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(57)【要約】
　Hel308ヘリカーゼによる細孔を通じた標的ポリヌクレ
オチドの転位の分割転位工程を使用し、標的ポリヌクレ
オチドの配列を特徴決定することを含む、標的ポリヌク
レオチドを特徴決定する方法及び組成物。
【選択図】図1C
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的ポリヌクレオチドを特徴決定する方法であって：
　(a)Hel308ヘリカーゼ及び標的ポリヌクレオチドと接触している細孔を横切るポテンシ
ャルの差を印加する工程；
　(b)該細孔を通じた該標的ポリヌクレオチドの該Hel308ヘリカーゼによる1以上の分割転
位工程により発生した1以上のシグナルを測定する工程；並びに
　(c)該分割転位工程により発生した該1以上のシグナルから該標的ポリヌクレオチドを特
徴決定する工程：を含む、前記方法。
【請求項２】
　前記標的ポリヌクレオチドの特徴決定が、該標的ポリヌクレオチドの配列、該標的ポリ
ヌクレオチドの修飾、該標的ポリヌクレオチドの長さ、該標的ポリヌクレオチドの同一性
、該標的ポリヌクレオチドの給源、及び該標的ポリヌクレオチドの二次構造：の1以上を
同定することを含む、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　前記ポテンシャルの差が、電気ポテンシャルの差を含む、請求項1記載の方法。
【請求項４】
　前記1以上のシグナルが、電気的シグナルを含む、請求項1記載の方法。
【請求項５】
　前記1以上のシグナルが、光学的シグナルを含む、請求項1記載の方法。
【請求項６】
　前記工程(a)－(c)を1回以上反復することを更に含む、請求項2～5のいずれか一項記載
の方法。
【請求項７】
　前記分割転位工程が、該Hel308ヘリカーゼの完全転位サイクルの第一の分割転位工程を
含む、請求項1記載の方法。
【請求項８】
　前記分割転位工程が、該Hel308ヘリカーゼの完全転位サイクルの第二の分割転位工程を
含む、請求項1記載の方法。
【請求項９】
　前記標的ポリヌクレオチドの転位が、該細孔を通じて転位するポリヌクレオチド上のポ
テンシャルの差により印加された加力の反対方向である、請求項1記載の方法。
【請求項１０】
　前記標的ポリヌクレオチドの転位が、該細孔を通じて転位するポリヌクレオチド上のポ
テンシャルの差により印加された加力の方向である、請求項1記載の方法。
【請求項１１】
　前記電気的シグナルが、電流、電圧、トンネル電流、抵抗、ポテンシャル、電圧、コン
ダクタンス、及び横方向電気的測定値から選択された測定値である、請求項4記載の方法
。
【請求項１２】
　前記電気的シグナルが、該細孔を通過する電流を含む、請求項11記載の方法。
【請求項１３】
　前記標的ポリヌクレオチドの1以上のヌクレオチド残基が、完全転位サイクルから得ら
れた単独の電気的シグナルを使用する1以上のヌクレオチドの特徴決定と比べ50％より大
きい精度で、完全転位サイクルの2つの分割工程から得られた電気的シグナルを用いて特
徴決定される、請求項4記載の方法。
【請求項１４】
　前記細孔が、生物学的細孔である、請求項1記載の方法。
【請求項１５】
　前記生物学的細孔が、ポリペプチド細孔である、請求項14記載の方法。
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【請求項１６】
　前記生物学的細孔が、ポリヌクレオチド細孔である、請求項14記載の方法。
【請求項１７】
　前記ポリペプチド細孔が、5ヌクレオチド以下の狭窄ゾーンを有する、請求項15記載の
方法。
【請求項１８】
　前記ポリペプチド細孔が、マイコバクテリウム・スメグマチスポリンA(MspA)を含む、
請求項15記載の方法。
【請求項１９】
　前記MspAが、配列番号:1のアミノ酸配列、又は配列番号:1との少なくとも15％、少なく
とも20％、少なくとも25％、少なくとも30％、少なくとも35％、少なくとも40％、少なく
とも45％、少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、又は少
なくとも70％の相同性を有するアミノ酸配列を有する、請求項18記載の方法。
【請求項２０】
　前記細孔が、固体状態の細孔である、請求項1記載の方法。
【請求項２１】
　前記細孔が、生物学的及び固体状態のハイブリッド細孔である、請求項1記載の方法。
【請求項２２】
　前記生物学的及び固体状態のハイブリッド細孔が、ポリペプチド－固体状態のハイブリ
ッド細孔である、請求項21記載の方法。
【請求項２３】
　前記生物学的及び固体状態のハイブリッド細孔が、ポリヌクレオチド－固体状態のハイ
ブリッド細孔である、請求項21記載の方法。
【請求項２４】
　前記Hel308ヘリカーゼが、表1及び表2に示されたヘリカーゼ又はそれらの変種である、
請求項1記載の方法。
【請求項２５】
　前記標的ポリヌクレオチドが、1本鎖ヌクレオチド、2本鎖ヌクレオチド、及び部分的2
本鎖ポリヌクレオチドからなる群から選択される、請求項1記載の方法。
【請求項２６】
　細孔を通じた標的ポリヌクレオチドの分割転位工程を調節する方法であって：
　(a)Hel308ヘリカーゼ及び標的ポリヌクレオチドと接触している細孔を横切るポテンシ
ャルの差を印加する工程；
　(b)該Hel308ヘリカーゼをHel308ヘリカーゼ基質の参照濃度とは異なる濃度の該基質と
接触させる工程であって、該基質濃度が、該参照濃度と比べた該基質濃度の差異に比例し
て分割転位工程の持続期間に変化を生じる工程；並びに
　(c)該細孔を通じた該標的ポリヌクレオチドの該Hel308ヘリカーゼによる1以上の分割転
位工程により発生した1以上のシグナルを測定する工程：を含む、前記方法。
【請求項２７】
　前記1以上の分割転位工程により発生した該1以上のシグナルから該標的ポリヌクレオチ
ドを特徴決定する工程を更に含む、請求項26記載の方法。
【請求項２８】
　前記標的ポリヌクレオチドの特徴決定が、該標的ポリヌクレオチドの配列、該標的ポリ
ヌクレオチドの修飾、該標的ポリヌクレオチドの長さ、該標的ポリヌクレオチドの同一性
、該標的ポリヌクレオチドの給源、及び該標的ポリヌクレオチドの二次構造：の1以上を
同定することを含む、請求項27記載の方法。
【請求項２９】
　前記ポテンシャルの差が、電気ポテンシャルの差を含む、請求項26記載の方法。
【請求項３０】
　前記1以上のシグナルが、電気的シグナルを含む、請求項26記載の方法。
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【請求項３１】
　前記1以上のシグナルが、光学的シグナルを含む、請求項26記載の方法。
【請求項３２】
　前記基質濃度が、該Hel308ヘリカーゼ基質のサブ飽和濃度である、請求項26記載の方法
。
【請求項３３】
　前記参照濃度が、該Hel308ヘリカーゼ基質の飽和濃度である、請求項26記載の方法。
【請求項３４】
　前記基質濃度及び該参照濃度の両方が、該基質の飽和濃度ではない、請求項26記載の方
法。
【請求項３５】
　前記基質濃度及び該参照濃度が、該Hel308ヘリカーゼ基質のサブ飽和濃度である、請求
項26記載の方法。
【請求項３６】
　前記Hel308ヘリカーゼ基質が、アデノシン三リン酸(ATP)である、請求項26記載の方法
。
【請求項３７】
　前記分割転位工程が、該Hel308ヘリカーゼの完全転位サイクルの第一の分割転位工程を
含む、請求項26記載の方法。
【請求項３８】
　前記分割転位工程が、該Hel308ヘリカーゼの完全転位サイクルの第二の分割転位工程を
含む、請求項26記載の方法。
【請求項３９】
　前記標的ポリヌクレオチドの転位が、該細孔を通じて転位するポリヌクレオチド上のポ
テンシャルの差により印加された加力の反対方向である、請求項26記載の方法。
【請求項４０】
　前記標的ポリヌクレオチドの転位が、該細孔を通じて転位するポリヌクレオチド上のポ
テンシャルの差により印加された加力の方向である、請求項26記載の方法。
【請求項４１】
　前記電気的シグナルが、電流、電圧、トンネル電流、抵抗、ポテンシャル、電圧、コン
ダクタンス、及び横方向電気的測定値から選択された測定値である、請求項30記載の方法
。
【請求項４２】
　前記電気的シグナルが、該細孔を通過する電流を含む、請求項41記載の方法。
【請求項４３】
　前記標的ポリヌクレオチドの1以上のヌクレオチド残基が、完全転位サイクルから得ら
れた単独の電気的シグナルを使用する1以上のヌクレオチドの特徴決定と比べ50％より大
きい精度で、完全転位サイクルの2つの分割工程から得られた電気的シグナルを用いて特
徴決定される、請求項30記載の方法。
【請求項４４】
　前記標的ポリヌクレオチドの1以上のヌクレオチド残基が、該参照濃度と比べより低い
基質濃度でより大きい精度で特徴決定される、請求項26記載の方法。
【請求項４５】
　前記細孔が、生物学的細孔である、請求項26記載の方法。
【請求項４６】
　前記生物学的細孔が、ポリペプチド細孔である、請求項45記載の方法。
【請求項４７】
　前記生物学的細孔が、ポリヌクレオチド細孔である、請求項45記載の方法。
【請求項４８】
　前記ポリペプチド細孔が、5ヌクレオチド以下の狭窄ゾーンを有する、請求項46記載の
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方法。
【請求項４９】
　前記ポリペプチド細孔が、マイコバクテリウム・スメグマチスポリンA(MspA)を含む、
請求項46記載の方法。
【請求項５０】
　前記MspAが、配列番号:1のアミノ酸配列、又は配列番号:1との少なくとも15％、少なく
とも20％、少なくとも25％、少なくとも30％、少なくとも35％、少なくとも40％、少なく
とも45％、少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なく
とも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なく
とも95％、又は少なくとも99％の相同性を有するアミノ酸配列を有する、請求項49記載の
方法。
【請求項５１】
　前記細孔が、固体状態の細孔である、請求項26記載の方法。
【請求項５２】
　前記細孔が、生物学的及び固体状態のハイブリッド細孔である、請求項26記載の方法。
【請求項５３】
　前記生物学的及び固体状態のハイブリッド細孔が、ポリペプチド－固体状態のハイブリ
ッド細孔である、請求項52記載の方法。
【請求項５４】
　前記生物学的及び固体状態のハイブリッド細孔が、ポリヌクレオチド－固体状態のハイ
ブリッド細孔である、請求項52記載の方法。
【請求項５５】
　前記Hel308ヘリカーゼが、表1及び表2に示されたヘリカーゼ又はそれらの変種である、
請求項26記載の方法。
【請求項５６】
　前記標的ポリヌクレオチドが、1本鎖ポリヌクレオチド、2本鎖ポリヌクレオチド、及び
部分的2本鎖ポリヌクレオチドからなる群から選択される、請求項26記載の方法。
【請求項５７】
　1mM未満のATPを含むか又はヌクレオチド類縁体を含む溶液中に含有された、細孔、Hel3
08ヘリカーゼ及び標的ポリヌクレオチドを含む、標的ポリヌクレオチドを特徴決定するた
めの組成物。
【請求項５８】
　前記1mM未満のATPを含む溶液が、0.1μM、1.0μM、10μM、100μM、0.5mM及び0.9mMのA
TPからなる群から選択される濃度を含む、請求項57記載の組成物。
【請求項５９】
　前記細孔が、生物学的細孔である、請求項57記載の組成物。
【請求項６０】
　前記生物学的細孔が、ポリペプチド細孔である、請求項59記載の組成物。
【請求項６１】
　前記生物学的細孔が、ポリヌクレオチド細孔である、請求項59記載の組成物。
【請求項６２】
　前記ポリペプチド細孔が、5ヌクレオチド以下の狭窄ゾーンを有する、請求項60記載の
組成物。
【請求項６３】
　前記ポリペプチド細孔が、マイコバクテリウム・スメグマチスポリンA(MspA)を含む、
請求項58記載の組成物。
【請求項６４】
　前記MspAが、配列番号:1のアミノ酸配列、又は配列番号:1との少なくとも15％、少なく
とも20％、少なくとも25％、少なくとも30％、少なくとも35％、少なくとも40％、少なく
とも45％、少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なく
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とも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なく
とも95％、又は少なくとも99％の相同性を有するアミノ酸配列を有する、請求項63記載の
組成物。
【請求項６５】
　前記細孔が、固体状態の細孔である、請求項57記載の組成物。
【請求項６６】
　前記細孔が、生物学的及び固体状態のハイブリッド細孔である、請求項57記載の組成物
。
【請求項６７】
　前記生物学的及び固体状態のハイブリッド細孔が、ポリペプチド－固体状態のハイブリ
ッド細孔である、請求項66記載の組成物。
【請求項６８】
　前記生物学的及び固体状態のハイブリッド細孔が、ポリヌクレオチド－固体状態のハイ
ブリッド細孔である、請求項66記載の組成物。
【請求項６９】
　前記Hel308ヘリカーゼが、表1及び表2に示されたヘリカーゼ又はそれらの変種である、
請求項57記載の組成物。
【請求項７０】
　前記標的ポリヌクレオチドが、1本鎖ポリヌクレオチド、2本鎖ポリヌクレオチド、及び
部分的2本鎖ポリヌクレオチドからなる群から選択される、請求項57記載の組成物。
【請求項７１】
　前記特徴決定が、改変されたViterbiアルゴリズムを適用することを含む、請求項1記載
の方法。
【請求項７２】
　前記方法が：
　(d)工程(c)の後に、該細孔を通じた該標的ポリヌクレオチドの該Hel308ヘリカーゼによ
る1以上の分割転位工程の時機を変動するために、少なくとも1種のパラメータを変動する
工程；並びに
　(e)変動された少なくとも1種のパラメータを用い、工程(a)－(c)を反復する工程：を更
に含む、請求項1記載の方法。
【請求項７３】
　工程(c)及び(e)の間に発生したシグナルを組合せること、並びに組合せたシグナルを基
に該標的ポリヌクレオチドを特徴決定することを更に含む、請求項72記載の方法。
【請求項７４】
　前記変動された少なくとも1種のパラメータが、温度、塩濃度、補因子濃度、ATP生成物
の濃度、pH、及び使用した特定のHel308ヘリカーゼからなる群から選択される、請求項73
記載の方法。
【請求項７５】
　前記特徴決定が、1以上のシグナル中のレベルを検出及び同定し、並びに検出され且つ
同定されたレベルを基に標的ポリヌクレオチドの配列を決定及び出力することを含む、請
求項1記載の方法。
【請求項７６】
　前記1以上のシグナル中のレベルの検出及び同定が、完全レベル、分割レベル、全レベ
ル、及びレベル識別子の1以上の出力を含む、請求項75記載の方法。
【請求項７７】
　前記検出及び同定されたレベルを基にした標的ポリヌクレオチドの配列の決定及び出力
が、完全レベル、分割レベル、全レベル、及びレベル識別子の1以上を入力として採用し
、該入力を基に複数の配列を呼び出し、並びに呼び出された複数の配列に関する信頼情報
を基に呼び出された配列の少なくとも1種を選択及び出力することを含む、請求項76記載
の方法。
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【請求項７８】
　前記検出及び同定されたレベルを基にした標的ポリヌクレオチドの配列の決定及び出力
が、完全レベル、分割レベル、全レベル、及びレベル識別子の1以上を入力として採用し
、該入力を基に複数の配列を呼び出し、並びに呼び出された複数の配列の一部に関する信
頼情報を基に複数の呼び出された配列の互いの部分を選択及び連鎖させることを含む、請
求項76記載の方法。
【請求項７９】
　前記検出及び同定されたレベルを基にした標的ポリヌクレオチドの配列の決定及び出力
が、完全レベル、分割レベル、全レベル、及びレベル識別子の1以上を入力として採用し
、該入力を基に複数の配列を呼び出し、呼び出された配列をモデル配列と比較し、並びに
呼び出された配列のモデル配列との比較に関する信頼情報を基に呼び出された配列の少な
くとも1種を選択及び出力することを含む、請求項76記載の方法。
【請求項８０】
　前記検出及び同定されたレベルを基にした標的ポリヌクレオチドの配列の決定及び出力
が、完全レベル、分割レベル、全レベル、及びレベル識別子の1以上を入力として採用し
、該入力を基に複数の配列を呼び出し、呼び出された配列をモデル配列と比較し、並びに
呼び出された複数の配列の一部のモデル配列との比較に関する信頼情報を基に複数の呼び
出された配列の互いの部分を選択及び連鎖することを含む、請求項76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、2013年11月26日に出願され、「ポリヌクレオチド配列決定のための組成物及
び方法」と題する、米国特許仮出願第61/909,316号の優先権を主張するものであり、この
仮出願の全内容が引用により本明細書中に組み込まれている。
【０００２】
（配列表）
　本出願は、ASCIIフォーマットで電子提出され、且つその全体が引用により本明細書中
に組み込まれている配列表を含む。2014年11月25日に作製された該ASCIIコピーは、12957
-139-228_SL.txtと名前をつけ、且つサイズは19,778バイトである。
【背景技術】
【０００３】
（背景）
　本開示は概して、標的ポリヌクレオチドの配列を特徴決定することを含む、標的ポリヌ
クレオチドを特徴決定するための方法及び組成物に関する。
【０００４】
　ポリヌクレオチド(例えば、DNA又はRNA)にコードされた情報は、医薬品及び生命科学に
最も重要であるので、迅速且つ安価にポリヌクレオチドを配列決定する必要性が存在して
いる。現在、市販の配列決定技術は、試料及びライブラリーの調製を必要とし、これらは
両方共骨が折れる。更に読み出しは、多くの適用に関して望ましいものよりもより遅い。
そのために、処理量は限定され且つ費用は相対的に高い。ナノポア配列決定は、標的ポリ
ヌクレオチドを迅速且つ安価に配列決定するように開発されたひとつの新規方法を表して
いる。
【０００５】
　ナノポア配列決定は、イオン電流のためのチャネルを提供することができるナノポアを
利用する。ポリヌクレオチドは、ナノポアを通って電気泳動的に駆動され、且つポリヌク
レオチドはこのナノポアを通過する際に、ナノポアを通る電流(electrical current)を減
少する。各々の通過するヌクレオチド、又は一連のヌクレオチドは、特徴的電流を生じ、
且つこの電流レベルの記録は、そのポリヌクレオチドの配列に対応している。一部の電流
レベルは、複数のヌクレオチド(一般に3～4個)により支配されるので、精度を向上するた
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めに当該技術分野の状態を改善する必要性が依然残っている。形状及び持続期間などのナ
ノポアを通じたポリヌクレオチド転位(translocate)として得られる電流レベルに関する
追加情報は、利点を提供することができる。
【０００６】
　ナノポア配列決定の一般的挑戦は、ナノポアを通じたポリヌクレオチドの転位は、非常
に迅速であるので、個々のヌクレオチドの電流レベルは、解明されるには余りにも短いこ
とである。ナノポア配列決定の一つのアプローチは、電位に対する、ヘリカーゼ、トラン
スロカーゼ、又はポリメラーゼなどのポリヌクレオチド結合タンパク質の誘導下での、ナ
ノポアを通じたポリヌクレオチドの制御された転位に関する。この制御された転位にもか
かわらず、数多くの配列決定誤差モードが、依然存在し、且つ配列決定の精度不良の一因
となっている。
【０００７】
　従ってナノポアを通じたポリヌクレオチドの更に制御された転位及びヌクレオチド識別
におけるヌクレオチド転位のより良い解像を提供する方法及び組成物の必要性が存在する
。本開示は、この必要性を満たし、且つ関連する利点を提供する。
【発明の概要】
【０００８】
（実施態様の概要）
　標的ポリヌクレオチドを特徴決定する方法が提供される。本方法は：(a)Hel308ヘリカ
ーゼ及び標的ポリヌクレオチドと接触している細孔を横切るポテンシャルの差を印加する
工程；(b)この細孔を通じた標的ポリヌクレオチドの1以上の分割転位(fractional transl
ocation)工程により発生された1以上のシグナルを測定する工程；並びに、(c)この分割転
位工程の電気的シグナルからこの標的ポリヌクレオチドを特徴決定する工程：を含む。標
的ポリヌクレオチドの特徴決定は、(1)標的ポリヌクレオチドの配列；(2)標的ポリヌクレ
オチドの修飾；(3)標的ポリヌクレオチドの長さ；(4)標的ポリヌクレオチドの同一性；(5
)標的ポリヌクレオチドの給源、又は、(6)標的ポリヌクレオチドの二次構造：の1以上を
同定することを含む。細孔を通じた標的ポリヌクレオチドの分割転位工程を調節する方法
、並びに1mM未満のATP溶液又はヌクレオチド類縁体溶液中に含有された細孔、Hel308ヘリ
カーゼ及び標的ポリヌクレオチドを含む、標的ポリヌクレオチドを特徴決定するための組
成物も提供される。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
（図面の簡単な説明）
【図１Ａ】図1Aは、ヘリカーゼによるポリヌクレオチドの転位に関する静電気的コマ送り
(inchworm)モデルを示している。
【００１０】
【図１Ｂ】図1Bは、一部の実施態様に従う、Hel308ヘリカーゼと接触している細孔を含む
第一の例証的組成物を概略的に図示している。
【００１１】
【図１Ｃ】図1Cは、一部の実施態様に従う、標的ポリヌクレオチドを特徴決定する例証的
方法の工程を概略的に図示している。
【００１２】
【図２Ａ】図2Aは、一部の実施態様に従う、Phi29ポリメラーゼ及びHel308 Tgaヘリカー
ゼの転位事象の比較を示す。Hel308 Tgaヘリカーゼにより認められた分割転位工程は、ph
i29 DNAポリメラーゼにより認められた転位工程と比較して示している。
【００１３】
【図２Ｂ】図2Bは、一部の実施態様に従う、Phi29ポリメラーゼ及びHel308 Tgaヘリカー
ゼの転位事象の比較を示す。Hel308 Tgaヘリカーゼにより認められた分割転位工程は、分
子モーターとしてPhi29ポリメラーゼを使用するMspA-M2ナノポアを通じて転位する1本鎖
ポリヌクレオチド鋳型により生じた予測電流レベルを、分子モーターとしてHel308 Tgaヘ
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リカーゼを使用し認められるものと比較して示している。
【００１４】
【図２Ｃ】図2Cは、一部の実施態様に従う、Phi29ポリメラーゼ及びHel308 Tgaヘリカー
ゼの転位事象の比較を示す。Hel308 Tgaヘリカーゼにより認められた分割転位工程は、単
純な反復ヌクレオチド配列(配列番号:74)に関してphi29 DNAポリメラーゼによる認められ
た転位工程と比較して示している。
【００１５】
【図３】図3は、一部の実施態様に従う、分割転位工程に関する提唱された「グリップ-ベ
ース」の機序を示している。
【００１６】
【図４】図4A及び4Bは、一部の実施態様に従う、分割転位工程の滞在時間に対するATP濃
度の例証的作用を示している。
【００１７】
【図５】図5は、一部の実施態様に従う、追加ノイズの様々なレベルによりインシリコで
発生した電流トレース(以下に説明)の完全工程(菱形)及び1/2工程(四角形)に関する配列
決定の再構築精度(隠れマルコフモデル(HMM))をプロットしている。
【００１８】
【図６Ａ】図6Aは、一部の実施態様に従う、そこでポリヌクレオチドがモーター酵素によ
り移動されるナノポアにおいて配列を解読するためのHMMに関して必要な非-ゼロ確率を伴
う状態移行を描いている。このモーターは、phi29 DNAP又は1ヌクレオチド工程でポリヌ
クレオチドを移動する類似の酵素である。
【００１９】
【図６Ｂ】図6Bは、一部の実施態様に従う、ポリヌクレオチドがモーター酵素により移動
されるナノポアにおいて配列を解読するためのHMMに関して必要な非-ゼロ確率を伴う状態
移行を描いている。このモーターは、Hel308ヘリカーゼ又はポリマーの分割移動を可能に
する類似の酵素である。
【００２０】
【図７】図7は、一部の実施態様に従う、ガウスシフトの関数としての電流パターンを見
つける予期される精度を描いている。菱形は、完全ヌクレオチド工程を有するモーターを
描いている。円形は、分割転位工程を有するモーターを描き、並びに四角形は、持続期間
値と組合せた分割転位工程を有するモーターを描いている。
【００２１】
【図８】図8は、一部の実施態様に従う、ピロリン酸の変動する濃度による、Hel308ヘリ
カーゼ活性の例証的調節を示している。
【００２２】
【図９】図9は、一部の実施態様に従う、ヌクレオチドインヒビターであるオルトバナジ
ウム酸ナトリウムによる、及びヌクレオチド類縁体であるアデノシン5’-(β,γ-イミド)
三リン酸リチウム塩水和物による、Hel308ヘリカーゼ活性の例証的調節を示している。
【００２３】
【図１０】図10は、一部の実施態様に従う、レベル及びレベル持続期間を使用し、2つの
独立した配列読み値から得ることができる、追加的分割転位工程により提供される情報を
使用する方法の例を描いている。
【００２４】
【図１１】図11は、一部の実施態様に従う、レベル及びレベル持続期間を使用し、2つの
同時実行の配列読み値から得ることができる、追加的分割転位工程により提供される情報
を使用する方法の例を描いている。
【００２５】
【図１２】図12は、一部の実施態様に従う、持続期間情報を伴う又は伴わない、電流トレ
ースを使用する、追加的分割転位工程により提供される情報を使用する方法の例を描いて
いる。
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【００２６】
【図１３】図13A-13Eは、一部の実施態様に従う、Hel308ヘリカーゼ3’側オーバーハング
結合部位及びコレステロール二重層アンカーを伴う、3つ組ポリヌクレオチド複合体を基
にした、Hel308ヘリカーゼにより制御されたポリヌクレオチド転位を示している。黒丸(
●)は、5’側リン酸を表す。黒菱形(◆)は、3’側コレステロールを表す。切り欠けのあ
る塗りつぶしの半透明の円形は、Hel308ヘリカーゼを表す。点線は、任意の長さを示す。
大きい灰色矢印は、ポリヌクレオチドの細孔の内外へのポリヌクレオチド移動の方向(印
加された電場により又はこれに対抗して)を表す。大きい黒色矢印は、3’側から5’側へ
の、ポリヌクレオチドに沿ったヘリカーゼ転位の方向を示す。細孔(漏斗状の円錐物)は、
膜(2本の水平線)内に位置する。
【００２７】
【図１４】図14A-14Dは、一部の実施態様に従う、Hel308ヘリカーゼ3’側オーバーハング
結合部位及びコレステロール二重層アンカーを伴う、3つ組ポリヌクレオチド複合体を基
にした、Hel308ヘリカーゼにより制御されたポリヌクレオチド転位を示している。黒丸(
●)は、5’側リン酸を表す。黒菱形(◆)は、3’側コレステロールを表す。切り欠けのあ
る塗りつぶしの半透明の円形は、Hel308ヘリカーゼを表す。点線は、任意の長さを示す。
大きい灰色矢印は、ポリヌクレオチドの細孔の内外へのポリヌクレオチド移動の方向(印
加された電場により又はこれに対抗して)を表す。大きい黒色矢印は、3’側から5’側へ
の、ポリヌクレオチドに沿ったヘリカーゼ転位の方向を示す。細孔(漏斗状の円錐物)は、
膜(2本の水平線)内に位置する。記号は、図13A-13Eと同じである。このスキームにおいて
、任意のコレステロール部分に結合するか又はまたこれを含むために、Hel308ヘリカーゼ
に関してポリヌクレオチド“ii”上に3’側オーバーハングを作出する単独のハイブリダ
イゼーションポリヌクレオチド“i”が存在する。
【００２８】
【図１５】図15A-15Cは、一部の実施態様に従う、勾配力と同じ方向の制御された転位を
示している。切り欠けのある塗りつぶしの半透明の円形は、Hel308ヘリカーゼを表す。点
線は、任意の長さを示す。大きい灰色矢印は、細孔の内側への印加された電場によるポリ
ヌクレオチドの移動の方向を表す。大きい黒色矢印は、3’側から5’側への、ポリヌクレ
オチドに沿ったヘリカーゼ転位の方向を示す。細孔(漏斗状の円錐物)は、膜(2本の水平線
)内に位置する。
【００２９】
【図１６】図16は、SF2ファミリーにおいて同定されている様々なモチーフ(出現する順番
に、各々、配列番号：75-81)、例えばHel308が一員であるDEAD-ボックス(配列番号:2)ヘ
リカーゼなどを概略的に図示している(Tutejaらの文献「DNAヘリカーゼの解明：モチーフ
、構造、機序及び機能(Unraveling DNA Helicases: Motif, structure, mechanism and f
unction)」、European Journal of Biochemistry 271(10): 1849-1863 (2004)から改作)
。
【００３０】
【図１７】図17A-17Dは、一部の実施態様に従う、特定のパラメータを使用する、Hel308 
Mbuヘリカーゼ、Hel308 Tgaヘリカーゼ、及びphi29ポリメラーゼの転位事象により発生し
た例証的シグナルを示している。
【００３１】
【図１８】図18は、一部の実施態様に従う、ポリヌクレオチドバーコードを特徴決定する
ために分割転位を使用するアッセイを実行するための例証的方法の工程を概略的に図示し
ている。
【００３２】
【図１９Ａ】図19Aは、細孔を通じたポリヌクレオチドの単-工程転位からのシグナルを特
徴決定するために使用される例証的隠れマルコフモデル(HMM)の態様を概略的に図示して
いる。
【００３３】
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【図１９Ｂ】図19Bは、一部の実施態様に従う、Hel308ヘリカーゼを使用する、細孔を通
じたポリヌクレオチドの分割工程転位からのシグナルを特徴決定するために使用される例
証的HMMの態様を概略的に図示している。
【００３４】
【図２０Ａ】図20Aは、一部の実施態様に従う、分割工程を使用する、デノボ配列決定の
例証的結果を図示している。
【００３５】
【図２０Ｂ－Ｃ】図20B-20Cは、一部の実施態様に従う、分割工程を使用する、パターン
マッチングの例証的結果を図示している。
【００３６】
【図２１】図21A-21Cは、一部の実施態様に従う、細孔を通じた、ポリヌクレオチドの異
なる転位に関する時間の関数としての発生し得るシグナルを概略的に図示している。
【００３７】
【図２２】図22A-22Dは、一部の実施態様に従う、細孔を通じたポリヌクレオチドの分割
転位により提供される情報を使用する説明的方法の工程を図示している。
【００３８】
【図２３】図23は、一部の実施態様に従う、それぞれのバーコードとして使用するのに適
した、第一の説明的ポリヌクレオチド配列(配列番号:89)及び第二の説明的ポリヌクレオ
チド配列(配列番号:90)に関する、時間の関数としての発生し得る例証的なシミュレーシ
ョンされたシグナルを図示している。
【００３９】
【図２４】図24A-24Dは、一部の実施態様に従う、それぞれのバーコードとして使用する
のに適した、第一及び第二の説明的ポリヌクレオチド配列に関する、時間の関数としての
発生し得る例証的なシミュレーションされたシグナルを図示している。
【００４０】
【図２５】図25A及び25Bは、各々、一部の実施態様に従う、それぞれのバーコードとして
使用するのに適した、第一及び第二の説明的ポリヌクレオチド配列に関する、時間の関数
としての発生し得る例証的なシミュレーションされたシグナルを図示している。
【００４１】
【図２６】図26A-26Dは、各々、一部の実施態様に従う、それぞれのバーコードとして使
用するのに適した、第一及び第二の説明的ポリヌクレオチド配列に関する、時間の関数と
しての発生し得る例証的な測定されたシグナルを図示している。
【発明を実施するための形態】
【００４２】
（実施態様の詳細な説明）
　本開示は、細孔を通じた標的ポリヌクレオチドの転位の1以上の分割転位工程を使用す
る標的ポリヌクレオチドの配列の特徴決定を含む、標的ポリヌクレオチドを特徴決定する
方法及び組成物を提供する。
【００４３】
　ナノポア配列決定技術の開発において、ナノポアを通じたポリヌクレオチドの制御され
た転位の特定のレベルは、電気ポテンシャルの差に対する(例えば、それにより発生した
力に抵抗するように)ヘリカーゼ、トランスロカーゼ、又はポリメラーゼなどの分子モー
ターの誘導下で達成され得る。分子モーターは、通常1工程につき1以上のヌクレオチドに
よる段階的様式でポリヌクレオチドを移動することができる。この制御されたラチェット
方式は、天然の速度のμ秒/ヌクレオチドからミリ秒/ヌクレオチドまで、ナノポアを通じ
たポリヌクレオチド転位を遅らせる。
【００４４】
　分子モーターは、ナノポアを通じたポリヌクレオチドの転位を駆動するために、ヌクレ
オチド加水分解のエネルギーを使用することができる。ヘリカーゼは、ATP加水分解が、
ポリヌクレオチド転位のエネルギー源である一例である。図1の略図は、ヘリカーゼによ



(12) JP 2017-503473 A 2017.2.2

10

20

30

40

50

るポリヌクレオチドの転位に関する静電気的コマ送りモデルを図示している(Frickらの文
献、Current Pharmaceutical Design, 12:1315-1338 (2006)参照)。このモデルにおいて
、1本鎖ポリヌクレオチドは、第三のドメインからヘリカーゼの2つのRecAドメインを分離
している負帯電されたクレフト内に保持される。ATPが存在しない場合、ブックエンド残
基(例えば、HCVヘリカーゼのTrp501)及びクランプ残基(例えば、HCVヘリカーゼのArg393)
は、1本鎖ポリヌクレオチドがクレフトを通って滑るのを防ぐ。ATP結合時には、RecAドメ
インは回転し、正帯電したArg-クランプを移動させる。Arg-クランプは、負帯電した1本
鎖ポリヌクレオチドを引き付け、このことは次にブックエンドを外す(clear)。次に1本鎖
ポリヌクレオチドは、負帯電されたクレフトと反発し、且つ1本鎖ポリヌクレオチドは、A
TPが加水分解されるまでヘリカーゼにより転位する。従ってこの例証的モデルにおいて、
ヘリカーゼによるポリヌクレオチド転位には、少なくとも2つの工程が関与している：第
一の工程では、ヘリカーゼがATPに結合し、且つ高次構造の変化を受け、並びに第二工程
では、ATPは加水分解され、且つポリヌクレオチドは、ヘリカーゼにより転位する。
【００４５】
　図1Bは、一部の実施態様に従う、Hel308ヘリカーゼと接触している細孔を含む第一の例
証的組成物を概略的に図示している。図1Bにおいて、切り欠けのある塗りつぶしの半透明
の円形は、本明細書に提供されるHel308ヘリカーゼを表す。直線は、ポリヌクレオチドを
表し、点線は、任意の長さのポリヌクレオチドを示す。大きい灰色矢印は、ポリヌクレオ
チドの細孔の内外へのポリヌクレオチド移動の方向を表し、並びに大きい黒色矢印は、3
’側から5’側への、ポリヌクレオチドに沿ったヘリカーゼ転位の方向を示す。図示され
た実施態様において、細孔(漏斗状の円錐物)は、膜(2本の水平線)内に位置するが、他の
細孔の立体配置を好適に使用することができる。図1Bに図示された実施態様において、ポ
リヌクレオチド移動の方向は、細孔を横切るポテンシャルの差により生じた印加された電
場によるものであることができる(180Vの電気ポテンシャルの差が図示されているが、他
のポテンシャルの差を好適に使用することができる)。細孔を横切るポテンシャルの差に
より発生された印加された電場で再度ポリヌクレオチド移動の方向を生じるために、DNA
の配向は、図15A-15Cを参照し以下により詳細に説明されるようにフリップされることが
できる。本明細書においてより詳細に提供するように、Hel308ヘリカーゼは、細孔を通じ
たポリヌクレオチドの分割転位を引き起こすことができ、これはヌクレオチドの特徴決定
を促進することができる。例えば、かかる分割転位は、それを基にポリヌクレオチドが特
徴決定され得る1以上のシグナルを生じることができる。この1以上のシグナルは、本明細
書において別所記載のような電気的シグナルを含むことができるか、又は本明細書におい
て別所記載のような光学的シグナルを含むことができる。例証的電気的シグナルは、電流
、電圧、トンネル電流(tunneling)、抵抗、電位、電圧、コンダクタンス、及び横方向電
気的測定値から選択された測定値であることができる。
【００４６】
　図示されたように、Hel308ヘリカーゼは、細孔を通じてポリヌクレオチドを分割して転
位するので、細孔内の異なるヌクレオチド塩基の通過は、細孔を通る電流の測定可能な変
化を生じ得；かかる電流は、「ブロック(blockade)」電流と称されることができる。本明
細書においてより詳細に説明するように、ポリヌクレオチドの配列、ポリヌクレオチドの
修飾、ポリヌクレオチドの長さ、ポリヌクレオチドの同一性、ポリヌクレオチドの給源、
若しくはポリヌクレオチドの二次構造、又はそれらの任意の好適な組合せなどのポリヌク
レオチドの1以上の特徴は、シグナルの変化を基に、例えば細孔を通る電流の変化を基に
、決定することができ、それらの変化は、細孔を通じたポリヌクレオチドのHel308ヘリカ
ーゼによる分割転位工程を基にしている。細孔が非対称である、例えば細孔基底よりもよ
り大きい直径の細孔口を含む(例えばMspAについてなど)ような実施態様において、Hel308
ヘリカーゼは、図1Bに図示したように、細孔口と接触することができる。このような立体
配置は、「フォワード」立体配置と称することができる。より一般的には、「フォワード
立体配置」は、細孔が、細孔基底よりもより広い細孔口を含むかどうかにかかわらず、分
子が事実上細孔を移行することができる方向をいうことができる。或いは、「フォワード
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方向」は、任意に規定することができる。
【００４７】
　図1Cは、一部の実施態様に従う、標的ポリヌクレオチドを特徴決定する例証的方法の工
程を概略的に図示している。この方法は、Hel308ヘリカーゼ及び標的ポリヌクレオチドと
接触している細孔を横切るポテンシャルの差を印加する工程(工程110)を含むことができ
る。図13A-13E及び14A-14Dを参照し更に以下に説明されるものに類似した様式で、ポリヌ
クレオチドの転位は、細孔を通じて転位するポリヌクレオチドに対するポテンシャルの差
により引き起こされた加力(applied force)の反対方向であるか、又はポリヌクレオチド
の転位は、細孔を通じて転位する(translating)ポリヌクレオチドに対するポテンシャル
の差により引き起こされた加力の方向であることができる。任意に、工程110-130は、1回
以上反復することができる。分割転位工程(工程120)は、Hel308ヘリカーゼの完全転位サ
イクルの第一の分割転位工程を含むことができるか、又はHel308ヘリカーゼの完全転位サ
イクルの第二の転位工程を含むことができる。
【００４８】
　本明細書において使用される用語「ポリヌクレオチド」とは、デオキシリボ核酸(DNA)
、リボ核酸(RNA)又はそれらの類縁体をいう。ポリヌクレオチドは、1本鎖、2本鎖である
か、又は1本鎖及び2本鎖の両方の配列を含むことができる。ポリヌクレオチド分子は、2
本鎖DNA(dsDNA)の形状(例えば、ゲノムDNA、PCR産物及び増幅産物など)が起源であること
ができるか、又はDNA(ssDNA)若しくはRNAのように1本鎖の形状を起源とすることができ、
且つdsDNA形状に転換することができるか又はその逆であることができる。ポリヌクレオ
チド分子の正確な配列は、分かっているか又は不明であることができる。以下は、ポリヌ
クレオチドの例証的例である：遺伝子又は遺伝子断片(例えば、プローブ、プライマー、E
ST又はSAGEタグ)、ゲノムDNA、ゲノムDNA断片、エキソン、イントロン、メッセンジャーR
NA(mRNA)、トランスファーRNA、リボソームRNA、リボザイム、cDNA、組換えポリヌクレオ
チド、合成ポリヌクレオチド、分岐型ポリヌクレオチド、プラスミド、ベクター、任意の
配列の単離されたDNA、任意の配列の単離されたRNA、核酸プローブ、プライマー又は前述
のいずれかの増幅されたコピー。
【００４９】
　ポリヌクレオチドは、ヌクレオチド又はヌクレオチド類縁体で構成されることができる
。ヌクレオチドは典型的には、糖、核酸塩基、及び少なくとも1個のリン酸基を含む。ヌ
クレオチドは、脱塩基(すなわち、核酸塩基を欠く)であることができる。ヌクレオチドは
、デオキシリボヌクレオチド、修飾されたデオキシリボヌクレオチド、リボヌクレオチド
、修飾されたリボヌクレオチド、ペプチドヌクレオチド、修飾されたペプチドヌクレオチ
ド、修飾されたリン酸糖骨格ヌクレオチド及びそれらの混合物を含む。ヌクレオチドの例
は、例えば、アデノシン一リン酸(AMP)、アデノシン二リン酸(ADP)、アデノシン三リン酸
(ATP)、チミジン一リン酸(TMP)、チミジン二リン酸(TDP)、チミジン三リン酸(TTP)、シチ
ジン一リン酸(CMP)、シチジン二リン酸(CDP)、シチジン三リン酸(CTP)、グアノシン一リ
ン酸(GMP)、グアノシン二リン酸(GDP)、グアノシン三リン酸(GTP)、ウリジン一リン酸(UM
P)、ウリジン二リン酸(UDP)、ウリジン三リン酸(UTP)、デオキシアデノシン一リン酸(dAM
P)、デオキシアデノシン二リン酸(dADP)、デオキシアデノシン三リン酸(dATP)、デオキシ
チミジン一リン酸(dTMP)、デオキシチミジン二リン酸(dTDP)、デオキシチミジン三リン酸
(dTTP)、デオキシシチジン二リン酸(dCDP)、デオキシシチジン三リン酸(dCTP)、デオキシ
グアノシン一リン酸(dGMP)、デオキシグアノシン二リン酸(dGDP)、デオキシグアノシン三
リン酸(dGTP)、デオキシウリジン一リン酸(dUMP)、デオキシウリジン二リン酸(dUDP)、及
びデオキシウリジン三リン酸(dUTP)を含む。修飾された核酸塩基を含むヌクレオチド類縁
体もまた、本明細書記載の方法において使用することができる。ポリヌクレオチドに含ま
れ得る例証的修飾された核酸塩基は、未変性の骨格又は類縁体構造を有するかどうかにか
かわらず、例えば、イノシン、キサンチン(xathanine)、ハイポキサンチン(hypoxathanin
e)、イソシトシン、イソグアニン、2-アミノプリン、5-メチルシトシン、5-ヒドロキシメ
チルシトシン、2-アミノアデニン、6-メチルアデニン、6-メチルグアニン、2-プロピルグ
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アニン、2-プロピルアデニン、2-チオウラシル(thioLiracil)、2-チオチミン、2-チオシ
トシン、15-ハロウラシル、15-ハロシトシン、5-プロピニルウラシル、5-プロピニルシト
シン、6-アゾウラシル、6-アゾシトシン、6-アゾチミン、5-ウラシル、4-チオウラシル、
8-ハロアデニン又はグアニン、8-アミノアデニン又はグアニン、8-チオールアデニン又は
グアニン、8-チオアルキルアデニン又はグアニン、8-ヒドロキシルアデニン又はグアニン
、5-ハロ置換されたウラシル又はシトシン、7-メチルグアニン、7-メチルアデニン、8-ア
ザグアニン、8-アザアデニン、7-デアザグアニン、7-デアザアデニン、3-デアザグアニン
、3-デアザアデニンなどを含む。当該技術分野において公知であるように、特定のヌクレ
オチド類縁体は、例えば、アデノシン5’-ホスホ硫酸のようなヌクレオチド類縁体などは
、ポリヌクレオチドに組み込まれることができない。
【００５０】
　本明細書において使用される用語「細孔」とは、イオン及び／又は水溶性分子が障壁の
片側から障壁の他の側へと超えることを可能にする、膜のような障壁を横切って広がる構
造を意味することが意図されている。細孔は、膜中に生じることができるが、必ずしもで
はない。例えば、イオン又は水溶性分子の通過を通常阻害する障壁は、イオン又は水溶性
分子が障壁の片側から障壁の他の側へと通過することを可能にする、障壁を横切って広が
る細孔構造を含むことができる。細孔(例えば、膜貫通細孔)は、例えば、生物学的細孔、
固体状態の細孔、並びに生物学的及び固体状態のハイブリッド細孔を含む。
【００５１】
　本明細書において使用される用語「生物学的細孔」とは、例えば、イオン及び／又は水
溶性分子が障壁の片側から障壁の他の側へと超えることを可能にする膜を含む、障壁を横
切って広がる、生物学的起源の物質から製造される細孔を意味することが意図される。生
物学的起源とは、生物又は細胞などの生物学的環境に由来するか又はそれから単離された
物質、或いは生物学的に利用可能な構造の合成により製造された型をいう。生物学的細孔
は、例えば、ポリペプチド細孔及びポリヌクレオチド細孔を含む。
【００５２】
　本明細書において使用される用語「ポリペプチド細孔」とは、例えば膜のような障壁を
横切って広がり、且つ、イオン及び／又は水溶性分子が障壁の片側から障壁の他の側へと
流動することを可能にする、1以上のポリペプチドを意味することが意図される。ポリペ
プチド細孔は、モノマー、ホモポリマー又はヘテロポリマーであることができる。ポリペ
プチド細孔の構造は、例えば、α-ヘリックスバンドル細孔及びβ-バレル細孔、並びに当
該技術分野において周知の他の全てを含む。例証的ポリペプチド細孔は、α-溶血素、マ
イコバクテリウム・スメグマチスポリンA、グラミシジンA、マルトポリン、OmpF、OmpC、
PhoE、Tsx、F-線毛、SP1(Wangらの文献、Chem. Commun., 49:1741-1743, 2013)及びミト
コンドリアのポリン(VDAC)XX、Tom40(米国特許第6,015,714号及びDerringtonらの文献、P
roc. Natl. Acad. Sci. USA, 107:16060 (2010))を含む。「マイコバクテリウム・スメグ
マチスポリンA(MspA)」は、マイコバクテリアにより生成される膜ポリンであり、親水性
分子がこの細菌へ侵入することを可能にする。MspAは、密に相互接続された八量体で、杯
に似ている中央にチャネル／細孔を含む膜貫通型β-バレルを形成する。
【００５３】
　本明細書において使用される用語「ポリヌクレオチド細孔」とは、例えば膜のような障
壁を横切って広がり、且つ、イオン及び／又は水溶性分子が障壁の片側から障壁の他の側
へと流動することを可能にする、1以上のポリペプチドを意味することが意図される。ポ
リヌクレオチド細孔は、例えばポリヌクレオチドオリガミ(origami)を含むことができる
。
【００５４】
　本明細書において使用される用語「固体状態の細孔」とは、イオン及び／又は水溶性分
子が障壁の片側から障壁の他の側へと超えることを可能にする、例えば膜のような障壁を
横切って広がる、非-生物学的起源の物質から製造される、細孔を意味することが意図さ
れる。固体状態とは、生物学的起源ではない物質を意味することが意図される。固体状態
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の細孔は、無機物質又は有機物質であることができる。固体状態の細孔は、例えば、窒化
ケイ素細孔、二酸化ケイ素細孔、及びグラフェン細孔を含む。
【００５５】
　本明細書において使用される用語「生物学的及び固体状態のハイブリッド細孔」とは、
水和イオン及び／又は水溶性分子が障壁の片側から障壁の他の側へと超えることを可能に
する、例えば膜のような障壁を横切って広がる、生物学的起源の物質及び非-生物学的起
源の物質の両方から製造される、ハイブリッド細孔を意味することが意図される。生物学
的起源の物質は、先に規定されており、例えばポリペプチド及びポリヌクレオチドを含む
。生物学的及び固体状態のハイブリッド細孔は、例えば、ポリペプチド-固体状態のハイ
ブリッド細孔及びポリヌクレオチド-固体状態の細孔を含む。
【００５６】
　本明細書において使用される用語「ヘリカーゼ」とは、2本鎖のポリヌクレオチドをほ
どくために、例えばヌクレオチド三リン酸(NTP)などの加水分解から誘導されるエネルギ
ーを利用する活性を有するポリヌクレオチド結合タンパク質を意味することが意図される
。2本鎖ポリヌクレオチドのほどきは、ポリヌクレオチドの活性部位に沿ったポリヌクレ
オチドの転位を生じる。この用語は、1本鎖ポリヌクレオチド、並びに部分的2本鎖ポリヌ
クレオチドを転位又は結合する活性を有するポリペプチドを含むことが意図される。「He
l308ヘリカーゼ」は、ATP-依存型DNAヘリカーゼ及びスーパーファミリー2ヘリカーゼであ
る。その最初のメンバーであるキイロショウジョウバエ(Drosophila melanogaster)由来
のMus308は、C-末端DNAポリメラーゼドメインに融合されたN-末端SF2ヘリカーゼドメイン
からなる。ホモ・サピエンスのHel308は、限定された処理能力を有する3’→5’DNAヘリ
カーゼであるSF2として機能する。Hel308ヘリカーゼは、ski2-様ヘリカーゼと互換的に使
用される。有用なホモログは、ヘリカーゼドメインのみからなることができる(すなわち
、ポリメラーゼドメインが存在しない)。ヘリカーゼのみのホモログは、後生動物及び古
細菌に存在する。後生動物の例は、ヒトHel308及びMus301である。古細菌の例は、Tga及
びMbuである。
【００５７】
　本明細書において別に明確に説明されない限りは、本明細書において使用される用語「
Hel308ヘリカーゼ基質」は、ヘリカーゼにより加水分解されることが可能であり、且つ2
本鎖若しくは部分的2本鎖のポリヌクレオチドをほどくか又は1本鎖ポリヌクレオチドを転
位するエネルギーを提供する、ヌクレオチド又はヌクレオチド類縁体を意味することが意
図される。Hel308ヘリカーゼに共通の基質は、ATPを含む。しかしこの用語の意味に収ま
る他のHel308ヘリカーゼ基質は、先に説明されたものなどのATP以外のヌクレオチド、及
びHel308ヘリカーゼにより加水分解されることが可能であるヌクレオチド類縁体を含む。
例証的類縁体は、例えば、リン酸類縁体、例えばγチオール類縁体、αチオール類縁体な
ど、ATPγS、ATPαS、AMP、PNP、ApCpp、AppCp、及びAppNHpなどを含む。
【００５８】
　本明細書において使用される用語「転位する」又は「転位」とは、ヘリカーゼ及び／又
は細孔に沿った(又はそれ内の)標的ポリヌクレオチドの移動を意味することが意図される
。
【００５９】
　本明細書において使用される用語「完全転位サイクル」とは、ヘリカーゼに関して使用
される場合、ヘリカーゼ及び／又は細孔に沿った標的ポリヌクレオチドの1以上のヌクレ
オチドのユニットの移動のための完全な間隔(interval)を意味することが意図される。完
全間隔は、サイクルの任意の時点で始まることができ、且つ例えば、ATP結合の工程及び
結合したATPの加水分解の工程を含む図3に図示した間隔を含むことができる。従って、本
明細書において使用される完全転位サイクルは、ヌクレオチド基質の結合で始まり、且つ
ヌクレオチド基質の加水分解で終了することができる。完全転位サイクルは同様に、ヌク
レオチド基質の加水分解で始まり、且つヌクレオチドの結合で終了することができる。同
様に、完全転位サイクルは、それが開始点の直前の工程で終了する限りは、先に例示した
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2つの開始点の間の任意の時点で始まることができる。
【００６０】
　本明細書において使用される用語「分割転位工程」とは、ヘリカーゼに関して使用され
る場合、完全転位サイクルの一部を特徴決定する検出可能な事象を意味することが意図さ
れる。例えば分割転位工程は、ヘリカーゼ及び／又は細孔に沿った標的ポリヌクレオチド
の1以上のヌクレオチドのユニットの部分的転位であることができる。特定の実施態様に
おいて、分割工程は、高次構造の変化が生じる場合、ATP結合と加水分解の間で生じるこ
とができる。この高次構造の変化は、完全転位サイクルを少なくとも2つの部分的又は分
割転位工程に効果的に分ける。分割工程は、ヘリカーゼに沿った核酸移動に付随してもよ
くしなくともよい。
【００６１】
　本明細書において使用される用語「シグナル」とは、情報を表すインジケーターを意味
することが意図される。シグナルは、例えば、電気的シグナル及び光学的シグナルを含む
。
【００６２】
　本明細書において使用される用語「電気的シグナル」とは、情報を表す電気的品質のイ
ンジケーターを意味することが意図される。このインジケーターは、例えば、電流、電圧
、トンネル電流、抵抗、電位、電圧、コンダクタンス；並びに、横方向電気的測定値であ
ることができる。「電流」とは、電荷の流れをいう。電気ポテンシャルの差が、細孔を横
切って印加される場合に、電荷は流れる。
【００６３】
　本明細書において使用される用語「光学的シグナル」とは、情報を表す光学的品質のイ
ンジケーターを意味することが意図される。光学的シグナルは、例えば、蛍光シグナル及
びラマンシグナルを含む。
【００６４】
　本明細書において使用される用語「相同性」とは、2つのポリヌクレオチド間の又は2つ
のポリペプチド間の配列類似性を意味することが意図される。類似性は、比較目的で整列
され得る各配列の位置を比較することにより、決定することができる。配列間の類似性の
程度は、これらの配列により共有されるマッチング又は相同な位置の数の関数である。そ
れらの％配列類似性を決定するための2つの配列のアラインメントは、例えば、Ausubelら
の文献(「分子生物学の最新プロトコール(Current Protocols in Molecular Biology)」
、John Wiley and Sons社、ボルチモア、MD (1999))に記載されたものなど、当該技術分
野において公知のソフトウェアプログラムを使用し行うことができる。好ましくは、デフ
ォルトのパラメータを、アラインメントに使用するが、その例は、以下に示している。使
用することができる当該技術分野において周知の1つのアラインメントプログラムは、デ
フォルトのパラメータに設定したBLASTである。特に、プログラムは、以下のデフォルト
のパラメータを使用するBLASTN及びBLASTPである：遺伝子コード＝標準；フィルター＝な
し；鎖＝両方；カットオフ値＝60；期待値＝10；マトリクス＝BLOSUM62；説明＝50配列；
検索＝HIGH SCORE；データベース＝非-冗長、GenBank＋EMBL＋DDBJ＋PDB＋GenBank CDS t
ranslations＋SwissProtein＋SPupdate＋PIR。これらのプログラムの詳細は、米国立バイ
オテクノロジー情報センター(NCBI)で認めることができる。
【００６５】
　本開示は、標的ポリヌクレオチドを特徴決定する方法を提供する。本方法は：(a)Hel30
8ヘリカーゼ及び標的ポリヌクレオチドと接触している細孔を横切るポテンシャルの差を
印加する工程；(b)細孔を通じた標的ポリヌクレオチドの1以上の分割転位工程により発生
した1以上のシグナルを測定する工程；並びに、(c)分割転位工程の電気的シグナルから標
的ポリヌクレオチドを特徴決定する工程：を含む。
【００６６】
　本明細書に記載のように、ポリヌクレオチドは、デオキシリボ核酸(DNA)、リボ核酸(RN
A)又はそれらの類縁体を含む。ポリヌクレオチドは一般に、ホスホジエステル結合を含む
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が、場合によっては、ポリヌクレオチドは、例えば、ホスホラミド(Beaucageらの文献、T
etrahedron, 49(10):1925 (1993)、及びその中の参考文献；Letsingerの文献、J. Org. C
hem., 35:3800 (1970)；Sprinzlらの文献、Eur. J. Biochem., 81:579 (1977)；Letsinge
rらの文献、Nucl. Acids Res., 14:3487 (1986)；Sawaiらの文献、Chem. Lett., 805 (19
84)、Letsingerらの文献、J. Am. Chem. Soc., 110:4470 (1988)；並びに、Pauwelsらの
文献、Chemica Scripta, 26:141 (1986))、ホスホロチオエート(Magらの文献、Nucleic A
cids Res., 19:1437 (1991)；並びに、米国特許第5,644,048号)、ホスホロジチオアート(
Briuらの文献、J. Am. Chem. Soc., 111:2321 (1989))、O-メチルホスホロアミダイト連
結(Ecksteinの文献、「オリゴヌクレオチド及び類縁体：実践方法(Oligonucleotides and
 Analogues: A Practical Approach)」、Oxford University Press社参照)、並びにペプ
チド核酸骨格及び連結(Egholmの文献、J. Am. Chem. Soc., 114:1895 (1992)；Meierらの
文献、Chem. Int. Ed. Engl., 31:1008 (1992)；Nielsenの文献、Nature, 365:566 (1993
)；Carlssonらの文献、Nature, 380:207 (1996)参照)を含む、代替の骨格も有することが
できる。他のポリヌクレオチドは、陽性骨格をもつもの(Denpcyらの文献、Proc. Natl. A
cad. Sci. USA, 92:6097 (1995))；非イオン性骨格をもつもの(米国特許第5,386,023号、
第5,637,684号、第5,602,240号、第5,216,141号及び第4,469,863号；Kiedrowshiらの文献
、Angew. Chem. Int. Ed. English, 30:423 (1991)；Letsingerらの文献、J. Am. Chem. 
Soc., 110:4470 (1988)；Letsingerらの文献、Nucleosides & Nucleotides, 13:1597 (19
94)；第2及び3章、ASC Symposium Series 580、「アンチセンス研究における糖修飾(Carb
ohydrate Modifications in Antisense Research)」、Y. S. Sanghui及びP. Dan Cook編
集；Mesmaekerらの文献、Bioorganic & Medicinal Chem. Lett., 4:395 (1994)；Jeffsら
の文献、J. Biomolecular NMR, 34:17 (1994)；Tetrahedron Lett., 37:743 (1996))、並
びに非-リボース骨格をもつもの(米国特許第5,235,033号及び第5,034,506号、並びにASC 
Symposium Series 580、「アンチセンス研究における糖修飾」、Y. S. Sanghui及びP. Da
n Cook編集の第6及び7章に記載されたものを含む)を含む。1以上の炭素環式糖を含むポリ
ヌクレオチド分子も、ポリヌクレオチドの定義内に含まれる(Jenkinsらの文献、Chem. So
c. Rev., (1995) 169-176頁参照)。いくつかのポリヌクレオチドは、Rawlsの文献、C & E
 News, Jun. 2, 1997, 35頁に説明されている。
【００６７】
　本標的ポリヌクレオチドは、本開示の方法に従い特徴決定することができる。例証的ポ
リヌクレオチドは、例えば、遺伝子又は遺伝子断片(例えば、プローブ、プライマー、EST
又はSAGEタグ)、ゲノムDNA、ゲノムDNA断片、エキソン、イントロン、メッセンジャーRNA
(mRNA)、トランスファーRNA、リボソームRNA、リボザイム、cDNA、組換えポリヌクレオチ
ド、合成ポリヌクレオチド、分岐型ポリヌクレオチド、プラスミド、ベクター、任意の配
列の単離されたDNA、任意の配列の単離されたRNA、核酸プローブ、プライマー又は前述の
いずれかの増幅されたコピーを含む。
【００６８】
　本明細書の特定の実施態様において使用される標的ポリヌクレオチドは、様々な長さの
いずれかであることができ、典型的には細孔を通じて広がり且つヘリカーゼにより細孔の
片側上に結合されるのに十分な長さである。概して、このような長さは、少なくとも約10
ヌクレオチド長である。しかし、この最小サイズよりもより長い多くの長さが、本開示の
方法を使用する特徴決定に利用可能である。有用なポリヌクレオチドの例証的長さは、例
えば少なくとも約10、20、30、40、50、60、70、80、90、100、150、200、300、400、500
、1,000、5,000、又は10,000、100,000ヌクレオチド又はそれ以上を含む。或いは又は加
えて、この長さは、1,000,000、100,000、10,000、1,000、100ヌクレオチド以下よりも短
いことができる。従って本開示の方法を用い配列決定することができるポリヌクレオチド
は、例えば、短いポリヌクレオチド、断片、cDNA、遺伝子及びゲノム断片からの範囲であ
ることができる。
【００６９】
　本開示の方法において使用されるポリヌクレオチドは、1本鎖、2本鎖であるか、又は1
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本鎖と2本鎖の両方の配列を含むことができる。ポリヌクレオチド分子は、2本鎖ポリヌク
レオチド(例えば、dsDNA)を起源とすることができ、並びに1本鎖ポリヌクレオチドへ転換
されることができる。ポリヌクレオチド分子はまた、1本鎖ポリヌクレオチド(例えば、ss
DNA、ssRNA)を起源とすることができ、並びにssDNAは、2本鎖ポリヌクレオチドへ転換さ
れることができる。本開示の一部の態様において、2本鎖又は部分的2本鎖ポリヌクレオチ
ドは、ブロックするポリヌクレオチドを含む。かかるポリヌクレオチド種は、本明細書の
図13A-13E、14A-14D、及び15A-15Cに結びつけて例示されるものを含むことができる。細
孔を通じてポリヌクレオチドを転位する例証的様式は、WO 2013/057495に示されている。
【００７０】
　一部の態様において、本開示は、標的ポリヌクレオチドを特徴決定する方法を提供する
。この方法は、以下を同定することを含む：(1)標的ポリヌクレオチドの配列；(2)標的ポ
リヌクレオチドの修飾；(3)標的ポリヌクレオチドの長さ；(4)標的ポリヌクレオチドの同
一性；(5)標的ポリヌクレオチドの給源；又は、(6)標的ポリヌクレオチドの二次構造。
【００７１】
　ポリヌクレオチドの配列とは、ポリヌクレオチドの一次構造、又はポリヌクレオチド分
子中のヌクレオチドの配列順番をいう。ポリヌクレオチドの配列は、細孔を通じた標的ポ
リヌクレオチドの分割転位工程により発生したシグナルを使用し、標的ポリヌクレオチド
中のヌクレオチドを特徴決定することにより決定することができる。
【００７２】
　ポリヌクレオチドの修飾とは、ポリヌクレオチド中のヌクレオチドの何らかの共有的又
は非共有的修飾をいい、例えば、ヌクレオチドのメチル化又はヒドロキシメチル化を含む
。実際修飾は、例えば8-オキソグアノシン、5-ホルミルシトシン及び5-カルボキシルシト
シン並びに本明細書の別所に示した他のものを含む、ポリヌクレオチド鎖に組み込まれ得
る任意の数のヌクレオチド類縁体を含むことができる。ヌクレオチドの修飾は、対応する
シグナルの変化を提供する。従ってポリヌクレオチドの1又は複数の修飾は、細孔を通じ
た標的ポリヌクレオチドの分割転位工程により発生したシグナルを使用し、標的ポリヌク
レオチド中の修飾されたヌクレオチドを特徴決定することにより決定することができる。
【００７３】
　ポリヌクレオチドの長さとは、ポリヌクレオチド中のヌクレオチドの数をいう。ポリヌ
クレオチドの長さは、例えば、ポリヌクレオチドの一次配列を決定することによるか、又
は細孔中のその滞在時間を測定するか、又は細孔を通過するヌクレオチドの数をカウント
することにより、決定することができる。一部の実施態様において、滞在時間は、電流の
一過性の変化の持続期間に対応している。一過性の変化は、ポリヌクレオチドの存在に起
因した、細孔電流の何らかの逸脱であると考えることができる。一部の実施態様において
、この逸脱は、電流の大きさの減少を生じる。この減少は、一般に当初のブロックされな
い細孔電流の最大でも95％、90％、80％、60％、50％、40％、30％、20％若しくは10％又
はそれ未満であることができる。或いは又は加えて、この減少は、少なくとも10％、20％
、30％、40％、50％、60％、70％、80％、若しくは90％又はそれ以上であることができる
。場合によっては、このポリヌクレオチドは、ブロックされない細孔に対し、電流の大き
さの増加を生じることができる。持続期間とポリヌクレオチドの長さの間の関係は、使用
した実験条件に依存する再現可能な数学的関数により説明することができる。この関数は
、所定のポリヌクレオチド型(例えば、DNA又はRNA)について、線形又は非線形(例えば、
シグモイド又は指数)関数であることができる。
【００７４】
　ポリヌクレオチドの同一性とは、ポリヌクレオチドの種類をいう。この同一性はまた、
当該技術分野において公知であるようにポリヌクレオチドの名称をいうことができる。例
えばポリヌクレオチドの同一性は、例えば、DNA、RNA、2本鎖ポリヌクレオチド、1本鎖ポ
リヌクレオチド及び／又は部分的2本鎖ポリヌクレオチドであることができる。ポリヌク
レオチドの同一性はまた、ポリヌクレオチドの遺伝子産物又は構造機能の決定を含むこと
ができる。例えばポリヌクレオチドは、ポリペプチドをコードすることができるか、又は
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これは、リボソームRNAなどの構造ポリヌクレオチドであることができる。ポリヌクレオ
チドの同一性は、そのポリヌクレオチドの全て又は一部のヌクレオチド配列、そのポリヌ
クレオチドの全て又は一部と相補的である第二のポリヌクレオチドの配列、そのポリヌク
レオチドの全て又は一部によりコードされたRNAの配列、或いはそのポリヌクレオチドの
全て又は一部によりコードされたタンパク質の配列から決定することができる。特定の例
において、ポリヌクレオチドは、ポリヌクレオチドの一部を形成する「タグ」又は「バー
コード」配列により同定することができる。かかる例において、ポリヌクレオチドの同一
性は、タグ又はバーコードから予期されたシグナルパターンにより割り当てることができ
る。ポリヌクレオチドの給源とは、ポリヌクレオチドの起源の種又は合成起源をいうこと
ができる。ポリヌクレオチドの同一性及び給源は、例えばBLASTNなど、当該技術分野にお
いて周知のプログラムを使用し、ポリヌクレオチド配列データベース中のポリヌクレオチ
ドの配列を整列することにより決定することができる。
【００７５】
　ポリヌクレオチドの二次構造とは、ポリヌクレオチド分子内の自己相補性の領域の分子
内の塩基対をいう。例証的二次構造は、例えば、二重らせん、ヘアピン、ループ、バルジ
、二重鎖、ジャンクション、ステム、シュードノット、三重らせん、H-DNA、ハンマーヘ
ッド、及び自己スプライシング型リボザイムを含む。ポリヌクレオチドの二次構造は、例
えば、細孔中の滞在時間のその対応する変化を測定するか、又は分割転位工程により発生
したシグナルの対応する変化を測定することにより、決定することができる。
【００７６】
　細孔は、障壁を横切って広がる構造であり、例えばイオン及び／又は水溶性分子が障壁
の片側から障壁の他の側へと超えることを可能にする膜を含む。細孔は、膜中に生じるこ
とができるが、必ずしもではない。例えば、通常イオン又は水溶性分子の通過を阻害する
障壁は、障壁の片側から障壁の他の側へとイオン又は水溶性分子の通過を可能にする障壁
を横切って広がる細孔構造を含むことができる。本開示の膜は、例えば、同じ又は異なる
組成物を有することができる2つの液体チャンバーを分離する、非透過性又は半透過性の
障壁であることができる。膜が膜貫通細孔を含み、且つこの膜を横切るポテンシャルの差
を維持するように構成され得る限りは、任意の膜を本開示に従い使用することができる。
好適なポテンシャルの差は、以下に説明する。
【００７７】
　当該技術分野において周知の様々な膜を、本開示の組成物及び方法において使用するこ
とができる。当該技術分野において周知のかかる膜は、様々な異なる構造及び組成を含む
。例えば、細孔がポリヌクレオチドの特徴決定に組み込まれ得る限りは、膜は単層又は多
層構造であることができる。膜内の層とは、障壁を形成する非透過性又は半透過性の物質
をいう。単層膜及び多層膜の例は、以下に更に説明する。
【００７８】
　膜-形成物質は、生物学的起源又は非生物学的起源であることができる。生物学的起源
である物質とは、生体又は細胞などの生物学的環境から由来した物質又はこれから単離さ
れた物質、或いは生物学的に利用可能な構造の合成的に製造された型をいう。生物学的起
源である物質から製造される例証的膜は、脂質二重層を含む。生物学的起源ではない物質
はまた、固体状態の物質とも称され、且つ固体状態の膜を形成することができる。
【００７９】
　好適な脂質二重層及び脂質二重層を製造若しくは入手する方法は、当該技術分野におい
て周知であり、且つ例えば、米国特許出願公開US 2010/0196203及びPCT出願特許公開公報
WO 2006/100484に開示されている。好適な脂質二重層は、例えば細胞膜、細胞小器官膜、
リポソーム、平面脂質二重層、及び支持された脂質二重層を含む。脂質二重層は、例えば
、リン脂質の2つの反対側の層から形成され得、これはそれらの疎水性尾基は、互いに向
かい合い、疎水性内部を形成するのに対し、脂質の親水性ヘッド基は、二重層の各側の水
性環境へと外向きになるように配置される。脂質二重層はまた、例えば、Montal及びMuel
lerの文献の方法(Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 1972; 69: 3561-3566)により形成され
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ることができ、ここでは脂質単層が、水溶液/空気境界面に垂直である開口部のいずれか
の側を通過する水溶液／空気境界面を保持する。脂質は通常、最初にこれを有機溶媒中に
溶解することにより、水性電解質溶液の表面に添加され、次にこの溶媒の液滴を開口部の
いずれかの側の水溶液の表面上で蒸発させる。一旦有機溶媒が蒸発されたならば、開口部
のいずれかの側の液／気境界面は、二重層が形成されるまで、開口部を通って上下に物理
的に移動される。二重層形成の他の一般的方法は、チップ-浸漬、ペインティング二重層
、及びリポソーム二重層のパッチ-クランピングを含む。脂質二重層を入手する又は作製
するための様々な他の方法も、当該技術分野において周知であり、且つ本開示の組成物及
び方法における使用に関して同等に適用可能である。
【００８０】
　固体状態の膜は、当該技術分野において周知であり、且つ例えば、PCT出願特許公開公
報WO 2000/079257において開示されている。先に説明されたように、固体状態の膜は、生
物学的起源ではない物質の1以上の層から製造される。固体状態の膜は、支持基板上のコ
ーティング又はフィルムなどの単層、又は自立型要素であることができる。固体状態の膜
はまた、サンドイッチ型立体配置中の物質の多層の複合材料であることもできる。生じる
固体状態の膜が、膜貫通細孔を含み且つ膜を横切るポテンシャルの差を設定するように配
置され得る限りは、本開示に従い使用することができる物質に、特別な制限は存在しない
。固体状態の膜は、例えば、マイクロエレクトロニクス材料、Si3N4、Al2O3、及びSiOな
どの絶縁物質、ポリアミドなどの有機及び無機のポリマー、トリブロック共重合体(例え
ば、両親媒性PMOXA-PDMS-PMOXA ABAトリブロック共重合体)、テフロン(登録商標)などの
プラスチック、又は2成分付加型硬化シリコーンゴムなどのエラストマー、並びにガラス
を含む、有機物質及び無機物質の両方から製造することができる。加えて固体状態の膜は
、二次元のハニカム格子へ密に充填された炭素原子の原子的に薄いシートであるグラフェ
ンの単層、グラフェンの多層、又は他の固体状態の物質の1以上の層と混合されたグラフ
ェンの1以上の層から製造することができる(PCT出願特許公開公報WO 2013/016486)。グラ
フェンを含有する固体状態の膜は、標的ポリヌクレオチドを特徴決定するための電気セン
サーとして使用することができる、グラフェンナノリボン又はグラフェンナノギャップで
ある少なくとも1つのグラフェン層を含むことができる(PCT出願特許公開公報WO 2013/016
486参照)。固体状態の膜は、当該技術分野において周知の方法により製造することができ
る。例えば、グラフェン膜は、化学蒸着(CVD)又はグラファイトからの剥離(PCT出願特許
公開公報WO 2013/016486)のいずれかにより調製することができる。
【００８１】
　本開示の組成物及び方法は、標的ポリヌクレオチドの特徴決定のために障壁中に位置す
る細孔を利用することができる。細孔は、生物学的起源又は非生物学的起源である物質か
ら製造することができる。従って細孔は、例えば、生物学的細孔、固体状態の細孔、並び
に生物学的及び固体状態のハイブリッド細孔を含む。
【００８２】
　細孔は、ポリヌクレオチド中のヌクレオチドの配列の検出を促進することに関連した機
能性を有することができる。例えば細孔は、ポリヌクレオチドが細孔を通じて移行する速
度を制御するために細孔に付着した、会合した、若しくは近傍に位置した、ヘリカーゼ又
は他の機能性などの酵素を含むことができる。細孔は、例えば、パッチクランプ回路、ト
ンネル電極回路、又は横方向コンダクタンス測定回路(グラフェンナノリボン、又はグラ
フェンナノギャップなど)を含む、これに関連した検出回路又はセンサーを有することが
できる。細孔はまた、細孔と断片の相互作用(例えば、細孔を通じた断片の通過)を基にヌ
クレオチド配列を決定する、ポリヌクレオチド上の、例えば、蛍光部分又はラマンシグナ
ル発生部分を含む標識物を検出する光学的センサーを含むことができる。
【００８３】
　特定の実施態様において、ポリペプチド細孔及びポリヌクレオチド細孔を含む生物学的
細孔は、細孔が障壁(例えば膜)を通じたポリヌクレオチドの通過を可能にする狭窄ゾーン
(constriction zone)を有する限りは、本開示の組成物及び方法において使用することが
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できる。狭窄ゾーンは、被検体(例えば、ポリヌクレオチド又はヌクレオチド)によるブロ
ックが細孔により発生した検出可能なシグナルに影響を及ぼす、細孔の管腔中の位置であ
る。例えば、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、又は10ヌクレオチドの長さを含む
、様々な長さの狭窄ゾーンを有する細孔を、本開示の組成物及び方法において使用するこ
とができる。或いは又は加えて、最大で約10、9、8、7、6、5、4、3、2、又は1ヌクレオ
チドの長さを使用することができる。しかし狭窄ゾーンの長さは、シグナルの品質に影響
を及ぼし得る。例えば比較的短い狭窄ゾーンは、ヌクレオチド転位のより良い解像又は再
構築精度を生じることができる。一実施態様において、生物学的細孔は、約5ヌクレオチ
ド以下の狭窄ゾーンを有し、狭窄ゾーンに位置する5又は5未満のヌクレオチドは、5より
も多いヌクレオチドから得られる電気的シグナルよりもヌクレオチド転位のより良い解像
を有するよう、電気的シグナルを調節する。場合によっては、シグナル-対-ノイズ増強は
、2ntよりもより小さい狭窄に関する配列決定精度の向上を生じない。これは、比較的小
さい狭窄よりもより大きいホモポリマーが、最早検出できない場合に生じ、並びに酵素の
確率論的移動のためにヌクレオチドがスキップされる場合の再読み込みの欠如は、精度を
低下する。従って5ヌクレオチド以下の狭窄ゾーンを有する好適なポリペプチド細孔及び
ポリヌクレオチド細孔を、本開示に従い使用することができる。本明細書に提供される内
容及び指針を考慮し、当業者は、どの長さの狭窄ゾーンが特定の必要性について適用可能
であるかを理解するであろう。例えば当業者は、より高い品質の結果を必要とする適用に
おいて、より短い狭窄ゾーンを有する細孔を利用することができる。
【００８４】
　生物学的細孔は、イオン及び／又は水溶性分子が障壁の片側から障壁の他の側へと超え
ることを可能にする、障壁(例えば膜)を横切って広がる、生物学的起源の物質から製造さ
れた細孔である。本明細書に記されたように使用される膜と同様に、細孔に言及する場合
、生物学的起源とは、生体又は細胞などの生物学的環境から由来した構造又はこれから単
離された構造、或いは生物学的に利用可能な構造の合成的に製造された型をいう。生物学
的起源の物質は、例えば、ポリペプチド及びポリヌクレオチドを含む。従って生物学的細
孔は、例えば、ポリペプチド細孔及びポリヌクレオチド細孔を含む。
【００８５】
　脂質二重層などの障壁(例えば膜)に再構成されたポリペプチド細孔は、ナノポア配列決
定のために使用することができる。ポリペプチドが障壁(例えば膜)を横切る標的ポリヌク
レオチドの通過を可能にする狭窄ゾーンを形成することができる限りは、本開示に従い使
用することができる様々なポリペプチド細孔が存在する。関与したポリペプチドに応じて
、ポリペプチド細孔は、モノマー、ホモポリマー又はヘテロポリマーであることができる
。ポリペプチド細孔は、7又は8サブユニットなどの、いくつかの反復サブユニットを含む
ことができる。従ってポリペプチド細孔は、例えば、六量体、七量体、又は八量体の細孔
であることができる。
【００８６】
　ポリペプチド細孔は、例えば、α-ヘリックスバンドル細孔及びβ-バレル細孔、並びに
他の当該技術分野において周知のもの全てを含む。α-ヘリックスバンドル細孔は、α-ヘ
リックスにより形成される細孔を含む。好適なα-ヘリックスバンドル細孔は、例えば、W
ZA及びClyA毒素などの、内膜タンパク質及びα外膜タンパク質を含む。β-バレル細孔は
、β-鎖により形成される細孔を含む。好適なβ-バレル細孔は、例えばβ-毒素、例えば
α-溶血素、炭疽菌毒素及びロイコシジンなど、並びに細菌の外膜タンパク質／ポリン、
例えばMspAを含むマイコバクテリウム・スメグマチスポリン(Msp)、外膜ポリンF(OmpF)、
外膜ポリンG(OmpG)、外膜ホスホリパーゼA並びにナイセリアオートトランスポーターリポ
タンパク(NalP)を含む。他の細孔は、例えば、ライセニン(例えばWO 2013 153359参照)、
又はノルカジア・ファルシニア由来のMspAホモログを含む。
【００８７】
　α-溶血素ポリペプチドは、本開示の方法及び組成物において使用することができる七
量体ポリペプチド細孔である。これは、長さ～5nmのβ-バレルに接続された3.6nmの前庭
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で構成され、1本鎖ポリヌクレオチドの通過を可能にするが2本鎖ポリヌクレオチドは可能
でない1.4nmの狭窄を含む。α-溶血素の長さ～5nmの円柱状β-バレル細孔は、最大約10個
のヌクレオチドを同時に収容することができる。このβ-バレル中に位置したヌクレオチ
ドは、細孔電流を著しく調節し、引き続き最も狭い1.4nmの細孔狭窄において単独のヌク
レオチドに特異的なイオン性シグネチャーを薄め、配列決定適用におけるヌクレオチド転
位の全般的解像を低下する。
【００８８】
　MspAは、本開示の組成物及び方法において使用することができる八量体ポリペプチド細
孔である。これは、狭窄長さ～0.5nmで、直径～1.2nmの単独の狭窄を含み；内側細孔は、
α-溶血素の円柱状構造とは対照的に、先細の漏斗形状を形成する。Derringtonらの文献
は、未変性のα-溶血素を上回るヌクレオチド分離効率において優に3.5倍の増強を伴うト
リ-ヌクレオチドセット(AAA、GGG、TTT、CCC)間を識別する遺伝子操作されたMspAの能力
を明らかにした(Derringtonらの文献、Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 107:16060 (2010))
。固定された1本鎖ポリヌクレオチドが関与する実験において、MspAの狭窄内又は近傍の3
個と少ないヌクレオチドが、細孔電流に寄与し、未変性のα-溶血素におけるイオン電流
を調節することが分かっている～10ヌクレオチドを上回る著しい改善が認められたことが
報告された。著者らは、これは、恐らく位置指定変異誘発を通じて単独のヌクレオチドま
で更に改善され、今後の目標はMspA変異体であろうと仮定している。
【００８９】
　一部の態様において、ポリペプチド細孔は、マイコバクテリウム・スメグマチスポリン
A(MspA)である。一部の態様において、MspAは、配列番号:1のアミノ酸配列、又は少なく
とも15％、少なくとも20％、少なくとも25％、少なくとも30％、少なくとも35％、少なく
とも40％、少なくとも45％、少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なく
とも65％、若しくは少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％
、少なくとも90％、少なくとも95％、若しくは少なくとも99％の配列番号:1との相同性を
有するアミノ酸配列を有する。
【００９０】
　MspAは、好適なポリペプチド細孔である。加えて、MspA変異体は、細孔を通じたポリヌ
クレオチド転位を制御するために、本開示の組成物及び方法において使用することができ
る。本明細書の実施態様において使用されるMspA細孔は、
【化１】

に相当する、配列番号:1のアミノ酸配列を有することができ、これは以下の変異を伴うMs
pA配列である：D90N、D91N、D93N、D118R、D134R及びE139K。配列番号:1のMspA細孔変異
体は、「M2 NNN」と称される。少なくとも15％、少なくとも20％、少なくとも25％、少な
くとも30％、少なくとも35％、少なくとも40％、少なくとも45％、少なくとも50％、少な
くとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、若しくは少なくとも70％、少なくとも75
％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、若しくは少な
くとも99％の配列番号:1との相同性を有する、他のMspA変異体は、本開示の組成物及び方
法において使用することができる。ポリペプチド若しくはポリペプチド領域(又はポリヌ
クレオチド若しくはポリヌクレオチド領域)が、別の配列との特定の割合(例えば50％)の
相同性を有するということは、整列した場合に、これら2つの配列を比較し、アミノ酸(又
はヌクレオチド塩基)の割合が、同じであることを意味する。それらの％配列同一性を決
定するための2つの配列のアラインメントは、本明細書記載のような、当該技術分野にお
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いて公知のソフトウェアプログラムを使用し行うことができる。特定の領域又は特異的ア
ミノ酸残基の挿入、欠失、置換、又は他の選択された修飾を含む、未変性のMspAポリペプ
チドに対する変異は、MspAポリペプチドをコードしている核酸の位置指定変異誘発を含む
、当該技術分野において周知の方法に従い作出することができる(Zoller, M.J.の文献、C
urr. Opin. Biotechnol., 3:348-354, (1992))。有用なMspA変異体はまた、US 2012/0055
792A1にも記されている。
【００９１】
　本開示の組成物及び方法において使用される未変性又は変異体MspAポリペプチドは、当
該技術分野において周知の様々な方法、例えば、組み換え発現システム、沈降、ゲル濾過
、イオン交換、逆相及びアフィニティクロマトグラフィーなどにより単離することができ
る。他の周知の方法は、Deutscherらの文献、「タンパク質精製の指針(Guide to Protein
 Purification)」、Methods in Enzymology, Vol. 182, (Academic Press社(1990))に説
明されている。或いは、本開示の単離された未変性又は変異体MspAポリペプチドは、周知
の組換え方法を使用し得ることができる。本開示の未変性又は変異体MspAポリペプチドの
生化学的精製の方法及び条件は、当業者により選択されることができ、且つ精製は、例え
ば、機能アッセイによりモニタリングすることができる。
【００９２】
　未変性又は変異体MspAポリペプチドを調製する方法の一例は、当該技術分野において周
知の方法を使用し、細菌細胞、酵母細胞、又は他の好適な細胞などの、好適な宿主細胞に
おいて、ポリペプチドをコードしているポリヌクレオチドを発現し、並びに本明細書記載
の方法など、再度周知の精製方法を使用し、発現された未変性又は変異体MspAポリペプチ
ドを回収することである。未変性又は変異体MspAポリペプチドは、本明細書に記載のよう
に、発現ベクターで形質転換されている細胞から直接単離されることができる。組換えに
より発現された未変性又は変異体MspAポリペプチドはまた、グルタチオンS転移酵素(GST)
又はポリHisなどの適当なアフィニティタグとの、融合ポリペプチドとして発現され、並
びにアフィニティ精製されることができる。未変性又は変異体MspAポリペプチドはまた、
当業者に周知のポリペプチド合成の方法を使用し、化学合成により生成することもできる
。
【００９３】
　脂質二重層などの障壁(例えば膜)へと再構成されたポリヌクレオチド細孔はまた、ナノ
ポア配列決定に使用することができる。このポリヌクレオチド細孔は、障壁(例えば膜)を
横切って広がり、且つイオン及び／又は水溶性分子が障壁の片側から障壁の他の側へと流
動することを可能にする、1以上のポリヌクレオチドである。ポリヌクレオチドが、障壁(
例えば膜)を横切って標的ポリペプチドを通過させる狭窄ゾーンを形成することができる
限りは、任意のポリヌクレオチド細孔を、本開示の特定の実施態様に従い使用することが
できる。例証的ポリヌクレオチド細孔は、例えばポリヌクレオチドオリガミ細孔を含む。
そのパターンが二次元又は三次元に広がるポリヌクレオチドオリガミ細孔は、Rothemund
の文献(Nature, 440:297-302 (2006))に記載されたように、「オリガミ」を用いて作製す
ることができる。オリガミは、拡大された構造を作出するために、ゲノムポリヌクレオチ
ドの長い鎖及び多くのより短い合成「ステープル」ポリヌクレオチド鎖を使用する一般的
技術である。当初のオリガミ構造は、実質的に二次元構造であった。このオリガミ技術は
、三次元構造に拡大されている(Douglasらの文献、Nature 459:414-418 (2009)；Keらの
文献、Nano Letters, 6:2445-2447 (2009)；Andersenらの文献、Nature 459:73-76 (2009
))。
【００９４】
　固体状態の細孔もまた、本開示の組成物及び方法において使用することができる。固体
状態の細孔は、イオン及び／又は水溶性分子が障壁の片側から障壁の他の側へと超えるこ
とを可能にする、障壁(例えば膜)を横切って広がる、非生物学的起源の物質から製造され
た細孔である。
【００９５】
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　固体状態の細孔は、固体状態の障壁(例えば膜)中に細孔を作出することにより、形成す
ることができる。従って固体状態の膜と同様に且つ本明細書記載のように、固体状態の細
孔は、無機物質及び有機物質の両方を包含している、様々な物質により形成することがで
きる。
【００９６】
　好適な固体状態の細孔は、例えば、酸化アルミニウム、酸化タンタル、酸化チタン、二
酸化ケイ素、酸化ハフニウム、酸化ジルコニウム、窒化ホウ素、窒化ケイ素、グラフェン
又はそれらのナノラミネート(例えばグラフェン-Al2O3)、又はそれらの任意の組合せを含
む(PCT出願特許公開公報WO 2013016486A1)。固体状態の細孔は、特注のフィードバック制
御されたイオンビーム彫刻ツールを使用することにより、又は膜中のナノポアを分解的に
スパッターリングするための電界放出銃(FEG)TEMからの焦点を当てた収束性の電子線を使
用し、又は当該技術分野において周知の任意の他の方法(PCT出願特許公開公報WO 2013016
486A1)を使用することにより、作製することができる。例えばグラフェン-Al2O3細孔など
の、グラフェンナノラミネート細孔は、FEG TEMからの焦点を当てた収束性の電子線を使
用する、グラフェン-Al2O3膜を通る穿孔により製造することができる(Venkatesanらの文
献、ACS Nano., 6:441-450 (2012))。
【００９７】
　生物学的及び固体状態のハイブリッド細孔は、本開示の組成物及び方法において使用す
ることができる。生物学的及び固体状態のハイブリッド細孔は、イオン及び／又は水溶性
分子が障壁の片側から障壁の他の側へと超えることを可能にする、障壁(例えば膜)を横切
って広がる、生物学的起源及び非生物学的起源の両方の物質から製造される、ハイブリッ
ド細孔である。生物学的起源の物質は、先に規定されており、且つ例えばポリペプチド及
びポリヌクレオチドを含む。非生物学的起源の物質は、本明細書において説明されたよう
に、固体状態の物質と称される。
【００９８】
　従って生物学的及び固体状態のハイブリッド細孔は、例えばポリペプチド-固体状態の
ハイブリッド細孔及びポリヌクレオチド-固体状態のハイブリッド細孔を含む。ポリペプ
チド-固体状態のハイブリッド細孔は、1以上のポリペプチド及び固体状態の物質を含む。
ポリヌクレオチド-固体状態のハイブリッド細孔は、1以上のポリヌクレオチド及び固体状
態の物質を含む。生物学的及び固体状態のハイブリッド細孔は、ポリペプチド又はポリヌ
クレオチド細孔を、固体状態の細孔により操作することにより、製造される(PCT出願特許
公開公報WO 2013/016486参照)。好適なポリペプチド細孔、ポリヌクレオチド細孔、及び
固体状態の細孔の例は、先に説明されている。
【００９９】
　ナノポア配列決定装置は、単独の又は複数の細孔を有することができる。複数の細孔は
、同じ又は異なる組成物を有する、2以上の標的ヌクレオチドを特徴決定するためのナノ
ポアアレイとして使用することができる。本明細書において使用される複数の細孔の数の
例は、例えば少なくとも1、4、16、64、256、512、1028、4096、16384、32768、100000、
100万、1000万個の細孔又はそれ以上を含む。好ましい実施態様において、複数の細孔の
数は、4096よりも大きいであろう。ナノポアアレイは、当該技術分野において公知であり
、且つ例えば、PCT出願特許公開公報WO 2013/016486において開示されている。例えば、
直径～15nmの固体状態の細孔の高密度アレイは、SiN/Al2O3膜において、電子線リソグラ
フ工程及び反応性イオンエッチング工程を用い作り上げることができ、ポリヌクレオチド
分子のハイスループット分析を促進する。
【０１００】
　本開示の方法は、障壁(例えば膜)を横切るポテンシャルの差を利用することができる。
ポテンシャルの差は、電気ポテンシャルの差、化学ポテンシャルの差、又は電気化学ポテ
ンシャルの差であることができる。電気ポテンシャルの差は、少なくとも1種の液体プー
ルへ電流を投入若しくは加える電源を介して障壁(例えば膜)を横切るよう発生され得る。
化学ポテンシャルは、2つのプールのイオン組成の差により、障壁を横切るよう発生され
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得る。電気化学ポテンシャルの差は、電気ポテンシャルと組合せた2つのプールのイオン
組成の差により確立され得る。異なるイオン組成は、例えば、各プール中の異なるイオン
、又は各プール中の同じイオンの異なる濃度であることができる。
【０１０１】
　細孔を通じたポリヌクレオチドの転位を強制する細孔を横切る電気ポテンシャルの印加
は、当該技術分野において周知であり、且つ本開示に従い使用することができる(Deamer
らの文献、Trends Biotechnol., 18:147-151 (2000)；Deamerらの文献、Ace Chem Res., 
35:817-825 (2002)；及び、Liらの文献、Nat Mater., 2(9):611-615 (2003))。本開示の
方法は、細孔を横切り印加された電圧により実行することができる。電圧の範囲は、40mV
から1Vを超えるまで選択することができる。典型的には、本開示の方法は、100～200mVの
範囲で試行されるであろう。具体例において、本方法は、140mV又は180mVで試行される。
電圧は、モーターの移動の間は、静的である必要はない。電圧極性は、典型的には、負帯
電したポリヌクレオチドが、細孔へと電気泳動的に駆動されるように加えられる。場合に
よっては、モーターの適切な機能を促進するために、電圧は、減少されるか、又は極性は
逆転され得る。
【０１０２】
　場合によっては、圧力格差の適用は、細孔を通じたポリヌクレオチドの転位を強制する
ために利用することができる。圧力格差は、本明細書に例証された方法において、電気ポ
テンシャル又は他のポテンシャルの差の代わりに使用することができる。
【０１０３】
　本開示の方法は、細孔を通じた1以上のヌクレオチドの転位に対応する1以上のシグナル
を生じる。従って、標的ポリヌクレオチドは細孔を移行するので、障壁を横切る電流は、
例えば、狭窄の塩基-依存性ブロックのために変化する。その電流の変化からのシグナル
は、本明細書記載の様々な方法又は当該技術分野において公知のそれ以外の方法のいずれ
かを使用し、測定することができる。各シグナルは、細孔中のヌクレオチド種に独自であ
り、結果的に生じるシグナルを使用し、先に説明されたようにポリヌクレオチドの特徴を
決定することができる。例えば特徴的シグナルを生じるヌクレオチドの1以上の種の同一
性を、決定することができる。本開示の方法において有用なシグナルは、例えば電気的シ
グナル及び光学的シグナルを含み、これらは以下に更に説明される。一部の態様において
、電気的シグナルは、電流、電圧、トンネル電流、抵抗、電圧、コンダクタンスの測定値
；又は、横方向電気的測定値であることができる(PCT出願特許公開公報WO 2013/016486)
。一部の態様において、電気的シグナルは、細孔を通過する電気的電流である。
【０１０４】
　本明細書に示した方法において検出される電気的シグナルは、細孔を通過する電荷の流
れである電流であることができる(Deamerらの文献、Trends Biotechnol., 18:147-151 (2
000)；Deamerらの文献、Ace Chem Res., 35:817-825 (2002)；及び、Liらの文献、Nat Ma
ter., 2(9):611-615 (2003))。本明細書記載のように、電気的シグナルは、細孔に組合せ
た検出回路、例えば、パッチクランプ回路又はトンネル電極回路を用いて測定することが
できる。検出され得る電圧、トンネル電流、抵抗及びコンダクタンスシグナルの例、並び
にそれらの検出のための装置の例は、例えば、Wanunuの文献、Phys Life Rev., 9(2):125
-58 (2012)；及び、Venkatesanらの文献、Nat Nanotechnol., 6(10):615-24 (2011)に説
明されたように、当該技術分野において公知である。
【０１０５】
　本開示の方法において有用な光学的シグナルは、例えば蛍光及びラマンシグナルを含む
。光学的シグナルは、標的ヌクレオチドを、光学的シグナルを発生する標識物、例えば、
蛍光部分又はラマンシグナル発生部分と組合せることにより発生され得る。例えば、dela
 Torreらの文献、Nanotechnology, 23(38):385308 (2012)において、TiO2-コートされた
膜の広範な領域を照射するために、全反射照明蛍光(TIRF)顕微鏡の光学的スキームを利用
した。Soniらの文献、Rev Sci Instrum., 81(1):014301 (2010)において、方法は、2種の
単独-分子測定モダリティ、すなわち全内部反射顕微鏡及びナノポアを使用する生体分子
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の電気的検出を統合するために使用した。
【０１０６】
　本明細書記載のように、細孔は、例えばパッチクランプ回路、トンネル電極回路、又は
横方向コンダクタンス測定回路(グラフェンナノリボン、又はグラフェンナノギャップな
ど)を含む、検出回路と組合せて、本実施態様における電気的シグナルを記録することが
できる。加えて細孔はまた、ポリヌクレオチド上の、例えば、蛍光部分又はラマンシグナ
ル発生部分など、標識物を検出する光学的センサーと組合せることができる。
【０１０７】
　ナノポア配列決定法は、細孔を通じた標的ポリヌクレオチドの転位を遅らせる機序を利
用することができる。例えば、ヘリカーゼ、トランスロカーゼ、又はポリメラーゼなどの
ポリヌクレオチド結合タンパク質は、転位速度を制御するために、付着又は組み込まれる
ことができる。この付着は、例えば一過性若しくは持続性であることができ、且つ細孔を
通じて引き込まれる際に標的ポリヌクレオチドにより、又は当該技術分野において周知の
様々なポリペプチド、化学リンカー若しくは捕獲部分により、媒介されることができる。
例証的技術は、Manraoらの文献、Nat Biotechnol., 30(4):349-353 (2012)及びCherfらの
文献、Nat Biotechnol., 30(4):344-348 (2102)に説明されている。特定の実施態様にお
いて、ヘリカーゼ又は他の分子モーターを使用し、細孔を通じた標的ポリヌクレオチドの
転位を遅延若しくは停止することができる。例えば転位に作用するようヌクレオチドを加
水分解するモーターを使用する場合、ヌクレオチドは、このモーターから省くことができ
、並びに／又はこのモーターは、インヒビター(例えば加水分解不可能なヌクレオチド類
縁体)に供され、結果的に標的ポリヌクレオチドは、モーターに結合され続け且つ細孔を
通じて評価できるほどには転位しないことができる。一部の実施態様において、転位は引
き続き、ヌクレオチドをモーターへ送達し及び／又はインヒビターを除去することにより
生じ得る。本開示の方法は、細孔を標的ポリヌクレオチド及びHel308ヘリカーゼと接触さ
せ、細孔を通じたポリヌクレオチドの転位速度を制御する工程を含むことができる。以下
に更に説明されるように、Hel308ヘリカーゼは、ATP-依存型DNAヘリカーゼ及びスーパー
ファミリー2ヘリカーゼとして特徴決定され得る。本明細書に提供される内容及び指針を
考慮し、当業者は、本実施態様に従い使用するために、任意のHel308ヘリカーゼを好適に
選択するか又は適応させることができる。好適なHel308ヘリカーゼは以下に更に説明され
る。
【０１０８】
　本明細書に示した方法の一部の態様において、標的ポリヌクレオチドの転位は、細孔を
通る電流の方向の反対方向である。他の態様において、標的ポリヌクレオチドの転位は、
細孔を通過する電流の方向と同じ方向である。
【０１０９】
　従って本開示の方法は、少なくとも二つの様式で実行することができ、ここで標的ポリ
ヌクレオチドの転位は、例えば細孔を通る電流又は他のポテンシャルの方向と反対又はこ
れと同じのいずれかである。この結果は、本開示のHel308ヘリカーゼを、標的ポリヌクレ
オチドの5’末端又は3’末端のいずれかに結合することにより、達成することができる。
2本鎖ポリヌクレオチドに言及する場合、5’方向又は3’方向は、2本鎖ポリヌクレオチド
内の1本鎖についていう。従ってHel308ヘリカーゼは、細孔の外又は内への、すなわち、
電圧勾配により生じたポリヌクレオチドに対する力に対抗する方向で(図13A-13E及び14A-
14D参照)、又は電圧勾配又は他のポテンシャルにより生じた力と同じ方向にポリヌクレオ
チドが移動するように、転位速度を制御するヘリカーゼを使用し(図15A-15C参照)、ポリ
ヌクレオチドを引き出し又は供給のいずれかができる。
【０１１０】
　図13A-13Eは、例えば一部の実施態様に従う、Hel308ヘリカーゼ3’側オーバーハング結
合部位及びコレステロール二重層アンカーを伴う、3つ組ポリヌクレオチド複合体を基に
した、電圧勾配などのポテンシャルにより生じた力に対する、Hel308ヘリカーゼにより制
御されたポリヌクレオチド転位を示している。黒丸(●)は、5’側リン酸を表す。黒菱形(



(27) JP 2017-503473 A 2017.2.2

10

20

30

40

50

◆)は、3’側コレステロールを表す。切り欠けのある塗りつぶしの半透明の円形は、Hel3
08ヘリカーゼを表す。点線は、任意の長さを示す。大きい灰色矢印は、ポリヌクレオチド
の細孔の内外へのポリヌクレオチド移動の方向(印加された電場により又はこれに対抗し
て)を表す。大きい黒色矢印は、3’側から5’側へのポリヌクレオチドに沿ったヘリカー
ゼ転位の方向を示す。細孔(漏斗状の円錐物)は、膜(2本の水平線)内に位置する。
【０１１１】
　図13A-13Eは、ポリヌクレオチド配列決定のための、Hel308ヘリカーゼ3’側オーバーハ
ング結合部位及びコレステロール二重層アンカーを伴う、3つ組ポリヌクレオチド複合体
の使用を図示している。コレステロール-標識されたポリヌクレオチド“i”は、任意であ
り、且つ細孔を通じて転位し、全複合体の脂質二重層への動員を促進する標的ポリヌクレ
オチド“ii”へとハイブリダイズするために使用される(図13A)。5’側リン酸は、例えば
、電圧勾配により、細孔を通じて引き寄せられ、標的ポリヌクレオチド“ii”の5’末端
で最初の細孔への侵入を生じ、且つコレステロール-標識されたポリヌクレオチドが外れ
ることを引き起こす(図13B)。リン酸-含有ポリヌクレオチドは、トランス側に細孔を通じ
て引き寄せられるので、第二のハイブリダイズされたポリヌクレオチド“iii”は、細孔
が2本鎖ポリヌクレオチドの転位を可能にするには余りにも狭いために、外れる(図13C)。
ポリヌクレオチドiiiの一つの目的は、Hel308ヘリカーゼが優先的に結合することができ
る一般に約8個のヌクレオチドの3’側1本鎖ポリヌクレオチドオーバーハングである、Hel
308ヘリカーゼ結合部位を作製することである。更にHel308ヘリカーゼ分子を転位してい
るポリヌクレオチドの3’末端に強制的に結合させることにより、細孔を通じて転位して
いるポリヌクレオチドの長さは最大化される。この複合体のポリヌクレオチド“iii”は
、任意の長さを含む、あらゆる長さであることができ、且つ3’末端は、ポリヌクレオチ
ド“i”の5’末端に隣接する必要はない。細孔口に到達した時点で、Hel308ヘリカーゼは
、電圧勾配に対してポリヌクレオチドをその3’から5’トランスロカーゼ活性を介して引
き寄せ、シスチャンバーへ戻す(図13D及び図13E)。
【０１１２】
　図14A-14Dもまた、一部の実施態様に従う、例えば、Hel308ヘリカーゼ3’側オーバーハ
ング結合部位及びコレステロール二重層アンカーを伴う、3つ組ポリヌクレオチド複合体
を基にした、電圧勾配などのポテンシャルにより生じた力に対する、Hel308ヘリカーゼに
より制御されたポリヌクレオチド転位を図示する。黒丸(●)は、5’側リン酸を表す。黒
菱形(◆)は、3’側コレステロールを表す。切り欠けのある塗りつぶしの半透明の円形は
、Hel308ヘリカーゼを表す。点線は、任意の長さを示す。大きい灰色矢印は、ポリヌクレ
オチドの細孔の内外へのポリヌクレオチド移動の方向(印加された電場により又はこれに
対抗して)を表す。大きい黒色矢印は、3’側から5’側へのポリヌクレオチドに沿ったヘ
リカーゼ転位の方向を示す。細孔(漏斗状の円錐物)は、膜(2本の水平線)内に位置する。
しかしこのスキームは、任意のコレステロール部分に結合するか又はまたこれを含むため
にHel308ヘリカーゼに関して標的ポリヌクレオチド“ii”上に3’側オーバーハングを作
出する単独のハイブリダイゼーションポリヌクレオチド“i”の使用を例示している。Hel
308ヘリカーゼは、ポリヌクレオチド“ii”の1本鎖領域上のどこかに結合することができ
ることが可能である。複数のHel308ヘリカーゼ分子が示され、且つ“E1”、“E2”及び“
E3”と示されている。最初に細孔口に達するヘリカーゼは、シス側に戻る制御された転位
プロセスを開始するであろう。これが離れるとすると、次の結合したHel308ヘリカーゼ分
子が細孔口に到達し、制御された転位を開始するまで、制御されない転位が続いて起こる
。
【０１１３】
　図15A-15Cは、電圧勾配などのポテンシャルにより生じた力と同じ方向のポリヌクレオ
チド移動としてのポリヌクレオチド転位速度を制御するためのHel308ヘリカーゼの使用を
例示している。切り欠けのある塗りつぶしの半透明の円形は、Hel308ヘリカーゼを表す。
点線は、任意の長さを示す。大きい灰色矢印は、細孔の内側への印加された電場によるポ
リヌクレオチド移動の方向を表す。大きい黒色矢印は、3’側から5’側へのポリヌクレオ
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チドに沿ったヘリカーゼ転位の方向を示す。細孔(漏斗状の円錐物)は、膜(2本の水平線)
内に位置する。この例証的スキームにおいて、標的ポリヌクレオチドは、最初に細孔の3
’末端に侵入する。これは転位しているポリヌクレオチドに沿って3’側から5’側へ転位
するので、Hel308ヘリカーゼは、細孔へのポリヌクレオチドの転位の速度を制御する。
【０１１４】
　先に説明したように、Hel308ヘリカーゼの文脈での分割転位工程とは、ヘリカーゼ及び
／又は細孔に沿った標的ポリヌクレオチドの1以上のヌクレオチドの部分的転位をいうこ
とができる。従って分割転位工程とは、完全転位サイクル未満であるヌクレオチド工程の
一部をいう。分割転位工程は、高次構造の変化が生じる場合に、ATP結合と加水分解の間
で起こることができる。1以上の分割転位工程は、完全ヌクレオチド工程に必要とされ得
る。高次構造変化は、完全転位サイクルを少なくとも2つの部分的又は分割転位工程に効
果的に分ける。
【０１１５】
　部分的又は分割転位工程は、細孔を移行する1以上のヌクレオチドを特徴決定するため
の独自のシグナルを発生するために同じ様式で利用することができる。従って本開示の方
法は、細孔を通じた各々の1以上のヌクレオチド転位に関する各々の分割転位工程に対応
する電流の変化に起因する、少なくとも2種の電気的シグナルを生じることができる。従
って一部の態様において、分割転位工程は、Hel308ヘリカーゼの完全転位サイクルの第一
の分割転位工程を含む。別の態様において、分割転位工程は、Hel308ヘリカーゼの完全転
位サイクルの第二の分割転位工程を含む。細孔の狭窄ゾーンを移行する1以上のヌクレオ
チドを特徴決定するために、各第一又は第二の分割転位工程は、単独で又はそのパートナ
ーと一緒に、例えば各々第二若しくは第一の分割転位工程と一緒に、使用することができ
る。
【０１１６】
　例えば、実施例Iに更に説明するように、Hel308ヘリカーゼは、ATPに結合し、高次構造
変化を受け、第一の分割転位工程を提供することができ、並びにHel308ヘリカーゼは、標
的ポリヌクレオチドの1以上のヌクレオチドをATP加水分解によりヘリカーゼ及び／又は細
孔に沿って転位し、第二の分割転位工程を提供することができる。第一及び第二の分割転
位工程のいずれか又は両方は、例えばシグナルを発生するヌクレオチド又は1以上のヌク
レオチドのヌクレオチド配列を決定するために使用することができる。シグナルが2以上
のヌクレオチドにより発生される場合は、このシグナルを発生しているポリヌクレオチド
の一部が、ワードと称される。従ってかかるヌクレオチドワードは、長さが少なくとも4
、5、6、7、8、9、10又はそれよりも多いヌクレオチドであり、且つ細孔の狭窄ゾーンの
長さに対応することができる。或いは又は加えて、ヌクレオチドワードは、長さが最大で
も10、9、8、7、6、5、若しくは4又はそれよりも少ないヌクレオチドであることができる
。
【０１１７】
　先に説明し且つ下記実施例IIIにおいて更に例証するように、ポリヌクレオチド中の1以
上のヌクレオチド残基は、完全転位サイクルの2つの分割工程から得られた電気的シグナ
ルを用いて、同定することができる。両方の分割転位工程からのシグナルの利用は、同じ
1以上のヌクレオチドに関して2つ組のシグナルを提供し、1回の決定のうちでのより良い
精度を可能にする。従って両方の分割転位工程からのシグナルの利用は、増大した特徴決
定精度を生じ、完全転位サイクルから得られる単独の電気的又は他のシグナルを使用する
1以上のヌクレオチドの同定と比べ、誤差率を25～50％だけ低下することができる。同様
に両方の分割転位工程からのシグナルの利用は、少なくとも5％、10％、20％、30％、40
％、45％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％又はそれよりも大きく減少
した誤差率を生じることができる。本明細書に提供される内容及び指針を考慮し、当業者
は、例えばヌクレオチド転位の解像を増大するために、先に説明されたように、狭窄ゾー
ンのサイズを減少することによるなど、所定の目的のために精度を調節する方法を知って
いるであろう。
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【０１１８】
　他の実施態様において、分割転位工程から得られた追加情報は、数多くの方式で、ナノ
ポア配列決定を進めるために使用することができる。例えば同じヌクレオチドワードに関
して分割転位工程から得られた測定値は、ナノポアベース-呼び出し精度を向上するため
にアルゴリズムにおいて使用することができる。同じヌクレオチドワードは、1回の決定
において2回読まれるので、同じヌクレオチドワードに関して分割転位工程から得られた
測定値は、ホモポリマー読み値の誤差率を減少するために使用することができる。従って
同じヌクレオチドワードに関する分割転位工程から得られた測定値は、未変性のポリヌク
レオチド転位反応の分解できる解像を倍加し、配列-特異性パターンの増強された解像を
生じる。文字の1回の利用は、反復配列又は単一ヌクレオチド多型(SNP)を検出するための
、配列-特異的パターン認識アルゴリズムである。
【０１１９】
　先に記したように、方法は、(a)Hel308ヘリカーゼ及び標的ポリヌクレオチドと接触し
ている細孔を横切るポテンシャルの差を引き起こす工程；(b)細孔を通じた標的ポリヌク
レオチドの1以上の分割転位工程により発生した1以上のシグナルを測定する工程；並びに
、(c)分割転位工程の電気的シグナルから標的ポリヌクレオチドを特徴決定する工程：を
含むことができる。一部の態様において、本方法は更に、工程(a)－(c)の1回以上の繰り
返しを含む。工程(a)－(c)を繰り返すことにより、隣接ヌクレオチド又は隣接ヌクレオチ
ドワードは、特徴決定され得る。工程(a)－(c)の繰り返しは、標的ポリヌクレオチドの一
部又は全てが特徴決定されるまで、望ましいなら繰り返すことができる。例えば標的ポリ
ヌクレオチドの一部又は全ての配列は、工程(a)－(c)のいくつかの望ましい数の反復を通
じて決定することができる。従って標的ポリヌクレオチドの全体又は部分に関する1以上
の特徴決定を、決定することができる。
【０１２０】
　本明細書に説明したように、任意のHel308ヘリカーゼ又はそれらの変種を、本実施態様
に従い使用することができる。例証的Hel308ヘリカーゼは、下記表1及び表2に示している
。
表1.　Hel308ヘリカーゼの例
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【０１２１】
　Hel308ヘリカーゼ、並びにHel308モチーフ、及び拡大されたHel308モチーフの更なる実
施態様は、下記表2に示している。
表2：Hel308ヘリカーゼ、Hel308モチーフ、及び拡大されたHel308モチーフの例

【表２】
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**：このHel308ヘリカーゼの配列に関する更なる詳細については、国際公開公報WO 2013/
057495を参照。
【０１２２】
　ポリヌクレオチド結合活性及びヘリカーゼ酵素活性を維持しているHel308ヘリカーゼの
変種又は変異体もまた、本実施態様において使用することができる。かかる変種又は変異
体は、未変性のHel308ヘリカーゼをコードしている核酸の位置指定変異誘発を含む、当該
技術分野において周知である方法に従い入手することができる(Zoller, M.J.の文献、Cur
r. Opin. Biotechnol., 3:348-354, (1992))。
【０１２３】
　加えて、先に注記し且つ当該技術分野において公知であるように、Hel308ヘリカーゼは
、SF2ファミリーであり、且つ3’→5’ヘリカーゼである(これはまたA型ヘリカーゼとも
称され得る)。様々なヘリカーゼのコアドメインは、ヌクレオチド結合及び加水分解に関
与したWalker Aモチーフ(これはまたモチーフIとも称され得る)及びWalker Bモチーフ(こ
れはまたモチーフIIとも称される)、並びにモチーフVIを含む、RecA結合フォールドなど
の、互いに共通のモチーフを含むことができる。更なる詳細については、Flechsigらの文
献、「スーパーファミリー2ヘリカーゼタンパク質における高次構造移動のインシリコ研
究(In Silico Investigation of Conformational Motions in Superfamily 2 Helicase P
roteins)」、PLoS One: 6(7): e 21809 (2011)を参照されたい。加えてファミリーSF2の
ヘリカーゼは、9つの保存モチーフを共有することができ、これはQ、I、Ia、Ib、II、III
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、IV、V、及びVIと称される。モチーフII(DEAD(配列番号:2)又はDEAH(配列番号:3)又はDE
XH)の配列のために、SF2ヘリカーゼファミリーはまた、DEAD-ボックス(配列番号:2)タン
パク質又はDEAH-ボックス(配列番号:3)ヘリカーゼとも称される。SF2ファミリーに含まれ
るヘリカーゼは、RecQ-様ファミリー及びSnf2-様酵素を含む。XPDファミリーなどのいく
つかの例外はあるが、多くのSF2ヘリカーゼは、A型である。SF2ファミリーのX線結晶解析
研究は、保存されたヘリカーゼモチーフは、タンパク質の三次構造と密接に関連している
こと、及びこれらは大型の機能ドメインを形成し得ることを示唆している。更なる詳細に
関しては、Tutejaらの文献、「DNAヘリカーゼの解明：モチーフ、構造、機序及び機能(Un
raveling DNA Helicases: Motif, structure, mechanism and function)」、European Jo
urnal of Biochemistry 271(10): 1849-1863 (2004)、及びHallらの文献、「ヘリカーゼ
モチーフ：DNAをほどく力をもたらすエンジン(Helicase motifs: the engine that power
s DNA unwinding)」、Molecular Microbiology 34: 867-877 (1999)を参照されたい。図1
6は、Tutejaらの文献の改作であるが、これはHel308がその一員であるSF2ファミリーにお
いて同定された様々なモチーフ、例えばDEAD-ボックス(配列番号:2)ヘリカーゼを概略的
に描いている。Tutejaの文献で説明されたように、オープンボックスは、保存されたモチ
ーフを表している。各ヘリカーゼモチーフのコンセンサス配列は、1文字コードで表され
、例えば、図16において“C”は、D、E、H、K、又はRであり；図16において“O”は、S又
はTであり；並びに、図16において“X”は、任意のアミノ酸であることができる。モチー
フに割り当てられた名称、例えばQ、I、Ia、Ib、II、III、IV、V、及びVIもまた、図16に
示されている。更に先に記したように、モチーフIは、Walker Aモチーフと称され、且つT
utejaの文献において、ATPaseA Walker Iと称され、並びにモチーフIIは、Walker Bモチ
ーフと称され、且つTutejaの文献において、ATPaseB Walker IIと称される。矢印が示し
ているモチーフ間の番号は、それらのモチーフ間に配置されたアミノ酸残基の代表的範囲
である。
【０１２４】
　加えて、WO 2013/057495に記載されたように、Hel308ヘリカーゼは、アミノ酸モチーフ
【化２】

を含むことができ、ここでX1は、C、M、又はLであることができ；X1は、Cであることがで
き；X2は、A、F、M、C、V、L、I、S、T、P、又はRなど、疎水性残基又は中性残基を含む
、任意の残基であることができる。任意に上記モチーフ内の末端Rは、Pに結合することが
できる。
【０１２５】
　本明細書に提供される内容及び指針を考慮し、当業者は、先の例証的Hel308ヘリカーゼ
の1以上との配列同一性又はアラインメントを決定することにより、参照ヘリカーゼは、H
el308ヘリカーゼであるかどうかを決定することができる。
【０１２６】
　加えて本明細書に提供される内容及び指針を考慮し、当業者は、例えば加水分解を遅く
することができる様式で別のタンパク質の相同モチーフに類似したHel308のモチーフを変
異することにより、Hel308ヘリカーゼが行う加水分解工程を遅くすることにより、細孔を
通じたポリヌクレオチドの分割転位を遅くするようにHel308ヘリカーゼを適切に変異する
ことができる。一例として、Tanakaらの文献、「組換え依存型DNA複製に必須の大腸菌Pri
Aタンパク質のATPase/ヘリカーゼモチーフ変異体(ATPase/helicase motif mutants of Es
cherichia coli PriA protein essential for recombination-dependent DNA replicatio
n)」、Genes to Cells 8: 251-261 (2003)は、その保存されたATPase/DNAヘリカーゼモチ
ーフ、すなわちWalker A、B、及びQXXGRXGRモチーフ内にアミノ酸置換を保持するPriaタ
ンパク質(DEXH-型ヘリカーゼ)の変異体を説明している。Tanakaの文献によると、特定の
変異体は、特定条件でのATPの加水分解で高度に損なわれ、且つWalker A及びWalker B変
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異体タンパク質は全て、特定の条件で、高度に減弱されたDNAヘリカーゼ活性を示した。
従って、Tanakaらの文献に開示されたものに類似しているHel308ヘリカーゼのWalker A及
びWalker Bモチーフに対する変異は、DNAヘリカーゼ活性を減弱するか又はATP加水分解を
遅くすることを予想することができ、このことは、細孔を通じたポリヌクレオチドの分割
転位を遅くし、結果的にそのポリヌクレオチドの特徴決定を増強することが予想され得る
ことを、想定することができる。別の例として、Hishidaらの文献、「ホリデージャンク
ションの分岐移動を促進するRuvBタンパク質のWalkerモチーフAの役割：RuvBのATP結合活
性、ATP加水分解活性、及びDNA結合活性に影響を及ぼすWalkerモチーフA変異(Role of Wa
lker Motif A of RuvB Protein in Promoting Branch Migration of Holliday Junctions
: Walker motif A mutations affect ATP binding, ATP hydrolyzing, and DNA binding 
activities of RuvB)」、Journal of Biological Chemistry 274(36): 25335-25342 (199
9)は、ATP-依存性六量体DNAヘリカーゼである大腸菌RuvBタンパク質の変異体を説明して
いる。Hishidaの文献によると、WalkerモチーフAへの特定の点変異は、ATP加水分解及びA
TP結合のRuvB活性、並びにDNA結合の活性、六量体形成、及び分岐移動の促進に影響を及
ぼした。従って、Hishidaの文献に開示されたものに類似しているHel308ヘリカーゼのWal
ker Aモチーフへの変異は、ATP加水分解及びATP結合に影響を及ぼすことを予想すること
ができ、このことは、いくつかの実施態様において、細孔を通じたポリヌクレオチドの分
割転位を遅くし、結果的にそのポリヌクレオチドの特徴決定を増強することが予想され得
ることを、想定することができる。
【０１２７】
　従って本開示は、標的ポリヌクレオチドを特徴決定する方法を提供する。この方法は、
(a)Hel308ヘリカーゼ及び標的ポリヌクレオチドと接触している細孔を横切るポテンシャ
ルの差を印加する工程；(b)該細孔を通じた該標的ポリヌクレオチドの該Hel308ヘリカー
ゼの1以上の分割転位工程により発生した1以上のシグナルを測定する工程；並びに、(c)
該分割転位工程により発生した該1以上のシグナルから該標的ポリヌクレオチドを特徴決
定する工程：を含むことができる。
【０１２８】
　本開示は、ポテンシャルの差が電気ポテンシャルの差を含む、標的ポリヌクレオチドを
特徴決定する方法を更に提供する。同じくシグナルが、電気的シグナル又は光学的シグナ
ルを含む、標的ポリヌクレオチドを特徴決定する方法も提供する。電気的シグナルは、電
流、電圧、トンネル電流、抵抗、ポテンシャル、電圧、コンダクタンス、及び横方向電気
的測定値から選択された測定値であることができる。電気的シグナルは、細孔を通過する
電気的電流を含む。
【０１２９】
　別の態様において、本開示は、分割転位工程が、Hel308ヘリカーゼの完全転位サイクル
の第一の分割転位工程を含む、標的ポリヌクレオチドを特徴決定する方法を提供する。分
割転位工程はまた、Hel308ヘリカーゼの完全転位サイクルの第二の分割転位工程を含むこ
とができる。標的ポリヌクレオチドの転位は、細孔を通じて転位するポリヌクレオチド上
の加力の反対の方向であるか、又は細孔を通じて転位するポリヌクレオチド上の加力の方
向である。
【０１３０】
　追加的に、標的ポリヌクレオチドの1以上のヌクレオチド残基が、完全転位サイクルか
ら得られた単独の電気的シグナルを使用する1以上のヌクレオチドの特徴決定と比べ50％
を上回る精度で、完全転位サイクルの2つの分割工程から得られた電気的シグナルを用い
て特徴決定される、標的ポリヌクレオチドを特徴決定する方法が提供される。
【０１３１】
　更に、細孔が生物学的細孔である、標的ポリヌクレオチドを特徴決定する方法が提供さ
れる。生物学的細孔は、ポリペプチド細孔又はポリヌクレオチド細孔であることができる
。一部の態様において、ポリペプチド細孔は、5ヌクレオチド以下の狭窄ゾーンを有する
。他の態様において、ポリペプチド細孔は、マイコバクテリウム・スメグマチスポリンA(
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MspA)を含む。MspAは、配列番号:1のアミノ酸配列、又は配列番号:1と少なくとも15％、
少なくとも20％、少なくとも25％、少なくとも30％、少なくとも35％、少なくとも40％、
少なくとも45％、少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、
又は少なくとも70％の相同性を有するアミノ酸配列を有することができる。
【０１３２】
　同じく、細孔が、固体状態の細孔又は生物学的及び固体状態のハイブリッド細孔である
、標的ポリヌクレオチドを特徴決定する方法も提供する。生物学的及び固体状態のハイブ
リッド細孔は、ポリペプチド－固体状態のハイブリッド細孔又はポリヌクレオチド－固体
状態のハイブリッド細孔を含む。
【０１３３】
　本開示は加えて、Hel308ヘリカーゼが、表1及び表2に示されたヘリカーゼ又はそれらの
変種である、標的ポリヌクレオチドを特徴決定する方法を提供する。更に標的ポリヌクレ
オチドが、1本鎖、2本鎖、及び部分的2本鎖ポリヌクレオチドからなる群から選択される
、標的ポリヌクレオチドを特徴決定する方法を提供する。
【０１３４】
　一部の実施態様において、該分割転位工程により発生した該1以上のシグナルからのポ
リヌクレオチドの特徴決定は、改変されたViterbiアルゴリズムを適用することを含む。
【０１３５】
　一部の実施態様において、本方法は更に、(d)工程(c)の後に、該細孔を通じた該標的ポ
リヌクレオチドの該Hel308ヘリカーゼによる1以上の分割転位工程の時機を変更するため
に、少なくとも1つのパラメータを変更する工程；並びに、(e)変更された少なくとも1つ
のパラメータを使用し、工程(a)－(c)を繰り返す工程を含む。本方法は、工程(c)及び(e)
の間に発生したシグナルを組合せること、並びに組合せたシグナルを基に該標的ポリヌク
レオチドを特徴決定することを更に含むことができる。一部の実施態様において、変更さ
れた少なくとも1種のパラメータは、温度、塩濃度、補因子濃度、ATP生成物(例えば無機
リン酸)の濃度、ADPの濃度、pH、及び使用した特定のHel308ヘリカーゼからなる群から選
択される。
【０１３６】
　一部の実施態様において、該特徴決定は、1以上のシグナル中のレベルを検出及び同定
し、並びに検出され且つ同定されたレベルを基に標的ポリヌクレオチドの配列を決定及び
出力することを含む。
【０１３７】
　図示されたように、該1以上のシグナルのレベルの検出及び同定は、完全レベル、分割
レベル、全レベル、及びレベル識別子の1以上の出力を含む。
【０１３８】
　前述の検出及び同定されたレベルを基にした標的ポリヌクレオチドの配列の決定及び出
力は、完全レベル、分割レベル、全レベル、及びレベル識別子の1以上を入力として採用
し、該入力を基に複数の配列を呼び出し、並びに呼び出された複数の配列に関する信頼情
報を基に呼び出された配列の少なくとも1種を選択及び出力することを含む。
【０１３９】
　前述の検出及び同定されたレベルを基にした標的ポリヌクレオチドの配列の決定及び出
力は、完全レベル、分割レベル、全レベル、及びレベル識別子の1以上を入力として採用
し、該入力を基に複数の配列を呼び出し、並びに呼び出された複数の配列の一部に関する
信頼情報を基に複数の呼び出された配列のお互いの部分を選択及び連鎖させることを含む
。
【０１４０】
　前述の検出及び同定されたレベルを基にした標的ポリヌクレオチドの配列の決定及び出
力は、完全レベル、分割レベル、全レベル、及びレベル識別子の1以上を入力として採用
し、該入力を基に複数の配列を呼び出し、呼び出された配列をモデル配列と比較し、並び
に呼び出された配列のモデル配列との比較に関する信頼情報を基に呼び出された配列の少
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なくとも1種を選択及び出力することを含む。
【０１４１】
　前述の検出及び同定されたレベルを基にした標的ポリヌクレオチドの配列の決定及び出
力は、完全レベル、分割レベル、全レベル、及びレベル識別子の1以上を入力として採用
し、該入力を基に複数の配列を呼び出し、呼び出された配列をモデル配列と比較し、並び
に呼び出された複数の配列の一部のモデル配列との比較に関する信頼情報を基に複数の呼
び出された配列のお互いの部分を選択及び連鎖することを含む。
【０１４２】
　本開示はまた、細孔を通じた標的ポリヌクレオチドの分割転位工程を調節する方法を提
供する。この方法は：(a)Hel308ヘリカーゼ及び標的ポリヌクレオチドと接触している細
孔を横切るポテンシャルの差を印加する工程；(b)Hel308ヘリカーゼをHel308ヘリカーゼ
基質の参照濃度とは異なる濃度の基質と接触させる工程であって、この基質濃度が、参照
濃度と比べた基質濃度の差異に比例して分割転位工程の持続期間の変化を生じる工程；並
びに、(c)細孔を通じた標的ポリヌクレオチドの分割転位工程により発生した1以上のシグ
ナルを測定する工程：を含むことができる。工程(b)は同様に、分割転位工程の持続期間
の変化を達成するために基質類縁体又はインヒビターを使用することを含むことができる
。従って、本明細書記載又は当該技術分野において公知の任意の基質類縁体又はヌクレオ
チドインヒビターを、Hel308ヘリカーゼ基質のいずれか、参照濃度として使用されるHel3
08基質、又はHel308ヘリカーゼ基質のいずれかと参照濃度として使用されるHel308基質の
両方として、分割転位工程の調節に関する開示の方法において使用することができる。
【０１４３】
　ポリヌクレオチドの分割転位工程の調節が可能であるHel308ヘリカーゼ基質は、ヘリカ
ーゼにより加水分解されることが可能である、ヌクレオチド又はヌクレオチド類縁体であ
ることができる。ヌクレオチド基質は、2本鎖又は部分的に2本鎖のポリヌクレオチドをほ
どくか、又は細孔を通じて1本鎖ポリヌクレオチドを転位するためのエネルギーを提供す
る。Hel308ヘリカーゼに共通の基質は、例えばATPを含む。Hel308ヘリカーゼ基質はまた
、ヘリカーゼにより加水分解されることが可能であるヌクレオチド及びヌクレオチド類縁
体を含む。
【０１４４】
　本明細書記載のように、ヌクレオチド基質結合に関係している1以上の分割転位工程に
関する滞在時間は、Hel308ヘリカーゼ基質の濃度に反比例することができる。例えば、試
験される一部の条件下で、1つのヌクレオチド転位につき認められる2つの分割転位工程の
一方のみの滞在時間は、Hel308ヘリカーゼ基質の濃度に反比例する。従って1つの転位工
程は、別の転位工程がないならば、基質濃度に感受性があり得る。
【０１４５】
　分割転位工程の異なる長さを得るための分割転位工程の調節は、Hel308ヘリカーゼ基質
の濃度を変更することにより達成することができる。調節の程度又は大きさは、当業者が
、所望の標的ポリヌクレオチド特徴決定に適した特定の長さの分割転位工程を選択するこ
とができるように、決定することができる。調節の程度は、基質の参照濃度とは異なるHe
l308ヘリカーゼ基質の濃度中にHel308ヘリカーゼを配置することにより決定することがで
きる。参照濃度と比較した基質濃度の変化は、参照濃度と比較した基質濃度の差に比例す
る分割転位工程の異なる滞在時間を生じる。
【０１４６】
　従って細孔を通じた標的ポリヌクレオチドの分割転位工程は、基質の参照濃度とは異な
るHel308ヘリカーゼ基質の濃度を使用することにより、調節することができる。ヘリカー
ゼ溶液内の他の成分又は反応条件もまた、分割転位工程の滞在時間、従って1回の転位サ
イクルに関する分割転位工程の長さを変更するために使用することができる。異なる分割
転位工程は同様に、標的ポリヌクレオチド特徴決定の精度を上昇するために、追加のシグ
ナル情報を獲得するために使用ことができる。
【０１４７】



(55) JP 2017-503473 A 2017.2.2

10

20

30

40

50

　例えばHel308ヘリカーゼへの基質結合及びヘリカーゼによる基質加水分解の速度論に影
響を及ぼす反応の成分及び反応条件は、分割転位工程の滞在時間を変更するために使用す
ることができる。このような他の要因は、例えば、反応条件の温度、2価の金属濃度を含
む金属濃度、イオン濃度、溶媒粘度を含む。加水分解工程は、例えば前記要因及び条件に
より、並びにリン酸及び／又はピロリン酸の濃度により、影響され得る。加えて細孔を横
切る電圧は、例えば基質結合及び／又はHel308ヘリカーゼの滞在時間を構成するヘリカー
ゼの休止期(pause)に影響を及ぼすことができる。他の要因は、例えば、pH、陽イオンの
種類又は2価陽イオンの濃度及び種類、ヘリカーゼ変異などを含み、全て滞在時間に影響
を及ぼし得る。これに関して、例えばピロリン酸濃度の上昇は、Hel308ヘリカーゼの触媒
速度を遅くするため、従って滞在時間を増大するために使用することができる。更に例え
ば、オルトバナジウム酸ナトリウム及びアデノシン5’-(β,γ-イミド)三リン酸リチウム
塩水和物も、ヘリカーゼ活性を遅くするために使用することができる。ヘリカーゼ活性を
調節するためのピロリン酸及びヌクレオチド類縁体の使用は、実施例Vにおいて以下に例
示されている。
【０１４８】
　逐次工程間の電流差は増加するので、データ解析のための分割状態を使用する恩恵も増
大する。第一の近似で、分割転位工程は、隣接の完全転位工程の間にある値をとるであろ
う。分割転位工程が、1/2ヌクレオチド(0.3オングストローム)よりもはるかに少ないなら
ば、場合によって、又は多くの場合においてさえも、小数値は認めることが困難であるか
不可能でさえある。分割転位工程が正確にヌクレオチドの1/2の長さであるならば、生じ
る電流は、平均して、完全ヌクレオチド工程に対応する先行する電流値及び後続の電流値
とは最大に異なることができる。この酵素の修飾は、ナノメーターのごく一部(fractions
)によりポリマーサブユニットの再配置を可能にすることができる。これは、ナノポアの
制限のある狭窄に対し、酵素の活性加水分解部位の相対高さを増加又は減少する酵素修飾
を通じて生じ得る。一部の実施態様において、これは、ヘリカーゼのアミノ酸の付加若し
くは除去、又はより大きい流体力学半径を持つアミノ酸の置換を通じて、達成することが
できる。他の実施態様において、これは、ナノポアの周縁の静電気的反発力又は引力を変
更することができるアミノ酸電荷の変更を通じて、達成することができる。いずれかの理
論に結びつけられることを欲するものではないが、「グリップ-ベース」仮説が正しいな
らば(図3を参照しより詳細に説明される)、特定の変異は、ヘリカーゼがヘリカーゼ-ポリ
ヌクレオチド複合体を上向きに押す程度に影響を及ぼすことは可能であり、これはヌクレ
オチドのz-軸転位率の変化に翻訳することができる。
【０１４９】
　分割転位工程の持続期間を調和することが意図され：ヘリカーゼATPaseドメインに対す
る特定の変異は、ATPが加水分解される速度に影響を及ぼすと予想することは妥当である
。これは次に、分割転位工程の1つの滞在時間に影響を及ぼすと予想されるであろう。例
えば加水分解速度が遅くされたならば、分割転位工程の1つの滞在時間は、増加すると予
想される。他の変異は、ATPがヘリカーゼに結合する速度(kon)に影響を及ぼすであろう。
この場合ATPが結合するのに要する時間が増加するので、対応する分割転位工程の滞在時
間は増加するであろう。
【０１５０】
　Hel308ヘリカーゼの参照濃度は、例えば、標的ポリヌクレオチド特徴決定において一般
に使用される基質の量であることができるか、又は異なることができる。例えば一般に使
用されるHel308ヘリカーゼ基質の濃度が1.0mMである場合、1mMは、参照濃度に相当する。
この参照濃度は、経験的に誘導されるか、又は当該技術分野において周知の報告から入手
することができる。この具体例において、1mM以外の基質の濃度は、参照濃度とは異なるH
el308ヘリカーゼ基質であろう。更に以下に説明するように、様々な濃度のHel308ヘリカ
ーゼ基質及び参照基質を利用し、分割転位工程の変更の量を調節又は決定することができ
る。
【０１５１】
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　Hel308ヘリカーゼ基質濃度及び参照基質濃度の濃度は、両方の濃度が飽和濃度でない限
りは、変更することができる。図示されたように、Hel308ヘリカーゼ基質の飽和濃度は、
約1mMのヌクレオチド基質である。従って参照濃度が1mMである場合、変更されるべきHel3
08ヘリカーゼ基質濃度は、濃度1mM未満の任意の濃度、例えば0.1μM、1.0μM、10μM、10
0μM、200μM、300μM、400μM、500μM、600μM、700μM、800μM、900μMを含むことが
できる。Hel308ヘリカーゼ基質濃度及び／又は参照に応じて、他の例証的濃度は、例えば
1.0mM、2.0mM、3.0mM、4.0mM及び4.9mM又はそれよりも少ないことができる。同様に、Hel
308ヘリカーゼ基質及び参照基質濃度の両方の濃度は、それらが異なる限りは、飽和でな
い濃度であることができる。従ってHel308ヘリカーゼ基質濃度及び参照濃度は、先に列挙
した例証的濃度のいずれか、並びに例えば、0.01μM～5mMの範囲の任意の濃度及びこの範
囲内の全ての濃度など、任意の濃度であることができる。
【０１５２】
　分割転位工程を調節するための本開示の方法は、標的ポリヌクレオチドを特徴決定する
方法に関して先に説明したように行うことができる。一旦特定の必要性に適したHel308ヘ
リカーゼ基質濃度が決定されたならば、その基質濃度を、標的ポリヌクレオチドを特徴決
定するために本明細書に記載した方法において利用することができる。類似の様式で、同
様の決定を、例えば特定の必要性に適している成分濃度又は反応条件を決定するための基
質結合及び加水分解の速度論に影響を及ぼす反応の成分及び条件により、実行することが
できる。この好適な濃度又は条件は次に、標的ポリヌクレオチドを特徴決定するための本
開示の方法において利用することができる。新たな基質濃度、反応成分濃度及び／又は反
応条件は、実施例IXを参照し以下に説明されるような様式で決定の精度を増強するための
追加のシグナル情報を提供することができる異なる滞在時間を生じるであろう。
【０１５３】
　従って本開示は、1以上の分割転位工程の1以上のシグナルからの標的ポリヌクレオチド
の特徴決定を更に含む、標的ポリヌクレオチドの分割転位工程を調節する方法を提供する
。この特徴決定は、以下の1以上の同定を含むことができる：(1)標的ポリヌクレオチドの
配列；(2)標的ポリヌクレオチドの修飾；(3)標的ポリヌクレオチドの長さ；(4)標的ポリ
ヌクレオチドの同一性；(5)標的ポリヌクレオチドの給源；又は、(6)標的ポリヌクレオチ
ドの二次構造。
【０１５４】
　本開示はまた、方法が、電気ポテンシャルの差を含むポテンシャルの差を利用する、標
的ポリヌクレオチドの分割転位工程を調節する方法を提供する。分割転位工程により発生
したシグナルが、電気的シグナル又は光学的シグナルを含む、標的ポリヌクレオチドの分
割転位工程を調節する方法を更に提供する。加えて、電気的シグナルが、電流、電圧、ト
ンネル電流、抵抗、ポテンシャル、電圧、コンダクタンス、及び横方向電気的測定値から
選択された測定値である、標的ポリヌクレオチドの分割転位工程を調節する方法を更に提
供する。電気的シグナルはまた、細孔を通過する電気的電流であることができる。
【０１５５】
　基質濃度が、Hel308ヘリカーゼ基質のサブ飽和濃度である、標的ポリヌクレオチドの分
割転位工程を調節する方法をまた更に提供する。一部の実施態様において、参照濃度は、
Hel308ヘリカーゼ基質の飽和濃度である。別の態様において、基質濃度及び参照濃度の両
方は、Hel308ヘリカーゼ基質のサブ飽和濃度である。更にHel308ヘリカーゼ基質が、アデ
ノシン三リン酸(ATP)である、標的ポリヌクレオチドの分割転位工程を調節する方法をま
た更に提供する。
【０１５６】
　分割転位工程が、Hel308ヘリカーゼの完全転位サイクルの第一の分割転位工程又はHel3
08ヘリカーゼの完全転位サイクルの第二の分割転位工程を含む、標的ポリヌクレオチドの
分割転位工程を調節する方法をまた更に提供する。標的ポリヌクレオチドの転位は、細孔
を通じて転位するポリヌクレオチド上の加力の反対の方向であるか、又は細孔を通じて転
位するポリヌクレオチド上の加力の方向であることができる。
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【０１５７】
　また本開示により、標的ポリヌクレオチドの1以上のヌクレオチド残基が、完全転位サ
イクルから得られた単独の電気的シグナルを使用する1以上のヌクレオチドの特徴決定と
比べ50％より大きい精度で、完全転位サイクルの2つの分割工程から得られた電気的シグ
ナルを用いて特徴決定される、標的ポリヌクレオチドの分割転位工程を調節する方法を更
に提供する。本開示の方法の一部の態様において、標的ポリヌクレオチド中の1以上のヌ
クレオチド残基は、参照濃度と比べより低い基質濃度でより大きい精度で特徴決定される
。
【０１５８】
　加えて細孔が生物学的細孔である、標的ポリヌクレオチドの分割転位工程を調節する方
法を提供する。生物学的細孔は、ポリペプチド細孔又はポリヌクレオチド細孔であること
ができる。一部の態様において、ポリペプチド細孔は、5ヌクレオチド以下の狭窄ゾーン
を有する。他の態様において、ポリペプチド細孔は、マイコバクテリウム・スメグマチス
ポリンA(MspA)を含む。MspAは、配列番号:1のアミノ酸配列、又は配列番号:1との少なく
とも15％、少なくとも20％、少なくとも25％、少なくとも30％、少なくとも35％、少なく
とも40％、少なくとも45％、少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なく
とも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なく
とも90％、少なくとも95％、又は少なくとも99％の相同性を有するアミノ酸配列を有する
ことができる。
【０１５９】
　細孔が、固体状態の細孔又は生物学的及び固体状態のハイブリッド細孔である、標的ポ
リヌクレオチドの分割転位工程を調節する方法をまた更に提供する。生物学的及び固体状
態のハイブリッド細孔は、ポリペプチド－固体状態のハイブリッド細孔又はポリヌクレオ
チド－固体状態のハイブリッド細孔であることができる。
【０１６０】
　また本方法のHel308ヘリカーゼは、表1及び表2に示されたヘリカーゼ又はそれらの変種
である、標的ポリヌクレオチドの分割転位工程を調節する方法を提供する。標的ポリヌク
レオチドは、1本鎖、2本鎖、及び部分的2本鎖ポリヌクレオチドからなる群から選択され
る。
【０１６１】
　本開示は更に、標的ポリヌクレオチドを特徴決定するための組成物を提供する。この組
成物は、1mM未満のATPの溶液又はヌクレオチド類縁体の溶液中に含まれた、細孔、Hel308
ヘリカーゼ及び標的ポリヌクレオチドを含む。本組成物の一部の態様において、1mM未満
のATPの溶液は、0.1μM、1.0μM、10μM、100μM、0.5mM又は0.9mMのATPである。
【０１６２】
　本開示の組成物は、ポリヌクレオチドの特徴決定又は標的ポリヌクレオチド転位の分割
転位工程の調節のための本開示の方法において使用される、先に又は以下に説明された成
分のいずれかを含むことができる。例えば、組成物は、先に説明された細孔を含むことが
できる。本明細書に提供される内容及び指針に従い、細孔は、例えばポリペプチド細孔又
はポリヌクレオチド細孔などの生物学的細孔であることができる。或いは、細孔は、先に
説明された固体状態の細孔又はハイブリッド細孔であることができる。
【０１６３】
　加えて本組成物は、特徴決定のための標的ポリヌクレオチド、Hel308ヘリカーゼ及びHe
l308ヘリカーゼ基質を含むであろう。細孔のように、標的ポリヌクレオチド、Hel308ヘリ
カーゼ及びHel308ヘリカーゼ基質は、例証的ポリヌクレオチド、Hel308ヘリカーゼ、基質
及び本明細書に記載された変種及び類縁体、並びに当該技術分野において周知のもののい
ずれかであることができる。
【０１６４】
　従って本開示は、細孔が生物学的細孔である、標的ポリヌクレオチドを特徴決定するた
めの組成物を提供する。生物学的細孔は、ポリペプチド細孔又はポリヌクレオチド細孔で
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あることができる。ポリペプチド細孔は、5ヌクレオチド以下の狭窄ゾーンを有し、且つ
マイコバクテリウム・スメグマチスポリンA(MspA)であることができる。MspAは、配列番
号:1のアミノ酸配列、又は配列番号:1と少なくとも15％、少なくとも20％、少なくとも25
％、少なくとも30％、少なくとも35％、少なくとも40％、少なくとも45％、少なくとも50
％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75
％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、又は少なくと
も99％の相同性を有するアミノ酸配列を有する。
【０１６５】
　また細孔が固体状態の細孔である、標的ポリヌクレオチドを特徴決定するための組成物
を提供する。加えて、細孔が生物学的及び固体状態のハイブリッド細孔である、標的ポリ
ヌクレオチドを特徴決定するための組成物を提供する。生物学的及び固体状態のハイブリ
ッド細孔は、ポリペプチド－固体状態のハイブリッド細孔又はポリヌクレオチド-固体状
態のハイブリッド細孔であることができる。
【０１６６】
　Hel308ヘリカーゼが表1及び表2に示されたヘリカーゼ又はそれらの変種である、標的ポ
リヌクレオチドを特徴決定するための組成物を更に提供する。加えて、標的ポリヌクレオ
チドが、1本鎖、2本鎖、及び部分的2本鎖ポリヌクレオチドからなる群から選択される、
標的ポリヌクレオチドを特徴決定するための組成物を提供する。
【０１６７】
　本開示の様々な実施態様の活性に実質的に影響を及ぼさない修飾もまた、本明細書に提
供される開示の規定内に含まれることが理解される。従って、以下の実施例は、例証する
ことを意図し、本開示を限定するものではない。
【実施例】
【０１６８】
（実施例I：Hel308ヘリカーゼによる分割転位工程）
　実施例Iは、例証的Hel308ヘリカーゼにより観察された分割転位工程を説明している。
【０１６９】
　脂質二重層は、1,2-ジフィタノイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(Avanti Polar Lipid
s社)から形成した。この二重層は、テフロン中に水平方向に直径～20ミクロンの開口部が
広がっている。M2-NNN-MspAを、この二重層の基底側(grounded side)に、濃度～2.5ng/ml
で添加した。一旦単独の細孔が挿入されたならば、更なる挿入を避けるために、このコン
パートメントを実験用緩衝液でフラッシュした。Axopatch-200Bパッチクランプ増幅器(Ax
on Instruments社)で、180mVの二重層を横切る電圧を印加し、且つイオン電流を測定した
。類縁体シグナルは、4-極Besselフィルターにより50kHzで低域フィルターを通過させ、
その後低域フィルター周波数を5回デジタル化した。データ獲得は、LabWindows/CVI (Nat
ional Instruments社)により書かれた特注のソフトウェアにより制御した。二重層の両側
の～60μlコンパートメントは、0.3M KCl、1mM EDTA、1mM DTT、10mM MgCl2、及び10mM H
EPES/KOHで緩衝された実験用緩衝液(pH8.0)を含んだ。野生型Hel308 Tga又は野生型Phi29
ポリメラーゼのいずれかを、モーターとして使用した。Hel308 Tgaの存在下で、緩衝液に
、1mM ATPを補充した。Phi29の存在下で、緩衝液に、dCTP、dATP、dTTP及びdGTPの各々10
0μMを補充した。
【０１７０】
　図2A-2Cは、一部の実施態様に従う、Phi29ポリメラーゼとHel308 Tgaヘリカーゼの転位
事象の比較を示している。図2Aは、phi29 DNAポリメラーゼ(DNAP)で観察された転位工程
と比較した、Hel308 Tgaヘリカーゼで観察された分割転位工程を示している。転位するポ
リヌクレオチド
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【化３】

は、コレステロール-含有ポリヌクレオチド
【化４】

へハイブリダイズさせた。MspA-M2ナノポアを使用した。Hel308 Tgaヘリカーゼポリヌク
レオチド転位に関して認められたレベルの数は、phi29 DNAPについて認められたレベルの
数のほぼ2倍であった。トレース間に引かれた線は、対応するレベルを示す。phi29トレー
ス(上側)はコンセンサスであるのに対し、Hel308ヘリカーゼトレース(下側)は、測定され
た単独の転位事象である。コンセンサスとは、同じ配列由来の複数の読み値からの信頼で
きる検出されたレベルの組合せをいうことができる。かかる組合せは潜在的に、単回の読
み値よりもより信頼することができ、その理由はこれは、単-分子転位、例えば当該技術
分野において公知であるようなヌクレオチド「スキッピング」又はヌクレオチド「トグリ
ング(toggling)」などにより生じ得る誤差を必ずしも含まないからである。
【０１７１】
　図2Bは、分子モーターとしてHel308 Tgaヘリカーゼを使用し認められたものと、分子モ
ーターとしてPhi29ポリメラーゼを用いMspA-M2ナノポアを通じて転位する1本鎖ポリヌク
レオチド鋳型により生じる推定電流レベルとを比較した、Hel308 Tgaヘリカーゼにより認
められた分割転位工程を示す。転位するポリヌクレオチド

【化５】

は、コレステロール-含有ポリヌクレオチド
【化６】

へハイブリダイズさせた。phi29トレース(上側)は推定であるのに対し、Hel308ヘリカー
ゼトレース(下側)は、測定された転位事象である。コンセンサスのような推定は、単-分
子転位、例えば当該技術分野において公知であるようなヌクレオチド「スキッピング」又
はヌクレオチド「トグリング」などにより生じ得る誤差を、必ずしも含まない。推定とは
、先に収集された、k-mer表を基にシミュレートされたデータをいうことができる。Phi29
推定されたパターンは、1塩基につき完全工程を基にし、且つ予期することができるパタ
ーンの型が、完全工程分子モーターであることを図示している。比較すると、Hel308 Tga
ヘリカーゼは分割工程を有することが、明確に認められる。
【０１７２】
　図2Cは、phi29 DNAPにより認められた転位工程と比較した、Hel308 Tgaヘリカーゼによ
り認められた分割転位工程を示している。転位するポリヌクレオチド配列は、
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【化７】

である。この転位するポリヌクレオチドは、コレステロール-含有ポリヌクレオチド
【化８】

にハイブリダイズさせ、且つMspA-M2ナノポアを通過させた。単純な反復配列5’-CAT-3’
を使用し、反復パターンを示した。Hel308 Tgaヘリカーゼポリヌクレオチド転位に関して
認められたレベルの数は、phi29 DNAPについて認められたレベルの数の2倍であった。phi
29及びHel308ヘリカーゼの両トレースは、コンセンサストレースであった。コンセンサス
トレースの使用は、異なる分子モーター間の転位工程サイズの比較を促進することができ
、且つそうでなければ潜在的に解釈を複雑にするスキップ及びトグルなどのアーチファク
トを減少若しくは除去することができる。
【０１７３】
　いずれかの理論に結びつけられることを欲するものではないが、分割転位工程の更なる
説明において、「グリップ-ベースの」機序が提唱される。図3は、一部の実施態様に従う
、提唱された分割転位工程に関する「グリップ-ベースの」機序を示している。ポリヌク
レオチド(黒実線)は、ヘリカーゼ(塗りつぶし横線による形状)により結合されている。AT
P結合時(工程1)に、ヘリカーゼは、高次構造の変化を受ける(工程2)。ポリヌクレオチド
はヘリカーゼによりグリップされているので、ヘリカーゼに対するこのポリヌクレオチド
の位置は、必ずしも変化しない。ヘリカーゼ上の参照点(灰色三角)は、ヘリカーゼにより
グリップされたポリヌクレオチドに対して移動しない(グリップされたポリヌクレオチド
上の参照点、灰色四角を参照)。ヘリカーゼの高次構造の変化は、ヘリカーゼ-ポリヌクレ
オチド複合体を、ナノポアの上面に押し出し、それと共に細孔狭窄中のポリヌクレオチド
を引き寄せる(矢頭を持つ黒色線で指摘した黒色線)。第二のポリヌクレオチド参照点(白
色円)は、高次構造変化(工程2)時の細孔狭窄に対するポリヌクレオチド移動を示し、これ
は分割工程に関する測定された電流変化を生じる。最後に、ATPは、加水分解され、且つ
ヘリカーゼは、ポリヌクレオチドに沿って、転位する(工程3)。これは、ポリヌクレオチ
ドが、ヘリカーゼ及び細孔に対し、完全ヌクレオチドを移動することを引き起こす。まと
めると、第一の分割転位工程において、Hel308ヘリカーゼはATPに結合し、ヘリカーゼに
よりグリップされたポリヌクレオチドを引き寄せる高次構造変化を受け、且つ分割的な1
ヌクレオチドだけポリヌクレオチドをシフトし、これは次に測定可能な電流変化を生じる
。第二の分割転位工程において、ATPは加水分解され、且つHel308ヘリカーゼは、ナノポ
アを通る1ヌクレオチドの転位を完了する。他の機序は、この分割転位工程の知見を説明
するために適切に使用することができる。
【０１７４】
（実施例II：ATP濃度と分割転位工程の間の関係）
　実施例IIは、分割転位工程の滞在時間に対するATP濃度の作用を説明する。
【０１７５】
　分割転位工程の生化学的機序を更に解明するために、分割転位工程の滞在時間を、ATP
の変動する濃度下で試験した。シスウェル及びトランスウェルを、最初に400mM KCl、10m
M HEPESからなる緩衝液(pH8)で満たした。DPhPCからなる脂質二重層を、直径～25μmのテ
フロン細孔の上をヘキサデカン及び脂質の混合物で塗装することにより形成し、脂質二重
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層とテフロン細孔の間のギガオーム密封を確実にするために、コンダクタンス測定を行っ
た。全ての電気的測定は、シスウェル及びトランスウェルに接続したAg/AgCl電極対へ接
続した、Axopatch 200Bパッチクランプ増幅器を用いて行った。膜形成後、MspAナノポア
を、シスウェルへ注入し、そこで脂質二重層へのナノポア組込みを、コンダクタンス測定
によりモニタリングした。単独のナノポアの二重層への組込み時には、シスチャンバーは
、複数の細孔の挿入を防止するために、灌流した。次に1本鎖ポリヌクレオチドを、この
シスチャンバーへ最終濃度10nMで注入し、電圧をこの膜を横切って印加し、且つ細孔を通
じたポリヌクレオチド転位を、過渡電流反応により検出した。ポリヌクレオチド転位検出
時に、電圧は、0Vに設定し、且つ1mM MgCl2、115nM Hel308ヘリカーゼ、及び様々な濃度
のATP(10μM、30μM、100μM、及び1mM)を、シスウェルへ注入した。その後電圧を、保持
電位(0.01、0.1、及び1mM ATPに関して140mV；0.03mM ATPに関して180mV)に設定し、電流
を記録した。図14A-14Dに示したように、シスウェルへの注入前に、転位するポリヌクレ
オチド
【化９】

は、コレステロール-含有ポリヌクレオチド

【化１０】

へハイブリダイズさせた(本明細書別書により詳細に記載した)。この様式で、ポリヌクレ
オチドの5’末端は、ナノポアを通じて最初に転位され、次にHel308ヘリカーゼの処理に
より、ナノポアを通じて引き戻された。Axopatch増幅器は、50kHzのサンプリング速度で
及び低域フィルター10kHzにより、このシステムの電流反応を記録した。分割転位工程を
含む、ナノポアを通じたポリヌクレオチドのHel308ヘリカーゼ処理に起因した工程移行は
、この周波数範囲内で明確に同定可能であった。実験後、コンピュータアルゴリズムを使
用し、ポリヌクレオチド転位事象を同定した。隣接値間の統計学的有意性を決定するため
に当該技術分野において一般に公知であるスチューデントt-検定を用い、統計学的に有意
な電流レベルが、これらの転位事象内で同定された(更なる詳細は、Carterらの文献、本
明細書別所に引用、又はJohn E. Freundの文献、「数学的統計(Mathematical Statistics
)」、第5版、Prentice Hallを参照されたい)。この特定の配列から観察された電流に関し
て、処理されたヌクレオチドが存在するとして同定されたものよりも、ほぼ2倍多い統計
学的に有意な電流レベルが存在し、トポロジー(電流レベルのピーク及びトラフ)は、直接
観察により測定された場合、単-工程分子モーターに関するよりも、各ピーク間及び各ト
ラフ間で、ほぼ2倍多いレベルを有した。
【０１７６】
　実験誤差を減少するために、ナノポアを通じたポリヌクレオチド転位の持続期間のデー
タ解析を、ヌクレオチド転位の大きい解像度の領域において行った。鎖配列決定、及び特
にポリヌクレオチドのナノポア配列決定において脱塩基領域は、隣接ポリヌクレオチド配
列のシグナル-対-ノイズ比と比べ、ブロックされるイオン流れの有意差のために、比較的
高いシグナル-対-ノイズ比を生じ得る。この理由のために、脱塩基領域の近傍内の統計学
的に有意なレベルは、一部の隠された「ノイジー」効果によるよりも、ナノポアを通るヌ
クレオチド処理による可能性が潜在的により大きい。この理由のために、電流レベル持続
期間-ベースのデータ解析のために脱塩基電流ピークを取り巻き且つこれを含む27電流レ
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ベルの持続期間を選択した。
【０１７７】
　図4A及び図4Bは、一部の実施態様に従う、ATP濃度の分割転位工程の滞在時間に対する
例証的作用を示している。図4Aにおいて、分割転位工程によりナノポアを通じて転位する
ポリヌクレオチド配列からの脱塩基電流ピークの電流レベルを取り巻く電流レベルの包含
は、連続して1から27としてラベルされ、且つ持続期間の中央値をプロットした。
【０１７８】
　電流レベルは、隣接する電流値間の統計学的有意性を決定するために、スチューデント
t-検定を使用するアルゴリズムにより検出した(Carterらの文献、本明細書別所の引用を
参照されたい)。速度の閾値及びカイ二乗最小化を含む他の技術は、これを可能にし、こ
れらも全て、ヌクレオチド処理に関連した電流変化に関して、並びに画像処理における検
出工程に関して、当該技術分野において公知である。これらのレベルの各々に関連した持
続期間が存在し、且つ細孔を横切る同じ配列の複数のポリヌクレオチドにわたる同じレベ
ルの比較において、各レベルに関する持続期間の中央値を計算した。従ってこれらの持続
期間の中央値は、各レベルに関連した典型的持続期間の代表であった。しかし滞在時間の
指数分布のために、これらの滞在時間の時間定数は、それらのATP依存性のより良い指標
である。この理由のために、図4Bにおいて、偶数及び奇数レベルの持続期間ヒストグラム
(ここで「偶数」及び「奇数」は図4Aのレベルインデックスに関連している)は、指数関数
型減衰曲線(a×e-t/τ)にフィットし、且つ各々の時間定数を、プロットした。このレベ
ルの持続期間のヒストグラムは、毎ポリヌクレオチド-転位事象の各レベルの持続期間は
、同等のサイズのビン(equivalently-sized bins)へ組込むことにより、構築した。次に
これらのヒストグラムを、市販の曲線-フィッティングアルゴリズム(Matlab Curve Fitti
ng Toolbox)を使用しフィットさせ、このアルゴリズムは、指数関数型減衰モデルへデー
タをフィットするために最小二乗法を使用する。この方法は、残差の平方和を最小化し、
ここで残差は、データポイントとそのポイントに対しフィットした応答の間の差として規
定される。これは、データをパラメトリックモデルにフィットさせる上での標準技術であ
る。図4Bのエラーバーは、各フィットの95％信頼限界に対応している。
【０１７９】
　図4Bに示すように、偶数レベルに関する滞在時間は、ATP濃度の減少により増大するの
に対し、奇数レベルに関する滞在時間は、一定であり続ける。従って第一の分割転位工程
に対応している偶数レベルに関する滞在時間は、ATP結合に表面上は関連し、並びに指数
分布によりATP濃度に反比例するのに対し、第二の分割転位工程に対応している奇数レベ
ルに関する滞在時間は、ATP加水分解及びATP依存性に表面上は関連していた。
【０１８０】
（実施例III：ポリヌクレオチド配列決定における分割転位工程の有用性）
　実施例IIIは、完全転位サイクルの2つの分割転位工程から得られた電気的シグナルを使
用することによる、完全転位サイクルから得られた単独の電気的シグナルを使用するもの
と比べ、増大した配列決定精度を説明している。
【０１８１】
　MspA「リードヘッド」は、狭窄ゾーン内の4つのヌクレオチドの部分配列(4-mer)に対し
感受性があるので、MspAナノポアにおいて認められた全ての4-mer組合せに対応する電流
を測定する四量体マップから、電流トレースを生じた。4-mer組合せに対応する電流の測
定に関する更なる詳細については、Laszloらの文献、「天然DNAの長いナノポア配列決定
読み値の解読(Decoding long nanopore sequencing reads of natural DNA)」、Nature B
iotechnology 32: 829-833 (2014)を参照されたい。しかし異なる細孔は、狭窄ゾーン内
の異なる数のヌクレオチドに対し感受性があり得ることは、理解されるべきである。本実
施例において、配列決定精度は、以下に説明するように隠れマルコフモデル(HMM)結果を
、オリジナルのde Bruijn配列と比較することにより、決定した。図5に図示したような典
型的実験ノイズレベル(すなわち、～0.5-2pA、又はおよそ0.5～1.5pA)に関して、完全工
程を使用する再構築精度(菱形)は、分割工程(四角形)と比べ低下した。
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【０１８２】
　簡単に述べると、細孔を、先に説明された方法により確立した(Butlerらの文献、Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA, 105:20647-20652 (2008)；Manraoらの文献、PLoS ONE, 6:e2572
3 (2011))。簡単に述べると、脂質二重層を、1,2-ジフィタノイル-sn-グリセロール-3-ホ
スホコリン(Avanti Polar Lipids社)からのテフロン中に水平方向に直径～20ミクロンの
開口部を横切って形成した。この二重層の両側のコンパートメントは、10mM Hepes、pH8.
0、400mM KCl、1mM DTT、及び10mM MgCl2の実験用緩衝液を含んだ。Axopatch-200B(Axon 
Instruments社)を使用し、二重層を横切る電圧(140mV又は180mV)を印加し、且つイオン電
流を測定した。MspAを、基底側のシスコンパートメントへ、濃度～2.5ng/mlで添加した。
一旦単独のMspAタンパク質が、テフロン開口部へ挿入されたならば、更なる挿入を阻害又
は回避するために、シスコンパートメントは、実験用緩衝液でフラッシュした。全ての実
験は、23℃で行った。類縁体イオン電流シグナルは、4-極Besselフィルターにより、20kH
zで低域フィルターを通過させ、且つNational Instruments 6363デジタイザーを使用し、
100kHzでデジタル化した。データ獲得は、LabWindows/CVI(National Instruments社)で書
かれた特注のソフトウェアにより制御した。データは、Matlab(The Mathworks社)で書か
れた特注のソフトウェアにより解析した。その場合ATP濃度が10uM～1mMの範囲である、AT
P力価決定実験を除いて、ATPは典型的には、1mMで使用した。コレステロール-含有ポリヌ
クレオチドにハイブリダイズされた転位するポリヌクレオチドは、10nMで使用した。Hel3
08 Tgaヘリカーゼは、最終濃度115nMで使用した。ポリヌクレオチド及びATPを、シスチャ
ンバーへ添加し、引き続き最後にHel308 Tgaヘリカーゼを添加した。或いは当該技術分野
において周知のATP再生システムを、利用することができる。一つの実験システムは、2mM
 ATP、10mMクレアチンリン酸二ナトリウム塩、3.5U/mLクレアチンキナーゼ及び0.6U/mL無
機ピロホスファターゼを含む。
【０１８３】
　図5は、一部の実施態様に従う、様々なレベルの追加されたノイズによりインシリコで
生じた電流トレース(以下に説明)での、完全工程(菱形)及び1/2工程(四角形)に関する配
列決定再構築精度(隠れマルコフモデル(HMM))をプロットしている。図5は、de Bruijn配
列(256-mer)に関するモデル電流ブロックトレースのHMM/Viterbiアルゴリズム解析由来の
配列再構築精度を示している。一般的HMMアルゴリズムは、いくつかの観点において、Tim
pらの文献(Biophys J. 2012 May 16;102(10):L37-9. doi: 10.1016/j.bpj.2012.04.009)
に記載されたものに類似している。このアルゴリズムは、一連の観察された測定値から、
M「状態」の基礎となるセットを回復することができる。このアルゴリズムの基本形は、
確率の2つの実験で決定されたセットに頼っている：状態－状態「推移」確率、及び状態
－観察「出力」確率。測定は、工程i=1,2,3…NにおいてN個の測定値を生じる。1つの確率
セットは、所定のi回、及び状態Si(ここでSは、M状態のセット中の状態である)、後続の
状態Si+1(ここで、Si+1は、必ずしもSiではない)について、確率を説明する推移マトリク
スである。ナノポアシステムに関して、4ntに感受性があり、且つ4種の正準のヌクレオチ
ド(A,C,G,T)を試験しているナノポアは、44＝256状態を生じ、これは4ntの各組合せに対
応している。これらの状態の各々は、4つの隣接状態の一つへのみ推移することができる
。
【０１８４】
　図6Aは、一部の実施態様に従う、ポリヌクレオチドがモーター酵素により移動されるナ
ノポアにおいて配列を解読するためのHMMに必要な非-ゼロ確率を伴う状態推移を描いてい
る。このモーターは、phi29 DNAP又は1ヌクレオチド工程においてポリヌクレオチドを移
動する類似の酵素である。図6Bは、一部の実施態様に従う、ポリヌクレオチドがモーター
酵素により運動されるナノポアにおいて配列を解読するためのHMMに必要な非-ゼロ確率を
伴う状態推移を描いている。このモーターは、Hel308ヘリカーゼ又はポリマーの分割移動
を可能にする類似の酵素である。
【０１８５】
　このシステムの推移マトリクスに関する非-ゼロ推移確率を、単ヌクレオチド工程にお
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いて移動する酵素について、図6Aに図示している。この種の酵素を使用し、各ポリヌクレ
オチド状態又はn-merは、4隣接n-mer状態の1つへと進行しなければならない。1分割転位
工程を採用する酵素に関して、より多くの状態が存在するであろう。これに関して、所定
の完全-工程状態は、別の完全-工程状態を認めることができる前に、半-工程(又は分割-
工程)状態へと進行しなければならない。従って、より多くの識別できる経路により利用
可能なより多くの状態が存在し、結果的にポリヌクレオチド特徴決定の精度を補助する。
【０１８６】
　状態の数は、q×4n+1によりもたらされ、ここでnは、ナノポアのリードサイズであり、
並びにqは、完全転位サイクルを完了するために必要とされる工程の数である。Hel308ヘ
リカーゼ及びM2-NNN MspAにより認められるような、q＝2及びn＝4に関して、2048状態が
存在する。推移確率マトリクスは、分割ヌクレオチド工程において移動する酵素に関して
、図6Bに図解している。完全状態に対応する各状態は、1024の「半状態」又は「分割状態
」のわずかに1つに推移することができるが、半(又は分割)状態の各々は、ナノポアのリ
ードヘッド内の新たなものに対応している、4つの異なる状態に推移することができる。H
MM解読アルゴリズムに関して、別の確率セットが使用される：時点tでの電流測定値Ctが
、状態Siに属する確率。この確率のセットは、実験により決定されるか、又は先の実験知
見から推定される。かかる推定は、Laszloらの文献(2014(本明細書別所に引用))に開示さ
れたようなアラインメントアルゴリズムの反復適用によるか、又はHMMの最大の予測によ
り、達成することができる。分割転位工程の有用性を評価するために、分割ヌクレオチド
工程による酵素に関する配列決定精度を、単ヌクレオチド工程による酵素のそれと比較し
た。HMM Viterbi解読アルゴリズムを、MATLABにおいて実行される特注のソフトウェアに
より実行し、且つインシリコ実験における10モンテカルロシミュレーションを、各条件に
ついて生じた。配列決定の平均及び標準偏差は、これらの100モンテカルロシミュレーシ
ョンの平均値及び標準偏差から得た。電流レベルは、Manraoの文献(2012(本明細書別所に
引用))からの結果を基に作製した。ガウスノイズを付加し、ガウス幅は、図5のX-軸上に
示された値により生じ、配列再構築に使用したインシリコで観察された電流値をシフトさ
せ、且つ典型的ナノポア配列決定実験は、平均レベルにおいて、約1pArmsの変動を有する
。幅0.5pAを持つ追加されたガウスシフトに関して、分割及び完全の両工程の再構築は、1
00％に相応する配列決定精度を生じた。0.5pAを上回る幅を持つ追加されたガウスシフト
を上回ると、分割転位工程の配列決定精度は、非-分割転位工程に関する配列決定精度よ
りも大きかった。従って、分割転位工程の余分な情報は、0.5pAよりも大きいガウスノイ
ズが平均電流レベルに付加される場合に、増強された配列再構築精度を提供又は付与する
。
【０１８７】
　ノイズ変動に加え、酵素の確率論的移動により引き起こされたスキップされたレベルは
、配列決定精度を低下するか又は低下すると予想することができる。この精度の減少は、
隣接四量体のヌクレオチドパターンの再読み取りにより、部分的に相殺されるか又は相殺
することができる。追加された分割転位工程により、ヌクレオチドパターンの追加の再読
み取りが存在する。例えば所定のk-merに関する情報は、隣接する分割工程中に含まれ、
そのためk-merは、これらの隣接する分割工程の間に、「再読み取り」される。例えば4-
ヌクレオチド-感受性リードヘッドを持つナノポアを通じて、配列ATCGTCを有するポリヌ
クレオチドが分割に転位されると仮定する。いずれかの理論に結びつけられることを欲す
るものではないが、完全-工程を辿る(stepping)モーターに関して、CとGの間の領域がリ
ードヘッドの中心である場合、4-mer TCGTは、唯一の読みである(すなわち、先行する「
工程」は、リードヘッドの中心に「TC」を有し、且つATCGのみが読み取られ；後続の工程
は、リードヘッドの中心に「GT」を有し、且つCGTCのみが読み取られる)。従って、TCGT
読み取り工程が、このモーターによりスキップされる場合、その特定の4-merに関する情
報は、これまで測定されていない。しかし、いずれかの理論に結びつけられることを欲す
るものではないが、Hel308ヘリカーゼなどの分割-工程を辿るモーターにより、完全工程
時には、2つの隣接するヌクレオチド間の領域は、リードヘッドの中心であることができ
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るが、他方分割工程時には、単独ヌクレオチドが、リードヘッドの中心であることができ
る。そのため前述のポリヌクレオチドの「CG」がリードヘッドの中心である場合、完全-
工程を辿る場合と同じように、TCGTが読み取られる。先行する分割工程は、リードヘッド
の中心にCのみを有することができ、且つATCGTに関する情報を読み取ることができ；後続
の分割工程は、リードヘッドの中心にGのみを有することができ、且つTCGTCに関する情報
を読み取ることができる。「TCGT」に関する情報は、分割工程を辿る場合に3回及び完全-
工程を辿る場合にわずかに1回読み取ることができるので、モーターが完全-工程を辿る場
合には恐らく真ではないことに関する工程をスキップしたとしても、4-merのこの追加の
「再読み取り」は、TCGTに関して情報が得られることを可能にし得る。除かれたレベルの
全ての画分に関して、2～8％の配列決定精度の向上が存在する。これは、電流レベルのラ
ンダム除去を実行する、インシリコモンテカルロシミュレーションにおいて追加的に示さ
れた。結論として、ナノポア配列決定実験において認められる誤差モードに関して、配列
決定精度の堅固な増加が存在した。図10、図11及び図12は、それにより追加的分割転位工
程情報を、配列精度を改善するために使用することができるスキームを描いている。これ
らのスキームは更に、実施例VIにおいて以下に例示される。説明されたスキームは、例証
的使用であり、限定されることを意図するものではない。
【０１８８】
（実施例IV：パターンマッチングにおける分割転位工程の有用性）
　実施例IVは、公知のアルゴリズムを使用するレベルを同定するための分割転位工程の例
証的使用について説明する。Needleman-Wunschアラインメントなどの動的プログラミング
アルゴリズムを使用し、追加のレベルが、多くのレベル内パターンを正確に見出す助けを
提供した。Needleman Wunscheアラインメントアルゴリズムに関する更なる詳細について
は、Durbinらの文献、「生物学的配列解析(Biological Sequence Analysis)」、11版(Cam
bridge University Press社、ケンブリッジ、英国、2006)を参照されたい。加えて又は代
わりに、レベル持続期間を使用する、レベル電流平均値、レベル電流標準偏差、又はレベ
ル分布は、パターンマッチング精度を更に増強することができる。本実施例において、Ne
edleman Wunschアラインメントアルゴリズムを使用し、1000塩基配列に対応するレベル内
に包埋された15-塩基配列に対応するレベルを同定した。以下の使用を、比較した：(1)完
全ヌクレオチド移動に対応するレベル；(2)2つの半(又は分割)工程移動に対応するレベル
；(3)2つの半-工程(又は分割-工程)移動に対応するレベル及び持続期間。知見は、変動す
る幅のガウス分布から作製されたランダム値により生じた値だけシフトされたレベルによ
る、10モンテカルロシミュレーションにより、インシリコで作製した。結果は、図7に示
し、ここでは一部の実施態様に従う、ガウスシフトの関数として認められる電流パターン
の予想された精度を描いている。アラインメント精度の平均及び標準偏差は、10モンテカ
ルロシミュレーションの平均及び標準偏差から出した。図7において、菱形は、完全ヌク
レオチド工程を有するモーターを描き、並びに円形は、分割転位工程を有するモーターを
描き、並びに四角形は、持続期間値と組合せた分割転位工程を有するモーターを描いてい
る。簡単に述べると、15-ヌクレオチドに対応するレベルパターンを、ランダム1000-ヌク
レオチド配列に対応するレベルパターン内に包埋した。レベルは、phi29 DNAPなどの完全
ヌクレオチド工程(菱形)を伴うモーター(完全転位工程のみ)、又はHel308ヘリカーゼなど
の分割転位工程を伴うモーター(円形)のいずれかに対応した。マッチを更に改善するため
に、持続期間を、電流値に加えて使用した(四角形)。図7の結果から、ノイズの増加に関
して、分割転位工程移動を使用するアルゴリズムに関して、マッチングの品質は、かなり
大きいことを理解することができる。マッチング品質は、持続期間値も使用される場合に
、更に改善された。Needleman Wunschアルゴリズムによりレベルをマッチするために、入
力レベル類似性測定、又はスコア化を、レベルを比較するために使用した。本試験におい
て、スチューデントt-検定を利用し、電流レベルを比較した。2つの持続期間の類似性を
比較(スコア化)するために、持続期間の自然対数の差異を決定し、且つスチューデントt-
検定によりもたらされたスコアに加算した。用語「スコア」は、Needleman Wunschアルゴ
リズムの命名において規定することができる。これらのスコア化関数は、シグナルレベル
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(例えば電流値)及び持続期間を比較するために使用することができる方法の非限定的例を
表している。
【０１８９】
（実施例V：ヘリカーゼ分割工程の調節）
　実施例Vは、Hel308ヘリカーゼ滞在時間を変動するために、変動する反応成分の使用を
例示している。
【０１９０】
　図8は、一部の実施態様に従う、ピロリン酸の変動する濃度による、Hel308ヘリカーゼ
活性の例証的調節を示している。図9は、一部の実施態様に従う、ヌクレオチドインヒビ
ターのオルトバナジウム酸ナトリウムによる、及びヌクレオチド類縁体のアデノシン5’-
(β,γ-イミド)三リン酸リチウム塩水和物による、Hel308ヘリカーゼ活性の例証的調節を
示している。
【０１９１】
　Hel308ヘリカーゼ活性は、ピロリン酸濃度を増加することにより、調節された。簡単に
述べると、反応条件は、0～50mMの範囲の様々な濃度のピロリン酸、例えば0mM(対照)、5m
M、10mM、20mM、30mM、40mM、及び50mMを包含する、実施例IIIに説明されたものであった
。結果は、図8に示し、これはピロリン酸の存在しないヘリカーゼ活性(対照)と比較した
ヘリカーゼ活性の割合(％)を示している。5mM及び10mMのピロリン酸濃度は、対照の75％
よりも多いヘリカーゼ活性の低下を生じた。10mMよりも大きいピロリン酸濃度は、ヘリカ
ーゼ活性の、結果的にヘリカーゼ滞在時間の更なる減少を生じた。蛍光アッセイを使用し
、ヘリカーゼの二重鎖DNAをほどく能力をモニタリングした。49-nt FRETポリヌクレオチ
ド(最終濃度50nM)は、5’フルオレセイン基(/FAM/)を含んだ。40-nt消光剤-含有ポリヌク
レオチド(最終50nM)は、蛍光消光剤Black Hole消光剤(/BHQ1/)を含んだ。これら2種のポ
リヌクレオチドは、当該技術分野において周知の方法を用い、ポリヌクレオチドをそれら
の融解温度75℃まで加熱し、室温までゆっくり冷却することにより、一緒にハイブリダイ
ズさせた。この二重鎖は、3’→5’ヘリカーゼがそれに結合し得る、9-塩基の3’側オー
バーハングを含んだ。40-nt消光剤-含有ポリヌクレオチドと100％相補的である相補的FRE
T 40-ntポリヌクレオチドは、最低でも10倍モル過剰に存在した。消光剤及び発蛍光団は
最初に密接しているので、蛍光は消光された。ヘリカーゼが二重鎖DNAをほどくことを基
に、40-nt消光剤-含有ポリヌクレオチドは、49-nt FRETポリヌクレオチドへ再結合するよ
りも、相補的FRET 40-ntポリヌクレオチドへ結合する可能性が高まり始めた。従って新た
な1本鎖49-nt FRETポリヌクレオチドは、好適な励起光源の存在下で、発蛍光された。こ
のアッセイ緩衝液は、10mM HEPES、pH8.0、400mM KCl、1mM MgCl2、1mM DTT、1mM ATPを
含んだ。この反応は、蛍光を読み取る前に室温で20分間継続させた。
【０１９２】
　Hel308ヘリカーゼ活性、従って滞在時間はまた、それぞれヌクレオチドインヒビター又
は類縁体であるオルトバナジウム酸ナトリウム及びアデノシン5’-(β,γ-イミド)三リン
酸リチウム塩水和物のいずれかの存在下で減少されることが示された。簡単に述べると、
反応条件は、5mMのインヒビター又は類縁体濃度で、オルトバナジウム酸ナトリウム(図9
の“オルトバナジウム酸Na”)又はアデノシン5’-(β,γ-イミド)三リン酸リチウム塩水
和物(図9の“AMP-PNP”)いずれかを含有する、実施例IIIに説明したものであった。結果
は、図9に示し、これは、ヌクレオチドインヒビター又は類縁体の非存在でのヘリカーゼ
活性(対照)と比較したヘリカーゼ活性の割合(％)を示している。濃度5mMのインヒビター
又は類縁体は、対照の85％よりも多いヘリカーゼ活性の低下を生じ、従って、ヘリカーゼ
滞在時間、又はヘリカーゼがDNAに沿って移動するのに要する時間を増加すると予想する
ことができる。例えば、滞在時間の増加は、分割工程の時間を延長することができ、結果
的にシグナルの獲得時間をより長くすることができる。
【０１９３】
（実施例VI：配列決定精度を向上するための分割工程情報の処理法）
　実施例VIは、配列決定精度を向上するための分割転位工程から得られる追加情報の3つ
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の処理方法を例証している。
【０１９４】
　図10は、電流レベル及び持続期間の情報を使用する、分割転位工程から得られた追加情
報の処理方法を例示している。この方法は、2つの独立した配列読み値に適用することが
できる。このスキームを使用し、電流トレースは、工程検出アルゴリズムに供され、そこ
では電流レベル及びこれらのレベルの持続期間が認められる。少なくとも部分的にこれら
のレベルに関する持続期間を基にし、2つの状態のHMMは、完全工程(長い)として又は半(
若しくは分割)工程(短い)としてのレベル、又はこれらの知見内のスキップの可能性を同
定する。これらの同定された長い及び短い工程並びにスキップ情報は次に、HMM、Viterbi
、又はパターンマッチングアルゴリズム、若しくはそれらの好適な組合せにより使用され
、2つの状態型(各々、完全工程及び半(又は分割)工程レベルに対応する、長い及び短い)
について個別に、ポリヌクレオチド配列を再構築する。呼び出された配列は次に、比較さ
れ、並びに例えば、HMM、Viterbi、又はパターンマッチングアルゴリズムを調節すること
により、ポリヌクレオチド配列決定精度を向上するために使用される。アラインメントを
使用し、2つの独立した配列読み値のマッチングの悪い位置を同定することができる。
【０１９５】
　図11は、電流レベル及び持続期間の情報を使用する、分割転位工程から得られた追加情
報を処理する例証的方法を図示している。この方法は、2つの同時の配列読み値に適用す
ることができる。この方法において、電流トレースは最初に工程検出アルゴリズムに供さ
れ、それらのレベルを認める。その後平均(又は中央値)レベル電流値及び各レベルの持続
期間を、二次元HMM、Viterbi、又はパターンマッチングアルゴリズム、若しくはそれらの
好適な組合せに、対として入力し、これらのアルゴリズムは、持続期間及び電流値を試験
し、且つ半(又は分割)状態及び完全状態の最適配列を推定するか若しくは呼び出す。この
技術において、HMM出力確率は、二次元である：Pi(出力t)＝Pi(curt,durt)＝Pi(curt)×P

i(durt)、式中iは、ポリヌクレオチドの長い工程又は短い(分割)転位工程に対応する「状
態」であり、並びにcurt及びdurtは、各々、t番目のレベル電流及びレベル持続期間であ
る。この二次元HMMは、長いレベル(完全状態)に関するコンセンサスマップ及び確率分布
、並びに短いレベル(半(若しくは分割)状態)に関するコンセンサスマップ及び確率分布の
入力として採用することができる。二次元HMMは、ヌクレオチド配列の呼び出しの出力と
して提供することができる。
【０１９６】
　図12は、電流トレースを直接使用する、分割転位工程から得られた追加情報を処理する
例証的方法を図示している。この方法は、持続期間情報の使用を伴う又は伴わずに適用す
ることができる。持続期間情報の使用を参照し、この方法において、電流トレースは、持
続期間-依存型HMMにより直接分析される。この型のHMMにおいて、レベルの持続期間は、
最も可能性のある配列及び完全又は半(若しくは分割)工程状態と同時に決定される。状態
が、2つの時間反復の間で変化されずにある場合は、所定の状態に関する持続期間は増加
するであろう。その後この持続期間は、その状態が完全状態又は分割状態のいずれである
かの評価を向上するために使用される。
【０１９７】
（実施例VII：配列決定精度を向上するための分割工程情報を処理する追加方法）
　実施例VIIは、配列決定精度を向上するための分割工程情報を処理する追加の例証的方
法を説明する。
【０１９８】
　隠れマルコフモデル(HMM)及びViterbiアルゴリズムは、単-工程分子モーターを使用す
る、ナノポアを通じて転位するポリヌクレオチドからのシグナルを基にした塩基-呼び出
しのために、これまで使用されてきた。更なる詳細については、Timpらの文献、「Viterb
iアルゴリズムを使用するナノポアからのDNA塩基-呼び出し(DNA Base-Calling from a Na
nopore Using a Viterbi Algorithm)」、Biophysical Journal 102: L37-L39 (May 2012)
を参照されたい。図19Aは、例えば所定のシグナルレベルが、例えばポリメラーゼ又はヘ
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リカーゼによる細孔を通じた1ヌクレオチドの転位に対応しているような、細孔を通じた
ポリヌクレオチドの単-工程転位からのシグナルを特徴決定するために使用した、例証的
隠れマルコフモデル(HMM)の態様を概略的に図示している。本明細書別所記載のように、
シグナルレベルは、細孔の狭窄内の単ヌクレオチドの存在に必ずしも対応していないが、
代わりに、複数のヌクレオチド、例えば2、3、4、5、6、7、8、9、10又は10よりも多いヌ
クレオチドを含む、「ワード」の存在に対応することができる。このような「ワード」は
また、「k-mer」と称することができる。図19Aに例示された実施態様において、「ワード
」又は「k-mer」は、細孔の狭窄中の4個のヌクレオチドの存在を基にしたシグナルレベル
に対応している、4ヌクレオチド長であるか、又は「四量体」若しくは「4-mer」である。
【０１９９】
　図19Aにおいて、細孔を通じて転位するポリヌクレオチドの所定の位置iについて、細孔
の狭窄内の所定の四量体は、4個のヌクレオチドの可能な組合せ、例えばAAAA、AAAC、AAA
G、AAAT、・・・TTTTを含むことができることが示されている。その四量体を独自に同定
することは、かかる四量体に対応するシグナルレベルを基に必ずしも可能ではない。例え
ば、2つの異なる四量体、例えば予想された配列内に互いに隣接する2つの異なる四量体は
、他方に対し同じシグナルレベルを有する可能性がある。Timpは、特定のトリプレットが
他方と同じシグナルレベルを有することが認められることを基にし、従ってそのトリプレ
ットに対応する電流レベルのみを基にした、トリプレット中の塩基のヌクレオチド塩基呼
び出しを阻害する、DNAトリプレット(3-mer)に関する例証的電流値を明らかにしている。
いくつかの四量体(及びより一般的にはいくつかのk-mer)は、他方から識別不可能なシグ
ナルレベルを有し得、従って4-mer又はk-merのそれに対応する電流レベルのみを基にした
その四量体又はk-merにおける塩基のヌクレオチド塩基呼び出しを阻害することは、理解
されるべきである。従って、HMMの専門用語を使用し、シグナルレベルの知見を基に互い
に識別不可能であるかかる四量体又はk-merの塩基は、「隠れ状態」としてモデル化する
ことができる。
【０２００】
　細孔狭窄内のポリヌクレオチドの他の単-工程位置の知見を基にした追加情報を、その
四量体又はk-mer中の塩基を精確に同定する尤度、従って「隠れ状態」を精確に同定する
尤度を増大するために、使用することができる。例えば図19Aにおいて、細孔を通じて転
位しているポリヌクレオチドの次の位置i+1について、位置iの最後の3個のヌクレオチド
は、位置i+1の最初の3個のヌクレオチドに対応するので、細孔の狭窄内の所定の四量体は
、4つのヌクレオチドの特定の可能な組合せのみを有することができることも認めること
ができる。従って、i状態及びi+1状態に関するシグナルの測定値は、i位置及びi+1位置の
(又は同等に、i-1位置及びi位置の)一方又は両方に存在する四量体を正確に同定する尤度
を増大するために使用することができる。例えば、ポリヌクレオチドの位置iに対応する
配列AAAAを基に、4つの配列AAAA、AAAC、AAAG、及びAAATのみが、位置i+1において利用可
能である。位置i+1での利用可能な4つの配列は、位置iでの各可能性のある配列に関して
容易に同定することができる。同様に、ポリヌクレオチドの位置i+1での配列を基に、ポ
リヌクレオチドの位置i+2で利用可能な4つの配列は、容易に同定することができる。単工
程モーターに関するViterbiアルゴリズムでは、シグナルレベルと位置i、i+1、i+2、・・
・i+nの間に1-対-1の対応が存在する(ここでnは、ポリヌクレオチドにおけるヌクレオチ
ドの数である)が、これは、L = {l1, l2, …ln}の順序付けられたレベルのセットからの
シグナルを表すことができる。ポリヌクレオチドの位置iに対応している、各レベルliは
、そのシグナルレベルの平均(meani)、そのシグナルレベルの標準偏差(stdi)、又はその
シグナルレベルの持続期間(duri)の1以上として表すことができる。可能な四量体のセッ
トは、prev(q)= {q1, q2, …q4} として表すことができ、これはポリヌクレオチドのこの
位置(i位置)に対応する四量体がqである場合の、ポリヌクレオチドの先の位置(i-1位置)
に対応する四量体の可能性のある値を規定している。例えば、prev(AACC) = {AAAC, CAAC
, GAAC, TAAC}である。j番目に観察されたレベルに対応する観察されたシグナルレベルOj
iを基に、所定の四量体qが位置iに存在する尤度スコアは、下記式で表すことができ：
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【数１】

式中、s(li｜q)は、所定の四量体qで、レベルliを観察する尤度を表す判定(award)に対応
し、InsPenは、挿入ペナルティ(観察されたシグナルレベルに対応するが、ポリヌクレオ
チドの四量体には対応しない、ペナルティ)であり、並びにDelPenは、欠失ペナルティ(ポ
リヌクレオチドにおける四量体に対応するが、対応するシグナルレベルを有さない、ペナ
ルティ)である。
【０２０１】
　図19Bは、一部の実施態様に従う、Hel308ヘリカーゼを使用する、細孔を通じたポリヌ
クレオチドの分割工程転位からのシグナルを特徴決定するために使用した、例証的HMMの
態様を概略的に図示している。図19Bにおいて、細孔を通じて転位するポリヌクレオチド
の所定の位置iについて、細孔の狭窄内の所定の四量体は、4個のヌクレオチドの可能な組
合せのいずれかを、例えばAAAA、AAAC、AAAG、AAAT、・・・TTTTを含むことができること
を再度認めることができる。細孔狭窄内のポリヌクレオチドの分割-工程位置、並びに他
の単-工程位置の観察を基にした追加情報を、四量体又はk-mer中の塩基を精確に同定する
尤度、従って単-工程位置単独のみの使用に対し改善された精度を伴う「隠れ状態」を精
確に同定する尤度を増大するために、使用することができる。
【０２０２】
　例えば、図19Bにおいて、分割工程モーターに関して、細孔を通じて転位しているポリ
ヌクレオチドの次の位置は、「i分割」であり、且つそこで位置iの最後の3個のヌクレオ
チドは、位置「i分割」の最初の3個のヌクレオチドに対応するので、細孔の狭窄内の所定
の四量体は、4つのヌクレオチドの特定の可能な組合せのみを有することができることも
認めることができる。従ってi状態及びi分割状態に関するシグナルの測定値は、存在する
四量体を正確に同定する尤度を増大するために使用することができる。例えば、ポリヌク
レオチドの位置iに対応する配列AAAAを基に、4つの配列AAAA、AAAC、AAAG、及びAAATのみ
が、位置i分割について利用可能である。位置i分割での利用可能な4つの配列は、位置iで
の各可能性のある配列に関して容易に同定することができる。
【０２０３】
　加えて図19Bにおいて、i分割の直後に続く位置である細孔を通じて転位しているポリヌ
クレオチドの次の位置i+1完全について、位置i+1完全の4個のヌクレオチドは、位置i分割
と同じヌクレオチドに対応するので、細孔の狭窄内の所定の四量体は、一つの可能な配列
のみを有することができることも認めることができる。従って、i位置、i分割位置及びi+
1完全位置に対応するシグナルの測定値は、i位置、i分割位置及びi+1完全位置の一部又は
全て(又は同等に、i-1位置及びi位置)に存在する四量体を正確に同定する尤度を増大する
ために使用することができる。例えば、ポリヌクレオチドの位置iに対応する配列AAAAを
基に、4つの配列AAAA、AAAC、AAAG、及びAAATのみが、位置i分割及びi+1完全について利
用可能である。分割工程モーターに関する改変されたViterbiアルゴリズムでは、シグナ
ルレベルと分割工程及び完全工程の両方の位置i、i分割、i+1完全、i+1分割、i+2完全、i
+2分割、・・・i+n分割、i+n完全の間に対応が存在する(ここでnは、ポリヌクレオチドに
おけるヌクレオチドの数である)が、これは、レベルのセットとしてシグナルレベルlを表
すことができる。図19Aに関する先の考察と同様に、i完全又はi分割位置に対応している
、各シグナルレベルliは、そのシグナルレベルの平均(meani)、そのシグナルレベルの標
準偏差(stdi)、又はそのシグナルレベルの持続期間(duri)の1以上として表すことができ
る。電流分割転位工程での四量体qを考慮し、先の完全転位性工程に対応する可能性のあ
る四量体のセットはprev(q)={q1, q2, …q4}として規定することができる。例えば、
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prev(AACC) = {AAAC, CAAC, GAAC, TAAC}。
【０２０４】
　位置iに対応する観察されたシグナルレベルliを基に、完全転位状態に対応する配置に
関して位置iに存在する所定の四量体qに関する尤度スコアscoref、及び半(又は分割)転位
状態に対応する配置に関して位置iに存在する所定の四量体qに関する尤度スコアscorehは
、下記式で表すことができ：
【数２】

式中、sf(li｜q)は、完全転位状態の所定の四量体qで、レベルliを観察する尤度を表す判
定に対応し、sh(li｜p,q)は、分割転位状態の所定の四量体q及び先の四量体pで、レベルl

iを観察する尤度を表す判定に対応し、InsPenは、挿入ペナルティ(観察されたシグナルレ
ベルに対応するが、ポリヌクレオチドの四量体には対応しない、ペナルティ)であり、並
びにDelPenは、欠失ペナルティ(ポリヌクレオチドにおける四量体に対応するが、対応す
るシグナルレベルを有さない、ペナルティ)である。
【０２０５】
　加えて、動的プログラミングを、分割工程分子モーター(Hel308ヘリカーゼなど)に関す
るパターンマッチングのために、使用することができる。動的パターンマッチングは、単
-工程分子モーターについて、Laszloらの文献、「天然DNAの長いナノポア配列決定読み値
の解読(Decoding long nanopore sequencing reads of natural DNA)」、Nature Biotech
nology 32: 829-833 (2014)に説明されている。例えば、単-工程分子モーターについて、
シグナルレベルlは、レベルのセットL = {l1, l2, …ln}として表すことができ、ここで
ポリヌクレオチドの完全転位工程位置に対応する各シグナルレベルliは、そのシグナルレ
ベルの平均(meani)、そのシグナルレベルの標準偏差(stdi)、又はそのシグナルレベルの
持続期間(duri)の1以上として表すことができる。観察されたシグナルレベルliを基に、
測定された所定の四量体qjに関する尤度スコアは、下記式で表すことができ：
【数３】

式中、iは、レベル配列の位置を表し；jは、DNA配列中の位置を表し、四量体qjの最後の
塩基は、位置jでの塩基であり；score(i,j)は、レベルl1…・・・liと、四量体q1・・・q

jの間のマッチの程度であり；s(li｜qj)は、所定の四量体qjで、レベルliを観察する尤度
を表す判定に対応し；InsPenは、挿入ペナルティ(観察されたシグナルレベルに対応する
が、ポリヌクレオチドの四量体には対応しない、ペナルティ)であり；DelPenは、欠失ペ
ナルティ(ポリヌクレオチドにおける四量体に対応するが、対応するシグナルレベルを有
さない、ペナルティ)である。
【０２０６】
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　Hel308などの分割-工程分子モーターに関して、シグナルレベルlは、レベルのセットL 
= {l1, l2, …ln}として表すことができ、ここでポリヌクレオチドのi完全位置又はi分割
位置に対応する各シグナルレベルliは、そのシグナルレベルの平均(meani)、そのシグナ
ルレベルの標準偏差(stdi)、又はそのシグナルレベルの持続期間(duri)の1以上として表
すことができる。観察されたシグナルレベルliを基に、完全転位状態に対応して測定され
た所定の四量体qjに関する尤度スコアscoref、及び半(又は分割)転位状態に対応して測定
された所定の四量体qjに関する尤度スコアscorehは、下記式で表すことができ：
【数４】

式中、iは、レベル配列の位置を表し；jは、DNA配列中の位置を表し、四量体qjの最後の
塩基は、位置jでの塩基であり；scoref(i,j)及びscoreh(i,j)は、レベルl1…・・・liと
、四量体q1・・・qjの間のマッチの程度であり、各々、完全状態又は分割状態を仮定し；
sf(li｜qj)及びsh(li｜qj)は、各々、完全状態及び分割状態における所定の四量体qjで、
レベルliを観察する尤度を表す判定に対応し；InsPenは、挿入ペナルティ(観察されたシ
グナルレベルに対応するが、ポリヌクレオチドの四量体には対応しない、ペナルティ)で
あり；DelPenは、欠失ペナルティ(ポリヌクレオチドにおける四量体に対応するが、対応
するシグナルレベルを有さない、ペナルティ)である。
【０２０７】
　ここで分割工程を使用するデノボ配列決定結果のいくつかの例を、図20Aを参照し説明
する。75種の500-merポリヌクレオチドのライブラリーを、ヒトDNAを基に作製し、ナノポ
アデータを、実施例II及びIIIを参照し、本明細書別所記載と同様に収集した。このデー
タを基にしたヌクレオチド塩基-呼び出しを、先に式(2)及び式(3)を用いて説明した改変V
iterbiアルゴリズムを用いて解析した。次に塩基-呼び出し配列を、その75種は真の500-m
erであり、且つその75種は「デコイ」又は「ダミー」500-mer配列である、150種の500-me
rのセットと整列した。図20Aは、アラインメントの精度の関数として読み値の長さを図示
する(Kielbasaらの文献、「適応シーズに従うゲノム配列比較(Adaptive seeds tame geno
mic sequence comparison)」、Genome Research21: 487-493 (2011)に説明されたようなL
ASTALアライナーを使用)が、この図において、白菱形は、塩基-呼び出し配列が、正確な(
“標的”)配列に整列されている結果に対応し、並びに黒菱形は、塩基-呼び出し配列が、
「デコイ」又は「ダミー」配列に整列されている結果に対応している。図20Aから、約200
塩基対よりも大きい読み値の長さについて、約60％よりも大きい精度を得ることができる
ことを理解することができる。この精度は、DNAの両鎖の読み取りなど、公知の技術を使
用し、更に増大することができる可能性がある。
【０２０８】
　ここで分割工程を使用するパターンマッチング結果のいくつかの例を、図20B-20Cを参
照し説明する。図20Aを参照し先に説明したものと同じ、75種の500-merポリヌクレオチド
のライブラリー及び同じ実験プロトコールを使用した。このデータを基にしたヌクレオチ
ド塩基-呼び出しを、先に式(5)及び(6)を用いて説明したパターンマッチングに関する動
的プログラミングを用いて解析した。次に塩基-呼び出し配列を、その75種は真の500-mer
であり、且つその75種は「デコイ」又は「ダミー」500-mer配列である、150種の500-mer
のセットと整列した。図20Bは、アラインメントスコアの関数としてアラインメントサイ
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配列に整列されている結果に対応し、並びに黒菱形は、塩基-呼び出し配列が、「デコイ
」又は「ダミー」配列に整列されている結果に対応している。図20Bから、約40よりも大
きいアラインメントスコアを、約200塩基対よりも大きいアラインメントサイズについて
得ることができることを理解することができる。図20Cも、アラインメントスコアの関数
としてアラインメントサイズを図示するが、この図において、白菱形は、塩基-呼び出し
配列が、正確な(“標的”)配列に整列されている結果に対応し、並びに黒菱形は、塩基-
呼び出し配列が、「デコイ」又は「ダミー」配列に整列されている結果に対応している。
図20Cから、約20よりも大きいアラインメントスコアを、約50塩基対よりも大きいアライ
ンメントサイズについて得ることができることを理解することができる。分割工程モデル
は、単工程モデルよりも、より多くの事象を精確に同定することができることを、認める
ことができる。
【０２０９】
　加えて、1332レベルを伴う転位事象に関して、80kbのデータセットに対するパターンマ
ッチング(式5及び式6)は、1本鎖について約145秒を要するのに対し、1332レベルを伴う同
じ事象に関して、そのデータセットに対するデノボ配列決定(式2及び式3)は、1本鎖につ
いて約69秒を要することが認められた。パターンマッチング複雑度は、ヌクレオチドデー
タセットにより線形に成長するのに対し、デノボ配列決定の複雑度は、データセットとは
無関係であることが認められた。パターンマッチングは、デノボ配列決定は同定に失敗す
るような比較的短い事象を精確に同定することが認められた。加えてパターンマッチング
に関する分割工程モデルは、単-工程モデルよりもより真の陽性を生じることが認められ
、このことは、分割工程モデルは、ヘリカーゼデータを説明するためのより良いモデルで
あり得ることを示している。
【０２１０】
（実施例VIII：追加のHel308ヘリカーゼによる分割転位工程）
　実施例VIIIは、分子モーターとして使用された例証的Hel308ヘリカーゼにより観察され
た分割転位工程を説明している。
【０２１１】
　実施例VIIIの実験は、DphPC脂質二重層中の単独の2NNN MspAナノポアを使用し、並びに
表3に列挙されたパラメータを使用し、実施例Iを参照し先に説明されたものと同様に行い
、ここで「Hel308 Mbu (A)」は、Hel308 Mbuを使用する第一の実験に使用されるパラメー
タのセットを指し、並びに「Hel308 Mbu (B)」は、Hel308 Mbuを使用する第二の実験につ
いて使用されるパラメータのセットを指す。脂質二重層は、1,2-ジフィタノイル-sn-グリ
セロ-3-ホスホコリン(Avanti Polar Lipids社)から形成した。この二重層は、テフロン中
に水平方向に直径～20ミクロンの開口部を広げた。M2-NNN-MspAを、濃度～2.5ng/mlで二
重層の基底側に添加した。一旦単独の細孔が挿入されたならば、更なる挿入を避けるため
に、コンパートメントを、実験用緩衝液でフラッシュした。Axopatch-200Bパッチクラン
プ増幅器(Axon Instruments社)を使用し、二重層を横切る電圧180mVを印加し、且つイオ
ン電流を測定した。類縁体シグナルは、4-極Besselフィルターにより、50kHzで低域フィ
ルターを通過させ、その後低域フィルター周波数を5回デジタル化した。データ獲得は、L
abWindows/CVI(National Instruments社)で書かれた特注のソフトウェアにより制御した
。二重層の両側の～60μlコンパートメントは、適した濃度のKCl、1mM EDTA、1mM DTT、1
mM ATP、5mM MgCl2、及び10mM HEPES/KOH緩衝液でpH8.0の実験用緩衝液を含んだ。野生型
Mbu Hel 308ヘリカーゼを、分子モーターとして、指定された濃度で使用した。
【０２１２】
　Hel308 Mbu実験及びHel308 Tga実験の両方において、DNAは、3’側から5’側方向に読
み取ったが、phi29ポリメラーゼ実験においては、DNAは、5’側から3’側方向に読み取っ
た。
表3
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【表３】

【０２１３】
　図17A-17Dは、一部の実施態様に従う、特定のパラメータを使用する、Hel308 Mbuヘリ
カーゼ、Hel308 Tgaヘリカーゼ、及びphi29ポリメラーゼの転位事象の比較を示している
。図17Aは、表3に示された「Hel308 Mbu (A)」パラメータを使用する、Hel308 Mbuヘリカ
ーゼにより観察された転位工程を示す。転位するポリヌクレオチド
【化１１】

は、コレステロール-含有ポリヌクレオチド
【化１２】

へハイブリダイズした。図17Bは、表3に示された「Hel308 Mbu (B)」パラメータを使用し
、且つ図17Aと同じポリヌクレオチド配列を使用する、Hel308 Mbuヘリカーゼにより観察
された転位工程を示す。図17Cは、表3に示された「Hel308 Tga」パラメータを使用し、且
つ図17Aと同じポリヌクレオチド配列を使用する、Hel308 Tgaヘリカーゼにより観察され
た転位工程を示す。図17Dは、表3に示された「phi29」パラメータを使用し、且つ図17Aと
同じポリヌクレオチド配列を使用する、phi29ポリメラーゼにより観察された転位工程を
示し；図17Dのphi29プロットは、図17A、17B、17C、及び17Dの間の比較を促進するために
、ほぼ垂直軸を反映している。
【０２１４】
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　図17A-17Dにおいて、各ヘリカーゼの配列決定に関して、ナノポアは、一般に“a”(シ
グナルの谷に対応)及び“b”(シグナルのピークに対応)と称される特徴を検出したことを
認めることができる。Hel308 Tgaヘリカーゼによる配列決定に関して(図17C)、phi29ヘリ
カーゼについて(図17D)のほぼ2倍の数のレベルが観察されたことも認められる。同じく、
“Hel308 Mbu (B)”条件下でのHel308 Mbuヘリカーゼの配列決定(図17B)について、“Hel
308 Mbu (A)”条件下でのHel308 Mbuヘリカーゼについて(図17A)よりもより大きい数のレ
ベルが観察されたことも認められる。同じく、“Hel308 Mbu (B)”条件下でのHel308 Mbu
ヘリカーゼによる配列決定に関して(図17B)、Hel308 Tgaヘリカーゼについて(図17C)より
少ないレベルが観察されるが、phi29ヘリカーゼについて(図17D)より多いレベルが観察さ
れたことも認められる。図17A-17Dは、(1)Hel308ヘリカーゼの複数の変種(例えば、Tga及
びMbuの両方)は、分割工程を表すのに対し、ポリメラーゼPhi29について分割工程は観察
されなかったこと；並びに、(2)分割工程は、環境の変数又はパラメータ、例えば、KCl濃
度などを変更することにより、解明することができること：を意味するものとして解釈す
ることができる。加えて、他のデータは、Mbuを利用する場合、レベルの持続期間は、ATP
濃度の減少により増大すること、例えばMbuにおける分割工程の持続期間、従って物理的
機序も、ATP-依存型であり得ることを示している。
【０２１５】
（実施例IX：任意にマルチ-モダリティと組合せたストレッサーの使用）
　本明細書に提供される開示を基に明らかにされるように、多くの環境変数又はパラメー
タは、特定のポリヌクレオチド配列を基に、ナノポアシステムを読み取る様式、又はシグ
ナルを発生する様式に影響を及ぼすことができる。かかる作用を提供し得る変数又はパラ
メータの例は、温度、塩濃度(例えばMg、Cl)、補因子(例えばATP)濃度、ピロリン酸など
のATP生成物の濃度、pH、使用される特定の分子モーター(例えば使用される特定のHel308
ヘリカーゼ)、圧力などを含むことができる。
【０２１６】
　例えば、実施例II並びに図4A及び4Bを参照し先に説明したように、ATPの濃度は、いく
つかの転位工程に対応するレベルの滞在時間に影響を及ぼすことができる。例えば、第一
の分割転位工程に関する滞在時間は、ATP濃度が減少するにつれ、増大され、表面上はATP
結合に関連し、且つATP濃度に反比例することが観察された。実施例V及び図8を参照し先
に説明したような別の例として、ピロリン酸の濃度は、Hel308ヘリカーゼの活性に影響を
及ぼすことができる。例えば、Hel308ヘリカーゼの活性は、ピロリン酸濃度が増加するに
つれ、減少され、結果的にヘリカーゼ滞在時間を増大することが観察された。実施例V及
び図9を参照し先に説明したような別の例として、ヌクレオチドインヒビター又は類縁体
の濃度は、Hel308ヘリカーゼの活性に影響を及ぼすことができる。例えば、オルトバナジ
ウム酸ナトリウム及びアデノシン5’-(β,γ-イミド)三リン酸リチウム塩水和物(AMP-PNP
)の存在を基に減少したHel308ヘリカーゼの活性は、ヘリカーゼ活性を減少し、結果的に
ヘリカーゼ滞在時間を増加することが観察された。更に実施例VIII並びに図17A及び17Bを
参照し先に説明したような別の例として、塩の濃度は、観察されたレベルの数に影響を及
ぼすことができる。例えば、塩(例えばKCl)濃度の増加は、Hel308 Mbuヘリカーゼによる
配列決定時に観察されたレベルの数を増大したことが観察された。当業者は容易に、シグ
ナルがポリヌクレオチド配列を基に発生される様式を調節するために、いずれか好適なパ
ラメータを調節することを想起するであろう。
【０２１７】
　加えてかかるパラメータの異なる組合せは、配列決定の精度、並びに配列決定の処理量
に影響を及ぼし得ることは、理解されるべきである。例えばヘリカーゼの滞在時間の増加
は、精度を増加することができ、例えば観察されたレベルの数を増加することができるが
、潜在的に配列決定の処理量は減少し得る。分割工程の観察を基にした配列決定に関して
、一部の工程は、別の工程のセットよりも特定の変数により、潜在的により影響を受け得
る。変数-非依存性工程を使用し、精度のベースラインを設定する一方で、他の工程は、
特定の配列決定の要求に合致するように調節することができる(例えば、より低い処理量
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により増大した精度、又は減少した精度により増加した処理量)。一部の実施態様におい
て、マルチ-モーダル装置は、シークエンサーの要求を基に精度及び処理量を調和するこ
とにより、例えば配列決定時に1以上のパラメータを調節することにより、これを利用す
ることができる。一つの非限定的な例証的例として、先に記載したように、Hel308 Tgaに
よるATP濃度の減少は、分割状態の持続期間を増加することができることが観察される。
分割状態の持続期間の増加は、例えば分割状態の読み値のシグナル-対-ノイズ比(SNR)を
向上するか、又はより低い-周波数フィルターが適用されることを可能にすることにより
、配列決定精度を増大することができるが、処理量を減少することができる。マルチ-モ
ーダル装置は、配列の粗い「スカフォールド」を比較的迅速に決定するために、配列決定
試行を高濃度のATPで開始することにより、これを利用することができ、且つ次に品質は
高いが遅い読み値によりスカフォールドの「ギャップを充填」するために、ATP濃度を減
少することができる。
【０２１８】
　加えて細孔を通じた標的ポリヌクレオチドのHel308ヘリカーゼによる転位により生じた
1以上のシグナルの解像を増大するために、いずれか好適な数の異なるパラメータを、逐
次又は互いに並行して使用することができることに留意。図21A-21Cは、一部の実施態様
に従う、細孔を通じたポリヌクレオチドの様々な転位に関する時間の関数として生じ得る
シグナルを概略的に図示している。図21A-21Cは各々、分子モーターによるよりもむしろ
、ポテンシャルの差のみ印加された加力下で細孔を通じてポリヌクレオチドが転位する条
件下で生じた理想的なシグナルに対応し、且つ無限のシグナル解像を伴う、破曲線を描い
ている。このような条件下で、シグナルは、ヌクレオチドが細孔を通過する際に、ヌクレ
オチドの位置及び配列の連続して変化する関数である。
【０２１９】
　図21Aはまた、垂直の点線により示された時点で生じる完全転位工程のみ使用して発生
された例証的シグナル(太線)を図示している。このシグナルは、本明細書において別所記
載のように、電気的又は光学的シグナルであることができる。加えて、このシグナルは、
平均シグナルレベル、シグナル持続期間、又は標準偏差(例えば、広帯域ノイズ又は帯域
制限ノイズ)などの、かかる電気的又は光学的シグナルのいずれか好適な特徴を含むこと
ができる。シグナルは、単独の工程により比較的低いレベルから比較的高いレベルまで、
次に再度単独の工程により比較的低いレベルまで、変化することが、図21Aにおいて認め
ることができ、これはポリヌクレオチドが細孔を通じて転位する際に、完全転位工程間に
生じる移行に対応している。シグナルは、異なる時点で(a)点、(b)点、及び(c)点で理想
的なシグナルと交差し、結果的にこれらの点で理想的なシグナルを「サンプリング」する
と考えられ得ることも図21Aにおいて認めることができる。しかし、有効サンプリング速
度は比較的遅いので、シグナルは、理想的シグナルを余り良くはサンプリングしない。例
えば、(a)点及び(b)点での値は他方と同じであり、これは異なる転位工程に関するシグナ
ルレベルを縮重する(degenerate)ことに対応している。シグナルは、(a)点と(b)点の間を
線で結ぶ理想的曲線の部分を適切にサンプリングしないので、(a)点及び(b)点に対応する
物理的転位工程は、他方から識別することができず、これはこのポリヌクレオチド配列に
関する情報の喪失を生じる。加えて、シグナルは、(b)点と(c)点の間を線で結ぶ理想的曲
線の部分を適切にサンプリングしないので、(b)点と(c)点の間の理想的曲線の下向き勾配
に対応する物理的転位工程は、このような工程の間に細孔を通じて転位されたポリヌクレ
オチド部分を潜在的に部分的にのみ特徴づけることができる。
【０２２０】
　図21Bはまた、先に説明された様に破曲線で表された理想的シグナルに加え、垂直の点
線により示された時点で生じた時間分離型完全転位工程の組合せ、又は完全及び分割転位
工程の組合せを使用し発生された、例証的シグナル(太線)を図示している。時間-分離型
完全転位工程は、各々がポリヌクレオチドを転位する2つの分子モーターにより発生され
るが、その時点で、他方に対してシフトされる、例えば、完全転位サイクルの持続期間時
間のおよそ50％だけ他方に対してシフトされるシグナルに対応することができる。完全及
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び分割転位工程の組合せは、分割転位工程が、完全転位サイクルの持続期間時間のおよそ
50％で生じるような、部分的及び完全転位工程を通じてポリヌクレオチドを分割に転位す
る単独の分子モーター(例えばHel308ヘリカーゼ)により発生されるシグナルに対応するこ
とができる。このシグナルは、図21Aを参照し先に説明したものであることができる。シ
グナルは、一連の工程により比較的低いレベルから比較的高いレベルまで、次に再度別の
一連の工程により比較的低いレベルまで、変化することが、図21Bにおいて認めることが
でき、これはポリヌクレオチドが細孔を通じて転位する際に、時間-分離型完全転位工程
間に、又は完全及び分割転位工程の組合せにより、生じる移行に対応している。シグナル
は、図21Aよりも有意に多い数の点(及び回数)で理想的なシグナルと交差し、結果的にこ
れらの点で理想的なシグナルを「サンプリング」すると考えられ得ることも図21Bにおい
て認めることができる。有効サンプリング速度は、図21Aよりも比較的速いので、このシ
グナルは、理想的シグナルを図21Aよりも比較的良くサンプリングする。例えば、(a)点及
び(b)点での値は、他方と同じであり、これは異なる転位工程のためにシグナルレベルを
縮重することに対応している。図21Aのシグナルはまた、(a)点と(b)点の間を線で結ぶ理
想的曲線の部分をサンプリングするので、(a)点及び(b)点に対応する物理的転位工程は、
他方から識別することができ、これはポリヌクレオチド配列に関する追加情報を生じる。
加えて、図21Bのシグナルは、(b)点と(c)点の間を線で結ぶ理想的曲線の部分をより完全
にサンプリングするので、(b)点と(c)点の間の理想的曲線の下向き勾配に対応する物理的
転位工程は、図21Aのシグナルを使用し達成され得る可能性のあるものよりも、このよう
な工程の間に細孔を通じて転位されたポリヌクレオチド部分をより良く特徴づけることが
できる。
【０２２１】
　図21Cはまた、先に説明された様に破曲線で表された理想的シグナルに加え、垂直の点
線により示された時点で生じた時間分離型完全転位工程の組合せ、又は完全及び分割転位
工程の組合せを使用し発生された、別の例証的シグナル(太線)を図示している。時間-分
離型完全転位工程は、各々がポリヌクレオチドを転位する複数の分子モーターにより発生
されるが、その時点で、他方に対してシフトされる、例えば、完全転位サイクルの持続期
間時間のおよそ25％、50％、及び75％だけ他方に対してシフトされるシグナルに対応する
ことができる。完全及び分割転位工程の組合せは、分割転位工程が、完全転位サイクルの
持続期間時間のおよそ25％、50％、及び75％で生じるような、部分的及び完全転位工程を
通じてポリヌクレオチドを分割に転位する単独の分子モーター(例えばHel308ヘリカーゼ)
により発生されるシグナルに対応することができる。このシグナルは、図21Aを参照し先
に説明したものであることができる。シグナルは、図21Bよりもより大きい数の一連の工
程により比較的低いレベルから比較的高いレベルまで、次に再度図21Bよりもより大きい
数の別の一連の工程により比較的低いレベルまで、変化することが、図21Cにおいて認め
ることができ、これはポリヌクレオチドが細孔を通じて転位する際に、時間-分離型完全
転位工程間に、又は完全及び分割転位工程の組合せにより、生じる移行に対応している。
シグナルは、図21Bよりも有意に多い数の点(及び回数)で理想的なシグナルと交差し、結
果的にこれらの点で理想的なシグナルを「サンプリング」すると考えられ得ることも図21
Cにおいて認めることができる。有効サンプリング速度は、図21Bよりも比較的速いので、
このシグナルは、理想的シグナルを図21Bよりも比較的良くサンプリングし、且つ結果的
に図21A又は21Bのシグナルを使用し達成され得る可能性のあるものよりも、このような工
程の間に細孔を通じて転位されたポリヌクレオチドをより良く特徴づけることができる。
【０２２２】
　理想的な試料曲線の任意の選択された部分のサンプリングを増大するために、いずれか
好適なパラメータの選択を使用することができることは理解されるべきである。例えば、
先に言及したように、異なる分子モーターからの時間-シフト型(相-シフト型)完全転位工
程の組合せを、使用することができる。これに関して、図21Bは、完全転位工程の時間の5
0％だけ他方から分子モーターを時間-シフトすることを説明し、並びに図21Bは、完全転
位工程の時間の25％、50％、及び75％だけ他方から分子モーターを時間-シフトすること
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を説明するが、かかる値は、純粋に例証的であり、且つ代わりの分子モーターは、他方か
らいずれか好適な時間量だけ時間-シフトされることができ、例えば他方から完全転位工
程の時間の5％～95％シフトされることができ、例えば他方から完全転位工程の時間の10
％～90％シフトされることができ、例えば他方から完全転位工程の時間の25％～75％シフ
トされることができ、例えば他方から完全転位工程の時間の40％～60％シフトされること
ができる。別の例として、完全及び分割転位工程の組合せは、部分的及び完全転位工程を
通じてポリヌクレオチドを分割に転位する単独の分子モーター(例えばHel308ヘリカーゼ)
により発生されるシグナルに対応することができる。図21Bは、他方から完全転位工程の
時間の50％で生じる分割転位工程を説明するが、並びに図21Cは、他方から完全転位工程
の時間の25％、50％、及び75％で生じる分割転位工程を説明するが、かかる値は、純粋に
例証的であり、且つ代わりの分割転位は、例えば完全転位工程の時間の5％～95％で、例
えば完全転位工程の時間の10％～90％で、例えば完全転位工程の時間の25％～75％で、例
えば完全転位工程の時間の40％～60％で、完全転位工程に対するいずれか好適な時間で生
じることができる。
【０２２３】
　加えて、完全又は分割工程が生じる相対時間、従ってシグナルが、理想的シグナルをサ
ンプリングする時間は、いずれか好適なパラメータを変動することにより、好適なことに
調節することができることは理解されるべきである。例えば先に注記したように、シグナ
ル発生に作用し得る例証的変数又はパラメータは、温度、塩濃度(例えばMg、Cl)、補因子
(例えばATP)濃度、ピロリン酸などのATP生成物の濃度、pH、使用される特定の分子モータ
ーなどを含むことができる。一部の実施態様において、第一のシグナルは、時間の第一の
個別化されたセットで、理想的シグナルをサンプリングするために、パラメータの第一の
セットを基に生じることができ、並びに第二のシグナルは、時間の第二の個別化されたセ
ットで、理想的シグナルをサンプリングするために、パラメータの第二のセット(少なく
とも1つに関して第一のパラメータのセットとは異なる)を基に生じることができる。第一
又は第二シグナルのいずれか単独よりも、より良い解像を伴う理想的シグナルをサンプリ
ングするシグナル曲線を提供するために、第一及び第二のシグナルは組合せることができ
る。これらのシグナルの個々のシグナルよりも、より良い解像を伴う理想的シグナルをサ
ンプリングするシグナル曲線を提供するために、いずれか好適な数のシグナルを、同様の
様式で組合せることができることは理解されるべきである。
【０２２４】
（実施例X：配列同定のための追加アプローチ）
　配列同定のためのいくつかの追加アプローチを、実施例Xを参照し説明する。
【０２２５】
　一部の実施態様において、配列-特異的情報を得るために、特定の型の情報を、単独で
、又は他と組合せて、使用することができる：(A)完全工程反応情報のみ、(B)分割工程反
応情報のみ、(C)識別子を伴わずに完全工程及び分割工程の反応情報を一緒に、並びに(D)
識別子を伴い完全工程及び分割工程の反応情報を一緒に。
【０２２６】
　「反応情報」とは、k-mer又はk-merサブセット(関心対象のk-merを含む)に対し独自で
ある所定のポリヌクレオチド配列(k-mer)に対するシステムの反応から得られたデータを
意味する。反応情報の例は、平均レベル電流、中央値レベル電流、広帯域レベル電流ノイ
ズ、帯域制限レベル電流ノイズ、レベル持続期間などを含む。
【０２２７】
　「識別子」とは、ポリヌクレオチド(k-mer)が、「理想的反応」に沿って、特定のレベ
ルが他のレベルと結ばれる(lie)場所を同定するナノポア環境と相互作用する間に、得ら
れたデータを意味する。例えば、比較的高い又は比較的低いレベルのATP濃度の存在下で
、分子モーターとしてHel308 Tgaヘリカーゼを利用するシステムは、あらゆる他のレベル
に関して、各々、比較的短い又は比較的長い持続期間を示すことができ、ここであらゆる
他のレベルは、隣接するレベルから理想的反応に沿っておよそ50％である。この例におい
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て、レベル持続期間は、識別子として使用することができ、その理由は、これは(隣接す
るレベルに関して)理想的反応に沿って配列位置を同定するために使用することができる
からである。
【０２２８】
　「理想的反応」とは、ポリヌクレオチドの十分に小さい移動を解像することができるよ
う、十分に高い解像度を伴う、ナノポアを通じて転位する特定のポリヌクレオチドのシス
テムの反応を意味する。例えば理想的反応は、ナノポアを通じて転位するDNAの無限に-高
い解像度の連続電流トレースである。
【０２２９】
　本実施例において先に更に言及された項目(A)-(D)を再度参照し、項目(A)-(D)の各々は
、ポリヌクレオチド配列を同定するために、独立して、又は1以上の他の項目(A)-(D)と一
緒に、使用することができる。例えば1以上の項目(A)-(D)は、例えば、コンピュータリソ
ースの制限、時間の制限、最適アプローチの先験的知識などのために、いずれか他の項目
(A)-(D)から独立して計算することができる。計算される2以上の項目(A)-(D)を基に、た
だ1つの項目(A)-(D)の結果を使用することができる。そのような計算のどれを使用するか
は、結果の信頼性を基に決定することができる。例えば結果の信頼性は、以下の1以上を
基にすることができる：(a)反応情報それ自身(例えば高レベルのATPは、Hel308 Tgaの分
割工程サイズを短くすることができ、これは項目(A)に対し項目(B)の信頼性を低下し得る
)；(b)配列決定アルゴリズムそれ自身(例えば、Viterbiアルゴリズムは、それが目的とす
る最適配列に関する尤度スコアを生じることができ、これは提唱された配列の信頼性レベ
ルを決定するために使用することができる)；(c)配列決定アルゴリズムにより作製された
配列(例えば、信頼性は、アルゴリズムにより提唱された配列と、配列のルックアップテ
ーブル及び／又は配列決定されるポリヌクレオチドの先験的知識のいずれかの間の比較を
基に割り当てることができる)；又は、(d)項目(a)-(c)のいずれか好適な組合せ。
【０２３０】
　一部の状況において、項目(A)-(D)の2種以上から提唱された配列を利用することにより
、実際の配列を決定することは有益であることに留意。例えばかかる提唱された配列の一
部又は全てを基に、コンセンサス配列を決定することができる。コンセンサス配列は、提
唱された配列の全て又は一部を基に決定することができる。コンセンサス配列は、ポリヌ
クレオチド配列全体に全般的に、又はその配列の一部に局所的に、適用することができる
。コンセンサス配列は、項目(A)-(D)の一部又は全てからの信頼値を基に決定することが
できる。信頼値は、本実施例において先に更に説明されたものであることができる。信頼
値は、配列の一部へ局所的に、又は配列全体に全般的に、適用することができる。最終コ
ンセンサス配列は、前述のアプローチの複数ラウンドにより決定することができ、ここで
各ラウンドで得られたコンセンサスは、提唱された配列として使用することができ、且つ
各ラウンドに関する信頼性-決定方法は、ラウンド間で異なることができる。
【０２３１】
　一例として、Viterbiアルゴリズムを使用し、ナノポアを通って転位するDNAの完全工程
のみ及び分割工程のみを配列決定することによる(本実施例において先に示した項目(A)及
び(B))、2つの異なる提唱された配列を決定することができる。DNAの各ピースに関するこ
のアルゴリズムの尤度スコアを使用し、提唱された配列の各領域に関する信頼性を決定し
、且つ各領域の信頼性の集合(aggregation)は、第一ラウンドの提唱されたコンセンサス
配列を生じることができる。このコンセンサス配列は次に、既知の配列のルックアップテ
ーブルに関して、2つの最初に提唱された配列と比較することができる。ルックアップテ
ーブルとこれら3種の提唱された各配列の間の類似性は、3種の提唱された各配列の各領域
に関する信頼値を生じることができる。3種の提唱された配列間の信頼性-ベースの比較の
第二ラウンドは、最終の提唱されたコンセンサス配列を生じることができる。
【０２３２】
　一部の実施態様において、図22A-22Dは、一部の実施態様に従う、細孔を通じたポリヌ
クレオチドの分割転位により提供される情報を使用する説明的方法の工程を図示している
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。図22Aは、一部の実施態様に従う、細孔を通じたポリヌクレオチドの分割転位により提
供される情報を使用する方法の高レベルの概要を図示している。図22Aに図示された方法
は、本明細書の別所により詳細に説明しているような、細孔を通じた標的ポリヌクレオチ
ドのHel308ヘリカーゼによる1以上の分割転位工程により発生した1以上のシグナルなどの
、シグナル獲得(工程2210)を含む。図22Aに図示された方法はまた、例えばシグナル中の
異なるシグナルレベルを検出及び同定する、例えば細孔を通じたポリヌクレオチドの分割
転位工程に対応したレベルを検出及び同定する、並びに細孔を通じたポリヌクレオチドの
完全転位工程に対応したレベルを同じく検出及び同定する、レベル検出及び同定(工程222
0)を含む。図22Aに図示された方法はまた、例えば、シグナル中の検出及び同定された異
なるシグナルレベルを基にポリヌクレオチドの配列を特徴決定する、配列決定(工程2230)
を含む。図22Aに図示された方法はまた、例えば、配列呼び出しの結果を基に実際のヌク
レオチドの可能性のあるヌクレオチド配列を出力する、配列出力(工程2240)を含む。
【０２３３】
　図22B-22Dは、図22Aに図示された工程の1以上の任意の部分工程を図示している。例え
ば、図22Bは、図22Aに図示された工程2210及び2220の1つの可能性のある実行の追加の詳
細を図示している。図22Bに図示された方法はまた、本明細書の別所により詳細に説明し
ているような、細孔を通じた標的ポリヌクレオチドのHel308ヘリカーゼによる1以上の分
割転位工程により発生した1以上のシグナルなどの、シグナル獲得(工程2210)を含む。図2
2Bに図示された方法はまた任意に、入力パラメータの獲得(2211)を含むことができる。か
かる入力パラメータは、特徴的シグナルの特色がシグナルに対応するよう検出及び決定さ
れるべきであることを規定するパラメータを含むが、これらに限定されるものではない。
例えば、入力パラメータは、シグナル値の閾値の大きさの変化を規定することができ、こ
れを上回るシグナルの大きさの変化は、レベルに対応するように検出することができる。
或いは例えば入力パラメータは、完全転位工程に対応するシグナルレベルのみ、又は分割
転位工程に対応するシグナルレベルのみ、又は完全及び分割転位工程の両方に対応するシ
グナルレベルが、検出されるべきであることを規定することができる。入力パラメータは
また、レベルを決定する際に考慮することができる、特定のエラーモードの性向及び／又
は程度を恐らく含む、エラーモード(例えば、ヌクレオチドスキッピング又はヌクレオチ
ドトグリング)に関連した情報を含むことができる。入力パラメータはまた、所定のシグ
ナルに関するレベルを決定するために使用することができる、ナノポア、分子モーター及
びポリヌクレオチドがその間で相互作用する特定の環境(例えば、温度、塩分濃度、pH、
補因子濃度など)に関連した情報を含むことができる。図22Bに図示された方法はまた、細
孔を通じたポリヌクレオチドの分割転位工程に対応するシグナルにおいて、レベルの検出
、例えば、異なるシグナルレベルの検出(工程2221)を含む。例えば、工程2210で得られた
シグナル及び工程2211で得られた入力パラメータを基に、このようなレベル検出は、その
レベルに対応するシグナルの他の領域とは十分に統計学的に有意に異なるシグナルの領域
を検出することができる。レベル検出(これは縁検出又は工程検出とも称される)の例証的
方法は、当該技術分野において公知であり、且つスチューデントt-検定及びカイ二乗最大
化を含む。工程2221でレベル検出に使用するために適宜改変され得る工程-検出アルゴリ
ズムの一部の例に関して、Carterらの文献、「工程検出法の比較：どの程度成功するか？
(A Comparison of Step-Detection Methods: How Well Can You Do?)」、Biophysical Jo
urnal 94: 306-308 (January 2008)を参照されたい。
【０２３４】
　図22Bに図示された方法はまた、工程2221のレベル検出を基にしたレベル情報の出力(工
程2222)を含む。レベル情報は、平均値、中央値、モード、分布、持続期間、所定のレベ
ルについて検出される最大及び／又は最小電流、若しくはこれらの値の任意の組合せ、又
は所定のレベルについての電流値のサブセットに関与するこれらの値を含むことができる
(例えば、エラーモードに関連した電流情報を最初に除いた後の平均値電流を利用するこ
とができる)。レベル情報はまた、電流の標準偏差、又は電流の周波数帯域制限サブセッ
ト(例えば、低域通過、高域通過、帯域通過、若しくは帯域消去フィルター、又はこれら
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のフィルターの任意の組合せの適用後得られた電流)を含むことができる。レベル情報は
また、レベルの持続期間に関連した情報、並びにこのレベルに関連したエラーモード情報
を含むことができる。図22Bに図示された方法はまた、レベル同定(工程2223)、例えば、
それについてのレベル情報が工程2222で出力される工程2221で検出されたどのレベルが、
標的ポリヌクレオチドの完全又は分割転位工程に対応するかを決定することを含む。例え
ば、工程2223は、それについてのレベル情報が工程2222で出力される工程2221で検出され
た異なるレベルの持続期間を分析し、並びにかかる持続期間を基に、完全転位工程に対応
するものとして特定のレベルを同定し、及び分割転位工程に対応するものとして他の特定
のレベルを同定することを含むことができる。一例として、第一の閾値よりも短い持続期
間を有するシグナルレベルは、ノイズに対応すると仮定され、従って廃棄されることがで
きるのに対し、第一の閾値よりも長く且つ第二の閾値よりも短い持続期間を有するシグナ
ルレベルは、分割転位工程に対応すると推定され、従ってそのように同定されるのに対し
、第二の閾値よりも長く且つ第三の閾値よりも短い持続期間を有するシグナルレベルは、
完全転位工程に対応すると推定され、従ってそのように同定されるのに対し、第三の閾値
よりも長い持続期間を有するシグナルレベルは、エラー、又はポリヌクレオチドの不在に
対応すると仮定され、従って廃棄されることができる。
【０２３５】
　図22Bに図示された方法はまた、以下の出力の1以上を出力することを含む：完全レベル
、分割レベル、全レベル、及びレベル識別子。例えば、先に注記したように、工程2211で
得られた入力パラメータは、完全転位工程に対応するシグナルレベルのみ、又は分割転位
工程に対応するシグナルレベルのみ、又は完全及び分割転位工程の両方に対応するシグナ
ルレベル(例えば、「全レベル」)が検出されるべきであることを規定することができる。
一部の実施態様において、入力パラメータによる「全レベル」の選択は、レベル同定工程
を迂回することに対応することができ、その結果このレベル検出工程2221は、全てのレベ
ルを直接出力することに留意。或いは、レベル検出2223及び入力パラメータ2211の結果を
基に、所望のシグナルの同定されたレベルは例えば、図22C及び22Dを参照し以下に説明さ
れるような更なる処理のために出力することができる。レベル識別子は、例えば、同定さ
れたレベルが対応する移行の型を示すために、工程2223時に使用された完全又は分割工程
に関する持続期間を示す指標など、レベルの更なる分析を促進するいずれか好適な情報を
含むことができる。
【０２３６】
　再度図22Aを参照し、図22Bに図示された方法を使用するか又は別の好適な方法を使用し
作成することができる、完全レベル、分割レベル、全レベル、及びレベル識別子の1以上
を、配列の決定を実行するための入力として使用することができる(図22Aの工程2230)。
例えば、図22Cは、例えば、完全レベル、分割レベル、全レベル、及びレベル識別子の1以
上を入力として採用する、かかる完全レベル、分割レベル、全レベル、及びレベル識別子
の1以上を基に配列の決定を実行するための、第一の例証的方法を図示している。図22Cに
図示された方法は、完全レベル、分割レベル、全レベル、及びレベル識別子の1以上の入
力を基にした、配列呼び出し工程(工程2231)を含む。配列呼び出しは、標的ポリヌクレオ
チドのヌクレオチド塩基が、入力シグナルレベルを基に呼び出されるいずれか好適な方法
を含むことができる。配列呼び出しの例証的方法は、図19Aを参照し実施例VIIに説明され
たものなどのViterbiアルゴリズム、又は図19Bを参照し実施例VIIに説明されたものなど
の改変Viterbiアルゴリズム、又は実施例XIに説明されたものに類似のパターンマッチン
グを含むが、これらに限定されるものではない。配列呼び出しの他の方法を、適切に使用
することができる。配列呼び出しの出力(工程2231)は、複数の呼び出された配列、例えば
配列A、配列B、・・・配列N、並びにこのような呼び出された各配列に関する信頼情報を
含むことができる。様々な呼び出された配列は、別のものよりも、工程2231への様々な入
力を基にすることができる。例えば第一の呼び出された配列(例えば配列A)は、工程2210
で得られた所定のシグナルを基に完全転位レベルのみが同定される工程2231への入力を基
にすることができ、第二の呼び出された配列(例えば配列B)は、分割転位レベルのみが同
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定される工程2231への入力を基にすることができ、並びに第三の呼び出された配列(例え
ば配列N)は、全ての転位レベル(例えば完全及び分割転位レベルの両方)が同定される工程
2231への入力を基にすることができる。或いは又は追加して、他の呼び出された配列は、
これを上回るシグナルの大きさの変化はレベルに対応するとして検出することができる、
シグナル値の異なる閾値大きさ変化など、どの特徴的シグナルの特色がシグナルに対応す
るように検出及び決定されるべきかを規定するパラメータの異なる値など、工程2211で得
られた代替入力パラメータを基に同定された他のレベルを基にすることができる。各異な
る呼び出された配列は、関連した信頼情報、例えば、呼び出された配列が標的ヌクレオチ
ドの実際の配列に対応する尤度を表す値を有することができる。
【０２３７】
　図22Cに図示された実施態様において、配列選択の工程(工程2232)は、呼び出された配
列の1以上を選択し、且つ出力として選択された配列を提供することができる(工程2240)
。一例として、配列選択の工程(工程2232)は、様々な呼び出された配列に関する信頼情報
を比較することを含むことができ、且つ工程2240で最高の信頼性、例えば実際の配列に対
応する最高の尤度を有する呼び出された配列を選択及び出力することができる。別の例に
おいて、所定の呼び出された配列の信頼情報は、各々、呼び出された配列の対応する部分
がその部分について標的ポリヌクレオチドの実際の配列に対応する尤度を表している、複
数の信頼値を含むことができる。呼び出された配列の様々な部分について(例えば、10塩
基対長、又は50塩基対長、又は100塩基対長、又は10～100塩基対長、又は10～50塩基対長
、又は50～100塩基対長である部分)、配列選択の工程(工程2232)は、その部分で様々な呼
び出された配列に関して信頼値を比較し、且つその部分について最高値を有する呼び出さ
れた配列の一部を選択することを含むことができる。その選択された部分は、そのような
部分について最高値を有する他の呼び出された配列の選択された部分と、連鎖されるか又
は整列されることができる。
【０２３８】
　図22Dは、配列決定(2230)に使用することができる代替方法を図示している。図22Dに図
示された方法は、複数の呼び出された配列、例えば、配列A、配列B、・・・配列Nの入力
、並びにそのような呼び出された各配列に関する信頼情報として得ることを含むことがで
き、これは図22Cを参照し先に説明されたものに類似することができる。これに関して、
具体的に図示されないが、図22Dに図示された方法は、図22Cを参照し先に説明されるもの
に類似している入力を受け取り、図22Cを参照し先に説明されるものに類似している出力
を提供し、並びに工程2231と同様に操作する、配列呼び出しの工程2231を含むことができ
る。或いは、図22Dに図示された方法は、いずれか他の好適な給源から複数の呼び出され
た配列を得ることができる。
【０２３９】
　図22Dに図示された方法はまた、モデル配列の獲得(工程2234)を含むことができる。例
えば、かかる配列は、1以上の異なる病原体など、1以上の異なる種に関する、先験的に公
知の配列を含むことができる。図示されたように、このモデル配列は、非一時的なコンピ
ュータで読み取り可能な媒体に保存された、ルックアップテーブル、データベース、又は
他の好適なデータ構造に保存することができる。図22Dに図示された方法はまた、配列選
択の工程(工程2233)を含むことができる。図22Dに図示された実施態様において、配列選
択の工程は、工程2234で得られたモデル配列の1以上を基に入力として受け取られた呼び
出された配列の1以上を選択し、且つ提唱された配列及び新規信頼情報を出力として提供
することができる。一例として配列選択の工程(図22Dの工程2233)は、様々な呼び出され
た配列の1以上を、工程2234で得られたモデル配列の1以上と比較することを含むことがで
き、且つ最高の新規信頼情報、例えばモデル配列に対応する最高尤度を有する呼び出され
た配列に対応することができる提唱された配列を選択及び出力することができる。入力信
頼情報は、モデル配列(又はモデル配列内の領域)に合致するように、配列(又はその配列
内の領域)の尤度により重みをつけ、最も可能性のある配列を決定することができ、これ
は提唱された配列として出力されることができる。例えば、モデル配列Zと最良のアライ
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ンメントである入力配列A、及びモデル配列Yと最良のアラインメントである入力配列Bに
関して、提唱された配列は、BとYの間よりも、AとZの間のより良いアラインメントを基に
モデル配列Zであることができる。しかし、BとYがより良いアラインメントを有する場合
において、BよりもAがより高い信頼値を有する場合は、Zを提唱された配列とすることが
できる。同じく別のシナリオにおいて、配列の領域を比較し、出力提唱された配列に、A
、B、Z、及びYからの配列情報を含ませることができる。或いは、所定の呼び出された配
列は、新規信頼情報、例えば各々呼び出された配列の対応する部分が、その部分に関する
モデル配列の1以上の部分に対応する尤度を表している、複数の新規信頼値を含むことが
できる。呼び出された配列の様々な部分(例えば、10塩基対長、又は50塩基対長、又は100
塩基対長、又は10～100塩基対長、又は10～50塩基対長、又は50～100塩基対長である部分
)について、配列選択の工程(工程2233)は、異なる呼び出された配列について新規信頼値
をモデル配列のその部分と比較し、且つその部分に関して最高の新規信頼値を有する呼び
出された配列の部分を選択することを含むことができる。その選択された部分は、そのよ
うな部分について最高の新規信頼値を有する他の呼び出された配列の選択された部分と、
連鎖されるか又は整列されることができる。
【０２４０】
　図22Dに図示された方法は、工程2233による新規信頼情報出力を基に、同じく工程2233
により出力される提唱された配列に関する新規信頼情報が、必要要件と合致するかどうか
を決定すること(工程2235)を更に含むことができる。一例として、工程2235は、新規信頼
値であることができる新規信頼情報を、それ以上では提唱された配列がモデルと十分に合
致すると決定され得、並びにそれ未満では提唱された配列がモデルと不充分に合致すると
決定され得る、閾値信頼値と、比較することができる。新規信頼情報は、入力信頼性情報
の結果、提唱された配列と入力配列の間の関係、提唱された配列とモデル配列の間の関係
、及び／又は入力配列とモデル配列の間の関係を含むことができる。例えば提唱された配
列が、単純に入力配列のものである場合において、新規信頼情報は、入力配列の入力信頼
値とモデル配列と最良のアラインメントのそのアラインメントスコアの間の重み付き平均
であることができる。別の場合において、提唱された配列が、入力配列の領域の組合せで
ある場合のように、新規信頼情報は、提唱された配列内の領域間での入力信頼値の重み付
き平均とアラインメントスコア(モデル配列に対する)の重み付き平均を含むことができる
。工程2235での新規信頼情報は必要要件に合致する(“イエス”)という決定を基に、工程
2235は、提唱された配列を出力として提供する(工程2240)。工程2235での新規信頼情報は
必要要件に合致しないという決定を基に、工程2235は、工程2233へ戻り、そこで例えば呼
び出された配列のモデル配列との更なる比較を行うことにより、配列選択が継続される。
配列選択アルゴリズム又はモデル配列のセットは、パラメータによって左右され得、これ
は、提唱された配列、新規信頼情報、配列選択アルゴリズムが試行される回数、及び既に
利用されたモデル配列の1以上を含むことができる。例えば、配列選択アルゴリズムを通
る初回通過は、比較的少ないモデル配列を利用することができる(例えば、処理量のため
に)。しかし、入力配列とモデル配列の間のアラインメントがあまり良くない場合は、新
規信頼情報は、必要要件に合致せず、従ってモデル配列の新規の又はより精緻化されたセ
ットとの比較が、工程2233へ戻る際に実行されることができる。
【０２４１】
（実施例XI：任意のSNP同定のためのパターン再認識）
　一部の実施態様において、本明細書に開示された方法及び組成物を、マルチプレックス
核酸検出、遺伝子型判定及び増幅の方法と組合せて使用することができる。マルチプレッ
クス核酸検出、遺伝子型判定及び増幅の方法は、当該技術分野において周知であり、且つ
当業者により容易に選択及び適用することができる。例えば一実施態様において、本明細
書に開示された方法及び組成物は、米国特許第6,890,741号、第6,913,884号、第7,955,79
4号、第7582,420号、及び第8,288,103号、並びに米国特許出願公開2013-0244882に開示さ
れたマルチプレックス核酸検出、遺伝子型判定及び増幅の方法と組合せて使用することが
でき、これらは引用により本明細書中に組み込まれている。
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【０２４２】
　一部の実施態様において、本明細書に開示された方法及び組成物と組合せることができ
るマルチプレックス核酸検出、遺伝子型判定及び増幅の方法は、アレイ(ランダム及び規
則的の両方)又はビーズなどの固体支持体において又はこれと組合せて実行される方法を
含む。例えば一部の態様において、ゲノムDNAなどのアッセイされるべき標的ポリヌクレ
オチドは、固体支持体に固定されることができる。かかる固定された標的ポリヌクレオチ
ドは、当該技術分野において周知のマルチプレックス核酸検出及び遺伝子型判定の方法に
供することができる。得られる標的ポリヌクレオチドは、本明細書に開示された方法を使
用し特徴づけることができる。
【０２４３】
　一部の実施態様において、標的ポリヌクレオチドを特徴決定する方法は、アッセイされ
るべき標的ポリヌクレオチドを生じるのに必要な工程を更に含むことができる。従って一
部の実施態様において、本方法は、(a)各々が、3'側から5'側へ、第一、第二及び第三の
標的ドメインを含む複数の標的核酸配列を提供する工程であって、第一標的ドメインが、
検出位置を含み、第二標的ドメインは、少なくとも1個のヌクレオチドである工程；(b)標
的核酸配列を、各標的配列のためのプローブのセットと接触させ、第一のハイブリダイゼ
ーション複合体のセットを形成する工程であって、プローブの各セットが：5'側から3'側
へ、ユニバーサルプライミング配列、及び標的配列の第一の標的ドメインに実質的に相補
性である配列、及び検出位置と塩基対形成するのに適した照合位置(例えば3'側の4個の末
端塩基内)を含む第一のプローブ、並びに5’側から3’側へ、標的配列の第三の標的ドメ
インに実質的に相補性である配列、及びユニバーサルプライミング配列を含む第二のプロ
ーブであって、ここで任意に少なくとも1種のプローブが、遺伝子座同定配列(例えば、タ
グ又はバーコード)を含む、工程；(c)ハイブリダイゼーション複合体を、伸長酵素及びdN
TPと、照合位置の塩基が検出位置の塩基と完全に相補性である場合、第二の標的ドメイン
を介した第一のプローブの伸長が生じるような条件下で接触させ、第二のハイブリダイゼ
ーション複合体を形成する工程；並びに、(d)伸長された第一のプローブを、第二のプロ
ーブへライゲーションし、増幅鋳型を形成する工程：を含むことができる。この方法の一
部の態様において、このプローブセットの第一又は第二のプローブは、対立遺伝子同定配
列(例えばタグ又はバーコード)を含むことができる。
【０２４４】
　一部の実施態様において、標的ポリヌクレオチドを特徴決定する方法は、(a)各々が、3
'側から5'側へ、第一、第二及び第三の標的ドメインを含む複数の標的核酸配列を提供す
る工程であって、第一標的ドメインが、検出位置を含み、第二標的ドメインは、少なくと
も1個のヌクレオチドである工程；(b)標的核酸配列を、プローブと接触させる工程であっ
て、各プローブが：5'側から3'側へ、ユニバーサルプライミング配列、及び標的配列の第
一の標的ドメインに実質的に相補性である配列、及び検出位置と塩基対形成するのに適し
た照合位置(例えば3'側の4個の末端塩基内)を含み、ここで任意にプローブが、遺伝子座
同定配列(例えば、タグ又はバーコード)を含む、工程；(c)ハイブリダイゼーション複合
体を、伸長酵素及びdNTPと、照合位置の塩基が検出位置の塩基と完全に相補性である場合
、第二及び第三の標的ドメインを介したプローブの伸長が生じるような条件下で接触させ
、増幅鋳型として作用することができる伸長されたプローブを形成する工程：を更に含む
ことができる。
【０２４５】
　本明細書に開示された方法においてアッセイするための標的ポリヌクレオチドを生成す
る方法は、増幅鋳型を増幅し、アンプリコンを生成する工程を更に含むことができる。一
部の態様において、第一又は第二のプローブのためにユニバーサルプライミング配列を含
むプライマーはまた、どの同定配列が増幅鋳型に既に組込まれているかに応じて、対立遺
伝子同定配列又は遺伝子座同定配列(例えばタグ又はバーコード)も含む。これらのアンプ
リコンは、遺伝子座同定配列及び対立遺伝子同定配列の両方を含むことができるが、これ
らは、本明細書に開示された方法を用いて特徴づけることができる。標的配列の特徴決定
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は、遺伝子座及び対立遺伝子の同定配列の存在を基に試料の遺伝子型を示すことができる
。
【０２４６】
　一部の実施態様において、アンプリコンを作製するために使用されるプライマーは、増
幅時に使用される伸長酵素が残基を横断することができないように1以上の修飾された残
基を含む。例えば一部の態様において、一つのプライマーは、伸長酵素がプライマー伸長
を継続することを防ぐために、脱塩基部位(脱プリン/脱ピリミジン部位)、C3スペーサー
ホスホロアミダイト(Int C3 Spacer)、トリエチレングリコールスペーサー(Int Spacer 9
)又は18-原子ヘキサ-エチレングリコールスペーサー(Int Spacer 18)を含む。当業者は、
この同じ機能を実行することができる他の修飾された残基を選択することができることが
、理解される。十分な長さの5’側オーバーハングが、本明細書記載の方法を使用し標的
ポリヌクレオチドの特徴決定のために作製される限りは、1以上の修飾された残基は、対
立遺伝子同定配列内又は対立遺伝子同定配列のいずれかの側に位置することができる。例
えば、5’側オーバーハングは、アンプリコンの不動化を可能にするのに十分な長さであ
る。
【０２４７】
　一部の実施態様において、前記方法により作製されたアンプリコンは、第二のプローブ
配列中又はその近傍に3’側オーバーハングを作製するために、ニッキングエンドヌクレ
アーゼと更に接触される。このようなニッキング酵素は、2本鎖産物の1本鎖のみを切断す
るよう、特異性のある配列であることができる。様々なニッキングエンドヌクレアーゼは
、当該技術分野において周知であり、且つ当業者は、プローブ及びプライミング配列を基
に好適なエンドヌクレアーゼを容易に選択することができることが認められる。ニッキン
グエンドヌクレアーゼによる切断後に3’側オーバーハングを作製するために、例えばニ
ック鎖のより小さい部分がアンプリコンから放出されるのに対し、アンプリコンの残りは
一緒にハイブリダイズされるように、アンプリコンを部分的に変性することを含む、当該
技術分野において公知のいくつかの方法を使用することができる。アンプリコンのより小
さい部分が除去される便宜を図るために、このより小さい部分のリバース補完物(reverse
 complement)を、望ましくない鎖にハイブリダイズさせるために添加することができる。
【０２４８】
　一部の実施態様において、3’側オーバーハングは、先の方法で説明された第二のプロ
ーブ配列中に1以上のウラシル残基を含み、且つウラシルの位置に単ヌクレオチドギャッ
プを特異的に作製するウラシル-特異的酵素とこのアンプリコンを接触させることにより
、作製することができる。このようなウラシル-特異的酵素の非限定的例は、Uracil-Spec
ific Excision Reagent(USER(商標))酵素(New England Biolabs社)である。従って、この
酵素により作製されたより小さい分散型断片は、周知の方法を用いアンプリコンから容易
に変性され得る。
【０２４９】
　特定の態様において、作製される3’側オーバーハングは、本明細書記載のヘリカーゼ
の結合を促進するのに十分な長さである。従って一部の態様において、3’側オーバーハ
ングは、長さが少なくとも4のヌクレオチドを含む。別の態様において、3’側オーバーハ
ングは、長さが4～20のヌクレオチドを、又は特定の態様においては8～16の、又は別の態
様においては長さが10及び16のヌクレオチドを含む。
【０２５０】
　語句「遺伝子座同定配列」とは、標的ポリヌクレオチドに割り当てられるか、又は標的
ポリヌクレオチド上の特定の位置に接続されることが分かっている、核酸残基の配列(例
えばタグ又はバーコード)をいう。標的ポリヌクレオチドの位置は、アッセイされる対立
遺伝子に近接しているゲノム上の、例えば、遺伝子、遺伝子の一部分(例えばエキソン若
しくはイントロン)又は非コード領域(例えばプロモーター若しくはエンハンサー)である
ことができる。遺伝子座同定配列は、関心対象の標的配列の位置に特異的である天然の配
列及び／又は関心対象の標的配列に対し未変性ではない合成配列であることができる。遺
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伝子座同定配列は、タグ又はバーコードから予想されるシグナルパターンにより割り当て
ることができる。
【０２５１】
　語句「対立遺伝子同定配列」とは、標的ポリヌクレオチドの検出位置内である特異的核
酸残基に割り当てられた、核酸残基の配列(例えばタグ又はバーコード)をいう。対立遺伝
子同定配列は、検出位置内の核酸残基(例えば、A、T、C、又はG)の存在を示すことができ
る。対立遺伝子同定配列もまた、タグ又はバーコードから予想されるシグナルパターンに
より割り当てることができる。
【０２５２】
　別の実施態様において、標的ポリヌクレオチドを特徴決定する方法は、図18に説明され
た工程を更に含むことができる。かかる方法は、(a)関心対象の異なる標的核酸配列を有
する試料を提供する工程であって、ここで異なる標的核酸配列は、固体支持体上に任意に
固定されている工程；(b)試料を、関心対象の異なる標的核酸配列の各々に関するプロー
ブのセットと接触させ、ハイブリダイゼーション複合体を形成する工程であって、各セッ
トが：5'側から3'側へ、第一のユニバーサルプライミング配列、及び第一の標的ドメイン
に実質的に相補性であり且つ検出位置による塩基対形成に適した照合位置を有する配列を
含む、第一のプローブ；並びに、5'側から3'側へ、第三の標的ドメインと実質的に相補性
である配列、及び第二のユニバーサルプライミング配列を含む、第二のプローブ：を含み
、ここで少なくとも1つのプローブが、関心対象の標的配列に対し未変性ではない遺伝子
座同定配列(例えば、タグ又はバーコード)を含む工程；(c)ハイブリダイゼーション複合
体を、伸長酵素及びdNTPと接触させる工程であって、ここで各ハイブリダイゼーション複
合体は、照合位置の塩基が検出位置の塩基と完全に相補性である場合、第一のプローブが
、第二の標的ドメインに沿って伸長される工程；(d) 伸長された第一のプローブを、第二
のプローブへライゲーションし、増幅鋳型を形成する工程；(e)増幅鋳型を、第一及び第
二のユニバーサルプライマーにより増幅し、アンプリコンを作製する工程であって、ここ
で少なくとも1つのプライマーが、対立遺伝子同定配列(例えばタグ又はバーコード)を含
み、ここで対立遺伝子同定配列が、脱塩基部位を含む、工程；(f)アンプリコンをニッキ
ングエンドヌクレアーゼと接触させ、第二のプライマー配列に3’側オーバーハングを作
製する工程；並びに、(g)本明細書記載の標的ポリヌクレオチド特徴決定の方法を用い、
異なるアンプリコンの遺伝子座同定配列及び対立遺伝子同定配列の両方の存在を検出し、
これにより試料中の関心対象の異なる標的配列の存在を示す工程：を含む。
【０２５３】
　本明細書において使用される語句「マルチプレックス」又は文法上の同等物は、2より
も多い関心対象の標的配列の検出、分析又は増幅をいう。一実施態様において、マルチプ
レックスは、少なくとも100又は200の異なる標的配列をいう一方で、少なくとも500の異
なる標的配列が、好ましい。より好ましくは、少なくとも1000で、5000又は10,000より多
くが特に好ましく、並びに50,000又は100,000より多くが最も好ましい。検出は、本明細
書記載の様々なプラットフォーム上で行うことができる。
【０２５４】
　一部の態様において、本明細書の開示は、試料中の核酸標的配列の検出の方法を提供す
る。当業者が理解するように、試料溶液は、体液(非限定的に、事実上あらゆる生物の、
血液、尿、血清、リンパ液、唾液、肛門及び膣の分泌物、汗及び精液を含み、哺乳動物の
試料が好ましく、且つヒト試料が特に好ましい)；環境的試料(非限定的に、空気、農業試
料、水及び土壌試料を含む)；生物学的軍事物質試料；研究試料；精製されたゲノムDNA、
RNA、タンパク質などの、精製された試料；生の試料(細菌、ウイルス、ゲノムDNAなど)を
含むが、これらに限定されるものではないいくつかのものを含有し得る。当業者が理解す
るように、事実上任意の実験操作は、この試料について行われ得る。
【０２５５】
　必要ならば、標的ポリヌクレオチドは、公知の技術を用いて、調製される。例えば、当
業者に理解されるように、試料は、既知の溶解緩衝液、音波処理、電気穿孔などを用い、



(86) JP 2017-503473 A 2017.2.2

10

20

30

40

50

細胞を溶解するように処理され、必要に応じて起こる以下に概説する精製及び増幅を伴う
。加えて、本明細書に概説した反応は、当業者に理解されるように、様々な様式で達成さ
れる。以下に概説する好ましい実施態様により、反応成分は、同時に、逐次に、いずれか
の順番で添加される。加えて反応は、アッセイに含まれる様々な他の試薬を含むことがで
きる。これらは、塩、緩衝液、中性タンパク質、例えばアルブミン、界面活性剤などの試
薬を含み、これらは、最適なハイブリダイゼーション及び検出を促進し、並びに／又は非
特異的若しくはバックグラウンド相互作用を減少するために使用することができる。また
、プロテアーゼインヒビター、ヌクレアーゼインヒビター、抗微生物剤などの、そうでな
ければアッセイの効率を向上する試薬も、試料調製方法及び標的の純度に応じて使用する
ことができる。
【０２５６】
　加えてほとんどの実施態様において、本明細書記載のプライマー及び他のプローブのハ
イブリダイゼーションを可能にするために、2本鎖標的ポリヌクレオチドは変性され、そ
れらは1本鎖とされる。一実施態様は、pH変化及び他の技術も使用するが、一般に反応の
温度を約95℃まで上昇することによる、温熱工程を利用する。
【０２５７】
　本明細書に概説するように、標的ポリヌクレオチドは、反応からの検出配列などの反応
生成物、ライゲーションされたプローブ、PCR反応からの伸長されたプローブ、又はPCR増
幅産物(“アンプリコン”)などであることができる。
【０２５８】
　一部の実施態様において、標的ポリヌクレオチドは、それについて配列情報が望ましい
位置を含み、これは一般に本明細書において「検出位置」と称される。特定の実施態様に
おいて、検出位置は、単独のヌクレオチドであるが、一部の実施態様において、これは、
互いに連続しているか又は1以上のヌクレオチドにより隔てられているかのいずれかの、
複数のヌクレオチドを含むことができる。本明細書において使用される「複数」は、少な
くとも2を意味する。本明細書において使用されるように、ハイブリッドにおいて検出位
置の塩基と塩基対形成する塩基は、「読み出し位置」又は「照合位置」と称され；従って
、本発明の第一又は第二工程のプローブの多くは、照合位置を含む。
【０２５９】
　本明細書に開示された方法は、図面に示され且つ本明細書により詳細に説明された、多
種多様な立体配置をとることができる。一般にこれらのコンポーネントは、複雑度低下コ
ンポーネント、特異性コンポーネント及び増幅コンポーネントを含む。これらのコンポー
ネントは、以下に開示された様々な様式で構成され得る。すなわち、一実施態様において
は、複雑度低下工程が、最初に行われる。これには、増幅工程又は特異性工程のいずれか
が続く。或いは、特異性工程が最初に行われる。これには、複雑度低下工程又は増幅工程
が続くことができる。或いは、増幅が最初に行われる。これには、複雑度工程及び特異性
工程が続く。
【０２６０】
　先に3つのコンポーネントの各々は任意の順番で行うことができることを指摘している
が、当業者は、増幅が最初に行われる場合には、恐らくある程度の複雑度低下又は特異性
が関与するであろうことを理解するであろう。加えて、特異性コンポーネントが最初に行
われる場合、ある程度の複雑度低下が存在するであろう。加えて一部の実施態様において
、増幅が最初に行われる場合、ある程度の特異性及び複雑度低下が存在するであろう。し
かし以下に説明するように、本方法は一般に、3コンポーネントを含む。
【０２６１】
　（プローブ及びプライマー）
【０２６２】
　当業者が理解するように、本明細書で開示された方法において使用することができるい
くつかのプローブ又はプライマーが存在する。これらのプローブ／プライマーは、様々な
立体配置をとることができ、且つ以下により詳細に説明される様々な構造上のコンポーネ



(87) JP 2017-503473 A 2017.2.2

10

20

30

40

50

ントを有することができる。第一の工程プローブは、対立遺伝子特異的プローブ又は遺伝
子座特異的プローブのいずれかであることができる。「対立遺伝子特異的」プローブ又は
プライマーは、標的配列へハイブリダイズし且つ対立遺伝子の間を区別するか、又は標的
配列へハイブリダイズし且つ対立遺伝子特異的様式で修飾されるかのいずれかのプローブ
又はプライマーを意味する。「遺伝子座特異的」プローブ又はプライマーは、遺伝子座特
異的様式で標的配列へハイブリダイズするが、必ずしも対立遺伝子間を区別しないプロー
ブ又はプライマーを意味する。遺伝子座特異的プライマーはまた、修飾され、すなわち以
下に説明されるように伸長され、結果的にこれは特定の対立遺伝子に関する情報を含むが
、遺伝子座特異的プライマーは、対立遺伝子間を区別しない。
【０２６３】
　多くの実施態様において、プローブ又はプライマーは、1以上のユニバーサルプライミ
ング部位及び／又は同定配列を含む。例えば一つの立体配置において、4つの対立遺伝子
塩基の各々は、異なる配列に、すなわち対立遺伝子同定配列(例えばタグ又はバーコード)
、類似の増幅効率を有する各配列に会合している。別の構成において、プローブの1種は
、遺伝子座同定配列(例えばタグ又はバーコード)を含む。
【０２６４】
　当業者が理解するように、プライマー及びプローブ核酸のサイズは、変動することがで
き、プローブの各部分及び変動するプローブの全体の長さは、概して長さ5～500ヌクレオ
チドを変動する。各部分は、用途及び増幅技術に応じて、長さ10～300、15～250、又は10
～35ヌクレオチドであることができる。従って例えば、プローブのユニバーサルプライミ
ング部位は、長さが15～20ヌクレオチドであることができ、いくつかの実施態様において
18が使用される。プローブの遺伝子座及び／又は対立遺伝子同定配列は、長さ10～300ヌ
クレオチドであることができ、いくつかの実施態様においては20～100が使用される。プ
ローブの標的特異的部分は、長さ15～50ヌクレオチドであることができる。加えてプライ
マーは、追加の増幅プライミング部位を含むことができる。
【０２６５】
　一実施態様において、対立遺伝子又は遺伝子座特異的プローブ又はプローブ類は、標的
配列の第一のドメインに実質的に相補的である標的ドメインを含む。概してプローブは、
標的配列(本明細書に記載のように、試料の標的配列又は他のプローブ配列のいずれかに
対し)に対し相補的であるように設計することができ、結果的に標的と本明細書記載のプ
ローブのハイブリダイゼーションが起こる。この相補性は、完全である必要性はなく；標
的配列と本発明の1本鎖核酸の間のハイブリダイゼーションを妨害するいくつかの塩基対
ミスマッチが存在することができる。しかしこの変異の数が非常に多いと、ハイブリダイ
ゼーション条件の最低ストリンジェント下であっても、ハイブリダイゼーションは起こり
えず、この配列は、相補的標的配列ではない。従って本明細書における「実質的に相補的
」とは、プローブが、選択された反応条件下でハイブリダイズするのに、標的配列に対し
十分に相補性であることを意味する。
【０２６６】
　同じく、本明細書記載の方法において使用されるプローブは、後続の増幅スキームのた
めの必須のプライミング部位又は部位類を含むように構築されることができる。いくつか
の実施態様において、プライミング部位は、ユニバーサルプライミング部位である。本明
細書における「ユニバーサルプライミング部位」又は「ユニバーサルプライミング配列」
は、増幅のためにプライマーに結合するプローブの配列を意味する。
【０２６７】
　当業者が理解するように、概して高度に多重化された反応が行われ、全てのユニバーサ
ルプライミング部位は、全ての反応について同じである。或いは、ユニバーサルプライミ
ング部位及び対応するプローブの「セット」を、同時又は連続して使用することができる
。ユニバーサルプライミング部位は、本明細書に概略されたように、修飾されたプローブ
を増幅し、複数のアンプリコンを形成し、その後様々な様式で検出するために使用される
。
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【０２６８】
　従って本明細書記載の方法は、第一の標的プローブセットを提供する。本明細書の「プ
ローブセット」は、特定の多重化されたアッセイにおいて使用される複数の標的プローブ
を意味する。この文脈において、アッセイ、試料及び試験の目的に応じて、複数は、少な
くとも2を意味し、10より多くが好ましい。一実施態様において、プローブセットは、100
よりも多くを含み、500よりも多いプローブが好ましく、1000よりも多くが特に好ましい
。特に好ましい実施態様において、各プローブは、少なくとも5000を含み、10,000よりも
多いプローブが、最も好ましい。
【０２６９】
　（複雑度低下コンポーネント）
【０２７０】
　複雑度低下は、本明細書に記す多重スキームセットのコンポーネントであることができ
る。一般に複雑度低下は、特定の標的又は遺伝子座を濃厚化する方法である。すなわち複
雑度低下は、試料からの非-標的核酸の除去又は標的核酸に正確に若しくは全くハイブリ
ダイズしなかったプローブ／プライマーの除去を生じる方法と考えられる。加えて複雑度
低下は、酵素工程時に修飾されなかったプローブの除去を含む。すなわち複雑度低下は、
酵素工程前、すなわち増幅工程若しくは特異的工程のいずれか、又は両方の前の非-標的
核酸の除去、すなわち標的核酸の濃厚化又はハイブリダイズしないプローブ若しくはプラ
イマーの除去を含む。
【０２７１】
　複雑度低下工程を含む様々な方法が存在する。これらは、標的核酸又は標的特異的様式
で修飾されているプローブ／プライマーの選択的固定、非-標的核酸の選択的除去、並び
に非-標的核酸の選択的破壊を含むが、これらに限定されるものではない。かかる破壊は
、非-標的核酸の変性、分解又は切断を含むが、これらに限定されるものではない。加え
て複雑度低下は、標的選択的増幅などのコンポーネントを含むことができるが、これはま
た増幅及びコンポーネントも含む。
【０２７２】
　いくつかの実施態様において、複雑度低下は、標的特異的様式で修飾されたプライマー
の選択的固定により達成される。すなわち、遺伝子座特異的プライマー又は対立遺伝子特
異的プライマーのいずれかは、標的とハイブリダイズされる。この標的は、固定されるか
又は溶液中に存在することができる。ハイブリダイゼーション後、プライマーは、プライ
マー伸長反応において伸長される。一部の態様において、プライマー又はNTPのいずれか
は、伸長産物の反応混合物からの除去又は精製を可能にする精製タグを含む。一旦伸長さ
れると、一般に修飾されたプライマーは、固体支持体上に固定されることができる。修飾
されたプライマーの固定後、支持体は、洗浄され、非-標的核酸及び修飾されない、すな
わち伸長されないプライマーの両方を除去する。こうして固定されたプライマーは、特定
の対立遺伝子情報を含む標的遺伝子座に関する情報を含む。これは、標的核酸の濃厚化又
は非-標的核酸の除去を生じる。
【０２７３】
　別の実施態様において、複雑度低下コンポーネントは、標的ポリヌクレオチドの選択的
固定を含む。すなわち標的ポリヌクレオチドは、非-標的核酸よりも支持体上に優先的に
固定される。
【０２７４】
　一実施態様において、標的ポリヌクレオチド、プローブ又は修飾されたプライマーを含
むプライマーは、固体支持体に付着される。「固体支持体」又は本明細書の他の文法上の
同等物は、標的配列の付着に適しているか又はこれに適しているように修飾することがで
きる任意の物質を意味する。当業者が理解するように、可能な基板の数は非常に多い。可
能な基板は、ガラス及び修飾又は機能化されたガラス、プラスチック(アクリル系、ポリ
スチレン、及びスチレンと他の物質のコポリマー、ポリプロピレン、ポリエチレン、ポリ
ブチレン、ポリウレタン、テフロン(商標)などを含む)、多糖、ナイロン又はニトロセル
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ロース、セラミック、樹脂、ケイ素及び修飾ケイ素を含むシリカ又はシリカ-ベースの物
質、炭素、金属、無機ガラス、プラスチック、光ファイバー束、及び様々な他のポリマー
を含むが、これらに限定されるものではない。磁気ビーズ及びハイスループットマイクロ
タイタープレートが、特に好ましい。
【０２７５】
　固体支持体の組成及び幾何は、その用途により変動する。いくつかの実施態様において
、ミクロスフェア又はビーズを含有する支持体を、固体支持体に使用することができる。
「ミクロスフェア」又は「ビーズ」又は本明細書の文法上の同等物は、小さい個別の粒子
を意味する。ビーズの組成は、生体活性物質のクラス及び合成方法に応じて、変動するで
あろう。好適なビーズ組成物は、非限定的に、プラスチック、セラミック、ガラス、ポリ
スチレン、メチルスチレン、アクリル系ポリマー、常磁性金属、トリウム土壌(thoria so
l)、カーボングラファイト、二酸化チタン、ラテックス又はセファロースなどの架橋され
たデキストラン、セルロース、ナイロン、架橋されたミセル及びテフロンを含む、ペプチ
ド、核酸及び有機部分の合成において使用されるものを含み、並びに固体支持体に関して
本明細書において概説された他の物質を全て使用することができる。Bangs Laboratories
社(フィッシャー、IN)の「ミクロスフェア検出ガイド(Microsphere Detection Guide)」
は、有用な指針である。好ましくはこの実施態様において、複雑度低下が行われる場合、
ミクロスフェアは、磁気ミクロスフェア又はビーズである。
【０２７６】
　一旦固体支持体へ付着されると、標的配列、プローブ又はプライマーは、本明細書に記
載のように分析されやすい。
【０２７７】
　高、中及び低ストリンジェンシー条件を含む、様々なハイブリダイゼーション又は洗浄
の条件を、本発明において使用することができ；例えば、Maniatisらの文献、「分子クロ
ーニング：実験マニュアル(Molecular Cloning: A Laboratory Manual)」、第2版、1989
年、及びAusubelら編集の「分子生物学の簡単なプロトコール(Short Protocols in Molec
ular Biology)」を参照し、これは引用により本明細書中に組み込まれている。ストリン
ジェント条件は、配列-依存性であり、且つ異なる状況において異なるであろう。より長
い配列は、より高い温度で特異的にハイブリダイズする。核酸ハイブリダイゼーションの
広範な指針は、Tijssenの文献、「生化学及び分子生物学の技術－核酸プローブによるハ
イブリダイゼーション(Techniques in Biochemistry and Molecular Biology--Hybridiza
tion with Nucleic Acid Probes)」、「ハイブリダイゼーションの原理の概要及び核酸ア
ッセイの戦略(Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic
 acid assays)」(1993)に認められる。一般に、ストリンジェント条件は、規定されたイ
オン強度及びpHで、特定の配列について融解温度(Tm)よりも約5～10℃低いように選択さ
れる。Tmは、標的に相補的なプローブの50％が(規定されたイオン強度、pH及び核酸濃度
の下で)、平衡状態で、標的配列にハイブリダイズする温度である(標的配列は過剰に存在
するので、Tmで、平衡状態で、プローブの50％は占拠される)。ストリンジェント条件は
、塩濃度が、pH7.0～8.3で、約1.0Mナトリウムイオン未満、典型的には約0.01～1.0Mナト
リウムイオン濃度(又は他の塩)であり、並びに温度は、短いプローブ(例えば10～50ヌク
レオチド)に関しては少なくとも約30℃、及び長いプローブ(例えば50ヌクレオチド以上)
に関しては少なくとも約60℃であるものであろう。ストリンジェント条件はまた、ホルム
アミドなどのヘリックス不安定化剤の添加により、達成されることができる。
【０２７８】
　本明細書の「伸長酵素」は、NTPの添加により配列が伸長する酵素であることを意味す
る。当該技術分野において周知であるように、多種多様な好適な伸長酵素が存在し、その
中でポリメラーゼ(標的配列及びプレサークル(precircle)プローブの組成に応じて、RNA
及びDNAの両方)が、好ましい。好ましいポリメラーゼは、鎖置換活性を欠くものであり、
標的化ドメインに対し相補的であるヌクレオチドを含むようにプローブを更に伸長するこ
となく、従って環化を防止するように、プローブの末端に必要な塩基のみ付加することが
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可能である。好適なポリメラーゼは、DNAポリメラーゼIのクレノウ断片、SEQUENASE 1.0
及びSEQUENASE 2.0(U.S. Biochemical社)、T5 DNAポリメラーゼ、Phi29 DNAポリメラーゼ
及び例えばサーマス(Thermus)種由来の様々なRNAポリメラーゼ、又はバクテリオファージ
由来のQβレプリカーゼを含む、DNA及びRNAポリメラーゼの両方を含むが、これらに限定
されるものではなく、とりわけ、SP6、T3、T4及びT7 RNAポリメラーゼも使用することが
できる。
【０２７９】
　プローブが、プローブの5'末端を超えて伸長されないことを確実にするために、ポリメ
ラーゼはまた、5'→3'エキソヌクレアーゼ活性が本質的に欠けているものを含むことがで
きる。5'→3'エキソヌクレアーゼ活性を欠いている例証的酵素は、DNAポリメラーゼのク
レノウ断片及びDNAPTaqポリメラーゼのStoffel断片を含む。例えばTaq DNAポリメラーゼ
のStoffel断片は、遺伝子操作のために、5'→3'エキソヌクレアーゼ活性を欠き、これはN
-末端の289個のアミノ酸を欠いている切断型タンパク質の生成を生じる(例えば、Lawyer
らの文献、J. Biol. Chem., 264:6427-6437 (1989)；及び、Lawyerらの文献、PCR Meth. 
Appl., 2:275-287 (1993)参照)。類似の変異体ポリメラーゼは、T. maritima、Tsps17、T
Z05、Tth及びTaf由来のポリメラーゼについて生成される。
【０２８０】
　追加のポリメラーゼは、3'→5'エキソヌクレアーゼ活性を欠くものであり、これは通常
、プルーフリーディング活性と称され、且つプライマー-鋳型二重鎖の3'末端でミスマッ
チした塩基を除去する。3'→5'エキソヌクレアーゼ活性の存在は、合成された鎖において
増大した忠実度を提供するが、Tma(5'→3'エキソヌクレアーゼ活性を欠いているTmaの変
異体型を含む)などの熱安定性のDNAポリメラーゼにおいて認められた3'→5'エキソヌクレ
アーゼ活性もまた、PCRにおいて使用されるプライマー、1本鎖鋳型及び1本鎖PCR産物など
の1本鎖DNAを分解する。プライマー伸長プロセスにおいて使用されるオリゴヌクレオチド
ライマーの3'末端の完全性は、これは新生鎖の伸長が始まるのがこの末端からであるので
、重要である。3'末端の分解は、短いオリゴヌクレオチドに繋がり、これは次にプライミ
ング反応の特異性の喪失を生じる(すなわち、より短いプライマーは、偽の又は非特異的
プライミングが生じ始める可能性がより大きい)。
【０２８１】
　更に追加のポリメラーゼは、熱安定性ポリメラーゼである。熱抵抗性酵素は、最適条件
下で、40℃で1時間後に、その活性のほとんどを維持している任意の酵素を含むことがで
きる。5'→3'エキソヌクレアーゼ及び3'→5'エキソヌクレアーゼの両方を欠いている熱安
定性ポリメラーゼの例は、Taq DNAポリメラーゼのStoffel断片を含む。このポリメラーゼ
は、遺伝子操作のために、5'→3'エキソヌクレアーゼ活性を欠いており、且つTaqポリメ
ラーゼは、3'→5'エキソヌクレアーゼ活性を天然に欠いているので、3'→5'活性は存在し
ない。Tth DNAポリメラーゼは、サーマス・サーモフィルス(Thermus thermophilus)に由
来し、且つEpicentre Technologies社、Molecular Biology Resource社、又はPerkin-Elm
er社から入手可能である。3'エキソヌクレアーゼ活性を欠いている他の有用なDNAポリメ
ラーゼは、New England Biolabs社から入手可能なVent[R](exo-)(古細菌サーモコッカス
・リトラリス(Thermococcus litoralis)由来のDNAポリメラーゼ遺伝子を保持する大腸菌
株から精製された)、及びサーマス・フラバス(Thermus flavus)由来で、Amersham社から
入手できるHot Tub DNAポリメラーゼを含む。熱安定性であり且つ5'→3'エキソヌクレア
ーゼ活性及び3'→5'エキソヌクレアーゼ活性を欠いた他の好ましい酵素は、AmpliTaq Gol
dを含む。少なくとも実質的に同等である他のDNAポリメラーゼは、他のN-末端切断型サー
マス・アクアティクス(Thermus aquaticus)(Taq)DNAポリメラーゼIのように使用すること
ができる。KlenTaq I及びKlenTaq LAと称されるポリメラーゼは、この目的に極めて適し
ている。当然、これらの特徴を有する任意の他のポリメラーゼもまた、本発明に従い使用
することができる。
【０２８２】
　プローブの3'末端で1以上のヌクレオチドの付加を実行する条件は、使用される特定の
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酵素によって左右され、且つ一般に使用される酵素の製造業者により推奨される条件に従
う。
【０２８３】
　（特異性コンポーネント）
【０２８４】
　一般に複雑度低下工程後に、特異性工程が、本明細書記載の方法に含まれる。「特異性
コンポーネント」は、好ましくは対立遺伝子のレベルで、標的核酸間を区別する工程を意
味する。すなわち、特異性コンポーネントは、対立遺伝子特異的工程(例えば遺伝子型判
定又はSNP解析)である。特異性の一部のレベルは、対立遺伝子特異的プローブの鋳型(す
なわち先の複雑度低下工程の生成物)への単純なハイブリダイズにより、達成され得るが
、好ましい実施態様において、特異性工程は、酵素的工程を含む。すなわち、酵素的工程
の忠実度は、対立遺伝子区別に関する特異性を改善する。好ましい酵素は、本明細書にお
いてより詳細に説明される、DNAポリメラーゼ、RNAポリメラーゼ及びリガーゼを含む。
【０２８５】
　先に説明されたポリメラーゼはまた、特異性工程に適することができる。
【０２８６】
　多くのリガーゼは、公知であり、且つ本明細書記載の方法における使用に適する。例証
的リガーゼは、Lehmanの文献、Science, 186: 790-797 (1974)；Englerらの文献、「DNA
リガーゼ(DNA Ligases)」、3-30頁、編集Boyer、The Enzymes, Vol. 15B(Academic Press
社、ニューヨーク、1982)；及び同類のものに説明されている。好ましいリガーゼは、T4 
DNAリガーゼ、T7 DNAリガーゼ、大腸菌DNAリガーゼ、Taqリガーゼ、Pfuリガーゼ、及びTt
hリガーゼを含む。それらの使用に関するプロトコールは、周知であり、例えばSambrook
らの文献(先に言及)；Baranyの文献、PCR Methods an Applications, 1: 5-16 (1991)；M
arshらの文献、Strategies, 5: 73-76 (1992)；及び同類のものにおいて周知である。一
般に、リガーゼは、隣接している鎖の3'ヒドロキシルへのライゲーションのために、5'リ
ン酸基が存在することを必要とする。好ましいリガーゼは、熱安定性又は(好熱性)リガー
ゼ、例えばpfuリガーゼ、Tthリガーゼ、Taqリガーゼ及びAmpligase(商標)DNAリガーゼ(Ep
icentre Technologies社、マジソン、Wis.)を含む。Ampligaseは、低い鈍的末端ライゲー
ション活性を有する。
【０２８７】
　特定の実施態様では、リガーゼは、最小のミスマッチライゲーションを有するものであ
る。リガーゼの特異性は、より少ない特異性のT4 DNAリガーゼを、大腸菌リガーゼ及び(
熱安定性)Taqリガーゼなどのより特異的NAD+-依存性リガーゼで置換することにより、増
加することができる。ライゲーション反応におけるNAD類縁体の使用は、ライゲーション
反応の特異性を更に増加する。Wallace らの米国特許第5,508,179号を参照されたい。
【０２８８】
　一実施態様において、特異性コンポーネントは、固定された標的により実行される。す
なわち、複雑度低下工程の生成物は、本明細書に概説したように、固体支持体上に固定さ
れる。本明細書において考察したように、特異性反応の標的は、「特異性標的」と称され
る。すなわち、複雑度低下工程の生成物は、特異性標的である。
【０２８９】
　一実施態様において、支持体は、最初の複雑度低下工程におけるものと同じ支持体であ
る。この実施態様において、標的核酸は、特異性アッセイの前に、固体支持体から除去さ
れる。標的核酸は、標的核酸の放出を生じるハイブリダイゼーション複合体を変性する任
意の方法により除去することができる。当業者が理解するように、この実施態様において
、標的核酸は、固体支持体に共有結合されない。すなわちこれは、支持体へ安定して付着
される標的プローブである。すなわち、プローブの付着は必ずしも共有的ではないが、こ
れはハイブリダイゼーション複合体の変性及び付着していない標的核酸の除去に耐えるの
に十分に安定している。
【０２９０】
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　代替の実施態様において、特異性標的は、溶液中にある。すなわち、複雑度低下工程後
、固定された標的核酸と標的プローブの間のハイブリダイゼーション複合体は、変性され
、且つ修飾された標的プローブは、ハイブリダイゼーション複合体から溶離される。特定
の実施態様において、特異性標的は、溶液中で分析される。代替の実施態様において、液
相の特異性標的は、後続の固体支持体上に固定される。
【０２９１】
　これらの特異性アッセイ、すなわち遺伝子型判定技術は、以下の5つの一般的範疇に収
まる：(1)検出位置でヌクレオチドを識別するために、ストリンジェンシー条件(温度、緩
衝液条件など)の変動を利用する、従来のハイブリダイゼーション法に頼る技術；(2)検出
位置でヌクレオチドと塩基対形成するようある塩基(「この塩基」)を付加する、伸長技術
；(3)検出位置に完全な相補性が存在する場合に、ライゲーション反応が優先的に起こる
よう、リガーゼ酵素の特異性(又は場合によっては、化学技術の特異性)に頼る、ライゲー
ション技術；(4)完全な相補性が存在する場合に、優先的に切断が起こるよう、同じく酵
素的又は化学的特異性に頼る、切断技術；並びに、(5)これらの方法を組合せた技術。一
般に米国特許第6,890,741号、第6,913,884号、第7,955,794号、第7582,420号、及び第8,2
88,103号、並びに米国特許出願公開2013-0244882を参照し、これらは引用により本明細書
中に組み込まれている。
【０２９２】
　いくつかの実施態様において、伸長遺伝子型判定が行われる。この実施態様において、
検出位置に隣接する標的配列にハイブリダイズされたプローブの読み出し位置へヌクレオ
チドを付加するために、いくつかの技術を使用することができる。酵素的特異性に頼るこ
とにより、優先的に完全に相補性の塩基が付加される。本明細書記載の方法の一部は、検
出位置でのヌクレオチドの酵素的組込みに頼っている。これは、単塩基伸長又は多-塩基
伸長などの、いくつかの当該技術分野において周知の方法を使用し、行うことができる。
いくつかの実施態様において、遺伝子型判定は、鎖終結ヌクレオチドを使用しないプライ
マー伸長により達成される。従ってこの遺伝子型判定は、多-塩基伸長と考えられる。こ
の方法は、所定のSNPの1つの対立遺伝子を検出するように設計された照合子オリゴヌクレ
オチドを提供することを含む。オリゴヌクレオチドの数は、プロービングされる個別のSN
P対立遺伝子の数によって決まる。例えば、各々が2つの対立遺伝子を伴う1000 SNPをプロ
ービングする場合、2000オリゴヌクレオチドが必要であろう。照合子は、SNP位置に対応
している各照合子の末端塩基によるか、又は照合子の最後の1、2、3又は4つのヌクレオチ
ド内のSNP-特異的位置により、SNP含有DNAの部分配列と相補的である。一部の実施態様に
おいて、照合子は、プライマーの末端位置ではないが、プライマーの3'末端から1、2、3
、4、5又は6ヌクレオチドの位置の残基である。例えば、SNPがA及びC対立遺伝子を有する
場合、T及びGに末端のある照合子が提供され、且つ一部の実施態様において、これら2つ
を検出するために、個別の要素(ビーズ)上に固定される。マッチ及びミスマッチの両方が
所定の対立遺伝子にハイブリダイズするが、マッチのみが、DNAポリメラーゼ伸長反応の
プライマーとして作用することができる。従って、標的DNAによるプローブのハイブリダ
イゼーション後、ポリメラーゼ反応が実行される。これは、dNTPの存在下でのDNAポリメ
ラーゼとのハイブリッドの伸長を生じる。
【０２９３】
　いくつかの実施態様において、伸長しないプローブ又はプライマーは、捕獲プローブへ
の結合において伸長したプライマーと競合することができるので、アッセイ混合物から、
特に固体支持体から、伸長しない又は反応しないプローブ又はプライマーを除去すること
が、望ましい。十分なプライマーアニーリングを生じるために大きく過剰のプライマーが
通常必要とされるので、伸長したプライマーに対する伸長しないプライマーの濃度は、比
較的高い。従って、数多くの異なる技術を使用し、伸長されないプローブ又はプライマー
の除去を促進することができる。これらは一般に、固体支持体への結合、反応したプライ
マーの保護及び伸長していないものの分解、並びに反応していないプライマーと及び反応
したプライマーの分離による、反応していないプライマーの除去を基にした方法を含む。
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【０２９４】
　（増幅コンポーネント）
【０２９５】
　この実施態様において、ポリヌクレオチドの増幅を含む方法が、本明細書に提供され、
且つ核酸増幅反応の産物、すなわちアンプリコンを、ポリヌクレオチドを特徴決定する方
法において使用することができる。好適な増幅方法は、標的増幅及びシグナル増幅の両方
を含む。標的増幅は、検出されるべき標的配列の増幅(すなわち複製)に関与し、標的分子
の数の著しい増加を生じる。標的増幅戦略は、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)、鎖置換増幅(
SDA)、核酸配列ベースの増幅(NASBA)、及びローリング-サークル増幅(RCA)を含むが、こ
れらに限定されるものではない。かかる増幅戦略は、当業者に周知であり、且つ本記載さ
れた方法における使用のために容易に選択することができる。
【０２９６】
　或いは代替技術は、標的の増幅よりもむしろ、シグナリングプローブを複製するための
鋳型として標的を使用し、少数の標的分子が、その後検出され得る多数のシグナリングプ
ローブを生じることを可能にする。シグナル増幅戦略は、リガーゼ連鎖反応(LCR)、サイ
クリングプローブ技術(CPT)、Invader(商標)技術などの侵襲的切断技術、Q-βレプリカー
ゼ(Q R)技術、及び単独の標的配列に結合する複数の標識物プローブを生じる「分岐したD
NA」などの「増幅プローブ」の使用を含む。
【０２９７】
　これらの方法は全て、標的配列へハイブリダイズし、ハイブリダイゼーション複合体を
形成するプライマー核酸(核酸類縁体を含む)を含むことができ、且つ一部の様式ではプラ
イマーを修飾する酵素が、それに添加され、修飾されたプライマーを形成する。例えばPC
Rは一般に、2つのプライマー、dNTP及びDNAポリメラーゼを必要とし；LCRは、標的配列に
隣接してハイブリダイズする2つのプライマー及びリガーゼを必要とし；CPTは、1つの切
断可能なプライマー及び切断酵素を必要とし；侵襲的切断は、2つのプライマー及び切断
酵素を必要とするなどである。従って、一般に、標的核酸は、必要な増幅コンポーネント
を含有する反応混合物へ添加され、並びに修飾されたプライマーが形成される。
【０２９８】
　概して修飾されたプライマーは、二次反応のための標的配列として役立ち、これは次に
数多くの増幅された鎖を生じ、これは本明細書に概説されたように検出されることができ
る。当業者に理解され且つ本明細書に概説されるように、様々な様式で、必要に応じ、未
反応のプライマーは除去される。従ってこの反応は、プライマー核酸の、標的配列への添
加により始まり、これはハイブリダイゼーション複合体を形成する。一旦プライマーと標
的配列の間にハイブリダイゼーション複合体が形成されたならば、時に「増幅酵素」と称
される酵素を使用し、プライマーを修飾する。本明細書に概説される全ての方法に関して
、酵素は、プライマーの添加前、添加時又は添加後のいずれかの、アッセイ時の任意の時
点で添加されてよい。酵素の同一性は、使用される増幅技術によって決まる。同様に、修
飾は、増幅技術によって決まるであろう。
【０２９９】
　いくつかの実施態様において、標的増幅技術は、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)である。P
CRは、広範に使用され且つ説明され、これは標的配列を増幅するためのサーマルサイクリ
ングと組合せたプライマー伸長の使用に関与している；米国特許第4,683,195号及び第4,6
83,202号、並びに「PCR必須データ(PCR Essential Data)」、J. W. Wiley & sons、編集C
. R. Newton、1995年を参照し、これらは全て引用により本明細書中に組み込まれている
。加えて、同じく本発明における使用が認められる、数多くのPCRの変形が存在し、これ
はとりわけ、「定量競合的PCR」又は「QC-PCR」、「任意配列プライマー使用するPCR」又
は「AP-PCR」、「イムノ-PCR」、「Alu-PCR」、「PCR単鎖高次構造多型」又は「PCR-SSCP
」、「逆転写酵素PCR」又は「RT-PCR」、「ビオチン捕獲PCR」、「ベクトレッテPCR」、
「パンハンドルPCR」、並びに「PCRセレクトcDNAサブトラクション」、「対立遺伝子-特
異的PCR」を含む。当業者は、本明細書記載の方法において使用することができる好適なP
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CRの変形を容易に選択することができることが、理解される。
【０３００】
　いくつかの実施態様において、増幅反応は、本明細書記載のように多重増幅反応である
。一実施態様において、増幅反応は、複数の標的配列を増幅するために、複数のPCRプラ
イマーを使用する。この実施態様において、複数の標的配列は、複数の増幅プライマー対
により、同時に増幅される。
【０３０１】
　代替の実施態様で、多重PCR反応は、本明細書記載のユニバーサルプライマーを使用す
る。すなわちユニバーサルPCRプライマーは、標的配列上のユニバーサルプライミング部
位にハイブリダイズされ、これにより複数の標的配列を増幅する。この実施態様は、限定
された数のPCRプライマーのみを必要とするので、潜在的に好ましい。すなわち、わずか
に1つのプライマー対が、複数の標的配列を増幅することができる。
【０３０２】
　Golden Gateアンプリコンは、先に説明したように鋳型としてヒトDNAを用いて作製され
る(Cold Spring Harb Symp Quant Biol. 2003;68:69-78、「高度に並行したSNP遺伝子型
判定(Highly parallel SNP genotyping)」、Fan JBらの文献)。得られるアンプリコンは
、対立遺伝子に応じて、P1及びP2と称される2つのプライマーの一方を有する。更に、ユ
ニバーサルリバースプライマー(“リバースP3”)が、全てのアンプリコン上に存在する。
【０３０３】
　P1：
【化１３】

【０３０４】
　P2：
【化１４】

【０３０５】
　リバースP3：
【化１５】

【０３０６】
　16サイクルを使用するPCRの第二ラウンドを使用し、“P1_バーコード_A”及び“P1_バ
ーコード_B”と称される、対立遺伝子をバーコードしているプライマーを追加した。複数
のデオキシウラシル残基を含む伸長されたユニバーサルリバースプライマー(“ユニバー
サルdUリバース”)を使用した。
【０３０７】
　P1_バーコード_A：
【化１６】

【０３０８】
　P2_バーコード_B：
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【化１７】

【０３０９】
　ユニバーサルdUリバース：

【化１８】

【０３１０】
　ここで/5phos/は5’リン酸を意味し、/dU/はデオキシウラシル塩基であり、並びにXは
脱塩基部分である。
【０３１１】
　PCR後、この試料は、USER酵素(New England Biolabs社、イプスウィッチ、MA)と共に、
2.5時間、37℃でインキュベーションし、dU残基が配置された1本鎖のギャップを作出した
。この試料を、65℃で10分間加熱し、断片化されたDNAを除去し、3’側オーバーハングを
作出した。PCR Cleanup Kit(Qiagen社)を使用し、試料を精製した。
【０３１２】
　試料を、コレステロール-含有オリゴ“P3_Chol”へ、分子比1：1で、65℃で加熱し、且
つゆっくり冷却することにより、アニーリングした。
【０３１３】
　P3_Chol：
【０３１４】

【化１９】

【０３１５】
　ここで、/iSp9/は9-原子トリエチレングリコールスペーサーを意味し、並びに/3CholTE
G/は3’コレステロールTEG(トリエチレングリコール)部分を意味する。
【０３１６】
　脂質二重層は、1,2-ジフィタノイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(Avanti Polar Lipid
s社)から形成した。この二重層は、テフロン中に水平方向に直径～20ミクロンの開口部を
広げた。M2-NNN-MspAを、濃度～2.5ng/mlで二重層の基底側に添加した。一旦単独の細孔
が挿入されたならば、更なる挿入を避けるために、コンパートメントを、実験用緩衝液で
フラッシュした。Axopatch-200Bパッチクランプ増幅器(Axon Instruments社)で、二重層
を横切る電圧180mVを印加し、且つイオン電流を測定した。類縁体シグナルは、4-極Besse
lフィルターにより、50kHzで低域フィルターを通過させ、その後低域フィルター周波数を
5回デジタル化した。データ獲得は、LabWindows/CVI(National Instruments社)により書
かれた特注のソフトウェアにより制御した。
【０３１７】
　二重層の両側の～60μlコンパートメントは、0.4M KCl、1mM EDTA、1mM DTT、1mM ATP
、10mM MgCl2、及び10mM HEPES/KOHで緩衝されたpH8.0の実験用緩衝液を含んだ。野生型H
el308 Tgaを、分子モーターとして、150nMで使用した。
【０３１８】
　図23は、一部の実施態様に従う、それぞれのバーコードとして使用するのに適した、第
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一の説明的ポリヌクレオチド配列(配列番号:89)及び第二の説明的ポリヌクレオチド配列(
配列番号:90)に関する、時間の関数としての、発生し得る例証的シミュレーションされた
シグナルを図示している。図24において、Hel308ヘリカーゼによる細孔を通じた第一の説
明的ポリヌクレオチド配列の分割転位に対応するシミュレーションされたシグナル(1)は
、比較的高シグナルレベルでの2つの“ピーク”、それに続く下落、それに続く比較的低
シグナルレベルでの2つ以上の“ピーク”を含む特徴的パターンを有するのに対し、Hel30
8ヘリカーゼによる細孔を通じた第二の説明的ポリヌクレオチド配列の分割転位に対応す
るシミュレーションされたシグナル(2)は、比較的低シグナルレベルでの2つの“ピーク”
、それに続く増加、それに続く比較的高シグナルレベルでの2つ以上の“ピーク”を含む
ことを認めることができる。従って、シミュレーションされたシグナル(1)及び(2)のよう
な個別の特徴を含む実際のシグナルは、例えばパターンマッチングを使用し、他方から容
易に識別することができ、従ってアッセイ結果の他方からの識別を促進することができる
ことを予想することができる。例えば、図24A-24Dは、一部の実施態様に従う、それぞれ
のバーコードとして使用するのに適した、第一及び第二の説明的ポリヌクレオチド配列に
関する、時間の関数としての、発生し得る例証的シミュレーションされたシグナルを図示
している。これは、図24A及び24Bにおいて一般に“バーコード”と指定されるシミュレー
ションされたシグナルのセクションは、比較的高シグナルレベルでの2つの“ピーク”、
それに続く下落、それに続く比較的低シグナルレベルでの2つ以上の“ピーク”を含むこ
とを認めることができ、従って第一の説明的ポリヌクレオチド配列に対応すると理解する
ことができる。同じく図24C及び24Dにおいて一般に“バーコード”と指定されるシミュレ
ーションされたシグナルのセクションは、比較的低シグナルレベルでの2つの“ピーク”
、それに続く増加、それに続く比較的高シグナルレベルでの2つ以上の“ピーク”を含む
ことを認めることができ、従って第二の説明的ポリヌクレオチド配列に対応すると理解す
ることができる。
【０３１９】
　別の例において、本実施例において先に説明されたものと同様の様式で、2NNN MspA細
孔が、DPhPC脂質二重層に挿入された。この緩衝液は、400mM KCl、10mM HEPES、pH8、5mM
 MgCl2、及び1mM EDTAを含んだ。これらの試薬は、1mM DTT及び1mM ATPを含んだ。酵素は
、およそ150mM Hel308 Tgaを含んだ。DNAは、およそ10nMであり、且つ配列決定された1本
鎖(RS1801131 SNP1及びSNP2と称される)は、コレステロール-含有ポリヌクレオチドへハ
イブリダイズした。このような鎖の配列決定時に得られたシグナルは、レベル-発見及び
本明細書において別所記載のようなアルゴリズムを使用する予測された配列へのアライン
メントを含む、ポスト-プロセッシングを用いて解読した。
【０３２０】
　図25A及び25Bは、各々、一部の実施態様に従う、それぞれのバーコードとして使用する
のに適した、第一及び第二の説明的ポリヌクレオチド配列に関する、時間の関数として発
生し得る例証的シミュレーションされたシグナルを図示している。図25A及び25Bにおいて
点線のボックス内のシミュレーションされたシグナルのセクションは、各々、rs1801131 
SNP1及びrs1801131 SNP2と各々指定された配列に関する独特のパターンを含み、従ってそ
れぞれのバーコードとして使用することができる。バーコードとして使用される配列は、
図23に図示したものと同じであった。
【０３２１】
　図26A-26Dは、各々、一部の実施態様に従う、それぞれのバーコードとして使用するの
に適した、第一及び第二の説明的ポリヌクレオチド配列に関する、時間の関数として発生
し得る例証的測定されたシグナルを図示している。図26A及び26Bにおいて点線のボックス
内の測定されたシグナルのセクションは、各々、rs1801131 SNP1と指定された配列のバー
コードに対応することが認められる独特のパターンを含むのに対し、図26C及び26Dにおい
て点線のボックス内の測定されたシグナルのセクションは、各々、rs1801131 SNP2と指定
された配列のバーコードに対応することが認められる独特のパターンを含み、同じくrs18
01131 SNP1と指定される配列のバーコードから容易に識別される。
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【０３２２】
（参考文献の組み込み）
　本出願を通じて、括弧内に又は括弧なしで、様々な刊行物が言及されている。これらの
刊行物の開示は、それらの全体が、この開示が関与する技術分野の状況をより完全に説明
するという目的を含むが、これに限定されるものではない全ての目的のために、本出願中
に引用により組み込まれている。
【０３２３】
（他の代替実施態様）
　本明細書に提供されるシステム及び方法は、本明細書に開示されたオペレーションを実
施するために、指示(例えば、ソフトウェア指示)を実行する様々な種類のデータプロセッ
サー環境を用いて(例えば、1以上のデータプロセッサー上で)実行され得ることは留意さ
れるべきである。非限定的例は、単独の汎用コンピュータ若しくはワークステーション上
で、又はネットワークシステム上での、或いはクライアント-サーバー構成においての、
又はアプリケーションサービスプロバイダーの構成においての、実行を含む。例えば本明
細書記載の方法及びシステムは、装置の処理サブシステムにより実行可能であるプログラ
ム指示を含むプログラムコードにより、多くの異なる型の処理装置において、実行するこ
とができる。ソフトウェアプログラム指示は、ソースコード、オブジェクトコード、マシ
ンコード、又は処理システムに本明細書記載の方法及びオペレーションの実行を起こすよ
う操作可能であるいずれか他の保存されたデータを含むことができる。しかしファームウ
ェアなど、又は本明細書記載の方法及びシステムを実行するために構築された適宜設計さ
れたハードウェアであっても、また他の実装も、使用することができる。
【０３２４】
　本システム及び方法は、1以上のデータ処理装置との連絡のために、ネットワーク(例え
ば、ローカルエリアネットワーク、ワイドエリアネットワーク、インターネット、それら
の組合せなど)、光ファイバー媒体、搬送波、ワイヤレスネットワークなどを介して搬送
されるデータシグナルを含むことができることも、更に注目される。データシグナルは、
装置に又は装置から提供される本明細書に明らかにされたデータのいずれか又は全てを搬
送することができる。
【０３２５】
　本システム及び方法のデータ(例えば、関連付け、データ入力、データ出力、中間デー
タ結果、最終データ結果など)は、異なる種類の記憶装置及びプログラミング構成体(例え
ば、RAM、ROM、フラッシュメモリー、単層ファイル、データベース、プログラミングデー
タ構造、プログラミング変数、IF-THEN(又は類似型)ステートメント構成体など)などの、
1以上の異なる種類のコンピュータ-実装されたデータ格納庫に、保存し且つ実装すること
ができる。データ構造は、コンピュータプログラムにより使用するための、データベース
、プログラム、メモリー、又は他のコンピュータ-読み取り可能な媒体における、データ
の組織化及び保存において使用するためのフォーマットを説明することに留意されたい。
【０３２６】
　本システム及び方法は、本方法のオペレーションを行い且つ本明細書記載のシステムを
実行するためにプロセッサーによる実行において使用するための指示(例えばソフトウェ
ア)を含む、コンピュータ記憶機構(例えば、CD-ROMなど持続型媒体、ディスケット、RAM
、フラッシュメモリー、コンピュータのハードドライブなど)を含む、多くの異なる種類
のコンピュータ-読み取り可能な記憶媒体上で、更に提供することができる。
【０３２７】
　更に、本明細書に提供されるコンピュータ構成要素、ソフトウェアモジュール、関数、
データ格納及びデータ構造は、それらのオペレーションに必要とされるデータフローを可
能にするために、互いに直接又は間接に接続され得る。モジュール又はプロセッサーは、
ソフトウェアオペレーションを実施するコードのユニットを含むが、これらに限定される
ものではなく、並びに例えば、コードのサブルーチンユニットとして、若しくはコードの
ソフトウェア関数ユニットとして、又はオブジェクトとして(オブジェクト指向パラダイ
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ムにおいてとして)、又はアプレットとして、又はコンピュータスクリプト言語において
、又は別の種類のコンピュータコードとして、実行されることができることも、留意され
たい。ソフトウェア構成要素及び／又は機能性は、単独のコンピュータ上に配置するか、
又は当面の状況に応じて複数のコンピュータにわたって分配するかすることができる。
【０３２８】
　本開示は、明らかにされた実施態様を参照し説明されているが、当業者は、先に詳述さ
れた具体的な実施例及び試験は、本開示の単なる例証であることを容易に理解するであろ
う。本開示の精神から逸脱しない、様々な変更を行うことができることは理解されるべき
である。従って、本開示は、以下の請求項によってのみ限定される。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】

【図１Ｃ】
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【図２Ａ】 【図２Ｂ】

【図２Ｃ】 【図３】
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【図４Ａ】 【図４Ｂ】

【図５】 【図６Ａ】
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【図６Ｂ】 【図７】

【図８】 【図９】
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【図１０】 【図１１】

【図１２】 【図１３Ａ－Ｂ】
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【図１３Ｃ】

【図１３Ｄ】

【図１３Ｅ】

【図１４】

【図１５】 【図１６】
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【図１７Ａ】 【図１７Ｂ】

【図１７Ｃ】 【図１７Ｄ】
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【図１８】 【図１９Ａ】

【図１９Ｂ】

【図２０Ａ】 【図２０Ｂ】
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【図２０Ｃ】 【図２１】

【図２２Ａ－Ｂ】 【図２２Ｃ】
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【図２２Ｄ】 【図２３】

【図２４】 【図２５Ａ】

【図２５Ｂ】
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【図２６Ａ－Ｂ】 【図２６Ｃ－Ｄ】
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