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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　１つのアッセイにおける試料中の複数の操作的分類単位(OTU)の存在を判定するための
方法であって、
　a)標識された核酸を含む試料を準備する工程；
　b)複数のOTUのためのパーフェクトマッチ(PM)プローブとミスマッチ(MM)プローブとの
対と前記核酸を接触させる工程であって、PMプローブは、OTUに対応するポリヌクレオチ
ドに相補性を有するオリゴヌクレオチドであり、MMプローブは、一つ以上のヌクレオチド
位置で対応するPMプローブとは異なるオリゴヌクレオチドである、工程；
　c)前記プローブのそれぞれについてのハイブリダイゼーションシグナル強度を測定する
工程；並びに
　d)前記核酸が複数のOTUのOTUから由来するか否かを判定する工程であって、前記判定は
、
　　(i)PMプローブとMMプローブのシグナル強度を比較する工程；
　　(ii)試料に添加された既知の核酸を相補する陽性対照プローブについてのシグナル強
度の分布を測定する工程；
　　(iii)PMプローブによって相補される何れの核酸も相補しない陰性対照プローブにつ
いてのシグナル強度の分布を測定する工程；
　　(iv)前記工程(i)～(iii)のシグナル強度及び分布に基づいて、少なくとも一対のPM及
びMMプローブが、試料中のOTUの存在の指標となる可能性を計算する工程
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についてのコンピュータ判読可能な指示を含むコンピュータシステムを使用することを含
む、工程
を含む、方法。
【請求項２】
　 （A）工程(iv)が、少なくとも一対のPM及びMMプローブの応答スコアrを計算すること
を含み、応答スコアrが、特定のプローブ対が標的配列に結合しており、バックグラウン
ドシグナルでない前記可能性の測定値であり、及び/または
　(B)工程(d)が、対応するPMプローブの推定上のクロスハイブリダイゼーション能に基づ
いて前記可能性についてペナルティを課すことを更に含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記PM及びMMプローブのシグナル強度に基づいて、OTU存在量を計算する工程を更に含
む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　少なくとも２つの試料の間のOTUの存在または存在量を比較する工程を更に含む、請求
項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記少なくとも２つの試料の一方が不健康な個体から得た試料であり、前記少なくとも
２つの試料の他方が全体として健康な集団から由来するものであり、さらに不健康な状態
または条件のバイオシグネチャーの指標を同定する工程を更に含む、請求項４に記載の方
法。
【請求項６】
　コンピュータによって実行された際に、１つのアッセイ由来の複数のOTUについてのパ
ーフェクトマッチ(PM)プローブとミスマッチ(MM)プローブの対を含むマイクロアレイから
得たハイブリダイゼーションシグナル強度を測定し、核酸が複数のOTUのOTUから由来する
か否かを判定する方法を実施する指示を含む一過的ではないコンピュータ判読可能な媒体
であって、
　(a) PMプローブは、OTUに対応するポリヌクレオチドに相補性を有するオリゴヌクレオ
チドであり、MMプローブは、一つ以上のヌクレオチド位置で対応するPMプローブとは異な
るオリゴヌクレオチドであり；
　(b)前記アレイは標識された核酸を含む試料によって接触され；
　(c)前記判定は、
　　(i)PMプローブとMMプローブのシグナル強度を比較する工程；
　　(ii)試料に添加された既知の核酸を相補する陽性対照プローブについてのシグナル強
度の分布を測定する工程；
　　(iii)PMプローブによって相補される何れの核酸も相補しない陰性対照プローブにつ
いてのシグナル強度の分布を測定する工程；
　　(iv) 前記工程(i)～(iii)のシグナル強度及び分布に基づいて、少なくとも一対のPM
及びMMプローブが、試料中のOTUの存在の指標となる可能性を計算する工程
によって実施される、一過的ではないコンピュータ判読可能な媒体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
相互参照
　本願は、以下の同時係属の米国仮特許出願、2009年6月26日に出願された米国出願第61/
220,937号[代理人整理番号IB-2733P]、2009年11月9日に出願された米国出願第61/259,565
号[代理人整理番号IB-2733P1]、2010年3月25日に出願された米国出願第61/317,644号[代
理人整理番号IB-2733P2]、2010年5月24日に出願された米国出願第61/347,817号[代理人整
理番号IB-2733P3]に関し、これらの優先権を主張し、そのそれぞれは、参照により本明細
書に組み込まれている。
【０００２】
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連邦政府支援の研究に関する陳述
　本発明は、エネルギー省によって授与された契約番号DE-AC02-05CH11231の下での政府
支援、国土安全保障省からの補助金、およびカリフォルニア州水質委員会(State of Cali
fornia Water Quality Board)からの契約番号07-576-550-0を用いて行われた。政府は、
本発明において、ある特定の権利を有する。
【背景技術】
【０００３】
　1030もの多くの微生物ゲノムを包括的に用いて、複数の異なる環境条件および宿主条件
にわたって、マイクロバイオーム内およびマイクロバイオーム間の多様性は、よく認識さ
れている(Huseら、(2008)、PLoS Genetics 4(11): el000255)。この多様性の結果として
、マイクロバイオームの内容を特徴づけることは、現在の手法にとっての課題である。第
一に、標準的な培養技術は、自然における微生物のほんの小さい部分を維持することに成
功している。配列決定などのより直接的なプロファイリングの手段は、2つのさらなる課
題に直面している。所与の試料中の非常に多くの異なるゲノム、およびメンバー同士間の
相動性の程度の両方は、すでに労力を要する手順について複雑な問題を提示する。
【０００４】
　核酸およびタンパク質などのバイオポリマーは、疾患を診断し、または生物を同定する
ために、有用な遺伝子の探索において同定されることが多い。しばしば、ハイブリダイゼ
ーションまたは別の結合反応が、同定ステップの一部として使用される。可能な標的の数
が試料中で増加するにつれて、様々なハイブリダイゼーション反応を検出するためのシス
テムの設計は、結合またはハイブリダイゼーションデータの分析とともに、困難性が増大
する。マイクロバイオームを含む個々の種または群が、高度に保存されたポリヌクレオチ
ドに基づいて1つのアッセイで検出または定量化される場合と同様に、多くの類似標的が
試料中に存在する場合、設計問題および分析問題が切実になる。例えば、ヒトの腸におい
て見出される細菌の約98%は、わずか4つの細菌の区分に属する一方で、これは、系統レベ
ルで約36,000の異なるファイロタイプを含み、99%超の配列同一性を有する(Hattoriら、(
2009)、DNA Res. 16:1～12頁)。ある特定の重複する分類群をおそらく含有する一方で、
他の宿主の腸によって提示される様々な環境が、様々なマイクロバイオームを支持するこ
とが予期される。様々な源によって潜在的に汚染された水源などの、複数のサブ環境から
の寄与が組み合わされる状況では、数千の分類群を正確に同定することは、現在の検出方
法にとって重要な課題である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】米国特許第5,644,048号
【特許文献２】米国特許第5,386,023号
【特許文献３】米国特許第5,637,684号
【特許文献４】米国特許第5,602,240号
【特許文献５】米国特許第5,216,141号
【特許文献６】米国特許第4,469,863号
【特許文献７】米国特許第5,235,033号
【特許文献８】米国特許第5,034,506号
【特許文献９】米国特許第6,524,793号
【特許文献１０】米国特許第5,539,083号
【特許文献１１】米国特許第5,578,832号
【特許文献１２】米国特許第5,556,752号
【特許文献１３】米国特許第5,510,270号
【特許文献１４】米国特許第6,449,562号
【非特許文献】
【０００６】
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【非特許文献５】Sprinzlら、Eur. J. Biochem.、81:579頁(1977)
【非特許文献６】Letsingerら、Nucl. Acids Res.、14:3487頁(1986)
【非特許文献７】Sawaiら、Chem. Lett.、805頁(1984)
【非特許文献８】Letsingerら、J. Am. Chem. Soc、110:4470頁(1988)
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【非特許文献１０】Magら、Nucleic Acids Res.、19:1437頁(1991)
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【非特許文献２１】Mesmaekerら、Bioorganic & Medicinal Chem. Lett.、4:395頁(1994)
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【非特許文献３５】McGrathら、J. Microbiol. Methods (2008)75:172～176頁
【非特許文献３６】Gaoら、Appl. Environ. Microbiol. (2007) 73:563～571頁
【非特許文献３７】DeSantisら、Microbial Ecology、53(3):371～383頁、2007
【非特許文献３８】Froehlerら、Nucleic Acid Res. 14:5399～5407頁(1986)
【非特許文献３９】McBrideら、Tetrahedron Lett. 24:246～248頁(1983)
【非特許文献４０】Egholmら、Nature 363:566～568頁(1993)
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【非特許文献４８】Cheeら、Science (1996) 274:610～614頁
【非特許文献４９】Wuら、Appl. Environ. Microbiol. (2006) 72:4931～4941頁
【非特許文献５０】Zhang L.ら、A model of molecular interactions on short oligonu
cleotide analysis systems、Nat. Biotechnol. 2003、21(7):818～821頁
【非特許文献５１】Yergeauら、Environmental microarray analyses of Antarctic soil
 microbial communities. ISME J. 3:340～351頁、2009
【非特許文献５２】Lozuponeら、UniFrac-an online tool for comparing microbial com
munity diversity in a phylogenetic context、BMC Bioinformatics、7、371頁; 2006
【非特許文献５３】de Hoonら、Open source clustering software、Bioinformatics、20
、1453～1454頁; 2004
【非特許文献５４】Brodieら、Application of a High Density Oligonucleotide Analys
is system Approach to Study Bacterial Population Dynamics during Uranium Reducti
on and Reoxidation. Applied Environ Microbio. 72:6288～6298頁、2006
【非特許文献５５】Team RCD(2008) R: A language and environment for statistical c
omputing
【非特許文献５６】Goslee SC & Urban DL (2007) The ecodist package for dissimilar
ity-based analysis of ecological data. J Stat Softw 22(7): 1～19頁
【非特許文献５７】Evans J、Sheneman L、& Foster JA (2006) Relaxed neighbor-joini
ng: a fast distance -based phylogenetic tree. Construction method. J MoI Evol 62
:785～792頁
【非特許文献５８】Lozupone C & Knight R (2005) UniFrac: a new phylogenetic metho
d for comparing microbial communities. Applied and Environmental Microbiology 71
(12):8228～8235頁
【非特許文献５９】DeSantis TZら、(2006) Greengenes、a chimera-checked 16S rRNA g
ene database and workbench compatible with ARB. Applied and Environmental Microb
iology 72(7):5069～5072頁
【非特許文献６０】Juteau P、Tremblay D、Villemur R、Bisaillon JG、& Beaudet R (2
005) Analysis of the bacterial community inhabiting an aerobic thermophilic sequ
encing batch reactor (AT-SBR) treating swine waste Applied Microbiology and Biot
echnology 66:115～122頁
【非特許文献６１】Anderson RTら、(2003) Stimulating the in situ activity of Geob
acter species to remove uranium from the groundwater of a uranium-contaminated a
quifer. AEM 69: 5884～5891頁
【非特許文献６２】Hugenholtz 2002、Genome Biol. 3(2): 1～8頁
【非特許文献６３】Jacobsonら、1995, Journal of Combinatorial Designs 4: 405頁
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　マイクロバイオームの研究は、環境変化、疾患、免疫学的機能、および生理的機能の起
源への新しい洞察を提供することができるので、特定の生物、または分類群を認識するこ
とができる核酸、タンパク質、または他のプローブを設計するための改善された方法が必
要とされている。同様に、高い信頼度レベルで微生物群集のメンバーの検出および定量化
を可能にするデータ分析のための改善された方法も必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　いくつかの実施形態は、1つのアッセイで、少なくとも10,000の異なるOTUの存在、非存
在、相対存在量、および/または量を判定することができる複数のプローブを備えるシス
テムを提供する。いくつかの実施形態では、システムは、糞便汚染を示すバイオシグネチ
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ャーを生成するように構成される。いくつかの実施形態では、プローブは、1つまたは複
数の高度に保存されたポリヌクレオチドに選択的にハイブリダイズし、これは、16S rRNA
遺伝子、23S rRNA遺伝子、5S rRNA遺伝子、5.8S rRNA遺伝子、12S rRNA遺伝子、18S rRNA
遺伝子、28S rRNA遺伝子、gyrB遺伝子、rpoB遺伝子、fusA遺伝子、recA遺伝子、cox1遺伝
子、nifl3遺伝子、これらに由来するRNA分子、またはこれらの組合せを含むことができる
。いくつかの実施形態では、保存されたポリヌクレオチドは単位複製配列である。いくつ
かの実施形態では、プローブは、基質に結合することができる。いくつかの実施形態では
、プローブは、アレイを形成することができる。いくつかの実施形態では、基質は、ビー
ズ、微小球、ガラス、プラスチック、またはシリコンを含む。いくつかの実施形態では、
システムは、OTUのそれぞれの同じ高度に保存された領域に対して、シークエンシング反
応を実施することができる。いくつかの実施形態では、システムは、1つまたは複数の種
特異的なプローブをさらに含む。いくつかの実施形態では、OTUのそれぞれは、細菌、古
細菌、または真菌である。
【０００９】
　いくつかの実施形態では、システムは、複数の陽性対照プローブをさらに含む。いくつ
かの実施形態では、システムは、複数の陰性対照プローブをさらに含む。いくつかの実施
形態では、陰性対照プローブは、高度に保存されたポリヌクレオチド中に見出される配列
と相補性でない配列を含む。いくつかの実施形態では、陽性対照プローブは、配列番号51
～100から選択されるポリヌクレオチドと相補的である配列を含む。いくつかの実施形態
では、陽性対照プローブは、配列番号51～100から選択される1つまたは複数の配列を含む
。
【００１０】
　いくつかの実施形態では、システムは、前記OTUの存在、非存在、相対存在量、および/
または量についての最終コールを行う前に、前記インターロゲーションプローブ(interro
gation probe)の少なくとも1つのサブセットからデータを除去する。いくつかの実施形態
では、データは、インターロゲーションプローブのクロスハイブリダイゼーション能に基
づいて除去される。
【００１１】
　いくつかの実施形態は、95%超の信頼度レベルおよび95%超の感度レベルを伴って、1つ
のアッセイで、存在する全核酸の1×10-3以下を含む1つまたは複数の第1の核酸配列を検
出することができるシステムであって、1つまたは複数の第1の核酸配列と残りの標的核酸
のセットは、少なくとも95%相同であるシステムを提供する。いくつかの実施形態では、
システムは、糞便汚染を示すバイオシグネチャーを生じるように構成される。いくつかの
実施形態では、核酸配列の1つまたは複数は、16S rRNA遺伝子、23S rRNA遺伝子、5S rRNA
遺伝子、5.8S rRNA遺伝子、12S rRNA遺伝子、18S rRNA遺伝子、28S rRNA遺伝子、gyrB遺
伝子、rpoB遺伝子、fusA遺伝子、recA遺伝子、cox1遺伝子、nifl3遺伝子、これらに由来
するRNA分子、またはこれらの組合せである。いくつかの実施形態では、核酸は単位複製
配列を含む。
【００１２】
　いくつかの実施形態は、1つのアッセイで、複数の異なるOTUの存在、非存在、相対存在
量、および/または量を判定するためのシステムであって、複数のポリヌクレオチドイン
ターロゲーションプローブ、複数のポリヌクレオチド陽性対照プローブ、および複数のポ
リヌクレオチド陰性対照プローブを含むシステムを提供する。いくつかの実施形態では、
システムは、糞便汚染を示すバイオシグネチャーを生じるように構成される。いくつかの
実施形態では、システムは、前記微生物の存在、非存在、相対存在量、および/または量
についての最終コールを行う前に、前記インターロゲーションプローブの少なくとも1つ
のサブセットからデータを除去する。いくつかの実施形態では、データは、インターロゲ
ーションプローブのクロスハイブリダイゼーション能に基づいて除去される。
【００１３】
　いくつかの実施形態は、95%超の信頼度を伴って、1つのアッセイで、1つのドメインの1
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0,000を超える異なるOTU(例えば、細菌、古細菌、または真菌)の存在、非存在、相対存在
量、および/または量を検出することができるシステムを提供する。いくつかの実施形態
では、システムは、糞便汚染を示すバイオシグネチャーを生じるように構成される。いく
つかの実施形態では、システムは、前記OTUのそれぞれにおける同じ高度に保存された領
域に選択的にハイブリダイズする複数のプローブを備える。いくつかの実施形態では、シ
ステムは、前記OTUのそれぞれの同じ高度に保存された領域に対して、シークエンシング
反応を実施することができる。いくつかの実施形態では、システムは、前記高度に保存さ
れた配列にハイブリダイズしない種特異的なプローブをさらに備える。いくつかの実施形
態では、システムは、100の種-特異的なプローブを備える。
【００１４】
　いくつかの実施形態は、試料から1つまたは複数の微生物の存在、非存在、相対存在量
、および/または量を判定するためのシステムであって、複数のOTUを備え、1OTU当たりの
プローブの中央値数は、26未満であるシステムを提供する。いくつかの実施形態は、試料
から1つまたは複数の微生物の存在、非存在、相対存在量、および/または量を判定するた
めのシステムであって、複数のOTUを備え、1プローブ当たりのクロスハイブリダイゼーシ
ョンの中央値数は、20未満であるシステムを提供する。いくつかの実施形態では、システ
ムは、糞便汚染を示すバイオシグネチャーを生じるように構成される。
【００１５】
　いくつかの実施形態は、試料の状態を判定するための方法であって、a)前記試料を複数
の異なるプローブと接触させるステップと、b)前記プローブのそれぞれについてのハイブ
リダイゼーションシグナル強度を測定するステップであって、前記測定は、前記試料のバ
イオシグネチャーを確立するステップと、c)前記試料のバイオシグネチャーを糞便汚染の
バイオシグネチャーと比較するステップとを含む方法を提供する。
【００１６】
　本発明の一態様では、試料中の微生物の存在、相対存在量、および/または量の確率を
求めるための方法であって、a)微生物中の高度に保存されたポリヌクレオチドと特異的に
ハイブリダイズしない陰性対照プローブのハイブリダイゼーションシグナル強度分布を求
めるステップと、b)陽性対照プローブのハイブリダイゼーションシグナル強度分布を求め
るステップと、c)複数の異なるインターロゲーションプローブについてのハイブリダイゼ
ーションシグナル強度を求めるステップであって、インターロゲーションプローブのそれ
ぞれは、高度に保存されたポリヌクレオチド内のセクションと相補的であるステップと、
d)陰性および陽性プローブのハイブリダイゼーションシグナル強度を使用することによっ
て、異なるインターロゲーションプローブについてのハイブリダイゼーションシグナルが
、微生物の存在、相対存在量、および/または量を表す確率を求めるステップとを含む方
法が提供される。いくつかの実施形態では、陰性および陽性プローブのハイブリダイゼー
ションシグナル強度が使用されることによって、インターロゲーションプローブのハイブ
リダイゼーションデータが正規化またはフィッティングされる。さらなる実施形態では、
インターロゲーションプローブのハイブリダイゼーションデータの正規化またはフィッテ
ィングは、陰性および陽性対照プローブのA+T含量、または正規分布およびガンマ分布を
利用する。他の実施形態では、陰性対照プローブおよび/または陽性対照プローブは、パ
ーフェクトマッチおよびミスマッチプローブを含む。さらなる実施形態では、陰性および
陽性対照プローブの正規分布およびガンマ分布は、前記プローブについてのペアディファ
レンス(pair difference)スコアを計算することを伴う。他の実施形態では、複数の異な
るインターロゲーションプローブについてのハイブリダイゼーションシグナル強度は、各
プローブのG+C含量に基づいて減衰される。
【００１７】
　一態様では、試料中のユニークなポリヌクレオチドまたは微生物の存在または量の確率
を求めるための方法であって、a)試料を、複数の異なるプローブと接触させるステップと
、b)プローブのそれぞれに対する、試料ポリヌクレオチドについてのハイブリダイゼーシ
ョンシグナル強度を求めるステップと、c)ハイブリダイゼーションシグナル強度データに
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基づく可能なリストから1つのOTU/分類群を分析から除去または希薄化し、それによって
、残りのハイブリダイゼーションシグナル強度データの信頼度レベルを増大させるステッ
プとを含む方法が提供される。いくつかの実施形態では、除去または希薄化するステップ
は、そのようなOTU内である特定の閾値強度をクリアする一定割合のプローブを有するOTU
のみに対して実施される。いくつかの実施形態では、ある特定の閾値をクリアするOTUの
みがさらに分析される。なおさらなる実施形態では、除去または希薄化するステップは、
OTUに由来するプローブの、他のOTUに由来するポリヌクレオチドとの潜在的なクロスハイ
ブリダイゼーションに基づいて、試料中に存在するOTUにペナルティを課すことによって
実施される。いくつかの実施形態では、ペナリゼーションは、他のOTUとのクロスハイブ
リダイゼーションに関する潜在性と正に相関する。他の実施形態では、クロスハイブリダ
イゼーションに基づくペナリゼーションは、最低レベルから開始して、系統樹の各レベル
で実施される。さらなる実施形態では、ハイブリダイゼーションシグナル強度閾値を超え
るスコアを得ているペナルティを課されたOTUのみがさらに分析される。さらに他の実施
形態では、OTUを含む系統樹の一部のみが分析される。
【００１８】
　本発明のさらなる態様では、試料中の複数の異なる生物の存在または量を判定するため
の方法であって、各プローブのGC含量を求めるステップと、陽性対照プローブ強度および
陰性対照プローブ強度に対する各プローブ強度を比較することによって、前記プローブの
量を求めるステップとを含む方法が提供される。
【００１９】
　本発明の別の態様では、一連の異なる生物からの1つまたは複数の生物が試料中に存在
する確率を求めるためのコンピュータ実行可能ロジックであって、a)陰性対照プローブお
よび陽性対照プローブの強度との比較に基づいて、個々のインターロゲーションプローブ
強度が正確である尤度(likelihood)を求めるためのアルゴリズムと、b)第1の変位値閾値(
quantile threshold)をクリアするOTUからのインターロゲーションプローブの強度に基づ
いて、個々のOTUが存在する尤度を求めるアルゴリズムと、c)前記OTUの配列を分析するプ
ローブの、他のOTUからの配列とのクロスハイブリダイゼーションについての潜在性に基
づいて、第1の変位値閾値をクリアした1つまたは複数のOTUにペナルティを課すためのア
ルゴリズムとを含むコンピュータ実行可能ロジックが提供される。
【００２０】
　さらなる態様では、試料中の1つまたは複数の微生物の存在、および任意選択により量
を判定するためのコンピュータ実行可能ロジックであって、少なくとも10,000、20,000、
30,000、40,000、50,000、60,000、70,000、80,000、90,000、または100,000の高度に保
存されたポリヌクレオチドのそれぞれに選択的に結合する一連のプローブからの強度を分
析し、前記試料中に存在するすべての種のうちの少なくとも90%、95%、97%、またはそれ
以上の存在を判定するためのロジックを含むコンピュータ実行可能ロジックが提供される
。判定は、少なくとも90%、95%、98%、99%、または99.5%の信頼度レベルを伴って行うこ
とができる。
【００２１】
　別の態様では、試料中の1つまたは複数の微生物の存在を判定するためのコンピュータ
実行可能ロジックであって、一連の少なくとも1000の異なるインターロゲーション完全プ
ローブ(interrogation perfect probe)を分析するためのロジックと、前記判定を行うプ
ロセスにおいて、前記インターロゲーション完全プローブの少なくとも10%から情報を廃
棄するためのロジックとを含むコンピュータ実行可能ロジックが提供される。
【００２２】
　一態様では、プローブ選択のための方法であって、a)一連の高度に保存されたポリヌク
レオチドを選択するステップと、b)前記複数のポリヌクレオチドを複数の標準ポリヌクレ
オチドと比較することによって、キメラ配列を同定するステップと、c)比較ステップにお
いて同定されたキメラ配列を除去するステップと、d)残りのポリヌクレオチドと相補的な
プローブを選択するステップとを含む方法が提供される。いくつかの実施形態では、少な
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くとも500,000の高度に保存されたポリヌクレオチドが選択される。他の実施形態では、
複数のポリヌクレオチドのメンバーは、これが複数の標準ポリヌクレオチドのメンバーと
95%超の類似性を共有する場合、キメラ配列でないとみなされる。さらに他の実施形態で
は、複数のポリヌクレオチドが、これら自体と比較されることによってキメラ配列が同定
される。他の実施形態では、高度に保存されたポリヌクレオチドは、16S RNA遺伝子、23S
 RNA遺伝子、5S RNA遺伝子、5.8S rRNA遺伝子、12S rRNA遺伝子、18S rRNA遺伝子、28S r
RNA遺伝子、gyrB遺伝子、rpoB遺伝子、fusA遺伝子、recA遺伝子、cox1遺伝子、nifD遺伝
子、またはこれらの組合せに由来する配列を含む。
【００２３】
　別の態様では、プローブ選択の方法であって、a)複数の核酸配列を選択するステップと
、b)複数の核酸配列を、複数の標準核酸配列と整列させることによって、複数の核酸配列
のそれぞれにおける挿入点を同定するステップと、c)少なくとも10、20、30、40、50、も
しくはそれ以上の挿入点を有するか、または長さが少なくとも100核酸である挿入を有す
る配列を除去するステップと、d)残りの核酸と相補的なプローブを選択するステップとを
含む方法が提供される。
【００２４】
　さらなる態様では、プローブ選択の方法であって、a)複数の核酸配列を選択するステッ
プと、b)複数の核酸配列を選別するステップと、c)残りの核酸配列に対して階層的クラス
タリングを実施することによってガイドツリーを生成するステップと、d)前記ガイドツリ
ーにおける各ノードと相補的なプローブを選択するステップとを含む方法が提供される。
いくつかの実施形態では、複数の核酸配列を選別するステップは、PCRプライマー人工産
物を含むと同定された配列を除去するステップ、挿入を含むと同定された配列を除去する
ステップ、キメラと同定された配列を除去するステップ、またはこれらの任意の組合せを
含む。
【００２５】
　一態様では、1つの状態を示すマイクロバイオームシグネチャーを同定するための方法
であって、a)前記状態を伴わない対照試料および前記状態を伴う参照試料における少なく
とも1,000の異なるOTUの存在および任意選択により存在量を比較するステップと、b)前記
状態と関連する1つまたは複数のOTUを同定するステップとを含む方法が提供される。いく
つかの実施形態では、状態は油流出である。いくつかの実施形態では、前記対照試料に対
する、前記参照試料中の前記OTUの存在および任意選択により存在量における類似性の増
大は、前記状態のレメディエーションを示す。いくつかの実施形態では、前記対照試料に
対する、前記参照試料中の前記OTUの存在および任意選択により存在量における類似性の
程度の変化は、前記状態のレメディエーションの尺度として提供される。いくつかの実施
形態では、この方法は、前記状態のレメディエーションの所定レベルに到達するまでの時
間を予測するステップをさらに含む。
【００２６】
　一態様では、試料中の状態をアッセイするためのプローブを選択するための方法であっ
て、a)前記状態を有する1つまたは複数の試験試料を、細菌、古細菌、真菌などの、1つの
ドメインの少なくとも10,000のOTU、または1つのドメインの各既知のOTUの存在または非
存在の確率について同時にアッセイする検出システムに適用するステップと、b)前記状態
を有さない1つまたは複数の対照試料を、前記検出システムに適用することによって、前
記対照試料中の前記OTUの存在または非存在の確率を求めるステップと、c)対照試料と関
連していない、試験試料と関連したOTUのパターンを求めるステップと、d)試験試料と関
連したOTUを選択的に検出するプローブを同定するステップとを含む方法が提供される。
いくつかの実施形態では、1つまたは複数の同定されたプローブが、低密度プローブシス
テムにおいて使用するために選択される。いくつかの実施形態では、パターンは、最大20
0の異なるOTUからなる。他の実施形態では、試料は、水試料であり、状態は、糞便汚染、
毒性藻類ブルーム汚染、魚類病原菌の存在、点源汚染、非点源汚染、またはこれらの組合
せである。いくつかの実施形態では、汚染のあるタイプのユニークなバイオシグネチャー
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が、汚染源を求めるために使用される。いくつかの実施形態では、試料はヒトまたは動物
試料である。いくつかの実施形態では、試料は、腸、呼吸器系、口腔、洞、鼻孔、尿生殖
路、皮膚、糞便、乳房、またはこれらの組合せから得られる。いくつかの実施形態では、
その試料において特徴づけられる(例えば、診断または予知される)状態は、クローン病、
過敏性腸症候群、癌、鼻炎、胃潰瘍、大腸炎、アトピー、喘息、新生仔の壊死性全腸炎、
アクネ、食物アレルギー、胃食道逆流症、肥満症、または歯周病である。いくつかの実施
形態では、試料は、食物、水、土壌、または空気試料である。いくつかの実施形態では、
試料は、森林、工芸作物、または他の植物からのものである。
【００２７】
　一態様では、状態についての少なくとも1つの新しいインジケータ種を同定するための
方法であって、a)前記状態を伴わない対照試料を、1つの実験においてアッセイすること
によって、すべての既知の細菌、古細菌、または真菌の各OTUの存在または非存在を判定
するステップと、b)前記状態を伴う試験試料を、1つの実験においてアッセイすることに
よって、すべての既知の細菌、古細菌、または真菌の各OTUの存在または非存在を判定す
るステップと、c)(a)および(b)からの結果を比較することによって、存在量が、状態の変
化に応えて所定の割合で変化する少なくとも1つの微生物を同定するステップであって、
同定される微生物種は、前記状態についての前記新しいインジケータ種を表すステップと
を含む方法が提供される。いくつかの実施形態では、同定される微生物は、状態の存在下
で存在量が減少する一方で、他の実施形態では、同定される微生物は、存在量が増加する
。いくつかの実施形態では、所定の割合は、存在量の少なくとも2倍の変化である。いく
つかの実施形態では、所定の割合は、存在量の統計的に有意な変化である。
【００２８】
　別の態様では、微生物または微生物の選択された群が試料中に存在する確率を求めるた
めのシステムであって、開示されたアルゴリズムによって同定された2つ以上のプローブ
を備えるシステムが提供される。いくつかの実施形態では、システムは、95%、99%、また
は99.5%超の信頼度レベルで確率を求める。他の実施形態では、判定は、同時に、または1
つのアッセイを使用して実施される。
【００２９】
　一態様では、1つのアッセイで、複数のプローブの、区別される各生物から単離された
、高度に保存された核酸との選択的ハイブリダイゼーションに基づいて、95%、99%、また
は99.5%以上の精度/信頼度で、系統樹上の2つのOTUを区別することができるシステムが提
供される。
【００３０】
　別の態様では、95%超の精度および/または信頼度レベルを伴って、1つのアッセイで、
ある環境からの少なくとも10,000のOTUを含むマイクロバイオームシグネチャーを生成す
ることができるシステムが提供される。いくつかの実施形態では、プローブは、検出され
ている各生物に由来する核酸と選択的にハイブリダイズする。
【００３１】
　一態様では、微生物汚染源を検出するための方法であって、1つのアッセイで、前記試
料中に天然に存在しない少なくとも20、50、100、またはそれ以上の微生物のOTUの存在お
よび量を判定するステップと、OTUの存在および量のパターンを使用して汚染源を特定す
るステップとを含む方法が提供される。
【００３２】
　別の態様では、1つのアッセイで、少なくとも50の異なる糞便の分類群の存在および量
を検出することができるシステムが提供される。いくつかの実施形態では、検出は、複数
のプローブの、検出される各生物から単離された、高度に保存された核酸との選択的ハイ
ブリダイゼーションに基づく。いくつかの実施形態では、検出は、表4に列挙された生物
または分類群を同定する複数のプローブの選択的ハイブリダイゼーションに基づく。いく
つかの実施形態では、検出は、清潔な水の分類群を示す核酸と選択的にハイブリダイズす
る1つまたは複数のプローブのハイブリダイゼーションを検出するステップを含み、前記
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プローブは、表11に列挙された生物または分類群を同定する複数のプローブから選択され
る。
【００３３】
　さらなる態様では、水中の糞便汚染を検出するための方法であって、表4に列挙された
分類群を検出する1つまたは複数のポリヌクレオチドの水試料中での存在または非存在を
検出するステップを含む方法が提供される。いくつかの実施形態では、この方法は、表11
中に列挙された清潔な水の分類群を示すポリヌクレオチドと選択的にハイブリダイズする
1つまたは複数のプローブのハイブリダイゼーションを検出するステップをさらに含む。
【００３４】
　別の態様では、水試料を試験するための方法であって、前記水中の桿菌(Bacilli)、バ
クテロイデス(Bacteroidetes)、およびクロストリジウム(Clostridia)(BBC)種と、α-プ
ロテオバクテリア(A)種との比を計算するステップであって、1.0を超える値は、糞便汚染
を示すステップを含む方法が提供される。いくつかの実施形態では、比を計算するステッ
プは、培養、直接計数、PCRクローニング、配列決定、または遺伝子発現アレイの使用を
利用しない。いくつかの実施形態では、桿菌、バクテロイデス、クロストリジウム、およ
びα-プロテオバクテリア種は、表4に列挙された種を含む。いくつかの実施形態では、BB
C種とA種の比を計算するステップは、水試料を複数のプローブと接触させるステップを含
む。いくつかの実施形態では、複数のプローブは、高度に保存された遺伝子と相補性であ
る。
【００３５】
　さらなる態様では、毒性藻類ブルームの尤度を予測するための方法であって、a)水試料
を、表6から選択されるラン藻類(Cyanobacteria)に由来する核酸に選択的に結合する複数
のプローブと接触させるステップと、b)得られたハイブリダイゼーションデータを使用す
ることによって、水試料中のラン藻類の量および組成を求めるステップと、c)環境条件を
測定するステップと、d)ラン藻類の量および組成、ならびに環境条件に基づいて毒性藻類
ブルームの尤度を予測するステップとを含む方法が提供される。いくつかの実施形態では
、ラン藻類の核酸に対するプローブは、本方法を使用して選択され、表6に列挙された属
を検出する。いくつかの実施形態では、環境条件は、水温、濁り、窒素濃度、酸素濃度、
炭素濃度、リン酸濃度および/または太陽光レベルを含む。さらなる実施形態では、水の
管理の決定は、毒性藻類ブルームの尤度に基づいて行われる。
【００３６】
　一態様では、対象の状態または対象のための療法を判定するための方法であって、前記
対象に由来する試料に対して1つの核酸アッセイを実施することによって、少なくとも100
0のOTUの存在および/または量を判定するステップを含む方法が提供される。
【００３７】
　別の態様では、試料の状態を予測するための方法であって、a)試料中の微生物の少なく
とも1,000のOTUの存在または非存在の確率として、微生物個体数データを求めるステップ
と、b)試料中の前記微生物の1つまたは複数の遺伝子の遺伝子発現データを求めるステッ
プと、c)発現データおよび個体数データを使用することによって、試料の状態を予測する
ステップとを含む方法が提供される。いくつかの実施形態では、試料は、水または土壌試
料である。
【００３８】
　別の態様では、本発明は、油流出によって引き起こされた被害を評価するための方法を
提供する。いくつかの実施形態では、この方法は、(a)前記油流出によって影響されてい
ない1つまたは複数の位置からの1つまたは複数の試料中の少なくとも1,000のOTUの存在、
非存在、および/または存在量を求め、それによって無影響のバイオシグネチャーを確立
するステップと、(b)前記油流出によって影響された位置からの1つまたは複数の試料中の
少なくとも1,000のOTUの存在、非存在、および/または存在量を求め、それによって油流
出に影響されたバイオシグネチャーを確立するステップと、(c)前記無影響のバイオシグ
ネチャーを、前記油流出に影響されたバイオシグネチャーと比較するステップであって、
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前記バイオシグネチャーの差異は、前記油流出によって影響された前記位置のマイクロバ
イオームに対する影響を示すステップとを含む。いくつかの実施形態では、ステップ(b)
は、第1の時間および第2の時間で実施される。いくつかの実施形態では、前記第1の時間
と前記第2の時間の間の前記バイオシグネチャーの前記差異の変化を使用することによっ
て、油流出被害のレメディエーションの進行を追跡する。
【００３９】
参照による組み込み
　本明細書に述べられるすべての刊行物、特許、および特許出願は、各個々の刊行物、特
許、または特許出願が、参照により組み込まれるように具体的に、かつ個々に示されてい
るのと同じ程度に、参照により本明細書に組み込まれている。
【００４０】
　本発明の新規な特徴は、添付の特許請求の範囲に具体的に記載されている。本発明の原
理が利用される、例示的な実施形態を記載する以下の詳細な説明を参照することにより、
本発明の特徴および利点はよりよく理解されることになり、その添付図面は以下の通りで
ある。
【図面の簡単な説明】
【００４１】
【図１】適切なコンピュータシステム環境の例を示す図である。
【図２】本発明の方法により得られるデータの遠隔取得または分析のためのネットワーク
システムを示す図である。
【図３】プローブ選択プロセスのフローチャートを示す図である。
【図４】定量的標準(QS)プローブおよび陰性対照(NC)プローブからの観察されたペアディ
ファレンススコア、dの分布を明示する図である。
【図５】79のアレイにわたるγスケールの変動を示す図である。
【図６】計算負荷分散のためのプレパーティションプロセスを示す図である。
【図７】汚染源を決定するために3種の潜在的な汚染源、すなわち、下水、腐敗層汚泥お
よび畜産廃棄物と比べた汚染水試料中の微生物群集組成を比較するベクトル図である。
【図８】プールされたクリーンルーム試料(x軸)ごとにPhyloChipにより検出されたOTUの
数(y軸)を示す対数棒グラフである。胞子カウントにより検出された胞子の数が示されて
いる。
【図９】各プールされたクリーンルーム試料において検出された共通な科とユニークな科
のネットワークを示す図表示である。
【図１０Ａ】プールされたクリーンルーム試料についてのPhyloChip上でのプローブのペ
ア拡散スコア頻度のグラフである。
【図１０Ｂ】関係ネットワークとしてPCR陰性プールされたクリーンルーム試料においてP
hyloChipにより検出された共通に検出される門(phyla)を示す図表示である。
【図１１】2つの異なるPhyloChip実験で観察された糞便細菌(Faecalibacterium)OTU 3674
2に対するプローブ応答を比較している図表示である。
【図１２】2つの異なるPhyloChip実験で観察されたルミノコッカス(Ruminococcus)OTU 38
712に対するプローブ応答を比較している図表示である。
【図１３】陰性対照プローブのd観察を示す密度プロットである。
【図１４】16S単位複製配列濃度対PhyloChip応答を示すグラフである。
【図１５】ペア「応答スコア」r分布(新規)に基づく検出アルゴリズム対陽性フラクショ
ン計算(G2 PhyloChipを用いて以前使用された)のボックスプロット比較である。
【図１６】rスコアメトリック対受信者動作特性(R.O.C)プロットによるpfの比較を示す2
つのグラフである。
【図１７】類似する生物群集形態序列(ordination)クラスターからのPhyloChip結果を示
すグラフである。
【図１８】類似する生物群集形態序列クラスターからのPhyloChip結果を示すグラフであ
る。
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【図１９】4つのサンプリング地点がまったく異なっており、生物学的複製が極めて高い
レベルの類似性を示していることを示すNMS分析を示す図である。
【図２０】サンプリング場所間の全体的群集構造の観察された違いをもっとも著しく明確
にする約50ばかりの微生物OTUを同定するための収縮セントロイド(Shrunken Centroids)
法と呼ばれる分析のヒートプロット概要である。
【図２１】気候の変化に応答する群集組成の変化の程度が異なる表示である。
【図２２】a)2005年8月に北緯度、中緯度および南緯度の地点から収集された新鮮な試料
、ならびにb)同時期同地点からの新鮮な試料および移植対照試料(移植の1年後)のPhyloCh
ip細菌OTUのNMS序列を示す2つのグラフである。両グラフに描かれている新鮮な試料は同
一試料である。バーは3複製の1標準偏差を表している。
【図２３】移植された1年後に収集された相互に移植された試料と移植された対照のPhylo
Chip細菌OTUのNMS序列を示す4つのグラフである。矢印は、起源対照の組成から離れた移
植された試料の組成の変化の軌道を示している。
【図２４】a)2007年9月に北緯度、中緯度および南緯度の地点から収集された新鮮な試料
、ならびにb)同時期同地点からの新鮮な試料および移植対照試料(移植の3年後)のPhyloCh
ip細菌OTUのNMS序列を示す2つのグラフである。両グラフに描かれている新鮮な試料は同
一試料である。バーは3複製の1標準偏差を表している。
【図２５】移植された3年後に収集された相互に移植された試料と移植された対照のPhylo
Chip細菌OTUのNMS序列を示す4つのグラフである。矢印は、起源対照の組成から離れた移
植された試料の組成の変化の軌道を示している。
【図２６】動物の種および類型(反芻動物および草食動物、鰭脚類、鳥類)による糞便試料
中の検出された細菌分類群のクラスター分析を示す図表である。
【図２７】種の類型ごとのインジケータOTUの数を示す棒グラフである。
【図２８】インジケータ群集が発生源識別のために汚染水試料と比較されたことを示す序
列グラフである。
【図２９】FIBと強い相関関係を有する下水分類群を示す棒グラフである。
【図３０】群集組成の比較を示したクラスター分析の結果を示す図表である。群集は、受
水域における時間、発生源および受水域の類型に従ってクラスター化することが可能であ
る。
【図３１】糞便微生物群集に対する受水域における時間の効果を示す棒グラフである。
【図３２】廃棄物微生物群集に対するクリーク対湾水の効果を示す棒グラフである。
【図３３】油プルーム(plume)による細菌分類群の濃縮を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００４２】
　本明細書で使用する場合、用語「オリゴヌクレオチド」は、通常一本鎖のポリヌクレオ
チドを指し、これは、合成ポリヌクレオチドまたは天然に存在するポリヌクレオチドであ
る。オリゴヌクレオチドの長さは一般に、その特定の役割、例えば、プローブ、プライマ
ーなどによって支配される。オリゴヌクレオチドを調製するための様々な技法、例えば、
生物学的合成または化学合成を使用することができる。本発明の核酸は一般に、ホスホジ
エステル結合を含有することになるが、いくつかの場合では、以下に略述されるように、
例えば、ホスホルアミド(Beaucageら、Tetrahedron、49(10):1925頁(1993)およびその中
の参考文献; Letsinger、J. Org. Chem.、35:3800頁(1970); Sprinzlら、Eur. J. Bioche
m.、81:579頁(1977); Letsingerら、Nucl. Acids Res.、14:3487頁(1986); Sawaiら、Che
m. Lett.、805頁(1984)、Letsingerら、J. Am. Chem. Soc、110:4470頁(1988);およびPau
welsら、Chemica Scripta、26:141頁(1986));ホスホロチオエート(Magら、Nucleic Acids
 Res.、19:1437頁(1991);および米国特許第5,644,048号);ホスホロジチオエート(Briuら
、J. Am. Chem. Soc、111:2321頁(1989));0-メチルホホロアミダイト(methylphophoroami
dite)連結(Eckstein、Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approach、Oxford
 University Pressを参照);およびペプチド核酸主鎖および連結(そのすべてが参照により
組み込まれている、Egholm、J. Am. Chem. Soc、114:1895頁(1992); Meierら、Chem. Int
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. Ed. Engl.、31:1008頁(1992); Nielsen、Nature、365:566頁(1993); Carlssonら、Natu
re、380:207頁(1996)を参照))を含む代替の主鎖を有することができる核酸類似体が含め
られる。他の類似体核酸には、ポジティブ主鎖(Denpcyら、Proc Natl. Acad. Sci. USA、
92:6097頁(1995));非イオン性主鎖(米国特許第5,386,023号;同第5,637,684号;同第5,602,
240号;同第5,216,141号;および同第4,469,863号; Kiedrowshiら、Angew. Chem. Intl. Ed
. English、30:423頁(1991); Letsingerら、J. Am. Chem. Soc、110:4470頁(1988); Lets
ingerら、Nucleosides & Nucleotides、13:1597頁(1994);2章および3章、ASC Symposium 
Series 580、「Carbohydrate Modifications in Antisense Research」、Y. S. Sanghui
およびP. Dan Cook編; Mesmaekerら、Bioorganic & Medicinal Chem. Lett.、4:395頁(19
94); Jeffsら、J. Biomolecular NMR、34:17頁(1994); Tetrahedron Lett.、37:743頁(19
96));ならびに米国特許第5,235,033号および同第5,034,506号、ならびに6章および7章、A
SC Symposium Series 580、「Carbohydrate Modifications in Antisense Research」、Y
. S. SanghuiおよびP. Dan Cook編に記載されたものを含む非リボース主鎖を有するもの
が含まれる。1つまたは複数の炭素環式糖を含有する核酸も、核酸の定義内に含まれる(Je
nkinsら、Chem. Soc Rev.、(1995)169～176頁を参照)。いくつかの核酸類似体は、Rawls
、C & E News、1997年6月2日、35頁に記載されている。これらの参考文献のすべては、参
照により明白に本明細書に組み込まれている。
【００４３】
　核酸は、DNA、RNA、またはハイブリッドであってもよく、デオキシリボヌクレオチドお
よびリボヌクレオチドの任意の組合せ、ならびにウラシル、アデニン、チミン、シトシン
、グアニン、イノシン、キサンチン、ヒポキサンチン、イソシトシン、イソグアニンと、
ニトロピロールおよびニトロインドールなどの塩基類似体を含め塩基の任意の組合せを含
有することができる。オリゴヌクレオチドは、市販の自動核酸シンセサイザーにおいて使
用されるものなどの標準的な方法によって合成し、後にアレイ、ビーズ、または他の適当
な表面に結合させることができる。あるいは、オリゴヌクレオチドは、フォトリソグラフ
ィー技法または他の技法を使用して、アッセイ表面上に直接合成することができる。いく
つかの実施形態では、リンカーが、アレイ表面またはビーズにオリゴヌクレオチドを結合
させるのに使用される。
【００４４】
　本明細書で使用する場合、用語「核酸分子」または「ポリヌクレオチド」は、ポリマー
のヌクレオチドまたは核酸ポリマーである化合物または組成物を指す。核酸分子は、天然
化合物であっても、合成化合物であってもよい。核酸分子は、約2～5,000,000、またはそ
れ以上のヌクレオチドを有することができる。より大きい核酸分子は一般に、天然の状態
で見出される。単離された状態では、核酸分子は、約10～50,000、またはそれ以上のヌク
レオチド、通常、約100～20,000のヌクレオチドを有することができる。したがって、天
然状態からの核酸分子の単離は、断片化をもたらすことが多いことが明白である。分子内
構造との競合を低減するために、ハイブリダイゼーションの前に、より長い標的核酸分子
、特にRNAを断片化することは有用となり得る。断片化は、化学的または酵素的に実現す
ることができる。一般に、試料がDNAを含有する場合、デオキシリボヌクレアーゼ(DNase)
などのヌクレアーゼが、ホスホジエステル連結を切断するのに使用される。核酸分子およ
びその断片として、それだけに限らないが、微生物、例えば、細菌、酵母、ファージ、染
色体、ウイルス、ウイロイド、カビ、真菌、または他のより高等な生物、例えば、植物、
魚、トリ、動物、ヒトなどのtRNA、mRNA、rRNA、ミトコンドリアDNAおよびRNA、葉緑体DN
AおよびRNA、DNA/RNAハイブリッド、これらの生体物質または混合物を含めた精製または
未精製形態のDNA(dsDNAおよびssDNA)およびRNA、遺伝子、染色体、プラスミド、コスミド
、ゲノムが挙げられる。ポリヌクレオチドは、生体試料などの複雑な混合物のマイナーな
画分のみとすることができる。
【００４５】
　本明細書で使用する場合、用語「ハイブリダイズする」は、ポリヌクレオチドの一本鎖
が、成分塩基同士間の水素結合を通じて二本鎖構造を形成するプロセスを指す。2つのポ
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リヌクレオチドの互いにハイブリダイズする能力は、2つのポリヌクレオチドの相補性の
程度に基づき、これはひいては、マッチした相補的なヌクレオチド対の画分に基づく。別
のポリヌクレオチドに相補的である所与のポリヌクレオチド中のヌクレオチドが多いほど
、ハイブリダイゼーションのための条件がよりストリンジェントとなる場合があり、2つ
のポリヌクレオチドの間の結合がより特異的になる。ストリンジェンシーの増大は、温度
を上昇させ、共溶媒の比を増大させ、塩濃度を低下させ、およびこれらの組合せによって
実現することができる。
【００４６】
　本明細書で使用する場合、用語「相補的な」、「補完する」、および「相補的核酸配列
」は、ワトソン-クリック塩基対合則によって、別の核酸鎖中の塩基配列と関連づけられ
る核酸鎖を指す。一般に、2つのポリヌクレオチドは、一方のポリヌクレオチドが、逆平
行センスで別のポリヌクレオチドに結合することができる場合、相補的であり、この場合
、各ポリヌクレオチドの3'末端が他方のポリヌクレオチドの5'末端に結合し、次いで一方
のポリヌクレオチドの各A、T(U)、G、およびCがそれぞれ、他方のポリヌクレオチドのT(U
)、A、C、およびGと整列される。RNA塩基を含むポリヌクレオチドは、相補的なG/Uまたは
U/G塩基対も含むことができる。
【００４７】
　本明細書で使用する場合、用語「クラスタリングツリー(clustering tree)」は、観察
物、例えば、生物、遺伝子、およびポリヌクレオチドなどが、1つまたは複数のクラスタ
ーに分離される階層ツリー構造を指す。クラスタリングツリーのルートノードは、すべて
の観察物を含む1つのクラスターからなり、リーフノードは、個々の観察物に対応する。
クラスタリングツリーは、観察物の様々な特性、例えば、遺伝子の配列および生物の形態
学的特徴などに基づいて構築することができる。当技術分野で公知の多くの技法、例えば
、階層的クラスタリング分析を、クラスタリングツリーを構築するのに使用することがで
きる。クラスタリングツリーの非限定例は、系統発生的、分類学的、または進化的ツリー
である。
【００４８】
　本明細書で使用する場合、用語「操作的分類単位(operational taxon unit)」、「OTU
」、「分類群」、「階層的クラスター」および「クラスター」は、互換的に使用される。
操作的分類単位(OTU)は、クラスタリングツリーのノードを構成する1つまたは複数の生物
の群を指す。クラスターのレベルは、その階層順序によって決定される。一実施形態では
、OTUは、系統発生分析の目的のために、妥当な分類群であると暫定的に仮定された群で
ある。別の実施形態では、OTUは、研究下で現存する分類学的単位のいずれかである。さ
らに別の実施形態では、OTUは、名称およびランクを与えられる。例えば、OTUは、ドメイ
ン、サブドメイン、界、亜界、門、亜門、綱、亜綱、目、亜目、科、亜科、属、亜属、ま
たは種を表すことができる。いくつかの実施形態では、OTUは、階層順序の任意のレベル
での、真正細菌、原生生物、または真菌の界に由来する1つまたは複数の生物を表すこと
ができる。いくつかの実施形態では、OTUは、原核生物目または真菌目を表す。
【００４９】
　本明細書で使用する場合、用語「kmer」は、長さkのポリヌクレオチドを指す。いくつ
かの実施形態では、kは、1～1000の整数である。いくつかの実施形態では、kは、1、2、3
、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、
25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、
45、46、47、48、49、50、55、60、65、70、75、80、85、90、95、100、125、150、175、
200、250、300、400、500、600、700、800、900、または1000である。
【００５０】
　本明細書で使用する場合、用語「パーフェクトマッチプローブ」(PMプローブ)は、高度
に保存された標的遺伝子またはポリヌクレオチドの少なくとも一部と100%相補的なkmerを
指す。完全な相補性は通常、プローブの長さ全体にわたって存在する。しかし、完全プロ
ーブは、標的遺伝子またはポリヌクレオチドと相補性を欠いている先導配列または後続(t
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railing)配列に隣接する完全な相補性の1つまたは複数のセグメントを有することができ
る。
【００５１】
　本明細書で使用する場合、用語「ミスマッチプローブ」(MMプローブ)は、PMプローブの
1、2、3、4、5、6、7、8、9、または10ヌクレオチドを除いて、すべての位置で対応するP
Mプローブと同一である対照プローブを指す。一般に、同一でない1つまたは複数の位置は
、PMプローブの中央または中央付近に位置される。いくつかの実施形態では、ミスマッチ
プローブは、ユニバーサルミスマッチプローブ、例えば、陽性プローブと比較して、設定
された数以下のヌクレオチド変異または置換を有するミスマッチプローブのコレクション
である。例えば、ユニバーサルミスマッチプローブは、PMプローブのセット中の任意の1
つのPMプローブと比較して、5つ以下のヌクレオチドがヌクレオチド配列において異なる
ことができる。いくつかの実施形態では、MMプローブは、アレイ中で、各試験プローブ、
例えば、細菌性の16S rRNA配列を標的にするPMプローブに隣接して使用される。
【００５２】
　本明細書で使用する場合、用語「プローブ対」は、PMプローブおよびその対応するMMプ
ローブを指す。いくつかの実施形態では、PMプローブおよびMMプローブは、データ処理お
よび統計的な分析の間に互いに関連してスコアをつけられる。本明細書で使用する場合、
用語「OTUに関連したプローブ対」は、OTU特異的なPMプローブおよびその対応するMMプロ
ーブからなるプローブの対として定義される。
【００５３】
　本明細書で使用する場合、「試料」は、任意の源からのものであり、それだけに限らな
いが、気体試料、流体試料、固体試料、またはこれらの任意の混合物を含む。
【００５４】
　本明細書で使用する場合、「微生物」または「生物」は、それだけに限らないが、ウイ
ルス、ウイロイド、細菌、古細菌、真菌、原生動物などが含まれる。
【００５５】
　用語「感度」は、そのようなものとして正確に識別される、実際の陽性のもの(actual 
positives)の割合の尺度である。
【００５６】
　用語「特異性」は、そのようなものとして正確に識別される、実際の陰性のもの(actua
l negatives)の割合の尺度である。
【００５７】
　用語「信頼度レベル」は、試験の結果が事実で繰り返し可能であり、ランラムでないと
いう、百分率として表された尤度を指す。信頼度レベルは、推定の信頼性を示すのに使用
され、様々な方法によって計算することができる。
【００５８】
　本発明は、大まかには汚染、より具体的には水中の汚染を検出するためのシステムおよ
び方法に関する。「汚染」は、本明細書で使用する場合、分析される組成物中の任意の望
ましくない成分または物質(「混入物」)の存在を指す。いくつかの実施形態では、分析さ
れる組成物は水である。さらなる実施形態では、混入物は微生物である。汚染は、閾値レ
ベルを超える、1つまたは複数の混入物の存在から生じ得る。
【００５９】
　一態様では、本発明は、OTUのバイオシグネチャーを利用する。本明細書で使用する場
合、用語「バイオシグネチャー」は、特定の状態との、1つまたは複数のOTUの1つまたは
複数のメンバーのレベルの関連を指す。一実施形態では、バイオシグネチャーは、1つの
アッセイを使用した、試料中の少なくとも5、10、20、50、100、250、500、1000、5000、
10,000、20,000、30,000、40,000、50,000、60,000、70,000、80,000、90,000、100,000
、250,000、500,000、または1,000,000のOTUの存在、非存在、および/または量の判定を
含む。いくつかの実施形態では、バイオシグネチャーは、少なくとも1、2、3、4、5、6、
7、8、9、10、15、20、30、40、50、75、100、125、150、175、200、250、300、またはそ
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れ以上のOTUの存在、またはレベルの変化を含む。
【００６０】
　一実施形態では、バイオシグネチャーは、1つの状態、例えば、単一源による汚染と関
連する。別の実施形態では、バイオシグネチャーは、状態の組合せ、例えば、2つ以上の
源による汚染、例えば、2、3、4、5、6、7、8、9、10、またはそれ以上などの源による汚
染と関連する。バイオシグネチャーは、それだけに限らないが、新鮮な水、飲料水、海水
、再生水、処理済み水、脱塩水、汚水、湖、河川、小川、海洋、地表水、地下水、流出す
る水、廃水、帯水層、他の天然または非天然の水域、および既知の混入物を含めて、任意
の試料について得ることができる。バイオシグネチャーは、純粋な試料、既知の混入物、
またはこれらの組合せについて求めることができる。いくつかの実施形態では、試験試料
のバイオシグネチャーは、既知のバイオシグネチャーと比較され、シグネチャーが同じで
ある尤度に関して判定が行われる。さらなる実施形態では、試料のバイオシグネチャーは
、汚染源からのバイオシグネチャーと比較される。試験試料のバイオシグネチャーが比較
されるバイオシグネチャーは、試験試料のバイオシグネチャーの前、後、または実質的に
同じ時間に求めることができる。バイオシグネチャーは、特定の源からの1つまたは複数
の試料の1つまたは複数の分析の結果であってもよい。シグネチャーを分析することがで
きる汚染源の例として、それだけに限らないが、ヒトからの糞便物質;渡り鳥および非渡
り鳥を含めたトリ源からの糞便物質;ヘラジカ、雌ウシ、シカ、ヒツジ、ウマ、ブタ、お
よびヤギを含めた家畜(cattle)および家畜(livestock)からの糞便物質;ならびにアシカ、
アザラシ、およびカワウソを含めた水生動物からの糞便物質が挙げられる。本明細書で検
出される水汚染は、腐敗物(例えば、植物もしくは動物の腐敗)、油流出、工業廃棄物また
は副生成物、およびOTUバイオシグネチャーを相関させることができる任意の他の混入物
であってもよい。
【００６１】
　いくつかの実施形態では、試験試料のバイオシグネチャーは、2つ以上の独立したシグ
ネチャー、2、3、4、5、6、7、8、9、10、またはそれ以上などの独立したシグネチャーの
組合せである。好適な実施形態では、試料中に含まれる2つ以上のバイオシグネチャーの
それぞれは、同時にアッセイされる。さらなる実施形態では、バイオシグネチャーのサブ
セットを、10、25、50、100、250、500、1000、2000、または5000以下のOTUの存在、非存
在、および/またはレベルの判定を含む、低密度検出システムを使用して評価することが
できる。
【００６２】
　一態様では、本発明は、試料中の複数の生体分子および生物を検出および同定するため
の方法、システム、および組成物を提供する。本発明は、個々の生物またはOTUを区別す
る能力を利用する。一態様では、個々の生物またはOTUは、生物特異的および/またはOTU
特異的なプローブ、例えば、オリゴヌクレオチドプローブを使用して同定される。より具
体的には、いくつかの実施形態は、試料中の生体分子および生物を検出および同定するの
に有用な生物特異的および/またはOTU特異的なオリゴヌクレオチドプローブの選択に関す
る。いくつかの実施形態では、オリゴヌクレオチドプローブは、複数の生物中の標的オリ
ゴヌクレオチドおよびその相同体内の領域へのオリゴヌクレオチドプローブのクロスハイ
ブリダイゼーションパターンに基づいて選択される。相同体は、少なくとも80%、85%、90
%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または99.5%同一であるヌクレオチ
ド配列を有することができる。そのようなオリゴヌクレオチドは、全体またはその一部と
しての遺伝子、または遺伝子間配列とすることができる。オリゴヌクレオチドは、長さが
10～10,000超の範囲となり得る。いくつかの他の実施形態では、OTU特異的なオリゴヌク
レオチドプローブの、他の生物またはOTUに特異的なプローブとのクロスハイブリダイゼ
ーションに少なくともある程度基づいて、試料中のOTUの存在を検出するための方法が提
供される。いくつかの実施形態では、試料バイオシグネチャーが比較されるバイオシグネ
チャーは、1つまたは複数のプローブについての標的の存在に関して陽性の結果を含む。
【００６３】
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　一態様では、本発明は、試料のバイオシグネチャーを判定または評価をするための診断
システムを提供する。一実施形態では、診断システムは、少なくとも1、2、3、4、5、6、
7、8、9、10、15、20、30、40、50、75、100、125、150、175、200、250、300、またはそ
れ以上のプローブを備える。別の実施形態では、診断システムは、最大1、2、3、4、5、6
、7、8、9、10、15、20、30、40、50、75、100、125、150、175、200、250、300、または
それ以上のプローブを備える。
【００６４】
大容量システム
　本発明の一態様では、存在する微生物、および総個体数のこれらの百分率組成の観点か
ら試料の総微生物個体数を評価することによって、試料のバイオシグネチャーを判定する
ための大容量システムが提供される。このシステムは、1つのアッセイで、少なくとも10,
000、20,000、30,000、40,000、50,000、60,000、またはそれ以上の異なるOTUの存在また
は量を判定することができる複数のプローブを備える。一般に、プローブは、高度に保存
されたポリヌクレオチドと選択的にハイブリダイズする。通常、プローブは、同じ高度に
保存されたポリヌクレオチドまたはその一部内とハイブリダイズする。一般に、高度に保
存されたポリヌクレオチドまたはその断片は、遺伝子またはその断片を含む。例示的な高
度に保存されたポリヌクレオチドは、16S rRNA遺伝子、23S rRNA遺伝子、5S rRNA遺伝子
、5.8S rRNA遺伝子、12S rRNA遺伝子、18S rRNA遺伝子、28S rRNA遺伝子、gyrB遺伝子、r
poB遺伝子、fusA遺伝子、recA遺伝子、cox1遺伝子、およびnifD遺伝子に見出されるヌク
レオチド配列を含む。他の実施形態では、2以上、3以上、4以上、5以上、6以上、7以上、
8以上、9以上、10以上、15以上、20以上、25以上、50以上のプローブのコレクションが使
用され、そのそれぞれは、異なる高度に保存されたポリヌクレオチドと特異的にハイブリ
ダイズする。例えば、1つのコレクションのプローブは、16S rRNA遺伝子の同じ領域に結
合する一方で、第2のコレクションのプローブは、23S rRNA遺伝子の同じ領域に結合する
。各コレクションが、異なる、別個の高度に保存されたポリヌクレオチドを認識する2つ
以上のコレクションのプローブを使用することにより、より多くのプローブを生成および
試験することが可能になり、その使用は、種またはOTUの間のより優れた識別をもたらす
ことができる。
【００６５】
　高度に保存されたポリヌクレオチドは通常、それぞれ、ドメイン、界、門、綱、目、科
、または属にわたって、少なくとも80%、85%、90%、92%、94%、95%、または97%の相同性
を示す。これらのポリヌクレオチドの配列は、進化系統を判定し、または系統発生的判定
を行うために使用することができ、系統発生的マーカーとしても知られる。いくつかの実
施形態では、バイオシグネチャーは、系統発生的マーカーの組合せの存在、非存在、およ
び/または存在量を構成する。本明細書に開示されるプローブによって検出されるOTUは、
起源において、細菌、古細菌、真菌、または真核生物であってもよい。さらに、本明細書
に開示される方法は、細菌、古細菌、真菌、または真核生物であるOTUを定量化するのに
使用することができる。様々なプローブセットを組み合わせることによって、細菌、古細
菌、真菌、真核生物、またはこれらの組合せを検出するためのシステムを設計することが
できる。1つのアッセイとして行われるそのようなユニバーサル微生物試験は、様々な試
料、環境、状態、および混入物についてのバイオシグネチャーのキャラクタリゼーション
を含めて、多数の環境の組成および生態を評価および理解するために、大きな利益をもた
らすことができる。
【００６６】
　本発明の別の態様では、1つのアッセイで、1つのドメインの少なくとも10,000、20,000
、30,000、40,000、50,000、または60,000の異なるOTUの存在および任意選択により量の
確率を求めることができるシステムが提供される。そのようなシステムは、90%、91%、92
%、93%、94%、95%、99%、または99.5%を超える信頼度レベルで確率判定を行う。いくつか
の実施形態では、バイオシグネチャーは、各確率判定の組み合わされた結果を含むことが
できる。
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【００６７】
　いくつかの実施形態は、クラスタリングツリー中のノードに特異的なオリゴヌクレオチ
ドプローブを選択する方法を提供する。いくつかの実施形態では、この方法は、複数の生
物についての高度に保存された標的ポリヌクレオチドおよびその相同体を選択するステッ
プと、複数の生物のポリヌクレオチドおよび相同体を、クラスタリングツリーにクラスタ
ー化するステップと、クラスタリングツリー上の各ノードに対する第1のポリヌクレオチ
ドとハイブリダイズする候補オリゴヌクレオチドプローブのクロスハイブリダイゼーショ
ンパターンを求めるステップとを含む。この判定は、プローブがその標的相補配列の相同
体とクロスハイブリダイズする尤度を求めるために実施される(例えば、in silico)。候
補オリゴヌクレオチドプローブは、複数の生物のうちの1つにおける高度に保存された標
的ポリヌクレオチド、高度に保存された標的の断片、またはその相同体の1つに相補的で
ある場合がある。いくつかの実施形態では、クラスタリングツリー上の各ノードに対する
候補オリゴヌクレオチドプローブの変異体のクロスハイブリダイゼーションパターンの判
定であって、変異体は、候補オリゴヌクレオチドプローブに対応するが、少なくとも1つ
のヌクレオチドミスマッチを含む判定のため、ならびに候補オリゴヌクレオチドプローブ
のクロスハイブリダイゼーションパターンおよび変異体のクロスハイブリダイゼーション
パターンに基づいて、候補オリゴヌクレオチドプローブを選択または却下するための方法
が提供される。いくつかの実施形態では、ノードは操作的分類単位(OTU)である。いくつ
かの実施形態では、ノードは1種の生物である。
【００６８】
　いくつかの実施形態は、試料中の複数の生物を検出するのに使用するためのOTU特異的
オリゴヌクレオチドプローブを選択する方法を提供する。いくつかの実施形態では、この
方法は、複数の生物から高度に保存された標的ポリヌクレオチドおよびその相同体を選択
するステップと、複数の生物からの標的遺伝子およびその相同体のポリヌクレオチドを、
1つまたは複数の操作的分類単位(OTU)にクラスター化するステップであって、各OTUは、1
つまたは複数の群の類似ヌクレオチド配列を含むステップと、候補OTU特異的オリゴヌク
レオチドプローブのOTUとのクロスハイブリダイゼーションパターンを求めるステップで
あって、候補OTU特異的オリゴヌクレオチドプローブは、複数の生物の1つに由来する標的
遺伝子またはその相同体の断片に対応するステップと、候補OTU特異的オリゴヌクレオチ
ドプローブの変異体のOTUとのクロスハイブリダイゼーションパターンを求めるステップ
であって、変異体は、候補OTU特異的オリゴヌクレオチドプローブから少なくとも1ヌクレ
オチドミスマッチを含むステップと、候補OTU特異的オリゴヌクレオチドプローブのクロ
スハイブリダイゼーションパターンおよび変異体のクロスハイブリダイゼーションパター
ンに基づいて、候補OTU特異的オリゴヌクレオチドプローブを選択または却下するステッ
プとを含む。いくつかの実施形態では、候補OTU特異的オリゴヌクレオチドプローブは、
候補OTU特異的オリゴヌクレオチドプローブが、他のOTUからのプローブと相補的である任
意のポリヌクレオチドとクロスハイブリダイズしない場合、選択される。さらなる実施形
態では、候補OTU特異的オリゴヌクレオチドプローブは、候補OTU特異的オリゴヌクレオチ
ドプローブが、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、20、30、40、50
、100、200、500、または1000以下の他のOTU群中のポリヌクレオチドとクロスハイブリダ
イズする場合、選択される。
【００６９】
　いくつかの実施形態は、試料中の複数の生物を検出するのに使用するための一連の生物
特異的ポリヌクレオチドプローブを選択する方法を提供する。いくつかの実施形態では、
この方法は、複数の生物における高度に保存された標的ポリヌクレオチドおよびその相同
体を同定するステップと、候補生物特異的オリゴヌクレオチドプローブの、複数の生物に
おける高度に保存された標的ポリヌクレオチドおよびその相同体の配列とのクロスハイブ
リダイゼーションパターンを求めるステップであって、候補オリゴヌクレオチドプローブ
は、複数の生物の1つからの標的配列またはその相同体の断片に対応するステップと、候
補生物特異的オリゴヌクレオチドプローブの変異体の、複数の生物における高度に保存さ
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れた標的配列およびその相同体の配列とのクロスハイブリダイゼーションパターンを求め
るステップであって、変異体は、候補生物特異的オリゴヌクレオチドプローブから少なく
とも1ヌクレオチドミスマッチを含むステップと、候補生物特異的オリゴヌクレオチドプ
ローブのクロスハイブリダイゼーションパターンおよび候補生物特異的オリゴヌクレオチ
ドプローブの変異体のクロスハイブリダイゼーションパターンに基づいて、候補生物特異
的オリゴヌクレオチドプローブを選択または却下するステップとを含む。
【００７０】
　いくつかの実施形態では、OTU特異的オリゴヌクレオチドプローブは、他のOTUからのプ
ローブと相補的であるいずれのポリヌクレオチドともクロスハイブリダイズしない。他の
実施形態では、OTU特異的オリゴヌクレオチドプローブは、1、2、3、4、5、6、7、8、9、
10、11、12、13、14、15、20、30、40、50、100、200、500、または1000以下の他のOTU群
中のポリヌクレオチドとクロスハイブリダイズする。いくつかの実施形態は、試料中の複
数の生物を検出するのに使用するために、一連の生物特異的オリゴヌクレオチドプローブ
を利用する。さらなる実施形態では、候補生物特異的オリゴヌクレオチドプローブは、候
補生物特異的オリゴヌクレオチドプローブが、複数の生物中の1、2、3、4、5、6、7、8、
9、10、11、12、13、14、15、20、30、40、50以下のユニークな生物の標的核酸分子との
みハイブリダイズする場合選択される。他の実施形態では、プロセスは反復性であり、複
数の候補特異的な-特異的オリゴヌクレオチドプローブが選択される。しばしば、選択さ
れた生物特異的オリゴヌクレオチドプローブは、クラスター化および整列されて類似の配
列の群にされ、これらの群は、1OTU当たり1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13
、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、35、40、50
、または60以下の生物特異的オリゴヌクレオチドプローブのマッチに基づく高い信頼度で
生物の検出を可能にする。一般に、生物特異的オリゴヌクレオチドプローブが検出する候
補生物は、少なくとも1つの系統発生的、系統学的、進化的、または分類学的ツリーのリ
ーフまたはノードに対応する。生物特異的オリゴヌクレオチドプローブによって検出され
る候補生物がツリー上に占める位置の知見は、そのドメイン、門、綱、亜綱、目、科、亜
科、または属の他のメンバーに、生物の関係のある情報を提供する。
【００７１】
　いくつかの実施形態では、本明細書に開示される方法は、複数の生物を検出および区別
するのに使用することができる、階層的なセットのオリゴヌクレオチドプローブである、
一連の生物特異的オリゴヌクレオチドプローブを選択および/または利用する。いくつか
の実施形態では、この方法は、1つの分析で、すべての既知の細菌または古細菌分類群の
少なくとも80%、85%、90%、95%、99%、または100%についての包括的なスクリーニングを
可能にする、生物特異的またはOTU特異的オリゴヌクレオチドプローブを選択および/また
は利用し、したがって異なる所望の分類群の検出を増強する。いくつかの実施形態では、
すべての既知の細菌または古細菌分類群の素性は、オリゴヌクレオチド特異的プローブ、
PCRクローニング、および配列決定方法を使用することによって以前に同定された分類群
を含む。いくつかの実施形態は、混合された標的核酸分子を、その適切な操作的分類単位
(OTU)の指定に正確に分類することができる一連のオリゴヌクレオチドプローブを選択お
よび/または利用する方法を提供する。そのような方法は、包括的な原核生物または真核
生物の同定、したがって、包括的なバイオシグネチャーキャラクタリゼーションをもたら
すことができる。
【００７２】
　いくつかの実施形態では、選択されたOTU特異的オリゴヌクレオチドプローブは、分類
学的同定の異なるレベルでの特定のOTUに属する1つまたは複数の生物の相対存在量を計算
するのに使用される。いくつかの実施形態では、本明細書に開示される方法によって選択
される少なくとも1つの生物特異的またはOTU特異的オリゴヌクレオチドプローブを含む微
粒子のアレイまたはコレクションが、特定の微生物群集活性を推測するために提供される
。例えば、嫌気性環境、例えば、沼地からの微生物コンソーシアム中の個々の分類群の素
性は、その相対存在量に沿って求めることができる。コンソーシアムがブタノール発酵す
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ることができる微生物を宿している疑いのある場合、嫌気性環境中に適当な供給原料を供
給した後、ブタノールの産生が認められる場合、ブタノール発酵に関与する分類群は、豊
富な量の16S rRNAを有する微生物によって推測することができる。本発明は、沼地または
他の嫌気性環境から得られる試料から同定することができる、ブタノールの嫌気性発酵を
することができる直接標識された16S rRNAの検出に基づいて分類群の存在量を測定するた
めの方法を提供する。
【００７３】
　いくつかの実施形態は、特定の生物またはOTUの同定の信頼度レベルおよび/または感度
レベルを増大させるために、複数のプローブを選択する。複数のプローブの使用により、
特定の生物に対するマッチの信頼度レベルを大いに増大させることができる。いくつかの
実施形態では、選択された生物特異的オリゴヌクレオチドプローブは、生物の検出が、1
、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23
、24、25、26、27、28、29、30、35、またはそれ以上のオリゴヌクレオチドプローブのマ
ッチに基づくように、クラスター化および整列されて類似の配列の群にされる。いくつか
の実施形態では、オリゴヌクレオチドプローブは、1つの種に特異的である。他の実施形
態では、オリゴヌクレオチドプローブは、同じ亜属、属、亜科、科、亜目、目、亜綱、綱
、亜門、門、亜界、または界における生物などの関連生物を認識する。
【００７４】
　パーフェクトマッチ(PM)プローブは、標的ポリヌクレオチド、例えば、特定の生物を識
別する配列と完全に相補的である。いくつかの実施形態では、本発明のシステムは、ミス
マッチ(MM)対照プローブを備える。通常、MMプローブは、1つまたは複数のヌクレオチド
が異なるが、その他ではPMプローブと同一である。1つまたは複数のミスマッチを有する
プローブを使用することによって、標的配列との非特異的な結合および可能性のあるノン
マッチを示すことができる。いくつかの実施形態では、MMプローブは、プローブの中央、
例えば、25merプローブの13位に位置された1つのミスマッチを有する。MMプローブは、「
プローブ対」として、その対応するPMプローブに関連してスコアをつけられる。MMプロー
ブを使用することによって、バックグラウンドハイブリダイゼーションを推定し、それに
よって、多くの現在の検出システムにとって重要な問題である、非特異的なハイブリダイ
ゼーションによる偽陽性結果の出現を低減することができる。Affymetrix高密度プローブ
アレイまたはIlluminaビーズアレイなどのアレイが使用される場合、MMプローブは、アレ
イ上のその対応するPMプローブに隣接して、またはPMプローブ付近に位置されることが理
想的である。
【００７５】
　いくつかの実施形態は、相対的に高い信頼度レベルを伴って、複数の原核生物分類群を
同時に同定することを可能にする、一連のオリゴヌクレオチドプローブを選択および/ま
たは利用する方法に関する。一般に、同定の信頼度レベルは、少なくとも90%、91%、92%
、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、または99.5%である。OTUは、高度に保存された
領域において、平均で少なくとも85%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、
99%、または99.5%の配列相同性を共有する高度に関連した種の個々の種または群を指す。
複数のMMプローブを利用することによって、定量化、および測定の信頼度を増強すること
ができる。いくつかの実施形態では、複数のインターロゲーションプローブの各インター
ロゲーションプローブは、約1～約20の対応するミスマッチ対照プローブを有する。さら
なる実施形態では、各インターロゲーションプローブは、約1～約10、約1～約5、約1～4
、1～3、2、または1の対応するミスマッチプローブを有する。これらのインターロゲーシ
ョンプローブは、標的核酸配列、例えば、16S rRNA遺伝子内のユニーク領域を標的にし、
少なくとも約10、20、50、100、500、1,000、2,000、5,000、10,000、20,000、30,000、4
0,000、50,000、60,000、70,000、80,000、90,000、100,000、250,000、500,000、または
1,000,000の分類群を同定するための手段を提供する。いくつかの実施形態では、高密度
オリゴヌクレオチドプローブシステムを通じて、1つのアッセイで、複数の標的を同時に
アッセイまたは検出することができる。特定の原核生物分類群を同定するために、すべて
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の標的ハイブリダイゼーションの合計が使用される。結果は、培養できない、または未知
の生物を同定する、より効率的で、あまり時間のかからない方法である。本発明はまた、
以前は実現することができなかった結果を提供する、例えば、他の方法が数日を必要とす
る場合に、数時間で結果を提供することができる。いくつかの実施形態では、マイクロバ
イオーム(すなわち、試料)をアッセイすることによって、20、19、18、17、16、15、14、
13、12、11、10、9、8、7、6、5、4、3、2、または1時間未満で、その成分の微生物の素
性および存在量を求めることができる。
【００７６】
　いくつかの実施形態では、OTU特異的オリゴヌクレオチドプローブのセットは、各分類
群について約1～約500のプローブを含む。いくつかの実施形態では、プローブは、抗体を
含めたタンパク質、またはオリゴヌクレオチドもしくはその断片を含めた核酸分子である
。いくつかの実施形態では、オリゴヌクレオチドプローブは、標的核酸分子のヌクレオチ
ド断片に対応する。いくつかの実施形態では、約1～約500、約2～約200、約5～約150、約
8～約100、約10～約35、または約12～約30のオリゴヌクレオチドプローブを、各分類学的
分類について設計することができる。他の実施形態では、分類群は、少なくとも1、2、3
、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、
25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、40、またはそれ以上のプローブを有する
ことができる。いくつかの実施形態では、様々な分類群は、異なる数のプローブを有する
ことができる一方で、他の実施形態では、すべての分類群は、1群当たり固定された数の
プローブを有する。1つの分類群における複数のプローブは、OTUが存在するかどうかに関
して、「コールを行う」としても知られる、判定を行うために使用することができる、さ
らなるデータを提供することができる。複数のプローブは、不十分なシグナル強度、クロ
スハイブリダイゼーション、または他の異常に基づいて、分析から1つまたは複数のプロ
ーブを除去することも可能にする。プローブを除去することにより、結果の信頼度レベル
を増大させ、豊富でない微生物の検出をさらに可能にすることができる。オリゴヌクレオ
チドプローブはそれぞれ、約5～約100ヌクレオチド、約10～約50ヌクレオチド、約15～約
35ヌクレオチド、または約20～約30ヌクレオチドとすることができる。いくつかの実施形
態では、プローブは、少なくとも5mer、6mer、7mer、8mer、9mer、10mer、11mer、12mer
、13mer、14mer、15mer、16mer、17mer、18mer、19mer、20mer、21mer、22mer、23mer、2
4mer、25mer、26mer、27mer、28mer、29mer、30mer、31mer、32mer、33mer、34mer、35me
r、36mer、37mer、38mer、39mer、40mer、41mer、42mer、43mer、44mer、45mer、46mer、
47mer、48mer、49mer、50mer、51mer、52mer、53mer、54mer、55mer、56mer、57mer、58m
er、59mer、60mer、61mer、62mer、63mer、64mer、65mer、66mer、67mer、68mer、69mer
、70mer、71mer、72mer、73mer、74mer、75mer、76mer、77mer、78mer、79mer、80mer、8
1mer、82mer、83mer、84mer、85mer、86mer、87mer、88mer、89mer、90mer、91mer、92me
r、93mer、94mer、95mer、96mer、97mer、98mer、99mer、100mer、またはこれらの組合せ
である。
【００７７】
　いくつかの実施形態は、検出の信頼度を増大させるために、複数の、確認の、生物特異
的またはOTU特異的プローブを選択する方法を提供する。いくつかの実施形態では、この
方法は、非標的領域によるクロスハイブリダイゼーションの効果を最小限にするために、
各パーフェクトマッチ(PM)プローブについて1つまたは複数のミスマッチ(MM)プローブも
選択する。本明細書に開示される方法によって選択される生物特異的およびOTU特異的オ
リゴヌクレオチドプローブは、環境試料中に存在する数千の分類群を同時に同定し、対象
とする群集における微生物およびその系統発生的関係の正確な同定を可能にすることがで
きる。本明細書に開示される方法によって選択される生物特異的およびOTU特異的オリゴ
ヌクレオチドプローブを使用するシステム、および本明細書に開示されるコンピュータ分
析は、rRNA遺伝子配列決定技法に対して多数の利点を有する。そのような利点として、1
回のマイクロバイオーム分析当たりの費用が低減すること、物理的分析およびコンピュー
タ分析の両観点から、1つの試料またはマイクロバイオーム当たりの処理速度が増大する
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こと、分析手順は、キメラによって悪影響されず、人工のファイロタイプを作り出さず、
バーコードPCRのバイアスによって変わらないことが挙げられる。さらに、定量的基準を
、本発明のマイクロバイオーム試料ととともに実施することができ、ピロシーケンスにと
って可能でないものである。
【００７８】
　いくつかの実施形態は、試料中の複数の生物を同時に検出するための分析システムまた
はビーズ多重システムにおいて使用するために、一連のOTUまたは生物特異的オリゴヌク
レオチドプローブを選択および/または利用するための方法を提供する。この方法は、微
生物群集組成を求め、バイオシグネチャーを確立するために、標的核酸分子内の既知の多
様性を標的にする。標的核酸分子は一般に、高度に保存されたポリヌクレオチドである。
いくつかの実施形態では、高度に保存されたポリヌクレオチドは、高度に保存された遺伝
子に由来し、一方、他の実施形態では、ポリヌクレオチドは、中等度の、または大きな配
列変異を有する遺伝子の高度に保存した領域に由来する。さらなる実施形態では、高度に
保存された領域は、イントロン、エクソン、または2つの遺伝子を分離する核酸の連結セ
クションである場合がある。いくつかの実施形態では、高度に保存されたポリヌクレオチ
ドは、「系統発生的」遺伝子に由来する。系統発生的遺伝子として、それだけに限らない
が、5.8S rRNA遺伝子、12S rRNA遺伝子、16S rRNA遺伝子-原核生物、16S rRNA遺伝子-ミ
トコンドリア、18S rRNA遺伝子、23S rRNA遺伝子、28S rRNA遺伝子、gyrB遺伝子、rpoB遺
伝子、fusA遺伝子、recA遺伝子、cox1遺伝子、およびnifD遺伝子が挙げられる。真核生物
では、rRNA遺伝子は、核、ミトコンドリア、または両方のものであってもよい。いくつか
の実施形態では、他のrRNA遺伝子を使用して、または使用せずに、密接に関連した分類群
を区別するために、16S-23S rRNA遺伝子の内部転写スペーサー(ITS)を使用することがで
きる。例えば、rRNA、例えば、16Sまたは23S rRNAは、タンパク質に翻訳されるその遺伝
子コードを有するのではなく、機能的分子としてタンパク質アセンブリー機構内に直接作
用する。16S rRNAの構造的制約のために、遺伝子全体にわたる特定の領域は、高度に保存
されたポリヌクレオチド配列を有するが、非構造的セグメントは、高度の変異性を有する
場合がある。高い変異性の領域をプローブするステップを使用することによって、1つの
種レベルを表すOTUを同定することができ、一方、変異性のより少ない領域を使用するこ
とによって、亜属、属、亜科、科、亜目、目、亜綱、綱、亜門、門、亜界、または界を表
すOTUを同定することができる。本明細書に開示される方法を使用することによって、特
定の生物、特定の生物を表すOTU、または生物の特定の分類群を表すOTUを同定するための
、高レベルの特異性を提供する生物特異的およびOTU特異的オリゴヌクレオチドプローブ
を選択することができる。本明細書に開示されるシステムおよび方法は、バックグラウン
ドまたは密接に関連した生物のプールから密接に関連した微生物およびOTUを同定するの
に特に有用である。
【００７９】
　本発明の方法によって選択および/または利用されるプローブは、OTU内に組織化するこ
とができ、これは、80%、85%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、または9
9%を超える感度および/または特異性を伴ったアッセイを提供する。いくつかの実施形態
では、感度および特異性は、ハイブリダイゼーションシグナル強度、OTU中のプローブの
数、潜在的なクロスハイブリダイゼーション反応の数、存在する場合、ミスマッチプロー
ブのシグナル強度、バックグラウンドノイズ、またはこれらの組合せに依存する。いくつ
かの実施形態では、1つのプローブを含むOTUが、少なくとも90%の感度および特異性を伴
ったアッセイをもたらすことができる一方で、別のOTUは、少なくとも90%の感度および特
異性を伴ったアッセイをもたらすのに少なくとも20のプローブを必要とする場合がある。
【００８０】
　いくつかの実施形態は、試料中の複数の生体分子ならびに生物を検出ならびに同定する
のに使用するための、系統発生分析システムの設計ならびにシグナル処理および解釈のた
めの方法に関する。より具体的には、いくつかの実施形態は、高い信頼度レベルを伴って
、試料中の複数の生物を検出するのに使用するために、一連の生物特異的オリゴヌクレオ
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チドプローブを選択する方法に関する。いくつかの実施形態は、高い信頼度レベルを伴っ
て、試料中の複数の生物を検出するのに使用するために、一連のOTU特異的オリゴヌクレ
オチドプローブを選択する方法に関する。
【００８１】
　関連微生物種間での識別用のプローブによって標的にされる任意の15-bp～30bpの領域
にわたって、わずか1～数個のヌクレオチドの配列変異性を有することができる、16S rRN
Aのような高度に保存されたポリヌクレオチドの場合では、アッセイシステムにおいてプ
ローブ-標的配列特性を最大にすることが有利である。本発明のいくつかの実施形態は、
クロスハイブリダイゼーションの影響を有効に最小限にする生物特異的オリゴヌクレオチ
ドプローブを選択する方法を提供する。一実施形態では、この方法は、(a)複数の生物に
対応する標的核酸分子の配列を同定するステップと、(b)候補生物特異的オリゴヌクレオ
チドプローブの、複数の生物に由来する標的核酸分子とのクロスハイブリダイゼーション
パターンを求めるステップであって、候補オリゴヌクレオチドプローブは、複数の生物に
由来する標的核酸分子の配列断片に対応するステップと、(c)候補生物特異的オリゴヌク
レオチドプローブの変異体の、複数の生物に由来する標的核酸分子とのクロスハイブリダ
イゼーションパターンを求めるステップであって、候補生物特異的オリゴヌクレオチドプ
ローブの変異体は、候補生物特異的オリゴヌクレオチドプローブと比較して少なくとも1
つのヌクレオチドミスマッチを含むステップと、(d)候補生物特異的オリゴヌクレオチド
プローブのクロスハイブリダイゼーションパターンおよび候補生物特異的オリゴヌクレオ
チドプローブの変異体のクロスハイブリダイゼーションパターンに基づいて、候補生物特
異的オリゴヌクレオチドプローブを選択または却下するステップとを含む。いくつかの実
施形態では、試料中の複数の生物を検出するのに使用するための、一連のOTU特異的オリ
ゴヌクレオチドプローブを選択する方法が提供される。いくつかの実施形態では、この方
法は、(a)複数の生物に対応する標的核酸分子の配列を同定するステップと、(b)複数の生
物に由来する標的核酸分子の配列を、1つまたは複数の操作的分類単位(OTU)にクラスター
化するステップであって、各OTUは、1つまたは複数の群の類似配列を含むステップと、(c
)候補OTU特異的オリゴヌクレオチドプローブのOTUとのクロスハイブリダイゼーションパ
ターンを求めるステップであって、候補OTU特異的オリゴヌクレオチドプローブは、複数
の生物の1つに由来する標的核
酸分子の配列断片に対応するステップと、(d)候補OTU物特異的オリゴヌクレオチドプロー
ブの変異体のOTUとのクロスハイブリダイゼーションパターンを求めるステップであって
、候補OTU特異的オリゴヌクレオチドプローブの変異体は、候補OTU特異的オリゴヌクレオ
チドプローブと比較して少なくとも1つのヌクレオチドミスマッチを含むステップと、(e)
候補OTU特異的オリゴヌクレオチドプローブのOTUとのクロスハイブリダイゼーションパタ
ーンおよび候補OTU特異的オリゴヌクレオチドプローブの変異体のOTUとのクロスハイブリ
ダイゼーションパターンに基づいて、候補OTU特異的オリゴヌクレオチドプローブを選択
または却下するステップとを含む。いくつかの実施形態では、候補OTU特異的オリゴヌク
レオチドプローブは、候補OTU特異的オリゴヌクレオチドプローブまたはその変異体が他
の標的配列とクロスハイブリダイズすると予測される場合、却下される。いくつかの実施
形態では、所定量の予測されるクロスハイブリダイゼーションは許容される。
【００８２】
　いくつかの実施形態では、選択されたオリゴヌクレオチドプローブは、当技術分野で公
知の任意の妥当な方法によって合成される。適当な方法のいくつかの例には、ファインポ
インテッドピンを用いたガラススライド上へのプリンティング、予め作製されたマスクを
使用したフォトリソグラフィー、ダイナミックマイクロミラーデバイスを使用したフォト
リソグラフィー、インクジェットプリンティング、または電気化学が含まれる。一例では
、フォトリソグラフィー法を使用することによって、表面上に選ばれたオリゴヌクレオチ
ドプローブを直接合成することができる。表面の適当な例には、ガラス、プラスチック、
シリコン、および当技術分野で利用可能な任意の他の表面が含まれる。ある特定の例では
、オリゴヌクレオチドプローブは、1μm2当たり約1,000プローブ～1μm2当たり約100,000
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プローブ、好ましくは、1μm2当たり約2000プローブ～1μm2当たり約50,000プローブ、よ
り好ましくは、1μm2当たり約5000プローブ～1μm2当たり約20,000プローブのおおよその
密度でガラス表面上に合成することができる。一例では、プローブの密度は、1μm2当た
り約10,000プローブである。アレイ上のプローブの数は、かなり大きく、例えば、1アレ
イ当たり少なくとも105、106、107、108、または109プローブとすることができる。通常
、大きいアレイについては、所与の長さのプローブの総数の比較的小さい割合(すなわち
、約1%未満、0.1%、0.01%、0.001%、0.00001%、0.000001%、または0.0000001%)のみが、
個々のOTUを標的にする。しばしば、下限のアレイは、10、25、50、100、500、1,000、5,
000、または10,000、25,000、50,000、100,000、または250,000以下のプローブを有する
。
【００８３】
　一般に、アレイまたは微粒子は、1つまたは複数の高度に保存されたポリヌクレオチド
に対するプローブを有する。アレイまたは微粒子は、機能的に発現された遺伝子にハイブ
リダイズするさらなるプローブ(例えば、確認プローブ)を有することができ、それによっ
て、分類群の同定の根拠を置くための代替または確認のシグナルをもたらす。例えば、ア
レイは、ペスト菌(Yersinia pestis)およびコレラ菌(Vibrio cholerae)に由来する16S rR
NA遺伝子配列に対するプローブ、およびまた、ペスト菌caf1毒性遺伝子またはコレラ菌閉
鎖帯毒素(zot)遺伝子に対する確認プローブを含むことができる。確認プローブに基づく
ハイブリダイゼーションシグナルの検出とカップリングした、特定のOTUに関連する16S r
RNAポリヌクレオチドに結合しているプローブに基づくハイブリダイゼーションシグナル
の検出は、OTUが存在するというより高いレベルの信頼度をもたらす。例えば、ペスト菌O
TUに関連するプローブについてハイブリダイゼーションシグナルが検出され、確認プロー
ブも、ペスト菌caf1の発現についてハイブリダイゼーションシグナルを示す場合、ペスト
菌の存在または量に対して承認された信頼度レベルは、OTUプローブ単独の使用から得ら
れる信頼度レベルより高くなる。
【００８４】
　様々な長さのプローブを、アレイまたは微粒子上に使用することができる。上述したよ
うに、プローブは、1つの相補的セグメントからもっぱらなっていてもよく、または隣接
、後続および/または介在性セグメントと並べられた1つまたは複数の相補的セグメントを
有することができる。後者の状況において、相補的セグメントの全長は、プローブの長さ
より重要となり得る。機能的な条件において、MMプローブと比較して、PMプローブが標的
ポリヌクレオチド、例えば、16S rRNAにより強くハイブリダイズすることを可能にするた
めに、PMプローブの相補的セグメントは、十分に長いべきである。PMプローブは通常、完
全な相補性を示す、少なくとも15ヌクレオチド、より通常には少なくとも16、17、18、19
、20、21、22、23、24、25、または30塩基の長さを有する1つの相補的セグメントを有す
る。
【００８５】
　いくつかのアレイ、または微粒子のロットでは、すべてのプローブは同じ長さである。
他のアレイ、または微粒子のロットでは、プローブ長は、定量化標準(quantification st
andard)(QS)プローブ、陰性対照(NC)プローブ、プローブ対、プローブセット(OTU)、およ
びこれらの組合せの間で変化する。例えば、いくつかのアレイは、すべて25merであるプ
ローブ対を含むOTUまたはプローブセットの他の群と一緒に、すべて23merであるプローブ
対を含むOTUの群を有することができる。他の長さのプローブ対のさらなる群を加えるこ
とができる。したがって、いくつかのアレイは、15mer、16mer、17mer、18mer、19mer、2
0mer、21mer、22mer、23mer、24mer、25mer、26mer、27mer、28mer、29mer、30mer、31me
r、32mer、33mer、34mer、35mer、36mer、37mer、38mer、39mer、40mer、またはこれらの
組合せのサイズを有するプローブ対を含むことができる。他のアレイは、同じ群、OTU、
またはプローブセット内で異なるサイズのプローブを有することができる。これらのアレ
イにおいて、所与のOTUまたはプローブセット内のプローブは、互いに独立して長さが変
化してもよい。異なる長さのプローブを有することを使用することによって、反応のpH、
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温度、およびイオン状態でのオリゴヌクレオチドプローブのハイブリダイゼーション安定
性に応じて、プローブからのハイブリダイゼーションシグナルを同等にすることができる
。
【００８６】
　本発明の別の態様では、1つのアッセイで、複数の異なるOTUの存在または量を判定する
ためのシステムであって、複数のポリヌクレオチドインターロゲーションプローブ、複数
のポリヌクレオチド陽性対照プローブ、および複数のポリヌクレオチド陰性対照プローブ
を備えるシステムが提供される。いくつかの実施形態では、システムは、1つのアッセイ
を使用して、試料中の少なくとも5、10、20、50、100、250、500、1000、5000、10,000、
20,000、30,000、40,000、50,000、60,000、70,000、80,000、90,000、100,000、250,000
、500,000、または1,000,000のOTUの存在、非存在、相対存在量、および/または量を検出
することができる。いくつかの実施形態では、ポリヌクレオチド陽性対照プローブは、1)
断片化の前に、規定量で標的核酸配列中にスパイクされた原核生物または真核生物の代謝
関連遺伝子の配列を標的にするプローブ、または2)断片化および標識化の後に、ハイブリ
ダイゼーションミックス中に加えられた予め標識されたオリゴヌクレオチドと相補的なプ
ローブを含む。断片化の前に加えられた対照は、システムの断片化、ビオチン化、ハイブ
リダイゼーション、染色、および走査効率を一括して試験する。これはまた、2つ以上の
アレイが1つの実験において使用される場合、または2つの別個の実験からのデータが組み
合わされる場合など、1つの実験または組み合わされた実験において使用される複数の分
析成分にわたって、全体的な蛍光強度が正規化されることを可能にする。第2の対照は、
システムのハイブリダイゼーション、染色、および走査を直接アッセイする。両タイプの
対照を、1つの実験で使用することができる。
【００８７】
　いくつかの実施形態では、QS基準(陽性対照)は、PMプローブである。他の実施形態では
、QS基準は、PMおよびMMプローブの対である。さらなる実施形態では、QS基準は、PMおよ
びMMプローブの対と、対応するMMプローブを伴わないPMプローブとの組み合わせを含む。
別の実施形態では、QS基準は、各対応するPMプローブについて、少なくとも1、2、3、4、
5、6、7、8、9、10、またはそれ以上のMMプローブを含む。さらなる実施形態では、QS基
準は、各対応するMMプローブについて、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、ま
たはそれ以上のPMプローブを含む。システムは、各1、10、100、または1000の異なるイン
ターロゲーションプローブについて少なくとも1つの陽性対照プローブを備えることがで
きる。
【００８８】
　いくつかの場合では、陽性対照プローブに相補的なスパイクインされたオリゴヌクレオ
チドは、G+C含量、ウラシル含量、濃度、またはこれらの組合せの点で異なる。いくつか
の実施形態では、G+C%は、約30%～約70%、約35%～約65%、または約40%～約60%の範囲であ
る。QS基準は、ウラシル取り込み頻度に基づいて選ぶこともできる。QS基準は、100中約1
～100中約60、100中約4～100中約50、または100中約10～100中約50の範囲でウラシルを取
り込むことができる。いくつかの場合では、これらの加えられるオリゴヌクレオチドの濃
度は、1、2、3、4、5、6、または7桁にわたる範囲となる。約105～1014、106～1013、107

～1012、107～1011、108～1011、および108～1010の濃度範囲を使用することができ、一
般に、この範囲にわたる線形ハイブリダイゼーションシグナル応答を特徴とする。いくつ
かの実施形態では、本明細書に開示される方法を行うための陽性対照プローブは、表1に
示された陽性対照配列と相補的なポリヌクレオチドを含む。陽性対照の標的として使用す
ることができる他の遺伝子には、構造タンパク質、成長、細胞周期または生殖の調節を制
御するタンパク質をコードする遺伝子、およびハウスキーピング遺伝子が含まれる。さら
に、高度に保存された遺伝子または他の高度に保存されたポリヌクレオチドに基づく合成
遺伝子を、試料に加えることができる。合成遺伝子を設計することができる有用な高度に
保存された遺伝子には、16S rRNA遺伝子、18S rRNA遺伝子、23SrRNA遺伝子が含まれる。
例示的な対照プローブは、配列番号51～100として与えられている。
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【００８９】
【表１】

【００９０】
　いくつかの実施形態では、陰性対照は、PMおよびMMプローブの対を含む。さらなる実施
形態では、陰性対照は、PMおよびMMプローブの対と、対応するMMプローブを伴わないPMプ
ローブとの組合せを含む。他の実施形態では、陰性対照プローブは、各対応する陰性対照
PMプローブについて、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、またはそれ以上のMM
プローブを含む。システムは、各1、10、100、または1000の異なるインターロゲーション
プローブ(PM)について少なくとも1つの陰性対照プローブを備えることができる。
【００９１】
　一般に、陰性対照プローブは、16S rRNA遺伝子または他の高度に保存された遺伝子標的
と、仮にあったとしても、弱くハイブリダイズする。陰性対照プローブは、原核生物また
は真核生物起源の代謝関連遺伝子と相補的となり得る。一般に、陰性対照プローブでは、
標的物質は、試料中にまったくスパイクされない。いくつかの実施形態では、陰性対照プ
ローブは、陽性対照にも使用されるプローブの同じコレクションからのものであるが、陽
性対照プローブ方法と対照的に、陰性対照プローブと相補的な物質は、試料中にまったく
スパイクされない。本質的に、対照プローブは、ユニバーサル対照プローブであり、シス
テムの設計に応じて陽性または陰性対照プローブの役割を果たす。当業者は、ユニバーサ
ル対照プローブは、高度に保存された配列分析システムに限定されず、本明細書に開示さ
れる本実施形態以外に用途を有することを理解するであろう。
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【００９２】
　さらなる実施形態では、種特異的同定、または高度に保存されたポリヌクレオチドに対
するプローブを用いて実現された結果の確認をもたらすために、高度に保存されていない
ポリヌクレオチドに対するプローブがシステムに加えられる。通常、これらの「確認」プ
ローブは、パーフェクトマッチプローブによって認識される高度に保存されたポリヌクレ
オチドと、仮にあったとしても、非常に弱くクロスハイブリダイズする。有用な種特異的
遺伝子には、代謝関連遺伝子、構造タンパク質、成長、細胞周期、もしくは生殖の調節を
制御するタンパク質をコードする遺伝子、ハウスキーピング遺伝子、または毒性、毒素、
もしくは他の病原因子をコードする遺伝子が含まれる。いくつかの実施形態では、システ
ムは、少なくとも1、5、10、20、30、40、50、60、70、80、90、100、150、200、250、30
0、400、500、600、700、800、900、1000、5,000、または10,000の種特異的プローブを備
える。
【００９３】
　いくつかの実施形態では、本発明のシステムは、アレイを備える。アレイの非限定例に
は、マイクロアレイ、ビーズアレイ、貫通孔アレイ、ウェルアレイ、および標的に対する
ハイブリダイジングプローブにおいて使用するのに適した、当技術分野で公知の他のアレ
イが含まれる。アレイは、任意の適切な構成、例えば、行と列のグリッドなどに配置する
ことができる。アレイの一部の範囲は、OTU検出プローブを含み、一方、他の範囲は、画
像方向、標準化対照、シグナルスケーリング、雑音低減処理、または他の分析のために使
用することができる。対照プローブは、アレイの周囲に沿って、アレイにわたって対角線
状に、セクションを交互にして、ランダムに、を含めて、アレイ内の任意の位置に配置す
ることができる。いくつかの実施形態では、アレイ上の対照プローブは、PMおよびMMプロ
ーブのプローブ対を含む。対照プローブの数は変更することができるが、一般に、アレイ
上の対照プローブの数は、1～約500,000の範囲である。いくつかの実施形態では、少なく
とも10、100、500、1,000、5,000、10,000、25,000、50,000、100,000、250,000、または
500,000の対照プローブが存在する。対照プローブ対が使用される場合、プローブ対は、1
～約250,000対の範囲となる。いくつかの実施形態では、少なくとも5、50、250、500、2,
500、5,000、12,500、25,000、50,000、125,000、または250,000の対照プローブ対が存在
する。アレイは、プローブに加えて他の成分、例えば、プローブを支持体に結合させるリ
ンカーなどを有することができる。いくつかの実施形態では、アレイを作製するための材
料は、Affymetrix (Santa Clara、California)、GE Healthcare (Little Chalfont、Buck
inghamshire、United Kingdom)、またはAgilent Technologies (Palo Alto、California.
)から得ることができる。
【００９４】
　プローブがアレイの基質に結合されるアレイに加えて、多数の他の技術を、本発明の方
法を実施するために開示されたシステムにおいて使用することができる。一実施形態では
、プローブは、Ngら(Ngら　A spatially addressable bead-based biosensor for simple
 and rapid DNA detection. Biosensors & Bioelectronics、23:803～810頁、2008)に開
示されているように、ビーズに結合され、次いでアレイ上に配置される。
【００９５】
　別の実施形態では、Luminex多重アッセイシステムによって例示されるように、プロー
ブがビーズまたは微小球に結合され、ハイブリダイゼーション反応が溶液中で実施され、
次いで、ビーズがフローサイトメトリーによって分析される。この分析システムでは、米
国特許第6,524,793号に開示されているように、それぞれが、複数の同一のプローブでタ
グを付けられ、または標識されたビーズを有する、均質なビーズのサブセットが組み合わ
されることによって、プールされたビーズセットが作成され、これは、試料とハイブリダ
イズされ、次いでフローサイトメトリーを用いてリアルタイムで分析される。ビーズのサ
ブセットは、例えば、レーザー励起可能な色素含量の変量を使用して、タグまたは標識の
変化によって互いに区別することができる。
【００９６】
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　さらなる実施形態では、プローブは、Illumina Veracode多重アッセイシステムによっ
て例示されるように、円柱状ガラスマイクロビーズに結合される。ここでは、同一のデジ
タルホログラフィックエレメントを埋め込まれたマイクロビーズのサブセットが使用され
ることによって、プローブ標識されたマイクロビーズのユニークなサブセットが作り出さ
れる。ハイブリダイゼーションの後、マイクロビーズがレーザー光によって励起され、マ
イクロビーズのコードおよびプローブ標識が、リアルタイム多重アッセイで読まれる。
【００９７】
　別の実施形態では、NanoString nCounter Analysis System (Geiss Gら　Direct multi
plexed measurement of gene expression with color-coded probe pairs. Nature Biote
ch. 26:317～325頁、2008)によって例示されるように、溶液ベースのアッセイシステムが
使用される。この方法では、試料は、レポータープローブの溶液と混合され、このレポー
タープローブは、ユニークな配列を認識し、試料中の核酸と、データ収集のために固体表
面上に固定されるレポータープローブとの間で複合体を形成させるプローブを捕捉する。
各レポータープローブはカラーコードされ、蛍光を通じて検出される。
【００９８】
　さらなる実施形態では、Panomics QuantiGene Plex 2.0アッセイシステムによって例示
されるような分岐DNA技術が使用される。分岐DNA技術は、RNA検出および定量化のための
サンドイッチ核酸ハイブリダイゼーションアッセイを含み、これは、配列ではなく、レポ
ーターシグナルを増幅する。試料源においてRNAを測定することによって、このアッセイ
は、標的ポリヌクレオチドの抽出および増幅に固有の変化または誤差を回避する。Quanti
Gene Plex技術は、上述したLuminexシステムなどの多重ビーズベースアッセイシステムと
組み合わせることによって、全細胞または精製RNA調製物から直接、複数のRNA標的を同時
に定量化することを可能にすることができる。
【００９９】
プローブおよびその選択
　複数の微生物を同時検出するのに使用するための標的プローブを設計するための例示的
プロセス300が、図3に例示されている。簡単に言えば、配列が、状態301で、データベー
スから抽出される。一般に、データベースは、系統発生的配列、または他の高度に保存さ
れた配列もしくは相同配列を含む。配列は、状態302でキメラについて分析され、これは
、さらなる考察から除去される。キメラ配列は、2つ以上の無関係の配列の結合、一般に
、異なる遺伝子から生じる。任意選択により、配列は、状態303で、ヘアピンループ形成
の傾向などの構造異常についてさらに分析することができ、同定された配列は、さらなる
考察から引き続いて除去される。次に、状態304で、複数の配列アライメントが、データ
セット中の残りの配列に対して実施される。次いで、整列された配列は、状態305で、PCR
プライマー配列などの実験室の人工産物について調査され、同定された配列は、さらなる
考察から除去される。残りの配列は、状態306でクラスター化され、クラスター化された
配列のセクションと完全な相補性を有するパーフェクトマッチ(PM)プローブが、状態307
で選択される。任意選択により、配列包括度ヒューリスティックスが状態308で実施され
、その後、対応するPMプローブについて、状態309で、ミスマッチ(MM)プローブを選択す
ることによって、プローブ対が作られる。最後に、複数のプローブ対を含むプローブセッ
トによって表されるOTUを状態310でアセンブルすることによって、階層的分類を構築する
。
【０１００】
　一般に、プローブ選択のために使用される配列を抽出するためのデータベースは、対象
とする特定の保存された遺伝子または高度に相同な配列、データベース中の配列の総数、
データベースに列挙された配列内の配列全体の長さまたは高度に保存された領域の長さ、
およびデータベース中の配列の質に基づいて選ばれる。一般に、等しい配列数であるが異
なる配列長の2つのデータベースの間では、高度に保存された配列のより長い標的領域を
有するデータベースが一般に、比較することができるより多い総数の可能な配列を含むこ
とになる。いくつかの実施形態では、配列は、少なくとも300、400、500、600、700、800
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、900、1,000、1,200、1,400、1,600、1,800、2,000、4,000、8,000、16,000、または24,
000ヌクレオチドの長さである。一般に、より大きい数の総配列を有するデータベースが
、比較するためのより多い材料を提供する。さらなる実施形態では、データベースは、少
なくとも10,000、20,000、30,000、40,000、50,000、60,000、70,000、80,000、100,000
、200,000、500,000、1,000,000、または2,000,000の配列項目を含む。プローブ構成のた
めに特に対象とする遺伝子は、16S rDNA (16S rRNA遺伝子)である。他の保存された遺伝
子として、18S rDNA、23S rDNA、gyrA、gyrB遺伝子、groEL、rpoB遺伝子、fusA遺伝子、r
ecA遺伝子、sodA、cox1遺伝子、およびnifD遺伝子が挙げられる。さらなる実施形態では
、2つの遺伝子の高度に保存されたセグメント間のスペーサー領域を使用することができ
る。例えば、16Sおよび23S rDNA遺伝子の間のスペーサー領域を、16Sおよび23S rDNAの保
存されたセクションとともに使用することができる。
【０１０１】
　いくつかの実施形態では、バイオシグネチャーの検出は、1つまたは複数のOTU内の既知
の、または発見された標的とハイブリダイズするように設計されたプローブの使用を含む
。いくつかの実施形態では、標的は、データベース中などの既知の標的のコレクションか
ら選択される。本発明のいくつかの実施形態では、プローブを選択するのに使用されるデ
ータベースは、対象とする生物、例えば、対象とする細菌、古細菌、真菌、真核生物、微
生物、または原核生物の既知の配列の、少なくとも50%、60%、70%、80%、90%、95%、96%
、97%、98%、99%、または最大100%を含む。データベース中の各個々の生物についての配
列は、生物のゲノム、またはその非重複領域の20%超、30%、40%、50%、60%、70%、80%、9
0%、または95%超を含むことができる。いくつかの実施形態では、データベースは、配列
決定されたものが中に含まれている生物のゲノム、またはその非重複配列の最大100%を含
む。長さが1250ヌクレオチドより長い、ほぼ40,000の整列された16S rDNA配列のリストは
、Lawrence Berkeley National Laboratoryによって実施されている公的にアクセス可能
なデータベースである、Greengenesウェブアプリケーション上で見出すことができる。他
の公的にアクセス可能なデータベースには、GenBank、Michigan State Universityのリボ
ソームデータベースプロジェクト、Max Planck Institute for Marine MicrobiologyのSi
lvaデータベース、および国立保健研究所のNCBIが含まれる。2つ以上の私的なデータベー
スおよび/または公共のデータベースの内容を融合することによって作り出された独自の
配列データベースまたは組合せも、本発明の方法を実施するのに使用することができる。
いくつかの実施形態では、試料は、1つまたは複数の選ばれたデータベース中のすべての
標的について同時にアッセイされる。他の実施形態では、試料は、1つまたは複数のデー
タベース中で同定される標的のサブセットについて同時にアッセイされる。いくつかの実
施形態では、バイオシグネチャーは、1つまたは複数の選ばれたデータベース中の一部ま
たはすべての標的について試料をアッセイする結果を含む。他の実施形態では、バイオシ
グネチャーは、1つまたは複数の選ばれたデータベース中の一部またはすべての標的につ
いて試料をアッセイする結果のサブセットを含む。
【０１０２】
　状態302でキメラを検出及び除去するための、データベースから選択された配列の分析
は一般に、重複断片を生成し、これらの断片を互いに比較することによって実施される。
断片は、これらが少なくとも60%、70%、80%、90%、95%、または99%の配列同一性を有する
場合、保持することができる。選択される配列の配列多様性が低い場合があるために、上
記プロセスは潜在的にキメラを見逃すことが認識された。多様なキメラを含まない配列の
コアセットに対して断片を比較することによって、より多くのキメラを同定し、配列セッ
トから除去することができる。1つまたは複数の配列が、不明瞭なキメラ、例えば、キメ
ラの親を含むキメラとして同定される場合では、そのキメラは除去され、親キメラは断片
化され、第2の比較サイクルが実施される。データセットからの配列は、greengenes.lbl.
govのGreengenesウェブサイトから入手可能なBellerophon3などの独自のソフトウェアプ
ログラムを使用して、キメラについてスクリーニングすることができる。
【０１０３】
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　次いで、保持された非キメラ配列のデータセットは、既知の配列のコアセットに対して
保持された配列を整列させることによって、状態303で構造異常についてスクリーニング
することができる。コアセットと比較した場合に、そのアライメントにおいて、少なくと
も25、30、35、40、45、50、60、70、もしくは80のギャップを有するか、またはコアセッ
トと比較した場合に50、60、70、80、90、100、110、120、130、140、150、160、170、18
0、190、200、250、300、もしくは400を超える塩基対の挿入を有する、保持されたデータ
セット中の配列は、配列異常を有するとしてタグを付けられ、データセットから除去され
る。
【０１０４】
　次いで、スクリーニングされた配列は、既知の、キメラを含まないコアセットと比較す
るために、状態304で整列されて、多重配列アライメント(MSA)にされる。集中的なアライ
メント計算を実施するための1つのアライメントツールは、NAST(Nearest Alignment Spac
e Termination)ウェブツール(DeSantisら、Nucleic Acids Res. (2006) 34:W394～399)で
ある。MSAをコンパイルするために、任意の適切なアライメントツール、例えば、clustal
w (Thompsonら、Nucleic Acids Res (1994) 22:4673～4680頁)およびMUSCLE (Edgar、Nuc
leic Acids Res. (2004) 32:1792～1797頁)を使用することができる。
【０１０５】
　整列された配列は、状態305で、PCRプライマー配列を宿している配列について探索され
、任意のそのように同定された配列は、データセットから除去される。
【０１０６】
　次いで整列された配列は、状態306でクラスター化することによって、いわゆる「ガイ
ドツリー」を作り出すことができる。最初に、配列は、kmerのリストに変換される。kmer
のリストの対での比較が実施され、閾値類似性が見出される場合のみ、共通のkmerの百分
率が疎行列中に記録される。疎行列は、例えば、完全連結を使用してクラスター化される
。クラスタリングには、凝集型「ボトムアップ」または分岐型「トップダウン」階層的ク
ラスタリング、距離「分割」クラスタリングおよびアライメントクラスタリングが含まれ
る。各クラスターから、最大の情報内容を有する配列が、代表として選ばれる。通常、ゲ
ノム配列決定プロジェクトから得られた配列は、クラスター作成において優先権が与えら
れ、その理由は、これらがキメラである、または他の配列異常を有する可能性がより低い
ためである。以前のサイクルからの代表のみを使用して、周期的プロセスが繰り返される
。各新しいサイクルについて、疎行列中に記録するための閾値が低減される。最終段階で
、ルートノードがマルチ分岐ツリー(multifurcated tree)中で最終的な代表配列に連結さ
れる。各サイクル中で見出される代表配列は、得られるガイドツリー中でノードを表す。
すべてのノードは、セルフリファレンシャル表(self-referential table)介して、そのク
ラスタリング結果に基づいて連結され、ガイドツリー中の任意の階層点への迅速なアクセ
スを可能にする。いくつかの実施形態では、結果は、データベース形式、例えば、構造化
クエリー言語(SQL)準拠形式で記憶される。得られるガイドツリーにおいて、各リーフノ
ードは、個々の生物を表し、ガイドツリーの最低レベルの上の各ノードは、候補OTUを表
す。
【０１０７】
　約2×105の配列から構築される一般的な距離行列は、400億の交点を必要とする場合が
あり、これは、ディスクにコード化される場合、約40ギガバイトのデータ空間を必要とす
る。4×105に配列の量を2倍にすると、4倍のファイルサイズ(約160GB)を必要とする。疎
行列を使用する、ここで例示されるクラスタリング方法は、大きいファイルの必要および
計算時間の予期される増加を回避する。したがって、この方法は、従来の配列クラスタリ
ング方法より効率的に実施することができる。さらに、配列アライメント(例えば、DNAア
ライメント)から作り出される距離行列では、1つのミスアライメントが、多くの距離値に
影響し得る。対照的に、本明細書に例示されるクラスタリング方法は、kmerのアライメン
トに基づき、したがって、クラスタリング値に対するミスアライメントの効果は、有意に
低減される。
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【０１０８】
　ガイドツリー構成の後に、今度は「選別された配列データセット」と呼ばれる、残りの
配列のデータセットが、候補プローブ、例えば、PMプローブを選択するのに使用される。
最初に、未対応の配列多型が同定され、上記で生成されたガイドツリーを使用するプレク
ラスタリングプロセスを使用して、選別された配列データセットから除去されることによ
って、最小類似性を越え、最大サイズ以下のクラスターが作り出される。一般に、クラス
ター化された配列は、少なくとも80%、85%、90%、95%、97%、または99%類似である。通常
、クラスターは、1,000、500、200、100、80、60、50、40、30、20、または10以下の配列
を有する。このプロセスにより、配列データ異常値を、近隣内の比較によって検出し、選
別された配列データセットから除去することが可能になる。
【０１０９】
　次に、残りの配列は、候補標的プローブを生成するために、所望のサイズに断片化され
る。一般に、断片は、約10mer～100mer、15mer～約50mer、約20mer～約40mer、約20mer～
約30merの範囲である。通常、断片は、サイズが少なくとも15mer、20mer、25mer、30mer
、40mer、50mer、または100merである。各候補標的プローブは、少なくとも1つのプレク
ラスターの閾値画分内に見出されることを必要とする。一般に、少なくとも80%、90%、ま
たは95%の閾値画分が使用される。
【０１１０】
　次いで、少なくとも1つのプレクラスターの閾値画分内であるすべての候補PMプローブ
は、様々な生物物理学的パラメータ、例えば、融解温度(61～80℃)、G+C含量(35～70%)、
-4kcal/molを超えるヘアピンエネルギー、自己二量体化の可能性(>35℃)などについて評
価される。生物物理学的パラメータの設定境界に入らない候補PMプローブは、データセッ
トから排除される。任意選択により、プローブは、フォトリソグラフィー合成を容易にす
るために、さらに選別することができる。
【０１１１】
　各PM候補プローブの、各非標的インプット16s rRNA遺伝子配列とのクロスハイブリダイ
ゼーションの尤度が求められる。各PM候補プローブについてのクロスハイブリダイゼーシ
ョンパターンが記録される。
【０１１２】
　次いで、状態308で実施される配列包括度ヒューリスティックスが、許容できる生物物
理学的パラメータを有する候補PMプローブに適用される。
【０１１３】
　各候補PMプローブについて、対応するMMプローブを、状態309で生成することができる
。各MMプローブは、少なくとも1つのヌクレオチドによってその対応するPMプローブと異
なる。いくつかの実施形態では、MMプローブは、1、2、3、4、5、6、7、8、9、または10
のヌクレオチドによってその対応するPMプローブと異なる。MMプローブ内で、ミスマッチ
した1つまたは複数のヌクレオチドは、PMプローブ中の同じ1つまたは複数の位置において
見出されない3つの中心塩基のいずれかを含むことができる。例えば、13位、すなわち、
中心ヌクレオチドでグアニンを有する25merのPMプローブでは、MMプローブは、13位でア
デニン、チミン、ウラシル、またはシトシンを有するプローブを含む。同様に、3'方向か
ら読まれる場合に、12番目のヌクレオチド位置でアデニンおよび13番目のヌクレオチド位
置でグアニンを有する25merのPMプローブでは、可能なMMプローブは、12番目のヌクレオ
チドでグアニンおよび13番目のヌクレオチド位置でアデニン、チミン、またはシトシンを
有するプローブ;12番目のヌクレオチド位置でシトシンおよび13番目のヌクレオチド位置
でアデニン、チミン、またはシトシンを有するプローブ;ならびに12番目のヌクレオチド
位置でチミンおよび13番目のヌクレオチド位置でアデニン、チミン、またはシトシンを有
するプローブを含む。いくつかの実施形態では、ミスマッチした1つまたは複数のヌクレ
オチドは、対応するPMプローブ中のヌクレオチドの任意の1つまたは複数を含む。MMプロ
ーブおよび/または代表されるミスマッチ位置の数を増やすステップを使用することによ
って、定量化、精度、および信頼度を増強することができる。
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【０１１４】
　PMプローブについて上述したように、各候補MMプローブは、1つまたは複数の生物物理
学的パラメータ、例えば、融解温度、G+C含量、ヘアピンエネルギー、自己二量体、およ
びフォトリソグラフィー合成ステップなどの設定された境界を満たすことが必要とされる
。一般に、これらのパラメータは、PMプローブの生物物理学的パラメータと同一または実
質的に類似である。
【０１１５】
　生物物理学的パラメータ、および任意選択により、上記フォトリソグラフィーパラメー
タを満たす候補MMプローブは、次いで、標的配列とのクロスハイブリダイゼーションの尤
度についてスクリーニングされる。通常、中心のkmer長が評価される。25merの候補MMに
ついて、候補MMからの中心のkmer、一般に15mer、16mer、17mer、18mer、または19merが
標的配列に対して比較される。標的配列と同一である中心kmerを含む候補MMプローブが排
除される。次に、適当な候補MMプローブを同定することができない候補PMプローブも排除
される。
【０１１６】
　各候補OTUを評価することによって、OTU以外の配列とハイブリダイズすることができな
いPMプローブの数を求めることができる。
【０１１７】
　一実施形態では、プレパーティション(pre-partition)プロセスが実施される。プレパ
ーティションは、最大パーティションサイズを超えない最大の可能なクレード(ノード_id
)である。図6を参照。一般に、有用なパーティションサイズは、約1,000～約8,000ノード
の範囲である。所定のサイズ範囲内にある任意のプレパーティションは、フルパーティシ
ョンになる。最小パーティションサイズ未満のプレパーティションは、可能な場合、姉妹
ノードをアセンブルすることによってパーティションに組み合わされる。例えば、パーテ
ィションが1000～2000メンバーのサイズの範囲にされることを仮定されたい。ノードAが1
500遺伝子を表し、その親であるノードBが2500遺伝子を表す場合、ノードAは、プレパー
ティションとみなされる。ノードCがノードAの兄弟であり、ノードCが50遺伝子のみを表
す場合、ノードCもプレパーティションであり、その理由は、ノードCをその親であるノー
ドBへと移動することは、最大パーティションサイズの2000メンバーを超えて包含するた
めである。
【０１１８】
　候補配列クラスターを作り出すために、過渡的な配列クラスターが、対でのユニークな
候補標的の計数、または対での共通の候補標的の計数に基づいて2つの距離行列の変化す
る閾値を使用して同定される。候補配列クラスター中の配列の大きい画分で、例えば、ク
ラスター中の配列の90%以上に行き渡っているプローブが、PMを含む配列の計数、および
所与のPMの遺伝子座についてあいまいでないデータを有する配列の計数を使用して同定さ
れる。各行き渡っているプローブについて、クラスター外でのクロスハイブリダイゼーシ
ョンの可能性も試験される。クラスター-PMセットに関するすべての情報が記録される。
クロスハイブリダイジングプローブのみが同定されるクラスターとして定義される効果の
ないクラスターは、データセットから除去される。
【０１１９】
　必要な場合、ある程度のクロスハイブリダイゼーションを示すことが予期されるプロー
ブを選択することができる。潜在的にハイブリダイゼーションしがちなプローブが抑制さ
れることによって、クラスター外の配列が、クラスター特異的PMプローブの多くとハイブ
リダイズすることができる確率が低減される。分布アルゴリズムを使用することによって
、プローブ-配列相互接続(エッジ)のグラフを検査し、重複エッジを最小限にするプロー
ブのセットを支持することができる。
【０１２０】
　すべてのパーティションからの解決を完了した後、パーティションにわたって設定され
た解の包括的な調和が実施される。配列クラスターは、OTUとしてロックされ、各クラス
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ターのPMプローブセットは、他の残りのPMプローブセットに対する包括的なクロスハイブ
リダイゼーションについて試験される。プローブは、包括的なクロスハイブリダイゼーシ
ョンパターンに基づく有用性についてランク付けされる。
【０１２１】
　OTUは、アセンブルおよびアノテートされる。一般に、各OTUは、ドメイン、界、門、亜
門、綱、亜綱、目、および科からの各ランクの1つの用語を使用して、分類学的にアノテ
ートされる。結果として、分類学的な学名を伴わずに提示され、「環境試料」または「未
分類」としてアノテートされたすべての16S rRNA配列は、分類学的なアノテーションに割
り当てられる。
【０１２２】
　NCBIによって認識された各属レベルの名称は、判読および記録される。各系列の分類学
的用語について、重複した隣接する用語は除去される。ドメインレベルの用語は、直接的
なパターンマッチによって見出され、門レベルの用語は、ドメインのすぐ下のランクとし
て見出される。目レベルの用語は、-alesの接尾辞によって見出され、科レベルの用語は
、-eaeの接尾辞によって見出される。科レベルの用語は利用可能でないが、属が同定され
る場合(例えば、容認されたリストへのマッチによって)、属レベルの用語が、科レベルの
用語を得るために使用される。認識された用語の間で見出されるすべての未認識の用語は
、利用可能なランクに適合される(新しいランクは、追加の用語について作り出されない)
。空のランクは、下位の用語からルート用語を引き出し、所定の接尾辞を加えることによ
って満たされる。最後に、OTUの科は、配列の科の割り当てから投票によって決定される
。同点は、優先配列によって解消される(例えば、ゲノム配列決定プロジェクトに由来す
る配列は、最高の優先権が与えられる)。亜科内のすべてのOTUは、配列の中でのkmer距離
によって比較され、OTUは、閾値類似性が観察される場合はいつでも亜科にリンクされる
。各候補OTUは、候補OTUの配列全体にわたって行き渡り、OTU外の配列とハイブリダイズ
することが予期されない標的の総数を求めるために評価される。
【０１２３】
　開示されるアルゴリズムを使用して生成される例示的な25merのPMおよびMMプローブは
、配列番号1～50として示されている。上記プロセスは、長さが少なくとも15ヌクレオチ
ド～少なくとも200ヌクレオチドのサイズ範囲のプローブを選択するのに適用可能であり
、連結配列を含めた共通または無関係の配列によって、片側または両側に隣接されたプロ
ーブを含むことが留意されるべきである。さらに、このプロセスによって選択されたプロ
ーブは、さらに処理することによって、元の選択されたプローブより小さい、または大き
いプローブを得ることができる。例えば、配列番号1～50として列挙されたプローブは、3
'末端、5'末端、または両方から配列を除去することによりさらに処理することによって
、25merの配列の少なくとも一部と同一である、より小さい配列を生成することができる
。他の実施形態では、より大きいプローブを、開示されるアルゴリズムによって同定され
るプローブの配列を組み込むことによって生成することができ、すなわち、25merのプロ
ーブを、30mer以上、35mer以上、40mer以上、45mer以上、50mer以上、55mer以上、60mer
以上、65mer以上、70mer以上、75mer以上、80mer以上、85mer以上、または90mer以上のプ
ローブに組み込むことができる。さらに、配列番号1～50として列挙されたプローブは、
一端で短くし、他端で長くすることによって、10mer～200merの範囲のプローブを得るこ
とができる。
【０１２４】
　上記プロセスによって選択されたプローブはまた、1つもしくは複数の塩基置換、例え
ば、チミンの代わりにウラシルを含むプローブ、ニトロピロールおよびニトロインドール
などの1つもしくは複数の塩基類似体を組み込んでいるプローブ、1つもしくは複数の糖置
換、例えば、デオキシリボースの代わりにリボースを含むプローブ、またはこれらの任意
の組合せを含む。同様に、本発明の方法によって選択されるプローブは、例えば、ホスホ
ルアミドからなる代替のバックボーン化学的性質をさらに含むことができる。
【０１２５】
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　本発明の方法によって生成される推定上のプローブのコレクションのサイズは、16S rR
NA遺伝子などのより小さい高度に保存された配列より多数の相同配列を可能にする23S rR
NA遺伝子のもののように、より長い配列を有する特定の高度に保存された配列の長さにあ
る程度依存する。いくつかの実施形態では、高度に保存された配列の長さは、少なくとも
100bp、250bp、500bp、1,000bp、2,000bp、4,000bp、8,000bp、10,000bp、または20,000b
pである。さらに、本発明の方法によって生成される推定上のプローブのコレクションの
サイズは、配列がプローブを分析および生成するために選択される1つまたは複数のデー
タベース中の相同配列のコレクションのサイズにも依存する。相同配列のコレクションが
より大きいほど、分析することができる配列のより大きいプールをもたらすことによって
、より多くの推定上のプローブの生成を可能にする。いくつかの実施形態では、1つまた
は複数のデータベース中の相同配列の開始コレクションは、少なくとも100,000、250,000
、500,000、1,000,000、2,000,000、5,000,000、または10,000,000の配列を含む。推定上
のプローブのコレクションのサイズは、所望のプローブの長さにさらに依存し、その理由
は、ユニークな配列に結合するプローブの数が増加するにつれてプローブ長が減少するた
めである。特定の高度に保存された配列、データベースのサイズ、および所望のプローブ
の長さに応じて、少なくとも100、1,000、10,000、25,000、50,000、100,000、250,000、
500,000、1,000,000、2,000,000、5,000,000、または10,000,000のプローブの推定上のプ
ローブのコレクションを生成することができる。
【０１２６】
　上記方法によって生成される推定上のプローブから、検出システムを構築することがで
きる。検出システムは、任意の数のプローブを有することができ、この方法によって選択
される1つのプローブ～すべてのプローブの範囲となり得る。いくつかの実施形態では、
検出システムは、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、35、36
、40、45、50、55、60、65、70、80、90、100、125、150、200、300、400、500、1000、2
,000、5,000、10,000、20,000、40,000、50,000、100,000、200,000、500,000、1,000,00
0、または2,000,000のプローブを含む。多数のプローブを有するシステムを使用すること
によって、試料、例えば、環境試料もしくは臨床試料中の妥当な微生物を同定し、かつ/
またはバイオシグネチャーを生成することができる。別の実施形態では、妥当な微生物が
分かった後、低度(例えば、1～10,000)～中程度の(例えば、10,000～100,000)数のプロー
ブを有する検出システムを、1つまたは複数の特定のバイオシグネチャーを求めることな
どの特殊目的用途のために設計することができる。いくつかの実施形態では、妥当な微生
物の素性の知見を使用することによって、これらの微生物に対するさらなるプローブを選
択することができる。例えば、第1のセットのプローブ中の5つの25merのプローブが、妥
当な微生物とハイブリダイズする場合、これらの5つのプローブの変異体を生成し、その
結合特性および生物物理学的特性について試験することができる(例えば、in silico)。
あるいは、妥当な微生物の同定は、微生物を同定するのに最初に使用されたプローブと異
なる新しいプローブの生成を導くことができる。例えば、新規の微生物が同定された後、
特定の用途のために抗体を生成することができる。
【０１２７】
　OTU特異的プローブ、例えば、階層ノード内に含まれる生物に特異的なオリゴヌクレオ
チドプローブを選択するために、1つを超える子ノードを有する各階層ノードについて、
さらなるPMプローブを選ぶことができる。ある特定のノードへの選択についての標的を適
格にするために、PMセットにマッチするノード内の配列の閾値細分が実施される。閾値細
分の例には、0.2%、0.5%、1%、2%、3%、4%、5%、6%、7%、8%、9%、および10%が含まれる
。直接のサブノード(子)をカバーすることも実施される。例えば、各標的は、少なくとも
1つのサブノードの少なくとも25%を表すべきである。
【０１２８】
　本明細書に開示される方法によって選択されるプローブの特異性は、いくつかの方法に
おいて実験的にバリデートすることができる。例えば、標的配列の存在下でのプローブの
ハイブリダイゼーションシグナルは、測定し、バックグラウンドシグナルに対して比較す
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ることができる。標的配列は、1つまたは複数の純粋な培養物、または標的配列を含むこ
とが知られている環境試料もしくは臨床試料から得ることができる。特定の分類群は、ア
レイ上のプローブの大部分(約70%～約100%、約80%～約100%、または約90%～約100%)が、
バックグラウンドのハイブリダイゼーションシグナルより少なくとも約50倍、100倍、150
倍、200倍、250倍、300倍、350倍、400倍、450倍、500倍、1,000倍大きいハイブリダイゼ
ーションシグナルを有する場合、試料中に存在すると同定される。また、プローブのハイ
ブリダイゼーションシグナルは、そのミスマッチプローブの1つまたは複数のハイブリダ
イゼーションシグナルと比較することができる。少なくとも1.05、1.10、1.15、1.20、1.
25、1.30、1.40、1.45、または1.50のPM:MM比は、PMプローブが、その標的配列と選択的
にハイブリダイズすることができることを示すことができる。プローブがその標的に選択
的にハイブリダイズする能力を試験するためのさらなる方法は、以下にさらに説明される
、ペアディファレンス(pair difference)スコア(d)を計算することである。1.0を超える
ペアディファレンススコアは、そのミスマッチプローブの1つと比較して標的と選択的に
ハイブリダイズすることができることを示す。
【０１２９】
　本明細書に開示される方法を使用することによって、タンパク質、DNA、RNA、DNA、ま
たはRNA単位複製配列、および標的核酸分子に由来する天然rRNAなどの生体分子に対する
生物特異的および/またはOTU特異的オリゴヌクレオチドプローブを選択および/または利
用することができる。いくつかの実施形態では、プローブは、PCR増幅からのバイアスを
まったく伴わずに、試料中の活発に代謝する生物を同定するために、試料に由来するrRNA
をアレイ上に配置することができるように、天然のrRNAに対してアンチセンスであるよう
に設計される。活発に代謝する生物は、無活動の、または死んだ生物と比較して、タンパ
ク質の産生に使用される著しく高い数のリボソームを有する。したがって、いくつかの実
施形態では、特定の時点でタンパク質を作製する1つまたは複数の生物の能力を測定する
ことができる。このようにして、本実施形態のアレイシステムは、多様な群集内の代謝す
る生物を直接同定するために使用することができる。
【０１３０】
試料の調製
　いくつかの実施形態では、使用される試料は、任意の源からの環境試料、例えば、天然
に存在する、もしくは人工の雰囲気、水の系および源、土壌、または対象とする他の試料
とすることができる。いくつかの実施形態では、環境試料は、例えば、屋内もしくは屋外
空気または大気粒子収集システム;屋内の表面、および装置、デバイスまたは機器の表面
から得ることができる。いくつかの実施形態では、生態系が試料採取される。生態系は、
陸生であってもよく、それだけに限らないが、土壌、表面および表面の上の環境を含めた
すべての既知の陸生環境を含む。生態系は、食糧農業機関の土地被覆分類システム(LCCS)
および米国森林局によって開発されたForest-Range Environmental Study Ecosystems(FR
ES)において分類されるものを含む。例示的な生態系として、熱帯雨林、温帯雨林、温帯
硬葉樹林、北方林、タイガおよび山地の針葉樹林など;サバンナおよびステップを含めた
草原;砂漠;沼地(marsh)、沼地(swamp)、沼地(bog)、河口、および泥沼を含めた湿地帯;河
岸生態系、高山およびツンドラ生態系が挙げられる。生態系には、水の環境、例えば、湖
、小川、泉、サンゴ礁、海浜、河口、海山、海溝、および潮間帯などに関連するものがさ
らに含まれる。生態系は、土壌、腐植土、鉱質土壌、および帯水層も含む。生態系は、地
下環境、例えば、鉱山、油田、洞窟、断層帯および破砕帯、地熱ゾーン、ならびに帯水層
などをさらに包含する。生態系には、植物、動物、およびヒトに関連するマイクロバイオ
ームがさらに含まれる。例示的な植物に関連するマイクロバイオームには、根、樹皮、幹
、葉、および花の中または付近に見出されるものが含まれる。動物およびヒトに関連する
マイクロバイオームには、胃腸管、呼吸器系、鼻孔、尿生殖路、乳腺、口腔、耳道、糞便
、尿、および皮膚中に見出されるものが含まれる。
【０１３１】
　他の実施形態では、試料は、任意の種類の臨床的または医学的試料とすることができる
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。例えば、哺乳動物の血液、尿、糞便、鼻孔、肺、または腸に由来する試料を、アレイシ
ステムを使用してアッセイすることができる。また、本明細書に開示される方法および本
実施形態のアレイシステムによって選択されるプローブは、動物の血液中の感染を同定す
るのに使用することができる。本明細書に開示される方法および本実施形態のアレイシス
テムによって選択されるプローブはまた、体の外側に直接または間接的に暴露される医学
的試料、例えば、動物の肺、耳、鼻部、咽頭、消化器系または皮膚の全体などをアッセイ
するのに使用することができる。病院は現在、これらの範囲に存在する複雑な微生物群集
を同定するための資源を欠いている。
【０１３２】
　環境試料または臨床試料などの試料中の複数の生物から遺伝子配列を得るための技法お
よびシステムは、当業者によって周知である。例えば、Zhouら(Appl. Environ. Microbio
l. (1996) 62:316～322頁)には、ロバストな核酸抽出および精製が提供されている。この
プロトコールは、実験の目的および環境試料のタイプ、例えば、土壌、沈澱物、および地
下水などに応じて改変することもできる。多くの市販のDNA抽出および精製キットも使用
することができる。2pg未満の精製DNAを有する試料は、増幅を必要とする場合があり、こ
れは、全群集ゲノム増幅(whole community genome amplification)(WCGA)方法(Wuら、App
l. Environ. Microbiol. (2006) 72、4931～4941頁)など、当技術分野で公知の従来の技
法を使用して実施することができる。いくつかの実施形態では、高度に保存された配列、
例えば、16S RNA遺伝子、23S RNA遺伝子、5S RNA遺伝子、5.8S rRNA遺伝子、12S rRNA遺
伝子、18S rRNA遺伝子、28S rRNA遺伝子、gyrB遺伝子、rpoB遺伝子、fusA遺伝子、recA遺
伝子、cox1遺伝子、およびnifD遺伝子中に見出されるものなどが増幅される。通常、増幅
は、PCRを使用して実施されるが、他のタイプの核酸増幅も使用することができる。一般
に、増幅は、高度に保存された配列に特異的なユニバーサルプライマーの1つの対を使用
して実施される。冗長度または総単位複製配列濃度の増加量について、異なる高度に保存
された配列に特異的な2つ以上のユニバーサルプローブ対を使用することができる。代表
的なPCRプライマーには、細菌プライマー27Fおよび1492Rが含まれる。
【０１３３】
　環境試料から精製RNAを得るための技法およびシステムも、当業者に周知である。例え
ば、Hurtら(Appl. Environ. Microbiol. (2001) 67:4495～4503頁)によって記載された手
法を使用することができる。この方法は、同じ試料内で同時にDNAおよびRNAを単離するこ
とができる。ゲル電気泳動方法も、群衆RNA(community RNA)を単離するのに使用すること
ができる(McGrathら、J. Microbiol. Methods(2008)75:172～176頁)。5pg未満の精製RNA
を有する試料は、増幅を必要とする場合があり、これは、cDNAを得るために、全群衆RNA
増幅手法(WCRA)(Gaoら、Appl. Environ. Microbiol. (2007) 73:563～571頁)などの当技
術分野で公知の従来の技法を使用して実施することができる。いくつかの実施形態では、
環境試料採取およびDNA抽出は、先に述べたように行われる(DeSantisら、Microbial Ecol
ogy、53(3):371～383頁、2007)。他の実施形態では、16S rRNAまたは23S rRNAは、直接標
識され、任意の増幅を用いずに使用される。
【０１３４】
プローブの調製
　分析システム、ビーズ、または他のシステムで使用されるオリゴヌクレオチドプローブ
を生成するための技法および手段は、当業者に周知である。例えば、オリゴヌクレオチド
プローブは、例えば、N-ホスホネートまたはホスホラミジット化学反応を使用して、合成
ポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドを合成することによって生成することができ
る(Froehlerら、Nucleic Acid Res. 14:5399～5407頁(1986); McBrideら、Tetrahedron L
ett. 24:246～248頁(1983))。合成の配列は一般に、長さが約10～約500塩基の間、より一
般的には、長さが約15～約100塩基の間、最も好ましくは、長さが約20～約40塩基の間で
ある。いくつかの実施形態では、合成核酸には、イノシンなどの非天然塩基が含まれるが
、決してイノシンに限定されない。適当な核酸類似体の例は、ペプチド核酸である(例え
ば、Egholmら、Nature 363:566～568頁(1993);米国特許第5,539,083号を参照)。いくつか
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の実施形態では、少なくとも10、25、50、100、500、1,000、5,000、10,000、20,000、40
,000、50,000、60,000、70,000、80,000、90,000、100,000、200,000、500,000、1,000,0
00、または2,000,000のプローブが、アレイ上に含まれる。さらなる実施形態では、各PM
プローブは、アレイ上に存在する、対応するMMプローブを有する。一般に、各プローブ対
は、OTUに関連する。いくつかの実施形態では、少なくとも10、25、50、100、500、1,000
、5,000、10,000、20,000、40,000、50,000、60,000、70,000、80,000、90,000、100,000
、200,000、または500,000のプローブ対が、アレイ上に配置される。一般に、プローブ対
のセットは、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17
、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、または35の
存在するプローブ対を有する。
【０１３５】
　いくつかの実施形態では、標的配列(例えば、16S rRNA遺伝子)中の特定の配列に相補的
な陽性対照プローブは、内部定量化標準(QS)として使用され、システム中に含められる。
他の実施形態では、内部DNA定量化標準(QS)プローブとしても知られる陽性対照プローブ
は、スパイクインされた核酸配列標的とハイブリダイズするプローブである。通常、配列
は、代謝関連遺伝子に由来する。いくつかの実施形態では、陰性対照(NC)プローブ、例え
ば、標的配列(例えば、16S rRNA遺伝子)中の配列と相補的でない、または認め得るほどに
ハイブリダイズしないプローブが、アレイ上に含められる。QSプローブと異なり、試料処
理の前に、NCプローブのために、標的物質は試料ミックス中にスパイクされない。
【０１３６】
ハイブリダイゼーションプラットフォームの製作
　いくつかの実施形態では、プローブは、別個に合成され、次いで固体支持体または表面
に結合され、固体支持体または表面は、例えば、ガラス、ラテックス、プラスチック(例
えば、ポリプロピレン、ナイロン、ポリスチレン)、ポリアクリルアミド、ニトロセルロ
ース、ゲル、シリコン、または他の多孔質もしくは非多孔質物質から作製することができ
る。いくつかの実施形態では、表面は、マイクロビーズまたはロッドの場合のように球状
または円柱状である。他の実施形態では、表面は、アレイまたはマイクロアレイの場合の
ように平面である。例えば、Schenaら、Science 270:467～470頁(1995)によって一般に記
載された方法を、ガラスプレート上にプリントすることによって表面に核酸を結合させる
ために使用することができる。高密度オリゴヌクレオチドアレイを作製するために一般に
使用される他の実施形態では、規定された配列と相補的な数千のオリゴヌクレオチドが、
フォトリソグラフィー技法(例えば、Fodorら、1991、Science 251:767～773頁; Peaseら
、1994、Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91:5022～5026頁; Lockhartら、1996、Nature 
Biotechnology 14:1675頁;米国特許第5,578,832号、同第5,556,752号、および同第5,510,
270号を参照)、または規定されたオリゴヌクレオチドの迅速な合成および沈着のための他
の方法(例えば、Blanchardら、Biosensors & Bioelectronics 11:687～690頁)によって、
表面上の規定された位置にin situで合成される。これらの方法のいくつかでは、既知の
配列のオリゴヌクレオチド(例えば、25mer)が、誘導体化ガラススライドなどの表面上に
直接合成される。分析システムを作製するための他の方法も、例えば、マスキング(Masko
sおよびSouthern、1992、Nuc. Acids. Res. 20: 1679～1684頁)によって利用可能である
。本発明の実施形態は、任意のタイプのアレイ、例えば、ビーズベースのアレイ、ガラス
プレートまたは上述したような誘導体化ガラススライド上のアレイ、およびナイロンハイ
ブリダイゼーション膜上のドットブロットに適用可能である。
【０１３７】
　本発明の実施形態は、それだけに限らないが、ビーズもしくは溶液多重反応プラットフ
ォームを含めて、または複数のプラットフォーム、例えば、Affymetrix GeneChip(登録商
標)Arrays、Illumina BeadChip(登録商標)Arrays、Luminex xMAP(登録商標)Technology、
Agilent Two-Channel Arrays、MAGIChips(ゲル固定化された化合物の分析システム)、も
しくはNanoString nCounter Analysis Systemにわたる、任意の分析システムにおいて使
用するために適用可能である。Affymetrix(Santa Clara、CA、USA)プラットフォームDNA
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アレイは、1μm2当たり10,000分子のおおよその密度で、フォトリソグラフィー法によっ
てガラス表面上に直接合成されたオリゴヌクレオチドプローブ(約25mer)を有することが
できる(Cheeら、Science (1996) 274:610～614頁)。スポットされたDNAアレイは、既定の
濃度で個々に合成されるオリゴヌクレオチドを使用し、化学的に活性化されたガラス表面
に適用される。一般に、オリゴヌクレオチドの長さは、長さが数ヌクレオチド～数百の塩
基の範囲とすることができるが、一般に、長さが約10mer～50mer、約15mer～40mer、また
は約20mer～約30merである。
【０１３８】
微粒子システム
　当技術分野で知られる技法を使用して生成されるオリゴヌクレオチドは、微小球、ビー
ズ、マイクロビーズ、ロッド、またはアレイ中に使用するための他の微視的粒子、フロー
サイトメトリー、および他の多重アッセイシステムに構築および/または結合することが
できる。多数の微粒子が、直径約0.01～100マイクロメートルで市販されている。一般に
、約0.1～50μm、約1～20μm、または約3～10μmの微粒子が好適である。微粒子のサイズ
および形状は均一であってもよく、これらは変化してもよい。いくつかの実施形態では、
様々なサイズ、形状、または両方のサブロットが、標識された微粒子の最終的な混合ロッ
トを作製するためにサブロットを合わせる前に、プローブにコンジュゲートされる。した
がって、個々のサブロットは、そのサイズおよび形状に基づいて区別および分類すること
ができる。微粒子のサイズは、いわゆる前方散乱光または小角散乱光によって、実質的に
任意のフローサイトメトリー装置で測定することができる。粒子の形状も、フローサイト
メトリー、例えば、高分解能スリット走査法によって区別することができる。
【０１３９】
　微粒子は、ガラス、ガラスコンポジット、金属、セラミック、またはポリマーを含めた
任意の固体または半固体物質から作製することができる。しばしば、微粒子は、ポリスチ
レンまたはラテックス物質であるが、任意のタイプのポリマー物質が許容され、それだけ
に限らないが、臭素化ポリスチレン、ポリアクリル酸、ポリアクリロニトリル、ポリアク
リルアミド、ポリアクロレイン、ポリブタジエン、ポリジメチルシロキサン、ポリイソプ
レン、ポリウレタン、ポリビニルアセテート、ポリ塩化ビニル、ポリビニルピリジン、ポ
リビニルベンジルクロリド、ポリビニルトルエン、ポリ塩化ビニリデン、ポリジビニルベ
ンゼン、ポリメチルメタクリレート、またはこれらの組合せを含む。微粒子は、磁性であ
っても非磁性であってもよく、また、蛍光色素、量子ドット、または微粒子構造中に組み
込まれ、もしくは微粒子の表面に結合された他のインジケータ物質を有することができる
。しばしば、微粒子は、1～30%の架橋剤、例えば、ジビニルベンゼン、エチレングリコー
ルジメタクリレート、トリメチロールプロパントリメタクリレート、またはN,N'メチレン
-ビス-アクリルアミド、または当技術分野で公知の他の機能的に等価な作用剤なども含む
ことができる。
【０１４０】
標的の標識化
　一実施形態では、核酸標的は、光の特定の波長に調整されたレーザースキャナが、特定
のDNAプローブとハイブリダイズした蛍光分子の数を測定することができるように標識さ
れる。アレイについて、核酸標的は一般に、長さで15～100ヌクレオチドの間に断片化さ
れ、ビオチン化ヌクレオチドが、末端DNAトランスフェラーゼによって断片の末端に付加
される。後の段階で、オリゴヌクレオチドプローブにハイブリダイズするビオチン化断片
は、サンドイッチ(ストレプトアビジン)法によって複数のフィコエリトリンフルオロフォ
アを添加するための基質として使用される。AGILENTまたはNIMBLEGENによって作製された
ものなどのいくつかのアレイについて、精製群集DNAを、DNAポリメラーゼのクレノウ断片
を使用するランダムプライミングによって蛍光標識することができ、1つを超える蛍光部
分を使用することができる(例えば、1つの分析システムとのハイブリダイゼーションによ
って直接比較するために、対照をCy3で標識し、実験試料をCy5で標識することができる)
。いくつかの標識化方法では、標的の複数の標識コピーを生成するために、増幅または酵
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素ステップの間に分子標識を標的中に組み込む。
【０１４１】
　いくつかの実施形態では、検出システムは、PCR増幅を用いずに、その結果として、PCR
増幅に付随する固有のバイアスを伴わずに、複雑な群集の微生物の多様性を測定すること
ができる。活発に代謝する細胞は一般に、リボソームのコピーをほとんど有さない無活動
細胞または死細胞と比較して、タンパク質アセンブリーのためにその細胞内に約20,000以
上のリボソームのコピーを有する。いくつかの実施形態では、rRNAは、環境試料から直接
精製し、増幅ステップを用いずに処理することができ、それによって他の配列に対するい
くつかの配列の優先的な増幅によって引き起こされるいずれのバイアスも回避する。した
がって、いくつかの実施形態では、分析システムからのシグナルは、試料中に存在するrR
NA分子の真の数を反映することができる。これは、各細胞内のrRNAコピーの数を乗じた細
胞の数として表現することができる。次いで、試料中の細胞の数は、いくつかの異なる方
法、例えば、定量的リアルタイムPCR、またはFISH(蛍光in situハイブリダイゼーション)
などによって推測することができる。次いで、各細胞内のリボソームの平均数を計算する
ことができる。
【０１４２】
ハイブリダイゼーション
　ハイブリダイゼーションは、当業者に周知の条件下で実施することができる。Rheeら(A
ppl. Environ. Microbiol. (2004) 70:4303～4317頁)、およびWuら(Appl. Environ. Micr
obiol. (2006) 72:4931～4941頁)を参照。温度を変更することによって、ストリンジェン
シーを低減または増大させ、程度の差はあるが多岐にわたる配列の検出を可能にすること
ができる。ロボットのハイブリダイゼーションおよびストリンジェンシー洗浄ステーショ
ンを使用することによって、より一貫した結果を与え、処理時間を低減することができる
。いくつかの実施形態では、ハイブリダイゼーションおよび洗浄プロセスは、約30分未満
、1時間、2時間、3時間、4時間、5時間、6時間、7時間、8時間、9時間、10時間、11時間
、12時間、14時間、16時間、18時間、20時間、または24時間で実現することができる。一
般に、ハイブリダイゼーションおよび洗浄時間は、プローブの標的分子へのより大きなア
クセスのしやすさのために、微粒子ベース検出システムについて低減される。一般に、ハ
イブリダイゼーション時間は、複雑性の低いアッセイおよび/または過剰の標的分析物が
存在するアッセイについて低減することができる。
【０１４３】
シグナルの定量化
　ハイブリダイゼーションの後、アレイは、適当な走査デバイスを使用して走査すること
ができる。従来のマイクロアレイスキャナの非限定例として、GeneChip Scanner 3000ま
たはGeneArray Scanner、(Affymetrix、Santa Clara、CA)、およびProScan Array(Perkin
 Elmer、Boston、MA)が挙げられ、これらは、10pmまたはより微細な分解能を有するレー
ザーを備えることができる。走査された画像表示は、ピクセル画像として取り込まれ、保
存し、画像定量化ソフトウェア(例えば、GeneChip Analysis system Analysis Suite、バ
ージョン5.1 Affymetrix、Santa Clara、CA;およびImaGene 6.0、Biodiscovery Inc. Los
 Angeles、CA、USA)を使用してアレイ上の各スポットのピクセル密度(強度)を定量化する
ことによって分析することができる。各プローブについて、個々のシグナル値は、画像構
文解析(imaging parsing)およびxy座標への変換を通じて得ることができる。各特徴につ
いての強度の概要を作成することができ、特徴を含むピクセルの中の分散の推定値を計算
することができる。
【０１４４】
　フローサイトメトリーベースの検出システムを用いて、微粒子の各サブロット中の微粒
子の代表的な画分を検査することができる。サブセットとしても知られる個々のサブロッ
トは、サブロット内の微粒子が、比較的に均質であるが、任意の他のサブロット中の微粒
子と少なくとも1つの特徴的な特徴が異なるように調製することができる。したがって、
微粒子が属するサブロットは、米国特許第6,449,562号に記載されているように、従来の
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フローサイトメトリー技法を使用して、様々なサブロットから容易に求めることができる
。一般に、レーザーが個々の微粒子上に照らされ、少なくとも3つの公知の分類パラメー
タ値、すなわち、一般にサイズおよび屈折率と相関する前方光散乱(C1)、一般にサイズと
相関する側方光散乱(C2)、および一般に標識された標的配列中に組み込まれた蛍光色素の
存在から生じる、少なくとも1つの波長での蛍光発光(C3)が測定される。異なるサブセッ
トからの微粒子は、上記に列挙された分類パラメータのうちの少なくとも1つが異なり、
各サブセットについての分類パラメータは分かっているので、微粒子のサブロットの素性
は、1つのアッセイステップで、リアルタイムで、微粒子のプールのフローサイトメトリ
ー分析の間に確認することができる。特定のプローブを表す微粒子の各サブロットについ
て、ハイブリダイゼーションシグナルの強度は、バックグラウンドの減算を実施した後、
シグナル分散の推定値とともに計算することができる。
【０１４５】
データ処理および統計分析
　高レベルの信頼度を伴った、少なくとも500、1,000、5,000、10,000、20,000、30,000
、40,000、50,000、60,000、またはそれ以上の分類群の同時検出は、多数のプローブセッ
トのシグナル強度をデコンボリューションする技法を、確率推定に組み入れることができ
る。いくつかの実施形態では、本発明の方法、組成物、およびシステムは、微生物が微生
物の総個体数の0.05%未満を構成する場合、環境試料または臨床試料などの微生物の群集
における微生物の存在または非存在を1つのアッセイで検出することを可能にする。いく
つかの実施形態では、検出は、微生物の量、例えば、総微生物個体数中の微生物の百分率
を求めるステップを含む。デコンボリューション技法は、NCプローブ対を分析システム中
に組み入れること、およびQSプローブ対からのハイブリダイゼーションシグナルを、NCプ
ローブ対のハイブリダイゼーション分布にフィッティングするためのデータの使用を含む
。
【０１４６】
　デコンボリューション技法は、試料中の核酸の検出および定量化、ならびに推定によっ
て、試料中の微生物の検出、および定量化を可能にすることができる。本発明の一態様で
は、試料中の微生物の存在または量を判定するためのシステムであって、試料を複数のプ
ローブと接触させるステップと、プローブを用いて、試料核酸のハイブリダイゼーション
シグナルを検出するステップと、シグナルをデコンボリューションすることによって、特
定の核酸が総核酸個体数の0.01%未満存在する場合に、核酸の集団中に存在する特定の核
酸の存在、非存在および/または量を判定するステップとを含むシステムが提供される。
いくつかの実施形態では、特定の核酸は、集団中の他の核酸と、少なくとも80%、85%、90
%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、または97%相同である。
【０１４７】
　いくつかの実施形態では、画像化および走査された試料からのデータ出力は、以下の方
法を使用してデコンボリューションおよび分析される。例示的な例としてアレイを使用し
て、ハイブリダイゼーションシグナルは、市販のソフトウェアを使用してピクセルについ
て生成された強度の概要および分散の推定値を有するxy座標に変換される。データは、CE
Lファイル(Affymetrix)、またはFeature Reportファイル(NimbleGen)のような標準的なデ
ータ形式を使用して出力される。
【０１４８】
　ハイブリダイゼーションシグナルは、バックグラウンドが減算される。一般に、バック
グラウンド強度は、象限中の最小強度2%のプローブの平均シグナル強度として、各象限に
ついて独立して計算される。他の閾値値、例えば、0.5%、1%、3%、4%、5%、または10%も
使用することができる。次いでバックグラウンド強度は、さらなる計算が実施される前に
、象限中のすべてのプローブから減算される。このノイズ除去手順は、象限ごとに、また
はアレイ全体にわたって行うことができる。
【０１４９】
　いくつかの実施形態では、異なる実験で実現された結果の比較、または反復される実験
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の比較を可能にするために、アレイシグナルが正規化される。正規化は、いくつかの方法
で実現することができる。一実施形態では、同じ標的に対する異なるプローブ間の再現性
が、Zhang L.ら、A model of molecular interactions on short oligonucleotide analy
sis systems、Nat. Biotechnol. 2003、21(7):818～821頁に記載されているような位置依
存最近傍(Position Dependent Nearest Neighbor)(PDNN)を使用して評価される。PDNNモ
デルは、配列特異的ノイズシグナルおよび非特異的バックグラウンドシグナルの推定を可
能にし、したがってプローブの真の強度の推定を可能にする。
【０１５０】
　他の実施形態では、PMおよびMMプローブ対と、内部DNA定量化標準(QS)プローブ対との
比較から観察される応答を用いたシグナル分布およびバックグラウンド分布のパーアレイ
モデル(per-array model)が作り出される。一実施形態では、各プローブ対が「陽性」で
ある確率は、各プローブ対について、差異スコアdを計算することによって求められ、dは
、
【０１５１】

【数１】

【０１５２】
として定義することができ、式中、
　PM =　パーフェクトマッチプローブのスケーリングされた強度、
　MM =　ミスマッチプローブのスケーリングされた強度、
　d =　ペアディファレンススコア
である。
dの値は、0～2の範囲となり得る。PM>>MMである場合、dの値は0に近づき、PM=MMである場
合、d=1であり、PM<<MMである場合、dの値は2に近づく。
【０１５３】
　いくつかの実施形態では、内部DNA定量化標準(QS)および陰性対照(NC)プローブ対は、
プローブの特性によってビン化および分別される。本発明の実施形態において使用するこ
とができるプローブの特性の例として、それだけに限らないが、結合エネルギー;A+T数、
G+C数、およびT数を含めた塩基組成;配列の複雑性;クロスハイブリダイゼーション結合エ
ネルギー;二次構造;ヘアピン形成能;融解温度;ならびにプローブの長さが挙げられる。プ
ローブのこれらの特性は、プローブのハイブリダイゼーション性に影響する場合があり、
例えば、A+T数は、プローブの水素結合に影響する場合があり、T数は、DNaseの使用によ
って生成される断片の長さおよび塩基組成に影響する場合がある。他の酵素システムを用
いた断片化は、他の塩基の組成によって影響され得る。
【０１５４】
　一実施形態では、QSおよびNCプローブ対は、個々のプローブのA+T数およびT数に基づい
てビン化および分別される。各ビン(A+T数、T数)について、陰性対照プローブからのd値
が、正規分布にフィッティングされることによって、スケール(平均)および形状(標準偏
差)が導出される。次いで、QSからのd値が、ガンマ分布にフィッティングされることによ
って、スケールおよび形状が導出される。各アレイについて、複数の密度プロットがこの
プロセスによって生成される。同じアレイ内の2つの異なるプローブビンから生成された
密度プロットの2つの例を、図4A～Bに示す。AT数は、両図に表されたプローブについて14
である。T数は、図4A中のプローブについて9であり、一方、T数は、図4Bに表されたプロ
ーブについて10である。これらのグラフは、図4Bに示されるように、1つの追加のTでさえ
、プローブガンマスケールパラメータの感知できる差異をもたらし得ることを実証する。
79のアレイにわたるガンマスケールの変化は、図5に示されている。
【０１５５】
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　ガンマ分布および正規分布から導出されるパラメータは、各プローブ対について、対応
答スコア、rを導出するのに使用され、rは、プローブ対が陽性である確率、すなわち、プ
ローブ対が標的配列に対して応答性である確率のインジケータであり、rは、
【０１５６】
【数２】

【０１５７】
として定義することができ、式中、
　r =特定のプローブ対が標的配列に結合しており、バックグラウンドシグナルでない可
能性、すなわち、プローブ対が特定の標的配列に対して陽性である確率を見積もるための
応答スコア
　pdfy (X = d) =dを、標的クラスATx Tyについて推定されたガンマ分布から引き出すこ
とができる確率;
　pdfnorm (X = d) =dを、標的クラスATx Tyについて推定された正規分布から引き出すこ
とができる確率
である。
rは、0～1の範囲となり得る。PM>>MMである場合、rは1に近づき、PM<<MMである場合、rは
0に近づく。
【０１５８】
　インターロゲーションプローブ対の各セット、例えば、OTUは、対応答スコア、クロス
ハイブリダイゼーション関係、または両方に基づいてスコアを付けることができる。いく
つかの実施形態では、システムは、前記微生物の存在または量に対して最終コールを行う
前に、プローブ対セットの少なくとも1つのサブセットからデータを除去する。一実施形
態では、データは、インターロゲーションプローブのクロスハイブリダイゼーション能に
基づいて除去される。一実施形態では、プローブ対のスコアリングは、以下に記載される
ような2段階プロセスによって実施される。
【０１５９】
　例えば、第1段階をクリアするプローブのみが次段階で分析される、2段階分析を実施す
ることができる。第1段階では、プローブ対の各セットにわたるrの分布、Rが求められる
。OTUに関連するプローブ対の各セットについて、すべてのプローブ対のr値がセット内で
ランク付けされ、1つまたは複数の閾値r値を満たすプローブ対の百分率が求められる。し
ばしば、3つの閾値判定が、ランク付けされたプローブ対の全範囲にわたる25%の増分で行
われる(四分位間のQ1、Q2、およびQ3)が、任意の数の閾値判定または百分率増分を使用す
ることができる。例えば、判定は、プローブ対が80%の閾値をクリアしなければならない
、70%での1つの増分を使用することができる。
【０１６０】
　一般に、ノイズからシグナルを区別するために、OTUは、このOTUに関連するプローブ対
のセットのQ1、Q2、およびQ3が、それぞれQ1min、Q2min、およびQ3minという閾値を越え
る場合、段階1をクリアするとみなされる。すなわち、段階1をクリアするOTUについて、
そのOTUに関連するプローブ対のセット中のプローブ対の75%のr値は、少なくともQ1minで
なければならず、プローブ対のそのセット中のプローブ対の50%のr値は、少なくともQ2mi
nでなければならず、プローブ対のそのセット中のプローブ対の25%のr値は、少なくともQ
3minでなければならない。Q1minは、少なくとも約0.5、約0.55、約0.6、約0.65、約0.7、
約0.75、約0.8、約0.82、約0.84、約0.86、約0.88、約0.90、約0.91、約0.92、約0.93、
約0.94、約0.95、約0.96、約0.97、約0.98、または約0.99である。Q2minは、少なくとも
約0.5、約0.55、約0.6、約0.65、約0.7、約0.75、約0.8、約0.82、約0.84、約0.86、約0.
88、約0.90、約0.91、約0.92、約0.93、約0.94、約0.95、約0.96、約0.97、約0.98、また
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は約0.99である。Q3minは、少なくとも約0.5、約0.55、約0.6、約0.65、約0.7、約0.75、
約0.8、約0.82、約0.84、約0.86、約0.88、約0.90、約0.91、約0.92、約0.93、約0.94、
約0.95、約0.96、約0.97、約0.98、約0.99、約0.992、約0.994、約0.996、約0.998、また
は約0.999である。いくつかの実施形態では、Q1min、Q2min、およびQ3minは、スパイクイ
ン実験から経験的に求められる。例えば、Q1min、Q2min、およびQ3minは、2pMの単位複製
配列濃度をクリアさせるように選ばれる。一実施形態では、Q1min、Q2min、およびQ3min
は、それぞれ、0.98、0.97、および0.82である。これらの閾値数値は、試料配列を断片化
するためにDNaseを使用して経験的に導出された。DNaseは、T-バイアスを有するので、他
の酵素の使用は、閾値数値のシフトを必要とする場合があり、経験的に導出することがで
きる。
【０１６１】
　第2段階では、第1段階をクリアするOTUのみが、クロスハイブリダイゼーションの可能
な源とみなされる。いくつかの実施形態では、各OTUについて、r>0.5を有するプローブ対
(これらは、標的配列に応答性である可能性があるとみなされたプローブ対である)のみが
さらに分析される。他の場合では、r>0.6、0.7、0.8、または0.9を有するプローブのみが
応答性であるとみなされ、さらに分析される。応答性である見込みがない(すなわち、r<0
.5)プローブ対は、そのセットのRが全体的に応答性であっても、さらに分析されない。R0
5は、すべてのプローブ対がr>0.5を有する、プローブ対のサブセットを表す。一般に、段
階1で選ばれた四分位間のQ1、Q2、およびQ3値に基づいて、段階1をクリアするOTU中のプ
ローブ対のほとんどが分析される。他の実施形態では、r>0.55、0.60、0.65、0.70、0.75
、0.80、0.85、または0.90を有するプローブ対のみがさらに分析される。
【０１６２】
　R05サブセット中の各プローブ対について、推定的にクロスハイブリダイズするOTUの数
(すなわち、プローブ対がクロスハイブリダイズすることができるOTUの数)が求められる
。このプロセスにおいて、段階1をクリアしたOTUのみが、クロスハイブリダイゼーション
の可能な源とみなされる。R05サブセット中の各プローブ対は、そのr値を推定的にクロス
ハイブリダイズするOTUの数で除することによりペナルティが課されることによって、そ
の陽性であるという修正された可能性が求められる。プローブ対についての陽性であると
いう修正された可能性は、rx値によって表すことができる。rxは、
【０１６３】
【数３】

【０１６４】
として定義することができ、式中、
　S1 =段階1クリアするOTUのセット、および
　S1x =所与のプローブ対に対してクロスハイブリダイゼーション能を有する段階1をクリ
アするOTUのセット
である。
【０１６５】
　rxは、第1段階の間に観察される群集を考慮すると、プローブ対の応答およびプローブ
対の特異性に比例する。rx値は、0～1の範囲となり得る。OTUと関連するプローブ対の各
セットについて、rxが各プローブ対について計算され、セット内でランク付けされる。プ
ローブ対の各セットにおけるrx値の分布についての四分位間のQ1、Q2、Q3値が求められる
。OTUによって表される分類群は、Q1がQx1より大きく、Q2がQx2より大きく、またはQ3がQ

x3より大きい場合存在するとみなされる。Qx1は、少なくとも約0.5、少なくとも約0.55、
少なくとも約0.6、少なくとも約0.65、少なくとも約0.7、少なくとも約0.75、少なくとも
約0.8、少なくとも約0.85、少なくとも約0.90、少なくとも約0.95、または少なくとも約0
.97である。Qx2は、少なくとも約0.5、少なくとも約0.55、少なくとも約0.6、少なくとも
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約0.65、少なくとも約0.7、少なくとも約0.75、少なくとも約0.8、少なくとも約0.85、少
なくとも約0.90、少なくとも約0.95、または少なくとも約0.97である。Qx3は、少なくと
も約0.5、少なくとも約0.55、少なくとも約0.6、少なくとも約0.65、少なくとも約0.7、
少なくとも約0.75、少なくとも約0.8、少なくとも約0.85、少なくとも約0.90、少なくと
も約0.95、または少なくとも約0.97である。一実施形態では、Qx1は、少なくとも0.66で
あり、すなわち、プローブ対のセット中のプローブ対の75%は、少なくとも0.66であるrx
値を有する。
【０１６６】
　2段階ハイブリダイゼーションシグナル分析手順を、開示された方法を使用して選択さ
れるプローブの任意の組合せを使用して生成されるデータを含めて、任意のアレイまたは
微粒子が生成するデータセットからのハイブリダイゼーションシグナルに対して実施する
ことができる。いくつかの実施形態では、手順の第2段階では、クロスハイブリダイゼー
ションの数、クロスハイブリダイゼーションシグナルの強度、またはこれらの2つの組合
せに基づいてプローブにペナルティが課される。
【０１６７】
　本明細書に開示される方法は、階層的プローブセットのスコア付けに有用である。OTU
は、クラスタリングツリー上の任意の階層的レベルでのノードに存在し得る。本明細書で
使用する場合、OTUは、1つまたは複数の生物の群、例えば、ドメイン、サブドメイン、界
、亜界、門、亜門、綱、亜綱、目、亜目、科、亜科、属、亜属、種、または任意のクラス
ターなどである。いくつかの実施形態では、R05は、系統樹上の各ノードについて収集さ
れ、下位のR05セットからのすべてのユニークなプローブからなる。例えば、「目」を表
すOTUについてのR05セット中のプローブ対についてのrx値を計算するために、クロスハイ
ブリダイゼーション能を有する少なくとも1つの配列を含む、推定的にクロスハイブリダ
イズする、等しくランク付けされた分類群(すなわち、「目」ノード)の数が、式3におけ
る分母として使用される。
【０１６８】
　いくつかの実施形態では、リーフレベルのOTU(例えば、種、亜属、または属)が最初に
分析される。次いで、クラスタリングツリー中のノードの各次のレベルが分析される。一
実施形態では、分析は、最高でドメインレベルまで実施される。別の実施形態では、分析
は、最高で門レベルまで実施される。さらに別の実施形態では、分析は、最高で界レベル
まで実施される。式3中のクロスハイブリダイゼーションについてのペナリゼーションは
、同じ分類学レベル上のプローブについてのみ実施される。すべての存在する分類群は、
セットRの最高値および最低値を廃棄した後、平均スケールのPMプローブ強度を使用して
定量化される(HybScore)。いくつかの実施形態では、第1のレベルで存在する分類群のみ
がさらに分析される。
【０１６９】
　いくつかの実施形態では、概略の存在量スコアが求められる。補正存在量スコアは、G+
C含量およびウラシルの組み込みに基づいて作り出される。一般に、より高いG+C含量を有
するプローブは、より高いハイブリダイゼーションシグナルを生じ、これは一般に、存在
量スコアを補正するために相殺される。
【０１７０】
　各分類学的ノードについての検出の確率は、末端ノード検出、およびクロスハイブリダ
イゼーション関係の幅を要約することによって求められる。階層的プローブは、クラスタ
ー分析に基づいて、新規生物の証拠についてスコアを付けられる。
【０１７１】
　いくつかの実施形態では、システムは、プローブハイブリダイゼーションシグナル強度
の分析から得られるものとともに、他のデータを分析することができる。いくつかの実施
形態では、システムは、ハイスループット配列決定技法を用いて得られるデータを含めた
、シークエンシング反応データを分析することができる。いくつかの実施形態では、配列
決定データは、プローブを使用して本明細書に開示される方法によって分析される同じ高
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度に保存された配列の同じ領域からのものである。
【０１７２】
大容量分析システムアプリケーション
　多数の自然のヒトが作り出した環境は、環境のマイクロバイオーム組成を求めるために
試料採取およびアッセイすることができる。少なくとも10,000、20,000、30,000、40,000
、50,000、60,000、70,000、80,000、90,000、100,000、200,000、500,000、または1,000
,000の細菌または古細菌の分類群の存在または量を1つのアッセイで検出することができ
るアッセイシステムを有することによって、原核生物の生態系の完全なイメージを、迅速
に、かつ比較的低費用で実現することができ、科学的な、健康管理の、または規制上の興
味対象の多数の環境を検査する能力を提供する。
【０１７３】
　生態系、物理的環境、作物、動物、ヒト、臓器系などに関連する特定のマイクロバイオ
ームの解明により、本明細書で互換的に使用される用語である、試料採取される特定の環
境の「シグネチャー」、「バイオシグネチャー」または「フィンガープリント」の生成が
可能になる。バイオシグネチャーが、正常もしくは健康な系もしくは個体からのもの、ま
たは物理的環境に生息し、もしくは物理的環境で生成されるアイテムを使用する個体の健
康状態の維持に関連する物理的環境からのものである場合、正常または健康な場所のバイ
オシグネチャーを、異常または不健康な状態または条件と関連する変化をモニターするた
めに、同じ環境からの後の試料を比較するための参照として使用することができる。例え
ば、水源の後のバイオシグネチャーが、マイクロバイオームが、飲料水に関連するマイク
ロバイオームからシフトしていることを示す場合、例えば、混入物および/または汚染源
を特定し、これを処理および/または除去するためのステップをとることによって、継続
したシフトを予防するために先制の対策をとることができる。さらなる例として、果樹園
の後のフィンガープリントが、マイクロバイオームが、健康な樹木および高い生産性と関
連するマイクロバイオームからシフトしていることを示す場合、先制の対策をとることに
よって、健康な微生物の増殖および維持に好都合である栄養分を適用することができ、ま
たは代わりに、堆肥茶を適用することによって、健康な微生物の数を増大させることがで
きる。
【０１７４】
　同様に、ある環境のバイオシグネチャーを、その環境の集団またはコレクションについ
ての平均の、または正常なバイオシグネチャーを表す試料のプールから生成されるバイオ
シグネチャーと比較することができる。例えば、不健康な個体からの試料をアッセイする
ことができ、微生物のバイオシグネチャーを、健康な集団において一般に見られるバイオ
シグネチャーと比較することができる。一般的な集団において見られないか、または同じ
蔓延率で見られない1つまたは複数の微生物が不健康な個体において検出される場合、治
療的対策をとることによって、不健康な状態に関連する微生物を選択的に排除し、または
この微生物の数を低減することができる。例えば、胃腸管のミクロフローラを、アレルギ
ーを患っている小児と健康な小児との間で比較することができる。アレルギー患者が、他
の小児と比較して、患者の胃腸管中に1つまたは複数の支配的な微生物を有することが示
される場合、蔓延している異常な微生物を特異的に標的にする利用可能な薬物および/ま
たは食事療法を投与することができる。代わりに、またはさらに、プロバイオティック食
品またはサプリメントなどを通じて、健康な小児と関連する多数の微生物を導入すること
によって、アレルギー患者における胃腸の集団をシフトすることができる。同様に、アレ
ルギー患者に、健康な微生物の増殖を促進する栄養補給剤を与えることができ、または小
児の親に、小児の飲食物を、不健康な微生物のものに対して、健康な微生物の増殖に好都
合である食物に変更するよう指示することができる。特定の微生物または微生物の群の蔓
延と、疾患状態との間の関係が分かった後、疾患の進行または処置の応答も、本システム
および方法を使用してモニターすることができる。
【０１７５】
　腸、呼吸器系、尿生殖路、乳腺、皮膚、口腔、耳道、および皮膚を含めて、動物または
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ヒトの多数のマイクロバイオームを、本システムおよび方法を用いて分析することができ
る。臨床試料、例えば、血液、痰、鼻孔、糞便、および尿などを、本方法とともに使用す
ることができる。正常な個体および疾患または状態を患っている個体の分析から、フィン
ガープリントまたはバイオシグネチャーの大きなデータベースを構築することができる。
健康な状態と疾患に関連する状態との間のバイオシグネチャーを比較することによって、
マイクロバイオームの個々の成分の影響および重要性に関して関連付けを行うことができ
る。
【０１７６】
　これらの関連付けが行われた後、処置を設計および試験することによって、疾患状態に
おいて見られる微生物叢の組成を変更することができる。さらに、疾患した個体における
患部器官系の微生物組成を定期的にモニターすることによって、疾患進行または療法に対
する応答を観察することができ、必要な場合、さらなる治療的対策をとることによって、
マイクロバイオーム組成を、健康な集団において見られる組成のより代表的なものに変更
することができる。
【０１７７】
　健康管理、水質および食物の安全性において大きな重要性を有する細菌の興味深い性質
は、クオラムセンシングである。多くの細菌は、その種または関連種の他のメンバーの存
在を感知することができ、特定の密度に到達すると、細菌は、様々な毒性または病原性因
子を産生し始める。言い換えれば、細菌の遺伝子発現は、群として協調される。例えば、
いくつかの細菌は、「粘液層」として知られるエキソポリサッカライドを産生する。エキ
ソポリサッカライドの分泌は、白血球の微生物を食べる能力を減少させ、微生物を治療剤
または清浄剤に対してより耐性にする場合がある。従来の方法は、クオラムセンシングお
よび他の集団によって誘発される効果を検出または試験するために、特定の遺伝子発現の
検出を必要とする。本システムおよび方法を使用することによって、生物膜形成または毒
性産生などの所与の効果と関連したマイクロバイオーム中で起こる変化を理解することが
できる。クオラムセンシングに至る条件を探し、判定するために、本システムおよび方法
を伴うプロトコールを開発することができる。例えば、様々な時点で、様々な条件下で試
料を試験することにより、毒性または病原性因子の発現を誘発された集団にどのように、
かついつ介入し、またはこの集団を逆戻りさせるかを決定することができる。
【０１７８】
　例えば、衛星および他の宇宙船のコンポーネントをアセンブルするのに使用されるクリ
ーンルームを、本システムおよび方法を用いて調査することによって、どの微生物の群集
が存在するかを理解し、他の惑星への陸生微生物の導入もしくはその試料の導入を防止す
るためのより良好な汚染除去および洗浄技法を開発し、または推定上の地球外微生物によ
って生成されたデータを、混入した陸生微生物によって生成されたデータと区別するため
の方法を開発することができる。
【０１７９】
　例えば、食物調製箇所、集中治療施設、手術室などのクリーンルーム環境、薬物製造施
設、医療用デバイス製造施設などを、本システムおよび方法を用いて調査することによっ
て、局所的な微生物の群集の組成、および微生物の群集を含む個々の分類群の量を確認す
ることができる。そのような試験は、製造プロセスにおける汚染、およびその後の汚染さ
れた消費者製品のリコール、または感染および疾患の蔓延を防止するための手段となり得
る。
【０１８０】
　一実施形態では、本システムおよび方法を用いて、環境状態または健康状態についての
新しいインジケータ種を同定するための方法が提供される。状態は、正常または健康な状
態のものであってもよい。あるいは、インジケータ種は、不健康または異常な状態につい
てのものであってもよい。新しいインジケータ種を同定するために、正常な試料が同時に
アッセイされることによって、すべての既知の細菌、古細菌、または真菌と関連する各OT
Uの存在または量が判定され、この試験結果は、すべての既知の細菌、古細菌、または真
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菌と関連する各OTUの存在または量が判定された状態の環境からの試料の同時アッセイで
実現された結果と比較される。存在量の増加であっても、存在量の減少であっても、存在
量が少なくとも、2倍、3倍、4倍、5倍、10倍、20倍、50倍、または100倍変化する微生物
は、状態についての推定上のインジケータ種を表す。
【０１８１】
　いくつかの実施形態では、根の成長、ならびに土壌中の炭素基質の利用可能性の増大、
および重金属もしくはウランの存在などの土壌組成の変化、土壌pHの変化、ならびに沈殿
物の量およびパターンの変化を含めた環境変化と関連するインジケータ種を同定するため
の方法が提供される。他の実施形態では、サンゴのストレス、ならびにサンゴ白化現象、
または他の海洋および他の水の環境の変化と関連するインジケータ種を同定するための、
本システムおよび方法を使用する方法が提供される。
【０１８２】
　他の実施形態では、CF患者における疾患の進行、およびCOPDの憎悪を含めた、疾患状態
、疾患の進行、治療レジメン、生菌投与と関連したインジケータ種を同定するための方法
が提供される。他の実施形態では、群集中に1つまたは複数の新しい微生物を導入するこ
とに関連した環境状態または健康状態の変化をモニターするための方法が提供される。例
えば、ヨーグルトまたはカセイ菌(L. casei)を含有する食物サプリメントを人に与えるこ
となどの、個体中の腸マイクロバイオームの特定の微生物の百分率を増大させるための対
策は、本方法およびシステムを使用してモニターすることができる。
【０１８３】
複合分析
　試料中の微生物を同定および定量化する能力を、機能的遺伝子アレイなどの遺伝子発現
技術と組み合わせることによって、集団を、観察される遺伝子発現と相関させることがで
きる。同様に、マイクロバイオーム組成分析を、酵素、毒素、薬物、抗生物質、または他
の試料成分を含めた化学物質、タンパク質の存在と相関させることができる。例えば、土
壌試料から単離された核酸を分析することによって、マイクロバイオーム組成(例えば、
バイオシグネチャー)を解明し、また、発現された遺伝子を同定することができる。南極
上の露出した栄養分の乏しい土壌では、この分析は、キチナーゼおよびマンナナーゼ発現
をバクテロイデスと関連付け、CH4-関連遺伝子をアルファプロテオバクテリア(Alphaprot
eobacteria)と関連付けた。(Yergeauら、Environmental microarray analyses of Antarc
tic soil microbial communities. ISME J. 3:340～351頁、2009)。有意な相関は、分類
群の存在量と、C-およびN-サイクル遺伝子の存在量との間にも見出された。このデータか
ら、ある特定の生物または生物の群は、予期または観察される酵素または分解プロセスの
大部分を必要とし、または占めることを予測することができる。例えば、バクテロイデス
門のメンバーは、試料現場で、昆虫および節足動物の外骨格ならびにまた真菌細胞壁の主
要成分である、環境キチンの大部分をおそらく分解する。
【０１８４】
　この方法を使用することによって、新しい抗生物質を産生する生物、培養できない生物
でさえ同定することができる。例えば、土壌抽出物を、抗生物質活性について試験するこ
とができる。陽性の抽出物が見出される場合、抗生物質について一部が抽出された土壌の
試料は、微生物の組成およびおそらく遺伝子発現について分析することができる。マイク
ロバイオームの主要な成分は、抗生物質活性と相関させることができ、相関は遺伝子発現
データ通じて強化され、特定の生物または生物の群が、観察された抗生物質活性に関与す
ることを予測することを可能にする。
【０１８５】
　一態様では、本発明は、試料中の状態を判定するための方法を提供する。一実施形態で
は、この方法は、a)前記試料を複数の異なるプローブと接触させるステップと、b)前記プ
ローブのそれぞれについてのハイブリダイゼーションシグナル強度を測定するステップで
あって、前記測定は、前記試料についてのバイオシグネチャーを確立するステップと、c)
前記試料のバイオシグネチャーを、糞便汚染についてのバイオシグネチャーと比較するス
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テップとを含む。いくつかの実施形態では、試料についての予測を行うための方法であっ
て、a)前記試料中の微生物の少なくとも100のOTUの存在または非存在の確率として、微生
物の個体数データを求めるステップと、b)前記試料中の前記微生物による1つまたは複数
の遺伝子の遺伝子発現データを求めるステップと、c)前記発現データおよび個体数データ
を使用することによって、前記試料についての予測を行うステップとを含む方法が提供さ
れる。いくつかの実施形態では、予測は、土壌または局所的環境中で観察される特徴また
は状態に関与する微生物の素性を必要とする。
【０１８６】
　他の複合分析方法には、水試料中の微生物を保持する一方で、水試料の1つまたは複数
の成分またはパラメータが変更される拡散チャンバーの使用が含まれる。例えば、水の塩
分またはpHを、経時的に急激または徐々に変更することができる。拡散チャンバーは、例
えば、未処理の汚水が配置される受入れ水(receiving water)の状態を模倣するのに有用
である。特定の時間間隔の後、拡散チャンバー中の水試料のマイクロバイオームを求める
ことができる。新しい環境状態に耐えることができない微生物は、死に、芳しくない状態
もしくは捕食のために数が減少した状態になり、またはその数が変わらないままである。
対照的に、新しい状態に耐えることができる微生物は、その数を少なくとも維持し、また
はおそらく支配的な集団なりながら繁栄する。少なくとも10,000のOTUの存在または量を
検出することができるシステムと結合した拡散チャンバーを使用することにより、新しい
環境中に置かれた場合に、消滅し、または繁栄することができない微生物の同定を可能に
することができる。そのような微生物は「一過性」と呼ばれ、マイクロバイオームの百分
率組成は、急速に変化することを意味する。一過性の微生物の同定は、これらが環境中に
導入された時間および/または場所を確認するために使用することができる。例えば、約4
時間の半減期を有する、汚染水と関連する感知できる量の一過性の微生物が水試料中で同
定されることは、その微生物は、過去1日以内(6半減期)に水体中におそらく導入されたこ
とを示す。異なる一過性の微生物は、特定の状態について異なる半減期を有する場合があ
る。汚染水と関連する様々な一過性の微生物の受入れ水中での半減期の知見を備えること
で、流出、例えば、汚水排出の時間経過を構築することができる。時間経過の使用は、排
出源を特定するのに使用することができ、例えば、クルーズ船または貨物船による不法な
排出の場合、違反者の識別および出頭命令を可能にする。
【０１８７】
　拡散チャンバーは、半透性のカプセル、管、ロッド、もしくは球、または他の固体もし
くは半固体物体の形態もとることができる。マイクロバイオームまたは細菌の選択群は、
カプセル内部に配置することができ、次いでこれは密閉され、ある環境中に指定された時
間の期間投入される。取り出されたのち、カプセルが開けられ、マイクロバイオームまた
は細菌の選択群が試料採取されることによって、個々の成分の存在または量の変化が確認
される。例えば、拡散チャンバー中に未処理汚水の試料を入れるのではなく、未処理汚水
は、半透性カプセル中に入れられ、次いでこれは、ある量の受入れ水、または実際の受入
れ水体中に配置される。カプセルは、マイクロバイオームを試料採取するために、その量
の受入れ水または水体から1回または定期的に取り出すことができる。あるいは、同一量
のマイクロバイオームを有する複数の使い捨てカプセルを使用することができ、各カプセ
ルは、異なる時間に取り出し、試料採取することができる。カプセルまたは他の半透性容
器に入れられたマイクロバイオームは、特定の器官または系の環境に関連するマイクロバ
イオーム組成の変化を測定するために、通常開口部を通じて生体中に導入することができ
る。例えば、マイクロバイオームを含む半透性カプセルまたは管を、口または肛門を通じ
て胃腸系内に投入することができる。健康な個体からのマイクロバイオームを、不健康な
固体、例えば、クローン病または過敏性腸症候群を患っている患者中にこのようにして投
入することによって、正常な、健康な個体に関連するマイクロバイオームに対する不健康
な状態の効果を確認することができる。このようにして、薬物有効性および治療プロトコ
ールの効力も、既知のマイクロバイオームに対する腸環境の効果に基づいて評価すること
ができる。
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【０１８８】
低密度特殊目的の検出システム
　いくつかの実施形態では、プローブは、アレイまたは微粒子を伴うものを含めた特殊目
的のシステムを構築するために選択される。一般に、特殊目的「低密度」システムは、通
常、特定の環境において、または特定の用途のために使用するために設計され、特定のバ
イオシグネチャーに関連するなど、特定の環境中に存在することが知られ、または予期さ
れる生物に特異的である、低減された数のプローブ、すなわち「ダウン選択された(down-
selected)」プローブを特徴とする。いくつかの場合では、バイオシグネチャーは糞便汚
染である。一般に、低密度システムは、10、20、50、100、200、500、1,000、2,000、5,0
00、もしくは10,000以下のダウン選択されたプローブ、または5、10、25、50、100、250
、500、1,000、2,500、もしくは5,000のダウン選択されたプローブのプローブ対(PMおよ
びMMプローブ)を備える。いくつかの実施形態では、わずか1、2、3、4、5、6、7、8、9、
または10のプローブが、1OTU当たりに使用される。さらなる実施形態では、PMプローブの
みが使用される。一般に、これらのダウン選択されたプローブは、ロバストなハイブリダ
イゼーションシグナルを有し、ほとんど、またはまったくクロスハイブリダイゼーション
を有さない。いくつかの実施形態では、ダウン選択されたプローブのコレクションは、1
プローブ当たり20、15、10、8、7、6、5、4、3、2、または1未満の中央値クロスハイブリ
ダイゼーション能数を有する。しばしば、ダウン選択されたプローブは、低減された数の
プローブを有するOTUに属する。いくつかの実施形態では、ダウン選択プローブコレクシ
ョンのOTUは、1OTU当たり25、20、15、14、13、12、11、10、9、8、7、6、5、4、3、また
は2未満のプローブの中央値数を有する。一般に、低密度システムは、10、25、50、100、
250、500、1,000、2,000、または5,000以下の分類群を認識するプローブを特徴とする。
設定された数のプローブについて、いくつかの設計ストラテジーを、低密度システムのた
めに使用することができる。1つの手法は、例えば、ミスマッチプローブをまったく用い
ずに、1OTU当たり1つのプローブを使用して、同定されるOTUの数を最大にすることである
。別の手法は、所望の信頼度レベルに基づいてプローブを選択することである。ここでは
、各OTUの存在および量について少なくとも95%の信頼度レベルを実現するために、対応す
るミスマッチプローブとともに、各OTUについて複数のプローブを必要とする場合がある
。特定の低密度用途のためのプローブは、適切な環境からの試料を、高密度分析システム
、例えば、少なくとも10,000、20,000、30,000、40,000、50,000、60,000、70,000、80,0
00、90,000、100,000、250,000、500,000、もしくは1,000,000の、1つのドメイン、例え
ば、細菌、古細菌、もしくは真菌などのOTUの、または代わりに、1つのドメインの各既知
のOTUについての存在または量の確率を1つのアッセイで求めることができる検出システム
に適用することによって選択することができる。蔓延しているOTUに関連するプローブを
、低密度システムのために選択することができる。あるいは、対象とする試料中に見られ
るOTUは、対照試料と比較し、差し引かれたOTUを、低密度システムのために選択された残
りのOTUに関連するプローブと共有することができる。さらに、プローブは、対象とする
環境と対照環境との間のOTUの蔓延の変化に基づいて選択することができる。例えば、対
照試料と比較して、対象とする試料中で少なくとも2倍、5倍、10倍、100倍、または1,000
倍超豊富なOTUが、ダウン選択されたプローブセット中に含まれる。この情報を使用して
、ダウン選択されたアレイ、ビーズ多重システム、または他の低密度アッセイシステムが
設計される。
【０１８９】
　「低密度」アッセイシステムは、選択微生物を同定し、互いに関連した様々な選択微生
物の百分率組成を求めるのに使用することができる。低密度アッセイシステムは、開示さ
れた方法によって選択されたプローブを使用して構築することができる。これらの低密度
システムは、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、30、40、50、60、70
、80、90、100、200、500、1000、またはそれ以上微生物を同定することができる。同定
または定量化される代表的な微生物は、表2に列挙されている。
【０１９０】
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【表２】

【０１９１】
　低密度アッセイシステムは、多数の環境用途および臨床用途に有用である。例示的な用
途は、表2に列挙されている。これらの用途として、糞便または他の汚染の水質試験、動
物またはヒト病原体の試験、水汚染源の特定、再生(reclaimed)または再生(recycled)水
の試験、海洋排出プルームを含めた汚水排出ストリームの試験、病原体に関する水産養殖
のモニタリング、海浜、水泳領域、または他の水関連レクリエーション施設のモニタリン
グ、および毒性藻類ブルームの予測が挙げられる。他の用途には、試験またはモニタリン
グの結果に基づいて水管理または治療決定を行うことが含まれる。
【０１９２】
　食物モニタリング用途には、食物加工プラントでの生産ラインの定期的検査、食肉処理
場の調査、食品媒介病原体、例えば、大腸菌系統O157:H7もしくはO111:B4、リステリア・
モノサイトゲネス、またはサルモネラ・エンテリカ亜種エンテリカ血清型エンテリティデ
ィスなどについての、レストラン、病院、学校、矯正施設、および他の機関のキッチンお
よび食物貯蔵エリアの検査が含まれる。貝および貝生産水は、麻痺性貝毒作用、神経毒性
貝毒作用、下痢性貝毒作用、および健忘性貝毒作用に関与する藻類について調査すること
ができる。さらに、輸入食糧は、食糧安全保障を確実するために、解放する前に税関内の
間にスクリーニングすることができる。
【０１９３】
　植物病原体モニタリング用途には、園芸および苗床モニタリング、例えば、突然のオー
ク枯れに関与する微生物である、フィトフトラ・ラモルム(Phytophthora ramorum)につい
てのモニタリング、作物病原体の監視および疾患管理、ならびに森林病原体の監視および
疾患管理が含まれる。
【０１９４】
　低密度システムを用いて得られるデータに基づいで同定、診断、予知、追跡、または治
療することができる医学的状態として、それだけに限らないが、嚢胞性線維症、慢性閉塞
性肺疾患、クローン病、過敏性腸症候群、癌、鼻炎、胃潰瘍、大腸炎、アトピー、喘息、
新生仔の壊死性全腸炎、肥満症、歯周病、および微生物の存在、非存在、または個体数変
化によって引き起こされ、悪化し、またはこれらに関連する任意の疾患または障害が挙げ
られる。システムに含められるOTUの慎重な選択を通じて、システムは、非常に低い割合
の偽陽性または偽陰性の読みを生じる高レベルの信頼度を伴って1つまたは複数の状態ま
たは疾患を診断することができる診断デバイスとなる。
【０１９５】
　医薬品、医療用デバイス、および微生物の汚染が主要な安全性の懸念事項である他の消
耗品または極めて重要なコンポーネントのための製造環境は、緑膿菌、または黄色ブドウ
球菌(Staphylococcus aureus)のような特定の病原体の存在、ヒトに付随するより一般的
な微生物、水の存在に関連する微生物、またはその特定の環境もしくは類似の環境におい
て以前に同定された汚染微生物数を表す他の微生物の存在について調査することができる
。
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【０１９６】
　同様に、宇宙船を含めた繊細な装置の構築および組立領域は、生息することが知られ、
またはそのような環境中に最も一般に導入される、以前に同定された微生物についてモニ
ターすることができる。
【０１９７】
　国家安全保障用途には、野兎病菌(Francisella tularensis)または炭疽菌(Bacillus an
thracis)などの既知の生物テロリスト脅威についての、空気、水、および建物のモニタリ
ングが含まれる。他の用途には、怪しい小包または郵便物の検査が含まれる。
【０１９８】
　エネルギー安全保障は、ガスおよび油探索方法の改善を通じて、ならびに微生物増進石
油回収(MEOR)によって向上させることができる。油層およびガス層は、メタン、エタン、
プロパン、およびブタンを含めた、蓄積された炭化水素の低分子量成分を漏出することが
多い。これらの炭化水素は、様々な微生物の食物源として機能を果たすことができる。炭
化水素蓄積物の上に重なっている微生物群集を試料採取し、マイクロバイオームを、炭化
水素を欠いている類似の環境において観察されるマイクロバイオームと比較することによ
って、次に油およびガス探索のための新しい領域を特定するのに使用することができる、
インジケータ種を発見することができる。有望な油田中のグリッドアレイから、かつ各炭
化水素インジケータ微生物の存在量に基づいて土壌試料を収集することができ、輪郭を示
した表面マップを構築し、炭化水素プルームの位置を正確に概説することができる。
【０１９９】
　ほとんどの従来の石油回収プロセスでは、貯留層中の利用可能な油の15～50%しか回収
することができない。三次石油回収は一般に、より高価な方法の抽出技法、例えば、熱回
収、ケミカルフラッディング、または埋蔵量の最後の画分を抽出するための混合置換(ガ
ス注入)などを伴う。微生物は、単純で安価な栄養分を使用して、in situでバイオサーフ
ァクタントまたはガスを産生することができるので、MEORは、より低コストの三次回収法
をもたらす。さらに、ある特定の微生物は、長鎖炭化水素を代謝することによって、くみ
出すのがより容易な、より小さい、粘性のより低い炭化水素を作ることができる(バイオ
クラッキング(biocracking))。油田の全マイクロバイオームを測定またはモニターする能
力は、より生産的なフィールドと関連する微生物の同定および単離を可能にすることがで
きる。さらに、全マイクロバイオーム手法は、マイクロバイオームを観察し、油抽出に最
適な群集組成を誘導または維持するために栄養分レベルを調整することによって生産を最
適化するためのMEORフィールドのモニタリングを可能にする。
【０２００】
　法医学的科学は、殺人調査における死亡時刻など、起こった事象を判定するための信頼
できるシステムを必要とする。昆虫のコレクションおよび分類が現在使用されているが、
微生物集団の変化は、死亡時刻および状況を判定するための別の道を提供することができ
る。
【０２０１】
　バイオレメディエーションの成功には、所望の種がバイオレメディエーションプロジェ
クトの開始時に存在し、必須の、または好適な栄養分を、おそらく適時に補充することに
よって、その数が適切に維持されていることを保証するために、微生物集団の能動的なモ
ニタリングおよび管理を必要とする場合がある。
【０２０２】
　いくつかの実施形態では、低密度システムは、特定の生物において発現される遺伝子ま
たは配列に特異的な(相補的な)確認プローブも特徴とする。例えば、ペスト菌(Yersinia 
pestis)のcaf1毒性遺伝子、およびコレラ菌(Vibrio cholerae)の閉鎖帯毒素(zot)遺伝子
も、ペスト菌またはコレラ菌に対する確認プローブである。
【０２０３】
キット
　本明細書で使用する場合、「キット」は、本発明の方法を実施するために物質または試
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薬を送達するための任意の送達システムを指す。アッセイとの関連で、そのような送達シ
ステムには、プローブを有するアレイまたはビーズ、反応試薬(例えば、適切な容器中の
プローブ、酵素など)、および/または支持物質(例えば、アッセイを実施するための使用
説明書に書かれた緩衝液など)の、1つの位置から別の位置への貯蔵、輸送、または送達を
可能にするシステムが含まれる。例えば、キットは、本発明のアッセイのための妥当な反
応試薬および/または支持物質を含む1つまたは複数のエンクロージャー(例えば、箱)を含
む。
【０２０４】
　本発明の一態様では、核酸標的を分析するためのキットが提供される。一実施形態によ
れば、キットは、1つのアッセイで、10、20、50、100、200、500、1,000、2,000、5,000
、10,000、20,000、30,000、40,000、50,000、または60,000の異なるOTUに対する存在ま
たは量を判定することができる複数のプローブを含む。そのようなプローブは、例えば、
アレイ、または複数のマイクロビーズに結合させることができる。いくつかの態様では、
キットは、開示された方法を使用して、かつ/または1つもしくは複数の試料のバイオシグ
ネチャーの同定および/もしくは比較において使用するために選択された、少なくとも5、
10、15、20、50、100、200、500、1,000、2,000、5,000、10,000、20,000、50,000、100,
000、200,000、500,000、1,000,000、または2,000,000のインターロゲーションプローブ
を含む。
【０２０５】
　キットは、試料処理のための試薬も含むことができる。いくつかの実施形態では、試薬
は、16S rRNA遺伝子の領域などの高度に保存された配列の領域を増幅するためのプライマ
ーを含めた、試料核酸のPCR増幅のための試薬を含む。さらに他の実施形態では、試薬は
、rRNAを直接標識化するための試薬を含む。さらなる実施形態では、キットは、キットを
使用するための使用説明書を含む。他の実施形態では、キットは、遠隔のデータ分析およ
びソフトウェアプログラムの操作に電子的にアクセスするためのパスワードまたは他の許
可を含む。そのようなキットは、環境モニタリング、疾患の診断、疾患の進行もしくは治
療に対する応答のモニタリング、ならびに汚染源および/または1つもしくは複数の混入物
の存在、非存在、もしくは量の特定を含めた、様々な用途を有することになる。
【０２０６】
コンピュータで実行される方法
　図1は、適当なコンピュータシステム環境または構造の例を例示し、この中で、コンピ
ュータサブシステムは、プローブ選択、試料の分析、およびリモートネットワークキング
を含めた、本発明のソフトウェア実施形態を実行するための処理機能性をもたらすことが
できる。本明細書に開示される方法またはシステムはまた、パーソナルコンピュータ、サ
ーバーコンピュータ、手持ち式またはラップトップデバイス、マルチプロセッサシステム
などを含めた、多数の他の汎用または特殊目的用コンピュータシステムを用いて機能を果
たすことができる。
【０２０７】
　本方法またはシステムは、コンピュータによって実行されるプログラムモジュールなど
のコンピュータ実行可能な指示の一般的な脈絡で説明することができる。本方法またはシ
ステムはまた、分散コンピューティング環境で実施することができ、この場合、タスクは
、通信ネットワークを通じてリンクされている遠隔処理デバイスによって実施される。
【０２０８】
　図1を参照すると、本方法またはシステムを実施するための例示的なシステムは、コン
ピュータ102の形態での汎用コンピュータデバイスを含む。
【０２０９】
　コンピュータ102のコンポーネントには、それだけに限らないが、プロセシングユニッ
ト104、システムメモリー106、およびシステムメモリーからプロセシングユニット104を
含めた、様々なシステムコンポーネントを結合するシステムバス108が含まれる。
【０２１０】
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　コンピュータ102は一般に、様々なコンピュータ判読可能な媒体を含む。コンピュータ
判読可能な媒体には、揮発性および不揮発性媒体、リムーバブルおよびノンリムーバブル
媒体の両方が含まれ、これは、コンピュータ記憶媒体を含むことができる。コンピュータ
記憶媒体として、それだけに限らないが、RAM、ROM、EEPROM、フラッシュメモリー、また
は他のメモリー技術、CD-ROM、デジタル多用途ディスク(DVD)、または他の光学ディスク
記憶装置、磁気カセット、磁気テープ、磁気ディスク記憶装置、または他の磁気記憶装置
デバイスが挙げられる。
【０２１１】
　システムメモリー106は、リードオンリーメモリー(ROM)110およびランダムアクセスメ
モリー(RAM)112などの揮発性および/または不揮発性メモリーの形態でコンピュータ記憶
媒体を含む。始動の間などに、コンピュータ102内のエレメント間で情報を移動させるの
に役立つ基本ルーチンを含む基本入出力システム114(BIOS)が、ROM 110中に一般に記憶さ
れている。RAM 112は一般に、プロセシングユニット104に直ちにアクセス可能であり、か
つ/またはほどなくプロセシングユニット104によって作動されるデータおよび/またはプ
ログラムモジュールを含む。図1は、オペレーティングシステム132、アプリケーションプ
ログラム134、例えば、配列分析、プローブ選択、シグナル分析、およびクロスハイブリ
ダイゼーション分析プログラムなど、他のプログラムモジュール136、ならびにプログラ
ムデータ138を例示する。
【０２１２】
　コンピュータ102は、他のリムーバブル/ノンリムーバブル、揮発性/不揮発性コンピュ
ータ記憶媒体も含むことができる。例としてのみ、図1は、ノンリムーバブル不揮発性磁
気媒体に読み書きするハードディスクドライブ116、リムーバブル不揮発性磁気ディスク1
20に読み書きする磁気ディスクドライブ118、およびリムーバブル不揮発性光学ディスク1
24、例えば、CD ROMまたは他の光学媒体などに読み書きする光学ディスクドライブ122を
例示する。例示的な動作環境において使用することができる他のリムーバブル/ノンリム
ーバブル、揮発性/不揮発性コンピュータ記憶媒体として、磁気テープカセット、フラッ
シュメモリーカード、デジタル多用途ディスク、デジタルビデオテープ、固体状態RAM、
固体状態ROMなどが挙げられる。ハードディスクドライブ116は一般に、インターフェース
126などのノンリムーバブルメモリーインターフェースを通じてシステムバス108に接続さ
れ、磁気ディスクドライブ118および光学ディスクドライブ122は一般に、インターフェー
ス128または130などのリムーバブルメモリーインターフェースによってシステムバス108
に接続される。
【０２１３】
　上記に論じられ、図1に例示されたドライブおよびこれらの関連するコンピュータ記憶
媒体は、コンピュータ判読可能な指示、データ構造、プログラムモジュール、およびコン
ピュータ102のための他のデータの記憶装置を提供する。例えば、図1では、ハードディス
クドライブ116は、オペレーティングシステム132、アプリケーションプログラム134、他
のプログラムモジュール136、およびプログラムデータ138を記憶するものとして例示され
ている。ユーザーは、入力デバイス、例えば、キーボード140、およびマウス、トラック
ボール、またはタッチパッド142などを通じてコンピュータ102にコマンドおよび情報を入
力することができる。これらの、および他の入力デバイスは、システムバスに結合された
ユーザー入力インターフェース144を通じてプロセシングユニット104に接続されることが
多いが、他のインターフェースおよびバス構造、例えば、パラレルポート、またはユニバ
ーサルシリアルバス(USB)などによって接続することができる。モニター158または他のタ
イプの表示デバイスも、ビデオインターフェースまたはグラフィックス表示インターフェ
ース156などのインターフェースを介してシステムバス108に接続される。モニター158に
加えて、コンピュータは、他の周辺出力デバイス、例えば、スピーカー(図示せず)および
プリンター(図示せず)なども含むことができ、これらは、出力周辺インターフェース(図
示せず)を通じて接続することができる。
【０２１４】
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　コンピュータ102は、本明細書に記載されるマイクロアレイまたは他のプローブシステ
ムなどの分析システム中に組み込むことができる。あるいは、分析システムによって生成
されるデータは、当技術分野で公知の様々な手段を使用してコンピュータシステムにイン
ポートすることができる。
【０２１５】
　コンピュータ102は、1つまたは複数のリモートコンピュータまたは分析システムへの論
理結合を使用してネットワーク環境下で動作することができる。リモートコンピュータは
、パーソナルコンピュータ、サーバ、ルータ、ネットワークPC、ピアデバイス、または他
の一般的なネットワークノードであってもよく、一般に、コンピュータ102と比べて、上
述したエレメントの多く、またはすべてを含む。図1に表された論理結合は、ローカルエ
リアネットワーク(LAN)148および広域ネットワーク(WAN)150を含むが、他のネットワーク
も含むことができる。そのようなネットワーク環境は、オフィス、企業規模のコンピュー
タネットワーク、イントラネット、およびインターネットにおいてありふれている。LAN
ネットワーク環境下で使用される場合、コンピュータ102は、ネットワークインターフェ
ースまたはアダプター152を通じてLAN 148に接続される。WANネットワーク環境下で使用
される場合、コンピュータ102は一般に、モデム154、またはインターネットなどのWAN 15
0に対して通信を確立するための他の手段を含む。内部にあっても外部にあってもよいモ
デム154は、ユーザー入力インターフェース144、または他の適切な機構を介してシステム
バス108に接続することができる。ネットワーク環境において、コンピュータ102に関連し
て表されるプログラムモジュール、またはその一部は、遠隔メモリー記憶デバイス中に記
憶することができる。
【０２１６】
　本発明のさらなる態様では、1つのアッセイで、20、50、100、200、500、1,000、2,000
、5,000、10,000、20,000、30,000、40,000、50,000、または60,000を超える異なるOTUの
存在または量を分析するための、コンピュータで実行される方法が提供される。一実施形
態では、試料中の1つまたは複数の微生物の存在または量を判定するためのコンピュータ
実行可能なロジックであって、少なくとも20、50、100、200、500、1,000、2,000、5,000
、10,000、20,000、30,000、40,000、50,000、または60,000のユニークで高度に保存され
たポリヌクレオチドのそれぞれに選択的に結合する一連のプローブからの強度を分析し、
少なくとも90%、95%、96%、97%、98%、99%、または99.5%の信頼度レベルを伴って、前記
試料中に存在するすべての種の少なくとも97%の存在を判定するためのロジックを含むコ
ンピュータ実行可能なロジックが提供される。
【０２１７】
　一実施形態では、一連の異なる生物から、1つまたは複数の生物が試料中に存在する確
率を求めるためのコンピュータ実行可能なロジックが提供される。コンピュータロジック
は、陰性対照プローブおよび陽性対照プローブの強度との比較に基づいて、個々のインタ
ーロゲーションプローブ強度が正確である尤度を求めるためのプロセスまたは指示と、第
1の変位値閾値をクリアするOTUからのインターロゲーションプローブの強度に基づいて、
個々のOTUが存在する尤度を求めるためのプロセスまたは指示と、第1の変位値閾値をクリ
アした1つまたは複数のOTUに、やはり第1の変位値閾値をクリアした他のプローブとクロ
スハイブリダイズするその潜在性に基づいてペナルティを課すためのプロセスまたは指示
とを含む。
【０２１８】
　さらなる実施形態では、試料中の1つまたは複数の微生物の存在を判定するためのコン
ピュータ実行可能なロジックが提供される。このロジックにより、少なくとも1000の異な
るインターロゲーション完全プローブの分析が可能になる。このロジックは、判定を行う
プロセスにおいて、インターロゲーションパーフェクトマッチプローブの少なくとも10%
から情報を廃棄するステップをさらに提供する。いくつかの実施形態では、コンピュータ
実行可能なロジックは、コンピュータ判読可能な媒体上に記憶され、コンピュータソフト
ウェア製品を代表する。
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【０２１９】
　他の実施形態では、本発明の態様を具現するコンピュータ実行可能なロジックが、ハー
ドドライブまたは光学ドライブのようなコンピュータ媒体上に記憶されるコンピュータソ
フトウェア製品が提供される。一実施形態では、コンピュータソフトウェア製品は、実行
される際、候補プローブを判定するための本明細書に記載される方法を実施する指示を含
む。
【０２２０】
　さらなる実施形態では、本発明の方法を実施することができるコンピュータシステムが
提供される。いくつかの実施形態では、コンピュータシステムは、フローサイトメーター
またはマイクロアレイ画像法デバイスのような分析システムに一体化され、このシステム
の一部である。他の実施形態では、コンピュータシステムは、分析システムに接続され、
または移植されている。いくつかの実施形態では、コンピュータシステムは、ネットワー
ク接続によって分析システムに接続される。図2は、図1に例示されたコンピュータシステ
ムを利用する遠隔データ取得または分析のためのネットワークシステムの一実施形態を例
示する。この実施例では、試料は、市販のイメージングシステムおよびソフトウェアを使
用して画像化される。データは、CELファイル(AFFYMETRIX(登録商標))、またはFeature R
eportファイル(NIMB LEGEN(登録商標))のような標準的なデータ形式を使用して出力され
る。次いでデータは、本発明の方法を使用して分析するために、遠隔または中央の位置に
送られる。いくつかの実施形態では、標準化された分析が実施され、シグナルの正規化、
OTUの定量化、および視覚的分析をもたらす。他の実施形態では、カスタマイズされた分
析が、ユーザーの特定の必要性のために設計された、固定されたプロトコールを使用して
実施される。さらに他の実施形態では、ユーザーが設定できる分析が使用され、ユーザー
が、各分析を実施する前に少なくとも1つの変数を調整することを可能にするプロトコー
ルを含む。
【０２２１】
　処理した後、結果は、後に使用または共有するために、交換可能なバイナリー形式で記
憶される。さらに、ハイブリダイゼーションスコアおよびOTU確率値を、検出された試料
群集をさらに統計分析するために、タブ区切りファイルに、またはUniFrac(Lozuponeら、
UniFrac-an online tool for comparing microbial community diversity in a phylogen
etic context、BMC Bioinformatics、7、371頁; 2006)と適合した形式でエクスポートす
ることができる。
【０２２２】
　いくつかの実施形態では、分類学的ツリー、ヒートマップ、階層的クラスタリング、平
行座標(時系列)、バープロット、および多次元スケール分散プロットを含めた、データの
複数のインタラクティブビュー(interactive view)が利用可能である。いくつかの実施形
態では、分類学ツリーは、各検出されたOTUについての平均強度を示し、試料のヒートマ
ップとしてツリーのリーフを示す。ツリーは、ある特定の強度または確率閾値未満のOTU
を選別することによって、動的に剪定することができる。さらに、ツリーは、門から亜科
までの任意のレベルで要約することができる。他の実施形態では、ユーザーは、組み込ま
れたC Clustering Library(de Hoonら、Open source clustering software、Bioinformat
ics、20、1453～1454頁; 2004)からの標準的な距離法および連結法のいずれか、ならびに
二次ヒートマップウインドウに示される、得られるデンドログラムを使用して、OTUおよ
び試料の両方を階層的にクラスター化することができる。いくつかの実施形態では、試料
の対での比較を促進するために、示差的なOTU強度のインタラクティブなバープロットを
示す第3のウインドウが提供される。任意の2つの試料について、差異バーの高さは、OTU
間の平均強度の絶対的または相対的差異を示す。バーは、同定および比較を容易にするた
めに、任意の分類学的ランクによって、水平軸に沿ってグループ化および分類することが
できる。同調した選択および選別は、データの複数のビューの間で途切れなくナビゲート
するユニークな能力をユーザーに与える。例えば、ユーザーは、階層的クラスタリングウ
インドウ中のクラスターを選択し、分類学ツリー中の選択された生物を同時に見ることが
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でき、その系統発生的関係および環境の関係を直ちに明らかにする。さらなる実施形態で
は、分析システムからのデータ、すなわち、分析システムまたはフローサイトメーターは
、ハイスループット配列決定データを用いて同時分析および表示することができる。いく
つかの実施形態では、試料中に存在すると同定された各生物について、ユーザーは、特定
の生物が見出される他の環境のリストを見ることができる。
【０２２３】
　いくつかの実施形態では、スクリーン表示は、動的で同調していることによって、すべ
ての他のビューにおいて同時に反映される、任意のビューに対する変化を用いたOTUの選
択または選別を可能にする。さらに、16S rRNA遺伝子、18S rRNA遺伝子、または23S rRNA
遺伝子の配列決定によって確認されたOTUは、すべてのビューにおいて同時表示すること
ができる。
【０２２４】
ビジネス方法
　本発明のいくつかの態様では、クライアントがアレイを画像化し、または多数の微粒子
を走査し、分析のために、データを含むファイルをサービスプロバイダーに送るビジネス
方法が提供される。サービスプロバイダーは、データを分析し、金銭的な補償と引き換え
にユーザーにレポートを提供する。いくつかの実施形態では、ユーザーは、サービスプロ
バイダーの分析システムへのアクセスを有し、分析パラメータ、または結果の表示を操作
および調整することができる。
【０２２５】
　本発明の別の態様では、クライアントが、処理、画像化、または走査されるべき試料を
送り、生物の存在または量についてデータが分析されるビジネス方法が提供される。サー
ビスプロバイダーは、金銭的な補償と引き換えにクライアントにレポートを送る。本発明
のいくつかの実施形態では、クライアントは、さらなる分析、およびデータの観察のため
の、一式のデータ分析および表示プログラムへのアクセスを有する。さらなる実施形態で
は、サービスプロバイダーは最初に、システムまたはキットをクライアントに供給する。
キットは、存在するマイクロバイオームの大部分もしくは全部をアッセイするためのシス
テムを含むことができ、またはシステムは、特定の用途のために設計された「ダウン選択
された」プローブを含むことができる。試料を処理および画像化した後、クライアントは
、サービスプロバイダーによる分析のためにデータを送る。本発明のいくつかの実施形態
では、クライアントのレポートは電子的である。他の実施形態では、クライアントは、デ
ータのさらなる観察、操作、比較、および分析のための一式のデータ分析および表示プロ
グラムへのアクセスが提供される。いくつかの実施形態では、クライアントは、結果を比
較するための独自のデータベースへのアクセスが提供される。他の実施形態では、クライ
アントは、結果を比較するために、1つまたは複数の公共データベース、または私的デー
タベースと公共データベースの組合せへのアクセスが提供される。いくつかの実施形態で
は、独自のデータベースは、正常な試料についてのプールされた結果(フィンガープリン
ト、バイオシグネチャー)、または疾患状態などの特定の異常な状況からのプールされた
結果を含む。いくつかの実施形態では、バイオシグネチャーは、新しい試料分析を受け取
ると、持続的かつ自動的にアップデートされる。
【０２２６】
　いくつかの実施形態では、データベースは、高度に保存された配列表をさらに含む。い
くつかの実施形態では、データベースは、新しい配列情報が、例えば、国立衛生研究所の
Human Microbiome Projectから利用可能になる際に、自動的にアップデートされる。さら
なる実施形態では、プローブは、新しい配列情報に基づいて自動的にアップデートされる
。配列情報の持続的なアップグレードおよびプローブセットの洗練により、マイクロバイ
オームの組成およびその個々の成分の量の判定において精度および分解能を増大させるこ
とが可能なる。いくつかの実施形態では、システムは、より早いマイクロバイオームバイ
オシグネチャーを、同じまたは実質的に類似の環境からのより遅いマイクロバイオームバ
イオシグネチャーと比較し、プローブセットの組成、ならびに関連OTU間の識別、マイク
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ロバイオーム成分の同定および定量化を改善もしくは洗練し、または判定の精度を増大さ
せるのに有用な情報についてのハイブリダイゼーションシグナル分析パラメータの変化を
分析する。
【０２２７】
　いくつかの実施形態では、データベースは、宿主の年齢、性別、および全体的な健康状
態、宿主の地理的位置、宿主の飲食物(すなわち、西洋、アジア、または菜食主義者)、水
源、宿主の職業または社会的状態、宿主の住宅状態を含めた、特定のマイクロバイオーム
、例えば、健康な、および不健康なヒトの腸のミクロフローラに関連する微生物叢につい
ての情報をまとめる。
【０２２８】
　いくつかの実施形態では、男性および女性の成人、ならびに小児についての参照の健康
/正常なシグネチャーをベンチマークとして使用することによって、前駆症状および症候
性の疾患状態、治療/療法に対する応答、感染、および/または疾患に関連する二次感染を
特定することができる。
【０２２９】
　いくつかの実施形態では、クライアントは、クライアントの試料マイクロバイオームと
、1つまたは複数の参照マイクロバイオームとの比較に基づいて診断または治療勧告が与
えられる。
【０２３０】
　いくつかの実施形態では、データベースは、日常の食物加工プラントまたは食肉処理場
の微生物検査からの集合した結果で維持される。日常または緊急の検査からの1つまたは
複数の試料に由来するマイクロバイオームのフィンガープリントが、「清潔なプラント」
、「汚れたプラント」、または特定の微生物の汚染問題を経験したことが知られているプ
ラントの複合フィンガープリントと比較される。次いで比較結果は、提出実体(submittin
g entity)に送られる。
【０２３１】
　他の実施形態では、養魚場は、植物プランクトンの存在量または毒性藻類ブルームの非
存在の予測に基づいて管理され、そのような予測は、養魚場の現在のフィンガープリント
を、十分に管理された養魚場、衰退しているか、または毒性藻類ブルームの出現が知られ
ている養魚場の複合フィンガープリントと比較することから得られる。他の実施形態では
、水産養殖設備は、マイクロバイオームのフィンガープリントを、健康な水産養殖設備の
フィンガープリント、および同定された、または疑いのある病原体のアウトブレイクの間
の水産養殖設備のフィンガープリントのデータベースと比較することによってモニターま
たは管理される。
【０２３２】
　さらに他の実施形態では、分水界からの水試料のマイクロバイオームが、分水界全体か
ら集められたデータと比較されることによって、水質を最適にし、魚の集団を支持し、毒
性藻類ブルームまたはデッドゾーンを最小限にする管理およびレメディエーションの実行
が通知される。いくつかの実施形態では、水の検査は、汚染を低減し、規制上の基準を満
たすことにおける処理施設の有効性を判定するために、処理施設を建設する前および後に
実施される。さらに他の実施形態では、試料採取プログラムが設定され、このプログラム
において、試料が定期的に分析され、レクリエーション用水または家庭内消費のために使
用される水源中で、微生物レベルがある特定の閾値を超える場合、自動警告システムが、
地方、州、または連邦の機関に通報する。
【０２３３】
　集合したフィンガープリントコレクションのさらなる例には、紙パルプ工場、石油精製
所、製革所、製糖所、化学プラントを含めた製造、加工、または精錬所施設からの工業流
出液体および流出物、ならびに糞便汚染のバイオシグネチャーが含まれる。
【０２３４】
(実施例)
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　以下の実施例は、本発明の様々な実施形態を説明する目的のものであり、いかなる形で
あれ本発明を限定することを意図しない。本実施例は、本明細書に記載される方法と併せ
て、好ましい実施形態を現在表しており、例となるものであり、本発明の範囲を限定する
ものとして意図しない。特許請求の範囲により限定される本発明の精神内に包含されるそ
の変化および他の使用は、当業者であれば想到されよう。
【０２３５】
(実施例1)
PhyloChipアレイ分析
　標準技法を使用した試料調製、適用、インキュベーションおよび洗浄に続いて、PhyloC
hip G3アレイはAffymetrix製のGeneArray Scannerを使用して走査された。前記走査は、
データをプローブごとにテキストコードされた表の個々の列に変える標準AFFYMETRIX(登
録商標)ソフトウェア(GCOS vl.6 using parameter: Percentile v6.0)を使用してピクセ
ル画像として取り込まれた。表3を参照されたい。
【０２３６】

【表３】

【０２３７】
　各分析システムは、細胞あたり1プローブ配列で約1,016,000細胞を有していた。前記分
析システムスキャナは、細胞あたり30～45ピクセルの規則的格子内で0～65,000任意単位(
a.u)の幅があるアレイ全体でシグナル強度を記録した。隣接する細胞間に2ピクセルマー
ジンを使用し、使用可能なシグナルのプローブあたり約25～40ピクセルを残した。これら
のピクセルから、AFFYMETRIX(登録商標)ソフトウェアは75パーセンタイル平均ピクセル強
度(「平均」と示される)、約25～40ピクセル間のシグナル強度の標準偏差(「STDV」と示
される)および細胞あたりの使用されるピクセル数(「NPIXELS」と示される)を算出した。
シグナル強度が3標準偏差離れているピクセルを有する細胞はどれも異常値として分類さ
れた。
【０２３８】
　分析システムは、使用者定義数の水平割りと縦割りに分割された。デフォルト設定では
、4つの水平割りと4つの縦割りが作成され、独立したバックグラウンド減算のための16の
規則的に間隔が開けられたセクターを生じた。バックグラウンド強度は象限ごとに独立し
て、その象限のプローブの最小強度2%(デフォルト設定では)の平均シグナル強度として算
出された。次に、バックグラウンド強度はさらなる算出前にすべてのプローブから減算さ
れた。
【０２３９】
　ノイズ値は、AFFYMETRIX(登録商標)GeneChip User Guide v3.3の推奨に従って評価され
た。ノイズ(N)は、スキャナがアレイ表面を読み取るときに観察されるピクセル強度シグ
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ナルの変動のせいであり、その細胞を含むピクセルの数の平方根で割った同定されたそれ
ぞれのバックグラウンド細胞内のピクセル強度の標準偏差として計算された。こうして得
られた商の平均は下に記載される計算におけるNに使用された。
【０２４０】
【数４】

【０２４１】
 Bはバックグラウンド細胞
 SiはBにおけるピクセル間の標準偏差 pixiはBにおけるピクセルの総数
 スカラーBはすべてのバックグラウンド細胞の総数、累積的
【０２４２】
　次に、すべてのプローブの強度は、スパイクインプローブの平均の観察されたシグナル
強度が既定のシグナル強度を有するようにスケーリングされた。これは、対応するPMプロ
ーブの平均応答を下の方程式を使用して標的平均に強制するための倍率(Sf)を見つけるこ
とにより実現された。
【０２４３】
【数５】

【０２４４】
 et=標的平均強度(デフォルト:2500)
 スカラーKpm=どんなスパイクインも補完するプローブの総数
 Sf=倍率
【０２４５】
　典型的には、既定のシグナル強度は約0～約65,000の範囲であった。倍率が導き出され
ると、すべての細胞強度に倍率を掛けあわせた。
【０２４６】
　ノイズ(N)は同じ係数によりスケールを変更され:Ns=N×Sfで、Ns=スケーリングされた
ノイズ、N=スケーリングされていないノイズ、およびSf=倍率であった。
【０２４７】
　代わりのまたは選択のステップとして、高ハイブリダイゼーションシグナル応答のMMプ
ローブが同定され、プローブペアは除去された。
【０２４８】

【数６】

【０２４９】
 PM=パーフェクトマッチプローブのスケーリングされた強度
 MM=ミスマッチプローブのスケーリングされた強度
 srtr=逆標準比率閾値(デフォルト:1.3)
 sdtmr=逆標準差閾値乗数(デフォルト:130)



(61) JP 5795579 B2 2015.10.14

10

20

30

40

50

 Ns=スケーリングされたノイズ
 O=異常値セット
【０２５０】
　残りのプローブペアは、
【０２５１】
【数７】

【０２５２】
 PM=パーフェクトマッチプローブのスケーリングされた強度
 MM=ミスマッチプローブのスケーリングされた強度
 srt=標準率閾値(デフォルト:1.3)
 sdtm=標準差閾値乗数(デフォルト:130)
 Ns=スケーリングされたノイズ
によりスコア化された。
【０２５３】
　OTUを「プレゼント(present)」として分類した後、プレゼントコールは、その下位のOT
Uのうちの少なくとも1つがプレゼントであれば、どんなノード(亜科、科、目など)も「プ
レゼント」と見なすことにより分類階層を通して上方に伝搬させた。
【０２５４】
　ハイブリダイゼーション強度はOTU存在量の尺度であり、所定のプローブセットにおけ
るプローブペアにわたるPMマイナスMM強度差のトリム平均(平均化する前に最大値と最小
値が取り除かれる)としてプローブセットごとに任意単位で計算された。
【０２５５】
(実施例2)
水質検査―糞便汚染アッセイ
　上昇した糞便インジケータ細菌濃度およびヒト糞便汚染に関連する場所である、カリフ
ォルニア州サンタバーバラの低地ミッションクリークとラグナ流域の日照り流水から本発
明のアレイを用いてサンプリングすることになる。前記目的は、都市化されたクリークに
おける全細菌群集組成および生物地理学的パターンを特徴付け、2)分子的方法により検出
される分類群を従来の糞便インジケータ細菌と比較し、3)培養非依存群集ベースの糞便汚
染モニタリングにおいて使用される細菌分類群の信頼性のある群(糞便汚染のインジケー
タ種)を解明することである。
【０２５６】
　前記流水域はサンタバーバラ都心部の都市化地域を流れている。サンプリングする場所
には、雨水排水管、流れるクリークの区間、潟(M2、M4)および海が挙げられる。さらに、
地点には旧ミッションクリーク支流がミッションクリークに注ぎ込む場所が含まれる。乾
いたクリーク流は、上流領域における地下泉、灌漑と水洗に関連する都市流出水、地下水
浸出、排水だめまたは地下ポンプ、および潜在的に違法な地下水接続を含む多くの発生源
を有しうる。サンプリングは、サンプリング前の少なくとも48時間またはサンプリング中
に雨が降っていない期間中に行われることになる。流域試料に加えて、ヒト糞便および下
水がサンプリングされることになる。
【０２５７】
材料と方法
　試料説明、収集および抽出
　水試料は日照り期間中の流水域から3～5日にわたり収集される。さらに、ヒト糞便下水
流入を含む糞便試料が収集される。溶存酸素(DO)、pH、温度および塩分が各サンプリング
とともに測定される。水試料は実験室において0.22pmフィルターで濾過し、UltraClean W
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ater DNA kit (MoBio Laboratories)を使用してDNAを抽出し、-20℃で保存する。全大腸
菌群、大腸菌(E. coli)およびエンテロコッカス種(Enterococcus spp.)の濃度(IDEXXによ
る)の他にもヒト特異的バクテロイデス(Bacteroides)マーカー(HBM)の定量的PCR(qPCR)測
定も実施される。
【０２５８】
　分析システム解析のための16S rRNA遺伝子増幅
　16S rDNAは、非変性細菌プライマー27F.jgiおよび1492Rを使用してgDNAから増幅される
。ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)は、TaKaRa Ex Taqシステム(Takara Bio Inc.、Japan)を使
用して実施される。増幅プロトコールはすでに記載されている(Brodieら、Application o
f a High Density Oligonucleotide Analysis system Approach to Study Bacterial Pop
ulation Dynamics during Uranium Reduction and Reoxidation. Applied Environ Micro
bio. 72:6288～6298頁、2006)。
【０２５９】
　分析システム処理および画像データ解析
　分析システム解析は、高密度系統発生分析システム(PhyloChip)を使用して実施される
。そのプロトコールはすでに記載されている(Brodieら、2006)。手短に言えば、単位複製
配列はイソプロパノール沈殿により40μl未満の容積まで濃縮される。前記DNA単位複製配
列は、デオキシリボヌクレアーゼを用いて断片化され、ビオチン標識され、変性され、48
℃で一晩(>16時間)DNA分析システムにハイブリダイズされる。アレイは続いて洗浄され染
色される。アレイはGeneArray Scanner (Affymetrix、Santa Clara、CA、USA)を使用して
走査される。各プローブ(PM、MMおよび対照プローブ)の蛍光強度に関する情報を生み出す
Affymetrixソフトウェアから得られるCELファイルは、Todd DeSantisにより設計されたCE
L解析ソフトウェア(LBNL、Berkeley、USA)を使用して解析される。
【０２６０】
　PhyloChipデータ正規化
　すべての統計的解析はR(Team RCD(2008) R: A language and environment for statist
ical computing)において実施される。単位複製配列標的の定量化に伴う変動(定量化変動
)ならびに標的断片化、標識化、ハイブリダイゼーション、洗浄、染色およびスキャニン
グに伴う下流変動(分析システム技術変動)について補正するために、二段階正規化手法が
開発されている。すなわち、先ずPhyloChip実験ごとに、乗法誤差モデル下でスパイク対
照プローブの強度をもっともよく説明する倍率が、最尤手順を使用して見積もられる。各
実験における強度にはそれに対応する最適倍率が掛けられる。さらに、実験ごとの強度は
、細菌と古細菌については別々に強度をそれに対応する全アレイ強度で割ることにより、
全アレイ強度の変動について補正される。
【０２６１】
　統計的解析
　すべての統計的解析はRにおいて実施された。ブレイカーチス距離(Bray-Curtis distan
ces)は、ecodistパッケージにおけるbcdist関数を用いて正規化蛍光強度を使用して計算
された(Goslee SC & Urban DL (2007) The ecodist package for dissimilarity-based a
nalysis of ecological data. J Stat Softw 22(7): 1～19頁)。群集データのブレイカー
チス距離行列のマンテル相関、地理的距離および環境変数は、veganパッケージにおける
マンテル関数を使用して計算される。ピアソンの相関は、モンテカルロ(無作為化)テスト
の1000順列を用いて計算される。非計量的多次元尺度法(NMDS)はveganパッケージのmetaM
DS関数を使用して実施される。緩和近接結合系統樹はClearcutを使用して作成される(Eva
ns J、Sheneman L、& Foster JA (2006) Relaxed neighbor-joining: a fast distance -
based phylogenetic tree. Construction method. J MoI Evol 62:785～792頁)。別個の
クリアーカット系統樹は、地点ごとに「常在」および「一過性」群集について作製される
。重みなしUniFrac距離(Lozupone C & Knight R (2005) UniFrac: a new phylogenetic m
ethod for comparing microbial communities. Applied and Environmental Microbiolog
y 71(12):8228～8235頁)は地点ごとに計算される。
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【０２６２】
PhyloChip由来パラメータ
　糞便分類群
　3つの糞便試料すべてにおよび27の水試料すべてに存在する分類群は別々に集計される
。「糞便分類群」の一覧表は、3つの糞便試料すべてに存在する分類群から水試料すべて
に見出される分類群を取り除くことにより導き出される。
【０２６３】
　一時的および常在亜集団
　サンプリング期間にわたり各地点由来の少なくとも1つの試料に存在する分類群が集計
され、その分類群の蛍光強度の分散が作製される。上位十分位数における分類群は「一時
的」亜集団として定義され、下位十分位数における分類群は「常在」亜集団として定義さ
れた。
【０２６４】
　BBC:A
　バチルス(Bacilli)、バクテロイデス(Bacteroidetes)、クロストリジウム(Clostridia)
およびα-プロテオバクテリア(α-proteobacteria)の綱における分類群の数が集計される
。その比率は以下の式、
【０２６５】
【数８】

【０２６６】
を使用して、計算される。
【０２６７】
　前記綱それぞれのユニークな分類群の総数は、分析システムにより検出される各綱にお
ける全分類群で割ることにより正規化される。
【０２６８】
　公表された研究由来の整列された配列は、Greengenesからダウンロードされ(DeSantis 
TZら、(2006) Greengenes、a chimera-checked 16S rRNA gene database and workbench 
compatible with ARB. Applied and Environmental Microbiology 72(7):5069～5072頁)
、PhyloChip分類法を使用して再分類される。ユニークな分類群の総数は細菌綱ごとに集
計される。BBC:Aは上記の式を使用して計算される。1つの綱で分類群が検出されない場合
は、その綱の総数は0.5に設定される。
【０２６９】
生息地間の群集の違いを解決する
　ミッションクリーク試料は3つの生息地類型、すなわち、海洋、河口潟ならびに淡水(ク
リークおよび雨水排水管流水)に描写されている。流域試料と3つの糞便試料(2つの下水と
1つのヒト糞便)のブレイカーチス距離が計算される。最初の2つの軸の非計量的多次元尺
度法(NMDS)序列およびプロッティングを使用して、試料間の距離を表示する。細菌群集は
生息地類型により明確に分離される。排水管試料は糞便試料にもっとも類似している。潟
試料は海洋試料にもっとも類似している。
【０２７０】
　生息地間で観察される細菌群集の違いの大多数を占めるシグネチャー分類群は、すべて
の生息地類型間の綱レベルでの検出された分類群を比較することにより同定される。各生
息地類型における分類群の数は、パーセント検出を得るために試料類型ごとに検出された
合計で割られる。糞便試料を市街地の上流で採取された試料または潟もしくは海洋由来の
試料と比較することにより、低い割合のαプロテオバクテリアと高い割合のバチルスおよ
びクロストリジウムが存在することが明らかにされている。さらに、糞便試料中では5つ
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の綱、ソリバクター(Solibacteres)、未分類アシドバクテリウム(Acidobacteria)、クロ
ロフレクサス-4(Chloroflexi-4)、コプロサーモバクテリウム(Coprothermobacteria)およ
びフソバクテリウム(Fusobacteria)のみが検出されている。クロロフレクサス綱-3(Chlor
oflexi-3)はクリーク試料のみで検出されており、サーモミクロビウム(Thermomicrobia)
、未分類ターマイトグループ1(Termite group 1)および未分類クロロフレクサスは海洋試
料のみで検出されている。4つの生息地にわたりもっとも高い標準偏差を有する上位10綱
は(降順に)、クロストリジウム、α-プロテオバクテリア、バチルス、γ-プロテオバクテ
リア(γ-proteobacteria)、β-プロテオバクテリア(β-proteobacteria)、放線菌(Actino
bacteria)、フラボバクテリア(Flavobacteria)、バクテロイデス、シアノバクテリア(Cya
nobacteria)、およびc-プロテオバクテリア(c-proteobacteria)である。これらの綱のう
ち、クロストリジウム、バチルスおよびバクテロイデス割合は高いが、α-プロテオバク
テリア割合は低かった。これらの4つの分類群は、糞便汚染のインジケータとして使用す
ることが可能である。
【０２７１】
　「一過性」と「常在性」亜集団
　サンプリング間でもっとも変動する分類群の亜集団が同定される。これらは「一過性」
集団と呼ばれる。サンプリング期間安定したままである集団は「常在性」集団と呼ばれる
。「一過性」と「常在性」亜集団において見られる分類群の比較により、地点による群集
組成の違いが説明される。糞便分類群の6つの主要目(腸内細菌(Enterobacteriales)、ラ
クトバチルス(Lactobacillales)、アクチノミセス(Actinomycetales)、バクテロイデス(B
acteroidales)、クロストリジウム(Clostridiales)およびバチルス(Bacillales))は、時
間をかけて糞便細菌の分布をさらに細かく分けるために比較される。いくつかの地点由来
の試料中の一過性腸内細菌目の数は、その他の地点と比べると極端に高いが、バチルスの
高い常在性亜集団を有する地点もある。偏在性であり、PhyloChipにより測定されるよう
な、測定される環境変数の変化に影響されない細菌が同定されている。流域および糞便試
料全体で類似する数の分類群を有する細菌綱には、ヴェルコミクロビア(Verrucomicrobia
e)、プランクトミケス(Planctomycetacia)、α-プロテオバクテリア、アナエロリネア(An
aerolinaea)、アシドバクテリウム(Acidobacteria)、スフンゴバクテリウム(Sphingobact
eria)およびスピロヘータ(Spirochaetes)が挙げられた。
【０２７２】
　バチルス、バクテロイデスおよびクロストリジウム対α-プロテオバクテリアの比
　4つの細菌綱、バチルス、バクテロイデス、クロストリジウムおよびα-プロテオバクテ
リアは、生息地類型間にもっとも高い分散を有するとして同定され、糞便インジケータと
してさらに展開される。
【０２７３】
　バチルス、バクテロイデスおよびクロストリジウムの組合せ比率は、糞便試料中で検出
された全綱の約20～35%に相当し、クリーク、潟および海洋などの予想されるもっと清浄
な水を有する地点でのその比率は10～15%未満である。クリーク水、潟および海洋試料に
おいて検出される分類群の少なくとも45%はα-プロテオバクテリアである。これらの微生
物は、糞便試料中に見出されるプロテオバクテリアの比率が約35～45%で著しく低いので
、浄水分類群(Clean Water Taxa)(表11)として分類された。糞便試料でのα-プロテオバ
クテリアに対するバチルス、バクテロイデスおよびクロストリジウムの比(BBC:A)は、他
の生息地類型において見出される比の約3～5倍の高さである。BBC:A比は地点ごとに計算
され、すべての地点にわたり糞便分類群総数と同じパターンを示し、海洋水は約0.75～0.
90のもっとも低いBBC:Aを有し、糞便汚染の観察地点に近い試料は約1.50～約1.90であっ
た。
【０２７４】
　この比は、非大腸菌型関連細菌を含有し、環境内の大腸菌型の増殖に起因する偽陽性糞
便検出の可能性を回避する。バクテロイデスおよびクロストリジウムは周知の糞便関連嫌
気性細菌である。バチルスは基本的には糞便関連ではないが、好気性好熱性ブタ排水バイ
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G、& Beaudet R (2005) Analysis of the bacterial community inhabiting an aerobic 
thermophilic sequencing batch reactor (AT-SBR) treating swine waste Applied Micr
obiology and Biotechnology 66:115～122頁)。したがって、バチルス、バクテロイデス
およびクロストリジウムの存在は、排水汚染、廃棄物処理汚染およびヒト由来糞便汚染の
優れた兆候である。α-プロテオバクテリアは、環境において豊富な大部分が光合成細菌
であり、地球規模の炭素、硫黄および窒素循環において重要な役割を果たしている。多く
のα-プロテオバクテリアは低栄養状態下で繁殖し、非汚染水質環境において見出される
非糞便細菌の良好な代理となるであろう。
【０２７５】
　その結果は、マウス盲腸、ウシ結腸、下水汚染された地下水、ヒト結腸および二次下水
を用いてPhyloChipにより分析される他の糞便関連発生源において見出されるBBC:Aによく
匹敵する。これらの発生源は約1.2のBBC:Aを有している。これとは対照的に、嫌気性下水
は0.80～0.99のBBC:Aを有する。
【０２７６】
　糞便汚染を検出するためのBBC:A比の値を確認するために、シークエンシングにより得
られた細菌群集の公表された研究が解析される。哺乳動物の腸、嫌気性消化槽汚泥、海洋
、南極湖の氷および飲料水由来の比は、糞便試料と非糞便試料間には差が存在することも
示している。哺乳動物の腸試料は約10～約260の範囲のBBC:Aを有する。嫌気性消化槽汚泥
試料は少なくとも1～約10のBBC:Aを有する。これらの結果は、下水処理における嫌気的に
消化された廃棄物活性汚泥中の高度に選択された群集を反映しているのであろう。非糞便
試料は、0～0.94のBBC:Aを有する。シークエンシング結果は、1.0のBBC:A閾値は、汚染水
であることを示す1およびそれ以上の値を有する水における糞便汚染を同定するためのカ
ットオフとして使用することが可能である。BBC:A値を計算するこの方法は、培養が必要
ではないので、速さ、現在培養できない微生物を検出することが可能であり、PCRクロー
ニングおよび高スループットシークエンシングに伴う経費と技術問題を回避するより大き
な検出能力を含む数々の利点を提供する。
【０２７７】
　その数は通常、糞便汚染の発生源により近い地点から得られる試料においては増加する
ために、前記BBC:A比を使用して糞便汚染の発生源を追うことが可能である。
【０２７８】
(実施例3)
糞便試料関連分類群
　3つの糞便試料(サンタバーバラのヒト糞便、およびカリフォルニア州サンタバーバラ、
El Estero下水処理施設の流入水由来の2つの生下水)が収集された。9つの場所由来の水カ
ラム試料も、カリフォルニア州サンタバーバラ郡のミッションクリークおよびラグナ流域
内で収集された。3つの糞便試料すべてにおいて、および27の水試料すべてにおいて、Phy
loChipアッセイを使用する分析により示されるように、分類群が存在していた。その結果
は別個に集計された。
【０２７９】
　503の分類群の一覧表は表4に示されており、3つの糞便試料すべてに存在していた分類
群から27の水試料すべてにおいて見出された分類群を取り除くことにより導かれた。これ
らの503の分類群は、分析されたヒト糞便と下水試料に共通であるが、バックグラウンド
環境には見出されない細菌を潜在的に表すことができるであろう。糞便関連亜集団に対す
る全細菌群集組成の類似性は、糞便汚染の兆候として有用である。
【０２８０】
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【表４Ａ】

【０２８１】
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【表４Ｂ】

【０２８２】
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【表４Ｃ】

【０２８３】
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【表４Ｄ】

【０２８４】
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【表４Ｅ】

【０２８５】
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【表４Ｆ】

【０２８６】
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【表４Ｇ】

【０２８７】
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【表４Ｈ】

【０２８８】
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【表４Ｉ】

【０２８９】
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【表４Ｊ】

【０２９０】
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【表４Ｋ】

【０２９１】
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【表４Ｌ】

【０２９２】
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【表４Ｍ】

【０２９３】
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【表４Ｎ】

【０２９４】



(80) JP 5795579 B2 2015.10.14

10

20

30

40

【表４Ｏ】

【０２９５】
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【表４Ｐ】

【０２９６】
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【表４Ｑ】

【０２９７】
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【表４Ｒ】

【０２９８】
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【表４Ｓ】

【０２９９】
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【表４Ｔ】

【０３００】
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【表４Ｕ】

【０３０１】
　ファーミキューテス門、プロテオバクテリア門、バクテロイデス門およびアクチノバク
テリア門からなる糞便分類群が見出された。ファーミキューテス門のうち、もっとも多い
のは、ラクノスピラ科、ペプトストレプトコッカス科、アシダミノコッカス科およびクロ
ストリジウム科を含むクロストリジウム目由来であり、バチルス科、ハロバチルス科、ス
タフィロコッカス科を含むバチルス目由来の比較的わずかな割合の細菌の他にも、ラクト
バチルス科、エンテロコッカス科およびストレプトコッカス科を含む類似の割合のラクト
バチルス目が存在する。プロテアバクテリア門では、約3分の1がエンテロバクター科を含
むエンテロバクター目由来であり、わずかな割合のアルテロモナス目がアルテロモナス科
およびシュワネラ科を含む。他の比較的小さな成分集団には、バークホルデリア科、コマ
モナス科、アルカリゲネス科、オキサロバクター科(Oxalobacteraceae)およびラルストニ
ア科を含むバークホルデリア目由来の分類群が含まれる。
【０３０２】
　いくつかの実施形態では、1回のアッセイにおいて表4から選択される少なくとも10、25
、50、100、200、300、400または500の異なる糞便分類群の存在または量を検出するため
のシステムが提供される。追加の実施形態では、前記システムは少なくとも10、25、50、
100、200、300、400または500の異なる糞便分類群のそれぞれに選択的にハイブリダイズ
するプローブを含む。他の実施形態では、水試料中の表4に列挙されている糞便分類群の1
6S RNA配列からなる群から選択される1つまたは複数の核酸配列の存在または量を検出す
ることを含む水の糞便汚染を検出するための方法が提供される。追加の実施形態では、前
記検出法は、表11に列挙されている清浄水分類群の1つまたは複数の16S RNA配列を検出す
ることに依拠している。さらに追加の実施形態では、前記水試料は、前記1つまたは複数
の清浄水分類群に選択的にハイブリダイズする複数のプローブに接触させる。有用なプロ
ーブには、表11に列挙されている生物または分類群を同定するために使用することが可能
なプローブが挙げられる。
【０３０３】
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(実施例4)
水質試験、糞便汚染およびフローサイトメトリー
　水質は、微粒子ベースの多重システムを使用して試験される。糞便汚染水に付随する中
核となる微生物(バチルス、バクテロイデスおよびクロストリジウム目)のコレクションを
認識する複数のプローブは表4から選択される。清浄水に付随する中核となる微生物(α-
プロテオバクテリア)のコレクションを認識するさらに複数のプローブは、表11に列挙さ
れている生物または分類群を同定する複数のプローブからも選択される。複数のプローブ
の前記2つのコレクション内のプローブごとに標識された微粒子のサブロットが作製され
る。前記プローブはカルボジイミドカップリングにより3.0マイクロメーターのラテック
ス微小球(Interfacial Dynamicsにより製造)にカップリングされる。カップリング後に前
記サブロットは組み合わされる。次に、陰性対照プローブ結合微粒子と陽性対照プローブ
結合微粒子は添加されて標識微粒子の最終ロットが作製される。
【０３０４】
　水試料は0.22μmフィルター上で濾過され、UltraClean Water DNAキット(MoBio Labora
tories)を使用してDNAを抽出される。16S rRNA遺伝子は、ユニバーサル細菌プライマー27
Fと1492Rを使用してPCR増幅される。潜在的PCR増幅バイアスを最小限に抑えるために、試
料ごとに温度勾配(48～58℃)にわたる8つの複製反応が実施される。各試料のプールされ
た単位複製配列(250ng)は、内部QS標準でスパイクされて、アッセイハイブリダイゼーシ
ョンシグナルの正規化を可能にする。この混合物は、断片化され、ビオチン標識され、2.
3×SSC緩衝液中約25℃で、約40ピコモルのビーズ付着オリゴを約2倍量のビオチン標識単
位複製配列と結合させることにより前記微粒子にハイブリダイズさせる。この混合物は室
温で2時間インキュベートし、続いて洗浄し、300マイクロリットルの生理食塩水pH7.3で
希釈し、「FAGSCAN」(Becton-Dickinson Immunocytometry Systemsにより製造)上で分析
する。結果は、水試料が排泄物で汚染されていることを示す1.05のBBC:A比を示している
。
【０３０５】
(実施例5)
糞便汚染関連分類群
　本発明のシステムと方法を使用して糞便汚染が疑われる試料を分析することにより、糞
便汚染についてバイオシグネチャーを決定することが可能である。DNAは標準法を使用し
て試料から抽出される。次に、16S rDNAは実施例2に記載される通りに増幅され、プロセ
シングされ、分析される。プローブハイブリダイゼーションによる分析は、実施例2に記
載される通りにアレイを使用して、またはビーズに結合しているプローブを用いて実施例
4における方法に類似するフローサイトメトリー法を使用することにより、行うことが可
能である。評価されるプローブごとにおよび/または評価されるプローブにより表わされ
るOTUごとに、存在、非存在および/またはレベルを点数化することが可能である。次に、
このデータのコレクション、またはそのサブセットは、糞便汚染による汚染についてのバ
イオシグネチャーとしての働きをすることができ、このバイオシグネチャーと試験試料の
バイオシグネチャーを比較することが可能である。
【０３０６】
　レクリエーション海岸近くで採取された水試料は、容認しがたい高レベルの糞便汚染を
有すると同定される。一連の水試料が、海岸近くおよび近隣のクリークの流域沿いで収集
される。前記水試料は処理され、次に低密度水質アレイ上でアッセイされる。撮像および
シグナル処理後、試料ごとにBBC:A比が計算される。前記BBC:Aシグナルは、海岸近くで約
1.05～1.10であり、流域沿いで増加し、その後突然清浄水を示す0.95より下にさがる。も
っとも高いBBC:A読みを有する位置を取り巻く地点が捜され、破裂した下水管ラインが見
つけられる。下水管ラインの修復により、クリーク流域の水質が上昇する。
【０３０７】
　ファーミキューテス門、プロテオバクテリア門、バクテロイデス門およびアクチノバク
テリア門からなる糞便分類群が見つかっている。ファーミキューテス門のうち、もっとも
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多いのは、ラクノスピラ科、ペプトストレプトコッカス科、アシダミノコッカス科および
クロストリジウム科を含むクロストリジウム目由来であり、バチルス科、ハロバチルス科
、スタフィロコッカス科を含む比較的わずかな割合のバチルス目由来の細菌の他にもラク
トバチルス科、エンテロコッカス科およびストレプトコッカス科を含む類似の割合のラク
トバチルス目が存在する。プロテアバクテリア門では、約3分の1がエンテロバクター科を
含むエンテロバクター目由来であり、わずかな割合のアルテロモナス目がアルテロモナス
科およびシュワネラ科を含む。他の比較的少ない成分集団には、バークホルデリア科、コ
マモナス科、アルカリゲネス科、オキサロバクター科およびラルストニア科を含むバーク
ホルデリア目由来の分類群が含まれる。
【０３０８】
　いくつかの実施形態では、1回の水質試験アッセイにおいて表4から選択される少なくと
も10、25、50、100、200、300、400または500の異なる糞便分類群の存在または量を検出
するためのシステムが提供される。追加の実施形態では、前記システムは少なくとも10、
25、50、100、200、300、400または500の異なる糞便分類群のそれぞれに選択的にハイブ
リダイズするプローブを含む。他の実施形態では、水試料中の表4に列挙されている糞便
分類群の16S RNA配列からなる群から選択される1つまたは複数の核酸配列の存在または量
を検出することを含む水の糞便汚染を検出するための方法が提供される。追加の実施形態
では、前記検出法は、表11に列挙されている清浄水分類群の1つまたは複数の16S RNA配列
を検出することに依拠している。さらに追加の実施形態では、前記水試料は、前記1つま
たは複数の清浄水分類群に選択的にハイブリダイズする複数のプローブに接触させる。有
用なプローブには、表11に列挙されている生物または分類群を同定するために使用するこ
とが可能なプローブが挙げられる。
【０３０９】
(実施例6)
毒性藻類ブルーム
　シアノバクテリアは、藍藻類としても知られるが、水性マイクロバイオーム(microbiom
es)の主成分を表す。適切な条件、通常は栄養素の十分な利用能下で、その数は急速に増
加することがあり、藻類ブルームを生じる。栄養素が使い果たされると、ブルームは死滅
しその後、利用可能な溶存酸素をすべて消費することが可能な細菌性分解を受け、肉眼で
見える生物がいない死水域を生じる。これらのシアノバクテリアが有する他のシアノバク
テリアまたは細菌の存在を感知し(クオラムセンシング)、特定の密度で神経毒を産生する
能力も厄介である。前記シアノバクテリアもしくはその神経毒を含有する水または海産物
、特に毒性藻類ブルームを有する水域由来の貝を摂取すると重傷または死をもたらすこと
がある。公衆衛生を守り飲料水および海産物の安全性を確保するためには、毒性藻類ブル
ームを含む藻類ブルームの可能性を予測するための方法が必要である。
【０３１０】
　いくつかの実施形態では、a)表6から選択されるシアノバクテリア由来の核酸に選択的
に結合する複数のプローブに水試料を接触させる、b)ハイブリダイゼーションデータを使
用して前記水試料中のシアノバクテリアの量と組成を決定する、c)環境条件を測定する、
およびd)シアノバクテリアの量と組成および環境条件に基づいて毒性藻類ブルームの可能
性を予測することを含む毒性藻類ブルームの可能性を予測するための方法が提供される。
追加の実施形態では、プローブは、表6に列挙されている属を検出するための上記の方法
により選択される。モニターする有用な環境条件には、水温、濁り、窒素濃度、リン酸濃
度もしくは鉄濃度、または太陽光の強さが挙げられる。追加の実施形態では、他の微生物
、特に細菌性生物の存在または量が決定される。高い頻度で、毒性ブルーム産生シアノバ
クテリアは、クオラムセンシングを使用するある種の細菌と共生的に生息している。シア
ノバクテリアは、細菌のクオラムセンシングを読むまたは乗っ取ることができる可能性が
あり、したがって、共生的細菌の量についての知識は毒素発現にとり重要でありうる(た
とえば、毒素レベルに影響を及ぼす、毒素レベルを触媒するまたは制御しうる)。クオラ
ムセンシングができる細菌およびシアノバクテリアならびにこの現象が起きる密度につい
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ての知識を含む、水性マイクロバイオームに存在する集団の関係についての知識があれば
、いつ毒性藻類ブルームが発生するのかを予測することが可能になる。この予知力で武装
していれば、毒性藻類ブルームの可能性に基づいて、ブルームに見舞われる可能性のある
水域での遊泳もしくは貝集めを禁止するまたは上水道を井戸水のような代替の水源に切り
替えることを含む、水の管理の決定を下すことが可能になる。
【０３１１】
【表５】

【０３１２】
　地方の湖のレクリエーション水域由来の水試料は、毒性藻類ブルームに関連するシアノ
バクテリアの100 OTUから核酸を検出するために上記の通りに選択されたプローブを有す
るダウン選択された系統発生アレイに適用される。水mlあたり50,000を超えるシアノバク
テリアのシアノバクテリア密度と相関がある3つのシアノバクテリアOTUが検出され定量化
される。前記水温は70°Ｆ(約21℃)、透明度板が見えるのは14インチ(35.6cm)の深さまで
で透明度は不十分であり、次の5日間日照が予想され、周囲屋外の昼間の温度が90°Ｆ台(
30℃台)まで上昇すると予想される。毒性藻類ブルームの可能性は90%超である。レクリエ
ーション水域での遊泳区域を閉鎖する準備が行われ、水試料中でのシアノバクテリアの検
出に基づいて2日後に地表水から井戸水に切り替えるよう上水道の管理者に通知される。
【０３１３】
(実施例7)
PhyloChipアレイ
　アレイシステム「PhyloChip」は、本明細書に記載される方法により選択される生物特
異的およびOTU特異的16s rRNAプローブの一部を用いて作製された。前記PhyloChipアレイ
は、1,008の行と列の格子として配置された1,016,064プローブフィチャーからなっていた
。これらのフィチャーのうち、90%は、16s rRNA遺伝子に対してそれぞれ正確なまたは不
正確な相補性を有するオリゴヌクレオチドPMまたはMMであった。各プローブはミスマッチ
対照プローブと対合して、標的特異的ハイブリダイゼーションをバックグラウンドと非標
的クロスハイブリダイゼーションから区別する。残りのプローブは画像方向、標準化制御
のためにまたは染色体の追加の標的領域を使用する病原体特異的シグネチャー単位複製配
列検出のために使用された。(1)断片化の直前に定義された量で16s rRNA遺伝子単位複製
配列混合物にスパイクされた原核生物代謝関連遺伝子の単位複製配列を標的にし、(2)前
記ハイブリダイゼーション混合物に添加される前標識されたオリゴヌクレオチドに相補的
である追加のプローブを用いて、各高密度16s rRNA遺伝子マイクロアレイが設計された。
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第１の対照は、標的断片化、ビオチン化による標識化、アレイハイブリダイゼーションお
よび染色/スキャニング効率を全体として試験した。第１の対照は、実験におけるアレイ
のすべてにわたり全体的蛍光強度を正規化することも可能にした。第２の対照は、ハイブ
リダイゼーション、染色およびスキャニングを直接アッセイした。
【０３１４】
　前記プローブ配列に対する相補的標的は前記アレイにハイブリダイズし、蛍光シグナル
は、データをプローブごとに個々のシグナル値に変え、典型的には人に解読可能なCELフ
ァイルとしてエクスポートする標準AFFYMETRIX(登録商標)ソフトウェア(GeneChip Microa
rray Analysis Suite, version 5.1)を使用してピクセル画像として取り込まれた。バッ
クグラウンドプローブは、全強度のうちのもっとも低い2%の強度を生み出すプローブとし
てCELファイルから同定された。バックグラウンドプローブの平均強度を全プローブの蛍
光強度から減算した。ノイズ値(N)は、スキャナがアレイ表面を読み取る際にスキャナに
より観察されるピクセル強度シグナルの変動であった。同定されたバックグラウンドプロ
ーブ強度それぞれ内のピクセル強度の標準偏差は、そのフィチャーを含むピクセルの数の
平方根で割られた。得られた商の平均は下に記載される計算においてNに使用された。
【０３１５】
　前の方法を使用して、陽性として点数化されたプローブペアは、2つの基準、すなわち(
i)完全にマッチするプローブ(PM)からの蛍光強度の大きさは、ミスマッチ対照(MM)からの
強度の少なくとも1.3倍である、および(ii)強度差、つまりPM引くMMは二乗されたノイズ
値の少なくとも130倍である(>130 N2)、を満たすプローブペアである。陽性フラクション
(PosFrac)は、プローブセットにおけるプローブペアの総数で割った陽性プローブペアの
数としてプローブセットごとに計算された。OTUは、対応するプローブセットについての
そのPosFracが0.92よりも大きい場合には「プレゼント」と見なされた(クローンライブラ
リー分析からの経験的データに基づいて)。複製アレイは、それぞれにPosFrac閾値を超え
ることを要求することにより各OTUの存在を決定するのに集合的に使用することができた
。プレゼントコールは、そのサブ序列OTUのうちの少なくとも1つが存在する場合にはどん
なノード(亜科、科、目など)も「プレゼント」と見なすことにより分類階層を通して上方
に伝播された。
【０３１６】
　ハイブリダイゼーション強度は、OTU量の尺度であり、所定のプローブセットにおいて
プローブペアにわたるPM引くMM強度差のトリム平均(平均化前に最大値と最小値が取り除
かれる)としてプローブセットごとに任意単位で計算された。1未満の強度はすべて、それ
に続く対数変換でのエラーを回避するために1に変換された。
【０３１７】
　実施例1に記載される分析法は、現在記載されているPhyloChip G3アレイに適用された
試料にも適用することが可能である。
【０３１８】
　ラテン方格検証(Latin Square Validation)は、PhyloChip G3アレイ上で実施された。
既知の細菌および古細菌分類群ごとに複数のプローブを含有する新規のPhyloChipマイク
ロアレイ(G3)が製造された。前記アレイは、ラテン方格実験計画(Latin Square experime
ntal design)を使用して、数桁にまたがる既知ではあるが無作為に割り当てられた濃度で
組み合わされた26の生物の三重混合物を用いてチャレンジされた。プローブ標的複合体は
蛍光強度により定量化された。環境内で群集動態をモニターするために、水試料は点源汚
水流出に続く2つの時点でサンフランシスコ湾(CA)から採取された。全16S rRNA遺伝子単
位複製配列プール(約1000億分子/時点)が前記アレイを用いて評価された。3つの複製物が
、78のラテン方格チップと1つの定量基準唯一対照を用いて異なる日に試験された。単位
複製配列濃度範囲は4.5 log10超であった。標的濃度は0.25pMから477.79pMであり、ステ
ップあたり37%プラス0 pM増加した(26の異なる濃度)。各チップは26の標的すべてを含有
し、それぞれのチップが243ngトータルスパイクについてそれぞれ異なる濃度0～66ngを有
していた。ラテン方格行列は示されていない。
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【０３１９】
　図14は、16S単位複製配列の濃度対PhyloChip応答を示すグラフである。濃度はPhyloChi
pハイブリダイゼーションチャンバー内の2を底とした対数ピコモル濃度として表示されて
いる。y軸は、プローブセットにおける複数のパーフェクトマッチプローブの平均である
。垂直なエラーバーは、3つの複製物試験の標準偏差を示す。0.98を超えるr二乗値は、Ph
yloChip G3アレイが濃度の変化を追跡するその能力において定量的であることを示してい
る。
【０３２０】
　図15と16は、モデルベースの検出が、プローブセットの陽性フラクション検出の改良で
あることを示している。低濃度(2pMまで下がる)はラテン方格においてバックグラウンド
から区別される。
【０３２１】
　図15は、ペア「応答スコア」r分布(新規)に基づく検出アルゴリズム対陽性フラクショ
ン計算(G2 PhyloChipで以前使用された)のボックスプロット比較である。両プロットにお
いて、x軸はスパイクイン16S単位複製配列の濃度である(矢印は2ピコモルで始まり500ピ
コモルまで伸びている)。y軸は、両方のプロットで0から1の間の範囲である。上のプロッ
トのy軸はプローブセット内のすべてのプローブの中央値rスコアを表示し、下のプロット
のy軸は同じデータセットから陽性フラクションを表示している。低濃度の0.25pMでは、
両方のプロットがスコアの広範な分布を示し(長いウィスカ参照)、2pMでは上のボックス
プロットは、種々の細菌と古細菌種を使用する複数の測定がすべて非常に類似する中央値
rスコアを有していることを示す短いウィスカを有している。陽性フラクショングラフ上
の対応する濃度は広範な陽性フラクションスコアを有する。ほぼすべての濃度で、rスコ
アは陽性フラクションよりも優れている。
【０３２２】
　図16は、前記rスコアメトリック対前記受信者動作特性(R.O.C)プロットによるpfの比較
を示す2つのグラフである。下の曲線と比べた上の曲線の急勾配は、前記rスコアメトリッ
クのほうが偽陽性から真の陽性を前記pfメトリックよりも効率的に区別することが可能で
あることを実証している。灰色スケールバーは、曲線に沿った各点でのカットオフ値(rス
コアまたはpfのどちらについても)を示している。
【０３２３】
　前記検証は、前記新規のPhyloChip G3アレイが以前のG2アレイよりも試料における優れ
た生物検出および定量化が可能であることを示している。
【０３２４】
(実施例8)
水質試験-同定された汚染発生源
　水試料は、本発明のシステムと方法を使用して、前記水試料についてのバイオシグネチ
ャーを得て、それを実施例5に記載されるバイオシグネチャーなどの糞便汚染についての
バイオシグネチャーと比較することにより、糞便汚染による汚染についてアッセイするこ
とが可能である。DNAは、実施例2におけるように、前記試料から抽出し、増幅し、プロセ
ッシングし、分析することが可能である。プローブハイブリダイゼーションによる分析は
、実施例2に記載される通りにアレイを使用して、またはビーズに結合しているプローブ
を用いて実施例4における方法に類似するフローサイトメトリー法を使用することにより
実行することが可能である。評価されるプローブごとに、および/または評価されるプロ
ーブにより表わされるOTUごとにその存在、非存在および/またはレベルを点数化すること
が可能である。次に、このデータは、糞便汚染を含む1つまたは複数の汚染菌について1つ
または複数のバイオシグネチャーと比較することが可能である。試験試料のバイオシグネ
チャーと糞便汚染のバイオシグネチャー間の類似の程度が高い場合は、前記試料は糞便汚
染を含有すると判定される。前記バイオシグネチャー間の類似の程度が低い場合は、前記
試料は糞便汚染を含有していないと判定される。
【０３２５】
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　現実世界のシナリオでは、3つの発生源のうちのどれが汚染の一因となる可能性がもっ
とも高いかを決定するために、PhyloChipを使用して3種の潜在的汚染源、すなわち、下水
、腐敗層汚泥および畜産廃棄物と比べて汚染水試料中の微生物群集組成を比較した。図7
は各PhyloChip結果を二次元空間にプロットしている。前記プロットは、前記汚染水試料(
高エンテロコッカス)が発生源群集、この場合は下水に向かうベクトルに沿って下がって
いることを明らかにした。
【０３２６】
　この実施例は、発生源が他には知られていない場合には、PhyloChipを使用して公共の
水路におけるエンテロコッカス過剰の原因を同定する群集分析の力を例証している。
【０３２７】
　別の例では、2009年2月のサウサリートマリンシティー衛生管理区域からの一次処理下
水の764,000ガロン下水流出の地点近くのリチャード湾において2つの水試料が収集された
。1つの試料(#3)は流出が始まった24時間後に施設のすぐ近くで収集され、エンテロコッ
カス、全大腸菌群および大腸菌についての培養ベース糞便インジケータ試験(IDEXX)のた
めの水質基準を大幅に超えていた。第２の試料(#26)は流出が始まった72時間後に150m沖
合で収集され、含有するすべての糞便インジケータ細菌の数は無視できる(検出限界未満)
程度であった。表層水の試料は1リットルの無菌ビンで収集され、ローレンスバークレイ
国立研究所での濾過(収集から5時間以内)まで4℃で保存された。750mlの試料はWhatman A
nodiscメンブランフィルター(47mm径、0.2μm孔径)を通して真空濾過され、DNA抽出まで-
80℃で直ちに保存された。
【０３２８】
　ゲノムDNAは、ビーズ破砕とフェノール/クロロホルム抽出法を使用してフィルターから
抽出された。16SリボソームRNA遺伝子は、細菌にはユニバーサルプライマー27F(5'-AGAGT
TTGATCCTGGCTCAG-3')と1492R(5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3')を、古細菌には4Fa(5'-TCCGGT
TGATCCTGCCRG-3')と1492Rを使用してPCRにより増幅された。各PCR反応は1×Ex Taq緩衝液
(Takara Bio Inc.、Japan)、0.125ユニット/μl Ex Taqポリメラーゼ、0.8mM dNTP混合物
、1.0μg/μl BSA、および300nM　各プライマーおよび0.5μl鋳型を含有していた。PCR条
件は、95℃(3分)、続いて30サイクル95℃(30秒)、48～58℃(25秒)、72℃(2分)、続いて最
終伸長72℃(10分)であった。各DNA抽出物は、アニーリング温度48～58℃の範囲にまたが
る8複製25μl反応液中で増幅された。アニーリング温度が異なるPCR産物は試料ごとに組
み合わされ、Microcon YM-100フィルター(Millipore)を使用して濃縮された。
【０３２９】
　ゲル定量化に続いて、500ngの細菌16S rRNA遺伝子単位複製配列および50ngの古細菌単
位複製配列はPhyloChip分析のためにプロセシングされた。PCR産物は、原核生物および真
核生物代謝関連遺伝子ならびに合成16S様遺伝子由来の対照単位複製配列を用いてスパイ
クされた。この混合物は、20℃で10分間および98℃で10分間インキュベートすることによ
り、デオキシリボヌクレアーゼI(0.02 U/μg DNA; Invitrogen)とOne-Phor-All緩衝液を
使用して50～200bpまで断片化された。断片の末端標識化は、製造業者の使用説明書によ
りGeneChip WT Double Stranded DNA Terminal Labelingキット(Affymetrix # 900812)を
使用して実現された。断片化された試料は、37℃で60分間、続いて10分間の70℃ステップ
でインキュベートすることにより、末端デオキシヌクレオチドトランスフェラーゼとAffy
metrix DNA Labeling Reagentを使用して標識された。アレイへのハイブリダイゼーショ
ンは、GeneChip Hybridization, Wash, and Stainキット(Affymetrix #900720)を使用し
て実施された。標識DNA(42μl)は、Control Oligonucleotide B2 (Affymetrix #900301)
、DMSO(最終濃度15.7%)およびMES緩衝液と組み合わされて最終容積130μlとし、99℃で5
分間、続いて48℃で5分間変性された。次に全反応混合液はPhyloChipに添加され、48℃、
60rpmで一晩(16時間超)インキュベートされた。前記PhyloChipは続いて洗浄され、GeneCh
ip Fluidics Station 450を使用してAffymetrixプロトコールにより染色され、GeneArray
 Scannerを使用して走査された。前記走査は、プローブごとに前記データを個々のシグナ
ル値に変える標準Affymetrixソフトウェア(GeneChip Operating Software、version 1.0)
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を使用してピクセル画像として取り込まれた。ここに記載される分析アルゴリズムを使用
して、多数の分類群がどちらかの試料中に存在すると同定された。さらに、流出から最初
の24時間以内に下水流出のすぐ近くの水試料に特有である多くの特徴的な分類群が見つか
り、流出の72時間後に150メートル沖合で採取された推定非汚染試料において多くの異な
る特徴的な分類群が同定された。下水流出地点(試料3)から同定される分類群の他にもそ
の関連するプローブは、関連する受水域における糞便汚染の同定のための根拠として使用
することが可能である。
【０３３０】
　糞便細菌プローブセットおよびこのプローブセットの個々のプローブは、実施例1の方
法を使用して作業の各ステップで分析された。前記2つの試料のそれぞれにおいて陽性と
して同定された全プローブセットおよび異なるものの要約的統計値が決定された(示され
ていない)。
【０３３１】
　拡散チャンバー試験を用いたPhyloChipの使用により、所定の受水域における動物等の
腸内細菌などの所定のマイクロバイオームの運命に関する重要な情報を得ることが可能に
なる。適切なインジケータ生物の選択を推進するために、拡散チャンバーを使用して異な
る受水域などの第２の環境におけるマイクロバイオームのメンバーの生存率を調べること
による。塩水と淡水間のマイクロバイオーム生存プロファイルには大きな差異が存在する
。選択された生物の異なる生存率を比較することにより、流出の年齢、たとえば、進行中
対数日経っているを突き止めることもできる場合がある。拡散チャンバー試験において数
種の生物を使用することはすでに周知であるが、全マイクロバイオーム分析を実施するPh
yloChipの能力は以前には得られなかった結果をもたらすことになる。
【０３３２】
　上記の下水試料は、拡散チャンバーを使用する拡散試験にも供された。受水域における
生物からの捕食の効果を説明することができるように、下水マイクロバイオームは受水域
と混合された下水マイクロバイオームとともにそれぞれが試験された。
【０３３３】
(実施例9)
OTUの存在または非存在を判定するためにプローブペア応答のセットを評価する
　水の汚水漏れ後の2つの時点で2つの湾の水試料が採取された。各試料由来のDNAが抽出
され、PCR増幅され、消化され、標識されPhyloChipにハイブリダイズされた。2つの選択
されたヒト糞便OTUに対するプローブセットからの応答パターンは、実例として慎重に調
べられた。
溢水3-流出開始の24時間後、施設のすぐ前のくるぶしの深さ
溢水26-流出開始の72時間後、500フィート(約150メートル)沖合
OTU:36742
ss_id:2036742 細菌;ファーミキューテス門;　クロストリジウム_SP;　クロストリジウム
_CL;　クロストリジウム;　糞便細菌_FM; sfA; OTU:36742
このOTU中1配列:
DQ805677.1 gg_id:185502ヒト糞便クローンRL306aa189f12
OTU:38712
ss_id: 2038712　細菌:　ファーミキューテス門;　クロストリジウム_SP;　クロストリジ
ウム_CL;　クロストリジウム;ルミノコッカス_FM;s fA; OTU:38712
このOTU中1配列:
DQ797288.1 gg_id:188731ヒト糞便クローンRL248_aai97d06
【０３３４】
　図11と12では、プローブ応答が表されており、これらのOTU両方について閾値の使用が
示されている。前記PhyloChipは、前記OTU内の特定のDNA標的に相補的な複数のDNAプロー
ブを含有するように設計されている。これらの標的のそれぞれは、異なるA+T含量、異な
るT含量を有する場合があり、他のOTUへの推定クロスハイブリダイゼーション可能性を有
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している場合がある。これら3つの要因は、OTUの存在または非存在コールへのプローブ強
度測定値のデコンボリューション(de-convolution)のために利用される。
【０３３５】
　走査が収集された後、プローブ強度はバックグラウンド減算され、スパイクインに合わ
せてスケーリングされた。
【０３３６】
　図11は、2つの異なるPhyloChip実験において観察される糞便細菌OTU 36742へのプロー
ブ応答を比較している。前記「強度」棒グラフは、各PMおよびMMプローブからの強度を、
ペアとしてグループ化されて、それぞれ青および赤で表示している。OTU 36742は30のプ
ローブペアを有する。強度測定値は5.7から30334.3a.u.(任意単位)までの範囲である。次
に、前記PMとMM強度を比較することによりプローブペアごとにペアディファレンススコア
dを計算する。たとえば、ペア#6は溢水3についてPM強度9941.4およびMM強度903.4を報告
した。
【０３３７】

【数９】

【０３３８】
　この変換を実施することにより、PMプローブとMMプローブ間の差を1つの数字を用いて
表すことが可能になる。dの考えうる範囲は、0～2であり、dはPM>>MMの場合は0に近づき
、PM=MMの場合はd=1であり、PM<<MMの場合はdは2に近づく。したがって、ペア#6は溢水3
において配列特異的相互作用を表示したが、0.166が0に近いからである。d値は、そのそ
れぞれのプローブペアのすぐ下に「d」と標識されて棒グラフ上にプロットされる。溢水2
6における同じプローブペア(#6)は0.870のd値を出したことに注目されたい。これは、0.8
70が0.166よりも0から離れているためにPM値とMM値間の隔たりがより少ないことを示して
いる。前記プローブ組成はまったく同じであるために(異なる実験条件下で見ればそれは
同じプローブペアである)、異なるチップにわたる同じプローブペアからのd値を比較する
のは公平である。
【０３３９】
　次のステップでは、プローブペアと様々なヌクレオチド組成との比較を可能にするため
に、dスコアは正規化される。この変換の目的は、ペアについてのd値が陰性対照(NC、ど
んな16S rRNA配列への潜在的クロスハイブリダイゼーションもないプローブペア)由来のd
値のほうに類似しているのか、定量基準(QS、実験にスパイクされる非16S rRNA遺伝子に
マッチするPMを有するプローブペア)である陽性対照由来のd値のほうに類似しているのか
どうかを決定することである。dQS値はその標的のA+T総数とT総数に依存しているために
、QSペアはこれらの属性によりクラスにグループ化され、dQS値の別の分布が各々で見出
される。dNC値は同じようにグループ化される。各クラス内の応答に変動があるために、
分布は前記観察値から評価される。溢水3については例が下に示されている。正規分布を
している陰性対照プローブのd観察を示しているオレンジ色の密度プロットの異なる形に
注目されたい。図13に示されているように、クラス「9T 14AT」では、平均dNCはクラス「
4T 11AT」よりも大きく、分散もクラス「9T 14AT」の方が大きい。緑色の密度プロット(
γ分布に従うと推定されている)を比較すると、クラス「4T 11AT」についての定量基準は
ほぼ常にゼロに近いdスコアを出し、クラス「9T 14AT」はより高いdスコアのより多くの
観察値を含有する(PMとMM間では差異が少ない)。この例では、クラス「9T 14AT」はNCとQ
Sの両方により共有されるより大きな範囲のdスコアを有することが見てとれる(図13)。
【０３４０】
　次に、OTUプローブセット由来の各d値は、同じクラス由来のdQSとdNCの分布と比較され
る。たとえば、OTU 36742では、プローブ#6は9個のチミン塩基とチミンかアデニンのどち
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らかである14個の塩基を有する(表7)。溢水3では、このペアは0.166のd値を達成した。
【０３４１】
【表６】

【０３４２】
　プローブ#6についての応答スコア、rを決定するために、d=0.166のプローブがNCの正規
分布間(下の密度プロットにおけるオレンジ色)で見出される確率を見つけ、次にd=0.166
のプローブペアがQSのγ分布間で見出される確率を見つけ、次に以下の方程式に従って比
率を応答スコアrとして最終的に記録する。
【０３４３】
【数１０】

【０３４４】
　r=プローブペアが標的に応答しバックグラウンドには応答していない可能性を測定する
ための応答スコア
　pdfγ(X=d)γ=dを標的クラスATx Tyについて評価されるγ分布から引き出すことができ
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る確率
　pdfnorm(X=d)γ= dを標的クラスATx Tyについて評価される正規分布から引き出すこと
ができる確率
【０３４５】
　応答スコア、rは0～1の範囲があり、1はプローブペアは曖昧ではない陽性応答を有する
ことが観察されたことを示している。r=0.5の場合、プローブペア応答はNCとQSに等しく
似ており、したがって、応答は曖昧であると見なすことが可能である。OTU 36742由来の
例プローブ#6を続けると、
【０３４６】
【数１１】

【０３４７】
　OTU 36742 #6についてのr値は、両実験におけるその応答に従って図11にプロットされ
る。溢水26では、このプローブペアは溢水3ほど「陽性」ではなかった。
【０３４８】
　ある種のプローブペアについてはrスコア化には選択肢が存在する。第１のより厳密な
選択肢は、QSまたはNCからの十分な観察値(使用者定義閾値)が記録されて上に記載される
分布を評価してはじめて、rを計算する。この第１の選択肢は、rについてのプロットに関
して図12 OTU 38717に示されている。赤色で囲まれたプローブペアは、下に記載されるrQ

1、rQ2およびrQ3を見つけるのには使用されなかった。第２の選択肢は、クラス特異的モ
デルが決定されていない場合は必ず、一般的dQSとdNCモデルを使用して(そのクラスとは
関係なくすべてのQSとNCペアを使用して)すべてのプローブペアについてrスコアを計算す
る。この選択肢は図12に示されていない。第２の選択肢の利点は、分析において使用され
るプローブペアの数を増やすことである。第３の選択肢は、所定のアレイについてペア特
異的クラスモデルが決定されていない場合に、もっとも近いクラスモデルを使用すること
を可能にする。たとえば、PhyloChipの実験走査が「異常値」プローブペアを隠し、この
せいでクラス「4T 12AT」についてのQSまたはNCに対するペア総数が不十分になるならば
、このクラスのペアを「5T 12AT」モデルと比較することができる。2つの選択肢のこのよ
うな混成により、多数のペアを観察することが可能になるし、近いクラス特異的応答スコ
アリングも可能になる。この選択肢も図12には示されていない。
【０３４９】
　次に、プローブセットについてのすべてのrスコアは、「ステージ1」プローブセット存
在/非存在スコアリングにおいて集団的に検討される。OTU 36742についての30のプローブ
ペアのうち、前記rスコアの多くが溢水3では1に近いが、溢水26においては1に近いrスコ
アはほとんどない(図11)ことに注目されたい。これらの分布を定量的に区別するためには
、rスコアはランク付けされ、区切り点(四分位数)、rQ1、rQ2およびrQ3が、ランク付けさ
れた観察値を4つのサイズの等しいビン(bin)に分割することにより見つけられる。2つの
実験にわたる2つのOTUについての計算された四分位数は表8に示されている。この表はプ
ローブセットパフォーマンスを記載している。溢水3 OTU 36742 rQ2=0.934は、「OTU 367
42を標的にするプローブペアのセットのうち、半分が0.934を超えるrスコアを出した」と
して読み取ることができる。
【０３５０】
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【表７】

【０３５１】
　四分位数は、図11と12において応答スコア(r)の各プロット上で緑色の線として図示さ
れている。OTUが「ステージ1」を通過するためには、以下の基準、すなわちrQ1≧0.200、
rQ2≧0.920、およびrQ3≧0.977の3つすべてを満たさなければならない。これらの基準は
、ラテン方格データ(本文書には示されていない)から学習された。表8から、溢水26にお
けるOTU 36742を除いて4つのOTUすべてがステージ1を通過している。
【０３５２】
　ステージ1を通過しているOTUのみが、ステージ2スコア化において検討される。ステー
ジ2の目的は、同じアレイ上でステージ1を通過するOTUの群集を検討する際に各応答性プ
ローブペア(r>0.5)の特異性を評価することである。これは、その推定クロスハイブリダ
イゼーション可能性に従って各rスコアにペナルティを課すことにより実現される。ステ
ージ1を通過する多くのOTUに対して推定クロスハイブリダイゼーション可能性を有するプ
ローブペアは、ステージ1を通過する数少ないOTUに対して推定クロスハイブリダイゼーシ
ョンを有するプローブペアよりも大きな係数によりペナルティを課せられることになる。
ペナルティを課せられたスコア、rxは、
【０３５３】
【数１２】

【０３５４】
　Os1=ステージ1を通過するOTUのセット
　Ohi=PMプローブにハイブリダイズする推定能力を有するOTUのセット
　スカラー(Os1∩Ohi)=ハイブリダイゼーション可能性を有しステージ1を通過するOTUの
総数
として計算される。
【０３５５】
　図12におけるプローブペア10(pp10)はこの効果を例証している。溢水3ではpp10は高rス
コア(0.997)を達成した。pp10のPMは11の異なるOTUの配列に潜在的にハイブリダイズする
ことができ、この11うちの7つはステージ1を通過した(「ペナルティ」と標識された数字
の列参照)。したがって、rスコアを7で割ればrx=0.142が得られる。図11と12で下方を指
す矢印は、プローブペアごとのペナルティの大きさを示している。すべてのペナルティを
検討した後、rx値はランク付けされ、上記のように四分位数が見つけられる(rxQ1、rxQ2
、rxQ3)。例は表9に示されている。
【０３５６】
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【表８】

【０３５７】
　ここに記載される特定の例では、応答性のみに基づいて、溢水3には糞便細菌OTU 36742
が存在したが溢水26には存在しなかったと結論付けることが可能である。溢水3において
のみ糞便細菌OTU 36742はステージ1を通過する。逆に、ルミノコッカスOTU 38712につい
てのプローブセットは、両溢水についてステージ1分析では応答性であったが、ステージ2
における追加の自動分析精密化の後、前記プローブセットは溢水26においてのみ存在する
と決定された。ステージ2のカットオフ値: rxQ1≧0.100、rxQ2≧0.200、およびrxQ3≧0.3
00であり、ラテン方格データ(本文書には示されていない)から経験的に決定された。表9
に示されるように、OTU 38712は溢水3においてこれらのカットオフ値を満たさなかった。
【０３５８】
(実施例10)
清浄な海洋水および処理された排水のマイクロバイオームシグネチャーは流出水および海
洋関連分類群を提供する
　モンテシト衛生管理区域排水処理施設(サンタバーバラ、カリフォルニア州)から収集さ
れた脱塩流出水の試料および清浄海水(1000m沖合、サンタバーバラ、カリフォルニア州)
の試料が1年の期間をかけて収集された。脱塩流出水は、清浄海水試料と同じように、処
理と分析前に組み合わされた。試料処理および分析は実施例2に記載されている通りに実
施された。脱塩流出水と清浄海水のマイクロバイオームシグネチャーが比較された。流出
水マイクロバイオームには、清浄海水マイクロバイオームでは見つからなかった266の分
類群(表10)が含まれていた。清浄海水マイクロバイオームには、流出水試料では見つから
なかった231の分類群(表11)が含まれていた。
【０３５９】
　　同定された分類群は、それぞれ処理された流出水と清浄海水についての「シグネチャ
ー分類群」を表す。シグネチャー分類群は、生下水、健康な、病気のまたは罹患した患者
、食品安全性検査を繰り返して合格している食品加工工場、および日常的に召喚を受けて
いる食品加工工場などの数多くの環境から同定することが可能である。シグネチャー分類
群には多くの用途がある。たとえば、新鮮な水試料から生じるマイクロバイオーム中の異
なる生下水シグネチャー分類群の存在または特定の量は、雨水排水管を介して大量の水が
水処理施設に送られるときに起こりうることである、上流の水処理施設における処理が不
十分であることを示すことが可能である。新鮮な水マイクロバイオーム中の生下水分類群
の存在または量は、下水管の漏水、維持が不適切な腐敗物置き場からの浸み出し、または
不法排出も示すことが可能である。
【０３６０】
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【表９Ａ】

【０３６１】
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【表９Ｂ】

【０３６２】
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【表９Ｃ】

【０３６３】
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【表９Ｄ】

【０３６４】
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【表９Ｅ】

【０３６５】
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【表９Ｆ】

【０３６６】
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【表９Ｇ】

【０３６７】
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【表９Ｈ】

【０３６８】
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【表９Ｉ】

【０３６９】
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【表９Ｊ】

【０３７０】
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【表１０Ａ】

【０３７１】
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【表１０Ｂ】

【０３７２】
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【表１０Ｃ】

【０３７３】
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【表１０Ｄ】

【０３７４】
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【表１０Ｅ】

【０３７５】
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【表１０Ｆ】

【０３７６】
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【表１０Ｇ】

【０３７７】
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【表１０Ｈ】

【０３７８】
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【表１０Ｉ】

【０３７９】



(118) JP 5795579 B2 2015.10.14

10

20

30

40

【表１０Ｊ】

【０３８０】
(実施例11)
クリーンルーム質試験
　従来のクリーンルーム試験は、拭取り法とペトリ皿におけるいかなる胞子増殖であれ観
察することに頼っている。拭取り法を使用して検出される微生物群集と実施例7のPhyloCh
ipにより検出される微生物群集の比較が示されている。
【０３８１】
　様々なクリーンルームおよび衛星または宇宙船表面およびその試料に適用された合計で
125のワイプが比較された。各試料はそれぞれ約250mLあり、したがって、試料を濃縮する
のは困難である。前記試料は0.45μmフィルター続いて0.2μmフィルターを使用して濾過
された。こうして得られた10mL液体はアミコンフィルターを使用して濃縮された。DNAはM
axwell抽出器を使用して抽出された。
【０３８２】
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【表１１】

【０３８３】
　ここで図8を参照すると、ペトリ皿法では、前記PhyloChipにより見つけられる微生物群
集の多様性を予測していない。胞子カウント法により検出される胞子がたとえゼロの場合
でも、PhyloChipはOTUを検出する。示されているように、実施例1および2に記載されてい
る試験と分析の方法を使用して最大650のOTUが検出された。胞子総数とPhyloChip OTU総
数の間には何の関係も観察されていない。
【０３８４】
　図9を参照すると、PhyloChipは、試料が共有しているどんな微生物科でもまたはユニー
クであるどんな微生物科でも検出することができる。図9は、共通のまたはユニークな科
を示す試料の図画ネットワークを示している。暗い点は試料であり、明るい点は検出され
た科である。2つの科、すなわちシュードモナスとラルストニアは、大半の試料において
見つかった。1つの試料に連結している科はユニークであり、多くの試料に連結している
科は、前記試料が見つけられた他の類似する環境間でおそらく普遍種である科であること
を示している。
【０３８５】
　図10Aと10Bを参照すると、実施例7のPhyloChip上のペアディファレンススコア応答は、
前記PhyloChipのほうがPCR法よりも16S単位複製配列に敏感であり感度がよいことを示し
ている。図10Aでは、ペアードディファレンススコア応答は16S PCR産物に敏感である。す
べてのプローブペアの頻度が示されている。示されているように、スコアがゼロに近づく
に従って、プローブはそれだけ陽性であると判定される。PCR増幅ができない試料は、我
々のPhyloChip検出結果とよく相関しており、応答性のプローブペアがほとんどないこと
を示していた。逆に、前記PCR試料が陽性であれば、それだけ多数のプローブペアが陽性
的に応答した。図10Bでは、4種の門がPhyloChipにより検出された。プロテオバクテリア
門、ファーミキューテス門、バクテロイデス門およびアクチノバクテリア門は、PCR産物
が検出されなかった場合でも検出された。
【０３８６】
(実施例12)
Rifle IFRCにおける微生物群集動態:　フィールドにおける酢酸添加の影響
　Rifle, CO Integrated Field Research Challenge地点の微生物群集特徴付けはほぼ10
年前に始まった。初期の方法論には、クローンライブラリーアプローチを使用する地下水
および堆積物の分析を含み、ジオバクター(Geobacter)様配列の濃縮を示していた。Rifle
における最近の研究の試みは、3つのその後のフィールド規模酢酸アメンドメント実験(Wi
nchester [2007]、Big Rusty [2008]、およびBuckskin [2009])に、ならびに自然な生物
現象領域の特徴付け(La Quinta (2009))に集中してきた。これらのフィールドアメンドメ
ントすべてが以前の実験から得られた結果を再現しており、生物刺激中地下水ではウラン
が還元されていた。しかし、PLFA、qPCR、TRFLPおよびマイクロアレイ分析(Akonni and A
ffymetrix-based LBNL G3 PhyloChip)を含む追加の分子的アプローチが用いられて細菌群
集を特徴付けるようになった。定量的PCRは、フィールドアメンドメント中のジオバクタ
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ー種の著しい変化を示した。TRFLPプロファイリングも、ジオバクター様配列が酢酸アメ
ンドメントの初期段階では地下水の細菌群集のほぼ50%に相当していたが、時間の経過と
ともにアシネトバクテリア(Acinetobacteria)およびデスルフォバクター(Desulfobacter)
と遠い関係にある細菌に置き換わっていることを示した。Akonniマイクロアレイは、Winc
hester (2007)のデクロロモナス(Dechloromonas)およびデクロロソーマ(Dechlorosoma)に
加えて、ジオバクター、ペロバクター(Pelobacter)およびゲオトリックス(Geothrix)のシ
グナルを検出した。さらに、2007年のプロファイルは2008年とは異なっていて、これはPL
FAおよびqPCRデータにより支持されており、残りのバイオマス/刺激された群集がBig Rus
ty実験に入っていることを示している。G3 PhyloChipは、酢酸刺激地下水試料がバックグ
ラウンド堆積物試料とどのように異なっているかを、大量のジオバクター種とそれよりも
程度は劣るがデスルフォバクテリア科により記載した。両アレイは、優勢な鉄還元条件が
優勢な硫黄還元条件に移行するに従ってアメンドメント中のジオバクター種が減少するこ
とを示していた。
【０３８７】
　G3 PhyloChipにより探索された後の試料は、デスルフォバクター科デスルフォビブリオ
目、デスルフィトバクテリウム(Desulfitobacterium)、およびデスルホトマクルム(Desul
fotomaculum)を含む大量の硫黄還元分類群細菌を含有していた。Rifle IFRCにおける活性
な細菌を突き止めるために、Winchester実験中に地下水と堆積物において安定なアイソト
ーププロービング法が用いられた。具体的には、13C酢酸を使用して、24日時間枠にわた
り堆積物の3つの粒群(粗砂、細粒土[8～約150ミクロン]、地下水[0.2～8ミクロン])につ
いて活性な微生物を評価した。結果は、プランクトンおよび粒子関連相においては活性な
細菌間には違いがあることを示していて、ジオバクター様グループ(187、210、212bp)は
地下水相において活性であり、アルファプロテオバクテリウム(166bp)は細粒土/砂上で増
殖し、アシネトバクター(Acinetobacter)種(277bp)は地下水相でも粒子関連相でも多くの
13C酢酸を利用していた。自然に還元される堆積物(La Quinta)における微生物群集の分析
により、ゲオバクター科が自然バックグラウンド群集の20%を構成し、Rifle IFRC地点か
ら収集されたより酸化された堆積物の4倍であることが示された。La Quinta堆積物が酢酸
と一緒にインキュベートされると、ゲオバクター科は決して優勢にはならず、La Quinta
で見出されたゲオバクター科は、この科に属する他の生物とは異なる機能を果たしている
可能性があることを示唆していた。
【０３８８】
(実施例13)
鉄、硫黄およびウラン還元中の生物刺激を受けた堆積物と地下水群集における複雑性およ
び不均一性
　生物刺激を受けた鉄および硫黄還元細菌(SRB)群集の系統発生的マイクロアレイ調査に
より、堆積物と地下水画分間の思いがけない類似性、重要な官能基の可変性、および潜在
的に重要な低含量の生物についての洞察が明らかになった。Rifle、COにおけるU(VI)バイ
オレメディエーション実験に関連する一定範囲の酢酸改良無刺激試料由来の細菌群集は、
極めて低含量の何万もの生物からでもDNAを検出することができる新たに開発されたLBNL 
PhyloChipを使用して比較された。これとは対照的に、もっと従来の技法(たとえば、クロ
ーンライブラリー)は、低含量群集メンバーを過小に評価する傾向がある。
【０３８９】
　Rifle地下水への酢酸の添加は常在性の微生物群集を刺激してFe(III)および硫黄を連続
的に、U(VI)を付随的に還元させた。おそらく、初期段階生物刺激中は豊富なジオバクタ
ー種がFe(III)およびU(VI)還元の原因であり、硫黄は主としてデスルフォバクター科によ
り還元された。データによれば、非酢酸酸化SBRグループ、すなわちペプトコッカス科(Pe
ptococcaceae)および以前は検出されなかったデスルフォビブリオ属(Desulfovibrio)(And
erson RTら、(2003) Stimulating the in situ activity of Geobacter species to remo
ve uranium from the groundwater of a uranium-contaminated aquifer. AEM 69: 5884
～5891頁)のわずかな濃縮が、硫黄還元中の酵素的U(VI)還元を目指す残りのジオバクター
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種に対する潜在的競争相手を含んでいたことも示唆される。ジオバクターが、カラム実験
(c)においては硅砂よりもFe(III)坦持Rifle堆積物の方に付着するほうを強く好むことを
示していること以外は、特定の試料処理(酢酸改良:[a, b]表面下地下水/堆積物、および[
c]実験室または[d]井戸内フィールドカラム堆積物/石英; [e]自然に還元される表面下堆
積物)内では、群集は高度に類似していた。奇妙なことに、硫黄還元堆積物のサブセット(
d)は、他の硫黄還元堆積物(b～e)に対するよりもFe(III)および硫黄還元地下水群集に対
するほうに大きな類似性を示した。これはおそらく、一つには上昇したジオバクターとデ
スルフォバクター科およびデスルフォビブリオ目との広い重複のせいであり、選択的堆積
物に限定されているペプトコッカス科の差次的増加のせいである(c、e)。
【０３９０】
(実施例14)
表面下における天然微生物ホスファターゼ活性によるウランバイオミネラリゼーション
　本実施例の目的は、不溶性ウランリン酸塩鉱物の作製による固定化ウランの促進を目的
に、天然に存在する表面下微生物における微生物ホスホヒドロラーゼの役割を調べること
である。我々の先のNABIR-ERSP(SBR)プロジェクトの結果は、DOE Oak Ridge Field Resea
rch Center (ORFRC)における放射性核種および金属汚染された土壌から単離された表面下
微生物が、酸耐性であり鉛を含む数多くの有害重金属に耐性であることを示している。さ
らに、これらの鉛耐性分離菌の多くは、有機リン酸化合物上での増殖中に無機リン酸を遊
離し、これに付随して金属リン酸塩沈殿物を生成することにより金属毒性を寛解すること
ができるホスファターゼ表現型(すなわち、特にリン酸非抑制性であると推測される表現
型)を示す。グリセロール3-リン酸由来の遊離リン酸は、pH範囲5～7でターミナル電子受
容体として溶存酸素または硝酸塩のどちらかを含有する合成地下水中の低可溶性ウランリ
ン酸塩鉱物としてU(VI)の95%も沈殿させるのに十分であった。本実施例では、表面下微生
物群集における天然に存在する微生物ホスファターゼの活性が、汚染土壌中のリン酸塩鉱
物の形成を介してウランを固定化するのかどうかを判定するための実験アプローチを我々
は開発した。
【０３９１】
　U(VI)およびNO3

-汚染ORFRCエリア2およびエリア3土壌の表面下微生物群集応答の他にも
、有酸素および無酸素増殖条件下での外因性有機リン塩添加、土壌スラリー、ならびにpH
5.5および7.0で行われたフロースルーリアクター実験に対する微生物集団応答についての
特徴付けを実施中である。土壌スラリーおよびフロースルーリアクター実験は36日間およ
び80日間25℃で、それぞれ唯一のC、PおよびN供給源として10mM G2Pおよび15mM NO3

-を用
いて行われた。有酸素増殖条件下では、スラリーインキュベーションの最後には4mMを超
える可溶性PO4 

3-が測定され、NO2
-は検出されなかった。無酸素土壌スラリーインキュベ

ーションについて得られた予備データによれば、1mMを超えるPO4 
3-の蓄積の他にもNO2

-

の蓄積とその後の除去が示された。3通りのインキュベーションに続いて、16S rDNA多様
性のスラリーが、高密度16Sオリゴヌクレオチドマイクロアレイ(PhyloChip)を介して分析
された。予備的結果によれば、有酸素条件下では、微生物群集構造は、改良されていない
土壌の多様性と比べるとプロテオバクテリア分類群において低pHで濃縮されていることが
示唆される。無酸素条件下でインキュベートされたスラリーの分析は、有酸素と無酸素両
環境下で有機リン酸塩加水分解かできる細菌分類群を同定するために進行中である。3.7
の開始pHを有する土壌のフルースルーリアクター研究では、5.5の間隙水pHに到達すると
強い微生物活性が示された。pH調整の2日以内に脱窒素作用と有機リン酸塩加水分解が測
定された。我々の土壌スラリーとカラム研究により、ORFRC汚染表面下土壌に住む微生物
群集によるU(VI)の有機リン酸塩媒介隔離の潜在的有効性が実証されている。
【０３９２】
(実施例15)
表面下金属汚染物の加速されたレメディエーションに応答する微生物群集軌跡
　DOE地点での表面下金属汚染物のレメディエーションは、微生物群集の生態学により大
部分制御されている酸化/還元または錯体化の微生物機構を必要とする。群集構造、機能
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および重要な環境要因間の関係を認識し定量化することにより、レメディエーション戦略
に関する将来的決定を告げることが可能な定量的理解が得られる可能性がある。U生物還
元および低水中U濃度の維持は、有機炭素(OC)供給速度に強く依存していることを我々は
すでに発見している。我々の結果により、OC供給速度は微生物群集構造に著しい効果を有
しており、2つの異なるOC類型の効果が実験期間中は二次的であることが明らかになった
。OC供給速度が異なればカラム内の環境条件も異なるという事実にも関わらず、異なるOC
供給速度に起因する群集間の差異は時間とともに減少した。全体として、これらのデータ
は、バイオレメディエーションのために刺激された微生物群集は予測可能な軌跡に従う可
能性があることを示している。
【０３９３】
　我々の事前の研究、および微生物群集は制御し予測することが可能であるという前提の
下で操作することの他にもこうして得られたレメディエーション能力に基づいて、我々の
現在の計画の目的は、(1)OCアメンドメントに続く微生物群集の構造、組成および機能の
軌跡を重要な環境決定要因と関係付けることが可能かどうか、および環境決定要因により
予測することが可能かどうかを判定すること、ならびに(2)微生物群集の機能的応答およ
びバイオレメディエーション能力の主要決定因子としての常在性微生物群集、堆積物、地
下水およびOC供給速度という特徴の相対的重要性を評価することである。我々は、3つの
堆積物(Oak Ridge、TN; Rifle、CO; Hanford、WA)およびその微生物群集を相互移植実験
計画法を使用して分析している。前記3つの堆積物の最初の特徴付けによって、これらの
堆積物は、鉱物特性、粒子サイズ分布、容積密度、塩基陽イオン、CEC、SAR、鉄、マンガ
ン、リン、および硫黄濃度、有機および無機炭素濃度、間隙水化学、ならびに微生物群集
サイズおよび組成が異なることが明らかにされている。フロースルーリアクターは、2つ
のOC供給速度で刺激を受けた地下水を受けるが、18ヶ月間の期間にわたり破壊的にサンプ
リングされている。現存のアレイ上に含まれていない機能的能力を探求するために、群集
DNA(全体構造)およびRNA(活性なメンバー)の16S PhyloChip分析、群集DNA(機能的な潜在
力)および群集RNA(活性な機能)のGeoChip機能的分析ならびにメタトランスクリプトーム
分析を使用して微生物群集軌跡は追跡されている。リアクター流出水および堆積物の地球
科学的特徴を使用して、微生物群集構造的および機能的軌跡に影響を与える要因のモデル
を作製している。これらの分析により、DOE地点における表面下金属レメディエーション
の基底をなす微生物群集生態学の枠組みが提供されることになる。
【０３９４】
(実施例16)
序列における定量的分析支援
　表面下堆積物は、Oak Ridge、TN; Hanford、WA; Rifle、COでの金属汚染DOE地点から収
集された。1～3g堆積物を使用する複数(n=13～15)のgDNA抽出は各地点から実施された。
抽出物は定量され、次に10ngのgDNAは8温度勾配16S PCRにより増幅された。温度プールか
ら、500ngがG3 PhyloChipにハイブリダイズされた。OTUごとのハイブリダイゼーション強
度は、プローブペアのOTUセットごとにPM-MM差のトリム平均として決定された。NMDS序列
は、相対的量ではブレイカーチス距離を、存在/非存在データではSorensenを使用してRに
おいて作成された。
【０３９５】
　図17は、類似の生物群集形態序列クラスターからのPhyloChip結果を示す図である。OTU
は、3つの異なる場所由来の表面下堆積物から採取された試料に存在するまたは存在しな
いと呼ばれた。試料間の距離行列は、Sorensen距離に基づいて作成された。距離行列はNM
DSを使用して並べられ、試料位置により着色された。アノシム(Anosim)分析により、グル
ープ内の試料のほうが異なるグループ由来の試料よりも組成が類似していることが明らか
にされている。
【０３９６】
　図18は、類似の生物群集形態序列クラスターからのPhyloChip結果を示す図である。OTU
は、3つの異なる場所由来の表面下堆積物から採取された試料から定量化された。試料間
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の距離行列は、ブレイカーチス距離に基づいて作成された。距離行列はNMDSを使用して並
べられ、試料位置により着色された。アノシム分析により、グループ内の試料のほうが異
なるグループ由来の試料よりも組成が類似していることが明らかにされている。R値は前
のプロットと比べて大きく、類似の試料類型間の関係が定量的PhyloChipデータを利用し
た場合のほうが近いことを示している。
【０３９７】
(実施例17)
汚泥バイオリアクターにおける定量的分析
　活性汚泥バイオリアクターは下水から有機物および栄養素を除去するのに広く使用され
ている。しかし、活性汚泥微生物群集を構造化する際のイミグレーションの役割はほとん
ど理解されていない。本格的下水処理施設での1年を通じた一連の毎週試料からの証拠の
集束線は、曝気槽流入水NO2

-と活性汚泥微生物群集構造の変化間の強い関連を示していた
。この関連をさらに調べるため、この施設内のトランセクトに沿った4つの位置、すなわ
ち、1)施設流入水、2)散水濾床バイオフィルム、3)散水濾床流出水、および4)活性汚泥バ
イオリアクターからサンプリングした。ここで、多相アプローチを介して、流入NO2

-は、
上流バイオフィルムベースの散水濾床から活性汚泥バイオリアクターへの微生物イミグレ
ーションのシグネチャーであることを我々は明らかにしている。高密度系統発生マイクロ
アレイ(PhyloChip)分析により、散水濾床における過剰なメタン生成菌および硫黄還元細
菌が明らかにされ、散水濾床流出水を介した活性汚泥への微生物輸送が示唆された。さら
に、アンモニア酸化細菌(AOB)amoAコピー数が施設流入水と散水濾床流出水間で一桁増加
し、散水濾床におけるAOBの蓄積および活性汚泥装置への著しいイミグレーションが示唆
された。クローンライブラリーにより確証された分子フィンガープリンティング(T-RFLP)
分析により、ニトロソモナスユーロピア(Nitrosomonas europaea)が散水濾床を支配し、
「ニトロソモナス様」系統が活性汚泥では優位であることが明らかにされた。N.ユーロピ
アが上昇した流入水NO2

-事象中活性汚泥において優位であることが以前明らかにされてお
り、活性汚泥AOB群集動態は、一部、上流散水濾床からの糊崩れ(sloughing)を介したイミ
グレーションにより推進されることを示唆している。
【０３９８】
　図19と20は、PhyloChip G3アレイを使用して実施された分析を説明している。図19は、
4つのサンプリング地点がまったく異なっており、生物学的複製が極めて高度なレベルの
類似性を示すことを実証するNMS分析を示している。図20は、縮んだセントロイドの方法
と呼ばれる分析のヒートプロット要約である。この分析の基本概念は、サンプリング位置
間の全体的群集構造の観察された差異をもっとも顕著に明確にする約50くらいの微生物OT
Uを同定することである。我々が仮説を立てたように、嫌気性細菌(特にメタン生成菌)は
、50微生物類型のこのセットによく表されており、我々はこれらの微生物のサンプリング
位置(すなわち、散水濾床および活性汚泥曝気槽)間の輸送の証拠とみている。さらに、ニ
トロスピラ属(亜硝酸酸化菌)も、この「最小の」データセットにかなり良く表されている
。とりわけ、PhyloChip結果が基本的にニトロスピラ属の非存在、およびニトロスピラ属
がはるかに豊富である下流活性汚泥装置における亜硝酸蓄積が基本的にないことを示して
いるサンプリング位置、すなわち散水濾床バイオフィルムの1つにおけるわずかなレベル
の亜硝酸蓄積を我々は見ている。
【０３９９】
　まとめると、我々の結果は、連結した処理装置間のイミグレーションが活性汚泥微生物
群集構造に著しい影響を与えることが可能である有力な証拠を提供する。
【０４００】
(実施例18)
アメリカスギの森への気候変化の影響に関するPhyloChip G3分析
　この計画では、沿岸のアメリカスギの森における土壌微生物群集の組成に対する気候変
化の潜在的影響を調べた。気候変化に対する微生物群集の応答を理解することは、生態系
サービスの変化を予測するのに重要であり、生態系執事にとっては興味深い。
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【０４０１】
　三方向相互移植実験は、沿岸のアメリカスギの森の緯度勾配にわたり行われた。試料は
移植の1年後および3年後に収集された。細菌群集組成は、高密度16S rDNAマイクロアレイ
(PhyloChip)を使用して分析された。気候変数および土壌変数(降雨量、土壌湿度、土壌温
度、土壌CおよびN利用可能性、pH、土性)が測定された。群集組成の変化は、非計量的多
次元尺度法(全群集では)およびANOVA(個々の分類群では)を用いて評価された。細菌群集
組成と気候および土壌変数間の関係はマンテル(Mantel)検定を用いて調べられた。
【０４０２】
　気候の変化は、細菌群集組成への強力な影響をもたらす媒介物を有していた。降雨量お
よび土壌湿度へのその影響は群集組成ともっとも強力でもっとも重要な相関物であった。
さらに、気候の変化に応答する細菌種の数は1年目から3年目へと増加した。
【０４０３】
　その結果によれば、気候変化は局地的規模での細菌群集組成への強力な影響をもたらす
媒介物を有していた。降雨量は細菌群集組成ともっとも重要な相関関係を有していた。種
の相互作用などの他の要因または他の確率プロセスも時間をかけて群集組成の変化に大き
な影響を与えることがあるが、気候変化の影響に応答する種の数は時間とともに増加し、
3年では微生物群集組成への気候変化の長期的影響を評価できるほど長くはないと思われ
る。
【０４０４】
　表13は、試料が移植された1年後と3年後両方の、移植された試料および対照の細菌群集
組成と環境変数間の関係を表す重要な標準マンテル統計(r)を示している。
【０４０５】
【表１２】

【０４０６】
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【表１３】

【０４０７】
　P<0.10でのANOVAによる処理(起源インキュベーション組合せ)間で相対存在量(OTU強度)
に差があるOTUの数。
【０４０８】
　図21は、気候の変化に応答する群集組成の変化の程度が異なることを示す図である。白
四角は、序列における南緯度地点の位置を表し、黒四角は北緯度地点の位置を表す。白三
角は、南緯度気候を経験した北緯度地点の群集を表す。矢印の長さは変化の程度を示す。
【０４０９】
　図22は、a)2005年8月に北緯度、中間緯度および南緯度地点から収集された新鮮な試料
、ならびにb)同時間(移植の1年後)に同地点由来の新鮮な試料および移植対照試料のNMS序
列を示す2つのグラフである。両グラフに描かれている新鮮な試料は同じ試料である。バ
ーは3複製物の1標準偏差を表す。
【０４１０】
　図23は、移植1年後に収集された相互に移植された試料および移植された対照のNMS序列
を示す4つのグラフである。矢印は、元の地点の対照の組成から離れた移植された試料の
組成変化の軌跡を示す。
【０４１１】
　図24は、a)2007年9月に北緯度、中間緯度および南緯度地点から収集された新鮮な試料
、ならびにb)同時間(移植の3年後)同地点由来の新鮮な試料および移植対照試料のNMS序列
を示す2つのグラフを示している。両グラフに描かれている新鮮な試料は同じ試料である
。バーは3複製物の1標準偏差を表す。
【０４１２】
　図25は、移植の3年後に収集された相互移植試料および移植された対照のNMS序列を示す
4つのグラフである。矢印は、元の地点の対照の組成から離れた移植された試料の組成変
化の軌跡を示す。
【０４１３】
(実施例19)
沿岸部カリフォルニアにおける哺乳動物および鳥類起源の糞便汚染の微生物群集分析
　沿岸地域に生息する野生動物および家畜は、水質に影響を与える糞便微生物を堆積する



(126) JP 5795579 B2 2015.10.14

10

20

30

40

50

。沿岸水域が様々なヒトおよび動物起源の糞便汚染により損なわれる程度を、単一のバイ
オマーカーおよび低解像度プロファイリング法を用いて判定するのは困難である。腸微生
物群集のハイスループット配列分析は、糞便源を確実に同定し、異論の多い水質問題を解
決する潜在能力を有している。本研究では、我々は汚染源を区別する分類群を同定するた
めに、多種多様な動物糞便およびヒト廃棄物から細菌群集を特徴付けた。次に我々は、水
汚染事故中にこれらの発見の有用性を試験した。
【０４１４】
　新鮮な糞便試料は、カモメ、ガチョウ、ひれ足動物(アシカおよびトド)、ウシ、ウマお
よびヘラジカそれぞれの少なくとも4つの地理的に異なる集団から収集された。ヒト下水
および腐敗廃棄物は複数の場所から集められた。我々は、各試料中の全標的プールの16S 
rRNA遺伝子コピーを検出することにより希少な細菌分類群と豊富な細菌分類群両方の相対
存在量の違いを定量化することができるPhyloChipマイクロアレイを使用して細菌16s rRN
A遺伝子組成を分析した。
【０４１５】
　周囲の水試料は、北部カリフォルニアの9ヶ所のレクリエーション海岸で毎週2年にわた
り、およびサンフランシスコ湾の大きな下水流出中に収集された。水試料は、一般的な糞
便インジケータ試験により測定され、発生源同定のためにPhyloChipを使用して分析され
た。
【０４１６】
　糞便細菌群集は動物種/類型により強くクラスター化した。我々は、ヒト廃棄物を動物
糞便から、および異なる動物を互いに区別する何千もの細菌分類群を同定した。ヒト廃棄
物試料は、処理の規模および類型に違いがあるにもかかわらず一つにクラスター化した。
ウシおよびヘラジカの細菌群集はほとんど区別がつかず、これらの反芻動物の異なる集団
間にはほとんど変動がなかった。これとは対照的に、鳥類の細菌群集は集団間で、同一種
内でもはるかに可変性であった。ウマ集団は他の草食動物と一緒にクラスター化したが、
反芻動物とは組成が異なっていた。汚染事故中の水試料の分析により、我々の発生源特徴
付けから展開させた特有の分類群のライブラリーが汚染の原因を首尾よく同定するまたは
排除することが可能であることが実証された。
【０４１７】
　糞便試料および清潔な水試料における検出された細菌分類群のクラスター分析が実施さ
れ、PhyloChip G3アレイが糞便試料中の3513の異なる細菌亜科(ステージ1分析を通過した
)を検出したことを明らかにした。動物の種および類型(反芻動物および草食動物、ひれ足
類、鳥類)による強いクラスタリングが示され図26に表示された。PhyloChip G3アレイを
使用すると、ヒト発生源(浄化槽、下水)は動物および野生生物およびバックグラウンド水
域とは異なっている。発生源識別子群集は発生源ごとに定義された。検出されたOTU(ステ
ージ1通過)は、バックグラウンド水域よりも有意に高いアレイ強度を有していた(t-検定
および平均アレイ強度差、>2000)(図27)。図28では、インジケータ群集は発生源識別のた
めに汚染された水試料と比較された。
【０４１８】
　FIBに強い相関関係のある下水分類群は図29に示されている。下水中で見つかった4,625
の異なる分類群の量は糞便インジケータと強く相関していた(r>0.9)。もっとも相関して
いる分類群はバクテロイデス目とクロストリジウム綱であった。
【０４１９】
　トマレス(Tomales)湾拡散チャンバー実験において同定された潜在的インジケータ分類
群の系統樹は示されていない。潜在的インジケータ分類群とは、特定の廃棄物にユニーク
であり受水域には存在しないOTUのことである。酪農場の廃棄物では165の潜在的インジケ
ータ分類群が識別され、浄化槽廃棄物では119のインジケータ分類群が識別された。合計
で13,341の異なる分類群が、G3チップを用いて廃棄物および受水域試料中で検出された。
【０４２０】
　図30は、群集組成の比較を示したクラスター分析の結果を示す。群集は受水域における
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時間、発生源および受水域の類型に従ってクラスター化することが可能である。
【０４２１】
　図31は、糞便微生物群集に対する受水域における時間の効果を示す棒グラフである。4
日間の液浸により、ウシおよび腐敗群集における類似の変化を有する分類学的群間の残留
性の違いを示している。大半のプロテオバクテリア門は時間とともに相対存在量が減少す
る。クロストリジウム綱は時間とともに相対存在量が増加する。
【０４２２】
　図32は、廃棄物微生物群集に対するクリーク対湾水の効果を示す棒グラフである。異な
る水類型に対するウシおよび腐敗群集の類似する応答が例示されている。クロストリジウ
ム綱、γプロテオバクテリア、大腸菌群はクリークにおいて有利であり、βプロテオバク
テリアは湾において有利である。モニタリングのための分子インジケータの選択は、関連
する条件下での分類群の残留性を考慮すべきである。
【０４２３】
　したがって、食餌、場所または処理に起因する内発生源の可変性にも関わらず、動物が
異なれば発生源の追跡のために利用することが可能なはっきりと異なる糞便微生物群集を
宿す。
【０４２４】
(実施例20)
海洋マイクロバイオームに対する油流出効果および徐染の評価
　本発明の方法、組成物およびシステムを適用すれば、環境を支えその環境により支えら
れるマイクロバイオームに対する環境の変化の効果を評価することが可能になる。本実施
例では、本発明のアレイを使用して、健康な海洋環境のマイクロバイオームための基本線
を確立し、次にこの基本線を使用してマイクロバイオームに対する油流出の影響を評価す
る他にも修復努力の進行を評価する。
【０４２５】
　微生物DNAは、油流出により影響を受ける多様な生態系を表す約150試料からの他にも類
似の影響を受けていない生態系由来の約100試料から単離される。試料は、代表的な範囲
の深海、商業上およびレクリエーション漁場、ならびに沿岸地域、たとえば、浜辺と湿地
の表層水、入江および潟から収集される。理想的には、最初地点あたりで、およびそれぞ
れの年4回の再サンプリングで複数の試料(5～10)が収集される。実施例2のように、DNAは
前記試料から抽出され、増幅され、プロセッシングされ、分析される。プローブハイブリ
ダイゼーションによる分析は、実施例2および7において記載されるようなアレイを使用し
て行われる。評価されるプローブごとにならびに/または評価されるプローブにより表わ
されるOTUごとに、存在、非存在および/もしくはレベルが点数化される。結果は、影響を
受けていない海洋環境のバイオシグネチャーおよび油流出により影響を受ける海洋環境の
バイオシグネチャーである。前記結果の解析およびバイオインフォマティクスデータマイ
ニングは、各地点での微生物集団の状態に関する報告の他にも、被害を受けていない類似
の海洋生態系と比べた微生物生態系サービスへの損害の範囲を示す解釈報告をもたらす。
【０４２６】
　その後、試料は四半期ごとに各モニタリング地点から収集され、油流出に影響を受けた
地域の最初のバイオシグネチャーからの変化の他にも影響を受けていない類似の生態系サ
ンプリング地点と比べた連続する生態系被害が評価される。修復作業の相対的成功は、流
出に影響を受けたバイオシグネチャーと影響を受けなかったバイオシグネチャー間の類似
性の改善の程度の点から測定されるが、将来の油流出災害の封じ込めまたは分散のための
もっとも適切な行動を知らせるのに使用することができる。評価される健康な海洋微生物
生態系ごとのプロファイルは、サンプリングの3四半期～5四半期間で確立され、特定の微
生物種の相対存在量と多様性における正常な季節的変動を考慮に入れる。信頼度および確
率情報を含む、改善された地点由来の微生物バイオシグネチャーを影響を受けなかった地
点と比較することにより、地点特異的修復が追跡される。これらのパラメータが確立され
ると、油流出被害からのレメディエーションおよび健康で機能的海洋生態系の修復へ向か
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う前進が計画され認定される。修復の程度には、影響を受けなかった海洋環境と影響を受
けた海洋環境のバイオシグネチャー間の類似性の割合を表す修復スコアが割り当てられる
。影響を受けなかった領域の微生物集団に対する影響を受け処理された領域の高類似性は
、流出領域が回復しており健康な海洋生物を支えることができるという証拠を与える。影
響を受けなかった海洋環境と影響を受けた海洋環境のバイオシグネチャー間の類似性の増
加を追跡することの他にも、類似性の閾値に到達するとレメディエーション作業が停止さ
れるレメディエーション作業の終点を定義することは、影響を受けない状態への回復に時
間の投影を与える。閾値は約80%、85%、90%、95%、97.5%、98%、98.5%、99%、99.1%、99.
2%、99.3%、99.4%、99.5%、99.6%、99.7%、99.8%、99.9%、99.95%よりも高い、またはそ
れより高い類似性でありうる。
【０４２７】
(実施例21)
細菌群集への深海石油プルームの効果
　メキシコ湾におけるディープウォータホライズン流出由来の石油はこの生態系への莫大
な炭素入力を表し、石油中の炭化水素成分は海水中に存在する微生物のための炭素基質と
して潜在的に働くことになるであろう。微生物群集および炭化水素分解に対するその潜在
力へのプルームの影響が評価された。本研究は、2010年5月25日から6月2日まで2隻の船の
クルージングで19のサンプリング地点にわたる。
【０４２８】
試料収集
　有色溶解有機物(CDOM) WETstar蛍光光度計(WET Labs、Philomath、OR)をCTDサンプリン
グロゼット(Sea-Bird Electronics Inc.、Bellevue、WA)に取り付けて、これを使用して
水面と海底間の深度プロファイルに沿って油の存在を検出した。蛍光光度計の結果は、そ
の後実験室炭化水素分析を用いて確証された。合計で17の試料が10か所から分析された。
【０４２９】
　CTDロゼットに取り付けられたNiskinビンを使用して、内海域と外海域の様々な深度で
、検出された炭化水素と一緒に水試料を捕獲した。各試料から800～2000mLの海水を、0.2
2μm孔径を有する47mm径ポリエチルサルフォン膜を含有する無菌濾過装置(MO BIO Labora
tories、Inc.、Carlsbad、CA)を通して濾過し、次に直ちに凍結して-20℃で保存した。フ
ィルターはドライアイス上に載せ、DNAとリン脂質脂肪酸(PLFA)抽出まで-80℃で保存した
。
【０４３０】
　100mLの海水をシリンジ(syringe)濾過し、事前に空気を抜いた25mLの血清ビンに注入し
、厚ブチルゴム栓でふたをした。100mLの海水は、栄養素分析のために125mL HDPEビン中
で凍結させた。AODCのために、36mLの海水を4%ホルムアルデヒド(最終濃度)中で保存した
。
【０４３１】
DNA抽出
　各フィルターの4分の1を小片に切断し、Lysing Marix Eチューブ(MP Biomedicals、Sol
on、OH)に入れた。300μLのミラーリン酸緩衝液と300μLのミラーSDS溶解緩衝液を添加し
混ぜ合わせた。次に600μLフェノール:クロロホルム:イソアミルアルコール(25:24:1)を
添加し、チューブはFastPrep装置において5.5m/sで45秒間ビーズビートした。前記チュー
ブは4℃で5分間、16,000×gで回転させた。540μLの上清を2mLのチューブに移し、等量の
クロロホルムを添加した。チューブは混合させ、次に10,000×gで5分間回転させた。400
μLの水相を別のチューブに移し、2容積のSolution S3(MoBio、Carlsbad、CA)を添加して
反転させて混ぜ合わせた。残りの精製手順はMoBio Soil DNA抽出キットの使用説明書に従
った。試料は60μL Solution S5に戻し-20℃で保存した。
【０４３２】
PCR増幅
　前記16S rRNA遺伝子は、細菌ではプライマー27Fと1492Rを、古細菌では4Faと1492Rを用
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いてPCRを使用して増幅させた。各PCR反応は、1×Ex Taq緩衝液(Takara Bio Inc.、Japan
)、0.025ユニット/μl Ex Taqポリメラーゼ、0.8mM dNTP混合液、1.0μg/μl BSA、およ
び200pM各プライマーおよび鋳型として0.15～0.5ngゲノムDNAを含有していた。PhyloChip
アッセイ(PhyloTech Inc.、San Francisco、CA)分析では、各試料は、一定範囲のアニー
リング温度にまたがる4複製25μl反応で増幅された。PCR条件は、95℃(3分)に続いて30サ
イクルの95℃(30秒)、46～56℃(25秒)、72℃(2分)に続いて最終伸長72℃(10分)であった
。各反応からの単位複製配列は試料ごとにプールし、QIAquick PCR精製キット(Qiagen、V
alencia、CA)を用いて精製し、20μL溶出緩衝液に溶出させた。
【０４３３】
Phylochipアッセイデザイン
　PhyloChipマイクロアレイプローブデザインを、少なくとも1,300ヌクレオチドを含有す
る全既知高品質16S rRNA遺伝子配列に適用した。配列(大腸菌塩基対47位から1473位)は、
16S rRNA遺伝子データベース(greengenes.lbl.gov)から入手可能なNAST多重配列アライン
メントから抽出された。この領域は、2～4プライマーのみを使用して細菌または古細菌ゲ
ノム材料を増幅させるためのPCRプライミング部位として使用することが可能な普遍的に
保存されたセグメントに隣接しているという理由で選択された。1つのまたは両方の推定
親に>=90%レーンマスク同一性を有するベレロポン(Bellerophon)発散比>=1.1に遭遇する
推定キメラ配列が同定され取り除かれた。3もしくはそれ以上のホモオクタマーまたはさ
らに長い配列、あるいは>=0.3%多義ベースコールを有する配列も除外された。サブアライ
ンメントから、G+C含量が35～75%、RNAfoldにより計算される二次構造自由エネルギー(△
G)>=-4kcal/mol(17)、相補的融解温度が61℃～80℃、およびThermalignにより計算される
自己二量体化融解温度<35℃の推定25mer標的が選択された。
【０４３４】
　濾過されたrRNA遺伝子配列は、クラスターの各配列を表す完全相補性プローブの選択を
可能にするようにクラスター化された。クラスターに配列同一性を有する17merを含有す
る推定単位複製配列は、そのクラスターに含められた。こうして得られた59,959クラスタ
ーは、それぞれが平均で0.5%の配列分散を包含していたが、操作的分類単位(OTU)と見な
された。前記OTUは、古細菌と細菌内で境界を画定された2界、147門、1,123綱、および1,
219目を表した。各OTUは、Philip Hugenholtzにより主張された分類学的概要におけるそ
のメンバー生物の配置に従って1,464科のうちの1つに割り当てられた(Hugenholtz 2002、
Genome Biol. 3(2): 1～8頁)。各科を含むOTUは、72%共通の7量体の遷移的(単純連結)配
列同一性により亜科にクラスター化された。全体で、10,993亜科が見つかった。各OTUの
分類学的位置の他にも各OTUを含む配列の付随的NCBI受託番号は、files sequences_by_OT
U_G3.gz, taxonomy_by_OTU_G3.gzにおいて入手可能である。
【０４３５】
　OTUごとに、所定のOTUのしかし前記所定のOTUの外側の配列とは似ていないメンバーに
おける普及について複数の特異的25mer標的が探求された。特定のOTUためのプローブ選択
の第１のステップでは、前記OTUにおける配列それぞれが、重複する25mer、すなわち潜在
的標的に分離された。次に、各潜在的標的は、できる限り多くの前記OTUの配列にマッチ
された。Greengenesにより与えられる多重配列アライアメントを使用して、各潜在的プロ
ーブ部位でグループサイズの個別の測定値が与えられた。たとえば、7配列を含有するOTU
が、1つのメンバーが欠損データであるプローブ部位を有するならば、部位特異的OTUサイ
ズは6にすぎなかった。考えうる標的をランク付けする際に、そのOTUの全メンバーのデー
タを有する標的は、OTUメンバーの一部分のみで見出される標的よりも好まれた。第２の
ステップでは、普及している標的のサブセットが選択され、プローブ配向は、意図されな
い単位複製配列へのハイブリダイゼーションを最小限に抑えるために逆相補体に反転させ
た。潜在的に問題を含むと推定されるプローブは、1を超えるOTUにおける配列にマッチす
る中央の17merを含有する25merであった。したがって、4つの隣接する塩基のうちの1つに
おける特有の塩基のせいのみでOTUにユニークであるプローブは避けられた。その上、根
底近くに共通のツリーノードを有するプローブは、末端枝近くに共通ノードを有するプロ
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ーブよりも好まれた。製作のために選択された標的配列に相補的なプローブはパーフェク
トマッチ(PM)プローブと呼ばれる。各PMプローブが選ばれると、13番目の塩基を除いてす
べての位で同一の対照25mer(ミスマッチプローブ、MM)と対合された。前記MMプローブは
、任意のOTUにおける配列に相補的な中央17merを含有しなかった。前記PMおよびMMプロー
ブは一緒に分析されるプローブペアを構成する。各OTUに割り当てられるプローブペアの
平均数は37であった(標準偏差9.6)。
【０４３６】
　選ばれたオリゴヌクレオチドは、Affymetrix Inc.(Santa Clara、CA)でフォトリソグラ
フィー法により、μm2当たり10,000分子のおおよその密度で直接ガラス表面上に合成され
、「ミディ100フォーマット」ハイブリダイゼーションカートリッジに置かれた。11,016,
064プローブフィチャーの全アレイは、1,008行と列の格子として配置された。品質管理、
処理制御、画像の向き、標準化制御、階層的分類学的同定、病原体特異的シグネチャー検
出および染色体のいくつかのインプリメント追加の標的領域のための追加のプローブ。さ
らに、分析の系統発生的範囲を広げることができるように、その配列が公共の貯蔵所に明
白に入っていると確証される場合は、信頼度の低い16S配列に相補的なプローブが含まれ
た。PhyloChipアッセイ計画は、前分析、処理、前標識されたハイブリダイゼーション対
照および陰性対照のための対照プローブを含む。前分析対照およびハイブリダイゼーショ
ン対照は、バックグラウンドシグナル強度の解釈において、および試料間の比較のための
全体的蛍光強度の正規化を支持するためにも使用することが可能である。
【０４３７】
PhyloChipアッセイのための試料調製
　ディープホライズン核酸から、500ngの細菌PCR産物と25ngの古細菌PCR産物をハイブリ
ダイゼーションのために調製した。PCR産物はアガロースゲルにより検証される50～200bp
の範囲まで断片化された。DNA調製のためには、市販のキット、Affymetrix (Santa Clara
, CA) WT Double Stranded DNA Terminal Labelingが利用され、分析にはAffymetrix Gen
eChip Hybridization、Wash、and Stainキットが使用された。手短に言えば、断片化16S
単位複製配列および非16S定量的単位複製配列基準対照は、8μLの5×TDF緩衝液、40ユニ
ットのTDF、3.32ナノモルのGeneChip標識試薬を含有する40μL反応液中でビオチンを用い
て標識された。37℃で60分のインキュベーション後、2μLの0.5M EDTAが添加されて反応
を終わらせた。標識DNAは65μLの2×MESハイブリダイゼーション緩衝液、20.4μLのDMSO
、2μLのAffymetrix対照オリゴB2、および0.4μL無ヌクレアーゼ水と組み合わせた。各反
応混合液はアレイカートリッジのハイブリダイゼーションチャンバーに注入され、Affyme
trixハイブリダイゼーションオーブンにおいて48℃、60RPMで16時間インキュベートされ
た。ハイブリダイゼーション溶液は取り除かれ、マイクロアレイは製造業者の使用説明書
に従って染色され走査された。
【０４３８】
PhyloChipアッセイ分析
　蛍光画像はGeneChip Scanner 3000 7G (Affymetrix、Sanat Clara、CA)を用いて撮像さ
れた。個々のアレイフィチャーは、表面上の単一プローブ25merに応じて画像ファイル中
ほぼ8×8ピクセルを占めた。中央の9ピクセルは強度によりランク付けされ、その75%パー
センタイルはフィチャーの要約強度として使用された。プローブ強度はバックグラウンド
減算され、定量的標準にスケーリングされ(非16Sスパイクイン)、異常値は前に記載され
た通りに同定された(DeSantisら、2007、Microb. Ecol. 53: 371頁)。OTUのハイブリダイ
ゼーションスコア(HybScore)は、最大および最小を除いてパーフェクトマッチプローブの
平均強度として計算された。
【０４３９】
　前記PMおよび対応するMM強度の比較は、上に記載されるペアディファレンススコア、d
として要約される。dスコアは、プローブペアと様々なヌクレオチド組成の比較ができる
ように標準化される。この変換の目的は、ペアのd値が陰性対照(NC、どんな16S rRNA配列
にも定量的標準にも潜在的クロスハイブリダイゼーションしないプローブペア)に由来す
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るd値により類似するのか、陽性対照、定量的標準(QS、実験にスパイクされている非16S 
rRNA遺伝子とマッチするPMを有するプローブペア)に由来するd値により類似するのかを判
定することである。dQS値はその標的のA+T総数とT総数に依存しているために、QSペアは
これらの属性により綱に分類され、それぞれにdQS値の別の分布が見つかる。dNC値は同じ
ように分類される。観察結果から綱ごとに分布が評価される。OTUプローブセット由来の
各d値は、ペア応答スコア、r(上に記載されている)を作成するために同じ綱由来のdQSとd

NCの分布と比較される。OTUに相補的なプローブペアのセットのrスコアは、ステージ1プ
ローブセット存在/非存在スコアリングにおいて集団的に検討される。最小では、18プロ
ーブペアが検討される。rスコアがランク付けされ、四分位数、rQ1、rQ2およびrQ3が見つ
かっている。OTUがステージ1を通過するためには、以下の基準、rQ1≧0.70、rQ2≧0.95、
およびrQ3≧0.98の3つすべてを満たさなければならない。ステージ1を通過するOTUは、亜
科検出のためにステージ2スコアリングにおいて検討される。このステージでは、クロス
ハイブリダイゼーション調整応答スコア、rXは上に記載される全応答性プローブ(r>0.5)
について計算される。すべてのペナルティが検討された後、rX値はランク付けされ四分位
数が上記の通りに見つけられる(rXQ1、rXQ2、rXQ3)。rXQ3値>=0.48を有する亜科はプレゼ
ントと見なされた。
【０４４０】
　プルーム内で著しく濃縮されたOTUは、スチューデントt検定を用いてlog2でp値<0.05(H
ybScores)、9プルーム試料のうち>=4のステージ1プレゼントコール、ならびに>1000ユニ
ットおよび>35%のバックグラウンド(プルーム試料の外側)と比べて平均HybScoresの増加
を達成したOTUと定義された。
【０４４１】
PhyloChipアッセイ性能
　異なる種由来の26の16S rDNA混合物は、JacobsonとMathewsにより記載された半無作為
化ラテン方格構造を使用してモック群集として調製された(Jacobsonら、1995, Journal o
f Combinatorial Designs 4: 405頁)。段階的機能は、各連続する生物が以前の生物より
も37%大きな最終濃度で添加されるように使用された。各試験生物は、各考えうる濃度段
階の全混合物で表された。26のDNA混合物は、異なる日に3通りにハイブリダイズされた。
その上、対照として、1ハイブリダイゼーションが定量的基準対照のみを使用して実施さ
れた。基準対照について0.5を超える応答スコア、rを生じたすべての16Sプローブペアは
、それに続く分析からマスクされた。
【０４４２】
　3,548の異なる25mer組合せを表す12,202の複製プローブからバックグラウンド減算され
たプローブ強度を使用して、アッセイごとに変動係数(CV)を決定した。全体として、平均
CV=0.097を生じる変動は少数であった。さらに、ラテン方格における各遺伝子の濃度と対
応するHybScore生成の間には著しい相関が見られ、平均相関係数、r=0.941であった。
【０４４３】
　ハイブリダイゼーション混合物内の単位複製配列を検出し分類する能力は、受信者動作
特性(ROC)曲線を使用して評価された。rQ1、rQ2およびrQ3プローブセット要約は、すべて
のラテン方格結果由来の考えられるOTUのそれぞれから収集された。ROC曲線はプロットさ
れて、存在を判定するための単一閾値を選ぶ効果を評価した。y軸、すなわち予想される
陽性率は存在すると予想されプレゼントと呼ばれたOTUの割合である。x軸、すなわち予想
されない陽性率は存在すると予想されずプレゼントと呼ばれたOTUの割合である。四分位
数ごとの存在/非存在閾値は、もっとも厳密でない0からもっとも厳密な1まで変化した。
たとえば、rQ1プロットでは、0.5の閾値は予想される検出事象の97.5%を通過させる。存
在を判定するための単一閾値に頼る代わりに、プローブセットの3つの四分位数すべてが
、応答スコアの分布が確実に1に向けて歪められるように調べられる。まとめると、0.020
の予想されない陽性OTU率を有する>2および<348pMの単位複製配列について0.961の予想さ
れる陽性OTU率を達成するためには、rQ1≧0.70、rQ2≧0.95、およびrQ3≧0.98が必要であ
った。ステージ2では、0.48のrXQ3亜科閾値セットは、同じ濃度範囲にわたりラテン方格
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想される陽性亜科率を可能にした。
【０４４４】
　ハイブリダイゼーション結果は、多変量統計に有用なフォーマットで各PhyloChipアッ
セイからの群集プロファイルに変えられた。ステージ2を通過する亜科内のステージ1を通
過するOUTが前記群集プロファイルを構成した。ラテン方格モック群集の複製群集プロフ
ァイルは、序列により比較された。プロファイル間距離は、ブレイカーチス法または荷重
Unifrac法のどちらかを用いて計算され、得られた距離行列は、非計量的多次元尺度法(NM
DS)を用いて正しく並べられた。26のモック群集それぞれ由来のプロファイルは、どちら
の距離法を使用してもはっきりと区別可能であった。どちらの距離行列(Adonis)を使用す
る分散分析も、モック群集間の有意差(p<0.005)を結論付けた。
【０４４５】
結果
　前記プルームは、微生物群集系統発生的組成と構造を著しく変えた。系統発生的マイク
ロアレイ(PhyloChipアッセイ)を使用して、検出可能な細菌の豊富さの40%減退および微生
物群集組成の著しい変化が見出された。系統発生的マイクロアレイ分析により判定される
群集組成の序列は、試料の2つのはっきり異なるクラスター、すなわち検出された油を有
する試料で完全に構成された1つクラスターと油が検出されていない試料を有するもう1つ
のクラスターを明らかにした。これらの群間には、炭化水素以外の他の物理的または化学
的要因には有意差はなく、微生物が分散油の存在に直接的に応答していることを示してい
る。
【０４４６】
　γプロテオバクテリア綱の細菌のみがプルーム試料中で著しく濃縮されていた(表15)。
プルーム試料中、62門中951の異なる細菌分類群が検出されたが、gプロテオバクテリアと
してすべて分類された16の異なる分類群のみがプルームの外側の深海と比べてプルームに
より著しく濃縮されていた(表15、図33)。濃縮された分類群のほぼすべてが炭化水素を分
解させることが知られている、または寒冷環境では油の存在に刺激される(表15)。プルー
ム濃縮細菌には、寒冷海水、海氷および周極生息地から知られている多くの好冷性および
耐寒性種が含まれる。前記結果によれば、これらのγプロテオバクテリアは深海プルーム
において微生物群集を支配していることが示される。細胞密度は高いが、分類学的豊かさ
は低く、濃縮された細菌の多様性はこれらの少数のγプロテオバクテリアに制限されてい
る。γプロテオバクテリアのオセアノスピリルム目はPhyloChipアッセイにより分析され
た9つの油プルーム試料すべてにおいて検出され、油のないバックグラウンド深海と比べ
て著しく濃縮されていた。
【０４４７】
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【表１４】

【０４４８】
　図33は、油プルームによる選抜細菌分類群の濃縮の図解を提供している。系統発生マイ
クロアレイ分析を使用して、プルームと非プルーム試料間の推定濃度の平均差を計算した
。平均差は、濃縮された分類群亜科における代表的OTUについての非プルーム濃度の割合
として示されている(表15)。
【０４４９】
　本発明の好ましい実施形態が本明細書において明らかにされ記載されてきたが、そのよ
うな実施形態は例としてのみ提供されていることは当業者には明白であろう。本発明から
逸脱することなく、当業者であれば今や数多くの変形、変化および置き換えを思いつくで
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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様々な代替手段が本発明を
実行する際に用いうることは理解されるべきである。以下の特許請求の範囲は本発明の範
囲を限定しており、これらの特許請求の範囲内の方法および構造ならびにその同等物はそ
れにより含まれていることが意図されている。
【符号の説明】
【０４５０】
　　106　システムメモリー
　　104　プロセシングユニット
　　156　図表示インターフェース
　　108　システムバス
　　126　ハードディスクドライブインターフェース
　　128　磁気ドライブインターフェース
　　130　光ドライブインターエース
　　152　ネットワークインターフェース
　　144　ユーザー入力インターフェース
　　132　オペレーティングシステム
　　134　アプリケーションプログラム
　　136　他のプログラムモジュール
　　138　プログラムデータ
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