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(57)【要約】
　本発明は、標的核酸断片を分析する方法であって、５
’から３’に、オーバーハングアダプター領域、プライ
マーＩＤ領域及び該標的断片の一方の末端に相補的な標
的特異的配列領域を含む、第１のオリゴヌクレオチドプ
ライマーを使用したプライマー伸長により、該標的の１
つの鎖を鋳型として使用して第１鎖を作製するステップ
、場合により、非取り込みプライマーを除去するステッ
プ、該作製された第１鎖から標的を増幅し、増幅産物を
作り出すステップ、並びに該増幅産物を検出するステッ
プ、を含む方法に関する。このような標的分析方法に有
用な特有のプライマーもまた開示する。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的核酸断片を分析する方法であって、
ａ）５’から３’に、オーバーハングアダプター領域、プライマーＩＤ領域及び標的核酸
断片の一方の末端に相補的な標的特異的配列領域を含む、第１のオリゴヌクレオチドプラ
イマーを使用したプライマー伸長により、標的の１つの鎖を鋳型として使用して第１鎖を
作製するステップと、
ｂ）場合により、非取り込みプライマーを除去するステップと、
ｃ）作製された第１鎖から標的を増幅し、増幅産物を作り出すステップと、
ｄ）増幅産物を検出するステップと
を含む方法。
【請求項２】
　増幅ステップの前に、
 (１）５’から３’に、第２のオーバーハングアダプター領域、第２のプライマーＩＤ領
域及び標的核酸断片の他方の末端に相補的な標的特異的配列領域を含む、第２のオリゴヌ
クレオチドプライマーを使用したプライマー伸長により、作製された第１鎖を鋳型として
使用して第２鎖を作製するステップと、
(２）場合により非取り込みプライマーを除去するステップと
をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　標的核酸断片が、がんを患う個体に由来する、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　標的核酸断片が、無細胞の循環核酸に由来する、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項５】
　作製ステップが、ハイフィデリティＤＮＡポリメラーゼの使用を含む、請求項１又は２
に記載の方法。
【請求項６】
　ハイフィデリティＤＮＡポリメラーゼが、Ｔ７　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔ４　ＤＮＡポ
リメラーゼ、ｐｈｉ２９　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｐｆｕ　ＤＮＡポリメラーゼ、ＤＮＡポ
リメラーゼＩ及びＤＮＡポリメラーゼＩのクレノウ（Ｋｌｅｎｏｗ）断片などのＤＮＡポ
リメラーゼのプルーフリーディングから選択される、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　増幅ステップが非ＰＣＲベース法を含む、請求項１又は２記載の方法。
【請求項８】
　非ＰＣＲベース法が、多重置換増幅（ＭＤＡ）、核酸配列ベース増幅（ＮＡＳＢＡ）、
ヘリカーゼ依存性増幅（ＨＤＡ）、ローリングサークル増幅（ＲＣＡ）又は鎖置換増幅（
ＳＤＡ）を含む、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　増幅ステップがＰＣＲベース法を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　ＰＣＲベース法がＰＣＲを含む、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　ＰＣＲが、
　(ｉ）５’から３’に、第１のシークエンシングプライマーに相補的な任意選択の領域
、任意選択のバーコード領域及び第１のプライマーのオーバーハングアダプター領域に相
補的な領域を含む第１のＰＣＲプライマーと、
　(ｉｉ）５’から３’に、第２のシークエンシングプライマーに相補的な任意選択の領
域、第２の任意選択のバーコード領域及び標的断片の他方の末端に相補的な領域を含む第
２のＰＣＲプライマーと
のオリゴヌクレオチドプライマーのペアを用いて実施される、請求項１０に記載の方法。
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【請求項１２】
　増幅ステップがＰＣＲベース法を含む、請求項２に記載の方法。
【請求項１３】
　ＰＣＲベース法がＰＣＲを含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　ＰＣＲが、
　(ｉ）５’から３’に、第１のシークエンシングプライマーに相補的な任意選択の領域
、任意選択のバーコード領域及び第１のプライマーのオーバーハングアダプター領域に相
補的な領域を含む第１のＰＣＲプライマーと、
　(ｉｉ）５’から３’に、第２のシークエンシングプライマーに相補的な任意選択の領
域、第２の任意選択のバーコード領域及び第２のプライマーの第２のオーバーハング領域
に相補的な領域を含む第２のＰＣＲプライマーと
のオリゴヌクレオチドプライマーのペアを用いて実施される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　稀な変異配列を検出するための、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項１６】
　検出方法が、増幅産物を検出するステップが、増幅産物をシークエンシングするステッ
プを含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　同じプライマーＩＤから各増幅産物に対するコンセンサス配列を形成するステップをさ
らに含む、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　突然変異の保因率を決定するステップをさらに含む、請求項１６に記載の方法。
【請求項１９】
　稀な配列が多型を含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項２０】
　多型が単一ヌクレオチド多型を含む、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　稀な配列が突然変異を含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項２２】
　稀な配列が欠失を含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項２３】
　稀な配列が挿入を含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項２４】
　プライマーＩＤ領域が縮重配列を含む、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項２５】
　プライマーＩＤ領域が５－１００ヌクレオチドを含む、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項２６】
　プライマーＩＤ領域が５－５０ヌクレオチドを含む、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項２７】
　プライマーＩＤ領域が少なくとも８ヌクレオチドを含む、請求項１又は２に記載の方法
。
【請求項２８】
　プライマーＩＤ領域が所定の配列を含む、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項２９】
　オリゴヌクレオチドプライマーのセットであって、
１）５’から３’に、オーバーハングアダプター領域、プライマーＩＤ領域及び標的断片
の一方の末端に相補的な標的特異的配列領域を含む、第１のオリゴヌクレオチドプライマ
ーと
２）第２及び第３のオリゴヌクレオチドプライマーと
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をＰＣＲプライマーとして含み、
(ａ）第２のオリゴヌクレオチドプライマーが、５’から３’に、第１のシークエンシン
グプライマー、任意選択のバーコード領域及び第１のプライマーのオーバーハングアダプ
ター領域に相補的な領域を含み、
(ｂ）第３のオリゴヌクレオチドプライマーが、５’から３’に、第２のシークエンシン
グプライマーに相補的な領域、第２の任意選択のバーコード領域及び標的断片の他方の末
端に相補的な領域を含む、
オリゴヌクレオチドプライマーのセット。
【請求項３０】
　オリゴヌクレオチドプライマーのセットであって、
(１）５’から３’に、オーバーハングアダプター領域、プライマーＩＤ領域及び標的断
片の一方の末端に相補的な標的特異的配列領域を含む、第１のオリゴヌクレオチドプライ
マーと、
(２）５’から３’に、第２のオーバーハングアダプター領域、第２のプライマーＩＤ領
域及び標的断片の他方の末端に相補的な標的特異的配列領域を含む、第２のオリゴヌクレ
オチドプライマーと
を含むセット。
【請求項３１】
　第３及び第４のオリゴヌクレオチドプライマーをＰＣＲプライマーとしてさらに含み、
(ｉ）第３のプライマーが、５’から３’に、第１のシークエンシングプライマーに相補
的な領域、任意選択のバーコード領域及び第１のプライマーのオーバーハングアダプター
領域に相補的な領域を含み、
(ｉｉ）第４のプライマーが、５’から３’に、第２のシークエンシングプライマーに相
補的な領域、第２の任意選択のバーコード領域及び第２のプライマーの第２のオーバーハ
ングアダプター領域に相補的な領域
をさらに含む、請求項３０に記載のオリゴヌクレオチドプライマーのセット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、標的核酸断片を分析する方法に関する。より詳細には、本発明は、標的ヌク
レオチド配列の分析のためのプライマーＩＤ配列を含有するオリゴヌクレオチドプライマ
ーの使用に関する。本発明はさらに、このような使用に適切なオリゴヌクレオチドプライ
マーを開示する。
【背景技術】
【０００２】
　次世代シークエンシング（ＮＧＳ）技術は、特定の表現型、例えば、がん発生、ウイル
ス薬物抵抗性などに寄与する、ゲノムレベルのヌクレオチド突然変異の発生及び頻度を決
定する大きな機会を提供する。しかし、（手順中のシークエンシング技術及びＰＣＲ増幅
の進行の両方による）相対的に高いバックグラウンドのエラー率が、真の遺伝子変異の正
確な検出を複雑にさせる。このことは、変異が、高度に異種な試料集団において極めて低
頻度で存在するＳＮＰである場合、特に真実となる。
【０００３】
　米国特許出願第２０１３／０３１０２６４号は、非オーバーラップゲノム断片のランダ
ムな混合物の分析による、大規模シークエンシング方法を提供している。ＲＮＡウイルス
シークエンシングのために、プライマーＩＤの使用が近年論じられた。Ｊａｂａｒａ，Ｃ
，ｅｔ　ａｌ．，ＰＮＡＳ，２０１１，ｖ１０８，２０１６６－２０１７１。国際公開第
２０１３／０１３０５１２号も参照されたい。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
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【特許文献１】米国特許出願第２０１３／０３１０２６４号
【発明の概要】
【０００５】
　本発明の実施形態は、核酸試料において極めて低頻度の配列変異の正確な検出を可能に
する。したがって、本発明の実施形態は、発見されたすべての変異の偽陽性及び偽陰性の
同定を達成し、従って、変異検出の正確さ及び感度を有意に増加させる。
【０００６】
　したがって、一実施形態では、本発明は、標的核酸断片の分析方法に関する。本方法は
、
(ａ）５’から３’に、オーバーハングアダプター領域、プライマーＩＤ領域及び標的断
片の一方の末端に相補的な標的特異的配列領域を含む、第１のオリゴヌクレオチドプライ
マーを使用したプライマー伸長により、標的の１つの鎖を鋳型として使用して第１鎖を作
製するステップ、
(ｂ）場合により、非取り込みプライマーを除去するステップ、
(ｃ）作製された第１鎖から標的を増幅し、増幅産物を作り出すステップ、並びに
(ｄ）増幅産物を検出するステップ、
を含む。
【０００７】
　特定の実施形態では、本方法は、
(１）５’から３’に、第２のオーバーハングアダプター領域、第２のプライマーＩＤ領
域及び標的断片の他方の末端に相補的な標的特異的配列領域を含む、第２のオリゴヌクレ
オチドプライマーを使用したプライマー伸長により、作製された第１鎖を鋳型として使用
して第２鎖を作製するステップ、並びに
(２）場合により非取り込みプライマーを除去するステップ、
を、増幅ステップの前にさらに含む。
【０００８】
　特定の実施形態では、プライマー伸長は、ハイフィデリティＤＮＡポリメラーゼの存在
下で達成される。
【０００９】
　特定の実施形態では、増幅ステップは、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）により達成さ
れる。
【００１０】
　別の実施形態では、本発明は、
(１）５’から３’に、オーバーハングアダプター領域、プライマーＩＤ領域及び標的断
片の一方の末端に相補的な標的特異的配列領域を含む、第１のオリゴヌクレオチドプライ
マー、並びに
(２）第２及び第３のオリゴヌクレオチドプライマーをＰＣＲプライマーとして含み、
　(ｉ）第２のオリゴヌクレオチドプライマーが、５’から３’に、第１のシークエンシ
ングプライマー、任意選択のバーコード領域及び第１のプライマーのオーバーハングアダ
プター領域に相補的な領域を含み、
　(ｉｉ）第３のオリゴヌクレオチドプライマーが、５’から３’に、第２のシークエン
シングプライマーに相補的な領域、第２の任意選択のバーコード領域及び標的断片の他方
の末端に相補的な領域を含む、
　オリゴヌクレオチドプライマーのセットに関する。
【００１１】
　別の実施形態では、本発明は、
１）５’から３’に、オーバーハングアダプター領域、プライマーＩＤ領域及び標的断片
の一方の末端に相補的な標的特異的配列領域を含む、第１のオリゴヌクレオチドプライマ
ー、並びに
２）５’から３’に、第２のオーバーハングアダプター領域、第２のプライマーＩＤ領域
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及び標的断片の他方の末端に相補的な標的特異的配列領域を含む、第２のオリゴヌクレオ
チドプライマー、
を含む、オリゴヌクレオチドプライマーのセットに関する。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】本発明の実施形態に従った標的核酸の増幅に関する略図を示す図である。
【図２】アンプリコンのＢｉｏＡｎａｌｙｚｅｒ　ＱＣの予想結果を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　定義
　単数形「１つの（ａ）」、「１つの（ａｎ）」及び「（ｔｈｅ）」は、文脈が特に他の
ことを明確に示さない限り、複数の指示対象を含む。本明細書及び特許請求の範囲を通し
てここで使用される、概略を表す言葉（Ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｉｎｇ　ｌａｎｇｕａｇｅ
）は、関連する基本的機能に変化をもたらすことなく、差し支えない程度に変動できる任
意の量的表現を修飾するために適用することができる。したがって、「約」などの用語に
より修飾された値は、指定された正確な値に限定されるものではない。特に他のことが明
記されない限り、本明細書及び特許請求の範囲に使用される原料、分子量などの特性、反
応条件などの量を表現するすべての数字は、すべてにおいて「約」という用語により修飾
されていると理解するべきである。したがって、特に反対のことが示されない限り、下記
の明細書及び添付の特許請求の範囲に記載の数値パラメーターは、本発明により得ること
が探求されている所望の特性に依存して変動し得る近似値である。少なくとも各数値パラ
メーターは、少なくとも報告された有効数字を考慮して、普通の四捨五入技術の適用によ
り解釈されるべきである。
【００１４】
　「バーコード」又は「バーコード領域」という用語は、本明細書において使用される場
合、２－１０ヌクレオチドなどの、例えば２、３、４、５、６、７、８、９、又は１０ヌ
クレオチドの短鎖ポリヌクレオチド領域を指す。バーコードは、分析の日付、時間又は場
所；臨床試験；回収の日付、時間又は場所；患者番号；試料番号；種；亜種；亜型；治療
薬投与計画；又は組織型を表し得る。
【００１５】
　「相補的」という用語は、本明細書において使用される場合、ヌクレオチド又は核酸の
間、例えば、２つの二本鎖ＤＮＡ分子の間又はオリゴヌクレオチドプライマーと、分析又
は増幅される一本鎖核酸のプライマー結合部位との間のハイブリダイゼーション又は塩基
対を指す。Ｍ．Ｋａｎｅｈｉｓａ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１２：２０３
（１９８４）を参照されたく、当該文献は参照により本明細書に組み込まれる。
【００１６】
　「コンセンサス配列」という用語は、本明細書において使用される場合、同一のプライ
マーＩＤを含有する２つ又はそれを超える配列から形成される配列を指す。
【００１７】
　ハイフィデリティＤＮＡポリメラーゼ：ＤＮＡポリメラーゼのフィデリティは、所望の
鋳型の正確な複製の結果である。明確には、これは、鋳型鎖を読み取る能力、適切なヌク
レオシド三リン酸を選択する能力及びワトソン－クリック塩基対が維持されるように３’
プライマー末端に正確なヌクレオチドを挿入する能力を含む、複数のステップを伴う。正
確なヌクレオチドと不正確なヌクレオチドとの有効な区別に加えて、いくつかのＤＮＡポ
リメラーゼは３’→５’エキソヌクレアーゼ活性を保有する。「プルーフリーディング」
として知られるこの活性は、不正確に取り込まれたモノヌクレオチドを排除して、次いで
正確なヌクレオチドと交換するために使用される。ハイフィデリティＤＮＡポリメラーゼ
は、低い誤取り込み率もしくはプルーフリーディング活性のいずれか又は両方を有し、目
的の標的ＤＮＡの忠実な複製をもたらすＤＮＡポリメラーゼである。ハイフィデリティＤ
ＮＡポリメラーゼのいくつかの例は、Ｔ７　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔ４　ＤＮＡポリメラ
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ーゼ、ｐｈｉ２９　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｐｆｕ　ＤＮＡポリメラーゼ、ＤＮＡポリメラ
ーゼＩ及びＤＮＡポリメラーゼＩのクレノウ（Ｋｌｅｎｏｗ）断片である。
【００１８】
　「核酸」という用語は、本明細書において使用する場合、プリン及びピリミジン塩基を
含むリボヌクレオチド、デオキシリボヌクレオチドもしくはペプチド核酸（ＰＮＡ）のい
ずれか、又は他の天然、化学的もしくは生化学的に修飾された、非天然もしくは誘導体化
されたヌクレオチド塩基の任意の長さのヌクレオチドの多量体型を指す。ポリヌクレオチ
ドの骨格は、通常ＲＮＡもしくはＤＮＡ中に見し得る糖及びリン酸基又は修飾もしくは置
換された糖もしくはリン酸基を含んでよい。ポリヌクレオチドは、メチル化ヌクレオチド
及びヌクレオチド類似体などの修飾ヌクレオチドを含み得る。ヌクレオチドの配列は、非
ヌクレオチド成分により割り込まれることもある。したがって、ヌクレオシド、ヌクレオ
チド、デオキシヌクレオシド及びデオキシヌクレオシドという用語は、全体に本明細書に
記載のような類似体も含む。これらの類似体は、核酸又はオリゴヌクレオシド配列中に取
り込まれた場合、これらが溶液中で天然に存在する核酸配列とハイブリダイゼーション可
能となるような、天然に存在するヌクレオシド又はヌクレオチドと共通するいくつかの構
造特色を有する分子である。通常、これらの類似体は、塩基、リボース又はリン酸ジエス
テル部分を交換及び／又は修飾することにより、天然に存在するヌクレオシド及びヌクレ
オチドからもたらされる。これらの変化は、テーラーメイドして、ハイブリッドの形成を
安定化又は不安定化でき、又は所望の相補的核酸配列とのハイブリダイゼーションの特異
性を強化することができる。
【００１９】
　「オリゴヌクレオチド」又は時として「ポリヌクレオチド」と呼ばれる用語は、本明細
書において使用される場合、少なくとも２、好ましくは少なくとも８及びより好ましくは
少なくとも２０ヌクレオチド長に及ぶ核酸又はポリヌクレオチドと特異的にハイブリダイ
ズする化合物を指す。
【００２０】
　本発明のポリヌクレオチドは、天然起源から分離され得る、組み換え的に作製され得る
、又は人工的に合成され得るデオキシリボ核酸（ＤＮＡ）もしくはリボ核酸（ＲＮＡ）の
配列又はこれらの模倣体を含む。本発明のポリヌクレオチドのさらなる例としては、ハイ
ブリダイゼーションの特異性を上昇し得る非天然類似体、例えばペプチド核酸（ＰＮＡ）
連結体及びロックド核酸（ＬＮＡ）連結体を挙げることができる。ＬＮＡ連結体は、より
高い溶融温度及びより大きなミスマッチ識別を有する相補的標的と結合する、構造的に制
約を受けたヌクレオチド類似体である。プローブ中に含まれ得る他の修飾としては、２’
ＯＭｅ、２’Ｏアリル、２’Ｏ－プロパルギル、２’Ｏ－アルキル、２’フルオロ、２’
アラビノ、２’キシロ、２’フルオロアラビノ、ホスホロチオエート、ホスホロジチオエ
ート、ホスホロアミデート、２’アミノ、５－アルキル－置換ピリミジン、５－ハロ－置
換ピリミジン、アルキル置換プリン、ハロ－置換プリン、二環式ヌクレオチド、２’ＭＯ
Ｅ、ＬＮＡ様分子及びこれらの誘導体が挙げられる。本発明は、特定のｔＰｖＮＡ分子中
に同定され、三重らせん中に存在すると仮定されているフーグスティーン（Ｈｏｏｇｓｔ
ｅｅｎ）塩基対などの、非伝統的塩基対が存在する状況もまた包含する。「ポリヌクレオ
チド」及び「オリゴヌクレオチド」は、本出願において交換可能に使用される。
【００２１】
　「プライマー」又は「オリゴヌクレオチドプライマー」という用語は、本明細書におい
て使用される場合、二本鎖、一本鎖又は部分的一本鎖のオリゴヌクレオチドを指す。いく
つかの実施形態では、プライマーは、適切な条件、例えばバッファー及び温度の下で、４
種の異なるヌクレオシド三リン酸及び例えばＤＮＡポリメラーゼなどの重合剤の存在下に
おいて鋳型指向核酸合成の開始点として作用することができる。プライマーは、ＤＮＡも
しくはＲＮＡ又は他のヌクレオチド類似体からなる。プライマーの長さは、いずれの場合
にも、例えばプライマーの意図される使用に依存して、概して１５から１００ヌクレオチ
ドの範囲である。短鎖プライマー分子は、概して、鋳型との十分に安定なハイブリッド複
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合体を形成するために比較的低い温度を要求する。プライマーは、必ずしも鋳型の正確な
配列を反映する必要はないが、このような鋳型とハイブリダイズするために十分に相補的
でなければならない。プライマー部位は、プライマーがハイブリダイズする鋳型の領域で
ある。プライマー対は、増幅される配列の５’末端とハブリダイズする５’上流プライマ
ー及び増幅される配列の３’末端の相補体とハイブリダイズする３’下流プライマーのセ
ットである。
【００２２】
　「プライマーＩＤ」又は「プライマーＩＤ領域」という用語は、本明細書において使用
される場合、オリゴヌクレオチド合成反応の間にプライマー内に導入されたヌクレオチド
の縮重ストリング（ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅ　ｓｔｒｉｎｇ）を指す。プライマーは新たに
合成されるので、プライマー集団は、その縮重ブロックにおいて特有の組合せを含有する
ものである例えば、８つの縮重塩基のブロックを含有するプライマーＩＤは、６５，５３
６（４8）の特有の組合せを有すると思われる。例えば、第１のプライマーＩＤは５’Ｇ
ＣＡＴＣＴＴＣ３’であり、第２のプライマーＩＤが５’ＣＡＡＧＴＡＡＣ３’であり得
る。それぞれが、プライマーＩＤ中のアイデンティティ及び塩基の順番を決定することに
より決定可能な特有のアイデンティティを有する。
【００２３】
　次世代ハイスループットシークエンシングプロトコルは、大量の出発ゲノム材料を必要
とする。鋳型は限られているので、ＰＣＲなどの増幅は通常、シークエンシングにおいて
必要な第１ステップである。ＰＣＲの間、ポリメラーゼは増幅産物内にエラーを導入する
と思われる。これらのエラーは、次世代シークエンシングプラットホームの高解析能によ
り報告される。プライマーＩＤは、ＰＣＲ及びシークエンシングプロトコルの間の個別の
ゲノム断片の追跡並びに直接エラー補正を可能にする。プライマーＩＤがなければ、人為
的結果によるエラーを統計的手段によって生物学的多様性から除去する必要があるが、こ
れは常に可能とは限らない。
【００２４】
　本発明の実施形態は、ＤＮＡシークエンシングなどによる核酸断片のより正確な検出を
可能にし、高度に正確なコンセンサスＤＮＡ配列を得るために必要な読み深度を低下させ
る。本方法は、エラーの直接除去、発見された変異中の擬陽性の同定／フィルタリングに
よって、標的試料中に存在する真の変異、特に高度に異種の集団において極めて低い百分
率で存在する変異に対する正確な検出が可能である。さらに、本方法は、偽陰性を同定す
ることによって次世代シークエンシング技術の検出感度を上昇させ得る。
【００２５】
　本発明の実施形態は、標的核酸断片が、がんを患う個体由来の試料の分析に特に適切で
ある。本発明の実施形態は、標的核酸断片が無細胞の循環核酸由来の試料の分析にも適切
である。このような試料由来の稀な変異配列は、本発明の実施形態に従った方法により容
易に検出される。稀な変異配列とは、低頻度、例えば５％以下の変異配列を指す。
【００２６】
　特定の実施形態では、標的核酸断片は、二本鎖核酸断片である。特定の実施形態では、
二本鎖核酸断片は二本鎖ＤＮＡ断片である。他の実施形態では、標的核酸断片は一本鎖核
酸断片である。特定の実施形態では、一本鎖核酸断片は、一本鎖ＤＮＡ断片である。
【００２７】
　一態様において、本発明は、標的核酸断片を分析する方法に関する。本方法は、
ａ）５’から３’に、オーバーハングアダプター領域、プライマーＩＤ領域及び標的断片
の一方の末端に相補的な標的特異的配列領域を含む、第１のオリゴヌクレオチドプライマ
ーを使用したプライマー伸長により、標的の１つの鎖を鋳型として使用して第１鎖を作製
するステップ、
ｂ）場合により、非取り込みプライマーを除去するステップ、
ｃ）作製された第１鎖から標的を増幅し、増幅産物を作り出すステップ、並びに
ｄ）増幅産物を検出するステップ、
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を含む。
【００２８】
　第１鎖の合成は、特別に設計されたオリゴヌクレオチドプライマーを使用する。このプ
ライマーは、５’から３’に、オーバーハングアダプター領域、プライマーＩＤ領域及び
標的断片の一方の末端に相補的な標的特異的配列領域を含む。これらのプライマーは、標
的増幅及びその後の検出ステップ（例えば、シークエンシング）の後に使用して、どの標
的配列が共通の出発鋳型分子からもたらされるかを決定できるプライマーＩＤ領域をそれ
ぞれ含む。各標的は通常、１回の次世代ＤＮＡシークエンシングの実施において何回も分
析（例えばシークエンシング）されるので、この方法の使用により、核酸産物中に導入さ
れたすべての人為的な変化が明らかになる。１つのプライマーＩＤからのシークエンシン
グ結果を比較することによる、配列中のすべての違いは、このエラーが増幅エラー又はシ
ークエンシングエラー又はＤＮＡ配列への任意の他の人為的導入ミスであろうとなかろう
と、エラーの結果である。
【００２９】
　特定の実施形態では、プライマーＩＤ領域は縮重配列を含む。特定の他の実施形態では
、プライマーＩＤ領域は５－１００ヌクレオチドを含む。さらに他の実施形態では、プラ
イマーＩＤ領域は５－５０ヌクレオチドを含む。好ましい実施形態では、プライマーＩＤ
領域は少なくとも８ヌクレオチドを含む。いくつかの実施形態では、プライマーＩＤ領域
は所定の配列を含む。
【００３０】
　プライマーの３’末端に向かって、標的断片の一方の末端に相補的な標的特異的配列領
域が含まれる。この配列は、ＤＮＡポリメラーゼが、標的を鋳型として使用するプライマ
ー伸長によって第１鎖を合成するように、標的断片とアニーリング可能である。
【００３１】
　プライマーの５’末端に向かって、オーバーハングアダプター領域が含まれ、この領域
は、合成された第１鎖のその後の増幅のためのプライマーに対するプライミング部位とし
て機能する。
【００３２】
　特定の実施形態では、第１鎖作製のためのプライマー伸長反応は、ハイフィデリティＤ
ＮＡポリメラーゼの存在下で実施される。第１鎖作製のためにＴａｑポリメラーゼなどの
通常のＤＮＡポリメラーゼの代わりにハイフィデリティＤＮＡポリメラーゼを利用するこ
とは、この最も重要なステップにおいてエラー率を、少なくとも１０倍、例えば５０倍又
は１００倍減少させると思われる。特定の好ましい実施形態では、ハイフィデリティＤＮ
Ａポリメラーゼは、Ｔ７　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔ４　ＤＮＡポリメラーゼ、ｐｈｉ２９
　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｐｆｕ　ＤＮＡポリメラーゼ、ＤＮＡポリメラーゼＩ及びＤＮＡ
ポリメラーゼＩのクレノウ（Ｋｌｅｎｏｗ）断片から選択される。
【００３３】
　第１鎖が合成された後で、非取り込みプライマーを除去する任意選択のステップを導入
できる。このようなプライマーの存在は、標的の最終分析に影響を与えないが、増幅効率
を低下させる恐れがある。合成された第１鎖とプライマーは長さ（すなわちサイズ）が異
なるので、非伸長プライマーの除去は、サイズ排除膜などのサイズに基づく分離によって
達成し得る。プライマーは一本鎖であるのに対して第１鎖合成産物は二本鎖なので、余剰
プライマーもまたヌクレアーゼ消化により除去され得る。
【００３４】
　特定の実施形態では、標的の検出の正確さをさらに上げるために、標的核酸断片の分析
方法は、
(１）５’から３’に、第２のオーバーハングアダプター領域、第２のプライマーＩＤ領
域及び標的断片の他方の末端に相補的な標的特異的配列領域を含む、第２のオリゴヌクレ
オチドプライマーを使用したプライマー伸長により作製された第１鎖を鋳型として使用し
て第２鎖を作製するステップ、並びに
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(２）場合により非取り込みプライマーを除去するステップ、
を、増幅ステップの前にさらに含んでよい。
【００３５】
　第２鎖は、第１のプライマーと同様の特色を有するプライマーを使用して、上で詳細に
記載した同様の条件下で作製される。
【００３６】
　いくつかの実施形態では、各ステップは、先行するステップ由来の余剰の伸長されてい
ないプライマーが標的とハイブリダイズしない、例えばより高温の条件下で実施される。
【００３７】
　本発明の特定の実施形態に従った第１鎖又は第１及び第２鎖の作製後、増幅ステップが
用いられ、増幅産物が作製される。
【００３８】
　いくつかの実施形態では、増幅ステップは非ＰＣＲベース法を含む。いくつかの実施形
態では、非ＰＣＲベース法は、多重置換増幅（ＭＤＡ）を含む。いくつかの実施形態では
、非ＰＣＲベース法は、転写介在増幅（ＴＭＡ）を含む。いくつかの実施形態では、非Ｐ
ＣＲベース法は、核酸配列ベース増幅（ＮＡＳＢＡ）を含む。いくつかの実施形態では、
非ＰＣＲベース法は、鎖置換増幅（ＳＤＡ）を含む。いくつかの実施形態では、非ＰＣＲ
ベース法は、リアルタイムＳＤＡを含む。いくつかの実施形態では、非ＰＣＲベース法は
、ローリングサークル増幅を含む。いくつかの実施形態では、非ＰＣＲベース法は、サー
クル－サークル増幅を含む。いくつかの実施形態では、非ＰＣＲ法は、ヘリカーゼ依存性
増幅（ＨＤＡ）を含む。いくつかの実施形態では、非ＰＣＲ法は、ローリングサークル増
幅（ＲＣＡ）を含む。使用可能な公知の増幅方法及び使用可能と思われる有望な新しい増
幅方法が多数存在する。このリストは、当業者が産物の増幅を考案する方法を限定するも
のでは決してない。
【００３９】
　いくつかの実施形態では、増幅ステップはＰＣＲベース法を含む。いくつかの実施形態
では、ＰＣＲベース法はＰＣＲを含む。いくつかの実施形態では、ＰＣＲベース法は定量
的ＰＣＲを含む。いくつかの実施形態では、ＰＣＲベース法はエマルジョンＰＣＲを含む
。いくつかの実施形態では、ＰＣＲベース法は液滴ＰＣＲを含む。いくつかの実施形態で
は、ＰＣＲベース法はホットスタートＰＣＲを含む。いくつかの実施形態では、ＰＣＲベ
ース法はｉｎ　ｓｉｔｕ　ＰＣＲを含む。いくつかの実施形態では、ＰＣＲベース法はイ
ンバースＰＣＲを含む。いくつかの実施形態では、ＰＣＲベース法はマルチプレックスＰ
ＣＲを含む。いくつかの実施形態では、ＰＣＲベース法はＶａｒｉａｂｌｅ　Ｎｕｍｂｅ
ｒ　ｏｆ　Ｔａｎｄｅｍ　Ｒｅｐｅａｔｓ（ＶＮＴＲ）ＰＣＲを含む。いくつかの実施形
態では、ＰＣＲベース法は非対称ＰＣＲを含む。いくつかの実施形態では、ＰＣＲベース
法はロングＰＣＲを含む。いくつかの実施形態では、ＰＣＲベース法はネステッドＰＣＲ
を含む。いくつかの実施形態では、ＰＣＲベース法はヘミネステッドＰＣＲを含む。いく
つかの実施形態では、ＰＣＲベース法はタッチダウンＰＣＲを含む。いくつかの実施形態
では、ＰＣＲベース法はアセンブリＰＣＲを含む。いくつかの実施形態では、ＰＣＲベー
ス法はコロニーＰＣＲを含む。
【００４０】
　特定の実施形態では、合成された第１鎖がＰＣＲの鋳型として使用される場合、このＰ
ＣＲは、
　(ｉ）５’から３’に、第１のシークエンシングプライマーに相補的な任意選択の領域
、任意選択のバーコード領域及び第１のプライマーのオーバーハングアダプター領域に相
補的な領域を含む第１のＰＣＲプライマー；並びに
　(ｉｉ）５’から３’に、第２のシークエンシングプライマーに相補的な任意選択の領
域、第２の任意選択のバーコード領域及び標的断片の他方の末端に相補的な領域を含む第
２のＰＣＲプライマー、
　の、オリゴヌクレオチドプライマーのペアを用いて実施される。
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【００４１】
　特定の実施形態では、合成された第１及び第２の鎖がＰＣＲの鋳型として使用される場
合、このＰＣＲは、
　(ｉ）５’から３’に、第１のシークエンシングプライマーに相補的な任意選択の領域
、任意選択のバーコード領域及び第１のプライマーのオーバーハングアダプター領域に相
補的な領域を含む第１のＰＣＲプライマー；並びに
　(ｉｉ）５’から３’に、第２のシークエンシングプライマーに相補的な任意選択の領
域、第２の任意選択のバーコード領域及び第２のプライマーの第２のオーバーハングアダ
プター領域に相補的な領域を含む第２のＰＣＲプライマー、
　の、オリゴヌクレオチドプライマーのペアを用いて実施される。
【００４２】
　シークエンシングプライマーに相補的な任意選択の領域が第１及び第２のＰＣＲプライ
マー上に存在することにより、シークエンシングによる増幅産物のその後の分析が可能に
なる。
【００４３】
　任意選択のバーコードが第１及び／又は第２のＰＣＲプライマー上に存在することによ
り、各個別の試料に対する特有のＩＤが割り当てられる。したがって、異なる供給材料由
来のＤＮＡ試料のその後の分析のために、複数の試料を一緒にプールすることができる
　いくつかの実施形態では、増幅産物の検出ステップは、増幅産物のシークエンシングを
含む。増幅産物のシークエンシングは、限定するものではないが、マクサム－ギルバート
（Ｍａｘａｍ－Ｇｉｌｂｅｒｔ）シークエンシング法、サンガー（Ｓａｎｇｅｒ）ジデオ
キシシークエンシング法、ダイターミネーターシークエンシング法、パイロシークエンシ
ング、多重プライマーＤＮＡシークエンシング、ショットガンシークエンシング及びプラ
イマーウォーキングを含む様々な方法により行われてよい。いくつかの実施形態では、シ
ークエンシングはパイロシークエンシングを含む。いくつかの実施形態では、シークエン
シングは次世代ＤＮＡシークエンシング法を含む。シークエンシングプライマーは、ＰＣ
Ｒプライマーの任意選択の領域に相補的な３’領域を含み、このＰＣＲプライマーはシー
クエンシングプライマーに相補的であるように設計され得る。
【００４４】
　いくつかの実施形態では、増幅産物の検出ステップは、増幅産物に関連する異なるプラ
イマーＩＤの数をカウントするステップを含み、増幅産物に関連する異なるプライマーＩ
Ｄの数は、サンプリングされた鋳型の数を反映する。いくつかの実施形態では、本方法は
、同じプライマーＩＤを含む増幅産物に対するコンセンサス配列を形成するステップをさ
らに含む。
【００４５】
　本方法は、増幅産物の検出に基づく、１又はそれを超える遺伝子変異を検出するステッ
プをさらに含み得る。例えば、遺伝子変異は、増幅産物をシークエンシングすることによ
って検出され得る。同じプライマーＩＤを含む配列は、プライマーＩＤファミリーを形成
するために一つにグループ化することができる。プライマーＩＤファミリー中の少なくと
も５０％の増幅産物が同じヌクレオチド配列変異を含有する場合、遺伝子変異は検出可能
である。プライマーＩＤファミリー中の５０％未満の核酸分子が同じ配列変異を含有する
場合、その場合は、ヌクレオチド配列変異はシークエンシング及び／又は増幅のエラーに
よるものと思われる。いくつかの実施形態では、遺伝子変異の検出ステップは、突然変異
の保因率を決定するステップを含む。いくつかの実施形態では、遺伝子変異の検出ステッ
プは、同じプライマーＩＤを含む増幅産物のためのコンセンサス配列を形成するステップ
を含む。
【００４６】
　いくつかの実施形態では、遺伝子変異の検出ステップは、異なる増幅産物の数をカウン
トするステップを含む。いくつかの実施形態では、遺伝子変異は多型を含む。いくつかの
実施形態では、多型は単一ヌクレオチド多型を含む。場合により、多型は０．５％未満の
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頻度で起こる。場合により、多型は１％未満の頻度で起こる。場合により、多型は２％未
満の頻度で起こる。場合により、多型は５％未満の頻度で起こる。場合により、多型は１
％超の頻度で起こる。場合により、多型は５％超の頻度で起こる。場合により、多型は１
０％超の頻度で起こる。場合により、多型は２０％超の頻度で起こる。場合により、多型
は３０％超の頻度で起こる。いくつかの実施形態では、遺伝子変異は突然変異を含む。い
くつかの実施形態では、遺伝子変異は欠失を含む。いくつかの実施形態では、遺伝子変異
は挿入を含む。
【００４７】
　いくつかの実施形態では、増幅産物を検出するステップは、次世代シークエンシング技
術により増幅産物をシークエンシングするステップを含む。適切な次世代シークエンシン
グ技術は、本明細書に記載の方法と関連した使用に広範囲に利用可能である。例としては
、４５４Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓプラットホーム（Ｒｏｃｈｅ，Ｂｒａｎｆｏｒｄ，
ＣＴ）；ｌｌｌｕｍｉｎａ社のＧｅｎｏｍｅ　Ａｎａｌｙｚｅｒ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，Ｓ
ａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）、ＨｉＳｅｑ及びＭｉＳｅｑ；Ｉｏｎ　Ｔｏｒｒｅｎｔ　ＰＧ
Ｍ及びＰｒｏｔｏｎ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）又はＬｉｇａｔｉｏｎ、Ｓ
ＯＬｉＤ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ／Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅｓ）によるＤＮＡシークエンシング、が挙げられる。これらの系は、被験
物から分離された多数の核酸分子のシークエンシングを、高次の多重化で平行形式により
可能にする（Ｄｅａｒ，２００３，Ｂｒｉｅｆ　Ｆｕｎｃｔ．Ｇｅｎｏｍｉｃ　Ｐｒｏｔ
ｅｏｍｉｃ，１（４），３９７－４１６　ａｎｄ　ＭｃＣａｕｇｈａｎ　ａｎｄ　Ｄｅａ
ｒ，２０１０，Ｊ．Ｐａｔｈｏｌ．，２２０，２９７－３０６）．これらのプラットホー
ムはそれぞれ、核酸断片のクローン的に拡大させた、又は増幅されなかった単一分子のシ
ークエンシングを可能にする。特定のプラットホームは、例えば、（ｉ）色素修飾プロー
ブのライゲーションによるシークエンシング（周期的なライゲーション及び切断を含む）
、（ｉｉ）パイロシークエンシング並びに（ｉｉｉ）単一分子シークエンシングを伴う。
【００４８】
　パイロシークエンシングは、ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｂｙ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓに基づ
く核酸シークエンシング法であり、ヌクレオチドの取り込みにおいて放出されたピロリン
酸塩の検出に頼るものである。概して、ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｂｙ　ｓｙｎｔｈｅｓｉ
ｓは、一度に１つのヌクレオチドを合成し、配列が探索される鎖に相補的なＤＮＡ鎖を合
成するステップを伴う。増幅された標的核酸は固体支持体に固定され、シークエンシング
プライマーにハイブリダイズされ、ＤＮＡポリメラーゼ、ＡＴＰスルフリラーゼ、ルシフ
ェラーゼ、アピラーゼ、アデノシン５’ホスホ硫酸及びルシフェリンと一緒にインキュベ
ートされ得る。ヌクレオチド溶液は連続して付加及び除去される。ヌクレオチドの正確な
取り込みはリン酸塩を放出し、このリン酸塩はＡＴＰスルフリラーゼと相互作用し、アデ
ノシン５’ホスホ硫酸の存在下でルシフェリン反応を促進するＡＴＰを生成し、配列決定
を可能にする化学発光シグナルをルシフェリン反応により発生する。パイロシークエンシ
ングのための機器及びメチル化試薬はＱｉａｇｅｎ，Ｉｎｃ．（Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ
）から利用可能である。Ｔｏｓｔ　ａｎｄ　Ｇｕｔ，２００７，Ｎａｔ．Ｐｒｏｔ．２　
２２６５－２２７５もまた参照されたい。当業者により使用可能な、パイロシークエンシ
ングに基づく系の例は、下記のステップ：アダプター核酸と標的核酸をライゲーションし
て、核酸とビーズとをハイブリダイズするステップ；エマルジョン中で標的核酸中のヌク
レオチドを増幅するステップ；ピコリットルのマルチウェル固体支持体を使用してビーズ
を選別するステップ；並びにパイロシークエンシング方法論により増幅されたヌクレオチ
ド配列をシークエンシングするステップを一般に伴う、（例えば、Ｎａｋａｎｏ　ｅｔ　
ａｌ．，２００３，Ｊ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．１０２，１１７－１２４）．このような系を使
用して、本明細書に記載の方法により、例えば、異種核酸と本明細書に記載の方法により
作成された第１の増幅産物とのライゲーションにより作製された増幅産物を指数関数的に
増幅することができる。
【００４９】
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　特定の単一分子シークエンシングの実施形態は、ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｂｙ　ｓｙｎ
ｔｈｅｓｉｓの原理に基づき、ヌクレオチド取り込みの成功の結果としてプロトンが放射
される機序として、シングルペア蛍光共鳴エネルギー移動（シングルペアＦＲＥＴ）を利
用する。放射されたプロトンは多くの場合、増強された、又は高感度の冷却された電荷結
合素子と全反射照明顕微鏡（ＴＩＲＭ）とを合わせて使用して検出される。プロトンは、
導入された反応溶液が、シークエンシング方法の結果として合成される成長中の核酸鎖へ
取り込まれる正確なヌクレオチドを含有する場合にだけ放射される。ＦＲＥＴに基づく単
一分子シークエンシング又は検出において、エネルギーは２つの蛍光色素、時としてポリ
メチンシアニン色素のＣｙ３及びＣｙ５の間を長距離双極子相互作用を介して移動する。
供与体はその特定の励起波長に励起され、励起状態のエネルギーが無放射で受容体色素に
移動し、順に励起される。受容体色素は、最終的にはプロトンの放射放出により基底状態
に戻る。エネルギー移動過程に使用される２つの色素は、シングルペアＦＲＥＴ中の「シ
ングルペア」を表す。Ｃｙ３は多くの場合供与体蛍光色素分子として使用され、多くの場
合、第１の標識ヌクレオチドとして取り込まれる。Ｃｙ５は多くの場合受容体蛍光色素分
子として使用され、第１のＣｙ３標識ヌクレオチドの取り込み後の連続的なヌクレオチド
付加のためのヌクレオチド標識として使用される。この蛍光色素分子は概してエネルギー
移動の発生が成功するためには互いに１０ナノメートル以内にある。Ｂａｉｌｅｙらは、
量子ドットを使用して蛍光共鳴エネルギー移動を使用してメチル化状態を検出する高感度
（１５ｐｇのメチル化ＤＮＡ）方法（ＭＳ－ｑＦＲＥＴ）を近年報告した（Ｂａｉｌｅｙ
　ｅｔ　ａｌ．２００９，Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．１９（８），１４５５－１４６１、こ
の文献は参照によりその全体が本明細書に組み込まれる）。
【００５０】
　使用可能な単一分子シークエンシングに基づく系の例は全般に、プライマーと増幅され
た標的核酸とをハイブリダイズして、複合体を作製するステップ；この複合体と固相とを
結合させるステップ；蛍光分子でタグ化されたヌクレオチドによりプライマーを反復的に
伸長するステップ；並びに各反復後に蛍光共鳴エネルギー移動シグナルの画像を得るステ
ップを伴う（例えば、Ｂｒａｓｌａｖｓｋｙ　ｅｔ　ａｌ，ＰＮＡＳ　１００（７）：３
９６０－３９６４（２００３）；米国特許第７，２９７，５１８号）。このような系は、
本明細書に記載の方法により作製された増幅産物を直接シークエンシングするために使用
可能である。いくつかの実施形態では、放出された線形増幅産物は、固体支持体、例えば
、ビーズ又はスライドクラス上に存在する固定された補足配列に相補的な配列を含有する
プライマーとハイブリダイズ可能である。プライマー－放出線形増幅産物複合体と固定補
足配列とのハイブリダイゼーションにより、放出された線形増幅産物がｓｅｑｕｅｎｃｉ
ｎｇ　ｂｙ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓに基づくシングルペアＦＲＥＴのための固体支持体に固
定される。このプライマーは多くの場合蛍光性であり、そのため固定化核酸を有するスラ
イドの表面の初期参考画像が生じる。初期参考画像は、真のヌクレオチドの取り込みが起
こった場所を決定するために有用である。「プライマーのみ」の参考画像において初期に
は同定されなかった配列場所において検出された蛍光シグナルは、非特異的蛍光として廃
棄される。プライマー－放出線形増幅産物複合体の固定化の後、結合された核酸は多くの
場合、ａ）１つの蛍光標識ヌクレオチドの存在下でポリメラーゼ伸長するステップ、ｂ）
適切な顕微鏡、例えばＴＩＲＭを使用して蛍光を検出するステップ、ｃ）蛍光ヌクレオチ
ドを除去するステップ、並びにｄ）異なる蛍光標識ヌクレオチドを用いてステップａに戻
るステップ、の反復により平行してシークエンシングされる。
【００５１】
　図１は、本発明の実施形態に従った標的核酸の増幅の略図を例示する。
【００５２】
　標的特異的配列、プライマーＩＤ及びオーバーハングアダプターを含むプライマーライ
ブラリが設計及び合成された。プライマーＩＤは、８又はそれを超える塩基長のランダム
配列タグである。類似のプライマーが、標的断片の他方の末端のために設計され得る。プ
ライマーＩＤはフォワード及びリバースプライマーの両方に統合可能であるが、本方法が
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作動するためにはわずか１つのこのようなプライマーが必要とされる（及び示される）。
プライマーＩＤがフォワード及びリバースプライマーの両方で使用される場合、ハイフィ
デリティＤＮＡポリメラーゼによる２ラウンドの伸長が、包括的ＰＣＲアダプタープライ
マーにより増幅可能な二本鎖のタグ付き産物の作製に必要である。オーバーハングアダプ
ター領域は包括的アダプタープライマーを用いたその後の下流ＰＣＲのためのプライミン
グ部位を提供する。
【００５３】
　プライマー伸長ステップにおいて、プライマーの標的特異的配列領域は、試料中の標的
核酸分子の１つの鎖にアニーリングされ、ハイフィデリティＤＮＡポリメラーゼを使用し
て伸長され、元のＤＮＡ分子の一本鎖「コピー」が作製される。ハイフィデリティＤＮＡ
ポリメラーゼの使用により、１×１０-5－１×１０-6のエラー率の「コピー」が作製され
る。作製された「コピー」は、特有の配列タグ（プライマーＩＤ）を含み、同じ元のＤＮ
Ａ分子に由来するすべてのＰＣＲ産物が共通のプライマーＩＤを有するように、下流ＰＣ
Ｒ反応において鋳型として使用される。
【００５４】
　ＰＣＲ増幅ステップにおいて、特殊なプライマー対が、一本鎖プライマー伸長産物を増
幅するために使用される。ＰＣＲプライマーの１つは、プライマー伸長プライマーのオー
バーハングアダプター領域に相補的な３’配列並びにシークエンシングプライマーに相補
的な配列である５’領域を含有する。この場合、シークエンシングプライマーは４５４シ
ークエンシングプライマーＢである。このプライマーはバーコード領域をさらに含む。他
のＰＣＲプライマーは、一本鎖プライマー伸長産物（標的配列）の他方の末端と同一の３
’配列並びに４５４シークエンシングプライマーＡに相補的な配列である５’領域を含有
する。このプライマーもまた、バーコード領域を含む。ＰＣＲ増幅は、４５４シークエン
シング機器を使用するシークエンシングなどの後に続く分析のための増幅産物を作製する
。
【００５５】
　鋳型核酸断片の分析に有用なオリゴヌクレオチドプライマーもまた開示する。したがっ
て、一実施形態では、本発明は、
(１）５’から３’に、オーバーハングアダプター領域、プライマーＩＤ領域及び標的断
片の一方の末端に相補的な標的特異的配列領域を含む、第１のオリゴヌクレオチドプライ
マー、並びに
(２）第２及び第３のオリゴヌクレオチドプライマーをＰＣＲプライマーとして含み、
　(ｉ）第２のオリゴヌクレオチドプライマーが、５’から３’に、第１のシークエンシ
ングプライマーに相補的な領域、任意選択のバーコード領域及び第１のプライマーのオー
バーハングアダプター領域に相補的な領域を含み、
　(ｉｉ）第３のオリゴヌクレオチドプライマーが、５’から３’に、第２のシークエン
シングプライマーに相補的な領域、第２の任意選択のバーコード領域及び標的断片の他方
の末端に相補的な領域を含む、
　オリゴヌクレオチドプライマーのセットを提供する。
【００５６】
　別の実施形態では、本発明は、
１）５’から３’に、オーバーハングアダプター領域、プライマーＩＤ領域及び標的断片
の一方の末端に相補的な標的特異的配列領域を含む、第１のオリゴヌクレオチドプライマ
ー、並びに
２）５’から３’に、第２のオーバーハングアダプター領域、第２のプライマーＩＤ領域
及び標的断片の他方の末端に相補的な標的特異的配列領域を含む、第２のオリゴヌクレオ
チドプライマー、
を含む、
　オリゴヌクレオチドプライマーのセットを提供する。特定の実施形態では、プライマー
のセットは第３及び第４のオリゴヌクレオチドプライマーをＰＣＲプライマーとしてさら
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に含み、第３のプライマーは、５’から３’に、第１のシークエンシングプライマーに相
補的な領域、任意選択のバーコード領域及び第１のプライマーのオーバーハングアダプタ
ー領域に相補的な領域を含み、並びに第４のプライマーは、５’から３’に、第２のシー
クエンシングプライマーに相補的な領域、第２の任意選択のバーコード領域及び第２のプ
ライマーの第２のオーバーハングアダプター領域に相補的な領域を含む。
【実施例１】
【００５７】
　標的遺伝子
　本発明の特定の実施形態は、ヒト黒色腫試料のＢＲＡＦ遺伝子におけるＶ６００目的領
域に対する稀な突然変異（５％以下の低頻度）の検出に適用される。この領域中のいくつ
かの突然変異は、薬物療法に反応性の悪性黒色腫に関係があるとされている。
【００５８】
　標的遺伝子のＤＮＡ配列は下記の通りである。
【００５９】
　ＴＧＴＴＴＴＣＣＴＴＴＡＣＴＴＡＣＴＡＣＡＣＣＴＣＡＧＡＴＡＴＡＴＴＴＣＴＴＣ
ＡＴＧＡＡＧＡＣＣＴＣＡＣＡＧＴＡＡＡＡＡＴＡＧＧＴＧＡＴＴＴＴＧＧＴＣＴＡＧＣ
ＴＡＣＡＧＴＧＡＡＡＴＣＴＣＧＡＴＧＧＡＧＴＧＧＧＴＣＣＣＡＴＣＡＧＴＴＴＧＡＡ
ＣＡＧＴＴＧＴＣＴＧＧＡＴＣＣＡＴＴＴＴＧＴＧＧＡＴＧＧＴＡＡＧＡＡＴＴＧＡＧＧ
ＣＴＡＴ
　プライマーの設計
　上記の図１に記載のように、プライマーは、プライマー伸長（ステップ１）及びＰＣＲ
増幅（ステップ２）のために設計及び合成される：
　プライマー伸長のためのプライマー：
【００６０】
【表１】

【００６１】
【表２】

　ＰＣＲのためのフォワードプライマー：
【００６２】
【表３】

【００６３】
【表４】
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　ステップ２のためのリバースプライマー
【００６４】
【表５】

【００６５】
【表６】

　プライマーＩＤを有するシークエンシング－即時使用アンプリコンの調製
　１．下記の品目を９６ウェルプレートに加え、十分混合する。
【００６６】
【表７】

　２．チューブを９５℃に予熱したブロックに置き、１分間インキュベートする。
【００６７】
　３．余熱ブロックの温度を４０℃に設定し、インキュベーションを８０分間継続する。
【００６８】
　４．８０分のインキュベーション後、試料の全量をフィルタープレート（Ｍｉｌｌｉｐ
ｏｒｅ）の予備洗浄したウェルの中心に移す。このフィルタープレートを、４５ｕｌの洗
浄バッファーを加えることによって予備洗浄し、２，４００ｇにおいてＲＴで２分間遠心
分離処理した。
【００６９】
　５．このフィルタープレートを２，４００ｇにおいてＲＴで２分間遠心分離処理する。
【００７０】
　６．このフィルタープレートを、４５ｕｌの洗浄バッファーを加えることによって２回
洗浄し、２，４００ｇにおいて２分間遠心分離処理した。
【００７１】
　７．下記の成分を含有するマスターミックスを作り、これをフィルタープレートの中心
に加える。
【００７２】
【表８】

　８．このプレートを３０℃において４５分間インキュベートする。
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【００７３】
　９．４５分のインキュベーション後、このフィルタープレートを２，４００ｇにおいて
ＲＴで２分間遠心分離処理し、プレートをステップ６のように２回洗浄する。
【００７４】
　１０．下記の成分を含有するマスターミックスを調製し、フィルタープレートの中心に
移す。
【００７５】
【表９】

　１１．サーマルサイクラ－において下記のプログラムを使用してＰＣＲを実施する：
　９５℃で３分間
　９５℃で３０秒；６２℃で３０秒；７２℃で６０秒：を２５サイクル。
【００７６】
　７２℃で５分間
　１０℃に保持
　１２．１ｕｌのＰＣＲ産物を単一のチューブに移し、４５ｕｌのＡＭＰｕｒｅ　ＸＰビ
ーズ（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ）を加えて、ボルテックス混合する。
【００７７】
　１３．ＲＴにおいて、振とうせずに１０分間インキュベートする。
【００７８】
　１４．このチューブを磁気スタンド上に２分間置き、その後上清を除去する。
【００７９】
　１５．ビーズを、２００ｕｌの８０％エタノールで２回洗浄する。
【００８０】
　１６．磁気スタンドからチューブを取り外し、ビーズを１０分間風乾させる。
【００８１】
　１７．３０ｕｌのＴＥバッファーをチューブに加え、ボルテックス混合する。
【００８２】
　１８．ＲＴにおいて、振とうせずに２分間インキュベートする。
【００８３】
　１９．このチューブを磁気スタンド上に２分間置き、上清の２０ｕｌを新しいチューブ
に移す。
【００８４】
　２０．ライブラリサイズを決定するためのＢｉｏＡｎａｌｙｚｅｒ　ＱＣ（Ａｇｉｌｅ
ｎｔ）用に１ｕｌ及びライブラリ濃度を測定するためのＰｉｃｏＧｒｅｅｎ　ＱＣ（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ）用に１ｕｌを取る。
【００８５】
　図２は、予想されるＢｉｏＡｎａｌｙｚｅｒ　ＱＣの結果を示す。
【００８６】
　作製されたアンプリコンの４５４シークエンシング
　作製されたアンプリコンライブラリを、Ｒｏｃｈｅ／４５４Ａｍｐｌｉｃｏｎ　ｅｍＰ
ＣＲキットを用いて製造業者の取扱説明書に従い、４５４　ｅｍＰＣＲに使用する。回収
したビーズは、同様に製造業者の取扱説明書に従い、４５４シークエンシングに使用する
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。
【００８７】
　稀な変異の同定のためのデータ分析
　４５４機器により、リードデータは、加えられた任意のバーコード情報を含む塩基文字
データとして抽出される。データは、同じバーコードを有するリードの集合に、ランダム
バーコードを読み取るソフトウェアによりバーコードによって分離され、バーコード中の
エラーはバッファー内のデータには分離されない。各バッファー由来のデータをアライメ
ントし、これを使用して、アライメントされた配列中の各位置における単純多数に基づき
コンセンサス配列を作製する。又は、品質スコア情報を使用して、各塩基がコンセンサス
配列に寄与する値をはかることができる。このコンセンサス配列を出力として記録し、変
異コーリングなどの下流方法に使用する。このコンセンサス配列は、品質情報のないリー
ド配列として処理してもよく、又は品質情報は、コンセンサス構築の間にこの配列に関し
て作製してもよい。
【００８８】
　ランダム配列（すなわち、プライマーＩＤ）は鋳型を特異的に標識するものではなく、
これは、標識を確率における単純な衝突問題として調べることによって見ることができる
。プライマーＩＤ長をＬとすると、プライマーＩＤ候補の数であるＢは４Lに等しい。鋳
型の総数がＮである場合、同じプライマーＩＤを有すると思われる鋳型の予想数、Ｄ＝Ｎ
（１－（１－１／Ｂ）N-1）である。これにより、いずれのプライマーＩＤに関しても偏
りは存在しないと推測される。多数の鋳型に関しては、プライマーＩＤにより同定された
リードの集合は、２又はそれを超え鋳型に由来する増幅産物を含有する確率が非常に高く
なる。試料の分析は、同じプライマーＩＤにより同定された集合由来のコンセンサス配列
の作製により実施される。８から１２のプライマーＩＤ長に関して、下記の表は、鋳型の
総数に対する百分率（有効桁数１）として表される、１以上のプライマーＩＤを共有する
鋳型の予想数を示す。
【００８９】
【表１０】

　プライマーＩＤのこのような衝突のエラーに対する寄与を最小化するために、２つの戦
略が明らかである。１つはプライマーＩＤ長の増加である。もう１つは、鋳型ＤＮＡの量
の制限である。後者の方法は、検出可能な変異頻度の下限を課す。例えば、カバレッジ５
００×（鋳型５００）において、各方向に１以上のリードを用いて変異が少なくとも４回
出現する、二項式計算による確率は６９％である（これらの条件は、明らかな変異に対し
て確証的とみなされる）。
【００９０】
　ランダムプライマーＩＤ法の有用性は、単一の鋳型由来の１００のリードの集合により
起こることを考慮した場合に明らかである。変異コールを誤りとするためには、明らかな
変異が集合のコンセンサスにおいて出現するために、鋳型からはずれたリードの５０％超
において出現することが必要である。エラー率１％の４５４シークエンシングが特定の位
置において変異コールをもたらすことができる確率は１×１０-15未満であり、その位置
において偏りがないと推測する。したがって、このような集合における明らかな変異は、
非常に高い確率で、集合に生じる鋳型中の特色を表す。
【００９１】



(19) JP 2017-508471 A 2017.3.30

　本明細書は、好ましい実施形態を含む本発明を開示するため、及びどのような当業者に
も、任意の装置又は系の作製及び使用並びに任意の組み込まれた方法の実行を含む本発明
の実践を可能にするために、実施例を使用している。本発明の特許となり得る範囲は特許
請求の範囲により規定され、当業者が思いつく他の実施例を含み得る。このような他の実
施例は、特許請求の範囲の文面と異ならない構造要素を有する場合、又は特許請求の範囲
の文面と非実質的な相違を有する等価の構造要素を含む場合、特許請求の範囲内であるこ
とが意図される。

【図１】 【図２】
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