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最終頁に続く

( 5 7 ) 【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の メ チ ル 化 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る 方 法 で あ っ て ：
　 ａ ） 前 記 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 得 る ス テ ッ プ と 、
　 ｂ ） 第 １ の リ ガ ー ゼ を 用 い て 第 １ の ア ダ プ タ ー を 前 記 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の ３ ’ 末 端 に 連 結 す る  
ス テ ッ プ で あ っ て 、 前 記 第 １ の ア ダ プ タ ー が 、 ５ ’ ア デ ニ ル 化 さ れ た 鎖 、 ３ ’ 末 端 が ブ ロ ッ  
ク さ れ た 相 補 鎖 、 お よ び メ チ ル デ オ キ シ シ ト シ ン を 含 む 二 本 鎖 ア ダ プ タ ー で あ る 、 前 記 ス  
テ ッ プ と 、
　 ｃ ） 第 ２ の リ ガ ー ゼ を 用 い て 第 ２ の ア ダ プ タ ー を 前 記 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の ５ ’ 末 端 に 連 結 し て  
ア ダ プ タ ー － 標 的 核 酸 － ア ダ プ タ ー 複 合 体 を 生 成 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 前 記 第 ２ の ア ダ  
プ タ ー が メ チ ル デ オ キ シ シ ト シ ン を 含 む 、 前 記 ス テ ッ プ と 、
　 ｄ ） 前 記 ア ダ プ タ ー － 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ － ア ダ プ タ ー 複 合 体 中 の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を ウ ラ  
シ ル に 変 換 し て 変 換 さ れ た 標 的 を 生 成 す る ス テ ッ プ と 、
　 ｅ ） 前 記 変 換 さ れ た 標 的 を Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 す る ス テ ッ プ と 、
　 ｆ ） 前 記 変 換 さ れ た 標 的 を シ ー ケ ン シ ン グ す る ス テ ッ プ と 、
　 ｇ ） 前 記 変 換 さ れ た 標 的 の 配 列 を 参 照 配 列 と 比 較 し て 前 記 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 前 記 メ チ ル 化  
プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る ス テ ッ プ 、
を 含 み 、
ス テ ッ プ ａ ） か ら ｇ ） を 順 番 に 実 施 し 、
こ こ で 、 前 記 第 １ の ア ダ プ タ ー お よ び ／ ま た は 前 記 第 ２ の ア ダ プ タ ー が 固 有 の 分 子 識 別 子  

請求項の数　9　（全20頁）
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（ Ｕ Ｍ Ｉ ） 配 列 を 含 む 、
　 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ が 全 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 細 胞 外 Ｄ Ｎ Ａ （ ｃ ｆ Ｄ Ｎ Ａ ） ま た は ホ ル マ リ ン 固  
定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 Ｄ Ｎ Ａ （ Ｆ Ｆ Ｐ Ｅ   Ｄ Ｎ Ａ ） で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 第 １ の リ ガ ー ゼ が Ｔ ４   Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 Ｔ ４   Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ が 変 異 体 リ ガ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 変 異 体 リ ガ ー ゼ が Ｋ １ ５ ９ で の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 有 す る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を ウ ラ シ ル に 変 換 す る ス テ ッ プ が 、 バ イ サ ル フ ァ イ ト で の 処  
理 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を ウ ラ シ ル に 変 換 す る ス テ ッ プ が 、 シ チ ジ ン デ ア ミ ナ ー ゼ で  
の 処 理 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 ア ダ プ タ ー が ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ ミ ン グ 部 位 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 ア ダ プ タ ー － 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ － ア ダ プ タ ー 複 合 体 を 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン キ ャ プ  
チ ャ ー に よ っ て 濃 縮 す る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 関 連 出 願 の 相 互 参 照
　 [ 0 0 0 1 ] 本 出 願 は 、 ２ ０ １ ９ 年 ９ 月 ３ ０ 日 出 願 の 米 国 仮 特 許 出 願 第 ６ ２ ／ ９ ０ ７ ， ７ ７ ８  
号 の 優 先 権 を 主 張 す る も の で あ り 、 そ の 内 容 は 参 照 に よ り そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 込 ま  
れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 [ 0 0 0 2 ] 本 発 明 は 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 配 列 を 決 定 す る た め の 方 法 な ら び に 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ  
分 子 中 の メ チ ル 化 シ ト シ ン の 同 定 お よ び プ ロ フ ァ イ リ ン グ の た め の 方 法 に 関 す る 。 本 発 明  
は 、 全 ゲ ノ ム シ ー ケ ン シ ン グ 、 タ ー ゲ ッ ト リ シ ー ケ ン シ ン グ （ ｔ ａ ｒ ｇ ｅ ｔ ｅ ｄ   ｒ ｅ ｓ  
ｅ ｑ ｕ ｅ ｎ ｃ ｉ ｎ ｇ ） 、 シ ー ケ ン シ ン グ ベ ー ス の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 、 メ タ ゲ ノ ミ ク  
ス 、 ま た は Ｎ Ｇ Ｓ 用 の サ ン プ ル 調 製 を 必 要 と す る 他 の 任 意 の 用 途 の た め の 、 デ ュ プ レ ッ ク  
ス コ ン セ ン サ ス 対 応 （ ｄ ｕ ｐ ｌ ｅ ｘ   ｃ ｏ ｎ ｓ ｅ ｎ ｓ ｕ ｓ   ｅ ｎ ａ ｂ ｌ ｅ ｄ ） 次 世 代 シ ー ケ  
ン シ ン グ （ Ｎ Ｇ Ｓ ） メ チ ル － ｓ ｅ ｑ ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る た め の 方 法 に も 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 [ 0 0 0 3 ] Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 は 、 遺 伝 子 発 現 お よ び ク ロ マ チ ン 構 造 の 制 御 に 直 接 関 係 す る こ と  
が 示 唆 さ れ て い る エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク 修 飾 で あ る 。 エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク 修 飾 、 た と え ば Ｄ  
Ｎ Ａ メ チ ル 化 は 、 哺 乳 動 物 の 発 育 、 た と え ば 胚 発 育 に お け る 役 割 を 担 い 、 ク ロ マ チ ン 構 造  
お よ び ク ロ マ チ ン の 安 定 性 に 関 与 す る 。 異 常 な Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 は 、 が ん を 含 む い く つ か の  
疾 患 プ ロ セ ス に 関 係 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 加 え て 、 メ チ ル 化 可 変 領 域 お よ び ／ ま た  
は ア レ ル 特 異 的 な メ チ ル 化 の 特 定 の パ タ ー ン は 、 非 侵 襲 診 断 用 の 分 子 マ ー カ ー と し て 使 用  
さ れ 得 る 。 重 要 な こ と に 、 メ チ ル 化 に フ ォ ー カ ス し た 全 ゲ ノ ム デ ィ ー プ シ ー ケ ン シ ン グ は  
、 ヘ ミ メ チ ル 化 、 す な わ ち Ｄ Ｎ Ａ デ ュ プ レ ッ ク ス の う ち の 一 方 の 鎖 の み に お け る メ チ ル 化  
、 を 含 む が ん メ チ ロ ー ム が 非 常 に 複 雑 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。 ゲ ノ ム 全 体 、 ま た は 循  
環 す る 細 胞 外 Ｄ Ｎ Ａ 全 体 の Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 状 態 の 解 析 は 興 味 深 い 可 能 性 が あ る 。
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【 ０ ０ ０ ４ 】
　 [ 0 0 0 4 ] Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 を プ ロ フ ァ イ リ ン グ す る た め の 方 法 は 、 バ イ サ ル フ ァ イ ト 変 換 シ  
ー ケ ン シ ン グ に 依 拠 す る 。 バ イ サ ル フ ァ イ ト 処 理 は 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 を ウ ラ シ ル  
に 変 換 す る 。 サ ン ガ ー シ ー ケ ン シ ン グ ま た は 現 行 の Ｎ Ｇ Ｓ 法 に よ り シ ー ケ ン シ ン グ さ れ る  
と 、 ウ ラ シ ル 残 基 は チ ミ ン と し て 可 視 化 さ れ る 。 一 方 、 メ チ ル シ ト シ ン は バ イ サ ル フ ァ イ  
ト 処 理 に よ る ウ ラ シ ル へ の 変 換 か ら 保 護 さ れ る 。 サ ン ガ ー シ ー ケ ン シ ン グ ま た は 現 行 の Ｎ  
Ｇ Ｓ 法 に よ り シ ー ケ ン シ ン グ さ れ る と 、 メ チ ル シ ト シ ン は シ ト シ ン と し て 可 視 化 さ れ る 。  
バ イ サ ル フ ァ イ ト 変 換 ま た は 酵 素 変 換 の 後 に 、 配 列 を 修 飾 さ れ て い な い 参 照 配 列 と 比 較 す  
る こ と に よ っ て 、 個 々 の シ ト シ ン 残 基 の 変 換 状 態 を 推 測 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 [ 0 0 0 5 ] し か し 、 現 行 の 方 法 は 、 多 く の 場 合 、 ラ イ ブ ラ リ ー 調 製 お よ び ／ ま た は シ ー ケ ン  
シ ン グ 中 に 、 増 幅 ま た は シ ー ケ ン シ ン グ の ア ー テ ィ フ ァ ク ト を 導 入 す る 。 こ れ ら の エ ラ ー  
は 、 Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 解 析 の 結 果 に 悪 い 影 響 を 及 ぼ し 得 る 。 加 え て 、 現 在 の 方 法 で は 、 使 用  
者 は 、 デ ー タ 解 析 中 に 固 有 の 分 子 識 別 子 （ Ｕ Ｍ Ｉ ） を 使 用 す る こ と が で き ず 、 ヘ ミ メ チ ル  
化 、 フ ル メ チ ル 化 お よ び 非 メ チ ル 化 イ ベ ン ト を 区 別 す る こ と が で き な い 。 現 行 の 方 法 は 、  
ア ダ プ タ ー を 付 け る 前 の 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン の ウ ラ シ ル へ の 変 換 に 依 拠 す る 。 変 換 は ア  
ダ プ タ ー の 付 加 の 前 に 起 こ る た め 、 ヘ ミ メ チ ル 化 イ ベ ン ト を 区 別 す る こ と は 不 可 能 で あ る  
。 現 行 の 方 法 は 、 全 ゲ ノ ム メ チ ル 化 プ ロ フ ァ イ リ ン グ に も 、 タ ー ゲ ッ ト シ ー ケ ン シ ン グ メ  
チ ル 化 プ ロ フ ァ イ リ ン グ に も 対 応 し て い な い 。
【 発 明 の 概 要 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 し た が っ て 、 当 分 野 で は 、 メ チ ル 化 が 遺 伝 子 発 現 に と っ て 決 定 的 で あ る 領 域 に 対 す る 網  
羅 的 な タ ー ゲ ッ ト キ ャ プ チ ャ ー シ ス テ ム を 実 現 す る 方 法 が 必 要 と さ れ て い る 。 加 え て 、 当  
分 野 で は 、 一 塩 基 分 解 能 で の メ チ ル 化 状 態 の 正 確 な 検 出 、 な ら び に フ ル メ チ ル 化 お よ び ヘ  
ミ メ チ ル 化 Ｄ Ｎ Ａ の 検 出 を 可 能 に す る 方 法 お よ び 組 成 物 が 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 [ 0 0 0 6 ] 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る の は 、 メ チ ル 化 プ ロ フ ァ イ リ ン グ の た め の デ ュ ア ル イ ン デ  
ッ ク ス 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 す る た め の 方 法 お よ び 組 成 物 で あ る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 で  
開 示 さ れ る 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン の バ イ サ ル フ ァ イ ト 変 換 ま た は 酵 素  
変 換 の い ず れ か に 依 拠 し 得 る 。 種 々 の 実 施 形 態 で は 、 開 示 さ れ た 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 標  
的 配 列 中 に 存 在 す る 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン の バ イ サ ル フ ァ イ ト 処 理 ま た は 酵 素 変 換 の 前 に 、  
標 的 核 酸 を Ｕ Ｍ Ｉ で タ グ 付 け す る た め の ２ 段 階 タ グ 付 け プ ロ セ ス を 使 用 す る 。 タ グ 付 け プ  
ロ セ ス は 、 単 一 の Ｕ Ｍ Ｉ を １ 本 の 鎖 に 付 加 し て も よ く 、 ま た は Ｕ Ｍ Ｉ を 標 的 核 酸 の 各 鎖 に  
付 加 し て も よ い 。 タ グ 付 け 法 の 後 に 、 標 的 核 酸 を バ イ サ ル フ ァ イ ト 処 理 ま た 酵 素 的 に 処 理  
し て 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を ウ ラ シ ル に 変 換 す る 。 Ｕ Ｍ Ｉ は 、 個 々 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 識 別 す る  
た め に 、 お よ び 増 幅 ま た は シ ー ケ ン シ ン グ に よ り 導 入 さ れ た ア ー テ ィ フ ァ ク ト を 低 下 さ せ  
、 Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 解 析 の 正 確 性 を 向 上 さ せ る た め に 使 用 さ れ る 。 加 え て 、 バ イ サ ル フ ァ イ  
ト 処 理 ま た は 酵 素 変 換 の 前 に 各 鎖 を Ｕ Ｍ Ｉ で 個 別 に タ グ 付 け す る こ と に よ り 、 ヘ ミ メ チ ル  
化 イ ベ ン ト 、 フ ル メ チ ル 化 お よ び 非 メ チ ル 化 イ ベ ン ト を 直 接 比 較 す る た め の エ ラ ー の 修 正  
が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 [ 0 0 0 7 ] 一 実 施 形 態 （ 図 １ Ａ ） で は 、 全 ゲ ノ ム メ チ ル － ｓ ｅ ｑ ラ イ ブ ラ リ ー 構 築 の た め の  
ワ ー ク フ ロ ー が 提 供 さ れ る 。 鎖 特 異 的 な 分 子 識 別 子 （ 固 有 の 分 子 識 別 子 、 Ｕ Ｍ Ｉ ） が 、 平  
滑 ラ イ ゲ ー シ ョ ン と そ の 後 に 続 く ギ ャ ッ プ 充 填 （ ｇ ａ ｐ － ｆ ｉ ｌ ｌ ） ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応  
に よ り 生 物 学 的 な 鋳 型 に 付 け ら れ る 。 第 １ の ス テ ッ プ で は 、 断 片 化 さ れ た ｇ Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｆ Ｆ  
Ｐ Ｅ   Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は せ ん 断 さ れ て い な い ｃ ｆ Ｄ Ｎ Ａ が 、 遊 離 の ３ ’ Ｏ Ｈ 末 端 を 伴 う 平 滑 化  
さ れ た ５ ’ リ ン 酸 化 イ ン サ ー ト を 生 じ る 末 端 修 復 反 応 に か け ら れ る 。 末 端 修 復 後 、 Ｔ ４   Ｄ  
Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ を 使 用 し て 、 平 滑 ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ り 、 第 １ の シ ー ケ ン シ ン グ ア ダ プ タ ー  
（ た と え ば Ｉ ｌ ｌ ｕ ｍ ｉ ｎ ａ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム の Ｐ ７ ） が イ ン サ ー ト Ｄ Ｎ Ａ の ３ ’ 末 端 に 付  
け ら れ る が 、 ア ダ プ タ ー の 一 方 の 鎖 は ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 容 易 に す る た め に ５ ’ ア デ ニ ル 化 さ  
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れ て い る 一 方 で 、 相 補 鎖 は 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 防 ぐ た め に ジ デ オ キ シ － Ａ 、 ジ デ オ キ シ －  
Ｔ 、 ジ デ オ キ シ － Ｃ ま た は ジ デ オ キ シ Ｇ で ３ ’ 末 端 に お い て ブ ロ ッ ク さ れ て い る （ 図 １ Ａ お  
よ び １ Ｂ ） 。 ア ダ プ タ ー 中 の ｄ Ｃ 塩 基 は 、 メ チ ル － ｄ Ｃ に 変 え ら れ 、 下 流 の バ イ サ ル フ ァ  
イ ト 処 理 ／ シ ト シ ン の ウ ラ シ ル へ の 酵 素 変 換 中 、 そ の 本 来 の 同 一 性 を 保 持 す る 。 次 い で 、  
ア ダ プ タ ー 分 子 の ３ ’ 末 端 を イ ン サ ー ト の リ ン 酸 化 ５ ’ 末 端 に 連 結 す る ギ ャ ッ プ 充 填 ラ イ ゲ  
ー シ ョ ン 反 応 に よ り 、 第 ２ の シ ー ケ ン シ ン グ ア ダ プ タ ー が 生 物 学 的 イ ン サ ー ト の ５ ’ 末 端 に  
付 け ら れ る 。 ア ダ プ タ ー 中 の ｄ Ｃ 塩 基 の 本 来 の 同 一 性 が 、 下 流 の バ イ サ ル フ ァ イ ト 処 理 ／  
酵 素 変 換 中 に 保 持 さ れ る よ う に 、 ア ダ プ タ ー 中 の ｄ Ｃ 塩 基 は メ チ ル － ｄ Ｃ に 変 え ら れ る 。  
ギ ャ ッ プ 充 填 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 中 に 、 相 補 的 な Ｕ Ｍ Ｉ 塩 基 が 、 Ｔ ａ ｑ Ｉ Ｔ ポ リ メ ラ ー ゼ な ら  
び に ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ お よ び メ チ ル － ｄ Ｃ Ｔ Ｐ を 含 む ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 混 合 物 を 使 用  
し て 重 合 さ れ る 。 第 ２ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 後 、 バ イ サ ル フ ァ イ ト 処 理 ま た は 酵 素 処 理 に よ り  
、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン は ウ ラ シ ル に 変 換 さ れ る 。 次 い で 、 サ ン プ ル に バ ー コ ー ド を 付 加 す  
る た め に 、 新 規 に 構 築 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー の 分 子 を 、 ウ ラ シ ル 適 合 型 の Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー  
ゼ （ ｕ ｒ ａ ｃ ｉ ｌ   ｃ ｏ ｍ ｐ ａ ｔ ｉ ｂ ｌ ｅ   Ｄ Ｎ Ａ   ｐ ｏ ｌ ｙ ｍ ｅ ｒ ａ ｓ ｅ ） を 用 い て Ｐ Ｃ  
Ｒ 増 幅 さ せ る こ と が で き る 。 こ の ス テ ッ プ 中 に 、 イ ン サ ー ト （ 標 的 ス ト ラ ン ド ） 中 の ウ ラ  
シ ル は 、 新 規 に 合 成 さ れ る 相 補 鎖 上 で チ ミ ン に 変 換 さ れ る （ 重 合 さ れ る ） 。 得 ら れ た ラ イ  
ブ ラ リ ー は 、 適 切 な シ ー ケ ン シ ン グ シ ス テ ム 、 た と え ば 、 限 定 は さ れ な い が 、 Ｉ ｌ ｌ ｕ ｍ  
ｉ ｎ ａ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 上 で の 全 ゲ ノ ム バ イ サ ル フ ァ イ ト シ ー ケ ン シ ン グ （ Ｗ Ｇ Ｂ Ｓ ） に  
い つ で も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 [ 0 0 0 8 ] 代 替 の 実 施 形 態 （ 図 １ Ｂ ） で は 、 標 的 メ チ ル － ｓ ｅ ｑ ラ イ ブ ラ リ ー 構 築 の た め の  
ワ ー ク フ ロ ー が 提 供 さ れ る 。 鎖 特 異 的 な 分 子 識 別 子 （ 固 有 の 分 子 識 別 子 、 Ｕ Ｍ Ｉ ） は 、 平  
滑 ラ イ ゲ ー シ ョ ン と そ の 後 に 続 く ギ ャ ッ プ 充 填 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 に よ り 生 物 学 的 な 鋳 型  
に 付 け ら れ る 。 第 １ の ス テ ッ プ で は 、 断 片 化 さ れ た ｇ Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｆ Ｆ Ｐ Ｅ   Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は  
せ ん 断 さ れ て い な い ｃ ｆ Ｄ Ｎ Ａ が 、 遊 離 の ３ ’ Ｏ Ｈ 末 端 を 伴 う 平 滑 化 さ れ た ５ ’ リ ン 酸 化 イ  
ン サ ー ト を 生 じ る 末 端 修 復 反 応 に か け ら れ る 。 末 端 修 復 後 、 Ｔ ４   Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ を 使 用  
し て 、 平 滑 ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ り 、 第 １ の シ ー ケ ン シ ン グ ア ダ プ タ ー （ た と え ば Ｉ ｌ ｌ ｕ  
ｍ ｉ ｎ ａ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム の Ｐ ７ ） が イ ン サ ー ト Ｄ Ｎ Ａ の ３ ’ 末 端 に 付 け ら れ る が 、 ア ダ プ  
タ ー の 一 方 の 鎖 は ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 容 易 に す る た め に ５ ’ ア デ ニ ル 化 さ れ て い る 一 方 で 、 相  
補 鎖 は 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 防 ぐ た め に ジ デ オ キ シ － Ａ 、 Ｔ 、 Ｃ ま た は Ｇ で ３ ’ 末 端 に お い て  
ブ ロ ッ ク さ れ て い る （ 図 １ Ａ お よ び １ Ｂ ） 。 ア ダ プ タ ー 中 の ｄ Ｃ 塩 基 の 本 来 の 同 一 性 が 、  
下 流 の バ イ サ ル フ ァ イ ト 処 理 ／ 酵 素 変 換 中 に 保 持 さ れ る よ う に 、 ア ダ プ タ ー 中 の ｄ Ｃ 塩 基  
は メ チ ル － ｄ Ｃ に 変 え ら れ る 。 次 い で 、 ア ダ プ タ ー 分 子 の ３ ’ 末 端 を イ ン サ ー ト の リ ン 酸 化  
５ ’ 末 端 に 連 結 す る ギ ャ ッ プ 充 填 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 に よ り 、 第 ２ の シ ー ケ ン シ ン グ ア ダ プ  
タ ー が 生 物 学 的 イ ン サ ー ト の ５ ’ 末 端 に 付 け ら れ る 。 ア ダ プ タ ー 中 の ｄ Ｃ 塩 基 の 本 来 の 同 一  
性 が 、 下 流 の バ イ サ ル フ ァ イ ト 処 理 ／ 酵 素 変 換 中 に 保 持 さ れ る よ う に 、 ア ダ プ タ ー 中 の ｄ  
Ｃ 塩 基 は メ チ ル － ｄ Ｃ に 変 え ら れ る 。 ギ ャ ッ プ 充 填 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 中 に 、 相 補 的 な Ｕ Ｍ Ｉ  
塩 基 を 、 ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ お よ び メ チ ル － ｄ Ｃ Ｔ Ｐ を 含 む ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 混 合 物 を  
使 用 し て 、 Ｔ ａ ｑ Ｉ Ｔ ポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 重 合 さ せ る 。 ゲ ノ ム 中 の 目 的 の 標 的 領 域 を 、 ビ  
オ チ ン 化 プ ロ ー ブ の カ ス タ ム パ ネ ル を 使 用 し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン キ ャ プ チ ャ ー に  
よ り 濃 縮 さ せ る 。 標 的 の 濃 縮 後 に 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン が 、 バ イ サ ル フ ァ イ ト ま た は 酵 素  
処 理 に よ り ウ ラ シ ル に 変 換 さ れ る 。 次 い で 、 サ ン プ ル に バ ー コ ー ド を 付 加 す る た め に 、 キ  
ャ プ チ ャ ー ラ イ ブ ラ リ ー 分 子 を 、 ウ ラ シ ル 適 合 型 の Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 増  
幅 さ せ る こ と が で き る 。 こ の ス テ ッ プ 中 に 、 イ ン サ ー ト （ 標 的 ス ト ラ ン ド ） 中 の ウ ラ シ ル  
は 、 新 規 に 合 成 さ れ る 相 補 鎖 上 で チ ミ ン に 変 換 さ れ る （ 重 合 さ れ る ） 。 得 ら れ た ラ イ ブ ラ  
リ ー は 、 適 切 な シ ー ケ ン シ ン グ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 、 た と え ば 、 限 定 は さ れ な い が 、 Ｉ ｌ ｌ  
ｕ ｍ ｉ ｎ ａ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 上 で の タ ー ゲ ッ ト シ ー ケ ン シ ン グ に い つ で も 使 用 す る こ と が  
で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ １ ０ 】
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【 図 １ Ａ 】 [ 0 0 0 9 ] 全 ゲ ノ ム メ チ ル － ｓ ｅ ｑ ラ イ ブ ラ リ ー 構 築 の ワ ー ク フ ロ ー を 示 す 図 で あ  
る 。
【 図 １ Ｂ 】 [ 0 0 1 0 ] 標 的 メ チ ル － ｓ ｅ ｑ ラ イ ブ ラ リ ー 構 築 の ワ ー ク フ ロ ー を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 [ 0 0 1 1 ] メ チ ル － ｄ Ｃ Ｔ Ｐ が 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ と 比 べ た 場 合 に 類 似 の 効 率 で 取 り 込 ま れ 得  
る こ と を 実 証 す る 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 [ 0 0 1 2 ] 図 ３ Ａ 、 ３ Ｂ 、 ３ Ｃ は 、 全 ゲ ノ ム バ イ サ ル フ ァ イ ト シ ー ケ ン シ ン グ に よ る  
メ チ ル 化 の 検 出 を 実 証 す る 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 [ 0 0 1 3 ] 図 ４ Ａ 、 ４ Ｂ 、 ４ Ｃ は 、 酵 素 変 換 法 を 使 用 し て 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を ウ ラ  
シ ル に 変 換 し た 場 合 の メ チ ル 化 状 態 の 検 出 を 実 証 す る 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 [ 0 0 1 4 ] 図 ５ Ａ 、 ５ Ｂ 、 ５ Ｃ は 、 タ ー ゲ ッ ト シ ー ケ ン シ ン グ 法 を 使 用 す る メ チ ル 化  
状 態 の 検 出 を 実 証 す る 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 [ 0 0 1 5 ] 図 ６ Ａ 、 ６ Ｂ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン キ ャ プ チ ャ ー 法 の た め の プ ロ ー  
ブ デ ザ イ ン 、 な ら び に １ ０ ０ ｎ ｇ お よ び ２ ５ ０ ｎ ｇ の 投 入 量 で の 対 応 す る キ ャ プ チ ャ ー を  
実 証 す る 図 で あ る 。
【 図 ７ Ａ 】 [ 0 0 1 6 ] 正 確 な メ チ ル 化 レ ベ ル が 、 １ ０ ｎ ｇ の 少 量 の 投 入 サ ン プ ル か ら バ イ ア ス  
の 低 下 を 伴 っ て 同 定 さ れ る こ と を 実 証 す る 図 で あ る 。
【 図 ７ Ｂ 】 正 確 な メ チ ル 化 レ ベ ル が 、 １ ０ ｎ ｇ の 少 量 の 投 入 サ ン プ ル か ら バ イ ア ス の 低 下  
を 伴 っ て 同 定 さ れ る こ と を 実 証 す る 図 で あ る 。
【 図 ８ Ａ 】 [ 0 0 1 7 ] 健 常 サ ン プ ル お よ び 疾 患 サ ン プ ル か ら 単 離 さ れ た 、 少 量 の 投 入 ｃ ｆ Ｄ Ｎ  
Ａ を 使 用 す る Ｗ Ｇ Ｂ Ｓ を 実 証 す る 図 で あ る 。
【 図 ８ Ｂ 】 健 常 サ ン プ ル お よ び 疾 患 サ ン プ ル か ら 単 離 さ れ た 、 少 量 の 投 入 ｃ ｆ Ｄ Ｎ Ａ を 使  
用 す る Ｗ Ｇ Ｂ Ｓ を 実 証 す る 図 で あ る 。
【 図 ８ Ｃ 】 健 常 サ ン プ ル お よ び 疾 患 サ ン プ ル か ら 単 離 さ れ た 、 少 量 の 投 入 ｃ ｆ Ｄ Ｎ Ａ を 使  
用 す る Ｗ Ｇ Ｂ Ｓ を 実 証 す る 図 で あ る 。
【 図 ９ Ａ 】 [ 0 0 1 8 ] 標 準 的 な タ イ リ ン グ ま た は ２ × タ イ リ ン グ を 用 い た カ ス タ ム エ ピ ジ ェ ネ  
テ ィ ク ス パ ネ ル を 使 用 す る 標 的 メ チ ル － ｓ ｅ ｑ を 実 証 す る 図 で あ る 。
【 図 ９ Ｂ 】 標 準 的 な タ イ リ ン グ ま た は ２ × タ イ リ ン グ を 用 い た カ ス タ ム エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ク  
ス パ ネ ル を 使 用 す る 標 的 メ チ ル － ｓ ｅ ｑ を 実 証 す る 図 で あ る 。
【 図 ９ Ｃ 】 標 準 的 な タ イ リ ン グ ま た は ２ × タ イ リ ン グ を 用 い た カ ス タ ム エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ク  
ス パ ネ ル を 使 用 す る 標 的 メ チ ル － ｓ ｅ ｑ を 実 証 す る 図 で あ る 。
【 図 ９ Ｄ 】 標 準 的 な タ イ リ ン グ ま た は ２ × タ イ リ ン グ を 用 い た カ ス タ ム エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ク  
ス パ ネ ル を 使 用 す る 標 的 メ チ ル － ｓ ｅ ｑ を 実 証 す る 図 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 [ 0 0 1 9 ] 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 メ チ ル － ｓ ｅ ｑ 次 世 代 シ ー ケ ン シ ン  
グ ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 す る た め の 組 成 物 お よ び 方 法 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る の  
は 、 メ チ ル 化 プ ロ フ ァ イ リ ン グ の た め の イ ン デ ッ ク ス 付 き 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 す る 方  
法 で あ る 。 標 的 核 酸 の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン は 、 バ イ サ ル フ ァ イ ト 変 換 ま た は シ チ ジ ン デ ア  
ミ ナ ー ゼ の い ず れ か を 用 い て ウ ラ シ ル に 変 換 さ れ る 。 種 々 の 実 施 形 態 で は 、 方 法 は 標 的 核  
酸 を 固 有 の 分 子 識 別 子 （ Ｕ Ｍ Ｉ ） で タ グ 付 け す る た め に ２ 段 階 の プ ロ セ ス を 使 用 し 、 そ こ  
で は 第 １ の Ｕ Ｍ Ｉ が 、 標 的 核 酸 の ３ ’ 末 端 に 連 結 さ れ る 。 任 意 に 、 第 ２ の Ｕ Ｍ Ｉ が 標 的 核 酸  
の ５ ’ 末 端 に 付 加 す な わ ち 連 結 さ れ て も よ い 。 ア ダ プ タ ー の 標 的 核 酸 へ の 付 加 後 、 タ グ 付 け  
さ れ た 核 酸 は 化 学 的 ま た は 酵 素 的 に 処 理 さ れ て 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン が ウ ラ シ ル に 変 換 さ  
れ る 。 Ｕ Ｍ Ｉ の 使 用 お よ び Ｕ Ｍ Ｉ 付 加 後 の 変 換 は 、 シ ー ケ ン シ ン グ お よ び ／ ま た は 増 幅 に  
よ り 誘 導 さ れ る ア ー テ ィ フ ァ ク ト を 低 減 ま た は 実 質 的 に 取 り 除 き 、 メ チ ル 化 解 析 の 正 確 性  
を 向 上 さ せ る 。 加 え て 、 ア ダ プ タ ー 付 加 後 の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン の ウ ラ シ ル へ の 変 換 は 、  
フ ル メ チ ル 化 （ す な わ ち 、 標 的 核 酸 の 両 方 の 鎖 に お け る メ チ ル 化 イ ベ ン ト ） 、 ヘ ミ メ チ ル  
化 （ す な わ ち 、 二 本 鎖 標 的 核 酸 の う ち の 一 方 の 鎖 に お い て 起 こ る メ チ ル 化 ） ま た は 非 メ チ  
ル 化 標 的 核 酸 を 識 別 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の こ れ ら お よ び 他 の 利 点 な  
ら び に さ ら な る 発 明 の 特 徴 が 、 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 本 発 明 に つ い て の 記 載 か ら 明 ら か に  
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な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 [ 0 0 2 0 ] 一 実 施 形 態 で は 、 標 的 核 酸 の メ チ ル 化 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る 方 法 が 提 供 さ れ る  
。 方 法 は 、 ａ ） 標 的 核 酸 を 得 る ス テ ッ プ と 、 ｂ ） 第 １ の リ ガ ー ゼ を 用 い て 第 １ の ア ダ プ タ  
ー を 標 的 核 酸 の ３ ’ 末 端 に 連 結 す る ス テ ッ プ と 、 ｃ ） 第 ２ の リ ガ ー ゼ を 用 い て 第 ２ の ア ダ プ  
タ ー を 標 的 核 酸 の ５ ’ 末 端 に 連 結 し て ア ダ プ タ ー － 標 的 核 酸 － ア ダ プ タ ー 複 合 体 を 生 成 す る  
ス テ ッ プ と 、 ｄ ） ア ダ プ タ ー － 標 的 核 酸 － ア ダ プ タ ー 複 合 体 中 の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を ウ  
ラ シ ル に 変 換 し て 変 換 さ れ た 標 的 を 生 成 す る ス テ ッ プ と 、 ｅ ） 任 意 で 、 変 換 さ れ た 標 的 を  
Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 す る ス テ ッ プ と 、 ｆ ） 変 換 さ れ た 標 的 を シ ー ケ ン シ ン グ す る ス テ ッ プ と 、 ｇ ）  
変 換 さ れ た 標 的 の 配 列 を 参 照 配 列 と 比 較 し て 標 的 核 酸 の メ チ ル 化 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る  
ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 [ 0 0 2 1 ] さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 標 的 核 酸 分 子 は Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、  
Ｄ Ｎ Ａ は 全 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 細 胞 外 Ｄ Ｎ Ａ （ ｃ ｆ Ｄ Ｎ Ａ ） 、 ま た は ホ ル マ リ ン 固 定 パ ラ フ ィ  
ン 包 埋 Ｄ Ｎ Ａ （ Ｆ Ｆ Ｐ Ｅ   Ｄ Ｎ Ａ ） で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 [ 0 0 2 2 ] 別 の 実 施 形 態 で は 、 第 １ の リ ガ ー ゼ は Ｔ ４   Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ で あ る 。 さ ら な る 実  
施 形 態 で は 、 Ｔ ４   Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ は 変 異 体 リ ガ ー ゼ で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 変 異 体  
リ ガ ー ゼ は Ｋ １ ５ ９ で の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 有 す る 。 別 の 実 施 形 態 で 、 変 異 体 リ ガ ー ゼ は ア  
ミ ノ 酸 置 換 を 含 有 し 、 Ｋ １ ５ ９ Ｓ 変 異 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 [ 0 0 2 3 ] 別 の 実 施 形 態 で は 、 第 １ の ア ダ プ タ ー ま た は 第 ２ の ア ダ プ タ ー は 固 有 の 分 子 識 別  
子 配 列 を 含 有 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 第 １ の ア ダ プ タ ー お よ び 第 ２ の ア ダ プ タ ー は 共 に  
固 有 の 分 子 識 別 子 配 列 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 [ 0 0 2 4 ] 一 実 施 形 態 で は 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン の ウ ラ シ ル へ の 変 換 は バ イ サ ル フ ァ イ ト 処  
理 で 実 施 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン の ウ ラ シ ル へ の 変 換 は シ チ ジ ン  
デ ア ミ ナ ー ゼ を 用 い て 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 [ 0 0 2 5 ] 別 の 実 施 形 態 で は 、 ア ダ プ タ ー は ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ ミ ン グ 部 位 を 含 む 。 別 の 実  
施 形 態 で は 、 ア ダ プ タ ー － 標 的 核 酸 － ア ダ プ タ ー 複 合 体 を 形 成 す る た め の ア ダ プ タ ー の ラ  
イ ゲ ー シ ョ ン 後 に 、 複 合 体 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン キ ャ プ チ ャ ー に よ っ て 濃 縮 さ れ る 。  
前 記 ア ダ プ タ ー － 標 的 核 酸 － ア ダ プ タ ー 複 合 体 を 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン キ ャ プ チ ャ ー  
に よ っ て 濃 縮 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 [ 0 0 2 6 ] 一 実 施 形 態 で は 、 核 酸 の 集 団 に お け る メ チ ル 化 シ ト シ ン を 識 別 す る た め の 方 法 が  
提 供 さ れ る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 核 酸 は Ｄ Ｎ Ａ で あ り 、 加 え て Ｄ Ｎ Ａ は 二 本 鎖 で あ る  
。 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 全 ゲ ノ ム 、 ｃ ｆ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｃ ｔ Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｆ Ｆ Ｐ Ｅ   
Ｄ Ｎ Ａ の メ チ ル 化 パ タ ー ン を プ ロ フ ァ イ リ ン グ す る た め に 使 用 さ れ る 。 記 載 さ れ る 実 施 形  
態 に お け る 方 法 は 、 配 列 の 忠 実 度 を 保 証 し 、 シ ー ケ ン シ ン グ デ ー タ の 質 を 向 上 さ せ る 。 記  
載 さ れ る 実 施 形 態 に お け る 方 法 は 、 シ ー ケ ン シ ン グ お よ び 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 各 鎖 を 識 別 す る  
ス テ ッ プ を 含 ん で も よ い 。 加 え て 、 記 載 さ れ る 実 施 形 態 に お け る 方 法 は 、 フ ル メ チ ル 化 お  
よ び ヘ ミ メ チ ル 化 標 的 核 酸 の 同 定 を 可 能 し 、 標 的 核 酸 に お け る フ ル メ チ ル 化 、 ヘ ミ メ チ ル  
化 お よ び 非 メ チ ル 化 イ ベ ン ト 間 の 区 別 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 [ 0 0 2 7 ] さ ら に 、 本 発 明 は 、 ラ イ ブ ラ リ ー の 生 成 お よ び メ チ ル 化 標 的 核 酸 の シ ー ケ ン シ ン  
グ を 実 現 し 、 そ こ で 使 用 さ れ る ア ダ プ タ ー は バ ー コ ー ド が 付 け ら れ る か 、 ま た は 固 有 の 分  
子 識 別 子 を 含 有 す る 。 Ｕ Ｍ Ｉ の 使 用 は 、 二 本 鎖 の 標 的 核 酸 の う ち の い ず れ か の 鎖 を 追 跡 す  
る こ と を 可 能 に す る 、 す な わ ち 、 Ｕ Ｍ Ｉ は 元 の 標 的 核 酸 の セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖  
を 追 跡 す る こ と を 可 能 に す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 Ｕ Ｍ Ｉ は ラ ン ダ ム で あ る 。 別 の 実 施 形 態  
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で は 、 Ｕ Ｍ Ｉ は 合 理 的 ま た は 知 的 に デ ザ イ ン さ れ る 、 す な わ ち 、 Ｕ Ｍ Ｉ は 、 バ ー コ ー ド が  
既 知 の 配 列 に な る よ う に デ ザ イ ン さ れ る 。 核 酸 の 組 成 の 違 い に 起 因 す る 、 異 な る 標 的 の 非  
対 称 な 増 幅 （ ａ ｓ ｙ ｍ ｍ ｅ ｔ ｒ ｉ ｃ   ａ ｍ ｐ ｌ ｉ ｆ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ） で あ る 増 幅 バ イ ア ス  
を 低 下 さ せ る た め に 、 Ｕ Ｍ Ｉ を 使 用 す る こ と が で き る 。 Ｕ Ｍ Ｉ は 、 ラ イ ブ ラ リ ー 調 製 中 ま  
た は 増 幅 中 に 生 じ る 核 酸 変 異 と 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン の ウ ラ シ ル へ の バ イ サ ル フ ァ イ ト 変  
換 ま た は 酵 素 変 換 に よ っ て 誘 導 さ れ る 変 異 を 見 分 け る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 い く  
つ か の 実 施 形 態 で は 、 Ｕ Ｍ Ｉ は ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 、 １ １ 、 １ ２ 、 １  
３ 、 １ ４ 、 １ ５ 、 １ ６ ， １ ７ 、 １ ８ 、 １ ９ ま た は ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド よ り も 大 き く て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 [ 0 0 2 8 ] 別 の 実 施 形 態 で は 、 サ ン プ ル イ ン デ ッ ク ス ま た は サ ン プ ル Ｉ Ｄ タ グ が ア ダ プ タ ー  
に 組 み 込 ま れ て も よ い 。 サ ン プ ル イ ン デ ッ ク ス は 、 ２ ～ １ ８ 、 ３ ～ １ ８ 、 ４ ～ １ ８ 、 ５ ～  
１ ８ 、 ６ ～ １ ８ 、 ７ ～ １ ８ ま た は ８ ～ １ ８ ヌ ク レ オ チ ド 長 の 任 意 の 適 し た 長 さ で あ っ て も  
よ い 。 サ ン プ ル Ｉ Ｄ タ グ は 、 少 な く と も ２ 、 少 な く と も ４ 、 少 な く と も ２ ５ ６ 、 少 な く と  
も １ ０ ２ ４ 、 少 な く と も ４ ０ ９ ６ 、 ま た は 少 な く と も １ ６ ， ３ ８ ４ ま た は そ れ よ り 多 い 個  
々 の サ ン プ ル を 識 別 す る の に 必 要 な 任 意 の 長 さ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 [ 0 0 2 9 ] 別 の 実 施 形 態 で は 、 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ ミ ン グ 部 位 が ア ダ プ タ ー 内 に 組 み 込 ま れ  
て も よ い 。 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ ミ ン グ 部 位 は 、 タ グ 付 け さ れ た サ ン プ ル の 増 幅 を 可 能 に す  
る 。 サ ン プ ル は 、 Ｕ Ｍ Ｉ に よ っ て 、 サ ン プ ル Ｉ Ｄ に よ っ て 、 ま た は Ｕ Ｍ Ｉ も し く は サ ン プ  
ル Ｉ Ｄ の 組 み 合 わ せ に よ っ て タ グ 付 け さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 [ 0 0 3 0 ] 別 の 実 施 形 態 で は 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン の ウ ラ シ ル へ の 変 換 は 、 バ イ サ ル フ ァ イ  
ト 処 理 ま た は 酵 素 処 理 で 達 成 す る こ と が で き る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 酵 素 処 理 は シ  
チ ジ ン デ ア ミ ナ ー ゼ 酵 素 を 用 い て で あ っ て も よ い 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 シ チ ジ ン デ ア  
ミ ナ ー ゼ は Ａ Ｐ Ｏ Ｂ Ｅ Ｃ で あ っ て も よ い 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 シ チ ジ ン デ ア ミ ナ ー  
ゼ は 、 活 性 化 誘 導 性 シ チ ジ ン デ ア ミ ナ ー ゼ （ Ａ Ｉ Ｄ ） お よ び ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 Ｂ   ｍ Ｒ  
Ｎ Ａ 編 集 酵 素 触 媒 ポ リ ペ プ チ ド 様 （ Ａ Ｐ Ｏ Ｂ Ｅ Ｃ ） を 含 む 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 Ａ  
Ｐ Ｏ Ｂ Ｅ Ｃ 酵 素 は 、 Ａ Ｐ Ｏ Ｂ Ｅ Ｃ － １ （ Ａ ｐ ｏ １ ） 、 Ａ Ｐ Ｏ Ｂ Ｅ Ｃ － ２ （ Ａ ｐ ｏ ２ ） 、 Ａ  
Ｉ Ｄ 、 Ａ Ｐ Ｏ Ｂ Ｅ Ｃ － ３ Ａ 、 － ３ Ｂ 、 － ３ Ｃ 、 － ３ Ｄ Ｅ 、 － ３ Ｆ 、 － ３ Ｇ 、 － ３ Ｈ お よ び  
Ａ Ｐ Ｏ Ｂ Ｅ Ｃ － ４ （ Ａ ｐ ｏ ４ ） か ら な る ヒ ト Ａ Ｐ Ｏ Ｂ Ｅ Ｃ フ ァ ミ リ ー か ら 選 択 さ れ る 。 い  
く つ か の 実 施 形 態 で は 、 変 換 は 、 バ イ サ ル フ ァ イ ト 変 換 に よ っ て で あ ろ う が 酵 素 変 換 に よ  
っ て で あ ろ う が 、 市 販 の キ ッ ト を 使 用 す る 。 一 例 で は 、 キ ッ ト 、 た と え ば 、 Ｅ Ｚ   Ｄ Ｎ Ａ   
Ｍ ｅ ｔ ｈ ｙ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ － Ｇ ｏ ｌ ｄ 、 Ｅ Ｘ   Ｄ Ｎ Ａ   Ｍ ｅ ｔ ｈ ｙ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ － Ｄ ｉ ｒ ｅ ｃ  
ｔ ま た は Ｅ Ｚ   Ｄ Ｎ Ａ   Ｍ ｅ ｔ ｈ ｙ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ － Ｌ ｉ ｇ ｈ ｔ ｉ ｎ ｇ   ｋ ｉ ｔ （ Ｚ Ｙ ｍ ｏ   
Ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ   Ｃ ｏ ｒ ｐ   （ Ｉ ｒ ｖ ｉ ｎ ｅ ，   Ｃ ａ ｌ ｉ ｆ ｏ ｒ ｎ ｉ ａ ． ） よ り 入 手 可 能  
） が 使 用 さ れ る 。 別 の 例 で は 、 キ ッ ト 、 た と え ば Ａ Ｐ Ｏ Ｂ Ｅ Ｃ － Ｓ ｅ ｑ   （ Ｎ Ｅ Ｂ ｉ ｏ ｌ  
ａ ｂ ｓ ） が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 [ 0 0 3 1 ] 別 の 実 施 形 態 で は 、 ア ダ プ タ ー は 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン の ウ ラ シ ル へ の 変 換 前 に  
付 加 さ れ る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 ア ダ プ タ ー は Ｕ Ｍ Ｉ を 含 有 す る 。 非 メ チ ル 化 シ ト シ  
ン の ウ ラ シ ル へ の 変 換 前 に ア ダ プ タ ー を 付 加 す る こ と は 、 個 々 の 鎖 の 追 跡 を 可 能 に し 、 フ  
ル メ チ ル 化 ま た は ヘ ミ メ チ ル 化 イ ベ ン ト の 検 出 お よ び プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 [ 0 0 3 2 ] 別 の 実 施 形 態 で は 、 ア ダ プ タ ー は 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 含 有 す る 。 さ ら に 別 の 実  
施 形 態 で は 、 ア ダ プ タ ー は 非 メ チ ル 化 お よ び メ チ ル 化 シ ト シ ン を 含 有 し て も よ い 。 さ ら な  
る 実 施 形 態 で は 、 ア ダ プ タ ー は も っ ぱ ら メ チ ル 化 シ ト シ ン だ け を 含 有 し て も よ い 。 ア ダ プ  
タ ー 中 の ｄ Ｃ 塩 基 は 、 メ チ ル － ｄ Ｃ に 変 え ら れ 、 下 流 の バ イ サ ル フ ァ イ ト 処 理 ／ シ ト シ ン  
の ウ ラ シ ル へ の 酵 素 変 換 中 、 そ の 本 来 の 同 一 性 を 保 持 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 [ 0 0 3 3 ] 本 発 明 は 、 二 本 鎖 標 的 核 酸 の 集 団 に お け る メ チ ル 化 シ ト シ ン を 同 定 す る た め の 方  
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法 に 関 す る 。 二 本 鎖 標 的 核 酸 は Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て も よ い 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ は  
ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 せ ん 断 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 、 断 片 化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 、 ｃ ｆ Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｆ Ｆ Ｐ Ｅ   
Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て も よ い 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ は 末 端 修 復 さ れ て Ａ テ ー ル 化 さ  
れ て も よ く 、 ま た は 末 端 修 復 さ れ て 平 滑 化 さ れ て も よ い 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 Ｄ Ｎ  
Ａ は 、 疾 患 ま た は 障 害 の 検 出 、 診 断 ま た は ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 生 物 学 的 サ ン プ ル か ら  
単 離 さ れ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル は 組 織 ま た は 腫 瘍 細 胞 で あ っ て も よ  
い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 [ 0 0 3 4 ] 図 １ Ａ は 、 全 ゲ ノ ム シ ー ケ ン シ ン グ に 適 し た メ チ ル － ｓ ｅ ｑ ラ イ ブ ラ リ ー の 調 製  
に つ い て の 例 を 例 示 す る 。 ス テ ッ プ １ で は 、 標 的 核 酸 は 末 端 修 復 さ れ て 平 滑 末 端 が 導 入 さ  
れ る 。 得 ら れ た 末 端 修 復 さ れ 平 滑 末 端 化 さ れ た 分 子 は 、 遊 離 の ３ ’ Ｏ Ｈ 末 端 を 伴 う ５ ’ リ ン  
酸 化 末 端 を 有 す る 。 ス テ ッ プ ２ で は 、 一 方 の 末 端 上 で ブ ロ ッ ク さ れ た デ ュ プ レ ッ ク ス ア ダ  
プ タ ー を 備 え た ア ダ プ タ ー １ が 、 標 的 核 酸 の ３ ’ 末 端 に 連 結 さ れ る 。 た と え ば 、 第 １ の シ ー  
ケ ン シ ン グ ア ダ プ タ ー は Ｐ ７   Ｉ ｌ ｌ ｕ ｍ ｉ ｎ ａ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 配 列 を 含 有 し て も よ い  
。 一 実 施 形 態 で は 、 ア ダ プ タ ー １ を 連 結 す る た め に 使 用 さ れ る リ ガ ー ゼ は 、 Ｔ ４   Ｄ Ｎ Ａ  
リ ガ ー ゼ で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 ア ダ プ タ ー １ を 連 結 す る た め に 使 用 さ れ る リ ガ ー ゼ  
は 、 変 異 体 Ｔ ４   Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 変 異 体 Ｔ ４   Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー  
ゼ は Ｋ １ ５ ９ で の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 有 し 、 一 方 他 の 実 施 形 態 で は 、 変 異 体 Ｔ ４   Ｄ Ｎ Ａ リ  
ガ ー ゼ は Ｋ １ ５ ９ Ｓ ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 有 す る 。 ス テ ッ プ ３ で は 、 ア ダ プ タ ー ２ は ギ ャ ッ プ  
充 填 お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ ン の 手 順 に よ り 付 加 さ れ る 。 ス テ ッ プ ３ で は 、 ア ダ プ タ ー 分 子 の  
３ ’ 末 端 を 標 的 核 酸 の リ ン 酸 化 ５ ’ 末 端 に 連 結 す る ギ ャ ッ プ 充 填 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 に よ り  
、 第 ２ の シ ー ケ ン ス ア ダ プ タ ー が 標 的 核 酸 の ５ ’ 末 端 に 付 け ら れ る 。 ギ ャ ッ プ 充 填 ラ イ ゲ ー  
シ ョ ン 中 に 、 ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ お よ び メ チ ル － ｄ Ｃ Ｔ Ｐ を 含 む ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 混 合  
物 を 使 用 し て 、 相 補 的 な Ｕ Ｍ Ｉ 塩 基 が Ｔ ａ ｑ Ｉ Ｔ ポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 充 填 さ れ る 、 す な わ  
ち 重 合 さ れ る 。 ス テ ッ プ ４ で は 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン が ウ ラ シ ル に 変 換 さ れ る 。 バ イ サ ル  
フ ァ イ ト 処 理 ま た は 酵 素 処 理 が 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を ウ ラ シ ル に 変 換 す る た め に 使 用 さ  
れ て も よ い 。 ス テ ッ プ ５ は 任 意 の Ｐ Ｃ Ｒ ス テ ッ プ で あ る 。 こ の 任 意 の Ｐ Ｃ Ｒ ス テ ッ プ は 、  
加 え て 、 ウ ラ シ ル 適 合 型 の Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て も よ い 。 任 意 の Ｐ Ｃ Ｒ が 、 残 り  
の ア ダ プ タ ー 配 列 、 サ ン プ ル イ ン デ ッ ク ス ま た は Ｎ Ｇ Ｓ に 必 要 な Ｎ Ｇ Ｓ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム  
特 異 的 な 配 列 を 付 加 す る た め に 使 用 さ れ て も よ い 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｇ Ｓ に 必  
要 と さ れ る 完 全 な ア ダ プ タ ー 配 列 が 、 ２ 段 階 ラ イ ゲ ー シ ョ ン プ ロ セ ス に よ り 付 加 さ れ る 。  
ア ダ プ タ ー が 付 加 さ れ た 標 的 核 酸 （ ａ ｄ ａ ｐ ｔ ｅ ｄ   ｔ ａ ｒ ｇ ｅ ｔ   ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｉ ｃ   ａ ｃ  
ｉ ｄ ） お よ び 任 意 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 さ れ た ア ダ プ タ ー 標 的 核 酸 ま た は ラ イ ブ ラ リ ー は 、 メ チ ル  
化 プ ロ フ ァ イ リ ン グ お よ び 適 切 な シ ー ケ ン シ ン グ 機 器 上 で の シ ー ケ ン シ ン グ に い つ で も 使  
用 す る こ と が で き る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｇ Ｓ に 必 要 と さ れ る 完 全 な ア ダ プ タ ー  
配 列 が ２ 段 階 ラ イ ゲ ー シ ョ ン プ ロ セ ス に よ り 付 加 さ れ 、 任 意 の Ｐ Ｃ Ｒ は 必 要 な い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 [ 0 0 3 5 ] 図 １ Ｂ は 、 メ チ ル － ｓ ｅ ｑ ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 す る た め の 方 法 お よ び ハ イ ブ リ ダ  
イ ゼ ー シ ョ ン キ ャ プ チ ャ ー 、 す な わ ち 特 定 の 標 的 領 域 に 対 し て 濃 縮 す る た め の 濃 縮 を 例 示  
す る 。 ス テ ッ プ １ で は 、 標 的 核 酸 が 末 端 修 復 さ れ て 核 酸 の 末 端 が 平 滑 化 さ れ る 。 得 ら れ た  
末 端 修 復 さ れ 平 滑 末 端 化 さ れ た 分 子 は 、 遊 離 の ３ ’ － Ｏ Ｈ 末 端 を 伴 う ５ ’ リ ン 酸 化 末 端 を 有  
す る 。 ス テ ッ プ ２ で は 、 一 方 の 末 端 上 で ブ ロ ッ ク さ れ た デ ュ プ レ ッ ク ス ア ダ プ タ ー を 備 え  
た ア ダ プ タ ー １ が 、 標 的 核 酸 の ３ ’ 末 端 に 連 結 さ れ る 。 た と え ば 、 第 １ の シ ー ケ ン シ ン グ ア  
ダ プ タ ー は Ｐ ７   Ｉ ｌ ｌ ｕ ｍ ｉ ｎ ａ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 配 列 を 含 有 し て も よ い 。 一 実 施 形 態  
で は 、 ア ダ プ タ ー １ を 連 結 す る た め に 使 用 さ れ る リ ガ ー ゼ は 、 Ｔ ４   Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ で あ  
る 。 別 の 実 施 形 態 で は ア ダ プ タ ー １ を 連 結 す る た め に 使 用 さ れ る リ ガ ー ゼ は 変 異 体 Ｔ ４   
Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ で あ り 、 一 方 特 定 の 実 施 形 態 で は 変 異 体 Ｔ ４   Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ は Ｋ １ ５ ９  
Ｓ ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 有 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 変 異 体 Ｔ ４   Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ は Ｋ １ ５  
９ で の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 有 す る 。 ス テ ッ プ ３ で は ア ダ プ タ ー ２ は 、 ギ ャ ッ プ 充 填 お よ び ラ  
イ ゲ ー シ ョ ン の 手 順 に よ り 付 加 さ れ る 。 ス テ ッ プ ３ で は 、 ア ダ プ タ ー 分 子 の ３ ’ 末 端 を 標 的  
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核 酸 の リ ン 酸 化 ５ ’ 末 端 に 連 結 す る ギ ャ ッ プ 充 填 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 に よ り 、 第 ２ の シ ー ケ  
ン ス ア ダ プ タ ー が 標 的 核 酸 の ５ ’ 末 端 に 付 け ら れ る 。 ギ ャ ッ プ 充 填 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 中 に 、 ｄ  
Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ お よ び メ チ ル － ｄ Ｃ Ｔ Ｐ を 含 む ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 混 合 物 を 使 用 し て 、  
相 補 的 な Ｕ Ｍ Ｉ 塩 基 が Ｔ ａ ｑ Ｉ Ｔ ポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 充 填 さ れ る 、 す な わ ち 重 合 さ れ る 。  
ス テ ッ プ ４ で は 、 ア ダ プ タ ー が 付 加 さ れ た 標 的 配 列 が 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る パ ネ ル を 用  
い た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン キ ャ プ チ ャ ー を 使 用 し て 濃 縮 さ れ る 。 ス テ ッ プ ５ で は 、 非 メ  
チ ル 化 シ ト シ ン が ウ ラ シ ル に 変 換 さ れ る 。 バ イ サ ル フ ァ イ ト 処 理 ま た は 酵 素 処 理 が 、 非 メ  
チ ル 化 シ ト シ ン を ウ ラ シ ル に 変 換 す る た め に 使 用 さ れ て も よ い 。 ス テ ッ プ ６ は 任 意 の Ｐ Ｃ  
Ｒ で あ る 。 こ の 任 意 の Ｐ Ｃ Ｒ ス テ ッ プ は 、 加 え て 、 ウ ラ シ ル 適 合 型 の Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ  
を 使 用 し て も よ い 。 任 意 の Ｐ Ｃ Ｒ が 、 残 り の ア ダ プ タ ー 配 列 、 サ ン プ ル イ ン デ ッ ク ス ま た  
は Ｎ Ｇ Ｓ に 必 要 な Ｎ Ｇ Ｓ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 特 異 的 な 配 列 を 付 加 す る た め に 使 用 さ れ て も よ  
い 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｇ Ｓ に 必 要 と さ れ る 完 全 な ア ダ プ タ ー 配 列 が 、 ２ 段 階 ラ  
イ ゲ ー シ ョ ン プ ロ セ ス に よ り 付 加 さ れ る 。 ア ダ プ タ ー が 付 加 さ れ た 標 的 核 酸 お よ び 任 意 で  
Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 さ れ た ア ダ プ タ ー 標 的 核 酸 ま た は ラ イ ブ ラ リ ー は 、 メ チ ル 化 プ ロ フ ァ イ リ ン グ  
お よ び 適 切 な シ ー ケ ン シ ン グ 機 器 上 で の シ ー ケ ン シ ン グ に い つ で も 使 用 す る こ と が で き る  
。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｇ Ｓ に 必 要 と さ れ る 完 全 な ア ダ プ タ ー 配 列 が ２ 段 階 ラ イ ゲ  
ー シ ョ ン プ ロ セ ス に よ り 付 加 さ れ 、 任 意 の Ｐ Ｃ Ｒ は 必 要 な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 [ 0 0 3 6 ] 図 ２ は 、 Ｔ ａ ｑ Ｉ Ｔ ポ リ メ ラ ー ゼ が 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ ま た は メ チ ル － ｄ Ｃ Ｔ Ｐ の 取 り 込  
み に 対 し て 類 似 の 取 り 込 み 効 率 を 有 す る こ と を 実 証 す る 。 Ｕ Ｍ Ｉ 中 の ｄ Ｇ は 、 ｄ Ｃ ま た は  
メ チ ル － ｄ Ｃ が 、 ギ ャ ッ プ 充 填 プ ロ セ ス 中 に 反 対 の 鎖 上 に 取 り 込 ま れ る こ と に な る と い う  
こ と を 示 す 。 ２ ５ ０ ｎ ｇ の １ １ ７ ｂ ｐ の ｇ Ｂ ｌ ｏ ｃ ｋ が 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 効 率 を テ ス ト す  
る た め の イ ン サ ー ト と し て 使 用 さ れ た 。 Ｕ Ｍ Ｉ 配 列 中 に ｄ Ｇ を 有 す る ア ダ プ タ ー 、 Ｕ Ｍ Ｉ  
配 列 中 に ｄ Ｇ を 有 さ な い ア ダ プ タ ー 、 Ｕ Ｍ Ｉ 配 列 中 に ｄ Ｇ を 有 す る メ チ ル 化 ア ダ プ タ ー 、  
Ｕ Ｍ Ｉ 配 列 中 に ｄ Ｇ を 有 さ な い メ チ ル 化 ア ダ プ タ ー の ４ タ イ プ の ア ダ プ タ ー が 検 討 さ れ た  
。 ギ ャ ッ プ 充 填 ／ ラ イ ゲ ー シ ョ ン の ス テ ッ プ （ 図 １ Ａ 、 ス テ ッ プ ３ ） で は 、 メ チ ル － ｄ Ｃ  
Ｔ Ｐ 、 ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ お よ び ｄ Ｇ Ｔ Ｐ を 含 む 緩 衝 液 が 、 Ｔ ａ ｑ Ｉ Ｔ に よ る メ チ ル － ｄ  
Ｃ Ｔ Ｐ の 取 り 込 み 効 率 を テ ス ト す る た め に 使 用 さ れ た 。 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ を 含 む 緩 衝 液 （ 緩 衝 液 中  
の ｄ Ｃ Ｔ Ｐ と し て 示 さ れ る ） が 、 対 照 と し て 使 用 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 [ 0 0 3 7 ] 一 実 施 形 態 で は 、 標 的 の 濃 縮 が 実 施 さ れ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 ア ン プ リ コ ン  
ベ ー ス の 濃 縮 が 使 用 さ れ て も よ い 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン キ ャ プ  
チ ャ ー 濃 縮 が 使 用 さ れ て も よ い 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 二 本 鎖 キ ャ プ チ ャ ー の た め の ２ × 交  
互 パ ネ ル デ ザ イ ン （ ａ ｌ ｔ ｅ ｒ ｎ ａ ｔ ｉ ｎ ｇ   ｐ ａ ｎ ｅ ｌ   ｄ ｅ ｓ ｉ ｇ ｎ ） が 使 用 さ れ る 。  
（ 図 ６ Ａ ま た は ９ Ａ を 参 照 の こ と ）
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 [ 0 0 3 8 ] 実 施 例 に お け る 要 素 お よ び 行 為 は 、 単 純 化 の た め に 本 発 明 を 例 示 す る こ と を 意 図  
し て お り 、 必 ず し も い ず れ か の 特 定 の 順 序 ま た は 実 施 形 態 に し た が っ て 示 さ れ て い る の で  
は な い 。 実 施 例 は 、 発 明 者 ら が 本 発 明 を 所 有 し て い た こ と を 確 立 す る こ と も ま た 意 図 し て  
い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 実 施 例 １
　 [ 0 0 3 9 ] 全 ゲ ノ ム メ チ ル － ｓ ｅ ｑ ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築
　 [ 0 0 4 0 ] 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 末 端 修 復 し 、 平 滑 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 用 に 調 製 す る 。 ５ ’ ア デ ニ ル 化 お  
よ び メ チ ル 化 ア ダ プ タ ー を 標 的 イ ン サ ー ト の ３ ’ 末 端 に 付 け る た め に 、 変 異 体 Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー  
ゼ を 使 用 す る 。 ５ ’ ア ダ プ タ ー の 相 補 部 分 を 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 防 ぐ た め に ブ ロ ッ ク す る 。  
ア ダ プ タ ー ２ を 付 け る た め に ギ ャ ッ プ 充 填 ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 使 用 し 、 相 補 的 な Ｕ Ｍ Ｉ 塩 基  
を 、 ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ お よ び メ チ ル － ｄ Ｃ Ｔ Ｐ を 含 有 す る ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 混 合 物 を  
使 用 し て Ｔ ａ ｑ Ｉ Ｔ に よ り 充 填 す る 。 標 的 核 酸 中 の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 、 バ イ サ ル フ ァ  
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イ ト 処 理 ま た は 酵 素 処 理 に よ っ て ウ ラ シ ル に 変 換 す る 。 Ｕ Ｍ Ｉ が タ グ 付 け さ れ た 標 的 配 列  
の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 使 用 し て 、 固 有 の デ ュ ア ル イ ン デ ッ ク ス を 導 入 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 [ 0 0 4 1 ] 図 １ Ａ は 、 Ｕ Ｍ Ｉ ア ダ プ タ ー を 標 的 核 酸 に 付 加 す る た め に 使 用 さ れ る ワ ー ク フ ロ  
ー の 一 実 施 例 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン の 変 換 、 な ら び に 固 有 の デ ュ ア ル イ ン デ ッ ク ス お よ び  
適 切 な Ｎ Ｇ Ｓ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 特 異 的 な ア ダ プ タ ー 配 列 を 付 加 す る た め の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 実  
証 す る 。 次 い で 、 調 製 さ れ た 標 的 配 列 を 、 適 切 な Ｎ Ｇ Ｓ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 上 で シ ー ケ ン シ  
ン グ す る 。 シ ー ケ ン シ ン グ 後 に 、 配 列 を 参 照 配 列 と 比 較 し て メ チ ル 化 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定  
す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 [ 0 0 4 2 ] １ ～ ２ ５ ０ ｎ ｇ の 断 片 化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 、 Ｔ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ お よ び  
Ｔ ４   Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て 、 ２ ０ ℃ で ３ ０ 分 間 、 末 端 修 復 反 応 に か け る 。 末 端  
修 復 後 、 第 １ の シ ー ケ ン シ ン グ ア ダ プ タ ー （ Ｉ ｌ ｌ ｕ ｍ ｉ ｎ ａ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム の Ｐ ７ ）  
を 、 変 異 体 Ｔ ４   Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ Ｋ １ ５ ９ Ｓ を 使 用 し て 、 ２ ０ ℃ で １ ５ 分 間 の 平 滑 ラ イ ゲ  
ー シ ョ ン に よ り イ ン サ ー ト Ｄ Ｎ Ａ の ３ ’ 末 端 に 付 け る 。 次 い で 、 変 異 体 リ ガ ー ゼ を 、 ６ ５ ℃  
で １ ５ 分 間 、 熱 失 活 さ せ る 。 次 い で 、 第 ２ の シ ー ケ ン シ ン グ ア ダ プ タ ー を 、 ６ ５ ℃ で ３ ０  
分 間 の ギ ャ ッ プ 充 填 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 に よ り 生 物 学 的 イ ン サ ー ト の ５ ’ 末 端 に 付 け る 。 ギ  
ャ ッ プ 充 填 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 中 に 、 ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ お よ び メ チ ル － ｄ Ｃ Ｔ Ｐ  
を 含 む ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 混 合 物 を 使 用 し て 、 Ｔ ａ ｑ Ｉ Ｔ に よ り 相 補 的 な Ｕ Ｍ Ｉ 塩 基 を 重 合 さ せ る （  
充 填 す る ） 。 Ｔ ａ ｑ リ ガ ー ゼ を 、 イ ン サ ー ト と Ｔ ａ ｑ Ｉ Ｔ で 伸 長 さ せ た ア ダ プ タ ー の 間 の  
ニ ッ ク を 連 結 す る た め に 使 用 す る 。 第 ２ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 後 、 メ ー カ ー の プ ロ ト コ ー ル を  
使 用 し て 、 バ イ サ ル フ ァ イ ト 反 応 ま た は 酵 素 処 理 に よ り 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を ウ ラ シ ル  
に 変 換 す る 。 次 い で 、 サ ン プ ル に バ ー コ ー ド を 付 加 す る た め に 、 新 規 に 構 築 さ れ た ラ イ ブ  
ラ リ ー の 分 子 を 、 ウ ラ シ ル 適 合 型 の Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 さ せ る こ と が  
で き る 。 得 ら れ た ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Ｉ ｌ ｌ ｕ ｍ ｉ ｎ ａ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 上 で の 全 ゲ ノ ム バ  
イ サ ル フ ァ イ ト シ ー ケ ン シ ン グ に い つ で も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 [ 0 0 4 3 ]
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【 表 １ 】

【 ０ ０ ３ ５ 】
　 [ 0 0 4 4 ] 表 １ は 、 せ ん 断 さ れ た ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ （ Ｎ Ａ １ ２ ８ ７ ８ ） か ら 、 さ ま ざ ま な 標  
的 核 酸 投 入 量 （ １ ～ ２ ５ ０ ｎ ｇ の 範 囲 の 核 酸 投 入 物 ） で 調 製 さ れ た 、 Ｗ Ｇ Ｂ Ｓ ラ イ ブ ラ リ  
ー を 示 す 。 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン は 、 Ｅ Ｚ   Ｄ Ｎ Ａ   ｍ ｅ ｔ ｈ ｙ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ － Ｇ ｏ ｌ ｄ   ｋ  
ｉ ｔ （ Ｚ ｙ ｍ ｏ ） （ バ イ サ ル フ ァ イ ト 変 換 法 ） ま た は Ｎ Ｅ Ｂ Ｎ ｅ ｘ ｔ （ 登 録 商 標 ） Ｅ ｎ ｚ  
ｙ ｍ ａ ｔ ｉ ｃ   Ｍ ｅ ｔ ｈ ｙ ｌ － ｓ ｅ ｑ   Ｃ ｏ ｎ ｖ ｅ ｒ ｓ ｉ ｏ ｎ   Ｍ ｏ ｄ ｕ ｌ ｅ （ Ｎ Ｅ Ｂ ） （  
酵 素 変 換 法 ） に よ っ て 変 換 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ サ イ ク ル は 、 Ｉ ｌ ｌ ｕ ｍ ｉ ｎ ａ シ ー ケ ン シ ン グ に  
十 分 な ラ イ ブ ラ リ ー 収 量 を 実 現 す る よ う に 最 適 化 し た 。 表 １ は 、 十 分 な ラ イ ブ ラ リ ー 収 量  
お よ び 平 均 ラ イ ブ ラ リ ー サ イ ズ が １ ｎ ｇ ～ ２ ５ ０ ｎ ｇ の 投 入 核 酸 量 で 十 分 で あ る こ と を 示  
す 。 加 え て 、 表 １ は 、 適 切 な ラ イ ブ ラ リ ー サ イ ズ （ 塩 基 対 （ ｂ ｐ ） に お い て 測 定 さ れ る ）  
が 得 ら れ る こ と を 実 証 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 実 施 例 ２
　 [ 0 0 4 5 ] 標 的 メ チ ル － ｓ ｅ ｑ ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築
　 [ 0 0 4 6 ] Ｄ Ｎ Ａ を 末 端 修 復 し 、 平 滑 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 用 に 調 製 す る 。 ５ ’ ア デ ニ ル 化 お よ び  
メ チ ル 化 ア ダ プ タ ー を 標 的 イ ン サ ー ト の ３ ’ 末 端 に 付 け る た め に 、 変 異 体 Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ を  
使 用 す る 。 ５ ’ ア ダ プ タ ー の 相 補 部 分 を 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 防 ぐ た め に ブ ロ ッ ク す る 。 ア ダ  
プ タ ー ２ を 付 け る た め に ギ ャ ッ プ 充 填 ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 使 用 し 、 相 補 的 な Ｕ Ｍ Ｉ 塩 基 を 、  
ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ お よ び メ チ ル － ｄ Ｃ Ｔ Ｐ を 含 有 す る ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 混 合 物 を 使 用  
し て Ｔ ａ ｑ Ｉ Ｔ に よ り 充 填 す る 。 標 的 領 域 を 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン キ ャ プ チ ャ ー 法 に  
よ り キ ャ プ チ ャ ー し 、 濃 縮 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン キ ャ プ チ ャ ー パ ネ ル に は 、 二 本  
鎖 キ ャ プ チ ャ ー の た め の ２ × 交 互 パ ネ ル デ ザ イ ン を 利 用 す る （ 図 ６ を 参 照 の こ と ） 。 ハ イ  
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン キ ャ プ チ ャ ー 後 に 、 標 的 核 酸 中 の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 、 バ イ サ ル フ  
ァ イ ト 処 理 ま た は 酵 素 処 理 に よ っ て ウ ラ シ ル に 変 換 す る 。 Ｕ Ｍ Ｉ が タ グ 付 け さ れ た 標 的 配  
列 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 使 用 し て 、 固 有 の デ ュ ア ル イ ン デ ッ ク ス を 導 入 す る 。
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【 ０ ０ ３ ７ 】
　 [ 0 0 4 7 ] 図 １ Ｂ は 、 Ｕ Ｍ Ｉ ア ダ プ タ ー を 標 的 核 酸 に 付 加 す る た め に 使 用 さ れ る ワ ー ク フ ロ  
ー の 一 実 施 形 態 、 標 的 領 域 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン キ ャ プ チ ャ ー 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン  
の 変 換 、 な ら び に 固 有 の デ ュ ア ル イ ン デ ッ ク ス お よ び 適 切 な Ｎ Ｇ Ｓ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 特 異  
的 な ア ダ プ タ ー を 付 加 す る た め の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 実 証 す る 。 次 い で 、 調 製 さ れ た 標 的 配 列 を  
、 適 切 な Ｎ Ｇ Ｓ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 上 で シ ー ケ ン シ ン グ す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 実 施 例 ３
　 [ 0 0 4 8 ] 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン の バ イ サ ル フ ァ イ ト 変 換 を 使 用 す る Ｗ Ｇ Ｂ Ｓ に よ る メ チ ル 化  
の 検 出 。
　 [ 0 0 4 9 ] １ ０ ｎ ｇ の ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ （ Ｅ ｐ ｉ Ｓ ｃ ｏ ｐ ｅ   メ チ ル 化 Ｈ Ｃ Ｔ １ １ ６ 、 お よ  
び Ｎ Ａ １ ２ ８ ７ ８ ） を 、 ５ ％ の 非 メ チ ル 化 ラ ム ダ Ｄ Ｎ Ａ と 混 合 し 、 Ｃ ｏ ｖ ａ ｒ ｉ ｓ   Ｓ ２  
機 器 を 使 用 し て １ ５ ０ ｂ ｐ に せ ん 断 し た 。 Ｅ ｐ ｉ Ｓ ｃ ｏ ｐ ｅ   メ チ ル 化 Ｈ Ｃ Ｔ １ １ ６ の ｇ  
Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｃ ｐ Ｇ メ チ ラ ー ゼ （ Ｔ ａ Ｋ ａ Ｒ ａ ） を 使 用 し て 高 度 に メ チ ル 化 し た ヒ ト Ｈ Ｃ Ｔ  
１ １ ６ 細 胞 か ら 精 製 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 非 メ チ ル 化 ラ ム ダ Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し て 、 バ  
イ サ ル フ ァ イ ト 処 理 の 変 換 効 率 を モ ニ タ ー し た 。 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 、 Ｅ Ｚ   Ｄ Ｎ Ａ   ｍ  
ｅ ｔ ｈ ｙ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ － Ｇ ｏ ｌ ｄ   ｋ ｉ ｔ （ Ｚ ｙ ｍ ｏ ） に よ り 変 換 し た 。 ラ イ ブ ラ リ ー を  
、 Ｉ ｌ ｌ ｕ ｍ ｉ ｎ ａ の Ｍ ｉ Ｓ ｅ ｑ （ ２ × １ ５ ０ 塩 基 ） 上 で シ ー ケ ン シ ン グ し た 。 バ イ サ ル  
フ ァ イ ト シ ー ケ ン シ ン グ デ ー タ を 、 デ フ ォ ル ト 設 定 を 用 い て ｂ ｉ ｓ ｍ ａ ｒ ｋ プ ロ グ ラ ム に  
よ り 解 析 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 [ 0 0 5 0 ] 図 ３ Ａ は 、 ９ ９ ． ７ ％ の シ ト シ ン か ら ウ ラ シ ル へ の 変 換 率 お よ び 約 ８ ０ ％ の 固 有  
の マ ッ ピ ン グ 効 率 が 、 両 サ ン プ ル タ イ プ か ら 得 ら れ た こ と を 実 証 す る 。 図 ３ Ｂ は 、 メ チ ル  
化 Ｈ Ｃ Ｔ １ １ ６ の メ チ ル 化 レ ベ ル が 、 Ｃ ｐ Ｇ 、 Ｃ Ｈ Ｈ お よ び Ｃ Ｈ Ｇ コ ン テ キ ス ト に お い て  
、 ９ ６ ． ３ ％ 、 ０ ． ８ ％ お よ び ０ ． ５ ％ で あ る こ と を 示 す 。 Ｎ Ａ １ ２ ８ ７ ８ の メ チ ル 化 レ  
ベ ル は 、 Ｃ ｐ Ｇ 、 Ｃ Ｈ Ｈ お よ び Ｃ Ｈ Ｇ コ ン テ キ ス ト に お い て 、 ４ ９ ． ５ ％ 、 ０ ． ４ ％ お よ  
び ０ ． ４ ％ で あ る 。 図 ３ Ｃ は 、 使 用 さ れ た １ ６ 個 の 合 理 的 に デ ザ イ ン さ れ た Ｕ Ｍ Ｉ お よ び  
固 定 配 列 の 分 布 度 数 を 示 す 。 マ ッ ピ ン グ さ れ て い な い リ ー ド は Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ と し て 測  
定 し た 。 Ｕ Ｍ Ｉ 分 布 の プ ロ ッ ト は 、 す べ て の 合 理 的 に デ ザ イ ン さ れ た ア ダ プ タ ー Ｕ Ｍ Ｉ が  
効 率 的 に 連 結 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 実 施 例 ４
　 [ 0 0 5 1 ] 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン の 酵 素 変 換 を 使 用 し た メ チ ル 化 の 検 出 。
　 [ 0 0 5 2 ] １ ０ お よ び １ ０ ０ ｎ ｇ の ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ （ Ｎ Ａ １ ２ ８ ７ ８ ） を 、 １ ％ の 非 メ チ  
ル 化 ラ ム ダ Ｄ Ｎ Ａ と 混 合 し 、 Ｃ ｏ ｖ ａ ｒ ｉ ｓ   Ｓ ２ 機 器 を 使 用 し て １ ５ ０ ｂ ｐ に せ ん 断 し  
た 。 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 、 Ｎ Ｅ Ｂ Ｎ ｅ ｘ ｔ （ 登 録 商 標 ） Ｅ ｎ ｚ ｙ ｍ ａ ｔ ｉ ｃ   Ｍ ｅ ｔ ｈ  
ｙ ｌ － ｓ ｅ ｑ   Ｃ ｏ ｎ ｖ ｅ ｒ ｓ ｉ ｏ ｎ   Ｍ ｏ ｄ ｕ ｌ ｅ に よ っ て 変 換 し た 。 ラ イ ブ ラ リ ー を 、  
Ｉ ｌ ｌ ｕ ｍ ｉ ｎ ａ の Ｍ ｉ Ｓ ｅ ｑ （ ２ × １ ５ ０ 塩 基 ） 上 で シ ー ケ ン シ ン グ し た 。 酵 素 的 メ チ  
ル － ｓ ｅ ｑ デ ー タ （ Ｅ ｎ ｚ ｙ ｍ ａ ｔ ｉ ｃ   ｍ ｅ ｔ ｈ ｙ ｌ － ｓ ｅ ｑ   ｄ ａ ｔ ａ ） を 、 デ フ ォ ル  
ト 設 定 を 用 い て ｂ ｉ ｓ ｍ ａ ｒ ｋ プ ロ グ ラ ム に よ り 解 析 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 [ 0 0 5 3 ] 図 ４ Ａ は 、 ９ ９ ． ７ ％ の シ ト シ ン か ら ウ ラ シ ル へ の 変 換 率 お よ び 約 ８ １ ％ の 固 有  
の マ ッ ピ ン グ 効 率 が 得 ら れ た こ と を 示 す 。 図 ４ Ｂ は 、 Ｎ Ａ １ ２ ８ ７ ８ の メ チ ル 化 レ ベ ル が  
、 Ｃ ｐ Ｇ 、 Ｃ Ｈ Ｈ お よ び Ｃ Ｈ Ｇ コ ン テ キ ス ト に お い て 、 約 ４ ９ ％ 、 約 ０ ． ４ ％ お よ び 約 ０  
． ４ ％ で あ る こ と を 実 証 す る 。 図 ４ Ｃ は 、 使 用 さ れ た １ ６ 個 の 合 理 的 に デ ザ イ ン さ れ た Ｕ  
Ｍ Ｉ お よ び 固 定 配 列 の 分 布 度 数 を 示 す 。 マ ッ ピ ン グ さ れ て い な い リ ー ド は Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ  
Ｎ と し て 測 定 し た 。 Ｕ Ｍ Ｉ 分 布 の プ ロ ッ ト は 、 す べ て の 合 理 的 に デ ザ イ ン さ れ た ア ダ プ タ  
ー Ｕ Ｍ Ｉ が 効 率 的 に 連 結 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 実 施 例 ５
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　 [ 0 0 5 4 ] メ チ ル 化 の 検 出 お よ び 標 的 濃 縮
　 [ 0 0 5 5 ] 標 的 メ チ ル － ｓ ｅ ｑ ラ イ ブ ラ リ ー を 、 前 記 ワ ー ク フ ロ ー （ 図 １ Ｂ ） を 使 用 し て ２  
５ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ お よ び ２ ５ ０ ｎ ｇ の せ ん 断 さ れ た ヒ ト ｇ Ｄ Ｎ Ａ （ Ｎ Ａ １ ２ ８ ７ ８ ） か ら  
調 製 し 、 Ｉ ｎ ｔ ｅ ｇ ｒ ａ ｔ ｅ ｄ   Ｄ Ｎ Ａ   Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｉ ｅ ｓ ，   Ｉ ｎ ｃ ． の ｘ Ｇ ｅ  
ｎ   Ａ Ｍ Ｌ   ｐ ａ ｎ ｅ ｌ を 使 用 し て 濃 縮 し た 。 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 、 Ｅ Ｚ   Ｄ Ｎ Ａ   ｍ ｅ  
ｔ ｈ ｙ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ － Ｇ ｏ ｌ ｄ   ｋ ｉ ｔ （ Ｚ ｙ ｍ ｏ ） を 使 用 し て ウ ラ シ ル に 変 換 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 [ 0 0 5 6 ] 図 ５ Ａ は 、 Ａ ｇ ｉ ｌ ｅ ｎ ｔ   Ｔ ａ ｐ ｅ Ｓ ｔ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 上 で 試 験 さ れ た 、 最 終 的 に  
得 ら れ た ラ イ ブ ラ リ ー の ト レ ー ス を 示 す 。 図 ５ Ｂ は 、 ２ ５ ０ ｎ ｇ の メ チ ル 化 Ｈ Ｃ Ｔ １ １ ６  
お よ び Ｎ Ａ １ ２ ８ ７ ８ の ｇ Ｄ Ｎ Ａ か ら 調 製 さ れ 、 Ｉ ｌ ｌ ｕ ｍ ｉ ｎ ａ の Ｍ ｉ Ｓ ｅ ｑ （ ２ × １  
５ ０ 塩 基 ） 上 で シ ー ケ ン シ ン グ さ れ た 標 的 メ チ ル － ｓ ｅ ｑ ラ イ ブ ラ リ ー を 示 す 。 標 的 メ チ  
ル － ｓ ｅ ｑ デ ー タ を 、 デ フ ォ ル ト 設 定 を 用 い て ｂ ｉ ｓ ｍ ａ ｒ ｋ プ ロ グ ラ ム お よ び Ｐ ｉ ｃ ａ  
ｒ ｄ   ｔ ｏ ｏ ｌ ｋ ｉ ｔ に よ り 解 析 し た 。 ９ １ ． ７ ～ ９ ２ ． ９ ％ の 、 標 的 領 域 上 の 選 択 さ れ  
た 塩 基 、 お よ び ３ ６ ～ １ ８ ８ × の 平 均 標 的 カ バ レ ッ ジ が 得 ら れ 、 こ れ は 標 的 領 域 内 で 起 こ  
る メ チ ル 化 イ ベ ン ト が よ り 高 感 度 に 同 定 で き る こ と を 示 唆 す る 。 図 ５ Ｃ は 、 Ｎ Ａ １ ２ ８ ７  
８ の ｇ Ｄ Ｎ Ａ の メ チ ル 化 レ ベ ル が 、 Ｃ ｐ Ｇ 、 Ｃ Ｈ Ｈ お よ び Ｃ Ｈ Ｇ コ ン テ キ ス ト に お い て 、  
約 ５ ８ ％ 、 約 ０ ． ３ ％ お よ び 約 ０ ． ３ ％ で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 実 施 例 ６
　 [ 0 0 5 7 ] ラ イ ブ ラ リ ー を 、 １ ０ ｎ ｇ の 、 ０ 、 ５ 、 １ ０ 、 ２ ５ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ ％ の メ チ ル 化  
（ Ｅ ｐ ｉ ｇ ｅ ｎ Ｄ ｘ ） を 有 す る メ チ ル 化 対 照 か ら 、 実 施 例 １ に 記 載 の 通 り に 生 成 し た 。 非  
メ チ ル 化 シ ト シ ン を 、 Ｅ Ｚ   Ｄ Ｎ Ａ   ｍ ｅ ｔ ｈ ｙ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ － Ｇ ｏ ｌ ｄ   ｋ ｉ ｔ （ Ｚ ｙ ｍ  
ｏ ） に よ り 変 換 し た 。 ラ イ ブ ラ リ ー を 、 Ｉ ｌ ｌ ｕ ｍ ｉ ｎ ａ の Ｎ ｅ ｘ ｔ Ｓ ｅ ｑ （ ２ × １ ５ ０  
塩 基 ） 上 で シ ー ケ ン シ ン グ し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 [ 0 0 5 8 ] Ｂ ｉ ｓ ｍ ａ ｒ ｋ （ ｖ ０ ． ２ ２ ． ３ ） お よ び Ｐ ｉ ｃ ａ ｒ ｄ （ ｖ ２ ． １ ８ ． ９ ） を 使  
用 し て ア ラ イ ン メ ン ト お よ び メ チ ル 化 の 解 析 を 実 施 し 、 モ チ ー フ の 発 見 の た め の Ｈ ｏ ｍ ｅ  
ｒ （ Ｈ ｙ ｐ ｅ ｒ ｇ ｅ ｏ ｍ ｅ ｔ ｒ ｉ ｃ   Ｏ ｐ ｔ ｉ ｍ ｉ ｚ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ   ｏ ｆ   Ｍ ｏ ｔ ｉ ｆ   Ｅ ｎ  
Ｒ ｉ ｃ ｈ ｅ ｍ ｅ ｎ ｔ ） を 使 用 し て 、 ゲ ノ ム の 特 徴 を 注 釈 付 け し た 。 図 ７ Ａ は 、 予 想 さ れ た  
メ チ ル 化 レ ベ ル と 観 測 さ れ た メ チ ル 化 レ ベ ル の 間 の 高 い 相 関 を 示 す 。 図 ７ Ｂ は 、 ３ ６ Ｍ リ  
ー ド ま で の シ ー ケ ン シ ン グ 後 の Ｈ ｏ ｍ ｅ ｒ の 使 用 に よ る 、 転 写 調 節 領 域 を 含 む 広 範 な ゲ ノ  
ム の 特 徴 を 明 ら か に す る 。 図 ７ Ｂ は 、 Ｙ 軸 上 に 同 定 さ れ た Ｃ ｐ Ｇ 部 位 の 数 、 Ｘ 軸 上 に 注 釈  
付 け さ れ た モ チ ー フ ／ 領 域 を 示 す 。 前 記 図 は 、 前 記 ワ ー ク フ ロ ー が 、 バ イ ア ス を 伴 う こ と  
な く ／ ほ と ん ど 伴 う こ と な く 、 種 々 の メ チ ル 化 レ ベ ル を 有 す る 投 入 物 に 対 し て 、 種 々 の ゲ  
ノ ム の 特 徴 を カ バ ー ／ 同 定 す る こ と が で き る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 実 施 例 ７
　 [ 0 0 5 9 ] 健 常 個 体 お よ び 肺 が ん を 有 す る 個 体 か ら の １ ０ ｎ ｇ の ｃ ｆ Ｄ Ｎ Ａ を 、 実 施 例 １ に  
記 載 の 通 り に ラ イ ブ ラ リ ー 調 製 し た 。 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 、 Ｅ Ｚ   Ｄ Ｎ Ａ   ｍ ｅ ｔ ｈ ｙ ｌ  
ａ ｔ ｉ ｏ ｎ － Ｇ ｏ ｌ ｄ   ｋ ｉ ｔ （ Ｚ ｙ ｍ ｏ ） に よ り 変 換 し た 。 ラ イ ブ ラ リ ー を 、 Ｉ ｌ ｌ ｕ  
ｍ ｉ ｎ ａ の Ｎ ｅ ｘ ｔ Ｓ ｅ ｑ （ ２ × １ ５ ０ 塩 基 ） 上 で シ ー ケ ン シ ン グ し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 [ 0 0 6 0 ] ア ラ イ ン メ ン ト お よ び メ チ ル 化 の 解 析 を 、 デ フ ォ ル ト 設 定 で ｂ ｉ ｓ ｍ ａ ｒ ｋ プ ロ  
グ ラ ム を 使 用 し て 実 施 し た 。 図 ８ Ａ は 、 記 載 さ れ た メ チ ル 化 ワ ー ク フ ロ ー を 使 用 し た ラ イ  
ブ ラ リ ー か ら の 代 表 的 な エ レ ク ト ロ フ ェ ロ グ ラ ム を 示 す 。 図 ８ Ｂ は 、 前 記 ワ ー ク フ ロ ー が  
、 １ ０ ｎ ｇ の ｃ ｆ Ｄ Ｎ Ａ か ら １ μ ｇ を 超 え る ラ イ ブ ラ リ ー 収 量 を 与 え る こ と を 実 証 す る 。  
図 ８ Ｃ は 、 健 常 サ ン プ ル と が ん サ ン プ ル の 両 方 か ら 、 約 ８ ０ ％ の 固 有 の マ ッ ピ ン グ 効 率 が  
得 ら れ た こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 実 施 例 ８
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　 [ 0 0 6 1 ] ヘ ミ メ チ ル 化 解 析 の た め の 、 両 鎖 の 標 的 メ チ ル － ｓ ｅ ｑ キ ャ プ チ ャ ー （ ｔ ａ ｒ ｇ  
ｅ ｔ ｅ ｄ   ｍ ｅ ｔ ｈ ｙ ｌ － ｓ ｅ ｑ   ｃ ａ ｐ ｔ ｕ ｒ ｅ ｓ   ｂ ｏ ｔ ｈ   ｓ ｔ ｒ ａ ｎ ｄ ｓ ） に お け  
る 交 互 デ ザ イ ン 。
　 [ 0 0 6 2 ] せ ん 断 さ れ た 、 １ ０ ０ ｎ ｇ の ５ ０ ％ メ チ ル 化 対 照 お よ び １ ０ ０ ％ メ チ ル 化 対 照 （  
Ｅ ｐ ｉ ｇ ｅ ｎ Ｄ ｘ ） か ら 、 標 的 メ チ ル － ｓ ｅ ｑ ラ イ ブ ラ リ ー を 前 記 ワ ー ク フ ロ ー （ 図 １ Ｂ  
） を 使 用 し て 調 製 し 、 癌 遺 伝 子 内 の Ｃ ｐ Ｇ ア イ ラ ン ド 、 Ｃ ｐ Ｇ シ ョ ア お よ び Ｃ ｐ Ｇ シ ェ ル  
フ を 標 的 化 す る た め の ２ 種 の デ ザ イ ン の １ ３ ０ ｋ ｂ の カ ス タ ム パ ネ ル を 使 用 し て 濃 縮 し た  
。 第 １ の 標 準 的 な パ ネ ル デ ザ イ ン で は 、 我 々 は 、 エ ン ド ツ ー エ ン ド ア ル ゴ リ ズ ム で Ｉ Ｄ Ｔ  
の ｘ Ｇ ｅ ｎ   ｖ ２ パ イ プ ラ イ ン を 使 用 し た 。 最 初 に 出 力 さ れ る プ ロ ー ブ デ ザ イ ン は 、 Ｄ Ｎ  
Ａ の 片 方 の 鎖 の み に 対 す る も の で あ る 。 両 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を 標 的 化 す る た め に 、 我 々 は 、 前 記 プ  
ロ ー ブ を 加 え 、 逆 相 補 鎖 生 成 さ せ て （ ｒ ｅ ｖ ｅ ｒ ｓ ｅ － ｃ ｏ ｍ ｐ ｌ ｅ ｍ ｅ ｎ ｔ ｅ ｄ ） 、 他  
方 の 鎖 を 標 的 化 し た （ 図 ９ Ａ ） 。 第 ２ の ２ × タ イ リ ン グ デ ザ イ ン で は 、 我 々 は ２ × タ イ リ  
ン グ ア ル ゴ リ ズ ム で Ｉ Ｄ Ｔ の ｘ Ｇ ｅ ｎ   ｖ ２ パ イ プ ラ イ ン を 使 用 し た 。 両 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を 標 的  
化 す る た め に 、 我 々 は １ プ ロ ー ブ お き に 標 的 鎖 を 入 れ 替 え た （ 図 ９ Ａ ） 。 非 メ チ ル 化 シ ト  
シ ン を 、 Ｅ Ｚ   Ｄ Ｎ Ａ   ｍ ｅ ｔ ｈ ｙ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ － Ｇ ｏ ｌ ｄ   ｋ ｉ ｔ （ Ｚ ｙ ｍ ｏ ） に よ り 変  
換 し た 。 ラ イ ブ ラ リ ー を 、 Ｉ ｌ ｌ ｕ ｍ ｉ ｎ ａ の Ｎ ｅ ｘ ｔ Ｓ ｅ ｑ （ ２ × １ ５ ０ 塩 基 ） 上 で シ  
ー ケ ン シ ン グ し た 。 ア ラ イ ン メ ン ト お よ び メ チ ル 化 の 解 析 を 、 Ｂ ｉ ｓ ｍ ａ ｒ ｋ （ ｖ ０ ． ２  
２ ． ３ ） お よ び Ｐ ｉ ｃ ａ ｒ ｄ （ ｖ ２ ． １ ８ ． ９ ） を 使 用 し て 実 施 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を 、 約 ７  
０ ％ の オ ン タ ー ゲ ッ ト 率 で キ ャ プ チ ャ ー し た 。 図 ９ Ｂ は 、 ヘ ミ メ チ ル 化 部 位 が フ ィ ッ シ ャ  
ー の 正 確 確 率 検 定 を 適 用 す る こ と に よ り 同 定 さ れ 、 次 い で 、 す べ て の ｐ 値 が 、 ０ ． ０ ５ の  
偽 発 見 誤 差 率 （ ｆ ａ ｌ ｓ ｅ － ｄ ｉ ｓ ｃ ｏ ｖ ｅ ｒ ｙ   ｅ ｒ ｒ ｏ ｒ   ｒ ａ ｔ ｅ ） で ベ ン ジ ャ ミ ニ  
－ ホ ッ ホ ベ ル ク の 手 順 を 使 用 し て 調 整 さ れ た こ と を 示 す 。 図 ９ Ｃ は 、 １ ６ Ｍ リ ー ド に ダ ウ  
ン サ ン プ リ ン グ し た 後 に 、 １ ５ ０ ～ ３ ０ ０ × の 平 均 標 的 カ バ レ ッ ジ が 観 測 さ れ た こ と を 示  
す 。 図 ９ Ｄ は 、 両 パ ネ ル デ ザ イ ン が 高 い キ ャ プ チ ャ ー 均 一 性 を 実 現 す る こ と を 実 証 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 [ 0 0 6 3 ] 公 表 文 献 、 特 許 出 願 お よ び 特 許 を 含 む 、 本 明 細 書 で 引 用 さ れ る す べ て の 参 考 文 献  
は 、 あ た か も 各 参 考 文 献 が 参 照 に よ り 組 み 込 ま れ る こ と が 個 別 に か つ 具 体 的 に 示 さ れ た の  
と 同 程 度 に 、 お よ び 本 明 細 書 に そ の 全 体 が 明 記 さ れ た の と 同 程 度 に 、 参 照 に よ り 組 み 込 ま  
れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 [ 0 0 6 4 ] 本 発 明 を 記 載 す る 文 脈 に お け る （ 特 に 以 下 の 特 許 請 求 の 範 囲 の 文 脈 に け る ） 、 「  
ａ 」 お よ び 「 ａ ｎ 」 お よ び 「 ｔ ｈ ｅ 」 と い う 用 語 な ら び に 類 似 の 指 示 対 象 の 使 用 は 、 本 明  
細 書 で 別 様 に 示 さ れ な い 限 り 、 ま た は 文 脈 に よ っ て 明 確 に 否 定 さ れ な い 限 り 、 単 数 と 複 数  
の 両 方 を 包 含 す る と 解 釈 さ れ る べ き で あ る 。 「 含 む （ ｃ ｏ ｍ ｐ ｒ ｉ ｓ ｉ ｎ ｇ ） 」 、 「 有 す  
る （ ｈ ａ ｖ ｉ ｎ ｇ ） 」 、 「 含 む （ ｉ ｎ ｃ ｌ ｕ ｄ ｉ ｎ ｇ ） 」 お よ び 「 含 有 す る （ ｃ ｏ ｎ ｔ ａ  
ｉ ｎ ｉ ｎ ｇ ） 」 と い う 用 語 は 、 別 様 に 言 及 さ れ な い 限 り 、 オ ー プ ン エ ン ド 用 語 （ す な わ ち  
、 「 含 む が 、 限 定 さ れ な い 」 を 意 味 す る ） と し て 解 釈 さ れ る べ き で あ る 。 本 明 細 書 に お け  
る 値 の 範 囲 の 列 挙 は 、 本 明 細 書 に お い て 別 様 に 示 さ れ な い 限 り 、 そ の 範 囲 に 入 る そ れ ぞ れ  
の 独 立 し た 値 を 個 別 に 参 照 す る 簡 略 な 方 法 と し て 機 能 す る こ と が 単 に 意 図 さ れ て お り 、 そ  
れ ぞ れ の 独 立 し た 値 は 、 そ れ が 本 明 細 書 で 個 別 に 列 挙 さ れ る か の よ う に 本 明 細 書 中 に 組 み  
込 ま れ る 。 本 明 細 書 に 記 載 の す べ て の 方 法 は 、 本 明 細 書 に お い て 別 様 に 示 さ れ な い 限 り 、  
ま た は 文 脈 に よ っ て 明 確 に 否 定 さ れ な い 限 り 、 任 意 の 適 し た 順 番 で 実 施 さ れ 得 る 。 本 明 細  
書 で 提 供 さ れ る あ り と あ ら ゆ る 例 ま た は 例 示 的 な 言 語 （ た と え ば 、 「 た と え ば （ ｓ ｕ ｃ ｈ   
ａ ｓ ） 」 ） の 使 用 は 、 単 に 本 発 明 を よ り は っ き り と さ せ る こ と を 意 図 し て お り 、 別 様 に 主  
張 さ れ な い 限 り 、 本 発 明 の 範 囲 に 制 限 を 課 す も の で は な い 。 本 明 細 書 に お け る い か な る 言  
語 も 、 本 発 明 の 実 践 に 必 須 の 何 ら か の 特 許 請 求 さ れ て い な い 要 素 を 示 す と し て 解 釈 さ れ る  
べ き で は な い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 [ 0 0 6 5 ] 本 発 明 を 実 行 す る た め の 発 明 者 ら が 知 る 最 良 の 形 態 を 含 む 本 発 明 の 好 ま し い 実 施  
形 態 が 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 。 そ れ ら の 好 ま し い 実 施 形 態 の 変 形 形 態 が 、 上 述 の 記 載 を 読  
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め ば 当 業 者 に は 明 ら か に な り 得 る 。 発 明 者 ら は 、 当 業 者 が そ の よ う な 変 形 形 態 を 適 切 に 使  
用 す る こ と を 期 待 し て お り 、 発 明 者 ら は 、 本 明 細 書 に 具 体 的 に 記 載 さ れ る も の と は 別 様 に  
本 発 明 が 実 践 さ れ る こ と を 意 図 し て い る 。 よ っ て 、 本 発 明 は 、 適 用 法 に よ っ て 許 可 さ れ る  
よ う に 、 本 明 細 書 に 添 付 さ れ た 特 許 請 求 の 範 囲 で 列 挙 さ れ た 主 題 の す べ て の 改 変 お よ び 等  
価 物 を 含 む 。 さ ら に 、 本 明 細 書 に お い て 別 様 に 示 さ れ な い 限 り 、 ま た は 文 脈 に よ っ て 明 確  
に 否 定 さ れ な い 限 り 、 そ れ ら の す べ て の 可 能 な 変 形 形 態 に お け る 上 記 の 要 素 の あ ら ゆ る 組  
み 合 わ せ が 本 発 明 に よ り 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 [ 0 0 6 6 ] 参 考 文 献
　 [ 0 0 6 7 ] V a l o u e v  e t  a l .  M e t h o d s  o f  p r e p a r i n g  d u a l - i n d e x e d  D N A  l i b r a r i e s  f o r  b  
i s u l f i t e  c o n v e r s i o n  s e q u e n c i n g .  U S  P a t e n t  A p p l i c a t i o n :  U S 2 0 1 8 0 0 4 4 7 3 1 A 1
　 [ 0 0 6 8 ] G a i ,  W .  a n d  K .  S u n ,  E p i g e n e t i c  B i o m a r k e r s  i n  C e l l - F r e e  D N A  a n d  A p p l  
i c a t i o n s  i n  L i q u i d  B i o p s y .  G e n e s  ( B a s e l ) ,  2 0 1 9 .  1 0 ( 1 ) .
　 [ 0 0 6 9 ] L i u ,  Y . ,  e t  a l . ,  B i s u l f i t e - f r e e  d i r e c t  d e t e c t i o n  o f  5 - m e t h y l c y t o s i n e  a n d  
5 - h y d r o x y m e t h y l c y t o s i n e  a t  b a s e  r e s o l u t i o n .  N a t  B i o t e c h n o l ,  2 0 1 9 .  3 7 ( 4 ) :
　 [ 0 0 7 0 ] M o s s ,  J . ,  e t  a l . ,  C o m p r e h e n s i v e  h u m a n  c e l l - t y p e  m e t h y l a t i o n  a t l a s  r e  
v e a l s  o r i g i n s  o f  c i r c u l a t i n g  c e l l - f r e e  D N A  i n  h e a l t h  a n d  d i s e a s e .  N a t  C o m m u n ,  
2 0 1 8 .  9 ( 1 ) :  p .  5 0 6 8 .
　 [ 0 0 7 1 ] S c h u t s k y ,  E . K . ,  e t  a l . ,  A P O B E C 3 A  e f f i c i e n t l y  d e a m i n a t e s  m e t h y l a t e d ,  
b u t  n o t  T E T - o x i d i z e d ,  c y t o s i n e  b a s e s  i n  D N A .  N u c l e i c  A c i d s  R e s ,  2 0 1 7 .  4 5 ( 1 3 ) :  
p .  7 6 5 5 - 7 6 6 5 .
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【 図 面 】
【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】

【 図 ２ 】 【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ Ａ 】
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【 図 ７ Ｂ 】 【 図 ８ Ａ 】

【 図 ８ Ｂ 】 【 図 ８ Ｃ 】
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【 図 ９ Ａ 】 【 図 ９ Ｂ 】

【 図 ９ Ｃ 】 【 図 ９ Ｄ 】



10

JP 7569372 B2 2024.10.17(20)

フロントページの続き

０３，サンマテオ，オファレル・ストリート  １９５１，アパートメント  ４１１
(72)発明者　 ファン，シャオ－ユン

アメリカ合衆国カリフォルニア州９４５３８，フリーモント，サクラメント・アベニュー  ４４０９
(72)発明者　 ツェン，ユー

アメリカ合衆国マサチューセッツ州０２４２１，レキシントン，メイン・キャンパス・ドライブ  
１２１２１

(72)発明者　 ライ，ケビン
アメリカ合衆国カリフォルニア州９４５５５，フリーモント，マラード・コモン  ４７１３

審査官　 大西  隆史
(56)参考文献 国際公開第２０１８／１４０６９５（ＷＯ，Ａ１）

特表２０１９－５０４６４５（ＪＰ，Ａ）
米国特許出願公開第２０１４／０３２９６９７（ＵＳ，Ａ１）
URICH, Mark A. et al.，Nature Protocols，2015年02月18日，Vol. 10，pp. 475-483，DOI: 
10.1038/nprot.2014.114.
RAINE, Amanda et al.，Nucleic Acids Research，2017年04月07日，Vol. 45, Issue 6, Article 
No. e36，DOI: 10.1093/nar/gkw1110
SCHUMACHER, Cassie et al.，Nature Methods，2015年10月29日，Vol. 12，pp. v-vi，DOI: 
10.1038/nmeth.f.386

(58)調査した分野　(Int.Cl.，ＤＢ名)
Ｃ１２Ｑ      １／００－  ３／００
ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
ＣＡｐｌｕｓ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ（ＳＴＮ）
ＰｕｂＭｅｄ


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

