
(57)【要約】

反応物質が低濃度で存在する場合の二分子相互作用の速

度式を向上させる方法が提供される。高濃度のユニバー

サルプライマーを用いて1種または複数種のオリゴヌク

レオチドを予め増幅する方法が提供される。オリゴヌク

レオチドおよび/またはポリヌクレオチド合成中のエラ

ー率を改善する方法が同様に提供される。配列最適化お

よびオリゴヌクレオチド設計の方法がさらに提供される

。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 所 定 の 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 調 製 す る 方 法 :
　 a) 以 下 の 段 階 を 含 む 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル を 提 供 す る 段 階
　 i) 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 の 配 列 を 規 定 （ define） す る 部 分 的 に 重 複 す る 配 列 、
　 ii) 該 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 一 部 分 で 隣 接 す る お よ び 該 構 築 用 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も サ ブ セ ッ ト に 共 通 す る 少 な く と も 1組 の プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 、 な ら び に
　 iii) プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 と 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 の 切
断 部 位 ;
　 b) プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 に 結 合 す る 少 な く と も 1つ の プ ラ イ マ ー を 用
い て 、 該 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル を 増 幅 さ せ る 段 階 ;
　 c) 該 プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 を 該 切 断 部 位 で 該 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド か ら 除 去 す る 段 階 ;
　 d) 該 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 鎖 を 分 離 す る 段 階 ; な ら び に
　 e) 該 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 な ら び に (i) 
ラ イ ゲ ー シ ョ ン 条 件 、 (ii) 鎖 伸 長 条 件 、 ま た は (iii) 鎖 伸 長 お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ ン 条 件
に 曝 露 し 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 形 成 さ せ る 段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
　 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 固 体 支 持 体 上 で 合 成 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 増 幅 の 前 に 支 持 体 か ら 切 断 さ れ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 合 成 が 光 誘 導 に よ る 反 応 を 支 持 体 上 の 別 々 の 位 置 で 利 用 す る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 マ ス ク を 用 い て 光 が 別 々 の 位 置 に 向 け ら れ る 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 光 案 内 マ ス ク レ ス オ プ テ ィ ク ス (light directing maskless optics)を 用 い て 光 が 別 々
の 位 置 に 向 け ら れ る 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 PCRを 用 い て 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル が 増 幅 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ア ッ セ ン ブ リ の 前 に エ ラ ー 低 減 過 程 に 供 す る 段 階 を さ ら に
含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ア ッ セ ン ブ リ の 前 に 少 な く と も 2ラ ウ ン ド の 増 幅 お よ び エ
ラ ー 低 減 に 供 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 エ ラ ー 低 減 過 程 が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 下 で 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー
ル を 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル に 曝 露 す る 段 階 お よ び 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 際 に ミ ス マ ッ チ を 含 む 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー を 除 去
す る 段 階 に よ る エ ラ ー ろ 過 で あ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を さ ら な る ア ッ セ ン ブ リ に 供 し て 、 そ れ に よ り さ ら に 長 い ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 形 成 さ せ る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を エ ラ ー 低 減 過 程 に 供 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1ま た は 1
1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 増 幅 に 供 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1ま た は 12記 載 の 方
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法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 が 少 な く と も 約 1キ ロ ベ ー ス で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 が 少 な く と も 約 10キ ロ ベ ー ス で あ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 が 少 な く と も 約 100キ ロ ベ ー ス で あ る 、 請 求 項 15記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 が 少 な く と も 約 1メ ガ ベ ー ス で あ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 が 少 な く と も 約 1ギ ガ ベ ー ス で あ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を ベ ク タ ー に 挿 入 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 宿 主 細 胞 に 導 入 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1ま た は 19記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 が 少 な く と も 1種 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る 、 請 求 項 1ま
た は 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 か ら 少 な く と も 1種 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る 段 階 を さ ら に
含 む 、 請 求 項 1ま た は 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 全 て が 共 通 す る 少 な く と も 1組 の プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 部 位 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 光 切 断 可 能 な リ ン カ ー に よ っ て 固 体 支 持 体 に 結 合 さ れ る 、
請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い て プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 が 構 築 用 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 除 去 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 精 製 済 み の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル を 調 製 す る 方 法 :
　 a) 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル を 提 供 す る 段 階 ;
　 b) ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 下 で 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル を 選 択 用 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル と 接 触 さ せ 、 そ れ に よ り 、 少 な く と も 、 二 重 鎖 の 一 部 分 が 相 補
的 な 領 域 中 に ミ ス マ ッ チ を 含 ま な い 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー と 選 択 用 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の コ ピ ー と を 含 ん だ 安 定 な 二 重 鎖 で あ り お よ び 二 重 鎖 の 一 部 分 が 相 補 的 な 領 域
中 に 1つ ま た は 複 数 の ミ ス マ ッ チ を 含 む 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー と 選 択 用 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー と を 含 ん だ 不 安 定 な 二 重 鎖 で あ る 、 二 重 鎖 を 形 成 さ せ る 段 階 ; な
ら び に
　 c) 不 安 定 な 二 重 鎖 を 形 成 し た 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー を 除 去 し 、 そ れ に よ
り 精 製 済 み の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル を 形 成 さ せ る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 所 定 の 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 調 製 す る 方 法 :
　 d) 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 の 配 列 を 規 定 す る 部 分 的 に 重 複 す る 配 列 を 含 ん だ 構 築 用
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オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル を 提 供 す る 段 階 ;
　 e) ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 下 で 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル を 選 択 用 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル と 接 触 さ せ 、 そ れ に よ り 、 少 な く と も 、 二 重 鎖 の 一 部 分 が 相 補
的 な 領 域 中 に ミ ス マ ッ チ を 含 ま な い 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー と 選 択 用 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の コ ピ ー と を 含 ん だ 安 定 な 二 重 鎖 で あ り お よ び 二 重 鎖 の 一 部 分 が 相 補 的 な 領 域
中 に 1つ ま た は 複 数 の ミ ス マ ッ チ を 含 む 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー と 選 択 用 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー と を 含 ん だ 不 安 定 な 二 重 鎖 で あ る 、 二 重 鎖 を 形 成 さ せ る 段 階 ; お
よ び
　 f) 不 安 定 な 二 重 鎖 を 形 成 し た 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー を 除 去 す る 段 階 ;
　 g) 残 存 す る 複 合 体 を 変 性 さ せ 、 そ れ に よ り 精 製 済 み の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ
ー ル を 形 成 さ せ る 段 階 ; な ら び に
　 h) 精 製 済 み の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 な ら び に (i) 
ラ イ ゲ ー シ ョ ン 条 件 、 (ii) 鎖 伸 長 条 件 、 ま た は (iii) 鎖 伸 長 お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ ン 条 件
に 曝 露 し て 、 そ れ に よ り ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 形 成 さ せ る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 形 成 さ せ る 段 階 の 前 に 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 さ せ
る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 28記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 精 製 済 み の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル を 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル と
少 な く と も 二 度 接 触 さ せ る 段 階 お よ び 不 安 定 な 二 重 鎖 を 形 成 し た 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の コ ピ ー を 除 去 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 28ま た は 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 固 体 支 持 体 上 に 固 定 化 さ れ る 、 請 求 項 27ま た は 28記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が カ ラ ム 中 に 含 ま れ る 、 請 求 項 27ま た は 28記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル へ の 曝 露 の 前 に 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 さ
せ る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 27ま た は 28記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 該 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 一 部 分 で 隣 接
す る お よ び 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も サ ブ セ ッ ト に 共 通 す る 少 な く と も 1組
の プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 を 含 む 、 請 求 項 27、 28ま た は 33の い ず れ か 一 項
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 全 て が 共 通 す る 少 な く と も 1組 の プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 部 位 を 含 む 、 請 求 項 34記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 該 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 一 部 分 で 隣 接
す る お よ び 該 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も サ ブ セ ッ ト に 共 通 す る 少 な く と も 1
組 の プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 を 含 む 、 請 求 項 27ま た は 28記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 少 な く と も 大 量 の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 共 通 す る 少 な く と も 1組 の プ ラ イ マ ー ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 を 含 む 、 請 求 項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 固 体 支 持 体 上 で 合 成 さ れ る 、 請 求 項 27ま た は 28記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 増 幅 の 前 に 支 持 体 か ら 切 断 さ れ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
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　 合 成 が 光 誘 導 に よ る 反 応 を 支 持 体 上 の 別 々 の 位 置 で 利 用 す る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 マ ス ク を 用 い て 光 が 別 々 の 位 置 に 向 け ら れ る 、 請 求 項 40記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 光 案 内 マ ス ク レ ス オ プ テ ィ ク ス を 用 い て 光 が 別 々 の 位 置 に 向 け ら れ る 、 請 求 項 30記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 光 切 断 可 能 な リ ン カ ー に よ っ て 固 体 支 持 体 に 結 合 さ れ る 、
請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 精 製 済 み の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 500塩 基 中 約 1エ ラ ー 未 満 の 塩 基 エ ラ ー 率 を 有 す
る 、 請 求 項 27、 28、 ま た は 30の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 精 製 済 み の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 1,000塩 基 中 約 1エ ラ ー 未 満 の 塩 基 エ ラ ー 率 を 有
す る 、 請 求 項 44記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 精 製 済 み の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 10,000塩 基 中 約 1エ ラ ー 未 満 の 塩 基 エ ラ ー 率 を
有 す る 、 請 求 項 45記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル が 重 複 領 域 に お い て 相 補 的 な プ ラ ス 鎖 お よ び マ イ ナ
ス 鎖 を 含 む 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 単 一 の プ ー ル 中 で 異 な る 所 定 の 配 列 を 有 す る 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 構 築 体 を 調 製 す る 方 法 :
　 a) 該 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 の 各 々 の 配 列 を 規 定 す る 部 分 的 に 重 複 す る 配 列 を
含 む 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル を 提 供 す る 段 階 ; お よ び
　 b) 該 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 な ら び に 以 下
の 条 件 : (i) ラ イ ゲ ー シ ョ ン 条 件 、 (ii) 鎖 伸 長 条 件 、 ま た は (iii) 鎖 伸 長 お よ び ラ イ ゲ
ー シ ョ ン 条 件 の う ち の 少 な く と も 1つ の 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ れ に よ り 単 一 の プ ー ル
中 で 該 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 形 成 さ せ る 段 階 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル が 重 複 領 域 に お い て 相 補 的 な プ ラ ス 鎖 お よ び マ イ ナ
ス 鎖 を 含 む 、 請 求 項 48記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 少 な く と も 4種 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 が 単 一 の プ ー ル 中 で 調 製 さ れ る 、 請 求 項 48記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 少 な く と も 10種 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 が 単 一 の プ ー ル 中 で 調 製 さ れ る 、 請 求 項 48記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 少 な く と も 約 100種 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 が 単 一 の プ ー ル 中 で 調 製 さ れ る 、 請 求 項 4
8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を さ ら な る ア ッ セ ン ブ リ に 供 し て 、 そ れ に よ り 少 な く と
も 1種 の さ ら に 長 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 形 成 さ せ る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 48記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 さ ら な る ア ッ セ ン ブ リ が 以 下 の 段 階 を 含 む 、 請 求 項 53記 載 の 方 法 :
　 a) ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 融 解 さ せ る 段 階 ; お よ び
　 b) ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 な ら び に (i) ラ イ ゲ ー シ ョ
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ン 条 件 、 (ii) 鎖 伸 長 条 件 、 ま た は (iii) 鎖 伸 長 お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ ン 条 件 に 曝 露 し て 、
そ れ に よ り さ ら に 長 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 形 成 さ せ る 段 階 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 さ ら な る ア ッ セ ン ブ リ が 以 下 の 段 階 を 含 む 、 請 求 項 51記 載 の 方 法 :
　 a) ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 制 限 酵 素 と 接 触 さ せ る 段 階 ; お よ び
　 b) ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 な ら び に (i) ラ イ ゲ ー シ ョ
ン 条 件 、 (ii) 鎖 伸 長 条 件 、 ま た は (iii) 鎖 伸 長 お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ ン 条 件 に 曝 露 し て 、
そ れ に よ り さ ら に 長 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 形 成 さ せ る 段 階 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 少 な く と も 1ラ ウ ン ド の (i) 増 幅 、 (ii) エ ラ ー 低 減 、 ま た
は (iii) い ず れ か の 順 序 の 増 幅 お よ び エ ラ ー 低 減 に 供 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 48記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 少 な く と も 1ラ ウ ン ド の (i) 増 幅 、 (ii) エ ラ ー 低 減 、 ま た は
(iii) い ず れ か の 順 序 の 増 幅 お よ び エ ラ ー 低 減 に 供 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 53記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 異 な る 所 定 の 配 列 を 有 す る 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 調 製 す
る 方 法 :
　 a) 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 の 配 列 を 部 分 的 に 重 複 す る 配 列 セ グ メ ン ト に コ ン ピ ュ ー
タ に よ り 分 割 す る 段 階 ;
　 b) 部 分 的 に 重 複 す る 配 列 セ グ メ ン ト の セ ッ ト に 応 答 す る 配 列 を 含 む 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 合 成 す る 段 階 ; お よ び
　 c) 該 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 な ら び に 以 下 の 条 件 : (
i) ラ イ ゲ ー シ ョ ン 条 件 、 (ii) 鎖 伸 長 条 件 、 ま た は (iii) 鎖 伸 長 お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ ン 条
件 の う ち の 少 な く と も 1つ の 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ れ に よ り 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
構 築 体 を 形 成 さ せ る 段 階 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 重 複 領 域 に お い て 相 補 的 な プ ラ ス 鎖 お よ び マ イ ナ ス 鎖 を 含
む 、 請 求 項 58記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 以 下 の 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 58記 載 の 方 法 :
　 a) 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 一 部 分 の 末 端 に 、 該 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 少 な く と も サ ブ セ ッ ト に 共 通 す る お よ び プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 と
構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 の 切 断 部 位 を 規 定 す る 1組 ま た は 複 数 組 の プ ラ イ マ ー ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 を コ ン ピ ュ ー タ に よ り 付 加 す る 段 階 ;
　 b) 該 プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 に 結 合 す る 少 な く と も 1つ の プ ラ イ マ ー を
用 い て 該 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 す る 段 階 ; お よ び
　 c) 該 プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 を 該 切 断 部 位 で 該 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド か ら 除 去 す る 段 階 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 の 少 な く と も 一 部 分 の 末 端 を 規 定 す る 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド に 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 の 少 な く と も サ ブ セ ッ ト に 共 通 す る 1組 ま た は 複 数 組 の
プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 を コ ン ピ ュ ー タ に よ り 付 加 す る 段 階 を さ ら に 含 む
、 請 求 項 60記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 と 末 端 を 規 定 す る 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と
の 間 の 切 断 部 位 を 規 定 す る 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ に よ り 設 計 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項
61記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
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　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 増 幅 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 61ま た は 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 か ら 除 去 す る 段 階 を
さ ら に 含 む 、 請 求 項 63記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を さ ら に 長 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 に ア ッ セ ン ブ ル す る 段 階
を さ ら に 含 む 、 請 求 項 58、 63、 ま た は 64の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 少 な く と も 1ラ ウ ン ド の エ ラ ー 低 減 に 供 す る 段 階 を さ ら に
含 む 、 請 求 項 58記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 エ ラ ー 低 減 過 程 が 以 下 の 段 階 を 含 む 、 請 求 項 66記 載 の 方 法 :
　 a) 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 一 部 分 に 相 補 的 で あ る 配 列 を 含 む 選 択 用 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 1つ の プ ー ル を コ ン ピ ュ ー タ に よ り 設 計 す る 段 階 ;
　 b) 該 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る 段 階 ;
　 c) ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 下 で 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル を 選 択 用 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル と 接 触 さ せ 、 そ れ に よ り 、 少 な く と も 、 二 重 鎖 の 一 部 分 が 相 補
的 な 領 域 中 に ミ ス マ ッ チ を 含 ま な い 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー と 選 択 用 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の コ ピ ー と を 含 ん だ 安 定 な 二 重 鎖 で あ り お よ び 二 重 鎖 の 一 部 分 が 相 補 的 な 領 域
中 に 1つ ま た は 複 数 の ミ ス マ ッ チ を 含 む 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー と 選 択 用 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー と を 含 ん だ 不 安 定 な 二 重 鎖 で あ る 、 二 重 鎖 を 形 成 さ せ る 段 階 ;
　 d) 不 安 定 な 二 重 鎖 を 形 成 し た 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー を 除 去 す る 段 階 ; お
よ び
　 e) 残 存 す る 二 重 鎖 を 変 性 さ せ 、 そ れ に よ り 精 製 済 み の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ
ー ル を 形 成 さ せ る 段 階 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 二 重 鎖 の 融 解 温 度 を 最 適 化 す る た め 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 、 ま た は そ の 両 方 の 長 さ 、 コ ド ン 使 用 頻 度 、 ま た は 長 さ お よ び コ ド ン 使 用 頻 度 を コ
ン ピ ュ ー タ に よ り 最 適 化 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 67記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 固 体 支 持 体 上 に 固 定 化 さ れ る 、 請 求 項 67記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル 中 の 1種 ま た は 複 数 種 の 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の 配 列 が 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル 中 の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も
一 部 分 の 配 列 全 体 に 相 補 的 で あ る 、 請 求 項 67記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 両 方 が 固 体 支 持 体
上 で 合 成 さ れ る 、 請 求 項 58ま た は 67記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 の コ ピ ー の 配 列 を 決 定 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 58記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 細 胞 に 導 入 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 58記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 が 少 な く と も 1種 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 請 求 項 58記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 が 特 定 の 宿 主 細 胞 で 発 現 さ せ る た め に コ ド ン 最 適 化 さ れ た 、 請
求 項 74記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
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　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 単 一 の プ ー ル 中 で 複 数 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ア ッ セ ン ブ
ル す る 方 法 :
　 a) 相 補 的 な 末 端 領 域 と 該 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 末 端 を 含 ん だ オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド に 隣 接 す る プ ラ イ マ ー 部 位 と を 有 す る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 群 を 提 供 す る 段 階 ;
　 b) 該 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を dNTPsお よ び ポ リ メ ラ ー ゼ と と も に 混 合 す る 段 階 ;
　 c) 以 下 を も た ら す よ う 混 合 物 を サ イ ク リ ン グ に か け る 段 階 :
　 該 相 補 的 な 末 端 領 域 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ;
　 重 複 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 伸 長 さ せ る お よ び 完 全 長 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の コ ピ ー を 産 生 さ せ る ポ リ メ ラ ー ゼ を 介 し た 塩 基 の 取 込 み ; お よ び
　 複 数 の 該 完 全 長 配 列 の 増 幅 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 産 生 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を さ ら に ア ッ セ ン ブ ル し て よ り 大 き な ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 産 生 さ せ る 段 階 を 含 む 請 求 項 76記 載 の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の さ ら な る 段 階 を 含 む 方 法
:
　 d) 複 数 の 別 個 の プ ー ル 中 で 請 求 項 76記 載 の 方 法 を 行 い 、 異 な る 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 少 な く と も い く つ か を そ れ に よ り 、 相 補 的 な 末 端 領 域 と 該 よ り 大 き な ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 末 端 を 含 ん だ 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 隣 接 す る プ ラ イ マ ー 部 位 と を 有 す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 各 プ ー ル 中 で 産 生 さ せ る 段 階 ;
　 e) 該 複 数 の プ ー ル の 少 な く と も い く つ か を dNTPsお よ び ポ リ メ ラ ー ゼ と と も に 混 合 す る
段 階 ; な ら び に
　 f) 以 下 を も た ら す よ う 混 合 物 を サ イ ク リ ン グ に か け る 段 階 :
　 該 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 該 相 補 的 な 末 端 領 域 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ;
　 重 複 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 伸 長 さ せ る お よ び 完 全 長 の よ り 大 き な ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の コ ピ ー を 産 生 さ せ る ポ リ メ ラ ー ゼ を 介 し た 塩 基 の 取 込 み ; お よ び
　 複 数 の 該 完 全 長 の よ り 大 き な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 増 幅 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 複 数 の 塩 基 配 列 の 連 続 自 動 並 行 ア ッ セ ン ブ リ に よ り 並 行 し て
合 成 さ れ 、 精 製 さ れ て 、 配 列 エ ラ ー を 包 含 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド コ ピ ー の 濃 度 を 減 ら す
、 請 求 項 76記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 精 製 が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 78記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 表 面 上 で 合 成 さ れ る 、 請 求 項 76記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 相 補 的 な 末 端 領 域 の 複 数 の ペ ア が ほ ぼ 同 じ 融 解 温 度 を 有 す る よ う に 設 計 さ れ る 、 請 求 項
76ま た は 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 プ ー ル が ウ ェ ル ま た は マ イ ク ロ チ ャ ネ ル で あ る 、 請 求 項 76記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 混 合 す る 段 階 e)が 微 小 流 体 シ ス テ ム の 中 に 混 合 物 の 成 分 を と も に 流 す こ と で 行 わ れ る 、
請 求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ が 熱 安 定 性 ポ リ メ ラ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 76記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 多 数 の 異 な る 回 収 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 製 造 物 品 で あ っ て 、 以 下 を 含 む 物 品 :
　 容 器 由 来 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 部 分 集 団 の 増 幅 を 可 能 に す る プ ラ イ マ ー 配 列 の 異
な る ペ ア を 含 ん だ 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 混 合 物 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 用 容 器 ; お よ び
　 複 数 の プ ラ イ マ ー 用 容 器 で あ っ て 、 そ れ ぞ れ が 構 築 用 容 器 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の プ ラ
イ マ ー 配 列 の ペ ア に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の ペ ア を 含 ん だ 容 器 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
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　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 用 容 器 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の プ ラ イ マ ー 配 列 ペ ア が 互 い に 異 な る 、
請 求 項 85記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 合 成 DNAを 含 む 、 請 求 項 85記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 85記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 野 生 型 配 列 の 複 数 の 変 異 体 を 含 む 、 請 求 項 85記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ベ ク タ ー を 含 む 、 請 求 項 85記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 一 部 分 が 少 な く と も 1 Kb長 で あ る 、 請 求 項 85記 載 の 物 品
。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 一 部 分 が 少 な く と も 2 Kb長 で あ る 、 請 求 項 85記 載 の 物 品
。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 一 部 分 が 少 な く と も 10 Kb長 で あ る 、 請 求 項 85記 載 の 物
品 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 一 部 分 が 環 状 化 さ れ る 、 請 求 項 85記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 操 作 を 容 易 に す る ア ダ プ タ ー 配 列 に 隣 接
し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 85記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 ア ダ プ タ ー 配 列 が ベ ク タ ー へ の 挿 入 、 固 定 化 、 お よ び 配 列 の 機 能 の 同 定 の 1つ ま た は 複
数 を 容 易 に す る 、 請 求 項 95記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 物 が 哺 乳 類 の 配 列 、 酵 母 の 配 列 、 原 核 生 物 の 配 列 、 植 物 の 配 列
、 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ (D. melanogaster)の 配 列 、 線 虫 (C. elegans)の 配 列 、 お よ び
ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル (Xenopus)の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の 配 列 を 含
む 、 請 求 項 85記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 異 な る 回 収 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 の 混 合 物 が 独 立 し て 回 収 可 能 で あ る 、 請 求 項
85記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 複 数 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 用 容 器 、 プ ラ イ マ ー
配 列 の 同 一 の ペ ア を 含 ん だ 異 な る 容 器 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 85記 載 の 物 品
。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 複 数 の プ ラ イ マ ー 用 容 器 の 1つ ま た は 複 数 が 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の
ペ ア を 含 む 、 請 求 項 85ま た は 99記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 用 容 器 が D個 の 異 な る 独 立 し て 回 収 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て
、 そ れ ぞ れ が N個 の ネ ス テ ィ ッ ド プ ラ イ マ ー ペ ア を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 少 な く と も N/2
× D 1 / N で あ る プ ラ イ マ ー 用 容 器 の 数 を 含 む 、 請 求 項 85ま た は 99記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 用 容 器 が D個 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び プ ラ イ マ ー の ペ ア を 含
有 す る D個 の プ ラ イ マ ー 用 容 器 を 含 む 、 請 求 項 85ま た は 99記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】

10

20

30

40

50

(9) JP 2007-534320 A 2007.11.29



　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 用 容 器 が 、 プ ラ イ マ ー 配 列 の 複 数 の ネ ス テ ィ ッ ド ペ ア を 含 む 異 な る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 該 複 数 の ネ ス テ ィ ッ ド ペ ア の そ れ ぞ れ が 該 容 器 中 の 選 択 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 群 の ま た は そ の 容 器 中 の 該 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 個 々 の も の の 増 幅 を 可
能 に す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 85ま た は 99記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 10 2 個 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 85ま た は 99記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 10 3 個 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 85ま た は 99記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 10 4 個 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 85ま た は 99記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 10 5 個 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 99記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 10 6 個 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 99記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
　 多 数 の 異 な る 回 収 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 包 装 を 含 む 製 造 物 品 で あ っ て 、 以
下 を 含 む 物 品 :
　 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も い く つ か が プ ラ イ マ ー 配 列 の 複 数 の ネ ス テ ィ ッ ド
ペ ア を 含 み 、 該 複 数 の ネ ス テ ィ ッ ド ペ ア の そ れ ぞ れ が 容 器 中 の 選 択 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群
の ま た は そ の 容 器 中 の 該 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 個 々 の も の の 増 幅 を 可 能 に す る 異 な る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 物 を 含 ん だ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 用 容 器 ; お よ び
　 複 数 の プ ラ イ マ ー 用 容 器 で あ っ て 、 そ れ ぞ れ が 構 築 用 容 器 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の プ ラ
イ マ ー 配 列 の ペ ア に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の ペ ア を 含 ん だ 容 器 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
　 容 器 中 の 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 上 の ネ ス テ ィ ッ ド ペ ア の 組 合 せ が 、 該 容 器 中 の そ の 他 全 て
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ネ ス テ ィ ッ ド ペ ア の 組 合 せ と 異 な る 、 請 求 項 109記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
　 そ れ ぞ れ が 複 数 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 複 数 の 構 築 用 容 器 、 所 与 の プ ラ イ マ ー
ペ ア が 異 な る 容 器 中 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ア ニ ー リ ン グ す る よ う に プ ラ イ マ ー 配 列
の 同 一 の ペ ア を 含 ん だ 異 な る 容 器 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 85ま た は 109記 載
の 物 品 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 の 選 択 の 1つ ま た は 選 択 の 群 に 富 む 溶 液 を 供 給 す る 装 置 で あ っ
て 、 以 下 を 含 む 装 置 :
　 容 器 由 来 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 選 択 の も の の 増 幅 を 可 能 に す る お よ び 該 容 器
中 の そ の 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の プ ラ イ マ ー 配 列 の そ の 他 の ペ ア と は 異 な る 、 プ ラ イ マ ー
配 列 の 少 な く と も 1ペ ア を 含 む 同 定 済 み の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 物 を 含 ん だ ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 用 容 器 ;
　 複 数 の プ ラ イ マ ー 用 容 器 で あ っ て 、 そ れ ぞ れ が 構 築 用 容 器 中 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の プ ラ イ マ ー 配 列 の ペ ア に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の ペ ア を 含 ん だ 容 器 ;
　 同 定 済 み の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 各 同 定 済 み の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー の
ペ ア ま た は 複 数 ペ ア を 含 む 1つ ま た は 複 数 の 容 器 の 位 置 と を 収 載 す る デ ー タ 保 存 庫 ;
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 群 を 利 用 者 が 指 定 す る の を 可 能 に す る イ ン
タ ー フ ェ ー ス ;
　 該 イ ン タ ー フ ェ ー ス で 入 力 さ れ た 仕 様 に 応 答 す る 自 動 的 手 段 、 お よ び 該 指 定 さ れ た ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 群 を 選 択 的 に 増 幅 す る の に 必 要 と さ れ る 試 薬 を 調
製 す る よ う 該 構 築 用 容 器 か ら ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 選 択 の プ ラ イ マ ー 用 容 器 か ら プ ラ イ
マ ー の 一 定 分 量 を 抽 出 す る た め に 該 デ ー タ 保 存 庫 か ら ア ク セ ス さ れ る 命 令 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
　 異 な る 同 定 済 み の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん だ 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 用 容 器 を 含 む 、 請
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求 項 112記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ １ ４ 】
　 異 な る 容 器 中 の 同 定 済 み の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 プ ラ イ マ ー 配 列 の 同 一 ペ ア を 含 む 、 請
求 項 113記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ １ ５ 】
　 異 な る 容 器 中 の 同 定 済 み の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 プ ラ イ マ ー 配 列 の 複 数 の ネ ス テ ィ ッ ド
ペ ア を 含 む 、 請 求 項 113記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ １ ６ 】
　 少 な く と も 10個 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 用 容 器 を 含 む 、 請 求 項 112記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】
　 異 な る 容 器 中 の 同 定 済 み の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 プ ラ イ マ ー 配 列 の 固 有 の ネ ス テ ィ ッ ド
ペ ア を 含 む 、 請 求 項 112記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ １ ８ 】
　 構 築 用 容 器 か ら 回 収 さ れ る 選 択 の 同 定 済 み ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 選 択 の プ ラ イ マ ー ペ ア に
よ る 指 定 の と お り に 増 幅 す る よ う 適 合 さ れ た 増 幅 用 チ ャ ン バ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 112記
載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ １ ９ 】
　 増 幅 用 チ ャ ン バ か ら 回 収 さ れ る 同 定 済 み の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 1つ ま た は 部 分 集 団 を 選
択 の プ ラ イ マ ー ペ ア に よ る 指 定 の と お り に 増 幅 す る よ う 適 合 さ れ た 第 2の 増 幅 用 チ ャ ン バ
を さ ら に 含 む 、 請 求 項 118記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ ２ ０ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 選 択 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る 方 法 :
　 容 器 由 来 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 選 択 の も の の 増 幅 を 可 能 に す る プ ラ イ マ ー 配 列 の 複
数 の ネ ス テ ィ ッ ド ペ ア を 含 み 、 該 容 器 中 の あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の プ ラ イ マ ー ペ ア の 組 合
せ が 該 容 器 中 の そ の 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の プ ラ イ マ ー 配 列 の そ の 他 の ペ ア と は 異 な る 同
定 済 み の 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 物 を 含 有 す る 複 数 の 構 築 用 容 器 を 提 供 す る 段 階 ;
　 複 数 の プ ラ イ マ ー 用 容 器 で あ っ て 、 そ れ ぞ れ が 構 築 用 容 器 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の プ ラ
イ マ ー 配 列 の ペ ア に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の ペ ア を 含 む 容 器 を 提 供 す る
段 階 ;
　 第 1の 増 幅 手 順 を 、 選 択 の 該 構 築 用 容 器 か ら 回 収 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 該 混 合 物 と 1
つ ま た は 複 数 の プ ラ イ マ ー 用 容 器 か ら 回 収 さ れ る 、 プ ラ イ マ ー 配 列 の 外 側 ネ ス テ ィ ッ ド ペ
ア に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー の ペ ア の 一 定 分 量 を 含 む 第 1の 増 幅 混 合 物 で 行 う 段 階 ; お よ び
　 第 2の 増 幅 手 順 を 、 該 第 1の 増 幅 混 合 物 か ら 回 収 さ れ る 単 位 複 製 配 列 と 1つ ま た は 複 数 の
プ ラ イ マ ー 用 容 器 か ら 回 収 さ れ る 、 プ ラ イ マ ー 配 列 の 内 側 ネ ス テ ィ ッ ド ペ ア に 相 補 的 な プ
ラ イ マ ー の ペ ア の 一 定 分 量 を 含 む 第 2の 増 幅 混 合 物 で 行 う 段 階 。
【 請 求 項 １ ２ １ 】
　 多 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 種 で あ っ て 、 少 な く と も い く つ か が ラ イ ブ ラ リ ー か ら 回 収 さ れ
る 種 の う ち の 選 択 群 の 増 幅 を 可 能 と す る の に 十 分 な 長 さ の プ ラ イ マ ー 配 列 の 外 側 ペ ア を 有
す る 種 、 お よ び 該 外 側 ペ ア を 用 い た 増 幅 に よ っ て 産 生 さ れ た 単 位 複 製 配 列 の 混 合 物 か ら 回
収 さ れ る 種 の う ち の 1つ ま た は 選 択 群 の 増 幅 を 可 能 と す る の に 十 分 な 長 さ を 有 す る プ ラ イ
マ ー 配 列 の 内 側 ペ ア を 含 む 、 ラ イ ブ ラ リ ー を 形 成 す る 混 合 物 中 の 多 数 の 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ ２ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 個 々 の 種 の 濃 度 が 、 該 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 直 接 的 に そ の 選 択 的 増 幅 を 可
能 と す る に は 十 分 で は な い が 、 外 側 の プ ラ イ マ ー 配 列 ペ ア を 用 い た 増 幅 後 に そ の 選 択 的 増
幅 を 可 能 と す る に は 十 分 で あ る 、 請 求 項 121記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ２ ３ 】
　 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が プ ラ イ マ ー 配 列 の 3組 の ネ ス テ ィ ッ ド ペ ア を 含 む 、 請 求 項 121記
載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 請 求 項 １ ２ ４ 】
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　 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 各 々 、 ラ イ ブ ラ リ ー 中 の プ ラ イ マ ー 配 列 の そ の 他 全 て の ネ ス テ
ィ ッ ド ペ ア と は 異 な る 核 酸 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー 配 列 の ネ ス テ ィ ッ ド ペ ア を 含 む 、 請 求
項 121記 載 の ラ イ ブ ラ リ ー 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
関 連 す る 米 国 出 願
　 本 願 は 、 あ ら ゆ る 目 的 で そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 2004年 2月 27
日 付 で 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/548,637号 、 2004年 8月 12日 付 で 出 願 さ れ た 同 第 60/
600,957号 お よ び 2004年 12月 16日 付 で 出 願 さ れ た 同 第 60/636,672号 の 優 先 権 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
政 府 の 利 益 に つ い て の 記 述
　 本 発 明 は 国 防 総 省 国 防 高 等 研 究 事 業 局 (DARPA)か ら 授 与 さ れ た 助 成 番 号 F30602-01-2-058
6の 下 で 政 府 の 支 援 に よ り な さ れ た 。 政 府 は 本 発 明 に お い て 一 定 の 権 利 を 有 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
発 明 の 背 景
　 配 列 決 定 、 マ イ ク ロ ア レ イ お よ び プ ロ テ オ ミ ク ス な ど の 大 規 模 生 化 学 分 析 の 進 歩 に よ っ
て 膨 大 な デ ー タ が 生 み 出 さ れ て お り 、 こ れ を 計 算 生 物 学 者 ら は 多 数 の 仮 説 に 利 用 し て い る
。 し か し な が ら 、 新 し い 遺 伝 要 素 、 遺 伝 経 路 お よ び 遺 伝 子 操 作 細 胞 を 構 築 す る 際 の 障 害 が
克 服 さ れ な け れ ば な ら な い 。 ダ ー ウ ィ ン 淘 汰 を 用 い る 複 雑 な 生 物 過 程 を 最 適 化 す る に は 、
コ ン ビ ナ ト リ ア ル ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 で 利 用 で き る 有 限 の 多 様 性 (無 作 為 化 さ れ た
約 25塩 基 対 (bp)ま た は 等 価 物 )で は 、 DNA配 列 の 大 き な ス ト レ ッ チ を 通 じ て (メ ガ 塩 基 レ ベ
ル で )注 意 深 く 指 図 さ れ な け れ ば な ら な い 。 こ れ ら は 合 成 生 物 学 の 新 興 分 野 に と っ て 大 き
な 課 題 と 潜 在 的 な 利 益 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 カ ス タ ム 遺 伝 子 お よ び ゲ ノ ム を 十 分 に 供 与 す る 有 用 な 種 々 の 分 子 、 細 胞 の お よ び 無 細 胞
の 系 を 作 製 す る た め 、 方 法 が 当 技 術 分 野 に お い て 利 用 可 能 で あ る 。 し か し な が ら 、 実 に 単
純 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す る 現 行 の 方 法 は 高 価 で あ り (1ヌ ク レ オ チ ド 当 た り 0.11米
ド ル )、 非 常 に 高 い レ ベ ル の エ ラ ー (100塩 基 中 1塩 基 の 割 合 で 欠 失 な ら び に 400塩 基 中 お よ
そ 1塩 基 の 割 合 で ミ ス マ ッ チ お よ び 挿 入 )を 有 す る 。 結 果 的 に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら の
遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム 合 成 は 、 高 価 で も あ り エ ラ ー を 起 こ し や す く も あ る 。 ク ロ ー ン 配 列 決
定 お よ び 突 然 変 異 誘 発 法 に よ る エ ラ ー の 補 正 は 、 労 働 量 と 総 費 用 を さ ら に (1塩 基 対 当 た り
少 な く と も 2米 ド ル ま で )増 大 さ せ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 の 費 用 は 、 マ イ ク ロ チ ッ プ 上 で 大 規 模 並 列 カ ス タ ム 合 成 を 行 う
こ と に よ り 削 減 す る こ と が で き る (Zhou et al. (2004) Nucleic Acids Res. 32:5409（ 非
特 許 文 献 1） ; Fodor et al. (1991) Science 251:767（ 非 特 許 文 献 2） )。 こ れ は 、 標 準 的
な 試 薬 を 用 い た イ ン ク ジ ェ ッ ト 印 刷 (Agilent; 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,323,043号 （ 特 許 文
献 1） を 参 照 の こ と )、 光 に 不 安 定 な 5'保 護 基 (Nimbelgen/Affymetrix; 例 え ば 、 米 国 特 許
第 5,405,783号 （ 特 許 文 献 2） ; お よ び PCT公 報 番 号 WO 03/065038（ 特 許 文 献 3） ; WO 03/06
4699（ 特 許 文 献 4） ; WO 03/064026（ 特 許 文 献 5） ; WO 02/04597（ 特 許 文 献 6） を 参 照 の こ
と )、 光 生 成 酸 に よ る 脱 保 護 (例 え ば 、 Atacticお よ び Xeotron技 術 、 例 え ば 、 X. Gao et al
., Nucleic Acids Res. 29: 4744-50 (2001)（ 非 特 許 文 献 3） ; X. Gao et al., J. Am. C
hem. Soc. 120: 12698-12699 (1998)（ 非 特 許 文 献 4） ; O. Srivannavit et al., Sensors
 and Actuators A. 116: 150-160 (2004)（ 非 特 許 文 献 5） ; お よ び 米 国 特 許 第 6,426,184
号 （ 特 許 文 献 7） を 参 照 の こ と )お よ び 電 気 的 酸 /塩 基 ア レ イ (Oxamer/Combimatrix; 例 え ば
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、 米 国 特 許 第 2003/0054344号 （ 特 許 文 献 8） ; 米 国 特 許 第 6,093,302号 （ 特 許 文 献 9） ; 米
国 特 許 第 6,444,111号 （ 特 許 文 献 10） ; 米 国 特 許 第 6,280,595号 （ 特 許 文 献 11） を 参 照 の こ
と )を 含 め て 、 様 々 な 方 法 を 用 い て 達 成 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 現 行 の マ イ ク
ロ チ ッ プ は 表 面 積 が 非 常 に 小 さ く 、 故 に ご く 少 量 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド し か 産 生 で き な い
。 溶 液 中 に 放 出 さ れ た 場 合 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 1配 列 当 た り ピ コ モ ル (pictomolar)ま
た は そ れ よ り 低 い 濃 度 、 つ ま り 二 分 子 プ ラ イ ミ ン グ 反 応 を 効 率 的 に 推 進 す る の に 十 分 に 高
く は な い 濃 度 で 存 在 す る こ と に な る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 正 確 な DNA構 築 体 の 製 造 は 、 化 学 合 成 技 術 に 付 い て 回 る エ ラ ー 率 に よ っ て 大 き な 影 響 を
受 け る 。 図 1が 示 す よ う に 、 例 証 と し て 、 1000塩 基 中 1塩 基 の エ ラ ー 率 を 有 す る 方 法 に よ っ
て 合 成 さ れ た 、 3000塩 基 対 を 含 む 読 み 取 り 枠 を 包 含 す る DNAで は 、 合 成 さ れ た DNAの コ ピ ー
の 5%未 満 は 正 し い と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ホ ス ホ ア ミ ダ イ ト 化 学 合 成 法 を 利 用 す る 最 先 端 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 機 は 、 200塩
基 中 お よ そ 1塩 基 の 割 合 で エ ラ ー を 起 こ す 。 光 解 離 性 合 成 技 術 を 用 い て チ ッ プ 上 で 合 成 さ
れ た DNAは 、 伝 え ら れ る と こ ろ で は 、 約 1/50の エ ラ ー 率 を 有 し 、 場 合 に よ っ て 約 1/100ま で
改 善 さ れ る こ と が で き る 。 高 忠 実 度 PCRは 約 1/10 5 の エ ラ ー 率 を 有 す る 。 こ の よ う な 高 忠 実
度 の 複 製 で さ え も 、 長 さ が 3000 bpの 遺 伝 子 の 場 合 、 エ ク ス ビ ボ で 作 用 す る ポ リ メ ラ ー ゼ
は 、 エ ラ ー を そ の 回 の 約 3%含 ん だ コ ピ ー を 産 生 す る 。 現 行 の 最 良 の 商 業 的 DNA合 成 プ ロ ト
コ ル は 数 十 年 の 開 発 の 頂 点 に 当 た る の で 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 化 学 合 成 に お け る 大 規 模 の
さ ら な る 改 善 が 近 い 将 来 に や っ て 来 る と い う 可 能 性 は 低 い よ う に 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 遺 伝 子 お よ び ゲ ノ ム 合 成 技 術 の 広 範 な 利 用 は 、 原 価 高 お よ び 高 エ ラ ー 率 、 な ら び に 自 動
化 の 不 足 な ど の 制 限 に よ っ て 阻 ま れ て い る 。 カ ス タ ム ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る 実 用 的
、 経 済 的 な 方 法 、 大 規 模 遺 伝 子 シ ス テ ム 、 な ら び に 当 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ る 方 法 に よ
り 作 製 さ れ た 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド よ り も 低 い エ ラ ー 率 を 有 す る 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
産 生 方 法 が 必 要 と さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 第 6,323,043号
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 第 5,405,783号
【 特 許 文 献 ３ 】 WO 03/065038
【 特 許 文 献 ４ 】 WO 03/064699
【 特 許 文 献 ５ 】 WO 03/064026
【 特 許 文 献 ６ 】 WO 02/04597
【 特 許 文 献 ７ 】 米 国 特 許 第 6,426,184号
【 特 許 文 献 ８ 】 米 国 特 許 第 2003/0054344号
【 特 許 文 献 ９ 】 米 国 特 許 第 6,093,302号
【 特 許 文 献 １ ０ 】 米 国 特 許 第 6,444,111号
【 特 許 文 献 １ １ 】 米 国 特 許 第 6,280,595号
【 非 特 許 文 献 １ 】 Zhou et al. (2004) Nucleic Acids Res. 32:5409
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Fodor et al. (1991) Science 251:767
【 非 特 許 文 献 ３ 】 X. Gao et al., Nucleic Acids Res. 29: 4744-50 (2001)
【 非 特 許 文 献 ４ 】 X. Gao et al., J. Am. Chem. Soc. 120: 12698-12699 (1998)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 O. Srivannavit et al., Sensors and Actuators A. 116: 150-160 (20
04)
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ １ 】
概 要
　 広 く は 、 本 発 明 は 、 個 別 に ま た は 一 緒 に 利 用 で き る Mullis (Mullis et al. (1986) Col
d Spring Harb. Symp. Quant. Biol. 51 Pt 1:263)お よ び Stemmer (Stemmer et al. (199
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5) Gene 164:49)の DNAア ッ セ ン ブ リ 法 に 対 し 一 群 の 改 良 を 行 う こ と に よ り 、 有 用 な 高 忠 実
度 の 合 成 DNA構 築 体 の 費 用 効 果 的 な 産 生 を 可 能 に す る 。 こ の 改 良 に は 、 ア ッ セ ン ブ リ に 使
わ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ン ピ ュ ー タ に よ る 設 計 の 、 す な わ ち 「 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 」 お よ び 精 製 の 場 合 、 す な わ ち 「 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 の 設 計 の 進 歩 、 「 構
築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ッ セ ン ブ リ の 多 重 化 」 、 す な わ ち 同 一 プ ー ル 中 で の 多 数 の 異 な
る ア ッ セ ン ブ リ の 作 製 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 増 幅 技 術 、 な ら び に 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の エ ラ ー 低 減 技 術 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 1つ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 様 々 な 段 階 で の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 増 幅 を 含 む 所 定 の 配
列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 の 調 製 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 (i) ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 構 築 体 の 配 列 を 規 定 す る （ define） 部 分 的 に 重 複 す る 配 列 、 (ii) 構 築 用 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の 少 な く と も 一 部 分 で 隣 接 す る お よ び 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も
サ ブ セ ッ ト に 共 通 す る 少 な く と も 1組 の プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 、 な ら び
に (iii) プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 と 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 の 切
断 部 位 を 有 す る 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル を 提 供 す る 段 階 を 含 む 。 次 に 、 プ ラ イ
マ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 に 結 合 す る 少 な く と も 1つ の プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 構 築
用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル を 増 幅 す る こ と が で き る 。 任 意 で 、 プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 は そ の 後 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 切 断 部 位 で (例 え ば 、 制 限 エ
ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 、 化 学 的 切 断 な ど を 用 い て )除 去 さ れ て も よ い 。 増 幅 後 、 例 え ば 、 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 変 性 さ せ て 相 補 鎖 を 分 離 す る こ と そ の 後 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 な
ら び に ラ イ ゲ ー シ ョ ン お よ び /ま た は 鎖 伸 長 条 件 に 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル を
曝 す こ と に よ り 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ア ッ セ ン ブ リ に 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 精 製 済 み の プ ー ル を 調 製 す る 方 法
を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 下 で 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の プ ー ル を 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル と 接 触 さ せ て 二 重 鎖 を 形 成 さ せ る 段 階 を 含
む 。 こ の 反 応 は 安 定 な 二 重 鎖 (例 え ば 、 相 補 的 な 領 域 中 に ミ ス マ ッ チ を 含 ま な い 構 築 用 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー と 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー と を 含 ん だ 二 重 鎖 )と 不
安 定 な 二 重 鎖 (例 え ば 、 相 補 的 な 領 域 中 に 1つ ま た は 複 数 の ミ ス マ ッ チ 、 例 え ば 、 塩 基 の ミ
ス マ ッ チ 、 挿 入 も し く は 欠 失 を 含 む 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー と 選 択 用 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の コ ピ ー と を 含 ん だ 二 重 鎖 )の 両 方 を 形 成 す る は ず で あ る 。 そ の 後 、 不 安 定 な
二 重 鎖 を 形 成 し た 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー を プ ー ル か ら 除 去 し て (例 え ば 、 カ
ラ ム な ど の 分 離 技 術 に よ り )、 精 製 済 み の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル を 形 成 さ せ
る こ と が で き る 。 任 意 で 、 精 製 過 程 (例 え ば 、 構 築 お よ び 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 混
合 )は 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 の 前 に 少 な く と も 1度 繰 り 返 さ れ て も よ い 。 さ ら
に 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル は 、 選 択 に よ る 各 種 精 製 ラ ウ ン ド の 前 に お よ び /
ま た は 後 に 増 幅 さ れ て も よ い 。 精 製 済 み の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル を 形 成 さ せ
た 後 、 そ れ ら プ ー ル を ア ッ セ ン ブ リ 条 件 に 供 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の プ ー ル を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 な ら び に ラ イ ゲ ー シ ョ ン お よ び /ま た
は 鎖 伸 長 条 件 に 曝 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 単 一 の プ ー ル 中 で 異 な る 所 定 の 配 列 を 有 す る 複 数 の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 構 築 体 を 調 製 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 (i) 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構
築 体 の 各 々 の 配 列 を 規 定 す る 部 分 的 に 重 複 す る 配 列 を 含 む 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ
ー ル を 提 供 す る 段 階 お よ び (ii) 前 記 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル を ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 条 件 な ら び に ラ イ ゲ ー シ ョ ン お よ び /ま た は 鎖 伸 長 条 件 の 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト
す る 段 階 を 含 む 。 任 意 で 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び /ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 は
必 要 に 応 じ 、 1ラ ウ ン ド ま た は 複 数 ラ ウ ン ド の 増 幅 お よ び /ま た は エ ラ ー 低 減 に 供 さ れ て も
よ い 。 さ ら に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を さ ら な る ラ ウ ン ド の ア ッ セ ン ブ リ に 供 し て 、 さ
ら に 長 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 産 生 し て も よ い 。 少 な く と も 約 2、 4、 5、 10、 50、 100
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、 1,000ま た は そ れ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 単 一 の プ ー ル 中 で ア ッ セ ン ブ ル す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 構 築 お よ び /ま た は 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 す る 方
法 な ら び に 1つ ま た は 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 産 生 す る ア ッ セ ン ブ リ ス ト ラ テ ジ
ー を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 例 え ば 、 (i) 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 の 配 列 を 部 分 的 に 重
複 す る 配 列 セ グ メ ン ト に コ ン ピ ュ ー タ に よ り 分 割 す る 段 階 ; (ii) 部 分 的 に 重 複 す る 配 列
セ グ メ ン ト の セ ッ ト に 対 応 す る 配 列 を 含 む 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る 段 階 ; お
よ び (iii) 前 記 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 な ら び に ラ イ ゲ
ー シ ョ ン お よ び /ま た は 鎖 伸 長 条 件 の 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 を 含 む こ と が で き る 。
任 意 で 、 こ の 方 法 は (i) 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 一 部 分 の 末 端 に 、 前 記 構
築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も サ ブ セ ッ ト に 共 通 す る お よ び プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 と 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 の 切 断 部 位 を 規 定 す る 1組 ま た は 複
数 組 の プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 を コ ン ピ ュ ー タ に よ り 付 加 す る 段 階 ; (ii)
 前 記 プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 に 結 合 す る 少 な く と も 1つ の プ ラ イ マ ー を 用
い て 前 記 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 す る 段 階 ; お よ び (iii) 前 記 プ ラ イ マ ー ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 を 前 記 切 断 部 位 で 前 記 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 除 去 す る 段 階
を さ ら に 含 ん で も よ い 。 好 ま し く は 、 そ の よ う な プ ラ イ マ ー 部 位 は プ ー ル 中 の 構 築 用 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 一 部 分 に 共 通 と す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 構 築 用 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 一 部 分 に 相 補 的 で あ る 配 列 を 含 む 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の 少 な く と も 1つ の プ ー ル を コ ン ピ ュ ー タ に よ り 設 計 す る 段 階 、 前 記 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 合 成 す る 段 階 、 お よ び 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル と の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の プ ー ル の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て エ ラ ー 低 減 過 程 を 行 う 段 階 を さ ら に
含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 態 様 は 同 様 に 、 単 一 の プ ー ル 中 で 複 数 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ア ッ セ
ン ブ ル す る 方 法 に 向 け ら れ る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 相 補 的 な 末 端 領 域 と 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 の 末 端 を 含 ん だ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 隣 接 す る プ ラ イ マ ー 部 位 と を 有 す る 合 成 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 群 を 提 供 す る 段 階 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を dNTPsお よ び ポ リ メ ラ
ー ゼ と と も に 混 合 す る 段 階 、 な ら び に 相 補 的 な 末 端 領 域 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ポ リ
メ ラ ー ゼ を 介 し た 塩 基 の 取 込 み を 誘 導 し て 重 複 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 伸 長 さ せ る よ う
お よ び 完 全 長 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の コ ピ ー や 、 複 数 の 前 記 完 全 長 配 列 の 増 幅 を
も た ら す よ う 混 合 物 を サ イ ク リ ン グ に か け る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 あ る 種 の 局 面 で は 、 そ の よ う な 方 法 は 同 様 に 、 複 数 の 別 個 の プ ー ル を 利 用 し 、 異 な る 合
成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も い く つ か を そ れ に よ り 、 相 補 的 な 末 端 領 域 と よ り 大
き な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 末 端 を 含 ん だ 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 隣 接 す る プ ラ イ マ ー
部 位 と を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 各 プ ー ル 中 で 産 生 さ せ る こ と を 含 む 。 複 数 の プ ー
ル の 少 な く と も い く つ か を dNTPsお よ び ポ リ メ ラ ー ゼ と と も に 混 合 し 、 こ の 混 合 物 を 異 な
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 相 補 的 な 末 端 領 域 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 誘 導 す る よ う サ
イ ク リ ン グ に か け る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ を 介 し た 塩 基 の 取 込 み を 利 用 し て 、 重 複 す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 伸 長 し 、 完 全 長 の よ り 大 き な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー や 、 複 数 の 前 記 完
全 長 の よ り 大 き な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 増 幅 を も た ら す 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 あ る 種 の 局 面 で は 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 複 数 の 塩 基 配 列 の 連 続 自 動 並 行 ア ッ セ ン
ブ リ に よ り 並 行 し て 合 成 し 精 製 (例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 精 製 )し て 、 配 列
エ ラ ー を 包 含 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド コ ピ ー の 濃 度 を 減 ら す 。 他 の 局 面 で は 、 合 成 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 表 面 上 で 合 成 す る 。 他 の 局 面 で は 、 ほ ぼ 同 じ 融 解 温 度 を 有 す る よ う に 相 補
的 な 末 端 領 域 の 複 数 の ペ ア を 設 計 す る 。 他 の 局 面 で は 、 プ ー ル は ウ ェ ル ま た は マ イ ク ロ チ
ャ ネ ル で あ る 。 他 の 局 面 で は 、 混 合 す る 段 階 は 微 小 流 体 シ ス テ ム の 中 に 、 ポ リ メ ラ ー ゼ が
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熱 安 定 性 ポ リ メ ラ ー ゼ で あ る 混 合 物 の 成 分 を と も に 流 す こ と で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 態 様 は 、 多 数 の 異 な る 回 収 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 製 造 物 品 に 向 け ら れ
る 。 こ の 物 品 は 、 容 器 由 来 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 部 分 集 団 の 増 幅 を 可 能 に す る プ ラ
イ マ ー 配 列 の 異 な る ペ ア を 含 ん だ 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 混 合 物 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
用 容 器 、 お よ び 複 数 の プ ラ イ マ ー 用 容 器 で あ っ て 、 そ れ ぞ れ が 構 築 用 容 器 中 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の プ ラ イ マ ー 配 列 の ペ ア に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の ペ ア を 含 ん だ
容 器 を 含 む 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 用 容 器 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の プ ラ イ マ ー 配 列 ペ ア は 、 互
い に 異 な る こ と が で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 合 成 DNA、 遺 伝 子 、 野 生 型 配 列 の 複 数 の 変
異 体 、 ベ ク タ ー お よ び 同 様 の も の を 含 む こ と が で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 一
部 分 は 、 少 な く と も 1キ ロ ベ ー ス 長 で あ る 。 あ る 種 の 局 面 で は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な
く と も 一 部 分 は 、 少 な く と も 2キ ロ ベ ー ス 長 、 少 な く と も 5キ ロ ベ ー ス 長 、 少 な く と も 10キ
ロ ベ ー ス 長 、 ま た は そ れ 以 上 の 長 さ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 あ る 種 の 局 面 で は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 環 状 化 さ せ る こ と が で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 任 意 で ア ダ プ タ ー 配 列 に 隣 接 さ せ て 、 ベ ク タ ー へ の 挿 入 、 固 定 化 ま た は 配 列 の 機 能 の 同
定 な ど の 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 操 作 を 容 易 に し て も よ い 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 哺 乳
類 の 配 列 、 酵 母 の 配 列 、 原 核 生 物 の 配 列 、 植 物 の 配 列 、 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ (D. mela
nogaster)の 配 列 、 線 虫 (C. elegans)の 配 列 お よ び ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル (Xenopus)の 配 列 か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の 配 列 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 他 の 局 面 で は 、 異 な る 回 収 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 の 混 合 物 は 、 独 立 し て 回 収 可
能 で あ る 。 例 え ば 、 製 造 物 品 は 、 複 数 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 複 数 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 用 容 器 、 プ ラ イ マ ー 配 列 の 同 一 の ペ ア を 含 ん だ 異 な る 容 器 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 ん で も よ く 、 そ の 際 に 複 数 の プ ラ イ マ ー 用 容 器 の 1つ ま た は 複 数 が 相 補 的 な オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の ペ ア を 含 む 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 用 容 器 は 、 D個 の 異 な る 独 立 し
て 回 収 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 そ れ ぞ れ が N個 の ネ ス テ ィ ッ ド プ ラ イ マ ー ペ ア
を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 少 な く と も N/2× D 1 / N で あ る プ ラ イ マ ー 用 容 器 の 数 を 含 む こ と
が で き 、 ま た は D個 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び プ ラ イ マ ー の ペ ア を 含 有 す る D個 の プ
ラ イ マ ー 用 容 器 を 含 む こ と が で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 用 容 器 は 、 プ ラ イ マ ー 配 列 の 複 数
の ネ ス テ ィ ッ ド ペ ア を 含 む 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 前 記 複 数 の ネ ス テ ィ ッ ド ペ
ア の そ れ ぞ れ が 前 記 容 器 中 の 選 択 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 の ま た は そ の 容 器 中 の 前 記 異 な る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 個 々 の も の の 増 幅 を 可 能 に す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と が で き る
。 製 造 物 品 は 10 2 個 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 10 3 個 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 10 4 個
の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 10 5 個 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 10 6 個 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド ま た は そ れ 以 上 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 態 様 は 、 多 数 の 異 な る 回 収 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 包 装 を 含 む 製 造
物 品 に さ ら に 向 け ら れ る 。 こ の 物 品 は 、 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も い く つ か が
プ ラ イ マ ー 配 列 の 複 数 の ネ ス テ ィ ッ ド ペ ア を 含 み 、 複 数 の ネ ス テ ィ ッ ド ペ ア の そ れ ぞ れ が
容 器 中 の 選 択 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 の ま た は そ の 容 器 中 の 前 記 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
個 々 の も の の 増 幅 を 可 能 に す る 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 物 を 含 ん だ ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 用 容 器 を 含 む 。 物 品 は 同 様 に 、 複 数 の プ ラ イ マ ー 用 容 器 で あ っ て 、 そ れ ぞ れ が 構 築 用 容
器 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の プ ラ イ マ ー 配 列 の ペ ア に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ
ー の ペ ア を 含 ん だ 容 器 を 含 む 。 容 器 中 の 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 上 の ネ ス テ ィ ッ ド ペ ア の 組 合
せ は 、 容 器 中 の そ の 他 全 て の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ネ ス テ ィ ッ ド ペ ア の 組 合 せ と 異 な っ て も
よ い 。 物 品 は 、 そ れ ぞ れ が 複 数 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 複 数 の 構 築 用 容 器 、 所 与
の プ ラ イ マ ー ペ ア が 異 な る 容 器 中 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ア ニ ー リ ン グ す る よ う に プ
ラ イ マ ー 配 列 の 同 一 の ペ ア を 含 ん だ 異 な る 容 器 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と が で き る
。
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【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 態 様 は 同 様 に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 の 選 択 の 1つ ま た は 選 択 の 群 に 富 む 溶
液 を 供 給 す る 装 置 に 向 け ら れ る 。 こ の 装 置 は 、 容 器 由 来 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち
選 択 の も の の 増 幅 を 可 能 に す る お よ び 前 記 容 器 中 の そ の 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の プ ラ イ マ
ー 配 列 の そ の 他 の ペ ア と は 異 な る 、 プ ラ イ マ ー 配 列 の 少 な く と も 1ペ ア を 含 む 同 定 済 み の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 物 を 含 ん だ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 用 容 器 、 な ら び に 複 数 の プ ラ イ マ ー
用 容 器 で あ っ て 、 そ れ ぞ れ が 構 築 用 容 器 中 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の プ ラ イ マ ー 配 列 の
ペ ア に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の ペ ア を 含 ん だ 容 器 を 含 む 。 装 置 は 同 様 に
、 同 定 済 み の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 各 同 定 済 み の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー の
ペ ア ま た は 複 数 ペ ア を 含 む 1つ ま た は 複 数 の 容 器 の 位 置 と を 収 載 す る デ ー タ 保 存 庫 、 お よ
び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 群 を 利 用 者 が 指 定 す る の を 可 能 に す る イ ン
タ ー フ ェ ー ス を 含 む 。 装 置 は 、 イ ン タ ー フ ェ ー ス で 入 力 さ れ た 仕 様 に 応 答 す る 自 動 的 手 段
、 お よ び 指 定 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 群 を 選 択 的 に 増 幅 す る の
に 必 要 と さ れ る 試 薬 を 調 製 す る よ う 構 築 用 容 器 か ら ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 選 択 の プ ラ イ
マ ー 用 容 器 か ら プ ラ イ マ ー の 一 定 分 量 を 抽 出 す る た め に デ ー タ 保 存 庫 か ら ア ク セ ス さ れ る
命 令 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 あ る 種 の 局 面 で は 、 装 置 は 、 異 な る 同 定 済 み の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん だ 複 数 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 用 容 器 を 含 む 。 他 の 局 面 で は 、 異 な る 容 器 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 プ ラ イ マ
ー 配 列 の 同 一 ペ ア を 含 む 。 他 の 局 面 で は 、 異 な る 容 器 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と
も 10個 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 用 容 器 の も の を 含 ん だ プ ラ イ マ ー 配 列 の 複 数 の ネ ス テ ィ ッ ド ペ
ア を 含 む 。 他 の 局 面 で は 、 異 な る 容 器 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 プ ラ イ マ ー 配 列 の 固 有 の
ネ ス テ ィ ッ ド ペ ア を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 装 置 は 、 構 築 用 容 器 か ら 回 収 さ れ る 選 択 の 同 定 済 み ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 選 択 の プ ラ イ マ
ー ペ ア に よ る 指 定 の と お り に 増 幅 す る よ う 適 合 さ れ た 増 幅 用 チ ャ ン バ を 含 む こ と が で き る
。 他 の 局 面 で は 、 装 置 は 同 様 に 、 増 幅 用 チ ャ ン バ か ら 回 収 さ れ る 同 定 済 み の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 1つ ま た は 部 分 集 団 を 選 択 の プ ラ イ マ ー ペ ア に よ る 指 定 の と お り に 増 幅 す る よ う 適
合 さ れ た 第 2の 増 幅 用 チ ャ ン バ を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 態 様 は 同 様 に 、 選 択 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る 方 法 に 向 け ら れ る 。 こ の 方 法 は
、 容 器 由 来 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 選 択 の も の の 増 幅 を 可 能 に す る プ ラ イ マ ー 配 列 の 複
数 の ネ ス テ ィ ッ ド ペ ア を 含 み 、 前 記 容 器 中 の あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の プ ラ イ マ ー ペ ア の 組
合 せ が 前 記 容 器 中 の そ の 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の プ ラ イ マ ー 配 列 の そ の 他 の ペ ア と は 異 な
る 同 定 済 み の 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 物 を 含 有 す る 複 数 の 構 築 用 容 器 を 提 供 す る 段 階
を 含 む 。 次 に 、 複 数 の プ ラ イ マ ー 用 容 器 で あ っ て 、 そ れ ぞ れ が 構 築 用 容 器 中 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の プ ラ イ マ ー 配 列 の ペ ア に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の ペ ア を 含 む 容
器 を 提 供 す る 。 第 1の 増 幅 手 順 は 、 選 択 の 構 築 用 容 器 か ら 回 収 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
混 合 物 と 1つ ま た は 複 数 の プ ラ イ マ ー 用 容 器 か ら 回 収 さ れ る 、 プ ラ イ マ ー 配 列 の 外 側 ネ ス
テ ィ ッ ド ペ ア に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー の ペ ア の 一 定 分 量 を 含 む 第 1の 増 幅 混 合 物 で 行 う 。 第 2
の 増 幅 手 順 は 、 第 1の 増 幅 混 合 物 か ら 回 収 さ れ る 単 位 複 製 配 列 と 1つ ま た は 複 数 の プ ラ イ マ
ー 用 容 器 か ら 回 収 さ れ る 、 プ ラ イ マ ー 配 列 の 内 側 ネ ス テ ィ ッ ド ペ ア に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー
の ペ ア の 一 定 分 量 を 含 む 第 2の 増 幅 混 合 物 で 行 う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 態 様 は 同 様 に 、 ラ イ ブ ラ リ ー を 形 成 す る 混 合 物 中 の 多 数 の 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド に 向 け ら れ る 。 こ の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 多 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 種 で あ っ て 、 少 な く と も
い く つ か が ラ イ ブ ラ リ ー か ら 回 収 さ れ る 種 の う ち の 選 択 群 の 増 加 を 可 能 と す る の に 十 分 な
長 さ の プ ラ イ マ ー 配 列 の 外 側 ペ ア を 有 す る 種 を 含 む 。 ラ イ ブ ラ リ ー は 同 様 に 、 外 側 ペ ア を
用 い た 増 幅 に よ っ て 産 生 さ れ た 単 位 複 製 配 列 の 混 合 物 か ら 回 収 さ れ る 種 の う ち の 1つ ま た
は 選 択 群 の 増 幅 を 可 能 と す る の に 十 分 な 長 さ を 有 す る プ ラ イ マ ー 配 列 の 内 側 ペ ア を 含 む 。
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あ る 種 の 局 面 で は 、 ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 個 々 の 種 の 濃 度 は 、 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 直 接 的 に そ の
選 択 的 増 幅 を 可 能 と す る に は 十 分 で は な い が 、 外 側 の プ ラ イ マ ー 配 列 ペ ア を 用 い た 増 幅 後
に そ の 選 択 的 増 幅 を 可 能 と す る に は 十 分 で あ る 。 別 の 局 面 で は 、 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は
、 プ ラ イ マ ー 配 列 の 3組 の ネ ス テ ィ ッ ド ペ ア を 含 む 。 別 の 局 面 で は 、 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は 各 々 、 ラ イ ブ ラ リ ー 中 の プ ラ イ マ ー 配 列 の そ の 他 全 て の ネ ス テ ィ ッ ド ペ ア と は 異 な る
核 酸 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー 配 列 の ネ ス テ ィ ッ ド ペ ア を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 方 法 は 同 様 に 、 機 能 的 な ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 選 択 に 向 け た 変 異
体 配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 前 述 の お よ び そ の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 添 付 の 図 面 と と も に 以 下 の 例 示 的 態
様 の 詳 細 な 説 明 か ら も っ と 十 分 に 理 解 さ れ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 カ ス タ ム ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る 経 済 的 な 方 法 、 な ら び に 当 技 術 分 野 に
お い て 知 ら れ る 方 法 に よ り 作 製 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 よ り も 低 い ミ ス マ ッ チ エ ラ ー 率 を 有 す る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び /ま た は ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 作 製 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 当 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ る 方 法 と 比 べ て の 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 方 法 の 大 き な 進 歩 の
1つ は 、 表 面 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ 合 成 か ら 得 ら れ る わ ず か な 分 子 を 利 用 す る 能 力 で
あ る 。 本 明 細 書 に お い て 提 供 さ れ る 方 法 で は 、 反 応 物 質 が 低 濃 度 で 存 在 す る 場 合 の 二 分 子
相 互 作 用 の 速 度 式 を 向 上 さ せ る た め 、 さ ら に 2通 り の ス ト ラ テ ジ ー を 利 用 す る 。 1つ の 態 様
で は 、 本 発 明 は 、 高 濃 度 の 「 ユ ニ バ ー サ ル 」 プ ラ イ マ ー を 用 い て 1種 ま た は 複 数 種 の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 予 め 増 幅 す る 方 法 を 提 供 す る 。 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 合 成 時 に 初 め
の う ち 高 濃 度 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 利 用 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 、 以 下 の 用 語 お よ び 語 句 は 下 記 の 意 味 を 有 す る も の と す る 。 他 に
特 に 規 定 が な け れ ば 、 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 全 て の 技 術 用 語 お よ び 科 学 用 語 は 、 当 業 者 に
共 通 し て 理 解 さ れ る の と 同 じ 意 味 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 単 数 形 「 a(1つ の )」 、 「 an(1つ の )」 お よ び 「 the(そ の )」 は 、 文 脈 に よ り 他 に 明 記 さ れ
て い な け れ ば 複 数 対 象 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 「 増 幅 」 と い う 用 語 は 核 酸 断 片 の コ ピ ー 数 が 増 や さ れ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 「 塩 基 対 合 」 と い う 用 語 は 、 例 え ば 、 ア デ ニ ン (A)と チ ミ ン (T)、 グ ア ニ ン (G)と シ ト シ
ン (C)、 (A)と ウ ラ シ ル (U)、 お よ び グ ア ニ ン (G)と シ ト シ ン (C)、 な ら び に そ れ ら の 相 補 体
を 含 む 、 二 本 鎖 核 酸 中 の プ リ ン と ピ リ ミ ジ ン と の 間 の 特 定 の 水 素 結 合 の こ と を い う 。 塩 基
対 合 は 2本 の 相 補 的 な 一 本 鎖 か ら の 核 酸 二 重 ら せ ん の 形 成 を も た ら す 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 切 断 」 と い う 用 語 は 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 な ど の 、 2本 の ヌ
ク レ オ チ ド 間 の 結 合 の 切 断 の こ と を い う 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 comprise(含 む )」 お よ び 「 comprising(含 む )」 と い う 用 語 は 、 さ ら な る 要 素 が 含 ま れ
う る と い う 包 含 的 な 広 い 意 味 で 使 わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 「 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド そ れ 自 体 よ り も 長 い
核 酸 分 子 を ア ッ セ ン ブ ル す る の に 使 用 で き る 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の こ と を い う 。 典
型 的 な 態 様 で は 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド よ り も 少 な く
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と も 約 3倍 、 4倍 、 5倍 、 10倍 、 20倍 、 50倍 、 100倍 、 ま た は そ れ 以 上 長 い 核 酸 分 子 を ア ッ セ
ン ブ ル す る の に 使 用 で き る 。 通 常 、 所 定 の 配 列 を 有 す る 異 な っ た 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の セ ッ ト が 所 望 の 配 列 を 有 す る い っ そ う 長 い 核 酸 分 子 へ の ア ッ セ ン ブ リ に 使 わ れ る と 考
え ら れ る 。 典 型 的 な 態 様 で は 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 長 さ が 約 25か ら 約 200、 約 5
0か ら 約 150、 約 50か ら 約 100、 ま た は 約 50か ら 約 75ヌ ク レ オ チ ド と す る こ と が で き る 。 構
築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ア ッ セ ン ブ リ は 、 例 え ば 、 PAM、 PCRア ッ セ ン ブ リ 、 ラ イ ゲ ー シ
ョ ン 連 鎖 反 応 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン /融 合 PCR、 二 重 非 対 称 PCR、 重 複 伸 長 PCR、 お よ び そ れ ら の
組 合 せ を 含 む 、 さ ま ざ ま な 方 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 一
本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と す る こ と が で き る 。 典 型 的 な
態 様 で は 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 基 板 上 に 並 行 し て 合 成 さ れ た 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド で あ る 。 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 設 計 は 、 例 え ば 、 DNAWorks (Hoover and
 Lubkowski, Nucleic Acids Res. 30: e43 (2002)、 Gene2Oligo (Rouillard et al., Nuc
leic Acids Res. 32: W176-180 (2004)お よ び berry.engin.umich.edu/gene2oligoの ワ ー
ル ド ワ イ ド ウ ェ ブ )な ど の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 、 ま た は 以 下 で さ ら に 論 じ ら れ る 実 装
シ ス テ ム や 方 法 を 活 用 し て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 「 dam」 と い う 用 語 は 、 DNA複 製 開 始 、 DNAミ ス マ ッ チ 修 復 お よ び い く つ か の 遺 伝 子 の 発
現 の 調 節 を 調 整 す る 役 割 を 果 た す ア デ ニ ン メ チ ル 基 転 移 酵 素 の こ と を い う 。 こ の 用 語 は 原
核 生 物 の damタ ン パ ク 質 な ら び に そ の ホ モ ロ グ 、 オ ル ソ ロ グ 、 パ ラ ロ グ 、 変 異 体 、 ま た は
断 片 を 包 含 す る よ う 意 図 さ れ る 。 典 型 的 な damタ ン パ ク 質 と し て は 、 例 え ば 、 以 下 の GenBa
nkア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF091142 (髄 膜 炎 菌 (Neisseria meningitidus)株 BF13)、 AF006263 
(梅 毒 ト レ ポ ネ ー マ (Treponema pallidum))、 U76993 (ネ ズ ミ チ フ ス 菌 (Salmonella typhim
urium))お よ び M22342 (バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ T2)を 有 す る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 「 変 性 す る (さ せ る )」 ま た は 「 融 解 す る (さ せ る )」 と い う 用 語 は 、 二 重 核 酸 分 子 の 鎖 が
一 本 鎖 分 子 に 分 離 さ れ る 過 程 の こ と を い う 。 変 性 の 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 熱 変 性 お よ び
ア ル カ リ 変 性 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 検 出 可 能 な マ ー カ ー 」 と い う 用 語 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 こ の 配 列 を 持
つ 細 胞 の 同 定 を 容 易 に す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の こ と を い う 。 あ る 種 の 態 様 で は 、 検 出
可 能 な マ ー カ ー は 、 例 え ば 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 (GFP)、 強 化 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 (EGFP)
、 レ ニ ラ ・ レ ニ フ ォ ル ミ ス (Renilla Reniformis)由 来 の 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 GFPmut2、 G
FPuv4、 強 化 黄 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 (EYFP)、 強 化 シ ア ン 蛍 光 タ ン パ ク 質 (ECFP)、 強 化 青 色 蛍
光 タ ン パ ク 質 (EBFP)、 シ ト リ ン お よ び イ ソ ギ ン チ ャ ク (discosoma)由 来 の 赤 色 蛍 光 タ ン パ
ク 質 (dsRED)な ど の 、 化 学 発 光 ま た は 蛍 光 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 そ の 他 の 態 様 で は 、
検 出 可 能 な マ ー カ ー は 、 例 え ば 、 ポ リ Hisタ グ 、 myc、 HA、 GST、 プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン
G、 カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 ペ プ チ ド 、 チ オ レ ド キ シ ン 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ア
ル ギ ニ ン 、 ポ リ His-Asp、 FLAG、 お よ び 同 様 の も の な ど の 抗 原 性 ま た は ア フ ィ ニ テ ィ ー タ
グ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 「 二 重 鎖 」 と い う 用 語 は 、 少 な く と も 部 分 的 に 二 本 鎖 で あ る 核 酸 分 子 の こ と を い う 。 「
安 定 な 二 重 鎖 」 と は 、 一 定 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 下 で 相 補 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ さ れ た ま ま で あ る 可 能 性 が 相 対 的 に よ り 高 い 二 重 鎖 の こ と を い う 。 典 型 的 な 態 様 で は 、
安 定 な 二 重 鎖 と は 、 塩 基 対 の ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 、 ま た は 欠 失 を 含 ま な い 二 重 鎖 の こ と を い
う 。 「 不 安 定 な 二 重 鎖 」 と は 、 一 定 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 下 で 相 補 配 列 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ さ れ た ま ま で あ る 可 能 性 が 相 対 的 に よ り 低 い 二 重 鎖 の こ と を い う 。 典 型 的 な 態
様 で は 、 不 安 定 な 二 重 鎖 と は 、 少 な く と も 1つ の 塩 基 対 の ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 、 ま た は 欠 失
を 含 む 二 重 鎖 の こ と を い う 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
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　 「 エ ラ ー 低 減 」 と い う 用 語 は 、 核 酸 分 子 、 ま た は 核 酸 分 子 の プ ー ル 中 で の 配 列 エ ラ ー 数
を 減 ら し 、 そ れ に よ っ て 核 酸 分 子 の 組 成 物 中 で の エ ラ ー な し の コ ピ ー 数 を 増 や す よ う 利 用
で き る 過 程 の こ と を い う 。 エ ラ ー 低 減 は エ ラ ー ろ 過 、 エ ラ ー 中 和 お よ び エ ラ ー 補 正 過 程 を
含 む 。 「 エ ラ ー ろ 過 」 と は 、 核 酸 分 子 の プ ー ル か ら 配 列 エ ラ ー を 含 む 核 酸 分 子 が 除 去 さ れ
る 過 程 で あ る 。 エ ラ ー ろ 過 を 行 う 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ま た は ミ ス マ ッ チ 結 合 剤 と の 結 合 、 そ の 後 分 離 が 挙 げ ら れ る 。
「 エ ラ ー 中 和 」 と は 、 配 列 エ ラ ー を 含 む 核 酸 は 増 幅 す る こ と お よ び /ま た は ア ッ セ ン ブ ル
す る こ と を 制 限 さ れ る が 、 核 酸 の プ ー ル か ら 除 去 は さ れ な い 過 程 で あ る 。 エ ラ ー 中 和 の 方
法 と し て は 、 例 え ば 、 ミ ス マ ッ チ 結 合 剤 と の 結 合 お よ び 任 意 で DNA二 重 鎖 と の ミ ス マ ッ チ
結 合 剤 の 共 有 結 合 が 挙 げ ら れ る 。 「 エ ラ ー 補 正 」 と は 、 核 酸 分 子 中 の 配 列 エ ラ ー が 補 正 さ
れ る (例 え ば 、 特 定 位 置 の 不 正 確 な ヌ ク レ オ チ ド が 既 定 の 配 列 に 基 づ き 存 在 す る は ず の 核
酸 に 変 え ら れ る )過 程 で あ る 。 エ ラ ー 補 正 の 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 相 同 組 換 え ま た は DNA
修 復 タ ン パ ク 質 を 使 っ た 配 列 補 正 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 「 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 エ キ ソ ン 配 列 お よ び 任 意 で イ ン ト ロ ン 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 読 み 取 り 枠 を 含 ん だ 核 酸 の こ と を い う 。 「 イ ン ト ロ ン 」 と い う 用 語 は 、
あ る 遺 伝 子 に 存 在 す る DNA配 列 で あ っ て 、 タ ン パ ク 質 に 翻 訳 さ れ ず 、 一 般 に エ キ ソ ン 間 に
見 出 さ れ る DNA配 列 の こ と を い う 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 ま た は 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 と い う 用 語 は 、 2本 の 相 補
的 な 核 酸 鎖 間 の 特 異 的 結 合 の こ と を い う 。 種 々 の 態 様 で は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と は
、 2本 の 核 酸 鎖 の う ち 完 全 に 適 合 す る 相 補 領 域 間 の 会 合 お よ び 相 補 領 域 中 に 1つ ま た は 複 数
の ミ ス マ ッ チ (ミ ス マ ッ チ 、 挿 入 、 ま た は 欠 失 を 含 め )を 含 む 2本 の 核 酸 鎖 間 の 結 合 の こ と
を い う 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 例 え ば 、 1つ 、 2つ 、 3つ 、 4つ 、 5つ ま た は そ れ 以 上
の ミ ス マ ッ チ を 含 む 2本 の 相 補 核 酸 鎖 の 間 で 起 こ り う る 。 種 々 の 態 様 で は 、 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン は 、 例 え ば 、 部 分 的 に 重 複 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な 構 築 用 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド と の 間 で 、 部 分 的 に 重 複 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な 構 築 お よ び 選 択 用
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 で 、 プ ラ イ マ ー と プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 と の 間 な ど で 起 こ り う る
。 2本 の 核 酸 鎖 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 安 定 性 は 、 例 え ば 温 度 お よ び /ま た は 塩 濃 度
を 含 め 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 お よ び /ま た は 洗 浄 条 件 を 変 化 さ せ る こ と で 制 御 す
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 よ り 選 択 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 達 成 す る よ う ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 高 く す る こ と が で き 、 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 条 件 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 高 く す る に つ れ 、 2本 の 核 酸 鎖 、 特 に ミ ス マ ッ チ
を 含 ん だ 鎖 の 間 の 結 合 安 定 性 は 低 下 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 「 を 含 む (including)」 と い う 用 語 は 「 を 含 む が こ れ (ら )に 限 定 さ れ (る こ と は )な い (in
cluding but not limited to)」 を 意 味 す る よ う に 使 わ れ る 。 「 を 含 む (including)」 お よ
び 「 を 含 む が こ れ (ら )に 限 定 さ れ (る こ と は )な い (including but not limited to)」 は 同
義 的 に 使 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 「 リ ガ ー ゼ 」 と い う 用 語 は 、 同 じ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に ア ニ ー リ ン グ し て い る 隣 接 の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 を 形 成 す る 際 の 酵 素 類 お よ び そ の 機 能 の こ と を
い う 。 1つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 末 端 リ ン 酸 基 と も う 1つ の 隣 接 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 末
端 ヒ ド ロ キ シ ル 基 が 二 重 ら せ ん 内 で そ の 相 補 配 列 の 向 か い に 共 に ア ニ ー リ ン グ さ れ る 場 合
に 、 す な わ ち 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 過 程 が 連 結 可 能 な ニ ッ ク 部 位 の 「 ニ ッ ク 」 を 連 結 し 、 相 補
的 な 二 重 鎖 を 作 製 す る 場 合 に 、 特 に 効 率 的 な ラ イ ゲ ー シ ョ ン が 行 わ れ る (Blackburn, M. a
nd Gait, M. (1996) Nucleic Acids in Chemistry and Biology, Oxford University Pre
ss, Oxford, pp. 132-33, 481-2中 )。 隣 接 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 間 の 部 位 は 「 連 結 可 能
な ニ ッ ク 部 位 」 、 「 ニ ッ ク 部 位 」 ま た は 「 ニ ッ ク 」 と 称 さ れ て お り 、 そ れ ら に よ っ て ホ ス
ホ ジ エ ス テ ル 結 合 は 存 在 し て い な い か 、 ま た は 切 断 さ れ て い る 。

10

20

30

40

50

(20) JP 2007-534320 A 2007.11.29



【 ０ ０ ４ ８ 】
　 「 連 結 す る 」 と い う 用 語 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 間 結 合 の 形 成 を 通 じ て 隣 接 す る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 共 有 結 合 的 に 結 合 す る 反 応 の こ と を い う 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 「 選 択 可 能 な マ ー カ ー 」 と い う 用 語 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 選 択 可 能 な マ
ー カ ー を 欠 い た 類 似 細 胞 に 比 べ て 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持 っ た 細 胞 の 所 与 の 増 殖
環 境 で の 増 殖 能 ま た は 生 存 能 を 変 化 さ せ る 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の こ と を い う 。 そ の よ う な マ ー カ ー は 、 陽 性 ま た は 陰 性 の 選 択 可 能 な マ ー カ ー と す る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 陽 性 の 選 択 可 能 な マ ー カ ー (例 え ば 、 抗 生 物 質 耐 性 ま た は 栄 養 要 求 性
増 殖 遺 伝 子 )は 、 選 択 培 地 (例 え ば 、 抗 生 物 質 を 含 む ま た は 必 須 栄 養 素 を 欠 く )中 で の 増 殖
能 ま た は 生 存 能 を 与 え る 産 物 を コ ー ド す る 。 陰 性 の 選 択 可 能 な マ ー カ ー は 、 対 照 的 に 、 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 持 っ て い な い 細 胞 に 比 べ て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 持 っ た 細 胞 が 陰 性 の 選
択 培 地 中 で 増 殖 す る の を 妨 げ る 。 選 択 可 能 な マ ー カ ー は 細 胞 を 増 殖 さ せ る の に 使 わ れ る 培
地 に 応 じ て 、 陽 性 お よ び 陰 性 の 両 選 択 可 能 性 を 与 え て も よ い 。 選 択 可 能 な マ ー カ ー を 原 核
細 胞 お よ び 真 核 細 胞 で 使 用 す る こ と は 、 当 業 者 に よ っ て よ く 知 ら れ て い る 。 適 当 な 陽 性 選
択 マ ー カ ー と し て は 、 例 え ば 、 ネ オ マ イ シ ン 、 カ ナ マ イ シ ン 、 hyg、 hisD、 gpt、 ブ レ オ マ
イ シ ン 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 hprt、 SacB、 β -ラ ク タ マ ー ゼ 、 ura3、 ア ン ピ シ リ ン 、 カ ル
ベ ニ シ リ ン 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 ゲ ン タ マ イ シ ン 、 フ レ オ マ イ
シ ン 、 お よ び ナ リ ジ ク ス 酸 が 挙 げ ら れ る 。 適 当 な 陰 性 選 択 マ ー カ ー と し て は 、 例 え ば 、 hs
v-tk、 hprt、 gpt、 お よ び シ ト シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 「 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (ま た は 構 築
用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 体 )の 少 な く と も 一 部 分 に 相 補 的 で あ る 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の こ と を い う 。 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 決 定 の エ ラ ー (例 え ば 、 所 望 の
配 列 か ら の ず れ )を 含 む 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー を 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の プ ー ル か ら 除 去 す る 方 法 で 使 わ れ て も よ い 。 典 型 的 な 態 様 で は 、 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド は 基 板 上 に 末 端 で 固 定 化 す る こ と が で き る 。 1つ の 態 様 で は 、 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド は 、 基 板 上 に 並 行 し て 合 成 さ れ た 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド は 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (ま た は 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 体 )の 全 長
の 少 な く と も 約 20%、 25%、 30%、 50%、 60%、 70%、 80%、 90%、 ま た は 100%に 相 補 的 と す る こ
と が で き る 。 典 型 的 な 態 様 で は 、 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル は 複 数 の 構 築 /選 択
用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 対 の 融 解 温 度 (T m )が 実 質 的 に 同 様 で あ る よ う に 設 計 さ れ る 。 1つ の
態 様 で は 、 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル は 実 質 的 に 全 て の 構 築 /選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 対 の 融 解 温 度 が 実 質 的 に 同 様 で あ る よ う に 設 計 さ れ る 。 例 え ば 、 構 築 /選 択 用 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 対 の 少 な く と も 約 50%、 60%、 70%、 75%、 80%、 90%、 95%、 97%、 98%、 99%
、 ま た は そ れ 以 上 の 融 解 温 度 が 相 互 の 約 10℃ 、 7℃ 、 5℃ 、 4℃ 、 3℃ 、 2℃ 、 1℃ 、 ま た は そ
れ 未 満 の 範 囲 内 で あ る 。 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 設 計 は 、 例 え ば 、 DNAWorks (Ho
over and Lubkowski, Nucleic Acids Res. 30: e43 (2002)、 Gene2Oligo (Rouillard et 
al., Nucleic Acids Res. 32: W176-180 (2004)お よ び berry.engin.umich.edu/gene2olig
oの ワ ー ル ド ワ イ ド ウ ェ ブ )な ど の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 、 ま た は 以 下 で さ ら に 論 じ ら れ
る 実 装 シ ス テ ム や 方 法 を 活 用 し て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 ま た は 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件
」 と い う 用 語 は 、 二 重 鎖 を 形 成 す る よ う に 2本 の 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 間 の 特 異 的
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 促 進 す る 条 件 の こ と を い う 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 規 定
の イ オ ン 強 度 お よ び pHで の 所 与 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 二 重 鎖 に 対 す る 熱 融 解 温 度 (T m )よ り も
約 5℃ 低 い よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の 長 さ お よ び そ の G
C含 量 に よ っ て 、 二 重 鎖 の Tm、 し た が っ て 所 望 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 特 異 性 を 得 る た
め に 必 要 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 判 断 で き る は ず で あ る 。 T m と は 、 完 全 に 適 合 す
る 相 補 鎖 に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 50%が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 温 度 (規 定 の イ オ ン 強 度 お よ
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び pHの 下 )で あ る 。 あ る 種 の 場 合 に は 、 特 定 の 二 重 鎖 の T m に ほ ぼ 等 し く な る よ う に ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 高 く す る こ と が 望 ま し い か も し れ な い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 T m を 推 定 す る た め の 様 々 な 技 術 を 利 用 す る こ と が で き る 。 通 常 、 約 80～ 100℃ の 理 論 上
の 最 大 値 ま で 、 二 重 鎖 中 の G-C塩 基 対 は T m に 約 3℃ 寄 与 す る と 推 定 さ れ 、 そ の 一 方 で A-T塩
基 対 は 約 2℃ 寄 与 す る も の と 推 定 さ れ る 。 し か し な が ら 、 G-Cス タ ッ キ ン グ 相 互 作 用 、 溶 媒
効 果 、 所 望 の ア ッ セ イ 温 度 な ど を 考 慮 に 入 れ る も っ と 精 緻 な T m モ デ ル を 利 用 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 以 下 の 式 を 用 い て 、 お よ そ 60℃ の 解 離 温 度 (Td)を 有 す る よ う に プ ロ ー ブ を
設 計 す る こ と が で き る : Td = (((((3× ＃ GC)+(2× ＃ AT))× 37)-562)/＃ bp)-5; 式 中 で ＃ G
C、 ＃ AT、 お よ び ＃ bpは 、 そ れ ぞ れ 、 二 重 鎖 の 形 成 に 関 与 す る 、 グ ア ニ ン -シ ト シ ン 塩 基 対
の 数 、 ア デ ニ ン -チ ミ ン 塩 基 対 の 数 お よ び 全 塩 基 対 の 数 で あ る 。 C T は 全 モ ル 鎖 濃 度 で あ り
、 Rは 気 体 定 数 1.9872 cal/K-molで あ り 、 お よ び xは 非 自 己 相 補 的 な 二 重 鎖 の 場 合 に は 4に
等 し く 、 自 己 相 補 的 な 二 重 鎖 の 場 合 に は 1に 等 し い 、 式 Tm = Δ H O × 1000/(Δ S O  + R× ln(C

T /x))-273.15を 用 い る 、 T m を 算 出 す る そ の 他 の 方 法 が SantaLucia and Hicks, Ann. Rev. 
Biomol. Struct. 33: 415-40 (2004)に 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 5× SSC、 4× SSC、 3× SSC、 2× SSC、 1× SSCま た は 0.2× SSC中
で 少 な く と も 約 1時 間 、 2時 間 、 5時 間 、 12時 間 、 ま た は 24時 間 行 う こ と が で き る 。 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 を 、 例 え ば 、 約 25℃ (室 温 )か ら 約 45℃ 、 50℃ 、 55℃ 、 60℃ 、 ま た
は 65℃ ま で 高 く し て 反 応 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 調 整 し て も よ い 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 反 応 に は 同 様 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に 影 響 を 与 え る 別 の 作 用 物 質 が 含 ま れ て も よ く 、
例 え ば 、 50%ホ ル ム ア ミ ド の 存 在 下 で 行 わ れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で は 、 規 定 の 温 度
で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー が 高 く な る 。 典 型 的 な 態 様 で は 、 ベ タ
イ ン 、 例 え ば 、 約 5 Mベ タ イ ン を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 に 加 え て 、 DNA熱 融 解 転 移 の
塩 基 対 組 成 依 存 性 を 最 小 限 に 抑 え て も ま た は 取 り 除 い て も よ い (例 え ば 、 Rees et al., Bi
ochemistry 32: 137-144 (1993)を 参 照 の こ と )。 別 の 態 様 で は 、 低 分 子 量 ア ミ ド ま た は 低
分 子 量 ス ル ホ ン (例 え ば 、 DMSO、 テ ト ラ メ チ レ ン ス ル ホ キ シ ド 、 メ チ ル sec-ブ チ ル ス ル ホ
キ シ ド な ど の よ う な )を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 に 加 え て 、 GC含 量 が 豊 富 な 配 列 の 融
解 温 度 を 低 下 さ せ て も よ い (例 え ば 、 Chakarbarti and Schutt, BioTechniques 32: 866-8
74 (2002)を 参 照 の こ と )。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 に 続 け て 単 回 の 洗 浄 ス テ ッ プ 、 ま た は 2回 も し く は そ れ 以
上 の 回 数 の 洗 浄 ス テ ッ プ が 行 わ れ て も よ く 、 こ の ス テ ッ プ は 同 じ ま た は 異 な る 塩 度 お よ び
温 度 で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 洗 浄 の 温 度 を 約 25℃ (室 温 )か ら 約 45℃ 、 50℃ 、 55℃ 、 60℃
、 65℃ ま た は そ れ 以 上 ま で 高 く し て ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 調 整 し て も よ い 。 洗 浄 ス テ ッ プ
は 界 面 活 性 剤 、 例 え ば 、 0.1%ま た は 0.2% SDSの 存 在 下 で 行 わ れ て も よ い 。 例 え ば 、 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 続 け て 各 2× SSC、 0.1% SDS中 で 約 20分 間 の 65℃ の 洗 浄 ス テ ッ プ が 2回
、 お よ び 任 意 で 各 0.2× SSC、 0.1% SDS中 で 約 20分 間 の 65℃ の 洗 浄 ス テ ッ プ が さ ら に 2回 行
わ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 典 型 的 な ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 と し て は 50%ホ ル ム ア ミ ド 、 1
0× デ ン ハ ル ト (0.2% Ficoll、 0.2%ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 0.2%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン )お よ
び 200 μ g/mlの 変 性 済 み キ ャ リ ア DNA、 例 え ば 、 剪 断 サ ケ 精 子 DNAを 含 む 、 ま た は そ れ ら か
ら な る 溶 液 中 65℃ で 一 晩 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 続 け て 各 2× SSC、 0.1% SDS中 で 約 20
分 間 の 65℃ の 洗 浄 ス テ ッ プ 2回 、 お よ び 各 0.2× SSC、 0.1% SDS中 で 約 20分 間 の 65℃ の 洗 浄
ス テ ッ プ 2回 を 行 う こ と が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 溶 液 中 の 核 酸 2つ を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る か 、 ま た は 溶 液 中
の 核 酸 1つ を 固 体 支 持 体 、 例 え ば 、 フ ィ ル タ に 付 着 し て い る 核 酸 1つ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ
る こ と か ら な っ て も よ い 。 一 方 の 核 酸 が 固 体 支 持 体 上 に あ る 場 合 、 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
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シ ョ ン ス テ ッ プ が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 前 に 行 わ れ て も よ い 。 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 と 同 じ 溶 液 中 で お よ び 同 じ 温 度 で 少 な く と も 約 1時
間 、 3時 間 ま た は 10時 間 行 わ れ て も よ い (相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 が な け れ ば )。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 適 切 な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 ま た は 当 業 者 に よ っ て 実 験 的
に 決 め ら れ て も よ い 。 例 え ば 、 Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley &
 Sons, N. Y. (1989), 6.3.1-12.3.6; Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning, A L
aboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, N.Y.; S. Agrawal (編 ) Methods in Mol
ecular Biology, volume 20; Tijssen (1993) Laboratory Techniques in biochemistry 
and molecular biology-hybridization with nucleic acid probes、 例 え ば 、 part I cha
pter 2「 Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid
 probe assays」 , Elsevier, New York; Tibanyenda, N. et al., Eur. J. Biochem. 139
: 19(1984)お よ び Ebel, S. et al., Biochem. 31:12083 (1992); Rees et al., Biochemi
stry 32: 137-144 (1993); Chakarbarti and Schutt, BioTechniques 32:866-874 (2002)
; な ら び に SantaLucia and Hicks, Annu. Rev. Biomol. Struct. 33: 415-40 (2004)を 参
照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 に 適 用 さ れ る 場 合 、 「 実 質 的 な 同 一 性 」 と い う 用 語 は 、 2つ の 配 列 が 、 例 え
ば 、 デ フ ォ ル ト の ギ ャ ッ プ 重 み 付 け を 用 い る GAPま た は BESTFITプ ロ グ ラ ム に よ っ て 最 適 に
整 列 さ れ た 際 に 、 典 型 的 に は 少 な く と も 約 70パ ー セ ン ト の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と
も 約 80、 85、 90、 95パ ー セ ン ト の 配 列 同 一 性 ま た は そ れ 以 上 を 共 有 す る こ と を 意 味 す る 。
ア ミ ノ 酸 配 列 の 場 合 、 同 一 で は な い ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 上 述 さ れ て い る 同 類 ア ミ ノ 酸 置 換 に
よ っ て 異 な っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 「 サ ブ ア ッ セ ン ブ リ 」 と い う 用 語 は 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の セ ッ ト か ら ア ッ セ ン
ブ ル さ れ た 核 酸 分 子 の こ と を い う 。 サ ブ ア ッ セ ン ブ リ は 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド よ り も
少 な く と も 約 3倍 、 4倍 、 5倍 、 10倍 、 20倍 、 50倍 、 100倍 、 ま た は そ れ 以 上 長 い こ と 、 例 え
ば 、 300～ 600塩 基 長 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 核 酸 分 子 に 関 連 し て 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 合 成 の 」 と い う 用 語 は 、 イ ン ビ ト ロ の 化 学
的 お よ び /ま た は 酵 素 的 合 成 に よ る 作 製 の こ と を い う 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 「 転 写 調 節 配 列 」 と は 、 こ れ が 作 動 可 能 に 連 結 さ れ る タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 の 転 写 を 誘
導 す る ま た は 制 御 す る 、 開 始 シ グ ナ ル 、 エ ン ハ ン サ ー お よ び プ ロ モ ー タ ー な ど の 、 DNA配
列 の こ と を 指 し て 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 総 称 で あ る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 組 換 え 遺 伝 子 の
1つ の 転 写 は 、 発 現 が 意 図 さ れ る 細 胞 種 に お い て 組 換 え 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る プ ロ モ ー
タ ー 配 列 (ま た は そ の 他 の 転 写 調 節 配 列 )の 制 御 下 に あ る 。 組 換 え 遺 伝 子 は 、 本 明 細 書 に 記
述 さ れ る 天 然 型 の 遺 伝 子 の 転 写 を 制 御 す る 配 列 と 同 じ で あ る か ま た は そ の 配 列 と 異 な る 転
写 調 節 配 列 の 制 御 下 と で き る こ と も 理 解 さ れ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 」 と い う 用 語 は 、 受 容 細 胞 へ の 核 酸 、 例
え ば 、 発 現 ベ ク タ ー の 導 入 を 意 味 し 、 ウ イ ル ス ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー に つ い て 「 感 染 さ
せ る 」 な ど の よ く 使 わ れ る 用 語 を 含 む よ う 意 図 さ れ る 。 「 形 質 導 入 」 と い う 用 語 は 、 核 酸
の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン が 核 酸 の ウ イ ル ス 送 達 に よ る も の で あ る 場 合 に 本 明 細 書 で 一 般 に
使 用 さ れ る 。 「 形 質 転 換 」 と い う 用 語 は 、 DNAな ど の 外 来 分 子 を 細 胞 に 導 入 す る 任 意 の 方
法 の こ と を い う 。 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン を 介 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 、 レ ト ロ ウ イ
ル ス 送 達 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 自 然 形 質 転 換 、 お よ び バ イ オ リ ス テ ィ ッ ク 形 質 転 換
は 、 当 業 者 に 公 知 の 、 利 用 で き る ほ ん の 一 握 り の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
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　 「 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー 」 と い う 用 語 は 、 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 鎖 伸 長 /増 幅 に
使 用 で き る プ ラ イ マ ー の セ ッ ト (例 え ば 、 フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー )の こ と を
い い 、 例 え ば 、 こ の プ ラ イ マ ー は 、 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 共 通 し て い る 部 位 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る 。 例 え ば 、 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー は 、 例 え ば 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の プ ー ル 、 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル 、 サ ブ ア ッ セ ン ブ リ の プ ー ル 、 お よ び /ま
た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 の プ ー ル な ど の よ う な 、 単 一 の プ ー ル 中 の 全 て の 、 ま た は 本
質 的 に 全 て の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 増 幅 に 使 わ れ て も よ い 。 1つ の 態 様 で は 、 単 一 の プ ラ イ
マ ー を 使 用 し て 、 単 一 の プ ー ル 中 に お い て 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の フ ォ ワ ー ド お よ び リ
バ ー ス 両 鎖 を 増 幅 し て も よ い 。 あ る 種 の 態 様 で は 、 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー は 、 酵 素 的 ま
た は 化 学 的 切 断 を 介 し て 増 幅 後 に 除 去 で き る 一 過 性 プ ラ イ マ ー で あ っ て も よ い 。 そ の 他 の
態 様 で は 、 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー は 、 鎖 伸 長 に よ っ て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に 組 み 入 れ
ら れ る よ う に な る 修 飾 を 含 ん で も よ い 。 典 型 的 な 修 飾 と し て は 、 例 え ば 、 3'も し く は 5'末
端 キ ャ ッ プ 、 標 識 (例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン )、 ま た は タ グ (例 え ば 、 ビ オ チ ン な ど の よ う
な 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 固 定 化 ま た は 単 離 を 容 易 に す る タ グ )が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 「 ベ ク タ ー 」 と は 、 挿 入 さ れ た 核 酸 分 子 を 宿 主 細 胞 中 に お よ び /ま た は 宿 主 細 胞 間 に 移
入 す る 自 己 複 製 核 酸 分 子 で あ る 。 こ の 用 語 に は 、 細 胞 へ の 核 酸 分 子 の 挿 入 で 主 に 機 能 す る
ベ ク タ ー 、 核 酸 の 複 製 で 主 に 機 能 す る 複 製 ベ ク タ ー 、 な ら び に DNAま た は RNAの 転 写 お よ び
/ま た は 翻 訳 で 機 能 す る 発 現 ベ ク タ ー が 含 ま れ る 。 前 記 の 機 能 の う ち 2つ 以 上 を 供 与 す る ベ
ク タ ー も 含 ま れ る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 発 現 ベ ク タ ー 」 と は 、 適 切 な 宿 主 細 胞 中 に 導
入 さ れ る と 、 転 写 さ れ ポ リ ペ プ チ ド に 翻 訳 さ れ う る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 同 定 さ れ る 。 「 発
現 系 」 と は 、 通 常 、 所 望 の 発 現 産 物 を 産 生 す る よ う に 機 能 で き る 発 現 ベ ク タ ー か ら な る 適
当 な 宿 主 細 胞 の こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 態 様 は 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド な ど の 合
成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 作 製 し 増 幅 す る 方 法 に 向 け ら れ る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 合 成 手 段 に よ っ て 通 常 調 製 さ れ る 一 本 鎖 DNAま た は R
NA分 子 を 含 む よ う 意 図 さ れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る こ と は な い 。 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド
は 、 通 常 、 ア デ ノ シ ン 、 グ ア ノ シ ン 、 ウ リ ジ ン 、 シ チ ジ ン お よ び チ ミ ジ ン 由 来 の ヌ ク レ オ
チ ド な ど の 天 然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド で あ る と 考 え ら れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 「 二
本 鎖 (の )」 と 称 さ れ る 場 合 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ペ ア が 、 例 え ば 、 DNAと 通 常 結 合 さ れ
る 水 素 結 合 ら せ ん 状 ア レ イ に 存 在 す る こ と が 当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ る 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の 100%相 補 的 な 形 態 に 加 え て 、 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 二 本 鎖 (の )」 と い う 用 語
は 同 様 に 、 バ ル ジ お よ び ル ー プ の よ う な 構 造 的 特 徴 を 含 ん だ 形 態 を 含 む よ う 意 図 さ れ る (
あ ら ゆ る 目 的 で そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る Stryer, Biochemistry, 
Third Ed. (1988)を 参 照 の こ と )。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用
語 は 、 と も に 結 合 し た (例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 、 重 合 お よ び
同 様 の も の に よ り )2つ ま た は そ れ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む よ う 意 図 さ れ る が 、 こ
れ に 限 定 さ れ る こ と は な い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 「 作 動 可 能 に 連 結 さ れ る 」 と い う 用 語 は 、 2つ の 核 酸 領 域 間 の 関 係 を 記 述 す る 場 合 、 そ
れ ら の 領 域 が そ の 所 期 の 通 り そ れ ら を 機 能 さ せ る 関 係 に あ る 並 置 の こ と を い う 。 例 え ば 、
コ ー ド 配 列 に 「 作 動 可 能 に 連 結 さ れ る 」 制 御 配 列 は 、 適 切 な 分 子 (例 え ば 、 イ ン デ ュ ー サ
ー お よ び ポ リ メ ラ ー ゼ )が 制 御 ま た は 調 節 配 列 に 結 合 さ れ る 場 合 の よ う な 、 制 御 配 列 に 適
合 す る 条 件 の 下 で コ ー ド 配 列 の 発 現 が 達 成 さ れ る よ う に 連 結 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 「 同 一 性 の 割 合 」 と い う 用 語 は 、 2つ の ア ミ ノ 酸 配 列 間 の ま た は 2つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
間 の 配 列 同 一 性 の こ と を い う 。 比 較 の 目 的 で 並 べ ら れ う る 各 配 列 中 の 位 置 を 比 較 す る こ と
で 、 同 一 性 を そ れ ぞ れ 判 定 す る こ と が で き る 。 比 較 配 列 中 の 等 価 の 位 置 が 同 じ 塩 基 ま た は
ア ミ ノ 酸 に よ っ て 占 有 さ れ て い る な ら 、 そ の 位 置 で 分 子 は 同 一 で あ り ; 等 価 の 部 位 が 同 じ

10

20

30

40

50

(24) JP 2007-534320 A 2007.11.29



ま た は 類 似 の ア ミ ノ 酸 残 基 (例 え ば 、 立 体 的 お よ び /ま た は 電 気 的 性 質 が 類 似 )に よ っ て 占
有 さ れ て い る な ら 、 そ の 位 置 で 分 子 は 相 同 (類 似 )と い う こ と が で き る 。 相 同 性 、 類 似 性 ま
た は 同 一 性 の 割 合 と 表 現 す る こ と は 、 比 較 配 列 に よ っ て 共 有 さ れ る 位 置 で の 同 一 ま た は 類
似 の ア ミ ノ 酸 の 数 の 関 数 の こ と を い う 。 FASTA、 BLASTま た は ENTREZを 含 め て 、 さ ま ざ ま な
ア ラ イ メ ン ト ・ ア ル ゴ リ ズ ム お よ び /ま た は プ ロ グ ラ ム が 使 わ れ て も よ い 。 FASTAお よ び BL
ASTは GCG配 列 解 析 パ ッ ケ ー ジ (ウ ィ ス コ ン シ ン 大 学 、 Madison, Wis.)の 一 部 と し て 利 用 可
能 で あ り 、 例 え ば 、 デ フ ォ ル ト 設 定 で 使 用 す る こ と が で き る 。 ENTREZは 全 米 バ イ オ テ ク ノ
ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー (National Center for Biotechnology Information)、 米 国 立 医 学 図
書 館 (National Library of Medicine)、 米 国 立 衛 生 研 究 所 (National Institutes of Heal
th)、 Bethesda, MDを 通 じ て 利 用 可 能 で あ る 。 1つ の 態 様 で は 、 2つ の 配 列 の 同 一 性 の 割 合
は 、 1の ギ ャ ッ プ 重 み 付 け を 用 い て GCGプ ロ グ ラ ム に よ り 決 定 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 各
ア ミ ノ 酸 の ギ ャ ッ プ は 、 そ れ が 2つ の 配 列 間 の 単 一 の ア ミ ノ 酸 ま た は ヌ ク レ オ チ ド の ミ ス
マ ッ チ で あ る か の よ う に 重 み 付 け さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ア ラ イ メ ン ト の た め の 他 の 技 術 は Methods in Enzymology, vol. 266: Computer Method
s for Macromolecular Sequence Analysis (1996), ed. Doolittle, Academic Press, In
c., a division of Harcourt Brace & Co., San Diego, California, USAに 記 述 さ れ て い
る 。 配 列 中 の ギ ャ ッ プ を 許 容 す る ア ラ イ メ ン ト プ ロ グ ラ ム を 利 用 し て 、 配 列 を 整 列 さ せ る
こ と が 好 ま し い 。 Smith-Watermanは 配 列 ア ラ イ メ ン ト 中 の ギ ャ ッ プ を 許 容 す る ア ル ゴ リ ズ
ム の 一 種 で あ る 。 Meth. Mol. Biol. 70: 173-187 (1997)を 参 照 さ れ た い 。 同 様 に 、 Needl
emanお よ び Wunschア ラ イ メ ン ト 法 を 使 っ た GAPプ ロ グ ラ ム を 利 用 し て 、 配 列 を 整 列 さ せ る
こ と が で き る 。 別 の 検 索 方 法 で は 、 MASPARコ ン ピ ュ ー タ で 作 動 す る MPSRCHソ フ ト ウ ェ ア を
利 用 す る 。 MPSRCHは Smith-Watermanア ル ゴ リ ズ ム を 使 っ て 、 大 規 模 並 列 処 理 コ ン ピ ュ ー タ
で 配 列 を ス コ ア 化 す る 。 こ の 手 法 で は 遠 縁 の 適 合 を 拾 い 上 げ る 能 力 が 向 上 し て お り 、 と り
わ け 小 さ な ギ ャ ッ プ や ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の エ ラ ー が 許 容 さ れ る 。 核 酸 に コ ー ド さ れ た ア ミ
ノ 酸 配 列 を 利 用 し て 、 タ ン パ ク 質 お よ び DNAの 両 デ ー タ ベ ー ス を 検 索 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 」 と い う 用 語 は 、 所 定 の 配 列 を 有 す る 長 い 核 酸 分 子 の こ と を
い う 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 は 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の セ ッ ト お よ び /ま た は サ ブ
ア ッ セ ン ブ リ の セ ッ ト か ら ア ッ セ ン ブ ル さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 「 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 部 位 」 と い う 用 語 は 、 1つ ま た は 複 数 の 制 限 エ ン ド ヌ ク
レ ア ー ゼ を 結 合 で き る 核 酸 配 列 の こ と を い う 。 「 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 切 断 部 位 」 と い
う 用 語 は 、 1つ ま た は 複 数 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 切 断 さ れ る 核 酸 配 列 の こ と
を い う 。 あ る 酵 素 に 対 し 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 部 位 お よ び 切 断 部 位 は 同 じ で あ っ
て も ま た は 異 な っ て も よ い 。 制 限 酵 素 は I型 酵 素 、 II型 酵 素 、 IIS型 酵 素 、 III型 酵 素 お よ
び IV型 酵 素 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る こ と は な い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の あ る 種 の 局 面 で は 、 分 子 の 塩 基 部 分 か 糖 部 分 の い ず れ か に 保 護 基 を 有 す る 、 あ
る い は 付 着 さ れ た も し く は 組 み 入 れ ら れ た 標 識 、 ま た は 人 工 環 境 か 生 理 環 境 の い ず れ か で
親 単 量 体 と 同 じ よ う に ふ る ま う 単 量 体 を も た ら す 等 配 電 子 置 換 を 有 す る ヌ ク レ オ シ ド ま た
は ヌ ク レ オ チ ド な ど の 、 ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 ま た は 誘 導 体 が 使 わ れ る と 考 え ら れ る 。 こ の
ヌ ク レ オ チ ド は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 反 応 基 に 結 合 さ れ て 、 そ の 基 を マ ス ク す る 保 護 基 を 有 す
る こ と が で き る 。 さ ま ざ ま な 保 護 基 が 本 発 明 で 有 用 で あ り 、 利 用 さ れ る 合 成 法 に 応 じ て 選
択 さ れ て も よ く 、 以 下 で さ ら に 論 じ ら れ る 。 ヌ ク レ オ チ ド を 支 持 体 ま た は 成 長 中 の 核 酸 に
付 着 さ せ た 後 に 、 保 護 基 を 取 り 除 く こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 標 的 核 酸 配 列 (例
え ば 、 遺 伝 子 )ま た は そ の 一 部 分 に 同 一 で あ る か ま た は 相 補 的 で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 含 む よ う 意 図 さ れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ る こ と は な い 。
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【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の 少 な く と も 一 部 分 に 相 補 的 で あ り 、 配 列 特 異 的 に そ の 部 分 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で
き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む よ う 意 図 さ れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ る こ と は な い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 は 、 天 然 供 給 源 か ら 単 離 さ れ て も よ く 、 ま た は 商 業
的 供 給 源 か ら 購 入 さ れ て も よ い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 任 意 の 適 当 な 方 法 、 例 え ば
、 ど ち ら も あ ら ゆ る 目 的 で そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る Beaucageお よ
び Carruthers ((1981) Tetrahedron Lett. 22: 1859)に よ っ て 報 告 さ れ て い る ホ ス ホ ラ ミ
ダ イ ト 法 ま た は Matteucciら ((1981) J. Am. Chem. Soc. 103: 3185)に よ る ト リ エ ス テ ル
法 に よ り 、 あ る い は 本 明 細 書 に 記 述 さ れ て お り 当 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 高 処 理 ・
高 密 度 ア レ イ 法 ま た は 市 販 の 自 動 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 機 法 の い ず れ か を 用 い た そ の 他
の 化 学 的 方 法 (あ ら ゆ る 目 的 で そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 米 国 特 許
第 5,602,244号 、 同 第 5,574,146号 、 同 第 5,554,744号 、 同 第 5,428,148号 、 同 第 5,264,566
号 、 同 第 5,141,813号 、 同 第 5,959,463号 、 同 第 4,861,571号 お よ び 同 第 4,659,774号 を 参 照
の こ と )に よ り 調 製 さ れ て も よ い 。 予 め 合 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 含 む チ ッ プ を 様 々 な 業 者 か ら 商 業 的 に 得 る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 種 々 の 態 様 で は 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 方 法 は 構 築 お よ び /ま た は 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 利 用 す る 。 構 築 お よ び /ま た は 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 は 、 合 成 さ れ る
こ と が 望 ま れ る 最 終 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 の 配 列 に 基 づ い て 決 定 さ れ る と 思 わ れ る 。
本 質 的 に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 の 配 列 は 複 数 の 重 複 す る い っ そ う 短 い 配 列 に 分 け ら れ て
も よ く 、 こ れ を 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 方 法 に よ り 並 行 し て 合 成 し 、 最 終 の 望 ま し い ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 構 築 体 に ア ッ セ ン ブ ル す る こ と が で き る 。 構 築 お よ び /ま た は 選 択 用 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の 設 計 は 、 例 え ば 、 DNAWorks (Hoover and Lubkowski (2002) Nuc. Acids Res
. 30:e43、 Gene2Oligo (Rouillard et al., Nucleic Acids Res. 32:W176-180 (2004)お
よ び berry.engin.umich.edu/gene2oligoの ワ ー ル ド ワ イ ド ウ ェ ブ )、 ま た は 以 下 で さ ら に
記 述 さ れ る CAD-PAMソ フ ト ウ ェ ア な ど の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 容 易 に さ れ て も
よ い 。 あ る 種 の 態 様 で は 、 単 一 の プ ー ル 中 で の 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 操 作 を 容 易 に
す る た め 、 実 質 的 に ほ ぼ 同 じ 融 解 温 度 を 有 す る よ う に 複 数 の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド /
選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ペ ア を 設 計 す る こ と が 望 ま し い か も し れ な い 。 こ の 過 程 は 上
記 の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム に よ り 容 易 に さ れ て も よ い 。 さ ま ざ ま な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 間 の 融 解 温 度 の 規 準 化 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 変 え る こ と に よ り お よ び /ま
た は 配 列 の コ ド ン 再 マ ッ ピ ン グ (例 え ば 、 最 終 的 に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ う
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 変 化 さ せ る こ と な く 1つ ま た は 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中
の A/T対 G/C含 量 を 変 え る こ と )に よ り 行 う こ と が で き る (例 え ば 、 WO 99/58721を 参 照 の こ
と )。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 あ る 種 の 態 様 で は 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 質 的 に 所 望 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構
築 体 の セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 の 完 全 な 相 補 体 を 供 与 す る よ う 設 計 さ れ る 。 例 え ば 、
構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 完 全 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 形 成 す る た め 、 と も に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ さ れ ラ イ ゲ ー シ ョ ン に 供 さ れ る 必 要 が あ る だ け で あ る 。 そ の 他 の 態 様 で は 、 構
築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 体 は 全 配 列 を 網 羅 す る が 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 前 の 鎖 伸 長 に よ
っ て 埋 め ら れ う る 一 本 鎖 の ギ ャ ッ プ を 残 す よ う に 設 計 さ れ て も よ い 。 こ の 態 様 は よ り 少 な
い お よ び /ま た は よ り 短 い 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び /ま た は 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 合 成 を 必 要 と す る の で 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 の 産 生 を 容 易 に す る は ず で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 典 型 的 な 態 様 で は 、 構 築 お よ び /ま た は 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 1セ ッ ト 、 ま た は
数 セ ッ ト の プ ラ イ マ ー に よ る 核 酸 プ ー ル の 増 幅 に 利 用 で き る ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー に 対
す る 結 合 部 位 の 1つ ま た は 複 数 の セ ッ ト を 含 ん で も よ い 。 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー 結 合 部
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位 の 配 列 は 、 効 率 的 な プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 鎖 伸 長 を 可 能 と す る の に 適 し
た 長 さ と 配 列 を 有 す る よ う 選 択 さ れ て も よ い 。 さ ら に 、 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー 結 合 部 位
の 配 列 は 、 プ ー ル 中 の 核 酸 の 望 ま し く な い 領 域 と の 非 特 異 的 結 合 を 最 小 限 に 抑 え る よ う に
最 適 化 さ れ て も よ い 。 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー お よ び ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー に 対 す る 結
合 部 位 の 設 計 は 、 例 え ば 、 DNAWorks (前 記 )、 Gene2Oligo (前 記 )な ど の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ
グ ラ ム 、 ま た は 以 下 で さ ら に 論 じ ら れ る 実 装 シ ス テ ム や 方 法 を 利 用 し て 容 易 に さ れ て も よ
い 。 あ る 種 の 態 様 で は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 の 異 な る 段 階 で 核 酸 の 増 幅 を 可 能 に で き る
ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー /プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 の い く つ か の セ ッ ト を 設 計 す る こ と が 望 ま
し い か も し れ な い (図 6)。 例 え ば 、 1セ ッ ト の ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー を 利 用 し て 、 構 築 お
よ び /ま た は 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の セ ッ ト を 増 幅 し て も よ い 。 サ ブ ア ッ セ ン ブ リ へ
の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の セ ッ ト の ア ッ セ ン ブ リ 後 、 こ の サ ブ ア ッ セ ン ブ リ は 同 じ ま
た は 異 な る ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー の セ ッ ト を 用 い て 増 幅 さ れ て も よ い 。 例 え ば 、 サ ブ ア
ッ セ ン ブ リ に 組 み 入 れ ら れ る 最 も 3'お よ び 5'末 端 の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ユ ニ バ
ー サ ル プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 の 2つ ま た は そ れ 以 上 の ネ ス テ ィ ッ ド セ ッ ト 、 つ ま り 構 築 用 オ
リ ゴ の 最 初 の 増 幅 に 利 用 で き る 最 も 外 側 の セ ッ ト お よ び サ ブ ア ッ セ ン ブ リ を 増 幅 す る の に
利 用 で き る 第 2の セ ッ ト を 含 ん で も よ い 。 ア ッ セ ン ブ リ (例 え ば 、 構 築 お よ び /も し く は 選
択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 サ ブ ア ッ セ ン ブ リ な ら び に /ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 )の
各 段 階 に 増 幅 用 の 複 数 セ ッ ト の ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー を 組 み 入 れ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 典 型 的 な 態 様 で は 、 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー は 一 過 性 プ ラ イ マ ー 、 例 え ば 、
化 学 的 ま た は 酵 素 的 切 断 に よ っ て 核 酸 分 子 か ら 除 去 で き る プ ラ イ マ ー と し て 設 計 さ れ て も
よ い 。 核 酸 の 化 学 的 、 熱 的 、 光 に 基 づ く 、 ま た は 酵 素 的 切 断 の 方 法 は 以 下 に 詳 述 さ れ る 。
典 型 的 な 態 様 で は 、 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー は IIS型 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い て 除
去 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 構 築 お よ び /ま た は 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 所 望 の 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 調 製 で 当 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 任 意 の 方 法 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 天 然 供 給 源 か ら 単 離 さ れ て も 、 商 業 的 供 給 源 か ら 購 入 さ
れ て も 、 ま た は 第 一 原 理 か ら 設 計 さ れ て も よ い 。 好 ま し く は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 費
用 お よ び 生 産 時 間 を 減 ら し 柔 軟 性 を 高 め る た め 、 高 処 理 ・ 並 行 合 成 を 可 能 に す る 方 法 に よ
り 合 成 す る こ と が で き る 。 典 型 的 な 態 様 で は 、 構 築 お よ び /ま た は 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド は 固 体 支 持 体 上 で 、 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 基 板 上 で 個 別 の フ ィ ー チ ャ ま た は 位 置 に
合 成 さ れ る ア レ イ 形 式 に 、 例 え ば 、 共 通 の 基 板 上 で イ ン サ イ チ ュ ー 合 成 さ れ る 一 本 鎖 DNA
セ グ メ ン ト の マ イ ク ロ ア レ イ に 合 成 す る こ と が で き る 。 ア レ イ は 構 築 さ れ て も 、 特 別 注 文
さ れ て も 、 ま た は 商 業 者 か ら 購 入 さ れ て も よ い 。 ア レ イ を 構 築 す る 様 々 な 方 法 は 当 技 術 分
野 に お い て 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 固 体 支 持 体 上 で の 、 例 え ば 、 ア レ イ 形 式 の 構 築 お よ び /
ま た は 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 に 適 用 で き る 方 法 お よ び 技 術 は 、 例 え ば 、 WO 00/
58516、 米 国 特 許 第 5,143,854号 、 同 第 5,242,974号 、 同 第 5,252,743号 、 同 第 5,324,633号
、 同 第 5,384,261号 、 同 第 5,405,783号 、 同 第 5,424,186号 、 同 第 5,451,683号 、 同 第 5,482,
867号 、 同 第 5,491,074号 、 同 第 5,527,681号 、 同 第 5,550,215号 、 同 第 5,571,639号 、 同 第 5
,578,832号 、 同 第 5,593,839号 、 同 第 5,599,695号 、 同 第 5,624,711号 、 同 第 5,631,734号 、
同 第 5,795,716号 、 同 第 5,831,070号 、 同 第 5,837,832号 、 同 第 5,856,101号 、 同 第 5,858,65
9号 、 同 第 5,936,324号 、 同 第 5,968,740号 、 同 第 5,974,164号 、 同 第 5,981,185号 、 同 第 5,9
81,956号 、 同 第 6,025,601号 、 同 第 6,033,860号 、 同 第 6,040,193号 、 同 第 6,090,555号 、 同
第 6,136,269号 、 同 第 6,269,846号 、 お よ び 同 第 6,428,752号 な ら び に Zhou et al., Nuclei
c Acids Res. 32: 5409-5417 (2004)に 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 典 型 的 な 態 様 で は 、 構 築 お よ び /ま た は 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 マ ス ク レ ス ・ ア
レ イ ・ シ ン セ サ イ ザ (MAS)を 用 い て 固 体 支 持 体 上 で 合 成 す る こ と が で き る 。 マ ス ク レ ス ・
ア レ イ ・ シ ン セ サ イ ザ は 、 例 え ば 、 PCT出 願 番 号 WO 99/42813に お よ び 同 時 係 属 中 の 米 国 特
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許 第 6,375,903号 に 記 述 さ れ て い る 。 そ の 他 の 例 で は 、 ア レ イ 中 の フ ィ ー チ ャ の そ れ ぞ れ
が 所 望 の 配 列 の 一 本 鎖 DNA分 子 を 有 す る カ ス タ ム DNAマ イ ク ロ ア レ イ を 製 造 で き る マ ス ク レ
ス 装 置 が 知 ら れ て い る 。 好 ま し い タ イ プ の 装 置 は 反 射 光 学 系 の 利 用 に 基 づ い た 、 米 国 特 許
第 6,375,903号 の 図 5に 示 さ れ る タ イ プ で あ る 。 こ の タ イ プ の マ ス ク レ ス ・ ア レ イ ・ シ ン セ
サ イ ザ は 、 ソ フ ト ウ ェ ア 制 御 下 に あ る こ と が 望 ま し い 。 マ イ ク ロ ア レ イ 合 成 の 全 過 程 を た
っ た 数 時 間 の う ち に 行 う こ と が で き る の で 、 お よ び 適 当 な ソ フ ト ウ ェ ア に よ っ て 所 望 の DN
A配 列 を 自 由 自 在 に 変 え ら れ る の で 、 こ の ク ラ ス の 装 置 は 異 な る 配 列 の DNAセ グ メ ン ト を 含
む マ イ ク ロ ア レ イ を 毎 日 、 場 合 に よ っ て は 1つ の 装 置 で 1日 当 た り 複 数 回 製 造 す る こ と を 可
能 に す る 。 マ イ ク ロ ア レ イ 中 の DNAセ グ メ ン ト の DNA配 列 の 相 違 は 、 僅 か で も ま た は 劇 的 で
も よ く 、 こ れ に よ っ て 過 程 が 異 な る こ と は な い 。 MAS装 置 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実
験 用 の マ イ ク ロ ア レ イ を 作 製 す る た め に こ れ が 通 常 使 わ れ る 形 式 で 使 用 さ れ て も よ い が 、
こ れ は 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 組 成 物 、 方 法 お よ び シ ス テ ム に 特 別 に 適 し た 特 徴 を 有 す る よ
う に 適 合 さ れ て も よ い 。 例 え ば 、 上 述 の 米 国 特 許 第 6,375,903号 の 図 5に 示 さ れ る 光 源 の 代
わ り に コ ヒ ー レ ン ト 光 源 、 す な わ ち レ ー ザ ー を 使 う こ と が 望 ま し い か も し れ な い 。 レ ー ザ
ー が 光 源 と し て 使 用 さ れ る 場 合 、 マ ス ク レ ス ・ ア レ イ ・ シ ン セ サ イ ザ で 使 わ れ る マ イ ク ロ
ミ ラ ー ア レ イ を 照 射 す る た め 、 ビ ー ム 拡 大 お よ び 散 乱 板 を レ ー ザ ー の 後 に 使 用 し て 、 狭 い
レ ー ザ ー 光 ビ ー ム を よ り 広 い 光 源 に 変 換 す る こ と が で き る 。 マ イ ク ロ ア レ イ が 合 成 さ れ る
フ ロ ー セ ル に 変 化 を 加 え ら れ る こ と も 想 定 さ れ る 。 具 体 的 に は 、 フ ロ ー セ ル は 、 直 線 列 の
ア レ イ 要 素 が 共 通 の 流 体 チ ャ ネ ル に よ っ て 互 い と 連 通 し て い る が 、 各 チ ャ ネ ル が 隣 接 列 の
ア レ イ 要 素 に 付 随 す る 隣 接 の チ ャ ネ ル か ら は 分 離 さ れ た 状 態 で 、 区 画 化 で き る と 想 定 さ れ
る 。 マ イ ク ロ ア レ イ 合 成 の 間 に 、 チ ャ ネ ル は 全 て 同 じ 流 体 を 同 時 に 受 け る 。 DNAセ グ メ ン
ト を 基 板 か ら 分 離 し た 後 、 チ ャ ネ ル は ア レ イ 要 素 の 列 か ら の DNAセ グ メ ン ト を 互 い と 集 合
さ せ る の を 可 能 に し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 自 己 ア ッ セ ン ブ ル し 始 め る の を 可
能 に す る 働 き を す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 構 築 お よ び /ま た は 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る そ の 他 の 方 法 と し て は 、 例 え
ば 、 マ ス ク を 利 用 し た 光 に よ る 方 法 、 流 体 チ ャ ネ ル 法 、 フ ロ ー チ ャ ネ ル 法 、 ス ポ ッ テ ィ ン
グ 法 、 ピ ン に 基 づ く 方 法 、 お よ び 多 数 の 支 持 体 を 利 用 し た 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 の た め の マ ス ク を 利 用 し た 光 に よ る 方 法 (例 え ば 、 VLSIPS(商
標 )法 )は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,143,854号 、 同 第 5,510,270号 お よ び 同 第 5,527,681号 に
記 述 さ れ て い る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 固 体 支 持 体 の 所 定 の 領 域 を 活 性 化 す る 段 階 、 そ の 後 支
持 体 を 事 前 に 選 択 し た 単 量 体 溶 液 と 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む 。 選 択 の 領 域 は 、 集 積 回 路 製 作
で 使 わ れ る 光 リ ソ グ ラ フ ィ 技 術 の よ う に 多 量 の マ ス ク を 通 じ て の 光 源 を 使 っ た 照 射 に よ り
活 性 化 す る こ と が で き る 。 支 持 体 の そ の 他 の 領 域 は 不 活 性 な ま ま で あ る 。 そ の 理 由 は 照 射
が マ ス ク に よ り 遮 断 さ れ 、 そ の 領 域 が 化 学 的 に 保 護 さ れ た ま ま で あ る た め で あ る 。 す な わ
ち 、 光 の パ タ ー ン が 、 支 持 体 の ど の 領 域 が 所 与 の 単 量 体 と 反 応 す る か を 規 定 す る 。 繰 り 返
し 異 な る 所 定 領 域 の セ ッ ト を 活 性 化 し 、 異 な る 単 量 体 溶 液 を 支 持 体 と 接 触 さ せ る こ と に よ
り 、 多 様 な 重 合 体 ア レ イ が 支 持 体 上 で 作 製 さ れ る 。 未 反 応 の 単 量 体 溶 液 を 支 持 体 か ら 洗 浄
す る な ど の 、 そ の 他 の ス テ ッ プ が 必 要 に 応 じ て 使 わ れ て も よ い 。 そ の 他 の 適 用 可 能 な 方 法
の な か に は 、 米 国 特 許 第 5,384,261号 に 記 述 さ れ て い る も の な ど の 機 械 技 術 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 単 一 の 支 持 体 上 で の 構 築 お よ び /ま た は 選 択 用 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 述 さ れ て い る 。 例 え ば 、 試 薬 を (1)
 所 定 の 領 域 に 規 定 さ れ た チ ャ ネ ル 内 に フ ロ ー イ ン グ さ せ る か ま た は (2) 所 定 の 領 域 に 「
ス ポ ッ テ ィ ン グ 」 す る か の い ず れ か に よ り 支 持 体 に 送 達 す る こ と が で き る 。 そ の 他 の 手 法
、 お よ び ス ポ ッ テ ィ ン グ と フ ロ ー イ ン グ さ せ る 組 合 せ を 同 様 に 利 用 し て も よ い 。 ど の 場 合
に も 、 単 量 体 溶 液 を 種 々 の 反 応 部 位 に 送 達 す る 際 に 、 支 持 体 の 特 定 の 活 性 化 領 域 を そ の 他
の 領 域 か ら 機 械 的 に 分 離 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】

10

20

30

40

50

(28) JP 2007-534320 A 2007.11.29



　 フ ロ ー チ ャ ネ ル 法 に 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 微 小 流 体 シ ス テ ム が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 多 様 な 重 合 体 配 列 は 、 支 持 体 の 表 面 上 に 、 適 切
な 試 薬 が 流 れ る ま た は 適 切 な 試 薬 が 入 れ ら れ る フ ロ ー チ ャ ネ ル を 形 成 さ せ る こ と に よ り 固
体 支 持 体 の 選 択 の 領 域 に 合 成 す る こ と が で き る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 チ ャ ネ ル を 形 成 す る ま
た は 支 持 体 表 面 の 一 部 分 を 別 の 方 法 で 保 護 す る 別 法 が 存 在 す る こ と を 認 識 す る と 考 え ら れ
る 。 例 え ば 、 親 水 性 ま た は 疎 水 性 コ ー テ ィ ン グ (溶 媒 の 性 質 に 応 じ )な ど の 保 護 コ ー テ ィ ン
グ を 、 場 合 に よ っ て は そ の 他 の 領 域 中 で の 反 応 物 質 溶 液 に よ る 湿 潤 を 促 進 す る 材 料 と 組 み
合 わ せ て 、 保 護 す る 支 持 体 の 部 分 一 面 に 利 用 す る 。 こ の よ う に 、 流 通 溶 液 が そ の 指 定 流 路
の 外 側 を 通 る こ と を さ ら に 阻 止 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 固 体 支 持 体 上 で の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 調 製 の た め の ス ポ ッ テ ィ ン グ 法 に は 、 反 応 物 質 を
選 択 の 領 域 に 直 接 的 に 堆 積 さ せ る こ と で 、 反 応 物 質 を 比 較 的 少 量 で 送 達 す る 段 階 が 含 ま れ
る 。 ス テ ッ プ に よ っ て は 、 そ う す る こ と が よ り 効 率 的 で あ る な ら ば 、 支 持 体 表 面 全 体 に 溶
液 を 吹 き 付 け て も ま た は 別 の 方 法 で コ ー テ ィ ン グ し て も よ い 。 領 域 間 を 移 動 す る 分 注 器 に
よ っ て 、 正 確 に 測 定 さ れ た 一 定 分 量 の 単 量 体 溶 液 を 液 滴 状 に 堆 積 さ せ る こ と が で き る 。 典
型 的 な 分 注 器 と し て は 、 単 量 体 溶 液 を 支 持 体 に 送 達 す る マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト お よ び マ イ ク ロ
ピ ペ ッ ト の 位 置 を 支 持 体 に 対 し て 制 御 す る ロ ボ ッ ト シ ス テ ム 、 ま た は イ ン ク ジ ェ ッ ト プ リ
ン タ が 挙 げ ら れ る 。 そ の 他 の 態 様 で は 、 分 注 器 は 、 各 種 の 試 薬 を 反 応 領 域 に 同 時 に 送 達 で
き る よ う に 一 連 の 試 験 管 、 マ ニ ホ ル ド 、 ず ら り と 並 ん だ ピ ペ ッ ト ま た は 同 様 の も の を 含 む
。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 固 体 支 持 体 上 で の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 の た め の ピ ン に 基 づ く 方 法 は 、 例 え ば 、 米 国
特 許 第 5,288,514号 に 記 述 さ れ て い る 。 ピ ン に 基 づ く 方 法 で は 、 複 数 の ピ ン ま た は そ の 他
の 伸 長 部 を 有 す る 支 持 体 を 利 用 す る 。 こ れ ら の ピ ン は そ れ ぞ れ が ト レ イ 内 の 個 々 の 試 薬 用
容 器 中 に 同 時 に 挿 入 さ れ る 。 96ピ ン の ア レ イ が 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 と と も に 広 く 用 い ら れ る 。 各 ト レ イ は 個 々 の ピ ン 上 で の 特 定 の 化 学 反 応
に お け る 特 定 の カ ッ プ リ ン グ 試 薬 で 満 た さ れ て い る 。 し た が っ て 、 そ れ ら の ト レ イ は 多 く
の 場 合 、 異 な る 試 薬 を 含 む は ず で あ る 。 そ れ ら の 化 学 反 応 は 、 比 較 的 似 通 っ た 反 応 条 件 の
セ ッ ト の 下 で 、 反 応 の 各 々 が 行 わ れ う る よ う に 最 適 化 さ れ て い る の で 、 多 数 の 化 学 的 カ ッ
プ リ ン グ ス テ ッ プ を 同 時 に 行 う こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 別 の 態 様 で は 、 多 数 の 構 築 お よ び /ま た は 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 複 数 の 支 持 体 上
で 合 成 す る こ と が で き る 。 例 に は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,770,358号 、 同 第 5,639,603号 お
よ び 同 第 5,541,061号 に 記 述 さ れ て い る ビ ー ズ に 基 づ く 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 場 合 、 か な り 多 数 の ビ ー ズ を 容 器 中 の 適 当 な 担 体 (水
な ど の )に 懸 濁 す る 。 こ れ ら の ビ ー ズ に は 、 任 意 で 保 護 基 を 複 合 体 形 成 さ せ た 活 性 部 位 を
有 す る 任 意 の ス ペ ー サ ー 分 子 が 付 与 さ れ て い る 。 合 成 の 各 ス テ ッ プ で 、 カ ッ プ リ ン グ の た
め 、 ビ ー ズ を 多 数 の 容 器 に 分 け る 。 新 生 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 を 脱 保 護 し た 後 、 異 な る 単
量 体 溶 液 を 各 容 器 に 加 え 、 し た が っ て 所 与 の 容 器 中 の 全 て の ビ ー ズ 上 で 、 同 じ ヌ ク レ オ チ
ド 付 加 反 応 が 行 わ れ る 。 そ の 後 、 ビ ー ズ は 過 剰 の 試 薬 を 洗 い 流 さ れ 、 単 一 の 容 器 中 に プ ー
ル さ れ 、 混 合 さ れ 、 次 の 合 成 ラ ウ ン ド に 向 け て 別 の 多 数 の 容 器 の 中 に 再 分 配 さ れ る 。 最 初
に 利 用 さ れ る ビ ー ズ が 多 数 で あ る こ と に よ っ て 、 幾 多 の ラ ウ ン ド の 塩 基 無 作 為 付 加 の 後 に
そ れ ぞ れ 固 有 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が そ の 表 面 上 で 合 成 さ れ て い る 、 多 数 の ビ ー ズ が
同 じ よ う に 容 器 中 に 無 作 為 に 分 散 し て い る こ と に 留 意 さ れ た い 。 個 々 の ビ ー ズ は 使 用 中 の
識 別 を 可 能 と す る た め 、 ビ ー ズ 上 の 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 固 有 の 配 列 で タ グ 付 け さ
れ て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 固 体 支 持 体 上 で の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 に 有 用 な 種 々 の 典 型 的 な 保 護 基 は 、 例 え ば
、 Atherton et al., 1989, Solid Phase Peptide Synthesis, IRL Pressに 記 述 さ れ て い
る 。

10

20

30

40

50

(29) JP 2007-534320 A 2007.11.29



【 ０ ０ ８ ９ 】
　 種 々 の 態 様 で は 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 方 法 は 核 酸 の 固 定 化 の た め 固 体 支 持 体 を 利 用 す
る 。 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 1つ ま た は 複 数 の 固 体 支 持 体 上 で 合 成 す る こ と が で き
る 。 さ ら に 、 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 固 体 支 持 体 上 に 固 定 化 し て 、 配 列 エ ラ ー を 含 む
構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 除 去 を 容 易 に す る こ と が で き る 。 典 型 的 な 固 体 支 持 体 と し て
は 、 例 え ば 、 ス ラ イ ド 、 ビ ー ズ 、 チ ッ プ 、 粒 子 、 鎖 、 ゲ ル 、 シ ー ト 、 管 、 球 体 、 容 器 、 毛
細 管 、 パ ッ ド 、 薄 片 、 フ ィ ル ム 、 ま た は プ レ ー ト が 挙 げ ら れ る 。 種 々 の 態 様 で は 、 固 体 支
持 体 は 生 物 学 的 で も 、 非 生 物 学 的 で も 、 有 機 的 で も 、 無 機 的 で も 、 ま た は そ れ ら の 組 合 せ
で も よ い 。 実 質 的 に 平 面 で あ る 支 持 体 を 使 用 す る 場 合 、 支 持 体 は 、 例 え ば 、 細 長 い く ぼ み
、 溝 、 ウ ェ ル 、 ま た は 化 学 的 障 壁 (例 え ば 、 疎 水 性 コ ー テ ィ ン グ な ど )で 各 領 域 に 物 理 的 に
分 離 さ れ て も よ い 。 光 を 通 す 支 持 体 は 、 ア ッ セ イ 法 が 光 学 的 検 出 を 含 む 場 合 に 有 用 で あ る
(例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,545,531号 を 参 照 の こ と )。 固 体 支 持 体 の 表 面 は カ ル ボ キ シ ル 、 ア
ミ ノ お よ び ヒ ド ロ キ シ ル な ど の 反 応 基 を 通 常 含 む は ず で あ り 、 ま た は 官 能 化 シ リ コ ン 化 合
物 で コ ー テ ィ ン グ さ れ て も よ い (例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,919,523号 を 参 照 の こ と )。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 1つ の 態 様 で は 、 固 体 支 持 体 上 で 合 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を さ ら に 長 い ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 構 築 体 へ の ア ッ セ ン ブ リ に 向 け た 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び /ま た は 選 択
用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 産 生 用 の 鋳 型 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 支 持 体 に 結
合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 プ ラ イ マ ー の 鎖 伸 長 を 可 能 に す る 条 件 の 下 で 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー と 接 触 さ せ る こ と が で き る 。 次 い で 、 支 持 体 に
結 合 し た 二 重 鎖 を 変 性 さ せ 、 さ ら な る 増 幅 ラ ウ ン ド に 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 別 の 態 様 で は 、 支 持 体 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 へ の ア
ッ セ ン ブ リ の 前 に 固 体 支 持 体 か ら 除 去 す る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば
、 酸 、 塩 基 、 酸 化 、 還 元 、 熱 、 光 、 金 属 イ オ ン 触 媒 反 応 、 置 換 も し く は 脱 離 化 学 反 応 な ど
の 条 件 に 曝 す こ と に よ り 、 ま た は 酵 素 的 切 断 に よ り 固 体 支 持 体 か ら 除 去 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 1つ の 態 様 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 切 断 可 能 な 結 合 部 分 を 通 じ て 固 体 支 持 体 に 結 合
さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 固 体 支 持 体 を 官 能 化 し て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の 共 有 結
合 用 の 切 断 可 能 な リ ン カ ー を 付 与 す る こ と が で き る 。 こ の リ ン カ ー 部 分 は 長 さ が 6ま た は
そ れ 以 上 の 原 子 の も の と す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 切 断 可 能 な 部 分 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 内 に あ っ て も よ く 、 イ ン サ イ チ ュ ー 合 成 の 間 に 導 入 さ れ て も よ い 。 幅 広 い 種 類 の 切 断
可 能 な 部 分 が 固 相 お よ び マ イ ク ロ ア レ イ ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 の 分 野 で 利 用 可 能 で あ
る (例 え ば 、 Pon, R., Methods Mol. Biol. 20:465-496 (1993); Verma et al., Ann. Rev
. Biochem. 67:99-134 (1998); 米 国 特 許 第 5,739,386号 、 同 第 5,700,642号 お よ び 同 第 5,8
30,655号 ; な ら び に 米 国 特 許 第 2003/0186226号 お よ び 同 第 2004/0106728号 を 参 照 の こ と )
。 適 し た 切 断 可 能 な 部 分 は 、 と り わ け 、 ヌ ク レ オ シ ド 塩 基 の 保 護 基 の 性 質 、 固 体 支 持 体 の
選 択 お よ び /ま た は 試 薬 送 達 の 方 法 と 適 合 す る よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。 典 型 的 な 態
様 で は 、 固 体 支 持 体 か ら 切 断 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 遊 離 3'-OH末 端 を 含 む 。 あ る
い は 、 遊 離 3'-OH末 端 を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 切 断 後 、 化 学 的 ま た は 酵 素 的 処 理 に よ っ て
得 る こ と も で き る 。 切 断 可 能 な 部 分 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 分 解 し な い 条 件 の 下 で 除 去
す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 リ ン カ ー は 2通 り の 手 法 に よ り 、 つ ま り (a) 脱 保 護 ス テ
ッ プ と 同 じ 条 件 の 下 で 同 時 に ま た は (b) 脱 保 護 ス テ ッ プ の 完 了 後 に リ ン カ ー 切 断 用 の 異 な
る 条 件 も し く は 試 薬 を 用 い て 逐 次 的 に 切 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 共 有 結 合 固 定 化 部 位 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 5'末 端 に あ っ て も ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の 3'末 端 に あ っ て も よ い 。 場 合 に よ っ て は 、 固 定 化 部 位 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 内 に (す
な わ ち オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 5'ま た は 3'末 端 以 外 の 部 位 に )あ っ て も よ い 。 切 断 可 能 な 部
位 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 主 鎖 、 例 え ば 、 リ ボ ー ス 、 ジ ア ル コ キ シ シ ラ ン 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ
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ー ト お よ び ホ ス ホ ル ア ミ デ ー ト ・ ヌ ク レ オ チ ド 間 結 合 な ど の 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 基 の 1つ
に 代 わ る 修 飾 3'-5'ヌ ク レ オ チ ド 間 結 合 に 沿 っ て 位 置 し て も よ い 。 切 断 可 能 な オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 類 似 体 は 同 様 に 、 7-デ ア ザ グ ア ノ シ ン 、 5-メ チ ル シ ト シ ン 、 イ ノ シ ン 、 ウ リ ジ ン
お よ び 同 様 の も の な ど の 、 塩 基 ま た は 糖 の 1つ へ の 置 換 、 ま た は そ れ ら の 1つ の 交 換 を 含 ん
で も よ い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 1つ の 態 様 で は 、 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 内 部 に 含 ま れ る 切 断 可 能 な 部 位 は 、 ジ ア ル
コ キ シ シ ラ ン 、 3'-(S)-ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 5'-(S)-ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 3'-(N)-ホ ス
ホ ル ア ミ デ ー ト 、 5'-(N)ホ ス ホ ル ア ミ デ ー ト お よ び リ ボ ー ス な ど の 、 化 学 的 に 切 断 可 能 な
基 を 含 む こ と が で き る 。 化 学 的 に 切 断 可 能 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 お よ び 切 断 条 件 は
、 米 国 特 許 第 5,700,642号 お よ び 同 第 5,830,655号 に 記 述 さ れ て い る 。 例 え ば 、 導 入 さ れ る
切 断 可 能 な 部 位 の 選 択 に 応 じ て 、 官 能 化 ヌ ク レ オ シ ド ま た は 修 飾 ヌ ク レ オ シ ド 二 量 体 の い
ず れ か を 最 初 に 調 製 し 、 そ の 後 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 の 間 に 成 長 中 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 断 片 に 選 択 的 に 導 入 し て も よ い 。 ジ ア ル コ キ シ シ ラ ン の 選 択 的 切 断 は 、 フ ッ 化 物 イ オ ン
を 用 い た 処 理 に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト ・ ヌ ク レ オ チ ド 間 結 合 は
、 穏 や か な 酸 化 条 件 の 下 で 選 択 的 に 切 断 す る こ と が で き る 。 ホ ス ホ ル ア ミ デ ー ト 結 合 の 選
択 的 切 断 は 、 80%酢 酸 な ど の 、 穏 や か な 酸 性 条 件 の 下 で 行 う こ と が で き る 。 リ ボ ソ ー ム の
選 択 的 切 断 は 、 希 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム を 用 い た 処 理 に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 別 の 態 様 で は 、 米 国 特 許 出 願 第 2003/0186226号 に 記 述 さ れ て い る よ う に 、 ホ ス ホ ル ア ミ
ダ イ ト ま た は H-ホ ス ホ ネ ー ト ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 の 前 に 特 殊 な ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト
を ヒ ド ロ キ シ ル 基 に カ ッ プ リ ン グ さ せ る こ と に よ り 、 非 切 断 可 能 な ヒ ド ロ キ シ ル リ ン カ ー
を 切 断 可 能 な リ ン カ ー に 変 換 す る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 の 完 了 時 の 化 学
的 リ ン 酸 化 剤 で の 切 断 に よ り 、 リ ン 酸 基 を 3'末 端 に 持 っ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 得 ら れ る
。 3'-リ ン 酸 末 端 は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ な ど の 、 酵 素 ま た は 化 学 物 質 を 用 い た 処 理 に
よ り 3'ヒ ド ロ キ シ ル 末 端 に 変 換 さ れ て も よ く 、 こ れ は 当 業 者 に よ り 日 常 的 に 行 わ れ て い る
。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 別 の 態 様 で は 、 切 断 可 能 な 連 結 部 分 は TOPS(1合 成 当 た り 2オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド )リ ン カ ー
(例 え ば 、 PCT公 開 WO 93/20092を 参 照 の こ と )で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 TOPSホ ス ホ ル ア ミ
ダ イ ト を 使 用 し て 、 固 体 支 持 体 上 の 非 切 断 可 能 な ヒ ド ロ キ シ ル 基 を 切 断 可 能 な リ ン カ ー に
変 換 す る こ と が で き る 。 TOPS試 薬 の 好 ま し い 態 様 は 、 Universal TOPS(商 標 )ホ ス ホ ル ア ミ
ダ イ ト で あ る 。 Universal TOPS(商 標 )ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト 調 製 の 条 件 、 カ ッ プ リ ン グ お よ
び 切 断 は 、 例 え ば 、 Hardy et al, Nucleic Acids Research 22(15):2998-3004 (1994)に
詳 述 さ れ て い る 。 Universal TOPS(商 標 )ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト は 、 長 時 間 の ア ン モ ニ ア お よ
び /ま た は ア ン モ ニ ア /メ チ ル ア ミ ン 処 理 な ど の 、 塩 基 性 条 件 の 下 で 除 去 で き る 環 状 3'ホ ス
フ ェ ー ト を も た ら し 、 結 果 的 に 天 然 の 3'ヒ ド ロ キ シ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 生 ず る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 別 の 態 様 で は 、 切 断 可 能 な 連 結 部 分 は ア ミ ノ リ ン カ ー で あ っ て も よ い 。 結 果 的 に 得 ら れ
る 、 ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト 結 合 を 介 し て リ ン カ ー に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 80%酢 酸
で 切 断 し 、 3'-リ ン 酸 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を も た ら す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 別 の 態 様 で は 、 切 断 可 能 な 連 結 部 分 は 光 切 断 可 能 な オ ル ト -ニ ト ロ ベ ン ジ ル リ ン カ ー な
ど の 、 光 切 断 可 能 な リ ン カ ー で あ っ て も よ い 。 固 体 支 持 体 上 で の 光 解 離 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 合 成 お よ び 切 断 条 件 は 、 例 え ば 、 Venkatesan et al. J. of Org. Chem. 61:525-52
9 (1996), Kahl et al., J. of Org. Chem. 64:507-510 (1999), Kahl et al., J. of Or
g. Chem. 63:4870-4871(1998), Greenberg et al., J. of Org. Chem. 59:746-753 (1994
), Holmes et al., J. of Org. Chem. 62:2370-2380 (1997)、 お よ び 米 国 特 許 第 5,739,38
6号 に 記 述 さ れ て い る 。 ヒ ド ロ キ シ メ チ ル 、 ヒ ド ロ キ シ エ チ ル お よ び Fmoc-ア ミ ノ エ チ ル カ
ル ボ ン 酸 リ ン カ ー な ど の 、 オ ル ト -ニ ト ロ ベ ン ジ ル に 基 づ く リ ン カ ー は 、 商 業 的 に 入 手 す
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る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 別 の 態 様 で は 、 よ り 短 い 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は よ り 長 い 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド よ り も 純 粋 で あ り 、 配 列 エ ラ ー が 少 な い は ず な の で 、 よ り 短 い 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 合 成 し 、 構 築 に 使 用 し て も よ い 。 例 え ば 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 約 30か ら 約
100ヌ ク レ オ チ ド 、 約 30か ら 約 75ヌ ク レ オ チ ド ま た は 約 30か ら 約 50オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と
す る こ と が で き る 。 そ の 他 の 態 様 で は 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 配 列 全 体 を 本 質 的 に 網 羅 す る の に 十 分 で あ る (例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 埋 め
ら れ る 必 要 の あ る ギ ャ ッ プ が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 間 に 存 在 し て い な い )。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド そ れ ら 自 体 が チ ェ ッ ク 機 構 と し て 働 く こ と が で き る 。 何 故 な ら ば 、 不 適 合 の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド は 完 全 適 合 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド よ り も 優 先 的 に ア ニ ー リ ン グ す る こ と が 少 な
い は ず で あ り 、 し た が っ て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 注 意 深 く 制 御 す る こ と に よ り 、
エ ラ ー を 含 む 配 列 を 減 ら す こ と が で き る か ら で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 別 の 態 様 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ヌ ク レ ア ー ゼ な ど の 酵 素 に よ り 固 体 支 持 体 か ら 除
去 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 IIs型 制 限 酵 素 を 含 め て
、 1種 ま た は 複 数 種 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ へ の 曝 露 に よ り 固 体 支 持 体 か ら 除 去 す る こ
と が で き る 。 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 を 固 定 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 導 入 す る こ
と が で き 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 1種 ま た は 複 数 種 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ と 接 触 さ せ
て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 支 持 体 か ら 除 去 す る こ と が で き る 。 種 々 の 態 様 で は 、 酵 素 的 切
断 を 利 用 し て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 支 持 体 か ら 除 去 す る 場 合 、 一 本 鎖 固 定 化 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を プ ラ イ マ ー 、 ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び dNTPsと 接 触 さ せ て 、 固 定 化 二 重 鎖 を 形 成 さ せ
る こ と が 望 ま し い か も し れ な い 。 二 重 鎖 を 次 い で 酵 素 (例 え ば 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ )
と 接 触 さ せ て 、 二 重 鎖 を 支 持 体 の 表 面 か ら 除 去 す る こ と が で き る 。 支 持 体 に 結 合 し た オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 上 で 第 2鎖 を 合 成 す る 方 法 お よ び 支 持 体 に 結 合 し た 二 重 鎖 の 酵 素 的 除 去 の
方 法 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,326,489号 に 記 述 さ れ て い る 。 あ る い は 、 制 限 エ ン ド ヌ ク
レ ア ー ゼ 認 識 お よ び /ま た は 切 断 部 位 に 相 補 的 で あ る (例 え ば 、 し か し 支 持 体 に 結 合 し た オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 全 体 に は 相 補 的 で な い )短 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 条 件 の 下 で 、 支 持 体 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 加 え て 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー
ゼ に よ る 切 断 を 容 易 に す る こ と が で き る (例 え ば 、 PCT公 報 番 号 WO 04/024886を 参 照 の こ と
)。
【 ０ １ ０ １ 】
　 種 々 の 態 様 で は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 方 法 は 、 例 え ば 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 サ ブ ア ッ セ ン ブ ル お よ び /ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を
含 む 、 核 酸 の 増 幅 を 含 む 。 増 幅 は ア ッ セ ン ブ リ ス キ ー ム の 間 の 1つ ま た は 複 数 の 段 階 で 行
わ れ て も よ く 、 お よ び /ま た は ア ッ セ ン ブ リ の 間 の あ る 段 階 で 1回 ま た は 複 数 回 行 わ れ て も
よ い 。 増 幅 方 法 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 鎖 伸 長 を 促 進 す る 条 件 の 下 で 核 酸 に 特
異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 1つ ま た は 複 数 の プ ラ イ マ ー と 核 酸 を 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む こ
と が で き る 。 核 酸 を 増 幅 さ せ る 典 型 的 な 方 法 と し て は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)法 (例
え ば 、 Mullis et al. (1986) Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol. 51 Pt 1:263お よ
び Cleary et al. (2004) Nature Methods 1:241; な ら び に 米 国 特 許 第 4,683,195号 お よ び
同 第 4,683,202号 を 参 照 の こ と )、 ア ン カ ー PCR法 、 RACE PCR法 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 連 鎖 反 応 (
LCR)法 (例 え ば 、 Landegran et al. (1988) Science 241:1077-1080; お よ び Nakazawa et 
al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91:360-364を 参 照 の こ と )、 自 己 持 続 性 配 列
複 製 法 (Guatelli et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87:1874)、 転 写 増 幅 系
(Kwoh et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:1173)、 Q-β レ プ リ カ ー ゼ 増 幅
(Lizardi et al. (1988) BioTechnology 6:1197)、 反 復 PCR法 (Jaffe et al. (2000) J. B
iol. Chem. 275:2619; お よ び Williams et al. (2002) J. Biol. Chem. 277:7790)、 米 国
特 許 第 6,391,544号 、 同 第 6,365,375号 、 同 第 6,294,323号 、 同 第 6,261,797号 、 同 第 6,124,
090号 お よ び 同 第 5,612,199号 に 記 述 さ れ て い る 増 幅 方 法 、 ま た は 当 業 者 に 周 知 の 技 術 を 用
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い た そ の 他 任 意 の 核 酸 増 幅 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 典 型 的 な 態 様 で は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る
方 法 は PCR増 幅 を 利 用 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 あ る 種 の 態 様 で は 、 核 酸 配 列 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 利 用 し て 、 単 離 さ れ る 特 異
的 核 酸 配 列 を 増 幅 す る ま た は 核 酸 配 列 の プ ー ル の 一 部 で あ る 特 異 的 核 酸 配 列 を 増 幅 す る こ
と が で き る 。 別 の 態 様 で は 、 複 数 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 利 用 し て 、 任 意 で 単 一 の 反 応 混 合
物 の 中 に と も に プ ー ル さ れ て も よ い 複 数 の 特 異 的 核 酸 配 列 を 増 幅 す る こ と が で き る 。 典 型
的 な 態 様 で は 、 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー の セ ッ ト を 利 用 し て 、 単 一 の プ ー ル 中 に あ っ て も
ま た は 複 数 の プ ー ル に 分 け ら れ て も よ い 複 数 の 核 酸 配 列 を 増 幅 す る こ と が で き る (図 32)。
ア ッ セ ン ブ リ の 間 の 異 な る 段 階 で 核 酸 を 増 幅 す る 場 合 、 増 幅 が 望 ま れ る 各 段 階 用 に 異 な る
ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー の セ ッ ト を 利 用 す る こ と が 望 ま し い か も し れ な い (図 33)。 例 え ば
、 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー の 第 1セ ッ ト を 利 用 し て 、 構 築 お よ び /ま た は 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 増 幅 す る こ と が で き 、 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー の 第 2セ ッ ト を 利 用 し て 、 サ ブ
ア ッ セ ン ブ リ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 増 幅 す る こ と が で き る (図 33)。 上 述 の よ う
に 、 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー の 1つ ま た は 複 数 の セ ッ ト に 向 け た プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 を 考
慮 し て 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び /ま た は 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 設 計 さ れ
て も よ い 。 あ る い は 、 プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 は 、 標 的 核 酸 に 相 補 的 な 領 域 と 増 幅 過 程 の 間 に
組 み 入 れ ら れ る よ う に な る 非 相 補 的 な 領 域 と を 含 む キ メ ラ プ ラ イ マ ー の 使 用 に よ り 、 合 成
後 に 核 酸 に 付 加 さ れ て も よ い (例 え ば 、 WO 99/58721を 参 照 の こ と )。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 典 型 的 な 態 様 で は 、 プ ラ イ マ ー /プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 は 一 過 性 で あ る よ う に 、 例 え ば 、
ア ッ セ ン ブ リ の 間 の 所 望 の 段 階 で プ ラ イ マ ー /プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 の 除 去 を 可 能 と す る よ
う に 設 計 す る こ と が で き る 。 一 過 性 プ ラ イ マ ー は 、 化 学 的 、 熱 的 、 光 に 基 づ く 、 ま た は 酵
素 的 切 断 に よ り 除 去 可 能 で あ る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 切 断 は 外 部 要 因 (例 え ば 、
酵 素 、 化 学 物 質 、 熱 、 光 な ど )の 付 加 に よ っ て 行 わ れ て も よ く 、 ま た は あ る 時 間 周 期 の 後
に (例 え ば 、 nラ ウ ン ド の 増 幅 の 後 に )自 動 的 に 行 わ れ て も よ い 。 1つ の 態 様 で は 、 一 過 性 プ
ラ イ マ ー は 化 学 的 切 断 に よ り 除 去 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 酸 に 不 安 定 な ま た は 塩 基 に
不 安 定 な 部 位 を 有 す る プ ラ イ マ ー が 増 幅 に 使 わ れ て も よ い 。 そ の 後 、 増 幅 さ れ た プ ー ル を
酸 ま た は 塩 基 に 曝 露 し て プ ラ イ マ ー /プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 を 所 望 の 位 置 で 除 去 す る こ と が
で き る 。 あ る い は 、 一 過 性 プ ラ イ マ ー は 熱 お よ び /ま た は 光 へ の 曝 露 に よ り 除 去 す る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 熱 に 不 安 定 な ま た は 光 に 不 安 定 な 部 位 を 有 す る プ ラ イ マ ー が 増 幅 に 使
わ れ て も よ い 。 そ の 後 、 増 幅 さ れ た プ ー ル を 熱 お よ び /ま た は 光 に 曝 露 し て プ ラ イ マ ー /プ
ラ イ マ ー 結 合 部 位 を 所 望 の 位 置 で 除 去 す る こ と が で き る 。 別 の 態 様 で は 、 RNAプ ラ イ マ ー
を 増 幅 に 使 用 し 、 そ れ に よ っ て 核 酸 分 子 の 末 端 に RNA/DNAハ イ ブ リ ッ ド の 短 い ス ト レ ッ チ
を 形 成 さ せ る こ と が で き る 。 そ の 後 、 プ ラ イ マ ー 部 位 を RNase (例 え ば 、 RNase H)へ の 曝
露 に よ り 除 去 す る こ と が で き る 。 種 々 の 態 様 で は 、 プ ラ イ マ ー を 除 去 す る 方 法 は 、 増 幅 さ
れ た 二 重 鎖 の 一 本 鎖 を 切 断 す る の み で あ り 、 そ れ に よ っ て 3'ま た は 5'突 出 部 を 残 す こ と が
あ る 。 そ の よ う な 突 出 部 は エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り 除 去 し て 、 平 滑 末 端 二 本 鎖 の 二 重 鎖
を 形 成 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 RecJ f を 使 用 し て 一 本 鎖 5'突 出 部 を 除 去 す る こ と が
で き 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ Iま た は エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ Tを 使 用 し て 一 本 鎖 3'突 出 部 を 除 去
す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 S 1 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 P 1 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 マ ン グ ビ ー ン ヌ ク レ ア ー
ゼ お よ び CEL Iヌ ク レ ア ー ゼ を 使 用 し て 、 核 酸 分 子 か ら 一 本 鎖 領 域 を 除 去 し て も よ い 。 Rec
J f 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ I、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ Tお よ び マ ン グ ビ ー ン ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 例
え ば 、 New England Biolabs (Beverly, MA)か ら 市 販 さ れ て い る 。 S1ヌ ク レ ア ー ゼ 、 P1ヌ
ク レ ア ー ゼ お よ び CEL Iヌ ク レ ア ー ゼ は 、 例 え ば 、 Vogt, V.M., Eur. J Biochem., 33: 19
2-200 (1973); Fujimoto et al., Agric. Biol. Chem. 38: 777-783 (1974); Vogt, V.M.
, Methods Enzymol. 65: 248-255 (1980); お よ び Yang et al., Biochemistry 39: 3533-
3541 (2000)に 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 1つ の 態 様 で は 、 一 過 性 プ ラ イ マ ー は 化 学 的 、 熱 的 ま た は 光 に 基 づ く 切 断 に よ り 核 酸 か
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ら 除 去 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 方 法 で 用 い る 典 型 的 な 化 学 的 に 切 断 可 能
な ヌ ク レ オ チ ド 間 結 合 と し て は 、 例 え ば 、 β -シ ア ノ エ ー テ ル 、 5'-デ オ キ シ -5'-ア ミ ノ カ
ル バ メ ー ト 、  3'デ オ キ シ -3'-ア ミ ノ カ ル バ メ ー ト 、 尿 素 、 2'シ ア ノ -3',5'-ホ ス ホ ジ エ ス
テ ル 、 3'-(S)-ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 5'-(S)-ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 3'-(N)-ホ ス ホ ル ア ミ
デ ー ト 、 5'-(N)-ホ ス ホ ル ア ミ デ ー ト 、 α -ア ミ ノ ア ミ ド 、 ビ シ ナ ル ジ オ ー ル 、 リ ボ ヌ ク レ
オ シ ド 挿 入 、 2'-ア ミ ノ -3',5'-ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 、 ア リ ル ス ル ホ キ シ ド 、 エ ス テ ル 、 シ リ
ル エ ー テ ル 、 ジ チ オ ア セ タ ー ル 、 5'-チ オ -フ ァ ー マ ル (furmal)、 α -ヒ ド ロ キ シ -メ チ ル -
ホ ス ホ ニ ッ ク ビ ス ア ミ ド 、 ア セ タ ー ル 、 3'-チ オ -フ ァ ー マ ル 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト お よ び
ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル が 挙 げ ら れ る 。 ト リ ア ル キ ル シ リ ル エ ー テ ル お よ び ジ ア ル コ キ シ シ ラ
ン な ど の ヌ ク レ オ シ ド 間 シ リ ル 結 合 は 、 フ ッ 化 物 イ オ ン を 用 い た 処 理 に よ り 切 断 さ れ る 。
塩 基 切 断 可 能 な 部 位 と し て は β -シ ア ノ エ ー テ ル 、 5'-デ オ キ シ -5'-ア ミ ノ カ ル バ メ ー ト 、
 3'-デ オ キ シ -3'-ア ミ ノ カ ル バ メ ー ト 、 尿 素 、 2'-シ ア ノ -3', 5'-ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 、 2'-
ア ミ ノ -3', 5'-ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 、 エ ス テ ル お よ び リ ボ ー ス が 挙 げ ら れ る 。 3'-(S)-ホ ス
ホ ロ チ オ エ ー ト お よ び 5'-(S)-ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト な ど の 硫 黄 含 有 ヌ ク レ オ チ ド 間 結 合 は
、 硝 酸 銀 ま た は 塩 化 第 二 水 銀 を 用 い た 処 理 に よ り 切 断 さ れ る 。 酸 切 断 可 能 な 部 位 と し て は
3'-(N)-ホ ス ホ ル ア ミ デ ー ト 、 5'-(N)-ホ ス ホ ル ア ミ デ ー ト 、 ジ チ オ ア セ タ ー ル 、 ア セ タ ー
ル お よ び ホ ス ホ ニ ッ ク ビ ス ア ミ ド が 挙 げ ら れ る 。 α -ア ミ ノ ア ミ ド ヌ ク レ オ シ ド 間 結 合 は
イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト を 用 い た 処 理 に よ り 切 断 可 能 で あ り 、 チ タ ン を 利 用 し て 2'-ア ミ ノ -3'
,5'-ホ ス ホ ジ エ ス テ ル -O-オ ル ト -ベ ン ジ ル ヌ ク レ オ シ ド 間 結 合 を 切 断 す る こ と が で き る 。
ビ シ ナ ル ジ オ ー ル 結 合 は 過 ヨ ウ 素 酸 塩 を 用 い た 処 理 に よ り 切 断 可 能 で あ る 。 熱 的 に 切 断 可
能 な 基 の な か に は ア リ ル ス ル ホ キ シ ド お よ び シ ク ロ ヘ キ セ ン が あ り 、 そ の 一 方 で 光 に 不 安
定 な 結 合 の な か に は ニ ト ロ ベ ン ジ ル エ ー テ ル お よ び チ ミ ジ ン 二 量 体 が あ る 。 化 学 的 に 切 断
可 能 な 、 熱 的 に 切 断 可 能 な 、 お よ び 光 に 不 安 定 な 基 を 含 む 核 酸 を 合 成 し 切 断 す る 方 法 は 、
例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,700,642号 に 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 そ の 他 の 態 様 で は 、 一 過 性 プ ラ イ マ ー /プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 は 、 酵 素 的 切 断 に よ り 除 去
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 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 に 設 計 す る こ と が で き る 。 増 幅 後 、 核 酸 の プ ー ル を 1種 ま た は 複 数 種
の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ と 接 触 さ せ て 、 二 本 鎖 切 断 を も た ら し 、 そ れ に よ っ て プ ラ イ マ ー /
プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 を 除 去 す る こ と が で き る 。 あ る 種 の 態 様 で は 、 フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ
ー ス プ ラ イ マ ー は 、 同 じ ま た は 異 な る 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り 除 去 す る こ と が で き
る 。 任 意 の 種 類 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を 利 用 し て 、 プ ラ イ マ ー /プ ラ イ マ ー 結 合 部 位
を 核 酸 配 列 か ら 除 去 す る こ と が で き る 。 特 異 的 な 結 合 お よ び /ま た は 切 断 部 位 を 有 す る 多
種 多 様 な 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 例 え ば 、 New England Biolabs (Beverly, MA)か ら
市 販 さ れ て い る 。 種 々 の 態 様 で は 、 3'突 出 部 、 5'突 出 部 ま た は 平 滑 末 端 を 作 製 す る 制 限 エ
ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を 利 用 す る こ と が で き る 。 突 出 部 を 作 製 す る 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を
用 い る 場 合 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ (例 え ば 、 RecJ f 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ I、 エ キ ソ ヌ ク レ
ア ー ゼ T、 S 1 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 P 1 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 マ ン グ ビ ー ン ヌ ク レ ア ー ゼ 、 CEL Iヌ ク レ ア
ー ゼ な ど )を 利 用 し て 平 滑 末 端 を 作 製 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 特 定 の 制 限 エ ン ド ヌ
ク レ ア ー ゼ に よ っ て 形 成 さ れ た 付 着 端 を 利 用 し て 、 所 望 の 配 列 で の サ ブ ア ッ セ ン ブ リ の ア
ッ セ ン ブ リ を 円 滑 に す る こ と が で き る (例 え ば 、 図 31Aを 参 照 の こ と )。 典 型 的 な 態 様 で は
、 IIS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 む プ ラ イ マ ー /プ ラ イ
マ ー 結 合 部 位 を 利 用 し て 、 一 過 性 プ ラ イ マ ー を 除 去 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 増 幅 方 法 で 用 い る の に 適 し た プ ラ イ マ ー は 、 例 え ば 、 DNAWorks (
前 記 )、 Gene2Oligo (前 記 )、 ま た は 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る CAD-PAMソ フ ト ウ ェ ア な ど の 、
コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 設 計 す る こ と が で き る 。 通 常 、 プ ラ イ マ ー は 、 長 さ が 約
5か ら 約 500、 約 10か ら 約 100、 約 10か ら 約 50、 ま た は 約 10か ら 約 30ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
典 型 的 な 態 様 で は 、 複 雑 な 反 応 混 合 物 の 操 作 を 容 易 に す る た め 、 実 質 的 に ほ ぼ 同 じ 融 解 温
度 を 有 す る よ う に プ ラ イ マ ー の セ ッ ト ま た は プ ラ イ マ ー の 複 数 の セ ッ ト を 設 計 す る こ と が
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で き る 。 融 解 温 度 は 例 え ば 、 プ ラ イ マ ー 長 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 組 成 に よ り 影 響 を 受 け る 可
能 性 が あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 あ る 種 の 態 様 で は 、 キ ャ ッ プ (例 え ば 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 切 断 を 阻 止 す る た め )、 連 結
部 分 (基 板 上 へ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 固 定 化 を 容 易 に す る 前 述 の も の な ど の )、 ま た は 標
識 (例 え ば 、 核 酸 構 築 体 の 検 出 、 単 離 お よ び /ま た は 固 定 化 を 容 易 に す る た め )な ど の 1つ ま
た は 複 数 の 修 飾 を 含 む プ ラ イ マ ー を 利 用 す る こ と が 望 ま し い か も し れ な い 。 適 当 な 修 飾 と
し て は 、 例 え ば 、 さ ま ざ ま な 酵 素 、 補 欠 分 子 団 、 発 光 マ ー カ ー 、 生 物 発 光 マ ー カ ー 、 蛍 光
マ ー カ ー (例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン )、 放 射 能 標 識 (例 え ば 、 3 2 P、 3 5 Sな ど )、 ビ オ チ ン 、 ポ
リ ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ な ど が 挙 げ ら れ る 。 本 明 細 書 の 開 示 に 基 づ い て 、 当 業 者 は 所 与 の 用
途 に 適 し た プ ラ イ マ ー 修 飾 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 1つ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 配 列 最 適 化 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 設 計 の 方 法 を 提 供 す る
。 1つ の 局 面 で は 、 本 発 明 は 各 遺 伝 子 に 対 し マ イ ナ ス と プ ラ ス の 両 鎖 で 互 い 違 い と な っ た
末 端 重 複 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の セ ッ ト を 設 計 す る 方 法 を 提 供 す る 。 別 の 局 面 で は 、 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド は と も に 、 合 成 さ れ る 配 列 全 体 を 網 羅 す る 。 別 の 局 面 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 設 計 は コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム に よ り 支 援 さ れ る 。 別 の 局 面 で は 、 タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る 配 列 は コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 、 す な わ ち 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る CAD-PAMプ ロ グ
ラ ム に よ り 最 適 化 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 態 様 は 、 1つ ま た は 複 数 の 増 幅 配 列 ま た は 増 幅 部 位 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 (す な わ ち 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 )
に 向 け ら れ る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 増 幅 部 位 」 と い う 用 語 は 、 相 補 的 な 核 酸 配 列 を ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 5'お よ び /ま た は 3'末 端 に 位 置 す る
核 酸 配 列 を 含 む よ う 意 図 さ れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る こ と は な い 。 本 発 明 の 1つ の 局 面
で は 、 増 幅 部 位 は 増 幅 後 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 除 去 さ れ る 。 本 発 明 の 別 の 局 面 で は 、
増 幅 部 位 は 、 1種 ま た は 複 数 種 の 制 限 酵 素 に よ り 認 識 さ れ る 1種 ま た は 複 数 種 の 制 限 エ ン ド
ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 を 含 む 。 別 の 局 面 で は 、 増 幅 部 位 は 熱 に 不 安 定 お よ び /ま た は 光 に
不 安 定 で あ り 、 そ れ ぞ れ 熱 ま た は 光 に よ り 切 断 可 能 で あ る 。 別 の 局 面 で は 、 増 幅 部 位 は RN
aseに よ り 切 断 可 能 な リ ボ 核 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 部 位 」 と い う 用 語 は 、 1種 ま た は
複 数 種 の 制 限 酵 素 が 結 合 し 、 結 果 的 に 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 そ れ 自 体 で ま た は
制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 よ り 遠 位 の 配 列 で DNA分 子 の 切 断 を 引 き 起 こ す 特 定 の 核
酸 配 列 を 含 む よ う 意 図 さ れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ る こ と は な い 。 制 限 酵 素 は I型 酵 素 、 II
型 酵 素 、 IIS型 酵 素 、 III型 酵 素 お よ び IV型 酵 素 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る こ と は な い
。 REBASEデ ー タ ベ ー ス は 、 制 限 修 飾 に 関 与 す る 制 限 酵 素 、 DNAメ チ ル 基 転 移 酵 素 お よ び 関
連 タ ン パ ク 質 に 関 す る 情 報 の 包 括 的 デ ー タ ベ ー ス を 供 与 す る 。 こ れ は 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ
ア ー ゼ 認 識 部 位 お よ び 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 切 断 部 位 、 イ ソ 制 限 酵 素 、 商 業 的 入 手 性 、
結 晶 お よ び 配 列 デ ー タ に 関 す る 情 報 を 扱 っ た 既 刊 お よ び 未 刊 の 両 研 究 を 含 ん で い る (あ ら
ゆ る 目 的 で そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る Roberts et al. (2005) Nuc.
 Acids Res. 33:D230を 参 照 の こ と )。
【 ０ １ １ １ 】
　 あ る 種 の 局 面 で は 、 本 発 明 の プ ラ イ マ ー は 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 の 3'側 に
IIS型 酵 素 が 核 酸 数 塩 基 対 を 切 断 で き る 1種 ま た は 複 数 種 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 部
位 を 含 む 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 IIS型 」 と い う 用 語 は 、 制 限 酵 素 の 認 識 配 列 か ら 遠 く
離 れ た 部 位 を 切 断 す る 制 限 酵 素 の こ と を い う 。 IIS型 酵 素 は そ の 認 識 部 位 よ り 0か ら 20塩 基
対 ま で の 距 離 を 切 断 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 IIs型 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の 例 と
し て は 、 例 え ば 、 Bsr I、 Bsm I、 BstF5 I、 BsrD 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、 Bfi I、 TspDT I、 TspGW I、 T
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aq II、 Eco57 I、 Eco57M I、 Gsu I、 Ppi Iお よ び Psr Iな ど の 3'突 出 部 を 作 製 す る 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、 Ksp632 I、 Eco31 I、 Esp3 I、 Aar Iな ど の 5'突 出 部 を 作 製 す る 酵 素 ; な ら び に
例 え ば 、 Mly Iお よ び Btr Iな ど の 平 滑 末 端 を 作 製 す る 酵 素 が 挙 げ ら れ る 。 IIs型 エ ン ド ヌ
ク レ ア ー ゼ は 市 販 さ れ て お り 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る (New England Biolabs, Be
verly, MA)。 IIs型 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い た 認 識 部 位 、 切 断 部 位 お よ び 消 化 の 条 件 に
関 す る 情 報 は 、 例 え ば 、 neb.com/nebecomm/enzymefindersearch bytypeIIs.aspの ワ ー ル
ド ワ イ ド ウ ェ ブ で 見 出 す こ と が で き る 。 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 配 列 お よ び 制 限 酵 素 は 当
技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 制 限 酵 素 は 市 販 さ れ て い る (New England Biolabs, Beverl
y, MA)。
【 ０ １ １ ２ 】
　 あ る 種 の 態 様 で は 、 検 出 可 能 な 標 識 を 有 す る プ ラ イ マ ー が 提 供 さ れ る 。 検 出 可 能 な 標 識
と し て は 、 さ ま ざ ま な 酵 素 、 補 欠 分 子 団 、 発 光 マ ー カ ー 、 生 物 発 光 マ ー カ ー 、 蛍 光 マ ー カ
ー お よ び 同 様 の も の が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る こ と は な い 。 適 当 な 発 光 お よ び
生 物 発 光 マ ー カ ー の 例 と し て は 、 ビ オ チ ン 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ (例 え ば 、 細 菌 由 来 、 ホ タ ル
由 来 、 コ メ ツ キ ム シ 由 来 な ど )、 ル シ フ ェ リ ン 、 エ ク オ リ ン お よ び 同 様 の も の が 挙 げ ら れ
る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る こ と は な い 。 適 当 な 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 例 と し て は 、 黄 色 蛍 光 タ
ン パ ク 質 (YFP)、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 (GFP)、 シ ア ン 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 、 塩 化 ダ ン シ ル 、 フ ィ コ エ リ ス リ ン お よ び 同 様 の も の が 挙
げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る こ と は な い 。 視 覚 的 に 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 有 す る 適 当
な 酵 素 系 の 例 と し て は 、 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ リ ニ ダ ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ 、 コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ お よ び 同 様 の も の が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る
こ と は な い 。 検 出 可 能 な 標 識 と し て は 同 様 に 、 直 接 的 に ま た は 間 接 的 に 放 射 能 標 識 さ れ た
、 例 え ば 、 3 2 P、 3 5 Sな ど で 標 識 さ れ た 核 酸 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る こ と は な
い 。 あ る い は 、 例 え ば 、 西 洋 ワ サ ギ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ま た は ル
シ フ ェ ラ ー ゼ を 用 い て 化 合 物 を 酵 素 的 に 標 識 す る こ と が で き 、 適 切 な 基 質 の 生 成 物 へ の 変
換 を 測 定 す る こ と に よ り 酵 素 標 識 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 の あ る 種 の 態 様 は 核 酸 配 列 お よ び 非 常 に 長 い 配 列 (例 え ば 、 遺 伝 子 、 遺 伝 子 セ ッ
ト 、 ゲ ノ ム お よ び 同 様 の も の )を 合 成 す る 方 法 で あ っ て 、 重 複 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び /
ま た は 増 幅 プ ラ イ マ ー の セ ッ ト を 配 列 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 有 利 に 働 く 条 件
の 下 で 混 合 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い る 鎖 を 鋳 型 と し て 利 用 し て 1種 ま た は 複 数 種 の ポ リ
メ ラ ー ゼ に よ り オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 伸 長 す る 方 法 (す な わ ち 、 あ ら ゆ る 目 的 で そ の 全 体
が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る Tian et al. (2004) Nature 432:1050に 記 述 さ れ
て い る ポ リ メ ラ ー ゼ ア ッ セ ン ブ リ 多 重 化 (PAM)法 )に 向 け ら れ る 。 多 重 ア ッ セ ン ブ リ は 図 29
～ 33に 図 解 さ れ て い る 。 1つ の 局 面 で は 、 完 全 長 の 二 本 鎖 DNA分 子 が 合 成 さ れ 増 幅 さ れ る ま
で 、 二 本 鎖 伸 長 産 物 は さ ら な る ラ ウ ン ド の 上 記 過 程 の た め に 変 性 さ れ る 。 多 重 遺 伝 子 合 成
は 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る よ う に 溶 液 中 で ま た は 支 持 体 上 で (ア レ イ の 一 部 と し て )行 わ れ
て も よ い 。 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 方 法 の 利 用 の 成 功 が 、 最 近 に な っ て Zhou et al.(2004) 
Nucleic Acids Res. 32:5409お よ び Richmond et al. (2004) Nucleic Acids Res. 32:501
1(あ ら ゆ る 目 的 で そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )に よ り 追 認 さ れ て い
る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ ア ッ セ ン ブ リ 多 重 化 法 に 加 え て 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド お よ び 方 法 を 用 い て 大 き な 二 本 鎖 核 酸 配 列 を 得 る の に 様 々 な 方 法 が 適 し て い る
。 例 え ば 、 PCRに 基 づ く ア ッ セ ン ブ リ 法 (PAM法 ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ ア ッ セ ン ブ リ 多 重 化 法
を 含 む )お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ ン に 基 づ く ア ッ セ ン ブ リ 法 (例 え ば 、 付 着 端 を 有 す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド セ グ メ ン ト の 連 結 )で あ る 。 典 型 的 な 態 様 で は 、 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体
を 単 一 の 反 応 混 合 物 中 で ア ッ セ ン ブ ル す る こ と が で き る 。 そ の 他 の 態 様 で は 、 例 え ば 、 多
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数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 合 成 す る 場 合 、 内 部 の 相 同 性 領 域 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
構 築 体 を 合 成 す る 場 合 、 ま た は 相 同 性 の 高 い も し く は 相 同 性 領 域 を 含 む 2つ ま た は そ れ 以
上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 合 成 す る 場 合 、 階 層 に 基 づ く ア ッ セ ン ブ リ 法 を 利 用 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 1つ の 態 様 で は 、 ア ッ セ ン ブ リ PCRを 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 方 法 に よ っ て 利 用 す る こ と が
で き る 。 ア ッ セ ン ブ リ PCRで は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 1つ が ポ リ メ ラ ー ゼ (例 え
ば 、 熱 安 定 性 ポ リ メ ラ ー ゼ (例 え ば 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ 、 VENT(商 標 )ポ リ メ ラ ー ゼ (New Eng
land Biolabs)、 TthIポ リ メ ラ ー ゼ (Perkin-Elmer)お よ び 同 様 の も の )に よ っ て ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 鎖 伸 長 可 能 な 遊 離 3'-ヒ ド ロ キ シ ル を 有 す る よ う な 、 ア ニ ー リ ン グ で き る 相 補 末 端
を 有 す る 少 な く と も 2つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 組 み 合 わ せ て ポ リ メ ラ ー ゼ を 介 し た 鎖 伸 長
を 利 用 す る 。 dNTPs、 ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び 緩 衝 液 を 含 有 す る 標 準 的 な PCR反 応 液 の 中 に 、 重
複 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 混 合 す る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 重 複 末 端 は 、 ア ニ
ー リ ン グ に よ り 、 PCR反 応 に お い て ポ リ メ ラ ー ゼ に よ る 伸 長 の た め の プ ラ イ マ ー と し て 働
く 二 本 鎖 核 酸 配 列 の 領 域 を 作 製 す る 。 伸 長 反 応 の 産 物 は も っ と 長 い 二 本 鎖 核 酸 配 列 の 形 成
の た め の 基 質 と し て 働 き 、 最 終 的 に は 完 全 長 の 標 的 配 列 の 合 成 を も た ら す (例 え ば 、 図 3B
を 参 照 の こ と )。 PCR条 件 を 最 適 化 し て 、 標 的 の 長 い DNA配 列 の 収 量 を 増 加 さ せ る こ と が で
き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 あ る 種 の 態 様 で は 、 関 心 対 象 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 形 成 さ せ る の に 必 要 な 重 複 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 全 て を と も に 混 合 す る こ と に よ り 、 標 的 配 列 を 単 一 の ス テ ッ プ で 得 る
こ と が で き る 。 あ る い は 、 産 物 を 混 合 し 、 第 2ラ ウ ン ド の PCRに 供 す る 一 連 の 別 個 の PCR反
応 か ら さ ら に 長 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を ア ッ セ ン ブ ル で き る よ う な 、 一 連 の PCR反 応
が 並 行 し て ま た は 逐 次 的 に 行 わ れ て も よ い 。 さ ら に 、 自 己 プ ラ イ ミ ン グ PCRが 単 一 の 反 応
か ら 完 全 な サ イ ズ の 産 物 を 産 生 で き な い 場 合 、 重 複 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ペ ア 、 も し く は
標 的 核 酸 配 列 の も っ と 小 さ な 部 分 を 別 々 に PCR増 幅 す る こ と に よ っ て 、 ま た は 従 来 の フ ィ
ル イ ン お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ ン 法 に よ っ て ア ッ セ ン ブ リ を 救 済 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 ア ッ セ ン ブ リ PCRを 行 う 方 法 は 、 例 え ば 、 Kodumal et al. (2004) Proc. Natl. Acad. S
ci. U.S.A. 101:15573; Stemmer et al. (1995) Gene 164:49; Dillon et al. (1990) Bi
oTechniques 9:298; Hayashi et al. (1994) BioTechniques 17:310; Chen et al. (1994
) J. Am. Chem. Soc. 116:8799; Prodromou et al. (1992) Protein Eng. 5:827; 米 国 特
許 第 5,928,905号 お よ び 同 第 5,834,252号 ; な ら び に 米 国 特 許 出 願 第 2003/0068643号 お よ び
同 第 2003/0186226号 に 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 典 型 的 な 態 様 で は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ ア ッ セ ン ブ リ 多 重 化 (PAM)法 を 利 用 し て 、 本 明 細 書 に
記 述 さ れ る 方 法 に よ り ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を ア ッ セ ン ブ ル す る こ と が で き る (例 え ば
、 Tian et al. (2004) Nature 432:1050; Zhou et al. (2004) Nucleic Acids Res. 32:5
409; お よ び Richmond et al. (2004) Nucleic Acids Res. 32:5011を 参 照 の こ と )。 ポ リ
メ ラ ー ゼ ア ッ セ ン ブ リ 多 重 化 法 は 、 配 列 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 有 利 に 働 く 条
件 の 下 で の 重 複 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び /ま た は 増 幅 プ ラ イ マ ー の セ ッ ト の 混 合 な ら び
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い る 鎖 を 鋳 型 と し て 用 い た ポ リ メ ラ ー ゼ に よ る 鎖 伸 長 を 含 む 。 所 望
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 の 合 成 が 完 了 す る ま で 、 二 本 鎖 伸 長 産 物 を 任 意 で 変 性 し 、 さ ら
な る ラ ウ ン ド の ア ッ セ ン ブ リ に 使 用 し て も よ い 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 種 々 の 態 様 で は 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 方 法 に よ っ て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を ア ッ セ
ン ブ ル す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 予 め 形 成 さ れ た 二 重 鎖 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン (例 え ば 、 Sca
rpulla et al., Anal. Biochem. 121: 356-365 (1982); Gupta et al., Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 60: 1338-1344 (1968)を 参 照 の こ と )、 Fok I法 (例 え ば 、 Mandecki and Boll
ing, Gene 68: 101-107 (1988)を 参 照 の こ と )、 二 重 非 対 称 PCR (DA-PCR) (例 え ば 、 Stemm
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er et al., Gene 164: 49-53 (1995); Sandhu et al., Biotechniques 12: 14-16 (1992)
; Smith et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100: 15440-15445 (2003)を 参 照 の こ と )
、 重 複 伸 長 PCR (OE-PCR) (例 え ば 、 Mehta and Singh, Biotechniques 26: 1082-1086 (19
99)を 参 照 の こ と )、 DA-PCR/OE-PCRの 組 合 せ (例 え ば 、 Young and Dong, Nucleic Acids Re
s. 32: e59 (2004)を 参 照 の こ と )が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 別 の 態 様 で は 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ・ ア ッ セ ン ブ リ ス ト ラ テ ジ ー を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ア
ッ セ ン ブ リ に 利 用 す る こ と が で き る (例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,670,127号 、 同 第 6,521,427号
お よ び 同 第 6,521,427号 を 参 照 の こ と )。 手 短 に 言 え ば 、 温 度 に 基 づ く 緩 徐 な ア ニ ー リ ン グ
に よ っ て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 一 緒 に 同 時 ア ニ ー リ ン グ し 、 そ の 後 ス テ ッ プ ご と に 新 し い
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 付 加 に よ る ラ イ ゲ ー シ ョ ン 鎖 反 応 ス テ ッ プ を 行 う こ と が で き る 。 鎖
中 の 第 1の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 支 持 体 に 結 合 さ せ る 。 逆 鎖 由 来 の 第 2の 重 複 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 添 加 し 、 ア ニ ー リ ン グ さ せ 連 結 さ せ る 。 第 3の 重 複 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 添 加 し
、 ア ニ ー リ ン グ さ せ 連 結 さ せ る な ど 。 関 心 対 象 の 全 て の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ア ニ ー リ ン
グ さ れ 連 結 さ れ る ま で 、 こ の 手 順 を 反 復 す る 。 自 動 化 装 置 を 利 用 し 、 こ の 手 順 を 長 い 配 列
に 向 け 行 う こ と が で き る 。 そ の 後 、 二 本 鎖 核 酸 配 列 を 固 体 支 持 体 か ら 除 去 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 あ る 種 の 態 様 で は 、 階 層 的 な ア ッ セ ン ブ リ ス ト ラ テ ジ ー を 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 方 法 に
よ っ て 利 用 す る こ と が で き る 。 階 層 的 な ア ッ セ ン ブ リ ス ト ラ テ ジ ー に は 、 ア ッ セ ン ブ リ を
段 階 的 に ま た は 逐 次 的 に 制 御 す る た め 反 応 混 合 物 の 各 種 成 分 を 混 合 制 御 す る 種 々 の 方 法 が
あ る (例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,586,211号 ; 米 国 特 許 出 願 第 2004/0166567号 ; PCT公 報 番 号 WO 
02/095073; Zhou et al. (2004) Nucleic Acids Res. 32:5409を 参 照 の こ と )。 例 え ば 、
複 数 の ア ッ セ ン ブ リ 反 応 を 別 々 の プ ー ル で 行 う こ と が で き る 。 そ の 後 、 こ れ ら の ア ッ セ ン
ブ リ か ら の 産 物 を と も に 混 合 し て 、 さ ら に 長 く ア ッ セ ン ブ ル さ れ た 産 物 を 形 成 さ せ る こ と
が で き る な ど 。 あ る い は 、 階 層 的 な ア ッ セ ン ブ リ ス ト ラ テ ジ ー に は 、 混 合 物 中 の 反 応 種 を
変 化 さ せ る こ と に よ っ て 外 部 制 御 を 可 能 に す る 単 一 の 反 応 混 合 物 が 含 ま れ て も よ い 。 例 え
ば 、 光 に 不 安 定 な リ ン カ ー を 介 し て 固 体 支 持 体 に 結 合 さ れ て い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、
定 序 ア ッ セ ン ブ リ を 促 進 す る の に 利 用 で き る 極 め て 特 異 的 且 つ 制 御 さ れ た 方 法 で 支 持 体 か
ら 放 出 す る こ と が で き る (例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 制 御 さ れ た 方 法 で 固 体 支 持 体
上 の 単 一 の ア ド レ ス 可 能 な 位 置 か ら 除 去 す る こ と が で き る )。 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の 第 1セ ッ ト を 支 持 体 か ら 放 出 し 、 ア ッ セ ン ブ リ に 供 す る こ と が で き る 。 そ の 次 に 、 構 築
用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 第 2セ ッ ト を 支 持 体 か ら 放 出 し 、 ア ッ セ ン ブ ル す る こ と が で き る
な ど 。 1つ の 態 様 で は 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ラ ス 鎖 お よ び マ イ ナ ス 鎖 を 異 な る
位 置 で ま た は 異 な る 支 持 体 で 合 成 す る こ と が で き る 。 そ の 後 、 プ ラ ス 鎖 お よ び マ イ ナ ス 鎖
を チ ッ プ か ら 別 個 の プ ー ル の 中 に 放 出 し 、 制 御 さ れ た 方 法 で 混 合 す る こ と が で き る 。 別 の
態 様 で は 、 階 層 的 な ア ッ セ ン ブ リ を 固 体 支 持 体 上 で の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 近 接 性
に よ っ て 制 御 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 相 補 的 な 領 域 を 有 す る 2種 の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 相 互 と 近 接 近 で 合 成 す る こ と が で き る 。 固 体 支 持 体 か ら の 放 出 に よ り 、 相 互 と
近 接 近 に 位 置 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 局 所 濃 度 が い っ そ う 高 い
の で 、 有 利 に 相 互 作 用 す る と 考 え ら れ る 。 典 型 的 な 態 様 で は 、 2種 ま た は そ れ 以 上 の 種 の
構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 固 体 支 持 体 の 同 じ 位 置 で 合 成 し 、 そ れ に よ っ て そ の 相 互 作 用
を 促 進 さ せ る こ と が で き る (例 え ば 、 米 国 特 許 第 2004/0101894号 を 参 照 の こ と )。 別 の 態 様
で は 、 微 小 流 体 シ ス テ ム を 利 用 し て 、 反 応 混 合 を 制 御 し 、 ア ッ セ ン ブ リ 過 程 を 促 進 す る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 互 い に 物 理 的 に 分 離 さ れ て い る 直 線 の 列 に 、 す な わ ち 、 流 体 が 流 れ
う る 別 個 の 直 線 チ ャ ネ ル に ア レ イ の フ ィ ー チ ャ が 並 べ ら れ て い る よ う な チ ャ ネ ル を 含 む フ
ロ ー セ ル の 中 で 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る こ と が で き る 。 所 与 の チ ャ ネ ル 中 の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 同 じ チ ャ ネ ル 中 の そ の 他 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 相
互 作 用 で き る が 、 そ の 他 の チ ャ ネ ル 由 来 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に は 曝 さ れ な い は ず で あ る
。 隣 接 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 同 じ チ ャ ネ ル 中 で 合 成 す れ ば 、 そ れ ら は ア レ イ か ら の
切 断 後 に 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 「 サ ブ ア ッ セ ン ブ リ 」 を 形 成 す る こ と が で き る 。 次 い
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で 、 さ ら に 大 き な 核 酸 配 列 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る た め 、 各 種 の サ ブ ア ッ セ ン ブ リ を そ の
他 の サ ブ ア ッ セ ン ブ リ と 接 触 さ せ る こ と が で き る 。 リ ガ ー ゼ お よ び /ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ
を 必 要 に 応 じ 添 加 し て 、 核 酸 配 列 中 の ギ ャ ッ プ を フ ィ ル イ ン し 連 結 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 で は 、 階 層 的 な ア ッ セ ン ブ リ を 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り 行 っ て 、
所 望 の 順 序 で と も に 連 結 さ れ う る 付 着 端 を 形 成 さ せ る こ と が で き る 。 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 指 定 の 順 序 で 連 結 を 促 進 し う る 部 位 に 1種 ま た は 複 数 種 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア
ー ゼ に 対 す る 認 識 お よ び 切 断 部 位 を 含 む よ う 設 計 し 合 成 す る こ と が で き る 。 DNA二 重 鎖 を
形 成 さ せ た 後 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル を 1種 ま た は 複 数 種 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー
ゼ と 接 触 さ せ て 、 付 着 端 を 形 成 さ せ る こ と が で き る 。 次 い で 、 こ の プ ー ル を ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ ン 条 件 に 曝 し て 、 二 重 鎖 を と も に 連 結 さ せ る 。 連 結 の 順 序
は 相 補 的 な 付 着 端 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 決 め ら れ る は ず で あ る 。 制 限 エ ン ド
ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 1度 に 付 着 端 の 1サ ブ セ ッ ト だ け を 形 成 さ せ る よ う 段 階 的 に 加 え ら れ て も
よ い 。 そ の 後 、 こ れ ら の 末 端 を と も に 連 結 し 、 引 き 続 き 別 ラ ウ ン ド の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ
消 化 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン な ど を 行 う こ と が で き る 。 典 型 的 な 態 様
で は 、 IIS型 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 部 位 を 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 末 端 に 組 み 入 れ
て 、 IIS型 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 切 断 を 可 能 に す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 の 間 に 被 る 変 異 は 、 ア ッ セ ン ブ ル さ れ た DNA分 子 中 の エ ラ ー の
主 因 で あ り 、 取 り 除 く の は 費 用 が か か り 且 つ 困 難 で あ る (あ ら ゆ る 目 的 で そ の 全 体 が 参 照
に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る Cello et al. (2002) Science 297:1016; Smith et al.
 (2003) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:15440)。 し た が っ て 、 種 々 の 態 様 で は 、 さ ま
ざ ま な エ ラ ー 低 減 法 を 利 用 し て 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 サ ブ ア ッ セ ン ブ リ お よ び /
ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 中 の エ ラ ー を 除 去 す る こ と が で き る 。 エ ラ ー 補 正 法 と し て
は 、 例 え ば 、 後 述 の エ ラ ー ろ 過 法 、 エ ラ ー 中 和 法 お よ び エ ラ ー 補 正 法 を 挙 げ る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 な ど の 、 ミ ス マ ッ チ 修 復 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 を 利 用 し て 、
正 し い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 選 択 す る こ と が で き る (図 34
～ 36)。 ミ ス マ ッ チ 修 復 タ ン パ ク 質 は 、 種 々 の DNAミ ス マ ッ チ 、 欠 失 お よ び 挿 入 に 結 合 す る
(Carr et al. (2004) Nucleic Acids Res. 32:e162)。 し た が っ て 、 ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン
パ ク 質 を 利 用 し て 、 エ ラ ー を 有 す る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 結 合 さ せ る こ と が で き
る 。 エ ラ ー が な い 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 構 築 用 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び /ま た は 選 択 用
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド )を そ の 後 、 ミ ス マ
ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 に 結 合 し た 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 分 離 す る こ と が で き る
。 こ の よ う に 、 エ ラ ー を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら エ ラ ー の な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 効 果 的 に 分 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 「 DNA修 復 」 と い う 用 語 は 、 損 傷 し た ま た は 変 異 し た 領 域 を 核 酸 か ら 切 り 取 る ヌ ク レ ア
ー ゼ が 核 酸 (DNA:DNA二 重 鎖 、 DNA:RNAお よ び 、 本 明 細 書 の 目 的 で は 、 同 様 に RNA:RNA二 重 鎖
)中 の 配 列 エ ラ ー を 認 識 し 、 そ の 後 さ ら に 酵 素 ま た は 酵 素 活 性 が 鎖 の 交 換 部 分 を 合 成 し て
、 正 し い 配 列 を 作 製 す る 過 程 の こ と を い う 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 「 DNA修 復 酵 素 」 と い う 用 語 は 、 核 酸 構 造 お よ び 配 列 中 の エ ラ ー を 補 正 す る 1種 ま た は 複
数 種 の 酵 素 の こ と を い い 、 す な わ ち 、 こ の 酵 素 は 核 酸 二 重 鎖 中 の 異 常 な 塩 基 対 合 を 認 識 し
、 結 合 し て 補 正 す る 。 DNA修 復 酵 素 の 例 と し て は 、 MutH、 mutL、 mutM、 mutS、 mutY、 dam、
チ ミ ジ ン DNAグ リ コ シ ラ ー ゼ (TDG)、 ウ ラ シ ル DNAグ リ コ シ ラ ー ゼ 、 AlkA、 MLH1、 MSH2、 MSH
3、 MSH6、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ I、 T4エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ V、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ V、 RecJエ
キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 FEN1 (RAD27)、 dnaQ (mutD)、 polC (dnaE)、 ま た は そ れ ら の 組 合 せ な
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ど の タ ン パ ク 質 、 お よ び こ れ ら の ホ モ ロ グ 、 オ ル ソ ロ グ 、 パ ラ ロ グ 、 変 異 体 、 ま た は 断 片
が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る こ と は な い 。 DNAら せ ん 内 部 の 塩 基 対 合 エ ラ ー の 認
識 お よ び 補 正 が で き る 酵 素 系 は 、 細 菌 、 真 菌 お よ び 哺 乳 類 細 胞 な ど で 証 明 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 ミ ス マ ッ チ 結 合 剤 」 ま た は 「 MMBA」 と い う 用 語 は 、 ミ ス マ ッ チ
を 含 む 二 本 鎖 核 酸 分 子 に 結 合 す る 薬 剤 の こ と を い う 。 こ の 薬 剤 は 化 学 性 で も ま た は タ ン パ
ク 性 で も よ い 。 あ る 種 の 態 様 で は 、 MMBAは 、 例 え ば 、 Fok I、 MutS、 T7エ ン ド ヌ ク レ ア ー
ゼ 、 本 明 細 書 に 記 載 の DNA修 復 酵 素 、 米 国 特 許 第 2004/0014083号 に 記 載 の 変 異 DNA修 復 酵 素
、 ま た は そ れ ら の 断 片 も し く は 融 合 体 な ど の 、 ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 (MMBP)で あ る 。
MMBAに よ り 認 識 さ れ う る ミ ス マ ッ チ と し て は 、 例 え ば 、 1つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 挿
入 も し く は 欠 失 、 ま た は A:A、 A:C、 A:G、 C:C、 C:T、 G:G、 G:T、 T:T、 C:U、 G:U、 T:U、 U:U
、 5-ホ ル ミ ル ウ ラ シ ル (fU):G、 7,8-ジ ヒ ド ロ -8-オ キ ソ -グ ア ニ ン (8-オ キ ソ G):C、 8-オ キ
ソ G:Aも し く は そ れ ら の 相 補 体 な ど の 不 適 当 な 塩 基 対 合 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 MLH1」 お よ び 「 PMS1」 (ヒ ト で は PMS2)と い う 用 語 は 、 誤 対 合 塩
基 に 結 合 し た MSH2を 含 む 複 合 体 と 相 互 作 用 す る 真 核 生 物 mutL関 連 タ ン パ ク 質 複 合 体 、 例 え
ば 、 MLH1-PMS1の 構 成 成 分 の こ と を い う 。 典 型 的 な MLH1タ ン パ ク 質 と し て は 、 例 え ば 、 以
下 の GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AI389544 (キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ )、 AI387992 (キ イ ロ
シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ )、 AF068257 (キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ )、 U80054 (ド ブ ネ ズ ミ (Rattus 
norvegicus))お よ び U07187 (出 芽 酵 母 (S. cerevisiae))を 有 す る 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る
ポ リ ペ プ チ ド 、 な ら び に そ の ホ モ ロ グ 、 オ ル ソ ロ グ 、 パ ラ ロ グ 、 変 異 体 、 ま た は 断 片 が 挙
げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 MSH2」 と い う 用 語 は 、 塩 基 ミ ス マ ッ チ お よ び 12塩 基 ま で の 挿 入
ま た は 欠 失 を 認 識 す る 真 核 生 物 DNA修 復 複 合 体 の 構 成 成 分 の こ と を い う 。 MSH2は MSH3ま た
は MSH6と ヘ テ ロ 二 量 体 を 形 成 す る 。 MSH2タ ン パ ク 質 と し て は 、 例 え ば 、 以 下 の GenBankア
ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF109243 (シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ (A. thaliana))、 AF030634 (ア カ パ ン カ ビ (N
eurospora crassa))、 AF002706 (シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ )、 AF026549 (シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ )、 L47582
 (ヒ ト (H. sapiens))、 L47583 (ヒ ト )、 L47581 (ヒ ト )お よ び M84170 (出 芽 酵 母 )を 有 す る
核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド な ら び に そ の ホ モ ロ グ 、 オ ル ソ ロ グ 、 パ ラ ロ グ 、 変
異 体 、 ま た は 断 片 が 挙 げ ら れ る 。 MSH3タ ン パ ク 質 と し て は 、 例 え ば 、 GenBankア ク セ ッ シ
ョ ン 番 号 J04810 (ヒ ト )お よ び M96250 (出 芽 酵 母 )を 有 す る 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド な ら び に そ の ホ モ ロ グ 、 オ ル ソ ロ グ 、 パ ラ ロ グ 、 変 異 体 、 ま た は 断 片 が 挙 げ ら れ る
。 MSH6タ ン パ ク 質 と し て は 、 例 え ば 、 以 下 の GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 U54777 (ヒ ト )お
よ び AF031087 (ハ ツ カ ネ ズ ミ (M. musculus))を 有 す る 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ
ド な ら び に そ の ホ モ ロ グ 、 オ ル ソ ロ グ 、 パ ラ ロ グ 、 変 異 体 、 ま た は 断 片 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 mutH」 と い う 用 語 は 、 ヘ ミ メ チ ル 化 DNAの 非 メ チ ル 化 鎖 に 切 り
込 み を 入 れ る 、 ま た は d(GATC)配 列 の Gの 5'側 、 非 メ チ ル 化 DNAで 二 本 鎖 切 断 を 行 う 潜 在 性
エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の こ と を い う 。 こ の 用 語 は 原 核 生 物 mutH (例 え ば 、 Welsh et al., 26
2 J. Biol. Chem. 15624 (1987))お よ び そ の ホ モ ロ グ 、 オ ル ソ ロ グ 、 パ ラ ロ グ 、 変 異 体 、
ま た は 断 片 を 含 む よ う 意 図 さ れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 mutHLS」 と い う 用 語 は 、 mutH、 mutLお よ び mutSタ ン パ ク 質 (ま
た は そ の ホ モ ロ グ 、 オ ル ソ ロ グ 、 パ ラ ロ グ 、 変 異 体 、 も し く は 断 片 )の 間 の 複 合 体 の こ と
を い う 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 mutL」 と い う 用 語 は 、 ATP依 存 的 に 5'-GATC-3'配 列 で の mutH切
断 と mutSに よ る 異 常 な 塩 基 対 合 認 識 を 共 役 さ せ る タ ン パ ク 質 の こ と を い う 。 こ の 用 語 は 原
核 生 物 mutLタ ン パ ク 質 お よ び そ の ホ モ ロ グ 、 オ ル ソ ロ グ 、 パ ラ ロ グ 、 変 異 体 、 ま た は 断 片
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を 包 含 す る よ う 意 図 さ れ る 。 MutLタ ン パ ク 質 と し て は 、 例 え ば 、 以 下 の GenBankア ク セ ッ
シ ョ ン 番 号 AF170912 (C.ク レ セ ン タ ス (C. crescentus))、 AI518690 (キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ
バ エ )、 AI456947 (キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ )、 AI389544 (キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ )、 AI3
87992 (キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ )、  AI292490 (キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ )、 AF068271 (キ
イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ )、 AF068257 (キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ )、 U50453 (T.ア ク ア チ ク ス
(T. aquaticus))、 U27343 (枯 草 菌 (B. subtilis))、 U71053 (U71053 (T.マ リ チ マ (T. mar
itima))、 U71052 (A.ピ ロ フ ィ ラ ス (A. pyrophilus))、 U13696 (ヒ ト )、 U13695 (ヒ ト )、 M
29687 (S.テ ィ フ ィ ム リ ウ ム (S. typhimurium))、 M63655 (大 腸 菌 (E. coli))お よ び L19346
 (大 腸 菌 )を 有 す る 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る 。 MutLホ モ ロ グ と
し て は 、 例 え ば 、 真 核 生 物 MLH1、 MLH2、 PMS1、 お よ び PMS2タ ン パ ク 質 (例 え ば 、 そ の 全 体
が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 米 国 特 許 第 5,858,754号 お よ び 同 第 6,333,153号 を
参 照 の こ と )が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 mutS」 と い う 用 語 は 、 さ ま ざ ま な 誤 対 合 塩 基 や 小 さ な (1～ 5塩
基 )一 本 鎖 ル ー プ を 認 識 し 、 こ れ ら に 結 合 す る DNAミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 の こ と を い う
。 こ の 用 語 は 原 核 生 物 mutSタ ン パ ク 質 お よ び そ の ホ モ ロ グ 、 オ ル ソ ロ グ 、 パ ラ ロ グ 、 変 異
体 、 ま た は 断 片 を 包 含 す る よ う 意 図 さ れ る 。 こ の 用 語 は 同 様 に 、 さ ま ざ ま な mutSタ ン パ ク
質 の ホ モ お よ び ヘ テ ロ 二 量 体 な ら び に 多 量 体 を 包 含 す る 。 MutSタ ン パ ク 質 と し て は 、 例 え
ば 、 以 下 の GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF146227 (ハ ツ カ ネ ズ ミ )、 AF193018 (シ ロ イ ヌ ナ
ズ ナ )、 AF144608 (腸 炎 ビ ブ リ オ (V. parahaemolyticus))、 AF034759 (ヒ ト )、  AF104243 
(ヒ ト )、 AF007553 (T.ア ク ア チ ク ス ・ カ ル ド フ ィ ラ ス (T. aquaticus caldophilus))、 AF1
09905 (ハ ツ カ ネ ズ ミ )、 AF070079 (ヒ ト )、 AF070071 (ヒ ト )、 AH006902 (ヒ ト )、 AF04899
1 (ヒ ト )、 AF048986 (ヒ ト )、 U33117 (T.ア ク ア チ ク ス )、  U16152 (腸 炎 エ ル シ ニ ア (Y. e
nterocolitica)、 AF000945 (コ レ ラ 菌 (V. cholarae))、 U698873 (大 腸 菌 )、 AF003252 (H.
イ ン フ ル エ ン ザ 菌 (H. influenzae)株 b型 (Eagan))、 AF003005 (シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ )、 AF00270
6 (シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ )、 L10319 (ハ ツ カ ネ ズ ミ )、 D63810 (T.サ ー モ フ ィ ル ス (T. thermophi
lus))、 U27343 (枯 草 菌 )、 U71155 (T.マ リ チ マ )、 U71154 (A.ピ ロ フ ィ ラ ス )、 U16303 (ネ
ズ ミ チ フ ス 菌 )、 U21011 (ハ ツ カ ネ ズ ミ )、 M84170 (出 芽 酵 母 )、 M84169 (出 芽 酵 母 )、 M189
65 (ネ ズ ミ チ フ ス 菌 )お よ び M63007 (窒 素 固 定 細 菌 (A. vinelandii))を 有 す る 核 酸 に よ り
コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る 。 MutSホ モ ロ グ と し て は 、 例 え ば 、 真 核 生 物 MSH2
、 MSH3、 MSH4、 MSH5、 お よ び MSH6タ ン パ ク 質 (例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,858,754号 お よ び 同 第
6,333,153号 を 参 照 の こ と )が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 1つ の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 エ ラ ー を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー を 1種 ま た は 複 数 種
の 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 通 じ 除 去 す る こ と で 、 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド プ ー ル の 忠 実 度 を 高 め る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 種 の エ ラ ー ろ 過 工 程 を ア ッ セ ン
ブ リ の 任 意 段 階 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 、 例 え ば 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 、 サ ブ ア
ッ セ ン ブ リ で 、 お よ び 場 合 に よ っ て は さ ら に 大 き な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 で 行 う こ と が
で き る 。 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い た エ ラ ー ろ 過 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ー ル の 増
幅 の 前 に お よ び /ま た は 後 に 行 う こ と が で き る 。 典 型 的 な 態 様 で は 、 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 用 い た エ ラ ー ろ 過 を 利 用 し て 、 増 幅 の 前 に お よ び /ま た は 後 に 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の プ ー ル の 忠 実 度 を 高 め る 。 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン を 通 じ た エ ラ ー ろ 過 の 例 示 的 態 様 を 図 32に 示 す 。 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル
を ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー に よ っ て 増 幅 し た 。 一 部 の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 鎖 の
中 で 隆 起 に よ り 表 さ れ る エ ラ ー を 含 む 。 こ れ ら の エ ラ ー は 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 初
期 合 成 か ら 生 じ て い る こ と が あ り ま た は 増 幅 過 程 の 間 に 導 入 さ れ て い る こ と が あ る 。 そ の
後 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル を 変 性 さ せ て 一 本 鎖 を 作 製 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 条 件 の 下 で 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 1プ ー ル と 接 触 さ せ る 。 選 択 用
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル は 、 プ ー ル 中 の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 各 々 に 相 補 的 な
1種 ま た は 複 数 種 の 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む (例 え ば 、 選 択 用 オ リ ゴ の プ ー ル は 構
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築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル と 少 な く と も 同 じ 規 模 で あ り 、 お よ び 場 合 に よ っ て は 、
例 え ば 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル と 比 べ て 2倍 多 く の 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む こ と が で き る )。 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 完 全 に は 対 合 し な い 構 築 用 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー (例 え ば 、 ミ ス マ ッ チ が 存 在 す る )は 、 完 全 に 適 合 す る コ ピ ー ほ ど 強
固 に は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い は ず で あ り 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の ス ト リ ン ジ ェ ン
シ ー を 制 御 す る こ と に よ り プ ー ル か ら 除 去 す る こ と が で き る 。 ミ ス マ ッ チ を 含 む オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の 除 去 後 、 完 全 に 適 合 す る 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド コ ピ ー は 、 ス ト リ ン ジ ェ
ン シ ー 条 件 を 増 大 さ せ て 、 そ れ ら を 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 流 出 さ せ る こ と に よ り
除 去 す る こ と が で き る 。 典 型 的 な 態 様 で は 、 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 末 端 固 定 化 し て
(例 え ば 、 化 学 結 合 、 ビ オ チ ン /ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン な ど を 介 し )、 エ ラ ー を 含 む オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド コ ピ ー の 除 去 を 容 易 に す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の プ ー ル と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 前 に ま た は 後 に 、 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ビ
ー ズ に 固 定 化 す る こ と が で き る 。 そ の 後 、 ビ ー ズ を ペ レ ッ ト に し 、 ま た は カ ラ ム に 負 荷 し
、 異 な る ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 に 曝 し て 、 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 い ミ ス マ ッ チ
を 含 む 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー を 除 去 す る こ と が で き る 。 あ る 種 の 態 様 で は 、
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 反 復 ラ ウ ン ド の 増 幅 お よ び 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル と の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 通 じ た エ ラ ー ろ 過 に か け て 、 そ れ に よ り プ ー ル の 忠 実 度 を 維 持
し な が ら 、 ま た は 好 ま し く は 増 大 さ せ な が ら プ ー ル 中 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー 数 を
増 加 さ せ る (例 え ば 、 プ ー ル 中 の エ ラ ー の な い コ ピ ー 数 を 増 加 さ せ る )こ と が 望 ま し い か も
し れ な い 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 場 合 に よ っ て は 、 構 築 お よ び 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 間 の ミ ス マ ッ チ は 選 択 用 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 中 の 配 列 エ ラ ー に 起 因 す る こ と が あ り 、 そ れ に よ っ て エ ラ ー の な い 構 築 用 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ー ル か ら 除 去 で き る こ と に 留 意 さ れ る べ き で あ る 。 し か し な が ら 、
正 味 の 効 果 は や は り 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ー ル の 忠 実 度 の 増 大 と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 図 34は 、 二 本 鎖 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 サ ブ ア ッ セ ン ブ リ お よ び /ま た は ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 構 築 体 の プ ー ル の 忠 実 度 を 増 大 さ せ る の に 利 用 で き る エ ラ ー ろ 過 の 典 型 的 な 別 法
を 図 解 し て い る 。 一 本 鎖 DNA中 の エ ラ ー が DNA二 重 鎖 中 の ミ ス マ ッ チ を 引 き 起 こ す 。 MutSの
二 量 体 な ど の 、 ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 (MMBP)は DNAの こ の 部 位 に 結 合 す る 。 図 34Aに 示
さ れ る よ う に 、 DNA二 重 鎖 の プ ー ル は 、 ミ ス マ ッ チ が 有 る 二 重 鎖 (左 )と エ ラ ー な し の も の (
右 )と を 含 む 。 各 DNA鎖 の 3'末 端 が 矢 印 に よ り 示 さ れ て い る 。 エ ラ ー が 引 き 起 こ す ミ ス マ ッ
チ は 、 左 上 鎖 に て 隆 起 し た 三 角 形 の バ ン プ と し て 示 さ れ て い る 。 図 34Bに 示 さ れ る よ う に
、 ミ ス マ ッ チ の 部 位 に 選 択 的 に 結 合 す る MMBPを 加 え る こ と が で き る 。 そ の 後 、 MMBPに 結 合
さ れ た DNA二 重 鎖 を 除 去 し 、 エ ラ ー な し の 二 重 鎖 が 劇 的 に 濃 縮 さ れ て い る プ ー ル を 残 す こ
と が で き る (図 34C)。 1つ の 態 様 で は 、 DNAに 結 合 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 エ ラ ー を 含 む DNAを
エ ラ ー な し の コ ピ ー か ら 分 離 す る 手 段 と な る (図 34D)。 タ ン パ ク 質 -DNA複 合 体 は 、 例 え ば
、 特 異 抗 体 、 固 定 化 ニ ッ ケ ル イ オ ン (タ ン パ ク 質 は his-タ グ 融 合 体 と し て 産 生 さ せ る )、 ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン (タ ン パ ク 質 は ビ オ チ ン の 共 有 結 合 付 加 に よ っ て 修 飾 し て あ る )ま た は タ
ン パ ク 質 精 製 の 分 野 に 普 及 し て い る よ う な そ の 他 の 機 構 で 官 能 化 さ れ た 固 体 支 持 体 に タ ン
パ ク 質 の 親 和 性 に よ っ て 捕 捉 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 タ ン パ ク 質 -DNA複 合 体 は 、 例
え ば 、 サ イ ズ 排 除 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て ま た は 電 気 泳 動 に よ っ て 移 動 度 の 違
い で エ ラ ー な し の DNA配 列 の プ ー ル か ら 分 離 さ れ る (図 34E)。 こ の 例 で は 、 ゲ ル 中 の 電 気 泳
動 移 動 度 が MMBP結 合 に よ り 変 化 す る 、 つ ま り MMBPの 非 存 在 下 で は 全 て の 二 重 鎖 が 一 緒 に 移
動 す る が 、 MMBPの 存 在 下 で は 、 ミ ス マ ッ チ 二 重 鎖 は 遅 れ る (上 側 の バ ン ド )。 そ の 後 、 ミ ス
マ ッ チ の な い バ ン ド (下 側 )を 切 り 出 し 抽 出 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 図 35は ミ ス マ ッ チ 結 合 剤 を 用 い て 配 列 エ ラ ー を 中 和 す る 典 型 的 な 方 法 を 図 解 し て い る 。
こ の 種 の エ ラ ー 低 減 法 は 、 二 本 鎖 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 サ ブ ア ッ セ ン ブ リ お よ び /
ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 の プ ー ル の 忠 実 度 を 増 大 さ せ る の に 有 用 と す る こ と が で き
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る 。 こ の 態 様 で は 、 エ ラ ー を 含 む DNA配 列 は DNA産 物 の プ ー ル か ら 除 去 さ れ な い 。 む し ろ 、
そ の 配 列 は 化 学 架 橋 剤 (例 え ば 、 ス ベ ル イ ミ ノ 酸 ジ メ チ ル 、 DMS)の 、 ま た は 別 の タ ン パ ク
質 (MutLな ど )の 作 用 に よ り ミ ス マ ッ チ 認 識 タ ン パ ク 質 と 不 可 逆 的 に 複 合 体 を な す よ う に な
る 。 そ の 後 、 DNA配 列 の プ ー ル を 増 幅 さ せ る (例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 、 PCRに よ り )
が 、 エ ラ ー を 含 む も の は 増 幅 を 妨 害 さ れ 、 エ ラ ー な し の 配 列 の 増 大 に よ っ て 急 速 に 数 で 劣
る よ う に な る 。 図 35Aは 、 ミ ス マ ッ チ が 有 る 二 重 鎖 (左 )と エ ラ ー な し の も の (右 )と を 含 む D
NA二 重 鎖 の 典 型 的 な プ ー ル を 図 解 し て い る 。 MMBPを 利 用 し て 、 ミ ス マ ッ チ を 含 む DNA二 重
鎖 に 選 択 的 に 結 合 さ せ る こ と が で き る (図 35B)。 MMBPは 架 橋 剤 の 適 用 に よ っ て ミ ス マ ッ チ
の 部 位 に 不 可 逆 的 に 結 合 さ せ る こ と が で き る (図 35C)。 共 有 結 合 し て い る MMBPの 存 在 下 に
お い て 、 DNA二 重 鎖 の プ ー ル の 増 幅 は 、 エ ラ ー の な い 二 重 鎖 の コ ピ ー を よ り 多 く も た ら す (
図 35D)。 結 合 タ ン パ ク 質 は 二 重 鎖 の 2本 の 鎖 が 解 離 す る の を 妨 害 す る の で 、 MMBP-ミ ス マ ッ
チ DNA複 合 体 は 増 幅 に 関 与 す る こ と が で き な い 。 長 い DNA二 重 鎖 の 場 合 、 MMBP結 合 部 位 の 外
側 の 領 域 は 部 分 的 に 解 離 し 、 そ の (エ ラ ー の な い )領 域 の 部 分 的 増 幅 に 関 与 す る こ と が で き
る か も し れ な い 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 ま す ま す 長 い DNA配 列 が 作 製 さ れ る に つ れ て 、 完 全 に エ ラ ー が な い 配 列 の 画 分 は 減 少 す
る 。 あ る 長 さ で 、 完 全 に 正 し い 配 列 を 含 ん だ 分 子 が 全 プ ー ル 中 に 存 在 し な く な る と い う 可
能 性 が 高 く な る 。 す な わ ち 、 極 端 に 長 い DNAセ グ メ ン ト の 作 製 の 場 合 、 上 記 の エ ラ ー 制 御
法 に か け ら れ る も っ と 短 い 単 位 を 最 初 に 産 出 す る こ と が 有 用 に な り う る 。 そ の 後 、 こ れ ら
の セ グ メ ン ト を 結 合 さ せ て 、 よ り 長 い 完 全 長 の 産 物 を 得 る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、
長 い DNA二 重 鎖 全 体 を 除 去 す る ま た は 中 和 す る こ と な く 、 こ れ ら の 極 端 に 長 い 配 列 中 の エ
ラ ー を 局 所 的 に 補 正 で き れ ば 、 よ り 複 雑 な 段 階 的 ア ッ セ ン ブ リ の 過 程 を 回 避 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 多 く の 生 物 学 的 DNA修 復 機 構 は 、 変 異 (エ ラ ー )部 位 を 認 識 す る こ と お よ び 正 し く な い 配
列 を 交 換 す る た め に 鋳 型 鎖 (た い が い エ ラ ー が な い )を 利 用 す る こ と に 依 る 。 DNA配 列 の 新
規 生 成 で は 、 ど ち ら の 鎖 が エ ラ ー を 含 む か お よ び ど ち ら が 鋳 型 と し て 使 わ れ る べ き か を 判
定 す る 難 し さ か ら 、 こ の 過 程 は 複 雑 で あ る 。 こ の 問 題 の 解 決 方 法 は 、 混 合 物 の 中 に 、 補 正
用 の 鋳 型 を 供 与 す る 他 の 配 列 プ ー ル を 用 い る こ と に 依 る 。 こ れ ら の 方 法 は 非 常 に 強 力 で あ
り う る 、 つ ま り 、 た と え す べ て の DNA鎖 が 1つ ま た は 複 数 の エ ラ ー を 含 ん で い て も 、 鎖 の 大
部 分 が 各 位 置 に 正 し い 配 列 を 有 す る 限 り (エ ラ ー の 位 置 に は 一 般 に 鎖 間 で 相 関 性 が な い と
予 想 さ れ る の で )、 所 与 の エ ラ ー は 正 し い 配 列 と 置 き 換 え ら れ る と い う 高 い 可 能 性 が あ る
。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 図 36は 、 鎖 特 異 的 な エ ラ ー 補 正 を 行 う 典 型 的 な 方 法 を 図 解 し て い る 。 複 製 生 物 で は 、 酵
素 を 介 し た DNAメ チ ル 化 は 、 鋳 型 (親 )DNA鎖 を 同 定 す る た め に 使 わ れ る こ と が 多 い 。 新 し く
合 成 さ れ た (娘 )鎖 が 最 初 に 非 メ チ ル 化 さ れ る 。 ミ ス マ ッ チ が 検 出 さ れ る 場 合 に は 、 二 重 鎖
DNAの ヘ ミ メ チ ル 化 状 態 を 利 用 し て 、 ミ ス マ ッ チ 修 復 系 に 娘 鎖 だ け を 補 正 す る よ う 指 令 す
る 。 し か し な が ら 、 相 補 的 DNA鎖 の ペ ア の 新 規 合 成 で は 、 両 鎖 が 非 メ チ ル 化 さ れ て し ま い
、 修 復 系 に は ど ち ら の 鎖 を 補 正 す べ き か を 選 択 す る の に 本 来 備 わ っ て い る 基 準 が な い 。 本
発 明 の こ の 局 面 で は 、 メ チ ル 化 お よ び 部 位 特 異 的 な 脱 メ チ ル 化 を 利 用 し て 、 選 択 的 に ヘ ミ
メ チ ル 化 さ れ た DNA鎖 を 作 製 す る 。 大 腸 菌 の Damメ チ ル 化 酵 素 な ど の 、 メ チ ル 化 酵 素 を 利 用
し て 、 各 鎖 の 潜 在 的 な 標 的 部 位 の 全 て を 一 様 に メ チ ル 化 す る 。 そ の 後 、 DNA鎖 を 解 離 さ せ
、 新 た な パ ー ト ナ ー 鎖 と 再 ア ニ ー リ ン グ さ せ る 。 新 た な タ ン パ ク 質 、 つ ま り ミ ス マ ッ チ 結
合 タ ン パ ク 質 (MMBP)の 脱 メ チ ル 化 酵 素 と の 融 合 体 を 加 え る 。 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 は ミ ス マ
ッ チ に の み 結 合 し 、 脱 メ チ ル 化 酵 素 の 近 接 性 に よ り 両 鎖 か ら 、 し か し ミ ス マ ッ チ 部 位 の 近
傍 だ け で メ チ ル 基 が 除 去 さ れ る 。 そ の 後 の 解 離 と ア ニ ー リ ン グ の サ イ ク ル に よ っ て 、 (脱
メ チ ル 化 さ れ た )エ ラ ー 含 有 鎖 を そ の 配 列 の こ の 領 域 に エ ラ ー が な い (メ チ ル 化 さ れ た )鎖
と 会 合 さ せ る 。 (相 補 鎖 の エ ラ ー 位 置 に は 相 関 性 が な い の で 、 こ れ は 鎖 の 大 部 分 に 当 て は
ま る は ず で あ る 。 )ヘ ミ メ チ ル 化 さ れ た DNA二 重 鎖 は そ の 時 点 で 、 エ ラ ー の 修 復 を 指 令 す る
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の に 必 要 な 情 報 の 全 て を 含 ん で お り 、 MutS、 MutL、 MutHお よ び こ の 目 的 の DNAポ リ メ ラ ー
ゼ タ ン パ ク 質 を 利 用 す る 、 大 腸 菌 の も の な ど の 、 DNAミ ス マ ッ チ 修 復 系 の 成 分 を 利 用 す る
こ と が で き る 。 こ の 過 程 を 複 数 回 繰 り 返 し て 、 全 て の エ ラ ー が 補 正 さ れ る の を 確 実 に す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 図 36Aは 、 ミ ス マ ッ チ を 引 き 起 こ す 、 左 上 鎖 中 の 1塩 基 エ ラ ー を 除 い て は 同 一 で あ る 2つ
の DNA二 重 鎖 を 示 す 。 右 側 二 重 鎖 の 鎖 は 極 太 線 で 示 さ れ て い る 。 次 に 、 メ チ ル 化 酵 素 (M)を
利 用 し て 、 各 DNA鎖 の 可 能 な 部 位 を 全 て 一 様 に メ チ ル 化 す る こ と が で き る (図 36B)。 そ の 後
、 メ チ ル 化 酵 素 を 除 去 し 、 ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 (MMBP)お よ び 脱 メ チ ル 化 酵 素 (D)の
両 方 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 加 え る (図 36C)。 融 合 タ ン パ ク 質 の MMBP部 分 は ミ ス マ ッ チ 部
位 に 結 合 し 、 融 合 タ ン パ ク 質 を ミ ス マ ッ チ 部 位 に 局 在 化 さ せ る 。 次 い で 、 融 合 タ ン パ ク 質
の 脱 メ チ ル 化 酵 素 部 分 は ミ ス マ ッ チ の 近 く で 両 鎖 か ら メ チ ル 基 を 特 異 的 に 除 去 す る よ う に
作 用 す る こ と が で き る (図 36D)。 そ の 後 、 MMBP-Dタ ン パ ク 質 融 合 体 を 除 去 さ せ る こ と が で
き 、 DNA二 重 鎖 を 解 離 さ せ 、 新 た な パ ー ト ナ ー 鎖 と 再 会 合 さ せ る こ と が で き る (図 36E)。 エ
ラ ー 含 有 鎖 は 、 a) そ の 部 位 に 相 補 的 な エ ラ ー を 含 ん で い な い 。 お よ び b) ミ ス マ ッ チ 部 位
の 近 傍 で メ チ ル 化 さ れ て い る 、 相 補 鎖 と 再 会 合 す る 可 能 性 が 最 も 高 い は ず で あ る 。 こ の 新
し い 二 重 鎖 は そ の 時 点 で 、 DNAミ ス マ ッ チ 修 復 系 の 天 然 基 質 を 模 倣 し て い る 。 次 に 、 ミ ス
マ ッ チ 修 復 系 の 成 分 (大 腸 菌 MutS、 MutL、 MutHお よ び DNAポ リ メ ラ ー ゼ な ど の )を 利 用 し て
、 エ ラ ー 含 有 (エ ラ ー を 含 む )鎖 の 中 の 塩 基 を 除 去 す る こ と が で き 、 代 わ り を 合 成 す る た め
の 鋳 型 と し て 反 対 (エ ラ ー な し )の 鎖 を 利 用 し 、 補 正 さ れ た 鎖 を 残 す こ と が で き る (図 36F)
。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 1つ の 態 様 で は 、 検 出 さ れ る お よ び 補 正 さ れ る エ ラ ー の 数 は 、 エ ラ ー 低 減 の 前 に DNA二 重
鎖 の プ ー ル を 融 解 す る こ と お よ び 再 ア ニ ー リ ン グ す る こ と に よ り 増 や す こ と が で き る 。 例
え ば 、 問 題 の DNA二 重 鎖 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)な ど の 技 術 に よ っ て 増 幅 さ れ た な ら
、 新 し い (完 全 に )相 補 的 な 鎖 の 合 成 は 、 こ れ ら の エ ラ ー が 直 ち に DNAミ ス マ ッ チ と し て 検
出 可 能 と さ れ る わ け で は な い こ と を 意 味 す る と 考 え ら れ る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 二 重
鎖 を 融 解 し 、 こ の 鎖 を 新 し い (お よ び 無 作 為 の )相 補 的 パ ー ト ナ ー と 再 会 合 さ せ る こ と で 、
大 部 分 の エ ラ ー が ミ ス マ ッ チ と し て 明 ら か で あ る よ う な 二 重 鎖 を 作 製 す る こ と が で き よ う
(図 37)。 エ ラ ー 制 御 の 各 サ イ ク ル は 一 部 の エ ラ ー の な い 配 列 も 除 去 し て し ま う こ と が あ る
の で (プ ー ル を エ ラ ー の な い 配 列 に 比 例 的 に 濃 縮 し な が ら も )、 エ ラ ー 制 御 と DNA増 幅 の 交
互 サ イ ク ル を 利 用 し て 、 大 き な 分 子 プ ー ル を 維 持 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 が 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 ア フ
ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 、 免 疫 学 的 方 法 お よ び 同 様 の も の を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 当 技
術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 様 々 な 方 法 を 用 い て 、 未 結 合 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら
分 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 ゲ ル 電 気 泳 動 は 、 電 界 の 影 響 の も と ゲ ル 媒 体 中 で の 移 動 に 基 づ い て DNA-タ ン パ ク 質 複 合
体 を 複 合 体 未 形 成 の DNAか ら 分 離 で き る 別 の 方 法 で あ る 。 DNA-タ ン パ ク 質 複 合 体 は 、 複 合
体 未 形 成 の DNAよ り も 遅 い 移 動 速 度 を 示 し 、 こ の よ う に 複 合 体 未 形 成 の DNAか ら 分 離 す る こ
と が で き る 。 複 合 体 未 形 成 の DNAは 、 当 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 様 々 な 方 法 を 用 い
て ゲ ル か ら 取 り 出 す こ と が で き る (あ ら ゆ る 目 的 で そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み
入 れ ら れ る Ausubel et al(編 )., 1992, current protocols in Molecular Biology, John
 Wiley & Sons, New York)。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 本 発 明 は 同 様 に 、 エ ラ ー を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ア フ ィ ニ テ ィ ー 分 画 に よ る 試
料 内 で の エ ラ ー な し の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 選 択 的 濃 縮 を 提 供 す る 。 ミ ス マ ッ チ 結 合
タ ン パ ク 質 が 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 を 結 合 す る
固 体 支 持 体 を 利 用 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー 分 画 に よ り 未 結 合 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 分 離 す
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る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 -ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 複 合 体 は 、 複 合 体
を 結 合 で き る 任 意 の 成 分 、 例 え ば 、 結 合 タ ン パ ク 質 特 異 的 な ま た は 複 合 体 特 異 的 な 抗 体 が
カ ッ プ リ ン グ さ れ て い る 充 填 剤 に よ っ て 選 択 的 に 保 持 さ れ る 。 こ の 過 程 を 繰 り 返 し て 、 エ
ラ ー が ほ と ん ど ま た は 全 く な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 溶 出 液 中 で さ ら に 濃 縮 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 抗 体 が ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 -ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン
パ ク 質 複 合 体 に 直 接 結 合 す る 抗 体 支 持 体 に 加 え て 、 そ の 他 の ア フ ィ ニ テ ィ ー 支 持 体 が 使 わ
れ て も よ い 。 例 え ば 、 1つ に は 、 固 定 化 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て
ポ リ ペ プ チ ド 中 の ヒ ス チ ジ ン 残 基 に 結 合 す る 金 属 、 例 え ば 、 ニ ッ ケ ル ・ カ ラ ム の 能 力 を 利
用 す る こ と が で き る 。 ヒ ス チ ジ ン 尾 部 、 例 え ば 、 ヒ ス チ ジ ン 6残 基 を Hochuliら (あ ら ゆ る
目 的 で そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る (1988) Biotechnology 6:1321)に
よ り 記 述 さ れ て い る よ う に 、 ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 に 共 有 結 合 さ せ る こ
と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 -ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 複 合 体 を ニ ッ ケ ル ・ カ
ラ ム に 加 え る と 、 結 合 タ ン パ ク 質 の ヒ ス チ ジ ン 部 分 が カ ラ ム に 結 合 さ れ る は ず で あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 ア フ ィ ニ テ ィ ー 支 持 体 の 別 の 例 は 、 flag配 列 、 す な わ ち 、 抗 体 が 特 異 的 に 結 合 す る 任 意
の ア ミ ノ 酸 配 列 (例 え ば 、 10残 基 )を 認 識 し 、 そ の 配 列 に 結 合 す る 抗 体 が 結 合 さ れ て い る 支
持 体 で あ る 。 flag配 列 は ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 に 遺 伝 子 工 学 的 に 作 製 す
る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 -結 合 タ ン パ ク 質 複 合 体 を 抗 体 カ ラ ム に 加 え る
と 、 抗 体 は 結 合 タ ン パ ク 質 中 の flag配 列 に 結 合 し 、 し た が っ て 複 合 体 を 保 持 で き る 。 The 
Flag Biosystemと し て 知 ら れ る こ の 技 術 の 1つ の 態 様 は 、 International Biotechnologies
社 (New Haven, Conn.)か ら 市 販 さ れ て い る 。 さ ら に 大 き な flag配 列 、 例 え ば 、 マ ル ト ー ス
結 合 タ ン パ ク 質 を 使 用 す る こ と も で き る (あ ら ゆ る 目 的 で そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書
に 組 み 入 れ ら れ る Ausubel et al(編 )., 1992, current protocols in Molecular Biology
, John Wiley & Sons, New York)。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 発 明 で 有 用 な 固 体 支 持 体 は 、 多 種 多 様 な 支 持 体 の い ず れ か 1つ と す る こ と が で き 、 合
成 高 分 子 支 持 体 、 例 え ば 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 置 換 ポ リ ス チ レ ン (例 え ば 、
ア ミ ノ 化 ま た は カ ル ボ キ シ ル 化 ポ リ ス チ レ ン )、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ ア ミ ド 、 ポ リ
塩 化 ビ ニ ル お よ び 同 様 の も の 、 ガ ラ ス ビ ー ズ 、 高 分 子 ビ ー ズ 、 セ フ ァ ロ ー ス 、 ア ガ ロ ー ス
、 セ ル ロ ー ス 、 ま た は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 有 用 な 任 意 の 材 料 を 含 む こ と
が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る こ と は な い 。 支 持 体 を 反 応 基 、 例 え ば 、 カ ル ボ キ シ ル 基
、 ア ミ ノ 基 な ど と 共 に 供 与 し て 、 支 持 体 と の タ ン パ ク 質 の 直 接 結 合 を 可 能 に し て も よ い 。
ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 が 支 持 体 に 直 接 架 橋 さ れ て も よ く 、 ま た は ミ ス マ ッ チ の 結 合 タ
ン パ ク 質 も し く は 核 酸 /結 合 タ ン パ ク 質 複 合 体 を 結 合 で き る タ ン パ ク 質 (例 え ば 、 抗 体 )が
支 持 体 に カ ッ プ リ ン グ さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 例 え ば 、 支 持 体 は セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ を 含 み 、 ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 は ビ ー ズ に カ
ッ プ リ ン グ さ れ る な ら ば 、 結 合 タ ン パ ク 質 が 結 合 し た ビ ー ズ を カ ラ ム の 中 に 詰 め 込 み 、 平
衡 化 し 、 こ の カ ラ ム を 核 酸 試 料 に さ ら す 。 適 切 な 結 合 条 件 の 下 で 、 カ ラ ム 中 の ビ ー ズ に カ
ッ プ リ ン グ さ れ て い る タ ン パ ク 質 は 、 こ れ が 認 識 す る 核 酸 断 片 ま た は タ ン パ ク 質 /核 酸 複
合 体 を 保 持 す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 吸 着 、 共 有 結 合 を 含 め 様 々 な 技 術 に よ り 、 例 え ば 、 支 持 体 の 活 性 化 に よ り 、 ま た は 適 当
な カ ッ プ リ ン グ 剤 の 使 用 も し く は 支 持 体 上 で の 反 応 基 の 使 用 に よ り 、 タ ン パ ク 質 を 支 持 体
に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 そ の よ う な 手 順 は 一 般 的 に 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、
さ ら な る 詳 細 が 本 発 明 の 完 全 な 理 解 に 必 要 と は 考 え ら れ な い 。 適 当 な カ ッ プ リ ン グ 剤 の 代
表 例 は 、 ジ ア ル デ ヒ ド 、 例 え ば 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 ス ク シ ン ア ル デ ヒ ド ま た は マ ロ ン
ア ル デ ヒ ド 、 不 飽 和 ア ル デ ヒ ド 、 例 え ば 、 ア ク ロ レ イ ン 、 メ タ ク ロ レ イ ン ま た は ク ロ ト ン
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ア ル デ ヒ ド 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 ジ イ ソ シ ア ン 酸 エ ス テ ル 、 ア ジ ピ ン 酸 ジ メ チ ル お よ び 塩 化
シ ア ヌ ル で あ る 。 適 当 な カ ッ プ リ ン グ 剤 の 選 択 は 、 本 明 細 書 の 教 示 か ら 当 業 者 に は 明 ら か
な は ず で あ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 -ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 複 合 体 の ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 の 別
の 形 態 に は 、 Ausubel (1992、 前 記 、 あ ら ゆ る 目 的 で そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組
み 入 れ ら れ る )に 記 述 さ れ て い る 、 タ ン パ ク 質 を 結 合 す る が タ ン パ ク 質 の な い 核 酸 を 結 合
し な い ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー の 使 用 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 エ ラ ー を 有 す る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る 別 の 適 当 な 方 法 は 、 ミ ス マ ッ チ 結 合
タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど の 抗 体 を 用 い た 免 疫 学
的 方 法 を 介 す る も の で あ る 。 抗 ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 抗 体 を 利 用 し て 、 ア フ ィ ニ テ ィ
ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (前 記 )ま た は 免 疫 沈 降 な ど の 標 準 的 な 技 術 に よ り 、 ミ ス マ ッ チ 結 合
タ ン パ ク 質 -オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 複 合 体 を 複 合 体 未 形 成 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か
ら 分 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 免 疫 沈 降 の 場 合 、 抗 原 (す な わ ち 、 ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 )、 1次 抗 体 お よ び プ ロ テ
イ ン A-、 G-も し く は L-基 材 複 合 物 ま た は 2次 抗 体 -基 材 複 合 物 を 含 む 免 疫 複 合 体 に よ っ て 、
ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 を 沈 降 さ せ る 。 基 材 は ア ガ ロ ー ス 、 (例 え ば 、 磁 気 、 ガ ラ ス 、
高 分 子 )ビ ー ズ 、 細 胞 (例 え ば 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 (S. aureus))お よ び 同 様 の も の を 含 む が 、
こ れ ら に 限 定 さ れ る こ と は な い 。 ア ガ ロ ー ス 複 合 物 の 選 択 は 種 起 源 や 1次 抗 体 の ア イ ソ タ
イ プ に 依 る 。 免 疫 沈 降 の 試 薬 お よ び プ ロ ト コ ル は 市 販 さ れ て い る (例 え ば 、 Sigma-Aldrich
社 )。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な 部 分 、 す な わ ち 、 特 異 的 に ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 な ど の 抗
原 を 結 合 す る (抗 原 と 免 疫 反 応 す る )抗 原 結 合 部 位 を 含 む 分 子 の こ と を い う 。 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な 部 分 の 例 に は 、 抗 体 を ペ プ シ ン な ど の 酵 素 で 処 理 す る こ と に よ
っ て 作 製 で き る F(ab)お よ び F(ab') 2 断 片 が 含 ま れ る 。 本 発 明 は 、 ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク
質 を 結 合 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ
る 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 の 特 定 の 抗 原 決 定 基
と 免 疫 反 応 で き る 抗 原 結 合 部 位 を 1種 し か 含 ま な い 抗 体 分 子 の 集 団 の こ と を い う 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 適 当 な 被 験 体 に ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 免 疫 原 を 免 疫 す る こ
と に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 免 疫 さ れ た 被 験 体 に お い て 抗 ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク
質 抗 体 の 力 価 を 標 準 的 な 技 術 に よ り 、 例 え ば 、 固 定 化 さ れ た ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 を
利 用 す る 酵 素 結 合 免 疫 測 定 法 (ELISA)を 用 い て 長 期 に わ た り モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。
必 要 に 応 じ て 、 ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 に 対 し て 作 製 さ れ た 抗 体 分 子 を 哺 乳 類 か ら (例
え ば 、 血 液 か ら )分 離 し 、 プ ロ テ イ ン Aク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 周 知 の 技 術 に よ り さ ら に
精 製 し て 、 IgG分 画 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 免 疫 化 後 の 適 当 な 時 点 で 、 例 え ば 、 抗 ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 抗 体 の 力 価 が 最 も 高 い
場 合 に 、 抗 体 産 生 細 胞 を 被 験 体 か ら 入 手 し 使 用 し て 、 も と は Kohlerお よ び Milstein ((197
5) Nature 256:495-497) (同 様 に Brown et al. (1981) J. Immunol. 127:539-46; Brown 
et al. (1980) J. Biol. Chem. 255:4980-83; Yeh et al. (1976) Proc. Natl. Acad. Sc
i. U.S.A. 76:2927-31; お よ び Yeh et al. (1982) Int. J. Cancer 29:269-75を 参 照 の こ
と )に よ っ て 報 告 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 も っ と 最 近 の ヒ ト B細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術
(Kozbor et al. (1983) Immunol. Today 4:72)、 EBV-ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Cole et al.(1
985) Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96)ま
た は ト リ オ ー マ 技 術 な ど の 標 準 的 な 技 術 に よ り モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る こ と が で き
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る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ハ イ ブ リ ド ー マ を 産 生 す る 技 術 は 周 知 で あ る (一 般 的 に は R. H. K
enneth, Monoclonal Antibodies: A New Dimension In Biological Analyses, Plenum Pu
blishing Corp., New York, N.Y. (1980); Lerner (1981) Yale J. Biol. Med. 54:387-4
02; M. L. Gefter et al. (1977) Somatic Cell Genet. 3:231-36を 参 照 の こ と )。 手 短 に
言 え ば 、 上 記 の よ う に ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 免 疫 原 を 免 疫 し た 哺 乳 類 か ら の リ ン パ 球
(通 常 、 脾 細 胞 )に 不 死 化 細 胞 系 (通 常 、 骨 髄 腫 )を 融 合 し 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の
培 養 上 清 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 を 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 同 定 す る 。 上 記 の 各 参 考 文 献 は あ ら ゆ る 目 的 で そ の 全 体 が
参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 あ る 種 の 態 様 で は 、 DNA配 列 決 定 法 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 基 づ く 診 断 方 法 、 分 子
生 物 学 技 術 、 例 え ば 、 制 限 消 化 、 選 択 マ ー カ ー ア ッ セ イ 法 、 イ ン ビ ボ で の 機 能 的 選 択 、 ま
た は そ の 他 の 適 当 な 方 法 に よ り 、 サ ブ ア ッ セ ン ブ リ お よ び /ま た は 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
構 築 体 の ア ッ セ ン ブ リ 成 功 を 評 価 す る こ と が 望 ま し い か も し れ な い 。 例 え ば 、 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 構 築 体 を 細 胞 に 導 入 し 、 構 築 体 上 の 1つ ま た は 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を ア
ッ セ イ す る こ と に よ り 、 機 能 的 選 択 を 行 う こ と が で き る 。 検 出 可 能 な マ ー カ ー 、 選 択 可 能
な マ ー カ ー 、 所 与 の サ イ ズ の ポ リ ペ プ チ ド を ア ッ セ イ す る こ と に よ り (例 え ば 、 サ イ ズ 排
除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 電 気 泳 動 な ど に よ り )、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 に よ
り コ ー ド さ れ る 1つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド の 酵 素 機 能 を ア ッ セ イ す る こ と に よ り 、 ア
ッ セ ン ブ リ 成 功 を 判 定 す る こ と が で き る 。 DNA操 作 お よ び 酵 素 処 理 は 、 当 技 術 分 野 に お い
て 確 立 さ れ た プ ロ ト コ ル お よ び 製 造 元 の 推 奨 手 順 に し た が っ て 行 う 。 適 当 な 技 術 は Sambro
okら (第 2版 ), Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor (1982, 1989); Met
hods in Enzymol. (Vols. 68, 100, 101, 118お よ び 152-155) (1979, 1983, 1986お よ び 1
987); お よ び DNA Cloning, D.M. Clover(編 ), IRL Press, Oxford (1985)に 記 述 さ れ て い
る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 あ る 種 の 態 様 で は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 発 現 ベ ク タ ー に 導 入 し 、 宿 主 細 胞 に ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と が で き る 。 宿 主 細 胞 は 任 意 の 原 核 ま た は 真 核 細 胞 と す る こ と が
で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 細 菌 細 胞 、 例 え ば 、 大 腸 菌 、 昆 虫 細 胞 (バ キ ュ
ロ ウ イ ル ス )、 酵 母 、 植 物 ま た は 哺 乳 類 細 胞 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド の
発 現 を 最 適 化 す る た め 、 宿 主 に は 通 常 見 ら れ な い tRNA分 子 を 宿 主 細 胞 に 補 充 し て も よ い 。
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 を 発 現 ベ ク タ ー に 連 結 す る こ と 、 お よ び 真 核 生 物 (酵 母 、 鳥 類 、
昆 虫 ま た は 哺 乳 類 )ま た は 原 核 生 物 (細 菌 細 胞 )の い ず れ か の 宿 主 に 形 質 転 換 す る こ と ま た
は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と は 、 標 準 的 な 手 順 で あ る 。 大 腸 菌 な ど の 原 核 細 胞 で の 発
現 に 適 し た 発 現 ベ ク タ ー の 例 と し て は 、 例 え ば 、 次 の タ イ プ の プ ラ ス ミ ド : pBR322-由 来
プ ラ ス ミ ド 、 pEMBL-由 来 プ ラ ス ミ ド 、 pEX-由 来 プ ラ ス ミ ド 、 pBTac-由 来 プ ラ ス ミ ド お よ び
pUC-由 来 プ ラ ス ミ ド が 挙 げ ら れ ; 酵 母 で の 発 現 に 適 し た 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、
YEP24、 YIP5、 YEP51、 YEP52、 pYES2お よ び YRP17が 挙 げ ら れ ; な ら び に 哺 乳 類 細 胞 で の 発
現 に 適 し た 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 pcDNAI/amp、 pcDNAI/neo、 pRc/CMV、 pSV2gpt
、 pSV2neo、 pSV2-dhfr、 pTk2、 pRSVneo、 pMSG、 pSVT7、 pko-neoお よ び pHyg由 来 ベ ク タ ー
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 態 様 は 、 異 な る プ ラ イ マ ー 配 列 を 有 す る 複 数 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有
す る 少 な く と も 1つ の 容 器 (す な わ ち 、 構 築 用 容 器 )、 お よ び プ ラ イ マ ー を 含 有 す る 容 器 (す
な わ ち 、 プ ラ イ マ ー 用 容 器 )を 提 供 す る 製 造 物 品 (例 え ば 、 キ ッ ト 、 自 動 シ ス テ ム )に さ ら
に 向 け ら れ る 。 あ る 種 の 局 面 で は 、 製 造 物 品 は 複 数 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る
少 な く と も 1つ の 容 器 を 含 み 、 プ ラ イ マ ー は 利 用 者 に よ っ て 供 与 さ れ る 。 さ ま ざ ま な プ ラ
イ マ ー の 組 合 せ を 選 択 し て 、 特 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 増 幅 す る こ と が で き る 。 各 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド は 増 幅 プ ラ イ マ ー の 固 有 の セ ッ ト を 含 む の で 、 各 種 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 単 一 の 容 器 か ら 取 り 出 す こ と が で き る 。 あ る 種 の 局 面 で は 、 複 数 の 異 な る ポ リ ヌ ク
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レ オ チ ド は ネ ス テ ィ ッ ド プ ラ イ マ ー 配 列 を 含 む 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 用 容 器 は 10 2 、 10 3 、 10
4 、 10 5 、 10 6 、 10 7 、 10 8 、 10 9 、 10 1 0 ま た は そ れ 以 上 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む
こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 容 器 を 供 与 す る 製 造 物 品 の 部 分 は 、 各 種 の プ ラ ス チ ッ ク 、 ポ リ マ ー 、 ガ ラ ス お よ び そ の
組 合 せ を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 、 当 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ る 様 々 な 材 料 か ら 製 造
さ れ て も よ く 、 例 え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト (384ウ ェ ル プ レ ー ト )、 マ イ ク ロ チ ッ
プ 、 管 (例 え ば 、 PCR管 、 微 量 遠 心 管 、 試 験 管 、 組 織 培 養 プ レ ー ト な ど )お よ び 同 様 の も の
の 形 態 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 あ る 種 の 局 面 で は 、 複 数 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び /ま た は プ ラ イ マ ー は 1つ ま た
は 複 数 の 容 器 に 共 有 結 合 さ れ る 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 に お い て 提 供 さ れ る 製 造 物 品 は 、
ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び ヌ ク レ オ チ ド と 共 に 増 幅 さ れ る こ と を 望 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 特
異 的 な さ ら な る プ ラ イ マ ー ペ ア を 付 加 す る だ け で 、 1つ ま た は 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 お よ び /ま た は プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 繰 り 返 し 増 幅 で き る と い う 点 で 再 利 用 可 能 で あ る 。
適 当 な 増 幅 の 方 法 は 本 明 細 書 に さ ら に 記 述 さ れ て い る 。 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 製 造 物 品 は
、 遺 伝 子 、 遺 伝 子 セ ッ ト 、 ゲ ノ ム 、 ベ ク タ ー お よ び 同 様 の も の に 対 応 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 増 幅 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す る 方 法 の ど れ も 自 動 増 幅 系 を 用 い
て 行 う こ と が で き る 。 あ る 種 の 局 面 で は 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 製 造 物 品 の 少 な く と も 一
部 分 は 自 動 部 品 を 含 む 。 し た が っ て 、 製 造 物 品 は デ ー タ 保 存 庫 (例 え ば 、 供 与 さ れ る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド お よ び /ま た は プ ラ イ マ ー ペ ア を 収 載 す る )、 増 幅 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま
た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 群 を 利 用 者 が 指 定 す る の を 可 能 に す る イ ン タ ー フ ェ ー ス 、 な ら び
に イ ン タ ー フ ェ ー ス で 入 力 さ れ た 仕 様 に 応 答 す る 自 動 的 手 段 を 含 む こ と が で き る 。 1つ ま
た は 複 数 の 構 築 用 容 器 か ら お よ び 1つ ま た は 複 数 の プ ラ イ マ ー 用 容 器 か ら ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド の 一 定 分 量 を 抽 出 す る た め 、 命 令 を デ ー タ 保 存 庫 か ら ア ク セ ス さ れ 、 1つ ま た は 複 数 の
増 幅 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 態 様 は 、 遺 伝 子 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 設 計 を 自 動 化 す る た め の コ ン
ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ ェ ア の 使 用 を 含 む 。 そ の よ う な ソ フ ト ウ ェ ア は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 合 成
を 手 動 で 行 う 個 人 と 一 緒 に も し く は 半 自 動 的 に 使 用 さ れ て も よ く ま た は 自 動 合 成 シ ス テ ム
と 併 用 さ れ て も よ い 。 少 な く と も い く つ か の 態 様 で は 、 遺 伝 子 /オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 設 計
ソ フ ト ウ ェ ア は 、 JAVAプ ロ グ ラ ミ ン グ 言 語 で 書 か れ た プ ロ グ ラ ム に よ り 実 行 さ れ る 。 こ の
プ ロ グ ラ ム は 、 WINDOWS XPオ ペ レ ー テ ィ ン グ ・ シ ス テ ム の コ マ ン ド ・ プ ロ ン プ ト か ら 実 行
で き る 実 行 フ ァ イ ル に コ ン パ イ ル す る こ と が で き る 。 こ の ソ フ ト ウ ェ ア (コ ン ピ ュ ー タ 支
援 設 計 -ポ リ メ ラ ー ゼ ア ッ セ ン ブ リ 多 重 化 を 表 す 「 CAD-PAM」 と 命 名 )の 操 作 は 、 本 章 に お
よ び 図 7～ 27に 記 述 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 CAD-PAMは 本 発 明 の 様 々 な 局 面 の 単 な る 1
態 様 に す ぎ な い 。 特 許 請 求 の 範 囲 に 具 体 的 に 記 述 さ れ て い な い 限 り 、 本 発 明 は CAD-PAMの
全 特 徴 を 含 む 実 装 に ま た は 同 じ ア ル ゴ リ ズ ム 、 組 織 構 成 も し く は CAD-PAMの そ の 他 の 特 定
の 特 徴 を 利 用 す る 実 装 に 限 定 さ れ る こ と は な い 。 本 発 明 は 同 様 に 、 特 定 の プ ロ グ ラ ミ ン グ
言 語 、 オ ペ レ ー テ ィ ン グ ・ シ ス テ ム 環 境 ま た は ハ ー ド ウ ェ ア ・ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム を 利 用 す
る 実 装 に 限 定 さ れ る こ と は な い 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 図 7は CAD-PAMプ ロ グ ラ ム の 操 作 を 示 す フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。 こ の プ ロ グ ラ ム は 入 力 を
2回 受 け る 。 第 1(ブ ロ ッ ク 10)は 、 選 択 お よ び 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 す る た め の
、 FASTAフ ォ ー マ ッ ト の 、 1つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (例 え ば 、 遺 伝 子 配 列 )を 含 ん
だ フ ァ イ ル (「 配 列 .txt」 )で あ る 。 図 8は 入 力 配 列 フ ァ イ ル の 例 を 示 す 。 配 列 rs-1中 に 示
さ れ る 長 方 形 は 、 後 述 さ れ る 配 列 の 部 分 を 指 し 示 す た め に 含 ま れ て い る 。 図 8に 示 さ れ る
フ ァ イ ル は 2つ の 配 列 (rs-1お よ び rs-2)を 含 む が 、 単 一 の 配 列 (ま た は 3つ 以 上 の 配 列 )し か
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入 力 す る こ と が で き な い 。 CAD-PAMへ の 第 2の 入 力 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 設 計 を 制 御 す
る パ ラ メ ー タ を 含 ん だ フ ァ イ ル (「 cadpam.特 性 」 、 ブ ロ ッ ク 12)あ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 図 9Aお よ び 9Bは cadpam.特 性 の 入 力 パ ラ メ ー タ フ ァ イ ル の 例 を 示 す 。 図 9Aか ら 始 め て 、
括 弧 102に 示 さ れ る と お り 、 第 1パ ラ メ ー タ (「 最 適 化 す る =」 )は 、 入 力 配 列 の 1つ ま た は 複
数 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 発 現 で き る 生 物 に よ り 最 も 頻 繁 に 使 わ れ る コ ド ン に 基 づ い て 、 入
力 配 列 (図 8、 配 列 .txtフ ァ イ ル 中 の )を 修 飾 す る か ど う か を 指 定 す る 。 図 9Aの 例 で は 、 こ
の パ ラ メ ー タ は 「 最 適 化 す る =オ フ 」 に 設 定 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 入 力 配 列 は 修 飾 さ
れ な い は ず で あ る 。 こ の パ ラ メ ー タ が 「 オ ン 」 (「 最 適 化 す る =オ ン 」 )に 設 定 さ れ た 場 合
、 以 下 に よ り 詳 細 に 記 述 さ れ る と お り 、 発 現 生 物 に よ っ て 使 わ れ る コ ド ン に 基 づ い て 、 入
力 配 列 は 修 飾 さ れ る と 考 え ら れ る 。 発 現 生 物 に 関 す る 情 報 は 、 利 用 者 に よ り 別 の フ ァ イ ル
で 供 給 さ れ る 。 フ ァ イ ル が 指 定 さ れ て い な い 場 合 、 デ フ ォ ル ト の 生 物 (例 え ば 、 大 腸 菌 K12
)に 関 す る 情 報 が 使 わ れ る 。 デ フ ォ ル ト の 生 物 で は な い 場 合 の フ ァ イ ル 名 は 、 次 の パ ラ メ
ー タ (括 弧 104に 示 さ れ る 「 コ ド ン フ ァ イ ル =」 )と し て 付 与 さ れ る 。 そ の よ う な フ ァ イ ル の
内 容 は 以 下 に さ ら に 論 じ ら れ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 図 9A中 の 次 の 入 力 パ ラ メ ー タ は 「 配 列 を 除 去 す る 」 (括 弧 106)で あ る 。 こ の パ ラ メ ー タ
は 、 入 力 配 列 か ら 除 去 さ れ る こ と に な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 指 定 す る 。 こ の パ ラ メ ー タ の
操 作 に 関 す る さ ら な る 詳 細 は 以 下 に 示 さ れ る 。 配 列 を 除 去 す る と い う パ ラ メ ー タ の 次 に 来
る の が 「 GCト レ ー ド オ フ 値 (GCTradeOffValue)」 (括 弧 108)と い う パ ラ メ ー タ で あ る 。 こ の
パ ラ メ ー タ は 、 最 適 化 配 列 の GC含 量 を 調 整 す る こ と で ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 生 物 特 異 的 な 最
適 化 を さ ら に 制 御 す る 。 こ の パ ラ メ ー タ の 操 作 の さ ら な る 詳 細 は 同 様 に 、 以 下 に 示 さ れ る
。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 図 9A中 の 入 力 パ ラ メ ー タ の 次 の セ ッ ト (「 オ リ ゴ 設 計 」 以 下 )は 、 所 望 の 遺 伝 子 配 列 (す
な わ ち 、 任 意 の 生 物 特 異 的 な 修 飾 を 含 む 、 配 列 .txtで 指 定 さ れ た 配 列 )を 作 製 す る の に 利
用 さ れ る 構 築 お よ び 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 設 計 を 制 御 す る 。 括 弧 110に 示 さ れ た パ
ラ メ ー タ (「 次 の も の で 配 列 を 選 択 す る (pickSequenceBy)」 )は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 所
望 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 重 複 末 端 の T m に の み 基 づ い て (pickSequenceBy=T m )ま た は オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ に 基 づ い て (pickSequenceBy=長 さ )設 計 す る か ど う か を 指 定 す る 。 p
ickSequenceBy=長 さ の 場 合 、 長 さ (ヌ ク レ オ チ ド 数 の )は 「 chipSeqLen」 パ ラ メ ー タ (括 弧 1
12)と し て 指 定 さ れ る 。 pickSequenceBy=長 さ で 、 長 さ が 指 定 さ れ な い 場 合 、 デ フ ォ ル ト 値
(例 え ば 、 40ヌ ク レ オ チ ド )が 使 わ れ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 chipSeqLenパ ラ メ ー タ の 次 に 来 る の が 括 弧 114の 「 chipExtraSeqLen」 お よ び 「 フ ィ ル ア
ッ プ を 終 わ ら せ る (endFillUp)」 パ ラ メ ー タ で あ る 。 chipExtraSeqLenパ ラ メ ー タ は 、 制 限
酵 素 (RE)切 断 の 結 果 と し て 残 存 し う る 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 付 着 端 の 長 さ を 指 定 す
る 。 endFillUpパ ラ メ ー タ は 、 余 分 の 配 列 を 付 加 し て 等 し い 長 さ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
作 製 す る か ど う か を 指 定 す る 。 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の 長 さ は 、 一 定 ま た は 可 変 と す る こ と が で き る 。 余 分 の 配 列 を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 一
端 ま た は 両 端 に 付 加 す る こ と が で き る 。 付 加 配 列 は 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 隣 接 す
る 遺 伝 子 中 の 天 然 核 酸 配 列 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 括 弧 116に 示 さ れ る の は 、 パ ラ メ ー タ 「 oligoTM」 で あ る 。 こ の パ ラ メ ー タ は 、 設 計 さ れ
た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 重 複 部 分 に 対 す る T m の 指 定 を 可 能 に す る 。 括 弧 118に 示 さ れ る の
は 、 パ ラ メ ー タ 「 DNA濃 度 」 お よ び 「 塩 濃 度 」 で あ る 。 こ れ ら の パ ラ メ ー タ は 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の 配 列 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 間 の DNA鎖 お よ び 塩 の 溶 液 濃 度 に 対 す
る 特 定 値 の 入 力 を 可 能 に す る 。 以 下 で さ ら に 詳 細 に 論 じ ら れ る よ う に 、 こ れ ら の 値 は 、 重
複 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ グ メ ン ト の T m を 算 出 す る 際 に 使 わ れ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
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　 パ ラ メ ー タ 入 力 フ ァ イ ル は 図 9Bに 引 き 継 が れ る 。 図 9Bの 第 1部 (「 オ リ ゴ ・ チ ッ プ -合 成
」 以 下 )の な か は 、 パ ラ メ ー タ 「 セ ン ス 5endAddOn」 お よ び 「 セ ン ス 3endAddOn」 (括 弧 120)
で あ る 。 以 下 で さ ら に 十 分 に 論 じ ら れ る こ れ ら の パ ラ メ ー タ は 、 各 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 5'お よ び 3'末 端 に 付 加 さ れ る 配 列 を 指 定 す る 。 こ れ ら の 配 列 は 、 例 え ば 、 制 限 酵 素
認 識 部 位 と す る こ と が で き る 。 パ ラ メ ー タ 「 選 択 5endAddOn」 お よ び 「 選 択 3EndAddOn」 (
括 弧 122)は 同 様 に 、 以 下 に 論 じ ら れ て お り 、 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 5'お よ び 3'末 端
に 付 加 さ れ る 配 列 を 指 定 す る 。 括 弧 124に は 、 所 望 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 長 に 到 達 す る た
め 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 付 加 さ れ う る ア デ ニ ン 塩 基 の 数 に 制 限 を 指 定 す る パ ラ メ ー
タ 「 選 択 FillUpLen」 が あ る 。 パ ラ メ ー タ 「 選 択 ChipTM」 (括 弧 126)は 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の 部 分 に 重 複 す る 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 部 分 に 対 す る T m で あ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 図 9Bの 最 終 部 分 は パ ラ メ ー タ 「 re部 位 」 お よ び 「 プ ー ル サ イ ズ 」 (そ れ ぞ れ 括 弧 128お よ
び 130)を 含 む 。 re部 位 と い う パ ラ メ ー タ は 、 配 列 が さ ら に 小 さ い 配 列 に 切 断 さ れ う る 制 限
酵 素 (RE)部 位 を 特 定 す る 。 こ れ ら の 部 位 は 「 配 列 を 除 去 す る 」 と い う パ ラ メ ー タ に よ っ て
先 に 特 定 さ れ た 配 列 と 同 じ で あ っ て も よ い (し か し 同 じ で あ る 必 要 は な い )。 少 な く と も い
く つ か の 態 様 で は 、 複 数 の RE部 位 が フ ォ ー マ ッ ト <5'-3'方 向 の RE部 位 1>; <3'-5'方 向 の RE
部 位 1>; <5'-3'方 向 の RE部 位 2>; <3'-5'方 向 の RE部 位 2>; な ど で 示 さ れ る 。 プ ー ル サ イ ズ
と い う パ ラ メ ー タ は 、 入 力 配 列 を 切 断 し て 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 で き る 断 片 の
数 に 制 限 を 設 定 す る 。 プ ー ル サ イ ズ パ ラ メ ー タ の 操 作 は 同 様 に 、 以 下 で 論 じ ら れ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 配 列 .txtお よ び cadpam.特 性 の 入 力 を 受 け た 後 に 、 プ ロ グ ラ ム は ブ ロ ッ ク 20に 進 む 。 判
断 ブ ロ ッ ク 20で 、 プ ロ グ ラ ム は 、 発 現 生 物 の コ ド ン 使 用 頻 度 に 基 づ く 最 適 化 が 望 ま れ る か
ど う か (す な わ ち 、 図 9Aの 「 最 適 化 す る 」 と い う パ ラ メ ー タ が 「 オ ン 」 ま た は 「 オ フ 」 で
あ る か ど う か )を 判 断 す る 。 最 適 化 が 望 ま れ な い 場 合 、 プ ロ グ ラ ム は 、 ブ ロ ッ ク 20か ら ブ
ロ ッ ク 26の 「 い い え 」 の 分 岐 に 進 む 。 ブ ロ ッ ク 26は 以 下 で 論 じ ら れ る 。 最 適 化 が 望 ま れ る
場 合 、 プ ロ グ ラ ム は 、 ブ ロ ッ ク 20か ら ブ ロ ッ ク 22の 「 は い 」 の 分 岐 に 進 む 。 ブ ロ ッ ク 22で
、 利 用 者 指 定 の ま た は デ フ ォ ル ト の 生 物 に 対 す る コ ド ン 表 が ロ ー ド さ れ る 。 図 10Aお よ び 1
0Bは 、 デ フ ォ ル ト の 生 物 、 大 腸 菌 K12に 対 す る コ ド ン 使 用 頻 度 表 を 示 す 。 標 準 的 な GCC-通
常 フ ォ ー マ ッ ト で あ る 、 図 10Aお よ び 10Bの 表 は 、 多 数 の 生 物 に 使 用 可 能 な コ ド ン 使 用 頻 度
表 に 類 似 し て い る 。 そ の よ う な 表 の 情 報 源 の 1つ を <http://www.kazusa.or.jp/codon/>で
オ ン ラ イ ン 確 認 で き る 。 縦 列 140は 20種 の ア ミ ノ 酸 に 対 す る 略 語 を 記 載 し て お り 、 縦 列 142
は そ れ ら 20種 の ア ミ ノ 酸 の 各 々 を コ ー ド す る の に 使 わ れ る コ ド ン を 記 載 し て い る 。 縦 列 14
8は 特 定 の 生 物 に 対 す る 各 コ ド ン の 使 用 割 合 を 記 載 し て い る 。 例 え ば 、 図 10A中 の 最 初 の 4
行 は グ リ シ ン (「 Gly」 )に 相 当 す る 。 グ リ シ ン を コ ー ド す る 4つ の ヌ ク レ オ チ ド ト リ プ レ ッ
ト の う ち 、 GGGは 大 腸 菌 K12に よ っ て グ リ シ ン を コ ー ド す る 機 会 の う ち 15% (す な わ ち 、 0.1
5)使 用 さ れ る 。 GGA、 GGTお よ び GGCは そ れ ぞ れ 、 11%、 34%お よ び 40%使 用 さ れ る 。 縦 列 144
お よ び 146は 、 本 発 明 の 少 な く と も い く つ か の 態 様 に よ っ て は 使 用 さ れ な い が 、 そ れ ら は
標 準 的 な GCC-通 常 フ ォ ー マ ッ ト の 一 部 で あ る た め 留 置 さ れ て い る 。 別 の 生 物 に 対 す る コ ド
ン 使 用 頻 度 表 は 、 同 じ フ ォ ー マ ッ ト に な る が 、 そ の 他 の 生 物 に 応 じ て 縦 列 144～ 148の 値 は
異 な る は ず で あ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 ブ ロ ッ ク 22で コ ド ン 使 用 頻 度 表 を ロ ー ド す る 一 環 と し て 、 プ ロ グ ラ ム は 、 各 コ ド ン の GC
含 量 に 基 づ い て 表 中 の コ ド ン 使 用 割 合 を 調 整 す る 。 配 列 中 の 特 定 の コ ド ン を そ の 同 じ ア ミ
ノ 酸 に 対 し 発 現 生 物 が 最 も 頻 繁 に 使 用 す る 別 の コ ド ン と 置 換 す る こ と が 望 ま し い か も し れ
な い が 、 そ の 生 物 に よ る 全 体 的 な 発 現 を 向 上 さ せ る た め 、 配 列 の GC含 量 を 最 小 限 に 抑 え る
こ と も 望 ま し い か も し れ な い 。 こ れ ら は 相 反 す る 目 的 で あ る こ と が 多 い (す な わ ち 、 使 用
割 合 が 最 も 高 い コ ド ン は 同 様 に 、 GC含 量 が 最 も 高 い コ ド ン に な る こ と が 多 い )の で 、 こ れ
ら の 2つ の 判 定 基 準 間 の ト レ ー ド オ フ を GCTradeOffValueパ ラ メ ー タ で 指 定 す る こ と が で き
る (図 9A)。 2つ ま た は 3つ の Gま た は C塩 基 を 有 す る 使 用 頻 度 表 中 の 各 コ ド ン の 場 合 に は 、 GC
TradeOffValueを そ の コ ド ン の 使 用 割 合 か ら 差 し 引 く 。 例 え ば 、 GCTradeOffValue=0.12の
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場 合 、 図 10Aの GGGお よ び GGAコ ド ン は そ れ ぞ れ 、 そ の 使 用 割 合 が -0.21 (0.15-0.12-0.12-0
.12)お よ び 0.0 (0.11-0.12、 負 の 値 が 端 数 を 0に 丸 め て い る )に ま で 減 っ た 。 0の ま た は 1つ
の Gま た は C塩 基 を 有 す る 使 用 頻 度 表 中 の 各 コ ド ン の 場 合 に は 、 GCTradeOffValueを そ の コ
ド ン の 使 用 割 合 に 加 え る 。 GCTradeOffValue=0.12の 本 願 の 例 で は 、 ス レ オ ニ ン に 対 す る 2
つ の コ ド ン (ACAお よ び ACT)は 、 そ の 使 用 割 合 が 増 え た (そ れ ぞ れ 0.25お よ び 0.29に ま で )。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 ブ ロ ッ ク 22で コ ド ン 表 を ロ ー ド し た 後 、 プ ロ グ ラ ム は ブ ロ ッ ク 24に 進 む 。 ブ ロ ッ ク 24で
、 プ ロ グ ラ ム は 次 い で 、 ロ ー ド さ れ た コ ド ン 表 に 基 づ い て お よ び cadpam.特 性 フ ァ イ ル で
指 定 さ れ た そ の 他 の パ ラ メ ー タ に 基 づ い て 入 力 フ ァ イ ル (配 列 .txtフ ァ イ ル 由 来 の )を 最 適
化 す る 。 図 11に 示 さ れ る の は 、 最 適 化 手 順 を 記 述 す る フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。 ブ ロ ッ ク 24
-1か ら 始 め て 、 プ ロ グ ラ ム は 入 力 配 列 中 の 最 初 の 3塩 基 を 調 べ る 。 複 数 の 配 列 が 配 列 .txt
フ ァ イ ル に 含 ま れ る 場 合 、 図 11の 最 適 化 手 順 は 各 配 列 に 対 し 連 続 的 に 行 わ れ る (す な わ ち
、 手 順 は 最 初 の 配 列 に 対 し 、 そ れ か ら 次 の 配 列 に 対 し 実 行 さ れ る 、 な ど )。 ブ ロ ッ ク 24-3
に お い て 、 プ ロ グ ラ ム は 、 検 査 す る 塩 基 を ブ ロ ッ ク 22で ロ ー ド さ れ た コ ド ン 使 用 頻 度 表 と
比 較 し (図 11)、 (GCTradeOffValueが ゼ ロ に 等 し く は な く 、 最 適 化 す る =オ ン な ら ば 調 整 の
後 に )最 も 高 い 使 用 割 合 を 有 す る 同 一 ア ミ ノ 酸 に 対 す る コ ド ン を 同 定 す る 。 プ ロ グ ラ ム は
次 に 、 ブ ロ ッ ク 24-5で も と の コ ド ン に 代 え て 最 も 高 い 使 用 コ ド ン を 用 い る 。 場 合 に よ っ て
は (例 え ば 、 も と の コ ド ン が 最 も 使 用 さ れ る コ ド ン で あ り 、 低 い GC含 量 を 有 す る )、 プ ロ グ
ラ ム は 事 実 上 、 コ ド ン を そ の 同 じ コ ド ン に 置 換 し て い る こ と に な ろ う 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 ブ ロ ッ ク 24-5か ら 、 プ ロ グ ラ ム は ブ ロ ッ ク 24-7に 進 み 、 配 列 中 に さ ら に 良 い コ ド ン が 存
在 す る か を 判 断 す る 。 も し 存 在 す る な ら 、 プ ロ グ ラ ム は 「 は い 」 の 分 岐 を ブ ロ ッ ク 24-9に
進 み 、 配 列 中 の 次 の 3塩 基 を 調 べ る 。 ブ ロ ッ ク 24-9か ら 、 プ ロ グ ラ ム は 次 に 、 ブ ロ ッ ク 24-
3に 戻 り 、 そ の 次 の 3塩 基 に つ い て ブ ロ ッ ク 24-3か ら 24-7を 繰 り 返 す 。 ブ ロ ッ ク 24-7で 、 プ
ロ グ ラ ム が 配 列 の 末 端 に 到 達 し た 場 合 、 プ ロ グ ラ ム は 「 い い え 」 の 分 岐 を ブ ロ ッ ク 24-11
に 進 む 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 ブ ロ ッ ク 24-11で 、 プ ロ グ ラ ム は 配 列 中 の 二 次 構 造 を 探 し 、 そ の 二 次 構 造 を 代 替 コ ド ン
に 置 換 す る 。 具 体 的 に は 、 プ ロ グ ラ ム は 配 列 全 体 に 沿 っ て 、 ル ー プ 、 ヘ ア ピ ン な ど を 形 成
し う る 塩 基 の 組 合 せ を 検 索 す る 。 少 な く と も い く つ か の 態 様 で は 、 プ ロ グ ラ ム は 所 与 の 領
域 内 の 自 己 相 補 的 な 配 列 を 探 す こ と で こ の 検 索 を 行 う 。 二 次 構 造 の 発 見 と 同 時 に 、 プ ロ グ
ラ ム は 次 い で 二 次 構 造 の コ ド ン を 、 同 一 ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 代 替 コ ド ン に 置 換 す る 。 い
く つ か の 態 様 で は 、 置 換 コ ド ン は ブ ロ ッ ク 24-11で 、 使 用 頻 度 表 か ら 最 も 高 い 使 用 割 合 を
有 す る 代 替 コ ド ン を 選 択 す る こ と に よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 い く つ か の 態 様 で は 、 ブ ロ ッ ク 24-11の ス テ ッ プ は 、 二 次 構 造 を 特 定 す る こ と な く 配 列
全 体 を 横 断 で き る ま で 、 ま た は 他 の 停 止 条 件 に 到 達 す る (例 え ば 、 配 列 を あ る 回 数 通 過 す
る )ま で 繰 り 返 さ れ る 。 例 え ば 、 1つ ま た は 複 数 の コ ド ン を 置 換 し て あ る 領 域 中 の 二 次 構 造
を 排 除 す る こ と で 、 配 列 の 別 領 域 の 中 に 二 次 構 造 を う っ か り 導 入 し て し ま う 可 能 性 が あ る
。 こ れ が 起 こ る 場 合 、 う っ か り 作 製 さ れ た 二 次 構 造 は 、 配 列 の 次 回 通 過 時 に 補 正 さ れ る 。
簡 単 に す る た め 、 ブ ロ ッ ク 24-11が 繰 り 返 さ れ る 別 の 態 様 は 、 破 線 矢 印 で 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 ブ ロ ッ ク 24-11を 完 了 し た (ま た は ブ ロ ッ ク 24-11の 繰 返 し を 全 て 完 了 し た )後 、 プ ロ グ ラ
ム は ブ ロ ッ ク 24-13に 進 む 。 ブ ロ ッ ク 24-19で 、 プ ロ グ ラ ム は cadpam.特 性 フ ァ イ ル の 配 列
を 除 去 す る と い う パ ラ メ ー タ (図 9A)で 特 定 さ れ た 塩 基 の 組 合 せ が な い か 配 列 を 検 索 す る 。
そ の よ う な 塩 基 の 組 合 せ の 発 見 と 同 時 に 、 プ ロ グ ラ ム は そ の 塩 基 を 、 同 一 ア ミ ノ 酸 を コ ー
ド す る コ ド ン に 置 換 す る 。 い く つ か の 態 様 で は 、 置 換 コ ド ン は ブ ロ ッ ク 24-13で 、 使 用 頻
度 表 か ら 最 も 高 い 使 用 割 合 を 有 す る 代 替 コ ド ン を 選 択 す る こ と に よ り 選 択 さ れ る 。 い く つ
か の 態 様 で は 、 お よ び ブ ロ ッ ク 24-11に つ い て 記 述 さ れ て い る も の と 類 似 の 理 由 で 、 ブ ロ
ッ ク 24-13は 、 配 列 を 除 去 す る の 塩 基 の 組 合 せ を 発 見 す る こ と な く 配 列 全 体 を 横 断 で き る
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ま で 、 ま た は 他 の 停 止 条 件 に 到 達 す る ま で 繰 り 返 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 ブ ロ ッ ク 24-13後 、 プ ロ グ ラ ム は 図 7の メ イ ン プ ロ グ ラ ム フ ロ ー に 戻 り 、 ブ ロ ッ ク 26に 進
む 。 ブ ロ ッ ク 26で 、 プ ロ グ ラ ム は 、 最 適 化 さ れ た 入 力 配 列 (ま た は ブ ロ ッ ク 20か ら ブ ロ ッ
ク 26に 直 接 到 達 し た 場 合 に は も と の 入 力 配 列 )を re部 位 パ ラ メ ー タ に よ っ て 特 定 さ れ た RE
部 位 (図 9B)が な い か 調 べ る 。 ブ ロ ッ ク 28で 、 お よ び そ れ ら の RE部 位 の い ず れ か が 見 ら れ る
場 合 、 プ ロ グ ラ ム は そ の 発 見 部 位 で 配 列 を 分 割 す る 。 プ ロ グ ラ ム は 、 そ の 後 に 設 計 さ れ る
構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が そ の よ う な 部 位 を 望 ま し く な い 位 置 に (例 え ば 、 構 築 用 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 中 央 に )持 た な い よ う に 、 入 力 配 列 を RE部 位 で 分 割 す る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 ブ ロ ッ ク 28で の 配 列 の 分 割 は 、 図 12を 図 8と 比 較 す る こ と に よ っ て 見 定 め ら れ る 。 図 12
は 、 さ ら に 短 い 4つ の 配 列 rs1-f1、 rs1-f2、 rs1-f3お よ び rs1-f4に 分 割 さ れ た 入 力 配 列 rs1
を 示 す 。 配 列 rs2は 指 定 の RE部 位 を ど れ も 含 ん で い な か っ た の で 、 配 列 rs2は 分 割 さ れ な か
っ た 。 指 定 の RE部 位 の rs1内 で の 位 置 が 図 8中 で 囲 み に よ り 示 さ れ て い る 。 そ れ ら の 部 位 の
各 々 で 、 RE部 位 は 中 央 で 分 割 さ れ る 。 す な わ ち 、 例 え ば 、 rs1-f1と rs1-f2と の 間 の 分 割 は
、 図 8の 最 初 の 囲 み で 示 さ れ る RE部 位 acctgcの 真 ん 中 で 起 こ る 。 さ ら に 短 い 配 列 rs1-f1か
ら r31-f4 (図 12)の 末 端 近 く の 部 分 的 な 囲 み は 、 図 12の 囲 み の 半 分 を 表 す 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 そ の 後 、 プ ロ グ ラ ム は 判 断 ブ ロ ッ ク 30に 進 む 。 ブ ロ ッ ク 30で 、 プ ロ グ ラ ム は 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を T m に 基 づ い て ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ に 基 づ い て 設 計 す る か ど う か
を 判 断 す る 。 次 の も の で 配 列 を 選 択 す る と い う 入 力 パ ラ メ ー タ (括 弧 110、 図 9A)が 「 tm」
に 相 当 す る 場 合 、 プ ロ グ ラ ム は ブ ロ ッ ク 34に 進 み 、 設 計 さ れ る 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の 重 複 部 分 の T m に 基 づ い て 構 築 お よ び 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 す る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 ブ ロ ッ ク 34中 の プ ロ グ ラ ム の 操 作 は 、 図 13Aか ら 18に さ ら に 詳 細 に 示 さ れ て い る 。 図 13A
お よ び 13Bは 、 図 7の ブ ロ ッ ク 34中 の 続 く 、 少 な く と も い く つ か の 態 様 に よ る 、 ア ル ゴ リ ズ
ム の ス テ ッ プ を 示 す フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。 ブ ロ ッ ク 34-1 (図 13A)か ら 始 め て 、 プ ロ グ ラ
ム は 、 構 築 お よ び 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す る こ と に な る 最 初 の 配 列 を 読 み 出 す
。 例 と し て 図 8の 入 力 を 用 い て 、 お よ び 上 述 の と お り 配 列 rs1の さ ら に 短 い 配 列 へ の 分 割 の
後 で 、 図 13A～ Bの ア ル ゴ リ ズ ム で 分 析 さ れ る 配 列 は rs1-f1、 rs1-f2、 rs1-f3、 rs1-f1お よ
び rs-2で あ る 。 し た が っ て 、 プ ロ グ ラ ム は 、 ブ ロ ッ ク 34-1で の 分 析 に こ れ ら の う ち 最 初 の
も の (rs1-f1)を 選 択 す る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 プ ロ グ ラ ム は 次 い で ブ ロ ッ ク 34-3に 進 み 、 ブ ロ ッ ク 34-1中 で 選 択 さ れ た 配 列 の 3'末 端 に
開 始 点 を 置 く 。 こ れ は 図 14に 図 示 さ れ て お り 、 そ こ で は 開 始 点 が 配 列 rs1-f1の 3'末 端 に 位
置 す る 三 角 形 と し て 示 さ れ て い る 。 そ の 後 、 プ ロ グ ラ ム は ブ ロ ッ ク 34-5に 進 む 。 ブ ロ ッ ク
34-5で 、 プ ロ グ ラ ム は 所 定 数 (W)の 塩 基 を rs1-f1の 開 始 点 か ら 5'末 端 の 方 に 伸 ば す 検 索 ウ
ィ ン ド ウ を 特 定 す る 。 少 な く と も い く つ か の 態 様 で は 、 検 索 ウ ィ ン ド ウ の 長 さ は 、 Wが 一
番 近 い 整 数 に 四 捨 五 入 さ れ た T m  (図 9A、 括 弧 116)に 等 し く な る よ う に 設 定 さ れ る 。 本 願 の
例 で は 、 W=50塩 基 で あ る 。 プ ロ グ ラ ム は そ の 後 ブ ロ ッ ク 34-7に 進 み 、 そ こ で プ ロ グ ラ ム は
、 検 索 ウ ィ ン ド ウ が 現 行 の 配 列 の 5'末 端 を 超 過 す る か ど う か を 判 断 す る 。 別 の 言 い 方 を す
れ ば 、 プ ロ グ ラ ム は 、 W塩 基 が 開 始 点 か ら 現 行 の 配 列 の 5'末 端 を 越 え て 伸 び る か ど う か を
判 断 す る 。 も し 伸 び る な ら 、 プ ロ グ ラ ム は 、 以 下 で 論 じ ら れ る 「 は い 」 の 分 岐 を ブ ロ ッ ク
34-21に 進 む 。 も し 伸 び な い な ら 、 プ ロ グ ラ ム は 「 い い え 」 の 分 岐 を ブ ロ ッ ク 34-9に 進 む
。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 ブ ロ ッ ク 34-9で 、 プ ロ グ ラ ム は 次 い で 検 索 ウ ィ ン ド ウ 中 の 重 複 領 域 を 特 定 す る 。 以 下 で
説 明 さ れ る よ う に 、 プ ロ グ ラ ム に よ っ て 分 析 さ れ る 配 列 は さ ら に 重 複 断 片 の 一 群 に 分 割 さ
れ る 。 検 索 ウ ィ ン ド ウ 内 の 重 複 領 域 を 特 定 す る た め 、 プ ロ グ ラ ム は 、 入 力 パ ラ メ ー タ (括
弧 116、 図 9A)で 指 定 さ れ た 所 望 の T m 値 に 最 も 近 い 融 解 点 T m を 有 す る 領 域 を 検 索 す る 。 図 13
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Bは ブ ロ ッ ク 34-9中 の プ ロ グ ラ ム の 操 作 を さ ら に 詳 細 に 示 す 。 ブ ロ ッ ク 34-9-1で 、 プ ロ グ
ラ ム は 、 開 始 点 が 分 析 さ れ る 配 列 の 3'末 端 に 現 在 あ る か ど う か を 判 断 す る 。 も し あ る な ら
、 プ ロ グ ラ ム は 「 は い 」 の 分 岐 を ブ ロ ッ ク 34-9-3に 進 む 。 ブ ロ ッ ク 34-9-3で 、 プ ロ グ ラ ム
は 次 に 、 オ フ セ ッ ト 距 離 を 検 索 ウ ィ ン ド ウ 内 の 5'末 端 の 方 に 移 動 す る 。 こ れ は 図 14に も 図
示 さ れ て い る 。 プ ロ グ ラ ム は 、 重 複 領 域 が 配 列 の 3'末 端 の 位 置 で 始 ま ら な い よ う に オ フ セ
ッ ト 距 離 を 5'方 向 に 移 動 す る 。 こ れ が 行 わ れ る 場 合 、 重 複 領 域 は 検 索 ウ ィ ン ド ウ 全 体 を 消
費 す る と 考 え ら れ る 。 以 下 で 見 ら れ る よ う に 、 こ れ に よ り 、 別 の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド に よ っ て 完 全 に 重 複 さ れ る 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が も た ら さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 オ フ セ ッ ト 距 離 を 5'末 端 の 方 に 移 動 し た 後 、 プ ロ グ ラ ム は ブ ロ ッ ク 34-9-5に 進 む 。 ブ ロ
ッ ク 34-9-5に お い て 、 お よ び 同 様 に 図 14に 示 さ れ る と お り 、 プ ロ グ ラ ム は 、 入 力 パ ラ メ ー
タ で 指 定 さ れ た T m 値 に 最 も 近 い 融 解 点 を 有 す る 検 索 ウ ィ ン ド ウ 内 の 領 域 を 検 索 す る 。 少 な
く と も い く つ か の 態 様 で は 、 融 解 点 は 、 入 力 パ ラ メ ー タ (括 弧 118、 図 9A)に よ っ て 指 定 さ
れ た DNA濃 度 お よ び 塩 濃 度 に 対 す る 値 を 考 慮 し な が ら 、 最 近 接 法 を 用 い て 算 出 さ れ る 。 融
解 点 算 出 の 最 近 接 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 Breslauer et al. (1986) Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83:3746 (前 記 )に 記 述 さ れ て い る 。 最 近 接 法 を 実 装 す る コ ン ピ
ュ ー タ ア ル ゴ リ ズ ム は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 し た が っ て 本 明 細 書 で は さ ら に
記 述 さ れ な い 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 図 15は 、 入 力 T m 値 に 最 も 近 い 融 解 点 を 有 す る 重 複 領 域 (下 線 )が ブ ロ ッ ク 34-9-5で 見 つ け
ら れ た 後 の rs1-f1の 3'末 端 を 図 示 し て い る 。 図 15に 見 ら れ る と お り 、 重 複 領 域 は 最 初 の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 (rs1-f1-1)を 規 定 す る 。 重 複 領 域 は 断 片 の 左 側 (rs1-f1-1L)で あ り
、 重 複 領 域 の 3'末 端 と 断 片 の 3'末 端 と の 間 の 部 分 が 断 片 の 右 側 (rs1-f1-1R)で あ る 。 ブ ロ
ッ ク 34-11 (図 13A)で 、 rs1-f1-1、 rs1-f1-1Lお よ び rs1-f1-1R中 の 塩 基 が 保 存 さ れ 、 プ ロ
グ ラ ム は ブ ロ ッ ク 34-13に 進 む 。 ブ ロ ッ ク 34-13で 、 プ ロ グ ラ ム は こ れ が 、 分 析 さ れ る 配 列
の 末 端 に 到 達 し た か ど う か を 判 断 す る 。 も し 到 達 し て い な い な ら 、 プ ロ グ ラ ム は 「 い い え
」 の 分 岐 を ブ ロ ッ ク 34-15に 進 む 。 ブ ロ ッ ク 34-15で 、 開 始 点 は 先 に 特 定 さ れ た 重 複 領 域 の
3'末 端 (図 15に 示 さ れ る )に 移 動 し 、 プ ロ グ ラ ム は ブ ロ ッ ク 34-5に 戻 る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 ブ ロ ッ ク 34-5に 戻 っ た 後 、 プ ロ グ ラ ム は ブ ロ ッ ク 34-7お よ び (ブ ロ ッ ク 34-7で 「 い い え
」 と 判 断 さ れ る と 仮 定 す れ ば )ブ ロ ッ ク 34-9を 繰 り 返 す 。 し か し な が ら 、 こ の 場 合 、 開 始
点 は も は や 配 列 の 初 め の 位 置 に は な く 、 プ ロ グ ラ ム は し た が っ て 「 い い え 」 の 分 岐 を ブ ロ
ッ ク 34-9-1 (図 13B)か ら ブ ロ ッ ク 34-9-7に 進 む 。 ブ ロ ッ ク 34-9-7で 、 プ ロ グ ラ ム は 次 い で
、 図 16に 示 さ れ る よ う に 次 の 重 複 領 域 を 判 断 す る 。 先 に 見 つ け ら れ た 重 複 領 域 (rs1-f1-1L
)の 5'側 の 最 初 の 塩 基 位 置 で 始 め て 、 プ ロ グ ラ ム は 検 索 ウ ィ ン ド ウ の 5'末 端 の 方 に 移 動 し
、 所 望 の T m に 最 も 近 い 融 解 点 を 有 す る rs1-f1-1Lに 隣 接 の 塩 基 を 判 断 す る 。 い っ た ん こ れ
ら の 塩 基 が 見 つ け ら れ た ら (図 16中 で 二 重 下 線 に よ り 示 さ れ て い る )、 プ ロ グ ラ ム は ブ ロ ッ
ク 34-11 (図 13A)に 進 み 、 最 新 の お よ び 先 の 最 新 の 重 複 領 域 に よ っ て 規 定 さ れ る 配 列 の 部
分 を 次 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 (rs1-f1-2)と し て 保 存 す る 。 最 新 の 重 複 領 域 は rs1-f1-2
Lに な り 、 先 の 重 複 領 域 (rs1-f1-1L)は 同 様 に rs1-f1-2Rで あ る 。 そ の 後 、 プ ロ グ ラ ム は ブ
ロ ッ ク 34-13に 進 む 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 図 17は 、 配 列 の 末 端 に 到 達 し た 場 合 の プ ロ グ ラ ム の 操 作 を 図 示 し て い る 。 こ れ は ブ ロ ッ
ク 34-7 (図 13A)お よ び ブ ロ ッ ク 34-21か ら の 「 は い 」 の 分 岐 に 相 当 す る 。 図 17に 示 さ れ る
よ う に 、 プ ロ グ ラ ム は 所 望 の T m を 達 成 す る た め 必 要 に 応 じ て 塩 基 を 付 加 す る 。 こ れ ら の 付
加 塩 基 を 有 す る 断 片 に 相 当 す る 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 部 分 は 後 に 、 構 築 中 の 遺 伝 子
ま た は 配 列 か ら 除 外 す る こ と が で き る 。 最 後 の 断 片 (rs1-f1-n、 ま た は 例 で は 、 rs1-f1-38
)は 先 の 重 複 領 域 、 調 査 中 の 断 片 の 残 存 5'末 端 、 お よ び 付 加 塩 基 に よ っ て 規 定 さ れ る 。 こ
の 情 報 が 保 存 さ れ て 、 プ ロ グ ラ ム は ブ ロ ッ ク 34-13に 進 む 。 ブ ロ ッ ク 34-13で 、 配 列 の 末 端
に 到 達 し た ら 、 プ ロ グ ラ ム は 「 は い 」 の 分 岐 を ブ ロ ッ ク 34-17に 進 む 。 ブ ロ ッ ク 34-17で 、
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プ ロ グ ラ ム は 、 分 析 さ れ る さ ら な る 配 列 が 存 在 す る か ど う か を 判 断 す る 。 も し 存 在 す る な
ら 、 プ ロ グ ラ ム は 「 は い 」 の 分 岐 を ブ ロ ッ ク 34-19に 進 み 、 次 の 配 列 (例 え ば 、 図 12中 の rs
1-f2)に 行 く 。 も し 存 在 し な い な ら 、 プ ロ グ ラ ム は 「 い い え 」 の 分 岐 を ブ ロ ッ ク 36に 進 む (
図 7)。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 図 18は 、 図 13A～ 13Bに 示 さ れ る ス テ ッ プ の 間 に プ ロ グ ラ ム に よ っ て 作 製 さ れ た デ ー タ を
含 む 出 力 フ ァ イ ル (例 で は 、 「 info.out」 と 題 し た )の 一 部 分 を 示 す 。 図 18に 示 さ れ る デ ー
タ の 一 部 は 、 下 記 の よ う に 、 引 き 続 く ス テ ッ プ の プ ロ グ ラ ム に よ っ て 作 製 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 次 の も の で 配 列 を 選 択 す る と い う 入 力 パ ラ メ ー タ (括 弧 110、 図 9A)が 「 tm」 の 代 わ り に
「 長 さ 」 に 設 定 さ れ た 場 合 、 プ ロ グ ラ ム は ブ ロ ッ ク 30 (図 7)か ら ブ ロ ッ ク 32に 進 む と 考 え
ら れ る 。 ブ ロ ッ ク 32中 の プ ロ グ ラ ム の 操 作 は 、 図 19か ら 22に さ ら に 詳 細 に 示 さ れ て い る 。
図 19は 、 図 7の ブ ロ ッ ク 32中 の 続 く 、 少 な く と も い く つ か の 態 様 に よ る 、 ア ル ゴ リ ズ ム の
ス テ ッ プ を 示 す フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。 ブ ロ ッ ク 32-1で 始 め て 、 プ ロ グ ラ ム は 、 構 築 お よ
び 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 す る こ と に な る 最 初 の 配 列 ま た は 配 列 を 読 み 出 す 。 こ
の 場 合 も 先 と 同 様 に 例 と し て 図 8の 入 力 を 用 い て 、 プ ロ グ ラ ム は ブ ロ ッ ク 32-1で の 分 析 に r
s1-f1を 最 初 に 選 択 す る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 プ ロ グ ラ ム は 次 い で ブ ロ ッ ク 32-3に 進 み 、 ブ ロ ッ ク 32-1中 で 選 択 さ れ た 配 列 の 3'末 端 に
開 始 点 を 置 く 。 こ れ は 図 20に 図 示 さ れ て お り 、 そ こ で は 開 始 点 が 配 列 rs1-f1の 3'末 端 に 位
置 す る 三 角 形 と し て 示 さ れ て い る 。 そ の 後 、 プ ロ グ ラ ム は ブ ロ ッ ク 32-5に 進 む 。 ブ ロ ッ ク
32-5で 、 プ ロ グ ラ ム は 入 力 の 「 chipSeqLen」 パ ラ メ ー タ (括 弧 112、 図 9A)に 対 応 す る 、 現
行 の 配 列 の 開 始 点 か ら 5'末 端 の 方 向 に 伸 び る 、 塩 基 の 数 を 特 定 し よ う と 試 み る 。 図 19～ 22
の 例 で は 、 chipSeqLen=40塩 基 と さ れ る 。 プ ロ グ ラ ム は ブ ロ ッ ク 32-7に 進 み 、 そ こ で プ ロ
グ ラ ム は 、 こ れ が rs1-f1の 5'末 端 を 超 過 し た か ど う か を 判 断 す る 。 別 の 言 い 方 を す れ ば 、
プ ロ グ ラ ム は 、 chipSeqLen塩 基 が 開 始 点 か ら rs1-f1の 5'末 端 を 越 え て 伸 び る か ど う か を 判
断 す る 。 も し 伸 び る な ら 、 プ ロ グ ラ ム は 、 以 下 で 論 じ ら れ る 「 は い 」 の 分 岐 を ブ ロ ッ ク 32
-21に 進 む 。 も し 伸 び な い な ら 、 プ ロ グ ラ ム は 「 い い え 」 の 分 岐 を ブ ロ ッ ク 32-9に 進 む 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 ブ ロ ッ ク 32-9で 、 長 さ に 基 づ い て ス テ ッ プ 32-5で 特 定 さ れ た 断 片 が rs1-f1-1 (図 20)に
な る 。 rs1-f1-1の 5'末 端 の 位 置 で 開 始 し 、 所 望 の 値 (括 弧 110の 入 力 パ ラ メ ー タ 「 tm」 、 図
9A)に 最 も 近 い 融 解 温 度 を 有 す る rs1-f1-1の 5'末 端 の 塩 基 を 特 定 す る こ と に よ り 、 プ ロ グ
ラ ム は rs1-f1-1に 対 す る 重 複 領 域 を 判 断 す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 が 今 回 は 必 要 な 長
さ に 基 づ い て 選 択 さ れ て い る の で 、 重 複 領 域 に 対 す る も っ と 広 い 範 囲 の T m 値 が 必 要 と さ れ
る か も し れ な い 。 い っ た ん 重 複 領 域 が 特 定 さ れ た ら 、 プ ロ グ ラ ム は ブ ロ ッ ク 32-11に 進 む
。 ブ ロ ッ ク 32-11で 、 プ ロ グ ラ ム は rs1-f1-1、 rs1-f1-1L (ブ ロ ッ ク 32-9中 で 見 つ け ら れ た
重 複 領 域 )、 お よ び rs1-f1-1R (所 望 の T m に 最 も 近 い T m を 有 す る 3'末 端 の rs1-f1-1の 部 分 )
中 の 塩 基 に 関 す る デ ー タ を 保 存 す る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 そ の 後 、 プ ロ グ ラ ム は ブ ロ ッ ク 32-13に 進 み 、 現 行 の 配 列 の 末 端 に 到 達 し た か ど う か を
判 断 す る 。 も し 到 達 し て い な い な ら 、 プ ロ グ ラ ム は 「 い い え 」 の 分 岐 を ブ ロ ッ ク 32-15に
進 み 、 特 定 さ れ た ば か り の 重 複 領 域 の 3'末 端 に 開 始 点 を 置 く 。 こ れ が 図 21に 示 さ れ る 。 そ
の 後 、 プ ロ グ ラ ム は ブ ロ ッ ク 32-5に 戻 り 、 ブ ロ ッ ク 32-5、 32-7お よ び (現 行 の 配 列 の 末 端
が 超 過 さ れ て い な い と 仮 定 し て ) 32-9か ら 32-13の ス テ ッ プ を 繰 り 返 す 。 図 21は 、 第 2の 長
さ に 基 づ く オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 (rs1-f1-2)な ら び に そ の 左 お よ び 右 の 部 分 の 決 定 を 図
示 す る 。 第 2の お よ び そ の 後 の 長 さ に 基 づ く 断 片 の 場 合 、 そ の 右 側 が 前 の 断 片 の 左 側 に 相
当 す る よ う に 設 定 さ れ る (例 え ば 、 rs1-f1-2Rは rs1-f1-1Lと 同 じ で あ る )。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 図 22は 、 配 列 の 末 端 に 到 達 し た 場 合 の プ ロ グ ラ ム の 操 作 を 図 示 し て い る 。 こ れ は ブ ロ ッ
ク 32-7 (図 19)お よ び ブ ロ ッ ク 34-21か ら の 「 は い 」 の 分 岐 に 相 当 す る 。 図 22に 示 さ れ る よ
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う に 、 プ ロ グ ラ ム は 、 指 定 の 長 さ を 達 成 す る た め お よ び 所 望 の T m に 可 能 な 限 り 近 い 融 解 点
を 有 す る 左 末 端 を 得 る た め 必 要 に 応 じ て 塩 基 を 付 加 す る 。 こ れ ら の 付 加 塩 基 に 相 当 す る 構
築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 部 分 は 後 に 、 構 築 中 の 遺 伝 子 ま た は 配 列 か ら 除 外 す る こ と が で
き る 。 最 後 の 断 片 (rs1-f1-n、 ま た は 例 で は 、 rs1-f1-23)は 、 そ の 左 お よ び 右 末 端 と 共 に
、 図 22に 示 さ れ て い る 。 こ の 情 報 が 保 存 さ れ て 、 プ ロ グ ラ ム は ブ ロ ッ ク 32-13に 進 む 。 ブ
ロ ッ ク 32-13で 、 配 列 の 末 端 に 到 達 し た ら 、 プ ロ グ ラ ム は 「 は い 」 の 分 岐 を ブ ロ ッ ク 32-17
に 進 む 。 ブ ロ ッ ク 32-17で 、 プ ロ グ ラ ム は 、 分 析 さ れ る さ ら な る 配 列 が 存 在 す る か ど う か
を 判 断 す る 。 も し 存 在 す る な ら 、 プ ロ グ ラ ム は 、 は い の 分 岐 を ブ ロ ッ ク 32-19に 進 み 、 次
の 配 列 (例 え ば 、 図 12中 の rs1-f2)に 行 く 。 も し 存 在 し な い な ら 、 プ ロ グ ラ ム は 「 い い え 」
の 分 岐 を ブ ロ ッ ク 36に 進 む (図 7)。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 図 23は 、 図 19～ 22に 示 さ れ る ス テ ッ プ の 間 に プ ロ グ ラ ム に よ っ て 作 製 さ れ た デ ー タ を 含
む 出 力 フ ァ イ ル (例 で は 、 「 info.out」 と 題 し た )の 一 部 分 を 示 す 。 図 23に 示 さ れ る デ ー タ
の 一 部 は 、 下 記 の よ う に 、 引 き 続 く ス テ ッ プ の プ ロ グ ラ ム に よ っ て 作 製 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 ブ ロ ッ ク 36で 、 構 築 お よ び 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ブ ロ ッ ク 32ま た は ブ ロ ッ ク 34
で 決 定 さ れ た 断 片 (例 え ば 、 rs1-f1-1、 rs1-f1-2な ど )に 基 づ い て 作 製 さ れ る 。 図 24は 、 ど
の よ う に し て 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 作 製 さ れ る か を 図 示 し て お り 、 な ら び に 図 18の
info.outフ ァ イ ル 、 図 9Bの cadpam.特 性 フ ァ イ ル 、 お よ び 作 製 さ れ た 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 含 ん だ 第 3の フ ァ イ ル (「 chipProduction.out」 と 名 付 け た )の 一 部 分 を 図 示 し て
い る 。 第 1の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (rs1-f1-1c)は 、 rs1-f1-1 (info.out)の 相 補 体 を
利 用 し 、 「 セ ン ス 5endAddOn」 お よ び 「 セ ン ス 3endAddOn」 入 力 パ ラ メ ー タ (cadpam.特 性 由
来 の )に よ っ て 特 定 さ れ た 配 列 を 付 加 し て 作 製 さ れ る 。 rs1-f1に 対 す る 残 り の 構 築 用 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド (例 え ば 、 rs1-f1-2c) (お よ び 処 理 中 の そ の 他 の 配 列 )は 、 同 じ よ う に 作 製
さ れ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 図 25で は 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 作 製 を 図 示 し て お り 、 例 と し て 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド rs1-f1-1c (図 24)を 利 用 し て い る 。 各 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し 、 2つ の
選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (「 a」 お よ び 「 b」 )が 作 製 さ れ る 。 図 25で は 、 セ ン ス 5endAddO
nお よ び セ ン ス 3endAddOn配 列 を 除 く rs1-f1-1cの 部 分 が ス テ ッ プ (1)で よ り 大 き な 書 体 を 用
い て 強 調 さ れ て い る 。 プ ロ グ ラ ム は 、 選 択 ChipTM (括 弧 126、 図 9B)の 指 定 値 に 基 づ い て 「
a」 お よ び 「 b」 部 分 を 決 定 す る 。 具 体 的 に は 、 プ ロ グ ラ ム は 、 指 定 の 選 択 ChipTM値 に 最 も
近 い T m を 有 す る 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 左 お よ び 右 側 の 部 分 を 特 定 す る 。 そ の 後 、 「
a」 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (rs1-f1-1s-a)は 、 「 a」 部 分 の 相 補 体 を 利 用 し (ス テ ッ プ (2
))、 「 選 択 3endAddOn」 パ ラ メ ー タ (図 9B)に よ っ て 指 定 さ れ た 配 列 を 相 補 体 の 3'末 端 に 付
加 し (ス テ ッ プ (3))、 「 選 択 5endAddOn」 パ ラ メ ー タ (図 9B)に よ っ て 指 定 さ れ た 配 列 を 付 加
し た 時 点 で rs1-f1-1-s-aが 60塩 基 (選 択 ChipTMパ ラ メ ー タ に 基 づ い て 決 め ら れ た 塩 基 の 数 )
を 有 す る よ う に 十 分 な ア デ ニ ン 塩 基 を 付 加 し (ス テ ッ プ (4))、 そ れ か ら 選 択 5endAddOn配 列
を 付 加 し て (ス テ ッ プ (5))作 製 さ れ る 。 こ の 手 順 を ス テ ッ プ (6)か ら (9)で 続 け て 、 選 択 用
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド rs1-f1-1-s-bを 得 る 。 そ の 後 、 同 様 の ス テ ッ プ を 続 け て 、 全 て の 構 築
用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 「 a」 お よ び 「 b」 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 ブ ロ ッ ク 38 (図 7)で は 、 プ ロ グ ラ ム は 次 い で 遺 伝 子 断 片 お よ び 末 端 プ ラ イ マ ー を 設 計 す
る 。 具 体 的 に は 、 プ ロ グ ラ ム は 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 応 じ て 合 成 さ れ る 遺 伝 子 断 片
の 長 さ を 決 め る 。 入 力 パ ラ メ ー タ 「 プ ー ル サ イ ズ 」 (図 9B)を 用 い て 、 プ ロ グ ラ ム は 、 ど れ
く ら い の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 各 断 片 に 使 用 で き る か を 判 断 す る 。 例 え ば 、 プ ー ル
サ イ ズ =50な ら 、 最 大 で 50個 ま で の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 各 断 片 に 使 用 す る こ と が
で き る 。 プ ー ル サ イ ズ が 配 列 に 対 し 設 計 さ れ た 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 数 以 上 で あ る
場 合 、 配 列 を 単 一 の 遺 伝 子 断 片 と し て 合 成 す る こ と が で き 、 左 側 お よ び 右 側 プ ラ イ マ ー の
単 一 セ ッ ト を そ の 断 片 に 対 し 設 計 す る こ と が で き る 。 プ ー ル サ イ ズ が 配 列 に 対 し 設 計 さ れ
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た 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 数 に 満 た な い 場 合 、 配 列 を 複 数 の 遺 伝 子 断 片 と し て 合 成 し
な け れ ば な ら ず 、 各 断 片 は 左 側 お よ び 右 側 プ ラ イ マ ー の そ れ ぞ れ の セ ッ ト を 持 た な け れ ば
な ら な い 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 図 18は 、 プ ー ル サ イ ズ =50お よ び 次 の も の で 配 列 を 選 択 す る =tmで の 、 rs1-f1に 対 す る in
fo.outフ ァ イ ル の 一 部 分 を 示 す 。 こ れ は 結 果 的 に rs1-f1に 対 す る 38種 の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を も た ら す (す な わ ち 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は rs1-f1-1か ら rs1-f1-38の 各
々 に 相 当 す る )の で 、 rs1-f1を 単 一 の 配 列 と し て 合 成 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 5'お よ
び 3'プ ラ イ マ ー が 所 定 の 範 囲 の オ リ ゴ Tm内 で 融 解 点 を 有 す る よ う に 十 分 な 塩 基 を 遺 伝 子 断
片 の 各 末 端 の 位 置 に 選 択 す る こ と に よ り 、 末 端 プ ラ イ マ ー を rs1-f1に 対 し て 設 計 す る 。 図
26は 、 プ ー ル サ イ ズ =5お よ び 次 の も の で 配 列 を 選 択 す る =tmで の 、 rs1-f1に 対 す る info.ou
tフ ァ イ ル の 一 部 分 を 示 す 。 こ の 場 合 に は 、 rs1-f1に 対 す る 38種 の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド は 8種 の 「 プ ー ル 」 に 分 割 さ れ て お り 、 rs1-f1は 8種 の 遺 伝 子 断 片 と し て 合 成 さ れ る 。
次 い で 、 5'お よ び 3'プ ラ イ マ ー が 所 定 の 範 囲 の オ リ ゴ TM内 で 融 解 点 を 有 す る よ う に 十 分 な
塩 基 を 遺 伝 子 断 片 の 各 末 端 の 位 置 に 選 択 す る こ と に よ り 、 末 端 プ ラ イ マ ー を そ れ ら 8種 の
断 片 の 各 々 に 対 し て 設 計 す る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 図 27は 、 プ ー ル サ イ ズ =50、 次 の も の で 配 列 を 選 択 す る =tmお よ び chipExtraSeqLen=7で
の 、 rs1-f1に 対 す る info.outフ ァ イ ル の 例 で あ る 。 こ の 場 合 に は 、 断 片 の 7塩 基 長 の 付 着
端 が 「 余 分 の 5末 端 」 お よ び 「 余 分 の 3末 端 」 と 見 な さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 ブ ロ ッ ク 38 (図 7)か ら 、 プ ロ グ ラ ム は ブ ロ ッ ク 40に 進 み 、 設 計 さ れ た 構 築 お よ び 選 択 用
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る デ ー タ を 含 ん だ フ ァ イ ル を 出 力 す る 。 先 に 論 じ ら れ た 「 info
.out」 お よ び 「 chipProduction」 出 力 フ ァ イ ル に 加 え て 、 プ ロ グ ラ ム は 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド (「 chipSelectionA」 お よ び 「 chipSelectionB」 、 示 さ れ て い な い )を 収 載 す る 2
つ の フ ァ イ ル 、 ブ ロ ッ ク 28で 分 割 の 入 力 配 列 (図 12に 示 さ れ る 「 full_sequences.out」 )を
含 ん だ フ ァ イ ル 、 お よ び 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し 逆 相 補 性 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 ん だ フ ァ イ ル を 出 力 す る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 限 定 す る も の と 解 釈 さ れ る べ き で は な い 以 下 の 例 に よ り 、 本 発 明 を さ ら に 説 明 す る 。 本
出 願 を 通 じ て 引 用 さ れ る 全 て の 参 考 文 献 、 特 許 お よ び 公 開 さ れ た 特 許 出 願 の 内 容 は 、 あ ら
ゆ る 目 的 で そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
実 施 例 I
プ レ 増 幅
　 1つ ま た は 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 5か ら 30塩 基 長 と で き る お よ び /ま た は そ の 3
'末 端 の タ グ に 相 補 的 な さ ら に 長 い プ ラ イ マ ー を 持 つ こ と で 増 幅 サ イ ク ル の 間 に 伸 長 さ れ
う る 「 一 過 性 タ グ 」 ま た は 「 増 幅 部 位 」 (例 え ば 、 ユ ニ バ ー サ ル な 一 過 性 タ グ 、 ま た は ユ
ニ バ ー サ ル な 増 幅 部 位 )を 隣 接 さ せ る こ と が で き る 。 プ ラ イ マ ー は 3'末 端 の 易 動 性 ヌ ク レ
オ チ ド 、 例 え ば 、 N7位 で ア ル キ ル 化 さ れ た プ リ ン (N7me-dGTP)を 有 す る こ と が で き る 。 こ
れ ら は 熱 に 不 安 定 お よ び /ま た は 光 に 不 安 定 と す る こ と が で き 、 ほ ん の 数 ラ ウ ン ド の PCRし
か 続 け る こ と が で き な い 。 放 出 さ れ る と ま た は 損 傷 を 受 け る と 、 次 の ラ ウ ン ド の ポ リ メ ラ
ー ゼ 作 用 は 、 オ リ ゴ ま た は 伸 長 さ れ た オ リ ゴ (所 望 の 最 終 配 列 に 隣 接 す る )上 で プ ラ イ ミ ン
グ す る の に 適 し た 「 長 い プ ラ イ マ ー 」 が 作 製 さ れ る よ う な そ の 位 置 で ま た は そ の 位 置 の 近
傍 で 終 結 す る こ と が で き る 。 理 論 に よ り 束 縛 さ れ る こ と を 意 図 す る わ け で は な い が 、 こ れ
は 、 た と え 選 択 の 鋳 型 に 依 然 と し て 一 過 性 タ グ が 隣 接 し て い た と し て も 機 能 す る は ず で あ
る 。 こ の 一 番 末 端 の タ グ は 不 安 定 で は な く 、 故 に 最 終 ラ ウ ン ド で 優 位 を 占 め る 。 所 望 の プ
ラ イ マ ー を 合 成 す る 方 法 の 1つ は 、 5'末 端 に 相 補 的 な 余 分 の ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 鋳 型 上
で 、 硫 酸 ジ メ チ ル 処 理 さ れ た dATPま た は dGTP (お よ び 精 製 さ れ た )を 用 い て 伸 長 す る こ と
で あ る 。 魅 力 的 な 代 替 手 段 は 、 1つ ま た は 複 数 の rNTPsを 鋳 型 プ ラ イ マ ー の 3'末 端 に 用 い る
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こ と で あ る 。 こ れ ら は 熱 お よ び Mg++に よ り ま た は RNAseに よ り 不 安 定 化 さ れ る と 考 え ら れ
る 。 RnaseHは 保 留 物 で は な く 伸 長 さ れ た プ ラ イ マ ー を 選 択 的 に 攻 撃 す る の で 、 特 に 適 し て
お り ; こ れ は あ る 最 高 の 程 度 ま で 、 正 確 に 切 断 さ れ た 鋳 型 を 作 製 し な が ら も と の プ ラ イ マ
ー を 再 生 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 一 過 性 タ グ の そ の 他 の 変 化 形 と し て は 、 一 過 性 タ グ の IIS型 制 限 切 断 (以 下 に 示 さ れ る )
、 お よ び ま た は 増 幅 の 間 の 反 応 へ の 接 近 が 必 要 に な る 化 学 的 切 断 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
実 施 例 II
IIS型 制 限 部 位 を 用 い た 反 復 PCRア ッ セ ン ブ リ
　 14か ら 28塩 基 対 重 複 の 、 Xeotron型 チ ッ プ 上 の 70mer516種 の プ ー ル か ら 選 択 の プ レ 増 幅
さ れ た 40mer38種 の 反 復 PCRア ッ セ ン ブ リ 。 選 択 し た 2種 の IIS酵 素 は 以 下 で あ っ た 。
　
　
　
　
　
ス ト ラ テ ジ ー は 実 施 例 IXに 示 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
実 施 例 III
44mer(放 出 後 30mer)の 両 端 で の 同 じ 7merタ グ の 使 用
　 ユ ニ バ ー サ ル な 一 過 性 プ ラ イ マ ー : 5'tagtag  3' (3'側 の 下 線 塩 基 は 容 易 に 除 去 可 能 で
あ る )
rs1-1由 来 の 一 過 性 PCR産 物 は 以 下 で あ る 。
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 下 側 の 鎖 の 特 異 的 塩 基 で の 切 断 お よ び 7merに よ る 伸 長 の 後 、 本 発 明 者 ら は 以 下 の ssの 37
merを 得 る 。
　
　
　
　
こ れ は 上 記 の 重 複 す る 43mer(タ グ な し 30塩 基 )と 対 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 2回 の 伸 長 の 後 、 以 下 の dsの 68mer(タ グ な し 54塩 基 )が 作 製 さ れ る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ９ 】
実 施 例 IV
隣 接 オ リ ゴ の 添 加 の 順 序 に バ イ ア ス を か け る 固 定 化 合 成 パ タ ー ン の 利 用
　 遺 伝 子 が 2Dレ イ ア ウ ト の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ク ラ ス タ ー と し て 合 成 さ れ る な ら ば 、 そ
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れ ら は 「 イ ン サ イ チ ュ ー 」 ポ ロ ニ ー (す な わ ち 、 ポ リ メ ラ ー ゼ コ ロ ニ ー )に 類 似 の 方 法 で ア
ッ セ ン ブ ル す る こ と が で き る 。 鋳 型 は 固 定 の 70merと す る こ と が で き 、 移 動 相 (例 え ば 、 ゲ
ル ま た は 高 分 子 媒 体 中 の )は ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー お よ び そ の 伸 長 産 物 と す る こ と が で
き る 。 遺 伝 子 の も っ と 大 き な 染 色 体 へ の ア ッ セ ン ブ リ ま た は イ ン サ イ チ ュ ー を 目 的 に 、 部
位 特 異 的 な 組 換 え タ ン パ ク 質 を 遺 伝 子 工 学 で 作 り 変 え る こ と が で き る 。 理 論 に よ り 束 縛 さ
れ る こ と を 意 図 す る わ け で は な い が 、 こ の パ タ ー ン 化 ア ッ セ ン ブ リ は 、 選 択 の 数 が 各 ス テ
ッ プ で 非 常 に 小 さ い の で 、 ミ ス プ ラ イ ミ ン グ /ミ ス ア ッ セ ン ブ リ の 問 題 を 大 幅 に 減 ら す こ
と が で き る 。 別 の 恩 典 は 、 混 合 物 全 体 が 通 常 の PCR反 応 容 量 中 に 放 出 さ れ た 場 合 よ り も 局
所 濃 度 が 高 い (例 え ば 、 フ ェ ム ト リ ッ ト ル の ポ ロ ニ ー ス ケ ー ル 反 応  対  マ イ ク ロ リ ッ ト ル
ス ケ ー ル )と い う こ と で あ る 。 例 え ば 、 現 行 の Xeotronア レ イ で は 、 20 nl容 量 中 で 8000個
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る 。 こ れ ら が 通 常 の PCR容 量 (10マ イ ク ロ リ ッ ト ル )に 希 釈
さ れ た な ら 、 そ の 濃 度 は 各 オ リ ゴ 1 pM (= 6 M分 子 )で あ る 。 PCRプ ラ イ マ ー は 1000 nMで 通
常 使 用 さ れ て お り 、 し た が っ て 未 希 釈 の 1 nM濃 度 で さ え も 初 め (二 分 子 の う ち の 一 方 が 通
常 よ り も 希 薄 な 二 分 子 反 応 )は 1000倍 ゆ っ く り と 進 む も の と 予 想 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 限 定 す る も の で は な い 例 は 、 以 下 の 2Dア レ イ レ イ ア ウ ト で あ り 、 こ の 場 合 に 、 4組 の プ
ラ イ マ ー ペ ア (例 え ば 、 70merの ペ ア abと bc)が 最 初 に 互 い に 伸 長 す る は ず で あ り (ダ ッ シ ュ
を 参 照 の こ と 、 abc、 cde、 efgお よ び ghiの 産 生 )、 そ の 後 、 伸 長 と 拡 散 の た め 、 こ れ ら の
産 物 の う ち 2ペ ア が 共 に 伸 長 し て (縦 線 に 沿 っ て )、 abcdeと efghiを 作 り 出 す は ず で あ る 。
最 後 に 、 こ れ ら が 融 合 し て 、 所 望 の abcedefghiを 作 り 出 す 。 各 オ リ ジ ナ ル ペ ア に 対 す る 斑
点 中 央 の 間 の 距 離 は 40ミ ク ロ ン お よ び 最 も 近 い 点 の 間 は 5ミ ク ロ ン で あ り え 、 そ の 一 方 で
最 初 の ペ ア の 次 の ペ ア か ら の 重 心 は 次 の も の に 対 し 100ミ ク ロ ン と 200な ど で あ り え る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ １ 】
実 施 例 V
増 幅 後 の 鎖 選 択 ス ト ラ テ ジ ー
　 代 替 案 は 合 成 さ れ た 鎖 を 交 互 に 入 れ 替 え る こ と で あ る (例 え ば 、 実 施 例 IXの rs3-2お よ び
そ の 他 偶 数 の オ リ ゴ は 、 上 記 実 施 例 IIに 例 示 さ れ て い る も の の 逆 鎖 に な っ て い る は ず で あ
る )。 二 つ の PCR反 応 物 を オ リ ジ ナ ル の チ ッ プ プ ー ル か ら 作 り 出 す 。 一 方 は 、 BfuAIの み で
切 断 さ れ る ビ オ チ ン 化 L-プ ラ イ マ ー に 使 用 す る 。 こ の プ ー ル を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -ビ ー
ズ に 結 合 さ せ 、 ビ オ チ ン 化 さ れ て い な い 鎖 を 遊 離 さ せ て 、 一 本 鎖 の 55mer(ss-55-mers)を
残 す こ と が で き る 。 も う 一 方 の 反 応 物 は 、 両 酵 素 で 切 断 さ れ る 2本 の 非 ビ オ チ ン 化 プ ラ イ
マ ー に 使 用 し て 、 二 本 鎖 の 40merを 遊 離 さ せ る 。 40merの う ち 片 鎖 だ け が 、 40塩 基 対 が 完 全
に 適 合 し た 状 態 で 55merの ビ ー ズ に 結 合 す る は ず で あ る 。 14か ら 28 bpの 重 複 部 分 は 顕 著 に
結 合 し な い は ず で あ る 。 不 完 全 な 適 合 物 は 融 解 温 度 (T m )よ り も 少 し 低 い 温 度 で 洗 い 流 す こ
と が で き 、 完 全 な 適 合 物 は T m を 少 し 超 え る 温 度 で 溶 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 ソ フ ト ウ ェ ア を 利 用 し て 、 40merの 位 置 を 変 化 さ せ る こ と に よ り ほ ぼ 同 じ の T m 点 を も た
ら す こ と が で き る (ま た は サ イ ズ 選 択 が 緩 け れ ば 、 「 40mer」 の 39、 41な ど ま で の 長 さ 変 化
に よ り 、 T m 均 等 化 を さ ら に 良 好 に す る こ と が で き る )。
【 ０ ２ １ ３ 】
実 施 例 VI
プ レ 増 幅 に 加 え て の ラ イ ゲ ー シ ョ ン ス ト ラ テ ジ ー
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　 ラ イ ゲ ー シ ョ ン は 、 通 常 、 1 nMま た は そ れ 以 上 の 濃 度 で 行 わ れ る 。 よ り 小 さ な (故 に よ
り 高 価 な 、 例 え ば 、 Xeoチ ッ プ  8000＊ 40/$2000 = 160塩 基 /$ 対  Illumina 6塩 基 /$)ア レ
イ エ レ メ ン ト を 使 用 す る に つ れ て 、 各 オ リ ゴ マ ー の 量 は 減 少 す る (1チ ッ プ 当 た り 70merの
配 列 4000個 で 、 こ れ は 約 1 fmolで あ り 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 精 製 で 10%ま で 低 下 す る ) =
 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 10マ イ ク ロ リ ッ ト ル 中 で 各 オ リ ゴ 0.1 fmole = 0.01 nM。 す な わ ち 、
二 分 子 反 応 速 度 は 少 な く と も 希 釈 係 数 の 二 乗 単 位 で 遅 く ((1/.01) 2  = 10,000倍 遅 く )な る
も の と 予 想 さ れ る 。 各 チ ッ プ ・ オ リ ゴ マ ー (例 え ば 、 70mer)の 末 端 に 共 有 の タ グ プ ラ イ マ
ー を 含 め る こ と で 、 PCR増 幅 が 可 能 に な る 。 初 期 の 伸 長 反 応 は 同 じ 二 分 子 (二 乗 )相 互 作 用
に 依 存 す る の で 、 こ れ は 同 様 に 、 反 復 PCRに 役 立 つ は ず で あ る 。 PCRが も た ら す こ の こ と か
ら の 通 常 の 逸 脱 は 適 切 で は な い 。 こ れ に は 、 稀 有 な 中 間 反 応 が 起 こ る ま で は 起 き 得 な い 、
過 剰 の 両 末 端 プ ラ イ マ ー を 用 い た 反 応 を 推 進 さ せ る こ と が 必 要 に な る か ら で あ る 。 ラ イ ゲ
ー シ ョ ン と 反 復 PCRの 組 合 せ は 、 原 理 上 は 、 PCRサ イ ク ル 数 を (例 え ば 、 2^6 > 38な の で 、
上 記 実 施 例 1で は 少 な く と も 6サ イ ク ル だ け )減 ら す の に 役 立 つ が 、 実 施 に は そ れ ら の 余 分
の サ イ ク ル は 必 要 な DNA量 を 得 る た め 、 い ず れ に せ よ 行 わ れ る 必 要 が あ っ た 。 ラ イ ゲ ー シ
ョ ン は 同 様 に 、 5'お よ び 3'末 端 で ミ ス マ ッ チ に 対 す る 負 の 選 択 を す る こ と が で き る が 、 反
復 PCRは 同 じ こ と を す る と 考 え ら れ る 。 た と え ラ イ ゲ ー シ ョ ン の 理 論 上 の 利 点 が 明 白 で は
な い に し て も 、 実 験 的 組 合 せ が 場 合 に よ っ て は 成 功 す る こ と も あ る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
実 施 例 VII
統 合 的 多 重 化 サ イ ズ 、 ミ ス マ ッ チ お よ び 読 み 取 り 枠 選 択 ス ト ラ テ ジ ー

　 チ ッ プ ・ オ リ ゴ マ ー の 全 て が 同 じ (ま た は ほ ぼ 同 じ サ イ ズ )を 有 す る な ら ば 、 プ ー ル (ま
た は サ ブ セ ッ ト )全 体 を 、 例 え ば 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 ま た は HPLCに よ り 多 重 化 サ イ ズ
選 択 す る こ と が で き る (増 幅 の 前 お よ び /ま た は 後 に )。 同 様 に 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン ま た は 反
復 PCR産 物 が ほ ぼ 同 じ サ イ ズ を 有 す る な ら ば 、 多 重 化 サ イ ズ 選 択 を 適 用 す る こ と が で き る
。 各 遺 伝 子 (ま た は 断 片 )に 対 す る 末 端 オ リ ゴ へ の ユ ニ バ ー サ ル な 遺 伝 子 隣 接 PCRプ ラ イ マ
ー の 設 計 は 、 望 ま し い こ と が 多 く 、 同 様 に 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー の 利 用 を 妨 げ な い は ず
で あ る 。 DNAが 異 な る サ イ ズ を 有 す る な ら 、 こ れ ら の 特 性 を 利 用 し て 、 任 意 の 段 階 で 脱 多
重 化 (分 離 )を 始 め る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ５ 】

方 法 1:
　 上 記 実 施 例 Vの 鎖 選 択 を 同 様 に 利 用 し て 、 プ ー ル の T m の 直 下 で 事 前 溶 出 さ せ る こ と に よ
り ミ ス マ ッ チ に 対 す る 負 の 選 択 を す る こ と が で き る 。 ソ フ ト ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム を 利 用 し て
、 T m が か な り 均 質 と な る よ う に プ ー ル を 設 計 し て も よ く 、 必 要 に 応 じ て 、 2つ ま た は そ れ
以 上 の T m の プ ー ル 用 に 別 の チ ッ プ を 作 製 し 、 T m 選 択 の 後 に プ ー ル を プ ー ル し て も よ い 。 ミ
ス マ ッ チ 識 別 を 最 大 に す る た め お よ び サ イ ズ 均 一 性 と T m 均 一 性 と の 間 の 矛 盾 を 減 少 さ せ る
た め 、 1つ ま た は 複 数 の 「 選 択 用 オ リ ゴ ・ セ ッ ト 」 を 上 記 の と お り 、 し か し 主 要 プ ー ル と
の 重 複 部 分 を も っ と 短 く し て 合 成 し 増 幅 す る こ と が で き る (例 え ば 、 40mer-プ ラ ス -タ グ を
1つ で は な く 固 定 化 さ れ た 24mer(プ ラ ス ・ タ グ )を 2つ 使 っ た 連 続 選 択 )。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 連 続 ラ ウ ン ド の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 選 択 は 、 化 学 的 合 成 エ ラ ー を 相 乗 的 に 減 少 さ せ
ら れ る こ と が 分 か っ た 。 エ ラ ー 率 は 選 択 な し の ア ッ セ ン ブ リ で 1/160か ら 約 50 bpの 「 構 築
用 オ リ ゴ 」 を 網 羅 す る 約 26mer重 複 の 「 選 択 用 」 オ リ ゴ を 用 い た 2連 続 ス テ ッ プ に よ る ア ッ
セ ン ブ リ で 1/1400 bpに 低 下 し た こ と が 認 め ら れ た 。 選 択 用 お よ び 構 築 用 の 長 さ は さ ま ざ
ま と で き る が 、 T m は 両 端 の 選 択 用 オ リ ゴ の 長 さ を 変 化 さ せ る こ と で 望 ま れ る 均 一 性 に 近 づ
け る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
方 法 2: 
　 MutSタ ン パ ク 質 に 基 づ く 選 択 。
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【 ０ ２ １ ８ 】
方 法 3:
　 二 本 鎖 お よ び /ま た は 一 本 鎖 断 片 間 の イ ン ビ ボ で の ま た は イ ン ビ ト ロ で の 相 同 組 換 え 。
【 ０ ２ １ ９ 】
方 法 4:
　 無 作 為 に ニ ッ ク が 入 れ ら れ 、 再 ア ニ ー リ ン グ さ れ た プ ー ル は 、 3'末 端 が 相 補 的 な 鋳 型 に
適 合 す る 場 合 、 選 択 的 に DNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 伸 長 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】

　 ア ッ セ ン ブ ル さ れ た 遺 伝 子 (ま た は 中 間 に あ る 断 片 )を イ ン ビ ボ で (Lutz et al. (2002) 
Protein Eng. 15:1025)ま た は イ ン ビ ト ロ で (あ ら ゆ る 目 的 で そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細
書 に 組 み 入 れ ら れ る Jermutus et al. (2001) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 98:75)選
択 し て 、 読 み 枠 を 維 持 す る (例 え ば 、 読 み 枠 の 移 動 や ナ ン セ ン ス 突 然 変 異 を 克 服 す る )こ と
が で き る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 上 記 の 選 択 方 法 の い ず れ の 場 合 に も 、 最 適 な 数 の 複 数 ラ ウ ン ド の 選 択 を 利 用 し て 、 最 終
産 物 の 忠 実 度 を 増 大 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
実 施 例 VIII
ウ ェ ル プ レ ー ト DNAプ ー ル セ ッ ト
　 本 発 明 の こ の 態 様 に よ れ ば 、 ユ ニ バ ー サ ル 384ウ ェ ル プ レ ー ト な ど の 、 標 準 的 な ウ ェ ル
プ レ ー ト を 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る プ ー ル 合 成 方 法 お よ び 多 数 の 高 忠 実 度 (ま た は 相 違 制 御 )
の DNAを 合 成 す る 他 の 方 法 と 併 せ 用 い て 、 DNAの 分 配 と 利 用 の た め の プ ラ ッ ト フ ォ ー ム を 有
利 に 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 合 成 遺 伝 子 に 向 け ら れ る 1つ の 態 様 で は 、 デ ー タ ベ ー ス 中 の RNAお よ び タ ン パ ク 質 コ ー ド
遺 伝 子 の 数 が ま す ま す 増 加 し て お り 、 そ れ ら を 単 独 で お よ び 種 々 の 組 合 せ で 使 い た い と い
う 願 望 が 増 え て は い る が 、 保 存 、 複 製 お よ び 分 配 の 費 用 は ひ ど く 高 く な り う る こ と を 認 識
し て い る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 1つ の 標 準 化 さ れ た 384ウ ェ ル プ レ ー ト を 利 用 し て 、 総 計 何 百
万 に も 容 易 に 達 す る 、 例 え ば 、 ヒ ト 全 遺 伝 子 の 一 群 、 植 物 、 微 生 物 お よ び ウ イ ル ス 由 来 の
数 多 く の 遺 伝 子 、 多 く の 観 測 さ れ て い る お よ び 理 論 上 の ス プ ラ イ ス 変 異 体 、 よ く 見 ら れ る
突 然 変 異 体 、 コ ド ン 最 適 化 形 な ど を 含 む DNA試 料 を 収 集 す る お よ び 手 に 入 れ る こ と が で き
る よ う に す る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 例 と し て 、 前 述 の と お り 遺 伝 子 884,736 (=96＊ 96＊ 96)個 を 50チ ッ プ 当 た り わ ず か $35,0
00で 作 製 す る こ と が で き る (50mer/Kbp/遺 伝 子 700,000個  = 1チ ッ プ 当 た り 遺 伝 子 17,500個
)。 一 度 マ ス タ ー ・ プ レ ー ト が 作 製 さ れ る と 、 さ ら な る 384ウ ェ ル プ レ ー ト を 各 お よ そ $300
で (PCR、 プ ラ イ マ ー 、 労 働 力 お よ び イ ン フ ラ 償 還 を 含 め )複 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら
の 遺 伝 子 の そ れ ぞ れ に 3組 の プ ラ イ マ ー ペ ア の ネ ス テ ィ ッ ド セ ッ ト を 隣 接 さ せ る こ と が で
き る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 288組 の ユ ニ バ ー サ ル ・ プ ラ イ マ ー ペ ア を 利 用 し て 、 任 意 遺 伝 子
の 任 意 量 を 入 手 す る こ と が で き る 。 こ れ に よ り 、 一 連 の 広 範 な 利 用 者 が cDNAク ロ ー ニ ン グ
ま た は 個 々 の 貯 蔵 費 用 な く し て さ ま ざ ま な 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 セ グ メ ン ト を 利 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 例 示 の み を 目 的 と し て 、 各 遺 伝 子 は 次 の よ う な 代 表 的 構 造 を 有 す る 。
　
　
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 上 記 に お い て 、 aaaaお よ び AAAAは 内 側 プ ラ イ マ ー ペ ア で あ る 。 aaaaの 配 列 は PCRプ ラ イ
ミ ン グ に 適 し た 任 意 の 配 列 (例 え ば 、 そ の 他 の プ ラ イ マ ー か ら 遠 く 離 れ て い る よ う に 選 択
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さ れ た 25mer)で あ っ て よ く 、 AAAAと 無 関 係 で あ っ て よ い 。 BBBBお よ び bbbbは 第 2の ペ ア で
あ り 、 CCCCお よ び ccccは 最 も 外 側 の ペ ア で あ り 、 GGGGは 所 望 の 遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 384ウ ェ ル プ レ ー ト な ど の 標 準 的 な ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 そ れ ぞ れ が 9216 (=96＊ 96)個 の
各 遺 伝 子 (最 も 外 側 の プ ラ イ マ ー CCCC/ccccに よ っ て 既 に 増 幅 さ れ て い る )を 含 有 す る 96サ
ブ ウ ェ ル を 含 ん だ 左 上 部 を 有 す る 四 半 部 に 分 割 す る 。 左 下 の 四 半 部 は 、 前 記 96プ ー ル の 任
意 /全 部 を 再 増 幅 す る の に 十 分 な 量 で そ の 96組 の プ ラ イ マ ー ペ ア を 含 む 。 右 上 の 四 半 部 は
第 2の プ ラ イ マ ー (BBBBお よ び bbbbタ イ プ )の 全 て を 含 み 、 右 下 部 は 最 も 内 側 の プ ラ イ マ ー (
AAAA/aaaa)を 含 む 。 左 上 の 四 半 部 か ら 適 切 な ウ ェ ル を 選 び 、 こ れ を 右 上 部 中 の 適 切 な プ ラ
イ マ ー ペ ア と 混 合 し 、 PCRを 行 う こ と で 、 任 意 の 遺 伝 子 を 増 幅 さ せ る こ と が で き る 。 そ の
後 、 右 下 部 か ら 正 し い ウ ェ ル を 利 用 し て 第 2の PCR(任 意 で PCR間 の 精 製 ス テ ッ プ )を 行 う 。
最 終 産 物 に は 、 下 流 の 適 用 で の 便 宜 を 目 的 に そ の 後 の 切 断 、 発 現 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 、 ア ニ
ー リ ン グ 、 ま た は 結 合 の た め の シ グ ナ ル を 含 み う る AAAA/aaaaペ ア の 1つ が 隣 接 す る と 考 え
ら れ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 代 替 の 態 様 に よ れ ば 、 ヒ ト ゲ ノ ム 中 に お い て 、 遺 伝 的 関 連 研 究 (例 え ば 、 罹 患 症 例 で の
遺 伝 的 変 異 を 対 照 で の 同 一 部 位 と 比 較 す る 場 合 )で 配 列 決 定 の 「 標 的 と さ れ る 」 の に 妥 当
な セ グ メ ン ト で あ る と 思 わ れ る ヒ ト エ キ ソ ン や そ の 他 の 重 要 な 保 存 要 素 は 300,000を は る
か に 上 回 る と 推 定 さ れ る 。 た と え 非 常 に 安 価 な DNA配 列 決 定 法 が あ る に し て も 、 ゲ ノ ム の
サ ブ セ ッ ト に 対 す る ア ッ セ イ 法 (例 え ば 、 よ く あ る が ん ゲ ノ ム 調 査 や プ ロ フ ァ イ リ ン グ )を
開 発 し 利 用 す る 要 求 が 存 在 し て い る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 本 発 明 の こ の 態 様 に よ り 、 本 実 施 例 VIIIの プ ロ ト コ ル を 行 う が 、 た だ し 遺 伝 子 を プ ラ イ
マ ー と 置 き 換 え る 。 288組 の ユ ニ バ ー サ ル ・ プ ラ イ マ ー ペ ア を 利 用 し て 、 任 意 の プ ラ イ マ
ー ペ ア の 任 意 量 を 入 手 す る こ と が で き る 。 こ の 結 果 が 症 例 /対 照 の 配 列 決 定 に 向 け た 多 数
の プ ラ イ マ ー セ ッ ト の 複 合 検 査 と 分 配 の 方 法 で あ り 、 1つ の 具 体 的 な 態 様 に よ れ ば 、 そ れ
を 1枚 の 384ウ ェ ル プ レ ー ト で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 各 参 考 文 献 は 全 て の 目 的 で そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
実 施 例 IX
大 腸 菌 小 リ ボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト
　 以 下 の 3つ の 遺 伝 子 (rs1、 rs3お よ び rs14)を 大 腸 菌 で の 発 現 用 に 最 適 化 し た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
大 腸 菌 抽 出 物 で の 発 現 用 に 最 適 化 し た 遺 伝 子 rs1
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【 ０ ２ ３ ３ 】
大 腸 菌 抽 出 物 で の 発 現 用 に 最 適 化 し た 遺 伝 子 rs3
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ４ 】
大 腸 菌 抽 出 物 で の 発 現 用 に 最 適 化 し た 遺 伝 子 rs14
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【 ０ ２ ３ ５ 】
配 列 rs1、 rs3、 お よ び rs14由 来 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
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【 ０ ２ ３ ６ 】
　 rs3遺 伝 子 に 対 し 作 製 さ れ た 70merの 完 全 な リ ス ト 。 15merの タ グ は 下 線 が 引 か れ て お り
、 6merの IIS部 位 は 太 字 に な っ て い る 。
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【 ０ ２ ３ ７ 】
　 2本 の 15mer「 タ グ 」 プ レ プ ラ イ マ ー を PCRに 使 用 す る 。
　
　
　
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 ヌ ク レ ア ー ゼ 切 断 が ギ ャ ッ プ に よ っ て 示 さ れ た 第 1の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (rs3-1)に
対 す る 二 本 鎖 の 70mer。
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 タ グ お よ び 重 複 部 分 お よ び 逆 相 補 鎖 を 除 去 す る こ と で 、 以 下 の 708merが 得 ら れ る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 最 後 の PCRに 使 用 し た フ ラ ン キ ン グ プ ラ イ マ ー は 以 下 で あ る 。

10

20

30

40

(69) JP 2007-534320 A 2007.11.29



　
　
　
　
【 ０ ２ ４ １ 】
実 施 例 X
配 列 の 設 計
　 遺 伝 子 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 Javaプ ロ グ ラ ム の CAD-PAMを 用 い て 設 計 し た
。 基 本 的 に 、 CAD-PAMは n mer(典 型 的 に は 50mer)の 構 築 用 オ リ ゴ マ ー と い っ そ う 短 い 選 択
用 オ リ ゴ マ ー (典 型 的 に は 26mer)の ほ ぼ 最 適 な 重 複 セ ッ ト を 作 製 す る た め に 、 ア ミ ノ 酸 配
列 、 コ ド ン 使 用 頻 度 、 伝 令 RNA二 次 構 造 お よ び 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 放 出 さ せ る の
に 使 わ れ る 制 限 酵 素 に 対 す る 制 約 を 利 用 す る 。 隣 接 す る 遺 伝 子 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
間 の ま た は 構 築 用 と 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 の 重 複 領 域 の 融 解 温 度 (T m )を 均 等 化
し た 。 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 余 分 の ア デ ニ ン 残 基 を 挿 入 し て 、 最 適 な サ イ ズ 選 択 (
通 常 の PAMに は 使 わ れ な い )の た め に オ リ ゴ マ ー 長 を 一 定 (70mer)に し た 。 T m 値 は 最 近 接 法
を 用 い て 算 出 し た (あ ら ゆ る 目 的 で そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る Bresl
auer et al. (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83:3746)。 コ ド ン を 固 定 化 さ せ て
ま た は 変 化 さ せ て 、 発 現 向 上 を 可 能 に し た 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
実 施 例 XI
合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 増 幅
　 現 行 の マ イ ク ロ チ ッ プ は 表 面 積 が 非 常 に 小 さ く 、 故 に ご く 少 量 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド し
か 産 生 し な い 。 溶 液 中 に 放 出 さ れ た 場 合 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 1配 列 当 た り ピ コ モ ル ま
た は そ れ よ り 低 い 濃 度 、 つ ま り 、 例 え ば 、 PCRア ッ セ ン ブ リ 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン ア ッ セ ン ブ
リ な ど に 関 与 す る も の な ど の 二 分 子 プ ラ イ ミ ン グ 反 応 を 効 率 的 に 推 進 す る の に 十 分 に 高 く
は な い 濃 度 で 存 在 す る こ と に な る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 こ の 規 模 の 問 題 に 取 り 組 む た め 、 マ イ ク ロ チ ッ プ か ら 得 ら れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 各
配 列 の わ ず か お よ そ 10 5  (低 密 度 ア レ イ の 場 合 に は 10 9 )か ら 最 大 で 10 9  (ま た は 10 1 2 )分 子
ま で 増 幅 さ せ 、 そ れ に よ り そ の 後 の 選 択 お よ び ア ッ セ ン ブ リ ス テ ッ プ を 可 能 に し た 。 統 合
過 程 の 概 要 が 図 6に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 こ の 増 幅 方 法 の 場 合 、 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー 配 列 が 隣 接 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ
ロ グ ラ マ ブ ル ・ マ イ ク ロ チ ッ プ 上 で 合 成 し た 。 こ れ に よ っ て 、 化 学 的 ま た は 酵 素 的 処 理 に
よ り マ イ ク ロ チ ッ プ か ら 放 出 可 能 な 、 10 2 ～ 10 5 個 の 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル が
作 製 さ れ る 。 IIS型 制 限 酵 素 認 識 部 位 を 含 ん だ プ ラ イ マ ー を 用 い た ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (
PCR)に よ っ て 、 放 出 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 さ せ た 。 対 応 す る 制 限 酵 素 で PCR産 物 を 消
化 す る こ と で 、 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム ア ッ セ ン ブ リ に 使 わ れ る 十 分 な 量 の 純 粋 な オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 が 得 ら れ た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 こ の 手 法 の 実 現 可 能 性 を 初 め に Atactic/Xeotron 4K (す な わ ち 、 3,968個 の 合 成 チ ャ ン
バ )光 プ ロ グ ラ マ ブ ル 微 小 流 体 マ イ ク ロ ア レ イ (Zhou, X. et al., Nucleic Acids Res. 32
: 5409-5417 (2004))で 証 明 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 お よ び マ イ ク ロ チ ッ プ か ら
の 切 断 を モ ニ タ ー す る た め 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 5'末 端 に フ ル オ レ セ イ ン を 結 合 さ せ た
。 切 断 の 前 後 に 、 マ イ ク ロ チ ッ プ を マ イ ク ロ ア レ イ ・ ス キ ャ ナ ー で ス キ ャ ン し た 。 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の 切 断 部 分 を 、 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い て 合 成 さ れ た 「 品 質
評 価 (QA)-チ ッ プ 」 上 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 個 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド が 合 成 さ れ 、 QA-チ ッ プ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 過 程 に よ っ て 測 定 可 能 と さ れ る 量
で マ イ ク ロ チ ッ プ か ら ほ ぼ 完 全 に 放 出 さ れ て い る こ と が 証 明 さ れ た 。 4Kマ イ ク ロ チ ッ プ の
各 チ ャ ン バ か ら 放 出 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 典 型 的 収 量 は 、 定 量 的 PCR (Zhou, X. et
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 al. Nucleic Acids Res. 32: 5409-5417 (2004))に よ っ て 測 定 し た と こ ろ 、 約 5 fmoleで
あ っ た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 隣 接 す る ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー に 特 異 的 に ア ニ ー リ
ン グ し た プ ラ イ マ ー を 用 い 、 PCR反 応 を 行 っ て 、 百 万 倍 を 超 え る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 増
幅 さ せ た 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
実 施 例 XII
合 成 お よ び /ま た は 増 幅 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の エ ラ ー 低 減
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 の 間 に 被 る 変 異 は 、 ア ッ セ ン ブ ル さ れ た DNA分 子 中 の エ ラ ー の
主 因 で あ り 、 取 り 除 く の は 費 用 が か か り 且 つ 困 難 で あ る (Cello et al. (2002) Science 2
97:1016; Smith et al. (2003) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:15440)。 本 実 施 例 は 、
そ の よ う な 変 異 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 除 去 す る ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン に 基 づ く 簡 便 な 方 法 に つ い て 記 述 す る 。 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 変 異 に
対 す る 負 の 選 択 を す る た め 、 合 せ る と 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 全 長 に 及 ぶ 、 ビ ー ズ に
固 定 化 さ れ た 短 い 相 補 的 な 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (図 5)の 2つ の プ ー ル に 、 こ れ ら の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 連 続 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 全 て 、
そ の 長 さ を 変 化 さ せ る こ と で ほ ぼ 同 一 の 融 解 温 度 を 有 す る よ う に 設 計 さ れ た 。 適 切 な ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 下 で 、 塩 基 ミ ス マ ッ チ ま た は 欠 失 に よ る 選 択 用 と 構 築 用 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド と の 間 の 不 完 全 な ペ ア は い っ そ う 低 い 融 解 温 度 を 有 し 、 不 安 定 で あ る 。 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 洗 浄 お よ び 溶 出 の サ イ ク ル 後 、 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 完 全 に
適 合 す る 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 選 択 的 に 保 持 さ れ 濃 縮 さ れ た 。 IIS型 制 限 酵
素 を 用 い た PCR産 物 の 消 化 に よ っ て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 両 端 か ら 汎 用 プ ラ イ マ ー 配 列
が 除 去 さ れ た 。 こ れ ら の 実 験 で は 、 増 幅 用 タ グ は 選 択 の 直 前 に 除 去 さ れ た 。 し か し な が ら
、 消 化 を 後 回 し に す れ ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を PCRに よ り 再 増 幅 し 、 さ ら な る ラ ウ ン ド
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 選 択 に 供 す る こ と が で き る 。 理 論 に よ り 束 縛 さ れ る こ と を 意 図
す る わ け で は な い が 、 構 築 お よ び 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 上 の 適 合 位 置 で 起 こ る 相 補 的
変 異 の 確 立 は 非 常 に 小 さ い の で 、 原 理 上 は 、 変 異 を 有 す る ほ と ん ど の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
は こ の 選 択 手 順 に よ っ て 除 去 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 同 様 に 、 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し プ ロ グ ラ マ ブ
ル ・ マ イ ク ロ ア レ イ か ら 放 出 し た 。 ア ー ム を 有 す る 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を PCRに よ
り 増 幅 し 、 遺 伝 子 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 鎖 を 5'末 端 で ビ オ チ ン を 用 い て 標
識 し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ビ ー ズ 上 に 選 択 的 に 固 定 化 し た 。 標 識 さ れ て い な い 鎖 を 変 性 し
除 去 し た 。 固 定 化 さ れ た 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 正 し い 50塩 基 対 の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 選 択 的 に 保 持 し た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 エ ラ ー 低 減 さ れ た 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 遺 伝 子 ア ッ セ ン ブ リ に 適 し て い る 。 自
動 化 を 促 進 す る た め 、 一 段 階 ポ リ メ ラ ー ゼ ア ッ セ ン ブ リ 多 重 化 (PAM)反 応 が オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 単 一 プ ー ル か ら の 複 数 の 遺 伝 子 合 成 向 け に 開 発 さ れ た 。 単 一 断 片 ア ッ セ ン ブ リ 法
で は 、 伝 統 的 に 2つ ま た は 3つ の 段 階 (ラ イ ゲ ー シ ョ ン 、 ア ッ セ ン ブ リ お よ び PCR)が 使 わ れ
て き た (Cello, J., et al., Science 297: 1016-1018 (2002); Smith, H. O. et al., Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA 100: 15440-15445 (2003); Stemmer, W. P. et al., Gene 16
4: 49-53 (1995))。 PAMの 場 合 、 遺 伝 子 に 隣 接 す る プ ラ イ マ ー ペ ア を 熱 安 定 性 ポ リ メ ラ ー
ゼ お よ び dNTPsと と も に 、 遺 伝 子 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル に (プ ラ イ マ ー ペ ア を
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド よ り も 高 い 濃 度 で )加 え た 。 重 複 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 伸 長 と 引
き 続 く 複 数 の 完 全 長 遺 伝 子 の 増 幅 は 、 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー を 用 い て 密 閉 型 試 験 管 中 、 一 段
階 反 応 で 行 っ た 。 異 な る 汎 用 ア ダ プ タ ー 配 列 を 各 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 セ ッ ト の 末 端 に 組 み
入 れ る こ と が で き た の で 、 相 補 的 な ア ダ プ タ ー プ ラ イ マ ー ペ ア の セ ッ ト (例 え ば 、 標 準 的
な マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト に 合 わ せ た 96ま た は 394種 の 汎 用 ア ダ プ タ ー )を 予 め 合 成 し て 、 遺
伝 子 特 異 的 な PAMプ ラ イ マ ー ペ ア を 合 成 す る 費 用 負 担 を 回 避 す る こ と や 自 動 化 を 促 進 す る
こ と が で き る 。
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【 ０ ２ ４ ９ 】
　 ミ ス マ ッ チ 変 異 を 除 去 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 選 択 法 の 効 率 を 測 定 す る た め (Eason
, R. G. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101: 11046-11051 (2004))、 3通 り の 異 な
る 方 法 で 精 製 さ れ た 、 つ ま り 精 製 さ れ て い な い 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 (PAGE)
精 製 さ れ た ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 精 製 さ れ た マ イ ク ロ チ ッ プ 合 成 に よ る オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の 同 一 プ ー ル を 用 い て 、 遺 伝 子 を 構 築 し た 。 こ れ ら の 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し
、 各 分 類 由 来 の 無 作 為 の ク ロ ー ン を 両 方 向 か ら 配 列 決 定 し て 、 各 分 類 に 対 す る エ ラ ー の 種
類 と 割 合 を 測 定 し た 。 (図 38)に 示 さ れ る よ う に 、 精 製 さ れ て い な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
用 い て 合 成 さ れ た 遺 伝 子 は 最 も 高 い エ ラ ー 率 (160中 1 bp)を 有 し ; (ラ イ ゲ ー シ ョ ン ま た は
PAMを 用 い た )遺 伝 子 ア ッ セ ン ブ リ の 方 法 で は 相 違 を 生 じ な か っ た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
PAGE精 製 は 、 主 に 欠 失 変 異 の 除 去 を 通 じ て エ ラ ー 率 を 450 中 1 bpに 減 少 さ せ た 。 こ の 割 合
は PAGE精 製 を 利 用 し た 他 の グ ル ー プ に よ っ て 報 告 さ れ て い る 数 量 (Cello, J., et al., Sc
ience 297: 1016-1018 (2002); Smith, H. O. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100
: 15440-15445 (2003))に 匹 敵 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 選 択 で は 、 エ ラ ー 率 が お よ
そ 1,394bp中 1 bpに さ ら に 低 下 し た 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
実 施 例 XII
単 一 プ ー ル 中 で の 複 数 遺 伝 子 の 並 行 ア ッ セ ン ブ リ
　 マ イ ク ロ チ ッ プ を 利 用 し て 、 大 腸 菌 の 小 リ ボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト を 構 成 す る 21種 の タ ン
パ ク 質 コ ー ド 遺 伝 子 の コ ド ン 改 変 形 を 再 設 計 し 合 成 し た 。 こ れ ら 21種 の タ ン パ ク 質 の 天 然
形 の 翻 訳 効 率 は 、 イ ン ビ ボ に お い て こ れ ら の タ ン パ ク 質 が 高 い 発 現 レ ベ ル を 有 す る に も か
か わ ら ず 、 イ ン ビ ト ロ に お い て 非 常 に 低 い (Culver, G. M. & Noller, H. F. RNA 5: 832-
843 (1999))。 コ ド ン 使 用 頻 度 を 再 設 計 す る こ と は 、 タ ン パ ク 質 翻 訳 効 率 を 増 加 さ せ る 方
法 で あ る が 、 ほ と ん ど 理 想 的 な コ ド ン か ら 始 め る 場 合 に は こ れ は い っ そ う 達 成 し ず ら い 。
そ の 他 多 く の タ ン パ ク 質 は こ の イ ン ビ ト ロ 系 で 十 分 に 発 現 さ れ る の で 、 一 部 の 問 題 は 二 次
構 造 が 原 因 で あ っ た (場 合 に よ っ て は T7ポ リ メ ラ ー ゼ を 介 し た 転 写 の 速 度 が 翻 訳 よ り も 8倍
高 い と い う 事 実 に よ っ て 悪 影 響 を 受 け た か も し れ な い ) (Iost, I., et al., J. Bacterio
l. 174: 619-622 (1992); Iost, I. & Dreyfus, M. Nature 372: 193-196 (1994))と 仮 定
さ れ た 。 コ ド ン を 、 二 次 構 造 を あ ま り 持 た な い 可 能 性 が 高 い 配 列 と 置 き 換 え た (例 え ば 、 G
 + C含 量 を 低 下 さ せ る こ と に よ り )。 CAD-PAMソ フ ト ウ ェ ア (図 7)は 、 21種 の リ ボ ソ ー ム 遺
伝 子 に 対 し 重 複 す る 50-bpの オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (70mer中 に 包 含 さ れ る )を 設 計 し 、 そ
れ ら 全 て を 4K Xeochip上 で 合 成 し た 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 処 理 し 、 選 択 用 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 選 択 し 、 そ の 後 、 複 数 の PAM反 応 で 21種
の リ ボ ソ ー ム 遺 伝 子 を 構 築 す る た め に 使 用 し た 。 イ ン ビ ト ロ 転 写 翻 訳 共 役 反 応 を 利 用 し 、
エ ラ ー な し の ク ロ ー ン を 大 腸 菌 で 試 験 し た 。 合 成 遺 伝 子 の 翻 訳 プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 し た 。
い く つ か の コ ド ン 改 変 遺 伝 子 は 、 そ の 各 野 生 型 遺 伝 子 と 比 べ て 、 大 腸 菌 抽 出 物 中 で の 翻 訳
レ ベ ル が 高 か っ た 。 遺 伝 子 単 位 間 に 固 有 の 約 30merの 重 複 リ ン カ ー を 導 入 し 、 連 続 PAM反 応
を 行 う こ と で 、 こ れ ら の 21種 の 遺 伝 子 を 連 続 PAM反 応 に よ り 結 合 し て 、 約 14.6 kbの ア ッ セ
ン ブ リ の プ ー ル を 得 た 。 高 忠 実 度 PCR反 応 に よ っ て 作 製 さ れ た 、 と も に 構 築 体 全 体 を 網 羅
す る す べ て の 重 複 DNAセ グ メ ン ト 由 来 の 平 均 し て 4つ の 個 々 の ク ロ ー ン を 配 列 決 定 す る こ と
に よ り 、 正 し い ア ッ セ ン ブ リ を 確 認 し た 。 正 し い 入 力 遺 伝 子 配 列 か ら 始 め る こ と に よ り 、
お よ び 高 忠 実 度 の ポ リ メ ラ ー ゼ に 基 づ く 伸 長 反 応 の 繰 返 し を 通 じ 、 ア ッ セ ン ブ リ 過 程 は 、
図 38に 示 さ れ る 方 法 (こ れ は 全 て 合 成 エ ラ ー を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 始 ま っ た )の い
ず れ か よ り も 低 い エ ラ ー 率 (約 7,300 bp中 1 bp)を も た ら し た 。 こ の こ と か ら 、 遺 伝 子 ア ッ
セ ン ブ リ の エ ラ ー の 主 因 が 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 校 正 活 性 で は な く オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 化 学 合 成
に よ っ て も た ら さ れ る こ と が 明 示 さ れ た 。 PCR産 物 の 長 さ を 増 や す こ と は 後 の ア ッ セ ン ブ
リ の 収 率 を 低 下 さ せ る も の と 予 想 さ れ う る が 、 反 応 成 分 の 数 が 減 少 し 、 そ れ で 効 率 は 高 い
ま ま で あ る 。 PAMに よ る 長 さ が 制 限 に な る な ら ば 、 相 同 組 換 え を 利 用 し て 、 ア ッ セ ン ブ リ
を メ ガ ベ ー ス 範 囲 で 可 能 に す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
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　 成 功 し た 幾 つ か の ア ッ セ ン ブ リ 反 応 は 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 方 法 を 用 い て 行 わ れ た 。
例 え ば 、 21種 の リ ボ ソ ー ム 遺 伝 子 の 14-kbの オ ペ ロ ン は 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る ポ リ メ ラ
ー ゼ ア ッ セ ン ブ リ 多 重 化 法 を 用 い て ア ッ セ ン ブ ル さ れ た 。 完 全 長 の 断 片 の 産 生 は ゲ ル 電 気
泳 動 に よ り 確 認 し た 。 さ ら に 、 s19遺 伝 子 を オ リ ゴ (6.7メ ガ ベ ー ス ) 95,376種 の Nimbelgen
カ ス タ ム ア レ イ 由 来 の オ リ ゴ 混 合 物 か ら ア ッ セ ン ブ ル す る こ と に 成 功 し た 。 こ の 結 果 は ゲ
ル 電 気 泳 動 に よ り 確 認 し た 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
実 施 例 XIV
実 施 例 XI～ XIIの 方 法

　 遺 伝 子 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 本 明 細 書 に さ ら に 記 述 さ れ る と お り Javaプ ロ
グ ラ ム の CAD-PAMを 用 い て 設 計 し た 。 基 本 的 に 、 CAD-PAMは n mer(典 型 的 に は 50mer)の 構 築
用 オ リ ゴ マ ー と い っ そ う 短 い 選 択 用 オ リ ゴ マ ー (典 型 的 に は 26mer)の ほ ぼ 最 適 な 重 複 セ ッ
ト を 作 製 す る た め に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 、 コ ド ン 使 用 頻 度 、 伝 令 RNA二 次 構 造 お よ び 構 築 用 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 放 出 さ せ る の に 使 わ れ る 制 限 酵 素 に 対 す る 制 約 を 利 用 す る 。 隣 接 す る
遺 伝 子 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 間 の ま た は 構 築 用 と 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 の
重 複 領 域 の 融 解 温 度 (T m )を 均 等 化 し た 。 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 余 分 の ア デ ニ ン 残 基
を 挿 入 し て 、 最 適 な サ イ ズ 選 択 (通 常 の PAMに は 使 わ れ な い )の た め に オ リ ゴ マ ー 長 を 一 定 (
70mer)に し た 。 T m 値 は 最 近 接 法 を 用 い て 算 出 し た (Breslauer, K. J., et al., Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA 83: 3746-3750 (1986))。 コ ド ン を 固 定 化 さ せ て ま た は 変 化 さ せ て 、
発 現 向 上 を 可 能 に し た 。
【 ０ ２ ５ ３ 】

　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 5'末 端 お よ び 3'末 端 の リ ン 酸 基 を ウ ラ シ ル 残 基 の 3'-ヒ ド ロ キ シ
末 端 に カ ッ プ リ ン グ さ せ て 、 光 プ ロ グ ラ マ ブ ル 微 小 流 体 マ イ ク ロ チ ッ プ 上 で 合 成 し た 。 合
成 後 、 RNase Aを 用 い て ま た は 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム 処 理 (標 準 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成
の よ う に 脱 保 護 に 使 わ れ る )に よ り 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 切 断 し 、 続 け て 沈 殿 を 行 っ た
。 20mer(初 め は 末 端 の 10塩 基 に 相 補 的 な )で PCR増 幅 さ れ た 遺 伝 子 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を IIS型 制 限 酵 素 BsaIお よ び BseRIで 消 化 し た (「 PAGE」 対 照 を 除 い て は ゲ ル 精 製 な し で )
。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 磁 気 ビ ー ズ 上 で の ビ オ チ ン 標 識 済 み の 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
固 定 化 (Dynal Biotech, Brown Deer, WI)お よ び ビ オ チ ン 化 さ れ て い な い 鎖 の 除 去 は 、 報
告 の よ う に 行 っ た (Espelund, M., et al., Nucleic Acids Res. 18: 6157-6158 (1990))
。 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 95℃ で 3分 間 変 性 さ せ 、 ロ ー タ ー 上 42℃ で 14～ 16時 間 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 (5× SSPET緩 衝 液 、 50%ホ ル ム ア ミ ド 、 0.2 mg ml - 1  BSA)中 で 選
択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 0.5× SSPETを 用 い て 3回 お よ び 洗 浄 緩
衝 液 (20 mM Tris-HCl pH 7.0、 5 mM EDTA、 4 mM NaCl)を 用 い て 3回 室 温 で ビ ー ズ を 洗 浄 し
た 。 0.1 M NaOH中 で 15分 間 の 変 性 と そ の 後 の 中 和 に よ り 、 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 回
収 し た 。
【 ０ ２ ５ ４ 】

　 PAM反 応 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 混 合 物 2 μ l、 0.4 μ Mの 各 遺 伝 子 末 端 プ ラ イ マ ー ペ ア
、 1× dNTP混 合 物 お よ び 1× 緩 衝 液 中 の Advantage 2ポ リ メ ラ ー ゼ 混 合 物 (Clontech ADVANTA
GE 2(商 標 ) PCRキ ッ ト ) 0.5 μ lを 含 有 す る 反 応 液 25 μ l中 で 行 っ た 。 試 料 を 95℃ で 3分 間
変 性 さ せ 、 そ の 後 95℃ で 30秒 間 、 49℃ で 1分 間 お よ び 68℃ で 1 kb当 た り 1分 間 の 40～ 45回 の
熱 サ イ ク ル に か け 、 そ の 後 68℃ で 10分 間 終 結 さ せ た 。 連 続 PAM反 応 を 利 用 し て 、 複 数 の 遺
伝 子 を 結 合 さ せ た 。 初 め に 、 RTS大 腸 菌 直 鎖 状 鋳 型 生 成 キ ッ ト (Roche)を 用 い た PCRに よ り
、 21種 の リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の 正 し い 配 列 の His6タ グ 付 き 直 鎖 状 発 現 構 築 体 を 事
前 構 築 し た 。 こ れ ら の 構 築 体 を そ の 後 、 同 一 の T m を 有 す る 固 有 の 約 30merの リ ン カ ー (各 0.
4 μ M、 Integrated DNA Technologies社 )を 導 入 し て 第 2の PAM反 応 に 十 分 な 遺 伝 子 間 重 複
領 域 を 作 製 さ せ る 別 の PCR反 応 で 鋳 型 と し て 利 用 し た 。 こ れ ら の 場 合 、 次 の 3つ の 大 き な 断
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片 RS1-5 (1-5,513)、 RS6-13 (5,483-10,526)お よ び RS14-21 (10,497-14,593)を 別 の Roche
 Expand long template PCR反 応 で 作 製 し た 。 こ れ ら の 断 片 を ゲ ル 精 製 し 、 RS1-21 (1-14,
593)を 用 い た 最 後 の ア ッ セ ン ブ リ 反 応 で 完 全 な 14,593 bpの オ ペ ロ ン に ア ッ セ ン ブ ル し た
。 後 の 2つ の ア ッ セ ン ブ リ の 場 合 、 試 料 を 92℃ で 2分 間 変 性 さ せ 、 そ の 後 92℃ で 30秒 間 、 65
℃ で 1分 間 お よ び 68℃ で 1 kb当 た り 1分 間 の 熱 サ イ ク ル 10回 に か け 、 そ の 後 92℃ で 30秒 間 、
65℃ で 1分 間 お よ び 68℃ で 1 kb当 た り 1分 間 に 加 え て 1サ イ ク ル 当 た り 10秒 の さ ら な る サ イ
ク ル 25回 に か け 、 68℃ で 10分 間 終 結 さ せ た 。
【 ０ ２ ５ ５ 】

　 ア ッ セ ン ブ ル さ れ た 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 エ ラ ー な し の ク ロ ー ン を 配 列 決 定 に よ り
選 択 し た 。 イ ン ビ ト ロ で の タ ン パ ク 質 発 現 に 用 い る 直 鎖 状 構 築 体 は 、 Roche RTS大 腸 菌 直
鎖 状 鋳 型 生 成 セ ッ ト 、 His-タ グ を 用 い て 作 製 し た 。 イ ン ビ ト ロ 転 写 翻 訳 共 役 は 、 Roche Ra
pid Translation System RTS 100大 腸 菌 HYキ ッ ト を 用 い て 行 っ た 。 タ ン パ ク 質 は 標 準 的 な
手 順 を 利 用 し て 、 抗 His6-ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 抗 体 (Roche)を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン
グ に よ り 検 出 し た 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
等 価 物
　 そ の 他 の 態 様 は 当 業 者 に は 明 ら か で あ る と 思 わ れ る 。 前 記 述 は 明 確 に す る た め だ け に 与
え ら れ て お り 単 な る 例 示 に す ぎ な い こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 本 発 明 の 趣 旨 お よ び 範
囲 は 上 記 の 例 に 限 定 さ れ な い が 、 以 下 の 特 許 請 求 の 範 囲 に よ り 包 含 さ れ る 。 上 記 に 引 用 し
た 全 て の 出 版 物 お よ び 特 許 出 願 は 、 個 々 の 出 版 物 ま た は 特 許 出 願 の そ れ ぞ れ が 参 照 に よ り
確 か に 組 み 入 れ ら れ る こ と が 具 体 的 に 示 さ れ て い る か の ご と く 、 全 て の 目 的 で そ の 全 体 が
参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ５ ７ 】
【 図 １ 】 カ ス タ ム マ イ ク ロ ア レ イ か ら の 遊 離 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 調 製 を 表 す 。 (A)は マ
イ ク ロ チ ッ プ 表 面 か ら の PCR増 幅 可 能 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 と 切 断 の 図 を 表 す 。 遺
伝 子 構 築 に 使 わ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 部 分 は 黒 色 で 描 か れ て い る 。 PCRプ ラ イ マ ー ア
ダ プ タ ー は 灰 色 で 示 さ れ て い る 。 (B)は Xeotron/Atactic 4K光 プ ロ グ ラ マ ブ ル 微 小 流 体 マ
イ ク ロ チ ッ プ か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 と 切 断 を 表 す 。 左 側 : 切 断 前 の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド ア レ イ の 蛍 光 ス キ ャ ン 顕 微 鏡 写 真 。 挿 入 部 分 : 微 小 流 体 チ ャ ン バ お よ び 接 続 路 (
チ ャ ネ ル )の 細 部 。 右 側 : 切 断 後 の ア レ イ 。 (C)は 品 質 評 価 (QA)-チ ッ プ と の 遊 離 フ ル オ レ
セ イ ン (FAM)-標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 表 す 。 左 側 : ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 前 ; 中 央 : ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 ; 右 側 ; ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ヌ ク レ
オ チ ド の ス ト リ ッ ピ ン グ 後 。
【 図 ２ 】 新 規 の RS3 対  本 来 の 大 腸 菌 K12の ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 す 。 2Aを SEQ ID NO:1と し て
示 し ; 2B上 段 を SEQ ID NO:2と し て 示 し ; 2B中 段 を SEQ ID NO:3と し て 示 し ; 2B下 段 を SEQ 
ID NO:4と し て 示 す 。
【 図 ３ 】 新 規 の RS3 対  本 来 の 大 腸 菌 K12の 核 酸 配 列 を 表 す 。 ス コ ア (Score) = 212ビ ッ ト (
107)、 期 待 値 (Expect) = 6e-52、 同 一 残 基 率 (Identities) = 557/707 (78%)、 ギ ャ ッ プ (G
aps) = 5/707 (0%)。 上 側 の 配 列 を SEQ ID NO:5と し て 示 し ; 下 側 の 配 列 を SEQ ID NO:6と
し て 示 す 。
【 図 ４ 】 21個 の 合 成 rs遺 伝 子 T7発 現 構 築 体 を 示 す ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 表 す 。
【 図 ５ 】 マ イ ク ロ チ ッ プ 合 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 選 択 に
関 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ス ト ラ テ ジ ー の 図 を 表 す 。 90merの オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (上
側 鎖 黒 色 、 下 側 鎖 灰 色 )を IIS型 制 限 酵 素 で 切 断 し て 、 一 部 の も の は 正 し く な い 配 列 (2番 目
の 90merの オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 上 側 鎖 中 バ ル ジ で 示 さ れ る )を 有 す る 50merと 相 補 的 44mer
と の ハ イ リ ッ ド を 放 出 さ せ る 。 正 し い 上 側 50merの 鎖 だ け が 左 側 (L)そ の 後 右 側 (R)の 選 択
用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (灰 色 の ビ ー ズ 上 に 固 定 化 さ れ た )と う ま く ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。
【 図 ６ 】 プ ー ル 中 の 複 数 の 遺 伝 子 の 設 計 、 合 成 お よ び 分 析 に 関 す る フ ロ ー チ ャ ー ト を 表 す
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。 現 在 の 作 業 タ イ ミ ン グ の 推 定 値 (必 ず し も 可 能 な 最 小 時 間 と は 限 ら な い )が 記 載 さ れ て い
る 。
【 図 ７ 】 本 発 明 の あ る 種 の 態 様 に よ っ て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 す る た め の プ ロ グ ラ ム
の 操 作 を 示 す フ ロ ー チ ャ ー ト を 表 す 。
【 図 ８ 】 図 7の プ ロ グ ラ ム に 対 す る 典 型 的 な 入 力 配 列 フ ァ イ ル を 表 す 。 Rs1を SEQ ID NO:7
と し て 示 し ; rs2を SEQ ID NO:8と し て 示 す 。
【 図 ９ 】 図 7の プ ロ グ ラ ム に 対 す る 典 型 的 な パ ラ メ ー タ 入 力 フ ァ イ ル を 表 す 。
【 図 １ ０ 】 図 7の プ ロ グ ラ ム に 対 す る 典 型 的 な コ ド ン 使 用 頻 度 表 を 表 す 。
【 図 １ １ 】 本 発 明 の あ る 種 の 態 様 に よ る 入 力 配 列 の 最 適 化 を 示 す フ ロ ー チ ャ ー ト を 表 す 。
【 図 １ ２ 】 制 限 酵 素 切 断 後 の 図 8由 来 の 配 列 の 1つ を 表 す 。 Rs1-f1を SEQ ID NO:9と し て 示
し ; rs1-f2を SEQ ID NO:10と し て 示 し ; rs1-f3を SEQ ID NO:11と し て 示 し ; rs1-f4を SEQ 
ID NO:12と し て 示 し ; rs2-f1を SEQ ID NO:13と し て 示 す 。
【 図 １ ３ 】 本 発 明 の あ る 種 の 態 様 に よ る 融 解 点 (T m )に 基 づ く オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 の 選
択 を 示 す フ ロ ー チ ャ ー ト を 表 す 。
【 図 １ ４ 】 図 13A～ 13Bの 選 択 ア ル ゴ リ ズ ム を 示 し た 図 を 表 す 。 配 列 を SEQ ID NO:9と し て
示 す 。
【 図 １ ５ 】 図 13A～ 13Bの 選 択 ア ル ゴ リ ズ ム を 示 し た 図 を 表 す 。 配 列 を SEQ ID NO:14と し て
示 す 。
【 図 １ ６ 】 図 13A～ 13Bの 選 択 ア ル ゴ リ ズ ム を 示 し た 図 を 表 す 。 配 列 を SEQ ID NO:14と し て
示 す 。
【 図 １ ７ 】 図 13A～ 13Bの 選 択 ア ル ゴ リ ズ ム を 示 し た 図 を 表 す 。 配 列 を SEQ ID NO:15と し て
示 す 。
【 図 １ ８ 】 図 13A～ 13Bの ア ル ゴ リ ズ ム に 対 す る デ ー タ 出 力 の 例 を 表 す 。 Rs1-f1-1を SEQ ID
 NO:16と し て 示 し ; rs1-f1-1Lを SEQ ID NO:17と し て 示 し ; rs1-f1-1Rを SEQ ID NO:18と し
て 示 し ; rs1-f1-38を SEQ ID NO:19と し て 示 し ; rs1-f1-38Lを SEQ ID NO:20と し て 示 し ; r
s1-f1-38Rを SEQ ID NO:21と し て 示 し ; rs1-f1-Lを SEQ ID NO:22と し て 示 し ; rs1-f1-Rを S
EQ ID NO:23と し て 示 し ; 左 側 プ ラ イ マ ー を SEQ ID NO:24と し て 示 し ; 右 側 プ ラ イ マ ー を S
EQ ID NO:25と し て 示 す 。
【 図 １ ９ 】 本 発 明 の あ る 種 の 態 様 に よ る 長 さ に 基 づ く オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 の 選 択 を 示
す フ ロ ー チ ャ ー ト を 表 す 。
【 図 ２ ０ 】 図 19の 選 択 ア ル ゴ リ ズ ム を 示 し た 図 を 表 す 。 配 列 を SEQ ID NO:14と し て 示 す 。
【 図 ２ １ 】 図 19の 選 択 ア ル ゴ リ ズ ム を 示 し た 図 を 表 す 。 配 列 を SEQ ID NO:26と し て 示 す 。
【 図 ２ ２ 】 図 19の 選 択 ア ル ゴ リ ズ ム を 示 し た 図 を 表 す 。 配 列 を SEQ ID NO:27と し て 示 す 。
【 図 ２ ３ 】 図 19の ア ル ゴ リ ズ ム に 対 す る デ ー タ 出 力 の 例 を 表 す 。 Rs1-f1-1を SEQ ID NO:28
と し て 示 し ; rs1-f1-1Lを SEQ ID NO:29と し て 示 し ; rs1-f1-1Rを SEQ ID NO:30と し て 示 し
; rs1-f1-23を SEQ ID NO:31と し て 示 し ; rs1-f1-23Lを SEQ ID NO:32と し て 示 し ; rs1-f1-
23Rを SEQ ID NO:33と し て 示 し ; rs1-f1-Lを SEQ ID NO:22と し て 示 し ; rs1-f1-Rを SEQ ID 
NO:23と し て 示 し ; 左 側 プ ラ イ マ ー を SEQ ID NO:24と し て 示 し ; 右 側 プ ラ イ マ ー を SEQ ID 
NO:28と し て 示 す 。
【 図 ２ ４ 】 本 発 明 の あ る 種 の 態 様 に よ っ て ど の よ う に 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 す
る か を 図 式 的 に 表 す 。 Rs1-f1-1を SEQ ID NO:16と し て 示 し ; rs1-f1-1Lを SEQ ID NO:17と
し て 示 し ; rs1-f1-1Rを SEQ ID NO:18と し て 示 し ; rs1-f1-1cを SEQ ID NO:38と し て 示 し ; 
セ ン ス 5末 端 付 加 （ sense5endAddOn） を SEQ ID NO:39と し て 示 し ; セ ン ス 3末 端 付 加 （ sens
e3endAddOn） を SEQ ID NO:40と し て 示 す 。
【 図 ２ ５ 】 本 発 明 の あ る 種 の 態 様 に よ っ て ど の よ う に 選 択 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 す
る か を 図 式 的 に 表 す 。 配 列 (1)を SEQ ID NO:38と し て 示 し ; 配 列 (2)を SEQ ID NO:37と し て
示 し ; 配 列 (3)を SEQ ID NO:41と し て 示 し ; 配 列 (4)を SEQ ID NO:42と し て 示 し ; 配 列 (5)
を SEQ ID NO:43と し て 示 し ; 配 列 (6)を SEQ ID NO:36と し て 示 し ; 配 列 (7)を SEQ ID NO:44
と し て 示 し ; 配 列 (8)を SEQ ID NO:45と し て 示 し ; 配 列 (9)を SEQ ID NO:46と し て 示 す 。
【 図 ２ ６ 】 異 な る プ ー ル サ イ ズ パ ラ メ ー タ を 指 定 す る 場 合 の 典 型 的 な プ ロ グ ラ ム 出 力 を 表
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す 。 Rs1-f1-1を SEQ ID NO:35と し て 示 し ; rs1-f1-1Lを SEQ ID NO:36と し て 示 し ; rs1-a1-
1Rを SEQ ID NO:37と し て 示 し ; プ ー ル -1左 側 プ ラ イ マ ー を SEQ ID NO:47と し て 示 し ; プ ー
ル -1右 側 プ ラ イ マ ー を SEQ ID NO:23と し て 示 し ; プ ー ル -2左 側 プ ラ イ マ ー を SEQ ID NO:49
と し て 示 し ; プ ー ル -2右 側 プ ラ イ マ ー を SEQ ID NO:50と し て 示 し ; プ ー ル -3左 側 プ ラ イ マ
ー を SEQ ID NO:51と し て 示 し ; プ ー ル -3右 側 プ ラ イ マ ー を SEQ ID NO:52と し て 示 し ; プ ー
ル -4左 側 プ ラ イ マ ー を SEQ ID NO:53と し て 示 し ; プ ー ル -4右 側 プ ラ イ マ ー を SEQ ID NO:54
と し て 示 し ; プ ー ル -5左 側 プ ラ イ マ ー を SEQ ID NO:55と し て 示 し ; プ ー ル -5右 側 プ ラ イ マ
ー を SEQ ID NO:56と し て 示 し ; プ ー ル -6左 側 プ ラ イ マ ー を SEQ ID NO:57と し て 示 し ; プ ー
ル -6右 側 プ ラ イ マ ー を SEQ ID NO:58と し て 示 し ; プ ー ル -7左 側 プ ラ イ マ ー を SEQ ID NO:59
と し て 示 し ; プ ー ル -7右 側 プ ラ イ マ ー を SEQ ID NO:60と し て 示 し ; プ ー ル -8 左 側 プ ラ イ
マ ー を SEQ ID NO:24と し て 示 し ; プ ー ル -8右 側 プ ラ イ マ ー を SEQ ID NO:48と し て 示 す 。
【 図 ２ ７ 】 異 な る チ ッ プ ExtraSeqLenパ ラ メ ー タ を 指 定 す る 場 合 の 典 型 的 な プ ロ グ ラ ム 出
力 を 表 す 。 Rs1-f1-1を SEQ ID NO:35と し て 示 し ; rs1-f1-1Lを SEQ ID NO:36と し て 示 し ; r
s1-f1-1Rを SEQ ID NO:37と し て 示 し ; rs1-f1-38を SEQ ID NO:61と し て 示 し ; rs1-f1-38L
を SEQ ID NO:62と し て 示 し ; rs1-f1-38Rを SEQ ID NO:21と し て 示 し ; rs1-f1-Lを SEQ ID N
O:22と し て 示 し ; rs1-f1-Rを SEQ ID NO:23と し て 示 し ; 左 側 プ ラ イ マ ー を SEQ ID NO:24と
し て 示 し ; 右 側 プ ラ イ マ ー を SEQ ID NO:25と し て 示 す 。
【 図 ２ ８ 】 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 忠 実 度 に 対 す る エ ラ ー 率 の 影 響 を 表 す 。
【 図 ２ ９ 】 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 設 計 か ら 所 定 の 配 列 を 有 す る 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構
築 体 の 産 生 ま で の 、 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 の 多 重 ア ッ セ ン ブ リ 方 法 の 1つ の 態 様
の 図 式 的 概 観 を 表 す 。
【 図 ３ ０ 】 (A) ラ イ ゲ ー シ ョ ン 、 (B) 鎖 伸 長 な ら び に (C) 鎖 伸 長 お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ ン を
含 む 、 サ ブ ア ッ セ ン ブ リ お よ び /ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 体 へ の 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 3通 り の 典 型 的 な ア ッ セ ン ブ リ 方 法 の 図 式 的 概 観 を 表 す 。 破 線 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ
に よ っ て 伸 長 さ れ た 鎖 を 示 す 。
【 図 ３ １ 】 複 数 ラ ウ ン ド の ア ッ セ ン ブ リ を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ア ッ セ ン ブ リ 方 法 の 1つ
の 態 様 の 図 式 的 概 観 を 表 す 。
【 図 ３ ２ 】 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ー ル を 増 幅 す る た め の ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー を 利 用 す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ア ッ セ ン ブ リ 方 法 の 1つ の 態 様 の 図 式 的 概 観 を 表 す 。
【 図 ３ ３ 】 構 築 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ー ル を 増 幅 す る た め の ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー
の 1セ ッ ト と サ ブ ア ッ セ ン ブ リ (例 え ば 、 abc)を 増 幅 す る た め の ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー の
1セ ッ ト と を 利 用 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ア ッ セ ン ブ リ 方 法 の 1つ の 態 様 を 示 す 図 式 的 概 観 を
表 す 。
【 図 ３ ４ 】 ミ ス マ ッ チ 結 合 タ ン パ ク 質 を 用 い た エ ラ ー 配 列 の 除 去 方 法 の 1つ を 表 す 。
【 図 ３ ５ 】 ミ ス マ ッ チ 認 識 タ ン パ ク 質 を 用 い た エ ラ ー 配 列 の 中 和 を 表 す 。
【 図 ３ ６ 】 鎖 特 異 的 な エ ラ ー 補 正 方 法 の 1つ を 表 す 。
【 図 ３ ７ 】 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ー ル を エ ラ ー 低 減 の 前 に 変 性 /再 生 の ラ ウ ン ド に 供 す る
こ と で エ ラ ー 低 減 過 程 の 効 率 を 増 加 さ せ る 方 法 の 1つ を 示 す 図 式 的 概 観 を 表 す 。 Xは 配 列 エ
ラ ー (例 え ば 、 挿 入 、 欠 失 ま た は 正 し く な い 塩 基 の 形 で の 所 望 の 配 列 か ら の 逸 脱 )を 表 す 。
【 図 ３ ８ 】 各 種 の 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ た 配 列 エ ラ ー の 比 較 を 表 す 。 χ 2 試 験 を ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 選 択  対  PAGE選 択 (P = 2× 10 - 5 )、 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 選 択  対
 選 択 な し (P = 2× 10 - 2 1 )に 対 し 行 っ た 。 「 PAGE選 択 」 と 表 示 さ れ た 横 列 の 構 築 体 の み に
ゲ ル 精 製 が 含 ま れ た 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

(77) JP 2007-534320 A 2007.11.29



【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ Ａ 】 【 図 ９ Ｂ 】

(78) JP 2007-534320 A 2007.11.29



【 図 １ ０ Ａ 】 【 図 １ ０ Ｂ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ Ａ 】 【 図 １ ３ Ｂ 】

【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ 】
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【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】 【 図 ２ ３ 】
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【 図 ２ ４ 】 【 図 ２ ５ 】

【 図 ２ ６ 】 【 図 ２ ７ 】

【 図 ２ ８ 】
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【 図 ２ ９ 】 【 図 ３ ０ 】

【 図 ３ １ 】 【 図 ３ ２ 】
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【 図 ３ ３ 】 【 図 ３ ４ 】

【 図 ３ ５ 】 【 図 ３ ６ 】
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【 図 ３ ７ 】 【 図 ３ ８ 】

【 配 列 表 】
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