、塩基およびリン酸エステルは
脱保護される。塩基が慣用されているベンゾイルおよびイソブチロイル　アミドで、およ
びリン酸塩がｂ－シアノエチル　エステルとして保護されていれば、熱い濃アンモニアに
よる処理を完全な脱保護を行うために使用できる。もしリン酸塩がメチルエステルとして
保護されていれば、十分に確立された条件を使用して、チオフェノールのようなものでリ
ン酸塩脱保護を行うさらなる段階が熱アンモニア処理の前に含まれなければならない。好
適な態様において、混合オリゴヌクレオチドは合成手順のにおいて単一のトリヌクレオチ
ドではなくトリヌクレオチドの混合物を使用することによって調製されうる。混合組成の
オリゴヌクレオチドの合成は、所望により２つあるいはそれ以上のトリヌクレオチドを含
む溶液を利用する以外は上述に記述したように正確に得られる。
図１に示したように、本発明の第二の態様は準化学量論的カップリングにおいて、野生型
配列中にトリヌクレオチドを挿入するのに使用される。本態様は修飾された構造および機
能活性をもつタンパク質を生じるために使用されるｉｎ－ｐｈａｓｅのコドン挿入を作成
する場合に価値がある。図１に示したように、オリゴヌクレオチド合成は固相支持体に付
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着したヌクレオチドから始まりモノヌクレオチドのカップリングによって左から右に継続
する。合成が、野生型配列の挿入が為される位置（すなわちコドン境界）まで到達すると
、特定のコドンに対応したトリヌクレオチドはすべての合成中のオリゴヌクレオチド鎖の
一部（～１％）に結合する。それからトリヌクレオチドの５’末端のＤＭＴ保護基が除去
され、さらに３つのモノヌクレオチドがすべてのオリゴヌクレオチド鎖に付加される。こ
の点で、合成は野生型配列中の次のコドン境界に進み、（ｉ）トリヌクレオチドの準化学
量論的カップリングの次に（ｉｉ）ＤＭＴ保護基の除去というサイクルが繰り返され、そ
れによって鎖の次の標的部位にトリヌクレオチドが挿入される。その結果、野生型のバッ
クグラウンドの配列がモノヌクレオチドカップリングで合成される一方、トリヌクレオチ
ドを含む全てのカップリングは挿入変異を生じる。
このように長さｎの野生型オリゴヌクレオチドの慣用されている自動合成に加えてコドン
境界の位置にトリヌクレオチド混合物の準化学量論的カップリングを行うことによって、
ヘテロなオリゴヌクレオチドの混合物が生じる。この混合物の正確な組成はトリヌクレオ
チドカップリングの数およびそのカップリング効率に依存する。その組成がいかなるもの
であれ、尿素ポリアクリルアミドゲル電気泳動を用いて長さに応じて混合物を画分化する
ことができ、すべての１つのコドン挿入をコードするｎ＋３のバンドを野生型のバンドお
よび複数の挿入物をコードする他のバンドから分離することが可能である。所望により、
複数の挿入物をコードするオリゴヌクレオチドも尿素ポリアクリルアミドゲルで分離でき
る。
本発明の第３の態様は、置換変異を生じるためのトリヌクレオチドの準化学量論的カップ
リングである。この態様はまたどんな長さの小さなオリゴヌクレオチドの置換に対しても
有用であるけれども、タンパク質突然変異導入において有用である理由から、トリヌクレ
オチドについて論じる。図２に概略するように、必要な唯一の修飾は、トリヌクレオチド
の５’－ＤＭＴ保護基を弱酸およびＤＮＡ合成に使用される他の条件に安定であるが他の
ゆるい脱保護条件に不安定な保護基５’－Ｘで置き換えることである。（様々な保護基が
使用できる、以下はその一部のリストである：（ｉ）レブリネート（ｌｅｖｕｌｉｎａｔ
ｅ（ｖａｎ　Ｂｏｏｍ、Ｊ．Ｈ．＆Ｂｕｒｇｅｒｓ，Ｐ．Ｍ．Ｊ．（１９７６）Ｔｅｔｒ
ａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ．４８７５－４８７８参照）、（ｉｉ）シリル　エーテル（ｓ
ｉｌｙｌ　ｅｔｈｅｒ）（Ｏｇｉｌｖｉｅ，Ｋ．Ｋ．，Ｓｃｈｉｆｍａｎ，Ａ．Ｌ．，＆
Ｐｅｎｎｅｙ，Ｃ．（１９７９）Ｃａｎ　Ｊ．Ｃｈｅｍ．５７，２２３０－２２３８参照
），（ｉｉｉ）フルオレン－９－イルメトキシカルボニル（Ｆｍｏｃ）（Ｘｕ，Ｙ．，Ｌ
ｅｈｍａｎｎ，Ｃ．，Ｓｌｉｍ，Ｇ．，Ｃｈｒｉｓｔｏｄｏｕｌｏｕ，Ｃ．，Ｔａｎ，Ｚ
．，＆Ｇａｉｔ，Ｍ．Ｊ．（１９８９）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．Ｓｙｍｐ．Ｓｅ
ｒ．２１，３９－４０参照）、（ｉｖ）テルトーブチルジメチルシリル、（ｖ）アリルオ
キシカルボニル、（ｖｉ）ジブロモメチルベンゾイル、（ｖｉｉ）５’－Ｏ－ｂ－置換エ
チルスルフォニル、（ｖｉｉｉ）テトラヒドロピラニル（Ｔｈｐ）、（ｉｘ）メトキシテ
トラヒドロピラニル（Ｍｔｈｐ），（ｘ）１ー［（２ークロロー４ーメチル）フェニル］
ー４ーメトキシピペリジンー４イル（Ｃｔｍｐ）、（ｘｉ）トリチルオキシアセチルおよ
び（ｘｉｉ）テトライソプロピルジシロキシ）。鎖の１ー３％にＸがブロックされたトリ
ヌクレオチドをカップリングした後、続いて３つのモノマーカップリングはトリヌクレオ
チドを必要としない鎖の９７ー９９％に次の野生型コドンを付加するが、トリヌクレオチ
ドに結合した鎖には付加しない。合成のこの点で、すべての鎖の脱保護（ＤＭＴを放すた
めのマイルドな酸；Ｘがレブリネートならば希釈したヒドラジン水溶液；Ｘがシリルエー
テルならばフルオライド；ＸがＦｍｏｃならば希釈した塩基）によってトリヌクレオチド
によって特定されるコドン置換のおきた１－３％の鎖およびいまだ配列が野生型である９
７－９９％の鎖が生産される。挿入を生じる手順のように、１準化学量論的トリヌクレオ
チドカップリングに引き続いて３化学量論的モノマーカップリングという基本サイクルの
繰り返しが、オリゴヌクレオチド配列によって特定される遺伝子断片の各々の部位に突然
変異を導入するのに使用される。長さに基づいて野生型配列のオリゴヌクレオチドから突
然変異を導入されたオリゴヌクレオチドを精製することは不可能であるけれども、１つあ
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るいは２つのフォスフォネート酸あるいはチオフォスフォネートリンカーを含むトリヌク
レオチド単位を使用することができ、それによって電価あるいはクロマトグラフィー的な
特性に基づいて精製できる。
本発明の第４の態様は、欠失変異導入のための保護基が異なるモノマーの使用である。図
３に示したように、準化学量論的カップリングによるＸが保護されたモノヌクレオチドの
使用に引き続いて全体の脱保護に先だつ４回のＤＭＴモノマー付加サイクルを通してコド
ン欠失を起こすことができる。再び、欠失されるコドン境界に到達するまで通常に合成を
行う。コドン境界で、隣接するコドンの野生型アミノ酸配列を保存できる５’－Ｘ－モノ
ヌクレオチド　フォスフォールアミダイトの準化学量論的量が結合される。保護基が異な
るモノヌクレオチドを受容しなかった全ての鎖への従来の化学量論的モノヌクレオチドカ
ップリング４サイクルによって、結果的には欠失されるコドンと追加のモノヌクレオチド
が付加される。この点で、５’－Ｘ保護基は除去され、慣用されているモノヌクレオチド
カップリングをさらに２回行い、欠失部位のコドン境界の合成を終える。それから、全サ
イクルが繰り返される。結果的に、単一コドンの欠失をコードする多くのオリゴヌクレオ
チドが生産され、それらは以前に記述したように突然変異導入を行うのに使用される。
これらの一般的な手法は、より効率のよい触媒抗体を生産するためにクローン化した免疫
グロブリン遺伝子の可変領域にｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて任意変異導入するような非常に
多くの配列多様性が望まれる場合に有用である。同様に、ファージ　ディスプレー　ライ
ブラリーおよび酵素上のペプチド断片ディスプレーにより強力に結合するリガンドを探索
する研究計画で、特に始めは適度な強さの結合配列を後の段階に最適化する場合において
、トリヌクレオチドを用いて生じる非常に多くの配列複雑性を利用できる。単純化の目的
で、上記に記述した置換態様および挿入態様は１つのトリヌクレオチド挿入あるいは置換
を教示した。既に論じたように、トリヌクレオチドの使用はアミノ酸置換あるいは挿入を
遂行するときに特に興味深い。しかし、どんな長さの小さなオリゴヌクレオチドでも配列
縮重を誘導できる。
上述の説明は、本発明を一般的に記述する。以下の実施例を参照することによって本発明
をさらに完全に理解することができる。実施例は、例示のみの目的で本明細書中に提供し
、発明の範囲を限定する意図ではない。
省略語：Ｍｅ＝メチル、Ｂｚ＝ベンジル、Ｐｒ＝イソプロピル
便宜上、トリヌクレオチドはある場合において例えばｄＴｄＴｄＴのように省略される。
実施例１：トリヌクレオチド合成
Ａ．５’－ＤＭＴ－ｄＣＢｚ－［ＰＯ（ＯＭｅ）］－ｄＴ－［ＰＯ（ＯＭｅ）］－ｄＴ－
３’－［Ｐ（ＯＭｅ）（ＮｉＰｒ２）］の合成
ｄＴ－３’－Ｆｍｏｃ（９３０ｍｇ，２．０ｍｍｏｌ）、（トリクロロ酢酸で触媒したデ
トリチレーションによって相当する５’－ＤＭＴ誘導体から調製した）および無水アセト
ニトリル中の５’－ＤＭＴ－ｄＴ－３’［Ｐ（ＯＭｅ）（ＮｉＰｒ２）］（１．５ｇ，２
．１ｍｍｏｌ）溶液にテトラゾール（１５０ｍｇ，２．１ｍｍｏｌ）を加えた。室温で３
０分後、亜リン酸塩をｔ－ブチルヒドロペロキシド（ジ－ｔ－ブチルヒドロペロキシド中
の８０％溶液０．３１ｍｌ，２．５ｍｍｏｌ）で酸化し、過剰量のテトラゾールフォスフ
ォールアミダイトをメタノールで失活させた。溶液を濃縮し、ＤＭＴ基はジクロロメタン
中のトリクロロ酢酸（０．８２ｇ，５．０ｍｍｏｌ）溶液で処理して切断した。ＤＭＴカ
チオンは１０ｍＭジカルボンナトリウム溶液で失活させ、５’－ＨＯ－ｄＴ－［ＰＯ（Ｏ
Ｍｅ）］－ｄＴ－３’－Ｆｍｏｃをジクロロメタンで抽出した。有機相を乾燥し（Ｎａ２
ＳＯ４）、濾過し、濃縮し、残留物をジクロロメタン中のメタノールの０－８％勾配（１
０％メタノール／ジクロロメタン中Ｒｆ＝０．３０）を用いてシリカゲルクロマトグラフ
ィーで精製し、５’－ＨＯ－ｄＴ－３’－［ＰＯ（ＯＭｅ）］－ｄＴ－３’－Ｆｍｏｃが
１．１ｇ（７０％）得られた。
精製した５’－ＨＯ－ｄＴ－３’－［ＰＯ（ＯＭｅ）］－ｄＴ－３’－Ｆｍｏｃ（７８０
ｍｇ，１．０ｍｍｏｌ）および無水アセトニトリル中の５’－ＤＭＴ－ｄＣＢｚ－３’－
［Ｐ（ＯＭｅ）（ＮｉＰｒ２）］（９５０ｍｇ，１．２ｍｍｏｌ）溶液にテトラゾール（
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８３ｍｇ，１．２ｍｍｏｌ）を加えた。室温３０分後、亜リン酸塩をｔ－ブチルヒドロペ
ロキシド（ジ－ｔ－ブチルヒドロペロキシド中の８０％溶液　０．１９ｍｌ，１．５ｍｍ
ｏｌ）で酸化し、過剰量のテトラゾールフォスフォールアミダイトはメタノールで失活さ
せた。溶液を濃縮し、残留物をジクロロメタン中のメタノールの０－８％勾配（１０％メ
タノール／ジクロロメタン中Ｒｆ＝０．４２）を用いて塩基性アルミナクロマトグラフィ
ーで精製し、５’－ＤＭＴ－ｄＣＢｚ－［Ｐ０（ＯＭｅ）］-ｄＴ－［ＰＯ（ＯＭｅ）］
－ｄＴ－３’－Ｆｍｏｃが７９０ｍｇ（５３％）得られた。
ジクロロメタン中の、精製され、十分に保護されたトリヌクレオチド（３００ｍｇ，０．
２ｍｍｏｌ）を、３’－Ｆｍｏｃ基を除去するために室温で９０分トリエチルアミン（１
００ｍｇ，１．０ｍｍｏｌ）で処理した。それから３’－ＯＨトリヌクレオチド（１０％
メタノール／ジクロロメタン中Ｒｆ＝０．２６）を室温で３０分クロローＮ，Ｎ－ジイソ
プロピルアミノメトキシフォスフィン（４０ｍｇ，０．３ｍｍｏｌ）で処理した。過剰量
のクロロフォスフィンをメタノールで失活させ、溶液を水で洗浄し、乾燥した（ＭｇＳＯ
４）。トリヌクレオチドフォスフォールアミダイトをヘキサンから沈澱によって回収し、
５’－ＤＭＴ－ｄＣＢｚ－［ＰＯ（ＯＭｅ）］－ｄＴ－［ＰＯ（ＯＭｅ）］－ｄＴ－３’
［Ｐ（ＯＭｅ）（ＮｉＰｒ２）］を２３０ｍｇ（８０％）得た。
Ｂ．５’－ＤＭＴ－ｄＣＢｚ－［ＰＯ（ＯＭｅ）］－ｄＴ－［ＰＯ（ＯＭｅ）］－ｄＴ－
３’－［Ｐ（ＯＭｅ）（ＮｉＰｒ２）］を用いたＤＮＡの調製
あらゆる場合において、自動ＤＮＡ合成はＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　ＡＢ
Ｉ　３４０Ｂあるいは３８０Ｂ合成機で行われた。フォスフォールアミダイトを濃度１０
ｍＭになるように無水アセトニトリル中に溶解し、合成機の第５の場所に据え付けた。カ
ラムへの３つのモノマーのカップリングに引き続き、二重カップリング工程においてトリ
ヌクレオチドを誘導した。カップリング収率は放出されたＤＭＴカチオンの測定によって
決定された。９５％以上の収率が得られた。合成の完了の際に、ヘプタヌクレオチドが固
相支持体から放され、塩基は通常の方法で濃アンモニア溶液で処理して脱保護した。ポリ
アクリルアミドゲル電気泳動（２０％）およびＨＰＬＣ（Ｃ１８カラム、０．１Ｍトリエ
チルアンモニウム酢酸／アセトニトリル）によりヘプタヌクレオチドが形成されたことお
よび失敗した配列が存在しないことを確認した。
実施例２：挿入変異導入
Ａ．スタフィロコッカルヌクレアーゼ遺伝子内への１つの単一トリヌクレオチド挿入の一
般的手順
合成は、トリヌクレオチドの準化学量論的付加の後キャッピング段階を行わないように改
変して、標準的な０．２ｍｍｏｌ合成を使用した。トリヌクレオチドフォスフォールアミ
ダイト（２５ｍｇ）を無水アセトニトリル中に溶解し、バイアルを合成機の第５の注入場
所に据え付けた。各々のモノマーおよびトリヌクレオチド付加のカップリング効率は５’
－ＤＭＴ基の放出によって測定した。未精製のオリゴヌクレオチドの濃度は２６０ｎｍの
吸光度によって見積られた。
合成後、１０－１５ｎｍｏｌの未精製のオリゴヌクレオチドをフェノール抽出し、真空下
で乾燥し、５μｌの５ｍＭ塩化ナトリウム、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、１０ｍＭ　トリス．ＨＣ
ｌ、ｐＨ８．１に６５℃３０分で再溶解した。等量の９５％ホルムアミド、２０ｍＭ　Ｅ
ＤＴＡ，０．１％ブロモフェノールブルー、および０．１％キシレンシアノールを加えて
、試料を１００℃で２分間加熱し、４２ｃｍの長さの１５－２０％ポリアクリルアミドゲ
ルの０．４ｍｍの溝に載せ、キシレンシアノールがゲルの中央より下に来るまで７５０Ｖ
で電気泳動した。ゲルは２ｍｇ／ｍｌ臭化エチジウムで３０分染色し、オリゴヌクレオチ
ドのバンドをＵＶ照射で視覚化し、主要なバンドのすぐ上の０．５－１．０ｃｍ部分を切
り出し、３００ｍＭ酢酸ナトリウム、５ｍＭ　ＥＤＴＡ中で３７℃で一晩溶出した。小片
を除去するために簡単に遠心した後、オリゴヌクレオチド混合物をエタノール沈澱した。
未精製のオリゴヌクレオチド混合物をポリヌクレオチドキナーゼを用いて［ｇ－３２Ｐ］
ＡＴＰで放射ラベルし、ｎ＋３バンドの存在を確かめ、その収率を定量した。精製したｎ
＋３オリゴヌクレオチドの約１ｐｍｏｌを、スタフィロコッカルヌクレアーゼ遺伝子を持
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つウラシルを含むＭ１３由来のファージに突然変異導入するのに使用した。変異プラーク
を呈色性の指示寒天培地を用いて同定し、各々の変異プラークのヌクレアーゼ遺伝子をそ
の全長にわたってダイデオキシ法でシーケンスした。
Ｂ．１つあるいは２つのコドンの挿入の一般的な技術
スタフィロコッカルヌクレアーゼ遺伝子の突然変異導入オリゴヌクレオチドの合成におい
て、ＤＭＴ－ｄＧｄＣｄＴ－フォスフォールアミダイトおよびＤＭＴ－ｄＧｄＧｄＴ－フ
ォスフォールアミダイトの混合物の準化学量論的カップリングを行った。１－３％カップ
リングの収率のあったこの反応に続いて、無水酢酸による標準的なキャッピング段階を省
略した。（さもなければ、反応を行わなかった９７－９９％の鎖がさらなるカップリング
に対して不活性化される。）続く亜リン酸塩の酸化および５’－ＤＭＴ基の脱保護の段階
は、慣用されているモノマー付加サイクルと全く同様に行った。合成のこの点で、鎖の１
－３％は５’末端に追加のｄＧｄＣｄＴあるいはｄＧｄＧｄＴコドンを持ち、残りの９７
－９９％は配列は野生型であった。次に、３モノマー付加サイクルを行い、通常の長さの
鎖および過剰のコドンを持つ鎖の両方が次の野生型コドンを受け取った。再び、コドン境
界に到達し；この部位に単一コドン挿入を誘導するために、トリヌクレオチド混合物の準
化学量論的カップリングを５’キャッピング反応を省略してもう１回行った。合成のこの
点で、１－３％の鎖がｄＧｄＣｄＴあるいはｄＧｄＧｄＴのいずれかの第２の挿入を得て
、１－３％は第一の挿入を得て、０．１％以下が両方の挿入を得て、残りの大多数は野生
型の配列を持った。それからさらに３つのモノマー付加サイクルを行って全ての鎖に次の
野生型コドンを付着した。全ての標的部位にコドンが挿入されるまで第３のモノマーカッ
プリングを行った後、さらにトリヌクレオチド混合物のカップリングを行った。それから
最終的に６－９モノマーカップリングを行い、オリゴヌクレオチドによる１本鎖ＤＮＡ鋳
型における第２の鎖の合成のプライミングに必要な野生型配列との相同性を増加させた。
Ｃ．単一コドン挿入変異導入のためのｄＧｄＣｄＴトリヌクレオチドの使用
トリヌクレオチドｄＧｄＣｄＴの挿入はスタフィロコッカルヌクレアーゼ遺伝子の６４／
６５，６５／６６，および６６／６７コドン境界でなされた。精製されたオリゴヌクレオ
チド混合物は１本鎖ファージの変異導入に使用され、生じたファージプラークの１５％は
ヌクレアーゼ活性が欠如していた。シーケンスされた２４の分離した変異のうち、１１は
ｄＧｄＣｄＴ挿入を６５／６６に持ち、１１はｄＧｄＣｄＴを６６／６７に持ち、１つは
野生型で、そして、もう１つはオリゴヌクレオチド配列内に単一ヌクレオチド欠失を持っ
ていた（これは、おそらく精製段階でゲルによって除去されなかったｎ－１オリゴヌクレ
オチドのコンタミネーションによるものである）。これらの同じ３つの部位にｄＧｄＧｄ
Ｔ挿入を行った同一の実験では、６４／６５にｄＧｄＧｄＴが挿入したものが５つ、６５
／６６に挿入したものが１０個、６６／６７に挿入したものが３つ、野生型が１つ、単一
ヌクレオチド欠失が１つ、そして、ヌクレアーゼ遺伝子中のオリゴヌクレオチドの他の部
分へのミスペアリングのため生じた４つの変異が得られた。
Ｄ．多数のコドン挿入変異導入のためのｄＧｄＣｄＴおよびｄＧｄＧｄＴの使用
図４は５’－ＤＭＴ－ｄＧｄＣｄＴ－フォスフォールアミダイトおよび５’－ＤＭＴ－ｄ
ＧｄＧｄＴ－フォスフォールアミダイトの等モル混合物（４．１ｍＭ）を挿入変異導入に
使用した２つの実験の結果を示す。ヒストグラムはスタフィロコッカルヌクレアーゼ遺伝
子中で回復したアラニン（棒グラフの陰の部分で示される）およびグリシン（棒グラフの
白い部分で示される）コドン挿入変異の分布および頻度を示す。第一の実験で、長さｎ＝
２９の野性型オリゴヌクレオチドを作成し、スタフィロコッカルヌクレアーゼ遺伝子のコ
ドン９８および１０３間の各々５コドン境界を標的に挿入した。３８変異プラークのうち
２４が単一コドン挿入を含み、９９／１００を除く全ての位置における挿入が現れた（図
４Ａ）。残りの変異のうち１３はｎ－１バンドのコンタミネーション由来のオリゴヌクレ
オチドによる突然変異と一致するオリゴヌクレオチド配列内の単一ヌクレオチド欠失を示
した。さらに、１つの単一ヌクレオチド挿入が見つかった。
第二の実験において、スタフィロコッカルヌクレアーゼ遺伝子のコドン３３および４３の
間の１０のコドン境界のうち９つに挿入が起こるように、ｎ＝４６の長さの野性型オリゴ



(13) JP 4138869 B2 2008.8.27

10

20

30

40

50

ヌクレオチドが合成された。この場合、３７のシーケンスした変異プラークのうち２１が
標的部位にｄＧｄＧｄＴあるいはｄＧｄＣｄＴ挿入を含んでいた；これらの挿入の分布は
図４Ｂに示した。再び、オリゴヌクレオチド中の単一ヌクレオチド欠失が主要のコンタミ
ネーションで（１２分離された）、残りは２つの単一ヌクレオチド挿入と２つの大きな欠
失であった。
実施例３：置換変異導入
Ａ．Ｆｍｏｃ（フルオレン－９－イルメトキシカルボニル）保護基を持った、ロイシンを
コードするトリヌクレオチドホスホールアミダイトの合成
ロイシンコドンを規定するトリヌクレオチドを、標準的な溶液相化学を用いてカスタム合
成することができる。乾燥ピリジン中に５’－ＯＨトリヌクレオチドを再懸濁し、次いで
１．５等量のＦｍｏｃ－Ｃｌと共に０℃で１時間インキュベートすることで、５０％以上
の収率で、５’－Ｆｍｏｃ保護されたトリヌクレオチドを生産することができる。ＲＰ－
ＨＰＬＣを用いて５’－Ｆｍｏｃトリヌクレオチドを精製することができ、その構造は１
Ｈ－ＮＭＲスペクトロスコピーを用いて支持することができる（レーマン（Lehmann），
Ｃ．、ズー（Xu），Ｙ．、クリストドーロー（Christodoulou），Ｃ．、タン（Tan），Ｚ
．とゲイト（Gait），Ｍ．Ｊ．（1989）Nucl.Acids Res.17,2379-2389）。標準的な方法
（バルゴビン（Balgobin），Ｎ．とシャットパディアヤ（Chattopadhyaya），Ｊ．（1987
）Nucleosides and Nucleotides 6,461-463を参照）を用いて、５’－Ｆｍｏｃトリヌク
レオチドをホスフィチル化（phosphitylate）し、得られたホスホールアミダイトを精製
することができる。最終産物５’－Ｆｍｏｃ－ｄＣＢｚ－［ＰＯ（ＯＭｅ）］－ｄＴ－［
ＰＯ（ＯＭｅ）］－ｄＴ－３’－［Ｐ（ＯＭｅ）（ＮｉＰｒ２）］の構造は、１Ｈおよび
３１Ｐ－ＮＭＲスペクトロスコピーを用いて支持することができ、該トリヌクレオチドに
より誘導される変異のＤＮＡシークエンスを決定することにより確認できる。凍結乾燥し
た産物は、アルゴン存在下で琥珀色のバイアル中に２５ｍｇずつ－７０℃で保存すべきで
ある。
Ｂ．５’－Ｏ－Ｆｍｏｃ－ｄＣｄＴｄＴホスホールアミダイトを用いたコドン置換
オリゴヌクレオチドは、３４０Ｂアプライドバイオシステムズ　ＤＮＡ合成機で市販提供
されている０．２μモル合成ルーチンを用いて合成することができる。本ルーチンは、ト
リヌクレオチドの準化学量論的な付加後のキャッピング工程を除くよう改変される。別の
バイアルから１００ｍＭのＤＢＵ（１，８－ジアザビシクロ－［５．４．０］－ウンデク
－７－エン）を添加し、カップルしたトリヌクレオチドの５’－Ｆｍｏｃ保護基の除去を
、続けて３回行われるモノヌクレオチドカップリングサイクル後にもたらすような工程が
加えられる。モノヌクレオチドおよびトリヌクレオチドのカップリング効率は、遊離のＤ
ＭＴおよびＦｍｏｃ基の、それぞれ４９８および３０５ｎｍでの吸光度を追跡することに
より測定することができる。５’－ＤＭＴ基を含む最終オリゴヌクレオチド産物を固相支
持体から切断し、ＲＰ－ＨＰＬＣにより短い産物を除いて精製し、その後に残っている保
護基を標準的に除くことができる。
オリゴヌクレオチドの濃度は２６０ｎｍでの吸光度から計算することができる。およそ１
ｐモルの精製オリゴヌクレオチドを用いて、ウラシルを含むＭ１３ファージ（スタフィロ
コッカスのヌクレアーゼの遺伝子を持つ）を変異導入することができる（クンケル（Kunk
el），Ｔ．Ａ．（1985）Proc.Natl.Acad.Sci. USA 82,488-492を参照）。変異体プラーク
は、呈色性の指示寒天培地（ショートル（Shortle），Ｄ．（1983）Gene 22,181-189）を
用いて同定し、各変異体ファージのヌクレアーゼ遺伝子をジデオキヌクレオチドチェーン
ターミネーション法によって隅々までシークエンスすることができる（サンガー（Sanger
），Ｆ．、ニックレン（Nicklen），Ｓ．とクールゾン（Coulson），Ａ．Ｒ．（1977）Pr
oc.Natl.Acad.Sci.USA 74,5463-5467を参照）。
実施例４：欠失変異導入
Ａ．５’－Ｆｍｏｃ（フルオレン－９－イルメトキシカルボニル）保護基を持った、デオ
キシチミジン　モノヌクレオチドホスホールアミダイトの合成
乾燥ピリジン中にデオキシチミジンを懸濁し、次いで１．５等量のＦｍｏｃ－Ｃｌと共に
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０℃で１時間インキュベートすることで、５０％以上の収率で、５’－Ｆｍｏｃ保護され
たモノヌクレオチドを生産することができる。ＲＰ－ＨＰＬＣを用いて５’－Ｆｍｏｃモ
ノヌクレオチドを精製することができ、その構造は１Ｈ－ＮＭＲスペクトロスコピーを用
いて支持することができる（レーマン，Ｃ．、ズー，Ｙ．、クリストドーロー，Ｃ．、タ
ン，Ｚ．とゲイト，Ｍ．Ｊ．（1989）Nucleic.Acids Res. 17,2379-2389）。標準的な方
法（バルゴビン，Ｎ．とシャットパディアヤ，Ｊ．（1987）Nucleosides and Nucleotide
s 6,461-463を参照）を用いて、５’－Ｆｍｏｃモノヌクレオチドをホスフィチル化し、
得られた３’－ホスホールアミダイトを精製することができる。最終産物５’－Ｆｍｏｃ
Ｏ－ｄＴ－３’－［Ｐ（ＯＭｅ）（ＮｉＰｒ２）］の構造は、１Ｈおよび３１Ｐ－ＮＭＲ
スペクトロスコピーを用いて支持することができ、該モノヌクレオチドを用いて誘導され
る変異のＤＮＡシークエンスを決定することにより確認できる。凍結乾燥した産物は、ア
ルゴン存在下で琥珀色のバイアル中に２５ｍｇずつ－７０℃で保存すべきである。
Ｂ．コドン欠失を伴うオリゴヌクレオチド合成
オリゴヌクレオチドは、３４０Ｂアプライドバイオシステムズ　ＤＮＡ合成機で市販提供
されている０．２μモル合成ルーチンを用いて合成することができる。本ルーチンは、モ
ノヌクレオチドの準化学量論的な付加後のキャッピング工程を除くよう改変される。別の
バイアルから１００ｍＭのＤＢＵを添加し、続けて４回行われるモノヌクレオチドカップ
リングサイクル後に，カップルしたトリヌクレオチドの５’－Ｆｍｏｃ保護基の除去をも
たらすような工程を含む。５’－Ｆｍｏｃモノヌクレオチドおよび５’－ＤＭＴ－モノヌ
クレオチドのカップリング効率は、遊離のＤＭＴおよびＦｍｏｃ基の、それぞれ４９８お
よび３０５ｎｍでの吸光度を追跡することにより測定することができる。最終オリゴヌク
レオチド産物を固相支持体から切断し、サイズに基づいて精製し、その後に残っている保
護基を標準的に除くことができる。
オリゴヌクレオチドの濃度は２６０ｎｍでの吸光度から計算することができる。およそ１
ｐモルの精製オリゴヌクレオチドを用いて、上記のようにしてウラシルを含むＭ１３ファ
ージに変異導入することができる。変異体プラークは呈色性の指示寒天培地を用いること
により同定することができ、各変異体ファージのヌクレアーゼ遺伝子を上記のようにジデ
オキシヌクレオチドチェーンターミネーション法によって隅々までシークエンスすること
ができる。
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