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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　二本鎖標的核酸からシーケンシングライブラリを調製する方法であって、
　（ａ）複数のトランスポソームを提供するステップであって、各トランスポソームモノ
マーはトランスポザーゼとトランスポゾン核酸とを含み、前記トランスポソームは前記二
本鎖標的核酸の一方の鎖にのみニックを入れるように構成されている、提供ステップと、
　（ｂ）前記標的核酸をトランスポソームに接触させて、その結果、前記標的核酸の複数
の部位で前記標的核酸にニックを入れ、少なくとも１つの前記ニック入り標的核酸の少な
くとも１つに単一トランスポゾン核酸を付加して転移核酸を生成することによりシーケン
シング用の修飾核酸ライブラリを得る接触ステップと、を含む方法。
【請求項２】
　前記方法は、バーコードを有するシーケンシングライブラリを調製する方法であって、
　前記提供ステップでは、（ａ）各トランスポソームはトランスポザーゼと、認識配列を
含むトランスポゾン核酸とを含み、
　前記接触ステップは、（ｂ）前記トランスポゾン核酸を前記標的核酸の鎖に挿入するス
テップであって、
　　（ｉ）前記標的核酸を前記トランスポソームに接触させ、その結果、複数の部位で前
記標的核酸にニックを入れ、前記ニック入り鎖のニック部位の一方の側に単一トランスポ
ゾン核酸を付加して転移核酸を生成し、
　　（ｉｉ）前記ニック入り鎖のニック部位のもう一方の側に付加した前記単一トランス
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ポゾン核酸をライゲーションすることによりシーケンシング用の修飾核酸ライブラリを得
るステップを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　標的ＤＮＡの近接情報を得るための方法であって、
　（ａ）複数のトランスポソームを提供するステップであって、各トランスポソームモノ
マーはトランスポザーゼとトランスポゾン核酸とを含み、前記トランスポソームは二本鎖
標的核酸の一方の鎖にのみニックを入れるように構成されている、ステップと、
　（ｂ）前記標的ＤＮＡを前記トランスポソームに接触させて、その結果、前記標的核酸
の複数の部位で前記標的ＤＮＡにニックを入れるステップと、
　（ｃ）前記標的ＤＮＡ配列に１つまたは複数の認識配列を追加または挿入して処置済み
標的ＤＮＡを生成するステップと、
　（ｄ）前記処置済み標的ＤＮＡをシーケンシングするステップと、
　（ｅ）共通の特性を有する、前記標的ＤＮＡ配列または認識配列を特定することにより
近接情報を得るステップと、を含む方法。
【請求項４】
　標的ＤＮＡの近接情報を取得するための方法であって、
　（ａ）複数のトランスポソームを提供するステップであって、各トランスポソームモノ
マーはトランスポザーゼと、認識配列を含むトランスポゾン核酸とを含み、前記トランス
ポソームは二本鎖標的核酸の一方の鎖にのみニックを入れるように構成されている、ステ
ップと、
　（ｂ）前記トランスポゾン核酸を前記標的核酸の鎖に挿入するステップであって、
　　（ｉ）前記標的核酸を前記トランスポソームに接触させ、その結果、複数の部位で前
記標的核酸にニックを入れ、前記ニック入り鎖のニック部位の一方の側に単一トランスポ
ゾン核酸を付加し、
　　（ｉｉ）前記ニック入り鎖のニック部位のもう一方の側に前記付加した単一トランス
ポゾン核酸をライゲーションすることにより修飾核酸を得るステップと、
　（ｃ）前記修飾核酸を増幅することにより、挿入した認識配列を含む複数の核酸を得る
ステップと、
　（ｄ）処置済み前記標的ＤＮＡをシーケンシングするステップと、
　（ｅ）共通の特性を有する、前記標的ＤＮＡ配列または認識配列を特定することにより
近接情報を取得するステップと、を含む方法。
【請求項５】
　前記認識配列はバーコードであり、少なくとも１つのトランスポゾン核酸の前記バーコ
ードは異なり、
　任意に前記認識配列はバーコードであり前記トランスポゾン核酸の前記バーコードは同
じではない、請求項３または４に記載の方法。
【請求項６】
　修飾核酸を表面上に捕捉するステップをさらに含む、請求項１～５のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項７】
　前記表面は複数の捕捉プローブを含む、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記捕捉プローブは核酸を含む、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記修飾核酸を前記捕捉プローブにハイブリダイズするステップを含み、
　任意に前記修飾核酸および前記捕捉プローブはそれぞれ親和性部を含み、
　任意に前記親和性部はビオチン、アビジン、およびストレプトアビジンからなる群から
選択される、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記表面は、mm2あたり少なくともおよそ100,000の捕捉核酸を含む、請求項６～９のい
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ずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　ステップ（ｂ）において標的核酸に接触させたトランスポソームを表面に付加すること
により前記修飾核酸を前記表面上に捕捉する、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項１２】
　表面上の捕捉核酸をシーケンシングするステップを更に含む、請求項６～１１のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項１３】
　標的核酸配列の線形表現において２つの捕捉核酸から得た配列情報の近接度は、前記表
面上の捕捉核酸の近接度を示す、請求項６～１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記表面上で互いの近接度がより高い捕捉核酸は、近接度のより低い捕捉核酸と比較し
、前記標的核酸配列の表現における近接度がより高い配列を含む、請求項１３に記載の方
法。
【請求項１５】
　前記標的核酸配列の表現はハプロタイプ表現を含む、請求項１３および１４のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記トランスポソームは、片側トランスポザーゼ活性を含む、請求項１～１５のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記トランスポソームはトランスポザーゼ活性を欠くモノマーサブユニットを含む、請
求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記トランスポソームは、共有結合的に連結したモノマーサブユニットを含む、請求項
１６に記載の方法。
【請求項１９】
　前記トランスポザーゼの四次構造はモノマー状である、請求項１６～１８のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項２０】
　前記トランスポザーゼはダイマーを形成する機能を欠く、請求項１６に記載の方法。
【請求項２１】
　前記トランスポザーゼは、Ｍｕ、Ｍｕ Ｅ３９２Ｑ、Ｔｎ５、高活性Ｔｎ５、Ｔｎ５多
様体、Ｖｉｂｈａｒ、ＲＡＧ、およびＴｎ５５２からなる群から選択される、請求項１～
２０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２２】
　前記1つまたは複数のトランスポゾン核酸は非機能的である、請求項１～２１のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項２３】
　前記非機能的トランスポゾン核酸の3'末端は、ジデオキシ基、スペーサ基、アミン基、
アルキル基、アリール基、ホスフェート基、チオール基、逆ヌクレオチド、アジド基、硫
酸基、およびビオチン基からなる群から選択される、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記複数のトランスポソームは、前記トランスポザーゼを、機能的トランスポゾン核酸
と非機能的トランスポゾン核酸とに接触させることにより調製する、請求項２２に記載の
方法。
【請求項２５】
　非機能的トランスポゾン核酸を含むトランスポゾン核酸の、機能的トランスポゾン核酸
に対する比率は１：１以上、例えば１０：１以上である、請求項２２に記載の方法。
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【請求項２６】
　（ｉ）前記ニック入り標的核酸にＤＮＡポリメラーゼを提供するステップと、
　（ｉｉ）前記捕捉鎖を鋳型として用いて前記標的核酸の3’を伸長させるステップと、
　（ｉｉｉ）任意に前記伸長した核酸を増幅するステップと、をさらに含む、請求項３に
記載の方法。
【請求項２７】
　前記伸長した核酸を増幅するステップは、アンカー部位、シーケンシングプライマー部
位、増幅プライマー部位、バーコード、およびレポータータグからなる群から選択される
配列を含むテイル化増幅プライマーを用いる、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　捕捉核酸を増幅するステップを含み、
　任意に前記捕捉核酸を増幅するステップはブリッジ増幅を有する、請求項６～２７のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項２９】
　表面は複数の捕捉プローブを含み、
　任意に前記捕捉プローブは核酸を含む、請求項６～２８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３０】
　前記トランスポゾン核酸は、アンカー部位、バーコード、シーケンシングプライマー部
位、増幅プライマー部位、およびレポータータグからなる群から選択される配列を含む、
請求項１～２９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３１】
　少なくとも１つのトランスポソームが２つのトランスポゾン核酸を含み、
　任意に前記２つのトランスポゾン核酸は異なる配列を含む、請求項１～３０のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項３２】
　前記複数のトランスポソームは、少なくとも２つの異なるトランスポゾン核酸を含む、
請求項１～３１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３３】
　前記複数のトランスポソームは、トランスポソームを形成する機能は有するが転移する
機能は欠く、少なくとも１つのトランスポザーゼを含む、請求項１～３２のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項３４】
　前記標的核酸は、ゲノムＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ断片、およびｃＤＮＡからなる群から選
択される、請求項１～３３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３５】
　前記トランスポゾンは第１バーコードセットを含み、
　前記第１バーコードセットを転移中に前記標的核酸に導入して、第１バーコードセット
を含む転移標的核酸を生成し、
　前記転移標的核酸をプールして、転移標的核酸の第１プールを生成し、
　第２バーコードセットを前記転移標的核酸の第１プールに導入して、第１および第２の
バーコードセットを含む標的核酸を生成し、
　第１および第２のバーコードセットを含む標的核酸をプールして転移標的核酸の第２プ
ールを生成し、
　任意に追加バーコードを導入するステップと、プールしてバーコード化標的核酸ライブ
ラリを生成するステップを繰り返す、
組み合わせバーコーディングをさらに含む請求項１～３４のいずれか一項に記載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【関連出願】
【０００１】
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　本出願は、２０１４年６月３０日に出願された米国仮特許出願公開第６２／０１９２０
９号の優先権を主張し、これはその全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【技術分野】
【０００２】
　本明細書で提供する実施形態は、次世代シーケンシングのための方法および組成物に関
する。一部の実施形態には、片（one sided）転移ともいう片側（one-sided）転移を用い
て標的核酸から鋳型ライブラリを調製するステップと、鋳型ライブラリをシーケンシング
するステップと、近接情報を得るステップを含む。
【背景技術】
【０００３】
　いくつかの次世代シーケンシング技術を、ゲノムの全配列を早く経済的に決定するため
に利用可能である。典型的には、鋳型核酸のライブラリをシーケンシングの前に標的ゲノ
ムＤＮＡサンプルから調製する。サンプルの調製には通常、より大きいＤＮＡ鎖を切断し
て次世代シーケンシング技術により適するより小さいＤＮＡ断片にする、ＤＮＡ断片化ス
テップが含まれる。しばしばアダプターをＤＮＡ断片の末端に付加するが、これはアダプ
ターライゲーション後のＤＮＡ末端修復か、または、つい最近ではトランスポソーム系（
transposome system）を用いることにより達成することが可能である。トランスポザーゼ
とトランスポゾン核酸との複合体であるトランスポソームの使用によりゲノムの断片化お
よび断片のアダプターライゲーションが同時に可能になり、それによりライブラリ調製を
単純化することができる。しかしながら、ゲノムＤＮＡの断片化は、近接度、フェージン
グ（phasing）、およびハプロタイプに関する個々の核酸分子の情報の損失を招き得る。
そのため、代替のライブラリ調製方法に対する必要性が存在する。
【発明の概要】
【０００４】
　本明細書の一部の実施形態に記載するのは、片側転移のための方法である。本出願の発
明者らは、驚くべきことに、片側転移を行うことにより二本鎖標的ＤＮＡの一方の鎖にの
みニックが入り、そのような転移の後の標的ＤＮＡはトランスポソームを取り除いた後で
も無傷のままであることを発見した。従って、標的ＤＮＡの近接度は転移事象の後でも維
持される。一部の実施形態では、近接情報を得るために片側転移のための方法を用いるこ
とが可能である。一部の実施形態では、シーケンシングライブラリを調製するために片側
転移のための方法を用いることが可能である。一部の実施形態では、フェージング情報ま
たはハプロタイプ情報を確定するために片側転移のための方法を用いることが可能である
。
【０００５】
　一部の実施形態では、二本鎖標的ＤＮＡの一方の鎖のみにニックを入れ、トランスポソ
ームモノマーのトランスポゾンの移動鎖１つのみをそのニック入り標的ＤＮＡに移動させ
るようにトランスポソームダイマーを構成する。一部の実施形態では、トランスポソーム
ダイマーの１つのモノマーユニットは、片側転移を引き起こす転移はできない。一部の実
施形態では、トランスポソームダイマーの１つのトランスポザーゼはトランスポゾンに結
合することによりトランスポソーム複合体を形成することができるが、標的ＤＮＡにニッ
クを入れることはできない。
【０００６】
　一部の実施形態ではトランスポゾンは機能的であり、その結果、トランスポゾンをトラ
ンスポザーゼに接触させることによりトランスポソームを形成し、トランスポゾン配列を
標的核酸に移動させることが可能である。一部の実施形態ではトランスポゾンは非機能的
であり、その結果、トランスポゾンをトランスポザーゼに接触させることによりトランス
ポソームは形成されるが、トランスポゾン配列を標的核酸に移動することはできない。一
部の実施形態では、移動鎖の3'-末端は、標的核酸の5'-末端に対する求核攻撃が不可能な
3'-終端核酸を含む。一部の実施形態では、認識配列の3'-末端はブロックされる。一部の
実施形態では、ブロック化認識配列の3'-末端は、3'-終端ジデオキシヌクレオチド、アミ
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ノ基、アルキル基、アリール基、チオール基、硫酸基、逆ヌクレオチド、アジド基、また
はビオチンを含む。
【０００７】
　一部の実施形態では、トランスポザーゼはトランスポソームを形成することはできるが
、標的ＤＮＡにニックを入れることはできない。一部の実施形態では、トランスポザーゼ
は１つまたは複数のアミノ酸修飾を含み、その結果、それはトランスポソームを形成する
ことはできるが、標的ＤＮＡにニックを入れることはできない。
【０００８】
　一部の実施形態では、トランスポソームが効率的にダイマーを形成することができない
ようにトランスポソーム複合体を構成する。一部の実施形態では、トランスポソームが全
くダイマーを形成することができないように、トランスポソーム複合体を構成する。一部
の実施形態では、トランスポソームモノマーは二本鎖ＤＮＡの一方の鎖においてのみニッ
クを形成し、トランスポゾンの移動鎖をニック入り標的ＤＮＡに移動させる。
【０００９】
　一部の実施形態では、標的ＤＮＡの二本の鎖の転移に対する抵抗差（differential res
istance）を活用することにより、片側転移を行う。一部の実施形態では、標的ＤＮＡの
一方の鎖は、転移に対し抵抗性を持つ修飾塩基または修飾ホスホジエステル結合を含む。
標的ＤＮＡの二本の鎖で転移に対して抵抗差がある標的ＤＮＡを、トランスポソームにさ
らすことで片側転移を引き起こす。一部の実施形態では、標的核酸は、ｃＤＮＡの一方の
鎖が修飾塩基および／または修飾ホスホジエステル結合を含み、その結果、その鎖が転移
に対し抵抗性を持つ、二本鎖ｃＤＮＡである。一部の実施形態では、標的核酸は、一方の
鎖が部分的または全体的に転移に対し抵抗性を持つように修飾されている二本鎖ゲノムＤ
ＮＡである。
【００１０】
　例示的な片側転移スキームを図１４に示す。一部の実施形態では、一本鎖核酸鋳型で開
始し（実線）、元の鋳型鎖よりも転移に対し抵抗差を持つ相補鎖（点線）を合成する。す
ると、通常のトランスポゾン複合体（例えば、活性で、ブロックされていない）を用いて
も片側転移が起きる。一例では、新たに合成した鎖は転移に対しより高い抵抗性を持つ。
別の例では、元の鋳型が高い抵抗性を持ち、合成された鎖はそれ自身への転移が可能であ
る。この実施形態では、抵抗性のより低い鎖がライブラリ要素を形成し、これはより抵抗
性の高い鎖に近接して保持される。
【００１１】
　出願人は驚くべきことに、片側転移を実行した後、トランスポソームのトランスポザー
ゼを取り除いた後でさえ、二本鎖標的核酸が近接情報を失わずに無傷のままであることを
発見した。一部の実施形態では、ＳＤＳ、尿素、プロテアーゼ、または熱で処置すること
により、転移後に、転移した標的核酸からトランスポザーゼを取り除く。従って、片側転
移は、配列情報、近接情報、フェージング情報、およびハプロタイプ情報を確定するうえ
で有利であり得る。近接情報は広範囲にわたるハプロタイプ分析能を提供し得る。ハプロ
タイピングは、稀なアレルと、遺伝子再配列、遺伝子重複などの構造的多様体のフェージ
ングを可能にする。
【００１２】
　一部の実施形態では、片側転移は、片側転移を介して第１バーコードセットを付加し、
第２バーコードセットを後続の増幅により付加する、組み合わせバーコーディングと連動
させることが可能である。
【００１３】
　一部の実施形態では、第１バーコードセットを転移中に標的核酸に導入し、第１バーコ
ードセットを含む転移標的核酸を生成する。転移標的核酸をプールして転移標的核酸の第
１プールを生成する。第２バーコードセットを転移標的核酸の第１プールに導入して、第
１および第２のバーコードセットを含む標的核酸を生成する。第２バーコードセットは、
後続の増幅、ライゲーション、または追加の転移のいずれかにより導入することができる
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。一部の実施形態では、第１バーコードセットと第２バーコードセットは異なる。第１お
よび第２のバーコードセットを含む標的核酸をプールして転移標的核酸の第２プールを生
成する。オプションとして、追加バーコードを導入するステップと、プールしてバーコー
ド化標的核酸ライブラリを生成するステップは繰り返すことができる。
【００１４】
　一部の実施形態では、単一細胞に由来する核酸の配列情報または近接情報を確定するた
めに片側転移を用いることが可能である。核酸は単一細胞のｍＲＮＡから生成した、ゲノ
ム核酸またはｃＤＮＡとすることが可能である。一部の実施形態では、第１バーコードセ
ットを単一細胞に由来する核酸に導入することができ、これは単一細胞の識別子として機
能する。一部の実施形態では、第１バーコードセットを単一細胞に由来する核酸に導入し
た後、バーコード化核酸をプールし、それをさらに、後続の増幅、ライゲーション、また
は、追加バーコードの導入を含むもしくは含まない追加の転移により処理することが可能
である。
【００１５】
　本明細書に提供する方法および組成物の一部の実施形態には、二本鎖標的核酸からシー
ケンシングライブラリを調製する方法であって、（ａ）複数のトランスポソームを提供す
るステップであって、各トランスポソームはトランスポザーゼとトランスポゾン核酸とを
含み、前記トランスポソームは前記標的核酸の一方の鎖にのみニックを入れてトランスポ
ゾンを転移させるように構成されている、ステップと、（ｂ）前記標的核酸を前記トラン
スポソームに接触させて、その結果、前記標的核酸の複数の部位で前記標的核酸にニック
を入れ、前記ニック入り標的核酸にトランスポゾン核酸を付加することによりシーケンシ
ング用の修飾核酸ライブラリを得るステップと、を含む方法を含む。
【００１６】
　一部の実施形態は、二本鎖標的核酸からシーケンシングライブラリを調製する方法であ
って、（ａ）複数のトランスポソームを提供するステップであって、各トランスポソーム
はトランスポザーゼとトランスポゾン核酸とを含み、前記トランスポソームは前記標的核
酸の一方の鎖にのみニックを入れてトランスポゾンを転移させるように構成されている、
ステップと、（ｂ）前記標的核酸をトランスポソームに接触させて、その結果、前記標的
核酸の複数の部位で前記標的核酸にニックを入れ、前記ニック入り核酸にトランスポゾン
核酸を付加するステップと、（ｃ）前記トランスポゾン核酸にプライマーをハイブリダイ
ズし、前記ハイブリダイズしたプライマーを伸長することによりシーケンシング用の修飾
核酸ライブラリを得るステップと、を含む方法を含む。片側転移を用いたライブラリ調製
の例示的なスキームを図１３に示す。
【００１７】
　一部の実施形態は、標的ＤＮＡの近接情報を取得するための方法を含む。該方法は、（
ａ）複数のトランスポソームを提供するステップであって、各トランスポソームモノマー
はトランスポザーゼとトランスポゾン核酸とを含み、前記トランスポソームは二本鎖標的
核酸の一方の鎖にのみニックを入れるように構成されている、ステップと、（ｂ）前記標
的ＤＮＡを前記トランスポソームに接触させて、その結果、前記標的核酸の複数の部位で
前記標的ＤＮＡにニックを入れるステップと、（ｃ）前記標的ＤＮＡ配列に１つまたは複
数の認識配列を追加または挿入して処置済み標的ＤＮＡを生成するステップと、（ｄ）前
記処置済み標的ＤＮＡをシーケンシングするステップと、（ｅ）共通の特性を有する、前
記標的ＤＮＡ配列または認識配列を特定することにより近接情報を取得するステップと、
を含む。
【００１８】
　一部の実施形態には、標的ＤＮＡの近接情報を取得するための方法を含む。該方法は、
（ａ）複数のトランスポソームを提供するステップであって、各トランスポソームモノマ
ーはトランスポザーゼと、認識配列を含むトランスポゾン核酸とを含み、前記トランスポ
ソームは二本鎖標的核酸の一方の鎖にのみニックを入れるように構成されている、ステッ
プと、（ｂ）前記トランスポゾン核酸を前記標的核酸の鎖に挿入するステップであって、
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（ｉ）前記標的核酸を前記トランスポソームに接触させ、その結果、複数の部位で前記標
的核酸にニックを入れ、前記ニック入り鎖のニック部位の一方の側に単一トランスポゾン
核酸を付加し、（ｉｉ）前記ニック入り鎖のニック部位のもう一方の側に前記付加した単
一トランスポゾン核酸をライゲーションすることにより修飾核酸を得るステップと、（ｃ
）前記修飾核酸を増幅することにより、挿入した認識配列を含む複数の核酸を得るステッ
プと、（ｄ）前記処置済み標的ＤＮＡをシーケンシングするステップと、（ｅ）共通の特
性を有する、前記標的ＤＮＡ配列または認識配列を特定することにより近接情報を取得す
るステップとを含む。
【００１９】
　一部の実施形態は、修飾核酸を表面上に捕捉するステップも含む。
【００２０】
　一部の実施形態では、ステップ（ｂ）で標的核酸に接触させたトランスポソームを表面
に付加することにより、修飾核酸を表面上に捕捉する。
【００２１】
　一部の実施形態は、捕捉した核酸を表面上でシーケンシングするステップも含む。
【００２２】
　一部の実施形態では、２つの捕捉核酸から得た配列情報の、標的核酸配列の線形表現に
おける近接度は、表面上の捕捉核酸の近接度を示唆する。
【００２３】
　一部の実施形態では、表面上で互いの近接度がより高い捕捉核酸は、近接度のより低い
捕捉核酸と比較し、標的核酸配列の表現における近接度がより高い配列を含む。
【００２４】
　一部の実施形態では、標的核酸配列の表現にはハプロタイプ表現が含まれる。一部の実
施形態では、標的核酸配列の表現には規則正しい短リードが含まれる。
【００２５】
　一部の実施形態では、トランスポザーゼは片側トランスポザーゼ活性を含む。
【００２６】
　一部の実施形態では、トランスポザーゼはトランスポザーゼ活性を欠いたモノマーサブ
ユニットを含む。一部の実施形態では、トランスポザーゼは共有結合的に連結したモノマ
ーサブユニットを含む。一部の実施形態では、トランスポザーゼの四次構造はモノマー状
である。一部の実施形態では、トランスポザーゼはダイマーを形成する機能を欠く。
【００２７】
　一部の実施形態では、トランスポザーゼは、Ｍｕ、Ｍｕ Ｅ３９２Ｑ、Ｔｎ５、高活性
Ｔｎ５（Goryshin and Reznikoff, J. Biol. Chem., 273:7367 (1998)）、ＥＺ－Ｔｎ５
（商標）トランスポザーゼ（ウィスコンシン州マディソンのＥｐｉｃｅｎｔｒｅ Ｂｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社）、Ｔｎ５の多様体、ＲＡＧ、Ｔｎ７、Ｔｎ１０、Ｖｉｂｈ
ａｒトランスポザーゼ、およびＴｎ５５２からなる群から選択する。アミノ酸の置換、挿
入、欠失、および／または他のタンパク質もしくはペプチドとの融合があるようなＴｎ５
トランスポザーゼの多様体は、米国特許第５９２５５４５号明細書、同第５９６５４４３
号明細書、同第７０８３９８０号明細書、同第７６０８４３４号明細書、および米国特許
出願公開第１４／６８６９６１号明細書に開示されている。前記特許および特許出願公開
はその全体が参照により本明細書に組み込まれる。一部の実施形態では、Ｔｎ５トランス
ポザーゼは、米国特許出願公開第１４／６８６９６１号明細書に開示されているように、
野生型タンパク質に対し、54、56、372、212、214、251、および338の位置で１つまたは
複数の置換を含む。一部の実施形態では、Ｔｎ５野生型タンパク質またはその多様体は、
融合ポリペプチドをさらに含むことが可能である。一部の実施形態では、トランスポザー
ゼに融合したポリペプチドドメインは、例えば、伸長因子Ｔｓを含むことが可能である。
本段落で言及した参考文献はそれぞれ、その全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【００２８】
　一部の実施形態では、トランスポゾン核酸はブロックされている。一部の実施形態では
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、トランスポゾンの移動鎖の3'-末端はブロックされている。一部の実施形態では、ブロ
ック化トランスポゾン核酸の3'-末端は、ジデオキシ基、スペーサ基、アミン基、アジド
基、ホスフェート基、アルキル基、逆ヌクレオチド、およびビオチン基からなる群から選
択される。一部の実施形態では、トランスポゾン配列は、塩基の置換、追加、または該ト
ランスポゾン配列からの塩基の欠失により変えることが可能である。
【００２９】
　一部の実施形態では、トランスポザーゼを機能的トランスポゾン核酸および非機能的ト
ランスポゾン核酸に接触させることにより、複数のトランスポソームを調製する。一部の
実施形態では、非機能的トランスポゾンとしては、ブロック化トランスポゾンが挙げられ
る。一部の実施形態では、非機能的トランスポゾン核酸を含むトランスポゾン核酸の、機
能的トランスポゾン核酸に対する比率は、1:1以上である。一部の実施形態では、非機能
的トランスポゾン核酸を含むトランスポゾン核酸の、機能的トランスポゾン核酸に対する
比率は、1:2、1:3、1:5、1:10、1:20、1:30、1:40、1:50、1:75、1:100、2:1、3:1、4:1
、5:1、6:1、7:1、8:1、9:1、10:1、20:1、30:1、40:1、50:1、60:1、70:1、80:1、90:1
、または100:1とすることが可能である。
【００３０】
　一部の実施形態には、伸長した核酸を増幅するステップも含む。一部の実施形態では、
伸長した核酸の増幅には、アンカー部位、シーケンシングプライマー部位、増幅プライマ
ー部位、およびレポータータグからなる群から選択される配列を含む、テイル化（tailed
）増幅プライマーを用いる。
【００３１】
　一部の実施形態には、捕捉した核酸を増幅するステップも含む。一部の実施形態では、
捕捉した核酸の増幅にはブリッジ増幅を含む。
【００３２】
　一部の実施形態では、表面は複数の捕捉プローブを含む。一部の実施形態では、捕捉プ
ローブは核酸を含む。一部の実施形態では、修飾核酸を捕捉プローブにハイブリダイズす
るステップも含む。
【００３３】
　一部の実施形態では、修飾核酸と捕捉プローブはそれぞれ親和性部を含む。一部の実施
形態では、親和性部は結合対のメンバとすることが可能である。場合によっては、修飾核
酸は結合対の第１メンバを含み、捕捉プローブは結合対の第２メンバを含むことができる
。場合によっては、捕捉プローブは固体表面に固定することができ、修飾核酸は結合対の
第１メンバを含むことができ、捕捉プローブは結合対の第２メンバを含むことができる。
このような場合、結合対の第１メンバおよび第２メンバを結合させることで、修飾核酸は
固体表面に固定される。結合対の例としては、ビオチン－アビジン、ビオチン－ストレプ
トアビジン、ビオチン－ニュートラアビジン、リガンド－受容体、ホルモン－受容体、レ
クチン－糖タンパク質、および抗原－抗体が挙げられるが、これらに限定されない。
【００３４】
　一部の実施形態は、修飾核酸の親和性部と捕捉プローブの親和性部を結合するステップ
も含む。
【００３５】
　一部の実施形態では、トランスポゾン核酸は、アンカー部位、バーコード、シーケンシ
ングプライマー部位、増幅プライマー部位、ユニークな分子インデックス、およびレポー
タータグからなる群から選択される配列を含む。
【００３６】
　一部の実施形態では、少なくとも１つのトランスポソームが２つのトランスポゾン核酸
を含む。
【００３７】
　一部の実施形態では、２つのトランスポゾン核酸は異なる配列を有する。
【００３８】
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　一部の実施形態では、複数のトランスポソームは少なくとも２つの異なるトランスポゾ
ン核酸を含む。
【００３９】
　一部の実施形態では、標的核酸は、ＤＮＡおよびＲＮＡからなる群から選択される。一
部の実施形態では、標的核酸は、ゲノムＤＮＡおよびｃＤＮＡからなる群から選択される
。一部の実施形態では、標的核酸はゲノムＤＮＡである。
【００４０】
　一部の実施形態では、表面は、ビーズ、スライド、フローセル、チャネル、ディップス
ティック、およびウェルからなる群から選択される基材上にある。
【００４１】
　一部の実施形態では、表面はmm2あたり少なくともおよそ10,000の捕捉核酸を含む。一
部の実施形態では、表面はmm2あたり少なくともおよそ100,000の捕捉核酸を含む。一部の
実施形態では、表面はmm2あたり少なくともおよそ、1,000,000、1,500,000、2,000,000、
3,000,000、5,000,000、10,000,000、15,000,000、20,000,000、30,000,000、40,000,000
、50,000,000、60,000,000、70,000,000、80,000,000、90,000,000、100,000,000、150,0
00,000、200,000,000、300,000,000、350,000,000、400,000,000、450,000,000、500,000
,000、550,000,000、600,000,000、650,000,000、700,000,000、750,000,000、800,000,0
00、850,000,000、900,000,000、950,000,000、1000,000,000、1200,000,000、1300,000,
000、1400,000,000、1500,000,000、1600,000,000、1700,000,000、1800,000,000、1900,
000,000、2000,000,000、3000,000,000、4000,000,000、5000,000,000、6000,000,000、7
000,000,000、8000,000,000、9000,000,000、10,000,000,000以上の捕捉核酸を含む。
【００４２】
　一部の実施形態は、前記方法のうち任意の１つにより調製したシーケンシングライブラ
リを含む。
【００４３】
　本明細書で提供する方法および組成物の一部の実施形態は、二本鎖標的核酸に由来する
バーコードを有するシーケンシングライブラリを調製する方法であって、（ａ）複数のト
ランスポソームを提供するステップであって、各トランスポソームはトランスポザーゼと
、バーコードを含むトランスポゾン核酸とを含む、ステップと、（ｂ）前記トランスポゾ
ン核酸を前記標的核酸の鎖に挿入するステップであって、（ｉ）前記標的核酸を前記トラ
ンスポソームに接触させ、その結果、複数の部位で前記標的核酸にニックを入れ、前記ニ
ック入り鎖のニック部位の一方の側に単一トランスポゾン核酸を付加し、（ｉｉ）前記ニ
ック入り鎖のニック部位のもう一方の側に前記付加した単一トランスポゾン核酸をライゲ
ーションすることにより修飾核酸を得るステップと、を含む方法を含む。
【００４４】
　一部の実施形態は、（ｃ）修飾標的核酸を表面上に捕捉するステップも含む。
【００４５】
　一部の実施形態は、二本鎖標的核酸に由来するバーコードを有するシーケンシングライ
ブラリを調製する方法であって、（ａ）複数のトランスポソームを提供するステップであ
って、各トランスポソームはトランスポザーゼと、バーコードを含むトランスポゾン核酸
とを含む、ステップと、（ｂ）前記トランスポゾン核酸を前記標的核酸の鎖に挿入するス
テップであって、（ｉ）前記標的核酸を前記トランスポソームに接触させ、その結果、複
数の部位で前記標的核酸にニックを入れ、前記ニック入り鎖のニック部位の一方の側に単
一トランスポゾン核酸を付加し、（ｉｉ）前記ニック入り鎖のニック部位のもう一方の側
に前記付加した単一トランスポゾン核酸をライゲーションすることにより修飾核酸を得る
ステップと、（ｃ）前記修飾核酸を増幅することにより、挿入バーコードを含む複数の核
酸を得るステップと、を含む方法を含む。
【００４６】
　一部の実施形態では、修飾標的核酸を表面上に捕捉するステップも含む。
【００４７】
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　一部の実施形態では、ステップ（ｂ）で標的核酸に接触させたトランスポソームを表面
に付加することにより修飾核酸を表面上に捕捉する。
【００４８】
　一部の実施形態は、捕捉した核酸をシーケンシングするステップも含む。
【００４９】
　一部の実施形態では、２つの捕捉核酸から得た配列情報の、標的核酸配列の線形表現の
近接度は、表面上の捕捉核酸の近接度を示唆する。
【００５０】
　一部の実施形態では、表面上で互いの近接度がより高い捕捉核酸は、近接度のより低い
捕捉核酸と比較し、標的核酸配列の表現における近接度がより高い配列を含む。
【００５１】
　一部の実施形態では、標的核酸配列の表現にはハプロタイプ表現が含まれる。
【００５２】
　一部の実施形態では、少なくとも１つのトランスポゾン核酸のバーコードは異なる。
【００５３】
　一部の実施形態では、トランスポゾン核酸のバーコードは同じではない。
【００５４】
　一部の実施形態は、配列中で共通するバーコードの存在に従って核酸配列をアライメン
トして、標的核酸表現を生成するステップも含む。
【００５５】
　一部の実施形態では、トランスポザーゼは片側トランスポザーゼ活性を含む。
【００５６】
　一部の実施形態では、トランスポザーゼはトランスポザーゼ活性を欠いたモノマーサブ
ユニットを含む。
【００５７】
　一部の実施形態では、トランスポザーゼは共有結合的に連結したモノマーサブユニット
を含む。一部の実施形態では、トランスポザーゼの四次構造はモノマー状である。一部の
実施形態では、トランスポザーゼはダイマーを形成する機能を欠く。
【００５８】
　一部の実施形態では、トランスポザーゼは、Ｍｕ、Ｍｕ Ｅ３９２Ｑ、Ｔｎ５、高活性
Ｔｎ５、ＥＺ－Ｔｎ５（商標）、Ｔｎ５の多様体、ＲＡＧ、Ｔｎ７、Ｔｎ１０、Ｔｎ５５
２、およびＶｉｂｈａｒトランスポザーゼからなる群から選択する。
【００５９】
　一部の実施形態では、トランスポゾン核酸はブロックされている。
【００６０】
　一部の実施形態では、ブロック化トランスポゾン核酸の3'-末端は、ジデオキシ基、ス
ペーサ基、アミン基、アジド基、アルキル基、アリール基、逆ヌクレオチド、チオホスフ
ェート基、およびビオチン基からなる群から選択される。
【００６１】
　一部の実施形態では、トランスポザーゼを、非機能的トランスポゾン核酸と機能的トラ
ンスポゾン核酸とに接触させることにより複数のトランスポソームを調製する。一部の実
施形態では、非機能的トランスポゾンはブロック化3'-末端を含む。一部の実施形態では
、トランスポザーゼを、ブロック化トランスポゾン核酸と非ブロック化トランスポゾン核
酸とに接触させることにより複数のトランスポソームを調製する。一部の実施形態では、
ブロック化トランスポゾン核酸を含むトランスポゾン核酸の非ブロック化トランスポゾン
核酸に対する比率は、1:1以上である。一部の実施形態では、ブロック化トランスポゾン
核酸を含むトランスポゾン核酸の、非ブロック化トランスポゾン核酸に対する比率は、1:
2、1:3、1:5、1: 10、1:20、1:30、1:40、1:50、1:75、1:100、2:1、3:1、4:1、5:1、6:1
、7:1、8:1、9:1、10:1、20:1、30:1、40:1、50:1、60:1、70:1、80:1、90:1、または100
:1とすることが可能である。



(12) JP 6652512 B2 2020.2.26

10

20

30

40

50

【００６２】
　一部の実施形態は、増幅アダプターを標的核酸に付加するステップも含む。一部の実施
形態では、増幅アダプターは、アンカー部位、シーケンシングプライマー部位、増幅プラ
イマー部位、およびレポータータグからなる群から選択される配列を含む。
【００６３】
　一部の実施形態は、捕捉核酸を増幅するステップも含む。一部の実施形態では、捕捉核
酸の増幅にはブリッジ増幅を含む。
【００６４】
　一部の実施形態では、表面は複数の捕捉プローブを含む。一部の実施形態では、捕捉プ
ローブは核酸を含む。一部の実施形態では、捕捉プローブはそれぞれ親和性部を含む。一
部の実施形態では、親和性部はビオチン、アビジン、ストレプトアビジン、およびリコン
ビナーゼからなる群から選択される。
【００６５】
　一部の実施形態では、トランスポゾン核酸は、アンカー部位、シーケンシングプライマ
ー部位、増幅プライマー部位、ユニークな分子インデックス、およびレポータータグから
なる群から選択される配列を含む。
【００６６】
　一部の実施形態では、少なくとも１つのトランスポソームは、２つのトランスポゾン核
酸を含む。一部の実施形態では、２つのトランスポゾン核酸は異なる配列を有する。
【００６７】
　一部の実施形態では、複数のトランスポソームは少なくとも２つの異なるトランスポゾ
ン核酸を含む。
【００６８】
　一部の実施形態では、標的核酸は、ゲノムＤＮＡのＤＮＡ断片およびｃＤＮＡからなる
群からなる群から選択される。一部の実施形態では、標的核酸はゲノムＤＮＡおよびｃＤ
ＮＡからなる群から選択される。一部の実施形態では、標的核酸はゲノムＤＮＡである。
【００６９】
　一部の実施形態では、表面は、ビーズ、スライド、フローセル、チャネル、ディップス
ティック、およびウェルからなる群から選択される基材上にある。
【００７０】
　一部の実施形態では、表面はmm2あたり少なくともおよそ10,000の捕捉核酸を含む。一
部の実施形態では、表面はmm2あたり少なくともおよそ100,000の捕捉核酸を含む。一部の
実施形態では、表面はmm2あたり少なくともおよそ1,000,000の捕捉核酸を含む。一部の実
施形態では、表面はmm2あたり少なくともおよそ、1,000,000、1,500,000、2,000,000、3,
000,000、5,000,000、10,000,000、15,000,000、20,000,000、30,000,000、40,000,000、
50,000,000、60,000,000、70,000,000、80,000,000、90,000,000、100,000,000、150,000
,000、200,000,000、300,000,000、350,000,000、400,000,000、450,000,000、500,000,0
00、550,000,000、600,000,000、650,000,000、700,000,000、750,000,000、800,000,000
、850,000,000、900,000,000、950,000,000、1000,000,000、1200,000,000、1300,000,00
0、1400,000,000、1500,000,000、1600,000,000、1700,000,000、1800,000,000、1900,00
0,000、2000,000,000、3000,000,000、4000,000,000、5000,000,000、6000,000,000、700
0,000,000、8000,000,000、9000,000,000、10,000,000,000以上の捕捉核酸を含む。
【００７１】
　一部の実施形態は、前記方法のうち任意の１つにより調製した、バーコードを含むシー
ケンシングライブラリを含む。
【００７２】
　一部の実施形態では、トランスポザーゼでの処置後、または、後続の増幅後、１つまた
は複数の認識配列をニック入り標的核酸に追加または挿入することができる。１つまたは
複数の認識配列としては、限定されるわけではないが、ニッキング部位における、バーコ
ード配列、プライマー配列、またはアダプターＤＮＡ配列が挙げられ、これは、標的隣接
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関係、コンパートメント関係、または距離空間関係がユニークであるとして核酸断片をタ
グ付けする。
【００７３】
　タグ付けした後、上記の、共通の特性を有する認識配列を特定することにより近接情報
を得るシーケンシングプラットフォームを用いて、ショットガン核酸分子をシーケンシン
グすることができる。一部の実施形態では、共通の特性とは同一または相補的なバーコー
ド配列である。例えば、隣接する元のリード配列は、共通のバーコード配列を介して特定
することができ、または、リードは、同一の標的ＤＮＡセグメントに由来する共通のコン
パートメント特異的バーコードに基づいて、コンパートメントごとに定義することができ
る。他の実施形態では、共通の特性とは、共通するまたは制約付きの物理的な位置であり
、これはフローセル上の１つまたは複数のｘ、ｙ座標により指定することができる。「制
約付き」の物理的位置は、近い物理的位置、同一の物理的位置、実質的に同一の物理的位
置、または、相対的な物理的座標が、核酸断片が由来する標的核酸配列上の相対配列座標
と相関する、２つ以上の物理的位置の組を意味することができる。例えば、ロングレンジ
近接に関する方法では、シーケンシングフローセル表面上で引き延ばしたＨＭＷゲノムＤ
ＮＡへのin situ転移をアダプター配列を用いて実行して、アダプター配列、ハイブリダ
イズしたＤＮＡ断片、またはその組み合わせの制約付き物理的位置（つまり、物理的に連
結したシーケンシング鋳型が固定される相対的座標）の特定により、距離空間関係を得る
。該方法は、ショートレンジ、ミッドレンジ、およびロングレンジの近接情報の取得のた
めに用いることが可能である。
【００７４】
　一部の実施形態では、片側転移を組み合わせバーコーディングと組み合わせることが可
能である。片側転移要素の使用は、プロセス中に関連ライブラリ要素をまとめておくため
の任意の追加メカニズムを必要とすることなく、組み合わせバーコーディングを可能にす
る。片側転移を組み合わせバーコーディングと組み合わせる例示的なスキームを図１５に
示す。
【図面の簡単な説明】
【００７５】
【図１】トランスポゾン核酸を含むトランスポソームの集合に標的核酸を接触させる、例
示的な実施形態を示す図である。
【図２】異なるトランスポゾン核酸を含むトランスポソームの集合に標的核酸を接触させ
、異なるトランスポゾン核酸を標的核酸の鎖の異なるニック部位に付加する、例示的な実
施形態を示す図である。
【図３】修飾標的核酸を線形増幅により増幅して、ある増幅産物を得る、例示的実施形態
を示す図である。
【図４】トランスポソームはダイマートランスポザーゼを含み、トランスポゾン核酸は、
モザイク要素（ＭＥ）を含む２つのトランスポゾン要素を含み、該ＭＥの１つは3'末端に
おいてジデオキシ基でブロックされている、例示的な実施形態を示す図である。
【図５】異なるバーコードを含むトランスポソームの集合を標的核酸に接触させ；トラン
スポゾン核酸をニック部位の一方の側に付加し、もう一方の付加されていないトランスポ
ゾン核酸末端をライゲーションによりニック部位のもう一方の側に付加し；修飾標的核酸
を全ゲノム増幅（ＷＧＡ）により増幅する、例示的な実施形態を示す図である。
【図６】ゲノムＤＮＡを、トランスポソームなし（アンプリコン）、（１）トランスポザ
ーゼと、3'ビオチン基でブロックされたトランスポゾン核酸とを含むトランスポソーム（
3' Ｂｉｏ）、（２）トランスポザーゼと、3'スペーサ基でブロックされたトランスポゾ
ン核酸とを含むトランスポソーム（3'スペーサ）、または（３）トランスポザーゼと、非
ブロック化トランスポゾン核酸とを含むトランスポソーム（ＴＤＥ１）で処置した結果を
描く図である。
【図７】挿入物頻度が１００ｂｐである５００ｂｐリードおよび挿入物頻度が５０ｂｐで
ある３００ｂｐリードの、名目カバレッジ深度と平均合成リード長のグラフを示す図であ
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る。
【図８Ａ】y-型アダプタートランスポゾンを用いた片側転移を示す図である。
【図８Ｂ】y-型アダプタートランスポゾンを用いた片側転移を示す図である。
【図９】片側転移反応からのサンプルを搭載したアガロースゲルの写真を示す図である。
【図１０】ｎ＋１およびｎ－１のトランスポゾン多様体を用いた転移反応ランからのサン
プルを搭載したアガロースゲルの写真を示す図である。
【図１１】活性および不活性のトランスポソーム混合物で実行した転移反応の、ダイアグ
ラムを示す図である。
【図１２】標的核酸にニックを入れ、オリゴヌクレオチドアダプターをライゲーションす
る例示的なスキームを示す図である。
【図１３】片側転移を用いたライブラリ調製の例示的なスキームを示す図である。
【図１４】ＤＮＡの２つの鎖の転移に対する抵抗差を活用することによる片側転移の例示
的なスキームを示す図である。
【図１５】組み合わせバーコーディングと連動する片側転移の例示的なスキームである。
片側転移を用いて、片面（single-sided）産物同士を、外部メカニズムを必要とすること
なく近接に維持することが可能である。ユニークだが識別できない分子（Ａ、Ｂ、および
Ｃ）を一緒に収容する。それらはランダムに別の反応に分け、モジュールバーコードを加
える。各ステップにおける別個の反応数はモジュール数よりも少ないが、反応経路は各分
子でユニークな傾向があり、それぞれにおいてユニークなバーコードの組み合わせを生む
。
【発明を実施するための形態】
【００７６】
　本明細書で提供する実施形態は、次世代シーケンシングのための方法および組成物に関
する。一部の実施形態は、片側転移を用いた標的核酸からの鋳型ライブラリの調製と、鋳
型ライブラリのシーケンシングとを含む。一部の実施形態では、片側転移は、二本鎖核酸
の鎖にニックを入れるトランスポザーゼと、トランスポゾン核酸を、ニック入り鎖のニッ
ク部位の一方の側に付加するステップとを含む。有利なことに、片側転移は、両側転移（
例えばＮｅｘｔｅｒａ（商標））と比較し、二本鎖標的核酸を断片化しない。そのため、
ゲノムＤＮＡなどのある標的核酸では、近接情報、ハプロタイプ情報、および／またはフ
ェージング情報が維持され得る。
【００７７】
　本明細書で提供する方法および組成物の一部の実施形態は、片側トランスポザーゼ活性
を有するトランスポソームと、該トランスポソームを用いてシーケンシングライブラリを
調製するステップと、該ライブラリをシーケンシングするステップとを含む。一部の実施
形態では、トランスポソームは、片側トランスポザーゼ活性を有するトランスポザーゼを
含むことが可能である。一部の実施形態では、トランスポソームは、二本鎖標的核酸の両
鎖にトランスポゾンを挿入することを阻害するブロッキング基を有し得る、トランスポゾ
ン核酸を含むことが可能である。トランスポザーゼはまた、レトロトランスポゾンに由来
するインテグラーゼ、およびレトロウイルストランスポザーゼを含む。例示的なトランス
ポザーゼとしては、Ｍｕ、Ｔｎ１０、Ｔｎ５、および高活性Ｔｎ５（Goryshin and Rezni
koff, J. Biol. Chem., 273:7367 (1998)）が挙げられるが、これらに限定されない。本
明細書で提供する方法および組成物の一部で有用なトランスポザーゼの実施形態としては
、米国特許出願公開第２０１０／０１２００９８号明細書（これはその全体が参照により
本明細書に組み込まれる）に開示されているものが挙げられる。トランスポザーゼとトラ
ンスポゾン要素のより多くの実施形態としては、高活性Ｔｎ５トランスポザーゼおよびＴ
ｎ５型トランスポザーゼ要素（Goryshin and Reznikoff, J. Biol. Chem., 273:7367 (19
98)（これはその全体が参照により本明細書に組み込まれる））、ＭｕＡトランスポザー
ゼ、およびＲ１末端配列とＲ２末端配列とを含むＭｕトランスポザーゼ要素（Mizuuchi, 
Cell, 35: 785, (1983)およびSavilahti, et al., EMBO J., 14: 4893, 15 (1995)（これ
らはそれぞれ、その全体が参照により本明細書に組み込まれる））が挙げられる。高活性
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Ｔｎ５トランスポザーゼ（例えば、ウィスコンシン州マディソン、Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ 
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社のＥＺ－Ｔｎ５（商標）トランスポザーゼ）と複合体
を形成する例示的なトランスポザーゼ要素は、国際公開第２０１２／０６１８３２号、米
国特許出願公開第２０１２／０２０８７２４号明細書、同第２０１２／０２０８７０５号
明細書、および国際公開第２０１４／０１８４２３号（これらはそれぞれ、その全体が参
照により本明細書に組み込まれる）に記載されている。本明細書で提供する方法および組
成物の一部で有用なトランスポザーゼおよびトランスポゾン配列のより多くの実施形態と
しては、黄色ブドウ球菌Ｔｎ５５２（Colegio et al., J. Bacteriol., 183: 2384-8 (20
01); Kirby et al., Mol. Microbiol., 43: 173-86 (2002)）、Ｔｙ１（Devine & Boeke,
 Nucleic Acids Res., 22: 3765-72 (1994)および国際公開第９５／２３８７５号）、ト
ランスポゾンＴｎ７（Craig, Science 271: 1512 (1996); Craig, Curr Top Microbiol I
mmunol., 204:27-48 (1996)）、Ｔｎ／ＯおよびＩＳ１０（Kleckner et al., Curr Top M
icrobiol Immunol., 204:49-82 (1996)）、Ｍａｒｉｎｅｒトランスポザーゼ（Lampe et 
al., EMBO J., 15: 5470-9, (1996)）、Ｔｅｌ（Plasterk, Curro Topics Microbiol. Im
munol., 204: 125-43, (1996)）、Ｐ因子（Gloor, Methods Mol. Biol., 260: 97-114, (
2004)）、Ｔｎ３（Ichikawa & Ohtsubo, J BioI. Chem. 265: 18829-32, (1990)）、バク
テリア挿入配列（Ohtsubo & Sekine, Curro Top. Microbiol. Immunol. 204: 1-26, (199
6)）、レトロウイルス（Brown, et al., Proc Natl Acad Sci USA, 86:2525-9, (1989)）
、イーストのレトロトランスポゾン（Boeke & Corces, Annu Rev Microbiol. 43:403-34,
 (1989)）が挙げられる。より多くの例としては、ＩＳ５、Ｔｎ１０、Ｔｎ９０３、ＩＳ
９１１、およびトランスポザーゼファミリー酵素の改変バージョンが挙げられる（Zhang 
et al., PLoS Genet. 5:el000689. Epub 2009 Oct 16、およびWilson et al. Microbiol.
 Methods 71:332-5 (2007)）。より多くの例としては、ＭｕＡトランスポザーゼ（例えば
、Rasila TS, et al., (2012) PLoS ONE 7(5):e37922. doi:10.1371/journal.pone.00379
22を参照）が挙げられる。本明細書で提供する方法および組成物の一部の実施形態で有用
なトランスポゾンの例は、Leschziner, A.E., et al., (1998) P.N.A.S. 95:7345-7350、
およびHaapa S., et al., (1999) N.A. Res. 27:2777-2784に記載されている（これらは
それぞれ、その全体が参照により組み込まれる）。アミノ酸の置換、挿入、欠失、および
／または他のタンパク質もしくはペプチドとの融合を有するようなＴｎ５トランスポザー
ゼの多様体は、米国特許第５９２５５４５号明細書、同第５９６５４４３号明細書、同第
７０８３９８０号明細書、同第７６０８４３４号明細書、および米国特許出願公開第１４
／６８６９６１号明細書に開示されている。前記特許および特許出願はその全体が参照に
より本明細書に組み込まれる。一部の実施形態では、Ｔｎ５トランスポザーゼは、米国特
許出願公開第１４／６８６９６１号明細書に開示されているように、野生型タンパク質に
対し、54、56、372、212、214、251、および338の位置で１つまたは複数の置換を含む。
一部の実施形態では、Ｔｎ５野生型タンパク質またはその多様体は、融合ポリペプチドを
さらに含むことが可能である。一部の実施形態では、トランスポザーゼに融合したポリペ
プチドドメインは、例えば、伸長因子Ｔｓを含むことが可能である、本段落で言及した参
考文献はそれぞれ、その全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【００７８】
　一部の実施形態では、二本鎖標的核酸を複数のトランスポソームに接触させて、その結
果、標的核酸の鎖にニックを入れ、ニック入り標的核酸鎖のニック部位の一方の側にトラ
ンスポゾン核酸を付加して、修飾標的核酸を得る。一部の実施形態では、トランスポソー
ムを溶液中で標的核酸に接触させる。本実施形態では、修飾標的核酸を溶液中で生成し、
それに続いて表面上に捕捉することが可能である。代わりに、トランスポソームと標的核
酸の接触は、表面上で行うことも可能である。接触を行う前に、トランスポソームまたは
標的核酸を表面に付加することが可能である。トランスポソームと標的核酸の表面上での
接触から生じた修飾標的核酸は、表面上に捕捉したままにすることが可能であり、または
、該修飾標的核酸は表面から解放することが可能である。
【００７９】
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　一部の実施形態では、捕捉した核酸をシーケンシングする。一部の実施形態では、２つ
の捕捉核酸から得た配列情報の、標的核酸配列の線形表現における近接度は、表面上の捕
捉核酸の近接度を示唆する。一部の実施形態では、表面上で互いの近接度がより高い捕捉
核酸は、近接度のより低い捕捉核酸と比較し、標的核酸配列の表現における近接度がより
高い配列を含む。一部の実施形態では、標的核酸配列の表現にはハプロタイプまたはアセ
ンブリ表現が含まれる。
【００８０】
　本明細書で提供する方法および組成物の一部の実施形態はまた、シーケンシングした標
的核酸断片のde novoアセンブリにおいて片側転移を使用するステップを含む。一部の実
施形態では、ランドマークを標的核酸に挿入し、それを、シーケンシングした標的核酸断
片のアセンブリで用いて標的核酸配列の表現を生成することが可能である。一部の実施形
態では、重複断片は共通の挿入ランドマークを含み得る。ランドマークの使用は、高反復
配列を含む標的核酸で特に有利である。また、一部の実施形態では、参照配列を必要とし
ない。
【００８１】
　一部の実施形態では、片側トランスポザーゼ活性と、異なるバーコードを含むトランス
ポゾン核酸とを有するトランスポソームの集合に標的核酸を接触させることにより、ラン
ドマークを標的核酸に挿入する。一部の実施形態では、トランスポゾン核酸を、片側転移
およびその後のライゲーションにより標的核酸の一本鎖に挿入する。一部の実施形態では
、トランスポザーゼは標的核酸の鎖にニックを入れ、ニック入り標的核酸の一方の鎖のニ
ック部位にトランスポゾン核酸を付加し、トランスポゾン核酸のもう一方の末端は、ニッ
ク入り標的核酸のニック部位のもう一方の側にライゲーションすることにより、ループを
含む一方の鎖に挿入を有する修飾二本鎖標的核酸を得る。一部の実施形態では、修飾核酸
を増幅してシーケンシングすることが可能である。一部の実施形態では、修飾核酸を表面
に付加することが可能である。一部の実施形態では、付加は、一本鎖結合タンパク質、つ
まり一本鎖ループを結合させるタンパク質、例えばリコンビナーゼを介して行うことが可
能である。
【００８２】
　一部の実施形態では、標的核酸は転移なしに修飾される。一部の実施形態では、標的核
酸はランダムに、ニッキングエンドヌクレアーゼ、例えば、アメリカ合衆国マサチューセ
ッツ州のＮｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ社によるニッキングエンドヌクレアーゼ
、または制限エンドヌクレアーゼを用いていることが可能である。例示的な制限エンドヌ
クレアーゼとして、ＥｃｏＲＩ、ＥｃｏＲＩＩ、ＢａｍＨＩ、Ｈｉｎｄ ＩＩＩ、Ｔａｑ
Ｉ、ＮｏｔＩが挙げられるが、これらに限定されない。制限エンドヌクレアーゼの他の例
は、Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ社のカタログで見つけられる。オプションと
して、3'または5'のエキソヌクレアーゼ活性を有する酵素で、例えば、Ｅｘｏｎｕｃｌｅ
ａｓｅ ＩまたはＥｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ ＩＩまたはＥｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ ＩＩＩで
、ギャップを伸長させることが可能である。オリゴヌクレオチドアダプターを、標的核酸
のニック入り末端にライゲーションすることが可能である。一部の実施形態では、オリゴ
ヌクレオチドアダプターは、シーケンシングプライマー部位および増幅プライマー部位な
どのプライマー結合部位を含むことが可能であり、追加配列はまた、切断部位、ユニーク
な分子インデックス、アンカー部位、レポータータグ、およびバーコードを含むことが可
能である。従って、標的核酸にニックを入れることおよび１つまたは複数のアダプターを
ライゲーションすることは、標的核酸を断片化なしに無傷のままとする。標的核酸にニッ
クを入れることと、オリゴヌクレオチドをライゲーションすることの例示的なスキームを
図１２に示す。
【００８３】
　本明細書で用いる場合、「核酸」には、連結し合った少なくとも２つのヌクレオチドモ
ノマーを含む。例としては、ゲノムＤＮＡもしくはｃＤＮＡなどのＤＮＡ、ｍＲＮＡ、ｓ
ＲＮＡ、もしくはｒＲＮＡなどのＲＮＡ、または、ＤＮＡおよびＲＮＡのハイブリッドが
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挙げられるが、これらに限定されない。下記の例および本明細書のその他の箇所から明ら
かなように、核酸は、天然に発生した核酸構造または非天然に発生した核酸アナログ構造
を有し得る。核酸はホスホジエステル結合を含み得る。しかしながら、一部の実施形態で
は、核酸は他の種類のバックボーンを有してよく、例えば、ホスホルアミド、ホスホロチ
オエート、ホスホロジチオエート、O-メチルホスホロアミダイト、およびペプチド核酸の
、バックボーンおよび連鎖が挙げられる。核酸は、陽性バックボーン、非イオン性バック
ボーン、および非リボース系バックボーンを有することが可能である。核酸はまた、１つ
または複数の炭素環式糖質を含むことができる。本明細書の方法または組成物で用いる核
酸は、定めるように、一本鎖、または代わりに二本鎖とすることができる。一部の実施形
態では、核酸は、例えば二又（forked）アダプターに示されるように、二本鎖配列および
一本鎖配列両方の一部分を含むことが可能である。核酸は、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み合わせ、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、および、（3-ニトロピロールなどの）ニトロピロールそして（5-ニトロインドールな
どの）ニトロインドールなどといった塩基アナログを含む、塩基の任意の組み合わせを含
み得る。一部の実施形態では、核酸は少なくとも１つの無差別（promiscuous）塩基を含
み得る。無差別塩基は、１超の異なる種類の塩基と塩基対になることが可能であり、例え
ば、ゲノムＤＮＡサンプルなどの複合体核酸サンプルでのランダムなハイブリダイゼーシ
ョンに用いる、オリゴヌクレオチドプライマーまたはオリゴヌクレオチド挿入に含まれる
場合に有用であり得る。無差別塩基の例としては、アデニン、チミンまたはシトシンと対
になり得るイノシンが挙げられる。他の例としては、ヒポキサンチン、5-ニトロインドー
ル、アシル化5-ニトロインドール、4-ニトロピラゾール、4-ニトロイミダゾールおよび3-
ニトロピロールが挙げられる。少なくとも２つ、３つ、４つ以上の種類の塩基と塩基対に
なることが可能な無差別塩基を用いることが可能である。
【００８４】
　本明細書で用いる場合、「ヌクレオチド配列」には、核酸ポリマーのヌクレオチドモノ
マーの並び順と種類を含む。ヌクレオチド配列は、核酸分子の特徴であり、例えば、描写
、イメージ、電子媒体、一連のシンボル、一連の数、一連の文字、一連の色などを含む種
々のフォーマットのいずれかで表現することが可能である。情報は、例えば、単一ヌクレ
オチド分析、より高度な分析（例えば、ヌクレオチドサブユニットの分子構造を示す）、
または、より低度の分析（ハプロタイプブロックなどの染色体領域を示す）で表現するこ
とが可能である。一連の「Ａ」、「Ｔ」、「Ｇ」、および「Ｃ」の文字は、ＤＮＡの周知
の配列表現であり、これは、単一ヌクレオチド分析においてＤＮＡ分子の実際の配列と互
いに関連付けることが可能である。一続きにおいて「Ｔ」を「Ｕ」に置き換えることを除
き、同様の表現がＲＮＡでも用いられる。
【００８５】
　本明細書で用いる場合、「異なる」という用語は、核酸に関連して用いる際は、核酸が
互いに同一ではないヌクレオチド配列を有することを意味する、２つ以上の核酸は、その
全長に沿って異なるヌクレオチド配列を有することが可能である。代わりに、２つ以上の
核酸は、その長さの実質的部分に沿って異なる核酸配列を有することが可能である。例え
ば、２つ以上の核酸は、２つ以上の分子で異なる標的ヌクレオチド配列部分を有する一方
で、２つ以上の分子で同一のユニバーサルな配列部分も有することも可能である。ユニバ
ーサル配列は核酸末端で、または、コピー、検出、もしくは増幅する予定の核酸領域の側
面で生じ得る。
【００８６】
　本明細書で用いる場合、「ハプロタイプ」には、個人が両親の一人から受け継いだ１超
の座におけるアレルの組を含む。ハプロタイプには、染色体の全てまたは一部からの２つ
以上の座が含まれ得る。アレルには例えば、一塩基多型（ＳＮＰ）、縦列型反復配列（Ｓ
ＴＲ）、遺伝子配列、染色体挿入、染色体欠失などが含まれる。「フェーズド（phased）
アレル」という用語は、特定の染色体による特定のアレルの分布またはその一部分を意味
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する。従って、２つのアレルの「フェーズ（phase）」は、１つまたは複数の染色体の２
つ以上のアレルの相対位置の特徴付けまたは表現を意味し得る。
【００８７】
　本明細書で用いる場合、核酸の「ニック」は、２つの鎖のうち一方のみが切断バックボ
ーン構造を含む、二本鎖核酸の領域を意味する。従って、「ニッキング（nicking）」と
は、二本鎖核酸の領域内で一方の核酸鎖のみの共有結合構造を切断する行為を意味する。
前記領域は概して、二本鎖核酸の一部分のみである。該部分には、例えば、多くて、５塩
基対、１０塩基対、２５塩基対、５０塩基対、１００塩基対、２００塩基対、３００塩基
対、４００塩基対、５００塩基対、１０００塩基対が含まれ得る。該領域には、二本鎖核
酸のより大きい部分またはより小さい部分が含まれ得る。例えば、上記で例示した上限の
代わりに、またはそれに加えて、ニックを入れる核酸の一部分の下限は、オプションとし
て、少なくとも５００塩基対、４００塩基対、３００塩基対、２００塩基対、１００塩基
対、５０塩基対、２５塩基対、１０塩基対以下とすることが可能である。上記の範囲で挙
げた値は、核酸領域の集合の全メンバの最大サイズまたは最小サイズを定義するか、また
は、代わりに、前記領域を有する核酸の集合の平均を意味し得る。二本鎖核酸では両方の
鎖にニックを入れることが可能であり、第１ニックは第１領域で生じ、第２ニックは第２
領域で生じることが理解されよう。該して、２つのニック入り領域の効果的な連結性は、
核酸がハイブリダイズされた二本鎖形態のままであるという条件下で維持され得る。対照
的に、二本鎖核酸の同一の領域における両鎖の切断は、切断部位の側面に位置する核酸領
域の間の効果的な連結性の消失を招き得る。
【００８８】
　本明細書で用いる場合、「表面」という用語は、ガス状流体または液状流体などの周囲
の流体と直接接触している固体支持体またはゲル物質の、部分または層を意味することを
意図する。表面は、ガス、液体、ゲル、ポリマー、有機ポリマー、類似のもしくは異なる
物質の第２表面、金属、またはコートなど別の物質に接触していてよい。表面またはその
領域は、実質的に平坦とすることが可能である。表面は、ウェル、ピット、チャネル、リ
ッジ、隆起領域、ペグ、またはポストなどの表面特徴を有することが可能である。有孔基
材の場合、表面は、流体が基材に接触している孔に位置することができる。例えば、表面
はゲルの孔内にあり、ここで付加部は孔に入った流体と相互作用する。従って、表面の「
上」にある部分は、ゲルなどの有孔物質の孔に位置することができる。
【００８９】
　本明細書で用いる場合、「固体支持体」という用語は、水性液体に溶けない剛性基材を
意味する。基材は無孔または有孔とすることが可能である。基材はオプションとして、液
体を（例えば有孔性のために）吸収することができるが、典型的には、十分に剛性である
ため基材は液体を吸収した場合も実質的には膨張せず、液体が乾燥により除かれた場合も
実質的には収縮しない。無孔固体支持体は、概して液体またはガスを通さない。例示的な
固体支持体としては、ガラス、修正したまたは機能性をもたせたガラス、プラスチック（
アクリル、ポリスチレン、およびスチレンと他の材料とのコポリマー、ポリプロピレン、
ポリエチレン、ポリブチレン、ポリウレタン、テフロン（登録商標）、環状オレフィン、
ポリイミドなど）、ナイロン、セラミックス、樹脂、ゼオノア（登録商標）、シリカ、も
しくはシリコンおよび修飾シリコンを含むシリカ系物質、炭素、金属、無機ガラス、光フ
ァイバー束、ならびにポリマーが挙げられるが、これらに限定されない。一部の実施形態
で特に有用な固体支持体は、フローセル装置内に位置する。
【００９０】
　本明細書で用いる場合、「ゲル物質」という用語は、液体およびガスを通す半剛性の基
材を意味することを意図する。典型的には、ゲル物質は液体を吸収した場合に膨張し、液
体が乾燥により除かれた場合は収縮することが可能である。例示的なゲルとしては、アガ
ロースなどのコロイド構造、ゼラチンなどのポリマーメッシュ構造、または、ポリアクリ
ルアミド、ＳＦＡ（例えば、米国特許出願公開第２０１１／００５９８６５号明細書（こ
れは参照により本明細書に組み込まれる）を参照）、もしくはＰＡＺＡＭ（例えば、米国
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仮特許出願公開第６１／７５３８３３号明細書（これは参照により本明細書に組み込まれ
る）を参照）などの架橋ポリマー構造を有するものが挙げられるが、これらに限定されな
い。
【００９１】
　本明細書で用いる場合、「付加された（attached）」という用語は、拡散による分離を
防ぐ力により連結されていることを意味することを意図する。該用語は、事実上共有結合
的または非共有結合的な連結を含み得る。例えば核酸は、結合の鎖を生成する１つまたは
複数の共有結合的結合により、表面上に共有結合的に付加させることが可能である。非共
有結合的付加は、２つのものの間（例えば、核酸と表面の間）の少なくとも１つの結合が
共有結合的結合ではない場合に起きる。非共有結合的結合の例としては、例えば、水素結
合、イオン性結合、ファンデルワールス力、または疎水結合などが挙げられる。
【００９２】
　本明細書で用いる場合、「近接情報」という用語は、共通の情報に基づいた、２つ以上
のＤＮＡ断片間の空間関係を意味する。情報の共通点は、隣接関係、コンパートメント関
係、または距離空間関係に関するものとすることができる。これらの関係に関する情報は
、その結果、ＤＮＡ断片に由来するシーケンスリードの階層的なアセンブリまたはマッピ
ングを容易にする。この近接情報は、このようなアセンブリまたはマッピングの効率性お
よび正確性を改善する。これは、既存のショットガンシーケンシングに関連して用いる従
来のアセンブリまたはマッピングの方法が、個別シーケンスリードが由来する２つ以上の
ＤＮＡ断片の間の空間関係に関係する場合において、個別シーケンスリードの相対的ゲノ
ム源または座標を考慮しないためである。そのため、本明細書に記載の実施形態では、近
接情報を得る方法は、隣接する空間関係を確定するショートレンジ近接方法、コンパート
メント空間関係を確定するミッドレンジ近接方法、または、距離空間関係を確定するロン
グレンジ近接方法により行うことができる。これらの方法は、ＤＮＡ配列のアセンブリま
たはマッピングの正確性および質を改善し、本明細書に記載のものなどの任意のシーケン
シング法とともに用いることができる。
【００９３】
　一部の実施形態では、このステップは、標的ＤＮＡ配列に由来するショットガン核酸分
子ライブラリの生成をもたらす。代わりの実施形態では、断片化または挿入でさえ、以下
に記載するようにＹアダプターアプローチにより行うことができる。１つまたは複数のト
ランスポザーゼ分子は可溶性フリートランスポザーゼとすることができ、または、表面結
合認識配列と関連付けることができる。
【００９４】
　本明細書で用いる場合、「バーコード」という用語は、標的核酸配列に特有で、該標的
核酸配列とは全く無関係の核酸配列を意味する。該してバーコードは、１つまたは複数の
特定の核酸を特定するのに用いることが可能な、１つまたは複数のヌクレオチド配列を含
み得る。バーコードは、人工配列とするか、または、かつて並置されたＤＮＡ断片の末端
にある同一の側面ゲノムＤＮＡ配列（g-コード）などの、転移中に生成される天然発生配
列とすることが可能である。バーコードは、数なくともおよそ、1、2、3、4、5、6、7、8
、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20以上の連続ヌクレオチドを含み得る
。一部の実施形態では、バーコードは少なくともおよそ、10、20、30、40、50、60、70、
80、90、100以上の連続ヌクレオチドを含む。一部の実施形態では、バーコードを含む核
酸集合のバーコードの少なくとも一部分が異なる。一部の実施形態では、バーコードの少
なくともおよそ、10%、20%、30%、40%、50%、60%、70%、80%、90%、95%、99%が異なる。
より多くのこのような実施形態では、バーコードの全てが異なる。バーコードを含む核酸
集合における異なる様々なバーコードが、ランダムまたは非ランダムに発生し得る。
【００９５】
　一部の実施形態では、トランスポゾン配列は少なくとも１つのバーコードを含む。２つ
の非連続トランスポゾン配列を含むトランスポソームなどの一部の実施形態では、第１ト
ランスポゾン配列は第１バーコードを含み、第２トランスポゾン配列は第２バーコードを
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含む。一部の実施形態では、トランスポゾン配列は、第１バーコード配列と第２バーコー
ド配列とを含むバーコードを含む。前記実施形態の一部では、第１バーコード配列は特定
することが可能であり、または、第２バーコード配列と対になるように設計することが可
能である。例えば、既知の第１バーコード配列は、互いに対になることが知られている複
数の第１バーコード配列および第２バーコード配列を含む参照表を用いて、既知の第２バ
ーコード配列と対にできることが知られている。
【００９６】
　別の例では、第１バーコード配列は第２バーコード配列と同じ配列を含み得る。別の例
では、第１バーコード配列は第２バーコード配列の逆相補体を含み得る。一部の実施形態
では、第１バーコード配列および第２バーコード配列は異なる。第１バーコード配列と第
２バーコード配列はｂｉ－コードを含み得る。
【００９７】
　本明細書に記載する組成物および方法の一部の実施形態では、バーコードを鋳型核酸の
調製において用いる。理解されるように、莫大な数の利用可能なバーコードは、各鋳型核
酸分子がユニークな識別性を備えることを可能にする。鋳型核酸混合物の各分子のユニー
クな識別性は、いくつかの用途で利用することが可能である。例えば、ユニークに特定さ
れた分子を適用して、多数の染色体を有するサンプル、ゲノム、細胞、細胞型、細胞病状
態、ならびに、ハプロタイプシーケンシング、親アレル識別、メタゲノムシーケンシング
、およびゲノムのサンプルシーケンシングなどの種類において、個別核酸分子を特定する
ことが可能である。
【００９８】
　一部の実施形態では、標的核酸全体にわたる複数のユニークなバーコードを転移中に挿
入することができる。一部の実施形態では、各バーコードは第１バーコード配列と第２バ
ーコード配列を含み、その間には断片部位が配置されている。第１バーコード配列および
第２バーコード配列は特定するか、または、互いに対になるように設計することが可能で
ある。対にすることは有益であるため、第１バーコードは第２バーコードと関連付ける。
有利なことに、対にしたバーコード配列を用いて、鋳型核酸ライブラリからのシーケンシ
ングデータをアセンブルすることが可能である。例えば、第１バーコード配列を含む第１
鋳型核酸と、第１と対になった第２バーコード配列を含む第２鋳型核酸とを特定すること
は、第１鋳型核酸および第２鋳型核酸が、標的核酸配列の表現において互いに隣接する配
列を表すことを示す。このような方法を用いて、参照ゲノムを必要とすることなく、de n
ovoで標的核酸配列表現をアセンブルすることが可能である。
【００９９】
　本明細書で用いる場合、「少なくとも一部分」という用語および／またはその文法的同
等物は、全体量のうち任意の部分を意味し得る。例えば、「少なくとも一部分」は、全体
量のうち少なくともおよそ、1%、2%、3%、4%、5%、6%、7%、8%、9%、10%、15%、20%、25%
、30%、35%、40%、45%、50%、55%、60%、65%、70%、75%、80%、85%、90%、95%、99%、99.
9%、または100%を意味する。
【０１００】
　本明細書で用いる場合、「およそ」という用語は+/-10%を意味する。
【０１０１】
標的核酸
　本明細書で提供する方法および組成物の一部の実施形態は、標的核酸を含む。一部の実
施形態では、標的核酸は二本鎖核酸を含む。一部の実施形態では、標的核酸はゲノムＤＮ
ＡまたはｃＤＮＡを含む。一部の実施形態ではミトコンドリアＤＮＡまたはクロロプラス
トＤＮＡを用いる。一部の実施形態では標的核酸は、ＲＮＡ、または、ｍＲＮＡもしくは
ｃＤＮＡなどのその誘導体を含む。本明細書に記載の一部の実施形態は、１つのコピー（
つまり、単一分子）に存在する、または代わりに多数のコピー（つまり、同一の配列を有
する核酸分子のアンサンブル）に存在する、単一の標的核酸種を利用することが可能であ
る。他の実施形態は、複数の異なる標的核酸種（例えば、前記複数に存在する異なるヌク
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レオチド配列を有する核酸分子）を利用することが可能である。従って、複数の標的核酸
は、複数の同一の標的核酸、一部の標的核酸が同じである複数の異なる標的核酸、または
、全ての標的核酸が異なる複数の標的核酸を含むことが可能である。標的核酸は、単一生
物から得た核酸分子から、または、１超の生物を含む源から得た核酸分子の集合から調製
することができる。標的核酸は、単一細胞から、単一生物の多数細胞、組織、もしくは体
液から、同一種のいくつかの生物の細胞、組織、もしくは体液から、または、環境サンプ
ルなど、メタゲノムサンプルと同様の多数の種からとすることが可能である。核酸分子源
としては、例えばオルガネラ、細胞、組織、器官または生物が挙げられるが、これらに限
定されない。
【０１０２】
　一部の実施形態では、標的核酸をトランスポソームに接触させ、その結果、トランスポ
ゾン核酸を標的核酸に挿入または付加して修飾核酸を提供する。一部の実施形態では、修
飾核酸は、伸長、増幅、およびライゲーションなど、さらに操作することができる。
【０１０３】
トランスポソーム
　本明細書で提供する方法および組成物の一部の実施形態にはトランスポソームを含む。
一部の実施形態では、トランスポソームは１つまたは複数のトランスポゾン核酸に結合し
たトランスポザーゼを含む。一部の実施形態では、トランスポソームは片側トランスポザ
ーゼ活性を含み、これには、二本鎖核酸の鎖にニックを入れることと、ニック入り鎖のニ
ック部位の一方の側にトランスポゾン核酸を付加することが含まれる。
【０１０４】
　一部の実施形態では、片側トランスポザーゼ活性を有するトランスポソームには、片側
トランスポザーゼ活性を有するある種類のトランスポザーゼを含むトランスポソームが含
まれる。一部の実施形態では、野生型トランスポザーゼは片側トランスポザーゼ活性を有
し、または、片側トランスポザーゼ活性を有するように修飾される。片側トランスポザー
ゼ活性を有する、または片側トランスポザーゼ活性を有するように修飾し得るトランスポ
ザーゼの例としては、Ｍｕ、Ｍｕ Ｅ３９２Ｑ、Ｔｎ５、ＲＡＧ、高活性Ｔｎ５、Ｔｎ５
多様体、Ｖｉｂｈａｒ、およびＴｎ５５２が挙げられる（Leschziner, A.E., et al., (1
998) P.N.A.S. 95:7345-7350;およびHaapa S., et al., (1999) N.A. Res. 27:2777-2784
（これらはそれぞれその全体が参照により組み込まれる））。片側トランスポザーゼ活性
を有する、または、片側トランスポザーゼ活性を有するように修飾し得るトランスポザー
ゼのより多くの例を、本明細書で列記する。一部の実施形態では、片側トランスポザーゼ
活性を有するトランスポソームは、単一モノマーとトランスポゾン核酸を含む。一部の実
施形態では、トランスポザーゼは、ダイマーを形成する機能を欠くように修飾することが
できる。一部の実施形態では、片側トランスポザーゼ活性を有するトランスポソームは、
モノマーの一つがトランスポザーゼ活性を欠いたダイマーを含む。一部の実施形態では、
ダイマーのモノマーサブユニットは、共有結合的に連結することができる。
【０１０５】
　一部の実施形態では、片側トランスポザーゼ活性を有するトランスポソームは、ブロッ
ク化トランスポゾン核酸を含む。一部の実施形態では、ブロック化トランスポゾン核酸は
、ニック入り二本鎖核酸の鎖へ付加することを妨げられる。ブロック化トランスポゾン核
酸は、トランスポゾン核酸の3'末端で、該トランスポゾン核酸の別の核酸への付加を阻害
するブロッキング基を含むことが可能である。一部の実施形態では、ブロッキング基とし
てジデオキシ基、スペーサ基、およびビオチン基が挙げられる。一部の実施形態では、一
部の実施形態では、片側トランスポザーゼ活性を有するトランスポソームの集合は、ブロ
ック化トランスポゾン核酸と非ブロック化トランスポゾン核酸にトランスポザーゼを接触
させることにより調製することが可能である。非ブロック化トランスポゾン核酸には、ブ
ロッキング基を欠くトランスポゾン核酸が含まれる。一部の実施形態では、ブロック化ト
ランスポゾン核酸と非ブロック化トランスポゾンとを有するトランスポザーゼダイマーを
備えるトランスポソームを含む集合を得る。一部の実施形態では、トランスポザーゼダイ
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マーには、２つのブロック化トランスポゾン核酸が含まれる。一部の実施形態では、トラ
ンスポザーゼダイマーには、２つの非ブロック化トランスポゾン核酸が含まれる。一部の
実施形態では、集合における異なる種類のダイマーの割合は、非ブロック化トランスポゾ
ン核酸に対する比率が様々であるブロック化トランスポゾン核酸にトランスポザーゼを接
触させることにより、操作することが可能である。一部の実施形態では、ブロック化トラ
ンスポゾン核酸の非ブロック化トランスポゾン核酸に対する比率は、1:1、5:1、10:1、50
:1、100:1、200:1、500:1、1000:1以上、または前記比率の間の任意の範囲である。
【０１０６】
　他の有用なトランスポゾン核酸は、標準のトランスポゾンよりも短いまたは長いもので
ある。例えば、3'末端の移動鎖を（例えば、１つまたは複数の塩基を取り除くことにより
）短くして、移動反応が起きないようにすることが可能である。同様に3'末端を長くする
ことにより同様に阻止することが可能である。
【０１０７】
　片側転移のための方法はまた、転移後のライブラリの挿入物サイズを調節するために用
いることが可能である。このようなアプローチの利点は、挿入物サイズの長さを、活性複
合物と不活性複合物の比率により決めることができることであり、これは多くの場合、ト
ランスポソームおよび核酸のインキュベーションまたは濃縮の時間よりも制御することが
容易である。
【０１０８】
　活性トランスポソームモノマーサブユニットと不活性トランスポソームサブユニットを
有するトランスポソームダイマーを調製し、転移反応が始まる前後で核酸に加えることが
可能である。例えば、反応はＭｇ２＋を加えることにより開始することが可能である。特
定の実施形態では、３種のトランスポソームダイマー（つまり、活性：活性ダイマー、不
活性：不活性ダイマー、活性：不活性ダイマー）の混合物を含む集合を形成することが可
能である。異なる活性を有する集合は、組み合わせて混合物を形成する活性トランスポソ
ームサブユニットと不活性トランスポソームサブユニットの、比率を変えることにより調
製することが可能である。比率は、核酸サンプルを混合物で処置する際に生成される平均
挿入物サイズに影響を与えるように選択することが可能である。挿入物サイズに対する同
様の制御は、活性：活性および不活性：不活性という２つのトランスポソーム種のみを有
するトランスポソーム種混合物を用いることで達成することが可能である。図１１の図で
示すように、標的ＤＮＡに結合することはできるが標的を転移させることはできない不活
性：不活性種は、スペーサとして作用しよう。言い換えると、不活性：不活性ダイマーは
、その他の場合は活性：活性ダイマーに結合し、転移されるであろう部位をめぐって争う
。トランスポザーゼ反応混合物に混入した不活性：不活性ダイマーの量の機械的滴定を用
いて、混合物により生成される平均断片サイズを制御することが可能である。これらの方
法は例えば、相対的に時間非依存的で制御可能であるといった、いくつかの利点を有する
。従来の転移反応（例えば、Ｉｌｌｕｍｉｎａ社（カリフォルニア州サンディエゴ）によ
るＮｅｘｔｅｒａ（登録商標）Ｓａｍｐｌｅ Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ法）は、所望の平
均サイズの断片を生成する転移反応を得るために、反応時間の慎重な制御を必要とする。
一方、片側転移の現在の方法は、上記のように時間に左右されにくく実行することが可能
である。具体的には、活性モノマーサブユニットの不活性モノマーサブユニットに対する
比率を選択して、ライブラリの断片サイズを決定することが可能である。
【０１０９】
　一部の実施形態では、片側トランスポザーゼ活性を有するトランスポソームを、表面に
付加することが可能である。トランスポソームはトランスポザーゼを介して、またはトラ
ンスポゾン核酸を介して付加することが可能である。例えば、トランスポザーゼは表面上
に共有結合的または非共有結合的に付加することが可能である。代わりに、または加えて
、トランスポゾン核酸は表面上に共有結合的または非共有結合的に付加することが可能で
ある。有用な付加物、表面、およびそれの調製と使用のための関連する方法は、本明細書
および米国特許出願公開第１３／７９０２２０号明細書（これは参照により本明細書に組
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み込まれる）にさらに詳細に記載されている。
【０１１０】
　一部の実施形態では、トランスポザーゼには、トランスポゾン要素またはトランスポザ
ーゼ要素を含むトランスポゾン核酸と機能的複合体を形成し、標的核酸へのトランスポゾ
ン核酸の挿入または転移に触媒作用を及ぼして修飾核酸を提供することができる酵素を含
む。例えば、in vitro転移反応において、トランスポゾン核酸を標的ＤＮＡに挿入して修
飾ＤＮＡを提供する。一部の実施形態では、トランスポザーゼには、トランスポゾン要素
またはトランスポザーゼ要素を含むトランスポゾン核酸と機能的複合体を形成し、標的核
酸への片側転移に触媒作用を及ぼして修飾核酸を提供することができる酵素を含む。
【０１１１】
　一部の実施形態では、トランスポザーゼによるトランスポゾン核酸の挿入または付加は
、標的核酸のランダムまたは実質的にランダムな部位とすることが可能である。トランス
ポザーゼには、レトロトランスポゾンに由来するインテグラーゼ、またはレトロウイルス
トランスポザーゼも含む。本明細書で提供する方法および組成物の一部で有用なトランス
ポザーゼの実施形態としては、米国特許出願公開第２０１０／０１２００９８号明細書（
これはその全体が参照により本明細書に組み込まれる）で開示されているものが挙げられ
る。トランスポザーゼおよびトランスポゾン要素のより多くの実施形態としては、高活性
Ｔｎ５トランスポザーゼおよびＴｎ５型トランスポザーゼ要素（Goryshin and Reznikoff
, J. Biol. Chem., 273:7367 (1998)（これはその全体が参照により本明細書に組み込ま
れる））、ＭｕＡトランスポザーゼ、およびＲ１末端配列とＲ２末端配列とを含むＭｕト
ランスポザーゼ要素（Mizuuchi, Cell, 35: 785, (1983)およびSavilahti, et al., EMBO
 J., 14: 4893, 15 (1995)（これらはそれぞれ、その全体が参照により本明細書に組み込
まれる））が挙げられる。高活性Ｔｎ５トランスポザーゼ（例えば、ウィスコンシン州マ
ディソン、Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社のＥＺ－Ｔｎ５（商
標）トランスポザーゼ）と複合体を形成する例示的なトランスポザーゼ要素は、国際公開
第２０１２／０６１８３２号、米国特許出願公開第２０１２／０２０８７２４号明細書、
同第２０１２／０２０８７０５号明細書、および国際公開第２０１４／０１８４２３号（
これらはそれぞれ、その全体が参照により本明細書に組み込まれる）に記載されている。
本明細書で提供する方法および組成物の一部で有用なトランスポザーゼおよびトランスポ
ゾン核酸のより多くの実施形態としては、黄色ブドウ球菌Ｔｎ５５２（Colegio et al., 
J. Bacteriol., 183: 2384-8 (2001); Kirby et al., Mol. Microbiol., 43: 173-86 (20
02)）、Ｔｙ１（Devine & Boeke, Nucleic Acids Res., 22: 3765-72 (1994)および国際
公開第９５／２３８７５号）、トランスポゾンＴｎ７（Craig, Science 271: 1512 (1996
); Craig, Curr Top Microbiol Immunol., 204:27-48 (1996)）、Ｔｎ／ＯおよびＩＳ１
０（Kleckner et al., Curr Top Microbiol Immunol., 204:49-82 (1996)）、Ｍａｒｉｎ
ｅｒトランスポザーゼ（Lampe et al., EMBO J., 15: 5470-9, (1996)）、Tel（Plasterk
, Curro Topics Microbiol. Immunol., 204: 125-43, (1996)）、Ｐ因子（Gloor, Method
s Mol. Biol., 260: 97-114, (2004)）、Ｍｏｓ－１トランスポザーゼ（Richardson et a
l., EMBO Journal 25:1324-1334 (2006)）、Ｔｎ３（Ichikawa & Ohtsubo, J BioI. Chem
. 265: 18829-32, (1990)）、バクテリア挿入配列（Ohtsubo & Sekine, Curro Top. Micr
obiol. Immunol. 204: 1-26, (1996)）、レトロウイルス（Brown, et al., Proc Natl Ac
ad Sci USA, 86:2525-9, (1989)）、ならびにイーストのレトロトランスポゾン（Boeke &
 Corces, Annu Rev Microbiol. 43:403-34, (1989)）が挙げられる。より多くの例として
は、ＩＳ５、Ｔｎ１０、Ｔｎ９０３、ＩＳ９１１、およびトランスポザーゼファミリー酵
素の改変バージョンが挙げられる（Zhang et al., PLoS Genet. 5:el000689. Epub 2009 
Oct 16、およびWilson et al. Microbiol. Methods 71:332-5 (2007)）。より多くの例と
しては、ＭｕＡトランスポザーゼ（例えば、Rasila TS, et al., (2012) PLoS ONE 7(5):
 e37922. doi:10.1371/journal.pone.0037922を参照）が挙げられる。本段落で言及した
参考文献はそれぞれ、その全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【０１１２】
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　一部の実施形態では、トランスポゾン核酸は二本鎖核酸を含む。トランスポゾン要素に
は、トランスポザーゼまたはインテグラーゼ酵素とトランスポソームを形成する核酸配列
を含む、核酸分子またはその一部が含まれる。一部の実施形態では、トランスポゾン要素
は、転移反応においてトランスポザーゼと機能的複合体を形成することができる。トラン
スポゾン要素の例を本明細書では提供し、該例としては、１９－ｂｐ外側末端（「ＯＥ」
）トランスポゾン末端、内側末端（「ＩＥ」）トランスポゾン末端、野生型もしくは変異
体Ｔｎ５トランスポザーゼなどにより認識される「モザイク末端」（「ＭＥ」）トランス
ポゾン末端、または、Ｒ１トランスポゾン末端およびＲ２トランスポゾン末端（例えば、
米国特許出願公開第２０１０／０１２００９８号明細書（これはその全体が参照により本
明細書に組み込まれる）を参照）が含まれ得る。トランスポゾン要素には、in vitro転移
反応においてトランスポザーゼまたはインテグラーゼ酵素とともに機能的複合体を形成す
るのに適切な、任意の核酸または核酸アナログが含まれ得る。例えば、トランスポゾン末
端は、ＤＮＡ、ＲＮＡ、修飾塩基、非天然塩基、修飾バックボーンを含み得、一方または
両方の鎖でニックを含み得る。
【０１１３】
　一部の実施形態では、トランスポゾン核酸は、トランスポゾン要素および追加配列を含
み得る。一部の実施形態では、追加配列を転移反応において標的核酸に挿入または付加す
ることが可能である。追加配列は、シーケンシングプライマー部位および増幅プライマー
部位などのプライマー結合部位を含むことが可能であり、追加配列はまた、切断部位、ユ
ニークな分子インデックス、アンカー部位、レポータータグ、およびバーコードを含むこ
とが可能である。
【０１１４】
　一部の実施形態では、プライマー結合部位は、シーケンシング反応において核酸にアニ
ールするためのシーケンシングプライマー用配列を含むことが可能である。一部の実施形
態では、プライマー結合部位は、増幅反応または他の伸長反応において、核酸にアニール
するためのプライマー用配列を含むことが可能である。
【０１１５】
　一部の実施形態では、切断部位には、断片化され得るトランスポゾン核酸の部位が含ま
れる。例えば、切断部位を含むトランスポゾン核酸は、標的核酸に挿入することが可能で
あり、修飾核酸はその後挿入切断部位で断片化することが可能である。一部の実施形態で
は、切断部位には、制限酵素認識配列および／または制限酵素切断部位が含まれる。一部
の実施形態では、切断部位は、その他の場合はデオキシリボヌクレオチドを含み得る核酸
において少なくとも１つのリボヌクレオチドを含み得、ＲＮＡｓｅで切断することができ
る。デオキシリボヌクレオチドとリボヌクレオチドの間のホスホジエステル結合を選択的
に切断できる化学切断剤を用いることが可能であり、例えば、希土類金属イオンなどの金
属イオン（例えば、Ｌａ３＋、特にＴｍ３＋、Ｙｂ３＋、もしくはＬｕ３＋、Ｆｅ（３）
、またはＣｕ（３））か、または高ｐＨへの露呈が挙げられる。一部の実施形態では、切
断部位には、ニッカーゼ、つまり、二本鎖核酸の特定の領域の一鎖を切断するニッキング
エンドヌクレアーゼ用の、１つまたは複数の認識配列が含まれ得る。従って、断片化部位
は、第１ニッカーゼ認識配列と、オプションとして第２ニッカーゼ認識配列を含むことが
可能である。第１ニッカーゼ認識配列および第２ニッカーゼ認識配列は、互いに同一でも
、互いに異なってもよい。一部の実施形態では、切断部位は、無塩基部位を含む１つまた
は複数のヌクレオチドアナログを含み得、ポリアミン、N,N'-ジメチルエチレンジアミン
（ＤＭＥＭ）などのある化学薬剤の存在下において、断片部位での切断を可能にする（例
えば、米国特許出願公開第２０１０／００２２４０３号明細書（これはその全体が参照に
より本明細書に組み込まれる）を参照）。一部の実施形態では、無塩基部位は、切断部位
内のウラシルヌクレオチドの修飾により、例えば、ウラシルＤＮＡグリコシラーゼ（ＵＤ
Ｇ）酵素を用いて作られ得る。無塩基部位を含むポリヌクレオチド鎖は、その後、エンド
ヌクレアーゼ（例えば、Ｅｎｄｏ ＩＶエンドヌクレアーゼ、ＡＰリアーゼ、ＦＰＧグリ
コシラーゼ／ＡＰリアーゼ、Ｅｎｄｏ ＶＩＩＩグリコシラーゼ／ＡＰリアーゼ）、熱、



(25) JP 6652512 B2 2020.2.26

10

20

30

40

50

またはアルカリでの処置により無塩基部位で切断することができる。無塩基部位はまた、
デオキシウリジン以外のヌクレオチドアナログで生成され得、エンドヌクレアーゼ、熱、
またはアルカリでの処置による類似の方法で切断することができる。例えば、8-オキソ-
グアニンは、ＦＰＧグリコシラーゼにさらすことにより無塩基部位に変換することが可能
である。デオキシイノシンは、ＡｌｋＡグリコシラーゼにさらすことにより無塩基部位に
変換することが可能である。このように生成された無塩基部位は、その後、典型的にはＥ
ｎｄｏ ＩＶまたはＡＰリアーゼなどの適切なエンドヌクレアーゼで処置することにより
切断することができる（例えば、米国特許出願公開第２０１１／００１４６５７号明細書
（これはその全体が参照により本明細書に組み込まれる）を参照）。別の例では、切断部
位はジオール結合を含み得、これは過ヨウ素酸（例えば、過ヨウ素酸ナトリウム）での処
置による切断を可能にする。別の例では、切断部位はジスルフィド基を含み得、これは、
化学還元剤、例えばトリス(2-カルボキシエチル)ホスフェートハイドロクロライド（ＴＣ
ＥＰ）での切断を可能にする。一部の実施形態では、切断部位は光切断可能部を含み得る
。光化学切断は、光エネルギーを利用して共有結合的結合を切断する種々の方法のいずれ
かにより行うことが可能である。光化学切断のための部位は、ホスホラミダイト[4-（4,4
'-ジメトキシトリチルオキシ）ブチルアミドメチル]-1-（2-ニトロフェニル）-エチル]-2
-シアノエチル-（N,N'-ジイソプロピル）-ホスホラミダイト（アメリカ合衆国バージニア
州のスターリングのＧｌｅｎ Ｒｅｓｅａｒｃｈ社、Cat No. 10-4913-XX）など、核酸中
の非ヌクレオチド化学部により提供され得る。
【０１１６】
　一部の実施形態では、トランスポゾン核酸はアンカー部位を含み得る。一部の実施形態
では、アンカー部位は、捕捉プローブに特異的に結合することが可能な配列を含み得る。
一部の実施形態では、アンカー部位は、核酸を含む捕捉プローブに対し相補的な、および
／または実質的に相補的な配列を含む。一部の実施形態では、アンカー部位は、対応する
受容体またはリガンドを含む捕捉プローブを結合する、リガンドまたは受容体を含み得る
。言い換えると、アンカー部位および捕捉プローブは、リガンド／受容体の対を含むこと
が可能である。一部の実施形態では、リガンドまたは受容体は、修飾ヌクレオチドを介し
てトランスポゾン核酸のアンカー部位と関連付けることが可能である。リガンドおよび受
容体の例としては、それぞれストレプトアビジンまたはニッケルを結合することが可能な
ビオチンまたはｐｏｌｙＨｉｓが挙げられる。他の例としては、当技術分野で既知のリガ
ンドおよびその受容体の対、例えば、限定されるわけではないが、2-イミノビオチン、デ
スチオビオチン、ＮｅｕｔｒＡｖｉｄｉｎ（分子プローブ、オレゴン州のＥｕｇｅｎｅ社
）、ＣａｐｔＡｖｉｄｉｎ（分子プローブ）などが含まれる、アビジン－ビオチン、スト
レプトアビジン－ビオチン、およびビオチン、ストレプトアビジン、またはアビジンの誘
導体；マルトース－マルトース結合タンパク質（ＭＢＰ）、カルシウム－カルシウム結合
タンパク質／ペプチド（ＣＢＰ）が含まれる、結合タンパク質／ペプチド；ｃ－ＭＹＣ、
ＨＡ、ＶＳＶ－Ｇ、ＨＳＶ、Ｖ５、およびＦＬＡＧ Ｔａｇ（商標）などのエピトープタ
グを含む抗原－抗体、およびそれに対応する抗エピトープ抗体；ジニトロフェニルおよび
ジゴキシゲニンなどのハプテンおよびそれに対応する抗体；アプタマーおよびそれに対応
する標的；対応する固定化金属イオンアフィニティークロマトグラフィー（ＩＭＡＣ）物
質と抗ポリ－Ｈｉｓ抗体を含む、ポリ－Ｈｉｓタグ（例えば、ペンタ－Ｈｉｓおよびヘキ
サ－Ｈｉｓ）とその結合パートナー；フルオロフォアおよび抗フルオロフォア抗体；核酸
鎖およびその相補的な鎖などが挙げられる。
【０１１７】
　一部の実施形態では、トランスポゾン核酸はレポータータグを含むことが可能である。
有用なレポータータグには、当技術分野で既知である種々の特定可能なタグ、標識、また
は基のいずれかが含まれる。ある実施形態では、レポータータグはシグナルを発すること
が可能である。シグナルの例としては、蛍光性、化学発光性、生物発光性、燐光性、放射
性、比色性、または電気化学発光性のものが挙げられる。例示的なレポータータグには、
フルオロフォア、放射性同位体、色原体、酵素、エピトープタグを含む抗原、量子ドット
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などの半導体ナノクリスタル、重金属、色素、燐光性基、化学発光基、電気化学的検出部
、結合タンパク質、蛍光体、希土類キレート、遷移金属キレート、近赤外染料、電気化学
発光標識、ならびに、質量タグ、電荷タグ、および同位体などの質量分析計対応リポータ
ータグが挙げられる。本明細書に記載する方法および組成物で用いることができるより多
くのレポータータグとしては、蛍光色素（例えば、フルオレセインイソチオシアネート、
Ｔｅｘａｓ ｒｅｄ（登録商標）、およびローダミン等）などのスペクトル標識；放射標
識（例えば、３Ｈ、１２５Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃ、３２Ｐ、３３Ｐなど）；酵素（例えば、
ホースラディッシュペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼなど）；コロイド状金、
着色ガラス、または着色プラスチック（例えば、ポリスチレン、ポリプロピレン、ラテッ
クス等）などのスペクトル比色標識；ビーズ；磁気標識；電気標識；熱標識；ならびに質
量タグが挙げられる。
【０１１８】
　一部の実施形態では、トランスポゾン核酸はバーコードを含むことが可能である。一部
の実施形態では、トランスポソームの集合は、同一のバーコード、１つまたは複数の異な
るバーコードを含むトランスポゾン核酸を含むことが可能であるか、または、各トランス
ポゾン核酸は異なるバーコードを含むことが可能である。一部の実施形態では、標的核酸
に挿入または付加したバーコードを用いて、標的核酸を特定することが可能である。一部
の実施形態では、バーコードを用いて、標的核酸への挿入事象を特定することが可能であ
る。一部の実施形態では、トランスポソーム集合の各トランスポソームは、標的核酸の挿
入部位を特定するのに用いることが可能な、異なるバーコードを有するトランスポゾン核
酸を含む。一部の実施形態では、バーコードを用いて、例えば、バーコードが切断部位の
両側に位置する切断部位での断片化後に、挿入部位を特定することが可能である。例示的
なバーコード、ならびにその調製および使用のための方法は、国際公開第２０１２／０６
１８３２号、米国特許出願公開第２０１２／０２０８７２４号明細書、同第２０１２／０
２０８７０５号明細書、およびＰＣＴ／ＵＳ２０１３／０３１０２３に記載されており、
これらはそれぞれその全体が参照により本明細書に組み込まれる。一部の実施形態では、
標的核酸に挿入したバーコードは、標的核酸配列の表現を得るための、断片化配列の後続
アライメントにおけるランドマークとして有用であり得る。一部の実施形態では、共通の
バーコードを含む断片は重複配列を有すると認められる。
【０１１９】
　一部の実施形態では、トランスポゾン核酸は、互いに連結する２つのトランスポゾン要
素を含むことが可能である。リンカーは挿入物に含まれ得、その結果、第１トランスポゾ
ン要素は第２トランスポゾン要素と連続する。特に有用な挿入物は、国際公開第２０１２
／０６１８３２号、米国特許出願公開第２０１２／０２０８７２４号明細書、同第２０１
２／０２０８７０５号明細書、およびＰＣＴ／ＵＳ２０１３／０３１０２３（これらはそ
れぞれ、その全体が参照により本明細書に組み込まれる）に記載されている、「ループ化
」複合体を形成するものである。このような構造では、連続トランスポゾン要素を有する
単一挿入物は２つのトランスポザーゼサブユニットに結合し、「ループ化」複合体を形成
する。一部の実施形態では、トランスポゾン核酸は、ブロッキング基を含むことが可能で
ある。
【０１２０】
基材
　本明細書で提供する方法および組成物の一部の実施形態には、表面を有する基材の使用
を含む。有用な基材としては、例えば固体支持体およびゲルが挙げられる。一部の実施形
態では、表面は核酸を結合する。一部の実施形態では、表面は、ワトソン－クリック相補
性を介して核酸を表面に結合する複数の捕捉プローブを含む。一部の実施形態では、捕捉
プローブはアンカータグを結合する。一部の実施形態では、捕捉プローブおよびアンカー
タグはそれぞれ核酸を含む。一部の実施形態では、捕捉プローブおよびアンカータグは、
本明細書で提供する受容体またはリガンドなど、例えば、ビオチン、アビジン、ＨｉｓＤ
、ニッケル、抗体、および抗原といった、互いに特異的に結合する小分子基を含む。
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【０１２１】
　基材は、二次元または三次元とすることが可能であり、平面表面とする（例えば、ガラ
ススライド）、または形付けることが可能である。有用な物質としては、ガラス（例えば
、CPG（controlled pore glass））、石英、プラスチック（ポリスチレン（低度架橋ポリ
スチレンおよび高度架橋ポリスチレン）、ポリカーボネート、ポリプロピレン、ポリ（メ
チルメタクリレート）など）、アクリルコポリマー、ポリアミド、シリコン、金属（例え
ば、アルカンチオレート誘導体化金）、セルロース、ナイロン、ラテックス、デキストラ
ン、ゲルマトリックス（例えば、シリカゲル）、ポリアクロレイン、または複合材が挙げ
られる。適切な三次元固体支持体としては、例えば、球、微粒子、ビーズ、膜、スライド
、プレート、マイクロ加工チップ、管（例えば、毛細管）、マイクロウェル、マイクロ流
体装置、チャネル、フィルター、または、核酸もしくは他の捕捉プローブをつなぎ止める
のに適切な任意の他の構造体が挙げられる。固体支持体としては、核酸の集合またはプラ
イマーまたは他の捕捉プローブを含む領域を有することが可能な、平坦なマイクロアレイ
またはマトリックスが挙げられる。例としては、ヌクレオシド誘導体化ＣＰＧおよびポリ
スチレンスライド；誘導体化磁気スライド；ポリスチレングリコールをグラフト化したポ
リスチレンなどが挙げられる。
【０１２２】
　種々の組成物および、その組成物を作成し使用する関連方法を用いて、核酸などの捕捉
プローブを基材の表面に付加する、つなぎ止める、または固定することが可能である。付
加は、表面への直接的または非直接的な結合を介して達成することが可能である。結合は
、共有結合的連結によりなすことが可能である（例えば、Joos et al. (1997) Analytica
l Biochemistry, 247:96-101；Oroskar et al. (1996) Clin. Chem., 42:1547-1555；お
よびKhandjian (1986) Mol. Bio. Rep., 11:107-11（これらはそれぞれ、その全体が参照
により本明細書に組み込まれる）を参照）。好適な付加は、核酸の終端ヌクレオチドを、
表面と一体化したエポキシドに直接的にアミン結合することである。結合は、非共有結合
的連結を介してもなすことが可能である。例えば、ビオチン－ストレプトアビジン（Tayl
or et al. (1991) 1. Phys. D: Appl. Phys., 24:1443（これはその全体が参照により本
明細書に組み込まれる））および抗ジゴキシゲニン付きジゴキシゲニン（Smith et al., 
Science, 253: 1122 (1992)（これはその全体が参照により本明細書に組み込まれる））
が、核酸を表面につなぎ止めるための一般的なツールである。核酸の表面への付加は、ビ
ーズ、粒子、またはゲルなどの中間構造体を介して行うことが可能である。核酸のゲルを
介したアレイへの付加は、Ｉｌｌｕｍｉｎａ社（カリフォルニア州サンディエゴ）から商
業的に入手可能な、または、米国特許出願公開第２０１０／１０１１１７６８号明細書；
同第２０１２／０２７０３０５号明細書；および国際公開第０５／０６５８１４号（これ
らはそれぞれ、その全体が参照により本明細書に組み込まれる）に記載されている、フロ
ーセルにより例証される。
【０１２３】
　一部の実施形態では、基材は、連続の、または一体型の表面を有することが可能である
。従って、核酸断片を空間的にランダムな位置に付加することが可能であり、最も近くに
隣接する断片（または、最も近くに隣接する断片由来のクラスタ）の間の距離は可変であ
ろう。結果として生じるアレイは、可変またはランダムな空間的特徴パターンを有し得る
。一部の実施形態では、本明細書に記載の方法で用いる基材としては、反復パターンで存
在する捕捉プローブのアレイが挙げられる。一部のこのような実施形態では、捕捉プロー
ブは、核酸が付加することのできる位置を提供する。一部の実施形態では、反復パターン
は、六角形パターン、直線状線形パターン、格子パターン、鏡映対称を有するパターン、
または回転対称を有するパターンなどである。修飾核酸を付加する相手である捕捉プロー
ブは、それぞれおよそ、1mm2、500μm2、100μm2、25μm2、10μm2、5μm2、1μm2、500n
m2、または100nm2以下の、または、前記値のうち任意の２つで定義される範囲の領域を有
することが可能である。代わりに、または加えて、各特徴はおよそ、100nm2、250nm2、50
0nm2、1μm2、2.5μm2、5μm2、10μm2、100μm2、または500μm2以上の、または、前記
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値のうち任意の２つで定義される範囲の領域を有することが可能である。アレイ（パター
ン化されていても、空間的にランダムでも）上での断片の増幅により生じる核酸のクラス
タまたはコロニーは、同様に、上記範囲または上記で例示したものから選択した上限およ
び下限に挟まれた範囲の領域を有することが可能である。
【０１２４】
　一部の実施形態では、表面における核酸、捕捉プローブ、または捕捉核酸などの特徴の
濃度は、少なくとも、1000特徴/mm2、10000特徴/mm2、100000特徴/mm2、1000000特徴/mm2

、または前記値の間の任意の範囲とすることが可能である。一部の実施形態では、表面に
おける核酸、捕捉プローブ、または捕捉核酸などの特徴の濃度は、少なくとも、1000特徴
/μm2、10000特徴/μm2、100000特徴/μm2、1000,000特徴/μm2、2000,000特徴/μm2、30
00,000特徴/μm2、4000,000特徴/μm2、5000,000特徴/μm2、6000,000特徴/μm2、7000,0
00特徴/μm2、8000,000特徴/μm2、9000,000特徴/μm2、10,000,000特徴/μm2、20,000,0
00特徴/μm2、50,000,000特徴/μm2、100,000,000特徴/μm2、または前記値の間の任意の
範囲とすることが可能である。
【０１２５】
　いくつかの商業的に入手可能なシーケンシングプラットフォームは、配列検出ステップ
中の検出試薬（例えば、４５４ ＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ社（スイス国バーゼルのＲｏ
ｃｈｅ社の子会社）から入手可能なプラットフォームのピロリン酸、またはＩｏｎ Ｔｏ
ｒｒｅｎｔ社（カリフォルニア州カールスバッドのＬｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
社の子会社）から入手可能なプラットフォームのプラトン）の拡散に対し防壁を提供する
ウェルを有する基材を利用する。
【０１２６】
　本明細書で提供する一部の実施形態には、標的核酸、修飾核酸、またはその断片の一部
を増幅するステップを含む。当技術分野で既知である任意の適切な増幅手法を用いること
が可能である。一部の実施形態では、核酸断片は基材において、または基材上で増幅する
。例えば、一部の実施形態では、核酸断片は、米国特許第５６４１６５８号明細書；米国
特許出願公開第２００２／００５５１００号明細書；米国特許第７１１５４００号明細書
；米国特許出願公開第２００４／００９６８５３号明細書；１０米国特許出願公開第２０
０４／０００２０９０号明細書；同第２００７／０１２８６２４号明細書；および同第２
００８／０００９４２０号明細書（これらはそれぞれ、その全体が参照により本明細書に
組み込まれる）の開示により例示されるブリッジ増幅手法を用いて増幅する。
【０１２７】
　ブリッジ増幅法は、固定化核酸分子のクラスタ（または「コロニー」）を含むアレイを
形成するために、基材において、または基材上に増幅産物を固定することを可能にする。
このようなアレイ上の各クラスタまたはコロニーは、複数の同一固定化ポリヌクレオチド
鎖および複数の同一固定化相補的ポリヌクレオチド鎖から形成される。そのように形成し
たアレイは、本明細書では「クラスタ化アレイ」ということが可能である。固相増幅反応
の産物が固定化ポリヌクレオチド鎖および固定化相補的鎖のアニール化対により形成され
、両鎖が好適には共有結合的付加を介して5'末端で固体支持体に固定されている場合、前
記産物はいわゆる「ブリッジ化」構造体である。ブリッジ増幅手法は、固定化核酸鋳型を
用いて固定化アンプリコンを生成する方法の例である。他の適切な手法を用いて、本明細
書で提供する方法に従って生成した固定化核酸断片から固定化アンプリコンを生成するこ
とも可能である。例えば、１つまたは複数のクラスタまたはコロニーは、各増幅プライマ
ー対のプライマーの一方が固定されても、両方が固定されても、固相ＰＣＲ、固相ＭＤＡ
、固相ＲＣＡなどを介して形成することが可能である。
【０１２８】
　本明細書に記載する、または当技術分野で一般的に知られる増幅手法のいずれも、ユニ
バーサルプライマーまたは標的特異的プライマーとともに利用して固定化ＤＮＡ断片を増
幅することが可能である。適切な増幅法には、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、鎖置換
増幅（ＳＤＡ）、転写介在増幅（ＴＭＡ）、および、例えば、米国特許出願公開第８００
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３３５４号明細書（これは、その全体が参照により本明細書に組み込まれる）に記載され
ている核酸配列に基づく増幅（ＮＡＳＢＡ）が挙げられるが、これらに限定されるわけで
はない。上記増幅方法を用いて、１つまたは複数の対象核酸を増幅することが可能である
。例えば、ＰＣＲ、マルチプレックスＰＣＲ、ＳＤＡ、ＴＭＡ、およびＮＡＳＢＡなどを
利用して、固定化核酸断片を増幅することが可能である。一部の実施形態では、対象の核
酸を特異的に対象とするプライマーが増幅反応に含まれる。
【０１２９】
　核酸増幅のための他の適切な方法には、オリゴヌクレオチドの伸長およびライゲーショ
ン、ローリングサークル増幅（ＲＣＡ）（Lizardi et al., Nat. Genet. 19:225-232 (19
98)（これはその全体が参照により本明細書に組み込まれる））、ならびにオリゴヌクレ
オチドライゲーションアッセイ（ＯＬＡ）（例えば、米国特許第７５８２４２０号明細書
、同第５１８５２４３号明細書、同第５６７９５２４号明細書、および同第５５７３９０
７号明細書；欧州特許第０３２０３０８号明細書；同第０３３６７３１号明細書；同第０
４３９１８２号明細書；国際公開第９０１０１０６９号；同第８９／１２６９６号；およ
び同第８９１０９８３５号（これらはそれぞれ、その全体が参照により本明細書に組み込
まれる）を参照）が含まれる。これらの増幅手法は、固定化核酸断片を増幅するように設
計することが可能であることが理解されよう。例えば、一部の実施形態では、増幅法には
、ライゲーションプローブ増幅、または対象の核酸を特異的に対象とするプライマーを含
むオリゴヌクレオチドライゲーションアッセイ（ＯＬＡ）反応が含まれる。一部の実施形
態では、増幅法には、対象の核酸を特異的に対象とするプライマーを含む、プライマー伸
長－ライゲーション反応が含まれる。対象の核酸を増幅するために特異的に設計すること
が可能なプライマー伸長とライゲーションプライマーの非限定的例として、増幅には、Ｇ
ｏｌｄｅｎＧａｔｅ（登録商標）アッセイ（カリフォルニア州サンディエゴのＩｌｌｕｍ
ｉｎａ社）、または米国特許第７５８２４２０号明細書および同第７６１１８６９号明細
書（これらはそれぞれ、その全体が参照により本明細書に組み込まれる）に記載の１つま
たは複数のアッセイで用いるプライマーを含めることが可能である。
【０１３０】
　等温増幅技法を、本開示の方法で用いることが可能である。例示的な等温増幅法として
は、例えばDean et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:5261-66 (2002)により例示さ
れるＭＤＡ（Multiple Displacement Amplification）、または、例えば米国特許第６２
１４５８７号明細書により例示される等温鎖置換核酸増幅が挙げられるが、これらに限定
されない（前掲参考文献は、それぞれその全体が参照により本明細書に組み込まれる）。
本開示で用いることが可能な他のＰＣＲに基づかない方法としては、例えば、Walker et 
al., Molecular Methods for Virus Detection, Academic Press, Inc., 1995；米国特許
第５４５５１６６号明細書、同第５１３０２３８号明細書、およびWalker et al., Nucl.
 Acids Res. 20:1691-96 (1992)に記載の鎖置換増幅（ＳＤＡ）、または、例えばLage et
 al., Genome Research 13:294-307 (2003)に記載の多分岐（hyperbranched）鎖置換増幅
などが挙げられる（前掲参考文献は、それぞれその全体が参照により本明細書に組み込ま
れる）。
【０１３１】
　増幅反応、増幅条件、および増幅成分についての追加の記載は、米国特許第７６７０８
１０号明細書（これはその全体が参照により本明細書に組み込まれる）に記載されている
。他の有用な等温増幅技法としては、ＴｗｉｓｔＤｘ社（英国ケンブリッジ）によりＴｗ
ｉｓｔＡｍｐ（商標）キットとして商業的に販売されているものなど、リコンビナーゼ促
進増幅技法が挙げられる。リコンビナーゼ促進増幅試薬の有用な成分および反応条件は、
米国特許第５２２３４１４号明細書および同第７３９９５９０号明細書（これらはそれぞ
れ、その全体が参照により本明細書に組み込まれる）に記載されている。ヘリカーゼ依存
性増幅も、例えばXu et al. EMBO Rep 5:795-800 (2004)（これはその全体が参照により
本明細書に組み込まれる）に記載されるように、用いることが可能である。
【０１３２】
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　一部の実施形態では、再播種（re-seeding）ステップを実行することが望ましい場合が
ある。例えば、修飾核酸断片を表面領域内のある位置で捕捉し、それを１つまたは複数の
サイクルの増幅プロセスで複製することが可能であり、元の断片および／またはそのアン
プリコンは該位置から解放することが可能であり、解放した核酸は同一領域の他の位置で
捕捉することが可能であり、そして、新たに捕捉した核酸は増幅することが可能である。
特定の例では、表面に播種した断片について単一サイクルのブリッジ増幅を実行すること
が可能であり、表面からの解放にあたり元の鋳型断片を洗浄する代わりに、鋳型断片を、
それがもともと播種されていた位置に近い新しい位置で、表面に再播種することが可能で
ある。ブリッジ増幅の後続ラウンドは、元の播種位置と再播種位置の両方でのクラスタ成
長を可能にしよう。このような方法を用いて、複製コロニーを表面領域で生成して、技術
的複製（technical replicate）を提供することが可能である。技術的複製についての配
列分析は、エラーチェックという利点を提供することが可能である。例えば、（技術的複
製と認められる）近いクラスタのサブセットのみで起きる観察配列多様体は増幅エラーと
認めることが可能であり、ここにおいて、特定の断片の技術的複製と認められる全クラス
タで発生する配列多様体は、真の多様体である可能性が高い。
【０１３３】
シーケンシング核酸
　本明細書に記載する方法の一部の実施形態には、標的核酸に由来する断片をシーケンシ
ングするステップを含むことが可能である。一例は、合成によるシーケンシング（ＳＢＳ
）である。ＳＢＳでは、核酸鋳型（例えば、標的核酸の断片またはそのアンプリコン）に
沿った核酸プライマーの伸長をモニタリングして、鋳型のヌクレオチド配列を決定する。
プライマーは、上記の挿入物に存在するプライミング部位にハイブリダイズすることが可
能である。基本となる化学プロセスは（例えば、ポリメラーゼ酵素により触媒される）重
合とすることが可能である。ポリメラーゼに基づく特定のＳＢＳ実施形態では、蛍光で標
識化したヌクレオチドを鋳型に依存するやり方でプライマーに加え（それによりプライマ
ーを伸長し）、その結果、プライマーに加えたヌクレオチドの並び順と型の検出を用いて
鋳型配列を決定する。本明細書に記載のステップを用いてアレイの異なる位置に付加した
複数の異なる核酸断片を、異なる鋳型で起きる事象をアレイにおけるその位置により識別
することが可能な条件下で、ＳＢＳ技法に供することが可能である。
【０１３４】
　一部の実施形態では、本開示の方法により生成し、サイクル中に試薬の反復送達を含む
ＳＢＳまたは他の検出技法に供する核酸断片のアレイを収容するのに都合のよいフォーマ
ットを、フローセルが提供する。本明細書で用いる場合、「フローセル」は、１つまたは
複数の流体試薬を流すことが可能な表面を有するチャンバを含む。概して、フローセルは
、流体の流れを容易にする入口開口および出口開口を有するだろう。本開示の方法で容易
に用いることが可能なフローセル、ならびに関連する流体系および検出プラットフォーム
は、例えば、Bentley et al., Nature 456:53-59 (2008)、国際公開第０４／０１８４９
７号；米国特許第７０５７０２６号明細書；国際公開第９１／０６６７８号；同第０７１
１２３７４４号；米国特許第７３２９４９２号明細書；同第７２１１４１４号明細書；同
第７３１５０１９号明細書；同第７４０５２８１号明細書、および米国特許出願公開第２
００８／０１０８０８２号明細書（これらはそれぞれ、その全体が参照により本明細書に
組み込まれる）に記載されている。特定の実施形態では、ゲルはフローセルの内面に存在
し、該ゲルは、本明細書に記載する１つまたは複数の組成物が付加し、および／または、
本明細書に記載する１つまたは複数の方法ステップを行う場所である基材を提供する。
【０１３５】
　一部の実施形態では、第１ＳＢＳサイクルを開始するため、１つまたは複数の標識ヌク
レオチド、ＤＮＡポリメラーゼなどを、核酸断片のアレイを収容するフローセルに流すこ
とが可能である。（例えば、核酸断片に付加した挿入物に位置するプライミング部位にプ
ライマーをハイブリダイズすることによる）プライマー伸長により、標識ヌクレオチドの
取り込みが起きるアレイの部位を、検出することが可能である。オプションとして、ヌク
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レオチドはさらに、ヌクレオチドをプライマーにいったん加えたらさらなるプライマー伸
長を終了させる、可逆終了特性を備えることが可能である。例えば、可逆終了部を有する
ヌクレオチドアナログをプライマーに加えることが可能であり、その結果、非ブロッキン
グ剤を送達して該部を取り除くまで、それに続く伸長は起き得ない。従って、可逆終了を
用いる実施形態では、非ブロックキング剤を（検出を行う前後で）フローセルに送達する
ことが可能である。洗浄を、種々の送達ステップの間で行うことが可能である。サイクル
はその後、「ｎ」回繰り返してｎヌクレオチド分プライマーを伸長することにより、長さ
「ｎ」の配列を検出することが可能である。本開示の方法により生成されるアレイで用い
るのに容易に適応させることが可能な、例示的なＳＢＳ手順、流体系、および検出プラッ
トフォームは、例えば、Bentley et al., Nature 456:53-59 (2008)、国際公開第０４／
０１８４９７号；米国特許第７０５７０２６号明細書；国際公開第９１／０６６７８号；
同第０７１１２３７４４号；米国特許第７３２９４９２号明細書；同第７２１１４１４号
明細書；同第７３１５０１９号明細書；同第７４０５２８１号明細書、および米国特許出
願公開第２００８／０１０８０８２号明細書に記載されており、これらはそれぞれ、その
全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【０１３６】
　一部の実施形態では、パイロシーケンシングなど、周期性反応を用いるほかのシーケン
シングの手順を用いることが可能である。パイロシーケンシングは、特定のヌクレオチド
が新生核酸鎖に取り込まれる際の無機ピロリン酸（ＰＰｉ）の放出を検出する（Ronaghi,
 et al., 1996, Analytical Biochemistry 242(1), 84-9；Ronaghi, 2001, Genome Res. 
11(1), 3-11；Ronaghi et al., 1998, Science 281(5375), 363；米国特許第６２１０８
９１号明細書；同第６２５８５６８号明細書、および同第６２７４３２０号明細書（これ
らはそれぞれ参照により本明細書に組み込まれる））。パイロシーケンシングでは、放出
されたＰＰｉを、ＡＴＰスルフリラーゼによりアデノシン三リン酸（ＡＴＰ）に変換する
ことにより検出することが可能であり、生成されたＡＴＰ量はルシフェラーゼ生成光子を
介して検出することが可能である。従って、シーケンシング反応は発光検出系によりモニ
タリングすることが可能である。蛍光に基づく検出系で用いる励起放射線源は、パイロシ
ーケンシングの手順には必要ではない。パイロシーケンシングを本開示の方法に適用する
ために用いることが可能な有用な流体系、検出器および手順は、例えば、国際公開第２０
１２０５８０９６号、米国特許出願公開第２００５／０１９１６９８号明細書、米国特許
第７５９５８８３号明細書、および同第７２４４５５９号明細書に記載されており、これ
らはそれぞれ、その全体が参照によって本明細書に組み込まれる。ライゲーションによる
シーケンシング反応も有用であり、該反応としては、例えばShendure et al. Science 30
9:1728-1732 (2005)；米国特許第５５９９６７５号明細書；および同第５７５０３４１号
明細書（これらはそれぞれ、その全体が参照により本明細書に組み込まれる）に記載され
ているものが挙げられる。一部の実施形態は、例えば、Bains et al., Journal of Theor
etical Biology 135(3),303-7 (1988)；Drmanac et al., Nature Biotechnology 16,54-5
8 (1998)；Fodor et al., Science 251(4995), 767-773 (1995)；および国際公開第１９
８９１１０９７７号（これらはそれぞれ、その全体が参照により本明細書に組み込まれる
）に記載されているような、ハイブリダイゼーションによるシーケンシングの手順を含み
得る。
【０１３７】
　一部の実施形態、ライゲーションによるシーケンシングおよびハイブリダイゼーション
によるシーケンシングの手順では、アレイのある部位に存在する標的核酸断片（またはそ
のアンプリコン）を、オリゴヌクレオチド送達と検出の反復サイクルに供する。本明細書
または本明細書で言及する参考文献に記載のＳＢＳ法のための流体系は、ライゲーション
によるシーケンシングまたはハイブリダイゼーションによるシーケンシングの手順での試
薬の送達に、容易に適応させることが可能である。典型的には、オリゴヌクレオチドは蛍
光的に標識化し、本明細書または本明細書で言及する参考文献においてＳＢＳに関連して
記載されるものに類似する蛍光検出器を用いて検出することが可能である。



(32) JP 6652512 B2 2020.2.26

10

20

30

40

50

【０１３８】
　一部の実施形態では、ＤＮＡポリメラーゼ活性をリアルタイムでモニタリングするステ
ップを含む方法を利用することが可能である。例えば、ヌクレオチドの取り込みは、フル
オロフォア担持ポリメラーゼとy-ホスフェート標識ヌクレオチドの間の蛍光共鳴エネルギ
ー移動（ＦＲＥＴ）相互作用を介して、またはＺＭＷ（zeromode waveguides）を用いて
検出することが可能である。ＦＲＥＴに基づくシーケンシング用の技法および試薬は、例
えばLevene et al. Science 299, 682-686 (2003); Lundquist et al. Opt. Lett. 33, 1
026-1028 (2008)；およびKorlach et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 105, 1176-1181 
(2008)に記載されており、これらの開示内容はその全体が参照により本明細書に組み込ま
れる。
【０１３９】
　一部のＳＢＳ実施形態には、ヌクレオチドが伸長産物に取り込まれる際に放出される光
子の検出を含む。例えば、放出された光子の検出に基づくシーケンシングは、Ｉｏｎ Ｔ
ｏｒｒｅｎｔ社（コネチカット州ギルフォードのＬｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社
の子会社）より商業的に入手可能な電気検出器および関連技法、または、米国特許出願公
開第２００９／１００２６０８２号明細書、同第２００９／１０１２７５８９号明細書、
同第２０１０／１０１３７１４３号明細書、もしくは同第２０１０／１０２８２６１７号
明細書（これらはそれぞれ、その全体が参照により本明細書に組み込まれる）に記載され
ているシーケンシング法およびシーケンシングシステムを用いることが可能である。
【０１４０】
　一部の実施形態では、本方法のシーケンシングステップは、Deamer & Akeson Trends B
iotechnol. 18, 147- 151 (2000)；Deamer & Branton, Acc. Chem. Res. 35:817-825 (20
02)；およびLi et al., Nat. Mater. 2:611-615 (2003)（これらはそれぞれ、その全体が
参照により本明細書に組み込まれる）に記載されているものなどの、ナノポアシーケンシ
ング技法を含むことが可能である。このような実施形態では、標的核酸断片をナノポアに
通過させる。ナノポアは、合成ポアまたはa-溶血素などの生物学的膜たんぱく質とするこ
とが可能である。標的核酸がナノポアを通過する際、ポアの電気伝導度の変動を測定する
ことにより各塩基対を特定することが可能である（米国特許第７００１７９２号明細書；
Soni & Meller Clin. Chem. 53, 1996-2001 (2007)；Healy, Nanomed. 2:459- 481 (2007
)；およびCockroft et al., 1. Am. Chem. Soc. 130:818-820 (2008)（これらはそれぞれ
、その全体が参照により本明細書に組み込まれる））。一部の実施形態では、個々のナノ
ポアの位置は、本明細書で例示するアレイ上の部位または特徴に類似する。ナノポアの互
いの近接度は、それらが読み取る断片配列の近接度と相関し、例えば、その断片を、それ
らが由来するより大きい配列にアセンブリすることを容易にする。
【０１４１】
　一部の実施形態では、本明細書に記載のシーケンシングステップは、マルチプレックス
フォーマットで有利に実行することが可能であり、その結果、多数の異なる標的核酸を同
時に操作する。特定の実施形態では、異なる標的核酸を、一般的な反応容器または特定の
基材の表面で処置することが可能である。これは、シーケンシング試薬を都合よく送達す
ること、未反応試薬の除去、および取り込み事象を多重に検出することを可能にする。表
面結合標的核酸またはその断片を用いる実施形態では、標的核酸または断片は、アレイ形
式とすることが可能である。アレイ形式では、標的核酸の断片は、典型的には、空間的に
識別可能な方法で、例えば、本明細書に記載の付加技法を用いて、表面に結合させること
が可能である。アレイが各部位（特徴ともいう）で標的核酸断片の単一コピーを含むか、
または、同一の配列を有する多数のコピーが各部位つまり特徴で存在することが可能であ
る。ブリッジ増幅またはエマルジョンＰＣＲなどの増幅法により多数のコピーを生成する
ことが可能である。
【０１４２】
核酸の調製とシーケンシング
　本明細書で提供する組成物および方法の一部の実施形態には、標的核酸からシーケンシ
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ングライブラリを調製するステップを含む。一部の実施形態には、調製したライブラリを
シーケンシングするステップも含む。一部の実施形態では、各トランスポソームがトラン
スポザーゼおよびトランスポゾン核酸を含む、トランスポソームの集合を標的核酸に接触
させる。接触は基材において、または基材上で、または代わりに溶液中で行うことが可能
である。トランスポソームは、複数の部位で標的核酸にニックを入れ、ニック入り鎖のニ
ック部位の一方の側に単一トランスポゾン核酸を付加するように、片側トランスポザーゼ
活性を含むことが可能である。一部の実施形態では、付加したトランスポゾン核酸のそれ
ぞれにプライマーをハイブリダイズし、伸長させて、一本鎖修飾核酸の集合を得ることが
可能である。一部の実施形態では、伸長させた核酸を増幅することが可能である。一部の
実施形態では、伸長させたおよび／または増幅した核酸、つまり修飾核酸を、シーケンシ
ングのために表面上に捕捉することが可能である。一部の実施形態には、捕捉した核酸を
シーケンシングするステップを含む。
【０１４３】
　図１には、トランスポゾン核酸を含むトランスポソームの集合に標的核酸を接触させる
、例示的な実施形態を描く。複数の部位で標的核酸にニックを入れ、ニック入り標的核酸
の一方の鎖にあるニック部位の一方の側にトランスポゾン核酸を付加する。プライマーを
、付加したトランスポゾン核酸にハイブリダイズして、伸長した核酸の集合を提供する。
一部の実施形態では、伸長した核酸を増幅することが可能である。一部の実施形態では、
伸長した核酸はシーケンシングライブラリのための鋳型を提供する。
【０１４４】
　一部の実施形態では、片側トランスポザーゼ活性を有するトランスポソームは、片側ト
ランスポザーゼ活性を有するトランスポザーゼを含む。一部の実施形態では、トランスポ
ソームはブロック化トランスポゾン核酸を含む。標的核酸からライブラリを調製しシーケ
ンシングする方法および組成物に有用なトランスポソームを、本明細書で提供する。一部
の実施形態では、トランスポゾン核酸はアンカー部位、バーコード、シーケンシングプラ
イマー部位、増幅プライマー部位、および／またはレポータータグを含む。図２には、異
なるトランスポゾン核酸を含むトランスポソームの集合を標的核酸に接触させ、異なるト
ランスポゾン核酸を、標的核酸の鎖の異なるニック部位に付加する例示的な実施形態を描
く。一部の実施形態では、異なるトランスポゾン核酸は、異なるアンカー部位、異なるバ
ーコード、異なるシーケンシングプライマー部位、異なる増幅プライマー部位、および／
または異なるレポータータグを含むことが可能である。
【０１４５】
　一部の実施形態では、伸長した核酸を増幅する。一部の実施形態では、増幅はテイル化
増幅プライマーを用いる。テイル化プライマーは追加の末端配列を含み得、その結果、該
追加配列は増幅産物に含まれる。一部の実施形態では、増幅プライマーには、アンカー部
位、シーケンシングプライマー部位、増幅プライマー部位、およびレポータータグが含ま
れ得る。図３には、修飾標的核酸を線形増幅により増幅して、ある増幅産物を得る、例示
的な実施形態を描く。
【０１４６】
　図４には、トランスポソームがダイマートランスポザーゼを含み、トランスポゾン核酸
は、モザイク要素（ＭＥ）を含む２つのトランスポゾン要素を含み、該ＭＥの１つは3'末
端においてジデオキシ基でブロックされている、例示的な実施形態を描く。一部の実施形
態では、トランスポゾン核酸は、２つのトランスポゾン要素の間に切断可能なリンカーを
含む。トランスポゾン核酸は切断することが可能であり、トランスポゾン核酸の非ブロッ
ク化断片は、ニック入り標的核酸鎖のニック部位に付加することが可能である。
【０１４７】
　一部の実施形態では、修飾核酸を表面上に捕捉する。一部の実施形態では、表面は複数
の捕捉プローブを含む。一部の実施形態では、捕捉プローブは核酸を含む。一部の実施形
態では、捕捉プローブは修飾核酸に特異的にハイブリダイズする。一部の実施形態では、
捕捉プローブは修飾核酸の親和性部に結合する親和性部を含む。一部の実施形態では、捕
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捉核酸を、例えばブリッジ増幅により増幅する。一部の実施形態では、捕捉核酸を表面上
でシーケンシングする。
【０１４８】
　本明細書で提供する方法および組成物の一部の実施形態には、バーコードを含むシーケ
ンシングライブラリを調製することも含む。一部の実施形態には、このようなライブラリ
をシーケンシングすることも含む。一部の実施形態では、バーコードは、シーケンシング
した標的核酸断片のアライメントで有用なランドマークを提供する。一部の実施形態では
、片側転移およびライゲーションにより、トランスポゾン核酸を標的核酸の単一鎖に挿入
する。修飾標的核酸を増幅し、断片をシーケンシングする。重複する断片は共通の挿入を
含み得、これは、標的核酸配列の表現を生成するための、シーケンシングした断片のアラ
イメントにおいて有用である。図５には、異なるバーコードを含むトランスポソーム集合
を標的核酸に接触させ、トランスポゾン核酸をニック部位の一方の側に付加し、付加され
ていないもう一方のトランスポゾン核酸末端をライゲーションによりニック部位のもう一
方の側に付加し、修飾標的核酸を全ゲノム増幅（ＷＧＡ）により増幅する、例示的な実施
形態を描く。
【０１４９】
　一部の実施形態では、片側トランスポザーゼ活性を有するトランスポソームの集合を、
標的核酸に接触させる。トランスポソームは、標的核酸の鎖に挿入されるトランスポゾン
核酸を含む。このような実施形態で有用なトランスポソームを本明細書に記載する。一部
の実施形態では、標的核酸をトランスポソームに接触させ、その結果、複数の部位で標的
核酸にニックを入れ、ニック入り鎖のニック部位の一方の側に単一トランスポゾン核酸を
付加し、ニック入り鎖のニック部位のもう一方の側に付加した単一トランスポゾン核酸を
ライゲーションすることにより、トランスポゾン核酸を二本鎖標的核酸の単一鎖に挿入す
る。一部の実施形態では、リガーゼとして非相同末端接合リガーゼが挙げられる。一部の
実施形態では、リガーゼとしてリガーゼＩＶが挙げられる。一部の実施形態では、修飾核
酸を増幅する。一部の実施形態では、修飾核酸を表面上に捕捉する。一部の実施形態では
、修飾核酸をシーケンシングする。一部の実施形態では、修飾核酸の配列を、重複配列で
共通するバーコードの存在に従ってアライメントを行う。一部の実施形態には、本明細書
で提供する方法により調製した、バーコードを含むシーケンシングライブラリを含む。
【０１５０】
ハプロタイプ情報の取得
　ゲノムＤＮＡなどの標的核酸は複数のハプロタイプを含み得る。例えば、ヒトゲノムＤ
ＮＡは２セットのＤＮＡ分子を含み、各セットは母系配列と父系配列の異なる組み合わせ
を有する。本明細書で提供する一部の実施形態は、単一の核酸分子の断片またはそのコピ
ーから配列情報を得るのに有用である。
【０１５１】
　一部の実施形態では、基材上のある断片の物理的な近接度は維持される。一部の実施形
態では、線形標的核酸の配列において互いの近接度がより高い断片配列は、線形標的核酸
の配列において互いの近接度がより低い断片配列と比較し、表面上での互いの物理的近接
度はより高い。ある断片の物理的近接度は種々の方法により保持することが可能である。
【０１５２】
　一部の実施形態では、片側転移は標的核酸を断片化しない。一部の実施形態では、片側
トランスポザーゼ活性を有するトランスポソームに標的核酸を接触させて、修飾核酸を得
ることが可能である。一部の実施形態では、修飾核酸を表面に接触させることが可能であ
る。一部の実施形態では、トランスポゾン核酸はアンカータグを含み、その結果、捕捉プ
ローブを含む表面上に修飾配列を捕捉することが可能である。一部の実施形態では、修飾
核酸を表面との接触中に断片化することが可能である。一部の実施形態では、修飾核酸を
表面に近い位置で断片化することが可能である。一部の実施形態では、修飾核酸を表面上
でシーケンシングすることが可能である。
【０１５３】
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　一部の実施形態では、ハプロタイプ情報を得る方法には、表面上の近接位置について求
めた相補的な配列を比較して配列エラーを特定するステップが含まれる。一部の実施形態
では、表面上の任意の２つの断片種の相対近接度は、２つの断片から得られる配列情報の
アライメントに有用な情報を提供し得る。具体的には、表面上の任意の２つの所定断片に
由来するクラスタ間の距離は、国際公開第２０１２／０２５２５０（これはその全体が参
照により本明細書に組み込まれる）でより詳細に記載されるように、該２つのクラスタが
同一の標的ポリヌクレオチド分子に由来する可能性と正の相関を持ち得る。
【０１５４】
　例として、一部の実施形態では、フローセルの表面上に捕捉した長い核酸分子に由来す
る断片は、フローセルの表面全体に一列になって（例えば、断片化または増幅の前に核酸
を引き延ばした場合）、または表面上で塊になって発生する。さらに、その後、固定化核
酸の物理地図を生成することが可能である。従って物理地図は、固定化核酸を増幅した後
のクラスタの物理的関係と相関を持つ。具体的には、国際公開第２０１２／０２５２５０
号の組み込まれた資料に記載されているように、物理地図を用いて、任意の２つのクラス
タから得た配列データが関連している可能性を計算する。
【０１５５】
　一部の実施形態では、表面を撮像して表面全体の固定化核酸分子の位置を確定すること
により物理地図を生成する。一部の実施形態では、造影剤を固定支持体に加えて、造影剤
からのシグナルを検出することにより固定化核酸を撮像する。一部の実施形態では、造影
剤は検出可能な標識である。適切な検出可能標識としては、プロトン、ハプテン、放射性
核種、酵素、蛍光標識、化学発光標識、および/または発色剤が挙げられるが、これらに
限定されない。例えば、一部の実施形態では、造影剤はインターカレーティング色素また
は非インターカレーティングＤＮＡ結合剤である。限定されることはないが、米国特許出
願公開第２０１２／０２８２６１７号明細書（これはその全体が参照により本明細書に組
み込まれる）に記載されているものなど、当技術分野で既知である任意の適切なインター
カレーティング色素または非インターカレーティングＤＮＡ結合剤を用いることが可能で
ある。
【０１５６】
　ある実施形態では、複数の修飾核酸分子を複数のナノチャネルを含むフローセルに流す
。本明細書で用いる場合、ナノチャネルという用語は、長い線形核酸分子を引き延ばす細
いチャネルを意味する。一部の実施形態では、鎖の数は、1、2、3、4、5、6、7、8、9、1
0、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、30、40、50、60、70、80、90、100、200
、300、400、500、600、700、800、900、もしくは1000以下の、各ナノチャネルに沿って
引き延ばした長い個別の核酸鎖か、または、前記値のうち任意の２つにより定義された範
囲である。一部の実施形態では、個々のナノチャネルは、長い個別の標的核酸鎖が多数の
ナノチャネルと相互作用しないようにする物理的バリアにより分離する。一部の実施形態
では、固体支持体は少なくとも、10、50、100、200、500、1000、3000、5000、10000、30
000、50000、80000、または100000のナノチャネル、または前記値のうち任意の２つによ
り定義される範囲を含む。
【０１５７】
　一部の実施形態では、いったん修飾核酸をチャネルに沿って引き延ばしたら、該核酸を
切断する。オプションとして、結果として生じる断片を増幅してチャネルの表面に沿って
クラスタを形成することが可能である。その後、例えば、これらのチャネルの１つの長さ
に沿ってクラスタを辿ることにより近接マッピングを実行することが可能である。例とし
て、マッピングされた固定化断片化産物を中に有する1000以上のナノチャネルを備えたフ
ローセルを用いて、「位置決めされた」短いリードを用いて生物のゲノムをシーケンシン
グすることが可能である。一部の実施形態では、ナノチャネル内のマッピングされた固定
化断片化産物を用いてハプロタイプを分析することが可能である。一部の実施形態では、
ナノチャネル内のマッピングされた固定化断片化産物を用いて、フェージング問題を解決
することが可能である。
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【０１５８】
　一部の実施形態では、片側転移を用いて、人工ＤＮＡをｇＤＮＡに挿入する。一部の実
施形態では、人工ＤＮＡをゲノムＤＮＡ（または他の核酸）の反復領域に挿入して反復領
域をユニークなものにする。反復領域を、例えば上記のようなシーケンシング技法により
分析して、反復の数を数えるか、または、反復領域と関連するゲノムＤＮＡの他の配列の
位置を確認することが可能である。別の例では、片側転移により挿入した人工ＤＮＡは、
二本鎖核酸の上下鎖を異ならせる。従って、挿入法の産物は、例えば上記のようなシーケ
ンシング技法により分析して、一方の鎖をもう一方と識別することが可能である。これは
さらに、ゲノムＤＮＡ（または他の二本鎖核酸）の復元において、上下鎖の単独アセンブ
リを可能にする。
【実施例】
【０１５９】
実施例１－ブロック化トランスポゾン核酸
　標的ＤＮＡを、トランスポソームなし（アンプリコン）、（１）トランスポザーゼと、
3'ビオチン基でブロックされたトランスポゾン核酸とを含むトランスポソーム（3'Ｂｉｏ
）、（２）トランスポザーゼと、3'スペーサ基でブロックされたトランスポゾン核酸とを
含むトランスポソーム（3'スペーサ）、または（３）トランスポザーゼと、非ブロック化
トランスポゾン核酸とを含むトランスポソーム（ＴＤＥ１）で処置した。図６には、ブロ
ック化トランスポゾン核酸を含むトランスポソーム（3'Ｂｉｏおよび3'スペーサ）では転
移が起きないという結果を描く。
【０１６０】
実施例２－ランドマーク挿入とアセンブリのモデル
　１２ｂｐのランダムな配列を含むランドマークを標的ＤＮＡに挿入した。ＤＮＡをシー
ケンシングし、配列断片をde novoアセンブリした。図７には、挿入物頻度が１００ｂｐ
である５００ｂｐリードおよび挿入物頻度が５０ｂｐである３００ｂｐリードの、名目カ
バレッジ深度と平均合成リード長のグラフを示す。６～７ｋｂが５０Ｘカバレッジでde n
ovoにアセンブリ可能であることが示された。
【０１６１】
実施例３－グリセロールありおよびなしでの片側転移
　標的ＤＮＡ（ｐＵＣ１９）をトランスポソームでインキュベーションし、ＤＮＡ産物を
１．２％ゲル上で分離させた。１０サンプルを実行した：最初の５サンプルはグリセロー
ルを含まず、次の５サンプルは６５％のグリセロールを含んだ。５サンプルの各セットを
、異なる濃度のトランスポソームの滴定としてセットアップした。トランスポソームはト
ランスポザーゼと非ブロック化トランスポゾン核酸とからなる（ＴＤＥ１）。着色したゲ
ルの写真を図９に示す。ゲルには、非カット（uncut）ｐＵＣ１９（ｐＵＣ１９のみ）、
線形化（linearized）ｐＵＣ１９（ＥｃｏＲＩ）、および一本鎖ニック入り（single str
and nicked）ｐＵＣ１９（Ｎｂ. Ｂｓｒ ＤＩ）という対照も搭載した。「グリセロール
なし」のサンプルを搭載したゲルのレーンで示されるように、ＴＤＥの濃度の増加は、片
側転移（つまり、ニック入り）産物と、両側転移（つまり、線形）産物の増加をもたらし
た。比較すると、６５％グリセロールの存在下で行った反応は、ＴＤＥ１の増加とともに
片側転移産物の量が増加することを示したが、ＴＤＥ１の濃度を増加させても両側転移産
物の増加はほとんどまたは全く見られなかった。
【０１６２】
実施例４－移動鎖のトランスポゾン核酸の長さの変更が転移を阻害する
　この例では、一ヌクレオチドの減算（ｎ－１）または一ヌクレオチドの追加（ｎ＋１）
によるトランスポゾンの移動鎖の長さの変更が、転移の効率を下げることを示す。
【０１６３】
　トランスポソームを3' ｎ－１および3' ｎ＋１のＭＥＴＳトランスポゾンで形成し、室
温で一晩、0、1%、5%、50%、90%、99%、または100%のＴＤＥ１にハイブリダイズした。結
果として生じたトランスポソームをその後、１ｋｂのアンプリコンとともに一晩室温で反
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応させ、続いてＳＤＳで処置し、その後、ＴＢＥゲル上で分離させた。図１０は、分子量
ラダーに沿った反応産物と、トランスポザーゼ酵素なしの対照サンプルとを搭載したＴＢ
Ｅゲルを示す。驚くべきことに、一晩インキュベーションしても、標的ＤＮＡの大部分は
まだ各サンプル中に存在し、ｎ－１およびｎ＋１のトランスポゾンが転移に対し阻害効果
を有することを示した。さらに、阻害効果は、ｎ－１およびｎ＋１のトランスポゾンのパ
ーセンテージの増加と相関した。
【０１６４】
　本明細書で用いる場合、「含んで（comprising）」という用語は、「含んで（includin
g）」、「含有して（containing）」、または「～を特徴とする（characterized by）」
と同義であり、包括的つまり非限定（open-ended）であり、追加の言及されていない要素
または方法ステップを除外しない。
【０１６５】
　上記記載は、本発明のいくつかの方法および物質を開示する。本発明は、方法および物
質の修飾、ならびに、組み立て方法および装置の変更を許す。このような修飾は、本明細
書で開示する発明のこの開示内容または実践についての考慮から、当業者には明白になろ
う。その結果として、本発明は本明細書で開示する特定の実施形態に限定されることを意
図するものではなく、本発明の真の範囲および趣旨内にある修飾および代替を全て包含す
ることを意図する。
【０１６６】
　本明細書で言及する全ての参考文献には、限定されるわけではないが、公開出願、非公
開出願、特許、および参考文献が含まれ、これらはその全体が参照により本明細書に組み
込まれ、それにより本明細書の一部とする。参照により組み込まれる刊行物および特許ま
たは特許出願が本明細書に含む開示内容と矛盾する限り、本明細書は任意のこのような矛
盾物に取って代わるおよび／または優先されることを意図する。

【図１】 【図２】
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【図５】 【図６】
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【図７】 【図８Ａ】

【図８Ｂ】 【図９】
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【図１０】 【図１１】

【図１２】 【図１３】
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【図１４】 【図１５】
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