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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の複数の核酸を解析する方法であって、前記方法は、
（ａ）複数の核酸を含む試料を提供することと、
（ｂ）前記試料の異なる領域が異なる地理的タグ又は地理的タグの異なる集団を受け取る
ように前記試料に複数の地理的タグを適用することと、
（ｃ）前記試料を個別区画に区画することであって、各々の区画が前記複数の核酸からの
核酸の部分及び前記複数の地理的タグからの地理的タグの部分を含む、ことと、
（ｄ）各個別区画における前記核酸から配列情報を取得することと、
（ｅ）各個別区画における前記地理的タグの特徴を同定することであって、各々の区画に
対し、前記地理的タグの特徴が前記試料中の前記核酸のゲノム遺伝子座間の染色体間の相
互作用に関する情報を提供する、ことと
を含み、
それによって前記複数の核酸を解析する、方法。
【請求項２】
　前記取得すること（ｄ）に先立って、各個別区画において複数のタグ付けされた核酸断
片を生成する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　各個別区画における前記タグ付けされた核酸断片の各々は、前記区画内の前記核酸の部
分の断片のコピー、及び区画特異的タグを含む、請求項２に記載の方法。
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【請求項４】
　前記区画特異的タグは、オリゴヌクレオチドバーコードである、請求項３に記載の方法
。
【請求項５】
　一つの個別区画内の前記タグ付けされた核酸断片の各々は、同じ区画特異的タグを含む
、請求項２に記載の方法。
【請求項６】
　前記（ｄ）において取得する配列情報は、各区画における前記複数のタグ付けされた核
酸断片をシークエンシングすることにより取得する、請求項２に記載の方法。
【請求項７】
　各区画はタグ付けされた粒子をさらに含み、該タグ付けされた粒子は、遊離可能に粒子
に結合された複数の区画特異的タグを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記区画特異的タグの各々は、オリゴヌクレオチドバーコードタグ及び無作為Ｎ量体オ
リゴヌクレオチドを含む、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　一つの個別区画内の区画特異的タグは同一であり、個別区画の間の区画特異的タグは異
なる、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　各個別区画における前記区画特異的タグは、同じオリゴヌクレオチドバーコード及び異
なる無作為Ｎ量体オリゴヌクレオチドを含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１１】
　前記粒子はビーズである、請求項７に記載の方法。
【請求項１２】
　前記（ｂ）において、前記試料の異なる領域が地理的タグの異なる集団を受け取るよう
に、前記地理的タグを前記試料に適用する、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記（ｅ）において同定する前記特徴は、各個別区画におけるタグの集団である、請求
項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記（ｂ）において、前記試料の異なる領域が異なる地理的タグを受け取るように、前
記地理的タグを前記試料に適用する、請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記（ｅ）において同定する前記特徴は、各個別区画における地理的タグの配列である
、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記地理的タグは、オリゴヌクレオチドバーコードを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
　前記試料は、ホルマリン固定パラフィン試料である、請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　前記取得すること（ｄ）に先立って、前記試料を脱パラフィンする、請求項１７に記載
の方法。
【請求項１９】
　各個別区画における核酸の量は、１０ｎｇ／ｍｌ未満である、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　各個別区画における核酸の量は、１ｎｇ／ｍｌ未満である、請求項１に記載の方法。
【請求項２１】
　前記試料は腫瘍試料である、請求項１に記載の方法。
【請求項２２】
　前記地理的タグは粒子に結合されている、請求項１に記載の方法。
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【請求項２３】
　前記取得すること（ｄ）は、ショートリード長シークエンシング反応及びロングリード
長シークエンシング反応からなる群から選択されたシークエンシング反応を含む、請求項
１に記載の方法。
【請求項２４】
　前記シークエンシング反応はショートリードで高精度なシークエンシング反応である、
請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記核酸はＲＮＡを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２６】
　前記ビーズはゲルビーズである、請求項１１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、２０１５年１２月４日に出願された米国仮特許出願第６２／２６３，５３２
号の利益を主張し、あらゆる目的のためにその全体が参照によって本明細書に組み入れら
れる。
【背景技術】
【０００２】
　ポリヌクレオチドの配列決定は、腫瘍の遺伝的スクリーニングや遺伝子型決定のような
医学的応用で用途が増え続けている。多数のポリヌクレオチド配列決定法は、ポリヌクレ
オチドの無作為断片化を含む、原試料の試料処理法に頼っている。これらの処理法は、処
理能力及び効率という点で利点を提供するが、これらの処理された試料から得られる結果
的な配列情報は、それらの配列を含有していた元の核酸分子のさらに広い線形（二次元）
配列内での特定の配列の位置という点で重要なコンテクスト情報を欠き得る。原試料の三
次元空間内での構造コンテクストも多数の試料の処理法及び配列決定法によって失われる
。従って、特定される核酸配列の構造コンテクスト及び分子コンテクストを保持している
配列決定法に対するニーズがある。
【発明の概要】
【０００３】
　従って、本発明は、元の核酸分子の分子コンテクスト及び構造コンテクストを保持する
配列情報を提供するための方法、システム及び組成物を提供する。
【０００４】
　一部の態様では、本開示は構造コンテクストを維持しながら核酸を解析する方法を提供
する。そのような方法は、（ａ）核酸を含有する試料を提供し、核酸が三次元構造を含む
ステップと、（ｂ）核酸三次元構造の一部も個別区画に分離されるように試料の一部を個
別区画に分離するステップと、（ｃ）核酸から配列情報を入手し、それによって構造コン
テクストを維持しながら核酸を解析するステップとを含む。
【０００５】
　一部の実施形態では、得られるステップ（ｃ）からの配列情報には互いに空間的に近接
し合う核酸の特定が含まれる。
【０００６】
　さらなる実施形態では、得られるステップ（ｃ）からの配列情報には互いに空間的に近
接し合う核酸の特定が含まれる。
【０００７】
　別のさらなる実施形態では、入手するステップ（ｃ）はゲノムの遺伝子座間の染色体内
の及び／または染色体間の相互作用に関する情報を提供する。
【０００８】
　別のさらなる実施形態では、入手するステップ（ｃ）は染色体の高次構造に関する情報
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を提供する。
【０００９】
　さらなる実施形態では、分離するステップ（ｂ）に先立って、三次元構造の少なくとも
一部が、三次元構造の範囲内で互いに近接し合う核酸の異なる部分を連結するように処理
される。
【００１０】
　任意の実施形態では、核酸は分離するステップ（ｂ）に先立って、試料から単離されな
い。
【００１１】
　任意の実施形態では、入手するステップ（ｃ）に先立って、個別区画内での核酸にバー
コードを付けて、複数のバーコード付き断片を形成し、その際、所与の個別区画内の断片
はそれぞれ共通のバーコードを含むので、バーコードが所与の区画に由来する核酸を特定
する。
【００１２】
　さらなる実施形態では、入手するステップ（ｃ）は短い読み取り長さの配列決定反応及
び長い読み取り長さの配列決定反応から成る群から選択される配列決定反応を含む。
【００１３】
　一部の態様では、本開示は、（ａ）空間的に隣接する核酸セグメントが連結されるよう
に試料内で連結された核酸を形成するステップと、（ｂ）連結された核酸を処理して複数
のライゲーション産物を作り出し、その際、ライゲーション産物は空間的に隣接する核酸
セグメントの一部を含有するステップと、（ｃ）複数のライゲーション産物を個別区画に
入れるステップと、（ｄ）個別区画内のライゲーション産物にバーコードを付け、複数の
バーコード付き断片を形成し、その際、所与の個別区画内の断片はそれぞれ共通のバーコ
ードを含み、それによって各断片をそれが由来する連結された核酸に関連付けるステップ
と、（ｅ）複数のバーコード付き断片から配列情報を入手し、それによって構造コンテク
ストを維持しながら試料に由来する核酸を解析するステップとを含む、構造コンテクスト
を維持しながら核酸を解析する方法を提供する。
【００１４】
　一部の態様では、本開示は、（ａ）空間的に隣接する核酸セグメントが連結されるよう
に試料内で連結された核酸を形成するステップと、（ｂ）連結された核酸を個別区画に入
れるステップと、（ｃ）連結された核酸を処理して複数のライゲーション産物を作り出し
、その際、ライゲーション産物は空間的に隣接する核酸セグメントの一部を含有するステ
ップと、（ｄ）個別区画内のライゲーション産物にバーコードを付け、複数のバーコード
付き断片を形成し、その際、所与の個別区画内の断片はそれぞれ共通のバーコードを含み
、それによって各断片をそれが由来する連結された核酸に関連付けるステップと、（ｅ）
複数のバーコード付き断片から配列情報を入手し、それによって構造コンテクストを維持
しながら試料に由来する核酸を解析するステップとを含む、構造コンテクストを維持しな
がら核酸を解析する方法を提供する。
【００１５】
　一部の態様では、本開示は、（ａ）試料内で核酸を架橋し、架橋された核酸を形成し、
その際、架橋は空間的に隣接する核酸セグメント間で共有結合を形成するステップと、（
ｂ）架橋された核酸を個別区画に入れるステップと、（ｃ）架橋された核酸を処理して複
数のライゲーション産物を作り出し、その際、ライゲーション産物は空間的に隣接する核
酸セグメントの一部を含有するステップと、（ｄ）複数のライゲーション産物から配列情
報を入手し、それによって構造コンテクストを維持しながら試料に由来する核酸を解析す
るステップとを含む、構造コンテクストを維持しながら核酸を解析する方法を提供する。
【００１６】
　任意の実施形態では、試料はホルマリン固定したパラフィン試料である。
【００１７】
　任意の実施形態では、個別区画はビーズを含む。さらなる実施形態では、ビーズはゲル
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ビーズである。
【００１８】
　任意の実施形態では、試料は腫瘍試料を含む。
【００１９】
　任意の実施形態では、試料は腫瘍細胞と正常細胞との混合物を含む。
【００２０】
　任意の実施形態では、試料は核基質を含む。
【００２１】
　任意の実施形態では、核酸はＲＮＡを含む。
【００２２】
　任意の実施形態では、試料における核酸の量は、５、１０、１５、２０、２５、３０、
３５、４０、４５または５０ｎｇ／ｍｌ未満である。
【００２３】
　一部の態様では、本発明は構造コンテクストを維持しながら核酸を解析する方法を提供
し、その際、該方法は、（ａ）核酸を含有する試料を提供するステップと、（ｂ）試料の
異なる地理的領域が異なるタグまたはタグの異なる集団を受け取るように試料にタグのラ
イブラリを適用するステップと、（ｃ）タグのライブラリの一部と核酸の一部も個別区画
に分離されるように試料の一部を個別区画に分離するステップと、（ｄ）核酸から配列情
報を入手するステップと、（ｅ）個別区画におけるタグまたはタグの集団を特定し、それ
によって構造コンテクストを維持しながら核酸を解析するステップとを含む。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１】本明細書に記載されている方法による分子コンテクスト及び構造コンテクストの
説明図である。
【図２】本明細書に記載されている過程の説明図である。
【図３】本明細書で開示されている方法及び組成物を用いて配列情報を検出するアッセイ
を実施するための典型的な作業の流れを説明する。
【図４】核酸試料をビーズと混ぜ合わせ、核酸とビーズを個別の液滴に区分する方法の模
式図である。
【図５】染色体の核酸断片にバーコードを付け、増幅する方法の模式図である。
【図６】配列データを元の供給源核酸分子に帰属させることにおける核酸断片のバーコー
ド付けの使用の模式図である。
【図７】例示的な試料調製の方法の模式図である。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
　本発明の実践は、特に指示されない限り、有機化学、ポリマー技術、分子生物学（組換
え技術を含む）、細胞生物学、生化学、及び免疫学の従来の技法及び記載を採用してもよ
く、それらは当該技術分野の技量の範囲内にある。そのような従来の技法には、ポリマー
アレイの合成、ハイブリッド形成、ライゲーション、ファージディスプレイ、及び標識を
用いたハイブリッド形成の検出が挙げられる。好適な技法の具体的な説明は本明細書で以
下の実施例を参照して手に入れることができる。しかしながら、他の同等の従来の手順も
当然使用することができる。そのような従来の技法及び記載は、たとえば、Ｇｅｎｏｍｅ
　Ａｎａｌｙｓｉｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　Ｓｅｒｉｅｓ（Ｖｏｌ
ｓ　Ｉ－ＩＶ），Ｕｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａ
ｎｕａｌ，Ｃｅｌｌｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，ＰＣＲ　Ｐｒｉｍｅ
ｒ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎ
ｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（ａｌｌ　ｆｒｏｍ　Ｃｏｌｄ　Ｓｐ
ｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ），Ｓｔｒｙｅｒ，Ｌ．（
１９９５），Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，（４ｔｈ，Ｅｄ．），Ｆｒｅｅｍａｎ，Ｎｅｗ
　Ｙｏｒｋ，Ｇａｉｔ，“Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：Ａ　
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Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ”，１９８４，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，Ｌｏｎｄｏ
ｎ，Ｎｅｌｓｏｎ　ａｎｄ　Ｃｏｘ，（２０００），Ｌｅｈｎｉｎｇｅｒ，Ｐｒｉｎｃｉ
ｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，３ｒｄ　Ｅｄ．，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ
　Ｐｕｂ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．及びＢｅｒｇ，ｅｔ　ａｌ．（２００２），Ｂ
ｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，５ｔｈ　Ｅｄ．，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　Ｐｕｂ．，Ｎｅｗ
　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．，のような標準の実験室マニュアルに見いだすことができ、それら
はすべてあらゆる目的でその全体が参照によって本明細書に組み入れられる。
【００２６】
　本明細書及び添付のクレームで使用されるとき、文脈が明瞭に指示しない限り、単数形
態「ａ」、「ａｎ」及び「ｔｈｅ」は複数の指示対象を含むことに留意されたい。従って
、たとえば、「ポリメラーゼ」への言及は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、「その方法」への言及は、当業者に既知の同等のステップ及び方法等への言
及を含む。
【００２７】
　定義されない限り、本明細書で使用される専門用語及び科学用語はすべて、本発明が属
する技術分野の当業者によって一般に理解されるのと同じ意味を有する。本明細書で言及
される出版物はすべて、その出版物に記載され、現在記載されている本発明と併せて使用
されてもよい装置、組成物、製剤及び方法を記載し、開示する目的で参照によって本明細
書に組み入れられる。
【００２８】
　値の範囲が提供される場合、文脈が明瞭に指示しない限り下限の単位の１０分の１まで
の、その範囲及び他の言及される範囲の上限と下限の間のそれぞれ介在する値、またはそ
の言及される範囲における介在する値が本発明の範囲内に包含されることが理解される。
これらのさらに小さい範囲における上限及び下限は独立してそのさらに小さい範囲に含ま
れてもよく、本発明の範囲内にも包含され、言及される範囲における具体的に除外される
端の対象となる。言及される範囲が一方又は双方の端を含む場合、それらの包含される端
の双方を除外する範囲も本発明に含まれる。
【００２９】
　以下の記載では、多数の具体的な詳細が述べられて本発明のさらに十分な理解が提供さ
れる。しかしながら、本発明はこれらの具体的な詳細の１以上がない状態で実践されても
よいことが当業者に明らかであろう。他の例では、本発明を曖昧にするのを回避するため
に、当業者に周知である周知の特徴及び手順は記載されていない。
【００３０】
　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
が引用された要素を含むが、他を除外しないことを意味するように意図される。組成物及
び方法を定義するのに使用される場合、「ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌ
ｙ　ｏｆ（から本質的に成る）」は組成物及び方法にとっての必須の重要性のうち、他の
要素を除外することを意味するものとする。「ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ（から成る）
」は請求される組成物及び実質的な方法ステップについての他の成分のうち、微量を超え
る要素を除外することを意味するものとする。これらの移行用語のそれぞれによって定義
される実施形態は本発明の範囲の範囲内である。従って、方法及び組成物は、追加のステ
ップ及び成分を含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）ことができるか、あるいは重要な意味を持
たないステップ及び組成物から本質的に成る（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔｉａ
ｌｌｙ　ｏｆ）か、あるいは言及されている方法ステップまたは組成物のみを意図する（
ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ）。
【００３１】
　範囲を含む数字表示、たとえば、ｐＨ、温度、時間、濃度及び分子量はすべて、０．１
の増分による（＋）または（－）で変化する近似値である。常に明白に述べられるとは限
らないが、数字表示にはすべて用語「約」が先行することが理解されるべきである。用語
「約」には、たとえば、「Ｘ＋０．１」または「Ｘ－０．１」のような「Ｘ」の軽微な増
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分に加えて正確な値「Ｘ」も含まれる。常に明白に述べられるとは限らないが、本明細書
に記載されている試薬は単に例示であって、そのようなものの同等物は当該技術分野で既
知であることも理解されるべきである。
【００３２】
Ｉ．概説
　本開示は遺伝物質の特徴付けのための方法、組成物及びシステムを提供する。一般に、
本明細書に記載されている方法、組成物及びシステムは、それらが元々試料に存在したと
きのそれらの成分の構造コンテクストと同様に分子コンテクストに関する情報を保持しな
がら試料の成分を解析する方法を提供する。本明細書の議論の多くは核酸の解析という点
であるが、本明細書で議論されている方法及びシステムは、タンパク質及び他の分子を含
む試料の他の成分に適用するように適応させることができることが理解されるであろう。
【００３３】
　デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）は線形分子であり、そのようなものとしてゲノムは線形次
元という点で記載され、評価されることが多い。しかしながら、染色体は剛性ではなく、
２つのゲノム遺伝子座間の空間距離はゲノムの線形配列に沿ったその距離に常に対応する
必要があるわけではない。多数のメガ塩基対によって分離された領域は３次元空間では直
接隣接することができる。調節の観点から、ゲノム遺伝子座間の長距離相互作用を理解す
ることが有用であってもよい。たとえば、遺伝子のエンハンサー、サイレンサー及びイン
シュレーターの要素は膨大なゲノム距離にわたって機能する可能性がある。配列読み取り
の構造コンテクスト及び分子コンテクストの双方を保持する能力はそのような長距離相互
作用を理解する能力を提供する。
【００３４】
　本明細書で使用されるとき、「構造コンテクストを保持すること」は、複数の配列読み
取りまたは配列読み取りの複数の部分が試料内のそれら配列読み取りの元の三次元の相対
位置に帰属可能であることを意味する。言い換えれば、配列読み取りは、試料における近
隣の核酸（及び一部の状況では関連するタンパク質）に関してその試料の中での相対的な
位置に関連付けることができる。それらの近隣の核酸が単一の元の核酸分子の線形配列の
範囲内に物理的に位置していないとしても、この空間情報は本明細書で議論されている方
法を介して利用することができる。図１における模式図を参照して、試料（１０１）では
、配列（１０４）及び（１０５）は２つの異なる元の核酸分子（それぞれ（１０２）及び
（１０３））の線形配列の範囲内に位置しているが、試料の範囲内で互いに空間的に近接
して位置している。本明細書に記載されている方法及び組成物は、配列読み取りの構造コ
ンテクストに関するその情報を保持する能力を提供するので、配列（１０４）及び（１０
５）からの読み取りを、それらの配列読み取りが由来する元の核酸分子（１０２）及び（
１０３）における原試料内でのその相対的な空間的近接性に帰属させるのを可能にする。
【００３５】
　本明細書で開示されている方法及び組成物はまた分子コンテクストを保持する配列情報
も提供する。「分子コンテクストを保持すること」は本明細書で使用されるとき、複数の
配列読み取りまたは配列読み取りの複数の部分が核酸の単一の元の分子に帰属可能であっ
てもよいことを意味する。核酸のこの単一分子が種々の長さのいずれかであってもよい一
方で、好ましい態様では、それは相対的に長い分子であり、長距離分子コンテクストの維
持を可能にする。特に、単一の元の分子は好ましくは、典型的な短い読み取り配列の長さ
より実質的に長い、たとえば、２００塩基より長い、少なくとも１０００塩基以上長い、
５０００塩基以上長い、１０，０００塩基以上長い、２０，０００塩基以上長い、３０，
０００塩基以上長い、４０，０００塩基以上長い、５０，０００塩基以上長い、６０，０
００塩基以上長い、７０，０００塩基以上長い、８０，０００塩基以上長い、９０，００
０塩基以上長い、または１００，０００塩基以上長いことが多く、場合によっては、１メ
ガ塩基以上まで長い。
【００３６】
　一般に、本明細書に記載されている方法は構造コンテクスト及び分子コンテクストを維



(8) JP 6954899 B2 2021.10.27

10

20

30

40

50

持しながら核酸を解析することを含む。そのような解析には核酸を含有する試料を提供す
る方法が含まれ、核酸は三次元構造を含有する。核酸の三次元構造の一部も個別区画に分
離されるように試料の一部が個別区画に分離され―互いに空間的に近接し合う核酸配列は
同じ区画に分離される傾向があるので、後で得られた配列読み取りが元々同じ個体の元の
核酸分子上になかった配列に由来するとしてもその空間的近接性の三次元情報を保持する
。再び図１を参照して、核酸分子１０２及び１０３及び１０６を含有する試料１０１が、
試料のサブセットが異なる個別区画に割り当てられるように個別区画に分離される場合、
核酸分子１０２と１０３と１０６の間の物理的距離のため、核酸分子１０６よりも核酸分
子１０２及び１０３が同じ区画に入る可能性が高い。従って、同じ個別区画内の核酸分子
は原試料にて互いに空間的に近接し合っていたものである。従って、個別区画内の核酸か
ら得られる配列情報は、たとえば、核酸の配列決定を介して核酸を解析する方法を提供し
、それらの配列読み取りを元の核酸分子の構造コンテクストに戻って帰属させる。
【００３７】
　さらなる例では、構造コンテクスト（「地理的コンテクスト」とも呼ばれる）はタグ（
たとえば、バーコードのオリゴヌクレオチド）を使用することによって維持されて試料の
地理をコードしてもよい。一部の状況では、これには、バーコード付きの配列（たとえば
、ｍＲＮＡ配列）の収集をコードするウイルスライブラリを試料に注入することが含まれ
得る。バーコードは能動的過程によってまたは拡散によって試料を移動する。次いで本明
細書に記載されている及び当該技術分野で既知である方法に従って試料がさらに処理され
ると、バーコードは構造上の位置に相関して試料内での同じ地理的位置から核酸配列を特
定することができる。バーコードが能動的過程を介して試料に分配される例では、同じバ
ーコードを持つ配列は地理的に関連付けられてもよく、及び／または同じ過程を介して関
連付けられてもよい。理解されるように、構造コンテクストをコードするタグを使用する
このシステムは単独で使用することができ、または構造コンテクスト及び分子コンテクス
トをさらに保持するために個別区画を利用する本明細書に記載されている方法と組み合わ
せて使用することができる。空間的位置をコードするタグと同じ個別区画に分離される分
子を特定するためのバーコードとを使用する例では、試料は本質的にタグ付けされる、ま
たは一方のセットのバーコードが空間的位置を特定するのに使用され、もう一方のセット
のバーコードが区画専用である「二重バーコード付け」が行われる。そのような例では、
バーコードの双方のセットを用いて、試料から生成される配列読み取りの構造コンテクス
ト及び分子コンテクストを保持する情報を提供することができる。
【００３８】
　一部の例では、核酸から得られる配列情報はゲノム遺伝子座間の染色体内及び／または
染色体間の相互作用に関する情報を提供する。さらなる例では、配列情報は染色体の高次
構造に関する情報を含む。
【００３９】
　さらなる例では、個別区画への分離に先立って、その三次元構造内で互いに近接し合う
配列の領域が互いに結合されるように試料における核酸を処理してそれらの三次元構造の
異なる領域を連結してもよい。従って、試料の個別区画への分離はそれらの連結した領域
を同じ区画に分離し、それによってそれら核酸に由来する配列読み取りの構造コンテクス
トが保持されることをさらに保証する。
【００４０】
　一部の状況では、核酸の連結は、空間的に近接する分子を架橋するのに使用される当該
技術分野で既知の方法を用いて達成されてもよい。そのような架橋剤には、アルキル化剤
、シスプラチン、亜酸化窒素、プソラレン、アルデヒド、アクロレイン、グリオキサール
、四酸化オスミウム、カルボジイミド、塩化第二水銀、亜鉛塩、ピクリン酸、重クロム酸
カリウム、エタノール、メタノール、アセトン、酢酸等が挙げられるが、それらに限定さ
れない。具体的な例では、あらゆる目的で及び特に核酸分子を連結することに関する教示
すべてについてその全体が参照によって本明細書に組み入れられる、たとえば、Ｄｅｋｋ
ｅｒ，ｅｔ　ａｌ．，”Ｃａｐｔｕｒｉｎｇ　ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ　ｃｏｎｆｏｒｍａ
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ｔｉｏｎ”，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２９５：１３０６－１３１１，（２００２），及びＢｅｒ
ｋｕｍ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｖｉｓ．Ｅｘｐ．（３９），ｅ１８６９，ｄｏｉ：１０．３
７９１／１８６９（２０１０）に記載される「Ｈｉ－Ｃ」プロトコールのようなゲノムの
三次元構造の解析のために考案されたプロトコールを用いて、核酸が連結される。そのよ
うなプロトコールには一般に、空間的に密に近接するゲノム遺伝子座が連結されるように
試料を架橋することによって分子のライブラリを作り出すことが関与する。さらなる実施
形態では、架橋間の介在ＤＮＡループが消化で取り去られ、次いで配列内領域がライブラ
リへの付加のために逆架橋される。消化ステップと逆架橋ステップは、試料を個別区画に
区画化するステップに先立って存在してもよく、または分離するステップの後の区画の中
に存在してもよい。
【００４１】
　別のさらなる例では、核酸は区画内での核酸すべてに共通のバーコードを提供するタグ
付けステップまたはバーコード付けステップを経てもよい。理解されるように、このバー
コード付けは上述された核酸の連結／架橋のステップの有無にかかわらず存在してもよい
。本明細書で開示されているバーコード付け技法の使用は、ゲノム領域についての個々の
構造コンテクスト及び分子コンテクストを提供する独特の能力を付与し―すなわち、特定
の配列読み取りを個々の試料の核酸分子に帰属させることによって、及び変異による協調
組み立てを介して、複数の試料核酸分子の間で、及び／または特定の染色体に対してさら
広範囲のまたはさらに長距離の推論されるコンテクストを提供する。用語「ゲノム領域」
または「領域」は本明細書で使用されるとき、ゲノム及び／または染色体の任意の定義さ
れた長さを指す。たとえば、ゲノム領域は１を超える染色体間の関連性（すなわち、たと
えば、相互作用）を指してもよい。ゲノム領域はまた完全な染色体または部分的な染色体
も包含することもできる。加えて、ゲノム領域は、染色体上（すなわち、たとえば、オー
プンリーディングフレーム及び／または調節遺伝子）または遺伝子間の非コーディング領
域における具体的な核酸配列を含むことができる。
【００４２】
　バーコード付けの使用は、たとえば、血流にて循環している腫瘍ＤＮＡの検出及び特徴
付けのための、試料から抽出された全核酸集団の少数構成成分と主要構成成分との間を区
別する能力を高める追加の利点を付与し、且つ、任意の増幅ステップの間での増幅の偏り
を減らすまたは排除する。加えて、マイクロ流体工学の形式の実施は、ＤＮＡの極端に少
ない試料容量及び少ない入力量で作業する能力と同様に多数の試料区画（液滴）を迅速に
処理してゲノム規模でのタグ付けを促す能力を付与する。
【００４３】
　ゲノムの全体の領域または選択した領域から配列情報を得る能力を提供することに加え
て、本明細書に記載されている方法及びシステムはまた、ＵＳＳＮ１４／３１６，３８３
；１４／３１６，３９８；１４／３１６，４１６；１４／３１６，４３１；１４／３１６
，４４７；及び１４／３１６，４６３に記載されるような、ハプロタイプの位相化、構造
上の変動及びコピー数の変動の特定を含むがこれらに限定しない、ゲノム物質の他の特徴
付けも提供することができ、あらゆる目的のために、特にゲノム物質の特徴付けに関して
記述されたすべての説明、図面及び作業例について参照によって本明細書に組み入れられ
る。
【００４４】
　一般に、本発明の方法は、図２で説明されているようなステップを含み、本明細書でさ
らに詳細に議論されている本発明の方法の図式的概観を提供する。理解されるように、図
２で要点が述べられている方法は、必要に応じて及び本明細書に記載されているように変
更されてもよく、または改変されてもよい例示的な実施形態である。図２に示すように、
本明細書に記載されている方法は、試料の核酸が互いに空間的に近接して核酸を連結する
ように処理される任意のステップ２０１を含んでもよい。その予備的な処理ステップ（２
０１）の有無にかかわらず、本明細書に記載されている方法はほとんどの実施例で核酸を
含有する試料が区画化されるステップ（２０２）を含むであろう。一般に、対象とするゲ
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ノム領域に由来する核酸を含有する各区画はバーコードを含有する断片を生じる処理（２
０３）を経るであろう。次いでそれらの断片は配列決定（２０５）に先立ってプールされ
る（２０４）。（２０５）からの配列読み取りは、一般に区画専用のバーコード（２０３
）のために、元の構造コンテクスト及び分子コンテクスト（２０６）に帰属させることが
できる。各区画は一部の例では１を超える核酸を含んでもよく、一部の例では、数百の核
酸分子を含有するであろう。ステップ２０３のバーコード付き断片は当該技術分野で既知
の方法を用いて生成することができ、―一部の例では、オリゴヌクレオチドが個別区画内
に試料と共に含まれる。そのようなオリゴヌクレオチドは、試料の多数の異なる領域を無
作為に刺激を与えるように意図される無作為配列を含んでもよく、またはそれらは試料の
標的とされる領域の上流に刺激を与えるように標的化された具体的なプライマー配列を含
んでもよい。さらなる例では、これらのオリゴヌクレオチドはバーコード配列も含有する
ため、複製過程は原試料核酸の得られる複製された断片にもバーコードを付ける。試料を
増幅し、バーコード付けすることにおけるこれらのバーコードオリゴヌクレオチドの使用
についての特に洗練された方法は、ＵＳＳＮ１４／３１６，３８３；１４／３１６，３９
８；１４／３１６，４１６；１４／３１６，４３１；１４／３１６，４４７；及び１４／
３１６，４６３にて詳細に記載され、あらゆる目的で及び特にオリゴヌクレオチドにバー
コードを付け、増幅することに関する教示すべてについてその全体が参照によって本明細
書に組み入れられる。区画にも含有される伸長反応試薬、たとえば、ＤＮＡポリメラーゼ
、ヌクレオシド三リン酸、補因子（たとえば、Ｍｇ２＋またはＭｎ２＋等）が次いで、試
料を鋳型として用いてプライマー配列を伸長し、プライマーがアニーリングされる鋳型の
鎖に対して相補性の断片を作り出し、相補性の断片はオリゴヌクレオチドとその関連する
バーコード配列を含む。試料の異なる部分に対する複数のプライマーのアニーリング及び
伸長は試料の重複する相補性断片の大きなプールを生じることができ、それぞれがそれが
作り出された区画を示すそれ自体のバーコード配列を持っている。場合によっては、これ
らの相補性断片は区画に存在するオリゴヌクレオチドによって刺激を与えられる鋳型とし
てそれ自体使用されて再びバーコード配列を含む相補体の相補体を作り出してもよい。さ
らなる例では、この複製過程は、第１の相補体が複製される場合、それはその末端にてま
たはその近傍で２つの相補性配列を作り、ヘアピン構造または部分的なヘアピン構造の形
成を可能にするように構成され、それはさらなる反復コピーを生じる基礎である分子の能
力を低減する。本明細書に記載されている方法及びシステムの利点は、区画専用のまたは
試料専用のバーコードをコピーされた断片に結合することが配列決定された断片の元の分
子コンテクストを維持し、それらをその元の区画、従ってその元の試料の核酸分子に帰属
させることである。
【００４５】
　試料は、区画化ステップに先立って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せられることが多い。核酸にバーコードを付ける方法は当該技術
分野で知られており、本明細書に記載されている。一部の例では、方法は、Ａｍｉｎｉ，
ｅｔ　ａｌ，２０１４，Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，Ａｄｖａｎｃｅ　Ｏｎｌｉｎ
ｅ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ）に記載されているように利用され、あらゆる目的で及び特
に核酸にバーコードまたは他のオリゴヌクレオチドタグを結合することに関連する教示す
べてについてその全体が参照によって本明細書に組み入れられる。本出願に記載されてい
る方法及びシステムに従って核酸を処理し、配列決定する方法はＵＳＳＮ１４／３１６，
３８３；１４／３１６，３９８；１４／３１６，４１６；１４／３１６，４３１；１４／
３１６，４４７；及び１４／３１６，４６３にもさらに詳細に記載され、あらゆる目的で
及び特に核酸を処理すること及び配列決定すること及びゲノム物質の他の特徴付けに関し
て記述された説明、図面及び作業例すべてについてその全体が参照によって本明細書に組
み入れられるる。
【００４６】
　上記の作業の流れに加えて、チップに基づく及び溶液に基づく捕捉方法の双方を含む方
法を用いて、さらなる解析、特に配列決定のために、標的とされるゲノム領域は濃縮され
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、単離されまたは分離されてもよく、すなわち、「壊されて」もよい。そのような方法は
、対象とするゲノム領域または対象とするゲノム領域の近傍もしくは隣接する領域に対し
て相補性であるプローブを利用する。たとえば、ハイブリッド（またはチップに基づく）
捕捉では、対象とする領域を総合して網羅する配列を持つ捕捉プローブ（普通一本鎖オリ
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、さらに、末端修復のような処理を受けて平滑末端及び／または、たとえば、汎用プ
ライミング配列のような追加の特徴の付加を作り出してもよい。これらの断片はマイクロ
アレイ上のプローブとハイブリッド形成する。ハイブリッド形成しなかった断片は洗い流
され、所望の断片が溶出され、またはさもなければ、配列決定もしくは他の解析のために
表面で処理されるので、表面上に残っている断片の集団は対象とする標的とされる領域を
含有する断片について濃縮される（たとえば、捕捉プローブに含有されるものに相補性で
ある配列を含む領域）。濃縮された断片の集団は、当該技術分野で既知の増幅技法を用い
てさらに増幅されてもよい。そのような標的とされるプルダウン濃縮法のための例示的な
方法は、２０１５年１０月２９日に出願されたＵＳＳＮ１４／９２７，２９７に記載され
、あらゆる目的で及び特に記述された説明、図面及び実施例を含む標的とされるプルダウ
ン濃縮法及び配列決定法に関する教示すべてについてその全体が参照によって本明細書に
組み入れられる。標的とされるゲノム領域の集団はさらに、これらの標的とされる領域の
適用範囲を増やす方法を用いて、上述のプルダウン法に先立って濃縮されてもよい。その
ような適用範囲の増加は、たとえば、たとえば２０１５年２月２４日に出願されたＵＳＳ
Ｎ６２／１１９,９９６に記載されているものを含む、標的とされる増幅法を用いて達成
されてもよく、あらゆる目的で及び特に核酸分子の標的とされる適用範囲に関する教示す
べてについて参照によって本明細書に組み入れられる。
【００４７】
　具体的な例では、本明細書に記載されている方法は、ゲノムの選択された領域が配列決
定に先立って増幅されるステップを含む。一般に当該技術分野で既知の方法（限定しない
でＰＣＲ増幅を含む）を用いて実施されるこの増幅は、ゲノムの選択された領域の少なく
とも１Ｘ、１０Ｘ、２０Ｘ、５０Ｘ、１００Ｘ、２００Ｘ、５００Ｘ、１０００Ｘ、１５
００Ｘ、２０００Ｘ、５０００Ｘ、または１００００Ｘの適用範囲を提供し、それによっ
て、それらの選択された領域のデノボ配列決定を可能にする核酸の量を提供する。さらな
る実施形態では、増幅はゲノムの選択された領域の少なくとも１Ｘ～２０Ｘ、５０Ｘ～１
００Ｘ、２００Ｘ～１０００Ｘ、１５００Ｘ～５０００Ｘ、５０００Ｘ～１０，０００Ｘ
、１０００Ｘ～１００００Ｘ、１５００Ｘ～９０００Ｘ、２０００Ｘ～８０００Ｘ、２５
００Ｘ～７０００Ｘ、３０００Ｘ～６５００Ｘ、３５００Ｘ～６０００Ｘ、４０００Ｘ～
５５００Ｘの適用範囲を提供する。
【００４８】
　増幅は一般に、ゲノムの選択された領域の範囲内またはその近傍の配列に相補性のプラ
イマーの伸長を介して実施される。場合によっては、対象とする領域をうめるように設計
されるプライマーのライブラリが使用され―言い換えれば、プライマーのライブラリはゲ
ノムの選択された領域に沿った具体的な距離で領域を増幅するように設計される。一部の
例では、選択的な増幅は、ゲノムの選択された領域に沿って１０、１５、２０、２５、５
０、１００、２００、２５０、５００、７５０、１０００または１００００塩基ごとに相
補性であるプライマーを利用する。別のさらなる例では、プライマーのタイル状ライブラ
リは距離の混合を捕捉するように設計され―その混合は距離の無作為の混合であることが
でき、または選択された領域の特定の部分もしくは比率が様々なプライマー対によって増
幅されるように賢く設計することができる。本明細書に記載されている方法に従って使用
するためのゲノムの標的とされる適用範囲のさらなる情報は、たとえば、２０１５年４月
１３日に出願されたＵＳＳＮ６２／１４６，８３４にて提供され、あらゆる目的で及び特
にゲノムの標的とされる適用範囲に関する教示すべてについてその全体が参照によって本
明細書に組み入れられる。
【００４９】
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　一般に、本明細書に記載されている方法及びシステムは、たとえば、配列決定のような
解析のために核酸を提供する。配列決定の情報は、極端に少ない配列決定の誤差率と短い
読み取り配列決定法の高い処理能力の利点を有する方法を用いて得られる。上述されてい
るように、核酸の配列決定は通常、配列読み取りまたは配列読み取りの一部の構造コンテ
クスト及び分子コンテクストを守る方法で実施される。それによって、複数の配列読み取
りまたは配列読み取りの複数の部分が、原試料における他の核酸と比較した空間的位置（
構造コンテクスト）に、及び核酸の単一の元の分子の線形配列に沿った配列読み取りの位
置（分子コンテクスト）に帰属可能であることを意味する。核酸のこの単一の分子が種々
の長さのものであってもよい一方で、好ましい態様では、それは相対的に長い分子であり
、長距離分子コンテクストの維持を可能にする。特に、単一の元の分子は好ましくは、典
型的な短い読み取り配列の長さより実質的に長く、たとえば、２００塩基よりも長く、少
なくとも１０００塩基以上長い、５０００塩基以上長い、１０，０００塩基以上長い、２
０，０００塩基以上長い、３０，０００塩基以上長い、４０，０００塩基以上長い、５０
，０００塩基以上長い、６０，０００塩基以上長い、７０，０００塩基以上長い、８０，
０００塩基以上長い、９０，０００塩基以上長い、または１００，０００塩基以上長いこ
とが多く、場合によっては、１メガ塩基以上までである。
【００５０】
　上記で言及したように、本明細書に記載されている方法及びシステムはさらに長い核酸
の短い配列読み取りについての個々の分子コンテクストを提供する。本明細書で使用され
るとき、個々の分子コンテクストは、配列読み取りそれ自体の範囲内には含まれない、た
とえば、隣接するまたは近傍の配列への関係のような、特定の配列読み取りの域を超える
配列コンテクストを指し、従って通常、それらは短い配列読み取りには、たとえば、対合
した読み取りについて約１５０塩基または約３００塩基の読み取りには全体的にまたは部
分的に含まれないようなものである。特に好まれる態様では、方法及びシステムは短い配
列読み取りについて長距離の配列コンテクストを提供する。そのような長距離のコンテク
ストは、１ｋｂより長い、５ｋｂより長い、１０ｋｂより長い、１５ｋｂより長い、２０
ｋｂ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１００ｋｂよりさ
らに長い、それ以上の互いの距離の範囲内である配列読み取りに対する所与の配列読み取
りの関係または連関を含む。理解されるように、長距離の個々の分子コンテクストを提供
することによって、その個々の分子コンテクストの範囲内で変異の位相化情報を導き出す
こともでき、たとえば、特定の長い分子上の変異は一般に定義によって位相化されるであ
ろう。
【００５１】
　長距離の個々の分子コンテクストを提供することによって、本発明の方法及びシステム
はさらにはるかに長い推論された分子コンテクスト（本明細書では「長い仮想の単一分子
読み取り」とも呼ばれる）も提供する。配列コンテクストは、本明細書に記載されている
ように、完全なゲノム配列の異なる（一般にキロベース規模で）範囲にわたる断片の連鎖
をマッピングすることまたは提供することを含むことができる。これらの方法は、短い配
列読み取りを個々のさらに長い分子または連結された分子のコンティグにマッピングする
ことと同様に、たとえば、連続する決定された配列が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１００ｋｂより長い、個々の分子のそのような決定され
た配列を有するさらに長い個々の分子の大きな部分の長距離の配列決定を含む。配列コン
テクスト、短い配列のさらに長い核酸への帰属と同様に、たとえば、双方の個々の長い核
酸分子または連結された核酸分子もしくはコンティグの収集には、さらに長い核酸区間に
対して短い配列をマッピングして高いレベルの配列コンテクストを提供することと同様に
これらのさらに長い核酸を介して短い配列から組み立てられる配列を提供することの双方
が含まれてもよい。
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【００５２】
　さらに、長い個々の分子に関連する長距離の配列コンテクストを利用してもよい一方で
、そのような長距離の配列コンテクストを有することはさらに長距離の配列コンテクスト
を推論させる。一例として、上述されている長距離の分子コンテクストを提供することに
よって、異なる元の分子に由来する長い配列の間で重複する変異部分、たとえば、位相化
された変異、転座配列等を特定することができ、これらの分子の間の推論される連結を可
能にする。そのような推論される連結または分子コンテクストは本明細書では「推論され
るコンティグ」と呼ばれる。場合によっては、位相配列の文脈で議論されるとき、たとえ
ば、重複している位相化変異により個々の元の分子よりも実質的に長い長さの位相化コン
ティグを推論することができる場合、推論されるコンティグは一般に位相化された配列を
表してもよい。これらの位相化コンティグは本明細書では「位相ブロック」と呼ばれる。
【００５３】
　さらに長い単一の分子読み取り（たとえば、上述したような「長い仮想単一分子読み取
り」）で開始することによって、短い読み取り配列決定技術または位相化された配列決定
への他のアプローチを用いて帰属できることよりも長い推論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。たとえば、公開された米国特許出願第２０１３－０１５７８
７０号を参照のこと。特に、本明細書に記載されている方法及びシステムを使用して、少
なくとも約１０ｋｂ、少なくとも約２０ｋｂ、少なくとも約５０ｋｂのＮ５０（言及され
るＮ５０の数より大きいブロックの長さの合計がブロックの長さすべての合計の５０％で
ある）を有する推論されるコンティグまたは位相ブロックの長さを得ることができる。さ
らに好ましい態様では、少なくとも約１００ｋｂ、少なくとも約１５０ｋｂ、少なくとも
約２００ｋｂ、及び多くの場合、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、及び場合によっては、少なくとも約５
００ｋｂ以上のＮ５０を有する推論されるコンティグまたは位相ブロックの長さが達成さ
れる。さらに他の場合、２００ｋｂを超える、３００ｋｂを超える、４００ｋｂを超える
、５００ｋｂを超える、１Ｍｂを超えるまたはさらに２Ｍｂを超える位相ブロックの最大
長が得られてもよい。
【００５４】
　１つの態様では、且つ本明細書で上述及び後述されている方法のいずれかと併せて、本
明細書に記載されている方法及びシステムは、試料核酸またはその断片を個別の区分また
は区画（本明細書では相互交換可能に区画と呼ぶ）に入れるまたは区画化する区分化を提
供し、その際、各区画は他の区画の内容物からのそれ自体の内容物の分離を維持する。特
徴の、たとえば、核酸の配列情報の特定の区分内に含まれる試料核酸への、特に元々区画
に入れられてもよい連続する試料核酸の相対的に長い区間へのその後の帰属を可能にする
ために、独特の識別子、たとえば、バーコードが、区分化されたまたは区画化された試料
核酸を保持する区画に予め、続いて、または付随して送達されてもよい。このその後の帰
属は、原試料の三次元内で互いに密接であった核酸が同じ区画に入れられる可能性が高い
ので、原試料におけるそれら試料核酸の元の構造コンテクストへの帰属をさらに可能にす
る。従って、配列読み取りの区画（及びそれら区画内に含有される核酸）への帰属は、そ
の配列読み取りが由来した元の核酸分子に沿った線形位置に関して分子コンテクストを提
供するだけでなく、原試料の三次元コンテクストで互いに空間的に密に近接し合った核酸
からの配列読み取りを特定する構造コンテクストも提供する。
【００５５】
　本明細書に記載されている方法で利用される試料核酸は通常、解析される試料全体、た
とえば、染色体全体、エキソームまたは他の大きなゲノム部分の多数の重複している部分
を表す。これらの試料核酸はゲノム全体、個々の染色体、エキソーム、アンプリコン、ま
たは対象とする種々の異なる核酸のいずれかを含んでもよい。試料核酸は通常、核酸が連
続する核酸分子の相対的に長い断片または区間にて区画に存在するように区画化される。
通常、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、５０ｋ
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ｂ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、それはさらに長距離の、上述の構造コンテ
クスト及び分子コンテクストを可能にする。
【００５６】
　試料核酸はまた通常、それによって所与の区画がゲノム遺伝子座の２つの重複する断片
を含む非常に低い可能性を有するレベルで区画化される。これは通常、区画化過程の間で
低い入力量及び／または濃度で試料核酸を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、所与の区画は出発試料核酸の多数の長いが重複しない断片を含んでも
よい。次いで異なる区画における試料核酸を独特の識別子に関連付け、その際、任意の所
与の区画については、それに含有される核酸は同じ独特の識別子を持つが、異なる区画は
異なる独特の識別子を含んでもよい。さらに、区画化ステップは試料成分を非常に少ない
容量の区画または液滴に割り当てるので、上記で言及されたような所望の割り当てを達成
するために、たとえば、試験管またはマルチウェルプレートのウェルにて多い容量の処理
で必要とされるような、試料の実質的な希釈を行う必要がない。さらに、本明細書に記載
されているシステムはそのような高レベルのバーコード多様性を採用するので、上記で提
供されたように、多数のゲノム同等物の間で多様なバーコードを割り当てることができる
。特に、前述したように、マルチウェルプレート法（たとえば、米国特許公開出願第２０
１３－００７９２３１号及び第２０１３－０１５７８７０号を参照のこと）は通常、百か
ら数百の異なるバーコード配列を操作するにすぎず、バーコードを異なる細胞／核酸に帰
属させることができるためには試料の限界希釈法を採用する。従って、それらは一般に１
００よりはるかに少ない細胞を操作し、それは通常、１：１０及び確実には１：１００を
軽く超える桁でゲノム：（バーコードの種類）の比を提供することになる。一方、本明細
書に記載されているシステムは、ゲノム当たりさらに改善されたバーコードの多様性をさ
らに提供する一方で、高レベルのバーコード多様性、たとえば、１０，０００、１００，
０００、５００，０００等を超える多様なバーコードの種類のため、多数のゲノム（たと
えば、アッセイ当たり１００ゲノムを超える、アッセイ当たり５００ゲノムを超える、ア
ッセイ当たり１０００ゲノムを超える、またはそれ以上の桁で）を負荷することも可能に
しながら、１：５０以下、１：１００以下、１：１０００以下またはさらに小さい比の桁
であるゲノム：（バーコードの種類）の比で操作することができる。
【００５７】
　さらなる例では、個別区画に分割された試料の一部と共に含まれるオリゴヌクレオチド
は少なくとも第１と第２の領域を含んでもよい。第１の領域は、所与の区画内でのオリゴ
ヌクレオチドの間では実質的に同一のバーコード配列であってもよいが、異なる区画の間
では、異なるバーコード配列であってもよく、多くの場合異なるバーコード配列であるバ
ーコード領域であってもよい。第２の領域は、区画内の試料の範囲内で核酸に刺激を与え
るのに使用することができるＮ量体（無作為なＮ量体または特定の配列を標的とするよう
に設計されたＮ量体）であってもよい。場合によっては、Ｎ量体が特定の配列を標的とす
るように設計される場合、それは特定の染色体（たとえば、第１、１３、１８または２１
染色体）または染色体の領域、たとえば、エキソームもしくは他の標的とされる領域を標
的とするように設計されてもよい。場合によっては、Ｎ量体は、特定の遺伝子または遺伝
領域、たとえば、疾患または障害（たとえば、癌）に関連する遺伝子または遺伝領域を標
的とするように設計されてもよい。区画の範囲内では、核酸の長さに沿って異なる場所で
核酸試料に刺激を与えるのに第２のＮ量体を用いて、増幅反応を実施してもよい。増幅の
結果、各区画は、同一のまたはほぼ同一のバーコードに結合されている、且つ各区画で核
酸の重複する、さらに小さい断片を表してもよい核酸の増幅産物を含有してもよい。バー
コードは、核酸のセットが同じ区画を起源としたので、核酸の同じ鎖を起源とした可能性
もあったことを示すマーカーの役割を果たすことができる。増幅に続いて、核酸はプール
され、配列決定され、配列決定アルゴリズムを用いて並べられてもよい。さらに短い配列
読み取りは、その関連するバーコード配列のせいで、試料核酸の単一で長い断片に対して
並べられ、それに帰属させられてもよいので、その配列で特定される変異のすべては単一
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の元の断片及び単一の元の染色体に帰属させることができる。さらに、複数の長い断片に
わたって複数の同一場所に配置された変異を並べることによって、その染色体の寄与をさ
らに特徴付けることができる。従って、ゲノム配列の長距離にわたって解析できるにつれ
て、次いで特定の遺伝的変異の位相化に関する結論、たとえば、ゲノムの十分に特徴付け
られていない領域の区間にわたる配列情報の特定が引き出されてもよい。そのような情報
は、一般に同一の核酸鎖または異なる核酸鎖に存在する特定されたセットの遺伝的変異で
あるハプロタイプを特定するのにも有用であってもよい。コピー数の変動もこの方法で特
定されてもよい。
【００５８】
　記載されている方法及びシステムは、現在の核酸の配列決定技術及びそれに関連する試
料の調製法に対して十分な利点を提供する。集団試料の調製法及び配列決定法は、試料に
おける主要構成成分を主として特定し、特徴付ける傾向があり、ゲノムの十分に特徴付け
られていない領域もしくは高度に多形の領域に由来する少数の構成成分、たとえば、１本
の染色体が寄与する遺伝物質、または抽出された試料にて全ＤＮＡの小さな比率を構成す
る、１またはわずかな細胞に由来する、もしくは血流で循環する断片化した腫瘍細胞のＤ
ＮＡ分子に由来する物質を特定し、特徴付けるようには設計されない。本明細書に記載さ
れている方法には、これらの少数構成成分に由来する遺伝物質を増やす選択的な増幅法が
含まれ、この遺伝物質の分子コンテクストを保持する能力はさらに、これらの構成成分の
遺伝的特徴付けを提供する。記載されている方法及びシステムはまた、さらに大きな試料
内に存在する集団を検出する有意な利点も提供する。したがって、それらはハプロタイプ
及びコピー数の変動を評価するのに特に有用であり―本明細書で開示されている方法は、
試料調製の間に導入される偏りのため、核酸標的の集団にて十分に特徴付けられていない
または十分に表されていないゲノムの領域にわたって配列情報を提供するのにも有用であ
る。
【００５９】
　本明細書で開示されているバーコード付け法の使用は、所与のセットの遺伝子マーカー
についての個々の分子コンテクストを提供する独特の能力、すなわち、所与のセットの遺
伝子マーカー（単一マーカーとは対照的に）を個々の試料の核酸分子に帰属させ、且つ変
異による協調組み立てを介して、複数の試料核酸分子の間で、及び／または特定の染色体
に対してさらに広範囲のまたはさらに長距離の推論された個々の構造コンテクスト及び分
子コンテクストを提供する独特の能力を付与する。これらの遺伝子マーカーには特定の遺
伝子座、たとえば、ＳＮＰのような変異が含まれてもよく、またはそれらは短い配列を含
んでもよい。さらに、バーコード付けの使用は、たとえば、血流で循環する腫瘍ＤＮＡの
検出及び特徴付けのために、試料から抽出される全核酸集団の少数構成成分と主要構成成
分との間を区別する、及び任意の増幅ステップの間で増幅の偏りを減らすまたは排除する
能力を促進する追加の利点を付与する。加えて、マイクロ流体工学形式の実施は、極端に
少ない試料容量及び少ない入力量でのＤＮＡで作業する能力と同様に多数の試料の区画（
液滴）を迅速に処理してゲノム規模のタグ付けを円滑にする能力を付与する。
【００６０】
　前述したように、本明細書に記載されている方法及びシステムの利点は、それらが普遍
的に利用できる短い読み取り配列決定技術を介して所望の成績を達成できることである。
そのような技術は、十分に特徴付けられ、高度に効果的であるプロトコール及び試薬シス
テムと共に研究社会で容易に利用でき、広く普及されている利点を有する。これらの短い
読み取り配列決定技術には、たとえば、Ｉｌｌｕｍｉｎａ，Ｉｎｃ．（ＧＡＩＩｘ，Ｎｅ
ｘｔＳｅｑ，ＭｉＳｅｑ，ＨｉＳｅｑ，Ｘ１０），Ｉｏｎ　Ｔｏｒｒｅｎｔ　ｄｉｖｉｓ
ｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｈｅｒｍｏ－Ｆｉｓｈｅｒ（Ｉｏｎ　Ｐｒｏｔｏｎ　ａｎｄ　Ｉｏｎ　
ＰＧＭ）から入手可能なもの、ピロ配列決定法等が挙げられる。
【００６１】
　特に有利なのは、本明細書に記載されている方法及びシステムがこれらの短い読み取り
配列決定技術を利用し、関連する低い誤差率と高い処理能力でそのようにすることである
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。特に、本明細書に記載されている方法及びシステムは上述したように所望の個々の分子
読み取り長さ及び分子コンテクストを達成するが、個々の配列決定読み取りは、１０００
ｂｐより短い、５００ｂｐより短い、３００ｂｐより短い、２００ｂｐより短い、１５０
ｂｐより短い、またはさらに短いメイトペアの伸長を除外し、且つそのような個々の分子
読み取り長さについての配列決定誤差率は、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０．００１
％未満である。
【００６２】
ＩＩ．作業の流れの概説
　１つの例示的な態様では、本開示に記載されている方法及びシステムは試料を個別区画
に入れることまたは区画化することを提供し、その際、各区画は他の区画における内容物
からのそれ自体の内容物の分離を維持する。本明細書でさらに詳細に議論されるように、
試料は、たとえば、細胞または組織の試料のような患者に由来する試料を含んでもよく、
それは核酸を含有することができ、特定の状況では、関連するタンパク質を同様に含有す
ることができる。具体的な態様では、本明細書に記載されている方法で使用される試料に
は、ホルマリンで固定し、パラフィンで包埋した（ＦＦＰＥ）細胞及び組織の試料等、と
同様に試料の分解のリスクが高い他の試料の種類が含まれる。
【００６３】
　本明細書で使用されるとき、区画は、穴等を介する種々の異なる形態、たとえば、ウェ
ル、試験管、マイクロウェルまたはナノウェルを含んでもよい入れ物または容器を指す。
好まれる態様では、しかしながら、区画は流体流れの中で流動可能である。これらの容器
は、内部の流体の中心もしくは芯を取り囲む外側のバリアを有する、たとえば、マイクロ
カプセルまたはマイクロ容器で構成されてもよく、またはそれらは、そのマトリクス内に
物質を同伴する及び／または保持することができる多孔性マトリクスであってもよい。し
かしながら、好ましい態様では、これらの区画は非水性の連続位相、たとえば、油相内に
水性流体の液滴を含んでもよい。種々の異なる容器は、たとえば、２０１３年８月１３日
に出願された米国特許出願第１３／９６６，１５０号に記載されている。同様に、非水性
のまたは油の連続相にて安定な液滴を作り出すエマルション系は、たとえば、公開米国特
許出願第２０１０－０１０５１１２号にて詳細に記載されている。特定の場合、マイクロ
流体の導管ネットワークが本明細書に記載されているような区画を生成するのに特に適す
る。そのようなマイクロ流体装置の例には、その完全な開示があらゆる目的で全体として
参照によって本明細書に組み入れられる２０１４年４月４日に出願された米国仮特許出願
第６１／９７７，８０４号にて詳細に記載されているものが挙げられる。それを介して細
胞の水性混合物が非水性の流体に押し出される多孔性の膜を含む、代替のメカニズムも個
々の細胞の区画化で採用されてもよい。そのようなシステムは一般に、たとえば、Ｎａｎ
ｏｍｉ，Ｉｎｃから入手可能である。
【００６４】
　エマルションにおける液滴の場合、試料物質の個別区画への区画化は一般に、区画化流
体、たとえば、フッ素化された油の非水性の流れも流す接合部に水性の試料を含有する流
れを流すことによって達成されてもよいので、水性の液滴は流れている流れの区画化流体
の中で作り出され、そのような液滴は試料物質を含む。以下に記載されているように、区
画、たとえば、液滴も通常、同時に区画化されるバーコードオリゴヌクレオチドを含む。
特定の区画内での試料物質に相対量は、たとえば、水性の流れにおける試料の濃度、水性
の流れ及び／または非水性の流れの流速等を含む、システムの種々のパラメータを制御す
ることによって調整されてもよい。本明細書に記載されている区画は極端に少ない容量を
有することを特徴とすることが多い。たとえば、液滴に基づく区画の場合、液滴は、１０
００ｐＬ未満、９００ｐＬ未満、８００ｐＬ未満、７００ｐＬ未満、６００ｐＬ未満、５
００ｐＬ未満、４００ｐＬ未満、３００ｐＬ未満、２００ｐＬ未満、１００ｐＬ未満、５
０ｐＬ未満、２０ｐＬ未満、１０ｐＬ未満、またはさらに１ｐＬ未満である全体容量を有
してもよい。ビーズと共に同時に区画化される場合、区画内の試料流体の容量は、上述の
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容量の９０％未満、上述の容量の８０％未満、７０％未満、６０％未満、５０％未満、４
０％未満、３０％未満、２０％未満、またはさらに１０％未満であってもよいことが理解
されるであろう。場合によっては、少ない反応用量の区画の使用は、非常に少ない量の出
発試薬、たとえば、入力核酸で反応を実施することにおいて特に有利である。少ない入力
核酸で試料を解析する方法及びシステムは、その完全な開示が全体として参照によって本
明細書に組み入れられる２０１４年６月２６日に出願された米国仮特許出願第６２／０１
７，５８０号（代理人整理番号４３４８７－７２７．１０１）にて提示されている。
【００６５】
　分解に供され、及び／または低濃度の対象とする成分を含有する試料を伴う状況では、
試料はさらに区画化に先立って、または区画化の範囲内で処理されて核酸及び／または関
連するタンパク質をさらなる解析のためにさらに遊離してもよい。たとえば、ＦＦＰＥ試
料に含有される核酸は一般に、当該技術分野で既知の方法を用いて抽出される。さらに長
い核酸分子を単離するには、そのような試料は、ホルムアルデヒド付加体を取り除くため
に有機触媒の添加によって処理されてもよい（たとえば、全体として及び特にＦＦＰＥ試
料の処理と加工に関する教示すべてについて参照によって本明細書に組み入れられる、Ｋ
ａｒｍａｋａｒ，ｅｔ　ａｌ．，（２０１５），Ｎａｔｕｒｅ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ｄ
ＯＩ：１０．１０３８／ＮＣＨＥＭ．２３０７を参照のこと）。
【００６６】
　いったん試料がそれぞれの区画に導入されると、区画内の試料核酸は増幅に供されて、
その後の適用（たとえば、本明細書に記載されている及び当該技術分野で既知の配列決定
法）のために核酸の量を増やしてもよい。特定の実施形態では、この増幅はゲノム配列の
異なる部分に向けられるプライマーのライブラリで実施されるので、得られる増幅産物は
元の核酸分子の小区分に由来する配列を表す。選択されたゲノム領域が対象になる実施形
態では、標的とされる適用範囲について対象とされるゲノムの領域がゲノムの他の領域に
比べて高い比率で存在するように、この増幅は１回以上の選択的な増幅を含んでもよい（
とはいえ、理解されるように、ゲノムのそれら他の領域はデノボ適用範囲の対象ではない
ので、それらはほんの少しの程度に増幅されてもよい）。特定の実施形態では、増幅は、
ゲノム全体のまたはゲノムの選択領域の少なくとも１×、２×、５×、１０×、２０×、
３０×、４０×、または５０×の適用範囲を提供する。さらなる実施形態では、区画内の
核酸のすべてが増幅されるが、選択されたゲノム領域は、ゲノムの他の部分からよりもそ
れら選択されたゲノム領域から少なくとも１～５、２～１０、３～１５、４～２０、５～
２５、６～３０、７～３５、８～４０、９～４５、または１０～５０倍多いアンプリコン
が生じるように標的とされる方法で増幅される。
【００６７】
　上述した増幅と同時にまたはそれに続いて、区画内の核酸（またはその断片）に、それ
ら核酸の特徴付けの際にそれらがそのそれぞれの起源に由来したように帰属させられても
よいように独特の識別子が提供される。従って、試料核酸は通常独特の識別子（たとえば
、バーコード配列）と共に同時に区画化される。特に好ましい態様では、独特の識別子は
、それらの試料に結合され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。所与の区画におけるオリゴヌクレオチドの関係では、それに含有される核
酸バーコード配列は同一であるが、異なる区画での関係では、オリゴヌクレオチドは異な
るバーコード配列を有することができ、好ましくは有するように、オリゴヌクレオチドは
区画化される。例示的な態様では、場合によっては、２以上の異なるバーコード配列が存
在してもよいが、１つの核酸バーコード配列のみが所与の区画に関連付けられるであろう
。
【００６８】
　核酸バーコード配列は通常、オリゴヌクレオチドの配列の中に６～約２０以上のヌクレ
オチドを含むであろう。これらのヌクレオチドは完全に連続する、すなわち、隣接するヌ
クレオチドの単一区間であってもよいし、またはそれらは１以上のヌクレオチドによって
分離される２以上の別々の部分配列に分離されてもよい。通常、分離された部分配列は通
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常、長さ約４～約１６ヌクレオチドであってもよい。
【００６９】
　同時に区画化されたオリゴヌクレオチドも通常、区画化された核酸の処理に有用な他の
機能的な配列を含む。これらの配列には、たとえば、関連するバーコード配列を結合しな
がら区画内の個々の核酸からゲノムＤＮＡを増幅するための標的とされるまたは無作為の
／普遍的な増幅プライマー配列、たとえば、配列の存在を特定するためのまたはバーコー
ド付きの核酸を破壊するための配列決定プライマー、ハイブリッド形成配列またはプロー
ブ配列、または多数の他の潜在的な機能的配列のいずれかが挙げられる。再び、試料物質
と共にオリゴヌクレオチド及び関連するバーコード及び他の機能的配列を同時に区画化す
ることは、たとえば、ＵＳＳＮ１４／１７５，９３５；１４／３１６，３８３；１４／３
１６，３９８；１４／３１６，４１６；１４／３１６，４３１；１４／３１６，４４７；
及び１４／３１６，４６３に記載され、あらゆる目的で及び特に核酸を処理することと同
様にゲノム物質の配列決定及び他の特徴付けに関して記述された説明、図面及び作業実施
例すべてについてその全体が参照によって本明細書に組み入れられる。
【００７０】
　簡潔に言えば、１つの例示的な方法では、それぞれがビーズに遊離可能に結合された多
数の上述のオリゴヌクレオチドを含んでもよいビーズが提供され、その際、特定のビーズ
に結合されるオリゴヌクレオチドのすべては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集団にわたって示されてもよい。通常
、ビーズの集団は、少なくとも１０００の異なるバーコード配列、少なくとも１０，００
０の異なるバーコード配列、少なくとも１００，０００の異なるバーコード配列、または
場合によっては少なくとも１，０００，０００の異なるバーコード配列を含んでもよい多
様なバーコード配列ライブラリを提供してもよい。さらに、各ビーズには通常、結合され
る多数のオリゴヌクレオチド分子が提供されてもよい。特に、個々のビーズ上でバーコー
ド配列を含むオリゴヌクレオチドの分子の数は、少なくとも約１０，０００オリゴヌクレ
オチド、少なくとも約１００，０００オリゴヌクレオチド分子、少なくとも約１，０００
，０００オリゴヌクレオチド分子、少なくとも約１００，０００，０００オリゴヌクレオ
チド分子、及び場合によっては、少なくとも１０億のオリゴヌクレオチド分子であっても
よい。
【００７１】
　オリゴヌクレオチドは特定の刺激がビーズに適用されるとビーズから遊離可能であって
もよい。場合によっては、刺激は、たとえば、オリゴヌクレオチドを遊離してもよい光に
不安定な結合の切断を介した光刺激であってもよい。場合によっては、熱刺激が使用され
てもよく、その際、ビーズ環境の温度の上昇が結合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生じてもよい。場合によっては、オリゴヌクレオチドのビーズに対
する結合を切断する、またはさもなければビーズからのオリゴヌクレオチドの遊離を生じ
てもよい化学刺激が使用されてもよい。
【００７２】
　本明細書に記載されている方法及びシステムに従って、結合されたオリゴヌクレオチド
を含むビーズは個々の試料と共に同時に区画化されてもよいので、単一のビーズと単一の
試料が個々の区画内に含有される。場合によっては、単一のビーズ区画が望ましい場合、
占有されているそれらの区画が主として単独で占有されることを保証するために、平均で
区画が区画当たり１未満のビーズを含有するように流体の相対流速を制御することが望ま
しくてもよい。同様に、流速を制御して高い比率の区画が占有されることをもたらす、た
とえば、ほんの少ない比率の未占有区画を可能にすることを望んでもよい。好ましい態様
では、流れ及び導管の構造は、所望の数の単独で占有された区画、特定のレベル未満の未
占有の区画及び特定のレベル未満の多重占有された区画を確保するために制御される。
【００７３】
　図３は試料核酸にバーコードを付け、その後その配列決定をする１つの特定の例示的な
方法を説明している。先ず、核酸を含む試料を供給源から入手してもよく、３００、バー
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コードを付けたビーズのセットも入手してもよい、３１０。ビーズは好ましくは、１以上
のバーコード配列と同様に、たとえば、無作為Ｎ量体または他のプライマーのようなプラ
イマーを含有するオリゴヌクレオチドに連結される。好ましくは、たとえば、バーコード
とビーズの間の結合の切断を介して、またはバーコードを遊離する内在するビーズの分解
を介して、またはその２つの組み合わせを介して、バーコード配列はバーコードを付けた
ビーズから遊離可能である。たとえば、特定の好まれる態様では、バーコードを付けたビ
ーズは、たとえば、還元剤のような作用剤によって分解し、または溶解してバーコード配
列を遊離することができる。この例では、核酸を含む少量の試料３０５とバーコードを付
けたビーズ３１５と任意で他の試薬、たとえば、還元剤３２０とが組み合わせられ、区画
化に供される。例として、そのような区画化には、液滴生成システム、たとえば、マイク
ロ流動装置３２５に成分を導入することを含んでもよい。マイクロ流動装置３２５の助け
を借りて、油中水エマルション３３０が形成されてもよく、その際、エマルションは試料
核酸３０５と還元剤３２０とバーコードを付けたビーズ３１５とを含有する水性液滴を含
有する。還元剤はバーコードを付けたビーズを溶解してもよく、または分解してもよく、
それによって液滴３３５内でビーズからバーコードと無作為Ｎ量体を伴ったオリゴヌクレ
オチドを遊離する。次いで無作為Ｎ量体は、試料核酸の異なる領域に刺激を与え、増幅後
、試料の増幅されたコピーを生じてもよく、その際、各コピーはバーコード配列でタグ付
けされる、３４０。好ましくは、各液滴は同一のバーコード配列と様々な無作為Ｎ量体配
列とを含有するオリゴヌクレオチドのセットを含有する。その後、エマルションが破壊さ
れ、３４５、追加の配列（たとえば、特定の配列決定法で役立つ配列、追加のバーコード
等）が、たとえば、増幅法（たとえば、ＰＣＲ）を介して付加されてもよい、３５０。次
いで配列決定が行われてもよく、３５５、アルゴリズムを適用して配列決定データを解釈
してもよい、３６０。配列決定アルゴリズムは一般にたとえば、バーコードの解析を行っ
て配列決定読み取りを並べ、及び／または特定の配列読み取りが属する試料を特定するこ
とができる。加えて、且つ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さ
らに用いてコピーの配列を元の分子コンテクストに帰属させてもよい。
【００７４】
　理解されるように、バーコード配列によるタグ付け３４０に先立ってまたはそれと同時
に、本明細書に記載されている方法のいずれかに従って試料を増幅し、ゲノム全体のまた
はゲノムの選択された領域の適用範囲を提供することができる。タグ付けされた適用範囲
が望ましい実施形態については、タグ付けされた増幅は一般に、ゲノムの他の領域に由来
するアンプリコンに比べてゲノムのそれら選択された領域を含有する区画にて核酸（また
はその一部）の配列を表すアンプリコンの大きな集団を生じる。その結果、ゲノムの他の
領域に由来する区画よりもゲノムの選択された領域に由来する区画の中でバーコード配列
３４０を含有する多数の増幅されたコピーが存在するであろう。ゲノム全体の増幅が望ま
しい実施形態では、増幅の偏りを出来るだけ抑え、ゲノム全体にわたって堅固なレベルの
適用範囲を提供するように設計されたプライマーのライブラリを用いて増幅が実施されて
もよい。
【００７５】
　上記で言及されたように、単一占有が最も所望の状態であってもよい一方で、多重占有
された区画または未占有の区画がしばしば存在してもよいことが理解されるであろう。試
料とバーコードオリゴヌクレオチドを含むビーズとを同時に区画化するためのマイクロ流
体導管構造の例を図４にて模式的に説明する。示されるように、導管接合部４１２にて導
管セグメント４０２、４０４、４０６、４０８及び４１０が流体連通で提供される。個々
の試料４１４を含む水性の流れが導管セグメント４０２を介して導管接合部４１２に向か
って流される。本明細書のどこかに記載されているように、これらの試料は区画化過程に
先立って水性流体内で懸濁されてもよい。
【００７６】
　同時に、バーコードを運ぶビーズ４１６を含む水性の流れが導管セグメント４０４を介
して導管接合部４１２に向かって流される。非水性の区画化流体が側面導管４０６及び４
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０８から導管接合部４１２に導入され、合わせた流れが流出導管４１０に流される。導管
接合部４１２内では、導管セグメント４０２及び４０４からの２つの合わせた水性の流れ
が合流し、液滴４１８に区画化されるが、それは同時に区画化された試料４１４とビーズ
４１６とを含む。前述したように、導管接合部４１２で合流する流体それぞれの流れの特
徴を制御すると共に導管接合部の形状を制御することによって、合流及び区画化を最適化
して生成される区画４１８内でビーズ、試料またはその双方の所望の占有レベルを達成す
ることができる。
【００７７】
　理解されるように、たとえば、ポリメラーゼ、逆転写酵素、ヌクレオシド三リン酸また
はＮＴＰの類似体、プライマー配列及びそのような反応で使用される二価金属のような追
加の補因子、リガーゼ酵素やライゲーション配列のようなライゲーション反応試薬、色素
、標識または他のタグ付け試薬のような化学刺激、核酸の伸長、転写及び／または増幅の
試薬を含む多数の他の試薬が試料及びビーズと共に同時に区画化されてもよい。プライマ
ー配列には、無作為プライマー配列、またはゲノムの選択された領域を増幅することに向
けられた標的とされるＰＣＲプライマー、またはそれらの組み合わせが挙げられてもよい
。
【００７８】
　いったん同時に区画化されると、ビーズ上に配置されたオリゴヌクレオチドを用いて区
画化された試料にバーコードを付け、それを増幅してもよい。試料を増幅し、バーコード
付けするの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方法は、
その完全な開示が全体として参照によって本明細書に組み入れられるＵＳＳＮ１４／１７
５，９３５；１４／３１６，３８３；１４／３１６，３９８；１４／３１６，４１６；１
４／３１６，４３１；１４／３１６，４４７；及び１４／３１６，４６３にて詳細に記載
されている。簡潔に言うと、１つの態様では、試料と共に同時に区画化され、試料を伴う
区画にビーズから遊離される、ビーズ上に存在するオリゴヌクレオチド。オリゴヌクレオ
チドは通常、バーコード配列と共に５’末端でプライマー配列を含む。プライマー配列は
無作為であってもよく、または構造化されてもよい。無作為プライマー配列は一般に試料
の多数の異なる領域に無作為に刺激を与えるように意図される。構造化されたプライマー
配列には、試料の特定の標的とされる領域の上流に刺激を与えるように標的とされる定義
された配列を含む様々な異なる構造と同様に、限定しないで、ある比率の特定の塩基（た
とえば、ある比率のＧＣ　Ｎ量体）を含有するプライマー、部分的にまたは全体的に縮重
配列を含有するプライマー及び／または本明細書の説明のいずれかに従って部分的に無作
為であり且つ部分的に構造化される配列を含有するプライマーを含むある種の部分的に定
義された構造を有するプライマーを挙げることができる。理解されるように、無作為プラ
イマー及び構造化プライマーの上記の種類のいずれか１以上が組み合わせでオリゴヌクレ
オチドに含まれてもよい。
【００７９】
　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性領域にア
ニーリングすることができる。試料及びビーズと共に同時に区画化される伸長反応試薬、
たとえば、ＤＮＡポリメラーゼ、ヌクレオシド三リン酸、補因子（たとえば、Ｍｇ２＋ま
たはＭｎ２＋等）が次いで、鋳型として試料を用いてプライマー配列を伸長し、プライマ
ーがアニーリングする鋳型の鎖に対する相補性の断片を生じ、相補性の断片はオリゴヌク
レオチドとそれに関連するバーコード配列を含む。複数のプライマーの試料の異なる部分
に対するアニーリング及び伸長は、それぞれ、それが作り出された区画を示すそれ自体の
バーコード配列を持つ、試料の重複する相補性の断片の大きなプールを生じてもよい。場
合によっては、区画に存在するオリゴヌクレオチドによって刺激を与えられる鋳型として
これらの相補性の断片自体を用いて、再びバーコード配列を含む相補体の相補体を作り出
してもよい。場合によっては、この複製過程は、第１の相補体が複製される場合、それは
末端にてまたは末端の近傍で２つの相補性配列を生じ、ヘアピン構造または部分ヘアピン
構造の形成を可能にし、それがさらなる反復コピーを作る基礎である分子の能力を低下さ
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せるように構成される。この一例の模式的な説明を図５に示す。
【００８０】
　図が示すように、バーコード配列を含むオリゴヌクレオチドが試料核酸５０４と共に、
たとえば、エマルションにおける液滴５０２で同時に区画化される。本明細書のどこかで
言及されているように、オリゴヌクレオチド５０８は試料核酸５０４と同時に区画化され
るビーズ５０６上で提供されてもよく、そのオリゴヌクレオチドは好ましくはパネルＡで
示すようにビーズ５０６から遊離される。オリゴヌクレオチド５０８は、１以上の機能的
な配列、たとえば、配列５１０、５１４及び５１６に加えてバーコード配列５１２を含む
。たとえば、バーコード配列５１２と同様に、所与の配列決定システムのための結合また
は不動化の配列として機能してもよい配列５１０、たとえば、Ｉｌｌｕｍｉｎａ　Ｈｉｓ
ｅｑまたはＭｉｓｅｑシステムのフローセルでの結合のために使用されるＰ５配列を含む
ようなオリゴヌクレオチド５０８が示される。示されるように、オリゴヌクレオチドは試
料核酸５０４の一部の複製に刺激を与えるための無作為または標的化のＮ量体を含んでも
よいプライマー配列５１６も含む。オリゴヌクレオチド５０８内に含まれるのはまた、配
列決定システムにおける合成反応によって、ポリメラーゼが介在し、鋳型が向けられる配
列決定に刺激を与えるのに使用される「リード１」またはＲ１プライミング領域のような
配列決定プライミング領域を提供してもよい配列５１４である。多くの場合、バーコード
配列５１２、不動化配列５１０及びＲ１配列５１４は所与のビーズに結合されるオリゴヌ
クレオチドのすべてに共通であってもよい。プライマー配列５１６は無作為Ｎ量体のプラ
イマーについて変化してもよく、または特定の標的とされる適用について所与のビーズ上
でのオリゴヌクレオチドに共通してもよい。
【００８１】
　プライマー配列５１６の存在に基づいて、パネルＢで示すようにオリゴヌクレオチドは
試料核酸に刺激を与えることができ、それはビーズ５０６及び試料核酸５０４と共に同時
に区画化されたポリメラーゼ酵素及び他の伸長試薬を用いて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で示すように、オリゴヌクレオチドの伸長に続
いて、それは、無作為Ｎ量体プライマーについて、試料核酸５０４の複数の異なる領域に
アニーリングし、核酸の複数の重複する成分または断片、たとえば、断片５１８及び５２
０が作り出される。試料核酸の一部に相補性である配列部分、たとえば、配列５２２及び
５２４を含むが、これらの構築物は一般に本明細書では、結合されたバーコード配列を有
する、試料核酸５０４の断片を含むと見なされる。理解されるように、上述のような鋳型
配列の複製された部分は本明細書ではその鋳型配列の「断片」と呼ばれることが多い。し
かしながら、前述にかかわらず、用語「断片」は、たとえば、鋳型配列の一部を提供する
他のメカニズム、たとえば、配列の所与の分子の実際の断片化によって、たとえば、酵素
的な、化学的なまたは機械的な断片化を介して作り出されるものを含む、元の核酸配列、
たとえば、鋳型または試料核酸の一部の任意の表現を包含する。しかしながら、好ましい
態様では、鋳型配列または試料核酸配列の断片は基本となる配列またはその相補体の複製
された部分を示すであろう。
【００８２】
　バーコードを付けた核酸断片は次いで、たとえば、配列解析を介した特徴付けに供され
てもよく、またはそれらはパネルＤで示すように過程でさらに増幅されてもよい。たとえ
ば、追加のオリゴヌクレオチド、たとえば、ビーズ５０６から遊離されるオリゴヌクレオ
チド５０８ｂは断片５１８及び５２０に刺激を与えてもよい。特に再び、オリゴヌクレオ
チド５０８ｂにおける無作為Ｎ量体プライマー５１６ｂ（多くの場合、所与の区画におけ
る他の無作為Ｎ量体、たとえば、プライマー配列５１６とは異なるであろう）の存在に基
づいて、オリゴヌクレオチドは断片５１８とアニーリングし、伸長して試料核酸配列の一
部の複製を含む、配列５２８を含む断片５１８の少なくとも一部に対する相補体５２６を
作り出す。オリゴヌクレオチド５０８ｂの伸長はそれが断片５１８のオリゴヌクレオチド
部分５０８を介して複製するまで続く。本明細書のどこかで言及されているように、且つ
パネルＤで説明されているように、オリゴヌクレオチドは、所望の点で、たとえば、断片
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５１８内に含まれるオリゴヌクレオチド５０８の配列５１６及び５１４を介した複製の後
でポリメラーゼによる複製での停止を促すように構成されてもよい。本明細書に記載され
ているように、これは、たとえば、使用されるポリメラーゼ酵素によって処理できない異
なるヌクレオチド及び／またはヌクレオチド類似体の組込みを含む様々な方法によって達
成されてもよい。たとえば、これには、非ウラシル耐性ポリメラーゼを抑えてその領域の
複製を止める配列領域５１２内でのウラシル含有ヌクレオチドの包含が含まれてもよい。
その結果、バーコード配列５１２、結合配列５１０、Ｒ１プライマー領域５１４及び無作
為Ｎ量体配列５１６ｂを含む完全長のオリゴヌクレオチド５０８ｂを一方の末端で含む断
片５２６が作り出される。配列の他方の末端では、第１のオリゴヌクレオチド５０８の無
作為Ｎ量体に対する相補体５１６’と同様に配列５１４’として示されるＲ１配列の全部
または一部に対する相補体が含まれるであろう。次いでＲ１配列５１４及びその相補体５
１４’は一緒にハイブリッド形成して部分的なヘアピン構造５２８を形成することができ
る。無作為Ｎ量体は異なるオリゴヌクレオチド間では異なるので理解されるように、これ
らの配列及びその相補体はヘアピン形成に加わるようには予想されず、たとえば、無作為
Ｎ量体５１６に対する相補体である配列５１６’は無作為Ｎ量体５１６ｂに対して相補性
であるとは予想されない。他の適用、たとえば、Ｎ量体が所与の区画内のオリゴヌクレオ
チドの間で共通する場合の標的とされるプライマーについてはこうではない。これらの部
分的なヘアピン構造を形成することによって、それは、さらなる複製からの試料配列の第
１レベルの複製の除去を可能にし、たとえば、コピーの反復コピーを防ぐのを可能にする
。部分的なヘアピン構造はまた、作り出された断片、たとえば、断片５２６のその後の処
理のための有用な構造も提供する。
【００８３】
　次いで、複数の異なる区画に由来する断片のすべてを、本明細書に記載されているよう
な高処理能力シーケンサーで配列決定するためにプールしてもよい。各断片は起源のその
区画に関してコードされているので、その断片の配列はバーコードの存在に基づいてその
起源に戻って帰属させてもよい。これは図６で模式的に説明されている。一例で示すよう
に、第１の供給源６００（たとえば、個々の染色体、核酸の鎖等）を起源とする核酸６０
４及び異なる染色体６０２または核酸の鎖に由来する核酸６０６は、上述のようなバーコ
ードオリゴヌクレオチドのそれ自体のセットと共にそれぞれ区画化される。
【００８４】
　各区画内で、各核酸６０４と６０６は次いで処理されて第１の断片（複数可）の第２の
断片の重複するセット、たとえば、第２の断片セット６０８及び６１０を別々に提供する
。この処理は、特定の第１の断片に由来する第２の断片のそれぞれについて同一であるバ
ーコード配列を伴った第２の断片も提供する。示されるように、第２の断片セット６０８
についてのバーコード配列は「１」で示される一方で、断片セット６１０についてのバー
コード配列は「２」で示される。バーコードの多様なライブラリを用いて多数の異なる断
片セットに差別的にバーコード付けをしてもよい。しかしながら、異なる第１の断片に由
来するあらゆる第２の断片セットに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。実際、多くの場合、複数の異なる第１の断片は同時に処理されて同一のバーコード配
列を含んでもよい。多様なバーコードライブラリは本明細書のどこかで詳細に記載されて
いる。
【００８５】
　次いで、たとえば断片セット６０８及び６１０に由来するバーコード断片が、たとえば
、Ｉｌｌｕｍｉｎａ　ｏｒ　Ｉｏｎ　Ｔｏｒｒｅｎｔ　ｄｉｖｉｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｈｅ
ｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ，Ｉｎｃ．，等から入手可能な合成技術による配列を用いた配列決
定のためにプールされてもよい。いったん配列決定されると、少なくともある程度含まれ
るバーコードに基づいて、且つ任意で好ましくはある程度断片自体の配列に基づいて、プ
ールされた断片６１２からの配列読み取りは、たとえば、集約読み取り６１４及び６１６
で示されるようなその各断片セットに帰属させることができる。加えて、配列読み取りは
、これらの読み取りが原試料内で空間的に密に近接した他の核酸分子と関連して導き出さ
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れる核酸の相対的な位置の構造コンテクストに帰属させることができる。各断片セットに
ついて帰属させた配列読み取りを次いで集合させて各試料断片について集合した配列、た
とえば、配列６１８及び６２０を提供し、それは次に、それぞれの元の染色体または供給
源核酸分子（６００及び６０２）に戻ってさらに帰属させてもよい。ゲノム配列を集合さ
せる方法及びシステムは、たとえば、その完全な開示が全体として及び特にゲノム配列の
集合に関する教示すべてについて参照によって本明細書に組み入れられる、２０１５年６
月２６日に出願された米国特許出願第１４／７５２，７７３号に記載されている。
【００８６】
ＩＩＩ．構造コンテクストを保持するための方法及び組成物
　本開示は遺伝物質の特徴付けのための方法、組成物及びシステムを提供する。一般に、
本明細書に記載されている方法、組成物及びシステムは、成分が元々試料に存在したとき
のそれら成分の構造コンテクストと同様に分子コンテクストに関する情報を保持しながら
、試料の成分を解析する方法を提供する。言い換えれば、本明細書の記載は一般に、たと
えば、ホルマリンで固定されパラフィンに包埋された試料のような、当該技術分野で既知
の方法を用いて固定されているまたは固定される組織試料を含む試料における核酸の空間
的な検出に関する。理解されるように、このセクションで記載されている方法のいずれか
は、「概説」及び「作業の流れの概説」と題するセクションで上述された方法のいずれか
と同様に本明細書の後に続くセクションに記載されている核酸の配列決定法と組み合わせ
ることができる。
【００８７】
　一般に、本明細書で開示されている方法は、ゲノム、特に試料の全体的なゲノムを含む
試料における核酸を測定すること及び／または解析することに関する。本明細書に記載さ
れている方法は、試料内の空間的コンテクストが保持されている試料における核酸配列（
ゲノム配列を含む）の分布、位置または発現を定量的にまたは定性的に解析する能力を提
供する。本明細書で開示されている方法は、配列読み取りのために試料を処理するのに先
立って特定の分子標的（たとえば、特定の遺伝子または他の核酸配列）の特定を必要とす
ることなく、構造コンテクストに関する情報が高度な処理能力の処理法にて保持されるの
で、試料にて核酸を地理的にコードする従来の方法に対する利点を提供する。加えて、少
量の核酸を必要とし、それは入力核酸、特にＤＮＡが断片化されているまたは低濃度で存
在することが多いＦＦＰＥ試料のような試料で特に有利である。
【００８８】
　本明細書の議論の多くが核酸の解析に関するものであるが、本明細書で議論されている
方法及びシステムは、タンパク質及び他の分子を含む試料の他の成分に適用するように適
応させることができることが理解されるであろう。
【００８９】
　上述したように、本明細書では地理コンテクストを維持すること及び地理をコードする
こととも言われる構造コンテクストを維持することは、試料内のそれらの配列読み取りの
元の三次元の相対的な位置に帰属させることができる複数の配列読み取りまたは配列読み
取りの複数の部分を得ることを可能にする方法を使用することを意味する。言い換えれば
、配列読み取りは、試料における近隣の核酸（及び一部の状況では関連するタンパク質）
に関するその試料内の相対的な位置に関連付けることができる。それら近隣の核酸が単一
の元の核酸分子の線状配列内に物理的に位置していないとしてもこの空間的な情報は利用
可能である。
【００９０】
　一般に、本明細書で開示されている方法は、核酸を含有する試料が提供され、その際、
核酸は三次元構造を含有する解析を含む。試料の一部は核酸の三次元構造の一部も個別区
画に分離されるように個別区画に分離され―互いに空間的に近接し合う核酸配列は同一区
画に分離される傾向があるので、後で得られる配列読み取りが同じ個体の元の核酸分子上
に元々なかった配列に由来するとしても、その空間的近接性の三次元情報を保持する。図
１を参照して、核酸分子１０２及び１０３及び１０６を含有する試料１０１が、試料のサ
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ブセットが異なる個別区画に割り当てられるように個別区画に分離される場合、核酸分子
１０６と１０２と１０３の間での物理的距離のため、核酸分子１０６よりも核酸分子１０
２と１０３が互いに同じ区画に置かれる可能性が高い。従って、同一の個別区画内の核酸
分子は原試料にて互いに空間的に近接しあっていたものである。従って、個別区画内での
核酸から得られる配列情報は、たとえば、核酸の配列決定を介して核酸を解析し、それら
の配列読み取りを元の核酸分子の構造コンテクストに帰属させ戻す方法を提供する。
【００９１】
　一部の例では、試料の空間的なまたは地理的なコード化のためにタグのライブラリが試
料に適用される。特定の実施形態では、タグはオリゴヌクレオチドタグ（「オリゴヌクレ
オチドのバーコード」及び「ＤＮＡバーコード」を含むことができる）であるが、理解さ
れるように、限定しないで粒子、ビーズ、色素、分子反転プローブ（ＭＩＰ）等を含む、
試料に付加することができる任意の種類のタグを使用することができる。タグのライブラ
リは、試料の拡散を介して、または、たとえば、組織培養もしくは細胞培養の試料内での
細胞過程のような能動的な過程を介して試料に適用することができる。細胞の輸送過程に
は、限定しないで浸透作用、細胞輸送タンパク質の関与を介した促進拡散、受動輸送、及
び細胞輸送タンパク質とＡＴＰのような分子に由来するエネルギーの入力の関与を介して
能動輸送が挙げられる。一般に、タグは、試料内での異なる空間的な／地理的な位置が異
なるタグ及び／またはタグの異なる集団を受け取るように適用される。試料のさらなる処
理及び試料内の核酸の解析は、タグの特定を介して特定の空間的コンテクストに帰属させ
ることができる。たとえば、図１を参照して、試料１０１へのタグのライブラリの付加は
、核酸１０６よりもタグのライブラリの異なる部分または集団に対して空間的な近接性を
有する核酸１０２及び１０３を生じることになる。本明細書に記載されている作業の流れ
に従った試料のさらなる処理は、次いでタグの同一部分／集団に関連する核酸１０２及び
１０３を生じることになるので、それらのタグの特定は核酸１０２及び１０３が原試料１
０１にて互いに空間的に近接し合っていたことを示すことになる。タグの異なる部分／集
団による核酸１０６の特定は、核酸１０６が原試料にて核酸１０２及び１０３とは異なる
空間的位置にあったことを示すことになる。
【００９２】
　さらなる例では、区画に専用のバーコードが採用されるので、得られる任意の配列読み
取りは元の核酸分子が位置していた区画に帰属させ戻すことができる。上述したように、
配列読み取りを特定の区画に関連付けることは、原試料の地理にて互いに空間的に近接し
合っていた核酸分子を特定する。図２で描いたもののような作業の流れのさらなる使用も
、配列読み取りの分子コンテクストに関する情報を提供するので、個々の配列読み取りは
それらが起源とした個々の核酸分子に帰属させることができる。
【００９３】
　試料のタグ付けを可能にするには、オリゴヌクレオチドタグまたは他の標識のような外
来性の分子の適用を可能にする当該技術分野で既知の方法を用いて試料を処理してもよい
。たとえば、ＦＦＰＥ試料が使用される実施形態では、試料を加熱して試料の中へのタグ
を埋め込ませることによってタグを試料に適用させることができ、次いで試料を冷却して
もよく、さらに、個別区画への分割及び、試料中の核酸の配列及びそれら配列読み取りに
対して空間的に密に近接するタグを特定するさらなる解析を含む、本明細書に記載されて
いる方法のいずれかに従って処理されてもよいことから、それらの配列読み取りの構造コ
ンテクストが保持される。他の試料の処理方法には、分子及びタンパク質の要素を保持し
ながら、細胞外マトリクス及び／または他の構造的な障害を取り除く組織処理方法が挙げ
られる。そのような方法には一部の非限定例では、たとえば、Ｔｏｍｅｒ，ｅｔ　ａｌ．
，ＶＯＬ．９，ＮＯ．７，２０１４，Ｎａｔｕｒｅ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ；Ｋｅｂｓｃｈ
ｕｌｌ，ｅｔ　ａｌ．，Ｎｅｕｒｏｎ，Ｖｏｌｕｍｅ　９１，Ｉｓｓｕｅ　５，７，Ｓｅ
ｐｔｅｍｂｅｒ，２０１６，Ｐａｇｅｓ，９７５－９８７；Ｃｈｕｎｇ，Ｋ．ｅｔ　ａｌ
．Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ａｎｄ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｉｎｔｅｒｒｏｇａｔｉｏｎ　
ｏｆ　ｉｎｔａｃｔ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｓｙｓｔｅｍｓ．Ｎａｔｕｒｅ，４９７，
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３３２－３３７（２０１３）；Ｓｕｓａｋｉ，Ｅ．Ａ．ｅｔ　ａｌ．Ｗｈｏｌｅ－ｂｒａ
ｉｎ　ｉｍａｇｉｎｇ　ｗｉｔｈ　ｓｉｎｇｌｅ－ｃｅｌｌ　ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｕ
ｓｉｎｇ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｃｏｃｋｔａｉｌｓ　ａｎｄ　ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａ
ｌ　ａｎａｌｙｓｉｓ．Ｃｅｌｌ　１５７，７２６－７３９（２０１４）；及びＬｅｅ，
ｅｔ　ａｌ．，ＡＣＴ－ＰＲＥＳＴＯ：Ｒａｐｉｄ　ａｎｄ　ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ　ｔ
ｉｓｓｕｅ　ｃｌｅａｒｉｎｇ　ａｎｄ　ｌａｂｅｌｉｎｇ　ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　３
－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ（３Ｄ）ｉｍａｇｉｎｇ，Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｒｅｐｏｒ
ｔｓ，２０１６／０１／１１／オンライン；Ｖｏｌ．６，ｐ．１８６３１に記載されるも
のを含む、他の組織一掃法及び標識法の使用と同様にＣＬＡＲＩＴＹ法が挙げられ、その
それぞれがあらゆる目的で、特に構造上及び分子上の照会法での使用のために試料を処理
することに関するすべての教示について全体として参照によって本明細書に組み入れられ
る。
【００９４】
　特定の実施形態では、本明細書に記載されている方法は、特に、たとえば、ＦＦＰＥ試
料のようなスライドに固定化される試料について、試料内でのタグの空間的な位置を特定
する画像化法と組み合わせて使用される。そのような画像化法は、配列読み取りのスライ
ド上の特定の位置との相関を可能にしてもよく、それはそれらの試料で実施されていても
よい他の病理／画像化試験との相関を可能にする。たとえば、画像化法を用いて病態の予
備的な特定を提供してもよい。構造コンテクストを維持しながら配列読み取りをさらに提
供する本明細書に記載されている配列決定法は、そのような画像解析と組み合わせて配列
読み取りを構造コンテクストと相関させ、病態のその予備的な特定に関するさらなる情報
を裏付けるまたは提供する。加えて、画像化法は光学特性を持つタグと組み合わせて使用
されてもよいので、特定のタグが画像化された試料の特定の領域に関連付けられる。それ
らの特定されたタグと相関する配列読み取りは次いでそれらタグの位置のおかげで画像化
された試料の領域とさらに相関してもよい。しかしながら、本明細書に記載されている方
法はそのような画像法とは無関係であり、構造コンテクストを保持する能力は試料におけ
る核酸の空間的情報を決定するのに画像化法を使用することとは無関係である。
【００９５】
　例示的な態様の１つでは、試料にてオリゴヌクレオチドの勾配が生成され、配列決定を
介したその後の処理を介して解読することができる座標系を提供する。そのような勾配は
オリゴヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドの集団によって試料における細胞及び／ま
たは核酸にタグ付けすることを可能にし、それは原試料内での物理的な位置にマッピング
することができる。この座標系は、オリゴヌクレオチドのライブラリを試料の中に拡散さ
せることによって、及び／または試料の特定の領域にオリゴヌクレオチドを注入すること
によって開発することができる。拡散を使用する場合、拡散動態の標準的な計算によって
オリゴヌクレオチドタグの集団と原試料におけるその空間的な位置との間で相関が提供さ
れるであろう。従って、オリゴヌクレオチドタグのその集団で特定された他の核酸が次に
試料の特定の地理的領域に相関することができる。
【００９６】
　さらなる例示的な実施形態では、方法には、試料の異なる地理的領域が異なるタグを受
け取るようにタグのライブラリが試料に適用される構造コンテクストを維持しながら核酸
を解析する過程が含まれる。今や付加したタグと同様に元の核酸を含有する試料の一部を
次いで個別区画に分離するので、試料内の地理的位置で互いに近接し合うタグのライブラ
リの一部と核酸の一部は最終的に同じ個別区画に落ち着く。本明細書で詳細に記載されて
いるもののような配列決定の過程を用いて個別区画における核酸の配列読み取りを提供す
る。それら配列決定の過程の前に、その後でまたはそれと同時にタグも特定することがで
きる。配列読み取りの特定のタグ（またはタグの濃度勾配が使用される実施形態における
タグの集団）との相関はそれによって配列読み取りの空間的コンテクストを提供するのに
役立つ。上述したように、空間的なコード化に使用されるタグが区画専用のバーコードと
併せて使用される実施形態はさらに配列読み取りについての構造コンテクスト及び分子コ



(26) JP 6954899 B2 2021.10.27

10

20

30

40

50

ンテクストを提供する。
【００９７】
ＩＶ．方法及びシステムの核酸配列決定への適用
　本明細書に記載されている方法、組成物及びシステムは核酸の配列決定法で特に使用し
易い。短い読み取り及び長い読み取りの配列決定法を含むそのような配列決定法には当該
技術分野で既知の技法を挙げることができる。特定の態様では、本明細書に記載されてい
る方法、組成物及びシステムは短い読み取りで精度の高い配列決定法にて使用される。
【００９８】
　一般に、本明細書に記載されている方法及びシステムは、短い読み取りの配列決定技術
の極端に低い配列決定誤差率と高い処理能力の利点を有する方法を用いてゲノム配列決定
を達成する。前述したように、本明細書に記載されている方法及びシステムの利点は、そ
れらが普遍的に利用できる短い読み取りの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、利用し易く且つ研究社会に広く普及しているとい
う利点を有し、十分に特徴付けられ、高度に効果的であるプロトコール及び試薬のシステ
ムを伴う。これらの短い読み取りの配列決定技術には、たとえば、Ｉｌｌｕｍｉｎａ，Ｉ
ｎｃ．（ＧＡＩＩｘ，ＮｅｘｔＳｅｑ，ＭｉＳｅｑ，ＨｉＳｅｑ，Ｘ１０）、Ｉｏｎ　Ｔ
ｏｒｒｅｎｔ　ｄｉｖｉｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｈｅｒｍｏ－Ｆｉｓｈｅｒ（Ｉｏｎ　Ｐｒｏ
ｔｏｎ　ａｎｄ　Ｉｏｎ　ＰＧＭ）から入手できるもの、ピロ配列決定等が挙げられる。
【００９９】
　特に有利なことは、本明細書に記載されている方法及びシステムがこれらの短い読み取
りの配列決定技術を利用するので、それに関連する低い誤差率で済ませることである。特
に、本明細書に記載されている方法及びシステムは、上述されているように所望の個々の
分子の読み取り長さまたはコンテクストを達成するが、個々の配列読み取りは１０００ｂ
ｐより短い、５００ｂｐより短い、３００ｂｐより短い、２００ｂｐより短い、１５０ｂ
ｐより短い、またはさらに短いメイトペアの伸長を排除し、そのような個々の分子読み取
り長さについての配列決定誤差率は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０．００１％未満で
ある。
【０１００】
　本出願に記載されている方法及びシステムに従って核酸を処理し、配列決定する方法は
、ＵＳＳＮ１４／３１６，３８３；１４／３１６，３９８；１４／３１６，４１６；１４
／３１６，４３１；１４／３１６，４４７；及び１４／３１６，４６３にもさらに詳細に
記載され、あらゆる目的で、特に核酸を処理すること及び配列決定及びゲノム物質の他の
特徴付けに関して記述された説明、図面及び作業実施例すべてについてその全体が参照に
よって本明細書に組み入れられる。
【０１０１】
　一部の実施形態では、構造コンテクスト及び分子コンテクストの双方を保持しながら配
列情報を入手するための本明細書に記載されている方法及びシステムは全ゲノム配列決定
に使用される。一部の実施形態では、本明細書に記載されている方法はゲノムの標的とさ
れる領域の配列決定に使用される。さらなる実施形態では、本明細書に記載されている配
列決定法は選択される領域の深い適用範囲と、ゲノムのさらに長い範囲にわたる低レベル
の連結した読み取りとの組み合わせを含む。理解されるように、デノボ配列決定及び再配
列決定のこの組み合わせは、ゲノム全体及び／またはゲノムの大きな部分を配列決定する
効率的な方法を提供する。不十分にしか特徴付けられていない領域及び／または高度に多
形である領域の標的とされる適用範囲はさらに、デノボ配列集合に必要な量の核酸物質を
提供するのに対して、ゲノムの他の領域にわたる連結されたゲノム配列決定はゲノムの残
りの高い処理能力の配列決定を維持する。本明細書に記載されている方法及び組成物は、
同一の配列決定基盤が適用範囲の双方の種類に使用され得るので、デノボ読み取り配列決
定及び連結された読み取り配列決定のこの組み合わせを可能にし易い。本明細書に記載さ
れている方法に従って配列決定される核酸及び／または核酸の断片の集団は、デノボ配列
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決定のためのゲノム領域及び再配列決定のためのゲノム領域の双方に由来する配列を含有
することができる。
【０１０２】
　具体例では、本明細書に記載されている方法は、配列決定に先立ってゲノムの全体領域
または選択される領域が増幅されるステップを含む。一般に当該技術分野で既知の方法（
限定しないでＰＣＲ増幅を含む）を用いて実施されるこの増幅は、ゲノムの全体領域また
は選択される領域の少なくとも１×、２×、３×、４×、５×、６×、７×、８×、９×
、１０×、１１×、１２×、１３×、１４×、１５×、１６×、１７×、１８×、１９×
、または２０×の適用範囲を提供する。さらなる実施形態では、増幅はゲノムの全体領域
または選択される領域の少なくとも１×～３０×、２×～２５×、３×～２０×、４×～
１５×、または５×～１０×の適用範囲を提供する。
【０１０３】
　ゲノム全体及び／またはゲノムの選択した標的とされる領域の適用範囲についての増幅
は一般にゲノムの選択された領域内またはその近傍の配列に対して相補性のプライマーの
伸長を介して実施される。場合によっては、対象とするゲノム領域をうめるように設計さ
れているプライマーのライブラリが使用され―言い換えれば、プライマーのライブラリは
、これが選択された領域にわたるか、全ゲノムにわたるかにかかわらず、ゲノムに沿った
特定の距離での領域を増幅するように設計される。一部の例では、選択的な増幅はゲノム
の選択された領域に沿って１０、１５、２０、２５、５０、１００、２００、２５０、５
００、７５０、１０００または１００００の塩基ごとに相補性であるプライマーを利用す
る。別のさらなる例では、プライマーのタイル状のライブラリは距離の混合を捕捉するよ
うに設計され―その混合は距離の無作為な混合であることができ、または選択された領域
の特定の部分もしくは比率が異なるプライマー対によって増幅されるように賢く設計する
ことができる。さらなる実施形態では、プライマー対は、各対がゲノムの選択された部分
の連続する領域の約１～５％、２～１０％、３～１５％、４～２０％、５～２５％、６～
３０％、７～３５％、８～４０％、９～４５％、または１０～５０％を増幅するように設
計される。
【０１０４】
　特定の実施形態では、且つ上述のいずれかに従って、増幅は少なくとも３メガ塩基対（
Ｍｂ）の長さであるゲノムの領域にわたって生じる。さらなる実施形態では、ゲノムの選
択された領域は本明細書に記載されている方法のいずれかに従って選択的に増幅され、そ
の選択された領域は少なくとも３．５、４、４．５、５、５．５、６、６．５、７、７．
５、８、８．５、９、９．５、または１０Ｍｂの長さである。別のさらなる実施形態では
、ゲノムの選択された領域は約２～２０、３～１８、４～１６、５～１４、６～１２、ま
たは７～１０Ｍｂの長さである。増幅は、これらの領域の末端でのまたは末端の近傍での
配列に相補性の単一のプライマー対を用いてこれらの領域にわたって生じ得る。他の実施
形態では、増幅は領域の長さをうめるプライマー対のライブラリで実施されるので、領域
に沿った規則的なセグメント、無作為のセグメント、または異なるセグメント距離のいく
つかの組み合わせが上の記載に従って適用範囲の程度によって増幅される。
【０１０５】
　一部の実施形態では、ゲノムの選択された領域の選択的な増幅で使用されるプライマー
はプライマー自体が増幅されないようにウラシルを含有する。
【０１０６】
　使用される配列決定の基盤にかかわらず、一般に、且つ本明細書に記載されている方法
のいずれかに従って、核酸の配列決定は通常、配列読み取りまたは配列読み取りの一部の
構造コンテクスト及び分子コンテクストを維持する方法で実施される。これは、複数の配
列読み取りまたは配列読み取りの複数の部分が他の核酸に比べて原試料内で相対的な空間
的位置（構造コンテクスト）に、及び／または核酸の単一の元の分子の線状配列内での位
置（分子コンテクスト）に帰属可能であってもよいことを意味する。
【０１０７】
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　理解されるように、核酸の単一の元の分子が種々の長さのいずれかであってもよい一方
で、好ましい態様では、それは相対的に長い分子であり、長距離の分子コンテクストの維
持を可能にする。特に、単一の元の分子は好ましくは、典型的な短い読み取り長さより実
質的に長く、たとえば、２００塩基より長く、少なくとも１０００塩基以上長く、５００
０塩基以上長く、１０，０００塩基以上長く、２０，０００塩基以上長く、３０，０００
塩基以上長く、４０，０００塩基以上長く、５０，０００塩基以上長く、６０，０００塩
基以上長く、７０，０００塩基以上長く、８０，０００塩基以上長く、９０，０００塩基
以上長く、または１００,０００塩基以上長いことが多く、場合によっては、１メガ塩基
以上長い。
【０１０８】
　一般に、本発明の方法は、図２で説明されているような工程を含み、それは本明細書で
さらに詳細に議論されている本発明の方法の図式的概観を提供する。理解されるように、
図２で要点が述べられている方法は必要に応じて且つ本明細書に記載されているように変
更されてもよくまたは改変されてもよい例示的な実施形態である。
【０１０９】
　図２で示すように、本明細書に記載されている方法はほとんどの例で試料が区画化され
るステップ（２０２）を含む。その区画化するステップに先立って、試料における核酸が
連結されて、互いに空間的に密に近接する配列領域を結合する任意のステップ（２０１）
があってもよい。一般に、対象とするゲノム領域に由来する核酸を含有する各区画はある
種の断片化過程を経験し、断片の元の分子コンテクストは一般にそれらが含有される区画
に専用である断片にバーコードを付けることによって普通に保持されるであろう（２０３
）。各区画は一部の例では１を超える核酸を含んでもよく、一部の例では、数百の核酸分
子を含有するであろうし―複数の核酸が区画内にある状況では、ゲノムの特定の遺伝子座
が一般にバーコード付けに先立って単一の個体の核酸によって表されるであろう。上述し
たように、ステップ２０３のバーコード付き断片は当該技術分野で既知の方法を用いて生
成することができ―一部の例では、オリゴヌクレオチドが個別区画内での試料である。そ
のようなオリゴヌクレオチドは試料の多数の異なる領域に刺激を与えるように意図される
無作為な配列を含んでもよく、またはそれらは試料の標的とされる領域の上流に刺激を与
えるように標的とされる特定のプライマー配列を含んでもよい。さらなる例では、これら
のオリゴヌクレオチドはバーコード配列も含有するので、複製過程も原試料核酸の得られ
る複製された断片にバーコードを付ける。区画にも含有される伸長反応試薬、たとえば、
ＤＮＡポリメラーゼ、ヌクレオシド三リン酸、補因子（たとえば、Ｍｇ２＋またはＭｎ２

＋等）が次いで、試料を鋳型として用いてプライマー配列を伸長させ、プライマーがアニ
ーリングされる鋳型の鎖に相補性の断片を生じ、相補性の断片はオリゴヌクレオチドとそ
れに関連するバーコード配列とを含む。試料の異なる部分への複数のプライマーのアニー
リングと伸長は試料の重複する相補性断片の大きなプールを生じることができ、各々それ
が作り出された区画を示すそれ自体のバーコード配列を処理する。場合によっては、これ
らの相補性断片はそれ自体が区画に存在するオリゴヌクレオチドによって刺激を与えられ
る鋳型として使用されて、再びバーコード配列を含む相補体の相補体を生じてもよい。さ
らなる例では、この複製過程は、第１の相補体が複製されるとき、それは末端でまたは末
端の近傍で２つの相補性配列を生じてヘアピン構造または部分ヘアピン構造の形成を可能
にし、それがさらなる反復コピーを生じる基礎である分子の能力を低下させるように構成
される。
【０１１０】
　図２で例示されている方法に戻って、いったん区画専用のバーコードがコピーされた断
片に結合されると、バーコード付き断片は任意で次いでプールされ得る（２０４）。プー
ルされた断片を次いで配列決定し（２０５）、断片の配列を元の分子コンテクストに帰属
させる（２０６）ので、対象とする標的とされる領域が特定され、その元の分子コンテク
ストとも結び付けられる。本明細書に記載されている方法及びシステムの利点は、標的と
されるゲノム領域について断片を濃縮するのに先立って区画または試料に専用のバーコー
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ドをコピーされた断片に結合することが、それら標的とされる領域の元の分子コンテクス
トを維持し、それらを元の区画、従ってその元の試料核酸に帰属させることである。
【０１１１】
　上記の作業の流れに加えて、標的とされるゲノム領域はさらに、チップに基づく及び溶
液に基づく捕捉方法の双方を含む方法を用いてさらなる解析、特に配列決定のために濃縮
され、単離され、または分離され、すなわち、「壊されて」もよい。そのような方法は対
象とするゲノム領域に、または対象とするゲノム領域の近傍もしくは隣接する領域に対し
て相補性であるプローブを利用する。たとえば、ハイブリッド（またはチップに基づく）
捕捉では、対象とする領域に総合して及ぶ配列と共に捕捉プローブ（普通、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、さらに、たとえば、平滑末端を生じる末端修飾及び／または汎用プライミング配列の
ような追加の特徴の付加のような処理を受けてもよい。これらの断片はマイクロアレイ上
のプローブとハイブリッド形成する。ハイブリッド形成しなかった断片は洗い流され、所
望の断片は溶出されるか、またはさもなければ配列決定もしくは他の解析のために表面で
処理されるので、表面上に残っている断片の集団は対象とする標的とされる領域（たとえ
ば、捕捉プローブに含有されるものに相補性である配列を含む領域）を含有する断片につ
いて濃縮される。断片の濃縮された集団は当該技術分野で既知の増幅法を用いてさらに増
幅されてもよい。そのような標的とされるプルダウン濃縮法についての例示的な方法は、
２０１４年１０月２９日に出願されたＵＳＳＮ６２／０７２，１６４に記載されており、
それは、あらゆる目的で及び特に、記述された説明、図面及び実施例を含む、標的とされ
るプルダウン濃縮法及び配列決定法に関する教示すべてについてその全体が参照によって
本明細書に組み入れられる。
【０１１２】
　一部の例では、ゲノム全体の配列決定ではなく、ゲノムの選択された領域に焦点を当て
ることが望ましい。ゲノムのサブセットが大きな線状の距離であるが、原試料の三次元コ
ンテクストでは潜在的にほぼ近接している場合でさえ、ゲノムのそれらサブセットを標的
とする能力はこれらの方法の有利な特徴であるので、本明細書に記載されている方法はそ
のような解析に特に適している。一部の態様では、ゲノムの選択された領域の適用範囲に
ついての方法には、それらの選択された領域に由来する核酸分子及び／またはその断片を
含有する個別区画自体がさらなる処理のために選別される方法が含まれる。理解されるよ
うに、個別区画のこの選別は、選択的な増幅の他の方法及び／または本明細書に記載され
ている対象とするゲノム領域の標的とされる破壊との組み合わせで、特に上述されている
作業の流れのステップとの組み合わせで行われてもよい。
【０１１３】
　一般に、個別区画を選別する方法には、ゲノムの１以上の選択された部分の少なくとも
一部を含有する区画がゲノムのそれらの部分に由来する配列を含有しない区画から分離さ
れるステップが含まれる。これらの方法には、ゲノムのそれらの部分に由来する配列を含
有する個別区画内でゲノムの１以上の選択された部分の少なくとも一部を含む断片の配列
について濃縮された集団を提供するステップが含まれる。そのような濃縮は一般に、ゲノ
ムの１以上の選択された部分の少なくとも一部を含んで集団を生じる個別区画内で断片の
指向性ＰＣＲ増幅を使用することを介して達成される。従って、この指向性ＰＣＲ増幅は
ゲノムの１以上の選択された部分の少なくとも一部を含むアンプリコンを生じる。特定の
実施形態では、これらのアンプリコンは、一部の非限定の実施形態では、蛍光分子を含ん
でもよい検出可能な標識に結合される。一般に、そのような結合は、ゲノムの１以上の選
択された部分を含有する断片から生成されるそれらのアンプリコンのみが検出可能な標識
に結合されるように生じる。一部の実施形態では、検出可能な標識の結合はゲノムの１以
上の選択された部分の選択的な増幅の間に生じる。そのような検出可能な標識には、さら
なる実施形態では、限定しないで蛍光標識、電気化学的標識、磁気ビーズ及びナノ粒子が
挙げられる。検出可能な標識のこの結合は当該技術分野で既知の方法を用いて達成するこ
とができる。別のさらなる実施形態では、ゲノムの１以上の選択された部分の少なくとも
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一部を含む断片を含有する個別区画はそれらの区画内のアンプリコンの結合された検出可
能な標識から発せられるシグナルに基づいて選別される。
【０１１４】
　さらなる実施形態では、ゲノムの選択された部分を含有する個別区画をそのような配列
を含有しないものから選別するステップには、（ａ）出発ゲノム物質を提供するステップ
と；（ｂ）各個別区画が第１の個々の核酸分子を含有するように出発ゲノム物質から個々
の核酸分子を個別区画に分配するステップと；（ｃ）個別区画の少なくとも一部の中で、
ゲノムの１以上の選択された部分の少なくとも一部を含む断片の配列について濃縮されて
いる集団を提供するステップと；（ｄ）断片のそれぞれがそれが含有されていた個別区画
に帰属可能であるように各個別区画内で断片に共通のバーコード配列を結合するステップ
と；（ｅ）ゲノムの１以上の選択された部分を含む断片を含有しない個別区画からゲノム
の１以上の選択された部分の少なくとも一部を含む断片を含有する個別区画を分離するス
テップと；（ｆ）ゲノムの１以上の選択された部分の少なくとも一部を含む断片から配列
情報を入手し、それによって分子コンテクストを保持しながら、ゲノム試料の１以上の標
的とされる部分を配列決定するステップとが含まれる。理解されるように、そのような方
法のステップ（ａ）は１を超える個々の核酸分子を含むことができる。
【０１１５】
　さらなる実施形態では、且つ上記のいずれかに従って、断片から配列情報を入手するこ
とに先立って、個別区画が組み合わせられ、断片が一緒にプールされる。さらなる実施形
態では、断片から配列情報を入手するステップは断片の配列の構造コンテクスト及び分子
コンテクストを維持するような方法で実施されるので、特定することはさらに、原試料内
で物理的に密に近接して位置する及び／または同じ第１の個々の核酸分子に位置する核酸
に由来する断片を特定することを含む。別のさらなる実施形態では、配列情報のこの入手
には、短い読み取り長さの配列決定反応及び長い読み取り長さの配列決定反応から成る群
から選択される配列決定反応が含まれる。別のさらなる実施形態では、配列決定反応は短
い読み取りで精度の高い配列決定反応である。
【０１１６】
　別のさらなる実施形態では、且つ上記のいずれかに従って、個別区画はエマルションに
おける液滴を含む。さらなる実施形態では、個別区画内でのバーコード付き断片はゲノム
の１以上の選択された部分の約１×～１０×の適用範囲を表す。別のさらなる実施形態で
は、個別区画内でのバーコード付きの断片はゲノムの１以上の選択された部分の約２×～
５×の適用範囲を表す。その上さらなる実施形態では、個別区画内でのバーコード付きの
断片はゲノムの１以上の選択された部分の少なくとも１×の適用範囲を表す。別のさらな
る実施形態では、個別区画内でのバーコード付きの断片はゲノムの１以上の選択された部
分の少なくとも２×または５×の適用範囲を表す。
【０１１７】
　ゲノムの選択された領域から配列情報を入手する能力を提供することに加えて、本明細
書に記載されている方法及びシステムは、ＵＳＳＮ１４／３１６，３８３；１４／３１６
，３９８；１４／３１６，４１６；１４／３１６，４３１；１４／３１６，４４７；及び
１４／３１６，４６３に詳細に記載されているような、ハプロタイプの位相化、構造上の
変動の特定、及びコピー数の変動を特定することを限定しないで含む、ゲノム物質の他の
特徴付けも提供することができ、あらゆる目的で、特にゲノム物質の特徴付けに向けられ
た記述された説明、図面及び作業実施例すべてについてその全体が参照によって本明細書
に組み入れられる。
【０１１８】
　１つの態様では、且つ本明細書で上述及び後述されている方法のいずれかと併せて、本
明細書に記載されている方法及びシステムは、試料核酸またはその断片の個別の区分また
は区画（好ましくは相互交換可能に区画と呼ばれる）への区分化、配置または区画化を提
供し、その際、各区画は他の区画の内容物からのそれ自体の内容物の分離を維持する。独
特の識別子、たとえば、バーコードは、特徴、たとえば、核酸の配列情報の特定の区分内
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に含まれる試料核酸への、特に元々区画に入れられてもよい連続的な試料核酸の相対的に
長い区間へのその後の帰属を可能にするために、区分化されたまたは区画化された試料核
酸を保持する区画に予め、続いてまたは同時に送達されてもよい。
【０１１９】
　本明細書に記載されている方法で利用される試料核酸は通常、解析される試料全体、た
とえば、染色体全体、エキソームまたは他の大きなゲノム部分の多数の重複する部分を表
す。これらの試料核酸はゲノム全体、個々の染色体、エキソーム、アンプリコンまたは対
象とする様々な異なる核酸を含んでもよい。試料核酸は通常、連続的な核酸分子の相対的
に長い断片または区間で区画に存在するように区画化される。通常、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、２０
ｋｂより長く、３０ｋｂより長く、４０ｋｂより長く、５０ｋｂ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、それは、上述されているさらに長距離の分子コンテクストを可能にす
る。
【０１２０】
　試料核酸はまた通常、それによって所与の区画が出発試料核酸の２つの重複する断片を
含む非常に低い確率を有するレベルでも区画化される。これは通常、区画化過程の間に少
ない入力量及び／または低い濃度で試料核酸を提供することによって達成される。その結
果、好まれる場合では、所与の区画は出発試料核酸の多数の長いが、重複しない断片を含
んでもよい。次いで異なる区画における試料核酸を独特の識別子に関連付け、その際、任
意の所与の区画については、それに含有される核酸は同一の独特の識別子を持つが、異な
る区画は異なる独特の識別子を含んでもよい。さらに、区画化ステップは試料成分を非常
に小さな容量の区画または液滴に割り当てるので、上記で述べられているような所望の割
り当てを達成するために、大きな容量の過程、たとえば、試験管、またはマルチウェルプ
レートのウェルにて必要とされるような、試料の実質的な希釈を行う必要がない。さらに
、本明細書に記載されているシステムはそのような高レベルのバーコード多様性を採用す
るので、上記で提供されているような多数のゲノム同等物の間で多様なバーコードを割り
当てることができる。特に、前述のように、マルチウェルプレートのやり方（たとえば、
米国公開出願第２０１３－００７９２３１号及び第２０１３－０１５７８７０号）は通常
、百から数百の異なるバーコード配列で操作するにすぎず、バーコードを異なる細胞／核
酸に帰属させ得るためには試料の限界希釈法を採用する。従って、それらは一般に１００
よりはるかに少ない細胞で作動するであろうし、それは通常、１：１０、確実には１：１
００を優に超える桁でゲノム：（バーコードの種類）の比を提供する。本明細書に記載さ
れているシステムは一方、たとえば１０，０００、１００，０００、５００，０００、６
００，０００、７００，０００等を超える高レベルのバーコード多様性のゆえに、１：５
０以下、１：１００以下、１：１０００以下またはさらに小さな比の桁であるゲノム：（
バーコードの種類）の比で操作することができる一方で、ゲノム当たりはるかに改善され
たバーコード多様性を依然として提供しながら、多数のゲノム（たとえば、アッセイ当た
り１００ゲノムを超える、アッセイ当たり５００ゲノムを超える、アッセイ当たり１００
０ゲノムを超える、またはそれ以上の桁で）を負荷することも可能にする。
【０１２１】
　大抵、試料は区画化ステップに先立って遊離可能にビーズ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せられる。核酸にバーコードを付ける方法は当該技術分野で
既知であり、本明細書に記載されている。一部の例では、方法は、Ａｍｉｎｉ，ｅｔ　ａ
ｌ，２０１４，Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，Ａｄｖａｎｃｅ　Ｏｎｌｉｎｅ　Ｐｕ
ｂｌｉｃａｔｉｏｎ）に記載されているように利用され、それはあらゆる目的で及び特に
核酸にバーコードまたは他のオリゴヌクレオチドタグを結合することに関する教示すべて
についてその全体が参照によって本明細書に組み入れられる。さらなる例では、オリゴヌ
クレオチドは少なくとも第１と第２の領域を含んでもよい。第１の領域は、所与の区画内
でのオリゴヌクレオチド間に関して実質的に同一のバーコード配列であってもよいが、異
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なる区画間に関して異なるバーコード配列であってもよく、ほとんどの場合、異なるバー
コード配列であるバーコード領域であってもよい。第２の領域は、区画内での試料内で核
酸に刺激を与えるのに使用することができるＮ量体（無作為Ｎ量体または特定の配列を標
的とするように設計されたＮ量体）であってもよい。場合によっては、Ｎ量体が特定の配
列を標的とするように設計される場合、それは特定の染色体（たとえば、第１、１３、１
８または２１染色体）または染色体の領域、たとえば、エキソームまたは他の標的とされ
る領域を標的とするように設計されてもよい。本明細書で議論されているように、Ｎ量体
も、不十分にしか特徴付けられない傾向がある、または参照配列から高度に多形であるも
しくは分岐するゲノムの選択された領域であるように設計されてもよい。場合によっては
Ｎ量体は特定の遺伝子または遺伝領域、たとえば、疾患または障害（たとえば、癌）に関
連する遺伝子または領域を標的とするように設計されてもよい。区画内では、第２のＮ量
体を用いて増幅反応を行って核酸の長さの沿って異なる場所で核酸試料に刺激を与えても
よい。増幅の結果、各区画は、同一のまたはほぼ同一のバーコードに結合され、各区画に
て核酸の重複するさらに小さい断片を表してもよい、核酸の増幅産物を含有してもよい。
バーコードは、核酸のセットが同一区画を起源とし、従って潜在的に核酸の同一鎖も起源
としたことを示すマーカーとしての役割を果たすことができる。増幅に続いて、核酸をプ
ールし、配列決定し、配列アルゴリズムを用いて並べてもよい。さらに短い配列読み取り
は、それに関連するバーコード配列のおかげで試料核酸の単一の長い断片に対して並べら
れ、帰属させられるので、その配列上の特定される変異のすべては単一の元の断片及び単
一の元の染色体に帰属させることができる。さらに、複数の長い断片にわたって複数の同
時に位置する変異を並べることによってその染色体の寄与をさらに特徴付けることができ
る。従って、特定の遺伝的変異の位相化に関する結論は、ゲノム配列の長距離にわたって
解析できるように―たとえば、ゲノムの不十分にしか特徴付けされない領域の区間にわた
る配列情報の特定が、次いで引き出されてもよい。そのような情報は、一般に同一核酸鎖
または異なる核酸鎖に存在する遺伝的変異の特定されたセットであるハプロタイプを特定
するのにも有用であってもよい。コピー数の変動もこの方法で特定されてもよい。
【０１２２】
　記載されている方法及びシステムは、現在の核酸の配列決定技術及びそれに関連する試
料調製方法を超える有意な利点を提供する。集団試料調製及び配列決定の方法は、試料に
おける主要な構成成分を主として特定しやすく、特徴付けやすく、且つ、少数構成成分、
たとえば、１本の染色体が寄与する、不十分にしか特徴付けられないまたは高度に多形の
ゲノムの領域に由来する遺伝物質、または抽出された試料にて全ＤＮＡの小さな比率を構
成する、血流で循環している細胞１つもしくは数個の細胞、もしくは断片化した腫瘍細胞
のＤＮＡ分子を特定し、特徴付けるようには設計されていない。本明細書に記載されてい
る方法はこれらの少数構成成分に由来する遺伝物質を増やす選択的増幅法を含み、この遺
伝物質の分子コンテクストを保持する能力はこれらの構成成分の遺伝的な特徴付けをさら
に提供する。記載されている方法及びシステムはまたさらに大きな試料に存在する集団を
検出するための有意な利点も提供する。従って、それらは、ハプロタイプ及びコピー数の
変動を評価するのに特に有用であり―本明細書で開示されている方法は、それらの配列が
由来する原試料及び元の核酸分子の三次元空間内で互いに空間的に近接して位置した配列
についての配列情報を提供するのにも有用である。
【０１２３】
　本明細書で開示されているバーコード付け技法の使用は、ゲノムの配列及び領域につい
ての個々の構造コンテクスト及び分子コンテクストを提供する独特の能力を付与する。ゲ
ノムのそのような領域は遺伝子マーカーの所与のセットを含んでもよく、すなわち、遺伝
子マーカー（単一マーカーの対語として）の所与のセットを個々の試料核酸分子に帰属さ
せることを含んで、及び変異が協調する組み立てを介して複数の試料核酸の間で、及び／
または特定の染色体に対して、さらに広範囲のまたはさらに長距離の推論された個々の分
子コンテクストを提供してもよい。これらの遺伝子マーカーは特定の遺伝子座、たとえば
、ＳＮＰのような変異体を含んでもよく、またはそれらは短い配列を含んでもよい。さら
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に、バーコード付けの使用は、たとえば、血流で循環している腫瘍ＤＮＡの検出及び特徴
付けのための、試料から抽出された全核酸集団の少数構成成分と主要構成成分との間を区
別する、且つまた任意の増幅ステップの間で増幅の偏りを減らすまたは排除する能力を促
進する追加の利点を付与する。加えて、マイクロ流体工学の形式の実施は、ＤＮＡの極端
に少ない容量及び少ない入力量で作業する能力と同様に多数の試料区画（液滴）を処理し
てゲノム規模でのタグ付けを円滑にする能力を付与する。
【０１２４】
　上記で言及されたように、本明細書に記載されている方法及びシステムはさらに長い核
酸の短い配列読み取りについて個々の構造コンテクスト及び分子コンテクストを提供する
。本明細書で使用されるとき、構造コンテクストは、原試料内での元の核酸分子の三次元
空間内における配列の位置を指す。上述したように、ゲノムは線状であると考えられるこ
とが多いが、染色体は剛性ではなく、２つのゲノム遺伝子座間の空間的な距離はゲノムに
沿ったその距離とは必ずしも相関せず―線状の配列に沿って幾つかのメガ塩基によって分
離されるゲノムの領域は三次元空間では互いにすぐ近接していてもよい。配列読み取りの
元の空間的な近接性に関する情報を保持することによって、本明細書に記載されている方
法及び組成物は配列読み取りを長距離のゲノム相互作用に帰属させる方法を提供する。
【０１２５】
　同様に、本明細書に記載されている方法によって可能である個々の分子コンテクストの
保持は、特定の配列読み取りを越えた配列コンテクスト、たとえば、配列読み取り自体に
は含まれない隣接するまたは近接する配列との関係を提供し、そのようなものとして、通
常、それらは、短い配列読み取り、たとえば、対合読み取りについて約１５０塩基または
３００塩基の読み取りに全体でまたは部分的に含まれないようなものであろう。特に好ま
しい態様では、方法及びシステムは短い配列読み取りについて長距離の配列コンテクスト
を提供する。そのような長距離のコンテクストには、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１００ｋｂより長い、またはそれ以上長い互いの距離の
範囲内である配列読み取りに対する所与の配列読み取りの関係または繋がりが含まれる。
さらに長距離の個々の分子コンテクストを提供することによって、本発明の方法及びシス
テムははるかに長い推論された分子コンテクストも提供する。本明細書に記載されている
ような配列コンテクストは、たとえば、短い配列読み取りを個々の長い分子または結合し
た分子のコンティグにマッピングすることからの低い分解能のコンテクストと同様に、た
とえば、個々の分子の連続的な決定された配列を有するさらに長い個々の分子の大きな部
分の長距離の配列決定からの高い分解能の配列コンテクストを含むことができ、その際、
そのような決定された配列は１ｋｂより長い、５ｋｂより長い、１０ｋｂより長い、１５
ｋｂ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１００ｋｂより長い。配列コンテクストと同様に、短い配列のさらに長い核酸へ
の帰属、たとえば、個々の長い核酸分子双方または連結した核酸分子もしくはコンティグ
の収集への帰属は、長い核酸区間に対して短い配列をマッピングして高いレベルの配列コ
ンテクストを提供することと同様にこれらの長い核酸を介して短い配列から組み立てた配
列を提供することの双方を含んでもよい。
【０１２６】
　本明細書に記載されている方法、組成物及びシステムは、ゲノムにわたる長距離の相互
作用の特徴付けと同様に試料内の関連するタンパク質及び他の分子の特徴付けを可能にす
る。タンパク質の高レベルの組織化のように、ＤＮＡ及びクロマチンの折り曲げ及び折り
畳みは多種多様な規模で機能的に有意な構造を作り出す。小さな規模では、ＤＮＡがヒス
トンのようなタンパク質の周りに巻き付いてヌクレオソームとして知られる構造を作り出
すことが多いことは周知である。これらのヌクレオソームはさらに大きな「クロマチン線
維」に詰め込まれ、詰込みパターンは転写のような細胞過程によって影響を受けるとされ
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ている。機能的な構造は大きな規模でも存在し：ゲノムの線状配列の長さの多数のメガ塩
基によって分離された領域は３次元空間ではすぐそばで隣接し得る。ゲノム遺伝子座間の
そのような長距離の相互作用は機能的な特徴で役割を担ってもよく：たとえば、遺伝子の
エンハンサー、サイレンサー及びインシュレーターの要素はすべて広いゲノムの距離にわ
たって機能してもよく、それらの主要な作用様式には標的遺伝子、非コーディングＲＮＡ
及び／または調節要素との直接的な物理的関連性が関与し得る。長距離の相互作用は、シ
スで位置する、すなわち、同一染色体に沿って位置する要素に限定されないが、トランス
で位置する、すなわち、異なる染色体に位置するゲノム遺伝子座間でも生じ得る。長距離
の相互作用の存在は、相互作用する調節性要素が標的遺伝子から大きなゲノム距離にあり
、別の染色体にすらあり得るため、細胞過程を調節する経路を理解する努力を複雑にし得
る。癌遺伝子及び他の疾患関連の遺伝子の場合、長距離の遺伝子調節因子の特定は病態及
び病態がもたらされる過程に関与する遺伝的変異を特定するのに多用することができる。
従って、本明細書に記載されている方法に従って構造コンテクスト及び分子コンテクスト
を保持する能力は長距離のゲノム相互作用を特定し、同様に関連するタンパク質を特徴付
ける方法を提供する。
【０１２７】
　本明細書に記載されている方法は、過去のＦＦＰＥ組織試料を含むＦＦＰＥ組織試料に
由来する核酸の特徴付けに特に有用である。核酸は断片化され、さもなければ分解される
ことが多く、それは従来の方法を用いて得ることができる情報の量を制限し得るので、Ｆ
ＦＰＥ試料は一般に核酸の特徴付けに対して難題を提示する。本明細書に記載されている
方法にて保持されている構造コンテクスト及び分子コンテクストの情報は、長距離情報が
短い読み取りの配列決定技術を介してアクセスできるので、コンテクスト情報が分解され
た試料についてさえ長距離ゲノム相互作用の特徴付けを提供することができるので、独特
の機会にそのような試料を提供する。ＦＦＰＥの核酸の特徴付けの適用は、１以上の過去
の試料に由来する配列の、対象、たとえば、癌患者の試料に由来する配列との比較を含ん
で、診断上または予後診断上の情報を提供する。たとえば、過去試料における１以上の分
子マーカーの状態は１以上の治療成果に相関することができ、１以上の過去試料における
治療成果の分子マーカーの状態との相関を用いて対象、たとえば、癌患者についての治療
成果を予測することができる。これらの予測は対象に対して薬剤治療の選択肢を推奨され
るかどうかを決定する基礎であり得る。
【０１２８】
Ｖ．試料
　理解されるように、本明細書で議論されている方法及びシステムを用いて任意の種類の
ゲノム物質から配列情報を得ることができる。そのようなゲノム物質は患者から採取され
た試料から得られてもよい。本明細書で議論されている方法及びシステムで使用される例
示的な試料及びゲノム物質の種類には限定しないで、ポリヌクレオチド、核酸、オリゴヌ
クレオチド、循環している無細胞核酸、循環している腫瘍細胞（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、相補性の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ＤＮＡ）、リボソームＲＮＡ、無細胞ＤＮＡ、無細胞胎児性
ＤＮＡ（ｃｆｆＤＮＡ）、ｍＲＮＡ、ｒＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｎＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｓｎ
ＲＮＡ、ｓｎｏＲＮＡ、ｓｃａＲＮＡ、マイクロＲＮＡ、ｄｓＲＮＡ、ウイルスＲＮＡ、
等が挙げられる。要約すれば、使用される試料は特定の処理の必要性に応じて変化しても
よい。
【０１２９】
　特定の態様では、本発明で使用する試料には試料分解のリスクが高い他の試料の種類を
含めてホルマリン固定し、パラフィン包埋した（ＦＦＰＥ）細胞及び組織の試料等が挙げ
られる。固定された試料の他の種類には限定しないで、アクロレイン、グリオキサール、
四酸化オスミウム、カルボジイミド、塩化第二水銀、亜鉛塩、ピクリン酸、重クロム酸カ
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リウム、エタノール、メタノール、アセトン及び／または酢酸を用いて固定した試料が挙
げられる。
【０１３０】
　さらなる実施形態では、本明細書に記載されている方法及びシステムで使用される試料
は核基質を含む。「核基質」は、核酸とタンパク質を含む任意の組成物を指す。核酸は染
色体に構造化されてもよく、その際、タンパク質（すなわち、たとえば、ヒストン）は調
節性の機能を有する染色体に関わるようになる。
【０１３１】
　本明細書で提供されている方法及びシステムは、出発核酸（たとえば、ＤＮＡ、ｍＲＮ
Ａ等）―もしくは出発標的核酸―が少量で存在する、または解析について標的とされる核
酸が試料内の全核酸のうち相対的に低い比率で存在する核酸の配列決定の適用に特に有用
である。１つの態様では、本開示は、入力核酸分子が５０ナノグラム（ｎｇ）未満の量で
存在する核酸を解析する方法を提供する。さらなる実施形態では、核酸分子は４０ｎｇ未
満の入力量である。一部の実施形態では、量は２０ｎｇ未満である。一部の実施形態では
、量は１０ｎｇ未満である。一部の実施形態では、量は５ｎｇ未満である。一部の実施形
態では、量は１ｎｇ未満である。一部の実施形態では、量は０．１ｎｇ未満である。出発
入力量が少量である核酸を単離し、解析する方法は、たとえば、２０１５年６月２６日に
出願されたＵＳＳＮ１４／７５２，６０２にてさらに記載されており、それは、あらゆる
目的で及び特に核酸が少量で存在する試料に由来する核酸の単離及び特徴付けに関する教
示すべてについてその全体が参照によって本明細書に組み入れられる。
【０１３２】
　理解されるように、本明細書に記載されている方法の間のどこかの任意の時点で当該技
術分野で既知の方法を用いて試料を処理することができる。たとえば、区画化に先立って
、または試料が個別区画に区画化された後で、試料を処理することができる。
【０１３３】
　特定の実施形態では、試料を処理して、さらに長い核酸の鎖が確実に保持されるように
する。ＦＦＰＥ試料が使用される実施形態では、そのような試料を処理に供してホルムア
ルデヒド付加体を取り除き、核酸の収率を改善してもよい。そのような処理方法には非限
定の一例では、Ｋａｒｍａｋａｒ，ｅｔ　ａｌ．，（２０１５），Ｎａｔｕｒｅ　Ｃｈｅ
ｍｉｓｔｒｙ，ＤＯＩ：１０．１０３８／ＮＣＨＥＭ．２３０７に記載されるようなＲＮ
Ａ及びＤＮＡの塩基からのホルムアルデヒド付加体の破棄を促進する水溶性有機触媒の使
用が挙げられてもよく、その全体が、特にＦＦＰＥ試料の処置及び処理に関する教示すべ
てについて参照によって本明細書に組み入れられる。
【０１３４】
　核酸を含むいかなる物質も試料の供給源であってもよい。物質は流体、たとえば、生体
液であってもよい。流体物質には、血液、臍帯血、唾液、尿、汗、血清、精液、膣液、胃
液及び消化液、脊髄液、胎盤液、空洞液、眼液、血清、母乳、リンパ液、またはそれらの
組み合わせが挙げられてもよいが、これらに限定されない。物質は固形物、たとえば、生
体組織であってもよい。物質は、正常で健常な組織、病変組織または健常な組織と病変組
織の混合を含んでもよい。場合によっては、物質は腫瘍を含んでもよい。腫瘍は良性（非
癌）または悪性（癌）であってもよい。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、骨肉腫、軟骨腫、血管肉腫、内皮肉腫、リンパ管肉腫、リンパ管内皮肉
腫、滑液腫瘍、中皮腫、ユーイング肉腫、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、消化器系の癌、結腸
癌、膵臓癌、乳癌、生殖泌尿器系の癌、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、気管支癌、腎細胞癌、肝
癌、胆管癌、絨毛癌、精上皮腫、胚性癌、ウィルム腫瘍、子宮頸癌、内分泌系の癌、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、星状細胞種、髄芽
細胞種、頭蓋咽頭腫、上衣細胞種、松果体腫、血管芽細胞種、聴神経腫、乏突起膠腫、髄
膜腫、黒色腫、神経芽細胞種、網膜芽細胞種、またはそれら組合せが挙げられてもよい。
物質は様々な種類の臓器に関連してもよい。臓器の非限定例には、脳、肝臓、肺、腎臓、
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前立腺、卵巣、脾臓、リンパ節（扁桃を含む）、甲状腺、膵臓、心臓、骨格筋、腸管、喉
頭、食道、胃、またはそれらの組み合わせが挙げられてもよい。場合によっては、物質は
、真核細胞、原核細胞、真菌細胞、心臓細胞、肺細胞、腎臓細胞、肝臓細胞、膵臓細胞、
生殖細胞、幹細胞、人工多能性幹細胞、消化器細胞、血液細胞、癌細胞、細菌細胞、ヒト
微生物叢試料から単離された細菌細胞等を含むが、これらに限定されない種々の細胞を含
んでもよい。場合によっては、物質は細胞の内容物、たとえば、単一細胞の内容物または
複数細胞の内容物を含んでもよい。個々の細胞を解析するための方法及びシステムは、た
とえば、その完全な開示が全体として参照によって本明細書に組み入れられる２０１５年
６月２６日に出願されたＵＳＳＮ１４／７５２，６４１にて提供されている。
【０１３５】
　試料は種々の対象から得られてもよい。対象は生きている対象であってもよいし、また
は死んだ対象であってもよい。対象の例には、ヒト、哺乳類、非ヒト哺乳類、齧歯類、両
生類、爬虫類、イヌ、ネコ、ウシ、ウマ、ヤギ、ヒツジ、めんどり、鳥類、マウス、ウサ
ギ、昆虫、ナメクジ、微生物、細菌、寄生虫、または魚類が挙げられてもよいが、これら
に限定されない。場合によっては、対象は、疾患または障害を有している、有することが
疑われる、またはそれを発症するリスクがある患者であってもよい。場合によっては、対
象は妊娠女性であってもよい。場合によっては、対象は正常で健常な妊娠女性であっても
よい。場合によっては、対象は特定の先天性欠損症を伴う赤ん坊を身ごもるリスクがある
妊娠女性であってもよい。
【０１３６】
　試料は当該技術分野で既知の手段によって対象から得られてもよい。たとえば、試料は
、循環系にアクセスすること（たとえば、注射器または他の装置を介して静脈内でまたは
動脈内で）、分泌された生体試料（たとえば、唾液、痰、尿、便等）を回収すること、外
科的に生体試料を取得すること（たとえば、術中試料、術後試料等）、スワビング（たと
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られても
よい。
【０１３７】
ＶＩ．実施形態
　一部の態様では、本開示は構造コンテクストを維持しながら核酸を解析する方法を提供
する。そのような方法には、（ａ）核酸が三次元構造を含む核酸を含有する試料を提供す
るステップと、（ｂ）核酸の三次元構造の一部も個別区画に分離されるように試料の一部
を個別区画に分離するステップと、（ｃ）核酸から配列情報を入手し、それによって構造
コンテクストを維持しながら核酸を解析するステップとが含まれる。
【０１３８】
　一部の実施形態では、入手するステップ（ｃ）に由来する配列情報には互いに空間的に
近接し合う核酸の特定が含まれる。
【０１３９】
　任意の実施形態では、入手するステップ（ｃ）はゲノム遺伝子座間の染色体内の及び／
または染色体間の相互作用に関する情報を提供する。
【０１４０】
　任意の実施形態では、入手するステップ（ｃ）は染色体の高次構造に関する情報を提供
する。
【０１４１】
　任意の実施形態では、分離するステップ（ｂ）に先立って、三次元構造の少なくとも一
部が処理されて三次元構造内で互いに近接し合う核酸の異なる部分を連結する。
【０１４２】
　任意の実施形態では、試料はホルマリンで固定されたパラフィン試料である。
【０１４３】
　任意の実施形態では、分離するステップ（ｂ）に先立って、核酸は試料から単離されな
い。
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【０１４４】
　任意の実施形態では、個別区画はビーズを含む。
【０１４５】
　任意の実施形態では、ビーズはゲルビーズである。
【０１４６】
　任意の実施形態では、入手するステップ（ｃ）に先立って、個別区画内での核酸にバー
コードを付けて複数のバーコード付き断片を形成し、その際、所与の個別区画内での断片
はそれぞれ共通のバーコードを含むので、バーコードによって所与の区画に由来する核酸
が特定される。
【０１４７】
　任意の実施形態では、入手するステップ（ｃ）は短い読み取り長さの配列決定反応及び
長い読み取り長さの配列決定反応から成る群から選択される配列決定反応を含む。
【０１４８】
　任意の実施形態では、試料は腫瘍試料を含む。
【０１４９】
　任意の実施形態では、試料は腫瘍細胞と正常細胞の混合物を含む。
【０１５０】
　任意の実施形態では、試料は核基質を含む。
【０１５１】
　任意の実施形態では、核酸はＲＮＡを含む。
【０１５２】
　任意の実施形態では、試料における核酸の量は、５、１０、１５、２０、２５、３０、
３５、４０、４５、または５０ｎｇ／ｍｌ未満である。
【０１５３】
　一部の態様では、本開示は、（ａ）空間的に隣接する核酸セグメントが連結されるよう
に試料内で連結された核酸を形成するステップと、（ｂ）連結された核酸を処理して複数
のライゲーション産物を作り出し、ライゲーション産物が空間的に隣接する核酸セグメン
トの一部を含有するステップと、（ｃ）複数のライゲーション産物を個別区画に入れるス
テップと、（ｄ）個別区画内のライゲーション産物にバーコードを付けて複数のバーコー
ド付き断片を形成し、その際、所与の個別区画内の断片がそれぞれ共通のバーコードを含
み、それによって各断片をそれが送達される連結された核酸に関連付けるステップと、（
ｅ）複数のバーコード付き断片から配列情報を入手し、それによって、構造コンテクスト
を維持しながら、試料に由来する核酸を解析するステップとを含む、構造コンテクストを
維持しながら、核酸を解析する方法を提供する。
【０１５４】
　さらなる実施形態では、処理するステップ（ｂ）は分子内ライゲーションに都合が良い
条件下での平滑末端ライゲーションを含むので、空間的に隣接する核酸セグメントは同じ
分子内でライゲーションされる。
【０１５５】
　任意の実施形態では、分子内ライゲーションに都合が良い条件は試料を希釈して核酸の
濃度を１０ｎｇ／μｌ未満に低下させることを含む。
【０１５６】
　任意の実施形態では、ステップ（ａ）に先立って核酸は試料から単離されない。
【０１５７】
　任意の実施形態では、形成するステップ（ａ）に先立って、関連するＤＮＡ結合タンパ
ク質が核酸に結合したままであるように核酸を免疫沈降させる。
【０１５８】
　任意の実施形態では、区画はビーズを含む。
【０１５９】
　任意の実施形態では、ビーズはゲルビーズである。
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【０１６０】
　任意の実施形態では、試料は腫瘍試料を含む。
【０１６１】
　任意の実施形態では、試料は腫瘍細胞と正常細胞の混合物を含む。
【０１６２】
　任意の実施形態では、処理するステップには、ライゲーション産物を形成することに続
く連結の破棄が含まれる。
【０１６３】
　任意の実施形態では、入手するステップ（ｅ）はゲノムの遺伝子座間の染色体内の及び
／または染色体間の相互作用に関する情報を提供する。
【０１６４】
　任意の実施形態では、入手するステップ（ｅ）は染色体の高次構造に関する情報を提供
する。
【０１６５】
　任意の実施形態では、染色体の高次構造は病態に関連する。
【０１６６】
　任意の実施形態では、処理するステップは、試料にて元々空間的に密に近接し合ってい
た核酸を含むライゲーション産物を生じる。
【０１６７】
　任意の実施形態では、入手するステップ（ｅ）は短い読み取り長さの配列決定反応及び
長い読み取り長さの配列決定反応から成る群から選択される配列決定反応を含む。
【０１６８】
　任意の実施形態では、配列決定反応は短い読み取りで精度の高い配列決定反応である。
【０１６９】
　任意の実施形態では、形成するステップ（ａ）は試料にて核酸を架橋することを含む。
【０１７０】
　任意の実施形態では、形成するステップ（ａ）は空間的に隣接する核酸セグメント間で
共有結合を生じる。
【０１７１】
　一部の態様では、本開示は、（ａ）空間的に隣接する核酸セグメントが連結されるよう
に試料内で連結された核酸を形成するステップと、（ｂ）連結された核酸を個別区画に入
れるステップと、（ｃ）連結された核酸を処理して複数のライゲーション産物を作り出し
、ライゲーション産物は空間的に隣接する核酸セグメントの一部を含有するステップと、
（ｄ）個別区画内でのライゲーション産物にバーコードを付けて複数のバーコード付き断
片を形成し、その際、所与の個別区画内での断片はそれぞれ共通のバーコードを含み、そ
れによって各断片をそれが由来する連結された核酸に関連付けるステップと、（ｅ）複数
のバーコード付き断片から配列情報を入手し、それによって、構造コンテクストを維持し
ながら核酸を解析するステップとを含む、構造コンテクストを維持しながら核酸を解析す
る方法を提供する。
【０１７２】
　さらなる実施形態では、処理するステップ（ｃ）は分子内ライゲーションに都合が良い
条件下での平滑末端ライゲーションを含むので、空間的に隣接する核酸セグメントは同じ
分子内でライゲーションされる。
【０１７３】
　任意の実施形態では、試料はホルマリン固定したパラフィン試料である。
【０１７４】
　任意の実施形態では、試料は核基質を含む。
【０１７５】
　任意の実施形態では、核酸はＲＮＡを含む。
【０１７６】
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　任意の実施形態では、核酸はステップ（ａ）に先立って試料から単離されない。
【０１７７】
　任意の実施形態では、形成するステップ（ａ）に先立って、関連するＤＮＡ結合タンパ
ク質が核酸に結合したままであるように核酸を免疫沈降させる。
【０１７８】
　任意の実施形態では、区画はビーズを含む。
【０１７９】
　任意の実施形態では、ビーズはゲルビーズである。
【０１８０】
　任意の実施形態では、試料は腫瘍試料を含む。
【０１８１】
　任意の実施形態では、試料は腫瘍細胞と正常細胞の混合物を含む。
【０１８２】
　任意の実施形態では、処理するステップ（ｃ）は試料にて元々空間的に密に近接し合っ
ていた核酸を含むライゲーション産物を生じる。
【０１８３】
　任意の実施形態では、入手するステップ（ｅ）はゲノムの遺伝子座間の染色体内の及び
／または染色体間の相互作用に関する情報を提供する。
【０１８４】
　任意の実施形態では、入手するステップ（ｅ）は短い読み取り長さの配列決定反応及び
長い読み取り長さの配列決定反応から成る群から選択される配列決定反応を含む。
【０１８５】
　任意の実施形態では、配列決定反応は短い読み取りで精度の高い配列決定反応である。
【０１８６】
　一部の態様では、本開示は、（ａ）試料内で核酸を架橋して架橋された核酸を形成し、
架橋が空間的に隣接する核酸セグメント間で共有結合を形成するステップと、（ｂ）架橋
された核酸を個別区画に入れるステップと、（ｃ）架橋された核酸を処理して複数のライ
ゲーション産物を作り出し、ライゲーション産物が空間的に隣接する核酸セグメントの一
部を含有するステップと、（ｄ）複数のライゲーション産物から配列情報を入手し、それ
によって、構造コンテクストを維持しながら試料に由来する核酸を解析するステップとを
含む、構造コンテクストを維持しながら核酸を解析する方法を提供する。
【０１８７】
　さらなる実施形態では、処理するステップ（ｂ）は分子内ライゲーションに都合が良い
条件下での平滑末端ライゲーションを含むので、空間的に隣接する核酸セグメントは同じ
分子内でライゲーションされる。
【０１８８】
　任意の実施形態では、試料はホルマリン固定したパラフィン試料である。
【０１８９】
　任意の実施形態では、試料は核基質を含む。
【０１９０】
　任意の実施形態では、核酸はＲＮＡを含む。
【０１９１】
　任意の実施形態では、架橋するステップ（ａ）に先立って核酸は試料から単離されない
。
【０１９２】
　任意の実施形態では、試料における核酸の量は、５、１０、１５、２０、２５、３０、
３５、４０、４５、または５０ｎｇ／ｍｌ未満である。
【０１９３】
　任意の実施形態では、架橋するステップ（ａ）に先立って、関連するＤＮＡ結合タンパ
ク質が核酸に結合したままであるように核酸を免疫沈降させる。
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【０１９４】
　任意の実施形態では、入手するステップ（ｄ）に先立って、ライゲーション産物をバー
コードに関連付ける。
【０１９５】
　任意の実施形態では、同一区画内のライゲーション産物は共通のバーコードを受け取る
ので、バーコードによって所与の区画に由来するライゲーション産物が特定される。
【０１９６】
　任意の実施形態では、入手するステップ（ｄ）は短い読み取り長さの配列決定反応及び
長い読み取り長さの配列決定反応から成る群から選択される配列決定反応を含む。
【０１９７】
　本発明の好まれる実施形態が本明細書で示され、記載されてきたが、そのような実施形
態は例示のみの目的で提供されていることは当業者に明白であろう。本発明から逸脱する
ことなく多数の変動、変化及び置き換えが今や当業者に発生するであろう。本明細書に記
載されている本発明の実施形態に対する種々の代替が本発明を実践することにおいて採用
されてもよいことが理解されるべきである。以下のクレームが本発明の範囲を定義し、こ
れらのクレームの範囲内での方法及び構造ならびにそれらの同等物はそれによって網羅さ
れることが意図される。
【実施例】
【０１９８】
実施例１：試料の調製
　試料の調製方法を改変してＦＦＰＥ試料から長いＤＮＡ分子を提供した。図７は例示的
な作業の流れを説明しており、ゲノム全体の配列決定（ＷＧＳ）及びエキソーム全体の配
列決定（ＷＥＳ）双方のためのＦＦＰＥ試料を調製するための改変が示されている。たと
えば、ＤＮＡ抽出の後、標準の熱サイクルプロトコールは７０１で改変されて９８度の変
性ステップを各サイクルの終了から開始に移した。加えて、７０度の保持を各サイクルの
終了時に２分間加えた。
【０１９９】
　サイクル後の精製７０２及びＷＥＳライブラリの調製及び標的濃縮ステップ７０４と７
０５の間、正常なプロトコール全体にわたって１．８×固相可逆性不動化（ＳＰＲＩ）ビ
ーズを使用した。
【０２００】
　別の改変は剪断ステップ７０３の間に条件を変えることを含み、その際、５０のピーク
入射電力を持つ標準的な超音波破砕装置とは対照的に、約４５０のピーク入射電力を持つ
超音波破砕装置を使用した。
【０２０１】
　特定の状況で使用されてもよい追加の改変は、たとえば、Ｋａｒｍａｋａｒ，ｅｔ　ａ
ｌ．，（２０１５），Ｎａｔｕｒｅ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＤＯＩ：１０．１０３８／Ｎ
ＣＨＥＭ.２３０７に記載されるように、ホルムアルデヒド付加体を取り除くために先ず
、ＦＦＰＥ試料を有機触媒で処理することである。そのようなプロトコールには３０ｍＭ
　ｐＨ７のトリス緩衝液中の５ｍＭの有機触媒を試料に加えて付加体の破棄を達成するこ
とが含まれる。有効な有機触媒には、限定しないで、たとえば、Ｋａｒｍａｋａｒ，ｅｔ
　ａｌ．に記載されるアントラニレート及びホスファニレート触媒のような水溶性二官能
性の触媒が挙げられる。付加体の破棄は試料からの核酸収量の収率を改善する効果を有す
る。
【０２０２】
実施例２：ＦＦＰＥ試料のバーコード付け
　ＦＦＰＥ試料（スライド上のＦＦＰＥ試料を含むことができる）は、たとえば、ＤＮＡ
のマイクロアレイプリンティングで使用されるもののような空間的に十分に定義されたパ
ターンで適用されるＤＮＡバーコードでタグ付けすることができる。ＤＮＡバーコード（
以後バーコード１と呼ぶ）は、それがその後のステップで拡散してしまわないように、ま
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たはＦＦＰＥ試料に共有結合で適用されるように長い。バーコード付けＤＮＡがＦＦＰＥ
スライドに埋め込まれるのを可能にするために、試料を加熱し、次いでバーコードを加え
る。異なるバーコードがスライドの異なる部分で提供されるように、バーコードは一般に
バーコードのライブラリである。バーコードを異なる集団でスライドの異なる部分に加え
て地理的コード化に役立ててもよく―その状況では、バーコードのライブラリは同一のバ
ーコードまたは異なるバーコードを含んでもよい。バーコードを加えた後、次いでスライ
ドを冷却し、一般にたとえば、レーザー微細切断、機械的／音響的手段等を用いた方法で
の切断を介して小分けする。バーコードの代わりに蛍光色素分子またはＱｄｏｔｓを使用
してもよいが、バーコード付けは、局所の空間的情報（たとえば、腫瘍対正常細胞）を保
持しながら、試料部分の大規模に平行な無作為封入を可能にする。
【０２０３】
　次いでバーコードを含有する試料の部分を、たとえば、１０Ｘ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　Ｃ
ｈｒｏｍｉｕｍ（商標）システムのような液滴に基づくシステムを含む配列決定システム
に入れることができるので、単一のバーコード付き部分が液滴ごとに封入される。
【０２０４】
　加熱することによって液滴にて試料の脱パラフィン化を行うことができる。パラフィン
は水とは非混和性であるが、特定の油には可溶性であるので、チップ上の液滴を加熱する
際、液滴からパラフィンを容易に取り除くことができる。液体／液体の抽出過程でキシレ
ンを使用して試料部分を脱パラフィン化し、さらなる処理のために核酸内容を準備しても
よい。
【０２０５】
　さらなるステップには脱パラフィン化した試料のメチレン架橋を脱架橋することが含ま
れる。このステップについては、特殊化した化学的手段を用いて架橋を外すことができ、
それによって、本明細書で議論されている核酸のバーコード付け、増幅及びライブラリ調
製のステップを含むその後の処理のために含有される核酸へのアクセスを可能にする（た
とえば、図２を参照のこと）。空間的バーコード付きＤＮＡも液滴に封入されることに留
意のこと。個々の核酸の第２のバーコード付けステップは、空間的に試料をコードするの
に使用される核酸とバーコードとにバーコードを付けるのに役立つであろう。次いで配列
読み取りを一緒にまとめて、試料における元の空間的位置とその後比較することができる
ので病理データに関連付けることができる情報を提供することができる。
【０２０６】
　この空間的なコード化の作業の流れの代替の型では、脱架橋するステップが先ず、液滴
の中で実施され、次いでゲノムＤＮＡと同様に空間的コード化のバーコードを含む試料に
おける核酸が粒子に結合され、またはさもなければ試料から単離される。核酸は次いで再
封入され、図２で描かれたものを含む本明細書に記載されている方法におけるバーコード
付け及び配列決定の作業の流れに供される。
【０２０７】
　本明細書は、現在記載されている技術の例示態様における方法論、システム及び／また
は構造及びその使用の完全な説明を提供している。この技術の種々の態様がある程度の特
殊性と共にまたは１以上の個々の態様を参照して上に記載されているが、当業者は、この
技術の精神及び範囲から逸脱することなく、開示された態様に対して多数の変更を行って
もよい。多数の態様は現在記載されている技術の精神及び範囲から逸脱することなく行う
ことができるので、以後に添付されるクレームには適当な範囲が存在する。従って他の態
様が熟考される。さらに、明白に請求されない限りまたは特定の順序がクレーム言語によ
って本質的に必要とされない限り、任意の操作は任意の順序で行われてもよいことが理解
されるべきである。上記の説明に含有され、添付の図面で示される事柄はすべて特定の態
様の説明に役立つとしてのみ解釈されるべきであり、示される実施形態に限定されるもの
ではない。文脈から明瞭でない限り、または明白に述べられない限り、本明細書で提供さ
れている濃度値は一般に、混合物の特定の成分の添加の際、または添加ののち生じる変換
を考慮することなく混合物の値または比率という点で与えられる。すでに明白に本明細書
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に組み込まれていない範囲について、本開示で引用されているすべての公開された参考文
献及び特許文書はあらゆる目的でその全体が参照によって本明細書に組み入れられる。詳
細または構造における変更は、以下のクレームで定義されるような本技術の基本要素から
逸脱することなく行われてもよい。

【図１】 【図２】
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