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(57)【要約】
本発明は、ゲノムの標的化領域の配列情報を分析する方
法、組成物及び系を対象とする。そのような標的化領域
には、不十分に特徴決定されている、高度に多形性であ
る、または基準ゲノム配列から逸脱している、ゲノムの
領域が含まれ得る。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ゲノムの１つ以上の選択部分を配列決定する方法であって、
　（ａ）出発ゲノム材料を準備することと、
　（ｂ）前記出発ゲノム材料の個別の核酸分子を、それぞれの分離区分が個別の核酸分子
を含有するように、分離区分の中に分配することと、
　（ｃ）前記分離区分中の前記個別の核酸分子の少なくともいくつかの選択部分を増幅し
て、アンプリコンの個体群を形成することと、
　（ｄ）前記アンプリコンの個体群にバーコードを付けて、前記アンプリコンの複数のバ
ーコード付き断片を形成し、所定の分離区分内の断片が、それぞれ共通のバーコードを含
み、それによって、それぞれの断片を、それが誘導された前記個別の核酸分子と関連づけ
ることと、
　（ｅ）前記複数の断片から配列情報を取得し、それによってゲノムの１つ以上の選択部
分を配列決定することと
を含む、前記方法。
【請求項２】
　前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分が、前記ゲノムの高度に多形性の領域を含む、請
求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の前記配列決定が、新規の配列決定である、請求
項１～２に記載の方法。
【請求項４】
　前記増幅が、少なくとも３．５メガベース対（Ｍｂ）の範囲にわたるＰＣＲ増幅を含む
、請求項１～３に記載の方法。
【請求項５】
　前記増幅が、少なくとも３．０Ｍｂの領域にわたってねじれている複数のプライマー対
を利用するＰＣＲ増幅を含む、請求項１～４の記載の方法。
【請求項６】
　前記複数のプライマー対が、前記プライマー配列の増幅を防止するためにウラシルを含
有する、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記取得ステップ（ｅ）が、短い読み込み長さ（ｒｅａｄ－ｌｅｎｇｔｈ）配列決定反
応及び長い読み込み長さ配列決定反応からなる群から選択される配列決定反応を含む、請
求項１～６に記載の方法。
【請求項８】
　前記配列決定反応が、短い読み込みで高い精度の配列決定反応である、請求項７に記載
の方法。
【請求項９】
　取得ステップ（ｅ）において生成される前記配列情報が、由来する個別の核酸の分子構
成を保持する、請求項１～８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記取得ステップ（ｅ）の前に、前記複数の断片は、
　（ｉ）前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の中の、または近くの領域に相補的なプロ
ーブを、前記断片とハイブリッド形成させて、プローブ断片複合体を形成すること、
　（ｉｉ）プローブ断片複合体を固体支持体の表面に捕捉すること
によって、前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の少なくとも一部を含む断片がさらに豊
富化される、請求項１～９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記固体支持体がビーズを含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
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　前記方法が、前記複数の断片の重複配列に基づいて、推定コンティグ中において２つ以
上の前記個別の核酸分子を連結することをさらに含み、前記推定コンティグが、少なくと
も１０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項１～１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記推定コンティグが、少なくとも２０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項１２に記載の
方法。
【請求項１４】
　前記推定コンティグが、少なくとも４０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項１２に記載の
方法。
【請求項１５】
　前記推定コンティグが、少なくとも５０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項１２に記載の
方法。
【請求項１６】
　前記推定コンティグが、少なくとも１００ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項１２に記載
の方法。
【請求項１７】
　前記推定コンティグが、少なくとも２００ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項１２に記載
の方法。
【請求項１８】
　前記バーコード付き断片の前記バーコードが、追加の配列セグメントをさらに含む、請
求項１～１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記追加の配列セグメントが、プライマー、結合配列、ランダムｎ－ｍｅｒオリゴヌク
レオチド、ウラシル核酸塩基を含むオリゴヌクレオチドからなる群から選択される１つ以
上のメンバーを含む、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記バーコード付けが、少なくとも７００，０００個のバーコードのライブラリーから
選択されるバーコードを結合することを含む、請求項１～１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記分離区分内の前記アンプリコンの前記バーコード付き断片が、前記ゲノムの前記１
つ以上の選択部分の約１００×～５０００×の包括度を表す、請求項１～２０に記載の方
法。
【請求項２２】
　前記分離区分内の前記アンプリコンの前記バーコード付き断片が、前記ゲノムの前記１
つ以上の選択部分の約２００×～１０００×の包括度を表す、請求項１～２０に記載の方
法。
【請求項２３】
　前記分離区分内の前記アンプリコンの前記バーコード付き断片が、前記ゲノムの前記１
つ以上の選択部分の少なくとも１０００×の包括度を表す、請求項１～２０に記載の方法
。
【請求項２４】
　前記分離区分内の前記アンプリコンの前記バーコード付き断片が、前記ゲノムの前記１
つ以上の選択部分の少なくとも２０００×の包括度を表す、請求項１～２０に記載の方法
。
【請求項２５】
　前記分離区分内の前記アンプリコンの前記バーコード付き断片が、前記ゲノムの前記１
つ以上の選択部分の少なくとも５０００×の包括度を表す、請求項１～２０に記載の方法
。
【請求項２６】
ゲノム試料の１つ以上の不十分に特徴決定された部分から配列情報を取得する方法であっ
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て、
　（ａ）前記ゲノム試料の個別の第１の核酸断片分子を分離区分の中に提供することと、
　（ｂ）前記分離区分内の前記個別の第１核酸断片分子を断片化して、前記個別の第１の
核酸断片分子のそれぞれから複数の第２の断片を作り出すことと、
　（ｃ）不十分に特徴決定された前記複数の第２の断片の選択領域を増幅して、アンプリ
コンの個体群を形成することと、
　（ｄ）共通のバーコード配列を、前記アンプリコンのそれぞれが、それらが含有されて
いる前記分離区分に属するように、それぞれの分離区分内の前記アンプリコンに結合する
ことと、
　（ｅ）前記アンプリコンの配列を特定し、それによって、前記ゲノム試料の１つ以上の
不十分に特徴決定された部分から配列情報を取得することと
を含む、前記方法。
【請求項２７】
　前記増幅が、少なくとも３．５メガベース対（Ｍｂ）の範囲にわたるＰＣＲ増幅を含む
、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　前記増幅が、少なくとも３．０Ｍｂの領域にわたってねじれている複数のプライマー対
を利用するＰＣＲ増幅を含む、請求項２６～２７の記載の方法。
【請求項２９】
　前記複数のプライマー対が、前記プライマー配列の増幅を防止するためにウラシルを含
有する、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　前記特定ステップ（ｅ）が、短い読み込み長さ配列決定反応及び長い読み込み長さ配列
決定反応からなる群から選択される配列決定反応を含む、請求項２６～２９に記載の方法
。
【請求項３１】
　前記配列決定反応が、短い読み込みで高い精度の配列決定反応である、請求項３０に記
載の方法。
【請求項３２】
　前記特定ステップ（ｅ）が、前記特定が、同じ個別の第１の核酸断片分子から誘導され
るアンプリコンを特定することをさらに含むように、前記アンプリコン配列の前記分子構
成を保存する、請求項２６～３１に記載の方法。
【請求項３３】
　前記方法が、前記複数の第の２断片の重複配列に基づいて、推定コンティグ中において
２つ以上の前記個別の第１の断片分子を連結することをさらに含み、前記推定コンティグ
が、少なくとも１０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項２６～３２に記載の方法。
【請求項３４】
　前記推定コンティグが、少なくとも２０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項３３に記載の
方法。
【請求項３５】
　前記推定コンティグが、少なくとも４０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項３３に記載の
方法。
【請求項３６】
　前記推定コンティグが、少なくとも５０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項３３に記載の
方法。
【請求項３７】
　前記推定コンティグが、少なくとも１００ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項３３に記載
の方法。
【請求項３８】
　前記推定コンティグが、少なくとも２００ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項３３に記載
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の方法。
【請求項３９】
　前記バーコード配列が、追加の配列セグメントをさらに含む、請求項２６～３８に記載
の方法。
【請求項４０】
　前記追加の配列セグメントが、プライマー、結合配列、ランダムｎ－ｍｅｒオリゴヌク
レオチド、ウラシル核酸塩基を含むオリゴヌクレオチドからなる群から選択される１つ以
上のメンバーを含む、請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　前記結合ステップ（ｄ）が、少なくとも７００，０００個のバーコードのライブラリー
から選択されるバーコードを結合することを含む、請求項２６～４０に記載の方法。
【請求項４２】
　それぞれの分離区分中の前記ゲノム試料が、単一細胞のゲノムＤＮＡを含む、請求項２
６～４１に記載の方法。
【請求項４３】
　それぞれの分離区分が、異なる染色体のゲノムＤＮＡを含む、請求項２６～４１に記載
の方法。
【請求項４４】
　前記分離区分が、エマルションの液滴を含む、請求項２６～４３に記載の方法。
【請求項４５】
　前記特定ステップ（ｅ）の前に、前記アンプリコンが、得られた増幅産物が部分的また
は完全なヘアピン構造を形成する能力があるようにさらに増幅される、請求項２６～４４
に記載の方法。
【請求項４６】
　前記分離区分内の前記バーコード付きアンプリコンが、前記ゲノムの前記１つ以上の不
十分に特徴決定された部分の約１００×～５０００×の包括度を表す、請求項２６～４５
に記載の方法。
【請求項４７】
　前記分離区分内の前記バーコード付きアンプリコンが、前記ゲノムの前記１つ以上の不
十分に特徴決定された部分の約２００×～１０００×の包括度を表す、請求項２６～４５
に記載の方法。
【請求項４８】
　前記分離区分内の前記バーコード付きアンプリコンが、前記ゲノムの前記１つ以上の不
十分に特徴決定された部分の少なくとも１０００×の包括度を表す、請求項２６～４５に
記載の方法。
【請求項４９】
　前記分離区分内の前記バーコード付きアンプリコンが、前記ゲノムの前記１つ以上の不
十分に特徴決定された部分の少なくとも２０００×の包括度を表す、請求項２６～４５に
記載の方法。
【請求項５０】
　前記分離区分内の前記バーコード付きアンプリコンが、前記ゲノムの前記１つ以上の不
十分に特徴決定された部分の少なくとも５０００×の包括度を表す、請求項２６～４５に
記載の方法。
【請求項５１】
　分子構成を保持しながら、ゲノム試料の１つ以上の部分から配列情報を取得する方法で
あって、
　（ａ）出発ゲノム材料を準備することと、
　（ｂ）前記出発ゲノム材料の個別の核酸分子を、分離区分がそれぞれ第１の個別核酸分
子を含有するように、分離区分の中に分配することと、
　（ｃ）前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の少なくとも一部を含む断片が豊富化され
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た個体群を提供することと、
　（ｄ）共通のバーコード配列を、前記断片のそれぞれが、それらが含有されていた前記
分離区分に属するように、それぞれの分離区分内の前記断片に結合することと、
　（ｅ）前記断片から配列情報を取得し、それによって、分子構成を保持しながら、前記
ゲノム試料の１つ以上の標的化部分を配列決定することと
を含む、前記方法。
【請求項５２】
　前記提供ステップ（ｃ）が、前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の配列を含有する前
記断片の少なくとも一部のＰＣＲ増幅を含む、請求項５１に記載の方法。
【請求項５３】
　前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分が、前記ゲノムの少なくとも３．０Ｍｂの長さの
近接領域を含む、請求項５１～５２に記載の方法。
【請求項５４】
　前記取得ステップ（ｅ）が、短い読み込み長さ配列決定反応及び長い読み込み長さ配列
決定反応からなる群から選択される配列決定反応を含む、請求項５１～５３に記載の方法
。
【請求項５５】
　前記配列決定反応が、短い読み込みで高い精度の配列決定反応である、請求項５４に記
載の方法。
【請求項５６】
　前記特定ステップ（ｅ）が、前記特定が、同じ個別の第１の核酸断片分子から誘導され
る断片を特定することをさらに含むように、前記断片配列の前記分子構成を保存する、請
求項５１～５５に記載の方法。
【請求項５７】
　前記方法が、前記複数の第の２の断片の重複配列に基づいて、推定コンティグ中におい
て２つ以上の前記個別の第１の断片分子を連結することをさらに含み、前記推定コンティ
グが、少なくとも１０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項５１～５６に記載の方法。
【請求項５８】
　前記推定コンティグが、少なくとも２０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項５７に記載の
方法。
【請求項５９】
　前記推定コンティグが、少なくとも４０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項５７に記載の
方法。
【請求項６０】
　前記推定コンティグが、少なくとも５０ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項５７に記載の
方法。
【請求項６１】
　前記推定コンティグが、少なくとも１００ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項５７に記載
の方法。
【請求項６２】
　前記推定コンティグが、少なくとも２００ｋｂのＮ５０長さを含む、請求項５７に記載
の方法。
【請求項６３】
　前記バーコード配列が、追加の配列セグメントをさらに含む、請求項５１～６２に記載
の方法。
【請求項６４】
　前記追加の配列セグメントが、プライマー、結合配列、ランダムｎ－ｍｅｒオリゴヌク
レオチド、ウラシル核酸塩基を含むオリゴヌクレオチドからなる群から選択される１つ以
上のメンバーを含む、請求項６３に記載の方法。
【請求項６５】



(7) JP 2018-505688 A 2018.3.1

10

20

30

40

50

　前記結合ステップ（ｄ）が、少なくとも７００，０００個のバーコードのライブラリー
から選択されるバーコードを結合することを含む、請求項５１～６４に記載の方法。
【請求項６６】
　それぞれの分離区分中の前記ゲノム材料が、単一細胞のゲノムＤＮＡを含む、請求項５
１～６５に記載の方法。
【請求項６７】
　それぞれの分離区分が、異なる染色体のゲノムＤＮＡを含む、請求項５１～６５に記載
の方法。
【請求項６８】
　前記分離区分が、エマルションの液滴を含む、請求項５１～６７に記載の方法。
【請求項６９】
　前記取得ステップ（ｅ）の前に、前記断片が、得られた増幅産物が部分的または完全な
ヘアピン構造を形成する能力があるようにさらに増幅される、請求項５１～６８に記載の
方法。
【請求項７０】
　前記提供ステップ（ｃ）が、前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の少なくとも一部を
含む前記断片のＰＣＲ増幅を含む、請求項５１～６９に記載の方法。
【請求項７１】
　前記分離区分内の前記バーコード付き断片が、前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の
約１００×～５０００×の包括度を表す、請求項５１～７０に記載の方法。
【請求項７２】
　前記分離区分内の前記バーコード付き断片が、前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の
約２００×～１０００×の包括度を表す、請求項５１～７０に記載の方法。
【請求項７３】
　前記分離区分内の前記アンプリコンの前記バーコード付き断片が、前記ゲノムの前記１
つ以上の選択部分の少なくとも１×の包括度を表す、請求項５１～７０に記載の方法。
【請求項７４】
　前記分離区分内の前記バーコード付き断片が、前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の
少なくとも２０００×の包括度を表す、請求項５１～７０に記載の方法。
【請求項７５】
　前記分離区分内の前記バーコード付き断片が、前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の
少なくとも５０００×の包括度を表す、請求項５１～７０に記載の方法。
【請求項７６】
　分子構成を保持しながら、ゲノム試料の１つ以上の部分から配列情報を取得する方法で
あって、
　（ａ）出発ゲノム材料を準備することと、
　（ｂ）前記出発ゲノム材料の個別の核酸分子を、分離区分がそれぞれ第１の個別核酸分
子を含有するように、分離区分の中に分配することと、
　（ｃ）前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の少なくとも一部を含む断片の配列が豊富
化されている少なくともいくつかの前記分離区分内に、個体群を提供することと、
　（ｄ）共通のバーコード配列を、前記断片のそれぞれが、それらが含有されていた前記
分離区分に属するように、それぞれの分離区分内の前記断片に結合することと、
　（ｅ）前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の少なくとも一部を含む断片を含有する分
離区分を、前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分を含む断片を含有しない分離区分から分
別することと、
　（ｆ）前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の少なくとも一部を含む前記断片から配列
情報を取得し、それによって、分子構成を保持しながら、前記ゲノム試料の１つ以上の標
的化部分を配列決定することと
を含む、前記方法。
【請求項７７】
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　前記提供ステップ（ｃ）が、前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の少なくとも一部を
含むアンプリコンの個体群を産生する、前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の少なくと
も一部を含む前記断片の定方向ＰＣＲ増幅を含む、請求項７６に記載の方法。
【請求項７８】
　前記提供ステップ（ｃ）が、検出可能標識を前記アンプリコンに結合することをさらに
含む、請求項７７に記載の方法。
【請求項７９】
　前記分別ステップ（ｅ）が、前記検出可能標識のシグナルを放出する前記区分を、その
ような信号を有さない前記区分から選別することを含む、請求項７８に記載の方法。
【請求項８０】
　前記検出可能標識が蛍光分子を含む、請求項７８～７９に記載の方法。
【請求項８１】
　前記取得ステップ（ｆ）の前に、前記分離区分が合わされ、前記断片が一緒にプールさ
れる、請求項７６～８０に記載の方法。
【請求項８２】
　前記特定ステップ（ｆ）が、前記特定が、同じ個別の第１の核酸断片分子から誘導され
る断片を特定することをさらに含むように、前記断片配列の前記分子構成を保存する、請
求項７６～８１に記載の方法。
【請求項８３】
　前記特定ステップ（ｆ）が、短い読み込み長さ配列決定反応及び長い読み込み長さ配列
決定反応からなる群から選択される配列決定反応を含む、請求項７６～８２に記載の方法
。
【請求項８４】
　前記配列決定反応が、短い読み込みで高い精度の配列決定反応である、請求項８３に記
載の方法。
【請求項８５】
　前記分離区分が、エマルションの液滴を含む、請求項７６～８４に記載の方法。
【請求項８６】
　前記分離区分内の前記バーコード付き断片が、前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の
約１００×～５０００×の包括度を表す、請求項７６～８５に記載の方法。
【請求項８７】
　前記分離区分内の前記バーコード付き断片が、前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の
約２００×～１０００×の包括度を表す、請求項７６～８５に記載の方法。
【請求項８８】
　前記分離区分内の前記アンプリコンの前記バーコード付き断片が、前記ゲノムの前記１
つ以上の選択部分の少なくとも１０００×の包括度を表す、請求項７６～８５に記載の方
法。
【請求項８９】
　前記分離区分内の前記バーコード付き断片が、前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の
少なくとも２０００×の包括度を表す、請求項７６～８５に記載の方法。
【請求項９０】
　前記分離区分内の前記バーコード付き断片が、前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の
少なくとも５０００×の包括度を表す、請求項７６～８５に記載の方法。
【請求項９１】
　分子構成を保持しながら、ゲノム試料の１つ以上の部分から配列情報を取得する方法で
あって、
　（ａ）ゲノム材料を準備することと、
　（ｂ）個別の核酸分子を前記ゲノム材料から分別して、分別された個別の核酸分子を形
成することと、
　（ｃ）前記分別された個別の核酸分子からの前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の少
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なくとも一部を含む断片が豊富化された個体群を提供し、少なくとも複数の前記断片が、
それらが誘導される前記個別の核酸分子に属することと、
　（ｄ）前記断片から配列情報を取得し、それによって、分子構成を保持しながら、前記
ゲノム試料の１つ以上の標的化部分を配列決定することと
を含む、前記方法。
【請求項９２】
　前記分別ステップ（ｂ）が、１つ以上の個別の核酸分子を分離区分に分配することを含
む、請求項９１に記載の方法。
【請求項９３】
前記提供ステップ（ｃ）が、前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の少なくとも一部を含
むアンプリコンの個体群を産生する、前記ゲノムの前記１つ以上の選択部分の少なくとも
一部を含む前記核酸分子の定方向増幅を含む、請求項９１～９２に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、２０１５年４月１３日出願の米国特許仮出願第６２／１４６，８３４号及び
２０１５年２月２４日出願の米国特許仮出願第６２／１１９，９９６号の利益を主張し、
これらは、その全体が全ての目的において参照として本明細書に組み込まれる。
【背景技術】
【０００２】
　配列決定技術における顕著な進歩にもかかわらず、約５～１０％のヒトゲノムが、未会
合であり、位置が定まらず、不十分に特徴決定されたままである。基準会合は一般に、こ
れらの欠損領域をマルチメガベース（ｍｕｌｔｉ－ｍｅｇａｂａｓｅ）異質染色性間隙と
注釈する。このゲノムの欠損部分には、一般に使用される配列決定技術を使用する正確な
特徴決定に抵抗する状態のままである、構造的特徴が含まれる。ゲノム全体の新規の配列
決定は経済的に実現可能ではなく、したがって、ゲノムの配列決定に関連する費用を低減
し、同時に大規模なゲノム分析の利益を保持する必要性が、依然として存在している。
【発明の概要】
【０００３】
　したがって、本開示は、選択された領域の新規配列会合を可能にする、いくつかの態様
では、その新規包括度とゲノムの残りの領域の再配列決定との組み合わせを、高い処理量
及び高い精度で可能にする、ゲノムの選択領域の標的化包括度を提供する方法、系及び組
成物を提供する。
【０００４】
　いくつかの態様において、本開示は、ゲノムの１つ以上の選択部分を配列決定する方法
であって、（ａ）出発ゲノム材料を準備するステップ、（ｂ）出発ゲノム材料の個別の核
酸分子を、それぞれの分離区分が個別の核酸分子を含有するように、分離区分の中に分配
するステップ、（ｃ）分離区分内の少なくともいくつかの個別の核酸分子の選択された部
分を増幅して、アンプリコンの個体群を形成するステップ、（ｄ）アンプリコンの個体群
にバーコード付けして、アンプリコンの複数のバーコード付き断片を形成し、所定の分離
区分内の断片がそれぞれ共通のバーコードを含み、それによって、それぞれの断片を、そ
れが誘導される個別の核酸分子と関連づけるステップ、（ｅ）複数の断片から配列情報を
取得して、それによってゲノムの１つ以上の選択部分を配列決定するステップを含む方法
を提供する。
【０００５】
　更なる実施形態において、上記によると、ゲノムの１つ以上の選択部分は、ゲノムの高
度に多形性の領域を含む。なお更なる実施形態において、ゲノムの１つ以上の選択部分の
配列決定は、新規の配列決定である。
【０００６】
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　なお更なる実施形態において、上記のうちのいずれかによると、増幅は、少なくとも３
．５メガベース対（Ｍｂ）の領域にわたるＰＣＲ増幅を含む。なお更なる実施形態におい
て、増幅は、少なくとも３．０Ｍｂの領域にわたってねじれている複数のプライマー対を
利用するＰＣＲ増幅を含む。
【０００７】
　いくつかの実施形態において、上記のうちのいずれかによると、配列決定反応は、短い
読み込みで高い精度の配列決定反応である。更なる実施形態において、取得ステップにお
いて生成される配列情報は、由来する個別の核酸の分子構成を保持する。
【０００８】
　特定の実施形態において、上記のうちのいずれかによると、取得ステップの前に、複数
の断片は、（ｉ）ゲノムの１つ以上の選択部分の中の、または近くの領域に相補的なプロ
ーブを、断片とハイブリッド形成させて、プローブ断片複合体を形成するステップ及び（
ｉｉ）プローブ断片複合体を固体支持体の表面に捕捉するステップによって、ゲノムの１
つ以上の選択部分の少なくとも一部を含む断片がさらに豊富化される。
【０００９】
　いくつかの実施形態において、上記のうちのいずれかによると、分離区分内のアンプリ
コンのバーコード付き断片は、ゲノムの１つ以上の選択部分の約１００×～５０００×の
包括度を表す。更なる実施形態において、分離区分内のアンプリコンのバーコード付き断
片は、ゲノムの１つ以上の選択部分の約２００×～１０００×の包括度を表す。なお更な
る実施形態において、分離区分内のアンプリコンのバーコード付き断片は、ゲノムの１つ
以上の選択部分の少なくとも１０００×の包括度を表す。なお更なる実施形態において、
分離区分内のアンプリコンのバーコード付き断片は、ゲノムの１つ以上の選択部分の少な
くとも２０００×または５０００×の包括度を表す。
【００１０】
　更なる態様において、本開示は、ゲノム試料の１つ以上の不十分に特徴決定された部分
から配列情報を取得する方法であって、（ａ）分離区分内のゲノム試料の個別の第１の核
酸断片分子を準備するステップ、（ｂ）分離区分内の個別の第１の核酸断片分子を断片化
して、個別の第１の核酸断片分子のそれぞれから複数の第２の断片を作り出すステップ、
（ｃ）不十分に特徴決定されている複数の第２の断片の選択領域を増幅して、アンプリコ
ンの個体群を形成するステップ、（ｄ）共通バーコード配列を、それぞれのアンプリコン
が、それが含有されている分離区分に属させるように、それぞれの分離区分内のアンプリ
コンに結合するステップ、（ｅ）アンプリコンの配列を特定し、それによって、ゲノム試
料の１つ以上の不十分に特徴決定された部分から配列情報を取得するステップを含む方法
を提供する。
【００１１】
　特定の実施形態において、上記のうちのいずれかによると、増幅は、少なくとも３．５
メガベース対（Ｍｂ）の領域にわたるＰＣＲ増幅を含む。更なる実施形態において、増幅
は、少なくとも３．０Ｍｂの領域にわたってねじれている複数のプライマー対を利用する
ＰＣＲ増幅を含む。なお更なる実施形態において、複数のプライマー対は、プライマー配
列の増幅を防止するためにウラシルを含有する。
【００１２】
　いくつかの実施形態において、上記のうちのいずれかによると、特定ステップは、特定
することが、同じ個別の第１の核酸断片分子から誘導されるアンプリコンを特定すること
をさらに含むように、アンプリコン配列の分子構成を保存する。更なる実施形態において
、方法は、複数の第２の断片の重複配列に基づいて、推定コンティグ中において２つ以上
の個別の第１の断片分子を連結することをさらに含み、ここで推定コンティグは、少なく
とも１０ｋｂのＮ５０長さを含む。
【００１３】
　いくつかの実施形態において、上記のうちのいずれかによると、バーコード配列は、追
加の配列セグメントをさらに含む。更なる実施形態において、追加の配列セグメントは、
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プライマー、結合配列、ランダムｎ－ｍｅｒオリゴヌクレオチド、ウラシル核酸塩基を含
むオリゴヌクレオチドからなる群から選択される１つ以上のメンバーを含む。なお更なる
実施形態において、バーコードは、少なくとも７００，０００個のバーコードのライブラ
リーから選択される。
【００１４】
　いくつかの実施形態において、上記のうちのいずれかによると、それぞれの分離区分内
のゲノム試料は、単一細胞のゲノムＤＮＡを含む。更なる実施形態において、それぞれの
分離区分は、異なる染色体のゲノムＤＮＡを含む。
【００１５】
　いくつかの実施形態において、上記のうちのいずれかによると、分離区分は、エマルシ
ョンの液滴を含む。
【００１６】
　いくつかの実施形態において、上記のうちのいずれかによると、分離区分内のバーコー
ド付きアンプリコンは、ゲノムの１つ以上の不十分に特徴決定された部分の約１０００×
～５０００×の包括度を表す。
【００１７】
　更なる態様において、本出願は、分子構成を保持しながら、ゲノム試料の１つ以上の部
分から配列情報を取得する方法であって、（ａ）出発ゲノム材料を準備するステップ、（
ｂ）出発ゲノム材料の個別の核酸分子を、それぞれの分離区分が第１の個別核酸分子を含
有するように、分離区分の中に分配するステップ、（ｃ）ゲノムの１つ以上の選択部分の
少なくとも一部を含む断片が豊富化された個体群を提供するステップ、（ｄ）共通バーコ
ード配列を、それぞれの断片が、それが含有されていた分離区分に属させるように、それ
ぞれの分離区分内の断片に結合するステップ、（ｅ）断片から配列情報を取得し、それに
よって、分子構成を保持しながら、ゲノム試料の１つ以上の標的化部分を配列決定するス
テップを含む方法を提供する。
【００１８】
　なお更なる態様において、本開示は、分子構成を保持しながら、ゲノム試料の１つ以上
の部分から配列情報を取得する方法であって、（ａ）出発ゲノム材料を準備するステップ
、（ｂ）出発ゲノム材料の個別の核酸分子を、それぞれの分離区分が第１の個別核酸分子
を含有するように、分離区分の中に分配するステップ、（ｃ）ゲノムの１つ以上の選択部
分の少なくとも一部を含む断片の配列が豊富化されている少なくともいくつかの分離区分
内に、個体群を提供するステップ、（ｄ）共通バーコード配列を、それぞれの断片が、そ
れが含有されていた分離区分に属させるように、それぞれの分離区分内の断片に結合する
ステップ、（ｅ）ゲノムの１つ以上の選択部分少なくとも一部を含む断片を含有する分離
区分を、ゲノムの１つ以上の選択部分を含む断片を含有しない分離区分から分別するステ
ップ、（ｆ）ゲノムの１つ以上の選択部分の少なくとも一部を含む断片から配列情報を取
得し、それによって、分子構成を保持しながら、ゲノム試料の１つ以上の標的化部分を配
列決定するステップを含む方法を提供する。
【００１９】
　更なる実施形態において、上記のうちのいずれかによると、ゲノムの１つ以上の選択部
分の少なくとも一部を含む断片の配列が豊富化されている個体群を提供することは、ゲノ
ムの１つ以上の選択部分の少なくとも一部を含むアンプリコンの個体群を産生する、ゲノ
ムの１つ以上の選択部分の少なくとも一部を含む断片の定方向ＰＣＲ増幅を含む。なお更
なる実施形態において、この提供ステップは、検出可能標識をアンプリコンに結合するこ
とをさらに含み、いくつかの実施形態では、これには蛍光分子が含まれ得る。なお更なる
実施形態において、ゲノムの１つ以上の選択部分を含む断片を含有しない分離区から、ゲ
ノムの１つ以上の選択部分の少なくとも一部を含む断片を含有する分離区分を分別するス
テップは、検出可能標識からのシグナルを発する区分を、そのようなシグナルを有さない
区分から選別することを含む。
【００２０】
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　いくつかの実施形態において、上記のうちのいずれかによると、断片から配列情報を取
得する前に、分離区分は合わされ、断片は一緒にプールされる。更なる実施形態において
、断片から配列情報を取得するステップは、確定することが同じ第１の個別の核酸分子か
ら誘導される断片を確定することをさらに含むので、断片の配列の分子構成を維持するよ
うに実施される。なお更なる実施形態において、この配列情報の取得は、短い読み込み長
さ（ｒｅａｄ－ｌｅｎｇｔｈ）配列決定反応及び長い読み込み長さ配列決定反応からなる
群から選択される配列決定反応を含む。なお更なる実施形態において、配列決定反応は、
短い読み込みで高い精度の配列決定反応である。
【００２１】
　いくつかの実施形態において、上記のうちのいずれかによると、分離区分は、エマルシ
ョンの液滴を含む。更なる実施形態において、分離区分内のバーコード付き断片は、ゲノ
ムの１つ以上の選択部分の約１００×～５０００×の包括度を表す。なお更なる実施形態
において、分離区分内のバーコード付き断片は、ゲノムの１つ以上の選択部分の約２００
×～１０００×の包括度を表す。なお更なる実施形態において、分離区分内のアンプリコ
ンのバーコード付き断片は、ゲノムの１つ以上の選択部分の少なくとも１０００×の包括
度を表す。なお更なる実施形態において、分離区分内のバーコード付き断片は、ゲノムの
１つ以上の選択部分の少なくとも２０００×または５０００×の包括度を表す。
【００２２】
　いくつかの態様において、上記のうちのいずれかによると、本開示は、分子構成を保持
しながら、ゲノム試料の１つ以上の部分から配列情報を取得する方法であって、（ａ）ゲ
ノム材料を準備するステップ、（ｂ）個別の核酸分子をゲノム材料から分別して、分別さ
れた個別の核酸分子を形成するステップ、（ｃ）分離された個別の核酸分子からのゲノム
の１つ以上の選択部分の少なくとも一部を含む断片が豊富化された個体群を提供するステ
ップを含む方法を提供する。特定の実施形態において、分別ステップは、１つ以上の核酸
分子が他の１つ以上の核酸分子に対して相対的に単離されるように選別及び処理されるこ
とを可能にする任意の方法を使用して達成される。いくつかの実施形態において、分別と
は、基質上の異なる区分または分離区分に物理的に分別することである。更なる実施形態
において、少なくとも複数の断片は、それらが誘導される個別の核酸分子に属する。属性
は、特定の個別の核酸分子に由来するように個別の断片を指定することを可能にする、任
意の方法を使用して得られる。特定の例示的な実施形態において、この属性は、断片にバ
ーコード付けすることによって得られる。更なる態様では、配列情報が断片から取得され
、それによって、分子構成を保持しながら、ゲノム試料の１つ以上の標的化部分を配列決
定する。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】本明細書に記載されているプロセス及び系と比べた、従来のプロセスを使用する
標的化ゲノム領域の特定及び分析の略図を提供する。
【図２】本明細書に記載されているプロセス及び系を使用する、標的化ゲノム領域の特定
及び分析の略図を提供する。
【図３】本明細書に記載されている方法及び組成物を使用して配列情報を検出するアッセ
イを実施する、典型的なワークフローを例示する。
【図４】核酸試料をビーズと組み合わせ、核酸及びビーズを分離液滴に区分するプロセス
の略図を提供する。
【図５】染色体核酸断片のバーコード付け及び増幅のプロセスの略図を提供する。
【図６Ａ】配列データを由来供給源の核酸分子に属させる、核酸断片のバーコード付けの
使用についての略図を提供する。
【図６Ｂ】配列データを由来供給源の核酸分子に属させる、核酸断片のバーコード付けの
使用についての略図を提供する。
【図７】本発明の１つの実施形態の略図を提供する。
【図８】本発明の１つの実施形態の略図を提供する。



(13) JP 2018-505688 A 2018.3.1

10

20

30

40

50

【図９】テンプレートを含有しないもの（ＮＴＣ）と比較した、テンプレートを用いて実
施した増幅反応の比較実験のデータを示す。
【図１０】一連のアニーリング温度にわたって実施した増幅反応のデータを示す。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　本発明の実施は、特に示されない限り、有機化学、ポリマー技術、分子生物学（組み換
え技術を含む）、細胞生物学、生化学及び免疫学の従来の技術及び記載を用いることがで
き、これらは当該技術の技能の範囲内である。そのような従来技術には、ポリマーアレイ
合成、ハイブリッド形成、連結、ファージ提示及び標識の使用によるハイブリッド形成の
検出が含まれる。適切な技術の特定の例示は、本明細書下記の実施例を参照することによ
って入手することができる。しかし、他の同等の慣用的な手順も、当然のことながら使用
することができる。そのような従来の技術及び記載は、Ｇｅｎｏｍｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ
：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　Ｓｅｒｉｅｓ（Ｖｏｌｓ．Ｉ－ＩＶ）、Ｕ
ｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｃｅｌｌ
ｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、ＰＣＲ　Ｐｒｉｍｅｒ：Ａ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ及びＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（全て、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓのもの）、Ｓｔｒｙｅｒ，Ｌ．（１９９５）Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔ
ｒｙ（４ｔｈ　Ｅｄ．）Ｆｒｅｅｍａｎ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、Ｇａｉｔ，“Ｏｌｉｇｏｎ
ｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ
”１９８４，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，Ｌｏｎｄｏｎ、Ｎｅｌｓｏｎ　ａｎｄ　Ｃｏｘ（２０
００），Ｌｅｈｎｉｎｇｅｒ，Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
　３ｒｄ　Ｅｄ．，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　Ｐｕｂ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．、
ならびにＢｅｒｇ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，５ｔｈ　Ｅｄ
．，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　Ｐｕｂ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．などの標準的な実
験マニュアルにおいて見出すことができ、これらは全て、全ての目的において全体が参照
として本明細書に組み込まれる。
【００２５】
　本明細書及び添付の特許請求の範囲で使用されるとき、単数形「ａ」、「ａｎ」及び「
ｔｈｅ」は、特に文脈により明確に指示されない限り、複数対象を含むことに留意するこ
と。したがって、例えば、「ポリメラーゼ」への参照は、１つの作用物質またはそのよう
な作用物質の混合物を指し、「方法」への参照は、当業者に既知の同等のステップ及び方
法への参照を含む。
【００２６】
　特に定義されない限り、本明細書において使用される全ての技術及び科学用語は、本発
明が属する当業者に一般的に理解されるものと同じ意味を有する。本明細書に記述される
全ての出版物は、出版物に記載されており、かつ本記載の発明と関連して使用され得る、
デバイス、組成物、製剤及び方法を記載及び開示する目的において、参照として本明細書
に組み込まれる。
【００２７】
　ある範囲の値が提供される場合、その範囲の上下限と、その記述された範囲の他の任意
の記述された、または中間にある値との、特に文脈により明確に指示されない限り下限の
１０分の１の単位までのそれぞれの中間値は、本発明の範囲内に包含されることが理解さ
れる。小さい範囲に独立して含まれ得るこれらの小さい範囲の上下限も、本発明の範囲内
に包含され、記述された範囲の任意の明確に除外された限界に制約される。記述された範
囲が一方または両方の限界を含む場合、これらの両方の含まれた限界のいずれかを除外す
る範囲も、本発明に含まれる。
【００２８】
　以下の記載では、多数の特定の詳細が本発明のさらに十分な理解を提供するために記載
されている。しかし、本発明は、これらの特定の詳細の１つ、またはそれ以上を用いるこ
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となく実施できることが、当業者には明白である。他の場合において、当業者に周知であ
る周知の特徴及び手順は、本発明を不明瞭にすることを避けるために記載されていない。
【００２９】
　本明細書で使用されるとき、用語「ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ（含む）」は、組成物及び方
法が、列挙された要素を含むが、他を除外しないことを意味することが意図される。「ｃ
ｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙ　ｏｆ（から実質的になる）」は、組成物
及び方法を定義するために使用されるとき、組成物または方法に対する任意の本質的な有
意性のある他の要素を除外することを意味する。「ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ（からな
る）」は、特許請求される組成物の他の成分及び実質的な方法ステップにおける微量を超
える要素を除外することを意味する。これらの移行用語のそれぞれにより定義される実施
形態は、本発明の範囲内である。したがって、方法及び組成物は、追加のステップ及び構
成要素を含むことができる（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）、あるいは有意性のないステップ及
び組成物を含む（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙ　ｏｆ）、あるいは記
述された方法ステップまたは組成物のみが意図される（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ）こ
とが意図される。
【００３０】
　全ての数値指定、例えば範囲を含む、ｐＨ、温度、時間、濃度及び分子量は、０．１の
増分により（＋）または（－）に変動する近似値である。全ての数値指定には用語「約」
が先行することが理解されるべきであるが、必ずしも明確に記述されているとは限らない
。用語「約」は、「Ｘ＋０．１」または「Ｘ－０．１」などの僅かな増分「Ｘ」に加えて
、正確な値「Ｘ」も含む。本明細書に記載されている試薬は、単に例示的であること及び
そのようなものの同等物は当該技術において知られているが、必ずしも明確に記述されて
いるとは限らないことも理解されるべきである。
【００３１】
Ｉ．概観
　本開示は、遺伝子材料の特徴決定に有用な方法、組成物及び系を提供する。特に、本明
細書に記載されている方法、組成物及び系は、追加の多重複（ｒｅｄｕｎｄａｎｔ）配列
情報がゲノムのこれらの選択部分から取得され得るように、ゲノムの選択部分の増加した
多重複包括度を提供する。特定の場合において、この追加の配列情報は、ゲノムのこれら
の選択部分の新規配列決定を可能にするのに十分な情報を提供する。
【００３２】
　一般に、本明細書に記載されている方法、組成物及び系は、ゲノムの選択領域の遺伝子
特徴決定を提供する。この遺伝子特徴決定は、ゲノムの選択領域の新規配列決定を可能に
するのに十分な深さのものである。この新規配列決定は、不十分に特徴決定されている、
高度に多形性がある、及び／または基準配列から逸脱している、ゲノム領域において特定
的に使用される。理解されるように、有意な率（例えば、Ａｌｔｅｍｏｓｅ　ｅｔ　ａｌ
．　ＰＬＯＳ　Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｍａｙ　１５，２０１４
，Ｖｏｌ．１０，Ｉｓｓｕｅ　５によると、少なくとも５～１０％）のヒトゲノムが、未
会合であり、位置が定まらず、不十分に特徴決定されたままである。基準会合は、一般に
、これらの欠損領域を、主にセントロメア及び末端動原体型染色体の短いアームの近くに
見出される、マルチメガベース異質染色性間隙と注釈する。このゲノムの欠損部分には、
一般に使用される配列決定技術を使用する正確な特徴決定に抵抗する状態のままである、
構造的特徴が含まれる。正確な特徴決定に抵抗性がある例示的な領域には、密接な相同性
がある偽遺伝子（例えば、ＳＭＮ１／２　ＣＹＰ２Ｄ６）を有する区域、トランスポゾン
（ＳＩＮＥ、ＬＩＮＥなど）が限定されることなく含まれる、ゲノム全体にわたって実質
的に反復している配列を有する区域、及び基準配列が不十分な先導としてしか機能しない
、途方もない変動を有する特定の区域（ヒト白血球抗原（ＨＬＡ）複合体の遺伝子をコー
ドする領域など）が含まれる。　本明細書に記載されている方法、組成物及び系は、目的
の領域の選的増幅を、分子構成を維持する能力と組み合わせ、それによって、一般的に不
十分に特徴決定されているゲノム領域の新規配列決定を可能にし、同様に、より大きなゲ
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ノムにおけるこれらの領域の長い範囲の分子構成を最適に提供することを可能にする。
【００３３】
　特定の場合において、本明細書に記載されている方法は、ゲノムの選択領域が配列決定
される前に選択的に増幅されるステップを含む。この増幅は、一般に当該技術に既知の方
法（ＰＣＲ増幅が限定されることなく含まれる）を使用して実施され、ゲノムの選択領域
の少なくとも１×、１０×、２０×、５０×、１００×、２００×、５００×、１０００
×、１５００×、２０００×、５０００×、または１００００×の包括度を提供し、それ
によって、これらの選択領域の新規配列決定を可能にする量の核酸を提供する。更なる実
施形態において、増幅は、ゲノムの選択領域の少なくとも１×～２０×、５０×～１００
×、２００×～１０００×、１５００×～５０００×、５０００×～１０，０００×、１
０００×～１００００×、１５００×～９０００×、２０００×～８０００×、２５００
×～７０００×、３０００×～６５００×、３５００×～６０００×、４０００×～５５
００×の包括度を提供する。
【００３４】
　増幅は、一般に、ゲノムの選択領域の中の、または近くの配列に相補的なプライマーの
伸長にわたって実施される。いくつかの場合において、目的の領域にわたってタイル状に
なるように設計されているプライマーライブラリーが使用され、換言すると、プライマー
ライブラリーは、ゲノムの選択領域に沿って特定の距離で領域を増幅するように設計され
る。いくつかの場合において、選択的増幅は、ゲノムの選択領域に沿って、１０、１５、
２０、２５、５０、１００、２００、２５０、５００、７５０、１０００、または１００
００塩基毎に相補性があるプライマーを利用する。なお更なる例において、タイル状のプ
ライマーライブラリーは距離の混合物を捕捉するように設計され、その混合物は、距離の
無作為混合物であり得る、または選択領域の特定の部分もしくは割合が異なるプライマー
対により増幅されるように、知的に設計され得る。
【００３５】
　一般に、本明細書に記載されている方法及び系は、ゲノムの選択領域の配列の決定を提
供することによって標的化ゲノム配列決定を達成し、この配列決定情報は、極めて低い配
列決定誤差率及び高い処理量の短い読み込み配列決定技術という利点を有する方法を使用
して得られる。
【００３６】
　核酸の配列決定は、配列読み込みの分子構成または配列読み込みの一部を保存する方法
で典型的に実施される。このことは、多重配列読み込み、または配列読み込みの複数の部
分が、核酸の単一由来分子に属し得ることを意味する。「属する」とは、配列読み込みが
核酸の特定の由来分子の塩基の直線状配列内にあると特定され得ることを意味し、換言す
ると、断片１及び２が由来核酸分子Ａから生成される場合、配列決定は、断片１、２、３
及び４の配列読み込みが分子構成を保持するように実施され、断片１及び２は、由来分子
Ａから誘導されることが容易に確認されることを意味する。
【００３７】
　この核酸の単一分子は、様々な長さの任意のものであり得るが、好ましい態様において
、長い範囲の分子構成の保存を可能にするように、比較的長い分子である。特に、単一由
来分子は、好ましくは、典型的な短い読み込み配列長さより実質的に長いもの、例えば、
２００塩基を超えるものであり、多くの場合、少なくとも１０００塩基以上、５０００塩
基以上、１０，０００塩基以上、２０，０００塩基以上、３０，０００塩基以上、４０，
０００塩基以上、５０，０００塩基以上、６０，０００塩基以上、７０，０００塩基以上
、８０，０００塩基以上、９０，０００塩基以上、または１００，０００塩基以上、いく
つかの場合では、最長１メガベース以上である。
【００３８】
　一般に、図１に示されているように、本明細書に記載されている方法及び系を使用して
、分子構成保持しながら、核酸、特にゲノムの選択領域の核酸を特徴決定することができ
る。示されているように、２つの分離された個別の核酸１０２及び１０４が例示されてお
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り、それぞれ、多数の目的領域、例えば、核酸１０２に領域１０６及び１０８、ならびに
核酸１０４に領域１１０及び１１２を有する。それぞれの核酸における目的領域は、同じ
核酸分子内に連結されている（例えば、同じ核酸分子に由来している）が、いくつかの場
合では、これらの領域は、互いに相対的に分別されていることがあり、例えば、１ｋｂを
超える間隔、５ｋｂを超える間隔、１０ｋｂを超える間隔、２０ｋｂを超える間隔、３０
ｋｂを超える間隔、４０ｋｂを超える間隔、５０ｋｂを超える間隔、いくつかの場合では
１００ｋｂ、またはそれ以上の間隔であり得る。目的の領域は、一般にゲノムの分離及び
分別部分であり、いくつかの場合では、そのような領域は不十分に特徴決定された領域で
ある。目的の領域は、また、個別の遺伝子、遺伝子群、エクソンを示すこともある。示さ
れているように、それぞれの核酸１０２及び１０４は分別されている。図１に例示されて
いるように、それぞれの核酸は、それ自体の区分１１４及び１１６にそれぞれ分別されて
いるが、理解されるように、本明細書に記載されている方法は、そのような区分における
使用に限定されず、核酸分子を分別する任意の方法を使用することができ、これらの分別
された核酸分子を、本明細書に開示されている任意の方法に従ってさらに処理することが
できる。本明細書の他の箇所に示されているように、図１の１１４及び１１６などの区分
は、多くの場合において、油中水エマルションの水性液滴である。それぞれの液滴内にお
いて、それぞれの断片の部分は、これらの断片の元の分子構成を保存するように、例えば
同じ分子に由来するように、コピーされる。そのような分子構成は、断片を、それが誘導
された元の核酸分子に属させるのを可能にする任意の方法を使用して、保存することがで
きる。図１に示されているように、これが達成される１つの方法は、由来の断片が区分さ
れた液滴を表しているバーコード配列、例えば例示されているバーコード配列「１」また
は「２」を、それぞれのコピー断片に含めることによって達成される。全ゲノム配列分析
用途では、全てのコピー断片及び関連バーコードを単にプールして、それぞれの由来の核
酸１０２及び１０４から全範囲の配列情報を配列決定し、再会合させることができる。し
かし、多くの場合において、ゲノム全体における特定の標的化部分のみを分析して、ゲノ
ムの科学的に関連する部分により多く集中すること、ならびにゲノムの関連性の低い、ま
たは関連性のない部分の配列決定を実施する時間及び費用を最小限にすることが、より望
ましい。分子構成の保存を助ける他の配列決定方法には、Ｐａｃｉｆｉｃ　Ｂｉｏｓｃｉ
ｅｎｃｅｓから入手可能なＳＭＲＴ配列決定、例えばＯｘｆｏｒｄ　Ｎａｎｏｐｏｒｅに
より記載されているナノポア配列決定及びＩｌｌｕｍｉｎａ，Ｉｎｃ．から入手可能なＴ
ｒｕｓｅｑ　ＳＬＲプロセスなどの単一分子配列決定プロセスが含まれる。
【００３９】
　上記によると、バーコード付けステップに加えて、核酸１０２または１０４が目的の選
択ゲノム領域を含有する場合、これらの領域のアンプリコンが区分１１４及び１１６それ
ぞれにおける断片の大きな割合を形成するように、１つ以上の選択的増幅のステップがあ
ってもよい。この増幅ステップは、一般に、本明細書に記載されている方法によるバーコ
ードの結合の前、または結合と同時に実施されるが、いくつかの実施形態において、増幅
ステップは、バーコードの結合に続いて生じることもある。
【００４０】
　ライブラリー１１８内のプールされた断片が、元の分子構成を、例えばバーコード情報
の保持によって保持しているので、これらを、埋め込まれた（時には、長い範囲の）連結
情報によって、例えば目的の会合領域それぞれの間の推測連結１０６：１０８及び１１０
：１１２により、元の分子構成に再会合させることができる。例として、ゲノムの２つの
異種標的化部分、例えば２つ以上のエクソンの間の直接的な分子連結を特定することがで
き、その直接的な分子連結を使用して、構造的変動及び他のゲノムの特徴を特定すること
ができる。選択的増幅が、ゲノムの選択領域の部分を含有する核酸断片の量を増加するた
めに利用される状況では、分子構成を特定する能力は、ゲノムの選択領域を、多くの場合
にこれらの領域の新規会合を可能にする深さの包括度で配列決定する方法も提供する。
【００４１】
　特定の状況において、本明細書に記載されている配列決定方法は、選択領域の深い包括
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度と、ゲノムの長い範囲にわたる低レベルの連結読み込みとの組み合わせを含む。理解さ
れるように、この新規と再配列決定との組み合わせは、ゲノム全体及び／またはゲノム大
きな部分を配列決定する効率的な方法を提供する。本明細書に記載されている選択的増幅
方法による、不十分に特徴決定されている及び／または高度に多形性の領域の標的化包括
度は、これらの領域の新規配列会合に必要な包括度レベルで核酸材料の量を提供し、一方
、ゲノムの他の領域にわたる連結ゲノム配列決定は、分子構成の保存を介して一緒に連結
している分離領域について配列情報を提供することによって、残りのゲノムの高い処理量
での分析を可能にする。本明細書に記載されている方法及び組成物は、同じ配列決定プラ
ットフォーム及び配列決定ライブラリーを両方の種類の包括度に使用できるので、新規と
連結読み込み配列決定との組み合わせを可能にすることに独自に適応可能である。本明細
書に記載されている方法に従って配列決定される核酸及び／または核酸断片の個体群は、
新規配列決定用のゲノム領域及び再配列決定用のゲノム領域の両方からの配列を含有し、
新規配列決定用の目的の領域を網羅する核酸の割合は、本明細書においてさらに詳細に記
載される標的化増幅方法に起因して、ゲノムの他の領域を網羅する核酸よりも多い。その
ような方法は、本明細書に記載されている方法が会合の際に位相情報の保持を可能にする
ので、ハプロタイプの新規会合にさらに適応可能である。
【００４２】
　ゲノムの選択領域から配列情報を取得する能力を提供することに加えて、本明細書に記
載されている方法及び系は、ハプロタイプ位相、構造変動の特定及びコピー数変動の特定
が限定されることなく含まれる、ゲノム材料の他の特徴決定も提供することができ、米国
特許出願第１４／７５２，５８９号及び同第１４／７５２，６０２号に記載されており、
これらは、全ての目的において、特に、ゲノム材料の特徴決定を対象とする全ての記載、
図面及び実施例において、その全体が参照として本明細書に組み込まれる。
【００４３】
　本出願に記載されている方法及び系により核酸を処理及び配列決定する方法は、米国特
許出願第１４／３１６，３８３号、同第１４／３１６，３９８号、同第１４／３１６，４
１６号、同第１４／３１６，４３１号、同第１４／３１６，４４７号及び同第１４／３１
６，４６３号においてもさらに詳細に記載されており、これらは、全ての目的において、
特に、核酸の処理、ならびにゲノム材料の配列決定及び他の特徴決定を対象とする全ての
記載、図面及び実施例において、その全体が参照として本明細書に組み込まれる。
【００４４】
　一般に、本発明の方法は、本明細書においてさらに詳細に考察される本発明の方法の概
略図を提供する、図２に例示されているステップを含む。理解されるように、図２に概説
されている方法は、必要に応じて、本明細書に記載されているように、変更及び修正され
得る例示的な実施形態である。
【００４５】
　図２に示されているように、本明細書に記載されている方法は、大部分の例において、
目的の標的化領域を含有する試料核酸が、例えば区分に分別されるステップ（２０１）を
含む。一般に、目的のゲノム領域の核酸を含有する区分は、それぞれ標的化豊富化を受け
て、大きな割合が選択ゲノム領域の配列を含有する断片の個体群を産生する（２０２）。
次にこれらの断片を、通常は、含有されている区分に特異的な断片にバーコードを付ける
ことによって、断片の元の分子構成を保存するようにさらに断片化またはコピーする（２
０３）が、断片の元の分子構成に属させる任意の他の方法を使用することができる。それ
ぞれの区分は、いくつかの例において、１つを超える核酸を含み、いくつかの場合におい
て、数百の核酸分子を含有し、複数の核酸が区分内にある状態では、ゲノムのあらゆる特
定の遺伝子座は、一般に、バーコード付けの前には単一の個別核酸によりに表される。ス
テップ２０３のバーコード付き断片は、当該技術に既知の任意の方法を使用して生成する
ことができ、いくつかの例では、オリゴヌクレオチドが分離区分内の試料である。そのよ
うなオリゴヌクレオチドは、試料の異なる多数の領域を無作為に刺激することが意図され
るランダム配列を含んでもよく、または試料の標的化領域の上流を刺激するように標的化
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された特定のプライマー配列を含んでもよい。更なる例において、これらのオリゴヌクレ
オチドは、複製プロセスも元の試料核酸の得られた複製断片にバーコードを付けるように
、バーコード配列も含有する。そのようなバーコードを、当該技術に既知の任意の方法を
使用して付加することができ、個別の核酸分子のセグメントを増幅する増幅方法の際にバ
ーコードを配列に付加すること、ならびにトランスポゾンの使用による元の個別の核酸分
子へのバーコードの挿入が含まれ、Ａｍｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅ
ｔｉｃｓ　４６：１３４３－１３４９（２０１４）（２０１４年１０月２９日にオンライ
ン先行公開）に記載されたものなどの方法が含まれる。試料の増幅及び試料のバーコード
付けにこれらのバーコードオリゴヌクレオチドを使用する特に洗練されたプロセスは、米
国特許出願第１４／３１６，３８３号、同第１４／３１６，３９８号、同第１４／３１６
，４１６号、同第１４／３１６，４３１号、同第１４／３１６，４４７号及び同第１４／
３１６，４６３号に詳細に記載されており、これらは、全ての目的において、特に、核酸
の処理、ならびにゲノム材料の配列決定及び他の特徴決定を対象とする全ての記載、図面
及び実施例において、その全体が参照として本明細書に組み込まれる。伸長反応試薬、例
えば、ＤＮＡポリメラーゼ、ヌクレオシド三リン酸、補助因子（例えば、Ｍｇ２＋または
Ｍｎ２＋など）も区分中に含有されており、試料をテンプレートとして使用してプライマ
ー配列を伸長し、プライマーがアニールされたテンプレートの鎖に相補的な断片を産生し
、相補的な断片は、オリゴヌクレオチド及び関連するバーコード配列を含む。試料の異な
る部分への複数のプライマーのアニーリング及び伸長は、バーコード配列が作り出された
区分を示すそれ自体のバーコード配列をそれぞれ有する、試料の重複相補的断片の大きな
プールをもたらすことができる。いくつかの場合において、これらの相補的断片は、それ
自体を、区分に存在するオリゴヌクレオチドにより刺激されるテンプレートとして使用し
て、ここでもバーコード配列を含む補体の補体を産生することができる。更なる例におい
て、この複製プロセスは、第１の補体が複製されたとき、２つの相補的配列を末端または
末端の近くに産生して、分子がさらに反復コピーを産生する基礎となる能力を低減する、
ヘアピン構造または部分的ヘアピン構造の形成を可能にする。
【００４６】
　図２に例示されている方法に戻ると、区分特異的バーコードをコピー断片に結合すると
、次にバーコード付き断片をプールする（２０４）。次にプールされた断片を配列決定し
（２０５）、目的の標的化領域が由来分子構成により特定され、また関連づけられるよう
に、断片の配列を元の分子構成に属させる（２０６）。本明細書に記載されている方法及
び系の利点は、区分または試料特異的バーコードを、標的化ゲノム領域の断片を豊富化す
る前にコピー断片に結合することが、標的化領域の元の分子構成を保存し、元の区分、し
たがって由来試料核酸分子に属させることを可能にすることである。
【００４７】
　上記のワークフローに加えて、標的化ゲノム領域は、チップに基づいた及び溶液に基づ
いた捕捉方法の両方を使用して、更なる分析、特に配列決定のためにさらに豊富化、単離
または分別される、すなわち、「プルダウン」される。そのような方法は、目的のゲノム
領域または目的のゲノム領域の近くの、もしくは隣接した領域に相補的であるプローブを
利用する。例えば、ハイブリッド（または、チップに基づいた）捕捉では、目的の領域を
一緒になって網羅する配列を有する捕捉プローブ（通常、一本鎖オリゴヌクレオチド）を
含有するマイクロアレイが、表面に固定される。ゲノムＤＮＡは断片化され、平滑末端を
産生する末端修復及び／または汎発性刺激配列などの追加の特徴の付加、などの処理をさ
らに受けてもよい。これらの断片を、マイクロアレイにおいてプローブとハイブリッド形
成させる。非ハイブリッド形成断片を洗い流し、所望の断片を、配列決定または他の分析
のために表面に溶出させ、そうでなければ表面において処理し、したがって表面に残留し
た断片の個体群は、目的の標的化領域（例えば、捕捉プローブに含有された配列に相補的
な配列を含む領域）を含有する断片が豊富化される。断片が豊富化された個体群を、当該
技術に既知の任意の増幅技術を使用してさらに増幅してもよい。そのような標的化プルダ
ウン豊富化方法の例示的な方法は、２０１５年１０月２９日出願の米国特許出願第１４／
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９２７，２９７号に記載されており、これは、全ての目的において、特に、記載、図面及
び実施例を含む、標的化プルダウン豊富化方法及び配列決定方法に関する全ての教示につ
いて、その全体が参照として本明細書に組み込まれる。
【００４８】
　上記に示されたように、本明細書に記載されている方法及び系は、長い核酸の短い配列
読み込みのために、個別の分子構成を提供する。そのような個別の分子構成は、短い配列
読み込みを、由来する個別の核酸に属させることを可能にする任意の方法または組成物に
よって、提供することができる。本明細書において使用されるとき、個別の分子構成は、
特定の配列読み込みを超えた配列構成、例えば、配列読み込みそれ自体の範囲内に含まれ
ない、隣接または近位配列との関係を指し、このように、典型的には短い配列読み込みの
全体または一部に含まれないようなもの、例えば、対読み込みでは約１５０塩基または約
３００塩基の読み込みである。特に好ましい態様において、方法及び系は、短い配列読み
込みのために長い範囲の配列構成を提供する。そのような長い範囲の構成は、所定の配列
読み込みと、互いに１ｋｂより長い、５ｋｂより長い、１０ｋｂより長い、１５ｋｂより
長い、２０ｋｂより長い、３０ｋｂより長い、４０ｋｂより長い、５０ｋｂより長い、６
０ｋｂより長い、７０ｋｂより長い、８０ｋｂより長い、９０ｋｂより長い、もしくはさ
らに１００ｋｂより長い、またはそれ以上長い距離内にある配列読み込みとの関係または
連結を含む。理解されるように、長い範囲の個別の分子構成を提供することによって、そ
の個別の分子構成内にある変異体の位相情報を導き出すこともでき、例えば、特定の長い
分子における変異体は、定義によると一般的に位相されている。
【００４９】
　長い範囲の個別の分子構成を提供することによって、本発明の方法及び系は、はるかに
長い推定分子構成（本明細書において、「長い仮想単一分子読み込み」とも呼ばれる）も
提供する。配列構成は、本明細書において記載されているように、異なる（一般にキロベ
ース尺度に基づく）範囲の完全長ゲノム配列にわたる断片のマッピング、または連結の提
供を含むことができる。これらの方法は、短い配列読み込みを、個別の長い分子または連
鎖分子のコンティグにマッピングすること、ならびに、例えば、個別の分子の近接決定配
列を有する長い個別の分子の大きな部分を長い範囲で配列決定することを含み、ここで、
そのような決定配列は、１ｋｂより長い、５ｋｂより長い、１０ｋｂより長い、１５ｋｂ
より長い、２０ｋｂより長い、３０ｋｂより長い、４０ｋｂより長い、５０ｋｂより長い
、６０ｋｂより長い、７０ｋｂより長い、８０ｋｂより長い、９０ｋｂより長い、または
さらには１００ｋｂより長い。配列構成によって、短い配列を、長い核酸、例えば個別の
長い核酸分子、または連結核酸分子のコレクション、もしくはコンティグに属させること
は、短い配列を長い核酸伸展にマッピングして、高レベルの配列構成を提供すること、な
らびにこれらの長い核酸を介して、短い配列から会合配列を提供することの両方を含んで
もよい。
【００５０】
　さらに、長い個別の分子と関連する長い範囲の配列構成を利用してもよいが、そのよう
な長い範囲の配列構成を有することは、さらに長い範囲の配列構成を推測することも可能
にする。一例として、上記に記載された長い範囲の分子構成を提供することによって、異
なる由来分子からの長い配列の中に重複した変異部分、例えば、位相変異体、転位配列な
どを特定することができ、これらの分子間の推定連結を可能にする。そのような推定連結
または分子構成は、本明細書において「推定コンティグ」と呼ばれる。いくかの場合にお
いて、位相配列の文脈で考察するとき、推定コンティグは、一般に位相された配列を表す
ことができ、例えば、重複位相変異体によって、個別の由来分子より実質的に長い長さの
位相コンティグを推定することができる。これらの位相コンティグを、本明細書において
「位相ブロック」と呼ぶ。
【００５１】
　長い単一分子読み込み（例えば、上記に考察された「長い仮想単一分子読み込み」）か
ら出発することによって、短い読み込み配列決定技術または位相配列決定の他の手法を使
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用して得られるものより長い推定コンティグまたは位相ブロックを、導き出すことができ
る。例えば、米国特許出願公開第２０１３－０１５７８７０号を参照すること。特に、本
明細書に記載されている方法及び系を使用して、少なくとも約１０ｋｂ、少なくとも約２
０ｋｂ、少なくとも約５０ｋｂのＮ５０を有する推定コンティグまたは位相ブロック長さ
を得ることができる（ここで、記述されているＮ５０数値より大きなブロック長さの合計
は、全てのブロック長さの合計の５０％である）。より好ましい態様において、少なくと
も約１００ｋｂ、少なくとも約１５０ｋｂ、少なくとも約２００ｋｂ、多くの場合におい
て、少なくとも約２５０ｋｂ、少なくとも約３００ｋｂ、少なくとも約３５０ｋｂ、少な
くとも約４００ｋｂ、いくつかの場合において、少なくとも約５００ｋｂ、またはそれ以
上のＮ５０を有する推定コンティグまたは位相ブロック長さが得られる。なお他の場合に
おいて、２００ｋｂを超える、３００ｋｂを超える、４００ｋｂを超える、５００ｋｂを
超える、１Ｍｂを超える、またはさらには２Ｍｂを超える最大位相ブロック長さを得るこ
ともできる。
【００５２】
　１つの態様において、本明細書上記及び下記に記載されている捕捉方法のいずれかと共
に、本明細書に記載されている方法及び系は、本明細書に記載されている方法のいずれか
に従う更なる処理によって、試料核酸の分別を提供する。そのような分別は、核酸が、分
別される他の核酸から相対的に単離されるように、更なる処理及び反応を受けることを受
けることを可能にする任意の形態であり得る。分別は、他の全ての核酸からそれぞれ分別
される単一核酸に関するものであり得る、または２つ以上の核酸の群にして、次に核酸の
他の群から分別することであり得る。いくつかの例示的な実施形態において、そのような
分別には、分離区画または区分（本明細書において区分と交換可能に呼ばれる）への試料
核酸またはその断片の区画化、沈着化もしくは区分化が含まれ、それぞれの区分はその含
有物を、他の区分の含有物から分別したまま維持する。独自の識別子または他の属させる
手段（いくつかの例では、バーコード）を、分別された核酸に前もって、すぐ後に、また
は同時に送達して、特徴を、例えば核酸配列情報を、情報が誘導される試料核酸に、後に
属させることを可能にすることができる。核酸が区画または区分に分別される特定の例示
的な実施形態において、識別子は、特定の区画、特に、区分に元々沈着されていてもよい
近接試料核酸の比較的長い伸展の中に含まれ得る、または伸展に導入され得る。
【００５３】
　本明細書に記載されている方法に利用される試料核酸は、典型的には、分析される試料
全体の多数の重複部分、例えば染色体全体、エクソーム、または他の大きなゲノム部分を
表す。これらの試料核酸は、全ゲノム、個別の染色体、エクソーム、アンプリコン、また
は目的とする様々な異なる核酸のいずれかを含んでもよい。試料核酸は、典型的には、核
酸が区分に比較的長い断片または伸展の近接核酸分子で存在するように区分される。典型
的には、試料核酸のこれらの断片は、１ｋｂより長く、５ｋｂより長く、１０ｋｂより長
く、１５ｋｂより長く、２０ｋｂより長く、３０ｋｂより長く、４０ｋｂより長く、５０
ｋｂより長く、６０ｋｂより長く、７０ｋｂより長く、８０ｋｂより長く、９０ｋｂより
長く、またはさらに１００ｋｂより長くてもよく、上記に記載された長い範囲の分子構成
が許容される。
【００５４】
　試料核酸も、所定の区分が非常に低い確率でゲノム座の２つの重複断片を含むというレ
ベルで、典型的に区分される。これは、典型的には、試料核酸を区分化プロセスの際に低
い投入量及び／または濃度で提供することによって達成される。その結果、好ましい場合
では、所定の区分は、出発試料核酸の長いが重複していない多数の断片を含むことができ
る。次に異なる区分中の試料核酸は、独自の識別子に関連づけられ、任意の所定の区分で
は、含有された核酸は、同じ独自の識別子を有するが、異なる区分は、異なる独自の識別
子を含むことができる。さらに、区分化ステップは、試料構成成分を非常に小さい体積の
区分または液滴の中に配分するので、上記に記載された所望の配分を達成するため、高体
積プロセスに必要とされる試料の相当な希釈を、例えば管またはマルチウエルプレートの
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ウエルにおいて実施する必要がないことが理解される。さらに、本明細書に記載されてい
る系が高レベルのバーコード多様性を用いるので、多様なバーコードを、上記に提示され
ている多数のゲノム等価物に配分することができる。特に、以前に記載されているマルチ
ウエルプレート手法（例えば、米国特許出願公開第２０１３－００７９２３１号及び同第
２０１３－０１５７８７０号を参照すること）は、典型的には、百から数百個の異なるバ
ーコード配列を操作し、試料の制限希釈プロセスを用いることによってのみ、バーコード
を異なる細胞／核酸に属させることができる。このように、これらは一般に１００個より
かなり少ない細胞を用いて操作され、典型的には、１：１０、当然のことながら１：１０
０をはるかに超えるオーダーでゲノム：（バーコード型）の比をもたらす。一方、本明細
書に記載されている系は、高レベルのバーコード多様性、例えば、１０，０００、１００
，０００、５００，０００超などの多様なバーコード型のため、１：５０以下、１：１０
０以下、１：１０００以下のオーダー、またはさらに小さな比のゲノム：（バーコード型
）の比で操作され得るが、ゲノム毎にはるかに改善されたバーコード多様性を依然として
提供しながら、より多数のゲノム（例えば、アッセイ毎に１００個を超えるゲノム、アッ
セイ毎に５００個を超えるゲノム、アッセイ毎に１０００個を超えるゲノム、またはさら
にそれ以上のオーダー）を装填することも可能である。
【００５５】
　多くの場合、試料は、区分化ステップの前に、ビーズに遊離可能に結合されるオリゴヌ
クレオチドタグのセットと組み合わされる。核酸にバーコードを付ける方法は、当該技術
において知られており、本明細書に記載されている。いくつかの例において、方法は、Ａ
ｍｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ，２０１４，Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ（オンライン先行公
開）に記載されているように利用されており、これは、全ての目的において、特に、バー
コードまたは他のオリゴヌクレオチドタグを核酸に結合することに関する全ての教示にお
いて、その全体が参照として本明細書に組み込まれる。更なる例において、オリゴヌクレ
オチドは、少なくとも第１及び第２の領域を含むことができる。第１の領域は、所定の区
分内のオリゴヌクレオチドの間にあり、実質的に同じバーコード配列であってもよいバー
コード領域であるが、異なる区分間では、異なるバーコード配列あってもよく、大部分の
場合において異なるバーコード配列である。第２の領域は、区分内の試料内の核酸を刺激
するのに使用できるＮ－ｍｅｒ（ランダムＮ－ｍｅｒまたは特定の配列を標的にするよう
に設計されたＮ－ｍｅｒ）であり得る。Ｎ－ｍｅｒが特定の配列を標的にするように設計
されるいくつかの場合において、特定の染色体（例えば、染色体１、１３、１８、もしく
は２１）、または染色体の領域、例えば、エクソームもしくは他の標的化領域を標的にす
るように設計され得る。いくつかの場合において、Ｎ－ｍｅｒは、疾患または障害（例え
ば、癌）に関連する遺伝子または領域などの特定の遺伝子または遺伝子領域を標的にする
ように設計され得る。区分内では、増幅反応は、第２のＮ－ｍｅｒを使用して、核酸の長
さに沿って異なる場所で核酸試料を刺激することによって実施してもよい。増幅の結果、
それぞれの区分は、同一またはほぼ同一のバーコードに結合している核酸の増幅産物を含
有することができ、これは、それぞれの区分中の核酸の重複している小さい断片を表すこ
とがある。バーコードは、同じ区分に由来し、したがって潜在的に同じ核酸鎖にも由来す
る核酸のセットを示すマーカーとして、機能することができる。増幅の後、核酸をプール
し、配列決定し、配列決定アルゴリズムの使用により整列させることができる。短い配列
読み込みが、関連するバーコード配列によって整列され、試料核酸の単一の長い断片に属
し得るので、配列において特定された変異体を、全て、単一の由来断片及び単一の由来染
色体に属させることができる。さらに、複数の共同配置変異体を複数の長い断片にわたっ
て整列させることによって、染色体の寄与についてさらに特徴決定することができる。し
たがって、長い範囲のゲノム配列にわたって分析することができるので、例えば、ゲノム
の不十分に特徴決定された領域の伸展にわたって配列情報を特定することができるので、
特定の遺伝子変異体の位相に関する結論を導き出すことができる。そのような情報は、一
般に同じ核酸鎖または異なる核酸鎖に存在する特定の遺伝子変異体セットであるハプロタ
イプの特定にも、有用であり得る。コピー数変動も、この方法によって特定することがで
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きる。
【００５６】
　記載されている方法及び系は、現行の核酸配列決定技術及び関連する試料調製方法より
も大きな利点を提供する。試料調製及び配列決定方法は、全体として、主に、試料中の大
多数の構成要素を特定し、特徴決定することに傾いており、抽出試料中の総ＤＮＡにおい
て少ない比率を構成する少数の構成要素、例えば、ゲノムの不十分に特徴決定された、も
しくは高度に多形性の領域からの１つの染色体、または１個もしくは数個の細胞からの材
料、または血流中に循環する断片化腫瘍細胞ＤＮＡ分子が寄与する遺伝子材料を特定及び
特徴決定するように設計されていない。本明細書に記載されている方法は、少数の構成要
素からの遺伝子材料を増加する選択的増幅方法を含み、この遺伝子材料の分子構成を保持
する能力は、これらの構成要素の遺伝子特徴決定をさらに提供する。記載されている方法
及び系は、大型試料内に存在する個体群を検出するのに大きな利点も提供する。このよう
に、ハプロタイプ及びコピー数変動の評価に特に有用であり、本明細書に開示されている
方法は、不十分に特徴決定されている、または試料調製の際に導入された偏向に起因して
、核酸標的の個体群によって不十分に表されているゲノムの領域に、配列情報を提供する
ことにも有用である。
【００５７】
　本明細書に開示されているバーコード付け技術の使用は、所定の遺伝子マーカーのセッ
トに個別の分子構成を提供する、すなわち、所定の遺伝子マーカーのセットを（単一のマ
ーカーとは対照的に）個別の試料核酸分子に属させる、ならびに変異体座標会合を介して
、より広範囲の、さらには長い範囲の推定個別分子構成を、複数の試料核酸分子及び／ま
たは特定の染色体に提供する、独自の能力を付与する。これらの遺伝子マーカーには、特
定の遺伝子座、例えば、ＳＮＰなどの変異体を含んでもよく、または短い配列を含んでも
よい。さらに、バーコード付けの使用は、例えば、血流中の循環腫瘍ＤＮＡの検出及び特
徴決定のため、試料から抽出された総核酸個体群において少数の構成成分と大多数の構成
成分とを区別する能力を促進する追加的な利点を付与し、また任意の増幅ステップの際に
増幅偏向を低減または排除する。加えて、マイクロ流体工学フォーマットの実施は、極め
て小さい試料体積及び低投入量のＤＮＡを扱う能力、ならびに多数の試料区分（液滴）を
迅速に処理して、ゲノム規模のタグ付けを促進する能力を付与する。
【００５８】
　前記に記載されたように、本明細書に記載されている方法及び系の利点は、広範に入手
可能な短い読み込み配列決定技術の使用を介して所望の結果を達成できることである。そ
のような技術は、十分に特徴づけられている極めて効果的なプロトコール及び試薬系によ
って、研究界において容易に入手可能であり、広く普及しているという利点を有する。こ
れらの短い読み込み配列決定技術には、例えば、Ｉｌｌｕｍｉｎａ，ｉｎｃ．（ＧＡＩＩ
ｘ、ＮｅｘｔＳｅｑ、ＭｉＳｅｑ、ＨｉＳｅｑ、Ｘ１０）、Ｉｏｎ　Ｔｏｒｒｅｎｔ　ｄ
ｉｖｉｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｈｅｒｍｏ－Ｆｉｓｈｅｒ（Ｉｏｎ　Ｐｒｏｔｏｎ及びＩｏｎ
　ＰＧＭ）、パイロシーケンシング（ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）の方法、ならびに
他から入手可能なものが含まれる。
【００５９】
　本明細書に記載されている方法及び系がこれらの短い読み込み配列決定技術を利用し、
関連する低い誤差率及び高い処理量を伴って行われることが、特に利点である。特に、本
明細書に記載されている方法及び系は、上記に記載された所望の個別の分子読み込み長さ
、または構成を達成するが、メイトペア（ｍａｔｅ　ｐａｉｒ）伸長を除いて、１０００
ｂｐより短い、５００ｂｐより短い、３００ｂｐより短い、２００ｂｐより短い、１５０
ｂｐより短い、またはさらに短い個別の配列決定読み込みを伴い、５％未満、１％未満、
０．５％未満、０．１％未満、０．０５％未満、０．０１％未満、０．００５％未満、ま
たはさらには０．００１％未満の個別の分子読み取り長さの配列決定誤差率を伴って達成
する。
【００６０】
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ＩＩ．ワークフロー概観
　本開示に記載されている方法及び系は、分別された核酸が１つ以上の他の核酸から相対
的に単離されて更なる処理及び／または反応を受けることができるように、異なる群また
は異なる領域への核酸の分別を提供する。そのような分別は、特定の例示的な場合におい
て、個別の試料（例えば、核酸）を分離区分に沈着または区分化することを含むことがで
き、それぞれの区分は、それ自体の内容物を他の区分の内容物から分別した状態に維持し
ている。本明細書において使用されるとき、区分とは、様々な異なる形態、例えば、ウエ
ル、管、マイクロまたはナノウエル、中空などが含まれ得る容器または器を指す。しかし
好ましい態様では、区分は流体流の中で流動可能である。これらの器は、例えば、内側流
体中心またはコアを囲む外側隔壁を有するマイクロカプセルまたは微小胞から構成されて
いてもよく、あるいは、マトリックス内に材料を進入させる及び／または保持することが
できる多孔質マトリックスであってもよい。しかし好ましい態様では、これらの区分は、
非水性連続相、例えば油相内の水性流体の液滴を構成し得る。様々な異なる器は、例えば
、２０１３年８月１３日出願の米国特許出願第１３／９６６，１５０号に記載されている
。同様に、非水性または油連続相中に安定した液滴を作り出すエマルション系は、例えば
米国特許出願公開第２０１０－０１０５１１２号に詳細に記載されている。特定の場合に
おいて、マイクロ流体チャンネル網状組織は、本明細書に記載されている区分の生成に特
に適している。そのようなマイクロ流体デバイスの例には、２０１５年４月９日出願の米
国特許出願第１４／６８２，９５２号において詳細に記載されたものが含まれ、この全開
示は、全ての目的においてその全体が参照として本明細書に組み込まれる。細胞の水性混
合物がその中を通って非水性流体中に抽出される多孔質膜を含む、代替的な機構を個別の
細胞の区分化に用いることもできる。そのような系は、例えば、Ｎａｎｏｍｉ，Ｉｎｃか
ら一般に入手可能である。
【００６１】
　エマルションの液滴を利用する方法において、試料材料、例えば、核酸を分離区分に区
分化することは、一般に、試料含有水性流を、区分化流体の非水性流、例えばフッ素化油
も流れている接合部に、水性液滴が、流れている区分流体流の中に作り出されるように流
すことによって達成することができ、ここで、そのような液滴は試料材料を含む。下記に
記載されるように、区分、例えば液滴は、同時に区分化されたバーコードオリゴヌクレオ
チドも典型的に含む。任意の特定の区分内の試料材料の相対量は、例えば、水性流中の試
料の濃度、水性流及び／または非水性流の流速などが含まれる系の様々な異なるパラメー
ターを制御することによって、調整することができる。本明細書に記載されている区分は
、多くの場合、極めて小さい体積を有することによって特徴づけられる。例えば、液滴に
基づいた区分の場合では、液滴は、１０００ｐＬ未満、９００ｐＬ未満、８００ｐＬ未満
、７００ｐＬ未満、６００ｐＬ未満、５００ｐＬ未満、４００ｐＬ未満、３００ｐＬ未満
、２００ｐＬ未満、１００ｐＬ未満、５０ｐＬ未満、２０ｐＬ未満、１０ｐＬ未満、また
はさらに１ｐＬ未満の総体積を有することがある。ビーズと同時区分化される場合、区分
内の試料流体体積は、上記に記載された体積の９０％未満、上記に記載された体積の８０
％未満、７０％未満、６０％未満、５０％未満、４０％未満、３０％未満、２０％未満、
またはさらには１０％未満であり得る。いくつかの場合では、低反応体積区分の使用は、
非常に少量の出発試薬、例えば、投入核酸によって反応を実施するのに特に有利である。
低投入量核酸により試料を分析する方法及び系は、米国特許出願第１４／７５２，５８９
号及び同第１４／７５２，６０２号に表されており、これら全開示は、その全体が参照と
して本明細書に組み込まれる。
【００６２】
　試料が、本明細書に記載されている方法及び系によって対応する区分に導入されると、
区分内の試料核酸は、一般に、標的化包括度が新規配列決定を可能にするための目的のゲ
ノム領域がゲノムの他の領域と比較して高い割合で存在するように、選択的増幅を受ける
（しかし、理解されるように、これらの他のゲノム領域も、新規包括度に対する目的のも
のではないので少ない程度であるが、増幅されてもよい）。特定の実施形態において、目
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的のゲノム領域は、ゲノムの選択領域の少なくとも１×、２×、５×、１０×、２０×、
３０×、４０×、または５０×の包括度を提供するために増幅される。更なる実施形態に
おいて、区画内の全ての核酸が増幅されるが、選択ゲノム領域は、少なくとも１～５、２
～１０、３～１５、４～２０、５～２５、６～３０、７～３５、８～４０、９～４５、ま
たは１０～５０倍多いアンプリコンが、ゲノムの他の部分と比べてこれらの選択ゲノム領
域から産生されるように標的化されて、増幅される。
【００６３】
　ゲノムの選択領域の選択的増幅と同時に、またはその後に、区分内の核酸（または、そ
の断片）には、これらの核酸が特徴決定されたときに、これらが対応する起源から誘導さ
れたように属させ得るように、独自の識別子が提供される。したがって、試料核酸は、典
型的には独自の識別子と共に同時区分化される。いくつかの例示的な実施形態において、
そのような独自の識別子はバーコード配列である。明確さのため、本明細書における考察
の多くは、バーコード配列を含む識別子を対象としているが、理解されるように、配列読
み取りのために分子構成を保持するのに使用できる任意の独自の識別子を、本明細書に記
載されている方法に従って使用することができる。いくつかの好ましい態様において、独
自の識別子は、核酸試料に結合し得る核酸バーコード配列を含むオリゴヌクレオチドの形
態で提供される。オリゴヌクレオチドは、所定の区分内のオリゴヌクレオチドでは、含有
された核酸バーコード配列は同じであるが、異なる区分では、オリゴヌクレオチドはバー
コード配列が異なり得るように、好ましくは異なるバーコード配列を有するように、区分
化される。好ましい態様において、１つの核酸バーコード配列のみが所定の区分と関連す
るが、いくつかの場合では、２つ以上の異なるバーコード配列が存在してもよい。
【００６４】
　核酸バーコード配列は、典型的には６～約２０個以上のヌクレオチドをオリゴヌクレオ
チドの配列内に含む。これらのヌクレオチドは、完全に近接的、すなわち、隣接ヌクレオ
チドの単一伸展であってもよく、または１個以上のヌクレオチドによって分別されている
、２つ以上の分別部分配列に分別されていてもよい。典型的には、分別部分配列は、典型
的には約４～約１６個のヌクレオチドの長さであり得る。
【００６５】
　同時区分化されたオリゴヌクレオチドは、区分化された核酸の処理に有用な他の機能性
配列も典型的に含む。これらの配列には、例えば、関連するバーコード配列を結合しなが
ら、区分内の個別の核酸からゲノムＤＮＡを増幅する標的化もしくはランダム／汎発性増
幅プライマー配列、配列決定プライマー、例えば、配列の存在の特定のため、もしくはバ
ーコード付き核酸のプルダウンのためのハイブリッド形成もしくはプローブ配列、または
任意の多数の他の潜在的な機能性配列が含まれる。ここでも、オリゴヌクレオチド及び関
連するバーコード、ならびに他の機能性配列の同時区分化は、試料材料と共に、例えば、
米国特許出願第１４／３１６，３８３号、同第１４／３１６，３９８号、同第１４／３１
６，４１６号、同第１４／３１６，４３１号、同第１４／３１６，４４７号及び同第１４
／３１６，４６３号に記載されており、これらの全開示は、その全体が参照として本明細
書に組み込まれる。
【００６６】
　簡潔には、１つの例示的なプロセスにおいて、それぞれ多数の、ビーズに遊離可能に結
合した上記に記載されたオリゴヌクレオチドを含み得るビーズが提供され、特定のビーズ
に結合したオリゴヌクレオチドは、全て、同じ核酸バーコード配列を含んでもよいが、多
数の多様なバーコード配列が、使用されるビーズの個体群にわたって表されていてもよい
。典型的には、ビーズの個体群は、少なくとも１０００個の異なるバーコード配列、少な
くとも１０，０００個の異なるバーコード配列、少なくとも１００，０００個の異なるバ
ーコード配列、またはいくつかの場合では、少なくとも１，０００，０００個の異なるバ
ーコード配列を含み得る多様なバーコード配列ライブラリーを提供してもよい。加えて、
それぞれのビーズは、典型的には、結合された多数のオリゴヌクレオチド分子を備えてい
ることができる。特に、個別のビーズにおいてバーコード配列を含むオリゴヌクレオチド
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分子の数は、少なくとも約１０，０００個のオリゴヌクレオチド分子、少なくとも１００
，０００個のオリゴヌクレオチド分子、少なくとも１，０００，０００個のオリゴヌクレ
オチド分子、少なくとも１００，０００，０００個のオリゴヌクレオチド分子、いくつか
の場合では少なくとも１０億個のオリゴヌクレオチド分子であり得る。
【００６７】
　オリゴヌクレオチドは、ビーズへの特定の刺激の適用によって、ビーズから遊離可能で
あり得る。いくつかの場合において、刺激は、例えば、オリゴヌクレオチドを遊離し得る
光解離性連結の切断を介した、光刺激であり得る。いくつかの場合では、熱刺激を使用し
てもよく、ビーズ環境の温度の上昇は、連結の切断またはビーズからのオリゴヌクレオチ
ドの他の遊離をもたらすことができる。いくつかの場合では、ビーズへのオリゴヌクレオ
チドの連結を切断する、または別の方法でビーズからのオリゴヌクレオチドの遊離をもた
らすことができる、化学刺激を使用してもよい。
【００６８】
　本明細書に記載されている方法及び系によると、結合されたオリゴヌクレオチドを含む
ビーズは、単一ビーズ及び単一試料が個別の区分内に含有されるように、個別の試料と共
に同時区分化され得る。単一ビーズ区分が望ましい、いくつかの場合において、平均して
、区分が１区分あたり１個未満のビーズを含有して、占有されたこれらの区分が主に単一
占有されることを確実にするように、流体の相対流速を制御することが望ましいことがあ
る。同様に、流速を制御して、区分が占有される高い率をもたらす、例えば、僅かな率の
非占有区分のみを可能にすることが望ましい場合もある。好ましい態様において、流れ及
びチャンネル構造は、望ましい数の単一占有区分が、非占有区分の特定のレベルより少な
く、複数占有区分の特定のレベルより少ないことを確実にするように制御される。
【００６９】
　図３は、特にコピー数変動またはハプロタイプアッセイに使用するため、試料核酸をバ
ーコード付けし、続いて配列決定する１つの特定例の方法を例示する。最初に、核酸を含
む試料を供給源から得ることができ（３００）、バーコード付きビーズのセットも得るこ
とができる（３１０）。ビーズは、好ましくは、１つ以上のバーコード配列を含有するオ
リゴヌクレオチドと、ならびにランダムＮ－ｍｅｒまたは他のプライマーなどのプライマ
ーと連結している。好ましくは、バーコード配列は、例えば、バーコードとビーズとの連
結の切断を介して、もしくは下にあるビーズの分解によるバーコードの遊離を介して、ま
たは２つの組み合わせを介して、バーコード付きビーズから遊離される。例えば、特定の
好ましい態様において、バーコード付きビーズは、還元剤などの作用物質により分解また
溶解されて、バーコード配列を遊離することができる。この例において、核酸を含む低量
の試料（３０５）、バーコード付きビーズ（３１５）及び任意に他の試薬、例えば還元剤
（３２０）を組み合わせて、区分化に付す。例として、そのような区分化は、構成成分を
マイクロ流体デバイス（３２５）などの液滴生成系に導入することを伴うことができる。
マイクロ流体デバイス（３２５）の助けを借りて、油中水エマルション（３３０）を形成
することができ、エマルションは、試料核酸（３０５）、還元剤（３２０）及びバーコー
ド付きビーズ（３１５）を含有する水性液滴を含有する。　還元剤は、バーコード付きビ
ーズを溶解または分解し、それによって、バーコード及びランダムＮ－ｍｅｒを有するオ
リゴヌクレオチドを、液滴内でビーズから遊離させることができる（３３５）。次にラン
ダムＮ－ｍｅｒは、試料核酸の異なる領域を刺激して、増幅後に試料の増幅コピーをもた
らし、それぞれのコピーには、バーコード配列がタグ付けされる（３４０）。好ましくは
、それぞれの液滴は、同一のバーコード配列及び異なるランダムＮ－ｍｅｒ配列を含有す
るオリゴヌクレオチドのセットを含有する。続いて、エマルションが壊され（３４５）、
追加の配列（例えば、特定の配列決定方法を助ける配列、追加のバーコードなど）を、例
えば、増幅法（３５０）（例えば、ＰＣＲ）を介して付与することができる。次に配列決
定を実施し（３５５）、アルゴリズムを適用して、配列決定データを解釈する（３６０）
ことができる。配列決定アルゴリズムは、一般に、例えばバーコードの分析を実施して配
列読み込みを整列すること、及び／または特定の配列読み込みが属する試料を特定するこ
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とができる。加えて、本明細書に記載されているように、これらのアルゴリズムをさらに
使用して、コピーの配列を由来分子構成に属させることもできる。
【００７０】
　理解されるように、バーコード配列をタグ付けする前に、またはタグ付けするのと同時
に、（３４０）試料を本明細書に記載されているいずれかの方法によって増幅して、ゲノ
ムの選択領域の標的化包括度を提供することができる。この標的化包括度は、一般に、ゲ
ノムの他の領域のアンプリコンと比較して、ゲノムの選択領域を含有する区分中の核酸（
または、その部分）の配列を表すアンプリコンの大きな個体群をもたらす。その結果、ゲ
ノムの選択領域の区分内の、バーコード配列を含有する増幅コピーの数が、ゲノムの他の
領域よりも大きくなる（３４０）。
【００７１】
　いくつかの実施形態において、上記のうちのいずれかによると、異なる増幅プロトコー
ルを使用して、断片へのバーコード配列の結合に使用されるプロトコールよりも、ゲノム
の選択領域の部分を含有する断片の増幅を優先させる。１つの非限定例において、標的化
ＰＣＲプライマーを使用する選択的増幅は、標準的なＰＣＲ増幅熱サイクル条件下で実施
され、一方、バーコード結合のための増幅は、ランダムＮ－ｍｅｒの刺激及び伸長を可能
にするため、温度の急激な低下、続いてゆっくりとした増加温度の配向を伴って実施され
る。
【００７２】
　上記に示されたように、単一占有が最も望ましい状態であり得るが、複数占有区分また
は非占有区分が多くの場合に存在し得ることが理解される。試料及びバーコードオリゴヌ
クレオチドを含むビーズを同時区分化するマイクロ流体チャンネル構造の例が、図４に概
略的に例示されている。示されているように、チャンネルセグメント４０２、４０４、４
０６、４０８及び４１０は、チャンネル接合部４１２において流体連通するように提示さ
れている。個別の試料４１４を含む水性流は、チャンネルセグメント４０２の中をチャン
ネル接合部４１２に向かって流れる。本明細書の他の箇所に記載されているように、これ
らの試料は、区分化プロセスの前に、水性流体内に浮遊されていてもよい。
【００７３】
　同時に、バーコード担持ビーズ４１６を含む水性流は、チャンネルセグメント４０４の
中をチャンネル接合部４１２に向かって流れる。非水性区分化流体が、側面チャンネル４
０６及び４０８のそれぞれからチャンネル接合部４１２に導入され、合わされた流は、出
口チャンネル４１０に流れる。チャンネル接合部４１２内では、チャンネルセグメント４
０２及び４０４からの２つの合わされた水性流が合わされ、同時区分化された試料４１４
及びビーズ４１６を含む液滴４１８に区分化される。前記に示されているように、チャン
ネル接合部４１２において合わされるそれぞれの流体の流れ特徴を制御することによって
、ならびにチャンネル接合部の形状を制御することによって、組み合わせ及び区分化を最
適化して、生成される区分４１８内のビーズ、試料、またはその両方の所望の占有レベル
を達成することができる。
【００７４】
　理解されるように、例えば、化学刺激、核酸伸長、転写、及び／またはポリメラーゼ、
逆転写酵素、ヌクレオシド三リン酸もしくはＮＴＰ類縁体などの増幅試薬、このような反
応に使用される二価金属イオンなどのプライマー配列及び追加の補助因子、リガーゼ酵素
及び連結配列などの連結反応試薬、色素、標識、または他のタグ付け試薬を含む多数の他
の試薬を、試料及びビーズと共に同時区分化することができる。プライマー配列には、ゲ
ノムの選択領域またはその組み合わせの増幅に向けられた、ランダムプライマー配列また
は標的化ＰＣＲプライマーが含まれ得る。
【００７５】
　いったん同時区分化されると、ビーズに配置されたオリゴヌクレオチドを使用して、区
分化試料をバーコード付けし、増幅することができる。これらのバーコードオリゴヌクレ
オチドを試料の増幅及びバーコード付けに使用する特に洗練されたプロセスは、米国特許
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出願第１４／３１６，３８３号、同第１４／３１６，３９８号、同第１４／３１６，４１
６号、同第１４／３１６，４３１号、同第１４／３１６，４４７号及び同第１４／３１６
，４６３号に詳細に記載されており、これらの全開示は、その全体が参照として本明細書
に組み込まれる。簡潔には、１つの態様において、オリゴヌクレオチドは、試料と共に同
時区分化されるビーズに提示され、ビーズから、試料を有する区分内に遊離される。オリ
ゴヌクレオチドは、典型的には、バーコード配列と共に、５’末端にプライマー配列を含
む。プライマー配列は、ランダムであり得る、または構造化され得る。ランダムプライマ
ー配列は、一般に、試料の多数の異なる領域を無作為に刺激することが意図される。構造
化プライマー配列には、試料の特定の標的化領域の上流を刺激するように標的化された確
定配列を含む一連の異なる構造体、ならびにある率の特定の塩基（例えば、ある率のＧＣ
　Ｎ－ｍｅｒ）を含有するプライマー、部分的もしくは全体的に縮重した配列を含有する
プライマー、及び／または部分的にランダムであり、本明細書のいずれかの記載に従って
部分的に構造化されている配列を含有するプライマーが限定されることなく含まれる、あ
る種の部分的に確定された構造を有するプライマー、が含まれ得る。理解されるように、
１つ以上の上記の種類のランダム及び構造化プライマーのいずれかを、任意の組み合わせ
でオリゴヌクレオチドに含めることができる。
【００７６】
　いったん遊離されると、オリゴヌクレオチドのプライマー部分は、試料の相補的領域に
アニールすることができる。伸長反応試薬、例えば、ＤＮＡポリメラーゼ、ヌクレオシド
三リン酸、補助因子（例えば、Ｍｇ２＋またはＭｎ２＋など）も試料及びビーズと共に同
時区分化され、次に試料をテンプレートとして使用してプライマー配列を伸長し、プライ
マーがアニールされたテンプレートの鎖に相補的な断片を産生し、相補的な断片は、オリ
ゴヌクレオチド及び関連するバーコード配列を含む。試料の異なる部分への複数のプライ
マーのアニーリング及び伸長は、バーコード配列が作り出された区分を示すそれ自体のバ
ーコード配列をそれぞれ有する、試料の重複相補的断片の大きなプールをもたらすことが
できる。いくつかの場合において、これらの相補的断片は、それ自体を、区分に存在する
オリゴヌクレオチドにより刺激されるテンプレートとして使用して、ここでもバーコード
配列を含む補体の補体を産生することができる。いくつかの場合において、この複製プロ
セスは、第１の補体が複製されたとき、２つの相補的配列を末端または末端の近くに産生
して、分子がさらに反復コピーを産生する基礎となる能力を低減する、ヘアピン構造また
は部分的ヘアピン構造の形成を可能にする。この１つの例の概略図が、図５に示されてい
る。
【００７７】
　図に示されているように、バーコード配列を含むオリゴヌクレオチドは、例えば、エマ
ルションの液滴５０２の中に、試料核酸５０４と共に同時区分化されている。本明細書の
他の箇所に示されているように、オリゴヌクレオチド５０８は、試料核酸５０４と共に同
時区分化されているビーズ５０６に提供されていてもよく、オリゴヌクレオチドは、パネ
ルＡに示されているように、ビーズ５０６から好ましくは遊離可能である。オリゴヌクレ
オチド５０８は、１つ以上の機能性配列、例えば、配列５１０、５１４及び５１６に加え
て、バーコード配列５１２を含む。例えば、オリゴヌクレオチド５０８は、バーコード配
列５１２、ならびに所定の配列決定系において結合または固定化配列として機能し得る配
列５１０、例えば、Ｉｌｌｕｍｉｎａ　ＨｉｓｅｑまたはＭｉｓｅｑ系のフローセルにお
いて結合のために使用されるＰ５配列を含むように示されている。示されているように、
オリゴヌクレオチドはプライマー配列５１６を含み、これは、試料核酸５０４の部分の複
製を刺激するランダムまたは標的化Ｎ－ｍｅｒを含んでもよい。配列決定系における合成
反応によるポリメラーゼ媒介テンプレート指向性（ｄｉｒｅｃｔｅｄ）配列決定の刺激に
使用される、「リード１」またはＲ１刺激領域などの配列決定刺激領域を提供することが
できる配列５１４も、オリゴヌクレオチド５０８に含まれる。多くの場合において、バー
コード配列５１２は、固定化配列５１０及びＲ１配列５１４は、所定のビーズに結合され
た全てのオリゴヌクレオチドに共通のものであり得る。プライマー配列５１６は、ランダ
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ムＮ－ｍｅｒプライマーでは変わり得るか、特定の標的化用途において、所定のビーズの
オリゴヌクレオチドに共通のものであり得る。
【００７８】
　プライマー配列５１６の存在に基づいて、オリゴヌクレオチドは、パネルＢに示されて
いるように試料核酸を刺激することができ、このことは、ビーズ５０６及び試料核酸５０
４に同時分割されたポリメラーゼ酵素及び他の伸長試薬の使用によるオリゴヌクレオチド
５０８及び５０８ａの伸長を可能にする。パネルＣに示されているように、ランダムＮ－
ｍｅｒプライマーでは、試料核酸５０４の複数の異なる領域にアニールするオリゴヌクレ
オチドの伸長の後、核酸の複数の重複補体または断片が作り出され、例えば、断片５１８
及び５２０である。試料核酸の部分に相補的な配列部分、例えば配列５２２及び５２４を
含んでいるが、これらの構造体は、本明細書において、結合バーコード配列を有する試料
核酸５０４の断片を含むものと一般に呼ばれる。理解されるように、上記に記載されたテ
ンプレート配列の複製部分は、本明細書において、そのテンプレート配列の「断片」と多
くの場合に呼ばれる。しかし前述にもかかわらず、用語「断片」は、例えば、酵素的、化
学的または機械的断片化を介した所定の分子配列の実際の断片化などの、テンプレート配
列の部分を提供する他の機構によって作り出されたものを含む、由来核酸配列の任意の提
示部分、例えばテンプレートまたは試料核酸を包含する。しかし好ましい態様において、
試料核酸配列の断片またはテンプレートは、基礎配列またはその補体の複製部分を示す。
【００７９】
　次にバーコード付き核酸断片を、例えば、配列分析を介して特徴決定に付すことができ
る、またはパネルＤに示されているように、プロセスによってさらに増幅することができ
る。例えば、追加のオリゴヌクレオチド、例えば、オリゴヌクレオチド５０８ｂも、ビー
ズ５０６から遊離されて、断片５１８及び５２０を刺激することができる。特に、ここで
も、オリゴヌクレオチド５０８ｂにおけるランダムＮ－ｍｅｒプライマー５１６ｂ（多く
の場合では、所定の区分内の他のランダムＮ－ｍｅｒ、例えばプライマー配列５１６と異
なる）の存在に基づいて、オリゴヌクレオチドは断片５１８とアニールし、伸長して、同
じ核酸配列の一部の複製を含む配列５２８を含む断片５１８の少なくとも一部まで、補体
５２６作り出す。オリゴヌクレオチド５０８ｂの伸長は、断片５１８のオリゴヌクレオチ
ド部分５０８を介して複製されるまで続く。本明細書の他の箇所に示されており、パネル
Ｄに例示されているように、オリゴヌクレオチドは、例えば断片５１８に含まれるオリゴ
ヌクレオチド５０８の配列５１６及び５１４を介する複製の後、所望の地点でポリメラー
ゼによる複製に終止を促すように形成され得る。本明細書に記載されているように、この
ことは、例えば、使用されるポリメラーゼ酵素により処理することができない異なるヌク
レオチド及び／またはヌクレオチド類縁体の組み込みを含む、異なる方法によって達成す
ることができる。例えば、これには、ウラシル含有ヌクレオチドを配列領域５１２内に含
めて、非ウラシル耐性ポリメラーゼがその領域の複製を止めることを防止することが含ま
れ得る。その結果、一方の末端に完全長オリゴヌクレオチド５０８ｂを含み、バーコード
配列５１２、結合配列５１０、Ｒ１プライマー領域５１４及びランダムＮ－ｍｅｒ配列５
１６ｂを含む、断片５２６が作り出される。配列の他方の末端には、第１のオリゴヌクレ
オチド５０８のランダムＮ－ｍｅｒの補体５１６’、ならびにＲ１配列の全てまたは一部
の補体が配列５１４’と示されて含まれる。次にＲ１配列５１４及びその補体５１４’を
一緒にハイブリッド形成させて、部分ヘアピン構造５２８を形成することができる。理解
されるように、ランダムＮ－ｍｅｒが、異なるオリゴヌクレオチドにおいて異なるので、
これらの配列及びそれらの補体は、ヘアピン形成に参加することが予測されず、例えば、
ランダムＮ－ｍｅｒ５１６の補体である配列５１６’は、ランダムＮ－ｍｅｒ配列５１６
ｂの補体であることが予測されない。このことは、他の用途、例えば、Ｎ－ｍｅｒが所定
の区分内のオリゴヌクレオチドに共通している標的化プライマーには当てはまらない。こ
れらの部分ヘアピン構造を形成することによって、試料配列の第１レベルの複製を更なる
複製から排除すること、例えば、コピーの反復複写の防止を可能にする。部分ヘアピン構
造は、作り出された断片、例えば、断片５２６の後の処理にとって有用な構造も提供する
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。
【００８０】
　次に複数の異なる区分から全ての断片を、本明細書に記載されている高処理量配列決定
装置による配列決定のためにプールすることができる。それぞれの断片が、その起源区分
に対してコードされているので、その断片の配列を、バーコードの存在に基づいてその起
源に属させることができる。これは、図６Ａに概略的に例示されている。一例として示さ
れているように、第１の供給源６００（例えば、個別の染色体、核酸の鎖など）に由来す
る核酸６０４及び異なる染色体６０２または核酸の鎖から誘導される核酸６０６は、それ
ぞれ、上記に記載されたように、それ自体のバーコードオリゴヌクレオチドのセットと共
に区分化される。
【００８１】
　それぞれの区分内において、それぞれの核酸６０４及び６０６は処理されて、第１の断
片（複数可）の第２の断片の重複セット、例えば、第２の断片セット６０８及び６１０を
別個にもたらす。またこの処理は、特定の第１の断片から誘導される第２の断片のそれぞ
れにおいて同じバーコード配列を有する第２の断片をもたらす。示されているように、第
２の断片セット６０８のバーコード配列は、「１」と示されており、断片セット６１０の
バーコード配列は、「２」と示されている。多様なバーコードライブラリーを使用して、
多数の異なる断片セットを異なってバーコード付けすることができる。しかし、異なる第
１の断片からの全ての第２の断片セットを、異なるバーコード配列でバーコード付けする
必要はない。事実、多くの場合において、複数の異なる第１の断片は、同じバーコード配
列を含むように同時に処理されることがある。多様なバーコードライブラリーは、本明細
書の他の箇所に詳細に記載されている。
【００８２】
　次に、例えば、断片セット６０８及び６１０のバーコード付き断片を、例えば、Ｉｌｌ
ｕｍｉｎａまたはＩｏｎ　Ｔｏｒｒｅｎｔ　ｄｉｖｉｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆ
ｉｓｈｅｒ，Ｉｎｃ．から入手可能な合成技術による配列を使用する配列決定のためにプ
ールすることができる。いったん配列決定されると、プールした断片６１２の配列読み込
みを、集合読み込み６１４及び６１６に示されているような、それぞれの断片セットに、
少なくとも部分的には含まれているバーコードに基づいて、場合により、かつ好ましくは
、部分的には断片それ自体の配列に基づいて属させることができる。次にそれぞれの断片
セットの属する配列読み込みを会合して、それぞれの試料断片の会合配列、例えば、配列
６１８及び６２０をもたらし、次に、これらを対応する元の染色体または供給源核酸分子
（６００及び６０２）にさらに属させることができる。ゲノム配列を会合する方法及び系
は、例えば、２０１５年６月２６日出願の米国特許出願第１４／７５２，７７３号に記載
されており、その全開示は、その全体が参照として本明細書に組み込まれる。
【００８３】
　いくつかの実施形態において、図６Ｂに例示されているように、プライマーセット６１
３が、断片セット６０８または６１０を含有する区分に含まれる。プライマーセット６１
３は、更なる実施形態において、バーコード配列（６０８にはバーコード「１」、６１０
にはバーコード「２」）を提供する前に、提供するのと同時に、または提供した後、断片
セット６０８及び６１０が増幅されて、ゲノムの選択領域がゲノムの他の領域にわたる追
加の伸長を網羅するように、ゲノムの選択領域に向けられる。図６Ｂに描写されている例
示的な実施形態において、断片セット６０８は、プライマーセット６１３が向けられるゲ
ノムの選択領域の配列を含有するが、断片セット６１０は、ゲノムの選択領域の配列を含
有しない。このように、セット６１０よりも、セット６０８の断片の包括度が増加してい
る（例えば、コピー数が多い）。したがって、プールされた断片６１２は、標的化様式で
増幅された断片を含有するバーコード付き断片を含有し、断片セット６１０（「２」バー
コード付き断片）よりも、断片セット６０８（「１」バーコード付き断片）からの大きな
割合の配列読み込みを可能にする。加えて、バーコードに起因して、セット６０８からの
大きな割合の配列読み込みは、プールされたセット６１２の断片を、プールされたセット
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６１２における残りの断片のように、対応する元の供給源核酸分子６００及び６０２に属
させることができる（図６Ａに示されている）。
【００８４】
ＩＩＩ．核酸配列決定への方法及び系の適用
　本明細書に記載されている方法、組成物及び系は、核酸配列決定技術における使用に特
に適応可能である。そのような配列決定技術には、短い読み込み及び長い読み込み配列決
定技術を含む、当該技術に既知の任意の技術が含まれ得る。特定の態様において、本明細
書に記載されている方法、組成物及び系は、短い読み込みで高い精度の配列決定技術に使
用される。
【００８５】
　本明細書に記載されている方法、組成物及び系は、不十分に特徴決定されている、高度
に多形性がある、及び／または基準配列から逸脱している、ゲノム領域の遺伝子特徴決定
を可能にする。特に、本明細書に記載されている方法、組成物及び系は、追加の多重複配
列情報がゲノムのこれらの選択部分から取得され得るように、ゲノムの選択部分の増加し
た多重複包括度を提供する。特定の場合において、この追加の配列情報（例えば、ゲノム
の標的化領域の増加した包括度）は、ゲノムのこれらの選択部分の新規配列決定を可能に
するのに十分な情報を提供する。この新規配列決定は、不十分に特徴決定されている、高
度に多形性がある、及び／または基準配列から逸脱している、ゲノム領域において特定的
に使用される。理解されるように、有意な率（例えば、Ａｌｔｅｍｏｓｅ　ｅｔ　ａｌ．
　ＰＬＯＳ　Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｍａｙ　１５，２０１４，
Ｖｏｌ．１０，Ｉｓｓｕｅ　５によると、少なくとも５～１０％）のヒトゲノムが、未会
合であり、位置が定まらず、不十分に特徴決定されたままである。基準会合は、一般に、
これらの欠損領域を、主にセントロメア及び末端動原体型染色体の短いアームの近くに見
出される、マルチメガベース異質染色性間隙と注釈する。このゲノムの欠損部分には、一
般に使用される配列決定技術を使用する正確な特徴決定に抵抗する状態のままである、構
造的特徴が含まれる。正確な特徴決定に抵抗性がある追加の例示的な領域には、限定され
ることなく、密接な相同性がある偽遺伝子（例えば、ＳＭＮ１／２　Ｃｙｐ２ｄ６）を有
する区域、トランスポゾン（ＳＩＮＥ、ＬＩＮＥなど）が限定されることなく含まれる、
ゲノム全体にわたって実質的に反復している配列を有する区域、同様に、基準配列が不十
分な先導としてしか機能しない、途方もない変動を有する区域（ヒト白血球抗原（ＨＬＡ
）複合体の遺伝子をコードする領域など）が含まれる。本明細書に記載されている方法、
組成物及び系は、目的の領域の選的増幅を、分子構成を維持する能力と組み合わせ、それ
によって、一般的に不十分に特徴決定されているゲノム領域の新規配列決定を可能にする
。
【００８６】
　特定の場合において、本明細書に記載されている方法は、ゲノムの選択領域が配列決定
される前に選択的に増幅されるステップを含む。この増幅は、一般に当該技術に既知の方
法（ＰＣＲ増幅が限定されることなく含まれる）を使用して実施され、ゲノムの選択領域
の少なくとも１×、２×、３×、４×、５×、６×、７×、８×、９×、１０×、１１×
、１２×、１３×、１４×、１５×、１６×、１７×、１８×、１９×、または２０×の
包括度を提供し、それによって、これらの選択領域の新規配列決定を可能にする量の核酸
を提供する。更なる実施形態において、増幅は、ゲノムの選択領域の少なくとも１×～３
０×、２×～２５×、３×～２０×、４×～１５×、または５×～１０×の包括度を提供
する。
【００８７】
　増幅は、一般に、ゲノムの選択領域の中の、または近くの配列に相補的なプライマーの
伸長にわたって実施される。いくつかの場合において、目的の領域にわたってタイル状に
なるように設計されているプライマーライブラリーが使用され、換言すると、プライマー
ライブラリーは、ゲノムの選択領域に沿って特定の距離で領域を増幅するように設計され
る。いくつかの場合において、選択的増幅は、ゲノムの選択領域に沿って、１０、１５、
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２０、２５、５０、１００、２００、２５０、５００、７５０、１０００、または１００
００塩基毎に相補性があるプライマーを利用する。　なお更なる例において、タイル状の
プライマーライブラリーは距離の混合物を捕捉するように設計され、その混合物は、距離
の無作為混合物であり得る、または選択領域の特定の部分もしくは割合が異なるプライマ
ー対により増幅されるように、知的に設計され得る。更なる実施形態において、プライマ
ー対は、それぞれの対がゲノムの選択部分における任意の近接領域の約１～５％、２～１
０％、３～１５％、４～２０％、５～２５％、６～３０％、７～３５％、８～４０％、９
～４５％、または１０～５０％を増幅するように設計される。
【００８８】
　特定の実施形態において、上記に記載されたうちのいずれかによると、増幅は、少なく
とも３メガベース対長さ（Ｍｂ）のゲノム領域にわたって生じる。更なる実施形態におい
て、本明細書に記載されている方法のいずれかによって選択的に増幅されるゲノムの選択
領域は、少なくとも３．５、４、４．５、５、５．５、６、６．５、７、７．５、８、８
．５、９、９．５、または１０Ｍｂである。なお更なる実施形態において、ゲノムの選択
領域は、約２～２０、３～１８、４～１６、５～１４、６～１２、または７～１０Ｍｂの
長さである。上記において考察されたように、増幅は、これらの領域の末端における、ま
たは末端に近い配列に相補的な単一プライマー対を使用して、これらの領域にわたって生
じ得る。他の実施形態において、増幅は、規則的なセグメント、ランダムセグメントまた
は増幅される領域に沿った異なるセグメント距離のいくつかの組み合わせが、上記に記載
された包括度の程度で増幅されるように、領域の長さにわたってタイル状であるプライマ
ー対ライブラリーによって実施される。
【００８９】
　いくつかの実施形態において、ゲノムの選択領域の選択的増幅に使用されるプライマー
は、プライマー自体が増幅されないようにウラシルを含有する。
【００９０】
　一般に、本明細書に記載されている方法及び系は、ゲノムの選択領域の配列の決定を提
供することによって標的化ゲノム配列決定を達成し、この配列決定情報は、一般に、極め
て低い配列決定誤差率及び高い処理量の短い読み込み配列決定技術という利点を有する方
法を使用して得られる。前記に記載されたように、本明細書に記載されている方法及び系
の利点は、広範に入手可能な短い読み込み配列決定技術の使用を介して所望の結果を達成
できることである。そのような技術は、十分に特徴づけられている極めて効果的なプロト
コール及び試薬系によって、研究界において容易に入手可能であり、広く普及していると
いう利点を有する。これらの短い読み込み配列決定技術には、例えば、Ｉｌｌｕｍｉｎａ
，ｉｎｃ．（ＧＡＩＩｘ、ＮｅｘｔＳｅｑ、ＭｉＳｅｑ、ＨｉＳｅｑ、Ｘ１０）、Ｉｏｎ
　Ｔｏｒｒｅｎｔ　ｄｉｖｉｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｈｅｒｍｏ－Ｆｉｓｈｅｒ（Ｉｏｎ　Ｐ
ｒｏｔｏｎ及びＩｏｎ　ＰＧＭ）、パイロシーケンシング（ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎ
ｇ）の方法、ならびに他から入手可能なものが含まれる。
【００９１】
　本明細書に記載されている方法及び系がこれらの短い読み込み配列決定技術を利用する
こと及び関連する誤差率が低いことが、特に利点である。特に、本明細書に記載されてい
る方法及び系は、上記に記載された所望の個別の分子読み込み長さ、または構成を達成す
るが、メイトペア（ｍａｔｅ　ｐａｉｒ）伸展を除いて、１０００ｂｐより短い、５００
ｂｐより短い、３００ｂｐより短い、２００ｂｐより短い、１５０ｂｐより短い、または
さらに短い個別の配列決定読み込みを伴い、５％未満、１％未満、０．５％未満、０．１
％未満、０．０５％未満、０．０１％未満、０．００５％未満、またはさらには０．００
１％未満の個別の分子読み取り長さの配列決定誤差率を伴って達成する。
【００９２】
　本出願に記載されている方法及び系により核酸を処理及び配列決定する方法は、ＵＳＳ
Ｎ１４／３１６，３８３、１４／３１６，３９８、１４／３１６，４１６、１４／３１６
，４３１、１４／３１６，４４７及び１４／３１６，４６３においてもさらに詳細に記載
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されており、これらは、全ての目的において、特に、核酸の処理、ならびにゲノム材料の
配列決定及び他の特徴決定を対象とする全ての記載、図面及び実施例において、その全体
が参照として本明細書に組み込まれる。
【００９３】
　使用される配列決定プラットフォームにかかわりなく、一般に、本明細書に記載されて
いる方法のいずれかによると、核酸の配列決定は、配列読み込みの分子構成または配列読
み込みの部分を保存する方法で典型的に実施される。このことは、多重配列読み込み、ま
たは配列読み込みの複数の部分が、核酸の単一由来分子に属し得ることを意味する。「属
する」とは、配列読み込みが核酸の特定の由来分子の塩基の直線状配列内にあると特定さ
れ得ることを意味し、換言すると、図７を参照して、断片７０３、７０４、７０５及び７
０６が由来核酸分子７０１及び７０２から生成される場合、全ての断片が配列決定反応の
ために一緒にプールされている場合であっても、配列決定は、断片７０３、７０４、７０
５及び７０６の配列読み込みが分子構成を保持するように実施され、断片７０３及び７０
４は由来分子７０１から誘導され、一方、７０５及び７０６は由来分子７０２から誘導さ
れることが容易に確認されることを意味する。加えて、配列決定は、一般に、由来分のみ
ならず、直線状分子に沿ったそれぞれの断片の相対位置も確認されるように実施され、例
えば、断片７０３が由来核酸７０１の直線状配列に沿って断片７０４の「上流」にあると
決定することができる。一般に、分子構成は、１つ以上の断片を他の断片と区別する任意
の識別子または任意の他の方法の使用によって保持される。一般に、そのような識別子は
、群または個別の実体に分別されている断片に使用される。いくつかの例において、その
ような分別は分離区分への分別であるが、理解されるように、分子を分別する任意の他の
方法を使用することができる。なお更なる例において、使用される識別子はバーコードで
あり、直線位置は、バーコード付けと、重複断片の配列読み込みのアルゴリズムアセンブ
リ（ａｌｇｏｒｉｔｈｍｉｃ　ａｓｓｅｍｂｌｙ）の両方によって決定される。明確さの
ために、本明細書における多くの考察は、区分への分別及び／またはバーコード付けに関
するものであるが、由来核酸分子を分別する任意の方法及び断片を特定する、そうでなけ
れば属させる任意の方法は、本明細書に記載されている方法及び系に使用されることが理
解される。
【００９４】
　理解されるように、核酸の単一由来分子は、様々な長さの任意のものであり得るが、好
ましい態様において比較的長い分子であり、長い範囲の分子構成の保存を可能にする。特
に、単一由来分子は、好ましくは、典型的な短い読み込み配列長さより実質的に長いもの
、例えば、２００塩基を超えるものであり、多くの場合、少なくとも１０００塩基以上、
５０００塩基以上、１０，０００塩基以上、２０，０００塩基以上、３０，０００塩基以
上、４０，０００塩基以上、５０，０００塩基以上、６０，０００塩基以上、７０，００
０塩基以上、８０，０００塩基以上、９０，０００塩基以上、または１００，０００塩基
以上、いくつかの場合では、１メガベース以上である。
【００９５】
　特定の状況において、本明細書に記載されている配列決定方法は、選択領域の深い包括
度と、ゲノムの長い範囲にわたる低レベルの連結読み込みとの組み合わせを含む。理解さ
れるように、この新規と再配列決定との組み合わせは、ゲノム全体及び／またはゲノム大
きな部分を配列決定する効率的な方法を提供する。本明細書に記載されている選択的増幅
方法による、不十分に特徴決定されている及び／または高度に多形性のある領域の標的化
包括度は、新規配列会合に必要な核酸材料の量を提供し、一方、ゲノムの他の領域にわた
る連結ゲノム配列決定は、残りのゲノムの高い処理量での配列決定を維持する。本明細書
に記載されている方法及び組成物は、同じ配列決定プラットフォームを両方の種類の包括
度に使用できるので、この新規と連結読み込み配列決定との組み合わせを可能にすること
に独自に適応可能である。本明細書に記載されている方法に従って配列決定される核酸及
び／または核酸断片の個体群は、新規配列決定用のゲノム領域及び再配列決定用のゲノム
領域の両方からの配列を含有し、新規配列決定用の目的の領域を網羅する核酸の割合は、
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本明細書においてさらに詳細に記載される標的化増幅方法に起因して、ゲノムの他の領域
を網羅する核酸よりも多い。
【００９６】
　一般に、図１に示されているように、本明細書に記載されている方法及び系を使用して
、分子構成保持しながら、核酸、特にゲノムの選択領域の核酸を特徴決定することができ
る。示されているように、２つの分離された個別の核酸１０２及び１０４が例示されてお
り、それぞれ、多数の目的領域、例えば、核酸１０２に領域１０６及び１０８、ならびに
核酸１０４に領域１１０及び１１２を有する。それぞれの核酸における目的領域は、同じ
核酸分子内に連結されている（例えば、同じ核酸分子に由来している）が、いくつかの場
合では、これらの領域は、互いに相対的に分別されていることがあり、例えば、１ｋｂを
超える間隔、５ｋｂを超える間隔、１０ｋｂを超える間隔、２０ｋｂを超える間隔、３０
ｋｂを超える間隔、４０ｋｂを超える間隔、５０ｋｂを超える間隔、いくつかの場合では
１００ｋｂまでの間隔であり得る。　目的の領域は、一般にゲノムの分離及び分別部分で
あり、いくつかの場合では、そのような領域は不十分に特徴決定された領域である。目的
の領域は、また、個別の遺伝子、遺伝子群、エクソンを示すこともある。示されているよ
うに、核酸１０２及び１０４は、それぞれ、それ自体の区分１１４及び１１６にそれぞれ
分別されている。本明細書の他の箇所に示されているように、これらの区分は、多くの場
合において油中水エマルションの水性液滴である。それぞれの液滴内において、それぞれ
の断片の部分は、これらの断片の元の分子構成を保存するように、例えば同じ分子に由来
するように、コピーされる。示されているように、これは、由来の断片が区分された液滴
を表しているバーコード配列、例えば例示されているバーコード配列「１」または「２」
を、それぞれのコピー断片に含めることによって達成される。全ゲノム配列分析用途では
、全てのコピー断片及び関連バーコードを単にプールして、それぞれの由来の核酸１０２
及び１０４から全範囲の配列情報を配列決定し、再会合させることができる。しかし、多
くの場合において、ゲノム全体における特定の標的化部分のみを分析して、ゲノムの科学
的に関連する部分により多く集中すること、ならびにゲノムの関連性の低い、または関連
性のない部分の配列決定を実施する時間及び費用を最小限にすることが、より望ましい。
【００９７】
　上記によると、バーコード付けステップに加えて、核酸１０２または１０４が目的の選
択ゲノム領域を含有する場合、これらの領域のアンプリコンが区分１１４及び１１６それ
ぞれにおける断片の大きな割合を形成するように、１つ以上の選択的増幅のステップがあ
ってもよい。この増幅ステップは、一般に、本明細書に記載されている方法によるバーコ
ードの結合の前、または結合と同時に実施されるが、いくつかの実施形態において、増幅
ステップは、バーコードの結合に続いて生じることもある。
【００９８】
　ライブラリー１１８内のプールされた断片が、元の分子構成を、例えばバーコード情報
の保持によって保持しているので、これらを、埋め込まれた（時には、長い範囲の）連結
情報によって、例えば目的の会合領域それぞれの間の推測連結１０６：１０８及び１１０
：１１２により、元の分子構成に再会合させることができる。例として、ゲノムの２つの
異種標的化部分、例えば２つ以上のエクソンの間の直接的な分子連結を特定することがで
き、その直接的な分子連結を使用して、構造的変動及び他のゲノムの特徴を特定すること
ができる。選択的増幅が、ゲノムの選択領域の部分を含有する核酸断片の量を増加するた
めに利用される状況では、分子構成を特定する能力は、ゲノムの選択領域を、多くの場合
にこれらの領域の新規会合を可能にする深さで配列決定する方法も提供する。
【００９９】
　一般に、本発明の方法は、本明細書においてさらに詳細に考察される本発明の方法の概
略図を提供する、図２に例示されているステップを含む。理解されるように、図２に概説
されている方法は、必要に応じて、本明細書に記載されているように、変更及び修正され
得る例示的な実施形態である。
【０１００】
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　図２に示されているように、本明細書に記載されている方法は、大部分の例において、
目的の標的領域を含有する試料核酸が区分されるステップ（２０１）を含む。一般に、目
的のゲノム領域の核酸を含有する区分は、それぞれ標的化豊富化を受けて、大きな割合が
選択ゲノム領域の配列を含有する断片の個体群を産生する（２０２）。次にこれらの断片
を、通常は、含有されている区分に特異的な断片にバーコードを付けることによって、断
片の元の分子構成を保存するようにさらに断片化またはコピーする（２０３）。それぞれ
の区分は、いくつかの例において、１つを超える核酸を含み、いくつかの場合において、
数百の核酸分子を含有し、複数の核酸が区分内にある状態では、ゲノムのあらゆる特定の
遺伝子座は、一般に、バーコード付けの前には単一の個別核酸によりに表される。ステッ
プ２０３のバーコード付き断片は、当該技術に既知の任意の方法を使用して生成すること
ができ、いくつかの例では、オリゴヌクレオチドが分離区分内の試料である。そのような
オリゴヌクレオチドは、試料の異なる多数の領域を無作為に刺激することが意図されるラ
ンダム配列を含んでもよく、または試料の標的化領域の上流を刺激するように標的化され
た特定のプライマー配列を含んでもよい。更なる例において、これらのオリゴヌクレオチ
ドは、複製プロセスも元の試料核酸の得られた複製断片にバーコードを付けるように、バ
ーコード配列も含有する。試料の増幅及び試バーコード付けにこれらのバーコードオリゴ
ヌクレオチドを使用する特に洗練されたプロセスは、米国特許出願第１４／３１６，３８
３号、同第１４／３１６，３９８号、同第１４／３１６，４１６号、同第１４／３１６，
４３１号、同第１４／３１６，４４７号及び同第１４／３１６，４６３号に詳細に記載さ
れており、これらは、全ての目的において、特に、核酸の処理、ならびにゲノム材料の配
列決定及び他の特徴決定を対象とする全ての記載、図面及び実施例において、その全体が
参照として本明細書に組み込まれる。伸長反応試薬、例えば、ＤＮＡポリメラーゼ、ヌク
レオシド三リン酸、補助因子（例えば、Ｍｇ２＋またはＭｎ２＋など）も区分中に含有さ
れており、試料をテンプレートとして使用してプライマー配列を伸長し、プライマーがア
ニールされたテンプレートの鎖に相補的な断片を産生し、相補的な断片は、オリゴヌクレ
オチド及び関連するバーコード配列を含む。試料の異なる部分への複数のプライマーのア
ニーリング及び伸長は、バーコード配列が作り出された区分を示すそれ自体のバーコード
配列をそれぞれ有する、試料の重複相補的断片の大きなプールをもたらすことができる。
いくつかの場合において、これらの相補的断片は、それ自体を、区分に存在するオリゴヌ
クレオチドにより刺激されるテンプレートとして使用して、ここでもバーコード配列を含
む補体の補体を産生することができる。更なる例において、この複製プロセスは、第１の
補体が複製されたとき、２つの相補的配列を末端または末端の近くに産生して、分子がさ
らに反復コピーを産生する基礎となる能力を低減する、ヘアピン構造または部分的ヘアピ
ン構造の形成を可能にする。
【０１０１】
　図２に例示されている方法に戻ると、区分特異的バーコードをコピー断片に結合すると
、次にバーコード付き断片をプールする（２０４）。次にプールされた断片を配列決定し
（２０５）、目的の標的化領域が由来分子構成により特定され、また関連づけられるよう
に、断片の配列を元の分子構成に属させる（２０６）。本明細書に記載されている方法及
び系の利点は、区分または試料特異的バーコードを、標的化ゲノム領域の断片を豊富化す
る前にコピー断片に結合することが、標的化領域の元の分子構成を保存し、元の区分、し
たがって由来試料核酸に属させることができることである。
【０１０２】
　上記のワークフローに加えて、標的化ゲノム領域は、チップに基づいた及び溶液に基づ
いた捕捉方法の両方を含む方法使用して、更なる分析、特に配列決定のためにさらに豊富
化、単離または分別される、すなわち、「プルダウン」される。そのような方法は、目的
のゲノム領域または目的のゲノム領域の近くの、もしくは隣接した領域に相補的であるプ
ローブを利用する。例えば、ハイブリッド（または、チップに基づいた）捕捉では、目的
の領域を一緒になって網羅する配列を有する捕捉プローブ（通常、一本鎖オリゴヌクレオ
チド）を含有するマイクロアレイが、表面に固定される。ゲノムＤＮＡは断片化され、平
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滑末端を産生する末端修復及び／または汎発性刺激配列などの追加の特徴の付加、などの
処理をさらに受けてもよい。これらの断片を、マイクロアレイにおいてプローブとハイブ
リッド形成させる。非ハイブリッド形成断片を洗い流し、所望の断片を、配列決定または
他の分析のために表面に溶出させ、そうでなければ表面において処理し、したがって表面
に残留した断片の個体群は、目的の標的化領域（例えば、捕捉プローブに含有された配列
に相補的な配列を含む領域）を含有する断片が豊富化される。断片が豊富化された個体群
を、当該技術に既知の任意の増幅技術を使用してさらに増幅してもよい。そのような標的
化プルダウン豊富化方法の例示的な方法は、２０１５年１０月２９日出願のＵＳＳＮ１４
／９２７，２９７に記載されており、これは、全ての目的において、特に、記載、図面及
び実施例を含む、標的化プルダウン豊富化方法及び配列決定方法に関する全ての教示につ
いて、その全体が参照として本明細書に組み込まれる。
【０１０３】
　いくつかの態様において、ゲノムの選択領域の包括度についての方法は、これらの選択
領域の核酸分子及び／またはその断片を含有する分離区分が更なる処理のためにそれ自体
選別される方法を含む。理解されるように、この分離区分の選別は、本明細書に記載され
ている目的のゲノム領域の選択的増幅及び／または標的化プルダウンの他の方法との任意
の組み合わせ、特に、上記に記載されたワークフローステップの任意の組み合わせによっ
て実施され得る。
【０１０４】
　一般に、そのような分離区分の選別方法は、ゲノムの１つ以上の選択部分の少なくとも
一部を含有する区分が、ゲノムのこれらの部分の任意の配列を含有しない区分から分別さ
れるステップを含む。これらの方法は、ゲノムの１つ以上の選択部分の少なくとも一部を
含む断片の配列が豊富化された個体群を、ゲノムのそれらの部分の配列を含有する分離区
分内に提供するステップを含む。そのような豊富化は、ゲノムの１つ以上の選択部分の少
なくとも一部を含む分離区分内の断片に定方向ＰＣＲ増幅を使用して、個体群を産生する
ことによって、一般に達成される。したがって、この定方向ＰＣＲ増幅は、ゲノムの１つ
以上の選択部分の少なくとも一部を含むアンプリコンを産生する。特定の実施形態におい
て、これらのアンプリコンは、検出可能標識に結合され、いくつかの非限定実施形態では
、蛍光分子が含まれ得る。一般に、そのような結合は、ゲノムの１つ以上の選択部分を含
有する断片から生成されたアンプリコンのみが、検出可能標識に結合されるように生じる
。いくつかの実施形態において、検出可能標識の結合は、ゲノムの１つ以上の選択部分の
選択的増幅の際に生じる。そのような検出可能標識には、更なる実施形態において、蛍光
標識、電気化学標識、磁気ビーズ及びナノ粒子が限定されることなく含まれ得る。この検
出可能標識の結合は、当該技術に既知の方法を使用して達成することができる。なお更な
る実施形態において、ゲノムの１つ以上の選択部分の少なくとも一部を含む断片を含有す
る分離区分は、これらの区分内のアンプリコンに結合した検出可能標識から放出されるシ
グナルに基づいて選別される。
【０１０５】
　更なる実施形態において、ゲノムの選択部分を含有する分離区分を、そのような配列を
含有しないものから選別するステップは、（ａ）出発ゲノム材料を準備するステップ、（
ｂ）出発ゲノム材料の個別の核酸分子を、それぞれの分離区分が第１の個別核酸分子を含
有するように、分離区分の中に分配するステップ、（ｃ）ゲノムの１つ以上の選択部分の
少なくとも一部を含む断片の配列が豊富化されている少なくともいくつかの分離区分内に
、個体群を提供するステップ、（ｄ）共通バーコード配列を、それぞれの断片が、それが
含有されていた分離区分に属するように、それぞれの分離区分内の断片に結合するステッ
プ、（ｅ）ゲノムの１つ以上の選択部分の少なくとも一部を含む断片を含有する分離区分
を、ゲノムの１つ以上の選択部分を含む断片を含有しない分離区分から分別するステップ
、（ｆ）ゲノムの１つ以上の選択部分の少なくとも一部を含む断片から配列情報を取得し
、それによって、分子構成を保持しながら、ゲノム試料の１つ以上の標的化部分を配列決
定するステップを含む。
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【０１０６】
　更なる実施形態において、上記のうちのいずれかによると、断片から配列情報を取得す
る前に、分離区分は合わされ、断片は一緒にプールされる。更なる実施形態において、断
片から配列情報を取得するステップは、確定することが同じ第１の個別の核酸分子から誘
導される断片を確定することをさらに含むように、断片の配列の分子構成を維持するよう
に実施される。なお更なる実施形態において、この配列情報の取得は、短い読み込み長さ
配列決定反応及び長い読み込み長さ配列決定反応からなる群から選択される配列決定反応
を含む。なお更なる実施形態において、配列決定反応は、短い読み込みで高い精度の配列
決定反応である。
【０１０７】
　なお更なる実施形態において、上記のうちのいずれかによると、分離区分は、エマルシ
ョンの液滴を含む。更なる実施形態において、分離区分内のバーコード付き断片は、ゲノ
ムの１つ以上の選択部分の約１×～１０×の包括度を表す。なお更なる実施形態において
、分離区分内のバーコード付き断片は、ゲノムの１つ以上の選択部分の約２×～５×の包
括度を表す。なお更なる実施形態において、分離区分内のアンプリコンのバーコード付き
断片は、ゲノムの１つ以上の選択部分の少なくとも１×の包括度を表す。なお更なる実施
形態において、分離区分内のバーコード付き断片は、ゲノムの１つ以上の選択部分の少な
くとも２×または５×の包括度を表す。
【０１０８】
　ゲノムの選択領域から配列情報を取得する能力を提供することに加えて、本明細書に記
載されている方法及び系は、ハプロタイプ位相、構造変動の特定及びコピー数変動の特定
が限定されることなく含まれる、ゲノム材料の他の特徴決定も提供することができ、米国
特許出願第１４／７５２，５８９号及び同第１４／７５２，６０２号に記載されており、
これらは、全ての目的において、特に、ゲノム材料の特徴決定を対象とする全ての記載、
図面及び実施例において、その全体が参照として本明細書に組み込まれる。
【０１０９】
　上記に示されたように、本明細書に記載されている方法及び系は、長い核酸の短い配列
読み込みのために、個別の分子構成を提供する。本明細書において使用されるとき、個別
の分子構成は、特定の配列読み込みを超えた配列構成、例えば、配列読み込みそれ自体の
範囲内に含まれない、隣接または近位配列との関係を指し、このように、典型的には短い
配列読み込みの全体または一部に含まれないようなもの、例えば、対読み込みでは約１５
０塩基または約３００塩基の読み込みである。特に好ましい態様において、方法及び系は
、短い配列読み込みのために長い範囲の配列構成を提供する。そのような長い範囲の構成
は、所定の配列読み込みと、互いに１ｋｂより長い、５ｋｂより長い、１０ｋｂより長い
、１５ｋｂより長い、２０ｋｂより長い、３０ｋｂより長い、４０ｋｂより長い、５０ｋ
ｂより長い、６０ｋｂより長い、７０ｋｂより長い、８０ｋｂより長い、９０ｋｂより長
い、もしくはさらに１００ｋｂより長い、またはそれ以上長い距離内にある配列読み込み
との関係または連結を含む。理解されるように、長い範囲の個別の分子構成を提供するこ
とによって、その個別の分子構成内にある変異体の位相情報を導き出すこともでき、例え
ば、特定の長い分子における変異体は、定義によると一般的に位相されている。
【０１１０】
　長い範囲の個別の分子構成を提供することによって、本発明の方法及び系は、はるかに
長い推定分子構成（本明細書において、「長い仮想単一分子読み込み」とも呼ばれる）も
提供する。配列構成は、本明細書において記載されているように、異なる（一般にキロベ
ース尺度に基づく）範囲の完全長ゲノム配列にわたる断片のマッピング、または連結の提
供を含むことができる。これらの方法は、短い配列読み込みを、個別の長い分子または連
鎖分子のコンティグにマッピングすること、ならびに、例えば、個別の分子の近接決定配
列を有する長い個別の分子の大きな部分を長い範囲で配列決定することを含み、ここで、
そのような決定配列は、１ｋｂより長い、５ｋｂより長い、１０ｋｂより長い、１５ｋｂ
より長い、２０ｋｂより長い、３０ｋｂより長い、４０ｋｂより長い、５０ｋｂより長い
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、６０ｋｂより長い、７０ｋｂより長い、８０ｋｂより長い、９０ｋｂより長い、または
さらには１００ｋｂより長い。配列構成と同様に、短い配列を、長い核酸、例えば個別の
長い核酸分子、または連結核酸分子のコレクション、もしくはコンティグに属させること
は、短い配列を長い核酸伸展にマッピングして、高レベルの配列構成を提供すること、な
らびにこれらの長い核酸を介して、短い配列から会合配列を提供することの両方を含んで
もよい。
【０１１１】
　さらに、長い個別の分子と関連する長い範囲の配列構成を利用してもよいが、そのよう
な長い範囲の配列構成を有することは、さらに長い範囲の配列構成を推測することも可能
にする。一例として、上記に記載された長い範囲の分子構成を提供することによって、異
なる由来分子からの長い配列の中に重複した変異部分、例えば、位相変異体、転位配列な
どを特定することができ、これらの分子間の推定連結を可能にする。そのような推定連結
または分子構成は、本明細書において「推定コンティグ」と呼ばれる。いくかの場合にお
いて、位相配列の文脈で考察するとき、推定コンティグは、一般に位相された配列を表す
ことができ、例えば、重複位相変異体によって、個別の由来分子より実質的に長い長さの
位相コンティグを推定することができる。これらの位相コンティグを、本明細書において
「位相ブロック」と呼ぶ。
【０１１２】
　長い単一分子読み込み（例えば、上記に考察された「長い仮想単一分子読み込み」）か
ら出発することによって、短い読み込み配列決定技術または位相配列決定の他の手法を使
用して得られるものより長い推定コンティグまたは位相ブロックを、導き出すことができ
る。例えば、米国特許出願公開第２０１３－０１５７８７０号を参照すること。特に、本
明細書に記載されている方法及び系を使用して、少なくとも約１０ｋｂ、少なくとも約２
０ｋｂ、少なくとも約５０ｋｂのＮ５０を有する推定コンティグまたは位相ブロック長さ
を得ることができる（ここで、記述されているＮ５０数値より長いブロック長さの合計は
、全てのブロック長さの合計の５０％である）。より好ましい態様において、少なくとも
約１００ｋｂ、少なくとも約１５０ｋｂ、少なくとも約２００ｋｂ、多くの場合において
、少なくとも約２５０ｋｂ、少なくとも約３００ｋｂ、少なくとも約３５０ｋｂ、少なく
とも約４００ｋｂ、いくつかの場合において、少なくとも約５００ｋｂ、またはそれ以上
のＮ５０を有する推定コンティグまたは位相ブロック長さが得られる。なお他の場合にお
いて、２００ｋｂを超える、３００ｋｂを超える、４００ｋｂを超える、５００ｋｂを超
える、１Ｍｂを超える、またはさらには２Ｍｂを超える最大位相ブロック長さを得ること
もできる。
【０１１３】
　１つの態様において、本明細書上記及び下記に記載されている捕捉方法のいずれかと共
に、本明細書に記載されている方法及び系は、試料核酸またはその断片を分離区画または
区分（本明細書において、区分と交換可能に呼ばれる）に区画化する、沈着させる、また
は区分化することを提供し、ここで、それぞれの区分は、それ自体の内容物を他の区分の
内容物から分別した状態に維持している。独自の識別子、例えばバーコードを、区画化ま
たは区分化した試料核酸を保持する区分に前もって、すぐ後に、または同時に送達して、
特徴を、例えば核酸配列情報を、特定の区画内に含まれる試料核酸に、特に、区分に元々
沈着されていてもよい近接試料核酸の比較的長い伸展に、後に属させることを可能にする
ことができる。
【０１１４】
　本明細書に記載されている方法に利用される試料核酸は、典型的には、分析される試料
全体の多数の重複部分、例えば染色体全体、エクソーム、または他の大きなゲノム部分を
表す。これらの試料核酸は、全ゲノム、個別の染色体、エクソーム、アンプリコン、また
は目的とする様々な異なる核酸のいずれかを含んでもよい。試料核酸は、典型的には、核
酸が区分に比較的長い断片または伸展の近接核酸分子で存在するように区分される。典型
的には、試料核酸のこれらの断片は、１ｋｂより長く、５ｋｂより長く、１０ｋｂより長
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く、１５ｋｂより長く、２０ｋｂより長く、３０ｋｂより長く、４０ｋｂより長く、５０
ｋｂより長く、６０ｋｂより長く、７０ｋｂより長く、８０ｋｂより長く、９０ｋｂより
長く、またはさらに１００ｋｂより長くてもよく、上記に記載された長い範囲の分子構成
が許容される。
【０１１５】
　試料核酸も、所定の区分が非常に低い確率で出発試料核酸の２つの重複断片を含むとい
うレベルで、典型的に区分される。これは、典型的には、試料核酸を区分化プロセスの際
に低い投入量及び／または濃度で提供することによって達成される。その結果、好ましい
場合では、所定の区分は、出発試料核酸の長いが重複していない多数の断片を含むことが
できる。次に異なる区分中の試料核酸は、独自の識別子に関連づけられ、任意の所定の区
分では、含有された核酸は、同じ独自の識別子を有するが、異なる区分は、異なる独自の
識別子を含むことができる。さらに、区分化ステップは、試料構成成分を非常に小さい体
積の区分または液滴の中に配分するので、上記に記載された所望の配分を達成するため、
高体積プロセスに必要とされる試料の相当な希釈を、例えば管またはマルチウエルプレー
トのウエルにおいて実施する必要がないことが理解される。さらに、本明細書に記載され
ている系が高レベルのバーコード多様性を用いるので、多様なバーコードを、上記に提示
されている多数のゲノム等価物に配分することができる。特に、以前に記載されているマ
ルチウエルプレート手法（例えば、米国特許出願公開第２０１３－００７９２３１号及び
同第２０１３－０１５７８７０号を参照すること）は、典型的には、百から数百個の異な
るバーコード配列を操作し、試料の限定された希釈プロセスを用いることによってのみ、
バーコードを異なる細胞／核酸に属させることができる。このように、これらは一般に１
００個よりかなり少ない細胞を用いて操作され、典型的には、１：１０、当然のことなが
ら１：１００をはるかに超えるオーダーでゲノム：（バーコード型）の比をもたらす。一
方、本明細書に記載されている系は、高レベルのバーコード多様性、例えば、１０，００
０、１００，０００、５００，０００、６００，０００、７００，０００超などの多様な
バーコード型のため、１：５０以下、１：１００以下、１：１０００以下のオーダー、ま
たはさらに小さな比のゲノム：（バーコード型）の比で操作され得るが、ゲノム毎にはる
かに改善されたバーコード多様性を依然として提供しながら、より多数のゲノム（例えば
、アッセイ毎に１００個を超えるゲノム、アッセイ毎に５００個を超えるゲノム、アッセ
イ毎に１０００個を超えるゲノム、またはさらにそれ以上のオーダー）を装填することも
可能である。
【０１１６】
　多くの場合、試料は、区分化ステップの前に、ビーズに遊離可能に結合されるオリゴヌ
クレオチドタグのセットと組み合わされる。いくつかの例において、増幅方法を使用して
、得られた増幅産物にバーコードを付加し、いくつかの例では、増幅産物は、それが誘導
される完全由来核酸分子の小さなセグメント（断片）を含有する。いくつかの例において
、トランスポゾンを使用する方法は、Ａｍｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅ
ｔｉｃｓ　４６：１３４３－１３４９（２０１４）（２０１４年１０月２９日にオンライ
ン先行公開）に記載されているように利用されており、これは、全ての目的において、特
に、バーコードまたは他のオリゴヌクレオチドタグを核酸に結合することに関する全ての
教示において、その全体が参照として本明細書に組み込まれる。更なる例において、バー
コードを結合する方法は、ニッキング酵素もしくはポリメラーゼ、及び／またはｒｅｃＡ
などの侵襲性プローブを使用して、二本鎖試料核酸に沿って間隙を生じることを含むこと
ができ、次にバーコードをこれらの間隙に挿入することができる。
【０１１７】
　増幅を使用して核酸断片にタグ付けする例において、オリゴヌクレオチドタグは、少な
くとも第１及び第２の領域を含んでもよい。第１の領域は、所定の区分内のオリゴヌクレ
オチドの間にあり、実質的に同じバーコード配列であってもよいバーコード領域であるが
、異なる区分間では、異なるバーコード配列あってもよく、大部分の場合において異なる
バーコード領域である。第２の領域は、区分内の試料内の核酸を刺激するのに使用できる
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Ｎ－ｍｅｒ（ランダムＮ－ｍｅｒまたは特定の配列を標的にするように設計されたＮ－ｍ
ｅｒ）であり得る。Ｎ－ｍｅｒが特定の配列を標的にするように設計されるいくつかの場
合において、特定の染色体（例えば、染色体１、１３、１８、もしくは２１）、または染
色体の領域、例えば、エクソームもしくは他の標的化領域を標的にするように設計され得
る。本明細書において考察されているように、Ｎ－ｍｅｒを、不十分に特徴決定される傾
向がある、または高度の多形成がある、もしくは基準配列から逸脱している、ゲノムの選
択領域のために設計することもできる。いくつかの場合において、Ｎ－ｍｅｒは、疾患ま
たは障害（例えば、癌）に関連する遺伝子または領域などの特定の遺伝子または遺伝子領
域を標的にするように設計され得る。区分内では、増幅反応は、第２のＮ－ｍｅｒを使用
して、核酸の長さに沿って異なる場所で核酸試料を刺激することによって実施してもよい
。増幅の結果、それぞれの区分は、同一またはほぼ同一のバーコードに結合している核酸
の増幅産物を含有することができ、これは、それぞれの区分中の核酸の重複している、よ
り小さい断片を表すことがある。バーコードは、同じ区分に由来し、したがって潜在的に
同じ核酸鎖にも由来する核酸のセットを示すマーカーとして、機能することができる。増
幅の後、核酸をプールし、配列決定し、配列決定アルゴリズムの使用により整列させるこ
とができる。短い配列読み込みが、関連するバーコード配列によって整列され、試料核酸
の単一の長い断片に属し得るので、配列において特定された変異体を、全て、単一の由来
断片及び単一の由来染色体に属させることができる。さらに、複数の共配置変異体を複数
の長い断片にわたって整列させることによって、染色体の寄与についてさらに特徴決定す
ることができる。したがって、長い範囲のゲノム配列にわたって分析することができるの
で、例えば、ゲノムの不十分に特徴決定された領域の伸展にわたって配列情報を特定する
ことができるので、特定の遺伝子変異体の位相に関する結論を導き出すことができる。そ
のような情報は、一般に同じ核酸鎖または異なる核酸鎖に存在する特定の遺伝子変異体セ
ットであるハプロタイプの特定にも、有用であり得る。コピー数変動も、この方法によっ
て特定することができる。
【０１１８】
　記載されている方法及び系は、現行の核酸配列決定技術及び関連する試料調製方法より
も大きな利点を提供する。試料調製及び配列決定方法は、全体として、主に、試料中の大
多数の構成要素を特定し、特徴決定することに傾いており、抽出試料中の総ＤＮＡにおい
て少ない比率を構成する少数の構成要素、例えば、ゲノムの不十分に特徴決定された、も
しくは高度に多形性の領域から、または１個もしくは数個の細胞の材料から、または血流
中に循環する断片化腫瘍細胞ＤＮＡ分子からの１つの染色体が寄与する遺伝子材料を特定
及び特徴決定するように設計されていない。本明細書に記載されている方法は、少数の構
成要素からの遺伝子材料を増加する選択的増幅を含み、この遺伝子材料の分子構成を保持
する能力は、これらの構成要素の遺伝子特徴決定をさらに提供する。記載されている方法
及び系は、大型試料内に存在する個体群を検出するのに大きな利点も提供する。このよう
に、ハプロタイプ及びコピー数変動の評価に特に有用であり、本明細書に開示されている
方法は、不十分に特徴決定されている、または試料調製の際に導入された偏向に起因して
、核酸標的の個体群によって不十分に表されているゲノムの領域に、配列情報を提供する
ことにも有用である。
【０１１９】
　本明細書に開示されているバーコード付け技術の使用は、所定の遺伝子マーカーのセッ
トに個別の分子構成を提供する、すなわち、所定の遺伝子マーカーのセットを（単一のマ
ーカーとは対照的に）個別の試料核酸分子に属させる、ならびに変異体座標会合を介して
、より広範囲の、さらには長い範囲の推定個別分子構成を、複数の試料核酸分子及び／ま
たは特定の染色体に提供する、独自の能力を付与する。これらの遺伝子マーカーには、特
定の遺伝子座、例えば、ＳＮＰなどの変異体を含んでもよく、または短い配列を含んでも
よい。さらに、バーコード付けの使用は、例えば、血流中の循環腫瘍ＤＮＡの検出及び特
徴決定のため、試料から抽出された総核酸個体群において少数の構成成分と多数の構成成
分とを区別する能力を促進する追加的な利点を付与し、また任意の増幅ステップの際に増
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幅偏向を低減または排除する。加えて、マイクロ流体工学フォーマットの実施は、極めて
小さい試料体積及び低投入量のＤＮＡを扱う能力、ならびに多数の試料区分（液滴）を迅
速に処理して、ゲノム規模のタグ付けを促進する能力を付与する。
【０１２０】
　上記に示されたように、本明細書に記載されている方法及び系は、長い核酸の短い配列
読み込みのために、個別の分子構成を提供する。本明細書において使用されるとき、個別
の分子構成は、特定の配列読み込みを超えた配列構成、例えば、配列読み込みそれ自体の
範囲内に含まれない、隣接または近位配列との関係を指し、このように、典型的には短い
配列読み込みの全体または一部に含まれないようなもの、例えば、対読み込みでは約１５
０塩基または約３００塩基の読み込みである。特に好ましい態様において、方法及び系は
、短い配列読み込みのために長い範囲の配列構成を提供する。そのような長い範囲の構成
は、所定の配列読み込みと、互いに１ｋｂより長い、５ｋｂより長い、１０ｋｂより長い
、１５ｋｂより長い、２０ｋｂより長い、３０ｋｂより長い、４０ｋｂより長い、５０ｋ
ｂより長い、６０ｋｂより長い、７０ｋｂより長い、８０ｋｂより長い、９０ｋｂより長
い、もしくはさらに１００ｋｂより長い、またはそれ以上長い距離内にある配列読み込み
との関係または連結を含む。長い範囲の個別の分子構成を提供することによって、本発明
の方法及び系は、はるかに長い推定分子構成も提供する。配列構成は、本明細書に記載さ
れているように、例えば、短い配列読み込みを個別の長い分子または連鎖分子のコンティ
グにマッピングすることによって、低い解像度構成、ならびに、例えば個別の分子の近接
決定配列を有する長い個別の分子の大きな部分を、例えば長い範囲で配列決定することに
よって、高解像度構成を含むことができ、ここで、そのような決定配列は、１ｋｂより長
い、５ｋｂより長い、１０ｋｂより長い、１５ｋｂより長い、２０ｋｂより長い、３０ｋ
ｂより長い、４０ｋｂより長い、５０ｋｂより長い、６０ｋｂより長い、７０ｋｂより長
い、８０ｋｂより長い、９０ｋｂより長い、またはさらには１００ｋｂより長い。配列構
成によって、短い配列を、長い核酸、例えば個別の長い核酸分子、または連結核酸分子の
コレクション、もしくはコンティグに属させることは、短い配列を長い核酸伸展にマッピ
ングして、高レベルの配列構成を提供すること、ならびにこれらの長い核酸を介して、短
い配列から会合配列を提供することの両方を含んでもよい。
【０１２１】
ＩＶ．試料
　理解されるように、本明細書において考察される方法及び系を使用して、任意の種類の
ゲノム材料から標的化配列情報を得ることができる。そのようなゲノム材料は、患者から
採取した試料によって得てもよい。本明細書において考察される方法及び系に使用される
ゲノム材料の例示的な試料及び種類には、ポリヌクレオチド、核酸、オリゴヌクレオチド
、循環無細胞核酸、循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）、核酸断片、ヌクレオチド、ＤＮＡ、ＲＮＡ
、ペプチドポリヌクレオチド、相補的ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）、二本鎖ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）
、一本鎖ＤＮＡ（ｓｓＤＮＡ）、プラスミドＤＮＡ、コスミドＤＮＡ、染色体ＤＮＡ、ゲ
ノムＤＮＡ（ｇＤＮＡ）、ウイルスＤＮＡ、細菌ＤＮＡ、ｍｔＤＮＡ（ミトコンドリアＤ
ＮＡ）、リボソームＲＮＡ、無細胞ＤＮＡ、無細胞胎児ＤＮＡ（ｃｆｆＤＮＡ）、ｍＲＮ
Ａ、ｒＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｎＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｓｎＲＮＡ、ｓｎｏＲＮＡ、ｓｃａＲ
ＮＡ、マイクロＲＮＡ、ｄｓＲＮＡ、ウイルスＲＮＡなどが限定されることなく含まれる
。まとめると、使用される試料は、特定の処理の必要性に応じて変わり得る。
【０１２２】
　核酸を含む任意の物質が、試料の供給源であり得る。物質は、流体、例えば、生物学的
流体であり得る。流体物質には、血液、臍帯血、唾液、尿、汗、血清、精液、膣液、胃及
び消化液、髄液、胎盤液、体腔液、眼液、血清、母乳、リンパ液、またはこれらの組み合
わせが含まれ得るが、これらに限定されない。物質は、固体、例えば、生物学的組織であ
り得る。物質は、正常な健常組織、疾患組織、または健常及び疾患組織の混合物から構成
され得る。いくつかの場合において、物質は腫瘍から構成され得る。腫瘍は、良性（非癌
）または悪性（癌）であり得る。腫瘍の非限定例には、線維肉腫、粘液肉腫、脂肪肉腫、
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軟骨肉腫、骨原性肉腫、脊索腫、血管肉腫、内皮肉腫（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｏｓａｒｃｏ
ｍａ）、リンパ管肉腫、リンパ管内皮肉腫（ｌｙｍｐｈａｎｇｉｏｅｎｄｏｔｈｅｌｉｏ
ｓａｒｃｏｍａ）、滑膜腫、中皮腫、ユーイング腫瘍、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、胃腸管
系癌、結腸癌、膵癌、乳癌、泌尿生殖器系癌、卵巣癌、前立腺癌、扁平上皮癌、基底細胞
癌、腺癌、汗腺癌、皮脂腺癌、乳頭癌、乳頭腺癌、嚢胞腺癌、髄様癌、気管支原性肺癌、
腎細胞癌、肝細胞腫、胆管癌、絨毛癌、精上皮腫、胚性癌、ウィルムス腫瘍、子宮頸癌、
内分泌系癌、精巣腫瘍、肺癌、小細胞肺癌、非小細胞肺癌、膀胱癌、上皮癌、神経膠腫、
星状細胞腫、髄芽細胞腫、頭蓋咽頭腫、上衣腫、松果体腫、血管細胞芽腫、聴神経腫、乏
突起神経膠腫、髄膜腫、黒色腫、神経芽細胞腫、網膜芽細胞腫、またはこれらの組み合わ
せが含まれ得る。物質は、様々な種類の臓器と関連していてもよい。臓器の非限定例には
、脳、肝臓、肺、腎臓、前立腺、卵巣、脾臓、リンパ節（扁桃腺を含む）、甲状腺、膵臓
、心臓、骨格筋、腸、咽頭、食道、胃、またはこれらの組み合わせが含まれ得る。いくつ
かの場合において、物質は、真核細胞、原核細胞、真菌細胞、心臓細胞、肺細胞、腎細胞
、肝細胞、膵臓細胞、生殖細胞、幹細胞、誘導多能性幹細胞、胃腸細胞、血球、癌細胞、
細菌細胞、ヒトマイクロバイオーム試料から単離された細菌細胞などが含まれるが、これ
らに限定されない様々な細胞から構成され得る。いくつかの場合において、物質は、例え
ば単一細胞の内容物または複数の細胞の内容物などの細胞の内容物を含んでもよい。個別
の細胞を分析する方法及び系は、例えば、２０１５年６月２６日出願の米国特許出願第１
４／７５２，６４１号に提示されており、その全開示は、その全体が参照として本明細書
に組み込まれる。
【０１２３】
　試料は、様々な対象から得ることができる。対象は、生存している対象または死亡して
いる対象であり得る。対象に例には、ヒト、哺乳動物、非ヒト哺乳動物、齧歯類、両生類
、爬虫類、イヌ、ネコ、ウシ、ブタ、ヤギ、ヒツジ、メンドリ、鳥類、マウス、ウサギ、
昆虫、ナメクジ、微生物、細菌、寄生虫、または魚が含まれ得るが、これらに限定されな
い。いくつかの場合において、対象は、疾患または障害を有する、有すると疑われる、ま
たは発生する危険性のある患者であり得る。いくつかの場合において、対象は妊婦であり
得る。いくつかの場合において、対象は正常で健康な妊婦であり得る。いくつかの場合に
おいて、対象は、ある特定の先天性欠損を有する子どもを身ごもっている危険性のある、
妊婦であり得る。
【０１２４】
　試料は、対象から当該技術に既知の任意の方法によって得ることができる。例えば試料
は、循環系から（例えば、シリンジもしくは他の器具により静脈内もしくは動脈内から）
入手することによって、分泌された生物学的試料（例えば、唾液、痰、尿、糞便など）を
収集することによって、生物学的試料（例えば、術中試料、術後試料など）の外科的な（
例えば、生検による）取得によって、スワブ拭き取り（ｓｗａｂｂｉｎｇ）（例えば、頬
側スワブ、口腔咽頭スワブ）によって、またはピペット操作を介して、対象から得てもよ
い。
【０１２５】
　本発明の好ましい実施形態が本明細書において示され、記載されてきたが、そのような
実施形態は単なる例として提供されていることが、当業者には明白である。多数の変更、
改変及び置き換えが、当業者によって、本発明から逸脱することなく生じる。本明細書に
記載されている本発明の実施形態に対する様々な代替案を、本発明の実施に用いてもよい
ことが、理解されるべきである。以下の特許請求の範囲が本発明の範囲を確定すること、
ならびにこれらの特許請求の範囲内の方法及び構造及びこれらの等価物が網羅されること
が、意図される。
【実施例】
【０１２６】
実施例：ＴＰ５３遺伝子の標的化包括度
　ＴＰ５３遺伝子を標的にする増幅反応を実施した。腫瘍タンパク質ｐ５３は、ｐ５３、
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細胞腫瘍抗原ｐ５３（ＵｎｉＰｒｏｔ名称）、リンタンパク質ｐ５３、腫瘍抑制因子ｐ５
３、抗原ＮＹ－ＣＯ－１３、または形質転換関連タンパク質５３（ＴＲＰ５３）としても
知られており、ヒトにおいてＴＰ５３遺伝子によりコードされるタンパク質である。ｐ５
３タンパク質は、多細胞生物体において重要であり、細胞周期を調節し、したがって腫瘍
抑制因子として機能して、癌を予防する。このように、ｐ５３は、ゲノム突然変異を防止
することによって安定性を保存する役割のため、「ゲノムの守護者（ｔｈｅ　ｇｕａｒｄ
ｉａｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｇｅｎｏｍｅ）」と記載されてきた。したがって、ＴＰ５３は、
腫瘍抑制遺伝子と分類される。
【０１２７】
　ＴＰ５３遺伝子を含有するゲノムの領域（長さが約１９１４９ｂｐ）の標的化増幅を、
遺伝子全体にまたがるように合計９６プライマーを使用して、多重反応によって実施した
。プライマーは、約４００ｂｐの間隔で、このゲノム領域にわたってタイル状になるよう
に設計した。増幅反応は、１４サイクルのアニーリングステップに温度勾配及び約３ｎｇ
のＤＮＡの投入量を用いて実施した。この例に使用した熱サイクルプロトコールは、以下
であった。
【表１】

【０１２８】
　この種類の反応の例示的なワークフローを図８に描写する。理解されるように、これは
本明細書に記載されている本発明による方法の例示的な実施形態であり、既知の方法を使
用して変更または拡張することができる。図８に示されているように、ゲノムの選択領域
（この場合では、ＴＰ５３遺伝子）は、８０２及び８０３と描写されているように、標的
特異的プライマーを使用して増幅される。加えて、バーコード８０１を有するプライマー
もアンプリコンに組み込まれ、このことは、本明細書に記載されているように、特定の実
施形態では、後に続く配列読み込み（８０８）に分子構成を提供することができる。
【０１２９】
　プライマー８０２及び８０３は、この実験では、「尾部（ｔａｉｌｓ）」Ｒ１及びＲ２
を有し、このことは、得られるアンプリコンを、Ｉｌｌｕｍｉｎａプラットフォームなど
の特定のプラットフォームによる配列決定に適応可能にした。ＳＩプライマー（８０６）
を用いた増幅は、Ｉｌｌｕｍｉｎａプラットフォームにも使用される試料指標をさらに提
供した。理解されるように、他の配列決定プラットフォームに有用な配列を、Ｒ１及びＲ
２、ならびにＳ１プライマーの代わりに使用することができる。
【０１３０】
　図９は、増幅反応が、テンプレートのない対照（ＮＴＣ）が生成物を示さなかったので
、特異的であることを示している。図１０は、上記記載のプロトコールの結果として見ら
れる折り畳みの豊富化を、一連の温度にわたって提示している。
【０１３１】
　本明細書は、方法論、系及び／または構造の完全な記載、ならびに本明細書に記載され
ている技術の例示的な態様におけるその使用を提供する。本技術の様々な態様が、ある程
度の特定性をもって、または１つ以上の独立した態様を参照しながら、上記に記載されて
きたが、当業者は、本技術の精神または範囲から逸脱することなく開示されている態様に
多数の変更を行うことができる。多くの態様を、本開示の技術の精神または範囲から逸脱
することなく行うことができるので、適切な範囲は、本明細書以降に添付されている特許
請求の範囲にある。したがって他の態様も考慮される。さらに、任意の操作を、特に明確
に主張されない限り、または特定の順番が請求項の語句により本質的に必要とならない限
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り、任意の順番で実施できることが理解されるべきである。上記の記載に含有され、添付
の図面に示されている全ての事項は、特定の態様の例示のためのみであり、示されている
実施形態を制限するものではないと解釈されることが意図される。文脈から明白ではない
限り、または明確に記述されていない限り、本明細書に提供されている任意の濃度値は、
一般に、混合物の特定の成分の添加の際、または添加後に生じる任意の変換を無視してい
る混合物の値または百分率として提示されている。既に明白に本明細書に組み込まれてい
ない程度に、本開示において参照されている全ての公開参考文献及び特許文献は、全ての
目的において、それらの全体が参照として本明細書に組み込まれる。詳細または構造にお
ける変更は、以下の特許請求の範囲に定義されている本技術の基本的要素から逸脱するこ
となく行うことができる。

【図１】 【図２】
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【図４】

【図５】

【図６Ａ】 【図６Ｂ】

【図７】
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