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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　宿主生物のゲノムに結合している組み合わせポリヌクレオチドを一緒になって形成する
第２のポリヌクレオチドに組み込まれた第１のポリヌクレオチドを新規に特性解析する方
法であって、
　　前記第１のポリヌクレオチドを配列特異的に標識化して前記第１のポリヌクレオチド
上の配列特異的な第１の標識のパターンを用意し、前記第２のポリヌクレオチドを配列特
異的に標識化して前記第２のポリヌクレオチド上の配列特異的な第２の標識のパターンを
用意する工程であって、ここで前記第１のポリヌクレオチドは、前記宿主生物のゲノムを
起源としない核酸配列を含み、前記標識化された第１のポリヌクレオチド中の核酸配列の
起源は未知である、工程；
　　前記組み合わせポリヌクレオチドを標識化後に直線化する工程；
　　前記第１のポリヌクレオチドおよび前記第２のポリヌクレオチド上の配列特異的標識
のパターンを検出する工程；
　　前記第１のポリヌクレオチドに特徴的な標識のパターンを宿主ゲノムの参照パターン
とアラインすることにより、前記宿主ゲノムを起源としない前記第１のポリヌクレオチド
を含むものとして、前記組み合わせポリヌクレオチドの第１の領域を同定する工程；およ
び
　　前記第１のポリヌクレオチドに近接する前記第２のポリヌクレオチドの標識のパター
ンを特性解析して、前記第２のポリヌクレオチドへの前記第１のポリヌクレオチドの組込
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みの位置および方向を同定する工程
　を含む方法。
【請求項２】
　前記宿主ゲノムの参照パターンが、インシリコ参照を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記宿主ゲノムの参照パターンが、標識化された分子または分子のコレクションとして
用意された参照マップである、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記宿主ゲノムの参照パターンが、電子的または光学的に保存された参照マップとして
用意されたものである、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記第１のポリヌクレオチドが、前記宿主ゲノムとは異なる因子を含む、請求項１に記
載の方法。
【請求項６】
　前記第２のポリヌクレオチドが宿主生物のゲノムの配列を含む、請求項１に記載の方法
。
【請求項７】
　生物学的サンプルにおいて１以上の外来性因子の有無を決定する方法であって、
　　前記生物学的サンプルにおいて、ポリヌクレオチドを配列特異的に標識化して第１の
ポリヌクレオチド上の配列特異的な第１の標識のパターンを用意する工程；
　　前記ポリヌクレオチドを標識化後に、ナノチャネル内で直線化する工程；
　　前記ポリヌクレオチド上の配列特異的な第１の標識のパターンを検出する工程；
　　
　　前記ポリヌクレオチド上の配列特異的な第１の標識のパターンを、参照マップのパタ
ーンにアラインする工程；
　　宿主ゲノムにアラインしたパターンを除外する工程；
　　前記生物学的サンプル由来のポリヌクレオチドの配列特異的な第１の標識のパターン
を、少なくとも１つの外来性因子核酸の参照配列のインシリコパターンとアラインする工
程；および
　　前記外来性因子核酸のインシリコパターンとアラインするポリヌクレオチドの量が検
出限界を超えた場合に対象における外来性因子が存在すると決定するか、または、前記外
来性因子核酸のインシリコパターンとアラインするポリヌクレオチドの量が検出限界を超
えない場合に対象における外来性因子が存在しないと決定する工程；
　を含む方法。
【請求項８】
　前記少なくとも１つの配列特異的な標識のパターンが、宿主核酸配列から外来性因子核
酸配列が区別されるように選択される、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　　前記ポリヌクレオチド上の配列特異的標識のパターンを参照宿主ゲノムのパターンと
アラインする工程；および
　　前記参照宿主ゲノムと完全にアラインされる任意のポリペプチドが１以上の外来性因
子に特徴的なパターンを含まないことを決定する工程
　を更に含む、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　前記生物学的サンプル由来のポリヌクレオチドの配列特異的な第１の標識の配列パター
ンを分析することが、前記生物学的サンプル由来のポリヌクレオチドの配列特異的な第１
の標識の配列パターンを少なくとも３つの異なる外来性因子の核酸のインシリコ参照パタ
ーンのパターンとアラインすることを含む、請求項７に記載の方法。
【請求項１１】
　宿主ゲノムに共有結合または非共有結合で結合している第１のポリヌクレオチドを新規
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に特性解析する方法であって、
　　前記第１のポリヌクレオチドおよび前記第１のポリヌクレオチドに隣接する配列を配
列特異的に標識化して前記第１のポリヌクレオチドおよび隣接配列上の配列特異的な第１
の標識のパターンを用意する工程であって、ここで前記第１のポリヌクレオチドは、宿主
生物のゲノムを起源としない核酸配列を含み、前記配列特異的な第１の標識のパターンを
含む前記第１のポリヌクレオチドについては起源が未知である、工程；
　　前記第１のポリヌクレオチドを標識化後に直線化する工程；
　　前記第１のポリヌクレオチド上の配列特異的な第１の標識のパターンを検出する工程
；および
　　前記第１のポリヌクレオチドに隣接する配列上の前記宿主ゲノムに特徴的なパターン
の有無に基づいて、前記宿主ゲノム中における前記第１のポリヌクレオチドの有無を決定
する工程
　を含む、方法。
【請求項１２】
　配列特異的な標識化が、１００ｋｂ当たり５～２０標識の標識密度である、請求項１～
請求項１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記第１のポリヌクレオチドのコピー数を決定することを更に含む、請求項１～請求項
１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記第１のポリヌクレオチドが、ウイルス配列、細菌配列、ミトコンドリア配列、葉緑
体配列、エピソーム配列、ミニ染色体配列、転位因子配列、およびファージ配列の少なく
とも１つを含む、請求項１～請求項１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　直線化が、少なくとも１つのナノチャネルを用いて行われる、請求項１～請求項１４の
いずれか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本願は、その全体を参照により本明細書に援用する２０１３年６月１０日付で出願され
た「ＡＮＡＬＹＳＩＳ　ＯＦ　ＰＯＬＹＮＵＣＬＥＯＴＩＤＥＳ」というタイトルの米国
仮特許出願第６１／８３３，３７８号に基づく優先権を主張するものである。
【背景技術】
【０００２】
　ＤＮＡまたはＲＮＡ等のポリヌクレオチドは、その直線的配列が宿主生物のゲノムおよ
びポストゲノム遺伝子発現情報に直接関係する、ヌクレオチドの長いポリマー鎖である。
ポリヌクレオチドは一本鎖または二本鎖であり得る。
【０００３】
　配列領域、モチーフ、および機能的単位、例えばオープンリーディングフレーム（ＯＲ
Ｆ）、非翻訳領域（ＵＴＲ）、エキソン、イントロン、タンパク質因子結合部位、エピゲ
ノミックな部位、例えばＣｐＧクラスター、マイクロＲＮＡ部位、トランスポゾン、逆ト
ランスポゾン、ならびに他の構造的および機能的単位の直接的シークエンシングおよびマ
ッピングがゲノム組成の評価、生物学的サンプル中のゲノム外（ｅｘｔｒａｇｅｎｏｍｉ
ｃ）ポリヌクレオチドの存在の検出、およびヒトを含む個々の生物の「健康プロフィール
」の評価に有用であり得る。
【０００４】
　場合によっては、個々の生存期間中の、セグメントの重複、挿入、欠失、逆位、および
転座等のヌクレオチド配列の複雑な再配列は、遺伝子異常または細胞悪性腫瘍を含む疾患
状態につながる。場合によっては、配列差、コピー数多型（ｃｏｐｙ　ｎｕｍｂｅｒ　ｖ



(4) JP 6556705 B2 2019.8.7

10

20

30

40

50

ａｒｉａｔｉｏｎ：ＣＮＶ）、および異なる個体の遺伝的構成（ｇｅｎｅｔｉｃ　ｍａｋ
ｅｕｐ）間のその他の差は、集団の遺伝的構成の多様性を反映しており、環境刺激および
、例えば薬物処置などその他の外部の影響、に対する種々の反応につながる。ゲノム構造
多型（ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｖａｒｉａｔｉｏｎ：ＳＶ）は、健康な個体の中でも、ゲ
ノム中に一般的に見られる。
【０００５】
　ゲノム外物質はしばしば、宿主生物のゲノムに結合（ａｓｓｏｃｉａｔｅ）し得、更に
は、宿主生物ゲノムに組み込まれ得る。例えば、種々のウイルスが、宿主ゲノムへの外来
性遺伝子物質の組込みを媒介することができる。例えば、レトロウイルスおよびレトロウ
イルス様因子（例えば、ウイルス機能のための１以上の因子、例えばウイルス外被タンパ
ク質をコードする遺伝子、レトロトランスポゾン因子、例えばＬＴＲ、非ＬＴＲレトロト
ランスポゾン、例えばＬＩＮＥおよびＳＩＮＥ等を失ったディジェネレート・レトロウイ
ルス）は、逆転写されて宿主ＤＮＡゲノムに組み込まれ得るＲＮＡゲノムを含む。宿主ゲ
ノムに組み込まれた後、レトロウイルスまたはレトロウイルス様因子は転写され得、した
がって、逆転写されて宿主ゲノムの更なる部位に組み込まれ得る、より多くのＲＮＡウイ
ルスゲノムを産生し、したがって、宿主ゲノム中で急速に増殖することができる。したが
って、レトロウイルスおよびレトロウイルス様因子は、例えば宿主遺伝子中に挿入される
ことにより、したがって宿主遺伝子を破壊することにより、宿主ゲノムの構造に影響を与
え得、１以上の宿主遺伝子の機能に影響を与え得る。更に、組込み後、レトロウイルスお
よびレトロウイルス様因子は増殖し得、宿主ゲノム中の更なる部位に組み込まれ得るが、
容易に切り出されず、したがって、蓄積されたレトロウイルスおよびレトロウイルス様因
子のパターンが細胞系統（ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅａｇｅ）を示し得る。他にも多くのウイル
スが知られている。例えば、ＤＮＡは、宿主ゲノムに組み込まれ得、宿主ゲノムから切り
出され得る。二本鎖ＤＮＡゲノムを有し得るＤＮＡウイルスの例としてバキュロウイルス
が挙げられ、昆虫宿主に感染することができる。一本鎖ＤＮＡゲノムを有し得るＤＮＡウ
イルスの例としては特定のバクテリオファージが挙げられ、これは細菌に感染することが
できる。
【０００６】
　一部の癌は、宿主ゲノムへのゲノム外物質の送達に関連し得る。例えば、宿主細胞ゲノ
ムへの１以上のオンコジーンのウイルス送達の蓄積は、宿主ゲノム中へのウイルス配列の
挿入による宿主細胞ゲノム中の１以上の腫瘍抑制因子遺伝子の破壊と同様に、その宿主細
胞中での癌表現型の発症を促進し得る。例えば、ヒトＴリンパ球向性ウイルスは、ヒトの
癌に関連するウイルスであり、成人Ｔ細胞リンパ腫ウイルスＩ型に関連している。ＨＴＬ
Ｖゲノムは、２コピーの一本鎖ＲＮＡウイルスで構成され、ゲノムは宿主細胞ゲノムに組
み込まれる二本鎖ＤＮＡへとコピーされる。したがって、ウイルスコピーの数および位置
のいずれかまたは両方により、癌表現型または癌表現型発症の素質が示されるまたは予測
することができる。その全体を参照により援用するRubin, H. (2012) Proc. Nat. Acad. 
Sci 108: 14389-14396参照。
【０００７】
　ゲノム外物質は、他の機構によっても宿主ゲノムに結合し得る。例えば、水平遺伝子伝
播が起こり得る。水平遺伝子伝播は、親から子供への遺伝子伝播とは異なる機構（例えば
、有性生殖または無性生殖を含まない機構）による第１の生物からの遺伝情報の伝播を含
む。例えば、レトロウイルスは、第１の宿主ゲノムに挿入され得、その転写産物の形で第
１の宿主ゲノムの一部に組み込まれ得、これにより、第２の宿主ゲノムに感染すると、第
１の宿主ゲノムの一部を第２の宿主ゲノムへと組み込むことができるウイルスが産生され
、例えば、種間遺伝子伝播（ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｅｓ　ｇｅｎｅ　ｔｒａｎｓｆｅｒ）
が、宿主に感染する病原性細菌により媒介され得る。例えば、原生動物Ｔ．　ｃｒｕｚｉ
によるヒトへの感染が報告されており、しばしば、種々の宿主染色体のレトロ転移因子Ｌ
ＩＮＥ－１因子へのミトコンドリアミニサークルの組込みを含む。Ｔ．　ｃｒｕｚｉ仲介
ＤＮＡ伝播は、ヒト患者におけるシャーガス心臓病を引き起こし得る。例えば液胞内病原
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体サルモネラ・エンテリカ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｅｎｔｅｒｉｃａ）によるおよび細
胞質内病原体リステリア・モノサイトゲネス（Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅ
ｎｅｓ）による、細菌からヒト細胞への種間遺伝子伝播の更なる例が、それぞれの全体を
参照により援用するLlosa et al. (2012)、Trends Microbiol20: 355-9、およびHecht et
 al. (2010), PLOS ONE 5: e 9181に記載されている。
【０００８】
　多くの種類の癌、細菌、寄生虫、およびウイルス性の疾患が、ゲノム中の異常および多
型により生じ得る。疾患を検出するための多くの種類のゲノムワイドなアプローチにも関
わらず、多くは、宿主ゲノム内の病原性ポリヌクレオチドの特異的コピー数の定量、宿主
ゲノム内の病原性ヌクレオチドの位置マッピング、およびゲノム外物質の位置をマッピン
グするための大きく複雑なゲノムのアセンブリにおいて間接的でもあり、現在の技術およ
びアプローチは精度が非常に低い。ポリヌクレオチドを特性解析するためならびに生物学
的サンプル中および対照中における病原体のポリヌクレオチド構造パターンの有無（ｐｒ
ｅｓｅｎｃｅ　ｏｒ　ａｂｓｅｎｃｅ）を決定するための方法およびキットに対するニー
ズが存在する。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本明細書に記載の実施形態は全般的には、核酸のナノテクノロジーおよび分析に関する
。本明細書のいくつかの実施形態は単一分子ゲノム分析に関する。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　いくつかの態様では、組み合わせ（ｃｏｍｂｉｎｅｄ）ポリヌクレオチドを一緒になっ
て形成する、第２のポリヌクレオチドに組み込まれた第１のポリヌクレオチドを特性解析
する方法が提供される。方法は、第１のポリヌクレオチドを配列特異的に標識化して第１
のポリヌクレオチド上の配列特異的な第１の標識のパターンを用意（ｐｒｏｖｉｄｅ）す
る工程を含み得る。方法は、第２のポリヌクレオチドを配列特異的に標識化して第２のポ
リヌクレオチド上の第２の標識の配列特異的パターンを用意する工程を含み得る。いくつ
かの実施形態では、第１および第２の標識は同じであっても異なってもよい。方法は、組
み合わせポリヌクレオチドを標識化後に直線化（ｌｉｎｅａｒｉｚｅ）する工程を含み得
る。方法は、第１および第２のポリヌクレオチド上の配列特異的標識のパターンを検出す
る工程を含み得る。方法は、第１のポリヌクレオチドに特徴的な標識化パターンに基づい
て、第１のポリヌクレオチドを含むとして、組み合わせポリヌクレオチドの第１の領域を
同定する工程を含み得る。方法は、第１のポリヌクレオチドに近接（ａｄｊａｃｅｎｔ）
する第２のポリヌクレオチドの標識化パターンを特性解析して、前記第２のポリヌクレオ
チドへの前記第１のポリヌクレオチドの組込みの位置および方向を同定する工程を含み得
る。いくつかの実施形態では、方法は、第１のポリヌクレオチドのコピー数を決定するこ
とを更に含む。いくつかの実施形態では、コピー数の決定は、第１のポリヌクレオチドの
塩基当たりのカバレッジ深度と第２のポリヌクレオチドの塩基当たりのカバレッジ深度の
比率を決定することを含む。いくつかの実施形態では、第１のポリヌクレオチドは、一本
鎖ＤＮＡ、一本鎖ＲＮＡ、二本鎖ＤＮＡ、および二本鎖ＲＮＡのうちの少なくとも１つを
含む。いくつかの実施形態では、第１のポリヌクレオチドは、ウイルス配列、細菌配列、
ミトコンドリア配列、葉緑体配列、エピソーム配列、ミニ染色体配列、転位因子配列、お
よびファージ配列からなる群から選択される。いくつかの実施形態では、第２のポリヌク
レオチドは宿主ゲノム配列を含む。いくつかの実施形態では、宿主はヒトを含む。いくつ
かの実施形態では、第２のポリヌクレオチドは、疾患状態の細胞のゲノム配列を含む。い
くつかの実施形態では、疾患状態は癌を含む。いくつかの実施形態では、方法は、少なく
とも第３のポリヌクレオチドの配列特異的標識のパターンを用意する工程、第３のポリヌ
クレオチドの少なくとも領域内で第１のポリヌクレオチドに特徴的な標識化パターンに基
づいて第１のポリヌクレオチドと少なくとも類似した第３のポリヌクレオチドの領域を同
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定する工程、および前記第１のポリヌクレオチドに特徴的な標識化パターンに基づいて前
記第１のポリヌクレオチドと前記第３のポリヌクレオチドとの間の系統関係を決定する工
程を更に含む。いくつかの実施形態では、第３のポリヌクレオチドの配列特異的標識のパ
ターンは、参照配列上のインシリコ（ｉｎ　ｓｉｌｉｃｏ）パターンを含む。いくつかの
実施形態では、方法は、第３のポリヌクレオチドを配列特異的に標識化して第３のポリヌ
クレオチド上の第３の標識の配列特異的パターンを用意する工程、第３のポリヌクレオチ
ドを標識化後に直線化する工程、および第３のポリヌクレオチド上の配列特異的標識のパ
ターンを検出する工程を更に含む。いくつかの実施形態では、第１の標識、第２の標識、
および第３の標識の任意の２つは同じであっても異なってもよい。いくつかの実施形態で
は、系統関係は、種間ポリヌクレオチド伝播イベントを含む。いくつかの実施形態では、
系統関係はＤＮＡ水平伝播イベントを含む。いくつかの実施形態では、方法は、第４のポ
リヌクレオチド中の前記第１のポリヌクレオチドの組込みの位置を少なくとも１つ用意す
る工程ならびに前記第２のポリヌクレオチド中の前記第１のポリヌクレオチドの組込みの
少なくとも１つの位置および前記第４のポリヌクレオチド中の前記第１のポリヌクレオチ
ドの組込みの少なくとも１つの位置に基づいて前記第２のポリヌクレオチドと前記第４の
ポリヌクレオチドとの間の系統関係を決定する工程を更に含む。いくつかの実施形態では
、前記第４のポリヌクレオチド中の前記第１のポリヌクレオチドの組込みの少なくとも１
つの位置はインシリコで用意される。いくつかの実施形態では、直線化は少なくとも１つ
のナノチャネルを用いて行われる。いくつかの実施形態では、少なくとも１つの配列特異
的標識化のパターンは、宿主核酸配列からゲノム外核酸配列が区別されるように選択され
る。いくつかの実施形態では、宿主核酸配列のパターンからゲノム外核酸配列のパターン
が区別されるように標識密度が選択される。いくつかの実施形態では、配列特異的標識化
の少なくとも１つの参照パターンは、１００ｋｂ当たり約５～約２０標識の標識密度を有
するように選択される。いくつかの実施形態では、配列特異的標識化の少なくとも１つの
参照パターンは、１００ｋｂ当たり約５標識、約１０標識、約１５標識、約２０標識の標
識密度からこれらの値の間のおよそ任意の量の標識密度を有するように選択される。
【００１１】
　いくつかの態様は、少なくとも宿主ゲノムに結合している第１のポリヌクレオチドを特
性解析する方法を含む。方法は、第１のポリヌクレオチドを配列特異的に標識化して第１
のポリヌクレオチド上の配列特異的な第１の標識のパターンを用意する工程、第１のポリ
ヌクレオチドを標識化後に直線化する工程、第１のポリヌクレオチド上の配列特異的標識
のパターンを検出する工程、および第１のポリヌクレオチド上の宿主ゲノムに特徴的なパ
ターンの非存在（ａｂｓｅｎｃｅ）に基づいて宿主ゲノム中における第１のポリヌクレオ
チドの有無を決定する工程を含み得る。いくつかの実施形態では、方法は、宿主ゲノムに
結合している複数のポリヌクレオチドを配列特異的に標識化して、複数のポリヌクレオチ
ドのそれぞれの上の配列特異的標識のパターンを用意する工程、複数のポリヌクレオチド
のそれぞれの上の配列特異的標識のパターンを検出する工程、複数のポリヌクレオチドの
少なくともいくつかの上の第１のポリヌクレオチドに特徴的なパターンの有無を検出する
工程、および第１のポリヌクレオチドに特徴的なパターンと複数のポリヌクレオチドの少
なくともいくつかのパターンとの間の類似性に基づいてコンセンサスパターンを同定する
工程を更に含む。いくつかの実施形態では、第１のポリヌクレオチドは、第１のポリヌク
レオチドの第１の末端および第２の末端のそれぞれの上のパターンを含む。いくつかの実
施形態では、コンセンサスパターンに特徴的であるが宿主ゲノムの如何なる領域にも特徴
的でない第１および第２の末端上のパターンにより、第１のポリヌクレオチドが宿主ゲノ
ムに組み込まれていないことが示される。いくつかの実施形態では、方法は、第１のポリ
ヌクレオチドのコピー数を決定することを更に含む。いくつかの実施形態では、方法は、
第１のポリヌクレオチドのコピー数を決定することを更に含む。いくつかの実施形態では
、コピー数の決定は、コンセンサスパターンを実質的に含むポリヌクレオチドの塩基当た
りのカバレッジ深度と宿主ゲノムの塩基当たりのカバレッジ深度の比率を決定することを
含む。いくつかの実施形態では、宿主ゲノムに特徴的なパターンは、参照配列上のインシ
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リコパターンを含む。いくつかの実施形態では、方法は、宿主ゲノムのポリヌクレオチド
を配列特異的に標識化して宿主ゲノムのポリヌクレオチド配列上の配列特異的な第２の標
識のパターンを用意する工程であって、第１および第２の標識は同じであっても異なって
もよい工程、宿主ゲノムのポリヌクレオチドを標識化後に直線化する工程、および宿主ゲ
ノム上の配列特異的標識のパターンを検出することにより、少なくとも宿主ゲノムに特徴
的なパターンを用意する工程を更に含む。いくつかの実施形態では、第１のポリヌクレオ
チドは、一本鎖ＤＮＡ、一本鎖ＲＮＡ、二本鎖ＤＮＡ、および二本鎖ＲＮＡのうちの少な
くとも１つを含む。いくつかの実施形態では、第１のポリヌクレオチドは、ウイルス配列
、細菌配列、ミトコンドリア配列、葉緑体配列、エピソーム配列、ミニ染色体配列、転位
因子配列、およびファージ配列からなる群から選択される。いくつかの実施形態では、宿
主はヒトを含む。いくつかの実施形態では、直線化は少なくとも１つのナノチャネル中で
行われる。
【００１２】
　いくつかの態様では、生物学的サンプル中の１以上の外来性因子の有無を決定する方法
が提供される。方法は、外来性因子核酸の配列特異的標識化の少なくとも１つの参照パタ
ーンを用意する工程、複数のポリヌクレオチドを含む生物学的サンプルを用意する工程、
生物学的サンプルのポリヌクレオチドを配列特異的に標識化して第１のポリヌクレオチド
上の配列特異的な第１の標識のパターンを用意する工程、ポリヌクレオチドを標識化後に
直線化する工程、ポリヌクレオチド上の配列特異的標識のパターンを検出する工程、およ
びポリヌクレオチド上の１以上の外来性因子に特徴的な１以上のパターンの有無を決定す
ることにより、生物学的サンプル中における１以上の外来性因子の有無を決定する工程を
含み得る。いくつかの実施形態では、少なくとも１つの配列特異的標識化のパターンは、
宿主核酸配列から外来性因子核酸配列が区別されるように選択される。いくつかの実施形
態では、配列特異的標識化の少なくとも１つの参照パターンは、１００ｋｂ当たり約５～
約２０標識の標識密度を有するように選択される。いくつかの実施形態では、生物学的サ
ンプルは、存在可能性のある外来性因子核酸について濃縮される。いくつかの実施形態で
は、濃縮は、サンプルから宿主核酸を抽出することを含む。いくつかの実施形態では、濃
縮は、外来性因子核酸について濃縮されたサンプルを用意するために外来性因子核酸を抽
出することを含む。いくつかの実施形態では、濃縮は、サンプルから宿主ポリヌクレオチ
ドを実質的に除去することを含む。いくつかの実施形態では、方法は、ポリヌクレオチド
の配列特異的標識のパターンを参照宿主ゲノムのパターンとアラインする工程および参照
宿主ゲノムと完全にアラインされる任意のポリヌクレオチドが１以上の外来性因子に特徴
的なパターンを含まないことを決定する工程を更に含む。いくつかの実施形態では、検出
されたパターンの全てを、参照宿主ゲノムと外来性因子核酸の配列特異的標識化の参照パ
ターンとを含む複合参照のパターンとアラインする工程；および外来性因子核酸の配列特
異的標識化の参照パターンとアラインされるのポリヌクレオチドが１以上の外来性因子に
特徴的なパターンを含むと決定する工程。いくつかの実施形態では、方法は、外来性因子
核酸を含むポリヌクレオチドの割合を推定することを更に含む。いくつかの実施形態では
、サンプルは血液サンプルを含む。いくつかの実施形態では、宿主は哺乳動物を含む。い
くつかの実施形態では、宿主はヒトを含む。いくつかの実施形態では、外来性因子核酸の
配列特異的標識化の少なくとも１つの参照パターンは、ヒト免疫不全ウイルス１、ヒト免
疫不全ウイルス２、ヒトＴリンパ球向性ウイルスＩ、ヒトＴリンパ球向性ウイルスＩＩ、
Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、梅毒トレポネーマ（梅毒）、ウエストナイルウイルス、トリパノソ
ーマ・クルージ（シャーガス病）、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）、またはマラリアに
特異的な、少なくとも１つのパターンを含む。いくつかの実施形態では、外来性因子核酸
の配列特異的標識化の少なくとも１つの参照パターンを用意する工程は、少なくとも３つ
の異なる外来性因子について核酸の参照パターンを用意することを含む。いくつかの実施
形態では、外来性因子核酸の配列特異的標識化の少なくとも１つの参照パターンを用意す
る工程は、少なくとも１０の異なる外来性因子について核酸の参照パターンを用意するこ
とを含む。いくつかの実施形態では、少なくとも１つの配列特異的標識化の参照パターン
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は、参照配列上のインシリコパターンを含む。いくつかの実施形態では、ポリヌクレオチ
ドは、一本鎖ＤＮＡ、一本鎖ＲＮＡ、二本鎖ＤＮＡ、および二本鎖ＲＮＡのうちの少なく
とも１つを含む。いくつかの実施形態では、直線化は少なくとも１つのナノチャネル中で
行われる。いくつかの実施形態では、標識化は、ニッキング酵素を用いた標識化を含む。
いくつかの実施形態では、標識化は、非切断標識を用いたタグ化を含む。いくつかの実施
形態では、非切断標識は、メチルトランスフェラーゼ、非切断制限酵素、ジンクフィンガ
ータンパク質、抗体、転写因子、ＤＮＡ結合タンパク質、ヘアピンポリアミド、三本鎖形
成性オリゴデオキシヌクレオチド、ペプチド核酸の少なくとも１つによって適用される。
いくつかの実施形態では、標識化は光学的標識化を含む。いくつかの実施形態では、標識
化は非光学的標識を含む。いくつかの実施形態では、外来性因子は病原性である。いくつ
かの実施形態では、外来性因子は細菌性の外来性因子である。いくつかの実施形態では、
外来性因子はウイルス性の外来性因子である。いくつかの実施形態では、外来性因子は寄
生虫の外来性因子である。いくつかの実施形態では、生物学的サンプルは供与のためのも
のである。
【００１３】
　いくつかの態様では、対象中における１以上の外来性因子の有無を検出する方法が提供
される。方法は、外来性因子核酸の配列特異的標識化の少なくとも１つの参照パターンを
用意する工程；複数のポリヌクレオチドを含む生物学的サンプルを対象から採取する工程
；生物学的サンプルのポリヌクレオチドを配列特異的に標識化して、第１のポリヌクレオ
チド上の配列特異的な第１の標識のパターンを用意する工程；ポリヌクレオチドを標識化
後に直線化する工程；ポリヌクレオチド上の配列特異的標識のパターンを検出する工程；
ポリヌクレオチド上における１以上の外来性因子に特徴的な１以上のパターンの有無を決
定することにより、生物学的サンプル中における１以上の外来性因子の有無を決定する工
程；生物学的サンプルに由来するポリヌクレオチドの配列特異的標識のパターンを少なく
とも１つの外来性因子核酸の参照配列上のインシリコパターンのパターンとアラインする
ことにより、生物学的サンプルに由来するポリヌクレオチドの配列特異的標識の配列パタ
ーンを分析する工程；および少なくとも１つの外来性因子核酸の参照配列と類似した生物
学的サンプルに由来するポリヌクレオチドに特徴的な１以上のパターンの有無に基づいて
対象中における外来性因子の有無を決定することにより、対象中における外来性因子の有
無を決定する工程を含み得る。いくつかの実施形態では、方法はインビトロの方法を含む
。いくつかの実施形態では、外来性因子は、ヒト免疫不全ウイルス１、ヒト免疫不全ウイ
ルス２、ヒトＴリンパ球向性ウイルスＩ、ヒトＴリンパ球向性ウイルスＩＩ、Ｂ型肝炎、
Ｃ型肝炎、ウエストナイルウイルス、およびサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）のうちの１
以上を含む。いくつかの実施形態では、少なくとも１つの配列特異的標識化のパターンは
、宿主配列から外来性因子核酸配列が区別されるように選択される。いくつかの実施形態
では、少なくとも１つの配列特異的標識化のパターンは、宿主核酸配列から外来性因子核
酸配列が区別されるような標識密度を有する。いくつかの実施形態では、配列特異的標識
化の少なくとも１つの参照パターンは、１００ｋｂ当たり約５～約２０標識の標識密度を
有するように選択される。いくつかの実施形態では、配列特異的標識化の少なくとも１つ
の参照パターンは、１００ｋｂ当たり約１０標識の標識密度を有するように選択される。
いくつかの実施形態では、ポリヌクレオチドは、存在可能性のある外来性因子核酸につい
て濃縮される。いくつかの実施形態では、濃縮は、サンプルから宿主ポリヌクレオチドを
実質的に除去することを含む。方法は、ポリヌクレオチド上の配列特異的標識のパターン
を参照宿主ゲノムのパターンとアラインする工程および参照宿主ゲノムと完全にアライン
される任意のポリヌクレオチドが１以上の外来性因子に特徴的なパターンを含まないこと
を決定する工程を更に含み得る。方法は、検出されたパターンの全てを、参照宿主ゲノム
と外来性因子核酸の配列特異的標識化の参照パターンとを含む複合参照のパターンとアラ
インする工程および外来性因子核酸の配列特異的標識化の参照パターンとアラインされる
任意のポリヌクレオチドが１以上の外来性因子に特徴的なパターンを含むことを決定する
工程を更に含み得る。方法は、検出されたパターンの全てを、参照宿主ゲノムと外来性因
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子核酸の配列特異的標識化の参照パターンとを含む複合参照のパターンとアラインする工
程および外来性因子核酸の配列特異的標識化の参照パターンとアラインされた任意のポリ
ヌクレオチドが１以上の外来性因子に特徴的なパターンを含むことを決定する工程を更に
含み得る。方法は、外来性因子核酸を含むポリヌクレオチドの割合を推定することを更に
含み得る。いくつかの実施形態では、サンプルは血液サンプルを含む。いくつかの実施形
態では、対象は哺乳動物を含む。いくつかの実施形態では、対象はヒトを含む。いくつか
の実施形態では、外来性因子核酸の配列特異的な標識化の少なくとも１つの参照パターン
は、ヒト免疫不全ウイルス１、ヒト免疫不全ウイルス２、ヒトＴリンパ球向性ウイルスＩ
、ヒトＴリンパ球向性ウイルスＩＩ、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、梅毒トレポネーマ（梅毒）、
ウエストナイルウイルス、トリパノソーマ・クルージ（シャーガス病）、サイトメガロウ
イルス（ＣＭＶ）、またはマラリアに特異的な、少なくとも１つのパターンを含む。いく
つかの実施形態では、方法は、生物学的サンプル由来のポリヌクレオチドの配列特異的標
識の配列パターンを分析することを含み生物学的サンプル由来のポリヌクレオチドの配列
特異的標識の配列パターンを少なくとも３つの異なる外来性因子についての核酸のインシ
リコ参照パターンのパターンとアラインすることを含む。いくつかの実施形態では、分析
は、生物学的サンプル由来のポリヌクレオチドの配列特異的標識の配列パターンを分析す
ることを含み生物学的サンプル由来のポリヌクレオチドの配列特異的標識の配列パターン
を少なくとも１０の異なる外来性因子についての核酸のインシリコ参照パターンのパター
ンとアラインすることを含む。いくつかの実施形態では、配列特異的標識化の少なくとも
１つの参照パターンは、参照配列上のインシリコパターンを含む。いくつかの実施形態で
は、ポリヌクレオチドは、一本鎖ＤＮＡ、一本鎖ＲＮＡ、二本鎖ＤＮＡ、および二本鎖Ｒ
ＮＡのうちの少なくとも１つを含む。いくつかの実施形態では、直線化は、少なくとも１
つのナノチャネル中で行われる。いくつかの実施形態では、標識化は、ニッキング酵素を
用いた標識化を含む。いくつかの実施形態では、標識化は、非切断標識を用いたタグ化を
含む。標識化が非切断標識を用いたタグ化を含むいくつかの実施形態では、非切断標識は
、トランスフェラーゼ、非切断制限酵素、ジンクフィンガータンパク質、抗体、転写因子
、ＤＮＡ結合タンパク質、ヘアピンポリアミド、三本鎖形成オリゴデオキシヌクレオチド
、ペプチド核酸の少なくとも１つによって適用される。いくつかの実施形態では、外来性
因子は病原性である。いくつかの実施形態では、外来性因子はウイルスを含む。いくつか
の実施形態では、外来性因子は細菌を含む。いくつかの実施形態では、外来性因子は寄生
虫を含む。いくつかの実施形態では、外来性因子は病原体を含む。いくつかの実施形態で
は、１以上の外来性因子の有無の検出は、疾患進行を決定するために生物学的サンプル由
来のポリヌクレオチドの標識密度を分析することを更に含む。いくつかの実施形態では、
生物学的サンプルは供与のためのものである。
【００１４】
　いくつかの態様では、対象中における外来性因子の有無を決定するためのキットが提供
される。キットは、宿主核酸配列から外来性因子核酸配列が区別されるような標識密度で
外来性因子の核酸を標識化するための試薬を含み得る。いくつかの実施形態では、キット
はインビトロでの検出のためのものである。いくつかの実施形態では、キットは、対象の
ゲノムの核酸配列から外来性因子核酸配列が区別されるような標識密度で複数の外来性因
子ゲノムを標識化するための標識化試薬を含む。いくつかの実施形態では、試薬は、１０
０ｋｂ当たり約１標識～１００ｋｂ当たり約５０標識の標識密度で１以上の外来性因子の
ゲノムを標識化する。いくつかの実施形態では、試薬は、１００ｋｂ当たり約５～約２０
標識の標識密度で１以上の外来性因子のゲノムを標識化する。いくつかの実施形態では、
キットは、ヒト免疫不全ウイルス１、ヒト免疫不全ウイルス２、ヒトＴリンパ球向性ウイ
ルスＩ、ヒトＴリンパ球向性ウイルスＩＩ、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、梅毒トレポネーマ（梅
毒）、ウエストナイルウイルス、トリパノソーマ・クルージ（シャーガス病）、サイトメ
ガロウイルス（ＣＭＶ）、およびマラリアのうちの１以上を含む１以上の外来性因子を含
む。いくつかの実施形態では、キットは、核酸を単離するための試薬を更に含む。いくつ
かの実施形態では、キットは、外来性因子核酸について対象由来のサンプルを濃縮するた
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めの試薬を更に含む。いくつかの実施形態では、キットは、流体チャネル、例えばナノチ
ャネル中で核酸を直線化するための試薬を更に含む。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１Ａ】いくつかの実施形態に係るポリヌクレオチドを標識化する方法を示す模式図で
ある。図１Ａは、いくつかの実施形態に係るフラップ生成を示している。
【図１Ｂ】図１Ｂは、いくつかの実施形態に係るフラップの標識化を示している。
【図２】いくつかの実施形態に係るポリヌクレオチドを標識化する方法を示す模式図であ
る。タグ化剤Ａ、Ｂ、またはＣが、組込みまたはハイブリダイゼーション中に、伸長した
ＤＮＡと結合し得る。特異的ＦＲＥＴシグナルにより共局在イベントを検出することがで
きる。
【図３】本明細書のいくつかの実施形態に係る、新規に（ｄｅ　ｎｏｖｏ）作成された、
ｈｇｌ９参照インシリコマップに重ねたヒトゲノムマップアセンブリを示す図である。白
色セクションは、セントロメアまたはテロメア近くの参照中のＮ塩基領域である。
【図４】本明細書のいくつかの実施形態に係る参照ゲノム配列３２と比較した、アセンブ
ルされたヒトゲノムマップ３０中の部位特異的標識のアラインされたパターンを示す模式
図である。強力な単一分子サポートを用いて、大きなタンデムリピート（反復の各ユニッ
ト３４は約８０ｋｂである）が５番染色体に同定された。
【図５】本明細書のいくつかの実施形態に係る、エプスタイン・バーウイルス配列の配列
特異的標識のアラインされたパターンおよび宿主ゲノムに挿入されたエプスタイン・バー
ウイルス配列に隣接する（ｆｌａｎｋｉｎｇ）宿主ゲノム配列の配列特異的標識を示す模
式図である。隣接配列を破線の四角中に示す。ウイルス配列の内部パターン変化を点線の
四角中に示す。
【図６Ａ】本明細書のいくつかの実施形態に係る宿主ゲノム中の新規な（ｄｅ　ｎｏｖｏ
）ウイルス構成要素の発見の模式図である。図６Ａに示されるように、宿主ゲノム中のレ
トロウイルスのサイン（ｓｉｇｎａｔｕｒｅ）が、部位特異的標識化により同定された。
レトロウイルスのサインを含む配列を互いにアラインし、インシリコによる決定でレトロ
ウイルスのサインに対する高度の類似性が示された。
【図６Ｂ】図６Ｂに示されるように、宿主ゲノム中のレトロウイルスコピー数が決定され
た。
【図７】本明細書のいくつかの実施形態に係る、第２のポリヌクレオチド中に組み込まれ
た第１のポリヌクレオチドを特性解析する方法を示すフローダイアグラムである。
【図８】本明細書のいくつかの実施形態に係る、宿主ゲノムに結合している少なくとも第
１のポリヌクレオチドを特性解析する方法を示すフローダイアグラムである。
【図９】本明細書のいくつかの実施形態に係る、１以上の外来性因子の有無について生物
学的サンプルをスクリーニングする方法を示すフローダイアグラムである。
【図１０】本明細書のいくつかの実施形態に係る、対象における１以上の外来性因子の有
無を決定する方法を示すフローダイアグラムである。
【図１１】図１４に示されているように、本明細書のいくつかの実施形態に係るインシリ
コ実験の結果から得られたサンプル中の外来性因子の量との関係における信頼値を示す図
である。
【図１２】本明細書のいくつかの実施形態に係る、生物学的サンプル中の外来性因子の有
無を分析するためのサンプル調製の例を示すフローダイアグラムである。
【図１３】本明細書のいくつかの実施形態に係る外来性因子ゲノムのインシリコ実験の結
果を示す表である（外来性因子ゲノムの特徴は図１４にも示されている）。ＦＰ＝偽陽性
、ＦＮ＝偽陰性、ＴＰ＝真陽性、ＴＮ＝真陰性
【図１４】本明細書のいくつかの実施形態に係る実験で使用された外来性因子ゲノムの表
である。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
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　宿主生物のゲノムを起源としなかったポリヌクレオチド配列が、種々の機構により宿主
生物のゲノムに結合し得る。本明細書に開示されているいくつかの実施形態では、少なく
とも部分的にゲノム外因子を含む宿主生物ゲノムのポリヌクレオチドの１以上の長い断片
が、特異的部位で標識されて直線化され得、部位特異的標識化のパターンが同定され得る
。そのようなゲノム外因子を含む宿主ポリヌクレオチド中の部位特異的標識化のパターン
が、レトロウイルス、病原性細菌、および病原性寄生虫の配列等の既知のゲノム外配列の
部位特異的標識化のパターンと比較され得る。宿主ポリヌクレオチド中のゲノム外配列に
特徴的なパターンは、宿主生物に結合したゲノム外因子の存在および宿主ゲノム中のどこ
にどのようにそれらが挿入されているかを示し得る。いくつかの実施形態では、宿主ゲノ
ムに結合したゲノム外配列は新規に（ｄｅ　ｎｏｖｏ）同定される。いくつかの実施形態
では、宿主ゲノム結合ゲノム外因子は宿主ゲノムに組み込まれている。宿主ゲノムに結合
したゲノム外配列に隣接する配列の部位特異的標識化により、これらの隣接配列上のパタ
ーンを作成することができる。宿主ゲノムに特徴的な隣接配列上のパターンの存在は、ゲ
ノム外配列が宿主ゲノムに組み込まれていることを示し得、更に、組込み部位の同定に用
いることができる。いくつかの実施形態では、ゲノム外因子は宿主ゲノムに組み込まれて
いないが、その代わり、宿主ゲノムから離れて、例えばオルガネラに埋め込まれてまたは
ミニ染色体、エピソーム、もしくはプラスミド中に存在する。宿主結合ゲノム外因子の末
端配列の部位特異的標識化により、宿主ゲノム中に存在しないが既知のゲノム外配列に特
徴的なパターンおよび／または宿主結合ゲノム外配列のコンセンサスもしくは「サイン」
パターンを生成する場合、宿主結合ゲノム外配列は宿主ゲノムから離れて存在すると決定
することができる。いくつかの実施形態では、その宿主生物ゲノムの量（ｑｕａｎｔｉｔ
ｙ　ｃｏｕｎｔ）を参照して、少なくとも１つのゲノム外配列因子の物理的数が定量的に
測定される。いくつかの実施形態では、そのようなゲノム外配列因子は、異常な宿主ゲノ
ム増殖の結果および指標として、宿主ゲノム自体に由来する。
【００１７】
　本明細書において、「外来性因子（ｆｏｒｅｉｇｎ　ｅｌｅｍｅｎｔ）」とは、宿主生
物のゲノムを起源としない、ゲノムを構成する因子または自己複製生物を指す。典型的な
外来性因子としては、限定されるものではないが、微生物、細菌、真菌、ウイルス、ウイ
ルス性因子、転位因子等が含まれる。外来性因子は、具体的な外来性因子に応じて、宿主
生物のゲノムに結合して見られてもよく、宿主ゲノムから遊離して存在してもよく、且つ
／または宿主ゲノムに組み込まれていてもよい。いくつかの実施形態では、外来性因子は
寄生虫のものである。いくつかの実施形態では、外来性因子は病原性である。いくつかの
実施形態では、外来性因子は宿主にとって良性または有益である。従来、サンプルからの
ウイルス、細菌、酵母、および／または寄生虫の核酸等の外来性因子核酸の検出は、ＰＣ
Ｒに基づく選別のための免疫学的試験および質量分析法に基づくペプチドフィンガープリ
ント法等の戦略に頼ってきた。しかし、ＰＣＲに基づく方法の落とし穴として、ＰＣＲが
阻害剤、汚染、および他の実験条件の影響を受け易いことが含まれ得る。これは、標的遺
伝子、プライマー、ＰＣＲ技術、およびサンプルの純度に大きく依存するＰＣＲアッセイ
の感度および特異性に考慮すべきことである。ＰＣＲ法は更に、時間がかかり、高価であ
り、標的に対する特異的プローブ設計およびＰＣＲ最適化技術が必要である。質量分析法
に基づくフィンガープリント法に関して、当業者には、典型的な質量分析法が、タンパク
質混合物の分析について精密度が高くないことが理解されよう。したがって、いくつかの
実施形態では、サンプルはタンパク質について精製される。
【００１８】
標識化および標識
　いくつかの実施形態では、ポリヌクレオチド、例えばＲＮＡまたはＤＮＡが、ポリヌク
レオチドの一本鎖にプローブをハイブリダイズさせることにより標識化される。プローブ
は、ＲＮＡまたはＤＮＡの鎖、またはその一部に相補的であり得る。いくつかの実施形態
では、プローブは特異的配列モチーフに相補的である。いくつかの実施形態では、複数の
特異的モチーフに相補的であるように、複数のプローブ、例えば少なくとも２、３、４、
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５、６、７、８、９、１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００
、２００、３００、４００、５００、６００、７００、８００、９００、１０００、５，
０００、または１０，０００（記載値の任意の２つの間の範囲を含む）のプローブが用意
される。いくつかの実施形態では、プローブはランダム配列を有する。いくつかの実施形
態では、複数のランダム配列を有するプローブが用意される。
【００１９】
　いくつかの実施形態では、第１のＤＮＡ鎖および第２のＤＮＡ鎖を含む二本鎖ＤＮＡを
処理して第１のＤＮＡ鎖のハイブリダイズしていない約１～約１０００塩基を含むフラッ
プおよび第２のＤＮＡ鎖上の対応する領域を生じさせ；第１のＤＮＡ鎖を第２のＤＮＡ鎖
の対応する領域に沿って伸長させ；ハイブリダイズしていないフラップの少なくとも一部
、伸長した第１のＤＮＡ鎖の一部を標識化することにより、二本鎖ＤＮＡが標識化される
。標識化は好ましくは、（ａ）ハイブリダイズしていないフラップの少なくとも一部に、
１以上のタグを含む少なくとも１つの相補的プローブを結合させること；（ｂ）第２のＤ
ＮＡ鎖の対応する領域に沿って伸長させる第１のＤＮＡ鎖の一部である置換塩基として、
１以上のタグを含むヌクレオチドを用いること；または（ａ）および（ｂ）の任意の組合
せによって達成することができる。このようにすることで、フラップ、ギャップを埋める
塩基、または両方が標識化され得る。
【００２０】
　いくつかの実施形態では、最初に二本鎖ＤＮＡの第１の鎖にニックを入れることにより
二本鎖ＤＮＡが標識化され得る。ニッキングはランダムまたは非特異的位置を含む１以上
の非特異的位置でなされ得るが、このニッキングは、好ましくは１以上の配列特異的位置
でなされ得る。ニッキングは、二本鎖ＤＮＡポリマーをニッキングエンドヌクレアーゼ、
またはニッカーゼに曝露することにより適切に達成され得る。ニッカーゼは好ましくは高
度に配列特異的であり、このことは、ニッカーゼが高度の特異性で特定の配列の塩基（モ
チーフ）に結合することを意味する。ニッカーゼは、例えばニュー・イングランド・バイ
オラボ社（ｗｗｗ．ｎｅｂ．ｃｏｍからアクセス可能）から入手可能である。典型的なニ
ッカーゼとしては、限定されるものではないが、Ｎｂ．ＢｂｖＣＩ；Ｎｂ．ＢｓｍＩ；Ｎ
ｂ．ＢｓｒＤＩ；Ｎｂ．ＢｔｓＩ；Ｎｔ．ＡｌｗＩ；Ｎｔ．ＢｂｖＣＩ；Ｎｔ．ＢｓｐＱ
Ｉ；Ｎｔ．ＢｓｔＮＢＩ；Ｎｔ．ＣｖｉＰＩＩ、およびこれらの組合せが含まれる。ニッ
キングは、ＤＮＡの鎖の破断または切断に影響を与える他の酵素によって達成されてもよ
い。そのような破断またはニックは、電磁放射（例えば、ＵＶ光）、１以上のフリーラジ
カル等への曝露によって達成されてもよい。ニックは、これらの技術の１以上の影響を受
け得る。いくつかの実施形態では、二本鎖ＤＮＡの第１の鎖（すなわち、ニックの入った
鎖）への置換塩基の取込みは、好ましくは、ＤＮＡをポリメラーゼ、１もしくは複数のヌ
クレオチド、リガーゼ、またはこれらの任意の組合せと接触させることを含む。いくつか
の実施形態では、ニックを入れたＤＮＡの標識化後の、リガーゼを用いた処理により、ｄ
ｓＤＮＡの完全性を回復することができ、得られる鎖の強度を有意に強化することができ
る。
【００２１】
　標識化は更に、メチルトランスフェラーゼ標識化を含み得る。例えば、Ｍ．Ｂｓｅｃｌ
（メチルトランスフェラーゼ）は、ヒトゲノム中に低頻度で存在し、微生物および他の下
等病原性真核生物中で許容可能な頻度で存在するので、有用であり得る。いくつかの実施
形態では、標識化のためのポリヌクレオチドは、一本鎖ＤＮＡ、一本鎖ＲＮＡ、二本鎖Ｄ
ＮＡ、または二本鎖ＲＮＡの少なくとも１つを含む。
【００２２】
　いくつかの実施形態では、最初に昇温または有機溶媒を用いた操作により特定のゲノム
領域の二本鎖間の水素結合を融解していわゆるＤループを開き、次いで、相対的に安定な
形態へと再びアニーリングする前に一本鎖領域への等しいまたはより高い親和性を有する
少なくとも１つの特異的プローブにハイブリダイズさせることにより、二本鎖ＤＮＡが標
識化され得る。このように、いくつかの実施形態では、いずれかの鎖にニックを入れるこ
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となく、本明細書に記載されているプローブによって二本鎖ＤＮＡを標識化することがで
きる。いくつかの実施形態では、一本鎖上で複数のＤループを開いてもよい。したがって
、複数のプローブが特定の二本鎖ＤＮＡにアニーリングし得る。
【００２３】
　本明細書のいくつかの実施形態では、各標識は、フルオロフォア、量子ドット、デンド
リマー、ナノワイヤー、ビーズ、ハプテン、ストレプトアビジン、アビジン、ニュートラ
アビジン、ビオチン、および反応性基からなる群から独立して選択される。本明細書のい
くつかの実施形態では、第１および第２の標識は、フルオロフォアまたは量子ドットから
なる群から独立して選択される。本明細書のいくつかの実施形態では、標識の少なくとも
１つは非光学的標識を含む。いくつかの実施形態では、２つ以上の標識が同じである。例
えば、第１のＤＮＡが標識化および特性解析され、第２のＤＮＡが標識化および特性解析
される場合、第１のＤＮＡおよび第２のＤＮＡは、同じ種類の標識、例えば同じフルオロ
フォア、同じ量子ドット、または同じ非光学的標識で標識化され得る。例えば、第１のＤ
ＮＡを第１のナノチャネル中で特性解析、第２のＤＮＡを第２のナノチャネル中で特性解
析することができるので、各ＤＮＡを同じ標識化部分で標識化したとしても、２つのＤＮ
Ａの標識化パターンを区別することができる。いくつかの実施形態では、例えば、単一Ｄ
ＮＡが２つ以上の異なるモチーフで標識化される場合、第１の標識および第２の標識は異
なる。
【００２４】
　いくつかの実施形態では、可逆的ターミネーター（ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ　ｔｅｒｍｉ
ｎａｔｏｒ）を含む標識化されたヌクレオチドを用いてニック標識化が行われる。単一の
可逆的ターミネーターを含む標識化されたヌクレオチドが、ニックに取り込まれ得、その
結果、各ニックに１を超えない標識が取り込まれる。例えば、ヌクレオチドをターミネー
ターに連結するリンカーが切断され得る。ターミネーターの破棄（ｒｅｖｅｒｓａｌ）後
、ニックが修復され得る。その後、ＤＮＡ上の第１の標識のパターンが検出されるように
標識が検出され得る。
【００２５】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載の少なくとも１つの標識は非光学的標識を含
む。種々の非光学的標識を本明細書に記載の実施形態と組み合わせて用いることができる
。いくつかの実施形態では、非光学的標識は電子標識（ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ　ｌａｂｅ
ｌ）を含む。典型的な電子標識としては、限定されるものではないが、強力な電荷を有す
る分子、例えば金属イオン、荷電アミノ酸側鎖、または他の陽イオンもしくは陰イオン等
のイオンが含まれる。電子標識は、例えば、標識が検出器の中に配置された時に伝導率（
または抵抗率）によって検出することができる。いくつかの実施形態では、ナノチャネル
が、チャネル中に配置された物質の伝導率または抵抗率を決定することにより電子標識の
有無を決定するように構成された電極を含む。いくつかの実施形態では、非光学的標識は
、金属、金属酸化物（例えば、金属酸化物）、または酸化ケイ素部分を含む。いくつかの
実施形態では、非光学的標識は、金属、金属酸化物、または他の酸化物を含む部分（例え
ばナノ粒子）を含む。特定の金属または酸化物部分の存在は、例えば核磁気共鳴によって
検出することができる。いくつかの実施形態では、標識は、特定の条件（例えば、ｐＨ変
化）で部分、例えばプロトンまたは陰イオンを放出するように構成され、放出される部分
の有無が検出される。
【００２６】
　可逆的ターミネーターを有するヌクレオチドは、第１のホスホジエステル結合を形成し
得るが、ターミネーターの破棄の前には、第２のホスホジエステル結合をすることはでき
ない（または、形成能が限定されている）。したがって、可逆的ターミネーターを有する
ヌクレオチドはポリヌクレオチド（例えば、ニック部位）に取り込まれ得るが、このヌク
レオチドは、ターミネーターが破棄されるまで下流のホスホジエステル結合を形成するこ
とができない。破棄は当業者に公知の技術を用いて行われ得る。例えば、ターミネーター
は、例えば電磁放射によって切断できる切断可能なリンカーを介してヌクレオチドに結合
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していよい。３’可逆的ターミネーターを含む標識化されたヌクレオチドを用いてニック
修復が行われた場合、単一の標識化されたヌクレオチドがニックに取り込まれ得るが、タ
ーミネーターは、更なる標識化されたヌクレオチドがニックに取り込まれるのを防ぐこと
ができる。したがって、ニック標識化は、ニック当たり１個の標識化ヌクレオチドに限定
することができる。ニック当たり１個の標識部分にニック標識化を限定することで、同じ
ニックに複数の標識が取り込まれることによる潜在的偏りを最小限に抑えることができる
。例えば、標識化がニック当たり１個の標識部分に限定されるようなアプローチを取る場
合、標識からの比較的強いシグナルに基づいて非常に密接する２個のニックを分離するこ
とができる（すなわち、単に同じニックに２個の標識が取り込まれた可能性を排除するこ
とができる）。例えば、ニック数の定量的推定が望まれる場合、ニック当たり１標識のア
プローチにより、標識シグナル強度とニック数との間の直接的相関が容易になり得る。可
逆的ターミネーターを含むヌクレオチド上の標識は、本明細書に記載されている通りであ
り得る。いくつかの実施形態では、可逆的ターミネーターを含むヌクレオチドは量子ドッ
トを含む。いくつかの実施形態では、可逆的ターミネーターを含むヌクレオチドはフルオ
ロフォアを含む。いくつかの実施形態では、可逆的ターミネーターを含むヌクレオチドは
非光学的標識を含む。
【００２７】
　本明細書に記載の方法において使用できる様々な種がタグとして機能し得る。タグとし
ては、例えばフルオロフォア、量子ドット、デンドリマー、ナノワイヤー、ビーズ、ペプ
チド、タンパク質、磁性ビーズ、または放射標識が含まれる。ポリヌクレオチドを切断し
ない方法でポリヌクレオチドを標識化するために、種々の他の物質を用いることができ、
そのような物質としては、メチルトランスフェラーゼと適用される標識化メチル基、非切
断制限酵素、ジンクフィンガータンパク質、抗体、転写因子、ＤＮＡ結合タンパク質、ヘ
アピンポリアミド、三本鎖形成オリゴデオキシヌクレオチド、ペプチド核酸等が含まれる
。方法は、２種以上の異なるタグの使用を含んでよく、したがって、単一分子が複数のタ
グを含んでもよい。
【００２８】
　プローブは、本明細書に記載されているように、タグを含む核酸（単一または複数）を
含み得る。いくつかの実施形態では、プローブは配列特異的である（例えば、ＡＧＧＣＴ
、または何らかの他の特定の塩基配列）。いくつかの実施形態では、プローブはランダム
に作製される。本明細書に記載されているように、プローブは、目的の配列にプローブを
結合させたい、あるいは、特定のＤＮＡポリマー上の目的の配列またはその他の領域の上
流または下流の配列にプローブを結合させたい（すなわち、目的の領域に隣接するまたは
これを挟むプローブ）というユーザーの望みに基づいて選択または構築することができる
。プローブはフラップと同じ長さであってよい（すなわち、最大約１０００塩基）。プロ
ーブは好ましくは、１～約５００塩基の長さ、約１～１００塩基、約３～５０塩基、また
は約５～約２０塩基の長さである。プローブの融解温度は６６～７５℃であり得る。プロ
ーブのアニーリング温度は融解温度より低くてよく、例えば融解温度より少なくとも約１
℃、例えば１℃、２℃、３℃、４℃、５℃、６℃、７℃、８℃、９℃、１０℃、１１℃、
１２℃、１３℃、１４℃、１５℃、１６℃、１７℃、１８℃、１９℃、または２０℃（記
載値の任意の２つの間の範囲を含む）低くてよい。
【００２９】
　いくつかの実施形態では、プローブは、有機フルオロフォア、量子ドット、デンドリマ
ー、ナノワイヤー、ビーズ、Ａｕビーズ、常磁性ビーズ、磁性ビーズ、放射標識、ポリス
チレンビーズ、ポリエチレンビーズ、ペプチド、タンパク質、ハプテン、抗体、抗原、ス
トレプトアビジン、アビジン、ニュートラアビジン、ビオチン、ヌクレオチド、オリゴヌ
クレオチド、例えば改変された制限酵素、メチルトランスフェラーゼ、ジンクフィンガー
結合タンパク質等の配列特異的結合因子、の１以上を含む。いくつかの実施形態では、プ
ローブはフルオロフォア－クエンチャー対を含む。プローブの形態の１つは、プローブの
第１の末端に結合したフルオロフォアおよびプローブの第２の末端に繋ぎ止められた適切
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なクエンチャーを含み得る。したがって、プローブがハイブリダイズしていない時、クエ
ンチャーはフルオフォアの蛍光発光を防ぎ得、プローブが標的配列にハイブリダイズして
いる時、プローブは直線化されるので、クエンチャーがフルオロフォアから遠ざかり、適
切な波長の電磁放射によって励起された時にフルオロフォアが蛍光発光することができる
。いくつかの実施形態では、第１のプローブが、ＦＲＥＴ対である第１のフルオロフォア
を含み、第２のプローブが、ＦＲＥＴ対である第２のフルオロフォアを含む。したがって
、第１のプローブおよび第２のプローブの単一フラップへのまたは互いにＦＲＥＴ半径内
にある１対のフラップへのハイブリダイゼーションにより、ＦＲＥＴによるエネルギー移
動が可能になり得る。いくつかの実施形態では、第１のプローブが、ＦＲＥＴ対である第
１のフルオロフォアを含み、対応するギャップを埋めるために取り込まれるヌクレオチド
上のタグが、ＦＲＥＴ対である第２のフルオロフォアを含み得る。したがって、第１のプ
ローブのフラップへのハイブリダイゼーションおよび対応するギャップ中に取り込まれる
タグ化ヌクレオチドにより、ＦＲＥＴによるエネルギー移動が可能になり得る。図２を参
照すると、タグ化薬剤ＡまたはＢが、取込みまたはハイブリダイゼーション中に、伸長し
た「フラップ」ＤＮＡと結合し得る。タグ化薬剤Ｃが、伸長しているＤＮＡ鎖と結合し得
る。こうして、特異的ＦＲＥＴシグナルにより共局在イベントを検出することができる。
【００３０】
　典型的な標識化方法の模式図を図１Ａおよび１Ｂに示す。図１Ａに、フラップの作成お
よび生じたギャップの埋め戻し（ｂａｃｋ－ｆｉｌｌｉｎｇ）が示されている。いくつか
の実施形態では、ギャップは、放射標識されたヌクレオチド、いわゆる「ホット」または
標識塩基で埋め戻され、フラップは、フラップの少なくとも一部に相補的な１以上のプロ
ーブと接触させることができる。配列特異的なニッキングエンドヌクレアーゼ、またはニ
ッカーゼは、二本鎖ＤＮＡ上に一本鎖切断ギャップを形成し、ポリメラーゼがニック形成
部位に結合し、置換された鎖またはいわゆる「剥がれたフラップ（ｐｅｅｌｅｄ　ｆｌａ
ｐ）」を同時に作りながら、鎖の伸長を開始する。その後、剥がれたフラップは、標識プ
ローブとの特異的ハイブリダイゼーションをシークエンシングして検出可能且つ同定可能
なシグナルを生成するために利用可能な領域（すなわち、核酸ポリマーの第２のＤＮＡ鎖
上のハイブリダイズしていない対応する領域）を作る。
【００３１】
　図１Ｂは、ナノチャネル内で直線状にほどかれている標識化された大きなゲノムＤＮＡ
を示している。図の下に示されているように、蛍光標識化されたフラップにより、ユーザ
ーは、より大きな巨大分子中でのプローブの位置を可視化することができる。図示されて
いるように、ニック標識化された巨大分子はナノチャネル内で直線化され得る。タグから
シグナルまでの空間的距離は一定であり、その後定量化され、これが、解析中の領域に関
する特異的ゲノム配列情報を反映したユニークな「バーコード化」サインパターンを提供
する。ラムダｄｓＤＮＡ（全長４８．５ｋｂｐ）上の複数のニッキング部位が、特異的酵
素により作成される例として示されており、酵素にはＮｂ．ＢｂｖＣＩ；Ｎｂ．Ｂｓｍｌ
；Ｎｂ．ＢｓｒＤｌ；Ｎｂ．ＢｔｓＩ；Ｎｔ．ＡｌｗＩ；Ｎｔ．ＢｂｖＣＩ；Ｎｔ．Ｂｓ
ｐＱＩ；Ｎｔ．ＢｓｔＮＢＩ；Ｎｔ．ＣｖｉＰＩＩ、および上記の任意の組合せ消化が含
まれ得るが、これに限定されない。予想されるニッカーゼにより形成される位置にハイブ
リダイズした蛍光標識されたオリゴヌクレオチドプローブを示すために、直線化した単一
ラムダＤＮＡ画像を含める。長いバイオポリマーに沿ったこのような記録された実際のバ
ーコードは本明細書の別の場所で、観察されたバーコードとして記載されている。いくつ
かの実施形態では、標識化されたフラップ、標識化されたギャップ、または両方を有する
巨大分子を直線化することにより、ユーザーは、標識の互いに対する相対的位置を決定す
ることができる。分析中のゲノム配列に沿ったバーコードサインパターンを示す図４、５
、および６を参照する。
【００３２】
　いくつかの実施形態では、脆弱（ｆｒａｇｉｌｅ）な部位に基づく断片化を軽減する方
法が提供される。いくつかの実施形態では、標識の取込み率を制限するため、低減された
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駆動条件（ｄｒｉｖｉｎｇ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ）が用いられ、したがって、脆弱部位で
の断片化を最小限に抑える。いくつかの実施形態では、低減された駆動条件は、ＤＮＡ伸
長に付随する剪断応力を最小限に抑えることができる。いくつかの実施形態では、駆動は
、ｄＮＴＰの濃度の低減、反応温度の低下、補因子濃度の低下、バッファーおよび塩濃度
の調整、またはその組合せにより低減される。高濃度のｄＴＮＰでポリメラーゼエキソヌ
クレアーゼ活性を刺激した後、少なくとも１つのヌクレオチドを制限または省略すること
で伸長を制限することにより、修復レベルで駆動を低減することもできる（「チョークド
修復（ｃｈｏｋｅｄ　ｒｅｐａｉｒ）」と呼ばれることもある）。いくつかの実施形態で
は、単一種のｄＮＴＰ（例えば、ｄＡＴＰ）がニック部位で取り込まれ、伸長なしにフラ
ップヌクレアーゼによりフラップが除去され、ライゲーションが行われる。
【００３３】
　いくつかの実施形態では、好熱性ポリメラーゼの最適以下の温度を用いて、駆動条件を
低減する。いくつかの実施形態では、反応温度は、約３５～約７５℃、例えば３５℃、３
６℃、３７℃、３８℃、３９℃、４０℃、４１℃、４２℃、４３℃、４４℃、４５℃、４
６℃、４７℃、４８℃、４９℃、５０℃、５１℃、５２℃、５３℃、５４℃、５５℃、５
６℃、５７℃、５８℃、５９℃、６０℃、６１℃、６２℃、６３℃、６４℃、６５℃、６
６℃、６７℃、６８℃、６９℃、７０℃、７１℃、７２℃、７３℃、７４℃、または７５
℃である。いくつかの実施形態では、温度は約５０～約５５℃、約５５～約６０℃、約６
０～約６５℃、または約５０～約６５℃である。
【００３４】
　いくつかの実施形態では、本明細書で使用されるポリメラーゼは耐熱性である。いくつ
かの実施形態では、ポリメラーゼは中温性である。いくつかの実施形態では、ポリメラー
ゼは校正能を有さない。いくつかの実施形態では、ポリメラーゼは鎖置換能を有する。い
くつかの実施形態では、ポリメラーゼは５’－３’エキソヌクレアーゼ活性を有する。い
くつかの実施形態では、ポリメラーゼは校正能を有さないが、鎖置換能および５’－３’
エキソヌクレアーゼ活性を有する。
【００３５】
　いくつかの実施形態では、同じ配列モチーフを標的とするが、逆鎖にニックを入れるニ
ッカーゼを用いて特異的ＤＮＡ鎖を標的化して、脆弱な部位の形成を最小限に抑える。い
くつかの実施形態では、ニッカーゼは、二本鎖ＤＮＡの一本鎖にのみ結合するように修飾
されている。いくつかの実施形態では、ニッカーゼは、第１のＤＮＡ分子由来の一本鎖お
よび第２のＤＮＡ分子由来の一本鎖を標的とするために用いられる。これらの実施形態の
いくつかでは、第１のＤＮＡ由来の一本鎖が第１のニッカーゼにより標的化され、第２の
ＤＮＡ分子由来の相補鎖が、第１のニッカーゼと同じ配列モチーフを認識する第２のニッ
カーゼにより標的化される。いくつかの実施形態では、伸長の方向は鎖の一方について逆
転される。例えば、いくつかの実施形態では、ニッキング部位からの伸長は第１のＤＮＡ
分子で１つの方向に起こり、第２のＤＮＡ分子では反対方向に起こる。いくつかの実施形
態では、ニッキング部位からの伸長は、ＤＮＡ分子の上の鎖（ｔｏｐ　ｓｔｒａｎｄ）で
１つの方向に起こり、同じＤＮＡ分子の下の鎖（ｂｏｔｔｏｍ　ｓｔｒａｎｄ）では反対
方向に起こる。
【００３６】
　いくつかの実施形態では、目的のポリヌクレオチド中において第２のモチーフが調査さ
れる。いくつかの実施形態では、第２のモチーフは、非切断制限酵素、ジンクフィンガー
タンパク質、抗体、転写因子、転写活性化因子様ドメイン、ＤＮＡ結合タンパク質、ポリ
アミド、三重らせん形成オリゴヌクレオチド、およびペプチド核酸から選択される結合実
体の少なくとも１つの結合部位を含む。いくつかの実施形態では、第２の標識を含む結合
実体を用いて第２のモチーフのマーキングまたはタグ化がなされる。いくつかの実施形態
では、マーキングは、ＤＮＡを切断しないまたはＤＮＡにニックを入れない標識を用いて
行われる。いくつかの実施形態では、タグ化は、ＤＮＡを切断しないまたはＤＮＡにニッ
クを入れない標識を用いて行われる。
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【００３７】
　いくつかの実施形態では、第１のポリヌクレオチドが第１の標識で標識化され、第２の
ポリヌクレオチドが第２の標識で標識化される。いくつかの実施形態では、第１および第
２の標識は同じである。いくつかの実施形態では、第１および第２の標識は異なる。いく
つかの実施形態では、第３のポリヌクレオチドが第３の標識で標識化される。第３の標識
は、第１および第２の標識のいずれかまたは両方と同じであってもよく、異なってもよい
。
【００３８】
ポリヌクレオチドの直線化
　いくつかの実施形態では、ポリヌクレオチドは直線化される。ポリヌクレオチドを直線
化する手段は、液体流の剪断力、キャピラリーフロー、対流、電場、誘電場、熱勾配、磁
場、その組合せ（例えば、物理的閉じ込めおよび電場の使用）の使用、または当業者に公
知の任意の他の方法を含み得る。いくつかの実施形態では、本明細書に記載のチャネルの
断面寸法はマイクロメートルの範囲である。いくつかの実施形態では、チャネルの断面寸
法はナノメートルの範囲である。ナノチャネルおよびナノチャネルの使用を組み込んだ方
法の例が、その全体を参照により援用する米国特許出願公開第２０１１／０１７１６３４
号および同第２０１２／０２３７９３６号に記載されている。
【００３９】
　いくつかの実施形態では、ナノチャネルは、断面直径が約１～約５００ナノメートルで
ある少なくとも１個のチャネルを含む基質を含む。チャネルの断面直径は、好ましくは、
約１０～約２００ｎｍ、約２０～約１００ｎｍ、または約５０ｎｍである。特定のチャネ
ルの幅および深さは同じでなくてよいが、チャネルの深さはその幅と同じ範囲であり得る
。チャネルは、１０ｎｍからセンチメートルまでの事実上任意の長さのものであり得る。
所与の応用に最適な長さは当業者には明らかであると考えられるが、そのようなチャネル
の長さは好ましくはミリメートルの範囲である。
【００４０】
　いくつかの実施形態では、ナノチャネルは固定化領域（ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ
　ｒｅｇｉｏｎ）を含む。固定化領域は巨大分子を固定化することができる。いくつかの
実施形態では、基質は固定化領域を含む。いくつかの実施形態では、固定化領域は、例え
ば磁場により、少なくとも１個のポリヌクレオチドと可逆的に結合するように構成されて
いる。いくつかの実施形態では、固定化領域は、固定化領域中に少なくとも１個のポリヌ
クレオチドが不可逆的に固定化されるように構成されている。如何なる特定の理論にも限
定されないが、ポリヌクレオチドが移動性を維持しながら「直線状固定化（ｌｉｎｅａｒ
　ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｉｎｇ）」されるように、ナノチャネル中でポリヌクレオチドにつ
いてエントロピー平衡が維持され得る。したがって、いくつかの実施形態では、ナノチャ
ネルは、ナノチャネル中でポリヌクレオチドの移動性を維持しながら少なくとも１個のポ
リヌクレオチドが「直線状固定化」されるように構成されている。いくつかの実施形態で
は、ナノチャネルは固定化領域を含まない。いくつかの実施形態では、ナノチャネルは固
定化領域を含まず、少なくとも１個のポリヌクレオチドが「直線状固定化」されるように
構成されている。いくつかの実施形態では、ポリヌクレオチドは１以上の修飾を含み、こ
れは固定化を容易化でき、フラップ、ビーズ、誘電修飾、磁性粒子等を含み得る。システ
ムおよび巨大分子修飾は、互いに対するそれらの親和性と協調しておよびそれに基づいて
選択され得る。典型的な固定化領域としては、磁気領域、化学的活性領域、狭窄部（ｃｏ
ｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ）等が含まれる。
【００４１】
　本明細書に記載のポリヌクレオチドは、任意の長さ、例えば少なくとも約０．１Ｋｂ、
例えば０．１Ｋｂ、０．２Ｋｂ、０．３Ｋｂ、０．４Ｋｂ、０．５Ｋｂ、０．６Ｋｂ、０
．７Ｋｂ、０．８Ｋｂ、０．９Ｋｂ、１Ｋｂ、２Ｋｂ、３Ｋｂ、４Ｋｂ、５Ｋｂ、６Ｋｂ
、７Ｋｂ、８Ｋｂ、９Ｋｂ、１０Ｋｂ、２０Ｋｂ、３０Ｋｂ、４０Ｋｂ、５０Ｋｂ、６０
Ｋｂ、７０Ｋｂ、８０Ｋｂ、９０ｋｂ、１００Ｋｂ、２００Ｋｂ、３００Ｋｂ、４００Ｋ
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ｂ、５００Ｋｂ、６００Ｋｂ、７００Ｋｂ、８００Ｋｂ、９００Ｋｂ、または１０００Ｋ
ｂ（列挙されている値の任意の２つの間の範囲を含む）のものであり得る。いくつかの実
施形態では、本明細書に記載のポリヌクレオチドの長さは約０．１Ｋｂ～１０００Ｋｂ、
０．１Ｋｂ～１００Ｋｂ、０．１Ｋｂ～１０Ｋｂ；０．５Ｋｂ～１０００Ｋｂ、０．５Ｋ
ｂ～１００Ｋｂ、０．５Ｋｂ～１０Ｋｂ、１Ｋｂ～１０００Ｋｂ、１Ｋｂ～１００Ｋｂ、
１Ｋｂ～１０Ｋｂ、１０Ｋｂ～１０００Ｋｂ、または１０Ｋｂ～１００Ｋｂである。いく
つかの実施形態では、本明細書に記載のポリヌクレオチドの長さは約３．３Ｋｂ～１７０
Ｋｂである。
【００４２】
マップ
　いくつかの実施形態では、高分解能の物理地図を構築する。物理地図は、特性解析され
ているポリヌクレオチド上の標識の位置および標識間の距離（相対または絶対）を含み得
る。物理地図は、ＳＮａＰｓｈｏｔフィンガープリント法等の別の方法を用いて作成され
る物理地図の検証または補正に用いることができる。いくつかの実施形態では、物理地図
は、アセンブルされた領域を検証するためおよび配列スキャッフォルド中の誤りを補正す
るために用いられる。いくつかの実施形態では、物理地図は、配列スキャッフォルドを固
定することにより領域の新規な配列アセンブリを容易化するために用いられる。いくつか
の実施形態では、物理地図は、非常に正確で完全な配列アセンブリを生成するために用い
られる。いくつかの実施形態では、物理地図は、異なる個体、個体の異なる部分、または
薬物処置等の介在プロセスもしくは生物の異なる時間もしくは段階に由来する配列構造多
型を明らかにするために複数のゲノムを比較するために用いられる。いくつかの実施形態
では、物理地図は、生物学的サンプル中の外来性因子の有無を検出するために用いられる
。いくつかの実施形態では、物理地図は、第２のポリヌクレオチド中への第１のポリヌク
レオチドの組込みを同定するために用いられる。いくつかの実施形態では、物理地図は、
宿主ポリヌクレオチド中へのウイルスポリヌクレオチドの組込みまたは存在を同定するた
めに用いられる。いくつかの実施形態では、物理地図は、生物学的サンプル中の外来性因
子の有無を検出するために用いられる。いくつかの実施形態では、物理地図は、生物学的
サンプル中の細菌の存在を検出するために用いられる。いくつかの実施形態では、物理地
図は、生物学的サンプル中のウイルスの有無を検出するために用いられる。いくつかの実
施形態では、物理地図は、生物学的サンプル中の寄生虫の有無を検出するために用いられ
る。いくつかの実施形態では、物理地図は、対象中の外来性因子の有無をインビトロで検
出するために用いられる。いくつかの実施形態では、物理地図は、対象中の細菌の存在を
インビトロで検出するために用いられる。いくつかの実施形態では、物理地図は、対象中
のウイルスの有無をインビトロで検出するために用いられる。いくつかの実施形態では、
物理地図は、対象中の寄生虫の有無をインビトロで検出するために用いられる。
【００４３】
　いくつかの実施形態では、宿主ゲノム中に存在しないポリヌクレオチド配列の同定に参
照マップが用いられる。いくつかの実施形態では、本明細書に記載されているように少な
くとも１つの参照ポリヌクレオチド（例えば、健康な生物もしくは細胞、非処置の生物も
しくは生物、またはアウトグループに由来するゲノム配列等の対照ゲノム配列）の少なく
とも１つのモチーフを標識化し、ポリヌクレオチド上の標識化された部位を同定すること
により参照マップが用意される。したがって、いくつかの実施形態では、参照マップは、
標識化された分子または分子のコレクションとして用意される。いくつかの実施形態では
、参照マップは、電子的または光学的に保存される参照マップ、例えば画像および／また
はデータセットとして用意される。いくつかの実施形態では、特性解析されるポリヌクレ
オチドの標識化に使用される１以上のモチーフを参照配列上で同定することによりインシ
リコで参照マップが用意される。したがって、参照配列上で生成される標識化パターンは
、特性解析されるポリヌクレオチドのプロセスと合致するプロセスにより参照配列が標識
化された場合、予測することができる。いくつかの実施形態では、参照マップのコレクシ
ョン、例えば、種間または水平遺伝子伝播に結びつけられるウイルス、細菌、および／ま
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たは真菌等の既知の外来性因子の参照マップのコレクションが用意される。いくつかの実
施形態では、検出対象である外来性因子の参照ゲノムは、利用可能なシークエンシングさ
れた外来性因子ゲノムから得られ、例えばサンガーセンター（Ｓａｎｇｅｒ　Ｉｎｓｔｉ
ｔｕｔｅ）の原性生物ゲノムデータベース、全米バイオテクノロジー情報センターのゲノ
ムデータベース、ＴｒｉＴｒｙｐｄＤＢデータベース、またはデータベースの組合せから
得られる。１以上の参照ゲノムが得られれば、標識化部位、例えばニッキング部位、メチ
ルトランスフェラーゼ標的モチーフ、またはプローブアニーリング部位を当業者に公知の
プログラムを使って予測することができる。標識化部位は、ゲノムマッピングのためにＤ
ＮＡの標識化に現在使用されている全ての酵素について、関連する外来性因子ゲノム内で
予測することができ、宿主物質をフィルタリングアウトできる標識化酵素および／または
プローブ配列が存在するかどうかを決定することができる。好ましくは、標識化酵素また
はプローブの候補は、宿主ゲノムでの標識密度が低く、一方、外来性因子ゲノム内で１０
０ｋｂｐ当たり約２～約５０標識、例えば、外来性因子ゲノム内で１００ｋｂｐ当たり約
５～約２０標識、１００ｋｂｐ当たり約５～約１０標識、１００ｋｂｐ当たり約１０～約
２０標識の標識密度である。いくつかの実施形態では、酵素またはプローブは、外来性因
子ゲノム内で１００ｋｂｐ当たり約１０標識の標識密度である。いくつかの実施形態では
、標識密度は、外来性因子ゲノム内で１００ｋｂ当たり約５、６、７、８、９、１０、１
１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、または２０標識である。そのよ
うな酵素および／またはプローブは、ヒトと外来性因子物質を区別しないものより好まし
い。各標識化酵素および／またはプローブについて、１個の外来性因子ゲノムからなる以
上の外来性因子ゲノム由来のコンティグのセットからなる参照マップが作成され得る。い
くつかの実施形態では、参照マップは、細菌の外来性因子に特異的なパターンを含む、外
来性因子核酸の配列特異的標識化パターンである。いくつかの実施形態では、参照マップ
は、真菌外来性因子に特異的なパターンを含む、外来性因子核酸の配列特異的標識化のパ
ターンである。いくつかの実施形態では、参照マップは、ウイルスに特異的なパターンを
含む、外来性因子核酸の配列特異的標識化のパターンである。いくつかの実施形態では、
参照マップは、寄生虫の外来性因子に特異的なパターンを含む、外来性因子核酸の配列特
異的標識化パターンである。いくつかの実施形態では、参照マップは、ヒト免疫不全ウイ
ルスＩに特異的なパターンを含む、外来性因子核酸の配列特異的標識化パターンである。
いくつかの実施形態では、参照マップは、ヒト免疫不全ウイルスＩＩに特異的なパターン
を含む、外来性因子核酸の配列特異的標識化パターンである。いくつかの実施形態では、
参照マップは、ヒトＴリンパ球向性ウイルスＩＩに特異的なパターンを含む、外来性因子
核酸の配列特異的標識化パターンである。いくつかの実施形態では、参照マップは、Ｂ型
肝炎に特異的なパターンを含む、外来性因子核酸の配列特異的標識化パターンである。い
くつかの実施形態では、参照マップは、Ｃ型肝炎に特異的なパターンを含む、外来性因子
核酸の配列特異的標識化パターンである。いくつかの実施形態では、参照マップは、梅毒
トレポネーマに特異的なパターンを含む、外来性因子核酸の配列特異的標識化パターンで
ある。いくつかの実施形態では、参照マップは、ウエストナイルウイルスに特異的なパタ
ーンを含む、外来性因子核酸の配列特異的標識化パターンである。いくつかの実施形態で
は、参照マップは、トリパノソーマ・クルージに特異的なパターンを含む、外来性因子核
酸の配列特異的標識化パターンである。いくつかの実施形態では、参照マップは、サイト
メガロウイルスに特異的なパターンを含む、外来性因子核酸の配列特異的標識化パターン
である。いくつかの実施形態では、参照マップは、マラリアに特異的なパターンを含む、
外来性因子核酸の配列特異的標識化パターンである。
【００４４】
　本明細書に記載のいくつかの実施形態に従って対象中の外来性因子の有無を決定するた
めの基本的配列アラインメントにおいて参照マップを用いることができる。いくつかの実
施形態では、宿主のマップとアラインされないポリヌクレオチド標識化パターンの存在の
検出が、対象中における外来性因子の存在の決定に用いられる。標識化されたサンプルポ
リヌクレオチドまたはポリヌクレオチドのコレクションに由来する標識化パターンが宿主
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参照マップの如何なる標識化パターンともアラインされないアラインメントが行われるこ
ともあり、これは、第２の標識化されたポリヌクレオチドまたはポリヌクレオチドのコレ
クションが宿主ゲノムのマーカーを有さないことを示している。あるいは、またはこれに
加えて、いくつかの実施形態では、サンプルポリヌクレオチドまたはポリヌクレオチドの
コレクションの標識化パターンを外来性因子マップのものとアラインすることにより外来
性因子の存在を決定することができ、外来性因子のポリヌクレオチドマップのマッチは、
外来性因子の存在を示し得る。アラインメントは、当業者に周知のアラインメントプログ
ラムによって行うことができ、例えば、ＤＩＡＬＩＧＮ、ＤＩＡＬＩＧＮ－ＴＸ、Ｋａｌ
ｉｇｎ、Ｋａｌｉｇｎ－ＳＢＣ、ＭＡＦＦＴ－ＣＢＲＣ、ＭＡＦＦＴ－ＥＢＩ、ＭａｘＡ
ｌｉｇｎ、Ｍｕｌｔｉａｌｉｎ、ＭＵＳＣＬＥ、ＫＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＴ、ＢＷＡ、ＢＷ
Ａ－ＳＷ、ＢＷＡ－ＭＥＭ、ＢＦＡＳＴ、Ｂｏｗｔｉｅ２、Ｎｏｖｏａｌｉｇｎ、ＧＳＮ
ＡＰ、ＳＨＲｉＭＰ２、ＣＬＵＳＴＡＬＷ、ＣＬＵＳＴＡＬＷ－２、ＣＬＵＳＴＡＬＷ－
ＰＢＩＬ、ＲｅｆＡｌｉｇｎｅｒ、およびＳＴＡＲが含まれ得る。いくつかの実施形態で
は、外来性因子の有無について生物学的サンプルをスクリーニングするために参照マップ
のコレクションが用意される。いくつかの実施形態では、病原体はウイルスである。いく
つかの実施形態では、外来性因子は細菌である。いくつかの実施形態では、外来性因子は
真菌である。いくつかの実施形態では、外来性因子は寄生虫である。いくつかの実施形態
では、外来性因子は病原性である。いくつかの実施形態では、外来性因子はプラスモディ
ウムの種である。いくつかの実施形態では、参照マップは、ヒト免疫不全ウイルスＩの１
以上の病原性核酸の配列特異的標識化パターンである。いくつかの実施形態では、参照マ
ップは、ヒト免疫不全ウイルス２の外来性因子核酸の配列特異的標識化パターンである。
いくつかの実施形態では、参照マップは、ヒトＴリンパ球向性ウイルスＩの外来性因子核
酸の配列特異的標識化パターンである。いくつかの実施形態では、参照マップは、ヒトＴ
リンパ球向性ウイルスＩＩの外来性因子核酸の配列特異的標識化パターンである。いくつ
かの実施形態では、参照マップは、Ｂ型肝炎の外来性因子核酸の配列特異的標識化パター
ンである。いくつかの実施形態では、参照マップは、Ｃ型肝炎の外来性因子核酸の配列特
異的標識化パターンである。いくつかの実施形態では、参照マップは、梅毒トレポネーマ
（梅毒）の外来性因子核酸の配列特異的標識化パターンである。いくつかの実施形態では
、参照マップはウエストナイルウイルスの外来性因子核酸の配列特異的標識化パターンで
ある。いくつかの実施形態では、参照マップは、トリパノソーマ・クルージ（シャーガス
病）の外来性因子核酸の配列特異的標識化パターンである。いくつかの実施形態では、参
照マップは、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）の外来性因子核酸の配列特異的標識化パタ
ーンである。いくつかの実施形態では、参照マップは、プラスモディウム（マラリア）の
外来性因子核酸の配列特異的標識化パターンである。いくつかの実施形態では、外来性因
子は、ヒト免疫不全ウイルス１、ヒト免疫不全ウイルス２、ヒトＴリンパ球向性ウイルス
Ｉ、ヒトＴリンパ球向性ウイルスＩＩ、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、梅毒トレポネーマ（梅毒）
、ウエストナイルウイルス、トリパノソーマ・クルージ（シャーガス病）、サイトメガロ
ウイルス（ＣＭＶ）、またはプラスモディウム（マラリア）、または上記の任意の組合せ
から選択される。
【００４５】
　いくつかの実施形態では、（例えば、メチルトランスフェラーゼ等の複数の異なる標識
化酵素を用いることにより）複数の異なるモチーフが標識化される。いくつかの実施形態
では、複数の標識化酵素（例えば、ニッカーゼ）によってニックを入れられた分子が、参
照マップを用いてアセンブルされる。いくつかの実施形態では、２以上の標識化工程を用
いて情報密度が最大化される。いくつかの実施形態では、２以上の標識化工程に供される
１以上の分子が、参照マップを用いてアセンブルされる。
【００４６】
　いくつかの実施形態では、ポリヌクレオチドはＤＮＡを含む。いくつかの実施形態では
、ポリヌクレオチドはＲＮＡを含む。いくつかの実施形態では、ポリヌクレオチドは二本
鎖である。いくつかの実施形態では、ポリヌクレオチドは一本鎖である。いくつかの実施
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形態では、ポリヌクレオチドはＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッドを含む。
【００４７】
　ポリヌクレオチドは、高度に純粋な調製物、クルード、またはセミクルード材料であり
得る。ポリヌクレオチドは他のポリヌクレオチドから単離され得る。ポリヌクレオチドは
、任意の生物学的ソースに由来してよく、合成であってもよい。いくつかの実施形態では
、ポリヌクレオチドは生物学的サンプルから単離される。いくつかの実施形態では、単離
されたポリヌクレオチドは、非宿主ポリヌクレオチド、例えば外来性因子ポリヌクレオチ
ドについて濃縮される。いくつかの実施形態では、濃縮は、生物学的サンプル由来の宿主
ポリヌクレオチドを除去し、一方、少なくとも宿主に結合している外来性因子ポリヌクレ
オチドおよび／または宿主から遊離した外来性因子ポリヌクレオチドは保持することを含
む。いくつかの実施形態では、宿主核酸が、外来性因子ポリヌクレオチドを濃縮するため
に、外来性因子核酸を更に含むまたは含み得るサンプルから抽出される。いくつかの実施
形態では、外来性因子核酸が、外来性因子ポリヌクレオチドを濃縮するために、宿主核酸
を更に含むまたは含み得るサンプルから抽出される。いくつかの実施形態では、宿主核酸
が分解、切断、または中和され、一方、外来性因子ポリヌクレオチドは選択的に、分解、
切断、または中和されない。いくつかの実施形態（例えば、外来性因子がＲＮＡゲノムを
含み、宿主がＤＮＡゲノムを含む場合）では、宿主核酸に特異的なエキソヌクレアーゼが
宿主核酸を分解する。いくつかの実施形態では、宿主ゲノムのモチーフまたはエピジェネ
ティックな特徴に特異的なエキソヌクレアーゼが宿主核酸を分解する。
【００４８】
　本明細書において、「ポリメラーゼ」という用語は、３’ヒドロキシル末端から鋳型依
存的に天然または修飾ヌクレオチドを取り込むことができる天然のまたは改変された任意
の酵素を指す。
【００４９】
　本明細書において、「ニッキングエンドヌクレアーゼ」という用語は、規定の配列で単
一ＤＮＡ鎖上のホスホジエステル結合を破壊して３’－ヒドロキシルを残すことができる
天然のまたは改変された任意の酵素を指す。ニッキングエンドヌクレアーゼは、１つのＤ
ＮＡ鎖についての切断活性が消失するように制限酵素を修飾することにより改変すること
ができ、あるいは、ＤＮＡ結合ドメイン、例えばジンクフィンガーおよび転写活性化因子
様エフェクター由来のＤＮＡ認識ドメインにニッキングサブユニットを融合させることに
より生成することができる。
【００５０】
ゲノム外因子の同定および特性解析
　いくつかの実施形態は、ゲノム外因子を同定および特性解析する方法を含む。本明細書
において「ゲノム外因子（ｅｘｔｒａｇｅｎｏｍｉｃ　ｅｌｅｍｅｎｔ）」とは、宿主ゲ
ノム以外のソースに由来するポリヌクレオチド配列を指す。典型的なゲノム外因子として
は、宿主ゲノム中へのウイルス性挿入物、水平または種間遺伝子伝播により宿主ゲノムに
挿入された他の生物のゲノム物質、オルガネラ、ミニ染色体、プラスミド等のゲノム物質
が含まれる。いくつかの実施形態では、ゲノム外因子は、外来性因子のゲノム物質を含む
。いくつかの実施形態では、ゲノム外因子は、外来性因子の完全ゲノムを含む。いくつか
の実施形態では、ゲノム外因子は、外来性因子のゲノムの一部を含む。
【００５１】
　いくつかの実施形態では、方法は、既知のゲノム外因子を同定する工程を含む。方法は
、宿主生物由来の少なくとも１つのポリヌクレオチドを部位特異的に標識化する工程を含
み得る。方法は、１以上のポリヌクレオチドを直線化する工程を含み得る。方法は、ポリ
ヌクレオチド上または複数のポリヌクレオチドのそれぞれの上の部位特異的標識化のパタ
ーンを同定する工程を含み得る。方法は、宿主生物由来のポリヌクレオチドの部位特異的
標識化パターンを、複数の既知のゲノム外ポリヌクレオチドの参照配列上の部位特異的標
識化パターンと比較する工程を含み得る。いくつかの実施形態では、参照配列のポリヌク
レオチドは、宿主生物由来のポリヌクレオチド（１以上）と同じ特異的部位の部位特異的
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標識化を受けて部位特異的標識を生成する。いくつかの実施形態では、宿主生物由来のポ
リヌクレオチド（１以上）の部位特異的標識化のモチーフに基づいて参照配列のポリヌク
レオチド標識化パターンがインシリコで用意される。いくつかの実施形態では、参照配列
は宿主生物に由来しない。例えば、宿主生物がヒトの場合、参照配列は、細菌、真菌、寄
生虫、および／またはウイルスの配列を含み得る。いくつかの実施形態では、参照配列は
、ヒト免疫不全ウイルス１、ヒト免疫不全ウイルス２、ヒトＴリンパ球向性ウイルスＩ、
ヒトＴリンパ球向性ウイルスＩＩ、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、梅毒トレポネーマ（梅毒）、ウ
エストナイルウイルス、トリパノソーマ・クルージ（シャーガス病）、サイトメガロウイ
ルス（ＣＭＶ）、またはマラリアに特異的なパターンを含む。同一性（例えば、部位特異
的標識化パターンのアラインメントにより決定される）により、宿主生物由来のポリヌク
レオチド（１以上）中におけるゲノム外物質の存在が示され得る。異なるポリヌクレオチ
ドのゲノム外配列間の同一性により、存在可能性のあるゲノム外物質のサブバリアント、
例えば一部が変異を獲得している複数コピーのレトロウイルスが示され得る。ゲノム外因
子の存在量は、宿主配列とのアラインメントの数（塩基当たりのカバレッジ深度）と比較
したゲノム外配列とのアラインメントの数により推測することができる。いくつかの実施
形態では、宿主生物中のウイルスコピー数が決定される。いくつかの実施形態では、宿主
ゲノム中のウイルス性因子がマッピングされる。いくつかの実施形態では、ウイルス系統
分類（ｓｔｒａｉｎ　ｔｙｐｉｎｇ）がなされる。
【００５２】
　いくつかの実施形態では、宿主ゲノム中におけるゲノム外配列の挿入位置が同定される
。ゲノム外配列に隣接する配列の部位特異的標識化パターンが生成され得、宿主ゲノム由
来の参照配列の部位特異的標識化パターンとアラインされ得る。宿主ゲノムの領域と隣接
配列のパターンとの間の同一性により、隣接配列に隣接されるゲノム外配列の挿入部位が
示され得る。いくつかの実施形態では、宿主ゲノム中の複数のゲノム外因子の挿入部位、
例えば少なくとも約２、３、４、５、６、７、８、９、１０、２０、３０、４０、５０、
６０、７０、８０、９０、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００、
４５０、５００、５５０、６００、６５０、７００、７５０、８００、８５０、９００、
９５０、または１０００個（上記値の任意の２つの間の範囲を含む）のゲノム外因子の挿
入部位が同定される。
【００５３】
　いくつかの実施形態では、宿主生物は哺乳動物である。いくつかの実施形態では、宿主
生物はマウスである。いくつかの実施形態では、宿主生物はヒトである。いくつかの実施
形態では、宿主生物は植物である。いくつかの実施形態では、宿主生物は細菌である。い
くつかの実施形態では、ゲノム外配列は、宿主種に感染することが知られている外来性因
子のものである。例えば、ファージが細菌に感染することができる。例えば、Ａ．ｔｕｍ
ｅｆａｃｉｅｎｓが双子葉植物に感染することができる。
【００５４】
　いくつかの実施形態では、方法は、宿主ゲノムに結合しているゲノム外配列を新規に同
定することを含む。宿主ゲノムに結合しているポリヌクレオチドは、本明細書に記載され
ているように部位特異的標識化および直線化され得る。いくつかの実施形態では、宿主ゲ
ノムに結合している複数のポリヌクレオチドの部位特異的標識化パターンが、宿主ゲノム
の参照配列の部位特異的標識化パターンと比較され、類似性の非存在が決定される。した
がって、ポリヌクレオチドは、宿主ゲノムにとってゲノム外の物質を含んでいると決定さ
れ得る。いくつかの実施形態では、宿主ゲノムの参照配列のパターンは、例えば、部位特
異的標識化によって標識化されたであろうモチーフをインシリコで同定することにより、
インシリコで生成される。いくつかの実施形態では、本明細書に記載されているように、
参照配列を含むポリヌクレオチドを標識化および直線化し、パターンを検出する。方法は
、ゲノム外配列を含むポリヌクレオチドの部位特異的標識化パターンをアラインしてゲノ
ム外配列に特徴的な１以上のコンセンサス「サイン」パターンを同定することを含み得る
。いくつかの実施形態では、ゲノム外配列を含む単一ポリヌクレオチドの部位特異的標識
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化パターンをアラインメントと比較して、コンセンサス配列を示し得るコンセンサスパタ
ーンの全部または一部をポリヌクレオチドが含むかどうかを決定する（例えば、宿主ゲノ
ム中の複数コピーのレトロトランスポゾン）。いくつかの実施形態では、サインパターン
（例えば隣接配列）により特性解析されない物質をポリヌクレオチドが含むかどうかの決
定がなされる。いくつかの実施形態では、隣接配列は宿主生物に由来し、したがって、サ
インパターンを含まない。その代わり、隣接配列は、宿主ゲノムの領域に特徴的なパター
ンを含み得る。したがって、隣接配列上の部位特異的標識化パターンのアラインメントを
、ゲノム外配列が宿主ゲノムに組み込まれた部位の決定に用いることができる。比較的長
いポリヌクレオチドが宿主ゲノム中の位置に挿入されていた場合、隣接配列の同定は、挿
入されたポリヌクレオチドおよび少なくとも一部の隣接配列を含む単一ポリヌクレオチド
のパターンの分析を含み得る。したがって、いくつかの実施形態では、各末端上に隣接配
列を含む単一ポリヌクレオチドが分析される。いくつかの実施形態では、単一ポリヌクレ
オチドは、例えば各末端上の隣接配列および挿入されたポリヌクレオチドを含む単一分子
を維持するために、断片化、剪断、または切断を受けない。いくつかの実施形態では、単
一ポリヌクレオチドの長さは少なくとも約３．３Ｋｂ、例えば少なくとも約３．３Ｋｂ、
３．５Ｋｂ、４Ｋｂ、５Ｋｂ、６Ｋｂ、７Ｋｂ、８Ｋｂ、９Ｋｂ、１０Ｋｂ、１５Ｋ、２
０Ｋｂ、２５Ｋ、３０Ｋｂ、３５Ｋｂ、４０ｋｂ、４５Ｋｂ、５０ｋｂ、６０Ｋｂ、７０
Ｋｂ、８０Ｋｂ、９０Ｋｂ、１００Ｋｂ、１５０ｋｂ、２００Ｋｂ、２５０Ｋｂ、３００
Ｋｂ、３５０Ｋｂ、４００Ｋｂ、４５０Ｋｂ、５００Ｋｂ、６００Ｋｂ、７００Ｋｂ、８
００Ｋｂ、９００Ｋｂ、１０００Ｋｂ、１５００Ｋｂ、または２０００Ｋｂ（上記値の任
意の２つの間の範囲を含む）である。いくつかの実施形態では、挿入されたポリヌクレオ
チドと宿主ゲノム由来の隣接配列の間の接合部が、分析されているポリヌクレオチド中に
保存されている。
【００５５】
　いくつかの実施形態では、ゲノム外配列、例えばウイルスの配列、寄生虫の配列、また
は細菌の配列の組込み部位が同定される。いくつかの実施形態では、同定される配列は、
ヒト免疫不全ウイルス１、ヒト免疫不全ウイルス２、ヒトＴリンパ球向性ウイルスＩ、ヒ
トＴリンパ球向性ウイルスＩＩ、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、梅毒トレポネーマ（梅毒）、ウエ
ストナイルウイルス、トリパノソーマ・クルージ（シャーガス病）、サイトメガロウイル
ス（ＣＭＶ）、またはマラリアに由来する。したがって、１以上の宿主ゲノム座位の破壊
が推測され得る。いくつかの実施形態では、宿主ゲノム中の組込み部位は、標的組込みの
ための配列を表す。いくつかの実施形態では、各ゲノム外配列の挿入部位は本明細書に記
載されているように決定される。いくつかの実施形態では、本明細書に記載されているよ
うに宿主ゲノムの長分子ゲノムマップが作成され、宿主ゲノム中の種々の位置でゲノム外
配列のサインが同定される。いくつかの実施形態では、部位特異的に標識化された宿主ゲ
ノム配列を、宿主の種の参照ゲノム配列と比較する（例えばインシリコでのゲノムアセン
ブリ）。
【００５６】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載されているように特定のゲノム外配列または
ゲノム外配列ファミリーの挿入部位のパターンが決定される。いくつかの実施形態では、
疾患細胞の起源が決定される。例えば、レトロウイルス配列が宿主ゲノムに組み込まれて
宿主ゲノム中の更なる位置へと増殖し得るが、宿主ゲノムから容易に切り出すことはでき
ない。したがって、レトロウイルス挿入部位の蓄積は、細胞系統およびそのゲノム機能変
化または形質転換の状態を示し得る。いくつかの実施形態では、２つ以上の異なる細胞に
おける蓄積された挿入部位のパターンは、これらの細胞間の系統関係の同定に用いること
ができる。いくつかの実施形態では、第３の細胞、例えばアウトグループのパターンとの
比較がなされる。いくつかの実施形態では、本明細書に記載されているように部位特異的
標識化、直線化、および検出により１以上のパターンが同定される。いくつかの実施形態
では、パターンの１以上がインシリコで検出される。いくつかの実施形態では、２つの細
胞は、同じ種の２つの異なる生物に由来する。いくつかの実施形態では、２つの細胞は、
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同じ種の生物の２つの細胞である。１つの細胞は第１の系統（ｌｉｎｅａｇｅ）に由来し
得、１つの細胞は宿主生物の第２の系統に由来し得る。
【００５７】
　いくつかの実施形態では、細胞は疾患状態にある。いくつかの実施形態では、細胞は癌
細胞である。細胞へのオンコジーンのウイルス性送達、および／またはウイルス挿入によ
る細胞中での腫瘍抑制因子遺伝子の破壊が癌疾患状態の一因であり得る。したがって、い
くつかの実施形態では、癌細胞中でのレトロウイルス組込み部位のパターンは、細胞系統
の同定に用いることができるだけでなく、その癌表現型の一因となる細胞への機能的変化
または癌表現型を発症する可能性を同定することができる。いくつかの実施形態では、健
康細胞またはその系統が癌性になる可能性を推定するために、同じ宿主の癌細胞中および
健康細胞中の組込み部位のパターンが同定される。いくつかの実施形態では、癌細胞は、
１以上のゲノム再配列、例えば欠失、複製、挿入、逆位、および／または転座を含む。い
くつかの実施形態では、ゲノム再配列に特徴的なパターンを用いて癌細胞の細胞系統が決
定される。いくつかの実施形態では、ゲノム再配列に特徴的なパターンを用いて、健康細
胞と癌細胞の間の系統関係が決定され、例えば、健康細胞が癌を発症するリスクが決定さ
れる。
【００５８】
　いくつかの実施形態では、特定のゲノム再配列イベントに特徴的な少なくとも１つのパ
ターンが、不均一集団中の細胞集団のサブセットに関連付けられる。そのような特異的パ
ターンは、癌の進行およびクローン増殖中に少なくとも１つのサブセットの細胞が増殖優
位性を得る前の一次癌発生（ｐｒｉｍａｒｙ　ｃａｎｃｅｒｏｇｅｎｅｓｉｓ）の少なく
とも１つの初期段階を示し得る。したがって、そのような特異的パターンは、癌ゲノムに
特徴的な、根底にある少なくとも１つの分子機構を描写し得る。いくつかの実施形態では
、一次癌発生の初期段階の少なくとも１つのプロフィールが用意される。如何なる特定の
理論にも限定されないが、一次癌発生を生じる細胞集団は高度に不均一であり得る。した
がって、いくつかの実施形態では、初期癌発生の１以上のプロフィールは、癌を生じる細
胞集団中における高度な不均一性を示し得る。いくつかの実施形態では、ゲノム外配列の
末端がサインパターンとアラインされる。したがって、サインパターンとのゲノム外配列
の末端のアラインメントにより、ゲノム外配列の末端が宿主ゲノムから遊離していること
が示され得る。いくつかの実施形態では、ヒト配列とのアラインメントの数（塩基当たり
のカバレッジ深度）と比べた非ヒト配列とのアラインメントの数により、ゲノム外配列の
存在量（相対および／または絶対コピー数）が推定される。
【００５９】
　いくつかの実施形態では、複数のポリヌクレオチドを含む生物学的サンプル中の特定の
ゲノム外配列またはゲノム外配列ファミリーの挿入部位のパターンの有無を決定すること
により宿主の疾患状態が決定される。いくつかの実施形態では、宿主は哺乳動物である。
いくつかの実施形態では、宿主はヒトである。いくつかの実施形態では、生物学的サンプ
ルは血液である。いくつかの実施形態では、外来性因子のゲノム外配列に特徴的なパター
ンの非存在が疾患の非存在を示す。いくつかの実施形態では、外来性因子のゲノム外配列
に特徴的なパターンの存在が疾患状態の存在を示す。いくつかの実施形態では、疾患は細
菌性疾患である。いくつかの実施形態では、疾患はウイルス性疾患である。いくつかの実
施形態では、疾患は寄生虫疾患である。いくつかの実施形態では、１以上の外来性因子の
有無についてスクリーニングするために生物学的サンプルが提供される。いくつかの実施
形態では、特定のゲノム再配列イベントに特徴的な少なくとも１つのパターンが細菌性疾
患に関連付けられる。いくつかの実施形態では、特定のゲノム再配列イベントに特徴的な
少なくとも１つのパターンがウイルス性疾患に関連付けられる。いくつかの実施形態では
、特定のゲノム再配列イベントに特徴的な少なくとも１つのパターンが寄生虫疾患に関連
付けられる。いくつかの実施形態では、ゲノム再配列イベントに特徴的な少なくとも１つ
のパターンが、ヒト免疫不全ウイルス１、ヒト免疫不全ウイルス２、ヒトＴリンパ球向性
ウイルスＩ、ヒトＴリンパ球向性ウイルスＩＩ、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、梅毒トレポネーマ
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（梅毒）、ウエストナイルウイルス、トリパノソーマ・クルージ（シャーガス病）、サイ
トメガロウイルス（ＣＭＶ）、またはマラリアに関連付けられる。したがって、いくつか
の実施形態では、宿主の健康プロフィールが決定され得る。いくつかの実施形態では、ゲ
ノム外配列の末端がサインパターンとアラインされる。したがって、サインパターンとの
ゲノム外配列の末端のアラインメントが、ゲノム外配列の末端が宿主ゲノムから遊離して
いることを示し得る。いくつかの実施形態では、ヒト配列へのアラインメントの数（塩基
当たりのカバレッジ深度）と比べた非ヒト配列へのアラインメントの数により、ゲノム外
配列の存在量（相対および／または絶対コピー数）が推測される。
【００６０】
　図７は、第２のポリヌクレオチドに組み込まれた第１のポリヌクレオチドを特性解析す
る方法を示すフローダイアグラムである。方法は、第１のポリヌクレオチドを配列特異的
に標識化して第１のポリヌクレオチド上の配列特異的な第１の標識のパターンを用意する
工程を含み得る（１１０）。方法は、第２のポリヌクレオチドを配列特異的に標識化して
第２のポリヌクレオチド上の第２の標識の配列特異的パターンを用意する工程を含み得、
第１および第２の標識は同じであってもよく、異なってもよい（１２０）。方法は、組み
合わせポリヌクレオチドを標識化後に直線化する工程を含み得る（１３０）。方法は、第
１および第２のポリヌクレオチド上の配列特異的標識のパターンを検出する工程を含み得
る（１４０）。方法は、第１のポリヌクレオチドに特徴的な標識化パターンに基づいて、
第１のポリヌクレオチドを含むとして、組み合わせポリヌクレオチドの第１の領域を同定
する工程を含み得る（１５０）。方法は、第１のポリヌクレオチドに近接する第２のポリ
ヌクレオチドの標識化パターンを特性解析して、第１のポリヌクレオチドに特徴的な前記
第２のポリヌクレオチドの標識化パターンへの前記第１のポリヌクレオチドの組込みの位
置および方向を同定する工程を含み得る（１６０）。当業者には、本明細書に開示されて
いるこのおよび他のプロセスおよび方法のために、プロセスおよび方法中で行われる機能
が異なる順番で実施されてもよいことが理解されよう。更に、概説されている工程は単に
例として提供するものであり、本開示の実施形態の本質を減じることなく、工程および操
作のいくつかが、必要に応じて行われるもの（ｏｐｔｉｏｎａｌ）であってもよく、より
少ない工程および操作へと組み合わされてもよく、追加的な工程および操作へと拡大され
てもよい。
【００６１】
　ゲノム外配列の同定に加え、本明細書に記載の方法は、宿主ゲノムの配列の重複、再配
列、欠失、および／または欠失を同定することができる。したがって、いくつかの実施形
態は、宿主の種のゲノム物質の再配列、逆位、重複、または欠失等の宿主ゲノム中の染色
体異常を同定する方法を含む。方法は、本明細書に記載されているように宿主生物に由来
する少なくとも１つのポリヌクレオチドの部位特異的標識化およびポリヌクレオチドの直
線化を含み得る。方法は、ポリヌクレオチド上の部位特異的標識化パターンの同定を含み
得る。方法は、参照宿主ゲノムの少なくとも一部とポリヌクレオチドのパターンを比較す
ることを含み得る。いくつかの実施形態では、ブレークポイントに特徴的なポリヌクレオ
チド上のパターン（例えば、参照宿主ゲノム中で互いに近接していない、ポリヌクレオチ
ド上の宿主ゲノムの第２のパターンに近接する宿主ゲノムの第１のパターン）により、宿
主ゲノムの一部の転座、逆位、欠失、または重複が示される。いくつかの実施形態では、
宿主ゲノム上の対応する配列のコピー数と比較した、ポリヌクレオチドの少なくとも一部
のコピー数の存在量（相対または絶対）を定量化することにより、欠失または重複が同定
される。いくつかの実施形態では、例えば欠失または重複のサイズを決定するためおよび
／または重複が縦列重複であるかどうかもしくは重複がゲノム中の別の場所に位置してい
るかどうかを決定するために、重複または欠失のブレークポイントを決定することにより
、欠失または重複が更に特性解析される。典型的な縦列重複の同定が実施例２に記載され
ており、図４に示されている。
【００６２】
　いくつかの実施形態では、個別化された（ｐｅｒｓｏｎａｌｉｚｅｄ）癌の診断および
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／または予測方法が提供される。腫瘍ＤＮＡ異常を１分子感度で特性解析することができ
る。ナノチャネルチップおよび分析装置を用いた、複数の異なる癌系、例えば３つの異な
る癌細胞系に由来する１ＤＮＡ分子の動的イメージングにより、腫瘍細胞の構造多型を決
定することができる。いくつかの実施形態では、大きな集団の癌ゲノムの構造多型のゲノ
ムワイドな調査が行われる。
【００６３】
　図８は、宿主ゲノムに結合する少なくとも第１のポリヌクレオチドを特性解析する方法
を示すフローダイアグラムである。方法は、配列特異的に第１のポリヌクレオチドを標識
化して第１のポリヌクレオチド上の配列特異的な第１の標識のパターンを用意する工程を
含み得る（２１０）。方法は、第１のポリヌクレオチドを標識化後に直線化する工程を含
み得る（２２０）。方法は、第１のポリヌクレオチド上の配列特異的標識のパターンを検
出する工程を含み得る（２３０）。方法は、第１のポリヌクレオチド上の宿主ゲノムに特
徴的なパターンの非存在に基づいて宿主ゲノム中の第１のポリヌクレオチドの有無を決定
する工程を含み得る（２４０）。当業者には、本明細書に開示されているこのおよび他の
プロセスおよび方法のために、プロセスおよび方法で行われる機能が異なる順番で実施さ
れてもよいことが理解されよう。更に、概説されている工程は単に例として提供するもの
であり、本開示の実施形態の本質を減じることなく、工程および操作の一部が、必要に応
じて行われてもよく、より少ない工程および操作へと組み合わされてもよく、追加的な工
程および操作へと拡大されてもよい。
【００６４】
　いくつかの実施形態では、１以上の外来性因子の有無について生物学的サンプルをスク
リーニングする方法が提供される。いくつかの実施形態では、方法は、外来性因子核酸の
配列特異的標識化の参照パターンを少なくとも１つ用意することを含む。いくつかの実施
形態では、方法は、外来性因子核酸配列の配列特異的標識化参照パターンの外来性因子参
照ライブラリーを提供することを含む。
【００６５】
　いくつかの実施形態では、ウイルス感染、細菌感染、真菌感染、寄生虫感染、種間遺伝
子伝播、遺伝子治療ベクターの送達等の診断またはモニタリングのための方法が提供され
る。方法は、宿主生物由来の少なくとも１つのポリヌクレオチドの部位特異的標識化を行
う工程を含み得る。方法は、１以上のポリヌクレオチドを直線化する工程を含み得る。方
法は、ポリヌクレオチド上またはポリヌクレオチドのそれぞれの上の部位特異的標識化パ
ターンを同定する工程を含み得る。方法は、部位特異的標識化のパターンを、既知のゲノ
ム外ポリヌクレオチドの複数の参照配列上の部位特異的標識化パターンと比較する工程を
含み得る。いくつかの実施形態では、参照配列のポリヌクレオチドは、宿主生物由来の１
以上のポリヌクレオチドと同じ特異的部位の部位特異的標識化を受けて部位特異的標識を
生成する。いくつかの実施形態では、宿主ゲノム中における既知ウイルスに対応する配列
の有無によってウイルス感染が診断される。いくつかの実施形態では、ウイルス挿入部位
が決定される。いくつかの実施形態では、所望の配列、例えばＲＮＡｉコンストラクトま
たは遺伝子治療コンストラクト等の治療薬のウイルス送達がモニタリングされる。いくつ
かの実施形態では、種間遺伝子伝播（例えば、Ｔ．　ｃｒｕｚｉからヒトまたはサルモネ
ラからヒト）がモニタリングされる。
【００６６】
　宿主ゲノム中のゲノム外配列の同定は、ゲノム外配列の起源の特性解析を更に含み得る
。いくつかの実施形態では、本明細書に記載されているような宿主ゲノムに結合している
ゲノム外配列の同定は、種間ＤＮＡ伝播イベントの同定を含む。宿主生物から単離された
ポリヌクレオチドは、本明細書に記載されているように部位特異的に標識化されて直線化
され得る。ゲノム外因子に対応するポリヌクレオチド内のパターンが本明細書に記載され
ているように決定され得る。いくつかの実施形態では、ゲノム外因子が宿主ゲノムに挿入
されている。ゲノム外配列に隣接する配列のパターンおよび宿主ゲノム参照配列のパター
ンの比較に基づいて、特定のゲノム外配列の挿入部位が同定され得る。いくつかの実施形
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態では、ゲノム外因子は宿主ゲノムから遊離している。各ポリヌクレオチドの末端配列の
パターンとコンセンサスゲノム外配列のパターンとの比較に基づき、特定のゲノム外配列
が宿主ゲノムから遊離しているものとして同定され得る。宿主ゲノムの一部に対応する隣
接配列パターンの非存在によっても、宿主ゲノムから遊離しているものとしてポリヌクレ
オチドが同定され得る。いくつかの実施形態では、ゲノム外配列は、侵入種（ｉｎｖａｄ
ｉｎｇ　ｓｐｅｃｉｅｓ）の配列、例えば細菌の配列を含む。いくつかの実施形態では、
ゲノム外配列は、独立したゲノム成分として残っており、宿主ゲノムに結合しているが、
組み込まれていない（例えば、共有結合していない）。例えば、ゲノム外配列は、プラス
ミドまたはエピソームの一部であってよく、オルガネラ（例えば、ミトコンドリアまたは
葉緑体）に埋め込まれていてもよい。いくつかの実施形態では、ゲノム外配列のパターン
は、１以上の参照配列のパターンと比較され、ゲノム外配列の起源が同定される。いくつ
かの実施形態では、ゲノム外配列は水平遺伝子伝播を起源とする。いくつかの実施形態で
は、ゲノム外配列は種間遺伝子伝播を起源とする。
【００６７】
生物学的サンプルのスクリーニング
　生物学的サンプルとしては、全血、骨髄、器官組織、血漿、体液、尿、唾液等が含まれ
るが、これに限定されない。体液には、リンパ液、脳脊髄液、尿、唾液、および当業者に
よって同定可能な更なる流体が含まれ得る。生物学的サンプルのスクリーニングを用いて
、例えば、ドナー組織、器官、および血液が微生物、寄生虫、およびウイルスのゲノム外
物質を含まないことを決定することができる。生物学的サンプルのスクリーニングは、ブ
ラッドバンクへの生物学的サンプルの外来性因子汚染を決定するために用いることができ
る。検出を用いて、輸血、疾患の広がりで伝染され得るおよび場合によっては汚染された
供与材料による重症敗血症、敗血症性ショックにつながり得る、可能性のある感染性物質
を防ぐことができる。外来性因子の検出により、供与された生物学的サンプルの使用およ
びその生物学的サンプル中に外来性因子の存在が陽性検出された対象による更なる供与を
防ぐことができる。いくつかの実施形態では、１以上の外来性因子の有無について生物学
的サンプルがスクリーニングされる。いくつかの実施形態では、１以上の病原性外来性因
子の有無について生物学的サンプルがスクリーニングされる。いくつかの実施形態では、
細菌性外来性因子の有無について生物学的サンプルがスクリーニングされる。いくつかの
実施形態では、ウイルス性外来性因子の有無について生物学的サンプルがスクリーニング
される。いくつかの実施形態では、寄生虫外来性因子の有無について生物学的サンプルが
スクリーニングされる。いくつかの実施形態では、生物学的サンプルは血液を含む。いく
つかの実施形態では、サンプルは供与のためのものである。いくつかの実施形態では、方
法は、外来性因子核酸の配列特異的標識化の参照パターンを少なくとも１つ用意する工程
、複数のポリヌクレオチドを含む生物学的サンプルを用意する工程、複数のポリヌクレオ
チドを単離する工程、生物学的サンプルのポリヌクレオチドを配列特異的に標識化して、
第１のポリヌクレオチド上の配列特異的な第１の標識のパターンを用意する工程、ポリヌ
クレオチドを標識化後に直線化する工程、ポリヌクレオチド上の配列特異的標識のパター
ンを検出する工程、およびポリヌクレオチド中の１以上の外来性因子に特徴的な１以上の
パターンの有無を決定することにより生物学的サンプル中の１以上の外来性因子の有無を
決定する工程を含む。いくつかの実施形態では、宿主核酸配列から外来性因子核酸配列が
区別されるように少なくとも１つの配列特異的標識化パターンが選択される。いくつかの
実施形態では、宿主核酸配列のパターンから外来性因子核酸配列のパターンが区別される
ように標識密度が選択される。いくつかの実施形態では、少なくとも１つの配列特異的標
識化参照パターンは標識密度が１００ｋｂ当たり約５～約２０標識を含むように選択され
る。いくつかの実施形態では、少なくとも１つの配列特異的標識化参照パターンは、１０
０ｋｂ当たり約５標識、約１０標識、約１５標識、約２０標識の標識密度からこれらの値
の間のおよそ任意の量の標識密度を有するように選択される。
【００６８】
　図９は、１以上の外来性因子の有無について生物学的サンプルをスクリーニングする方
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法を示すフローダイアグラムである。方法は、外来性因子核酸の配列特異的標識化の参照
パターンを少なくとも１つ用意する工程を含み得る（３１０）。方法は、複数のポリヌク
レオチドを含む生物学的サンプルを用意する工程を含み得る（３２０）。方法は、複数の
ポリヌクレオチドを単離する工程を含み得る（３３０）。方法は、生物学的サンプルのポ
リヌクレオチドを配列特異的に標識化して、第１のポリヌクレオチド上の配列特異的な第
１の標識のパターンを用意する工程を含み得る（３４０）。方法は、標識化後にポリヌク
レオチドを直線化する工程を含み得る（３５０）。方法は、ポリヌクレオチド上の配列特
異的標識のパターンを検出する工程を含み得る（３６０）。方法は、ポリヌクレオチド上
の１以上の外来性因子に特徴的な１以上のパターンの有無を決定することにより、生物学
的サンプル中の１以上の外来性因子の有無を決定する工程を含み得る（３７０）。当業者
には、本明細書に開示されているこのおよび他のプロセスおよび方法のために、プロセス
および方法で行われる機能が異なる順番で行われてもよいことが理解されよう。更に、概
説されている工程は単に例として提供されるものであり、本開示の実施形態の本質を減じ
ることなく、工程および操作の一部が、必要に応じて行われるものであってもよく、より
少ない工程および操作へと組み合わされてもよく、追加的な工程および操作へと拡大され
てもよい。
【００６９】
核酸サンプルの濃縮
　宿主に由来する核酸サンプル、例えばＤＮＡサンプルは、宿主核酸および微生物核酸の
両方を含み得る。ウイルス感染の場合、宿主に由来する核酸サンプルは、宿主ＤＮＡおよ
びウイルスＤＮＡの両方を含み得る。細菌感染の場合、宿主に由来する核酸サンプルは、
宿主核酸および細菌核酸の両方を含み得る。ミクロビオームサンプルまたはウイルス核酸
配列サンプルを得るための核酸分析では、宿主ゲノム由来のリードが非常に過剰になり得
る。この場合、効率的な分析または診断により適した微生物またはウイルス核酸を得るた
めに、微生物またはウイルス核酸を宿主核酸から分離することがある。
【００７０】
　外来性因子の核酸を検出する方法は大量の宿主ゲノムに由来する読取りによって妨害さ
れ得る。外来性因子核酸の存在を決定するための典型的な方法は、それらの微生物叢（ｍ
ｉｃｒｏｂｉａｌ　ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ）の同一性、存在量、および機能的特徴を確立す
るためのＤＮＡシークエンシングおよび分析を含み得る。しかし、生物学的サンプルから
作製されたライブラリーは、細菌、ウイルス、および大量の宿主ゲノム核酸の混合物を含
み得る。大量の宿主ゲノムＤＮＡの存在は、ウイルスまたは細菌のＤＮＡの種の同定を限
定し得る。宿主サンプル中の微生物またはウイルスのＤＮＡを決定するために、サンプル
を微生物またはウイルスのＤＮＡについて濃縮してよい。外来性因子は血液中で低頻度で
存在すると予想されるため（血液１ｍｌ当たり数個（ｆｅｗ－ｓｅｖｅｒａｌ））、濃縮
は、例えばヒトＤＮＡの持ち越しによる汚染を最小限に抑えることにより外来性因子検出
の感度を増大させるための有用な工程であり得る。したがって、外来性因子を高い信頼性
で検出するためにはミリリットル量の血液が処理され得る。健康な血液１ｍｌ当たりの平
均ヒトＤＮＡ含有量は約３５μｇ、範囲は２０～７０μｇであり、実質的に除去されなけ
れば、数個（ｆｅｗ／ｓｅｖｅｒａｌ）の外来性因子ゲノム（ピコグラム量）は容易に埋
もれてしまう。
【００７１】
　ＣｐＧメチル化密度の差で細菌ＤＮＡから宿主ＤＮＡを除去する方法により、メチル化
宿主ＤＮＡから微生物核酸を選択的に濃縮するアプローチが行われ得る。この場合、プロ
テインＡ磁性ビーズに強力に結合できるヒト抗体のＦｃ領域に融合させたメチルＣｐＧ結
合ドメイン（ＭＢＤ）を用いて微生物ＤＮＡからメチル化された宿主ＤＮＡを分離するた
めに、ＭＢＤが用いられ得る。この技術は、分析のために細菌ＤＮＡから宿主ＤＮＡを除
去するために用いることができる効果的な１工程濃縮法であり、その全体を参照により援
用するFeehery, G.R. (2013) PLOS ONE. Vol 8: 1-13に説明されている。
【００７２】
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　いくつかの実施形態では、生物学的サンプルのスクリーニング方法は、存在可能性のあ
る外来性因子核酸についてサンプルを濃縮することを更に含む。いくつかの実施形態では
、濃縮は、サンプルから宿主ポリヌクレオチドを実質的に除去することを含む。その後、
標識化が行われ得、これはニック標識化、非切断標識を用いたタグ化（例えば、メチルト
ランスフェラーゼ、非切断制限酵素、ジンクフィンガータンパク質、抗体、転写因子、Ｄ
ＮＡ結合タンパク質、ヘアピンポリアミド、三本鎖形成オリゴデオキシヌクレオチド、ま
たはペプチド核酸を用いた標識化）、および／またはプローブを用いた標識化または１以
上を含む。
【００７３】
対象中における外来性因子の有無の決定
　いくつかの実施形態では、１以上の外来性因子について生物学的サンプルをスクリーニ
ングする方法が提供される。外来性因子の有無についてのマーカーは、将来の宿主の個別
化されたケアに用いることができ、あるいは、疾患状態に罹患している対象からの生物学
的サンプルの供与の防止につながり得る。例えば、ブラッドバンク等の供与場所で、外来
性因子の有無について生物学的サンプルを調べることができる。典型的な寄生虫性外来性
因子としては、トリパノソーマ・クルージ、トラパノソーマ・ブルセイ、梅毒トレペネー
マ、リーシュマニア、プラスモディウム、アピコンプレクサ、およびＴｒｙｐａｎｏｓｏ
ｍａ　ｓｐｅｃｉｉが含まれるが、これに限定されない。いくつかの実施形態では、疾患
はウイルス性疾患である。いくつかの実施形態では、疾患は細菌性疾患である。いくつか
の実施形態では、疾患は寄生虫疾患である。例えば、限定されるものではないが、疾患は
、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ－１、ＨＩＶ－２）、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、ヒトＴリン
パ球向性ウイルス（ＨＴＬＶ－１／ＩＩ）、サイトメガロウイルス、梅毒、ウエストナイ
ルウイルス、マラリア、およびシャーガス病を含み得る。
【００７４】
　図１２は、本明細書のいくつかの実施形態に係る、サンプル中の１以上の外来性因子の
存在を決定する方法を示すフローダイアグラムである。外来性因子の参照ゲノムのマップ
が得られた（５１０）後、宿主哺乳動物中における外来性因子の有無を検出するためにヒ
トまたは他の哺乳動物ドナーから生物学的サンプルが得られ得る（５２０）。生物学的サ
ンプルからポリヌクレオチドが単離され得、干渉する宿主ゲノム物質を除去することによ
り外来性因子結合ポリヌクレオチドが濃縮され得る（５３０）。その後、濃縮された配列
は、例えばニックに基づく標識化、メチルトランスフェラーゼに基づく標識化等により、
またはフルオロフォア、量子ドット、デンドリマー、ナノワイヤー、ビーズ、ハプテン、
ストレプトアビジン、アビジン、ニュートラアビジン、ビオチン、反応性基を含むプロー
ブの使用により、または当業者に公知のマッピング目的の標識化法のその他の手段により
、マッピング目的のために標識化され得る（５４０）。その後、骨格が、例えばＹＯＹＯ
－１、ＹＯ－ＰＲＯ－１、ＴＯＴＯ－１　ＴＯ－ＰＲＯ－１、ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ（商標
）色素、またはＳＹＢＲ（商標）　ｇｒｅｅｎ等の核酸用の挿入（ｉｎｔｅｒｃａｌａｔ
ｉｎｇ）蛍光色素で染色され得る（５５０）。その後、核酸は、ナノチャネル内、例えば
ＩＲＹＳ（登録商標）システム等のシステム内で直線化され得る。特に、チャネルの入口
で核酸を濃縮するために核酸に電圧が印加されてよく、ナノチャネル中へと核酸を移動さ
せ、チャネル中へと核酸を分散させるために、電圧を増大させてよい。ナノチャネル中に
入ると、核酸は静止して均一に伸び（ｓｔｒｅｔｃｈ）得る（５６０）。例えばＩｒｙｓ
Ｖｉｅｗ等のナノチャネルに付随するプログラムを用いて、核酸の画像が処理され得る（
５７０）。次いで、単一連続分子中の数百キロベースから１キロベース超に沿った配列モ
チーフを含む標識化された核酸の高分解能単一分子画像が生成され得る。その後、画像は
処理され得、観察された核酸中の相対的標識位置のデジタル表示が生成され得る。次いで
、生成されたマップは、生成されたマップが宿主に属さない配列であるかを決定するため
に、ヒトまたは哺乳動物の宿主ゲノムマッチ中のマーカーが、濃縮配列の生成マップとの
アラインメント中でマッチし得るかを決定するために用いられ得る。例えば、サンプルの
分子の全てが、宿主ゲノム参照マップに対してアラインされ得る。いくつかの実施形態で
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は、宿主ゲノム参照マップは、宿主ゲノムの１以上の標識化された分子を含む。いくつか
の実施形態では、宿主ゲノム参照マップは、インシリコ生成マップを含む。いくつかの実
施形態では、宿主ゲノム参照マップは光学的または電子的に保存される。宿主参照とのア
ラインメントに成功した分子をフィルタリングアウトし、理論により限定されないが、お
そらく外来性因子に由来する、外れ値（ｏｕｔｌｉｅｒ）は維持する（５８０）。フィル
タリング工程を行った後、残った、フィルタリングにかからなかった分子が、例えばＲｅ
ｆＡｌｉｇｎｅｒ等のアラインメント用プログラムを用いて外来性因子参照マップに対し
てアラインされ得る（５９０）。しかし、フィルタリングが行われない場合、分子は、宿
主ゲノム全体および外来性因子ゲノム混合物の両方を含む複合参照に対してアラインされ
得る（５６０）。いくつかの実施形態では、任意の分子が外来性因子参照とのアラインメ
ントに成功した場合、これは、サンプル中に外来性因子ＤＮＡが存在する可能性を示す。
必要に応じて、サンプル中の外来性因子物質の割合の推定値を得るために、宿主参照に対
してアラインされた総リード数に関して標準化技術が行われ得る。複数の対照で観察され
たばらつきならびに種々の濃度の宿主および外来性因子核酸を含むサンプルのバリエーシ
ョンに基づき、検出限界、定量限界、および外来性因子ＤＮＡの割合を推定するための較
正パラメーターが決定され得る。外来性因子参照に対して観察されたＤＮＡマッピングの
量が検出限界を有意に超えている場合、サンプルは、感染しているまたは外来性因子を含
まないとして分類され得る。しかし、固有のばらつきに応じて、感染しているまたは外来
性因子を含まないとしてサンプルを分類するためにロジスティック回帰分析が行われ得る
。固有のばらつきに応じて、分類にグレーゾーンが設けられてもよい。分類のグレーゾー
ンのサンプルについては、サンプルが外来性因子を含まないまたは外来性因子を含むとし
て決定される等のコールはなされない。必要に応じて、グレーゾーンのサンプルを再度ラ
ンしてよく、更なるサンプルを収集してもよい。いくつかの実施形態では、検討されてい
る各外来性因子種がサンプル中に存在する確率が関連付けられる。確率が所定の信頼水準
を超えるかどうかに応じて、サンプルは、感染しているまたは外来性因子を含まないとし
て分類され得る。
【００７５】
　いくつかの実施形態では、複数の外来性因子生物用の複数試験を含む単一パネルが提供
される。いくつかの実施形態では、パネルは、少なくとも２つの外来性因子、例えば２、
３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０
、５５、６０、６５、７０、７、８０、８５、９０、９５、１００、１５０、２００、２
５０、３００、３５０、４００、４５０、または５００個の外来性因子（記載値の任意の
２つの間の範囲を含む）のための試験を含む。単一のニッキング酵素で調製された単一の
混合物中で複数の試験を行うことにより、速度、サンプル調製の容易さ、およびアッセイ
のコストを改善することができ、更に、異なる外来性因子に異なるニッキング酵素を用い
ることもできる。
【００７６】
　ゲノム外配列上の部位特異的標識化パターンおよび／または宿主ゲノム中の挿入部位を
種々の応用に用いることができる。いくつかの実施形態は、ゲノム外配列のコピー数を決
定することを含む。いくつかの実施形態では、宿主ゲノム中のウイルス量が測定される。
いくつかの実施形態は、宿主ゲノム中へのウイルスベクター組込みの状態をモニタリング
することを含む。いくつかの実施形態では、遺伝子移入処置理および／または治療薬のウ
イルス送達がモニタリングされる。いくつかの実施形態は、遺伝子治療（例えば、遺伝子
置換療法）またはアンチセンス療法と組み合わせて、例えば宿主ゲノムの標的領域を同定
することによりまたは所望の形質転換体を選択することにより、例えば治療の精度もしく
は効率を向上させるためにまたはモニタリングツールとして用いられる。いくつかの実施
形態では、遺伝子調節エレメントの機能、例えば遺伝子産物、プロモーター、またはｓｉ
ＲＮＡの機能が特性解析される。いくつかの実施形態では、作用可能な診断または治療用
のバイオマーカーまたは薬物標的領域として用いるためにゲノム外因子の組込み部位が同
定される。いくつかの実施形態では、ウイルス感染が診断される。いくつかの実施形態で
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は、感染ウイルスの系統（ｓｔｒａｉｎ）および／または亜系統（ｓｕｂｓｔｒａｉｎ）
が同定される。いくつかの実施形態では、１以上の系統および／または亜系統のウイルス
量が測定される。いくつかの実施形態では、細菌感染が診断される。いくつかの実施形態
では、寄生虫感染が診断される。いくつかの実施形態では、長分子ゲノムマップにより、
癌細胞の直接的構造マッピングが行われる。いくつかの実施形態では、既知配列またはマ
ップ参照との比較アラインメントがなされる。いくつかの実施形態では、例えばウイルス
性癌における組込み部位の分析により、疾患起源が決定される。いくつかの実施形態では
、標的組込みに関わる配列が同定され、薬物療法の標的として用いられ得る。いくつかの
実施形態では、２つのゲノム外配列間の系統関係が決定され得る。いくつかの実施形態で
は、２つの異なる宿主細胞間の系統関係が決定され得る。いくつかの実施形態では、ウイ
ルス感染、癌の発症、または患者ゲノムへの遺伝子治療配列の組込みがモニタリングされ
得る。いくつかの実施形態では、細菌感染がモニタリングされ得る。いくつかの実施形態
では、寄生虫感染がモニタリングされ得る。
【００７７】
　図１０は、１以上の外来性因子の有無について生物学的サンプルをスクリーニングする
方法を示すフローダイアグラムである。方法は、対象から生物学的サンプルを採取する工
程を含み得る（４１０）。方法は、１以上の外来性因子の有無について生物学的サンプル
をスクリーニングする工程を含み得る（４２０）。方法は、生物学的サンプル由来のポリ
ヌクレオチドの配列特異的標識のパターンを、少なくとも１つの外来性因子核酸の参照配
列のインシリコパターンのパターンとアラインすることにより、生物学的サンプル由来の
ポリヌクレオチドの配列特異的標識の配列パターンを分析する工程を含み得る（４３０）
。方法は、パターンの有無に基づいてサンプル中における１以上の外来性因子の非存在の
存在を決定する工程を含み得る（４４０）。当業者には、本明細書に開示されているこの
および他のプロセスおよび方法のために、プロセスおよび方法で行われる機能が異なる順
番で行われてもよいことが理解されよう。更に、概説されている工程は単に例として提供
されるものであり、本開示の実施形態の本質を減じることなく、工程および操作の一部が
、必要に応じて行われるものであってもよく、より少ない工程および操作へと組み合わさ
れてもよく、追加的な工程および操作へと拡大されてもよい。
【００７８】
コンピューターシステムおよびコンピューターで実行される技術
　本明細書のいくつかの実施形態に従って記載されている技術またはこれらの技術の一部
は、ハードウェア、ソフトウェア、ファームウェア、またはその組合せを用いて実行され
得る。技術は、ソフトウェアで実行される場合、実行された時に上記方法の１以上を行う
命令を含むコンピューターにより読取り可能な媒体によって少なくとも一部実現され得る
。コンピューター読取り可能媒体は、コンピュータープログラム製品の一部を形成し得、
製品はパッケージング材料を含み得る。コンピューター読取り可能媒体は、ランダムアク
セスメモリー（ＲＡＭ）、例えばシンクロナスダイナミックランダムアクセスメモリー（
ＳＤＲＡＭ）、リードオンリーメモリー（ＲＯＭ）、不揮発性ランダムアクセスメモリー
（ＮＶＲＡＭ）、電気的消去可能プログラマブルリードオンリーメモリー（ＥＥＰＲＯＭ
）、フラッシュメモリー、磁気的または光学的データ保存媒体等を含み得る。あるいは、
または更に、技術は、命令またはデータ構造の形態のコードを運ぶまたは伝達する、コン
ピューターによってアクセス、読取り、および／または実行が可能な、コンピューター読
取り可能な通信媒体によって少なくとも一部が実現され得る。
【００７９】
　本明細書のいくつかの実施形態に係る方法またはこれらの方法の一部は、Ｉｎｔｅｌ（
登録商標）またはＡＭＤ（登録商標）マイクロプロセッサーに基づきＭｉｃｒｏｓｏｆｔ
　Ｗｉｎｄｏｗｓオペレーティングシステムを実行するもの等の任意の従来のホストコン
ピューターシステム上で実行され得る。ＵＮＩＸまたはＬＩＮＵＸオペレーティングシス
テムを用いて、ＩＢＭ（登録商標）、ＤＥＣ（登録商標）、またはＭｏｔｏｒｏｌａ（登
録商標）マイクロプロセッサーに基づくシステム等のその他のシステムも考えられる。本
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明細書に記載のシステムおよび方法は、クライアントサーバーシステムおよび広域ネット
ワーク、例えばインターネット上で実行されるように実施されてもよい。
【００８０】
　本明細書のいくつかの実施形態に係る方法、モデル、またはその一部を実施するための
ソフトウェアは、任意の周知のコンピューター言語、例えばＪａｖａ、Ｃ、Ｃ＋＋、Ｖｉ
ｓｕａｌ　Ｂａｓｉｃ、ＦＯＲＴＲＡＮ、またはＣＯＢＯＬで書かれ得る、任意の周知の
互換性のあるコンパイラーを用いてコンパイルされ得る。いくつかの実施形態に係るソフ
トウェアは通常、ホストコンピューターシステムのメモリーに保存された命令から実行さ
れる。メモリーまたはコンピューター読取り可能媒体は、ハードディスク、フロッピーデ
ィスク、コンパクトディスク、ＤＶＤ、光磁気ディスク、ランダムアクセスメモリー、リ
ードオンリーメモリー、またはフラッシュメモリーであり得る。本明細書の実施形態に従
って使用されるメモリーまたはコンピューター読取り可能媒体は、単一コンピューター内
に含まれてもよく、ネットワーク中に分散してもよい。ネットワークは、ローカルエリア
ネットワーク（ＬＡＮ）または広域ネットワーク（ＷＡＮ）等の当該技術分野で公知の複
数の従来のネットワークシステムのいずれであってもよい。本明細書の実施形態に従って
使用され得るクライアントサーバー環境、データベースサーバー、およびネットワークは
当該技術分野で周知である。例えば、データベースサーバーは、リレーショナルデータベ
ース管理システム、ワールドワイドウェブアプリケーション、およびワールドワイドウェ
ブサーバーを実行するＵＮＩＸ等のオペレーティングシステム上で実行されてよい。その
他の種類のメモリーおよびコンピューター読取り可能媒体も本明細書のいくつかの実施形
態の範囲内で機能すると考えられる。
【００８１】
　本明細書のいくつかの実施形態に係る方法またはその一部によって構築されるデータマ
トリックスは、例えば汎用マークアップ言語（ＳＧＭＬ）、ハイパーテキストマークアッ
プ言語（ＨＴＭＬ）、または拡張可能なマークアップ言語（ＸＭＬ）を含む、マークアッ
プ言語フォーマットで表され得る。マークアップ言語を用いて、いくつかの実施形態のデ
ータベースまたはデータ構造に保存された情報にタグを付けることができ、これにより、
データベースとデータ構造との間でのデータの移動および便利なアノテーションが提供さ
れる。特に、ＸＭＬフォーマットが反応、反応物質、およびそのアノテーションのデータ
表現の構築；例えばネットワークまたはインターネット上での、データベースコンテンツ
の交換；ドキュメントオブジェクトモデルを用いた個々の要素のアップデート；またはい
くつかの実施形態のデータベースもしくはデータ構造の異なる情報コンテンツについて異
なるアクセスを複数のユーザーに付与することに有用であり得る。ＸＭＬプログラミング
の方法およびＸＭＬコードを記述するためのエディターは、例えばRay, Learning XML O'
Reilly and Associates（カリフォルニア州セバストポル；２００１）に記載されている
ように当該技術分野で公知である。
【００８２】
　本明細書のいくつかの実施形態に係るコンピューターシステムは更に、１以上の反応の
表示を受けることができるユーザーインターフェイスを含み得る。本明細書のいくつかの
実施形態に係るユーザーインターフェイスは、データ構造を変更するための少なくとも１
つのコマンド、制約集合（ｃｏｎｓｔｒａｉｎｔ　ｓｅｔ）、またはデータ表現に制約集
合を適用するためのコマンド、またはその組合せを送ることもできる。インターフェイス
は、メニューまたはダイアログボックス等の選択を行うためのグラフィカルな手段を有す
るグラフィックユーザーインターフェイスであってもよい。インターフェイスは、メイン
スクリーンからの選択によりアクセス可能な階層化されたスクリーン（ｌａｙｅｒｅｄ　
ｓｃｒｅｅｎ）を用いてアレンジされ得る。ユーザーインターフェイスは、本明細書のい
くつかの実施形態に係る有用な他のデータベース、例えば１もしくは複数の核酸もしくは
その複数、例えば宿主ゲノム、外来性因子ゲノム、もしくは他のゲノム外配列の配列特異
的標識化パターンのインシリコデータベースへのアクセスまたは種々の核酸の配列特異的
標識化のパターンに関係する情報を有する他のデータベースへのリンクを提供し得る。更
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に、ユーザーインターフェイスは、ゲノム標識化パターンマップのグラフィカル表示を示
すことができる。本明細書のいくつかの実施形態に係る標識化のパターンのマップ、アラ
インメント、または他の情報、例えば表、グラフ、反応ネットワーク、フラックス分布マ
ップ、またはモデルマトリックスとして。
【実施例】
【００８３】
　以下の実施例は、本発明を説明することを意図しており、明示的にも暗示的にも、本発
明を如何なる様式、形状、または形態にも限定することを意図しない。これらは、使用さ
れ得るもののうち、典型的なものであるが、当業者に公知の他の手順、方法、または技術
が代わりに用いられてもよい。
【００８４】
実施例１：ゲノムマップの新規（ｄｅ　ｎｏｖｏ）作成
　ヒトゲノムマップを新規アセンブルした。カリフォルニア州サンディエゴのＢｉｏｎａ
ｎｏ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ社から入手可能な自動ＩＲＹＳ（登録商標）ナノチャネルチップ
および自動イメージングシステムを用いて、ヒト細胞株由来のゲノムＤＮＡを抽出し、部
位特異的標識化した後、直線化し、処理量が５～１０Ｇｂ／チップラン（３～４時間）、
更に将来は５０～２００Ｇｂ／チップランとなるナノチャネル上で、５０×のカバレッジ
で分析した。部位特異的標識を検出し、標識間の距離を決定し、ペアワイズパターンマッ
チングおよび新規（ｄｅ　ｎｏｖｏ）アセンブリプロセスに生分子（＞２０ｋｂ）を用い
た。図３に、アセンブルされたヒトゲノムマップを示す。これは巨大で複雑なゲノムから
のゲノムマップの作成し易さを示している。このように、本明細書に記載の方法を用いて
、巨大で複雑なゲノムからのゲノムマップを作成することができる。
【００８５】
実施例２：参照配列と比較した構造多型の同定
　実施例１のアセンブルされたゲノム中、数百の大小の構造的バリアントが検出された。
染色体５上の縦列重複の例を図４に示す。部位特異的標識化パターンに基づき、ゲノム配
列をアセンブルし（３０）、参照ゲノム配列のパターン（３２）と比較した。縦列してい
る、縦列する３つの更なるコピーを含むゲノム領域（３４）が同定された。このように、
部位特異的標識化パターンに基づいて新規ゲノムアセンブリおよび構造バリアント分析を
行うことができる。
【００８６】
実施例３：標識化されたＤＮＡの調製
　プラグ溶解（ｐｌｕｇ　ｌｙｓｉｓ）プロトコールを用いてＤＮＡを単離した。当業者
には、本明細書に記載の典型的なプロトコールに加えて、当該技術分野で公知の種々の方
法を用いて、単離されたＤＮＡの好適なサンプルを調製できることが理解されよう。エプ
スタイン・バーウイルス（ＥＢＶ）感染細胞を対数増殖期まで増殖させ、回収した。２％
アガロースを沸騰水に完全に溶解するまで１０～１５分間浸し、使用前に４３℃のウォー
ターバス中にアガロースを少なくとも３０分間置き、５０ｍｌチューブＴＨＥＲＭＯＭＩ
ＸＥＲ装置を５０℃に温め、１０～２０ｍｌの水をウェルに満たしてウォーターバスをシ
ミュレートすることにより、２％アガロースおよびウォーターバスを用意した。４×１０
６細胞を１５ｍｌチューブ中にペレット化し、２２００ｒｐｍ（１０００ｒｃｆ）で５分
間スピンしてペレット化することにより細胞を調製した。細胞を、１×ＰＢＳで２回洗浄
し、７５０μｌの懸濁バッファーに再懸濁し、４３℃に温めた。２５０μ１の溶融アガロ
ースを細胞懸濁液に加え、混合し、各プラグモールドを約９５μｌ容積で満たした。プラ
グを氷上で冷却し、１００μｌのＰｒｏｔｅｉｎａｓｅ　Ｋを含む２．５ｍｌのＰｒｏｔ
ｅｉｎａｓｅ　Ｋ溶液を加え、５０℃で４時間インキュベートした。２時間後に更に１０
０μｌのＰｒｏｔｅｉｎａｓｅ　Ｋを加えた。プラグを洗浄バッファーで４回、各１５分
間洗浄し、ＴＥ（ｐＨ８）で４回、各１５分間、２００ｒｐｍ回転、２５℃で洗浄した。
Ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ　Ｋ／バッファーを除去し、プラグを７０℃で２分間溶融し、４３
℃で５分間平衡化させ、２μｌのＧＥＬａｓｅストック酵素（０．２Ｕ／μｌ）を各チュ
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を、ｐ１０ピペットチップの約５回のストロークで剪断した。次いで、サンプルを、湿ら
せた透析膜上に滴下し、４時間透析し、蒸発により約４０μｌのサンプルを得た。
【００８７】
　ＤＮＡの部位特異的標識化を以下の通り行った：反応当たり１μｌの１０×ＮＥＢ　Ｂ
ｕｆｆｅｒと、０．７μｌの１０Ｕ／μＬ　Ｎｔ．ＢｓｐＱと、１０μｌになるようなｄ
Ｈ２Ｏとを含むＮｉｃｋｉｎｇマスターミックスを調製した。３００ｎｇの調製ＤＮＡサ
ンプルをマスターミックスに加え、短時間遠心し、サーマルサイクラー中で３７℃で２時
間インキュベートし、８０℃およびブロック温度より約１０℃高い温度に加熱した蓋で２
０分間熱失活させた後、標識化の用意ができるまで４℃に保持した。反応当たり、反応当
たり１．５μｌの１％トリトンＸ１００と、１．５μｌの１０×Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｍｉ
ｘと、１μｌの５Ｕ／μｌ　Ｔａｑポリメラーゼと、１μｌのｄＨ２Ｏとを含むＬａｂｅ
ｌｉｎｇマスターミックスを調製した。５μｌのＬａｂｅｌｉｎｇマスターミックスを１
０μｌのサンプルに加え、サーマルサイクラー中で７２℃にて、蓋はブロック温度より約
１０℃高く加熱して、６０分間インキュベートした。反応当たり０．２μｌの１０ｍＭ　
ｄＮＴＰと、０．２μｌの５０ｍＭ　ＮＡＤ＋と、０．７５μｌのＰｒｅＣＲミックスと
、０．５μｌの１０×Ｔｈｅｒｍｏ　Ｐｏｌと、および３．３５μｌのｄＨ２Ｏとを含む
リペアマスターミックスを調製した。５μｌのリペアマスターミックスを１５μｌのサン
プルに加え、サーマルサイクラー中で３７℃にて、蓋はブロックより約１０℃高い設定で
加熱して、１８分間インキュベートした。その後、インキュベートしたサンプルを氷上に
置き、１μｌの０．５Ｍ　ＥＤＴＡを加え、混合し、短時間（２～３秒）遠心した。
【００８８】
　サンプル当たり１５μｌの４×Ｆｌｏｗ　Ｂｕｆｆｅｒと、１２μｌの１Ｍ　ＤＴＴと
、２μｌのＤＮＡ　Ｓｔａｉｎと、１１μｌのｄＨ２Ｏとを含む、静置マスターミックス
を調製した。４０μｌの静置マスターミックスを２０μｌの修復されたＤＮＡサンプルと
合わせ、大口径チップで５回混合し、４℃で一晩インキュベートした。次いで、小口径Ｐ
１０チップを用いて、Ｂｉｏｎａｎｏ　ＩＲＹＳ（商標）システムナノチャネルチップに
ローディングし、５．５μｌの調製サンプルを入口（フロント）ウェルに入れ、２分間待
った後、５．０μｌを出口（バック）ウェルへと通した。
【００８９】
　上記プロトコールで用いた試薬を表１に示す。
【００９０】
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【表１】

 
【００９１】
実施例４：挿入されたウイルス配列を同定するためのヒトゲノムアセンブリの作成
　実施例３と同様に調製したＥＢＶ感染リンパ球サンプルから、１００ｋｂ超の分子につ
いて３００Ｇｂのデータを収集し、新規（ｄｅ　ｎｏｖｏ）ヒトゲノムアセンブリに用い
た。部位特異的標識化のパターンをアラインし、コンセンサスマップを作成した。いくつ
かの配列が参照ヒトゲノムアセンブリと対応した。図５に示すように、ヒト参照にマッチ
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しない更なるコンセンサスマップが同定された（例えば「ウイルス配列」）。コンセンサ
スマップの１つがエプスタイン・バーウイルス（ＥＢＶ）として同定された。ウイルスコ
ンセンサス配列内の差異を系統分類に用いた（図５、点線の四角を参照）。
【００９２】
　ウイルスコンセンサス配列とアラインしなかった、個々のウイルス配列に隣接する少な
くともいくつかの配列（図５、破線の四角参照）が、ウイルス配列のゲノム挿入部位を表
し、隣接されたウイルス配列が挿入されたヒトゲノムの位置の決定に用いることができた
。
【００９３】
　このように、実施例４に記載されているリンパ球サンプルのポリヌクレオチドを標識化
し、それらを直線化してナノチャネル上で５０×のカバレッジで分析する方法は、ウイル
スサイン配列の宿主ゲノム組込みを示すゲノムマップを提供し得、系統分類の決定に用い
ることができる。
【００９４】
実施例５：宿主ゲノム中のウイルス量の検出
　実施例５と同様にウイルス配列に特徴的であると同定されたパターンのコンセンサスパ
ターンに基づき、コンセンサスウイルスサインパターンが同定された（図６Ａ）。コンセ
ンサスウイルスサインパターンを、参照ＥＢＶ配列に基づいてインシリコで同定されたパ
ターンと比較した（図６Ａ参照）。
【００９５】
　ゲノム全体のウイルスサインパターンのコピー数に基づいてヒト宿主ゲノム中のウイル
ス量を計算した（図６Ｂ）。ハプロイドヒト宿主ゲノム当たり約４２コピーのレトロウイ
ルスが存在すると決定された。ゲノムをシークエンシングし（５０×／ハプロイド）、こ
のウイルス量の計算が確認された。
【００９６】
　このように、本方法および技術を用いて、ヒト宿主ゲノム中に組み込まれたウイルスＤ
ＮＡのコピー数を決定することができる。
【００９７】
実施例６：癌細胞系譜（ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅａｇｅ）の分析
　１，０００名の異なる各患者のリンパ性白血病細胞に由来するゲノムＤＮＡを用意する
。実施例３に記載されている全般的手順に従って、各患者の細胞に由来するゲノムＤＮＡ
を用意し、調製し、標識化し、直線化する。各患者の単一白血病細胞からゲノムパターン
をアセンブルし、健康な個体の参照ゲノムパターンと比較する。白血病細胞のゲノム物質
の再配列、挿入、および欠失のパターンが同定される。白血病細胞のゲノム中に見られる
が、参照ゲノム中には見られないパターンは、癌細胞中のゲノム外因子である可能性があ
ることが決定される。ゲノム外配列のパターンをアラインし、少なくとも１つのゲノム外
配列のサインパターンを同定する。この分析は、１，０００名の異なる患者それぞれに対
して行われる。リンパ性白血病細胞の亜集団のゲノムに共通する構造的特徴が同定される
。ウイルス挿入の「ホットスポット」が同定される。再配列の「ホットスポット」が同定
される。種々の白血病に関連する構造的特徴に関連するパターンが同定される。
【００９８】
　各患者に由来する種々の白血病細胞を、構造的特徴の蓄積に基づいてステージ分けする
。単一の系譜（ｌｉｎｅａｇｅ）に由来する白血病細胞を、レトロウイルス挿入等の構造
的特徴の蓄積に基づいて特性解析する。白血病細胞の系譜がステージ分けされる。
【００９９】
　これらの健康な個体の造血系譜（ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ　ｌｉｎｅａｇｅ）細胞
における白血病に関連する構造的特徴の蓄積に基づいて、健康な個体がリンパ性白血病を
発症する個別化された素因が推測される。
【０１００】
　このように、新規（ｄｅ　ｎｏｖｏ）ナノチャネルゲノムマッピングアセンブリは、特



(37) JP 6556705 B2 2019.8.7

10

20

30

40

50

に大きなゲノムを調べるために行うことができ、白血病患者のゲノム中の白血病サインパ
ターンの決定に用いられた。
【０１０１】
実施例７：ヒトサンプル中の外来性因子の検出
　ヒトサンプル中の外来性因子を検出するために、シミュレーションに用いた実現可能性
研究に用いた外来性因子ゲノムを、トリパノソーマの種々の種およびプラスモディウムを
用いて試験した。自動ＩＲＹＳ（登録商標）プラットフォームを用いて、ヒトおよび外来
性因子のデータを収集し、ＲｅｆＡｌｉｇｎｅｒを用いて分析のために処理した。図１４
の表に示されているように、Ｔ．　ｃｒｕｚｉ、Ｔ、ｂｒｕｃｅｉ、Ｔ．　ｐａｌｌｉｄ
ｕｍ、およびＰ．　ｆａｌｃｉｐａｒｕｍからマップを作成した。
【０１０２】
　サンプル由来の外来性因子を決定することの実行可能性を調べるために、外来性因子お
よびヒト血液の混合物のデータセットをシミュレートした。サンプルには、混合物中０．
１％、０．２％、０．３％、０．４％、０．５％、０．６％、０．７％、０．８％、０．
９％、１％、２％、３％、４％、５％、６％、７％、８％、９％、１０％、１５％、２０
％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、および５０％の外来性因子核酸を含めた
。各酵素について、ヒトゲノムおよび全外来性因子ゲノムからなる全コンティグの参照マ
ップを作成した。次いで、「ｂｅｓｔＲｅｆ」オプションを用いて、分子をインシリコ参
照ゲノムの種々のデータセットとアラインした。これを、外来性因子が存在してもプログ
ラムが外来性因子を検出できない偽陰性および外来性因子物質の非存在下でヒト物質のみ
が存在する時に外来性因子を検出し得る偽陽性の検出に用いた。
【０１０３】
　ヒト女性サンプル（ＩＰＳ＿ｓａｍｐｌｅ＿ｃｏｎｔｒｏｌ＿１２２３１３）に由来す
る実験的に観察された分子を、トリパノソーマに由来する実験的に観察された分子と種々
の割合でインシリコで混合した。各分子を、アラインされた外来性因子およびヒトＤＮＡ
分子の起源ならびにアラインメントの正確さを可能にする固有ＩＤでラベルした。感度は
ＴＰ／（ＴＰ＋ＦＮ）として定義される。特異性はＴＮ／（ＴＮ＋ＦＰ）として定義され
る。適中率（ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ）はＴＰ／（ＴＰ＋ＦＰ）として定義される。検出率（
ｒｅｃａｌｌ）＝ＴＰ／（ＴＰ＋ＦＮ）。正確度（ａｃｃｕｒａｃｙ）は（ＴＰ＋ＴＮ）
／（ＴＰ＋ＴＮ＋ＦＰ＋ＦＮ）として定義される。Ｆ値は、２（適中率－検出率）／（適
中率＋検出率）として定義される。結果を図１３に示す。図１３に関して、ＦＰ＝偽陽性
、ＦＮ＝偽陰性、ＴＰ＝真陽性、ＴＮ＝真陰性。したがって、インシリコ分析は、本明細
書のいくつかの実施形態の通りに標識化パターンに基づいて外来性因子ゲノムの有無をヒ
ト宿主ゲノムから区別できることを示している。
【０１０４】
　図１３の結果のグラフ表示を示している図１１に示されているように、外来性因子ＤＮ
Ａの量が２％を超える場合、外来性因子検出の信頼度は高い（適中率９５％および検出率
７０％）。図示されているように、外来性因子の量が２％を超える場合、それぞれ９５％
および７０％である適中率および検出率に見られるように、比較的信頼度が高い。
【０１０５】
　このように、この技術を用いて、外来性因子が２％の場合に９５％の適中率および７０
％の検出率で外来性因子が決定された。
【０１０６】
　本明細書の実質的に全ての複数形および／または単数形の用語の使用に関して、当業者
は、本文および／または応用に適するように複数から単数および／または単数から複数へ
と言い換えることができる。明確にするために、本明細書で種々の単数／複数の交換が明
確に記載されていることもある。
【０１０７】
　当業者には、一般的に、本明細書および特に添付の特許請求の範囲（例えば、添付の特
許請求の範囲の本文）で使用される用語が一般的にオープンな用語を意図していると理解
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される（例えば、「含む」という用語は、「含むが、これに限定されない」と解釈される
べきであり、「有する」という用語は、「少なくとも～を有する」と解釈されるべきであ
り、「含む」という用語は、「含むが、これに限定されない」と解釈されるべきである等
）。更に、導入される請求項記載において具体的な数が意図される場合、そのような意図
は当該請求項中に明確に記載され、そのような記載がない場合、そのような意図はないこ
とが当業者には理解されよう。例えば、理解の助けとして、以下の添付の特許請求の範囲
は、請求項の記載を導入するために「少なくとも１つ」および「１以上の」という導入句
の使用を含み得る。しかし、そのような句の使用は、不定冠詞「ａ」または「ａｎ」によ
り請求項の記載が導入された場合に、例え同じ請求項が導入句「１以上の」または「少な
くとも１つの」および「ａ」または「ａｎ」等の不定冠詞を含む場合でも、そのように導
入された請求項の記載を含む特定の請求項をそのような記載事項を１つだけ含む実施形態
に限定することを意味すると解釈されるべきではなく（例えば、「ａ」および／または「
ａｎ」は、「少なくとも１つの」または「１以上の」を意味すると解釈されるべきである
）、請求項の記載を導入するための定冠詞の使用にも同じことが当てはまる。更に、導入
された請求項記載の具体的な数が明示されている場合でも、そのような記載は、少なくと
も記載されている数を意味すると解釈されるべきであることが当業者には理解されよう（
例えば、他に修飾語のない単なる「２つの記載事項」という記載は、少なくとも２つの記
載事項または２つ以上の記載事項を意味する）。更に、「Ａ、Ｂ、およびＣの少なくとも
１つ等」に類する慣用句が使用されている場合、一般にそのような構造は、当業者がその
慣用句を理解するであろう意味を意図する（例えば、「Ａ、Ｂ、およびＣの少なくとも１
つを有するシステム」は、Ａのみ、Ｂのみ、Ｃのみ、ＡおよびＢの両方、ＡおよびＣの両
方、ＢおよびＣの両方、ならびに／またはＡ、Ｂ、およびＣの全てを有するシステムを含
むが、これに限定されない等）。「Ａ、Ｂ、またはＣの少なくとも１つ等」に類する慣用
句が使用されている場合、一般にそのような構造は、当業者がその慣用句を理解するであ
ろう意味を意図する（例えば、「Ａ、Ｂ、またはＣの少なくとも１つを有するシステム」
は、Ａのみ、Ｂのみ、Ｃのみ、ＡおよびＢの両方、ＡおよびＣの両方、ＢおよびＣの両方
、ならびに／またはＡ、Ｂ、およびＣの全てを有するシステムを含むが、これに限定され
ない等）。更に、２つ以上の選択的用語（ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ　ｔｅｒｍ）を表す事
実上全ての選言的な語および／または句は、明細書、特許請求の範囲、または図面中に関
わらず、それらの用語のうちの１つ、用語のいずれか、または用語の両方を含む可能性が
企図されると理解すべきであることが当業者には理解されよう。例えば、「ＡまたはＢ」
という句は、「Ａ」、「Ｂ」、または「ＡおよびＢ」の可能性を含むと理解される。
【０１０８】
　更に、本開示の構成または態様がマーカッシュグループの言葉で記載されている場合、
当業者には、これにより、マーカッシュグループの任意の個々のメンバーまたはメンバー
のサブグループの言葉でも開示が記載されていると理解される。
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