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(57)【要約】
　本発明は、高度多型性核酸をジェノタイピングする方法に関する。特に、本開示は、ハ
イスループットシーケンシング技術を用いて、HLAアリルなどの高度多型性遺伝子アリル
をジェノタイピングするための方法に関する。とりわけ、本発明は、非コード配列へとキ
ャプチャープローブを標的化することにより、高度多型性遺伝子におけるアリルを同定す
るのに適したキャプチャープローブ方法に関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象における遺伝子アリルを同定するための方法であって、
　　a）対象由来の核酸サンプルをオリゴヌクレオチドプローブと接触させることであっ
て、ここで、該オリゴヌクレオチドプローブが、該核酸サンプル中の遺伝子標的配列とハ
イブリダイズするものである、こと；
　　b）オリゴヌクレオチドプローブとハイブリダイズされる核酸について、オリゴヌク
レオチドプローブと結合されていない核酸からそれを分離することにより、濃縮すること
；及び
　　c）該濃縮核酸をシーケンシングして、1つ以上の遺伝子アリルを同定すること
を含み、ここで、該遺伝子標的配列が、遺伝子の非コード領域にある、方法。
【請求項２】
　遺伝子が高度多型性遺伝子である、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　遺伝子がHLA遺伝子である、請求項2に記載の方法。
【請求項４】
　オリゴヌクレオチドプローブと結合される核酸を増幅することを含む、請求項1～3のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　HLA遺伝子エクソンをシーケンシングすることを含む、請求項3又は4に記載の方法。
【請求項６】
　HLA遺伝子全体をシーケンシングすることを含む、請求項5に記載の方法。
【請求項７】
　オリゴヌクレオチドプローブがキャプチャータグを含む、請求項1～6のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項８】
　キャプチャータグが、ビオチン又はストレプトアビジンである、請求項7に記載の方法
。
【請求項９】
　キャプチャータグを結合剤と接触させることを含む、請求項7又は8に記載の方法。
【請求項１０】
　結合剤が、ビオチン又はストレプトアビジンである、請求項9に記載の方法。
【請求項１１】
　オリゴヌクレオチドプローブと接触させる核酸サンプルが、一本鎖核酸を含む、請求項
1～10のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　核酸サンプルが、オリゴヌクレオチドプローブと接触させる前にフラグメント化される
、請求項1～11のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　約100 bp超の平均長を有する核酸フラグメントをオリゴヌクレオチドプローブと接触さ
せることを含む、請求項12に記載の方法。
【請求項１４】
　核酸サンプルが、オリゴヌクレオチドプローブと接触させた後にフラグメント化される
、請求項1～11のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　HLA遺伝子の非コード領域がイントロンである、請求項3～14のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項１６】
　非HLA遺伝子の1つ以上のアリルを検出することをさらに含む、請求項3～15のいずれか
一項に記載の方法。
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【請求項１７】
　シーケンシングが、ハイスループットシーケンシングである、請求項1～16のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１８】
　ハイスループットシーケンシングが、次世代シーケンシング技術である、請求項17に記
載の方法。
【請求項１９】
　対象における遺伝子アリルを同定するための方法であって、
　　a）対象から核酸サンプルを得ること；
　　b）該核酸サンプルをフラグメント化して、少なくとも約2 kb長の核酸フラグメント
を得ること；
　　c）該核酸サンプルを、キャプチャータグを含むオリゴヌクレオチドプローブと接触
させることであって、ここで、該オリゴヌクレオチドプローブが、該核酸サンプル中の遺
伝子標的配列とハイブリダイズするものである、こと；
　　d）該キャプチャータグを結合剤と接触させ、オリゴヌクレオチドとハイブリダイズ
される核酸について濃縮すること；及び
　　e）該核酸をシーケンシングして、1つ以上の遺伝子アリルを同定すること
を含み、ここで、該遺伝子標的配列が、遺伝子の非コード領域にある、方法。
【請求項２０】
　核酸サンプルが、オリゴヌクレオチドプローブと接触させる前にフラグメント化される
、請求項19に記載の方法。
【請求項２１】
　核酸サンプルが、オリゴヌクレオチドプローブと接触させた後にフラグメント化される
、請求項19に記載の方法。
【請求項２２】
　遺伝子アリルがHLA遺伝子アリルである、請求項19～21のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２３】
　オリゴヌクレオチドプローブの1つ以上が、配列番号1～8又は10～71のいずれか1つと少
なくとも95％同一である核酸配列を含む、請求項3～33のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２４】
　移植を必要とするレシピエントのために移植ドナーを同定する方法であって、
　　a）請求項3～23のいずれか一項に記載の方法を実施して、移植を必要とするレシピエ
ントにおける1つ以上のHLA遺伝子アリルを同定すること；並びに
　　b）移植ドナー及び移植レシピエントの両方のHLA遺伝子における1つ以上のアリルの
存在に基づき移植ドナーを同定すること
を含む、方法。
【請求項２５】
　移植レシピエントが移植片対宿主病を発症する可能性を低下させる方法であって、
　　a）請求項3～24のいずれか一項に記載の方法を実施して、移植を必要とするレシピエ
ントにおける1つ以上のHLA遺伝子アリルを同定すること；並びに
　　b）移植ドナー及び移植レシピエントの両方における1つ以上のHLA遺伝子アリルの存
在に基づき移植ドナーを同定すること
を含み、ここで、移植レシピエント及び移植ドナーの両方における1つ以上のHLA遺伝子ア
リルの存在が、移植ドナー由来の移植片を移植後に移植レシピエントが移植片対宿主病を
発症する可能性の低下を示す、方法。
【請求項２６】
　移植ドナーにおける1つ以上のHLA遺伝子アリルを同定することを含む、請求項24又は25
に記載の方法。
【請求項２７】
　レシピエントに同種異系移植片を移植する方法であって、
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　　a）請求項24～26のいずれか一項に記載の方法を実施すること；及び
　　b）移植ドナーからドナー移植片を取り出すこと；及び
　　c）該移植片をレシピエントに移植すること
を含む、方法。
【請求項２８】
　対象における遺伝子アリルを同定するためのキットであって、遺伝子の非コード領域に
おける遺伝子標的配列とハイブリダイズするオリゴヌクレオチドプローブを含む、キット
。
【請求項２９】
　遺伝子が高度多型性遺伝子である、請求項28に記載のキット。
【請求項３０】
　遺伝子がHLA遺伝子である、請求項29に記載のキット。
【請求項３１】
　HLA遺伝子の非コード領域がイントロンである、請求項30に記載のキット。
【請求項３２】
　オリゴヌクレオチドプローブがキャプチャータグを含む、請求項28～31のいずれか一項
に記載のキット。
【請求項３３】
　キャプチャータグが、ビオチン又はストレプトアビジンである、請求項32に記載のキッ
ト。
【請求項３４】
　結合剤を含む、請求項33に記載のキット。
【請求項３５】
　結合剤が基材と結合される、請求項34に記載のキット。
【請求項３６】
　基材が磁気基材である、請求項35に記載のキット。
【請求項３７】
　オリゴヌクレオチドプローブの1つ以上が、配列番号1～8又は10～71のいずれか1つと少
なくとも95％同一である核酸配列を含む、請求項28～36のいずれか一項に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
分野
　本発明は、高度多型性（highly polymorphic）核酸をジェノタイピングする方法に関す
る。特に、本開示は、ハイスループットシーケンシング技術を用いて、HLAアリル（allel
es）などの高度多型性遺伝子アリルをジェノタイピングするための方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
背景
　いわゆる次世代シーケンシング（next generation sequencing、NGS）技術は、遺伝子
研究を加速させ、これまで未診断の遺伝的欠陥を迅速に特徴づけることができ、その結果
、早期の疾患診断及び健康アウトカムの改善がもたらされている。次世代シーケンシング
技術の鍵となる特徴は、数百もの単一DNA分子を同時にシーケンシングする能力である。
シーケンシングの並行性及びスピードは、現在では、わずか数日でヒトゲノム全体をシー
ケンシングすることが可能なほどである。NGSにより複雑なゲノム全体をシーケンシング
できることに加えて、多くのアプリケーションが、NGSの臨床的可能性、及び特定の標的
化領域における遺伝的バリアントの検出に重点を置いている。
【０００３】
　標的化遺伝子シーケンシング方法の一つは、標的領域と結合する標識化プローブの使用
を伴い、該領域はその後ゲノムDNAから抽出することができる。
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【０００４】
　使用されるプローブは、天然のRNA又はDNAであり得、通常、ほぼ100ヌクレオチド長程
度である。
【０００５】
　キャプチャープローブの利用は、健常な個体においてあまり多型性を示す傾向にない遺
伝領域に有用である。すなわち、健常な個体間での遺伝子配列の差異は、ほぼ＜1％程度
である。プローブと標的DNA間に配列上の差異が存在して、プローブが標的配列とアニー
リングすることを妨げる場合、重複プローブの高いリダンダンシーを用いることで、該遺
伝的差異と隣接する他のプローブが存在することとなり、バリアントDNAフラグメントの
抽出及びシーケンシングが可能となることが保証される。
【０００６】
　キャプチャープローブの使用は広範な適用を有するものの、その使用は普遍的ではなく
、HLA系遺伝子など高度多型性遺伝子のジェノタイピングには不適切であると考えられる
。HLAは、病原体に対する免疫反応の中心を担う。HLA分子は細胞表面に存在し、フラグメ
ント化された病原体ペプチドを免疫系に提示する。個体の大半は、ユニークなHLAタイプ
を有しており、それにより、事実上いずれの病原体の攻撃に対しても種が防御し得ること
が可能となる。
【０００７】
　我々の種に対するHLA多型性の利点は明確であるが、対照的な面として、造血幹細胞（H
SC）を含む移植臓器上のHLA抗原が、レシピエントの免疫系により「外来」と認識され、
結果として臓器拒絶反応がもたらされる。HSC移植の場合、移植される幹細胞は、新たな
宿主を標的とし、その結果、移植片対宿主病（GvHD）がもたらされ、HSC移植について潜
在的に致命的な帰結となる。
【０００８】
　従って、HSCドナーと患者間の適合性を保証するために、HLAジェノタイピングが必要と
される。複数のHLA遺伝子が存在しており、それらはすべて、ヒト第6染色体の短腕上に位
置する主要組織適合遺伝子複合体（Major Histocompatibility Complex、MHC）として知
られる領域にておよそ4百万塩基の範囲内に存在する。当該遺伝子は、2セットに分けるこ
とができる。HLA-A、HLA-B及びHLA-Cを含むクラスI遺伝子と、HLA-DRB1、HLA-DQB1及びHL
A-DPB1を含むクラスII遺伝子である。移植目的のために通常タイピングされるのはこれら
の遺伝子であるが、MHCはまた、さらなるクラスI HLA遺伝子も含み、それらはあまり多型
性を示さず、病原体由来ペプチド提示以外の機能を有する。これらの遺伝子には、HLA-E
、-F及び-Gが含まれる。さらに、多数のクラスI及びクラスII様偽遺伝子及び遺伝子フラ
グメントが存在する。
【０００９】
　古典的クラスI遺伝子は配列が類似している。それらはすべて、7～8のエクソンと小さ
なイントロンを特徴とするおよそ3,200塩基対の比較的小さな遺伝子である。クラス2遺伝
子はより大きなイントロンを有し、ほぼ20,000塩基対程度のものもある。
【００１０】
　高レベルのHLA多型は、同一及び異なる座位のアリルから配列モチーフを「共有（shari
ng）」することにより生成される。比較的稀なユニークな多型及びSNPsが存在する。換言
すれば、新たに同定されるアリルは、同じ座位の他のアリルで見られる、又は他の関連す
る座位のアリルから見られるモチーフのユニークな組み合わせを含むだろう。モチーフの
共有は、多型性の急速な進化に有効なメカニズムであり、病原体と遭遇した際に種に都合
よく作用する。アリル及び座位間で共有されるモチーフのサイズは変化する。いくつかの
場合、モチーフは20 bp未満であり得るが、他のアリルは、遺伝子全体の半分を含み得る
。高レベルの多型性の結果として、いくつかの場合、HLA適合HSCドナーを同定することが
不可能となる。
【００１１】
　HLAについてのNGSは、従来のサンガーベースのシーケンシング技術を超える多大な恩恵
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を提供する。従来のHLAシーケンシング技術は、ポリメラーゼ連鎖反応により増幅されるD
NAのシーケンシングを必要とする。増幅されたDNAは、複数の配列分子としてシーケンシ
ングされ、隣接するヌクレオチドが同一又は異なる（母系又は父系）染色体由来であるか
どうかを決定することができない。配列をフェージング（phase）できないことは、高頻
度で、不正確なタイピングへとつながり、不明瞭なタイプを解決するために、その後の実
験が必要となる。
【００１２】
　NGSは、フェーズインフォメーション（phase information）を備えた単一分子配列デー
タを生成し、これはAssign MPSなどの配列解析ソフトウェアに従って、明瞭なHLAタイプ
を生じる可能性があり得る。しかしながら、PCR産物をシーケンシングする場合、PCRによ
り組み込まれたエラー及びキメラ分子もシーケンシングされ、配列解析が困難なものとな
る。
【００１３】
　しかしながら、従来のエクソンベースのプローブキャプチャー技術は、HLAタイプがモ
チーフシャッフリングにより広範に生成されること、及び配列の差異の程度が、1つのア
リルから次のものへとかなりのもの（substantial）となり得ることから、信頼できない
可能性が高い。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１４】
　従って、HLA遺伝子などの高度多型性遺伝子のハイスループットシーケンシングを可能
にする方法が必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【００１５】
要旨
　本発明者らは、非コード配列へとキャプチャープローブを標的化することにより、高度
多型性遺伝子におけるアリルを同定するのに適したキャプチャープローブ方法を記述する
。一般にタイピングされるHLAクラスI及びクラスII分子の非コード領域は、多型性エクソ
ンよりも多型性が低く、異なるHLAタイプで潜在的に代替される配列の数は、通常のバリ
アント生成プロセスを介して生じるランダムSNPsを除いて、比較的限りがあるようである
。従って、少数のプローブを単一領域で設計でき、これは、すべてのアリル（将来的に記
載される可能性の高いものを含む）のキャプチャーを可能にするだろう。キャプチャープ
ローブは、多型性エクソンを含むDNAフラグメントをキャプチャーし、キャプチャーDNAフ
ラグメントのシーケンシングにより、多型性フラグメントの配列が生成され、HLAタイプ
の推論（deduction）が可能となるだろう。
【００１６】
　従って、一側面において、本発明は、対象における遺伝子アリルを同定するための方法
であって、
　　a）対象由来の核酸サンプルをオリゴヌクレオチドプローブと接触させることであっ
て、ここで、該オリゴヌクレオチドプローブが、該核酸サンプル中の遺伝子標的配列とハ
イブリダイズするものである、こと；
　　b）オリゴヌクレオチドプローブとハイブリダイズされる核酸について、オリゴヌク
レオチドプローブと結合されていない核酸からそれを分離することにより、濃縮（enrich
ing）すること；及び
　　c）該核酸をシーケンシングして、1つ以上の遺伝子アリルを同定すること
を含み、ここで、該遺伝子標的配列が、遺伝子の非コード領域にある、方法を提供する。
【００１７】
　本発明の方法は、高度多型性遺伝子におけるアリルを同定するために特に有用である。
従って、一実施態様において、遺伝子は、高度多型性遺伝子である。特定の一実施態様に
おいて、遺伝子はHLA遺伝子である。
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【００１８】
　当業者ならば、シーケンシングのためにキャプチャーされる核酸を調製する際に、キャ
プチャーされる核酸を増幅することが望ましい場合があることを理解するだろう。従って
、一実施態様において、当該方法は、オリゴヌクレオチドプローブと結合される核酸（nu
cleic）を増幅することを含む。
【００１９】
　一実施態様において、当該方法は、HLA遺伝子エクソンをシーケンシングすることを含
む。
【００２０】
　別の実施態様において、当該方法は、HLA遺伝子全体をシーケンシングすることを含む
。
【００２１】
　関心のある核酸の濃縮を容易にするために、一実施態様において、オリゴヌクレオチド
プローブはキャプチャータグを含む。
【００２２】
　一実施態様において、キャプチャータグはハイブリダイゼーションタグである。
【００２３】
　別の実施態様において、キャプチャータグは、ビオチン又はストレプトアビジンである
。
【００２４】
　さらに別の実施態様において、当該方法は、キャプチャータグを結合剤と接触させるこ
とを含む。
【００２５】
　一実施態様において、結合剤はビオチン又はストレプトアビジンである。
【００２６】
　さらに別の実施態様において、結合剤は基材と結合（coupled）される。特定の一実施
態様において、結合剤は、磁気基材（magnetic substrate）、例えば磁気ビーズなどと結
合される。
【００２７】
　一実施態様において、オリゴヌクレオチドプローブと接触させる核酸サンプルは、一本
鎖核酸を含む。
【００２８】
　さらに別の実施態様において、核酸サンプルは、オリゴヌクレオチドプローブと接触さ
せる前にフラグメント化される。
【００２９】
　一実施態様において、当該方法は、約100 bp超の平均長を有する核酸フラグメントをオ
リゴヌクレオチドプローブと接触させることを含む。
【００３０】
　別の実施態様において、当該方法は、約2 kb超の平均長を有する核酸フラグメントをオ
リゴヌクレオチドプローブと接触させることを含む。
【００３１】
　或いは、核酸サンプルは、オリゴヌクレオチドプローブと接触させた後にフラグメント
化される。
【００３２】
　オリゴヌクレオチドプローブは、遺伝子の非コード領域、例えば、イントロン及び遺伝
子間領域などを標的化する。一実施態様において、遺伝子（例えば、HLA遺伝子）の非コ
ード領域はイントロンである。
【００３３】
　別の実施態様において、当該方法は、非HLA遺伝子の1つ以上のアリルを検出することを
さらに含む。
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【００３４】
　さらに別の実施態様において、シーケンシングは、ハイスループットシーケンシングで
ある。
【００３５】
　一実施態様において、ハイスループットシーケンシングは、次世代シーケンシング技術
である。
【００３６】
　第二の側面において、本発明は、対象における遺伝子アリルを同定するための方法であ
って、
　　a）対象から核酸サンプルを得ること；
　　b）該核酸サンプルをフラグメント化して、少なくとも約2 kb長の核酸フラグメント
を得ること；
　　c）該一本鎖核酸を、キャプチャータグを含むオリゴヌクレオチドプローブと接触さ
せることであって、ここで、該オリゴヌクレオチドプローブが、該核酸サンプル中のHLA
標的配列とハイブリダイズするものである、こと；
　　d）該キャプチャータグを結合剤と接触させることにより、オリゴヌクレオチドプロ
ーブとハイブリダイズされる核酸について濃縮すること；及び
　　e）該核酸をシーケンシングして、1つ以上の遺伝子アリルを同定すること
を含み、ここで、該HLA標的配列が、遺伝子の非コード領域にある、方法を提供する。
【００３７】
　本発明の方法で使用される核酸は、予め得られたサンプル由来であってよいが、一実施
態様において、当該方法は、対象から得られた生物学的サンプルから核酸を単離すること
を含む。
【００３８】
　一実施態様において、核酸サンプルは、オリゴヌクレオチドプローブと接触させる前に
フラグメント化される。
【００３９】
　別の実施態様において、核酸サンプルは、オリゴヌクレオチドプローブと接触させた後
にフラグメント化される。
【００４０】
　さらに別の実施態様において、遺伝子アリルは、HLA遺伝子アリルである。
【００４１】
　第一又は第二の側面の一実施態様において、オリゴヌクレオチドプローブの1つ以上は
、配列番号1～8又は10～71のいずれか1つと少なくとも95％同一である核酸配列を含む。
【００４２】
　別の実施態様において、オリゴヌクレオチドプローブの1つ以上は、配列番号1～8又は1
0～71のいずれか1つと少なくとも98％同一である核酸配列を含む。
【００４３】
　特定の一実施態様において、オリゴヌクレオチドプローブの1つ以上は、配列番号1～8
又は10～71のいずれか1つと同一である核酸配列を含む。
【００４４】
　第三の側面において、本発明は、移植を必要とするレシピエントのために移植ドナーを
同定する方法であって、
　　a）本発明の方法を実施して、移植を必要とするレシピエントにおける1つ以上のHLA
遺伝子アリルを同定すること；並びに
　　b）移植ドナー及び移植レシピエントの両方のHLA遺伝子における1つ以上のアリルの
存在に基づき移植ドナーを同定すること
を含む、方法を提供する。
【００４５】
　本発明はさらに、移植レシピエントが移植片対宿主病を発症する可能性を低下させる方
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法であって、
　　a）本発明の方法を実施して、移植を必要とするレシピエントにおける1つ以上のHLA
遺伝子アリルを同定すること；並びに
　　b）移植ドナー及び移植レシピエントの両方における1つ以上のHLA遺伝子アリルの存
在に基づき移植ドナーを同定すること
を含み、ここで、移植レシピエント及び移植ドナーの両方における1つ以上のHLA遺伝子ア
リルの存在が、移植ドナー由来の移植片を移植後に移植レシピエントが移植片対宿主病を
発症する可能性の低下を示す、方法を提供する。
【００４６】
　一実施態様において、当該方法は、移植ドナーにおける1つ以上のHLA遺伝子アリルを同
定することを含む。
【００４７】
　第四の側面において、本発明は、レシピエントに同種異系移植片（allogeneic graft）
を移植する方法であって、
　　a）本発明の方法を実施すること；及び
　　b）移植ドナーからドナー移植片を取り出すこと；及び
　　c）該移植片をレシピエントに移植すること
を含む、方法を提供する。
【００４８】
　第五の側面において、本発明は、対象における遺伝子アリルを同定するためのキットで
あって、遺伝子の非コード領域における遺伝子標的配列とハイブリダイズするオリゴヌク
レオチドプローブを含む、キットを提供する。
【００４９】
　一実施態様において、遺伝子は、高度多型性遺伝子である。
【００５０】
　特定の一実施態様において、遺伝子はHLA遺伝子である。
【００５１】
　さらに別の実施態様において、HLA遺伝子の非コード領域はイントロンである。
【００５２】
　一実施態様において、オリゴヌクレオチドプローブはキャプチャータグを含む。
【００５３】
　一実施態様において、キャプチャータグは、ビオチン又はストレプトアビジンである。
【００５４】
　さらに別の実施態様において、当該キットは結合剤を含む。
【００５５】
　特定の一実施態様において、結合剤は、ストレプトアビジン又はビオチンである。
【００５６】
　さらに別の実施態様において、結合剤は基材と結合される。特定の一実施態様において
、基材は磁気基材である。特定の一実施態様において、基材は磁気ビーズである。
【００５７】
　さらに別の実施態様において、オリゴヌクレオチドプローブの1つ以上は、配列番号1～
8又は10～71のいずれか1つと少なくとも98％同一である核酸配列を含む。
【００５８】
　別の実施態様において、オリゴヌクレオチドプローブの1つ以上は、配列番号1～8又は1
0～71のいずれか1つと少なくとも98％同一である核酸配列を含む。
【００５９】
　特定の一実施態様において、オリゴヌクレオチドプローブの1つ以上は、配列番号1～8
又は10～71のいずれか1つと同一である核酸配列を含む。
【００６０】
　明らかなように、本発明の一側面の好ましい特徴及び特性は、本発明の多くの他の側面
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に適用可能である。
【００６１】
　本明細書を通して、語「含む（comprise）」、又は「含む（comprises）」若しくは「
含むこと（comprising）」などの変形は、記載される要素、整数若しくは工程、又は要素
、整数若しくは工程のグループの包含を意味するが、任意の他の、要素、整数若しくは工
程、又は要素、整数若しくは工程のグループの除外を意味するものではないことが理解さ
れるだろう。
【００６２】
　以下の非限定的な実施例により、また添付の図面を参照して、本発明を以下に記載する
。
【図面の簡単な説明】
【００６３】
【図１－１】異なるHLAアリルが、同一及び予測可能なHLA配列を有することを実証する、
HLA-Aイントロン1（HLA-A intron 1）の配列アラインメント。HLAアリル命名法は、コロ
ンにより分けられる最大4つの区域を利用する（例えば、A*01:01:01:01）。第1区域は、
抗体により検出され得る一般的なアミノ酸配列の差異を示す。第2区域は、ヌクレオチド
の差異であって、その結果、アミノ酸変化がもたらされるが、抗体の使用では検出できな
い場合があるものを示す。第3区域は、同義変化（synonymous changes）を示し、第4区域
は、非コード領域における変化を示す。接尾語のレターコードの使用、例えば、A*01:01:
01:02NにおけるNなどの使用は、アリルが発現バリアントであることを示す。例えば、N＝
Null又は非発現（not expressed）である。図に示すように、すべてのA*01アリルは、A*3
0アリルとヌクレオチドを共有する2（A*01:02及びA*01:20）を除いて、同一の配列を有し
、A*03及びA*11アリルはまた、A*01アリルの大多数と同一である。プローブが、単一塩基
対ミスマッチを有するDNAを同様にキャプチャーするであろうことを考慮すると、単一の
プローブは、A*01、A03、A*11及びA*30アリルすべてをキャプチャーするはずである。
【図１－２】異なるHLAアリルが、同一及び予測可能なHLA配列を有することを実証する、
HLA-Aイントロン1（HLA-A intron 1）の配列アラインメント。HLAアリル命名法は、コロ
ンにより分けられる最大4つの区域を利用する（例えば、A*01:01:01:01）。第1区域は、
抗体により検出され得る一般的なアミノ酸配列の差異を示す。第2区域は、ヌクレオチド
の差異であって、その結果、アミノ酸変化がもたらされるが、抗体の使用では検出できな
い場合があるものを示す。第3区域は、同義変化（synonymous changes）を示し、第4区域
は、非コード領域における変化を示す。接尾語のレターコードの使用、例えば、A*01:01:
01:02NにおけるNなどの使用は、アリルが発現バリアントであることを示す。例えば、N＝
Null又は非発現（not expressed）である。図に示すように、すべてのA*01アリルは、A*3
0アリルとヌクレオチドを共有する2（A*01:02及びA*01:20）を除いて、同一の配列を有し
、A*03及びA*11アリルはまた、A*01アリルの大多数と同一である。プローブが、単一塩基
対ミスマッチを有するDNAを同様にキャプチャーするであろうことを考慮すると、単一の
プローブは、A*01、A03、A*11及びA*30アリルすべてをキャプチャーするはずである。
【図１－３】異なるHLAアリルが、同一及び予測可能なHLA配列を有することを実証する、
HLA-Aイントロン1（HLA-A intron 1）の配列アラインメント。HLAアリル命名法は、コロ
ンにより分けられる最大4つの区域を利用する（例えば、A*01:01:01:01）。第1区域は、
抗体により検出され得る一般的なアミノ酸配列の差異を示す。第2区域は、ヌクレオチド
の差異であって、その結果、アミノ酸変化がもたらされるが、抗体の使用では検出できな
い場合があるものを示す。第3区域は、同義変化（synonymous changes）を示し、第4区域
は、非コード領域における変化を示す。接尾語のレターコードの使用、例えば、A*01:01:
01:02NにおけるNなどの使用は、アリルが発現バリアントであることを示す。例えば、N＝
Null又は非発現（not expressed）である。図に示すように、すべてのA*01アリルは、A*3
0アリルとヌクレオチドを共有する2（A*01:02及びA*01:20）を除いて、同一の配列を有し
、A*03及びA*11アリルはまた、A*01アリルの大多数と同一である。プローブが、単一塩基
対ミスマッチを有するDNAを同様にキャプチャーするであろうことを考慮すると、単一の
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プローブは、A*01、A03、A*11及びA*30アリルすべてをキャプチャーするはずである。
【図１－４】異なるHLAアリルが、同一及び予測可能なHLA配列を有することを実証する、
HLA-Aイントロン1（HLA-A intron 1）の配列アラインメント。HLAアリル命名法は、コロ
ンにより分けられる最大4つの区域を利用する（例えば、A*01:01:01:01）。第1区域は、
抗体により検出され得る一般的なアミノ酸配列の差異を示す。第2区域は、ヌクレオチド
の差異であって、その結果、アミノ酸変化がもたらされるが、抗体の使用では検出できな
い場合があるものを示す。第3区域は、同義変化（synonymous changes）を示し、第4区域
は、非コード領域における変化を示す。接尾語のレターコードの使用、例えば、A*01:01:
01:02NにおけるNなどの使用は、アリルが発現バリアントであることを示す。例えば、N＝
Null又は非発現（not expressed）である。図に示すように、すべてのA*01アリルは、A*3
0アリルとヌクレオチドを共有する2（A*01:02及びA*01:20）を除いて、同一の配列を有し
、A*03及びA*11アリルはまた、A*01アリルの大多数と同一である。プローブが、単一塩基
対ミスマッチを有するDNAを同様にキャプチャーするであろうことを考慮すると、単一の
プローブは、A*01、A03、A*11及びA*30アリルすべてをキャプチャーするはずである。
【図１－５】異なるHLAアリルが、同一及び予測可能なHLA配列を有することを実証する、
HLA-Aイントロン1（HLA-A intron 1）の配列アラインメント。HLAアリル命名法は、コロ
ンにより分けられる最大4つの区域を利用する（例えば、A*01:01:01:01）。第1区域は、
抗体により検出され得る一般的なアミノ酸配列の差異を示す。第2区域は、ヌクレオチド
の差異であって、その結果、アミノ酸変化がもたらされるが、抗体の使用では検出できな
い場合があるものを示す。第3区域は、同義変化（synonymous changes）を示し、第4区域
は、非コード領域における変化を示す。接尾語のレターコードの使用、例えば、A*01:01:
01:02NにおけるNなどの使用は、アリルが発現バリアントであることを示す。例えば、N＝
Null又は非発現（not expressed）である。図に示すように、すべてのA*01アリルは、A*3
0アリルとヌクレオチドを共有する2（A*01:02及びA*01:20）を除いて、同一の配列を有し
、A*03及びA*11アリルはまた、A*01アリルの大多数と同一である。プローブが、単一塩基
対ミスマッチを有するDNAを同様にキャプチャーするであろうことを考慮すると、単一の
プローブは、A*01、A03、A*11及びA*30アリルすべてをキャプチャーするはずである。
【図１－６】異なるHLAアリルが、同一及び予測可能なHLA配列を有することを実証する、
HLA-Aイントロン1（HLA-A intron 1）の配列アラインメント。HLAアリル命名法は、コロ
ンにより分けられる最大4つの区域を利用する（例えば、A*01:01:01:01）。第1区域は、
抗体により検出され得る一般的なアミノ酸配列の差異を示す。第2区域は、ヌクレオチド
の差異であって、その結果、アミノ酸変化がもたらされるが、抗体の使用では検出できな
い場合があるものを示す。第3区域は、同義変化（synonymous changes）を示し、第4区域
は、非コード領域における変化を示す。接尾語のレターコードの使用、例えば、A*01:01:
01:02NにおけるNなどの使用は、アリルが発現バリアントであることを示す。例えば、N＝
Null又は非発現（not expressed）である。図に示すように、すべてのA*01アリルは、A*3
0アリルとヌクレオチドを共有する2（A*01:02及びA*01:20）を除いて、同一の配列を有し
、A*03及びA*11アリルはまた、A*01アリルの大多数と同一である。プローブが、単一塩基
対ミスマッチを有するDNAを同様にキャプチャーするであろうことを考慮すると、単一の
プローブは、A*01、A03、A*11及びA*30アリルすべてをキャプチャーするはずである。
【図１－７】異なるHLAアリルが、同一及び予測可能なHLA配列を有することを実証する、
HLA-Aイントロン1（HLA-A intron 1）の配列アラインメント。HLAアリル命名法は、コロ
ンにより分けられる最大4つの区域を利用する（例えば、A*01:01:01:01）。第1区域は、
抗体により検出され得る一般的なアミノ酸配列の差異を示す。第2区域は、ヌクレオチド
の差異であって、その結果、アミノ酸変化がもたらされるが、抗体の使用では検出できな
い場合があるものを示す。第3区域は、同義変化（synonymous changes）を示し、第4区域
は、非コード領域における変化を示す。接尾語のレターコードの使用、例えば、A*01:01:
01:02NにおけるNなどの使用は、アリルが発現バリアントであることを示す。例えば、N＝
Null又は非発現（not expressed）である。図に示すように、すべてのA*01アリルは、A*3
0アリルとヌクレオチドを共有する2（A*01:02及びA*01:20）を除いて、同一の配列を有し
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、A*03及びA*11アリルはまた、A*01アリルの大多数と同一である。プローブが、単一塩基
対ミスマッチを有するDNAを同様にキャプチャーするであろうことを考慮すると、単一の
プローブは、A*01、A03、A*11及びA*30アリルすべてをキャプチャーするはずである。
【図１－８】異なるHLAアリルが、同一及び予測可能なHLA配列を有することを実証する、
HLA-Aイントロン1（HLA-A intron 1）の配列アラインメント。HLAアリル命名法は、コロ
ンにより分けられる最大4つの区域を利用する（例えば、A*01:01:01:01）。第1区域は、
抗体により検出され得る一般的なアミノ酸配列の差異を示す。第2区域は、ヌクレオチド
の差異であって、その結果、アミノ酸変化がもたらされるが、抗体の使用では検出できな
い場合があるものを示す。第3区域は、同義変化（synonymous changes）を示し、第4区域
は、非コード領域における変化を示す。接尾語のレターコードの使用、例えば、A*01:01:
01:02NにおけるNなどの使用は、アリルが発現バリアントであることを示す。例えば、N＝
Null又は非発現（not expressed）である。図に示すように、すべてのA*01アリルは、A*3
0アリルとヌクレオチドを共有する2（A*01:02及びA*01:20）を除いて、同一の配列を有し
、A*03及びA*11アリルはまた、A*01アリルの大多数と同一である。プローブが、単一塩基
対ミスマッチを有するDNAを同様にキャプチャーするであろうことを考慮すると、単一の
プローブは、A*01、A03、A*11及びA*30アリルすべてをキャプチャーするはずである。
【図１－９】異なるHLAアリルが、同一及び予測可能なHLA配列を有することを実証する、
HLA-Aイントロン1（HLA-A intron 1）の配列アラインメント。HLAアリル命名法は、コロ
ンにより分けられる最大4つの区域を利用する（例えば、A*01:01:01:01）。第1区域は、
抗体により検出され得る一般的なアミノ酸配列の差異を示す。第2区域は、ヌクレオチド
の差異であって、その結果、アミノ酸変化がもたらされるが、抗体の使用では検出できな
い場合があるものを示す。第3区域は、同義変化（synonymous changes）を示し、第4区域
は、非コード領域における変化を示す。接尾語のレターコードの使用、例えば、A*01:01:
01:02NにおけるNなどの使用は、アリルが発現バリアントであることを示す。例えば、N＝
Null又は非発現（not expressed）である。図に示すように、すべてのA*01アリルは、A*3
0アリルとヌクレオチドを共有する2（A*01:02及びA*01:20）を除いて、同一の配列を有し
、A*03及びA*11アリルはまた、A*01アリルの大多数と同一である。プローブが、単一塩基
対ミスマッチを有するDNAを同様にキャプチャーするであろうことを考慮すると、単一の
プローブは、A*01、A03、A*11及びA*30アリルすべてをキャプチャーするはずである。
【図１－１０】異なるHLAアリルが、同一及び予測可能なHLA配列を有することを実証する
、HLA-Aイントロン1（HLA-A intron 1）の配列アラインメント。HLAアリル命名法は、コ
ロンにより分けられる最大4つの区域を利用する（例えば、A*01:01:01:01）。第1区域は
、抗体により検出され得る一般的なアミノ酸配列の差異を示す。第2区域は、ヌクレオチ
ドの差異であって、その結果、アミノ酸変化がもたらされるが、抗体の使用では検出でき
ない場合があるものを示す。第3区域は、同義変化（synonymous changes）を示し、第4区
域は、非コード領域における変化を示す。接尾語のレターコードの使用、例えば、A*01:0
1:01:02NにおけるNなどの使用は、アリルが発現バリアントであることを示す。例えば、N
＝Null又は非発現（not expressed）である。図に示すように、すべてのA*01アリルは、A
*30アリルとヌクレオチドを共有する2（A*01:02及びA*01:20）を除いて、同一の配列を有
し、A*03及びA*11アリルはまた、A*01アリルの大多数と同一である。プローブが、単一塩
基対ミスマッチを有するDNAを同様にキャプチャーするであろうことを考慮すると、単一
のプローブは、A*01、A03、A*11及びA*30アリルすべてをキャプチャーするはずである。
【図１－１１】異なるHLAアリルが、同一及び予測可能なHLA配列を有することを実証する
、HLA-Aイントロン1（HLA-A intron 1）の配列アラインメント。HLAアリル命名法は、コ
ロンにより分けられる最大4つの区域を利用する（例えば、A*01:01:01:01）。第1区域は
、抗体により検出され得る一般的なアミノ酸配列の差異を示す。第2区域は、ヌクレオチ
ドの差異であって、その結果、アミノ酸変化がもたらされるが、抗体の使用では検出でき
ない場合があるものを示す。第3区域は、同義変化（synonymous changes）を示し、第4区
域は、非コード領域における変化を示す。接尾語のレターコードの使用、例えば、A*01:0
1:01:02NにおけるNなどの使用は、アリルが発現バリアントであることを示す。例えば、N
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＝Null又は非発現（not expressed）である。図に示すように、すべてのA*01アリルは、A
*30アリルとヌクレオチドを共有する2（A*01:02及びA*01:20）を除いて、同一の配列を有
し、A*03及びA*11アリルはまた、A*01アリルの大多数と同一である。プローブが、単一塩
基対ミスマッチを有するDNAを同様にキャプチャーするであろうことを考慮すると、単一
のプローブは、A*01、A03、A*11及びA*30アリルすべてをキャプチャーするはずである。
【図２】多型性コード領域をキャプチャー及びシーケンシングするための、低多型性非コ
ード領域に対するキャプチャープローブの使用。
【図３】HLA-A遺伝子構造であって、原理実験の証明におけるエクソンとキャプチャープ
ローブ位置とを示す。
【図４】標的化キャプチャーシーケンシングプロトコルを用いて作成された配列データの
解析（色は示さず）。1：HLAについての遺伝子構造を示し、その下に、遺伝子にわたる配
列のデプス（depth）を要約する白色から赤色の陰影付き領域を示す。白色領域は、配列
リードデプスが＜50であることを示し、陰影が赤色に近づくほど配列リードデプスは少な
くなる。黒色のブロックは、この領域にまたがる配列ファイルがないことを示す。2：こ
れは、サンプル名（Sample 01）及び解析されている座位（HLA-A＝gA）を示す。3：この
領域はデータを要約する。灰色の縦棒は各々、その位置での配列の量を示す。このスケー
ルにより示される最大カバレッジ（maximum coverage）は100である。着色ボックスの横
線はコンセンサス配列であり、ここでは、赤色＝T、黒色＝G、青色＝C及び緑色＝Aである
。下部の着色ボックスは、その位置で見られる他の配列を示し、それらが灰色縦棒上にあ
る場合、その位置にその塩基を有するリードのパーセンテージを示す。これらの配列は、
通常、ベースコールエラーを示すが、ヘテロ接合性の配列も示し得る。黒色の横線は、ベ
ースコールのパーセンテージを示し、従って、最初の横線上の青色ボックスは、その位置
にてベースコールの1％がCであることを示す。スケールは、2番目の横線がリードの10％
を示すよう、対数で表される。4：ソフトウェアインターフェース内のこの領域は、コン
センサス配列とHLA-Aライブラリー間で最も適合するジェノタイプを示す。最初の2つのカ
ラムは、ジェノタイプを示す。3番目のカラムは、HLA-Aのコード配列との配列ミスマッチ
数を示す。次のカラムは、HLA-Aの非コード配列とのミスマッチ数を示し、5番目及び6番
目のカラムは、配列データをフェージングした場合の配列ミスマッチを示す。正しいジェ
ノタイプは、カラム3～6において0個のミスマッチを有するだろう。このケースでは、最
も適合するジェノタイプは、HLA-A*02:01:01:01＋A*02:01:01:01を有する。
【図５】サンガーによってもシーケンシングされた3サンプルのキャプチャープローブ濃
縮後の次世代シーケンシング結果。
【００６４】
配列表の要点
　配列番号1～8 - オリゴヌクレオチドキャプチャープローブ
　配列番号9 - HLA Aイントロン1（HLA A Intron 1）
　配列番号10～71 - HLAキャプチャープローブ配列
【発明を実施するための形態】
【００６５】
詳細な説明
一般的技術及び定義
　特に別に定義されない限り、本明細書で使用される全ての技術的及び科学的用語は、当
技術分野（例えば、分子遺伝学、生化学及び免疫学）の当業者によって通常理解されるの
と同じ意味を有すると解釈されるべきである。
【００６６】
　別に指示がない限り、本発明において利用される分子遺伝学、生化学及び免疫学的技術
は当業者に周知の標準的な手順である。そのような技術は、例えば以下のようなソースの
文献を通して記述及び説明される：J, Perbal, A Practical Guide to Molecular Clonin
g, John Wiley and Sons（1984）, J. Sambrook and Russell., Molecular Cloning：A L
aboratory Manual, 3rdedn, Cold Spring Harbour Laboratory Press（2001）, R. Scope
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s, Protein Purification - Principals and Practice, 3rdedn, Springer（1994）, T.A
. Brown（editor）, Essential Molecular Biology：A Practical Approach, Volumes 1 
and 2, IRL Press（1991）, D.M. Glover and B.D. Hames（editors）, DNA Cloning：A 
Practical Approach, Volumes 1-4, IRL Press（1995及び1996）, 及びF.M. Ausubel et 
al.（editors）, Current Protocols in Molecular Biology, Greene Pub. Associates a
nd Wiley-Interscience（1988, 現在までのすべての改訂を含む）, Ed Harlow and David
 Lane（editors）Antibodies：A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory,
（1988）, 及びJ.E. Coligan et al.（editors）Current Protocols in Immunology, Joh
n Wiley & Sons（現在までのすべての改訂を含む）。
【００６７】
　用語「核酸」又は「核酸配列」又は「核酸分子」とは、一本鎖又は二本鎖形態のいずれ
かである、デオキシリボヌクレオチド又はリボヌクレオチド及びそのポリマーをいう。核
酸との用語は、遺伝子、相補的DNA（cNDA）、メッセンジャーRNA（mRNA）、オリゴヌクレ
オチド及びポリヌクレオチドと互換的に使用される。
【００６８】
　「単離された核酸分子」とは、その天然の状態（それが仮に天然に存在する場合）で関
連又は関係するヌクレオチド配列から、通常、分離されている核酸分子を意味する。好ま
しくは、単離された核酸は、それが通常関連する他の成分を少なくとも60％含まず、より
好ましくは少なくとも75％含まず、及びより好ましくは少なくとも90％含まない。核酸は
、任意の適切な既知の技術を用いて、生物学的サンプルから単離されてよい。例えば、全
ゲノムDNAは、当技術分野で既知の方法及び／又は市販のキットを用いて、例えば、QIAGE
Nにより提供されるQIAamp DNA blood Mini Kit若しくはDNeasy Blood & Tissue Kitを用
いることにより、又はフェノール／クロロホルム抽出及びエタノール沈殿などの方法を用
いることにより、細胞から抽出されてよい。
【００６９】
　本明細書で使用する場合、用語「約」とは、逆の記載がない限り、指定される値の+/- 
20％、より好ましくは+/- 10％、又はより好ましくは約+/- 5％をいう。
【００７０】
遺伝子アリルを同定するための方法
　本発明者らは現在、標的化キャプチャー及びハイスループットシーケンシング技術に特
に適した、遺伝子アリルを同定する方法を開発した。本発明の方法は、DNAサンプルから
関心のあるゲノム領域を分離するために、対象由来の核酸サンプルをオリゴヌクレオチド
プローブと接触させることを含む。先行技術の標的化キャプチャー方法は、関心のある遺
伝子のコード領域をキャプチャーするオリゴヌクレオチドに頼っているが、これらの方法
は、高度多型性遺伝子のジェノタイピングに対しては、現在記載されるすべてのアリルを
同定すること及び新規アリルを同定することが可能なエクソンベースのキャプチャープロ
ーブの設計が困難であることに起因して、適していない。対照的に、本発明は、非コード
領域に位置する遺伝子標的配列とハイブリダイズするオリゴヌクレオチドキャプチャープ
ローブを利用しており、従って、高度多型性遺伝子アリルのハイスループットシーケンシ
ングが可能となる。
【００７１】
　図1は、異なるHLAアリルが、同一及び予測可能なHLAイントロン配列を有することを実
証する、HLA-Aイントロン1（HLA-A intron 1）の配列アラインメントを示す。図に示すよ
うに、すべてのA*01アリルは、A*30アリルとヌクレオチドを共有する2（A*01:02及びA*01
:20）を除いて、同一の配列を有し、A*03及びA*11アリルはまた、A*01アリルの大多数と
同一である。プローブが、単一塩基対ミスマッチを有するDNAを同様にキャプチャーする
であろうことを考慮すると、単一のプローブは、A*01、A03、A*11及びA*30アリルすべて
をキャプチャーするはずである。
【００７２】
　キャプチャープローブと相補的な配列の、キャプチャーされるDNAフラグメントにおけ
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る位置、及び多型性エクソンとのその相対位置を示すダイアグラムを図2に示す。図3は、
シーケンシングのために多型性エクソンをキャプチャーするために、どのようにキャプチ
ャープローブを設計し配置するかを実証する。
【００７３】
　本明細書で使用する場合、用語「非コード配列」又は「非コード領域」とは、アリルが
同定される遺伝子のタンパク質コード配列の一部でない核酸配列をいう。従って、当該用
語には、イントロン、5'及び3'非翻訳領域、プロモーター、転写制御エレメント並びに／
又は遺伝子間DNAへの言及が含まれる。従って、非コード領域は、関心のある遺伝子に対
して内部であるか、又は関心のある遺伝子に対して外部であるかのいずれかであってよく
、例えば、遺伝子間領域にあってよい。一実施態様において、オリゴヌクレオチドプロー
ブは、関心のある遺伝子のイントロンにある遺伝子標的配列とハイブリダイズする。
【００７４】
核酸の調製
　本発明の方法は、当技術分野で既知の任意の適切な技術を用いて、対象から既に得られ
ている核酸サンプルに対して実施されてよい。或いは、一実施態様において、当該方法は
、対象から得られた生物学的サンプルから核酸サンプルを得ることを含む。本明細書で使
用する場合、「生物学的サンプル」は、例えば、リンパ球、全血、口腔スワブ、生検サン
プル若しくは凍結組織、又はゲノムDNAを含む任意の他のサンプルであってよい。ほとん
どどの組織ソースも分子ジェノタイピングのために使用できるものの、例えば、末梢血由
来のリンパ球が最もよく使用される。非侵襲的手段を通じて得られたサンプル、例えば、
チークスワブ又は唾液ベースのDNA採取によって得られたサンプルを利用することも可能
である。そのようなソースからDNAを抽出するのに適した様々な方法が当技術分野で既知
である。これらは、有機溶媒抽出から、シリカコートビーズ及びアニオン交換カラム上へ
の吸収（absorption）まで、多岐にわたる。DNA抽出のための自動システムも市販されて
おり、良好な質、高純度のDNAを提供し得る。
【００７５】
　本発明の方法で使用される核酸は、一本鎖及び／又は二本鎖のゲノムDNAであってよい
。いくつかの実施態様において、核酸には、少なくとも約1 kb、少なくとも約2 kb、少な
くとも約5 kb、少なくとも約10 kb、若しくは少なくとも約20 kb又はそれ以上の長さを含
む長い核酸が含まれてよい。長い核酸は、当技術分野で周知の様々な方法により、ソース
から調製され得る。生物学的サンプルを得て、その後、そのようなサンプルから核酸を単
離する方法であって、核酸分子のインテグリティが保持される（すなわち、切断又はせん
断が最小化される）方法が好ましい。例示的な方法として、更なる精製を伴わない溶解方
法（例えば、洗剤、有機溶媒、アルカリ、及び／又はプロテアーゼを用いた、化学的又は
酵素的溶解方法）、更なる核酸精製を伴った又は伴わない核単離（nuclei isolation）、
沈殿ステップを用いた単離方法、固体マトリックス（例えば、シリカ系メンブレン、ビー
ズ、又は核酸分子と結合する改変表面（modified surfaces））、ゲル様マトリックス（
例えば、アガロース）又は粘性溶液を用いた核酸単離方法、並びに密度勾配を用いて核酸
分子を濃縮する方法が挙げられるが、これらに限定されない。
【００７６】
　一実施態様において、本発明の方法で使用される核酸は、所望の平均フラグメントサイ
ズを得るためにフラグメント化される。核酸フラグメントの所要の長さは、使用されるシ
ーケンシング技術によって決まることが当業者に理解されるだろう。例えば、Ion Torren
t及びMisSeqプラットフォームが、およそ100 bp～200 bp長のフラグメントを利用する一
方、Pacific Biosciences NGSプラットフォームは、最大20 kb長の核酸フラグメントを利
用できる。核酸は、物理的せん断、超音波処理、制限酵素消化、又は当技術分野で既知の
他の適切な技術によりフラグメント化されてよい。核酸のフラグメント化は、所望の平均
長を有する核酸フラグメントを生成するために実施され得る。例えば、核酸フラグメント
の長さ又は平均長は、少なくとも約100 bp、少なくとも約200 bp、少なくとも約300 bp、
少なくとも約400 bp、少なくとも約500 bp、少なくとも約600 bp、少なくとも約700 bp、
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少なくとも約800 bp、少なくとも約900 bp、少なくとも約1 kb、少なくとも約2 kb、少な
くとも約3 kb、少なくとも約4 kb、少なくとも約5 kb、少なくとも約6 kb、少なくとも約
7 kb、少なくとも約8 kb、少なくとも約9 kb、少なくとも約10 kb、少なくとも約11 kb、
少なくとも約12 kb、少なくとも約15 kb、又は少なくとも約20 kbであってよい。
【００７７】
　一実施態様において、核酸サンプルは、該サンプルをオリゴヌクレオチドプローブと接
触させる前に、一本鎖核酸を生成するため、又は一本鎖領域を含む核酸を生成するために
処理される。核酸は、当技術分野で既知の技術を用いて一本鎖とされることができ、それ
には、例えば、既知のハイブリダイゼーション技術及び市販のキット、例えば、ReadyAmp
TM Genomic DNA Purification System（Promega）などが含まれる。或いは、適切なニッ
カーゼをエキソヌクレアーゼとともに使用して、一本鎖領域を核酸へと導入してよい。
【００７８】
オリゴヌクレオチドプローブ
　本発明に従う用語「プローブ」又は「オリゴヌクレオチドプローブ」とは、関心のある
核酸と特異的にハイブリダイズするように設計されるオリゴヌクレオチドをいう。好まし
くは、プローブは、標的キャプチャー技術を用いたハイスループット（next-gen）シーケ
ンシングのための核酸調製に使用するのに適している。従って、一実施態様において、プ
ローブは、標的キャプチャーに適してよく、およそ60～120ヌクレオチド長であってよい
。或いは、プローブは約10～25ヌクレオチドであってよい。ある実施態様において、プロ
ーブの長さは、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24又は25ヌ
クレオチドである。本発明で使用されるようなオリゴヌクレオチドプローブは、リボヌク
レオチド、デオキシリボヌクレオチド、及び修飾ヌクレオチド、例えば、イノシン、又は
それらのハイブリダイゼーション特性を本質的に変化させない修飾基を含有するヌクレオ
チドなどであってよい。
【００７９】
　或いは、オリゴヌクレオチドプローブは、ヌクレオチドアナログを含んでよい。用語「
ヌクレオチドアナログ」とは、別のところで一般に記載されるように、修飾ヌクレオチド
塩基部分、修飾ペントース部分、及び／又は修飾ホスフェート部分を有し、ポリヌクレオ
チドの場合には修飾ヌクレオチド間結合を有する、合成アナログをいう（例えば、Scheit
, Nucleotide Analogs, John Wiley, New York,（1980）；Agarwal, Protocols for Poly
nucleotides and Analogs, Humana Press,（1994））。一般に、修飾ホスフェート部分は
、リン原子が＋5酸化状態であり、1つ以上の酸素原子が非酸素部分（例えば、硫黄）と置
き換えられたホスフェートアナログを含む。例示的なホスフェートアナログとして、ホス
ホロチオエート、ホスホロジチオエート、ホスホロセレノエート（phosphoroselenoate）
、ホスホロジセレノエート（phosphorodiselenoate）、ホスホロアニロチオエート（phos
phoroanilothioate）、ホスホルアニリデート（phosphoranilidate）、ホスホルアミデー
ト（phosphoramidate）、ボロノホスフェート（boronophosphates）（関連するカウンタ
ーイオン（例えば、H+、NH4

+、Na+）が存在する場合には、そのようなカウンターイオン
を含む）が挙げられるが、これらに限定されない。例示的な修飾ヌクレオチド塩基部分と
して、5-メチルシトシン（5mC）；C-5-プロピニルアナログ（C-5プロピニル-C及びC-5プ
ロピニル-Uを含むが、これらに限定されない）；2,6-ジアミノプリン（2-アミノ アデニ
ン又は2-アミノ-dAとしても知られる）；ヒポキサンチン、プソイドウリジン、2-チオピ
リミジン、イソシトシン（isoC）、5-メチル isoC、及びイソグアニン（isoG；例えば、
米国特許第5,432,272号を参照）が挙げられるが、これらに限定されない。例示的な修飾
ペントース部分として、ロックド核酸（locked nucleic acid、LNA）アナログ（Bz-A-LNA
、5-Me-Bz-C-LNA、dmf-G-LNA、及びT-LNAを含むが、限定されない）、並びに2'位又は3'
位が、水素、ヒドロキシ、アルコキシ（例えば、メトキシ、エトキシ、アリルオキシ、イ
ソプロポキシ、ブトキシ、イソブトキシ、及びフェノキシ）、アジド、アミノ、アルキル
アミノ、フルオロ、クロロ、又はブロモである2'又は3'修飾物が挙げられるが、これらに
限定されない。修飾ヌクレオチド間結合には、ホスフェートアナログ、アキラル及び非荷
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電サブユニット間結合を有するアナログ、並びにアキラルサブユニット間結合を有する非
荷電モルホリノベースのポリマー（例えば、米国特許第5,034,506号を参照）が含まれる
。いくつかのヌクレオチド間結合アナログには、モルホリデート（morpholidate）、アセ
タール、及びポリアミド結合複素環が含まれる。ペプチド核酸（偽相補的（pseudocomple
mentary）ペプチド核酸を含む）（「PNA」）として知られるヌクレオチドアナログの1つ
のクラスでは、従来の糖及びヌクレオチド間結合が、2-アミノエチルグリシンアミド骨格
ポリマーと置き換えられている。
【００８０】
ハイブリダイゼーション
　本明細書で使用する場合、用語「ハイブリダイゼーション」とは、オリゴヌクレオチド
プローブが標的核酸と非共有結合的に結合して、安定な二本鎖ポリヌクレオチドを形成す
るプロセスをいう。ハイブリダイゼーション条件は、典型的には、約1 M未満、より一般
的には約500 mM未満の塩濃度を含み、約200 mM未満であってよい。ハイブリダイゼーショ
ンバッファーは、5％SSPEなどの緩衝塩溶液、又は当技術分野で既知の他のそのようなバ
ッファーを含む。ハイブリダイゼーション温度は、5℃まで低い温度であり得るが、典型
的には22℃より高く、より典型的には約30℃より高く、典型的には37℃を超える。ハイブ
リダイゼーションは、通常、ストリンジェントな条件下、すなわち、プローブが、それと
相補的なその標的配列とはハイブリダイズするが、他の非相補的な配列とはハイブリダイ
ズしない条件下で実施される。
【００８１】
　本明細書で使用する場合、用語「相補的」及び文法上の同義語（equivalents）は、1つ
の核酸と別の核酸（修飾核酸及び核酸アナログを含む）とのヌクレオチド塩基対相互作用
であって、その結果、二重、三重又は他の高次構造の形成がもたらされるものをいう。一
次相互作用は、典型的には、ヌクレオチド塩基特異的、例えば、A:T、A:U、及びG:Cなど
であり、ワトソン-クリック及びフーグスティーン型水素結合による。オリゴヌクレオチ
ドプローブが、標的核酸の相補的又は実質的に相補的な領域とアニーリングする条件は、
当技術分野で周知である。
【００８２】
　当技術分野で理解されるように、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件は配
列依存的であり、状況が異なれば条件も異なる。例えば、より長いフラグメントは、短い
フラグメントよりも、特異的ハイブリダイゼーションのために高いハイブリダイゼーショ
ン温度を必要とし得る。相補鎖の塩基組成及び長さ、有機溶媒の存在、並びに塩基ミスマ
ッチの程度を含む他の要因もハイブリダイゼーションのストリンジェンシーに影響を及ぼ
し得るので、いずれか1つのパラメータ単独の絶対値よりもパラメータの組み合わせの方
が重要である。一般に、ストリンジェントな条件は、所定のイオン強度及びpHにおけるそ
の特異的配列についてのTmよりも約5℃下回るように選択される。例示的なストリンジェ
ントな条件には、少なくとも25℃の温度、及び約7.0～約8.3のpHにて、少なくとも0.01 M
から1 M以下のナトリウムイオン濃度（又は他の塩）の塩濃度が含まれる。例えば、5×SS
PE（750 mM NaCl、50 mMリン酸ナトリウム、5 mM EDTA、pH 7.4）及び30℃の温度の条件
が、アリル特異的プローブハイブリダイゼーションに適している。
【００８３】
キャプチャータグ及び結合剤
　一実施態様において、本発明の方法で使用されるオリゴヌクレオチドプローブは、サン
プル中、他の核酸配列から、オリゴヌクレオチドプローブと結合した関心のある核酸を濃
縮することを容易にするために、キャプチャータグを含む。他の核酸配列から、関心のあ
る核酸について濃縮するために、キャプチャータグは、適切な結合剤と結合する。当技術
分野で理解されるように、語句「核酸について濃縮する」とは、サンプル中の標的核酸配
列の量を、オリゴヌクレオチドプローブと結合していない核酸と比較して増加させること
をいう。それにより、サンプル中、対応する非標的核酸に対する標的配列の比率が増加す
る。



(18) JP 2017-506500 A 2017.3.9

10

20

30

40

50

【００８４】
　一実施態様において、キャプチャータグは、「ハイブリダイゼーションタグ」である。
本明細書で使用する場合、用語「ハイブリダイゼーションタグ」及び文法上の同義語は、
結合剤（すなわち「結合タグ」）として作用する別の核酸配列の少なくとも一部と相補的
な配列を含む核酸をいい得る。ハイブリダイゼーションタグと、対応する結合タグ配列と
の間の相補性の程度は、その適用によって変化し得る。いくつかの実施態様において、ハ
イブリダイゼーションタグは、結合タグ又はその一部と相補的又は実質的に相補的であり
得る。例えば、ハイブリダイゼーションタグは、対応する結合タグと少なくとも約50％、
少なくとも約60％、少なくとも約70％、少なくとも約80％、少なくとも約90％、及び少な
くとも約99％の相補性を有する配列を含み得る。いくつかの実施態様において、ハイブリ
ダイゼーションタグは、対応する結合タグと100％の相補性を有する配列を含み得る。
【００８５】
　いくつかの実施態様において、キャプチャープローブは、複数のハイブリダイゼーショ
ンタグを含むことができ、それらについて、対応する結合タグは、同一の核酸又は異なる
核酸中に位置する。ある実施態様において、RNAを含むハイブリダイゼーションタグが、
過剰レベルのそのようなタグを効率的に除去するために有利であり得る。
【００８６】
　ある実施態様において、ハイブリダイゼーションタグは、少なくとも約5ヌクレオチド
、少なくとも約10ヌクレオチド、少なくとも約15ヌクレオチド、少なくとも約20ヌクレオ
チド、少なくとも約25ヌクレオチド、少なくとも約30ヌクレオチド、少なくとも約35ヌク
レオチド、少なくとも約40ヌクレオチド、少なくとも約45ヌクレオチド、少なくとも約50
ヌクレオチド、少なくとも約55ヌクレオチド、少なくとも約60ヌクレオチド、少なくとも
約65ヌクレオチド、少なくとも約70ヌクレオチド、少なくとも約75ヌクレオチド、少なく
とも約80ヌクレオチド、少なくとも約85ヌクレオチド、少なくとも約90ヌクレオチド、少
なくとも約95ヌクレオチド、及び少なくとも約100ヌクレオチドを含み得る。
【００８７】
　別の実施態様において、キャプチャータグは、「アフィニティタグ」を含んでよい。本
明細書で使用する場合、用語「アフィニティタグ」及び文法上の同義語は、多成分複合体
（multi-component complex）の成分であって、ここで、該多成分複合体の成分が、互い
に特異的に相互作用又は結合するものをいい得る。例えば、アフィニティタグは、ストレ
プトアビジンと結合し得るビオチンを含み得る。多成分アフィニティタグ複合体の他の例
として以下が挙げられる：リガンド及びその受容体、例えば、アビジン-ビオチン、スト
レプトアビジン-ビオチン、及びビオチン、ストレプトアビジン又はアビジンの誘導体（2
-イミノビオチン、デスチオビオチン、NeutrAvidin（Molecular Probes, Eugene, Oreg.
）、CaptAvidin（Molecular Probes）などを含むが、これらに限定されない）；結合タン
パク質／ペプチド（マルトース-マルトース結合タンパク質（maltose-maltose binding p
rotein、MBP）、カルシウム-カルシウム結合タンパク質／ペプチド（calcium-calcium bi
nding protein/peptide、CBP）を含む）；抗原-抗体（c-MYC、HA及びFLAG TagTMを含むエ
ピトープタグ、及びその対応する抗エピトープ抗体を含む）；ハプテン、例えば、ジニト
ロフェニル及びジゴキシゲニン、並びにその対応する抗体；アプタマー及びその対応する
標的；フルオロフォア及び抗フルオロフォア抗体など。一実施態様において、アフィニテ
ィタグは、ハイブリダイゼーションタグを含む標的核酸のバルク分離（bulk separation
）のために使用される。
【００８８】
　従って、本発明の方法で使用される結合剤は、本明細書に記載するようなアフィニティ
タグと結合することができ、サンプル中、他の核酸配列から、関心のある核酸を分離する
ことを容易にする。例えば、一実施態様において、アフィニティタグはビオチンを含み、
結合剤はストレプトアビジンを含む。結合剤は典型的には基材（substrate）上にある。
基材の例として、ビーズ、マイクロスフェア、平面、カラム、ウェルなどが挙げられる。
用語「マイクロスフェア」若しくは「ビーズ」若しくは「粒子」又は文法上の同義語は当
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技術分野で理解されており、小さな離散型（discrete）粒子をいう。基材の組成は、適用
によって変化するだろう。適切な組成には、ペプチド、核酸及び有機部分合成で使用され
るものが含まれ、これには、プラスチック、セラミック、ガラス、ポリスチレン、メチル
スチレン、アクリルポリマー、常磁性材料、トリアゾル（thoria sol）、カーボングラフ
ァイト、二酸化チタン、ラテックス又は架橋デキストラン、例えばSepharose、セルロー
ス、ナイロン、架橋ミセル（cross-linked micelles）及びTeflonが含まれ（それらに限
定されない）、それらはすべて使用されてよく、Bangs Laboratories, Fishers Ind.の「
Microsphere Detection Guide」は役立つ手引き書である。ビーズは、必ずしも球形であ
る必要はない；不規則な粒子を使用してよい。いくつかの実施態様において、基材は、金
属組成（例えば、鉄）を含み得、また磁気特性を含んでもよい。磁気ビーズを利用する例
となる実施態様には、ストレプトアビジンがコーティングされた磁気ビーズを含むキャプ
チャープローブが含まれる。さらに、ビーズは多孔性であってよく、それにより、キャプ
チャープローブと関連するために利用可能なビーズの表面積が増加する。ビーズのサイズ
は、ナノメートル、すなわち100 nmからミリメートル、すなわち1 mmの範囲に及び、約0.
2 μm～約200 μm、又は約0.5～約5 μmのビーズであるものの、とはいえ、いくつかの実
施態様において、より小さなビーズが使用されてもよい。
【００８９】
ハイスループットシーケンシング
　本発明の方法は、次世代シーケンシング技術などのハイスループットシーケンシング技
術を用いたシーケンシングのために核酸を調製するのに特に適している。次世代シーケン
シング（NGS）技術には、装置稼働ごとに1014キロベースペア（kbp）超のDNAをシーケン
シングすることが可能な装置が含まれる。シーケンシングにより、典型的には、多数の独
立したリード（reads）が作成され、それぞれが核酸の10～1000塩基の間のどこかを示し
ている。核酸は通常、カバレッジと称される単位領域あたりの複製物（すなわち、「10×
カバレッジ」又は「100×カバレッジ」）により、確実性のために重複して（redundantly
）シーケンシングされる。次世代シーケンシング方法は当技術分野で既知であり、例えば
、Metzker（2010）などに記載される。
【００９０】
　従って、本明細書で使用する場合、用語「次世代シーケンシング」又は「NGS」又は「N
Gシーケンシング」とは、個々の核酸分子（例えば、単一分子シーケンシングにて）、又
は個々の核酸分子についてクローン増殖された代用物（clonally expanded proxies）の
いずれかのヌクレオチド配列を、ハイスループット様式（例えば、103、104、105又はそ
れ以上を超える分子が同時にシーケンシングされる）で決定する任意のシーケンシング方
法をいう。
【００９１】
　次世代シーケンシングのためのプラットフォームには、Roche/454のGenome Sequencer
（GS）FLX System、Illumina/SolexaのGenome Analyzer（GA）、Life/APGのSupport Olig
onucleotide Ligation Detection（SOLiD）システム、PolonatorのG.007システム、Helic
os BioSciencesのHeliScope Gene Sequencingシステム、及びPacific BiosciencesのPacB
io RSシステムが含まれるが、これらに限定されない。
【００９２】
高度多型性遺伝子及びHLAタイピング
　本発明の方法は、高度多型性遺伝子におけるアリルの同定に特に適している。本明細書
で使用する場合、用語「高度多型性遺伝子（highly polymorphic gene）」には、遺伝子
のコード領域において、その非コード領域と比較して、より高レベルの多型性を有する遺
伝子への言及が含まれる。例えば、高度多型性遺伝子は、遺伝子の非コード配列1 kbあた
りの多型数と比較した場合、コード配列1 kbあたり、より多くの多型数を有し得る。高度
多型性遺伝子のよく知られた例は、ヒト白血球抗原（HLA）遺伝子である。
【００９３】
　従って、本発明の方法は、HLA遺伝子アリルの同定及びHLAタイピングに適している。HL



(20) JP 2017-506500 A 2017.3.9

10

20

30

40

50

A分子のコード領域は、病原体の脅威に反応して進化するため正の選択圧（positive sele
ct pressure）下にあると考えられることから、高度多型性である。HLAの非コード領域は
、そのような選択圧下になく、同程度の多型性を共有しない。HLAクラスIの非コード領域
は多型性であるものの、該多型は、これらの領域にわたってランダムに分布せず、密接に
関連しており、コード配列類似性により、同一の非コード配列を有する。
【００９４】
　クラスI HLAの非コード領域からの配列アラインメントの解析により、ユニークな配列
セットは限定的であることが示される。本発明者らは、Next Genシーケンシングアッセイ
にてその後使用され得るDNAフラグメントをキャプチャーするために、ユニークな配列セ
ットそれぞれに対するプローブを設計可能であることを決定した。
【００９５】
　従って、エクソームからの重複プローブ（すなわち、エクソン領域で設計されるプロー
ブ）を利用するアプローチの代わりに、本発明者らは、HLAの非コード領域に対して明確
に設計されるプローブの使用を記載する。図1は、異なるHLAアリルが、同一及び予測可能
なHLA配列を有することを実証する、HLA-Aイントロン1（HLA-A intron 1）の配列アライ
ンメントを示す。HLAアリル命名法は、コロンにより分けられる最大4つの区域を利用する
（例えば、A*01:01:01:01）。第1区域は、抗体により検出され得る一般的なアミノ酸配列
の差異を示す。第2区域は、ヌクレオチドの差異であって、その結果、アミノ酸変化がも
たらされるが、抗体の使用では検出できない場合があるものを示す。第3区域は、同義変
化を示し、第4区域は、非コード領域における変化を示す。接尾語のレターコードの使用
、例えば、A*01:01:01:02NにおけるNなどの使用は、アリルが発現バリアントであること
を示す。例えば、N＝Null又は非発現（not expressed）である。図に示すように、すべて
のA*01アリルは、A*30アリルとヌクレオチドを共有する2（A*01:02及びA*01:20）を除い
て、同一の配列を有し、A*03及びA*11アリルはまた、A*01アリルの大多数と同一である。
プローブが、単一塩基対ミスマッチを有するDNAを同様にキャプチャーするであろうこと
を考慮すると、単一のプローブは、A*01、A03、A*11及びA*30アリルすべてをキャプチャ
ーするはずである。
【００９６】
　一実施態様において、本発明の方法は、1つ以上のHLA-A、HLA-B、HLA-C、HLA-DPA1、HL
A-DPB1、HLA-DQA1、HLA-DQB1、HLA-DRA及び／又はHLA-DRB1遺伝子におけるアリルを同定
することを含む。
【００９７】
　いくつかの実施態様において、本発明の方法は、移植ドナー及びレシピエントの両方に
おける遺伝子アリル（例えば、HLA遺伝子アリル）をマッチさせることにより、移植レシ
ピエントに対して適切なドナーを決定するのに、及び／又は患者における移植片対宿主病
（GVHD）若しくは急性GVHD（aGVHD）の発症の可能性を決定するために、有用である。
【００９８】
　さらに、移植候補においてaGVHDの発症の可能性を決定することは、移植が、実際にそ
の病態のための最も適切な治療形態であるかどうかを決定するのに影響し得る。いくつか
の例では、患者に良好な予後を提供する、利用可能な代替的療法形態が存在する場合があ
る。さらに、aGVHDの可能性の予測は、治療レジーム（regimes）の必要性を示し、或いは
場合により、本来推奨されるものよりも積極的な治療レジームの必要性を示す。そのよう
な積極的な療法は、多くの場合、望ましくない副作用を有し、そのため好ましくは、予後
が必要性を示さない限り使用されない。例えば、中和抗TNF-アルファモノクローナル抗体
での患者の治療は、aGVHDの改善をもたらし得るが、感染症のリスクも増加し得る。様々
な積極的抗炎症療法も利用可能である。
【００９９】
　本明細書で使用する場合、用語「移植する（transplant）」又は「移植（transplantin
g）」とは、ある個体（ドナー）から得られた組織又は細胞を別の個体（レシピエント）
の身体中又は身体上へと移植（grafting）又は導入することをいう。ドナーから取り出さ
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れ、レシピエントへと移植される細胞又は組織は、「移植片（graft）」と称される。一
般的に移植される組織の例は、骨髄、造血幹細胞（hematopoetic stem cells）、器官、
例えば、肝臓、心臓、皮膚、膀胱、肺、腎臓、角膜、膵臓、膵島、脳組織、骨、及び腸で
ある。
【０１００】
　当業者は、用語「ハプロタイプ」が、染色体上近接して又は隣接する座位に位置し、一
緒に遺伝するアリルの組合せ、又は統計学的に関連する、染色体ペアの単一の染色体上の
一連の一塩基多型の組み合わせをいうことを理解するだろう。
【０１０１】
キット
　本発明はさらに、本発明の方法に従って遺伝子アリルを同定するためのキットを提供す
る。当該キットは、関心のある遺伝子の非コード領域における遺伝子標的配列とハイブリ
ダイズできるオリゴヌクレオチドプローブを含む。一実施態様において、オリゴヌクレオ
チドプローブは、キャプチャータグ、例えば、ビオチン又はストレプトアビジンなどを含
む。当該キットはさらに、キャプチャータグと結合可能な結合剤を含んでよい。結合剤は
、適切な基材、例えば、マイクロスフェア又はビーズなどにコーティング又は付着されて
よい。いくつかの実施態様において、基材は、関心のある標的核酸の濃縮を容易にするた
めに磁気であってよい。
【実施例】
【０１０２】
実施例
実施例1．DNAライブラリーの調製
　Illumina TruSeq DNA Nanoプロトコルを用いて、200 ngのゲノムDNAからIlluminaライ
ブラリーを調製し、550 bpのターゲットインサートサイズを選択した。
【０１０３】
実施例2．イントロン特異的プローブを用いたHLAのキャプチャー
　概念実証として、イントロン配列を標的とするカスタムオリゴヌクレオチドプローブプ
ール（配列番号1～8）を1.5 pmol/μlの濃度に希釈した。最初のハイブリダイゼーション
手順のために、ヒトCot DNA、増幅ライブラリー（上記のように調製）、ユニバーサルブ
ロッキングオリゴTS-p7（6nt）、及びユニバーサルブロッキングオリゴTS-p7（8nt）をチ
ューブに添加し、60℃に設定した減圧濃縮器（vacuum concentrator）にておよそ1時間ド
ライダウンした。次いで、ドライダウンしたサンプルを、Nimblegen 2X Hybridisationバ
ッファー、Nimblegen Hybridisation Component A及びヌクレアーゼフリー水に再懸濁し
た。次いで、再懸濁したサンプルをボルテックスし、95℃で10分間変性させた。変性後、
2 μlのプローブ（3 pmol）をサンプルに添加し、72℃で4時間インキュベートした。
【０１０４】
　プローブがハイブリダイズしたDNAを洗浄及び回収するために、Nimblegenウォッシュキ
ットの洗浄溶液を製造者のプロトコルに従って希釈した。ハイブリダイズしたサンプルを
ストレプトアビジンビーズと結合させ、ボルテックスし、72℃で45分間インキュベートし
た。インキュベーション後、結合したDNAをウォッシュ（wash）I及びストリンジェントウ
ォッシュで72℃にて洗浄し、それに続いてウォッシュII及びIIIで室温にて洗浄した。次
いで、ストレプトアビジンビーズと結合した、ハイブリダイズ化サンプルをマグネット上
に置き、0.125N NaOHを用いて、結合したDNAを溶出（eluted off）させた。次いで、Ampu
re XPビーズを用いて、ハイブリダイズ化サンプルを精製し、次いで、KAPA HiFi HotStar
t ReadyMixを用いて12サイクル増幅させた。PCRに使用したプライマーは、ライゲートさ
れたDNAにおけるIlluminaアダプター及びバーコード配列と相補的であった（Illumina P5
及びP7）。Ampure XPビーズでサンプルを精製した。
【０１０５】
実施例3．ハイブリダイズしたDNAのシーケンシング
　増幅させたハイブリダイズ化サンプルを、Illumina 2x300 bpシーケンシングプロトコ
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ルを用いて、MiSeq又はHiSeqにてシーケンシングした。
【０１０６】
実施例4．結果
　作成された配列データをAssign MPS v 1.0配列解析ソフトウェア（Conexio Genomics, 
Fremantle, Australia）で解析した。標的化キャプチャーシーケンシングプロトコルを用
いて作成された配列データの解析を図4に示す。Assign MPS v 1.0ソフトウェアを用いて
、サンプルについて最も適合するジェノタイプは、HLA-A*02:01:01:01＋A*02:01:01:01で
あることが決定された。
【０１０７】
実施例5．サンガーによってもシーケンシングされた3サンプルのキャプチャープローブ濃
縮後の次世代シーケンシング
　サンガーアッセイは、HLA-A及び-Bについて5'非翻訳領域からイントロン4の末端まで、
並びにHLA-Cの5'非翻訳領域から3'非翻訳領域まで及ぶアンプリコンにて、HLA-A、-B及び
-C配列を増幅する。ヘテロ接合体のアンビギュイティ（ambiguities）はすべて、アリル
特異的シーケンシングプライマーを用いて解決されていた。
【０１０８】
　図3に記載され、配列番号10～71として提供されるプローブを用いて、上記のプロトコ
ルにより、キャプチャープローブアッセイを実施した。3サンプルについて、報告される
ジェノタイプに関する完全な一致が存在した。アッセイの結果を図5に示す。
【０１０９】
　サンプル1 HLA-Bは、リファレンス配列が報告されていないアリルを含有する。このア
リルは、B*15:01:01:01の配列と比較して、イントロン1に位置する、塩基444における単
一ミスマッチを有する。サンガーを用いた座位特異的増幅により、このサンプルは、新規
アリルが、未記載の、B*15:01:01:01アリルのB*08:01:01アリルであるかを決定するため
に、B*08:01:01及びB*15:01:01アリル特異的シーケンシングプライマーを用いた更なる実
験を必要とする。NGSは、遺伝子全体にわたる多型のフェージングを可能とし、新規アリ
ルがB*15:01:01サブタイプであることを容易に同定できる。このサンプルはまた、新規C*

04:01:01アリルも含有する。当該多型はイントロン5に位置する。アリル特異的シーケン
シングプライマーの使用は、この領域では一般に使用されず、サンガーシーケンシングに
よる特性化は、アリルをPCRにより分離し、それに続いてサンガーシーケンシングするこ
とを必要とする。しかしながら、NGSは、新規アリルがC*04:01:01サブタイプであること
を正確に同定した。
【０１１０】
　このデータは、キャプチャープローブの使用により新規アリルの同定が可能であること
、また配列多型のフェーズ関連性を決定するNGSの能力を実証し、従って、新規アリルの
正確な特性化を可能とすることを実証する。
【０１１１】
　当業者ならば、特定の実施態様で示されるような本発明に対して、広範に記載される本
発明の範囲から逸脱することなく、多数の変更及び／又は改変がなされてよいことを理解
するであろう。従って、本実施態様は、あらゆる点で例示的であり制限的なものではない
と考えらえるべきである。
【０１１２】
　本明細書において論述及び／又は参照されたすべての刊行物は、その全体が本明細書に
組み込まれる。
【０１１３】
　本出願は、AU 2013904801の優先権を主張するものであり、その全体の内容が参照によ
り本明細書に組み込まれる。
【０１１４】
　本明細書に含まれている、文献、行為、材料、装置、商品などについてのあらゆる議論
は、本発明に関する事情を提供することのみを目的とする。それが本出願の各請求項の優
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先日前に存在していたとして、それらの事項のいずれか又はすべてが先行技術の基礎の一
部を形成する、又は本発明に関連する分野における共通の一般知識であったということを
自認するものとして解釈されるべきではない。
【０１１５】
参考文献
　Metzker（2010）Nat Rev Genet, 11（1）：31-46
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