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A newrapidmethodtosynthesizeanoligonucleotide91merOfanybasesequenceis

proposed.Accordingtothebasesequencedesignedfortheoligomer,a5'tetrameranda

3'tetramerarepickedupfrom alibraryoftetradeoxyribonucleotides,whichhavebeenprevi-

ouslypreparedusingaDNA synthesizer.The5'tetramerisaddedwithamono-ribo-

nucleotide(accordingtothe5thbaseofthedesired sequence)using theterminaldeoxy-

nucleotidyltransferaseandthe3'tetramerisphosphorylatedat5'terminususingtheT4poly-

nucleotidekinase.Then,the5'pentamerandthe3'tetramerarecombinedwiththeT4RNA

ligase,resultinglna9-merhavingthedesiredsequence.The9-merisprovedtoserveasa

prlmerforaDNApolymerasereactionwithoutpurificationsteps.Thisprocedurewhich

requiresonly2h,canrapidlyprovideprimersforsomemethodofthelarge-scaleDNA-

Sequencing.

オリゴヌクレオチドの合成の目的の一つに､サ

ンガー法による遺伝情報の解読(DNAの配列決

定 :シーケンシング)に使用するプライマーの合

成が挙げられる｡シーケンシングに用いるプライ

マーとは､配列を決定しようとする一本鎖DNA

上の概知配列部分に相補的な配列を有するオリゴ

ヌクレオチ ド(DNAオリゴマーまたはRNAオリ

ゴマー)で､酵素的DNA伸長反応の開始部分に

当たるものである (第 1図)0
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Fig.1.PrimerinDNASequencingReaction.

現在､このプライマーには､DNA合成機で合

成 したDNAオリゴマーを使用することが一般的

であるが､配列決定の需要が増すにつれて､より

迅速なプライマー合成法の開発が期待されている｡

オリゴヌクレオチ ドの合成に初めて用いられた

酵素には､大腸菌由来のポリヌクレオチ ドホスホ

リラーゼがある｡この酵素にはDNAオリゴマー

の3'末端に､デオキシリボヌクレオチドー5'-ジ

ホスフェートを基質としてデオキシリボヌクレオ

チ ドを付加するという性質があり､

dNldN2--dN"_ldNn+dNDP

-dNldN2--dNndNn.)

(phosphorylase)

これを利用する方法が報告されている(1)O

また､本来､RNAの切断を触媒する酵素である

RNA分解酵素(RNaseAおよびRNaseTl)の

逆反応 (モノマーの付加反応)を利用した例も報

告されている(2)0 (例):

Up十C - UpC - GpUpC

(RNaseA) (Gp十RNaseTl)

しかし､これらの方法は､いずれもモノマー単

位の付加反応を行うもので､決まった配列のオリ
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ゴマ-を得るにはワンステップ毎に生成物を精製

する必要があり､非常に良い時間と煩雑な操作を

要するものである｡

1978年､一本鎖RNA同志の結合を触媒する酵

素であるT4RNAリガーゼを用いたオリゴリボ

ヌクレオチ ドのブロック合成法が開発された(3)O

この方法は､5'および3'両末端が水酸基である5'

側RNAオリゴマー (アクセプター)と5'および

3'両末端が リン酸某である3'側RNAオリゴマー

(ドナー)をT4RNAリガーゼで連結し､

OH-rNrNr一rNrN OH十PてNrNmrNrN-P

(acceptor) (donor)

-OH-rNrN一MrNrN P

(T4RNAligase)(Product)

生成物をさらにポリヌクレオチ ドホスホリラーゼ

またはポリヌクレオチ ドキナーゼで処理する事に

より､それぞれアクセプターもしくはドナーを生

成するo

OH-rNrN- 一rNrN p

-0tI-rNrN--一一rNrN OI-I

(phosphorylase) (acceptor)

OH rNrN- rNrN p

-p-rNrN 一 rNrN P

(kinase) (donor)

これを順次繰り返していくことで､より長いRN

Aオリゴマーを構築していくものである｡

このT4RNAリガーゼを利用 して､プライ

マーを合成するには適当な良さのオリゴマーブ

ロック (例えばテ トラマ-)のライブラリーを構

築 しなければならないが､ 一般に､RNAにはD

NAよりも分解性が高いという欠点があり､この

ライブラリーはDNAオリゴマーで構築する方が

望ましい0-万､この酵素は､DNAオリゴマー

を基質とする事ができるが(4)､ブロック合成に適

するような短いオリゴマー (例えばテ トラマ-)

に対する活性は極めて低いという問題が生ずる｡

我々は､T4RNAリガーゼの､アクセプター3'

末端のリボヌクレオチ ドに対する選択性に注目し､

この酵素を用いたプライマーのブロック合成法を

検討した｡以下にその手順を示す :

予め､末端にリン酸基を持たないDNAテ トラ

マーのライブラリー(フルセットで44(-256)種)

をDNA合成機を使って構築しておき､

(a)目的のプライマー (91mer)配列に従い､5'

側テ トラマ-および3'側テ トラマ-を選択するO

(b)rNTPとターミナルデオキシヌクレオチジル

トランスフェラーゼ(TdT)を用いて､5'側テ ト

ラマ-の3'末端にrNMP(Nはプライマーの第 5

番目の塩基に対応する)を 1個付加し､アクセプ

ターとして用いるペンクマ-を生成する｡

dNldNZdNadN4十 rNTP-

dNldN2dN｡dN.rN5

(C)rATPとポリヌクレオチ ドキナーゼを用いて､

3'側テ トラマ-の5'末端をリン酸化しドナーを生

成する｡

dN6dNTdN8dN｡+rATP-

pdN6dN7dN8dN9

(d)アクセプター(b)および ドナー(C)の反応溶液を

合わせ､rATPとT4RNAリガーゼを用いて､目

的の配列を持っDNA･RNAハイブリッド9-mer

を生成する｡

dN.dN･ldN.rjdN′.rN5 十 pdN6dNTdN8dN｡

-dNldNZdNJdN,lrN5dN6dNTdN8dNg

生成 した9-merは､本方法または他の方法を用

いて､さらに長いオリゴヌクレオチ ドの合成に使

用できる｡

例えば､5'側テ トラマ-として5'TGAG､お

よび3'側テ トラマ-として5'CATTを用いて目的

の配列5'TGAGCCATTを有する9-merを合成

する場合 (ステップ(a))､ステップ(b)では､5'TG

AGをrCTPおよびTdTを用いて､5'TGAGrC

(アクセプター)を生成するUステップ(C)では､

5'CATTをrATPおよびポリヌクレオチ ドキナー

ゼで処理 して､5'pCATT(ドナー)を生成する｡

そして､ステップ(d)では､(b)および(C)の各反応溶

液の一部を合わせ､その混合物をrATPおよびT

4RNAリガーゼで処理することで目的の配列 (5'

TGAGrCCATT)を有する9-Inerが生成する｡

この9-merのプライマーとしての能力を評価

するために､プライマーとしてこの反応混合液お

- 26-



よびテンプレー トとしてバクテリオファージM13

一本鎖DNAを用いたプライマー活性検定を行っ

た (5)｡プライマー活性検定とは､特定の部位か

ら開始されるDNA合成によって新 しく出現する

制限酵素切断フラグメントを検出することで､そ

のプライマーが特定の部位にアニールし､DNA

伸長を開始し得る能力のあることを示す方法であ

る (第2図)0

new fragment
(PI)

restrictionsideI I I

Primer5'TmTTTTTn77q一一一一一 >3
Templ

ateFig.2.PrimingAbilityofanOl

igomercanbe Assayed by Checki

ng a NewlyEmerging f､rag

ment(PIトこの9-merは､M13のウ

イルス鎖DNAの唯一つの部位(#2607-#2615)に相補

的である｡dNTPおよび大腸菌DNAポリメ

ラーゼクレノー断片を用いてプライマーを伸長し

た後､この反応物を制限酵素HaeⅡで処理してか

ら8%ポリアクリルアミド/8M尿素ゲル電気泳動で分析した

(300V,lh)0その結果プライマー(#2615

)からその下流にある最も近い制限部位(#2556)まで

の長さ(60塩基長)に相当するバンドが検

出された (第3図)｡一方､原料として用いた5'T

GAGrCおよび5'pCATTについては特異

的バ ンドが検出されなかった｡このことは､この9

-mer反応物が精製操作無しにプライマーとし

て使用 し得ることを示しており､この一連の反応

に要した時間は2時間以下であった事から､本方

法は､シーケンシングに用いるあらゆる配列のプ

ライマーの迅速かつ効率的な合成法として有望であると考えている｡ 5 4

3 2 1 -60bases(PI)Fig.3.Priming Abilityo

faSynthesized9-mer.lane1:Ha

eIIIdigestofM13ssI〕NA.lane2-4

:productsfrom theassayusing t

he crude reaction mixture(accepto

r/donor ratio-1,3 and 5,respectively

).lane5:productsfromtheassayusingthestartingmeterials

(5'TGAGr
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