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(57)【要約】
本発明の態様は、標的核酸を設計して製造するための方
法、組成物、およびアルゴリズムに関する。方法は、（
１）各々の両端に制限酵素認識配列を有する、複数の平
滑末端二本鎖核酸断片を提供する；（２）制限酵素認識
配列の近接における複数の平滑末端二本鎖核酸断片の酵
素消化を経て、各々が２つの異なる非相補性突出を有す
る、複数の付着末端二本鎖核酸断片を生成する；（３）
第一の付着末端二本鎖核酸断片の第一の突出が、第二の
付着末端二本鎖核酸断片の第二の突出に一意的に相補で
あるところの、複数の付着末端二本鎖核酸断片のリガー
ゼでのライゲーション；および（４）一意的な配置が標
的核酸を含む、複数の付着末端二本鎖核酸断片の直線配
置の形成、を含む。ある実施形態において、複数の平滑
末端二本鎖核酸断片は、固相担体上で合成された複数の
オリゴヌクレオチドを放出し、ポリメラーゼを基にした
反応を用いる、複数のオリゴヌクレオチドの相補鎖を合
成することにより提供できる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　所定の配列を有する標的核酸を作製する方法であって、
　複数の平滑末端二本鎖核酸断片の各々の両端に制限酵素認識配列を有する、複数の平滑
末端二本鎖核酸断片を提供すること；
　複数の平滑末端二本鎖核酸断片の酵素消化を経て、標的核酸配列をともに含む複数の付
着末端二本鎖核酸断片を生成すること、ここで、複数の付着末端二本鎖核酸配列の各々が
２つの異なる非相補性突出を有する；
　第一の付着末端二本鎖核酸断片の第一の突出が、第二の付着末端二本鎖核酸断片の第二
の突出に一意的に相補であるところの、複数の付着末端二本鎖核酸断片のリガーゼでのラ
イゲーション；および
　一意的な配置が所定の配列を有する標的核酸を含む、複数の付着末端二本鎖核酸断片の
直線配置の形成、
を含む、方法。
【請求項２】
　複数の平滑末端二本鎖核酸断片が、固相担体上に固定化された複数の一本鎖オリゴヌク
レオチドから生成される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　複数の平滑末端二本鎖核酸断片が：
　固相担体上で合成された複数のオリゴヌクレオチドを放出すること；および
　ポリメラーゼを基にした反応を用いて、複数のオリゴヌクレオチドの相補鎖を合成する
こと、
を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　複数のオリゴヌクレオチドの各々がユニバーサルプライマー結合部位を含み、該ユニバ
ーサルプライマー結合部位に相補的なユニバーサルプライマーが、該ポリメラーゼを基に
した反応で使用される、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　複数のオリゴヌクレオチドの各々が制限酵素認識配列を含む、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　該制限酵素認識配列がユニバーサルプライマー結合部位の一部であり、ユニバーサルプ
ライマー結合部位の５’または３’末端に位置するか、または制限酵素認識配列がユニバ
ーサルプライマー結合部位の上流または下流に位置する、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　ユニバーサルプライマーが望ましくない酵素消化産物の親和性除去を促進するために親
和性タグを有する、請求項４に記載の方法。
【請求項８】
　親和性タグがビオチンである、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　複数の平滑末端二本鎖核酸が、少なくとも３、４、５、６、７、８、１０、１５または
２０の異なる平滑末端二本鎖核酸断片を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　複数の平滑末端二本鎖核酸断片が、少なくとも５０、１００、２００または３００塩基
長である、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　制限酵素認識配列がすべての平滑末端二本鎖核酸断片に共通する、請求項１に記載の方
法。
【請求項１２】
　複数の平滑末端二本鎖核酸断片が、同じ数の塩基を有する突出を生成するために選択さ
れた２つの異なる制限酵素によって認識できる少なくとも２つの異なる制限酵素認識配列
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を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　制限酵素認識配列がＩＩｓ型制限酵素で認識されることができる、請求項１に記載の方
法。
【請求項１４】
　ＩＩｓ型制限酵素がＢｓａＩ、ＢｓｍＢＩ、ＢｓｐＱＩ、ＢｔｇＺＩ、ＢｓｍＦＩ、Ｆ
ｏｋＩ、ＢｂｖＩ、それらのいかなる変異体、またそれらのいかなる組み合わせである、
請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　複数の付着末端二本鎖核酸断片が、付着末端二本鎖核酸断片の付着末端が、隣接する付
着末端二本鎖核酸断片における次の付着末端に一意的に相補であるように設計される、請
求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　突出が少なくとも３、４、５、６、７、または８塩基長である、請求項１に記載の方法
。
【請求項１７】
　突出が互いに少なくとも１、２、３または４塩基異なる、請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　突出が、５’または３’突出である、請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
　ライゲーション段階の前に、複数の付着末端二本鎖核酸断片を精製して望ましくない酵
素消化産物を除去することをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　望ましくない酵素消化産物が、約４０、約３５、約３０、約２５、約２０または約１５
塩基長未満の断片を含む、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　該精製が、シリカとの異なる親和性、サイズろ過、ポリエチレングリコールまたは臭化
セチルトリメチルアンモニウムでの沈殿、またはそれらのいかなる組み合わせを含む、請
求項１９に記載の方法。
【請求項２２】
　リガーゼがＴ３　ＤＮＡリガーゼ、Ｔ４　ＤＮＡリガーゼ、Ｔ７　ＤＮＡリガーゼ、大
腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＤＮＡリガーゼ、それらのいかなる変異体、またはそれらのいかな
る組み合わせである、請求項１に記載の方法。
【請求項２３】
　標的核酸が非天然核酸である、請求項１に記載の方法。
【請求項２４】
　標的核酸が少なくとも５００、８００、１０００、１５００、２０００、または３００
０塩基長である、請求項１に記載の方法。
【請求項２５】
　標的核酸に特異的なプライマー対およびポリメラーゼを使用する標的核酸の増幅をさら
に含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２６】
　標的核酸の配列の確認をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２７】
　複数の平滑末端二本鎖核酸断片が合成オリゴヌクレオチドから階層的に組み立てられる
、請求項１に記載の方法。
【請求項２８】
　複数の核酸断片が単一のプールでライゲーションされる、請求項１に記載の方法。
【請求項２９】
　複数の核酸断片が少なくとも２つのプール中にあり、第一のプール中の各々の核酸断片
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が第二のプールの核酸断片に相補的な末端を有する、請求項１に記載の方法。
【請求項３０】
　複数の核酸断片がオリゴヌクレオチド二量体である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　標的核酸に組み立てられる複数の出発核酸を設計するための方法であって、
　（ａ）標的核酸の標的配列を得る；
　（ｂ）あらゆる２個の隣接する部分配列が、お互いＮ塩基で重なり合うように複数の部
分配列を選択する；
　（ｃ）得られる重なり合ったＮ－塩基配列をメモリに格納する；
　（ｄ）重なり合うＮ－塩基配列をお互いに比較し、少なくとも１個の塩基によりお互い
が異なることを確実にする；および
　（ｅ）いかなる２個の隣接する出発核酸が、お互いがＮ塩基で一意的に重なり合う、複
数の満足できる出発核酸を得るまで、段階（ｂ）から（ｄ）を繰り返す、
ことを含む、方法。
【請求項３２】
　フランキング配列をその５’末端および３’末端で設計することをさらに含み、フラン
キング配列がＩＩｓ型制限酵素で認識されることができる制限酵素認識部位を含む、請求
項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　制限酵素認識部位が、ＩＩｓ型認識部位である、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　フランキング配列が、いかなる２つの隣接出発核酸断片が、制限酵素での切断の後に一
意的な付着末端を有するように、核酸の伸長をさらに含む、請求項３２に記載の方法。
【請求項３５】
　フランキング配列がプライマー結合部位をさらに含む、請求項３２に記載の方法。
【請求項３６】
　標的核酸配列が、非天然核酸である、請求項３１に記載の方法。
【請求項３７】
　標的核酸が、少なくとも５００、８００、１０００、１５００、２０００または３００
０塩基長である、請求項３１に記載の方法。
【請求項３８】
　各々の部分配列が、約５０、６０、７０、８０、９０、１００、１２０、１４０、１６
０、１８０、２００、２２０、２４０、２６０、２８０、３００またはそれ以上の塩基長
である、請求項３１に記載の方法。
【請求項３９】
　Ｎが整数であり、３、４、５、６、７、８またはそれ以上である、請求項３１に記載の
方法。
【請求項４０】
　請求項３１に記載の方法で設計された、標的核酸に組み立てられる複数の出発核酸。
【請求項４１】
　各々がさらに、そこから複数の出発核酸を増幅するための設計されたユニバーサルプラ
イマー結合部位を含む、請求項４０に記載の複数の出発核酸。
【請求項４２】
　各々がさらに設計された制限酵素認識配列を有する、請求項４０に記載の複数の出発核
酸。
【請求項４３】
　標的核酸配列を組み立てるためのシステムであって、
　各々の出発核酸がさらに設計されたユニバーサルプライマー結合部位および設計された
制限酵素認識配列を含む、請求項４０に記載の複数の出発核酸配列の合成のための固相担
体；
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　ユニバーサルプライマー結合部位に相補的なユニバーサルプライマーを用いるポリメラ
ーゼを基にした反応により複数の出発核酸配列の相補鎖を合成し、それにより複数の平滑
末端二本鎖核酸断片を生成するためのポリメラーゼ反応ユニット；
　複数の平滑末端二本鎖核酸断片の酵素消化を経て、各々が２つの異なる非相補的突出を
有する複数の付着末端二本鎖核酸フラグメントを生成するための消化ユニット；および
　第一の付着末端二本鎖核酸断片の第一の突出が、第二の付着末端二本鎖核酸断片の第二
の突出に一意的に相補であるところの、複数の付着末端二本鎖核酸断片のリガーゼでのラ
イゲーションのための、ライゲーションユニット、
を含む、システム。
【請求項４４】
　標的核酸に組み立てられる複数の出発核酸を設計するための、コンピュータプログラム
製品であって、該プログラムはハードウェアコンピュータ記憶媒体に存在し、プロセッサ
により実行されると、プロセッサに、
　（ａ）標的核酸の標的配列を得る；
　（ｂ）あらゆる２個の隣接する部分配列が、お互いＮ塩基で重なり合うように複数の部
分配列を選択する；
　（ｃ）得られる重なり合ったＮ－塩基配列をメモリに格納する；
　（ｄ）重なり合うＮ－塩基配列をお互いに比較し、少なくとも１個の塩基によりお互い
が異なることを確実にする；および
　（ｅ）いかなる２個の隣接する出発核酸が、お互いがＮ塩基で一意的に重なり合う、複
数の満足できる出発核酸を得るまで、段階（ｂ）から（ｄ）を繰り返す、
を含む操作を実施させる、コンピュータプログラム製品。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本願は、２０１２年８月２３日に出願された米国特許出願第１３／５９２，８２７号、
２０１１年８月２６日に出願された米国仮出願第６１／５２７，９２２号、および２０１
１年９月９日に出願された米国仮出願６１／５３２，８２５号の優先権および利益を主張
し、これらの各々の全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【０００２】
発明の分野
　本発明の方法および組成物は核酸アセンブリ、および特に高忠実度の、多重核酸アセン
ブリ反応に関する。
【背景技術】
【０００３】
背景
　組換え体および合成核酸は、研究、工業、農業および医薬において多くの用途がある。
組換え体および合成核酸は、種々の医薬、工業または農業の目的に用いられ得る酵素、抗
体、成長因子、受容体および他のポリペプチドを含む、多量のポリペプチドを発現および
得るために用いることができる。組換え体および合成核酸はまた、改変細菌、酵母、哺乳
動物、植物および他の生物を含む遺伝的に改変された生物に使用できる。遺伝的に改変さ
れた生物は研究（例えば、疾患の動物モデルとして、生物学的プロセスの解明のためのツ
ールとして、等）、工業（例えば、タンパク質発現の宿主生物として、工業産物の生成の
ためのバイオリアクターとして、環境修復のためのツールとして、天然化合物の工業用途
での単離または改変のため、等）、農業（例えば、収率の上昇した、または疾患または環
境ストレスへの耐性が増加した改変作物、等）、および他の用途において使用され得る。
組換え体および合成核酸はまた、治療組成物（例えば、遺伝子発現の改変のため、遺伝子
治療のため、等）または診断ツール（例えば、症状のためのプローブとして、等）として
使用され得る。
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【０００４】
　存在する核酸（例えば、天然に生じる核酸）を改変して組換え核酸を生成するために、
多数の技術が開発されている。例えば、核酸増幅、変異誘発、ヌクレアーゼ消化、ライゲ
ーション、クローニング、および他の技術の組み合わせは、多くの異なった組換え核酸を
作出するために使用され得る。化学的に合成されたポリヌクレオチドは核酸増幅、変異誘
発、およびクローニングのためにプライマーまたはアダプターとしてしばしば使用される
。
【０００５】
　核酸が作成され（例えば、化学的に合成され）、組み立てられて、対象となるより長い
標的核酸を製造するｄｅ　ｎｏｖｏ核酸アセンブリのための技術もまた開発され得る。例
えば、異なる多重アセンブリ技術は、オリゴヌクレオチドを、研究、工業、農業、および
／または医薬において使用できるより大きい合成核酸を組み立てるために開発されている
。しかしながら、現在利用可能なアセンブリ技術の一つの制限は、比較的高い誤り率であ
る。それゆえ、高忠実度で、低コストのアセンブリ方法が必要とされている。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
発明の概要
　本発明の態様は、標的核酸を製造する方法に関する。いくつかの実施形態によると、方
法は、（１）複数の平滑末端二本鎖核酸断片の各々の両端に制限酵素認識配列を有する、
複数の平滑末端二本鎖核酸断片を提供する；（２）制限酵素認識配列の近接における複数
の平滑末端二本鎖核酸断片の酵素消化を経て、各々が２つの異なる非相補性突出を有する
、複数の付着末端二本鎖核酸断片を生成する；（３）第一の付着末端二本鎖核酸断片の第
一の突出が、第二の付着末端二本鎖核酸断片の第二の突出に一意的に相補であるところの
、複数の付着末端二本鎖核酸断片のリガーゼでのライゲーション；および（４）一意的な
配置が標的核酸を含む、複数の付着末端二本鎖核酸断片の直線配置の形成、を含む。ある
実施形態において、複数の平滑末端二本鎖核酸断片は、固相担体上で合成された複数のオ
リゴヌクレオチドを放出し、ポリメラーゼを基にした反応を用いる、複数のオリゴヌクレ
オチドの相補鎖を合成することにより提供できる。
【０００７】
　本発明の他の態様において、標的核酸に組み立てられる複数の出発核酸を設計するため
の方法が提供される。いくつかの実施形態によると、方法は、（１）標的核酸の標的配列
を得る；（２）あらゆる２個の隣接する部分配列（ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｃｅ）が、お互い
Ｎ塩基で重なり合うように複数の部分配列を選択する；（３）得られる重なり合ったＮ－
塩基配列をメモリに格納する；（４）重なり合うＮ－塩基配列をお互いに比較し、少なく
とも１個の塩基によりお互いが異なることを確実にする；および（５）いかなる２個の隣
接する出発核酸が、お互いがＮ塩基で一意的に重なり合う、複数の満足できる出発核酸を
得るまで、段階（２）から（４）を繰り返す、を含む。
【０００８】
　本発明のまた他の態様は、本明細書に記載された方法により設計された、標的核酸に組
み立てられる複数の出発核酸に関する。ある実施形態において、複数の出発核酸は、それ
ぞれさらにそこから複数の出発核酸を増幅するために設計されたユニバーサルプライマー
結合部位を含むことができる。複数の出発核酸配列はまた、それぞれさらに設計された制
限酵素認識配列を含むことができる。
【０００９】
　また他の態様において、標的核酸配列を組み立てるためのシステムが提供される。シス
テムは、（１）各々の出発核酸がさらに設計されたユニバーサルプライマー結合部位およ
び設計された制限酵素認識配列を含む、本明細書に記載された複数の出発核酸配列の合成
のための固相担体；（２）ユニバーサルプライマー結合部位に相補的なユニバーサルプラ
イマーを用いるポリメラーゼを基にした反応により複数の出発核酸配列の相補鎖を合成し
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、それにより複数の平滑末端二本鎖核酸断片を生成するためのポリメラーゼ反応ユニット
；（３）制限酵素認識配列の近接における複数の平滑末端二本鎖核酸断片の酵素消化を経
て、各々が２つの異なる非相補的突出を有する複数の付着末端二本鎖核酸フラグメントを
生成するための消化ユニット；および（４）第一の付着末端二本鎖核酸断片の第一の突出
が、第二の付着末端二本鎖核酸断片の第二の突出に一意的に相補であるところの、複数の
付着末端二本鎖核酸断片のリガーゼでのライゲーションのための、ライゲーションユニッ
ト、を含む。
【００１０】
　本発明の他のさらなる態様は、標的核酸に組み立てられる複数の出発核酸を設計するた
めの、コンピュータプログラム製品を提供し、該プログラムはハードウェアコンピュータ
記憶媒体に存在し、プロセッサにより実行されると、プロセッサに、（１）標的核酸の標
的配列を得る；（２）あらゆる２個の隣接する部分配列が、お互いＮ塩基で重なり合うよ
うに複数の部分配列を選択する；（３）得られる重なり合ったＮ－塩基配列をメモリに格
納する；（４）重なり合うＮ－塩基配列をお互いに比較し、少なくとも１個の塩基により
お互いが異なることを確実にする；および（５）いかなる２個の隣接する出発核酸が、お
互いがＮ塩基で一意的に重なり合う、複数の満足できる出発核酸を得るまで、段階（２）
から（４）を繰り返す、を含む操作を実施させる。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】図１は多重オリゴヌクレオチドアセンブリ反応のためのオリゴヌクレオチドの例
示的設計を説明する。
【００１２】
【図２】図２は多重オリゴヌクレオチドアセンブリ反応からの試験製品で使用されるプラ
イマーの相対的な位置を説明する。
【００１３】
【図３】図３は対オリゴヌクレオチドアセンブリ反応の実施形態を説明する。
【００１４】
【図４】図４は多重オリゴヌクレオチドアセンブリ反応の実施形態を説明する。
【００１５】
【図５】図５は、図４の多重オリゴヌクレオチドアセンブリ反応の産物のＰＣＲを基にし
た試験を説明する。
【００１６】
【図６】図６は、図４の多重オリゴヌクレオチドアセンブリ反応の産物の配列確認を説明
する。
【００１７】
【図７】図７Ａおよび７Ｂは、対ミスマッチライゲーションアッセイの実施形態を説明す
る。
【００１８】
【図８】図８は図１の設計に基づく代替のアセンブリ産物を説明する。
【００１９】
【図９】図９Ａおよび９Ｂは、アセンブリ断片に隣接する配列のための２つの設計戦略を
説明する。
【００２０】
【図１０】図１０Ａおよび１０Ｂは、２つのオフセットアセンブリ戦略を説明する。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
発明の詳細な説明
　本発明の態様は、単一のアセンブリ段階においてより長い核酸産物を生成するために複
数の核酸断片を共有結合するための方法および組成物に関する。本発明の態様は、アセン
ブリ誤り率を減少させながら、複数の核酸断片を効率的に組み立てるため、および／また
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は大きい核酸産物を生成するために必要な複数の段階を減少させるために使用できる。本
発明の態様は、アセンブリ忠実度、処理量および／または効率を増加させ、費用を下げ、
および／またはアセンブリ時間を減少させるために核酸アセンブリ手順に組み込むことが
できる。いくつかの実施形態において、本発明の態様は多くの異なる標的核酸産物の並行
生産を容易にするために自動化および／または高処理アセンブリにおいて実行され得る。
【００２２】
多重オリゴヌクレオチドアセンブリ
　所定の核酸断片が、多重アセンブリ反応（例えば、多重酵素仲介反応、多重化学的アセ
ンブリ反応、またはそれらの組み合わせ）において、複数の異なる出発核酸（例えば、オ
リゴヌクレオチド）から組み立てられ得る。多重核酸アセンブリ反応のある態様は、以下
に記載される多重オリゴヌクレオチドアセンブリ反応により説明される。アセンブリ反応
の記載が、オリゴヌクレオチドの文脈において制限することを意図しないことが理解され
るべきである。本明細書に記載されたアセンブリ反応は、１つ以上のさまざまな源（例え
ば、合成または天然ポリヌクレオチド、核酸増幅産物、核酸分解産物、オリゴヌクレオチ
ド等）から得られた出発核酸を使用することで実行され得る。出発核酸はアセンブリ核酸
（例えば、アセンブリオリゴヌクレオチド）と称され得る。本明細書で用いられるように
、アセンブリ核酸はアセンブリ工程の間に生成される核酸産物に組み込まれるように設計
された配列を有する。しかしながら、アセンブリ反応の記載が二本鎖核酸の文脈において
制限されることを意図しない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
、図面で説明され、本明細書に記載された１つ以上の出発核酸は、一本鎖核酸として提供
され得る。従って、図面および明細書が付着末端二本鎖核酸のアセンブリを説明する場合
に１つ以上の一本鎖核酸の存在が予期されることが理解されるべきである。
【００２３】
　本明細書で用いられるように、オリゴヌクレオチドは少なくとも２つの共有結合された
核酸残基を含む核酸分子であり得る。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチド
は１０から１，０００の間のヌクレオチド長であり得る。例えば、オリゴヌクレオチドは
５００から１，０００の間のヌクレオチド長、または１０から５００の間のヌクレオチド
長であり得る。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは約２０から約３００
の間のヌクレオチド長（例えば、約３０から２５０、４０から２２０、５０から２００、
６０から１８０、または約６５または約１５０のヌクレオチド長）、約１００から約２０
０の間、約２００から約３００ヌクレオチドの間、約３００から約４００の間、約４００
から約５００の間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一本鎖核酸であり得る。
しかしながら、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二本鎖オリゴ
ヌクレオチドが使用され得る。ある実施形態において、オリゴヌクレオチドは、以下でよ
り詳細に記載されるように、化学的に合成され得る。いくつかの実施形態において、入力
核酸（ｉｎｐｕｔ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ）（例えば、合成オリゴヌクレオチド）は
使用の前に増幅され得る。得られた産物は二本鎖であり得る。
【００２４】
　ある実施形態において、各々のオリゴヌクレオチドは、組み立てられるべき所定の標的
核酸配列の異なる部分と同じ配列を有するように設計され得る。従って、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は二本鎖標的核酸の２つの鎖の１つの部分と同
じ配列を有し得る。明確化のため、二本鎖核酸の２個の相補鎖が本明細書においてポジテ
ィブ（Ｐ）およびネガティブ（Ｎ）鎖と称される。この名称は、鎖がコード配列のセンス
鎖とアンチセンス鎖であると暗示することを意図するものではない。それらは、核酸の配
列や機能にかかわらず、核酸（例えば、標的核酸、中間体核酸断片等）の２つの相補鎖に
ついてのみ言及する。従って、いくつかの実施形態において、Ｐ鎖はコード配列のセンス
鎖であり得るが、一方で他の実施形態において、Ｐ鎖はコード配列のアンチセンス鎖であ
り得る。本明細書における相補的核酸または相補的核酸領域への参照が天然ＤＮＡに典型
的な逆並行の型（ａｎｔｉｐａｒａｌｌｅｌ　ｆａｓｈｉｏｎ）でハイブリダイズできる
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ようにお互いに逆相補である配列を有する核酸またはその領域を意味することが理解され
るべきである。
【００２５】
　本発明の一の態様によると、標的核酸はＰ鎖、Ｎ鎖またはＰ鎖およびＮ鎖の両方を含む
二本鎖核酸のいずれかであり得る。異なるオリゴヌクレオチドが、異なる長さを有するよ
うに設計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、１つ以上
の異なるオリゴヌクレオチドが重なり合う配列領域（例えば、重なり合う５’領域および
／または重なり合う３’領域）を有し得る。重なり合う配列領域は、同一（すなわち、核
酸断片の同一鎖に対応する）、または相補的（すなわち、核酸断片の相補鎖に対応する）
であり得る。複数のオリゴヌクレオチドは、同一配列領域で重なり合う１つ以上のオリゴ
ヌクレオチド対、相補配列領域で重なり合う１つ以上のオリゴヌクレオチド対、またはそ
れらの組み合わせを含み得る。重なり合う配列は、いかなる適当な長さであり得る。例え
ば、重なり合う配列は、アセンブリ反応で使用される１つ以上の核酸の全長を含み得る。
重なり合う配列は、約２から約５０の間（例えば、３から２０の間、３から１０の間、３
から８の間、または４、５、６、７、８、９などヌクレオチド長）であり得る。しかしな
がら、より短い、より長い、または中間的な重なり合う長さが使用され得る。アセンブリ
反応で使用される異なる入力核酸の間の重なりは異なる長さ、および／または、配列があ
り得ることが理解されるべきである。例えば、重なり合う配列は、少なくとも１つのヌク
レオチド、２ヌクレオチド、３ヌクレオチド、またはそれ以上で互いと異なり得る。重な
り合う配列がｘヌクレオチドでお互いに異なると仮定する場合、一回の反応で、（４ｘ＋
１）までの異なる入力核酸部品が共に組み立てられる。
【００２６】
　所定の核酸断片を生成するよう設計された多重オリゴヌクレオチドアセンブリ反応にお
いて、反応における、異なるオリゴヌクレオチドの組み合わせ配列はポジティブ鎖、ネガ
ティブ鎖、両方の鎖、またはポジティブ鎖の一部およびネガティブ鎖の一部の組み合わせ
上の全体の核酸断片の配列に及び得る。複数の異なるオリゴヌクレオチドは、組み立てら
れるべき核酸断片の全配列に対応する、ポジティブ配列、ネガティブ配列、またはポジテ
ィブおよびネガティブ配列の両方のいずれかを提供し得る。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、核酸断片の、ポジティブ配列の１つ以上の部分と同一の
配列を有する１つ以上のオリゴヌクレオチドおよびネガティブ配列の１つ以上の部分と同
一の配列を有する１つ以上のオリゴヌクレオチドを含み得る。異なるオリゴヌクレオチド
の１つ以上の対は本明細書に記載される所定の核酸断片配列の重なり合う部分（例えば、
核酸断片の同一鎖または相補鎖からの重なり合う配列部分）と同一の配列を含み得る。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所定の核酸断片のポジティブ配
列全体に及ぶように結合する配列を有するオリゴヌクレオチドの組および所定の核酸断片
のネガティブ配列全体に及ぶように結合する配列を有するオリゴヌクレオチドの組を含む
。しかしながら、ある実施形態において、複数のオリゴヌクレオチドは、核酸断片の１つ
の鎖（ポジティブまたはネガティブのいずれか）の配列部分と、相補的な配列をもつオリ
ゴヌクレオチドは全く含まず、同一の配列をもつ１つ以上のオリゴヌクレオチドを含み得
る。一の実施形態において、複数のオリゴヌクレオチドは、所定の核酸断片のポジティブ
配列の部分と同一の配列を有するオリゴヌクレオチドのみを含む。一の実施形態において
、複数のオリゴヌクレオチドは、所定の核酸断片のネガティブ配列の部分と同一の配列を
有するオリゴヌクレオチドのみを含む。これらのオリゴヌクレオチドは連続ライゲーショ
ンまたは伸長を基にした反応（例えば、１つ以上の複数のオリゴヌクレオチドと相補的な
３’領域を有するオリゴヌクレオチドが反応に加えられる場合）で組み立てられ得る。
【００２７】
　一の態様において、核酸断片は、リガーゼ仲介ライゲーションの１以上の周回において
結合およびライゲーションされる複数のオリゴヌクレオチドからのリガーゼ仲介アセンブ
リ反応において組み立てられ得る。リガーゼを基にしたアセンブリ技術は、隣接する３’
および５’核酸末端（例えば、３’末端が５’末端のすぐに隣接するように相補的テンプ
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レート核酸上にアニールされた５’リン酸基および３’ヒドロキシル基の核酸）の共有結
合を触媒できる適切な１つ以上のリガーゼ酵素を伴い得る。従って、リガーゼは第一の核
酸の５’リン酸基と第二の核酸の３’ヒドロキシル基の間のライゲーション反応を、第一
および第二の核酸がテンプレート核酸上でお互いに続いてアニールされると、触媒し得る
。リガーゼは、組換え型または天然源から得られ得る。いくつかの実施形態において、１
つ以上の低温（例えば、室温以下）リガーゼが使用され得る（例えば、Ｔ３　ＤＮＡリガ
ーゼ、Ｔ４　ＤＮＡリガーゼ、Ｔ７　ＤＮＡリガーゼ、および／または大腸菌（Ｅ．　ｃ
ｏｌｉ）ＤＮＡリガーゼ）。より低温のリガーゼは高温で安定ではないであろうより短い
突出（例えば、約３、約４、約５または約６塩基の突出）に有用であり得る。リガーゼは
また、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、好熱性生物からの熱
安定性リガーゼが使用され得る。熱安定性リガーゼの例は、Ｔｔｈ　ＤＮＡリガーゼ（例
えば、ＥｕｒｏｇｅｎｔｅｃおよびＧｅｎｅＣｒａｆｔから利用可能な、Ｔｈｅｒｍｕｓ
　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｉｃｓ由来）；Ｐｆｕ　ＤＮＡリガーゼ（Ｐｙｒｏｃｏｃｃｕｓ
　ｆｕｒｉｏｓｕｓからの超好熱性リガーゼ）；Ｔａｑリガーゼ（Ｔｈｅｒｍｕｓ　ａｑ
ｕａｔｉｃｕｓ由来）他の好適な熱安定性リガーゼ、またはこれらのいかなる組み合わせ
を含むが、これらに限定されるものではない。
【００２８】
　本発明の態様は、異なる型の核酸アセンブリ反応（例えば、多重核酸アセンブリ反応）
を増幅するために使用され得る。本発明の態様は、例えば、その開示が参照により本明細
書に組み込まれる、Ｃａｒｒ　ｅｔ　ａｌ．，　２００４，　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ
ｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，　Ｖｏｌ．　３２，　Ｎｏ　２０，　ｅｌ６２　（９頁）；　Ｒ
ｉｃｈｍｏｎｄ　ｅｔ　ａｌ．，　２００４，　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈ，　Ｖｏｌ．　３２，　Ｎｏ　１７，　ｐｐ．　５０１１－５０１８；　Ｃａｒ
ｕｔｈｅｒｓ　ｅｔ　ａｌ．，　１９７２，　Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　７２，　４
７５－４９２；　Ｈｅｃｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　１９９８，　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕ
ｅｓ　２４：２５６－２６０；　Ｋｏｄｕｍａｌ　ｅｔ　ａｌ．，　２００４，　ＰＮＡ
Ｓ　Ｖｏｌ．　１０１，　Ｎｏ．　４４，　ｐｐ．　１５５７３－１５５７８；　Ｔｉａ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２００４，　Ｎａｔｕｒｅ，　Ｖｏｌ．　４３２，　ｐｐ．　１０
５０－１０５４；および米国特許番号６，００８，０３１および５，９２２，５３９に記
載される１以上のアセンブリ反応の組み合わせで使用され得る。所定の核酸断片を生成す
る多重核酸アセンブリ反応のある実施形態は、図１～１０を参照することによって説明さ
れる。本明細書に記載の合成およびアセンブリ反応（例えば、オリゴヌクレオチド合成、
ステップワイズアセンブリ、多重核酸アセンブリ、核酸断片の階層的なアセンブリ、また
はそれらのいかなる組み合わせも含む）は、反応チューブ中、マルチウェルプレート中、
表面上、カラム上、マイクロ流体デバイス（例えば、マイクロ流体チューブ）中、キャピ
ラリーチューブ、等を含むいかなる適切な形式でも実施され得ることを理解すべきである
。例えば、いくつかの実施形態では、「再帰的アセンブリ」または「階層的アセンブリ」
により、標的核酸を組み立てることができる。この実施形態において、標的核酸は、まず
２つ以上の重なり合う核酸断片（または部分アセンブリ断片（ｓｕｂａｓｓｅｍｂｌｙ　
ｆｒａｇｍｅｎｔ））に分割される。各々の核酸断片はその後、２つ以上の重なり合うよ
り小さい核酸断片に細分される。
【００２９】
合成オリゴヌクレオチド
　オリゴヌクレオチドは、いかなる適切な技術を使用することで合成され得る。例えば、
オリゴヌクレオチドはカラムまたは他の担体（例えば、チップ）上で合成され得る。チッ
プを基にした合成技術の例はＣｏｍｂｉＭａｔｒｉｘ、Ａｇｉｌｅｎｔ、Ａｆｆｙｍｅｔ
ｒｉｘ、または他の源から利用可能な合成デバイスまたは方法で使用される技術を含む。
合成オリゴヌクレオチドはいかなる適当なサイズ、例えば１０と１，０００ヌクレオチド
長の間（例えば、１０と２００、２００と５００、５００と１，０００ヌクレオチド長の
間、またはそれらのいかなる組み合わせ）であり得る。アセンブリ反応は、各々が独立し
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て１０と３００の間のヌクレオチド長（例えば、２０と２５０の間、３０と２００の間、
５０と１５０の間、５０と１００の間、またはいかなる中間数のヌクレオチド）であり得
る、複数のオリゴヌクレオチドを含み得る。しかしながら、１つ以上のより短い、または
より長いオリゴヌクレオチドがある実施形態において使用され得る。
【００３０】
　本明細書で使用されるように、「担体」および「基板」なる用語は互換的に使用され、
核酸などの高分子が合成または固定化される多孔性または無孔性の溶剤不溶性物質をいう
。本明細書で使用されるように、「多孔性」は実質的に均一な直径を有する（例えば、ｎ
ｍの範囲）を有する孔を含む物質を意味する。多孔性物質は、紙、合成フィルター等を含
むことができるが、これらに限定されるものではない。そのような多孔性物質において、
反応は孔内で起こり得る。担体は、多数の形状、例えばピン、片、板、円盤、棒、曲板（
ｂｅｎｄ）、筒状構造、ビーズおよびナノ粒子を含む粒子等、のどれかを有することがで
きる。担体は可変幅を有することができる。
【００３１】
　担体は、吸水できるか、または吸水できるようにされている。担体は、シリカ、硫酸マ
グネシウム、アルミナなどの無機粉；紙を含む繊維、例えばろ紙、クロマトグラフ紙など
の天然高分子材料、特にセルロース系材料およびセルロース由来の材料；ニトロセルロー
ス、セルロースアセテート、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（エチレンテレフタラート）、ナイ
ロン、ポリ（酪酸ブチル）、ポリビニリデンジフルオライド（ＰＶＤＦ）膜、ガラス、気
孔ガラス、磁気制御気孔ガラス、セラミック、金属などの合成または改変天然由来高分子
；を含むことができ、それらをそれら自身、または他の材料と結合して使用できる。
【００３２】
　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
、一本鎖のオリゴヌクレオチドは、各オリゴヌクレオチドが基板上で別々に、または、別
個の機構（ｄｉｓｃｒｅｔｅ　ｆｅａｔｕｒｅ）（または、スポット）で合成される、一
般的な担体上でｉｎ　ｓｉｔｕで合成される。好ましい実施形態において、一本鎖オリゴ
ヌクレオチドは担体または機構の表面に結合する。本明細書で使用されるように、「アレ
イ」なる用語は更なる反応のためにオリゴヌクレオチドまたは相補的オリゴヌクレオチド
を格納し、送達し、増幅し、放出するための離散的な機構の配置のことをいう。好ましい
実施形態において、担体またはアレイがアドレス可能であり：担体は担体上の特定の所定
位置（すなわち、「アドレス」）の２つ以上の離散的なアドレス可能な機構を含む。それ
ゆえ、アレイの各オリゴヌクレオチド分子は、担体上の既知および定義された位置に局所
化される。各々のオリゴヌクレオチド配列は担体上のその位置から決定できる。さらに、
アドレス可能な担体またはアレイは、液滴などの個別に分離された容量の直接制御を可能
にする。機構上の、各小滴がお互いからの分離を保たれている、マイクロ容量の小滴の形
成を許容するために、定義された機構のサイズを選ぶことができる。本明細書に記載され
るように、必須というわけではないが、機構は典型的に、２つの隣接する機構の間の小滴
が合わされないことを確実にするために、機構間（ｉｎｔｅｒｆｅａｔｕｒｅ）の空間に
よって分離されている。機構間は、典型的に、それらの表面にいかなるオリゴヌクレオチ
ドも保持せず、不活性な空間に相当するであろう。いくつかの実施形態において、機構と
機構間はそれらの親水性または疎水性の特性において異なり得る。いくつかの実施形態に
おいて、機構と機構間は、本明細書に記載されるように、修飾因子を含み得る。
【００３３】
　アレイは、構築されるか、特注されるか、または業者（例えば、ＣｏｍｂｉＭａｔｒｉ
ｘ，Ａｇｉｌｅｎｔ，Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ，Ｎｉｍｂｌｅｇｅｎ）から購入され得る。
オリゴヌクレオチドは、アレイ表面の別個の機構上に付着されるか、スポットされるか、
固定化されるか、表面結合されるか、支持されるかまたは合成される。オリゴヌクレオチ
ドは、表面に共有結合されるか、または表面に置かれ（ｄｅｐｏｓｉｔ）得る。構築の様
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々な方法は当分野で周知であり、例えば、マスクレスアレイシンセサイザ、マスク利用光
指向性法（ｌｉｇｈｔ　ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ｍｅｔｈｏｄ）、流路法（ｆｌｏｗ　ｃｈａ
ｎｎｅｌ　ｍｅｔｈｏｄ）、スポット法などである。
【００３４】
　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（ＭＡＳ）を用いて固相担体上で合成され得る。例えば、マス
クレスアレイシンセサイザは、例えばＰＣＴ出願番号ＷＯ９９／４２８１３および対応す
る米国特許番号６，３７５，９０３に記載される。他の例で、アレイの各々の機構が所望
の配列の一本鎖ＤＮＡ分子を有するカスタムＤＮＡマイクロアレイを作ることができるマ
スクレス機器が知られている。
【００３５】
　構築および／または選択オリゴヌクレオチドを合成する他の方法は、例えば、マスク利
用光指向性法、流路法、スポット法、ピンを基にした方法（ｐｉｎ－ｂａｓｅｄ　ｍｅｔ
ｈｏｄ）、多重担体利用法（ｍｅｔｈｏｄ　ｕｔｉｌｉｚｉｎｇ　ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｓ
ｕｐｐｏｒｔ）などを含む。
【００３６】
　オリゴヌクレオチド合成のためのマスク利用光指向性法（例えば、ＶＬＳＩＰＳ（登録
商標）法）は、例えば、米国特許番号５，１４３，８５４、５，５１０，２７０および５
，５２７，６８１に記載される。これらの方法は、固相担体の所望の領域を活性化し、つ
いで予備選択された単量体溶液で担体に接触させることを伴う。選択された領域は、集積
回路製作に使用されるフォトリソグラフィー技術の手法で、マスクを通した光源での照射
により活性化できる。担体の他の領域は、照射がマスクによって妨げられるため、不活性
なままで残り、それらは化学的に保護されたままで残る。したがって、光のパターンは、
サポートのどの範囲が特定の単量体と反応するかを定義する。所定の領域の異なるセット
を繰り返し活性化し、担体を異なる単量体溶液に接触することにより、さまざまの一連の
重合体が担体上に生成される。担体からの未反応単量体溶液の洗浄などの、他の段階が任
意に使用できる。他の適用可能な方法は、米国特許番号５，３８４，２６１に記載される
ような機械技術を含む。
【００３７】
　単一担体上での構築および／または選択オリゴヌクレオチドの合成に適切な追加の方法
は、例えば、米国特許番号５，３８４，２６１に記載される。例えば、試薬は、（１）所
定の領域上に定義されたチャンネルないでの流れ、または（２）所定の領域上の「スポッ
ティング」のいずれかによって担体に送達され得る。また、スポッティングと流れの組み
合わせだけでなく他のアプローチも用いられ得る。どの場合でも、単量体溶液が様々な反
応部位に送達されるとき、担体のある一定の活性化領域は、他の領域と機械的に切り離さ
れる。流路法は、固相担体上のオリゴヌクレオチドの合成を制御するために、例えば、マ
イクロ流体システムを伴う。例えば、適切な試薬の流れを通じた、または適切な試薬が置
かれた担体の表面上で流路を形成することにより、固相担体の選択された領域でさまざま
な重合体配列が合成され得る。固相担体上のオリゴヌクレオチド生成のためのスポッティ
ング方法は、比較的少量の反応剤を、それらを直接選択された領域に置くことにより送達
することを伴う。いくつかの段階において、より効率的であるならば、溶液で担体表面全
体を、スプレーするかまたは他の方法でコーティングできる。正確に測定された単量体溶
液のアリコートは、領域から領域まで移動するディスペンサーによって滴下され得る。
【００３８】
　固相担体上でのオリゴヌクレオチド合成のためのピンを基にした方法は、例えば米国特
許番号５，２８８，５１４に記載される。ピンを基にした方法は、多くのピンまたは他の
伸長を有する担体を利用する。ピンはトレイ内の個々の試薬容器の中に、各々同時に挿入
される。一般に、９６ピンのアレイが、９６ウェルのマイクロタイタープレートなどの９
６ウェルのトレイと共に利用される。各々のトレイは、個々のピン上で特定の化学反応で
結合するための特定の試薬で満たされる。したがって、トレイはしばしば異なった試薬を
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含むであろう。化学反応は、比較的同様の反応条件下でそれぞれの反応を実行できるよう
に最適化されるため、同時に複数の化学的結合段階を行うことが可能となる。
【００３９】
　オリゴヌクレオチドを合成するための他の適当なマイクロアレイおよび方法は、その全
体が参照により本明細書に組み込まれる、米国特許番号７，３２３，３２０および７，５
６３，６００に記載されたものを全体として含む。例では、そこから合成されたオリゴヌ
クレオチドは、化学的、酵素的または物理的に切断されるかまたは他の方法で、さらなる
増幅、制限酵素での消化および／またはアセンブリのためにマイクロアレイから放出され
る。
【００４０】
　他の実施形態において、複数のオリゴヌクレオチドが、ビーズなどの多重担体に合成さ
れるか、または固定化（例えば、付着）され得る。一例は、例えば米国特許番号５，７７
０，３５８、５，６３９，６０３および５，５４１，０６１に記載されるビーズを基にし
た合成法である。ビーズ上のオリゴヌクレオチドなどの分子の合成のため、大きな多数の
ビーズは容器内の適当な担体（水など）で懸濁される。ビーズは、任意に保護基と複合さ
れた活性部位を有する、任意のスペーサー分子とともに提供される。合成の各々の段階で
、ビーズは、多数の容器への結合のために分割される。初期のオリゴヌクレオチド鎖が脱
保護された後に、同じヌクレオチド添加反応が特定の容器の中のすべてのビーズ上に起こ
るように、異なる単量体溶液が各容器に加えられる。ビーズはその後、合成の次のラウン
ドに備えて、過剰の試薬を洗浄され、単一の容器にプールされ、混合され、他の多数の容
器に再分配される。最初に利用された多くのビーズによって、塩基の無作為化された付加
の無数の周回の後に、各々がその表面上に合成された一意的なオリゴヌクレオチド配列を
有する、容器内に無作為で分散された多くのビーズが同様にあることに注意すべきである
。個々のビーズは使用の間、識別を考慮するためにその上に二本鎖オリゴヌクレオチドに
特有の配列でタグ付けされ得る。
【００４１】
　さらに他の実施形態において、複数のオリゴヌクレオチドが、ナノ粒子上に付着される
か、合成され得る。ナノ粒子は金属（例えば、金、銀、銅、およびプラチナ）、半導体（
例えばＣｄＳｅ、ＣｄＳ、およびＺｎＳでコーティングされたＣｄＳ）、および磁性（例
えば、強磁性体）コロイド物質を含むが、これらに限られない。オリゴヌクレオチドをナ
ノ粒子に付着させるための方法は当分野で知られている。他の実施形態において、ナノ粒
子は基板に付着される。固定化オリゴヌクレオチドの有無にかかわらず、ナノ粒子は例え
ば、Ｇｒａｂａｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎａｌｙｔ．　Ｃｈｅｍ．，　６７，　７３－７
４３　（１９９５）；　Ｂｅｔｈｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｅｌｅｃｔｒｏａｎａ
ｌ．　Ｃｈｅｍ．，　４０９，　１３７　（１９９６）；　Ｂａｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｌ
ａｎｇｍｕｉｒ，　１２，　１１７２　（１９９６）；　Ｃｏｌｖｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，
　Ｊ．　Ａｍ．　Ｃｈｅｍ．　Ｓｏｃ．，　１１４，　５２２１　（１９９２）に記載さ
れるように基板に付着できる。そのままのナノ粒子がまず基板に結合し得、その後、固定
されたナノ粒子にオリゴヌクレオチドが付着できる。
【００４２】
　予備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は、その全体
が参照により全ての目的において本明細書に組み込まれる、以下の文献に示される光指向
性法、流路法およびスポット法、インクジェット法、ピンを基にした方法およびビーズを
基にした方法を用いて、ｉｎ　ｓｉｔｕで基板に付着または合成され得る：ＭｃＧａｌｌ
　ｅｔ　ａｌ．　（１９９６）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　Ｕ．
Ｓ．Ａ．　９３：１３５５５；　Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　ＤＮＡ　Ａｒｒａｙｓ　Ｉｎ　Ｇ
ｅｎｅｔｉｃ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，　Ｖｏｌ．　２０：１１１，　Ｐｌｅｎｕｍ　
Ｐｒｅｓｓ　（１９９８）；　Ｄｕｇｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９９）　Ｎａｔ．　
Ｇｅｎｅｔ．　Ｓ２１：１０　；　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｓ：　Ｍａｋｉｎｇ　Ｔｈｅｍ
　ａｎｄ　Ｕｓｉｎｇ　Ｔｈｅｍ　Ｉｎ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａ
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ｔｉｃｓ，　Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，　２００３；　
米国出願公開番号２００３／００６８６３３および２００２／００８１５８２；米国特許
番号６，８３３，４５０，６，８３０，８９０，６，８２４，８６６，６，８００，４３
９，６，３７５，９０３および５，７００，６３７；およびＰＣＴ公開番号ＷＯ０４／０
３１３９９，ＷＯ０４／０３１３５１，ＷＯ０４／０２９５８６，ＷＯ０３／１０００１
２，ＷＯ０３／０６６２１２，ＷＯ０３／０６５０３８，ＷＯ０３／０６４６９９，ＷＯ
０３／０６４０２７，ＷＯ０３／０６４０２６，ＷＯ０３／０４６２２３，ＷＯ０３／０
４０４１０およびＷＯ０２／２４５９７。いくつかの実施形態において、予備結合された
オリゴヌクレオチドは、担体に付着されるか、または単量体溶液が領域から領域に移動す
るディスペンサーによって滴下されるスポット方法（例えば、インクジェット）を使用す
ることで結合される。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
的な波が作動するディスペンサーを用いて担体上にスポットされる。
【００４３】
　ある配列を有するように設計されたオリゴヌクレオチドの調製は、誤り（例えば、それ
は少なくとも１つの位置において設計された配列と異なる）を含むオリゴヌクレオチド分
子に加えて設計された配列を有するオリゴヌクレオチド分子を含み得る。配列誤りは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誤りはオリ
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
くつかの具体化において、より低い誤り率が達成され得る。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
。
【００４４】
　いくつかの実施形態において、１つ以上のオリゴヌクレオチド調製品が、誤りを含むオ
リゴヌクレオチドを除去する（またはその頻度を減少させる）誤り減少または誤りろ過の
工程に供され得る。そのような工程は、オリゴヌクレオチド調製品における、誤りのない
オリゴヌクレオチドの数を増加させるために使用できる。誤り減少または誤りろ過を行う
ための方法は、例えば選択オリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーション、ミスマッチ結
合剤、ミスマッチ結合蛋白質またはそれらの組み合わせとの結合を含むことができる。
【００４５】
　いくつかの実施形態において、ハイブリダイゼーション技術は、オリゴヌクレオチド調
製品（すなわち、構築オリゴヌクレオチド）がストリンジェントな条件で、相補的配列を
有するように設計された固定化オリゴヌクレオチド調製品（すなわち、選択オリゴヌクレ
オチド）とハイブリダイズされるところで用いられ得る。本明細書で使用される、「選択
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（または、構築オリゴヌクレ
オチドの相補体）の少なくとも一部と相補である一本鎖オリゴヌクレオチドを意味する。
選択オリゴヌクレオチドは、構築オリゴヌクレオチドのプールから配列誤り（例えば、所
望の配列からの逸脱）を含む構築オリゴヌクレオチドのコピーを除去するために使用され
得る。いくつかの実施形態において、選択オリゴヌクレオチドは、基板上に末端固定され
得る。また、他の実施形態において、選択オリゴヌクレオチドは溶液内となることができ
る。一の実施形態において、選択オリゴヌクレオチドは、本明細書に開示されるように、
基板と平行に合成された合成オリゴヌクレオチドであり得る。
【００４６】
　結合しないまたは不安定な二本鎖を形成する構築オリゴヌクレオチドは、使用条件下で
ハイブリダイゼーションを不安定化させるであろう誤りを含むオリゴヌクレオチドを選択
的にまたは特異的に除去するために、除去され得る。いくつかの誤りを含むオリゴヌクレ
オチドがこの選択工程を通して十分な親和力固定化選択オリゴヌクレオチドに結合し得る
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ので、この工程ですべての誤りを含むオリゴヌクレオチドを除去し得るわけではないこと
が理解されるべきである。例えば、誤りを含むオリゴヌクレオチドは、１または２個の塩
基によって選択オリゴヌクレオチドと異なり得て、選択工程反応条件下で選択オリゴヌク
レオチドとまだ結合し得る。
【００４７】
　いくつかの実施形態において、核酸結合タンパク質またはリコンビナーゼ（例えば、Ｒ
ｅｃＡ）が、誤りのないオリゴヌクレオチドの選択を改良するためにオリゴヌクレオチド
処理工程の１つ以上に含まれ得る。例えば、固定化オリゴヌクレオチドと完全に相補的な
オリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションを選択的に促進することにより、結合した
誤りを含むオリゴヌクレオチドの量を減少させ得る。結果として、本明細書に記載された
オリゴヌクレオチド処理手順は、誤りを含むオリゴヌクレオチドをより除去し、低い誤り
頻度（例えば、塩基当たりの誤りが１／５０未満、１／１００未満、１／２００未満、１
／３００未満、１／４００未満、１／５００未満、１／１，０００未満、または１／２，
０００未満の誤り率）を有するオリゴヌクレオチド調製物を生成し得る。
【００４８】
　いくつかの実施形態において、誤り修正は、所望の配列からの逸脱なしに合成ポリヌク
レオチドの相対的な数を増加させるように各々の工程の反復および合成工程の終わりの間
に含まれ得る。そのような誤り修正は、直接配列決定および／または誤り修正ヌクレアー
ゼ（例えば、ＣＥＬ　Ｉ）などの修正酵素を基にした誤り修正、ＭｕｔＳまたはＭｕｔＳ
ホモログ結合または他のミスマッチ結合タンパク質を基にした誤り修正（例えば、国際出
願番号ＰＣＴ／ＵＳ２０１０／０５７４０５）、当分野で知られる他の誤り修正手段、ま
たはそれらのいかなる組み合わせを含み得る。例示的な実施形態において、ＣＥＬ　Ｉは
液状媒体中のオリゴヌクレオチド二本鎖に添加され得る。ＣＥＬ　Ｉは、単一塩基多型、
小規模の挿入または欠失などのすべての型のミスマッチを切断する、ミスマッチ特異的エ
ンドヌクレアーゼである。エンドヌクレアーゼの添加は、ミスマッチの部位または領域で
二本鎖オリゴヌクレオチドの切断をもたらす。
【００４９】
　最適化手順が、ヘテロ二本鎖の生産および除去を経て誤り含有核酸を除去することを伴
うため、１つ以上の核酸結合タンパク質またはリコンビナーゼが、合成後忠実性最適化技
術（例えば、ＭｕｔＳまたはＭｕｔＳホモログを用いるスクリーニング技術）に好ましく
は含まれないことが理解されるべきである。したがって、好ましくは、合成後、忠実性最
適化の前に合成段階に含まれるいかなる核酸結合タンパク質またはリコンビナーゼ（例え
ば、ＲｅｃＡ）が、好ましくは除去される（例えば、不活性化、カラム精製または他の適
当な技術により）。
【００５０】
　ある実施形態において、１つ以上の修飾オリゴヌクレオチドを含むことは、有用であり
得る。オリゴヌクレオチドは、合成の間に改変された塩基（例えば、ヌクレオチドアナロ
グ）を組み込むことにより、合成後にオリゴヌクレオチドを改変することにより、または
それらのいかなる組み合わせにより、修飾され得る。修飾の例は：ニトロインドール、ｄ
ＰおよびｄＫ、イノシン、ウラシルなどのユニバーサル塩基；ＢｒｄＵなどのハロゲン化
塩基；蛍光ラベル塩基；ビオチン（ｄＴ誘導体として）およびジゴキシゲニン（ＤＩＧ）
などの非放射性標識；２，４－ジニトロフェニル（ＤＮＰ）；放射性ヌクレオチド；ｄＲ
－ＮＨ２（デオキシリボース－ＮＥｂ）などのカップリング後修飾；アクリジン（６－ク
ロロ－２－メトキシアクリジン）；およびＣ３、Ｃ８（オクタンジオール）、Ｃ９、Ｃ１
２、ＨＥＧ（ヘキサエチレングリコール）およびＣ１８などの配列にスペ－サー「アーム
」を加えるために合成の間に使用されるスペーサーホスホアミド、などの１つ以上を含む
が、これらに限定されるものではない。
【００５１】
オリゴヌクレオチド増幅
　オリゴヌクレオチドは、一本鎖合成品として、提供または合成され得る。いくつかの実
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施形態において、オリゴヌクレオチドは、アニーリングされた相補鎖を含む二本鎖調製品
として提供または合成され得る。オリゴヌクレオチドは、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ＰＮＡまたは
それらのいかなる組み合わせの分子であり得る。二本鎖オリゴヌクレオチドは、一本鎖合
成オリゴヌクレオチドまたは他の適当なテンプレート（例えば、核酸ベクターまたはゲノ
ム核酸などの核酸調製品における配列）を増幅することによって、生成され得る。従って
、本明細書に記載される配列特性を有するように設計された複数のオリゴヌクレオチドは
、これらの特性を有する複数の一本鎖オリゴヌクレオチドとして提供されるか、または相
補的オリゴヌクレオチドと共に提供され得る。いくつかの実施形態において、オリゴヌク
レオチドはリン酸化（例えば、５’リン酸）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非リン酸化であり得る。
【００５２】
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、オリゴヌクレオチドの各々の末
端に対応する一のプライマーをもつ適切なプライマー対（例えば、１つがオリゴヌクレオ
チドの３’末端に相補的であり、１つがオリゴヌクレオチドの５’末端と同じもの）を用
いて増幅され得る。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）および／または３’増幅配列（例えば、３’ユニバー
サル配列）によって隣接された（ｆｌａｎｋｅｄ）主要なアセンブリ配列（標的核酸に組
み込まれるように設計される）を含むように設計され得る。フランキング増幅配列に対応
する増幅プライマー（例えば、１０から５０の間のヌクレオチド長、１５から４５の間の
ヌクレオチド長、約２５ヌクレオチド長など）が、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、１つのプライマーが３’増幅配列に相補的であり得、１つのプラ
イマーが５’増幅配列に相補的であり得る）。増幅配列はその後、アセンブリ配列だけを
含むオリゴヌクレオチドを生産するために、いかなる適当な技術を使用して増幅オリゴヌ
クレオチドから除去され得る。
【００５３】
　いくつかの実施形態において、異なる主要なアセンブリ配列をもつ複数の異なるオリゴ
ヌクレオチド（例えば、約５、１０、５０、１００、それ以上）が、５’増幅配列と同一
、および／または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は、同じ
増幅プライマーを使用する同じ反応において増幅できる。
【００５４】
　アセンブリ反応で使用される複数のオリゴヌクレオチドが、合成オリゴヌクレオチド、
一本鎖オリゴヌクレオチド、二本鎖オリゴヌクレオチド、増幅産物、誤りを含む変異体を
除去（または頻度を減少させる）するために処理されるオリゴヌクレオチド等の調製物、
またはそれらの２つ以上のいかなる組み合わせを含み得る。いくつかの態様において、二
本鎖増幅産物は、本明細書に記載のように、アセンブリオリゴヌクレオチドとして使用さ
れ、アセンブリ反応に加えられ得る。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチド
はそれがまだ指示体に付着しながら、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または増幅の後に支持体から除去されるか、切断され得る。
【００５５】
　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
隣接した主要なアセンブリ配列を含み得る。主要なアセンブリ配列は、組み立てられた標
的核酸または標的アセンブリ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、組み立てられた核酸に組み込まれることを意図しない。フランキン
グ増幅配列は、同じ増幅配列を共有するが、異なる主要なアセンブリ配列を有する複数の
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ユニバーサル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。
【００５６】
　ある実施形態において、二本鎖増幅産物は、フランキング配列を除去するために制限酵
素での消化に供され得る。そのために、フランキング配列は、１つ以上の制限部位または
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制限酵素認識部位を含むように設計される場合がある。除去されるフランキング配列と主
要なアセンブリ配列の間に切断部位がある限り、制限部位は増幅配列の５’または３’末
端に存在し得る。制限部位は増幅配列（すなわち、プライマー結合部位）に含まれ得る。
制限部位はまた、増幅配列の外側にあり得る。
【００５７】
　制限酵素での消化の後に、いかなる適当な技術を使用することにより、切断されたフラ
ンキング配列が分離され、除去され得る。いくつかの実施形態において、切断されたフラ
ンキング配列は、約４０、約３５、約３０、約２５、約２０、または約１５個塩基長未満
であり得る。そういうものとして、フランキング配列よりも長いサイズとなるように設計
できる主要なアセンブリ配列から切断されたフランキング配列を分離するために、当分野
で知られているサイズ依存分離技術、例えば、シリカとの異なる親和性、サイズろ過、Ｐ
ＥＧ（ポリエチレングリコール）またはＣＴＡＢ（臭化セチルトリメチルアンモニウム）
での沈殿、またはそれらのいかなる組み合わせが、使用され得る。
【００５８】
　いくつかの実施形態において、増幅プライマーはビオチン化され得る。その結果、得ら
れた増幅産物もまた両端でビオチン化されることとなる。制限酵素での消化の際に、ビオ
チン化プライマーを有する切断されたフランキング配列は、主要なアセンブリ配列が非ビ
オチン化されている一方で、ビオチンタグを保有する。それゆえ、切断されたフランキン
グ配列は、ストレプトアビジンを使用して親和性精製および除去できる（例えば、ビーズ
、カラム、または他の表面に結合する）。いくつかの実施形態において、増幅プライマー
もまた、増幅の後にフランキング増幅配列のないアセンブリ配列を含む二本鎖アセンブリ
断片を生成するために、増幅後のプライマー領域を除去するために使用できるある配列特
性（すなわち、制限部位）を含むように設計され得る。
【００５９】
一本鎖突出
　本発明のある態様は、一本鎖突出をもつ二本鎖核酸に関連する。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組み立てられた断片）、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、組み立てられた産物内でお互い
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。相補的な突出を生成する異なる酵素もまた使用され得る。
【００６０】
　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。Ｉ
ＩＳ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４～８ｂｐ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１－６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、Ｂｔｓ　Ｉ、Ａ
ｌｗ　Ｉ、Ｂｃｃ　Ｉ、ＢｓｍＡ　Ｉ、Ｅａｒ　Ｉ、Ｍｌｙ　Ｉ（平滑）、Ｐｌｅ　Ｉ、
Ｂｍｒ　Ｉ、Ｂｓａ　Ｉ、ＢｓｍＢ　Ｉ、ＢｓｐＱ　Ｉ、Ｆａｕ　Ｉ、ＭｎＩ　Ｉ、Ｓａ
ｐ　Ｉ、Ｂｂｓ　Ｉ、ＢｃｉＶ　Ｉ、Ｈｐｈ　Ｉ、Ｍｂｏ　ＩＩ、ＢｆｕＡ　Ｉ、Ｂｓｐ
ＣＮ　Ｉ、ＢｓｐＭ　Ｉ、ＳｆａＮ　Ｉ、Ｈｇａ　Ｉ、ＢｓｅＲ　Ｉ、Ｂｂｖ　Ｉ、Ｅｃ
ｉ　Ｉ、Ｆｏｋ　Ｉ、ＢｃｅＡ　Ｉ、ＢｓｍＦ　Ｉ、ＢｔｇＺ　Ｉ、ＢｐｕＥ　Ｉ、Ｂｓ
ｇ　Ｉ、Ｍｍｅ　Ｉ、ＢｓｅＧ　Ｉ、Ｂｓｅ３Ｄ　Ｉ、ＢｓｅＭ　Ｉ、ＡｃｌＷ　Ｉ、Ａ
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ｌｗ２６　１、Ｂｓｔ６　１、ＢｓｔＭＡ　Ｉ、Ｅａｍｌ１０４　１、Ｋｓｐ６３２　Ｉ
、Ｐｐｓ　Ｉ５　Ｓｃｈ　Ｉは（平滑）、Ｂｆｉ　Ｉ、Ｂｓｏ３１　１、ＢｓｐＴＮ　Ｉ
、Ｅｃｏ３１Ｉ、Ｅｓｐ３　Ｉ、Ｓｍｕ　Ｉ、Ｂｆｕ　Ｉ、Ｂｐｉ　Ｉ、ＢｐｕＡ　Ｉ、
ＢｓｔＶ２　Ｉ、ＡｓｕＨＰ　Ｉ、Ａｃｃ３６　Ｉ、Ｌｗｅ　Ｉ、Ａａｒ　Ｉ、ＢｓｅＭ
　ＩＩ、ＴｓｐＤＴ　Ｉ、ＴｓｐＧＷ　Ｉ、ＢｓｅＸ　Ｉ、ＢｓｔＶｌ　Ｉ、Ｅｃｏ５７
１５　Ｅｃｏ５７Ｍ　Ｉ５　Ｇｓｕ　Ｉ５およびＢｅｇ　ＩＩが挙げられるが、これらに
限定されるものではない。いくつかの実施形態において、Ｂｓａ　Ｉ、ＢｓｍＢ　Ｉ、Ｂ
ｓｐＱ　Ｉ、ＢｔｇＺ　Ｉ、ＢｓｍＦ　Ｉ、Ｆｏｋ　Ｉ、Ｂｂｖ　Ｉ、それらのいかなる
変異体、またはそれらのいかなる組み合わせも使用できる。そのような酵素およびそれら
の認識および切断部位は、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓなどの供給業者から
利用可能である。
【００６１】
　いくつかの実施形態において、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。しかしながら
、異なるＩＩＳ型部位も使用され得る。それぞれ組み立てら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、組み立てられた核酸産物
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。ある実施形態において、制限酵素はアセンブリ核酸断片に対応する制限
部位がないように選択され得る。
【００６２】
　上述のとおり、制限部位は、増幅配列の内側または外側、５’または３’へ配置できる
。図９Ａに示すとおり、制限部位（太字で示す）を、増幅配列（イタリック体で示る）内
および主要なアセンブリ断片（黒）の遠位に含むことができる。例として、ＢｔｇＺＩお
よびＢｓｍＦＩ部位は二本鎖アセンブリ断片のいずれの末端でも使用され、それらの各々
の切断部位は矢印で示される。ＢｔｇＺＩおよびＢｓｍＦＩの両方が、それらの認識部位
から１０ヌクレオチド／１４ヌクレオチド離れて切断する。認識部位から短距離（例えば
、５～２５、１０～２０、または約１５ヌクレオチド）を切断する他の制限酵素もまた使
用できる。あるいはまた、図９Ｂに示すように、制限部位（太字で示す）は、増幅配列（
イタリック体で示す）の外側および主要なアセンブリ断片（通常のフォント）の近位であ
ることができる。ＢｓａＩ部位は例えば、その部位が矢印によって示される切断部位とし
て、二本鎖アセンブリ断片の両端で使用される。図の９Ａおよび９Ｂに示すように、制限
部位が主要なアセンブリ断片の遠位に位置し、増幅配列内に含まれるとき、出発核酸の全
長は、制限部位が主要なアセンブリ断片の近位に位置し、増幅配列に含まれていない場合
より短い。したがって、第一の戦略（図９Ａ）は、より短い出発核酸を合成する場合に（
例えば、チップで）、より費用効率が良く、より少ない誤りとすることができる。第一の
戦略は、また、より短いユニバーサルプライマー（断片を増幅するための）を使用し、そ
の結果、さらにコストを削減する。制限酵素での消化の後に、主要なアセンブリ断片から
除去されるべき末端部はまた、より短く、その結果、第二よりも、第一の戦略においてよ
り簡単に、安く、速く除去される。
【００６３】
　ＩＩＳ型または他の部位特異的制限酵素でのＤＮＡの酵素消化は、典型的に４～６個の
ヌクレオチドの突出を生成する。本発明で示される、これらの短い付着末端が、強敵核酸
に相補的な末端を含む複数の核酸断片をライゲーションするために十分であることは、予
期できないものである。３個以上の断片でライゲーション効率が有意に減少するとして、
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慣習上、効率を確実にするために、ライゲーション反応は典型的に２個の断片を含む。加
えて、より長い付着末端は、ミスマッチがしばしば起こるのに応じて特異性を改良するた
めに従来の方法において必要とされる。その上、正しいライゲーション産物、労働集約的
で時間のかかるクローニング、および選別のために過程を選択することが必要とされる。
【００６４】
　本発明は、とりわけ（１）単一反応（例えば、単一のプール）における、複数の断片（
例えば、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８以上
）の成功したライゲーション、（２）迅速で安価なライゲーション反応（例えば、室温３
０分）、（３）ミスマッチを区別する高特異性、および（４）クローニングおよびスクリ
ーニングを必要としないクイックＰＣＲ段階、を提供する。本発明の他の利点は、いかな
る配列および／またはいかなる長さ（例えば、少なくとも５００ｂｐ、少なくとも１ｋｂ
、少なくとも２ｋｂ、少なくとも５ｋｂ、少なくとも１０ｋｂ、またはより長いもの）と
なることができる、市販のチップまたはマイクロアレイの合成オリゴヌクレオチドを直接
利用できることである。そのような合成オリゴヌクレオチドは、実質的に同じサイズ（例
えば、約５０塩基、約１００塩基、約２００塩基、３００以上の塩基）であって、その結
果、扱いの容易さを提供できる。
【００６５】
　一例では、チップ上の各オリゴヌクレオチドまたは断片が１００ヌクレオチドのペイロ
ード（ｐａｙｌｏａｄ）を有し、断片が４－塩基の突出を有すると仮定すると、断片の数
をｎとして、ライゲーション産物長＝（ｎ＊１００）－（４＊（ｎ－１））、（ｎ－１）
ライゲーション接合部分（ｌｉｇａｔｉｏｎ　ｊｕｎｃｔｉｏｎ）、である。ライゲーシ
ョンの特異性を確実にするために、突出が各々のライゲーション部位に特異的になるよう
に選択または設計することができる、すなわち、組み立てられた産物内で隣接するように
設計された２つの断片の相補的な突出の各々の対が、少なくとも１つのヌクレオチドによ
り、相補的な突出のいかなる他の対とも異なっているはずである、ことに注意すべきであ
る。
【００６６】
　付着末端を露出させるための他の戦略（オフセットアセンブリ）は図１０Ａに示される
。チップから始まり、複数のオリゴ（例えば、Ａ１－Ａ１０）が合成できる。オリゴは、
適切に組み立てられたときに、主要なアセンブリ配列を有するように設計でき、標的核酸
５’－Ａ１－Ａ３－Ａ５－Ａ７－Ａ９－３’（逆行鎖（ｒｅｖｅｒｓｅ　ｓｔｒａｎｄ）
は３’－Ａ２－Ａ４－Ａ６－Ａ８－Ａ１０－５’）を形成する。すなわち、２つの隣接オ
リゴヌクレオチドＡｎおよびＡｎ＋１が、重なるように設計できる。本明細書で使用され
るように、隣接オリゴヌクレオチドは、直線核酸配列に沿って第一のオリゴヌクレオチド
が第二のオリゴヌクレオチドの５’末端または３’末端にあるオリゴヌクレオチドを意味
する。いくつかの実施形態において、隣接オリゴヌクレオチドは連続（ｃｏｎｔｉｇｕｏ
ｕｓ）となれる。本明細書で使用されるように、連続オリゴヌクレオチドは、直線核酸配
列に沿って、第一のオリゴヌクレオチドが任意に－１に設定される位置で終わり、第二の
断片が任意に０に設定される位置で開始する２つのオリゴヌクレオチドを意味する。主要
なアセンブリ配列は、約５０～５００ヌクレオチド、約６０～３００ヌクレオチド、約７
０～２００ヌクレオチドなどの、またはそれより短いまたは長い、いかなる所望の長さと
することができる。複数のオリゴは扱いの容易さのために均一長を有することができる。
一例として、合成オリゴはまた、いずれかの末端にも増幅配列を含むことができ、それは
、制限部位を組み込むことができる。増幅配列は、約１０～３０ヌクレオチド、約１５～
２５ヌクレオチド、またはそれより短いまたは長くできる。図１０Ａは７０－マーの主要
なアセンブリ配列および１２０－マーの全長のオリゴを示す。合成オリゴは、チップから
溶出、切断または他の方法で放出され、プライマー対ＡＬおよびＡＲを用いてＰＣＲ増幅
に供することができる。増副産物は、増幅配列（矢じり）を除去する切断（例えば、制限
酵素で）され、主要な７０－マーの二本鎖のアセンブリ配列をそこから精製できる。これ
らの二本鎖アセンブリ配列は次いで、単一のシャッフリング段階で溶解され（例えば、９
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５℃で）、再アニーリングできる（例えば、６５℃で）。一本鎖オリゴヌクレオチドのシ
ャッフリングの後に、製品の２５％は付着末端を有するオフセットアセンブリ産物（例え
ば、Ａ１／Ａ２、Ａ２／Ａ３、Ａ３／Ａ４、Ａ４／Ａ５など）になるであろう。これらの
付着末端をリガーゼを用いて一緒に組み立てる（徐々にまたは単一反応で階層的に）こと
ができ、その結果、標的核酸５’－Ａ１－Ａ３－Ａ５－Ａ７－Ａ９－３’（逆行鎖は３’
－Ａ２－Ａ４－Ａ６－Ａ８－Ａ１０－５’）を形成できる。オリゴはまた、標的核酸が５
’－Ａ１．．．Ａ３．．．Ａ５．．．Ａ７．．．Ａ９－３’（すなわち、テンプレートと
してＡｎ＋１配列を使用することで満たすことができるギャップがＡｎおよびＡｎ＋２の
間に許容される）となるように設計できる。そのために、ポリメラーゼおよびｄＮＴＰを
ライゲーションの前にギャップをひろげ、埋めるために使用できる。
【００６７】
　第二のオフセットアセンブリ戦略は図１０Ｂで示され、別々の２段階（すなわち、アセ
ンブリ段階およびライゲーション段階）とは対照的に、単一の組み合わせられたアセンブ
リ－（拡張）－ライゲーション段階が使用され得る。例えば、シャッフリング段階（例え
ば、９５℃で溶解し、６５℃で再アニーリングする）の後、ギャップのない解析オリゴヌ
クレオチド（ｇａｐｌｅｓｓ　ｐａｒｓｅ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）が、完全
長産物または部分組立品を形成するためにライゲーションできる。ギャップが解析中に存
在するならば、オリゴヌクレオチドはポリメラーゼおよびｄＮＴＰの存在下で培養され、
ライゲーションの前の鎖延長によりギャップを埋めることができる。いくつかの実施形態
において、ギャップ化された解析をポリメラーゼ鎖延長およびライゲーションに同時に供
することができる。本明細書で使用されるように、用語「部分アセンブリ（ｓｕｂａｓｓ
ｅｍｂｌｙ）」は構築オリゴヌクレオチドの組から組み立てられた核酸分子をいう。好ま
しくは、部分アセンブリ構築オリゴヌクレオチドよりも少なくとも約２倍、３倍、４倍、
５倍、１０倍、２０倍、５０倍、１００倍、またはそれ以上長い。
【００６８】
　付着末端を精製する他の方法もまた使用できる。例えば、所望の付着末端を合成するた
めに、ポリメラーゼを基にした方法（例えば、Ｔ４　ＤＮＡポリメラーゼ）を使用できる
。特異的な突出（例えば、組み立てられた核酸産物中で隣接するように設計された核酸に
相補的な突出）を生成する方法にかかわらず、異なる長さの突出が、設計および／または
生成され得る。いくつかの実施形態において、長い一本鎖の突出（３’または５’）は、
特異的および／または効率的なアセンブリを促進するために使用され得る。例えば、３’
または５’の一本鎖の突出は８塩基より長い、例えば、８～１４、１４～２０、２０～２
５、２５～５０、５０～１００、１００～５００、または、より長い塩基長であり得る。
【００６９】
高忠実度アセンブリ
　本発明の態様によると、複数の核酸断片が、複数の断片が特定のより長い核酸を生成す
る、断片の共有結合アセンブリを促進する条件下で複数の断片が共に混合される、単一の
手順で組み立てられ得る。本発明の態様によると、複数の核酸断片が、リガーゼを使用す
ることにより、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで共有結合を介して組み立てられ得る。いくつかの実施
形態において、５以上（例えば、１０以上、１５以上、１５～２０、２０～２５、２５～
３０、３０～３５、３５～４０、４０～４５、４５～５０、５０以上など）の異なる核酸
断片が組み立てられ得る。しかしながら、いかなる数の核酸（例えば、２、３、４、５、
６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０
など）が適当なアセンブリ技術を使用することで組み立てられ得ることが理解されるべき
である。組み立てられる各々の核酸断片は、約１００ヌクレオチド長および約１，０００
ヌクレオチド長の間（例えば、約２００、約３００、約４００、約５００、約６００、約
７００、約８００、約９００）あり得る。しかしながら、より長い（例えば、約２，５０
０以上のヌクレオチド長、約５，０００以上のヌクレオチド長、約７，５００以上のヌク
レオチド長、約１０，０００以上のヌクレオチド長など）または、より短い核酸断片が、
アセンブリ技術（例えば、プラスミドベクターへのショットガンアセンブリ）を使用する
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ことにより組み立てられ得る。各々の核酸断片のサイズがアセンブリに追加された他の核
酸断片のサイズから独立し得ることが理解されるべきである。しかしながら、いくつかの
実施形態において、各々の核酸断片は、ほぼ同じサイズまたは長さ（例えば、約１００の
ヌクレオチド長および約４００のヌクレオチド長の間）であり得る。例えば、オリゴヌク
レオチドの長さは、約＋／－１ヌクレオチド、＋／－４ヌクレオチド、＋／－１０ヌクレ
オチドで変化する約１００ヌクレオチド長および約４００ヌクレオチド長の間の中央値を
有し得る。二本鎖核酸断片の長さが塩基対の数によって示され得ることが理解されるべき
である。本明細書で使用されるように、二本鎖核酸断片の文脈で使用されるとき、「ｘ」
ヌクレオチド長と称される核酸断片は、長さにおいて「ｘ」塩基対に対応する。いくつか
の実施形態において、１回の反応で組み立てられた１つ以上の核酸（例えば、１～５、５
～１０、１０～１５、１５～２０など）は、コドン最適化され得、および／または、非天
然に生じ得る。いくつかの実施形態において、１回の反応で組み立てられる核酸のすべて
が、コドン最適化され、および／または、非天然に生じる。
【００７０】
　本発明のいくつかの態様において、組み立てられる核酸断片は、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ル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組み立てられ、組み立てら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、第二の核酸
の第一の付着末端と相補的な第一の付着末端および第三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、第四
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、第五の核
酸の第一の付着末端と相補的であり得る。最終的な核酸をへるなど。本発明の態様による
と、この技術は、所定の線形順序で組み立てられた核酸断片を含む直線的配置を生成する
ために使用され得る（例えば、第一、第二、第三、第四、．．．最終）。
【００７１】
　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。驚くべきことに、適切なライゲーション条件下で、ただ１つのヌクレオチ
ドによる違いは、完全な適合（１００％相補的な付着末端）およびミスマッチ（１００％
未満の相補的な付着末端）の間を十分に区別する力を提供する。そして、４－塩基の突出
は、（４＾４＋１）＝２５７までの異なる断片が高特異性および高忠実性でライゲーショ
ンされることを許容できる。
【００７２】
　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。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組み立てられとき、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。
【００７３】
　このような高忠実性アセンブリを達成するために、１つ以上の好適なリガーゼが使用さ
れ得る。リガーゼは組換えまたは天然資源から得られ得る。いくつかの実施形態において
、Ｔ３　ＤＮＡリガーゼ、Ｔ４　ＤＮＡリガーゼ、Ｔ７　ＤＮＡリガーゼおよび／または
Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡリガーゼが使用され得る。これらのリガーゼは比較的低温（例えば
、室温）で使用され得、比較的短い突出（例えば、約３、約４、約５または約６塩基突出
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）に特に有用であり得る。あるライゲーション反応（例えば、室温で３０分のインキュベ
ーション）において、Ｔ７　ＤＮＡリガーゼは他のリガーゼと比較して多重ライゲーショ
ン（ｍｕｌｔｉ－ｗａｙ　ｌｉｇａｔｉｏｎ）に、より有効となれる。Ｔｔｈ　ＤＮＡリ
ガーゼ；Ｐｆｕ　ＤＮＡリガーゼ；Ｔａｑ　リガーゼ、他のいかなる好適な熱安定リガー
ゼ、またはそれらのいかなる組み合わせなどの熱安定リガーゼもまた使用され得る。
【００７４】
　いくつかの実施形態において、２つ以上の相補的付着末端と異なる核酸断片の対は、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。
【００７５】
　組み立てられるべき個々の断片の濃度の変化が不完全な中間構築物のアセンブリをもた
らし得ることを理解すべきである。例えば、各々が適切な付着性突出を有するオリゴヌク
レオチドＡ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆを用いる標的核酸配列（ＡＢＣＤＥＦ）のアセンブリに
おいて、個々の断片の濃度が等モル（例えば、Ａ、Ｂ、およびＣの濃度がＤ、Ｅ、および
Ｆの濃度より大きい）でないならば、ライゲーションされていない中間産物の混合をもた
らす、終端種（ＡＢおよびＢＣなど）を形成できる。不完全な中間構築物の形成を避ける
ために、個々の断片の少なくとも２つのプール（例えば、プール１：Ａ、Ｃ、Ｅ、および
プール２：Ｂ、Ｄ、Ｆ）から標的核酸を組み立てることができる。いくつかの実施形態に
おいて、各々２つのプールが、第一のプールの各々の核酸断片が第二のプールの核酸配列
の末端と相補的な末端を有する、複数の核酸断片を含む。いくつかの実施形態において、
オリゴヌクレオチドの集団を少なくとも２つのプールに分けて、別々に各プールの中でオ
リゴヌクレオチドを増幅することによって、少なくとも２つのプールを形成できる。他の
実施形態において、オリゴヌクレオチドを第一のオリゴヌクレオチドアレイから第一のプ
ールに放出して（例えば、溶出、切断または増幅によって）、第二のオリゴヌクレオチド
アレイのオリゴヌクレオチドを第二のプールに放出することによって、少なくとも２つの
プールを形成できる。また他の実施形態において、本明細書に記載されるように、少なく
とも２組の異なる増幅タグを使用することでオリゴヌクレオチド配列を増幅することによ
り、少なくとも２つの異なるプールを形成できる。例えば、オリゴヌクレオチドＢ、Ｄお
よびＦを含む第二のプールは、第二のプール中に存在するオリゴヌクレオチドＢ、Ｄおよ
びＦのモル濃度が第一のプール中に存在するオリゴヌクレオチドＡ、ＣおよびＥのモル濃
度より低くなるように希釈できる。例えば、第二のプール中のオリゴヌクレオチドのモル
濃度は、第一のプール中のオリゴヌクレオチドのモル濃度より約２倍、１０倍、２０倍、
５０倍、１００倍、またはそれ以上低くし得る。２つのプールを混合し、ライゲーション
した後に、得られた産物は所定の配列を有する標的核酸を含み、第一のプールで形成され
た過剰なオリゴヌクレオチドから分離できる。ある実施形態において、異なるモル濃度を
有するオリゴヌクレオチド二量体のプールを形成することが好ましい場合もある。例えば
、標的核酸配列ＡＢＣＤＥＦＧＨのアセンブリは、オリゴヌクレオチドＡ、Ｂ、Ｅ、Ｆを
含む第一のプールおよびオリゴヌクレオチドＣ、Ｄ、Ｇ、Ｈを含む第二のプールといった
、少なくとも２つの異なるプールを使用することにより実施できる。第二のプールは、オ
リゴヌクレオチドＣ、Ｄ、Ｇ、Ｈのモル濃度がオリゴヌクレオチドＡ、Ｂ、Ｅ、Ｆのモル
濃度より低くなるように（例えば１０倍または１００倍）希釈され得る。適切な付着性突
出末端を有するオリゴヌクレオチドは、第一のプール中の中間産物ＡＢおよびＥＦ、およ
び第二のプール中の中間産物ＣＤおよびＧＨを形成するためにライゲーションできる。中
間産物ＡＢ、ＣＤ、ＥＦ、ＧＨをライゲーション条件下で混合した後に、所定の配列を有
する標的核酸配列を含む最終産物が過剰な二量体ＡＢおよびＥＦから分離できる。
【００７６】
　いくつかの実施形態において、核酸断片はリガーゼと混合され、インキュベートされる
。付着末端の特定のアニーリングを促進する状態でのインキュベーションが、アセンブリ
（例えば、正しいアセンブリ）の頻度を増加させ得ることが理解されるべきである。いく



(23) JP 2014-526899 A 2014.10.9

10

20

30

40

50

つかの実施形態において、異なる付着末端は、同様の条件下で全ての断片の正しいアニー
リングが促進されるように、類似の融点（例えば、互いに約５℃以内）を有するように設
計される。正しいアニーリングは、異なる温度において、使用される付着末端の長さに応
じて促進され得る。いくつかの実施形態において、約４から約３０の間のヌクレオチド長
（例えば、約５、約１０、約１５、約２０、約２５または約３０ヌクレオチド長の付着末
端）の付着末端が使用され得る。インキュベーション温度は約２０℃から約５０℃の範囲
（例えば、室温を含む）であり得る。しかしながら、より高いまたはより低い温度が使用
され得る。インキュベーションの長さは、突出の長さ、突出の複雑さ、および共に混合さ
れる異なる核酸の数（それゆえ、異なった突出の数）に基づいて最適化され得る。インキ
ュベーション時間もまた、アニーリング温度および混合物中の他の剤の有無に依存し得る
。例えば、核酸結合タンパク質、および／または、リコンビナーゼが添加され得る（例え
ば、ＲｅｃＡ、例えば、熱安定ＲｅｃＡタンパク質）。
【００７７】
　得られた核酸複合体は、１組の標的配列特異的プライマーの存在下、正しいライゲーシ
ョン産物（すなわち、目標核酸）を増幅および選択するために、ポリメラーゼ連鎖反応に
供され得る。あるいは、更なるコロニー選別のために得られた核酸複合体を適当なベクタ
ーにライゲーションして、宿主細胞を形質転換することができる。
【００７８】
配列分析および断片設計および選択
　本発明の態様は、標的核酸の配列を分析して、適切な付着末端（例えば、一本鎖の突出
）を生成させるために使用できる、標的核酸配列内での、領域の同定に基づいたアセンブ
リ戦略を設計することを含み得る。これらの領域は、標的核酸を生成させるように（例え
ば、１回の反応で）組み立てることができる核酸断片の両端を定義するために使用され得
る。核酸断片は、その後提供するかまたは作成することができる（例えば、多重アセンブ
リ反応で）。核酸断片は、扱いが容易になるように、それらが比較的均一なサイズになる
ように選択できる（例えば、精製）。
【００７９】
　いくつかの実施形態において、核酸配列は、解析された二本鎖または一本鎖オリゴヌク
レオチドの組を生成するコンピュータ利用方法で設計および／または分析できる。本明細
書で使用されるように、用語「解析（ｐａｒｓｅ）」は、標的核酸の配列が、たとえば一
連の隣接オリゴヌクレオチド配列を同定するような、コンピュータ利用方法で描写される
ことを意味する。隣接するオリゴヌクレオチドまたは核酸断片は、好ましくは本発明の方
法によるアセンブリを容易にするために適切な数のヌクレオチドで重複する。オリゴヌク
レオチド配列は、本発明の方法を用いて個別に合成および組立てられる。
【００８０】
　いくつかの実施形態において、標的核酸配列は、標的核酸の一本鎖上の少なくとも１つ
の異なるヌクレオチドを含む領域を同定するために分析され得る。これらの領域は、付着
末端を生成させるために使用され得る。好ましくは、付着末端の長さが特異性を提供する
ために十分であることが理解されるべきである。例えば、付着末端は、類似の付着末端と
の間の対誤り（ｍｉｓｐａｉｒ）を防ぐか、または減少させるために十分異なった配列（
例えば、少なくとも１－塩基の違い）を持つくらいの長さであり得る。しかしながら、好
ましくは、それらの長さは類似の付着性配列の間の対誤り形成を安定させることができる
くらいには長くない。いくつかの実施形態において、約３～約１０塩基の長さが使用され
得る。しかしながら、付着性突出を生成させるために用いられる領域のために、いかなる
適当な長さも選択され得る。特異性の重要性は同時に組み立てられる予定である異なる断
片の数に依存し得る。また、対誤り領域を安定させるのを避けるのに必要である適切な長
さは、付着末端をアニーリングするために使用される条件に依存し得る。
【００８１】
　いくつかの実施形態において、代わりの領域が、それらがアセンブリ設計のための適当
な長さをもつ断片を定義する距離によって分離されるなら、選択され得る。いくつかの実
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施形態において、交互の領域は約１００から約５００個の塩基によって分離され得る。し
かしながら、いかなる適当な、より短いまたはより長い距離も選択され得る。例えば、そ
の付着領域は約２００から約１，０００個の塩基によって切り離され得る。いくつかの要
素（例えば、標的核酸の配列、付着末端の選択された長さ、および所望の断片の長さに依
存する）によって、代わりの領域の異なるパターンが利用可能であり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、いくつかのオプションが利用可能であるな
ら、その領域が異なった付着末端の配列差を最大にするように選択され得る。
【００８２】
　その付着領域の選択は、標的核酸を生成させるように組み立てられる断片を定義する。
したがって、断片サイズは、約１００から約５００塩基対長の間、約２００から約１，０
００塩基長の間、または標的核酸により、より短いかまたはより長くなり得る。いかなる
適当な技術も使用することにより、断片を生成または入手し得る。いくつかの実施形態に
おいて、各々の断片が、付着性一本鎖領域を生成するために使用できる二本鎖領域によっ
て隣接されるように、組み立てられ得る（例えば、多重重複のアセンブリ反応で）。
【００８３】
　いくつかの実施形態において、標的核酸の配列の情報に基づく標的ポリヌクレオチドの
アセンブリを可能にするための方法である。いくつかの実施形態において、標的配列を解
析するためにコンピュータ・ソフトウェアを使用でき（例えば、Ａ１～Ａｎ）、特定の長
さの重複オリゴヌクレオチドの組（Ａ１、Ａ２、Ａ３、…Ａｎ）にそれを分解する。オリ
ゴＡ１、Ａ２、Ａ３…Ａｎは、チップまたはマイクロアレイから合成できる。いくつかの
実施形態において、オリゴヌクレオチド配列は：増幅プライマー配列、ＩＩＳ型制限酵素
などの制限酵素のための認識部位、パディング（ｐａｄｄｉｎｇ）、ペイロード、パディ
ング制限酵素のための認識部位の逆相補（同じであるか異なる）、異なる増幅プライマー
配列の逆相補を含むように設計され得る。ペイロードは標的遺伝子（または、いかなる任
意の核酸配列）の重複するサブセットであり得る。ペイロードを、所望により、制限酵素
での切断の後の一意的に相補な付着末端の生成を許与するｍヌクレオチドＭ（Ｍｍ）でパ
ディングできる。プライマーは増幅を許す。制限酵素のための認識部位は、プライマーが
ペイロードから離れて切断されることを許容する。
【００８４】
　ある実施形態において、複数の標的配列にわたる同じ認識部位を使用することは有利で
ある。しかしながら、標的配列が既に認識部位を含むとその認識部位（右から左、または
右から左の解析）を含むオリゴが切断され、正しいアセンブリが妨げられることに注意す
べきである。いくつかの実施形態において、標的配列が認識部位の単一の発生を含むだけ
であるならば、部位内の解析を開始し、左からオリゴの組を、さらに認識部位の右側のも
う片方の組を解析することによって問題を解決できる。部位が２オリゴの間で分けられる
ので、その結果、完全な配列として存在せず、認識また切断されることはないであろう。
所望のオリゴ長または長さの範囲がある場合、解析の各々の側の最後のオリゴは、適切な
数のｍヌクレオチドＭ（Ｍｍ）でパディングできる。
【００８５】
　このアプローチは、それらの制限部位がペイロードで許容される長さの範囲の整数倍で
現れるならば、認識部位の１回を超える発生まで広げることができる。最も簡単な場合（
この例の目的のためにいかなる所望の重複も無視する）の例として、何か２つの制限部位
のいかなる部分が所望の１００ｂｐペイロードサイズのためにちょうど１００ｂｐ離れて
おり、次に、いずれか一方から解析され、他方が自動的に分割されるであろう。ペイロー
ドが９０～１１０ｂｐと変化することができるならば、この距離内の１組の制限部位の対
に対応できる。また、この同じペイロード範囲で、より長い間の距離で１組を分割するこ
ともできるであろう：１８０～２２０ｂｐ、２７０～３３０ｂｐなど。
【００８６】
　オリゴへ標的配列を解析する場合、最後のオリゴ（または、内部から解析する場合は各
々の方向における最後）の長さは、所望の範囲のオリゴ長の外であり得る。最後のオリゴ
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は所望の長さにパディングできる。これは、しかしながら、特に複数の標的配列を組み立
てる場合に、有用でない追加の塩基対を作成するコストを生じ得る。いくつかの実施形態
において、この問題の解決法は、単一の長い疑似標的（実際の標的配列の間に任意のプラ
イマーがある）に各標的配列を連結し、次いで、所望の長さの、より小さい、重複する断
片へ分割する（例えば、ＰＣＲによる切断または増幅）ことである。断片の長さの計算を
以下に示す：
　長さ＝（片（ｐｉｅｃｅ）＊最大＿オリゴ＿長）－（接合＊重複）
　ここで、接合＝片－１
例えば：
　長さ４８４＝（片５＊最大＿オリゴ＿長１００）－（接合４＊重複４）
　長さ５０４＝（片５＊最大＿オリゴ＿長１０４）－（接合４＊重複４）
【００８７】
　標的配列のいくつかが制限部位を含むならば、いくつかの場合、接合部位において制限
部位（および所望のオリゴ長の範囲内で）を有するように標的配列が連結される順番を選
択できる。一般的な場合、標的配列の大部分でパディングを除去する完全な利益を得なが
ら、制限部位を含む標的配列のサブセットに追加パディングを追加できる。
【００８８】
　本発明の例は、同じ最後の塩基を有し、異なる最後から２番目の塩基を有する突出をも
つ２つのオリゴを正確に区別するある条件におけるあるリガーゼ酵素を示す。いくつかの
実施形態において、各々の突出における最後の塩基が一意的になるように、オリゴを設計
することが望ましい場合がある。末端（４つの接合）の一意的なＡ、Ｃ、Ｇ、Ｔは、組み
立てのために商業的に有用な数である、５片までのライゲーションを許容する。より多く
のライゲーション片もまた、以下で示されるように、本発明で考慮され得る：
　－最後の２塩基で一意的：４＾２＝１６接合、１７片まで
　－最後の３塩基で一意的：４＾３＝６４接合、６５片まで
　－最後の４塩基で一意的：４＾４＝２５６接合、２５７片まで
【００８９】
　本発明の態様は、入力標的核酸配列を解析するためのアルゴリズムに関する。いくつか
の実施形態において、アルゴリズムを、複数のオリゴの最後の塩基（または、最後の２、
３または４塩基）が確実に一意的になるようにするために使用できる。例えば、本発明の
アルゴリズムは、一意的な標的配列（天然に生じるかまたは非天然で生じる、またはいか
なる任意の核酸配列、およそ同じ長さを有するオリゴヌクレオチド、および最後の塩基（
または最後の２、３または４塩基）４塩基の重複を有する）を共に含む、複数の解析され
たオリゴヌクレオチドを定義するために使用できる。またいくつかの実施形態において、
オリゴヌクレオチドを、最後から２番目、または最後から３番目など、またはそれらの組
み合わせが一意的であるように定義できる。
【００９０】
　いくつかの実施形態において、第一のアルゴリズムは以下の設計または分解段階を含む
：
　段階１：目標量、例えば、１００ｂｐまで移動する、
　段階２：組中（例えばメモリ中）に関連する１～４塩基を格納
　段階３：重複（４ｂｐ）によるバックアップ
　段階４：再度の移動、この第二のおよびそれに続く１００ｂｐの移動のため、関連する
１～４塩基が組中に既に存在するならば、その後に組中にまだない１～４塩基の配列に遭
遇するまで１回に１塩基移動させる、
　段階５：組に、新たな１～４塩基の配列を加える。
　段階６：その後、繰り返す。ＤＮＡ配列の末端に到達する前に所望の数の片に達してい
るならば、断片のアセンブリのための適切な重複をバックアップしながら（断片へのオリ
ゴの組立と異なる方法であり得る）、新しい組でやり直す。
【００９１】
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　当業者は、１塩基の移動が方向で変化できる、例えば、正常な長さが最大の所望の長さ
である場合に常に左（より短く）、正常な長さが最小の所望の長さである場合に常に右（
より長く）またはそれらのいくつかの組み合わせ、ことに気付くであろう。仮の長さを中
心に置くために、移動を変える、例えば、チェック位置を以下の順番とする：－１、＋１
、－２、＋２、など、ことができるであろう。移動はまた、好ましい方に重きを置く、例
えば、より短いが、より長いものも許容される、例えば、－１、－２、＋１、－３、－４
、＋２など、とすることもできるであろう。
【００９２】
　このアルゴリズムは、各々のその後の追加に伴って自由度が減少するため、必要な移動
が大きくなり得るとして、ある標的配列の設計に制限され得る。例えば、第一の末端は「
Ａ」であり得るが、最後の末端はいくつかの塩基の中に「Ａ」を有しない場合があり、そ
の結果、最後のオリゴが非常に短いか非常に長くなり、望ましくない場合がある。この問
題の１つの解決法は、各接合点のためのデータのアレイを格納し、次いで、オリゴの最も
小さい数のいずれかを選択して移動させるか、またはすべてのオリゴまたはそれのいくつ
かの組み合わせの中で最も少ない全体の移動距離を選択することである。
【００９３】
　いかなる生じた短い配列（例えば制限部位のための）が、どの程度の頻度で無作為の１
，０００ｂｐ配列において現れるかの統計を以下に示す。例えば、標的配列の中央から解
析されない６－ｂｐ制限部位が使用されているならば、その制限部位で２２％の配列が構
築できないであろう。同じ６－ｂｐ部位での中間からの解析で、２つの部位を含む３％の
配列のみが構築できない（または、追加解析を必要とする）であろう。
より具体的に：
　－制限部位による構築の妨害が１回発生する場合：
　　５ｂｐの長さの１つの量で、６２％が少なくとも１部位を有するであろう
　　６ｂｐの長さの１つの量で、２２％が少なくとも１部位を有するであろう
　　７ｂｐの長さの１つの量で、６％が少なくとも１部位を有するであろう
　－内部からの解析が２回の発生を許容する場合：
　　５ｂｐの長さの１つの量で、２５％が少なくとも２部位を有するであろう
　　６ｂｐの長さの１つの量で、３％が少なくとも２部位を有するであろう
　　７ｂｐの長さの１つの量で、＜１％が少なくとも２部位を有するであろう（約０．２
％）
　－１を超える制限酵素（および対応する部位）が使用されていて、１回の発生を許容す
る場合：
　　５ｂｐの長さの２つの量で、３８％が少なくとも１部位を有するであろう
　　６ｂｐの長さの２つの量で、５％が少なくとも１部位を有するであろう
　　７ｂｐおよび６ｂｐの長さで、１％が少なくとも１部位を有するであろう
　　５ｂｐの長さの３つの量で、２４％が少なくとも１部位を有するであろう
　　６ｂｐの長さの３つの量で、１％が少なくとも１部位を有するであろう
　－２回の発生を許容する１を超える制限酵素の場合：
　　５ｂｐの長さの２つの量で、６％が少なくとも２部位を有するであろう
　　６ｂｐの長さの２つの量で、＜１％が少なくとも２部位を有するであろう（約０．０
６％）
【００９４】
適用
　本発明の態様は合成核酸の製造および／または使用に関するさまざまな用途に有用であ
り得る。本明細書に記載のように、本発明は増加した効率で合成核酸を組み立てるための
方法を提供する。得られた組み立てられた核酸は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで増幅され（例えば
、ＰＣＲ、ＬＣＲ、またはいかなる適当な増幅法を使用して）、ｉｎ　ｖｉｖｏで増幅さ
れ（例えば、適当なベクターでのクローニングを経て）、単離され、および／または、精
製され得る。組み立てられた核酸（単独またはベクターにクローニングされる）は宿主細
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胞（例えば、原核生物、真核生物、昆虫、哺乳類または他の宿主細胞）に導入され得る。
いくつかの実施形態において、宿主細胞は、核酸を伝播するために使用され得る。ある実
施形態において、核酸は宿主細胞のゲノムに取り込まれ得る。いくつかの実施形態におい
て、核酸は細胞のゲノムの対応する核酸領域に置き換わり得る（例えば、相同組換えを通
して）。したがって、核酸は、組換え生物を生産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か一部を置き換えるために使用
されるゲノムの全ゲノムまたは大きい断片であり得る。組換え生物もさまざまな研究、工
業、農業、および／または、医療の用途に使用され得る。
【００９５】
　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
トで適当な組み立て技術を適用することにより、共に使用できる。例えば、リガーゼを基
にするアセンブリは、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１０，０００マー、２５，０００マー、５０，０００マー、７５，０
００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
組み立て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、組み立てに使用され得る。
【００９６】
　いかなる核酸産物（例えば、増幅、クローニング、精製、単離等された核酸を含む）は
、保管および／または流通（例えば、配送センターまたは顧客に流通するため）のための
いかなる適当な形式（例えば、安定バッファー中、凍結乾燥など）でパッケージされ得る
。同様に、いかなる宿主細胞（例えば、ベクターで形質転換されたか、または修飾ゲノム
を有する細胞）が保存およびまたは輸送（例えば、顧客に配送するため）のために適当な
バッファーで調製され得る。いくつかの実施形態において、細胞は凍結され得る。しかし
ながら、他の安定した細胞調製もまた使用され得る。
【００９７】
　宿主細胞は、培地中で増殖および拡大され得る。宿主細胞は、対象となる１つ以上のＲ
ＮＡまたはポリペプチド（例えば、医療、工業、農業、および／または、医薬のタンパク
質）を発現するために使用され得る。発現されたポリペプチドは、天然ポリペプチドまた
は非天然ポリペプチドであり得る。ポリペプチドは、その後の使用のために単離または精
製され得る。
【００９８】
　したがって、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。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。
【００９９】
　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ｉｎ　ｖｉｔｒｏ（すなわち
、無細胞系を使用する）またはｉｎ　ｖｉｖｏ（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。本発明の核酸も
、発現されたポリペプチドまたはそれの断片に検出および／または生成タグを追加するた
めに使用され得る。　ポリペプチドを基にした融合／タグはヘキサヒスチジン（Ｈｉｓ６

）ＭｙｃおよびＨＡ、および他のポリペプチドと、ＧＦＰ５、ＧＳＴ、ＭＢＰ、キチンな



(28) JP 2014-526899 A 2014.10.9

10

20

30

40

50

どの多用途品（ｕｔｉｌｉｔｙ）を含むが、これらに限られるというものではない。いく
つかの実施形態において、ポリペプチドは１つ以上の非天然アミノ酸残基を含み得る。
【０１００】
　いくつかの実施形態において、１個以上の合成核酸によってコードされたポリペプチド
またはその断片に対して抗体を作成することができる。ある実施形態において、研究開発
（例えば潜在的治療用タンパク質またはペプチドを同定して、創薬などのための潜在的タ
ンパク質標的を同定する）における選別のためのライブラリとして合成核酸を提供し得る
。いくつかの実施形態において、合成核酸は医療用として（例えば、遺伝子療法または遺
伝子調節のため）使用され得る。例えば、合成核酸は、治療上の量のタンパク質を発現で
きる程度の量で患者に投与され得る。他の実施形態において、合成核酸は遺伝子の発現を
調節する（例えば、下方制御する）ために十分な量で患者に投与され得る。
【０１０１】
　異なった行為または本明細書に記載された実施形態が、別個に実施され得、また合衆国
内、または合衆国外と異なる場所で実施され得ることが理解されるべきである。例えば、
標的核酸の注文を受ける、標的核酸を分析する、１つ以上の出発核酸（例えば、オリゴヌ
クレオチド）を設計する、出発核酸を合成する、出発核酸を精製する、出発核酸を組み立
てる、組み立てられた核酸を単離する、組み立てられた核酸を配列を確認する、組み立て
られた核酸を操作する（例えば、増幅、クローニング、宿主ゲノムへの挿入など）などの
行為、およびいかなる他の行為、さらにこれらの行為のいかなる部分も、合衆国内または
合衆国外の１つの位置でまたは異なる場所で独自に実行され得る。いくつかの実施形態に
おいて、アセンブリ手順は１つの場所（合衆国内または合衆国外）で実施される行為およ
び１つ以上の遠隔地（合衆国内または合衆国外）で実施される行為の組み合わせを伴い得
る。
【０１０２】
自動化適用
　本明細書で提供された方法および機器の態様は、本明細書に説明された１つ以上の行為
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以上の段階は、１台以上の自動試料処理機器（例えば、１台以上の自動化さ
れた液体または流体操作機器）を使用することで自動化され得る。自動化機器および手順
は、以下の１つ以上を含む反応試薬を提供するために用いられ得る：出発核酸、バッファ
ー、酵素（例えば、１つ以上のリガーゼおよび／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いかなる他の適当な試薬。自動化機器および手順はまた、反応条
件を制御するために用いられ得る。例えば、自動化された熱循環装置は、使用され得る反
応温度およびいかなる温度サイクルを制御するために使用され得る。いくつかの実施形態
において、スキャンレーザーは、ポリヌクレオチドをインキュベートするために適当な１
つ以上の反応温度または温度サイクルを提供するために自動化され得る。同様に、組み立
てられたポリヌクレオチド製品のその後の分析が自動化され得る。例えば、配列決定は、
配列決定機器および自動配列決定プロトコルを使用することで自動化され得る。付加段階
（例えば、増幅、クローニングなど）もまた、１つ以上の適切な機器および関連するプロ
トコルを使用することで自動化され得る。本明細書に記載される１つ以上の機器または機
器の構成要素が、システム（例えば、ロボットシステム）または、マイクロ環境（例えば
、マイクロ流体反応チャンバー）で組み合わせられ得ることが理解されるべきである。ア
センブリ反応混合物（例えば、液体反応試料）は、自動化機器および手順（例えば、自動
化されたピペット操作機器、マイクロシステムなどを含む、ロボット操作、および／また
は試料輸送および／または試料容器）を用いることで、システムの１つの構成要素から他
の構成要素に輸送され得るシステムとそのいかなる構成要素も制御システムによって制御
され得る。
【０１０３】
　したがって、本明細書で提供された機器の方法の段階および／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）を用いて自動化され得る。
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本明細書で提供された技術の態様を実装することができるコンピュータシステムはいかな
る型の処理（例えば、本明細書に記載される配列分析および／または自動化された機器制
御）のためのコンピュータを含み得る。しかしながら、ある処理段階がアセンブリシステ
ムの一部である１つ以上の自動化機器によって提供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、コンピュータシステムは２台以上のコンピュータを含み
得る。例えば、１台のコンピュータがネットワークを通じて第二のコンピュータと連動さ
れ得る。１台のコンピュータが配列分析を実行し得る。第二のコンピュータはシステムの
自動合成およびアセンブリ機器の１つ以上を制御し得る。他の態様において、追加のコン
ピュータは、分析または処理実行の１つ以上を制御するためにネットワーク内に含まれ得
る。各コンピュータはメモリおよびプロセッサを含み得る。コンピュータはいかなる形態
をとることができ、本明細書で提供される技術の態様として、いかなる特定のコンピュー
タプラットホームで制限なしに実装される。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）を含むいかなる形態を
とることができる。ディスプレイ装置を、機器とコンピュータの１つ以上に関連させるこ
とができる。代わりに、または追加で、ディスプレイ装置は、本明細書に提供された技術
に従って、リモートサイトに位置し、分析の出力を表示するために接続され得る。システ
ムの異なる構成要素の間の接続は、ワイヤー、光ファイバー、ワイヤレス通信、衛星通信
、他のいかなる適当な転送、またはそれらのいかなる組み合わせであり得る。
【０１０４】
　本明細書で提供される各々の異なる態様、実施形態または技術の実施は、独立して自動
化でき、いかなる複数の方法で実装できる。例えば、各々の態様、実施形態、または実施
が、ハードウェア、ソフトウェアまたはその組み合わせを使用して、個別に実装され得る
。ソフトウェアで実装されるとき、ソフトウェアコードは、１台のコンピュータまたは複
数のコンピュータに分配されるかにかかわらず、いかなる適切なプロセッサまたはプロセ
ッサの集合で実行できる。上述した機能を実行するいかなる構成要素または構成要素の集
合が、上述された機能を制御する１台以上のコントローラであると一般的にみなすことが
できることが理解されるべきである。１台以上のコントローラを専用ハードウェアで、ま
たは上述した機能を実行するためにマイクロコードかソフトウェアを使用することでプロ
グラムされる汎用のハードウェア（例えば、１台以上のプロセッサ）で、などの複数の方
法で実装できる。
【０１０５】
　これに関して、本明細書で提供される技術の実施形態の１つの実装は、プロセッサ上で
実行される時に、本明細書で提供される技術の１つ以上の上述の機能を実施するコンピュ
ータプログラム（すなわち、複数の指示）をコードされた、少なくとも１つ以上のコンピ
ュータ読み取り可能媒体（例えばコンピュータメモリ、フロッピー（登録商標）ディスク
、コンパクトディスク（登録商標）、テープなど）を含むことが理解されるべきである。
コンピュータ読み取り可能な媒体は、それらに格納されたプログラムが、本明細書で提供
された技術の１つ以上の機能を実装するいかなるコンピュータシステム資源上でロードで
きるように、輸送可能とすることができる。さらに、実行されると、上述の機能を実施す
るコンピュータプログラムの参照は、ホストコンピュータ上で実行されるアプリケーショ
ンプログラムに制限されないことが理解されるべきである。むしろ、本明細書における用
語、コンピュータプログラムは、本明細書で提供された技術の上述の態様を実装するプロ
セッサをプログラムするためのコンピュータ・コード（例えば、ソフトウェアまたはマイ
クロコード）のいかなる型を参照する、一般的な意味で本明細書で用いられる。
【０１０６】
　プロセスがコンピュータ読み取り可能な媒体に保存される、本明細書で提供される技術
のいくつかの実施形態に従って、プロセスが実装されたコンピュータは、それらの実行の
進行する間、手動で入力を受け取り得る（例えば、ユーザーから）ことが理解されるべき
である。
【０１０７】
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　したがって、本明細書に記載されたアセンブリ機器または構成要素の総合的なシステム
レベルでの制御は、関連する核酸シンセサイザ、液体処理機器、熱循環器、配列機器、関
連するロボット構成要素、ならびに希望の入力／出力または他の制御機能を実行する他の
適当なシステムの制御信号を提供し得るシステムコントローラによって実行され得る。し
たがって、いかなる機器コントローラを伴うシステムコントローラが、共に核酸アセンブ
リシステムの操作を制御するコントローラを形成する。コントローラは汎用目的コンピュ
ータとなれる汎用目的のデータ処理システム、または汎用目的コンピュータおよび、モデ
ムなどのコミュニケーション機器および／または所望の入力／出力または他の機能を実施
する他の回路または構成要素を含む、他の関連デバイスのネットワークを含み得る。コン
トローラもまた少なくとも部分的に、単一の専用集積回路（例えば、ＡＳＩＣ）または各
々が、全体の、システムレベルでの制御のための主または中央プロセッサ部分、および中
央プロセッサ部分の制御下で様々な異なった特定の計算、機能および他のプロセスを実行
するため設けられた分離された部分を有する、ＡＳＩＣのアレイとして実装できる。また
、コントローラが離散的な要素回路かプログラム可能論理回路などの電子で配線されて、
例えば統合するか他の多くの別々の専用プログラム可能な電子回路かデバイスを使用する
か、論理回路で実装できる。コントローラはまた、複数の、別個に専用プログラム可能に
統合されたかまたは他の電子回路または機器、例えば、配線された電子回路または別個の
基本回路またはプログラム可能な論理デバイスのような論理回路を用いて実装できる。ま
た、コントローラは、ユーザー入力／出力装置（モニター、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、または他のユーザーイ
ンタフェースなど）、データ保存機器、駆動モーター、リンク機構、弁制御器、ロボット
機器、真空および他のポンプ、圧力センサ、検出器、電源、パルス源、通信装置または他
の電子回路または構成要素などのいかなる他の構成要素または機器も含めることができる
。コントローラはまた、当分野で知られているが、本明細書に詳細に記載されなかった他
の適当な機能を実行するために自動化された、顧客注文処理、品質管理、パッケージング
、出荷、支払いなどのシステムの他の部分の操作を制御し得る。
【０１０８】
　本発明の様々な態様は、単独、組み合わせ、または上記された実施形態で特に議論しな
かったさまざまなアレンジメントで使用され得、したがって、その用途は上記で詳しく説
明されたか、または図面で示された構成要素の詳細およびアレンジメントに制限されない
。例えば、一の実施形態で説明された態様は、いかなる方法で他の実施形態で説明される
態様と組み合わせられ得る。
【０１０９】
　請求項において、請求項の要素を修飾する、「第一」、「第二」、「第三」などの序数
の用語の使用は、それ自体によって、いかなる優先権、先行、他からの一の請求項の要素
の順序または方法の行為が実施される時間的な順序を暗示するものではなく、（序数の用
語としての使用でなく）単に同じ名称を有する他の要素から一つの請求項の要素を区別す
るための標識として用いられる。
【０１１０】
　また、本明細書で使用された言い回しおよび用語は、記述の目的のためのものであり、
制限を意図すると見なすべきではない。「含む」、「包含する」または「有する」、「包
括する」、「持つ」およびそれらの変形の使用は、追加の項目と同様に、その後記載され
た項目とその同等物を含むことを意味する。
【実施例】
【０１１１】
　図１は、任意に選択された約８３６ｂｐ長の二本鎖配列を示す。６０－ｂｐ断片が選択
され、１から２８まで標識された（断片１～１４は陽性鎖、断片１５～２８は陰性鎖）。
これらの６０－ｂｐ断片は下記のフランキング配列とともに、ＩＤＴ（Ｉｎｔｅｇｒａｔ
ｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，　Ｃｏｒａｌｖｉｌｌｅ，　Ｉｏｗａ）（「
ＩＤＴ」オリゴ）に注文した：
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【化１】

　下線は４－塩基突出を生成するＢｓａＩ－ＨＦ認識部位である。
【化２】

　ＢｓａＩ－ＨＦ認識部位は、これらの断片を増幅するために有用なユニバーサルプライ
マーによって隣接される。
【０１１２】
　ＰＣＲプライマーＡ～Ｅは、正しいライゲーション産物を増幅するために設計された（
図１の破線矢印）。図２は対応するＰＣＲ産物の予想されるサイズならびに矢じりで示さ
れるプライマー（「オリゴＡ」から「オリゴＥ」）の相対的な位置を示す。
【０１１３】
　二本鎖ＩＤＴオリゴは、下記の条件でＢｓａＩ－ＨＦ消化に供された：
　－　１Ｘ　ＮＥバッファー４
　－　１００μｇ／ｍｌのウシ血清アルブミンで補足
　－　３７℃でインキュベート。
【０１１４】
　付着末端（オリゴ１～２８）を有する消化された二本鎖オリゴは、４％ゲル上の電気泳
動で精製された。いくつかの異なるリガーゼ、温度およびインキュベーション時間が、最
適なライゲーション条件のために試験された。試験したリガーゼは以下を含む：
　Ｔ４　ＤＮＡリガーゼ
　Ｔ４　ＤＮＡリガーゼ＋３００ｍＭ塩（活性の減少、より高い特異性のため）
　Ｔ３　ＤＮＡリガーゼ
　Ｔ７　ＤＮＡリガーゼ
　Ｐｆｕ　ＤＮＡリガーゼ
　Ｔａｑ　ＤＮＡリガーゼ
　Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡリガーゼ
【０１１５】
　室温で３０分間行われた典型的な結果を、図３～５に示す。図３は（２オリゴの）対ラ
イゲーションの電気泳動結果を示す。ゲルの左から右に：ラダー、リガーゼなし、Ｔ４　
ＤＮＡリガーゼ、Ｔ４　ＤＮＡリガーゼ＋塩、Ｔ３　ＤＮＡリガーゼ、Ｔ７　ＤＮＡリガ
ーゼ。ゲルの下部から上部までのバンドは以下に対応する：遊離オリゴ、正しいライゲー
ション産物、１．５ライゲーション産物、ライゲーション産物二量体。他は同程度であっ
たが、Ｔ７　ＤＮＡリガーゼは、最も正しいライゲーション産物を生産し、その結果、こ
の実験条件下で最も効率的であるように見えた。
【０１１６】
　図４はオリゴ１～１０（レーン１～６）およびオリゴ１１～１４（レーン７～１０）の
、ゲルの上端に示された異なるリガーゼでのライゲーション結果を示す。異なるライゲー
ション産物の存在を示す多重バンドが観察された。しかしながら、プライマーとしてオリ
ゴＡおよびＢを使用するＰＣＲ増幅の際に、約３００ｂｐの強いバンドが観測された。オ
リゴＡおよびＢから予測されたＰＣＲ産物は３３７ｂｐ（図２参照）であるので、このバ
ンドはオリゴ１～６を含む正しいライゲーション産物に対応する（図１参照）。バンドは
、ゲルから切り出され、精製され、配列決定された。配列決定結果は図６に示され、予想
された配列と比べて、ライゲーション産物の１００％の忠実度を確認した。高い温度（４
５℃～６５℃）でのみ活性であるＴａｑ　ＤＮＡリガーゼは、低反応温度（室温）のため
か、いかなるライゲーション産物も生産しなかった。
【０１１７】
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　対ミスマッチアッセイは、様々な合成酵素の特異性を試験するために開発された。１組
のオリゴは４塩基の突出で設計され、完全な適合（「Ｐ」）配列はＧＧＴＧであり、ミス
マッチ（「Ｍ」）配列は１個のヌクレオチドが正しい配列と異なるＧＣＴＧである。図７
Ａおよび７Ｂに示されるように、ライゲーションされていないオリゴに対応する下側のバ
ンド（リガーゼ無しの対照で示される）、およびライゲーション産物に対応する上側のバ
ンドの、２つの主要なバンドを観測できる。Ｔ４　ＤＮＡリガーゼ＋塩、Ｔ３　ＤＮＡリ
ガーゼ、Ｔ７　ＤＮＡリガーゼおよびＥ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡリガーゼは全て、完全な適合
の突出を用いたライゲーション産物に対応する強いバンドを生成した。対照的に、ミスマ
ッチ突出が使用されたとき、産物の大部分がライゲーションされていないオリゴであった
。これらの実験は、これらの反応条件において、Ｔ４　ＤＮＡリガーゼ＋塩、Ｔ３　ＤＮ
Ａリガーゼ、Ｔ７　ＤＮＡリガーゼおよびＥ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡリガーゼの全てが、高い
特異性を有し、ミスマッチの１個のヌクレオチドの違いと区別されることを示した。
【０１１８】
　上述したオリゴ１～６を有するライゲーション産物に加えて、より長い産物を含む他の
ライゲーション産物も生産された。１つの産物はオリゴ１４にライゲーションされたオリ
ゴ１～６とみられた。これはオリゴ７およびオリゴ１４が同じ付着末端（ＧＴＴＣ、図８
の箱）を有するという事実による。
【０１１９】
　本発明は高忠実度の遺伝子アセンブリのための特に新規な方法および機器を提供する。
本発明の要素の特定の実施形態について議論したが、上記の詳細は説明であり制限ではな
い。本発明の多くの変化がこの明細書を参照した当業者に明らかになるであろう。本発明
の完全な範囲はそれらの同等物の完全な範囲、および明細書、そのような変化に沿って、
特許請求の範囲を参照して決定されるべきである。
【０１２０】
　本明細書で引用したすべての刊行物、特許および配列データベースは、それらがあたか
も個別に示されるかのように、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。
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【図７】 【図８】
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