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(57)【要約】
本発明は、ゲノムの標的化領域に含有されている配列情報を捕捉し、分析する方法、組成
物及び系を対象とする。そのような標的化領域は、エクソーム、部分エクソーム、イント
ロン、エクソン及びとイントロン領域の組み合わせ、遺伝子、遺伝子のパネル、ならびに
目的でありうる全ゲノムの任意の他のサブセットを含むことができる。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ゲノムの１つ以上の選択部分を配列決定する方法であって、
　（ａ）出発ゲノム材料を準備することと、
　（ｂ）前記出発ゲノム材料の個別の核酸分子を、分離区分がそれぞれ第１の個別核酸分
子を含有するように、分離区分の中に分配することと、
　（ｃ）前記分離区分中にある前記個別の核酸分子を断片化して、複数の断片を形成し、
断片のそれぞれがバーコードを更に含み、所定の分離区分内の断片が、それぞれ共通のバ
ーコードを含み、それによって、それぞれの断片を、それが誘導された前記個別の核酸分
子と関連づけることと、
　（ｄ）前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の少なくとも一部を含む断片が豊富化され
た個体群を提供することと、
　（ｅ）前記個体群から配列情報を取得し、それによってゲノムの１つ以上の選択部分を
配列決定することと
を含む、前記方法。
【請求項２】
　前記提供工程（ｄ）が、
　（ｉ）前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の中の、または近くの領域に相補的なプロ
ーブを、前記断片とハイブリッド形成させて、プローブ断片複合体を形成するステップと
、
　（ｉｉ）プローブ断片複合体を固体支持体の表面に捕捉し、
それによって、前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の少なくとも一部を含む断片を、前
記個体群において豊富化するステップと
を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記固体支持体がビーズを含む、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記プローブが結合部分を含み、前記表面が捕捉部分を含み、前記プローブ断片複合体
が、前記結合部分と前記捕捉部分との反応によって前記表面に捕捉される、請求項２～３
に記載の方法。
【請求項５】
　前記捕捉部分がストレプトアビジンを含み、前記結合部分がビオチンを含む、請求項４
に記載の方法。
【請求項６】
　前記捕捉部分がストレプトアビジン磁気ビーズを含み、前記結合部分がビオチン化ＲＮ
Ａライブラリーベイトを含む、請求項４に記載の方法。
【請求項７】
　前記捕捉部分が、全体的もしくは部分的なエクソームの捕捉、パネルの捕捉、標的化エ
クソンの捕捉、アンカード（ａｎｃｈｏｒｅｄ）エクソームの捕捉及びタイル状（ｔｉｌ
ｅｄ）ゲノム領域の捕捉からなる群から選択されるメンバーに向けられている、請求項４
に記載の方法。
【請求項８】
　前記取得ステップ（ｅ）の前に、前記断片を増幅して、増幅産物を形成する、請求項１
～７に記載の方法。
【請求項９】
　前記増幅産物が、部分的または完全なヘアピン構造を形成する能力がある、請求項８に
記載の方法。
【請求項１０】
　前記取得ステップ（ｅ）が、短い読み込み長さ（ｒｅａｄ－ｌｅｎｇｔｈ）配列決定反
応及び長い読み込み長さ配列決定反応からなる群から選択される配列決定反応を含む、請



(3) JP 2017-532042 A 2017.11.2

10

20

30

40

50

求項１～９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記配列決定反応が、短い読み込みで高い精度の配列決定反応である、請求項１０に記
載の方法。
【請求項１２】
　前記取得ステップ（ｅ）が、前記出発ゲノム材料の９０％未満についての配列情報を提
供する、請求項１～１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記取得ステップ（ｅ）が、前記出発ゲノム材料の７５％未満についての配列情報を提
供する、請求項１～１１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記取得ステップ（ｅ）が、前記出発ゲノム材料の５０％未満についての配列情報を提
供する、請求項１～１１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記方法が、単離された前記断片の重複配列に基づいて、推定コンティグ中において２
つ以上の前記個別の核酸分子を連結することを更に含み、前記推定コンティグが、少なく
とも１０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項１～１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記推定コンティグが、少なくとも２０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項１５に記載の
方法。
【請求項１７】
　前記推定コンティグが、少なくとも４０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項１５に記載の
方法。
【請求項１８】
　前記推定コンティグが、少なくとも５０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項１５に記載の
方法。
【請求項１９】
　前記推定コンティグが、少なくとも１００ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項１５に記載
の方法。
【請求項２０】
　前記推定コンティグが、少なくとも２００ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項１５に記載
の方法。
【請求項２１】
　前記方法が、単離された前記断片の配列内の重複位相変異体に基づいて、位相ブロック
中において２つ以上の前記個別の核酸分子を連結することを更に含み、前記位相ブロック
が、少なくとも１０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項１～１４に記載の方法。
【請求項２２】
　前記位相ブロックが、少なくとも２０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項２１に記載の方
法。
【請求項２３】
　前記位相ブロックが、少なくとも４０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項２１に記載の方
法。
【請求項２４】
　前記位相ブロックが、少なくとも５０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項１８に記載の方
法。
【請求項２５】
　前記位相ブロックが、少なくとも１００ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項２１に記載の
方法。
【請求項２６】
　前記位相ブロックが、少なくとも２００ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項２１に記載の
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方法。
【請求項２７】
　前記ゲノムの前記選択部分が、エクソームを含む、請求項１～２６に記載の方法。
【請求項２８】
　それぞれの分離区分中の前記個別の核酸分子が、単一細胞のゲノムＤＮＡを含む、請求
項１～２６に記載の方法。
【請求項２９】
　それぞれの分離区分が、異なる染色体のゲノムＤＮＡを含む、請求項１～２８に記載の
方法。
【請求項３０】
　前記分離区分が、エマルションの液滴を含む、請求項１～２９に記載の方法。
【請求項３１】
　前記断片に結合した前記バーコードが、少なくとも７００，０００個のバーコードのラ
イブラリーからのものである、請求項１～３０に記載の方法。
【請求項３２】
　前記バーコードが、追加の配列セグメントを更に含む、請求項１～３１に記載の方法。
【請求項３３】
　前記追加の配列セグメントが、プライマー、結合配列、ランダムｎ－ｍｅｒオリゴヌク
レオチド、ウラシル核酸塩基を含むオリゴヌクレオチドからなる群から選択される１つ以
上のメンバーを含む、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　ゲノム試料の１つ以上の標的化部分から配列情報を取得する方法であって、
　（ａ）前記ゲノム試料の個別の第１の核酸断片分子を分離区分の中に提供することと、
　（ｂ）前記分離区分内の前記個別の第１核酸断片分子を断片化して、前記個別の第１の
核酸断片分子のそれぞれから複数の第２の断片を作り出すことと、
　（ｃ）共通のバーコード配列を、前記複数の第２の断片のそれぞれが、それらが含有さ
れている前記分離区分に起因するように、前記分離区分内の前記複数の第２の断片に結合
することと、
　（ｄ）前記ゲノム試料の前記１つ以上の標的化部分に向けられているプローブのライブ
ラリーを、前記第２の断片に適用することと、
　（ｅ）配列決定反応を実施して、前記プローブのライブラリーとハイブリッド形成する
前記複数の第２の断片の配列を特定し、それによって前記ゲノム試料の前記１つ以上の標
的化部分から配列情報を取得することと
を含む、前記方法。
【請求項３５】
　前記プローブのライブラリーを結合部分に結合し、前記実施ステップ（ｅ）の前に、前
記第２の断片を、捕捉部分を含んだ表面に、前記結合部分と前記捕捉部分の反応を介して
捕捉する、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　前記実施ステップ（ｅ）の前に、前記第２の断片を、前記第２の断片が前記表面に捕捉
される前後に増幅する、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　前記結合部分がビオチンを含み、前記捕捉部分がストレプトアビジンを含む、請求項３
５～３６に記載の方法。
【請求項３８】
　前記配列決定反応が、短い読み込み長さ配列決定反応及び長い読み込み長さ配列決定反
応からなる群から選択されるメンバーである、請求項３４～３７に記載の方法。
【請求項３９】
　前記配列決定反応が、短い読み込みで高い精度の配列決定反応である、請求項３４～３
８に記載の方法。
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【請求項４０】
　前記方法が、前記複数の第の２断片の重複配列に基づいて、推定コンティグ中において
２つ以上の前記個別の核酸分子を連結することを更に含み、前記推定コンティグが、少な
くとも１０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項３４～３９に記載の方法。
【請求項４１】
　前記推定コンティグが、少なくとも２０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項４０に記載の
方法。
【請求項４２】
　前記推定コンティグが、少なくとも４０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項４０に記載の
方法。
【請求項４３】
　前記推定コンティグが、少なくとも５０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項４０に記載の
方法。
【請求項４４】
　前記推定コンティグが、少なくとも１００ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項４０に記載
の方法。
【請求項４５】
　前記推定コンティグが、少なくとも２００ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項４０に記載
の方法。
【請求項４６】
　前記方法が、前記複数の第２の断片の配列内の重複位相変異体に基づいて、位相ブロッ
ク中において２つ以上の複数の前記個別の核酸分子を連結することを更に含み、前記位相
ブロックが、少なくとも１０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項３４～３９に記載の方法。
【請求項４７】
　前記位相ブロックが、少なくとも２０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項４６に記載の方
法。
【請求項４８】
　前記位相ブロックが、少なくとも４０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項４６に記載の方
法。
【請求項４９】
　前記位相ブロックが、少なくとも５０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項４６に記載の方
法。
【請求項５０】
　前記位相ブロックが、少なくとも１００ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項４６に記載の
方法。
【請求項５１】
　前記位相ブロックが、少なくとも２００ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項４６に記載の
方法。
【請求項５２】
　前記ゲノムの前記標的化部分が、エクソームを含む、請求項３４～５１に記載の方法。
【請求項５３】
　それぞれの分離区分中の前記ゲノム試料が、単一細胞のゲノムＤＮＡを含む、請求項３
４～５１に記載の方法。
【請求項５４】
　それぞれの分離区分が、異なる染色体のゲノムＤＮＡを含む、請求項３４～５１に記載
の方法。
【請求項５５】
　前記分離区分が、エマルションの液滴を含む、請求項３４～５４に記載の方法。
【請求項５６】
　前記第２の断片に結合した前記バーコード配列が、少なくとも７００，０００個のバー
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コードのライブラリーからのものである、請求項３４～５５に記載の方法。
【請求項５７】
　前記バーコードが、追加の配列セグメントを更に含む、請求項３４～５６に記載の方法
。
【請求項５８】
　前記追加の配列セグメントが、プライマー、結合配列、ランダムｎ－ｍｅｒオリゴヌク
レオチド、ウラシル核酸塩基を含むオリゴヌクレオチドからなる群から選択される１つ以
上のメンバーを含む、請求項５７に記載の方法。
【請求項５９】
　前記第２の断片が、得られた増幅産物が部分的または完全なヘアピン構造を形成する能
力があるように増幅される、請求項３６～５８に記載の方法。
【請求項６０】
　分子構成を保持しながら、ゲノム試料の１つ以上の標的化部分から配列情報を取得する
方法であって、
　（ａ）出発ゲノム材料を準備することと、
　（ｂ）前記出発ゲノム材料の個別の核酸分子を、分離区分がそれぞれ第１の個別核酸分
子を含有するように、分離区分の中に分配することと、
　（ｃ）前記分離区分中における前記第１の個別核酸分子を断片化して、複数の断片を形
成することと、
　（ｄ）前記ゲノムの１つ以上の選択部分の少なくとも一部を含む断片が豊富化された個
体群を提供することと、
　（ｅ）前記個体群から配列情報を取得し、それによって、分子構成を保持しながら、前
記ゲノム試料の１つ以上の標的化部分を配列決定することと
を含む、前記方法。
【請求項６１】
　前記取得ステップ（ｅ）の前に、前記複数の断片にバーコードをタグ付けして、それぞ
れの断片を、それらが形成された前記分離区分と関連づける、請求項６０に記載の方法。
【請求項６２】
　ステップ（ｂ）の前記個別の核酸分子が、第１の個別の核酸分子のそれぞれの分子構成
が維持されるように分配される、請求項６０に記載の方法。
【請求項６３】
　ゲノム試料の１つ以上の標的化部分から配列情報を取得する方法であって、
　（ａ）前記ゲノム試料の個別の核酸断分子を分離区分の中に提供することと、
　（ｂ）前記分離区分中にある前記個別の核酸分子を断片化して、複数の断片を形成し、
断片のそれぞれがバーコードを更に含み、所定の分離区分内の断片が、それぞれ共通のバ
ーコードを含み、それによって、それぞれの断片を、それが誘導された前記個別の核酸分
子と関連づけることと、
　（ｃ）前記ゲノム試料の前記１つ以上の標的化部分に向けられているプローブのライブ
ラリーを、前記複数の断片に適用し、前記プローブのライブラリーにおける少なくとも大
部分のプローブが、有益な一塩基多形（ＳＮＰ）とハイブリッド形成するように設計され
ていることと、
　（ｄ）配列決定反応を実施して、前記プローブのライブラリーとハイブリッド形成する
前記複数の断片の配列を特定し、それによって前記ゲノム試料の前記１つ以上の標的化部
分から配列情報を取得することと
を含む、前記方法。
【請求項６４】
　前記プローブのライブラリーにおける約８０％～９９％のプローブが、有益なＳＮＰと
ハイブリッド形成するように設計されている、請求項６３に記載の方法。
【請求項６５】
　前記プローブのライブラリーにおける約６５％～８５％のプローブが、有益なＳＮＰと
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ハイブリッド形成するように設計されている、請求項６３に記載の方法。
【請求項６６】
　前記プローブのライブラリーにおける約７０％～８０％のプローブが、有益なＳＮＰと
ハイブリッド形成するように設計されている、請求項６３に記載の方法。
【請求項６７】
　前記プローブのライブラリーにおける少なくとも６５％のプローブが、有益なＳＮＰと
ハイブリッド形成するように設計されている、請求項６３に記載の方法。
【請求項６８】
　前記プローブのライブラリーにおける少なくとも７５％のプローブが、有益なＳＮＰと
ハイブリッド形成するように設計されている、請求項６３に記載の方法。
【請求項６９】
　前記プローブのライブラリーにおける少なくとも８５％のプローブが、有益なＳＮＰと
ハイブリッド形成するように設計されている、請求項６３に記載の方法。
【請求項７０】
　前記プローブのライブラリーにおける少なくとも９０％のプローブが、有益なＳＮＰと
ハイブリッド形成するように設計されている、請求項６３に記載の方法。
【請求項７１】
　前記有益なＳＮＰが、前記ゲノム試料の前記標的化部分のエクソンとイントロンの両方
に位置する、請求項６３～７０に記載の方法。
【請求項７２】
　前記プローブのライブラリーにおける前記大部分のプローブが、約１キロベースから約
１５キロベース（ｋｂ）の間隔を置いた有益なＳＮＰとハイブリッド形成するように更に
設計されている、請求項６３～７０に記載の方法。
【請求項７３】
　前記プローブのライブラリーにおける前記大部分のプローブが、約５ｋｂ～約１０ｋｂ
の間隔を置いた有益なＳＮＰとハイブリッド形成するように更に設計されている、請求項
６３～７０に記載の方法。
【請求項７４】
　前記プローブのライブラリーにおける前記大部分のプローブが、約３ｋｂ～約６ｋｂの
間隔を置いた有益なＳＮＰとハイブリッド形成するように更に設計されている、請求項６
３～７０に記載の方法。
【請求項７５】
　前記プローブのライブラリーにおける前記大部分のプローブが、約１ｋｂの間隔を置い
た有益なＳＮＰとハイブリッド形成するように更に設計されている、請求項６３～７０に
記載の方法。
【請求項７６】
　前記プローブのライブラリーにおける前記大部分のプローブが、約３ｋｂの間隔を置い
た有益なＳＮＰとハイブリッド形成するように更に設計されている、請求項６３～７０に
記載の方法。
【請求項７７】
　前記プローブのライブラリーにおける前記大部分のプローブが、約１０ｋｂの間隔を置
いた有益なＳＮＰとハイブリッド形成するように更に設計されている、請求項６３～７０
に記載の方法。
【請求項７８】
　前記プローブのライブラリー内の複数のプローブが、以下の条件の１つ以上の任意の組
み合わせを満たすように設計され、
　（ｉ）エクソンとイントロンの境界の１０～５０ｋｂの範囲内に有益なＳＮＰがない前
記ゲノム試料の標的化部分では、前記複数のプローブが、その境界からのイントロン内の
有益なＳＮＰとハイブリッド形成するように設計され、
　（ｉｉ）エクソン内に第１の有益なＳＮＰが存在し、その第１の有益なＳＮＰが隣接イ
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ントロンとの境界から１０～５０ｋｂに位置し、前記隣接イントロン内に第２の有益なＳ
ＮＰが存在し、その第２の有益なＳＮＰが前記境界から１０～５０ｋｂに位置する前記ゲ
ノム試料の標的化部分では、前記複数のプローブが、前記第１及び第２の有益なＳＮＰの
間の前記ゲノム試料の領域とハイブリッド形成するように設計され、
　（ｉｉｉ）少なくとも１０～５０ｋｂに有益なＳＮＰを含まない前記ゲノム試料の標的
化部分では、前記複数のプローブが、前記ゲノム試料のこれらの標的化部分と０．５、１
、３、または５ｋｂ毎にハイブリッド形成するように設計され、
　（ｉｖ）エクソンとイントロンの境界の１０～５０ｋｂの範囲内に有益なＳＮＰがない
前記ゲノム試料の標的化部分では、前記複数のプローブが、前記エクソンとイントロンの
境界に二番目に近い有益なＳＮＰとハイブリッド形成するように設計される
請求項６３～７７に記載の方法。
【請求項７９】
　前記プローブのライブラリーが、バーコードに連結情報を提供する密度でエクソンに隣
接する、前記ゲノム試料の領域と、ハイブリッド形成するように設計されたプローブを含
む、請求項６３～７８に記載の方法。
【請求項８０】
　前記プローブのライブラリーにより表される適用範囲が、長い個別の核酸断片分子を高
い割合で含有する方法が小さい適用範囲のプローブのライブラリーを使用するように、前
記分離区分内の前記ゲノム試料の前記個別の核酸断片分子の長さの分配に反比例する、請
求項６３～７９に記載の方法。
【請求項８１】
　前記プローブのライブラリーが、前記ゲノム試料の前記標的化部分の適用範囲を最適化
し、前記ゲノム試料の前記標的化部分が、高品質のマップ範囲を含む、請求項６３～８０
に記載の方法。
【請求項８２】
　前記プローブのライブラリーが、ゲノム試料の前記１つ以上の標的化部分の特徴により
情報提供される特徴を有し、
　（ｉ）高品質マップの標的化部分では、前記プローブのライブラリーが、エクソンとイ
ントロンの境界の１ｋｂ～１メガメース（Ｍｂ）の範囲内の有益なＳＮＰとハイブリッド
形成するプローブを含み、
　（ｉｉ）バーコード付き前記断片の長さの前記分配が、高い割合で約２５０ｋｂより長
い断片を有する標的化部分では、前記プローブのライブラリーが、少なくとも５０ｋｂ離
れている有益なＳＮＰとハイブリッド形成するプローブを含み、
　（ｉｉｉ）低品質マップの標的化部分では、前記プローブのライブラリーが、エクソン
とイントロンの境界の１ｋｂ内の有益なＳＮＰとハイブリッド形成するプローブを含み、
かつエクソン内及びイントロン内の有益なＳＮＰとハイブリッド形成するプローブを含み
、
　（ｉｖ）遺伝子間領域を含む標的化部分では、前記プローブのライブラリーが、少なく
とも２ｋｂの距離の間隔を置いた有益なＳＮＰとハイブリッド形成するプローブを含む
請求項６３～８０に記載の方法。
【請求項８５】
　ステップ（ｄ）で取得した前記配列情報が、遺伝子融合、コピー数変動、挿入及び欠失
からなる群の１つ以上のメンバーについての情報を含む、請求項６３～８４に記載の方法
。
【請求項８６】
　ゲノム試料の１つ以上の標的化部分から配列情報を取得する方法であって、
　（ａ）前記ゲノム試料の個別の核酸断分子を準備することと、
　（ｂ）前記個別の核酸分子を断片化して、複数の断片を形成し、前記断片のそれぞれが
バーコードを更に含み、同じ前記個別の核酸分子の断片が共通のバーコードを含み、それ
によって、それぞれの断片を、それが誘導された前記個別の核酸分子と関連づけることと
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、
　（ｃ）前記複数の断片を、前記ゲノム試料の前記１つ以上の標的化部分を含有する断片
で豊富化することと、
　（ｄ）配列決定反応を実施して、豊富化された前記複数の断片の配列を特定し、それに
よって前記ゲノム試料の前記１つ以上の標的化部分から配列情報を取得することと
を含む、前記方法。
【請求項８７】
　バーコードが、前記断片化ステップ（ｂ）の前に、前記個別の核酸分子に付加される、
請求項８６に記載の方法。
【請求項８８】
前記バーコードが、トランスポゾンの使用により、前記個別の核酸分子に付加される、請
求項８７に記載の方法。
【請求項８９】
　バーコードが、前記断片化と同時に付加される、請求項８６に記載の方法。
【請求項９０】
　前記断片化が増幅ステップを含む、請求項８９に記載の方法。
【請求項９１】
　前記豊富化ステップ（ｃ）が、前記ゲノム試料の前記１つ以上の標的化部分に向けられ
たプローブのライブラリーを適用することを含む、請求項８６～９０に記載の方法。
【請求項９２】
　前記プローブのライブラリーを結合部分に結合し、前記実施ステップ（ｄ）の前に、前
記断片を、前記結合部分と前記捕捉部分の反応を介して捕捉する、請求項９１に記載の方
法。
【請求項９３】
　前記結合部分と前記捕捉部分との前記反応が、前記断片を表面に固定化する、請求項９
２に記載の方法。
【請求項９４】
前記結合部分がビオチンを含み、前記捕捉部分がストレプトアビジンを含む、請求項９２
～９３に記載の方法。
【請求項９５】
　前記配列決定反応が、短い読み込み長さ配列決定反応及び長い読み込み長さ配列決定反
応からなる群から選択されるメンバーである、請求項８６～９４に記載の方法。
【請求項９６】
　前記配列決定反応が、短い読み込みで高い精度の配列決定反応である、請求項８６～９
４に記載の方法。
【請求項９７】
　前記断片が、得られた増幅産物が部分的または完全なヘアピン構造を形成する能力があ
るように増幅される、請求項８６～９６に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、米国特許仮出願第６２／０７２，１６４号、２０１４年１０月２９日出願の
利益を主張し、これは、全ての目的においてその全体が参照として本明細書に明確に組み
込まれる。
【背景技術】
【０００２】
　ゲノムを正確及び迅速に配列決定することができる能力は、生物学及び医学に革命を起
こしている。複雑なゲノムの研究、特にヒトの疾患の遺伝的根拠の探索は、大規模な遺伝
子分析を伴う。全ゲノムレベルにおけるそのような遺伝子分析は、金銭的のみならず、時
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間的及び労力的にも代償が大きい。これらの代償は、個別ＤＮＡ試料の別々の分析を伴う
プロトコールによって増加している。疾患発生に関連するゲノムの多形領域の配列決定（
及び再配列決定）は、癌などの疾患を理解すること及び治療の開発に大きく寄与し、薬剤
応答の多様性に関連する遺伝子及び機能的多形を特定するという、薬理ゲノミクスの課題
に対処する助けとなる。統計的に有意なデータを生じるために十分に大きな個体群におい
て実施される多数の遺伝子マーカーの選別は、関連性が所定の遺伝子型と特定の疾患との
間に確立できる前に必要なことである。
【０００３】
　遺伝子配列決定に関連する代償を低減し、同時に大規模なゲノム分析の利益を得る一つ
の方法は、ゲノムの標的化領域において高い処理量で高い精度の配列決定を実施すること
である。広く使用されている手法は、ヒトゲノムの約１％までを構成する、ゲノムのタン
パク質全体をコードする領域（エクソーム）の大部分を捕捉し、臨床及び基礎研究におい
て日常的な技術になっている。エクソーム配列決定は、全ゲノム配列決定よりも利点をも
たらす。これは、費用が著しく少なく、機能的な解釈において理解が容易であり、分析が
著しく速く、非常に深い配列決定（ｖｅｒｙ　ｄｅｅｐ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）が可能
になり、管理の容易なデータベースをもたらす。高精度及び高処理量の配列決定、ならび
に遺伝子分析のために目的の標的領域を豊富化する方法、系及び組成物の必要性が存在す
る。
【発明の概要】
【０００４】
　したがって、本発明は、遺伝子の標的化領域についての配列情報を得る方法、系及び組
成物を提供する。
【０００５】
　いくつかの態様において、本開示は、ゲノムの１つ以上の選択部分を配列決定する方法
であって、一般に、（ａ）出発ゲノム材料を準備するステップ、（ｂ）個別の核酸分子を
、分離区分がそれぞれ第１の個別核酸分子を含有するように、出発ゲノム材料から分配す
るステップ、（ｃ）分離区分中にある個別の核酸分子を断片化して、複数の断片を形成し
、断片のそれぞれがバーコードを更に含み、所定の分離区分内の断片が、それぞれ共通の
バーコードを含み、それによって、それぞれの断片を、それが誘導された個別の核酸分子
と関連づけるステップ、（ｄ）ゲノムの１つ以上の選択部分の少なくとも一部を含む断片
を豊富化した個体群を提供するステップ、（ｅ）個体群から配列情報を取得し、それによ
ってゲノムの１つ以上の選択部分を配列決定するステップを含む方法を提供する。
【０００６】
　更なる実施形態において、上記によると、ゲノムの１つ以上の選択部分の少なくとも一
部を含む断片が豊富化された個体群を提供することは、（ｉ）ゲノムの１つ以上の選択部
分の中の、または近くの領域に相補的なプローブを、断片とハイブリッド形成させて、プ
ローブ断片複合体を形成するステップ、及び（ｉｉ）プローブ断片複合体を固体支持体の
表面に捕捉し、それによってゲノムの少なくとも１つ以上の選択部分の少なくとも一部を
含む断片を個体群において豊富化するステップを含む。なお更なる実施形態において、固
体支持体にはビーズが含まれる。なお更なる実施形態において、プローブは結合部分を含
み、表面は捕捉部分を含み、プローブ断片複合体は、結合部分と捕捉部分との反応によっ
て表面に捕捉される。更なる例において、捕捉部分はストレプトアビジンを含み、結合部
分はビオチンを含む。なお更なる例において、捕捉部分はストレプトアビジン磁気ビーズ
を含み、結合部分はビオチン化ＲＮＡライブラリーベイトを含む。
【０００７】
　いくつかの実施形態において、上記のうちのいずれかによると、本発明の方法は、全体
的もしくは部分的なエクソームの捕捉、パネルの捕捉、標的化エクソンの捕捉、アンカー
ド（ａｎｃｈｏｒｅｄ）エクソームの捕捉、またはタイル状（ｔｉｌｅｄ）ゲノム領域の
捕捉に向けられている、捕捉部分の使用を含む。
【０００８】
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　なお更なる実施形態において、上記のうちのいずれかによると、本明細書に開示されて
いる方法は、配列決定反応を含む取得ステップを含む。更なる実施形態において、配列決
定反応は、短い読み込み長さ（ｒｅａｄ－ｌｅｎｇｔｈ）配列決定反応または長い読み込
み長さ配列決定反応である。なお更なる例において、配列決定反応は、出発ゲノム材料の
９０％未満、７５％未満、または５０％未満についての配列情報を提供する。
【０００９】
　なお更なる実施形態において、本明細書に記載されている方法は、単離断片の重複配列
に基づいて、推定コンティグ中において２つ以上の個別の核酸分子を連結することを更に
含み、推定コンティグは、少なくとも１０ｋｂ、２０ｋｂ、４０ｋｂ、５０ｋｂ、１００
ｋｂ、または２００ｋｂのＮ５０長さを含む。
【００１０】
　なお更なる例において、上記のうちのいずれかによると、本明細書に開示されている方
法は、単離断片の配列内の重複位相変異体に基づいて、位相ブロック中において２つ以上
の個別の核酸分子を連結することを含み、位相ブロックは、少なくとも１０ｋｂ、少なく
とも２０ｋｂ、少なくとも４０ｋｂ、少なくとも５０ｋｂ、少なくとも１００ｋｂ、また
は少なくとも２００ｋｂのＮ５０長さを含む。
【００１１】
　なお更なる実施形態において、上記のうちのいずれかによると、本明細書に開示されて
いる方法は、一緒になってエクソームを網羅するゲノムの選択部分の配列情報を提供する
。なお更なる実施形態において、分離区分中の個別の核酸分子は、単一細胞のゲノムＤＮ
Ａを含む。なお更なる実施形態において、分離区分は、それぞれ、異なる染色体のゲノム
ＤＮＡを含む。
【００１２】
　更なる態様において、本開示は、ゲノム試料の１つ以上の標的化部分から配列情報を取
得する方法を提供する。そのような方法は、限定されることなく、（ａ）ゲノム試料の個
別の第１の核酸断片分子を分離区分の中に提供するステップ、（ｂ）分離区分内の個別の
第１核酸断片分子を断片化して、個別の第１の核酸断片分子のそれぞれから複数の第２の
断片を作り出すステップ、（ｃ）共通のバーコード配列を、複数の第２の断片のそれぞれ
が、それらが含有されている分離区分に起因するように、分離区分内の複数の第２の断片
に結合するステップ、（ｄ）ゲノム試料の１つ以上の標的化部分に向けられているプロー
ブのライブラリーを、第２の断片に適用するステップ、（ｅ）配列決定反応を実施して、
プローブのライブラリーとハイブリッド形成する複数の第２の断片の配列を特定し、それ
によってゲノム試料の１つ以上の標的化部分から配列情報を取得するステップ、を含む。
更なる実施形態において、プローブのライブラリーを結合部分に結合し、実施ステップ（
ｅ）の前に、第２の断片を、捕捉部分を含んだ表面に、結合部分と捕捉部分の反応を介し
て捕捉する。なお更なる実施形態において、実施ステップ（ｅ）の前に、第２の断片を、
第２の断片が表面に捕捉される前後に増幅する。なお更なる実施形態において、結合部分
はビオチンを含み、捕捉部分はストレプトアビジンを含む。なお更なる実施形態において
、配列決定反応は、短い読み込みで高い精度の配列決定反応である。なお更なる実施形態
において、第２の断片は、得られた産物が部分的または完全なヘアピン構造を形成する能
力があるように増幅される。
【００１３】
　更なる態様において、上記のうちのいずれかによると、本開示は、分子構成を保持しな
がら、ゲノム試料の１つ以上の標的化部分から配列情報を取得する方法を提供する。その
ような方法は、（ａ）出発ゲノム材料を準備するステップ、（ｂ）出発ゲノム材料の個別
の核酸分子を、分離区分がそれぞれ第１の個別核酸分子を含有するように、分離区分の中
に分配するステップ、（ｃ）分離区分中における第１の個別核酸分子を断片化して、複数
の断片を形成するステップ、（ｄ）ゲノムの１つ以上の選択部分の少なくとも一部を含む
断片が豊富化された個体群を提供するステップ、（ｅ）個体群から配列情報を取得し、そ
れによって、分子構成を保持しながら、ゲノム試料の１つ以上の標的化部分を配列決定す
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るステップ、を含む。更なる実施形態において、取得ステップ（ｅ）の前に、複数の断片
にバーコードをタグ付けして、それぞれの断片を、それらが形成された分離区分と関連づ
ける。なお更なる実施形態において、ステップ（ｂ）の個別の核酸分子は、第１の個別の
核酸分子のそれぞれの分子構成が維持されるように分配される。
【００１４】
　いくつかの態様において、本開示は、ゲノム試料の１つ以上の標的化部分から配列情報
を取得する方法を提供する。そのような方法は、限定されることなく、（ａ）ゲノム試料
の個別の核酸分子を準備するステップ、（ｂ）個別の核酸分子を断片化して、複数の断片
を形成し、断片が、それぞれバーコードを更に含み、同じ個別の核酸分子の断片が、共通
のバーコードを有し、それによって、それぞれの断片を、それが誘導された個別の核酸分
子と関連づけるステップ、（ｃ）ゲノム試料の１つ以上の標的化部分を含有する断片を、
複数の断片において豊富化するステップ、及び（ｄ）配列決定反応を実施して、豊富化さ
れた複数の断片の配列を特定し、それによって、ゲノム試料の１つ以上の標的化部分から
配列情報を取得するステップ、を含む。更なる実施形態では、ゲノム試料の１つ以上の標
的化部分に向けられ得たプローブのライブラリーを適用することを含む、豊富化ステップ
である。なお更なる実施形態において、プローブのライブラリーを結合部分に結合し、実
施ステップの前に、断片を、結合部分と捕捉部分の反応を介して捕捉する。例示的な実施
形態において、結合部分と捕捉部分の反応は、断片を表面に固定化する。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】本明細書に記載されているプロセス及び系と比べた、従来のプロセスを使用する
標的化ゲノム領域の特定及び分析の略図を提供する。
【図２Ａ】本明細書に記載されているプロセス及び系を使用する、標的化ゲノム領域の特
定及び分析の略図を提供する。
【図２Ｂ】本明細書に記載されているプロセス及び系を使用する、標的化ゲノム領域の特
定及び分析の略図を提供する。
【図３】本明細書に記載されている方法及び組成物を使用して配列情報を検出するアッセ
イを実施する、典型的なワークフローを例示する。
【図４】核酸試料をビーズと組み合わせ、核酸及びビーズを分離液滴に区分するプロセス
の略図を提供する。
【図５】染色体核酸断片のバーコード付け及び増幅のプロセスの略図を提供する。
【図６】配列データを個別の染色体に起因させる、染色体核酸断片のバーコード付けの使
用についての略図を提供する。
【図７】本発明の方法の一般的実施形態を例示する。
【図８】本発明の方法の一般的実施形態を例示する。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　本発明の実施は、特に示されない限り、有機化学、ポリマー技術、分子生物学（組み換
え技術を含む）、細胞生物学、生化学及び免疫学の従来の技術及び記載を用いることがで
き、これらは当該技術の技能の範囲内である。そのような従来技術には、ポリマーアレイ
合成、ハイブリッド形成、連結、ファージ提示及び標識の使用によるハイブリッド形成の
検出が含まれる。適切な技術の特定の例示は、本明細書下記の実施例を参照することによ
って入手することができる。しかし、他の同等の慣用的な手順も、当然のことながら使用
することができる。そのような従来の技術及び記載は、Ｇｅｎｏｍｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ
：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　Ｓｅｒｉｅｓ（Ｖｏｌｓ．Ｉ－ＩＶ）、Ｕ
ｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｃｅｌｌ
ｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、ＰＣＲ　Ｐｒｉｍｅｒ：Ａ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ及びＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（全て、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓのもの）、Ｓｔｒｙｅｒ，Ｌ．（１９９５）Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔ
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ｒｙ（４ｔｈ　Ｅｄ．）Ｆｒｅｅｍａｎ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、Ｇａｉｔ，“Ｏｌｉｇｏｎ
ｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ
”１９８４，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，Ｌｏｎｄｏｎ、Ｎｅｌｓｏｎ　ａｎｄ　Ｃｏｘ（２０
００），Ｌｅｈｎｉｎｇｅｒ，Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
　３ｒｄ　Ｅｄ．，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　Ｐｕｂ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．、
ならびにＢｅｒｇ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，５ｔｈ　Ｅｄ
．，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　Ｐｕｂ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．などの標準的な実
験マニュアルにおいて見出すことができ、これらは全て、全ての目的において全体が参照
として本明細書に組み込まれる。
【００１７】
　本明細書及び添付の特許請求の範囲で使用されるとき、単数形「ａ」、「ａｎ」及び「
ｔｈｅ」は、特に文脈により明確に指示されない限り、複数対象を含むことに留意するこ
と。したがって、例えば、「ポリメラーゼ」への参照は、１つの作用物質またはそのよう
な作用物質の混合物を指し、「方法」への参照は、当業者に既知の同等のステップ及び方
法への参照を含む。
【００１８】
　特に定義されない限り、本明細書において使用される全ての技術及び科学用語は、本発
明が属する当業者に一般的に理解されるものと同じ意味を有する。本明細書に記述される
全ての出版物は、出版物に記載されており、かつ本記載の発明と関連して使用されうる、
デバイス、組成物、製剤及び方法を記載及び開示する目的において、参照として本明細書
に組み込まれる。
【００１９】
　ある範囲の値が提供される場合、その範囲の上下限と、その記述された範囲の他の任意
の記述された、または中間にある値との、特に文脈により明確に指示されない限り下限の
１０分の１の単位までのそれぞれの中間値は、本発明の範囲内に包含されることが理解さ
れる。小さい範囲に独立して含まれうるこれらの小さい範囲の上下限も、本発明の範囲内
に包含され、記述された範囲の任意の明確に除外された限界に制約される。記述された範
囲が一方または両方の限界を含む場合、これらの両方の含まれた限界のいずれかを除外す
る範囲も、本発明に含まれる。
【００２０】
　以下の記載では、多数の特定の詳細が本発明のさらに十分な理解を提供するために記載
されている。しかし、本発明は、これらの特定の詳細の１つ、またはそれ以上を用いるこ
となく実施できることが、当業者には明白である。他の場合において、当業者に周知であ
る周知の特徴及び手順は、本発明を不明瞭にすることを避けるために記載されていない。
【００２１】
　本明細書で使用されるとき、用語「ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ（含む）」は、組成物及び方
法が、列挙された要素を含むが、他を除外しないことを意味することが意図される。「ｃ
ｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙ　ｏｆ（から実質的になる）」は、組成物
及び方法を定義するために使用されるとき、組成物または方法に対する任意の本質的な有
意性のある他の要素を除外することを意味する。「ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ（からな
る）」は、特許請求される組成物の他の成分及び実質的な方法ステップにおける微量を超
える要素を除外することを意味する。これらの移行用語のそれぞれにより定義される実施
形態は、本発明の範囲内である。したがって、方法及び組成物は、追加のステップ及び構
成要素を含むことができる（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）、あるいは有意性のないステップ及
び組成物を含む（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙ　ｏｆ）、あるいは記
述された方法ステップまたは組成物のみが意図される（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ）こ
とが意図される。
【００２２】
　全ての数値指定、例えば範囲を含む、ｐＨ、温度、時間、濃度及び分子量は、０．１の
増分により（＋）または（－）に変動する近似値である。全ての数値指定には用語「約」
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が先行することが理解されるべきであるが、必ずしも明確に記述されているとは限らない
。用語「約」は、「Ｘ＋０．１」または「Ｘ－０．１」などの僅かな増分に加えて、正確
な値「Ｘ」も含む。本明細書に記載されている試薬は、単に例示的であること及びそのよ
うなものの同等物は当該技術において知られていることも理解されるべきであるが、必ず
しも明確に記述されているとは限らない。
【００２３】
Ｉ．概観
　本開示は、遺伝子材料の特徴決定に有用な方法、組成物及び系を提供する。特に、本明
細書に記載されている方法、組成物及び系は、特定の染色体、染色体の領域、全てのエク
ソン（エクソーム）、エクソームの一部、特定の遺伝子、遺伝子のパネル（例えば、カイ
ノームもしくは他の標的化遺伝子パネル）、イントロン領域、ゲノムのタイル状部分、ま
たはゲノムの任意の他の選択部分が限定されることなく含まれる、ゲノムの標的化領域の
遺伝子特徴決定を提供する。
【００２４】
　一般に、本明細書に記載されている方法及び系は、個別の長い核酸分子の配列の決定、
及び／または配列の長い伸展により離されている２つの配列セグメントの間の直接的な分
子連結の特定を提供することによって達成され、このことは、長い範囲の配列情報の特定
及び使用を可能にするが、この配列決定情報は、極めて低い配列決定誤差及び高処理量の
短い読み込み配列決定技術の利点を有する方法の使用によって得られる。本明細書に記載
されている方法及び系は、長い核酸分子を、高処理量で高い精度の短い読み込み配列決定
技術の使用により配列決定されうる小さい断片に分割し、その分割は、配列情報が元の長
い範囲の分子配列構成を保持する小さな断片から誘導されることを可能するように、すな
わち、短い配列読み込みが個別の長い核酸分子に由来するように起因することを可能にす
るように達成される。配列読み込みを、元の長い核酸分子に起因させることによって、短
い配列読み込みのみから一般に得ることができない、長い核酸配列についての有意な特徴
決定情報を獲得することができる。長い範囲の分子構成は、配列決定プロセスによって保
存されるのみならず、本明細書に記載されている標的化配列決定手法に使用される標的化
豊富化プロセスによっても保存され、他の配列決定手法はこの能力を示していない。
【００２５】
　一般に、小さい断片の配列情報は、本明細書に記載されており、当該技術に既知のバー
コードの付加を含むタグ付け手順の使用を介して、元の長い範囲の分子配列構成を保持す
る。特定の例において、同じ元の長い個別の核酸分子に由来する断片に、これらの断片の
後の任意の配列読み込みが長い個別の核酸分子に由来するように起因しうるように、共通
のバーコードをタグ付けする。そのようなバーコードを、当該技術に既知の任意の方法を
使用して付加することができ、個別の核酸分子のセグメントを増幅する増幅方法の際にバ
ーコードを配列に付加すること、ならびにトランスポゾンの使用による元の個別の核酸分
子へのバーコードの挿入が含まれ、Ａｍｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅ
ｔｉｃｓ　４６：１３４３－１３４９（２０１４）（２０１４年１０月２９日にオンライ
ン先行公開）に記載されたものなどの方法が含まれ、これは、全ての目的において、特に
、トランスポゾンの使用によるアダプター及び他のオリゴヌクレオチドの付加に関する全
ての教示において、その全体が参照として本明細書に組み込まれる。いったん核酸がその
ような方法によりタグ付けされると、得られたタグ付け断片を、本明細書に記載されてい
る方法の使用により、断片の個体群がゲノムの標的化領域を表すように豊富化することが
できる。このように、その個体群からの配列読み込みは、ゲノムの選択領域の標的化配列
決定を可能にし、これらの配列読み込みも、核酸分子に由来するように起因させ、したが
って、元の長い範囲の分子配列構成を保存することができる。配列読み込みは、当該技術
において既知であり、本明細書に記載されている任意の配列決定方法及びプラットフォー
ムを使用して得ることができる。
【００２６】
　ゲノムの標的化領域から配列情報を得る能力を提供することに加えて、本明細書に記載
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されている方法及び系は、ハプロタイプ位相、構造変動の特定及びコピー数変動の特定が
限定されることなく含まれる、ゲノム材料の他の特徴決定も提供することができ、両方と
も２０１５年６月２６日に出願された同時係属特許出願のＵＳＳＮ１４／７５２，５８９
及び１４／７５２，６０２に記載されており、これらは、全ての目的において、特に、ゲ
ノム材料の特徴決定を対象とする全ての記載、図面及び実施例において、その全体が参照
として本明細書に組み込まれる。
【００２７】
　本出願に記載されている方法及び系により核酸を処理及び配列決定する方法は、ＵＳＳ
Ｎ１４／３１６，３８３、１４／３１６，３９８、１４／３１６，４１６、１４／３１６
，４３１、１４／３１６，４４７及び１４／３１６，４６３においても更に詳細に記載さ
れており、これらは、全ての目的において、特に、核酸の処理及び配列決定、ならびにゲ
ノム材料の他の特徴決定を対象とする全ての記載、図面及び実施例において、その全体が
参照として本明細書に組み込まれる。
【００２８】
　一般に、図１に示されているように、本明細書に記載されている方法及び系を使用して
、核酸を特徴決定することができる。特に、示されているように、２つの分離された個別
の核酸１０２及び１０４が例示されており、それぞれ、多数の目的領域、例えば、核酸１
０２に領域１０６及び１０８、ならびに核酸１０４に領域１１０及び１１２を有する。そ
れぞれの核酸における目的領域は、同じ核酸分子内に連結されているが、互いに比較的離
されていることがあり、例えば、１ｋｂを超える間隔、５ｋｂを超える間隔、１０ｋｂを
超える間隔、２０ｋｂを超える間隔、３０ｋｂを超える間隔、４０ｋｂを超える間隔、５
０ｋｂを超える間隔、いくつかの場合では１００ｋｂまでの間隔でありうる。この領域は
、個別の遺伝子、遺伝子群、エクソン、またはゲノムの単に分離された別個の部分を示す
ことがある。単に考察の容易さのため、図１に示されている領域は、エクソン１０６、１
０８、１１０及び１１２と呼ばれる。示されているように、核酸１０２及び１０４は、そ
れぞれ、それ自体の区分１１４及び１１６にそれぞれ分けられている。本明細書の他の部
分に示されているように、これらの区分は、多くの場合において油中水エマルションの水
性液滴である。それぞれの液滴内において、それぞれの断片の部分は、これらの断片の元
の分子構成を保存するように、例えば同じ分子に由来するように、コピーされる。示され
ているように、これは、由来の断片が区分された液滴を表す、バーコード配列、例えば例
示されているバーコード配列「１」または「２」のそれぞれのコピー断片に含めることに
よって達成される。全ゲノム配列分析用途では、全てのコピー断片及び関連バーコードを
単にプールして、それぞれの由来の核酸１０２及び１０４から全範囲の配列情報を配列決
定し、再会合させることができる。しかし、多くの場合において、ゲノム全体における特
定の標的化部分のみ、例えばエクソーム、特定の遺伝子などを分析して、ゲノムの化学的
に関連する部分により多く集中すること、ならびにゲノムの関連性の低い、または関連性
のない部分の配列決定を実施する時間及び費用を最小限にすることが、より望ましい。
【００２９】
　本明細書に記載されている方法によると、標的豊富化ステップをバーコード付き配列断
片のライブラリーに適用して、所望の標的に関連する配列を「プルダウン（ｐｕｌｌ　ｄ
ｏｗｎ）」することができる。これらには、エクソン標的化プルダウン、遺伝子パネル特
異的標的化プルダウンなどが含まれてもよい。ゲノムの特定の標的化領域の豊富化分離を
可能にする多数の標的化プルダウンキットが市販されており、例えば、Ａｇｉｌｅｎｔ　
ＳｕｒｅＳｅｌｅｃｔエクソームプルダウンキットなどである。図１に示されているよう
に、標的化豊富化の適用は、豊富化されたバーコード付き配列ライブラリー１１８をもた
らす。更に、ライブラリー１１８内のプルダウン断片が、元の分子構成を、例えばバーコ
ード情報の保持によって保持しているので、これらを、埋め込まれた長い範囲の連結情報
によって、例えば目的の会合領域それぞれの間の推測連結１０６：１０８及び１１０：１
１２より、元の分子構成に再会合させることができる。例として、ゲノムの２つの異種標
的化部分、例えば２つ以上のエクソンの間の直接的な分子連結を特定することができ、そ
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の直接的な分子連結を使用して、構造的変動及び他のゲノムの特徴を特定すること、なら
びに２つ以上のエクソンの位相情報を特定すること、例えば、潜在的に全位相エクソーム
、またはゲノムの他の位相標的化部分を含む位相エクソンを提供することができる。
【００３０】
　一般に、本発明の方法は、本明細書において更に詳細に考察される本発明の方法の概略
図を提供する、図７に例示されているステップを含む。理解されるように、図９に概説さ
れている方法は、必要に応じて、本明細書に記載されているように、変更及び修正されう
る例示的な実施形態である。
【００３１】
　図７に示されているように、本明細書に記載されている方法は、大部分の例において、
目的の標的領域を含有する試料核酸が区分されるステップ（７０１）を含む。一般に、そ
れぞれの区分は特定の遺伝子座からの単一の個別核酸分子を含み、これは、通常、含有さ
れている区分に特異的な断片にバーコードを付けることによって（７０２）、断片の元の
分子構成を保存するように断片化またはコピーされる。それぞれの区分は、いくつかの例
において、１つを超える核酸を含み、いくつかの場合において、数百の核酸分子を含有し
、複数の核酸が区分内にある状態では、ゲノムのあらゆる特定の遺伝子座は、一般に、バ
ーコード付けの前には単一の個別核酸によりに表される。ステップ７０２のバーコード付
き断片は、当該技術に既知の任意の方法を使用して生成することができ、いくつかの例で
は、オリゴヌクレオチドが分離区分内の試料である。そのようなオリゴヌクレオチドは、
試料の異なる多数の領域を無作為に刺激することが意図されるランダム配列を含んでもよ
く、または試料の標的化領域の上流を刺激するように標的化された特定のプライマー配列
を含んでもよい。更なる例において、これらのオリゴヌクレオチドは、複製プロセスも元
の試料核酸の得られた複製断片にバーコードを付けるように、バーコード配列も含有する
。試料を増幅し、バーコード付けにこれらのバーコードオリゴヌクレオチドを使用する特
に洗練されたプロセスは、全て２０１４年６月２６日に出願された米国特許出願第１４／
３１６，３８３号、同第１４／３１６，３９８号、同第１４／３１６，４１６号、同第１
４／３１６，４３１号、同第１４／３１６，４４７号、同第１４／３１６，４６３号に詳
細に記載されており、これらは、それぞれ全ての目的においてその全体が参照として本明
細書に組み込まれる。伸長反応試薬、例えば、ＤＮＡポリメラーゼ、ヌクレオシド三リン
酸、補助因子（例えば、Ｍｇ２＋またはＭｎ２＋など）も区分中に含有されており、試料
をテンプレートとして使用してプライマー配列を伸長し、プライマーがアニールされたテ
ンプレートの鎖に相補的な断片を産生し、相補的な断片は、オリゴヌクレオチド及び関連
するバーコード配列を含む。試料の異なる部分への複数のプライマーのアニーリング及び
伸長は、バーコード配列が作り出された区分を示すそれ自体のバーコード配列をそれぞれ
有する、試料の重複相補的断片の大きなプールをもたらすことができる。いくつかの場合
において、これらの相補的断片は、それ自体を、区分に存在するオリゴヌクレオチドによ
り刺激されるテンプレートとして使用して、ここでもバーコード配列を含む補体の補体を
産生することができる。更なる例において、この複製プロセスは、第１の補体が複製され
たとき、２つの相補的配列を末端または末端の近くに産生して、分子が更に反復コピーを
産生する基礎となる能力を低減する、ヘアピン構造または部分的ヘアピン構造の形成を可
能にする。
【００３２】
　図７に例示されている方法に戻ると、区分特異的バーコードをコピー断片に結合すると
、次のバーコード付き断片をプールする（７０３）。次に標的豊富化技術を適用して（７
０４）、目的の標的化領域を「プルダウン」する。次にこれらの目的の標的化領域を配列
決定し（７０５）、目的の標的化領域が由来分子構成を特定し、また関連づけられるよう
に、断片の配列を元の分子構成に起因させる（７０６）。本明細書に記載され、図７に例
示されている方法及び系の独自の特徴は、バーコードを、標的豊富化ステップ（７０４）
の前に断片に結合する（７０２）ことである。本明細書に記載されている方法及び系の利
点は、区分または試料特異的バーコードを、標的化ゲノム領域の断片を豊富化する前にコ
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ピー断片に結合することが、標的化領域の元の分子構成を保存し、元の区分、したがって
由来試料核酸に起因させることができることである。
【００３３】
　一般に、標的化ゲノム領域は、チップに基づいた及び溶液に基づいた捕捉方法の両方を
使用して、更なる分析、特に配列決定のために豊富化、単離、または分離、すなわち、「
プルダウン」される。そのような方法は、目的のゲノム領域または目的のゲノム領域の近
くの、もしくは隣接した領域に相補的であるプローブを利用する。例えば、ハイブリッド
（または、チップに基づいた）捕捉では、目的の領域を一緒になって網羅する配列を有す
る捕捉プローブ（通常、一本鎖オリゴヌクレオチド）を含有するマイクロアレイが、表面
に固定される。ゲノムＤＮＡは断片化され、平滑末端を産生する末端修復及び／または汎
発性刺激配列などの追加の特徴の付加、などの処理を更に受けてもよい。これらの断片を
、マイクロアレイにおいてプローブとハイブリッド形成させる。非ハイブリッド形成断片
を洗い流し、所望の断片を、配列決定または他の分析のために表面に溶出させ、そうでな
ければ表面において処理し、したがって表面に残留した断片の個体群は、目的の標的化領
域（例えば、捕捉プローブに含有された配列に相補的な配列を含む領域）を含有する断片
が豊富化される。断片が豊富化された個体群を、当該技術に既知の任意の増幅技術を使用
して更に増幅してもよい。
【００３４】
　標的化ゲノム領域捕捉の追加的な方法は、ゲノムＤＮＡ断片がオリゴヌクレオチドプロ
ーブとハイブリッド形成する、溶液に基づいた方法を含む。オリゴヌクレオチドプローブ
は、多くの場合、「ベイト」と呼ばれる。これらのベイトは、一般に、ビオチン分子が限
定されることなく含まれる、捕捉分子に結合される。ベイトは、ゲノムＤＮＡ断片に適用
されると、ベイトが断片とハイブリッド形成するように、ゲノムの標的化領域（または目
的の標的化領域の近く、または隣接した領域）に相補的であり、次に捕捉分子（例えば、
ビオチン）を使用して、目的の標的化領域を選択的にプルダウンし（例えば、磁気ストレ
プトアビジンビーズを用いる）、それにより、得られた個体群を、目的の標的化領域を含
有する断片で豊富化する。
【００３５】
　全エクソームを網羅する標的化領域が必要な例では、全エクソームを一緒になって網羅
するベイトのライブラリーを使用して、標的化配列を捕捉する。そのような例では、捕捉
プロトコールは、Ｒｏｃｈｅ／ＮｉｍｂｌｅＧｅｎ、Ｉｌｌｕｍｉｎａ及びＡｇｉｌｅｎ
ｔにより製造されたエクソーム捕捉プロトコール及びキットのいずれかが限定されること
なく含まれる、当該技術に知られている任意のものを含むことができる。
【００３６】
　本明細書に記載されている方法及び系に使用される標的化ゲノム領域の捕捉は、全エク
ソームに限定されず、部分エクソーム、遺伝子、遺伝子のパネル、イントロン及びイント
ロンとエクソンの組み合わせのいずれか１つ、または組み合わせを含むことができる。こ
れらの異なる種類の標的化領域の捕捉手順は、目的の標的化領域を含有する断片をプルダ
ウンするのにベイトを使用する、一般的方法に従っている。ベイトは、特に、目的の標的
化領域と、またはその近くとハイブリッド形成するベイトのオリゴヌクレオチドプローブ
部分は、捕捉される標的化領域の種類によってある程度決まる。
【００３７】
　部分的なエクソームのみが更なる分析に必要な例では、ベイトを、エクソームの一部を
補足するように設計することができる。特定の例において、必要とされるエクソームの部
分の特定の素生は知られており、ベイトのライブラリーは、特定された部分、またはそれ
らの部分に近い、もしくは隣接した領域に相補的であるオリゴヌクレオチドを含む。その
ような例は、障害または疾患などの特定の表現型と関連することが知られている特定の遺
伝子及び／もしくは遺伝子のパネル、またはエクソームの特定された部分を捕捉すること
を、限定されることなく更に含むことができる。いくつかの例において、エクソームの特
定の部分または全ゲノム（イントロンとエクソンの領域の両方を含む）が更なる分析に必
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要でありうるが、捕捉されるゲノムの部分の特定の配列は、不明である。そのような実施
形態において、使用されるベイトは、全ゲノムに向けられたライブラリーのサブセットで
あり、そのサブセットを、無作為に、またはベイトのライブラリーがゲノムもしくはエク
ソームの標的化小単位に相補的なプローブのために選択または豊富化されている任意の種
類の知的設計を介して、選択することができる。
【００３８】
　本明細書に記載されている任意の方法のため、標的化領域を、標的化領域の全体もしく
は一部に相補的なオリゴヌクレオチドプローブを含むベイトを使用して捕捉することがで
きる、またはオリゴヌクレオチドプローブは、標的領域に近い、もしくは標的領域に隣接
する別の領域、例えば、イントロンに相補的でありうる。例えば、図２Ａに概略的に例示
されているように、遺伝子配列２０１は、エクソン領域２０２及び２０３を含む。これら
のエクソン領域は、ベイトを近くの１つ以上のイントロン配列（例えば、エクソン領域２
０２の捕捉にはイントロン領域２０４及び／または２０５、エクソン領域２０３の捕捉に
はイントロン領域２０６）に向けることによって捕捉することができる。換言すると、エ
クソン領域２０２または２０３を含む断片の個体群は、イントロン領域２０４及び／また
は２０５及び２０６に相補的なベイトの使用によって捕捉することができる、図２Ａに示
されているように、近くのエクソン領域のイントロンベイトとして使用されるイントロン
領域は、目的のエクソン領域に隣接することができ、すなわち、イントロン領域と標的化
エクソン領域の間には間隙がない。他の例において、近くのエクソン領域の捕捉に使用さ
れるイントロン領域は、両方の領域が同じ断片内にありうるが、エクソン領域とイントロ
ン領域の間に１つ以上のヌクレオチドの間隙がある（例えば、図２Ａの２０２及び２０５
）ように十分に近くにあってもよい。
【００３９】
　いくつかの例では、ベイトを、ゲノムの特定の領域を標的にするように設計するのでは
なく、タイリング（ｔｉｌｉｎｇ）手法が使用される。そのような手法では、特定のエク
ソンまたはイントロン領域を標的にするのではなく、ベイトは、特定の範囲または距離で
ゲノムの部分に相補的であるように設計される。例えば、ベイトのライブラリーを、この
ベイトのライブラリーを断片化試料に適用することが、ゲノムの特定のサブセット、すな
わち、ベイトに相補的な配列を含有する断片に含有されている領域のみを捕捉するように
、ゲノムに沿って５キロベース（ｋｂ）毎に配列を網羅するように設計することができる
。理解されるように、ベイトを、ヒトゲノム基準配列などの基準配列に基づいて設計する
ことができる。更なる例において、タイル状のベイトライブラリーは、ゲノムの１、２、
５、１０、１５、２０、２５、５０、１００、２００、２５０、５００、７５０、１００
０、または１００００キロベース毎に領域を捕捉するように設計される。なお更なる例に
おいて、タイル状のベイトライブラリーは、距離の混合物を捕捉するように設計され、そ
の混合物は、距離の無作為混合物でありうる、またはゲノムの特定の部分もしくは割合が
捕捉されるように知的に設計されうる。理解されるように、そのようなタイリング捕捉方
法は、配列決定などの更なる分析のため、イントロンとエクソンの領域を両方とも捕捉す
る。本明細書に記載されているタイリングまたは他のイントロンベイト方法のいずれかは
、長い介在イントロン領域により広く離されているエクソンの配列情報を関連づける方法
を提供する。
【００４０】
　更なる例において、本明細書に記載されているタイリングまたは他の捕捉方法は、全ゲ
ノムの約５％、１０％、１５％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８
０％、９０％、９５％を捕捉する。なお更なる例において、本明細書に記載されている捕
捉方法は、全ゲノムの約１～１０％、５～２０％、１０～３０％、１５～４０％、２０～
５０％、２５～６０％、３０～７０％、３５～８０％、４０～９０％、または４５～９５
％を捕捉する。
【００４１】
　いくつかの例において、ゲノムＤＮＡを断片化する、増幅する、区分化する、別の方法
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で処理する方法を含む試料の調製方法は、ゲノムの特定の領域に偏った、または低い適用
範囲をもたらすことができる。そのように偏った、または低い適用範囲は、ゲノムの標的
化領域の捕捉に使用されるベイトの濃度またはゲノム位置を変更することによって、本明
細書に開示されている方法及び系において補うことができる。いくつかの例において、高
いＧＣ含有量または他の構造的変動を含有するゲノムの特定の領域が低い適用範囲をもた
らすことが知られている場合があり、そのような状況では、ベイトのライブラリーを変更
して、低い適用範囲の領域に向けられるベイトの濃度を増加することができ、換言すると
、使用されるベイトの個体群を「スパイク（ｓｐｉｋｅｄ）」して、低い適用範囲の区域
におけるゲノムの標的化領域を含有する十分な数の断片が、配列決定される断片の最終個
体群において得られることを確実にすることができる。そのようなベイトのスパイクは、
低い適用範囲の領域に向けられたベイトの特別仕様のライブラリーを既製のエクソーム捕
捉キットに加えるようにして、市販の全エクソームキットによって実施することができる
。加えて、ベイトを、目的の領域に非常に近いが、より多好ましい適用範囲を有する、ゲ
ノム領域を標的にするように設計することができ、このことは、また本明細書において更
に詳細に考察され、その実施形態は、図２に概略的に例示されている。
【００４２】
　更なる例において、本発明の方法に使用されるベイトのライブラリーは、本明細書に更
に記載される特徴の１つ以上を満たす情報価値のある設計（ｉｎｆｏｒｍｅｄ　ｄｅｓｉ
ｇｎ）の産物である。情報価値のある設計は、ベイトのライブラリーが有益な（ｉｎｆｏ
ｒｍａｔｉｖｅ）単一ヌクレオチド多形（ＳＮＰ）に向けられている場合を含む。用語「
有益なＳＮＰ」は、本明細書において使用されるとき、ヘテロ接合性であるＳＮＰを指す
。ベイトのライブラリーは、いくつかの例において、有益なＳＮＰを含有するゲノム試料
の領域に向けられている複数のプローブを含有するように設計される。「向けられている
」とは、本明細書において使用されるとき、プローブが、ＳＮＰを包含する配列に相補的
である配列を含有することを意味する。更なる例において、ベイトのライブラリーは、エ
クソンとイントロンの境界から所定の距離でＳＮＰに向けられているプローブを含有する
ように設計される。ゲノムの標的化領域が、ＳＮＰを欠いている、また非常に僅かなＳＮ
Ｐしか含有しない領域を含む場合では、ベイトのライブラリーは、所定の距離でそのよう
な領域にわたってタイル状になる、及び／または二番目に近いイントロンもしくはエクソ
ン内の第１の有益なＳＮＰとハイブリッド形成する、プローブを含む。
【００４３】
　本明細書に記載されている方法及び系の利点は、捕捉された標的化領域が、標的化領域
を捕捉する及び配列決定分析を実施するステップの後であっても、これらの標的化領域の
元の分子構成が保持されるように、捕捉の前に処理されることである。本明細書において
更に詳細に考察されるように、特定の標的化領域を元の分子構成（誘導されている元の染
色体もしくは染色体領域、及び／または完全ゲノム内の特定の標的化領域の互いの位置が
含まれうる）に起因させる能力は、そうでなければ伝統的な配列決定技術の使用により不
十分にマップされる、または不十分な適用範囲を有するゲノムの領域から、配列情報を得
る方法を提供する。
【００４４】
　例えば、いくつかの遺伝子は、一般に利用可能な配列決定技術を使用して、特に、長い
読み込み技術と比較して優れた精度を有する短い読み込み技術を使用してスパンするには
長すぎる長いイントロンを有する。しかし、本明細書に記載されている方法及び系では、
一般に図１に例示されており、本明細書において更に詳細に記載されるタグ付け手順を介
して、標的化領域の分子構成が保持される。このように、関連性がゲノムの伸長領域にわ
たって作られる。例えば、図２Ｂに概略的に例示されているように、核酸分子２０７は、
長いイントロン領域（２０８）により中断された２つのエクソン（影付バー）を含有する
。一般に使用される配列決定技術は、イントロンを横断する距離をスパン（ｓｐａｎ）し
て２つのエクソンの関係に関する情報を提供することができない。本明細書に記載されて
いる方法では、個別の核酸分子２０７は、それ自体の分離区分２０９に分配され、次に異
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なる断片が異なる部分のエクソン及びイントロンを含有するように断片化される。これら
の断片のそれぞれが、断片から得られた任意の配列情報が、断片が生成された分離区分に
起因するようにタグ付けされるので、それぞれの断片も、断片が誘導された個別の核酸分
子２０７に起因する。一般に、本明細書において更に記載されるように、断片化及びタグ
付けの後、異なる区分からの断片を一緒に合わせる。次に標的化捕捉方法を使用して、配
列決定などの更なる分析を受ける断片の個体群を、目的の標的化領域を含有する断片で豊
富化することができる。図２Ｂに例示されている例では、使用されるベイトが断片の個体
群を豊富化して、２つのエクソンのうちの１つの一部及び／または介在イントロンの部分
を含有するもののみを捕捉するが、エクソン及びイントロンの外側にある領域（例えば、
２０９及び２１０）は捕捉しない。したがって、配列決定を受ける断片の最終個体群は、
目的の２つのエクソンの部分を含有する断片が豊富化される。次に短い読み込みで高い精
度の配列決定技術を使用して、この断片豊富化個体群の配列を特定することができ、それ
ぞれの断片がタグ付けされ、したがって、元の分子構成、すなわち、元の個別の核酸分子
に起因するので、短い読み込み配列は、長い長さの介在イントロンを超えてスパンする情
報を提供して、２つのエクソンの関係についての情報を提供することができる。
【００４５】
　上記に示されたように、本明細書に記載されている方法及び系は、長い核酸の短い配列
読み込むために、個別の分子構成を提供する。本明細書において使用されるとき、個別の
分子構成は、特定の配列読み込みを超えた配列構成、例えば、配列読み込みそれ自体の範
囲内に含まれない、隣接または近位配列との関係を指し、このように、典型的には短い配
列読み込みの全体または一部に含まれないようなもの、例えば、対読み込みでは約１５０
塩基または約３００塩基の読み込みである。特に好ましい態様において、方法及び系は、
短い配列読み込みのために長い範囲の配列構成を提供する。そのような長い範囲の構成は
、所定の配列読み込みと、互いに１ｋｂより長い、５ｋｂより長い、１０ｋｂより長い、
１５ｋｂより長い、２０ｋｂより長い、３０ｋｂより長い、４０ｋｂより長い、５０ｋｂ
より長い、６０ｋｂより長い、７０ｋｂより長い、８０ｋｂより長い、９０ｋｂより長い
、もしくはさらに１００ｋｂより長い、またはそれ以上長い距離内にある配列読み込みと
の関係または連結を含む。理解されるように、長い範囲の個別の分子構成を提供すること
によって、その個別の分子構成内にある変異体の位相情報を導き出すこともでき、例えば
、特定の長い分子における変異体は、定義によると一般的に位相されている。
【００４６】
　長い範囲の個別の分子構成を提供することによって、本発明の方法及び系は、はるかに
長い推定分子構成（本明細書において、「長い仮想単一分子読み込み」とも呼ばれる）も
提供する。配列構成は、本明細書において記載されているように、異なる（一般にキロベ
ース尺度に基づく）範囲の完全長ゲノム配列にわたる断片のマッピング、または連結の提
供を含むことができる。これらの方法は、短い配列読み込みを、個別の長い分子または連
鎖分子のコンティグにマッピングすること、ならびに、例えば、個別の分子の連続決定配
列を有する長い個別の分子の大きな部分を長い範囲で配列決定することを含み、ここで、
そのような決定配列は、１ｋｂより長い、５ｋｂより長い、１０ｋｂより長い、１５ｋｂ
より長い、２０ｋｂより長い、３０ｋｂより長い、４０ｋｂより長い、５０ｋｂより長い
、６０ｋｂより長い、７０ｋｂより長い、８０ｋｂより長い、９０ｋｂより長い、または
さらには１００ｋｂより長い。配列構成によって、短い配列を、長い核酸、例えば個別の
長い核酸分子、または連結核酸分子のコレクション、またはコンティグに起因させること
は、短い配列を長い核酸伸展にマッピングして、高レベルの配列構成を提供すること、な
らびにこれらの長い核酸を介して短い配列から会合配列を提供することを含んでもよい。
【００４７】
　更に、長い個別の分子と関連する長い範囲の配列構成を利用してもよいが、そのような
長い範囲の配列構成を有することは、さらに長い範囲の配列構成を推測することも可能に
する。一例として、上記に記載された長い範囲の分子構成を提供することによって、異な
る由来分子からの長い配列の中に重複した変異部分、例えば、位相変異体、転位配列など
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を特定することができ、これらの分子間の推定連結を可能にする。そのような推定連結ま
たは分子構成は、本明細書において「推定コンティグ」と呼ばれる。いくかの場合におい
て、位相配列の文脈で考察するとき、推定コンティグは、一般に位相された配列を表すこ
とができ、例えば、重複位相変異体によって、個別の由来分子より実質的に大きな長さの
位相コンティグを推定することができる。これらの位相コンティグを、本明細書において
「位相ブロック」と呼ぶ。
【００４８】
　長い単一分子読み込み（例えば、上記に考察された「長い仮想単一分子読み込み」）か
ら出発することによって、短い読み込み配列決定技術または位相配列決定の他の手法を使
用して得られるものより長い推定コンティグまたは位相ブロックを、導き出すことができ
る。例えば、米国特許出願公開第２０１３－０１５７８７０号を参照すること。特に、本
明細書に記載されている方法及び系を使用して、少なくとも約１０ｋｂ、少なくとも約２
０ｋｂ、少なくとも約５０ｋｂのＮ５０を有する推定コンティグまたは位相ブロック長さ
を得ることができる（ここで、記述されているＮ５０数値より大きなブロック長さの合計
は、全てのブロック長さの合計の５０％である）。より好ましい態様において、少なくと
も約１００ｋｂ、少なくとも約１５０ｋｂ、少なくとも約２００ｋｂ、多くの場合におい
て、少なくとも約２５０ｋｂ、少なくとも約３００ｋｂ、少なくとも約３５０ｋｂ、少な
くとも約４００ｋｂ、いくつかの場合において、少なくとも約５００ｋｂ、またはそれ以
上のＮ５０を有する推定コンティグまたは位相ブロック長さが得られる。なお他の場合に
おいて、２００ｋｂを超える、３００ｋｂを超える、４００ｋｂを超える、５００ｋｂを
超える、１Ｍｂを超える、または２Ｍｂさえも超える最大位相ブロック長さを得ることも
できる。
【００４９】
　１つの態様において、本明細書上記及び下記に記載されている捕捉方法のいずれかと共
に、本明細書に記載されている方法及び系は、試料核酸またはその断片を分離区画または
区分（本明細書において、区分と交換可能に呼ばれる）に区画化する、沈着させる、また
は区分化することを提供し、ここで、それぞれの区画は、それ自体の内容物を他の区分の
内容物から離した状態に維持している。独自の識別子、例えばバーコードを、区画化また
は区分化した試料核酸を保持する区分に前もって、すぐ後に、または同時に送達して、特
徴を、例えば核酸配列情報を、特定の区画内に含まれる試料核酸に、特に、区画に元々沈
着されていてもよい連続試料核酸の比較的長い伸展に、後に起因させることを可能にする
ことができる。
【００５０】
　本明細書に記載されている方法に利用される試料核酸は、典型的には、分析される試料
全体の多数の重複部分、例えば染色体全体、エクソーム、または他の大きな遺伝子部分を
表す。これらの試料核酸は、全ゲノム、個別の染色体、エクソーム、アンプリコン、また
は目的とする様々な異なる核酸のいずれかを含んでもよい。試料核酸は、典型的には、核
酸が区分に比較的長い断片または伸展の連続核酸分子で存在するように区分される。典型
的には、試料核酸のこれらの断片は、１ｋｂより長く、５ｋｂより長く、１０ｋｂより長
く、１５ｋｂより長く、２０ｋｂより長く、３０ｋｂより長く、４０ｋｂより長く、５０
ｋｂより長く、６０ｋｂより長く、７０ｋｂより長く、８０ｋｂより長く、９０ｋｂより
長く、またはさらに１００ｋｂより長くてもよく、上記に記載された長い範囲の分子構成
が許容される。
【００５１】
　試料核酸も、所定の区分が非常に低い確率で出発試料核酸の２つの重複断片を含むとい
うレベルで、典型的に区分される。これは、典型的には、試料核酸を区分化プロセスの際
に低い投入量及び／または濃度で提供することによって達成される。その結果、好ましい
場合では、所定の区分は、出発試料核酸の長いが重複していない多数の断片を含むことが
できる。次に異なる区分中の試料核酸は、独自の識別子に関連づけられ、任意の所定の区
分では、含有された核酸は、同じ独自の識別子を有するが、異なる区分は、異なる独自の
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識別子を含むことができる。更に、区分化ステップは、試料構成成分を非常に小さい体積
の区分または液滴の中に配分するので、上記に記載された所望の配分を達成するため、高
体積プロセスに必要とされる試料の相当な希釈を、例えば管またはマルチウエルプレート
のウエルにおいて実施する必要がないことが理解される。更に、本明細書に記載されてい
る系が高レベルのバーコード多様性を用いるので、多様なバーコードを、上記に提示され
ている多数のゲノム等価物に配分することができる。特に、以前に記載されているマルチ
ウエルプレート手法（例えば、米国特許出願公開第２０１３－００７９２３１号及び同第
２０１３－０１５７８７０号を参照すること）は、典型的には、百から数百個の異なるバ
ーコード配列を操作し、試料の限定された希釈プロセスを用いることによってのみ、バー
コードを異なる細胞／核酸に起因させることができる。このように、これらは一般に１０
０個よりかなり少ない細胞を用いて操作され、典型的には、１：１０、当然のことながら
１：１００をはるかに超えるオーダーでゲノム：（バーコード型）の比をもたらす。一方
、本明細書に記載されている系は、高レベルのバーコード多様性、例えば、１０，０００
、１００，０００、５００，０００超などの多様なバーコード型のため、１：５０以下、
１：１００以下、１：１０００以下のオーダー、またはさらに小さな比のゲノム：（バー
コード型）の比で操作されうるが、ゲノム毎にはるかに改善されたバーコード多様性を依
然として提供しながら、より多数のゲノム（例えば、アッセイ毎に１００個を超えるゲノ
ム、アッセイ毎に５００個を超えるゲノム、アッセイ毎に１０００個を超えるゲノム、ま
たは更にそれ以上のオーダー）を装填することも可能である。
【００５２】
　多くの場合、試料は、区分化ステップの前に、ビーズに遊離可能に結合されるオリゴヌ
クレオチドタグのセットと組み合わされる。次にその組み合わせは、当該技術に既知であ
り、かつ本明細書に記載されている方法の使用により、試料中の核酸のバーコード付けを
もたらすことができる。いくつかの例において、増幅方法を使用して、得られた増幅産物
にバーコードを付加し、いくつかの例では、増幅産物は、それが誘導される完全由来核酸
分子の小さなセグメント（断片）を含有する。いくつかの例において、トランスポゾンを
使用する方法は、Ａｍｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　４６：１
３４３－１３４９（２０１４）（２０１４年１０月２９日にオンライン先行公開）に記載
されているように利用されており、これは、全ての目的において、特に、バーコードまた
は他のオリゴヌクレオチドタグを核酸に結合することに関する全ての教示において、その
全体が参照として本明細書に組み込まれる。更なる例において、バーコードを結合する方
法は、ニッキング酵素もしくはポリメラーゼ、及び／またはｒｅｃＡなどの侵襲性プロー
ブを使用して、二本鎖試料核酸に沿って間隙を生じることを含むことができ、次にバーコ
ードをこれらの間隙に挿入することができる。
【００５３】
　増幅を使用して核酸断片にタグ付けする例において、オリゴヌクレオチドタグは、少な
くとも第１及び第２の領域を含んでもよい。第１の領域は、所定の区分内のオリゴヌクレ
オチドでは、実質的に同じバーコード配列であってもよいが、異なる区分間では、異なる
バーコード配列あってもよく、大部分の場合において異なるバーコード領域である。第２
の領域は、区分内の試料内の核酸を刺激するのに使用できるＮ－ｍｅｒ（ランダムＮ－ｍ
ｅｒまたは特定の配列を標的にするように設計されたＮ－ｍｅｒ）でありうる。Ｎ－ｍｅ
ｒが特定の配列を標的にするように設計されるいくつかの場合において、特定の染色体（
例えば、染色体１、１３、１８、もしくは２１）、または染色体の領域、例えば、エクソ
ームもしくは他の標的化領域を標的にするように設計されうる。いくつかの場合において
、Ｎ－ｍｅｒは、疾患または障害（例えば、癌）に関連する遺伝子または領域などの特定
の遺伝子または遺伝子領域を標的にするように設計されうる。区分内では、増幅反応は、
第２のＮ－ｍｅｒを使用して、核酸の長さに沿って異なる場所で核酸試料を刺激すること
によって実施してもよい。増幅の結果、それぞれの区分は、同一またはほぼ同一のバーコ
ードに結合している核酸の増幅産物を含有することができ、これは、それぞれの区分中の
核酸の重複している小さい断片を表すことがある。バーコードは、同じ区分に由来し、し
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たがって潜在的に同じ核酸鎖にも由来する核酸のセットを示すマーカーとして、機能する
ことができる。増幅の後、核酸をプールし、配列決定し、配列決定アルゴリズムの使用に
より整列させることができる。短い配列読み込みが、関連するバーコード配列によって整
列され、試料核酸の単一の長い断片に起因しうるので、配列において特定された変異体は
、全て、単一の由来断片及び単一の由来染色体に起因することができる。更に、複数の共
同配置変異体を複数の長い断片にわたって配列させることによって、染色体の寄与につい
て更に特徴決定することができる。したがって、長い範囲の遺伝子配列にわたって分析す
ることができるので、例えば、ゲノムの不十分に特徴決定された領域の伸展にわたって配
列情報を特定することができるので、特定の遺伝子変異体の位相に関する結論を導き出す
ことができる。そのような情報は、一般に同じ核酸鎖または異なる核酸鎖に存在する特定
の遺伝子変異体セットである、ハロタイプの特定にも有用でありうる。コピー数変動も、
この方法によって特定することができる。
【００５４】
　記載されている方法及び系は、現行の核酸配列決定技術及び関連する試料調製方法より
も大きな利点を提供する。試料調製及び配列決定方法は、全体として、主に、試料中の大
多数の構成要素を特定し、特徴決定することに傾いており、抽出試料中の総ＤＮＡにおい
て少ない比率を構成する少数の構成要素、例えば、１つの染色体または１個もしくは数個
の細胞が寄与する遺伝子材料、または血流中に循環する断片化腫瘍細胞ＤＮＡ分子を特定
及び特徴決定するように設計されていない。記載されている方法及び系は、大型試料内に
存在する個体群を検出するのに大きな利点も提供する。このように、ハロタイプ及びコピ
ー数変動の評価に特に有用であり、本明細書に開示されている方法は、不十分に特徴決定
されている、または試料調製の際に導入された偏向に起因して、核酸標的の個体群によっ
て不十分に表されているゲノムの領域に、配列情報を提供することにも有用である。
【００５５】
　本明細書に開示されているバーコード付け技術の使用は、所定の遺伝子マーカーのセッ
トに個別の分子構成を提供する、すなわち、所定の遺伝子マーカーｎセットを（単一のマ
ーカーとは対照的に）個別の試料核酸分子に起因させる、ならびに変異体座標会合を介し
て、より広範囲の、さらには長い範囲の推定個別分子構成を、複数の試料核酸分子及び／
または特定の染色体に提供する、独自の能力を付与する。これらの遺伝子マーカーには、
特定の遺伝子座、例えば、ＳＮＰなどの変異体を含んでもよく、または短い配列を含んで
もよい。更に、バーコード付けの使用は、例えば、血流中の循環腫瘍ＤＮＡの検出及び特
徴決定のため、試料から抽出された総核酸個体群において小数の構成成分と大多数の構成
成分とを区別する能力を促進する追加的な利点を付与し、また任意の増幅ステップの際に
増幅偏向を低減または排除する。加えて、マイクロ流体工学フォーマットの実施は、極め
て小さい試料体積及び低投入量のＤＮＡを扱う能力、ならびに多数の試料区分（液滴）を
迅速に処理して、ゲノム規模のタグ付けを促進する能力を付与する。
【００５６】
　前記載のように、本明細書に記載されている方法及び系の利点は、広範に入手可能な短
い読み込み配列決定技術の使用を介して所望の結果を達成できることである。そのような
技術は、十分に特徴づけられている極めて効果的なプロトコール及び試薬系によって、研
究界において容易に入手可能であり、広く普及しているという利点を有する。これらの短
い読み込み配列決定技術には、例えば、Ｉｌｌｕｍｉｎａ，ｉｎｃ．（ＧＸＩＩ、Ｎｅｘ
ｔＳｅｑ、ＭｉＳｅｑ、ＨｉＳｅｑ、Ｘ１０）、Ｉｏｎ　Ｔｏｒｒｅｎｔ　ｄｉｖｉｓｉ
ｏｎ　ｏｆ　Ｔｈｅｒｍｏ－Ｆｉｓｈｅｒ（Ｉｏｎ　Ｐｒｏｔｏｎ及びＩｏｎ　ＰＧＭ）
、パイロシーケンシング（ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）の方法、ならびに他から入手
可能なものが含まれる。
【００５７】
　本明細書に記載されている方法及び系がこれらの短い読み込み配列決定技術を利用し、
関連する誤差率が低いことが、特に利点である。特に、本明細書に記載されている方法及
び系は、上記に記載された所望の個別の分子読み込み長さ、または構成を達成するが、メ
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イトペア（ｍａｔｅ　ｐａｉｒ）伸展を除いて、１０００ｂｐより短い、５００ｂｐより
短い、３００ｂｐより短い、２００ｂｐより短い、１５０ｂｐより短い、またはさらに短
い個別の配列決定読み込みを伴い、５％未満、１％未満、０．５％未満、０．１％未満、
０．０５％未満、０．０１％未満、０．００５％未満、またはさらには０．００１％未満
の個別の分子読み取り長さの配列決定誤差率を伴って達成する。
【００５８】
ＩＩ．ワークフロー概観
　１つの例示的な態様において、本開示に記載されている方法及び系は、個別の試料（例
えば、核酸）を分離区分に沈着または区分化することを提供し、それぞれの区分は、それ
自体の内容物を他の区分の内容物から離した状態に維持している。本明細書において使用
されるとき、区分とは、様々な異なる形態、例えば、ウエル、管、マイクロまたはナノウ
エル、中空などの容器または器を指す。しかし好ましい態様では、区分は流体流の中で流
動可能である。これらの器は、例えば、内側流体中心またはコアを囲む外側隔壁を有する
マイクロカプセルまたは微小胞から構成されていてもよく、あるいは、マトリックス内に
材料を進入させる及び／または保持することができる多孔質マトリックスであってもよい
。しかし好ましい態様では、これらの区分は、非水性連続相、例えば油相内の水性流体の
液滴を構成しうる。様々な異なる器は、例えば、米国特許出願第１３／９６６，１５０号
、２０１３年８月１３日出願に記載されている。同様に、非水性または油連続相中に安定
した液滴を作り出すエマルション系は、例えば米国特許出願公開第２０１０－０１０５１
１２号に詳細に記載されている。特定の場合において、マイクロ流体チャンネル網状組織
は、本明細書に記載されている区分の生成に特に適している。そのようなマイクロ流体デ
バイスには、米国特許出願第１４／６８２，９５２号、２０１５年４月９日出願において
詳細に記載されたものが含まれ、この全開示は、全ての目的においてその全体が参照とし
て本明細書に組み込まれる。細胞の水性混合物がその中を通って非水性流体中に抽出され
る多孔質膜を含む、代替的な機構を個別の細胞の区分化に用いることもできる。そのよう
な系は、例えば、Ｎａｎｏｍｉ，Ｉｎｃから一般に入手可能である。
【００５９】
　エマルションの液滴の場合、試料材料、例えば、核酸を分離区分に区分化することは、
一般に、試料含有水性流を、区分化流体の非水性流、例えばフッ素化油も流れている接合
部に、水性液滴が、流れている区分流体流の中に作り出されるように流すことによって達
成することができ、ここで、そのような液滴は試料材料を含む。下記に記載されるように
、区分、例えば液滴は、同時に区分化されたバーコードオリゴヌクレオチドも典型的に含
む。任意の特定の区分内の試料材料の相対量は、例えば、水性流中の試料の濃度、水性流
及び／または非水性流の流速などが含まれる系の様々な異なるパラメーターを制御するこ
とによって、調整することができる。本明細書に記載されている区分は、多くの場合、極
めて小さい体積を有することによって特徴づけられる。例えば、液滴に基づいた区分の場
合では、液滴は、１０００ｐＬ未満、９００ｐＬ未満、８００ｐＬ未満、７００ｐＬ未満
、６００ｐＬ未満、５００ｐＬ未満、４００ｐＬ未満、３００ｐＬ未満、２００ｐＬ未満
、１００ｐＬ未満、５０ｐＬ未満、２０ｐＬ未満、１０ｐＬ未満、またはさらに１ｐＬ未
満の総体積を有することがある。ビーズと同時区分化される場合、区分内の試料流体体積
は、上記に記載された体積の９０％未満、上記に記載された体積の８０％未満、７０％未
満、６０％未満、５０％未満、４０％未満、３０％未満、２０％未満、またはさらには１
０％未満でありうる。いくつかの場合では、低反応体積区分の使用は、非常に少量の出発
試薬、例えば、投入核酸によって反応を実施するのに特に有利である。低投入量核酸によ
り試料を分析する方法及び系は、米国特許出願第１４／７５２，６０２号、２０１５年６
月２６日出願に表されており、その全開示は、その全体が参照として本明細書に組み込ま
れる。
【００６０】
　試料が、本明細書に記載されている方法及び系によって、それぞれの区分に導入される
と、区分内の試料核酸は、これらの核酸が特徴決定されたときに、それぞれの起源から誘
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導されたように起因されうるように、一般に独自の識別子が提供される。したがって、試
料核酸は、典型的には独自の識別子（例えば、バーコード配列）と共に同時区分化される
。特に好ましい態様において、独自の識別子は、試料に結合していてもよい核酸バーコー
ド配列を含むオリゴヌクレオチドの形態で提供される。オリゴヌクレオチドは、所定の区
分内のオリゴヌクレオチドでは、含有された核酸バーコード配列は同じであるが、異なる
区分では、オリゴヌクレオチドはバーコード配列が異なりうるように、好ましくは異なる
バーコード配列を有するように、区分化される。好ましい態様において、１つの核酸バー
コード配列のみが所定の区分と関連するが、いくつかの場合では、２つ以上の異なるバー
コード配列が存在してもよい。
【００６１】
　核酸バーコード配列は、典型的には６～約２０個以上のヌクレオチドをオリゴヌクレオ
チドの配列内に含む。これらのヌクレオチドは、完全に連続的、すなわち、隣接ヌクレオ
チドの単一伸展であってもよく、または１個以上のヌクレオチドによって離されている、
２つ以上の別々の部分配列に離されていてもよい。典型的には、離された部分配列は、典
型的には約４～約１６個のヌクレオチドの長さでありうる。
【００６２】
　同時区分化されたオリゴヌクレオチドは、区分化された核酸の処理に有用な他の機能性
配列も典型的に含む。これらの配列には、例えば、関連するバーコード配列を結合しなが
ら、区分内の個別の核酸からゲノムＤＮＡを増幅する標的化もしくはランダム／汎発性増
幅プライマー配列、配列決定プライマー、例えば、配列の存在の特定のため、もしくはバ
ーコード付き核酸のプルダウンのためのハイブリッド形成もしくはプローブ配列、または
任意の多数の他の潜在的な機能性配列が含まれる。ここでも、オリゴヌクレオチド及び関
連するバーコード、ならびに他の機能性配列の同時区分化は、試料材料と共に、例えば、
全て２０１４年６月２６日出願の米国特許出願第１４／３１６，３８３号、同第１４／３
１６，３９８号、同第１４／３１６，４１６号、同第１４／３１６，４３１号、同第１４
／３１６，４４７号、同第１４／３１６，４６３号、ならびに２０１４年２月７日出願の
米国特許出願第１４／１７５，９３５号に記載されており、これらの全開示は、その全体
が参照として本明細書に組み込まれる。
【００６３】
　簡潔には、１つの例示的なプロセスにおいて、それぞれ多数の、ビーズに遊離可能に結
合し上記に記載されたオリゴヌクレオチドを含みうるビーズが提供され、特定のビーズに
結合したオリゴヌクレオチドは、全て、同じ核酸バーコード配列を含んでもよいが、多数
の多様なバーコード配列が、使用されるビーズの個体群にわたって表されていてもよい。
典型的には、ビーズの個体群は、少なくとも１０００個の異なるバーコード配列、少なく
とも１０，０００個の異なるバーコード配列、少なくとも１００，０００個の異なるバー
コード配列、またはいくつかの場合では、少なくとも１，０００，０００の異なるバーコ
ード配列を含みうる多様なバーコード配列ライブラリーを提供してもよい。加えて、それ
ぞれのビーズは、典型的には、結合された多数のオリゴヌクレオチド部分を備えているこ
とができる。特に、個別のビーズにおいてバーコード配列を含むオリゴヌクレオチド分子
の数は、少なくとも約１０，０００個のオリゴヌクレオチド分子、少なくとも１００，０
００個のオリゴヌクレオチド分子、少なくとも１，０００，０００個のオリゴヌクレオチ
ド分子、少なくとも１００，０００，０００個のオリゴヌクレオチド分子、いくつかの場
合では少なくとも１０億個のオリゴヌクレオチド分子でありうる。
【００６４】
　オリゴヌクレオチドは、ビーズへの特定の刺激の適用によって、ビーズから遊離可能で
ありうる。いくつかの場合において、刺激は、例えば、オリゴヌクレオチドを遊離しうる
光解離性連結の切断を介した、光刺激でありうる。いくつかの場合では、熱刺激を使用し
てもよく、ビーズ環境の温度の上昇は、連結の切断またはビーズからのオリゴヌクレオチ
ドの他の遊離をもたらすことができる。いくつかの場合では、ビーズへのオリゴヌクレオ
チドの連結を切断する、または別の方法でビーズからのオリゴヌクレオチドの遊離をもた
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らすことができる、化学刺激を使用してもよい。
【００６５】
　本明細書に記載されている方法及び系によると、結合されたオリゴヌクレオチドを含む
ビーズは、単一ビーズ及び単一試料が個別の区分内に含有されるように、個別の試料と共
に同時区分化されうる。単一ビーズ区分が望ましい、いくつかの場合において、平均して
、区分が１区分あたり１個未満のビーズを含有して、占有されたこれらの区分が主に単一
占有されることを確実にするように、流体の相対流速を制御することが望ましいことがあ
る。同様に、流速を制御して、区分が占有される高い率をもたらす、例えば、僅かな率の
非占有区分のみを可能にすることが望ましい場合もある。好ましい態様において、流れ及
びチャンネル構造は、望ましい数の単一占有区分が、非占有区分の特定のレベルより少な
く、複数占有区分の特定のレベルより少ないことを確実にするように制御される。
【００６６】
　図３は、特にコピー数変動またはハロタイプアッセイに使用するため、試料核酸をバー
コード付け及び続く配列決定するｔ１つの特定例の方法を例示する。最初に、核酸を含む
試料を供給源３００から得ることができ、バーコード付きビーズのセットも、得ることが
できる（３１０）。ビーズは、好ましくは、１つ以上のバーコード配列を含有するオリゴ
ヌクレオチドと、ならびにランダムＮ－ｍｅｒなどのプライマーまたは他のプライマーと
連結している。好ましくは、バーコード配列は、例えば、バーコードとビーズとの連結の
切断を介して、もしくは下にあるビーズの分解によるバーコードの遊離を介して、または
２つの組み合わせを介して、バーコード付きビーズから遊離される。例えば、特定の好ま
しい態様において、バーコード付きビーズは、還元剤なその作用物質により分解また溶解
されて、バーコード配列を遊離することができる。この例において、核酸を含む低量の試
料（３０５）、バーコード付きビーズ（３１５）及び任意に他の試薬、例えば還元剤（３
２０）を組み合わせて、区分化に付す。例として、そのような区分化は、構成成分をマイ
クロ流体デバイス（３２５）などの液滴生成系に導入することを伴うことができる。マイ
クロ流体デバイス（３２５）の助けを借りて、油中水エマルション（３３０）を形成する
ことができ、エマルションは、試料核酸（３０５）、還元剤（３２０）及びバーコード付
きビーズ（３１５）を含有する水性液滴を含有する。還元剤は、バーコード付きビーズを
溶解または分解し、それによって、バーコード及びランダムＮ－ｍｅｒを有するオリゴヌ
クレオチドを、液滴（３３５）内でビーズから遊離させることができる。次にランダムＮ
－ｍｅｒは、試料核酸の異なる領域を刺激して、増幅後に試料増幅コピーをもたらし、そ
れぞれのコピーには、バーコード配列がタグ付けされる（３４０）。好ましくは、それぞ
れの液滴は、同一のバーコード配列及び異なるランダムＮ－ｍｅｒ配列を含有するオリゴ
ヌクレオチドのセットを含有する。続いて、エマルションが壊され（３４５）、追加の配
列（例えば、特定の配列決定方法を助ける配列、追加のバーコードなど）を、例えば、増
幅法（３５０）（例えば、ＰＣＲ）を介して付与することができる。次に配列決定を実施
し（３５５）、アルゴリズムを適用して、配列決定データを解釈する（３６０）ことがで
きる。配列決定アルゴリズムは、一般に、例えばバーコードの分析を実施して配列読み込
みを整列すること、及び／または特定の配列読み込みが属する試料を特定することができ
る。加えて、本明細書に記載されているように、これらのアルゴリズムを更に使用して、
コピーの配列を由来分子構成に起因させることもできる。
【００６７】
　上記に示されたように、単一ビーズ占有が最も望ましい状態でありうるが、複数占有区
分または非占有区分が多くの場合に存在しうることが理解される。試料及びバーコードオ
リゴヌクレオチドを含むミーズを同時区分化するマイクロ流体チャンネル構造の例が、図
４に概略的に例示されている。示されているように、チャンネルセグメント４０２、４０
４、４０６、４０８及び４１０は、チャンネル接合部４１２において流体連通するように
提示されている。個別の試料４１４を含む水性流は、チャンネルセグメント４０２の中を
チャンネル接合部４１２に向かって流れる。本明細書の他に記載されているように、これ
らの試料は、区分化プロセスの前には水性流体内に浮遊されていてもよい。
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【００６８】
　同時に、バーコード担持ビーズ４１６を含む水性流は、チャンネルセグメント４０４の
中をチャンネル接合部４１２に向かって流れる。非水性区分流体が、側面チャンネル４０
６及び４０８のそれぞれからチャンネル接合部４１２に導入され、合わされた流は、出口
チャンネル４１０に流れる。チャンネル接合部４１２内では、チャンネルセグメント４０
２及び４０４からの２つの合わされた水性流が合わされ、同時区分化された試料４１４及
びビーズ４１６を含む液滴４１８に区分化される。前記に示されているように、チャンネ
ル接合部４１２において合わされるそれぞれの流体の流れ特徴を制御することによって、
ならびにチャンネル接合部の形状を制御することによって、組み合わせ及び区分化を最適
化して、生成される区分４１８内のビーズ、試料、またはその両方の所望の占有レベルを
達成することができる。
【００６９】
　理解されるように、例えば、化学刺激、核酸伸長、転写、ならびに／またはポリメラー
ゼ、逆転写酵素、ヌクレオシ三リン酸もしくはＮＴＰ類縁体などの増幅試薬、このような
反応に使用される二価金属イオンなどのプライマー配列及び追加の補助因子、リガーゼ酵
素及び連結配列などの連結反応試薬、色素、標識、または他のタグ付け試薬を含む多数の
他の試薬を、試料及びビーズと共に同時区分化することができる。
【００７０】
　いったん同時区分化されると、ビーズに配置されたオリゴヌクレオチドを使用して、区
分化試料をバーコード付けし、増幅することができる。試料を増幅し、バーコード付けに
これらのバーコードオリゴヌクレオチドを使用する特に洗練されたプロセスは、全て２０
１４年６月２６日に出願された米国特許出願第１４／３１６，３８３号、同第１４／３１
６，３９８号、同第１４／３１６，４１６号、同第１４／３１６，４３１号、同第１４／
３１６，４４７号、同第１４／３１６，４６３号に詳細に記載されており、これらの全開
示は、その全体が参照として本明細書に組み込まれる。簡潔には、１つの態様において、
オリゴヌクレオチドは、試料と共に同時区分化されるビーズに提示され、ビーズから、試
料を有する区分内に遊離される。オリゴヌクレオチドは、典型的には、バーコード配列と
共に、５’末端にプライマー配列を含む。このプライマー配列は、ランダムでありうる、
または構造化されうる。ランダムプライマー配列は、一般に、試料の多数宇野異なる領域
を無作為に刺激することが意図される。構造化プライマーには、試料の特定の標的化領域
の上流を刺激するように標的化された確定配列を含む一連の異なる構造体、ならびにある
率の特定の塩基（例えば、ある率のＧＣ　Ｎ－ｍｅｒ）を含有するプライマー、部分的も
しくは全体的に縮重した配列を含有するプライマー、及び／または部分的にランダムであ
り、本明細書のいずれかの記載に従って部分的に構造化されている配列を含有するプライ
マーが限定されることなく含まれる、ある種の部分的に確定された構造を有するプライマ
ー、が含まれうる。理解されるように、１つ以上の上記の種類のランダム及び構造化プラ
イマーを、任意の組み合わせでオリゴヌクレオチドに含めることができる。
【００７１】
　いったん遊離されると、オリゴヌクレオチドのプライマー部分は、試料の相補的領域に
アニールすることができる。伸長反応試薬、例えば、ＤＮＡポリメラーゼ、ヌクレオシド
三リン酸、補助因子（例えば、Ｍｇ２＋またはＭｎ２＋など）も試料及びビーズと共に同
時区分化されており、試料をテンプレートとして使用してプライマー配列を伸長し、プラ
イマーがアニールされたテンプレートの鎖に相補的な断片を産生し、相補的な断片は、オ
リゴヌクレオチド及び関連するバーコード配列を含む。試料の異なる部分への複数のプラ
イマーのアニーリング及び伸長は、バーコード配列が作り出された区分を示すそれ自体の
バーコード配列をそれぞれ有する、試料の重複相補的断片の大きなプールをもたらすこと
ができる。いくつかの場合において、これらの相補的断片は、それ自体を、区分に存在す
るオリゴヌクレオチドにより刺激されるテンプレートとして使用して、ここでもバーコー
ド配列を含む補体の補体を産生することができる。いくつかの場合において、この複製プ
ロセスは、第１の補体が複製されたとき、２つの相補的配列を末端または末端の近くに産
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生して、分子が更に反復コピーを産生する基礎となる能力を低減する、ヘアピン構造また
は部分的ヘアピン構造の形成を可能にする。これの一例の概略的例示が、図５に示されて
いる。
【００７２】
　図に示されているように、バーコード配列を含むオリゴヌクレオチドは、例えば、エマ
ルションの液滴５０２の中に、試料核酸５０４と共に同時区分化されている。本明細書の
他に示されているように、オリゴヌクレオチド５０８は、試料核酸５０４と共に同時区分
化されているビーズ５０６に提供されていてもよく、オリゴヌクレオチドは、パネルＡに
示されているように、ビーズ５０６から好ましくは遊離可能である。オリゴヌクレオチド
５０８は、バーコード配列５１２、１つ以上の機能性配列に加えて、例えば、配列５１０
、５１４及び５１６を含む。例えば、オリゴヌクレオチド５０８は、バーコード配列５１
２、ならびに所定の配列決定系において結合または固定化配列として機能しうる配列５１
０、例えば、Ｉｌｌｕｍｉｎａ　ＨｉｓｅｑまたはＭｉｓｅｑ系のフローセルにおいて結
合として使用されるＰ５配列を含むように示されている。示されているように、オリゴヌ
クレオチドはプライマー配列５１６を含み、これは、試料核酸５０４の部分の複製を刺激
するランダムまたは標的化Ｎ－ｍｅｒを含んでもよい。配列決定系における合成反応によ
るポリメラーゼ媒介テンプレート指向配性列決定の刺激に使用される、「リード１」また
はＲ１刺激領域などの配列決定刺激領域を提供することができる配列５１４も、オリゴヌ
クレオチド５０８に含まれる。多くの場合において、バーコード配列５１２は、固定化配
列５１０及びＲ１配列５１４は、所定のビーズに結合された全てのオリゴヌクレオチドに
共通のものでありうる。プライマー配列５１６は、ランダムＮ－ｍｅｒプライマーに変わ
りうる、または特定の標的化用途において、所定のビーズのオリゴヌクレオチドでは共通
のものでありうる。
【００７３】
　プライマー配列５１６の存在に基づいて、オリゴヌクレオチドは、パネルＢに示されて
いるように試料核酸を刺激することができ、このことは、ビーズ５０６及び試料核酸５０
４と共に同時分割されたポリメラーゼ酵素及び他の伸長試薬の使用によるオリゴヌクレオ
チド５０８及び５０８ａの伸長を可能にする。パネルＣに示されているように、ランダム
Ｎ－ｍｅｒプライマーでは、試料核酸５０４の複数の異なる領域にアニールするオリゴヌ
クレオチドの伸長の後、核酸の複数の重複補体または断片が作り出され、例えば、談判５
１８及び５２０である。試料核酸の部分に相補的な配列部分、例えば配列５２２及び５２
４を含んでいるが、これらの構造体は、結合バーコード配列を有する試料核酸５０４の断
片を含むものと、本明細書において一般に呼ばれる。理解されるように、上記に記載され
たテンプレート配列の複製部分は、そのテンプレート配列の「断片」と本明細書において
多くの場合に呼ばれる。しかし前述にもかかわらず、用語「断片」は、例えば、酵素的、
化学的または機械的断片化を介した所定の分子配列の実際の断片化などの、テンプレート
配列の部分を提供する他の機構によって作り出されたものを含む、由来核酸配列の任意の
提示部分、例えばテンプレートまたは試料核酸を包含する。しかし好ましい態様において
、テンプレートまたは試料核酸配列の断片は、基礎配列またはその補体の複製部分を示す
。
【００７４】
　次にバーコード付き核酸断片を、例えば、配列分析を介して特徴決定に付すことができ
る、またはパネルＤに示されているように、プロセスによって更に増幅することができる
。例えば、追加のオリゴヌクレオチド、例えば、オリゴヌクレオチド５０８ｂも、ビーズ
３０６から遊離されており、断片５１８及び５２０を刺激することができる。特に、ここ
でも、オリゴヌクレオチド５０８ｂにおけるランダムＮ－ｍｅｒプライマー５１６ｂの存
在に基づいて（多くの場合では、所定の区分内の他のランダムＮ－ｍｅｒ、例えばプライ
マー配列５１６と異なる）、オリゴヌクレオチドは断片５１８とアニールし、伸長して、
同じ核酸配列の一部の複製を含む配列５２８を含む断片５１８の少なくとも一部まで、補
体５２６作り出す。オリゴヌクレオチド５０８ｂの伸長は、談判５１８のオリゴヌクレオ
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チド部分５０８を介して複製されるまで続く。本明細書の他に示されており、パネルＤに
例示されているように、オリゴヌクレオチドは、例えば断片５１８に含まれるオリゴヌク
レオチド５０８の配列５１６及び５１４を介する複製の後、所望の地点でポリメラーゼの
複製に終止を促すように形成されうる。本明細書に記載されているように、このことは、
例えば、使用されるポリメラーゼ酵素により処理されない異なるヌクレオチド及び／また
はヌクレオチド類縁体の組み込みを含む、異なる方法によって達成することができる。例
えば、これには、ヌクレオチドを含有するウラシルを配列領域５１２内に含めて、非ウラ
シル耐性ポリメラーゼがその領域の複製を止めることを防止することが含まれうる。その
結果、一方の末端に完全長オリゴヌクレオチド５０８ｂを含み、バーコード配列５１２、
結合配列５１０、Ｒ１プライマー領域５１４及びランダムＮ－ｍｅｒ配列５１６ｂを含む
、断片５２６が作り出される。配列の他方の末端には、第１のオリゴヌクレオチド５０８
のランダムＮ－ｍｅｒの補体５１６’、ならびにＲ１配列の全てまたは一部の補体が配列
５１４’と示されて含まれる。Ｒ１配列５１４及びその補体５１４’を一緒にハイブリッ
ド形成させて、部分ヘアピン構造５２８を形成することができる。理解されるように、ラ
ンダムＮ－ｍｅｒが、異なるオリゴヌクレオチドにおいて異なるので、これらの配列及び
それらの補体は、ヘアピン形成に参加しないことが予測され、例えば、ランダムＮ－ｍｅ
ｒ５１６の補体である配列５１６’は、ランダムＮ－ｍｅｒ配列５１６ｂの補体であると
予測されない。このことは、他の用途には、例えば、Ｎ－ｍｅｒが所定の区分内のオリゴ
ヌクレオチドに共通得している標的化プライマーには当てはまらない。
【００７５】
　これらの部分ヘアピン構造を形成することによって、試料配列の第１レベルの複製を更
なる複製から排除すること、例えば、コピーの反復複写の防止を可能にする。部分ヘアピ
ン構造は、作り出された断片、例えば、断片５２６の続く処理にとって有用な構造も提供
する。
【００７６】
　次に複数の異なる区分から全ての断片を、本明細書に記載されている高処理量配列決定
装置による配列決定のためにプールすることができる。それぞれの断片が、その起源区分
に対してコードされているので、その断片の配列を、バーコードの存在に基づいてその起
源に起因させることができる。これは、図６に概略的に例示されている。一例として示さ
れているように、第１の供給源６００（例えば、個別の染色体、核酸の鎖など）に結いラ
イする核酸６０４及び異なる染色体６０２または核酸の鎖から誘導される核酸６０６は、
それぞれ、上記に記載されたバーコードオリゴヌクレオチドのセットと共に区分化される
。
【００７７】
　それぞれの区分内において、それぞれの核酸６０４及び６０６は処理されて、第１の断
片（複数可）の第２の断片の重複セット、例えば、第２の談判セット６０８及び６１０を
もたらす。またこの処理は、特定の第１の断片から誘導される第２の断片のそれぞれと同
じであるバーコード配列を有する第２の断片をもたらす。示されているように、第２の断
片セット６０８のバーコード配列は、「１」と示されており、断片セット６１０のバーコ
ード配列は、「２」と示されている。多様なバーコードライブラリーを使用して、多数の
異なる断片セットを異なってバーコード付けすることができる。しかし、異なる第１の断
片からの全ての第２の断片セットを、異なるバーコード配列でバーコード付けする必要は
ない。事実、多くの場合において、複数の異なる第１の断片は、同じバーコード配列を含
むように同時に処理されることがある。多様なバーコードライブラリーは、本明細書の他
に詳細に記載されている。
【００７８】
　次に、例えば、断片セット６０８及び６１０のバーコード付き断片を、例えば、Ｉｌｌ
ｕｍｉｎａまたはＩｏｎ　Ｔｏｒｒｅｎｔ　ｄｉｖｉｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆ
ｉｓｈｅｒ，Ｉｎｃ．から入手可能な合成技術による配列を使用する配列決定のためにプ
ールすることができる。いったん配列決定されると、配列読み込み６１２を、集合読み込
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み６１４及び６１６に示されているような、それぞれの断片セットに、少なくとも部分的
には含まれているバーコードに基づいて、場合により、かつ好ましくは、部分的には断片
それ自体の配列に基づいて起因させることができる。次にそれぞれの断片セットの起因配
列読み込みを会合して、それぞれの試料断片の会合配列、例えば、配列６１８及び６２０
をもたらし、次にこれら、それぞれの元の染色体（６００及び６０２）に更に起因させる
ことができる。ゲノム配列を会合する方法及び系は、例えば、米国特許出願第１４／７５
２，７７３号、２０１５年６月２６日出願に表されており、その全開示は、その全体が参
照として本明細書に組み込まれる。
【００７９】
ＩＩＩ．標的化配列決定への方法及び系の適用
　１つの態様において、本明細書に記載されている系及び方法は、ゲノムの標的化領域か
ら配列情報を得るために使用される。
【００８０】
　ゲノムの「標的化」領域（ならびに、任意の文法的に同等なもの）とは、全ゲノム、ま
たは目的のものとして特定されている、及び／もしくは本明細書に記載されている１つ以
上の方法により選択されたゲノムの任意の１つ以上の領域を意味する。本明細書に記載さ
れている方法及び系により配列決定されたゲノムの標的化領域には、イントロン、エクソ
ン、遺伝子間領域、またはこれらの任意の組み合わせが限定されることなく含まれる。特
定の例において、本明細書に記載されている方法及び系は、全エクソーム、エクソームの
一部、１つ以上の選択された遺伝子（選択された遺伝子パネルを含む）、１つ以上のイン
トロン及びイントロンとエクソン配列の組み合わせについての配列情報をもたらす。
【００８１】
　ゲノムの標的化領域には、配列により特定された領域ではなく、ゲノムある特定の部分
または割合も含まれうる。特定の実施形態において、本明細書に記載されている方法及び
系により捕捉及び分析されるゲノム標的化部分には、ゲノムの１、２、５、１０、１５、
２０、２５、５０、１００、２００、２５０、５００、７５０、１０００、または１００
００キロベース毎に位置するゲノムの部分が含まれる。更なる実施形態において、ゲノム
の標的化領域は、全ゲノムの５％、１０％、１５％、２０％、３０％、４０％、５０％、
６０％、７０％、８０％、９０％、９５％を構成する。なお更なる例において、標的化領
域は、全ゲノムの１～１０％、５～２０％、１０～３０％、１５～４０％、２０～５０％
、２５～６０％、３０～７０％、３５～８０％、４０～９０％、または４５～９５％を構
成する。
【００８２】
　一般に、ゲノムの標的領域は、当該技術に既知であり、本明細書に記載されている任意
の配列決定方法を使用して捕捉される。「捕捉される」とは、本明細書において使用され
るとき、核酸及び／または核酸談判の個体群を、得られた個体群が、目的のものではない
ゲノム領域と比較して、増加した割合で目的の標的化領域を含有するように豊富化する任
意の方法または系を意味する。更なる実施形態において、豊富化された個体群は、標的化
領域を含む核酸／核酸断片の少なくとも５０％、５５％、６０％、７０％、７５％、８０
％、８５％、９０％、９５％、９７％、９８％、９９％、または１００％を含有する。
【００８３】
　捕捉方法は、標的化領域がハイブリッド形成または他の会合を介して表面の捕捉分子に
より捕捉される、チップに基づいた方法、及び標的化領域（または標的化領域に近い領域
）に相補的なオリゴヌクレオチドプローブ（ベイト）が、ゲノム断片ライブラリーとハイ
ブリッド形成する、溶液に基づいた方法、が一般に含まれる。本明細書に開示されている
捕捉方法に使用されるプローブは、一般に、ハイブリッド形成するプローブ及び断片を「
プルダウン」することに使用できるビオチンなどの捕捉分子に結合されており、これらの
プルダウン方法には、目的の標的化領域を含有する核酸または核酸断片とハイブリッド形
成するベイトが、目的の領域を含有しない断片から離されている任意の方法が含まれる。
プローブがビオチン化されている実施形態では、磁気ストレプトアビジンビーズを使用し



(31) JP 2017-532042 A 2017.11.2

10

20

30

40

50

て、結合した標的化領域を有するベイトを選択的にプルダウンし、豊富化する。
【００８４】
　更なる態様において、更なる研究に望ましい全ての標的化領域を網羅するベイトのライ
ブラリーが、使用される。全エクソーム分析において、そのようなベイトライブラリーは
、したがって、完全エクソームを一緒になって網羅するオリゴヌクレオチドプロ－ブを含
む。特定の実施形態において、エクソームの部分のみが、更なる分析に必要とされる。そ
のような実施形態において、ベイトはエクソームのサブセットを標的化するように設計さ
れる。この設計は、当該技術に既知の方法及びアルゴリズムを使用して達成することがで
き、一般に、ヒトゲノムなどの基準配列に基づいている。
【００８５】
　いくつかの例において、本明細書に記載されている方法及び系により処理及び配列決定
された標的化ゲノム領域は、完全または部分エクソームである。これらの完全または部分
エクソームを、ＮｉｍｂｌｅＧｅｎ　２．１Ｍ　Ｈｕｍａｎ　Ｅｘｏｍｅアレイ及びＮｉ
ｍｂｌｅＧｅｎ　ＳｅｑＣａｐ　ＥＺ　Ｅｘｏｍｅ　Ｌｉｂｒａｒｙを含む任意のＲｏｃ
ｈｅ／ＮｉｍｂｌｅＧｅｎエクソームプロトコール、任意のＡｇｉｌｅｎｔ　ＳｕｒｅＳ
ｅｌｅｃｔ製品、ＴｒｕＳｅｑ及びＮｅｘｔｅｒａ　Ｅｘｏｍｅ製品を含む任意のＩｌｌ
ｕｍｉｎａエクソーム捕捉製品、ならびに当該技術に既知の任意の他の製品、方法、系及
びプロトコールが限定されることなく含まれる、当該技術に既知の任意の方法を使用して
、配列決定のために捕捉することができる。
【００８６】
　更なる実施形態において、目的の標的化領域が、エクソームの全体または部分を含む場
合、これらの標的化領域の捕捉に使用されるベイトは、これらのエクソン配列に相補的で
あるように設計することができる。他の実施形態において、ベイトはそれ自体エクソン配
列に相補的ではないが、その代わりに、エクソン配列の近くの配列または２つのエクソン
間のイントロン配列に相補的である。そのような設計は、本明細書において「アンカード
エクソーム捕捉」または「イントロンベイティング（ｂａｉｔｉｎｇ）」とも呼ばれ、こ
れは、本明細書において考察されたように、エクソームの１つ以上の部分が、目的のエク
ソームの１つ以上の部分に近い、または隣接する１つ以上のイントロン配列に相補的なベ
イトの使用を介して捕捉されるプロセスを意味する。例えば、図２に概略的に例示されて
いるように、遺伝子配列２０１は、エクソン領域２０２及び２０３を含む。これらのエク
ソン領域は、近くの１つ以上のイントロン配列（例えば、エクソン領域２０２の捕捉には
イントロン領域２０４及び／または２０５、エクソン領域２０３の捕捉にはイントロン領
域２０６）に向けられたベイトを利用することによって、捕捉することができる。換言す
ると、エクソン領域２０２または２０３を含む断片の個体群は、イントロン領域２０４及
び／または２０５及び２０６に相補的なベイトの使用によって捕捉される、いくつかの実
施形態において、イントロンベイティングを使用して、長いイントロンを低密度でベイテ
ィングすることによって、長いイントロン領域により離されているエクソンを架橋する。
そのような実施形態において、ベイトは、目的のエクソン領域に近いイントロン領域を標
的にする必要がなく、代わりにベイトは特定の距離（もしくは、距離のセット）で離され
ている領域を標的にするように設計される、または特定の数の塩基もしくは多数の塩基の
組み合わせによってイントロン領域にわたってタイル状になるように設計される。そのよ
うな実施形態は、下記に更に詳細に記載される。
【００８７】
　いくつかの実施形態において、本発明のアンカードエクソーム捕捉／イントロンベイテ
ィング技術に使用されるイントロン領域は、捕捉されるエクソン領域に隣接している。更
なる実施形態において、イントロン領域は、捕捉されるエクソン領域から、約１～５０個
、２～４５個、３～４０個、４～３５個、５～３０個、６～２５個、７～２０個、８～１
５個、９～１０個、２～２０個、３～１５個、４～１０個、５～３０個、１０～４０個、
１５～５０個、２０～７５個、２５～１００個のヌクレオチドによって離されている。更
なる実施形態において、イントロン領域は、捕捉されるエクソン領域から、約５、１０、
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２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１２５、１５０、１７５、
２００、３００、４００、または５００個のヌクレオチドによって離されている。更なる
実施形態において、特に、イントロン領域の低密度ベイティングが使用される（位相変異
体の検出する、または大きなイントロン距離のわたる連結エクソン領域の特定などの）状
況では、イントロン領域は、捕捉されるエクソン領域から、キロベースのオーダーの距離
、例えば、１～２０、２～１８、３～１６、４～１４、５～１２、６～１０キロベースに
よって離されている。オリゴヌクレオチドの豊富化個体群の元の分子構成が保持されてい
るので、このイントロン領域の低密度ベイティングは、長いイントロンにより離されてい
るエクソン領域間の配列情報の連結を可能にする。
【００８８】
　更なる態様においてベイトを、ゲノムの特定の領域を標的にするように設計するのでは
なく、タイリング手法が使用される。そのような手法では、特定のエクソンまたはイント
ロン領域を標的にするのではなく、ベイトは、その代わりに、特定の範囲または距離でゲ
ノムの部分に相補的であるように設計される。例えば、ベイトのライブラリーを、このベ
イトのライブラリーを断片化試料に適用することが、ゲノムの特定のサブセット、すなわ
ち、ベイトに相補的な配列を含有する断片に含有されている領域のみを捕捉するように、
ゲノムに沿って５キロベース（ｋｂ）毎に位置する配列とハイブリッド形成するように設
計することができる。理解されるように、ベイトを、ヒトゲノム基準配列などの基準配列
に基づいて設計することができる。更なる実施形態において、タイル状のベイトライブラ
リーは、ゲノムの１、２、５、１０、１５、２０、２５、５０、１００、２００、２５０
、５００、７５０、１０００、または１００００キロベース毎に領域を捕捉するように設
計される。いくつかの例において、このタイリング方法は、イントロン領域を低密度に捕
捉する効果を有し、したがって、イントロン領域の低密度捕捉を介して捕捉されたこれら
のエクソン領域の元の分子構成が保持されているので、長いイントロン領域により離され
ているエクソン領域の配列情報を連結する方法を提供する。
【００８９】
　なお更なる実施形態において、ベイトはゲノムを無作為または組み合わせ様式でタイル
状にするように設計され、例えば、タイル状ライブラリーの混合物を、ライブラリーのう
ちのいくつかが１ｋｂ毎に領域を捕捉し、混合物の他のライブラリーが１００ｋｂ毎に領
域を捕捉する場合に使用することができる。なお更なる実施形態において、タイル状ライ
ブラリーは、ベイトがゲノム内の位置の範囲内を標的にするように設計され、例えば、ベ
イトは、ゲノムの１～１０、２～５、５～２００、１０～１７５、１５～１５０、２０～
１２５、３０～１００、４０～７５、５０～６０ｋｂ毎の領域を標的にすることができる
。更なる例において、本明細書に記載されているタイル状または他の捕捉方法は、全ゲノ
ムの約５％、１０％、１５％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０
％、９０％、９５％を捕捉する。理解されるように、そのようなタイリング捕捉方法は、
配列決定などの更なる分析のため、イントロンとエクソンの領域を両方とも捕捉する。
【００９０】
　なお更なる実施形態において、本明細書に記載されている方法のいずれかによると、発
明の方法に使用されるベイトのライブラリーは、本明細書に更に記載される特徴の１つ以
上を満たす情報価値のある設計の産物である。情報価値のある設計（ｉｎｆｏｒｍａｔｉ
ｖｅ）単一ヌクレオチド多形（ＳＮＰ）に向けられている場合を含む。上記に考察された
ように、用語「有益なＳＮＰ」は、本明細書において使用されるとき、ヘテロ接合性であ
るＳＮＰを指す。ベイトのライブラリーは、いくつかの例において、有益なＳＮＰを含有
するゲノム試料の領域に向けられている複数のプローブを含有するように設計される。「
向けられている」とは、本明細書において使用されるとき、プローブが、ゲノム配列の領
域に相補的である配列を含有することを意味する。有益なベイト設計は、完全な網羅を伴
う標的化豊富化を可能にし、同時に必要とされるプローブの数を低減する（したがって費
用を低減し、ワークフローを合理化する）ことによって、標的化配列決定方法を最適化す
る能力を提供する。
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【００９１】
　一般に、有益なベイト設計を利用する方法において、ベイトのライブラリーは、ゲノム
の標的化領域における特定に配列に、これらの領域における有益なＳＮＰの存在もしくは
不在及び／またはこれらの有益なＳＮＰの位置に基づいて向けられるように設計される。
有益なベイト設計を一般的に考慮した例示的な図が、図８に提供されている。ゲノム８０
１の領域は、エクソン（８０２及び８０３）を含むことができる。いくつかの例において
、有益なＳＮＰ（８０４）は、エクソン（８０２）と隣接するイントロンの境界に位置す
る。そのような状況において、ベイトライブラリーは、境界から特定の距離で離れた１つ
以上のヌクレオチド（８０５）に向けられたプローブを含むように設計することができる
。エクソンと隣接イントロン（８０６）の境界に有益なＳＮＰが存在しない更なる例にお
いて、ベイトライブラリーは、境界に近いイントロン（８０７及び８０８）の１つ以上の
位置に向けたプローブを含むように設計することができる。これらの位置は、好ましくは
有益なＳＮＰを含むが、必要であれば他のＳＮＰ及び／または他の配列を含むこともでき
る。エクソン８０３がエクソンの内部に有益なＳＮＰ８０９を含有するが、境界に有益な
ＳＮＰが存在しない、なお更なる例において、ベイトライブラリーは、有益及び有益では
ないＳＮＰの混合物（ならびに、必要であれば任意の他の配列）を含む隣接イントロンの
いくつかの位置８１０、８１１及び８１２に向けたプローブを含むように設計することが
できる。
【００９２】
　いくつかの態様において、１つ以上の投入特性を使用して、これらの投入特性、ならび
に様々な領域のマップ品質に基づいてゲノムに沿って位置を移動するように向けられた、
プローブベイトライブラリーを設計する。この設計は、一般に、イントロン及びエクソン
の位置ではなく、有益なＳＮＰの間に間隔を置くことに基づいている。しかし、理解され
るように、イントロン及びエクソンの位置に基づいたベイト設計に関する本明細書に提示
されている記載のいずれかを、有益なＳＮＰに基づいて情報価値のあるベイト設計方法と
組み合わせて使用することもできる。情報価値のあるベイト設計に使用される投入特性に
は、エクソン、イントロン、遺伝子間領域、有益なＳＮＰ、ならびに反復配列の領域（例
えば、ＧＣ豊富領域）、セントロメア及び試料核酸長さが、限定されることなく、任意の
組み合わせ位置で含まれる。
【００９３】
　考察を容易にするため、プローブライブラリーの情報価値のある設計の異なる特性が、
異なる潜在的実施形態の観点から下記に記載される。理解されるように、本明細書におい
て考察されるプローブライブラリーのいずれかを、情報価値のある設計要素または上記に
考察された設計の任意の他の種類を使用するかにかかわらず、単一または任意の組み合わ
せで使用することができる。利用される設計要素は、目的の標的化ゲノム領域、ならびに
目的の領域への試料投入及びマッピングの品質に基づいて選択される。
【００９４】
　いくつかの実施形態において、プローブベイトライブラリーは、所定の試料中に有益な
ＳＮＰを含有する高い可能性を有する領域に向けられたプローブを含むように設計される
。そのような標的には、個別の塩基（有益なＳＮＰそれ自体）または有益なＳＮＰに近位
の、または隣接している１個以上の塩基が含まれうる。なお更なる実施形態において、プ
ローブベイトの標的は、有益なＳＮＰと直接隣接していてもよく、または有益なＳＮＰか
ら約１～２００、１０～１９０、２０～１８０、３０～１７０、４０～１６０、５０～１
５０、６０～１４０、７０～１３０、８０～１２０、９０～１００の塩基の距離で離れて
いてもよい。
【００９５】
　更なる実施形態において、プローブベイトライブラリーには、核酸分子の平均長さに関
して特定の密度の領域に向けられたプローブが含まれる。例えば、プローブは、プローブ
がハイブリッド形成する核酸分子／断片の平均長さよりｘ倍密度がある標的配列の密度で
プローブを含み、ここでｘは、限定されることなく、１、５、１０、２０、５０、７５、
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１００、１２５、１５０、または２００でありうる。プローブ標的の密度を核酸の長さに
対して増加させると、同じ物理的な分子における遺伝子座にわたってプローブを連結させ
る能力が増加する。そのような方法は、連結された領域が有益なＳＮＰを含み、したがっ
て、プローブベイトライブラリーがゲノムの標的化領域に結合する能力を更に改善する確
率も改善されうる。
【００９６】
　プローブ標的の密度は、（個体群のレベルにおいて）目的の所定の領域に有益なＳＮＰ
がある高い確率のない状況においても増加させることができる。そのような領域において
、本明細書に記載されているものなどのタイリング方法を使用して、領域に沿って周期的
な間隔をおいてプローブを向けることができる。特定の実施形態において、間隔の密度は
、有益なＳＮＰを欠いている領域におけるプローブ間隔の密度が、有益なＳＮＰを含有す
る領域におけるプローブ間隔より、距離が１、２、５、１０、２５、５０倍短いように、
基礎が異なりうる。
【００９７】
　更なる実施形態において、プローブベイトライブラリーは、遺伝子（エクソン及びイン
トロンを含む）内の有益なＳＮＰの分配のみを考慮するように設計される。この設計方法
は、遺伝子の一方の末端から他方へと連結／位相する主要な位置においてヘテロ接合性Ｓ
ＮＰの十分な数を捕捉することに向けられている。そのような設計方法は、エクソンの有
益なＳＮＰを、遺伝子における有益なＳＮＰ間の距離が上記に記載された間隔密度より低
いように、１つ以上の非エクソンＳＮＰと組み合わせる、標的のセットに向けられている
ベイトを含む。
【００９８】
　そのような情報価値のある設計方法は、ゲノムの一般の標的化領域の検出を可能にする
のみならず、転位及び遺伝子融合などのゲノム構造変動の検出及び位相も可能にする。任
意の個別の遺伝子が位相されうることを確実にすることによって、続いて、圧倒的多数の
遺伝子融合事象を、本明細書に記載されている方法の使用により検出及び位相することが
できる。
【００９９】
　特定の実施形態において、上記のいずれかによって、ベイトライブラリーは、約１ｋｂ
～約２Ｍｂの距離でプローブを標的にするように設計される。更なる実施形態において、
距離は、約１～５０、５～４５、１０～４０、１５～３５、２０～３０、１０～５０ｋｂ
である。
【０１００】
　更なる実施形態において、プローブベイトによって標的にされる核酸断片は、約２ｋｂ
～約２５０Ｍｂである。なお更なる実施形態において、断片は、約１０～１０００、２０
～９００、３０～８００、４０～７００、５０～６００、６０～５００、７０～４００、
８０～３００、９０～２００、１００～１５０、５０～５００、２５～３００ｋｂである
。
【０１０１】
　いくつかの実施形態において、プローブベイトライブラリーは、約６０～９５％のプロ
ーブが、有益なＳＮＰを含有する配列とハイブリッド形成するように設計される。更なる
実施形態において、プローブベイトライブラリーは、プローブライブラリーにおける約６
５％～８５％、７０％～８０％、６０～９０％、８０～９０％、９０～９５％、９５％～
９９％のプローブが有益なＳＮＰとハイブリッド形成するように設計されるように、設計
される。なお更なる実施形態では、プローブライブラリーにおける少なくとも６５％、７
５％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％のプ
ローブが、有益なＳＮＰとハイブリッド形成するように設計される。理解されるように、
有益なＳＮＰと「ハイブリッド形成する」ように設計されるプローブとは、そのようなプ
ローブが、有益なＳＮＰを含む配列領域とハイブリッド形成することを意味する。
【０１０２】
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　更なる実施形態において、プローブベイトライブラリーは、ゲノム試料の標的部分にお
けるエクソン及びイントロンの両方の範囲内に位置する有益なＳＮＰに向けられた複数の
プローブを含むように、設計される。
【０１０３】
　なお更なる実施形態において、ライブラリーは、ライブラリーにおける大部分のプロー
ブが、約１～１５、５～１０、３～６ｋｂの間隔を置いた有益なＳＮＰとハイブリッド形
成するように設計される。なお更なる実施形態において、プローブのライブラリーにおけ
る大部分のプローブは、約１、３、５、１０、２０、３０、５０ｋｂの間隔を置いた有益
なＳＮＰとハイブリッド形成するように更に設計される。
【０１０４】
　更なる実施形態において、プローブのライブラリー内の複数のプローブは、エクソンと
イントロンの境界の５～３００、１０～５０、２０～１００、３０～１５０、または４０
～２００ｋｂの範囲内に有益なＳＮＰがないゲノム試料の標的化部分では、複数のプロー
ブが、その境界からのイントロン内の有益なＳＮＰとハイブリッド形成するように設計さ
れるように、設計される。
【０１０５】
　更なる実施形態において、プローブのライブラリー内の複数のプローブは、エクソン内
に第１の有益なＳＮＰが存在し、その第１の有益なＳＮＰが隣接イントロンとの境界から
５～３００、１０～５０、２０～１００、３０～１５０、または４０～２００ｋｂに位置
し、隣接イントロン内に第２の有益なＳＮＰが存在し、その第２の有益なＳＮＰが境界か
ら１０～５０ｋｂに位置するゲノム試料の標的化部分では、複数のプローブが、第１及び
第２の有益なＳＮＰの間のゲノム試料の領域とハイブリッド形成するように設計されるよ
うに、設計される。
【０１０６】
　更なる実施形態において、プローブのライブラリー内の複数のプローブは、少なくとも
５～３００、１０～５０、２０～１００、３０～１５０、または４０～２００ｋｂに有益
なＳＮＰを含まないゲノム試料の標的化部分では、複数のプローブが、ゲノム試料のこれ
らの標的化部分と０．５、１、３、または５ｋｂ毎にハイブリッド形成するように設計さ
れるように、設計される。更なる実施形態において、プローブのライブラリー内の複数の
プローブは、ゲノム試料の標的化部分に沿っての０．１、０．５、１、１．５、３、５、
１０、１５、２０、３０、３５、４０、４５、５０ｋｂ毎にハイブリッド形成するように
設計される。
【０１０７】
　更なる実施形態において、プローブのライブラリー内の複数のプローブは、エクソンと
イントロンの境界の５～３００、１０～５０、２０～１００、３０～１５０、または４０
～２００ｋｂの範囲内に有益なＳＮＰがないゲノム試料の標的化部分では、複数のプロー
ブが、エクソンとイントロンの境界に二番目に近い有益なＳＮＰとハイブリッド形成する
ように設計されるように、設計される。
【０１０８】
　更なる実施形態において、プローブのライブラリーは、バーコードに連結情報を提供す
る密度でエクソンに隣接するゲノム試料の領域とハイブリッド形成するように設計された
プローブを含む。
【０１０９】
　なお更なる実施形態において、プローブのライブラリーにより表される適用範囲は、長
い個別の核酸断片分子を高い割合で含有する方法が小さい適用範囲のプローブのライブラ
リーを使用するように、分離区分内のゲノム試料の個別の核酸断片分子の長さの分配に反
比例する。
【０１１０】
　なお更なる実施形態において、プローブのライブラリーは、ゲノム使用の標的化部分の
適用範囲を最適化する。なお更なる実施形態において、適用範囲の密度は、高品質マップ
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の領域では、特に、有益なＳＮＰを含有する領域では低い場合があり、密度は、連結情報
が標的化領域にわたって提供されることを確実にするため、低品質マップの領域において
更に高い場合がある。
【０１１１】
　なお更なる実施形態において、プローブのライブラリーは、高品質マップの標的化部分
では、プローブのライブラリーが、エクソンとイントロンの境界の１ｋｂ～１Ｍｂの範囲
内の有益なＳＮＰとハイブリッド形成するプローブを含む、というような、ゲノム試料の
１つ以上の標的化部分の特徴により情報提供される特徴を有する。プローブのライブラリ
ーは、そのような状況において、エクソンとイントロンの境界の１０～５００、２０～４
５０、３０～４００、４０～３５０、５０～３００、６０～２５０、７０～２００、８０
～１５０、９０～１００ｋｂの範囲内の有益なＳＮＰとハイブリッド形成するプローブを
更に含んでもよい。
【０１１２】
　なお更なる実施形態において、プローブのライブラリーは、バーコード付き前記断片の
長さの前記分配が、高い割合で約１００、１５０、２００、２５０ｋｂより長い断片を有
する標的化部分では、前記プローブのライブラリーが、少なくとも５０ｋｂ離れている有
益なＳＮＰとハイブリッド形成するプローブを含む、というような、ゲノム試料の１つ以
上の標的化部分の特徴により情報提供される特徴を有する。プローブのライブラリーは、
そのような状況において、少なくとも５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、
４５、５０、７５、１００、１２５、１５０、１７５、２００ｋｂ離れている有益なＳＮ
Ｐとハイブリッド形成するプローブを更に含んでもよい。
【０１１３】
　なお更なる実施形態において、プローブのライブラリーは、低品質マップの標的化部分
では、プローブのライブラリーが、エクソンとイントロンの境界の１ｋｂ内の有益なＳＮ
Ｐとハイブリッド形成するプローブを含む、というような、ゲノム試料の１つ以上の標的
化部分の特徴により情報提供される特徴を有する。プローブのライブラリーは、そのよう
な状況において、エクソンとイントロンの境界の２、５、１０、１５、２０、２５、３０
、３５、４０、４５、５０、７５、１００、１２５、１５０、１７５、２００ｋｂ内の有
益なＳＮＰとハイブリッド形成するプローブを更に含んでもよい。そのような状況におい
て、ライブラリーは、エクソン内、イントロン内、またはその両方における有益なＳＮＰ
とハイブリッド形成するプローブを更に含む。
【０１１４】
　なお更なる実施形態において、プローブのライブラリーは、遺伝子間領域を含む標的化
部分では、プローブのライブラリーが、少なくとも１、２、５、１０、１５、２０、２５
、３０、３５、４０、４５、５０、７５、１００ｋｂの距離で間隔を置いた有益なＳＮＰ
とハイブリッド形成するプローブを含む、というような、ゲノム試料の１つ以上の標的化
部分の特徴により情報提供される特徴を有する。
【０１１５】
　本明細書に記載されている捕捉方法に使用されるベイトは、断片の個体群を、ゲノムの
標的亜溶離機を含有する断片で豊富化するのに有用な任意のサイズ及び構造でありうる。
上記において考察されたように、一般に本発明に使用されるベイトは、ビオチンなどの捕
捉分子に結合されたオリゴヌクレオチドプローブを含む。オリゴヌクレオチドプローブは
、目的の標的化領域内の配列と相補的でありうる、または標的化領域の外側であるが、ベ
イトが近くの領域（例えば、隣接イントロン）とハイブリッド形成することによって標的
化領域をプルダウンすることができるように、「アンカーリング」領域と標的化領域の両
方が同じ断片内にある標的化領域に十分近い領域と相補的でありうる。
【０１１６】
　ベイトに結合した捕捉分子は、ベイト及びそのハイブリッド形成パートナーを固体分の
他の断片から単離することに使用できる任意の捕捉分子でありうる。一般に、本明細書に
使用されるベイトは、ビオチンに結合しており、次にストレプトアビジン（磁気ストレプ
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トアビジンビーズが限定されることなく含まれる）を含む固体支持体を使用して、ベイト
及びベイトがハイブリッド形成する断片を捕捉することができる。他の捕捉分子対には、
ビオチン／ニュートラアビジン、抗原／抗体、または相補的オリゴヌクレオチド配列が限
定されることなく含まれてもよい。
【０１１７】
　更なる実施形態において、ベイトのオリゴヌクレオチドプローブ部分は、標的化領域ま
たは標的化領域に近い領域とのハイブリッド形成に適した任意の長さでありうる。いくつ
かの実施形態において、本明細書に記載されている方法により使用されるベイトのオリゴ
ヌクレオチドプローブ部分、すなわち、ゲノムの標的化領域または標的化領域に近い領域
とハイブリッド形成する部分は、一般に、約１０～約１５０個の長さのヌクレオチド長さ
（例えば、３５個のヌクレオチド、５０個のヌクレオチド、１００個のヌクレオチド）を
有し、目的の標的配列と特異的にハイブリッド形成するように選択される。更なる実施形
態において、オリゴヌクレオチドプローブ部分は、約５～１０個、１０～５０個、２０～
１００個、３０～９０個、４０～８０個、５０～７０個の長さのヌクレオチド長さを備え
る。理解されるように、本明細書に記載されている任意のオリゴヌクレオチドプローブ部
分は、ＲＮＡ、ＤＮＡ、ＰＮＡ、ＬＮＡなどの非天然ヌクレオチド、またはこれらの任意
の組み合わせを含むことができる。
【０１１８】
　本明細書に記載されている方法及び系の利点は、捕捉された標的化領域が、標的化領域
を捕捉する及び配列決定分析を実施するステップの後であっても、これらの標的化領域の
元の分子構成が保持されるように、捕捉の前に処理されることである。特定の標的化領域
を元の分子構成（誘導されている元の染色体もしくは染色体領域、及び／または完全ゲノ
ム内の特定の標的化領域の互いの位置が含まれうる）に起因させる能力は、そうでなけれ
ば伝統的な配列決定技術の使用により不十分にマップされる、または不十分な適用範囲を
有するゲノムの領域から、配列情報を得る方法を提供する。
【０１１９】
　例えば、いくつかの遺伝子は、一般に利用可能な配列決定技術を使用して、特に、短い
読み込み技術を使用してスパンするには長すぎる長いイントロンを有する。短い込み込み
技術は、長い読み込み技術と比較して優れた精度を有するので、多くの場合に好ましい配
列決定技術である。しかし、一般に使用される短い読み込み技術は、ゲノムの長い領域に
わたってスパンすることができず、したがって、情報は、長いタンデム反復配列の長さ、
高ＧＣ含有量及び長いイントロンを含有するエクソンなどの構造的特徴に起因して特徴決
定することが困難であるゲノムの領域に、これらの従来の技術を使用して得ることができ
ない。しかし、本明細書に記載されている方法及び系では、一般に図１に例示されており
、本明細書において更に詳細に記載されるタグ付け手順を介して、標的化領域の分子構成
が保持される。このように、関連性がゲノムの伸長領域にわたって作られる。例えば、図
２Ｂに概略的に例示されているように、核酸分子２０７は、長いイントロン領域（２０８
）を伴う２つのエクソン（影付バー）を含有する。本明細書に記載されている方法では、
個別の核酸分子２０７は、それ自体の分離区分２１１に分配され、次に異なる断片が異な
る部分のエクソン及びイントロンを含有するように断片化される。これらの断片のそれぞ
れが、断片から得られた任意の配列情報が、断片が生成された分離区分に起因するように
タグ付けされるので、それぞれの断片も、断片が誘導された個別の核酸分子２０７に起因
する。
【０１２０】
　一般に、本明細書において更に記載されるように、断片化及びタグ付けの後、異なる区
分からの断片を一緒に合わせる。次に標的化捕捉方法を使用して、配列決定などの更なる
分析を受ける断片の個体群を、目的の標的化領域を含有する断片で豊富化することができ
る。図２Ｂに例示されている例では、使用されるベイトが断片の個体群を豊富化して、エ
クソンの一部を含有するもののみを捕捉するが、エクソン及びイントロンの外側にある領
域（例えば、２０９及び２１０）は捕捉しない。したがって、配列決定を受ける断片の最
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終個体群は、エクソンが長いイントロン領域により離されていたとしても、エクソンの部
分を含有する断片が豊富化される。次に短い読み込みで高い精度の配列決定技術を使用し
て、この断片豊富化個体群の配列を特定することができ、それぞれの断片がタグ付けされ
、したがって、元の分子構成、すなわち、元の個別の核酸分子に起因するので、短い読み
込み配列は、つなぎ合わされて、エクソン間の関係についての情報を提供することができ
る。いくつかの実施形態において、１つ以上のエクソンの全て、または一部を含有する断
片の捕捉に使用されるベイトは、１つ以上のエクソンそれ自体の１つ以上の部分に相補的
である。他の実施形態において、ベイトは、介在イントロンの１つ以上の部分、またはエ
クソン領域の３’もしくは５’の側に隣接した、もしくは近い配列に相補的である（その
ようなベイトは、本明細書において「イントロンベイト」とも呼ばれる）。更なる実施形
態において、エクソンの全て、または一部を含有する断片の捕捉に使用されるベイトには
、エクソンそれ自体及びイントロンバイトに相補的なベイトが含まれる。
【０１２１】
　捕捉された標的化領域の分子構成を配列決定のために保持する能力は、ゲノムの不十分
に特徴決定された領域にわたって配列決定することができる利点ももたらす。理解される
ように、有意な率（例えば、Ａｌｔｅｍｏｓｅ　ｅｔ　ａｌ．　ＰＬＯＳ　Ｃｏｍｐｕｔ
ａｔｉｏｎａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｍａｙ　１５，２０１４，Ｖｏｌ．１０，Ｉｓｓｕｅ
　５によると、少なくとも５～１０％）のヒトゲノムが、未会合であり、位置が定まらず
、不十分に特徴決定されたままである。基準会合は、一般に、これらの欠損領域を、主に
セントロメア及び末端動原体型染色体の短いアームの近くに見出される、マルチメガベー
ス（ｍｕｌｔｉ－ｍｅｇａｂａｓｅ）異質染色性間隙と注釈する。ゲノムの欠損部分には
、一般に使用される配列決定技術を使用する正確な特徴決定に抵抗する状態のままである
、構造的特徴が含まれる。ゲノムの伸長領域にわたって情報を連結する能力を提供するこ
とによって、本明細書に記載されている方法は、これらの不十分に特徴決定された領域に
わたる配列決定を可能にする方法を提供する。
【０１２２】
　いくつかの例において、ゲノムＤＮＡを断片化する、増幅する、区分化する、別の方法
で処理する方法を含む試料の調製方法は、ゲノムの特定の領域に偏った、または低い適用
範囲をもたらすことができる。そのように偏った、または低い適用範囲は、ゲノムの標的
化領域の捕捉に使用されるベイトの濃度を変更することによって、本明細書に開示されて
いる方法及び系において補うことができる。例えば、いくつかの実施形態において、ゲノ
ムの他の領域より特定の領域に偏向をもたらす高いＧＣ含有量または他の構造的変動を含
有する領域など、ゲノムの特定の領域は、断片ライブラリーが処理された後に低い適用範
囲を有することが知られている。そのような状況では、ベイトのライブラリーを変更して
、低い適用範囲の領域に向けられるベイトの濃度を増加することができ、換言すると、使
用されるベイトの個体群を「スパイク（ｓｐｉｋｅｄ）」して、低い適用範囲の区域にお
けるゲノムの標的化領域を含有する十分な数の断片が、配列決定される断片の最終個体群
において得られることを確実にすることができる。そのようなベイトのスパイクは、いく
つかの実施形態において、特別仕様のライブリーを設計することによって実施してもよい
。更なる実施形態において、そのようなベイトのスパイクは、低い適用範囲の領域に向け
られたベイトの特別仕様のライブラリーを既製のエクソーム捕捉キットに加えるようにし
て、市販の全エクソームキットによって実施することができる。
【０１２３】
　本明細書に記載されている方法及び系の利点は、捕捉された標的化領域が、標的化領域
を捕捉する及び配列決定分析を実施するステップの後であっても、これらの標的化領域の
元の分子構成が保持されるように、捕捉の前に処理されることである。本明細書において
更に詳細に考察されるように、特定の標的化領域を元の分子構成（誘導されている元の染
色体もしくは染色体領域、及び／または完全ゲノム内の特定の標的化領域の互いの位置が
含まれうる）に起因させる能力は、そうでなければ伝統的な配列決定技術の使用により不
十分にマップされる、または不十分な適用範囲を有するゲノムの領域から、配列情報を得
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る方法を提供する。
【０１２４】
　例えば、いくつかの遺伝子は、一般に利用可能な配列決定技術を使用して、特に、長い
読み込み技術と比較して優れた精度を有する短い読み込み技術を使用してスパンするには
長すぎる長いイントロンを有する。しかし、本明細書に記載されている方法及び系では、
一般に図１に例示されており、本明細書において更に詳細に記載されるタグ付け手順を介
して、標的化領域の分子構成が保持される。このように、関連性がゲノムの伸長領域にわ
たって作られる。例えば、図２Ｂに概略的に例示されているように、核酸分子２０７は、
長いイントロン領域により中断されたエクソン（影付バー）を含有する。一般に使用され
る配列決定技術は、イントロンを横断する距離をスパン（ｓｐａｎ）して２つのエクソン
の関係に関する情報を提供することができない。本明細書に記載されている方法では、個
別の核酸分子２０７は、それ自体の分離区分２０９に分配され、次に異なる断片が異なる
部分のエクソン及びイントロンを含有するように断片化される。これらの断片のそれぞれ
が、断片から得られた任意の配列情報が、断片が生成された分離区分に起因するようにタ
グ付けされるので、それぞれの断片も、断片が誘導された個別の核酸分子２０７に起因す
る。一般に、本明細書において更に記載されるように、断片化及びタグ付けの後、異なる
区分からの断片を一緒に合わせる。次に標的化捕捉方法を使用して、配列決定などの更な
る分析を受ける断片の個体群を、目的の標的化領域を含有する断片で豊富化することがで
きる。図２Ｂに例示されている例では、使用されるベイトが断片の個体群を豊富化して、
エクソンのうちの１つの一部を含有するもののみを捕捉するが、エクソンの外側にある領
域（例えば、２０９及び２１０）は捕捉しない。したがって、配列決定を受ける断片の最
終個体群は、目的のエクソンを含有する断片が豊富化される。次に短い読み込みで高い精
度の配列決定技術を使用して、この断片豊富化個体群の配列を特定することができ、それ
ぞれの断片がタグ付けされ、したがって、元の分子構成、すなわち、元の個別の核酸分子
に起因するので、短い読み込み配列は、つなぎ合わされて、介在イントロンの長さ（幾つ
かの場合では、１、２、５、１０、またはそれ以上のキロベースの長さのオーダーであり
うる）を超えてスパンする情報を提供して、２つのエクソンの関係についての情報を提供
することができる。
【０１２５】
　上記に示されたように、本明細書に記載されている方法及び系は、長い核酸の短い配列
読み込むために、個別の分子構成を提供する。本明細書において使用されるとき、個別の
分子構成は、特定の配列読み込みを超えた配列構成、例えば、配列読み込みそれ自体の範
囲内に含まれない、隣接または近位配列との関係を指し、このように、典型的には短い配
列読み込みの全体または一部に含まれないようなもの、例えば、対読み込みでは約１５０
塩基または約３００塩基の読み込みである。特に好ましい態様において、方法及び系は、
短い配列読み込みのために長い範囲の配列構成を提供する。そのような長い範囲の構成は
、所定の配列読み込みと、互いに１ｋｂより長い、５ｋｂより長い、１０ｋｂより長い、
１５ｋｂより長い、２０ｋｂより長い、３０ｋｂより長い、４０ｋｂより長い、５０ｋｂ
より長い、６０ｋｂより長い、７０ｋｂより長い、８０ｋｂより長い、９０ｋｂより長い
、もしくはさらに１００ｋｂより長い、またはそれ以上長い距離内にある配列読み込みと
の関係または連結を含む。長い範囲の個別の分子構成を提供することによって、本発明の
方法及び系は、はるかに長い推定分子構成も提供する。配列構成は、本明細書に記載され
ているように、例えば、短い配列読み込みを、個別の長い分子または連鎖分子のコンティ
グにマッピングすることから低い解像度構成、ならびに、例えば、個別の分子の連続決定
配列を有する長い個別の分子の大きな部分を、長い範囲で配列決定することから高解像度
構成を含むことができ、ここで、そのような決定配列は、１ｋｂより長い、５ｋｂより長
い、１０ｋｂより長い、１５ｋｂより長い、２０ｋｂより長い、３０ｋｂより長い、４０
ｋｂより長い、５０ｋｂより長い、６０ｋｂより長い、７０ｋｂより長い、８０ｋｂより
長い、９０ｋｂより長い、またはさらには１００ｋｂより長い。配列構成によって、短い
配列を、長い核酸、例えば個別の長い核酸分子、または連結核酸分子のコレクション、ま
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たはコンティグに起因させることは、短い配列を長い核酸伸展にマッピングして、高レベ
ルの配列構成を提供すること、ならびにこれらの長い核酸を介して短い配列から会合配列
を提供することを含んでもよい。
【０１２６】
ＩＶ．試料
　理解されるように、本明細書において考察される方法及び系を使用して、任意の種類の
ゲノム材料から標的化配列情報を得ることができる。そのようなゲノム材料は、患者から
採取した試料によって得てもよい。本明細書において考察される方法及び系に使用される
ゲノム材料の例示的な試料及び種類には、ポリヌクレオチド、核酸、オリゴヌクレオチド
、循環無細胞核酸、循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）、核酸断片、ヌクレオチド、ＤＮＡ、ＲＮＡ
、ペプチドポリヌクレオチド、相補的ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）、二本鎖ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）
、一本鎖ＤＮＡ（ｓｓＤＮＡ）、プラスミドＤＮＡ、コスミドＤＮＡ、染色体ＤＮＡ、ゲ
ノムＤＮＡ（ｇＤＮＡ）、ウイルスＤＮＡ、細菌ＤＮＡ、ｍｔＤＮＡ（ミトコンドリアＤ
ＮＡ）、リボソームＲＮＡ、無細胞ＤＮＡ、無細胞胎児ＤＮＡ（ｃｆｆＤＮＡ）、ｍＲＮ
Ａ、ｒＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｎＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｓｎＲＮＡ、ｓｎｏＲＮＡ、ｓｃａＲ
ＮＡ、マイクロＲＮＡ、ｄｓＲＮＡ、ウイルスＲＮＡなどが限定されることなく含まれる
。まとめると、使用される試料は、特定の処理に必要性に応じて変わりうる。
【０１２７】
　核酸を含む任意の物質が、試料の供給源でありうる。物質は、流体、例えば、生物学的
流体でありうる。流体物質には、血液、臍帯血、唾液、尿、汗、血清、精液、膣液、胃及
び消化液、髄液、胎盤液、体腔液、眼液、血清、母乳、リンパ液、またはこれらの組み合
わせが含まれうるが、これらに限定されない。物質は、固体、例えば、生物学的組織であ
りうる。物質は、正常な健常組織、疾患組織、または健常及び疾患組織の混合物から構成
されうる。いくつかの場合において、物質は腫瘍から構成されうる。腫瘍は、良性（非癌
）または悪性（眼）でありうる。腫瘍の非限定例には、線維肉腫、粘液肉腫、脂肪肉腫、
軟骨肉腫、骨原性肉腫、脊索腫、血管肉腫、内皮肉腫（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｏｓａｒｃｏ
ｍａ）、リンパ管肉腫、リンパ管内皮肉腫（ｌｙｍｐｈａｎｇｉｏｅｎｄｏｔｈｅｌｉｏ
ｓａｒｃｏｍａ）、滑膜腫、中皮腫、ユーイング腫瘍、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、胃腸管
系癌、結腸癌、膵癌、乳癌、泌尿生殖器系癌、卵巣癌、前立腺癌、扁平上皮癌、基底細胞
癌、腺癌、汗腺癌、皮脂腺癌、乳頭癌、乳頭腺癌、嚢胞腺癌、髄様癌、気管支原性肺癌、
腎細胞癌、肝細胞腫、胆管癌、絨毛癌、精上皮腫、胚性癌、ウィルムス腫瘍、子宮頸癌、
内分泌系癌、精巣腫瘍、肺癌、小細胞肺癌、非小細胞肺癌、膀胱癌、上皮癌、神経膠腫、
星状細胞腫、髄芽細胞腫、頭蓋咽頭腫、上衣腫、松果体腫、血管細胞芽腫、聴神経腫、乏
突起神経膠腫、髄膜腫、黒色腫、神経芽細胞腫、網膜芽細胞腫、またはこれらの組み合わ
せが含まれうる。物質は、様々な種類の臓器と関連していてもよい。臓器の非限定例には
、脳、肝臓、肺、腎臓、前立腺、卵巣、脾臓、リンパ節（扁桃腺を含む）、甲状腺、膵臓
、心臓、骨格筋、腸、咽頭、食道、胃、またはこれらの組み合わせが含まれうる。いくつ
かの場合において、物質は、真核細胞、原核細胞、真菌細胞、心臓細胞、肺細胞、腎細胞
、肝細胞、膵臓細胞、生殖細胞、幹細胞、誘導多能性幹細胞、胃腸細胞、血球、癌細胞、
癌細胞、細菌細胞、ヒトマイクロバイオーム試料から単離された細菌細胞などが含まれる
が、これらに限定されない様々な細胞から構成されうる。いくつかの場合において、物質
は、例えば単一細胞の構成または複数の細胞の構成などの細胞の構成を含んでもよい。個
別の細胞を分析する方法及び系は、例えば、米国特許出願第１４／７５２，６４１号、２
０１５年６月２６日出願に提供されており、この全開示は、その全体が、特に個別の細胞
から核酸を分析することの関する全ての教示が参照として本明細書に組み込まれる。
【０１２８】
　試料は、様々な対象から得ることができる。対象は、生存している対象または死亡して
いる細胞でありうる。対象に例には、ヒト、哺乳動物、非ヒト哺乳動物、齧歯類、両生類
、爬虫類、イヌ、ネコ、ウシ、ブタ、ヤギ、ヒツジ、メンドリ、鳥類、マウス、ウサギ、
昆虫、ナメクジ、微生物、細菌、寄生虫、または魚が含まれうるが、これらに限定されな
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い。いくつかの場合において、対象は、疾患または障害を有する、有すると疑われる、ま
たは発生する危険性のある患者でありうる。いくつかの場合において、患者は妊婦であり
うる。いくつかの場合において、患者は正常で健康な妊婦でありうる。いくつかの場合に
おいて、ある特定の先天性欠損を有する子どもを身ごもっている危険性のある、妊婦であ
りうる。
【０１２９】
　試料は、対象から当該技術に既知の任意の方法によって得ることができる。例えば試料
は、循環系（例えば、シリンジもしくは他の器具による静脈内もしくは動脈内）からの入
手、分泌された生物学的試料（例えば、唾液、痰、尿、糞便など）、生物学的試料の外科
的な（例えば、生検による）取得（例えば、術中試料、術後試料など）、スワブ拭き取り
（ｓｗａｂｂｉｎｇ）（例えば、頬側スワブ、口腔咽頭スワブ）、またはピペット操作を
介して、対象から得てもよい。
【０１３０】
　本発明の好ましい実施形態が本明細書において示され、記載されてきたが、そのような
実施形態は単なる例として提供されていることが、当業者には明白である。多数の変更、
改変及び置き換えが、当業者によって、本発明から逸脱することなく生じる。本明細書に
記載されている本発明の実施形態に対する様々な代替案を、本発明の実施に用いてもよい
ことが、理解されるべきである。以下の特許請求の範囲が本発明の範囲を確定すること、
ならびにこれらの特許請求の範囲内の方法及び構造、及びその等価物が網羅されることが
、意図される。
【実施例】
【０１３１】
実施例１：全エクソームの捕捉及び配列決定：ＮＡ１２８７８
　ＮＡ１２８７８ヒト細胞系のゲノムＤＮＡを、Ｂｌｕｅ－ＰｉｐｐｉｎＤＮＡサイズ分
類系の使用によりサイズに基づいた断片の分離に付して、およそ１０ｋｂ以上の長さの断
片を回収した。次に、サイズに基づいて選択された試料核酸を、マイクロ流体区分化系の
使用により、フッ素化油連続相内において水性液滴中でバーコードビーズと共に同時区分
化し（例えば、２０１５年４月９日に出願され、全ての目的においてその全体が参照とし
て本明細書に組み込まれる、米国特許出願第１４／６８２，９５２号を参照すること）、
ここで水性液滴は、ｄＮＴＰ、熱安定性ＤＮＡポリメラーゼ及び液滴内で増幅を実施する
他の試薬、ならびにビーズからバーコードオリゴヌクレオチドを遊離するＤＴＴも含んだ
。これを、１ｎｇの総投入ＤＮＡ及び２ｎｇの総投入ＤＮＡの両方で繰り返した。バーコ
ードビーズを、７００，０００個を超える異なるバーコード配列のバーコード密度を表す
貯蔵ライブラリーのサブセットとして得た。バーコード含有オリゴヌクレオチドは、追加
の配列構成成分を含み、一般構造：
　ビーズ－Ｐ５－ＢＣ－Ｒ１－Ｎｍｅｒ
を有した。
【０１３２】
　ここでＰ５及びＲ１は、それぞれＩｌｌｕｍｉｎａ結合及びＲｅａｄ１プライマー配列
を指し、ＢＣは、オリゴヌクレオチドのバーコード部分を示し、Ｎｍｅｒは、テンプレー
ト核酸の刺激に使用されるランダム１０塩基Ｎ－ｍｅｒ刺激配列を示す。例えば、全開示
が、全ての目的において、その全体が参照として本明細書に組み込まれる、米国特許出願
第１４／３１６、３８３号、２０１４年６月２６日出願を参照すること。
【０１３３】
　ビーズを溶解した後、液滴を熱循環させて、それぞれの液滴内の試料核酸のテンプレー
トに対するバーコーオリゴのプライマー伸長を可能にした。これは、上記に記載された他
の含有配列に加えて、由来区分を表すバーコード配列を含む試料核酸の、増幅されたコピ
ー断片をもたらした。
【０１３４】
　コピー断片をバーコード標識化した後、増幅コピー断片を含むエマルションの液滴を壊
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し、配列決定装置に必要な追加の構成成分、例えば、ｒｅａｄ２プライマー配列及びＰ７
結合配列を、追加の増幅ステップを介してコピー断片に付加し、これらの配列はコピー断
片の他の末端に結合された。次にバーコード付きＤＮＡを、Ａｇｉｌｅｎｔ　ＳｕｒｅＳ
ｅｌｅｃｔ　Ｅｘｏｍｅ捕捉キットの使用によりハイブリッド捕捉に付した。
【０１３５】
　下記の表は、ＮＡ１２８７８ゲノムの標的化の統計を提示する。
【表１】

【０１３６】
　上記に提示された３つの異なるバージョンは、第２のアダプター結合ステップの前のバ
ーコード付き断片の３つの異なる剪断長さを表す。
【０１３７】
実施例２：全エクソームの捕捉及び配列決定：ＮＡ１９７０１及びＮＡ１９６６１
　ＮＡ１９７０１及びＮＡ１９６６１細胞系のゲノムＤＮＡは、上記の実施例１に記載さ
れた方法に従って調製した。これらの２つの細胞系の、位相データを含むデータを、下記
の表に提示する。
【表２】

【０１３８】
　本明細書は、方法論、系及び／または構造の完全な記載、ならびに本明細書に記載され
ている技術の例示的な態様におけるその使用を提供する。本技術の様々な態様が、ある程
度の特定性をもって、または１つ以上の独立した態様を参照しながら、上記に記載されて
きたが、当業者は、本技術の精神または範囲から逸脱することなく開示されている態様に
多数の変更を行うことができる。多くの態様を、本開示の技術の精神または範囲から逸脱
することなく行うことができるので、適切な範囲は、本明細書以降に添付されている特許
請求の範囲にある。したがって他の態様も考慮される。更に、任意の操作を、特に明確に
主張されない限り、または特定の順番が請求項の語句により本質的に必要とならない限り
、任意の順番で実施できることが理解されるべきである。上記の記載に含有され、添付の
図面に示されている全ての事項は、特定の態様の例示のためのみであり、示されている実
施形態を制限するものではないと解釈されることが意図される。文脈から明白ではない、
または明確に記述されていない限り、本明細書に提供されている任意の濃度値は、一般に
、混合物の特定の成分の添加によって、または添加後に生じる任意の変換を無視している
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混合物の値または百分率として提示されている。既に明白に本明細書に組み込まれていな
い程度に、本開示において参照されている全ての公開参考文献及び特許文献は、全ての目
的においてそれらの全体が参照として本明細書に組み込まれる。詳細または構造における
変更は、以下の特許請求の範囲に定義されている本技術の基本的要素から逸脱することな
く行うことができる。

【図１】

【図２Ａ】

【図２Ｂ】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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