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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　複数の特定核酸分子を定量化するための方法であって、
　ａ．各プローブが前記複数の特定核酸分子内の一特定核酸分子内のプローブ標的領域と
ハイブリダイズし、かつ各プローブがその５’末端において第１のアダプターを有する複
数のプローブを伸長させて、複数の伸長産物を生成するステップと；
　ｂ．第２のアダプターを、前記複数のプローブ伸長産物の二本鎖末端へと追加するステ
ップと；
　ｃ．前記複数のプローブ伸長産物をシークエンシングして、前記プローブ伸長産物の各
々の配列データを生成するステップと；
　ｄ．プローブ標的領域とハイブリダイズした各プローブの数を決定するステップであっ
て、前記数が、前記プローブ標的領域を含む、前記特定核酸分子の各々の量を指し示す、
ステップと
を含む、方法。
【請求項２】
　組成物中の複数の特定核酸分子を定量化するための方法であって、
　ａ．複数のプローブを、特定核酸分子内のプローブ標的領域とハイブリダイズさせるス
テップであって、各プローブが、その５’末端に、第１のアダプターを有する、ステップ
と；
　ｂ．各プローブを伸長させて、前記第１のアダプター配列を含む複数のプローブ伸長産
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物を生成するステップと；
　ｃ．第２のアダプター配列を、前記複数のプローブ伸長産物の二本鎖末端へと追加する
ステップと；
　ｄ．前記複数のプローブ伸長産物をシークエンシングして、前記複数のプローブ伸長産
物の各々の配列を生成するステップと；
　ｅ．前記複数のプローブ伸長産物の各々の前記配列を、プローブデータベース内の所定
の配列に対してアラインさせるステップであって、前記プローブデータベースが、複数の
所定の配列を含み、各所定の配列が、プローブに特異的である、ステップと；
　ｆ．各プローブ伸長産物の前記配列についての、前記シークエンシングデータベース内
の所定の配列に対するアラインメントの数を決定するステップであって、前記アラインメ
ントの数が、前記プローブがハイブリダイズする前記特定核酸分子の各々の量を指し示す
、ステップと
を含む、方法。
【請求項３】
　前記複数のプローブ伸長産物の前記配列が、フォワードリード配列、インデックスリー
ド配列、およびリバースリード配列のうちの少なくとも１つを含む、請求項１または２に
記載の方法であって、
　前記フォワードリード配列は、フォワードリードプライミング部位において開始される
複数のプローブ伸長産物の一配列であって、フォワードプライマーを用いて生成され；
　前記インデックスリード配列は、インデックスプライミング部位において開始される複
数のプローブ伸長産物の一配列であって、インデックスプライマーを用いて生成され；
　前記リバースリード配列は、リバースリードプライミング部位において開始される複数
のプローブ伸長産物の一配列であって、リバースプライマーを用いて生成される、方法。
【請求項４】
　前記複数のプローブ伸長産物の前記配列を、ゲノムまたはトランスクリプトームの座標
へとマッピングして、意図されるプローブのアニーリングおよび伸長を検証する、請求項
３に記載の方法。
【請求項５】
　前記フォワードリードおよび前記リバースリードの前記複数のプローブ伸長産物の前記
配列を、前記複数の特定核酸についてマッピングする、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記第２のアダプターが、試料バーコードオリゴヌクレオチドとｎ－ランダムオリゴヌ
クレオチドのうち少なくとも１つを含み、前記複数のプローブ伸長産物の前記配列が、前
記試料バーコードオリゴヌクレオチドと前記ｎ－ランダムオリゴヌクレオチドのうちの少
なくとも１つからの配列を含む、請求項３に記載の方法。
【請求項７】
　前記アダプターの追加に続き、前記プローブ伸長産物を、増幅する、請求項１または２
に記載の方法。
【請求項８】
　前記第２のアダプターを付加する前に、前記プローブ伸長産物を、制限エンドヌクレア
ーゼで処理するか、またはこれに末端修復を施す、請求項１または２に記載の方法。
【請求項９】
　前記末端修復が、平滑末端修復である、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記制限エンドヌクレアーゼで処理されたプローブ伸長産物により、共通の末端を伴う
フォワードリードをもたらす、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記複数のプローブ伸長産物の前記配列を、ゲノムまたはトランスクリプトームの座標
へとマッピングして、意図されるプローブのアニーリングおよび伸長を検証する、請求項
１０に記載の方法。
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【請求項１２】
　前記複数のプローブ伸長産物の前記配列を、プローブデータベースの基準コピーに対し
てアラインさせて、意図されるプローブのアニーリングを検証する、請求項１１に記載の
方法。
【請求項１３】
　前記配列が、出発試料中に存在する特定核酸分子のコピー数の尺度として計数される、
請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記フォワードリード配列が、出発試料中に存在する特定核酸分子のコピー数の尺度と
して計数される、請求項１２に記載の方法。
【請求項１５】
　前記第２のアダプター配列が、インデックスプライミング部位、インデックスヌクレオ
チド配列、ｎ－ランダムヌクレオチド配列、フォワードリードプライミング部位、リバー
スリードプライミング部位、ならびにこれらの組み合わせのうちの少なくとも１つを含む
、請求項１から２および９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記第１のアダプター配列が、フォワードリードプライミング部位、リバースリードプ
ライミング部位、およびリンカー配列、ならびにこれらの組み合わせのうちの少なくとも
１つを含む、請求項１から２および９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記５’の第１のアダプターが、各プローブ伸長産物に共通である、請求項１から２お
よび９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　前記インデックスヌクレオチド配列が、バーコード配列をさらに含む、請求項１５のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　前記複数の核酸が、組織、臓器、単一の細胞、腫瘍、患者から採取された有機流体の検
体、遊離循環核酸、真菌、原核生物、およびウイルスからなる群より選択される試料に由
来する、請求項１または２に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　発明の分野
　本教示は、遺伝子発現およびコピー数変異についてのデジタル測定値をもたらす標的化
核酸シークエンシングの使用に関する。
【０００２】
　関連出願への相互参照
　この出願は、２０１４年８月６日に出願された米国仮出願第６２／０３４，０４３号（
これは、全ての目的のためにその全体が参考として本明細書に援用される）の利益を主張
する。
【背景技術】
【０００３】
　特定核酸についてのデジタル計数をもたらす分子的方法は、研究および臨床のコミュニ
ティにとって関心の対象である。これらの方法を使用して、遺伝子発現（デジタル遺伝子
発現もしくはＤＧＥ）またはコピー数変異（ＣＮＶ）を直接測定することができる。デジ
タルリードアウトにより得ることができる、高精度の測定値は、マイクロアレイ技術と比
較して、データに高度な信頼性をもたらし、研究者が、試料の間のわずかな差違を同定し
たり、同様に、腫瘍生検材料中など、細胞のサブセット内の差違を同定したりすることを
可能とするほか、細胞間の変動を決定することも可能とする。
【発明の概要】
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【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　しかし、特化した装置を伴わずに、目的のトランスクリプトーム領域およびゲノム領域
についてのハイスループットの解析を可能とする、選択的な標的の定量化のための異なる
方法が、依然として必要とされている。本明細書で開示される方法、組成物、およびキッ
トは、これらの必要を満たし、関連する利点をもたらす。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　一態様では、複数の核酸内の、複数の特定核酸を定量化するための方法であって、ａ．
複数のプローブ伸長産物のシークエンシングライブラリーを生成するステップであって、
特定核酸配列内のプローブ標的領域と相補的であり、これとハイブリダイズするプローブ
を伸長させることにより、各プローブ伸長産物を導出しうるステップと；ｂ．複数のプロ
ーブ伸長産物を含むライブラリーをシークエンシングして、複数のプローブ伸長産物の配
列データを生成するステップと；ｃ．アラインさせた配列の各々を、計数するステップで
あって、アラインメントの数が、複数の核酸内の、対応する特定核酸分子の各々の量を指
し示すステップとを含む方法が開示される。
【０００６】
　一態様では、組成物中の複数の特定核酸分子を定量化するための方法であって、ａ．複
数のプローブ伸長産物を生成するステップであって、各プローブ伸長産物が、特定核酸分
子内のプローブ標的領域と相補的なプローブ配列を含む、ステップと；ｂ．複数のプロー
ブ伸長産物をシークエンシングして、複数のプローブ伸長産物の各々の配列を生成するス
テップと；ｃ．複数のプローブ伸長産物の各々の配列を、基準配列データベースに対して
アラインさせるステップであって、基準配列データベースが、プローブ配列を含む、ステ
ップと；ｄ．基準配列データベース内の配列との、各プローブ伸長産物の配列についての
アラインメントの数を決定するステップであって、アラインメントの数が、プローブ伸長
産物のプローブが相補的である特定核酸分子の各々の量を指し示すステップとを含む方法
が開示される。
【０００７】
　一態様では、複数の核酸内の、複数の特定核酸を定量化するための方法であって、ａ．
複数のプローブ伸長産物のシークエンシングライブラリーを生成するステップであって、
各プローブ伸長産物が、各プローブ伸長産物の５’末端に付着した、第１のアダプターを
含み、特定核酸配列内のプローブ標的領域と相補的であり、これとハイブリダイズするプ
ローブを伸長させることにより、各プローブ伸長産物を導出しうるステップと；ｂ．ライ
ブラリーをシークエンシングして、複数のプローブ伸長産物の配列データを生成するステ
ップと；ｃ．配列データ内のプローブ配列の存在を同定し、複数のプローブ伸長産物内の
各プローブ配列を計数するステップであって、計数されたプローブの数が、複数の核酸内
の、複数の特定核酸分子の各々の量を指し示すステップとを含む方法が開示される。
【０００８】
　一態様では、複数の特定核酸分子を定量化するための方法であって、ａ．複数のプロー
ブ伸長産物を生成するステップであって、各プローブ伸長産物が、（ｉ）第１のアダプタ
ーと、（ｉｉ）特定核酸分子内のプローブ標的領域と相補的なプローブ配列とを含む、ス
テップと；ｂ．複数のプローブ伸長産物をシークエンシングして、複数のプローブ伸長産
物の各々についての配列を含む配列データを生成するステップと；ｃ．配列データ内の、
各プローブ伸長産物のプローブ配列の存在を同定するステップと；ｄ．複数のプローブ伸
長産物内の、プローブ配列の各々の数を決定するステップであって、プローブ配列の各々
の数が、プローブ配列の各々が相補的である複数の特定核酸分子の各々の量を指し示すス
テップとを含む方法が開示される。
【０００９】
　一態様では、複数の核酸内の、複数の特定核酸を定量化するための方法であって、ａ．
複数の核酸の５’末端に、第１のアダプター配列を追加するステップと；ｂ．複数のプロ



(5) JP 6803327 B2 2020.12.23

10

20

30

40

50

ーブをハイブリダイズさせるステップであって、各プローブが、複数の特定核酸内の一特
定核酸内のプローブ標的領域と相補的である、ステップと；ｃ．各プローブを、追加され
た第１のアダプター配列へと伸長させて、第１のアダプター配列および第２のアダプター
配列を有する、複数のプローブ伸長産物を生成するステップと；ｄ．複数のプローブ伸長
産物を含むシークエンシングライブラリーを生成するステップと；ｅ．ライブラリーをシ
ークエンシングするステップであって、複数のプローブ伸長産物の各々についての配列デ
ータを得るステップと；ｆ．複数のプローブ伸長産物の各々についての配列データを、プ
ローブデータベースの基準コピー内の所定の配列に対してアラインさせるステップであっ
て、前記所定の配列が、各プローブに特異的である、ステップと；ｇ．その所定の配列に
対してアラインさせた各プローブ配列を計数するステップであって、その特定核酸に特異
的な各プローブについての計数の数が、複数の核酸内の、複数の特定核酸内の、特定核酸
分子の各々の量を指し示すステップとを含む方法が開示される。
【００１０】
　一態様では、複数の核酸分子内の、複数の特定核酸分子を定量化するための方法であっ
て、ａ．複数の核酸分子の各々の５’末端へと、第１のアダプター配列を追加するステッ
プと；ｂ．複数のプローブを、複数の特定核酸分子とハイブリダイズさせるステップであ
って、各プローブが、特定核酸分子内のプローブ標的領域と相補的である、ステップと；
ｃ．各プローブを、追加された第１のアダプター配列へと伸長させて、第１のアダプター
配列および第２のアダプター配列を有する複数のプローブ伸長産物を生成して、複数のプ
ローブ伸長産物を産生するステップと；ｄ．複数のプローブ伸長産物をシークエンシング
して、複数のプローブ伸長産物の各々についての配列データを生成するステップと；ｅ．
複数のプローブ伸長産物の各々の配列を、プローブデータベースの基準コピー内の所定の
配列に対してアラインさせるステップであって、前記所定の配列が、各プローブに特異的
である、ステップと；ｆ．その所定の配列に対してアラインさせた各プローブ配列の数を
決定するステップであって、数が、プローブが相補的である特定核酸分子の量を指し示す
ステップとを含む方法が開示される。
【００１１】
　一態様では、複数の核酸内の、複数の特定核酸を定量化するための方法であって、ａ．
複数のハイブリダイズさせたプローブを伸長させるステップであって、各プローブが複数
の特定核酸内の一特定核酸内のプローブ標的領域と相補的であり、各プローブが５’の第
１のアダプターを有する、ステップと；ｂ．第２のアダプター配列を、複数のプローブ伸
長産物の二本鎖末端へと追加して、シークエンシングライブラリーを生成するステップと
；ｃ．ライブラリーをシークエンシングするステップであって、複数のプローブ伸長産物
の各々についての配列データを得ることができるステップと；ｄ．各プローブ標的領域に
対応する各プローブ配列を計数するステップであって、その特定核酸に特異的な各プロー
ブについての計数の数が、複数の核酸内の、複数の特定核酸内の、特定核酸分子の各々の
量を指し示すステップとを含む方法が開示される。
【００１２】
　一態様では、複数の特定核酸分子を定量化するための方法であって、ａ．各プローブが
複数の特定核酸分子内の一特定核酸分子内のプローブ標的領域とハイブリダイズし、各プ
ローブがその５’末端において第１のアダプターを有する複数のプローブを伸長させて、
複数の伸長産物を生成するステップと；ｂ．第２のアダプターを、複数のプローブ伸長産
物の二本鎖末端へと追加するステップと；ｃ．複数のプローブ伸長産物をシークエンシン
グして、プローブ伸長産物の各々の配列データを生成するステップと；ｄ．プローブ標的
領域とハイブリダイズした各プローブの数を決定するステップであって、数が、プローブ
標的領域を含む、特定核酸分子の各々の量を指し示すステップとを含む方法が開示される
。
【００１３】
　一態様では、複数の核酸内の、複数の特定核酸を定量化するための方法であって、ａ．
複数のプローブをハイブリダイズさせるステップであって、各プローブが、複数の特定核
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酸内の一特定核酸内のプローブ標的領域と相補的であり、各プローブが、５’の第１のア
ダプターを有する、ステップと；ｂ．各プローブを伸長させて、第１のアダプター配列を
有する、複数のプローブ伸長産物を生成するステップと；ｃ．第２のアダプター配列を、
複数のプローブ伸長産物の二本鎖末端へと追加するステップと；ｄ．複数のプローブ伸長
産物を含むシークエンシングライブラリーを生成するステップと；ｅ．ライブラリーをシ
ークエンシングするステップであって、複数のプローブ伸長産物の各々についての配列デ
ータを得ることができるステップと；ｆ．複数のプローブ伸長産物の各々についての配列
データを、プローブデータベース内の所定の配列に対してアラインさせるステップであっ
て、前記所定の配列が、各プローブに特異的である、ステップと；ｇ．プローブ標的領域
に対してアラインさせた各プローブ配列を計数するステップであって、その特定核酸に特
異的な各プローブについての計数の数が、複数の核酸内の、複数の特定核酸内の、特定核
酸分子の各々の量を指し示すステップとを含む方法が開示される。
【００１４】
　一態様では、組成物中の複数の特定核酸分子を定量化するための方法であって、ａ．複
数のプローブを、特定核酸分子内のプローブ標的領域とハイブリダイズさせるステップで
あって、各プローブが、その５’末端に、第１のアダプターを有する、ステップと；ｂ．
各プローブを伸長させて、第１のアダプター配列を含む複数のプローブ伸長産物を生成す
るステップと；ｃ．第２のアダプター配列を、複数のプローブ伸長産物の二本鎖末端へと
追加するステップと；ｄ．複数のプローブ伸長産物をシークエンシングして、複数のプロ
ーブ伸長産物の各々の配列を生成するステップと；ｅ．複数のプローブ伸長産物の各々の
配列を、プローブデータベース内の所定の配列に対してアラインさせるステップであって
、前記プローブデータベースが、複数の所定の配列を含み、各所定の配列が、プローブに
特異的である、ステップと；ｆ．各プローブ伸長産物の配列について、シークエンシング
データベース内の所定の配列に対してアラインメントの数を決定するステップであって、
アラインメントの数が、プローブがハイブリダイズする、特定核酸分子の各々の量を指し
示すステップとを含む方法が開示される。
【００１５】
　一部の実施形態では、配列データ、またはシークエンシングされた複数のプローブ伸長
産物は、フォワードリード、インデックスリード、およびリバースリードのうちの少なく
とも１つを含む。一部の実施形態では、リバースリードは、プローブ標的領域を含む。一
部の実施形態では、各プローブがそのそれぞれの特定核酸内のそのそれぞれのプローブ標
的領域配列へとアニールした特異性を検証することができる。一部の実施形態では、配列
データ、もしくはシークエンシングされた複数のプローブ伸長産物を、ゲノムデータベー
スもしくはトランスクリプトームデータベースの座標へとマッピングすることができ、か
つ／または配列データ、もしくはシークエンシングされた複数のプローブ伸長産物を、プ
ローブデータベースの基準コピーに対してアラインさせて、意図されるプローブのアニー
リングおよび伸長を検証することができる。一部の実施形態では、配列データ、またはシ
ークエンシングされた複数のプローブ伸長産物を、ゲノムデータベースまたはトランスク
リプトームデータベースの座標へとマッピングすることができる。一部の実施形態では、
リバースリードまたはフォワードリードは、プローブ標的領域を含む。一部の実施形態で
は、フォワードリードおよびリバースリードの配列データ、またはシークエンシングされ
た複数のプローブ伸長産物を、複数の特定核酸についてマッピングすることができ、イン
デックスリードの配列データ、またはシークエンシングされた複数のプローブ伸長産物に
より、バーコード配列およびｎ－ランダム配列のうちの少なくとも１つを同定することが
できる。一部の実施形態では、フォワードリードのマッピング座標と、インデックスリー
ドのｎ－ランダム塩基との組み合わせにより、各プローブ伸長産物についてのＰＣＲ重複
を決定し、同じフォワードリード座標および同じｎ－ランダム塩基配列を有する配列を、
重複として同定し、単一の特定核酸分子として一括し、計数することができ、この場合、
フォワードリード座標は同じであるが、ｎ－ランダム塩基配列は異なる配列の各々を、別
々の特定核酸分子として計数することができる。
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【００１６】
　一部の実施形態では、フォワードリードと、対応するリバースリードとを、ペアエンド
でアラインさせることができる。一部の実施形態では、重複の一括に続き、各プローブ配
列について計数されるリバースリードまたはフォワードリードの数により、複数の特定核
酸内の、各出発特定核酸分子についての分子の数を表す値を生成する。一部の実施形態で
は、ゲノムは、哺乳動物、細菌、ウイルス、リケッチア、または植物のゲノムまたはトラ
ンスクリプトームからなる群より選択される。一部の実施形態では、第１のアダプターを
追加する前に、複数の特定核酸に末端修復を施す。一部の実施形態では、末端修復は、平
滑末端修復である。一部の実施形態では、プローブは、ＤＮＡポリメラーゼ、ＲＮＡポリ
メラーゼ、または逆転写酵素からなる群より選択されるポリメラーゼにより伸長させるこ
とができる。
【００１７】
　一部の実施形態では、シークエンシングライブラリーを生成する前に、複数のプローブ
伸長産物を増幅しうるか、または任意選択でこれを増幅する。一部の実施形態では、第２
のアダプターを付加する前に、プローブ伸長産物を、制限エンドヌクレアーゼで処理する
か、またはこれに平滑末端修復／末端修復を施すことができる。一部の実施形態では、プ
ローブ伸長産物の伸長は、第１のアダプターの付加をさらに含む。一部の実施形態では、
プローブ伸長産物の増幅は、増幅産物の各末端へのフローセル配列の付着をさらに含む。
一部の実施形態では、制限エンドヌクレアーゼで処理されたプローブ伸長産物により、共
通の末端を伴うフォワードリードをもたらす。一部の実施形態では、配列データ、または
シークエンシングされた複数のプローブ伸長産物を、ゲノムまたはトランスクリプトーム
の座標へとマッピングして、意図されるプローブのアニーリングおよび伸長を検証するこ
とができる。一部の実施形態では、配列データ、またはシークエンシングされた複数のプ
ローブ伸長産物を、プローブデータベースの基準コピーに対してアラインさせて、意図さ
れるプローブのアニーリングを検証することができる。一部の実施形態では、リバースリ
ード配列またはフォワードリード配列を、それらが、どのプローブ配列を表すのかに従い
ビニングおよび計数することができ、この場合、各プローブが表される回数は、出発特定
核酸分子が、元の試料中に存在する回数についての尺度でありうる。一部の実施形態では
、フォワードリードは、特定核酸配列のうちの、少なくとも４、少なくとも５、少なくと
も６、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも９、少なくとも１０、少なくとも１１、
少なくとも１２、少なくとも１３、少なくとも１４、少なくとも１５、少なくとも１６、
少なくとも１７、少なくとも１８、少なくとも１９、少なくとも２０、または少なくとも
２５塩基を含みうる、特定核酸配列の少なくとも一部を含む。
【００１８】
　一部の実施形態では、第１のアダプター配列または第２のアダプター配列は、インデッ
クス配列のプライミング部位、インデックスヌクレオチド配列、ｎ－ランダムヌクレオチ
ド配列、フォワードリードプライミング部位、およびリバースリードプライミング部位、
ならびにこれらの組み合わせのうちの少なくとも１つを含む。一部の実施形態では、第２
のアダプター配列または第１のアダプター配列は、フォワードリードプライミング部位、
リバースリードプライミング部位、およびリンカー配列、ならびにこれらの組み合わせの
うちの少なくとも１つを含む。一部の実施形態では、５’の第１のアダプターは、各プロ
ーブ伸長産物に共通でありうる。一部の実施形態では、５’テール配列は、第２のアダプ
ター配列を含みうる。一部の実施形態では、プローブ伸長産物の増幅は、増幅産物の各末
端へのフローセル配列の付着をもたらす。
【００１９】
　一部の実施形態では、インデックスリードは、インデックスヌクレオチド配列およびｎ
－ランダム塩基配列のうちの、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも
８、少なくとも９、少なくとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２、少なくとも１３
、少なくとも１４、または少なくとも１５塩基を含む。一部の実施形態では、インデック
スリードは、ｎ－ランダム塩基およびインデックスヌクレオチド配列のうちの、少なくと
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も４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも９、また
は少なくとも１０塩基を含む。一部の実施形態では、インデックスリードは、ｎ－ランダ
ム塩基および任意選択でインデックスヌクレオチド配列のうちの、少なくとも４、少なく
とも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも９、または少なくとも
１０塩基を含む。一部の実施形態では、ｎ－ランダム塩基のヌクレオチド配列は、少なく
とも１、少なくとも２、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少
なくとも７、少なくとも８、少なくとも９、または少なくとも１０ヌクレオチドを含む。
一部の実施形態では、インデックスヌクレオチド配列は、バーコード配列をさらに含む。
【００２０】
　一部の実施形態では、リバースリードは、プローブ配列および特定核酸配列の一部、な
らびにこれらの組み合わせのうちの少なくとも１つを含む。一部の実施形態では、リバー
スリードは、プローブ配列のうちの、少なくとも１５、少なくとも２０、少なくとも２５
、少なくとも３０、少なくとも３５、少なくとも４０、少なくとも４５、少なくとも５０
、少なくとも５５、または少なくとも６０塩基を含む。一部の実施形態では、リバースリ
ードは、プローブ配列に対して３’の特定核酸配列のうちの、少なくとも４、少なくとも
５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも９、少なくとも１０、少な
くとも１１、少なくとも１２、少なくとも１３、少なくとも１４、少なくとも１５、また
は少なくとも２０塩基を含む。
【００２１】
　さらなる態様では、開示される方法により生成および／または増幅されたプローブ伸長
産物の組成物が開示される。
【００２２】
　なおさらなる態様では、複数の核酸は、組織、臓器、単一の細胞、腫瘍、患者から採取
された有機流体（ｏｒｇａｎｉｃ　ｆｌｕｉｄ）の検体、遊離循環核酸、真菌、原核生物
、およびウイルスからなる群より選択される試料に由来しうる。一部の実施形態では、患
者は、腫瘍を有することが知られている場合もあり、これを有することが疑われる場合も
ある。一部の実施形態では、有機流体は、少なくとも１つの循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）また
は播種性腫瘍細胞（ＣＴＤ）を含有する。一部の実施形態では、患者は、伝染性感染また
は伝染性疾患でありうる、ウイルス感染を有することが知られている場合もあり、これを
有することが疑われる場合もある。
【００２３】
　一部の実施形態では、本開示の組成物は、複数の核酸分子を含む。一部の実施形態では
、各プローブ伸長産物は、特定核酸分子内のプローブ標的領域と相補的なプローブの伸長
産物である。
【００２４】
　なおさらなる態様では、オリゴヌクレオチドアダプター；プローブ標的領域配列の一部
と相補的なプローブ；前記アダプター配列と相補的なプライマー；プローブ配列の一部と
相補的なプライマー；リガーゼ；ポリメラーゼ；およびキットの使用のための指示のうち
の少なくとも１または複数を含む核酸分子のデジタル測定のためのキットが開示される。
なおさらなる態様では、核酸分子のデジタル測定のためのキットであって、本開示の１種
または複数の態様を含むキットが開示される。
【００２５】
　一部の実施形態では、本開示の方法、組成物、およびキットは、Ｌｉら、２０１２年、
Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ、２８巻（１０号）：１３０７～１３１３頁；Ｂｅｌｌｏ
ｓら、２０１４年、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．、４２巻（２０号）：ｅ１５
８頁；Ｊｉａｎｇら、２０１５年、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．、４３巻（６
号）：ｅ３９頁；Ｘｉら、２０１１年、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．
、１０８巻（４６号）：１１２８～１１３６頁；ＦｒｏｍｅｒおよびＰｕｒｃｅｌｌ、２
０１４年、Ｃｕｒｒ．　Ｐｒｏｔｏｃ．　Ｈｕｍ．　Ｇｅｎｅｔ．、８１巻：７．２１．
１～７．２３．２１節；Ｓａｔｈｉｒａｐｏｎｇｓａｓｕｔｉら、２０１１年、Ｂｉｏｉ
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ｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ、３１巻（１５号）：１～８頁；Ｋｒｕｍｍら、２０１２年、Ｇｅ
ｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．、２２巻（８号）：１５２５～１５３２頁；Ｐｌａｇｎｏｌら、２０
１２年、Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ、２８巻（２１号）：２７４７～２７５４頁にお
いて開示されている、１種または複数の態様を含む。
　本発明は、例えば、以下の項目を提供する。
（項目１）
　組成物中の複数の特定核酸分子を定量化するための方法であって、
　ａ．複数のプローブ伸長産物を生成するステップであって、各プローブ伸長産物が、特
定核酸分子内のプローブ標的領域と相補的なプローブ配列を含む、ステップと；
　ｂ．前記複数のプローブ伸長産物をシークエンシングして、前記複数のプローブ伸長産
物の各々の配列を生成するステップと；
　ｃ．前記複数のプローブ伸長産物の各々の前記配列を、基準配列データベースに対して
アラインさせるステップであって、前記基準配列データベースが、プローブ配列を含む、
ステップと；
　ｄ．前記基準配列データベース内の配列との、各プローブ伸長産物の前記配列について
のアラインメントの数を決定するステップであって、前記アラインメントの数が、前記プ
ローブ伸長産物の前記プローブが相補的である前記特定核酸分子の各々の量を指し示す、
ステップと
を含む、方法。
（項目２）
　複数の特定核酸分子を定量化するための方法であって、
　ａ．複数のプローブ伸長産物を生成するステップであって、各プローブ伸長産物が、（
ｉ）第１のアダプターと、（ｉｉ）特定核酸分子内のプローブ標的領域と相補的なプロー
ブ配列とを含む、ステップと；
　ｂ．前記複数のプローブ伸長産物をシークエンシングして、前記複数のプローブ伸長産
物の各々の配列を含む配列データを生成するステップと；
　ｃ．前記配列データ内の、各プローブ伸長産物の前記プローブ配列の存在を同定するス
テップと；
　ｄ．前記複数のプローブ伸長産物内の、前記プローブ配列の各々の数を決定するステッ
プであって、前記プローブ配列の各々の数が、前記プローブ配列の各々が相補的である前
記複数の特定核酸分子の各々の量を指し示す、ステップと
を含む、方法。
（項目３）
　複数の核酸分子内の、複数の特定核酸分子を定量化するための方法であって、
　ａ．複数の核酸分子の各々の５’末端へと、第１のアダプター配列を追加するステップ
と；
　ｂ．複数のプローブを、前記複数の特定核酸分子とハイブリダイズさせるステップであ
って、各プローブが、特定核酸分子内のプローブ標的領域と相補的である、ステップと；
　ｃ．各プローブを、追加された前記第１のアダプター配列へと伸長させて、前記第１の
アダプター配列および第２のアダプター配列を有する複数のプローブ伸長産物を生成して
、複数のプローブ伸長産物を産生するステップと；
　ｄ．前記複数のプローブ伸長産物をシークエンシングして、前記複数のプローブ伸長産
物の各々についての配列データを生成するステップと；
　ｅ．前記複数のプローブ伸長産物の各々の配列を、プローブデータベースの基準コピー
内の所定の配列に対してアラインさせるステップであって、前記所定の配列が、各プロー
ブに特異的である、ステップと；
　ｆ．その所定の配列に対してアラインさせた各プローブ配列の数を決定するステップで
あって、前記数が、前記プローブが相補的である前記特定核酸分子の量を指し示す、ステ
ップと
を含む、方法。
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（項目４）
　複数の特定核酸分子を定量化するための方法であって、
　ａ．各プローブが前記複数の特定核酸分子内の一特定核酸分子内のプローブ標的領域と
ハイブリダイズし、かつ各プローブがその５’末端において第１のアダプターを有する複
数のプローブを伸長させて、複数の伸長産物を生成するステップと；
　ｂ．第２のアダプターを、前記複数のプローブ伸長産物の二本鎖末端へと追加するステ
ップと；
　ｃ．前記複数のプローブ伸長産物をシークエンシングして、前記プローブ伸長産物の各
々の配列データを生成するステップと；
　ｄ．プローブ標的領域とハイブリダイズした各プローブの数を決定するステップであっ
て、前記数が、前記プローブ標的領域を含む、前記特定核酸分子の各々の量を指し示す、
ステップと
を含む、方法。
（項目５）
　組成物中の複数の特定核酸分子を定量化するための方法であって、
　ａ．複数のプローブを、特定核酸分子内のプローブ標的領域とハイブリダイズさせるス
テップであって、各プローブが、その５’末端に、第１のアダプターを有する、ステップ
と；
　ｂ．各プローブを伸長させて、前記第１のアダプター配列を含む複数のプローブ伸長産
物を生成するステップと；
　ｃ．第２のアダプター配列を、前記複数のプローブ伸長産物の二本鎖末端へと追加する
ステップと；
　ｄ．前記複数のプローブ伸長産物をシークエンシングして、前記複数のプローブ伸長産
物の各々の配列を生成するステップと；
　ｅ．前記複数のプローブ伸長産物の各々の前記配列を、プローブデータベース内の所定
の配列に対してアラインさせるステップであって、前記プローブデータベースが、複数の
所定の配列を含み、各所定の配列が、プローブに特異的である、ステップと；
　ｆ．各プローブ伸長産物の前記配列についての、前記シークエンシングデータベース内
の所定の配列に対するアラインメントの数を決定するステップであって、前記アラインメ
ントの数が、前記プローブがハイブリダイズする前記特定核酸分子の各々の量を指し示す
、ステップと
を含む、方法。
（項目６）
　前記複数のプローブ伸長産物の前記配列が、フォワードリード、インデックスリード、
およびリバースリードのうちの少なくとも１つを含む、項目１から５のいずれか一項に記
載の方法。
（項目７）
　各プローブがそのそれぞれの特定核酸内のそのそれぞれのプローブ標的領域配列へとア
ニールした特異性を検証する、項目６に記載の方法。
（項目８）
　前記複数のプローブ伸長産物の前記配列を、ゲノムまたはトランスクリプトームの座標
へとマッピングして、意図されるプローブのアニーリングおよび伸長を検証する、項目６
に記載の方法。
（項目９）
　前記複数のプローブ伸長産物の前記配列を、ゲノムまたはトランスクリプトームの座標
へとマッピングする、項目６に記載の方法。
（項目１０）
　前記複数のプローブ伸長産物の前記配列を、プローブデータベースの基準コピーに対し
てアラインさせて、意図されるプローブのアニーリングおよび伸長を検証する、項目７に
記載の方法。
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（項目１１）
　前記リバースリードが、前記プローブ標的領域を含む、項目６に記載の方法。
（項目１２）
　前記フォワードリードが、前記プローブ標的領域を含む、項目６に記載の方法。
（項目１３）
　前記フォワードリードおよび前記リバースリードの前記複数のプローブ伸長産物の前記
配列を、前記複数の特定核酸についてマッピングする、項目８および９のいずれか一項に
記載の方法。
（項目１４）
　前記インデックスリードの前記複数のプローブ伸長産物の前記配列により、試料バーコ
ード配列およびｎ－ランダム配列のうちの少なくとも１つを同定する、項目６に記載の方
法。
（項目１５）
　前記フォワードリードのマッピング座標と、前記インデックスリードのｎ－ランダム塩
基との組み合わせにより、各プローブ伸長産物についてのＰＣＲ重複を決定する、項目８
に記載の方法。
（項目１６）
　同じフォワードリード座標および同じｎ－ランダム塩基配列を有する配列を、重複とし
て同定し、単一の特定核酸分子として一括し、計数する、項目１５に記載の方法。
（項目１７）
　フォワードリード座標は同じであるが、ｎ－ランダム塩基配列は異なる配列の各々を、
別々の特定核酸分子として計数する、項目１５に記載の方法。
（項目１８）
　前記フォワードリードのマッピング座標と、前記インデックスリードのｎ－ランダム塩
基との組み合わせにより、特定核酸分子を同定する、項目９に記載の方法。
（項目１９）
　同じフォワードリード座標および同じｎ－ランダム塩基配列を有する配列を、重複とし
て同定し、単一の特定核酸分子として一括し、計数する、項目１８に記載の方法。
（項目２０）
　フォワードリード座標は同じであるが、ｎ－ランダム塩基配列は異なる配列の各々を、
別々の特定核酸分子として計数する、項目１８に記載の方法。
（項目２１）
　前記フォワードリードと、対応するリバースリードとを、ペアエンドでアラインさせる
、項目１８に記載の方法。
（項目２２）
　重複の一括に続き、各プローブ配列について計数されるリバースリードの数により、前
記複数の特定核酸内の、各出発特定核酸分子についての分子の数を表す値を生成する、項
目１６および１９のいずれか一項に記載の方法。
（項目２３）
　重複の一括に続き、各プローブ配列について計数されるフォワードリードの数により、
前記複数の特定核酸内の、各出発特定核酸分子についての分子の数を表す値を生成する、
項目１６および１９のいずれか一項に記載の方法。
（項目２４）
　各プローブ配列について計数されるリバースリードの数により、前記複数の特定核酸内
の、各出発特定核酸分子についての分子の数を表す値を生成する、項目１７および１９の
いずれか一項に記載の方法。
（項目２５）
　前記ゲノムが、哺乳動物、細菌、ウイルス、リケッチア、または植物のゲノムまたはト
ランスクリプトームからなる群より選択される、項目８および９のいずれか一項に記載の
方法。
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（項目２６）
　前記第１のアダプターを追加する前に、前記複数の特定核酸に末端修復を施す、項目２
および３のいずれか一項に記載の方法。
（項目２７）
　前記プローブを、ポリメラーゼにより伸長させる、項目１から５のいずれか一項に記載
の方法。
（項目２８）
　前記ポリメラーゼが、ＤＮＡポリメラーゼ、ＲＮＡポリメラーゼ、または逆転写酵素か
らなる群より選択される、項目２７に記載の方法。
（項目２９）
　前記アダプターの追加に続き、前記プローブ伸長産物を、任意選択で増幅する、項目４
から５のいずれか一項に記載の方法。
（項目３０）
　前記第２のアダプターを付加する前に、前記プローブ伸長産物を、制限エンドヌクレア
ーゼで処理するか、またはこれに末端修復を施す、項目１および４から５のいずれか一項
に記載の方法。
（項目３１）
　前記末端修復が、平滑末端修復である、項目３０に記載の方法。
（項目３２）
　前記プローブ伸長産物の伸長が、第１のアダプターの付加をさらに含む、項目１および
４から５のいずれか一項に記載の方法。
（項目３３）
　前記プローブ伸長産物の増幅が、前記増幅産物の各末端へのフローセル配列の付着をさ
らに含む、項目２９に記載の方法。
（項目３４）
　前記制限エンドヌクレアーゼで処理されたプローブ伸長産物により、共通の末端を伴う
フォワードリードをもたらす、項目３１に記載の方法。
（項目３５）
　前記複数のプローブ伸長産物の前記配列を、ゲノムまたはトランスクリプトームの座標
へとマッピングして、意図されるプローブのアニーリングおよび伸長を検証する、項目３
４に記載の方法。
（項目３６）
　前記複数のプローブ伸長産物の前記配列を、プローブデータベースの基準コピーに対し
てアラインさせて、意図されるプローブのアニーリングを検証する、項目３５に記載の方
法。
（項目３７）
　前記フォワードリードのマッピング座標と、前記インデックスリードのｎ－ランダム塩
基との組み合わせにより、各プローブ伸長産物についてのＰＣＲ重複を決定する、項目３
６に記載の方法。
（項目３８）
　同じフォワードリード座標および同じｎ－ランダム塩基配列を有する配列を、重複とし
て同定し、単一の特定核酸分子として一括し、計数する、項目３７に記載の方法。
（項目３９）
　前記複数のプローブ伸長産物の前記配列を、プローブデータベースの基準コピーに対し
てアラインさせて、意図されるプローブのアニーリングを検証する、項目３４に記載の方
法。
（項目４０）
　リバースリード配列を、それらが、どのプローブ配列を表すのかに従いビニングおよび
計数し、各プローブが表される回数が、前記出発特定核酸分子が、元の試料中に存在する
回数についての尺度である、項目３５に記載の方法。
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（項目４１）
　フォワードリード配列を、それらが、どのプローブ配列を表すのかに従いビニングおよ
び計数し、各プローブが表された回数が、前記出発特定核酸分子が、元の試料中に存在し
た回数についての尺度であった、項目３６に記載の方法。
（項目４２）
　前記フォワードリードが、前記特定核酸配列の少なくとも一部を含む、項目６に記載の
方法。
（項目４３）
　前記フォワードリードが、前記特定核酸配列のうちの、少なくとも４、少なくとも５、
少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも９、少なくとも１０、少なくと
も１１、少なくとも１２、少なくとも１３、少なくとも１４、少なくとも１５、少なくと
も１６、少なくとも１７、少なくとも１８、少なくとも１９、少なくとも２０、または少
なくとも２５塩基を含む、項目６に記載の方法。
（項目４４）
　前記第１のアダプター配列が、インデックス配列のプライミング部位、インデックスヌ
クレオチド配列、ｎ－ランダムヌクレオチド配列、フォワードリードプライミング部位、
およびリバースリードプライミング部位、ならびにこれらの組み合わせのうちの少なくと
も１つを含む、項目２、３、および３１のいずれか一項に記載の方法。
（項目４５）
　前記第２のアダプター配列が、フォワードリードプライミング部位、リバースリードプ
ライミング部位、およびリンカー配列、ならびにこれらの組み合わせのうちの少なくとも
１つを含む、項目２、３、および３１のいずれか一項に記載の方法。
（項目４６）
　前記第２のアダプター配列が、インデックス配列のプライミング部位、インデックスヌ
クレオチド配列、ｎ－ランダムヌクレオチド配列、フォワードリードプライミング部位、
リバースリードプライミング部位、ならびにこれらの組み合わせのうちの少なくとも１つ
を含む、項目１、４から５、および３１のいずれか一項に記載の方法。
（項目４７）
　前記第１のアダプター配列が、フォワードリードプライミング部位、リバースリードプ
ライミング部位、およびリンカー配列、ならびにこれらの組み合わせのうちの少なくとも
１つを含む、項目４から５、および３１のいずれか一項に記載の方法。
（項目４８）
　前記５’の第１のアダプターが、各プローブ伸長産物に共通である、項目４から５、お
よび３１のいずれか一項に記載の方法。
（項目４９）
　前記インデックスリードが、インデックスヌクレオチド配列およびｎ－ランダム塩基配
列のうちの、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも９
、少なくとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２、少なくとも１３、少なくとも１４
、または少なくとも１５塩基を含む、項目６に記載の方法。
（項目５０）
　前記インデックスリードが、ｎ－ランダム塩基およびインデックスヌクレオチド配列の
うちの、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少
なくとも９、または少なくとも１０塩基を含む、項目６に記載の方法。
（項目５１）
　前記インデックスリードが、前記ｎ－ランダム塩基および任意選択で前記インデックス
ヌクレオチド配列のうちの、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７
、少なくとも８、少なくとも９、または少なくとも１０塩基を含む、項目６に記載の方法
。
（項目５２）
　前記ｎ－ランダム塩基のヌクレオチド配列が、少なくとも１、少なくとも２、少なくと
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も３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少な
くとも９、または少なくとも１０ヌクレオチドを含む、項目４４および４６のいずれか一
項に記載の方法。
（項目５３）
　前記インデックスヌクレオチド配列が、バーコード配列をさらに含む、項目４４および
４６のいずれか一項に記載の方法。
（項目５４）
　前記リバースリードが、プローブ標的領域配列および前記特定核酸配列の一部、ならび
にこれらの組み合わせのうちの少なくとも１つを含む、項目６に記載の方法。
（項目５５）
　前記リバースリードが、プローブ配列のうちの、少なくとも少なくとも２０、少なくと
も２５、少なくとも３０、少なくとも３５、少なくとも４０、少なくとも４５、少なくと
も５０、少なくとも５５、または少なくとも６０塩基を含む、項目５４に記載の方法。
（項目５６）
　前記リバースリードが、前記プローブ配列に対して３’の特定核酸配列のうちの、少な
くとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも９、
少なくとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２、少なくとも１３、少なくとも１４、
少なくとも１５、または少なくとも２０塩基を含む、項目５４に記載の方法。
（項目５７）
　項目２９に記載の方法により増幅されるプローブ伸長産物を含む組成物。
（項目５８）
　項目１から５のいずれか一項に記載の方法により産生されるプローブ伸長産物を含む組
成物。
（項目５９）
　前記複数の核酸が、組織、臓器、単一の細胞、腫瘍、患者から採取された有機流体の検
体、遊離循環核酸、真菌、原核生物、およびウイルスからなる群より選択される試料に由
来する、項目１から５のいずれか一項に記載の方法。
（項目６０）
　前記患者が、腫瘍を有することが知られているか、またはこれを有することが疑われる
、項目５９に記載の方法。
（項目６１）
　前記有機流体が、少なくとも１つの循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）または播種性腫瘍細胞（Ｃ
ＴＤ）を含有する、項目５９に記載の方法。
（項目６２）
　前記患者が、ウイルス感染を有することが知られているか、またはこれを有することが
疑われる、項目５９に記載の方法。
（項目６３）
　前記ウイルス感染が、伝染性感染または伝染性疾患である、項目６２に記載の方法。
（項目６４）
　前記組成物が、複数の核酸分子をさらに含む、項目１から５に記載の方法。
（項目６５）
　各プローブ伸長産物が、特定核酸分子内のプローブ標的領域と相補的なプローブの伸長
産物である、項目１から５に記載の方法。
【００２６】
　参照による組込み
　本明細書で言及される、全ての刊行物、特許、および特許出願は、各個別の刊行物、特
許、または特許出願を、参照により組み込むことが、具体的かつ個別に指し示された場合
と同じ程度に、参照により本明細書に組み込まれる。
【００２７】
　係属中の出願である、ＵＳＳＮ１３／７５０，７６８、ＵＳＳＮ１４／０３０，７６１
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、ＵＳＳＮ６１／９０３，８２６、およびＵＳＳＮ６１／９８９，１１３は、参照により
それらの全体が本明細書に組み込まれる。
【００２８】
　開示される発明の新規の特徴および利点についてのよりよい理解は、開示される発明の
原理を利用する、例示的な実施形態について明記する以下の記載と、付属の図面とを参照
することにより得ることができる。
【図面の簡単な説明】
【００２９】
【図１】図１は、ｇＤＮＡを使用する本明細書で開示されるライブラリーの生成について
の実施形態を例示するフローチャートである。
【００３０】
【図２】図２は、ｃＤＮＡを使用する本明細書で開示されるライブラリーの生成について
の実施形態を例示するフローチャートである。
【００３１】
【図３】図３は、二本鎖ｇＤＮＡを使用する本明細書で開示されるライブラリーの生成に
ついての実施形態を例示するフローチャートである。
【００３２】
【図４】図４は、二本鎖ｇＤＮＡを使用する本明細書で開示されるライブラリーの生成に
ついての実施形態を例示するフローチャートである。
【００３３】
【図５】図５は、シークエンシングライブラリーと、シークエンシングリードの領域とを
構築するための本明細書で開示される実施形態を例示する。
【００３４】
【図６】図６は、シークエンシングデータから、重複リードを除去するための本明細書で
開示される実施形態を例示する。図６Ａ：フォワードリード、図６Ｂ：インデックスリー
ド、図６Ｃ：リバースリード。
【００３５】
【図７】図７は、シークエンシングされた領域を同定して、配列データを得るための本明
細書で開示される実施形態を例示する：図７Ａ：フォワードリード、図７Ｂ：インデック
スリード、図７Ｃ：リバースリード。
【００３６】
【図８】図８は、シークエンシングされた領域を同定して、配列データを得るための本明
細書で開示される実施形態を例示する：図８Ａ：配列リードを含有するプローブ、図８Ｂ
：特定核酸についてのシークエンシングリード、図８Ｃ：インデックス塩基リードおよび
ｎ－ランダム塩基リード、またはこれらの組み合わせのうちの少なくとも１つを含む、イ
ンデックス化シークエンシングリード。
【００３７】
【図９】図９は、シークエンシングライブラリーの生成および後続のデジタル定量化のた
めの本明細書で開示される実施形態を、図により例示する。
【００３８】
【図１０】図１０は、デジタル定量化のための配列データをシークエンシングおよび解析
するＮＧＳのための、シークエンシングライブラリーを使用するための本明細書で開示さ
れる実施形態を、図により例示する。
【００３９】
【図１１－１】図１１は、染色体の順序による、９５の遺伝子のパネル内の、ＲＮＡレベ
ルにおける遺伝子の存在度についてのプロットを、グラフにより例示する。赤で染色され
た遺伝子は、顕著に下方調節され、緑で染色された遺伝子は、顕著に上方調節されている
。エラーバーは、ＤＮＡデータおよびＲＮＡデータの両方における標準偏差を反映する。
【図１１－２】図１１は、染色体の順序による、９５の遺伝子のパネル内の、ＲＮＡレベ
ルにおける遺伝子の存在度についてのプロットを、グラフにより例示する。赤で染色され
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た遺伝子は、顕著に下方調節され、緑で染色された遺伝子は、顕著に上方調節されている
。エラーバーは、ＤＮＡデータおよびＲＮＡデータの両方における標準偏差を反映する。
【図１１－３】図１１は、染色体の順序による、９５の遺伝子のパネル内の、ＲＮＡレベ
ルにおける遺伝子の存在度についてのプロットを、グラフにより例示する。赤で染色され
た遺伝子は、顕著に下方調節され、緑で染色された遺伝子は、顕著に上方調節されている
。エラーバーは、ＤＮＡデータおよびＲＮＡデータの両方における標準偏差を反映する。
【００４０】
【図１２－１】図１２は、染色体の順序で分取された５０９の遺伝子パネル内の全ての遺
伝子について測定されたレベルのプロットを、グラフにより例示する。コピー数の変化し
た遺伝子は、緑で染色される。エラーバーは、試料データセットのプローブ計数と、対照
データセットのプローブ計数とを組み合わせた変動を反映する。
【図１２－２】図１２は、染色体の順序で分取された５０９の遺伝子パネル内の全ての遺
伝子について測定されたレベルのプロットを、グラフにより例示する。コピー数の変化し
た遺伝子は、緑で染色される。エラーバーは、試料データセットのプローブ計数と、対照
データセットのプローブ計数とを組み合わせた変動を反映する。
【図１２－３】図１２は、染色体の順序で分取された５０９の遺伝子パネル内の全ての遺
伝子について測定されたレベルのプロットを、グラフにより例示する。コピー数の変化し
た遺伝子は、緑で染色される。エラーバーは、試料データセットのプローブ計数と、対照
データセットのプローブ計数とを組み合わせた変動を反映する。
【発明を実施するための形態】
【００４１】
　本開示は、デジタル測定値を結果としてもたらす標的化された核酸シークエンシングの
ための方法について記載する。これらのデジタル測定が有用である場合の例は、デジタル
遺伝子発現およびコピー数変異においてである。出発材料は、核酸、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ｃ
ＤＮＡ、または二本鎖ｃＤＮＡでありうる。開示される方法、組成物、およびキットは、
そのプローブ標的領域とハイブリダイズさせた相補的プローブを利用して、プローブ標的
領域に由来するプローブ伸長産物を生成することを記載する。プローブ伸長産物は、ハイ
スループットシークエンシングを進める、標的の濃縮およびライブラリーの生成のために
使用する。シークエンシングデータの解析は、トランスクリプトームの遺伝子発現または
ゲノムＤＮＡのコピー数変異のデジタル測定値をもたらす。
【００４２】
　標的化プローブを、特定核酸とハイブリダイズさせ、ＮｕＧＥＮ　Ｏｖａｔｉｏｎ　Ｔ
ａｒｇｅｔ　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　Ｋｉｔを使用して、ポリメラーゼにより伸長させる
。ペアドエンドシークエンシングを、結果として得られる、濃縮されたライブラリーに対
して実施することができる。リードを、ゲノムまたはトランスクリプトームへとマッピン
グし、ＰＣＲ重複リードを同定する（特許出願であるＵＳＳＮ６１／９０３，８２６にお
いて記載されている）。次いで、プローブ配列を、重複を除外した（ｄｅ－ｄｕｐｌｉｃ
ａｔｅ）配列データセット内でそれらがどのくらいの回数出現するのかを、出発試料中に
存在した元の核酸のコピーの数の尺度として計数する。ランダム配列ではなく、プローブ
配列の計数を使用することにより、各デジタル測定値について、異なる試料にわたり、正
確に同じ配列を評価するため、コピー数解析が簡素化される。これは、代替的エクソン使
用に起因して、試料間で変化しうる、遺伝子の長さなどの因子について正規化するのに役
立ちうるほか、ゲノムまたはトランスクリプトームへのシークエンシングリードのマッピ
ングに伴う公知の問題も低減する。
【００４３】
　開示される発明の方法は、ＲＮＡ－Ｓｅｑ解析、デジタル遺伝子発現、遺伝子型決定、
コピー数変異の決定、および全ゲノム増幅を含むがこれらに限定されない、遺伝子試料解
析のための多様な適用と共に使用することができる。
【００４４】
　そうでないことが指定されない限りにおいて、生化学、核酸化学、分子生物学、および
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分子遺伝学の用語および記号は、その分野内の標準的な取り決めおよび教科書、例えば、
Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ　Ｍａｎｕａｌ、増補２版（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｙ、１９８９年）；ＫｏｒｎｂｅｒｇおよびＢａｋｅｒ、ＤＮＡ　Ｒｅｐｌｉｃａｔ
ｉｏｎ、２版（Ｗ．Ｈ．　Ｆｒｅｅｍａｎ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、１９９２年）；Ｇａｉｔ
ｓ編、Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：　Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａ
ｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ（ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ、Ｏｘｆｏｒｄ、１９８４年）；Ｌｅｈｎｉ
ｎｇｅｒ、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、２版（Ｗｏｒｔｈ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ、Ｎｅ
ｗ　Ｙｏｒｋ、１９７５年）；Ｅｃｋｓｔｅｉｎ編、Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ
　ａｎｄ　Ａｎａｌｏｇｓ：　Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ（Ｏｘｆｏｒ
ｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、１９９１年）などによる用
語および記号に従う。
【００４５】
　本明細書および付属の特許請求の範囲で使用される、単数形の「１つの（ａ）」、「１
つの（ａｎ）」、および「その（ｔｈｅ）」とは、文脈によりそうでないことが明らかに
指示されるのでない限りにおいて、複数の指示対象を含む。こうして、例えば、「ポリメ
ラーゼ」に対する言及は、１つの薬剤を指す場合もあり、このような薬剤の混合物を指す
場合もあり、「方法」に対する言及は、当業者に公知の同等なステップおよび／または方
法などに対する言及を含む。
【００４６】
　加えて、理解を容易とするために、本明細書で規定される、多数の用語についても開示
する。
【００４７】
　本明細書で使用される「アダプター」という用語は、配列が公知のオリゴヌクレオチド
であって、目的の特定核酸配列または標的ポリヌクレオチド鎖へのその付着が、目的の特
定核酸または標的ポリヌクレオチド鎖の増幅準備のできた産物の生成を可能とするオリゴ
ヌクレオチドを指す場合がある。少なくとも１つのアダプターの付加の前に、特定核酸試
料を断片化する場合もあり、断片化しない場合もある。
【００４８】
　目的の特定配列領域／鎖の、増幅準備のできた産物の生成に適する、多様なアダプター
デザインが想定される。例えば、二本鎖アダプターを使用する場合、アダプターの２つの
鎖は、自己相補的な場合もあり、非相補的な場合もあり、部分的に相補的な場合もある。
アダプターは、少なくとも部分的なフォワード配列プライミング部位と、ランダム配列と
を含有しうる。
【００４９】
　一部の実施形態では、アダプターは、さらなる識別子配列、例えば、バーコード配列を
含む。本明細書で使用される「バーコード」という用語は、バーコードを会合させたポリ
ヌクレオチドのいくつかの特徴の同定を可能とする、公知の核酸配列を指す場合がある。
一部の実施形態では、同定されるポリヌクレオチドの特徴は、ポリヌクレオチドが由来す
る試料でありうる。バーコードは、例えば、標的ポリヌクレオチドへと接続されると、標
的ポリヌクレオチドが由来した試料の識別子として用いられうる核酸配列を含みうる。一
部の実施形態では、バーコードは、少なくとも３、４、５、６、７、８、９、１０、１１
、１２、１３、１４、１５、またはこれを超えるヌクレオチドの長さである。一部の実施
形態では、バーコードは、１０、９、８、７、６、５、または４ヌクレオチドの長さより
短い。一部の実施形態では、複数のバーコード中の各バーコードは、少なくとも３つ、４
つ、５つ、６つ、７つ、８つ、９つ、１０、またはこれを超える位置など、少なくとも３
つのヌクレオチド位置において、複数のバーコード中の他のあらゆるバーコードと異なる
。一部の実施形態では、いくつかのポリヌクレオチドと会合させたバーコードは、他のポ
リヌクレオチドと会合させたバーコードと長さが異なる。バーコードは、それらが会合す
るバーコードに基づき、試料の同定を可能とするのに十分な長さであり、これを可能とす
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るのに十分に異なる配列を含みうる。一部の実施形態では、フォワードアダプターおよび
リバースアダプターのいずれも、複数のバーコード配列のうちの少なくとも１つを含みう
る。一部の実施形態では、第１のアダプターおよび第２のアダプターは、複数のバーコー
ド配列のうちの少なくとも１つを含む。一部の実施形態では、各リバースアダプターは、
複数のバーコード配列のうちの少なくとも１つを含み、この場合、複数のバーコード配列
のうちの、各バーコード配列は、複数のバーコード配列中の他のあらゆるバーコード配列
と異なる。一部の実施形態では、第１のアダプターおよび第２のアダプターのいずれも、
複数のバーコード配列のうちの少なくとも１つを含む。一部の実施形態では、第２のアダ
プターのオリゴヌクレオチドについてのバーコードを、第１のアダプターのオリゴヌクレ
オチドについてのバーコードと独立に選択する。一部の実施形態では、対をなすアダプタ
ーが、同じであるか、または異なる１種または複数のバーコードを含むように、バーコー
ドを有する、第１のアダプターのオリゴヌクレオチドと、第２のアダプターのオリゴヌク
レオチドとを対合させる。一部の実施形態では、本発明の方法は、標的ポリヌクレオチド
が接続されるバーコード配列に基づき、標的ポリヌクレオチドが由来しうる試料を同定す
るステップをさらに含む。バーコードは、例えば、標的ポリヌクレオチドへと接続される
と、標的ポリヌクレオチドが由来した試料の識別子として役立つ核酸配列を含みうる。
【００５０】
　ライゲーションを利用して、目的の配列領域の所望の末端に、アダプターを追加するこ
とは、開示される方法を実行するのに適しうる。核酸、核酸修飾酵素、および結果として
得られる、核酸のライゲーション可能な末端の選択に応じて、多様なライゲーションモダ
リティーが想定される。例えば、目的の標的領域／配列を含む平滑末端産物を生成しうる
場合は、平滑末端ライゲーションが適しうる。代替的に、公知の配列特異性を有する制限
酵素を使用して、切断を実行し、公知の配列突出を伴う切断部位の生成をもたらしうる場
合は、目的の配列領域の切断部位との、アダプターのハイブリダイゼーションと、後続の
ライゲーションとを可能とするように、アダプターの適切な末端を設計することができる
。ライゲーションはまた、問題の核酸の配列を得るように、さらに修飾されうる、単一の
核酸配列を結果としてもたらす２つの核酸分子の任意の接続も指す場合がある。アダプタ
ーの効率的かつ迅速なライゲーションのための試薬および方法は、市販されており、当技
術分野でも公知である。
【００５１】
　本明細書で使用される「増幅すること」、「増幅」、および特定核酸を「増幅する」と
いう用語は、目的の核酸試料の複数のコピーを、例えば、ＤＮＡコピーの形態で生成する
手順を指す場合がある。当技術分野では、例えば、ＰＣＲおよびｑＰＣＲなど、核酸を増
幅する多くの方法およびプロトコールが公知である。
【００５２】
　本明細書で使用される「ｃＤＮＡ」という用語は、相補的ＤＮＡを指す場合がある。相
補的ＤＮＡは、酵素である逆転写酵素およびＤＮＡポリメラーゼにより触媒される反応に
おいて、メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）鋳型から合成することができる。
【００５３】
　本明細書で使用される「相補的」という用語は、配列の全部に対する相補性を指す場合
もあり、配列のうちの一部だけに対する相補性を指す場合もある。特異的オリゴヌクレオ
チドプライマーまたはプローブの、ハイブリダイズ可能な配列内のヌクレオチドの数は、
オリゴヌクレオチドプライマーまたはプローブをハイブリダイズさせるのに使用されるス
トリンジェンシーの条件により、過剰でランダム非特異的ハイブリダイゼーションが防止
されるような数でありうる。オリゴヌクレオチドプライマーまたはプローブのうちの、ハ
イブリダイズする部分内のヌクレオチドの数は、標的ポリヌクレオチド上の規定された配
列であって、オリゴヌクレオチドプライマーまたはプローブがハイブリダイズする配列と
少なくとも同じくらいの大きさの数、すなわち、少なくとも５、少なくとも６、少なくと
も７、少なくとも８、少なくとも９、少なくとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２
、少なくとも１３、少なくとも１４、少なくとも１５、少なくとも約２０であることが可
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能であり、１２～約２００ヌクレオチド、通例、約２０～約５０ヌクレオチドのうちの、
約６～約１０、または６～約１２ヌクレオチドでありうる。標的ポリヌクレオチド／オリ
ゴヌクレオチドは、オリゴヌクレオチドプライマー、プライマー、またはプローブより大
型でありうる。
【００５４】
　本明細書で使用される「～を変性させること」という用語は、二本鎖核酸の、一本鎖へ
の分離を指す場合がある。変性は、当技術分野で公知の方法であって、物理的変性、熱的
変性、および／または化学的変性を含むがこれらに限定されない方法のうちのいずれかを
使用して達成することができる。
【００５５】
　本明細書で使用される「ＦＦＰＥ」という頭字語は、ホルマリン固定パラフィン包埋を
明示する。ＦＦＰＥとは、組織試料の保存において使用される方法であって、試料を、パ
ラフィンと称する蝋を適用してカップリングさせたホルマリン溶液中で固定しうる方法で
ある。
【００５６】
　本明細書で使用される「ゲノムＤＮＡ」という語句は、ゲノムデオキシリボ核酸を、ｇ
ＤＮＡと略記した、染色体のＤＮＡを指す場合がある。ｇＤＮＡは、生物の遺伝物質を含
む。
【００５７】
　本明細書で使用される「ゲノム」という用語は、患者、組織、臓器、単一の細胞、腫瘍
、患者から採取された有機流体の検体、遊離循環核酸、真菌、原核生物、およびウイルス
に由来する、ＤＮＡ、ＲＮＡ、またはｃＤＮＡである配列を指す場合がある。本明細書で
使用される「トランスクリプトーム」とは、発現される、生物の部分的ゲノムまたは全ゲ
ノムを反映しうる、全てのＲＮＡ配列でありうる。
【００５８】
　本明細書で使用される「キット」という用語は、材料を送達するための任意のシステム
を指す場合がある。反応アッセイの文脈では、このような送達システムは、適切な容器内
の、オリゴヌクレオチド、緩衝成分、添加剤、反応増強剤、酵素などの反応成分の、１つ
の場所から別の場所への保存、輸送、または送達を可能とするエレメントであって、一般
に、アッセイを実施するための書面での指示と共に提供されるエレメントを含みうる。キ
ットは、関連する反応試薬と、支持材料とを含有する、１つまたは複数の筐体または箱を
含みうる。キットは、２つまたはこれを超える個別の容器を含む場合があり、これらの容
器の各々は、全キット成分のうちの一部を含む。容器は、意図されるレシピエントへと、
一緒にまたは別個に送達される場合もある。
【００５９】
　本明細書で使用される「核酸（ＮＡ）修飾酵素」という語句は、ＤＮＡ特異的修飾酵素
を指す場合がある。ＮＡ修飾酵素は、二本鎖ＤＮＡに対する特異性について選択すること
ができる。酵素は、二重鎖特異的エンドヌクレアーゼ、平滑末端頻発カッター（ｂｌｕｎ
ｔ－ｅｎｄ　ｆｒｅｑｕｅｎｔ　ｃｕｔｔｅｒ）制限酵素、または他の制限酵素であり得
る。平滑末端カッターの例は、ＤｒａＩまたはＳｍａＩを含みうる。ＮＡ修飾酵素は、Ｎ
ｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓにより提供されている酵素でありうる。ＮＡ修飾
酵素は、ホーミングエンドヌクレアーゼ（ホーミングエンドヌクレアーゼとは、厳密に規
定された認識配列を有さないエンドヌクレアーゼでありうる）でありうる。ＮＡ修飾酵素
は、ニッキングエンドヌクレアーゼ（ニッキングエンドヌクレアーゼとは、二本鎖ＤＮＡ
基質内のＤＮＡの１つの鎖だけを切断しうる、エンドヌクレアーゼでありうる）でありう
る。ＮＡ修飾酵素は、高忠実度エンドヌクレアーゼ（高忠実度エンドヌクレアーゼとは、
エンドヌクレアーゼの野生型バージョンより「スター活性」が小さくなるように操作され
た、エンドヌクレアーゼでありうる）でありうる。一部の実施形態では、ＮＡ修飾酵素は
、配列特異的であり、かつ、二重鎖特異的な、ＤＮＡ修飾酵素でありうる。
【００６０】
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　本明細書で使用される「核酸断片」および「特定核酸」という語句は、互換的に使用さ
れ、本明細書で使用される通り、核酸試料の一部を指す場合がある。インプット試料中の
核酸は、断片化された核酸分子の集団へと断片化することもでき、１種または複数の特異
的なサイズ範囲のポリヌクレオチドへと断片化することもできる。断片の平均の長さは、
約１０～約１０，０００ヌクレオチド、約５０～約２，０００ヌクレオチド、約１００～
２，５００、１０～１，０００、１０～８００、１０～５００、５０～５００、５０～２
５０、または５０～１５０ヌクレオチドの長さでありうる。断片の平均の長さは、１０，
０００ヌクレオチド未満、５，０００ヌクレオチド未満、２，５００ヌクレオチド未満、
２，０００ヌクレオチド未満、１，０００ヌクレオチド未満、４００ヌクレオチド未満、
３００ヌクレオチド未満、２００ヌクレオチド未満、または１５０ヌクレオチド未満など
、５００ヌクレオチド未満でありうる。
【００６１】
　本明細書で使用される「特定核酸配列」または「特定配列」という語句は、デジタル測
定および／またはデジタル定量化が所望される、目的のポリヌクレオチド配列であって、
核酸断片を含むがこれらに限定されない配列でありうる。特定配列は、その実際の配列に
関して、公知の場合もあり、公知でない場合もある。本明細書で使用される「鋳型」とは
、特定核酸配列を含有するポリヌクレオチドでありうる。「特定配列」、「特定核酸配列
」、「特定ヌクレオチド配列」、「目的の領域」、または「目的の配列」という用語、お
よびこれらの変化形は、互換的に使用される。
【００６２】
　本明細書で使用される「適格化核酸」および「標的核酸断片を適格化する」という語句
は、ｉ）ＤＮＡポリメラーゼに許容可能な鋳型、すなわち、鋳型がＤＮＡポリメラーゼに
対する架橋もしくは阻害剤を含有する可能性がない、またはｉｉ）定量化、増幅、検出を
目的として、断片を修飾しうるように、ポリヌクレオチド配列の５’末端および／もしく
は３’末端における、バーコード、アダプター、プライマーと相補的な配列などのうちの
少なくとも１つの付着を含むがこれらに限定されない修飾を有する鋳型である、ｇＤＮＡ
配列またはＲＮＡ配列の断片を指す場合もあり、当業者に公知の他の方法であって、ｇＤ
ＮＡ配列解析およびｃＤＮＡ配列解析の方法を指す場合もある。阻害剤の存在は、ＦＦＰ
Ｅ調製中の固定を経た組織試料から得られたｇＤＮＡを使用する結果でありうる。
【００６３】
　本明細書で使用される「オリゴヌクレオチド」という用語は、２００残基長未満、例え
ば、１５～１００ヌクレオチド長の間のポリヌクレオチド鎖を指す場合があるが、また、
より長いポリヌクレオチド鎖も包含しうる。オリゴヌクレオチドは、一本鎖の場合もあり
、二本鎖の場合もある。本発明で使用される「オリゴヌクレオチド」という用語は、「プ
ライマー」、「プローブ」、および「アダプター」という用語と互換的に使用することが
できる。
【００６４】
　「ＰＣＲ」とは、本発明の全ての方法において使用される核酸増幅技術であり、元は、
Ｍｕｌｌｉｓ　Ｋ．Ｂ．ら、米国特許第４，６８３，１９５号およびＭｕｌｌｉｓ　Ｋ．
Ｂ．、米国特許第４，６８３，２０２号により発見され、記載された、「ポリメラーゼ連
鎖反応」という用語の略号である。一部の実施形態では、ＰＣＲは、１つのプライマーの
伸長が、次のＰＣＲサイクルにおける別のプライマーのための鋳型をもたらすなど、設計
される各鎖について、２つのオリゴヌクレオチドプライマーを用いる。本明細書では、考
察されるオリゴヌクレオチドプライマーを識別することを目的として、オリゴヌクレオチ
ドプライマーの対のうちのいずれか１つを、「フォワード」プライマーまたは「リバース
」プライマーと名づけることができる。ＰＣＲは、（ｉ）二本鎖核酸の鎖を分離する変性
ステップに続く、（ｉｉ）プライマーを、目的の配列を挟む位置にアニールさせるアニー
リングステップと、次いで、（ｉｉｉ）プライマーを、５’から３’の方向で伸長させ、
これにより、標的配列と相補的な核酸断片を形成する伸長ステップとの反復（またはサイ
クル）からなりうる。上記のステップの各々は、自動式サーモサイクラーを使用して、異
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なる温度で行うことができる。ＰＣＲサイクルを、所望される頻度で反復する結果として
、その末端が、通例、使用されるプライマーの５’末端により規定される、標的ＤＮＡ断
片の指数関数的蓄積をもたらすことができる。この規則には、本明細書で記載される例外
を含む、ある特定の例外も適用されうる。各ステップにおける、特定の温度、インキュベ
ーション時間、およびステップの間の変化の速度は、当業者に周知の多くの因子に依存し
、例は、例えば、ＭｃＰｈｅｒｓｏｎ　Ｍ．　Ｊ．ら（１９９１年および１９９５年）な
ど、公表されている多数のプロトコール中に見出すことができる。ＰＣＲ条件は、広い範
囲で変動させうるが、二本鎖標的核酸は、＞９０℃の温度で変性させることができ、プラ
イマーは、５０～７５℃の範囲の温度でアニールさせることができ、伸長は、７２～７８
℃の範囲で実施することができる。
【００６５】
　本明細書で使用される「定量的ＰＣＲ」または「ｑＰＣＲ」という語句は、試料中の、
１種または複数の特定標的配列の存在度を測定するように設計されたＰＣＲを指す場合が
ある。定量的測定値は、個別にアッセイすることもできるか、または標的核酸と併せてア
ッセイすることもできる、１種または複数の基準核酸配列を使用して作成することができ
る。当技術分野では、定量的ＰＣＲのための技法が周知であり、参照により本明細書に組
み込まれる、以下の文書：Ｇｕ　Ｚ．ら（２００３年）、Ｊ．　Ｃｌｉｎ．　Ｍｉｃｒｏ
ｂｉｏｌ．、４１巻：４６３６～４６４１頁；Ｂｅｃｋｅｒ－Ａｎｄｒｅ　Ｍ．およびＨ
ａｈｌｂｒｏｃｋ　Ｋ．（１９８９年）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．、１７巻
：９４３７～９４４６頁；Ｆｒｅｅｍａｎ　Ｗ．　Ｍ．ら（１９９９年）Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｉｑｕｅｓ、２６巻：１１２～１２２頁、１２４～１２５頁；Ｌｕｔｆａｌｌａ　Ｇ．
およびＵｚｅ　Ｇ．（２００６年）、Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．、４１０巻：３
８６～４００頁；Ｃｌｅｍｅｎｔｉ　Ｍ．ら（１９９３年）ＰＣＲ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａ
ｐｐｌ．、２巻：１９１～１９６頁；Ｄｉｖｉａｃｃｏ　Ｓ．ら（１９９２年）Ｇｅｎｅ
、１２２巻：３１３～３２０頁において例示されている。
【００６６】
　本明細書で使用される「部分」という語句は、全長に満たない核酸配列、核酸配列断片
、特定核酸配列、特定核酸断片、プローブ、プライマーなどを指す場合がある。部分は、
約５０～約２，０００ヌクレオチド、約１００～２，５００、１０～１，０００、１０～
８００、１０～５００、２０～２５０、または２０～１５０ヌクレオチド未満の長さであ
りうる。
【００６７】
　本明細書で使用される「プライマー」という用語は、鋳型（特異的なポリヌクレオチド
、標的ＤＮＡ、標的ＲＮＡ、プライマー伸長産物、またはプローブ伸長産物など）とハイ
ブリダイズまたはアニールすることが可能であり、また、鋳型と相補的なポリヌクレオチ
ドの重合を促進することも可能でありうる、遊離３’ヒドロキシル基を一般に伴う、オリ
ゴヌクレオチドを指す場合がある。プライマーは、プライマーのテールを構成する、ハイ
ブリダイズしない配列を含有しうる。プライマーは、その配列が、標的と完全に相補的で
なくてもやはり、標的とハイブリダイズしうる。
【００６８】
　本明細書で利用されるプライマーは、ＰＣＲ、ｑＰＣＲ、伸長反応など、ポリヌクレオ
チド鋳型に沿った、ポリメラーゼによる伸長反応において用いられるオリゴヌクレオチド
でありうる。オリゴヌクレオチドプライマーは、一本鎖でありうる合成ポリヌクレオチド
であって、その３’末端において、標的ポリヌクレオチドの配列とハイブリダイズするこ
とが可能でありうる配列を含有する合成ポリヌクレオチドでありうる。
【００６９】
　特定核酸とハイブリダイズするプライマーの３’領域は、配列またはプライマー結合性
部位に対する、少なくとも８０％、好ましくは９０％、より好ましくは９５％、最も好ま
しくは１００％の相補性を含みうる。
【００７０】
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　「テール配列」という用語は、プライマー配列またはプローブ配列に隣接し、かつそれ
の５’にあるハイブリダイズしない配列を指す場合がある。「プローブ伸長産物」という
用語は、例えば、特定核酸配列内で、プローブのハイブリダイゼーションと、プローブか
ら開始される鋳型指向性合成とから生じる、ＤＮＡ断片を指す場合がある。プローブは、
存在し、特定核酸へと追加される場合、ポリメラーゼにより、アダプター配列へと伸長さ
せることができる。結果として得られるプローブ伸長産物は、第１のアダプター、例えば
、特定核酸配列へと追加されるアダプターと、例えば、プライマーまたはプローブのテー
ル配列内に見出される、第２のアダプターとの両方を有しうる。
【００７１】
　本明細書で使用される「ランダムプライマー」とは、必ずしも、試料中の特定の（ｐａ
ｒｔｉｃｕｌａｒ）配列または特定配列に基づき設計されうるわけではなく、ランダムプ
ライマーの配列は、試料中の１種または複数の配列とハイブリダイズ可能でありうる（所
与のセットの条件下で）という統計学的予測（または経験的観察）に基づきうる配列を含
むプライマーでありうる。ランダムプライマーは、オリゴヌクレオチド上の所与の位置に
おけるヌクレオチドが、４つのヌクレオチドのうちのいずれか、または４つのヌクレオチ
ドのうちの選択される群のうちのいずれか（例えば、４つのヌクレオチドのうちの３つだ
け、または４つのヌクレオチドのうちの２つだけ）でありうる、ランダム配列を含むオリ
ゴヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドの集団でありうる。本明細書で使用された、「
ｎ－ランダムオリゴヌクレオチド」という表記とは、アダプター内またはプライミング部
位内の、少なくとも０、少なくとも１つ、少なくとも２つ、少なくとも３つ、少なくとも
４つ、少なくとも６つ、少なくとも８つ、少なくとも９つ、少なくとも１０などの塩基を
指す場合がある。
【００７２】
　本明細書で使用される「ランダムヌクレオチド」および「ｎ－ランダムヌクレオチド配
列」とは、アダプター内またはプライマー内に、必ずしも、試料中の特定の配列または特
定配列に基づき設計されうるわけではなく、ランダムヌクレオチドを有するアダプターま
たはプライマーは、プライマー内、アダプター内、または試料中の、１種または複数の配
列とハイブリダイズ可能でありうる（所与のセットの条件下で）という統計学的予測（ま
たは経験的観察）に基づきうる配列を含みうる、ヌクレオチドでありうる。ランダムオリ
ゴヌクレオチドは、オリゴヌクレオチド上の所与の位置におけるヌクレオチドが、４つの
ヌクレオチドのうちのいずれか、または４つのヌクレオチドのうちの選択される群のうち
のいずれか（例えば、４つのヌクレオチドのうちの３つだけ、または４つのヌクレオチド
のうちの２つだけ、またはヌクレオチドのうちの１つだけ）でありうる、ランダム配列を
含むオリゴヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドの集団でありうる。本明細書で使用さ
れた、「ｎ－ランダムオリゴヌクレオチド」という表記とは、アダプター内またはプライ
マー内の、少なくとも０、少なくとも１つ、少なくとも２つ、少なくとも３つ、少なくと
も４つ、少なくとも６つ、少なくとも７つ、少なくとも８つ、少なくとも９つ、少なくと
も１０などの塩基を指す場合がある。
【００７３】
　本明細書で使用される「試料」という用語は、目的の核酸を含有するか、または目的の
核酸を含有することが仮定される任意の物質を指す場合があり、こうして、核酸、細胞、
生物、組織、流体（例えば、脊髄液またはリンパ液）、患者から採取された有機流体の試
料と、血液、血漿、血清、尿、涙液、糞便、気道および尿生殖路、唾液、異なる臓器の断
片、組織、血液細胞、循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）または播種性腫瘍細胞（ＣＴＤ）、骨、核
酸分子を含有することが疑われているｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける細胞培養物または検体の
試料を含むがこれらに限定されない試料とを含む。
【００７４】
　「伝染性感染」および「伝染性疾患」という語句は、人から人へ；動物から動物への、
動物からヒトへの、またはヒトから動物への、直接的な接触または近接による偶発的な接
触により感染可能な感染症および疾患を指す場合がある。



(23) JP 6803327 B2 2020.12.23

10

20

30

40

50

【００７５】
　本明細書で使用される「ＰＣＲ重複」という用語は、元の同じ核酸分子に由来するので
、別のシークエンシングリードと同じプライマー／プローブ伸長産物配列であり、したが
って、固有の核酸分子を表さない、任意のシークエンシングリードを指す場合がある。
【００７６】
　本明細書で使用される「プローブ」という用語は、オリゴヌクレオチド配列を指す場合
がある。プローブは、プローブ標的領域と相補的でありうる。プローブ標的領域と相補的
なプローブ配列は、約２００残基長未満、例えば、約１５～１００ヌクレオチド長の間で
ありうるが、また、より長いポリヌクレオチド鎖を包含することも意図されうる。プロー
ブ標的領域は、一本鎖の場合もあり、二本鎖の場合もある。プローブ標的領域は、ポリメ
ラーゼを使用して伸長を施される、相補的プローブのためのハイブリダイゼーション部位
をもたらす。
【００７７】
　本明細書で使用される「プローブ標的領域」という用語は、ゲノムデータベース内もし
くはトランスクリプトームデータベース内の領域、またはゲノム配列内もしくはトランス
クリプトーム配列内の領域であって、それに対してプローブが設計される領域を指す場合
がある。領域は、特異的な相補的領域を越えて伸長させることが可能であり、ゲノムまた
はトランスクリプトームの隣接領域を含みうる。そのプローブ標的領域に対してアライン
させたプローブ配列は、プローブのアニーリングの特異性の検証をもたらすので、プロー
ブ伸長産物の特異性の検証ももたらすことが可能であり、こうして、計数される特定核酸
分子の特異性の検証ももたらしうる。
【００７８】
　プローブ標的領域は、特定核酸配列内にある。プローブ標的領域は、約５００残基長で
あることが可能であり、また、約８０～１０００残基の間でもありうる。本明細書で使用
される「プローブ標的領域」という用語は、「プローブのハイブリダイゼーション部位」
という用語および「プローブのアニーリング部位」と互換的に使用することができる。
【００７９】
　本明細書で使用される「検証されたプローブ」または「検証されたプローブ配列」とい
う用語は、存在することが検証され、結果として得られるシークエンシングデータに由来
する、意図される特定標的核酸とハイブリダイズすることが検証された、プローブの配列
を指す場合がある。
【００８０】
　ここで、開示される発明の例示的な実施形態について、詳細に言及する。開示される方
法および組成物について、例示的な実施形態と共に記載するが、これらの例示的な実施形
態は、開示される発明を限定することを意図するものではないことが理解されるであろう
。逆に、開示される発明は、開示される発明の精神および範囲に含まれうる、代替物、改
変、および等価物を包含することを意図する。
【００８１】
　一部の実施形態では、本明細書では、複数の核酸を含む試料に由来する、目的の特定核
酸配列を定量化するための方法および組成物が開示される。本明細書で記載される方法は
、従来のアダプター、配列特異的プローブ標的領域のプローブ、ポリメラーゼ酵素および
ライゲーション酵素、ならびにライゲーションを使用して、特定核酸配列を増幅しうる。
方法はさらに、トランスクリプトームまたはゲノムＤＮＡに由来する、少なくとも第１の
特定核酸配列のデジタル測定も可能としうる。
【００８２】
　デジタル遺伝子発現は、複数の方式で実施されているが、各々が重大な欠点を有するの
で、新たな方法論が、核酸分子の適正なデジタル計数を実施するために重要となっている
。デジタル核酸計数のための現行の方法は、デジタルＰＣＲ、ハイスループットシークエ
ンシング、およびＮａｎｏｓｔｒｉｎｇ　ｎ－ｃｏｕｎｔｅｒ　ｓｙｓｔｅｍにより実施
される、ハイブリダイゼーションベースの計数を含みうる。
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【００８３】
　デジタルＰＣＲは、ＰＣＲ容器、すなわち１プレート内の１ウェル内で、またはエマル
ジョン１液滴のいずれか当たり１コピーを得る点まで、出発核酸材料を希釈することによ
り実施することができる。エンドポイントＰＣＲは、所与の標的プライマーのセットにつ
いて実施することができ、増幅事象に対して陽性であるウェルまたは液滴の数を計数する
ことができる。この方法の主要な欠点は、ポアソン分布に基づき、容器１つ当たりの標的
核酸１コピーを正確に得ることの問題であり、また、反応も、探査されうる核酸試料１例
当たり少数の標的に大きく限定されうる（低マルチプレックス能）。
【００８４】
　Ｎａｎｏｓｔｒｉｎｇのｎ－ｃｏｕｎｔｅｒ　ｓｙｓｔｅｍでは、蛍光シグナルを測定
することにより、インプット核酸を計数する、単分子分解能を伴う、プローブハイブリダ
イゼーションスキームを利用する。この技術の大きな欠点は、使用しなければならない蛍
光タグと、同じ分子上の異なる領域を標的化することができないこととに起因する、低い
多重化である。例えば、使用される蛍光タグのサイズに起因して、ｎ－ｃｏｕｎｔｅｒ　
ｓｙｓｔｅｍは、同じＲＮＡ転写物内の、２つのエクソンの存在について探査することが
不可能でありうる。
【００８５】
　ハイスループットシークエンシングは、核酸分子のデジタル計数のための優れた方法で
あると考えうるが、これもまた、大きな欠点を抱えている。ゲノムＤＮＡならびにＲＮＡ
計数のいずれのためにも、シークエンシングの前に、核酸をランダムにせん断する場合が
ある。このランダムなせん断が、標的の塩基組成へとバイアスを導入する結果として、所
与の目的の標的の不均質な増幅またはシークエンシングがもたらされうる。核酸断片の計
数における両義性の大きな供給源は、計数するのに現在使用されている方法に基づきうる
。すなわち、所与の目的の遺伝子（またはゲノム標的領域）について、異なるサイズであ
り、したがって、必然的に異なる数のシークエンシングリードを生成する標的を、互いと
比較しうるように、得られるシークエンシングリードの数を、標的領域のサイズにより正
規化しなければならない。同じ遺伝子の、異なる長さのアイソフォームが、様々な存在度
で存在するので、標的領域のサイズは、試料間で必ずしも固定されないため、両義性が生
じる。これは、ＲＮＡシークエンシングの場合に、最も容易に見ることができるが、ゲノ
ムＤＮＡにも同等に当てはまる。
【００８６】
　ＲＮＡシークエンシングでは、遺伝子計数は、生成されるデータの種類に応じて、ＲＰ
ＫＭまたはＦＰＫＭ（計数１０億当たりのリード／断片、または計数１０億当たりの断片
）として表すことができる。シークエンシングデータの計数は、リード（またはペアドエ
ンドシークエンシングの場合は断片）の数、標的ＲＮＡのサイズ（キロベース単位）、お
よびシークエンシングリードの総数（百万単位）により決定することができる。問題は、
標的ＲＮＡのサイズを測定することにあり、１つのサイズが、全ての試料にわたり仮定さ
れている。しかし、代替的エクソン使用により、ＲＮＡのサイズは、異なる試料間で、最
大で何ｋｂもの配列にわたり異なりうるため、２つの試料の間のＲＰＫＭ／ＦＰＫＭ測定
値では、サイズ変数が潜在的に変更されることが周知である。加えて、一定数のシークエ
ンシングリードについて、代替的エクソン使用により、１つの遺伝子のサイズを変更する
ことは、他の遺伝子に由来するリードの数も変化させることになるので、１つの遺伝子に
ついてのサイズ測定値の変化は、試料中の全ての遺伝子についてのＲＰＫＭ／ＦＰＫＭ測
定値にも影響を及ぼす。ＲＮＡシークエンシングに関して記載したのとまったく同様に、
試料間で目的の標的領域のサイズを変更する部分的な重複および欠失を考慮する場合、ゲ
ノムＤＮＡ計数も、同様の問題を抱える場合がある。
【００８７】
　一部の実施形態では、本明細書では、複数の核酸を有する試料に由来する特定核酸配列
のデジタル測定のための方法および組成物が開示される。核酸は、ＤＮＡの場合もあり、
ＲＮＡの場合もある。核酸は、一本鎖の場合もあり、二本鎖の場合もある。ＤＮＡは、ゲ
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ノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッド体、またはこれらの任意の組み合わ
せでありうる。一部の実施形態では、インプット試料中の核酸は、二本鎖ＤＮＡでありう
る。一部の実施形態では、方法は、インプット試料中の核酸を断片化して、核酸断片を生
成するステップを含む。一部の実施形態では、試料を断片化しない。一部の実施形態では
、核酸の断片化は、核酸を断片化するための、当技術分野で公知であるか、または本明細
書で記載される方法であって、物理的（すなわち、超音波処理）断片化反応、および／ま
たは酵素的（すなわち、制限酵素処理）断片化反応を含みうるがこれらに限定されない方
法により達成することができる。
【００８８】
　物理的断片化法は、噴霧化、超音波処理、および／または流体力学的せん断を含みうる
。一部の実施形態では、断片化は、機械的に達することができ、インプット試料中の核酸
を、音響的超音波処理にかけることを含む。一部の実施形態では、断片化は、インプット
試料中の核酸を、１種または複数の酵素が二本鎖核酸の切断を生成するのに適する条件下
で、１種または複数の酵素により処理することを含む。核酸断片またはポリヌクレオチド
断片の生成に有用な酵素の例は、配列特異的ヌクレアーゼおよび配列非特異的ヌクレアー
ゼを含みうる。ヌクレアーゼの非限定的な例は、ＤＮアーゼＩ、Ｆｒａｇｍｅｎｔａｓｅ
、制限エンドヌクレアーゼ、これらの改変体、およびこれらの組み合わせを含みうる。酵
素的断片化反応を実行するための試薬は、市販されている（例えば、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａ
ｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓから）。例えば、ＤＮアーゼＩによる消化は、Ｍｇ＋＋の非存在下
およびＭｎ＋＋の存在下で、ＤＮＡ内のランダム二本鎖切断を誘導しうる。一部の実施形
態では、断片化は、インプット試料中の核酸を、１種または複数の制限エンドヌクレアー
ゼで処理することを含む。断片化は、５’突出、３’突出、平滑末端、またはこれらの組
み合わせを有する断片をもたらしうる。断片化が１種または複数の制限エンドヌクレアー
ゼの使用を含む場合など、一部の実施形態では、試料ポリヌクレオチドの切断は、予測可
能な配列を有する突出を後に残す。
【００８９】
　一部の実施形態では、インプット試料中の核酸は、断片化された核酸分子の集団へと断
片化することもでき、１種または複数の特異的なサイズ範囲のポリヌクレオチドへと断片
化することもできる。一部の実施形態では、断片の平均の長さは、約１０～約１０，００
０ヌクレオチドでありうる。一部の実施形態では、断片の平均の長さは、約５０～約２，
０００ヌクレオチドでありうる。一部の実施形態では、断片の平均の長さは、約１００～
２，５００、１０～１，０００、１０～８００、１０～５００、５０～５００、５０～２
５０、または５０～１５０ヌクレオチドでありうる。一部の実施形態では、断片の平均の
長さは、５，０００ヌクレオチド未満、２，５００ヌクレオチド未満、２，５００ヌクレ
オチド未満、１，０００ヌクレオチド未満など、１０，０００ヌクレオチド未満、４００
ヌクレオチド未満、３００ヌクレオチド未満、２００ヌクレオチド未満、または１５０ヌ
クレオチド未満など、５００ヌクレオチド未満でありうる。
【００９０】
　一部の実施形態では、核酸の断片化に続いて、核酸断片の末端修復を施すことができる
。一部の実施形態では、断片化されていない試料に、末端修復を施すことができる。末端
修復は、平滑末端、非平滑末端（すなわち、粘着末端または付着末端）、または３’－エ
クソヌクレアーゼ活性を欠くポリメラーゼによる、核酸断片の３’末端への、単一のｄＡ
ヌクレオチドの付加など、一塩基突出の生成を含みうる。末端修復は、任意の数の酵素お
よび／またはＯｖａｔｉｏｎ（商標）Ｕｌｔｒａｌｏｗ　ＮＧＳ　Ｌｉｂｒａｒｙ　Ｓｙ
ｓｔｅｍ（ＮｕＧＥＮ）など、市販のキットを含むがこれらに限定されない、当技術分野
で公知の方法を使用して実施することができる。一部の実施形態では、末端修復を、二本
鎖ＤＮＡ断片上で実施して、平滑末端を生成することができ、この場合、二本鎖ＤＮＡ断
片は、５’ホスフェートおよび３’ヒドロキシルを含有する。一部の実施形態では、二本
鎖ＤＮＡ断片を、平滑末端ポリッシング（または「末端修復」）して、平滑末端を有する
ＤＮＡ断片を生成した後、アダプターへと接続することができる。二本鎖断片上の平滑末
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端の生成は、二本鎖産物の突出する一本鎖末端を分解するための、例えば、エクソヌクレ
アーゼ１、エクソヌクレアーゼ７、またはこれらの組み合わせなど、一本鎖特異的ＤＮＡ
エクソヌクレアーゼの使用により行うことができる。代替的に、二本鎖ＤＮＡ断片は、例
えば、マングビーンエンドヌクレアーゼまたはＳ１エンドヌクレアーゼであるがこれらに
限定されない、一本鎖特異的ＤＮＡエンドヌクレアーゼの使用により、平滑末端化するこ
とができる。代替的に、二本鎖産物は、二本鎖産物の突出する一本鎖末端を分解するため
の、例えば、Ｔ４　ＤＮＡポリメラーゼなど、一本鎖エクソヌクレアーゼ活性を含むポリ
メラーゼ、もしくは一本鎖エクソヌクレアーゼ活性を含む他の任意のポリメラーゼ、また
はこれらの組み合わせの使用により平滑末端化することができる。場合によって、一本鎖
エクソヌクレアーゼ活性を含むポリメラーゼは、１種または複数のｄＮＴＰを含むか、ま
たはこれらを含まない、反応混合物中でインキュベートすることができる。他の場合には
、一本鎖核酸特異的エクソヌクレアーゼと、１種または複数のポリメラーゼとの組み合わ
せを使用して、核酸を含む試料を断片化することにより生成される二本鎖断片を平滑末端
化することができる。さらに他の場合には、二本鎖断片の突出する一本鎖末端に充填する
ことにより、核酸断片を平滑末端化することもできる。例えば、断片を、１種または複数
のｄＮＴＰの存在下で、Ｔ４　ＤＮＡポリメラーゼもしくはＫｌｅｎｏｗポリメラーゼ、
またはこれらの組み合わせなどのポリメラーゼと共にインキュベートして、二本鎖断片の
一本鎖部分を充填し得る。代替的に、二本鎖ＤＮＡ断片は、エクソヌクレアーゼおよび／
またはポリメラーゼを使用する一本鎖突出分解反応と、１種または複数のｄＮＴＰの存在
下で、１種または複数のポリメラーゼを使用する充填反応との組み合わせにより、平滑に
することができる。平滑末端修復または末端ポリッシングのための市販のキットはまた、
ＮＥＢ　Ｑｕｉｃｋ　Ｂｌｕｎｔｉｎｇ（商標）キットまたはＮＥＢＮｅｘｔ（登録商標
）Ｅｎｄ　Ｒｅｐａｉｒ　キット（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）も含む。
【００９１】
　一部の実施形態では、断片化された特定核酸を、一本鎖核酸断片へと変性させることが
できる。一部の実施形態では、非断片化試料を、一本鎖核酸鎖へと変性させることができ
る。当業者には、二本鎖核酸を一本鎖核酸へと変性させるための方法が周知である。方法
は、熱変性、化学的変性などを含むがこれらに限定されない。
【００９２】
　特定核酸断片配列または非断片化核酸試料配列を定量化するための、本明細書で記載さ
れる方法は、少なくとも第１のアダプターを、本明細書で記載される方法により生成され
る、核酸断片または非断片化核酸試料配列へと追加するステップをさらに含みうる。一部
の実施形態では、少なくとも第１のアダプターは、フォワードアダプターでありうる。少
なくとも第１のアダプターを、本明細書で記載される方法により生成される、核酸断片ま
たは非断片化核酸試料配列へと追加するステップは、ライゲーション反応またはプライミ
ング反応を使用して達成することができる。一部の実施形態では、少なくとも第１のアダ
プターの、核酸断片または非断片化核酸試料配列への追加は、ライゲーションを含む。一
部の実施形態では、少なくとも第１のアダプターの、核酸断片または非断片化核酸試料配
列へのライゲーションは、核酸断片または非断片化核酸試料配列の末端修復に続いて施す
ことができる。一部の実施形態では、少なくとも第１のアダプターの、核酸断片または非
断片化核酸試料配列へのライゲーションは、核酸断片または非断片化核酸試料配列の末端
修復を伴わない、核酸断片または非断片化核酸試料配列の生成に続いて施すことができる
。
【００９３】
　少なくとも第１のアダプターは、当技術分野で公知の任意の種類のアダプターであって
、アダプターが２つの相補鎖を含む、従来の二重鎖アダプターまたは二本鎖アダプターを
含むがこれらに限定されないアダプターでありうる。一部の実施形態では、第１のアダプ
ターは、二本鎖ＤＮＡアダプターでありうる。一部の実施形態では、第１のアダプターは
、配列が公知のオリゴヌクレオチドであることが可能であり、こうして、少なくとも第１
のアダプターを追加しうるか、または付着させうる、任意のポリヌクレオチドを増幅およ
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び／またはシークエンシングするための、配列特異的プライマーの生成および／または使
用を可能とする。一部の実施形態では、第１のアダプターは、従来の二重鎖アダプターで
あることが可能であり、この場合、第１のアダプターは、当技術分野で周知の配列を含む
。一部の実施形態では、本明細書で記載される方法は、配列が公知の二本鎖ＤＮＡであっ
て、平滑末端化することが可能であり、本明細書で記載される方法により、１つの配向性
で生成される二本鎖核酸断片へとカップリングさせうる二本鎖ＤＮＡを含む、第１の二重
鎖アダプターの使用を伴いうる。一部の実施形態では、核酸断片のライブラリー内の各核
酸断片、または非断片化核酸のライブラリー内の非断片化核酸試料が、一方の末端へとラ
イゲーションされた第１のアダプターを含むように、第１のアダプターを、本明細書で記
載される方法により生成される核酸断片のライブラリーへと追加またはライゲーションす
ることができる。一部の実施形態では、少なくとも第１のアダプターを、一本鎖核酸断片
または非断片化核酸試料配列へと、追加またはライゲーションすることができ、プローブ
伸長産物へと組み込むことができる。
【００９４】
　少なくとも第１のアダプターの、核酸断片または非断片化核酸試料配列へのライゲーシ
ョンにより、ライゲーション産物である、第１のアダプターの特定核酸断片の複合体、ま
たは第１のアダプターの非断片化核酸試料の配列が生成される。一部の実施形態では、第
１のアダプターの特定核酸断片の複合体を変性させることができる。一部の実施形態では
、第１のアダプターの非断片化核酸試料の配列を変性させることができる。変性は、当技
術分野で公知の方法であって、物理的変性、熱的変性、および／または化学的変性を含む
がこれらに限定されない方法のうちのいずれかを使用して達成することができる。一部の
実施形態では、変性は、熱的変性または熱変性を使用して達成することができる。一部の
実施形態では、例えば、図１で描示される通り、少なくとも第１のアダプターの特定核酸
断片の複合体、または少なくとも第１のアダプターの非断片化核酸試料の配列の変性によ
り、少なくとも第１のアダプター配列を、核酸断片または非断片化核酸試料配列の５’末
端だけにおいて含む、一本鎖核酸断片または非断片化核酸試料配列が生成される。
【００９５】
　一部の実施形態では、５’末端または５’末端および３’末端の両方へと追加された第
１のアダプター配列を含む、核酸断片または非断片化核酸試料配列を変性させて、５’末
端または５’末端および３’末端の両方へと追加された第１のアダプター配列を含む、一
本鎖核酸断片または非断片化核酸試料配列を生成する。一部の実施形態では、本明細書で
記載される本発明の方法を使用して、５’末端または５’末端および３’末端の両方へと
追加された第１のアダプター配列を含む、複数の一本鎖核酸断片または非断片化核酸試料
配列を生成することができる。一部の実施形態では、第１の末端において、一本鎖特定核
酸内に存在する、目的のプローブ標的領域配列と相補的な配列を含み、第２の末端におい
て、第２のアダプターに由来する配列を含み、第２のアダプター配列が、プローブ標的領
域と相補的でないオリゴヌクレオチドプローブを、一本鎖特定核酸断片または非断片化核
酸試料配列とアニールさせることができる。一部の実施形態では、第２のアダプター配列
は、リバースアダプターに由来する配列でありうる。
【００９６】
　一部の実施形態では、目的のプローブ標的領域配列は、一本鎖特定核酸断片または非断
片化核酸試料配列のうちの１種または複数の中に存在しうる。一部の実施形態では、目的
とする異なるまたは別々のプローブ標的領域配列は、一本鎖核酸断片または非断片化核酸
試料配列のうちの１種または複数の中に存在しうる。一部の実施形態では、１種または複
数のオリゴヌクレオチドは、１種または複数の一本鎖核酸断片内または非断片化核酸試料
配列内に存在する、目的とする同じ配列と相補的な配列を含みうる。この実施形態では、
１種または複数のオリゴヌクレオチドは、目的とする同じ配列の異なる部分または領域と
相補的でありうる配列を含みうる。一部の実施形態では、異なる領域は、互いと隣接する
場合がある。一部の実施形態では、異なる領域は、互いと隣接しない場合がある。一部の
実施形態では、目的とする同じ標的核酸配列と相補的な配列を含む、１種または複数のオ
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リゴヌクレオチドは、同じ第２のアダプター配列をさらに含みうる。一部の実施形態では
、１種または複数のプローブオリゴヌクレオチドは、１種または複数の一本鎖核酸断片内
または非断片化核酸試料配列内に存在しうる、目的とする異なるまたは別々の配列と相補
的な配列を含みうる。一部の実施形態では、目的とする異なるまたは別々の標的核酸配列
と相補的な配列を含む、１種または複数のオリゴヌクレオチドプローブは、同じ第２のア
ダプター配列をさらに含みうる。一部の実施形態では、目的の標的配列と相補的な配列は
、オリゴヌクレオチドプローブの３’末端にあることが可能であり、第２のアダプター配
列は、オリゴヌクレオチドの５’末端にあることが可能である。一部の実施形態では、第
２のアダプター配列は、目的の標的核酸配列と相補的でない場合がある。このようにして
、第２のアダプター配列は、テールとして役立つ。第２のアダプター配列は、従来のアダ
プター配列でありうる。一部の実施形態では、第２のアダプター配列は、上記で記載した
通り、一本鎖核酸断片または非断片化核酸試料配列へと追加される、第１のアダプターの
配列と異なりうるか、または別々でありうる、従来のアダプター配列でありうる。一部の
実施形態では、第２のアダプター配列は、公知の配列であることが可能であり、こうして
、第２のアダプター配列を、追加しうるか、または付着させうる、任意のポリヌクレオチ
ドの増幅および／またはシークエンシングのための、配列特異的プライマーの生成および
／または使用を可能とする。別個の実施形態では、オリゴヌクレオチドプローブは、事前
の変性を伴わずに、５’末端または５’末端および３’末端の両方へと追加された第１の
アダプター配列を含む、特定核酸断片または非断片化核酸試料配列へとアニールさせるこ
とができる。この実施形態では、オリゴヌクレオチドのアニーリングは、オリゴヌクレオ
チドと、二本鎖核酸断片または非断片化核酸試料配列の５’末端または５’末端および３
’末端の両方へと追加された第１のアダプター配列を含む、二本鎖核酸断片または非断片
化核酸試料配列との間の、三重螺旋または三重鎖の形成を介するアニーリングでありうる
。この実施形態では、二本鎖核酸断片または非断片化核酸試料配列は、目的の配列を含み
、５’末端または５’末端および３’末端の両方へと追加された第１のアダプター配列を
含む、複数の二本鎖核酸断片または非断片化核酸試料配列の中に存在しうる。この実施形
態に付け加えて、オリゴヌクレオチドプローブは、二本鎖特定核酸断片内または非断片化
核酸試料配列内の、プローブ標的領域と相補的な配列も含む。総じて、１種または複数の
（ｍｏｒｅ　ｏｒ　ａ　ｐｌｕｒａｌｉｔｙ　ｏｆ）特定核酸断片または非断片化核酸試
料配列の中の核酸断片内または非断片化核酸試料配列内に存在する、目的のプローブ標的
領域配列と相補的な配列を含むオリゴヌクレオチドプローブの使用は、本明細書で記載さ
れる方法を使用する、前記核酸断片または非断片化核酸試料配列の選択的結合および後続
の濃縮を可能とする。
【００９７】
　上記で記載したオリゴヌクレオチドプローブのアニーリングに続き、ポリメラーゼを使
用して、オリゴヌクレオチドプローブを伸長させることができる。一部の実施形態では、
ポリメラーゼは、ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼでありうる。一部の実施形態では、Ｄ
ＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼは、本明細書で記載されるＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラー
ゼのうちのいずれかであることが可能であり、オリゴヌクレオチドの伸長は、当技術分野
で公知の方法のうちのいずれかを介する伸長でありうる。一部の実施形態では、プローブ
標的領域核酸と相補的でない第２のアダプター配列と、特定核酸断片内に存在する、目的
のプローブ標的領域配列と相補的な配列であって、一方および／または両方の末端へと追
加された第１のアダプターを含む配列とを含むオリゴヌクレオチドプローブを、核酸断片
へとアニールさせ、ポリメラーゼにより伸長させて、第１の末端において、第１のアダプ
ター配列を含み、第２の末端において、第２のアダプター配列を含む、プローブ伸長産物
を生成することができる。一部の実施形態では、特定核酸断片は、一方および／または両
方の末端へと追加された第１のアダプターを含む、複数の核酸断片の中に存在しうる。こ
の実施形態では、プローブ伸長産物を、目的のプローブ標的領域配列を含有する核酸断片
だけについて生成することができる。
【００９８】
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　一部の実施形態では、本明細書で記載される方法により生成されるプローブ伸長産物を
、増幅反応にかけることができる。一部の実施形態では、増幅反応は、指数関数的である
ことが可能であり、多様な温度サイクルで実行することができる。増幅反応は、等温反応
でありうる。一部の実施形態では、増幅は、定量的ポリメラーゼ連鎖反応（ｑＰＣＲ）で
ありうる。一部の実施形態では、増幅反応は、等温でありうる。一部の実施形態では、プ
ローブ伸長産物は、本明細書で記載される方法により生成される通り、一方の末端上に、
少なくとも第１のアダプター配列を含み、他方の末端上に、第２のアダプター配列を含む
。一部の実施形態では、プローブ伸長産物は、第１のアダプターと相補的な配列を含む第
１のプライマーと、特定核酸鎖内の、プローブ標的領域と相補的な鎖内の、５’テール配
列と相補的な配列を有する第２のプライマーとを使用して増幅することができる。このよ
うにして、第１のアダプター配列およびプローブ標的領域の両方を含むプローブ伸長産物
を増幅し、そのようにして濃縮することができる。少なくとも第１のアダプター配列およ
びプローブ標的領域配列の両方を有するプローブ伸長産物を増幅し、増幅されたプローブ
伸長産物であって、前記ライゲーションされた特定核酸断片または非断片化核酸試料配列
から生成されたプローブ伸長産物を定量化することができる。一部の実施形態では、少な
くとも第１のアダプター配列および／または第２のアダプター配列は、識別子配列を含み
うる。一部の実施形態では、識別子配列は、バーコード配列でありうる。一部の実施形態
では、バーコード配列は、少なくとも第１のアダプターに固有でありうる。一部の実施形
態では、少なくとも第１のアダプターおよび／または第２のアダプター配列は、例えば、
シークエンシングおよびシークエンシング反応の後における特定核酸の同定などであるが
これらに限定されない、下流における適用のために使用しうる配列を含みうる。一部の実
施形態では、少なくとも第１のアダプターおよび／または第２のアダプター配列は、Ｉｌ
ｌｕｍｉｎａにより開発され、本明細書で記載されるシークエンシング法によるシークエ
ンシングのために使用しうるフローセル配列３３および３５（図５）を含みうる。
【００９９】
　目的の特定核酸配列断片を定量化するための、本明細書で記載される方法の、開示され
る実施形態についての概略図を、図１および図２に例示する。図中で使用される番号付け
スキームは、例示的なものであるにすぎない。１つを超える図中に現れる同じ番号は、全
部または一部において同一なオリゴヌクレオチド配列を指し示すことを意図するものでは
なく、開示される方法を実施するための基準となる構成要素、部位、または領域を指し示
すことを意図するものである。
【０１００】
　図１および図２の方法は、核酸断片、非断片化核酸試料、またはインサートの、ライゲ
ーションされたライブラリーの生成を例示するが、この場合、ライゲーションされたライ
ブラリーの各核酸配列は、フォワードリードプライミング部位と相補的なプライマーと、
プローブ標的領域を含むプローブ伸長産物内の、リバースリードプライミング部位と相補
的なプライマーとを使用するＰＣＲ増幅により、特異的なプローブ標的領域配列を有する
特定核酸分子の定量化を可能とするシークエンシングカバレッジ（ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
　ｃｏｖｅｒａｇｅ）をもたらすように、アダプター内の、共通のフォワードリードプラ
イミング部位と、特異的なプローブ標的領域配列とを含む。
【０１０１】
　図１は、せん断されたｇＤＮＡの使用について例示する。せん断されたＤＮＡ　８は、
特定核酸断片１０を有するｇＤＮＡの５’末端へとライゲーションされたアダプター１１
を有する。断片１０は、プローブ標的領域５０を含む。アダプターは、シークエンシング
リード１のフォワードオリゴヌクレオチドプライミング部位１２、６Ｎオリゴヌクレオチ
ド配列１４などのｎ－ランダムオリゴヌクレオチド塩基、インデックス塩基オリゴヌクレ
オチド配列１６、および、使用されるハイスループットシークエンシング法に応じて、イ
ンデックスプライミング部位１８のうちの少なくとも１つを含みうる。アダプター１１を
ライゲーションすると、特定核酸断片１０は、固有の識別子配列標識である、インデック
スリードに加えた、ｎ－ランダムオリゴヌクレオチドを有しうる。インデックス配列１６
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を使用して、特定核酸試料を同定し、６Ｎオリゴヌクレオチド配列１４を、重複シークエ
ンシングリードのマーキングに使用する。５’テールオリゴヌクレオチド配列２０を有す
るプローブオリゴヌクレオチド配列１９は、プローブ標的領域５０と相補的であり、かつ
、これとハイブリダイズすることが可能であり、アダプター１１を介する、ｄＮＴＰおよ
びＤＮＡポリメラーゼの存在下における、単一プライマー伸長反応により伸長させること
ができる。結果として得られるプローブ伸長産物２２は、インデックスプライミング部位
１８と部分的に相補的でありうるフォワードプライマー２４と、５’テール配列２０の逆
相補体と部分的に相補的でありうるリバースプライマー２６とを使用して増幅することが
できる。増幅反応により、プローブ標的領域５０を有する特定核酸１０の存在を濃縮して
、特定核酸配列のライブラリーを生成する。
【０１０２】
　図２に例示される通り、同様の単一プライマー伸長反応は、ｃＤＮＡにも適用可能であ
りうる。ｃＤＮＡ　７は、特定核酸断片９の５’末端へとライゲーションされたアダプタ
ー１１を有する。断片９は、プローブ標的領域６０を含む。アダプターは、フォワードシ
ークエンシングリードのオリゴヌクレオチドプライミング部位１２、６Ｎオリゴヌクレオ
チド配列１４など、公知のランダムオリゴヌクレオチド塩基、インデックス塩基オリゴヌ
クレオチド配列１６、および、使用されるハイスループットシークエンシング法に応じて
、インデックスシークエンシングリードのプライミング部位１８のうちの少なくとも１つ
を含みうる。インデックス配列１６を使用して、特定核酸試料を同定し、６Ｎオリゴヌク
レオチド配列１４を、重複シークエンシングリードの同定に使用する。５’テールオリゴ
ヌクレオチド配列２０を有するプローブオリゴヌクレオチド配列１９は、プローブ標的領
域配列６０と相補的であり、かつ、これとハイブリダイズすることが可能であり、アダプ
ター１５を介する、ｄＮＴＰおよびＤＮＡポリメラーゼの存在下における、単一プライマ
ー伸長反応により伸長させることができる。結果として得られるプローブ伸長産物２１は
、１８と部分的に相補的でありうるフォワードプライマー２４と、５’テール配列２０の
逆相補体と部分的に相補的でありうるリバースプライマー２６とを使用して増幅すること
ができる。増幅反応により、プローブ標的領域６０を有する特定核酸９の存在を濃縮して
、特定核酸配列のライブラリーを生成する。
【０１０３】
　目的の特定核酸配列断片を定量化するための、本明細書で記載される方法の、開示され
る実施形態についての概略図を、二本鎖ｇＤＮＡについて図３および図４に例示する。図
中で使用される番号付けスキームは、例示的なものであるにすぎない。１つを超える図中
に現れる同じ番号は、全部または一部において同一なオリゴヌクレオチド配列を指し示す
ことを意図するものではなく、開示される方法を実施するための基準となる構成要素、部
位、または領域を指し示すことを意図するものである。
【０１０４】
　図３および図４の方法は、核酸断片、非断片化核酸試料、またはインサートの、シーク
エンシングライブラリーの生成を例示するが、この場合、シークエンシングライブラリー
の各核酸配列は、特異的なプローブ標的領域配列を有する特定核酸分子の定量化を可能と
するシークエンシングカバレッジが存在し得るように、１つのアダプター内の、共通のフ
ォワードプライミング部位と、特異的なプローブ標的領域配列とを含む。シークエンシン
グは、共通のフォワードプライミング部位と相補的なプライマーと、特定核酸配列内の特
異的なプローブ標的領域配列と相補的なプライマーとを使用する、ＰＣＲ増幅を伴うか、
またはこれを伴わない、ライゲーションされたプローブ伸長産物から作製されるシークエ
ンシングライブラリーを使用して行うことができる。
【０１０５】
　図３は、せん断されたｇＤＮＡの使用を例示する。特定核酸１０を有する、せん断され
たｇＤＮＡは、プローブ標的領域５０を含む。５’テールオリゴヌクレオチド配列２０を
有する、プローブオリゴヌクレオチド配列１９は、プローブ標的領域配列５０と相補的で
あり、かつ、これとハイブリダイズすることが可能であり、特定核酸１０の末端を介する
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、ｄＮＴＰおよびＤＮＡポリメラーゼの存在下における、単一プローブ伸長反応であって
、二本鎖ＤＮＡを創出する伸長反応において伸長させることができる。結果として得られ
るプローブ伸長産物は、特定核酸断片１０の３’末端へとライゲーションされたアダプタ
ーを有しうる。アダプターは、フォワードシークエンシングリード１のオリゴヌクレオチ
ドプライミング部位１２、６Ｎオリゴヌクレオチド配列１４などのｎ－ランダムオリゴヌ
クレオチド塩基、インデックス塩基オリゴヌクレオチド配列１６、および、使用されるハ
イスループットシークエンシング法に応じて、インデックスプライミング部位１８のうち
の少なくとも１つを含みうる。インデックス配列１６を使用して、特定核酸試料を同定し
、６Ｎオリゴヌクレオチド配列１４を、重複シークエンシングリードのマーキングに使用
する。ライゲーション産物２２は、インデックスプライミング部位１８と部分的に相補的
でありうるフォワードプライマー２４と、５’テール配列２１の逆相補体と部分的に相補
的でありうるリバースプライマー２６とを使用して増幅することができる。増幅反応によ
り、プローブ標的領域５０を有する特定核酸１０の存在を濃縮して、特定核酸配列のライ
ブラリーを生成することができる。
【０１０６】
　図４は、せん断されたｇＤＮＡの使用を例示する。特定核酸１０を有する、せん断され
たｇＤＮＡは、プローブ標的領域５０を含む。５’テールオリゴヌクレオチド配列２０を
有する、プローブオリゴヌクレオチド配列１９は、プローブ標的領域配列５０と相補的で
あり、かつ、これとハイブリダイズすることが可能であり、ｇＤＮＡ　１０の末端を介す
る、ｄＮＴＰおよびＤＮＡポリメラーゼの存在下における、単一プローブ伸長反応であっ
て、二本鎖ＤＮＡを創出する伸長反応において伸長させることができる。結果として得ら
れるプローブ伸長産物は、制限酵素７０により消化することができる。例示的な制限酵素
は、ＸｂａＩ、ＥｃｏＲＩ、ＥｃｏＲＶ、およびＢａｍＨＩを含むがこれらに限定されな
い。制限酵素による消化に続き、アダプターを、特定核酸断片１０を有する二本鎖ｇＤＮ
Ａの末端へとライゲーションすることができる。アダプターは、リード１のフォワードオ
リゴヌクレオチドプライミング部位１２、６Ｎオリゴヌクレオチド配列１４などのｎ－ラ
ンダムオリゴヌクレオチド塩基、インデックス塩基オリゴヌクレオチド配列１６、および
、使用されるハイスループットシークエンシング法に応じて、インデックスプライミング
部位１８のうちの少なくとも１つを含みうる。インデックス配列１６を使用して、特定核
酸試料を同定し、６Ｎオリゴヌクレオチド配列１４を、重複シークエンシングリードのマ
ーキングに使用する。ライゲーション産物２２は、図３に例示される通り、インデックス
プライミング部位１８と部分的に相補的でありうるフォワードプライマー２４と、５’テ
ール配列２１と部分的に相補的でありうるリバースプライマー２６とを使用して増幅する
ことができる。増幅反応により、プローブ標的領域５０を有する特定核酸１０の存在を濃
縮して、特定核酸配列のライブラリーを生成することができる。
【０１０７】
　図５（番号付けは、図１または図２で使用される番号付けを指す）に例示される通り、
同様の単一プライマー伸長反応は、様々なシークエンシングプラットフォームのためのシ
ークエンシングライブラリーを創出するのに、ｇＤＮＡまたはｃＤＮＡへと適用可能であ
りうる。ｇＤＮＡまたはｃＤＮＡ（せん断されているか、またはせん断されていない）１
０または９は、特定核酸断片１０または９の５’末端へとライゲーションされたアダプタ
ー１１を有する。断片１０または９は、それぞれ、プローブ標的領域５０または６０を含
む。アダプターは、フォワードオリゴヌクレオチドプライミング部位１２、６Ｎオリゴヌ
クレオチド配列１４など、公知のランダムオリゴヌクレオチド塩基、インデックス塩基オ
リゴヌクレオチド配列１６、および、使用されるハイスループットシークエンシング法に
応じて、インデックスプライミング部位１８のうちの少なくとも１つを含みうる。５’テ
ールオリゴヌクレオチド配列２０を有するプローブオリゴヌクレオチド配列１９は、プロ
ーブ標的領域配列５０または６０と相補的であり、かつ、これとハイブリダイズすること
が可能であり、アダプター１１を介する、ｄＮＴＰおよびＤＮＡポリメラーゼの存在下に
おける、単一プライマー伸長反応により伸長させることができる。結果として得られるプ
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ローブ伸長産物２１または２２は、１８と部分的に相補的でありうるフォワードプライマ
ー２４と、５’テール配列２０と部分的に相補的でありうるリバースプライマー２６とを
使用して増幅することができる。増幅反応により、プローブ標的領域５０または６０を有
する特定核酸１０または９の存在を濃縮して、特定核酸配列のライブラリーを生成するこ
とができる。
【０１０８】
　ライブラリーは、ＮｕＧＥＮ　Ｏｖａｔｉｏｎ（登録商標）Ｔａｒｇｅｔ　Ｅｎｒｉｃ
ｈｍｅｎｔ　Ｓｙｓｔｅｍ（ＮｕＧＥＮ）を使用して、ＰＣＲを介して、選択された目的
のプローブ標的領域配列を有する、プローブ伸長産物配列を選択的に増幅することにより
調製することができる。図５は、Ｉｌｌｕｍｉｎａハイスループットシークエンシングプ
ラットフォームを使用する場合に、ハイスループットシークエンシングで使用される核酸
ライブラリーの例を例示する。例えば、遺伝子発現またはコピー数変異の定量化のデジタ
ル測定のために、各配列ライブラリーの特定配列リード領域を解析することができる。
【０１０９】
　一部の実施形態では、特定核酸は、ビオチンを含むがこれらに限定されない、インジケ
ーター分子によりタグ付けすることができる。次いで、タグ付けされた特定核酸分子を、
元の試料分子に由来するものとして識別することができる。一部の実施形態では、インジ
ケーター分子の付着は、標識されたヌクレオチド、例えば、ビオチニル化されたヌクレオ
チドの、ライゲーションまたはポリメラーゼによる付加を介して達することができる。次
いで、ポリメラーゼによるプローブの伸長を伴うか、またはこれを伴わずに、プローブ標
的領域と相補的でありうるプローブを、タグ付けされた核酸とハイブリダイズさせること
ができる。一部の実施形態では、ハイブリダイズしないプローブは、例えば、ビオチン／
ストレプトアビジン間相互作用を介して、タグ付けされた核酸を捕捉することにより除去
する。一部の実施形態では、標的とハイブリダイズしたプローブを、標的と共に捕捉する
。ハイブリダイズしないプローブの除去に続き、捕捉されたプローブを、標的核酸から溶
出させ、計数する。一部の実施形態では、計数は、Ｉｌｌｕｍｉｎａプラットフォームを
介するシークエンシング、およびこれらのタグの計数により行うことができる。一部の実
施形態では、プローブは、当業者に公知の通り、ナノ小孔または蛍光タグ付けによりタグ
付けすることができる。
【０１１０】
　インプット核酸
　インプットは、ヒト核酸でありうる。一部の実施形態では、インプットは、ＤＮＡであ
りうる。一部の実施形態では、インプットヒト核酸は、二本鎖ＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ、ま
たは１つを超える生物に由来する混合型ＤＮＡなど、複合体ＤＮＡでありうる。一部の実
施形態では、インプットは、ＲＮＡでありうる。一部の実施形態では、ＲＮＡは、当技術
分野で標準的な技法を使用して得、精製することができ、ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｓｎＲＮ
Ａ、ｒＲＮＡ、低分子非コードＲＮＡ、マイクロＲＮＡ、ポリソームＲＮＡ、プレｍＲＮ
Ａ、イントロンＲＮＡ、無細胞ＲＮＡ、およびこれらの断片を含みうるがこれらに限定さ
れない、精製形態または非精製形態にあるＲＮＡを含みうる。非コードＲＮＡまたはｎｃ
ＲＮＡは、ｓｎｏＲＮＡ、マイクロＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｐｉＲＮＡ、および長鎖ｎｃＲ
ＮＡを含みうる。一部の実施形態では、ＤＮＡ断片は、ＲＮＡを、プライマー（すなわち
、ランダムプライマー）と組み合わせること、および、ＲＮＡ鋳型を、ＲＮＡ依存性ＤＮ
Ａポリメラーゼを用いて逆転写することを含みうるがこれらに限定されない、ＲＮＡ鋳型
から、ｃＤＮＡを生成するための、当技術分野で周知の方法のうちのいずれかを使用する
、第１の鎖合成反応を介して、ｃＤＮＡへと転換されたＲＮＡに由来しうる。一部の実施
形態では、ＤＮＡ断片は、当技術分野で周知の方法のうちのいずれかを使用する、第１の
鎖合成反応および第２の鎖合成反応を介して、二本鎖ｃＤＮＡへと転換されたＲＮＡに由
来しうる。
【０１１１】
　一部の実施形態では、インプットＤＮＡは、異なる種のゲノムの混合物から作製される
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ｃＤＮＡでありうる。インプット複合体はまた、異なるヒトのゲノムの混合物にも由来し
うる。インプットＤＮＡは、異なるヒトのゲノムの混合物から作製されるｃＤＮＡであり
うる。インプットＤＮＡは、特定の種、例えば、ヒト、ラット、マウス、他の動物、特定
の植物、細菌、藻類、ウイルスなどのＤＮＡでありうる。インプット複合体はまた、宿主
病原体、細菌集団など、異なる種のゲノムの混合物にも由来しうる。代替的に、インプッ
ト核酸は、合成供給源に由来しうる。インプットＤＮＡは、ミトコンドリアＤＮＡであり
うる。インプットＤＮＡは、無細胞ＤＮＡでありうる。無細胞ＤＮＡは、例えば、血清試
料または血漿試料から得ることができる。インプットＤＮＡは、１種または複数の染色体
を含みうる。例えば、インプットＤＮＡが、ヒトに由来する場合、ＤＮＡは、第１染色体
、第２染色体、第３染色体、第４染色体、第５染色体、第６染色体、第７染色体、第８染
色体、第９染色体、第１０染色体、第１１染色体、第１２染色体、第１３染色体、第１４
染色体、第１５染色体、第１６染色体、第１７染色体、第１８染色体、第１９染色体、第
２０染色体、第２１染色体、２２染色体、Ｘ染色体、またはＹ染色体のうちの１または複
数を含みうる。ＤＮＡは、直鎖状ゲノムに由来する場合もあり、環状ゲノムに由来する場
合もある。ＤＮＡは、プラスミドＤＮＡ、コスミドＤＮＡ、細菌の人工染色体（ＢＡＣ）
、または酵母人工染色体（ＹＡＣ）でありうる。インプットＤＮＡは、１例を超える個別
のヒトに由来しうる。インプットＤＮＡは、二本鎖の場合もあり、一本鎖の場合もある。
インプットＤＮＡは、クロマチンの部分でありうる。インプットＤＮＡは、ヒストンと会
合している場合がある。
【０１１２】
　一部の実施形態では、プローブオリゴヌクレオチドを、目的の特定核酸配列へと方向づ
けることができ、特定核酸内のプローブ標的領域を有する一本鎖特定核酸標的とハイブリ
ダイズするように設計することができる。一部の実施形態では、選択された目的の配列領
域を標的化するプローブを、一本鎖ＤＮＡまたはｃＤＮＡプローブ標的領域とハイブリダ
イズするように設計することができる。インプット核酸試料が、ゲノムＤＮＡまたは他の
二本鎖ＤＮＡを含む場合、インプット核酸試料をまず変性させて、標的を一本鎖とし、オ
リゴヌクレオチドプローブの、所望される目的のプローブ標的領域である配列領域とのハ
イブリダイゼーションを可能とすることができる。一部の実施形態では、他の二本鎖ＤＮ
Ａは、１種または複数の標的ＲＮＡの第１の鎖合成および第２の鎖合成により生成される
二本鎖ｃＤＮＡでありうる。これらの実施形態では、本明細書で記載される方法および組
成物により、複数のプローブ標的領域を含有する、複数の目的の特定核酸配列領域の、領
域特異的濃縮および増幅を可能とすることができる。一部の実施形態では、本明細書で記
載される方法および組成物は、各々が、対応する別々のプローブ標的領域を含有する目的
の別々の領域を有する、少なくとも２つまたはこれを超える別々の特定核酸配列断片また
は非断片化核酸試料配列の、マルチプレックス増幅、濃縮、および定量化を可能とする。
【０１１３】
　他の実施形態では、選択された目的の配列領域を標的化するプローブを、二本鎖核酸断
片または非断片化核酸試料配列の変性を伴わずに、二本鎖核酸標的断片または非断片化核
酸試料配列とハイブリダイズするように設計することができる。他の実施形態では、選択
された目的の配列領域を標的化するプローブを、ｄｓＤＮＡの変性を伴わずに、二本鎖Ｄ
ＮＡ標的とハイブリダイズするように設計することができる。これらの実施形態では、選
択された目的の配列領域を標的化するプローブを、選択された目的の配列領域において、
三重螺旋（三重鎖）を形成するように設計することができる。プローブの、目的の二本鎖
ＤＮＡ配列領域とのハイブリダイゼーションは、二本鎖核酸試料の事前の変性を伴わずに
実行することができる。このような実施形態では、本明細書で記載される方法および組成
物により、目的の配列領域の領域特異的定量化のほか、鎖特異的増幅および定量化も可能
とすることができる。この方法は、ｄｓＤＮＡであるインプットＤＮＡを変性させる必要
なしに、複合体核酸からの、目的の鎖特異的配列領域のコピーを生成し、こうして、天然
の複合体核酸試料中の、多数の目的の配列領域の定量化および解析を可能とするために有
用でありうる。方法は、ｉｎ　ｓｉｔｕにおいて実行される研究および解析のために使用
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することが可能であり、単一の細胞、または極めて小規模な、十分に規定された細胞集団
のコレクション中の複合体ゲノムＤＮＡについての研究および解析を可能としうるほか、
クロマチン構造の破壊を伴わない、複合体ゲノムＤＮＡの解析も許容しうる。
【０１１４】
　一部の実施形態では、本明細書では、さらなる識別子配列、例えば、バーコード配列を
含むアダプターが開示される。一部の実施形態では、少なくとも第１のアダプターは、複
数のバーコード配列のうちの少なくとも１つを含む。一部の実施形態では、各リバースア
ダプターは、複数のバーコード配列のうちの少なくとも１つを含み、この場合、複数のバ
ーコード配列のうちの、各バーコード配列は、複数のバーコード配列中の他のあらゆるバ
ーコード配列と異なる。一部の実施形態では、第２のアダプターのオリゴヌクレオチドに
ついてのバーコードを、少なくとも第１のアダプターのオリゴヌクレオチドについてのバ
ーコードと独立に選択することができる。一部の実施形態では、対をなすアダプターが、
同じであるか、または異なる１種または複数のバーコードを含むように、バーコードを有
する、第１のアダプターのオリゴヌクレオチドと、第２のアダプターのオリゴヌクレオチ
ドとを対合させることができる。一部の実施形態では、本発明の方法は、標的ポリヌクレ
オチドが由来する試料を、標的ポリヌクレオチドが接続されるバーコード配列に基づき同
定するステップをさらに含みうる。バーコードは、例えば、標的ポリヌクレオチドへと接
続されると、標的ポリヌクレオチドが由来した試料の識別子として役立つ核酸配列を含み
うる。
【０１１５】
　目的のプローブ標的領域である配列領域／鎖の増幅準備のできた産物の生成に適しうる
、多様なアダプター設計を想定することができる。一部の実施形態では、少なくとも第１
のアダプターは、一本鎖の場合もあり、二本鎖の場合もある。例えば、二本鎖の場合、ア
ダプターの２つの鎖は、自己相補的な場合もあり、非相補的な場合もあり、部分的に相補
的な場合もある。近年、アダプター設計において、多くの改善がなされており、これによ
り、アダプター二量体の発生が低減されている。これらの改善は、ヌクレオチド類似体お
よび構造化されたオリゴヌクレオチドの使用を含む場合があり、ライゲーション反応にお
ける高濃度のオリゴヌクレオチドの使用を可能としている。ライゲーション反応における
高濃度のアダプターにより、研究者は、１５０コピーという少数のゲノムコピーから高品
質のライブラリーを生成することが可能となっている。アダプターの、ＤＮＡ断片、特に
、目的の領域を含有する断片の末端へのライゲーションは、本発明の方法を実行するのに
適しうる。核酸修飾酵素および結果として得られる二本鎖ＤＮＡの切断の選択に応じて、
多様なライゲーションモダリティーを想定することができる。例えば、目的の標的領域／
配列を含む平滑末端産物を生成する場合は、平滑末端ライゲーションが適しうる。代替的
に、公知の配列特異性の制限酵素を使用して、切断を実行し、公知の配列突出を伴う切断
部位の生成をもたらしうる場合は、目的の配列領域の切断部位との、アダプターのハイブ
リダイゼーションと、後続のライゲーションとを可能とするように、アダプターの適切な
末端を設計することができる。アダプターの効率的かつ迅速なライゲーションのための試
薬および方法は、市販されており、当技術分野でも公知である。
【０１１６】
　核酸修飾酵素
　核酸（ＮＡ）修飾酵素は、ＤＮＡ特異的修飾酵素でありうる。ＮＡ修飾酵素は、二本鎖
ＤＮＡに対する特異性について選択することができる。酵素は、二重鎖特異的エンドヌク
レアーゼ、平滑末端頻発カッター制限酵素または他の制限酵素であり得る。平滑末端カッ
ターの例は、ＤｒａＩまたはＳｍａＩを含みうる。ＮＡ修飾酵素は、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａ
ｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓにより提供されている酵素でありうる。ＮＡ修飾酵素は、ホーミン
グエンドヌクレアーゼ（ホーミングエンドヌクレアーゼとは、厳密に規定された認識配列
を有さないエンドヌクレアーゼでありうる）でありうる。ＮＡ修飾酵素は、ニッキングエ
ンドヌクレアーゼ（ニッキングエンドヌクレアーゼとは、二本鎖ＤＮＡ基質内のＤＮＡの
１つの鎖だけを切断しうる、エンドヌクレアーゼでありうる）でありうる。ＮＡ修飾酵素
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は、高忠実度エンドヌクレアーゼ（高忠実度エンドヌクレアーゼとは、エンドヌクレアー
ゼの野生型バージョンより「スター活性」が小さくなるように操作された、エンドヌクレ
アーゼでありうる）でありうる。
【０１１７】
　ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ
　本発明の方法および組成物における使用のためのＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼは、
本発明の方法に従うプローブ標的領域またはプライマーの伸長をもたらすことが可能であ
りうる。一部の実施形態では、ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼは、ＤＮＡ鋳型および／
またはｃＤＮＡ鋳型の存在下で、プローブ標的領域、核酸プライマーなどを伸長させるこ
とが可能なＤＮＡポリメラーゼでありうる。本発明の方法に適する、例示的なＤＮＡ依存
性ＤＮＡポリメラーゼは、３’－エクソヌクレアーゼを伴うか、またはこれを伴わない、
Ｋｌｅｎｏｗポリメラーゼ、Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｂｓｕポリメラーゼ、ｐｈｉ
２９　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｖｅｎｔポリメラーゼ、Ｄｅｅｐ　Ｖｅｎｔポリメラーゼ、
Ｔａｑポリメラーゼ、Ｔ４ポリメラーゼ、およびＥ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡポリメラーゼ１、
これらの誘導体、またはポリメラーゼの混合物を含むがこれらに限定されない。場合によ
って、ポリメラーゼは、５’－エクソヌクレアーゼ活性を含まない。他の場合において、
ポリメラーゼは、５’エクソヌクレアーゼ活性を含む。場合によって、本発明のプライマ
ー伸長産物またはオリゴヌクレオチド伸長産物は、例えば、Ｂｓｔポリメラーゼなど、強
い鎖置換活性を含むポリメラーゼを使用して実施することができる。他の場合において、
本発明のプライマー伸長は、弱い鎖置換活性を含むか、または鎖置換活性を含まないポリ
メラーゼを使用して実施することができる。当業者は、プライマー伸長ステップにおける
、鎖置換活性の使用の利点および欠点、ならびに、どのポリメラーゼが、鎖置換活性をも
たらすと予測されうるのか（例えば、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ、「Ｐｏ
ｌｙｍｅｒａｓｅｓ」を参照されたい）を認識することができる。
【０１１８】
　増幅法
　本明細書で記載される方法、組成物、およびキットは、大規模並行シークエンシング（
すなわち、次世代シークエンシング法）、目的の配列領域集団を濃縮したライブラリーの
生成、またはハイブリダイゼーションプラットフォームなど、下流における適用のための
、増幅準備のできた産物を生成するのに有用でありうる。当技術分野では、増幅法が周知
である。適切な増幅反応は、指数関数的増幅の場合もあり、等温増幅の場合もあり、ポリ
メラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、鎖置換増幅（ＳＤＡ）、線形増幅、多重置換増幅（ＭＤＡ
）、ローリングサークル増幅（ＲＣＡ）、単一プライマー等温増幅（ＳＰＩＡ；例えば、
米国特許第６，２５１，６３９号を参照されたい）、Ｒｉｂｏ－ＳＰＩＡ、またはこれら
の組み合わせを含むがこれらに限定されない、任意のＤＮＡ増幅反応を含みうる。場合に
よって、鋳型核酸をもたらすための増幅法は、例えば、ｃＤＮＡの生成のために一般にな
されうる増幅など、少数ラウンド（例えば、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０
、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、
２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０ラウンドなど）の増幅だけが実施されうるよ
うに、限定的な条件下で実施することができる。増幅のラウンド数は、約１～３０、１～
２０、１～１５、１～１０、５～３０、１０～３０、１５～３０、２０～３０、１０～３
０、１５～３０、２０～３０、または２５～３０でありうる。
【０１１９】
　ＰＣＲとは、好熱性の鋳型依存性ポリヌクレオチドポリメラーゼによる、変性、オリゴ
ヌクレオチドプライマーのアニーリング、およびプライマーの伸長によるサイクルの反復
に基づく、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける増幅手順であって、プライマーに挟まれたポリヌク
レオチド分析物の所望の配列のコピーの指数関数的増大を結果としてもたらす増幅手順で
ある。ＤＮＡの対向する鎖へとアニールする、２つの異なるＰＣＲプライマーは、ポリメ
ラーゼに触媒される、一方のプライマーの伸長産物が、他方のプライマーのための鋳型鎖
として役立ち得、その長さが、オリゴヌクレオチドプライマーの５’末端の間の距離によ
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り規定されうる、個別の二本鎖断片の蓄積をもたらすように配置することができる。さら
なる増幅法については、参照によりその全体において本明細書に組み込まれる、２０１３
年１月２５日に出願されたＵＳＳＮ１３／７５０７６８において、さらに記載されている
。
【０１２０】
　一部の実施形態では、増幅は、例えば、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）による、ＤＮ
Ａの特定二本鎖配列の酵素的増幅における、指数関数的増幅でありうる。他の実施形態で
は、増幅法は、線形増幅でありうる。他の実施形態では、増幅法は、等温増幅でありうる
。
【０１２１】
　下流における適用
　本発明の一態様は、本明細書で開示される方法および組成物を、次世代シークエンシン
グまたはハイブリダイゼーションプラットフォームなど、下流における解析のために、目
的の生体材料の喪失を最小限として、効率的かつ費用効果的に活用しうることである。本
明細書で開示される方法はまた、目的の選択的ゲノム領域についての遺伝子情報の解析（
例えば、ＳＮＰ、コピー数変異、または他の疾患マーカーの解析）においても使用しうる
ほか、トランスクリプトーム解析、および目的の選択的領域と相互作用しうるゲノム領域
による、デジタル遺伝子発現においても使用することができる。
【０１２２】
　シークエンシング
　例えば、本発明の方法は、米国特許第５，７５０，３４１号；同第６，３０６，５９７
号；および同第５，９６９，１１９号において記載されている通り、Ｉｌｌｕｍｉｎａに
より市販されている方法によるシークエンシングに有用でありうる。一般に、二本鎖断片
ポリヌクレオチドは、一方の末端（例えば、（Ａ）／（Ａ’））または両方の末端（例え
ば、（Ａ）／（Ａ’）および（Ｃ）／（Ｃ’））においてタグ付けされた、増幅された核
酸配列を生成するように、本発明の方法により調製することができる。場合によって、本
発明の方法により（例えば、ＳＰＩＡまたは線形ＰＣＲにより）、一方の末端または両方
の末端においてタグ付けされた一本鎖核酸を増幅することもできる。次いで、結果として
得られる核酸を変性させることができ、増幅された一本鎖ポリヌクレオチドを、フローセ
ルチャネルの内部表面へとランダムに付着させることができる。標識されていないヌクレ
オチドを添加して、二本鎖ＤＮＡの稠密なクラスターを生成する、固相架橋増幅を開始す
ることができる。第１塩基のシークエンシングサイクルを開始するために、４つの、標識
された可逆性ターミネーター、プライマー、およびＤＮＡポリメラーゼを添加することが
できる。レーザーによる励起の後、フローセル上の各クラスターからの蛍光をイメージン
グすることができる。次いで、各クラスターについて、第１塩基の正体を記録することが
できる。シークエンシングのサイクルは、断片の配列を一度に１塩基ずつ決定するように
実施することができる。
【０１２３】
　一部の実施形態では、本発明の方法は、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓにより
市販されているライゲーションによるシークエンシング法（例えば、ＳＯＬｉＤシークエ
ンシング）を介するシークエンシングのための標的ポリヌクレオチドを調製するのに有用
でありうる。他の実施形態では、方法は、４５４／Ｒｏｃｈｅ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅｓにより市販されている方法であって、Ｍａｒｇｕｌｉｅｓ　ら、Ｎａｔｕｒｅ（２０
０５年）、４３７巻：３７６～３８０頁（２００５年）；ならびに米国特許第７，２４４
，５５９号；同第７，３３５，７６２号；同第７，２１１，３９０号；同第７，２４４，
５６７号；同第７，２６４，９２９号；および同第７，３２３，３０５号において記載さ
れている方法および装置を含むがこれらに限定されない方法を使用する合成を介するシー
クエンシングのための標的ポリヌクレオチドを調製するのに有用でありうる。他の実施形
態では、方法は、Ｈｅｌｉｃｏｓ　ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（
Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、Ｍａｓｓ．）により市販されている方法であって、米国出願第１１
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／１６７，０４６号、および米国特許第７，５０１，２４５号；同第７，４９１，４９８
号；同第７，２７６，７２０号；ならびに米国特許出願公開第ＵＳ２００９００６１４３
９号；同第ＵＳ２００８００８７８２６号；同第ＵＳ２００６０２８６５６６号；同第Ｕ
Ｓ２００６００２４７１１号；同第ＵＳ２００６００２４６７８号；同第ＵＳ２００８０
２１３７７０号；および同第ＵＳ２００８０１０３０５８号において記載されている方法
を介するシークエンシングのための標的ポリヌクレオチドを調製するのに有用でありうる
。他の実施形態では、方法は、Ｐａｃｉｆｉｃ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓにより市販され
ている方法であって、米国特許第７，４６２，４５２号；同第７，４７６，５０４号；同
第７，４０５，２８１号；同第７，１７０，０５０号；同第７，４６２，４６８号；同第
７，４７６，５０３号；同第７，３１５，０１９号；同第７，３０２，１４６号；同第７
，３１３，３０８号；および米国出願公開第ＵＳ２００９００２９３８５号；同第ＵＳ２
００９００６８６５５号；同第ＵＳ２００９００２４３３１号；および同第ＵＳ２００８
０２０６７６４号において記載されている方法を介するシークエンシングのための標的ポ
リヌクレオチドを調製するのに有用でありうる。
【０１２４】
　本明細書で提示される発明の方法において使用されうるシークエンシング法の別の例は
、Ｉｏｎ　Ｔｏｒｒｅｎｔにより提供されている半導体シークエンシング（例えば、Ｉｏ
ｎ　Ｐｅｒｓｏｎａｌ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｍａｃｈｉｎｅ（ＰＧＭ）を使用する）である。
Ｉｏｎ　Ｔｏｒｒｅｎｔによる技術では、複数の層、例えば、マイクロ加工されたウェル
を伴う層、イオン感受性層、およびイオンセンサー層を伴う半導体チップを使用しうる。
核酸を、ウェルへと導入することができる、例えば、単一の核酸のクローン集団を、単一
のビーズへと付着させ、ビーズを、ウェルへと導入することができる。ビーズ上の核酸の
シークエンシングを開始するために、１種類のデオキシリボヌクレオチド（例えば、ｄＡ
ＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ、またはｄＴＴＰ）を、ウェルへと導入することができる。Ｄ
ＮＡポリメラーゼにより、１種または複数のヌクレオチドを組み込む場合、ウェル内では
、プロトン（水素イオン）が放出される可能性があり、これを、イオンセンサーにより検
出することができる。次いで、半導体チップを洗浄し、プロセスを、異なるデオキシリボ
ヌクレオチドで反復することができる。半導体チップのウェル内では、複数の核酸を、シ
ークエンシングすることができる。半導体チップは、ＤＮＡをシークエンシングする化学
感受性電界効果トランジスター（ｃｈｅｍＦＥＴ）アレイ（例えば、米国特許出願公開第
２００９００２６０８２号において記載されている）を含みうる。シークエンシングプラ
イマーの３’末端における新たな核酸鎖への、１種または複数のトリホスフェートの組込
みは、電流の変化を介して、ｃｈｅｍＦＥＴにより検出することができる。アレイは、複
数のｃｈｅｍＦＥＴセンサーを有しうる。
【０１２５】
　本明細書で提示される発明の方法において使用されうるシークエンシング法の別の例は
、ナノ小孔シークエンシング（例えば、Ｓｏｎｉ　Ｇ　ＶおよびＭｅｌｌｅｒ　Ａ．（２
００７年）、Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｍ、５３巻：１９９６～２００１頁を参照されたい）であ
る。ナノ小孔は、直径１ナノメートルのオーダーの小型の穴でありうる。ナノ小孔を、伝
導性流体中に浸漬し、これを横切る電位を印加する結果として、ナノ小孔を通るイオンの
伝導に起因する、微弱な電流がもたらされる。流れる電流の量は、ナノ小孔のサイズに感
受性である。ＤＮＡ分子が、ナノ小孔を通過するとき、ＤＮＡ分子上の各ヌクレオチドは
、ナノ小孔を、異なる程度に塞ぐ。こうして、ＤＮＡ分子がナノ小孔を通過するときの、
ナノ小孔を通過する電流の変化は、ＤＮＡ配列のリーディングを表しうる。
【０１２６】
　遺伝子解析
　本発明の方法は、目的の選択的ゲノム領域についての遺伝子情報の解析のほか、目的の
選択的領域と相互作用しうるゲノム領域内でも使用することができる。本明細書で開示さ
れる増幅法は、遺伝子解析のための、当技術分野で公知のデバイス、キット、および方法
であって、米国特許第６，４４９，５６２号、同第６，２８７，７６６号、同第７，３６
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１，４６８号、同第７，４１４，１１７号、同第６，２２５，１０９号、および同第６，
１１０，７０９号において見出されるデバイス、キット、および方法などであるがこれら
に限定されない、デバイス、キット、および方法において使用することができる。場合に
よって、本発明の増幅法を使用して、多型の存在または非存在を決定するＤＮＡハイブリ
ダイゼーション研究のために、目的の標的核酸を増幅することができる。多型または対立
遺伝子は、遺伝子疾患などの疾患または状態と関連しうる。他の場合、多型、例えば、嗜
癖、変性および加齢関連状態、がんなどと関連する多型は、疾患または状態への易罹患性
と関連する。他の場合、多型は、冠動脈の健康の増大など、有益な形質と関連する場合も
あり、ＨＩＶまたはマラリアなどの疾患に対する抵抗性と関連する場合もあり、骨粗鬆症
、アルツハイマー病、または認知症などの変性疾患に対する抵抗性と関連する場合もある
。
【０１２７】
　デジタル測定値
　本発明の方法は、遺伝子発現、疾患と関連する遺伝子発現パターンについてのデジタル
解析であって、診断、予後診断、および検出のほか、遺伝障害、例えば、染色体または遺
伝子の転座、欠失、重複、および欠損の同定、ならびに目的の選択的ゲノム領域および目
的の選択的領域と相互作用しうるゲノム領域についての研究も含むデジタル解析において
使用することができる。一部の実施形態では、デジタル遺伝子発現（ＤＧＥ）の決定また
はコピー数変異（ＣＮＶ）のデジタル測定値を、リード総数中の遺伝子リード数を定量化
することにより達成することができる。一部の実施形態では、ペアドエンドシークエンシ
ングを実施することができる。シークエンシングは、当業者に公知の様々なプラットフォ
ーム上で、ハイスループットシークエンシングを介して実施することができる。一部の実
施形態では、シークエンシングデータ／リードを、ゲノム／トランスクリプトーム（ｃＤ
ＮＡの場合）へとマッピングする。一部の実施形態では、米国特許出願公開第６１／９８
９，１１３号において記載されている通り、配列データを評価して、重複リードを除去す
ることができる。一部の実施形態では、プローブ配列を、重複を除外した配列データセッ
ト内でそれらが出現する回数であって、出発試料中に存在する元の核酸分子のコピーの数
の尺度としての回数について計数する。
【０１２８】
　一部の実施形態では、特定核酸内の、その相補的なプローブ標的領域へと適正にアニー
ルするプローブについての検証を評価することができる。一実施形態では、適正にアニー
ルするプローブについての評価は、ペアドエンドアラインメントにより行うことができ、
両方の末端である、フォワードリードおよびリバースリードが、予測される通りにアライ
ンされれば、プローブを計数する。一部の実施形態では、適正にアニールするプローブに
ついての評価は、プローブ配列の３’の特定核酸についてシークエンシングされるプロー
ブ配列＋２０塩基を検討することにより行うことができ、重複解析のためには、フォワー
ドリードだけを使用することができる。プローブ＋２０がアラインされれば、プローブは
、所望の場所に存在した。
【０１２９】
　ランダム配列ではなく、プローブ配列計数を使用する利点は、各測定について、同じ配
列を、異なる試料にわたり使用するため、コピー数解析の簡素化である。プローブ計数は
、マルチプレックスシークエンシングを介する、高い試料スループット（例えば、シーク
エンシングラン１つ当たりの試料少なくとも９６例）を可能とする。標的化されたＲＮＡ
シークエンシングは、コード遺伝子または非コード遺伝子、特定のエクソン、ＵＴＲ、Ｒ
ＮＡアイソフォーム、および遺伝子融合体を標的化する能力を拡張しながら、９０％を超
えるリードが、標的化された遺伝子に由来するので、ＲＮＡシークエンシング解析につい
ての高レベルの焦点をもたらしうる。プローブ計数はまた、エクソンの使用、転写物のサ
イズ、および配列依存性増幅／シークエンシングのバイアスを低減することも可能であり
、ＰＣＲ重複の除去を可能とする。
【０１３０】
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　デジタル解析は、定量化の前にＰＣＲ重複を決定することにより実施することができる
。Ｉｌｌｕｍｉｎａシークエンシング技術を使用するこのような解析を、図６Ａ～６Ｃに
例示するが、図１も参照する。略述すると、ｇＤＮＡについて例示されるフォワードリー
ド（図１）は、図６Ａにおいて示される通り、フォワード配列３２のうちの少なくとも１
、少なくとも２、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくと
も７、少なくとも８、少なくとも９、少なくとも１０、少なくとも１５、少なくとも２０
、少なくとも２５、少なくとも３０、少なくとも３５塩基などの配列をシークエンシング
するフォワードプライマー３０であって、特定核酸１０の配列へと伸長し、フォワードリ
ード配列３２を、ゲノム（またはｃＤＮＡの場合のトランスクリプトーム）領域へとマッ
ピングするのに使用しうるフォワードプライマー３０により活用されるフォワードプライ
ミング部位１２を含む。インデックスリードは、図６Ｂにおいて示される通り、試料の起
源（例えば、ライブラリーと共通のライブラリーバーコード）を指し示しうる。インデッ
クスリードは、インデックスプライマー３４と共に、インデックスプライミング部位１８
において始まり、インデックス塩基（例えば、バーコード配列）１６およびｎ－ランダム
塩基１４のうち、シークエンシングされる、少なくとも１、少なくとも２、少なくとも３
、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくと
も９、少なくとも１０塩基などを含み、インデックスリード３６をもたらす。一部の実施
形態では、インデックス化リード塩基配列およびＮ－ランダム塩基３６と組み合わせたフ
ォワードリード配列３２は、各特定核酸配列のためのライゲーション事象に固有である。
一部の実施形態では、フォワードリード配列３２の開始部位のゲノム（ｃＤＮＡの場合の
トランスクリプトーム）座標に、インデックスリード配列３６のＮ－ランダム塩基１４を
加えた組み合わせを使用して、各プローブ伸長産物２１または２２についてのＰＣＲ重複
を決定し、こうして、プローブ標的領域５０または６０を有する、対応する特定核酸配列
１０または９を決定することができる。リバースリード４４は、図６Ｃに例示される通り
、プローブが、適正なゲノム／トランスクリプトーム位置へとアニールされ、こうして、
その相補的なプローブ標的領域へとアニールされたことを検証する。フローセル配列３３
および３５は、濃縮時に、プローブ伸長産物の末端に追加する。
【０１３１】
　デジタル解析は、定量化の前にＰＣＲ重複を決定することにより実施することができる
。このような解析を、図８Ａ～８Ｃに例示するが、図１および図５も参照する。プローブ
配列を有するリード４４（図５）は、図８Ａに例示される通り、プローブが、適正なゲノ
ム／トランスクリプトーム位置へとアニールされ、こうして、その相補的なプローブ標的
領域へとアニールされたことを検証する。プローブ配列を有するリードは、１５塩基のリ
ンカー３８、４０塩基のオリゴヌクレオチドの遺伝子特異的配列５０または６０（プロー
ブ標的領域）、およびゲノム（またはトランスクリプトーム）データベースで表される４
０塩基のオリゴヌクレオチドの遺伝子特異的配列５０または６０に対して、約１０塩基３
’側にある、Ｘ塩基（例えば、１０塩基）の領域１０を含む。ｇＤＮＡについて例示され
る、特定核酸配列１０を有するリード（図１）は、図８Ｂにおいて示される通り、配列３
２のうちの少なくとも１、少なくとも２、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、
少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも９、少なくとも１０、少なくと
も１５、少なくとも２０、少なくとも２５、少なくとも３０、少なくとも３５塩基などの
配列をシークエンシングするプライマー３０（図５）であって、特定核酸９または１０の
配列へと伸長し、特定核酸配列を有するリード３２を、ゲノム（またはｃＤＮＡの場合の
トランスクリプトーム）領域へとマッピングするのに使用しうるプライマー３０により活
用されるプライミング部位１２を含む。インデックス配列およびＮ６配列を含む配列リー
ドは、図８Ｃにおいて示される通り、試料の起源（例えば、ライブラリーと共通のライブ
ラリーバーコード）を指し示しうる。インデックスリードプライマー３４は、インデック
スプライミング部位１８へとアニールし、インデックス塩基（例えば、バーコード配列）
１６およびｎ－ランダム塩基１４の、シークエンシングされる、少なくとも１、少なくと
も２、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少な
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くとも８、少なくとも９、少なくとも１０塩基などのうちの少なくとも１つを含むリード
配列３６を産出し、シークエンシングリード３６をもたらす。一部の実施形態では、特定
核酸配列を有するリード（図８Ａ）により、プローブの、プローブ標的領域へのアニーリ
ングの特異性を検証する。一部の実施形態では、特定核酸配列を有するリードを、プロー
ブ標的配列データベースへとビニングするが、例えば、特定核酸配列９または１０のうち
の１０塩基は、固有のプローブビン内にアラインされる必要があり、そのようにしてマッ
チングさせることにより、プローブの、そのプローブ標的領域へのアニーリングの特異性
が検証される。一部の実施形態では、特定核酸配列を有するリードを、約１０塩基のオリ
ゴヌクレオチドマッチと比較し、配列がビン内で固有であるのかどうかを決定する。次い
で、共通リードを、対応するＮ６と比較し、同一なＮ６リードを、単一のエントリーとし
て、併合し、１回だけ計数する。一部の実施形態では、インデックスリードおよびＮ６リ
ードのうちの少なくとも１つを有するリードは、約１４塩基の長さでありうる。一部の実
施形態では、特定核酸配列を有するリードは、約１０塩基でありうる。一部の実施形態で
は、プローブ配列を有するリードは、約６５塩基（リンカー配列が約１５塩基、プローブ
標的領域（ゲノム／トランスクリプトーム内で表される遺伝子特異的配列）が約４０塩基
、およびプローブ標的領域に対して３’側にある約１０塩基）でありうる。一部の実施形
態では、参照表（ｌｏｏｋ　ｕｐ　ｔａｂｌｅ）を使用することができる。一部の実施形
態では、プローブ配列を計数する。一部の実施形態では、Ｎ６配列は、排除する重複を指
定する。
【０１３２】
　一部の実施形態では、リード配列３６と組み合わせたリード配列３２は、各特定核酸配
列のためのライゲーション事象に固有である。一部の実施形態では、リード配列３２の開
始部位のゲノム（ｃＤＮＡの場合のトランスクリプトーム）座標に、リード配列３６のＮ
－ランダム塩基１４を加えた組み合わせを使用して、各プローブ伸長産物２２または２１
についてのＰＣＲ重複を決定し、プローブ標的領域５０または６０を有する、対応する特
定核酸配列１０または９を決定することができる。一部の実施形態では、リード配列４４
は、図６Ｃに例示される通り、プローブが、適正なゲノム／トランスクリプトーム位置へ
とアニールされ、また、その相補的なプローブ標的領域５０または６０へもアニールされ
たことを検証する。
【０１３３】
　一部の実施形態では、上記で開示した通り、ＤＧＥまたはＣＮＶの定量化の前に、重複
リードを除去する。次いで、ゲノム／トランスクリプトーム内で適正にマッピングされた
プローブ配列を計数する。一部の実施形態では、ＤＧＥまたはＣＮＶを、各プローブ配列
の計数により決定することができる。一部の実施形態では、プローブ計数を、例えば、遺
伝子の全長において、プローブにわたり計数を平均することにより組み合わせることがで
きる。一部の実施形態では、リード計数は、試料間で正規化することができ、例えば、リ
ード計数を、全リードに対する百分率として正規化することができる。一部の実施形態で
は、リード計数は、例えば、各プローブ配列を計数する前に、全リード計数を正規化する
ことにより正規化することができる。一部の実施形態では、リード計数は、ゲノムへとア
ラインさせたリードまたはプローブ標的領域に由来するリードの数により正規化すること
ができる。
【０１３４】
　図５に例示される通り、シークエンシングライブラリーの構造およびシークエンシング
リードの同定は、ハイスループットシークエンシング法を使用するマルチプレックスの定
量化もたらす。図６を参照しながら、図７Ａに例示される通り、フォワードプライマー３
０は、フォワードリード１のプライミング部位１２と相補的である可能性があり、リード
は、リード３２を、ゲノムまたはトランスクリプトームへとマッピングするのに十分な程
度に特定核酸１０（ｇＤＮＡ）または１３（ｃＤＮＡ）へと伸長させることができる。加
えて、図７Ｂに例示されるインデックスリード配列は、相補的プライマー３４と、「イン
デックス塩基」１６および「ｎ－ランダム塩基」１４へのリーディング３６とを使用して



(41) JP 6803327 B2 2020.12.23

10

20

30

40

50

、「インデックスプライミング部位」１８から読み取ることができる。加えて、「リバー
スリード配列」も決定することができる（図５、図６および図７Ｃ）。リバース配列プラ
イマー４２は、「リバースリードプライミング部位」３８とハイブリダイズし、プローブ
５０または６０（それぞれ、図１、図２のｇＤＮＡまたはｃＤＮＡであり、図６に例示さ
れる）（プローブ標的領域部位）、および少なくとも１、少なくとも２、少なくとも３、
少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも
９、少なくとも１０などの隣接塩基１０（ｇＤＮＡ）または１３（ｃＤＮＡ）を読み通し
て４４、プローブ伸長産物２２または２１（ｇＤＮＡまたはｃＤＮＡ、それぞれ、図１、
図２）が、適正なゲノムまたはトランスクリプトームとハイブリダイズするプローブの産
物であったのかどうかを検証する。ゲノム内またはトランスクリプトーム内に適正にマッ
ピングされたプローブ配列を計数する。ＤＧＥまたはＣＮＶを、各プローブ配列の計数に
より決定することもでき、かつ／またはプローブ計数を、特定核酸配列に対応する遺伝子
の長さにおいて、プローブにわたり計数を平均することを含むがこれらに限定されないこ
とと組み合わせることもできる。リード計数は、試料間で正規化することができる。一部
の実施形態では、リード計数は、試料間で正規化することができ、例えば、リード計数を
、全リードに対する百分率として正規化することができる。一部の実施形態では、リード
計数は、例えば、各プローブ配列を計数する前に、全リード計数を正規化することにより
正規化することができる。一部の実施形態では、リード計数は、ゲノムへとアラインさせ
たリードまたはプローブ標的領域に由来するリードの数により正規化することができる。
ＮＧＳ配列解析の当業者には、正規化のための他の方法も周知である。
【０１３５】
　図９は、デジタル解析のために生成されるシークエンシングライブラリーの構築につい
てのグラフによる例示を提示する。
【０１３６】
　図１０は、図９に例示される通りに構築されたシークエンシングライブラリーから生成
されるシークエンシングデータの解析についてのグラフによる例示を提示する。
【０１３７】
　一部の実施形態では、開示される発明の方法は、例えば、組織、腫瘍、循環細胞につい
ての遺伝子発現特徴および遺伝子発現特性であるがこれらに限定されない、遺伝子発現特
徴および遺伝子発現特性を解析するほか、罹患患者を、非罹患患者と対比させて比較し、
患者の正常組織を、患者の罹患組織と対比させて比較するためのデジタル測定値のために
使用することができる。一部の実施形態では、開示される発明の方法は、コピー数変異（
ＣＮＶ）のデジタル定量化のために使用することができる。ＣＮＶは、ゲノム内のＤＮＡ
の変更であって、ＤＮＡ区画のコピー数の異常な変異または正常な変異を有する細胞を結
果としてもたらす変更を指し示しうる。ＣＮＶにより、大きなゲノム領域の欠失であって
、染色体内で正常より少ない数を結果としてもたらす欠失、または大きなゲノム領域の重
複であって、染色体内で通常を超える数を有する重複を同定することができる。ＣＮＶと
、疾患に対する易罹患性または抵抗性との間には、関連が存在する。このような測定値は
、診断、疾患病期分類、予後診断、疾患の進行、ウイルス負荷の決定のほか、遺伝子発現
またはＣＮＶの、治療剤の有効性または効能に対する影響であって、当業者に公知の影響
などの決定にも有用でありうる。
【０１３８】
　別の態様では、開示される方法により増幅される、第１の核酸断片の配列を含む組成物
が開示される。一部の実施形態では、第１の核酸断片または非断片化核酸試料は、同じヒ
トから選択されるヒト試料：単一の細胞、非罹患組織、罹患組織、ＦＦＰＥ試料または新
鮮凍結試料、組織、臓器、腫瘍、患者から採取された有機流体の検体、遊離循環核酸、真
菌、原核生物、およびウイルスに由来しうる。一部の実施形態では、第２の核酸断片また
は非断片化核酸試料は、罹患組織の場合もあり、非疾患組織の場合もあり、同じ日に回収
される場合もあり、別の日に回収される場合もあり、異なる試料から回収される場合もあ
り、異なる方法により調製された試料から回収される場合もあり異なる精製法によって試
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料から回収される場合もあり、これらの組み合わせの場合もある組織を有する、同じヒト
から選択される試料に由来しうる。一部の実施形態では、第１のアダプター配列を含む、
第１の核酸断片または非断片化核酸試料をさらに濃縮し、大規模並行シークエンシングの
ために調製することができる。一部の実施形態では、第１の核酸断片または非断片化核酸
試料は、二本鎖でありうる。一部の実施形態では、第１のアダプター配列を、前記第１の
核酸断片または非断片化核酸試料の５’末端へと追加することができる。一部の実施形態
では、第１のアダプター配列は、核酸修飾酵素のための制限部位および／または切断部位
を含む。
【０１３９】
　さらに別の態様では、開示される方法は、アダプターを伴う、第２のヒト核酸断片また
は第２の非断片化核酸試料を有しうる。一部の実施形態では、第２のヒト試料は、第１の
核酸試料が由来するヒトと異なるヒトに由来しうる。一部の実施形態では、第２の核酸断
片または第２の非断片化核酸試料は、罹患組織の場合もあり、非疾患組織の場合もあり、
同じ日に回収される場合もあり、別の日に回収される場合もあり、異なる試料から回収さ
れる場合もあり、異なる方法により調製された試料から回収される場合もあり異なる精製
法によって試料から回収される場合もあり、これらの組み合わせの場合もある組織を有す
る、同じヒトから選択される試料でありうる。一部の実施形態では、第２の核酸断片また
は第２の非断片化核酸試料は、罹患組織の場合もあり、非疾患組織の場合もあり、同じ日
に回収される場合もあり、別の日に回収される場合もあり、異なる試料から回収される場
合もあり、異なる方法により調製された試料から回収される場合もあり異なる精製法によ
って試料から回収される場合もあり、これらの組み合わせの場合もある組織を有する、異
なるヒトから選択される試料でありうる。
【０１４０】
　さらなる態様では、既に開示された方法に従い、第２のヒト核酸を定量化するための方
法が開示される。
【０１４１】
　キット
　本明細書で記載される組成物のいずれも、キット中に組み入れることができる。非限定
的な例では、適切な容器手段内のキットは、公知の配列を伴う、１つのアダプターと、配
列特異的部分と、配列が公知である共通部分とを有する、１つのプローブと、少なくとも
アダプターまたはプローブの共通部分に対する、直接の部分的な相補体を有する、１つの
フォワードプライマーと、アダプターまたはプローブの共通部分に対する、直接の部分的
な相補体を有する、１つのリバースプライマーとを含む。キットは、ライゲーション、標
的の濃縮、およびライブラリーの調製に有用な、さらなるアダプター、プライマー、およ
び／または試薬もさらに含有しうる。キットは任意選択で、ＤＮＡポリメラーゼもさらに
含有しうる。キットは任意選択で、増幅のための試薬、例えば、ＰＣＲ増幅法に有用な試
薬もさらに含有しうる。キットは任意選択で、シークエンシングのための試薬、例えば、
次世代大規模並行シークエンシング法に有用な試薬もさらに含有しうる。
【０１４２】
　キットの容器は、構成要素を入れることができ、好ましくは、適切にアリコート分割し
うる、少なくとも１つのバイアル、試験管、フラスコ、ボトル、シリンジ、または他の容
器を含みうる。キット中に、１つを超える構成要素が存在する場合、キットはまた、さら
なる構成要素を個別に入れることのできる、第２の容器、第３の容器、または他のさらな
る容器も含有しうる。しかし、容器内には、構成要素の多様な組み合わせを含有させるこ
ともできる。
【０１４３】
　キットの構成要素を、１種または複数の溶液により提供しうる場合、溶液は、水溶液で
ありうる。しかし、キットの構成要素は、乾燥粉末として提供することもできる。試薬お
よび／または成分を乾燥粉末として提供する場合、粉末は、適切な溶媒を添加することに
より再構成することができる。
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　キットは、キットの構成要素を用いるための指示のほか、キット中に含有されていない
、他の任意の試薬の使用のための指示も含みうる。指示は、実装されうる変更を含みうる
。
【実施例】
【０１４５】
　（実施例Ｉ：２つの試料の間の、特定転写物の示差的発現レベル）
　１００ｎｇの全ＲＮＡから出発して、製造元の推奨に従い、Ｏｖａｔｉｏｎ（登録商標
）Ｔａｒｇｅｔ　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　ｃＤＮＡ　Ｍｏｄｕｌｅ（ＮｕＧＥＮ型番９３
０１－３２）を使用して、二本鎖ｃＤＮＡを作った。製造元の指示に従い、ｃＤＮＡ試料
を、ＮｕＧＥＮ　Ｏｖａｔｉｏｎ（登録商標）Ｔａｒｇｅｔ　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　Ｋ
ｉｔ（ＮｕＧＥＮ型番０４００－３２）へと直接添加した。ハイブリダイゼーションにお
いて使用されるプローブは、２７０の遺伝子を標的化するプローブのプール（ＮｕＧＥＮ
　Ｏｖａｔｉｏｎ（登録商標）Ｔａｒｇｅｔ　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　Ｓｙｓｔｅｍ；注
文情報については、ＮｕＧＥＮに照会されたい）であった。
【０１４６】
　結果として得られるライブラリーを、２ｎＭへと希釈し、ペアドエンドシークエンシン
グを、Ｉｌｌｕｍｉｎａ（登録商標）ＭｉＳｅｑ（登録商標）ＤＮＡ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｒ上で、濃縮されたライブラリーに対して実施した。以下のペアドエンドシリーズを、７
５塩基のフォワードリード（Ｒ１）、７５塩基リバースリード（Ｒ２）、１４塩基のイン
デックスリード（Ｉ１）で試行した。
【０１４７】
　データ解析
　ペアドエンドアラインメントを、フォワードシークエンシングリードおよびリバースシ
ークエンシングリードについて実施し、デフォルトの設定でＴｏｐＨａｔ　Ａｌｉｇｎｍ
ｅｎｔソフトウェア（ｖ．２．０．１０）を使用して、各々を、ヒトゲノムｖｅｒｓｉｏ
ｎ　ｈｇ１９へとマッピングした。標的化される領域へとマッピングされなかったリード
のペアは、排除した。次いで、開始座標が同じフォワードリードを、インデックス配列の
Ｎ６配列（ｎ－ランダム配列）について評価した。Ｎ６配列が同一な場合は、リードに、
重複とマークし、群のうちの１つのリードだけを、単一の別々の核酸分子に由来するリー
ドとして保持した。特許出願であるＵＳＳＮ６１／９８９，１１３において記載されてい
る通りに、同定された重複リードにマークし、次いで、除去した（重複のマーキング）。
ねらい通りで（ｏｎ　ｔａｒｇｅｔ）重複を除外したリードペアについてフィルタリング
した後で、Ｔｒｉｍｇａｌｏｒｅ（ｖ．０．３．１）を使用して、フィルタリングされた
リバースリード配列をトリミングし、アダプターおよびリンカー配列を除去し、ＦＡＳＴ
Ｘ　Ｔｒｉｍｍｅｒソフトウェアを使用して、最初の３５塩基へと短縮した。次いで、デ
フォルトパラメータおよび逆相補体マッチングを防止する「－ｎｏｒｃ」によるＢｏｗｔ
ｉｅ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔソフトウェア（ｖ．１．０．０）を使用して、トリミングされ
たリバースリード配列を、標的化オリゴヌクレオチドの配列を含有する、プローブ配列フ
ァイル（使用されるプローブにより提示される）へとマッピングした。アラインさせたリ
バースリードを、それらの元のプライマーと関連させ、計数した。各プローブが検出され
る回数は、特定転写物が、元の試料中に存在する回数についての尺度であった。表１は、
リード計数を試料間で正規化したＤＧＥデータを例示する。
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【表１】

【０１４８】
　表１に描示される通り、混合したがん細胞系のＲＮＡ試料（ＵＨＲ、ユニバーサルヒト
基準ＲＮＡ）における、ＴＡＦ１５遺伝子の発現レベルは、Ｈ２２２８細胞（腺がん；非
小細胞肺がん）と比較して、比較的低レベルである。いずれの細胞型も、ＣＣＮＤ３の発
現レベルは、ほぼ同等である。逆に、ＵＨＲによるＰＢＸ１の発現は、Ｈ２２２８と比較
して高度である。
【０１４９】
　（実施例ＩＩ：ゲノムアラインメントを伴わない２つの試料の間の、特定転写物の示差
的発現レベル）
　１００ｎｇの全ＲＮＡから出発して、製造元の推奨に従い、Ｏｖａｔｉｏｎ（登録商標
）Ｔａｒｇｅｔ　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　ｃＤＮＡ　Ｍｏｄｕｌｅ（ＮｕＧＥＮ型番９３
０１－３２）を使用して、二本鎖ｃＤＮＡを作る。製造元の指示に従い、ｃＤＮＡ試料を
、ＮｕＧＥＮ　Ｏｖａｔｉｏｎ（登録商標）Ｔａｒｇｅｔ　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　Ｋｉ
ｔ（ＮｕＧＥＮ型番０４００－３２）へと直接添加する。ハイブリダイゼーションにおい
て使用されるプローブは、２７０の遺伝子を標的化するプローブのプール（ＮｕＧＥＮ　
Ｏｖａｔｉｏｎ（登録商標）Ｔａｒｇｅｔ　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　Ｓｙｓｔｅｍ；注文
情報については、ＮｕＧＥＮに照会されたい）である。
【０１５０】
　結果として得られるライブラリーを、２ｎＭへと希釈し、ペアドエンドシークエンシン
グを、Ｉｌｌｕｍｉｎａ（登録商標）ＭｉＳｅｑ（登録商標）ＤＮＡ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｒ上で、濃縮されたライブラリーに対して実施する。以下のペアドエンドシリーズを、７
５塩基のフォワードリード（Ｒ１）、７５塩基リバースリード（Ｒ２）、１４塩基のイン
デックスリード（Ｉ１）で試行する。
【０１５１】
　データ解析
　５’末端において、１５ｂｐのリンカー配列および０～３塩基の多様性配列についての
パターンマッチを伴うリバースリード配列をトリミングする。リンカーのトリミングの後
で、ＢＥＥＴＬソフトウェア（ｖｅｒｓｉｏｎ　１．１．０；ｈｔｔｐｓ：／／ｇｉｔｈ
ｕｂ．ｃｏｍ／ＢＥＥＴＬ／ＢＥＥＴＬ）を使用して、リバースリードのうちの最初の４
０ｂｐを、各リード内の１２マーのタイル状（ｔｉｌｅｄ）のプローブにマッチするよう
に、Ｂｕｒｒｏｗｓ－Ｗｈｅｅｌｅｒ変換（ＢＷＴ）へと構築する。次いで、各リードペ
アに、リバースリードへの１２マーのマッチが最も多いプローブに由来すると標識する。
次いで、インデックス配列のＮ６配列（ｎ－ランダム配列）を、フォワードリードの最初
の１０塩基と共に解析することにより、プローブごとに、標識されたリードペアの重複を
除外した。リードが同じプローブに由来し、Ｎ６配列が同一であり、フォワードリードの
最初の１０塩基が同じである場合は、リードに、重複とマークし、群のうちの１つのリー
ドだけを、単一の別々の核酸分子に由来するリードとして保持した。重複を除外したリー
ドペアについてフィルタリングした後で、各プローブについて、重複を除外した総リード
計数を得た。各プローブが検出される回数は、特異的なプローブが、元の試料中に存在す
る回数についての尺度であった。次いで、特定の試料中のその遺伝子についての相対存在
度の尺度としての、プローブ注釈ファイルに基づき、プローブ１つ当たりの計数を平均し
て、遺伝子１つ当たりの計数を得る。
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【０１５２】
　（実施例ＩＩＩ：フォワードリードをマッピングする、特定転写物の示差的発現）
　１００ｎｇの全ＲＮＡから出発して、製造元の推奨に従い、Ｏｖａｔｉｏｎ（登録商標
）Ｔａｒｇｅｔ　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　ｃＤＮＡ　Ｍｏｄｕｌｅ（ＮｕＧＥＮ型番９３
０１－３２）を使用して、ユニバーサルヒト基準試料（ＵＨＲ）の二本鎖ｃＤＮＡに由来
するインプットを作った。製造元の指示に従い、ｃＤＮＡ試料を、ＮｕＧＥＮ　Ｏｖａｔ
ｉｏｎ（登録商標）Ｔａｒｇｅｔ　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　Ｋｉｔ（ＮｕＧＥＮ型番０４
００－３２）へと直接添加した。また、Ｐｒｏｍｅｇａ　Ｍａｌｅ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
　Ｓａｍｐｌｅによる１００ｎｇのＤＮＡインプットから出発する対照ライブラリーも、
製造元の推奨に従い、Ｏｖａｔｉｏｎ（登録商標）Ｔａｒｇｅｔ　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
　Ｋｉｔ（ＮｕＧＥＮ型番０４００－３２）を使用して加工した。ハイブリダイゼーショ
ンにおいて使用されるプローブは、９５の遺伝子を標的化するプローブのプールであった
。
【０１５３】
　結果として得られるライブラリーを、２ｎＭへと希釈し、ペアドエンドシークエンシン
グを、Ｉｌｌｕｍｉｎａ（登録商標）ＭｉＳｅｑ（登録商標）ＤＮＡ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｒ上で、濃縮されたライブラリーに対して実施した。以下のペアドエンドシリーズを、７
０塩基のフォワードリード（Ｒ１）、８８塩基のリバースリード（Ｒ２）、１４塩基のイ
ンデックスリード（Ｉ１）で試行した。
【０１５４】
　データ解析
　ＲＮＡ由来のデータおよびＤＮＡ由来のデータのいずれについても、フォワードリード
を品質でトリミングし、かつ、フォワードリードから、リンカーおよびアダプター配列を
トリミングした。ＤＮＡ由来のデータについては、－ｍ２パラメータによるＢｏｗｔｉｅ
　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔソフトウェアを使用して、フォワードリードを、ヒトゲノムｖｅｒ
ｓｉｏｎ　ｈｇ１９へとマッピングした。ＲＮＡ由来のデータについては、ＳＴＡＲ　Ａ
ｌｉｇｎｍｅｎｔソフトウェアを使用して、フォワードリードを、リボソームＲＮＡ基準
配列へとまずマッピングし、次いで、リボソームＲＮＡへとマッピングされなかったリー
ドは、ここでもまた、ＳＴＡＲ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔソフトウェアを使用して、ヒトｖｅ
ｒｓｉｏｎ　ｈｇ１９へとマッピングした。アラインメントの後で、次いで、ＲＮＡデー
タおよびＤＮＡデータの両方について、開始座標が同じフォワードリードを、インデック
ス配列のＮ６配列（ｎ－ランダム配列）について評価した。Ｎ６配列が同一な場合は、リ
ードに、重複とマークし、群のうちの１つのリードだけを、単一の別々の核酸分子に由来
するリードとして保持した。特許出願であるＵＳＳＮ６１／９８９，１１３において記載
されている通りに、同定された重複リードにマークし、次いで、除去した（重複のマーキ
ング）。次いで、ＣｏｖｅｒａｇｅＢｅｄソフトウェアを、デフォルトの設定で使用して
、各データセットについて、各標的領域（エクソン）の任意の部分で重なり合う、重複を
除外したフォワードリードを計数した。各標的領域についての計数を、データセットの全
ての標的領域内の全リードについて正規化し、次いで、遺伝子内の各エクソンに対応する
標的領域を、ＤＮＡデータおよびＲＮＡデータの正規化された遺伝子計数について平均し
た。発現レベルが、リードを生成するプローブの能力に影響を及ぼさないので、ＤＮＡ計
数は、まったく均一であることが予測される。ＲＮＡ計数は、発現レベルの変化に起因し
て、変動性を有することが予測される。この考えに基づき、次いで、正規化計数のＲＮＡ
／ＤＮＡのｌｏｇ２比を、ＲＮＡ内の遺伝子存在度の尺度として計算した。次いで、スチ
ューデントのＴ検定を使用して、各遺伝子測定値についてのｐ値を計算した。ｐ値を＜０
．０５とし、ｌｏｇ比を＞０とする遺伝子は、上方調節される遺伝子として注記し、ｐ値
を＜０．０５とし、ｌｏｇ比を＜０とする遺伝子は、下方調節される遺伝子として注記し
た。
【０１５５】
　表２は、染色体の順序で、９５の遺伝子によるパネル内のＲＮＡレベルにおける全ての



(46) JP 6803327 B2 2020.12.23

10

20

30

40

50

遺伝子の存在度のプロットからの、顕著に上方調節された５つの遺伝子、および顕著に下
方調節された５つの遺伝子を描示する（図１１）。
【表２】

【０１５６】
　（実施例ＩＶ：フォワードリードを使用する、特定転写物の相対発現レベル）
　１００ｎｇの全ＲＮＡから出発して、製造元の推奨に従い、Ｏｖａｔｉｏｎ（登録商標
）Ｔａｒｇｅｔ　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　ｃＤＮＡ　Ｍｏｄｕｌｅ（ＮｕＧＥＮ型番９３
０１－３２）を使用して、二本鎖ｃＤＮＡを作る。ＩＬＭＮリバースフローセル配列に対
応するアダプターを、各ｃＤＮＡ断片の５’末端へとライゲーションする。配列特異的領
域に続いて、ＩＬＭＮフォワードフローセル配列に対応する、１５塩基のリンカーおよび
ＸＸ塩基配列を含有するプローブを、標的へとアニールさせ、ＤＮＡポリメラーゼにより
伸長させる。フォワードフローセル配列およびリバースフローセル配列の両方を含有する
ＤＮＡ断片を、ＮｕＧＥＮにより推奨され、そして提供される条件下で、かつ試薬と共に
ＰＣＲにより増幅する。
【０１５７】
　結果として得られるライブラリーを、２ｎＭへと希釈し、ペアドエンドシークエンシン
グを、Ｉｌｌｕｍｉｎａ（登録商標）ＭｉＳｅｑ（登録商標）ＤＮＡ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｒ上で、濃縮されたライブラリーに対して実施する。以下のペアドエンドシリーズを、７
０塩基のフォワードリード（Ｒ１）、および１４塩基のインデックスリード（Ｉ１）で試
行する。
【０１５８】
　データ解析
　Ｔｒｉｍｇａｌｏｒｅソフトウェア（ｖ．０．３．１）を使用して、フォワードリード
配列をトリミングして、リンカー配列を除去し、ＦＡＳＴＸ　Ｔｒｉｍｍｅｒソフトウェ
アを使用して、最後の５５塩基へと短縮する。－ｍ２パラメータによるＢｏｗｔｉｅ　Ａ
ｌｉｇｎｍｅｎｔソフトウェアを使用して、トリミングされたフォワードリードを、ヒト
ゲノムｖｅｒｓｉｏｎ　ｈｇ１９へとマッピングする。標的化される領域へとマッピング
されないリードは、排除する。ゲノム内の同じ開始座標へとマッピングされるリードを同
定する。次いで、開始座標が同じリードを、インデックス配列のＮ６配列（ｎ－ランダム
配列）について評価する。Ｎ６配列が同一な場合は、リードのペアに、重複とマークし、
単一の別々の核酸分子に由来するペアとしてだけ計数する。特許出願であるＵＳＳＮ６１
／９８９，１１３において記載されている通りに、同定された重複リードにマークし、次
いで、除去する（重複のマーキング）。デフォルトパラメータおよび逆相補体マッチング
を防止する「－ｎｏｒｃ」によるＢｏｗｔｉｅ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔソフトウェア（ｖ．
１．０．０）を使用して、残りのリードを、標的化オリゴヌクレオチドの配列を含有する
、プローブ配列ファイル（使用されるプローブにより提示される）へとマッピングする。
各プローブが検出される回数は、特定転写物が、元の試料中に存在する回数についての尺



(47) JP 6803327 B2 2020.12.23

10

20

30

40

度である。標的領域（エクソン）の任意の部分で重なり合うリードを計数する。遺伝子内
の各エクソンに対応する計数を平均する。あるエクソンの計数が平均を２標準偏差下回る
場合は、そのエクソンを棄却し、平均を計算し直す。
【０１５９】
　（実施例Ｖ：ＤＮＡシークエンシングによるコピー数変異（ＣＮＶ）の決定）
　２例のヒトｇＤＮＡ試料（１例は、男性のトリソミーの第１３染色体に由来し、もう１
例は、女性のダイソミーの第１３染色体に由来する）を、Ｃｏｖａｒｉｓシステムによる
超音波処理を介して、約５００ｂｐの長さへと断片化した。各試料に由来するｇＤＮＡの
５００ｂｐの断片１００ｎｇを、製造元の指示に従い、ＮｕＧＥＮ　Ｏｖａｔｉｏｎ（登
録商標）Ｔａｒｇｅｔ　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　Ｋｉｔ（ＮｕＧＥＮ、型番０４００－３
２）へと添加した。ハイブリダイゼーションにおいて使用されるプローブは、３４４の遺
伝子を標的化するプローブのプール（ＮｕＧＥＮ　Ｏｖａｔｉｏｎ（登録商標）Ｃａｎｃ
ｅｒ　Ｐａｎｅｌ　Ｔａｒｇｅｔ　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　Ｓｙｓｔｅｍ）であった。
【０１６０】
　結果として得られるライブラリーを、２ｎＭへと希釈し、ペアドエンドシークエンシン
グを、Ｉｌｌｕｍｉｎａ（登録商標）ＭｉＳｅｑ（登録商標）ＤＮＡ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｒ上で、濃縮されたライブラリーに対して実施した。以下のペアドエンドシリーズを、７
５塩基のフォワードリード（Ｒ１）、８８塩基のリバースリード（Ｒ２）、１４塩基のイ
ンデックスリード（Ｉ１）で試行した。
【０１６１】
　データ解析
　データは、２つの独立の方法：重複を除去する方法および重複を除去しない方法により
解析した。略述すると、デフォルトの設定で、Ｂｏｗｔｉｅ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔソフト
ウェア（ｖ．１．０．０）を使用して、フォワードリードを、ヒトゲノムｖｅｒｓｉｏｎ
　ｈｇ１９に対してアラインさせた。あるフォワードリードが、同じゲノム開始座標に対
してアラインすることが決定されたら、対応するインデックスリードを検討した。ゲノム
の開始座標が同じであるフォワードリードに対応するインデックスリードの配列が同一で
ある場合は、リードに、重複とマークし、単一の別々の核酸分子としてだけ計数する（特
許出願であるＵＳＳＮ６１／９８９，１１３において記載されている通り）。残りの別々
のフォワードリードに対応するリバースリードは、Ｂｏｗｔｉｅを使用して、プローブデ
ータベース内の配列に対してアラインさせた。アラインさせたリバースリードは、それら
が、どのプローブ配列を表すのかに従いビニングおよび計数した。各プローブが表される
回数は、出発特定核酸分子が、元の試料中に存在する回数についての尺度であった。
【０１６２】
　代替的に、重複リードを除去せず、プローブデータベース内に存在する配列に従い、４
０塩基のリバースリードを分類する（ｃａｔａｌｏｇｉｎｇ）ことにより、表示を確立し
た。プローブ基準データベース内の各代表に対してアラインさせたリードの数を決定した
。データベース内の配列にマッチしないリードは、無視した。各プローブが検出される回
数は、特定配列が、元の試料中に存在する回数についての尺度であった。表３は、上記で
記載したいずれかの方法を使用するＣＮＶデータであって、リード計数を、総シークエン
シングリード数に対して正規化し、１０を下回るあらゆる計数を解析から除去したＣＮＶ
データを描示する。トリソミー男性の試料中の所与のプローブについてのプローブ計数の
、女性の野生型試料中の同じプローブの計数に対する比を、所与の染色体における全ての
プローブについて平均した。
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【表３】

【０１６３】
　表３に描示される通り、二倍体の男性は、２つのＸ染色体を有する、二倍体の正常（野
生型、ＷＴ）な女性と対比して、単一のＸ染色体を有し、これは、Ｘ染色体についてのプ
ローブ計数の０．５４の比（または重複を除去しない場合の０．５５の比）により同定さ
れる。同様に、男性および女性のいずれも、第１３染色体を例外とする他の全ての染色体
について、同等の正規化された計数を有しうる。１３トリソミーの男性は、１．４７のプ
ローブ計数比（または重複を除去しない場合の１．４９）により解釈される通り、余分な
第１３染色体を有することから、ＷＴの女性に対する比較と対比して、第１３染色体のコ
ピー数変異が確立される。
【０１６４】
　（実施例ＶＩ：ＤＮＡシークエンシングによる、がん細胞系内のコピー数変異（ＣＮＶ
）の決定）
　２例のヒトｇＤＮＡ試料（１例は、正常男性のプール（Ｐｒｏｍｅｇａ）に由来し、も
う１例は、正常男性の同じプールに由来するが、２つの余分なコピーのＥＧＦＲ遺伝子お
よびＫＩＴ遺伝子が、各々合計４コピーずつスパイクされた（ｑＰＣＲにより既に検証さ
れている））を、Ｃｏｖａｒｉｓシステムによる超音波処理を介して、約５００ｂｐの長
さへと断片化した。各試料に由来するｇＤＮＡの５００ｂｐの断片１００ｎｇを、製造元
の指示に従い、ＮｕＧＥＮ　Ｏｖａｔｉｏｎ（登録商標）Ｔａｒｇｅｔ　Ｅｎｒｉｃｈｍ
ｅｎｔ　Ｋｉｔ（ＮｕＧＥＮ、型番０４００－３２）へと添加した。ハイブリダイゼーシ
ョンにおいて使用されるプローブは、５０９の遺伝子を標的化するプローブのプール（Ｎ
ｕＧＥＮ　Ｏｖａｔｉｏｎ（登録商標）Ｃａｎｃｅｒ　Ｐａｎｅｌ　２．０　Ｔａｒｇｅ
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ｔ　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　Ｓｙｓｔｅｍ）であった。
【０１６５】
　結果として得られるライブラリーを、２ｎＭへと希釈し、ペアドエンドシークエンシン
グを、Ｉｌｌｕｍｉｎａ（登録商標）ＭｉＳｅｑ（登録商標）ＤＮＡ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｒ上で、濃縮されたライブラリーに対して実施した。以下のペアドエンドシリーズを、７
０塩基のフォワードリード（Ｒ１）、８８塩基のリバースリード（Ｒ２）、１４塩基のイ
ンデックスリード（Ｉ１）で試行した。
【０１６６】
　データ解析
　いずれのデータセットについても、ｆａｓｔｑフォーマットのフォワードリードから、
リンカー配列および低品質の塩基を、Ｔｒｉｍ　Ｇａｌｏｒｅソフトウェアでトリミング
する。デフォルトの設定で、　Ｂｏｗｔｉｅ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔソフトウェア（ｖ　１
．０．０）を使用して、リードを、ヒトゲノム基準配列ｖｅｒｓｉｏｎ　ｈｇ１９に対し
てアラインさせて、リードが、最大２つの地点へとマッピングされるようにし、単一の最
良のアラインメントだけを取り出した（－ｍ２－－ｂｅｓｔ）。続いて、ＮｕＧＥＮ社特
製のＮｕＤｕｐ　ｄｅｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎソフトウェア（ｈｔｔｐｓ：／／ｇｉｔｈ
ｕｂ．ｃｏｍ／ｎｕｇｅｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ／ｎｕｄｕｐ）を使用して、アライ
ンさせたリードの重複を除外した。重複を除外するために、あるリードが、同じゲノム開
始座標に対してアラインすることが決定されたら、対応するインデックスリードを検討す
る。ゲノムの開始位置が同じであるフォワードリードに対応するインデックスリードの配
列が同一である場合は、リードに、重複とマークし、セットに由来する、品質が最良であ
る、単一のリードだけを維持する。
【０１６７】
　濃縮実験で使用されるプローブは、プローブの開始座標～プローブの約３００ｂｐ下流
の範囲内に着地するリードを産出すると予測される。濃縮における全てのプローブについ
て、プローブ着地帯域は、ｂｅｄファイル内で、「ｐｒｏｂｅＰｌｕｓ３００」として規
定される。各ｐｒｏｂｅＰｌｕｓ３００領域内の、重複を除外したリードの数は、ＢＥＤ
ｔｏｏｌｓのｃｏｖｅｒａｇｅＢｅｄを使用して計数する。各ｐｒｏｂｅＰｌｕｓ３００
領域について、絶対計数を、全てのｐｒｏｂｅＰｌｕｓ３００領域内に収まる、重複を除
外した全リード（全ｐｒｏｂｅＰｌｕｓ３００領域計数の合計）により、実験にわたり計
数を比較するために正規化する。次に、各遺伝子またはゲノム領域について、ｐｒｏｂｅ
Ｐｌｕｓ３００計数を平均する。細胞系試料に由来する各遺伝子についての、正規化され
た平均ｐｒｏｂｅＰｌｕｓ３００計数を、正常ブレンドの男性試料計数と、比として比較
する。さらに、スチューデントのｔ検定を使用して、多重仮説で補正されたｐ値を＜０．
００５として、平均されたｐｒｏｂｅＰｌｕｓ３００計数が、所与の遺伝子について、２
つの試料間で顕著に異なる遺伝子またはゲノム領域を計算することができる。
【０１６８】
　表４は、試料中のスパイクにおける、有意なコピー数の変化およびｐ値について描示す
る。具体的には、ＥＧＦＲ遺伝子およびＫＩＴ遺伝子のコピー数だけが有意に増大してい
る（２つの遺伝子を約４コピーでスパイクした場合）。
【表４】

【０１６９】
　（実施例ＶＩＩ：ＤＮＡシークエンシングによりコピー数変異を決定するための、迅速
ライブラリー生成）
　２例のヒトｇＤＮＡ試料（１例は、男性のトリソミーの第１３染色体に由来し、もう１
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例は、女性のダイソミーの第１３染色体に由来する）を、Ｃｏｖａｒｉｓシステムによる
超音波処理を介して、約５００ｂｐの長さへと断片化することができる。各試料に由来す
るｇＤＮＡの５００ｂｐの断片１ｕｇを、プローブおよびプローブのアニーリング溶液（
ＮｕＧＥＮ　Ｏｖａｔｉｏｎ（登録商標）Ｔａｒｇｅｔ　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　Ｋｉｔ
、型番０４００－３２）の存在下、９５℃で５分間にわたり熱変性させ、１分間当たり０
．１℃の速度で、６０℃まで冷却し、この温度で少なくとも３０分間にわたり保つことが
できる。アニーリングステップに続き、ＤＮＡポリメラーゼと、デオキシヌクレオチドと
を、溶液へと添加して、それらの鋳型核酸と特異的にアニールしたプローブを伸長させる
ことができる。この溶液を、室温まで冷却し、製造元の推奨に沿って、組み込まれなかっ
たプローブを、示差的なビーズの結合と、ＳＰＲＩビーズからの溶出とにより除去するこ
とができる。ＮｕＧＥＮ　Ｏｖａｔｉｏｎ（登録商標）Ｔａｒｇｅｔ　Ｅｎｒｉｃｈｍｅ
ｎｔ　Ｋｉｔにより提供されている溶液により、回収された二本鎖ＤＮＡに、末端修復お
よびライゲーションを施すことができる。
【０１７０】
　結果として得られるライブラリーを、２ｎＭへと希釈し、ペアドエンドシークエンシン
グを、Ｉｌｌｕｍｉｎａ（登録商標）ＭｉＳｅｑ（登録商標）ＤＮＡ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｒ上で、濃縮されたライブラリーに対して実施することができる。以下のペアドエンドシ
リーズを、７５塩基のフォワードリード（リード１）、７５塩基のリバースリード（リー
ド２）、１４塩基のインデックスリード（リード３）で試行することができる。
【０１７１】
　データ解析
　プローブデータベース内に存在する配列により、７５塩基のリバースリードを分類する
ことを介して、データを解析することができる。プローブ基準データベース内の各代表に
対してアラインするリードの数を決定することができる。データベース内の配列に対して
アラインしなかったリードは、無視することができる。各プローブが検出される回数は、
特定配列が、元の試料中に存在した回数についての尺度でありうる。リード計数を、総シ
ークエンシングリード数に対して正規化し、１０を下回るあらゆる計数を解析から除去す
ることができる。トリソミーの男性の試料中の所与のプローブについてのプローブ計数の
、野生型の女性の試料中の同じプローブの計数に対する比は、所与の染色体における全て
のプローブについて平均することができる。
【０１７２】
　この試験によるデータは、男性試料を、２つのＸ染色体を有する、二倍体の正常（野生
型、ＷＴ）な女性と対比して、単一のＸ染色体を有し、したがって、Ｘ染色体についての
プローブ計数が０．５の比である試料として明らかにするであろう。同様に、男性および
女性のいずれも、第１３染色体を例外とする他の全ての染色体について、同等の正規化さ
れた計数を有しうるであろう。１３トリソミーの男性は、余分な第１３染色体を有し、こ
の結果としてとして、ＷＴの女性と比べて、約１．５のプローブ計数比がもたらされるで
あろう。
【０１７３】
　当業者は、多くの改変、代替物、および等価物が可能であることを理解するであろう。
全てのこのような改変、代替物、および等価物は、本明細書に包含されることを意図する
。
【０１７４】
　本発明の原理について、具体的な実施形態との関連で記載してきたが、これらの記載は
、例だけを目的としてなされるものであり、本発明の範囲を限定することを意図するもの
ではないことを明らかに理解することができる。本明細書で開示されたことは、例示およ
び記載のために提示されている。網羅的であること、または開示されることを、記載され
る正確な形態へと限定することは、意図されていない。当業者には、多くの改変および変
更が明らかであろう。開示されていることは、記載される技術についての、開示される実
施形態の、原理および実際的な適用を最もよく説明し、これにより、他の当業者が、想定
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される特定の使用に適する、多様な実施形態および多様な改変を理解することを可能とす
るために、選び出され、記載されている。開示されることの範囲は、以下の特許請求の範
囲およびそれらの等価物により規定されることが意図される。
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