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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　予め定義された配列を有する少なくとも１種のポリヌクレオチドを製造する方法であっ
て、
　ａ．少なくとも第１および第２の複数の支持体結合一本鎖オリゴヌクレオチドを提供す
ること、ここで、第１および第２の複数のオリゴヌクレオチドの各々が、予め定義された
配列を有し、１つ以上の支持体の別個の機構と結合しており、第１の複数のオリゴヌクレ
オチドの各々が、その末端に、第２の複数のオリゴヌクレオチドの末端の配列領域と相補
的である配列領域を含む；
　ｂ．鎖伸長反応において、第１および第２の複数の支持体結合オリゴヌクレオチドと相
補的である少なくとも第１および第２の複数の構築オリゴヌクレオチドを作製すること；
　ｃ．アンカー支持体上の選択された機構で、複数の支持体結合アンカー一本鎖オリゴヌ
クレオチドを提供すること、ここで、複数のアンカーオリゴヌクレオチドの遊離末端が、
第１の複数の支持体結合オリゴヌクレオチドの末端の配列領域と同一である；
　ｄ．１つ以上の支持体をアンカー支持体とアラインすること；
　ｅ．第１の複数の構築オリゴヌクレオチドを、複数のアンカーオリゴヌクレオチドとハ
イブリダイズし、第２の複数の構築オリゴヌクレオチドを、第１の複数の構築オリゴヌク
レオチドとハイブリダイズすること；
　ｆ．任意に、少なくとも第３の複数の支持体結合一本鎖オリゴヌクレオチドを使用して
、ステップｂからｅをさらに逐次反復し、複数の支持体結合一本鎖オリゴヌクレオチドの
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各々が、その末端に、次の複数のオリゴヌクレオチドの末端の配列領域と相補的である配
列領域を含み、それによって、少なくとも１種のポリヌクレオチドを製造すること、
を含む、方法。
【請求項２】
　少なくとも第１および第２の複数の構築オリゴヌクレオチドを、少なくとも第１および
第２の複数の支持体結合オリゴヌクレオチドから鎖伸長反応後に解離すること、および
　第１の複数の構築オリゴヌクレオチドを、第１の機構から選択された機構へ移すこと、
および第２の複数の構築オリゴヌクレオチドを、第２の機構から選択された機構へ移すこ
とをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　さらに、
　第３の複数の支持体結合一本鎖オリゴヌクレオチドを提供すること、ここで、第３の複
数のオリゴヌクレオチドの各々が、予め定義された配列を有し、１つ以上の支持体の第３
の別個の機構と結合しており、第３の複数のオリゴヌクレオチドの各々が、その末端に、
第２の複数のオリゴヌクレオチドの末端の配列領域と相補的である配列領域を含む；
　鎖伸長反応において、第３の複数の支持体結合オリゴヌクレオチドと相補的である第３
の複数の構築オリゴヌクレオチドを作製すること；
　選択された機構で、少なくとも第１、第２および第３の複数の構築オリゴヌクレオチド
を、複数のアンカーオリゴヌクレオチドとハイブリダイズすること；および
　少なくとも第１、および第３の複数の構築オリゴヌクレオチドをライゲーションし、そ
れによって、少なくとも１種のポリヌクレオチドを製造すること、
を含む、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　複数の支持体結合オリゴヌクレオチドの各々が、その３’末端にプライマー結合部位を
有し、
　前記方法が、プライマーの伸長を促進する条件下で、プライマーを、少なくとも第１お
よび第２の複数の支持体結合オリゴヌクレオチドとアニーリングし、それによって伸長生
成物二本鎖を形成することをさらに含む、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　複数の支持体結合オリゴヌクレオチドの各々が、１つ以上の支持体上で合成されるか、
またはスポットされ、複数の支持体結合オリゴヌクレオチドの各々が、その３’末端によ
って１つ以上の支持体上に固定化される、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　複数の支持体結合オリゴヌクレオチドの各々が、その３’末端によって１つ以上の支持
体上に固定化される、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　１つ以上の支持体が、マイクロアレイデバイスである、請求項１～６のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項８】
　Ｎ種類の複数の予め定義された支持体結合一本鎖オリゴヌクレオチドを提供すること、
ここで、第Ｎ番目の複数のオリゴヌクレオチドが、その末端に、第（Ｎ－１）番目の複数
のオリゴヌクレオチドの末端の配列領域と相補的である配列領域を含む、
を含む、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　鎖伸長反応において、Ｎ種類の複数の予め定義された支持体結合一本鎖オリゴヌクレオ
チドと相補的であるＮ種類の複数の構築オリゴヌクレオチドを作製することをさらに含み
、ここで、Ｎ種類の複数の構築オリゴヌクレオチドが、１つもギャップを含まずにポリヌ
クレオチドの全配列にまたがる、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　第１の複数の支持体結合オリゴヌクレオチドの３’末端配列領域が、アンカーオリゴヌ
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クレオチドの５’末端領域と同一である、請求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　鎖伸長反応生成物を解離し、それによって、Ｎ種類の複数の構築オリゴヌクレオチドを
放出することをさらに含む、請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
　プライマーが、少なくとも１個のウラシルを含み、前記方法が、ウラシルＤＮＡグリコ
シラーゼ（ＵＤＧ）およびＤＮＡグリコシラーゼ－リアーゼエンドヌクレアーゼＶＩＩＩ
の混合物を使用して、プライマーを除去することをさらに含む、請求項４に記載の方法。
【請求項１３】
　予め定義された配列を有するポリヌクレオチドを合成する方法であって、
　ａ．（ｉ）第１の複数の支持体結合アンカーオリゴヌクレオチド、ここで、第１の複数
のアンカーオリゴヌクレオチドの末端が第１の複数の構築オリゴヌクレオチドの末端と相
補的である、を有し、かつ任意に（ｉｉ）第２の複数の支持体結合アンカーオリゴヌクレ
オチド、ここで、第２の複数のアンカーオリゴヌクレオチドの末端が第Ｎ番目の複数の構
築オリゴヌクレオチドと相補的である、を有する、アンカー支持体を提供すること；
　ｂ．鎖伸長反応においてテンプレートとしてのＮ種類の複数の支持体結合オリゴヌクレ
オチドを使用する、Ｎ種類の複数の構築オリゴヌクレオチドを１つ以上の支持体上で合成
すること、ここで、Ｎ種類の複数の構築オリゴヌクレオチドが共に２つの一本鎖オーバー
ハングを含む複数の二本鎖ポリヌクレオチドを形成し、ここで、第１の一本鎖オーバーハ
ングが第１の複数の構築オリゴヌクレオチドの末端配列を含み、さらに第２の一本鎖オー
バーハングが、第Ｎ番目の複数の構築オリゴヌクレオチドの配列を含む；
　ｃ．一つ以上の支持体をアンカー支持体とアラインすること；
　ｄ．第１の複数の構築オリゴヌクレオチドを、第１のアンカーオリゴヌクレオチドとハ
イブリダイズし、第Ｎ番目の複数の構築オリゴヌクレオチドを、第（Ｎ－１）番目の複数
の構築オリゴヌクレオチドとハイブリダイズすること；および
　ｅ．任意に、ポリヌクレオチドの第２の一本鎖オーバーハングと第２の複数のアンカー
オリゴヌクレオチドをハイブリダイズし、それによって、予め定義された配列を有するポ
リヌクレオチドを選択すること、
を含む、方法。
【請求項１４】
　遊離３’または５’末端を有するポリヌクレオチドをさらに分解すること；
　アンカー支持体から予め定義された配列を有するポリヌクレオチドをさらに放出するこ
と；
　ＩＩ型エンドヌクレアーゼ、またはウラシルＤＮＡグリコシラーゼ（ＵＤＧ）およびＤ
ＮＡグリコシラーゼ－リアーゼエンドヌクレアーゼＶＩＩＩの混合物を使用すること、
の一つ以上をさらに含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　第１の複数のアンカーオリゴヌクレオチドが、第２の複数のアンカーオリゴヌクレオチ
ドから、予め定義されたポリヌクレオチドの長さに対応する距離だけ離れている、請求項
１３に記載の方法。
【請求項１６】
　アンカー支持体が、第１および第２の複数のアンカーオリゴヌクレオチド間の距離を設
定する支持体結合スペーサー一本鎖オリゴヌクレオチドをさらに含み、第１および第２の
複数のアンカーオリゴヌクレオチド間の距離が、第１および第２の複数のアンカーオリゴ
ヌクレオチドの濃度およびスペーサーオリゴヌクレオチドの濃度の関数である、請求項１
５に記載の方法。
【請求項１７】
　ａ．１つ以上の固体支持体；
　ｂ．１つ以上の固体支持体と関連している複数の別個の機構、ここで、各機構が、予め
定義された配列を有する複数の支持体結合オリゴヌクレオチドを含み、第１の複数のオリ
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ゴヌクレオチドが、その末端に、第２のオリゴヌクレオチドの末端の配列領域と相補的で
ある配列領域を含み、第Ｎ番目の複数のオリゴヌクレオチドが、その末端に、第（Ｎ－１
）番目の複数のオリゴヌクレオチドの末端配列領域と相補的である配列を含む；および
　ｃ．各々が、第１の複数の支持体結合オリゴヌクレオチドの配列領域と同一である配列
を末端に含む、少なくとも第１の複数のアンカーオリゴヌクレオチドを有する、１つ以上
の支持体とアラインされたアンカー支持体、
を含む、核酸アレイ。
【請求項１８】
　第２の複数の支持体結合アンカーオリゴヌクレオチドをさらに含み、第２のアンカーオ
リゴヌクレオチドの遊離末端が、第Ｎ番目の複数のオリゴヌクレオチドの末端領域と同一
である、請求項１７に記載の核酸アレイ。
【請求項１９】
　予め定義された配列を有する複数のポリヌクレオチドを製造する方法であって、
　ａ．複数の機構を有する第１および第２の支持体を提供すること、ここで、各機構は、
異なる予め定義された配列を有する複数の異なる支持体結合オリゴヌクレオチドを含む；
　ｂ．複数の支持体結合オリゴヌクレオチドを鎖伸長反応の鋳型として使用して、第１お
よび第２の複数の構築オリゴヌクレオチドを作製すること、ここで、第１および第２の複
数の構築オリゴヌクレオチドは、それらの末端に互いの末端と相補的な配列を有する；
　ｃ．複数の機構を含むアンカー支持体を提供すること、ここで、各機構が、複数の支持
体結合アンカーオリゴヌクレオチドを含み、複数のアンカーオリゴヌクレオチド各々の５
’末端が、第１の複数の構築オリゴヌクレオチドの５’末端と相補的である；
　ｄ．第１の支持体とアンカー支持体をアラインし、第１の複数の構築オリゴヌクレオチ
ドを、アンカーオリゴヌクレオチドとハイブリダイズすること；
　ｅ．第２の支持体とアンカー支持体をアラインし、第２の複数の構築オリゴヌクレオチ
ドを、第１の複数の構築オリゴヌクレオチドとハイブリダイズすること；
　ｆ．任意に、第３の複数の構築オリゴヌクレオチドを、第２の複数の構築オリゴヌクレ
オチドと逐次ハイブリダイズすること；および
　ｇ．任意に、第１および第３の複数の構築オリゴヌクレオチドをライゲーションするこ
と、
を含む、方法。
【請求項２０】
　複数の構築オリゴヌクレオチドの各々が異なる支持体上で合成されること；
　複数の異なるポリヌクレオチドが、アンカー支持体の異なる機構でアセンブルされるこ
と；
　オリゴヌクレオチドを作製するステップが、鎖伸長反応を促進する条件下で、少なくと
も１個のウラシルを有するプライマー配列を、各々の支持体結合オリゴヌクレオチドとア
ニーリングすること、およびウラシルＤＮＡグリコシラーゼ（ＵＤＧ）およびＤＮＡグリ
コシラーゼ－リアーゼエンドヌクレアーゼＶＩＩＩの混合物を使用して、プライマーを除
去することを含むこと、
のいずれか１つ以上が適用される、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　予め定義された配列を有する複数の標的ポリヌクレオチドを合成する方法であって、
　ａ．複数の機構を含む第１の支持体を提供すること、ここで、各機構は、複数の一本鎖
支持体結合アンカーオリゴヌクレオチドを含み、複数のアンカーオリゴヌクレオチド各々
の５’末端が、第１の複数の構築オリゴヌクレオチドの５’末端と相補的である；
　ｂ．複数の機構を有する第２の支持体を提供すること、ここで、各機構は、異なる予め
定義された配列を有する複数の一本鎖支持体結合オリゴヌクレオチドを含む；
　ｃ．第１の複数の支持体結合オリゴヌクレオチドを鋳型として使用するポリメラーゼ鎖
伸長によって、第１の複数の構築オリゴヌクレオチドを作製すること；
　ｄ．第２の支持体の各機構が、第１の支持体の対応する機構に対してアラインされるよ
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うに、第１および第２の支持体を配置すること；
　ｅ．第１の複数の構築オリゴヌクレオチドと複数のアンカーオリゴヌクレオチドとのハ
イブリダイゼーションを促進する条件下で、第１の複数の構築オリゴヌクレオチドを溶液
中に放出して、複数の標的ポリヌクレオチドを形成すること；および
　ｆ．任意に、第２の複数の構築オリゴヌクレオチドを含む第３の支持体を用いてステッ
プｂ～ｅを反復すること、ここで、第２および第１の複数の構築オリゴヌクレオチドは、
それらの３’末端に互いの末端と相補的な配列を有する、
を含む方法。
【請求項２２】
　オリゴヌクレオチドを作製するステップが、プライマーの鎖伸長を促進する条件下で、
少なくとも１個のウラシルを有するプライマー配列を、第１の複数の支持体結合オリゴヌ
クレオチドとアニーリングすること、およびウラシルＤＮＡグリコシラーゼ（ＵＤＧ）お
よびＤＮＡグリコシラーゼ－リアーゼエンドヌクレアーゼＶＩＩＩの混合物を使用してプ
ライマーを除去すること；
　第２の支持体が、第１の支持体の上部に向かい合って配置されること；
　放出するステップによって、アンカーオリゴヌクレオチドに向けた第１の複数の構築オ
リゴヌクレオチドの拡散が可能になること；および／または
　第１の複数の構築オリゴヌクレオチドの化学量論が、アンカーオリゴヌクレオチドの化
学量論よりも高い、
のいずれか１つ以上が適用される、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　アンカーオリゴヌクレオチドおよび第２の複数の構築オリゴヌクレオチドをライゲーシ
ョンすること、および／または複数の標的ポリヌクレオチドを、ミスマッチヌクレオチド
を含有する二本鎖ポリヌクレオチドの切断に適した条件下で、ミスマッチを認識し、切断
する成分に曝露すること、をさらに含む、請求項２１または２２に記載の方法。
【請求項２４】
　放出するステップが、アンカーオリゴヌクレオチドに向けた構築オリゴヌクレオチドの
実質的な垂直拡散を可能にする多孔性膜の存在下にあり、多孔性膜が、構築オリゴヌクレ
オチドの側方拡散を低減する、請求項２１に記載の方法。
【請求項２５】
　第１の複数の構築オリゴヌクレオチドと第２の複数の構築オリゴヌクレオチドとのハイ
ブリダイゼーションをさらに含む、請求項２１に記載の方法。
【請求項２６】
　溶液が、リガーゼを含む、請求項２１に記載の方法。
【請求項２７】
　複数の標的ポリヌクレオチドが、第１の支持体上に固定化されているか、または溶液中
にある、請求項２１～２６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２８】
　ミスマッチを認識し、切断する成分が、ミスマッチエンドヌクレアーゼを含む、請求項
２３に記載の方法。
【請求項２９】
　ミスマッチエンドヌクレアーゼが、ＣＥＬ　Ｉ酵素である、請求項２８に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本願は、２０１０年１１月１２日に出願された米国仮出願第６１／４１２，９３７号、
２０１０年１１月３０日に出願された米国仮出願第６１／４１８，０９５号、２０１１年
３月２３日に出願された米国仮出願第６１／４６６，８１４号、および２０１１年７月１
日に出願された米国仮出願第６１／５０３，７２２号の優先権およびそれらからの利益を
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主張し、それらの各々は出典明示によりその全文が本明細書に組み込まれる。
【０００２】
技術分野
　本明細書において提供される方法および装置は、予め定義された配列を有する核酸およ
び核酸ライブラリーの合成およびアセンブリーに関する。より詳しくは、固体支持体上で
の標的ポリヌクレオチドの合成のため、および標的ポリヌクレオチドの選択のための方法
および装置が提供される。
【背景技術】
【０００３】
背景
　自然界から複製および増幅され、次いで、成分部分に分解されるＤＮＡ配列に、組換え
ＤＮＡ化学の技術を使用することは、今では一般的なことである。次いで、配列は、成分
部分として、新規ＤＮＡ配列に組み換えられるか、または再アセンブルされる。しかし、
天然に入手可能な配列に対する確実性のために、研究者によって探索され得る可能性は大
きく制限される。今では、短いＤＮＡ配列が、個々のヌクレオシドから直接合成されるこ
とは可能であるが、一般には、大きなセグメントまたはポリヌクレオチドのアセンブリー
、すなわち、約４００塩基対より長いポリヌクレオチド配列を直接構築することは非実用
的なことであった。
【０００４】
　オリゴヌクレオチド合成は、マイクロチップでの超並列カスタム合成によって実施でき
る（Ｚｈｏｕ　ｅｔ　ａｌ．　（２００４）　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　
３２：５４０９；Ｆｏｄｏｒ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９１）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５１：
７６７）。しかし、現行のマイクロチップは、極めて小さい表面積しかなく、したがって
、少量のオリゴヌクレオチドしか製造できない。オリゴヌクレオチドは、溶液中に放出さ
れると、配列あたりピコモル以下の濃度、二分子のプライミング反応を効率的に駆動する
のに十分に高くはない濃度で存在する。核酸をアセンブルするための現行法では、アセン
ブリーの前に、マイクロチップから得られたオリゴヌクレオチドが増幅される必要がある
。そのようなものとして、高忠実度の遺伝子アセンブリーおよび多数のポリヌクレオチド
配列の製造のための、改善された、費用効率が高い方法およびデバイスが依然として必要
である。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
概要
　本発明の態様は、高忠実度ポリマーを調製および／またはアセンブルするための方法お
よび装置に関する。また、核酸アセンブリー反応を処理し、核酸をアセンブルするための
デバイスおよび方法も本明細書において提供される。カスタム核酸を合成する実用的な、
経済的な方法を提供することが本発明の目的である。
【０００６】
　本発明の態様は、固体支持体上で所定の配列を有するポリヌクレオチドを製造するため
の方法およびデバイスに関する。いくつかの実施形態では、複数の支持体結合一本鎖オリ
ゴヌクレオチドが、固体支持体の異なる機構（ｆｅａｔｕｒｅ）にて提供され、複数のオ
リゴヌクレオチドの各々が、予め定義された配列を有し、複数のものは各々、支持体の異
なる別個の機構と結合している。いくつかの実施形態では、複数のオリゴヌクレオチドの
各々が、その３’末端に、別のオリゴヌクレオチドの３’末端の配列領域と相補的である
配列領域を含み、ここで、第１の複数のオリゴヌクレオチドは、第１のアンカー一本鎖オ
リゴヌクレオチドの５’末端と相補的である５’末端を有する。いくつかの実施形態では
、複数の支持体結合オリゴヌクレオチドが、支持体上に固定化されている。いくつかの実
施形態では、複数の支持体結合オリゴヌクレオチドは、固体支持体上で合成される。その
他の実施形態では、複数の支持体結合オリゴヌクレオチドは、固体支持体上にスポットさ
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れる。いくつかの実施形態では、支持体は、マイクロアレイデバイスである。
【０００７】
　いくつかの実施形態によれば、少なくとも第１および第２の複数の支持体結合一本鎖オ
リゴヌクレオチドが提供され、ここで、第１および第２の複数のオリゴヌクレオチドは各
々、予め定義された配列を有し、支持体の別個の機構と結合している。いくつかの実施形
態では、第１の複数のオリゴヌクレオチドは各々、その３’末端に、第２の複数のオリゴ
ヌクレオチドの３’末端の配列領域と相補的である配列領域を含む。いくつかの実施形態
では、複数の支持体結合アンカー一本鎖オリゴヌクレオチドが提供され、ここで、複数の
第１のアンカーオリゴヌクレオチドの５’末端は、第１の複数の支持体結合オリゴヌクレ
オチドの配列領域と同一である。第１および第２の複数の支持体結合オリゴヌクレオチド
と相補的である少なくとも第１および第２の複数の構築オリゴヌクレオチドが、鎖伸長反
応において作製される。構築オリゴヌクレオチドは、複数のアンカーオリゴヌクレオチド
と、選択された機構でハイブリダイズし得る。少なくとも第１および第２の複数の構築オ
リゴヌクレオチドがライゲーションされ、それによって、予め定義された配列を有する少
なくとも１種のポリヌクレオチドが作製される。いくつかの実施形態では、少なくとも第
１および第２の複数の構築オリゴヌクレオチドは、少なくとも第１および第２の複数の支
持体結合オリゴヌクレオチドから解離される。いくつかの実施形態では、第１の複数の構
築オリゴヌクレオチドは、第１の機構から選択された機構に移され、第２の複数の構築オ
リゴヌクレオチドは、第２の機構から選択された機構に移され、ここで、選択された機構
は、複数の支持体結合アンカー一本鎖オリゴヌクレオチドを含む。いくつかの実施形態で
は、選択された機構は、第１および第２の機構と同一の支持体上にある。さらにその他の
実施形態では、選択された機構は、第１および第２の機構とは異なる支持体上にある。い
くつかの実施形態では、第３の複数の予め定義された支持体結合一本鎖オリゴヌクレオチ
ドが提供され、ここで、第３の複数のオリゴヌクレオチドは各々、予め定義された配列を
有し、支持体の第３の別個の機構と結合しており、第３の複数のオリゴヌクレオチドは各
々、その３’末端に、第２の複数のオリゴヌクレオチドの３’末端の配列領域と相補的で
ある配列領域を含む。第３の複数の支持体結合オリゴヌクレオチドと相補的である第３の
複数の構築オリゴヌクレオチドが、鋳型として一本鎖オリゴヌクレオチドを使用する鎖伸
長反応において作製される。第１、第２および第３の複数の構築オリゴヌクレオチドは、
選択された機構で、複数のアンカーオリゴヌクレオチドとハイブリダイズし、ライゲーシ
ョンされて、より長いポリヌクレオチドが生じる。いくつかの実施形態では、複数の構築
オリゴヌクレオチドは各々、異なる支持体上で作製される。いくつかの実施形態では、複
数の支持体結合オリゴヌクレオチドは各々、その３’末端にプライマー結合部位を有する
。プライマー結合部位は、ユニバーサルプライマー結合部位であり得る。いくつかの実施
形態では、方法は、プライマー伸長を促進する条件下で、プライマーを、少なくとも第１
および第２の複数の支持体結合オリゴヌクレオチドとアニーリングし、それによって、伸
長生成物二本鎖を形成することを含む。いくつかの実施形態では、プライマー配列は、少
なくとも１個のウラシルを含む。いくつかの実施形態では、ウラシルを含有するプライマ
ーは、ウラシルＤＮＡグリコシラーゼ（ＵＤＧ）およびＤＮＡグリコシラーゼ－リアーゼ
エンドヌクレアーゼＶＩＩＩの混合物を使用して除去される。
【０００８】
　いくつかの実施形態では、方法は、Ｎ個の複数の予め定義された支持体結合一本鎖オリ
ゴヌクレオチドを提供することであって、第１の複数のオリゴヌクレオチドが、その３’
末端に、第２のオリゴヌクレオチドの３’末端の配列領域と相補的である配列領域を含み
、Ｎ個の複数のオリゴヌクレオチドが、その３’末端に、（Ｎ－１）個のオリゴヌクレオ
チドの配列領域と相補的である配列領域を含むこと、およびその５’末端に、第１の複数
の支持体結合オリゴヌクレオチドの配列領域と同一である配列を含む、第１の複数のアン
カーオリゴヌクレオチドを提供すること、を含む。いくつかの実施形態では、支持体結合
一本鎖オリゴヌクレオチドと相補的であるＮ個の複数の構築オリゴヌクレオチドが作製さ
れ、複数の構築オリゴヌクレオチドは、ポリヌクレオチドの全配列にまたがり、ギャップ
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を含まない。いくつかの実施形態では、第１の複数の支持体結合オリゴヌクレオチドの３
’末端配列領域は、アンカーオリゴヌクレオチドの５’末端領域と同一である。いくつか
の実施形態では、伸長生成物は解離され、それによって、少なくとも第１および第２の複
数の構築オリゴヌクレオチドを放出する。
【０００９】
　本発明の態様は、予め定義された配列を有するポリヌクレオチドを合成し、選択する方
法に関する。方法は、遊離一本鎖オーバーハングを含む、複数の支持体結合二本鎖ポリヌ
クレオチドを合成することを含み、複数のポリヌクレオチド配列は、予め定義されたポリ
ヌクレオチド配列を含み、ここで、一本鎖オーバーハングは、末端構築オリゴヌクレオチ
ドＮの配列を含む。いくつかの実施形態では、ステム－ループオリゴヌクレオチドが提供
され、ここで、ステム－ループオリゴヌクレオチドは、一本鎖オーバーハングを含み、こ
こで、一本鎖オーバーハングは、末端構築オリゴヌクレオチド配列Ｎと相補的である。ス
テム－ループオリゴヌクレオチドは、ハイブリダイズし、予め定義された配列を有するポ
リヌクレオチドの遊離オーバーハングとライゲーションされ、それによって、末端オリゴ
ヌクレオチドＮを含むオーバーハングを保護する。いくつかの実施形態では、末端構築オ
リゴヌクレオチド配列Ｎを含まないポリヌクレオチド配列は、一本鎖特異的３’エキソヌ
クレアーゼ、一本鎖特異的エンドヌクレアーゼおよび一本鎖特異的５’エキソヌクレアー
ゼなどの一本鎖エキソヌクレアーゼを使用して分解される。いくつかの実施形態では、方
法は、オリゴヌクレオチドのプールを、アンカー支持体結合一本鎖オリゴヌクレオチドと
ハイブリダイズすることを含み、オリゴヌクレオチドプールは、Ｎ個の複数のオリゴヌク
レオチドを含み、ここで、第１の複数のオリゴヌクレオチドは、その５’末端に、アンカ
ーオリゴヌクレオチドの５’末端の配列領域と相補的である配列領域を含み、ここで、Ｎ
個の複数のオリゴヌクレオチドは、その３’末端に、（Ｎ－１）個のオリゴヌクレオチド
の配列領域と相補的である配列を含む。いくつかの実施形態では、ステム－ループオリゴ
ヌクレオチドは、ＩＩ型制限部位を含み、ステム－ループオリゴヌクレオチドは、ＩＩ型
制限エンドヌクレアーゼを使用して除去される。いくつかの実施形態では、ステム－ルー
プオリゴヌクレオチドは、少なくとも１個のウラシルヌクレオチドを含み、ステム－ルー
プオリゴヌクレオチドは、ウラシルＤＮＡグリコシラーゼ（ＵＤＧ）およびＤＮＡグリコ
シラーゼ－リアーゼエンドヌクレアーゼＶＩＩＩの混合物を使用して除去される。いくつ
かの実施形態では、アンカーオリゴヌクレオチドおよびポリヌクレオチドが、ウラシルＤ
ＮＡグリコシラーゼ（ＵＤＧ）およびＤＮＡグリコシラーゼ－リアーゼエンドヌクレアー
ゼＶＩＩＩの混合物を使用して支持体から放出される。いくつかの実施形態では、ポリヌ
クレオチドは、例えば、ＩＩ型制限酵素を使用して支持体から放出される。いくつかの実
施形態では、予め定義されたポリヌクレオチド配列が増幅される。
【００１０】
　本発明のいくつかの態様では、予め定義された配列を有するポリヌクレオチドを合成し
、その配列およびその長さに従って予め定義されたポリヌクレオチド配列を選択する方法
が提供される。いくつかの実施形態では、（ｉ）５’末端が第１の複数のオリゴヌクレオ
チドの５’末端と相補的である、第１の複数の支持体結合アンカーオリゴヌクレオチド、
および（ｉｉ）５’末端が末端構築オリゴヌクレオチドＮと相補的である、第２の複数の
支持体結合アンカーオリゴヌクレオチドを含む支持体が提供される。いくつかの実施形態
では、５’一本鎖オーバーハングを含む、複数の支持体結合二本鎖ポリヌクレオチドが合
成される。複数のポリヌクレオチド配列は、予め定義されたポリヌクレオチド配列を含み
、ここで、予め定義されたポリヌクレオチド配列の一本鎖５’オーバーハングは、末端構
築オリゴヌクレオチドＮ配列を含み、ポリヌクレオチド配列の一本鎖３’末端は、第１の
オリゴヌクレオチド配列を含む。複数の合成されたポリヌクレオチドは、ハイブリダイズ
条件下で、第１の複数のアンカーオリゴヌクレオチドとハイブリダイズする。いくつかの
実施形態では、合成されたポリヌクレオチドは、末端オリゴヌクレオチドＮが、第２の複
数のアンカーオリゴヌクレオチドの５’末端とハイブリダイズし、それによって、第２の
アンカーオリゴヌクレオチドを使用して予め定義された配列を有するポリヌクレオチドを
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選択するなどといったハイブリダイゼーション条件に付される。いくつかの実施形態では
、一本鎖特異的エキソヌクレアーゼを使用して、遊離３’または５’末端を有するポリヌ
クレオチド配列が分解される。いくつかの実施形態では、予め定義された配列を有するポ
リヌクレオチドが、例えば、ＩＩ型エンドヌクレアーゼを使用して、またはウラシルＤＮ
Ａグリコシラーゼ（ＵＤＧ）およびＤＮＡグリコシラーゼ－リアーゼエンドヌクレアーゼ
ＶＩＩＩの混合物を使用して、支持体からさらに放出される。好ましい実施形態では、第
１の複数のアンカーオリゴヌクレオチドは、第２の複数のアンカーオリゴヌクレオチドか
ら、予め定義されたポリヌクレオチドの長さに対応する距離だけ離れている。支持体は、
第１および第２のアンカーオリゴヌクレオチド間の距離を設定する支持体結合スペーサー
一本鎖オリゴヌクレオチドを含み得る。いくつかの実施形態では、第１および第２のアン
カーオリゴヌクレオチド間の距離は、第１および第２のアンカーオリゴヌクレオチドの濃
度およびスペーサーオリゴヌクレオチドの濃度の関数である。
【００１１】
　本発明のいくつかの態様は、（ａ）固体支持体と、（ｂ）固体支持体と関連している複
数の別個の機構であって、各機構が、予め定義された配列を有する複数の支持体結合オリ
ゴヌクレオチドを含み、第１の複数のオリゴヌクレオチドが、その５’末端に、第２のオ
リゴヌクレオチドの５’末端の配列領域と相補的である配列領域を含み、複数のオリゴヌ
クレオチドＮが、その５’末端に、複数のオリゴヌクレオチド（Ｎ－１）の５’末端配列
領域と相補的である配列を含む機構と、（ｃ）その５’末端に、第１の複数の支持体結合
オリゴヌクレオチドの配列領域と同一である配列を含む、少なくとも第１の複数のアンカ
ーオリゴヌクレオチドとを含む核酸アレイに関する。いくつかの実施形態では、核酸アレ
イは、第２の複数の支持体結合アンカーオリゴヌクレオチドをさらに含み、ここで、第２
のアンカーオリゴヌクレオチドの５’末端は、複数のオリゴヌクレオチドＮの５’末端と
同一である。いくつかの実施形態では、核酸は、複数の複数の支持体結合オリゴヌクレオ
チドと同一ではない配列を有する、複数の支持体結合オリゴヌクレオチドをさらに含む。
【００１２】
　本発明の態様は、支持体上で、予め定義された配列を有する複数のポリヌクレオチドを
製造するための並列および逐次プロセスに関する。いくつかの実施形態では、複数の機構
を有する第１および第２の支持体が提供され、ここで、各支持体上の各機構は、異なる予
め定義された配列を有する、複数の異なる支持体結合オリゴヌクレオチドを含む。異なる
予め定義された配列を有する第１および第２の複数の異なる構築オリゴヌクレオチドは、
鋳型として複数の支持体結合オリゴヌクレオチドを使用して作製され、第１および第２の
複数の構築オリゴヌクレオチドは、その３’末端に相補配列を有する。いくつかの実施形
態では、各機構が、複数の支持体結合アンカー一本鎖オリゴヌクレオチドを含む、複数の
機構を含む支持体が提供される。いくつかの実施形態では、複数のアンカーオリゴヌクレ
オチド各々の５’末端は、第１の複数の構築オリゴヌクレオチドの５’末端と相補的であ
る。第１の複数の構築オリゴヌクレオチドは、アンカーオリゴヌクレオチドとハイブリダ
イズし、３’オーバーハングを有する第１の複数の二本鎖を形成し得る。次いで、第２の
複数の構築オリゴヌクレオチドは、３’オーバーハングによって、第１の複数の二本鎖と
ハイブリダイズし、それによって、５’オーバーハングを有する複数の二本鎖を形成し得
る。場合により、合成されるポリヌクレオチド（単数または複数）の長さに応じて、第３
の複数の構築オリゴヌクレオチドは、５’オーバーハングによって第２の複数の構築オリ
ゴヌクレオチドとハイブリダイズする。複数の構築オリゴヌクレオチドは、ライゲーショ
ンされて、二本鎖ポリヌクレオチドを形成し得る。いくつかの実施形態では、複数の第１
の構築オリゴヌクレオチドを作製するステップは、少なくとも１個のウラシルを有するプ
ライマー配列を、プライマーの伸長を促進する条件下で、第１の複数の支持体結合オリゴ
ヌクレオチドとアニーリングすることと、ウラシルＤＮＡグリコシラーゼ（ＵＤＧ）およ
びＤＮＡグリコシラーゼ－リアーゼエンドヌクレアーゼＶＩＩＩの混合物を使用してプラ
イマーを除去することとを含む。いくつかの実施形態では、ポリヌクレオチド各々を定義
する複数の構築オリゴヌクレオチドは、異なる支持体上で合成される。複数の異なるポリ
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ヌクレオチドは、支持体結合アンカーオリゴヌクレオチドを含む支持体の異なる機構でア
センブルされ得る。
【００１３】
　本発明の態様は、予め定義された配列を有する複数のポリヌクレオチドを合成するため
の方法およびデバイスに関する。いくつかの実施形態では、方法は、（ａ）複数の機構を
含む第１の支持体を提供するステップを含み、ここで、各機構は、複数の支持体結合アン
カー一本鎖オリゴヌクレオチドを含み、複数のアンカーオリゴヌクレオチド各々の５’末
端は、第１の複数の構築オリゴヌクレオチドの５’末端と相補的であり、（ｂ）複数の機
構を有する第２の支持体を提供するステップを含み、ここで、各機構は、複数の支持体結
合オリゴヌクレオチドを含み、複数の支持体結合オリゴヌクレオチド各々が、異なる予め
定義された配列を有し、（ｃ）鋳型として複数の支持体結合オリゴヌクレオチドを使用し
て、異なる予め定義された配列を有する第１の複数の構築オリゴヌクレオチドを作製する
ステップと、（ｄ）第２の支持体の各機構が、第１の支持体の対応する機構に対してアラ
インされるなどのように、第１および第２の支持体を配置するステップと、（ｅ）第１の
複数のオリゴヌクレオチドの、複数のアンカーオリゴヌクレオチドとのハイブリダイゼー
ションを促進する条件下で、第１の複数の構築オリゴヌクレオチドを溶液中に放出するス
テップと、（ｆ）場合により、第２の複数の構築オリゴヌクレオチドを含む第３の支持体
を用いて、ステップｂ～ｅを反復し、第２および第３の複数の構築オリゴヌクレオチドが
３’末端相補配列を有するステップとを含む。いくつかの実施形態では、第２の支持体は
、第１の支持体の上部に、向かい合って配置される。いくつかの実施形態では、第３の支
持体は、複数のアンカーオリゴヌクレオチドとのハイブリダイゼーションによって固定さ
れた複数のポリヌクレオチドを含む。
【００１４】
　いくつかの実施形態では、複数の第１の構築オリゴヌクレオチドを作製するステップは
、プライマーの伸長を促進する条件下で、少なくとも１個のウラシルを有するプライマー
配列を、第１の複数の支持体結合オリゴヌクレオチドとアニーリングすることと、ウラシ
ルＤＮＡグリコシラーゼ（ＵＤＧ）およびＤＮＡグリコシラーゼ－リアーゼエンドヌクレ
アーゼＶＩＩＩの混合物を使用してプライマーを除去することを含む。第２の支持体は、
第１の支持体の上部に、向かい合って配置され得る。いくつかの実施形態では、溶液は、
第２および第３の複数の構築オリゴヌクレオチドのライゲーションを可能にするリガーゼ
を含む。
【００１５】
　いくつかの実施形態では、第１の複数の構築オリゴヌクレオチドを溶液中に放出するス
テップによって、第１の複数のオリゴヌクレオチドのアンカーオリゴヌクレオチドに向け
た拡散が可能となる。
【００１６】
　いくつかの実施形態では、第１の複数の構築オリゴヌクレオチドを溶液中に放出するス
テップは、アンカーオリゴヌクレオチドに向けた構築オリゴヌクレオチドの実質的な垂直
拡散を可能にする透過性膜の存在下にある。いくつかの実施形態では、透過性膜は、構築
オリゴヌクレオチドの側方拡散を低減する。
【００１７】
　いくつかの実施形態では、第２の支持体の各機構は、複数のオリゴヌクレオチドを含み
、ここで、複数のオリゴヌクレオチドは、異なる予め定義された配列を有する、オリゴヌ
クレオチドの少なくとも２つの集団を含み、オリゴヌクレオチドの少なくとも２つの集団
は、相補配列を有する。例えば、オリゴヌクレオチドの２つの集団は、３’末端相補配列
を含む。いくつかの実施形態では、オリゴヌクレオチドの２つの集団は、溶液中に放出さ
れ、それによって、構築オリゴヌクレオチドの第１の集団の、構築オリゴヌクレオチドの
第２の集団とのハイブリダイゼーションおよびオリゴヌクレオチドの第１の集団の、アン
カーオリゴヌクレオチドとのハイブリダイゼーションが可能となる。いくつかの実施形態
では、溶液は、リガーゼを含む。いくつかの実施形態では、第１の複数の構築オリゴヌク



(11) JP 6118725 B2 2017.4.19

10

20

30

40

50

レオチドの化学量論は、アンカーオリゴヌクレオチドの化学量論よりも高い。
【００１８】
　いくつかの実施形態では、予め定義された配列を有する複数のポリヌクレオチドを合成
する方法は、複数のポリヌクレオチドを、ミスマッチを含有する二本鎖ポリヌクレオチド
の切断に適した条件下で、ミスマッチを認識し、切断する成分に曝露することをさらに含
む。複数のポリヌクレオチドは、支持体と結合している場合も、溶液中にある場合もある
。ミスマッチを認識し、切断する成分は、ＣＥＬ　Ｉ酵素などのミスマッチエンドヌクレ
アーゼを含み得る。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】図１は、第１のオリゴヌクレオチドを生成する表面および第２のアンカーオリゴ
ヌクレオチド表面を使用する、表面に結合された核酸合成の限定されない例示的方法を示
す。
【００２０】
【図２】図２は、配列およびアンカー配列を生成するオリゴヌクレオチドを含む単一の表
面を使用する、表面に結合された核酸合成の限定されない例示的方法を示す。
【００２１】
【図３】図３は、一本鎖特異的エキソヌクレアーゼを使用する、表面に結合された核酸合
成および全長のアセンブルされたポリヌクレオチドのスクリーニングの限定されない例示
的方法を示す。
【００２２】
【図４】図４は、分子定規を使用する、表面に結合された核酸合成および全長のアセンブ
ルされたポリヌクレオチドのスクリーニングの限定されない例示的方法を示す。
【００２３】
【図５】図５は、限定されない例示的構築アレイおよび支持体結合オリゴヌクレオチドを
含むアンカーアレイを示す。
【００２４】
【図６】図６は、構築アレイ上に固定化されている支持体結合オリゴヌクレオチドからの
構築オリゴヌクレオチドの合成のための限定されない方法を示す。
【００２５】
【図７】図７は、高度に並列的な逐次の表面に結合されたポリヌクレオチド合成の限定さ
れない方法を示す。
【００２６】
【図８】図８は、構築アレイおよびアンカーアレイの集合体を示す。
【００２７】
【図９】図９ａ～ｄは、液状媒体中で、構築アレイからアンカーアレイへ、構築オリゴヌ
クレオチドの第１のセットおよび第２のセットを移すための限定されない方法を示す。
【００２８】
【図１０】図１０は、多孔性膜の存在下、液状媒体中で、構築アレイからアンカーアレイ
へ、構築オリゴヌクレオチドを移すための限定されない方法を示す。
【００２９】
【図１１】図１１は、リガーゼの存在下、液状媒体中で、構築アレイからアンカーアレイ
へ、２種の異なる構築オリゴヌクレオチドを移すための限定されない方法を示す。
【００３０】
【図１２】図１２は、構築オリゴヌクレオチドの数が、対応するアンカーオリゴヌクレオ
チド各々に対して化学量論的に（ｓｔｏｃｈｉｏｍｅｔｒｉｃ）過剰である、液状媒体中
で、構築アレイからアンカーアレイへ、２種の異なる構築オリゴヌクレオチドを移すため
の限定されない方法を示す。
【００３１】
【図１３】図１３は、各アンカーアレイ上でアセンブルされたポリヌクレオチド間の重複
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する接合の使用によって、１つのアンカーアレイから別のアンカーアレイ上のものへ、ア
センブルされたポリヌクレオチドを移すための限定されない方法を示す。
【００３２】
【図１４】図１４は、ミスマッチ特異的エンドヌクレアーゼを使用して二本鎖核酸配列か
らミスマッチエラーを除去するための限定されない方法を示す。ミスマッチヌクレオチド
は、×印で示されている。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
　本明細書において提供された技術の態様は、核酸合成およびアセンブリー反応の正確度
、収率、処理能力および／または費用効率の増大のために有用である。本明細書において
、用語「核酸」、「ポリヌクレオチド」、「オリゴヌクレオチド」は、同義的に使用され
、ヌクレオチドの天然に存在するか、または合成ポリマーの形態を指す。本発明のオリゴ
ヌクレオチドおよび核酸分子は、天然に存在するヌクレオチドから形成され得、例えば、
デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）またはリボ核酸（ＲＮＡ）分子を形成する。あるいは、天然
に存在するオリゴヌクレオチドは、例えば、ペプチド核酸（ＰＮＡ）において、またはロ
ックド核酸（ＬＮＡ）において、その特性を変更するために構造修飾を含み得る。天然に
存在する塩基か、または人工塩基を用いるオリゴヌクレオチドおよび核酸分子の固相合成
は、当技術分野で周知である。この用語は、ヌクレオチド類似体から製造されたＲＮＡま
たはＤＮＡのいずれかの等価物、類似体を含み、記載されている実施形態、一本鎖または
二本鎖ポリヌクレオチドに適応できると理解されなくてはならない。本発明において有用
なヌクレオチドとして、例えば、天然に存在するヌクレオチド（例えば、リボヌクレオチ
ドまたはデオキシリボヌクレオチド）またはヌクレオチドの天然もしくは合成修飾または
人工塩基が挙げられる。本明細書において、用語モノマーとは、接続され、接続され得、
一緒にオリゴマーを形成する一連の小分子のメンバーを指し、ポリマーまたは化合物は、
２以上のメンバーからなる。ポリマー内のモノマーの特定の順序付けは、本明細書におい
て、ポリマーの「配列」と呼ばれる。モノマーのセットとして、それだけには限らないが
、例えば、一般的なＬ－アミノ酸のセット、Ｄ－アミノ酸のセット、合成および／または
天然アミノ酸のセット、ヌクレオチドのセットならびにペントースおよびヘキソースのセ
ットが挙げられる。本発明の態様は、主に、オリゴヌクレオチドの調製に関して本明細書
に記載されているが、ペプチドまたはポリペプチド、多糖、リン脂質、ヘテロポリマー、
ポリエステル、ポリカーボネート、ポリ尿素、ポリアミド、ポリエチレンイミン、ポリア
リーレンスルフィド、ポリシロキサン、ポリイミド、ポリアセテートまたは任意のその他
のポリマーなどのその他のポリマーの調製において容易に適用され得る。
【００３４】
　本明細書において、用語「所定の配列」または「予め定義された配列」は、同義的に使
用され、ポリマーの配列は公知であり、ポリマーの合成またはアセンブリーの前に選択さ
れることを意味する。特に、本発明の態様は、主に核酸分子の調製に関して本明細書に記
載されており、核酸の配列は、公知であり、核酸分子の合成またはアセンブリーの前に選
択される。本明細書において提供された技術のいくつかの実施形態では、固定されたオリ
ゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドが、材料の供給源として使用される。種々の実施
形態では、本明細書に記載された方法は、オリゴヌクレオチドを使用し、その配列は、合
成される最終ポリヌクレオチドコンストラクトの配列に基づいて決定される。一実施形態
では、オリゴヌクレオチドは、短い核酸分子である。例えば、オリゴヌクレオチドは、１
０～約３００ヌクレオチド、２０～約４００ヌクレオチド、３０～約５００ヌクレオチド
、４０～約６００ヌクレオチド、または約６００超のヌクレオチド長であり得る。しかし
、より短いか、またはより長いオリゴヌクレオチドも使用してよい。オリゴヌクレオチド
は、種々の長さを有するよう設計され得る。いくつかの実施形態では、ポリヌクレオチド
コンストラクトの配列は、複数のより短い配列に分割でき、本明細書に記載された方法を
使用して、これらを並列して合成し、単一または複数の所望のポリヌクレオチドコンスト
ラクトにアセンブルできる。いくつかの実施形態では、アセンブリー手順は、いくつかの
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並列および／または逐次反応ステップを含む場合もあり、これでは、複数の異なる核酸ま
たはオリゴヌクレオチドが合成または固定化され、プライマー伸長され、組み合わされて
アセンブルされ（例えば、本明細書に記載された伸長またはライゲーションによって）、
さらなるアセンブリー、クローニングまたはその他の適用のために使用されるより長い核
酸生成物を作製する。
【００３５】
　いくつかの実施形態では、所定の配列変動を有する核酸を含有するライブラリーをアセ
ンブルする方法が、本明細書において提供される。本明細書において提供されたアセンブ
リー戦略を使用して、多数の異なる対象とする核酸配列を代表する極めて大きなライブラ
リーを作製できる。いくつかの実施形態では、核酸のライブラリーは、配列変異体のライ
ブラリーである。配列変異体は、単一の天然に存在するタンパク質をコードする配列の変
異体であり得る。しかし、いくつかの実施形態では、配列変異体は、複数の異なるタンパ
ク質をコードする配列の変異体であり得る。したがって、本明細書において提供された技
術の一態様は、正確な高密度核酸ライブラリーのアセンブリーに関する。本明細書におい
て提供された技術の態様はまた、正確な高密度核酸ライブラリーを提供する。高密度核酸
ライブラリーは、１００種を超える種々の配列変異体（例えば、約１０２～１０３、約１
０３～１０４、約１０４～１０５、約１０５～１０６、約１０６～１０７、約１０７～１
０８、約１０８～１０９、約１０９～１０１０、約１０１０～１０１１、約１０１１～１
０１２、約１０１２～１０１３、約１０１３～１０１４、約１０１４～１０１５種または
より多くの種々の配列）を含むことができ、これでは、ランダム配列とは対照的に、種々
の配列のうちの高いパーセンテージが特定の配列である（例えば、配列の約５０％超、約
６０％超、約７０％超、約７５％超、約８０％超、約８５％超、約９０％超、約９１％、
約９２％、約９３％、約９４％、約９５％、約９６％、約９７％、約９８％、約９９％ま
たはそれ以上が、対象の所定の配列である）。
【００３６】
　いくつかの実施形態では、本明細書において提供された方法およびデバイスは、表面ま
たは基板上に固定化されているオリゴヌクレオチド（例えば、支持体結合オリゴヌクレオ
チド）を使用する。支持体結合オリゴヌクレオチドは、例えば、構築オリゴヌクレオチド
、アンカーオリゴヌクレオチドおよび／またはスペーサーオリゴヌクレオチドと相補的で
あるオリゴヌクレオチドを含む。本明細書において、用語「支持体」、「基板」および「
表面」は、同義的に使用され、核酸などのポリマーがその上で合成または固定化される多
孔性または非多孔性の溶媒不溶性材料を指す。本明細書において「多孔性」とは、材料が
、実質的に均一な直径（例えば、ｎｍ範囲の）を有する孔を含有することを意味する。多
孔性材料として、紙、合成フィルターなどが挙げられる。このような多孔性材料では、反
応は、孔内で起こり得る。支持体は、ピン、ストリップ、プレート、ディスク、ロッド、
ベンド、円柱状構造、ビーズ、ナノ粒子などを含めた粒子などのいくつかの形のいずれか
１種を有し得る。支持体は、可変幅を有し得る。支持体は、親水性であり得るか、または
親水性にされ得、これとして、それ自体によってか、またはその他の材料とともに使用さ
れる、シリカ、硫酸マグネシウムおよびアルミナなどの無機粉末；天然ポリマー材料、特
に、セルロース材料および繊維を含有する紙、例えば、ろ紙、クロマトグラフィー用紙な
どといったセルロースに由来する材料；ニトロセルロース、酢酸セルロース、ポリ（塩化
ビニル）、ポリアクリルアミド、架橋デキストラン、アガロース、ポリアクリレート、ポ
リエチレン、ポリプロピレン、ポリ（４－メチルブテン）、ポリスチレン、ポリメタクリ
レート、ポリ（エチレンテレフタレート）、ナイロン、ポリ（酪酸ビニル）、ポリビニリ
デンジフルオリド（ＰＶＤＦ）メンブレン、ガラス、多孔性ガラス（ｃｏｎｔｒｏｌｌｅ
ｄ　ｐｏｒｅ　ｇｌａｓｓ）、磁性多孔性ガラス、セラミックス、金属などといった合成
または修飾された天然に存在するポリマーが挙げられる。いくつかの実施形態では，オリ
ゴヌクレオチドは、アレイ形式で合成される。例えば、一本鎖オリゴヌクレオチドは、一
般的な支持体上でその場で合成され、これでは、各オリゴヌクレオチドは、基板上の分離
した、または別個の機構（またはスポット）で合成される。好ましい実施形態では、一本
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鎖オリゴヌクレオチドは、支持体または機構の表面に結合される。本明細書において、用
語「アレイ」とは、オリゴヌクレオチドまたはさらなる反応のための相補的オリゴヌクレ
オチドを保存、増幅および放出するための別個の機構の配置を指す。好ましい実施形態で
は、支持体またはアレイは、アドレス可能であり、支持体は、支持体上の特定の所定の位
置（すなわち、「アドレス」）に、２以上の別個のアドレス可能な機構を含む。したがっ
て、アレイ上の各オリゴヌクレオチド分子は、支持体上の公知の、定義された位置に位置
づけられる。各オリゴヌクレオチドの配列は、支持体上のその位置から決定できる。アレ
イは、機構間領域を含み得る。機構間は、その表面上にいかなるオリゴヌクレオチドも保
持できず、不活性空間に相当し得る。
【００３７】
　いくつかの実施形態では、オリゴヌクレオチドは、表面またはアレイの別個の機構上に
、結合され、スポットされ、固定化され、表面に結合され、支持されるか、または合成さ
れる。オリゴヌクレオチドは、共有結合によって表面と結合されるか、または表面に沈着
され得る。アレイは、構築され、特別注文されるか、または市販の販売会社（例えば、Ａ
ｇｉｌｅｎｔ、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ、Ｎｉｍｂｌｅｇｅｎ）から購入され得る。例えば
、マスクレス（ｍａｓｋｌｅｓｓ）アレイシンセサイザー、マスクを利用する光依存性（
ｌｉｇｈｔ　ｄｉｒｅｃｔｅｄ）法、フローチャネル法、スポッティング法など、種々の
構築方法が、当技術分野で周知である。いくつかの実施形態では、構築および／または選
択オリゴヌクレオチドは、マスクレスアレイシンセサイザー（ＭＡＳ）を使用して固体支
持体上で合成され得る。マスクレスアレイシンセサイザーは、例えば、ＰＣＴ出願番号Ｗ
Ｏ９９／４２８１３に、および対応する米国特許第６，３７５，９０３号に記載されてい
る。アレイ中の機構の各々が、所望の配列の一本鎖ＤＮＡ分子を有する特別注文のＤＮＡ
マイクロアレイを作り上げることができるマスクレス機器のその他の例が公知である。オ
リゴヌクレオチドを合成するためのその他の方法として、例えば、マスクを利用する光依
存性法、フローチャネル法、スポッティング法、ピンベースの（ｐｉｎ－ｂａｓｅｄ）方
法および複数の支持体を利用する方法が挙げられる。オリゴヌクレオチドの合成のための
、マスクを利用する光依存性法（例えば、ＶＬＳＩＰＳ（商標）法）が、例えば、米国特
許第５，１４３，８５４号、同５，５１０，２７０号および同５，５２７，６８１号に記
載されている。これらの方法は、固体支持体の予め定義された領域を活性化すること、次
いで、支持体を予め選択したモノマー溶液と接触させることを含む。選択された領域は、
集積回路製作において使用されるフォトリソグラフィー技術の方法において多い、マスク
を通した光供給源を用いる照射によって活性化され得る。支持体のその他の領域は、照明
がマスクによって遮断され、それらは化学的に保護されたままであるので、不活性のまま
である。したがって、光パターンが、支持体のどの領域が、所与のモノマーと反応するか
を定義する。異なるセットの予め定義された領域を反復して活性化し、異なるモノマー溶
液を支持体と接触させることによって、支持体上でポリマーの多様なアレイが製造される
。場合により、反応していないモノマー溶液を支持体から洗浄するなどのその他のステッ
プを使用してもよい。その他の適用可能な方法として、米国特許第５，３８４，２６１号
に記載されるものなどの機械的技術が挙げられる。単一の支持体上でのオリゴヌクレオチ
ドの合成に適用可能なさらなる方法は、例えば、米国特許第５，３８４，２６１号に記載
されている。例えば、試薬は、（１）予め定義された領域上の定義されたチャネル内を流
れることまたは（２）予め定義された領域上に「スポットすること」のいずれかによって
支持体に送達され得る。その他のアプローチならびにスポットすることおよび流れること
の組合せも同様に使用してよい。各場合において、モノマー溶液が種々の反応部位に送達
される場合には、支持体の特定の活性化された領域がその他の領域から機械的に分離され
る。フローチャネル法は、例えば、固体支持体上でのオリゴヌクレオチドの合成を制御す
るためのマイクロ流体システムを含む。例えば、支持体の表面上に、それによって適当な
試薬が流れるか、その中に適当な試薬が入れられるフローチャネルを形成することによっ
て、固体支持体の選択された領域で多様なポリマー配列を合成できる。固体支持体でオリ
ゴヌクレオチドを調製するためのスポッティング法は、選択された領域において反応物を
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直接沈着させることによってそれらを比較的少量で送達することを含む。いくつかのステ
ップでは、そうすることがより効率的である場合には、全支持体表面に溶液を噴霧するか
、そうでなければそれをコーティングすることもできる。モノマー溶液の正確に測定され
たアリコートを、領域から領域へ移動するディスペンサーによって液滴を沈着させてもよ
い。固体支持体上でオリゴヌクレオチドを合成するためのピンベースの方法は、例えば、
米国特許第５，２８８，５１４号に記載されている。ピンベースの方法は、複数のピンま
たはその他の拡張を有する支持体を利用する。ピンは各々、トレイ中の個々の試薬容器中
に同時に挿入される。９６ウェルマイクロタイターディッシュなどの９６容器トレイを用
いる９６ピンのアレイがよく使用される。各トレイは、個々のピンでの特定の化学反応に
おけるカップリングのための特定の試薬を充填される。したがって、トレイは、異なる試
薬を含有することが多い。化学反応は、反応の各々が、比較的同様の反応条件のセット下
で実施され得るよう最適化されているので、複数の化学的カップリングステップを同時に
実施することが可能となる。
【００３８】
　別の実施形態では、複数の支持体上に、複数のオリゴヌクレオチドを合成または固定化
してもよい。一例として、例えば、米国特許第５，７７０，３５８号、同５，６３９，６
０３号および同５，５４１，０６１号に記載されているビーズベースの合成法がある。ビ
ーズ上でのオリゴヌクレオチドなどの分子の合成のために、多量（ａ　ｌａｒｇｅ　ｐｌ
ｕｒｌｉｔｙ）のビーズを、容器中で適した担体（水など）に懸濁する。ビーズは、場合
により、保護基と複合体形成される活性部位を有する任意選択のスペーサー分子とともに
提供される。合成の各ステップで、カップリングのためにビーズを複数の容器中にわける
。新生オリゴヌクレオチド鎖を脱保護した後、各容器に種々のモノマー溶液を加え、その
結果、所与の容器中のすべてのビーズで、同一のヌクレオチド付加反応が生じる。次いで
、ビーズを過剰の試薬の洗浄を行い、単一容器中でプールし、合成の次のラウンドに備え
て、混合し、別の複数の容器の中に再分配する。最初に使用される多数のビーズのおかげ
で、同様に、容器中に無作為に分散され、各々、塩基の無作為化付加の多数のラウンド後
にその表面上で合成される独特のオリゴヌクレオチド配列を有する多数のビーズがあると
いうことは留意されなければならない。個々のビーズに、その上の二本鎖オリゴヌクレオ
チドに対して独特である配列を用いてタグをつけ、使用の際に同定を可能にすることもで
きる。
【００３９】
　その開示内容が、すべての目的のためにその全文が出典明示により本明細書に組み込ま
れる以下の参考文献：ＭｃＧａｌｌ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９６）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ
ｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　Ｕ．Ｓ．Ａ．　９３：１３５５５；Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　
ＤＮＡ　Ａｒｒａｙｓ　Ｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，　Ｖｏｌ．　
２０：１１１、Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ　（１９９８）；　Ｄｕｇｇａｎ　ｅｔ　ａｌ
．　（１９９９）　Ｎａｔ．　Ｇｅｎｅｔ．　Ｓ２１：１０　；Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｓ
：　Ｍａｋｉｎｇ　Ｔｈｅｍ　ａｎｄ　Ｕｓｉｎｇ　Ｔｈｅｍ　Ｉｎ　Ｍｉｃｒｏａｒｒ
ａｙ　Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，　Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　
Ｐｒｅｓｓ、２００３；米国特許出願公開第２００３／００６８６３３号および同２００
２／００８１５８２号；米国特許第６，８３３，４５０号、同６，８３０，８９０号、同
６，８２４，８６６号、同６，８００，４３９号、同６，３７５，９０３号および同５，
７００，６３７号；ならびにＰＣＴ公開番号ＷＯ０４／０３１３９９、ＷＯ０４／０３１
３５１、ＷＯ０４／０２９５８６、ＷＯ０３／１０００１２、ＷＯ０３／０６６２１２、
ＷＯ０３／０６５０３８、ＷＯ０３／０６４６９９、ＷＯ０３／０６４０２７、ＷＯ０３
／０６４０２６、ＷＯ０３／０４６２２３、ＷＯ０３／０４０４１０およびＷＯ０２／２
４５９７に示される、光依存性法、フローチャネルおよびスポッティング法、インクジェ
ット法、ピンをベースとする方法およびビーズをベースとする方法を使用して、予め合成
されたオリゴヌクレオチドおよび／またはポリヌクレオチド配列を、支持体と結合させる
か、またはその場で合成してもよい。いくつかの実施形態では、予め合成されたオリゴヌ



(16) JP 6118725 B2 2017.4.19

10

20

30

40

50

クレオチドは、スポッティング法を使用して、支持体と結合されるか、または合成され、
これでは、モノマー溶液が、領域から領域へ移動するディスペンサー（例えば、インクジ
ェット）によって液滴が沈着される。いくつかの実施形態では、オリゴヌクレオチドは、
例えば、力学的な波によって作動されるディスペンサーを使用して支持体上にスポッティ
ングされる。
【００４０】
　一態様では、本発明は、固体支持体で予め定義された配列を有する標的ポリヌクレオチ
ドを製造する方法に関する。合成ポリヌクレオチドは、少なくとも約１、２、３、４、５
、８、１０、１５、２０、２５、３０、４０、５０、７５または１００キロベース（ｋｂ
）または１メガベース（ｍｂ）であるか、またはそれより長い。いくつかの態様では、本
発明は、高忠実度ポリヌクレオチドを製造する方法に関する。例示的実施形態では、合成
ポリヌクレオチドの組成物は、エラーのない、少なくとも約１％、２％、３％、４％、５
％、６％、７％、８％、９％、１０％、１５％、２０％、２５％、５０％、６０％、７０
％、８０％、９０％、９５％またはそれ以上のコピーを含有する（例えば、所定の配列か
ら逸脱しない配列を有する）。エラーのないコピーのパーセントは、正しい、例えば、予
め定義されたか、または所定の配列を有するよう意図された組成物中のポリヌクレオチド
のコピーの総数と比較した、組成物中のエラーのないコピーの数に基づく。
【００４１】
　いくつかの実施形態では、予め定義された配列を有するポリヌクレオチドコンストラク
トを形成するのに必要な、すべてのオーバーラップするオリゴヌクレオチドを一緒に混合
することによって、核酸標的配列を単一ステップで得ることができる。あるいは、一連の
アセンブリー反応は、並列して、または逐次実施でき、その結果、より大きなポリヌクレ
オチドコンストラクトが、一連の分離したアセンブリー反応からアセンブルされ得る。
【００４２】
　本発明のいくつかの態様は、高忠実度ポリヌクレオチドアセンブリーのためのオリゴヌ
クレオチドの設計に関する。本発明の態様は、核酸アセンブリー手順の処理能力速度を高
める、および／または正しくアセンブルされた核酸配列を作製するために使用されるステ
ップ数または試薬の量を低減するために有用であり得る。特定の実施形態では、本発明の
態様は、自動化された核酸アセンブリーとの関連で、正しい核酸配列のアセンブリー各々
に必要なステップの時間、数、試薬の量およびその他の因子を低減するために有用であり
得る。したがって、これらおよびその他の本発明の態様は、１つまたは複数の核酸アセン
ブリー手順の費用および時間を低減するために有用であり得る。
【００４３】
　本発明のいくつかの態様は、合成オリゴヌクレオチドが、プライマー伸長反応、相補的
オリゴヌクレオチドの合成の鋳型として、また、ポリヌクレオチドをより長いポリヌクレ
オチドコンストラクトにアセンブルするために設計され、使用される、ポリヌクレオチド
アセンブリープロセスに関する。いくつかの実施形態では、方法は、第１の複数の一本鎖
オリゴヌクレオチドを鋳型として使用して、鎖伸長反応において複数のオリゴヌクレオチ
ドまたはポリヌクレオチドを合成することを含む。上記のように、オリゴヌクレオチドは
、表面の複数の別個の機構上で最初に合成されてもよく、または支持体の複数の機構の上
に沈着されてもよい。支持体は、少なくとも１００、少なくとも１，０００、少なくとも
１０４、少なくとも１０５、少なくとも１０６、少なくとも１０７、少なくとも１０８の
機構を含み得る。好ましい実施形態では、オリゴヌクレオチドは、共有結合によって支持
体と結合される。好ましい実施形態では、複数のオリゴヌクレオチドは、固体表面に固定
化される。好ましい実施形態では、固体表面の各機構は、種々の所定の配列を有する高密
度のオリゴヌクレオチド（例えば、機構あたりおよそ１０６～１０８個の分子）を含む。
【００４４】
　いくつかの実施形態では、複数の異なる一本鎖オリゴヌクレオチドが、固体支持体の異
なる機構で固定化される。いくつかの実施形態では、支持体結合オリゴヌクレオチドは、
その５’末端によって結合され得る。好ましい実施形態では、支持体結合オリゴヌクレオ
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チドは、その３’末端によって結合される。いくつかの実施形態では、支持体結合オリゴ
ヌクレオチドは、ヌクレオチド配列（例えば、縮重結合配列）、リンカーまたはスペーサ
ー（例えば、光切断可能なリンカーまたは化学リンカー）を介して支持体上に固定化され
得る。当然のことではあるが、３’末端によって、５’末端の下流の配列を意味し、５’
末端によって、３’末端の上流の配列を意味する。例えば、オリゴヌクレオチドは、ハイ
ブリダイゼーションに関与していないヌクレオチド配列、リンカーまたはスペーサーを介
して支持体上に固定化され得る。そこで、支持体結合オリゴヌクレオチドの３’末端配列
は、リンカーまたはスペーサーの上流の配列と呼ばれる。
【００４５】
　特定の実施形態では、オリゴヌクレオチドは、アセンブルされる所定の標的ポリヌクレ
オチドの配列の異なる部分と同一であるか、または相補的である配列を有するよう設計さ
れ得る。したがって、いくつかの実施形態では、各オリゴヌクレオチドは、二本鎖標的核
酸の２つの鎖のうち一方の一部と同一であるか、または相補的である配列を有し得る。本
明細書において、用語「相補的な」とは、２種のヌクレオチド間の正確な対形成のための
能力を指す。例えば、核酸の所与の位置のヌクレオチドが、別の核酸のヌクレオチドと水
素結合できる場合には、２種の核酸は、その位置で互いに相補的であると考えられる。２
種の一本鎖核酸分子間の相補性は、ヌクレオチドの一部のみが結合する「部分的」であり
得、または一本鎖分子間に全相補性が存在する場合には完全であり得る。
【００４６】
　いくつかの実施形態では、その５’末端に別の構築オリゴヌクレオチドの５’末端の配
列領域と相補的である配列領域と、その３’末端に異なる構築オリゴヌクレオチドの３’
末端の配列領域と相補的である配列領域とを含む、各々の複数の構築オリゴヌクレオチド
などの、複数の構築オリゴヌクレオチドが設計される。本明細書において、「構築」オリ
ゴヌクレオチドとは、ポリヌクレオチドアセンブリーに使用される複数または集団の一本
鎖オリゴヌクレオチドの１種を指す。複数の構築オリゴヌクレオチドは、標的ポリヌクレ
オチドのセンスおよびアンチセンス鎖両方のオリゴヌクレオチドを含む。構築オリゴヌク
レオチドは、任意の長さを有し得、長さは、オーバーラップまたは相補性配列を収容する
よう設計される。構築オリゴヌクレオチドは、同一の大きさである場合も、異なる大きさ
である場合もある。好ましい実施形態では、構築オリゴヌクレオチドは、標的ポリヌクレ
オチドの全配列にまたがり、ギャップを全く含まない。さらにその他の実施形態では、構
築オリゴヌクレオチドは、部分的に重複しており、互いにハイブリダイズした場合に構築
オリゴヌクレオチド間にギャップをもたらす。好ましくは、構築オリゴヌクレオチドのプ
ールまたは集団は、重複する配列を有する構築オリゴヌクレオチドを含み、その結果、構
築オリゴヌクレオチドが、適当なハイブリダイゼーション条件下で互いにハイブリダイズ
し得る。内部構築オリゴヌクレオチドは各々、２種の異なる構築オリゴヌクレオチドとハ
イブリダイズするが、構築オリゴヌクレオチドは、５’および／または３’末端で、異な
る（または同一の）内部オリゴヌクレオチド（単数または複数）と各々ハイブリダイズす
るということは理解されよう。したがって、重複する構築オリゴヌクレオチドのハイブリ
ダイゼーションおよびライゲーションの結果、３’および／または５’オーバーハングを
有する標的ポリヌクレオチドが得られる。さらにいくつかの実施形態では、得られた標的
ポリヌクレオチドは、その５’または／および３’末端に平滑末端を含み得る。いくつか
の実施形態では、標的ポリヌクレオチドが、Ｎ個の構築オリゴヌクレオチドからアセンブ
ルされる場合には、第１の複数の構築オリゴヌクレオチドが、その５’末端に、アンカー
オリゴヌクレオチドの５’末端の配列領域と相補的である配列領域を含むなどの、１～Ｎ
個の複数の異なる支持体結合一本鎖オリゴヌクレオチドが設計され、ここで、Ｎ個の複数
の構築オリゴヌクレオチドは、その３’末端に、（Ｎ－１）個の構築オリゴヌクレオチド
の３’末端配列領域と相補的である配列領域を含む。いくつかの実施形態では、第１の複
数のオリゴヌクレオチドは、支持体結合アンカー一本鎖オリゴヌクレオチドの５’末端と
相補的である５’末端を有する。本明細書において、アンカーオリゴヌクレオチドとは、
標的ポリヌクレオチドの少なくとも一部と相補的であり、支持体上に固定化され得るよう



(18) JP 6118725 B2 2017.4.19

10

20

30

40

50

設計されたオリゴヌクレオチドを指す。例示的一実施形態では、アンカーオリゴヌクレオ
チドは、標的ポリヌクレオチドの５’末端と相補的であり、支持体上に固定化され得る配
列を有する。
【００４７】
　当然のことではあるが、異なるオリゴヌクレオチドを、重複する配列領域で異なる長さ
を有するよう設計できる。重複する配列領域は、同一である（すなわち、核酸断片の同一
鎖に対応する）場合も、相補的である（すなわち、核酸断片の相補鎖に対応する）場合も
ある。重複する配列は、任意の適切な長さのものであり得る。重複する配列は、約５から
約５００ヌクレオチド長の間（例えば、約１０から１００の間、約１０から７５の間、約
１０から５０の間、約２０、約２５、約３０、約３５、約４０、約４５、約５０などのヌ
クレオチド長）であり得る。しかし、より短い、より長いまたは中間の重複する長さも使
用してよい。当然のことではあるが、アセンブリー反応において使用される異なるインプ
ット核酸間の重複（５’または３’領域）は、異なる長さを有し得る。いくつかの実施形
態では、アンカー支持体結合（または固定化）オリゴヌクレオチドは、所定の核酸配列の
アセンブリーを補助するための重複する領域を有する配列領域を含む。好ましい実施形態
では、アンカーオリゴヌクレオチドは、異なるオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチ
ド（例えば、サブアセンブリー生成物など）とのハイブリダイゼーションのための相補的
領域を有する配列領域を含む。相補的領域とは、固定化された鋳型オリゴヌクレオチド（
例えば、鋳型オリゴヌクレオチド）の３’末端または５’末端のいずれかの配列領域を指
す。好ましい実施形態では、相補的領域は、アンカーオリゴヌクレオチドの５’末端に位
置する。相補的領域とは、第２のオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドの５’末端
または３’末端とハイブリダイズできる第１のオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチ
ドの３’末端または５’領域を指す。
【００４８】
　いくつかの実施形態では、核酸は、リガーゼベースのアセンブリー技術を使用してアセ
ンブルされ、ここでは、オリゴヌクレオチドは、標的ポリヌクレオチドコンストラクトの
全長センス（またはプラス鎖）およびアンチセンス（またはマイナス鎖）鎖を提供するよ
う設計されている。センスおよびアンチセンスオリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーシ
ョン後、各鎖上のオリゴヌクレオチドを、ライゲーションに付して、標的ポリヌクレオチ
ドコンストラクトまたはサブアセンブリー生成物を形成する。本明細書にその全文が組み
込まれる米国特許第５，９４２，６０９号が参照される。リガーゼベースのアセンブリー
技術は、隣接する３’および５’核酸末端（例えば、３’末端が、５’末端と直接隣接す
るよう、相補的鋳型核酸上でアニーリングされた核酸（単数または複数）の５’リン酸お
よび３’ヒドロキシル）の共有結合を触媒できる１種または複数の適したリガーゼ酵素を
含み得る。したがって、リガーゼは、第１および第２の核酸が鋳型核酸上で隣同士がアニ
ーリングされる場合に、第１の核酸の５’リン酸と第２の核酸の３’ヒドロキシル間のラ
イゲーション反応を触媒し得る。リガーゼは、組換えまたは天然供給源から得ることがで
きる。リガーゼは、熱安定性リガーゼであり得る。いくつかの実施形態では、好熱性生物
から得られた熱安定性リガーゼを使用してもよい。熱安定性ＤＮＡリガーゼの例として、
それだけには限らないが：Ｔｔｈ　ＤＮＡリガーゼ（例えば、Ｅｕｒｏｇｅｎｔｅｃおよ
びＧｅｎｅＣｒａｆｔから入手可能であるサーマス・サーモフィラス（Ｔｈｅｒｍｕｓ　
ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）由来の）；Ｐｆｕ　ＤＮＡリガーゼ（パイロコッカス・フリ
オサス（Ｐｙｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆｕｒｉｏｓｕｓ）由来の超好熱性リガーゼ；Ｔａｑ　
リガーゼ（サーマス・アクアティカス（Ｔｈｅｒｍｕｓ　ａｑｕａｔｉｃｕｓ）由来の）
、Ａｍｐｌｉリガーゼ（登録商標）（Ｅｐｉｃｅｎｔｅｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉ
ｅｓから入手可能）任意のその他の適した熱安定性リガーゼまたはそれらの任意の組合せ
が挙げられる。いくつかの実施形態では、１種または複数のより低温リガーゼも使用して
よい（例えば、Ｔ４　ＤＮＡリガーゼ）。より低温リガーゼは、より高温では安定でない
可能性がある、より短いオーバーハング（例えば、約３、約４、約５または約６塩基のオ
ーバーハング）にとって有用であり得る。
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【００４９】
　非酵素技術を使用して、核酸をライゲーションすることもできる。例えば、酵素を使用
することなく（例えば、リガーゼを使用せず）、１種または複数の核酸の５’末端（例え
ば、５’リン酸基）および３’末端（例えば、３’ヒドロキシル）を一緒に共有結合して
もよい。いくつかの実施形態では、非酵素技術は、酵素ベースのライゲーションを上回る
特定の利点を提供し得る。例えば、非酵素技術は、核酸基質中の非天然ヌクレオチド類似
体の高い耐性を有し得、短い核酸基質をライゲーションするのに使用でき、ＲＮＡ基質を
ライゲーションするのに使用でき、および／またはより安価なおよび／または特定の自動
化（例えば、ハイスループット）適用により適したものであり得る。
【００５０】
　非酵素ライゲーションは、化学的ライゲーションを含み得る。いくつかの実施形態では
、２種以上の異なる核酸の核酸末端を化学的にライゲーションしてもよい。いくつかの実
施形態では、単一核酸の核酸末端を、化学的にライゲーションしてもよい（例えば、核酸
を環状化させるために）。当然のことではあるが、第１の二本鎖核酸末端の両鎖を、第２
の二本鎖核酸末端の両鎖と化学的にライゲーションしてもよい。しかし、いくつかの実施
形態では、第１の核酸末端の一方の鎖のみが、第２の核酸末端の単一の鎖と化学的にライ
ゲーションされ得る。例えば、第１の核酸末端の一方の鎖の５’末端を、第２の核酸末端
の一方の鎖の３’末端とライゲーションし、相補鎖の末端は化学的にライゲーションされ
なくてもよい。
【００５１】
　したがって、化学的ライゲーションを使用して、第１の核酸末端の５’末端と第２の核
酸末端の３’末端間の共有結合を形成してもよく、ここで、第１および第２の核酸末端は
、単一の核酸の末端または別々の核酸の末端であり得る。一態様では、化学的ライゲーシ
ョンは、連結形成を容易にするか、または促進する１種または複数の化学的反応部分を含
む、修飾された末端（例えば、修飾された５’および／または３’末端）を有する少なく
とも１種の核酸基質を含み得る。いくつかの実施形態では、化学的ライゲーションは、１
種または複数の核酸末端が密接して一緒になる場合に（例えば、末端が、相補的核酸配列
間のアニーリングのために一緒になる場合に）起こる。したがって、相補的３’または５
’オーバーハング（例えば、二本鎖核酸の制限酵素切断によって生じたオーバーハング）
間または３’末端が５’末端と密接に接近される相補的核酸の任意の組合せ間のアニーリ
ング（例えば、核酸が相補的鋳型核酸とアニーリングされると、３’および５’末端が互
いに隣接する）は、鋳型による（ｔｅｍｐｌａｔｅ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ）化学的ライゲー
ションを促進し得る。化学反応の例として、それだけには限らないが、縮合、還元および
／または光化学的ライゲーション反応を挙げることができる。当然のことではあるが、い
くつかの実施形態では、化学的ライゲーションを使用して、天然に存在するホスホジエス
テルヌクレオチド間連結、天然に存在しないホスファミドピロホスフェートヌクレオチド
間連結および／またはその他の天然に存在しないヌクレオチド間連結を製造することがで
きる。
【００５２】
　本発明のいくつかの態様では、オリゴヌクレオチドをポリメラーゼ鎖伸長によってアセ
ンブリーする。いくつかの実施形態では、伸長反応の第１のステップは、プライマーを使
用する。いくつかの実施形態では、オリゴヌクレオチドは５’末端または３’末端のいず
れか、または両末端上に、ユニバーサル（すべてのオリゴヌクレオチドに共通する）、セ
ミユニバーサル（オリゴヌクレオチドの少なくとも部分に共通する）または個々のもしく
は独特のプライマー（各オリゴヌクレオチドに対して特異的）結合部位を含み得る。本明
細書において、用語「ユニバーサル」プライマーまたはプライマー結合部位とは、オリゴ
ヌクレオチドを増幅するために使用される配列が、すべてのオリゴヌクレオチドに共通し
、その結果、すべてのこのようなオリゴヌクレオチドが、単一セットのユニバーサルプラ
イマーを使用して増幅され得ることを意味する。その他の状況では、オリゴヌクレオチド
は、独特のプライマー結合部位を含有する。本明細書において、用語「独特のプライマー
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結合部位」とは、オリゴヌクレオチドのサブセットを選択的に増幅するプライマー認識配
列のセットを指す。さらにその他の状況では、オリゴヌクレオチドは、ユニバーサルおよ
び独特の増幅配列の両方を含有し、場合により、これらを逐次使用することができる。第
１のステップでは、プライマーを加え、固定化または支持体結合オリゴヌクレオチドとア
ニーリングさせる。例えば、プライマーは、固定化されたアンカーオリゴヌクレオチドと
アニーリングできる。いくつかの実施形態では、プライマーを、プライマー結合部位と呼
ばれる、支持体結合または固定化オリゴヌクレオチドの配列と相補的であるよう設計する
。第１のステップでは、ポリメラーゼ、少なくとも１種のプライマーおよびｄＮＴＰを含
む溶液を、プライマー伸長を促進する条件下で、固体支持体の機構で加える。例えば、図
１を参照すると、オリゴヌクレオチド（１’、２’、３’および４’）を含む機構でプラ
イマー（５０）を加える。プライマーは、支持体結合オリゴヌクレオチドのプライマー結
合部位とハイブリダイズし、プライマー伸長を促進する条件下で、プライマーが、鋳型と
して支持体結合配列（１’、２’、３’または４’）を使用して相補的オリゴヌクレオチ
ド（１、２、３または４）に伸長される。
【００５３】
　いくつかの実施形態では、ウラシルＤＮＡグリコシラーゼ（ＵＤＧ）を使用して、核酸
中のウラシル－グリコシド結合とハイブリダイズし、それによって、ウラシルを除去し、
ＤＮＡ中にアルカリ感受性塩基性部位を作製でき、これは、その後、エンドヌクレアーゼ
、熱またはアルカリ処理によってハイブリダイズし得る。結果として、二本鎖核酸の一方
の鎖の一部が除去され得、それによって、相補配列を一本鎖オーバーハングの形態で露出
する。このアプローチには、二本鎖核酸断片の一方の鎖への１個または複数のウラシル塩
基の計画的な組み込みが必要である。これは、例えば、３’末端ウラシルを含有する増幅
プライマーを使用して、核酸断片を増幅することによって達成され得る。いくつかの実施
形態では、プライマーは、複数のウラシル（Ｕ）を含有するプライマーである。プライマ
ーは、支持体結合一本鎖オリゴヌクレオチドとまずアニーリングされ、適当な条件および
温度下でのｄＮＴＰおよび適当なポリメラーゼが付加されると伸長される。その後のステ
ップにおいて、プライマーを除去できる。ＵＤＧを用いて処理した後、ウラシルの５’の
プライマーの領域が放出され得（例えば、希釈、インキュベーション、軽度変性条件への
曝露などの際）、それによって、相補配列を一本鎖オーバーハングとして露出する。当然
のことではあるが、オーバーハングの長さは、増幅プライマー上のウラシルの位置によっ
て、また、増幅プライマーの長さによって決定され得る。いくつかの実施形態では、ＵＳ
ＥＲ（商標）（ウラシル特異的切除試薬、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）な
どの、ウラシルＤＮＡグリコシラーゼ（ＵＤＧ）およびＤＮＡグリコシラーゼ－リアーゼ
エンドヌクレアーゼＶＩＩＩの混合物が使用される。ＵＤＧは、ウラシル塩基の切除を触
媒し、脱塩基部位を形成し、一方でホスホジエステル骨格は無傷で残す。エンドヌクレア
ーゼＶＩＩＩのリアーゼ活性は、脱塩基部位の３’および５’部位でホスホジエステル骨
格を分解し、その結果、塩基を含まないデオキシリボースが放出される。その後のステッ
プにおいて、プライマーが除去され得る。
【００５４】
　伸長反応は、支持体結合オリゴヌクレオチド（１’、２’、３’および４’）を含む、
利用される機構のすべてを包含する単一容量において起こり得るか、または各ステップは
、特異的伸長ステップを受けるための対象とする領域（単数または複数）のみを含有する
局在する個々の微小容積において起こり得るということは理解されよう。いくつかの実施
形態では、伸長および／またはアセンブリー反応は、微小液滴（各々が、出典明示により
その全文が本明細書に組み込まれるＰＣＴ出願ＰＣＴ／ＵＳ２００９／５５２６７および
ＰＣＴ出願ＰＣＴ／ＵＳ２０１０／０５５２９８を参照のこと）内で実施される。
【００５５】
　プライマー伸長は、適したヌクレオチドおよびアニーリングされる鋳型の存在下で、５
’から３’方向での核酸の鋳型に基づく伸長を触媒できる１種または複数の適したポリメ
ラーゼ酵素を含み得る。ポリメラーゼは、熱安定性であり得る。ポリメラーゼは、組換え



(21) JP 6118725 B2 2017.4.19

10

20

30

40

50

または天然供給源から得ることができる。いくつかの実施形態では、好熱性生物から得ら
れた熱安定性ポリメラーゼを使用してもよい。いくつかの実施形態では、ポリメラーゼは
、３’→５’エキソヌクレアーゼ／プルーフリーディング活性を含み得る。いくつかの実
施形態では、ポリメラーゼは、プルーフリーディング活性を全く有さないか、またはわず
かしか有さない場合もある（例えば、ポリメラーゼは、そのプルーフリーディング活性を
低下するよう修飾されている天然ポリメラーゼの組換え変異体であり得る）。熱安定性Ｄ
ＮＡポリメラーゼの例として、それだけには限らないが：Ｔａｑ（細菌サーマス・アクア
ティカス（Ｔｈｅｒｍｕｓ　ａｑｕａｔｉｃｕｓ）に由来する熱安定性ＤＮＡポリメラー
ゼ）；Ｐｆｕ（パイロコッカス・フリオサス（Ｐｙｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆｕｒｉｏｓｕｓ
）に由来する３’→５’エキソヌクレアーゼ／プルーフリーディング活性を有する好熱性
ＤＮＡポリメラーゼ、例えば、Ｐｒｏｍｅｇａから入手可能）；ＶｅｎｔＲ（登録商標）
ＤＮＡポリメラーゼおよびＶｅｎｔＲＯ（ｅｘｏ－）ＤＮＡポリメラーゼ（サーモコッカ
ス・リトラリス（Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ　ｌｉｔｏｒａｌｉｓ）由来の３’→５’エ
キソヌクレアーゼ／プルーフリーディング活性を有するか、有さない好熱性ＤＮＡポリメ
ラーゼ；Ｔｈポリメラーゼとしても知られる）；Ｄｅｅｐ　ＶｅｎｔＲ（登録商標）ＤＮ
ＡポリメラーゼおよびＤｅｅｐ　ＶｅｎｔＲ（登録商標）（ｅｘｏ－）ＤＮＡポリメラー
ゼ（パイロコッカス（Ｐｙｒｏｃｏｃｃｕｓ）種ＧＢ－Ｄ由来の、３’→５’エキソヌク
レアーゼ／プルーフリーディング活性を有するか、または有さない好熱性ＤＮＡポリメラ
ーゼ；Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓから入手可能）；ＫＯＤ　ＨｉＦｉ（３
’→５’エキソヌクレアーゼ／プルーフリーディング活性を有する、組換えサーモコッカ
ス・コダカラエンシス（Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ　ｋｏｄａｋａｒａｅｎｓｉｓ）ＫＯ
ＤＩ　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｎｏｖａｇｅｎから入手可能）；ＢＩＯ－Ｘ－ＡＣＴ（５’
－３’ＤＮＡポリメラーゼ活性および３’→５’プルーフリーディング活性を有するポリ
メラーゼの混合物）；クレノウ断片（ポリメラーゼ活性を保持するが、５’→３’エキソ
ヌクレアーゼ活性は失っている大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＤＮＡポリメラーゼＩのＮ末端切
断、例えば、ＰｒｏｍｅｇａおよびＮＥＢから入手可能）；Ｓｅｑｕｅｎａｓｅ（商標）
（Ｔ－５’エキソヌクレアーゼ活性が欠損したＴ７　ＤＮＡポリメラーゼ）；Ｐｈｉ２９
（バクテリオファージ２９ＤＮＡポリメラーゼ、例えば、ＴｅｍｐｌｉＰｈｉ（商標）Ｄ
ＮＡ配列決定鋳型増幅キットにおけるローリングサークル型増幅のために使用できる、Ａ
ｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓから入手可能）；ＴｏｐｏＴａｑ（超安定ＤＮ
Ａ結合ドメインとメタノパイラス（Ｍｅｔｈａｎｏｐｙｒｕｓ）トポイソメラーゼのＤＮ
Ａ非連結活性を組み合わせ、エキソヌクレアーゼ活性を有さないハイブリッドポリメラー
ゼ、忠実度Ｓｙｓｔｅｍｓから入手可能）；エキソヌクレアーゼ活性を有するプルーフリ
ーディングドメインを組み込むＴｏｐｏＴａｑ　ＨｉＦｉ；Ｐｈｕｓｉｏｎ（商標）（処
理能力増強ドメインを有するパイロコッカス（Ｐｙｒｏｃｏｃｃｕｓ）様酵素、Ｎｅｗ　
Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓから入手可能）；任意のその他の適したＤＮＡポリメラ
ーゼまたはそれらの２種以上の任意の組合せが挙げられる。いくつかの実施形態では、ポ
リメラーゼは、ＳＤＰ（鎖置換ポリメラーゼ；例えば、エキソヌクレアーゼ活性を有さな
いＳＤＰであるＳＤＰｅ）であり得る。これによって、均一温度での等温ＰＣＲ（等温伸
長、等温増幅）が可能となる。ポリメラーゼ（例えば、Ｐｈｉ２９、Ｂｓｔ）は、鋳型に
沿って移動するので、（例えば、先の伸長反応において作製された）相補鎖を置換する。
置換されたＤＮＡは、一本鎖であるので、プライマーは、一定温度で結合し、増幅の間の
あらゆる熱循環の必要性を除去できる。
【００５６】
　いくつかの実施形態では、伸長または増幅後に、ポリメラーゼを非活性化してその後の
ステップを干渉するのを防ぐことができる。加熱ステップ（例えば、高温）は、熱安定性
ではないほとんどの酵素を変性させ、非活性化できる。酵素は、液体の存在下で非活性化
されても、不在下で非活性化されてもよい。乾燥支持体での熱不活化は、オリゴヌクレオ
チドに対して有害な効果を全く有さずに酵素を非活性化するための利点を有し得る。いく
つかの実施形態では、熱安定性ＰＣＲ　ＤＮＡポリメラーゼの非熱安定性型を使用しても
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よいが、この酵素は、エラー率および速度についてあまり最適化されていない。あるいは
、Ｅｐｏｘｙ　ｄＡＴＰを使用して、酵素を不活化してもよい。
【００５７】
　一実施形態では、複数の表面に結合された一本鎖オリゴヌクレオチドを有する少なくと
も１種の機構を含む支持体が提供される。複数のオリゴヌクレオチド各々は、支持体の別
個の機構と結合しており、機構と結合している複数のオリゴヌクレオチド各々の予め定義
された配列は、異なる機構と結合しているオリゴヌクレオチドの予め定義された配列とは
異なっている。少なくとも１種の複数のオリゴヌクレオチドは、鋳型依存性合成によって
、支持体の第１の機構での鎖伸長反応において合成される。いくつかの実施形態では、別
個の機構を含有する全支持体またはアレイを、熱循環、アニーリング温度条件、ストリン
ジェントな融解温度条件または変性温度条件に付す。支持体を加熱および冷却することは
、任意の熱サイクル機器で実施できる。その他の実施形態では、１つまたは複数の別個の
機構を、特定の温度条件（アニーリング、伸長、洗浄または融解）に付す。選択された独
立した機構（互いに分離している）の熱循環は、少なくとも１種の別個の機構を局所的に
加熱することによって実施できる。別個の機構は、当技術分野で公知の任意の手段によっ
て局所的に加熱できる。例えば、正確なｘ－ｙ次元で制御でき、それによって、液滴の温
度を個々に調節できるエネルギーのレーザー供給源を使用して、別個の機構を局所的に加
熱してもよい。別の例では、より広いビームレーザーのマスクとの組合せを使用して、特
定の機構に照射することができる。いくつかの実施形態では、酵素反応（ＰＣＲ、ライゲ
ーションまたは任意のその他の温度感受性反応）が支持体上で起こり得るよう支持体上の
温度を制御する方法が提供される。いくつかの実施形態では、走査レーザーを使用して、
固体支持体上の個別の機構上の熱循環を制御する。使用される波長は、広範囲（１００ｎ
ｍ～１００，０００ｎｍ、すなわち、紫外線から赤外線）から選択できる。いくつかの実
施形態では、オリゴヌクレオチドを含む機構は、光吸収体または指標を含む。いくつかの
実施形態では、固体支持体は、空気または流体の循環によって冷却される。沈着されるエ
ネルギーは、吸光度挙動に基づいて算出することできる。いくつかの実施形態では、液滴
の温度は、熱力学を使用してモデル化することができる。温度は、ＬＣＤのような材料ま
たは任意のその他のその場技術によって測定できる。さらに別の実施形態では、全支持体
を加熱し、冷却して、酵素反応またはその他の温度感受性反応が起こることを可能にする
ことができる。いくつかの実施形態では、エネルギー供給源を、走査設定によって、支持
体結合分子を含む固体支持体の表面上の種々の位置にエネルギーを沈着するよう向けるこ
とができる。光吸収性材料を固体支持体の表面上に付加してもよい。高輝度ランプ、レー
ザーまたはその他の電磁エネルギー供給源（マイクロ波を含む）などの光エネルギー供給
源を使用してもよい。機構の各々で沈着されるエネルギーを制御することによって、異な
る反応部位の温度を独立に制御できる。
【００５８】
　例えば、温度制御のためにデジタルマイクロミラーデバイス（Ｄｉｇｉｔａｌ　Ｍｉｃ
ｒｏｍｉｒｒｏｒ　Ｄｅｖｉｃｅ（ＤＭＤ））を使用してもよい。ＤＭＤは、微細加工さ
れた空間光変調器である。例えば、米国特許第７，４９８，１７６号を参照のこと。いく
つかの実施形態では、ＤＭＤを使用して、固体支持体上の選択されたスポットまたは液滴
を正確に加熱することができる。ＤＭＤは、その表面上に、加熱されるべきスポットまた
は液滴に対応する、アレイ中に配置された、例えば、数十万から数百万個の微視的ミラー
を有するチップであり得る。ミラーは、オンまたはオフ状態に個々に回転できる（例えば
、±１０～１２°）。オン状態では、光供給源（例えば、電球）からの光が固体支持体上
で反射され、選択されたスポットまたは液滴を加熱する。オフ状態では、光は他の場所に
向けられる（例えば、ヒートシンク上に）。いくつかの実施形態では、アレイは、矩形ア
レイであり得る。一例では、ＤＭＤは、１６μｍ幅のマイクロミラーの１０２４×７６８
のアレイからなり得る。別の例では、ＤＭＤは、１０μｍ幅のマイクロミラーの１９２０
×１０８０のアレイからなり得る。アレイサイズおよびマイクロミラー幅のその他の配置
もあり得る。これらのミラーは個々にアドレス可能であり得、固体支持体上の異なるスポ
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ットの加熱において任意の所与のパターンまたは配置を作製するために使用できる。スポ
ットはまた、例えば、個々のスポットに対して異なる波長を提供することおよび／または
照射時間を制御することによって異なる温度に加熱することもできる。特定の実施形態で
は、ＤＭＤは、光を選択されたスポットに向けることができ、また、選択された任意のオ
リゴヌクレオチドを同定、選択、融解および／または切断するために使用することができ
る。
【００５９】
　図１は、基板または固体支持体上で所定の配列を有するポリヌクレオチドを製造するた
めの例示的方法を示す。いくつかの実施形態では、ポリヌクレオチドをアセンブルして、
最終核酸配列（例えば、標的核酸）を合成できる。図１（ａ）を参照すると、核酸アレイ
１０は機構２０の配置を有すると示され、これでは、各機構は、複数の支持体結合一本鎖
オリゴヌクレオチド３０を含む。支持体結合オリゴヌクレオチドは、その３’末端によっ
て結合されることが好ましい。いくつかの実施形態では、支持体結合一本鎖オリゴヌクレ
オチドは、約２０ヌクレオチド長、約４０ヌクレオチド長、約５０ヌクレオチド長、約６
０ヌクレオチド長、約７０ヌクレオチド長、約８０ヌクレオチド長、約１００ヌクレオチ
ド長またはそれ以上である。いくつかの実施形態では、オリゴヌクレオチド３０は、３’
末端にユニバーサルプライミング部位（例えば、３’末端の１５塩基プライマー結合部位
）および構築オリゴヌクレオチドと相補的である配列（ビルディングブロックとも呼ばれ
、１’，２’，３’などと名づけられる）をさらに含む。いくつかの実施形態では、構築
オリゴヌクレオチドは、別のものと連続するものであり、一緒になって、標的ポリヌクレ
オチドの配列を構成し、またはそれにまたがる。好ましい実施形態では、構築オリゴヌク
レオチドは、標的ポリヌクレオチドの全配列にまたがり、ギャップを全く含まない。さら
にその他の実施形態では、構築オリゴヌクレオチドは、部分的に重複しており、互いにハ
イブリダイズした場合に構築オリゴヌクレオチド間にギャップをもたらす。図１を参照す
ると、標的ポリヌクレオチドは、構築オリゴヌクレオチドの集団、二本鎖標的ポリヌクレ
オチドの一方の鎖（例えば、プラス鎖）に相当する偶数の構築オリゴヌクレオチドおよび
二本鎖標的ポリヌクレオチドの相補鎖（例えば、マイナス鎖）に相当する奇数からアセン
ブリーされる。構築オリゴヌクレオチドのプールは、重複する配列を有する構築オリゴヌ
クレオチドを含み、その結果、構築オリゴヌクレオチドが適当なハイブリダイゼーション
条件下で互いにハイブリダイズできることが好ましい。内部構築オリゴヌクレオチドは各
々、２種の異なる構築オリゴヌクレオチドとハイブリダイズするが、５’および／または
３’末端の構築オリゴヌクレオチドは、異なる（または同一の）内部オリゴヌクレオチド
（単数または複数）と各々ハイブリダイズするということは理解されよう。したがって、
重複する構築オリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションの結果、３’および／または
５’オーバーハングを有する標的ポリヌクレオチドが得られる。さらにいくつかの実施形
態では、得られた標的ポリヌクレオチドは、その５’または／および３’末端に平滑末端
を含み得る。構築オリゴヌクレオチドを、その後、当技術分野で公知のライゲーションア
センブリー技術を使用して、ライゲーションして、共有結合によって結合された二本鎖核
酸コンストラクトを形成してもよい（図１（ｄ））。
【００６０】
　図１（ｂ）を参照すると、支持体結合オリゴヌクレオチドを含む支持体１０上の少なく
とも１つの機構が、プライマー５０とともにインキュベートされる。第１のステップでは
、プライマーが、固定化された一本鎖オリゴヌクレオチドとまずアニーリングされ、適当
な伸長条件下、適当なポリメラーゼおよびｄＮＴＰの存在下で伸長されて、構築オリゴヌ
クレオチド６０（１、２、３、４と名づけられている）を形成し、これは、支持体結合オ
リゴヌクレオチド（１’、２’３’、４’）に対して相補的である。いくつかの実施形態
では、プライマーは、複数のウラシル（Ｕ）を含有するプライマーである。その後のステ
ップでは、プライマーが除去される。好ましくは、ＵＳＥＲ（商標）エンドヌクレアーゼ
がプライマーを消化するために付加される。プライマーの消化は、伸長ステップに続いて
起こる場合もあり、それによって、支持体結合オリゴヌクレオチド（例えば、１－１’、
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２－２’など）とハイブリダイズする構築オリゴヌクレオチドを含む二本鎖を作製する。
さらにその他の実施形態では、プライマーの消化は、構築オリゴヌクレオチドの溶液への
放出後に溶液中で起こる（図１ｃ）。
【００６１】
　第２のステップでは（図１ｃ）、新規に合成された伸長生成物（構築オリゴヌクレオチ
ド６５：１、２、３、および／または４）が融解され、支持体１０から放出される。解離
は、並列して、または逐次実施できる。構築オリゴヌクレオチドは、溶液中に放出され得
る。一実施形態では、溶液は、１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、５０ｍＭ塩化ナトリウムおよび１ｍ
Ｍ　ＥＤＴＡを含むバッファーである。二本鎖の融解は、例えば、アレイ上の特定の位置
で、温度を融解温度（例えば、９５℃）に高めることによって実施できる。あるいは、二
本鎖核酸を分離できる酵素を添加することによって、二本鎖を解離させてもよい。ヘリカ
ーゼ酵素をアレイ上の特定の位置に添加してもよい。ヘリカーゼ酵素は、当技術分野で公
知であり、ＤＮＡを二本鎖構造から一本鎖構造にほどくとわかっている。一本鎖伸長生成
物を、第１の複数のアンカー支持体結合オリゴヌクレオチド、第１の伸長生成物（例えば
、構築オリゴヌクレオチド１）と部分的に相補的である配列を含む第１の複数のアンカー
オリゴヌクレオチド配列を含む第２の支持体１５に移すことができる。第１の伸長生成物
を、適当な条件下で第１の複数のアンカーオリゴヌクレオチドとハイブリダイズする。同
じ反応の間に、またはその後、その他の伸長生成物（または重複する構築オリゴヌクレオ
チド）を、適当な条件下で、その相補配列とハイブリダイズし、それによって、より長い
ポリヌクレオチド配列を形成する。
【００６２】
　図１（ｄ）を参照すると、構築オリゴヌクレオチド６５、第１の構築オリゴヌクレオチ
ド（構築オリゴヌクレオチド１）と相補的である配列を有するアンカー支持体結合オリゴ
ヌクレオチド４０を含む新規表面１５に移すことができる。さらなる構築オリゴヌクレオ
チド（構築オリゴヌクレオチド２、３、４など）は、示されるように、その重複する領域
によって互いにハイブリダイズするよう設計され、より長い核酸コンストラクト７０を形
成する。いくつかの実施形態では、アンカー支持体結合オリゴヌクレオチドは、好ましく
は、一本鎖である。いくつかの実施形態では、アンカー支持体結合オリゴヌクレオチドは
、第１の複数のオリゴヌクレオチドの５’末端と相補的である５’末端を含む。一緒に、
ポリヌクレオチド配列を形成するさらなる構築オリゴヌクレオチドは、相補的３’末端を
含み、互いにハイブリダイズする。挿入図、図１（ｄ）は、互いにハイブリダイズして、
アンカーオリゴヌクレオチド４０上で構築される、より長いポリヌクレオチドコンストラ
クトにアセンブルするよう設計されているオリゴヌクレオチドの例を示す。各接合部をラ
イゲーションし、ひいては、図１（ｅ）に示されるように、共有結合によって接続された
より長いポリヌクレオチドコンストラクト９０を形成するために、リガーゼ８０を溶液中
に導入する。必要に応じて、アセンブリーにおいて、最終オリゴヌクレオチド（例えば、
構築オリゴヌクレオチド４）は、全長構築が起こったことを示すために蛍光標識で標識さ
れ得る。
【００６３】
　特定の例示的実施形態では、検出可能な標識を使用して、本明細書に記載された１種ま
たは複数のオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドを検出できる。検出可能なマーカ
ーの例として、種々の放射性部分、酵素、補欠分子族、蛍光マーカー、発光マーカー、生
物発光マーカー、金属粒子、タンパク質間結合対、タンパク質抗体結合対などが挙げられ
る。蛍光タンパク質の例として、それだけには限らないが、黄色蛍光タンパク質（ＹＦＰ
）、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、青緑色蛍光タンパク質（ＣＦＰ）、ウンベリフェロ
ン、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、ジクロロトリア
ジニルアミンフルオレセイン、ダンシルクロリド、フィコエリトリンなどが挙げられる。
生物発光マーカーの例として、それだけには限らないが、ルシフェラーゼ（例えば、細菌
の、ホタルの、コメツキムシなど）、ルシフェリン、エクオリンなどが挙げられる。可視
的に検出可能なシグナルを有する酵素系の例として、それだけには限らないが、ガラクト
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シダーゼ、グルコリミダーゼ（ｇｌｕｃｏｒｉｍｉｄａｓｅｓ）、ホスファターゼ、ペル
オキシダーゼ、コリンエステラーゼなどが挙げられる。同定可能なマーカーとしてまた、
１２５Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃまたは３Ｈなどの放射性化合物が挙げられる。同定可能なマー
カーは、種々の供給源から市販されている。
【００６４】
　いくつかの実施形態では、支持体は、構築オリゴヌクレオチドと相補的である支持体結
合オリゴヌクレオチドを含む機構のセットと、アンカー支持体結合オリゴヌクレオチドを
含む少なくとも１つの機構とを含む。アンカーオリゴヌクレオチドは、好ましくは、一本
鎖であり、標的ポリヌクレオチドの末端配列と相補的である配列を含む。図２（ａ）を参
照すると、支持体が同一表面上に、支持体結合オリゴヌクレオチド１３０と、支持体結合
アンカーオリゴヌクレオチド１４０とを含む点を除いて、図１に記載されたものと同様で
ある、オリゴヌクレオチドアレイ１１０が示されている。
【００６５】
　図２（ｂ）を参照すると、プライマー１５０は、ハイブリダイズ条件下で、支持体結合
オリゴヌクレオチド１３０とハイブリダイズする。第１のステップでは、プライマーが支
持体結合一本鎖オリゴヌクレオチドとアニーリングされ、適当な条件および温度下でｄＮ
ＴＰおよび適当なポリメラーゼが添加されると伸長され、構築オリゴヌクレオチド１６０
（構築オリゴヌクレオチド１、２、３、４）を形成し、これは、支持体結合オリゴヌクレ
オチド（１’、２’３’、４’）と相補的である。いくつかの実施形態では、プライマー
は、複数のウラシル（Ｕ）を含有するプライマーである。その後のステップでは、プライ
マーが除去される。好ましくは、ＵＳＥＲ（商標）エンドヌクレアーゼがプライマーを消
化するために付加される。プライマーの消化は、伸長ステップに続いて起こる場合もあり
、それによって、支持体結合オリゴヌクレオチドとハイブリダイズする構築オリゴヌクレ
オチドを含む二本鎖を作製する。さらにその他の実施形態では、プライマーの消化は、構
築オリゴヌクレオチドの溶液への放出後に溶液中で起こる（１６５、図２ｃ）。
【００６６】
　第２のステップでは（図２ｃ）、新規に合成された伸長生成物（構築オリゴヌクレオチ
ド１、２、３、および／または４）が融解され、機構（構築オリゴヌクレオチド１６５）
から放出される。構築オリゴヌクレオチドの解離は、並列して、または逐次実施できる。
構築オリゴヌクレオチド１６５は、溶液中に放出され得る。二本鎖の融解は、温度を融解
温度（例えば、９５℃）に高めることによって実施できる。あるいは、ヘリカーゼなどの
二本鎖核酸を解離できる酵素を使用して二本鎖を解離させてもよい。第１の伸長生成物を
、適当な条件下で第１の複数のアンカーオリゴヌクレオチドとハイブリダイズし、その他
の伸長生成物（または重複するオリゴヌクレオチド）を、適当な条件下で、その相補配列
とハイブリダイズする。
【００６７】
　図２（ｄ）を参照すると、構築オリゴヌクレオチド（６５）は、第１の構築オリゴヌク
レオチド（構築オリゴヌクレオチド１）と相補的である配列を有するアンカー支持体結合
オリゴヌクレオチド１４０とハイブリダイズする。さらなる構築オリゴヌクレオチド（２
、３、４など）は、図２ｄに示されるように、その重複する領域によって互いにハイブリ
ダイズするよう設計され、より長い核酸コンストラクト１７０を形成する。好ましい実施
形態では、アンカー支持体結合オリゴヌクレオチドは、一本鎖である。いくつかの実施形
態では、アンカー支持体結合オリゴヌクレオチドは、第１の複数のオリゴヌクレオチドの
５’末端と相補的である５’末端を含む。ポリヌクレオチド配列を一緒に形成するさらな
る構築オリゴヌクレオチドは、相補的３’末端を含み、互いにハイブリダイズする。図２
（ｄ）は、互いにハイブリダイズして、アンカーオリゴヌクレオチド１４０上で構築され
る、より長いポリヌクレオチドコンストラクトにアセンブルするよう設計されているオリ
ゴヌクレオチドの例を示す。各接合部を共有結合によってライゲーションし、ひいては、
図２（ｅ）に示されるように、共有結合によって接続されたより長いポリヌクレオチドコ
ンストラクト１９０を形成するために、溶液にリガーゼ１８０を導入する。必要に応じて
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、アセンブリーにおける最終オリゴヌクレオチド（構築オリゴヌクレオチド４）は、全長
構築が起こったことを示すために蛍光標識で標識され得る。
【００６８】
　本発明の態様は、予め定義された配列を有する標的ポリヌクレオチドの選択および／ま
たは望ましくないアセンブリー生成物の除去に関する。オリゴヌクレオチドからのポリヌ
クレオチドアセンブリーの際に、部分的な長さのポリヌクレオチド、切断型コンストラク
トなどの望ましくない生成物がアセンブルされ得る。正しい配列および／または長さを有
さない望ましくない生成物またはポリヌクレオチドを除去することは有用であり得る。い
くつかの実施形態では、１種または複数のアセンブルされたポリヌクレオチドが、それら
が所定の配列を含有するか否かを調べるために配列決定され得る。この手順によって、正
しい配列を有する断片が同定されることが可能となる。その他の実施形態では、当技術分
野で公知のその他の技術を使用して、エラーを含有する核酸断片を除去することもできる
。
【００６９】
　本発明のいくつかの態様では、標的ポリヌクレオチド配列をエキソヌクレアーゼ消化か
ら選択的に保護し、それによって、望ましくないコンストラクトの排除を容易にするため
の方法が提供される。好ましくは、一本鎖核酸を消化する種々のヌクレアーゼのいずれか
も、使用できる。適したヌクレアーゼとして、例えば、一本鎖特異的３’エキソヌクレア
ーゼ、一本鎖特異的エンドヌクレアーゼ、一本鎖特異的５’エキソヌクレアーゼなどが挙
げられる。特定の実施形態では、ヌクレアーゼは、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）エキソヌクレ
アーゼＩを含む。いくつかの実施形態では、エキソヌクレアーゼ消化は、すべての非二本
鎖配列を消化するために実施される。選択方法は、図３に示されている。一実施形態では
、選択方法は、完全にアセンブルされた生成物の末端３’または５’オーバーハングを利
用する。完全にアセンブルされた生成物の一本鎖オーバーハング配列（５’または３’）
は、末端オリゴヌクレオチド（例えば、図３に表される、構築オリゴヌクレオチド４）の
配列に対応することは理解されよう。望ましくない生成物では、一本鎖３’または５’オ
ーバーハング配列は、予め定義された末端オリゴヌクレオチドとは異なる配列を有する。
例えば、図３に表されるように、望ましくない生成物は、末端構築オリゴヌクレオチド４
の代わりに構築オリゴヌクレオチド２または３を有する遊離オーバーハングを有する。本
明細書において、用語「末端オリゴヌクレオチド」または「末端構築オリゴヌクレオチド
」とは、標的ポリヌクレオチド末端配列または末端オーバーハングでのオリゴヌクレオチ
ドを指す。いくつかの実施形態では、末端オリゴヌクレオチドは、標的ポリヌクレオチド
の３’または５’一本鎖オーバーハングに対応する。いくつかの実施形態では、標的ポリ
ヌクレオチド配列は、少なくとも第１のオリゴヌクレオチドと、末端構築オリゴヌクレオ
チドとを含み、ここで、末端オリゴヌクレオチドは、第１のオリゴヌクレオチドの下流で
ある。いくつかの実施形態では、標的ポリヌクレオチドは、第１のオリゴヌクレオチド、
末端オリゴヌクレオチドおよび少なくとも１種の内部オリゴヌクレオチドを含む。
【００７０】
　図３ａ～ｃは、切断型または望ましくないアセンブル（７２および７４、図３ｂ）が作
製される場合ならびに全長アセンブル（７０、図３ｂ）を示す。望ましくないアセンブル
を濾過して取り除くために、核酸ヘアピン構造またはステム－ループオリゴヌクレオチド
２００を、アセンブリー生成物に加えてもよい。ステム－ループオリゴヌクレオチドは、
５’または３’オーバーハングとハイブリダイズし、全長アセンブリー生成物７０中に存
在する２つの末端オリゴヌクレオチドとライゲーションするよう設計される。さらに、ス
テム－ループオリゴヌクレオチドは、切断型生成物７２および７４とハイブリダイズまた
はライゲーションしないよう設計される。
【００７１】
　ステム－ループ構造は、オリゴヌクレオチドをその一本鎖配列内に相補配列を有するよ
う設計し、それによって、一本鎖が折り重なって、二本鎖ステムおよび一本鎖ループを形
成することによって形成され得る。好ましくは、二本鎖ステムドメインは、少なくとも約
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２塩基対を有し、一本鎖ループは、少なくとも３ヌクレオチドを有する。好ましくは、ス
テムは、オーバーハング一本鎖領域（３’または５’）を含む、すなわち、ステムは部分
的に二本鎖である。例えば、オーバーハングの長さは、約３～約１０、～約２０、～約５
０などのヌクレオチドであり得る。例示的一実施形態では、ステム－ループオリゴヌクレ
オチドのオーバーハングの長さは、完全にアセンブルされたポリヌクレオチドまたは標的
ポリヌクレオチドの５’または３’一本鎖オーバーハングと相補的である。
【００７２】
　図３ｄを参照すると、ステム－ループオリゴヌクレオチドは、ライゲーションされて、
予め定義された配列を有する全長ポリヌクレオチドとなる。図３ｅを参照すると、支持体
表面は、３’ヌクレアーゼなどのエキソヌクレアーゼに曝露される。好ましい実施形態で
は、ステム－ループオリゴヌクレオチドは、全長ポリヌクレオチドコンストラクト７０の
オーバーハング（３’または５’オーバーハング）を保護するよう働く。ステム－ループ
オリゴヌクレオチドとハイブリダイズする／ライゲーションしなかった望ましくないコン
ストラクト（例えば、切断型コンストラクト）は、消化の影響を受けやすい。消化ステッ
プ（図３ｅ）の後、ステム－ループオリゴヌクレオチドは、全長コンストラクトから切断
除去され得る。例えば、いくつかの実施形態では、ステム－ループオリゴヌクレオチドは
、ステム－ループオリゴヌクレオチドのステム構造中にＩＩ型制限部位を含むよう設計さ
れ、ステム－ループオリゴヌクレオチドは、核酸コンストラクト制限酵素から（例えば、
ＩＩ型制限酵素）によって切断除去される。その他の実施形態では、ステム－ループオリ
ゴヌクレオチドは、少なくとも１個のウラシルを含むよう設計され、ステム－ループオリ
ゴヌクレオチドは、ウラシルＤＮＡグリコシラーゼ（ＵＤＧ）およびＤＮＡグリコシラー
ゼ－リアーゼエンドヌクレアーゼＶＩＩＩの混合物またはＵＳＥＲ（商標）酵素を使用し
て、核酸コンストラクトから切断除去される。いくつかの実施形態では、全長ポリヌクレ
オチドは、表面から切断除去され得る。いくつかの実施形態では、必要な制限部位が、第
１の複数のオリゴヌクレオチドの設計に、および／またはアンカーオリゴヌクレオチドの
設計に具体的に含まれ得る。いくつかの実施形態では、制限部位は、ＩＩ型制限部位であ
る。いくつかの実施形態では、全長コンストラクトは、その後増幅され得る。
【００７３】
　いくつかの実施形態では、アンカーオリゴヌクレオチドの３’領域は、制限酵素部位を
含む。いくつかの実施形態では、プライマー／プライマー結合部位は、制限エンドヌクレ
アーゼ切断部位を含むよう設計され得る。例示的一実施形態では、プライマー／プライマ
ー結合部位は、ＩＩ型制限エンドヌクレアーゼの結合および／または切断部位を含有する
。特異的結合および／または切断部位を有するさまざまな制限エンドヌクレアーゼは、例
えば、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ（Ｂｅｖｅｒｌｙ、Ｍａｓｓ．）から市
販されている。種々の実施形態では、３’オーバーハング、５’オーバーハングまたは平
滑末端を生成する制限エンドヌクレアーゼを使用してもよい。オーバーハングを生成する
制限エンドヌクレアーゼを使用する場合には、エキソヌクレアーゼ（例えば、ＲｅｃＪｆ

、エキソヌクレアーゼＩ、エキソヌクレアーゼＴ、Ｓ１ヌクレアーゼ、Ｐ１ヌクレアーゼ
、マングビーンヌクレアーゼ、Ｔ４　ＤＮＡポリメラーゼ、ＣＥＬ　Ｉヌクレアーゼなど
）を使用して、平滑末端を生成することができる。あるいは、特異的制限エンドヌクレア
ーゼによって形成される付着末端を使用して、サブアセンブルの、所望の配置でのアセン
ブリーを容易にすることができる。例示的一実施形態では、ＩＩ型制限エンドヌクレアー
ゼの結合および／または切断部位を含有するプライマー／プライマー結合部位を使用して
、一時的プライマーを除去できる。用語「ＩＩ型制限エンドヌクレアーゼ」とは、非パリ
ンドローム認識配列および認識部位の外側（例えば、認識部位から０～約２０ヌクレオチ
ド遠位）に生じる切断部位を有する制限エンドヌクレアーゼを指す。ＩＩ型制限エンドヌ
クレアーゼは、二本鎖核酸分子中にニックを作製し得るか、または二本鎖の破損を作製し
得、これらが平滑末端または付着末端のいずれかをもたらす（例えば、５’または３’オ
ーバーハングのいずれか）。ＩＩ型エンドヌクレアーゼの例として、例えば、３’オーバ
ーハングをもたらす酵素、例えば、Ｂｓｒ　Ｉ、Ｂｓｍ　Ｉ、ＢｓｔＦ５　Ｉ、ＢｓｒＤ
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　Ｉ、Ｂｔｓ　Ｉ、Ｍｎｌ　Ｉ、ＢｃｉＶ　Ｉ、Ｈｐｈ　Ｉ、Ｍｂｏ　ＩＩ、Ｅｃｉ　Ｉ
、Ａｃｕ　Ｉ、Ｂｐｍ　Ｉ、Ｍｍｅ　Ｉ、ＢｓａＸ　Ｉ、Ｂｃｇ　Ｉ、Ｂａｅ　Ｉ、Ｂｆ
ｉ　Ｉ、ＴｓｐＤＴ　Ｉ、ＴｓｐＧＷ　Ｉ、Ｔａｑ　ＩＩ、Ｅｃｏ５７　Ｉ、Ｅｃｏ５７
Ｍ　Ｉ、Ｇｓｕ　Ｉ、Ｐｐｉ　Ｉ、およびＰｓｒ　Ｉなど；５’オーバーハングをもたら
す酵素、例えば、ＢｓｍＡ　Ｉ、Ｐｌｅ　Ｉ、Ｆａｕ　Ｉ、Ｓａｐ　Ｉ、ＢｓｐＭ　Ｉ、
ＳｆａＮ　Ｉ、Ｈｇａ　Ｉ、Ｂｖｂ　Ｉ、Ｆｏｋ　Ｉ、ＢｃｅＡ　Ｉ、ＢｓｍＦ　Ｉ、Ｋ
ｓｐ６３２　Ｉ、Ｅｃｏ３１　Ｉ、Ｅｓｐ３　Ｉ、Ａａｒ　Ｉなど；ならびに平滑末端を
もたらす酵素、例えば、Ｍｌｙ　Ｉ　およびＢｔｒ　Ｉなどが挙げられる。ＩＩ型エンド
ヌクレアーゼは、市販されており、当技術分野で周知である（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　
Ｂｉｏｌａｂｓ、Ｂｅｖｅｒｌｙ、Ｍａｓｓ．）。
【００７４】
　その他の実施形態では、プライマーおよび／またはプライマー結合部位は、少なくとも
１個の（ｏｎ）ウラシルを含み、プライマーは、ウラシルＤＮＡグリコシラーゼ（ＵＤＧ
）およびＤＮＡグリコシラーゼ－リアーゼエンドヌクレアーゼＶＩＩＩの混合物または提
供されるような（ａｓ　ｐｒｏｖｉｄｅｄ　ｔ）ＵＳＥＲ（商標）酵素を使用して切断除
去される。
【００７５】
　いくつかのその他の実施形態では、標的ポリヌクレオチドの選択は、所望の標的ポリヌ
クレオチドの大きさまたは長さを利用する。図４は、アレイの表面上のポリヌクレオチド
コンストラクト（単数または複数）の長さを測定する方法および全長ポリヌクレオチドコ
ンストラクト（単数または複数）を選択する方法を示す。好ましくは、方法によって、種
々のポリヌクレオチドコンストラクトの長さの分布の中から正しい長さの標的ポリヌクレ
オチドコンストラクトを選択することが可能となる。当業者ならば、核酸のガラス表面と
の結合化学が、通常、核酸分子を１～１５ｎｍ、好ましくは、２～８ｎｍ、好ましくは、
５～７ｎｍの範囲の分子間隔（ｄ）にすることは理解されよう。いくつかの実施形態では
、距離ｄは、約６ｎｍである。図４ｂを参照すると、支持体上に固定化されている、第１
の複数のアンカーオリゴヌクレオチド２４０およびの第２の複数のアンカーオリゴヌクレ
オチド２４２を有する表面２１５を調製でき、ここで、第１および第２の複数のアンカー
オリゴヌクレオチドは、異なる予め定義された配列を有する。いくつかの実施形態では、
第１および第２の複数のアンカーオリゴヌクレオチドは、所定の距離Ｘだけ離れている。
いくつかの実施形態では、距離Ｘは、等数の第１および第２のアンカー分子を、スペーサ
ーオリゴヌクレオチド配列２４５と呼ばれる第３の支持体結合オリゴヌクレオチド配列と
混合することによって設定および制御できる。いくつかの実施形態では、スペーサーオリ
ゴヌクレオチド配列は、構築オリゴヌクレオチドとの相補配列を有さないよう設計される
。いくつかの実施形態では、スペーサーオリゴヌクレオチドは、一本鎖である。さらに、
その他の実施形態では、スペーサーオリゴヌクレオチドは、二本鎖である。いくつかの実
施形態では、距離Ｘは、以下の方程式：
　Ｘ～ｄ　ｘ（Ｃ［スペーサー］／Ｃ［アンカー１＋アンカー２］）
［式中、ｄは、２種の核酸分子間の距離であり、Ｃ［スペーサー］は、スペーサーオリゴ
ヌクレオチドの濃度であり、Ｃ［アンカー１＋アンカー２］は、アンカーオリゴヌクレオ
チド１およびアンカーオリゴヌクレオチド２の混合物の濃度である］
を使用して設定される。
【００７６】
　図４を参照すると、構築オリゴヌクレオチド２６５が、支持体結合オリゴヌクレオチド
２３０を鋳型として使用してプライマー伸長によって合成される。いくつかの実施形態で
は、第１の支持体結合アンカーオリゴヌクレオチド２４０は、第１の複数の構築オリゴヌ
クレオチドと相補的である配列を有するよう設計される。構築オリゴヌクレオチド２６５
は、互いにハイブリダイズし、アンカーオリゴヌクレオチドとハイブリダイズし、それに
よって、支持体結合ポリヌクレオチドコンストラクト（２７０、２７２、２７３、２７４
、図４ｂ）を作製し得る。アセンブリー反応後、これらのポリヌクレオチドコンストラク



(29) JP 6118725 B2 2017.4.19

10

20

30

40

50

ト（２７０）の一部は、予め定義された配列を有する全長ポリヌクレオチドであり得るが
、その他のポリヌクレオチドコンストラクト（２７２、２７３、２７４）は、全長ポリヌ
クレオチドコンストラクトよりも短いものであり得る。核酸コンストラクト中のヌクレオ
チドは、約０．３３ｎｍまたは０．３４ｎｍ離れた間隔であることを考慮すると、１００
０ヌクレオチド塩基を含む（通常の遺伝子の長さのように）核酸コンストラクトは、約３
４０ｎｍの長さとなる。いくつかの実施形態では、第２の支持体結合アンカーオリゴヌク
レオチド２４２は、全長ＤＮＡコンストラクト２７０の末端または５’オーバーハングを
つなぐことができるよう設計され得る。さらに、距離Ｘが、全長コンストラクトの予測さ
れるおよその長さであるよう設定される場合には、全長コンストラクトの末端または５’
オーバーハングは、ａ）全長コンストラクトが、末端で正しい配列を有する場合およびｂ
）全長コンストラクトが正しい長さを有する場合に、第２のアンカーオリゴヌクレオチド
とのみ結合するはずである（図４ｃに示される、２９０）。いくつかの実施形態では、第
１のアンカー２４０は、ＩＩ型エンドヌクレアーゼ部位を含み得る。全長生成物は、ＩＩ
型制限エンドヌクレアーゼを使用して切断され得、その結果、第２のアンカー２４２の遠
位末端で固定された生成物が得られる。いくつかの実施形態では、アンカー配列は、少な
くとも１個のウラシルを含み、全長生成物は、ウラシルＤＮＡグリコシラーゼ（ＵＤＧ）
およびＤＮＡグリコシラーゼ－リアーゼエンドヌクレアーゼＶＩＩＩの混合物またはＵＳ
ＥＲ（商標）酵素を使用して切断される。
【００７７】
　本発明のいくつかの態様は、高度に並列した支持体結合オリゴヌクレオチドアセンブリ
ーを可能にするデバイスおよび方法に関する。いくつかの実施形態では、複数のアンカー
オリゴヌクレオチドに、相補的な重複するオリゴヌクレオチドを逐次添加することによっ
て、表面上でポリヌクレオチドのアレイをアセンブルできる。好ましい実施形態では、ア
レイの異なる機構で、異なる所定の配列を有する複数のポリヌクレオチドが合成される。
図５を参照すると、上記のように、アレイの各機構が、支持体結合アンカーオリゴヌクレ
オチド（３４０：Ａ０、Ｂ０、Ｃ０、Ｄ０）を含むアンカーアレイ３１０が提供される。
各アンカーオリゴヌクレオチドは、一本鎖であり得、その５’末端に、第１の複数のオリ
ゴヌクレオチドの５’末端と相補的である配列を含み得る。種々のポリヌクレオチドの高
度に並列した合成のためには、各機構での複数のアンカーオリゴヌクレオチドは各々、合
成される所定のポリヌクレオチド配列の５’末端と相補的である配列を有する必要がある
ということは理解されよう。したがって、いくつかの実施形態では、アンカーアレイは、
アレイの異なる機構で、アンカーオリゴヌクレオチドの異なる集団を含み、アンカーオリ
ゴヌクレオチドの各集団または複数のものは、異なる５’末端配列を有する。したがって
、構築アレイが、複数の機構を含み、各機構が、予め定義された配列を有する支持体結合
オリゴヌクレオチド（Ａｎ、Ｂｎ、Ｃｎ、Ｄｎ）の異なる集団を含む、２種以上の構築ア
レイ（３１１、３１２および３１５）が提供され得る。当然のことではあるが、いくつか
の実施形態では、各機構は、同一表面上の別の機構からの複数の支持体結合オリゴヌクレ
オチドの配列とは異なる所定の配列を有する、複数の支持体結合オリゴヌクレオチドを含
む。オリゴヌクレオチド配列は、１個または複数の塩基で異なり得る。図５を参照すると
、第１のアレイ３１１は、第１の複数の支持体結合オリゴヌクレオチド３３１（Ａ１’、
Ｂ１’、Ｃ１’、Ｄ１’）を含み、ここで、第１の複数のオリゴヌクレオチド各々の配列
の一部は、アンカーアレイの機構と結合しているアンカーオリゴヌクレオチド３１４の５
’末端と同一である。第２のアレイ３１２は、第２の複数の支持体結合オリゴヌクレオチ
ド３３２（Ａ２’、Ｂ２’Ｃ２’Ｄ２’）を含み、ここで、第２の複数のオリゴヌクレオ
チド各々の５’末端は、第１の複数のオリゴヌクレオチド３３１の５’末端と相補的であ
る。アセンブルされるポリヌクレオチドの配列および長さに応じて、１個または複数の（
例えば、ｍ個の）さらなるアレイが提供され得、各アレイは、別の複数の支持体結合オリ
ゴヌクレオチド３３５（Ａ’ｍ、Ｂ’ｍ、Ｃ’ｍ、Ｄ’ｍ）の５’末端と相補的である遊
離５’末端を有する複数の支持体結合オリゴヌクレオチド（Ａ’ｍ－１、Ｂ’ｍ－１、Ｃ
’ｍ－１、Ｄ’ｍ－１）を含むということは理解されよう。いくつかの実施形態では、相
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補オリゴヌクレオチドの多くのものは各々、異なる支持体上に提供される。
【００７８】
　図６を参照すると、第１の複数の相補オリゴヌクレオチド（構築オリゴヌクレオチドＡ

１、Ｂ１、Ｃ１、Ｄ１）が、第１の複数の支持体結合オリゴヌクレオチド３３１（Ａ１’
、Ｂ１’、Ｃ１’、Ｄ１’）を鋳型として使用して作製される。いくつかの実施形態では
、１種または複数の支持体結合オリゴヌクレオチドが、プライマー伸長を促進する条件下
、ポリメラーゼの存在下でプライマーとともにインキュベートされる。いくつかの実施形
態では、第１の複数の支持体結合オリゴヌクレオチド３３１（Ａ１’、Ｂ１’、Ｃ１’、
Ｄ１’）は、その３’末端に、プライマー配列と相補的であるよう設計された配列（例え
ば、プライマー結合部位）を有する。いくつかの実施形態では、プライマーは、複数のウ
ラシルを含有するプライマーであり、伸長後、プライマーは、本明細書に記載されるＵＳ
ＥＲ（商標）エンドヌクレアーゼを使用して除去される。同様に、構築オリゴヌクレオチ
ドＡ２、Ｂ２、Ｃ２、Ｄ２およびＡｍ、Ｂｍ、Ｃｍ、Ｄｍは、並列様式または逐次様式で
合成され、それによって、支持体結合二本鎖オリゴヌクレオチド（例えば、３６１：Ａ１

Ａ１’など）を作製できる。
【００７９】
　図７に示されるように、構築オリゴヌクレオチドは、構築アレイから放出され得る。い
くつかの実施形態では、構築オリゴヌクレオチドは、二本鎖の解離を促進する条件下（例
えば、融解温度下または本明細書において提供されるヘリカーゼの存在下でなど）で放出
される。図７は、相補的な重複する構築オリゴヌクレオチドの逐次付加による、異なる所
定の配列を有する複数のポリヌクレオチドの並列合成を示す。図７ａを参照すると、異な
る構築オリゴヌクレオチドの第１のセット３７１（Ａ１、Ｂ１、Ｃ１、Ｄ１）が、構築ア
レイ３１１から放出される。いくつかの実施形態では、構築オリゴヌクレオチドは、移さ
れ、その５’末端に、構築オリゴヌクレオチドの第１のセット３７１の５’末端の配列と
相補的である配列を有するアンカーオリゴヌクレオチド（Ａ０、Ｂ０、Ｃ０、Ｄ０）を含
むアンカーアレイ３１０とアニーリングされ、それによって、二本鎖３８１（例えば、Ａ

０Ａ１、Ｂ０Ｂ１、Ｃ０Ｃ１、Ｄ０Ｄ１）を形成する。好ましい実施形態では、第１の複
数の二本鎖は、３’遊離オーバーハングを含む。図７ｂに示されるように、一方の末端に
、第１の複数の二本鎖オーバーハングと相補的である配列を有する、異なる構築オリゴヌ
クレオチドの第２の集団３７２（Ａ２、Ｂ２、Ｃ２、Ｄ２）が、構築アレイ３１２から放
出される。第２の集団は、アンカーアレイ３１０に結合された、アンカー－第１の構築オ
リゴヌクレオチド二本鎖３８１の遊離３’オーバーハングとアニーリングされて、二本鎖
３８２（Ａ０Ａ１Ａ２、Ｂ０Ｂ１Ｂ２、Ｃ０Ｃ１Ｃ２、Ｄ０Ｄ１Ｄ２）を形成する。いく
つかの実施形態では、第２の複数の二本鎖は、５’遊離オーバーハングを含む。いくつか
の実施形態では、５’オーバーハングと相補的である配列を有するよう設計された構築オ
リゴヌクレオチドの第３の集団が、第２の複数の二本鎖の５’遊離オーバーハングとアニ
ーリングされる。このようなプロセスを、各ポリヌクレオチドの所望の長さおよび配列が
合成されるまで、構築アレイから作製され、放出されたさらなる構築オリゴヌクレオチド
を用いて反復できる。いくつかの実施形態では、内部構築オリゴヌクレオチドは、その３
’末端に、次の内部構築オリゴヌクレオチドの３’末端の配列領域と相補的である配列領
域を有するよう設計される。いくつかの実施形態では、構築オリゴヌクレオチドの集団各
々は、異なる構築アレイから合成され、互いにハイブリダイズして、予め定義された配列
を有するより長いポリヌクレオチドにアセンブルするよう設計される。いくつかの実施形
態では、所望のポリヌクレオチドの５’末端に対応する構築オリゴヌクレオチドは、支持
体結合アンカーオリゴヌクレオチドと相補的である配列を有する。いくつかの実施形態で
は、構築オリゴヌクレオチドは、リガーゼを使用して接続される。いくつかの実施形態で
は、各構築オリゴヌクレオチドは、オーバーハングとアニーリングされ、二本鎖標的ポリ
ヌクレオチドの一方の鎖を定義する構築オリゴヌクレオチドがライゲーションされ得る。
構築オリゴヌクレオチドは、構築オリゴヌクレオチドの各逐次付加後にライゲーションさ
れてもよく、または構築オリゴヌクレオチドが互いにアニーリングされて、全長ポリヌク
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レオチドを形成した時点でライゲーションされてもよい。
【００８０】
　本発明のいくつかの態様では、構築オリゴヌクレオチドは、高度に並列した様式で、構
築アレイからアンカーアレイに逐次移される。いくつかの実施形態では、複数のポリヌク
レオチドが、逐次アラインメント、移動および複数のアンカーオリゴヌクレオチドへの相
補的な重複するオリゴヌクレオチドの付加によって、アンカーアレイ上でアセンブルされ
る。いくつかの実施形態では、構築アレイおよびアンカーアレイは、構築アレイからアン
カーアレイへの構築オリゴヌクレオチドの移動を可能にするよう密接に接近させる。構築
アレイは、２セットのオリゴヌクレオチド（Ａ１、Ｂ１など）間の距離に実質的に匹敵す
る距離か、またはそれよりも小さい距離にされることが好ましい。いくつかの実施形態で
は、構築アレイとアンカーアレイ間の距離は、約１０μｍ～約１０００μｍである。いく
つかの実施形態では、圧縮下で２つのアレイを離して維持する、単分子層へのスペーサー
球（例えば、Ｃｏｓｐｈｅｒｉｃ　Ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓから入手可能）の希釈物の
使用によって、この範囲内の所望の距離が達成される。その他の実施形態では、シリコー
ン膜、例えば、ポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）が、薄いチャンバー中にアレイの１
つを包含するよう製作され、第２のアレイを膜の高さにするとこれが密閉する。その他の
実施形態では、液体媒体自体をスペーサーとして使用して、１つのアレイをもう一方の頂
部上に浮かべることができる。例えば、１００μリットルの液状媒体または溶液は、使用
され得る標準的な顕微鏡スライド上に均一に広がると、およそ５０ミクロンの厚さを有す
る。
【００８１】
　いくつかの実施形態では、複数の構築オリゴヌクレオチドは、上記のように少なくとも
１つのアレイ上で合成される。図８を参照すると、少なくとも１つの構築アレイ（例えば
、表面４１１）の選択された機構で、複数の構築オリゴヌクレオチドが合成され、複数の
オリゴヌクレオチド各々（例えば、Ａ１、Ｂ１Ｃ１Ｄ１）は、異なる予め定義された配列
を有する。いくつかの実施形態では、複数の構築支持体（例えば、表面４１１、４１２、
４１５）の選択された機構で、複数の構築オリゴヌクレオチドが合成され、複数のオリゴ
ヌクレオチド各々が、異なる予め定義された配列を有する。いくつかの実施形態によれば
、構築オリゴヌクレオチドは、支持体結合オリゴヌクレオチドを鋳型として使用してプラ
イマー伸長によって合成される。いくつかの実施形態では、第１の複数のオリゴヌクレオ
チド（例えば、支持体４１１上のオリゴヌクレオチド４６１）が、プライマー伸長を促進
する条件下、ポリメラーゼの存在下でプライマーとともにインキュベートされる。第１の
複数の支持体結合オリゴヌクレオチドは、その３’末端に、プライマー配列と相補的であ
るよう設計された配列（例えば、プライマー結合部位）を有し得る。いくつかの実施形態
では、プライマーは、複数のウラシルを含有するプライマー（例えば、ＵＳＥＲ（商標）
切断可能なプライマー）であり、プライマー伸長後、プライマーは、本明細書に記載され
たＵＳＥＲ（商標）エンドヌクレアーゼを使用して除去される。同様に、予め定義された
配列を有する構築オリゴヌクレオチドＡ２、Ｂ２Ｃ２Ｄ２、…Ａｍ、ＢｍＣｍ、Ｄｍが、
プライマー伸長によって並列様式または逐次様式で合成され、それによって、二本鎖を形
成し得る。図８に示されるように、この結果、その表面（４１１、１２、４１５）上に、
構築オリゴヌクレオチドおよび鋳型オリゴヌクレオチドを含む複数の二本鎖を有する複数
のアレイが得られる（オリゴヌクレオチド４６１：表面４１１上のＡ１、Ｂ１Ｃ１Ｄ１；
表面４１２上のオリゴヌクレオチド４６２Ａ２、Ｂ２Ｃ２Ｄ２；表面４１５上のオリゴヌ
クレオチド４６５Ａｍ、ＢｍＣｍ、Ｄｍ）。
【００８２】
　複数の構築アレイの各々は、同じ配置を有するよう設計され得、各機構は、次の機構か
ら同じ距離だけ離れており、各機構は、アレイ上で同様に配置される。例えば、第１の支
持体４１１は、それぞれ、オリゴヌクレオチドの第１、第２および第ｎ番目の集団を含む
ｎ個の機構を有し、各オリゴヌクレオチドは、予め定義された配列を有する。複数のオリ
ゴヌクレオチドの各々は、その他の複数のオリゴヌクレオチドと、１個または複数の塩基
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で異なり得るということは理解されよう。同様に、支持体４１２は、オリゴヌクレオチド
の第１、第２および第ｎ番目の集団を有し、ここで、第１の支持体のオリゴヌクレオチド
の第１の集団は、第２の支持体のオリゴヌクレオチドの第１の集団と相補的である配列を
有する（図９ｃに示されるように）。例示的一実施形態では、第１の支持体のオリゴヌク
レオチドの第１の集団は、第２の支持体のオリゴヌクレオチドの第１の集団と相補的であ
る３’末端配列を有する。同様に、第ｍ番目の支持体のオリゴヌクレオチドの第ｍ番目の
集団は、（ｍ－１）番目の支持体のオリゴヌクレオチドの（ｍ－１）番目の集団と相補的
である配列領域を有する。
【００８３】
　いくつかの実施形態では、第１の構築アレイは、アンカーアレイ４１０に対してアライ
ンされ、ここで、各機構は、支持体結合アンカーオリゴヌクレオチド（Ａ０、Ｂ０、Ｃ０

、Ｄ０）を含む。アンカーオリゴヌクレオチド各々は、一本鎖であり得、その５’末端に
、第１の構築アレイの複数のオリゴヌクレオチドの５’末端と相補的である配列を含み得
る。異なる予め定義された配列を有する複数のポリヌクレオチドの高度に並列した合成の
ためには、複数の各アンカーオリゴヌクレオチドは、異なる５’末端配列を有し得るとい
うことは理解されよう。いくつかの実施形態では、異なる５’末端配列は、１個または複
数の塩基だけ異なり得る。いくつかの実施形態では、構築アレイおよびアンカーアレイは
、垂直にアラインされ、構築アレイは、頂部のアレイを定義し、アンカーアレイは、底部
アレイを定義する。好ましい実施形態では、アンカーアレイおよび構築アレイは、同じ配
置を有するよう設計され、各機構は、次の機構から同じ距離だけ離れており、各機構は、
アレイ上に同様に配置される。構築およびアンカーアレイの設計によって、アンカーおよ
び構築オリゴヌクレオチドのアラインメントが可能となり、アンカーオリゴヌクレオチド
は、構築オリゴヌクレオチドと相補的である配列を有するということは理解されよう。構
築およびアンカーアレイのアラインメント後、構築オリゴヌクレオチドは、溶液中に放出
され得、その結果、構築オリゴヌクレオチドがアンカーオリゴヌクレオチドに対して捕獲
およびハイブリダイゼーションされる。次いで、異なる支持体上に固定化されている構築
オリゴヌクレオチドの第２の集団は、アンカーアレイと密接に接近させ、アンカーオリゴ
ヌクレオチドおよび構築オリゴヌクレオチドの第１の集団を含む二本鎖に逐次付加し得る
。
【００８４】
　第１の構築アレイは、アンカーアレイに対してアラインし、接近させることができる。
一部では、構築アレイおよびアンカーアレイのアラインメントおよび接近は、頂部構築ア
レイから底部アンカーアレイへの構築オリゴヌクレオチドのその後の近接拡散および移動
（図９において垂直方向に示される）を可能にする液状媒体または溶液の存在下で行う。
構築オリゴヌクレオチドは、例えば、二本鎖の解離を促進する条件下、液状媒体中で、構
築アレイから放出され得る。例えば、二本鎖は、構築オリゴヌクレオチド二本鎖の融解温
度を上回る温度で、選択された機構またはアレイ全体を加熱することによって解離され得
る。図９ａ～ｂを参照すると、異なる予め定義された配列を有する構築オリゴヌクレオチ
ドの第１のセット（Ａ１、Ｂ１Ｃ１Ｄ１）が、液状媒体４８５中で第１の構築アレイから
放出され、アンカーアレイ上に捕獲され、複数の二本鎖を形成する（例えば、二本鎖４４
１、Ａ０Ａ１、Ｂ０Ｂ１、Ｃ０Ｃ１、Ｄ０Ｄ１）。図９ｃ～ｄを参照すると、第２の構築
アレイは、アンカー－第１の集団構築オリゴヌクレオチド二本鎖を含むアンカーアレイに
対してアラインし、密接に接近させる。液状媒体の存在下での、第２の構築アレイおよび
アンカーアレイのアラインメントおよび接近は、第２の構築アレイからの構築オリゴヌク
レオチドの第２のセットのアンカーアレイへのその後の近接移動を可能にする。図９ｄを
参照すると、構築オリゴヌクレオチドの第２のセットＡ２、Ｂ２Ｃ２Ｄ２、４６２は、マ
イクロアレイ４１２から放出され、アンカーマイクロアレイ４１０とアニーリングされて
、ポリヌクレオチド４４２Ａ０Ａ１Ａ２、Ｂ０Ｂ１Ｂ２、Ｃ０Ｃ１Ｃ２、Ｄ０Ｄ１Ｄ２を
形成する。次いで、液状媒体中に、リガーゼ、例えば、Ｔａｑ　ＤＮＡリガーゼおよびそ
の必要な反応成分を含めることによって、得られたアセンブルされたポリヌクレオチドが
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ライゲーションされて、単一の共有結合によって連結している分子を形成し得る。いくつ
かの実施形態では、リガーゼは、ギャップを埋め、ライゲーションの効率を高めるために
、非鎖置換ＤＮＡポリメラーゼで補完され得る。このようなプロセスを、アンカーオリゴ
ヌクレオチドアレイ上で所望の長さのポリヌクレオチドが合成されるまで、構築マイクロ
アレイ集合体のさらなるメンバーを用いて反復してもよい。
【００８５】
　いくつかの実施形態では、所望の配列からの逸脱を含まない合成されたポリヌクレオチ
ドの相対的な集団を高めるために、各プロセス反復の間および／またはアセンブリープロ
セスの最後に、エラー修正が含まれ得る。このようなエラー修正は、直接配列決定および
／またはエラー修正ヌクレアーゼ（例えば、ＣＥＬ　Ｉ）などのエラー修正酵素、Ｍｕｔ
ＳまたはＭｕｔＳ相同体結合性もしくはその他のミスマッチ結合性タンパク質に基づくエ
ラー修正、当技術分野で公知のエラー修正のその他の手段もしくはそれらの任意の組合せ
の適用を含み得る。例示的一実施形態では、ＣＥＬ　Ｉが、液状媒体中でオリゴヌクレオ
チド二本鎖に添加され得る。ＣＥＬ　Ｉは、単一ヌクレオチド多型、小さい挿入または欠
失などのすべての種類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。ＣＥＬ　Ｉエンドヌクレアーゼの付加は、ミスマッチの部位または領域での二本鎖オ
リゴヌクレオチドの切断をもたらす。図９ｅは、その表面上に、図９ａ～ｄに記載された
プロセスによってアセンブルされている複数のポリヌクレオチド４５２を有するアンカー
アレイ４１０を表す。アセンブルされたポリヌクレオチドは、１つまたは複数の配列エラ
ー５００（×印によって示されている）を含み得る。ＣＥＬ　Ｉなどのエラー修正ヌクレ
アーゼを使用して、このようなエラー部位で二本鎖ポリヌクレオチドを切断してもよく、
その結果、図９ｆに示されるように、切断されたポリヌクレオチド４５３が得られる。
【００８６】
　いくつかの実施形態では、第１の構築アレイのアンカーアレイとのアラインメントおよ
び接近は、液状媒体および多孔性膜の存在下にある。いくつかの実施形態によれば、多孔
性膜は、構築アレイおよびアンカーアレイの間に置かれ、アンカーアレイの選択されてい
ない機構への、液状媒体中での構築オリゴヌクレオチドの側方拡散を制限する（図１０）
。透過性膜は、構築オリゴヌクレオチドの拡散を、主に垂直方向に制約し、したがって、
対応していないアンカーオリゴヌクレオチドに向けた構築オリゴヌクレオチドの側方拡散
を低減し得るということは理解されよう。例えば、メンブレンは、均一の大きさの孔を有
する多孔性ポリマーメンブレンであり得る。いくつかの実施形態では、メンブレンは、核
酸の比較的自由な通過にとって十分な孔の大きさを有する。いくつかの実施形態では、孔
の大きさは、約１０ｎｍ～約１００ｎｍの範囲またはそれ以上であり得る。孔の大きさは
、異なるオリゴヌクレオチドＡ１、Ｂ１などの間のおよその距離よりも大きくないことが
好ましい。好ましい実施形態では、孔充填係数（ｐｏｒｅ　ｆｉｌｌ　ｆａｃｔｏｒ）ま
たは開口率（ａｐｅｒｔｕｒｅ　ｒａｔｉｏ）は、可能な限り大きい。適したメンブレン
として、Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｍｅｍｂｒａｎｅｓ　ｗｉｔｈ　Ｔｗｏ－Ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ
ａｌｌｙ　Ａｒｒａｎｇｅｄ　Ｐｏｒｅｓ　Ｄｅｒｉｖｅｄ　ｆｒｏｍ　Ｍｏｎｏｌａｙ
ｅｒｓ　ｏｆ　Ｓｉｌｉｃａ　Ｐａｒｔｉｃｌｅｓ，　Ｆｅｎｇ　Ｙａｎ　ａｎｄ　Ｗｅ
ｒｎｅｒ　Ａ．　Ｇｏｅｄｅｌ　Ｃｈｅｍ．　Ｍａｔｅｒ．，　２００４，　１６（９）
，　ｐｐ　１６２２－１６２６に記載されたものが挙げられる。
【００８７】
　特定の状況のためには、構築アレイによる構築オリゴヌクレオチドの再捕獲によって充
填されないまま残るのではなく、アンカーアレイ上の利用可能な部位の高いパーセンテー
ジが、構築オリゴヌクレオチドを捕獲することを確実にすることが有益であるということ
は理解されよう。アンカーアレイによる捕獲の可能性を高めるために、構築オリゴヌクレ
オチドの少なくとも一部の、アンカーアレイとの共有結合を行うことができる。図１１を
参照すると、図９に詳述されたプロセスの修飾が表されている。図１１は、リガーゼおよ
び必要な反応成分を含む液状媒体または溶液中での、少なくとも２種の異なる重複する構
築オリゴヌクレオチドを含む第１の構築アレイの、アンカーアレイに対するアラインメン
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トおよび接近ならびに構築アレイからアンカーアレイへの構築オリゴヌクレオチドのその
後の近接移動を示す。いくつかの実施形態では、構築オリゴヌクレオチドアレイ上の各機
構は、２種以上の重複するオリゴヌクレオチドがアンカーアレイの選択された機構上のア
ンカーオリゴヌクレオチドの集団によって捕獲されるのに寄与するよう設計される。図１
１ａを参照すると、構築オリゴヌクレオチドアレイ４２０の各機構は、アンカーオリゴヌ
クレオチド（例えば、Ａ０）あたり、２種の構築オリゴヌクレオチド４８１（例えば、Ａ

１およびＡ２）を保持する。構築オリゴヌクレオチドＡ１およびＡ２は、構築アレイ４２
０およびアンカーアレイ４１０の間にある液状媒体または溶液４８５中に放出され得る。
いくつかの実施形態では、溶液は、リガーゼ１８０をさらに含み、その結果、構築オリゴ
ヌクレオチドＡ１およびＡ２が、アンカーＡ０上にアセンブルする場合に（図１１ｂ）、
オリゴヌクレオチドＡ２が、アンカーＡ０に共有結合によってライゲーションされる。こ
の配置およびリガーゼの存在は、アンカーアレイ上でのアンカーオリゴヌクレオチドよる
構築オリゴヌクレオチドの好ましい捕獲を提供する。
【００８８】
　いくつかの実施形態では、構築オリゴヌクレオチドアレイ（単数または複数）およびア
ンカーオリゴヌクレオチドアレイは、アンカーアレイに移される構築オリゴヌクレオチド
の数が、対応するアンカーオリゴヌクレオチド各々に対して化学量論的に（ｓｔｏｃｈｉ
ｏｍｅｔｒｉｃ）過剰であるように設計される。この設計によって、アンカーオリゴヌク
レオチドの各々によって構築オリゴヌクレオチドが捕獲される実質的により高い可能性が
可能になり、それによって、予め定義されたポリヌクレオチドの合成における段階的収率
を高める。
【００８９】
　図１２は、液状媒体における、第１の構築アレイの、アンカーアレイに対するアライン
メントおよび接近ならびに構築アレイからアンカーアレイへの構築オリゴヌクレオチドの
その後の近接移動を表し、これでは、構築オリゴヌクレオチドの数は、対応するアンカー
オリゴヌクレオチド各々に対して化学量論的に（ｓｔｏｃｈｉｏｍｅｔｒｉｃ）過剰であ
る。図１２を参照すると、アンカーアレイ４３０は、対応するアンカーオリゴヌクレオチ
ド各々に対して構築アレイ４１１によって提供された構築オリゴヌクレオチドの数と比較
して、化学量論的に少ないアンカーオリゴヌクレオチド（Ａ０、Ｂ０、Ｃ０、Ｄ０）を含
むよう設計される。この設計は、アンカーアレイ上での、構築オリゴヌクレオチドの、ア
ンカーオリゴヌクレオチド各々との結合が、化学量論的に支持されることを確実にする。
図１２ａを参照すると、また例示的目的上、アンカーアレイ４３０上の各アンカーオリゴ
ヌクレオチドに対して、構築アレイ４１１の各機構で、３つの構築オリゴヌクレオチドが
表されている。構築オリゴヌクレオチドアレイ４１１は、アンカーオリゴヌクレオチドア
レイ４３０に関してアラインされる。アンカーオリゴヌクレオチドＡ０を用いる構築オリ
ゴヌクレオチドＡ１のアラインメントに焦点を合わせると、構築オリゴヌクレオチドＡ１

を、その対応する鋳型オリゴヌクレオチドから解離した後、Ａ１の３つのコピーの各々は
、４つの可能性ある結合部位を有し、Ａ１の各コピーは、戻って結合するか、または構築
アレイ４１１（３つの可能性ある部位）によって再捕獲されるか、またはアンカーオリゴ
ヌクレオチドＡ０と結合し得る。捕獲後、４つの可能性ある結合部位の１つは、空のまま
となる。結合部位の各々について、空のままである可能性は等しいので、Ａ０が空のまま
である可能性は２５％であり、Ａ０が占有される可能性は、７５％である。構築オリゴヌ
クレオチドが、アンカーオリゴヌクレオチドと結合する可能性をさらに高めるために、構
築オリゴヌクレオチド対アンカーオリゴヌクレオチドの比をさらに歪めることができる。
いくつかの実施形態では、構築オリゴヌクレオチド対アンカーオリゴヌクレオチドの比は
、少なくとも１０：１、少なくとも１００：１、少なくとも１０００：１、少なくとも１
０４：１、少なくとも１０５：１、少なくとも１０６：１である。
【００９０】
　所望のポリヌクレオチドの構築の効率を高めるための方法は、構築プロセスにおけるス
テップ数を低減することであるということは理解されよう。いくつかの実施形態では、ポ
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リヌクレオチドは、階層的構築法を使用して合成され、これでは、複数のアンカーアレイ
が、構築アレイからの数ラウンドの移動後に、それ自体が、以後のステップにおいて構築
アレイとして使用され得る。階層的プロセスは、同数の移動を実行する時間ならびに各ア
ンカーアレイで行われる移動数を幾何級数的に低減し、したがって、段階的喪失の影響を
低減する。図１３ａは、構築アレイからのいくつかの移動を受け、その結果、それぞれ、
合成されたポリヌクレオチド４７２および４７３が表面に結合している、２つのアンカー
アレイ４７０および４７１を示す。表されるように、合成されたポリヌクレオチドの一方
の鎖は、前記アンカーアレイからの元のアンカーにライゲーションされており、その結果
、例えば、合成されたポリヌクレオチドの長さが、Ａ０のものよりも長い（元のアンカー
アレイは、それぞれ、図１１または図１２からの４１０または４３０と同様である場合）
。アンカーアレイにライゲーションされていないポリヌクレオチド鎖の放出は、図１３ｂ
に示されるアレイ間のポリヌクレオチドの移動をもたらす。リガーゼおよび必要なライゲ
ーション反応成分の存在は、ポリヌクレオチドを一緒にする共有結合をもたらす。例示目
的で、アンカーアレイ４７１からアンカーアレイ４７０へのポリヌクレオチドの移動が示
されているが、移動は、両アレイ間で分配されるということは留意しなければならない。
全エラー率を低下させるために、表面に固定された合成されたポリヌクレオチド４７２お
よび４７３を、まず、図９ｅ～ｆの説明において記載されるエラー修正ヌクレアーゼに曝
露してもよい。一部のエラー修正ヌクレアーゼは、二本鎖と一本鎖核酸の接合部で切断す
るので、ポリヌクレオチド４７２および４７３は、完全に二本鎖であるよう設計されても
よく、またはポリヌクレオチド４７２および４７３に、さらなるギャップを埋めるオリゴ
ヌクレオチドを付加することによって二本鎖に変換され、その後ライゲーションされても
よい。
【００９１】
　当然のことではあるが、オリゴヌクレオチドとの関連でのアセンブリー反応の説明は、
制限であるよう意図されるものではない。例えば、対象とするポリヌクレオチドを作製す
るために１種または複数のオリゴヌクレオチドとともに、その他のポリヌクレオチド（例
えば、一本鎖、二本鎖ポリヌクレオチド、制限断片、増幅生成物、天然に存在するポリヌ
クレオチドなど）がアセンブリー反応に含まれ得る。
【００９２】
　本発明の態様は、合成核酸の製造および／または使用を含むさまざまな適用にとって有
用であり得る。本明細書に記載されたように、本発明は、忠実度がより高い合成核酸を製
造するための方法ならびに／または合成アセンブリー反応の費用および／もしくは時間を
低減するための方法を提供する。得られたアセンブルされた核酸は、インビトロ（ｉｎ　
ｖｉｔｒｏ）で（例えば、ＰＣＲ、ＬＣＲまたは任意の適した増幅技術を使用して）増幅
され、インビボ（ｉｎ　ｖｉｖｏ）で増幅され（例えば、適したベクターへのクローニン
グによって）、単離および／または精製され得る。
【００９３】
　本明細書に記載された方法およびデバイスの態様は、本明細書に記載されるようなエラ
ーを含有する核酸配列の除去を含み得る。エラーを含有する配列またはエラーを含有する
ヌクレオチド（単数または複数）を除去することによって、エラーを含まない核酸配列を
濃縮できる。核酸配列は、構築オリゴヌクレオチドまたはサブアセンブリーなどのアセン
ブルされた生成物または最終の所望のポリヌクレオチドであり得る。いくつかの実施形態
では、核酸配列は、例えば、酵素的切断または増幅などの当技術分野で公知の方法を使用
して、支持体から溶液中に放出され得る。このステップは、対象の領域（単数または複数
）または機構（単数または複数）のみを含有する局在する個々の微小容積（単数または複
数）において、または単一容積において起こり得る。いくつかの実施形態では、エラーを
含有する核酸配列の除去は、微小滴内で実施される。核酸配列は、予め定義された配列を
有する任意の二本鎖ポリヌクレオチドであり得る。増幅は、アセンブリープロセスの間の
１つまたは複数の段階で実施され得、その結果、二本鎖オリゴヌクレオチドまたはアセン
ブルされた生成物のプールが得られる。このようなプールは、ヘテロ二本鎖（１つまたは
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複数の配列エラーを有する二本鎖核酸配列）およびホモ二本鎖（エラーを含まない二本鎖
核酸配列または相補配列エラーを有する二本鎖核酸配列）を含み得ることは理解されよう
。図１４に示されるように、二本鎖核酸は、１つまたは複数の配列エラー（×印によって
示されるヘテロ二本鎖）を含有し得る。ＣＥＬヌクレアーゼ（ＣＥＬ　ＩまたはＣＥＬ　
ＩＩ）は、二本鎖核酸を、単一塩基置換、小さい欠失または小さい挿入の部位で、両鎖に
おいて切断すると知られているミスマッチ特異的エンドヌクレアーゼである。ＣＥＬ　Ｉ
は、ミスマッチ部位の３’側で核酸を切断し、１つまたは複数のヌクレオチドの一本鎖３
’オーバーハングが生じた。いくつかの実施形態では、エンドヌクレアーゼＣＥＬ　Ｉ（
Ｓｕｒｖｅｙｏｒ（商標））を使用して、このようなエラー部位で二本鎖核酸を切断でき
、その結果、図１４ｃに示されるように、３’オーバーハングを有する切断されたエラー
を含有する核酸と、エラーを含まないホモ二本鎖とを含む核酸配列のプールが得られる。
ミスマッチヌクレオチド（単数または複数）は、Ｔ４ポリメラーゼおよび／または３’－
５’エキソヌクレアーゼ活性を有するクレノウポリメラーゼを使用して除去され得、それ
によって、実質的にエラーを含まない二本鎖核酸プール（図１４ｄに示されるようなホモ
二本鎖）が生じる。いくつかの実施形態では、次いで、核酸配列のプールを、末端プライ
マーを使用するポリメラーゼ連鎖反応、ＰＣＲ）などによって増幅することができる（図
１４ｅ）。プライマーは、ユニバーサルプライマー、セミユニバーサルプライマーまたは
核酸分子の末端配列に特異的なプライマーであり得る。いくつかの実施形態では、二本鎖
をまず解離させ、再アニーリングさせ、その後、核酸のプールを増幅に付す。このプロセ
スによって、ミスマッチ特異的エンドヌクレアーゼによって検出されないままであり得る
相補的エラーの検出および除去が可能となる。
【００９４】
　アセンブルされた核酸（単独またはベクター中にクローニングされた）で、宿主細胞（
例えば、原核生物の、真核生物の、昆虫の、哺乳動物の細胞またはその他の宿主細胞）を
形質転換してもよい。いくつかの実施形態では、宿主細胞を使用して、核酸を増殖できる
。特定の実施形態では、核酸を、宿主細胞のゲノムに組み込むことができる。いくつかの
実施形態では、核酸は、細胞のゲノム上の対応する核酸領域を置換し得る（例えば、相同
組換えによって）。したがって、核酸を使用して、組換え生物を製造できる。いくつかの
実施形態では、標的核酸は、宿主生物のゲノムのすべてまたは一部を置換するために使用
される、全ゲノムまたはゲノムの大きな断片であり得る。組換え生物はまた、種々の研究
、工業的、農業的および／または医薬的適用のために使用できる。
【００９５】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載された方法が、大きな核酸分子（例えば、５
，０００ヌクレオチドの長さより長い、例えば、約１０，０００より長い、約２５，００
０より長い、約５０，０００より長い、約７５，０００より長い、約１００，０００ヌク
レオチドより長いなど）のアセンブリーの際に使用され得る。例示的一実施形態では、本
明細書に記載された方法は、場合により、１つまたは複数の所望の位置で配列中に特異的
修飾を組み込む、生物の（例えば、ウイルス、細菌、酵母またはその他の原核生物または
真核生物の）全ゲノム（またはその大きな断片、例えば、約１０％、２０％、３０％、４
０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％またはそれ以上）のアセンブリーの際に
使用され得る。
【００９６】
　本明細書において提供された方法およびデバイスの態様は、本明細書に記載された１つ
または複数の動きを自動化することを含み得る。いくつかの実施形態では、増幅および／
またはアセンブリー反応の１つまたは複数のステップが、１種または複数の自動化サンプ
ル取り扱いデバイス（例えば、１種または複数の自動化液体または流体取り扱いデバイス
）を使用して自動化され得る。自動化デバイスおよび手順を使用して、以下のうち１種ま
たは複数を含めた反応試薬を送達してもよい：出発核酸、バッファー、酵素（例えば、１
種または複数のリガーゼおよび／またはポリメラーゼ）、ヌクレオチド、塩および分解防
止剤などの任意のその他の適した薬剤。自動化デバイスおよび手順はまた、反応条件を制
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御するために使用してもよい。例えば、反応温度および使用され得る任意の温度周期を制
御するために自動化サーマルサイクラーを使用してもよい。いくつかの実施形態では、１
つまたは複数の反応温度またはポリヌクレオチドをインキュベートするのに適した温度周
期を提供するよう、走査レーザーが自動化され得る。同様に、アセンブルされたポリヌク
レオチド生成物のその後の分析も自動化され得る。例えば、配列決定は、配列決定デバイ
スおよび自動化配列決定プロトコールを使用して自動化され得る。さらなるステップ（例
えば、増幅、クローニングなど）も、１種または複数の適当なデバイスおよび関連プロト
コールを使用して自動化され得る。当然のことではあるが、本明細書に記載された１種ま
たは複数のデバイスまたはデバイス構成成分を、系（例えば、ロボットシステム）におい
て、または微小環境（例えば、微小流体反応チャンバー）において組み合わせてもよい。
自動化デバイスおよび手順（例えば、自動化ピペット操作デバイス、マイクロシステムな
どを含めた、サンプルおよび／またはサンプル容器のロボット操作および／または移動）
を使用して、アセンブリー反応混合物（例えば、液体反応サンプル）を、系のある構成成
分から別のものに移してもよい。システムおよびその任意の構成成分は、対照系によって
制御できる。
【００９７】
　したがって、本明細書において提供されたデバイスの方法ステップおよび／または態様
は、例えば、コンピュータシステム（例えば、コンピュータ制御システム）を使用して自
動化され得る。本明細書において提供された技術の態様が実施され得るコンピュータシス
テムは、任意の種類の処理（例えば、本明細書に記載されたような配列分析および／また
は自動化デバイス制御）のためのコンピュータを含み得る。しかし、当然のことではある
が、特定の処理ステップは、アセンブリーシステムの一部である１種または複数の自動化
デバイスによって提供され得る。いくつかの実施形態では、コンピュータシステムは、２
種以上のコンピュータを含み得る。例えば、１種のコンピュータを、ネットワークによっ
て第２のコンピュータとつなぐことができる。１種のコンピュータは、配列分析を実施で
きる。第２のコンピュータは、系において、１種または複数の自動化合成およびアセンブ
リーデバイスを制御できる。その他の態様では、１種または複数の分析または処理動作を
制御するために、さらなるコンピュータがネットワーク中に含まれ得る。各コンピュータ
は、メモリーおよび処理装置を含み得る。本明細書において提供された技術の態様は、任
意の特定のコンピュータプラットフォームで実施されているよう制限されないので、コン
ピュータは任意の形態をとり得る。同様に、ネットワークは、プライベートネットワーク
またはパブリックネットワーク（例えば、インターネット）を含めた任意の形態をとり得
る。ディスプレイデバイスが、１種または複数のデバイスおよびコンピュータと関連して
いてもよい。あるいは、またはさらに、ディスプレイデバイスは、本明細書において提供
された技術に従って、分析のアウトプットをディスプレイするために、遠隔部位に配置さ
れ、接続される場合もある。システムの異なる構成成分間の接続は、ワイヤ、光ファイバ
ー、ワイヤレス伝送、衛星伝送、任意のその他の適した伝送または上記のうち２種以上の
任意の組合せによってであり得る。
【００９８】
　本明細書において提供された技術の異なる態様、実施形態または動作の各々は、多数の
方法のいずれかで、独立に自動化され、実施され得る。例えば、各態様、実施形態または
動作は、ハードウェア、ソフトウェアまたはそれらの組合せを使用して、独立に実施され
得る。ソフトウェアで実施される場合には、ソフトウェアコードは、単一コンピュータに
おいて提供されようと、複数のコンピュータ間に分配されようと、任意の適した処理装置
または処理装置の収集物で実行され得る。当然のことではあるが、上記の機能を実施する
、任意の構成成分または構成成分の収集物は、一般に、上記で論じられた機能を制御する
１種または複数の制御装置と考えられ得る。１種または複数の制御装置は、専用のハード
ウェアを用いて、またはマイクロコードを使用してプログラムされている汎用ハードウェ
ア（例えば、１種または複数の処理装置）または上記で列挙された機能を実施するための
ソフトウェアを用いてなど、多数の方法で実施され得る。
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【００９９】
　この点において、当然のことではあるが、本明細書において提供された技術の実施形態
の一実施は、コンピュータプログラム（すなわち、複数の指示）で符号化された、少なく
とも１種のコンピュータによって読み取り可能な媒体（例えば、コンピュータメモリー、
フロッピーディスク、コンパクトディスク、テープなど）を含み、これは、処理装置で実
行されると、本明細書において提供された技術の１種または複数の上記で論じられた機能
を実施する。コンピュータによって読み取り可能な媒体は、輸送可能であり得、その結果
、それに保存されたプログラムは、本明細書において提供された技術の１種または複数の
機能を実施するために任意のコンピュータシステムリソースに読み込まれ得る。さらに、
当然のことではあるが、実行されると、上記で論じられた機能を実施するコンピュータプ
ログラムへの言及は、ホストコンピュータ上で動くアプリケーションプログラムに制限さ
れない。むしろ、用語コンピュータプログラムは、本明細書において、一般的な意味で、
本明細書において提供された技術の上記で論じられた態様を実施するよう処理装置をプロ
グラムするために使用され得る、任意の種類のコンピュータコードに言及するよう使用さ
れる（例えば、ソフトウェアまたはマイクロコード）。
【０１００】
　当然のことではあるが、プロセスが、コンピュータによって読み取り可能な媒体に保存
される本明細書において提供された技術のいくつかの実施形態に従って、コンピュータに
よって実施されるプロセスは、その実行の過程の間、手作業でインプットを受け取ること
ができる（例えば、ユーザーから）。
【０１０１】
　したがって、本明細書に記載されたアセンブリーデバイスまたは構成成分のシステム全
体レベルの制御は、関連する核酸シンセサイザー、液体取り扱いデバイス、サーマルサイ
クラー、配列決定デバイス、関連するロボット構成成分ならびに所望のインプット／アウ
トプットもしくはその他の制御機能を実施するためのその他の適したシステムに制御信号
を提供し得るシステム制御装置によって実施され得る。したがって、システム制御装置は
、任意のデバイス制御装置と一緒に核酸アセンブリーシステムの運転を制御する制御装置
を形成する。制御装置は、汎用コンピュータまたは汎用コンピュータのネットワークおよ
びコミュニケーションデバイス、モデムおよび／または所望のインプット／アウトプット
もしくはその他の機能を実施するためのその他の電気回路もしくは構成成分を含めたその
他の関連デバイスであり得る、汎用データ処理システムを含み得る。制御装置はまた、少
なくとも幾分かは、各々、全体的なシステムレベルの制御のための基本処理装置または中
央処理装置セクションと、中央処理装置セクションの制御下で、種々の異なる特定の計算
、機能およびその他のプロセスを実施するための専用の別のセクションを有する、単一の
特別な目的の集積回路（例えば、ＡＳＩＣ）またはＡＳＩＣのアレイとして実施され得る
。制御装置はまた、複数の別の専用のプログラム可能な集積回路またはその他の電子回路
またはデバイス、例えば、別個の素子回路またはプログラム可能な論理デバイスなどの、
配線で接続された電子回路または論理回路を使用して実施され得る。制御装置はまた、任
意のその他の構成成分またはデバイス、例えば、ユーザーインプット／アウトプットデバ
イス（モニター、ディスプレイ、プリンター、キーボード、ユーザーポインティングデバ
イス、タッチスクリーンまたはその他のユーザーインターフェースなど）、データ保存デ
バイス、駆動モーター、リンケージ、バルブ制御装置、ロボットデバイス、真空およびそ
の他のポンプ、圧力センサー、検出器、電力供給装置、パルス供給装置、コミュニケーシ
ョンデバイスまたはその他の電子回路または構成成分などを含み得る。制御装置はまた、
当技術分野で公知であるが、本明細書において詳細には記載されていないその他の適した
機能を実施するために、自動化されたクライアントオーダー処理、品質管理、パッケージ
ング、輸送、請求書作成などといったシステムのその他の部分の運転を制御し得る。
【０１０２】
　種々の本発明の態様は、単独で使用されても、組み合わせて使用されても、前記で記載
された実施形態では具体的に論じられていないさまざまな配置で使用されてもよく、した
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詳細な適用および配置に制限されない。例えば、一実施形態において記載された態様を、
任意の方法で、その他の実施形態において記載された態様と組み合わせてもよい。
【０１０３】
　特許請求の範囲の要素を修飾するための、特許請求の範囲における「第１の」、「第２
の」、「第３の」などといった順序を示す用語の使用は、それ自体で、ある特許請求の範
囲の要素の、別のものを上回る、任意の優先度、先行もしくは順序または方法の動きが実
施される一時的な順序を含意するものではなく、特定の名称を有するある特許請求の範囲
の要素を、同一の名称を有する（しかし、順序を示す用語の使用のために）別の要素と区
別するための標識として単に使用されて、特許請求の範囲の要素を区別する。
【０１０４】
　また、本明細書において使用された表現および技術用語は、記載の目的のためのもので
あって、制限と見なされてはならない。「含む（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」、「含む（ｃｏ
ｍｐｒｉｓｉｎｇ）または「有する（ｈａｖｉｎｇ）」、「含有する（ｃｏｎｔａｉｎｉ
ｎｇ）」、「包含する（ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ）」および本明細書におけるその変形の使用
は、以下に列挙された項目およびその等価物ならびにさらなる項目を包含するものとする
。
【０１０５】
等価物
　本発明は、中でも、高忠実度遺伝子アセンブリーのための新規方法およびデバイスを提
供する。対象発明の特定の実施形態が論じられているが、上記の明細書は例示であって、
制限ではない。本発明の多数の等価物は、本明細書を再検討すると当業者には明らかとな
ろう。本発明の全範囲は、特許請求の範囲を等価物のその全範囲とともに、本明細書をこ
のような変法と一緒に参照することによって決定されなければならない。
【０１０６】
出典明示による組み込み
　「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｄｅｖｉｃｅｓ　　ｆｏｒ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ
　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ」と題された、２０１０年１１月１２日に出願された、米国仮出願
第６１／４１２，９３７号、「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｄｅｖｉｃｅｓ　　ｆｏｒ　Ｎ
ｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ」と題された、２０１０年１１月３０日
に出願された米国仮出願第６１／４１８，０９５号および「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｄ
ｅｖｉｃｅｓ　　ｆｏｒ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ」と題され
た、２０１１年３月２３日に出願された米国仮出願第６１／４６６，８１４号、２００９
年８月２７日に出願されたＰＣＴ出願ＰＣＴ／ＵＳ２００９／５５２６７　、２０１０年
１１月３日に出願されたＰＣＴ出願ＰＣＴ／ＵＳ２０１０／０５５２９８　および２０１
０年１１月１９日に出願されたＰＣＴ出願ＰＣＴ／ＵＳ２０１０／０５７４０５が参照さ
れる。本明細書において言及されたすべての刊行物、特許および配列データベースの項目
は、個々の刊行物または特許が各々、具体的に、また参照により組み込まれるよう個々に
指示されるように、出典明示によりその全文が本明細書に組み込まれる。
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