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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】シントンの産生方法、及び前記方法を実施する
ためのキットの提供。
【解決手段】５’－３’エキソヌクレアーゼ、鎖置換ポ
リメラーゼ、場合により、一本鎖ＤＮＡ結合タンパク質
、非天然緩衝剤を含み、クラウディング剤及び／または
非鎖置換ポリメラーゼを含まない、シントンを集合させ
るための組成物。
【選択図】図２Ｂ
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　(ａ）５’－３’エキソヌクレアーゼ；
（ｂ）鎖置換ポリメラーゼ；
（ｃ）場合により、一本鎖ＤＮＡ結合タンパク質；
（ｄ）非天然緩衝剤
を含み、クラウディング剤及び／または非鎖置換ポリメラーゼを含まない、シントンを集
合させるための組成物。
【請求項２】
　更にリガーゼ及び／または一本鎖結合ドメインを含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　更に少なくとも２つのポリヌクレオチドのセットを含む、請求項１または２に記載の組
成物。
【請求項４】
　前記鎖置換ポリメラーゼは非天然である、請求項１～３のいずれか一項に記載の組成物
。
【請求項５】
　前記鎖置換ポリメラーゼは変異体または融合タンパク質である、請求項４に記載の組成
物。
【請求項６】
　前記鎖置換ポリメラーゼは耐熱性である、請求項１～５のいずれか一項に記載の組成物
。
【請求項７】
　前記鎖置換ポリメラーゼはファミリーＢポリメラーゼであり、前記組成物は非鎖置換ポ
リメラーゼを除外している、請求項１～６のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項８】
　９°Ｎ、Ｐｈｕｓｉｏｎ、Ｖｅｎｔ、またはＰｆｕ　ＤＮＡポリメラーゼを含まない、
請求項１～７のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項９】
　前記鎖置換ポリメラーゼが、ポリメラーゼ部分は配列番号１、配列番号１０２、または
配列番号３３～５５のいずれかに対して少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を有す
る融合タンパク質である、請求項１～８のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１０】
　前記融合タンパク質は配列番号１及び配列番号２に対して少なくとも９０％同一である
アミノ酸配列を有している、請求項１～９のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１１】
　前記鎖置換ポリメラーゼは配列番号３に対して少なくとも９０％の配列同一性を有して
いる、請求項１～１０のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１２】
　前記一本鎖ＤＮＡ結合タンパク質は超耐熱性一本鎖ＤＮＡ結合タンパク質（ＥＴ　ＳＳ
Ｂ）、Ｅ．ｃｏｌｉｒｅｃＡ、Ｔ７遺伝子２．５産物、ファージλＲｅｄＢ、またはＲａ
ｃプロファージＲｅｃＴである、請求項１～１１のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１３】
　前記５’－３’エキソヌクレアーゼは一本鎖エンドヌクレアーゼ活性を有している、請
求項１～１２のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１４】
　前記５’－３’エキソヌクレアーゼは配列番号９８と少なくとも９０％の配列同一性を
有している、請求項１～１３のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１５】
　更に少なくとも７ｍＭの濃度を有するカリウム塩を含む、請求項１～１４のいずれか一
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項に記載の組成物。
【請求項１６】
　更にポリヌクレオチドのセットを含み、前記セット中の少なくとも１つのポリヌクレオ
チドはセット中の別のポリヌクレオチドと重複する配列を有し、前記ポリヌクレオチドは
（ｉ）二本鎖ポリヌクレオチド、（ｉｉ）一本鎖オリゴヌクレオチド、（ｉｉｉ）少なく
とも１つの二本鎖ポリヌクレオチド及び少なくとも１つの一本鎖オリゴヌクレオチド、及
び（ｉｖ）亜集団のメンバー間で異なる配列を除いて相互に同一であるポリヌクレオチド
の亜集団から選択される、請求項１～１５のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１７】
　前記ポリヌクレオチドのセットの少なくとも１つのメンバーは第２の一本鎖ゲノムポリ
ヌクレオチドにハイブリダイズするために各末端の限定配列間に位置するランダム配列を
含む、請求項の１～１６のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１８】
　前記ランダム配列は一本鎖であり、遺伝子編集のために標的ゲノム核酸に対してＣａｓ
タンパク質をガイドするために標的ゲノム配列にハイブリダイズし得る、請求項１７に記
載の組成物。
【請求項１９】
　請求項１～１５のいずれか一項に記載の組成物を適当な反応条件下でハイブリダズし得
る重複配列を有する請求項１６～１８のいずれか一項に記載のポリヌクレオチドのセット
とインキュベートし、ポリヌクレオチドの少なくとも幾つかを他のポリヌクレオチドに結
合してシントンを産生させることを含むシントンの形成方法。
【請求項２０】
　前記セット中のポリヌクレオチドの全部または一部は二本鎖である、請求項１９に記載
の方法。
【請求項２１】
　前記二本鎖ポリヌクレオチドは重複ＰＣＲ産物、重複制限断片、または相補性一本鎖オ
リゴヌクレオチドから集合した合成二本鎖分子である、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記セット中のポリヌクレオチドの全部または一部は一本鎖オリゴヌクレオチドである
、請求項１９に記載の方法。
【請求項２３】
　前記ポリヌクレオチドのセットは少なくとも１つの二本鎖ポリヌクレオチド及び少なく
とも１つの一本鎖オリゴヌクレオチドを含む、請求項１９に記載の方法。
【請求項２４】
　前記ポリヌクレオチドのセットは亜集団のメンバー間で異なる配列を除いて相互に同一
であるポリヌクレオチドの亜集団を含む、請求項１９に記載の方法。
【請求項２５】
　前記ポリヌクレオチドの重複配列は２キロベース未満の長さを有する、請求項１９～２
４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　前記鎖置換ポリメラーゼは配列番号１、２、３、３３～９６、または１０２のいずれか
に対して少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含む、請求項１９～２５のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項２７】
　前記ポリヌクレオチドのセットの少なくとも１つのメンバーは限定配列末端間にランダ
ム配列を含む、請求項１９～２６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２８】
　更にゲノムＤＮＡとのハイブリダイズ活性についてランダム配列をスクリーニングし、
前記ハイブリダイズ活性を有するランダム配列を同定することを含む、請求項２７に記載
の方法。
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【請求項２９】
　更に前記ハイブリダイズ活性を有するランダム配列を転写してＲＮＡを形成し、前記Ｒ
ＮＡをＣａｓタンパク質の存在下で遺伝子編集のために使用することにより遺伝子編集を
実施することを含む、請求項２７～２８に記載の方法。
【請求項３０】
　(ａ）５’－３’エキソヌクレアーゼ；
（ｂ）鎖置換ポリメラーゼ；及び
（ｃ）場合により、一本鎖ＤＮＡ結合タンパク質
を含むキットであって、前記キットは場合によりクラウディング剤及び／または非鎖置換
ポリメラーゼを含まないポリヌクレオチド集合のための前記キット。
【請求項３１】
　更にリガーゼを含む、請求項３０に記載のキット。
【請求項３２】
　更にｄＮＴＰｓを含む、請求項３０または３１に記載のキット。
【請求項３３】
　更に緩衝剤を含む、請求項３０～３２のいずれか一項に記載のキット。
【請求項３４】
　(ａ）～（ｃ）は１つ以上の異なる容器、例えば１つ以上の異なるストレージまたは反
応容器中に存在している、請求項３０～３３のいずれか一項に記載のキット。
【請求項３５】
　ポリメラーゼ融合タンパク質を含む組成物であって、前記ポリメラーゼ融合タンパク質
は、
ｉ．配列番号２、５６～９６のいずれかに対して少なくとも９０％同一であるアミノ酸配
列、及び
ｉｉ．異種ポリメラーゼドメイン
を含む前記組成物。
【請求項３６】
　前記ポリメラーゼ融合タンパク質は
ｉ．配列番号２に対して少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列、及び
ｉｉ．異種ポリメラーゼドメイン
を含む、請求項３５に記載の組成物。
【請求項３７】
　ポリメラーゼ融合タンパク質を含む組成物であって、前記ポリメラーゼ融合タンパク質
は、
（ａ）配列番号１、３３～５５、または１０２のいずれかに対して少なくとも９０％同一
であるアミノ酸配列を有するポリメラーゼドメイン、及び
（ｂ）異種ＤＮＡ結合ドメイン
を含む前記組成物。
【請求項３８】
　ポリメラーゼ融合タンパク質を含み、前記ポリメラーゼ融合タンパク質は
（ａ）配列番号１に対して少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を有するポリメラー
ゼドメイン、及び
（ｂ）異種ＤＮＡ結合ドメイン
を含む、請求項３７に記載の組成物
【請求項３９】
　ポリメラーゼ融合タンパク質を含み、前記ポリメラーゼ融合タンパク質は
（ａ）配列番号１０２に対して少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を有するポリメ
ラーゼドメイン、及び
（ｂ）異種ＤＮＡ結合ドメイン
を含む、請求項３７に記載の組成物。
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【請求項４０】
　前記ポリメラーゼ融合タンパク質は配列番号３に対して少なくとも９０％同一であるア
ミノ酸配列を有する、請求項３５～３９のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項４１】
　前記組成物は更に５’－３’エキソヌクレアーゼを含む、請求項３５～４０のいずれか
一項に記載の組成物。
【請求項４２】
　前記５’－３’エキソヌクレアーゼはＴ５エキソヌクレアーゼである、請求項４１に記
載の組成物。
【請求項４３】
　更に一本鎖ＤＮＡ結合タンパク質を含む、請求項３５～４２のいずれか一項に記載の組
成物。
【請求項４４】
　前記一本鎖ＤＮＡ結合タンパク質は超耐熱性一本鎖ＤＮＡ結合タンパク質（ＥＴ　ＳＳ
Ｂ）、Ｅ．ｃｏｌｉｒｅｃＡ、Ｔ７遺伝子２．５産物、ファージλＲｅｄＢ、またはＲａ
ｃプロファージＲｅｃＴである、請求項４３に記載の組成物。
【請求項４５】
　更にリガーゼを含む、請求項３５～４４のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項４６】
　前記リガーゼは耐熱性である、請求項４５に記載の組成物。
【請求項４７】
　前記組成物はクラウディング剤及び／または非鎖置換ポリメラーゼを含まない、請求項
３５～４６のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項４８】
　更にｄＮＴＰｓを含む、請求項３５～４７のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項４９】
　更に少なくとも７ｍＭの濃度を有するカリウム塩を含む、請求項３５～４８のいずれか
一項に記載の組成物。
【請求項５０】
　更にポリヌクレオチドのセットを含み、前記セット中の少なくとも１つのポリヌクレオ
チドはセット中の別のポリヌクレオチドと重複する配列を有し、前記ポリヌクレオチドは
（ｉ）二本鎖ポリヌクレオチド、（ｉｉ）一本鎖オリゴヌクレオチド、（ｉｉｉ）少なく
とも１つの二本鎖ポリヌクレオチド及び少なくとも１つの一本鎖オリゴヌクレオチド、及
び（ｉｖ）亜集団のメンバー間で異なる配列を除いて相互に同一であるポリヌクレオチド
の亜集団から選択される、請求項３５～４９のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項５１】
　請求項１～１８、３５～５０のいずれか一項に記載のポリメラーゼを含み、更に５’－
３’エキソヌクレアーゼ、及び場合によりリガーゼ及び一本鎖ＤＮＡ結合タンパク質を含
む組成物とポリヌクレオチドのセットをインキュベートし、前記ポリヌクレオチドを結合
してシントンを産生することを含むシントンの産生方法であって、前記ポリヌクレオチド
の各々が他のポリヌクレオチド中の配列と重複する配列を含み、前記異なるポリヌクレオ
チドの重複配列は適当な反応条件下でクロスハイブリダイジングし得る前記方法。
【請求項５２】
　前記組成物は更にリガーゼを含む、請求項５１に記載の方法。
【請求項５３】
　前記組成物は更に一本鎖ＤＮＡ結合タンパク質を含む、請求項５１または５２に記載の
方法。
【請求項５４】
　前記セット中の１つ以上のポリヌクレオチドは二本鎖である、請求項５１～５３のいず
れか一項に記載の方法。
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【請求項５５】
　前記二本鎖ポリヌクレオチドは重複ＰＣＲ産物、重複制限断片であり、または一本鎖オ
リゴヌクレオチドから集合している、請求項５４に記載の方法。
【請求項５６】
　前記ポリヌクレオチドは一本鎖オリゴヌクレオチドである、請求項５１～５３のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項５７】
　前記ポリヌクレオチドのセットは少なくとも１つの二本鎖ポリヌクレオチド及び少なく
とも１つの一本鎖オリゴヌクレオチドを含む、請求項５１～５６のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項５８】
　重複している前記配列は２キロベース未満の長さを有する、請求項５１～５７のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項５９】
　(ａ）請求項３５～４０のいずれか一項に記載のポリメラーゼ融合タンパク質、
（ｂ）５’－３’エキソヌクレアーゼ、及び
（ｃ）場合により、一本鎖ＤＮＡ結合タンパク質
を含むポリヌクレオチド集合のためのキット。
【請求項６０】
　更にリガーゼを含む、請求項５９に記載のキット。
【請求項６１】
　更にｄＮＴＰｓを含む、請求項５９～６０のいずれかに記載のキット。
【請求項６２】
　更に緩衝剤を含む、請求項５９～６１のいずれか一項に記載のキット。
【請求項６３】
　(ａ）～（ｃ）は同一の容器中に存在している、請求項５９～６２のいずれか一項に記
載のキット。
【請求項６４】
　(ａ）～（ｃ）は異なる容器中に存在している、請求項５９～６２のいずれか一項に記
載のキット。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　合成生物学は構成パーツから新規ＤＮＡを構築する能力に頼っている。二本鎖（ｄｓ）
ＤＮＡ分子は第１ＤＮＡ二重鎖の両端に付着末端を作成することにより集合される。これ
は、制限エンドヌクレアーゼを使用することにより、エキソヌクレアーゼ消化を使用する
ことにより、またはＴ４　ＤＮＡポリメラーゼを使用した後ハイブリダイズし、場合によ
り第１二重鎖に第２ＤＮＡ二重鎖を結合することにより達成されている。反応混合物中に
エキソヌクレアーゼ及びリガーゼを利用する技術は非鎖置換ポリメラーゼの使用も明示し
ている。
【発明の概要】
【０００２】
　本発明は特に、ｉ．５’エキソヌクレアーゼ；ｉｉ．鎖置換ポリメラーゼ；ｉｉｉ．一
本鎖（ｓｓ）ＤＮＡ結合タンパク質；及びｉｖ．非天然緩衝剤を含み、クラウディング剤
及び／または非鎖置換ポリメラーゼを含まない組成物を提供する。組成物はポリヌクレオ
チドをシントンに集合させるために使用され得る。組成物の実施形態は、集合をそれ自身
のリガーゼを含有している細菌細胞中でのクローニングの目的で実施するか、または集合
を細菌中でのクローニングステップを含まない目的で実施するかに応じて場合によりリガ
ーゼを含有している。
【０００３】
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　既報の集合方法は非鎖置換ポリメラーゼを必要とし、更にクラウディング剤を必要とす
るように展開した（例えば、ＵＳ　８，９６８，９９９を参照されたい）。従来の教示に
反して、本実施形態は、５’－３’エキソヌクレアーゼと一緒に使用したときに鎖置換ポ
リメラーゼは非鎖置換ポリメラーゼに比して優れていることを立証している。この組合せ
はクラウディング剤よりもｓｓ結合タンパク質の配合を好み、これはクラウディング剤の
使用が一本鎖結合タンパク質の使用を含む代替方法よりも４倍有効であることを断言して
いる従来技術の教示の逆である。本実施形態は、単一ステップ方法及び／または単一反応
容器中でｄｓ及び／またはｓｓ核酸分子を含めたオリゴヌクレオチド及びポリヌクレオチ
ドから機能遺伝子及びシントンを高い効率で集合させ、クローニングする組成物、方法及
びキットを提供する。これらの実施形態はクラウディング剤に頼らず、２つの分子をアニ
ールした後に存在しているギャップを埋めるために非鎖置換ポリメラーゼも必要としてい
ない。例えば、ｄｓ　ＤＮＡに作用する５’－３’エキソヌクレアーゼが別の分子からの
３’ｓｓ　ＤＮＡ突出部と効果的にアニールし得る３’ｓｓ　ＤＮＡ突出部を生ずる場合
、鎖置換ポリメラーゼは分子をアニールした後に残っているギャップを埋めことができる
。鎖置換ＤＮＡポリメラーゼの活性と５’－３’エキソヌクレアーゼの活性を組み合わせ
ると、ニックを結合部位またはその近くに含んでいる二重鎖シントンが生ずる。このニッ
クは、インビトロではリガーゼにより、インビボでは内因性細胞リガーゼにより閉じられ
得る。加えて、反応混合物中にｓｓ　ＤＮＡ結合タンパク質を配合すると、比較的低濃度
の核酸断片を効率的に集合させることができ、これにより効率のロスまたは結合の精度の
ロスなしにコストが節約される。
【０００４】
　組成物の幾つかの実施形態では、鎖置換ポリメラーゼはファミリーＢポリメラーゼであ
る。好ましくは、鎖置換ポリメラーゼは、同一反応条件下で（例えば、図１Ａ～１Ｅに記
載されているようなアッセイを用いて）Ｐｈｕｓｉｏｎ（Ｒ）ポリメラーゼ（Ｔｈｅｒｍ
ｏ　Ｆｉｓｈｅｒ，マツチューセッツ州ウォルサム）（通常、非鎖置換と記載されている
）で観察されるよりも高い鎖置換活性を有していなければならない。本組成物、方法及び
キットでは、鎖置換ポリメラーゼがその鎖置換活性のために主に使用される。幾つかの実
施形態では、鎖置換ポリメラーゼは非天然であり得、例えば鎖置換ポリメラーゼは変異体
であり得る。変異体の例には、１つ以上のアミノ酸置換を有するポリメラーゼが含まれる
。代替的または追加的に、非天然ポリメラーゼは無関係のアミノ酸配列を有する部分を有
する融合タンパク質であり得、融合ポリメラーゼは天然では遭遇しない。好ましくは、鎖
置換ポリメラーゼは５０℃以上で安定であり、よって耐熱性鎖置換ポリメラーゼと称され
得る。ある場合には、鎖置換ポリメラーゼは無関係または異種ＤＮＡ結合ドメインを有す
る融合ポリメラーゼである。幾つかの実施形態では、ポリメラーゼ部分は配列番号１０２
に対して少なくとも９０％、９５％、９８％、または９９％に対して同一であるアミノ酸
配列を有し得る。別の実施形態では、ポリメラーゼは配列番号１に対して少なくとも９０
％、９５％、９８％、９９％、または１００％、好ましくは少なくとも９０％同一である
アミノ酸配列を有し得る。別の実施形態では、ポリメラーゼは配列番号３３～５５に対し
て少なくとも９０％、９５％、９８％、９９％、または１００％、好ましくは少なくとも
９０％同一であるアミノ酸配列を有し得る。幾つかの実施形態では、ＤＮＡ結合ドメイン
部分は配列番号２に対して少なくとも９０％、９５％、９８％、または９９％同一である
アミノ酸配列を有し得る。別の実施形態では、ポリメラーゼは配列番号１、３、５６～９
６、または１０２のいずれかに対して少なくとも９０％、９５％、９８％、９９％、また
は１００％、好ましくは少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を有し得る。他の実施
形態では、本明細書中に記載されているポリメラーゼ部分及び本明細書中に記載されてい
るＤＮＡ結合ドメインが異種であるならば、ポリメラーゼドメイン部分をＤＮＡ結合ドメ
インと組み合わせてもよい。例えば、他の実施形態では、融合タンパク質は配列番号１及
び配列番号２と少なくとも９０％、９５％、９９％、または１００％、好ましくは少なく
とも９０％の同一性を有するアミノ酸配列を有し得る。他の実施形態では、融合タンパク
質は配列番号３に対して少なくとも９０％、９５％、９８％、９９％、または１００％、
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好ましくは少なくとも９０％の配列同一性を有し得る。鎖置換ポリメラーゼは３’－５’
エキソヌクレアーゼ活性を有していてもいなくてもよい。鎖置換ポリメラーゼが３’－５
’エキソヌクレアーゼ活性を有している場合、ポリヌクレオチド結合は本明細書中に例示
されているものを含めた条件を用いて３’－５’エキソヌクレアーゼ活性、５’－３’重
合活性及び鎖置換活性を釣り合わせることにより最適化され得る。集合の効率及び精度は
本明細書中に記載されている（例えば、図３Ａ及び３Ｂを参照されたい）アッセイを用い
て確認し得る。幾つかの実施形態では、ポリメラーゼはＰｈｕｓｉｏｎ、９°Ｎ、Ｐｆｕ
またはＶｅｎｔ、或いはＰｈｕｓｉｏｎ、または野生型９°Ｎ、ＰｆｕまたはＶｅｎｔに
対して少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を有するポリメラーゼではない。幾つか
の実施形態では、ポリメラーゼは耐熱性である、すなわち少なくとも４０℃、または少な
くとも５０℃の温度で活性である。鎖置換ポリメラーゼとは対照的に、Ｔａｑ　ＤＮＡポ
リメラーゼのような幾つかのポリメラーゼは５’→３’エキソヌクレアーゼ活性を介して
遭遇する下流鎖を分解する。この活性はニック翻訳プロトコルのために利用される。よっ
て、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼは鎖置換ポリメラーゼの定義に含まれない。
【０００５】
　シントン形成の効率及び精度を調べるためのアッセイは実施例に記載されており、図３
Ａ～Ｂに示されている。設計された集合断片はｌａｃＩ及びｌａｃＺタンパク質をコード
し、ＤＮＡ断片が正しく集合されたならば青色コロニーが生ずる。よって、一晩プレート
からの「青色」コロニーの数は集合の効率及び精度を表す。青色がない場合、効率的な集
合が生じ得るが、結合／延長領域でのエラーが発現を妨げる。シントンを集合させた後宿
主細胞にクローン化すると、シントン形成の効率及び精度が各クローンが正確に集合させ
たシントンを含むという信頼に変わる。この信頼で、シントンの存在を確認するためにた
った１個または少数の複数のクローンしか配列決定する必要がない。これにより、エラー
を含むかもしれないクローンを配列決定するコスト及び不便さが低減する。１つの実施形
態では、クローンの少なくとも８０％、または少なくとも９０％が正確に集合されたシン
トンを含む。
【０００６】
　幾つかの実施形態では、本明細書中に記載されている組成物を使用する方法は最小要件
を実質的に超える収率を得ることができる。例えば、５，０００または１０，０００個く
らい多くのコロニーが１つの形質転換事象で産生され得る。集合の目的がシントンのライ
ブラリーよりもシントンの１例を産生させることにあるならば、本明細書に記載されてい
る範囲よりも低い出発量の核酸断片及び試薬を使用し得る。集合混合物中に使用するのに
適した濃度範囲の例には、ＤＮＡ断片に対して０．０２ｎＭ～１００ｎＭが含まれる。例
えば、０．２ｎＭ～１０ｎＭのＤＮＡを反応容器中の試薬混合物に添加し得る。１つの実
施形態では、ベクターＤＮＡをＤＮＡ断片に対して１：１の比で配合するが、より高いま
たはより低い比率を使用し得る。ｄｓ　ＤＮＡに対して選択される濃度と比較して、より
高い濃度のｓｓ　ＤＮＡが好ましいことがある。反応容器中の試薬混合物は、更に０．０
００４Ｕ／μｌ～０．０６４Ｕ／μｌ（例えば、０．０００４Ｕ／μｌ～０．０１Ｕ／μ
ｌ）の５’－３’エキソヌクレアーゼ；０．５Ｕ／μｌ～３２Ｕ／μｌ（例えば、１Ｕ／
μｌ～１０Ｕ／μｌ）の任意成分のリガーゼ；０．００２５Ｕ／μｌ～０．２５Ｕ／μｌ
（例えば、０．００５Ｕ／μｌ～０．１Ｕ／μｌ）の鎖置換ポリメラーゼ；及び０．００
１μｇ／μｌ～０．１μｇ／μｌ（例えば、０．０１μｇ／μｌ～０．５μｇ／μｌ）の
ｓｓ結合タンパク質を含み得る（単位は製造業者（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａ
ｂｓ，マサチューセッツ州イプスウイッチ）が特定しているものに対応している）。
【０００７】
　５’－３’エキソヌクレアーゼの量は更に、核酸断片の重複部分の長さ及び各断片のサ
イズに従って最適化され得る。例えば、５’－３’エキソヌクレアーゼの量は８０ヌクレ
オチド長よりも長い核酸断片の場合範囲内で増加し得る。特定範囲内の鎖置換ポリメラー
ゼの絶対濃度は臨界的でない。
【０００８】
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　組成物中に使用されるｓｓ　ＤＮＡ結合タンパク質はＥ．ｃｏｌｉｒｅｃＡ、Ｔ７遺伝
子２．５産物、ＲｅｄＢ（ファージλ由来）、ＲｅｃＴ（Ｒａｃプロファージ由来）、Ｅ
Ｔ　ＳＳＢ（超耐熱性一本鎖ＤＮＡ結合タンパク質）、または配列番号１００に対して９
０％の配列同一性を有するｓｓ結合タンパク質であり得るが、多くの他のｓｓ　ＤＮＡ結
合タンパク質が公知であり、組成物中に使用され得る。ｓｓ結合タンパク質を配合すると
、特にｓｓ結合タンパク質の非存在下で生ずるであろうよりもより長い重複配列（例えば
、少なくとも２０ヌクレオチド）を有する核酸断片の場合コロニー数により調べる集合の
効率が向上する。
【０００９】
　任意成分のリガーゼは、ＮＡＤ＋依存性リガーゼ（例えば、Ｔａｑリガーゼ）、または
ＡＴＰ依存性リガーゼ（例えば、Ｔ４リガーゼ）であり得る。しかしながら、ＰＣＲの場
合、ＡＴＰはシントンのその後の増幅において使用されるＴａｑポリメラーゼを阻害し得
るので、ＮＡＤ＋依存性リガーゼを使用することが便利である。適当なリガーゼの例には
、配列番号１０１に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するタンパク質が含まれる
。
【００１０】
　ここで使用される５’－３’エキソヌクレアーゼは５’－３’エキソヌクレアーゼ活性
及びｓｓエンドヌクレアーゼ活性を有する酵素であり得る（例えば、Ｇａｒｆｏｒｔｈら
，ＰＮＡＳ，９６，３８－４３（１９９９）を参照されたい）。エキソヌクレアーゼ及び
ｓｓエンドヌクレアーゼ活性を有する５’－３’エキソヌクレアーゼの例には、Ｔ５エキ
ソヌクレアーゼ、並びにそのホモログ及びバリアントが含まれる。１つの例では、５’－
３’エキソヌクレアーゼは配列番号９８と少なくとも９０％のアミノ酸配列同一性を有す
る。ポリヌクレオチドを鎖置換ポリメラーゼと結合させる前に５’－３’エキソヌクレア
ーゼを変性する必要はない。よって、耐熱性５’－３’エキソヌクレアーゼの使用が実施
例に記載されている。
【００１１】
　幾つかの実施形態では、組成物は更にｄＮＴＰｓ（すなわち、ｄＧＴＰ、ｄＡＴＰ、ｄ
ＧＴＰ及びｄＴＴＰの混合物）を含み得、Ｔ５　５’－３’エキソヌクレアーゼを使用し
ている幾つかの実施形態では、組成物は更に（例えば７ｍＭ～１５０ｍＭの範囲の濃度の
）ＫＣｌのようなカリウム塩を含み得る。
【００１２】
　一般的に、シントンの産生方法を提供する。幾つかの実施形態では、方法は、本明細書
中に記載されている鎖置換ポリメラーゼ、５’－３’エキソヌクレアーゼ、及び場合によ
りリガーゼ（反応がインビトロ、またはリガーゼを含有しない細胞または生物中でインビ
ボであるならば）を含み、ｓｓ結合タンパク質をも含み得る本明細書中に記載されている
組成物の実施形態をポリヌクレオチド及び／またはオリゴヌクレオチドのセットと適当な
反応条件下でインキュベートすることを含み得、前記セットのメンバーの少なくとも１つ
または幾つかがセットの１つまたは幾つかの他のメンバーと重複する配列を有している。
幾つかの実施形態では、ポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドはｄｓ　ＤＮＡ、例
えば重複ＰＣＲ産物または重複制限断片であり得る。他の実施形態では、ポリヌクレオチ
ドはｓｓ　ＤＮＡまたはＲＮＡであり得る。幾つかの実施形態では、ポリヌクレオチドの
セットはｓｓ　ＤＮＡまたはＲＮＡを含み得る。幾つかの実施形態では、ポリヌクレオチ
ドのセットはｄｓポリヌクレオチドを含み得る。幾つかの実施形態では、ポリヌクレオチ
ドのセットは少なくとも１つのｄｓポリヌクレオチド及び少なくとも１つのｓｓポリヌク
レオチドを含み得る。幾つかの実施形態では、ポリヌクレオチドのセットは、亜集団のメ
ンバー間で異なるサブ配列とは別に同一の配列を有するポリヌクレオチドの亜集団を含み
得る。他の実施形態では、ポリヌクレオチドのセットはｓｓまたはｄｓポリヌクレオチド
、またはシントンを形成する各種内部配列を結合させるためにその末端に重複領域を有し
ているポリヌクレオチドを含み得る。よって、本発明の方法の１つの実施形態では、ポリ
ヌクレオチドのセット中のポリヌクレオチドは、ｄｓポリヌクレオチドが重複ＰＣＲ産物
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または重複制限断片であるか、またはｓｓポリヌクレオチドから集合されるようにｄｓで
ある。本発明の方法の代替実施形態では、シントンはｓｓであるポリヌクレオチドのセッ
ト中のポリヌクレオチドから集合される。本発明の方法の更なる代替実施形態では、シン
トンは、少なくとも１つのｄｓポリヌクレオチド及び少なくとも１つのｓｓオリゴヌクレ
オチドの混合物からなるポリヌクレオチドのセットから集合される。本発明の方法の実施
形態では、シントンは、亜集団のメンバー間で異なるサブ配列を除いて相互に同一である
ポリヌクレオチドの亜集団を含むポリヌクレオチドのセットから集合される。
【００１３】
　方法の実施形態は、コード配列、ベクター、遺伝子工学のためのガイド分子及び発現カ
セットを含めた各種シントンを産生させるために使用され得る。
【００１４】
　集合前に、最初のｄｓポリヌクレオチドは１００塩基～３０ｋｂの範囲の長さを有し得
るが、ある場合にはこの範囲外のポリヌクレオチドを使用し得る。例えば、幾つかの実施
形態では、個々の断片サイズは２０ｋｂ～３０ｋｂ以上くらい長くても、または３０塩基
～５００塩基くらい短くてもよい。更に、幾つかの実施形態では、異なるサイズの断片を
集合反応において結合させ得る。１例では、長ポリヌクレオチド（例えば、５ｋｂ～２０
ｋｂの長さの断片）を短ポリヌクレオチド（例えば、１００塩基～５００塩基の長さの断
片）に結合させる。新たに集合されたシントンは単一分子配列決定方法を用いて直接、ま
たはクローニングまたは増幅後配列決定され得る。
【００１５】
　１つの実施形態では、セットのメンバーは２ｋｂ未満、例えば１５～２００ヌクレオチ
ド（例えば、２０～１００ヌクレオチド）の範囲の長さを有する重複配列を含み得る。
【００１６】
　１つの実施形態では、５’－３’エキソヌクレアーゼ；鎖置換ポリメラーゼ；及び７ｍ
Ｍ～１５０ｍＭ、例えば２０ｍＭ～５０ｍＭの濃度範囲のカリウム塩、例えばＫＣｌを含
有する緩衝剤を有する組成物を提供する。カリウム塩に加えて、１０ｍＭ～１００ｍＭの
範囲、例えば２０ｍＭのナトリウム塩（例えば、塩化ナトリウム）も使用し得る。組成物
中にｓｓ結合タンパク質を配合してもよい。幾つかの実施形態では、組成物はクラウディ
ング剤、例えばポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、フィコールまたはデキストランを含
有しない。幾つかの実施形態では、組成物は非鎖置換ポリメラーゼを含有しない。別の実
施形態では、シントンを形成するための組成物中にポリヌクレオチド及び／またはオリゴ
ヌクレオチド断片を配合し得る。
【００１７】
　方法の別の実施形態では、非鎖置換ポリメラーゼの非存在下で、ｓｓ結合タンパク質及
び少なくとも７ｍＭ　カリウム塩（例えば、ＫＣｌ）に加えてまたは代えて、クラウディ
ング剤、例えばポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、フィコールまたはデキストランを鎖
置換ポリメラーゼ及び５’－３’エキソヌクレアーゼと一緒に含む組成物を用いてオリゴ
ヌクレオチドのセットを結合させ得る。１つの実施形態では、カリウム塩の濃度は１５０
ｍＭ未満、例えば２０ｍＭ～５０ｍＭである。
【００１８】
　ｉ．５’－３’エキソヌクレアーゼ；ｉｉ．任意成分のリガーゼ；ｉｉｉ．鎖置換ポリ
メラーゼ；及びｓｓ　ＤＮＡ結合タンパク質を含むポリヌクレオチド集合のためのキット
も提供される。ある実施形態では、キットは更に、例えばｄＮＴＰｓ及び／または緩衝剤
を含み得る。キットの成分は別々の容器（例えば、１つ以上の異なる反応チューブ）中に
存在させても、またはキットの成分を単一容器中に存在させてもよい。成分を凍結乾燥ま
たは溶解させてもよく、または一部を凍結乾燥させ、一部を溶解させてもよい。成分を部
分的にまたは全体的に固体表面、例えばビーズまたは反応チャンバーの表面上に固定化さ
せても、溶解させてもよい。ポリヌクレオチドを標的とするために部分的または全体的に
固定化または溶解され得る成分が添加され得る。幾つかの実施形態では、キットはキット
の成分の１つ以上の混合物を含有し得る。幾つかの実施形態では、キットは非鎖置換ポリ
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メラーゼもクラウディング剤も含有しない。
【００１９】
　１つの実施形態では、集合混合物のために配列番号１と少なくとも８０％、８５％、９
０％、または９５％の配列同一性を有するポリメラーゼを提供する。別の実施形態では、
集合混合物のために配列番号２と少なくとも８０％、８５％、９０％、または９５％の配
列同一性を有する結合ドメインを有するポリメラーゼを提供する。別の実施形態では、集
合混合物のために配列番号３と少なくとも８０％、８５％、９０％、または９５％の配列
同一性を有するポリメラーゼを提供する。これらの組成物はポリメラーゼが鎖置換性であ
る反応条件で使用され得る。組成物は、ポリメラーゼ活性と関連する３’エキソヌクレア
ーゼ活性が活性である反応条件で使用され得る。
【００２０】
　集合反応はｓｓまたはｄｓ核酸を用いて起こり得る。任意の数の断片、例えば２、３、
４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１
９または２０個、またはそれ以上の断片を集合させ得る。化学的に合成したｓｓポリヌク
レオチドをｄｓ重複断片に集合し、ハイブリダイズし、線形化ベクターの末端に連結して
、クローニングに適したシントンを形成する。或いは、二重の断片をシントンに集合させ
、クローニング、ＰＣＲまたは等温増幅のためのベクターに挿入し得る（例えば、図２Ａ
～２Ｃを参照されたい）。ｓｓ核酸断片は、核酸断片を線形化ｄｓベクターの３’ｓｓ末
端にハイブリダイズすることによりベクターに直接挿入することもできる（例えば、図７
を参照されたい）。ｓｓ核酸は、ｓｓ核酸断片を線形化ベクターの３’ｓｓ末端にハイブ
リダイズするのと同時に、その前またはその後に重複する相補性末端を介して集合され得
る。集合させた断片は、クローニング用ベクターに挿入する前にＰＣＲまたは等温方法に
より増幅され得る。核酸断片は、可変領域の各ヌクレオチド位置に代表的なバリアントを
含むライブラリーを形成することができるランダム化ヌクレオチド配列または縮重コード
を含み得る。ランダム配列は各末端の限定配列間に位置し得る。１つの実施形態では、限
定配列間に位置するランダム配列は第２核酸断片（例えば、第２ｓｓゲノムポリヌクレオ
チド）または線形化ベクター末端にハイブリダイズするためであり得る。１例では、遺伝
子編集のためにＣａｓ９タンパク質を標的核酸にガイドするために標的ゲノム配列にラン
ダム配列をハイブリダイズする（例えば、図９Ａ～９Ｃを参照されたい）。よって、本発
明のこの態様によれば、方法は、ポリヌクレオチドのセットの少なくとも１つのメンバー
を第２核酸断片（例えば、第２ｓｓゲノムポリヌクレオチド）または線形化ベクター末端
にハイブリダイズするために使用され得る。例えば、方法は、遺伝子編集の方法において
Ｃａｓエンドヌクレアーゼ、例えばＣａｓ９を標的ゲノム核酸にガイドすべくポリヌクレ
オチドのセットの少なくとも１つのメンバーを標的ゲノム配列にハイブリダイズするため
であり得る。
【００２１】
　幾つかの実施形態では、複数のポリヌクレオチドをシントンに集合させる方法を提供し
、その方法は、単一容器中で場合により等温条件下で複数のポリヌクレオチドを５’－３
’エキソヌクレアーゼ、鎖置換ポリメラーゼ、場合によりリガーゼ、ｓｓ結合タンパク質
及び緩衝剤を含む組成物と組合せることを含み、前記ポリヌクレオチドの各々は第２ポリ
ヌクレオチド上の相補性ｓｓ相補配列にハイブリダイズし得、結合して連続二重鎖ポリヌ
クレオチドを形成し得る３’ｓｓ末端ポリヌクレオチド配列を１つの鎖上に有する。シン
トンは更にその末端で増幅及び／またはクローニング用線形化プラスミドの末端に結合さ
れ得る。
【００２２】
　幾つかの実施形態では、全集合方法は「１ステップ」反応（反応を開始した後反応中ず
っと開けておく必要がない１つのチューブ中で）として実施され得る。１例では、成分を
反応容器中で一緒に混合し、４０℃から６０℃の温度で一時期、例えば５分間から１２時
間インキュベートすると、シントンが産生される。
【００２３】
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　１つの態様において、方法は、配列番号１または配列番号１０２及び／または配列番号
２または配列番号３と少なくとも９０％のアミノ酸配列同一性を有するポリメラーゼによ
り結合されるポリヌクレオチドにおける鎖置換のステップを含む。方法の実施形態では、
３’－５’エキソヌクレアーゼチューバックの追加ステップを必要としない。別の態様は
更に、反応混合物中に７ｍＭの最低濃度でカリウム塩を配合することにより集合反応の効
率を高めることを含み、カリウム塩としてＫＣｌが例示される。
【００２４】
　１つの態様において、ポリヌクレオチドが限定配列末端間にランダム配列を含む方法を
提供する。別の態様において、方法は更に、ランダム配列をゲノムＤＮＡとのハイブリダ
イジング活性についてスクリーニングし、ハイブリダイジング活性を有するランダム配列
を同定することを含む。別の態様において、方法は、ハイブリダイジング活性を有するラ
ンダム配列を転写してＲＮＡを形成し、このＲＮＡをＣａｓエンドヌクレアーゼの存在下
で遺伝子編集するために使用することにより遺伝子編集を実施することを含む。
【００２５】
　本発明の組成物、キットまたは方法の１つの実施形態では、本発明の組成物、キットま
たは方法において使用される鎖置換ポリメラーゼは非天然、例えば変異体または融合タン
パク質であり得る。本発明の組成物、キットまたは方法において、非天然鎖置換融合ポリ
メラーゼは、配列番号３３～５５、または配列番号１に対して少なくとも９０％、９５％
、９９％、または１００％同一であるポリメラーゼ部分、または配列番号５６～９８、ま
たは配列番号２のいずれかに対して少なくとも９０％、９５％、９９％、または１００％
同一であるＤＮＡ結合部分のアミノ酸組成により特徴づけられ得る。１つの実施形態では
、ポリメラーゼ部分は、配列番号５６～９８のいずれかに対して少なくとも９０％、９５
％、９９％、または１００％のアミノ酸配列同一性を有するポリペプチドから選択される
異種ＤＮＡ結合部分に融合される配列番号１０２と９０％、９５％、９８％、または９９
％のアミノ酸配列同一性を有するアミノ酸配列を有し得る。
【００２６】
　一般的に、１つの態様において、配列番号３に対して少なくとも９０％の配列同一性を
有するアミノ酸配列を有する組成物を含む調製物を提供する。調製物は更に５’－３’エ
キソヌクレアーゼ、例えばＴ５エキソヌクレアーゼを含み得る。調製物は更にｓｓ　ＤＮ
Ａ結合タンパク質、例えばＥＴ　ＳＳＢ、Ｅ．ｃｏｌｉｒｅｃＡ、Ｔ７遺伝子２．５産物
、ファージλＲｅｄＢ、またはＲａｃプロファージＲｅｃＴ、より特に耐熱性ｓｓ結合タ
ンパク質、例えばＥＴ　ＳＳＢを含み得る。調製物は更にリガーゼを含み得る。１つの態
様において、前記組成物を含む調製物は更にｓｓ結合ドメイン及び５－３’エキソヌクレ
アーゼを含み得、調製物はクラウディング剤及び／または非鎖置換ポリメラーゼを含まな
い。調製物は更にカリウム塩を含み得る。
【００２７】
　１つの態様において、前記組成物を含む調製物は更に、セット中に複数のポリヌクレオ
チドを含み得、前記セット中の少なくとも１つのポリヌクレオチドはセット中の別のポリ
ヌクレオチドと重複する配列を有し、ポリヌクレオチドは（ｉ）ｄｓポリヌクレオチド、
（ｉｉ）ｓｓオリゴヌクレオチド、（ｉｉｉ）少なくとも１つのｄｓポリヌクレオチド及
び少なくとも１つのｓｓオリゴヌクレオチド、及び（ｉｖ）亜集団のメンバー間で異なる
配列を除いて相互に同一であるポリヌクレオチドの亜集団から選択される。１つの態様に
おいて、ポリヌクレオチドのセットは少なくとも３つのメンバー、少なくとも４つのメン
バー、または少なくとも５つのメンバーを有する。
【００２８】
　一般的に、シントンの産生方法を提供し、その方法は更に５’－３’エキソヌクレアー
ゼ、及び場合によりリガーゼ及びｓｓ　ＤＮＡ結合タンパク質を含む請求項１に記載の組
成物をセットを形成する複数のポリヌクレオチドとインキュベートし、少なくとも２つの
ポリヌクレオチドを結合してシントンを産生させることを含み、前記セットのメンバーは
適当な反応条件下で重複する配列を有する。１つの態様において、ポリヌクレオチドのセ
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ットは少なくとも３つのメンバー、少なくとも４つのメンバー、または少なくとも５つの
メンバーを含む。１つの態様において、調製物は更にリガーゼを含む。１つの態様におい
て、調製物は更にｓｓ　ＤＮＡ結合タンパク質を含む。１つの態様において、ポリヌクレ
オチドはｄｓであり、ｄｓポリヌクレオチドは重複ＰＣＲ産物、重複制限断片であり、ｓ
ｓオリゴヌクレオチドから集合される。１つの態様において、ポリヌクレオチドはｓｓオ
リゴヌクレオチドである。１つの態様において、ポリヌクレオチドのセットは少なくとも
１つのｄｓポリヌクレオチド及び少なくとも１つのｓｓオリゴヌクレオチドを含む。
【００２９】
　一般的に、請求項１に記載の調製物及び５’－３’エキソヌクレアーゼ、例えばＴ５エ
キソヌクレアーゼを含むキットを提供する。１つの態様において、キットは更にｓｓ結合
タンパク質を含み得る。別の態様において、キットはリガーゼを含み得る。別の態様にお
いて、キットは緩衝剤を含み得る。１つの態様において、キットはクラウディング剤を含
まない。１つの態様において、組成物及び５’－３’エキソヌクレアーゼは同一容器中に
存在する。別の態様において、組成物及び５’－３’エキソヌクレアーゼは別々の容器中
に存在し、これらは場合により単一容器に合わせるのに適している緩衝剤中にある。
【００３０】
　一般的に、１つの態様において例えば配列番号９８と９０％の配列同一性を有するｓｓ
エンドヌクレアーゼ活性を有する５’－３’エキソヌクレアーゼ；鎖置換ポリメラーゼ、
例えば好ましくは天然ポリメラーゼから誘導される変異体または融合タンパク質のような
非天然であり、更に耐熱性であり得るファミリーＢ鎖置換ポリメラーゼ；場合により、Ｅ
Ｔ　ＳＳＢ、Ｅ．ｃｏｌｉｒｅｃＡ、Ｔ７遺伝子２．５産物、ファージλＲｅｄＢ、また
はＲａｃプロファージＲｅｃＴのようなｓｓ　ＤＮＡ結合タンパク質；及び非天然緩衝剤
を含むシントンを集合させるための組成物を提供し、組成物はクラウディング剤及び／ま
たは非置換ポリメラーゼを含まない。１つの態様において、組成物は更にリガーゼ及び／
またはｓｓ結合ドメインを含む。１つの態様において、組成物は少なくとも２つのポリヌ
クレオチドのセット（複数のポリヌクレオチド）を含む。１つの態様において、組成物は
非鎖置換ポリメラーゼを含まない。別の態様において、組成物は９°Ｎ、Ｐｈｕｓｉｏｎ
、Ｖｅｎｔ、またはＰｆｕ　ＤＮＡポリメラーゼを含まない。
【００３１】
　１つの態様において、組成物中の鎖置換ポリメラーゼは、ポリメラーゼ部分が配列番号
１、配列番号１０２、または配列番号３３～５５のいずれかに対して少なくとも９０％同
一であるアミノ酸配列を有する融合タンパク質である。例えば、融合タンパク質は配列番
号１または１０２及び配列番号２に対して少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を有
し得る。例えば、鎖置換ポリメラーゼは配列番号３に対して少なくとも９０％の配列同一
性を有し得る。１つの態様において、組成物は少なくとも７ｍＭの濃度を有するカリウム
塩を含み得る。１つの態様において、組成物はポリヌクレオチドのセットを含み得、前記
セット中の少なくとも１つのポリヌクレオチドはセット中の別のポリヌクレオチドと重複
する配列を有し、前記ポリヌクレオチドは（ｉ）ｄｓポリヌクレオチド；（ｉｉ）ｓｓオ
リゴヌクレオチド；（ｉｉｉ）少なくとも１つのｄｓポリヌクレオチド及び少なくとも１
つのｓｓオリゴヌクレオチド；及び（ｉｖ）亜集団のメンバー間で異なる配列を除いて相
互に同一であるポリヌクレオチドの亜集団から選択される。１つの態様において、ポリヌ
クレオチドのセットの少なくとも１つのメンバーは、第２ｓｓゲノムポリヌクレオチドに
対してハイブリダイズするために各末端の限定配列間に位置するランダム配列を含み、例
えば前記ランダム配列はｓｓであり、遺伝子編集のためにＣａｓタンパク質を標的ゲノム
核酸にガイドすべく標的ゲノム配列にハイブリダイズし得る。
【００３２】
　一般的に、重複する配列を有するポリヌクレオチドのセットを含む上記した組成物のい
ずれかを適当な反応条件下でインキュベートし、ポリヌクレオチドの少なくとも幾つかを
他のポリヌクレオチドに結合してシントンを産生させることを含むシントンの形成方法を
提供する。方法の１つの態様において、セット中のポリヌクレオチドの全部または一部は
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ｄｓである。別の態様において、ｄｓポリヌクレオチドは重複ＰＣＲ産物、重複制限断片
、または合成装置において作製され得る相補性ｓｓオリゴヌクレオチドから集合される合
成ｄｓ分子である。１つの態様において、セット中のポリヌクレオチドの全部または一部
はｓｓオリゴヌクレオチドである。１つの態様において、ポリヌクレオチドのセットは少
なくとも１つのｄｓポリヌクレオチド及び少なくとも１つのｓｓオリゴヌクレオチドを含
む。１つの態様において、ポリヌクレオチドのセットは亜集団のメンバー間で異なる配列
を除いて相互に同一であるポリヌクレオチドの亜集団を含む。１つの態様において、ポリ
ヌクレオチドの重複配列は２キロベース未満の長さを有する。方法の１つの態様において
、鎖置換ポリメラーゼは配列番号１、２、３、３３～９６、または１０２のいずれかに対
して少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含む。方法の１つの態様において、ポリ
ヌクレオチドのセットの少なくとも１つのメンバーは限定配列末端間にランダム配列を含
む。方法の別の態様は、ランダム配列をゲノムＤＮＡとのハイブリダイジング活性につい
てスクリーニングし、ハイブリダイジング活性を有するランダム配列を同定することを含
む。方法の別の態様は、ハイブリダイジング活性を有するランダム配列を転写してＲＮＡ
を形成し、そのＲＮＡをＣａｓタンパク質の存在下で遺伝子編集のために使用することに
より遺伝子編集を実施することを含む。
【００３３】
　一般的に、５’－３’エキソヌクレアーゼ；鎖置換ポリメラーゼ；及び場合によりｓｓ
　ＤＮＡ結合タンパク質を含むポリヌクレオチド集合のためのキットを提供し、前記キッ
トは場合によりクラウディング剤及び／または非鎖置換ポリメラーゼを含まない。１つの
態様において、キットはリガーゼを含む。別の態様において、キットはｄＮＴＰｓを含む
。別の態様において、キットは緩衝剤を含む。別の態様において、キットの個々の成分は
同一または別々の容器中、例えば１つ以上の異なるストレージまたは反応容器中に存在し
得る。
【００３４】
　一般的に、配列番号２、５６～９６のいずれかに対して少なくとも９０％同一であるア
ミノ酸配列及び異種ポリメラーゼドメインを含むポリメラーゼ融合タンパク質を含む組成
物を提供する。１つの態様において、ポリメラーゼ融合タンパク質は配列番号２に対して
少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列；及び異種ポリメラーゼドメインを含む。
【００３５】
　一般的に、ポリメラーゼ融合タンパク質を含む組成物を提供し、前記ポリメラーゼ融合
タンパク質は配列番号１、３３～５５、または１０２に対して少なくとも９０％同一であ
るアミノ酸配列を有するポリメラーゼドメイン；及び異種ＤＮＡ結合ドメインを含む。１
つの態様において、ポリメラーゼ融合タンパク質は配列番号１に対して少なくとも９０％
同一であるアミノ酸配列を有するポリメラーゼドメイン；及び異種ＤＮＡ結合ドメインを
有する。１つの態様において、ポリメラーゼ融合タンパク質は配列番号１０２に対して少
なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を有するポリメラーゼドメイン；及び異種ＤＮＡ
結合ドメインを有する。１つの態様において、ポリメラーゼ融合タンパク質は配列番号３
に対して少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を有する。
【００３６】
　１つの態様において、上記組成物は更に５’－３’エキソヌクレアーゼ、例えばＴ５エ
キソヌクレアーゼを含む。１つの態様において、組成物は更に一本鎖ＤＮＡ結合タンパク
質、例えばＥＴ　ＳＳＢ、Ｅ．ｃｏｌｉｒｅｃＡ、Ｔ７遺伝子２．５産物、ファージλＲ
ｅｄＢ、またはＲａｃプロファージＲｅｃＴから選択される一本鎖結合タンパク質を含む
。１つの態様において、組成物はリガーゼを含み得る。１つの態様において、リガーゼは
耐熱性である。１つの態様において、組成物はクラウディング剤及び／または非鎖置換ポ
リメラーゼを含まない。別の態様において、組成物は更にｄＮＴＰｓを含む。別の態様に
おいて、組成物は更に少なくとも７ｍＭの濃度を有するカリウム塩を含む。組成物の１つ
の態様はポリヌクレオチドのセットを含み、前記セット中の少なくとも１つのポリヌクレ
オチドはセット中の別のポリヌクレオチドと重複する配列を有し、前記ポリヌクレオチド
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は（ｉ）ｄｓポリヌクレオチド；（ｉｉ）ｓｓオリゴヌクレオチド；（ｉｉｉ）少なくと
も１つのｄｓポリヌクレオチド及び少なくとも１つのｓｓオリゴヌクレオチド；及び（ｉ
ｖ）亜集団のメンバー間で異なる配列を除いて相互に同一であるポリヌクレオチドの亜集
団から選択される。
【００３７】
　一般的に、上に特徴づけられているポリメラーゼを含み、更に５’－３’エキソヌクレ
アーゼ、及び場合によりリガーゼ及びｓｓ　ＤＮＡ結合タンパク質を含む組成物とポリヌ
クレオチドのセットをインキュベートし；ポリヌクレオチドを結合してシントンを産生さ
せることを含むシントンの産生方法を提供し、個々のポリヌクレオチドは他のポリヌクレ
オチド中の配列と重複する配列を含み、異なるポリヌクレオチドの重複配列は適当な反応
条件下でクロスハイブリダイズし得、例えば重複領域は２キロベース未満である。
【００３８】
　別の態様において、組成物はリガーゼ；及び／またはｓｓ　ＤＮＡ結合タンパク質を含
む。別の態様において、セット中の１つ以上のポリヌクレオチドはｄｓであり、ｄｓポリ
ヌクレオチドはＰＣＲ産物、重複制限断片であり、またはｓｓオリゴヌクレオチドから集
合され、及び／または１つ以上のポリヌクレオチドはｓｓオリゴヌクレオチドであり、及
び／またはポリヌクレオチドのセットは少なくとも１つのｄｓポリヌクレオチド及び少な
くとも１つのｓｓオリゴヌクレオチドを含む。
【００３９】
　一般的に、上記したポリメラーゼ融合タンパク質及び５’－３’エキソヌクレアーゼ；
及びｓｓ　ＤＮＡ結合タンパク質を含むポリヌクレオチド集合のためのキットを提供する
。１つの態様において、キットはリガーゼ、ｄＮＴＰｓ及び緩衝剤のいずれかまたはすべ
てを含み得、前記キットの成分は同一容器または別々容器中に存在し得る。
【００４０】
　当業者は、以下に記載する図面が例示の目的のみであると理解するであろう。図面は本
教示内容の範囲を決して限定すると意図されない。
【図面の簡単な説明】
【００４１】
【図１Ａ】図１Ａ～１Ｅは、実施例１に記載したアッセイが鎖置換ポリメラーゼと非鎖置
換ポリメラーゼをどのように区別するかを示す。このアッセイにより、Ｔ４　ＤＮＡポリ
メラーゼは非鎖置換であり、テンプレートＤＮＡの合成を４４ヌクレオチド長で遮断オリ
ゴヌクレオチドで停止する（２）（図１Ｃ）のに対して、Ｂｓｔポリメラーゼ（図１Ｄ）
及び非天然ポリメラーゼ（図１Ｅ）は鎖置換であり、遮断オリゴヌクレオチド（２７ヌク
レオチド長）を置換することによるＦＡＭプライマーのＤＮＡ合成を継続し得ること（１
）が確認される。図１Ａは、以下の酵素に対するアッセイにおいて使用されるＤＮＡテン
プレート上のプライマー（１）及び遮断オリゴヌクレオチド（２）の配列及び位置を示す
。
【図１Ｂ】図１Ａ～１Ｅは、実施例１に記載したアッセイが鎖置換ポリメラーゼと非鎖置
換ポリメラーゼをどのように区別するかを示す。このアッセイにより、Ｔ４　ＤＮＡポリ
メラーゼは非鎖置換であり、テンプレートＤＮＡの合成を４４ヌクレオチド長で遮断オリ
ゴヌクレオチドで停止する（２）（図１Ｃ）のに対して、Ｂｓｔポリメラーゼ（図１Ｄ）
及び非天然ポリメラーゼ（図１Ｅ）は鎖置換であり、遮断オリゴヌクレオチド（２７ヌク
レオチド長）を置換することによるＦＡＭプライマーのＤＮＡ合成を継続し得ること（１
）が確認される。図１Ｂは、キャピラリー電気泳動後に得られた酵素が添加されていなか
ったサンプル中で観察された蛍光を示し、出発物質はＦＡＭプライマーの２４ヌクレオチ
ドに相当する位置にピークを形成した。
【図１Ｃ】図１Ａ～１Ｅは、実施例１に記載したアッセイが鎖置換ポリメラーゼと非鎖置
換ポリメラーゼをどのように区別するかを示す。このアッセイにより、Ｔ４　ＤＮＡポリ
メラーゼは非鎖置換であり、テンプレートＤＮＡの合成を４４ヌクレオチド長で遮断オリ
ゴヌクレオチドで停止する（２）（図１Ｃ）のに対して、Ｂｓｔポリメラーゼ（図１Ｄ）
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及び非天然ポリメラーゼ（図１Ｅ）は鎖置換であり、遮断オリゴヌクレオチド（２７ヌク
レオチド長）を置換することによるＦＡＭプライマーのＤＮＡ合成を継続し得ること（１
）が確認される。図１Ｃは、Ｔ４　ＤＮＡポリメラーゼの添加の結果を示す。プライマー
は４４ヌクレオチド（２４ヌクレオチド＋２０ヌクレオチド）の最終長さまで延長したが
、遮断オリゴヌクレオチドにより停止した。
【図１Ｄ】図１Ａ～１Ｅは、実施例１に記載したアッセイが鎖置換ポリメラーゼと非鎖置
換ポリメラーゼをどのように区別するかを示す。このアッセイにより、Ｔ４　ＤＮＡポリ
メラーゼは非鎖置換であり、テンプレートＤＮＡの合成を４４ヌクレオチド長で遮断オリ
ゴヌクレオチドで停止する（２）（図１Ｃ）のに対して、Ｂｓｔポリメラーゼ（図１Ｄ）
及び非天然ポリメラーゼ（図１Ｅ）は鎖置換であり、遮断オリゴヌクレオチド（２７ヌク
レオチド長）を置換することによるＦＡＭプライマーのＤＮＡ合成を継続し得ること（１
）が確認される。図１Ｄは、Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼ（大断片）は遮断オリゴヌクレ
オチドを鎖置換し、プライマーを７２ヌクレオチド（２４＋２０＋２７＋ｄＡ）の全長ま
で延長させることによりテンプレートをコピーすることを示す。
【図１Ｅ】図１Ａ～１Ｅは、実施例１に記載したアッセイが鎖置換ポリメラーゼと非鎖置
換ポリメラーゼをどのように区別するかを示す。このアッセイにより、Ｔ４　ＤＮＡポリ
メラーゼは非鎖置換であり、テンプレートＤＮＡの合成を４４ヌクレオチド長で遮断オリ
ゴヌクレオチドで停止する（２）（図１Ｃ）のに対して、Ｂｓｔポリメラーゼ（図１Ｄ）
及び非天然ポリメラーゼ（図１Ｅ）は鎖置換であり、遮断オリゴヌクレオチド（２７ヌク
レオチド長）を置換することによるＦＡＭプライマーのＤＮＡ合成を継続し得ること（１
）が確認される。図１Ｅは、遮断オリゴヌクレオチドを鎖置換し、７１ヌクレオチド（２
４＋２０＋２７）によりプライマーを延長させことによりテンプレートをコピーする校正
ポリメラーゼであるファミリーＢ鎖置換ＤＮＡポリメラーゼを示す。
【図２Ａ】図２Ａ～２ＣはＤＮＡ集合方法におけるステップを示す。図２Ａは、５個の断
片の各々のアンプリコンの５つのアンピシリン耐性マーカーを有するプラスミドへの取込
みを示す。５個の断片をまずプライマーを用いて増幅させると、重複領域を有し、Ｎｏｔ
Ｉ制限部位に隣接しているアンプリコンが産生した。ＮｏｔＩ切断は粘着末端を生じる。
ＮｏｔＩ制限（３）により、ベクターから各アンプリコンを放出できた。制限酵素切断断
片は隣接断片と８０塩基対重複領域（４）を有する。図２Ｃでは、便利さ及びコスト軽減
のために第１断片と隣接試薬ベクター末端間、及び最後の断片と隣接試薬ベクター末端間
の重複は１５～２５ヌクレオチド、例えば２０ヌクレオチドであるが、これは限定的と意
図されない。
【図２Ｂ】図２Ａ～２ＣはＤＮＡ集合方法におけるステップを示す図２Ｂは、ＮｏｔＩ切
断した場合により配列決定した断片（５）（ベクターから回収したアンプリコン）を示し
、この断片をその後１つの反応容器中でＴ５／５’－３’エキソヌクレアーゼ、３’－５
’エキソヌクレアーゼ活性を有するＤＮＡポリメラーゼ、ｓｓ結合タンパク質ＥＴ　ＳＳ
Ｂ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ，マサチューセッツ州イプスウイッチ）及
びＤＮＡリガーゼを含む酵素混合物で処理した（６）～（８）。ここではＮｏｔＩを使用
しているが、都合に応じて他の制限エンドヌクレアーゼを切断のために使用し得る。２つ
以上の制限エンドヌクレアーゼを用いる二重消化を使用し得る。例えば、ベクターＤＮＡ
を２つの制限エンドヌクレアーゼを用いて二重消化すると、未切断ベクター由来のバック
グラウンドを減らすことが判明した。重複ｓｓ　ＤＮＡ配列を隣接断片にハイブリダイズ
した。Ｔ５エキソヌクレアーゼは、各末端上で５’から３’にＤＮＡ鎖をチューバックし
て、ｓｓ結合タンパク質（７）の存在下で断片を一緒にアニールできる３’ｓｓ領域（６
）を曝した。２つの塩基フラップの除去は３’－５’エキソヌクレアーゼ活性と鎖置換ポ
リメラーゼを用いてなされ、その後集合産物中のギャップを埋めるために鎖置換ポリメラ
ーゼにより延長させる（８）。残存ニックまたは５’フラップはリガーゼ及び／またはＴ
５エキソヌクレアーゼにより修復され得る。
【図２Ｃ】図２Ａ～２ＣはＤＮＡ集合方法におけるステップを示す図２Ｃは、順に結合さ
れており、細菌細胞への形質転換のためにクロラムフェニコール耐性遺伝子（Ｃａｍ）を
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有する第２遺伝子に挿入した５個の断片（Ｆｒａｇ．１～Ｆｒａｇ．５）を示す。
【図３Ａ】図３Ａ及び図３Ｂは、クロラムフェニコールプレートをプレート上での増殖の
ためにコロニーを選択するために使用し、ｌａｃＩＺ遺伝子を含有しているこれらのコロ
ニーはＩＰＴＧ及びＸ－Ｇａｌの存在下で青色コロニーを生じたことを示す。アッセイは
、遺伝子が効率的に、機能的形態で集合しているクローンの定量的評価を与える。図３Ａ
はクロラムフェニコールのみを示す。
【図３Ｂ】図３Ａ及び図３Ｂは、クロラムフェニコールプレートをプレート上での増殖の
ためにコロニーを選択するために使用し、ｌａｃＩＺ遺伝子を含有しているこれらのコロ
ニーはＩＰＴＧ及びＸ－Ｇａｌの存在下で青色コロニーを生じたことを示す。アッセイは
、遺伝子が効率的に、機能的形態で集合しているクローンの定量的評価を与える。図３Ｂ
はクロラムフェニコール＋ＩＰＴＧ＋Ｘｇａｌを示す。
【図４】プラスミドは実際全遺伝子を含んでいたことを示す。形質転換前にすべての断片
が結合し、連結していることを確認するために図２Ｂに示す集合産物のＰＣＲにより増幅
を実施した。レーン１及び２は２重ＰＣＲ結果である。レーンＭはマサチューセッツ州イ
プスウイッチのＮｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓからの２－ｌｏｇ　ＤＮＡラダ
ーである。
【図５】コロニーの数で決定した、集合ミックス中のＫＣｌの影響を示す。集合ミックス
中に鎖置換ポリメラーゼを使用すると集合の精度／効率が上昇することを緩衝液中に高濃
度のＫＣｌを用いて立証する。左側（Ｔ２６）のヒストグラムはＫＣｌを含有せず、右側
の（Ｔ２６Ｋ）のヒストグラムは２５ｍＭ　ＫＣｌを含有しており、効率の１．５倍増強
を示している。この改善は集合条件と無関係に生ずる。ｓｓ結合タンパク質の非存在下で
ＰＥＧまたは他のクラウディング剤を使用しても類似の相対的強化が予測される。
【図６】製造業者により提供されるプロトコルに従って、実施例２に記載されている混合
物（鎖置換ポリメラーゼ／ｓｓ結合タンパク質／５’－３’エキソヌクレアーゼ／リガー
ゼ）（ミックス１）と市販のＧｉｂｓｏｎ　Ａｓｓｅｍｂｙ（Ｒ）ミックス（ＧＡＭＭ）
（非鎖置換ポリメラーゼ及びポリエチレングリコール）（Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ｇｅｎｏ
ｍｉｃｓ，カリフォルニア州ラホヤ／Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ，マサチ
ューセッツ州イプスウイッチ）の比較を示す。ミックス１により、ＤＮＡ集合及び形質転
換の有意により高い効率が生ずる。
【図７】図７は、ｓｓ　ＤＮＡオリゴヌクレオチドとｄｓ　ＤＮＡ断片間のＤＮＡ集合の
一般的ダイアグラムを示す。ｓｓ標的ＤＮＡオリゴヌクレオチドをＤＮＡベクターに挿入
する。ｓｓ標的ＤＮＡオリゴヌクレオチドを各末端上に３’ベクター末端と２０～３０ヌ
クレオチドの重複領域を有するように合成した。しかしながら、オリゴヌクレオチドのサ
イズは２０個未満のヌクレオチド、例えば１５個未満のヌクレオチド、または１０個未満
のヌクレオチド、或いは３０個以上のヌクレオチド、例えば少なくとも４０個、５０個、
６０個またはそれ以上のヌクレオチドの重複領域を有し得る。重複領域を超えて、オリゴ
ヌクレオチドは好ましくは末端間に重複して位置していない１個以上のヌクレオチドを有
する。ｄｓ　ＤＮＡベクターの５’末端をチューバックしてｓｓ突出部が生じ得るように
、５’－３’エキソヌクレアーゼ、鎖置換ポリメラーゼ、リガーゼ及びｓｓ結合タンパク
質を含有する集合マスターミックスをｓｓオリゴヌクレオチド及びベクターの混合物に添
加する（９）。次いで、ｓｓ　ＤＮＡの３’末端をベクターの５’末端にアニーリングす
ることができ、その後ＤＮＡポリメラーゼはｓｓテンプレートを複製してギャップを埋め
、平滑末端のｄｓ　ＤＮＡを生成する。ニックをリガーゼにより閉じる（１０）。再び、
エキソヌクレアーゼ（ここでは、Ｔ５エキソヌクレアーゼ）は３’ｓｓ領域を生ずる標的
ＤＮＡの平滑末端上の５’末端をチューバックすると、相補的配列のアニーリング及び標
的ＤＮＡのＤＮＡベクターへのｄｓ組込みの完成ができる（１１）。断片をギャップを埋
めるＤＮＡポリメラーゼ及びニックを閉じるリガーゼを用いてアニーリングすると（１２
）、シントンが産生される。
【図８Ａ】図８Ａ～図８Ｃは、ｄｓ　ＤＮＡを短ｓｓオリゴヌクレオチドにより架橋する
ためのワークフローを示す（プロトコルは図７に記載されている）。図８Ａは、ＯＦＰリ
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ポーターを有するＣＲＩＳＰＲヌクレアーゼベクターとしてここに示すｄｓ　ＤＮＡベク
ターに組込むための短ｓｓオリゴヌクレオチドの配列の例を示す。
【図８Ｂ】図８Ａ～図８Ｃは、ｄｓ　ＤＮＡを短ｓｓオリゴヌクレオチドにより架橋する
ためのワークフローを示す（プロトコルは図７に記載されている）。図８Ｂは、完全ｄｓ
環状ＤＮＡを産生させるために、ｓｓオリゴヌクレオチド及びｄｓ　ＣＲＩＳＰＲヌクレ
アーゼベクター（９４２４ｂｐ）から出発し、５’－３’エキソヌクレアーゼ、鎖置換ポ
リメラーゼ、リガーゼ及びｓｓ結合タンパク質で処理するワークフローを示す（１３）。
このＤＮＡをコンピテント細胞に形質転換した（１４）。一晩インキュベートした後、コ
ロニーをミニプレップにより分析した後、プラスミドを配列決定した（１５）。
【図８Ｃ】図８Ａ～図８Ｃは、ｄｓ　ＤＮＡを短ｓｓオリゴヌクレオチドにより架橋する
ためのワークフローを示す（プロトコルは図７に記載されている）。図８Ｃは、設計した
ｓｓオリゴヌクレオチド（７１マー）のＵ６プロモーター配列（ベクター）配列及びスカ
フォールドテンプレート特異的配列（ベクター）の挿入及び隣接配列の配列を示す。各末
端に２５ヌクレオチドの重複領域を含むｓｓオリゴヌクレオチド（７１マー）（標的ＤＮ
Ａの２１ヌクレオチド、太字）は宿主細胞においてベクターに正しく組込まれた。
【図９Ａ】図９Ａ～９Ｃは、図８に示したものと類似のワークフローが重複末端間に縮重
塩基を有するｓｓオリゴヌクレオチドに対して使用され得ることを示す。図９Ａ中の出発
配列も上記ワークフローに示されており（図９Ｂ）、集合プールからのコロニーからのサ
ンガー配列決定の結果を以下に示し（図９Ｃ）、実線はｓｇＲＮＡ標的化配列のプールを
指す。ｓｇＲＮＡ標的化配列は４２１バリアントを与える２１個の可変ヌクレオチド位置
を含んでいた。プールはすべての考えられるバリアントを含んでおり、各バリアントは重
複末端とベクターの間の配列の縮重性を反映するクローニングを受けることができた。図
９Ａは、縮重塩基を含有しているｓｓオリゴヌクレオチドの配列を示す。図９ＡのｓｇＲ
ＮＡ標的化配列をベクターのＵ６プロモーター配列とスカフォールドテンプレート特異的
配列の間に挿入し（１６）、宿主細胞に形質転換し（１７）、上記し、本明細書中に記載
されているミニプレップ及び配列決定によりシントンについて分析した（１８）。サンガ
ー配列決定を集合プールからのクローンに対して実施した。配列の例を図９Ｃに示す。
【図９Ｂ】図９Ａ～９Ｃは、図８に示したものと類似のワークフローが重複末端間に縮重
塩基を有するｓｓオリゴヌクレオチドに対して使用され得ることを示す。図９Ａ中の出発
配列も上記ワークフローに示されており（図９Ｂ）、集合プールからのコロニーからのサ
ンガー配列決定の結果を以下に示し（図９Ｃ）、実線はｓｇＲＮＡ標的化配列のプールを
指す。ｓｇＲＮＡ標的化配列は４２１バリアントを与える２１個の可変ヌクレオチド位置
を含んでいた。プールはすべての考えられるバリアントを含んでおり、各バリアントは重
複末端とベクターの間の配列の縮重性を反映するクローニングを受けることができた。図
９Ａは、縮重塩基を含有しているｓｓオリゴヌクレオチドの配列を示す。図９ＡのｓｇＲ
ＮＡ標的化配列をベクターのＵ６プロモーター配列とスカフォールドテンプレート特異的
配列の間に挿入し（１６）、宿主細胞に形質転換し（１７）、上記し、本明細書中に記載
されているミニプレップ及び配列決定によりシントンについて分析した（１８）。サンガ
ー配列決定を集合プールからのクローンに対して実施した。配列の例を図９Ｃに示す。
【図９Ｃ】図９Ａ～９Ｃは、図８に示したものと類似のワークフローが重複末端間に縮重
塩基を有するｓｓオリゴヌクレオチドに対して使用され得ることを示す。図９Ａ中の出発
配列も上記ワークフローに示されており（図９Ｂ）、集合プールからのコロニーからのサ
ンガー配列決定の結果を以下に示し（図９Ｃ）、実線はｓｇＲＮＡ標的化配列のプールを
指す。ｓｇＲＮＡ標的化配列は４２１バリアントを与える２１個の可変ヌクレオチド位置
を含んでいた。プールはすべての考えられるバリアントを含んでおり、各バリアントは重
複末端とベクターの間の配列の縮重性を反映するクローニングを受けることができた。図
９Ａは、縮重塩基を含有しているｓｓオリゴヌクレオチドの配列を示す。図９ＡのｓｇＲ
ＮＡ標的化配列をベクターのＵ６プロモーター配列とスカフォールドテンプレート特異的
配列の間に挿入し（１６）、宿主細胞に形質転換し（１７）、上記し、本明細書中に記載
されているミニプレップ及び配列決定によりシントンについて分析した（１８）。サンガ
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ー配列決定を集合プールからのクローンに対して実施した。配列の例を図９Ｃに示す。
【図１０】図１０は、集合反応産物をＥ．ｃｏｌｉに形質転換した後プレートから選択し
た１８７個のコロニーの結果を表す。各コロニーをｓｓ　ＤＮＡの挿入を確認するために
ＰＣＲ増殖し、配列決定し、縮重塩基の分布を分析した。ここに示した結果から、実際各
種コロニーが異なる縮重配列を含んでいたことが確認された。バイアスは検出されなかっ
た。分析は、まず配列をｆａｓｔｑファイルに変換後、ギットハブ上のｆａｓｔｘツール
キットからのｆａｓｔｘ＿ｑｕａｌｉｔｙ＿ｓｔａｔｓツールを用いて実施した。配列ロ
ゴはバークレーのウェブロゴを用いて作成した。
【発明を実施するための形態】
【００４２】
用語の説明
　別段の定めがない限り、本明細書中で使用されている技術用語及び科学用語はすべて本
発明が属する業界の当業者が一般的に理解しているのと同じ意味を有する。Ｓｉｎｇｌｅ
ｔｏｎら，ＤＩＣＴＩＯＮＡＲＹ　ＯＦ　ＭＩＣＲＯＢＩＯＬＯＧＹ　ＡＮＤ　ＭＯＬＥ
ＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ，第２版，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，Ｎｅ
ｗ　Ｙｏｒｋ（１９９４）及びＨａｌｅ　＆　Ｍａｒｋｈａｍ，ＴＨＥ　ＨＡＲＰＥＲ　
ＣＯＬＬＩＮＳ　ＤＩＣＴＩＯＮＡＲＹ　ＯＦ　ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｈａｒｐｅｒ　Ｐｅｒ
ｅｎｎｉａｌ，Ｎ．Ｙ．（１９９１）は当業者に本明細書中で使用されている多くの用語
の一般的意味を定めている。また、言及を明確及び容易にするために特定の用語を以下に
定義する。
【００４３】
　本明細書中で使用されている遺伝子合成の分野で使用されている用語「シントン」はポ
リヌクレオチド集合体を指す。ポリヌクレオチド集合体は、オリゴヌクレオチド合成装置
を用いて製造され得る、現在通常合成ポリ核酸毎に２０００～３０００塩基であるサイズ
の重複断片の集合体を含み得る。或いは、重複断片は重複配列を与えるようにアダプター
が付着している天然核酸からＰＣＲにより得られ得る。集合目的のために、各断片のサイ
ズは限定されない。多くの断片は、所望の長さの構築物を正確且つ効率的に作製すること
ができるように末端の重複配列に依存して末端から末端に集合され得る。好ましくは、シ
ントンはより短いポリヌクレオチドの集合から形成されるギャップもニックも含まない連
続したより長いポリヌクレオチドである。しかしながら、核酸断片の集合から生ずるシン
トンの長さは特定サイズに限定されない。
【００４４】
　本明細書中で使用されている用語「５’－３’エキソヌクレアーゼ」は、５’末端から
、すなわち５’から３’方向にＤＮＡを分解するエキソヌクレアーゼを指す。当該５’－
３’エキソヌクレアーゼは平滑末端で、ある実施形態では３’及び／または５’突出部で
、ｄｓ　ＤＮＡの鎖の５’末端からヌクレオチドを除去し得る。Ｔ５エキソヌクレアーゼ
、λエキソヌクレアーゼ及びＴ７エキソヌクレアーゼが５’－３’エキソヌクレアーゼの
例である。ある実施形態では、Ｔ５エキソヌクレアーゼが好ましい。Ｔ５エキソヌクレア
ーゼは更にｓｓエンドヌクレアーゼ活性を有する。
【００４５】
　本明細書中で使用されている用語「リガーゼ」は、ＤＮＡ分子の３’末端を別のＤＮＡ
分子の５’末端に、特にニックで共有結合し得る酵素を指す。リガーゼの例には、Ｔ７リ
ガーゼ、Ｔ４　ＤＮＡリガーゼ、Ｅ．ｃｏｌｉＤＮＡリガーゼ及びＴａｑリガーゼが含ま
れるが、多くの他のリガーゼが公知であり、本発明において使用され得る。
【００４６】
　本明細書中で使用されている用語「鎖置換ポリメラーゼ」は、酵素から下流の１個以上
のヌクレオチド、例えば少なくとも１０個、１００個、またはそれ以上のヌクレオチドを
置換することができるポリメラーゼを指す。鎖置換ポリメラーゼは、非鎖置換ポリメラー
ゼと当業界で定義されているＰｈｕｓｉｏｎと区別され得る。幾つかの実施形態では、鎖
置換ポリメラーゼは少なくとも５０℃、または少なくとも５５℃の温度で安定であり、活
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性（鎖置換活性を含む）である。Ｔａｑポリメラーゼはニック翻訳ポリメラーゼであり、
よって鎖置換ポリメラーゼではない。
【００４７】
　本明細書中で使用されている用語「一本鎖（ｓｓ）ＤＮＡ結合タンパク質」は、ｓｓ　
ＤＮに結合し、未成熟アニーリングを予防する、ｓｓ　ＤＮＡがヌクレアーゼ及びポリメ
ラーゼにより消化されるのを保護する、及び／またはＤＮＡに対して他の酵素が効果的に
機能するようにＤＮＡから二次構造を除去するタンパク質を指す。本明細書中に記載され
ている組成物にｓｓ結合タンパク質を配合することはシントン形成の効率を最適化するた
めに好ましい。ｓｓ　ＤＮＡ結合タンパク質の例はＴ４遺伝子３２タンパク質、Ｅ．ｃｏ
ｌｉＳＳＢ、Ｔ７　ｇｐ２．５　ＳＳＢ、ファージファイ２９　ＳＳＢ、及びＥＴ　ＳＳ
Ｂであるが、多くの他のもの、例えばλファージのＲｅｄＢ、ＲａｃプロファージのＲｅ
ｃＴ及び以下にリストする配列が公知であり、本発明において使用され得る。ある場合に
は、５０℃で安定である耐熱性ｓｓ　ＤＮＡ結合タンパク質を使用し得る。よって、本発
明の組成物、キットまたは方法の１つの実施形態では、ｓｓ　ＤＮＡ結合タンパク質はＴ
４遺伝子３２タンパク質、Ｅ．ｃｏｌｉＳＳＢ、Ｔ７　ｇｐ２．５　ＳＳＢ、ファージフ
ァイ２９　ＳＳＢ、ＥＴ　ＳＳＢ、λファージのＲｅｄＢ、またはＲａｃプロファージの
ＲｅｃＴである。１つの実施形態では、ｓｓ　ＤＮＡ結合タンパク質はＥＴ　ＳＳＢであ
る。本発明の組成物、キットまたは方法の１つの実施形態では、ｓｓ　ＤＮＡ結合タンパ
ク質は耐熱性（すなわち、４０℃～６０℃で安定）である。
【００４８】
　本明細書中で使用されている用語「緩衝剤」は、酸またはアルカリを溶液に添加したと
きのｐＨの変化に溶液が抵抗することができる物質を指す。本発明の組成物、キット及び
方法において使用され得る適当な非天然緩衝剤の例には、例えばＴｒｉｓ、ＨＥＰＥＳ、
ＴＡＰＳ、ＭＯＰＳ、トリシン、またはＭＥＳが含まれる。
【００４９】
　用語「非天然」は、天然に存在しない組成物を指す。
【００５０】
　本明細書中に記載されているタンパク質は非天然であり得る。用語「非天然」は、天然
状態のタンパク質と異なるアミノ酸配列及び／または翻訳後修飾パターンを有するタンパ
ク質を指す。例えば、非天然タンパク質はタンパク質のＮ－末端、Ｃ末端、及び／または
Ｎ末端とＣ末端の間に１つ以上のアミノ酸置換、欠失、または挿入を有し得る。「非天然
」タンパク質は、天然アミノ酸配列とは異なる（すなわち、天然タンパク質のアミノ酸配
列に対して１００％未満の配列同一性を有する）が、天然アミノ酸配列に対して少なくと
も８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９７％
、少なくとも９８％、または少なくとも９９％同一であるアミノ酸配列を有し得る。ある
場合には、非天然タンパク質はＮ末端メチオニンを含有し得、または異なる（例えば、細
菌）細胞により産生されるならば１つ以上の翻訳後修飾（例えば、グリコシル化、リン酸
化等）を欠いていてもよい。「変異」タンパク質は野生型タンパク質に対して１つ以上の
アミノ酸置換を有し得、「融合」タンパク質を含み得る。用語「融合タンパク質」は、天
然状態では結合されていない複数のポリペプチド成分から構成されるタンパク質を指す。
融合タンパク質は２つ、３つ、または４つ以上の異なるタンパク質の組み合わせであり得
る。用語「ポリペプチド」には融合タンパク質が含まれ、これらの融合タンパク質には２
つ以上の異種アミノ酸配列の融合物、ポリペプチドの異種標的配列、リンカー、免疫学的
タグ、検出可能な融合パートナー（例えば、蛍光タンパク質、β－ガラクトシダーゼ、ル
シフェラーゼ等）等との融合物が含まれるが、これらに限定されない。融合タンパク質は
、タンパク質のＮ末端、Ｃ末端、及び／または中間部分に付加されている１つ以上の異種
ドメインを含み得る。融合タンパク質の２つの部分が「異種」ならば、これらはその天然
状態の同一タンパク質の一部ではない。
【００５１】
　核酸の文脈において、用語「非天然」は、ａ）天然状態の核酸とは異なる（すなわち、
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天然の核酸配列に対して１００％未満の配列同一性を有する）ヌクレオチドの配列；ｂ）
（Ｇ、Ａ、ＴまたはＣではない非天然骨格または糖を生じ得る）１つ以上の非天然ヌクレ
オチドモノマー；及び／またはｃ）核酸の５’末端、３’末端、及び／または５’末端と
３’末端の間に対して１つ以上の他の修飾（例えば、付加した標識または他の部分）を含
み得る；を含む核酸を指す。
【００５２】
　調製物の文脈において、用語「非天然」は、ａ）例えば異なる場所、異なる細胞中、ま
たは異なる細胞コンパートメント中にあるために本来組み合わされない成分の組合せ；ｂ
）天然には存在しない相対濃度を有する成分の組合せ；ｃ）天然に存在する成分の１つと
通常組み合わされるものを欠く組合せ；ｄ）天然には存在しない形態、例えば乾燥、凍結
乾燥、結晶、水性の形態にある組合せ；及び／またはｅ）天然には存在しない成分を含ん
でいる組合せ；を指す。例えば、調製物は、「非天然」緩衝剤（例えば、Ｔｒｉｓ、ＨＥ
ＰＥＳ、ＴＡＰＳ、ＭＯＰＳ、トリシン、またはＭＥＳ）、天然には存在しない洗浄剤、
染料、反応増強剤または阻害剤、酸化剤、還元剤、溶媒または保存剤を含み得る。
【００５３】
　３’エキソヌクレアーゼ活性を有する鎖置換ポリメラーゼを使用することが望ましいこ
とがある。理論により限定されることを望まないが、二重鎖の３’末端上のフラップ配列
を除去するために３’エキソヌクレアーゼ活性が望ましく、フラップ配列は標的ポリヌク
レオチドを該ポリヌクレオチドが置かれているプラスミドから抽出するための酵素切断の
結果であり得る。これは、ＮｏｔＩを実施例に記載されているように使用する場合である
。しかしながら、切除した断片上に平滑末端を生じさせる制限エンドヌクレアーゼを使用
するならば、３’エキソヌクレアーゼ活性を必要としないことがある。
【００５４】
　３’エキソヌクレアーゼ活性は標準のＤＮＡテンプレート及びプライマーを用いて常套
的に決定され得、これらのプライマーはハイブリダイズされていない３’ヌクレオチドを
有しているか、または有していない。ポリメラーゼが３’エキソヌクレアーゼ活性を有し
ているならば、アンプリコンはいずれかのプライマー対を用いて検出されるであろう。ポ
リメラーゼが３’エキソヌクレアーゼ活性を欠くならば、アンプリンコンはハイブリダイ
ズされていない３’ヌクレオチドを有するプライマーを用いて検出されないであろう。
【００５５】
　本明細書中で使用されている用語「カリウム塩」はカリウムの塩を指し、これらにはＫ
Ｃｌが含まれるが、これに限定されない。用語「ナトリウム塩」はナトリウムの塩を指し
、これにはＮａＣｌが含まれるが、これに限定されない。
【００５６】
　本明細書中で使用されている用語「ポリヌクレオチド」はオリゴヌクレオチドを包含し
、任意の長さを有する核酸を指す。ポリヌクレオチドはＤＮＡまたはＲＮＡであり得る。
特定されていない限り、ポリヌクレオチドはｓｓまたはｄｓであり得る。ポリヌクレオチ
ドは、例えばＤＮＡ合成装置を用いて合成される合成物であっても、例えば天然ソースか
ら抽出されたり、クローン化または増幅材料から誘導される天然物であってもよい。本明
細書で言及されているポリヌクレオチドは修飾塩基を含み得る。
【００５７】
　本明細書中で使用されている用語「ポリヌクレオチドのセット」は、少なくとも２個の
ポリヌクレオチドの集合物を指す。幾つかの実施形態では、ポリヌクレオチドのセットは
少なくとも５個、少なくとも１０個、少なくとも１２個、または少なくとも１５個、また
はそれ以上のポリヌクレオチドを含み得る。
【００５８】
　本明細書中で使用されている用語「重複配列」は、２つのポリヌクレオチドにおいて相
補性である配列を指し、重複配列が１つのポリヌクレオチド上でｓｓならば、別のポリヌ
クレオチド上の別の重複相補性ｓｓ領域にハイブリダイズし得る。例えば、重複配列はポ
リヌクレオチドのセット中の少なくとも５個、１０個、１５個、またはそれ以上のポリヌ
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クレオチドにおいて相補性であり得る。重複配列は２つの異なる分子の３’末端（例えば
、２つのｓｓオリゴヌクレオチドの３’末端、または第１ｄｓポリヌクレオチドの上鎖の
３’末端及び第２ｄｓ分子の下鎖の３’末端）にあるか、またはその近く（例えば、約５
、１０、２０ヌクレオチドの範囲内）にあり得る。非重複配列が３’末端にあるならば、
非重複配列はポリメラーゼの３’－５’エキソヌクレアーゼ活性を用いて除去され得る。
重複配列の長さは異なり得、ある場合には少なくとも１２ヌクレオチドの長さ（例えば、
少なくとも１５、２０、またはそれ以上のヌクレオチドの長さ）であり得、及び／または
最高１００ヌクレオチドの長さ（例えば、最高５０、最高３０、最高２０、または最高１
５ヌクレオチドの長さ）であり得る。或いは、ポリヌクレオチドのセット中の重複配列は
２ｋｂ以下、１ｋｂ以下、或いは９００塩基、８００塩基、７００塩基、６００塩基、５
００塩基、４００塩基、３００塩基、２００塩基、または１００塩基未満であり得る。好
ましくは、重複配列の長さは１５ヌクレオチド～８０ヌクレオチドの範囲、例えば最高２
０、最高２５、最高３０、最高３５、最高４０、最高４５、最高５０、最高５５、最高６
０、最高６５、最高７０、最高７５、または最高８０ヌクレオチドである。重複の最小長
さはＴｍにより規定され得、Ｔｍは好ましくは４８℃に等しいかまたはそれ以上である。
【００５９】
　本明細書中で使用されている用語「ポリヌクレオチド集合」は、２個以上、４個以上、
６個以上、８個以上、１０個以上、１２個以上、１５個以上のポリヌクレオチド、例えば
４個以上のポリヌクレオチドが別に結合してより長いポリヌクレオチドを作製する反応を
指す。多くの実施形態においてポリヌクレオチド集合反応の産物、すなわち「集合ポリヌ
クレオチド」または「シントン」は重複配列の各々の１コピーを含んでいなければならな
い。
【００６０】
　本明細書中で使用されている用語「適当な反応条件下でインキュベートする」は、所望
の結果、すなわちポリヌクレオチド集合を達成するために適当な温度及び時間で反応を維
持することを指す。本方法で使用される酵素及び試薬のために適している反応条件は（例
えば、本明細書の実施例に記載されているように）公知であり、よって本方法のための適
当な反応条件は容易に決定され得る。これらの反応条件は使用する酵素に応じて（例えば
、その最適温度等に応じて）変更し得る。
【００６１】
　本明細書中で使用されている用語「等温」は、集合を生起させるために温度の積極的調
節を必要としない温度条件を指す。水浴または加熱ブロックの温度のわずかな変動は用語
「等温」の意味の範囲内である。例として、用語「等温」は、反応を開始した後に熱変性
ステップを必要としない反応条件を指し得る。より具体的には、等温方法は熱サイクリン
グ、すなわち９０℃を超える変性温度とアニーリング／延長温度の間のサイクリングを伴
わない。等温条件は通常９０℃を下回る温度で長期間（例えば、５分間～１２時間以上）
のインキュベーションを伴う。１つの実施形態では、等温増幅反応は３０℃～７５℃、例
えば４０℃～６０℃の範囲の温度で実施した。
【００６２】
　本明細書中で使用されている用語「結合」は２つの配列間の共有結合の形成を指す。
【００６３】
　本明細書中で使用されている用語「組成物」は、リストされている試薬に加えて他の試
薬、例えばグリコール、塩、ｄＮＴＰｓ等を含み得る試薬の組合せを指す。組成物は任意
の形態、例えば水性または凍結乾燥の形態であり得、任意の状態（例えば、凍結または液
体形態）であり得る。
【００６４】
　本明細書中で使用されている「ベクター」は、工学処理したベクターが宿主細胞におい
て複製され得るように断片またはシントンが組み込まれ得る適当なＤＮＡである。線形化
ベクターは環状ベクターの制限エンドヌクレアーゼ消化により、またはＰＣＲにより作製
され得る。断片及び／または線形化ベクターの濃度はゲル電気泳動または他の手段により
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決定され得る。
【００６５】
　本発明で使用されている１つ以上のタンパク質（例えば、リガーゼ、ＳＳＢＰ、５’－
３’エキソヌクレアーゼまたはポリメラーゼ等）は温度感受性または耐熱性であり得、本
明細書中で使用されている用語「温度感受性」は６５℃の温度で１０分後にその活性の少
なくとも９５％を失う酵素を指し、用語「耐熱性」は６５℃の温度で１０分後にその活性
の少なくとも９５％を保持している酵素を指す。
【００６６】
実施形態の詳細説明
　各種実施形態をより詳細に説明する前に、本開示内容の教示は記載されている具体的実
施形態に限定されず、よってもちろん変更し得ることを理解すべきである。本教示内容の
範囲は添付されている特許請求の範囲によってのみ限定されるので、本明細書中で使用さ
れている用語は具体的実施形態を説明する目的だけであり、限定的であると意図されない
ことも理解すべきである。
【００６７】
　本教示内容を各種実施形態と併せて説明しているが、本教示内容をこれらの実施形態に
限定すると意図されない。逆に、本教示内容は、当業者が認識しているように各種代替物
、修飾物及び均等物を包含する。
【００６８】
　数値の範囲が記述されている場合、文脈上そうでないとする明確な指示がない限り下限
の単位の１０分の１までの各介在値、その範囲の上限と下限間の各介在値、及び記述され
ている範囲中の他の記述されているかまたは介在する値は本判明の開示内容の範囲に包含
されると理解される。
【００６９】
　本明細書中に記載されているものに類似または均等の方法及び材料も本教示内容の実施
または試験の際に使用され得るが、幾つかの例示的方法及び材料をここに記載する。
【００７０】
　刊行物は出願日前のその開示内容のために引用されており、本特許請求の範囲は先発明
の理由で刊行物に先行する資格がないことを認めるとして解釈すべきではない。更に、記
載されている発行日は独立して確認しなければならない実際の発行日と異なり得る。
【００７１】
　本明細書及び添付の特許請求の範囲中で使用されている単数形“ａ”、“ａｎ”及び“
ｔｈｅ”は文脈上そうでないとする明確な指示がない限り複数形を含むことに注目すべき
である。更に、特許請求の範囲は任意の要素を排除するように草案され得ることに注目す
べきである。よって、この記述は、請求項に記載されている要素と関連した「単に」、「
のみ」等のような排他的用語の使用、または「否定的」限定の使用に対する先行詞として
役立つと意図される。
【００７２】
　この開示内容を読んだ当業者には自明のように、本明細書中に記載され、例示されてい
る個々の実施形態の各々は、本教示内容の範囲または趣旨から逸脱することなく他の幾つ
かの実施形態の特徴から容易に分離されるかまたは組み合わされ得る個別の成分及び特徴
を有する。記載されている方法は記載されている事象の順序で、または論理的に可能な他
の順序で実施され得る。
【００７３】
　ポリヌクレオチドのセット中で重複する配列は２ｋｂ以下、１ｋｂ以下、或いは９００
塩基、８００塩基、７００塩基、６００塩基、５００塩基、４００塩基、３００塩基、２
００塩基、または１００塩基未満のような適当な長さを有し得る。重複領域は８ヌクレオ
チドほどわずかであり得る。好ましくは、重複配列の長さは１５ヌクレオチド～８０ヌク
レオチドの範囲、例えば最高２０、最高２５、最高３０、最高３５、最高４０、最高４５
、最高５０、最高５５、最高６０、最高６５、最高７０、最高７５、または最高８０ヌク
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レオチドである。例えば、重複部分の最小長さはＴｍにより規定され得、Ｔｍは好ましく
は４８℃に等しいかまたはそれ以上である。
【００７４】
　合成オリゴヌクレオチド及びポリヌクレオチドはシントン集合において使用する前にそ
の合成中に生じたエラーを含み得る。集合前にこれらのエラーを正すために、ミスマッチ
修復ステップを実施することが望ましい。この目的のために、集合前に合成核酸のミスマ
ッチを修復するための各種方法が記載されている。合成核酸の集団は調製物の変性及び復
元がミスマッチを示し得るようにランダムエラーを有し得る。ｍｕｔＨＬＳ、ｃｅｌ－１
ヌクレアーゼ、Ｔ７　ｅｎｄｏ　１、ｕｖｒＤ、Ｔ４　ＥｎｄｏＶＩＩ、Ｅ．ｃｏｌｉＥ
ｎｄｏＶのような自然から単離したタンパク質（ＵＳ　７，８５１，１９２及びＵＳ　８
，０４８，６６４を参照されたい）はミスマッチを含有するＤＮＡ二重鎖に選択的に結合
し、ミスマッチ塩基の核酸を切断し、場合によりテンプレートのヌクレオチド配列に基づ
いて正しい塩基と置換し得る。
【００７５】
　ＤＮＡの断片を集合させるためには非鎖置換ポリメラーゼをｓｓ結合タンパク質、５’
－３’－エキソヌクレアーゼ及びリガーゼと一緒に使用しなければならないという当業界
の教示に関わらず、本発明において鎖置換ポリメラーゼを鎖置換が生ずる条件下で使用し
得ること、及びこれは多数の断片から１つの核酸を効果的に作製するために驚くほど低濃
度の出発ポリヌクレオチド断片で効率的であることが驚くことに判明した。
【００７６】
　本発明の集合混合物、組成物、キットまたは方法の実施形態において使用され得る鎖置
換ポリメラーゼの例はファミリーＢポリメラーゼのメンバー、例えば表１に同定されてい
るもの（配列番号３３～５５）（これらに限定されない）を含む。加えて、前記ポリメラ
ーゼの融合物、例えば複数のポリメラーゼ及び／または（表２に示すような）ｓｓ結合ド
メイン（配列番号５６～９７）間の融合物を使用し得る。実施形態では、表１中のポリメ
ラーゼ部分、または表１中のこれらのタンパク質部分に対して少なくとも８０％、８５％
、９０％、９５％、９８％、９９％、または１００％のアミノ酸配列同一性を有するタン
パク質をＮ末端またはＣ末端で表２に記載されているＤＮＡ結合ドメイン、または表２中
のＤＮＡ結合部分に対して少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、９９％
、または１００％のアミノ酸配列同一性を有するタンパク質部分に融合させて、本発明で
使用するための鎖置換融合ポリメラーゼを形成し得る。ＤＮＡ結合ドメインを場合により
ポリメラーゼのＮ末端またはＣ末端に融合させてもよい。
【００７７】
　本明細書中（例えば、図１Ａ～１Ｅ及び実施例１を参照されたい）に記載されているア
ッセイにより決定して鎖置換性であると分かる他のポリメラーゼのバリアントまたは新規
単離物も使用し得る。これらのソース由来のポリメラーゼの配列はＧｅｎＢａｎｋから容
易にアクセスすることができる。鎖置換配列の高い保存度のために、野生型ポリメラーゼ
と８０％、８５％、９０％、または９５％のアミノ酸配列同一性を有するバリアントは過
度の実験なしに予め選択した緩衝剤中で実施例１に記載したアッセイで迅速に且つ容易に
確認し得る鎖置換性を有すると期待される。
【００７８】
　１つの実施形態では、本発明の反応混合物、組成物、キットまたは方法は配列番号１ま
たは配列番号１０２と少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、９９％、ま
たは１００％の配列同一性（例えば、配列番号１または配列番号１０２と１００％の配列
同一性）を有する鎖置換ポリメラーゼを含み、または使用する。別の実施形態では、本発
明の反応混合物、組成物、キットまたは方法は配列番号２と少なくとも８０％、８５％、
９０％、９５％、９８％、９９％、または１００％の配列同一性（例えば、配列番号２と
１００％の配列同一性）を有する結合ドメインを有するポリメラーゼを含み、または使用
する。別の実施形態では、本発明の反応混合物、組成物、キットまたは方法は配列番号１
、または配列番号１０２、及び配列番号２、配列番号３、または配列番号３３～９７のい
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ずれかと少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、９９％、または１００％
の配列同一性（例えば、配列番号１または配列番号１０２、及び配列番号２、配列番号３
、または配列番号３３～９７のいずれかと１００％の配列同一性）を有するポリメラーゼ
を含み、または使用する。これらの組成物はポリメラーゼが鎖置換である反応条件で使用
され得る。組成物は３’－５’エキソヌクレアーゼ活性とポリメラーゼ活性が活性である
反応条件で使用され得る。これは、ＮｏｔＩのような制限酵素を使用している場合有用で
あり得る。この場合、３’－５’エキソヌクレアーゼは二重鎖の３’末端上のフラップ配
列を除去し得る。しかしながら、切除した断片上に平滑末端を生成させる制限エンドヌク
レアーゼを使用する場合、３’－５’エキソヌクレアーゼ活性を必要としないことがある
。集合反応は等温条件下で実施され得る。１つの実施形態では、等温条件は５０℃である
。
【００７９】
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【００８１】
　本発明のある実施形態では、反応混合物、組成物、キットまたは方法は、温度感受性で
あり、温度を５０℃以上に上昇させることにより不活化され得る５’－３’エキソヌクレ
アーゼ、例えばＴ５／５’－３’－エキソヌクレアーゼを含み得る。１つの実施形態では
、５’－３’エキソヌクレアーゼはエキソヌクレアーゼ活性及びｓｓエンドヌクレアーゼ
活性を有する。幾つかの実施形態では、反応混合物は更にリガーゼ、例えばＮＡＤ＋要求
性リガーゼ及び／または耐熱性リガーゼ、例えばＴａｑリガーゼを含み得る。好ましい実
施形態では、反応混合物はｓｓ結合タンパク質を含み得る。ｓｓ結合タンパク質は耐熱性
であり、例えばＥＴ　ＳＳＢであり得る。集合反応は等温条件下で実施され得る。
【００８２】
　ある実施形態で、リガーゼの使用は任意である。例えば、集合断片を宿主細胞を形質転
換するためのベクターに直接導入する場合、Ｅ．ｃｏｌｉのような宿主細胞がインビボで
ニックを修復でき得るのでリガーゼは必要としない。しかしながら、形質転換前に正しい
集合を確認する目的で集合断片を増幅させるならば、ニックを閉じるためにリガーゼを使
用し、ポリメラーゼにより全標的ＤＮＡを増幅できることが望ましい。
【００８３】
　個々の断片のクローニングはデータベースまたは刊行物から入手した配列を有する化学
合成したポリヌクレオチド断片を使用し得、前記ポリヌクレオチド断片は重複配列を有す
る。これらは、挿入したポリヌクレオチドの切除に適した制限酵素部位に隣接するプラス
ミド中の部位にポリヌクレオチドを挿入することによりプラスミドにおいてクローン化さ
れ得る。
【００８４】
　任意のプラスミドを使用し得る。本実施例は選択マーカーとしてクロラムフェニコール
を含む市販されているｐＡＣＹＣ１８４を使用している。クロラムフェニコール耐性遺伝
子の代わりに選択マーカーを使用し得る。同様に、付着末端または平滑末端を生じさせる
べくオリゴヌクレオチドの末端で特異的に切断し得る切断酵素の特異的認識部位を選択し
得、特異的切断部位は当該断片の末端に隣接する工学操作した位置に加えて当該断片で生
じない。本実施例では、付着末端を生ずる８個の塩基カッターＮｏｔＩ（ＣＧＣＣＧＧＣ
Ｇ）に対する認識部位をＤＮＡ合成により当該ポリヌクレオチドの隣に導入した。しかし
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ながら、この部位は選択したプラスミド中に存在し得、または増幅用プライマーにより当
該合成オリゴヌクレオチドに添加され得る。特異的切断酵素の例には、制限エンドヌクレ
アーゼ及びホーミングエンドヌクレアーゼが含まれる。
【００８５】
　当該オリゴヌクレオチドまたはＤＮＡ断片を化学合成し、クローン化し、或いは既存の
ＤＮＡから増幅し、選択マーカーを有するベクターにクローン化したら、酵素切断により
切除することが好ましい。結合させるつもりの隣接断片またはオリゴヌクレオチドとの重
複配列を取り込むように合成または増幅させた断片またはオリゴヌクレオチドをその後集
合反応において集合させる。
【００８６】
　選択したハイブリダイゼーション条件下で、反応混合物中の５’－３’エキソヌクレア
ーゼ（例えば、０．００４～０．０１６Ｕ／μｌの範囲の濃度の）は断片またはオリゴヌ
クレオチドの５’末端のｓｓ領域をチューバックし、重複配列の領域を通ってチューバッ
クし続け、３’ｓｓ領域を与えるために限定された距離（例えば、少なくとも１００塩基
）更に続け得る（例えば、図２Ａ～２Ｃ及び７を参照されたい）。同時に、図１Ａ～１Ｅ
及び実施例１のアッセイで規定される鎖置換ポリメラーゼ（例えば、０．００５Ｕ／μｌ
～０．５Ｕ／μｌの範囲の濃度の）はハイブリダイズしたｄｓ領域とｓｓ領域間に残って
いるギャップを修復する。ポリメラーゼは鎖置換性であるので、追加の下流配列を置換し
てｓｓフラップを形成し得る。しかしながら、Ｔ５エキソヌクレアーゼｓｓエンドヌクレ
アーゼ活性はこのフラップを除去し、関連するニックはリガーゼ（例えば、０．００１Ｕ
／μｌ～２０Ｕ／μｌの範囲の濃度の）により修復され得る。
【００８７】
　断片を選択圧下で宿主細胞のコロニーにクローン化されるＤＮＡの大きなピースに集合
させたら、これらのコロニー由来のＤＮＡをベクターからレスキューし、再び他の断片と
集合させ、宿主細胞に形質転換すると、ＤＮＡのサイズを数倍延長し得る。宿主細胞はコ
ンピテント細菌細胞であり得、または酵母細胞または他の真核細胞であり得る。
【００８８】
　本明細書中に記載されている集合方法は非常に効率的であると分かった。例えば、より
大きい断片を集合させるために０．０２ｎＭ～１００ｎＭのオリゴヌクレオチド（ｓｓ）
またはＤＮＡ断片（ｄｓ）を使用し得、反応で使用されるｓｓオリゴヌクレオチド濃度は
類似の集合反応において使用されるｄｓ　ＤＮＡ断片の量よりも最高約５０倍多くてもよ
い。同様に、等モル濃度の単一断片及び選択マーカーを含有しているプラスミド、及び類
似量の集合断片と別の選択マーカーを含有しているベクターを使用し得る。これらの量は
ガイドとして意図されているが、集合の効率を高めるかどうかにより減らすことができる
。例えば、カリウム塩、ＫＣｌを添加すると、生産的な集合の効率をインジケーターとし
てｌａｃ１Ｚの集合を使用してコロニーの数により決定して１．５倍高めることができる
（例えば、図５を参照されたい）。
【００８９】
　ｓｓ標的オリゴヌクレオチドを２個のｄｓ　ＤＮＡ分子間または線形化ベクターへ集合
させる方法も非常に効率的である。本明細書には変更した表現型を調べるべく細胞に導入
され得るＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ遺伝子編集プロトコルのためのガイドＲＮＡを同定するた
めに特異的／ランダム配列を用いる例を記載するが、限定的と意図されない。最初、どの
配列がこの目的を達成するために適当であり得るかは知られていない。縮重配列を含有し
ているライブラリーの作製により、このタイプの分析が可能となる。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａ
ｓ９に基づく遺伝子編集はゲノム編集の分野で急速にはやりつつある。最も一般的に使用
されているＣａｓ９含有プラスミドのサイズのために、Ｃａｓ９／ｓｇＲＮＡ発現ベクタ
ーへのｓｇＲＮＡまたはｓｇＲＮＡライブラリーの構築は面倒なことがあり得る。このア
プローチはｓｓ　ＤＮＡオリゴヌクレオチドを用いて上記問題を解決する。
【００９０】
　別の実施形態において、表２のＤＮＡ結合ドメインはＢｓｔポリメラーゼ、Ｂｓｔ大断
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片、またはその変異体（例えば、記載されており、特許請求されているすべてのＢｓｔバ
リアントを含めて、ＵＳ　８，９９３，２９８及びＵＳ　２０１５／０１５２３９６を参
照されたい）に融合され得る。
【００９１】
　キット
　本発明により、上記した本方法を実施するためのキットをも提供する。ある実施形態で
は、本キットは、ｉ．５’－３’エキソヌクレアーゼ、ｉｉ．任意成分のリガーゼ、ｉｉ
ｉ．鎖置換ポリメラーゼ；及びｉｖ．ｓｓ　ＤＮＡ結合タンパク質を含み得る。キットの
成分は１つの容器中で組み合わされ得、または各成分がそれ自体の容器中に存在し得る。
例えば、キットの成分を１つの反応チューブ中で、または１つ以上の異なる反応チューブ
中で組み合わせてもよい。このキットの成分の更なる詳細は上記されている。キットは例
えば実行しようとする方法に依存して方法で使用され得る上記した及び下記する他の試薬
、ミスマッチ修復酵素、例えばｍｕｔＨＬＳ、ｃｅｌ－１ヌクレアーゼ、Ｔ７エンド１、
ｕｖｒＤ、Ｔ４　ＥｎｄｏＶＩＩ、Ｅ．ｃｏｌｉＥｎｄｏＶ、緩衝剤、ｄＮＴＰｓ、シン
トンを挿入するプラスミド及び／またはプラスミドを受け取るためのコンピテント細胞、
コントロール等も含み得る。幾つかの実施形態では、キットは非鎖置換ポリメラーゼ及び
／またはクラウディング剤を含まない。
【００９２】
　上記した成分に加えて、本キットは更に本方法を実施するためにキットの成分を使用す
るための説明書を含む。本方法を実施するための説明書は通常適当な記録媒体に記録され
ている。例えば、説明書は支持体、例えば紙またはプラスチック等上に印刷され得る。よ
って、説明書はキット中に添付文書として、（すなわち、包装またはサブ包装と合わされ
る）キットまたはその成分の容器のラベル等に存在し得る。他の実施形態では、説明書は
適当なコンピューター読み取り可能な記録媒体、例えばＣＤ－ＲＯＭ、ディスケット等に
存在する電子記憶データとして存在している。さらに他の実施形態では、キット中に説明
書そのものは存在していないが、リモートソースから、例えばインターネットを介して説
明書を得る手段が用意されている。この実施形態の例は、説明書を見ることができる及び
／またはそこから説明書をダウンロードできるウェブアドレスを含むキットである。指示
により、説明書を得るためのこの手段は適当な支持体に記録されている。
【００９３】
　本明細書中に記載されている断片を集合させ、シントンを形成するための組成物、キッ
ト及び方法により、ＰＣＲ、ＲＣＡ、またはコンピテント細菌または真核宿主細胞の直接
形質転換またはトランスフェクションを含めた各種の他の分子生物学用途のためのテンプ
レートとして役立ち得るｄｓ完全密封されたＤＮＡである産物が生ずる。
【００９４】
　本発明を更に説明するために、以下の具体的実施例を本発明を例示するために与えられ
ており、その範囲を限定すると決して解釈されるべきではないとの理解のもとに提示され
ている。
【００９５】
　２０１４年８月２７日に出願の米国仮出願番号６２／０４２，５２７、２０１５年７月
７日に出願の米国仮出願番号６２／１８９，５９９、及び２０１５年７月１６日に出願の
米国仮出願番号６２／１９３，１６８を含めた本明細書中に挙げられているすべての文献
は参照により組み入れられる。
【実施例】
【００９６】
実施例１：ポリメラーゼの鎖置換性を確認するためのアッセイ
　鎖置換ポリメラーゼと非鎖置換ポリメラーゼを区別するためにアッセイを開発した。１
０ｎＭ　ＦＡＭプライマー／テンプレート／遮断オリゴヌクレオチド、１×ＴＨＥＲＭＯ
ＰＯＬ（Ｒ）緩衝液（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ，マサチューセッツ州イ
プスウイッチ）（図１Ａ）及び０．１ｍＭ　ｄＮＴＰを含有する１０μｌの反応物を調製
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鎖置換ＤＮＡポリメラーゼを添加し、１μｌの１０倍希釈したサンプルと５０℃で３０分
間インキュベートし、キャピラリー電気泳動により分析すると、ＦＡＭプライマーが置換
された遮断オリゴヌクレオチドを介して延長した。結果を図１Ｄ～１Ｅに示す。確認され
た鎖置換ポリメラーゼであるＢｓｔポリメラーゼについて図２Ｄ中のピークの位置は非天
然ポリメラーゼのＳＰＢ４９Ｆについて観察されたピークに相当する。Ｂｓｔポリメラー
ゼ複製の産物は３’ｄＡを有するように、Ｂｓｔポリメラーゼ中に存在しない３’－５’
エキソヌクレアーゼ活性から生ずるＳＰＢ４９Ｆにより生じた平滑末端から、小さいサイ
ズシフトが得られる。図１Ｃは、合成が遮断プライマーで停止する非鎖置換ポリメラーゼ
－Ｔ４ＤＮＡポリメラーゼの産物を示す。
【００９７】
実施例２：６個の断片からの鎖置換ポリメラーゼを用いる大ＤＮＡ分子の合成、及び集合
が鎖置換ポリメラーゼを用いて効率的であったことの確認
　プラスミドＡ、Ｂ、Ｃ、Ｄ及びＥは、ＰＣＲ産物（一緒にＬａｃＩ遺伝子及びＬａｃＺ
遺伝子の領域をカバーする断片（Ｆｒａｇ．）１、２、３、４、５）からＮＥＢ（Ｒ）Ｐ
ＣＲクローニングキット（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ，マサチューセッツ
州イプスウイッチ）を用いて別々に構築した。
【００９８】
　この実験では、別々のプラスミドに組み込んだ５個の異なる断片を５０ｎｇの各ＰＣＲ
（「断片」のソース）の濃度で用い、２５ｎｇのｐＭｉｎｉＴ（ＴＭ）ベクター（ＮＥＢ
　＃Ｅ１２０２）はアンピシリンを含有するプラスミドであった。集合のための５個の断
片をまずＰＣＲを用いて増幅させた。ＬａｃＩ－ｌａｃＺ　ＤＮＡ断片集合体システムの
作製において次のプライマーを使用した：
【００９９】
【表３】
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【０１００】
　増幅させた断片をクローン化し、配列決定して、増幅中にエラーが導入されなかったこ
とを確認した。
【０１０１】

【化１】

【０１０２】
【化２】

【０１０３】
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【０１０４】
【化４】

【０１０５】
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【化５】

【０１０６】
　５個の断片の各々は、設計により最終集合体の順に隣接断片（断片１と２、２と３、３
と４、４と５の間）と８０ｂｐの重複領域を有していた。断片１及び５はベクターの末端
と２０ｂｐ重複部も共有していた。任意の市販されているベクター、例えばｐＡＣＹＣ１
８４（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ，マサチューセッツ州イプスウイッチ）
を使用し得る。ｐＡＣＹＣ１８４ベクターを逆ＰＣＲの方法により作製し、これはＮｏｔ
Ｉ－ＨＦ（Ｒ）（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ，マサチューセッツ州イプス
ウイッチ）を用いて処理し、熱不活化した後、上記集合ミックスの存在下で断片１～５を
集合させた（図２Ａ～２Ｃを参照されたい）。
【０１０７】
　集合中、網掛け領域から延長しているヌクレオチドをＴ５エキソヌクレアーゼにより分
解し、グレー領域のヌクレオチドをポリメラーゼにより除去した。断片を集合させ、Ｅ．
ｃｏｌｉに形質転換した後、青色／白色選択により決定した生産性集合体をＩＰＴＧ及び
Ｘ－Ｇａｌを用いてプレート上に記録した。
【０１０８】
　Ｔ５エキソヌクレアーゼ、Ｔａｑリガーゼ、鎖置換ＤＮＡポリメラーゼ及びｓｓ結合ド
メイン（ＥＴ　ＳＳＢ）を緩衝液を含む反応混合物中で合わせて、ミックス１を形成した
。これらの酵素はすべてマサチューセッツ州イプスウイッチのＮｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄか
ら入手した。５つの１５０ｎｇのＮｏｔＩ－ＨＦ消化プラスミド（プラスミドＡ、Ｂ、Ｃ
、Ｄ及びＥ）を１０５ｎｇのベクター、及びミックス１またはＧＡＭＭのいずれかと２０
μｌの全容量で混合した。反応物を５０℃で６０分間インキュベートした。ＮＥＢ　５α
（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ，マサチューセッツ州イプスウイッチ）コン
ピテント細胞に形質転換するために２μｌの集合産物を使用した。次いで、細胞をクロラ
ムフェニコールを含有している細胞上に広げた。陽性集合体をクロラムフェニコール＋Ｉ
ＰＴＧ＋Ｘ－Ｇａｌを用いてプレート上の青色コロニーとして同定し、３７℃で一晩イン
キュベートした。
【０１０９】
　形質転換前にすべての断片が結合し、連結していることを確認するための集合産物のＰ
ＣＲは以下のステップを含んでいた：１μｌの集合産物をＰＣＲにおいて使用して、５個
の断片及びベクターが一緒に連結していることを確認した。ベクター上でアニールするＰ
ＣＲプライマーの対を使用して、全集合ＬａｃＩＺ遺伝子（５．３ｋｂ）を増幅させた。
レーン１及び２は二重ＰＣＲ結果である。レーンＭはマサチューセッツ州イプスウイッチ
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のＮｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓの２－ｌｏｇ　ＤＮＡラダーである（図４を
参照されたい）。
【０１１０】
　選んだ８つのコロニーから配列決定結果を得、サンガー配列決定の目的でプラスミドＤ
ＮＡを精製した。６つのプライマーを使用して４．８ｋｂを配列決定した。断片間及び重
複領域からの延長領域の接合配列は２％未満の配列エラーを示した。
【０１１１】
　集合ＤＮＡを配列決定するために使用したプライマーは：
【０１１２】
【化６】

である。
【０１１３】
実施例３：一本鎖オリゴヌクレオチドの線形化ベクターまたは２個の異なるｄｓ　ＤＮＡ
への集合
　ヒト（Ｈ．ｓａｐｉｅｎｓ）由来の遺伝子を標的化するためにｓｇＲＮＡに対応するオ
リゴヌクレオチドを以下のように設計した：
１．　ＰＡＭ配列を所望標的配列についてスキャンした。例えば、
【０１１４】
【化７】

中のＮＧＧ。
【０１１５】
２．　部分Ｕ６プロモーター配列及びスカフォールドＲＮＡ配列に隣接する２１ヌクレオ
チド標的配列を含む７１塩基ｓｓ　ＤＮＡオリゴヌクレオチドを設計した。
【０１１６】
　例えば、ｓｓオリゴヌクレオチドが
【０１１７】
【化８】

として規定されている図８Ａ～Ｃ、またはｓｓオリゴヌクレオチドがランダムライブラリ
ー
【０１１８】

【化９】

を作製するように設計されている図９Ａ～Ｃを参照されたい。
【０１１９】
３．　ｓｓ　ＤＮＡオリゴヌクレオチドを１×ＮＥＢｕｆｆｅｒ　２（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌ
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終濃度まで作製した。
【０１２０】
４．　５μｌのｓｓ　ＤＮＡオリゴヌクレオチド（０．２μＭ）、３０ｎｇの制限酵素線
形化ベクター及びｄｄＨ２Ｏを含有する１０μｌの反応ミックスを形成した。
【０１２１】
５．　上記方法に使用するための適当なベクターはＬｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｏ
ＦＰ　Ｒｅｐｏｒｔｅｒ　キットカタログ番号：Ａ２１１７４のＧｅｎｅＡｒｔ（Ｒ）Ｃ
ＲＩＳＰＲ　Ｎｕｃｌｅａｓｅベクター）からのｄｓベクターである。他のベクターはＡ
ｄｄｇｅｎｅプラスミド＃４２２３０、ｐＸ３３０－Ｕ６－Ｃｈｉｍｅｒｉｃ＿ＢＢ－Ｃ
Ｂｈ－ｈＳｐＣａｓ９（詳細については、ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ａｄｄｇｅｎｅ．ｏ
ｒｇ／４２２３０／を参照されたい）より提供される。或いは、Ｕ６プロモーターの制御
下でｓｇＲＮＡスカフォールドを含有しているプラスミドを使用し得る。
【０１２２】
６．　１０μｌのｓｓ結合タンパク質、リガーゼ、エキソヌクレアーゼ及びポリメラーゼ
を含有するマスターミックを反応ミックスに添加し、集合反応物を５０℃で１時間インキ
ュベートした。
【０１２３】
７．　ＮＥＢ　１０βコンピテントＥ．ｃｏｌｉを２μｌの集合産物を用いて、製造業者
のプロトコル（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）に従って形質転換した。
【０１２４】
８．　１００μｌの形質転換細胞をプレート上でアンピシリン抗生物質と一緒に広げ、３
７℃で一晩インキュベートした。
【０１２５】
９．　１０個のコロニーを選択し、プラスミドＤＮＡを配列決定のために精製した。
【０１２６】
　２つのオリゴヌクレオチドを合成し、再アニーリングしなければならない従来のクロー
ニング方法とは異なり、本実施例はオリゴヌクレオチドを設計し、所望のベクターを用い
て集合させるための簡単な方法を提供し、特に時間の節約、使いやすさ及びコストの点で
従来の方法に比して実質的な改善を示す。
【０１２７】
【化１０】

【０１２８】

【化１１】

【０１２９】
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【化１２】

【０１３０】
【化１３】

【０１３１】

【化１４】

【０１３２】
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【化１５】

【０１３３】
【化１６】

【０１３４】
【化１７】

【０１３５】
【化１８】

【０１３６】
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【化１９】

【０１３７】
【化２０】

【０１３８】
【化２１】

【０１３９】

【化２２】

【０１４０】
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【化２３】

【０１４１】
【化２４】

【０１４２】
【化２５】

【０１４３】

【化２６】

【０１４４】
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【化２７】

【０１４５】
【化２８】

【０１４６】
【化２９】

【０１４７】
【化３０】

【０１４８】
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【化３１】

【０１４９】
【化３２】

【０１５０】
【化３３】

【０１５１】
【化３４】

【０１５２】
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【化３５】

【０１５３】
【化３６】

【０１５４】
【化３７】

【０１５５】
【化３８】

【０１５６】
【化３９】

【０１５７】
【化４０】

【０１５８】
【化４１】

【０１５９】
【化４２】

【０１６０】
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【化４３】

【０１６１】
【化４４】

【０１６２】
【化４５】

【０１６３】
【化４６】

【０１６４】
【化４７】

【０１６５】
【化４８】

【０１６６】
【化４９】

【０１６７】

【化５０】

【０１６８】
【化５１】

【０１６９】



(46) JP 2020-5658 A 2020.1.16

10

20

30

40

【化５２】

【０１７０】
【化５３】

【０１７１】
【化５４】

【０１７２】
【化５５】

【０１７３】

【化５６】

【０１７４】
【化５７】

【０１７５】
【化５８】

【０１７６】
【化５９】

【０１７７】

【化６０】

【０１７８】
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【化６１】

【０１７９】
【化６２】

【０１８０】
【化６３】

【０１８１】
【化６４】

【０１８２】
【化６５】

【０１８３】
【化６６】

【０１８４】
【化６７】

【０１８５】
【化６８】

【０１８６】
【化６９】

【０１８７】
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【化７０】

【０１８８】
【化７１】

【０１８９】
【化７２】

【０１９０】
【化７３】

【０１９１】
【化７４】

【０１９２】
【化７５】

【０１９３】
【化７６】

【０１９４】
【化７７】

【０１９５】

【化７８】
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【化７９】

【０１９７】
【化８０】

【０１９８】
【化８１】
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【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００６３
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００６３】
　本明細書中で使用されている用語「組成物」は、リストされている試薬に加えて他の試
薬、例えばグリセロール、塩、ｄＮＴＰｓ等を含み得る試薬の組合せを指す。組成物は任
意の形態、例えば水性または凍結乾燥の形態であり得、任意の状態（例えば、凍結または
液体形態）であり得る。
【手続補正２】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ．ＤＮＡポリメラーゼ、及び
　ｂ．配列特異的ＤＮＡ結合ドメイン
を含む融合タンパク質を含む組成物。
【請求項２】
　融合タンパク質が、（ｂ）のＤＮＡ結合ドメインの非存在下で、（ａ）のポリメラーゼ
と比較して、増加した処理能力を示す、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　配列特異的ＤＮＡ結合ドメインは、前記ポリメラーゼのＮ末端である請求項１に記載の
組成物。
【請求項４】
　ＤＮＡポリメラーゼは、タイプＡポリメラーゼである、請求項１に記載の組成物。
【請求項５】
　ＤＮＡポリメラーゼは、タイプＢポリメラーゼである、請求項１に記載の組成物。
【請求項６】
　配列特異的ＤＮＡ結合ドメインは、ヘリックスループヘリックス、リボンヘリックスヘ
リックス、ヘリックスターンヘリックス、ウィングドヘリックス、又はホメオドメイン構
造を有する、請求項１に記載の組成物。
【請求項７】
　配列特異的ＤＮＡ結合ドメインは、転写活性因子に由来する、請求項１に記載の組成物
。
【請求項８】
　ポリメラーゼは、校正活性を有する、請求項１に記載の組成物。
【請求項９】
　前記配列特異的ＤＮＡ結合ドメインのアミノ酸配列は、配列番号５６～９７のいずれか
のＤＮＡ結合ドメインに少なくとも９０％同一である、請求項１に記載の組成物。
【請求項１０】
　前記ポリメラーゼのアミノ酸配列は、配列番号３３～５５のいずれかのアミノ酸配列に
少なくとも９０％同一である、請求項１に記載の組成物。
【請求項１１】
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　野生型ポリメラーゼが、細菌又は古細菌由来のものである請求項１０に記載の組成物。
【請求項１２】
　前記ポリメラーゼのアミノ酸配列が、配列番号４１、４７若しくは４８のいずれかのピ
ロコッカス属のポリメラーゼ、又は配列番号４２～４６、５１又は５２のいずれかのサー
モコッカス属のポリメラーゼのアミノ酸配列に少なくとも９０％同一である、請求項１に
記載の組成物。
【請求項１３】
　前記ポリメラーゼが、耐熱性である、請求項１に記載の組成物。
【請求項１４】
　配列特異的ＤＮＡ結合ドメインが、耐熱性である、請求項１に記載の組成物。
【請求項１５】
　ａ．請求項１に記載の組成物、及び
　ｂ．反応緩衝剤
を含むキット。
【請求項１６】
　組成物が、グリセロールをさらに含む、請求項１５に記載のキット。
【請求項１７】
　緩衝剤が、濃縮形態である、請求項１５に記載のキット。
【請求項１８】
　ＤＮＡテンプレート、ヌクレオチド、及び請求項１に記載の組成物を組み合わせるステ
ップと、
　前記ＤＮＡテンプレートをコピーするステップと
を含む、方法。
【請求項１９】
　ＤＮＡテンプレートは、複数の重複したプライマーである、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　ＤＮＡテンプレートは、ゲノムＤＮＡである、請求項１８に記載の方法。
【請求項２１】
　コピーするステップは、等温条件を用いて行われる、請求項１８に記載の方法。
【請求項２２】
　コピーするステップは、熱サイクリングにより行われる、請求項１８に記載の方法。
【請求項２３】
　配列特異的ＤＮＡ結合ドメインは、ポリメラーゼのＣ末端である、請求項１に記載の組
成物。
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