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(57)【要約】
　本開示の実施形態は、生体試料のハプロタイプを決定
するための方法およびシステムを提供する。特定の実施
形態は、ゲノムの長距離ハプロタイプ決定方法を提供す
る。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　母系染色体と父系染色体との寄与が不均等な核酸試料の１つ以上の画分を用意する工程
と、核酸試料の前記１つ以上の画分中の２つ以上の目的配列間の不均衡を検出する工程と
、前記検出可能な不均衡に基づき前記核酸試料のハプロタイプを決定する工程とを含む、
核酸試料のハプロタイプの決定方法。
【請求項２】
　前記核酸試料はゲノムもしくはその断片に由来する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ゲノムは１つ以上の細胞に由来する、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記１つ以上の細胞は約１０～１００個の細胞である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記核酸試料は哺乳類に由来する、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記哺乳類はヒトである、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記母系および父系の染色体は、一塩基多型、コピー数多型、ゲノムの挿入およびゲノ
ムの欠失からなる群から選択される１つ以上の変異型配列を含む、請求項１に記載の方法
。
【請求項８】
　母系染色体と父系染色体との前記不均等な寄与は、１：１の比以外の染色体の比を含む
、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記ハプロタイプを蛍光によって決定する、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記ハプロタイプを核酸配列決定法によって決定する、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記ハプロタイプをマイクロアレイ上で行われる遺伝子型決定法によって決定する、請
求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記ハプロタイプを定量的ポリメラーゼ連鎖反応によって決定する、請求項１に記載の
方法。
【請求項１３】
　ハプロタイプ決定のための画分の調製方法であって、
　ａ）前記試料にとって自然な比の母系および父系の染色体成分を含む核酸試料を用意す
る工程と、
　ｂ）複数の画分を作成する工程であって、１つ以上の画分が非対称な比の母系および父
系の染色体成分を含み、前記非対称な比が前記個体にとって自然な比とは実質的に異なり
、それによりハプロタイプ決定のための画分を調製する工程と、
を含む方法。
【請求項１４】
　前記作成する工程は、母系および父系の染色体成分を複数の画分中の１つ以上の画分に
非対称に分配させる工程を含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記作成する工程は、前記複数の画分のうちの１つ以上の画分中の前記母系もしくは父
系の染色体成分の１種以上を示差的に分解することを含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　前記作成する工程は、前記複数の画分のうちの１つ以上の画分中の前記母系もしくは父
系の染色体成分の１つを示差的に増幅させる、請求項１３に記載の方法。
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【請求項１７】
　前記核酸試料は哺乳類に由来する、請求項１３に記載の方法。
【請求項１８】
　哺乳類はヒトである、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記核酸試料は複数の細胞に由来する、請求項１３に記載の方法。
【請求項２０】
　前記複数の細胞を中期で同期させる、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記複数の細胞は約５～約３００個の細胞である、請求項１９に記載の方法。
【請求項２２】
　前記複数の細胞は約１０～約１００個の細胞である、請求項１９に記載の方法。
【請求項２３】
　試料中の複数の目的配列のハプロタイプを決定する方法であって、
　請求項１３に記載の１つ以上の画分を用意する工程と、
　前記１つ以上の画分からライブラリーを作成する工程と、
　前記複数の目的配列の検出可能な信号を検出する工程と、
　前記検出可能な信号の差に基づいて前記複数の目的配列のハプロタイプを決定する工程
と、
を含む方法。
【請求項２４】
　前記２つ以上の目的配列は同じ染色体上にある、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記２つ以上の目的配列は、同じ染色体上の２つ以上の異なる遺伝子座に位置している
、請求項２３に記載の方法。
【請求項２６】
　同じ染色体上の前記２つ以上の異なる遺伝子座は、少なくとも１００００個のヌクレオ
チドだけ離れている、請求項２４に記載の方法。
【請求項２７】
　前記２つ以上の異なる遺伝子座は、同じ染色体上に位置しており、少なくとも１０００
００個のヌクレオチドだけ離れている、請求項２４に記載の方法。
【請求項２８】
　前記２つ以上の異なる遺伝子座は、同じ染色体上に位置しており、少なくとも１０００
０００００個のヌクレオチドだけ離れている、請求項２４に記載の方法。
【請求項２９】
　前記２つ以上の異なる遺伝子座は、同じ染色体上に位置しており、少なくとも２０００
０００００個のヌクレオチドだけ離れている、請求項２４に記載の方法。
【請求項３０】
　前記１つ以上の画分は個体生物に由来する、請求項２３に記載の方法。
【請求項３１】
　前記１つ以上の画分は哺乳類に由来する、請求項２３に記載の方法。
【請求項３２】
　前記１つ以上の画分はヒトに由来する、請求項２３に記載の方法。
【請求項３３】
　工程ｂ）の前に、母系と父系との染色体の比を測定する工程をさらに含む、請求項２３
に記載の方法。
【請求項３４】
　前記ハプロタイプを決定する前記工程は、画分の定量的ポリメラーゼ連鎖反応分析を含
む、請求項２３に記載の方法。
【請求項３５】
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　前記ハプロタイプを決定する前記工程は、画分のマイクロアレイ分析を含む、請求項２
３に記載の方法。
【請求項３６】
　前記ハプロタイプを決定する前記工程は、前記複数の目的配列のそれぞれについて配列
読み取り数の差を検出する工程と、同様な配列読み取り数を有する前記目的配列を組み合
わせる工程と、前記組み合わせた目的配列に基づいてハプロタイプを決定する工程とを含
む、請求項２３に記載の方法。
【請求項３７】
　前記検出可能な信号は蛍光である、請求項２３に記載の方法。
【請求項３８】
　前記検出可能な信号は蛍光である、請求項３６に記載の方法。
【請求項３９】
　前記２つ以上の目的配列は、対立遺伝子、一塩基多型、コピー数多型、ゲノムの挿入お
よびゲノムの欠失を含む群から選択される、請求項２３に記載の方法。
【請求項４０】
　前記検出する工程は核酸配列決定法を含む、請求項２３に記載の方法。
【請求項４１】
　前記検出する工程は、マイクロアレイ上で行われる遺伝子型決定法を含む、請求項２３
に記載の方法。
【請求項４２】
　前記検出する工程は、定量的ポリメラーゼ連鎖反応遺伝子型決定法を含む、請求項２３
に記載の方法。
【請求項４３】
　前記配列決定法は、前記複数の目的配列における総読み取り数のうちの前記複数の目的
配列の読み取り数の差を検出する、請求項４０に記載の方法。
【請求項４４】
　複数の読み取りを検出する工程は、前記複数の目的配列において生成された蛍光信号の
数を検出することを含む、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
　複数の遺伝子座における対立遺伝子の相を検出する方法であって、
　ａ）核酸分子の非対称な分配を行う工程であって、前記非対称な分配は複数の画分を含
み、前記個々の画分は前記対立遺伝子の複数のコピーを含み、かつ前記個々の画分は異な
る量の前記対立遺伝子を含むことを特徴とする工程と、
　ｂ）１つ以上の個々の画分中に存在する前記核酸分子の前記コピー中の前記対立遺伝子
を識別する工程と、
　ｃ）前記１つ以上の個々の画分中に存在する前記異なる量の前記対立遺伝子を評価する
工程と、
　ｄ）前記対立遺伝子を識別する工程および前記異なる量の前記対立遺伝子を評価する工
程から、複数の遺伝子座における前記対立遺伝子の相を決定する工程と、
を含む方法。
【請求項４６】
　前記評価する工程は、総読み取り数のうちの複数の遺伝子座における前記対立遺伝子の
蛍光配列決定読み取り数の差を検出することを含む、請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
　前記核酸分子は個体生物に由来する、請求項４５に記載の方法。
【請求項４８】
　前記異なる量を評価する工程は、前記複数の遺伝子座における対立遺伝子比を測定する
ことを含む、請求項４５に記載の方法。
【請求項４９】
　前記対立遺伝子を識別する工程は、前記複数の遺伝子座に存在する１つ以上のヌクレオ
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チドの同一性を決定することを含む、請求項４５に記載の方法。
【請求項５０】
　前記対立遺伝子を識別する工程は核酸配列決定法を含む、請求項４５に記載の方法。
【請求項５１】
　前記対立遺伝子を識別する工程は、マイクロアレイ上で行われる遺伝子型決定法を含む
、請求項４５に記載の方法。
【請求項５２】
　前記複数の遺伝子座は、同じ染色体上に位置しており、少なくとも１００００個のヌク
レオチドだけ離れている、請求項４５に記載の方法。
【請求項５３】
　前記複数の遺伝子座は、同じ染色体上に位置しており、少なくとも１０００００個のヌ
クレオチドだけ離れている、請求項４５に記載の方法。
【請求項５４】
　前記複数の遺伝子座は、同じ染色体上に位置しており、少なくとも１００００００００
個のヌクレオチドだけ離れている、請求項４５に記載の方法。
【請求項５５】
　前記複数の遺伝子座は、同じ染色体上に位置しており、少なくとも２００００００００
個のヌクレオチドだけ離れている、請求項４５に記載の方法。
【請求項５６】
　ハプロタイプを決定するための核酸画分であって、前記核酸画分は、非対称に分配され
た母系および父系の染色体成分を含み、前記非対称に分配された染色体成分は、母系対父
系の比が、前記個体の自然な前記比とは異なる非対称な比の染色体成分である核酸画分。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２０１１年２月２５日に出願された米国仮特許出願第６１／４４６，８９０
号および２０１１年６月２０日に出願された米国仮特許出願第６１／５０９，９６０号の
優先権を主張するものであり、それらの両開示内容全体が参照により本明細書に組み込ま
れる。
【背景技術】
【０００２】
　ヒトゲノム計画の取り組みにより、ヒトの遺伝暗号を幅広く知る機会が開かれた。ヒト
ゲノムをさらに解読するための研究が、例えば高処理配列決定法を用いて現在進行してい
る。ＨａｐＭａｐ（ハプロタイプマップ）計画は、特定の疾患に罹患していない人々とそ
の疾患に罹患している人々からのゲノム情報を比較して、疾患に繋がる遺伝的変異を発見
することを目的とした世界的規模の科学的取り組みである。特定の遺伝子の対立遺伝子す
なわちＤＮＡ配列の１つ以上の形態は、１つ以上の異なる遺伝的変異を含む可能性があり
、ハプロタイプ、すなわち特定の染色体上の異なる位置または遺伝子座にある対立遺伝子
の組み合わせを同定することが、ＨａｐＭａｐ計画の主眼である。２つの群が異なること
が同定されたハプロタイプは、疾患を引き起こす遺伝子異常の位置と相関している可能性
がある。従って、ＨａｐＭａｐの結果は、ヒトにおける遺伝的変異の一般的なパターンお
よびそれらの変異が疾患に相関している可能性を秘めているか否かを説明するのに役立つ
。
【０００３】
　これらの取り組みから得られる情報は、配列が不完全であったり、ギャップや時には誤
りがあったりすることもあるが、疾患や障害の裏にある遺伝的性質の解読を支援する有益
な手段を提供する。残念なことに、そのような大規模な配列決定を行うコストはまだ非常
に高く、単一染色体のハプロタイプ決定すなわち対立遺伝子もしくは標的配列の相の特定
などのより深い情報を提供するための技術は幻想である。ヒトゲノムからより多くの情報
を解読するためのさらなる手段および技術が必要である。



(6) JP 2014-507164 A 2014.3.27

10

20

30

40

50

【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　現在の遺伝子型決定法は、研究者に研究対象の遺伝子構造を提供することができる。し
かし、上記遺伝子型決定法は、ある染色体上でどの配列が互いに隣接または近接している
かを、別の染色体上で隣接または近接するものと対比して決定する好都合で測定可能な手
段に関して制限されている。図２は、研究対象の遺伝子型を決定することはできても、目
的配列（例えば、対立遺伝子、一塩基多型（ＳＮＰ）、コピー数多型（ＣＮＶ）、遺伝子
の挿入や欠失（ｉｎｄｅｌ）など）が、別の目的配列と同じ染色体上に位置しているか否
かを決定するのに十分な情報は得られないというジレンマを例示している。例えば、研究
対象からの試料中の染色体の混合集団（図２Ａ）について、データから例示的な遺伝子型
（図２Ｂ）を決定することは可能かもしれない。しかし、ヘテロ接合型対立遺伝子が、あ
る染色体上でどのように組み合わされているのかを決定（ハプロタイプ決定）するのに十
分な情報は得られない。例えば、親Ａ（Ｐａ）が対立遺伝子αおよびγ、親Ｂ（Ｐｂ）が
対立遺伝子α’およびγ’を提供しているか否か（図２Ｃ）、あるいはそれらが混合され
ているか否か（図２Ｄ）は不明である。目的配列が染色体上で互いに遠く離れて、遠位に
、あるいは長距離に位置している場合、どの目的配列が同じ染色体上に存在しているのか
を決定し、それにより染色体の長距離ハプロタイプを決定すること、すなわち対立遺伝子
の相を特定することはなおさらに難しい。
【０００５】
　本開示の実施形態は、染色体上の互いに対するそれらの位置（例えば、近位または遠位
）に関わらず、相が特定された対立遺伝子を決定するための新規な解決法を提供する。現
在のハプロタイプ決定の課題を解決することを目的とした実験中に、遺伝物質の不均衡す
なわち非対称な分配を行うことにより、研究対象の正確なハプロタイプ決定の問題に対す
る新規な解決法が得られることを発見した。不均衡な分配後に標的配列を任意に増幅する
ことが特に有用である。本発明は、特定の機序に限定されない。実際に、本発明を実施す
るのに、機序の理解は必要ではない。それにも関わらず、不均衡な材料の示差的増幅に部
分的に基づいて、増幅信号強度により染色体のハプロタイプを決定することを想定してい
る。例えば、異なる対立遺伝子の信号の比により、どちらが単一染色体上に認められるか
を決定し、それにより試料の相が特定されたハプロタイプを決定する。図３は、そのよう
な一実施形態を例示している。最初の試料分配時の不均衡（図３Ｂおよび図３Ｄに示すよ
うな不均衡）を利用し、示差的増幅により、α対立遺伝子がＰａのγ’対立遺伝子と同じ
相にある、すなわちそれと組み合わせられていること、およびα’がＰｂ上のγと同じ相
にあること（図３Ｅ）を示している。さらに、実施形態は、一倍体試料に限定されず、そ
れどころか、二倍体試料（例えば、対合染色体、ＤＮＡ挿入断片、ＹＡＣ、ＢＡＣ、コス
ミド、フォスミドなど）または一倍体試料（例えば、精子、卵子、全胞状奇胎などからの
遺伝的相補体）のどちらか一方を利用すると効果的である。
【０００６】
　本明細書に記載の方法を実施することによって得られるゲノム中の対立遺伝子の相の特
定から得られる情報は、一般的調査および発見努力ならびに、例えば、疾患検出、治療学
、および移植拒絶反応を減少させるためのＨＬＡ適合性におけるより高い信頼において有
用性が見出される。例えば、公知のハプロタイプを、ごく少ない例を挙げると、薬物代謝
、創薬、病状、癌、障害、移植拒絶反応リスクおよび個別の健康管理戦略と相関させるこ
とができる。実際に、個別の健康管理に関して、研究対象の個体のハプロタイプ、次いで
研究対象の特異的疾患との相関が分かると、治療の選択肢を具体的に設計して、その研究
対象の必要性に応じることができる。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本開示の一実施形態は、核酸試料中の２つ以上の目的配列間に検出可能な不均衡を含む
試料の画分を得て、前記検出可能な不均衡に基づき核酸試料のハプロタイプを決定するこ
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とによる、核酸試料のハプロタイプを決定する方法を含む。いくつかの実施形態では、核
酸試料は、ゲノムまたはその断片からのものであり、ここで、前記ゲノムは、１つ以上の
細胞、例えば約１～１００個の細胞に由来している。いくつかの実施形態では、核酸試料
は、哺乳類、好ましくはヒトに由来する。他の実施形態では、核酸試料は、非ヒト哺乳類
、植物またはウイルスに由来する。いくつかの実施形態では、核酸試料は、目的配列に野
生型配列を含み、他の実施形態では、核酸試料は、目的配列に変異型配列を含む。いくつ
かの実施形態では、目的配列は、ある目的配列に野生型配列を含み、別の目的配列に変異
型配列を含むか、あるいはそれらの組み合わせを含む。いくつかの実施形態では、変異型
配列は、一塩基多型、コピー数多型、ゲノムの挿入およびゲノムの欠失を含む群から選択
される。いくつかの実施形態では、試料中の２つ以上の目的配列間の検出可能な不均衡を
蛍光によって測定する。いくつかの実施形態では、試料中の２つ以上の目的配列間の検出
可能な不均衡を、核酸配列決定法、例えばマイクロアレイ上で行われる遺伝子型決定法、
または定量的ポリメラーゼ連鎖反応によって測定する。
【０００８】
　本開示の一実施形態は、染色体成分を含む核酸試料を用意し、かつ染色体成分を複数の
画分中に非対称に分配し、それによりハプロタイプ決定のための画分を調製することを含
む、ハプロタイプ決定のための画分の調製方法を含む。いくつかの実施形態では、染色体
成分の非対称な分配は、不均等な量の染色体成分を複数の画分の異なる画分まで送達する
ことを含む。いくつかの実施形態では、非対称に分配された染色体成分の比は、最初の細
胞集団中の染色体成分の比と同じではない。いくつかの実施形態では、染色体成分の非対
称な分配は、複数の画分の異なる画分中の染色体成分を示差的に分解することを含む。い
くつかの実施形態では、染色体成分の非対称な分配は、複数の画分の異なる画分中の染色
体成分を示差的に増幅させることを含む。いくつかの実施形態では、核酸試料は、哺乳類
、好ましくはヒトに由来する。他の実施形態では、核酸試料は、非ヒト哺乳類、植物また
はウイルスに由来する。いくつかの実施形態では、核酸試料は、複数の細胞、例えば約５
～３００個の細胞または約１０～１００個の細胞に由来する。いくつかの実施形態では、
複数の細胞は、中期で同期されているが、他の実施形態では、複数の細胞は、中期に同期
されていない。いくつかの実施形態では、染色体成分は、異なる遺伝子座に２つ以上の対
立遺伝子を含み、対立遺伝子は、１つ以上の目的配列をさらに含む。
【０００９】
　本開示の一実施形態は、画分中の染色体成分が非対称に分配されている画分を用意し、
画分からライブラリーを作成し、ライブラリー中の２つ以上の目的配列の検出可能な信号
を検出し、かつ検出可能な信号における前記差に基づいて２つ以上の目的配列の相を決定
することを含む、２つ以上の目的配列の相を決定する方法を含む。いくつかの実施形態で
は、検出可能な信号は、蛍光信号である。いくつかの実施形態では、２つ以上の目的配列
は、同じ染色体上にあり、さらに、同じ染色体上の２つ以上の異なる遺伝子座に位置して
いる。いくつかの実施形態では、同じ染色体上に位置する２つ以上の異なる遺伝子座は、
少なくとも１０，０００個、少なくとも１００，０００個、少なくとも１００，０００，
０００個、または少なくとも２００，０００，０００個のヌクレオチドだけ離れている。
いくつかの実施形態では、画分は、個体生物に由来する。いくつかの実施形態では、画分
は、哺乳類、例えばヒトに由来する。他の実施形態では、画分は、非ヒト哺乳類、植物ま
たはウイルスに由来する。いくつかの実施形態では、相の決定のための画分を用意する前
に、画分中の２つ以上の目的配列間の非対称性の程度を測定する。いくつかの実施形態で
は、非対称性の程度は、画分の定量的ポリメラーゼ連鎖反応分析を含む。いくつかの実施
形態では、非対称性の程度の測定は、画分のマイクロアレイ分析を含む。いくつかの実施
形態では、非対称性の程度の測定は、画分中の２つ以上の目的配列間の信号雑音比を測定
することを含む。いくつかの実施形態では、画分中の２つ以上の目的配列間の信号雑音比
は、他の画分中の信号雑音比よりも大きい。いくつかの実施形態では、信号雑音比を、蛍
光検出によって測定する。
【００１０】
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　本開示の一実施形態は、２つ以上の異なる遺伝子座に対立遺伝子を含む核酸分子の非対
称な分配を行う工程であって、非対称な分配は複数の画分を含み、個々の画分は、対立遺
伝子の複数のコピーを含み、かつ個々の画分は、異なる量の対立遺伝子を含むことを特徴
とする工程と、１つ以上の個々の画分中に存在する核酸分子のコピー中の対立遺伝子を識
別する工程と、１つ以上の個々の画分中に存在する異なる量の対立遺伝子を評価する工程
と、対立遺伝子を識別する工程および異なる量の対立遺伝子を評価する工程から、２つ以
上の異なる遺伝子座にある対立遺伝子の相を決定する工程とを含む、２つ以上の異なる遺
伝子座にある対立遺伝子の相を決定する方法を含む。いくつかの実施形態では、評価する
工程は、２つ以上の異なる遺伝子座にある対立遺伝子の総読み取り数のうちの２つ以上の
異なる遺伝子座にある対立遺伝子の蛍光配列決定読み取り数の差を検出することを含む。
いくつかの実施形態では、核酸分子の非対称な分配は、個体生物に由来する。いくつかの
実施形態では、異なる量の対立遺伝子を評価する工程は、２つ以上の異なる遺伝子座にお
ける対立遺伝子の比を測定することを含む。いくつかの実施形態では、異なる量を評価す
る工程は、２つ以上の異なる遺伝子座における対立遺伝子を計数することを含む。いくつ
かの実施形態では、対立遺伝子を識別する工程は、核酸配列決定法を含み、他の実施形態
では、対立遺伝子を識別する工程は、マイクロアレイ上で行われる遺伝子型決定法を含む
。特定の場合には、核酸配列決定法およびアレイ系遺伝子型決定法を使用することができ
る。いくつかの実施形態では、２つ以上の異なる遺伝子座は、同じ染色体上にあり、少な
くとも１０，０００個のヌクレオチドだけ離れている。いくつかの実施形態では、同じ染
色体上に位置する２つ以上の異なる遺伝子座は、少なくとも１００，０００個、少なくと
も１００，０００，０００個または少なくとも２００，０００，０００個のヌクレオチド
だけ離れている。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】母系および父系の染色体成分の不均衡な分配を含む遺伝物質のプールを生成する
ための実施形態を示す。
【図２】両親からの染色体の混合集団の例と、混合集団からハプロタイプを決定する際の
課題を示す。
【図３】例示的な染色体集団と、ハプロタイプの決定におけるそれらの使用を示す。
【図４】遺伝物質の不均衡な分配を含む、本明細書に記載の方法を実施するために利用可
能な例示的な遺伝子型決定情報を示す。
【図５】所与のアッセイから有用な情報を生成する確率（すなわち、測定可能な差の確率
）に対する例示的な充填率（充填される標的分子の期待数／アッセイウェルまたは位置×
１００）を示す。
【図６】２つの代表的な対立遺伝子、すなわち対立遺伝子Ａと対立遺伝子Ｂとを含む遺伝
物質を不均衡に分配させるための偏った増幅方法の実施形態を示す。
【図７】遺伝物質を不均衡に分配させるための鋳型の偏った分解方法の例を示す。
【図８】２つの代表的な対立遺伝子すなわち対立遺伝子Ａと対立遺伝子Ｂとを含む遺伝物
質を不均衡に分配させるための偏った分解方法の実施形態を示す。
【図９】正常な二倍体個体の蛍光生強度の例示的な散布図と、ヘテロ接合型ＳＮＰをそれ
らの一倍体成分に分解する本明細書に記載の方法の能力を示す。
【図１０】図９の二倍体試料から取り出した１２個の希釈した試料のうちの６個からの、
Ａ（Ｙ軸上）およびＢ（Ｘ軸上）を任意に付した２つの遺伝子座の蛍光生強度の一連の例
示的な散布図を示す。
【図１１】上のパネル内の細胞ＨＧ０１３７７（上）およびＮＡ１８５０７（下）に由来
する不均衡な遺伝物質のプールからの配列比較されるセグメント、および下のパネル内の
併合されたハプロタイプブロック（それぞれＨＧ０１３７７およびＮＡ２８５０７）を示
す。
【図１２】細胞ＮＡ１８５０６由来の正常な個体の全ヒトゲノムからの不均衡な遺伝物質
のプールからの配列比較されるセグメント（上のパネル）、および下のパネル内の併合さ
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れたハプロタイプブロックを示す。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　定義
　本明細書に使用されている「ハプロタイプ」という用語は、典型的には１つの単位とし
て継承され、かつ例えば転座イベント時に結びつけられた一倍体遺伝子型、すなわち染色
体上の異なる位置または遺伝子座に存在する対立遺伝子すなわちＤＮＡ配列の組み合わせ
もしくは集まりを指す。ハプロタイプは、個体特有の遺伝型を提供することができる。ハ
プロタイプは、所与の組の遺伝子座間に生じる組み換えイベント数に応じて、１つの遺伝
子座、いくつかの遺伝子座または染色体全体について決定することができる。対立遺伝子
すなわちＤＮＡ配列は、どんな特定の型にも限定されず、例えば、正常な遺伝子配列（す
なわち非変異形）または変異型遺伝子配列を含む。例えば、一塩基多型（ＳＮＰ）、短い
タンデム反復（ＳＴＲ）などは、変異型遺伝子配列とみなすことができる。「相が特定さ
れた対立遺伝子」という用語は、単一染色体上での特定の対立遺伝子の分配を指す。従っ
て、２つの対立遺伝子の「相」とは、対立遺伝子が単一染色体または２つの別個の染色体
（例えば、母系もしくは父系遺伝の染色体）上に位置しているか否かの特性評価または決
定を指すことができる。特に明記しない限り、「ハプロタイプ」および「相が特定された
対立遺伝子」は、同義であるものとみなす。
【００１３】
　本明細書に使用されている「単離された」、「精製された」または「精製すること」と
いう用語は、試料から成分（例えば、汚染物質）を除去した産物またはその行為を指す。
例えば、汚染性宿主細胞または他のタンパク質、塩、酵素、および核酸をその現在の環境
から単離するのに使用される緩衝液などの除去により、核酸を細胞残屑または単離試薬か
ら分離または単離する。
【００１４】
　本明細書に使用されている「試料」という用語は、生物学および化学の技術分野におけ
るその意味と一致するように使用されている。ある意味では、生体および環境試料などの
任意の提供源から得られた検体または培養物からの核酸を含むことが意図されている。生
体試料は、限定されるものではないが、ヒト、非ヒト霊長類、非ヒト動物（限定されるも
のではないが、齧歯類、ヒツジ類、ウシ類、反芻動物、ウサギ類、ブタ類、ヤギ類、ウマ
類、イヌ類、ネコ類、鳥類などの脊椎動物）などを含む動物から得られたものであっても
よい。生体試料としては、血液製剤、組織および細胞などの流体が挙げられるが、これら
に限定されない。さらに、生体試料は、限定されるものではないが農作植物、景観植物お
よび苗などの植物由来、すなわち単子葉もしくは双子葉植物、落葉性もしくは常緑性植物
、草本もしくは木本植物であってもよい。環境試料は、細菌、ウイルス、真菌由来などで
あってもよい。好ましい試料は、真核生物由来である。基本的に、相が特定された対立遺
伝子を決定するのに研究者にとって興味深い任意の生物体核酸試料源が本発明に受け入れ
られる。試料は、合成の核酸も含むことができる。増幅されたコピーまたは化学修飾種な
どの核酸の誘導体または産物も含まれる。
【００１５】
　本明細書に使用されている「核酸」という用語は、例えば、ヌクレオチドのポリマーす
なわちポリヌクレオチドであってもよい。この用語は、単一の分子または分子の集合体を
意味するように使用することができる。核酸は、一本鎖であっても二本鎖であってもよく
、コード領域および様々な調節要素の領域、非コード領域、染色体全体、部分的な染色体
、断片およびそれらの変異体を含んでもよい。
【００１６】
　本明細書に使用されている「非対称な」、「不均衡な」、「不均等な」または「偏った
」という用語は、同様の要素の分配に関して使用されている場合、特に明記しない限り同
義であるものとみなす。この用語は、異なる量の同様の要素が２つ以上の個々の画分で生
じるように、複数の画分、一定分量、サブセットなどにわたって分配される同様の要素、
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例えば染色体または染色体成分の集合体を指す。複数の画分中の２つ以上の個々の画分は
、同様の要素を有することができる。但し、複数の画分中の全ての画分が要素を有してい
る必要はなく、むしろ１つ以上の画分、一定分量、サブセットなどは、要素を全く有して
いない。個々の画分は、存在する要素に関して同種であってもよく、あるいは、複数の同
様の要素が１つ以上の異なる要素と共に存在するように、要素の異種の集合体が個々の画
分に存在していてもよい。同様の要素は、実質的に同様または同一であってもよい。例え
ば、同様の要素は、一般的な配列を有する染色体、一般的な配列を有する染色体の断片、
一般的な配列を有する染色体の少なくとも一部のコピー、または一般的な配列を有する他
の核酸分子であってもよい。試料を、その成分比が最初の集団の比と同じではない画分、
一定分量、サブセットなどに分けて、同様の要素の非対称もしくは不均衡な試料を調製す
ることができる。同様の要素の非対称な分配は、例えば、画分中に不均等分配、例えば、
０．５：１、１：１．５、１：２、１：３、２：３などの比の２つの親染色体の寄与が生
じる２つの親染色体の寄与の分配（例えば、一方が母系由来の染色体、もう一方が父系由
来の染色体）である。画分、一定分量、サブセットなどは、例えば、管、ウェル（例えば
、マイクロタイタープレート内のウェル）、マイクロアレイ内のフィーチャー（ｆｅａｔ
ｕｒｅ）、表面もしくは基板上のスポット、ビーズまたは粒子などであってもよい。
【００１７】
　試料中の非対称性、不均衡性または偏りは、相対的な特徴であってもよいこと、または
、相対的な方法で決定できることが理解されるであろう。例えば、試料は、試料が取り出
された個体、組織または細胞中に存在する染色体または染色体成分の量とは異なる染色体
または染色体成分の量によって特徴づけられる非対称性、不均衡性または偏りを染色体ま
たは染色体成分中に有することができる。従って、試料が取り出された個体、組織または
細胞が少なくとも１つの染色体または染色体成分の量に天然に生じる非対称性、不均衡性
または偏りを有することができ、当該試料を、少なくとも１つの染色体または染色体成分
の量に天然に生じない非対称性、不均衡性または偏りを有するように非対称にすることが
できることが理解されるであろう。
【００１８】
　本開示の実施形態は、生体試料のハプロタイプを決定するための方法およびシステムを
提供する。特定の実施形態は、ゲノムの長距離ハプロタイプの決定方法を提供する。ゲノ
ムのハプロタイプ決定の重要性は、例えば、個別の健康管理システムへの寄与およびその
駆動、ならびに臓器や組織の移植成功への寄与において、大きな意義を有する。
【００１９】
　従来の遺伝子型決定法（例えば、マイクロアレイ、配列決定、ＰＣＲなど）では、特に
、目的配列が染色体上で遠く離れている場合に、単一染色体のハプロタイプの決定におい
て困難に直面する。例えば、現在実施されているようなマイクロアレイおよびＰＣＲ分析
は、通常はハプロタイプ決定情報を提供せず、配列の存在の有無のみを提供する。キャピ
ラリー系配列分析方法などの現在実施されている第一世代の配列決定法は、システムに応
じて、近位、例えば１，０００ｂｐ以下の範囲内の目的配列を検出することができる。次
世代の配列決定（ＮＧＳ）法のスケーラビリティは、長距離ハプロタイプを決定すること
に関して、比較的短い配列決定読み取り断片（例えば、システムに応じて数百個の塩基対
）によって限定されているため、現在実施されている次世代の配列決定の読み取りは、そ
の間のいずれかの範囲である。本明細書に記載されている実施形態は、ゲノム中の隣接す
なわち近位および遠位すなわち長距離の対立遺伝子の相の特定を提供することにより、こ
れらの上に述べた技術によって残されているギャップを埋める。実際に、本明細書に記載
されている実施形態は、他に類を見ないほど長距離ハプロタイプを同定するのに適してい
る。本方法は、使用されている特定の技術で検出される核酸断片の長さよりも長い範囲を
有するハプロタイプを同定するのに特によく適している。例えば、本明細書に記載の方法
のＮＧＳ系の実施形態を使用して、用いられるＮＧＳ技術の読み取り長さよりも長い範囲
を有するハプロタイプを同定することができる。本明細書に記載の方法を実施して得られ
る相が特定された対立遺伝子から得られる情報は、例えば、疾患検出および個別の健康管
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理（ＰＨＣ）において有用性が見出される。例えば、個体のハプロタイプを、薬物代謝、
創薬、病状、癌、障害および移植拒絶反応リスクなどに相関させることができる。実際に
、個別の健康管理に関して、研究対象の相が特定されたハプロタイプ、次いで研究対象特
異的疾患との相関が分かると、治療の選択肢を具体的に設計して、その研究対象の必要性
に応じることができる。
【００２０】
　本明細書に記載されている実施形態は、ハプロタイプ決定のための他の方法と比較して
優れた代替となる。本開示は、例えば使用が容易で高処理用途に受け入れられる方法を提
供し、試料が一倍体であるか二倍体であるかに関わらず、また試料が目的の対立遺伝子に
ホモ接合型であるかヘテロ接合型であるかに関わらず、長距離の対立遺伝子の相を特定す
る能力を有する。
【００２１】
　ハプロタイプ決定のための遺伝物質のプールを生成するための実施形態が、図１に例示
されている。ゲノムまたは染色体の大部分に母系および父系の染色体成分の不均衡な分配
を有する遺伝物質のプールの生成方法の一実施形態は、遺伝物質の不均等分配（左の矢印
）を得るためにポアソン乱数を利用することを含む。例えば、正常なＤＮＡ試料は、母系
と父系の染色体比が１：１である。本明細書に開示されている方法を実施してその試料を
分画して、母系と父系の染色体の比（またはその逆）を、１：１以外、例えば、少なくと
も１：０．５、少なくとも１：２、少なくとも１：３、少なくとも１：４、少なくとも２
：１、少なくとも２：３などにすることにより染色体を不均衡に分配させることができる
。
【００２２】
　ポアソン乱数を利用して遺伝物質の不均等分配を得ることを含む本開示の実施形態が、
図２および図３に例示されている。遺伝子型決定用試料は、両親からの染色体の混合集団
で構成されていてもよい（図２Ａ）。この種の分析では、患者の遺伝子型を決定すること
はできるが（図２Ｂ）、ヘテロ接合型対立遺伝子が染色体上でどのように組み合わせられ
ているのかは分からない。この例では、親Ａが遺伝子αおよびγにおいてどちらにも例示
的な（－）対立遺伝子を提供しているか否か、親Ｂが例示的な（＋）対立遺伝子を提供し
ているか否か（図２Ｃ）、あるいはそれらが混合されているか否か（図２Ｄ）は分からな
い。ハプロタイプを決定する１つの方法は、各染色体をそれ自体の区画内に単離すること
を含み（図３Ｄ）、それを別個の試料として取り扱う。このように、区画中には各遺伝子
の１つのコピーしか存在しないため、各試料は全ての対立遺伝子においてホモ接合型にな
る。しかし、この方法の欠点は、多くの空のアッセイウェルが存在すること（図３Ｃ）（
但し、空のウェルは、陰性アッセイ対照として利用するのに有利になり得る）と、単一染
色体を含むウェルからの信号が非常に低くなり得ることである。本明細書に記載の方法は
、アッセイウェルまたは区画などの画分中に、より高濃度でこれらの画分全体に非対称に
分配させた染色体試料を提供する。各親からの不均等な数の染色体（または、染色体に由
来する配列を有する核酸分子）が存在する限り（図３Ｂ）、例えば、等しい数の親の染色
体を示す図３Ａとは対照的に、より大きな数を有する染色体からの対立遺伝子は、より高
い検出信号（例えば、蛍光、発光など）を示すことができ、それにより、互いに関連づけ
て、異なる染色体のハプロタイプを決定することができる（図３Ｅ）。
【００２３】
　本開示の特定の方法を実施することに関する推定される改良により、既存の技術と比較
して、充填密度を２～３倍増加させ、かつ所与のアッセイから使用可能な総データを５～
６倍増加させることができると想定される（図４および図５）。例えば、図４Ａは、染色
体がアッセイにおいて単一分子レベルまで希釈されている標準的な希釈アッセイから入手
可能な遺伝子型決定情報の程度を示している。１つの染色体が存在しているそれらのアッ
セイウェルのみで、有用なデータ、例えばＰａ＝１、Ｐｂ＝０またはその逆が得られる。
逆に言えば、例えば、２つの異なる対立遺伝子間の検出差が測定閾値シータ（θ）よりも
大きい限り、体積当たりで任意の数の染色体を使用することができるため、有用な情報量
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の大きな増加は、本明細書に記載の方法の実施形態を実施することにより得られる（図４
Ｂ）。
【００２４】
　本開示の方法の実施形態を実施することにより、充填密度がより大きくなり、かつ所与
の数の画分に対して体積または画分当たりでより高い確率のデータを生成することができ
るため、ハプローム（すなわち一倍体ゲノム）のカバー率は、０～１倍希釈法などの他の
方法を実施する場合と比較すると、より高い（図５）。例えば、０または１倍希釈の場合
（例えば、図５Ａに例示されているような例）の最大値は、使用可能なデータを生成する
アッセイウェルの３６％のみを用いて、２４％の充填において認めることができる。ある
いは、図５Ｂは、本明細書に開示されている非対称充填方法により、使用可能なデータを
生成するアッセイウェルの７６％を用いて、最大１００％の充填を得ることができること
を示している。検出システムの分解能すなわち感度は、使用可能なデータを得るのに必要
なアッセイ画分数に影響を及ぼすと想定される。標的分子（すなわち、染色体成分）は、
全染色体、染色体の断片、ＢＡＣ、ＹＡＣ、ＭＡＣ、フォスミド、コスミドなどに存在す
るクローン化された染色体の挿入断片を含む。さらに、本開示の方法は、０～１倍希釈法
と比較した場合、より少ない画分でハプロームの等しいカバー率を潜在的に提供すること
ができる。
【００２５】
　一実施形態では、偏ったすなわち不均衡な増幅方法は、１組の相が特定された対立遺伝
子が、遺伝物質の不均衡分配を得るように想定された増幅された集団中で識別可能である
ように、異なる効率で対立遺伝子を増幅するためのプライマーおよび／または増幅条件を
含む（図１、真ん中の矢印）。偏ったすなわち不均衡なポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）
などの偏ったすなわち不均衡な増幅を使用して、例えば、対立遺伝子のうちの１つの増幅
を（部分的に）遮断することにより、２つの対立遺伝子の不均衡分配を得ることができる
。例えば、一実施形態は、Ｒｅｘら(2009, J. Virol.
Meth. 158:24-29)およびＳｅｎｅｓｃａｕら(2005, J. Clin. Micro.
43:3304-3308)（それらの両開示内容全体が参照により本明細書に組み込まれる）に記載
されているようなブロッキングプローブの使用を含む。例えば、ブロッキングプローブは
、対立遺伝子のうちの１つに相補的であってもよく（図６Ａ、上の反応：Ａヌクレオチド
を跨ぐように示されているブロッキングプローブ）、ＰＣＲの伸長温度に適合するＴｍを
有し、ＤＮＡポリメラーゼによるその伸長を防止する３’ブロッキング基を有する。ＤＮ
Ａポリメラーゼ（例えば、非鎖置換型）がプローブに出会うと、鎖伸長は停止し、最終Ｐ
ＣＲ産物混合物中の１つの対立遺伝子の発現は減少する。逆に言えば、他の対立遺伝子の
鎖伸長は、ブロッキングプローブの存在により妨害されないため、最終ＰＣＲ産物混合物
中にその対立遺伝子の正常な発現が生じ、それにより、ＰＣＲ産物混合物中に１つの対立
遺伝子の偏った発現が生じる（図６Ａ、対立遺伝子Ａよりも多い対立遺伝子Ｂ）。
【００２６】
　別の実施形態では、偏ったすなわち不均衡な増幅方法は、遺伝物質の不均衡なプールを
生成するために、増幅反応において耐熱性のＭｕｔＳタンパク質と、対立遺伝子特異的プ
ローブ、例えば対立遺伝子特異的ブロッキングプローブとを含む（図６Ｂ）。ＭｕｔＳは
、Ｍｇ２＋の存在下でヘテロ二本鎖ＤＮＡに強く結合するＤＮＡミスマッチ結合タンパク
質である（Lishanski et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. 91:2674-2678;
Stanislawska-Sachadyn and Sachadyn, 2005, Acta Biochim. Pol. 52:575-583、その両
開示内容全体が参照により本明細書に組み込まれる）。例えば、１つの対立遺伝子に相補
体である対立遺伝子特異的ブロッキングプローブを、２つの対立遺伝子鋳型を用いてホモ
二本鎖ＤＮＡおよびヘテロ二本鎖ＤＮＡの両方を形成する鋳型ＤＮＡ分子にアニールする
ことができる。ＭｕｔＳは、非相補的対立遺伝子と対をなしているブロッキングプローブ
に選択的に結合することができる（図６Ｂの上の反応：Ｂ対立遺伝子上に示されているヘ
テロ二本鎖形成と、下の反応において円で示されているＭｕｔＳ結合）。鎖置換型ＤＮＡ
ポリメラーゼ（例えば、ｐｈｉ２９ＤＮＡポリメラーゼ、ＢｓｔＤＮＡポリメラーゼ大型



(13) JP 2014-507164 A 2014.3.27

10

20

30

40

50

断片、Ｖｅｎｔ（登録商標）（エキソ－）ＤＮＡポリメラーゼ、Deep Vent（登録商標）
（エキソ－）ＤＮＡポリメラーゼ、９ｏＮｍＤＮＡポリメラーゼなど）を用いて、Ｍｕｔ
Ｓによって結合されていないプローブを除去して（例えば、抗ＭｕｔＳを用いた陰性抗体
選択により）、完全にマッチする鋳型分子の鎖伸長を可能にするが、ＭｕｔＳ複合プロー
ブは、適所に留まっているため、ミスマッチな鋳型分子の鎖伸長は停止し、それにより、
最終産生混合物中に対立遺伝子の不均衡な発現が生じる（図６Ｂ、対立遺伝子Ｂよりも多
い対立遺伝子Ａ）。
【００２７】
　別の実施形態における偏ったすなわち不均衡な増幅方法が、図６Ｃによって例示されて
いる。図６Ｃ（上の組の対立遺伝子）では、短いプローブは、遺伝子座の片側とハイブリ
ッド形成することができる。特異的対立遺伝子にマッチするそれらのプローブでは、プロ
ーブの伸長およびライゲーションを生じさせることができる。但し、プローブおよび対立
遺伝子が非相同的である場合、プローブの伸長およびライゲーションは全く生じないか最
小である（上の組の２つ目の対立遺伝子）。伸長およびライゲーション後に、伸長および
ライゲーションされたそれらのプローブは鋳型とハイブリッド形成したままであるが、伸
長されていない短いプローブは鋳型から解放されるように、温度を上昇させることができ
る（３つ目の組の対立遺伝子）。ハイブリッド形成および伸長されたプローブは、鋳型と
架橋し、それによりＰＣＲ増幅を遮断し、その結果、対立遺伝子の一方が他方よりも多く
なる（この場合、対立遺伝子Ａよりも多い対立遺伝子Ｂ）。
【００２８】
　別の実施形態における偏ったすなわち不均衡な増幅方法が、図６Ｄによって例示されて
いる。図６Ｄは、対立遺伝子特異的ＰＣＲの使用を示しており、そこでは、プライマーの
１つが、その３’末端で、多型部位（すなわち、ＳＮＰまたは他の多型の位置）の近くで
アニールする。ミスマッチなプライマーは複製を開始しないが、マッチするプライマーは
それ自体が複製することができるため、一方の対立遺伝子が他方の対立遺伝子よりも多く
なる（図６Ｄ、対立遺伝子Ｂよりも多い対立遺伝子Ａ）（Ｎｅｗｔｏｎ,　１９８９,　Ｎ
ｕｃｌ.　Ａｃｉｄ.　Ｒｅｓ.　１７:２５０３-２５１６、その開示内容全体が参照によ
り本明細書に組み込まれる）。
【００２９】
　一実施形態では、遺伝物質の不均衡分配を得る工程は、対立遺伝子の偏った分解を含む
（図１、右の矢印）。例えば、１つの対立遺伝子のみ（例えば、未消化の対立遺伝子）が
増幅し、従って、増幅された鎖上の全ての対立遺伝子が同じ相を共有するように、プライ
マー間の２つの遺伝子座（例えば、ＡＴＡＣＣおよびＴＴＧＴＣを含む例示的な遺伝子座
）上の対立遺伝子特異的位置で鋳型を消化することができる（図７）。試料をいくつかの
別個の画分（Ａ、ＢおよびＣ）に分割することができる。いくつかの遺伝子座は、対立遺
伝子標的（ＡおよびＧ）においてヘテロ接合型であり（図７Ａ）、ここでは、分解後に生
じる集団は、単一の一倍体成分（この例では、遺伝子座ＴＴＧＴＣおよび対立遺伝子Ｇ）
を過剰発現しているため、例えば、別個の反応物のインデックス付けおよび配列決定後に
領域内の全ての対立遺伝子の相を特定することができる。いくつかの遺伝子座は、対立遺
伝子標的（対立遺伝子Ｔ）においてホモ接合型であり（例えば、図７Ｂおよび図７Ｃ）、
２つの一倍体染色体の寄与間で等しく増幅された集団が生成されるか（図７Ｂ）、あるい
は増幅が僅かに生じるか全く生じない（図７Ｃ、対立遺伝子Ｃ）。
【００３０】
　図８は、偏った分解方法のいくつかの例示的な実施形態を示す。図６Ｂの例示的な修正
形態として、図８Ａは、完全にマッチする二本鎖分子を、例えば二本鎖特異的核酸分解酵
素ＤＳＮで選択的に破壊することができるが、ＭｕｔＳに結合したミスマッチな二本鎖は
切断から保護されていることを示す。図８Ａは、耐熱性ＭｕｔＳタンパク質（円）、対立
遺伝子特異的プローブ、および二本鎖特異的核酸分解酵素（はさみ）の使用を示し、ここ
では、二本鎖特異的核酸分解酵素は、対立遺伝子Ａよりも多い対立遺伝子Ｂの偏った増幅
のためにホモ二本鎖ＤＮＡを切断することができる。
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【００３１】
　別の実施形態では、偏った分解方法は、単一ヌクレオチドのミスマッチのための強力な
標的部位選択性を有するファージＭｕトランスポゾン（Yanagihara and Mizuuchi, 2002,
 Proc. Natl. Acad. Sci. 99:11317-11321、その開示内容全体が参照により本明細書に組
み込まれる）と、対立遺伝子特異的プローブとを含む。Ｍｕは、それ自体がミスマッチを
有するヘテロ二本鎖ＤＮＡ内に選択的に挿入することができるため、ライブラリー調製手
順（図８Ｂ、円で示されているＭｕトランスポゾン）におけるその使用により、例えばミ
スマッチ対立遺伝子の鋳型分子を断片化するように機能することができるが、完全にマッ
チする対立遺伝子の鋳型分子は無傷なままであり、ＰＣＲ増幅における鋳型として機能す
るため、ハプロタイプ決定のための偏ったすなわち不均衡な遺伝子プール（図８Ｂ、対立
遺伝子Ｂよりも多い対立遺伝子Ａ）が生成される。
【００３２】
　別の実施形態では、偏ったすなわち不均衡な増幅方法が、図８Ｂの修正形態である図８
Ｃによって例示されている。図８Ｃには、ビオチン化された対立遺伝子特異的プローブ（
Ｂで示す）が鋳型ＤＮＡとハイブリッド形成することが示されている。ストレプトアビジ
ントランスポゾン融合タンパク（例えば、円で示されているEpicentre
Biotechnologies社製Nextera DNA試料調製キットに例示されているＭｕトランスポゾン）
を、ストレプトアビジン－ビオチン相互作用による二本鎖ハイブリッド形成部位に補充す
ることにより、完全にマッチする対立遺伝子の断片化を生じさせ、かつ一方の対立遺伝子
を他方の対立遺伝子よりも多くすることができる（図８Ｃ、対立遺伝子Ａよりも多い対立
遺伝子Ｂ）。
【００３３】
　別の実施形態では、偏った分解方法は、図８Ｄに示すように、制限酵素を含むことがで
きる。例えば、単位複製配列対当たり約１つの制限部位が存在するように（例えば、公知
のヘテロ接合型遺伝子座を標的とすることにより、あるいは単位複製配列長さに基づく統
計により）、１種以上の制限酵素を選択してもよい。増幅が不可能になるように、標的部
位を含む単位複製配列を分解する（すなわち、円で示されている制限酵素によって制限す
る）ことができる。未消化の対立遺伝子を選択的に増幅して、ハプロタイプ決定のための
対立遺伝子の不均等な発現を生じさせることができる（図８Ｄ、対立遺伝子Ｂよりも多い
対立遺伝子Ａ）。
【００３４】
　本開示は、ゲノムのハプロタイプの決定方法を提供する。一実施形態では、本開示の方
法により、研究対象からの二倍体もしくは一倍体ゲノム試料からの遺伝物質（すなわち染
色体成分）の不均衡分配を得る。標準的な方法（例えば、マイクロアレイ、配列決定、Ｐ
ＣＲ、ゲル系など）を用いた不均衡な遺伝物質の遺伝子型決定により、長距離ハプロタイ
プ決定のために、広いゲノム領域にわたるハプロタイプの決定が可能となる。例えば、ハ
プロタイプ決定のために遺伝物質を非対称すなわち不均衡に分配するために本明細書に記
載の方法を利用する場合、特定のゲノム領域内の１組の目的の標的配列が、別の組の対立
遺伝子よりも、増幅信号強度（例えば、マイクロアレイによる）が３倍高いか読み取り断
片（配列決定）が３倍多ければ、２つのそれぞれの組は、２つの異なるハプロタイプに対
応すると推定される。不均衡な遺伝物質プール中の各目的の標的配列の相対的な量を測定
したら、正常な二倍体ゲノムまたはプールされている正常なゲノムから測定した量と比較
し、それにより試験試料中の異常を決定する。
【００３５】
　本開示は、ハプロタイプ決定のために、試料の不均等な、不均衡な、偏ったまたは非対
称な分配を含む方法を提供する。不均等分配は、例えば、希釈、非対称ＰＣＲ、標的化分
解などによるものであってもよい。特に、本明細書に記載されている実施形態は、基板（
例えば、プレート内のウェル、スライド上の領域、複数の毛細管、フレキシブルテープの
中／上のウェルなど）上のアッセイ位置などの画分間に不均一に分配される研究対象から
の遺伝物質を提供する。特定の実施形態では、試料の遺伝物質の不均一な分配は、基板上
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の１つ以上のアッセイ位置に位置する染色体の不均等分配を表している。いくつかのアッ
セイ位置は遺伝物質を全く含んでおらず、これらの位置は、図３Ｃに例示されているよう
にアッセイ内で陰性対照としての有用性が見出されるものと想定される。基板としては、
シリカまたは高密度プラスチックスライドおよびチップなどのマイクロアレイ基板、９６
、３８４、１５３６ウェルアッセイプレートなどのプレート、例えばＰＣＲによる流れの
ために使用されるような毛細管、フレキシブルな高処理アッセイストリップ（例えば、Do
uglas Scientific社製Array Tape（商標））、ビーズ、ナノ粒子などが挙げられるが、こ
れらに限定されない。本明細書に記載の方法は、その上または中でアッセイが行われる基
板によって限定されない。
【００３６】
　本明細書に記載の方法の特定の実施形態を使用して、例えば、染色体上で互いに対して
近位および遠位にある目的配列のハプロタイプを決定することができる。目的配列は、ど
んな特定の距離でも離れておらず、例えば、目的配列が、染色体上で互いに対して隣接す
るか近位にあってもよいことが想定されている。逆に、目的配列が、染色体上で互いから
遠位に離れている、すなわち長距離にあることが想定されている。実際に、本明細書に記
載されている実施形態を実施することは、長距離ハプロタイプを決定する際に特に有益で
あり得る。目的配列間の距離は、本方法を限定するものではなく、例えば目的配列は、少
なくとも１００個、２００個、３００個、４００個、５００個、７５０個または少なくと
も１０００個の塩基対だけ離れていてもよい。但し、実施形態は、染色体上でかなり離間
されている、例えば、少なくとも１０，０００個、少なくとも１００，０００個、少なく
とも１，０００，０００個、少なくとも１０，０００，０００個、少なくとも１００，０
００，０００個、少なくとも１５０，０００，０００個、少なくとも２００，０００，０
００個、少なくとも２４７，０００，０００個以上の塩基対だけ離れている場合に、目的
配列のハプロタイプの決定のために特に有用性が見出される。従って、本明細書に記載さ
れている実施形態は、決定のための試料が一倍体であるか二倍体であるかに関わらず、個
体のゲノムの長距離ハプロタイプ決定に特に適した方法を提供することができる。
【００３７】
　本開示の実施形態では、ハプロタイプ、特に染色体上で遠位に位置する目的配列の決定
方法が提供される。いくつかの実施形態では、目的配列は、一塩基多型すなわちＳＮＰで
ある。いくつかの実施形態では、ＳＮＰは互いに隣接している、すなわち近位にあるが、
他の実施形態では、ＳＮＰは互いに遠位にある、すなわち長距離にある。いくつかの実施
形態では、目的配列は、ゲノム内の配列の挿入もしくは欠失すなわちｉｎｄｅｌである。
いくつかの実施形態では、目的配列は、ゲノムのコピー数多型すなわちＣＮＶである。他
の実施形態では、目的配列は、対立遺伝子すなわち染色体上の特定の位置に位置する遺伝
子または配列の他の形態である。いくつかの実施形態では、対立遺伝子は、野生型すなわ
ち正常型の認識されている配列であるが、他の実施形態では、対立遺伝子は、ＳＮＰ、Ｃ
ＮＶ、ｉｎｄｅｌなどの、野生型と比較されるような１種以上の突然変異を有していても
よい。
【００３８】
　そのような突然変異を同定して、癌および遺伝性疾患などの病状と直接相関させてもよ
い。突然変異した対立遺伝子は、研究者にとって特に興味深く、本開示の実施形態の実施
により、研究者が対立遺伝子の突然変異およびそれらのハプロタイプを研究することがで
きる有益な手段を提供することができる。ハプロタイプは、個体の二倍体ゲノムの遺伝子
構造を定義するのに有益である。ハプロタイプ決定情報により、限定されるものではない
が、薬物代謝、創薬、個別の健康管理戦略、移植成功のためのＨＬＡタイピング、集団遺
伝学、複合疾患の関連、遺伝人類学、疾患および癌の遺伝医学、癌や他の疾患における構
造変化、対立遺伝子特異的発現や対立遺伝子特異的メチル化パターンなどの修正形態、お
よび新規なゲノムアセンブリを含む科学的研究の多くの領域において、さらに深い理解が
得られ、かつさらに広い有用性が見出され得る。偏った増幅および偏った分解を含む実施
形態は、ハプロタイプ決定のための目的の対立遺伝子が小さなゲノム領域に由来する場合
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に、特に有利である。従って、数キロベースまたは１つ以上のゲノムの領域にわたるハプ
ロタイプ決定が望まれるＨＬＡ遺伝子型決定（例えば、ＨＬＡ－Ａ、ＨＬＡ－Ｂ、ＨＬＡ
－Ｃ、ＨＬＡ－ＤＲＢ１、ＨＬＡ－ＤＱＢ１、ＨＬＡ－ＤＱＡ１など）などの臨床用途は
、本明細書に開示されている方法の実施により多大な恩恵を受けるであろう。
【００３９】
　対立遺伝子を染色体に割り当てる能力（すなわち、ハプロタイプ決定）は、例えば、ゲ
ノム中の組み換えイベントに関する情報を提供することにより、臨床的関連性に関する情
報を提供することができるため、強力である。そのような情報は、疾患を引き起こす突然
変異の場所を突き止めるのに重要であり得、連鎖不平衡すなわちゲノム中の２つの多型の
存在間の関連性（疾患ゲノムと広範な疾患との関連研究の主要な特性）を決定するのに役
立つことができる。例えば、１つの多型（すなわちＳＮＰ）における遺伝子型を知ること
は、２つの多型間の関連性（すなわち連鎖不平衡）が高い場合に、別の多型（すなわちＳ
ＮＰ）の遺伝子型の予想に役立つことができる。それらのハプロタイプを決定することに
より、ヒトの白血球抗原（ＨＬＡ）により完全に適合させることが可能となれば、例えば
移植患者の臨床的予後を大きく改善するであろう（Crawford and Nickerson, 2004, Ann.
 Rev. Med. 56:303-320、その開示内容全体が参照により本明細書に組み込まれる）。例
えば、本明細書に開示されている方法を実施することにより、移植患者および臓器提供者
候補の遺伝子型を主要組織適合遺伝子複合体に沿った複数のマーカーで同定し、そのハプ
ロタイプを生成されたデータから決定することができる。そのような配列比較の例は、本
明細書に開示されている実施例に記載されている。そのような配列比較により、移植患者
と臓器提供者との非常に正確なＨＬＡ適合が得られ、その結果、そのように適合していな
い患者および臓器提供者よりも良好な移植結果が得られる。
【００４０】
　さらに、特定の遺伝子座における遺伝子型ではなくハプロタイプによって、疾患の重症
度を予測することができる疾患もある。それは、そのような正確なハプロタイプが、特定
の患者の疾患の重症度を決定する際に広範な有用性を有するだけでなく、異なる治療選択
肢は異なる病状および／または重症度レベルに相関し得ることから、その診断および／ま
たは予後診断に基づいて可能な治療選択肢を決定する際にも、臨床医に情報を提供するか
らである。例えば、特定の鎌型赤血球貧血β－グロビン遺伝子座のハプロタイプは、重症
度の低い鎌型赤血球貧血と相関されており、ＩＬ１０プロモーター領域のハプロタイプは
、細胞移植を受けた患者の移植片対宿主病および死亡の発生率の低さと関連づけられてい
る。従って、ゲノム試料のハプロタイプ決定を提供する本方法は、例えば、疾患の相関研
究、疾患診断および予後診療、ならびに治療計画の適用に大きな影響を有し得る。但し、
ハプロタイプ決定は、農業および他の園芸術、特に家畜や作物の育種においても非常に重
要であり、そこでは、疾患または有利な特性を、動物や植物における特定のハプロタイプ
と相関させることができる。
【００４１】
　本明細書に提供されている実施形態は、試料中の相が特定された対立遺伝子の決定方法
について記載している。典型的には、試料は核酸試料を含む。いくつかの実施形態では、
核酸試料は、研究対象からの体液、例えば、血液、痰、尿、髄液などに由来している。他
の実施形態では、生体試料は、研究対象からの固体、例えば、組織、生検、細胞剥離物(c
ell scraping)、細胞学試料または細胞試料などに由来している。一実施形態では、生体
試料は、精製された単一の染色体もしくはその断片、または、例えば、コスミド、フォス
ミド、プラスミド、酵母人工染色体（ＹＡＣ）、細菌人工染色体（ＢＡＣ）、哺乳類人工
染色体（ＭＡＣ）、植物クローニング系（例えば、アグロバクテリウム・ツメファシエン
スＴ－ＤＮＡクローニング系、バイナリーベクタークローニング系など）もしくはその断
片などの中のＤＮＡ挿入物である。好ましい実施形態では、生体試料は、１つ以上の細胞
中に存在する二倍体ＤＮＡ試料である。但し、本明細書に記載の方法の実施形態は、一倍
体試料（例えば、卵子、精子、胞状奇胎、および機械的に分離および／または単離された
染色体、その断片、クローン化されたＤＮＡ断片などに由来する核酸）も本明細書に記載
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の方法を実施するのに等しく受け入れられるため、二倍体試料に限定されない。
【００４２】
　一実施形態では、試料は、細胞試料または組織試料である。細胞試料または組織試料は
、例えば、分離された組織からの細胞、血液または他の体液からの細胞、細胞診標本から
の細胞、非ヒト動物からの細胞、植物からの細胞などの任意の提供源からのものであって
もよい。好ましい実施形態では、細胞は、哺乳類由来、好ましくはヒト由来である。但し
、本明細書に記載の方法は、細胞試料源に限定されない。いくつかの実施形態では、本明
細書に記載の方法を実施する際に使用されるゲノム材料は、複数の細胞に由来している。
いくつかの実施形態では、複数の細胞は、少なくとも２～１０００個の細胞、少なくとも
５～５００個の細胞、少なくとも１０～３００個の細胞、少なくとも１０～１００個の細
胞である。本明細書に記載の方法の実施は、特に反する明記がない限り、ウイルス学、免
疫学、微生物学、分子生物学および当該技術分野の範囲内の組み換えＤＮＡ技術の従来の
方法を用いることができる。そのような技術は、以下の文献に十分に説明されている。例
えば、１９９５,　Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ.,　Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　
ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ,　(３ｒｄ　ｅｄ.),　Ｗｉｌｅｙ　&　Ｓｏ
ｎｓ、２００１,　Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌｌ,　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｃｌｏｎｉｎｇ:　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　(３ｒｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ
)、１９８２,　Ｍａｎｉａｔｕｓ　ｅｔ　ａｌ.,　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ
:　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、ＤＮＡ　Ｃｌｏｎｉｎｇ:　Ａ　Ｐｒａｃ
ｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ,　ｖｏｌ.　Ｉ　&　ＩＩ　(Ｄ.　Ｇｌｏｖｅｒ,　ｅｄ.)
、１９８４,　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　(Ｎ.　Ｇａｉｔ,
　ｅｄ.)、１９８５,　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　(Ｂ.
　Ｈａｍｅｓ　&　Ｓ.　Ｈｉｇｇｉｎｓ,　ｅｄｓ.)、１９８６,　Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌ
ｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　(Ｒ.　Ｆｒｅｓｈｎｅｙ,　ｅｄ.)、１９８４,　Ｐｅｒｂａｌ,　
Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇを参
照されたい。ゲノム材料は、当該技術分野で知られている方法で採取することができ、本
明細書に記載の方法は、必ずしも、ゲノム材料の単離のためのどんな特定の方法にも限定
されない。当業者であれば、そのような単離のために、無数の市販および独自で考えた代
替方法が存在することを理解しているであろう。
【００４３】
　一実施形態では、ハプロタイプ決定のための試料は、研究対象によって提供される。研
究対象は、その実体からハプロタイプを決定することを望む研究者にとって興味深い任意
の生物学的実体であればよい。従って、試験のための試料は、必ずしも特定の研究対象に
限定されず、研究対象は、例えば動物または植物由来であってもよい。例えば、試料を提
供する研究対象は、動物、ヒトもしくは非ヒト、または植物、例えば経済的に妥当な作物
などであってもよい。好ましい実施形態では、研究対象はヒトである。他の好ましい実施
形態では、研究対象は経済的に妥当な動物またはその派生物である。他の実施形態では、
研究対象は、経済的に妥当な植物またはその派生物である。
【００４４】
　本開示の方法を実施して得られる非対称分配試料は、下流用途にも容易に適用される。
いくつかの実施形態では、配列決定装置またはハプロタイプ決定に関連する他の装置の前
に、試料に対して下流プロセスを行うことが想定されている。いくつかの実施形態では、
非対称分配試料の一定分量または画分を使用して、次世代の配列決定用のクラスター形成
のために、ＤＮＡライブラリーを調製する。例えば、Ｎｅｘｔｅｒａ（商標）ＤＮＡ試料
調製キット（Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ（登録商標）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社、ウィ
スコンシン州マディソン)、GL FLXチタンライブラリー調製キット（454 Life Sciences社
、コネティカット州ブランフォード）、ＳＯＬｉＤ（商標）ライブラリー調製キット（Ap
plied Biosystems（商標）Life Technologies社、カリフォルニア州カールズバッド）な
どに記載されている方法を行って、そのようなライブラリーを生成する。本明細書に記載
されている試料は通常、例えば多置換増幅（ＭＤＡ）法による配列決定またはマイクロア
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レイアッセイのためにさらに増幅する。ＭＤＡ後の配列決定のために、例えば、メイトペ
アライブラリー調製キット、ゲノムＤＮＡ試料調製キット、またはＴｒｕＳｅｑ（商標）
試料調製もしくはエクソーム濃縮キット（Ｉｌｌｕｍｉｎａ（登録商標）社、カリフォル
ニア州サンディエゴ）に記載されているようにＤＮＡライブラリーを作成して、増幅され
た試料ライブラリーを調製する。有用なクラスター増幅方法は、例えば、米国特許第５，
６４１，６５８号、米国特許出願公開第２００２／００５５１００号、米国特許第７，１
１５，４００号、米国特許出願公開第２００４／００９６８５３号、米国特許出願公開第
２００４／０００２０９０号、米国特許出願公開第２００７／０１２８６２４号、および
米国特許出願公開第２００８／０００９４２０号に記載されており、それらの各開示内容
全体が参照により本明細書に組み込まれる。表面における別の有用な核酸の増幅方法は、
例えば、Lizardi et al., Nat. Genet. 19:225-232 (1998)および米国特許出願公開第２
００７／００９９２０８号に記載されているようなローリングサークル増幅（ＲＣＡ）法
であり、それらの各開示内容全体が参照により本明細書に組み込まれる。エマルションＰ
ＣＲ法も有用な例示的方法であり、それについては、Dressman et al., Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 100:8817-8822 (2003)、国際公開第０５／０１０１４５号、米国特許出願公
開第２００５／０１３０１７３号または第２００５／００６４４６０号に記載されており
、それらの各開示内容全体が参照により本明細書に組み込まれる。本開示の方法は、本明
細書に記載されている非対称分配試料が、そのような目的のための当該技術分野で知られ
、かつ／または市販されている各種方法のいずれにも受け入れられるものと想定されてい
るため、必ずしもどんな特定のライブラリー調製または増幅方法によっても限定されない
。
【００４５】
　例えば、遺伝物質の不均衡な分配を含むＤＮＡライブラリーをフローセルなどの基板に
固定し、例えば合成法による配列の配列決定前に固定されたポリヌクレオチドに対してブ
リッジ増幅を行うことができる。ブリッジ増幅では、固定されたポリヌクレオチド（例え
ば、ＤＮＡライブラリーからのポリヌクレオチド）を、固定されたオリゴヌクレオチドプ
ライマーとハイブリッド形成させる。固定されたポリヌクレオチド分子の３’末端は、固
定されたオリゴヌクレオチドプライマーから伸長する、ポリメラーゼで触媒される鋳型に
よる伸長反応（例えば、プライマー伸長）のための鋳型を提供する。得られた二本鎖産物
は２つのプライマーと「ブリッジ」を形成し、両方の鎖は、共有結合で担体に取り付けら
れる。次のサイクルでは、変性後、固体担体に固定された一対の一本鎖（固定された鋳型
および伸長されたプライマー産物）が得られ、両方の固定された鎖は、新しいプライマー
伸長のための鋳型として機能することができる。従って、第１および第２の部分を増幅さ
せて、複数のクラスターを生成することができる。「クラスター」および「コロニー」と
いう用語は同義で使用され、核酸配列および／または表面に取り付けられたその相補体の
複数のコピーを指す。典型的には、クラスターは、核酸配列および／またはそれらの５’
末端を介して表面に取り付けられたその相補体の複数のコピーを含む。例示的なブリッジ
増幅およびクラスター形成方法については、例えば、国際公開第００／１８９５７号およ
び国際公開第９８／４４１５１号、米国特許第５，６４１，６５８号、米国特許出願公開
第２００２／００５５１００号、米国特許第７，１１５，４００号、米国特許出願公開第
２００４／００９６８５３号、米国特許出願公開第２００５／０１００９００号、米国特
許出願公開第２００４／０００２０９０号、米国特許出願公開第２００７／０１２８６２
４号、および米国特許出願公開第２００８／０００９４２０号に記載されており、それら
の各開示内容全体が参照により本明細書に組み込まれる。本明細書に記載されている組成
物および方法は、クラスターを含むフローセルを利用する合成法による配列に特に有用で
ある。
【００４６】
　配列決定前に核酸を増幅するためのエマルションＰＣＲ法は、本明細書に記載の方法お
よびシステムと組み合わせて使用することもできる。エマルションＰＣＲは、油中水型エ
マルション中で、アダプターを両末端に付加したショットガン法によりＤＮＡライブラリ
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ーをＰＣＲ増幅することを含む。上記ＰＣＲは、多鋳型ＰＣＲであり、単一のプライマー
対のみが使用される。ＰＣＲプライマーのうちの１つを、マイクロスケールビーズの表面
に繋ぐ（５’付加）。低い鋳型濃度により、１つの鋳型分子のみが存在する最も多くのビ
ーズを含有するエマルション微小胞が得られる。生産的エマルション微小胞（ビーズと鋳
型分子の両方が存在するエマルション微小胞）では、ＰＣＲ単位複製配列を、ビーズの表
面に捕捉することができる。エマルションを破壊した後、ビーズ担持増幅産物を選択的に
濃縮することができる。クローンとして増幅された各ビーズは、その表面に、鋳型ライブ
ラリーからの単一分子の増幅に対応するＰＣＲ産物を担持している。エマルションＰＣＲ
法の様々な実施形態が、例えば、Dressman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:88
17-8822 (2003)、国際公開第０５／０１０１４５号、米国特許出願公開第２００５／０１
３０１７３号、第２００５／００６４４６０号、および米国特許出願公開第２００５／０
０４２６４８号に記載されており、それらの各開示内容全体が参照により本明細書に組み
込まれる。
【００４７】
　ＤＮＡナノボールを本明細書に記載の方法およびシステムと組み合わせて使用すること
もできる。ゲノムの配列決定のためにＤＮＡナノボールを作成および利用する方法は、例
えば、米国特許第７，９１０，３５４号および米国特許出願公開第２００９／０２６４２
９９号、第２００９／００１１９４３号、第２００９／０００５２５２号、第２００９／
０１５５７８１号、第２００９／０１１８４８８号ならびに例えば、Drmanac et al., 20
10, Science 327(5961): 78-81に記載されており、それら全ての開示内容全体が参照によ
り本明細書に組み込まれる。簡潔に言うと、ゲノムＤＮＡの断片化後に、アダプターライ
ゲーション、増幅および消化の連続するラウンドにより、（例えば、環状リガーゼ(circl
e ligase)によるライゲーションによって）一本鎖ＤＮＡに環状化させ、かつローリング
サークルで増幅させた（例えば、Lizardi et al., Nat. Genet. 19:225-232 (1998)およ
び米国特許出願公開第２００７／００９９２０８Ａ１号に記載されており、それらの各開
示内容全体が参照により本明細書に組み込まれる）、環状ゲノムＤＮＡ鋳型／アダプター
配列の複数のコピーからなる頭－尾結合コンカテマーが得られる。コンカテマーのアダプ
ター構造により、一本鎖ＤＮＡの螺旋化が促進され、それにより、小型のＤＮＡナノボー
ルが作成される。ＤＮＡナノボールを基板上に捕捉して、好ましくは、各ナノボール間の
距離が維持されるように順序付けまたはパターン化されたアレイを作成することができ、
それにより別個のＤＮＡナノボールの配列決定が可能となる。
【００４８】
　いくつかの実施形態では、非対称分配試料をさらに処理した後に、配列決定、マイクロ
アレイ分析、遺伝子型決定または他の下流用途に適用する。例えば、製造業者の手順に従
って、Ｉｌｌｕｍｉｎａ社（ＨｉＳｅｑ１０００、ＨｉＳｅｑ２０００、Genome
Analyzers、ＭｉＳｅｑ、ＨｉＳｃａｎシステム）、454 Life Sciences社(FLX Genome Se
quencer、 GS Junior)、Applied Biosystems（商標）Life Technologies社（ABI PRISM（
登録商標）配列検出システム、ＳＯＬｉＤ（商標）システム)、Ion Torrent（登録商標）
Life Technologies社（Personal Genome Machine配列決定装置）によって提供され、かつ
さらに、例えば、米国特許第５，８８８，７３７号、第６，１７５，００２号、第５，６
９５，９３４号、第６，１４０，４８９号、第５，８６３，７２２号および米国特許出願
公開第２００７／００７９９１号、第２００９／０２４７４１４号、第２０１０／０１１
１７６８号ならびに国際公開第２００７／１２３７４４号（それらの各開示内容全体が参
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システムを用いて配列決定を
行うことができる。
【００４９】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載されているハプロタイプの決定方法は、配列
決定、例えば合成（ＳＢＳ）法による配列決定で使用する場合に特に有用性が見い出され
る。合成による配列決定は一般に、１種以上の標識されたヌクレオチドを、ポリメラーゼ
を用いて５’から３’方向に伸びるポリヌクレオチド鎖に連続的に付加することを含む。
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伸長されたポリヌクレオチド鎖は、基板（例えば、フローセル、チップ、スライドなど）
に固定することができ、かつ標的配列を含む核酸鋳型に相補的である。ＳＢＳで使用され
る標識されたヌクレオチドは、種々の蛍光色素分子、質量標識、電子的に検出可能な標識
または他の種類の標識のうちのいずれかを含むことができる。ＳＢＳで使用される標識さ
れたヌクレオチドは、ＳＢＳサイクルごとに、１つのヌクレオチドのみが付加されるよう
に、可逆的なターミネーター基も含むことができる。組み込まれたヌクレオチドが検出さ
れた後、非ブロック化剤(deblocking agent)を添加して、その後のサイクルで、付加され
たヌクレオチドを伸長可能にすることができる。ＳＢＳ法は、核酸試料の異なる配列断片
の平行分析に特に有用である。例えば、数百、数千、数百万以上の異なる配列断片を、公
知のＳＢＳ法を用いて、単一の基板上で同時に配列決定することができる。例示的な配列
決定法は、例えば、Bentley et al., Nature 456:53-59 (2008)、国際公開第０４／０１
８４９７号、米国特許第７，０５７，０２６号、国際公開第９１／０６６７８号、国際公
開第０７／１２３７４４号、米国特許第７，３２９，４９２号、第７，２１１，４１４号
、第７，３１５，０１９号、第７，４０５，２８１号および米国特許出願公開第２００８
／０１０８０８２号に記載されており、それらの各開示内容全体が参照により本明細書に
組み込まれる。
【００５０】
　本開示のハプロタイプ決定方法は、ライゲーションによる配列決定、ハイブリッド形成
による配列決定、および他の配列決定法で使用される場合にも有用性が見い出される。ラ
イゲーション方法による例示的な配列は、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ社製Ｓ
ＯＬｉＤ（商標）配列決定システム（Voelkerding et al., 2009, Clin Chem 55:641-658
、その開示内容全体が参照により本明細書に組み込まれる）によって利用される２ベース
エンコーディング（例えば、カラースペース配列決定）である。
【００５１】
　本明細書に開示されているハプロタイプ決定方法は、ハイブリッド形成法による配列に
利用することができる。ハイブリッド形成による配列は、断片化および標識された標的Ｄ
ＮＡ（例えば、Ｄｒｍａｎａｃ　ｅｔ　ａｌ.,　２００２,　Ａｄｖ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　
Ｅｎｇ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　７７:７５-１０１;　Ｌｉｚａｒｄｉ　ｅｔ　ａｌ.,　
２００８,　Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　２６:６４９-６５０、米国特許第７，０７１，３
２４号に記載されており、それらの開示内容全体が参照により本明細書に組み込まれる）
がそこに付加されるヌクレオチドプローブの短配列のアレイの使用を含む。ハイブリッド
形成による配列に対するさらなる改良は、例えば、米国特許出願公開第２００７／０１７
８５１６号、第２０１０／００６３２６４号および第２００６／０２８７８３３号（それ
らの開示内容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。ハイブリッ
ド形成とライゲーション生化学を組み合わせた配列決定法が開発および販売されており、
例えば、Complete Genomics社（カリフォルニア州マウンテンビュー）によって実施され
ているゲノム配列決定法などがある。例えば、コンビナトリアルプローブ－アンカーライ
ゲーションすなわちｃＰＡＬ（商標）(Drmanac et al., 2010, Science 327(5961): 78-8
1)は、ライゲーション生化学を使用し、ハイブリッド形成による配列の利点を利用してい
る。例えば、Ｐｕｓｈｋａｒｅｖら（2009, Nat. Biotechnol. 27:847-52、その開示内容
全体が参照により本明細書に組み込まれる）に記載され、かつHeliScope（商標）Single 
Molecule Sequencer（Ｈｅｌｉｃｏｓ社、マサチューセッツ州ケンブリッジ）によって実
施されている単一の分子配列決定法も、本開示のハプロタイプ決定方法の利点を利用する
ことができる。
【００５２】
　本明細書に記載の方法は、任意の特定の配列決定用試料調製方法によって限定されず、
変形形態は、当業者には容易に明らかであり、本開示の範囲内にあるとみなされる。但し
、合成法または例えば、１種以上のポロニー（ｐｏｌｏｎｙ）配列決定法（Dover System
s社）、ハイブリッド形成蛍光プラットフォームによる配列決定（Complete Genomics社）
、ｓＴＯＰ技術（Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉ
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ｎｓｔｉｔｕｔｅ社）および合成による配列決定（Ｉｌｌｕｍｉｎａ,　Ｌｉｆｅ　Ｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社）によって実施されているような他の関連の配列決定法によって
、本明細書中の方法を、配列を実施するためのフローセルまたはアレイなどの配列決定装
置に適用する場合に、特定の有用性が見い出される。
【００５３】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載されている非対称分配試料を、ＭＤＡによっ
て処理し、マイクロアレイおよび／または他の遺伝子型分析アッセイのためにさらに処理
する。例えば、いくつかの実施形態では、試料を定量的ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）で処理して、
信号雑音比について、個々の画分または一定分量を特性評価する(例えば、Eco PCRシステ
ム（Ｉｌｌｕｍｉｎａ（登録商標）社）を利用して行う）。そのような特性評価は、下流
配列決定またはマイクロアレイ分析から最高確率の解釈可能なデータを潜在的に提供する
画分または一定分量を定めるのに有用である。いくつかの実施形態では、マイクロアレイ
分析前に、調製のためのさらなる処理を行う。例えば、限定されるものではないが、ライ
ブラリー試料の調製のために先に上に記載したものを含む種々の方法によって、ＭＤＡに
よる増幅および／またはｑＰＣＲによる特性評価後にマイクロアレイ分析用の非対称分配
試料を調製する。
【００５４】
　有用な例示的マイクロアレイとしては、ｌｌｕｍｉｎａ（登録商標）社（カリフォルニ
ア州サンディエゴ）から入手可能なＳｅｎｔｒｉｘ（登録商標）アレイまたはＳｅｎｔｒ
ｉｘ（登録商標）ＢｅａｄＣｈｉｐアレイまたは、例えば、米国特許第６，２６６，４５
９号、第６，３５５，４３１号、第６，７７０，４４１号および第６，８５９，５７０号
ならびに国際公開第００／６３４３７号（それらの各開示内容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ウェルの中のビーズを含む他のアレイが挙げら
れるが、これらに限定されない。
【００５５】
　表面に粒子を有する他のアレイとしては、米国特許出願公開第２００５／０２２７２５
２号、第２００６／００２３３１０号、第２００６／００６３２７号、第２００６／００
７１０７５号、第２００６／０１１９９１３号、米国特許第６，４８９，６０６号、第７
，１０６，５１３号、第７，１２６，７５５号、第７，１６４，５３３号、国際公開第０
５／０３３６８１号および国際公開第０４／０２４３２８号（それらの各開示内容全体が
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。また、本開示
の方法を実施することにより提供されるような非対称分配試料をアッセイするのに有用な
ビーズアレイは、フローサイトメーターまたは同様な装置の流体流などの流体形態であっ
てもよい。ビーズを識別するための市販されている流体形態としては、例えば、Ｌｕｍｉ
ｎｅｘ社のＸＭＡＰ（商標）法またはLynx Therapeutics社のＭＰＳＳ（商標）法に使用
されているものが挙げられる。
【００５６】
　本開示の方法を実施することにより提供される試料を用いて使用することができる市販
されているマイクロアレイのさらなる例としては、例えばＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘ（登録商
標）ＧｅｎｅＣｈｉｐ（登録商標）マイクロアレイまたは、例えば、米国特許第５，３２
４，６３３号、第５，７４４，３０５号、第５，４５１，６８３号、第５，４８２，８６
７号、第５，４９１，０７４号、第５，６２４，７１１号、第５，７９５，７１６号、第
５，８３１，０７０号、第５，８５６，１０１号、第５，８５８，６５９号、第５，８７
４，２１９号、第５，９６８，７４０号、第５，９７４，１６４号、第５，９８１，１８
５号、第５，９８１，９５６号、第６，０２５，６０１号、第６，０３３，８６０号、第
６，０９０，５５５号、第６，１３６，２６９号、第６，０２２，９６３号、第６，０８
３，６９７号、第６，２９１，１８３号、第６，３０９，８３１号、第６，４１６，９４
９号、第６，４２８，７５２号および第６，４８２，５９１号（それらの各開示内容全体
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、ＶＬＳＩＰＳ（商標）
(Ｖｅｒｙ　Ｌａｒｇｅ　Ｓｃａｌｅ　Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｓｙ
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ｎｔｈｅｓｉｓ（非常に大規模な固定されたポリマー合成））法とも呼ばれることがある
技術に従って合成される他のマイクロアレイが挙げられる。
【００５７】
　本開示の方法を実施することによって提供される試料を用いて、スポットマイクロアレ
イを使用することもできる。例示的なスポットマイクロアレイは、Amersham Biosciences
社から入手可能なＣｏｄｅＬｉｎｋ（商標）アレイである。有用な別のマイクロアレイは
、Agilent Technologies社から入手可能なＳｕｒｅＰｒｉｎｔ（商標）法などのインクジ
ェット印刷法を用いて製造されるものである。使用することができる他のマイクロアレイ
としては、Butte, 2002, Nature Reviews Drug Discov. 1:951-60または米国特許第５，
４２９，８０７号、第５，４３６，３２７号、第５，５６１，０７１号、第５，５８３，
２１１号、第５，６５８，７３４号、第５，８３７，８５８号、第５，９１９，５２３号
、第６，２８７，７６８号、第６，２８７，７７６号、第６，２８８，２２０号、第６，
２９７，００６号、第６，２９１，１９３号および第６，５１４，７５１号ならびに国際
公開第９３／１７１２６号および国際公開第９５／３５５０５号（それらの各開示内容全
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が、これら
に限定されない。
【００５８】
　配列決定、マイクロアレイまたは他の遺伝子型決定方法または装置からの出力は、どん
な種類のものであってもよい。例えば、蛍光または発光などの光を生成する読み取り可能
な出力を利用する技術もあれば、電気もしくはイオン放出を測定する技術もある。但し、
本発明は、特定の目的配列の出力信号における差を測定することができるものである限り
、上記種類の読み取り可能な出力に限定されない。本明細書に記載の方法を実施して得ら
れた出力を特性評価するために使用し得る分析ソフトウェアの例としては、Ｐｉｐｅｌｉ
ｎｅ、ＣＡＳＡＶＡ、Ｇｅｎｏｍｅ　Ｓｔｕｄｉｏ　Ｄａｔａ　Ａｎａｌｙｓｉｓ、Ｂｅ
ａｄＳｔｕｄｉｏ　ＧｅｎｏｔｙｐｉｎｇおよびＫａｒｙｏＳｔｕｄｉｏデータ分析ソフ
トウェア（Ｉｌｌｕｍｉｎａ（登録商標）社）、ＳｉｇｎａｌＭａｐおよびＮｉｍｂｌｅ
Ｓｃａｎデータ分析ソフトウェア（Roche NimbleGen社）、GS Analyzer分析ソフトウェア
(454 Life Sciences社)、ＳＯＬｉＤ（商標）、ＤＮＡＳＴＡＲ（登録商標）ＳｅｑＭａ
ｎ（登録商標）ＮＧｅｎ（登録商標）およびPartek（登録商標）Genomics Suite（商標）
データ分析ソフトウェア（Life Technologies社）、Feature Extraction and
Agilent Genomics Workbenchデータ分析ソフトウェア（Agilent
Technologies社）、Genotyping Console（商標）、Chromosome Analysis Suite and Gene
Chip（登録商標）Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓデータ分析ソフトウェア（Ａｆｆ
ｙｍｅｔｒｉｘ（登録商標）社）が挙げられるが、これらに限定されない。当業者であれ
ば、マイクロアレイ、配列決定およびＰＣＲ生成出力のデータ分析ためのさらなる数多く
の商業的および学究的に入手可能なソフトウェアの変形形態を知っているであろう。本明
細書に記載されている実施形態は、どんなデータ分析方法にも限定されない。
【００５９】
　特定の装置に必要な特定の試料調製は、本明細書に記載されている非対称分配試料と共
に使用するのに受け入れられるものと想定されるため、本開示の例示的な方法は、必ずし
も特定の配列決定、マイクロアレイまたは遺伝子型決定システムによって限定されない。
但し、任意の所与の検出システムの分解能すなわち感度は、解釈可能な結果を得るために
アッセイすることができる画分の数に影響を及ぼし得るものと想定される。分解能の差は
、図３Ｂ（κ）および図４Ｂ（θ）に例示されている。
【００６０】
　以下の例は、非対称に生成された試料を用いた配列決定によるＳＮＰハプロタイプの決
定方法について説明するものである。この特定の例では、Ｎｅｘｔｅｒａ（商標）ＤＮＡ
試料調製キットなどの低いインプットＤＮＡレベル（例えば、１０～１００ｐｇ）を利用
する調製方法は、このキットによって処理される試料が配列決定にすぐに使用できる状態
にあり、かつ多置換増幅法などのさらなる処理を全く必要としないため、特に有用である
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。それ以外の場合、ＭＤＡなどのさらなる増幅工程が必要となるかもしれない。調製され
た試料を、例えば、Ｉｌｌｕｍｉｎａ社製Genome Analyzer、ＨｉＳｅｑ、ＭｉＳｅｑ、
ＴｒｕＳｅｑまたは他の配列決定プラットフォームで配列決定することができ、ここでは
、分析のために各蛍光標識されたヌクレオチドに対応する蛍光計測値が生成される。例示
のために、以下の配列決定結果は、非対称分配試料の調製から得られる。
【化１】

【００６１】
　この例では、個々の遺伝子座の核酸は、２本の破線によって、不連続で場合により遠く
に位置している染色体領域から分離されている。１つの位置に記載されている２つのヌク
レオチドは、目的配列中のヘテロ接合型配列変異体すなわち一塩基多型（ＳＮＰ）を表し
ている。ヌクレオチドの上下の数は、総読み取り数、例えばこの場合は約８００回の読み
取りのうちの、その特定のヌクレオチド位置での読み取り数を表している。長距離ＳＮＰ
の相の特定は、以下のような同様の読み取り数を有するＳＮＰ位置を組み合わせることに
よって決定する。
【化２】

【００６２】
　この例では、丸で囲まれた数は、異なるＳＮＰ位置における同様の読み取りを表してい
るため、どのＳＮＰが同じ染色体または染色体の断片もしくはセグメント上に位置してい
るか、従って、相中にあるかを決定し、それにより試料のハプロタイプを決定する。従っ
て、複数のＳＮＰの読み取り数の計数およびそれらの読み取り計数の組み合わせを使用し
て、試料のハプロタイプを決定することができる。２つの染色体の親の寄与（例えば、上
の配列は母系の寄与であり、下の配列は父系の寄与である）についてハプロタイプを以下
であると決定する。
【化３】

【００６３】
　説明のために、核酸配列出力の代わりに、各ＳＮＰおよび介在配列のコンピュータで算
出されたハイブリッド形成強度のアナログ値に対応するデジタルで得られた色計測値が得
られること以外は、同様の方法でマイクロアレイによるハプロタイプ決定を例示すること
ができる。
【００６４】
　いくつかの実施形態では、ライブラリーの調製または増幅などの任意のさらなる処理の
前、あるいは先に例示したようなＮｅｘｔｅｒａ（商標）キットを利用するライブラリー
の調製前に、非対称分配試料を特性評価することができる。例えば、実施例１に記載され
ているように試料を分画または等分し、各画分を、配列決定またはマイクロアレイ分析で



(24) JP 2014-507164 A 2014.3.27

10

20

30

40

50

別々に処理する。実施例１に記載されているように、試料を１０個の画分に分けると、１
つの最初の試料に対して１０回の下流プロセスを行うことができる。試料を複数の画分ま
たは一定分量に分けることで、限定されるものではないが、１つの試料に対して複数回の
分析を行えることや、コストや労力（例えば、試薬および他の消耗品、研究者の時間など
）が減るといった多くの利点が得られる。コストや労力をさらに減らすために、最大の非
対称性、最大の信号雑音比、および所望の標的の最大のカバー率を有するこれらの試料に
対する分析前に、複数の画分を特性評価および／または定量することができる。例えば、
複数の配列の画分のｑＰＣＲ系遺伝子型決定は、画分の非対称性および信号雑音比を決定
するのに十分である。さらに、マイクロアレイ分析または深さの浅い配列決定方法を使用
して画分の非対称性および信号雑音比も決定することもできる。最大の信号雑音比を有す
るこれらの画分のみのハプロタイプ決定により、例えば、解釈可能な結果を得る確率が最
高となり、それにより時間、労力およびお金が節約されると想定される。
【００６５】
　当業者であれば、ハプロタイプ決定（例えば、配列決定、マイクロアレイ分析、ｑＰＣ
Ｒ、ＰＣＲなど）のために使用される異なる検出システムの分解能が異なることを理解し
ているであろう。従って、任意の所与のシステムによって生成される最も有用なデータを
提供する非対称性の程度、信号雑音比などを決定する際に、所与のシステムの分解能限界
を考慮するべきであると想定される。
【００６６】
　以下の実施例は、本発明の特定の実施形態および態様を実証し、さらに例示するために
提供されており、その範囲を限定するものとして解釈されるべきではない。
【実施例】
【００６７】
　実施例１：試料の非対称な分配
　ゲノムの長距離ハプロタイプの決定方法を評価する際に、基本的な染色体の寄与（例え
ば、母系由来の染色体の寄与および父系由来の染色体の寄与）からの信号を互いに識別す
るような試料の分配により、成功したゲノムの長距離ハプロタイプ決定において優れた結
果が得られることを確認した。
【００６８】
　以下の方法は、長距離ハプロタイプの決定のために使用することができる試料の非対称
な分配の生成方法の例示である。染色体６（Ｃｈｒ６）は例示的な染色体であるが、任意
の組織、細胞型、細胞株、不死化細胞または初期細胞などからの任意の染色体的に由来す
る遺伝物質を使用できることを理解されたい。
【００６９】
　当該試料は、それぞれＭ６およびＰ６と呼ばれるＣｈｒ６の母系および父系寄与の混合
物を含有する。本実施例の目的のために、当該試料は、中期に同期された細胞に由来して
いる。中期の同期は、本記載の方法を実施するために必要ではないが、本実施例は、２つ
の親の寄与について相が特定された対立遺伝子の決定を実証するものであるため、これを
達成するための１つの方法は、中期に同期された細胞で開始することである。
【００７０】
　試料細胞数は、蛍光活性化細胞選別機すなわちＦＡＣＳ、細胞数測定または他の公知の
方法によって測定する。試料細胞数を測定したら、約１０μｌの最終的な総細胞体積中に
約１００細胞／μｌになるまで試料を希釈する。平均すると細胞は、Ｍ６およびＰ６のそ
れぞれ１つのコピーを含むため、２つの寄与の比は１：１である。希釈後、細胞を溶解し
、当業者に知られている確立された技術によって、ＤＮＡを回収する。本実施例の目的の
ために、試料を１０個の画分に分ける。すなわち、ＤＮＡ試料を１５ｎｌの１０個の画分
に分けることにより、１．５個の染色体を含む最適な確率の試験試料を得て（図５）、総
数が約６７０個の可能な試験画分を得る。最終画分体積は、例えばＤＮＡの回収前の細胞
濃度の差、標的染色体成分（例えば、この場合、Ｍ６およびＰ６）における差および下流
分析のために使用される測定技術（例えば、配列決定、マイクロアレイアッセイ、ＰＣＲ
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など）の感度に応じて異なる。試料を等分または分画する方法は変えることができ、例え
ば本実施例の目的のために、試料を下流用途用の所望の数のアッセイチャンバーに分画す
るのにマイクロ流体デバイスを使用するが、所望の体積がその方法の範囲内であれば、任
意の手動もしくは自動の試料分画方法が適当である。
【００７１】
　全ての染色体からのハプロタイプデータが必要でない場合、例えば数個の染色体からの
ハプロタイプ決定用データが望まれる場合、図５を使用して下流処理のために必要な画分
数を決定して、最高確率の解釈可能なデータを得ることができる。本実施例では、Ｃｈｒ
６からの１．５個の染色体を含む試料画分では、７２％の画分で、Ｐ６対立遺伝子の検出
信号からＭ６対立遺伝子を識別する（例えば、対立遺伝子の相の特定）あるいはその逆を
可能にするのに十分な程の非対称性を有するデータが生成されることが想定されている。
従って、僅か１５ｎｌの１０個の画分が、使用可能なデータ（例えば、配列決定、マイク
ロアレイアッセイ、ＰＣＲなどの下流プロセスの分解能よりも大きな基本的な成分の非対
称性）を提供する９９．９９％の確率の少なくとも１つの画分を有している。但し、グラ
フの特徴、すなわち解釈可能なデータを生成するアッセイのための画分数は、データ収集
のために使用される方法（例えば、配列決定方法、マイクロアレイ法、ＰＣＲ法など）の
分解能に応じて変化するものと想定される。
【００７２】
　分画したら、研究者の必要性（例えば、配列決定、マイクロアレイ分析、エピジェネテ
ィック解析、ＰＣＲなど）に応じて試料を処理する。上述したように、非対称な分配方法
の結果は、数多くの試料の一定分量または画分を提供し、そのうちの全てを研究者が直接
分析することができ、後の分析のために適切にプールすることができる。研究者は、最高
度の非対称性を含む試料の一定分量を分析することのみを望んでいることがあり、従って
、最大の信号雑音比を得た時点で、研究者は、その特徴について画分の特性評価を行い、
それに関して研究者の必要性に適合するもののみを使用する。非対称分配試料画分を分析
するために使用することができる例示的な下流用途としては、上述したように、ＤＮＡラ
イブラリー調製、増幅（例えば、ＰＣＲ、ｑＰＣＲおよびＭＤＡなど）、マイクロアレイ
分析、配列決定、遺伝子型決定およびハプロタイプ決定が挙げられるが、これらに限定さ
れない。
【００７３】
　実施例２：非対称な試料の分配方法を用いたハプロタイプの決定
　正常な個体からのヒトゲノムＤＮＡを、３μｌの水当たり０．５個の一倍体コピー（５
．００Ｅ－０７μｇ／μｌ）になるまで希釈した。希釈したゲノムＤＮＡ（３μｌ）を複
数の管に等分して、各管に平均して０．５個のヒトゲノムの一倍体コピーを得た。各管に
、３μｌの緩衝液Ｄ２（０．２５μｌの１ＭのＤＴＴを含む２．７５μｌのＤＬＢ緩衝液
）を添加した（Qiagen REPLI-g（登録商標）UltraFast Mini Handbook、カタログ番号１
５００３５）後に、BioRad DNA Engineサーマルサイクラー(ＢｉｏＲａｄ　Ｐａｒｔ　#
　ＰＴＣ-０２００Ｇ)で、４℃で１０分間インキュベートした。３μｌのREPLI-g UltraF
ast Stop Solutionを添加した後、３３μｌのＭａｓｔｅｒｍｉｘを添加した。Ｍａｓｔ
ｅｒｍｉｘは、３０μｌのＲＥＰＬＩ-ｇ　ＵｌｔｒａＦａｓｔ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ　Ｂ
ｕｆｆｅｒと、２μｌのREPLI-g
UltraFast DNA Polymeraseと、６，０００個のオリゴヌクレオチドを含む１μｌの７．５
６ｍＭのヒト化９ｍｅｒプール（１つのオリゴ当たり０．０３μＭの最終濃度）とを含ん
でいた。反応物をBioRad Tetrad2サーマルサイクラー(ＢｉｏＲａｄ　Ｐａｒｔ　#　ＰＴ
Ｃ-０２４０Ｇ)で、３０℃で９０分間インキュベートした後に、試料を６５℃で３分間加
熱して、REPLI-g UltraFast DNA Polymeraseを熱不活性化した。
【００７４】
　製造業者の手順に従い、ＤＮＡ　Ｃｌｅａｎ　&　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒ（商標）
－５スピンカラム(Zymo Research社カタログ番号Ｄ４００３）を用いて、多置換増幅（Ｍ
ＤＡ）産物を精製した。２：１のＤＮＡ結合緩衝液：ＭＤＡ産物の体積比を使用した。精
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製したＭＤＡ産物を１２μｌの水で溶離した。
【００７５】
　Ｉｌｌｕｍｉｎａ社の手順１１２３０１４３　Ｒｅｖ　Ａ中の指示に従い、Ｉｌｌｕｍ
ｉｎａ（登録商標）300K HumanCytoSNP-12 BeadChipを用いるＩｎｆｉｎｉｕｍ（登録商
標）遺伝子型決定アッセイを、４μｌの各精製された産物を用いて行った。ｉＣＳ３．３
．２８(Infinium II Assay Lab Setup and Procedures Guide, Illumina part #
11207963)に従い、ｉＳｃａｎでＢｅａｄＣｈｉｐを走査した後、GenomeStudio（商標）G
enotyping Module v1.0(Ｉｌｌｕｍｉｎａ　Ｐａｒｔ　#　１１３１８８１５)を用いて、
データをGenomeStudio（商標）2008.1 Framework内にインポートした。
【００７６】
　試料当たりの生のＸおよびＹ強度の散布図は、出発物質中の任意にＡおよびＢと呼ばれ
る２つの遺伝子座の半接合体の存在、例えば（Ｘ，０）および（０，Ｙ）を示すために使
用した。ここでは、Ａ／ＡまたはＡ／０遺伝子型では、Ｘ軸に沿ったデータ点が得られ、
Ｂ／ＢまたはＢ／０遺伝子型では、Ｙ軸に沿ったデータ点が得られ、Ａ／Ｂ遺伝子型では
、Ｘ軸とＹ軸との間の対角線に沿ったデータ点が得られる。１つにまとめた全ゲノム（Ｘ
，Ｙ）データ点は、ヒトゲノムの２つ以上の一倍体コピーが出発物質中に存在していた場
合に存在するヘテロ接合型対立遺伝子を示す。
【００７７】
　図９～図１０は、ヘテロ接合型ＳＮＰをそれらの一倍体成分に分解するための方法の能
力を示す。図９の散布図は、正常な二倍体個体の例示的な生強度を表しており、Ｂ／Ｂ遺
伝子型遺伝子座強度がＹ軸（０，Ｙ）に沿って濃縮され、Ａ／Ａ遺伝子型遺伝子座強度が
Ｘ軸（Ｘ，０）に沿って濃縮され、Ａ／Ｂ遺伝子型遺伝子座強度がＸ軸とＹ軸との間の中
ほど（Ｘ／Ｙ）で濃縮されることを示している。図１０は、図９の二倍体試料中のＡ＆Ｂ
遺伝子座に関する１２個の希釈した試料のうちの６個の例示的な生強度を表している。Ａ
／Ａ遺伝子座の強度データは、Ｘ軸に沿って濃縮されており、Ｂ／Ｂ遺伝子座の強度デー
タは、Ｙ軸に沿って濃縮されている。
【００７８】
　実施例３：非対称な試料の分配方法および次世代配列決定を用いた２種類の雄のゲノム
ＤＮＡ混合物中のＸ染色体デュシェンヌ型筋ジストロフィー遺伝子（ＤＭＤ）のハプロタ
イプの決定
　配列決定済みのゲノムＮＡ１８５０７(Ｂｅｎｔｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ.,　２００８,　Ｎ
ａｔｕｒｅ　４５６:　５３-５９)およびＨＧ０１３７７(Ｄｕｒｂｉｎ　ｅｔ　ａｌ.,　
２０１０,　Ｎａｔｕｒｅ　４６７:　１０６１-１０７３)(Ｃｏｒｉｅｌｌ　Ｃｅｌｌ　
Ｒｅｐｏｓｉｔｏｒｉｅｓ社、ニュージャージー州カムデン）を含む２種類の正常な雄の
ゲノムＤＮＡ試料を等比で合わせて、公知のハプロタイプを有する二倍体Ｘ染色体を含む
人工試料を得た。この試料を希釈し、一定分量当たり０．２個の一倍体コピー（６．００
Ｅ－０７μｇ／μｌ）で、９６個の一定分量の中に分注した。各一定分量の希釈した鋳型
ＤＮＡを、実施例２に記載したようにＭＤＡで個々に増幅した。一定分量の半接合および
ゲノムカバー率を評価するために、Ｉｌｌｕｍｉｎａ（登録商標）300K HumanCytoSNP-12
 BeadChipで、Ｉｎｆｉｎｉｕｍ（登録商標）遺伝子型決定により、４μｌの増幅した材
料をアッセイした。Ｎｅｘｔｅｒａ（商標）法を用い、製造業者の手順（Ｉｌｌｕｍｉｎ
ａ社、カリフォルニア州サンディエゴ）に従って、１００ナノグラムの精製されたＭＤＡ
産物または５０ｎｇの希釈していないゲノムＤＮＡを配列決定用ライブラリーに変換した
。制限サイクルＰＣＲ時に各試料にバーコードを付した。
【００７９】
　計８個のプールの配列決定前に、最大１２個の配列決定用ライブラリーをプールした。
製造業者のガイドライン(Beckman Coulter Genomics社、マサチューセッツ州ダンバーズ
）に従って、配列決定用ライブラリーを、０．６比でAMPure XPビーズで精製した。ＤＭ
Ｄ遺伝子の１Ｍｂ隣接領域の標的化プルダウンのために、プローブプールを設計した。ビ
オチン化プローブは８０ｎｔの長さであり、１９０～３７０ｂｐの間隔で、ＤＭＤ遺伝子
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の５’領域とハイブリッド形成するように設計した。プール後、TruSeq（商標）Custom E
nrichment Kit（Ｉｌｌｕｍｉｎａ社、カリフォルニア州サンディエゴ）の手順に従って
、配列決定用ライブラリーを１ＭｂのＤＭＤ遺伝子領域のために濃縮した。濃縮してイン
デックスを付けたライブラリーを、７５＋３５または７５＋７５の読み取り長さのために
ペアエンド配列決定を用い、Genome Analyzer IIx（Ｉｌｌｕｍｉｎａ社、カリフォルニ
ア州サンディエゴ）で配列決定した。各レーンは、１２個の試料のうちの１つのプールを
含んでいた。各雄を別々に濃縮し、配列決定して、混合されたＤＮＡ内で真のハプロタイ
プ構造を確認し、そして、混合した試料を独立して濃縮し、配列決定して、領域内のヘテ
ロ接合型ＳＮＰの全てを確認し、かつＤＭＤオリゴ濃縮プールの性能を評価した。
【００８０】
　配列読み取り断片を分離し、Illumina CASAVA v1.8.1ソフトウェアパッケージを用いて
ヒトゲノムと配列比較し、インデックスを付けた各希釈試料のために、配列比較されるｂ
ａｍファイルを作成した。隣接領域を、ＳＡＭｔｏｏｌｓ(Li et al., 2009, Bioinforma
tics 25: 2078-2079)を用いてｂａｍファイルから抽出し、標的を切断した(Kitzman et a
l., 2011, Nat. Biotechnol 29: 59-63)。各隣接断片内で、「二倍体」配列決定データか
ら、公知のＳＮＰ位置で塩基判定(base call)を行った。断片を連続的なホモ接合型セグ
メントに分けて、すなわち重なり合っているＤＮＡ断片を除去し、ＲｅＦＨａｐ(Duitama
 et al., 2011, Nucleic Acids Res. doi:10.1093/nar/gkr1042)を行って、ハプロタイプ
決定する断片を併合してハプロタイプブロックにする。得られたハプロタイプを、２つの
個々の雄のｇＤＮＡの公知のハプロタイプと比較した。
【００８１】
　図１１は、上のパネル内のＨＧ０１３７７（上）およびＮＡ１８５０７（下）に由来す
る個々の連続的なホモ接合型の配列比較されるセグメントならびにカリフォルニア大学Sa
nta Cruz Genome Browserにロードされたカスタムトラックとしての下のパネル内の併合
されたハプロタイプブロックを示す。２つの併合されたハプロタイプブロック間のギャッ
プは、ヒトゲノム内の配列比較不可能な領域に起因する。ハプロタイプ決定される領域全
体は９８９ｋｂであり、平均的なハプロタイプブロックのサイズは４９４ｋｂである。
【００８２】
　実施例４：非対称試料分配方法および次世代配列決定を用いた全ヒトゲノムのハプロタ
イプ決定
　正常な個体ＮＡ１８５０６（Ｃｏｒｉｅｌｌ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｐｏｓｉｔｏｒｉｅｓ社
、ニュージャージー州カムデン）からのヒトゲノムＤＮＡを、１μｌの水当たり０．５ま
たは１．０個の一倍体コピー（１．５０Ｅ－０６μｇ／μｌまたは３．００Ｅ－０６μｇ
／μｌ）になるまで希釈した。希釈したゲノムのＤＮＡ（１μｌ）を、１希釈物当たり２
４個の管に等分し、平均して各管に０．５または１．０個のヒトゲノムの一倍体コピーを
得た。各管に、１μｌの緩衝液Ｄ１（０．８７５μｌの水を含む０．１２５μｌのＤＬＢ
緩衝液）を添加した（Qiagen REPLI-g（登録商標）UltraFast Mini Handbook、カタログ
番号１５００３５）後に、室温で３分間インキュベートした。１マイクロリットルの緩衝
液Ｎ１（１．８μｌの水を含む０．２μｌのREPLI-g UltraFast Stop Solution）、次い
で、１７μｌのＭａｓｔｅｒｍｉｘを添加した。Ｍａｓｔｅｒｍｉｘは、１５μｌのREPL
I-g UltraFast Reaction Bufferと、１μｌのREPLI-g
UltraFast DNA Polymeraseと、１μｌの水とを含んでいた。反応物をBioRad
Tetrad2サーマルサイクラー(BioRad Part # PTC-0240G)で、３０℃で９０分間インキュベ
ートした後、試料を６５℃で３分間加熱して、REPLI-g UltraFast DNA Polymeraseを熱不
活性化した。
【００８３】
　DNA Clean & Concentrator（商標）－５スピンカラム(Zymo
Research社、カタログ番号Ｄ４００３）を用い、製造業者の手順に従って、ＭＤＡ産物を
精製した。２：１＝ＤＮＡ結合緩衝液：ＭＤＡ産物の体積比を使用した。精製したＭＤＡ
産物を１７μｌの水で溶離した。Ｎｅｘｔｅｒａ酵素を１００倍に希釈して転位反応(tra
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ｔｅｒａ酵素比を増加させたこと以外は製造業者の手順（Ｉｌｌｕｍｉｎａ社、カリフォ
ルニア州サンディエゴ）に従い、Ｎｅｘｔｅｒａ（商標）法を用いて、精製したＭＤＡ産
物（１５μｌ）を配列決定用ライブラリーに変換した。これにより、あまりに小さすぎる
ライブラリー挿入サイズの生成を防止した。制限サイクルＰＣＲ時に、各試料にバーコー
ドを付した。計４つのプールの配列決定前に、最大１２個の配列決定用ライブラリーをプ
ールした。製造業者のガイドライン（Beckman Coulter Genomics社、マサチューセッツ州
ダンバーズ）に従って、配列決定用ライブラリーを、０．６比でAMPure XPビーズで精製
した。１００＋１００の読み取り長さに対してペアエンド配列決定を用いて、ＨｉＳｅｑ
２０００配列決定システム（Ｉｌｌｕｍｉｎａ社、カリフォルニア州サンディエゴ）でラ
イブラリーを配列決定した。２つのレーンで、１２個の試料の各プールを配列決定した。
実施例４に記載されているように配列読み取り断片の分析を行った。親の遺伝子型から統
計的計算により得られた分解されたハプロタイプと比較して、精度を確認した。
【００８４】
　図１２は、上のパネル内の個々の連続的なホモ接合型セグメントおよび下のパネル内の
カリフォルニア大学Santa Cruz Genome Browserにロードしたカスタムトラックとしての
併合されたハプロタイプブロックの例を示す。この例は、全ゲノム二倍体試料に対してハ
プロタイプ決定を行うことができることを実証している。得られた最も大きく正確なハプ
ロタイプブロックは３０３．５ｋｂであり、合計１．２７Ｇｂは、分解されたハプロタイ
プであった。
【００８５】
　本出願で言及されている全ての刊行物および特許は、参照により本明細書に組み込まれ
る。本発明の本記載の方法および組成物の各種修正形態および変形形態は、本発明の範囲
および趣旨から逸脱することなく当業者には明らかであろう。本発明について、特定の好
ましい実施形態と関連させて記載してきたが、特許請求される本発明は、そのような特定
の実施形態に過度に限定されるべきではないことを理解されたい。実際に、関連分野にお
いて当業者に明らかである本発明を実施するための本記載の様式の各種修正形態は、以下
の特許請求の範囲の範囲内に含まれることが意図されている。
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【図６－２】 【図６－３】
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【図８－２】 【図９】
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