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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　バイナリエンコードされたポリマーを作製する方法であって、
　（ｉ）第一のモノマーペアにおける第一のモノマー又は第二のモノマーのいずれかのモ
ノマー１個又は複数個、又は
　（ｉｉ）第二のモノマーペアにおける第一のモノマー又は第二のモノマーのいずれかの
モノマー１個又は複数個
の伸長産物によって、成長ポリマー鎖を繰り返し伸長させること、
　　ここで、前記伸長産物が、文字列、画像、ビデオ、又は音声のフォーマットから翻訳
されたビットストリームに対応するバイナリ情報ビットを表し、
　　前記第一のモノマーペアの前記第一のモノマー及び第二のモノマーがそれぞれ第一の
バイナリ情報ビットを表し、
　　前記第二のモノマーペアの前記第一のモノマー及び第二のモノマーがそれぞれ第二の
バイナリ情報ビットを表す、及び
　前記伸長産物が同じバイナリ情報ビットを表し、且つ直接連続して存在する場合に、所
与のモノマーペアの前記第一のモノマーと前記第二のモノマーとを交互に並べる（altern
ate）こと
を含み、
　前記バイナリエンコードされたポリマーは、前記文字列、画像、ビデオ、又は音声のフ
ォーマットをコードし、
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　前記バイナリエンコードされたポリマーは核酸であり、前記第一のモノマーペア及び前
記第二のモノマーペアの各々における前記第一のモノマー及び前記第二のモノマーは互い
に相補的である、
　バイナリエンコードされたポリマーを作製する方法。
【請求項２】
　前記第一のモノマーペアにおける前記第一のモノマー又は前記第二のモノマーが、ヌク
レオチドである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記第二のモノマーペアにおける前記第一のモノマー又は前記第二のモノマーが、ヌク
レオチドである、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記第一のモノマーペアが、アデニン（Ａ）、及びチミン（Ｔ）又はウラシル（Ｕ）を
含む、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記第二のモノマーペアが、シトシン（Ｃ）及びグアニン（Ｇ）を含む、請求項１に記
載の方法。
【請求項６】
　前記伸長産物が、酵素及び選択されたモノマーを用いて、前記選択されたモノマーの付
加を触媒する条件下で形成される、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記伸長産物が、ポリメラーゼ及び選択されたモノマーを用いて、前記選択されたモノ
マーの付加を触媒する条件下で形成される、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記伸長産物が、鋳型非依存的ポリメラーゼ及び選択されたモノマーを用いて、前記選
択されたモノマーの付加を触媒する条件下で形成される、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記成長ポリマー鎖が、基材に結合されている、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　工程（ｉ）及び工程（ｉｉ）から形成された複数の成長ポリマー鎖を含む、請求項１に
記載の方法。
【請求項１１】
　工程（ｉ）及び工程（ｉｉ）から形成された複数の成長ポリマー鎖を含み、前記複数の
成長ポリマー鎖は、基材に結合されている、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記第一のモノマーペアにおける前記第一のモノマー又は前記第二のモノマーが、天然
ヌクレオチドである、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記第二のモノマーペアにおける前記第一のモノマー又は前記第二のモノマーが、天然
ヌクレオチドである、請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記第一のモノマーペア及び第二のモノマーペアが天然ヌクレオチドを含み、前記伸長
産物が単一のヌクレオチド又は複数のヌクレオチドを付加するのに十分な条件下で天然ヌ
クレオチドの付加を触媒することによって作製される、請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記第一のモノマーペア及び第二のモノマーペアが天然ヌクレオチドを含み、前記伸長
産物が、基材上の１又は複数の位置で、ポリメラーゼ及び選択されたヌクレオチドの投与
とヌクレオチド欠乏緩衝液の投与とを交互に行って、前記ヌクレオチドを付加するのに十
分な条件下で天然ヌクレオチドの付加を触媒することによって作製される、請求項１に記
載の方法。
【請求項１６】
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　バイナリエンコードされたポリマーを作製する方法であって、
　（ｉ）第一のモノマーペアにおける第一のモノマー又は第二のモノマーのいずれかのモ
ノマー１個又は複数個、又は
　（ｉｉ）第二のモノマーペアにおける第一のモノマー又は第二のモノマーのいずれかの
モノマー１個又は複数個
の伸長産物によって、成長ポリマー鎖を繰り返し伸長させること、
　　ここで、前記伸長産物が、文字列、画像、ビデオ、又は音声のフォーマットから翻訳
されたビットストリームに対応するバイナリ情報ビットを表し、
　　前記第一のモノマーペアの前記第一のモノマー及び第二のモノマーがそれぞれ第一の
バイナリ情報ビットを表し、
　　前記第二のモノマーペアの前記第一のモノマー及び第二のモノマーがそれぞれ第二の
バイナリ情報ビットを表す、及び
　前記伸長産物が同じバイナリ情報ビットを表し、且つ直接連続して存在する場合に、所
与のモノマーペアの前記第一のモノマーと前記第二のモノマーとを交互に並べること
を含み、
　前記伸長産物は、前記第一のモノマーペアにおける前記第一のモノマー又は前記第二の
モノマーのいずれかの少なくとも１つのホモポリマー、又は前記第二のモノマーペアにお
ける前記第一のモノマー又は前記第二のモノマーのいずれかの少なくとも１つのホモポリ
マーを含み、且つ
　前記バイナリエンコードされたポリマーは、前記文字列、画像、ビデオ、又は音声のフ
ォーマットをコードし、
　前記バイナリエンコードされたポリマーは核酸であり、前記第一のモノマーペア及び前
記第二のモノマーペアの各々における前記第一のモノマー及び前記第二のモノマーは互い
に相補的である、
　バイナリエンコードされたポリマーを作製する方法。
【請求項１７】
　バイナリエンコードされた核酸を、核酸配列から、文字列、画像、ビデオ、又は音声の
フォーマットを表すバイナリ情報ビットの列へと翻訳する方法であって、アデニン、及び
チミン又はウラシルが、第一のバイナリ情報ビットを表し、シトシン及びグアニンが、第
二のバイナリ情報ビットを表し、
　前記方法は、
　前記核酸配列を読み取ること、及び
　各アデニン、又は連続する場合は複数のアデニンに、前記第一のバイナリ情報ビットを
割り当てること、
　各チミン、又は連続する場合は複数のチミンに、前記第一のバイナリ情報ビットを割り
当てること、
　各ウラシル、又は連続する場合は複数のウラシルに、前記第一のバイナリ情報ビットを
割り当てること、
　各シトシン、又は連続する場合は複数のシトシンに、前記第二のバイナリ情報ビットを
割り当てること、及び
　各グアニン、又は連続する場合は複数のグアニンに、前記第二のバイナリ情報ビットを
割り当てること
を含み、
　前記核酸配列は、連続する２つ以上のアデニン、連続する２つ以上のチミン、連続する
２つ以上のウラシル、連続する２つ以上のシトシン、又は連続する２つ以上のグアニンの
うちの少なくとも１つを含む、
方法。
【請求項１８】
　文字列、画像、ビデオ、又は音声のフォーマットをエンコード及びデコードする方法で
あって、
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　前記文字列、画像、ビデオ、又は音声のフォーマットをビットストリームの複数のビッ
ト列へと変換すること、
　前記ビットストリームの前記複数のビット列に対応する核酸配列を、アデニン又はチミ
ンを第一のバイナリ情報ビットに、シトシン又はグアニンを第二のバイナリ情報ビットに
割り当てることで設計すること、
　　ここで、アデニン又はチミンの前記割り当ては、同じバイナリ情報ビットが直接連続
して存在する場合は、交互に並べ、
　　シトシン又はグアニンの前記割り当ては、同じバイナリ情報ビットが直接連続して存
在する場合は、交互に並べる、
　前記核酸配列を合成すること、
　前記合成された核酸配列を保存すること、
　前記合成された核酸配列を読み取ること、及び
　前記合成された核酸配列を、前記第一のバイナリ情報ビットをアデニン又はチミンに割
り当て、前記第二のバイナリ情報ビットをシトシン又はグアニンに割り当てることによっ
て、前記ビットストリームの前記複数のビット列にデコードすること
を含む方法。
【請求項１９】
　前記合成された核酸配列が、アデニン、チミン、シトシン、又はグアニンの少なくとも
１つのホモポリマーを含み、前記合成された核酸配列の前記デコードが、前記第一のバイ
ナリ情報ビットをアデニン又はチミンのホモポリマーに割り当てること、及び前記第二の
バイナリ情報ビットをシトシン又はグアニンのホモポリマーに割り当てることを含む、請
求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　バイナリエンコードされた核酸を、核酸配列からバイナリ情報ビットの列へと翻訳する
方法であって、アデニン、及びチミン又はウラシルが、第一のバイナリ情報ビットを表し
、シトシン及びグアニンが、第二のバイナリ情報ビットを表し、
　前記方法は、
　前記核酸配列を読み取ること、並びに
　各アデニン、又は連続する場合は複数のアデニンに、前記第一のバイナリ情報ビットを
割り当てること、
　各チミン、又は連続する場合は複数のチミンに、前記第一のバイナリ情報ビットを割り
当てること、
　各ウラシル、又は連続する場合は複数のウラシルに、前記第一のバイナリ情報ビットを
割り当てること、
　各シトシン、又は連続する場合は複数のシトシンに、前記第二のバイナリ情報ビットを
割り当てること、及び
　各グアニン、又は連続する場合は複数のグアニンに、前記第二のバイナリ情報ビットを
割り当てること
を含む方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、バイナリビット情報としてヌクレオチドなどのモノマーを用い、ヌクレオチ
ドなどのモノマーの配列を用いてポリマーを形成して情報をエンコードする方法全般に関
する。この方法により、ヌクレオチドなどのモノマーの配列を用いて、文字列又は画像又
は音声などの情報を記憶することができる。
【背景技術】
【０００２】
　ＤＮＡは、情報記憶のための媒体として考えられてきた。Bancroft et al., Science 2
93, 1763-1765 (2001)を参照されたい。また、Davis, Art Journal 55, 70-74 (1996)；G
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ustafsson, Nature 458, 703 (2009)及びGibson, Science 329, 52-56 (2010)；米国特許
出願第２００３／０２２８６１１号及び国際公開第２０１４／０１４９９１号も参照され
たい。さらに、米国特許出願第２０１０／００９９０８０号及び国際公開第２０１４／０
１４９９１号も参照されたい。
【発明の概要】
【０００３】
　本開示の実施形態は、モノマーを含むポリマー配列又はポリマー配列群を情報記憶のた
めの媒体として用いる方法に関する。本開示のある実施形態は、ヌクレオチドを含む核酸
配列又は核酸配列群を情報記憶のための媒体として用いる方法に関する。情報は、本質的
に最も小さく最も正確に複製されるビットである塩基のペア自体にコードされる。一般的
なヌクレオチドとしては、アデニン（「Ａ」）、シトシン（「Ｃ」）、グアニン（「Ｇ」
）、及びチミン（「Ｔ」）が挙げられる。ある態様では、チミンの代わりに、又はチミン
に加えて、ウラシル（「Ｕ」）が用いられてもよい。当業者に公知の別の塩基のペアも意
図され、６塩基の場合の３塩基のペア、及び１２塩基の場合の６塩基のペアなどである。
アミノ酸も、本明細書に記載のヌクレオチドと同様に、情報をコードするポリペプチドの
作製に用いることができる。
【０００４】
　本開示の態様は、次世代シークエンシング技術及び合成技術を用いた、デジタル情報の
強固で大規模な読み取り及び書き込みの方法に関する。ある態様では、文字列及び／又は
画像及び／又は音声は、メガビットなどのビットの列へと変換される。ある態様では、文
字列及び／又は画像及び／又は音声は、ビットストリームを含むメガビットへと変換され
る。次に、メガビットは、オリゴヌクレオチドなどのオリゴマーとしてエンコードされる
。オリゴヌクレオチド配列などのオリゴマー配列は、設計され、続いて合成される。例え
ば、オリゴヌクレオチド配列は、設計され、続いて酵素オリゴヌクレオチド合成反応を用
いて合成され、この場合、酵素及びヌクレオチドが、適切な反応条件下で基材上の所望の
部位に配置され、このヌクレオチドが、支持体に結合された既存のヌクレオチドと共有結
合される。オリゴヌクレオチド配列は、エラープローンポリメラーゼなどのポリメラーゼ
を、単一のヌクレオチドが付加される可能性が最大化される時間及び条件下で基材上の位
置に試薬が局在化される条件下で用いて合成されてもよい。ヌクレオチド付加の反応速度
を考慮して２つ以上のヌクレオチドの付加が最小限に抑えられるように、所望の時点で適
切な洗浄液が用いられて前記位置から試薬が除去されてもよい。この態様では、試薬は、
適切な反応条件下、及び例えばポリメラーゼの存在下で、ヌクレオチドが付加に利用可能
である時点を定めて、液体パルスとして基材上のある位置に添加されてもよい。同様に、
洗浄液も、液体パルスとしてある位置に添加され、試薬がその位置から除去されてもよい
。
【０００５】
　ある態様では、オリゴヌクレオチドなどのオリゴマーは、データブロック配列を含む。
ある態様では、オリゴヌクレオチドなどのオリゴマーは、ビットストリーム中におけるデ
ータブロックの位置を指定するアドレス配列（バーコード配列など）を含む。ある態様で
は、オリゴヌクレオチドは、オリゴヌクレオチドの両端に、増幅及びシークエンシングの
ための隣接共通配列を含む。ある態様では、オリゴヌクレオチドは、データブロック配列
、ビットストリーム中におけるデータブロックの位置を指定するアドレス配列（バーコー
ド配列など）、並びにオリゴヌクレオチドの両端に位置する増幅及びシークエンシングの
ための隣接共通配列のうちの１つ又は複数又は全てを含む。
【０００６】
　本開示のある態様では、１塩基あたり１ビットがコードされる。この態様では、単一の
メッセージが複数の様式で、すなわち、０はＡ又はＣで、数字１はＧ又はＴでコードされ
てもよい。０はＡ若しくはＧ、数字１はＣ若しくはＴ、又は０はＡ若しくはＴ、数字１は
Ｇ若しくはＣなどの他の組み合わせも想定される。本明細書で考察されるように、他の組
み合わせも意図される。ある態様では、ビットストリームは、アドレスされたデータブロ
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ックに分けられる。この態様では、記録された情報を表すデータブロックのライブラリが
作り出される。この方法は、記録された情報を全体として表す単一の長い核酸配列、又は
比較的長い核酸配列を必要としない。
【０００７】
　ある態様では、個々のオリゴヌクレオチドの多数のコピーが、ハイスループット次世代
技術を用いて合成され、記録され、シークエンシングされる。合成及びシークエンシング
の際のエラーは、同時に発生することがほとんどないことから、各分子コピーが他のコピ
ーにおけるエラーを修正する。
【０００８】
　ある態様では、オリゴヌクレオチドは、当業者に公知の方法を用いてシークエンシング
される。ヌクレオチド配列をバイナリ情報ビットに翻訳する目的で、エラープローンポリ
メラーゼの使用によって生じ得る特定のヌクレオチドのホモポリマーの並び（すなわち、
連続する同じヌクレオチド又は他のモノマーの配列）は、バイナリ情報ビット、すなわち
０又は１を割り当てるために単一ヌクレオチドとして処理される。ある他の態様では、ビ
ットストリーム中の隣り合った０又は隣り合った１を区別するために、ヌクレオチドＡ及
びＴなどの０を表す２つのモノマーが、例えば、オリゴヌクレオチド配列の設計において
交互に並べられる。このことによって、オリゴヌクレオチド合成の過程でホモポリマーの
並びが生じ得る場合に、隣り合った０又は１を、別個のバイナリ情報ビットとして区別す
ることが可能となる。例えば、ビットストリーム中で２つの０が互いに隣り合っている、
すなわち、－００－の場合、対応するヌクレオチド配列は、－ＡＴ－又は－ＴＡ－が選択
される。この方法により、設計されたオリゴヌクレオチド配列の合成の過程で、－ＡＡＡ
ＴＴＴ－などのホモポリマーの並びが得られる場合、ホモポリマーの並びは、単一のヌク
レオチドとして解釈され、－００－に対応する－ＡＴ－として読み取られる。したがって
、バイナリビットストリームを核酸配列にエンコードし、この核酸配列をデコードしてバ
イナリビットストリームに戻すことに関する本開示の方法により、不定な長さのヌクレオ
チドホモポリマーの並びが許容されると同時に、核酸をバイナリビットストリームに正確
にデコードすることができる。
【０００９】
　ある態様では、特定のフォーマットの情報を、各々が対応するビットバーコードを有す
るビットストリームの複数のビット列へと変換すること、前記複数のビット列を１塩基あ
たり１ビットのエンコードを用いて複数の対応するオリゴヌクレオチド配列へと変換する
こと、前記複数の対応するオリゴヌクレオチド配列を、成長オリゴヌクレオチド鎖にヌク
レオチドが付加されるように酵素試薬及び洗浄液をパルスし、同期させることによって合
成すること、並びに前記合成された複数の対応するオリゴヌクレオチド配列を保存するこ
とを含む、ビットを表すものとしてヌクレオチドを用いて情報を記憶する方法が提供され
る。ある態様では、オリゴヌクレオチド配列は、データブロック配列、ビットストリーム
中におけるデータブロックの位置を指定するアドレス配列、又はオリゴヌクレオチドの両
端に位置する増幅及びシークエンシングのための隣接共通配列のうちの１つ又は複数又は
全てを含む。ある態様では、エラープローンポリメラーゼを用いて、複数の対応するオリ
ゴヌクレオチド配列が合成されてもよい。
【００１０】
　ある態様では、特定のフォーマットの情報のビット列をコードする複数のオリゴヌクレ
オチド配列を増幅すること、前記増幅されたオリゴヌクレオチド配列をシークエンシング
すること、ホモポリマーの並びを単一のヌクレオチドとして解釈することによって前記オ
リゴヌクレオチド配列をビット列へと変換すること、及び前記ビット列を特定のフォーマ
ットの情報へと変換することを含む、特定のフォーマットの情報を、前記特定のフォーマ
ットの情報のビット列をコードする複数の合成されたオリゴヌクレオチド配列から回収す
る方法が提供される。ある態様では、オリゴヌクレオチド配列は、データブロック配列、
ビットストリーム中におけるデータブロックの位置を指定するアドレス配列、又はオリゴ
ヌクレオチドの両端に位置する増幅及びシークエンシングのための隣接共通配列のうちの
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１つ又は複数又は全てを含む。ヌクレオチド配列をバイナリ情報ビットに翻訳する目的で
、エラープローンポリメラーゼの使用によって生じ得る特定のヌクレオチドのホモポリマ
ーの並びは、バイナリ情報ビット、すなわち０又は１を割り当てるために単一ヌクレオチ
ドとして処理される。
【００１１】
　ある態様では、特定のフォーマットの情報のビット列をコードする複数のオリゴヌクレ
オチド配列を増幅すること、前記増幅されたオリゴヌクレオチド配列をシークエンシング
すること、ホモポリマーの並びを単一のヌクレオチドとして解釈することによって前記オ
リゴヌクレオチド配列をビット列へと変換すること、前記ビット列を特定のフォーマット
の情報へと変換すること、及び前記特定のフォーマットの情報を可視化するか又は前記特
定のフォーマットの情報を音声化することを含む、特定のフォーマットの情報に、前記特
定のフォーマットの情報のビット列をコードする複数の合成されたオリゴヌクレオチド配
列からアクセスする方法が提供される。ある態様では、オリゴヌクレオチド配列は、デー
タブロック配列、ビットストリーム中におけるデータブロックの位置を指定するアドレス
配列、又はオリゴヌクレオチドの両端に位置する増幅及びシークエンシングのための隣接
共通配列のうちの１つ又は複数又は全てを含む。ヌクレオチド配列をバイナリ情報ビット
に翻訳する目的で、エラープローンポリメラーゼの使用によって生じ得る特定のヌクレオ
チドのホモポリマーの並びは、バイナリ情報ビット、すなわち０又は１を割り当てるため
に単一ヌクレオチドとして処理される。
【００１２】
　ある態様では、特定のフォーマットの情報をビットストリームへと変換すること、ビッ
ト列を対応するオリゴヌクレオチド配列へとエンコードすること、前記オリゴヌクレオチ
ド配列を、例えば、エラープローンポリメラーゼなどの酵素を用い、２つ以上のヌクレオ
チドの結合が最小限に抑えられるように試薬及び洗浄液をパルスし、同期させることによ
って合成すること、前記オリゴヌクレオチド配列をシークエンシングすること、前記オリ
ゴヌクレオチド配列を、ホモポリマーの並びを単一のヌクレオチドとして解釈することに
よってビット列へとデコードすること、前記ビット列をビットストリームへとアセンブル
すること、及び前記ビットストリームを前記特定のフォーマットの情報へと変換すること
を含む、ヌクレオチドを用いて情報を記憶する方法が提供される。ある態様では、オリゴ
ヌクレオチド配列は、データブロック配列、ビットストリーム中におけるデータブロック
の位置を指定するアドレス配列、又はオリゴヌクレオチドの両端に位置する増幅及びシー
クエンシングのための隣接共通配列のうちの１つ又は複数又は全てを含む。ヌクレオチド
配列をバイナリ情報ビットに翻訳する目的で、エラープローンポリメラーゼの使用によっ
て生じ得る特定のヌクレオチドのホモポリマーの並びは、バイナリ情報ビット、すなわち
０又は１を割り当てるために単一ヌクレオチドとして処理される。
【００１３】
　第一のフォーマットの情報を第一のビットストリームへと変換すること、第一のビット
列を対応するオリゴヌクレオチド配列へとエンコードすること、前記オリゴヌクレオチド
配列を、例えば、エラープローンポリメラーゼを用い、２つ以上のヌクレオチドの結合が
最小限に抑えられるように試薬及び洗浄液をパルスし、同期させることによって合成する
こと、前記オリゴヌクレオチド配列をシークエンシングすること、前記オリゴヌクレオチ
ド配列を、ホモポリマーの並びを単一のヌクレオチドとして解釈することによって第二の
ビット列へとデコードすること、前記第二のビット列を第二のビットストリームへとアセ
ンブルすること、及び前記第二のビットストリームを第二のフォーマットの情報へと変換
することを含む、ヌクレオチドを用いて情報を記憶する方法が提供される。ある態様では
、オリゴヌクレオチド配列は、データブロック配列、ビットストリーム中におけるデータ
ブロックの位置を指定するアドレス配列、又はオリゴヌクレオチドの両端に位置する増幅
及びシークエンシングのための隣接共通配列のうちの１つ又は複数又は全てを含む。ヌク
レオチド配列をバイナリ情報ビットに翻訳する目的で、エラープローンポリメラーゼの使
用によって生じ得る特定のヌクレオチドのホモポリマーの並びは、バイナリ情報ビット、
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すなわち０又は１を割り当てるために単一ヌクレオチドとして処理される。
【００１４】
　本開示の実施形態は、ヌクレオチドなどの分子を情報のバイナリビットとして用いるこ
とに関する。ヌクレオチドは、０又は１などのバイナリ状態を表してよく、０又は１など
のバイナリ状態の列を表すヌクレオチドの配列は、文字列フォーマット、画像フォーマッ
ト、ビデオフォーマット、又は音声フォーマットを表してもよい。この方法により、書面
資料、画像、音声コンポーネント若しくは音声記録を含むビデオ、又は他のいかなる表現
媒体も、ビットを表すものとして核酸を用いることによって記憶することができる。ある
態様では、記憶される情報は、例えばコンピュータ及び適切なソフトウェアを用いて、情
報を表す０及び１の列であるＡＳＣＩＩコードによるものなどのバイナリビットへと変換
される。本技術分野で公知であるように、記憶される情報が、情報の他のコードされたビ
ットに変換されてもよいことを理解されたい。次に、コンピュータ及び適切なソフトウェ
アを用いることなどによって、０及び１などの情報のコードされたビットの列を表すヌク
レオチドの列が特定される。次に、ヌクレオチドの列は、合成され、記憶媒体に記憶され
る。情報がアクセスされる場合、前クレオチドの列が特定され、次に、コンピュータ及び
適切なソフトウェアを用いることなどによって０及び１の列へと翻訳されて、続いてこれ
が、例えばコンピュータ及び適切なソフトウェアを用いて、情報に翻訳される。このよう
に、本開示は、完全に若しくは部分的に一本鎖、二本鎖、又は多重鎖であるかどうかに関
わらず、情報記憶媒体として核酸を使用することに関する。ある態様では、核酸は、規則
的であっても、又はランダムであってもよい状態で、支持基材に含まれる。
【００１５】
　ある態様では、修飾の有無にかかわらず、エラープローン鋳型依存的ポリメラーゼを含
むがこれらに限定されないポリメラーゼを用いて、記憶される情報を表すものであるバイ
ナリビットを表す所望のヌクレオチド配列を有するヌクレオチドポリマーを作製すること
ができる。修飾の有無にかかわらず、鋳型非依存的ポリメラーゼを用いて核酸をｄｅ　ｎ
ｏｖｏ作製することもできる。ある態様では、Ａ、Ｔ／Ｕ、Ｃ、又はＧなどの通常のヌク
レオチドが用いられる。ある態様では、鎖停止（chain terminating）部分を有しないヌ
クレオチドが用いられる。ある態様では、鎖停止ヌクレオチドは、ヌクレオチドポリマー
を作製する方法では用いられない。この態様では、鋳型非依存的ポリメラーゼを用いて、
核酸配列を作製してもよい。そのような鋳型非依存的ポリメラーゼは、ホモポリマーをも
たらす２つ以上のヌクレオチドの付加を引き起こし得るエラープローンであってもよい。
本開示のある態様では、ホモポリマーの並びは、このホモポリマーの並びが情報のどのバ
イナリビットを表すかを特定する目的で、単一のヌクレオチドとして解釈される。光活性
化センサーなどのセンサー、リガンドによって活性化される代謝産物又は化学物質が、そ
のようなポリメラーゼと共に用いられてもよい。
【００１６】
　核酸ポリマーは、当業者に公知の方法を用いてシークエンシングすることができる。核
酸配列が決定されると、核酸配列を翻訳して、バイナリビット、すなわち０及び１の列と
することができ、次にこれを、バイナリビットの列によって表される情報に翻訳すること
ができる。
【００１７】
　本開示の特定の実施形態のさらなる特徴及び利点は、実施形態の以下の記述及びその図
面において、並びに請求項からより十分に明らかとなるであろう。
【００１８】
　前述した本発明の特徴及びその他の特徴、並びに利点は、添付の図面と共に、例示的実
施形態についての以下の詳細な説明から、より十分に理解されるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】オリゴヌクレオチドが合成される所定の領域を有する基材を横切るように流動す
るヌクレオチドのパルスを示す模式図である。
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【図２】オリゴヌクレオチドが合成される所定の領域を有する基材を横切るように流動す
るヌクレオチドのパルスを示す模式図である。
【図３】オリゴヌクレオチドが合成される所定の領域を有する基材を横切るように流動す
るヌクレオチドのパルスを示す模式図である。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　本開示は、オリゴマーを用いて情報を記憶する方法に関する。そのようなオリゴマーは
、例えばバイナリビットを表し得るモノマーから形成することができる。例示的なモノマ
ーとしては、ヌクレオチドが挙げられる。例示的なオリゴマーとしては、オリゴヌクレオ
チドが挙げられる。ある態様では、ビット列がヌクレオチドなどのモノマーの配列へと変
換される情報をエンコードする方法が提供され、前記モノマーの配列は、オリゴヌクレオ
チドなどのポリマーである。ある態様では、本明細書に記載される方法は、オリゴヌクレ
オチドの合成に用いられてよく、又は市販の又は公知のポリマー若しくは核酸の合成方法
が用いられてもよい。ある態様では、市販の又は公知の核酸増幅方法が用いられる。ある
態様では、市販の又は公知の核酸シークエンシング方法が用いられる。ある態様では、市
販の又は公知のポリマー中のモノマーを識別する方法が用いられる。
【００２１】
　ある態様では、文字列及び／又は画像を有するｈｔｍｌ文書などのｈｔｍｌフォーマッ
トの情報などの文字列、画像、ビデオ、又は音声のフォーマットなど、特定のフォーマッ
トの情報の一部又は部分が、例えばコンピュータ及び適切なソフトウェアを用いて、ビッ
ト、すなわち０及び１へと変換され、ビットバーコードが追加されて、ビット列、すなわ
ち一般的に理解されるように０及び１の列が形成される。ビットへと変換することができ
る他のフォーマットの情報も、当業者に公知である。ある態様では、ビットへと変換され
るｈｔｍｌフォーマットの情報の部分は、バイト部分と呼ばれることがある。ビットバー
コードは、ｈｔｍｌフォーマットの情報全体の中でのエンコードされたビットの位置を決
定することができる。次に、ビット列が、コンピュータ及び適切なソフトウェアなどによ
り、１塩基あたり１ビットのエンコーディング（Ａ又はＣ＝０；Ｔ／Ｕ又はＧ＝１）を用
いて、ヌクレオチドの設計された配列、すなわち、オリゴヌクレオチド又はＤＮＡ又はＲ
ＮＡへと変換され（エンコードされ）、対応するエンコードされたオリゴヌクレオチド配
列が形成される、すなわち、オリゴヌクレオチド配列は、ビット列に対応するか、又はビ
ット列をコードする。
【００２２】
　ｈｔｍｌフォーマットの情報の一部又は全体に対応する複数のビット列が作製される。
したがって、複数の対応するエンコードされたオリゴヌクレオチド配列が作製され、これ
らは併せてライブラリと呼ばれることがある。エンコードされたオリゴヌクレオチド配列
のライブラリは、ｈｔｍｌフォーマットの情報を表す。ある態様では、オリゴヌクレオチ
ドは、ビットデータブロック部分、ビットストリーム中におけるデータブロックの位置を
指定するビットアドレス部分、並びに増幅及びシークエンシングのための隣接共通配列を
含む。例えば、１５９ヌクレオチドのオリゴヌクレオチドは、９６ビットのデータブロッ
ク（９６ｎｔ）、１９ビットのアドレス（１９ｎｔ）、及びオリゴヌクレオチドに隣接す
る２２ビットの共通配列（２２ｎｔ）を含み得る。
【００２３】
　ある例示的な態様では、エンコードされたオリゴヌクレオチド配列は、次に、鋳型非依
存的エラープローンポリメラーゼなどのエラープローンポリメラーゼ、及び未修飾であっ
てもよい通常の又は天然の核酸を用いて合成される。この態様では、イニシエータ配列又
はプライマーが、アドレス可能アレイにおける場合などの既知であってもよいか、又はラ
ンダムであってもよい様々な位置で、二酸化ケイ素基材などの基材と結合される。選択さ
れたヌクレオチド、鋳型非依存的ポリメラーゼ、及びポリメラーゼの酵素活性に必要な他
の試薬を少なくとも含む試薬が、イニシエータ配列が配置されている基材の１又は複数の
位置に、ポリメラーゼが１個又は２個以上又は複数個のヌクレオチドをイニシエータ配列



(10) JP 6920275 B2 2021.8.18

10

20

30

40

50

に付加してイニシエータ配列を伸長させる条件下で適用される。ある態様では、ヌクレオ
チド（「ｄＮＴＰ」）は、ポリメラーゼの重合速度（又はスイッチング速度）を考慮して
、既知の時間的及び空間的な様式、若しくは幅、若しくは条件の周期的な適用又は波（wa
ve）によって適用されるか、又は流される。この例示的方法では、ｄＮＴＰの酵素的付加
の確率を１つのｄＮＴＰに限定又は低減するのに十分であるように、すなわち、反応速度
を考慮に入れた選択された反応条件を用いて１つのｄＮＴＰが付加されるように、反応条
件が選択されるため、保護基又は可逆的ターミネータは、ｄＮＴＰと共に用いられない。
しかし、特定の実施形態において保護基又は可逆的ターミネータを有するヌクレオチドが
用いられてもよいことは理解されたい。保護基又は可逆的ターミネータを有するヌクレオ
チドは、当業者に公知である。他の実施形態では、反応条件が合う場合、通常の又は天然
のヌクレオチドが鋳型非依存的エラープローンポリメラーゼと共に用いられた場合に、２
つ以上のｄＮＴＰが付加されてホモポリマーの並びが形成され得る。しかし、本明細書に
記載される方法のシークエンシング工程の過程で、各ホモポリマーの並びは、単一のｄＮ
ＴＰを表すとして解釈される。このように、本明細書に記載される記録及び読み取りの方
法によりホモポリマーの並びがもたらされ、この合成方法では、エラープローンであって
もよい鋳型非依存的ポリメラーゼを用いた場合に必要であり得るような、単一のｄＮＴＰ
のみを添加するという必要がない。
【００２４】
　さらに、本開示は、同じバイナリビットが並んでいる核酸を作製する際に、単一のバイ
ナリビットを代表するものである２つの異なるモノマーを交互に並べる。例えば、２つの
０が並んでいる「００」を意図する場合、対応する核酸は、１つ目の０を表す「Ａ」及び
２つ目の０を表す「Ｃ」を有することになり、それによって、エラープローンポリメラー
ゼに起因して複数のＡ又は複数のＣのホモポリマーの並びが存在する場合であっても、１
つ目の「０」及び２つ目の「０」を、互いに別個のビットとして区別することができる。
４つのヌクレオチドの場合、１つのペアのヌクレオチドが第一のバイナリビットを表し、
残りのヌクレオチドペアが第二のバイナリビットを表すことは理解されたい。したがって
、Ａ及びＣが第一のバイナリビットを表してよく、Ｔ及びＧが第二のバイナリビットを表
す。あるいは、Ａ及びＧが第一のバイナリビットを表してよく、Ｔ及びＣが第二のバイナ
リビットを表す。あるいは、Ａ及びＴが第一のバイナリビットを表してよく、Ｃ及びＣが
第二のバイナリビットを表す。あるいは、４つのヌクレオチドが、「トリナリ（trinary
）」データシステムに用いられてもよく、３つのヌクレオチドが、０、１、及び２を表し
、残りのヌクレオチドが、ホモポリマーの並びを区別するために、連続する３つのヌクレ
オチドの次に用いられる。例えば、４つのヌクレオチドでトリナリデータシステムを用い
る場合、Ａ、Ｃ、Ｔがそれぞれ０、１、及び２を表してよく、ホモポリマーの並びが存在
し得る場合、Ｇが、例えばＡ及び連続するＡを区別するために、連続するＡ、Ｃ、又はＴ
の次に用いられてもよい。あるいは、３つのヌクレオチドがバイナリシステムを表すため
に用いられてもよく、この場合、２つのヌクレオチドがそれぞれ０及び１を表してよく、
ホモポリマーの並びを区別するために、第三のヌクレオチドが連続するヌクレオチドの次
に用いられてもよい。
【００２５】
　ポリメラーゼ活性は、単一のｄＮＴＰを超えるｄＮＴＰの付加が最小限に抑えられるよ
うに、反応条件として光化学的調整又は電気化学的調整を用いて調整されてもよい。次に
、洗浄液が１又は複数の位置に適用されて、試薬が除去される。試薬及び洗浄液を適用す
る工程は、所望の核酸が作製されるまで繰り返される。ある態様では、試薬は、基材上の
１つ若しくは２つ以上若しくは複数の位置に、順に若しくは並行して添加されてもよく、
又は試薬は、試薬を支持体の表面を横切るように流動させることなどにより、支持体の表
面全体と接触させてもよい。ある態様では、反応条件は、ポリメラーゼがイニシエータ配
列又は成長オリゴヌクレオチドの末端に２つ以上のヌクレオチドを結合させる能力が制限
されるように、例えば、反応速度又はポリメラーゼの活性に基づいて決定される。
【００２６】
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　さらに、ある実施形態では、ポリメラーゼは、光に基づく方法のために光感受性となる
ように修飾されてもよい。この態様では、単一のヌクレオチドのみを付加するようにポリ
メラーゼを調節するために、光が調整される。光は、ポリメラーゼ、ヌクレオチド、及び
適切な試薬、並びに反応条件が存在する基材の個々の位置又はピクセルに対して照射され
る。この方法により、ヌクレオチドは、ポリメラーゼが光によって活性化された場合に、
イニシエータ配列又は既存のヌクレオチドに付加される。
【００２７】
　ある態様では、エラープローンポリメラーゼを用いて、情報を表すオリゴヌクレオチド
を作製することができる。そのようなオリゴヌクレオチドは、エラープローンプロセスを
用いて作製される。エラープローンプロセスは、ホモポリマーの並びを含む場合があり、
すなわち、単一のヌクレオチドを結合する代わりに、２つ以上のヌクレオチドを連続して
結合する場合がある。本開示によると、ホモポリマーの並びは、バイナリビット情報に翻
訳するために核酸をシークエンシングする際に、ホモポリマーの単一のヌクレオチドであ
るとして処理される。
【００２８】
　ある実施形態では、鋳型依存的エラープローンポリメラーゼが用いられてもよい。ある
実施形態では、エラープローンとなり得る鋳型依存的ポリメラーゼが用いられてもよい。
ある実施形態では、鋳型非依存的ＲＮＡポリメラーゼが用いられてもよい。
【００２９】
　さらに、核酸配列の有用な作製方法は、その内容が全体として参照により本明細書に援
用される"Large-scale de novo DNA synthesis: technologies and applications," by S
riram Kosuri and George M. Church, Nature Methods, May, 2014, Vol. 11, No. 5, pp
. 499-507に開示されている。
【００３０】
　ある態様では、基材上で局所的にｐＨに影響を与える、又はｐＨを変化させる、又はｐ
Ｈを発生させることによって、記憶される情報をコードする核酸配列を作製するために用
いることができる例示的システムは、ＣｕｓｔｏｍＡｒｒａｙ社から市販されているＣｕ
ｓｔｏｍＡｒｒａｙシステムである。基材上の特定の位置でｐＨに影響を与える、又はｐ
Ｈを変化させる、又はｐＨを発生させるために、他の方法が用いられてもよいことは理解
されたい。ＣｕｓｔｏｍＡｒｒａｙシステムは、ｐＨ勾配を用い、半導体に基づいた電気
化学的合成プロセスを用いて所望のオリゴヌクレオチドマイクロアレイを合成する。各オ
リゴヌクレオチドプローブは、合成装置のコンピュータによって独立制御される白金電極
を介して合成される。本明細書に記載の方法によると、基材上の特定の所望の位置のｐＨ
感受性ポリメラーゼを活性化させて、特定の所望の位置の水性媒体中に存在するヌクレオ
チドを付加するｐＨ勾配が作り出される。この態様では、ポリメラーゼに単一のヌクレオ
チドのみを付加させるようにｐＨが調整される。本明細書に記載の態様では、オリゴヌク
レオチドの形成方法において、ＣｕｓｔｏｍＡｒｒａｙシステムなどのシステムを用いて
、ｐＨ依存的ポリメラーゼ、ヌクレオチド、及び他の適切な試薬が水性媒体中に存在する
基材上で局所的にｐＨに影響を与え、又はｐＨを変化させ、又はｐＨを発生させて、イニ
シエータ配列又は既存のヌクレオチド又はオリゴヌクレオチドにヌクレオチドを付加させ
ることができる。本明細書に記載の例示的な方法は、オリゴヌクレオチドの形成方法にお
いて、水性溶媒及びｐＨを用いてＴｄＴなどの鋳型非依存的ポリメラーゼなどのポリメラ
ーゼの活性を調整し、基材上の所望の位置で、既存のイニシエータ配列、既存のヌクレオ
チド、又は既存のオリゴヌクレオチドにヌクレオチドを付加する。
【００３１】
　ある態様では、入り口部及び出口部を有するマイクロ流体チャネル又は複数のマイクロ
流体チャネルなどのフローセル又は他のチャネルを用いて、ポリメラーゼ、ヌクレオチド
、及び他の適切な試薬などの試薬、並びに洗浄液を含む流体が、反応チャンバー内などの
フローセル内の基材上の特定の位置に送達される。ある態様では、反応条件は、基材上の
位置を選択的に活性化及び不活性化するように選択される。この方法により、基材又はア
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レイ上のグリッドポイントなどの所望の位置に反応条件を与えて、イニシエータ配列、既
存のヌクレオチド、既存のオリゴヌクレオチドへのヌクレオチドの共有結合を促進するこ
とができ、且つ、反応条件を与えることにより、同じ位置に他のヌクレオチドがさらに結
合されることを防止することができる。次に、その所望の位置でオリゴヌクレオチドを作
製する方法では、既存のヌクレオチドへのヌクレオチドの共有結合を促進する反応条件を
同じ位置に与えることができる。
【００３２】
　ある態様では、支持体がその表面上に所望の成長核酸を有した時点で、第二の基材が、
この核酸を表面上に有する基材の表面に追加されてよく、第二の基材上に核酸の第二の層
が作製されてもよい。また、このプロセスは、他の基材に対して繰り返されて、核酸を有
する多くの又は複数の基材層を有する層状の基材が作製されてもよい。この態様では、記
録媒体の各層のオリゴヌクレオチドを用いて情報を記憶する記録媒体を作製することがで
きる。
【００３３】
　合成されたオリゴヌクレオチドは、次に、当業者に公知の方法を用いて増幅され、オリ
ゴヌクレオチドのライブラリが形成される。オリゴヌクレオチドのライブラリは、次に、
次世代シークエンシング法などの当業者に公知の方法を用いてシークエンシングされる。
シークエンシングされたオリゴヌクレオチドは、次に、例えばｈｔｍｌフォーマットの情
報に対応するビット列へと変換される。ビット列は、当業者に公知の方法を用いて、前記
フォーマットの情報へと変換することができる。前記フォーマットの情報は、当業者に公
知の方法及びデバイスを用いて、可視化、又は表示、又は音声フォーマットの場合は再生
することができる。
【００３４】
　本明細書で用いられる核酸化学、生化学、遺伝学、及び分子生物学の用語並びに記号は
、この分野の標準的な取り決め及び教科書、例えば、Komberg and Baker, DNA Replicati
on, Second Edition (W.H. Freeman, New York, 1992)；Lehninger, Biochemistry, Seco
nd Edition (Worth Publishers, New York, 1975)；Strachan and Read, Human Molecula
r Genetics, Second Edition (Wiley-Liss, New York, 1999)；Eckstein, editor, Oligo
nucleotides and Analogs: A Practical Approach (Oxford University Press, New York
, 1991)；Gait, editor, Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach (IRL Pres
s, Oxford, 1984)などの用語及び記号に従う。
【００３５】
ビット
　本明細書で用いられる場合、「ビット」の用語は、その当業者にとって一般的な意味に
従って理解されるべきである。「ビット（ｂｉｔ）」の用語は、「バイナリ数値（ｂｉｎ
ａｒｙ　ｄｉｇｉｔ）」の縮約形であり得、電子計算及び通信における情報の基本容量を
意味し得る。「ビット」は、１又は０（１又はゼロ）などの第一の状態又は第二の状態の
いずれかのみを表す。様々なシステムにおいて、２状態デバイスを用いて表現を実行する
ことができる。
【００３６】
核酸及びヌクレオチド
　本明細書で用いられる場合、「核酸分子」、「核酸配列」、「核酸断片」、及び「オリ
ゴマー」の用語は、交換可能に用いられ、これらに限定されないが、様々な長さであって
もよいポリマー形態のヌクレオチドを含むことを意図しており、デオキシリボヌクレオチ
ド若しくはリボヌクレオチド、又はこれらの類似体を含む。
【００３７】
　一般的に、「核酸分子」、「核酸配列」、「核酸断片」、「オリゴヌクレオチド」、及
び「ポリヌクレオチド」の用語は、交換可能に用いられ、これらに限定されないが、様々
な長さであってもよいポリマー形態のヌクレオチドを含むことを意図しており、デオキシ
リボヌクレオチド（ＤＮＡ）若しくはリボヌクレオチド（ＲＮＡ）、又はこれらの類似体
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を含む。オリゴヌクレオチドは、典型的には、４つのヌクレオチド塩基、である、アデニ
ン（Ａ）；シトシン（Ｃ）；グアニン（Ｇ）；及びチミン（Ｔ）（ポリヌクレオチドがＲ
ＮＡである場合は、チミン（Ｔ）に代わってウラシル（Ｕ））の特異的配列から構成され
る。ある態様では、デオキシヌクレオチド（ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＴＴＰな
どのｄＮＴＰ）が用いられてもよい。ある態様では、リボヌクレオチド三リン酸（ｒＮＴ
Ｐ）が用いられてもよい。ある態様では、リボヌクレオチド二リン酸（ｒＮＤＰ）が用い
られてもよい。
【００３８】
　用語「オリゴヌクレオチド配列」は、ポリヌクレオチド分子のアルファベット表示であ
るか、または、この用語は、ポリヌクレオチド分子自体にも適用可能である。このアルフ
ァベット表示は、中央処理装置を有するコンピュータのデータベースに入力可能であり、
機能ゲノム科学及び相同性検索などの生物情報学用途に用いることができる。オリゴヌク
レオチドは、必要に応じて、非標準的ヌクレオチド、ヌクレオチド類似体、及び／又は修
飾ヌクレオチドのうちの１つ又は複数を含んでいてもよい。本開示は、いずれのデオキシ
リボヌクレオチド又はリボヌクレオチド、及びこれらの塩基のメチル化形態、ヒドロキシ
メチル化形態、又はグルコシル化形態などの化学的変異体も意図する。ある態様では、天
然ヌクレオチドが、核酸の作製方法に用いられる。天然ヌクレオチドは、鎖停止部分を有
しない。別の態様では、本明細書に記載の核酸の作製方法では、当業者に公知である可逆
的ターミネータなどの停止核酸を用いないか、又は停止核酸が存在しない。この方法は、
鎖停止核酸の非存在下で行われるか、又は核酸が鎖停止核酸以外である。
【００３９】
　修飾されたヌクレオチドの例としては、これらに限定されないが、ジアミノプリン、Ｓ
２Ｔ、５‐フルオロウラシル、５‐ブロモウラシル、５‐クロロウラシル、５‐ヨードウ
ラシル、ヒポキサンチン、キサンチン、４‐アセチルシトシン、５‐（カルボキシヒドロ
キシメチル）ウラシル、５‐カルボキシメチルアミノメチル‐２‐チオウリジン、５‐カ
ルボキシメチルアミノメチルウラシル、ジヒドロウラシル、ベータ‐Ｄ‐ガラクトシルキ
ューオシン、イノシン、Ｎ６‐イソペンテニルアデニン、１‐メチルグアニン、１‐メチ
ルイノシン、２，２‐ジメチルグアニン、２‐メチルアデニン、２‐メチルグアニン、３
‐メチルシトシン、５‐メチルシトシン、Ｎ６‐アデニン、７‐メチルグアニン、５‐メ
チルアミノメチルウラシル、５‐メトキシアミノメチル‐２‐チオウラシル、ベータ‐Ｄ
‐マンノシルキューオシン、５′‐メトキシカルボキシメチルウラシル、５‐メトキシウ
ラシル、２‐メチルチオ‐Ｄ４６‐イソペンテニルアデニン、ウラシル‐５‐オキシ酢酸
（ｖ）、ワイブトキソシン（wybutoxosine）、シュードウラシル、キューオシン、２‐チ
オシトシン、５‐メチル‐２‐チオウラシル、２‐チオウラシル、４‐チオウラシル、５
‐メチルウラシル、ウラシル‐５‐オキシ酢酸メチルエステル、ウラシル‐５‐オキシ酢
酸（ｖ）、５‐メチル‐２‐チオウラシル、３‐（３‐アミノ‐３‐Ｎ‐２‐カルボキシ
プロピル）ウラシル、（ａｃｐ３）ｗ、及び２，６‐ジアミノプリンなどが挙げられる。
核酸分子はまた、塩基部分において（例えば、相補的ヌクレオチドとの水素結合の形成に
通常は利用可能である１つ又は複数の原子において、及び／又は相補的ヌクレオチドとの
水素結合を通常は形成することができない１つ又は複数の原子において）、糖部分におい
て、又はリン酸骨格において修飾されていてもよい。核酸分子はまた、Ｎ‐ヒドロキシス
クシンイミドエステル（ＮＨＳ）などのアミン反応性部分の共有結合を可能にする、アミ
ノアリル‐ｄＵＴＰ（ａａ‐ｄＵＴＰ）及びアミノへキシルアクリルアミド‐ｄＣＴＰ（
ａｈａ‐ｄＣＴＰ）などのアミン修飾された基を含んでいてもよい。
【００４０】
　本開示のオリゴヌクレオチドにおける標準的なＤＮＡ塩基のペア又はＲＮＡ塩基のペア
の代替物により、１ｍｍ３あたりのビット密度がより高くなり、安全性（天然毒の偶発的
又は意図的な合成に対する耐性）が高くなり、光プログラム化ポリメラーゼによる識別が
より簡便になり、又は二次構造がより低くなる。ｄｅ　ｎｏｖｏ合成及び／又は増幅合成
において天然ポリメラーゼ及び変異型ポリメラーゼと適合するこのような代替塩基のペア
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は、Betz K, Malyshev DA, Lavergne T, Welte W, Diederichs K, Dwyer TJ, Ordoukhani
an P, Romesberg FE, Marx A (2012) KlenTaq polymerase replicates unnatural base p
airs by inducing a Watson-Crick geometry, Nature Chem. Biol. 8:612-614；See YJ, 
Malyshev DA, Lavergne T, Ordoukhanian P, Romesberg FE.  J Am Chem Soc. 2011 Dec 
14;133(49):19878-88, Site-specific labeling of DNA and RNA using an efficiently 
replicated and transcribed class of unnatural base pairs；Switzer CY, Moroney SE
, Benner SA. (1993) Biochemistry. 32(39):10489-96. Enzymatic recognition of the 
base pair between isocytidine and isoguanosine；Yamashige R, Kimoto M, Takezawa 
Y, Sato A, Mitsui T, Yokoyama S, Hirao I. Nucleic Acids Res. 2012 Mar;40(6):2793
-806. Highly specific unnatural base pair systems as a third base pair for PCR a
mplification；及びYang Z, Chen F, Alvarado JB, Benner SA. J Am Chem Soc. 2011 Se
p 28;133(38):15105-12, Amplification, mutation, and sequencing of a six-letter s
ynthetic genetic systemに記載されている。その全体が参照により本明細書に援用され
るMalyshev, D.A., et al., Nature, vol. 509, pp. 385-388 (15 May 2014) に記載され
るような他の非標準的ヌクレオチドが用いられてもよい。
【００４１】
　以下の６つのペア（Ａ‐Ｔ、Ｇ‐Ｃ、Ｚ‐Ｐ、Ｄｓ‐Ｐｘ、ＮＡＭ‐ＳＳＩＣＳ、イソ
Ｃ‐イソＧ）は、ポリメラーゼと適合することが示されており、互いに直交している（す
なわち、交差対形成（cross pairing）のレベルが低い）。
【００４２】
【化１】

【００４３】
　したがって、本開示の態様は、４塩基システムでの２つの異なる塩基のペアとは対照的
に、１２塩基システムで６つの異なる塩基対を用いることを意図するものである。したが
って、本開示の態様は、４塩基システムでの２つの異なる塩基のペアとは対照的に、６塩
基システムで３つの異なる塩基のペアを用いることを意図するものである。
【００４４】
　ある態様では、ｍＲＮＡ非依存的リボソームは、例えば２０種の標準的アミノ酸を用い
た本明細書に記載のヌクレオチドパルスに類似したｔＲＮＡのパルスと共に用いられて、
情報をコードするポリマーが合成される。この態様により、より多くの種類のモノマー及
びよりコンパクトなコードが得られ、すなわち、平均サイズが小さくなることによって３
Ｘビット／ｇとなり、４塩基（２ビット）に対して２０の標準的ＡＡ及び１２の非標準的
ＡＡ（５ビット）といった多様性の増加により５／２Ｘビット／ｇとなる。この実施形態
では、一つの位置あたり、より多くのパルスが必要となる（４パルスに対して２０パルス
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又は３２パルス）。
【００４５】
非ヌクレオチドモノマー
　本開示の実施形態は、ヌクレオチドに関して本明細書に記載されるように、ビットを表
すことができ、且つポリマーを形成して情報を記録することができる他のモノマー分子を
含む。そのようなポリマー及びそのモノマーとしては、ペプチド及びポリペプチド（コラ
ーゲン及びバンコマイシンなど）、ケチド及びポリケチド（脂肪及びテトラサイクリンな
ど）、脂肪酸及び脂質、脂肪酸及び糖脂質、単糖及びリポ多糖、リン脂質、ホルモン、多
糖（セルロース及びデンプンなど）、テルペン及びポリテルペン（コレステロール及びゴ
ムなど）、アミノ酸及びポリアミノ酸（リグニン及びポリアルカロイドなど）、ピロール
及びポリピロール（ヘム及びビタミンＢ１２など）、並びにエステル及びポリエステル（
ＰＨＡ、ＰＨＶなど）などのモノマー及びバイオポリマーが挙げられる。他のポリマーと
しては、シロキサン及びポリシロキサン、アクリルアミド及びポリアクリルアミドなどを
含む直鎖状ポリマーなどの非生物学的ポリマーが挙げられる。そのようなオリゴマーは、
十分な熱安定性を有し、又はナノ細孔若しくは他のポリマーシークエンシング装置中での
検出が容易であり得る。非ヌクレオチドモノマーを用いてポリマーを作製する場合、その
ようなモノマーの検出には当業者に公知の方法が用いられる。
【００４６】
　ある態様では、本明細書で特定される非ヌクレオチド系ポリマーを含むポリマーは、ナ
ノ細孔又はナノギャップ又はナノチャネルにポリマーを通過させることによってシークエ
ンシングされて、ポリマー中の個々のモノマーが特定されてもよい。簡潔に述べると、ポ
リマーは、電気伝導性媒体中に存在し、電圧差の影響下でナノ細孔中を通過させられる。
イオン電流の界面依存的変化を用いて、個々のモノマーの区別が行われる。
【００４７】
　「ナノ細孔」とは、ナノメートルスケールの幅を有する孔又は通路を意味する。例示的
なナノ細孔としては、多量体タンパク質環によって形成された、膜を通した孔又は通路が
挙げられる。通常、通路は、０．２～２５ｎｍの幅である。本明細書で用いられる場合、
ナノ細孔は、膜を通した分子の移動を可能とする膜貫通構造を含み得る。ナノ細孔の例と
しては、α‐ヘモリジン（スタフィロコッカス・アウレウス（Staphylococcus aureus）
）及びＭｓｐＡ（マイコバクテリウム・スメグマチス（Mycobacterium smegmatis））が
挙げられる。ナノ細孔の他の例は、ナノ細孔シークエンシングについて述べている先行技
術に見出され得るか、又はβ‐ＰＦＴのＰａｎｔｏｎ‐Ｖａｌｅｎｔｉｎｅロイコシジン
Ｓ、アエロリジン、及びクロストリジウムイプシロン毒素、α‐ＰＦＴの細胞溶解素Ａ、
二成分ＰＦＴ（binary PFT）の炭疽毒素、又は他のニューモリシン若しくはグラミシジン
など、細孔形成毒素として本技術分野において記載され得る。ナノ細孔は、ナノ細孔シー
クエンシング技術の登場により、技術的にも経済的にも重要となってきている。ナノ細孔
シークエンシングの方法は、例えば参照により援用される米国特許第５，７９５，７８２
号に記載のように、本技術分野にて公知である。簡潔に述べると、ナノ細孔検出には、例
えば、ＫＣｌ、ＮａＣｌ、ＮｉＣｌ、ＬｉＣｌ、又は当業者に公知の他のイオン形成無機
化合物を含むイオン溶液などの電圧伝導性流体（voltage-conducting fluid）中に浸漬し
たナノ細孔が穿孔された膜が関与する。この膜を通して電圧が印加され、ナノ細孔を通過
するイオンの伝導によって電流が流れる。ナノ細孔が、ＤＮＡ又は他の非ＤＮＡポリマー
などのポリマーと相互作用すると、ナノ細孔を通る流れがモノマー特異的に変化して電流
の変化を引き起こし、モノマーの検出が可能となる。本開示の範囲内のナノ細孔は、当業
者に公知の固体非タンパク質ナノ細孔、及び当業者に公知のＤＮＡ折り紙ナノ細孔を含む
。そのようなナノ細孔では、公知のタンパク質ナノ細孔よりも大きいナノ細孔幅が得られ
、それによって、複合体がナノ細孔を通過する際のイオン電流の変化を検出するのに十分
な感度を有しつつ、検出のためのより大きい分子の通過が可能となる。
【００４８】
　「ナノ細孔シークエンシング」とは、ポリマーのナノ細孔との相互作用に基づいて、ポ
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リマーの構成成分を決定する方法を意味する。ナノ細孔シークエンシングは、ポリマーと
の相互作用によって開口部の大きさが変化する際に発生する、ナノ細孔を通したイオンの
コンダクタンスの変化を測定することによって実現することができる。
【００４９】
　ナノ細孔に加えて、本開示は、２つの電極間のギャップであるとして本技術分野で公知
であるナノギャップの使用も想定しており、このギャップは、約０．２ｎｍ～約２５ｎｍ
又は約２～約５ｎｍなどのおよそ数ナノメートルの幅である。ギャップは、ナノ細孔の開
口部を模倣しており、ギャップ及び電極間をポリマーが通過可能である。本開示の態様は
また、ナノチャネルの使用も想定しており、電極が、ポリマーが通過するナノチャネルに
隣接して配置される。当業者であれば、分子又は部分の電場中の移動、電場を通過する構
造を表す電場のひずみの発生に基づいて、分子又は部分を同定し、シークエンシングする
別の実施形態を容易に想定するであろうことは理解されたい。
【００５０】
核酸合成
　オリゴヌクレオチドは、末端デオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼ（ＴｄＴ）若
しくはエラープローンポリメラーゼを用いて、及び／又は本明細書に記載のパルス／同期
法を用いて、本明細書に記載の方法で作製されてもよい。ある態様では、所望の位置での
単一のヌクレオチドの結合を促進するパルス及び同期パラメータは、基材の寸法、試薬、
濃度、反応温度、並びに試薬及び洗浄液のパルスを引き起こし送達するために用いられる
構造に基づいて決定されてもよい。同期とは、単一のヌクレオチドのみの付加を最適化す
るために、酵素及び他の反応物質の存在下で、所望の位置での反応物質の希釈若しくは除
去によって、又は所望の位置での試薬の不活性化によって反応速度にも影響を与え得る洗
浄の後に、ある位置にヌクレオチドがとどまる時間を意味する。ある態様では、ｐＨ及び
他の反応体及び反応条件が、ＴｄＴを用いて既存のヌクレオチド又はオリゴヌクレオチド
に鋳型非依存的にｄＮＴＰが付加されるように最適化されてもよい。例えば、その内容が
全体として参照により本明細書に援用されるAshley et al., Virology 77, 367-375 (197
7)では、イニシエータサイズ、二価カチオン、及びｐＨなどのｄＮＴＰ付加のための特定
の試薬及び反応が同定されている。ＴｄＴは、広いｐＨ範囲にわたって活性であり、最適
ｐＨは６．８５であることが報告されている。
【００５１】
　ある例示的実施形態では、オリゴヌクレオチド配列は、１つ又は複数のホスホラミダイ
トリンカーの使用、及び／又は当業者に公知の連結法によるシークエンシングによって作
製されてもよい。オリゴヌクレオチド配列は、例えば、本明細書において以下に記載の方
法、及びBeaucage and Carruthers（(1981) Tetrahedron Lett. 22: 1859）に記載の方法
などの標準的なホスホラミダイト法、又はMatteucci et al. (1981) J. Am. Chem. Soc. 
103:3185）によるトリエステル法、又は市販の自動オリゴヌクレオチド合成装置若しくは
当業者に公知のハイスループット高密度アレイ法を用いた他の化学的方法（その内容が全
体として参照により本明細書に援用される、米国特許第５，６０２，２４４号、同第５，
５７４，１４６号、同第５，５５４，７４４号、同第５，４２８，１４８号、同第５，２
６４，５６６号、同第５，１４１，８１３号、同第５，９５９，４６３号、同第４，８６
１，５７１号、及び同第４，６５９，７７４号参照）などの任意の適切な方法によって作
製されてもよい。予め合成されたオリゴヌクレオチドも、様々な供給業者から市販のもの
を入手可能である。
【００５２】
　ある例示的実施形態では、オリゴヌクレオチド配列を、本技術分野で公知の様々なマイ
クロアレイ技術を用いて作製してもよい。予め合成されたオリゴヌクレオチド配列及び／
又はポリヌクレオチド配列が、支持体に結合されてもよく、又は以下の文献：McGall et 
al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93:13555；Synthetic DNA Arrays In Genet
ic Engineering, Vol. 20:111, Plenum Press (1998)；Duggan et al. (1999) Nat. Gene
t. S21:10; Microarrays: Making Them and Using Them In Microarray Bioinformatics,
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 Cambridge University Press, 2003；米国特許出願公開第２００３／００６８６３３号
及び同第２００２／００８１５８２号；米国特許第６，８３３，４５０号、同第６，８３
０，８９０号、同第６，８２４，８６６号、同第６，８００，４３９号、同第６，３７５
，９０３号、及び同第５，７００，６３７号；並びにＰＣＴ出願番号国際公開第０４／０
３１３９９号、国際公開第０４／０３１３５１号、国際公開第０４／０２９５８６号、国
際公開第０３／１０００１２号、国際公開第０３／０６６２１２号、国際公開第０３／０
６５０３８号、国際公開第０３／０６４６９９号、国際公開第０３／０６４０２７号、国
際公開第０３／０６４０２６号、国際公開第０３／０４６２２３号、国際公開第０３／０
４０４１０号、及び国際公開第０２／２４５９７号に記載の、光による制御を用いた方法
（light-directed methods）、フローチャネル及びスポッテイィング法、インクジェット
法、ピンに基づいた方法、並びにビーズに基づいた方法を用いてｉｎ　ｓｉｔｕで合成さ
れてもよい。
【００５３】
　ある態様では、オリゴヌクレオチド配列は、当業者に公知のインクジェット技術、当業
者に公知の電気化学的技術、当業者に公知のマイクロ流体技術、当業者に公知の光発生酸
、又は当業者に公知の光脱保護モノマーを用いて作製されてもよい。そのような技術は、
高速でのオリゴヌクレオチド作製、低コスト、毒性の少ない化学物質、高い携帯性、及び
ｄｅ　ｎｏｖｏ（デジタル又はアナログ）合成でＤＮＡ生化学（例：修飾、ポリメラーゼ
、ハイブリダイゼーションなど）をインタリーブする（interleave）能力という利点を有
する。例えば、カメラ光学系から直接の、又はデジタルマイクロミラー表示装置（ＤＭＤ
）からの空間的にパターン化された光を、水溶性化学と共に用いてもよい。米国特許出願
公開第２００３／０２２８６１１号を参照されたい。例えば、末端デオキシヌクレオチジ
ルトランスフェラーゼ（ＴｄＴ）又はポリ（Ａ）ポリメラーゼなどの鋳型非依存的ポリメ
ラーゼ、あるいは、Ｔａｑ又はＰｈｉ２９誘導体などの鋳型依存的ポリメラーゼは、ポリ
メラーゼ又は５′から３′エキソヌクレアーゼドメイン（存在する場合）の活性部位への
アゾベンゼンアミノ酸の取り込みにより、基本的なポリメラーゼ機能、塩基特異性又は忠
実性を、光によりプログラム可能なものとすることができる（Hoppmann C, Schmieder P,
 Heinrich N, Beyermann M. (2011) Chembiochem.12(17):2555-9. doi: 10.1002/cbic.20
1100578. Epub 2011 Oct 13, Photoswitchable click amino acids: light control of c
onformation and bioactivity参照）。
【００５４】
　光感受性ニューロン（光遺伝学）は、イオン感受性ポリメラーゼを誘発可能であるか（
Zamft B, Marblestone A, Kording K, Schmidt D, Martin-Alarcon D, Tyo K, Boyden E,
 Church GM(2012) Measuring Cation Dependent DNA Polymerase Fidelity Landscapes b
y Deep Sequencing. PLoS One, in press参照）、又はある用途では、イオン束パターン
自体が記憶されたデータセットを構築し得る。
【００５５】
　ある態様では、核酸は、電極アレイ、従来のカメラ光学系、顕微鏡光学系、平面光学系
（フレネルマイクロレンズ又はビーズマイクロレンズ（bead microlens））、湾曲イメー
ジング平面（curved imaging planes）を用いて基材上に製造されてもよい。（デジタル
写真の場合のように）正方形、三角形、六角形、若しくは他の繰り返しモチーフのアレイ
、又は（従来のハロゲン化銀写真の場合のように）アナログイメージングである。光が用
いられる場合、空間的パターン化は、ＤＭＤ（デジタルマイクロミラー表示装置）、他の
デジタル投影法、又は自然の（アナログ）光照射野を介するものであってもよい。
【００５６】
　ある態様では、核酸は、その内容が全体として参照により本明細書に援用される米国特
許第６，０９３，３０２号に開示されるように、電気化学的固相合成によって作製されて
もよい。この態様では、多様な配列の個別のポリマー又は核酸配列が、電気化学的に生成
された試薬の拡散に起因する電極間の化学的クロストークを防止するために緩衝溶液又は
捕捉溶液と選択的に接触している、少なくとも１つの電極を含む基材上の特定の位置での
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モノマー又はヌクレオチドの電気化学的配置を用いて作製される。
【００５７】
　ある態様では、その内容が全体として参照により本明細書に援用されるChurch et al.,
 Nature, Vol. 432, 23/30 December 2004に記載のように、光発生酸を用いて核酸が合成
されてもよい。
【００５８】
　ある態様では、ｄＮＴＰ、ｒＮＴＰ、若しくはｒＮＤＰを提供する又は送達する方法が
、核酸の作製に有用である。ｄＮＴＰが充填されたリポソーム内部のｐＨ感受性ウィルス
粒子からのリパーゼ又は他の膜溶解性酵素の放出が、J Clin Microbiol. May 1988; 26(5
): 804-807に記載されている。ＮＴＰを放出し得る光ケージ化（Photo-caged）ｒＮＴＰ
又はｄＮＴＰ、通常は、３５０ｎｍ光に対して感受性があるニトロベンジル誘導体は、Ｌ
ｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社から市販されている。ヌクレオチドの小胞分泌又は他
の分泌をもたらすロドプシン又はバクテリオオプシンで誘発されるシグナル伝達は、本技
術分野で公知である。ｄＮＴＰを送達するためのこれらの方法では、ヌクレオチドは、プ
ライマーとポリメラーゼの最初の遭遇と任意の下流との間で除去又は捕捉されるべきであ
る。
【００５９】
　ある態様では、ｐＨ又は光を用いてポリメラーゼ活性を調整する方法が、核酸の作製に
有用である。ヌクレオチド組み込みのための最適ｐＨ範囲及び可逆的活性が発生するｐＨ
範囲を有するポリメラーゼは、本技術分野で公知である。ACS Nano. 2014 May 27;8(5):4
157-65に記載されるように、アゾベンゼンアミノ酸を、合成ペプチドを介して、又は改変
されたｔＲＮＡによる独特の遺伝コードを介して、ＤＮＡ又はＲＮＡポリメラーゼに組み
込むことができる。他の有用な方法は、Nature, 500(7463) August 22, 2013に記載され
ている。
【００６０】
ポリメラーゼ
　本発明の別の実施形態では、ポリメラーゼを用いて、情報を表す核酸分子が構築され、
このことは、本明細書において、核酸配列に記録されるといわれるか、又は本明細書にお
いて、核酸が記憶媒体であるといわれる。ポリメラーゼは、例えば、ＤＮＡ又はＲＮＡを
鋳型として用いて核酸配列を生成する酵素である。ＲＮＡポリマーを生成するポリメラー
ゼは、ＲＮＡポリメラーゼとして知られ、一方、ＤＮＡポリマーを生成するポリメラーゼ
は、ＤＮＡポリメラーゼとして知られる。エラーを組込むポリメラーゼが、本技術分野に
おいて知られており、本明細書において、「エラープローンポリメラーゼ」と呼ばれる。
鋳型非依存的ポリメラーゼは、エラープローンポリメラーゼであってもよい。エラープロ
ーンポリメラーゼを用いることにより、特定の塩基をＤＮＡ分子の正確な位置に組み込む
ことが可能となる。エラープローンポリメラーゼは、可逆的鎖停止塩基などの非標準的塩
基を許容することになるか、又はエラープローンポリメラーゼが鋳型を複製しようとする
際に選択的にエラープローンポリメラーゼに与えられる天然若しくは未修飾のヌクレオチ
ドを組込むことになる。ＤＮＡヌクレオチジルエキソトランスフェラーゼ（ＤＮＴＴ）又
は末端トランスフェラーゼとしても知られる末端デオキシヌクレオチジルトランスフェラ
ーゼ（ＴｄＴ）などの鋳型非依存的ポリメラーゼは、鋳型なしでＤＮＡ分子の３′末端へ
のヌクレオチド付加を触媒することによって核酸鎖を作り出す。ＴｄＴの好ましい基質は
３′オーバーハングであるが、平滑３′末端又は陥凹３′末端にもヌクレオチドを付加す
ることができる。コバルトは補助因子であるが、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでＭｇ及びＭｎを投与
すると、酵素は反応を触媒する。核酸イニシエータは、４ヌクレオチド若しくは５ヌクレ
オチド、又はそれより長くてもよく、一本鎖又は二本鎖であってもよい。二本鎖イニシエ
ータは、３′オーバーハングを有してよく、平滑末端を有していてよく、又は３′陥凹末
端を有していてもよい。
【００６１】
　すべてのＤＮＡポリメラーゼと同様に、ＴｄＴにも、触媒のために二価金属イオンが必
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要である。しかし、ＴｄＴは、Ｃｏ２＋、Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋、及びＭｇ２＋などの様々
な二価カチオンを用いることができるという点で独特である。一般的に、二価金属イオン
の存在下でのｄＡＴＰによるプライマーの伸長速度ｐ（ｄＡ）ｎ（ｎは、４～５０の鎖長
である）は、Ｍｇ２＋＞Ｚｎ２＋＞Ｃｏ２＋＞Ｍｎ２＋の順番である。加えて、各金属イ
オンは、ヌクレオチド組み込みの反応速度に対して異なる効果を有する。例えば、Ｍｇ２
＋は、ｄＧＴＰ及びｄＡＴＰの優先的な使用を促進するが、Ｃｏ２＋は、ピリミジン類、
ｄＣＴＰ、及びｄＴＴＰの触媒重合効率を高める。Ｚｎ２＋は、Ｚｎ２＋のマイクロモル
量の添加によってＭｇ２＋との反応速度が増すことから、ＴｄＴに対する独特な正のエフ
ェクターとして働く。この向上は、より高い触媒効率をもたらすＴｄＴの立体構造変化を
誘導するＺｎ２＋の能力を反映し得るものである。重合速度は、Ｍｇ２＋と比較してＭｎ
２＋の存在下ではより低く、Ｍｎ２＋がＭｇ２＋ほど効率的には反応を支持しないことが
示唆される。ＴｄＴについては、その内容が全体として参照により本明細書に援用される
Biochim Biophys Acta., May 2010; 1804(5): 1151-1166にさらに記載されている。さら
に、ヌクレオチドパルス中のＭｇ２＋、Ｚｎ２＋、Ｃｏ２＋、又はＭｎ２＋を、ヌクレオ
チドの結合を調整するように設計された他のカチオンで置き換えてもよい。例えば、ヌク
レオチドパルスのＭｇ＋＋を、Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｒｂ＋、Ｂｅ＋＋、Ｃａ＋＋、又はＳｒ＋
＋などの他のカチオンで置き換えた場合、ヌクレオチドは結合可能であるが、組み込まれ
ず、それによって、ヌクレオチドが組み込まれるかどうかが制御される。次に、（必要に
応じて）ヌクレオチド又はＭｇ＋＋を含まない予備洗浄液のパルスが提供されてよく、又
は次に、ヌクレオチドを含まないＭｇ＋＋緩衝液が提供されてもよい。
【００６２】
　ポリメラーゼが利用可能であるヌクレオチドを制限することにより、特定の核酸のポリ
マーへの組み込みを制御することができる。よって、これらのポリメラーゼは、鋳型配列
に対して非依存的にヌクレオチドを組込むことができ、したがって、核酸配列のｄｅ　ｎ
ｏｖｏ作製にとって有益である。エラープローンポリメラーゼとプライマー配列との組み
合わせが、核酸配列に情報を付与するための書き込み機構として働く。
【００６３】
　鋳型非依存的ポリメラーゼが利用可能であるヌクレオチドを制限することにより、イニ
シエータ配列又は既存のヌクレオチド若しくはオリゴヌクレオチドへのヌクレオチドの付
加を制御して、伸長によってオリゴヌクレオチドを作製することができる。したがって、
これらのポリメラーゼは、鋳型配列なしにヌクレオチドを組込むことができ、したがって
、核酸配列のｄｅ　ｎｏｖｏ作製にとって有益である。
【００６４】
　イータポリメラーゼ（Matsuda et al. (2000) Nature 404(6781):1011-1013）は、４種
すべてのｄＮＴＰの存在下で高い変異率（約１０％）及び３′ミスマッチに対する高い許
容度を有するポリメラーゼの例であり、１種又は２種のｄＮＴＰに制限されると、恐らく
はより高くなる。したがって、イータポリメラーゼは、末端デオキシヌクレオチジルトラ
ンスフェラーゼ（ＴｄＴ）同様に核酸情報のｄｅ　ｎｏｖｏ記録体（de novo recorder）
であるが、このポリメラーゼによって生成された生成物は、連続的な二本鎖であるという
利点を有する。二本鎖ＤＮＡは、一本鎖ＤＮＡよりも付着性の低い二次構造を有し、より
予測可能な二次構造を有する。さらに、二本鎖ＤＮＡは、ポリメラーゼの良好な支持体及
び／又はＤＮＡ結合タンパク質テザーとしても働く。
【００６５】
　ある態様では、鋳型依存的又は鋳型半依存的エラープローンポリメラーゼが用いられて
もよい。ある実施形態では、鋳型依存的ポリメラーゼが用いられてもよく、これはエラー
プローンとなり得る。ある実施形態では、鋳型非依存的ＲＮＡポリメラーゼが用いられて
もよい。鋳型依存的又は鋳型半依存的ポリメラーゼが用いられる場合、ユニバーサル塩基
（universal bases）を有する鋳型の任意の組み合わせが用いられてもよく、多くの種類
のヌクレオチドの受容が促進される。また、Ｍｎ＋などのエラー許容性カチオンが用いら
れてもよい。さらに、本開示は、エラー許容性ポリメラーゼ変異体の使用も意図する。参



(20) JP 6920275 B2 2021.8.18

10

20

30

40

50

照により本明細書に援用されるBerger et al., Universal Bases for Hybridization, Re
plication and Chain Termination, Nucleic Acids Research 2000, August 1, 28(15) p
p. 2911-2914を参照されたい。
【００６６】
　ある態様では、タンパク質、核酸、又は他のポリマーが、ポリメラーゼ、核酸、又は他
のポリマーと共有結合又は非共有結合されて、ポリメラーゼがポリマーにモノマーを付加
する能力を変化させるように、ポリメラーゼ及びプライマーの関連性が改変されてもよい
。
【００６７】
　ある態様では、ＤＮＡ分解酵素又はＲＮＡ分解酵素は、逆行させることができ、核酸の
作製に有用である。一例としては、リボＮＴＰを作製するためのポリヌクレオチドホスホ
リラーゼがある。
【００６８】
　ある態様では、リガーゼは、核酸の作製に有用である。そのようなリガーゼには、当業
者に公知のＤＮＡリガーゼ及び当業者に公知のＲＮＡリガーゼが含まれる。ＤＮＡリガー
ゼには、細菌ＤＮＡリガーゼ及び哺乳類ＤＮＡリガーゼが含まれる。例示的なリガーゼと
しては、Ｔ３リガーゼ、Ｔ４リガーゼ、Ｔ７リガーゼ、大腸菌ＤＮＡリガーゼ、Ｔａｑ　
ＤＮＡリガーゼ、及びｃｉｒｃ‐リガーゼなどが挙げられる。
【００６９】
　ある態様では、支持体表面上で合成された核酸は、当業者に公知の切断可能リンカーな
どによって除去することができる。核酸は、製造密度よりも高い密度などで異なる基材上
に配置されてよく、又は記憶媒体として働くことになる異なる基材上に配置されてもよい
。また、さらなる核酸合成のための新たな基材として働く基材の別の層が追加されてもよ
い。したがって、第一の基材上で複数のオリゴヌクレオチドを作製すること、複数のオリ
ゴヌクレオチドを第一の基材から除去すること、及びそれらをランダムに又は規則的に、
所望の密度で第二の基材に結合させることによる、高密度核酸記憶デバイスの作製方法が
提供される。
【００７０】
支持体及び結合
　ある例示的実施形態では、本明細書に記載の１又は複数のオリゴヌクレオチド配列は、
支持体（例えば、固体支持体及び／又は半固体支持体）上に固定される。ある態様では、
オリゴヌクレオチド配列は、本明細書に記載のホスホロアミダイトリンカーのうちの１つ
又は複数を用いて支持体に結合されてもよい。適切な支持体としては、これらに限定され
ないが、スライド、ビーズ、チップ、粒子、ストランド、ゲル、シート、チューブ、球体
、容器、キャピラリー、パッド、スライス、フィルム、及びプレートなどが挙げられる。
様々な実施形態では、固体支持体は、生物学的支持体、非生物学的支持体、有機支持体、
無機支持体、又はこれらのいずれの組み合わせであってもよい。本発明の支持体は、必要
に応じて、いかなる形状、寸法、又は表面形状であってもよい。例えば、支持体は、正方
形、長方形、円形、平坦、平面、環状、管状、及び球状などであってもよい。実質的に平
面の支持体を用いる場合、支持体を、例えば、トレンチ、溝、ウエル、又は化学的障壁（
例えば、疎水性コーティングなど）で物理的に複数の領域に分けてもよい。支持体は、ガ
ラス（二酸化ケイ素）、金属、セラミック、ポリマー、又は当業者に公知の他の材料から
作られていてもよい。支持体は、固体、半固体、エラストマー、又はゲルであってもよい
。ある例示的実施形態では、支持体はマイクロアレイである。本明細書で用いられる場合
、「マイクロアレイ」の用語は、ある実施形態において、固定化ハイブリダイゼーション
プローブをそれぞれが含む空間的に定められた非重複領域又は部位のアレイが存在する、
実質的に平面である表面を有する固相支持体を含むアレイの種類を意味する。「実質的に
平面」とは、プローブ部位などの表面上に存在する対象となる特性（feature）又は物体
が、表面上又は表面下に広がる体積を占めていてよく、この体積の寸法は表面の寸法に対
して小さいことを意味する。例えば、光ファイバー束の面上に配置されたビーズは、プロ
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ーブ部位の実質的に平面である表面を作り出し、又は多孔性平面基材上に配置又は合成さ
れたオリゴヌクレオチドは、実質的に平面である表面を作り出す。空間的に定められた部
位は、その位置及びその位置における固定化プローブの同一性が既知又は特定可能である
という点において、さらに、「アドレス可能」であってもよい。
【００７１】
　固体支持体は、固体成分及び液体成分の両方を有する圧縮可能マトリックスなどの半固
体支持体も含んでいてもよく、液体は、細孔、空間、又は固体マトリクス要素間の他の空
隙を占めている。好ましくは、半固体支持体材料としては、ポリアクリルアミド、セルロ
ース、ポリジメチルシロキサン、ポリアミド（ナイロン）、並びに架橋アガロース、架橋
デキストラン、及び架橋ポリエチレングリコールが挙げられる。固体支持体及び半固体支
持体は、一緒に用いられても、又は互いに別々に用いられてもよい。
【００７２】
　支持体はまた、固定化媒体を含んでいてもよい。本発明において有用であるそのような
固定化媒体は、核酸分子の堆積及び増幅に必要とされる条件下で物理的に安定であり、且
つ化学的に不活性である。有用な支持体マトリックスは、ＰＣＲに必要とされる温度の急
激な変化及び極端な温度に耐える。支持体材料は、核酸の酵素的合成を可能とするもので
ある。ある基材がそのようであるかどうかが未知である場合、本発明による一連のアレイ
を製造する任意の試みを行う前に、基材が実験的に試験される。本発明のある実施形態で
は、支持体の構造は、半固体（すなわち、ゼラチン質）格子又はマトリックスを含み、格
子又はマトリックス要素の間の空隙又は細孔は、水性媒体又は他の液体媒体で満たされ、
典型的な細孔（又は「ふるい」）の寸法は、１００μｍ～５ｎｍの範囲内である。マトリ
ックス要素間のより大きい空間も許容範囲内であるが、増幅産物が固定される前に拡散す
る可能性が増大する。半固体支持体は、圧縮可能である。支持体は、印刷の目的のために
、平面又は実質的に平面であるように作製される。例えば、実質的に平面である支持体は
、円筒形であってよく、その場合、アレイの核酸は、平面又は円筒形である他の支持体と
、一方が他方の上を転がることによって接触するために、その外側表面全体に分布されて
いる。次に、本発明において有用である支持体材料は、当業者に公知の手段によって、支
持体材料へのアレイの核酸特性の固定化（共有結合）を可能とするものである。このよう
な必要条件を満たす材料は、有機物質及び無機物質の両方を含み、これらに限定されない
が、ポリアクリルアミド、セルロース、及びポリアミド（ナイロン）、並びに架橋アガロ
ース、架橋デキストラン、又は架橋ポリエチレングリコールが挙げられる。
【００７３】
　ある実施形態は、プレート、スライド、又はチップなどのガラス支持体上の薄いポリア
クリルアミドゲルに関する。この種のポリアクリルアミドシートは、以下のようにして合
成される。ゲルに用いられる混合物の全体としての割合がポリアクリルアミドシートに必
要とされる引張特性を与えるように調節された場合に所望の細孔寸法が得られる個々のポ
リマー鎖間の架橋度が得られるように設計された比率で、アクリルアミド及びビスアクリ
ルアミドが混合される（例えば、シークエンシングゲルの場合、３８：２の比率が典型的
である）。ポリアクリルアミドゲルのキャスト法は、本技術分野において公知であり（そ
の内容が全体として参照により本明細書に援用されるSambrook et al., 1989, Molecular
 Cloning. A Laboratory Manual, 2nd Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
 Cold Spring Harbor, NY参照）、当業者であれば、そのような調節を行うのに何の困難
もない。
【００７４】
　ゲルシートは、２つの剛性面間にキャストされ、そのうちの少なくとも一方は、他方を
取り外した後もゲルシートが付着したままとなるガラスである。重合完了後に取り外され
ることになるキャスト面は、ゲルの重合を阻害しない潤滑剤でコーティングされており、
この目的のために、一般的にはシランが用いられる。シランの層は、ドラフトチャンバー
下で面上に広げられ、ほぼ乾燥するまで静置される。次に、過剰のシランがエタノールで
除去される（拭き取られるか、又は小さい物体の場合は、十分にリンスされる）。ゲルシ
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ートが付着したままとなるガラス面は、キャストする前は「架橋シラン」と呼ばれること
の多いγ‐メタクリロキシプロピルトリメトキシシラン（カタログ番号　Ｍ６５１４、Ｓ
ｉｇｍａ社；ミズーリ州、セントルイス）で処理される。ゲルと接触することになるガラ
ス面は、この薬剤で３回コーティングされる。１２００ｃｍ２の面積の１回の処理ごとに
、２５ｍｌのエタノール中の１２５μｌの架橋シランが必要である。この溶液は、ガラス
面全体に広げられる直前に、７５０μｌの水及び７５μｌの氷酢酸の混合物と混合され、
激しく振とうされる。エタノール溶媒は、コーティングの合間（ドラフトチャンバー下で
約５分間）に蒸発させ、最後のコーティングが乾燥した後、他方の支持プレートがゲル上
へ「サンドイッチすること」を防止する目的で、過剰の架橋シランが、十分なエタノール
洗浄を介してできる限り完全に除去される。次に、プレートが組み立てられ、必要に応じ
てゲルがキャストされる。
【００７５】
　本発明において有用であるゲルの大きさを決定する唯一の操作上の制約は、当業者がそ
のようなゲルをキャストする身体的能力である。１メートルまでの長さのゲルのキャスト
は、楽ではないが、核酸シークエンシング技術の当業者に公知の手順である。より大きい
ゲルも、作製された場合、本発明において有用である。極めて小さいゲルは、より大きい
ゲル全体から、重合完了後に切り出される。
【００７６】
　ポリアクリルアミドゲルを、そのマトリックス中にトラップされる酵素などの生物活性
物質と共にキャストするための少なくとも１つの手順が、本技術分野において公知である
ことに留意されたい（その内容が全体として参照により本明細書に援用されるO’Driscol
l, 1976, Methods Enzymol., 44: 169-183）。光架橋性ポリエチレングリコール樹脂を用
いて、ゲルマトリックス中に生細胞をトラップさせる類似のプロトコルも報告されている
（その内容が全体として参照により本明細書に援用されるNojima and Yamada, 1987, Met
hods Enzymol., 136: 380-394）。そのような方法は、本発明において有用である。以下
に記載されるように、パルスフィールドゲル電気泳動に適するマトリックス中に無処置の
染色体ＤＮＡを送達する目的で、又はＢｅｎｔｏｎ　ａｎｄ　Ｄａｖｉｓの方法（その内
容が全体として参照により本明細書に援用されるManiatis et al., 1982, Molecular Clo
ning:  A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Har
bor, NY参照）よりプラークを取り出す前に、バクテリオファージの増殖を支持する宿主
細胞の「菌叢（lawn）」として利用するために、通常、全細胞がアガロース中にキャスト
される。簡潔に述べると、電気泳動グレードのアガロース（例えば、Ｕｌｔｒａｐｕｒｅ
；Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ／Ｇｉｂｃｏ‐ＢＲＬ）を生理学的（等張性）緩
衝液中に溶解し、管、瓶、又はフラスコ中、５０℃～５２℃の温度に平衡化させる。次に
、細胞をアガロースに添加し、（瓶又は管の場合は、蓋をして反転させることによって、
フラスコの場合は、回旋することによって）十分にしかし素早く混合し、その後、混合物
をゲルトレーにデカントするか、又はピペットで移す。低融点アガロースが用いられる場
合、細胞の添加の前に、かなり低い温度とされてもよい（アガロースの濃度に応じて、お
よそ室温まで低下）。これは、ある細胞型の場合は望ましいが、電気泳動が、得られた核
酸プールの分子を支持体に共有結合させる前の細胞溶解に続いて行われる場合は、４℃～
１０℃の「低温」室などの冷蔵下で行われる。
【００７７】
　マイクロアレイ上に固定されたオリゴヌクレオチドは、アッセイ反応において作製され
た、又はアッセイ反応から作製された核酸を含む。典型的には、マイクロアレイ上のオリ
ゴヌクレオチド又はポリヌクレオチドは、一本鎖であり、通常は５′末端又は３′末端に
よって固相支持体に共有結合している。ある例示的実施形態では、プローブは、１つ又は
複数の切断可能なリンカーを介して固定されている。マイクロアレイにおける核酸を含む
非重複領域の密度は、典型的には、１００／ｃｍ２より大きく、より典型的には、１００
０／ｃｍ２より大きい。核酸プローブに関するマイクロアレイ技術は、以下の例示的文献
に概説されている：Schena, Editor, Microarrays: A Practical Approach (IRL Press, 
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Oxford, 2000)；Southern, Current Opin. Chem. Biol., 2: 404-410 (1998)；Nature Ge
netics Supplement, 21:1-60 (1999)；並びにFodor et al, 米国特許第５，４２４，１８
６号；同第５，４４５，９３４号；及び同第５，７４４，３０５号。
【００７８】
　支持体にオリゴヌクレオチドを固定する方法は、本技術分野において公知である（ビー
ズ：Dressman et al. (2003) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:8817、Brenner et al. (
2000) Nat. Biotech. 18:630、Albretsen et al. (1990) Anal. Biochem. 189:40、及びL
ang et al. Nucleic Acids Res. (1988) 16:10861；ニトロセルロース：Ranki et al. (1
983) Gene 21:77；セルロース：Goldkorn (1986) Nucleic Acids Res. 14:9171；ポリス
チレン：Ruth et al. (1987) Conference of Therapeutic and Diagnostic Applications
 of Synthetic Nucleic Acids, Cambridge U.K.；テフロン‐アクリルアミド：Duncan et
 al. (1988) Anal. Biochem. 169:104；ポリプロピレン：Polsky-Cynkin et al. (1985) 
Clin. Chem. 31:1438；ナイロン：Van Ness et al. (1991) Nucleic Acids Res. 19:3345
；アガロース：Polsky-Cynkin et al., Clin. Chem. (1985) 31:1438；並びにセファクリ
ル：Langdale et al. (1985) Gene 36:201；ラテックス：Wolf et al. (1987) Nucleic A
cids Res. 15:2911）。支持体は、アミノ‐シラン、ＮＨＳ‐エステル、クリックケミス
トリー、ポリリジンなどの結合化学物質又はポリマーでコーティングされてもよい。
【００７９】
　本明細書で用いられる場合、用語「結合」は、共有結合的相互作用及び非共有結合的相
互作用の両方を意味する。共有結合的相互作用は、１対の電子（すなわち単結合）、２対
の電子（すなわち二重結合）、若しくは３対の電子（すなわち三重結合）の共有により形
成される２個の原子又はラジカル間の化学結合である。共有結合的相互作用は、本技術分
野において、電子対相互作用又は電子対結合としても知られる。非共有結合的相互作用と
しては、これらに限定されないが、ファンデルワールス相互作用、水素結合、弱化学結合
（すなわち、短距離非共有結合力を介する）、疎水性相互作用、及びイオン結合などが挙
げられる。非共有結合的相互作用の概説は、Alberts et al., in Molecular Biology of 
the Cell, 3d edition, Garland Publishing, 1994を参照されたい。
【００８０】
　ある態様では、核酸分子の基材への付着又は固定は、酸化３‐メチルウリジン、アクリ
リル基、及びヘキサエチレングリコールを含む群から選択される共有結合リンカーを用い
て行われる。支持体への指向性結合で用いるプールの分子へリンカー配列を結合すること
に加えて、制限部位又は制御エレメント（プロモーターエレメント、キャップ部位、又は
翻訳終止シグナルなど）が、必要に応じてプールのメンバーと接合される。リンカーはま
た、酵素、光、熱、ｐＨ緩衝液、及びレドックス試薬などの薬剤で必要に応じて切断可能
である化学反応性セグメントを有するように設計されてもよい。そのようなリンカーを用
いて、別個の特性のそれぞれに対する異なる溶液相プライマーのｉｎ　ｓｉｔｕ固相不活
性リザーバ（in situsolid-phase inactive reservoir）が予め作製されてもよい。リン
カーが切断されると、恐らくは熱サイクルプロセスからの熱をきっかけとして用いること
によって、プライマーがＰＣＲの溶液中に放出されることになる。
【００８１】
　基材への核酸分子の付着は、基材と共有結合されている核酸分子に、プールのメンバー
をハイブリダイズすることによって行われることも意図される。
【００８２】
　本発明による支持体マトリックスへの核酸分子の固定は、いくつかの手順のうちのいず
れによって行われてもよい。支持体との共有結合に適した化学基を有する３′末端タグの
使用による直接固定、基材と既に結合されているオリゴヌクレオチドプライマーへの核酸
分子プールの一本鎖分子のハイブリダイゼーション、又はプレーティングの前若しくは後
に添加される、基材と共有結合し得るプライマーの導入に伴う核酸分子の基材上への分散
が実施され得る。予め固定されたプライマーが用いられる場合、プライマーは、広範囲の
配列モチーフ（例えば、ヘキサマーなど、所与の鎖長の考え得るすべての多量体）、特定
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の配列に対する相同性を有する核酸、又は特定の配列モチーフ上に変異を含む核酸を捕捉
するように設計される。あるいは、プライマーは、リンカー配列など、核酸分子のプール
のすべてのメンバーに共通の合成分子特性を包含する。
【００８３】
　核酸分子をポリアクリルアミドゲルシートに架橋させる２つの手段について詳細に考察
する。第一の手段は（Khrapko et al., 1996、米国特許第５，５５２，２７０号に記載)
、３‐メチルウリジンによる核酸分子の３′キャッピングを含む。この方法を用いること
により、本発明のライブラリの核酸分子は、３′末端にこの修飾塩基を含むように作製さ
れる。引用されたプロトコルでは、厚さ３０μｍの８％ポリアクリルアミドゲル（３０：
１、アクリルアミド：ビス‐アクリルアミド）シートがキャストされ、次に５０％ヒドラ
ジンに室温で１時間曝露される。そのようなゲルも、本発明において有用である。次に、
マトリックスは、以下に記載されるように、核酸分子を含有する溶液を吸収する程度まで
風乾される。３′末端に３‐メチルウリジンを含む核酸分子は、１ｍＭの過ヨウ素酸ナト
リウム（ＮａＩＯ４）により、室温で１０分間から１時間酸化され、８～１０容量のアセ
トン中２％ＬｉＣｌＯ４で析出され、１０ｐｍｏｌ／μｌの濃度で水に溶解される。この
濃度は、核酸分子が、支持体上にその表面を均一に覆い、支持体によって効率的に（すな
わち、完全に）吸収される体積で分散された場合に、アレイの核酸分子の密度が、上記で
考察する範囲内になるように調節される。核酸分子は、ゲル表面全体に分散され、プレー
トは、加湿チャンバー中に４時間置かれる。次に、室温で０．５時間乾燥され、その後の
使用に適する緩衝液で洗浄される。あるいは、ゲルは、水でリンスされ、再度乾燥され、
必要となるまで－２０℃で保存される。ゲルに結合した核酸の全体としての収率は８０％
であると考えられ、これらの分子のうちの９８％が、その酸化された３′基を通して特異
的に結合していると考えられる。
【００８４】
　ポリアクリルアミドシートに核酸分子を共有結合させるのに有用である第二の架橋部分
は、プライマーに結合された５′アクリリル基である。そのような修飾された塩基を５′
末端に有するオリゴヌクレオチドプライマーを、本発明に従って用いてもよい。特に、そ
のようなオリゴヌクレオチドは、アクリリル基が重合マトリックスの不可欠な共有結合部
分となるように、ゲル中に直接キャストされる。プライマーの３′末端は、自由にプール
の核酸分子と相互作用及びハイブリダイズし、且つ酵素による第二鎖の合成を刺激するよ
うに、未結合のままである。
【００８５】
　あるいは、ヘキサエチレングリコールを用いて、核酸分子をナイロン又は他の支持体マ
トリックスと共有結合する（Adams and Kron, 1994、米国特許第５，６４１，６５８号）
。さらに、核酸分子は、紫外光の照射によってナイロンと架橋される。支持体が照射され
る時間の長さ、及び紫外光源からの最適な距離は、波長及び伝導強度の変動により、用い
られる機器ごとに校正されるが、ハイブリダイゼーション膜への核酸分子の架橋のために
特に設計された少なくとも１つの照射デバイスが市販されている（Ｓｔｒａｔａｌｉｎｋ
ｅｒ、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ社）。照射により架橋のプロセスにおいて、核酸鎖に僅かな
ニック形成が発生することに留意されたい。しかし、ニック形成の量は、一般的に、ハイ
ブリダイゼーション手順で用いられる条件下などでは無視できる程度である。しかし、場
合によっては、核酸分子の紫外線架橋の方法は、ニック形成によって不適当となることが
あり。５′末端でも３′末端でもない位置での支持体への核酸分子の結合も起こるが、そ
のような架橋により支持体と結合した位置での固定化分子へのオリゴヌクレオチドプライ
マーのハイブリダイゼーションは阻害されないため、そのように架橋されたアレイの有用
性の可能性はほぼ損なわれない。
【００８６】
試薬送達システム
　ある態様では、試薬及び洗浄液は、反応体が、所望の位置で所望の時間にわたって存在
して、例えば、イニシエータ配列又は所望の位置に結合された既存のヌクレオチドにｄＮ
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ＴＰを共有結合するように、パルスとして送達される。選択されたヌクレオチド試薬液は
、パルスされるか、又はアレイ上を流動され、続いて、ヌクレオチドを含まない緩衝液又
は洗浄液がパルスされる。パルスの継続時間は、例えば、酵素反応であっても又はそれ以
外であっても、反応速度によって決定される。パルスの継続時間は、ヌクレオチドと洗浄
液とで異なっていてもよく、又は同じであってもよい。例えば、試薬の送達及び洗浄液の
送達のいずれにおいても、０．２秒パルスが有効である。ある態様では、試薬送達及び洗
浄液送達のタイミングは、反応のためのヌクレオチドのアクセス及び反応速度に関して同
期される。
【００８７】
　例えば、図１、図２、及び図３を参照すると、基材は、円で示される例示的な反応位置
を備えている。反応位置は、ランダムであってもよく、又は規則的アレイの場合のように
、予め定められた領域であってもよい。基材の表面は囲まれて反応領域若しくは反応体が
中を流動し得るフローセルが作られていてもよく、又は反応体が中を流動し得るフローセ
ル内に基材が配置されていてもよい。反応領域は、反応体が添加され、基材の表面に接触
され、除去され得るように、入口部及び出口部を有する。別個の試薬、又は試薬若しくは
洗浄液の混合物を、ポンプ若しくは電極、又は流体をチャネル若しくはマイクロ流体チャ
ネルを通して移動させる技術分野の当業者に公知の他の方法を用いて、ヌクレオチドが添
加される所望の位置に試薬が接触可能であるように１つ又は複数のチャネルを通して基材
表面に位置する反応領域又は反応容器へ送達することができる、様々なフローセル形態、
フローチャネル形態、又はマイクロ流体チャネル形態が想定される。所望の位置は、特定
のｐＨを作り出すための、又は酵素が所望の位置でのヌクレオチドの付加について活性化
、不活性化、又は制御されることになる特定のｐＨで特定の体積の流体を送達するための
、電極又は他のデバイスも含んでいてもよい。
【００８８】
　図１に示されるように、ヌクレオチドＡを含む試薬の第一のパルスが、基材の表面を横
切るように流動される。ヌクレオチドＡは、ヌクレオチドＡがイニシエータ配列又は既存
のヌクレオチド若しくはオリゴヌクレオチドに酵素的に付加されるのに十分な反応条件で
ある基材上の１つ又は複数の所望の位置に添加される。ヌクレオチドＡの添加後、洗浄液
が基材の表面を横切るように流動されて、ヌクレオチドＡが除去されてもよい。次に、ヌ
クレオチドＴを含む試薬の第二のパルスが、基材の表面を横切るように流動される。ヌク
レオチドＴは、ヌクレオチドＴがイニシエータ配列又は既存のヌクレオチド若しくはオリ
ゴヌクレオチドに酵素的に付加されるのに十分な反応条件である基材上の１つ又は複数の
所望の位置に添加される。ヌクレオチドＴの添加後、洗浄液が基材の表面を横切るように
流動されて、ヌクレオチドＴが除去されてもよい。次に、ヌクレオチドＧを含む試薬の第
三のパルスが、基材の表面を横切るように流動される。ヌクレオチドＧは、ヌクレオチド
Ｇがイニシエータ配列又は既存のヌクレオチド若しくはオリゴヌクレオチドに酵素的に付
加されるのに十分な反応条件である基材上の１つ又は複数の所望の位置に添加される。ヌ
クレオチドＧの添加後、洗浄液が基材の表面を横切るように流動されて、ヌクレオチドＧ
が除去されてもよい。図２は、ヌクレオチドＣを含む試薬の第四のパルス、及びヌクレオ
チドＡを含む試薬の第五のパルスを示す。図３は、パルスが基材の表面を横切るように移
動し、反応領域から出ていくことを示している。ある例示的態様では、所望の位置でのｐ
Ｈが、所望の位置でのｐＨ感受性酵素の活性を制御してこの所望の位置で試薬流体中のヌ
クレオチドを酵素的に付加するように制御される。ある例示的態様では、所望の位置での
光は、所望の位置での光感受性酵素の活性を制御してこの所望の位置で試薬流体中のヌク
レオチドを酵素的に付加するように制御される。活性化刺激によって酵素を活性化する他
の方法は、当業者に公知であり、本発明において、所望の位置で試薬流体中のヌクレオチ
ドを酵素的に付加するのに有用である。
【００８９】
　ある態様では、体積１００ナノリットル未満の液体の多数の小さなプールを多重操作す
ることを可能とするデバイスが提供される。２つの平行な平面、及び液体サンプルが表面
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張力によって各貫通孔に維持される寸法とされた貫通孔を有するプラテンから成る、複数
の液体サンプルを分析するためのシステムが本技術分野において知られている（その内容
が全体として参照により本明細書に援用される欧州特許第１０５１２５９（Ａ１）号、２
０００年１１月１５日）。サンプルは、毛管作用を用いて平面から吸い出すことができ、
希釈及び混合が可能である。各貫通孔は、光学的放射線によって調べることができる。こ
のデバイス、さらにはＧｅｎｅ　Ｌｏｇｉｃ社のＦｌｏｗ‐Ｔｈｒｕ　Ｃｈｉｐ（商標）
（その内容が全体として参照により本明細書に援用されるTorres et al.、国際公開第０
１／４５８４３（Ａ２）号、２００１年６月２８日）などの類似のデバイスは、本明細書
に記載の方法において有用である。各チャンバーの内壁は、５′‐結合鋳型核酸配列で官
能化されてもよく、他の必要な試薬はすべて（部位特異的リコンビナーゼ又はエラープロ
ーンポリメラーゼ、及びヌクレオチドなど）、別個のチャンバー（又は「ハニカム」セル
）のそれぞれに液相で送達される。
【００９０】
　ある実施形態では、顕微鏡スライドなどの基材は、１）同じプールの非分析核酸分子が
、スライド上のすべての特性の全体に均一に分散されることを意図する場合、湿潤性表面
境界領域によって分割されてよく、又は２）各特性が、異なるプールの非分析核酸分子及
び／若しくはプライマーを用いてスポットされる場合、非湿潤性表面境界領域によって分
割されてもよい。非湿潤性境界でそれぞれ囲まれた連続的な湿潤性領域のより大きい群に
さらに分割されたスライドなど、上記の組み合わせも可能であり、この場合、各湿潤可能
領域は、それぞれ異なるプライマーがスポットされたより小さい特性にさらに分割される
。
【００９１】
　別の実施形態では、連続的な疎水性境界で分割された小さい非連続的な親水性の特性を
有するスライドを、希釈ＤＮＡ鋳型分子の水溶液に浸漬することによって、単一のＤＮＡ
分子を区画分けすることも可能である。スライドを取り出し、横にして緩やかに拭い取る
ことにより、親水性の特性上に液体の小さなビーズが形成されることになり、それによっ
て、０、１、又は≧２のＤＮＡ鋳型を有する小さい非連続的な液体のプールが作り出され
る（関連技術の記載に関し、その内容が全体として参照により本明細書に援用されるBren
nan、米国特許第６，２１０，８９４（Ｂ１）号、２００１年４月３日参照）。
【００９２】
　別の実施形態では、マイクロ流体デバイスは、１又は複数の試薬を含む１又は複数のリ
ザーバを備え、１又は複数の試薬は、試薬が混合されて反応が行われる反応ゾーンへマイ
クロチャネルを介して移送される。そのようなマイクロ流体デバイス及び流体試薬をその
ようなマイクロ流体デバイスを通して移動させる方法は、当業者に公知である。
【００９３】
　固定された核酸分子は、必要に応じて、試薬含有溶液の集中したバースト（burst）を
支持体上へ噴霧するデバイス（例えば、実質的に改変されない形態で用いられてもよい、
任意の市販のインクジェットプリンター）を用いて作製されてもよい（その内容が全体と
して参照により本明細書に援用されるCastellino (1997) Genome Res. 7:943-976参照）
。そのような方法は、現在、Ｉｎｃｙｔｅ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ社及びＲｏ
ｓｅｔｔａ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ社で実用化されており、後者は、「最小限に改変した
Ｅｐｓｏｎインクジェットカートリッジ」を用いている（Ｅｐｓｏｎ　Ａｍｅｒｉｃａ社
；カリフォルニア州、トランス）。インクジェット堆積の方法は、圧電効果に依存してお
り、対象となる液体（この場合、オリゴヌクレオチド合成試薬）を含有する細管をアダプ
ターが取り囲んでいる。アダプターを通して送られた電荷により、管とは異なる率でアダ
プターが膨張し、液体試薬の小滴が管からコーティングされたスライド又は他の支持体へ
押出される。
【００９４】
　試薬は、各領域がアレイの特性を形成するように、支持体の別個の領域へ堆積されても
よい。所望の核酸配列は、本技術分野で公知の他の方法がそうであるように、全体として
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堆積されるか、又は各位置で１滴ずつ合成されてもよい。試薬の分散角度が狭い場合、多
くの特性を含むアレイを作製することが可能である。あるいは、より広い角度で核酸合成
試薬を分散させるように、噴霧デバイスがより広範囲に焦点を合わせている場合、１回ご
とに支持体のほぼ全体が被覆され、各メンバーが同じ配列を有するアレイが作製される（
すなわち、アレイは単一の特性のみを有する）。
【００９５】
　ある態様によると、ヌクレオチド前駆体（ｄＮＴＰ／ｒＮＴＰ／ｒＮＤＰ）の結合のた
めの時間、及び成長プライマー３′末端と共有結合を形成するのに費やされる時間に対し
て、異なる分布が考えられる。前駆体のパルスが短く維持されると、１つが結合すること
ができ、共有結合形成反応の待機中に、試薬の継続的な流れが、ヌクレオチド除去緩衝液
中に流入し得る。第一の結合反応は、ヌクレオチド濃度依存的である。Ｘヌクレオチドの
平均長さを目的とする場合、分布は、ポアソン分布になると考えられ、Ｘ＝１ヌクレオチ
ドの平均に対する理論的最大値は、収率３７％となり、それ以外は、０、２個、３個など
のヌクレオチドが組み込まれる。対照的に、本明細書に記載のパルスによる手法では、Ｘ
＝１に対して３７％よりも高い収率を得ることができる。
【００９６】
　ある態様では、標準的な合成及びシークエンシング手順に類似した、アレイに基づくフ
ローセル技術が用いられる。出発ＴｄＴプライマーが、平坦な二酸化ケイ素（又は１０ミ
クロン厚のポリマー層）と既知の位置で結合される。ｄＮＴＰは、ＴｄＴ重合（又はスイ
ッチング）速度に対して調節された既知の時間的及び空間的な幅の周期的な波で流動する
ことになる。ＴｄＴ活性は、所望の位置でのｐＨを変化させることなど、光化学的又は電
気化学的に制御される。オリゴヌクレオチドを作製するための位置の数は、９０，０００
～５，０００，０００の範囲内であってもよい。
【００９７】
　高ｐＨ又は低ｐＨなど、ｐＨが制御されるように酸又は塩基を既知の位置で生成させる
ための例示的方法としては少なくとも１つの電極が挙げられ、電気化学的に生成された試
薬の拡散に起因する電極間の化学的クロストークを防止するために緩衝溶液又は捕捉溶液
と接触していることが好ましい。参照により本明細書に援用される米国特許第６，０９３
，３０２号を参照されたい。あるいは、所望の位置でのｐＨの制御に、光で生成された酸
が用いられてもよい。参照により本明細書に援用されるTian et al., Nature, Vol. 432,
 23/30 December 2004, pp. 1050-1054を参照されたい。
【００９８】
　ｐＨ又は光を用いてポリメラーゼ活性又はｄＮＴＰ／ｒＮＴＰ／ｒＮＤＰのアクセスを
調節する方法は、（１）（ｄＮＴＰが充填された）リポソーム内部のｐＨ感受性ウィルス
粒子からのリパーゼ（又は他の膜溶解酵素）の放出（J. Clinical Microbiology 1988 Ma
y: 26(5) 804-807)及びJ. Control Release 2013 Nov 28; 172(1): 341-50参照；（２）
３５０ｎｍ光で機能する、ニトロベンジル誘導体などの光ケージ化ｒＮＴＰ又はｄＮＴＰ
；（３）ヌクレオチドの小胞分泌又は他の分泌をもたらすロドプシン又はバクテリオオプ
シンで誘発されるシグナル伝達；（４）組み込みのための最適ｐＨ範囲及び可逆的活性が
生じるｐＨ範囲を有するポリメラーゼ；（５）（合成ペプチド又は改変ｔＲＮＡによる新
規な遺伝コードを介して）ＤＮＡ又はＲＮＡポリメラーゼに組み込まれたアゾベンゼンア
ミノ酸（ACS Nano 2014 May 27; 8(5): 4157-65参照）、並びに（６）Konerman et al., 
Nature (2013), Optical Control of mammalian Endogenous Transcriptionに記載の方法
によって実現することができる。ある態様では、記載される（１）～（３）の方法を用い
てヌクレオチドを放出するには、放出されたヌクレオチドを、最初のプライマーとポリメ
ラーゼの最初の遭遇と任意の下流との間で除去又は捕捉するための方法が必要である。ポ
リメラーゼ調節法（４）～（６）には、そのような作業は必要ない。
【００９９】
　ある態様では、ＲＮＡポリメラーゼ又はＤＮＡ分解酵素若しくはＲＮＡ分解酵素の逆行
、例えば、リボＮＴＰのためのポリヌクレオチドホスホリラーゼ（ＰＮＰ）、ＲＮＡリガ
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ーゼ、ｃｉｒｃ‐リガーゼなどのリガーゼも意図される。鋳型非依存的ポリメラーゼに加
えて、（エラープローン又はバイパスポリメラーゼとしても知られる）半依存的ポリメラ
ーゼも意図される。タンパク質、核酸、又は他のポリマー環が、ポリメラーゼと共有結合
又は非共有結合で結合することができ、ポリメラーゼとプライマーとの会合が進行しやす
くなるように、核酸又は他のポリマートラック（polymer track）を取り囲む。
【０１００】
増幅
　一般的に、「増幅」とは、プライマーを用いた酵素的合成の繰り返しによって、核酸分
子のコピーを作製することを含む。「Ｉｎ　ｓｉｔｕ」増幅は、溶液中ではなく、支持体
又はビーズ上に配置された鋳型核酸分子を用いて増幅が行われることを示す。Ｉｎ　ｓｉ
ｔｕ増幅法は、米国特許第６，４３２，３６０号に記載されている。温度、鎖置換、及び
プルーフリーディングなど、異なった特性によって、多様なポリメラーゼの選択が存在す
る。増幅は、等温であってもよく、Dean et al., Comprehensive human genome amplific
ation using multiple displacement amplification, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 
vol. 99, p. 5261-5266. 2002；さらにはDean et al., Rapid amplification of plasmid
 and phage DNA using phi29 DNA polymerase and multiply-primed rolling circle amp
lification, Genome Res., vol. 11, p. 1095-1099. 2001；さらにはAviel-Ronen et al.
, Large fragment Bst DNA polymerase for whole genome amplification of DNA formal
in-fixed paraffin-embedded tissues, BMC Genomics, vol. 7, p. 312. 2006に記載の多
置換増幅（ＭＤＡ）などの類似の適用であってもよい。増幅はまた、異なる温度計画（te
mperature regiments）によるサイクルであってもよく、Mullis et al., Specific enzym
atic amplification of DNA in vitro: The polymerase chain reaction. Cold Spring H
arbor Symp. Quant. Biol., vol. 51, p. 263-273. 1986によって普及した従来のポリメ
ラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）などである。ゲノム増幅により適用可能である変法は、Zhang 
et al., Whole genome amplification from a single cell: implications for genetic 
analysis, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., vol. 89, p. 5847-5851. 1992；及びTeleni
us et al., Degenerate oligonucleotide-primed PCR: general amplification of targe
t DNA by a single degenerate primer, Genomics, vol. 13, p. 718-725. 1992に記載さ
れている。他の方法としては、Mitra and Church, In situ localized amplification an
d contact replication of many individual DNA molecules, Nuc. Acid. Res., vol. 27
, pages e34. 1999に記載されているＰｏｌｏｎｙ　ＰＣＲ; Shendure et al., Accurate
 multiplex polony sequencing of an evolved bacterial genome, Science, vol. 309, 
p. 1728-32. 2005；及びWilliams et al., Amplification of complex gene libraries b
y emulsion PCR, Nat. Methods, vol. 3, p. 545-550. 2006に記載されているエマルジョ
ンＰＣＲ（ｅＰＣＲ）が挙げられる。いずれの増幅法も、事前に、逆転写工程と組み合わ
せて、ＲＮＡを増幅させてもよい。ある態様では、十分な感度を有するプローブ、レポー
ター、及び検出システムを用いて、記載されている鋳型とハイブリダイズしない核酸構造
を用いた単一分子の検出を可能とすることができることから、増幅は、必要とは限らない
。システムにおける感度を適合させる方法としては、励起源（例えば、照明）及び検出（
例えば、光検出器、光電子増幅器）の選択が挙げられる。シグナルレベルを適合させる方
法としては、レポーターのスタッキングを可能にするプローブが挙げられ、高強度レポー
ター（例えば、量子ドット）を用いることも可能である。
【０１０１】
　本開示において有用である増幅法は、核酸を、ハイブリダイゼーション及び鎖伸長を促
進する条件下で核酸に特異的にハイブリダイズする１又は複数のプライマーと接触させる
ことを含んでいてもよい。核酸を増幅するための例示的な方法としては、ポリメラーゼ連
鎖反応法（ＰＣＲ）（例えばMullis et al. (1986) Cold Spring Harb. Symp. Quant. Bi
ol. 51 Pt 1:263及びCleary et al. (2004) Nature Methods 1:241；並びに米国特許第４
，６８３，１９５号及び同第４，６８３，２０２号参照）、アンカーＰＣＲ、ＲＡＣＥ　
ＰＣＲ、ライゲーション連鎖反応（ＬＣＲ）（例えばLandegran et al. (1988) Science 
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241:1077-1080；及びNakazawa et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91:360-3
64参照）、自家持続配列複製法（Guatelli et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.
A. 87:1874）、転写増幅系（Kwoh et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86: 1
173）、Ｑ‐ベータレプリカーゼ（Lizardi et al. (1988) BioTechnology 6: 1197）、再
帰的ＰＣＲ（recursive PCR）（Jaffe et al. (2000) J. Biol. Chem. 275:2619；及びWi
lliams et al. (2002) J. Biol. Chem. 277:7790）、米国特許第６，３９１，５４４号、
同第６，３６５，３７５号、同第６，２９４，３２３号、同第６，２６１，７９７号、同
第６，１２４，０９０号、及び同第５，６１２，１９９号に記載の増幅方法、等温増幅（
例えば、ローリングサークル増幅（ＲＣＡ）、超分岐ローリングサークル増幅（ＨＲＣＡ
）、鎖置換増幅（ＳＤＡ）、ヘリカーゼ依存的増幅（ＨＤＡ）、ＰＷＧＡ）、又は当業者
に公知の技術を用いた他の任意の核酸増幅法も挙げられる。
【０１０２】
　例示的実施形態では、本明細書に開示される方法は、ＰＣＲ増幅を利用する。「ポリメ
ラーゼ連鎖反応」又は「ＰＣＲ」とは、ＤＮＡ相補鎖の同時プライマー伸長により、特定
のＤＮＡ配列をｉｎ　ｖｉｔｒｏ増幅する反応を意味する。すなわち、ＰＣＲは、プライ
マー結合部位に挟まれた標的核酸の複数のコピー又は複製物を作製する反応であり、その
ような反応は、以下の工程：（ｉ）標的核酸を変性する工程、（ｉｉ）プライマー結合部
位にプライマーをアニーリングする工程、及び（ｉｉｉ）ヌクレオシド三リン酸の存在下
で核酸ポリメラーゼによりプライマーを伸長する工程の１回又は複数回の繰り返しを含む
。通常、反応は、サーマルサイクラー装置により、各工程に対して最適化された異なる温
度のサイクルで行われる。特定の温度、各工程での継続時間、及び工程間の変化率は、当
業者に公知の多くの因子に応じて異なり、例えば、文献McPherson et al., editors, PCR
: A Practical Approach及びPCR2: A Practical Approach（それぞれ、IRL Press, Oxfor
d, 1991及び1995）に例示されている。例えば、ＴａｑＤＮＡポリメラーゼを用いる従来
のＰＣＲでは、二本鎖標的核酸の変性は、９０℃超の温度で行われてよく、プライマーの
アニーリングは、５０℃～７５℃の範囲内の温度で行われてよく、プライマーの伸長は、
６８℃～７８℃の範囲内の温度で行われてもよい。
【０１０３】
　「ＰＣＲ」の用語には、これらに限定されないが、ＲＴ‐ＰＣＲ、リアルタイムＰＣＲ
、ネステッドＰＣＲ、定量的ＰＣＲ、マルチプレックスＰＣＲ、アセンブリＰＣＲなど、
反応の派生型が包含される。反応容量は、数百ナノリットル、例えば２００ｎＬ、から数
百マイクロリットル、例えば２００μＬの範囲である。「逆転写ＰＣＲ」又は「ＲＴ‐Ｐ
ＣＲ」は、標的ＲＮＡを相補的一本鎖ＤＮＡへと変換する逆転写反応が先に行われ、次に
ＤＮＡが増幅されるＰＣＲを意味し、例えば、Tecott et al.、米国特許第５，１６８，
０３８号である。「リアルタイムＰＣＲ」は、反応生成物、すなわち増幅産物の量が、反
応の進行に従ってモニタリングされるＰＣＲを意味する。リアルタイムＰＣＲには、反応
生成物のモニタリングに用いられる検出化学が主に異なっている多くの形態が存在し、例
えば、Gelfand et al.、米国特許第５，２１０，０１５号（「Ｔａｑｍａｎ」）；Wittwe
r et al.、米国特許第６，１７４，６７０号及び同第６，５６９，６２７号（インターカ
レート色素）；Tyagi et al.、米国特許第５，９２５，５１７号（モレキュラービーコン
）である。リアルタイムＰＣＲの検出化学は、Mackay et al., Nucleic Acids Research,
 30: 1292-1305 (2002)に概説されている。「ネステッドＰＣＲ」は、二段階ＰＣＲを意
味し、第一のＰＣＲの増幅産物が、新しいプライマーセットを用いる第二のＰＣＲのため
の試料となり、このプライマーの少なくとも一つが第一の増幅産物の内側に結合する。本
明細書で用いられる場合、ネステッド増幅反応に関する「一次プライマー」は、第一の増
幅産物の生成に用いられるプライマーを意味し、「二次プライマー」は、第二の増幅産物
又はネステッド増幅産物の生成に用いられる１又は複数のプライマーを意味する。「マル
チプレックスＰＣＲ」は、複数の標的配列（又は単一標的配列、及び１若しくは複数の参
照配列）が同一の反応混合物中で同時に行われるＰＣＲを意味し、例えば、Bernard et a
l. (1999) Anal. Biochem., 273:221-228（２色のリアルタイムＰＣＲ）である。通常、
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増幅される配列のそれぞれに対して異なるプライマーセットが用いられる。「定量的ＰＣ
Ｒ」は、サンプル又は試料中の１又は複数の特異的標的配列の存在量を測定するように設
計されたＰＣＲを意味する。以下の文献Freeman et al., Biotechniques, 26: 112-126 (
1999)；Becker-Andre et al., Nucleic Acids Research, 17:9437-9447 (1989)；Zimmerm
an et al., Biotechniques, 21 :268-279 (1996)；Diviacco et al., Gene, 122:3013-30
20 (1992)；及びBecker-Andre et al., Nucleic Acids Research, 17:9437-9446 (1989)
などに例示されるように、定量的ＰＣＲのための技術は当業者に公知である。
【０１０４】
　ローリングサークル増幅（ＲＣＡ）（Zhong (2001) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98(7
):3940-3945）は、連続複製であり、熱サイクルを必要としないことから、ｐｏｌｏｎｙ
増幅に対する代替法の代表例である。この増幅法は、１種のプライマー（又はニック）の
みによって、時間に比例した速度で、元の環から１つの長いテールを成長させる。環状又
は直鎖状核酸鋳型の等温増幅はまた、Tabor and Richardson（国際公開第００／４１５２
４号）に従って、核酸分子の酵素合成がオリゴヌクレオチドプライマーの非存在下で行わ
れる方法を用いて行うことができる。反対側の鎖からの第二のプライマーも含まれている
場合、高分岐鎖状構造が生成され、初期は、質量が時間に関して指数関数的に増加する（
ｍ＝ｋ＊ｅｘｐ（ｔ）、又は少なくともｍ＝ｋｔ２）。
【０１０５】
　本明細書に記載のＲＣＡプロセスのモデリングにより、時間、化学物質、及び光学パタ
ーンの関数として、３Ｄアレイに層を構築する方法が示される。複製がスライドガラスの
平坦面（又は他の面）上の均一層で開始する場合、重合反応は、すぐ上のｎｍ厚さの層で
のみ発生することができる。ＲＣＡにおけるポリメラーゼ（イータＰｏｌ又はイータ様Ｂ
ｓｔＰｏｌ）の鎖置換活性は、鎖置換ＤＮＡ合成を開始するのにニック又はプライマーを
必要とする。ＲＣＡプライマーの一部が固定されていると、超分岐ＤＮＡ産物は、空間的
及び時間的に非常に安定となる。粗い（ミクロンスケール、５Ｈｚ）パターンを、メガピ
クセルマイクロミラー光学系で設定することができるが、より微細な細部（ｎｍ、２５０
Ｈｚ）は、自走式又はＲＮＡＰｏｌ‐イータＤＮＡＰｏｌ融合ステッパー（RNAPol-etaDN
APol-fusion stepper）によって得られる。ナノスケールの記録は、時間の成分を有する
ことから、必ずしも「冗長」ではなく、ミクロンスケールの光パターンによって制限され
るものでもない。厚さ、ひいては記録容量は、それぞれ、位置決定及び記録に用いられる
特定のＮＴＰパルス及び／又はｄＮＴＰパルスの時空間的精度によって達成される。
【０１０６】
　好ましい実施形態では、堆積された層は、核酸に結合した（又は核酸によって配置され
た）様々な化学物質を含んでよい。ある態様では、４つのｄＮＴＰのそれぞれに対するレ
ドックス感受性フルオロフォア「側鎖」が開発されている。別の態様では、４つのｄＮＴ
Ｐのそれぞれの光感受性型が、当業者に公知の方法を用いて（Rob Mitra, unpublished d
ata (2000)）開発可能である。さらに別の態様では、金属結合基及びワイヤ（Braun (199
8) Nature 391(6669):775-778）、量子ドット（Michler (2000) Nature 406(6799):968-7
0）、量子ワイヤ（Emiliani (2001) J. Microsc. 202(Pt 1):229-240）、磁気ドット（Co
wburn (2000) Science 287(5457):1466-1468）、又は屈折ドット（refractive dot）（Yg
uerabide (1998) Anal. Biochem. 262(2):157-76）を、この方法によって集合させること
ができる。本発明の３Ｄアレイにより、シグナル一致（signal coincidence）及び／又は
（神経回路における学習及び計算に類似する）トラフィックレベルに基づく、高速電子‐
光学経路が提供される。ＲＣＡで見られる自然に超分岐した構造は、この方向に向かう第
一ステップである。
【０１０７】
　ｄｅ　ｎｏｖｏポリマーは、ポリメラーゼ増幅をして、又はポリメラーゼ増幅をせずに
、記憶及び読み取りが可能である。増幅は、熱サイクルによるか、又は等温によるもので
あってもよい。増幅産物は、現行の化学合成において都合が良いように短くてもよく（１
００～２００ｍｅｒ）、又はポリメラーゼを用いて実現可能であり得る１Ｍｂｐ以下であ
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ってもよい。
【０１０８】
シークエンシング
　取り込まれたヌクレオチドの種類は、ａ）ｄＮＴＰ溶液の周期的パターンにおけるその
時点で存在する特定のｄＮＴＰ（又はｒＮＴＰ又は他のモノマー種）と一致する光パルス
の交差、ｂ）「ケージ化」（すなわち、光活性化可能又は光不活性化可能な）ｄＮＴＰ、
ｒＮＴＰ、又はカチオン、ｃ）塩基特異的で光調節された立体選択性又は立体構造選択性
（Hoppmann C, Schmieder P, Heinrich N, Beyermann M. (2011) Chembiochem. l2(17):2
555-9. doi: 10.1002/cbic.201100578. Epub 2011 Oct 13. Photoswitchable click amin
o acids: light control of conformation and bioactivity参照）により決定され得る。
ポリ（Ａ）ポリメラーゼは、他のｒＮＴＰと比較したＡＴｐに対する特異性が、（架橋又
は未架橋のアゾベンゼンのように）光感受性アミノ酸結合により模倣可能な立体構造の変
化に起因するため、特に有用である。
【０１０９】
　本明細書に記載の方法は、大量のデータ（数十億ビット）を作り出すことができる。し
たがって、Mitra (1999) Nucleic Acids Res. 27(24):e34; pp.1-6に開示されるような、
これらの核酸分子をシークエンシングするハイスループットな方法が有用である。好まし
い実施形態では、ハイスループットな方法が、１００ｂｐ未満の長さを有するＰＣＲ増幅
産物又は他の核酸分子と共に用いられる。他の好ましい実施形態では、１００ｂｐ、１１
０ｂｐ、１２０ｂｐ、１３０ｂｐ、１４０ｂｐ、１５０ｂｐ、１６０ｂｐ、１７０ｂｐ、
１８０ｂｐ、１９０ｂｐ、２００ｂｐ、２５０ｂｐ、３００ｂｐ、３５０ｂｐ、４００ｂ
ｐ、４５０ｂｐ、５００ｂｐ、５５０ｂｐ、６００ｂｐ、６５０ｂｐ、７００ｂｐ、７５
０ｂｐ、８００ｂｐ、８５０ｂｐ、９００ｂｐ、９５０ｂｐ、１０００ｂｐ、又はそれ以
上のＰＣＲ増幅産物が用いられてもよい。
【０１１０】
　ローリングサークル増幅（ＲＣＡ）（Zhong (2001) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98(7
):3940-3945）は、連続複製であり、熱サイクルを必要としないことから、ｐｏｌｏｎｙ
増幅に対する代替法の代表例である。この増幅法は、１種のプライマー（又はニック）の
みによって、時間に比例した速度で、元の環から１つの長いテールを成長させる。環状又
は直鎖状核酸鋳型の等温増幅はまた、Tabor and Richardson（国際公開第００／４１５２
４号）に従って、核酸分子の酵素合成がオリゴヌクレオチドプライマーの非存在下で行わ
れる方法を用いて行うことができる。
【０１１１】
　本開示において有用なシークエンシング法としては、Shendure et al., Accurate mult
iplex polony sequencing of an evolved bacterial genome, Science, vol. 309, p. 17
28-32. 2005；Drmanac et al., Human genome sequencing using unchained base reads 
on self-assembling DNA nanoarrays, Science, vol. 327, p. 78-81. 2009；McKernan e
t al., Sequence and structural variation in a human genome uncovered by short-re
ad, massively parallel ligation sequencing using two-base encoding, Genome Res.,
 vol. 19, p. 1527-41. 2009；Rodrigue et al., Unlocking short read sequencing for
 metagenomics, PLoS One, vol. 28, el1840. 2010；Rothberg et al., An integrated s
emiconductor device enabling non-optical genome sequencing, Nature, vol. 475, p.
 348-352. 2011；Margulies et al., Genome sequencing in microfabricated high-dens
ity picolitre reactors, Nature, vol. 437, p. 376-380. 2005；Rasko et al. Origins
 of the E. coli strain causing an outbreak of hemolytic-uremic syndrome in Germa
ny, N. Engl. J. Med., Epub. 2011；Hutter et al., Labeled nucleoside triphosphate
s with reversibly terminating aminoalkoxyl groups, Nucleos. Nucleot. NucL, vol. 
92, p. 879-895. 2010；Seo et al., Four-color DNA sequencing by synthesis on a ch
ip using photocleavable fluorescent nucleotides, Proc. Natl. Acad. Sci. USA., Vo
l. 102, P. 5926-5931 (2005)；Olejnik et al.; Photocleavable biotin derivatives: 
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a versatile approach for the isolation of biomolecules, Proc. Natl. Acad. Sci. U
.S.A., vol. 92, p. 7590-7594. 1995；米国特許第５，７５０，３４号、米国特許出願公
開第２００９／００６２１２９号、及び同第２００９／０１９１５５３号が挙げられる。
【０１１２】
　本開示によるシークエンシングプライマーは、標的ポリヌクレオチドの既知の結合領域
に結合可能であり、本開示のオリゴヌクレオチドプローブのライゲーションを促進可能で
あるものである。シークエンシングプライマーは、例えば、ＤＮＡＷｏｒｋｓ、又はＧｅ
ｎｅ２Ｏｌｉｇｏなどのコンピュータプログラムの補助で設計されてもよい。結合領域の
長さは様々であり得るが、シークエンシングプライマーとハイブリダイズするのに十分な
長さが必要である。標的ポリヌクレオチドは、複数の異なった結合領域を有していてもよ
く、それによって、標的ポリヌクレオチドの様々な部分をシークエンシングすることが可
能となる。シークエンシングプライマーは、連続的なライゲーションサイクルの間、ハイ
ブリダイズした状態が維持されるよう、高度に安定な二重鎖を形成するように選択される
。シークエンシングプライマーは、ライゲーションが５′から３′方向若しくは３′から
５′方向のいずれか、又は両方向に進行可能であるように選択されてもよい。シークエン
シングプライマーは、ハイブリダイゼーション効率を高めるために、又は安定性を向上す
るために、又はどちらか一方の端部からの伸長を阻害するために、修飾されたヌクレオチ
ド又は修飾された結合を含んでいてもよい。
【０１１３】
　ある態様では、一本鎖ＤＮＡ鋳型（ｓｓＤＮＡ）がＲＣＡによって作製されてシークエ
ンシングプライマーと共に用いられる。あるいは、一本鎖鋳型は、エマルジョン中のビー
ズ又はナノ粒子と結合され、ｅＰＣＲによって増幅される。この結果、単一の増幅ｓｓＤ
ＮＡ鋳型を有するクローンビーズが得られる。
【０１１４】
　いくつかの鋳型ヌクレオチド配列を並行して同定する目的で、鋳型は、ｐＨ７．４のＰ
ＢＳ緩衝液で希釈され、ビオチン‐ストレプトアビジン、アジド‐アルキル（例えば、ク
リックケミストリー）、ＮＨＳ‐エステル、又はシラン処理（例えば、アルデヒドシラン
、エポキシシラン、アミノシラン）などの様々な結合方法を用いて、パターン化基材又は
非パターン化基材に結合される。ある態様では、ロロニー（rolony）がＳｉＯ２固体表面
などのパターン化表面に結合され、１％アミノシラン（体積／体積）で処理されて、特定
の時間（通常、５分間～２時間）相互作用が起こされる。続いて、Ｗａｓｈ　１緩衝液を
用いて、未結合の鋳型がすべて洗い流される。
【０１１５】
　次に、シークエンシングプライマーが作製され、シークエンシングプライマーハイブリ
ダイゼーション部位にハイブリダイズされる。ある態様では、鋳型の既知の配列にハイブ
リダイズすることができるシークエンシングプライマーが作製されてもよい。あるいは、
鋳型作製の過程で、既知の核酸配列を有するアダプターが、当業者に公知であり本明細書
に記載の方法によるライゲーション、増幅、転位、又は組み換えによって、未知の核酸配
列に付加される。あるいは、特定のレベルの縮重を有するシークエンシングプライマーを
用いて、鋳型に沿った特定の位置にハイブリダイズさせてもよい。ある態様では、プライ
マー縮重を用いて、プライマーを鋳型に沿って準ランダムにハイブリダイズさせることが
可能となる。プライマー縮重は、プライマーが鋳型の長さに沿って特定の間隔でハイブリ
ダイズすることを促進するように、当業者に公知の統計的方法に基づいて選択される。こ
の態様では、１００塩基ごと、２００塩基ごと、２０００塩基ごと、１００，０００塩基
ごとなど、Ｎ塩基ごとの結合を促進する特定の縮重を有するプライマーを設計することが
できる。鋳型の長さに沿ったプライマーの結合は、プライマーの設計、及びプライマー設
計が鋳型の長さに沿っておよそＮ塩基ごとに結合することになる統計的尤度に基づいてい
る。シークエンシングプライマーＰ１はライゲーションによって伸長されるため、シーク
エンシングプライマーの末端基は、通常、ＤＮＡリガーゼによってオリゴヌクレオチドプ
ローブと容易に共有結合されるように合成される。ライゲーションが、シークエンシング
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プライマーの５′末端とオリゴヌクレオチドプローブの３′末端との間で発生する場合、
シークエンシングプライマー上にはリン酸基（５′‐ＰＯ４）が存在し、オリゴヌクレオ
チドプローブ上にはヒドロキシル基（３′‐ＯＨ）が存在しなければならず、逆もまた同
様である。シークエンシングプライマーをシークエンシングプライマーハイブリダイゼー
ション部位にハイブリダイズさせるために、５×ＳＳＰＥ緩衝液で希釈した１μＭのシー
クエンシングプライマーが用いられる。次に、混合物を、室温よりも高い温度で数分間イ
ンキュベートして、適切なアニーリングを促進する（通常、２５℃～５５℃の温度で１～
５分間）。
【０１１６】
ＨＴＭＬファイルのＤＮＡセグメントへのエンコード
　ある態様では、文字列などの情報を、（埋め込みｊｐｇ画像を有する）ＨＴＭＬフォー
マットへと変換し、次にビット形式で読み込むことができる。個々のビットは、０につい
てはＡ又はＣに、１についてはＴ又はＧへと変換される。ビットストリームのアドレスは
、１９ビット長であり、００００００００００００００００００１から始まるなど連続的
に番号付与されている。Ｂｉｔｓ２ＤＮＡ．ｐｌとして識別される以下のプログラムは、
ＨＴＭＬファイルをＤＮＡセグメントへとエンコードするために用いられる。
【０１１７】
【表１】

【０１１８】
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【０１１９】



(35) JP 6920275 B2 2021.8.18

10

20

30

40

【表３】

【０１２０】
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【０１２１】
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【表５】

【０１２２】
　本明細書で開示される方法の実行には、従来の生物学的方法、ソフトウェア、コンピュ
ータ、及びコンピュータシステムが用いられてもよい。したがって、本明細書に記載の方
法は、全体が、又は部分的に、コンピュータで実行される方法であってもよい。本開示の
方法で用いられるコンピュータソフトウェアは、本発明の方法の論理ステップを行うため
のコンピュータ実行可能な命令を有するコンピュータ読み取り可能媒体を含む。適切なコ
ンピュータ読み取り可能媒体としては、これらに限定されないが、フロッピーディスク、
ＣＤ‐ＲＯＭ／ＤＶＤ／ＤＶＤ‐ＲＯＭ、ハードディスクドライブ、フラッシュメモリ、
ＲＯＭ／ＲＡＭ、磁気テープ、及び開発され得る他の媒体が挙げられる。コンピュータ実
行可能な命令は、適切なコンピュータ言語、又は複数のコンピュータ言語の組み合わせで
書かれていてもよい。本明細書に記載の方法はまた、文字列又は画像のバイナリコードへ
の翻訳、バイナリコードを表す核酸配列の設計、核酸配列からのシークエンシングデータ
の解析、核酸配列データのバイナリコードへの翻訳、及びバイナリコードの文字列又は画
像への翻訳を含む様々な目的のために、様々な市販のコンピュータ、及びコンピュータプ
ログラム製品、及びソフトウェアを利用してもよい。
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【０１２３】
特定の方法の実施形態
　本開示の実施形態には、バイナリエンコードされたポリマーを作製する方法であって、
（ｉ）第一のモノマーペアにおける第一のモノマー又は第二のモノマーのいずれかのモノ
マー１個又は複数個、又は（ｉｉ）第二のモノマーペアにおける第一のモノマー又は第二
のモノマーのいずれかのモノマー１個又は複数個の伸長産物によって、成長ポリマー鎖を
繰り返し伸長させる工程であって、ここで、前記伸長産物が、文字列、画像、ビデオ、又
は音声のフォーマットから翻訳されたビットストリームに対応するバイナリ情報ビットを
表し、前記第一のモノマーペアの前記第一のモノマー及び第二のモノマーがそれぞれ第一
のバイナリ情報ビットを表し、前記第二のモノマーペアの前記第一のモノマー及び第二の
モノマーがそれぞれ第二のバイナリ情報ビットを表す工程；及び前記伸長産物が同じバイ
ナリ情報ビットを表し、且つ直接連続して存在する場合に、所与のモノマーペアの前記第
一のモノマーと前記第二のモノマーとを交互に並べる工程を含み、前記バイナリエンコー
ドされたポリマーは、前記文字列、画像、ビデオ、又は音声のフォーマットをコードする
、バイナリエンコードされたポリマーを作製する方法を提供することが含まれる。ある態
様では、前記ポリマーは、核酸である。ある態様では、前記第一のモノマーペアにおける
前記第一のモノマー又は前記第二のモノマーは、ヌクレオチドである。ある態様では、前
記第二のモノマーペアにおける前記第一のモノマー又は前記第二のモノマーは、ヌクレオ
チドである。ある態様では、前記第一のモノマーペアは、アデニン（Ａ）、及びチミン（
Ｔ）又はウラシル（Ｕ）を含む。ある態様では、前記第二のモノマーペアは、シトシン（
Ｃ）及びグアニン（Ｇ）を含む。ある態様では、前記伸長産物は、酵素及び選択されたモ
ノマーを用い、前記選択されたモノマーの付加を触媒する条件下で形成される。ある態様
では、前記伸長産物は、ポリメラーゼ及び選択されたモノマーを用いて、前記選択された
モノマーの付加を触媒する条件下で形成される。ある態様では、前記伸長産物は、鋳型非
依存的ポリメラーゼ及び選択されたモノマーを用いて、前記選択されたモノマーの付加を
触媒する条件下で形成される。ある態様では、前記成長ポリマー鎖は、基材に結合されて
いる。ある態様では、工程（ｉ）及び工程（ｉｉ）から形成された複数の成長ポリマー鎖
が提供される。ある態様では、工程（ｉ）及び工程（ｉｉ）から形成された複数の成長ポ
リマー鎖が提供され、前記複数の成長ポリマー鎖は、基材に結合されている。ある態様で
は、前記第一のモノマーペアにおける前記第一のモノマー又は前記第二のモノマーは、天
然ヌクレオチドである。ある態様では、前記第二のモノマーペアにおける前記第一のモノ
マー又は前記第二のモノマーは、天然ヌクレオチドである。ある態様では、前記第一及び
第二のモノマーペアは天然ヌクレオチドを含み、前記伸長産物は、単一のヌクレオチド又
は複数のヌクレオチドを付加するのに十分な条件下で天然ヌクレオチドの付加を触媒する
ことによって作製される。ある態様では、前記第一のモノマーペア及び前記第二のモノマ
ーペアは天然ヌクレオチドを含み、前記伸長産物は、前記基材上の１又は複数の位置で、
ポリメラーゼ及び選択されたヌクレオチドの投与とヌクレオチド欠乏緩衝液の投与とを交
互に行って、前記ヌクレオチドを付加するのに十分な条件下で天然ヌクレオチドの付加を
触媒することによって作製される。
【０１２４】
　ある態様では、バイナリエンコードされたポリマーを作製する方法であって、（ｉ）第
一のモノマーペアにおける第一のモノマー又は第二のモノマーのいずれかのモノマー１個
又複数個、又は（ｉｉ）第二のモノマーペアにおける第一のモノマー又は第二のモノマー
のいずれかモノマー１個又複数個の伸長産物によって成長ポリマー鎖を繰り返し伸長させ
る工程であって、ここで、前記伸長産物が、文字列、画像、ビデオ、又は音声のフォーマ
ットから翻訳されたビットストリームに対応するバイナリ情報ビットを表し、前記第一の
モノマーペアの前記第一のモノマー及び第二のモノマーがそれぞれ第一のバイナリ情報ビ
ットを表し、前記第二のモノマーペアの前記第一のモノマー及び第二のモノマーがそれぞ
れ第二のバイナリ情報ビットを表す工程；及び前記伸長産物が同じバイナリ情報ビットを
表し、且つ直接連続して存在する場合に、所与のモノマーペアの前記第一のモノマーと前
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記第二のモノマーとを交互に並べる工程を含み、前記伸長産物は、前記第一のモノマーペ
アにおける前記第一のモノマー又は前記第二のモノマーのいずれかの少なくとも１つのホ
モポリマー、又は前記第二のモノマーペアにおける前記第一のモノマー又は前記第二のモ
ノマーのいずれかの少なくとも１つのホモポリマーを含み、且つ、前記バイナリエンコー
ドされたポリマーは、前記文字列、画像、ビデオ、又は音声のフォーマットをコードする
、バイナリエンコードされたポリマーを作製する方法が提供される。
【０１２５】
　ある態様では、バイナリエンコードされた核酸を、核酸配列から文字列、画像、ビデオ
、又は音声のフォーマットを表すバイナリ情報ビットの列へと翻訳する方法であって、ア
デニン、及びチミン又はウラシルが、第一のバイナリ情報ビットを表し、シトシン及びグ
アニンが、第二のバイナリ情報ビットを表し、前記方法は、前記核酸配列を読み取る工程
、及び各アデニン、又は連続する場合は複数のアデニンに、前記第一のバイナリ情報ビッ
トを割り当てる工程、各チミン、又は連続する場合は複数のチミンに、前記第一のバイナ
リ情報ビットを割り当てる工程、各ウラシル、又は連続する場合は複数のウラシルに、前
記第一のバイナリ情報ビットを割り当てる工程、各シトシン、又は連続する場合は複数の
シトシンに、前記第二のバイナリ情報ビットを割り当てる工程、及び各グアニン、又は連
続する場合は複数のグアニンに、前記第二のバイナリ情報ビットを割り当てる工程を含み
、前記核酸配列は、連続する２つ以上のアデニン、連続する２つ以上のチミン、連続する
２つ以上のウラシル、連続する２つ以上のシトシン、又は連続する２つ以上のグアニンの
うちの少なくとも１つを含む、方法が提供される。
【０１２６】
　ある態様では、文字列、画像、ビデオ、又は音声のフォーマットをエンコード及びデコ
ードする方法であって、前記文字列、画像、ビデオ、又は音声のフォーマットをビットス
トリームの複数のビット列へと変換する工程、前記ビットストリームの前記複数のビット
列に対応する核酸配列を、アデニン又はチミンを第一のバイナリ情報ビットに、及びシト
シン又はグアニンを第二のバイナリ情報ビットに割り当てることで設計する工程であって
、ここで、アデニン又はチミンの割り当ては、同じバイナリ情報ビットが直接連続して存
在する場合は、交互に並べ、シトシン又はグアニンの割り当ては、同じバイナリ情報ビッ
トが直接連続して存在する場合は、交互に並べる工程；前記核酸配列を合成する工程；前
記合成された核酸配列を保存する工程；前記合成された核酸配列を読み取る工程；及び前
記合成された核酸配列を、前記第一のバイナリ情報ビットをアデニン又はチミンに割り当
て、前記第二のバイナリ情報ビットをシトシン又はグアニンに割り当てることによって、
前記ビットストリームの前記複数のビット列にデコードする工程を含む方法が提供される
。ある態様では、前記合成された核酸配列は、アデニン、チミン、シトシン、又はグアニ
ンの少なくとも１つのホモポリマーを含み、前記合成された核酸配列の前記デコードは、
前記第一のバイナリ情報ビットをアデニン又はチミンのホモポリマーに割り当てること、
及び前記第二のバイナリ情報ビットをシトシン又はグアニンのホモポリマーに割り当てる
ことを含む。
【０１２７】
　ある態様では、文字列、画像、ビデオ、又は音声のフォーマットをコードするビットス
トリームの複数のビット列を表す核酸配列群を用いて基材上に情報を記憶する方法であっ
て、一本鎖核酸イニシエータ配列が結合した基材をアレイ上の領域に提供する工程；１又
は複数の位置を、Ｃｏ２＋、Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋、及びＭｇ２＋のうちの１つ又は複数、
鋳型非依存的ポリメラーゼ、並びに選択された天然ヌクレオチドと接触させる工程；前記
１又は複数の位置で、標的一本鎖核酸イニシエータ配列の３′ヒドロキシル末端への前記
選択されたヌクレオチドの付加を触媒する工程；及び選択された天然ヌクレオチドの付加
を触媒する工程を繰り返して、前記基材の既知の位置に複数の所定の配列を生成する工程
であって、ここで、前記複数の所定の配列は、前記文字列、画像、ビデオ、又は音声のフ
ォーマットをコードする前記ビットストリームの前記複数のビット列を表す工程を含む方
法が提供される。ある態様では、前記触媒する工程及び前記繰り返す工程は、前記基材上



(40) JP 6920275 B2 2021.8.18

10

20

30

40

50

の複数の位置で順に行われて、前記基材の既知の位置で複数の所定の配列が生成される。
ある態様では、前記触媒する工程及び前記繰り返す工程は、前記基材上の複数の位置で同
時に行われて、複数の所定の配列のそれぞれが前記基材の対応する既知の位置で生成され
、対応する既知の位置で所定の配列のアレイが生成される。ある態様では、前記複数の所
定の配列の１又は複数は、シークエンシングされ、前記配列は、バイナリビット情報に翻
訳され、前記バイナリビット情報は次に、前記文字列、画像、ビデオ、又は音声のフォー
マットに翻訳される。ある態様では、前記基材は、少なくとも１０２個、１０３個、１０
４個、１０５個、１０６個、１０７個、１０８個、１０９個、１０１０個の所定の配列を
、各々対応する既知領域に含む。ある態様では、前記所定の配列の長さは、１００ヌクレ
オチド超、５００ヌクレオチド超、又は１０００ヌクレオチド超である。ある態様では、
前記鋳型非依存的ポリメラーゼは、末端デオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼであ
る。ある態様では、前記天然ヌクレオチドの前記伸長産物は、前記天然ヌクレオチドの反
応時間を限定することによって生成され、ヌクレオチド除去緩衝液が添加されて前記天然
ヌクレオチドが除去され、それによって前記天然ヌクレオチドの反応時間が限定されるか
、又は前記基材の表面を横切る天然ヌクレオチドのパルス流速が、特定の所望の位置での
前記天然ヌクレオチドの反応時間を限定する。
【０１２８】
　ある態様では、バイナリエンコードされた核酸を、核酸配列からバイナリ情報ビットの
列へと翻訳する方法であって、アデニン、及びチミン又はウラシルが、第一のバイナリ情
報ビットを表し、シトシン及びグアニンが、第二のバイナリ情報ビットを表し、前記方法
は、前記核酸配列を読み取る工程；並びに各アデニン、又は連続する場合は複数のアデニ
ンに、前記第一のバイナリ情報ビットを割り当てる工程、各チミン、又は連続する場合は
複数のチミンに、前記第一のバイナリ情報ビットを割り当てる工程、各ウラシル、又は連
続する場合は複数のウラシルに、前記第一のバイナリ情報ビットを割り当てる工程、各シ
トシン、又は連続する場合は複数のシトシンに、前記第二のバイナリ情報ビットを割り当
てる工程、及び各グアニンに、又は連続する場合は２つ以上のグアニンに前記第二のバイ
ナリ情報ビットを割り当てる工程を含む方法が提供される。
【０１２９】
　ある態様では、記憶された情報を有し、基材、及び前記基材上に配置された複数の核酸
配列を含む情報記憶デバイスであって、前記複数の核酸配列は、前記記憶された情報に対
応するバイナリ情報ビットの列をコードし、アデニン又はアデニンの列、チミン又はチミ
ンの列、及びウラシル又はウラシルの列は、第一のバイナリ情報ビットを表し、且つシト
シン又はシトシンの列、及びグアニン又はグアニンの列は、第二のバイナリ情報ビットを
表す、情報記憶デバイスが提供される。
【０１３０】
　ある態様では、特定のフォーマットの情報を、各々が対応するビットバーコードを有す
るビットストリームの複数のビット列へと変換する工程；前記複数のビット列を１塩基あ
たり１ビットのエンコードを用いて複数の対応するオリゴヌクレオチド配列へと変換する
工程；前記複数の対応するオリゴヌクレオチド配列を、複数の反応位置を有する基材の表
面を横切るように試薬及び洗浄液をパルスし、同期させることによって合成する工程；並
びに前記合成された複数の対応するオリゴヌクレオチド配列を保存する工程を含む、ヌク
レオチドを用いて情報を記憶する方法が提供される。ある態様では、前記オリゴヌクレオ
チド配列は、データブロック配列、前記ビットストリーム中における前記データブロック
の位置を指定するアドレス配列、又は前記オリゴヌクレオチドの両端に位置する増幅及び
シークエンシングのための隣接共通配列のうちの１つ又は複数又は全てを含む。
【０１３１】
　ある態様では、特定のフォーマットの情報のビット列をコードする複数のオリゴヌクレ
オチド配列を増幅する工程；前記増幅されたオリゴヌクレオチド配列をシークエンシング
する工程；ホモポリマーの並びを単一のヌクレオチドとして解釈することによって前記オ
リゴヌクレオチド配列をビット列へと変換する工程；及び前記ビット列を前記特定のフォ
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ーマットの情報へと変換する工程を含む、特定のフォーマットの情報を、前記特定のフォ
ーマットの情報のビット列をコードする複数の合成されたオリゴヌクレオチド配列から回
収する方法が提供される。ある態様では、前記オリゴヌクレオチド配列は、データブロッ
ク配列、前記ビットストリーム中における前記データブロックの位置を指定するアドレス
配列、又は前記オリゴヌクレオチドの両端に位置する増幅及びシークエンシングのための
隣接共通配列のうちの１つ又は複数又は全てを含む。
【０１３２】
　ある態様では、特定のフォーマットの情報のビット列をコードする複数のオリゴヌクレ
オチド配列を増幅する工程；前記増幅されたオリゴヌクレオチド配列をシークエンシング
する工程；ホモポリマーの並びを単一のヌクレオチドとして解釈することによって前記オ
リゴヌクレオチド配列をビット列へと変換する工程；前記ビット列を特定のフォーマット
の情報へと変換する工程；及び前記特定のフォーマットの情報を出力する工程を含む、特
定のフォーマットの情報に、前記特定のフォーマットの情報のビット列をコードする複数
の合成されたオリゴヌクレオチド配列からアクセスする方法が提供される。ある態様では
、前記オリゴヌクレオチド配列は、データブロック配列、前記ビットストリーム中におけ
る前記データブロックの位置を指定するアドレス配列、又は前記オリゴヌクレオチドの両
端に位置する増幅及びシークエンシングのための隣接共通配列のうちの１つ又は複数又は
全てを含む。
【０１３３】
　ある態様では、特定のフォーマットの情報をビットストリームへと変換する工程；ビッ
ト列を対応するオリゴヌクレオチド配列へとエンコードする工程；前記オリゴヌクレオチ
ド配列を、複数の反応位置を有する基材の表面を横切るように試薬及び洗浄液をパルスし
、同期させることによって合成する工程；前記オリゴヌクレオチド配列をシークエンシン
グする工程；前記オリゴヌクレオチド配列を、ホモポリマーの並びを単一のヌクレオチド
として解釈することによってビット列へとデコードする工程；前記ビット列をビットスト
リームへとアセンブルする工程；及び前記ビットストリームを前記特定のフォーマットの
情報へと変換する工程を含む、ヌクレオチドを用いて情報を記憶する方法が提供される。
ある態様では、前記オリゴヌクレオチド配列は、データブロック配列、前記ビットストリ
ーム中における前記データブロックの位置を指定するアドレス配列、又は前記オリゴヌク
レオチドの両端に位置する増幅及びシークエンシングのための隣接共通配列のうちの１つ
又は複数又は全てを含む。
【０１３４】
　ある態様では、第一のフォーマットの情報を第一のビットストリームへと変換する工程
；第一のビット列を対応するオリゴヌクレオチド配列へとエンコードする工程；前記オリ
ゴヌクレオチド配列を、複数の反応位置を有する基材の表面を横切るように試薬及び洗浄
液をパルスし、同期させることによって合成する工程；前記オリゴヌクレオチド配列をシ
ークエンシングする工程；前記オリゴヌクレオチド配列を、ホモポリマーの並びを単一の
ヌクレオチドとして解釈することによって第二のビット列へとデコードする工程；前記第
二のビット列を第二のビットストリームへとアセンブルする工程；及び前記第二のビット
ストリームを第二のフォーマットの情報へと変換する工程を含む、ヌクレオチドを用いて
情報を記憶する方法が提供される。ある態様では、前記オリゴヌクレオチド配列は、デー
タブロック配列、前記ビットストリーム中における前記データブロックの位置を指定する
アドレス配列、又は前記オリゴヌクレオチドの両端に位置する増幅及びシークエンシング
のための隣接共通配列のうちの１つ又は複数又は全てを含む。
【０１３５】
　本出願全体を通して引用されるすべての参考文献、特許、及び公開特許出願の内容は、
その全体があらゆる目的のために参照により本明細書に援用される。
【０１３６】
他の実施形態
　他の実施形態は、当業者であれば明らかであろう。上記の記載は、明確化の目的で提供
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されるものであり、単なる例示であると理解されるべきである。本発明の趣旨及び範囲は
、上記の例に限定されるものではなく、以下の請求項に包含される。上記で引用されたす
べての文献及び特許出願は、個々の文献又は特許出願が参照により取り込まれることが具
体的かつ個々に記された場合と同程度に、その内容が全体として参照により本明細書中に
取り込まれる。
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