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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　複数の免疫細胞受容体鎖からクロノタイププロファイルを生成する方法であって、
　（ａ）反応混合物中、プライマー伸長条件下で、第１セットのプライマーとＢ細胞及び
／又はＴ細胞由来の再構成された核酸サンプル及び／又は無細胞系ＤＮＡサンプルとを組
み合わせる工程であって、前記第１セットのそれぞれのプライマーは受容体特異的な部分
、第１のプライマー結合部位を含有する５’－非相補的末端、及び前記受容体特異的な部
分と前記第１のプライマー結合部位との間に配置された配列タグを含み、前記受容体特異
的な部分は、第１の所定の位置にて異なる再構成された核酸にアニーリングし、伸長して
第１の伸長産物を生成する、工程と；
　（ｂ）前記第１セットのプライマーのうち伸長していないプライマーを前記反応混合物
より除去する、工程と；
　（ｃ）プライマー伸長条件下で、前記反応混合物に第２セットのプライマーを添加する
工程であって、前記第２セットのそれぞれのプライマーは、受容体特異的な部分と第２の
プライマー結合部位を含む５’非相補的末端とを有し、前記受容体特異的な部分は、第２
の所定の位置にて前記第１の伸長産物にアニーリングし、前記第２セットのそれぞれのプ
ライマーは、伸長して第２の伸長産物を生成し、それぞれの第２の伸長産物は、第１のプ
ライマー結合部位、第２のプライマー結合部位、配列タグ、及びＴ細胞受容体鎖又はＢ細
胞受容体鎖の部分をコードしている再構成された核酸を含む、工程と；
　（ｄ）前記反応混合物においてポリメラーゼ連鎖反応を実施して、アンプリコンを生成
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する工程であって、前記ポリメラーゼ連鎖反応は、前記第１のプライマー結合部位に特異
的な順方向プライマーと、前記第２のプライマー結合部位に特異的な逆方向プライマーと
を使用する、工程と；
　（ｅ）前記アンプリコンを配列決定して、複数のＴ細胞受容体鎖及び／又はＢ細胞受容
体鎖のクロノタイププロファイルを生成する工程と、を含む、複数の免疫細胞受容体鎖か
らクロノタイププロファイルを生成する方法。
【請求項２】
　前記複数のＴ細胞受容体鎖がＴＣＲβ、ＴＣＲδ及びＴＣＲγを含み、前記第１セット
のプライマー及び前記第２セットのプライマーが、ＴＣＲβ及びＴＣＲδのＶＤＪ領域を
コードしている再構成された核酸領域に隣接するプライマー及びＴＣＲγのＶＪ領域に隣
接するプライマーを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記配列決定する工程が：
　それぞれのエラー率を有し、それぞれのタグ配列と、再構成された核酸配列とを含む配
列リードを生成することと；
　同一のタグ配列を有する配列リードをアライメントして、同一の配列タグを有する配列
リードのグループを形成することであって、配列リードのグループのそれぞれが候補のク
ロノタイプである、形成することと；
　異なるクロノタイプを決定することであって、比較する前記配列リードのグループ中の
相対頻度またはリードカウントが予め定められた閾値を超え、比較する前記配列リードの
グループ中の相違するヌクレオチドの数が予め定められた閾値を超えるときに、それぞれ
の候補のクロノタイプが、他の候補のクロノタイプと比較して尤度が明らかに少なくとも
９５％である場合、前記配列リードを異なるクロノタイプに結合させると決定することと
、
を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記第２の伸長産物の生成後に、伸長していない第２セットのプライマーを除去する工
程を更に含む、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記第１セットの前記プライマーのアニーリング及び伸長が、前記第１の伸長産物の融
解後に繰り返される、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記第２セットの前記プライマーのアニーリング及び伸長が、前記第２の伸長産物の融
解後に繰り返される、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記除去する工程が、前記反応混合物にエキソヌクレアーゼ活性を有する酵素を添加す
ることを含む、請求項４に記載の方法。
【請求項８】
　前記複数のＢ細胞受容体鎖がＩｇＨ及びＩｇＫを含み、前記第１セットの前記プライマ
ー及び前記第２セットの前記プライマーが、ＩｇＨのＶＤＪ領域、ＩｇＨのＤＪ領域、及
びＩｇＫのＶＪ領域をコードしている再構成された核酸領域に隣接するプライマーを含む
、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　サンプル中の、複数の免疫受容体鎖をコードしている再構成された核酸のクロノタイプ
プロファイルを生成する方法であって、
　（ａ）Ｔ細胞及び／又はＢ細胞及び／又は無細胞系ＤＮＡを含む個体由来のサンプルの
Ｔ細胞受容体遺伝子又はイムノグロブリン遺伝子の再構成された核酸分子に配列タグを付
加させてタグ－核酸複合体を生成する工程であって、少なくとも１つのタグ－核酸複合体
又はそれらのコピーには異なる配列タグが付加されている、工程と；
　（ｂ）前記タグ－核酸複合体を増幅させる工程と；
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　（ｃ）前記タグ－核酸複合体を配列決定して、それぞれのエラー率を有し、それぞれの
配列タグと、再構成された核酸配列とを含む配列リードを提供する工程と；
　（ｄ）同一の配列タグを有する配列リードをアライメントして、同一の配列タグを有す
る配列リードのグループを形成する工程であって、配列リードのグループのそれぞれが候
補のクロノタイプである、形成する工程と；
　（ｆ）サンプル中の異なるクロノタイプを決定することであって、相対頻度またはリー
ドカウントが予め定められた閾値を超え、相違するヌクレオチドの数が予め定められた閾
値を超えるときに、それぞれの候補のクロノタイプが、他の候補のクロノタイプと比較し
て尤度が明らかに少なくとも９５％である場合、前記配列リードを異なるクロノタイプに
結合させると決定することにより前記サンプルのクロノタイププロファイルを生成する工
程と、
を含み、
　前記付加させる工程が、
　反応混合物中、プライマー伸長条件下で、第１セットのプライマーとサンプルとを組み
合わせることとであって、前記第１セットのそれぞれのプライマーは受容体特異的な部分
、第１のプライマー結合部位を含有する５’－非相補的末端、及び前記受容体特異的な部
分と前記第１のプライマー結合部位との間に配置された配列タグを含み、前記受容体特異
的な部分は、第１の所定の位置にて異なる再構成された核酸にアニーリングし、伸長して
第１の伸長産物を生成する、組み合せることと；
　前記第１セットのプライマーのうち伸長していないプライマーを前記反応混合物より除
去することと；
　プライマー伸長条件下で、前記反応混合物に第２のプライマーセットを添加することと
であって、前記第２セットのそれぞれのプライマーは、受容体特異的な部分と第２のプラ
イマー結合部位を含む５’非相補的末端とを有し、前記受容体特異的な部分は、第２の所
定の位置にて前記第１の伸長産物にアニーリングし、前記第２セットのそれぞれのプライ
マーは、伸長して第２の伸長産物を生成し、それぞれの第２の伸長産物は、第１のプライ
マー結合部位、第２のプライマー結合部位、配列タグ、及びＴ細胞受容体鎖又はＢ細胞受
容体鎖の部分をコードしている再構成された核酸を含む、添加することと、を含む、
サンプル中の、複数の免疫受容体鎖をコードしている再構成された核酸のクロノタイププ
ロファイルを生成する方法。
【請求項１０】
　前記反応混合物から、伸長していない前記第２セットのプライマーを除去する工程を更
に含む、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記第１セットの前記プライマーのアニーリング及び伸長が、前記第１の伸長産物の融
解後に繰り返される、請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
　前記第２セットの前記プライマーのアニーリング及び伸長が、前記第２の伸長産物の融
解後に繰り返される、請求項９に記載の方法。
【請求項１３】
　前記除去する工程が、前記反応混合物にエキソヌクレアーゼ活性を有する酵素を添加す
ることを含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１４】
　前記付加する工程及び前記増幅させる工程がタグ－核酸複合体を生成し、少なくとも１
つの再構成された核酸及びそのそれぞれのコピーには複数の異なる配列タグが付加されて
いる、請求項９に記載の方法。
【請求項１５】
　前記再構成された核酸が、ＴＣＲβ、ＴＣＲδ及びＴＣＲγ鎖をコードしている再構成
された核酸を含み、前記第１セットのプライマー及び前記第２セットのプライマーが、Ｔ
ＣＲβ及びＴＣＲδのＶＤＪ領域をコードしている再構成された核酸領域に隣接するプラ
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イマー及びＴＣＲγのＶＪ領域に隣接するプライマーを含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記再構成された核酸が、ＩｇＨ及びＩｇＫをコードしている再構成された核酸を含み
、前記第１セットのプライマー及び前記第２セットのプライマーが、ＩｇＨのＶＤＪ領域
、ＩｇＨのＤＪ領域、及びＩｇＫのＶＪ領域をコードしている再構成された核酸領域に隣
接するプライマーを含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項１７】
　前記配列タグがモザイクタグであり、前記モザイクタグが、交互する定常領域及び可変
領域を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　前記順方向プライマー及び／又は逆方向プライマーが、サンプルタグを含有する５’－
非相補的末端を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
　前記第１の所定の位置が、Ｖ領域である、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　前記第１セットのそれぞれのプライマーの受容体特異的な部分が、Ｖ領域の重複してい
ない異なる部分にアニーリングする、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記第２の所定の位置が、Ｊ領域又はＣ領域である、請求項１に記載の方法。
【請求項２２】
　前記第２セットのそれぞれのプライマーの受容体特異的な部分が、Ｊ領域の重複してい
ない異なる部分にアニーリングする、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記第２セットのそれぞれのプライマーの受容体特異的な部分が、Ｊ領域の単一のプラ
イマー結合部位にアニーリングする、請求項２１に記載の方法。
【請求項２４】
　前記添加する工程が、前記反応混合物においてポリメラーゼ連鎖反応を実施して、アン
プリコンを生成することを含み、前記ポリメラーゼ連鎖反応が、前記第１のプライマー結
合部位に特異的な順方向プライマーと、前記第２のプライマー結合部位に特異的な逆方向
プライマーとを使用する、請求項９に記載の方法。
【請求項２５】
　前記順方向プライマー及び／又は逆方向プライマーが、サンプルタグを含有する５’－
非相補的末端を含む、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記配列タグがモザイクタグであり、前記モザイクタグが、交互する定常領域及び可変
領域を含む、請求項９に記載の方法。
【請求項２７】
　前記第１の所定の位置が、Ｖ領域である、請求項９に記載の方法。
【請求項２８】
　前記第１セットのそれぞれのプライマーの受容体特異的な部分が、Ｖ領域の重複してい
ない異なる部分にアニーリングする、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　前記第２の所定の位置が、Ｊ領域又はＣ領域である、請求項９に記載の方法。
【請求項３０】
　前記第２セットのそれぞれのプライマーの受容体特異的な部分が、Ｊ領域の重複してい
ない異なる部分にアニーリングする、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　前記第２セットのそれぞれのプライマーの受容体特異的な部分が、Ｊ領域の単一のプラ
イマー結合部位にアニーリングする、請求項２９に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の相互参照）
　本出願は、２０１３年７月１日に出願された米国仮出願第６１／８４１，８７８号、及
び２０１４年５月２１日に出願された同第６２／００１，５８０号、に対する優先権を主
張するものであり、これらの仮出願は、参照によりその全体が本願に援用される。
【０００２】
　（配列表）
　本願はＥＦＳ－Ｗｅｂによって提出されたＡＳＣＩＩフォーマットの配列表を含み、配
列表の全内容を参照により本願に援用する。かかるＡＳＣＩＩのコピーは、２０１４年６
月２７日に作成されたものであり、ファイル名は８４８ＵＳ００－ＳＬ－ＳＴ２５．ｔｘ
ｔであり、ファイルサイズは２キロバイトである。新規内容は追加されていない。
【背景技術】
【０００３】
　速度及び利便性が増し、塩基当たりのコストが低減されるに伴い、診断及び予測用途に
おいて、大規模ＤＮＡ配列決定が急速に発展している［例えば、Ｄｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ，
Ｎａｔｕｒｅ，４８１（７３８２）：５０６～５１０（２０１２）；Ｃｈｉｕ　ｅｔ　ａ
ｌ，Ｂｒｉｔ．Ｍｅｄ．Ｊ．，３４２：ｃ７４０１（２０１１）；及びＫｕ　ｅｔ　ａｌ
，Ａｎｎａｌｓ　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ，７１（１）：５～１４（２０１２）など］
。特に、Ｔ細胞又はＢ細胞受容体又はそれらの構成分子などの免疫分子をコードしている
核酸のプロファイルは、生命体の健康状態又は疾患状態について豊富な情報を有している
ことから、このプロファイルを様々な状態の診断又は予測の指標として利用することが提
案されている［例えば、Ｆａｈａｍ及びＷｉｌｌｉｓ、米国特許第８，２３６，５０３号
及び同第８，６２８９２７号；Ｆｒｅｅｍａｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓｅａ
ｒｃｈ，１９：１８１７～１８２４（２００９）；Ｈａｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ．，１８２（１００１）：４２．６（２００９）；Ｂｏｙｄ　ｅｔ　ａｌ，Ｓｃｉ．
Ｔｒａｎｓｌ．Ｍｅｄ．，１（１２）：１２ｒａ２３（２００９）；Ｈｅ　ｅｔ　ａｌ，
Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ（Ｍａｒｃｈ　８，２０１１）］。
【０００４】
　例えば、多くの癌に関し治療を受けた患者はしばしば癌に関連する微小残存病変（ＭＲ
Ｄ）を保有している。すなわち、臨床的な尺度では、患者の疾患が治療により完全に寛解
しているとされる場合であっても、何らかの理由により、癌細胞の小集団が排除から逃れ
、残存し得るのである。この残存している集団の種類及び大きさは、患者に継続される治
療に関係する重要な予後因子である［例えば、Ｃａｍｐａｎａ，Ｈｅｍａｔｏｌ．Ｏｎｃ
ｏｌ．Ｃｌｉｎ．Ｎｏｒｔｈ　Ａｍ．，２３（５）：１０８３～１０９８（２００９）；
Ｂｕｃｃｉｓａｎｏ　ｅｔ　ａｌ，Ｂｌｏｏｄ，１１９（２）：３３２～３４１（２０１
２）］。その結果、フローサイトメトリー、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション、細
胞遺伝学、及び核酸マーカーの増幅による手法など、この集団を評価する手法が複数開発
されている［例えば、Ｂｕｃｃｉｓａｎｏ　ｅｔ　ａｌ，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏ
ｎ　ｉｎ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，２１：５８２～５８８（２００９）；並びにｖａｎ　Ｄｏ
ｎｇｅｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｌｅｕｋｅｍｉａ，１７（１２）：２２５７～２３１７（２００
３）など］。Ｔ細胞及び／又はＢ細胞の免疫受容体断片（すなわち、クロノタイプ）をコ
ードしている再構成された核酸の増幅は、このようなクロノタイプが、典型的には、癌細
胞に関連付けられる分子タグとして提供され得る特有の配列を有することから、白血病及
びリンパ腫におけるＭＲＤの評価に特に有用である。増幅が高度に多重化されており、開
発が困難であることに一部起因し、測定は、通常、受容体の短鎖をコードしている核酸の
増幅及び配列決定によりなされる。多重化の規模が大きくなるにつれ、ミスハイブリダイ
ゼーションによる擬陽性増幅、プライマー二量体の形成、及び増幅速度が異なることによ
る配列の偏った提示などの確率が増大するなどいくつかの問題に直面するようになってい
る［例えば、Ｅｌｎｉｆｒｏ　ｅｔ　ａｌ，Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇ
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ｙ　Ｒｅｖｉｅｗｓ，１３（４）：５５９～５７０（２０００）］。更に、配列解析、サ
ンプルの追跡、又は夾雑物の検出などのいずれに関しても、標的配列の類似性及び増幅さ
れる配列への配列タグの組み込みが、上記の大規模増幅に関連する課題に悪影響を及ぼし
ている。これらの課題は、微小病変に相関する核酸配列を評価するのに必要とされる別個
のアッセイ数を減らすのに非常に有効である、複数の免疫受容体鎖の大規模一反応増幅の
開発により解決されている。
【０００５】
　これらの観点から、免疫受容体鎖のセットをコードしている癌遺伝子のエキソン又はク
ロノタイプなどといった選別された核酸を、１回の反応で評価する、より効率的な方法が
利用可能になったことは非常に有利である。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明は、単一反応での大規模増幅法に関し、特に、免疫受容体鎖をコードしている再
構成された核酸などの標的ポリヌクレオチド集団のポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）後に
、大規模ＤＮＡ配列決定法を利用してそれらを同定する方法に関する。本発明は、前述の
方法を応用した、癌の微小残存病変のモニタリングを包含する。本発明は数多くの実施及
び用途が例示され、それらの一部を、以下、本明細書を通して要約する。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　いくつかの実施形態では、本発明は、免疫受容体分子など対象とする生体分子群をコー
ドしている核酸のプロファイルを生成する方法を目的とする。一態様では、本発明の方法
は、サンプル中の選別された核酸群に配列タグを付加して、タグ－核酸複合体を生成する
ことと、タグ－核酸複合体を増幅させることと、増幅させたタグ－核酸複合体を配列決定
して、核酸プロファイルを生成するタグ配列と核酸配列の両方をそれぞれが含む配列リー
ドを提供することと、を含む。いくつかの実施形態では、配列タグの付加は、プライマー
の伸長及びプライマーの除去に関係する１工程以上の連続する工程により成すことができ
、これらの工程後、得られた生成物を、順方向及び逆方向プライマーにより偏りなく更に
増幅することもできる。
【０００８】
　いくつかの実施形態では、本発明は、異なるサンプルに由来する材料によるサンプルの
汚染、例えば、キャリーオーバー汚染を、検出及び測定するための方法を目的とする。一
実施形態では、微小残存病変をモニターされる個人において、汚染を検出するための、こ
のような方法は：（ａ）個人から組織サンプルを得ることと；（ｂ）癌遺伝子分子又は再
構成された核酸に配列タグを付加してタグ－核酸複合体を生成することと（少なくとも１
つの核酸又はそれらのコピーは、付加された異なる配列タグを有し、癌遺伝子分子は、個
人の癌に特徴的なものである）；（ｃ）タグ－核酸複合体を増幅させることと；（ｄ）タ
グ－核酸複合体サンプルを配列決定して、エラー率を有し、タグ配列と、癌遺伝子配列又
は再構成された核酸配列とを含む配列リードを提供することと；（ｅ）タグ配列を、他の
組織サンプルから別途決定されたタグ配列と比較することと；（ｆ）１つ以上のタグ配列
のアイデンティティの存在、非存在、及び／又はそれによる汚染の程度を、その他の組織
サンプルから別途決定されたタグ配列により評価することと、を含む。
【０００９】
　別の態様では、本発明は、少なくとも２つのＢ細胞受容体鎖に基づきクロノタイププロ
ファイルを生成するための上記の通りの方法を目的とし、この方法は、２つ以上のＢ細胞
受容体鎖をコードしている標的核酸を１回の反応で増幅させることを含む。別の態様では
、このような方法は、Ｂ細胞癌において微小残存病変をモニターするのに使用される。
【００１０】
　別の態様では、本発明は、少なくとも２つのＴ細胞受容体鎖に基づきクロノタイププロ
ファイルを生成するための上記の通りの方法を目的とし、この方法は、２つ以上のＴ細胞
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受容体鎖をコードしている標的核酸を１回の反応で増幅させることを含む。別の態様では
、このような方法は、Ｔ細胞癌において微小残存病変をモニターするのに使用される。
【００１１】
　本発明の、これらの上記に特徴づけられる態様、並びに他の態様は、数多くの実施例及
び用途により例示される。そのうちいくつかを図に示し、以下の特許請求の範囲において
特徴づける。しかしながら、上記要約はそれぞれ本発明に記載される実施形態又はすべて
の実施を記載することを意図するものではない。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
　添付の特許請求の範囲に本発明の新規特徴を詳細に示す。本発明の原理を利用する代表
的な実施形態について示す、以下の詳細な説明、並びに添付の図面を参照することにより
、本発明の特徴及び利点が良好に理解される。
【図１Ａ】本発明の様々な実施形態を模式図で示す。
【図１Ｂ】本発明の様々な実施形態を模式図で示す。
【図１Ｃ】本発明の様々な実施形態を模式図で示す。
【図１Ｄ】所定の長さを有する再構成された核酸のテンプレートを生成する方法（配列タ
グを利用する場合又は利用しない場合）を示す。
【図２Ａ】固有の配列タグをサンプル中の実質的にすべての標的配列に付加するための様
々な方法を示す。
【図２Ｂ】固有の配列タグをサンプル中の実質的にすべての標的配列に付加するための様
々な方法を示す。
【図２Ｃ】固有の配列タグをサンプル中の実質的にすべての標的配列に付加するための様
々な方法を示す。
【図２Ｄ】固有の配列タグをサンプル中の実質的にすべての標的配列に付加するための様
々な方法を示す。
【図２Ｅ】固有の配列タグをサンプル中の実質的にすべての標的配列に付加するための様
々な方法を示す。
【図２Ｆ】固有の配列タグをサンプル中の実質的にすべての標的配列に付加するための様
々な方法を示す。
【図２Ｇ】固有の配列タグをサンプル中の実質的にすべての標的配列に付加するための様
々な方法を示す。
【図３Ａ】ＩｇＨ鎖をコードしている核酸配列からクロノタイププロファイルを生成する
ための本発明の態様の模式図を示す。
【図３Ｂ】ＩｇＨ鎖をコードしている核酸配列からクロノタイププロファイルを生成する
ための本発明の態様の模式図を示す。
【図４Ａ】配列リードからクロノタイプ配列を決定するための配列タグの使用を示す。
【図４Ｂ】複数の異なる配列タグが同じ標的ポリヌクレオチド又はそれらのコピーに付加
される実施形態における、配列タグの使用を例示する。
【図５Ａ】緊密に関係するクロノタイプ間の配列スペース及び距離におけるクロノタイプ
の概念を示す。
【図５Ｂ】単に配列誤差により異なる（結合させるべき）クロノタイプから本当に異なる
クロノタイプを識別するための方法の一実施形態を示すフローチャートである。
【図５Ｃ】関連するクロノタイプを結合させるべきか否か判定するための一実施形態にお
いて使用される、数多くの関数の形態を示す。
【図５Ｄ】配列リードを結合させる方法における配列ツリーの使用を示す。
【図５Ｅ】配列リードを結合させる方法における配列ツリーの使用を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　本発明の実施には、特に記載のない限り、従来法、並びに当業界の範囲内のものである
分子生物学（組み換え法など）、バイオインフォマティクス、細胞生物学、及び生化学に



(8) JP 6383789 B2 2018.8.29

10

20

30

40

50

ついての記載を使用することができる。このような従来法としては、限定するものではな
いが、血液細胞のサンプル収集及び解析、並びに核酸配列決定及び解析などが挙げられる
。好適な手法についての具体的な例は、以下の実施例を参照することにより得ることがで
きる。しかしながら、その他の均等な従来法も勿論使用することができる。このような従
来法及び記載は、標準的な実験室マニュアル、例えば、Ｇｅｎｏｍｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ
：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　Ｓｅｒｉｅｓ（Ｖｏｌｓ．Ｉ～ＩＶ）；Ｐ
ＣＲ　Ｐｒｉｍｅｒ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ；ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：及びＡ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（すべて、Ｃｏ
ｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓから出版）など
に見ることができる。
【００１４】
　一態様では、本発明は、複数の免疫受容体鎖をコードしている核酸の大規模多重増幅後
に、増幅産物又はアンプリコンに対しハイスループットな配列決定を行うことにより、こ
のような免疫受容体鎖のクロノタイププロファイルを生成する方法を目的とする。いくつ
かの実施形態では、本発明は、一連の、プライマーを伸長させる工程、伸長されていない
又は組み込まれていないプライマーを除去する工程、並びに増幅（例えば、ＰＣＲによる
）又は更なるプライマー伸長のいずれかのために新しいプライマーを添加する工程、を包
含させることにより、多重増幅に一般的な欠点を克服する。このような工程により、配列
タグを使用することも可能になる。配列タグを使用しない場合、非特異的な又は偽陽性増
幅につながる。別の態様では、配列タグは、臨床用途に関係する実施形態に利用され、特
に、微小残存病変（ＭＲＤ）の解析、例えば、癌のための処置を受ける患者のサンプルの
ＭＲＤ解析に利用される。配列リードに組み込まれた配列タグは、クロノタイプの決定に
有効な手段を提供し、それと同時に、以前のアッセイから持ち込まれた、同じ患者のサン
プルに由来する又は同じ実験室で検査した異なる患者のサンプルに由来する、配列タグの
有無を検出することでキャリーオーバー汚染を検出するに当たって便利な手段を提供する
。増幅反応を１回用いた後、ハイスループットな次世代配列決定法を使用することにより
、複数のＢ細胞受容体（ＢＣＲ）鎖をコードしている再構成された核酸の配列に基づいた
クロノタイププロファイルを生成する方法を特に対象とする。同様にして、増幅反応を１
回用いた後、ハイスループットな次世代配列決定法を使用することにより、複数のＴ細胞
受容体（ＴＣＲ）鎖をコードしている再構成された核酸配列に基づいたクロノタイププロ
ファイルを生成する方法を特に対象とする。本発明の方法は、対象とする、例えば癌遺伝
子のエキソンのセットなどといった、核酸のその他のセットの、その他の大規模増幅及び
配列決定法にも応用することができる。これらの態様において、配列タグにより、キャリ
ーオーバー汚染をモニタリングすること、並びに誤差の生じがちな配列決定法において標
的とするポリヌクレオチドのヌクレオチド配列をより高感度に決定すること、の両方が可
能になる。同様に、これらの態様では、配列タグのセット（以下に更に十分に検討される
）は、典型的には、サンプル中の標的ポリヌクレオチドの数よりも十分に大きく、かつ標
的ポリヌクレオチドに付加された配列タグ同士の配列の違いは十分に大きいため、実際上
、あるタグの配列が、配列決定の誤差により別のタグに変換されることはない。
【００１５】
　本発明の一実施形態を、図１Ａに例示する。反応混合物において、第１セットのプライ
マー（２２）［第１セットのそれぞれのプライマーは、受容体特異的な部分（１６）と、
第１のプライマー結合部位を含む５’－非相補的部分（１５）とを有する］は標的ポリヌ
クレオチド（１０）の一端にアニーリングし［標的ポリヌクレオチド（１０）の融解後］
、第２セットのプライマー（２４）［第２セットのそれぞれのプライマーは、受容体特異
的な部分（２０）と、配列タグ（１４）及び第２のプライマー結合部位（１２）を含む５
’－非相補的部分とを有する］は、標的ポリヌクレオチド（１０）の別の末端にアニーリ
ングする。いくつかの実施形態では、以下に記載の通り、プライマー（２２）の非相補的
部分（１５）は、配列タグも含み得る。いくつかの状況では、２種類の短い配列タグの方
が、多様性が同程度の１種類のより長い配列タグよりも都合のよい場合もある。したがっ
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て、例えば、２種類の８－ｍｅｒランダムヌクレオチド配列タグは、１種類の１６－ｍｅ
ｒランダムヌクレオチド配列タグよりも、偽陽性及びプライマー二量体の形成などを生じ
させる恐れが低い。標的ポリヌクレオチド（１０）は、典型的には、Ｔ細胞受容体（ＴＣ
Ｒ）又はＢ細胞受容体（例えば、ＩｇＨ鎖又はＩｇＫ鎖の部分）の鎖又は鎖の部分にコー
ドされており、Ｔ細胞又はＢ細胞に由来する、体細胞的に再構成された核酸である。した
がって、いくつかの実施形態では、プライマー（２２）及び（２４）の受容体特異的な部
分は、それぞれＶ領域の配列及びＪ領域の配列に特異的であってよく、あるいは他の実施
形態ではその逆であってもよい。
【００１６】
　いくつかの実施形態では、標的ポリヌクレオチド（１０）は、配列のプロファイルが望
まれる、限定するものではないが、免疫受容体分子の部分をコードしている再構成された
核酸、微生物群の１６Ｓ　ｒＤＮＡ、工業的に又は医薬的に重要なタンパク質（酵素など
）をコードしている遺伝子のメタゲノム的増幅産物、ヒト若しくは動物の遺伝子、及び／
又は癌若しくは感染症などの特定の疾患に関係するエキソンなどの、核酸の複合混合物を
含み得る。免疫受容体をコードしている再構成された核酸に関係する実施形態では、通常
、少なくともＶ、Ｄ、又はＪ領域の部分が、第１及び第２のプライマーセットの２つの結
合位置の間に存在する。いくつかの実施形態では、第１及び第２のプライマーセットの２
つの結合位置の間には、少なくとも、ＩｇＨのＶＤＪ再構成配列、ＩｇＨのＤＪ再構成配
列、ＩｇＫのＶＪ再構成配列、ＩｇＬのＶＪ再構成配列、ＴＣＲ　βのＶＤＪ再構成配列
、ＴＣＲ　βのＤＪ再構成配列、ＴＣＲ　αのＶＪ再構成配列、ＴＣＲ　γのＶＪ再構成
配列、ＴＣＲ　δのＶＤＪ再構成配列、又はＴＣＲ　δのＶＤ再構成配列の部分が存在す
る。いくつかの実施形態では、第１及び第２のプライマーセットの２つの結合位置の間に
は、少なくとも、ＩｇＨのＶＤＪ再構成配列、ＩｇＨのＤＪ再構成配列、ＩｇＫのＶＪ再
構成配列、又はＩｇＬのＶＪ再構成配列の部分が存在する。いくつかの実施形態では、第
１及び第２のプライマーセットの２つの結合位置の間には、少なくとも、ＴＣＲ　βのＶ
ＤＪ再構成配列、ＴＣＲ　βのＤＪ再構成配列、ＴＣＲ　αのＶＪ再構成配列、ＴＣＲ　
γのＶＪ再構成配列、ＴＣＲ　δのＶＤＪ再構成配列、又はＴＣＲ　δのＶＤ再構成配列
の部分が存在する。更に他の実施形態では、第１及び第２のプライマーセットの２つの結
合位置の間には、少なくともＩｇＨのＶＤＪ再構成配列、ＩｇＨのＤＪ再構成配列、及び
ＩｇＫのＶＪ再構成配列の部分が存在する。並びに、その他の実施形態では、第１及び第
２のプライマーセットの２つの結合位置の間には、少なくとも、ＴＣＲ　βのＶＤＪ再構
成配列、ＴＣＲ　γのＶＪ再構成配列、及びＴＣＲ　δのＶＤＪ再構成配列、又はＴＣＲ
　δのＶＤ再構成配列の部分が存在する。いくつかの実施形態では、少なくとも、ＶＤＪ
再構成部分は、完全なＤ又はＮＤＮ部分と、それらの同定に十分なＶ及びＪセグメント部
分とを含む。いくつかの実施形態では、少なくとも、ＶＤＪ再構成部分は、完全なＤ又は
ＮＤＮ部分と、Ｖ及びＪセグメントの部分とを含む少なくとも５０ヌクレオチドの断片を
含む。いくつかの実施形態では、少なくとも、ＶＤＪ再構成部分は、完全なＤ又はＮＤＮ
部分と、Ｖ及びＪセグメントの部分とを含む少なくとも７０ヌクレオチドの断片を含む。
【００１７】
　いくつかの実施形態では、第１セットは、それぞれＪ断片又はＣ断片に特異的な１種以
上のプライマーを含む。このような第１セットのプライマーがそれらの標的配列にアニー
リングし、伸長した後、第１セットのうち伸長していないプライマーは除去される。それ
ぞれＶ断片に特異的なものである第２セットのプライマーは、それらの標的配列にアニー
リングし、伸長する。他の実施形態では、第１セットは、それぞれＶ断片に特異的なプラ
イマーを含み、このような第１セットのプライマーがそれらの標的配列にアニーリングし
、伸長した後、第１セットのうち伸長していないプライマーは除去され、それぞれＪ断片
又はＣ断片に特異的なものである第２のプライマーが、それらの標的配列にアニーリング
し、伸長する。これらの実施形態のいずれもの代替において、第１及び第２セットは、そ
れぞれ複数のプライマーを含有してよく、それぞれのプライマーは異なる免疫受容体断片
に特異的なものであってよい。
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【００１８】
　図１Ａに戻ると、いくつかの実施形態では、第１及び第２セットのプライマーは、代替
的な実施形態において、融解、アニーリング、及び伸長サイクルを１～１０、又は２～１
０、又は３～１０、又は４～１０、又は５～１０サイクル実施した後、従来法を利用して
、反応混合物から伸長していないプライマーを除去することにより、伸長される（５）。
その他の実施形態では、第１及び第２セットのプライマーは、代替的な実施形態において
、融解、アニーリング、及び伸長サイクルを２～５、又は３～５、又は４～５サイクル実
施した後、従来法を利用して、反応混合物から伸長していないプライマーを除去すること
により伸長される（５）。更に別の実施形態では、第１及び第２セットのプライマーは、
融解、アニーリング、及び伸長を２サイクル実施することにより伸長される。例えば、伸
長されていないプライマーは、エキソヌクレアーゼによる消化、磁性ビーズ上の相補的配
列に対するハイブリダイゼーション、又は分子ふるいクロマトグラフィー、市販のスピン
カラム（例えば、Ｑｉａｇｅｎ　ＱＩＡｑｕｉｃｋ　ＰＣＲ精製キット）などにより除去
することができる。一実施形態では、伸長されていない又は組み込まれていないプライマ
ーは、例えば、エキソヌクレアーゼＩにより消化させることにより除去する。伸長（５）
の産物である二本鎖ＤＮＡ（１８）は、それぞれの末端に共通の第１及び第２プライマー
結合部位を有しており、（いくつかの実施形態では）これらの結合部位に対する相補的配
列を有する順方向及び逆方向プライマー（６及び１１）を、以降のブリッジＰＣＲによる
クラスターの生成に加えてもよい。いくつかの実施形態では、二本鎖ＤＮＡは、配列タグ
（１９）も有し、順方向又は逆方向プライマーは、サンプル又は患者のＤＮＡ（１８）を
同定する又は追跡する又は結合するためのサンプルタグ（２）を含み得る。いくつかの実
施形態では、配列タグ（１９）は、サンプル中のそれぞれの異なる再構成核酸に実質的に
固有のものである。以下に十分に説明される通り、配列リードをクロノタイプに結合させ
るために、並びにサンプルの汚染を検出及び追跡するために配列タグ（１９）を使用する
ことができる。順方向及び逆方向プライマーには、ある種の配列決定プロトコール、例え
ば、Ｇｅｎｏｍｅ　Ａｎａｌｙｚｅｒ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ）（１７
）でブリッジＰＣＲ（１３）を実施するため、プライマー結合部位（４）及び（８）を含
有させることもできる。配列タグを含有しているプライマーにより１回以上の伸長が実施
されるその他の実施形態では、サンプル中のそれぞれの異なる再構成核酸は、異なる配列
タグを付加されたコピーを有してもよく、したがって、例えば、図１Ａに記載の実施形態
に準拠して、標的ポリヌクレオチドに対し、融解、アニーリング、及び伸長、のサイクル
を４回実施した場合、及びサンプルが再構成された核酸、Ｓ１を含有する場合、共通のプ
ライマーによる増幅（１３）の完了時に、Ｓ１のコピーは最大で４つの異なる配列タグを
有する。したがって、Ｓ１の配列リードは最大で４つの異なる配列タグを有し得る。以下
に十分に説明される通り、このような実施形態では、クロノタイプは、配列タグをアライ
メントすることと、共通の配列タグにより定義されるそれぞれのサブセットに含まれる配
列リードを結合させることを組み合わせることにより決定することができる。
【００１９】
　別の実施形態では、少なくとも２回の伸長工程、及び組み込まれていなプライマーの２
回の除去工程が実施された後、共通のプライマーを用いＰＣＲが実施される。図１Ｂに図
示される通り、プライマー（１０１）は免疫受容体鎖をコードしている再構成された核酸
などの標的ポリヌクレオチド（１００）の一端にアニーリングし、例えば、ＤＮＡポリメ
ラーゼにより伸長される。プライマー（１０１）は、受容体特異的な部分（１０３）及び
５’非相補的部分（１０５）をそれぞれ含み得るものであり、同様にして、配列タグ（１
０４）及び第１のプライマー結合部位（１０２）を含む。上記の通り、組み込まれていな
いプライマー（１３０）の伸長及び除去後、反応混合物中の第１の伸長産物（１０９）に
、（ａ）プライマー（１２５）［ここで、それぞれのプライマーは、受容体特異的な部分
（１０６）及び５’－非相補的部分（１１５）（プライマー結合部位を含有する）を含む
］と、（ｂ）第１のプライマー結合部位（１０２）及び５’非相補的部分（１１７）に特
異的な部分（１０８）を含むプライマー（１２７）とが添加される。プライマー（１２５
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）及び（１２７）をそれらのプライマー結合部位にアニーリングさせ、伸長させて（１０
７）、第２の伸長産物（１１８）を生成した後、伸長していないプライマーを除去する。
第２の伸長産物（１１８）に対し、共通の順方向プライマー（１１２）及び逆方向プライ
マー（１１０）を添加し、ＰＣＲを実施（１１１）した後、得られたアンプリコンを配列
決定する（１２０）。上記の図１Ａの実施形態の通り、配列タグを含有しているプライマ
ー［（１０１）など］の存在下で１回以上の伸長工程が実施される場合には、常に、同じ
標的ポリヌクレオチド（１００）のコピーを複数の異なる配列タグで標識してもよい。
【００２０】
　図１Ｃには、明示のＶ、Ｄ及びＪ領域を用いる別の実施形態を例示する。プライマーを
アニーリングさせる条件下で、反応混合物中の、ＴＣＲなどの免疫受容体をコードしてい
る再構成された核酸（１２００）に対し、プライマー（１２１２）、すなわちＶ領域（１
２２６）に特異的な第１セットのプライマーを添加する。それぞれの第１セットのプライ
マー（１２１２）は、受容体特異的な部分と、５’－非相補的部分とを含み、同様にして
、所望により、配列タグと第１のプライマー結合部位（例えば、図１Ｂ中、１０２、１０
３、及び１０４）を含む。第１セットのプライマー（１２１２）は、再構成された核酸（
１２００）のＶ領域（１２２６）にアニーリングし、第１セットのプライマー（１２１２
）は、Ｄ領域（１２２４）から少なくともＪ領域（１２２２）に、及び場合によりＣ領域
（１２２０）に伸長して（１２０２）、場合により配列タグ（１２２８）及び第１のプラ
イマー結合部位（１２３０）を含む第１の伸長産物（１２１６）を生成する。第１セット
の伸長していないプライマー（１２１２）の除去後、アニーリング条件下で第２セットの
プライマー（１２４０）を反応混合物に添加して、それらのそれぞれの標的Ｊ領域（１２
２２）にアニーリングさせた後、それらのプライマーを伸長させて（１２０４）、それぞ
れ配列タグ（１２３６）（場合による）及び第２のプライマー結合部位（１２３４）を含
む第２の伸長産物（１２３２）を生成する。第２の伸長産物（１２３２）は、例えば、配
列タグ（１２２８）に示される通りＶ領域（１２２６）に隣接させて、又は配列タグ（１
２３６）により示される通りＪ領域（１２２２）に隣接させて配置される単一の配列タグ
を含んでよく、あるいは、第２の伸長産物（１２３２）は、両方の部分に２つの配列タグ
を配置されていてもよい。一実施形態では、第２の伸長産物（１２３２）は、Ｖ領域（１
２２６）に隣接した単一の配列タグ（１２２８）を含む。
【００２１】
　別の実施形態では、第２の伸長産物（１２３２）は、Ｊ領域（１２２２）に隣接した配
列タグ（１２３６）を含む。いくつかの実施形態では、配列タグ（１２２８）及び／又は
（１２３６）は、下記のモザイクタグである。第２セットのプライマー（１２４０）のう
ち伸長していないプライマーを除去した後、それぞれ第１及び第２のプライマー結合部位
（１２３０）及び（１２３４）に特異的な共通の順方向及び逆方向プライマーを添加し、
ＰＣＲを実施した（１２０６）。得られたアンプリコンサンプルを配列決定し（１２０８
）、クロノタイプ及びクロノタイププロファイルを構築するための配列リードを生成する
。
【００２２】
　図１Ｄは、所定の長さのテンプレートを生成する方法、及びテンプレートに１つ又は２
つの配列タグを付加する方法を例示する。図１Ｄの実施形態には、出発材料としてメッセ
ンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）を示すものの、方法にはＤＮＡ又はＲＮＡサンプルのいずれ
を使用してもよい。ＶＤＪ領域を含むｍＲＮＡ（１３００）に対し、Ｃ領域（１３０８）
に特異的な１つ以上のプライマー（１３１２）（「Ｃプライマー」）をアニーリングさせ
る。通常は単一のＣプライマーのみが使用される。あるいは、Ｊ領域に特異的な１種以上
のプライマー（同様の構造を有する）を使用してもよい。Ｃプライマー（１３１２）は、
標的特異的な断片（１３１３）、配列タグ断片（１３１４）、及び共通のプライマー結合
部位（１３１５）を含む。同様に、標的ｍＲＮＡ（１３００）には、Ｖ領域（１３０２）
のオリゴヌクレオチドに特異的なものであり得るポリメラーゼブロッカー（１３１０）が
アニーリングする。いくつかの実施形態では、プライマー（１３１２）の伸長に使用する
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ポリメラーゼが、鎖置換活性又は５’→３’エキソヌクレアーゼ活性のいずれをも有して
いない場合に限り、並びにオリゴヌクレオチドが非伸張性のものであり、例えば、３’－
ジデオキシヌクレオチドを有している場合に限り、ブロッカー（１３１０）は天然のオリ
ゴヌクレオチドであってよい。通常、ブロッカー（１３１０）は、結合活性及びヌクレア
ーゼ耐性が増強された、アンチセンス化合物などのオリゴヌクレオチド類似体である。い
くつかの実施形態では、ブロッカー（１３１０）は、ロックド核酸（ＬＮＡ）又はペプチ
ド核酸（ＰＮＡ）又は架橋化核酸（ＢＮＡ）とすることができ、これらの核酸は、次の参
照文献、Ｗｅｎｇｅｌら、米国特許第６，７９４，４９９号；同第７，５７２，５８２号
；Ｖｅｓｔｅｒら、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，４３（４２）：１３２３３～１３２４１
（２００４）など；並びにＫａｚｕｙｕｋｉら、Ｃｈｅｍ．Ｃｏｍｍ．，３７６５～３７
６７（２００７）；Ｎｉｅｌｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．Ｒｅｖ．，２６：
７３～７８（１９９７）などに開示されている。ブロッカー（１３１０）の配列は、プラ
イマー（複数可）（１３１２）の伸長がＶ領域（１３０２）上の所定の位置で停止するよ
う選択される。いくつかの実施形態では、ブロッカー（１３１０）は、十分なＶ領域（１
３０２）のみが伸長工程で複製され、Ｖ領域が複製された配列から識別され得るように設
計される。いくつかの実施形態では、ある程度のミスマッチが許容されるようコンセンサ
ス配列を選択できることから、ポリメラーゼの進行が停止されさえすれば、それぞれのＶ
領域に特異的なブロッカー（１３１０）を得る必要はない。ブロッカー（１３１０）の長
さは、使用するオリゴヌクレオチド又は類似体の種類に応じ様々に変更することができる
。いくつかの実施形態では、ブロッカー（１３１０）は、１０～２５モノマーの範囲の長
さを有する。いくつかの実施形態では、ブロッカー（１３１０）は、異なるＶ領域配列上
の異なる位置にアニーリングさせることができる。
【００２３】
　図１Ｄに戻ると、プライマー（１３１２）がブロッカー（１３１０）まで伸長して、所
定の長さを有する標的（１３００）のＶＤＪ部分のｃＤＮＡコピーが生成される。いくつ
かの実施形態では、所定の長さ（すなわちブロッカー（１３１０）の結合部位に相当）は
、方法に使用する配列決定法の１つ以上の配列リードにより、ＶＤＪ領域の所望の部分が
カバーされ得るよう、選択される。伸長の完了後、従来法、例えば、ＲＮＡ分解酵素（リ
ボヌクレアーゼＨ及び／又はリボヌクレアーゼＡなど）を利用してＲＮＡテンプレート（
１３００）を消化し（１３２５）、一本鎖ｃＤＮＡ（１３２６）を得る。このｃＤＮＡに
は、一般的なプロトコールで末端デオキシヌクレオチド転移酵素（ＴｄＴ）を使用して、
３’モノヌクレオチドテール、例えば、ｐｏｌｙＣテールを付加する。テールを付加した
ｃＤＮＡ（１３３１）のモノヌクレオチドテールに対し、相補性を有するアダプター（１
３３６）をオーバーハングさせた後、このアダプターを伸長させて二本鎖ＤＮＡ（１３４
０）を生成し、この二本鎖ＤＮＡを、例えば、ＰＣＲ（１３３７）により増幅させて、得
られたアンプリコンの配列決定（１３３８）することができる。
【００２４】
　ＩｇＨをコードする核酸など、超変異を受ける再構成された核酸は、同じ再構成された
核酸上の異なるプライマー結合部位に結合するプライマーを含むプライマーセットを使用
し、増幅させることができる。すなわち、このようなセットは、受容体鎖をコードしてい
る同じ再構成された核酸上の、オーバーラップしていない１つ以上のプライマー結合部位
に結合するプライマーを包含し得る。このようなセットは、第１セットのプライマー及び
第２セットのプライマーのいずれか又は両方を含んでよい。いくつかの実施形態では、超
変異を受ける再構成された核酸は、第１セットのプライマー及び第２セットのプライマー
により増幅され、ここで、２セットのうち少なくとも１セットは、オーバーラップしてい
ない複数のプライマー結合部位に特異的なプライマーを含み、例えば、あるセットは、そ
れぞれ異なるＶ断片を含有し、複数のプライマーは、異なるＶ断片に結合するものであり
オーバーラップしていない異なるプライマーにそれぞれ特異的である。超変異を受ける再
構成された核酸の増幅に応用可能な実施形態を図３Ａ～３Ｂに示す。図中、ネステッドプ
ライマーセットは、例えば、体細胞超変異、又はクローン進化などの条件下で、サンプル
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中の異なる再構成核酸を確実に増幅させるべく利用する。再構成された核酸（例えば、Ｉ
ｇＨをコードしている分子）を、アニーリング条件下で、プライマーの第１のネステッド
セット（３０２）［本例では、再構成された核酸（３００）のＶ領域（３１６）の異なる
部位に対し特異的な群（３０４）、（３０６）及び（３０８）を含む］と合わせる。本実
施形態では、第１のネステッドセットは、Ｖ領域の異なる部位又は位置にそれぞれ特異的
な複数のプライマー群を含み、群中の異なるメンバーは、部位が異なるＶ領域変異体に特
異的である。いくつかの実施形態では、複数のグループとは２～４であり、他の実施形態
では、複数とは２又は３である。いくつかの実施形態では、第１のネステッドセット（３
０２）のそれぞれのプライマーは、固有の配列タグ（３１４）に加え、５’非相補的テー
ルに第１のプライマー結合部位（３１２）を有し得る。第１のネステッドセット（３０２
）のプライマーは、それらの標的である再構成された核酸にアニーリングし、Ｄ領域（３
１８）と、少なくともＪ領域（３２０）の部分とにわたって伸長して、第１のアンプリコ
ン（３２３）を生成する。この第１のアンプリコンは、それぞれ３つのサブプライマーセ
ット（３０４）、（３０６）及び（３０８）に対応する３つの生成物（３３０）、（３３
２）及び（３３４）を含む。第１のアンプリコン（３２３）のそれぞれのメンバーには、
配列タグ（３２４）及びプライマー結合部位（３２６）が組み込まれている。
【００２５】
　伸長していないプライマーの除去（３２２）後、アニーリング条件下で、プライマーの
第２のネステッドセット（３４０）を反応混合物に添加する。図３Ａに図示される通り、
第２のネステッドセットのプライマー（３４０）は、プライマーのサブセット（３３６）
及び（３３８）を含み、これらのサブセットは、第１のアンプリコン（３２３）メンバー
のＪ領域（３２０）上の、重複していない異なる部分にアニーリングする。いくつかの実
施形態では、プライマーの第２のネステッドセットは、単一のプライマーグループのみを
含有してよい。第２のネステッドセット（３４０）のプライマーは、伸長して、サブセッ
ト（３５０）、（３５２）及び（３５４）を含む第２の伸長産物（３６０）を生成し、今
度はこの伸長産物のそれぞれが、プライマー（３３６）及び（３３８）に対応するサブセ
ット（サブサブセット）を更に２つ含む。いくつかの実施形態では、プライマーの第２の
ネステッドセット（３４０）は、単一のプライマー結合部位にのみ特異的なプライマーを
含有し、プライマーの第１のネステッドセット（３０２）は、オーバーラップしていない
少なくとも２つのプライマー結合部位に特異的なプライマーを含有する。伸長していない
プライマーの除去（３４２）後、共通の順方向及び逆方向プライマーを添加してＰＣＲ（
３５６）を実施し、得られるアンプリコンサンプルを配列決定（３５８）することもでき
る。様々な実施形態において、第１のネステッドセット及び第２のネステッドセットの両
方のプライマーが配列タグ（３３９）を含有してよく；第１のネステッドセットのプライ
マーが配列タグを含有し、第２のネステッドセットは配列タグを含有しなくてよく；並び
に第２のネステッドセットのプライマーが配列タグを含有し、第１のネステッドセットは
配列タグを含有しなくてよい。いくつかの実施形態では、第１のネステッドセットのプラ
イマーを最初に伸長させ、その後、伸長していないプライマーを除去又は破壊し、第２の
ネステッドセットのプライマーをアニーリング及び伸長させる（図３Ａ～３Ｂに示す通り
）。他の実施形態では、アニーリング工程、伸長工程、及び除去工程の順番を入れ替え、
すなわち、最初に第２のネステッドセットのプライマーを伸長させた後、伸長していない
プライマーを除去又は破壊し、第１のネステッドセットのプライマーをアニーリング及び
伸長させる。
【００２６】
　上記方法のいくつかの実施形態では、例えば、サンプル中の標的ポリヌクレオチドの大
部分に配列タグを付加することを目的として、１つ以上の伸長工程（３２２）又は（３４
２）のいずれかが実施される。このような実施形態では、標的とするポリヌクレオチド及
び／又はそれらのコピーに、異なる配列タグを１つ以上付加することもできる。すなわち
、標的ポリヌクレオチド及びＰＣＲなどの増幅反応に由来するそれらの複製分子には、異
なる配列タグを複数付加することができ、したがって、もとの標的ポリヌクレオチドのコ
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ピーは１つ以上の配列タグで標識され得る。以下に十分に説明される通り、このような複
数の配列タグは、キャリーオーバー汚染を追跡するのに、及び標的ポリヌクレオチド配列
をより高感度に決定するのに尚も有用である。
【００２７】
　上記の実施形態のうちいくつかのものを、以下の工程を用い実施することもできる。例
えば、多数の又は複数のＴ細胞受容体鎖からクロノタイププロファイルを生成する方法は
、次の工程：（ａ）反応混合物中、プライマー伸長条件下で、第１セットのプライマーと
Ｔ細胞由来の再構成された核酸サンプルとを組み合わせる工程［ここで、第１セットのそ
れぞれのプライマーは受容体特異的な部分を有し、このとき受容体特異的な部分は、標的
再構成された核酸の所定の位置又は部位にて異なる再構成核酸にアニーリングし、伸長し
て第１伸長産物を生成するような長さを備え、第１セットのそれぞれのプライマーは、第
１のプライマー結合部位を含有する５’－非相補的末端を有する］；（ｂ）反応混合物か
ら、伸長していない第１セットのプライマーを除去する工程；（ｃ）プライマー伸長条件
下で、反応混合物に第２のプライマーセットを添加する工程［ここで、第２セットのそれ
ぞれのプライマーは、受容体特異的部分を有し、このとき受容体特異的部分は、所定の位
置又は部位にて第１の伸長産物にアニーリングし、第２のプライマー結合部位を含有する
５’－非相補的末端を有し、第１セットのプライマー及び／又は第２セットのプライマー
は、それぞれ、受容体特異的な部分と第１又は第２のプライマー結合部位との間に配置さ
れた配列タグを含み、第２セットのそれぞれのプライマーは、伸長して第２の伸長産物を
生成し、このとき、それぞれの第２の伸長産物は、第１のプライマー結合部位と、第２の
プライマー結合部位と、少なくとも１つの配列タグと、（ｉ）Ｔ細胞受容体鎖のＶβセグ
メント部分及びＪβセグメント部分、（ｉｉ）Ｔ細胞受容体鎖のＶδセグメント部分及び
Ｊδセグメント部分、又は（ｉｉｉ）Ｔ細胞受容体鎖のＶγセグメント部分及びＪγセグ
メント部分のいずれかと、を含む］；（ｄ）反応混合物においてポリメラーゼ連鎖反応を
実施して、アンプリコンを生成する工程［このポリメラーゼ連鎖反応は、第１のプライマ
ー結合部位に特異的な順方向プライマーと、第２のプライマー結合部位に特異的な逆方向
プライマーとを使用する］；並びに（ｅ）アンプリコンの核酸を配列決定して、多数のＴ
細胞受容体鎖のクロノタイププロファイルを生成する工程、を含む。本明細書で使用する
とき、反応混合物中での「プライマー伸長条件」としては、実質的にすべてのプライマー
結合部位が一本鎖の状態であるような条件が挙げられる。いくつかの実施形態では、この
ような条件は、二本鎖の標的核酸を融解させることで得られ、融解させた結果、プライマ
ー結合部位は一本鎖の状態になり、それらの標的核酸にプライマーをアニーリングさせて
、ポリメラーゼによる伸長のための足がかりを形成させることができるようになる。
【００２８】
　第１及び第２セットのプライマーに結合させる所定の位置又は部位は、以下に引用する
参照により例示される通りの多重核酸増幅法（多重ＰＣＲなど）の従事者により知られる
従来法により決定してもよい。例えば、標的ポリヌクレオチドが免疫受容体分子をコード
している再構成された核酸である場合、Ｆａｈａｍ　ａｎｄ　Ｗｉｌｌｉｓ（ｃｉｔｅｄ
　ａｂｏｖｅ），Ｖａｎ　Ｄｏｎｇｅｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｌｅｕｋｅｍｉａ，１７：２２５
７～２３１７（２００３）並びに同様の参照文献が、標的ポリヌクレオチドを多重増幅す
る際にプライマー結合部位を選別する指針を提供する。いくつかの実施形態では、このよ
うな所定の位置又は部位の選択は、（ｉ）増幅効率に及ぼす影響（忠実なアンプリコン中
の異なるコピーの頻度が、サンプル中の標的ポリヌクレオチドの頻度を表わすことが望ま
しい）、（ｉｉ）ＤＮＡの配列決定に利用する化学的手法において、アンプリコン中のコ
ピーに必要とされる長さに及ぼす影響、（ｉｉｉ）選択したプライマーが、所望の多様性
を備える再構成された核酸の部分（例えば、ＶＤＪ領域にまたがるものである）、などの
いくつかの要素に基づくものである。本態様に関し、本発明では、類似体シグナルではな
く配列セットが読み出されることから、プライマーの、異なる標的ポリヌクレオチドとの
交差反応性は、本発明の方法による結果に影響を与えない（例えば、ＰＣＲ増幅産物及び
スペクトルの入力（spectratyping）などのアナログ読み出しにのみ基づく方法と比較し
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て与えない）とする識別及び認識を含む。
【００２９】
　いくつかの実施形態では、配列決定をする工程は、次の工程：（ｉ）それぞれエラー率
を有し、それぞれヌクレオチド配列と、タグ配列とを含む複数の配列リードを提供するこ
とと、（ｉｉ）同様のタグ配列を有する配列リード群をアライメントさせた後、グループ
の配列リードをもとにベースコールを作成してヌクレオチド配列を決定することと、を含
む。次に、このようなグループレベルのヌクレオチド配列を以下に記載のものと同じ又は
異なるクロノタイプに結合させることもできる。いくつかの実施形態では、ＰＣＲ工程に
おいて、第１及び第２セットのプライマーの受容体特異的な部分の長さは、アンプリコン
中の異なる再構成核酸の相対的なレベルが、サンプル中の再構成された核酸のレベルと実
質的に同じになるように選択される。このようにプライマーを選択するに当たり、それぞ
れの標的ポリヌクレオチドに対するプライマーの結合部位の位置及び長さを変更してもよ
い。いくつかの実施形態では、配列タグは、サンプル中の異なる標的ポリヌクレオチドの
数よりも十分大きくなるように配列タグのセットから選択され、その結果、サンプル中の
実質的にすべての別個の標的ポリヌクレオチド及びそれらのコピーは異なる配列タグを有
することになる（例えば、Ｂｒｅｎｎｅｒ、米国特許第７，５３７，８９７号に記載の方
法、「サンプリングによる標識（labeling by sampling）」による）。いくつかの実施形
態では、このようなセット中の配列タグ数は、サンプル中の標的ポリヌクレオチド集団の
総数の少なくとも１００倍である。更に、もとの標的ポリヌクレオチド及びそれらのコピ
ーの実質的にすべてが同じ固有の配列タグで標識されているいくつかの実施形態では、配
列決定する工程は、アンプリコンの核酸の配列リードを生成する工程と、同じ配列タグを
有する配列リードをアライメントして、サンプルの同じクロノタイプに対応する配列リー
ドを決定する工程と、を含む。更に、いくつかの実施形態では、アライメントする工程は
、同じ配列タグを有する配列リードのそれぞれのヌクレオチド位置に主要なヌクレオチド
を決定することにより、それぞれのクロノタイプのヌクレオチド配列を決定することを更
に含む。更に、いくつかの実施形態では、伸長していないプライマーを除去する工程は、
３’→５’一本鎖エキソヌクレアーゼ活性を有するヌクレアーゼを使用して、反応混合物
中の一本鎖核酸を消化することにより実施することもできる（消化は、例えば、大腸菌（
E. coli）エキソヌクレアーゼＩにより行うことができ、このエキソヌクレアーゼは、熱
により簡単に失活させることができる）。更なる実施形態では、上記の方法を用い、骨髄
腫、リンパ腫、又は白血病患者などの癌患者の微小残存病変を診断及び／又はモニタリン
グするためのクロノタイププロファイルを生成することもできる。このような診断及び／
又はモニタリングは、上記方法の工程後に、次の追加の工程：クロノタイププロファイル
から、癌に関連する１つ以上の患者特異的なクロノタイプの存在、非存在、及び／又はレ
ベルを決定すること、により実施することもできる。この実施形態の方法には、１つ以上
の配列タグのそれぞれの配列を決定する工程、及びこのような配列を、それまでに決定さ
れたクロノタイププロファイルの配列タグの配列と比較して、汚染配列の存在、非存在、
及び／又はレベルを決定する工程、を更に含んでもよい。いくつかの実施形態では、この
ような比較工程は、１つ以上（one of more）の配列タグの配列を、患者以外の少なくと
も１名の個体由来のクロノタイプを含有しているクロノタイプデータベースの配列タグと
比較することを包含する。
【００３０】
　更に別の実施形態では、Ｔ細胞受容体構成成分β、δ及びγをコードしている複数の再
構成された核酸を１回の反応で増幅させる方法には、次の工程：（ａ）反応混合物中、プ
ライマー伸長条件下で、第１セットのプライマーとＴ細胞由来の再構成された核酸サンプ
ルとを組み合わせる工程［ここで、異なる再構成核酸は、第１末端に、少なくとも、Ｔ細
胞受容体のＪβ、Ｊδ、又はＪγ断片の部分を含み、第１セットのそれぞれのプライマー
は、それぞれ、受容体特異的な部分を有し、このとき、受容体特異的部分は、異なる再構
成核酸の第１末端にアニーリングし、伸長して、第１伸長産物を生成するような長さを備
え、第１セットのそれぞれのプライマーは、３’→５’の方向で配列タグ及び第１のプラ
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イマー結合部位を含有する５’－非相補的末端を有し、配列タグは、実質的に第１セット
のプライマー毎に異なるものである］；（ｂ）反応混合物から、伸長していない第１セッ
トのプライマーを除去する工程；（ｃ）プライマー伸長条件下で、反応混合物に第２のプ
ライマーセットを添加する工程［第２セットのそれぞれのプライマーは受容体特異的部分
を有し、このとき、受容体特異的部分は、第１の伸長産物にアニーリングし、伸長して、
第２の伸長産物を生成するような長さを備え、それぞれの第２の伸長産物は、少なくとも
、Ｔ細胞受容体のＶβ、Ｖδ、又はＶγ断片の部分を含み、第２セットのそれぞれのプラ
イマーは、第２のプライマー結合部位を含有する５’－非相補的末端を有する］；並びに
（ｄ）反応混合物にポリメラーゼ連鎖反応を実施して、アンプリコンを生成する工程［こ
のポリメラーゼ連鎖反応は、第１のプライマー結合部位に特異的な順方向プライマーと、
第２のプライマー結合部位に特異的な逆方向プライマーとを使用する］、を含む。上記の
方法には、アンプリコンの配列サンプルを配列決定する工程を更に包含させてもよい。典
型的には、このようなサンプルは「代表的なサンプル」であり、サンプル中に、もとの生
体試料におけるものとおおよそ同じ頻度で異なるクロノタイプを存在させるのに十分大き
なものである。いくつかの実施形態では、配列決定する工程は、それぞれエラー率を有し
、それぞれヌクレオチド配列と、タグ配列とを含む複数の配列リードを提供することと、
同様のタグ配列を有する配列リードをアライメントさせて、同じクロノタイプに対応する
配列リードを決定することと、を含む。もとの標的ポリヌクレオチド又はそれらのコピー
に複数の配列タグが付加されている場合は常に、配列リードは、以下に更に十分に記載す
る結合工程でプロセシングすることができる。
【００３１】
　別の実施形態では、多数のＴ細胞受容体鎖からクロノタイププロファイルを生成する方
法は、次の工程：（ａ）反応混合物中、プライマー伸長条件下で、第１セットのプライマ
ーとＴ細胞由来の再構成された核酸サンプルとを組み合わせる工程［ここで、それぞれの
第１セットのプライマーは受容体特異的な部分を有し、このとき受容体特異的な部分は、
所定の位置にて異なる再構成核酸にアニーリングし、伸長して第１伸長産物を生成するよ
うな長さを備え、それぞれの第１セットのプライマーは、第１プライマー結合部位を含有
する５’－非相補的末端を有する］；（ｂ）反応混合物から、伸長していない第１セット
のプライマーを除去する工程；（ｃ）反応混合物に第２セットのプライマーを添加する工
程［ここで、第２セットのそれぞれのプライマーは、ある程度の長さを備える受容体特異
的部分を有し、受容体特異的部分は、所定の位置にて第１の伸長産物に特異的なものであ
り、第２のプライマー結合部位を含有する５’－非相補的末端を有し、第１セットのプラ
イマー及び／又は第２セットのプライマーは、それぞれ、受容体特異的な部分と第１又は
第２のプライマー結合部位との間に配置された配列タグを含む］；（ｄ）第１のポリメラ
ーゼ連鎖反応を実施して、第１のアンプリコンを生成する工程［この第１のポリメラーゼ
連鎖反応は、第１のプライマー結合部位に特異的な順方向プライマーと、第２セットのプ
ライマーとを使用し、それぞれの第１のアンプリコンの核酸配列は、第１のプライマー結
合部位と、第２のプライマー結合部位と、少なくとも１つの配列タグと、Ｔ細胞受容体鎖
のＶβセグメント部分及びＪβ断片部分、Ｔ細胞受容体鎖のＶδセグメント部分及びＪδ
断片、又はＴ細胞受容体鎖のＶγセグメント部分及びＪγセグメント部分のいずれかとを
含み、第１及び第２セットのプライマーの受容体特異的部分の長さは、アンプリコンにお
いて、異なる再構成核酸の相対的なレベルが、サンプル中の異なる再構成核酸のレベルと
実質的に同じになるよう選択される］；（ｅ）第２のプライマー結合部位について特異的
な逆方向プライマーを添加する工程；（ｆ）反応混合物に第２のポリメラーゼ連鎖反応を
実施して、第２のアンプリコンを生成する工程［このポリメラーゼ連鎖反応は、第１のプ
ライマー結合部位に特異的な順方向プライマーと、第２のプライマー結合部位に特異的な
逆方向プライマーとを使用する］；並びに（ｇ）第２のアンプリコンの核酸を配列決定し
て、Ｔ細胞受容体鎖のクロノタイププロファイルを生成する工程、を含み得る。いくつか
の実施形態では、配列決定する工程は、それぞれエラー率を有し、それぞれヌクレオチド
配列と、タグ配列とを含む複数の配列リードを提供することと、同様のタグ配列を有する



(17) JP 6383789 B2 2018.8.29

10

20

30

40

50

配列リードをアライメントさせて、同じクロノタイプに対応する配列リードを決定するこ
とと、を含む。標的ポリヌクレオチド及び／又はそれらのコピーが１つ以上の配列タグで
標識される更なる実施形態では、同様の配列タグのアライメント後、配列リードは、以下
により十分に記載する通りの更なる結合工程においてプロセシングすることもできる。
【００３２】
　別の実施例では、多数のＢ細胞受容体鎖からクロノタイププロファイルを生成する方法
は、次の工程：（ａ）反応混合物中、プライマー伸長条件下で、プライマーの第１のネス
テッドセットと、Ｂ細胞由来の再構成された核酸サンプルとを組み合わせる工程［ここで
、第１のネステッドセットは１つ以上のプライマー群を含み、それぞれのグループのそれ
ぞれのプライマーは受容体特異的部分を有し、このとき受容体特異的部分は、異なる群由
来のそれぞれのプライマーの受容体特異的部分が所定の部位にて異なる再構成核酸にアニ
ーリングするような長さを備え、この所定の部位は、第１のネステッドセットの任意のそ
の他のプライマーの所定の部位とオーバーラップせず、それぞれのグループのそれぞれの
プライマーは、第１のプライマー結合部位を含有している５’－非相補的末端を有する］
；（ｂ）第１のネステッドセットのプライマーを伸長させて、第１の伸長産物を生成する
工程；（ｃ）第１のネステッドセットの反応混合物から、伸長していないプライマーを除
去する工程；（ｄ）プライマー伸長条件下で、反応混合物に、第２のネステッドセットの
プライマーを添加する工程［ここで、第２のネステッドセットは１つ以上のプライマー群
を含み、それぞれのグループのそれぞれのプライマーは受容体特異的部分を有し、このと
き、異なる群由来のそれぞれのプライマーの受容体特異的部分は、所定の部位にて第１の
伸長産物にアニーリングするような長さを備え、この所定の部位は、第２のネステッドセ
ットの任意のその他のプライマーの所定の部位とはオーバーラップせず、それぞれのグル
ープのそれぞれのプライマーは、第２のプライマー結合部位を含有する５’－非相補的末
端を有し、第１のネステッドセットのプライマー及び／又は第２のネステッドセットのプ
ライマーは、それぞれ受容体特異的部分と第１又は第２のプライマー結合部位との間に配
置された配列タグを含む］；（ｅ）第２のネステッドセットのプライマーを伸長させて第
２の伸長産物を生成する工程［このとき、それぞれの第２の伸長産物は、第１のプライマ
ー結合部位と、第２のプライマー結合部位と、少なくとも１つの配列タグと、（ｉ）Ｂ細
胞受容体重鎖のＶセグメント部分及びＪセグメント部分又は（ｉｉ）Ｂ細胞受容体κ軽鎖
のＶセグメント部分及びＪセグメント部分のいずれかとを含む］；（ｆ）反応混合物にお
いてポリメラーゼ連鎖反応を実施して、アンプリコンを生成する工程［このポリメラーゼ
連鎖反応は、第１のプライマー結合部位に特異的な順方向プライマーと、第２のプライマ
ー結合部位に特異的な逆方向プライマーとを使用する］；並びに（ｇ）アンプリコンの核
酸を配列決定して、多数のＢ細胞受容体鎖のクロノタイププロファイルを生成する工程、
により実施することもできる。
【００３３】
　いくつかの実施形態では、（伸長産物の融解後）プライマーをアニーリング及び伸長さ
せる１回以上のサイクルは、工程（ｂ）及び／又は（ｅ）で実施することができ、この場
合、サンプル中のもともとの再構成された核酸のコピーを１つ以上の配列タグにより標識
してもよい。これらの実施形態では、配列決定する工程（ｇ）には、クロノタイプ及びク
ロノタイププロファイルを決定するための下記の通りのアライメント及び結合工程を更に
包含させてもよい。いくつかの実施形態では、例えば、工程（ｂ）及び（ｅ）において単
回の伸長のみがなされる場合、配列決定する工程は、それぞれエラー率を有し、それぞれ
ヌクレオチド配列と、タグ配列とを含む複数の配列リードを提供することと、同様のタグ
配列を有する配列リードをアライメントさせて、同じクロノタイプに対応する配列リード
を決定することと、を含む。上記の通り、いくつかの実施形態では、ＰＣＲ工程において
、第１及び第２セットのプライマーの受容体特異的な部分の位置及び長さは、アンプリコ
ン中の異なる再構成核酸の相対的なレベルが、サンプル中の再構成された核酸のものと実
質的に同じになるように選択される。
【００３４】
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　いくつかの実施形態では、配列タグは、プライマー伸長工程において標的ポリヌクレオ
チド又はそれらのコピーに付加され、実質的にすべての異なる標的ポリヌクレオチド及び
それらのコピーが同じ配列タグにより標識される。他の実施形態では、サンプル又はそれ
らのコピーの標的ポリヌクレオチドは、１つ以上の異なる配列タグにより標識することも
できる。以下に更に例示される通り、いくつかの実施形態では、配列タグを含有している
プライマー（第１セットのプライマー又は第２セットのプライマーのいずれか）の存在下
で複数回の伸長又は複数回のＰＣＲのサイクルを実施することができ、これにより、結果
として、同じ標的ポリヌクレオチド及び／又はそのコピーに異なる配列タグが付加され得
る。
【００３５】
　クロノタイプ解析における配列タグ
　一態様では、本発明は、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）又はＢ細胞受容体（ＢＣＲ）又はこれ
らの所定の断片などの免疫分子のレパトアから、配列データを取得及び解析して、迅速か
つ効率的にクロノタイププロファイルを決定するための方法を目的とする。配列データは
、典型的には、配列リードの大規模コレクションを含み、すなわち、ＤＮＡシーケンサ由
来のベースコール配列及び関連するクオリティスコアを使用して、免疫分子を解析する。
クロノタイププロファイルの構築に当たり、抽出工程、配列決定をするための化学的手法
、又は増幅を行うための化学的手法などといった生体以外に由来するエラーを含有してい
る配列リードから、本当に違いを含んでいる配列リードを迅速かつ正確に識別することが
重要な課題である。本発明の態様は、複合体の配列リードが同じもとの標的ポリヌクレオ
チドに由来するものかどうかの判定を補助するため、それぞれの標的ポリヌクレオチド（
例えば、サンプル中の再構成された核酸）に、固有の配列タグを付加することを包含する
。本発明の一態様によると、タグ－分子複合体を生成するため、配列タグが体細胞性の再
構成された核酸分子に付加され、このような複合体の再構成核酸はそれぞれ固有の配列タ
グを有する。通常、このような付加は、Ｔ細胞及び／又はＢ細胞及び／又は無細胞系ＤＮ
Ａを含有しているサンプルから核酸分子を抽出した後になされる。好ましくは、このよう
な固有の配列タグは、ハミング距離などの従来の配列の距離測定法により評価される通り
、可能な限り互いに大きく異なるものである。タグ分子複合体中の配列タグ間の距離を最
大化することで、配列決定エラー及び増幅エラーが高率の場合でさえ、複合体の配列タグ
が、異なる複合体の任意のその他のタグ配列よりも、もともとのタグ配列にはるかに近い
まま保持される。例えば、１６－ｍｅｒ配列タグを利用し、かつクロノタイプのセットの
それぞれのこのようなタグが、クロノタイプのすべてのその他の配列タグから少なくとも
５０％の距離又は８ヌクレオチドの距離でハミング距離を有する場合、タグを別のものに
変換して配列タグのミスリードを生じさせるには少なくとも８つの配列決定エラー若しく
は増幅エラーが必要になる（及び誤った配列タグを備えたクロノタイプの配列リードが不
適切にグループ分けされる必要がある）。一実施形態では、配列タグは、再構成された核
酸分子に付加してタグ－分子複合体を生成した後に選別され、タグ－分子複合体のタグ間
のハミング距離は、配列タグの全長の少なくとも２５％の数値であり（すなわち、それぞ
れの配列タグは、少なくとも２５％のヌクレオチドが、その他のすべてのタグの配列とは
異なっている）；別の実施形態では、このような配列タグ間のハミング距離は、配列タグ
の全長の少なくとも５０％の数値である。
【００３６】
　一態様では、本発明は、次の工程：（ａ）個人から、Ｔ細胞及び／又はＢ細胞及び／又
は無細胞系ＤＮＡを含むサンプルを得る工程；（ｂ）サンプル中のＴ細胞受容体遺伝子又
はイムノグロブリン遺伝子の再構成された核酸分子に配列タグを付加して、タグ－分子複
合体を生成する工程（ここで、実質的にすべてのタグ－分子複合体は固有の配列タグを有
する）；（ｃ）タグ－分子複合体を増幅させる工程；（ｄ）タグ－分子複合体を配列決定
する工程；並びに（ｅ）同様の配列タグの配列リードをアライニングして、サンプル中の
同じ再構成された核酸に対応する配列リードを決定する工程と、を含む。Ｂ細胞又はＴ細
胞を含有しているサンプルは、従来法を利用して得る。配列タグを付加する工程において
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、好ましくは、配列タグは、固有なだけでなく、別のタグと十分異なるものでもあり、す
なわち、配列決定エラー又は増幅エラーがかなり大きい場合でさえ、配列タグが別のタグ
に変更される尤度はゼロに近い。大抵の配列決定技術では、配列タグの付加後、タグ－分
子複合体を増幅させる必要があるものの、単一分子配列決定法を利用する場合、増幅工程
は任意選択になる。１分子配列決定法としては、限定するものではないが、１分子リアル
タイム（ＳＭＲＴ）配列決定法、又はナノポア配列決定法など、例えば、米国特許第７，
３１３，３０８号；同第８，１５３，３７５号；同第７，９０７，８００号；同第７，９
６０，１１６号；同第８，１３７，５６９号；並びにＭａｎｒａｏ　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔ
ｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，４（８）：２６８５～２６９３（２０１２）が挙
げられる。
【００３７】
　別の態様では、本発明は、固有の配列タグをカウントすることにより、サンプル中のリ
ンパ細胞数を求める方法を包含する。配列タグを用いずとも、ＴＣＲβ又はＩｇＨ遺伝子
のクロノタイプ、特に、Ｖ（Ｄ）Ｊ領域を含むクロノタイプにより、リンパ細胞及びその
クローンに固有のマーカーを提供する。再構成された核酸がゲノムＤＮＡから得られる場
合、サンプル中のリンパ細胞数は、配列決定後にカウントされる固有のクロノタイプの数
により評価することもできる。このアプローチは、同じクロノタイプに関連する同一のリ
ンパ細胞の実質的にクローン性の集団が存在する場合は常に（あるいは、再構成された核
酸がサンプルのｍＲＮＡから得られ、かつそれぞれの配列のクオリティが発現率並びに細
胞数を反映し得る又はこれらに応じる場合）、破綻する。配列タグの使用により、この問
題（short coming）は克服され、かつ特に、リンパ腫又は白血病などの様々なリンパ性疾
患に罹患している患者においてリンパ細胞を計数するのに特に有用である。本発明の一態
様によると、配列タグを使用して、白血病などの多量のクローンが存在するかどうかに関
係なくサンプル中のリンパ細胞の絶対数を得ることもできる。このような方法は、工程：
（ａ）個人からリンパ球を含むサンプルを得る工程；（ｂ）Ｔ細胞受容体遺伝子又はリン
パ球のイムノグロブリン遺伝子の再構成された核酸分子に配列タグを付加して、タグ－分
子複合体を生成する工程（ここで、実質的にすべての分子のタグ－分子複合体は固有の配
列タグを有する）；（ｃ）タグ－分子複合体を増幅させる工程；（ｄ）タグ－分子複合体
を配列決定する工程；並びに（ｅ）異なる配列タグの数を計数して、サンプル中のリンパ
球の数を決定する工程、により実施することもできる。いくつかの実施形態では、再構成
された核酸分子はゲノムＤＮＡに由来する。
【００３８】
　本発明の一実施形態では、配列タグは、例えば、Ｂｒｅｎｎｅｒら、米国特許第５，８
４６，７１９号；Ｂｒｅｎｎｅｒら、米国特許第７，５３７，８９７号；Ｍａｃｅｖｉｃ
ｚ、国際公開第ＷＯ　２００５／１１１２４２号などに開示されるものなどの、サンプリ
ングによる標識により、サンプルの再構成された核酸分子に付加される；これらの文献は
参照により本願に援用される。サンプリングによるラベリングでは、標識される（すなわ
ち固有のタグを付加される）一群のポリヌクレオチドを、より多量のサンプル配列タグ群
に対し使用する（付加、結合、又は同様の方法による）。すなわち、ポリヌクレオチド集
団がＫメンバーを有し（同じポリヌクレオチドの複製を含む）、配列タグ集団がＮメンバ
ーを含む場合、Ｎ＞＞Ｋになる。一実施形態では、本発明で使用する配列タグ集団の大き
さは、サンプル中のクロノタイプ集団の大きさの少なくとも１０倍である；別の実施形態
では、本発明で使用する配列タグ集団の大きさは、サンプル中のクロノタイプ集団の大き
さの少なくとも１００倍である；別の実施形態では、本発明で使用する配列タグ集団の大
きさは、サンプル中のクロノタイプ集団の大きさの少なくとも１０００倍である。他の実
施形態では、配列タグ群の大きさは、クロノタイプを配列タグ群と組み合わせたときに、
例えば、ライゲーション反応、又は増幅反応などといった、付加する反応において組み合
わせたときには常に、サンプル中の実質的にすべてのクロノタイプが固有の配列タグを有
するように、選択される。いくつかの実施形態では、実質的にすべてのクロノタイプは、
このようなクロノタイプのうち少なくとも９０％が固有の配列タグを有し得ることを意味
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する；他の実施形態では、実質的にすべてのクロノタイプは、このようなクロノタイプの
うち少なくとも９９％が固有の配列タグを有し得ることを意味する；他の実施形態では、
実質的にすべてのクロノタイプは、このようなクロノタイプのうち少なくとも９９．９％
が固有の配列タグを有し得ることを意味する。多くの組織サンプル又は生検において、Ｔ
細胞又はＢ細胞の数は、最大又は約１×１０６個である；したがって、このようなサンプ
ルを用いる本発明のいくつかの実施形態では、サンプリングによる標識において用いられ
る固有の配列タグ数は、少なくとも１０８個であり、又は他の実施形態では少なくとも１
０９個である。
【００３９】
　このような実施形態では、最大で１×１０６個のクロノタイプがサンプリングにより標
識され、全４つのヌクレオチド前駆体混合物を、合成反応のそれぞれの付加工程において
反応させることによるコンビナトリアルな合成により、配列タグの大型のセットが効率的
に生成され得る（例えば、参照により援用されるＣｈｕｒｃｈ，米国特許第５，１４９，
６２５号に開示されている）。その結果、配列タグのセットは構造「Ｎ１Ｎ２．．．Ｎｋ

」を有するようになり、ここで、それぞれのＮｉ＝Ａ、Ｃ、Ｇ又はＴであり、かつｋはタ
グ中のヌクレオチド数である。このようなコンビナトリアルな合成により作製される配列
タグセット中の配列タグ数は４ｋ個である。したがって、サンプリングによる標識により
１０６個の分子集団に配列タグを付加するには、ｋが少なくとも１４である、又はｋが約
１４～１８の範囲である配列タグセットが適当である。上記構造を有する配列タグセット
は、本発明の方法を実施する間、差異又はエラーを導入し得る数多くの配列を含む。例え
ば、上記のコンビナトリアルに合成した配列タグセットには、ホモポリマー断片を含む数
多くのメンバータグが包含され、この場合、合成時解読法（sequencing-by-synthesis）
などのいくつかの配列決定アプローチでは、ある程度の長さを超えると正確に測定するこ
とが難しくなる。したがって、本発明は、配列決定などの特定の方法の工程について効率
的な構造を有するコンビナトリアルに合成した配列タグを含む。例えば、天然の４種のヌ
クレオチドを、コンビナトリアルな合成において代替的に使用されるばらばらのサブセッ
トに分割して、合成時解読に効率のよいいくつかの配列タグ構造を作製することにより、
ホモポリマーが所定の長さを超えることを防ぐことができる。例えば、ｚをＡ又はＣのい
ずれかにして、ｘをＧ又はＴのいずれかにすることで、
　［（ｚ）１（ｚ）２．．．（ｚ）ｉ］［（ｘ）１（ｘ）２．．．（ｘ）ｊ］．．．が得
られ、
　ここで、ｉ及びｊは同じであっても異なっていてもよく、任意のホモポリマー断片の大
きさを制限するよう選択される。一実施形態では、ｉ及びｊは１～６の範囲である。この
ような実施形態では、配列タグは、１２～３６ヌクレオチドの範囲の長さを有してよく；
並びに、その他の実施形態では、このような配列タグは、１２～２４ヌクレオチドの範囲
の長さを有してよい。他の実施形態では、その他のヌクレオチドをペアとして使用するこ
ともでき、例えば、ｚをＡ又はＴとし、かつｘをＧ又はＣとすることができ；あるいはｚ
をＡ又はＧとし、かつｘをＴ又はＣとすることができる。あるいは、ｚ’を４つの天然の
ヌクレオチドのうち３つの組み合わせとし、ｘ’をｚ’以外のいずれかのヌクレオチドに
する（例えば、ｚ’をＡ、Ｃ又はＧとすると、ｘ’はＴになる）。これにより、次の通り
の配列タグ構造が与えられる：
　［（ｚ’）１（ｚ’）２．．．（ｚ’）ｉ］ｘ’［（ｚ’）１（ｚ’）２．．．（ｚ’
）ｉ］ｘ’．．．
　ここで、ｉは上記の通り選択され、かつｘ’の出現は、中断部分として提供され、任意
の望ましくないホモポリマーが終結させられる。
【００４０】
　更なる配列タグ
　本発明は、ゲノムＤＮＡ断片などの核酸を、増幅及び配列決定より前に、「モザイクタ
グ」を含み得る固有の配列タグにより標識する方法を用いるものである。このような配列
タグは、増幅エラー及び配列決定エラーを識別するのに有用である。モザイクタグは、従
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来の完全にランダムな配列タグにより生じ得る不適切なアニーリング、プライミング、又
はヘアピン形成などに起因するアーティファクトの配列決定及び増幅を最小限に抑える。
一態様では、モザイクタグは、交互する定常領域及び可変領域を含む配列タグであり、そ
れぞれの定常領域は、モザイクタグにおいて位置を有し、ヌクレオチドの所定の配列を含
み、それぞれの可変領域は、モザイクタグにおいて位置を有し、ランダムに選択されたヌ
クレオチドを所定の数含む。例示目的で、２２－ｍｅｒモザイクタグ（配列番号：１）は
、以下の形態を有し得る：
【００４１】
【化１】

【００４２】
　領域位置
　この場合、定常領域及び可変領域が合わせて９つあり、可変領域（二重下線を付してい
るヌクレオチド）としては領域１（ヌクレオチド１～３）、３（ヌクレオチド９）、５（
ヌクレオチド１２～１４）、７（ヌクレオチド１８～１９）及び９（ヌクレオチド２１～
２２）を備え、定常領域としては領域２（ヌクレオチド４～８）、４（ヌクレオチド１０
～１１）、６（ヌクレオチド１５～１７）、及び８（ヌクレオチド２０）を備えている。
Ｎは、Ａ、Ｃ、Ｇ又はＴのセットからランダムに選択されたヌクレオチドを表し、したが
って、本例のモザイクタグの数は、４１１＝４，１９４，３０４タグとなる。ｂは、記載
の位置に所定のヌクレオチドを表す。いくつかの実施形態では、ｂの配列、「＊＊＊ｂｂ
ｂｂ＊ｂｂ＊＊＊ｂｂｂ＊＊ｂ＊＊」は、サンプルを構成する生命体のゲノムに対し完全
一致を有する尤度を最小限に抑えるよう選択される。
【００４３】
　本発明の方法の具体的な実施形態のモザイクタグに関し、一態様では、同じ位置のすべ
ての定常領域は同じ長さを有し、かつ同じ位置のすべての可変領域は同じ長さを有する。
これにより、一般的な化学反応及び装置を用い、部分的にコンビナトリアルな合成を利用
して、モザイクタグを合成できる。
【００４４】
　一態様では、モザイクタグはヌクレオチドを１０～１００塩基含み、又はヌクレオチド
を１２～８０塩基含み、又はヌクレオチドを１５～６０塩基含む。いくつかの実施形態で
は、モザイクタグは、ランダムにヌクレオチドが選択されたヌクレオチド部分を少なくと
も８塩基含み；他の実施形態では、モザイクタグは少なくとも１５塩基の長さのヌクレオ
チドであり、ヌクレオチド部分のうち少なくとも１２塩基はランダムにヌクレオチドが選
択されている。別の態様では、モザイクタグには可変領域が存在せず、長さはヌクレオチ
ド７塩基よりも長い。
【００４５】
　別の態様では、モザイクタグを以下の工程：（ｉ）サンプル中の核酸からＤＮＡテンプ
レートを調製する工程と；（ｉｉ）ＤＮＡテンプレートをサンプリングして、多重タグ－
テンプレート複合体を形成させることにより標識する工程と、ここで、タグ－テンプレー
ト複合体の実質的にすべてのＤＮＡテンプレートは、交互する定常領域及び可変領域を含
む固有のモザイクタグを有し、それぞれの定常領域は、所定の配列のモザイクタグにおけ
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る位置と、１～１０塩基の長さでヌクレオチドとを有し、かつそれぞれの可変領域は、モ
ザイクタグにおける位置と、１～１０塩基の長さでランダムに選択されたヌクレオチドと
を有し、同じ位置の定常領域は同じ長さを有し、かつ同じ位置の可変領域は同じ長さを有
する；（ｉｉｉ）タグ－テンプレート複合体の多重度を増幅させる工程と；（ｉｖ）増幅
させたそれぞれのタグ－テンプレート複合体の配列リードを複数生成する工程と；（ｖ）
同一のモザイクタグを有するそれぞれの複数の配列リードのそれぞれのヌクレオチド位置
にて、一致するヌクレオチドを決定することによりそれぞれの核酸のヌクレオチド配列を
決定する工程；で使用することもできる。別の態様では、モザイクタグを以下の工程：（
ａ）サンプル中の核酸から一本鎖核酸ＤＮＡテンプレートを調製する工程；（ｂ）一本鎖
核酸ＤＮＡテンプレートをサンプリングしてタグ－テンプレート複合体を形成させること
により標識する工程、ここで、タグ－テンプレート複合体の実質的にすべての一本鎖核酸
ＤＮＡテンプレートは、少なくとも１５塩基の長さのヌクレオチドを有し、かつ次の形態
：
　［（Ｎ１Ｎ２．．．ＮＫｊ）（ｂ１ｂ２．．．ｂＬｊ）］Ｍ

　を有する固有の配列タグ（すなわち、モザイクタグ）を有し、ここで、ｉ＝１、２、．
．．ＫｊであるそれぞれのＮｉは、Ａ、Ｃ、Ｇ及びＴからなる群からランダムに選択され
たヌクレオチドであり；Ｋｊは１～１０の範囲の整数であり、それぞれのｊはＭ以下であ
り（すなわち、領域Ｎ１Ｎ２．．．ＮＫｊは可変領域である）；ｉ＝１、２、．．．Ｌｊ

であるそれぞれのｂ１はヌクレオチドであり；Ｌｊは１～１０の範囲の整数であり、それ
ぞれのｊはＭ以下であり、すべての配列タグ（ｉ）はすべてのｊについて同じＫｊを有し
、かつ（ｉｉ）すべてのｊについて同じ配列ｂ１ｂ２．．．ｂＬｊを有し（すなわち、領
域ｂ１ｂ２．．．ｂＬｊは定常領域である）；かつＭは２以上の整数である；（ｃ）タグ
－テンプレート複合体を増幅させる工程；（ｄ）増幅させたそれぞれのタグ－テンプレー
ト複合体の配列リードを複数生成する工程；（ｅ）同一の配列タグを有する複数の配列リ
ードのそれぞれの核酸位置において一致するヌクレオチドを決定することによりそれぞれ
の核酸のヌクレオチド配列を決定する工程、で使用することもできる。いくつかの実施形
態では複数の配列リードは少なくとも１０４個あり；他の実施形態では、複数の配列リー
ドは少なくとも１０５個あり；更に他の実施形態では、複数の配列リードは少なくとも１
０６個ある。いくつかの実施形態では、上記の配列タグの全長は、ヌクレオチド１５塩基
～８０塩基の範囲である。
【００４６】
　配列タグの付加
　様々な異なる付加反応を利用して、上記のものに加え、サンプル中の実質的にすべての
クロノタイプに対し、固有のタグを付加することができる。配列タグを再構成核酸に付加
するため、本発明の常軌（routine）改変には、例えば、マイクロアレイ法又はゲノム配
列決定法においてサンプルの複雑さを低減するためのものなどの、サンプル核酸のサブセ
ットを捕捉する多くの手法を使用することができる。以降の操作のため、配列タグの付加
、配列決定、及び同様の方法など、標的とする核酸の様々なセットを捕捉させる手法の例
としては、Ｗｉｌｌｉｓら、米国特許第７，７００，３２３号；Ｊｏｎｅｓら、米国特許
出願公開第２００５／０１４２５７７号；Ｇｕｌｌｂｅｒｇら、米国特許出願公開第２０
０５／００３７３５６号；Ｐｏｒｒｅｃａら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，４（１１
）：９３１～９３６（２００７）；Ｔｕｒｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ，６（５）：３１５～３１６（２００９）；Ｃｈｕｒｃｈ，米国特許第５，１４９
，６２５号；及びＭａｃｅｖｉｃｚ，米国特許第８，１３７，９３６号が挙げられる。
【００４７】
　一実施形態では、このような付加は、再構成された核酸分子（同様にして、クロノタイ
プ配列を含むもの）を含有しているサンプルを、配列タグ群又は配列タグのライブラリと
組み合わせて、２群の分子をランダムに合わせかつ会合又は結合（例えば、共有結合）さ
せることで成すことができる。例えば、このようなランダムな組み合わせは、タグを含有
しているプライマーを標的核酸にアニーリングさせ、伸長させる、又はタグを含有してい
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るアダプターを標的核酸の末端にライゲーションさせる生体分子反応において生じ得る。
いくつかの実施形態では、タグを付加する方法は、ＤＮＡ配列決定法のアプローチにある
程度依存し得る。例えば、４５４社の配列決定法などの比較的長く正確な配列リードを生
成する配列決定法において、例えば、Ｆｒｅｅｍａｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅ
ｓｅａｒｃｈ，１９：１８１７～１８２４（２００９）に開示される５’－ＲＡＣＥなど
の従来法を用い、再構成核酸を含むｍＲＮＡからｃＤＮＡライブラリを作製した後、配列
－タグを含有しているアダプターを一端又は両端にライゲーションさせることにより、配
列タグを付加することができる。他の実施形態では、比較的短く誤りが生じやすい配列リ
ードを生成する「Ｉｌｌｕｍｉｎａ」社の配列決定又は「Ｉｏｎ　Ｔｏｒｒｅｎｔ」配列
決定などの配列決定法を使用するとき、配列決定するアンプリコンが、その手法により生
成される配列リードによりカバーされる長さを有するよう更なる工程が必要とされる場合
もある。このようなタグを付加する反応において、クロノタイプの配列は直鎖一本鎖又は
二本鎖ポリヌクレオチドを含み、配列タグは、ＰＣＲプライマーなどの増幅プライマー、
ライゲーションアダプター、環状化可能なプローブ、プラスミド、又は均等物などの試薬
により輸送することができる。配列タグ群の輸送を可能にするいくつかのこのような試薬
はＭａｃｅｖｉｃｚ，米国特許第８，１３７，９３６号；Ｆａｈａｍ　ｅｔ　ａｌ，米国
特許第７，８６２，９９９号；Ｌａｎｄｅｇｒｅｎ　ｅｔ　ａｌ，米国特許第８，０５３
，１８８号；Ｕｎｒａｕ　ａｎｄ　Ｄｅｕｇａｕ，Ｇｅｎｅ，１４５：１６３～１６９（
１９９４）；並びにＣｈｕｒｃｈ，米国特許第５，１４９，６２５号に開示されており、
これらは参照により本願に援用される。
【００４８】
　図２Ａ及び２Ｂは、ＰＣＲを含む付加反応を例示する。配列タグ群（Τ１、Ｔ２、Ｔ３

．．．Ｔｊ、Ｔｊ＋ｉ．．．Ｔｋ、Ｔｋ＋１．．．Ｔｎ－１、Ｔｎ）がプライマー（２１
００）に組み込まれる。配列タグ群は、再構成された核酸分子（２１０２）よりも十分大
きなサイズを有する。配列タグは、核酸分子に対しプライマーをアニーリングさせること
、及びＰＣＲの第１サイクルにおいてＤＮＡポリメラーゼによりプライマーを伸長させる
ことにより再構成された核酸分子に付加される。図は、再構成された核酸分子の選別方法
を示し、すなわち、共通のプライマー結合領域（２１０４）、例えばＶ領域（２１０８）
をもとに、配列タグの全集団のうちの小画分を、ランダムにプライマーにアニーリングさ
せることによる方法例を示す。プライマー（したがって配列タグ）は、再構成された核酸
配列分子に対し無作為に合わせられることから、同じ配列タグが異なる核酸分子に付加さ
れる可能性が僅かに存在するものの、配列タグ群が本明細書で教示される通りに大きいも
のである場合、この可能性は、無視可能な程度にまで小さくなり、実質的にすべての核酸
分子に固有の配列タグが付加されることになる。順方向及び逆方向プライマー対の、その
他のプライマー（２１０６）は、Ｃ領域（２１１０）にアニーリングし、複数回のアニー
リング、伸長、及び融解サイクル後にアンプリコン（２１１２）が形成され、これらのサ
イクルにより、群のクロノタイプ（２１０２）を含むＶ（Ｄ）Ｊ領域に固有の配列タグが
付加される。すなわち、アンプリコン（２１１２）は、付加反応由来のタグ－分子複合体
を含む。
【００４９】
　図２Ｃ及び２Ｄは、サンプル中のそれぞれの又は実質的に異なる再構成核酸に一対の配
列タグを付加する方法を例示する。図２Ａ及び２Ｂの方法と同じくして、配列タグ（Τ１

、Ｔ２、Ｔ３．．．Ｔｊ、Ｔｊ＋ｉ．．．Ｔｋ、Ｔｋ＋１．．．Ｔｎ－１、Ｔｎ）を輸送
するプライマー（２２００）を下流プライマーとして使用し、更に、共通のプライマー（
２１０６）を配列タグ（Ｔｍ、Ｔｍ＋１、Ｔｍ＋２．．．Ｔｑ、Ｔｑ＋１、Ｔｑ＋２、．
．．Ｔｒ、Ｔｒ＋１、Ｔｒ＋２、．．．Ｔｓ、Ｔｓ＋１、Ｔｓ＋２、．．．）を輸送する
プライマー（２２０６）に置き換え上流プライマーとして使用する。下流のプライマーセ
ット同様、上流プライマー（２２０６）により輸送される異なる配列タグの数は、増幅後
に実質的にすべての再構成された核酸（２２０２）が固有のタグを有するよう、再構成さ
れた核酸分子（２２０２）の数と比較して大きくしてもよい。いくつかの実施形態では、
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プライマー（２２０６）及び（２２００）におけるそれぞれの配列タグのセットは、図２
Ａ及び２Ｂの実施形態における配列タグのセットほど大きくする必要はない。異なる再構
成核酸が配列タグ対により固有に標識されることから、異なる再構成核酸が対のうちの１
つの配列タグを共有する場合にも、単一の再構成された核酸を標識する配列タグ対の実質
的な固有性は損なわれない。したがって、図２Ｃ及び２Ｄの実施形態において、それぞれ
のプライマーセット（２２００）及び（２２０６）の配列タグは、プライマーセット（２
１００）の配列タグよりも種類が少ない。例えば、ランダム配列タグを利用し、かつプラ
イマー（２１００）に１６－ｍｅｒ配列タグを含有させる場合、プライマー（２２００）
及び（２２０６）にはそれぞれ８－ｍｅｒの配列タグを含有させて、配列タグの総合的な
多様性を同程度にすることができる。あるいは、図２Ｃ及び２Ｄの実施形態は、図２Ａ及
び２Ｂと同様に実施する。プライマーを核酸分子にアニーリングさせ、かつＰＣＲの第１
サイクルにおいてＤＮＡポリメラーゼによりプライマーを伸長させることにより、再構成
された核酸分子に配列タグが付加される。上記の通り、図２Ｃは、再構成された核酸分子
の選別方法を示し、すなわち、共通のプライマー結合部位（２２０４）及び（２２０５）
、例えばそれぞれＶ領域（２２０８）及びＣ領域（２２１０）をもとに、配列タグ対の全
集団のうちの小画分を、ランダムにプライマーにアニーリングさせることによる方法例を
示す。プライマー（したがって配列タグ）は再構成された核酸配列分子に無作為に合わせ
られることから、同じ配列タグ対が異なる核酸分子に付加される可能性が僅かに存在する
ものの、配列タグ群が本明細書で教示される通りに大きいものである場合、この可能性は
、無視可能な程度にまで小さくなり、実質的にすべての再構成された核酸分子に固有の配
列タグが付加されることになる。複数回のアニーリング、伸長、及び融解サイクルの後ア
ンプリコン（２２１２）が形成され、これらのサイクルにより、群のクロノタイプ（２２
０２）を含むＶ（Ｄ）Ｊ領域に固有の配列タグが付加される。すなわち、アンプリコン（
２２１２）は、付加反応に由来するタグ－分子複合体を含む。
【００５０】
　いくつかの実施形態では、例えば、Ｐｏｒｒｅｃａ　ｅｔ　ａｌ（上掲）；Ｗｉｌｌｉ
ｓ　ｅｔ　ａｌ（上掲）；又は同様の参照文献により開示される技術的な常軌改変により
、配列タグを捕捉し、かつ所望の再構成された核酸に付加するために、環状化可能なプロ
ーブを使用することができる。図２Ｅ及び２Ｆに示す通り、次の構成要素：上流の標的結
合断片（２３０４）；５’－リン酸化末端（２３０５）を有する下流の標的結合断片（２
３０６）；配列タグ（２３１０）；第２の共通のプライマー結合部位（２３１４）；任意
選択的な切断部位（２３０８）；及び第１の共通のプライマー結合部位（２３１２）を含
む環状化可能なプローブ（２３０２）が提供される。アニーリング条件下で、環状化可能
なプローブ（２３０２）を、標的ポリヌクレオチド（例えば、一般的な手法によりｍＲＮ
Ａから調製された一本鎖又は二本鎖ｃＤＮＡなどであってよい）を含有しているサンプル
（２３００）を含む反応混合物と組み合わせる。図示する通り、標的ポリヌクレオチドは
、ＩｇＨ又はＴＣＲβ鎖をコードしている再構成された核酸のＶ、ＮＤＮ、Ｊ及びＣ領域
を含む。いくつかの実施形態では、上流及び下流の標的結合断片（２３０４）及び（２３
０６）の配列は、それぞれ、標的ポリヌクレオチドのＶＤＪ領域の部分にまたがるよう選
択される。環状化可能なプローブ（２３０２）及び標的ポリヌクレオチド（２３００）は
、上流及び下流の標的結合断片（２３０４及び２３０６）のアニーリングにより、反応混
合物中で複合体（２３３０）を形成する。ＤＮＡポリメラーゼ及びｄＮＴＰの存在下で、
上流の標的結合断片（２３０４）を、標的ポリヌクレオチドのＶＤＪ領域の部分を複製し
ている（及びそれにより捕捉している）下流の標的結合断片（２３０６）まで伸長（２３
４０）させる。伸長させた、上流の標的結合断片を、リガーゼ活性の存在下で下流の標的
結合断片（２３０６）にライゲーションさせて、閉環した一本鎖ＤＮＡ環（２３４２）を
形成させる。次に、任意選択的に、反応混合物をエキソヌクレアーゼにより処理（２３４
４）して、未反応のプローブ及び標的ポリヌクレオチドを除去してもよい。いくつかの実
施形態では、切断部位（２３０８）を切断して、一本鎖核酸環（２３４２）を開環した後
（この切断部位は、例えば、稀な位置で切断するエンドヌクレアーゼの認識部位であって
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よい）、又はＲＮＡモノマーをプローブに挿入し、ＲＮＡ分解酵素Ｈなどにより切断させ
た後、開環させたプローブ（２３４８）のＶＤＪ－タグ挿入部分をプライマー（２３５０
）及び（２３５２）により増幅させてもよい。プライマー（２３５０）及び（２３５２）
には、以降のＤＮＡ配列決定（２３５４）を可能にする要素を追加するため、非相補的な
領域が含まれていてもよい。あるいは、一本鎖核酸環を使用して、直接配列決定法、例え
ば、Ｄｒｍａｎａｃ　ｅｔ　ａｌ，Ｓｃｉｅｎｃｅ，３２７（５９６１）：７８～８１（
２０１０）；及び米国特許第８，４４５，１９６号などのためのナノボールテンプレート
を生成してもよい。
【００５１】
　図２Ｇは、免疫受容体分子をコードしている再構成された核酸に配列タグを付加するた
めの別の実施形態を例示する。本実施形態を実施する際の指針は、参照により本願に援用
されるＦａｈａｍ　ａｎｄ　Ｚｈｅｎｇ，米国特許第７，２０８，２９５号に見ることが
できる。反応混合物中、アニーリング条件下で、再構成された核酸（２４５０）をプロー
ブ（２４５４）及びアダプター（２４５６）と組み合わせる。プローブ（２４５４）は、
受容体特異的な部分（２４５５）及びアダプター特異的な部分（２４５７）を含む。例え
ば、プローブ（２４５４）がプローブ混合物を含んでもよく、ここで、異なるプローブは
、異なるＪ領域に特異的な、受容体特異的な部分を有し、又は他の実施形態では、異なる
Ｖ領域に特異的な、受容体特異的な部分を有する。５’－リン酸化されているアダプター
（２４５６）は、５’末端にプローブ特異的な部分（２４５８）と、配列タグ（２４６０
）と、第１のプライマー結合部位（２４６２）とを含む。プローブ（２４５４）の、受容
体特異的な部分（２４５５）及びアダプター特異的な部分（２４５７）と、プローブ特異
的な部分（２４５８）の、位置、配列、及び長さは、それらが互いにハイブリダイゼーシ
ョンして構造体（２４５２）を形成するよう選択する。構造体（２４５２）の形成後、再
構成された核酸（２４５０）から一本鎖核酸部分（２４６１）を切断し、再構成された核
酸（２４５０）の切断された３’末端をアダプター（２４５６）の５’リン酸化末端とラ
イゲーションさせて、第１の伸長産物（２４５９）を形成させた後、プローブ（２４５４
）を除去する（２４７４）。（２４６１）の切断は、Ｆａｈａｍ及びＺｈｅｎｇにより記
載される通り、一本鎖核酸ヌクレアーゼにより実施することもできる。一実施形態では、
例えば、参照により本願に援用されるＦａｈａｍ　ｅｔ　ａｌ，の米国特許第７，２０８
，２９５号による教示の通り、例えば、ｄＴＴｐをｄＵＴＰに置き換えたＰＣＲにおいて
、チミジンをウラシルに置き換えて、プローブ（２４５４）を合成し、並びにウラシル－
ＤＮＡグリコシラーゼ（ＵＤＧ）で処理してこのプローブを除去する。ＵＤＧ処理により
、ウラシルでプローブ（２４５４）が切断されて断片（２４５５）が得られる。プローブ
の切断後、アダプター及び突出部を除去し（２４７６）、伸長産物（２４６４）に順方向
プライマー（２４６６）及び逆方向プライマー（２４６８）を加え、ＰＣＲ（２４７０）
を実施した後、得られるアンプリコンサンプルを配列決定する（２４７２）。
【００５２】
　図２Ｇと類似の実施形態では、類似のプローブ及びアダプターを使用して、標的とする
ポリヌクレオチドの所定の部位に配列タグを付加することができる。ここでは、（２４６
１）に対応する一本鎖核酸部分の開裂にはＦＥＮ－１などのフラップエンドヌクレアーゼ
が使用される。本実施形態において、更に異なるヌクレアーゼを使用する場合、複数のプ
ローブ及びアダプター配列を逆転させる；すなわち、フラップエンドヌクレアーゼの基質
には、標的配列（２４５０）に対するアニーリングに対応するアダプターの３’末端（２
４５４）と、標的配列の５’末端（２４５２）に対応する一本鎖核酸部分とが必要とされ
る。プローブ配列の切断及び除去後、以降の工程は実質的に同時に行われる。検出アッセ
イにおいてフラップエンドヌクレアーゼを利用するための指針は、以下の参照文献に見る
ことができる：Ｌｙａｍｉｃｈｅｖ　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙ，１７：２９２～２９６（１９９９）；及びＥｉｓ　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔｕｒｅ　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１９：６７３～６７６（２００１）など。
【００５３】



(26) JP 6383789 B2 2018.8.29

10

20

30

40

50

　いくつかの実施形態では、再構成された核酸は免疫受容体分子鎖をコードし、この分子
鎖は、典型的には、非常に類似したポリヌクレオチドの非常に大規模（例えば、１０００
超１０，０００未満、更に、通常、１００，０００～１，０００，０００、又はそれ以上
）のセットを含み得る免疫レパトアを形成し、かつこの分子鎖は、ヌクレオチド５００塩
基未満の長さを有してよく、又は他の実施形態では、ヌクレオチド４００塩基未満、又は
更に他の実施形態では、ヌクレオチド３００塩基未満の長さを有してよい。本発明の一態
様では、本発明者らは、これらの特徴こそが、非常に異なる配列タグを利用し、非常に類
似するクロノタイプの配列リードを効率的に比較して、それらが同じ配列に由来するもの
なかどうかを判定することを可能にしたと認識しており、かつそのように理解している。
【００５４】
　サンプル：
　用語「サンプル（sample）」は、ある程度の量の生体材料を指し、いくつかの実施形態
では、この生体材料は患者から得られ、細胞及び／又は無細胞系ＤＮＡを含有する；すな
わち、本用語は「検体」又は「組織サンプル」とも言い換えられる。用語「標本（sample
）」は、例えば、再構成された核酸の大規模セット又は多量のサブセット又は部分を得る
に当たって統計的な観点から使用される場合もある；特に、用語「標本」の統計上の利用
は、「代表標本」を意味するものと理解することもでき、このような標本は、（例えば）
組織中の異なる核酸の相対頻度を反映する又は概算するものと理解される。当業者であれ
ば、文脈からこの用語の適切な用法を認識することができるであろう。
【００５５】
　クロノタイププロファイルは、免疫細胞、又は免疫受容体鎖をコードしている無細胞核
酸を含有している血液などの体液サンプルから得ることができる。例えば、免疫細胞は、
Ｔ細胞及び／又はＢ細胞を含み得る。Ｔ細胞（Ｔリンパ球）としては、例えば、Ｔ細胞受
容体を発現している細胞が挙げられる。Ｔ細胞としては、ヘルパーＴ細胞（エフェクター
Ｔ細胞又はＴｈ細胞）、細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＴＬ）、記憶Ｔ細胞、及び制御性Ｔ細胞が
挙げられる。一態様では、Ｔ細胞サンプルには、少なくとも１，０００個のＴ細胞が含有
され；より典型的には、サンプルには少なくとも１０，０００個のＴ細胞が含有され、更
に典型的には、少なくとも１００，０００個のＴ細胞が含有される。別の態様では、サン
プルは、１０００～１，０００，０００個の範囲で多数のＴ細胞を含有する。免疫細胞サ
ンプルは、Ｂ細胞も含み得る。Ｂ細胞としては、例えば、形質Ｂ細胞、メモリーＢ細胞、
Ｂ１細胞、Ｂ２細胞、辺縁帯Ｂ細胞、及び濾胞性Ｂ細胞が挙げられる。Ｂ細胞は、免疫グ
ロブリン（抗体、Ｂ細胞受容体）を発現することができるものである。上記の通り一態様
では、Ｂ細胞サンプルには、少なくとも１，０００個のＢ細胞が含有され；より典型的に
は、サンプルには少なくとも１０，０００個のＢ細胞が含有され、更に典型的には、少な
くとも１００，０００個のＢ細胞が含有される。別の態様では、サンプルは、１０００～
１，０００，０００個の範囲で多数のＢ細胞を含有する。
【００５６】
　本発明の方法で使用するサンプルは、例えば、腫瘍組織、血液、及び血漿、リンパ液、
脳及び脊髄を取り囲む脳脊髄液、及び関節を取り囲む滑液などの、様々な組織より採取す
ることができる。一実施形態では、サンプルは血液サンプルである。血液サンプルは、約
０．１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．６、０．７、０．８、０．９、１．０、
１．５、２．０、２．５、３．０、３．５、４．０、４．５、又は５．０ｍＬとすること
ができる。サンプルは腫瘍生検とすることができる。生検は、例えば、脳、肝臓、肺、心
臓、大腸、腎臓、又は骨髄に由来するものとすることができる。対象者からサンプルを単
離するのに当たり、当業者により用いられる任意の生検法を使用することができる。例え
ば、生検は、全身麻酔医が行う直視下生検とすることができる。生検は、直視下生検で用
いるものよりも小さな切開で行う経皮生検とすることもできる。生検は、組織が部分的に
切除されたコア生検又は切開生検とすることもできる。生検は、病変部位の完全な切除を
試みる切除生検とすることもできる。生検は、組織又は体液サンプルを針により回収する
微細針吸引生検とすることもできる。
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【００５７】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法のクロノタイププロファイルは、診断用試料の
場合には腫瘍又は末梢血から生成され、あるいは残存病変をモニタリングするためのサン
プルの場合には末梢血から生成される。リンパ増殖性疾患又は骨髄増殖性疾患などの疾患
と関連する１つ以上のクロノタイプは、診断用試料から診断する。通常、リンパ増殖性疾
患又は骨髄増殖性疾患に関連する１つ以上のクロノタイプは、クロノタイププロファイル
において最も高頻度なものとして存在する。いくつかの場合では、単一に相関するクロノ
タイプが存在し、他の場合では、リンパ増殖性疾患又は骨髄増殖性疾患と相関する複数の
クロノタイプが存在し得る。腫瘍サンプルは、このような疾患から影響を受けている、リ
ンパ管又はリンパ系外部のその他の組織を包含する任意の組織から採取することができる
。上記の通り、残存病変をモニタリングするためのクロノタイププロファイルは、末梢血
から抽出した核酸サンプルから生成することもできる。サンプルの核酸は、末梢血の細胞
含有画分のＢ細胞に由来するものであってよく、あるいは末梢血の無細胞核分、例えば、
血漿又は血清に由来するものであってもよい。一実施形態では、末梢血サンプルには、少
なくとも１，０００個のＢ細胞が含有され；より典型的には、かかるサンプルには少なく
とも１０，０００個のＢ細胞が含有され、更に典型的には、少なくとも１００，０００個
のＢ細胞が含有される。別の態様では、サンプルは、１０００～１，０００，０００個の
範囲で多数のＢ細胞を含有する。いくつかの実施形態では、サンプル中の細胞数が測定感
度の限界を設定する。すなわち、多量の末梢血サンプルを使用することで、残渣病変の検
出感度がより高くなる。例えば、１，０００個のＢ細胞を含有するサンプルの場合、この
ような細胞のＤＮＡを配列決定により解析するときに取得される配列決定リード数とは関
係なく、クロノタイプの低頻度検出限界は１／１０００すなわち０．００１である。サン
プルの核酸は、末梢血の細胞含有画分のＴ細胞に由来するものであってよく、あるいは末
梢血の無細胞核分、例えば、血漿又は血清に由来するものであってもよい。一実施形態で
は、末梢血サンプルには、少なくとも１，０００個のＴ細胞が含有され；より典型的には
、かかるサンプルには少なくとも１０，０００個のＴ細胞が含有され、更に典型的には、
少なくとも１００，０００個のＴ細胞が含有される。別の態様では、サンプルは、１００
０～１，０００，０００個の範囲で多数のＴ細胞を含有する。いくつかの実施形態では、
サンプル中の細胞数が測定感度の限界を設定する。すなわち、多量の末梢血サンプルを使
用することで、残渣病変の検出感度がより高くなる。例えば、１，０００個のＴ細胞を含
有するサンプルの場合、このような細胞のＤＮＡを配列決定により解析するときに取得さ
れる配列決定リード数とは関係なく、クロノタイプの低頻度検出限界は１／１０００すな
わち０．００１である。
【００５８】
　本発明に使用するサンプルは、ＤＮＡ（例えば、ゲノムＤＮＡ）又はＲＮＡ（例えば、
メッセンジャーＲＮＡ）を含み得る。核酸は無細胞系ＤＮＡ又はＲＮＡであってよく、例
えば、循環系から抽出される［Ｖｌａｓｓｏｖ　ｅｔ　ａｌ，ＣＵＩＴ．Ｍｏｌ．Ｍｅｄ
．，１０：１４２～１６５（２０１０）；Ｓｗａｒｕｐ　ｅｔ　ａｌ，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔ
ｔ．，５８１：７９５～７９９（２００７）］。本発明で提供される方法では、対象に由
来し、解析され得るＲＮＡ又はＤＮＡの量は、例えば、いくつかの用途では、可能な限り
少量で細胞１個であり（例えば、その他の細胞選別基準、例えば、形態学的基準による較
正試験）、並びに細胞１０６個以上もの量であり、これは、ＤＮＡ量に換算すると６ｐｇ
～６０ｕｇの範囲であり、ＲＮＡ量に換算すると１ｐｇ～１０ｕｇの範囲である。いくつ
かの実施形態では、核酸サンプルは、６ｐｇ～６０ｕｇのＤＮＡサンプルである。他の実
施形態では、核酸サンプルは、１００μＬ～１０ｍＬの末梢血由来のＤＮＡサンプルであ
る；他の実施形態では、核酸サンプルは、１００μＬ～１０ｍＬの末梢血の無細胞核分由
来のＤＮＡサンプルである。
【００５９】
　いくつかの実施形態では、リンパ球又は無細胞核酸のサンプルは、異なるクロノタイプ
を有する実質的にすべてのＢ細胞又はＴ細胞を提示させ、それをもとにクロノタイプの「
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レパトア」を生成するべく、十分に多量である。一実施形態では、異なるすべてのクロノ
タイプを実質的に表現させるため、０．００１％以上の頻度で存在しているそれぞれの集
団のクロノタイプが９９％の確率で含有されるようサンプルを採取する。別の実施形態で
は、０．０００１％以上の頻度で存在しているそれぞれの集団のクロノタイプが９９％の
確率で含有されるようサンプルを採取する。並びに、別の実施形態では、０．００００１
％以上の頻度で存在しているそれぞれの集団のクロノタイプが９９％の確率で含有される
ようサンプルを採取する。一実施形態では、Ｂ細胞又はＴ細胞サンプルは、少なくとも５
×１０５個の細胞を含有し、別の実施形態では、かかるサンプルは少なくとも１×１０６

個の細胞を含有する。
【００６０】
　核酸サンプルは、従来法、例えば、Ｉｎｎｉｓら編、ＰＣＲプロトコール（Ａｃａｄｅ
ｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，１９９０）などを用い、末梢血から得ることができる。例えば、白
血球細胞は、従来法、例えば、ＲｏｓｅｔｔｅＳｅｐキット（Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ　Ｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｖａｎｃｏｕｖｅｒ，Ｃａｎａｄａ）を用い、血液サンプルから
分離することができる。血液サンプルは１００μＬ～１０ｍＬの範囲の用量とすることが
でき；一態様では、血液サンプル用量は、１００μＬ～２ｍＬの範囲である。次に、本発
明の方法に使用するため、例えば、ＤＮｅａｓｙ　Ｂｌｏｏｄ　＆　Ｔｉｓｓｕｅキット
（Ｑｉａｇｅｎ，Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ）などの従来法を用い、このような血液サンプ
ルからＤＮＡ及び／又はＲＮＡを抽出することができる。任意選択的に、例えば、蛍光表
示式細胞分取（ＦＡＣＳ）（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，Ｃ
Ａ）、磁気細胞分離装置（ＭＡＣＳ）（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ，Ａｕｂｕｒｎ
，ＣＡ）などの従来法を用い、白血球細胞、例えば、リンパ球のサブセットを更に単離す
ることもできる。例えば、メモリーＢ細胞は、表面マーカーＣＤ１９及びＣＤ２７をもと
に単離することもできる。
【００６１】
　無細胞系ＤＮＡは、従来法、例えば、参照により本願に援用される、Ｌｏ　ｅｔ　ａｌ
，米国特許第６，２５８，５４０号；Ｈｕａｎｇ　ｅｔ　ａｌ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ
．Ｂｉｏｌ．，４４４：２０３～２０８（２００８）などを用い末梢血サンプルから抽出
することもできる。非限定例として、ＥＤＴＡを入れた採血管に末梢血を採取した後、遠
心分離により、血漿成分、白血球細胞成分、及び赤血球細胞成分に分画する。無細胞血漿
画分（例えば、０．５～２．０ｍＬ）のＤＮＡは、ＱＩＡａｍｐ　ＤＮＡ　Ｂｌｏｏｄ　
Ｍｉｎｉキット（Ｑｉａｇｅｎ，Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ）などのキットを用い、製造元
の使用説明書にしたがって抽出することができる。
【００６２】
　一態様では、クロノタイププロファイルを生成するためのリンパ球サンプルは、異なる
クロノタイプを有する実質的にすべてのＴ細胞又はＢ細胞を提示させるべく十分に多量で
ある。一実施形態では、０．００１％以上の頻度で存在しているそれぞれの集団のクロノ
タイプが９９％の確率で含有されるようサンプルを採取する。別の実施形態では、０．０
００１％以上の頻度で存在しているそれぞれの集団のクロノタイプが９９％の確率で含有
されるようサンプルを採取する。別の実施形態では、０．００００１％以上の頻度で存在
しているそれぞれの集団のクロノタイプが９９％の確率で含有されるようサンプルを採取
する。他の実施形態では、０．００１％以上の頻度で存在しているそれぞれの集団のクロ
ノタイプが９５％の確率で含有されるようサンプルを採取する。別の実施形態では、０．
０００１％以上の頻度で存在しているそれぞれの集団のクロノタイプが９５％の確率で含
有されるようサンプルを採取する。別の実施形態では、０．００００１％以上の頻度で存
在しているそれぞれの集団のクロノタイプが９５％の確率で含有されるようサンプルを採
取する。更に別の実施形態では、Ｂ細胞又はＴ細胞サンプルは、少なくとも５×１０５個
の細胞を含有し、別の実施形態では、かかるサンプルは少なくとも１×１０６個の細胞を
含有する。
【００６３】
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　サンプルが回収される材料の供給源が乏しい場合、例えば、臨床検体などの場合、全ゲ
ノム増幅（ＷＧＡ）、多置換増幅（ＭＤＡ）；又は同様の手法、例えば、Ｈａｗｋｉｎｓ
　ｅｔ　ａｌ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．，１３：６５～６７（２００２）
；Ｄｅａｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，１１：１０９５～１０９９
（２００１）；Ｗａｎｇ　ｅｔ　ａｌ，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ
，３２：ｅ７６（２００４）；並びにＨｏｓｏｎｏ　ｅｔ　ａｌ，Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ
ｅａｒｃｈ，１３：９５４～９６４（２００３）など、バイアスのかからない手法により
材料由来のＤＮＡを増幅してもよい。
【００６４】
　血液サンプルは、特定の対象のものであり、従来法、例えば、Ｉｎｎｉｓら編，ＰＣＲ
　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，１９９０）などを用い、得るこ
とができる。例えば、白血球細胞は、従来法、例えば、ＲｏｓｅｔｔｅＳｅｐキット（Ｓ
ｔｅｍ　Ｃｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｖａｎｃｏｕｖｅｒ，Ｃａｎａｄａ）を
用い、血液サンプルから分離することができる。血液サンプルは１００μＬ～１０ｍＬの
範囲の用量とすることができ；一態様では、血液サンプル用量は、１００μＬ～２ｍＬの
範囲である。次に、本発明の方法に使用するため、例えば、ＤＮｅａｓｙ　Ｂｌｏｏｄ　
＆　Ｔｉｓｓｕｅキット（Ｑｉａｇｅｎ，Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ）などの従来法を用い
、このような血液サンプルからＤＮＡ及び／又はＲＮＡを抽出することができる。任意選
択的に、例えば、蛍光表示式細胞分取（ＦＡＣＳ）（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ
，Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ）、磁気細胞分離装置（ＭＡＣＳ）（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉ
ｏｔｅｃ，Ａｕｂｕｒｎ，ＣＡ）などの従来法を用い、白血球細胞、例えば、リンパ球の
サブセットを更に単離することもできる。
【００６５】
　それぞれの個体の獲得免疫細胞のＤＮＡ並びにそれらに関連するＲＮＡ転写物には再構
成が存在することが特定されており、ＲＮＡ又はＤＮＡのいずれの場合も、本発明に提供
する方法で配列決定することができる。Ｔ細胞受容体鎖若しくは免疫グロブリン分子鎖、
又はそれらの部分をコードしているＴ細胞又はＢ細胞由来の再構成配列は、クロノタイプ
として参照される。ＤＮＡ又はＲＮＡは、抗体をコードするＴ細胞受容体（ＴＣＲ）遺伝
子又は免疫グロブリン（Ｉｇ）遺伝子由来の配列に対応し得る。例えば、ＤＮＡ及びＲＮ
Ａは、ＴＣＲのα、β、γ、又はδ鎖をコード質得る配列に対応し得る。Ｔ細胞のほとん
どでは、ＴＣＲはα鎖及びβ鎖から構成されるヘテロ二量体である。ＴＣＲα鎖はＶＪ再
構成により生成され、β鎖受容体はＶ（Ｄ）Ｊ再構成により生成される。ＴＣＲβ鎖に関
し、ヒトではＶ断片が４８、Ｄ断片が２、及びＪ断片が１３存在する。２つのジャンクシ
ョンのそれぞれにおいて、いくつかの塩基を欠失させ、かつその他の塩基を追加する（Ｎ
及びＰヌクレオチドと呼ばれる）こともできる。Ｔ細胞のうち、小数のものでは、ＴＣＲ
はγ鎖及びδ鎖から構成される。ＴＣＲγ鎖はＶＪ再構成により生成され、ＴＣＲδ鎖は
Ｖ（Ｄ）Ｊ再構成により生成される（Ｋｅｎｎｅｔｈ　Ｍｕｒｐｈｙ，Ｐａｕｌ　Ｔｒａ
ｖｅｒｓ，ａｎｄ　Ｍａｒｋ　Ｗａｌｐｏｒｔ，Ｊａｎｅｗａｙ’ｓ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏ
ｇｙ　７ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｇａｒｌａｎｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００７、該文献は
参照によりその全体が本願に援用される）。
【００６６】
　本発明の方法において解析するＤＮＡ及びＲＮＡは、定常領域（α、δ、ε、γ、又は
μ）を有する重鎖免疫グロブリン（ＩｇＨ）又は定常領域λ又はＫを有する軽鎖免疫グロ
ブリン（ＩｇＫ又はＩｇＬ）をコードしている配列に対応し得る。それぞれの抗体が、２
つの同一の軽鎖及び２つの同一の重鎖を有する。それぞれの鎖は、定常（Ｃ）領域及び可
変領域から構成される。重鎖に関し、可変領域は可変（Ｖ）セグメント、多様性（Ｄ）セ
グメント、及び連結（Ｊ）セグメントから構成される。ゲノム中には、これらのセグメン
トのうち各種類のものをコードしている別個の複数の配列が存在する。Ｂ細胞の分化中に
特異的なＶＤＪ再構成イベントが生じることにより、細胞が特異的な重鎖を生成するよう
になる。Ｄ領域が存在せず、ＶＪ再構成のみが存在することを除き、同様の方法で軽鎖に
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多様性が生じる。多くの場合、再構成部位に近接して体細胞変異が生じ、これによりいく
つかのヌクレオチドが付加又は欠失され、Ｂ細胞により生成される重鎖及び軽鎖の多様性
が更に増す。また、Ｂ細胞により生成される抗体の多様性は、重鎖及び軽鎖が異なること
によっても生じ得る。重鎖及び軽鎖の可変領域が、抗原認識（又は結合）領域又は部位の
形成に関与する。この多様性に加え、いくつかのエピトープに対し生じる特定の応答後に
、体細胞超変異のプロセスが生じ得る。
【００６７】
　上記の通り、本発明に従い、リンパ球に由来する再構成された核酸又は血液などの組織
に由来する無細胞核酸部分を含有するアンプリコンを生成するようプライマーを選択する
こともできる。本明細書では、このような部分を、「体細胞変異により再構成された領域
」としても参照し得る。体細胞変異により再構成された領域が、分化中のリンパ球又は完
全に分化したリンパ球由来の核酸を含む場合もあり、ここで、分化中のリンパ球は、分子
（例えば完全なＶ（Ｄ）Ｊ領域を有するもの）を形成する免疫遺伝子の再構成が完了して
いない細胞を指す。例えば、体細胞変異が完了していない再構成領域は、不完全なＩｇＨ
分子（Ｄ－Ｊ領域のみを含有する分子など）、不完全なＴＣＲδ分子（Ｄ－Ｊ領域のみを
含有する分子など）、及び不活性なＩｇＫ（例えば、Ｋｄｅ－Ｖ領域を含む）を包含する
。
【００６８】
　核酸群の増幅
　いくつかの実施形態では、第１及び第２のプライマーセットのプライマー配列は、従来
の多重ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）にしたがって選択することもできる。例えば、プ
ライマーの選択、及び様々な免疫受容体鎖をコードしている核酸の多重ＰＣＲの実施につ
いての指針は、以下の参照文献に見ることができ、これらの文献は参照により援用される
：Ｆａｈａｍ及びＷｉｌｌｉｓ、米国特許第８，２３６，５０３号及び同第８，６２８，
９２７号；Ｍｏｒｌｅｙ、米国特許第５，２９６，３５１号；Ｇｏｒｓｋｉ、米国特許第
５，８３７，４４７号；Ｄａｕ、米国特許第６，０８７，０９６号；Ｖａｎ　Ｄｏｎｇｅ
ｎ　ｅｔ　ａｌ、米国特許広報第２００６／０２３４２３４号；欧州特許公報第１５４４
３０８Ｂ１号；並びにＶａｎ　Ｄｏｎｇｅｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｌｅｕｋｅｍｉａ，１７：２
２５７～２３１７（２００３）など。多重ＰＣＲについての指針は、Ｈｅｎｅｇａｒｉｕ
　ｅｔ　ａｌ，ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，２３：５０４～５１１（１９９７）などの
参照文献に見ることもできる。いくつかの実施形態では、最終産物において増幅されてい
る配列頻度が、出発反応混合物中の配列頻度と実質的に同じになるよう、プライマーが選
択される。このようなプライマーの選択には、プライマー長、プライマー結合部位、及び
プライマー濃度の選択も包含され得る。上記の通り、配列リードの作成に選択される方法
及び付加される配列タグに応じ、多重レベルは多様に変化し得る。
【００６９】
　いくつかの実施形態では、標的核酸を増幅させる工程は、例えば、１セットのプライマ
ー（例えば、第１セットの「上流」又は「下流」プライマー）をアニーリングさせ、この
プライマーを伸長させ、伸長させた核酸鎖をテンプレートから融解させるサイクルを繰り
返すことにより、多量の伸長鎖をサイクル数の一次関数として増幅させるなどといった、
標的核酸の線形的増幅を含む。言い換えると、増幅工程は、１セットのプライマーを繰り
返し伸長させることにより、標的ポリヌクレオチド（すなわち少なくとも１つの標的ポリ
ヌクレオチド鎖）を複製することを含む。いくつかの実施形態では、このような一方向に
単回又は繰り返し伸長させる工程後に、伸長していないプライマーを除去する工程と、別
のセットのプライマー（例えば、第２セットの「下流」又は「逆転」プライマー）を別方
向に単回又は繰り返し伸長させる工程とを行うこともできる。
【００７０】
　第１セットのプライマー及び第２セットのプライマー中のプライマー数は、アッセイに
おいて増幅される免疫受容体鎖核酸の数及び種類に応じて様々に変更することができる。
いくつかの実施形態では、様々な鎖に対してコンセンサスプライマーを使用してもよい。
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他の実施形態では、特異的なプライマーは、増幅させるそれぞれの異なる標的ポリヌクレ
オチド用に設計することもできる。通常、プライマーの第１セット及び第２セットは、両
方共、それぞれ複数のプライマーを含む。いくつかの実施形態では、第１セット又は第２
セットのプライマー中の複数のプライマーは、少なくとも５０プライマーであり；他の実
施形態では、第１セット又は第２セットのプライマー中の複数のプライマーは、少なくと
も１００プライマーであり；他の実施形態では、第１セット又は第２セットのプライマー
中の複数のプライマーは、少なくとも１５０プライマーであり；他の実施形態では、第１
セット又は第２セットのプライマー中の複数のプライマーは、少なくとも２００プライマ
ーであり；他の実施形態では、第１セット又は第２セットのプライマー中の複数のプライ
マーは、少なくとも２５０プライマーである。第１セットのプライマー中のプライマー数
は、第２セットのプライマー中のプライマー数と同じであっても異なってもよい。
【００７１】
　いくつかの実施形態では、第１セットのプライマー及び第２セットのプライマーは、ク
ロノタイプが少なくともヌクレオチド３０塩基の長さになるよう選択され；他の実施形態
では、第１セットのプライマー及び第２セットのプライマーは、クロノタイプがヌクレオ
チド３０～５００塩基の範囲の長さになるよう選択され；他の実施形態では、第１セット
のプライマー及び第２セットのプライマーは、クロノタイプがヌクレオチド３０～４００
塩基の範囲の長さになるよう選択され；他の実施形態では、第１セットのプライマー及び
第２セットのプライマーは、クロノタイプがヌクレオチド３０～３００塩基の範囲の長さ
になるよう選択され；他の実施形態では、第１セットのプライマー及び第２セットのプラ
イマーは、クロノタイプがヌクレオチド３０～２００塩基の範囲の長さになるよう選択さ
れる。
【００７２】
　ＰＣＲ増幅プロトコールの例は、ｖａｎ　Ｄｏｎｇｅｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｌｅｕｋｅｍｉ
ａ，１７：２２５７～２３１７（２００３）又はｖａｎ　Ｄｏｎｇｅｎ　ｅｔ　ａｌ、米
国特許公報２００６／０２３４２３４号に見ることができ、これらの文献は参照により援
用される。簡単に、プロトコール例としては以下のものがある：反応緩衝液：ＡＢＩ　Ｂ
ｕｆｆｅｒ　ＩＩ又はＡＢＩ　Ｇｏｌｄ　Ｂｕｆｆｅｒ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｉｅｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）；最終用量５０μＬ；サンプルＤＮＡ　１００ｎｇ
；各プライマー１０ｐｍｏｌ（以下の通り、増幅を調節するため調整する）；ｄＮＴＰ最
終濃度２００μΜ；ＭｇＣｌ２最終濃度１．５ｍＭ（標的配列及びポリメラーゼに応じ最
適化させる）；Ｔａｑポリメラーゼ（１～２Ｕ／チューブ）；サイクル条件：９５℃で７
分の熱変性；６０℃でアニーリング；サイクル数：変性３０秒；アニーリング３０秒；伸
長３０秒。本発明の方法における、増幅に使用することのできるポリメラーゼは、市販の
ものであってよく、例えば、Ｔａｑポリメラーゼ、ＡｃｃｕＰｒｉｍｅポリメラーゼ、又
はＰｆｕが挙げられる。使用するポリメラーゼは、忠実度又は効率の好ましさをもとに選
択することができる。
【００７３】
　初期工程において、リアルタイムＰＣＲ、ピコグリーン染色、ナノスケールで流体を用
いる電気泳動（例えば、ＬａｂＣｈｉｐ）又は紫外線吸収測定を用いることで、サンプル
中の増幅可能な材料の機能量を判断することができる。
【００７４】
　一態様では、初期群中の配列の相対量が、増幅させた群又はアンプリコンにおけるもの
と実質的に等しくなるよう、本発明の多重増幅を実施する。すなわち、サンプル群に含ま
れるメンバー配列間の増幅バイアスが最小限に抑えられるよう多重増幅を実施する。一実
施形態では、アンプリコン中のそれぞれの相対量が、初期サンプルにおける値の５倍以内
に収まる場合、このような相対量は実質的に等しい。別の実施形態では、アンプリコン中
のそれぞれの相対量が、初期サンプルにおける値の２倍以内に収まる場合、このような相
対量は実質的に等しい。以下に詳細に開示される通り、ＰＣＲにおける増幅バイアスは、
従来法を用い検出及び補正することができ、そのため、ＰＣＲプライマーのセットは、任
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意のサンプルについてバイアスのかかっていない増幅をもたらすよう、所定のレパトアに
関し選択することができる。
【００７５】
　いくつかの実施形態では、増幅バイアスは、２段階増幅（例えば、上記に引用した、Ｆ
ａｈａｍ及びＷｉｌｌｉｓに記載の通り）を実施することにより回避することができ、こ
こで、第１又は一次段階では、標的配列に対し非相補的なテールを有するプライマーを用
い、増幅サイクルを小数回（例えば、２～５、又は２～１０、又は２～１５サイクル）実
施する。テールは、一次アンプリコンの配列末端に付加されるプライマー結合部位を含む
ものであり、かかる結合部位を、単一の順方向プライマー及び単一の逆方向プライマーの
みを用いる第２段階の増幅に用いることにより、増幅バイアスの主因が排除される。第２
段階の増幅を開始する前に、第１段階で伸長していないプライマーを反応混合物から除去
し、あるいは失活させる。いくつかの実施形態では、一次ＰＣＲは、プライマーが異なる
ことにより増幅に生じる差を最小限に抑えるべく、サイクル数が十分に少ない（例えば、
２～１０サイクル）。次に、差次的な増幅の発生を排除すべく、一対のプライマーにより
二次増幅を実施する。いくつかの実施形態では、反応用量の数％又は数部、例えば、一次
ＰＣＲの反応用量の１％を、二次ＰＣＲの反応混合物に直接用いる。いくつかの実施形態
では、第一段階の増幅及び第二段階の増幅に、合計少なくとも３５サイクルが割り当てら
れる。
【００７６】
　いくつかの実施形態では、内部標準を組み合わせ、再構成された核酸のサンプルと同じ
反応で増幅させることができる。内部標準は、配列が既知でありかつ濃度が既知である核
酸とする。例えば、内部標準は、免疫受容体鎖の部分をコードしている天然の核酸をクロ
ーン化した複製物であってよく、又は合成核酸であってもよい。いくつかの実施形態では
、内部標準の長さ及び塩基組成は、増幅させる具体的な免疫受容体鎖を再現するよう選択
する。増幅後の内部標準の相対濃度における変化をモニタリングすることにより増幅バイ
アスを検出することができ、バイアスのない増幅条件を決定することができる。例えば、
プライマー長、位置、及び濃度を変更させて、増幅産物のバイアスを最小限に抑えること
もできる。いくつかの実施形態では、複数の内部標準を反応に使用し；いくつかの実施形
態では、２～５０種の異なる内部標準を反応に使用し；他の実施形態では、２～２５種の
異なる内部標準を反応に使用し；いくつかの実施形態では、２～１０種の異なる内部標準
を反応に使用する。いくつかの実施形態では、増幅産物中の、異なる標的ヌクレオチド（
例えば、すべての又は抜粋したクロノタイプ又は内部標準）の配列の相対頻度を測定する
ことにより増幅バイアスを判断する。他の実施形態では、２種以上の内部標準など、選択
した核酸を定量的リアルタイムＰＣＲすることにより、増幅バイアスの存在、非存在、又
はレベルを求める。内部標準を使用して、元のサンプルに含まれる異なるクロノタイプ数
を定量することもできる。このような分子定量法はよく知られており、例えば、Ｂｒｅｎ
ｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ、米国特許第７，５３７，８９７号が挙げられる。この文献は、参照
により本明細書に援用される。
【００７７】
　配列リードの生成
　本発明の方法には、任意のハイスループットな核酸配列決定法を使用することができる
。好ましくは、このような方法には、費用効率が高い方法で大量の配列データを生成する
能力があり、これにより、少なくとも１０００種のクロノタイプを決定することができ、
好ましくは、少なくとも１０，０００～１，０００，０００種のクロノタイプを生成する
ことができる。ＤＮＡ配列決定法としては、標識した末端又はプライマーと、スラブゲル
及びキャピラリーゲル分離を用いる古典的なジデオキシ法（サンガー法）、可逆的に末端
標識したヌクレオチドを用いる合成による配列決定法、ピロシーケンス、４５４シーケン
ス、標識したオリゴヌクレオチドプローブのライブラリに対する対立遺伝子特異的なハイ
ブリダイゼーション、標識したクローンライブラリに対する対立遺伝子特異的なハイブリ
ダイゼーション及びそれに続くライゲーションを用いる合成による配列決定、重合工程中
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に組み込まれる標識ヌクレオチドのリアルタイムモニタリング、ポロニー（polony）配列
決定法、及びＳＯＬｉＤ配列決定法が挙げられる。近年では、ポリメラーゼ又はリガーゼ
を用いる連続的又は単回の伸長反応、並びにプローブライブラリを用いる単回又は連続的
な差次的ハイブリダイゼーションにより、分離した分子を配列決定することが実証されて
いる。これらの反応は、これまでにも数多くのクローン配列に対して同時に実施されてお
り、現行の商業用途では、平行して１００×１０６の配列で実証されているものなどが挙
げられる。したがって、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）及び／又はＢ細胞受容体（ＢＣＲ）のレ
パトアを研究するに当たって、これらの配列決定アプローチを使用することができる。本
発明の一態様では、同時に配列決定される固相表面上で個々の分子を空間的に分離する工
程を含む、ハイスループットな配列決定法を利用する。このような固相表面は、非多孔性
表面［Ｓｏｌｅｘａシーケンシング、例えば、Ｂｅｎｔｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔｕｒ
ｅ，４５６：５３～５９（２００８）又はＣｏｍｐｌｅｔｅ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓシーケン
シング、例えば、Ｄｒｍａｎａｃ　ｅｔ　ａｌ，Ｓｃｉｅｎｃｅ，３２７：７８～８１（
２０１０）］、ビーズ又は粒子を結合させたテンプレートを含み得る、ウェルのアレイ［
４５４社によるものなど、例えば、Ｍａｒｇｕｌｉｅｓ　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔｕｒｅ，４
３７：３７６～３８０（２００５）又はＩｏｎ　Ｔｏｒｒｅｎｔシーケンシング、米国特
許公報第２０１０／０１３７１４３号又は同第２０１０／０３０４９８２号］、微細加工
膜［ＳＭＲＴシーケンシング、例えば、Ｅｉｄ　ｅｔ　ａｌ，Ｓｃｉｅｎｃｅ，３２３：
１３３～１３８（２００９）］、又はビーズアレイ（ＳＯＬｉＤシーケンシング又はポロ
ニーシーケンシング、例えば、Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ，Ｓｃｉｅｎｃｅ，３１６：１４８１
～１４１４（２００７）］を含み得る。別の態様では、このような方法は、固相表面でそ
れぞれを空間的に分離する前又はその後に単離分子を増幅させることを含む。増幅の前に
は、エマルジョンＰＣＲなどのエマルジョン系増幅、又はローリングサークル型の増幅を
含ませることもできる。
【００７８】
　個々のテンプレート分子が固相表面上で空間的に分離されているＳｏｌｅｘａ系シーケ
ンシングなど、可逆化ターミネーターを用いる合成によるシーケンシング後、それらの分
子をブリッジＰＣＲにより同時に増幅させて、別個のクローン群、すなわちクラスターを
形成させた後、配列決定する、Ｂｅｎｔｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ（上掲）及び製造元の使用説
明書（例えば、ＴｒｕＳｅｑ（商標）サンプル調製キット及びデータシート［Ｉｌｌｕｍ
ｉｎａ社，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ，２０１０］における記載；並びに、以下の参照：
米国特許第６，０９０，５９２号；同第６，３００，０７０号；同第７，１１５，４００
号；及び欧州特許第ＥＰ０９７２０８１Ｂ１号（これらの文献は参照により援用する）に
おける記載を用いるアプローチを特に対象とする。一実施形態では、固相表面に配置及び
増幅させた各分子は、少なくとも１０５／ｃｍ２の密度；又は少なくとも５×１０５／ｃ
ｍ２の密度；又は少なくとも１０６／ｃｍ２の密度でクラスターを形成する。Ｓｏｌｅｘ
ａ系シーケンシングは、クラスター中の同じ標的配列（又はテンプレート）から２つの配
列リードを生成し、それぞれの標的配列の反対側の末端から１つの配列リードを生成する
性能も提供する。いくつかの実施形態では、このような配列リード対を組み合わせて、一
連の解析において単一の配列リードとして処理することもでき、又はこのような対を別個
に、ただし、それらが同じクラスターに由来することを考慮に入れて、処理することもで
きる。場合により、同じテンプレートに由来する配列リード対は「メートペア（mate pai
r）」として言及し、テンプレートの両端からの配列決定プロセスは「二方向」配列決定
法として言及する。いくつかの実施形態では、可逆的に末端標識したヌクレオチドを用い
る合成により配列決定する工程には、テンプレートのそれぞれのクラスター又はクローン
群に対する単一の配列リード、及びテンプレートのそれぞれのクラスター又はクローン群
に対する複数の配列リード（限定するものではないが、メートペアが挙げられる）の生成
が包含される。尚更なる実施形態では、テンプレートのそれぞれのクラスター又はクロー
ン群について複数の配列リードを生成するとき、このような複数の配列リードを組み合わ
せて、結合工程などの以降の解析で使用するのに有効な、単一の配列リードを形成するこ
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ともできる。
【００７９】
　一態様では、個人に由来するサンプルの配列に基づくクロノタイププロファイルは、以
下の工程：（ａ）個人のＴ細胞及び／又はＢ細胞に由来する核酸サンプルを得る工程；（
ｂ）このような核酸サンプルに由来する個々の分子を空間的に分離する工程（個々の分子
は、サンプル中の核酸から生成された少なくとも１つのテンプレートを含み、このテンプ
レートは、体細胞変異により再構成された領域又はそれらの部分を含み、それぞれの個々
の分子は、少なくとも１つの配列リードを生成し得るものである）；（ｃ）この空間的に
分離させた個々の分子を配列決定する工程；並びに（ｄ）核酸サンプル由来の各配列の核
酸分子の豊富さを評価して、クロノタイププロファイルを生成する工程、を用い得られる
。一実施形態では、体細胞変異により再構成された領域は、それぞれ、Ｖ領域及びＪ領域
を含む。別の実施形態では、配列決定する工程は、求められたそれぞれのクロノタイプに
ついて複数の配列リードを生成する工程を包含する。更に他の実施形態では、配列決定す
る工程は、複数の配列リード由来の情報又はデータを組み合わせて、それぞれのクロノタ
イプを生成する工程を包含する。いくつかの実施形態では、このような組み合わせる工程
は、Ｆａｈａｍ及びＷｉｌｌｉｓ、米国特許第８，６２８，９２７号（この教示は参照に
より本願に援用される）に記載の通りに配列リードを結合させることにより、あるいはＦ
ａｈａｍ　ｅｔ　ａｌ，米国特許公報２０１３／０２３６８９５Ａ１号（この教示は参照
により本願に援用される）に記載の通りに配列タグを用いることにより実施することもで
きる。別の実施形態では、配列決定する工程は、空間的に分離させた個々の分子のそれぞ
れを二方向的に配列決定して、少なくとも１つの順方向配列リード及び少なくとも１つの
逆方向配列リードを生成することを含む。
【００８０】
　更に、後者の実施形態では、少なくとも１つの順方向配列リード及び少なくとも１つの
逆方向配列リードは重複領域を有し、このような重複領域の塩基は、このような配列リー
ド間の逆方向に相補的な関係をもとに決定される。更に別の実施形態では、体細胞変異に
より再構成された領域のそれぞれは、Ｖ領域及びＪ領域を含み、かつ配列決定する工程は
、Ｊ領域中の部分から開始し、会合するＶ領域の方向に伸長する１つ以上の順方向配列リ
ード及び少なくとも１つの逆方向配列リードをもとに、個々の核酸分子のそれぞれの配列
を決定する工程を更に含む。別の実施形態では、個々の分子は、完全なＩｇＨ分子、不完
全なＩｇＨ分子、完全なＩｇＫ分子（complete）、失活しているＩｇＫ分子、ＴＣＲβ分
子、ＴＣＲγ分子、完全なＴＣＲδ分子、及び不完全なＴＣＲδ分子からなる群から選択
される核酸を含む。別の実施形態では、配列決定する工程は、クオリティスコアが単調減
少する配列リードを生成する工程を含む。別の実施形態では、上記の方法は、以下の工程
：（ａ）個人のＴ細胞及び／又はＢ細胞に由来する核酸サンプルを得る工程；（ｂ）この
ような核酸サンプルに由来する個々の分子を空間的に分離する工程（個々の分子は、サン
プル中の核酸からそれぞれ生成されるテンプレートネステッドセットを含み、かつ体細胞
変異により再構成された領域又はそれらの部分をそれぞれ含み、それぞれのネステッドセ
ットは、それぞれ同じ方向に伸長しかつネステッドセットが生成された核酸上の異なる部
分から始まる複数の配列リードを産生し得るものである）；（ｃ）この空間的に分離させ
た個々の分子を配列決定する工程；並びに（ｄ）核酸サンプル由来の各配列の核酸分子の
豊富さを評価して、クロノタイププロファイルを生成する工程、を含む。別の実施形態で
は、配列決定する工程はネステッドセットのそれぞれについて複数の配列リードを生成す
る工程を包含する。別の実施形態では、体細胞変異により再構成されたそれぞれの領域は
、Ｖ領域及びＪ領域を含み、複数の配列リードのそれぞれは、Ｖ領域の異なる部分から開
始し、会合する（associated）Ｊ領域の方向に伸長する。
【００８１】
　一態様では、個人に由来するそれぞれのサンプルに関し、本発明の方法に使用される配
列決定法は、１回のラン当たり少なくとも１０００のクロノタイプ配列を生成し；別の態
様では、かかる手法は、１回のラン当たり少なくとも１０，０００のクロノタイプ配列を
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生成し；別の態様では、かかる手法は、１回のラン当たり少なくとも１００，０００のク
ロノタイプ配列を生成し；別の態様では、かかる手法は、１回のラン当たり少なくとも５
００，０００のクロノタイプ配列を生成し；並びに別の態様では、かかる手法は、１回の
ラン当たり少なくとも１，０００，０００のクロノタイプ配列を生成する。更に別の態様
では、このような手法は、個々のサンプルの１回のラン当たり１００，０００～１，００
０，０００のクロノタイプの配列を生成する。前述のそれぞれにおいて、１回のラン当た
りのそれぞれのクロノタイプは、少なくとも１０個の配列リードから求められる。
【００８２】
　提供する本発明の方法で使用する配列決定法により、１リード当たり、約３０ｂｐ、約
４０ｂｐ、約５０ｂｐ、約６０ｂｐ、約７０ｂｐ、約８０ｂｐ、約９０ｂｐ、約１００ｂ
ｐ、約１１０、約１２０ｂｐ、約１５０ｂｐ、約２００ｂｐ、約２５０ｂｐ、約３００ｂ
ｐ、約３５０ｂｐ、約４００ｂｐ、約４５０ｂｐ、約５００ｂｐ、約５５０ｂｐ、又は約
６００ｂｐを生成することができる。
【００８３】
　配列データからのクロノタイプの決定
　本発明のいくつかの実施形態では、配列タグを使用してクロノタイプを決定し、その他
の実施形態では、配列タグを配列リードと組み合わせて結合させる工程を用い、クロノタ
イプを決定する。単一の固有の配列タグが実質的にすべての異なる標的ポリヌクレオチド
に付加される実施形態では、配列タグによるクロノタイプの決定は直接的（straightforw
ard）なものである。このような実施形態では、最初に配列タグに基づき配列リードをグ
ループ化して、サンプルのクロノタイプを決定する。このようなグループ化は、従来の配
列アライメント法により実施することもできる。アライメント法を選択するための指針と
して、参照により本願に援用されるＢａｔｚｏｇｌｏｕ　Ｂｒｉｅｆｉｎｇｓ　ｉｎ　Ｂ
ｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　６：６～２２（２００５）に記載のものを使用可能である
。配列リードを固有の配列タグに応じたグループに構築した後、関連するクロノタイプの
配列を解析して、サンプル由来のクロノタイプの配列を決定することができる。図４Ａに
は、固有の配列タグに関連するクロノタイプの配列（配列番号：２）を決定することによ
るアライメント及び方法の例を例示する。本例では、それぞれの配列タグ（４３０２）を
もとに１１の配列リードをアライメントさせた後、それぞれの配列リードのクロノタイプ
部分（４３０４）のそれぞれの部分のヌクレオチドを１、２、３、４、．．．ｎとして示
し、比較する。例えば、部分６（４３０６）のヌクレオチドはｔ、ｔ、ｇ、ｔ、ｔ、ｔ、
ｔ、ｔ、ｔ、ｃ、ｔである；すなわち、９つのベースコールがｔであり、１つは「ｇ」（
４３０８）であり、１つは「ｃ」（４３１０）である（配列番号：３及び配列番号：４）
。一実施形態では、クロノタイプ配列の各位置の正しい塩基の呼称は、主要な塩基がどう
同定されるかによる。部分６（４３０６）の例では、配列リードのほとんどでこの部分の
ヌクレオチドがｔであることから、この塩基の呼称は「ｔ」である。他の実施形態では、
配列リードのベースコールのクオリティスコア又は隣接する塩基の同定などの他の因子を
考慮に入れて、クロノタイプ配列について正確なベースコールを決定することもできる。
クロノタイプを上記の通り決定したならば、サンプルのそれぞれの異なるクロノタイプの
豊富さ又は頻度を含むクロノタイププロファイルを構築することもできる。
【００８４】
　いくつかの実施形態では、増幅前に配列タグにより標識されている、サンプル中の標的
ポリヌクレオチド画分を増加させる目的で、配列タグを含有しているプライマーを利用し
て、１工程以上の伸長工程を実施することもできる。このような実施形態では、配列タグ
を含有しているプライマーの存在下での１工程以上の伸長工程により、標的ポリヌクレオ
チド及び／又はそのコピーが複数の異なる配列タグにより標識される。「複数」の指す数
は、配列タグを含有しているプライマーの存在下で実施する伸長工程の数、増幅反応の効
率、並びに順方向及び逆方向プライマーのどちらが配列タグを有するか又は両方が配列タ
グを有するかなどに応じて異なる。いくつかのこのような実施形態では、「複数」は、２
～１５の範囲、又は２～１０の範囲、又は２～５の範囲である。いくつかのこのような実
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施形態では、増幅後、サンプルのそれぞれの標的ポリヌクレオチドのコピーを複数のグル
ープ又はサブセットに分類してもよく、ここで、それぞれのグループ又はサブセットのメ
ンバーは、同じ配列タグにより標識されており、それぞれの異なるグループ又はサブセッ
トのメンバーは、異なる配列タグにより標識されており；すなわち、同じグループのメン
バーは同じ配列タグを有し、異なるグループのメンバーは異なる配列タグを有する。言い
換えると、いくつかの実施形態では、増幅後、サンプル由来の標的ポリヌクレオチドのそ
れぞれのコピーは、異なる２つの配列タグのうちの１つで標識されることになり；又は他
の実施形態では、サンプル由来の標的ポリヌクレオチドのそれぞれのコピーは、異なる３
つの配列タグのうちの１つで標識されることになり；又は他の実施形態では、サンプル由
来の標的ポリヌクレオチドのそれぞれのコピーは、異なる４つの配列タグのうちの１つで
標識されることになり、これが以降同様に順次繰り返される。これらの実施形態では、ク
ロノタイプは、配列タグの組み合わせをアライメントした後、共通の起点（common origi
n）がエラー率及び相対頻度の関数として真であるという尤度に基づき、同じ親配列に由
来するものとしてグループ内の配列リードを処理するために、結合させる工程により決定
することもできる。図４Ｂは、このような実施形態に由来する配列リードを例示する。あ
るアプローチでは、配列リードは、最初に共通の配列タグ（４４０２）によりグループ化
され、この図の場合、結果として３つのグループ（４４２０）、（４４２２）、及び（４
４２４）が形成されている。いくつかの実施形態では、それぞれのグループ内で、配列（
４４０４）を解析してグループのコンセンサス配列を決定する；例えば、上記の通り、そ
れぞれのヌクレオチド部分において、塩基は、主要な塩基、又は最も高頻度な塩基などと
して参照することができる。次に、コンセンサス配列群を互いに結合させてクロノタイプ
を決定することもできる。
【００８５】
　いくつかの実施形態では、本発明の上記態様は、サンプル中の実質的に任意の核酸群を
プロファイリングするための方法において実施することもできる。このような方法は、工
程：（ａ）核酸群を含むサンプルを得る工程；（ｂ）群の核酸に対し配列タグを付加して
タグ－核酸複合体を生成する工程（ここで、少なくとも１つの核酸群又はそれらのコピー
は異なる配列タグを付加される）；（ｃ）タグ－核酸複合体を増幅させる工程；（ｄ）タ
グ－核酸複合体を配列決定して、エラー率を有し核酸配列及びタグ配列を含む配列リード
を生成する工程；（ｅ）同様のタグ配列を有する配列リードをアライメントして、同じ配
列タグを有する配列リードのグループを形成する工程；（ｆ）グループの配列リードを結
合させて核酸配列を決定する工程（ここで、配列リードのグループの尤度が明らかに少な
くとも２５％であるときは常に、配列リードのグループを、異なる配列に結合させる）；
並びに（ｇ）配列のレベルを決定することにより群の配列プロファイルを決定する工程、
を含む。再構成された核酸群のプロファイリングに利用するとき、このような方法は、次
の工程：（ａ）個人から、Ｔ細胞及び／又はＢ細胞及び／又は無細胞系ＤＮＡを含むサン
プルを得る工程；（ｂ）サンプル由来のＴ細胞受容体遺伝子又はイムノグロブリン遺伝子
の再構成された核酸分子に配列タグを付加してタグ－核酸複合体を生成する工程（ここで
、サンプル由来の少なくとも１つの再構成された核酸又はそれらのコピーには異なる配列
タグが付加される）；（ｃ）タグ－核酸複合体を増幅させる工程；（ｄ）タグ－核酸複合
体を配列決定して、エラー率を有しタグ配列及び再構成された核酸配列を含む配列リード
を生成する工程；（ｅ）同様のタグ配列を有する配列リードをアライメントして、同じ配
列タグを有する配列リードのグループを形成する工程；（ｆ）グループの配列リードを結
合させてクロノタイプを決定する工程（ここで、配列リードのグループの尤度が明らかに
少なくとも２５％であるとき、配列リードのグループを異なる配列に結合させる）；並び
に（ｇ）クロノタイプのレベルを決定することによりサンプルのクロノタイププロファイ
ルを決定する工程、により実施することもできる。
【００８６】
　上記の実施形態及び本明細書に開示されるその他の実施形態において、タグ－核酸複合
体を配列決定する工程は、アンプリコンに由来するタグ－核酸複合体のサンプルを配列決
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定することを含む。通常、このようなサンプルは、もとのサンプル（すなわち、組織サン
プル又は血液サンプルなど）における標的ポリヌクレオチドの相対頻度が、増幅反応産物
に由来するタグ－核酸複合体サンプルにおいても維持されている、代表的なサンプルであ
る。いくつかの実施形態では、免疫受容体分子をコードしている再構成された核酸群が解
析され、タグ－核酸複合体サンプルは、少なくとも１０４個のタグ－核酸複合体を含み；
他の実施形態では、このようなサンプルは少なくとも１０５個のタグ－核酸複合体を含み
；他の実施形態では、このようなサンプルは、少なくとも１０６個のタグ－核酸複合体を
含み；他の実施形態では、このようなサンプルは、少なくとも１０７個のタグ－核酸複合
体を含む。
【００８７】
　配列リードの結合
　複数の配列タグがもとの再構成された核酸又はそれらのコピーに付加される実施形態で
は、クロノタイプを決定するために配列リード（又はグループのコンセンサス配列リード
）を結合させる工程を実施してもよい。配列決定法にエラーが含まれない場合、所定のサ
ンプルの配列リードのセットを減少させて、異なるクロノタイプのセットにすること、及
びそれぞれのクロノタイプのリード数を記録することは自明である。しかしながら、配列
決定エラーが存在する場合には、それぞれの本当のクロノタイプは、その配列に様々な数
のエラーを含む配列リードの「集団」に埋没されることになる。配列決定エラーの「集団
」は、配列空間のクロノタイプからの距離を延長させて、密度を低下させる。配列リード
をクロノタイプに変換するに当たって、様々なアルゴリズムを利用可能である。一態様で
は、配列リードの結合（すなわち、１つ以上の配列エラーを有することが確認されている
クロノタイプ候補を組み合わせること）は、少なくとも３つの因子：比較するそれぞれの
クロノタイプについて得られる配列数；異なる塩基の数；及び不一致の部分の配列決定ク
オリティスコアに依存する。いくつかの実施形態では、予想されるエラー率及びエラーの
二項分布をもとに尤度の比を構築し、評価してもよい。例えば、配列決定クオリティの低
い領域に違いが１つ含まれる、１５０リードを有するクロノタイプ及び２リードを有する
クロノタイプの２つのクロノタイプは、これらのクロノタイプが配列決定エラーにより生
成されている可能性があるものとして、結合される傾向がある。一方で、違いが２つ含ま
れる、１００リードを有するクロノタイプ及び５０リードを有するクロノタイプの２つの
クロノタイプは、これらのクロノタイプが配列決定エラーにより生成されている可能性は
低いものとみなされ結合されない。いくつかの実施形態では、配列リードに由来するクロ
ノタイプを決定するに当たり下記のアルゴリズムを使用することもできる。これらの概念
のうちいくつかを図５Ａに例示する。結合工程のいくつかの実施形態では、配列リードは
、最初に候補のクロノタイプに変換される。このような変換は、利用する配列決定プラッ
トフォームに依存する。Ｑスコアが高く長い配列リードを生成するプラットフォームに関
しては、クロノタイプ候補として配列リード又はそれらの部分を直接採用することもでき
る。Ｑスコアが低く短い配列リードを生成するプラットフォームに関しては、関連する配
列リードのセットをクロノタイプ候補に変換するにはいくつかのアラインメント及び構築
工程が必要とされ得る。例えば、いくつかの実施形態では、Ｓｏｌｅｘａ系のプラットフ
ォームに関しては、前述の通り、例えば、１０以上の複数のクラスターから対としたリー
ドのコレクションをもとにクロノタイプ候補が生成される。
【００８８】
　図５Ａに例示する通り、配列空間にクロノタイプ候補の頻度をプロットすることができ
る。図５Ａでは、かかる空間は、例示の都合により一次元（横軸）に修正している。縦軸
により、それぞれのクロノタイプ候補の頻度、ｌｏｇ（リードカウント）、又は同様の測
定値の規模を与える。図中、様々な記号（５３０）によりクロノタイプ候補を表す。本発
明の一実施形態によると、候補となる２つのクロノタイプを、それらのそれぞれの頻度又
はリードカウント（前述の通り）、それらの間で異なっている塩基の数（異なっている数
が大きくなるほど結合させる可能性は低くなる）、並びにそれぞれの配列が異なっている
位置の塩基のクオリティスコア（クオリティスコアが高くなるほど、結合させる可能性は
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低くなる）に応じ結合させる。クロノタイプ候補は、それらのそれぞれの頻度の順に検討
することができる。図５Ａは、頻度が最も高い３つの候補として、クロノタイプ候補１（
５３２）、クロノタイプ候補７（５３４）、及びクロノタイプ候補１１（５３６）を示す
。それぞれのこのようなクロノタイプ候補に関連して、配列は近いものの頻度が劣る、そ
の他のクロノタイプ候補が存在し、例えば、（ｉ）クロノタイプ候補１（５３２）に関し
ては、クロノタイプ候補２（５３８）と、コーン（５４０）の内側に含まれる、クロノタ
イプ候補３、４、５、及び６とが存在し；クロノタイプ候補７（５３４）に関しては、コ
ーン（５４２）の内側に含まれる、クロノタイプ候補８、９及び１０が存在し；（ｉｉｉ
）クロノタイプ候補１１に関しては、コーン（５４４）の内側に含まれる、クロノタイプ
候補１２が存在する。このコーンは尤度の境界を示し、境界内部に含まれるクロノタイプ
候補は、より頻度の高いクロノタイプ候補１、７又は１１と結合されることになる。この
ような尤度の境界は、近隣のクロノタイプ候補（１については３、４、５及び６；７につ
いては８、９及び１０；並びに１１については１２）の頻度と、配列空間における、それ
ぞれの候補の、それぞれのより頻度の高いクロノタイプ候補からの距離とに応じる。クロ
ノタイプ候補２（５３８）は、コーン（５４０）の外側にある；したがって、クロノタイ
プ候補１（５３２）とは結合されない。候補となるクローンの頻度が高くなるほど、頻度
の低いものよりも真に異なるクロノタイプである可能性が高くなり、並びに頻度が低い（
複数の）違いは、頻度の高い（複数の）違いよりもエラーである可能性が高くなることか
ら、再度、（結合の）尤度の境界をコーンとして示す。
【００８９】
　それぞれのクロノタイプ候補を埋没させる配列リード集団は、二項分布及び単一塩基エ
ラーの見込みについての単純モデルを用いモデル化することができる。後者のエラーモデ
ルは、Ｖ及びＪ断片のマッピングから推察することができ、又はアルゴリズムを見出すク
ロノタイプそのものから自己整合及び収束性をもとに推察することができる。モデルは、
配列空間のこの領域においてＸのみが真のクロノタイプであるというヌルモデルの下、リ
ードカウントＣ２及びＥエラー（配列Ｘに対してのもの）を有する所与の「集団」配列Ｙ
が、完全なリードカウントＣ１を有する真のクロノタイプ配列Ｘの一部となる確率をもと
に構築する。パラメーターＣ１、Ｃ２、及びＥに従い、配列ＹをクロノタイプＸと結合さ
せるか否かの判断を行う。任意の所与のＣ１及びＥについて、配列Ｙの結合を決定するた
め、最大値Ｃ２を予め算出する。ＹがクロノタイプＸに含まれるというヌル仮説の下、隣
接する配列ＸにエラーＥを有するすべての可能性のある配列Ｙをまとめた後に、Ｙを結合
させることに失敗する確率があるＰ値未満になるよう、Ｃ２の最大値を選択する。Ｐ値は
、アルゴリズムのふるまいを制御し、結合の寛容性を増大させる若しくは低下させる値で
ある。
【００９０】
　クロノタイプＸに結合させるに当たって、そのリードカウントが閾値Ｃ２を超えるため
に、配列ＹがクロノタイプＸに結合されない場合、配列Ｙは、別のクロノタイプを提供す
る候補となる（図５Ａ中、クロノタイプ候補２（５３８）など）。同様に、このような原
則を実装するアルゴリズムでは、この配列Ｙ（Ｘとは独立していると見なされている）に
、「より近い」ものである任意のその他の配列Ｙ２、Ｙ３などは、確実にＸにまとめられ
なくなる。この「類似性」という概念には、Ｙ及びＸに対するエラーカウントと、Ｘ及び
Ｙの完全なリードカウントとの両方が包含され、すなわち、クロノタイプＸ周辺のエラー
配列集団についての上記のモデルと同じ方法でモデル化される。この方法において、たま
たま１つ以上のクロノタイプに「近い」ものであるとされた場合、「集団」配列は、それ
らの正確なクロノタイプに適切に所以するものであり得る。したがって、図５Ａによると
、クロノタイプ候補２がクロノタイプ候補１（５３２）とは真に異なるものであるとみな
される場合、特有のルーチン又はサブアルゴリズムにより、クロノタイプ候補１（５３２
）及び２（５３８）のどちらと、１及び２の間にある候補４及び５とを結合すべきか（い
ずれか）を決定するルールが提供される。
【００９１】
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　一実施形態では、アルゴリズムは、リードカウントの最も高い配列Ｘから開始して、ト
ップダウン式に進行する。この配列が、第１のクロノタイプを提供する。それらのカウン
トが予め算出された閾値を下回る場合（上記を参照のこと）、隣接する配列は第１のクロ
ノタイプに結合させ、又はそれらが閾値を超える場合、若しくは結合させなかった別の配
列に「より近い」場合には、そのまま残す。最大エラーカウント内の隣接するすべての配
列を検索した後、リードをクロノタイプＸに結合させるプロセスを完了する。結合させた
リード及びすべてのリードは、その他のクロノタイプ生成に利用可能なリードのリストに
加え、及びこのリストから除外する。次に、隣の配列を最も高いリードカウントに移動さ
せる。隣接するリードを上記の通りこのクロノタイプに結合させ、閾値を超えるリードカ
ウントを有する配列がなくなるまで、例えば、１超のカウントを有するすべての配列がク
ロノタイプのシードとして使用されるまでこのプロセスを継続する。
【００９２】
　上記の通り、上記アルゴリズムの別の実施形態では、関連する配列リードのクオリティ
スコアを考慮に入れて、候補となる配列Ｙを既存のクロノタイプＸに結合させるかどうか
を決定することを試験に更に追加してもよい。配列（複数可）Ｙについて、平均クオリテ
ィスコア（複数可）（配列Ｙを有するすべてのリード間で平均したもの）を決定する。こ
こで（were）、配列ＹとＸは異なる。平均スコアが所定値を超える場合、その違いは、真
に異なるクロノタイプを示すものである可能性が高いため、結合させるべきではなく、ま
た平均スコアが所定値を下回る場合、配列Ｙは配列決定エラーにより生じたものである可
能性が高いため、Ｘに結合させるべきである。
【００９３】
　クロノタイプ候補を結合させるために上記アルゴリズムを良好に実装するには、いくつ
かのインプット配列ＸよりもＥエラーの小さい（すなわち、いくつかの配列距離測定値よ
りも小さい）配列を効率的にすべて特定する方法が求められる。この課題は、配列ツリー
を利用することで解決できる。図５Ｄに例示する通り、このようなツリーの実装には、ク
ロノタイプ候補のＤＮＡ配列の一文字表記にツリーのノードが限定されないという、ある
程度独自の特徴がある。ノードは、コンピューターメモリーのより効率的な使用を可能に
する任意の長配列を有し得る。
【００９４】
　所与のサンプルのすべてのリードを配列ツリーに配置する。それぞれの葉ノードは、関
連するリードへの分岐点を保有する。クロノタイプ候補に固有の配列は、葉ノードから根
ノードへと逆に走査することにより回収される。根ノード１つと、リードの完全な配列を
含有する葉ノード１つとを有する単純なツリーに、第１の配列を配置する。配列は、１つ
ずつ隣り合わせて追加する。ツリーが既に配列を含有している場合、追加したそれぞれの
配列に関し、リード及び既存のツリーとの間で共通の配列の終点で新しい分岐が形成され
、又は既存の葉ノードにリードが追加される。すべてのリードをツリーに配置することで
、以下の目的１）、２）でのツリーの使用が容易になる：１）最も高いリードカウントを
特定する：リードカウントをもとに葉ノードをソートして、最もリードを有する葉ノード
（すなわち、配列）及び連続的により少ないリードを有する葉ノードを特定可能である；
２）隣接する葉を特定する：任意の配列について、この配列に関しＸよりも少ないエラー
を有するツリー中のすべての経路が検索可能である。経路は根から始まり、この経路はツ
リーに沿って進み別の経路に分岐する。ツリーに沿って進行させるに伴い、それぞれの経
路の最新のエラーカウントを記載する。エラーカウントが、エラーに許される最大値を超
過したとき、所与の経路は終了する。この方法では、ツリーの大部分が可能な限り早期に
切り上げられる。この方法は、任意の所与の配列をもとに、Ｘのエラー内のすべての経路
（すなわち、すべての葉）を効率的に特定する。
【００９５】
　上記概念の特徴を、図５Ｂのフローチャートにより詳細に例示する。クロノタイプ候補
のセットは、Ｔ細胞又はＢ細胞サンプルから抽出した再構成された核酸を配列決定するこ
とにより得た配列データから得る。一態様では、クロノタイプ候補は、それぞれ、ＮＤＮ
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領域と、Ｖ領域及びＪ領域の部分とを含む。これらの配列をデータ構造（５５０）に構造
化する。このデータ構造は配列ツリーであってよい。図５Ｂには非掲載であるが、一実施
形態では、クロノタイプ候補のセットを生成する際に、既知のＶ領域及び既知のＪ領域に
ついて配列ツリーを構築してもよい。配列ツリーをもとに、これらの既知の配列に対して
クロノタイプ候補を構成する配列リードをマッピング又はアライメントして、クロノタイ
プ候補に関し最も可能性の高い、既知のＶ配列及びＪ配列を効率的に決定してもよい。図
５Ｂに戻ると、クロノタイプ候補が生成されたなら、実験誤差又は測定誤差（配列決定誤
差など）を含むクロノタイプ候補から真のクロノタイプを識別する方法に使用するため、
配列ツリーなどのデータ構造を構築する。データ構造、例えば、配列ツリーから、現在の
クロノタイプ候補（ＨＦＣＣｋ）間で出現頻度が最も高い、クロノタイプ候補を選択する
（５５２）；言い換えると、ＨＦＣＣｋは、クロノタイプ候補のうち、サイクルｋにおい
て最もコピー数が大きいものであり、すなわちリードカウントが大きいものである。次に
、隣接する、頻度に劣るクロノタイプ候補を特定する（ＬＦＣＣｓ）（５５４）；すなわ
ち、距離Ｄｋ以内のクロノタイプ候補を特定する。本発明の一態様では、比較的短い（３
００ｂｐ未満）配列を効率的に配列比較できる、配列ツリーを利用してこの特定を実施す
る。
【００９６】
　一実施形態では、動的プログラミング、例えば、Ｇｕｓｆｉｅｌｄ（上掲）に開示され
ているものなどを用い、比較又は配列アライメントを実施する。更なる実施形態では、こ
のような動的プログラミングは、帯域を制限した動的プログラミングであり、選択したＨ
ＦＣＣとは所定の距離を超えて異なる配列については検討を行わないため、計算速度が増
加する。候補となるＨＦＣＣｋ及びＬＦＣＣｊは、多くの様々な基準又は属性をもとに比
較することができる。一態様では、上記の通り、少なくとも２つの基準：（ｉ）頻度又は
リードカウント及び（ｉｉ）配列の違い、をもとに、クロノタイプ候補を比較する。一態
様では、上記の通り、少なくとも３つの基準：（ｉ）頻度又はリードカウント、（ｉｉ）
配列の違い、及び（ｉｉｉ）クオリティスコア又は違いの生じている塩基の評価、をもと
に、クロノタイプ候補を比較する。一実施形態では、配列の違いは、塩基の置換を含む；
別の実施形態では、配列の違いは、塩基の置換、欠失及び挿入を含む。後者の実施形態は
、４５４シーケンサ及びＩｏｎ　Ｔｏｒｒｅｎｔシーケンサなどの、ターミネーターを利
用しない合成時解読法により配列データが生成される場合に、特に応用可能である。この
ような配列決定アプローチは、シグナル振幅をもとに、異なる大きさのホモポリマー伸長
を識別する；したがって、ホモポリマーのサイズが大きくなるほど、ホモポリマーの１ヌ
クレオチドが異なることによるシグナルレベルの差が大幅に減少することから（すなわち
、２－ｍｅｒは３－ｍｅｒから容易に識別されるのに対し、８－ｍｅｒはほとんど９－ｍ
ｅｒと識別不能である）、このようなアプローチでは、ベースコールのルーチンにおいて
挿入及び欠失エラーが生じる傾向がある。一態様では、意思決定ボックス（５５８）に示
す、上記（ｉ）～（ｉｉｉ）の量に依存するＰ（ＨＦＣＣｋ、ＬＦＣＣｊ、Ｄ、Ｑ）など
の関数（本明細書では、「結合尤度関数」として言及する）を用い、ＨＦＣＣ及びＬＦＣ
Ｃの比較を実行する。このような関数は、多くの異なる形態を取り得るものの、一般的に
、Ｐ値は、以下の通り、（ｉ）、（ｉｉ）及び（ｉｉｉ）における変化を伴って変化する
：Ｐ値は、好ましくは、ＨＦＣＣの頻度、及びＬＦＣＣの頻度に対するＨＦＣＣの頻度の
比によって単調増加し、ＬＦＣＣの頻度に対するＨＦＣＣの頻度の比が高くなるほど、Ｌ
ＦＣＣをＨＦＣＣに結合させる尤度は高くなる。同様にして、Ｐ値は、ＨＦＣＣ及びＬＦ
ＣＣの配列の異なる度合いによって好ましくは単調減少し、ＨＦＣＣとＬＦＣＣとの違い
が大きくなるほど（例えば、最小数の置換、挿入又は欠失により互いに対し数をもとに測
定される通り）、ＬＦＣＣをＨＦＣＣに結合させる尤度は小さくなる。最終的に、Ｐ値は
、ＨＦＣＣ及びＬＦＣＣの配列が異なっている位置のクオリティスコアが増加するほど、
好ましくは単調減少し、クオリティスコアが高くなるほど、ＬＦＣＣをＨＦＣＣに結合さ
せる尤度は小さくなる。
【００９７】
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　ＨＦＣＣ及びＬＦＣＣの配列が１つ以上の位置で異なるとき、異なる位置のクオリティ
スコアを様々な異なる手法で組み合わせることもできる。一実施形態では、このような違
いが複数存在するときは常に、複数のクオリティスコアを平均値として表す。この平均値
は非加重平均又は加重平均のいずれであってもよい。図５Ｃは、所与の配列差についてそ
れぞれのクオリティ値（曲線ａ～ｅ）を算出した関数例、Ｐを示す。図５Ｃに示す通り、
ＨＦＣＣが約２００リードカウント程度であり（５７０）、クオリティスコアが曲線（ａ
）により決定される場合、約５０リードカウント（５７２）未満の任意のＬＦＣＣはＨＦ
ＣＣに結合させる。関数Ｐの独立変数Ｄは、配列ＨＦＣＣｋ及びＬＦＣＣｊ間の距離の測
定値であり、この値は、解析が進むにつれてサイクル間で異なり得る（「ｋ」は、「ｋ」
が添えられている定数の値が、計算サイクルｋに依存し得るものであることを意味する）
。一実施形態では、Ｄ＝Ｄｋであり、この値はサイクル数の関数である。別の実施形態で
は、Ｄ＝Ｄ（ＨＦＣＣ頻度）であり、この値は、サイクル数とは独立したＨＦＣＣの頻度
の関数である。例えば、ＨＦＣＣの頻度が低下するにつれ、比較する候補の距離Ｄは減少
する。一実施形態では、ＤはＨＦＣＣｋ及びＬＦＣＣｊ間のハミング距離である；しかし
ながら、その他の距離測定値を使用してもよい。一実施形態では、Ｄｋは、ｋの非増加関
数であり；別の実施形態では、Ｄｋはｋの減少関数である。いくつかの実施形態では、サ
イクル数の増加又はＨＦＣＣ頻度の減少に伴いＤの規模を縮小させることが有用である。
計算が進むにつれてクロノタイプ候補の頻度は低下するため、このような候補のほとんど
はシングルトンであり、よって（頻度の違いよりも）配列距離が主要な比較になる。計算
が進みＤが低下することにより、遠く、頻度の低いクロノタイプ候補に対する、生産性の
ない比較が削減され、これにより計算速度が増加する。関数Ｐは、検討する因子の数に応
じ複雑な式になり得る。図５Ｃには、一実施形態のＰについて算出された値を例示する。
Ｐは、上記の通り、ＬＦＣＣを、クオリティスコアの異なるＨＦＣＣの所与のリードカウ
ントと結合させる際の、リードカウントの閾値に関係する。曲線「ａ」～「ｅ」は、異な
るクオリティスコアの関係を表す（曲線「ａ」が最も高いクオリティスコアに相当する）
。
【００９８】
　図５Ｂに戻ると、Ｐ＜Ｐｋである場合、ＬＦＣＣｊをＨＦＣＣｋと結合させず、別のＬ
ＦＣＣを選択する（５６０）。Ｐ＞Ｐｋである場合、ＬＦＣＣｊをＨＦＣＣｋ（５６２）
と結合させ、評価するＬＦＣＣが残っていない場合（５６４）を除き、別のＬＦＣＣを選
択する（５６６）。評価するＬＦＣＣが残っていない場合（５６４）、配列ツリーなどの
データ構造から現在のＨＦＣＣｋ（結合させたすべてのＬＦＣＣを含む）を除外する（５
６８）。このような除外を、図５Ｄ～５Ｅの単純な配列ツリー（５９０）に例示する。配
列ツリー（５９０）において、経路（５９２）（破線により示す）がＨＦＣＣ（５９６）
に対応しており、この経路にはＬＦＣＣ（５９８）が結合されている。結合後、影をつけ
た領域（５９９）における経路セグメント（５９２）を配列ツリー（５９０）から除外し
、図５Ｅに示す配列ツリー（５９７）を減らしている。隣接するＬＦＣＣを特定する（５
５４）一連の計算にこのツリーを利用するこのような除去後、停止規則（５７０）が満た
された場合、クロノタイプの決定を完了させる。一実施形態では、停止規則（５７０）は
、最後の非シングルトンなクロノタイプ候補が処理された（５５２）かどうかである。別
の実施形態では、停止規則（５７０）は、選択されたＨＦＣＣの頻度又はリードカウント
が、単個のリンパ球の場合に相当する頻度又はリードカウントを下回っているかどうかで
ある。本発明の方法の一態様では、増幅工程により、結果的に、サンプル中のそれぞれの
リンパ球が同じクロノタイプの複数のコピーにより表され；したがって、一実施形態では
、何であろうと、ＨＦＣＣのリードカウント数が、単個のリンパ球の場合に相当するリー
ドカウント数を下回っていた場合、算出が停止される。いくつかの実施形態では、このよ
うなリードカウント数（又はクロノタイプ候補のコピー）は、少なくとも１０であり；別
の実施形態では、このような数は、少なくとも２０であり；別の実施形態では、このよう
な数は、少なくとも３０であり；別の実施形態では、このような数は、少なくとも４０で
ある。停止規則が満たされない場合、次のＨＦＣＣが選択される（５７２）。図５Ｂのフ
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ローチャートに要約した解析工程を、Ｃ、Ｃ＋＋、Ｊａｖａ（登録商標）、Ｃ＃、Ｆｏｒ
ｔｒａｎ、又はＰａｓｃａｌなどの任意の好適なプログラミング言語で実装することがで
きる。
【００９９】
　本発明の一態様に従って、クロノタイプ及び／又はクロノタイププロファイルを決定す
る上記の方法は、（ａ）ハイスループットな核酸配列決定により得られた配列リードから
組み換え免疫分子のデータ構造を形成する工程、（ｂ）任意の、より劣る方の頻度が、所
定の頻度値を下回り、かつそれらの配列の異なる度合いが所定の度合いを下回る場合には
常に、最も高頻度のクロノタイプ候補と、より頻度の劣るクロノタイプ候補とを結合させ
て、クロノタイプを形成する工程、（ｃ）結合させた、クロノタイプ候補をデータ構造か
ら除去する工程、並びに（ｄ）クロノタイププロファイルが形成されるまで工程（ｂ）及
び（ｃ）を繰り返す工程、を含む。一実施形態では、データ構造は配列ツリーである。
【０１００】
　本発明の別の態様によると、クロノタイプを決定する上記の方法は：（ａ）それぞれＶ
領域、ＮＤＮ領域、及びＪ領域を有する組み換え免疫分子のレパトアから、配列リードの
セットを準備する工程、ここで、それぞれのこのような分子に関し、少なくとも１つの配
列リードは、このような分子のＮＤＮ領域の少なくとも部分を包含する；（ｂ）ＮＤＮ領
域の少なくとも部分を包含する配列リードから、クロノタイプ候補を葉が表す配列ツリー
を形成する工程［それぞれの葉及び対応するクロノタイプ候補は頻度を有する］；（ｃ）
任意の、より劣る方の頻度が、所定の頻度値を下回り、かつそれらの配列の異なる度合い
が所定の度合いを下回る場合には常に、最も高頻度のクロノタイプ候補と、より頻度の劣
るクロノタイプ候補とを結合させて、最も高頻度のクロノタイプ候補の配列を有する、ク
ロノタイプを形成する工程；（ｄ）結合させた、クロノタイプ候補に対応する葉を配列ツ
リーから除去する工程；及び（ｅ）頻度に劣る、候補となるクロノタイプの最高頻度が所
定の停止値を下回るまで、工程（ｃ）及び（ｄ）を繰り返す工程、を含む工程により実施
することができる。一実施形態では、形成する工程は、最も高頻度のクロノタイプ候補を
選択する工程と、異なる度合いが所定の度合いを下回るものであり異なる配列を有する、
頻度に劣るクロノタイプ候補をすべて特定して、結合サブセットを形成する工程と、を更
に包含する。したがって、このような実施形態では、結合処理のために比較すべきＬＦＣ
Ｃの総数を限定することができる（所定の異なる値内の１つのみが検討される）。かかる
値は、用途に応じてプロセスから入力され、例えば、レパトワの規模、及び用いる計算時
間などが該当する。上記の通り、ＨＦＣＣにＬＦＣＣを結合させるかどうかを決定するの
に使用する関数は様々な形態を有し得る。ある概括的な態様では、結合させる工程では、
この関数は次の属性を有し得る：ＨＦＣＣの頻度、ＬＦＣＣの頻度、それらの配列間の違
い（ハミング距離などの、文字列の違いを計測する従来法により表すことができる）、及
び１つ以上のヌクレオチド位置のクオリティスコア（ここで、ＨＦＣＣ及びＬＦＣＣは異
なる）に応じるものであり；関数は、（ｉ）ＬＦＣＣの頻度に対するＨＦＣＣの頻度の比
が大きくなるほど単調増加し、（ｉｉ）ＨＦＣＣ及びＬＦＣＣの配列間の違いが大きくな
るほど単調減少し、（ｉｉｉ）１つ以上のヌクレオチド位置のクオリティスコアが大きく
なるほど単調減少する。すなわち、属性（ｉｉｉ）の観点では、ＨＦＣＣ及びＬＦＣＣが
異なるという確からしさが高いと（例えば、ベースコールの信頼性が非常に高いなど）、
それらを結合させる可能性は低くなる。
【０１０１】
　いくつかの実施形態では、配列リードの尤度が明らかに少なくとも９５パーセントであ
るときには常に、このような配列リードを異なるクロノタイプ（又は再構成された核酸な
どの標的ポリヌクレオチド）に結合させるよう結合尤度関数を選択する；他の実施形態で
は、配列リードの尤度が明らかに少なくとも９９パーセントのであるときは常に、このよ
うな配列リードを異なるクロノタイプに結合させるよう結合尤度関数を選択する；他の実
施形態では、配列リードの尤度が明らかに少なくとも９９．９パーセントであるときは常
に、このような配列リードを異なるクロノタイプに結合させるよう結合尤度関数を選択す
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る。上記の通り、いくつかの実施形態では、結合尤度関数は、配列決定に使用する化学的
手法のエラー率、比較する配列リード中の相違するヌクレオチドの数、並びに比較する配
列リードの相対的な頻度に応じて異なり；別の実施形態では、結合尤度関数は、配列決定
に使用する化学的手法のエラー率、比較する配列リード中の相違するヌクレオチドの数、
比較する配列リードの相対的な頻度、及び相違したヌクレオチドのクオリティスコアに応
じて異なる。上記において、所定の頻度及び所定の異なり度合いは、設計の際に具体的な
用途に応じて選択される。かかる選択に影響を及ぼす因子としては、生体現象の詳細、及
び実施速度などが挙げられる。
【０１０２】
　モニタリング用途
　一態様では、本発明は、サンプル中の、疾患に特徴的な又は疾患に関連する核酸の存在
、非存在、及び／又はレベルを評価することにより微小残存病変をモニタリングする方法
を目的とする。いくつかの実施形態では、このような核酸は体細胞的に再構成された核酸
、あるいは前癌性の状態又はリンパ増殖性疾患若しくは骨髄増殖性疾患などの癌の状態と
相関するクロノタイプであり、これを利用して、疾患の状態又は病態をモニターすること
ができる。このような核酸、及び特にクロノタイプは、処置後に癌の微小残存病変をモニ
タリングするのに有用であり、このようなモニタリングの結果は、処置の継続、中断、又
は変更を決定するに当たって重要な因子である。多くの悪性リンパ腫瘍及び骨髄腫瘍では
、クロノタイププロファイルを生成する（「診断的クロノタイププロファイル」）処理よ
り前に、末梢血サンプル又は骨髄サンプルなどの診断用組織サンプルを得る。リンパ増殖
性疾患又は骨髄増殖性疾患に関し、通常、診断試料を採取する前には免疫受容体鎖（複数
可）が疾患又は状態に関係するリンパ球又は骨髄のクローンに関連するかは分からない。
結果として、現在の慣例では、患者の疾患又は状態に関係するクロノタイプを特定する目
的で、異なる候補となる免疫受容体鎖をコードしている異なる再構成核酸に対し、増幅及
び配列決定を別々に複数回実施する必要がある。このように手間を掛けた増幅及び配列決
定により生成されるクロノタイププロファイルにおいて、疾患に関係する１つ以上のクロ
ノタイプ（すなわち、「関係するクロノタイプ」）が特定される。典型的には、クロノタ
イププロファイルにおいて頻度が最も高いクロノタイプが、対応するクロノタイプとして
扱われる。本発明の一態様では、複数の異なる免疫受容体鎖をコードしている再構成され
た核酸部分の単回反応での大規模多重増幅を提供することにより、関連するクロノタイプ
を特定するのに必要とされていた増幅及び配列決定の実施回数を大幅に低減させる。いく
つかの実施形態では、「複数」とは、異なる免疫受容体鎖が２～４種の範囲内のものであ
ることを意味し；並びに、その他の実施形態では、「複数」とは、異なる免疫受容体鎖が
２～３種の範囲内のものであることを意味する。より具体的には、いくつかの実施形態で
は、ＢＣＲ鎖のなかでも、次のもの：ＶＤＪ領域の少なくとも部分を含むＩｇＨ、ＤＪ領
域の少なくとも部分を含むＩｇＨ、及びＩｇＫ、をコードしている再構成された核酸を、
単回多重反応において増幅させる；並びに、その他の実施形態では、ＴＣＲ鎖のなかでも
、次のもの：ＴＣＲβ、ＴＣＲδ及びＴＣＲγをコードしている再構成された核酸を、単
回多重反応において増幅させる。
【０１０３】
　処置後、及び好ましくは癌の完全な寛解が達成された後、かかる関連するクロノタイプ
又は核酸の存在、非存在、又は頻度を定期的に評価して、処置後のクロノタイププロファ
イル又は核酸プロファイルにおける、関連する核酸又はクロノタイプ（又は関係づけられ
るクロノタイプ）の存在又は頻度の増大に基づき、寛解の維持、又は腫瘍の再出現若しく
は再発を診断する。すなわち、処置後に、関連するクロノタイプ又は特徴的な核酸の存在
、非存在、又は頻度に基づき、癌の微小残存病変を評価する。上記の通り、関連するクロ
ノタイプが、再構成された受容体断片に共通する又は相当するものであるとき、十分な多
様性が不足することになり（そのため、癌細胞性のものではない細胞もクロノタイプを共
有し得る）、処置後のクロノタイププロファイルにこのようなクロノタイプが存在するこ
とで、再発を示す擬陽性が生じ得る。
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【０１０４】
　本発明の方法は、免疫受容体又はそれらの部分をコードする再構成された核酸を、疾患
に関与する細胞についてのマーカーとして使用できる、任意の増殖性疾患のモニタリング
に応用可能である。一態様では、本発明の方法は、リンパ増殖性疾患又は骨髄増殖性疾患
に応用可能である。別の態様では、本発明の方法は、リンパ腫及び白血病に応用可能であ
る。別の態様では、本発明の方法は、濾胞性リンパ腫、慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）、
急性リンパ性白血病（ＡＬＬ）、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）、急性骨髄性白血病（ＡＭ
Ｌ）、ホジキン及び非ホジキンリンパ腫、多発性骨髄腫（ＭＭ）、良性単クローン性γグ
ロブリン血症（ＭＧＵＳ）、マントル細胞リンパ腫（ＭＣＬ）、びまん性大細胞型Ｂ細胞
リンパ腫（ＤＬＢＣＬ）、骨髄異形成症候群（ＭＤＳ）、又はＴ細胞リンパ腫などにおけ
るＭＲＤのモニタリングに応用可能である。特定の実施形態では、本発明の方法は、ＡＬ
Ｌ、ＭＭ、又はＤＬＢＣＬのＭＲＤをモニタリングするのに良好なものである。
【０１０５】
　いくつかの実施形態では、血液又は骨髄などの患者サンプルに対して診断検査を行い、
複数の免疫受容体鎖のうち疾患のクローンにより産生されたクロノタイプ（すなわち、関
連するクロノタイプ）を含み得るものを特定する。関連するクロノタイプの免疫受容体鎖
が特定されたならば、以降のモニタリングアッセイを特定の免疫受容体鎖に特異的なもの
にすることもできる。例えば、いくつかの実施形態では、診断検査は、同じ反応において
ＩｇＨ（ＶＤＪ）、ＩｇＨ（ＤＪ）、及びＩｇＫなどの複数のＢＣＲ鎖の配列に基づくク
ロノタイププロファイルを生成する。関連するクロノタイプがＩｇＨ（ＶＤＪ）鎖である
場合、以降のモニタリングアッセイでは、ＩｇＨ（ＶＤＪ）のクロノタイププロファイル
のみを生成してもよい。いくつかの実施形態では、診断試料における配列決定の深度は、
モニタリングサンプルのものとは異なるものであり得る。「配列決定の深度」は、クロノ
タイププロファイルを構築するのに解析する配列リードの総数を意味する。白血病又はリ
ンパ腫などの癌に関しては、診断検査は処置前の患者サンプルに対し実施され、サンプル
において関連するクロノタイプの頻度又はレベルは典型的には高く、かつ容易に特定され
る。例えば、所定のレベルを超える頻度を有する任意のクロノタイプを、関連するクロノ
タイプとして定義することができる。このような所定のレベルは、その他の患者の指標下
では変化し得るものである；しかしながら、多くの場合、所定のレベルは、２～５％の範
囲であってよく；又はいくつかの実施形態では５％であってよい。したがって、いくつか
の実施形態では、配列決定を実施する深度は、１又は２％以上の頻度で存在するクロノタ
イプを確実に検出するのに必要なものとする。いくつかの実施形態では、診断試料の配列
決定の深度は、少なくとも１０，０００の配列リードをもたらすものであり；又は他の実
施形態では、少なくとも、１００，０００の配列リードをもたらすものであり；更に他の
実施形態では、診断試料の配列決定の深度は、少なくとも１０６個の配列リードをもたら
すものである。いくつかの実施形態では、モニタリングサンプルの配列決定の深度は、少
なくとも、１００，０００の配列リードをもたらすものであり；他の実施形態では、モニ
タリングサンプルの配列決定の深度は、少なくとも、１０６個の配列リードをもたらすも
のである。
【０１０６】
　いくつかの実施形態では、患者から継続的に得たサンプル（又は組織サンプル）からク
ロノタイププロファイルを生成することにより、患者の白血病又はリンパ腫などのリンパ
増殖性疾患をモニターすることができる。このようなクロノタイププロファイルは上記の
通りに生成することができる。いくつかの実施形態では、このようなモニタリングは、次
の工程：（ａ）個人から、Ｔ細胞及び／又はＢ細胞及び／又は無細胞系ＤＮＡを含むサン
プルを得る工程；（ｂ）サンプルのＴ細胞受容体遺伝子又はイムノグロブリン遺伝子の再
構成された核酸分子に配列タグを付加してタグ－核酸複合体を生成する工程（ここで、少
なくとも１つの再構成された核酸又はそれらのコピーは異なる配列タグが付加されている
）；（ｃ）タグ－核酸複合体を増幅させる工程；（ｄ）タグ－核酸複合体サンプルを配列
決定して、それぞれエラー率を有しタグ配列及び再構成された核酸配列を含む配列リード
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を生成する工程；（ｅ）同様のタグ配列を有する配列リードをアライメントして、同じ配
列タグを有する配列リードのグループを形成する工程；（ｆ）グループの配列リードを結
合させてクロノタイプを決定する工程（ここで、配列リードの尤度が明らかに少なくとも
９５％であるときは常に、配列リードのグループを、異なる再構成核酸配列に結合させる
）；（ｇ）クロノタイプレベルを決定することによりサンプルのクロノタイププロファイ
ルを決定する工程；並びに（ｈ）クロノタイププロファイルにおいて関連するクロノタイ
プのレベルを決定する工程、により実施することもできる。いくつかの実施形態では、患
者をモニタリングして、関連するクロノタイプのレベルが疾患の寛解のエビデンスになり
得るかどうかを診断するプロセスにおいて、工程（ａ）～（ｈ）を繰り返してもよい。い
くつかの実施形態では、付加及び増幅工程は、次の工程：（ａ）反応混合物中、プライマ
ー伸長条件下で、第１セットのプライマーと免疫受容体を発現している免疫細胞由来の再
構成された核酸サンプル及び／又は無細胞系ＤＮＡサンプルとを組み合わせることと［こ
こで、第１セットのそれぞれのプライマーは受容体特異的な部分を有し、このとき受容体
特異的な部分は、所定の位置にて異なる再構成核酸にアニーリングし、伸長して第１伸長
産物を生成し、第１セットのそれぞれのプライマーは、第１のプライマー結合部位を含有
する５’－非相補的末端を有する］；（ｂ）反応混合物から、伸長していない第１セット
のプライマーを除去することと；（ｃ）プライマー伸長条件下で、反応混合物に第２セッ
トのプライマーを添加することと［ここで、第２セットのそれぞれのプライマーは、受容
体特異的部分を有し、このとき受容体特異的部分は、所定の位置にて第１の伸長産物にア
ニーリングし、第２のプライマー結合部位を含有する５’－非相補的末端を有し、第１セ
ットのプライマー及び／又は第２セットのプライマーは、それぞれ、受容体特異的な部分
と第１又は第２のプライマー結合部位との間に配置された配列タグを含み、第２セットの
それぞれのプライマーは、伸長して第２の伸長産物を生成し、このとき、それぞれの第２
の伸長産物は、第１のプライマー結合部位、第２のプライマー結合部位、少なくとも１つ
の配列タグ、及び免疫細胞受容体鎖の部分をコードしている再構成された核酸を含む］、
を含む。いくつかの実施形態では、再構成された核酸を結合させる工程は、このような配
列リードの尤度が明らかに少なくとも９９パーセントであるときは常に；並びに、その他
の実施形態では、尤度が明らかに少なくとも９９．９パーセントであるときには常に、異
なる再構成核酸の配列リードを結合させることを含む。
【０１０７】
　本発明の方法は、非リンパ系癌又は非骨髄癌などといった、患者の癌の微小残存病変の
モニタリングにも応用可能であり、方法は、例えば、選択された癌遺伝子のセットにおい
て、変異のパターンを特定することを含む。このような変異のパターン、すなわち、この
ような変異を含有している遺伝子の存在、非存在、及び／又はレベルは、疾患再発の尤度
を示し得る。いくつかの実施形態では、このようなモニタリングのための標的ポリヌクレ
オチドは、エキソン、エキソンの部分、選択されたイントロン及び／又は遺伝子発現制御
領域、例えば、複数の遺伝子のプロモーター（本明細書において「癌遺伝子分子」として
言及する）とすることができる。癌遺伝子分子は、エキソン捕捉法［例えば、ＴｒｕＳｅ
ｑ（商標）ｅｘｏｍｅ　ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　ｋｉｔ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，Ｓａｎ　Ｄ
ｉｅｇｏ，ＣＡ）；Ｆｒａｍｐｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ，３１（１１）：１０２３～１０３１（２０１３）］などの従来法を用い、組織
サンプルから単離することができる。このような癌遺伝子分子を得た後、配列タグを付加
してタグ－核酸複合体を生成し、本発明に準拠しタグ－核酸複合体を増幅及び配列決定す
る。
【０１０８】
　最新の癌ゲノム配列決定研究では、異なる癌、同じ癌に罹患している異なる患者、同じ
腫瘍の細胞、及び同じ患者の異なる転移部の細胞同士で、変異パターンが著しく不均質で
あることが示されている；しかしながら、同じ患者の場合、典型的には、共通の祖先細胞
から不均質な癌細胞が進化するため、それらは変異を共有しており、癌細胞同士の進化的
な関連性は、経時的に連続的に測定することにより識別することもできる［例えば、Ｖｏ
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ｇｅｌｓｔｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｓｃｉｅｎｃｅ，３３９：１５４６～１５５８（２０１
３）；及びＤｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔｕｒｅ，４８１（７３８２）：５０６～５１０
（２０１２）など］；したがって、診断試料において測定される、癌に関連する変異パタ
ーンは、同じ癌の再発又はその癌がクローン的に進化した癌を検出するための手立てを提
供する。
【０１０９】
　癌遺伝子分子は、限定するものではないが、表Ｉに記載の遺伝子などの、様々な遺伝子
から選択することができる。
【０１１０】
【表１】

【０１１１】
　いくつかの実施形態では、上記の癌の微小残存病変をモニタリングする方法は、次の工
程：（ａ）個人から組織サンプルを得る工程；（ｂ）サンプル中の複数のそれぞれの癌遺
伝子分子に配列タグを付加して、タグ－核酸複合体を生成する工程（ここで、少なくとも
１つの核酸又はそれらのコピーは異なる配列タグが付加されており、癌遺伝子分子は、個
人の癌に特徴的なものである）；（ｃ）タグ－核酸複合体を増幅させる工程；（ｄ）タグ
－核酸複合体サンプルを配列決定して、エラー率を有しタグ配列及び癌遺伝子配列を含む
配列リードを形成する工程；（ｅ）同様のタグ配列を有する配列リードをアライメントし
て、同じ配列タグを有する配列リードのグループを形成する工程；（ｆ）グループの癌遺
伝子配列を結合させて癌遺伝子分子の配列を決定する工程（ここで、癌遺伝子配列グルー
プの尤度が明らかに少なくとも９５％であるときは常に、配列リードのグループを、異な
る癌遺伝子分子に結合させる）；並びに（ｇ）癌遺伝子分子のプロファイルにおいて、個
人の癌に特徴的な癌遺伝子分子の存在、非存在、及び／又はレベルを検出する工程、を含
み得る。いくつかの実施形態では、癌遺伝子配列を結合させる工程は、このような配列リ
ードが尤度少なくとも９９パーセントで異なるときは常に；並びに、その他の実施形態で
は、尤度少なくとも９９．９パーセントで異なるときには常に、異なる癌遺伝子分子の配
列リードを結合させることを含む。
【０１１２】
　キャリーオーバー汚染を検出するための配列タグの利用
　キャリーオーバー汚染は、核酸増幅を含む手法に関し重大な問題である［例えば、Ｂｏ
ｒｓｔ　ｅｔ　ａｌ，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｉｎｆｅｃｔ．Ｄｉ
ｓ．，２３（４）：２８９～２９９（２００４）；Ａｓｌａｎｚａｄｅｈ，Ａｎｎ．Ｃｌ
ｉｎ．Ｌａｂ．Ｓｃｉ．，３４（４）：３８９～３９６（２００４）など］。このような
汚染は、サンプルのアッセイにおいて、サンプルのものではない微量の核酸が非意図的に
増幅されたときに生じ、測定結果に影響を及ぼす。最悪の場合、患者由来の医学的サンプ
ルにおけるキャリーオーバー汚染では、アッセイ結果において疑陽性の解釈がもたらされ



(47) JP 6383789 B2 2018.8.29

10

20

30

40

50

る場合もある。サンプルのものではない核酸は、特定の患者とは関係のない供給源に由来
する場合もあり；例えば、別の患者のサンプルに由来する場合もある。あるいは、サンプ
ルのものではない核酸は、患者に関係する供給源に由来する場合があり；例えば、過去に
同じ検査室で扱われていた、同じ患者に由来する別のサンプルに由来する場合があり、あ
るいは過去に同じ検査室で処理していた、同じ患者の別のサンプルに対するアッセイ反応
物に由来する場合がある。
【０１１３】
　キャリーオーバー汚染は、臨床の場で、Ｔ細胞受容体又は免疫グロブリンなどの免疫分
子をコードしている再構成された核酸群などといった、関連する核酸の非常に複雑な集団
を評価するときに、特に問題となる。この問題は、配列リード又はクロノタイプが、意図
するサンプルに関係する実際の多様性の要素であるのか、あるいはそれらが、サンプルと
は異なる核酸源（別の患者のサンプル、又は同じ検査室において、同種のアッセイで処理
された、同じ患者の以前のサンプルなど）に由来するものなのかを判断することが難しい
ために生じる。本発明の一態様では、配列タグを利用して、配列リードをもとにクロノタ
イプを決定するだけでなく、配列タグが現在のサンプルに由来するものなのか、あるいは
別のサンプルに由来するものなのかを評価することにより、このようなキャリーオーバー
汚染を検出できる。このような検出は、それぞれの患者サンプルから決定された配列タグ
の記録を維持した後、以降の測定がなされたときには常に、最新の測定の配列タグを、そ
れまでに測定されたものと比較することにより達成される。それぞれの測定に由来するタ
グの数が多いこと、並びに従来のアルゴリズムを用いれば電子記録の検索及び比較が容易
であることから、このようなクロノタイプに関連する配列タグの記録は、電子記録として
大容量記憶装置に便利に維持される。測定に利用する配列タグ群が十分に大規模であるな
らば、マッチがみられた場合にキャリーオーバー汚染が生じている可能性は非常に高い。
上記のサンプリングによる標識のための、クロノタイプ群に対する配列タグ群のサイズ比
についての同様の例は、キャリーオーバー汚染の検出に応用可能である。一実施形態では
、このような比は１００：１以上である。
【０１１４】
　様々な検索方法又はアルゴリズムを利用して、評価するクロノタイプをデータベースの
クロノタイプと比較する工程を実施することもできる。従来の多くの配列アライメント法
及び検索アルゴリズムを公的に利用可能であり、これらは、参照により援用される以下の
参照文献において記載されている：Ｍｏｕｎｔ，Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　Ｓｅｑ
ｕｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ，Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ
（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ，２００４）；Ｂａｔｚｏｇｌｏ
ｕ，Ｂｒｉｅｆｉｎｇｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，６：６～２２（２００
５）；Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２１５（３）：４０３
～４１０（１９９０）；Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｗｕｎｓｃｈ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉ
ｏｌ．，４８：４４３～４５３（１９７０）；並びにＳｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｗａｔｅｒｍ
ａｎ，Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃｓ，２：４８２
～４８９（１９８１）など。
【０１１５】
　いくつかの実施形態では、異なるサンプルに由来する材料によるサンプルの汚染、例え
ば、キャリーオーバー汚染などの汚染を、検出及び測定するための上記方法は、次の工程
：（ａ）個人の組織サンプルから得る工程；（ｂ）癌遺伝子分子又は再構成された核酸に
配列タグを取り付けてタグ－核酸複合体を生成する工程（少なくとも１つの核酸又はそれ
らのコピーは、取り付けられた異なる配列タグを有し、癌遺伝子分子は、個人の癌に特徴
的なものである）；（ｃ）タグ－核酸複合体を増幅させる工程；（ｄ）タグ－核酸複合体
サンプルを配列決定して、それぞれエラー率を有し、それぞれタグ配列と、癌遺伝子配列
又は再構成された核酸配列とを含む配列リードを提供する工程；（ｅ）タグ配列を、他の
組織サンプルから別途決定されたタグ配列と比較する工程；並びに（ｆ）１つ以上のタグ
配列のアイデンティティの存在、非存在、及び／又はそれによる汚染の程度を、その他の
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組織サンプルから別途決定されたタグ配列により評価する工程、を含み得る。アッセイに
おいてタグ配列が決定されたならば、それらのタグ配列を、その他の患者に対するアッセ
イにより記録されたタグ配列のデータベース中のタグ配列と比較することもできる。この
ような比較工程は、アッセイ時に実施することもでき、あるいはこのような工程は、例え
ば、アッセイ後にレトロスペクティブに実施することもできる。一実施形態では、配列タ
グは、リンパ系組織の癌などのリンパ増殖性疾患に罹患している個人に由来する組織サン
プル（例えば、血液又は骨髄）において再構成された核酸に付加される。別の実施形態で
は、上記のものなどの癌遺伝子分子に配列タグを付加する。
【０１１６】
　組織サンプルの相互汚染について再構成された核酸がモニターされる更なる実施形態で
は、付加及び増幅させる工程は次の通り：（ａ）反応混合物中、プライマー伸長条件下で
、第１セットのプライマーとＴ細胞由来の再構成された核酸サンプル及び／又は無細胞系
ＤＮＡサンプルとを組み合わせることと［ここで、第１セットのそれぞれのプライマーは
受容体特異的な部分を有し、このとき受容体特異的な部分は、所定の位置にて異なる再構
成核酸にアニーリングし、伸長して第１伸長産物を生成し、第１セットのそれぞれのプラ
イマーは、第１のプライマー結合部位を含有する５’－非相補的末端を有する］；（ｂ）
反応混合物から、伸長していない第１セットのプライマーを除去することと；（ｃ）プラ
イマー伸長条件下で、反応混合物に第２セットのプライマーを添加することと［ここで、
第２セットのそれぞれのプライマーは、受容体特異的部分を有し、このとき受容体特異的
部分は、所定の位置にて第１の伸長産物にアニーリングし、第２のプライマー結合部位を
含有する５’－非相補的末端を有し、第１セットのプライマー及び／又は第２セットのプ
ライマーは、それぞれ、受容体特異的な部分と第１又は第２のプライマー結合部位との間
に配置された配列タグを含み、第２セットのそれぞれのプライマーは、伸長して第２の伸
長産物を生成し、このとき、それぞれの第２の伸長産物は、第１のプライマー結合部位、
第２のプライマー結合部位、少なくとも１つの配列タグ、及び免疫受容体鎖の部分をコー
ドしている再構成された核酸を含む］、（ｄ）反応混合物においてポリメラーゼ連鎖反応
を実施して、アンプリコンを生成することと［このポリメラーゼ連鎖反応は、第１のプラ
イマー結合部位に特異的な順方向プライマーと、第２のプライマー結合部位に特異的な逆
方向プライマーとを使用する］により実施される。
【０１１７】
　キット
　本発明は、本発明の方法を実施するための様々なキットを含む。いくつかの実施形態で
は、キットは、（ａ）多重ＰＣＲにおいて、複数の免疫受容体鎖をコードしている再構成
された核酸を増幅させるための順方向プライマーのセット及び逆方向プライマーのセット
と［ここで、それぞれの順方向プライマー及び／又は逆方向プライマーは標的特異的な部
分、配列タグ、及び共通のプライマー結合部位を有する］、（ｂ）セットのプライマーの
うち、少なくとも最初の伸長後に組み込まれていないプライマー（すなわち、伸長してい
ないプライマー）を除去するためのプライマー除去成分と、を含む。いくつかの実施形態
では、キットは、共通のプライマー結合部位に特異的な共通のプライマーを更に含む。い
くつかの実施形態では、キットは、本発明の方法でキット構成要素を使用するための使用
説明書を更に含む。いくつかの実施形態では、キットは、ＩｇＨ（ＶＤＪ）、ＩｇＨ（Ｄ
Ｊ）、及びＩｇＫをコードしている再構成された核酸を増幅させるため、順方向及び逆方
向に特異的なプライマーを更に含む。いくつかの実施形態では、キットは、ＴＣＲβ、Ｔ
ＣＲδ及びＴＣＲγをコードしている再構成された核酸を増幅させるため、順方向及び逆
方向に特異的なプライマーを更に含む。いくつかの実施形態では、キットは、標的再構成
された核酸を再現する長さ及び組成を有する複数の核酸を含む内部標準を更に含み、内部
標準は予め判明している濃度で提供される。いくつかの実施形態では、キットは、プライ
マー除去成分として、大腸菌（E. coli）エキソヌクレアーゼＩなどの一本鎖エキソヌク
レアーゼを含む。いくつかの実施形態では、キットは、サイズをもとに二本鎖ＤＮＡを選
別することのできるスピンカラムをプライマー除去成分として含む。
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【０１１８】
　いくつかの実施形態について具体例を参照し、本発明について記載したが、当業者であ
れば、本発明の趣旨及び範囲から逸脱せずとも多くの変更を加えることができることを認
識されるであろう。本発明は、上記の開示に加えて様々なセンサーの実施及びその他の主
題に応用可能である。
【０１１９】
　定義
　別途記載のない限り、本明細書で使用する核酸化学、生化学、遺伝学、及び分子生物学
に関係する用語及び記号は、当該技術分野の標準的な論文及び文書、例えば、Ｋｏｒｎｂ
ｅｒｇ　ａｎｄ　Ｂａｋｅｒ，ＤＮＡ　Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ，Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉ
ｔｉｏｎ（Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９２）；Ｌｅｈｎｉｎｇｅ
ｒ，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ（Ｗｏｒｔｈ　Ｐｕｂｌ
ｉｓｈｅｒｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９７５）；Ｓｔｒａｃｈａｎ　ａｎｄ　Ｒｅａｄ，
Ｈｕｍａｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ（
Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９９）；Ａｂｂａｓ　ｅｔ　ａｌ，Ｃｅ
ｌｌｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，６ｔｈ　ｅｄｉｔ
ｉｏｎ（Ｓａｕｎｄｅｒｓ，２００７）に従うものである。
【０１２０】
　「アライメント」は、配列距離測定法に基づき、配列リードなどの試験配列を１つ以上
の参照配列と比較して、どの参照配列が、あるいは参照配列のどの位置が、最も近いのか
を決定することを意味する。ヌクレオチド配列をアライメントさせる方法例としては、Ｓ
ｍｉｔｈ　Ｗａｔｅｒｍａｎアルゴリズムがある。距離測定法としては、ハミング距離、
又はレーベンシュタイン距離などを挙げることができる。距離測定法には、比較する配列
のヌクレオチドのクオリティスコアに関係する要素を含ませることができる。
【０１２１】
　「アンプリコン」は、ポリヌクレオチド増幅反応の生成物；すなわち、ポリヌクレオチ
ドのクローン集団を意味し、一本鎖核酸又は二本鎖核酸であってよく、ポリヌクレオチド
は１つ以上の出発配列から複製される。１つ以上の出発配列は、同じ配列の１つ以上のコ
ピーであってよく、あるいはそれらは異なる配列の混合物であってよい。アンプリコンは
、様々な増幅反応により生成することができ、この反応生成物は、出発核酸又は標的核酸
の複製物を１つ以上含む。一態様では、アンプリコンを生成する増幅反応は、「テンプレ
ートをもとに実施」される。この反応では、反応生成物、すなわちヌクレオチド又はオリ
ゴヌクレオチドのいずれかの塩基対形成は、反応生成物の生成に必要とされるテンプレー
トポリヌクレオチドと相補的なものである。一態様では、テンプレートをもとに実施され
る反応は、核酸ポリメラーゼによるプライマー伸長、又は核酸リガーゼによるオリゴヌク
レオチドライゲーションである。このような反応としては、限定するものではないが、ポ
リメラーゼ連鎖反応法（ＰＣＲ）、線状ポリメラーゼ反応法（linear polymerase reacti
on）、核酸配列ベース増幅法（ＮＡＳＢＡ）、及びローリングサークル増幅法などが挙げ
られ、参照により本明細書に援用される以下の参照文献：Ｍｕｌｌｉｓ　ｅｔ　ａｌ、米
国特許第４，６８３，１９５号；同第４，９６５，１８８号；同第４，６８３，２０２号
；同第４，８００，１５９号（ＰＣＲ）；Ｇｅｌｆａｎｄ　ｅｔ　ａｌ，米国特許第５，
２１０，０１５号（「ｔａｑｍａｎ」プローブによるリアルタイムＰＣＲ）；Ｗｉｔｔｗ
ｅｒ　ｅｔ　ａｌ，米国特許第６，１７４，６７０号；Ｋａｃｉａｎ　ｅｔ　ａｌ，米国
特許第５，３９９，４９１号（「ＮＡＳＢＡ」）；Ｌｉｚａｒｄｉ，米国特許第５，８５
４，０３３号；Ａｏｎｏ　ｅｔ　ａｌ，特開平第４－２６２７９９号（ローリングサーク
ル増幅）などに開示される。一態様では、本発明のアンプリコンはＰＣＲにより生成され
る。増幅反応の進行とともに反応生成物を測定することができる検出化学反応が利用可能
なものである場合、例えば、下記の「リアルタイムＰＣＲ」又はＬｅｏｎｅ　ｅｔ　ａｌ
，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２６：２１５０～２１５５（１９９
８）及び同様の参照文献に記載の通りの「リアルタイムＮＡＳＢＡ」などの増幅反応は「
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リアルタイム」増幅とすることもできる。本明細書で使用するとき、用語「増幅」は、増
幅反応を実施することを意味する。「反応混合物」は、反応を実施させるのに必要な反応
物をすべて含有している溶液を意味し、このようなものとしては、限定するものではない
が、反応中に選択した程度にｐＨを維持する緩衝剤、塩類、補助因子、及びスカベンジャ
ーなどを挙げることができる。
【０１２２】
　本明細書で使用するとき、「クローナリティー」は、レパトアのクロノタイプにおいて
、クロノタイプの豊富さについての分布を単一又は少数のクロノタイプに傾斜させる尺度
を意味する。おおまかにいうと、クローナリティーは、クロノタイプ多様性とは逆の尺度
である。生態学から、種の豊富さの関係性について説明する多くの尺度及び統計が利用可
能である。例えば、Ｐｉｅｌｏｕ著、「数理生態学序論（An Introduction to Mathemati
cal Ecology）」、第１７章及び第１８章（Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，１
９６９年）の考案に従い、関係性について説明する尺度及び統計を利用して、クローナリ
ティーを評価することができる。一態様では、本発明で使用されるクローナリティーの尺
度はクロノタイププロファイルの関数であり（すなわち、検出されることなるクロノタイ
プの数及びそれらの豊富さ）、クロノタイププロファイルの評価後に、クロノタイププロ
ファイルからクローナリティーを算出して、単一の数値を得ることもできる。クローナリ
ティー尺度の１つとしては、単純に、ランダムに選択した２つのクロノタイプが同じであ
る確率を求める、シンプソン尺度がある。その他のクローナリティー尺度としては、Ｐｉ
ｅｌｏｕ（上掲）に開示される情報ベースの尺度及びＭｃＩｎｔｏｓｈの多様性指数が挙
げられる。
【０１２３】
　「クロノタイプ」は、免疫受容体又はそれらの部分をコードするリンパ球の再構成核酸
を意味する。より具体的には、クロノタイプとは、通常は、Ｔ細胞又はＢ細胞から抽出さ
れ、場合により、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）若しくはＢ細胞受容体（ＢＣＲ）又はこれらの
部分をコードしている無細胞資源に由来するものであり得る、再構成核酸を意味する。様
々な実施形態において、クロノタイプは、ＩｇＨのＶＤＪ再構成配列、ＩｇＨのＤＪ再構
成配列、ＩｇＫのＶＪ再構成配列、ＩｇＬのＶＪ再構成配列、ＴＣＲβのＶＤＪ再構成配
列、ＴＣＲβのＤＪ再構成配列、ＴＣＲαのＶＪ再構成配列、ＴＣＲγのＶＪ再構成配列
、ＴＣＲδのＶＤＪ再構成配列、ＴＣＲδのＶＤ再構成配列、又はＫｄｅ－Ｖ再構成配列
のすべて又は部分をコードし得る。クロノタイプは、Ｂｃｌｌ－ＩｇＨ又はＢｅｌ　Ｉ－
ＩｇＨなどの免疫受容体遺伝子を含む転座切断領域もコードし得る。一態様では、クロノ
タイプは、それらの由来する免疫分子の多様性を再現又は反映させるのに十分長い配列を
有する；結果的に、クロノタイプの長さは非常に多様になり得る。いくつかの実施形態で
は、クロノタイプは、２５～４００ヌクレオチドの範囲の長さを有してよく；並びに、そ
の他の実施形態では、クロノタイプは、２５～２００ヌクレオチドの範囲の長さを有する
。
【０１２４】
　「クロノタイププロファイル」は、リンパ球集団に由来する様々なクロノタイプ及び相
対的豊富さを列挙することを意味し、例えば、相対的豊富さは、所与の集団における頻度
として表現することができる（すなわち、０～１の間の数）。典型的には、リンパ球集団
は組織サンプルから得る。用語「クロノタイププロファイル」は、次の：Ａｒｓｔｉｌａ
　ｅｔ　ａｌ，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２８６：９５８～９６１（１９９９）；Ｙａｓｓａｉ　
ｅｔ　ａｌ，Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｅｔｉｃｓ，６１：４９３～５０２（２００９）；並び
にＫｅｄｚｉｅｒｓｋａ　ｅｔ　ａｌ，Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，４５（３）：６０７
～６１８（２００８）などの参照文献に記載の通りの免疫「レパトア」についての免疫概
念に関連するが、より一般的なものである。用語「クロノタイププロファイル」には、様
々なリスト及び免疫受容体をコードする再構成された核酸の豊富さが含まれ、かかるプロ
ファイルは選択したリンパ球サブセット（例えば、組織浸潤性リンパ球、又は免疫表現性
のサブセットなど）に由来し得るものであり、又は完全な免疫受容体と比較して多様性の
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低減されている免疫受容体部分をコードし得るものである。いくつかの実施形態では、ク
ロノタイププロファイルは、少なくとも１０３個の異なるクロノタイプを含み得る；他の
実施形態では、クロノタイププロファイルは、少なくとも１０４個の異なるクロノタイプ
を含み得る；他の実施形態では、クロノタイププロファイルは、少なくとも１０５個の異
なるクロノタイプを含み得る；他の実施形態では、クロノタイププロファイルは、少なく
とも１０６個の異なるクロノタイプを含み得る。このような実施形態では、このようなク
ロノタイププロファイルは、異なるそれぞれのクロノタイプについて、豊富さ又は相対頻
度を更に含ませることもできる。一態様では、クロノタイププロファイルは、個人のリン
パ球集団において、それぞれＴ細胞受容体（ＴＣＲ）若しくはＢ細胞受容体（ＢＣＲ）又
はこれらの断片をコードしている、（豊富さが）異なる組み換えヌクレオチド配列セット
であり、ここで、セットのヌクレオチド配列は、集団のリンパ球の実質的にすべてに関し
、異なるリンパ球又はそれらのクローン性サブ集団との１対１対応を有する。一態様では
、個人の実質的にすべてのＴ細胞又はＢ細胞又はそれらのクローンに、このようなレパト
アの固有の核酸配列を輸送させるべく、クロノタイプの多様性（すなわち、セット中の異
なる核酸配列の数）が十分に大きくなるよう、クロノタイプを定義する核酸セグメントを
選択する。すなわち、好ましくは、サンプルのそれぞれの異なるクローンは異なるクロノ
タイプを有する。本発明のその他の態様では、レパトアに対応するリンパ球集団は循環Ｂ
細胞であってよく、又は循環Ｔ細胞であってよく、又は限定するものではないがＣＤ４＋
Ｔ細胞若しくはＣＤ８＋Ｔ細胞などの前述の集団のいずれかのサブ集団、若しくは細胞表
面マーカーにより定義されるその他のサブ集団などであってよい。このようなサブ集団は
、特定の組織、例えば、骨髄又はリンパ節などからサンプルを採取することにより獲得す
ることもでき、あるいは１つ以上の細胞表面マーカー、大きさ、又は形態などに基づき、
サンプル（末梢血など）から細胞をソートすること又は富化させることにより獲得するこ
ともできる。更に他の態様では、レパトアに対応するリンパ球集団は、腫瘍組織又は感染
組織などの疾患組織に由来するものであってもよい。一実施形態では、ヒトＴＣＲβ鎖又
はそれらのフラグメントを含むクロノタイププロファイルは、異なるヌクレオチド配列を
０．１×１０６～１．８×１０６の範囲、又は０．５×１０６～１．５×１０６の範囲、
又は０．８×１０６～１．２×１０６の範囲で数多く含む。別の実施形態では、ヒトＩｇ
Ｈ鎖又はそれらのフラグメントを含むクロノタイププロファイルは、異なるヌクレオチド
配列を０．１×１０６～１．８×１０６の範囲、又は０．５×１０６～１．５ｘ１０６の
範囲、又は０．８×１０６～１．２×１０６の範囲で数多く含む。特定の実施形態では、
本発明のクロノタイププロファイルは、ＩｇＨ鎖のＶ（Ｄ）Ｊ領域のセグメントを実質的
にすべてコードしているヌクレオチド配列のセットを含む。本明細書において使用すると
き、一態様では、「実質的にすべて」は、相対的な豊富さが０．００１％以上であるセグ
メントのすべてを意味し；又は本明細書において使用するとき、別の態様では、「実質的
にすべて」は、相対的な豊富さが０．０００１％以上であるセグメントのすべてを意味す
る。別の具体的な実施形態では、本発明のクロノタイププロファイルは、ＴＣＲβ鎖のＶ
（Ｄ）Ｊ領域の実質的にすべてのセグメントをコードしているヌクレオチド配列のセット
を含む。別の実施形態では、本発明のクロノタイププロファイルは、長さがヌクレオチド
２５～２００塩基の範囲であり、かつＴＣＲβ鎖のＶ、Ｄ、及びＪ領域のセグメントを含
む、ヌクレオチド配列のセットを含む。別の実施形態では、本発明のクロノタイププロフ
ァイルは、長さがヌクレオチド２５～２００塩基の範囲であり、かつＩｇＨ鎖のＶ、Ｄ、
及びＪ領域のセグメントを含む、ヌクレオチド配列のセットを含む。別の実施形態では、
本発明のクロノタイププロファイルは、異なるヌクレオチド配列を多数含み、この数は、
異なるＩｇＨ鎖を発現しているリンパ球の数と実質的に等しい。別の実施形態では、本発
明のクロノタイププロファイルは、異なるヌクレオチド配列を多数含み、この数は、異な
るＴＣＲβ鎖を発現しているリンパ球の数と実質的に等しい。更に別の実施形態では、「
実質的に等しい」は、クロノタイププロファイルが、個人のすべてのリンパ球集団により
０．００１％以上の頻度で輸送又は発現されるＩｇＨ若しくはＴＣＲβ又はそれらの部分
をコードしているヌクレオチド配列を９９％の確率で含有していることを意味する。更に



(52) JP 6383789 B2 2018.8.29

10

20

30

40

50

別の実施形態では、「実質的に等しい」はレパトアのヌクレオチド配列が、０．０００１
％以上の頻度で存在するすべてのリンパ球細胞により輸送又は発現されるＩｇＨ若しくは
ＴＣＲβ又はそれらの部分をコードしているヌクレオチド配列を９９％の確率で含有して
いることを意味する。いくつかの実施形態では、クロノタイププロファイルは、１０５～
１０７個のリンパ球から構成されるサンプルに由来するものである。このようなリンパ球
の数は、１～１０ｍＬの末梢血サンプルから得ることができる。
【０１２５】
　「相補性決定領域」（ＣＤＲ）は、免疫グロブリン（すなわち、抗体）又はＴ細胞受容
体の領域であって、それらの分子が、抗原の立体構造を補完することにより自身の備える
特異性を決定し、かつ特異的な抗原と接触する、領域を意味する。Ｔ細胞受容体及び免疫
グロブリンはそれぞれのＣＤＲを３つ有する：ＣＤＲ１及びＣＤＲ２は、可変（Ｖ）ドメ
インで見られ、ＣＤＲ３はある程度のＶドメインと、すべての多様性（Ｄ）ドメイン（重
鎖のみ）及び連結ドメイン（Ｊ）と、ある程度の定常（Ｃ）ドメインと、を含む。
【０１２６】
　「クロノタイプデータベース」は、検索、比較、及び回収を容易にし、かつ速度を上げ
るためにフォーマット化し、用意したクロノタイプコレクションを意味する。いくつかの
実施形態では、クロノタイプデータベースは、免疫受容体の同じ領域又はセグメントをコ
ードしているクロノタイプのコレクションを含む。いくつかの実施形態では、クロノタイ
プデータベースは、複数の個人に由来するクロノタイプのクロノタイププロファイルを含
む。いくつかの実施形態では、クロノタイプデータベースは、少なくとも１０名の個人に
由来する少なくとも１０４個のクロノタイプのクロノタイププロファイルを含む。いくつ
かの実施形態では、クロノタイプデータベースは少なくとも１０６個のクロノタイプ、又
は少なくとも１０８個のクロノタイプ、又は少なくとも１０９個のクロノタイプ、又は少
なくとも１０１０個のクロノタイプを含む。ＩＭＧＴデータベース（ｗｗｗ．ｉｍｇｔ．
ｏｒｇ）などといった、クロノタイプを含む公共のデータベースをクロノタイプデータベ
ースとしてもよく、例えば、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，３１：３
０７～３１０（２００３）に記載されている。クロノタイプデータベースはＦＡＳＴＡフ
ォーマットであってよく、ＢＬＡＳＴアルゴリズム、例えば、Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　
ａｌ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２１５（３）：４０３～４１０（１９９０）などのアル
ゴリズムを利用して、クロノタイプデータベースのエントリーを検索又は比較することも
できる。
【０１２７】
　「結合」は、異なる配列を有する２つのクロノタイプ候補を、このような違いが経験誤
差及び実験誤差に起因するものであり、本当に生物学的な違いに起因するものではないも
のとして判断することにより、同じものとして処理することを意味する。一態様では、高
頻度のクロノタイプ候補の配列を低頻度のクロノタイプ候補のものと比較して、所定の基
準が満たされた場合には、低頻度のクロノタイプ候補の数を高頻度のクロノタイプ候補の
数に加え、以降、この低頻度クロノタイプ候補を無視する。すなわち、低頻度クロノタイ
プ候補に関連付けられるリードカウントを高頻度のクロノタイプ候補のリードカウントに
加え、この高頻度のクロノタイプ候補と低頻度クロノタイプ候補を同じものとして扱う；
すなわち、これらの間に観察された差異はエラーによるものであると判断する（例えば、
配列決定エラー又は増幅エラーなど）。いくつかの実施形態では、所定の基準は、比較す
るクロノタイプ候補の相対頻度、候補の異なる位置の数、及びその位置のクオリティスコ
アなどの因子に応じる、尤度関数である。
【０１２８】
　「相補性決定領域」（ＣＤＲ）は、免疫グロブリン（すなわち、抗体）又はＴ細胞受容
体の領域であって、それらの分子が、抗原の立体構造を補完することにより自身の備える
特異性を決定し、かつ特異的な抗原と接触する、領域を意味する。Ｔ細胞受容体及び免疫
グロブリンはそれぞれのＣＤＲを３つ有する：ＣＤＲ１及びＣＤＲ２は、可変（Ｖ）ドメ
インで見られ、ＣＤＲ３はある程度のＶドメインと、すべての多様性（Ｄ）ドメイン（重
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鎖のみ）及び連結ドメイン（Ｊ）と、ある程度の定常（Ｃ）ドメインと、を含む。
【０１２９】
　本明細書で使用するとき、「汚染」は、ある個人の組織サンプル中に別の個人由来の核
酸が存在していることを意味する。一態様では、「汚染」は、患者のクロノタイププロフ
ァイルの解釈に影響を及ぼし得る、患者に由来しない核酸が存在することを意味する。
【０１３０】
　「遺伝子による識別」は、個人と、個人の１つ以上の遺伝子座に由来するゲノムマーカ
ーの値（又はステータス）のセットとの間に固有の対応関係を意味する。
【０１３１】
　「遺伝子マーカー」は、個人の特定に使用することのできる遺伝子座におけるＤＮＡの
多型セグメントを意味する。遺伝子マーカーは、配列をもとに、又は隣接若しくはフラン
キング配列を元に識別することもできる。典型的には、遺伝子マーカーは、群の各個人に
おいて複数の配列又は値を有し得る。ゲノムマーカーの例としては、限定するものではな
いが、縦列型反復配列（ＳＴＲ）、及び一塩基多型（ＳＮＰ）などが挙げられる。ＤＮＡ
の多型断片はゲノムＤＮＡであってよく、又は逆転写ＲＮＡであってもよい。一実施形態
では、多型断片はゲノムＤＮＡである。一実施形態では、本発明に使用する遺伝子マーカ
ーは、従来法を利用する増幅及び配列決定により特定される。別の実施形態では、遺伝子
マーカーは、クロノタイププロファイルの生成のためのプロセス中に免疫分子とともに増
幅及び配列決定される。
【０１３２】
　「内部標準」は、サンプル中の標的ポリヌクレオチドの絶対量又は相対量を定量する目
的で、１つ以上の標的ポリヌクレオチドと同じ反応でプロセシングする核酸配列を意味す
る。一態様では、反応はＰＣＲなどの増幅反応である。内部標準は、内在性のものでも、
加えたものでもよい。すなわち、内部標準は、サンプル中に天然に生じ得るものであり、
あるいは反応前にサンプルに加えてもよい。一態様では、加える１つ以上の内部標準配列
を、所定の濃度で反応混合物に加えることで、較正が得られ、増幅させた配列をこの較正
と比較することで、サンプル中の対応する標的ポリヌクレオチドの量を決定することがで
きる。加える内部標準の数、配列、長さ、及びその他の特徴は、当業者にとっては設計時
に日常的な選択肢である。本明細書において、「参照配列」としても言及される内在性内
部標準は、サンプルにとって天然の配列であり、なされている制御が最低限のものであり
一定レベル及び細胞周期依存的なレベルの転写産物を示す遺伝子が相当する［例えば、Ｓ
ｅｌｖｅｙ　ｅｔ　ａｌ，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｂｅｓ，１５：３０７～３１１（２
００１）］。内在性内部標準の例としては、限定するものではないが、次の遺伝子：ＧＡ
ＰＤＨ、β２－ミクログロブリン、１８ＳリボソームＲＮＡ、及びβ－アクチンに由来す
る配列が挙げられる。
【０１３３】
　「キット」は、本発明の方法を実施するために材料又は試薬を送達するための任意の送
達システムを指す。本発明の方法の文脈において、このような送達システムは、ある場所
から他の場所への反応試薬（例えば、適切な容器内のプライマー、酵素、内部標準など）
及び／又は支持材料（例えば、緩衝剤、アッセイを実施するための使用説明書など）の保
管、輸送、又は送達を可能にするシステムを含む。例えば、キットは、関連する反応試薬
及び／又は指示材料を含む１つ以上の入れ物（例えば、箱）を包含する。このような内容
物は、意図される容器と合わせて又は別に提供することもできる。例えば、第１の容器に
はアッセイに使用する酵素を含有させ、第２の容器にはプライマーを含有させてもよい。
【０１３４】
　「微小残存病変」は、処置後に残存している癌細胞を意味する。この用語は、リンパ腫
及び白血病と関連させて頻繁に使用される。
【０１３５】
　「リンパ増殖性疾患又は骨髄増殖性疾患」は、任意の異常増殖性疾患を意味し、このよ
うな疾患のモニタリングには、再構成された１つ以上の免疫受容体をコードしている１つ
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以上のヌクレオチド配列をマーカーとして使用することができる。「リンパ腫瘍又は骨髄
腫瘍」は、リンパ球又は骨髄細胞の異常増殖を意味し、悪性又は非悪性のものであり得る
。リンパ系組織の癌は、悪性リンパ腫瘍である。骨髄の癌は悪性の骨髄腫である。リンパ
系腫瘍及び骨髄腫瘍は、リンパ増殖性又は骨髄増殖性疾患の結果生じ、又はこれらに付随
するものであり、限定するものではないが、濾胞性リンパ腫、慢性リンパ性白血病（ＣＬ
Ｌ）、急性リンパ性白血病（ＡＬＬ）、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）、急性骨髄性白血病
（ＡＭＬ），ホジキン及び非ホジキンリンパ腫、多発性骨髄腫（ＭＭ）、良性単クローン
性γグロブリン血症（ＭＧＵＳ）、マントル細胞リンパ腫（ＭＣＬ）、びまん性大細胞型
Ｂ細胞リンパ腫（ＤＬＢＣＬ）、骨髄異形成症候群（ＭＤＳ）、又はＴ細胞リンパ腫など
、例えば、Ｊａｆｆｅ　ｅｔ　ａｌ、Ｂｌｏｏｄ、１１２：４３８４～４３９９（２００
８）；Ｓｗｅｒｄｌｏｗ　ｅｔ　ａｌ，ＷＨＯ　Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　
Ｔｕｍｏｕｒｓ　ｏｆ　Ｈａｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ　ａｎｄ　Ｌｙｍｐｈｏｉｄ　Ｔ
ｉｓｓｕｅｓ（ｅ．４ｔｈ）（ＩＡＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，２００８）が挙げられる。本明細
書で使用するとき、「Ｂ細胞癌」は、Ｂ細胞、又は血漿細胞などのＢ細胞から分化する細
胞に関与するリンパ腫瘍又は骨髄腫瘍を意味する。同様にして、「Ｔ細胞癌」は、Ｔ細胞
、又はＴ細胞から分化する細胞に関与するリンパ腫瘍又は骨髄腫瘍を意味する。
【０１３６】
　参照配列及び別の配列（「比較配列」）の比較を参照する際に使用される「％相同性」
又は「％同一性」などの用語は、２つの配列間の最適アライメントにおけるものを意味し
、比較配列は、記載の割合の数だけサブユニット部分が参照配列のものと同じである。サ
ブユニットは、ポリヌクレオチドの比較の際にはヌクレオチドであり、又はポリペプチド
の比較の際にはアミノ酸である。本明細書で使用するとき、比較する配列の「最適アライ
メント」は、サブユニット間の一致を最大化させ、かつアライメントの構築に用いられる
ギャップ数を最小に抑えるものである。％同一性は、Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｗｕ
ｎｓｃｈ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，４８：４４３～４５３（１９７０）（「ＧＡＰ」ｐ
ｒｏｇｒａｍ　ｏｆ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｐａ
ｃｋａｇｅ，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ
）などに記載のものなどの公的に利用可能なアルゴリズムを実装して求めることができる
。当業界においてアライメントを構築し、％同一性を算出するためのそのほかのソフトウ
ェアパッケージ、又は類似するその他の測定法としては、ｐｒｏｇｒａｍ，ｂａｓｅｄ　
ｏｎ　ｔｈｅ　ａｌｇｏｒｉｔｈｍ　ｏｆ　Ｓｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｗａｔｅｒｍａｎ，Ａ
ｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃｓ，２：４８２～４８９
（１９８１）（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｐａｃｋａ
ｇｅ，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）のア
ルゴリズムに基づく「ＢｅｓｔＦｉｔ」プログラムが挙げられる。言い換えると、例えば
、参照ヌクレオチド配列に対し、少なくとも９５％同一性のヌクレオチド配列を有するポ
リヌクレオチドを得るには、参照配列中の最大で５％までのヌクレオチドが欠失するか又
は別のヌクレオチドにより置換され、あるいは参照配列中のヌクレオチドの総数の最大で
５％までの数のヌクレオチドを参照配列に挿入することもできる。
【０１３７】
　「ポリメラーゼ連鎖反応」又は「ＰＣＲ」は、相補的なＤＮＡ鎖の同時のプライマー伸
長を促すことにより特異的なＤＮＡ配列をｉｎ　ｖｉｔｒｏ増幅させる反応を意味する。
言い換えると、ＰＣＲは、プライマー結合部位に隣接する標的核酸のコピー又は複製物を
複数製造するための反応であり、かかる反応では、次の工程：（ｉ）標的核酸を編成させ
ることと、（ｉｉ）プライマーをプライマー結合部位にアニーリングさせることと、（ｉ
ｉｉ）ヌクレオシド三リン酸の存在下で核酸ポリメラーゼによりプライマーを伸長させる
ことと、を１回以上繰り返すことを含む。本明細書で使用するとき、用語「順方向プライ
マー」及び「上流プライマー」は互換的に使用され、かつ用語「逆方向プライマー」及び
「下流プライマー」は互換的に使用される。同様にして、本明細書で使用するとき、二本
鎖標的ポリヌクレオチドが、センス鎖を左から右へ向けて５’→３’配向で示される場合
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、順方向プライマーがアンチセンス鎖の左側に結合して右に向かって伸長し、逆方向プラ
イマーがセンス鎖の右側に結合して左に向かって伸長する。通常、反応では、サーマルサ
イクラーにおいて、それぞれの工程について最適化させた異なる温度が周期的に繰り返さ
れる。具体的な温度、各工程の持続時間、及び各工程に移っていく速度は、当業者により
良く知られている数多くの因子、例えば、参照文献：ＭｃＰｈｅｒｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ，
ｅｄｉｔｏｒｓ，ＰＣＲ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ　ａｎｄ　ＰＣＲ
２：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ（ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒｄ，
それぞれ１９９１年及び１９９５年）：に例示されるものに応じ異なる。例えば、Ｔａｑ
　ＤＮＡポリメラーゼを利用する従来のＰＣＲでは、二本鎖の標的核酸を９０℃超の温度
で変性させて、５０～７５℃の範囲の温度でプライマーをアニーリングさせて、７２～７
８℃の範囲の温度でプライマーを伸長させる。用語「ＰＣＲ」は、限定するものではない
が、ＲＴ－ＰＣＲ、リアルタイムＰＣＲ、ネステッドＰＣＲ、定量的ＰＣＲ、及び多重化
ＰＣＲなどといった反応の派生系を包含する。反応用量は、数百ナノリットル、例えば、
２００ｎＬ～数百μＬ、例えば、２００μＬの範囲である。「逆転写ＰＣＲ」又は「ＲＴ
－ＰＣＲ」は、標的ＲＮＡを相補的一本鎖核酸ＤＮＡへと変換した後、増幅させる、逆転
写反応により進行するＰＣＲを意味する［例えば、参照により本明細書に援用されるＴｅ
ｃｏｔｔ　ｅｔ　ａｌ、米国特許第５，１６８，０３８号］。「リアルタイムＰＣＲ」は
、反応の進行に伴い、反応生成物の量、すなわち、アンプリコンの量がモニターされるＰ
ＣＲを意味する。反応生成物をモニタリングするために利用する検出法の化学的機序が主
な違いである、多くの形態のリアルタイムＰＣＲが存在している［例えば、参照により本
明細書に援用される、Ｇｅｌｆａｎｄ　ｅｔ　ａｌ、米国特許第５，２１０，０１５号（
「ｔａｑｍａｎ」）；Ｗｉｔｔｗｅｒ　ｅｔ　ａｌ、米国特許第６，１７４，６７０号及
び同第６，５６９，６２７号（インターカレート色素）；Ｔｙａｇｉ　ｅｔ　ａｌ、米国
特許第５，９２５，５１７号（分子ビーコン）］。リアルタイムＰＣＲの検出化学反応は
、参照により本明細書に援用される、Ｍａｃｋａｙ　ｅｔ　ａｌ，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃ
ｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，３０：１２９２～１３０５（２００２）によりレビューされ
ている。「ネステッドＰＣＲ」は、２段階ＰＣＲを意味し、この場合、第１のＰＣＲのア
ンプリコンが第２のＰＣＲのサンプルとなり、第２のＰＣＲでは、少なくとも１種のプラ
イマーが第１のアンプリコンの内側の領域に結合する新しいプライマーセットを利用する
。本明細書で使用するとき、ネステッド増幅反応への言及において、「最初のプライマー
」は、第１のアンプリコを生成するのに利用するプライマーを意味し、「第２のプライマ
ー」は、第２の、又はネステッドアンプリコンを生成するのに利用する１つ以上のプライ
マーを意味する。「多重化ＰＣＲ」は、複数の標的配列（又は単一の標的配列及び１つ以
上の参照配列）が同じ反応混合物において同時に用いられるＰＣＲを意味する［例えば、
Ｂｅｒｎａｒｄ　ｅｔ　ａｌ，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，２７３：２２１～２２８（
１９９９）（２色リアルタイムＰＣＲ）］。通常、増幅させるそれぞれの配列には別個の
プライマーセットを利用する。「定量的ＰＣＲ」は、サンプル又は標本中の１つ以上の特
異的な標的配列の豊富さを評価するよう設計されたＰＣＲを意味する。定量的ＰＣＲには
、標的配列の完全量及び相対量の両方が含まれる。定量的測定は、標的配列とは別個に又
は標的配列と一緒にアッセイすることのできる１つ以上の参照配列又は内部標準を利用し
てなされる。参照配列は、サンプル又は標本に対して内在性のものであっても、他から加
えられるものであってもよく、後者の場合、競合するテンプレートを１種以上含ませても
よい。典型的な内在性参照配列としては、次の遺伝子：β－アクチン、ＧＡＰＤＨ、β２

－ミクログロブリン、及びリボソームＲＮＡなどの転写産物のセグメントが挙げられる。
定量的ＰＣＲの手法は、参照により本明細書に援用される、次の参照文献：Ｆｒｅｅｍａ
ｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，２６：１１２～１２６（１９９９）；Ｂ
ｅｃｋｅｒ－Ａｎｄｒｅ　ｅｔ　ａｌ，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ
，１７：９４３７～９４４７（１９８９）；Ｚｉｍｍｅｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，２１：２６８～２７９（１９９６）；Ｄｉｖｉａｃｃｏ　ｅｔ　ａ
ｌ，Ｇｅｎｅ，１２２：３０１３～３０２０（１９９２）；Ｂｅｃｋｅｒ－Ａｎｄｒｅ　
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ｅｔ　ａｌ，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，１７：９４３７～９４４
６（１９８９）などに例示される通り、当業者にはよく知られている。
【０１３８】
　「プライマー」は、ポリヌクレオチドテンプレートとの二本鎖の形成により、核酸合成
の開始点として機能することができ、３’末端からテンプレートに沿って伸長して、伸長
された二本鎖が形成される、天然又は合成のオリゴヌクレオチドを意味する。プライマー
の伸長は、通常、ＤＮＡ又はＲＮＡポリメラーゼなどの核酸ポリメラーゼにより実施され
る。伸長プロセスに加えるヌクレオチド配列は、テンプレートポリヌクレオチドの配列を
もとに決定される。通常、プライマーはＤＮＡポリメラーゼにより伸長される。プライマ
ーは、通常、ヌクレオチド１４～４０塩基の範囲の長さを有し、あるいはヌクレオチド１
８～３６塩基の範囲の長さを有する。プライマーは、様々な核酸増幅反応法（例えば、単
一のプライマーを利用する線形的増幅反応、又は２種以上のプライマーを利用するポリメ
ラーゼ連鎖反応）に利用される。特定の用途に関し、プライマーの長さ及び配列を選択す
る指針は、参照により援用される次の参照文献：Ｄｉｅｆｆｅｎｂａｃｈ，ｅｄｉｔｏｒ
，ＰＣＲ　Ｐｒｉｍｅｒ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　Ｅｄｉｔ
ｉｏｎ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，２０
０３）により証明される通り、当業者にはよく知られている。
【０１３９】
　「クオリティスコア」は、特定の配列位置の塩基の割当が適切なものである確率につい
ての尺度を意味する。特定の条件について、例えば、配列決定の化学反応、検出システム
、及びベースコールアルゴリズムなどが異なる結果呼び出される塩基について、クオリテ
ィスコアを算出する様々な手法（例えば、ベースコールなど）が当業者にはよく知られて
いる。概して、クオリティスコアの値は、ベースコールが正しいものである確率に単調に
関連付けられる。例えば、クオリティスコア、又はＱが１０であると、塩基が正しく呼び
出される確率が９０％であることが意味され、Ｑが２０であると、塩基が正しく呼び出さ
れる確率が９９％であることが意味され、これが他でも同様に順次該当していく。いくつ
かの配列決定プラットフォーム、特に合成時解読法を利用するものについては、平均クオ
リティスコアは、不完全な伸長、順方向の伸長の保有、テンプレートの目減り、ポリメラ
ーゼの目減り、保護の失敗、及び脱保護の失敗などの現象に起因して、配列リードが長く
なるにつれ減少するため、配列リードの開始点のクオリティスコアは配列リードの終了点
のクオリティスコアよりも高くなる。
【０１４０】
　「配列リード」は、配列決定法により生成された配列又はデータストリームから決定さ
れたヌクレオチド配列を意味し、この決定は、例えば、手法に関係するベースコールソフ
トウェア、例えば、ＤＮＡ配列決定プラットフォームの民間プロバイダによるベースコー
ルソフトウェアを用いる手法によりなされる。配列リードは、通常、配列のそれぞれのヌ
クレオチドについてクオリティスコアを含む。典型的には、配列リードは、例えば、ＤＮ
Ａポリメラーゼ又はＤＮＡリガーゼにより、テンプレート核酸に沿ってプライマーを伸長
させることにより作製される。データは、このような伸長に関連する光学シグナル、化学
シグナル（例えば、ｐＨ変化）、又は電気シグナルなどの記録されたシグナルをもとに生
成される。このような初期データを配列リードに変換する。
【０１４１】
　「配列タグ」（若しくは「タグ」）又は「バーコード」は、ポリヌクレオチド又はテン
プレート分子に付加させて、反応において、又は一連の反応において、ポリヌクレオチド
又はテンプレートの識別及び／又は追跡に使用するオリゴヌクレオチドを意味する。それ
ぞれの配列タグは、本明細書においてしばしば「タグ配列」として言及するヌクレオチド
配列を有する。配列タグは、ポリヌクレオチド若しくはテンプレートの３’若しくは５’
末端に付加することができ、又はポリヌクレオチド又はテンプレート内部に挿入して、本
明細書において場合により「タグ化ポリヌクレオチド」又は「タグ化テンプレート」、又
は「タグ－ポリヌクレオチド複合体」、又は「タグ－分子複合体」などとして参照される
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線状又は環状複合体を形成させることもできる。配列タグの大きさ及び組成は非常に様々
であり得る；参照により本明細書に援用される以下の参照文献：Ｂｒｅｎｎｅｒ、米国特
許第５，６３５，４００号；Ｂｒｅｎｎｅｒ及びＭａｃｅｖｉｃｚ、米国特許第７，５３
７，８９７号；Ｂｒｅｎｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．
，９７：１６６５～１６７０（２０００）；Ｃｈｕｒｃｈ　ｅｔ　ａｌ、欧州特許広報第
０　３０３　４５９号；Ｓｈｏｅｍａｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉ
ｃｓ，１４：４５０～４５６（１９９６）；Ｍｏｒｒｉｓ　ｅｔ　ａｌ、欧州特許公報第
０７９９８９７Ａ１号；Ｗａｌｌａｃｅ、米国特許第５，９８１，１７９号などは、具体
的な実施形態に適切な配列タグセットの選択の指針を提供する。具体的なタグの長さ及び
／又は組成の選択は、限定するものではないが、タグの解読に使用する配列決定法；標的
ポリヌクレオチドセットを明確に同定するために必要とされる識別可能なタグ数、信頼で
きる同定を確実に行うために、セットの必須タグをどの程度まで異ならせるか、例えば、
クロスハイブリダイゼーション又は配列決定エラーによる誤同定からの自由度などのいく
つかの因子に依存し得る。いくつかの実施形態では、配列タグは、それぞれ、ヌクレオチ
ド６～１００塩基の範囲内、又はヌクレオチド１０～１００塩基の範囲内、又はヌクレオ
チド１２～５０塩基の範囲内、又はヌクレオチド１２～２５塩基の範囲内の長さを有する
。いくつかの実施形態では、セットの各配列タグが同じセットのすべてのその他のタグと
は少なくとも４塩基異なる固有のヌクレオチド配列を有する配列タグセットが使用される
；他の実施形態では、セットの各配列タグが同じセットのすべてのその他のタグとは少な
くとも５塩基異なる配列タグセットが使用される；更に他の実施形態では、セットの各配
列タグが同じセットのすべてのその他のタグと塩基が少なくとも１０％異なる配列タグセ
ットが使用される；又は他の実施形態では、少なくとも２５％の塩基が異なる配列タグセ
ットが使用される；又は他の実施形態では、少なくとも５０％の塩基が異なる配列タグセ
ットが使用される。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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