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(57)【要約】
　系、方法、および装置は、種々の組織と試料のメチル
化特性を決定し用いることができる。実施例を提供する
。メチル化特性を、血漿メチル化（または、無細胞ＤＮ
Ａをもった他の試料）と母体／患者のメチル化特性との
比較に基づいて、胎児／腫瘍組織について推定すること
ができる。試料がＤＮＡの混合物を有する場合、組織特
異的対立遺伝子を用いて胎児／腫瘍からＤＮＡを特定し
、その胎児／腫瘍組織についてメチル化特性を決定する
ことができる。メチル化特性を用いて、胎児／腫瘍のゲ
ノムにおけるコピー数変動を決定することができる。胎
児についてのメチル化マーカーは、種々の技術によって
特定されている。メチル化特性を、ＤＮＡ断片のサイズ
分布のサイズパラメーターを決定することによって決定
し、サイズパラメーターに対する参照値を用いてメチル
化レベルを決定することができる。加えて、メチル化レ
ベルを用いてがんのレベルを決定することができる。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生物の生物試料を解析する方法であって、
　前記生物試料は正常細胞に由来する核酸分子と、がんに関連した細胞に由来する可能性
のある核酸分子とを含み、前記核酸分子の少なくともいくらかは前記生物試料において無
細胞であるものであり、
　前記生物試料から複数のＤＮＡ分子を解析するステップであって、
前記生物のゲノムにおける前記ＤＮＡ分子の位置を決定することと；
前記ＤＮＡ分子が一つまたは複数の部位でメチル化されているか否かを決定することと、
を含む、ＤＮＡ分子を解析するステップと；
　複数の部位のそれぞれについて、
前記部位でメチル化されているそれぞれのＤＮＡ分子数を決定するステップと；
　前記複数の部位でメチル化されている前記それぞれのＤＮＡ分子数に基づいて第一のメ
チル化レベルを計算するステップと；
　前記第一のメチル化レベルを第一のカットオフ値と比較するステップと；
　前記比較に基づいてがんのレベルの第一の分類を決定するステップと、
を含む、生物の生物試料を解析する方法。
【請求項２】
　前記ＤＮＡ分子が一つまたは複数の部位でメチル化されているか否かを決定することは
、メチル化認識配列決定を実行することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　メチル化認識配列決定を実行することは、
　前記ＤＮＡ分子を亜硫酸水素ナトリウムで処理することと；
　前記処理したＤＮＡ分子の配列決定を実行することと、
を含む、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記無細胞ＤＮＡ分子を亜硫酸水素ナトリウムで処理することは、５－ヒドロキシメチ
ルシトシンの検出をするためのＴｅｔ補助亜硫酸水素塩変換または酸化的亜硫酸水素塩配
列決定の一部である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　各領域の前記それぞれのＤＮＡ分子数を、前記メチル化認識配列決定から得られる配列
リードを整列させることによって決定する、請求項２に記載の方法。
【請求項６】
　一つまたは複数の部位でＤＮＡ分子がメチル化されているか否かを決定することは、メ
チル化感受性制限酵素消化、メチル化特異的ＰＣＲ、メチル化依存的ＤＮＡ沈降、メチル
化ＤＮＡ結合タンパク質／ペプチド、または、亜硫酸水素ナトリウム処理なしの単一分子
配列決定、を用いることを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記ゲノムの第一の複数の領域のそれぞれについて、
前記領域に由来するそれぞれのＤＮＡ分子数を決定し；
前記それぞれの数からそれぞれの正規化数を計算し；
前記それぞれの正規化数を参照値と比較して、前記それぞれの領域が欠失または増幅を示
すか否かを決定するステップと；
　欠失または増幅を示すと決定される第一の量の領域を決定するステップと；
　前記第一の量を第一の閾値と比較してがんのレベルの第二の分類を決定するステップと
；
　前記第一の分類と前記第二の分類とを用いてがんのレベルの第三の分類を決定するステ
ップと、
をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項８】



(3) JP 2015-536639 A 2015.12.24

10

20

30

40

50

　前記第一の閾値は、欠失または増幅を示すと決定される前記第一の複数の領域のパーセ
ンテージである、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記第三の分類は、前記第一の分類と前記第二の分類の両方ががんを示す場合にのみ、
がん陽性である、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　前記第三の分類は、前記第一の分類と前記第二の分類のいずれかががんを示す場合に、
がん陽性である、請求項７に記載の方法。
【請求項１１】
　前記第一の分類は前記生物にがんが存在することを示すものであり、
　前記第一のメチル化レベルを、他の生物から決定される対応する値と比較することによ
って、前記生物に関連するがんの型を特定するステップであって、前記他の生物の少なく
とも２つが異なる型のがんを有していると特定されるステップ、をさらに含む、請求項１
または７に記載の方法。
【請求項１２】
　前記第三の分類は前記生物にがんが存在することを示すものであり、
　前記第一の量の領域を、前記他の生物から決定される対応する値と比較することによっ
て、前記生物に関連する前記型のがんを特定するステップをさらに含む、請求項１１に記
載の方法。
【請求項１３】
　前記第一のメチル化レベルを計算するステップは、
前記ゲノムの第二の複数の領域を特定することと；
前記領域のそれぞれの中の一つまたは複数の部位を特定することと；
各領域について領域メチル化レベルを計算することと、を含み、前記第一のメチル化レベ
ルは第一の領域についてのものであり、
　前記領域メチル化レベルのそれぞれをそれぞれの領域カットオフ値と比較するステップ
であって、前記第一のメチル化レベルを前記第一のカットオフ値と比較することを含むス
テップと；
　前記それぞれの領域カットオフ値を超える領域メチル化レベルを有すると決定される第
二の量の領域を決定するステップと；
　前記第二の量の領域を第二の閾値と比較して、前記第一の分類を決定するステップと、
をさらに含む、請求項１または７に記載の方法。
【請求項１４】
　前記それぞれの領域カットオフ値を超える領域メチル化レベルを有すると決定される領
域は第一の一連の領域に対応するものであり、
　前記第一の一連の領域の領域メチル化レベルを、他の生物の、前記第一の一連の領域に
対応する領域メチル化レベルと比較するステップであって、前記他の生物は、第一の型の
がん、がん不存在、および第二の型のがんの少なくとも２つを有する、ステップと；
　前記比較に基づいて、前記生物が前記第一の型のがん、がん不存在、または前記第二の
型のがんを有するか否かを決定するステップと、
をさらに含む、請求項１３の方法。
【請求項１５】
　前記第一の一連の領域の領域メチル化レベルに基づいて前記他の生物をクラスタリング
するステップであって、クラスターの２つは、前記第一の型のがん、がん不存在、および
前記第二の型のがんのいずれか２つに対応するステップをさらに含み、
　前記領域メチル化レベルの比較は前記生物がどちらのクラスターに属するかを決定する
、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記他の生物のクラスタリングは前記生物の領域メチル化レベルを用いる、請求項１５
に記載の方法。
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【請求項１７】
　前記クラスターは、前記第一の型のがんに対応する第一のクラスターと、前記第二の型
のがんに対応する第二のクラスターと、がん不存在に対応する第三のクラスターとを含む
、請求項１５に記載の方法。
【請求項１８】
　前記他の生物のクラスタリングは前記他の生物の第二の一連の領域のそれぞれの正規化
数にさらに基づき、前記第二の一連の領域は、欠失または増幅を示すと決定される領域に
対応し、領域に対する前記それぞれの正規化数は前記領域に由来するそれぞれのＤＮＡ分
子数から決定されるものであり、
　前記第二の一連の領域のそれぞれについて、
前記領域に由来するそれぞれのＤＮＡ分子数を決定し；
前記それぞれの数からそれぞれの正規化数を計算するステップと；
　前記生物がどのクラスターに属するかを決定することの一部として、前記生物について
の前記第二の一連の領域の前記それぞれの正規化数を、前記他の生物の前記それぞれの正
規化数と比較するステップと、
をさらに含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項１９】
　前記他の生物のクラスタリングは、高度メチル化ＣｐＧ島のそれぞれのメチル化密度に
さらに基づくものであり、
　前記高度メチル化ＣｐＧ島のそれぞれについて、
それぞれのメチル化密度を決定するステップと、
　前記生物がどのクラスターに属するかを決定することの一部として、前記生物について
前記高度メチル化ＣｐＧ島のそれぞれのメチル化密度を、前記他の生物のメチル化密度と
比較するステップと、
をさらに含む、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記第二の複数の領域のそれぞれについて、
前記領域メチル化レベルと前記それぞれの領域カットオフ値との間のそれぞれの差異を算
出するステップと、
前記それぞれの差異に対応するそれぞれの確率を計算するステップと、をさらに含み、
　前記第二の量の領域を決定することは、前記それぞれの確率を含む累積スコアを計算す
ることを含む、請求項１３の方法。
【請求項２１】
　前記累積スコアを計算することは、
前記それぞれの確率の対数を取ってそれぞれの対数の結果を得るステップと；
前記それぞれの対数の結果を含む合計を計算するステップと、
を含む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記累積スコアは前記それぞれの対数の結果の合計の負値である、請求項２１に記載の
方法。
【請求項２３】
　各差異は前記それぞれの領域カットオフ値に関連する標準偏差で正規化される、請求項
２０に記載の方法。
【請求項２４】
　前記それぞれの確率は、統計分布に従って前記それぞれの差異についての確率に対応す
る、請求項２０に記載の方法。
【請求項２５】
　前記第二の閾値は、参照群に由来する最も高い累積スコアに対応する、請求項２０に記
載の方法。
【請求項２６】
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　前記第一の複数の領域のそれぞれについて、
前記それぞれの正規化数と前記参照数との間のそれぞれの差異を算出するステップと；
前記それぞれの差異に対応するそれぞれの確率を計算するステップと、をさらに含み；
　前記第一の量の領域を決定することは、前記それぞれの確率を含む第一の合計を計算す
ることを含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項２７】
　前記それぞれの領域カットオフ値は参照メチル化レベルに由来する特定量である、請求
項１３に記載の方法。
【請求項２８】
　前記第二の閾値はパーセンテージであり、前記第二の量の領域を第二の閾値と比較する
ことは、
　前記第二の閾値と比較する前に前記第二の量の領域を前記第二の複数の領域の第二の数
で割ることを含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項２９】
　前記第二の数は前記第二の複数の領域の全てに対応する、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　前記第一の複数の領域は前記第二の複数の領域と同じであり、前記それぞれの領域カッ
トオフ値は、前記それぞれの領域が欠失または増幅を示すか否かに依存する、請求項１３
に記載の方法。
【請求項３１】
　それぞれの領域カットオフ値は、前記それぞれの領域が増幅を示さない場合より増幅を
示す場合のほうがより大きい値を有し、それぞれの領域カットオフ値は、前記それぞれの
領域が欠失を示さない場合より欠失を示す場合のほうがより小さい値を有する、請求項３
０に記載の方法。
【請求項３２】
　それぞれの領域カットオフ値は前記第二の複数の領域の低メチル化について試験され、
それぞれの領域カットオフ値は、前記それぞれの領域が増幅を示さない場合より増幅を示
す場合のほうがより大きい負値を有し、それぞれの領域カットオフ値は、前記それぞれの
領域が欠失を示さない場合より欠失を示す場合のほうがより小さい負値を有する、請求項
３１に記載の方法。
【請求項３３】
　前記生物試料は処理の前に取られるものであり、
　処理の後に取られる別の生物試料に対して請求項１３の方法を繰り返して、
欠失または増幅を示すと決定される後続の第一の量の領域と、
前記それぞれの領域カットオフ値を超える領域メチル化レベルを有すると決定される後続
の第二の量の領域と、を得るステップと；
　前記第一の量を前記後続の第一の量と、前記第二の量を前記後続の第二の量と比較して
前記生物の予後を決定するステップと、
をさらに含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項３４】
　前記第一の量を前記後続の第一の量と、前記第二の量を前記後続の第二の量と比較して
前記生物の予後を決定することは、
　前記第一の量と前記後続の第一の量との間の第一の差異を決定するステップと；
　前記第一の差異を一つまたは複数の第一の差異閾値と比較するステップと；
　前記第二の量と前記後続の第二の量との間の第二の差異を決定するステップと；
　前記第二の差異を一つまたは複数の第二の差異閾値と比較するステップと、
を含む、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　前記第一の差異が１つの第一の差異閾値を下回る場合のほうが、前記第一の差異が前記
１つの第一の差異閾値を上回る場合よりも、前記予後は悪化すると予測され、前記第二の
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差異が１つの第二の差異閾値を下回る場合のほうが、前記第二の差異が前記１つの第二の
差異閾値を上回る場合よりも、前記予後は悪化すると予測される、請求項３４に記載の方
法。
【請求項３６】
　前記１つの第一の差異閾値および前記１つの第二の差異閾値はゼロである、請求項３５
に記載の方法。
【請求項３７】
　前記処理は免疫療法、外科手術、放射線療法、化学療法、抗体に基づく治療、エピジェ
ネティック治療法、または標的療法である、請求項３３に記載の方法。
【請求項３８】
　前記第一のカットオフ値は、健常生物から得られる生物試料により確定される参照メチ
ル化レベルから特定の隔たりがある、請求項１に記載の方法。
【請求項３９】
　前記特定の隔たりは、前記参照メチル化レベルからの標準偏差の特定の数である、請求
項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　前記第一のカットオフ値は、前記生物試料が試験される前に得られる前記生物の試験前
生物試料から決定される参照メチル化レベルより確定される、請求項１に記載の方法。
【請求項４１】
　前記第一のメチル化レベルを前記第一のカットオフ値と比較することは、
　前記第一のメチル化レベルと参照メチル化レベルとの間の差異を決定するステップと；
　前記差異を、前記第一のカットオフ値に対応する閾値と比較するステップと、
を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４２】
　前記生物試料における腫瘍ＤＮＡの濃度分率を決定するステップと；
　前記濃度分率に基づいて前記第一のカットオフ値を計算するステップと、
をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４３】
　前記生物試料における腫瘍ＤＮＡの濃度分率が最小値より大きいか否かを決定するステ
ップと；
　前記濃度分率が前記最小値より大きくない場合に前記生物試料にフラグを付けるステッ
プと、
をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４４】
　腫瘍について参照メチル化レベルと比較したメチル化レベルの所期の差異に基づいて前
記最小値を決定する、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
　前記複数の部位でＤＮＡ分子のサイズを測定するステップと；
　前記第一のメチル化レベルを前記第一のカットオフ値と比較する前に、前記ＤＮＡ分子
の前記測定されたサイズに基づいて前記第一のメチル化レベルを正規化するステップと、
をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４６】
　前記測定されたサイズに基づいて前記第一のメチル化レベルを正規化することは、
　第一のサイズを有するＤＮＡ分子を選択するステップと；
　前記選択されたＤＮＡ分子を用いて前記第一のメチル化レベルを計算するステップであ
って、前記第一のカットオフ値は前記第一のサイズに対応するステップと、
を含む、請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
　前記第一のサイズは或る範囲の長さである、請求項４６に記載の方法。
【請求項４８】
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　前記ＤＮＡ分子は、サイズに依存する物理的分離に基づいて選択される、請求項４６に
記載の方法。
【請求項４９】
　第一のサイズを有するＤＮＡ分子を選択することは、
　前記複数のＤＮＡ分子のペアエンド大規模並列配列決定（ｐａｉｒｅｄ－ｅｎｄ　ｍａ
ｓｓｉｖｅｌｙ　ｐａｒａｌｌｅｌ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）を実行して、前記ＤＮＡ分
子のそれぞれについて配列の対を得るステップと；
　前記配列の対を参照ゲノムと比較することによってＤＮＡ分子のサイズを決定するステ
ップと；
　前記第一のサイズを有するＤＮＡ分子を選択するステップと、
を含む、請求項４６に記載の方法。
【請求項５０】
　前記測定されたサイズに基づいて前記第一のメチル化レベルを正規化することは、
　サイズとメチル化レベルとの間の関数関係を得るステップと；
　前記関数関係を用いて前記第一のメチル化レベルを正規化するステップと、
を含む、請求項４５に記載の方法。
【請求項５１】
　前記関数関係は、それぞれのサイズに対応するスケーリング値を提供する、請求項５０
に記載の方法。
【請求項５２】
　ＤＮＡ分子に対応する平均サイズを算出して、これを用いて前記第一のメチル化レベル
を計算するステップと；
　前記第一のメチル化レベルに、前記対応するスケーリング値を掛けるステップと、
をさらに含む、請求項５１に記載の方法。
【請求項５３】
　前記複数の部位のそれぞれについて、
　前記部位に位置する前記ＤＮＡ分子のそれぞれについて、
　前記部位における前記ＤＮＡ分子のそれぞれのサイズを得るステップと；
　前記それぞれのサイズに対応する前記スケーリング値を用いて、前記部位でメチル化さ
れる前記それぞれのＤＮＡ分子数への前記ＤＮＡ分子の寄与を正規化するステップと、
をさらに含む、請求項５１に記載の方法。
【請求項５４】
　前記複数の部位はＣｐＧ部位を含み、前記ＣｐＧ部位は複数のＣｐＧ島に組織化され、
各ＣｐＧ島は一つまたは複数のＣｐＧ部位を含み、前記第一のメチル化レベルは第一のＣ
ｐＧ島に対応する、請求項１に記載の方法。
【請求項５５】
　前記ＣｐＧ島は参照群に第一のパーセンテージより低い平均メチル化密度を有し、前記
参照群における前記メチル化密度に対する変動係数は第二のパーセンテージよりも低い、
請求項５４に記載の方法。
【請求項５６】
　前記ＣｐＧ島のそれぞれについて、
前記ＣｐＧ島のメチル化レベルをそれぞれのカットオフ値と比較することによって、前記
ＣｐＧ島が他の生物の試料の参照群と比較して高度メチル化されているか否かを決定する
ステップと；
　前記高度メチル化ＣｐＧ島のそれぞれについて、
それぞれのメチル化密度を決定するステップと；
前記それぞれのメチル化密度から累積スコアを計算するステップと；
前記累積スコアを累積カットオフ値と比較して前記第一の分類を決定するステップと、
をさらに含む、請求項５４に記載の方法。
【請求項５７】
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　前記それぞれのメチル化密度から前記累積スコアを計算することは、
　前記高度メチル化ＣｐＧ島のそれぞれについて、
前記それぞれのメチル化密度と参照密度との間のそれぞれの差異を計算し；
前記それぞれの差異に対応するそれぞれの確率を計算するステップと；
　前記それぞれの確率を用いて前記累積スコアを決定するステップと、
を含む、請求項５６に記載の方法。
【請求項５８】
　前記累積スコアを、
　前記それぞれの確率の対数を取ってそれぞれの対数の結果を得るステップと；
　前記それぞれの対数の結果を含む合計を計算するステップと、
によって決定し、前記累積スコアは前記合計の負値である、
請求項５６に記載の方法。
【請求項５９】
　各差異それぞれは、前記参照密度に関連する標準偏差で正規化される、請求項５６に記
載の方法。
【請求項６０】
　前記累積カットオフ値は、前記参照群からの最も高い累積スコアに対応する、請求項５
６に記載の方法。
【請求項６１】
　前記第一のＣｐＧ島が高度メチル化されているか否かを決定することは、
　前記第一のメチル化レベルを前記第一のカットオフ値および第三のカットオフ値と比較
するステップを含み、
　前記第一のカットオフ値は、前記参照群についてのメチル化密度の平均に特定のパーセ
ンテージを足したものに対応し、前記第三のカットオフ値は、特定の標準偏差数に前記参
照群についてのメチル化密度の前記平均を足したものに対応する、
請求項５６に記載の方法。
【請求項６２】
　前記特定のパーセンテージは２％である、請求項６１に記載の方法。
【請求項６３】
　前記特定の標準偏差数は３である、請求項６１に記載の方法。
【請求項６４】
　前記ゲノムの第一の複数の領域のそれぞれについて、
前記領域に由来するそれぞれのＤＮＡ分子数を決定し；
前記それぞれの数からそれぞれの正規化数を計算し；
前記それぞれの正規化数を参照値と比較して、前記それぞれの領域が欠失又は増幅を示す
か否かを決定するステップと；
　全て、欠失、増幅、または正常な表現の１つを示すと決定される第一の一連の領域を決
定するステップであって、前記第一のメチル化レベルは前記第一の一連の領域に対応する
ステップと；
　全て、欠失、増幅、または正常な表現のいずれか２つ目を示すと決定される第二の一連
の領域を決定するステップと；
　前記第二の一連の領域の部位においてメチル化される前記それぞれのＤＮＡ分子数に基
づいて第二のメチル化レベルを計算するステップと、をさらに含み、
　前記第一のメチル化レベルを前記第一のカットオフ値と比較することは、
前記第一のメチル化レベルと前記第二のメチル化との間のパラメーターを算出することと
；
前記パラメーターを前記第一のカットオフ値と比較することと、
を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６５】
　前記第一のメチル化レベルは前記第一の一連の領域のそれぞれの領域について計算され
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る領域メチル化レベルの統計値であり、前記第二のメチル化レベルは前記第二の一連の領
域のそれぞれの領域について計算される領域メチル化レベルの統計値である、請求項６４
に記載の方法。
【請求項６６】
　前記統計値を、スチューデントｔ検定、分散分析（ＡＮＯＶＡ）検定、またはクラスカ
ル・ワリス検定を用いて決定する、請求項６５に記載の方法。
【請求項６７】
　前記パラメーターは比率または差異を含む、請求項６４に記載の方法。
【請求項６８】
　前記パラメーターを算出することは確率分布を前記比率または前記差異に適用すること
を含む、請求項６７に記載の方法。
【請求項６９】
　生物の生物試料から第一のメチル化特性を決定する方法であって、前記生物試料は、第
一の組織および第二の組織に由来する無細胞ＤＮＡ分子の混合物を含む無細胞ＤＮＡを含
み、
　前記第二の組織のＤＮＡ分子に対応する第二のメチル化特性を得るステップであって、
前記第二のメチル化特性は、前記生物のゲノムの複数の遺伝子座のそれぞれにおけるメチ
ル化密度を提供し、特定の遺伝子座における前記メチル化密度は、メチル化されている前
記第二の組織のＤＮＡ分子の割合に対応する、ステップと；
　前記混合物の前記無細胞ＤＮＡ分子から無細胞メチル化特性を決定するステップであっ
て、前記無細胞メチル化特性は前記複数の遺伝子座のそれぞれにおけるメチル化密度を提
供するステップと；
　前記第一の組織に由来する前記混合物における前記無細胞ＤＮＡ分子のパーセンテージ
を決定するステップと；
　前記組織の前記第一のメチル化特性を決定するステップと；
　前記複数の遺伝子座のそれぞれについて、
前記第二のメチル化特性のメチル化密度と前記無細胞メチル化特性のメチル化密度との間
のパーセンテージ単位で決められる差異を含む示差パラメーターを計算することによって
、前記第一の組織の前記第一のメチル化特性を決定するステップと、
を含む、方法。
【請求項７０】
　前記第一のメチル化特性から第一のメチル化レベルを決定するステップと；
　前記第一のメチル化レベルを第一のカットオフ値と比較して、前記比較に基づいてがん
のレベルの分類を決定するステップと、
をさらに含む、請求項６９に記載の方法。
【請求項７１】
　前記第一のメチル化特性を変換して、補正された第一のメチル化特性を得るステップを
さらに含む、請求項６９に記載の方法。
【請求項７２】
　前記変換は線形の変換である、請求項７１に記載の方法。
【請求項７３】
　遺伝子座についての前記示差パラメーターＤは、
【数１】

（式中、ｍｂｃは前記遺伝子座における前記第二のメチル化特性の前記メチル化密度を表
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し、ｍｐは前記遺伝子座における前記無細胞メチル化特性の前記メチル化密度を表し、ｆ
は前記生物試料における前記第一の組織に由来する無細胞ＤＮＡ分子のパーセンテージで
あり、ＣＮは前記遺伝子座におけるコピー数を表す）
と定義される、請求項６９に記載の方法。
【請求項７４】
　ＣＮは、前記遺伝子座において二染色体である前記第一の組織のコピー数についてのも
のである、請求項７３に記載の方法。
【請求項７５】
　Ｄが閾値を超える領域を特定することをさらに含む、請求項７３に記載の方法。
【請求項７６】
　次の基準：
　５０％より大きいＧＣ含量；
　第一の閾値より小さいか第二の閾値より大きい、前記第二のメチル化特性のメチル化密
度；
　前記遺伝子座によって定義される、領域内の最低５つのＣｐＧ部位；
のいずれか一つまたは複数を有する遺伝子座を選択することによって前記複数の遺伝子座
を特定するステップ、
をさらに含む、請求項６９に記載の方法。
【請求項７７】
　前記生物試料は胎児を妊娠している女性対象に由来し、前記第一の組織は前記胎児また
は胎盤に由来し、前記第二の組織は前記女性対象に由来する、請求項６９に記載の方法。
【請求項７８】
　前記第一のメチル化特性から第一のメチル化レベルを決定するステップと；
　前記第一のメチル化レベルを第一のカットオフ値と比較して病状の分類を決定するステ
ップと、
をさらに含む、請求項７７に記載の方法。
【請求項７９】
　前記病状は子癇前症、または前記第一の組織における染色体異常である、請求項７８に
記載の方法。
【請求項８０】
　前記第一の組織は前記生物内の腫瘍に由来し、前記第二の組織は前記生物の非悪性組織
に由来する、請求項６９に記載の方法。
【請求項８１】
　前記生物試料はまた、前記第二の組織に由来するＤＮＡ分子を含み、
　前記第二のメチル化特性を得ることは、
前記第二の組織に由来する前記ＤＮＡ分子を解析して前記第二のメチル化特性を決定する
ことを含む、請求項６９に記載の方法。
【請求項８２】
　前記得られた第二のメチル化特性は、対照試料の群より得られる平均メチル化特性に対
応する、請求項６９に記載の方法。
【請求項８３】
　前記複数の遺伝子座の第一の遺伝子座について前記無細胞メチル化特性のメチル化密度
を決定することは、
　前記第一の遺伝子座に由来する前記無細胞ＤＮＡ分子の第一の数を決定するステップと
；
　前記第一の数の各ＤＮＡ分子が一つまたは複数の部位でメチル化されるか否かを決定し
て、メチル化ＤＮＡ分子の第二の数を得るステップと；
　前記第一の数および前記第二の数から前記メチル化密度を計算するステップと、
を含む、請求項６９に記載の方法。
【請求項８４】
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　前記一つまたは複数の部位はＣｐＧ部位である、請求項８３に記載の方法。
【請求項８５】
　前記無細胞メチル化特性を決定することは、
　前記無細胞ＤＮＡ分子を亜硫酸水素ナトリウムで処理するステップと；
　前記処理されたＤＮＡ分子の配列決定を実行するステップと、
を含む、請求項６９に記載の方法。
【請求項８６】
　前記無細胞ＤＮＡ分子の処理は、Ｔｅｔ支援（Ｔｅｔ－ａｓｓｉｓｔｅｄ）亜硫酸水素
塩変換の一部であるか、または、前記無細胞ＤＮＡ分子を過ルテニウム酸カリウム（ＫＲ
ｕＯ４）で処理することを含む、請求項８５に記載の方法。
【請求項８７】
　前記無細胞メチル化特性を決定することは、
　前記ＤＮＡの単一分子配列決定を実行するステップであって、前記単一分子配列決定は
、ＤＮＡ分子の少なくとも１つの部位がメチル化されているか否かを決定することを含む
ステップを含む、請求項６９に記載の方法。
【請求項８８】
　複数の指示が実行されるとコンピューターシステムを制御して請求項１に記載の方法を
実行する前記複数の指示を記憶するコンピューター読取り可能な非一時的記録媒体を含む
コンピューター製品。
【請求項８９】
　生物の生物試料から第一のメチル化特性を決定する方法であって、前記生物試料は第一
の組織および第二の組織に由来する無細胞ＤＮＡの混合物を含み、
　前記生物試料から複数のＤＮＡ分子を解析するステップであって、ＤＮＡ分子を解析す
ることは：
前記生物のゲノムにおける前記ＤＮＡ分子の位置を決定することと；
前記ＤＮＡ分子の遺伝子型を決定することと；
前記ＤＮＡ分子が一つまたは複数の部位でメチル化されているか否かを決定することと、
を含む、ステップと；
　それぞれの第一の対立遺伝子およびそれぞれの第二の対立遺伝子について前記第一の組
織の第一のゲノムがヘテロ接合性であり、前記それぞれの第一の対立遺伝子について前記
第二の組織の第二のゲノムがホモ接合性である、複数の第一の遺伝子座を特定するステッ
プと；
　前記第一の遺伝子座のそれぞれについて：
前記遺伝子座に関連する一つまたは複数の部位のそれぞれについて：
前記部位においてメチル化され、前記遺伝子座の前記それぞれの第二の対立遺伝子に対応
するＤＮＡ分子の数を決定し、
前記遺伝子座の前記一つまたは複数の部位でメチル化され、前記遺伝子座の前記それぞれ
の第二の対立遺伝子に対応するＤＮＡ分子の数に基づいてメチル化密度を計算するステッ
プと；
　前記第一の遺伝子座についてのメチル化密度から、前記第一の組織の前記第一のメチル
化特性を作成するステップと、
を含む、方法。
【請求項９０】
　前記生物試料は胎児を妊娠している女性対象に由来し、前記第一の組織は前記胎児また
は胎盤に由来し、前記第二の組織は女性対象に対応する、請求項８９に記載の方法。
【請求項９１】
　前記部位はＣｐＧ部位に対応する、請求項８９に記載の方法。
【請求項９２】
　各遺伝子座は少なくとも１つのＣｐＧ部位を含む、請求項８９に記載の方法。
【請求項９３】
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　各遺伝子座は少なくとも１つのＣｐＧ部位に隣接する、請求項８９に記載の方法。
【請求項９４】
　胎児のＤＮＡと胎児を妊娠している女性対象に由来するＤＮＡとの混合物を含有する生
物試料における胎児のＤＮＡを解析するキットであって、
　表Ｓ２Ａ、Ｓ２Ｂ、Ｓ２Ｃ、Ｓ２Ｄ、Ｓ３Ａ、Ｓ３Ｂ、Ｓ３Ｃ、およびＳ３Ｄに列記す
るゲノム領域の少なくとも１つのセクションと特異的にハイブリダイズする一つまたは複
数のオリゴヌクレオチドを含む、キット。
【請求項９５】
　前記オリゴヌクレオチドの少なくとも１つは、前記ゲノム領域の１つの少なくとも１つ
のセクションに対応するプライマーである、請求項９４に記載のキット。
【請求項９６】
　前記オリゴヌクレオチドの少なくとも１つは、前記ゲノム領域の１つの少なくとも１つ
のセクションに対応するプローブである、請求項９４に記載のキット。
【請求項９７】
　一つまたは複数のメチル化感受性制限酵素をさらに含む、請求項９４に記載のキット。
【請求項９８】
　前記一つまたは複数のメチル化感受性制限酵素の少なくとも１つは、低メチル化されて
いるＤＮＡ分子を切断する、請求項９４に記載のキット。
【請求項９９】
　前記一つまたは複数のメチル化感受性制限酵素の少なくとも１つは、高度メチル化され
ているＤＮＡ分子を切断する、請求項９４に記載のキット。
【請求項１００】
　前記一つまたは複数のオリゴヌクレオチドの少なくとも１つは表Ｓ２Ａより選択される
、請求項９４に記載のキット。
【請求項１０１】
　前記一つまたは複数のオリゴヌクレオチドの少なくとも１つは表Ｓ２Ｂより選択される
、請求項９４に記載のキット。
【請求項１０２】
　前記一つまたは複数のオリゴヌクレオチドの少なくとも１つは表Ｓ２Ｃより選択される
、請求項９４に記載のキット。
【請求項１０３】
　前記一つまたは複数のオリゴヌクレオチドの少なくとも１つは表Ｓ２Ｄより選択される
、請求項９４に記載のキット。
【請求項１０４】
　前記一つまたは複数のオリゴヌクレオチドの少なくとも１つは表Ｓ３Ａより選択される
、請求項９４に記載のキット。
【請求項１０５】
　前記一つまたは複数のオリゴヌクレオチドの少なくとも１つは表Ｓ３Ｂより選択される
、請求項９４に記載のキット。
【請求項１０６】
　前記一つまたは複数のオリゴヌクレオチドの少なくとも１つは表Ｓ３Ｃより選択される
、請求項９４に記載のキット。
【請求項１０７】
　前記一つまたは複数のオリゴヌクレオチドの少なくとも１つは表Ｓ３Ｄより選択される
、請求項９４に記載のキット。
【請求項１０８】
　生物の生物試料におけるＤＮＡのメチル化レベルを推定する方法であって、
　複数のサイズの各サイズについて：
前記サイズに対応する前記生物試料から複数のＤＮＡ断片の量を測定するステップと；
　複数のサイズのＤＮＡ断片の量に基づいて第一のパラメーターの第一の値をコンピュー
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ターシステムで計算するステップであって、前記第一のパラメーターは前記生物試料にお
けるＤＮＡ断片のサイズ特性の統計的尺度を提供する、ステップと；
　前記第一のサイズ値を、参照試料のＤＮＡ断片から計算される参照サイズ値と比較する
ステップと、
　前記比較に基づいて前記メチル化レベルを推定するステップと、
を含む、方法。
【請求項１０９】
　前記サイズに対応するＤＮＡ断片の量を測定することは、
　前記生物試料に由来する前記複数のＤＮＡ断片のそれぞれについて：
前記ＤＮＡ断片のサイズを測定するステップであって、
ＤＮＡ断片のサイズを測定することは、
前記ＤＮＡ断片のペアエンド配列決定を実行してペア配列リードを得ることと；
前記ペア配列リードを参照ゲノムに整列させることと；
前記整列した位置を用いて前記ＤＮＡ断片のサイズを決定することと、を含むステップ、
を含む、請求項１０８に記載の方法。
【請求項１１０】
　前記メチル化レベルは、前記特定の領域に整列するＤＮＡ断片からのみ前記第一のサイ
ズ値を決定することによって特定の領域に対応する、請求項１０９に記載の方法。
【請求項１１１】
　前記サイズに対応するＤＮＡ断片の量を測定することは電気泳動法を用いることを含む
、請求項１０８に記載の方法。
【請求項１１２】
　前記参照試料は前記生物試料より早期に前記生物から得られ、前記推定されたメチル化
レベルは、前記参照サイズ値と比較した前記第一のサイズ値の増加量または減少量に対応
する相対的レベルである、請求項１０８に記載の方法。
【請求項１１３】
　前記参照サイズ値は較正曲線の一部である、請求項１０８に記載の方法。
【請求項１１４】
　前記メチル化レベルはメチル化密度である、請求項１０８に記載の方法。
【請求項１１５】
　前記メチル化密度はＣｐＧ部位についてのものである、請求項１１４に記載の方法。
【請求項１１６】
　生物の生物試料から染色体異常を検出する方法であって、前記生物試料は、第一の組織
と第二の組織とに由来する無細胞ＤＮＡの混合物を含む無細胞ＤＮＡを含み、
　複数のＤＮＡ分子を前記生物試料から解析するステップであって、ＤＮＡ分子を解析す
ることは、
参照ゲノムにおける前記ＤＮＡ分子の位置を決定することと；
前記ＤＮＡ分子が一つまたは複数の部位においてメチル化されているか否かを決定するこ
とと、を含む、ステップと；
　複数の部位のそれぞれについて：
前記部位においてメチル化されているそれぞれのＤＮＡ分子数を決定するステップと；
　前記第一の染色体領域内の部位においてメチル化される前記それぞれのＤＮＡ分子数に
基づいて第一の染色体領域の第一のメチル化レベルを計算するステップと；
　前記第一のメチル化レベルをカットオフ値と比較するステップと；
　前記比較に基づいて前記第一の染色体領域について前記第一の組織における異常の分類
を決定するステップと、
を含む、方法。
【請求項１１７】
　前記第一のメチル化レベルをカットオフ値と比較することは、
前記第一のメチル化レベルを正規化することと、前記正規化された第一のメチル化レベル
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を前記カットオフ値と比較することと、を含む、請求項１１６に記載の方法。
【請求項１１８】
　前記正規化は第二の染色体領域の第二のメチル化レベルを用いる、請求項１１７に記載
の方法。
【請求項１１９】
　前記正規化は前記第一の組織に由来する無細胞ＤＮＡの濃度分率を用いる、請求項１１
７に記載の方法。
【請求項１２０】
　第一のメチル化レベルを計算することは、
前記生物のゲノムの複数の領域を特定するステップと；
前記領域のそれぞれの中の一つまたは複数の部位を特定するステップと；
各領域について領域メチル化レベルを計算するステップと、を含み、
前記第一のメチル化レベルは第一の領域についてのものであり、
　前記第一のメチル化レベルを第一のカットオフ値と比較することは、
前記領域メチル化レベルのそれぞれをそれぞれの領域カットオフ値と比較するステップと
；
領域メチル化レベルが前記それぞれの領域カットオフ値を超える領域の第一の数を決定す
るステップと；
前記第一の数を閾値と比較して前記分類を決定するステップと、
を含む、請求項１１６に記載の方法。
【請求項１２１】
　前記閾値はパーセンテージであり、
　前記第一の数を閾値と比較することは、前記閾値と比較する前に前記第一の領域数を第
二の領域数で割ることを含む、請求項１２０に記載の方法。
【請求項１２２】
　前記第二の領域数は前記特定された複数の領域の全てである、請求項１２１に記載の方
法。
【請求項１２３】
　前記それぞれの領域カットオフ値は、参照メチル化レベルに由来する特定の量である、
請求項１２０に記載の方法。
【請求項１２４】
　前記生物試料は胎児を妊娠している女性対象に由来し、前記第一の組織は前記胎児また
は胎盤に由来し、前記第二の組織は前記女性対象に由来し、前記染色体異常は胎児の染色
体異常である、請求項１１６に記載の方法。
【請求項１２５】
　前記カットオフ値は、前記女性対象に由来する前記第二の組織のＤＮＡに関連するバッ
クグラウンドメチル化レベルに基づく、請求項１１６に記載の方法。
【請求項１２６】
　前記カットオフ値は、前記第一の染色体領域について染色体異常のない胎児を懐妊して
いる他の女性妊娠対象から決定される、請求項１２４に記載の方法。
【請求項１２７】
　前記染色体異常は、２１番染色体トリソミーまたは１８番染色体トリソミーまたは１３
番染色体トリソミーまたはターナー症候群またはクラインフェルター症候群である、請求
項１２４に記載の方法。
【請求項１２８】
　前記第一の組織は前記生物内の腫瘍に由来し、前記第二の組織は前記生物の非悪性組織
に由来する、請求項１１６に記載の方法。
【請求項１２９】
　前記カットオフ値は、がんを有さない他の生物から決定される、請求項１１６に記載の
方法。
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【請求項１３０】
　カットオフ値は、前記生物試料における前記第一の組織に由来する無細胞ＤＮＡの濃度
に基づく、請求項１１６に記載の方法。
【請求項１３１】
　前記カットオフ値は、異常のタイプに対応するスケーリング因子に基づき、前記異常の
タイプは欠失または重複である、請求項１３０に記載の方法。
【請求項１３２】
　参照ゲノムにおける前記ＤＮＡ分子の位置を決定することは、前記位置が前記第一の染
色体領域内にあるか否かを決定することを含む、請求項１１６に記載の方法。
【請求項１３３】
　前記参照ゲノムにおける前記ＤＮＡ分子の位置を決定することは、前記ＤＮＡ分子が前
記第一の染色体領域に位置するか否かを決定することによって成される、請求項１３２に
記載の方法。
【請求項１３４】
　前記染色体異常は、染色体内欠失、または染色体内重複、またはディジョージ症候群で
ある、請求項１１６に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
分野
　本開示は一般に、ＤＮＡのメチル化パターン（メチローム）の決定に関し、より詳しく
は、別々のゲノムに由来（例えば胎児と母親にそれぞれ由来、または腫瘍と正常細胞にそ
れぞれ由来）するＤＮＡの混合物を含む生物試料（例えば血漿）を解析して、少数のゲノ
ムのメチル化パターン（メチローム）を決定することに関する。決定されたメチロームの
使用についても記載する。
【背景技術】
【０００２】
関連出願への相互参照
　本願は、２０１３年６月３日出願の米国仮特許出願第６１／８３０，５７１号「Ｔｕｍ
ｏｒ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｉｎ　Ｐｌａｓｍａ　Ｕｓｉｎｇ　Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
　Ｓｔａｔｕｓ　Ａｎｄ　Ｃｏｐｙ　Ｎｕｍｂｅｒ」と、２０１２年９月２０日出願の米
国仮特許出願第６１／７０３，５１２号「Ｍｅｔｈｏｄ　Ｏｆ　Ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ
　Ｔｈｅ　Ｗｈｏｌｅ　Ｇｅｎｏｍｅ　ＤＮＡ　Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　Ｓｔａｔｕｓ
　Ｏｆ　Ｔｈｅ　Ｐｌａｃｅｎｔａ　Ｂｙ　Ｍａｓｓｉｖｅｌｙ　Ｐａｒａｌｌｅｌ　Ｓ
ｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　Ｏｆ　Ｍａｔｅｒｎａｌ　Ｐｌａｓｍａ」の非仮出願でありその利
益を主張する２０１３年３月１５日出願の米国出願第１３／８４２，２０９号「Ｎｏｎ－
Ｉｎｖａｓｉｖｅ　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　Ｏｆ　Ｍｅｔｈｙｌｏｍｅ　Ｏｆ　Ｆ
ｅｔｕｓ　Ｏｒ　Ｔｕｍｏｒ　Ｆｒｏｍ　Ｐｌａｓｍａ」と、に対して優先権を主張する
ＰＣＴ出願であり、それらの全体はあらゆる目的のために参照によって本明細書に援用さ
れる。
【０００３】
背景
　胚および胎児の発生は複雑なプロセスであり、一連の高度に統制された遺伝的および後
成的現象が関与している。がんの発生もまた、典型的に多重的な遺伝的および後成的過程
が関与する複雑なプロセスである。発生プロセスの後成的制御における異常は、不妊症、
自然流産、子宮内発育異常、および出生後経過に関係するとされる。ＤＮＡメチル化は、
研究されることの最も多い後成的メカニズムのひとつである。ＤＮＡのメチル化は、Ｃｐ
Ｇジヌクレオチドの間でシトシン残基の５’炭素にメチル基が付加されるという状況とし
てもっともよく起こる。シトシンメチル化は、遺伝子転写およびＤＮＡ機能に制御を一階
層付加する。例えば、ＣｐＧ島と称される、ＣｐＧジヌクレオチドの多い遺伝子プロモー
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ターの高度メチル化は通常、遺伝子機能の抑制に関連づけられる。
【０００４】
　発生プロセスを調和させる上で後成的メカニズムの役割が重要であるにもかかわらず、
ヒトの胚および胎児の組織は、解析のために容易に利用できない（腫瘍も同様に利用でき
ないことがある）。ヒトの出生前期中の健康と疾患におけるこのような後成的プロセスの
動的変化について研究は実質上不可能である。胚外組織、特に胎盤は出生前診断の手順の
一部として、または出産後に得ることができるので、このような調査にとって主要な手段
のひとつとなっている。しかしながら、このような組織は浸潤性の手順を必要とする。
【０００５】
　ヒト胎盤のＤＮＡメチル化特性は数十年の間研究者の興味を引いてきた。ヒト胎盤は、
ＤＮＡメチル化の関係する独特な生理的特徴を非常に多く示す。全体のレベルでは、胎盤
組織はほとんどの体細胞組織に比べて低メチル化となっている。遺伝子のレベルでは、所
定のゲノム遺伝子座のメチル化状態は、胎盤組織に固有の特異的な特徴である。全体的お
よび遺伝子座特異的なメチル化特性の両方が妊娠期間依存的な変化を示す。刷り込み遺伝
子、即ち、その発現が対立遺伝子の親起源に依存的な遺伝子は、胎盤において重要な機能
を果たす。胎盤は擬似悪性として説明され、いくつかの腫瘍抑制遺伝子の高度メチル化が
観察されてきた。
【０００６】
　胎盤組織のＤＮＡメチル化特性の研究は、例えば、子癇前症および子宮内胎児発育遅延
等、妊娠関連または発生関連疾患の病態生理学に洞察を与えてきた。ゲノム刷り込みにお
ける障害は、プラダー・ウィリー症候群およびアンジェルマン症候群等、発達障害に関連
するとされる。胎盤および胎児の組織におけるゲノム刷り込みおよび全体ＤＮＡメチル化
の変動特性が、補助生殖医療によって起こる妊娠において観察されている（Ｈ　Ｈｉｕｒ
ａ　ｅｔ　ａｌ．２０１２　Ｈｕｍ　Ｒｅｐｒｏｄ；２７：２５４１－２５４８）。いく
つかの環境要因、例えば母親の喫煙（ＫＥ　Ｈａｗｏｒｔｈ　ｅｔ　ａｌ．２０１３　Ｅ
ｐｉｇｅｎｏｍｉｃｓ；５：３７－４９）、母親の食事要因（Ｘ　Ｊｉａｎｇ　ｅｔ　ａ
ｌ．２０１２　ＦＡＳＥＢ　Ｊ；２６：３５６３－３５７４）、および糖尿病等の母親の
代謝状態（Ｎ　Ｈａｊｊ　ｅｔ　ａｌ．，Ｄｉａｂｅｔｅｓ．ｄｏｉ：１０．２３３７／
ｄｂ１２－０２８９）が、出生児の後成的異常に関連するとされている。
【発明の概要】
【０００７】
概要
　数十年間の努力にもかかわらず、胎児または腫瘍のメチロームを研究するためおよび、
妊娠中または悪性腫瘍等の疾患経過中を通して動的変化を監視するために、利用可能な実
用的手段が何もなかった。したがって、胎児のメチロームおよび腫瘍のメチロームの全て
または部分を非浸潤的に解析する方法を提供することが望まれている。
【０００８】
　実施形態は、種々の組織および試料のメチル化特性を決定し使用する系、方法、および
装置を提供する。実施例を提供する。メチル化特性は、血漿メチル化（または無細胞ＤＮ
Ａをもった他の試料、例えば尿、唾液、生殖器流出物）と母親／患者のメチル化特性との
比較に基づいて、胎児／腫瘍組織について推定することができる。試料がＤＮＡの混合物
を有する場合、組織特異的対立遺伝子を用いて胎児／腫瘍からＤＮＡを特定し、その胎児
／腫瘍組織についてメチル化特性を決定することができる。メチル化特性を用いて、胎児
／腫瘍のゲノムにおけるコピー数変動を決定することができる。胎児についてのメチル化
マーカーは、種々の技術によって特定されてきた。メチル化特性を、ＤＮＡ断片のサイズ
分布のサイズパラメーターを決定することによって決定し、サイズパラメーターに対する
参照値を用いてメチル化レベルを決定することができる。
【０００９】
　加えて、メチル化レベルを用いてがんのレベルを決定することができる。がんの関連に
おいては、血漿におけるメチロームの変化の測定によってがんを検出して（例えば、スク
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リーニングを目的として）、監視（例えば、抗がん治療に続く応答の検出、およびがん再
発の検出）、および予後判定が（例えば、身体におけるがん細胞の負荷の測定のため、ま
たは病期分類目的のため、または、疾患または疾患進行若しくは転移プロセスによる死亡
の可能性の推定のために）可能となる。
【００１０】
　以下の、発明を実施するための形態と添付図面を参照して、本発明の実施形態の性質お
よび利点についてよりよい理解が得られる。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１Ａ－１】本発明の実施形態による、母体血、胎盤、および母体血漿の配列決定の、
表１００の結果を示す。
【図１Ａ－２】本発明の実施形態による、母体血、胎盤、および母体血漿の配列決定の、
表１００の結果を示す。
【図１Ｂ】本発明の実施形態に従って配列決定された試料の１Ｍｂウィンドウ内のメチル
化密度を示す。
【図２Ａ】メチル化指標に対するβ値のプロットを示す：（Ａ）母体血液細胞、（Ｂ）絨
毛膜絨毛検体、（Ｃ）満期胎盤組織。
【図２Ｂ】メチル化指標に対するβ値のプロットを示す：（Ａ）母体血液細胞、（Ｂ）絨
毛膜絨毛検体、（Ｃ）満期胎盤組織。
【図２Ｃ】メチル化指標に対するβ値のプロットを示す：（Ａ）母体血液細胞、（Ｂ）絨
毛膜絨毛検体、（Ｃ）満期胎盤組織。
【図３Ａ】成人男性および非妊娠成人女性から採取された血漿および血液細胞における、
メチル化されたＣｐＧ部位の割合の棒グラフを示す:（Ａ）常染色体、（Ｂ）Ｘ染色体。
【図３Ｂ】成人男性および非妊娠成人女性から採取された血漿および血液細胞における、
メチル化されたＣｐＧ部位の割合の棒グラフを示す:（Ａ）常染色体、（Ｂ）Ｘ染色体。
【図４Ａ】血液細胞ＤＮＡおよび血漿ＤＮＡにおける対応する遺伝子座のメチル化密度の
プロットを示す：（Ａ）非妊娠成人女性、（Ｂ）成人男性。
【図４Ｂ】血液細胞ＤＮＡおよび血漿ＤＮＡにおける対応する遺伝子座のメチル化密度の
プロットを示す：（Ａ）非妊娠成人女性、（Ｂ）成人男性。
【図５Ａ】妊娠女性から採取した試料間の、メチル化されたＣｐＧ部位の割合の棒グラフ
を示す：（Ａ）常染色体、（Ｂ）Ｘ染色体。
【図５Ｂ】妊娠女性から採取した試料間の、メチル化されたＣｐＧ部位の割合の棒グラフ
を示す：（Ａ）常染色体、（Ｂ）Ｘ染色体。
【図６】母体血、胎盤および母体血漿における、ヒトゲノムの異なる反復クラスのメチル
化レベルの棒グラフを示す。
【図７Ａ】第一期試料のＣｉｒｃｏｓプロット７００を示す。
【図７Ｂ】第三期試料のＣｉｒｃｏｓプロット７５０を示す。
【図８Ａ】有益な一塩基多型を囲んでいるＣｐＧ部位についての、母体血漿ＤＮＡに対す
るゲノム組織ＤＮＡのメチル化密度の比較のプロットを示す。
【図８Ｂ】有益な一塩基多型を囲んでいるＣｐＧ部位についての、母体血漿ＤＮＡに対す
るゲノム組織ＤＮＡのメチル化密度の比較のプロットを示す。
【図８Ｃ】有益な一塩基多型を囲んでいるＣｐＧ部位についての、母体血漿ＤＮＡに対す
るゲノム組織ＤＮＡのメチル化密度の比較のプロットを示す。
【図８Ｄ】有益な一塩基多型を囲んでいるＣｐＧ部位についての、母体血漿ＤＮＡに対す
るゲノム組織ＤＮＡのメチル化密度の比較のプロットを示す。
【図９】本発明の実施形態に従って、生物の生物試料から第一のメチル化特性を決定する
ための方法９００を示すフローチャートである。
【図１０】本発明の実施形態に従って、生物の生物試料から第一メチル化特性を決定する
方法１０００を示すフローチャートである。
【図１１Ａ】本発明の実施形態による、母体血漿データおよび胎児ＤＮＡ濃度分率を用い
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た予測アルゴリズムの実行のグラフを示す。
【図１１Ｂ】本発明の実施形態による、母体血漿データおよび胎児ＤＮＡ濃度分率を用い
た予測アルゴリズムの実行のグラフを示す。
【図１２Ａ】本発明の実施形態に従った、メチル化予測のための、１５の選択されたゲノ
ム遺伝子座の詳細を示す表１２００である。
【図１２Ｂ】１５の選択されたゲノム遺伝子座および胎盤におけるそれらの対応するメチ
ル化レベルの推定カテゴリーを示すグラフ１２５０を示す。
【図１３】少なくとも１つの胎児を妊娠した女性対象の生物試料から胎児の染色体異常を
検出する方法１３００のフローチャートである。
【図１４】本発明の実施形態に従って、胎盤メチル化特性を母体メチル化特性と比較する
ことによる、メチル化マーカーを特定するための方法１４００のフローチャートである。
【図１５Ａ】３３の以前に報告された第一期マーカーを参照して第一期データを用いる、
ＤＭＲ特定アルゴリズムの性能を示す、表１５００である。
【図１５Ｂ】第三期データを用いる、分娩時に得られた胎盤試料と比較された、ＤＭＲ特
定アルゴリズムの性能を示す、表１５５０である。
【図１６】母体血漿亜硫酸水素塩配列決定データの直接解析に基づいて高度メチル化また
は低メチル化状態であると予測された遺伝子座の数を示す、表１６００である。
【図１７Ａ】母体血漿ＤＮＡ、非妊娠女性対照血漿ＤＮＡ、胎盤ＤＮＡおよび末梢血ＤＮ
Ａのサイズ分布を示す、プロット１７００である。
【図１７Ｂ】母体血漿、成人女性対照血漿、胎盤組織および成人女性対照血液のサイズ分
布およびメチル化特性の、プロット１７５０である。
【図１８Ａ】本発明の実施形態による、血漿ＤＮＡ分子のメチル化密度およびサイズのプ
ロットである。
【図１８Ｂ】本発明の実施形態による、血漿ＤＮＡ分子のメチル化密度およびサイズのプ
ロットである。
【図１９Ａ】成人非妊娠女性の配列決定されたリードのメチル化密度およびサイズの、プ
ロット１９００を示す。
【図１９Ｂ】母体血漿中の胎児特異的ＤＮＡ分子および母体特異的ＤＮＡ分子のサイズ分
布およびメチル化特性を示す、１９５０である。
【図２０】本発明の実施形態に従って、生物の生物試料中のＤＮＡのメチル化レベルを推
定するための方法２０００のフローチャートである。
【図２１Ａ】肝細胞がん（ＨＣＣ）患者の手術前血漿および組織試料のメチル化密度を示
す表２１００である。
【図２１Ｂ】試料ごとに達成された配列リードの数および配列決定深度を示す表２１５０
である。
【図２２】常染色体におけるメチル化密度が健常対照群の血漿試料において７１．２％～
７２．５％の範囲であったことを示す、表２２０である。
【図２３Ａ】ＨＣＣ患者の軟膜、腫瘍組織、非腫瘍性肝組織、手術前血漿および手術後血
漿のメチル化密度を示す。
【図２３Ｂ】ＨＣＣ患者の軟膜、腫瘍組織、非腫瘍性肝組織、手術前血漿および手術後血
漿のメチル化密度を示す。
【図２４Ａ】ＨＣＣ患者から得た手術前血漿のメチル化密度を示すプロット２４００であ
る。
【図２４Ｂ】ＨＣＣ患者から得た手術後血漿のメチル化密度を示すプロット２４５０であ
る。
【図２５Ａ】１番染色体の参照として４人の健常対照患者の血漿メチロームデータを用い
た、ＨＣＣ患者の手術前（プロット２５００）および手術後（プロット２５５０）の血漿
試料の血漿ＤＮＡメチル化密度のＺ値を示す。
【図２５Ｂ】１番染色体の参照として４人の健常対照患者の血漿メチロームデータを用い
た、ＨＣＣ患者の手術前（プロット２５００）および手術後（プロット２５５０）の血漿
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試料の血漿ＤＮＡメチル化密度のＺ値を示す。
【図２６Ａ】手術前血漿および手術後血漿のＺ値のデータを示す、表２６００である。
【図２６Ｂ】全常染色体から解析された１Ｍｂビンの参照として４人の健常対照患者を用
いた、ＨＣＣ患者の手術前血漿試料および手術後血漿試料の血漿ＤＮＡメチル化密度のＺ
値を示すＣｉｒｃｏｓプロット２６２０である。
【図２６Ｃ】ＨＣＣ患者の手術前血漿試料および手術後血漿試料の両方における全ゲノム
の１ＭｂビンのＺ値の分布を示す、表２６４０である。
【図２６Ｄ】ＣＨＨ配列およびＣＨＧ配列を用いた場合の対照血漿試料のいくつかと重複
する、腫瘍組織および手術前血漿試料のメチル化レベルを示す、表２６６０である。
【図２７Ａ】本発明の実施形態による、８人のがん患者のメチル化密度のＣｉｒｃｏｓプ
ロットを示す。
【図２７Ｂ】本発明の実施形態による、８人のがん患者のメチル化密度のＣｉｒｃｏｓプ
ロットを示す。
【図２７Ｃ】本発明の実施形態による、８人のがん患者のメチル化密度のＣｉｒｃｏｓプ
ロットを示す。
【図２７Ｄ】本発明の実施形態による、８人のがん患者のメチル化密度のＣｉｒｃｏｓプ
ロットを示す。
【図２７Ｅ】本発明の実施形態による、８人のがん患者のメチル化密度のＣｉｒｃｏｓプ
ロットを示す。
【図２７Ｆ】本発明の実施形態による、８人のがん患者のメチル化密度のＣｉｒｃｏｓプ
ロットを示す。
【図２７Ｇ】本発明の実施形態による、８人のがん患者のメチル化密度のＣｉｒｃｏｓプ
ロットを示す。
【図２７Ｈ】本発明の実施形態による、８人のがん患者のメチル化密度のＣｉｒｃｏｓプ
ロットを示す。
【図２７Ｉ】配列リードの数および試料毎に達成された配列決定深度を示す表２７８０で
ある。
【図２７Ｊ】異なる悪性腫瘍を有する患者の血漿中のゲノム全体における１ＭｂビンのＺ
値分布を示す、表２７９０である。ＣＬ＝肺腺がん；ＮＰＣ＝上咽頭がん；ＣＲＣ＝結腸
直腸がん；ＮＥ＝神経内分泌がん；ＳＭＳ＝平滑筋肉腫。
【図２８】本発明の実施形態に従って、生物の生物試料を解析してがんのレベルの分類を
決定する、方法２８００のフローチャートである。
【図２９Ａ】分布が正規分布に従うことを仮定する、参照対象におけるメチル化密度の分
布を示すプロット２９００である。
【図２９Ｂ】がん対象におけるメチル化密度の分布を、この分布が正規分布になり、平均
メチル化レベルがカットオフより２標準偏差下回ると仮定して示すプロット２９５０であ
る。
【図３０】健常対象およびがん患者の血漿ＤＮＡのメチル化密度の分布を示す、プロット
３０００である。
【図３１】健常対象の血漿ＤＮＡおよびＨＣＣ患者の腫瘍組織の平均値の間のメチル化密
度における差異の分布を示す、グラフ３１００である。
【図３２Ａ】血漿試料が５％または２％の腫瘍ＤＮＡを含有した場合の、配列決定深度の
減少の影響を示す、表３２００である。
【図３２Ｂ】４人の健常対照群対象の血漿、並びにＨＣＣ患者の軟膜、正常肝組織、腫瘍
組織、手術前血漿試料、および手術後血漿試料の、反復要素と非反復領域のメチル化密度
を示すグラフ３２５０である。
【図３３】本発明の実施形態による系および方法とともに使用することができる例示的コ
ンピューターシステム３３００のブロック図を示す。
【図３４Ａ】全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）患者ＳＬＥ０４における血漿ＤＮＡのサ
イズ分布を示す。
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【図３４Ｂ】ＳＬＥ患者ＳＬＥ０４（図３４Ｂ）およびＨＣＣ患者ＴＢＲ３６（図３４Ｃ
）から得られた血漿ＤＮＡのメチル化解析を示す。
【図３４Ｃ】ＳＬＥ患者ＳＬＥ０４（図３４Ｂ）およびＨＣＣ患者ＴＢＲ３６（図３４Ｃ
）から得られた血漿ＤＮＡのメチル化解析を示す。
【図３５】本発明の実施形態に従って、ＣＧ島の高度メチル化に基づいてがんのレベルの
分類を決定する、方法３５００のフローチャートである。
【図３６】本発明の実施形態に従って複数の染色体領域を用いて生物の生物試料を解析す
る、方法３６００のフローチャートである。
【図３７Ａ】患者ＴＢＲ３６の腫瘍組織、非亜硫酸水素塩（ＢＳ）処理血漿ＤＮＡおよび
亜硫酸水素塩処理血漿ＤＮＡのＣＮＡ解析（内側から外側に）を示す。
【図３７Ｂ】患者ＴＢＲ３６の１Ｍｂビンの亜硫酸水素塩処理血漿および非亜硫酸水素塩
処理血漿を用いるＣＮＡの検出におけるＺ値間の関連性を示す、散布図である。
【図３８Ａ】患者ＴＢＲ３４の腫瘍組織、非亜硫酸水素塩（ＢＳ）処理血漿ＤＮＡおよび
亜硫酸水素塩処理血漿ＤＮＡ（内側から外側に）のＣＮＡ解析を示す。
【図３８Ｂ】患者ＴＢＲ３４の１Ｍｂビンの亜硫酸水素塩処理血漿および非亜硫酸水素塩
処理血漿を用いるＣＮＡの検出におけるＺ値間の関連性を示す、散布図である。
【図３９Ａ】ＨＣＣ患者ＴＢＲ２４０の亜硫酸水素塩処理血漿のＣＮＡ（内側の環）およ
びメチル化解析（外側の環）を示す、Ｃｉｒｃｏｓプロットである。
【図３９Ｂ】ＨＣＣ患者ＴＢＲ１６４の亜硫酸水素塩処理血漿の、ＣＮＡ（内側の環）お
よびメチル化解析（外側の環）を示す、Ｃｉｒｃｏｓプロットである。
【図４０Ａ】患者ＴＢＲ３６についての、処置前試料および処置後試料に対するＣＮＡ解
析を示す。
【図４０Ｂ】患者ＴＢＲ３６についての、処置前試料および処置後試料に対するメチル化
解析を示す。
【図４１Ａ】患者ＴＢＲ３４についての、処置前試料および処置後試料に対するＣＮＡ解
析を示す。
【図４１Ｂ】患者ＴＢＲ３４についての、処置前試料および処置後試料に対するメチル化
解析を示す。
【図４２】異なる数の配列決定されたリードを用いたゲノムワイドな低メチル化解析の診
断能の図を示す。
【図４３】異なるビンサイズ（５０ｋｂ、１００ｋｂ、２００ｋｂおよび１Ｍｂ）を用い
た、ゲノムワイドな低メチル化解析に基づくがんの検出における、ＲＯＣ曲線を示す図で
ある。
【図４４Ａ】累積確立（ＣＰ）および異常を有するビンの割合の診断能を示す。
【図４４Ｂ】全体的な低メチル化、ＣＧ島高度メチル化およびＣＮＡの血漿解析の診断能
を示す。
【図４５】肝細胞癌患者における全体的な低メチル化、ＣＧ島高度メチル化およびＣＮＡ
の結果を含む、表を示す。
【図４６】肝細胞癌以外のがんを有する患者における全体的な低メチル化、ＣＧ島高度メ
チル化およびＣＮＡの結果を含む、表を示す。
【図４７】症例ＴＢＲ３４の血漿メチル化の連続解析を示す。
【図４８Ａ】ＨＣＣ患者ＴＢＲ３６の亜硫酸水素塩処理血漿ＤＮＡにおけるＣＮＡ（内側
の環）およびメチル化変化（外側の環）を示す、Ｃｉｒｃｏｓプロットを示す。
【図４８Ｂ】ＨＣＣ患者ＴＢＲ３６の、染色体の増加および減少を有する領域、並びにコ
ピー数に変化が無い領域の、メチル化Ｚ値のプロットである。
【図４９Ａ】ＨＣＣ患者ＴＢＲ３４の亜硫酸水素塩処理血漿ＤＮＡにおけるＣＮＡ（内側
の環）およびメチル化変化（外側の環）を示す、Ｃｉｒｃｏｓプロットを示す。
【図４９Ｂ】ＨＣＣ患者ＴＢＲ３４の、染色体の増加および減少を有する領域、およびコ
ピー数に変化が無い領域の、メチル化Ｚ値のプロットである。
【図５０Ａ】ＳＬＥ患者ＳＬＥ０４およびＳＬＥ１０に対する血漿低メチル化およびＣＮ
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Ａ解析の結果を示す。
【図５０Ｂ】ＳＬＥ患者ＳＬＥ０４およびＳＬＥ１０に対する血漿低メチル化およびＣＮ
Ａ解析の結果を示す。
【図５１Ａ】２人のＨＣＣ患者（ＴＢＲ３４およびＴＢＲ３６）の血漿における、ＣＮＡ
を有する領域およびＣＮＡを有さない領域に対する、Ｚmeth解析を示す。
【図５１Ｂ】２人のＨＣＣ患者（ＴＢＲ３４およびＴＢＲ３６）の血漿における、ＣＮＡ
を有する領域およびＣＮＡを有さない領域に対する、Ｚmeth解析を示す。
【図５１Ｃ】２人のＳＬＥ患者（ＳＬＥ０４およびＳＬＥ１０）の血漿における、ＣＮＡ
を有する領域およびＣＮＡを有さない領域に対する、Ｚmeth解析を示す。
【図５１Ｄ】２人のＳＬＥ患者（ＳＬＥ０４およびＳＬＥ１０）の血漿における、ＣＮＡ
を有する領域およびＣＮＡを有さない領域に対する、Ｚmeth解析を示す。
【図５２Ａ】ＣＮＡ、全体メチル化、およびＣｐＧ島メチル化についてＡ群特徴を用いる
、ＨＣＣ患者、非ＨＣＣがん患者および健常対照患者から得られた血漿試料に対する、階
層クラスタリング解析を示す。
【図５２Ｂ】ＣＮＡ、全体メチル化、およびＣｐＧ島メチル化についてＢ群特徴を用いる
階層クラスタリングを示す。
【図５３Ａ】Ａ群ＣＧ島メチル化特徴を用いた、ＨＣＣ患者、非ＨＣＣがん患者および健
常対照患者から得られた血漿試料に対する、階層クラスタリング解析を示す。
【図５３Ｂ】Ａ群全体メチル化密度を用いた、ＨＣＣ患者、非ＨＣＣがん患者および健常
対照患者から得られた血漿試料に対する、階層クラスタリング解析を示す。
【図５４Ａ】Ａ群全体ＣＮＡを用いた、ＨＣＣ患者、非ＨＣＣがん患者および健常対照患
者から得られた血漿試料に対する、階層クラスタリング解析を示す。
【図５４Ｂ】Ｂ群ＣｐＧ島メチル化密度を用いた、ＨＣＣ患者、非ＨＣＣがん患者および
健常対照患者から得られた血漿試料に対する、階層クラスタリング解析を示す。
【図５５Ａ】ＨＣＣ患者、非ＨＣＣがん患者および健常対照患者から得られた血漿試料に
対する、階層クラスタリング解析を示す。
【図５５Ｂ】Ｂ群全体メチル化密度を用いた、ＨＣＣ患者、非ＨＣＣがん患者および健常
対照患者から得られた血漿試料に対する、階層クラスタリング解析を示す。
【図５６】３２人の健常対象間の、１Ｍｂビンの平均メチル化密度（赤い点）を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
定義
　「メチローム」は、ゲノム内の複数の部位または遺伝子座におけるＤＮＡメチル化量の
尺度を与える。メチロームは、ゲノム全体、ゲノムの相当な部分、またはゲノムの比較的
小さな部分に該当し得る。「胎児メチローム」は、妊娠女性の胎児のメチロームに該当す
る。胎児メチロームは、種々の胎児組織または胎児ＤＮＡの供給源、例えば、胎盤組織お
よび母体血漿中の無細胞胎児ＤＮＡを用いて、決定することができる。「腫瘍メチローム
」は、生物（例えば、ヒト）の腫瘍のメチロームに該当する。腫瘍メチロームは、腫瘍組
織または母体血漿中の無細胞腫瘍ＤＮＡを用いて決定することができる。胎児メチローム
および腫瘍メチロームは、目的のメチロームの例である。目的のメチロームの他の例は、
体液（例えば、血漿、血清、汗、唾液、尿、生殖器分泌物、精液、便液（stools fluid）
、下痢液（diarrheal fluid）、脳脊髄液、胃腸管分泌物、膵臓分泌物、腸分泌物、痰、
涙、乳房からの吸引液および甲状腺等）にＤＮＡを与え得る臓器のメチローム（例えば、
脳細胞、骨、肺、心臓、筋肉および腎臓等のメチローム）である。臓器は移植された臓器
であってもよい。
【００１３】
　「血漿メチローム」は、動物（例えば、ヒト）の血漿または血清から決定されるメチロ
ームである。血漿メチロームは、血漿および血清は無細胞ＤＮＡを含むことから、無細胞
メチロームの一例である。血漿メチロームは、胎児／母体メチロームまたは腫瘍／患者メ
チロームの混合物であることから、混合メチロームの一例でもある。「胎盤メチローム」
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は、絨毛膜絨毛検体（chorionic villus sample:ＣＶＳ）または胎盤組織検体（例えば、
出産後に得られる）から決定することができる。「細胞メチローム」は、患者の細胞（例
えば、血液細胞）から決定されるメチロームに該当する。血液細胞のメチロームは、血液
細胞メチローム（または血液メチローム）と称される。
【００１４】
　「部位」は、一塩基位置であっても一群の関連塩基位置（例えば、ＣｐＧ部位）であっ
てもよい、単一部位に該当する。「座位」は、複数の部位を含む領域に該当する。座位は
、該座位をその配列内のある部位と等しくする、ただ一つの部位を含み得る。
【００１５】
　各ゲノム部位（例えば、ＣｐＧ部位）の「メチル化指数」は、その部位を被覆するリー
ドの総数に対する、部位においてメチル化を示す配列リードの比率を指す。領域の「メチ
ル化密度」は、該領域内の部位を被覆するリードの総数で除算した、メチル化を示す該領
域内の部位におけるリードの数である。部位は特定の特徴を有していてもよく、例えば、
ＣｐＧ部位であってもよい。従って、領域の「ＣｐＧメチル化密度」は、該領域内のＣｐ
Ｇ部位（例えば、特定のＣｐＧ部位、ＣＧ島内のＣｐＧ部位、またはより大きな領域）を
被覆するリードの総数で除算した、ＣｐＧメチル化を示すリードの数である。例えば、ヒ
トゲノム内の各１００ｋｂのビン（bin）のメチル化密度は、該１００ｋｂ領域に位置付
けられる配列リードによって被覆される全ＣｐＧ部位の比率として、ＣｐＧ部位における
亜硫酸水素塩処理後に変換されていないシトシンの総数（メチル化シトシンに相当）から
決定することができる。この解析は、他のビン部位（例えば、５０ｋｂまたは１Ｍｂ等）
に対しても行うこともできる。領域は、ゲノム全体または染色体または染色体の部分（例
えば、染色体腕）であり得る。ＣｐＧ部位のメチル化指数は、領域がそのＣｐＧ部位を含
むのみである場合の、領域のメチル化密度と同じである。「メチル化シトシンの比率」は
、解析されたシトシン残基（すなわち、該領域内のＣｐＧ配列の外側にあるシトシンを含
む）の総数に対する、メチル化されていることが示される（例えば、亜硫酸水素塩変換の
後に変換されていない）、シトシン部位（「Ｃ」）の数を指す。メチル化指数、メチル化
密度およびメチル化シトシンの比率は、「メチル化レベル」の例である。
【００１６】
　「メチル化特性」（メチル化状態とも称される）は、領域のＤＮＡメチル化に関連する
情報を含む。ＤＮＡメチル化に関連する情報としては、限定はされないが、ＣｐＧ部位の
メチル化指数、領域内のＣｐＧ部位のメチル化密度、隣接領域にわたるＣｐＧ部位の分布
、２つ以上のＣｐＧ部位を含有する領域内の個々のＣｐＧ部位のメチル化のパターンまた
はレベル、および非ＣｐＧメチル化が含まれ得る。ゲノムの相当な部分のメチル化特性は
、メチロームと等価であるとみなすことができる。哺乳類ゲノムにおける「ＤＮＡメチル
化」は、典型的には、ＣｐＧジヌクレオチド間の、シトシン残基の５’炭素へのメチル基
の付加（すなわち、５-メチルシトシン）を指す。ＤＮＡメチル化は、他の配列内のシト
シン、例えば、ＣＨＧおよびＣＨＨ（Ｈはアデニン、シトシンまたはチミンである）にお
いて生じ得る。シトシンメチル化は、５-ヒロドキシメチルシトシンの形態であってもよ
い。Ｎ６-メチルアデニン等の非シトシンメチル化も報告されている。
【００１７】
　「組織」はあらゆる細胞に該当する。異なる種類の組織は、異なる種類の細胞（例えば
、肝臓、肺、または血液）に該当し得るが、異なる生物（母対胎児）から得られた組織ま
たは正常細胞対腫瘍細胞にも該当し得る。「生物試料」は、対象（例えば、ヒト、例えば
、妊娠女性、担がん患者、または担がんが疑われる人、臓器移植受容者、または臓器（例
えば、心筋梗塞における心臓、または脳卒中における脳）に関する疾患仮定を有すること
が疑われる対象）から得られ、一つまたは複数の目的の核酸分子を含有する、あらゆる試
料を指す。生物試料は、体液血液、血漿、血清、尿、膣液、子宮または膣洗い流し液（fl
ushing fluid）、複数の体液、腹水、脳脊髄液、唾液、汗、涙、痰、気管支肺胞洗浄液等
の体液であり得る。便試料を用いることもできる。
【００１８】
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　用語「がんのレベル」は、がんが存在するかどうか、がんの段階、腫瘍のサイズ、転移
の有無、身体の総腫瘍量、および／またはがんの重症度の他の尺度を指し得る。がんのレ
ベルは、数または他の特性であり得る。レベルはゼロであってもよい。がんのレベルは、
変異またはいくつかの変異と関連する前悪性状態または前がん状態も含む。がんのレベル
は様々な方法で用いることができる。例えば、スクリーニングは、がんを有することが以
前に知られていない者にがんが存在するかどうかを調べることができる。評価により、が
んを有すると診断された者を調査することで、がんの進行を経時的にモニターすること、
治療の有効性を研究すること、または予後を決定することができる。一実施形態では、予
後は、患者ががんで死亡する確率、またはがんが特定の期間もしくは時間の後に進行する
確率、またはがんが転移する確率を表し得る。検出は、「スクリーニング」を意味し得る
、あるいは、がんを示唆する特徴（例えば、症状または他の陽性検査）を有する者ががん
を有するかどうかをチェックすることを意味し得る。
【００１９】
詳細な説明
　エピジェネティック機構は、胚発生および胎児発生において重要な役割を担う。しかし
、ヒトの胚および胎児組織（胎盤組織を含む）は容易に利用できるものではない（米国特
許第６，９２７，０２８号）。ある特定の実施形態は、母体循環系に存在する無細胞胎児
ＤＮＡ分子を含有する試料を分析することにより、この問題に取り組んだ。胎児メチロー
ムは様々な方法で推定することができる。例えば、母体血漿メチロームは細胞メチローム
（母親の血液細胞からの）と比較することができ、その差異は胎児メチロームと相関する
ことが示されている。別の例として、胎児特異的対立遺伝子を用いることで、特定の遺伝
子座での胎児メチロームのメチル化決定することができる。さらに、サイズおよびメチル
化率間の相関が示されているため、断片のサイズはメチル化率の指標として用いることが
できる。
【００２０】
　一実施形態では、ゲノムワイド亜硫酸水素塩配列決定は、単一ヌクレオチド分析（sing
le nucleotide resolution）において母体血漿ＤＮＡのメチル化特性（メチロームの一部
または全て）を分析するために用いられる。母親および胎児間の多形性差異を利用するこ
とで、胎児メチロームを母体血試料から構築することができる。別の実施においては、多
形性差異を用いたが、血漿メチロームおよび血液細胞メチローム間の差異を用いることが
できる。
【００２１】
　別の実施形態では、腫瘍ゲノムおよび非腫瘍ゲノム間の単一ヌクレオチド変異および／
またはコピー数異常、並びに血漿（または他の試料）から得た配列決定データを利用する
ことにより、がんを有することが疑われるまたはがんを有すると診断された患者の試料に
おいて、腫瘍のメチル化プロファイリングを行うことができる。健常対照または健常対照
群の血漿メチル化レベルと比較した場合の試験個体の血漿試料中のメチル化レベルの差異
は、試験個体ががんを有することの特定を可能にし得る。さらに、メチル化特性は、例え
ば、患者がどの臓器から発達させたか、および転移がどの臓器から生じたか等の、がんの
種類を明らかにするサインとして機能し得る。
【００２２】
　このアプローチは非侵襲性であるため、第一期、第三期および出産後に採取した母体血
試料から胎児および母体の血漿メチロームを連続的に評価することができた。妊娠に関連
する変化を観察した。前記アプローチは、第二期中に得られた試料に適応することもでき
る。妊娠中の母体血漿から推定された胎児メチロームは胎盤メチロームに似ていた。イン
プリンティング遺伝子および示差的にメチル化された領域を母体血漿データから特定した
。
【００２３】
　胎児メチロームを非侵襲的、連続的且つ包括的に研究することにより、生物マーカーを
同定する、または妊娠に関連した病態を直接検査する可能性を提供するアプローチを開発
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した。また、実施例を用いることで、対象がかんを有しているかどうかをスクリーニング
または検出するため、がん患者における悪性疾患をモニターするため、および予後判定の
ために、腫瘍メチロームを非侵襲的に、連続的に、且つ包括的に研究することができる。
実施例は、あらゆるがん型、例えば、限定はされないが、肺がん、乳がん、結腸直腸がん
、前立腺がん、鼻咽腔がん、胃がん、精巣がん、皮膚がん（例えばメラノーマ）、神経系
に発症するがん、骨がん、卵巣がん、肝臓がん（例えば肝細胞癌）、造血器腫瘍、膵がん
、子宮内膜癌（endometriocarcinoma）、腎がん、子宮頸がん、膀胱がん等に、適用する
ことができる。
【００２４】
　メチロームまたはメチル化特性を決定する方法の記述を最初に考察し、次に、種々のメ
チローム（例えば、胎児メチローム、腫瘍メチローム、母親または患者のメチローム、お
よび混合メチローム（例えば、血漿から得られた））を記述する。次に、胎児特異的マー
カーを用いる、または混合メチル化特性を細胞メチル化特性と比較することによる、胎児
メチル化特性の決定を記述する。胎児メチル化マーカーはメチル化特性を比較することに
より決定される。サイズおよびメチル化間の関連性を考察する。がんを検出するためのメ
チル化特性の使用も提供する。
【００２５】
Ｉ．　メチロームの決定
　胎盤メチロームを調べるために無数のアプローチが用いられているが、それぞれのアプ
ローチには限界がある。例えば、亜硫酸水素ナトリウムは、非メチル化シトシン残基をウ
ラシルに変化させ、メチル化シトシンを変化させない化学薬品であるが、これは、シトシ
ンメチル化における差異を、さらなる照合のための遺伝子配列差異へと変換する。シトシ
ンメチル化を研究するゴールドスタンダードな方法は、組織ＤＮＡを亜硫酸水素ナトリウ
ムで処理し、その後、亜硫酸水素塩によって変換されたＤＮＡ分子の個々のクローンを直
接配列決定することに基づいている。ＤＮＡ分子の複数のクローンを解析した後、ＣｐＧ
部位あたりのシトシンメチル化のパターンおよび量的特性を得ることができる。しかし、
クローニング化亜硫酸水素塩配列決定は、ゲノムワイドな規模に容易に応用することがで
きない、ロースループットで非常に手間のかかる手順である。
【００２６】
　非メチル化ＤＮＡを典型的に消化するメチル化感受性制限酵素は、ＤＮＡメチル化を研
究するための安価なアプローチを提供する。しかし、そのような研究から得られたデータ
は、酵素認識モチーフを有する遺伝子座に限定されており、結果は非定量的である。抗メ
チル化シトシン抗体が結合したＤＮＡの免疫沈降は、ゲノムの巨大なセグメントを調べる
のに用いることができるが、抗体が高密度なメチル化を有する遺伝子座により強く結合す
ることから、そのような領域に偏る傾向がある。マイクロアレイに基づくアプローチは、
照合プローブの演繹的設計、並びに該プローブおよび標的ＤＮＡ間のハイブリダイゼーシ
ョン効率に依存している。
【００２７】
　メチロームを包括的に調べるために、いくつかの実施形態では、大規模並列配列決定（
massively parallel sequencing：ＭＰＳ）を用いることで、１ヌクレオチドあたりおよ
び１対立遺伝子あたりのメチル化レベルのゲノムワイドな情報および定量的評価が与えら
れる。近年、亜硫酸水素塩変換後のゲノムワイドＭＰＳが実行可能になった（R Lister e
t al 2008 Cell; 133: 523-536）。
【００２８】
　ゲノムワイド亜硫酸水素塩配列決定をヒトメチロームの調査に応用した、小数の公表さ
れた研究（R Lister et al. 2009 Nature; 462: 315-322; L Laurent et al. 2010 Genom
e Res; 20: 320-331; Y Li et al. 2010 PLoS Biol; 8: e1000533;およびM Kulis et al.
 2012 Nat Genet; 44: 1236-1242）のうち、２つの研究が、胚性幹細胞および胎児線維芽
細胞に焦点を当てた（R Lister et al. 2009 Nature; 462: 315-322; L Laurent et al. 
2010 Genome Res; 20: 320-331）。これらの研究は共に細胞系由来ＤＮＡ分析した。
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【００２９】
Ａ．　ゲノムワイド亜硫酸水素塩配列決定
　ある特定の実施形態は、上記の問題を克服することが可能であり、胎児メチロームの照
合を包括的、非侵襲、且つ連続的に可能にする。一実施形態では、妊娠女性の血行中に存
在する無細胞胎児ＤＮＡ分子を分析するために、ゲノムワイド亜硫酸水素塩配列決定が用
いられた。血漿ＤＮＡ分子が少量で断片化されていることから、母体血漿から高分解能胎
児メチロームを構築することで、妊娠の進行に伴う変化を連続的に観察することができた
。非侵襲的出生前検査（noninvasive prenatal testing：ＮＩＰＴ）への強い関心を考慮
して、実施形態は、胎児生物マーカーを発見するための強力な新規の手段を提供する、ま
たは、胎児関連疾患もしくは妊娠関連疾患のＮＩＰＴを達成するための直接的なプラット
フォームとして役立つことができる。胎児メチロームを得ることができる、種々の試料の
ゲノムワイド亜硫酸水素塩配列決定から得られたデータが、以下に提供される。一実施形
態では、この科学技術は、子癇前症、または子宮内胎児発育遅延、または早産と合併した
妊娠におけるメチル化プロファイリングに応用され得る。そのような合併妊娠において、
この科学技術は、モニタリングおよび／または予後判定および／または治療に対する応答
を可能にするために、その非浸潤的な性質から、連続的に用いることができる。
【００３０】
　図１Ａは、本発明の実施形態による、母体血、胎盤、および母体血漿の配列決定の、表
１００の結果を示している。一実施形態では、全ゲノム配列決定が、第一期に採取された
血液試料の血液細胞、ＣＶＳ、期間の終了時に採取された胎盤組織、第一期および第三期
並びに産褥期に採取された母体血漿試料の、メチル化ＤＮＡライブラリーアダプター（イ
ルミナ社）（R Lister et al. 2008 Cell; 133: 523-536）を用いて調製された、亜硫酸
水素塩によって変換されたＤＮＡライブラリーに対して、行われた。１人の成人男性およ
び１人の成人非妊娠女性から得られた血液細胞および血漿ＤＮＡ試料も分析した。合計９
５億対の生配列リードを本研究において作製した。各試料の配列決定被覆率は表１００に
示される。
【００３１】
　ヒト参照ゲノムに唯一マッピング可能であった配列リードは、第一期、第三期および出
産後の母体血漿試料において、それぞれ５０倍、３４倍および２８倍の平均１倍体ゲノム
被覆率に達した。ゲノム内のＣｐＧ部位の被覆率は、前記妊娠期間から得られた試料にお
いて、８１％～９２％の範囲であった。ＣｐＧ部位に広がる配列リードは、第一期、第三
期および出産後の母体血漿試料において、それぞれ３３倍／鎖、２３倍／鎖および１９倍
／鎖の平均１倍体被覆率に達した。全ての試料の亜硫酸水素塩変換効率は９９．９％超で
あった（表１００）。
【００３２】
　表１００において、あいまいな割合（「ａ」と標識）は、参照ヒトゲノムのワトソン鎖
およびクリック鎖の両方にマッピングされたリードの割合を指す。λ変換率は、亜硫酸水
素塩修飾によって「チミン」残基に変換されている、内部λＤＮＡ対照における非メチル
化シトシンの割合を指す。Ｈは一般的にＡ、Ｃ、またはＴに等しい。「ａ」は、特定のゲ
ノム遺伝子座にマッピングすることができるが、ワトソン鎖またはクリック鎖に割り当て
ることができない、リードを指す。「ｂ」は、同一の開始および終止の位置情報（coordi
nate）を有するリード対を指す。「ｃ」について、λＤＮＡを亜硫酸水素塩変換の前に各
試料にスパイクした。λ変換率は、亜硫酸水素塩変換後にシトシンとして残っているシト
シンヌクレオチドの割合を指し、成功した亜硫酸水素塩変換の割合の指標として用いられ
る。「ｄ」は、参照ヒトゲノム内に存在し、亜硫酸水素塩変換後にシトシン配列として残
っている、シトシンヌクレオチドの数を指す。
【００３３】
　亜硫酸水素塩修飾の間に、非メチル化シトシンはウラシルに変換され、その後ＰＣＲ増
幅後にチミンに変換されるが、一方、メチル化シトシンは未変化のまま残る（M Frommer 
et al. 1992 Proc Natl Acad Sci USA;89:1827-31）。従って、配列決定およびアライメ
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ントの後に、個々のＣｐＧ部位のメチル化状態は、ＣｐＧ配列内のシトシン残基における
、メチル化配列リード「Ｍ」（メチル化）の数および非メチル化配列リード「Ｕ」（非メ
チル化）の数から推測することができる。亜硫酸水素塩配列決定データを用いて、母体血
、胎盤および母体血漿の全体のメチロームが構築された。母体血漿における特定の遺伝子
座の平均メチル化ＣｐＧ密度（メチル化密度ＭＤとも称される）は、下記式を用いて算出
することができ、
【００３４】
【数１】

【００３５】
式中、Ｍは遺伝子座内のＣｐＧ部位におけるメチル化リードの数であり、Ｕは遺伝子座内
のＣｐＧ部位における非メチル化リードの数である。座位内に２つ以上のＣｐＧ部位が存
在する場合、およびＵはそれらの部位の全体における数に一致する。
【００３６】
Ｂ．　様々な手法
　上記のように、メチル化プロファイリングは、亜硫酸水素塩によって変換された血漿Ｄ
ＮＡの大規模並列配列決定（ＭＰＳ）を用いて実行することができる。亜硫酸水素塩によ
って変換された血漿ＤＮＡのＭＰＳは、ランダムまたはショットガン様式で実行すること
ができる。配列決定の深度は、目的の領域のサイズに応じて変動し得る。
【００３７】
　別の実施形態では、亜硫酸水素塩によって変換された血漿ＤＮＡ内の目的の領域は、液
相または固相ハイブリダイゼーションに基づくプロセス、その後のＭＰＳを用いて、最初
に捕捉され得る。大規模並列配列決定は、合成による配列決定（sequencing-by-synthesi
s）プラットフォーム（例えば、Ｉｌｌｕｍｉｎａ）、ライゲーションによる配列決定（s
equencing-by-ligation）プラットフォーム（例えば、ライフテクノロジーズ社製のＳＯ
ＬｉＤプラットフォーム）、半導体ベースの配列決定システム（例えば、ライフテクノロ
ジーズ社製のＩｏｎ　ＴｏｒｒｅｎｔまたはＩｏｎ　Ｐｒｏｔｏｎプラットフォーム）、
または単一分子配列決定システム（例えば、ＨｅｌｉｃｏｓシステムまたはＰａｃｉｆｉ
ｃ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓシステムまたはナノポアベース配列決定システム）を用いて
実行することができる。ナノポアベース配列決定には、例えば、脂質二重層およびタンパ
ク質ナノポアを用いて構築されたナノポア、並びに固体ナノポア（例えば、グラフェンベ
ースのナノポア）が含まれる。選択された単一分子配列決定プラットフォームは、ＤＮＡ
分子のメチル化状態（例えば、Ｎ６－メチルアデニン、５－メチルシトシンおよび５－ヒ
ロドキシメチルシトシン）を亜硫酸水素塩変換無しに直接的に解明できるようにするため
（BA Flusberg et al. 2010 Nat Methods; 7: 461-465; J Shim et al. 2013 Sci Rep; 3
:1389. doi: 10.1038/srep01389）、そのようなプラットフォームの使用は、亜硫酸水素
塩によって変換されていない試料ＤＮＡ（例えば血漿ＤＮＡ）のメチル化状態の解析を可
能にする。
【００３８】
　配列決定に加えて、他の手法を用いることができる。一実施形態では、メチル化プロフ
ァイリングを、メチル化特異的ＰＣＲまたはメチル化感受性制限酵素消化、その後のＰＣ
Ｒまたはリガーゼ連鎖反応、その後のＰＣＲによって、行うことができる。さらに別の実
施形態では、ＰＣＲは、単一分子またはデジタルＰＣＲの形態である（B Vogelstein et 
al. 1999 Proc Natl Acad Sci USA; 96: 9236-9241）。さらに別の実施形態では、ＰＣＲ
は、リアルタイムＰＣＲであり得る。他の実施形態では、ＰＣＲはマルチプレックスＰＣ
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Ｒであり得る。
【００３９】
ＩＩ．　メチロームの解析
　いくつかの実施形態は、全ゲノム亜硫酸水素塩　配列決定を用いて、血漿ＤＮＡのメチ
ル化特性を決定することができる。胎児のメチル化特性は、以下に記載される通りに母体
血漿ＤＮＡ試料を配列決定することによって決定することができる。従って、胎児ＤＮＡ
分子（および胎児メチローム）は、妊娠期間中に非侵襲的にアクセス可能であり、妊娠が
進行するにつれて、変化が連続的にモニタリングされた。配列決定データの包括性のため
に、単一ヌクレオチド分解能において、ゲノムワイドな規模で母体血漿メチロームを研究
することができた。
【００４０】
　配列決定されたリードのゲノム位置情報は公知であったため、これらのデータによって
、ゲノム内のメチロームまたはあらゆる目的領域の全体メチル化レベルの研究を可能にし
、異なる遺伝因子間の比較を可能となった。さらに、複数の配列リードはそれぞれのＣｐ
Ｇ部位または座位を被覆した。メチロームを測定するのに用いられた測定基準のいくつか
の説明を以下に記載する。
【００４１】
Ａ．　血漿ＤＮＡ分子のメチル化
　ＤＮＡ分子は、低濃度で、断片化された形態で、典型的には、モノヌクレオソーム単位
に類似した長さで、ヒト血漿中に存在する（YMD Lo et al. 2010 Sci Transl Med; 2: 61
ra91; and YW Zheng at al. 2012 Clin Chem; 58: 549-558）。これらの制限にもかかわ
らず、ゲノムワイド亜硫酸水素塩配列決定パイプラインは、血漿ＤＮＡ分子のメチル化を
解析することが可能であった。さらに別の実施形態では、選択された単一分子配列決定プ
ラットフォームは、ＤＮＡ分子のメチル化状態を亜硫酸水素塩変換無しに直接的に解明で
きるようにすることから（BA Flusberg et al. 2010 Nat Methods; 7: 461-465; J Shim 
et al. 2013 Sci Rep; 3:1389. doi: 10.1038/srep01389）、そのようなプラットフォー
ムの使用は、亜硫酸水素塩によって変換されていない血漿ＤＮＡを、血漿ＤＮＡのメチル
化レベルを測定するため、または血漿メチロームを測定するために用いることを可能にす
る。そのようなプラットフォームは、異なる形態のメチル化の異なる生物学的機能に関連
した、結果の改善（例えば、感度または特異度の改善）をもたらし得る、Ｎ６－メチルア
デニン、５－メチルシトシン、および５－ヒロドキシメチルシトシンを検出することがで
きる。そのような結果の改善は、実施形態を特定の障害（例えば子癇前症）または特定の
がん型の検出またはモニタリングに適用する場合に有用であり得る。
【００４２】
　亜硫酸水素塩配列決定は、異なる形態のメチル化を識別することもできる。一実施形態
では、亜硫酸水素塩配列決定は、５－メチルシトシンを５－ヒロドキシメチルシトシンと
区別することが可能な追加のステップを含み得る。１つのそのようなアプローチは、酸化
的亜硫酸水素塩配列決定（oxidative bisulfite sequencing：ｏｘＢＳ－ｓｅｑ）であり
、これは、一塩基分解能で、５－メチルシトシンおよび５－ヒロドキシメチルシトシンの
位置を明らかにすることができる（MJ Booth et al. 2012 Science; 336: 934-937; MJ B
ooth et al. 2013 Nature Protocols; 8: 1841-1851）。亜硫酸水素塩配列決定では、５
－メチルシトシンおよび５－ヒロドキシメチルシトシンは共に、シトシンとして読まれる
ため、区別することができない。一方、ｏｘＢＳ－ｓｅｑでは、過ルテニウム酸カリウム
（ＫＲｕＯ４）による処理、続く亜硫酸水素塩変換を用いた新たに形成された５－ホルミ
ルシトシンのウラシルへの変換による、５－ヒロドキシメチルシトシンの５－ホルミルシ
トシンへの特定の酸化は、５－ヒロドキシメチルシトシンを５－メチルシトシンから区別
することを可能にする。従って、５－メチルシトシンの読み取りは１回のｏｘＢＳ－ｓｅ
ｑ実行から得ることができ、５－ヒロドキシメチルシトシンレベルは、亜硫酸水素塩配列
決定の結果を比較することによって推定される。別の実施形態では、５－メチルシトシン
は、Ｔｅｔ補助亜硫酸水素塩配列決定（Tet-assisted bisulfite sequencing：ＴＡＢ－
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 et al. 2012 Nat Protoc; 7: 2159-2170）。ＴＡＢ－ｓｅｑは、５－ヒロドキシメチル
シトシンを一塩基分解能で特定することができ、それぞれの修飾部位におけるその存在量
を決定することができる。この方法には、５－ヒロドキシメチルシトシンのβ－グルコシ
ルトランスフェラーゼを介した保護（グルコシル化）、および５－メチルシトシンの５－
カルボキシルシトシンへの組換えマウスＴｅｔ１（ｍＴｅｔ１）を介した酸化が含まれる
。続く亜硫酸水素塩処理およびＰＣＲ増幅の後、シトシンおよび５－カルボキシルシトシ
ン（５－メチルシトシン由来）は共に、チミン（Ｔ）に変換され、一方、５－ヒロドキシ
メチルシトシンはＣとして読まれる。
【００４３】
　図１Ｂは、本発明の実施形態に従って配列決定された試料の１Ｍｂウィンドウ内のメチ
ル化密度を示す。プロット１５０は、母体血漿およびゲノム全域の１Ｍｂウィンドウ内の
ゲノムＤＮＡにおけるメチル化密度を示すＣｉｒｃｏｓプロットである。外側から内側に
向かって：染色体模式図は、時計回りの方向でｐｔｅｒ－ｑｔｅｒ配向であり得る：（セ
ントロメアは赤色で示される）、母体血（赤色）、胎盤（黄色）、母体血漿（緑色）、母
体血漿内の共有リード（青色）、および母体血漿内の胎児特異的リード（紫色）。母体血
細胞、胎盤および母体血漿の全体のＣｐＧメチル化レベル（すなわち、密度レベル）は、
表１００に見出すことができる。母体血細胞のメチル化レベルは、通常、全ゲノムにわた
って、胎盤のメチル化レベルよりも高い。
【００４４】
Ｂ．　亜硫酸水素塩配列決定と他の手法の比較
　大規模並列亜硫酸水素塩配列決定を用いて胎盤メチロームを研究した。さらに、ヒトゲ
ノムにおける約４８０，０００のＣｐＧ部位を網羅したオリゴヌクレオチドアレイプラッ
トフォーム（イルミナ社）を用いて、胎盤メチロームを研究した（M Kulis et al. 2012 
Nat Genet; 44: 1236-1242;およびC Clark et al. 2012 PLoS One; 7: e50233）。ビーズ
チップベースの遺伝子型同定およびメチル化解析を用いる一実施形態では、イルミナ社製
ＨｕｍａｎＯｍｎｉ２．５－８遺伝子型同定アレイを用い、製造業者のプロトコルに従っ
て、遺伝子型同定を行った。遺伝子型は、Ｇｅｎｏｍｅ　Ｓｔｕｄｉｏ　Ｓｏｆｔｗａｒ
ｅ（イルミナ社）のＧｅｎＣａｌｌアルゴリズムを用いてコール（call）した。コールレ
イト（call rate）は９９％超であった。マイクロアレイに基づくメチル化解析において
、ゲノムＤＮＡ（５００～８００ｎｇ）を、イルミナ社製Ｉｎｆｉｎｉｕｍ　Ｍｅｔｈｙ
ｌａｔｉｏｎアッセイ用に、製造業者の推奨に従って、Ｚｙｍｏ　ＥＺ　ＤＮＡメチル化
キット（ジモ・リサーチ社（Zymo Research）、米国カリフォルニア州オレンジ）を用い
て、亜硫酸水素ナトリウムで処理した。
【００４５】
　Ｉｎｆｉｎｉｕｍ　ＨＤメチル化アッセイプロトコルに従って、４μｌの、亜硫酸水素
塩によって変換されたゲノムＤＮＡ（５０ｎｇ／μｌ）に対して、メチル化アッセイを行
った。ハイブリダイズされたビーズチップをイルミナ社製ｉＳｃａｎ装置上でスキャンし
た。ＤＮＡメチル化データをＧｅｎｏｍｅＳｔｕｄｉｏ（ｖ２０１１．１）Ｍｅｔｈｙｌ
ａｔｉｏｎ　Ｍｏｄｕｌｅ（ｖ１．９．０）ソフトウェアによって解析し、内部標準に対
する正規化およびバックグラウンド除去も行った。個々のＣｐＧ部位のメチル化指数はβ
値（β）によって表され、これは、メチル化対立遺伝子および非メチル化対立遺伝子の間
の蛍光強度の比を用いて算出される：
【００４６】
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【数２】

【００４７】
　アレイ上に表され、少なくとも１０倍の被覆率に配列決定されたＣｐＧ部位について、
アレイによって得られたβ値を、同一部位の配列決定によって決定されるメチル化指数と
比較した。β値は、メチル化されたプローブの強度を、同一のＣｐＧ部位を被覆するメチ
ル化プローブおよび非メチル化プローブの混合強度の比率として表した。各ＣｐＧ部位の
メチル化指数は、そのＣｐＧを被覆するリードの総数に対するメチル化リードの比率を指
す。
【００４８】
　図２Ａ～図２Ｃは、両方のプラットフォームによって調べられた対応するＣｐＧ部位の
ゲノムワイド亜硫酸水素塩配列決定によって決定されたメチル化指数に対する、イルミナ
社製Ｉｎｆｉｎｉｕｍ　ＨｕｍａｎＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　４５０Ｋビーズチップアレ
イによって決定されたβ値のプロットを示している：（Ａ）母体血細胞、（Ｂ）絨毛膜絨
毛検体、（Ｃ）妊娠末期胎盤組織。両方のプラットフォームから得られたデータは高度に
一致しており、母体血細胞、ＣＶＳおよび妊娠末期胎盤組織のそれぞれについて、ピアソ
ン相関係数は０．９７２、０．９３９および０．９５４であり、Ｒ2値は０．９４５、０
．８８２および０．９１０であった。
【００４９】
　さらに、配列決定データを、約２７，０００のＣｐＧ部位を網羅するオリゴヌクレオチ
ドアレイを用いて１２対のＣＶＳおよび母体血細胞ＤＮＡ試料のメチル化特性を調べた、
Ｃｈｕ　ｅｔ　ａｌによって報告された配列決定データと比較した（T Chu et al. 2011 
PLoS One; 6: e14723）。ＣＶＳおよび母体血細胞ＤＮＡ、並びに先の研究における１２
対の各試料の配列決定の結果の間の相関データによって、母体血において平均ピアソン係
数（０．９６７）およびＲ2（０．９３５）が得られ、ＣＶＳにおいて平均ピアソン計数
（０．９４３）およびＲ2（０．８８８）が得られた。両方のアレイ上に表されたＣｐＧ
部位の中で、我々のデータは発表データと高度に相関していた。母体血細胞、ＣＶＳおよ
び胎盤組織において非ＣｐＧメチル化の割合は１％未満であった（表１００）。これらの
結果は、相当量の非ＣｐＧメチル化が主に多能性細胞に限定されたという現在の知見と一
致した（R Lister et al. 2009 Nature; 462: 315-322; L Laurent et al. 2010 Genome 
Res; 20: 320-331）。
【００５０】
Ｃ．　非妊娠対象の血漿メチロームおよび血液メチロームの比較
　図３Ａおよび図３Ｂは、成人男性および非妊娠成人女性から採取された血漿および血液
細胞における、メチル化されたＣｐＧ部位の割合の棒グラフを示している：（Ａ）常染色
体、（Ｂ）Ｘ染色体。図表は、男性および非妊娠女性の血漿メチロームおよび血液メチロ
ーム間の類似性を示している。男性および非妊娠女性の血漿試料におけるメチル化された
ＣｐＧ部位の全体的な割合は、対応する血液細胞ＤＮＡとほぼ同じであった（表１００並
びに図２Ａおよび図２Ｂ）。
【００５１】
　次に、血漿試料および血液細胞試料のメチル化特性の座位特異的な相関を研究した。ヒ
トゲノムにおける各１００ｋｂのビンのメチル化密度を、１００ｋｂ領域にマッピングさ
れた配列リードによって被覆された全ＣｐＧ部位の割合として、ＣｐＧ部位における未変
換シトシンの総数を決定することにより、決定した。メチル化密度は、男性および女性試
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料の血漿試料および対応する血液細胞ＤＮＡの間で高度に一致した。
【００５２】
　図４Ａおよび図４Ｂは、血液細胞ＤＮＡおよび血漿ＤＮＡにおける対応する遺伝子座の
メチル化密度のプロットを示している：（Ａ）非妊娠成人女性、（Ｂ）成人男性。非妊娠
女性試料のピアソン相関係数およびＲ2値はそれぞれ０．９６３および０．９２７であり
、男性試料のピアソン相関係数およびＲ2値はそれぞれ０．９５３および０．９０８であ
った。これらのデータは、造血細胞がヒト血漿におけるＤＮＡの主な供給源であることを
示した、同種間造血幹細胞移植の受容者の血漿ＤＮＡ分子の遺伝子型評価に基づく先の知
見（YW Zheng at al. 2012 Clin Chem; 58: 549-558）と一致している。
【００５３】
Ｄ．　メチローム全般のメチル化レベル
　次に、メチル化レベルを決定するために、母体血漿ＤＮＡ、母体血細胞、および胎盤組
織のＤＮＡメチル化レベルを調べた。反復領域、非反復領域、および全域におけるレベル
を決定した。
【００５４】
　図５Ａおよび図５Ｂは、妊娠女性から採取した試料間の、メチル化されたＣｐＧ部位の
割合の棒グラフを示している：（Ａ）常染色体、（Ｂ）Ｘ染色体。メチル化されたＣｐＧ
ｓの全割合は、第一期および第三期の母体血漿試料において、それぞれ６７．０％および
６８．２％であった。非妊娠個体から得られた結果とは異なり、これらの割合は第一期母
体血細胞試料のそれよりも低かったが、ＣＶＳおよび妊娠末期胎盤組織検体のそれよりも
高かった（表１００）。注目すべきことに、出産後母体血漿試料におけるメチル化された
ＣｐＧの割合は７３．１％であり、これは血液細胞データに類似していた（表１００）。
これらの傾向は、全ての常染色体およびＸ染色体にわたって分布するＣｐＧにおいて観察
され、ヒトゲノムの非反復領域および複数のクラスの反復領域の両方に及んだ。
【００５５】
　胎盤における反復領域および非反復領域の両方は、母体血細胞と比較して低メチル化で
あることが分かった。これらの結果は、胎盤が他の組織（例えば、末梢血細胞）と比較し
て低メチル化であるという、文献中の知見と一致した。
【００５６】
　妊娠女性、非妊娠女性および成人男性から得られた血液細胞ＤＮＡにおいて、配列決定
されたＣｐＧ部位のうち７１％～７２％がメチル化されていた（図１の表１００）。これ
らのデータは、Y Li et al. 2010 PLoS Biol; 8: e1000533によって報告された、血中単
核細胞のＣｐＧ部位の６８．４％という報告と同程度である。胎盤組織の低メチル化性質
に関する先の報告と一致して、ＣｐＧ部位の５５％および５９％が、それぞれＣＶＳおよ
び妊娠末期胎盤組織においてメチル化されていた（表１００）。
【００５７】
　図６は、母体血、胎盤および母体血漿における、ヒトゲノムの異なる反復クラスのメチ
ル化レベルの棒グラフを示している。反復クラスはＵＣＳＣゲノムブラウザによって定義
される。示されるデータは第一期試料から得られたものである。胎盤組織の低メチル化性
質がゲノム内のある特定の反復クラスにおいて主に観察されたことを示す初期のデータ（
B Novakovic et al. 2012 Placenta; 33: 959-970）と異なり、ここでは、胎盤が、血液
細胞を基準にして、ゲノムエレメントの大部分のクラスにおいて実際は低メチル化状態で
あったことを示す。
【００５８】
Ｅ．　メチロームの類似性
　実施形態によって、同一のプラットフォームを用いて胎盤組織、血液細胞および血漿の
メチロームを決定することができる。従って、それらの生物試料型のメチロームの直接比
較が可能であった。男性および非妊娠女性における血液細胞および血漿のメチローム間、
並びに母体血細胞および出産後母体血漿試料間の高レベルの類似によって、造血細胞がヒ
ト血漿におけるＤＮＡの主な供給源であることがさらに確認された（YW Zheng at al. 20



(31) JP 2015-536639 A 2015.12.24

10

20

30

40

50

12 Clin Chem; 58: 549-558）。
【００５９】
　ゲノム内のメチル化ＣｐＧの全割合の点から、並びに血液細胞ＤＮＡおよび血漿ＤＮＡ
における対応する遺伝子座間のメチル化密度の高い相関から、類似は明らかである。しか
し、第一期および第三期の母体血漿試料におけるメチル化ＣｐＧの全割合は、母体血細胞
データまたは出産後母体血漿試料と比較した場合、減少していた。妊娠中のメチル化レベ
ルの減少は、母体血漿内に存在する胎児ＤＮＡ分子の低メチル化性質のためであった。
【００６０】
　出産後母体血漿試料におけるメチル化特性が逆転して母体血細胞のメチル化特性により
類似するようになったことは、胎児ＤＮＡ分子が母体循環系から排除されたことを示唆し
ている。胎児のＳＮＰマーカーに基づいて胎児ＤＮＡ濃度の算出したところ、確かに、濃
度が出産前の３３．９％から、出産後試料においてはほんの４．５％に変化したことが示
された。
【００６１】
Ｆ．　他の応用
　実施形態は、血漿ＤＮＡのＭＰＳ解析を通じて、ＤＮＡメチロームを構築することに成
功している。母体血漿から胎盤メチロームまたは胎児メチロームを決定する能力は、子癇
前症、子宮内胎児発育遅延、早産等の妊娠関連状態と関連する異常なメチル化特性を決定
、検出およびモニタリングするための非浸潤的方法を提供する。例えば、疾患特異的な異
常なメチル化サインの検出は、そのような妊娠関連状態の検診、診断およびモニタリング
を可能にする。母体血漿メチル化レベルの測定は、そのような妊娠関連状態の検診、診断
およびモニタリングを可能にする。妊娠関連状態の研究への直接適用に加えて、前期アプ
ローチは、血漿ＤＮＡ解析を目的とした他の医学領域に応用することができる。例えば、
がんのメチロームは、がん患者の血漿ＤＮＡから決定することができる。本明細書に記載
される、血漿からのがんメチローム解析は、血漿からのがんゲノム解析に対して相乗的な
科学技術になり得る（KCA Chan at al. 2013 Clin Chem; 59: 211-224およびRJ Leary et
 al. 2012 Sci Transl Med; 4:162ra154）。
【００６２】
　例えば、血漿試料のメチル化レベルの決定は、がんの検診に用いることができる。血漿
試料のメチル化レベルが健常対照群と比較して異常なレベルを示す場合、がんが疑われ得
る。その後、異なるゲノム遺伝子座におけるメチル化の血漿特性を決定することにより、
または腫瘍関連性のコピー数異常、染色体転座および単一ヌクレオチド変異を検出するた
めの血漿ゲノム解析により、がん型またはがんの組織起源のさらなる確認および評価を行
ってもよい。実際に、本発明の一実施形態では、血漿におけるがんのメチロームおよびゲ
ノムのプロファイリングは、同時に行うことができる。あるいは、放射線検査および画像
診断検査（例えば、コンピュータ断層撮影、磁気共鳴画像法、陽電子断層撮影法）または
内視鏡検査（例えば、上部消化管内視鏡検査または大腸内視鏡検査）を用いることで、血
漿メチル化レベル解析に基づいてがんを有することが疑われた個体をさらに検査すること
ができる。
【００６３】
　がんの検診または検出において、血漿試料（または他の生物試料）のメチル化レベルの
決定は、がんの検診または検出用の他の様式と併せて用いることができ、例えば、前立腺
特異抗原測定（例えば、前立腺がん用）、癌胎児抗原（例えば、結腸直腸癌、胃癌、膵癌
、肺癌、乳癌、甲状腺髄様癌用）、αフェトプロテイン（例えば、肝臓がんまたは胚細胞
性腫瘍用）、ＣＡ１２５（例えば、卵巣がんおよび乳がん用）およびＣＡ１９－９（例え
ば、膵癌用）である。
【００６４】
　さらに、他の組織を配列決定して細胞メチロームを得ることができる。例えば、肝組織
を解析することで、肝臓に特異的なメチル化パターンを決定することができ、これを、肝
臓病変を特定するのに用いてもよい。分析が可能である他の組織には、脳細胞、骨、肺、
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心臓、筋肉および腎臓等が含まれる。種々の組織のメチル化特性は、例えば、発生、加齢
、疾患仮定（例えば、炎症または肝硬変または自己免疫過程（例えば、全身性エリテマト
ーデス））として、または処置（例えば、５－アザシチジンおよび５－アザデオキシシチ
ジン等の脱メチル化剤での処置）の結果として、時に応じて変化し得る。ＤＮＡメチル化
の動的性質は、生理学的プロセスおよび病理学的プロセスをモニタリングする上で、その
ような解析を潜在的に非常に価値のあるものにしている。例えば、個体が健康であった時
に得られたベースライン値と比較して個体の血漿メチロームにおける変化を検出する場合
、血漿ＤＮＡを与える臓器における疾患仮定を検出することができる。
【００６５】
　また、移植臓器のメチロームは、臓器移植受容者の血漿ＤＮＡから決定することができ
る。本発明に記載される、血漿からの移植片メチローム解析は、血漿からの移植片ゲノム
解析に対する相乗的な科学技術となり得る（YW Zheng at al, 2012; YMD Lo at al. 1998
 Lancet; 351: 1329-1330;およびTM Snyder et al. 2011 Proc Natl Acad Sci USA; 108:
 6229-6234）。血漿ＤＮＡは一般的には細胞死のマーカーと見なされていることから、移
植臓器から放出されたＤＮＡの血漿内レベルの増加は、その臓器からの細胞死の増加、例
えば、拒絶エピソードまたはその臓器に関わる他の病理過程（例えば、感染または膿瘍）
に対するマーカーとして用いることができる。抗拒絶反応療法が上手く開始されたイベン
トにおいて、移植臓器によって放出されたＤＮＡの血漿内レベルは、減少することが予測
される。
【００６６】
ＩＩＩ．　ＳＮＰを用いた胎児メチロームまたは腫瘍メチロームの決定
　上記のように、非妊娠健常人において、血漿メチロームは血液メチロームに一致する。
しかし、妊娠女性においては、これらのメチロームは異なる。胎児ＤＮＡ分子が、大部分
の母体ＤＮＡバックグラウンドの中、母体血漿内を循環している（YMD Lo et al. 1998 A
m J Hum Genet; 62: 768-775）。それ故、妊娠女性において、血漿メチロームは、大部分
は胎盤メチロームおよび血液メチロームの混成である。従って、血漿から胎盤メチローム
を抽出することができる。
【００６７】
　一実施形態では、母親および胎児間の一塩基多型（ＳＮＰ）の差異は、母体血漿中の胎
児ＤＮＡ分子を特定するために用いられる。母親がホモ接合性であるが胎児がヘテロ接合
性であるＳＮＰ遺伝子座を特定することを目的としており；胎児特異的対立遺伝子を用い
ることで、どのＤＮＡ断片が胎児由来であるかを決定することができる。母体血細胞由来
のゲノムＤＮＡを、ＳＮＰ遺伝子型同定アレイ、イルミナ社製ＨｕｍａｎＯｍｎｉ２．５
－８を用いて解析した。一方、母親がヘテロ接合性であり胎児がホモ接合性であるＳＮＰ
遺伝子座については、母親に特異的なＳＮＰ対立遺伝子を用いることで、どの血漿ＤＮＡ
断片が母親由来であるかを決定することができる。そのようなＤＮＡ断片のメチル化レベ
ルは、母親における関連ゲノム領域のメチル化レベルを反映する。
【００６８】
Ａ．　胎児特異的リードのメチル化および胎盤メチロームの相関
　一方の対立遺伝子（Ｂ）の量がもう一方の対立遺伝子（Ａ）の量よりも有意に少ない、
２つの異なる対立遺伝子を有する遺伝子座を、生物試料の配列決定の結果から特定した。
Ｂ対立遺伝子を被覆するリードは胎児特異的（胎児特異的リード）と見なした。母親はＡ
についてホモ接合性であり、胎児はＡ／Ｂについてヘテロ接合性であることが決定された
ことから、Ａ対立遺伝子を被覆するリードは母親および胎児によって共有されていた（共
有リード）。
【００６９】
　本発明における概要のいくつかを説明するために用いられた、解析された１つの妊娠症
例において、妊娠中の母親は、常染色体上の１，９４５，５１６の遺伝子座においてホモ
接合性であることが分かった。これらのＳＮＰを被覆する母体血漿ＤＮＡ塩基配列決定法
のリードを検査した。非母体対立遺伝子を保有するリードが１０７，７５０の遺伝子座に
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おいて検出され、これらは有益な遺伝子座であると見なされた。それぞれの有益なＳＮＰ
において、母親由来でなかった対立遺伝子は胎児特異的対立遺伝子と称され、その他の対
立遺伝子は共有対立遺伝子と称された。
【００７０】
　母体血漿中の胎児／腫瘍ＤＮＡ濃度分率（胎児ＤＮＡ割合とも称される）を決定するこ
とができる。一実施形態では、母体血漿中の胎児ＤＮＡ濃度分率（ｆ）は下記式によって
決定され、
【００７１】
【数３】

【００７２】
式中、ｐは胎児特異的対立遺伝子を有する配列決定されたリードの数であり、ｑは母親お
よび胎児間で共有される対立遺伝子を有する配列決定されたリードの数である（YMD Lo e
t al. 2010 Sci Transl Med; 2: 61ra91）。第一期、第三期および出産後母体血漿試料に
おける胎児ＤＮＡ割合は、それぞれ１４．４％、３３．９％および４．５％であることが
分かった。また、Ｙ染色体に並んだリードの数を用いて、胎児ＤＮＡ割合を算出した。Ｙ
染色体データに基づくと、結果は、第一期、第三期および出産後母体血漿試料中で、それ
ぞれ１４．２％、３４．９％および３．７％であった。
【００７３】
　胎児特異的配列リードまたは共有配列リードを別々に解析することにより、実施形態は
、循環中の胎児ＤＮＡ分子がバックグラウンドＤＮＡ分子よりもさらにより低メチル化状
態であったことを示している。第一期および第三期の両方の胎児特異的母体血漿リードお
よび胎盤組織データにおける対応する遺伝子座のメチル化密度の比較によって、高レベル
の相関が明らかになった。これらのデータは、胎盤が母体血漿中の胎児由来ＤＮＡ分子の
主な供給源であるというゲノムレベルでの証拠を与え、選択された遺伝子座から得られる
情報に基づく先の証拠と比較して、大きな進歩を示すものである。
【００７４】
　ゲノム内の各１Ｍｂ領域のメチル化密度を、有益なＳＮＰに隣接するＣｐＧ部位を被覆
する胎児特異的リードまたは共有リードを用いて決定した。母体血漿配列リードから構築
された胎児特異的メチロームおよび非胎児特異的メチロームは、例えばＣｉｒｃｏｓプロ
ットに、表示することができる（M Krzywinski et al. 2009 Genome Res; 19: 1639-1645
）。母体血細胞および胎盤組織検体における１Ｍｂのビンあたりのメチル化密度も決定し
た。
【００７５】
　図７Ａは、第一期試料のＣｉｒｃｏｓプロット７００を示している。図７Ｂは、第三期
試料のＣｉｒｃｏｓプロット７５０を示している。プロット７００およびプロット７５０
は１Ｍｂのビンあたりのメチル化密度を示している。染色体模式図（最外側の環）は、時
計回りの方向でｐｔｅｒ－ｑｔｅｒ配向である（セントロメアは赤色で示される）。最外
側から２番目のトラックは、対応する１Ｍｂ領域におけるＣｐＧ部位の数を示している。
示される赤色バーのスケールは１Ｍｂのビンあたり最大２０，０００部位である。対応す
る１Ｍｂ領域のメチル化密度は、中央に示される配色に基づいてその他のトラックに示さ
れる。
【００７６】
　第一期試料（図７Ａ）において、内側から外側に向かって、トラックは、絨毛膜絨毛検
体、母体血漿中の胎児特異的リード、母体血漿中の母体特異的リード、母体血漿中の胎児
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リードおよび非胎児リードの組み合わせ、並びに母体血細胞である。第三期　試料（図７
Ｂ）において、トラックは、妊娠末期胎盤組織、母体血漿中の胎児特異的リード、母体血
漿中の母体特異的リード、母体血漿中の胎児リードおよび非胎児リードの組み合わせ、出
産後母体血漿並びに母体血細胞（第一期血液試料から得られる）である。第一期および第
三期の血漿試料の両方において、胎児メチロームは、非胎児特異的メチロームのメチル化
状態よりも、より低メチル化状態であったことが理解できる。
【００７７】
　胎児メチロームの全体的なメチル化特性は、ＣＶＳまたは胎盤組織検体のメチル化特性
とよく似ていた。反対に、主に母体ＤＮＡであった血漿中の共有リードのＤＮＡメチル化
特性は、母体血細胞のメチル化特性とよく似ていた。次に、母体血漿ＤＮＡリードおよび
母体組織または胎児組織のメチル化密度の系統的な座位ごとの比較を行った。同一の配列
リード上に有益なＳＮＰとして存在し、少なくとも５つの母体血漿ＤＮＡ配列リードによ
って被覆された、ＣｐＧ部位のメチル化密度を決定した。
【００７８】
　図８Ａ～図８Ｄは、有益な一塩基多型を囲んでいるＣｐＧ部位についての、母体血漿Ｄ
ＮＡに対するゲノム組織ＤＮＡのメチル化密度の比較のプロットを示している。図８Ａは
、ＣＶＳ試料中のリードのメチル化密度と比較した、第一期母体血漿試料中の胎児特異的
リードのメチル化密度を示している。図に示すように、胎児特異的リードの値は、ＣＶＳ
リードの値とよく一致している。
【００７９】
　図８Ｂは、妊娠末期胎盤組織のリードのメチル化密度と比較した、第三期母体血漿試料
中の胎児特異的リードのメチル化密度を示している。再度、これら一組の密度はよく一致
しているが、このことは、胎児メチル化特性が、胎児特異的対立遺伝子を有するリードを
解析することによって得ることが可能であることを示している。
【００８０】
　図８Ｃは、母体血細胞内のリードのメチル化密度と比較した、第一期母体血漿試料中の
共有リードのメチル化密度を示している。共有リードの大部分が母親由来であることを考
慮すると、これら２組の値はよく一致している。図８Ｄは、母体血細胞内のリードのメチ
ル化密度と比較した、第三期母体血漿試料中の共有リードのメチル化密度を示している。
【００８１】
　母体血漿中の胎児特異的リードにおいて、第一期母体血漿およびＣＶＳ間のスピアマン
相関係数は０．７０５（Ｐ＜２．２＊ｅ－１６）であり；第三期母体血漿および妊娠末期
胎盤組織間のスピアマン相関係数は０．７９６（Ｐ＜２．２＊ｅ－１６）であった（図８
Ａおよび図８Ｂ）。母体血漿中の共有リードと母体血細胞データについて、同様の比較を
行った。第一期血漿試料においてピアソン相関係数は０．６５３（Ｐ＜２．２＊ｅ－１６
）であり、第三期血漿試料においてピアソン相関係数は０．６３８（Ｐ＜２．２＊ｅ－１
６）であった（図８Ｃおよび図８Ｄ）。
【００８２】
Ｂ．　胎児メチローム
　一実施形態において、母体血漿から胎児メチロームを構築するため、少なくとも１つの
有益な胎児ＳＮＰ部位を被覆し、同一リード内に少なくとも１つのＣｐＧ部位を含有する
配列リードを選別した。胎児特異的対立遺伝子を示したリードは、胎児メチロームの構築
に含まれた。共有対立遺伝子（すなわち非胎児特異的対立遺伝子）を示したリードは、母
体由来ＤＮＡ分子から主に成る非胎児特異的メチロームの構築に含まれた。
【００８３】
　第一期母体血漿試料の胎児特異的リードは、常染色体上の２１８，０１０のＣｐＧ部位
を被覆した。第三期および出産後の母体血漿試料の対応する数字は、それぞれ、２６３，
６１１および７４，０２０であった。平均して、共有リードはそれらのＣｐＧ部位をそれ
ぞれ、平均して３３．３倍、２１．７倍および２６．３倍被覆した。第一期、第三期およ
び出産後の母体血漿試料の胎児特異的リードは、それらのＣｐＧ部位をそれぞれ３．０倍
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、４．４倍および１．８倍被覆した。
【００８４】
　胎児ＤＮＡは母体血漿中では小数の集団であるため、胎児特異的リードによるそれらの
ＣｐＧ部位の被覆率は、該試料の胎児ＤＮＡ割合に比例した。第一期母体血漿試料におい
て、胎児リード間のメチル化ＣｐＧの全体割合は４７．０％であり、一方、共有リードの
メチル化ＣｐＧの全体割合は６８．１％であった。第三期母体血漿試料において、胎児リ
ードのメチル化ＣｐＧの割合は５３．３％であり、一方、共有リードのメチル化ＣｐＧの
割合は６８．８％であった。これらのデータにより、母体血漿中の胎児特異的リードが、
母体血漿中の共有リードよりも、より低いメチル化状態であったことが示された。
【００８５】
Ｃ．　方法
　上記の手法を用いることで、腫瘍メチル化特性を決定することもできる。胎児および腫
瘍のメチル化特性を決定する方法を以下に記載する。
【００８６】
　図９は、本発明の実施形態に従って、生物の生物試料から第一のメチル化特性を決定す
るための方法９００を示している、フローチャートである。方法９００は、母体血漿のメ
チル化特性から胎児のエピジェネティックマップを構築することができる。生物試料には
、第一組織由来および第二組織由来の無細胞ＤＮＡの混合物を含む無細胞ＤＮＡが含まれ
る。例として、第一組織は胎児、腫瘍、または移植臓器から得ることができる。
【００８７】
　ブロック９１０において、複数のＤＮＡ分子が生物試料から解析される。ＤＮＡ分子の
解析には、生物のゲノム内のＤＮＡ分子の位置を決定すること、ＤＮＡ分子の遺伝子型を
決定すること、およびＤＮＡ分子が一つまたは複数の部位においてメチル化されているか
どうかを決定すること、が含まれ得る。
【００８８】
　一実施形態では、ＤＮＡ分子は、ＤＮＡ分子の配列リードを用いて解析され、そこでの
配列決定ではメチル化が認識される。従って、配列リードは、生物試料由来のＤＮＡ分子
メチル化状態を含む。メチル化状態は、特定のシトシン残基が５－メチルシトシンまたは
５－ヒロドキシメチルシトシンであるかどうか、を含み得る。配列リードは、種々の配列
決定法、ＰＣＲ法、アレイ、および断片の配列を特定するための他の適切な手法から得る
ことができる。配列リードの部位のメチル化状態は、本明細書に記載の通りに得ることが
できる。
【００８９】
　ブロック９２０において、第一組織の第一ゲノムがそれぞれの第一対立遺伝子およびそ
れぞれの第二対立遺伝子についてヘテロ接合性であり、第二組織の第二ゲノムがそれぞれ
の第一対立遺伝子についてホモ接合性である、複数の第一遺伝子座が特定される。例えば
、胎児特異的リードは、複数の第一遺伝子座において特定され得る。あるいは、腫瘍特異
的リードは、複数の第一遺伝子座において特定され得る。組織特異的リードは、第二対立
遺伝子の配列リードの割合が特定の範囲、例えば、約３％～２５％の範囲に入り、それに
より、その座位におけるヘテロ接合性ゲノム由来のＤＮＡ断片が小数の集団であり、その
座位におけるホモ接合性ゲノム由来のＤＮＡ断片が大多数の集団であることが示される、
配列決定リードから特定することができる。
【００９０】
　ブロック９３０において、各第一座位の一つまたは複数の部位に位置するＤＮＡ分子が
解析される。部位においてメチル化されており、その座位の各第二対立遺伝子に対応する
いくつかのＤＮＡ分子が決定される。座位あたりに２つ以上の部位が存在し得る。例えば
、ＳＮＰは、断片が胎児特異的であること、および断片がメチル化状態が決定されている
複数の部位を有し得ることを示し得る。メチル化された各部位におけるリードの数を決定
することができ、その座位のメチル化リードの総数を決定することができる。
【００９１】
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　座位は、特定の数の部位、特定の一連の部位、または組織特異的対立遺伝子を含む変異
の周囲の領域の具体的なのサイズによって定義され得る。座位はただ１つの部位を有し得
る。部位は特定の性質を有し得、例えば、ＣｐＧ部位であり得る。非メチル化されたリー
ドの数の決定は同じであり、メチル化状態の決定に包含される。
【００９２】
　ブロック９４０において、第一遺伝子座のそれぞれについて、その座位の一つまたは複
数の部位においてメチル化され、その座位のそれぞれの第二対立遺伝子に対応するＤＮＡ
分子の数に基づいて、メチル化密度が算出される。例えば、座位に対応するＣｐＧ部位の
メチル化密度を決定することができる。
【００９３】
　ブロック９５０において、第一組織の第一メチル化特性は、第一遺伝子座のメチル化密
度から作成される。第一メチル化特性は、特定の部位、例えば、ＣｐＧ部位に対応し得る
。メチル化特性は、胎児特異的対立遺伝子を有する全ての遺伝子座、またはそれらの遺伝
子座のほんのいくつかのものであり得る。
【００９４】
ＩＶ．　血漿メチロームおよび血液メチロームの差異の使用
　上記において、血漿由来の胎児特異的リードが胎盤メチロームと相関することが示され
た。母体血漿メチロームの母体成分は主に血液細胞によって与えられるため、血漿メチロ
ームおよび血液メチローム間の差異を用いることで、胎児特異的対立遺伝子の位置だけで
なく、全ての遺伝子座の胎盤メチロームを決定することができる。血漿メチロームおよび
血液メチローム間の差異を用いることで、腫瘍のメチロームを決定することもできる。
【００９５】
Ａ．　方法
　図１０は、本発明の実施形態に従って、生物の生物試料から第一メチル化特性を決定す
る方法１０００を示す、フローチャートである。生物試料（例えば、血漿）には、第一組
織由来および第二組織由来の無細胞ＤＮＡの混合物を含む無細胞ＤＮＡが含まれる。第一
メチル化特性は、第一組織（例えば、胎児組織または腫瘍組織）のメチル化特性に対応す
る。方法１２００は、母体血漿由来の示差的にメチル化された領域の推論を可能にし得る
。
【００９６】
　ブロック１０１０において、生物試料が受け取られる。生物試料は、装置（例えば、配
列決定装置）において単純に受け取られ得る。生物試料は、生物から入手された形態であ
ってもよいし、あるいは加工された形態であってもよく、例えば、試料は血液試料から抽
出された血漿であってもよい。
【００９７】
　ブロック１０２０において、第二組織のＤＮＡに対応する第二メチル化特性が得られる
。第二メチル化特性は、以前に決定されているため、メモリーから読まれ得る。第二メチ
ル化特性は、第二組織（例えば、第二組織の細胞を唯一または主に含有する異なる試料）
から決定することができる。第二メチル化特性は、細胞メチル化特性に対応し得、細胞Ｄ
ＮＡから得ることができる。別の例として、第二特性は、妊娠前に、あるいは、がんを有
さない非妊娠者の血漿メチロームは血液細胞のメチロームと非常に似ていることから、が
んの発達の前に、採取された血漿試料から決定することができる。
【００９８】
　第二メチル化特性は、生物のゲノム内の複数の遺伝子座のそれぞれにおけるメチル化密
度を与え得る。特定の座位におけるメチル化密度は、メチル化された第二組織のＤＮＡの
割合に対応する。一実施形態では、メチル化密度はＣｐＧメチル化密度であり、そこでは
、座位と関連するＣｐＧ部位はメチル化密度を決定するために用いられる。座位に１つの
部位が存在する場合、メチル化密度はメチル化指数と同じであり得る。メチル化密度およ
び非メチル化密度の値は相補的であることから、メチル化密度は非メチル化密度にも対応
する。
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【００９９】
　一実施形態では、生物の試料由来の細胞ＤＮＡのメチル化認識配列決定を行うことによ
り、第二メチル化特性が得られる。メチル化認識配列決定の一例は、ＤＮＡを亜硫酸水素
ナトリウムで処理し、次にＤＮＡ塩基配列決定法を行うことを含む。別の例では、メチル
化認識配列決定は、亜硫酸水素ナトリウムを用いずに、ＤＮＡ分子のメチル化状態（例え
ば、Ｎ６－メチルアデニン、５－メチルシトシンおよび５－ヒロドキシメチルシトシン）
を亜硫酸水素塩変換無しに直接的に解明することを可能にする単一分子配列決定プラット
フォームを用いて（AB Flusberg et al. 2010 Nat Methods; 7: 461-465; J Shim et al.
 2013 Sci Rep; 3:1389. doi: 10.1038/srep01389）；または、メチル化シトシンの免疫
沈降（例えば、メチルシトシンに対する抗体を用いることによる、またはメチル化された
ＤＮＡ結合タンパク質もしくはペプチドを用いることによる）（LG Acevedo et al. 2011
 Epigenomics; 3: 93-101）、その後の配列決定によって；または、メチル化感受性制限
酵素の使用、その後の配列決定によって、行うことができる。別の実施形態では、アレイ
、デジタルＰＣＲおよび質量分析等の、非配列決定法が用いられる。
【０１００】
　別の実施形態では、第二組織の第二メチル化密度は、対象の対照試料から、または他の
対象から、予め得ることができる。別の対象からのメチル化密度は、参照メチル化密度を
有する参照メチル化特性として役立ち得る。参照メチル化密度は、複数の試料から決定す
ることができ、そこでは、座位における異なるメチル化密度の平均レベル（または他の統
計値）がその座位における参照メチル化密度として用いられ得る。
【０１０１】
　ブロック１０３０において、混合物の無細胞ＤＮＡから無細胞メチル化特性が決定され
る。無細胞メチル化特性は、複数個の遺伝子座のそれぞれにおけるメチル化密度を与える
。無細胞メチル化特性は、無細胞ＤＮＡの配列決定から配列リードを得て、該配列リード
を用いてメチル化情報を得ることにより、決定することができる。無細胞メチル化特性は
、細胞メチロームと同様に決定することができる。
【０１０２】
　ブロック１０４０において、生物試料内の第一組織由来の無細胞ＤＮＡの割合が決定さ
れる。一実施形態では、第一組織は胎児組織であり、対応するＤＮＡは胎児ＤＮＡである
。別の実施形態では、第一組織は腫瘍組織であり、対応するＤＮＡは腫瘍ＤＮＡである。
割合は、様々な方法で、例えば、胎児特異的対立遺伝子または腫瘍特異的対立遺伝子を用
いて、決定することができる。コピー数を用いることで、例えば、３０１３年３月１３日
に出願された、「Mutational Analysis Of Plasma DNA For Cancer Detection」という題
名の米国特許出願公開第１３／８０１，７４８号（参照によって組み込まれる）に記載さ
れるように、割合を決定することもできる。
【０１０３】
　ブロック１０５０において、第一メチロームを決定するための複数の遺伝子座が特定さ
れる。これらの遺伝子座は、無細胞メチル化特性および第二メチル化特性を決定するため
に用いられる各遺伝子座に対応し得る。従って、複数個の遺伝子座は一致し得る。無細胞
メチル化特性および第二メチル化特性を決定するためにより多くの遺伝子座を用いること
ができる可能性がある。
【０１０４】
　いくつかの実施形態において、第二メチル化特性において高度メチル化または低メチル
化された遺伝子座は、例えば、母体血細胞を用いて特定することができる。母体血細胞に
おいて高度メチル化された遺伝子座を特定するために、Ｘ％以上（例えば、８０％）のメ
チル化指数を有するＣｐＧ部位が染色体の片端から走査され得る。次に、下流領域内（例
えば、２００ｂｐの下流内）の次のＣｐＧ部位が探索され得る。すぐ下流のＣｐＧ部位が
Ｘ％以上（または他の特定の量）のメチル化指数を有していた場合、第一ＣｐＧ部位およ
び第二ＣｐＧ部位はグループ化され得る。次の下流領域内に他のＣｐＧ部位が存在しなく
なるまで；またはすぐ下流のＣｐＧ部位がＸ％未満のメチル化指数を有するまで、グルー
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プ化は継続され得る。グループ化されたＣｐＧ部位の領域は、領域が少なくとも５つの直
接隣接した高度メチル化ＣｐＧ部位を含有している場合に、母体血細胞において高度メチ
ル化されていると報告され得る。同様の解析を行うことで、２０％以下のメチル化指数を
有すするＣｐＧ部位について、母体血細胞において低メチル化状態の遺伝子座を探索する
ことができる。第二メチル化特性のメチル化密度は、短く収載された（short-listed）遺
伝子座について算出することができ、対応する遺伝子座の第一メチル化特性（例えば、胎
盤組織メチル化密度）を、例えば、母体血漿亜硫酸水素塩配列決定データから、推定する
のに用いることができる。
【０１０５】
　ブロック１０６０において、第一組織の第一メチル化特性は、複数個の遺伝子座のそれ
ぞれについて第二メチル化特性のメチル化密度および無細胞メチル化特性のメチル化密度
間の差異を含む示差パラメーターを算出することによって、決定される。差異は割合に応
じて決定される。
【０１０６】
　一実施形態では、第一（例えば、胎盤）組織における座位の第一メチル化密度（Ｄ）は
、下記式を用いて推定され、
【０１０７】
【数４】

【０１０８】
式中、ｍｂｃは、座位（例えば、母体血細胞の亜硫酸水素塩配列決定データにおいて決定
される短く収載された座位）における第二メチル化特性のメチル化密度を示し；ｍｐは、
母体血漿の亜硫酸水素塩配列決定データにおける対応する座位のメチル化密度を示し；ｆ
は、第一組織由来の無細胞ＤＮＡの割合（例えば、胎児ＤＮＡ濃度分率）を示し、ＣＮは
、座位におけるコピー数（例えば、正常と比較した場合の、より高い増幅値またはより少
ない欠失数）を示す。第一組織に増幅も欠失も存在しない場合、ＣＮは１つであり得る。
トリソミー（すなわち、腫瘍または胎児における領域の重複）において、ＣＮは１．５で
あり（増加は２コピーから３コピーであるため）、モノソミーは０．５を有する。より高
度な増幅は、０．５の値ずつ増加し得る。この例において、Ｄは示差パラメーターに対応
し得る。
【０１０９】
　ブロック１０７０において、第一組織の補正第一メチル化密度を得るために、第一メチ
ル化密度が変換される。変換は、示差パラメーターおよび第一組織の実際のメチル化特性
間の固定された差異を与え得る。例えば、前記値は、固定された定数ずつ、または勾配ず
つ、異なり得る。変換は線形または非線形であり得る。
【０１１０】
　一実施形態では、推定値Ｄの分布は、胎盤組織の実際のメチル化レベルよりも低いこと
が分かった。例えば、推定値は、ＣｐＧ部位が過剰出現したゲノム分節であるＣＧ島から
得られたデータを用いて線形に変換され得る。本研究で用いられるＣＧ島のゲノム位置は
、ＵＣＳＣ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｂｒｏｗｓｅｒデータベース（ＮＣＢＩ　ｂｕｉｌｄ　３６
／ｈｇ１８）から得られた（PA Fujita et al. 2011 Nucleic Acids Res; 39: D876-882
）。例えば、ＣＧ島は、５０％以上のＧＣ含量、２００ｂｐ超のゲノム長および０．６超
の測定／予測ＣｐＧ数比を有するゲノム分節として定義され得る（M Gardiner-Garden et
 al 1987 J Mol Biol; 196: 261-282）。
【０１１１】
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　ある実施において、線形変換式を得るために、少なくとも４つのＣｐＧ部位および配列
決定された試料内のＣｐＧ部位あたり５以上の平均読み深度を有するＣＧ島が含まれ得る
。ＣＶＳまたは妊娠末期胎盤におけるＣＧ島のメチル化密度および推定値Ｄの間の直線関
係を決定した後、下記式を用いて予測値を決定した：
第一期予測値＝Ｄ×１．６＋０．２
第三期予測値＝Ｄ×１．２＋０．０５
【０１１２】
Ｂ．　胎児の例
　上記のように、方法１０００を用いることで、母体血漿から胎盤のメチル化状況を推定
することができる。血漿中の循環ＤＮＡは、主に造血細胞に由来する。なお、未知の他の
内部臓器から与えられる無細胞ＤＮＡの割合は未知である。さらに、胎盤由来無細胞ＤＮ
Ａは、母体血漿中の全ＤＮＡのおよそ５～４０％を占め、平均値はおよそ１５％である。
従って、母体血漿中のメチル化レベルは、上記のように、既存のバックグラウンドのメチ
ル化＋妊娠中の胎盤の寄与に等しいと仮定することができる。
【０１１３】
　母体血漿メチル化レベルＭＰは、下記式を用いて決定することができ、
【０１１４】
【数５】

【０１１５】
式中、ＢＫＧは血液細胞および内部臓器から得られる血漿中のバックグラウンドのＤＮＡ
メチル化レベルであり、ＰＬＮは胎盤のメチル化レベルであり、ｆは母体血漿中の胎児Ｄ
ＮＡ濃度分率である。
【０１１６】
　一実施形態では、胎盤のメチル化レベルは下記式によって理論上は推定することができ
る。
【０１１７】
【数６】

【０１１８】
式（１）および式（２）は、ＣＮが１に等しく、ＤがＰＬＮに等しく、ＢＫＧがｍｂｃに
等しい場合に、等しい。別の実施形態では、胎児ＤＮＡ濃度分率は、特定の値に仮定また
は設定することができる（例えば、最小値ｆが存在するという仮定の一環として）。
【０１１９】
　母体血のメチル化レベルは、母体血漿のバックグラウンドメチル化を表すものと見なし
た。母体血細胞において高度メチル化または低メチル化された遺伝子座に加えて、臨床的
関連性を有する定義された領域、例えば、ヒトゲノム内のＣＧ島に焦点を当てることによ
り、推定アプローチをさらに求めた。
【０１２０】
　常染色体およびＸ染色体上の合計２７，４５８のＣＧ島（ＮＣＢＩ　Ｂｕｉｌｄ３６／
ｈｇ１８）の平均メチル化密度を、母体血漿および胎盤の配列決定データから得た。胎盤
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、母体血および母体血漿を含む全ての分析試料における、１０以上の被覆ＣｐＧ部位およ
び被覆ＣｐＧ部位あたり５以上の平均読み深度を有するＣＧ島のみを選別した。結果とし
て、２６，６９８のＣＧ島（９７．２％）が妥当なものとして残り、それらのメチル化レ
ベルを、上記式に従って、血漿メチル化データおよび胎児ＤＮＡ濃度分率を用いて推定し
た。
【０１２１】
　推定ＰＬＮ値の分布が胎盤組織におけるＣＧ島の実際のメチル化レベルよりも低かった
ことが注目された。従って、一実施形態では、推定ＰＬＮ値、または単に推定値（Ｄ）は
、胎盤におけるＣＧ島のメチル化レベルを推定するための、任意の単位として用いられた
。変換後、線形的に推定された値およびそれらの分布は、実際のデータセットにより類似
したものとなった。変換した推定値はメチル化予測値（methylation predictive value：
ＭＰＶ）と命名され、その後、胎盤における遺伝子座のメチル化レベルを予測するために
用いられた。
【０１２２】
　この例において、ＣＧ島は、胎盤におけるそれらのメチル化密度に基づいて３つのカテ
ゴリーに分類された：低（０．４以下）、中（０．４超～０．８未満）および高（０．８
以上）。推定式を用いて、同じ一連のＣＧ島のＭＰＶを算出し、次に、その値を用いて、
ＣＧ島を同一のカットオフで３つのカテゴリーに分類した。実際のデータセットおよび推
定データセットを比較することにより、短く収載されたＣＧ島の７５．１％が、それらの
ＭＰＶによる組織データにおける同一のカテゴリーに正確に一致し得ることが分かった。
ＣＧ島の約２２％が１レベルの差異（高対中、または中対低）を有するグループに割り当
てられ、３％未満が完全に誤って分類された（高対低）図１２Ａ）。また、全体的な分類
性能が決定された：胎盤において０．４以上、０．４超～０．８未満および０．８以上の
メチル化密度を有する８６．１％、３１．４％および６８．８％のＣＧ島は、「低」、「
中」および「高」と正確に推定された（図１２Ｂ）。
【０１２３】
　図１１Ａおよび図１１Ｂは、本発明の実施形態による、母体血漿データおよび胎児ＤＮ
Ａ濃度分率を用いた予測アルゴリズムの実行のグラフを示している。図１１Ａは、ＭＰＶ
補正分類（推定カテゴリーは実際のデータセットと正確に一致）；１レベルの差異（推定
カテゴリーは実際のデータセットから１レベル異なる）；誤分類（推定カテゴリーは実際
のデータセットと反対）を用いた、ＣＧ島分類の正確さを示すグラフ１１００である。図
１１Ｂは、各推定カテゴリーに分類されたＣＧ島の割合を示すグラフ１１５０である。
【０１２４】
　母体バックグラウンドメチル化がそれぞれのゲノム領域において低度であるならば、循
環血液中の高度メチル化胎盤由来ＤＮＡの存在は、全体的な血漿メチル化レベルを胎児Ｄ
ＮＡ濃度分率に応じた程度まで増加させる。放出される胎児ＤＮＡが十分にメチル化され
ている場合、顕著な変化が観察され得る。反対に、母体バックグラウンドメチル化が高度
である場合、血漿メチル化レベルにおける変化の程度は、低メチル化胎児ＤＮＡが放出さ
れた場合により有意になる。従って、推定スキームは、メチル化レベルが母体バックグラ
ウンドおよび胎盤間で異なることが知られている遺伝子座について、特に、高度メチル化
された遺伝子座および胎盤における低メチル化マーカーについて推定される場合に、より
実際的になり得る。
【０１２５】
　図１２Ａは、本発明の実施形態に従った、メチル化予測のための、１５の選択されたゲ
ノム遺伝子座の詳細を示す、表１２００である。手法を確認するために、先に研究されて
いる、１５の示差的にメチル化されたゲノム遺伝子座を選択した。選択された領域のメチ
ル化レベルを推定し、先に研究された１５の示差的にメチル化された遺伝子座と比較した
（RWK Chiu et al. 2007 Am J Pathol; 170: 941-950; S.S.C. Chim et al. 2008 Clin C
hem; 54: 500-511; SSC Chim et al. 2005 Proc Natl Acad Sci U S A; 102: 14753-1475
8; DWY Tsui et al. 2010 PLoS One; 5: e15069）。
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【０１２６】
　図１２Ｂは、１５の選択されたゲノム遺伝子座および胎盤におけるそれらの対応するメ
チル化レベルの推定カテゴリーを示すグラフ１２５０である。推定されたメチル化カテゴ
リーは、低、０．４以下；中、０．４超～０．８未満；高、０．８以上である。表１２０
０およびグラフ１３００は、胎盤におけるそれらのメチル化レベルが、いくつかの例外（
ＲＡＳＳＦ１Ａ、ＣＧＩ００９、ＣＧＩ１３７およびＶＡＰＡ）を有して、正確に推定さ
れ得ることを示している。これらの４つのマーカーのうち、ＣＧＩ００９のみが、実際の
データセットとの顕著な矛盾を示した。その他はわずかに誤分類されたのみである。
【０１２７】
　表１２００において、「１」は、下記式によって算出される推定値（Ｄ）を指し、
【０１２８】
【数７】

【０１２９】
式中、ｆは胎児ＤＮＡ濃度分率である。標識「２」は、式：ＭＰＶ＝Ｄ×１．６＋０．２
５を用いる、線形変換された推定値を指している、メチル化予測値（ＭＰＶ）を指す。標
識「３」は、推定値に対する分類カットオフ（classification cutoff）を指す：低、０
．４以下；中、０．４超～０．８未満；高、０．８以上。標識「４」は、実際の胎盤デー
タセットに対する分類カットオフを指す：低、０．４以下；中、０．４超～０．８未満；
高、０．８以上。標識「５」は、胎盤状態が母体血細胞のメチル化状態と比較した胎盤の
メチル化状態を指すことを表している。
【０１３０】
Ｃ．　胎児ＤＮＡの濃度分率の算出
　一実施形態では、第一組織由来の胎児ＤＮＡの割合は、男児胎児のＹ染色体を用いるこ
とができる。母体血漿試料中のＹ染色体配列の割合（Ｙ染色体率）は、男児胎児由来のＹ
染色体リードおよびＹ染色体に誤整列した母体（女性）リードの数の混成であった（RWK 
Chiu et al. 2011 BMJ; 342: c7401）。従って、試料中のＹ染色体率および胎児ＤＮＡ濃
度分率（ｆ）間の関連性は、以下で与えられ得、
【０１３１】
【数８】

【０１３２】
式中、％ｃｈｒＹmale（Ｙ染色体率（男性））は、１００％の男性ＤＮＡを含有する血漿
試料中のＹ染色体に整列したリードの割合を指し；％ｃｈｒＹfemale（Ｙ染色体率（女性
））は、１００％の女性ＤＮＡを含有する血漿試料中のＹ染色体に整列したリードの割合
を指す。
【０１３３】
　Ｙ染色体率は、男児胎児を妊娠した女性から得られた試料のミスマッチを有さずにＹ染
色体に整列したリードから決定することができ、例えば、該リードは亜硫酸水素塩によっ
て変換された試料から得られるものである。％ｃｈｒＹmale値は、２つの成人男性血漿試
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料の亜硫酸水素塩配列決定から得ることができる。％ｃｈｒＹfemale値は、２つの非妊娠
成人女性血漿試料の亜硫酸水素塩配列決定から得ることができる。
【０１３４】
　他の実施形態では、胎児ＤＮＡ率は、常染色体上の胎児特異的対立遺伝子から決定する
ことができる。別の例として、エピジェネティックマーカーを用いて、胎児ＤＮＡ率を決
定してもよい。胎児ＤＮＡ率を決定する他の方法を用いてもよい。
【０１３５】
Ｄ．　メチル化を用いてコピー数を決定する方法
　胎盤ゲノムは母体ゲノムよりもより低メチル化状態である。前述の通り、妊娠女性の血
漿のメチル化は、母体血漿中の胎盤由来胎児ＤＮＡの濃度分率に依存する。従って、染色
体領域のメチル化密度の解析を通じて、胎児組織の母体血漿への寄与における差異を検出
することが可能である。例えば、トリソミー胎児（例えば、トリソミー２１またはトリソ
ミー１８またはトリソミー１３を抱える胎児）を身籠っている妊娠女性において、胎児は
、二染色体性染色体と比較した場合に、三染色体性染色体から母体血漿にさらなる量のＤ
ＮＡを与える。この状況において、三染色体性染色体（または増幅を有するあらゆる染色
体領域）の血漿メチル化密度は、二染色体性染色体のそれよりもより低くなる。差異の程
度は、血漿試料中の胎児ＤＮＡ濃度分率を考慮することにより、数学的計算によって予測
することができる。血漿試料中の胎児ＤＮＡ濃度分率が高くなるほどに三染色体性染色体
および二染色体性染色体間のメチル化密度における差異はより大きなものになる。欠失を
有する領域については、メチル化密度はより高くなる。
【０１３６】
　欠失の１例は、女性胎児が１コピーのＸ染色体しか有さない場合のターナー症候群であ
る。この状況では、ターナー症候群を抱える胎児を身籠る妊娠女性においては、血漿ＤＮ
Ａ中のＸ染色体のメチル化密度は、正常な数のＸ染色体を有する女性胎児を身籠る同じ妊
娠女性の状況よりも高くなる。この戦略の一実施形態では、Ｙ染色体配列の存在または不
在について、母体血漿が最初に解析され得る（例えば、ＭＰＳまたはＰＣＲに基づく手法
を用いて）。Ｙ染色体配列が存在する場合、胎児は男性に分類され得、その後の解析は必
要ではない。一方、Ｙ染色体配列が母体血漿中に存在しない場合、胎児は女性に分類され
得る。この状況では、母体血漿中のＸ染色体のメチル化密度が次に解析され得る。正常よ
りも高いＸ染色体メチル化密度は、胎児がターナー症候群を有するリスクが高いことを示
す。このアプローチは、その他の性染色体異数性にも応用することができる。例えば、Ｘ
ＹＹを有する胎児において、母体血漿中のＹ染色体のメチル化密度は、母体血漿中に同様
のレベルの胎児ＤＮＡを有する正常なＸＹ胎児のそれよりも低くなる。別の例として、ク
ラインフェルター症候群（ＸＸＹ）を抱える胎児においては、Ｙ染色体配列は母体血漿中
に存在するが、母体血漿中のＸ染色体のメチル化密度は、母体血漿中に同様のレベルの胎
児ＤＮＡを有する正常なＸＹ胎児のそれよりも低くなる。
【０１３７】
　先の考察から、二染色体性染色体の血漿メチル化密度（ＭＰNon-aneu（非異数））は、
【０１３８】
【数９】

【０１３９】
として算出することができ、式中、ＢＫＧは血液細胞および内部臓器由来の血漿中のバッ
クグラウンドＤＮＡメチル化レベルであり、ＰＬＮは胎盤のメチル化レベルであり、ｆは
母体血漿中の胎児ＤＮＡ濃度分率である。
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【０１４０】
　三染色体性染色体の血漿メチル化密度（ＭＰAneu（異数））は、
【０１４１】
【数１０】

【０１４２】
として算出することができ、式中、１．５はコピー数ＣＮに対応し、もう１つの染色体の
追加は５０％の増加となる。三染色体性染色体および二染色体性染色体間の差異（ＭＰDi

ff）は、以下となる。
【０１４３】

【数１１】

【０１４４】
　一実施形態では、潜在的に異数体の染色体（または染色体領域）のメチル化密度の、一
つまたは複数の他の推定非異数体染色体またはゲノムの全体のメチル化密度に対する比較
は、血漿試料中の胎児ＤＮＡ濃度を効率的に正規化するために使用することができる。前
記比較は、正規化されたメチル化密度を得るための、それら２つの領域のメチル化密度の
間のパラメーター（例えば、比または差異を含む）の算出によるものであり得る。前記比
較は、得られるメチル化レベルの依存（例えば、それら２つのメチル化密度からパラメー
ターとして決定される）を排除することができる。
【０１４５】
　潜在的に異数体の染色体のメチル化密度が一つもしくは複数の他の染色体のメチル化密
度、または胎児ＤＮＡの濃度分率を反映する他のパラメーターに対して正規化されていな
い場合、濃度分率は血漿中のメチル化密度に影響を与える主な要因となる。例えば、１０
％の胎児ＤＮＡ濃度分率を有するトリソミー２１胎児を身籠る妊娠女性の２１番染色体の
血漿メチル化密度は、正倍数体胎児を身籠る妊娠女性のそれと同じであり、胎児ＤＮＡ濃
度分率は１５％であるが、正規化されたメチル化密度は差異を示す。
【０１４６】
　別の実施形態では、潜在的に異数体の染色体のメチル化密度は、胎児ＤＮＡ濃度分率に
対して正規化され得る。
例えば、下記式は、メチル化密度を正規化するために適用することができ、
【０１４７】

【数１２】

【０１４８】
式中、ＭＰNormalized（正規化）は血漿中の胎児ＤＮＡ濃度分率を用いて正規化されたメ
チル化密度であり、ＭＰnon-normalized（非正規化）は測定メチル化密度であり、ＢＫＧ
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は母体血細胞または組織から得られるバックグラウンドメチル化密度であり、ＰＬＮは胎
盤組織におけるメチル化密度であり、ｆは胎児ＤＮＡ濃度分率である。ＢＫＧおよびＰＬ
Ｎのメチル化密度は、正常妊娠女性から得られた母体血細胞および胎盤組織から先に確立
された基準値に基づき得る。様々な遺伝学およびエピジェネティクスの手法を用いること
で、例えば、非亜硫酸水素塩変換ＤＮＡに対する大規模並列配列決定またはＰＣＲを用い
た、Ｙ染色体からの配列リードの割合の測定によって、血漿試料中の胎児ＤＮＡ濃度分率
を決定することができる。
【０１４９】
　ある実施では、潜在的に異数体の染色体の正規化されたメチル化密度は、正倍数体胎児
を身籠る妊娠女性から成る参照群と比較され得る。参照群の正規化されたメチル化密度の
平均値およびＳＤが決定され得る。次に、検査症例の正規化されたメチル化密度が、下記
式による参照群の平均値からのＳＤの数字を示すＺ値として表され得、
【数１３】

【０１５０】
式中、ＭＰNormalizedは検査症例の正規化されたメチル化密度であり、Ｍｅａｎ（平均値
）は参照症例の正規化されたメチル化密度の平均値であり、ＳＤは参照症例の正規化され
たメチル化密度の標準偏差である。カットオフ（例えば、－３未満のＺ値）を用いること
で、染色体有意に低メチル化されているかどうかを分類することができ、それにより、試
料の異数体状態を決定することができる。
【０１５１】
　別の実施形態では、ＭＰDiffは、正規化されたメチル化密度として用いられ得る。その
ような実施形態では、ＰＬＮは、例えば方法１０００を用いて、推定され得る。いくつか
の実施において、参照メチル化密度（ｆを用いて正規化することができる）は、非異数体
領域のメチル化レベルから決定され得る。例えば、Ｍｅａｎ（平均値）は、同一試料の一
つまたは複数の染色体領域から決定され得る。カットオフは、ｆに応じて決定されるか、
または単に、最低濃度が存在するに足る充分なレベルに設定される。
【０１５２】
　従って、カットオフに対する領域のメチル化レベルの比較は、様々な方法で達成するこ
とができる。比較は正規化（例えば、上記のような）を含み得、正規化は、メチル化レベ
ルまたはカットオフ値に対して、それらの値が定義された方法に応じて、等しく行われ得
る。従って、領域の決定されたメチル化レベルが基準レベル（同一試料または他の試料か
ら決定）と統計学的に異なるかどうかは、様々な方法で決定することができる。
【０１５３】
　上記解析は、染色体全体または染色体の部分（例えば、染色体の近接したまたはばらば
らの小領域）を含み得る、染色体領域の解析に応用することができる。一実施形態では、
潜在的に異数体の染色体は、いくつかのビンに分割され得る。ビンは同じまたは異なるサ
イズのものであり得る。各ビンのメチル化密度は、試料の濃度分率に対して、または一つ
もしくは複数の推定非異数体染色体のメチル化密度もしくはゲノムの全体的なメチル化密
度に対して、正規化され得る。各ビンの正規化されたメチル化密度は次に、有意に低メチ
ル化されているかどうかを決定するために参照群と比較され得る。次に、有意に低メチル
化されているビンの割合が決定され得る。カットオフ（例えば、ビンの５％、１０％、１
５％、２０％または３０％超が有意に低メチル化されている）は、症例の異数体状態を分
類するために用いられ得る。
【０１５４】
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　増幅または欠失について検査する場合、メチル化密度は参照メチル化密度と比較され得
、これは、検査される特定の領域に特異的であり得る。メチル化は領域によって、特に、
領域のサイズに応じて（例えば、より小さな領域ほどより大きな変動を示す）異なり得る
ため、各領域は異なる参照メチル化密度を有し得る。
【０１５５】
　上記のように、正倍数体胎児をそれぞれ身籠る一人または複数人の妊娠女性を用いるこ
とで、目的領域のメチル化密度の正常範囲、または２つの染色体領域間のメチル化密度に
おけるまたは差異を定義することができる。ＰＬＮの正常範囲を決定することもできる（
例えば、直接測定によって、または方法１０００による推定値として）。他の実施形態で
は、２つのメチル化密度の間の比が用いられ得、例えば、潜在的に異数体の染色体および
非異数体染色体のメチル化密度が、それらの差異の代わりに解析に用いられ得る。このメ
チル化解析アプローチを、配列リード計数アプローチ（RWK Chiu et al. 2008 Proc Natl
 Acad Sci USA;105:20458-20463）および血漿ＤＮＡのサイズ解析を含むアプローチ（米
国特許出願公開第２０１１／０２７６２７７号）と組み合わせることで、異数体を決定ま
たは確認することができる。メチル化解析との組み合わせで用いられる配列リード計数ア
プローチは、ランダムシークエンス（RWK Chiu et al. 2008 Proc Natl Acad Sci USA;10
5:20458-20463; DW Bianchi DW et al. 2012 Obstet Gynecol 119:890-901）またはター
ゲットシークエンス（AB Sparks et al. 2012 Am J Obstet Gynecol 206:319.e1-9; B Zi
mmermann et al. 2012 Prenat Diagn 32:1233-1241; GJ Liao et al. 2012 PLoS One; 7:
e38154）を用いて行うことができる。
【０１５６】
　ＢＫＧの使用は、試料間のバックグラウンドにおける差異を説明し得る。例えば、ある
女性は別の女性と異なるＢＫＧメチル化レベルを有し得るが、ＢＫＧおよびＰＬＮの間の
差異はそのような状況において試料をまたがって使用され得る。異なる染色体領域のカッ
トオフは、例えば、ゲノムのある領域のメチル化密度がゲノムの別の領域と異なる場合、
異なり得る。
【０１５７】
　このアプローチは、胎児ゲノムにおける欠失および増幅を含むあらゆる染色体異常を検
出するために一般化され得る。さらに、この解析の分解能は所望のレベルに調整すること
ができ、例えば、ゲノムは１０Ｍｂ、５Ｍｂ、２Ｍｂ、１Ｍｂ、５００ｋｂ、１００ｋｂ
のビンに分割することができる。従って、本科学技術は、染色体内（subchromosomal）重
複または染色体内欠失を検出するのにも用いることができる。従って、本科学技術は、出
生前胎児の分子的核型を非侵襲的に得ることを可能にする。このように用いられる場合、
本科学技術は、分子の計数に基づく非侵襲的出生前検査法（A Srinivasan et al. 2013 A
m J Hum Genet;92:167-176; SCY Yu et al. 2013 PLoS One 8: e60968）と組み合わせて
用いられ得る。他の実施形態では、ビンのサイズは同一でなくてもよい。例えば、ビンの
サイズは、各ビンが同数のＣｐＧジヌクレオチドを含有するように調整され得る。この場
合、ビンの物理的サイズは異なるであろう。
【０１５８】
　前記式は、様々なタイプの染色体異常に適用するために以下のように書き換えることが
できる。
【０１５９】
【数１４】

【０１６０】
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式中、ＣＮは障害領域におけるコピー数変化の数を表す。ＣＮは、１コピーの染色体の増
加において１に等しく、２コピーの染色体の増加において２に等しく、２つの相同染色体
のうち１つの減少において－１に等しい（例えば、ＸＯ核型をもたらす、女性胎児がＸ染
色体の１つを失っている胎児ターナー症候群の検出）。ビンのサイズを変更する際、この
式を変更する必要は無い。しかし、ＣｐＧジヌクレオチド（または胎児ＤＮＡおよび母体
ＤＮＡの間で示差的なメチル化を示す他のヌクレオチドの組み合わせ）の数が少ないほど
、より小さなビン内に存在することとなり、これによりメチル化密度の測定における確率
的変動が増加するため、より小さなビンのサイズが用いられる場合、感度および特異度は
減少し得る。一実施形態では、必要なリードの数は、メチル化密度の変動係数および所望
の感度レベルを解析することによって決定され得る。
【０１６１】
　このアプローチが実行可能であることを示すために、９人の妊娠女性から得た血漿試料
を解析した。５人の妊娠女性において、それぞれは正倍数体胎児を身籠っており、その他
の４人はそれぞれトリソミー２１（Ｔ２１）胎児を身籠っていた。それら５人の正倍数体
妊娠女性から３人を無作為に選び、参照群を形成させた。残りの２人の正倍数体妊娠例（
Ｅｕ１およびＥｕ２）および４人のＴ２１例（Ｔ２１－１、Ｔ２１－２、Ｔ２１－３およ
びＴ２１－４）を、潜在的なＴ２１状態を検査するために本アプローチを用いて解析した
。血漿ＤＮＡを亜硫酸水素塩によって変換し、イルミナ社製ＨｉＳｅｑ２０００プラット
フォームを用いて配列決定した。一実施形態では、個々の染色体のメチル化密度が算出さ
れた。次に、２１番染色体およびその他の２１個の常染色体の平均値の間のメチル化密度
における差異を決定して、正規化されたメチル化密度を得た（表１）。参照群の平均値お
よびＳＤは、６つの検査例のＺ値の算出に用いた。
【０１６２】
【表１】

【０１６３】
　別の実施形態において、ゲノムを１Ｍｂのビンに分割し、１Ｍｂのビンそれぞれのメチ
ル化密度を決定した。潜在的に異数体の染色体上の全てのビンのメチル化密度は、推定非
異数体染色体上に位置する全てのビンのメチル化密度中央値を用いて正規化することがで
きる。ある実施において、各ビンについて、非異数体ビンの中央値とのメチル化密度にお
ける差異を算出することができる。これらの値のＺ値は、参照群の平均値および標準偏差
値を用いて算出することができる。低メチル化（表２）を示すビンの割合を決定し、カッ
トオフ率と比較することができる。
【０１６４】
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【表２】

【０１６５】
　胎児の染色体または染色体内の異常を検出するためのこのＤＮＡメチル化に基づくアプ
ローチは、配列決定（RWK Chiu et al. 2008 Proc Natl Acad Sci USA; 105: 20458-2046
3）もしくはデジタルＰＣＲ（YMD Lo et al. 2007 Proc Natl Acad Sci USA; 104: 13116
-13121）等による分子の計数、またはＤＮＡ分子のサイズ測定（米国特許出願公開第２０
１１／０２７６２７７号）に基づくアプローチと組み合わせて用いることができる。その
ような組み合わせ（例えば、ＤＮＡメチル化＋分子計数、またはＤＮＡメチル化＋サイズ
測定、またはＤＮＡメチル化＋分子計数＋サイズ測定）は、臨床背景、例えば感度および
／または特異度の向上において有利となる相乗効果を有するであろう。例えば、例えば配
列決定により解析が必要となるＤＮＡ分子の数を、診断精度に不利な影響を与えずに減ら
すことができる。この特徴は、そのような検査をより経済的に行うことを可能にする。別
の例として、分析される所与の数のＤＮＡ分子について、組み合わされたアプローチは、
胎児の染色体または染色体内の異常をより低い濃度分率の胎児ＤＮＡにおいて検出するこ
とを可能にする。
【０１６６】
　図１３は、生物の生物試料から染色体異常を検出するための方法１３００のフローチャ
ートである。生物試料には、第一組織由来および第二組織由来の無細胞ＤＮＡの混合物を
含む無細胞ＤＮＡが含まれる。第一組織は胎児または腫瘍から得られたものであり得、第
二組織は妊娠女性または患者から得られたものであり得る。
【０１６７】
　ブロック１３１０において、生物試料由来の複数のＤＮＡ分子が解析される。ＤＮＡ分
子の解析には、生物のゲノムにおけるＤＮＡ分子の位置を決定し、ＤＮＡ分子が一つまた
は複数の部位においてメチル化されているかどうかを決定すること、が含まれ得る。前記
解析はメチル化認識配列決定から配列リードを得ることで行うことができるため、前記解
析はそのＤＮＡから以前に得られたデータに対してのみ行われ得る。他の実施形態では、
前記解析は、実際の配列決定またはデータを得るための他の有効な段階を含み得る。
【０１６８】
　位置の決定は、ヒトゲノムの各部分への、例えば、特定領域へのＤＮＡ分子のマッピン
グ（例えば、配列リードを介した）を含み得る。ある実施において、あるリード目的領域
に位置しない場合、そのリードは無視することができる。
【０１６９】
　ブロック１３２０において、複数の部位のそれぞれについて、部位においてメチル化さ
れているＤＮＡ分子のそれぞれの数が決定される。一実施形態では、部位はＣｐＧ部位で
あり、本明細書に記載の一つまたは複数の判定基準を用いて選択されるある特定のＣｐＧ
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部位のみであり得る。メチル化されているＤＮＡの数は、正規化が特定部位における分析
されたＤＮＡ分子の総数（例えば、配列リードの総数）を用いて行われたならば、非メチ
ル化状態である数の決定に等しい。
【０１７０】
　ブロック１３３０において、第一染色体領域の第一メチル化レベルは、第一染色体領域
内の部位においてメチル化されているＤＮＡ分子のそれぞれの数に基づいて算出される。
第一染色体領域はいかなるサイズ（例えば、上記サイズ）のものであってもよい。メチル
化レベルは、例えば、正規化手順の一部として、第一染色体領域に整列したＤＮＡ分子の
総数を説明することができる。
【０１７１】
　第一染色体領域は、いかなるサイズ（例えば、染色体全体）であってもよく、ばらばら
の小領域から成っていてもよい（すなわち、小領域が互いに分離している）。各小領域の
メチル化レベルを決定し、それを組み合わせることで（例えば、平均値または中央値とし
て）、第一染色体領域のメチル化レベルを決定することができる。
【０１７２】
　ブロック１３４０において、第一メチル化レベルはカットオフ値と比較される。カット
オフ値は参照メチル化レベルであってもよいし、あるいは参照メチル化レベルと関連して
いてもよい（例えば、正常レベルからの特定の距離）。カットオフ値は、第一染色体領域
の染色体異常を有さない胎児を身籠る他の妊娠女性対象から、がんを有さない個人の試料
から、または異数体と関連していないことが知られている生物の遺伝子座（すなわち、二
染色体性の領域）から、決定され得る。
【０１７３】
　一実施形態では、カットオフ値は、下記式の参照メチル化レベルとの差異を有すると定
義され得、
【０１７４】
【数１５】

【０１７５】
式中、ＢＫＧは女性のバックグラウンド（または他の対象からの平均値または中央値）で
あり、ｆは第一組織由来の無細胞ＤＮＡの濃度分率であり、ＣＮは検査されるコピー数で
ある。ＣＮは、異常の種類（欠失または重複）に対応するスケーリング因子の一例である
。ＣＮ＝１のカットオフが最初に全ての増幅を検査するために用いられ得、その後、さら
なるカットオフが増幅の程度を決定するために用いられ得る。カットオフ値を、第一組織
由来の無細胞ＤＮＡの濃度分率に基づかせることで、座位のメチル化の予測レベルを決定
することができる（例えば、コピー数異常が存在しない場合）。
【０１７６】
　ブロック１３５０において、第一染色体領域の異常の分類が、比較に基づいて決定され
る。レベルにおける統計的に有意な差異は、染色体異常を有する胎児のリスクの増加を示
し得る。種々の実施形態において、染色体異常は、２１トリソミー、１８トリソミー、１
３トリソミー、ターナー症候群、またはクラインフェルター症候群であり得る。他の例は
、染色体内欠失、染色体内重複、またはディジョージ症候群である。
【０１７７】
Ｖ．　マーカーの決定
　上記で言及したように、胎児ゲノムのある特定の部分は、母体ゲノムと異なるようにメ
チル化されている。これらの差異は妊娠全体にわたって一般的であり得る。異なるメチル
化の領域は、胎児由来のＤＮＡ断片を特定するために用いることができる。
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【０１７８】
Ａ．　胎盤組織および母体組織からＤＭＲを決定する方法
　胎盤は組織特異的なメチル化サインを有する。胎児特異的ＤＮＡメチル化マーカーは、
胎盤組織および母体血細胞間で示差的にメチル化された遺伝子座に基づいて、母体血漿検
出のために、および非浸潤的出生前診断適用のために、開発された（SSC Chim et al. 20
08 Clin Chem; 54: 500-511; EA Papageorgiou et al 2009 Am J Pathol; 174: 1609-161
8;およびT Chu et al. 2011 PLoS One; 6: e14723）。そのような示差的にメチル化され
た領域（ＤＭＲ）をゲノムワイドに探索する実施形態が提供される。
【０１７９】
　図１４は、本発明の実施形態に従って、胎盤メチル化特性を母体メチル化特性（例えば
、血液細胞から決定された）と比較することによる、メチル化マーカーを同定するための
方法１４００のフローチャートである。方法１４００は、腫瘍メチル化特性を健常組織に
対応するメチル化特性と比較することにより腫瘍マーカーを決定するために、用いてもよ
い。
【０１８０】
　ブロック１４１０において、胎盤メチロームおよび血液メチロームが得られる。胎盤メ
チロームは胎盤試料（例えば、ＣＶＳまたは妊娠末期胎盤）から決定することができる。
メチロームはゲノムの一部のみのメチル化密度を含み得ることを理解されたい。
【０１８１】
　ブロック１４２０において、特定の数の部位（例えば、５つのＣｐＧ部位）を含む領域
が特定され、そのために充分な数のリードが入手された。一実施形態では、各染色体の一
端から特定を開始して、少なくとも５つの適切なＣｐＧ部位を含有する最初の５００ｂｐ
領域を突き止めた。ＣｐＧ部位は、該部位が少なくとも５つの配列リードによって被覆さ
れた場合に、適切と見なされ得る。
【０１８２】
　ブロック１４３０において、胎盤メチル化指数および血中メチル化指数が各部位につい
て算出される。例えば、メチル化指数は各５００ｂｐ領域内の全ての適切なＣｐＧ部位に
ついて個別に算出された。
【０１８３】
　ブロック１４４０において、メチル化指数を母体血細胞および胎盤試料間で比較するこ
とで、一連の指数が互いに異なるかどうかを決定した。例えば、メチル化指数を、例えば
、マン・ホイットニー検定を用いて、母体血細胞およびＣＶＳまたは妊娠末期胎盤間で比
較した。例えば、０．０１以下のＰ値を統計的に有意に異なると見なしたが、より低い数
字が偽陽性領域を減少させる場合は他の値を用いてもよい。
【０１８４】
　一実施形態では、適切なＣｐＧ部位の数が５未満である場合、またはマン・ホイットニ
ー検定が有意でない場合、５００ｂｐ領域は１００ｂｐ下流に移動された。領域は、マン
・ホイットニー検定が５００ｂｐ領域について有意になるまで、下流への移動を継続され
た。次に、次の５００ｂｐ領域が考慮された。次の領域がマン・ホイットニー検定による
統計的有意性を示すことが分かった場合、結合された隣接領域が１，０００ｂｐ以下でな
い限り、目下の領域に追加された。
【０１８５】
　ブロック１４５０において、統計的に有意に異なっていた（例えば、マン・ホイットニ
ー検定により）隣接領域が統合され得る。２つの試料のメチル化指数の間に差異が存在す
ることに注意されたい。一実施形態では、隣接領域が互いの特定の距離（例えば、１，０
００ｂｐ）内に存在し、それらが同様のメチル化特性を示す場合、それらは統合される。
ある実施において、隣接領域間のメチル化特性の類似性は、以下のいずれかを用いて定義
され得る：（１）母体血細胞に関して、胎盤組織において同じ傾向を示す（例えば、両領
域が血液細胞においてよりも胎盤組織においてよりメチル化されている）；（２）胎盤組
織における隣接領域において１０％未満のメチル化密度における差異を有する；および（
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３）母体血細胞における隣接領域において１０％未満のメチル化密度における差異を有す
る。
【０１８６】
　ブロック１４６０において、領域における、母体血細胞ＤＮＡおよび胎盤試料（例えば
、ＣＶＳまたは妊娠末期胎盤組織）からの血液メチロームのメチル化密度が算出される。
メチル化密度は本明細書に記載の通りに決定することができる。
【０１８７】
　ブロック１４７０において、全胎盤メチル化密度および全血液メチル化密度が領域内の
全ての部位について統計的に有意に異なる推定上のＤＭＲが決定される。一実施形態では
、統合された領域内の全ての適切なＣｐＧ部位がχ2検査を受ける。χ2検査により、統合
された領域内の全ての適切なＣｐＧ部位間のメチル化シトシンおよび非メチル化シトシン
の割合としてのメチル化シトシンの数が、母体血細胞および胎盤組織間で統計的に有意に
異なるかどうかを評価された。ある実施では、χ2検査において、０．０１以下のＰ値が
統計的に有意に異なると見なされ得る。χ2検査によって有意性を示された統合されたセ
グメントが、推定上のＤＭＲと見なされた。
【０１８８】
　ブロック１４８０において、母体血細胞ＤＮＡのメチル化密度が高カットオフ超または
低カットオフ未満であった遺伝子座が特定された。一実施形態では、母体血細胞ＤＮＡの
メチル化密度が２０％以下または８０％以上であった遺伝子座が特定された。他の実施形
態では、母体血以外の体液、例えば、限定はされないが、唾液、女性生殖器からの子宮ま
たは子宮頸部の洗浄液、涙、汗、唾液、および尿が用いられ得る。
【０１８９】
　母体血漿における胎児特異的なＤＮＡメチル化マーカーの開発を成功させるために重要
なことは、母体血細胞のメチル化状態が、可能な限り高度にメチル化されているか、また
は可能な限りメチル化されていないことであり得る。これは、反対のメチル化特性を示す
胎盤由来胎児ＤＮＡ分子の解析に干渉する母体ＤＮＡ分子を有する可能性を減少（例えば
、最小化）させ得る。従って、一実施形態では、候補ＤＭＲがさらなる選別によって選択
された。候補低メチル化遺伝子座は、母体血細胞において２０％以下のメチル化密度を示
し、胎盤組織において少なくとも２０％より高いメチル化密度を有するものであった。候
補高度メチル化遺伝子座は、母体血細胞において８０％以上のメチル化密度を示し、胎盤
組織において少なくとも２０％より低いメチル化密度を有するものであった。他のパーセ
ンテージを用いてもよい。
【０１９０】
　ブロック１４９０において、次に、ＤＭＲが、差異を閾値と比較することにより、胎盤
メチル化密度が血液メチル化密度と有意に異なる一部の遺伝子座の間で特定された。一実
施形態では、閾値は２０％であり、そのため、メチル化密度は母体血細胞のメチル化密度
と少なくとも２０％異なっていた。従って、それぞれの特定された遺伝子座における胎盤
メチル化密度および血液メチル化密度間の差異が算出され得る。差異は単純な減算であり
得る。他の実施形態では、スケーリング因子および他の関数が差異を決定するための用い
られ得る（例えば、差異は単純な減算に適用された関数の結果であり得る）。
【０１９１】
　ある実施では、この方法を用いて、１１，７２９の高度メチル化遺伝子座および２３９
，７４７の低メチル化遺伝子座が第一期胎盤試料から特定された。上から１００の高度メ
チル化遺伝子座を付録の表Ｓ２Ａに列挙する。上から１００の低メチル化遺伝子座を付録
の表Ｓ２Ｂに列挙する。表Ｓ２Ａおよび表Ｓ２Ｂは、染色体、開始位置および終止位置、
領域のサイズ、母体血におけるメチル化密度、胎盤試料におけるメチル化密度、Ｐ値（全
て非常に小さい）、並びにメチル化の差異を列挙している。位置は参照ゲノムｈｇ１８に
対応しており、これは、ｈｇｄｏｗｎｌｏａｄ．ｓｏｅ．ｕｃｓｃ．ｅｄｕ／ｇｏｌｄｅ
ｎＰａｔｈ／ｈｇ１８／ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓで見つけることができる。
【０１９２】
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　１１，９２０の高度メチル化遺伝子座および２０４，７６８の低メチル化遺伝子座を第
三期胎盤試料から特定した。第三期の上から１００の高度メチル化遺伝子座を表Ｓ２Ｃに
列挙し、上から１００の低メチル化遺伝子座を表Ｓ２Ｄに列挙する。母体血細胞および第
一期胎盤組織間で示差的にメチル化されていることが以前に報告された３３の遺伝子座を
用いて、第一期候補の列挙の妥当性を確認した。３３の遺伝子座の７９％が、本アルゴリ
ズムを用いることにより、ＤＭＲであると特定された。
【０１９３】
　図１５Ａは、３３の以前に報告された第一期マーカーを参照して第一期データを用いる
、ＤＭＲ特定アルゴリズムの性能を示す、表１５００である。表中で、「ａ」は、遺伝子
座１～１５が（RWK Chiu et al. 2007 Am J Pathol; 170:941-950 and SSC Chim et al. 
2008 Clin Chem; 54:500-511）で以前に報告されたこと；遺伝子座１６～２３が（KC Yue
n, thesis 2007, The Chinese University of Hong Kong, Hong Kong）で以前に報告され
たこと；および遺伝子座２４～３３が（EA Papageorgiou et al. 2009 Am J Pathol; 174
:1609-1618）で以前に報告されたことを示している。「ｂ」は、これらのデータが上記刊
行物から得られたことを示している。「ｃ」は、母体血細胞のメチル化密度および絨毛膜
絨毛検体のメチル化密度並びにそれらの差異が、本研究で作製されたが元の研究によって
提供されたゲノム座標に基づく配列決定データから観察されたことを示している。「ｄ」
は、遺伝子座に関するデータが、Chiu et al (2007), Chim et al (2008), Yuen (2007)
およびPapageorgiou et al (2009)による上記刊行物を参照せずに、亜硫酸水素塩配列決
定データに対する方法１４００の実施形態を用いて特定されたことを示している。遺伝子
座の全長は以前に報告されたゲノム領域を含んだが、概して、より大きな領域にまたがっ
た。「ｅ」は、候補ＤＭＲが、母体血細胞および絨毛膜絨毛検体におけるＤＭＲの対応す
るゲノム座標のメチル化密度の間で、０．２０超の差異を観察する必要に基づいて、真陽
性（ＴＰ）または偽陽性（ＦＮ）に分類されたことを示している。
【０１９４】
　図１５Ｂは、第三期データを用いる、分娩時に得られた胎盤試料と比較された、ＤＭＲ
特定アルゴリズムの性能を示す、表１５５０である。「ａ」は、図１７Ａ中の記載と同一
の３３の遺伝子座の列挙が用いられたことを示している。「ｂ」は、３３の遺伝子座は妊
娠初期試料から以前に特定されたため、それらは第三期データに適用可能でない場合があ
ることを示している。従って、元の研究によって提供されたゲノム座標に基づいて妊娠末
期胎盤組織に関する本研究において作成された亜硫酸水素塩配列決定データが概説された
。母体血細胞および妊娠末期胎盤組織間のメチル化密度における０．２０超の差異は、遺
伝子座が確かに第三期における真のＤＭＲであるかどうかを決定するために用いられた。
「ｃ」は、遺伝子座に関するデータが、Chiu et al (2007), Chim et al (2008), Yuen (
2007)およびPapageorgiou et al (2009)による刊行物を参照せずに、亜硫酸水素塩配列決
定データに対する方法１４００を用いて特定されたことを示している。遺伝子座の全長は
以前に報告されたゲノム領域を含んだが、概して、より大きな領域にまたがった。「ｄ」
は、第三期における示差的なメチル化に適した遺伝子座を含有する候補ＤＭＲが、母体血
細胞および妊娠末期胎盤組織におけるＤＭＲの対応するゲノム座標のメチル化密度の間で
、０．２０超の差異を観察する必要に基づいて、真陽性（ＴＰ）または偽陽性（ＦＮ）に
分類されたことを示している。第三期における示差的なメチル化に適していなかった遺伝
子座については、ＤＭＲの列挙中のそれらの不在または該遺伝子座を含有するが０．２０
未満のメチル化差異を示すＤＭＲの存在が、真の陰性（ＴＮ）ＤＭＲと見なされた。
【０１９５】
Ｂ．　母体血漿配列決定データから得られるＤＭＲ
　試料の胎児ＤＮＡ濃度分率も既存であるならば、胎盤組織ＤＭＲを母体血漿ＤＮＡの亜
硫酸水素塩配列決定データから直接的に特定できるはずである。胎盤は母体血漿中の胎児
ＤＮＡの主な供給源であり得るため（SSC Chim et al. 2005 Proc Natl Acad Sci USA 10
2, 14753-14758）、本研究において、母体血漿中の胎児特異的ＤＮＡのメチル化状態が胎
盤メチロームと相関することが示された。
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【０１９６】
　従って、胎盤試料を用いる代わりに、血漿メチロームを用いて方法１４００の態様を実
行して、推定胎盤メチロームを決定してもよい。従って、方法１０００および方法１４０
０を組み合わせてＤＭＲを決定することができる。方法１０００を用いることで、胎盤メ
チル化特性の予測値を決定し、それらを方法１４００で用いることができる。この解析に
おいて、実施例は、母体血細胞において２０％以下または８０％以上メチル化されていた
遺伝子座にも焦点を当てている。
【０１９７】
　ある実施において、母体血細胞と比較して胎盤組織において高度メチル化された遺伝子
座を推定するために、母体血細胞において２０％以下のメチル化、並びに血液細胞メチル
化密度および予測値の間に少なくとも５０％の差異を有する、予測値による６０％以上の
メチル化を示した遺伝子座を選び出した。母体血細胞と比較して胎盤組織において低メチ
ル化状態の遺伝子座を推定するために、母体血細胞において８０％以上のメチル化、並び
に血液細胞メチル化密度および予測値の間に少なくとも５０％の差異を有する、予測値に
よる４０％以下のメチル化を示した遺伝子座を選び出した。
【０１９８】
　図１６は、母体血漿亜硫酸水素塩配列決定データの直接解析に基づいて高度メチル化ま
たは低メチル化状態であると予測された遺伝子座の数を示す、表１６００である。「Ｎ／
Ａ」は適用不可を意味する。「ａ」は、高度メチル化遺伝子座の探索が、母体血細胞にお
いて２０％未満のメチル化密度を示す遺伝子座リストから開始されたことを示している。
「ｂ」は、低メチル化遺伝子座の探索が、母体血細胞において８０％超のメチル化密度を
示す遺伝子座リストから開始されたことを示している。「ｃ」は、絨毛膜絨毛検体から得
られた亜硫酸水素塩配列決定データが第一期母体血漿データの妥当性を検証するために用
いられ、妊娠末期胎盤組織が第三期母体血漿データを検証するために用いられたことを示
している。
【０１９９】
　表１６００に示すように、非侵襲的に推定された遺伝子座の大部分は、組織において予
測されたメチル化パターンを示し、組織データから掘り出され先のセクションに示された
たＤＭＲと重複した。付録は血漿から特定されたＤＭＲを収載している。表Ｓ３Ａは、第
一期母体血漿の亜硫酸水素塩配列決定データから高度メチル化状態であると推定された、
上から１００の遺伝子座を収載している。表Ｓ３Ｂは、第一期母体血漿の亜硫酸水素塩配
列決定データから低メチル化状態であると推定された、上から１００の遺伝子座を収載し
ている。表Ｓ３Ｃは、第三期母体血漿の亜硫酸水素塩配列決定データから高度メチル化状
態であると推定された、上から１００の遺伝子座を収載している。第三期母体血漿の亜硫
酸水素塩配列決定データから低メチル化状態であると推定された、上から１００の遺伝子
座を収載している。
【０２００】
Ｃ．　胎盤メチロームおよび胎児メチロームの妊娠性変動
　ＣＶＳにおけるメチル化ＣｐＧの全割合は５５％であり、一方、妊娠末期胎盤における
メチル化ＣｐＧの全割合は５９％であった（図１の表１００）。より低メチル化状態のＤ
ＭＲは妊娠末期胎盤よりもＣＶＳから特定され得たが、高度メチル化ＤＭＲの数はそれら
２つの組織において同様であった。従って、ＣＶＳが妊娠末期胎盤よりもより低メチル化
状態であることは明らかであった。この妊娠性傾向は母体血漿データにおいても明白であ
った。胎児特異的リード間のメチル化ＣｐＧの割合は、第一期母体血漿においては４７．
０％であったが、第三期母体血漿においては５３．３％であった。確認された高度メチル
化遺伝子座の数は、第一（１，４５７遺伝子座）および第三期（１，２７９遺伝子座）母
体血漿試料において同様であったが、第三期試料（１２，６７７遺伝子座）よりも第一試
料（２１，８１２遺伝子座）において実質的により多くの低メチル化遺伝子座が存在した
（図１６の表１６００）。
【０２０１】
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Ｄ．　マーカーの使用
　示差的にメチル化されたマーカー、またはＤＭＲは、いくつかの態様において有用であ
る。母体血漿中のそのようなマーカーの存在により、胎児ＤＮＡまたは胎盤ＤＮＡの存在
が示され、確認される。この確認は、非侵襲的出生前検査の精度管理として用いることが
できる。ＤＭＲは、母体血漿中の一般的な胎児ＤＮＡマーカーとして役立ち、遺伝子多型
に基づくマーカーまたはＹ染色体に基づくマーカー等の母親および胎児の間の遺伝子型の
差異に依存するマーカーに優る利点を有し得る。ＤＭＲは、あらゆる妊娠に有用な一般的
な胎児マーカーである。遺伝子多型に基づくマーカーは、胎児がその父親から該マーカー
を受け継いでおり、その母親がそのゲノム内に該マーカーを保有していない、一部の妊娠
にのみ適用可能である。さらに、それらのＤＭＲに由来するＤＮＡ分子を定量化すること
によって、母体血漿試料中の胎児ＤＮＡ濃度を測定することができる。正常妊娠に期待さ
れるＤＭＲの特性を知ることで、母体血漿ＤＭＲ特性またはメチル化特性の、正常妊娠に
期待される該特性からの逸脱を観察することによって、妊娠関連合併症、特に胎盤組織変
化を伴う妊娠関連合併症を、検出することができる。胎盤組織変化を伴う妊娠関連合併症
としては、限定はされないが、胎児染色体異数性が挙げられる。例として、２１トリソミ
ー、子癇前症、子宮内胎児発育遅延および早産が挙げられる。
【０２０２】
Ｅ．　マーカーを用いるキット
　実施形態は、本明細書に記載の方法および他の適用可能な方法を実行するための組成物
およびキットを提供し得る。キットは、胎児ＤＮＡ（例えば、母体血漿中の無細胞胎児Ｄ
ＮＡ）を分析するアッセイを実行するために用いることができる。一実施形態では、キッ
トは、本明細書で同定される一つまたは複数の遺伝子座との特異的なハイブリダイゼーシ
ョンに有用な少なくとも１つのオリゴヌクレオチドを含み得る。キットは、一つまたは複
数の参照遺伝子座との特異的なハイブリダイゼーションに有用な少なくとも１つのオリゴ
ヌクレオチドも含み得る。一実施形態では、胎盤高度メチル化マーカーが測定される。検
査座位は母体血漿中のメチル化ＤＮＡであり得、参照座位は母体血漿中のメチル化ＤＮＡ
であり得る。血漿中の腫瘍ＤＮＡを分析するために類似のキットを構成することができる
。
【０２０３】
　いくつかの例において、前記キットは、標的座位（例えば、付録中の座位）および参照
座位の少なくとも１区間の増幅に用いることができる少なくとも２つのオリゴヌクレオチ
ドプライマーを含み得る。プライマーの代わりに、またはそれに追加して、キットは、標
的座位および参照座位に対応するＤＮＡ断片を検出するための標識プローブを含み得る。
種々の実施形態において、前記キットの一つまたは複数のオリゴヌクレオチドは、付録の
表中の座位に対応している。典型的に、キットは、試験試料を分析し検査対象における生
理機能または病態の状態を評価する際に使用者を手引きする取扱説明書も提供する。
【０２０４】
　種々の実施形態において、胎児ＤＮＡおよび胎児を妊娠している女性対象由来のＤＮＡ
の混合物を含有する生物試料中の胎児ＤＮＡを分析するキットが提供される。前記キット
は、表Ｓ２Ａ、Ｓ２Ｂ、Ｓ２Ｃ、Ｓ２Ｄ、Ｓ３Ａ、Ｓ３Ｂ、Ｓ３Ｃ、およびＳ３Ｄに収載
されるゲノム領域の少なくとも一区画に特異的にハイブリダイズする一つまたは複数のオ
リゴヌクレオチドを含み得る。従って、これらの表全てからの、または（are）１つの表
のみからのいかなる数のオリゴヌクレオチドも、用いることができる。オリゴヌクレオチ
ドはプライマーとして機能し得、表中の特定の領域に対応するプライマー対として構築さ
れ得る。
【０２０５】
ＶＩ．　サイズおよびメチル化密度の関連性
　血漿ＤＮＡ分子は、短い分子の形態で循環血液中に存在することが知られており、大部
分の分子は約１６０ｂｐの長さを有している（YMD Lo et al. 2010 Sci Transl Med; 2: 
61ra91, YW Zheng at al. 2012 Clin Chem; 58: 549-558）。興味深いことに、我々のデ
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ータは、血漿ＤＮＡ分子のメチル化状態およびサイズの間の関連性を明らかにした。この
ように、血漿ＤＮＡ断片長はＤＮＡメチル化レベルと関連している。血漿ＤＮＡ分子の特
徴的なサイズ特性は、大部分が、アポトーシス中の酵素的分解から生じ得るモノヌクレオ
ソームと関連があることを示唆している。
【０２０６】
　循環ＤＮＡは天然では断片化されている。具体的には、循環胎児ＤＮＡは、母体血漿試
料中の母体由来ＤＮＡよりも短い（KCA Chan et al. 2004 Clin Chem; 50: 88-92）。ペ
アエンド（paired-end）アライメントは亜硫酸水素塩によって処理されたＤＮＡのサイズ
解析を可能にするため、血漿ＤＮＡ分子のサイズおよびそれらの各メチル化レベルの間に
相関が存在するかどうかを、直接的に評価することができる。母体血漿および非妊娠成人
女性の対照血漿試料においてこれを調べた。
【０２０７】
　本研究において各試料を解析するために、各ＤＮＡ分子の両端に対するペアエンド配列
決定（分子全体の配列決定を含む）を用いた。各ＤＮＡ分子の末端配列の対を参照ヒトゲ
ノムに整列させ、配列されたリードの最末端のゲノム座標を記録することで、配列決定さ
れたＤＮＡ分子の長さを決定することができる。血漿ＤＮＡ分子は天然において小分子に
断片化されており、血漿ＤＮＡの配列決定ライブラリーは典型的にはいかなる断片化ステ
ップも用いずに作成される。それ故、配列決定により推定された長さは、元の血漿ＤＮＡ
分子のサイズを表すものであった。
【０２０８】
　以前の研究において、母体血漿中の胎児ＤＮＡ分子および母体ＤＮＡ分子のサイズ特性
を決定した（YMD Lo et al. 2010 Sci Transl Med; 2: 61ra91）。血漿ＤＮＡ分子がモノ
ヌクレオソームに似たサイズを有し、胎児ＤＮＡ分子が母体ＤＮＡ分子よりも短かったこ
とが示された。この研究において、血漿ＤＮＡ分子のメチル化状態のそれらのサイズに対
する関連性が決定された。
【０２０９】
Ａ．　結果
　図１７Ａは、母体血漿ＤＮＡ、非妊娠女性対照血漿ＤＮＡ、胎盤ＤＮＡおよび末梢血Ｄ
ＮＡのサイズ分布を示す、プロット１７００である。母体試料および非妊娠女性対照血漿
において、これら２つの亜硫酸水素塩処理血漿試料は、最も豊富な１６６～１６７ｂｐ長
の全体配列および１４３ｂｐよりも短いＤＮＡ分子の１０ｂｐの周期性（periodicity）
を有する、先に報告された（YMD Lo et al. 2010 Sci Transl Med; 2: 61ra91）ものと同
じ特徴的なサイズ分布を示した。
【０２１０】
　図１７Ｂは、母体血漿、成人女性対照血漿、胎盤組織および成人女性対照血液のサイズ
分布およびメチル化特性の、プロット１７５０である。同一サイズを有し、少なくとも１
つのＣｐＧ部位を含有するＤＮＡ分子について、それらの平均メチル化密度を算出した。
次に、ＤＮＡ分子のサイズおよびそれらのメチル化密度の間の関連性をプロットした。具
体的には、少なくとも１つのＣｐＧ部位を被覆する配列決定されたリードについて、５０
ｂｐから最大１８０ｂｐまでの範囲の各断片長の平均メチル化密度を決定した。興味深い
ことに、メチル化密度は血漿ＤＮＡサイズに伴って増加し、約１６６～１６７ｂｐで最大
となった。しかし、このパターンは、超音波処理システムを用いて断片化された胎盤ＤＮ
Ａ試料および対照血液ＤＮＡ試料においては観察されなかった。
【０２１１】
　図１８は、血漿ＤＮＡ分子のメチル化密度およびサイズのプロットを示している。図１
８Ａは、第一期母体血漿についてのプロット１８００である。図１８Ｂは、第三期母体血
漿についてのプロット１８５０である。少なくとも１つのＣｐＧ部位を被覆する全ての配
列決定されたリードのデータは、青色の曲線１８０５で表される。胎児特異的ＳＮＰ対立
遺伝子も含有したリードのデータは、赤色の曲線１８１０で表される。母体特異的ＳＮＰ
対立遺伝子も含有したリードのデータは緑色の曲線１８１５で表される。
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【０２１２】
　胎児特異的ＳＮＰ対立遺伝子を含有していたリードは、胎児ＤＮＡ分子由来と見なした
。母体特異的ＳＮＰ対立遺伝子を含有していたリードは、母体ＤＮＡ分子由来と見なした
。概して、高いメチル化密度を有するＤＮＡ分子はサイズがより長かった。この傾向は、
第一期および第三期の両方における胎児ＤＮＡ分子および母体ＤＮＡ分子の両方に現れた
。胎児ＤＮＡ分子の全体サイズは、先に報告された母体ＤＮＡ分子の全体サイズよりも短
かった。
【０２１３】
　図１９Ａは、成人非妊娠女性の配列決定されたリードのメチル化密度およびサイズの、
プロット１９００を示している。成人非妊娠女性から得られた血漿ＤＮＡ試料も、ＤＮＡ
分子のサイズおよびメチル化状態の間に同じ関連性を示した。一方、ゲノムＤＮＡ試料は
、ＭＰＳ解析に先立ち、超音波処理ステップによって断片化された。プロット１９００に
示されるように、血液細胞および胎盤組織検体から得られたデータは、同じ傾向を示さな
かった。細胞の断片化は人工的であるため、サイズおよび密度の関連性は無いと予想され
る。血漿中の天然に断片化されたＤＮＡ分子はサイズに対する依存性を示すため、メチル
化密度が低いほど、分子がより小さな断片に切断される可能性が高いと仮定することがで
きる。
【０２１４】
　図１９Ｂは、母体血漿中の胎児特異的ＤＮＡ分子および母体特異的ＤＮＡ分子のサイズ
分布およびメチル化特性を示す、プロット１９５０である。胎児特異的血漿ＤＮＡ分子お
よび母体特異的血漿ＤＮＡ分子も、断片化サイズおよびメチル化レベルの間に同じ相関を
示した。胎盤由来循環無細胞ＤＮＡおよび母体循環無細胞ＤＮＡの断片長は共に、メチル
化レベルに伴って増加した。さらに、それらのメチル化状態の分布は互いに重複せず、こ
のことは、前記現象が循環ＤＮＡ分子の供給源の元の断片長にかかわりなく起こることを
示唆している。
【０２１５】
Ｂ．　方法
　従って、サイズ分布を用いることで、血漿試料の全体メチル化率を推定することができ
る。このメチル化測定値は次に、妊娠中、がんのモニタリング中、または図１８Ａおよび
図１８Ｂに示される関連性による、血漿ＤＮＡのサイズ分布の連続測定による処理中に、
追跡することができる。メチル化測定値は、目的の臓器または組織からのＤＮＡ放出の増
加または減少を探すことにも用いることができる。例えば、特定の臓器（例えば肝臓）に
特有のＤＮＡメチル化サインを具体的に探して、血漿中のこれらのサインの濃度を測定す
ることができる。ＤＮＡは細胞が死ぬ際に血漿中に放出されるため、レベルの増加は、そ
の特定の臓器または組織における細胞死または細胞傷害の増加を意味し得る。特定の臓器
からのレベルの減少は、その臓器における傷害または病理過程に対抗する処置が制御下に
あることを意味し得る。
【０２１６】
　図２０は、本発明の実施形態に従って、生物の生物試料中のＤＮＡのメチル化レベルを
推定するための方法２０００のフローチャートである。ゲノムの特定領域またはゲノム全
体のメチル化レベルを推定することができる。特定領域が望ましい場合、その特定領域の
みに由来するＤＮＡ断片が用いられ得る。
【０２１７】
　ブロック２０１０において、様々なサイズに対応するＤＮＡ断片の量が測定される。複
数のサイズの各サイズについて、サイズに対応する生物試料由来の複数のＤＮＡ断片の量
が測定され得る。例えば、１４０塩基長を有するＤＮＡ断片の数が測定され得る。前記量
はヒストグラムとして記録され得る。一実施形態では、生物試料由来の複数個の核酸のそ
れぞれのサイズが測定され、その測定は、個別に（例えば、分子全体または分子の末端の
みの単一分子配列決定によって）、またはまとめて（例えば、電気泳動によって）行われ
得る。サイズは範囲に対応し得る。従って、量は、特定の範囲内のサイズを有するＤＮＡ
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断片の量であり得る。ペアエンド配列決定が行われる場合、特定の領域に位置（整列）す
るＤＮＡ断片（ペア配列リードによって決定される）は、該領域のメチル化レベルを決定
するために用いられ得る。
【０２１８】
　ブロック２０２０において、第一パラメーターの第一の値が、複数のサイズにおけるＤ
ＮＡ断片の量に基づいて算出される。一態様において、第一パラメーターは、生物試料中
のＤＮＡ断片のサイズ特性（例えば、ヒストグラム）の統計的尺度を与える。前記パラメ
ーターは、複数個のＤＮＡ断片のサイズから決定されることから、サイズパラメーターと
称され得る。
【０２１９】
　第一パラメーターは様々な形態のパラメーターであり得る。あるパラメーターは、全Ｄ
ＮＡ断片に対する、または別のサイズまたは範囲のＤＮＡ断片に対する、特定のサイズま
たはサイズ範囲のＤＮＡ断片の割合である。そのようなパラメーターは、ヒストグラム（
特定のサイズの断片の絶対計数または相対計数を与えるあらゆるデータ構造）から得られ
得る、断片の総数で除算された特定のサイズのＤＮＡ断片の数である。別の例として、パ
ラメーターは、別のサイズまたは範囲の断片の数で除算された、特定のサイズの、または
特定の範囲内の断片の数であり得る。除算は、異なる試料について解析されている異なる
数のＤＮＡ断片を説明するための、正規化の機能を果たし得る。正規化は、各試料につい
て同一数のＤＮＡ断片を解析することにより達成され得、これは、解析された断片の総数
での除算と同じ結果を効率的に与える。パラメーターの、およびサイズ解析についてのさ
らなる例は、米国特許出願公開第１３／７８９，５５３号に見出すことができる（あらゆ
る目的で参照によって組み込まれる）。
【０２２０】
　ブロック２０３０において、第一のサイズ値が参照サイズ値と比較される。参照サイズ
値は、参照試料のＤＮＡ断片から算出することができる。参照サイズ値を決定するために
、参照試料のメチル化特性が算出および定量化され、同様に、第一サイズパラメーターの
値が算出および定量化され得る。このように、第一のサイズ値が参照サイズ値と比較され
ると、メチル化レベルが決定され得る。
【０２２１】
　ブロック２０４０において、メチル化レベルが前記比較に基づいて推定される。一実施
形態では、第一パラメーターの第一の値が参照サイズ値を超えるまたは下回るかどうかが
決定され、それにより、目下の試料のメチル化レベルが参照サイズ値に対するメチル化レ
ベルを上回るかまたは下回るかどうかが決定され得る。別の実施形態では、前記比較は、
第一の値を較正関数に入力することにより達成される。較正関数は、第一の値に対応する
曲線上の点を特定することにより、第一の値を較正値（一連の参照サイズ値）と効率的に
比較することができる。次いで、推定メチル化レベルが較正関数の出力値として与えられ
る。
【０２２２】
　従って、サイズパラメーターはメチル化レベルに合わせて較正することができる。例え
ば、メチル化レベルは、測定され、その試料の特定のサイズパラメーターと関連付けられ
得る。次に、種々の試料からのデータポイントが較正関数に当てはめられ得る。ある実施
において、異なる較正関数が、異なるＤＮＡサブセットに用いられ得る。従って、特定の
ＤＮＡサブセットのメチル化およびサイズの間の関連性に関する予備知識に基づく、いく
つかの較正の形態が存在し得る。例えば、胎児ＤＮＡおよび母体ＤＮＡの較正は異なり得
る。
【０２２３】
　上記に示したように、胎盤は母体血と比較してより低メチル化状態であるため、胎児Ｄ
ＮＡは、そのより低度のメチル化のために、より小さい。従って、試料の断片の平均サイ
ズ（または他の統計値）を用いることで、メチル化密度を推定することができる。断片サ
イズは、技術的により複雑であり得るメチル化認識配列決定ではなく、ペアエンド配列決
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定を用いて測定することができるため、このアプローチは、臨床に用いた場合に対費用効
果が高い可能性がある。このアプローチは、妊娠の進行に伴う、または子癇前症、早産お
よび胎児障害（例えば、染色体もしくは遺伝子異常または子宮内胎児発育遅延によって引
き起こされる障害）等の妊娠関連疾患と関連する、メチル化変化をモニタリングするため
に用いることができる。
【０２２４】
　別の実施形態では、このアプローチは、がんの検出およびモニタリングに用いることが
できる。例えば、がんの治療が成功することで、このサイズに基づくアプローチを用いて
測定される血漿または別の体液におけるメチル化特性は、がんを有さない健常人のそれに
向かって変化するだろう。逆に、がんが進行中である場合では、血漿または別の体液にお
けるメチル化特性は、がんを有さない健常人のそれから逸脱するだろう。
【０２２５】
　要約すると、低メチル化分子は、血漿中で高度メチル化分子よりも短かった。胎児ＤＮ
Ａ分子および母体ＤＮＡ分子の両方において同じ傾向が観察された。ＤＮＡメチル化ヌク
レオソームの詰め込みに影響を与えることが知られていることから、我々のデータは、恐
らく低メチル化ＤＮＡ分子にはより低密度にヒストンが詰め込まれており、そのために、
酵素的分解の影響をより受け易いことを示唆している。一方、図１８Ａおよび図１８Ｂに
示されるデータにより、胎児ＤＮＡが母体リードよりもはるかに低メチル化状態であるに
もかかわらず、胎児ＤＮＡおよび母体ＤＮＡのサイズ分布は互いから完全には分離しない
ことも示された。図１９Ｂにおいて、同じサイズ分類であっても、胎児特異的リードおよ
び母体特異的リードのメチル化レベルは互いに異なることを理解することができる。この
観察は、胎児ＤＮＡの低メチル化状態が、母体ＤＮＡに対するその相対的な短さを説明す
る唯一の因子ではないことを示唆している。
【０２２６】
ＶＩＩ．　遺伝子座の刷り込み状態
　母体血漿中の母親と同じ遺伝子型を共有するが異なるエピジェネティックサインを有す
る胎児由来ＤＮＡ分子は、検出が可能である（LLM Poon et al. 2002 Clin Chem; 48: 35
-41）。配列決定アプローチが母体血漿中の胎児由来ＤＮＡ分子の捕捉において感度が高
いことを示すために、同じ戦略を、母体血漿試料中の刷り込み胎児対立遺伝子の検出に適
用した。２つのゲノム刷り込み領域が特定された：Ｈ１９（１１番染色体：１，９７７，
４１９～１，９７７，８２１、ＮＣＢＩ　Ｂｕｉｌｄ３６／ｈｇ１８）およびＭＥＳＴ（
７番染色体：１２９，９１７，９７６～１２９，９２０，３４７、ＮＣＢＩ　Ｂｕｉｌｄ
３６／ｈｇ１８）。それらは共に、母体配列および胎児配列を区別するための有益なＳＮ
Ｐを含有している。母体で発現される遺伝子であるＨ１９に関して、領域内のＳＮＰ　ｒ
ｓ２０７１０９４（１１番染色体：１，９７７，７４０）について、母親はホモ接合性（
Ａ／Ａ）であり、胎児はヘテロ接合性（Ａ／Ｃ）であった。Ａ母体対立遺伝子の一方は充
分にメチル化されており、他方は非メチル化状態であった。しかし、胎盤においては、対
立遺伝子Ａは非メチル化状態であったが、一方、父親から遺伝したＣ対立遺伝子は充分に
メチル化されていた。胎盤由来の刷り込まれた父性対立遺伝子に対応するＣ遺伝子型を有
する２つのメチル化リードを母体血漿中で検出した。
【０２２７】
　ＭＥＳＴは、ＰＥＧ１としても知られており、これは父親性発現遺伝子である。母親お
よび胎児の両方が、刷り込み遺伝子座内のＳＮＰ　ｒｓ２３０１３３５（７番染色体：１
２９，９２０，０６２）についてヘテロ接合性（Ａ／Ｇ）であった。母体血において、Ｇ
対立遺伝子はメチル化されいたが、Ａ対立遺伝子は非メチル化状態であった。胎盤におけ
るメチル化パターンは逆転しており、母性Ａ対立遺伝子はメチル化されいて、父性Ｇ対立
遺伝子は非メチル化状態であった。父親由来の３つの非メチル化状態のＧ対立遺伝子は、
母体血漿中で検出可能であった。対照的に、１９番染色体上の非刷り込み遺伝子座（１９
番染色体：６，７２３，６２１－６，７２４，１２１）であるＶＡＶ１は、組織および血
漿ＤＮＡ試料においていかなる対立遺伝子メチル化パターンも示さなかった。
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【０２２８】
　従って、メチル化状態は、どのＤＮＡ断片が胎児由来であるかを決定するのに用いるこ
とができる。例えば、母体血漿中のＡ対立遺伝子の検出だけでは、母親がＧＡヘテロ接合
性である場合に、胎児マーカーとして用いることができない。しかし、血漿中のＡ分子の
メチル化状態を識別する場合、メチル化されたＡ分子は胎児特異的であり、一方非メチル
化状態のＡ分子は母体特異的であり、あるいは逆も同じである。
【０２２９】
　次に、胎盤組織においてゲノム刷り込みを示すことが報告されている遺伝子座に焦点を
当てた。Woodfine et al.(2011 Epigenetics Chromatin; 4: 1)によって報告された遺伝
子座のリストに基づいて、刷り込み制御領域内でＳＮＰを含有していた遺伝子座をさらに
選別した。４つの遺伝子座が判定基準を満たし、これらは、Ｈ１９、ＫＣＮＱ１０Ｔ１、
ＭＥＳＴおよびＮＥＳＰであった。
【０２３０】
　Ｈ１９およびＫＣＮＱ１０Ｔ１の母体血細胞試料のリードに関して、これらの母体リー
ドは、ＳＮＰについてホモ接合性であり、メチル化リードおよび非メチル化リードはおよ
そ等しい割合であった。ＣＶＳおよび妊娠末期胎盤組織検体によって、胎児が両方の遺伝
子座についてヘテロ接合性であり、各対立遺伝子が排他的にメチル化または非メチル化状
態である、すなわち単一対立遺伝子性メチル化を示すことが明らかになった。母体血漿試
料において、父親から遺伝された胎児ＤＮＡ分子が両方の遺伝子座において検出された。
Ｈ１９において、父親から遺伝された分子は、胎児特異的対立遺伝子を含有していた配列
決定されたリードによって表され、メチル化されていた。ＫＣＮＱ１０Ｔ１において、父
親から遺伝された分子は、胎児特異的対立遺伝子を含有していた配列決定されたリードに
よって表され、非メチル化状態であった。
【０２３１】
　一方、母親はＭＥＳＴおよびＮＥＳＰの両方についてヘテロ接合性であった。ＭＥＳＴ
に関して、母親および胎児の両方がＳＮＰについてＧＡヘテロ接合体であった。しかし、
母体血細胞および胎盤組織のワトソン鎖のデータから明らかなように、ＳＮＰに隣接した
ＣｐＧのメチル化状態は母親および胎児において反対であった。Ａ対立遺伝子は母親のＤ
ＮＡにおいて非メチル化状態であったが、胎児のＤＮＡにおいてはメチル化されていた。
ＭＥＳＴに関して、母性対立遺伝子はメチル化されていた。従って、胎児はその母親から
遺伝されたＡ対立遺伝子（ＣＶＳにおいてメチル化状態）を有しており、その母親は彼女
の父親から遺伝されたＡ対立遺伝子（母体血細胞において非メチル化状態）を有していた
ことを特定することができる。興味深いことに、母体血漿試料において、４つ全ての分子
群は容易に区別することができた（例えば、母親の２つの対立遺伝子のそれぞれおよび胎
児の２つの対立遺伝子のそれぞれ）。従って、遺伝子型情報を刷り込み遺伝子座における
メチル化状態と組み合わせることにより、母親から遺伝された胎児ＤＮＡ分子をバックグ
ラウンド母体ＤＮＡ分子から容易に区別することができた（LLM Poon et al. 2002 Clin 
Chem; 48: 35-41）。
【０２３２】
　このアプローチは片親性ダイソミーを検出するのに用いることができる。例えば、この
胎児の父親がＧ対立遺伝子についてホモ接合性であることが分かっている場合、非メチル
化状態のＧ対立遺伝子が母体血漿中に検出できないことは、父性対立遺伝子の寄与の欠如
を示している。さらに、そのような状況下で、メチル化されたＧ対立遺伝子およびメチル
化されたＡ対立遺伝子の両方がこの妊娠女性の血漿中に検出された場合、胎児が母親由来
のヘテロダイソミー（heterodisomy）を有していること、すなわち、父親から遺伝はされ
ずに母親から２つの異なる対立遺伝子を受け継いでいることが示唆される。あるいは、メ
チル化状態のＡ対立遺伝子（母親から受け継いだ胎児性対立遺伝子）および非メチル化状
態のＡ対立遺伝子（母方の祖父から受け継いだ母性対立遺伝子）の両方が、非メチル化状
態のＧ対立遺伝子（胎児に遺伝されているはずの父性対立遺伝子）無しで、母体血漿中に
検出された場合、胎児が母親由来のイソダイソミー（isodisomy）を有すること、すなわ
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ち、母親から２つの同一の対立遺伝子を受け継ぎ、父親からは何も受け継いでいないこと
が示唆される。
【０２３３】
　ＮＥＳＰに関して、母親はＳＮＰにおいてＧＡヘテロ接合体であり、一方、胎児はＧ対
立遺伝子についてホモ接合性であった。ＮＥＳＰにおいて、父性対立遺伝子はメチル化さ
れていた。母体血漿試料において、メチル化状態の、父親から遺伝された胎児性Ｇ対立遺
伝子は、非メチル化状態のバックグラウンド母性Ｇ対立遺伝子から容易に区別することが
できた。
【０２３４】
ＶＩＩＩ．　がん／供与者
　いくつかの実施形態は、循環血漿／血清ＤＮＡのメチル化解析を用いたがんの検出、検
診、モニタリング（例えば、再発、軽快、または治療に対する応答（例えば、存在または
不在）の）、病期分類、分類（例えば、最も適切な治療法の選択を助けるための）および
予後判定に、用いることができる。
【０２３５】
　がんＤＮＡは異常なＤＮＡメチル化を示すことが知られている（JG Herman et al. 200
3 N Engl J Med; 349: 2042-2054）。例えば、非がん細胞と比較して、遺伝子（例えば、
腫瘍抑制遺伝子）のＣＧ島プロモーターは高度メチル化されているが、その遺伝子本体の
ＣｐＧ部位は低メチル化状態である。がん細胞のメチル化特性が、本明細書に記載の方法
を用いて、腫瘍由来血漿ＤＮＡ分子のメチル化特性に反映され得る場合、血漿における全
体的なメチル化特性は、がんを有さない健常人と比較した場合に、またはがんが治癒され
ている者と比較した場合に、がんを有する個体間で異なるであろうことが予想される。メ
チル化特性における差異の種類は、ゲノムのメチル化密度および／またはのゲノムの区画
のメチル化密度における定量的差異に関してであり得る。例えば、がん組織由来のＤＮＡ
の普遍的な低メチル化性質（Gama-Sosa MA et al. 1983 Nucleic Acids Res; 11: 6883-6
894）から、血漿メチロームまたはゲノムの区画におけるメチル化密度の減少が、がん患
者の血漿において観察されるだろう。
【０２３６】
　メチル化特性における定量的変化は、血漿メチロームデータ間でも反映されるはずであ
る。例えば、がん細胞においてのみ高度メチル化されている遺伝子に由来する血漿ＤＮＡ
分子は、同一遺伝子に由来するが健常対照の試料中の血漿ＤＮＡ分子と比較した場合に、
がん患者の血漿において高度メチル化を示すであろう。異常なメチル化は大部分のがんに
おいて生じているため、本明細書に記載の方法は、異常なメチル化を有するあらゆる形態
の悪性腫瘍、例えば、限定はされないが、肺、乳房、結腸直腸、前立腺、鼻咽頭、胃、精
巣、皮膚、神経系、骨、卵巣、肝臓、血液系組織、膵臓、子宮、腎臓、膀胱、リンパ組織
等における悪性腫瘍の検出に適用することができる。悪性腫瘍は、例えば、癌腫、腺癌、
肉腫、線維腺癌、神経内分泌、および未分化癌等の、種々の組織学的亜型の悪性腫瘍であ
ってもよい。
【０２３７】
　一方、腫瘍由来ＤＮＡ分子はバックグラウンド非腫瘍由来ＤＮＡ分子から区別すること
ができることが予想されるが、それは、腫瘍由来ＤＮＡの全体的に短いサイズ特性が、Ｄ
ＮＡ分子のサイズに対してさらなる影響を及ぼすであろう、腫瘍関連性の異常な低メチル
化を有する遺伝子座由来のＤＮＡ分子において強調されるためである。また、腫瘍由来血
漿ＤＮＡ分子は、腫瘍ＤＮＡに関連する複数の特性、例えば、限定はされないが、単一ヌ
クレオチド変異、コピー数の増加および減少、転座、逆位、異常な高度または低度メチル
化並びにサイズ特性を用いて、バックグラウンド非腫瘍由来血漿ＤＮＡ分子から区別する
ことができる。これらの変化は全て独立して起こり得るため、これらの特徴の併用は、血
漿中のがんＤＮＡの高感度且つ特異的な検出のための、さらなる利点を与え得る。
【０２３８】
Ａ．　サイズおよびがん
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　血漿中の腫瘍由来ＤＮＡ分子のサイズはまた、モノヌクレオソーム単位のサイズに似て
おり、がん患者の血漿中に同時に存在しているバックグラウンド非腫瘍由来ＤＮＡ分子よ
りも短い。サイズパラメーターは、米国特許出願公開第１３／７８９，５５３号（あらゆ
る目的で参照によって組み込まれる）に記載されているように、がんと関連があることが
示されている。
【０２３９】
　血漿中の胎児由来ＤＮＡおよび母体由来ＤＮＡの両方が分子のサイズおよびメチル化状
態の間に関連性を示したことから、腫瘍由来ＤＮＡ分子は同じ傾向を示すことが予想され
る。例えば、低メチル化分子は、がん患者の血漿またはがん検査を受ける対象において、
高度メチル化分子よりも短いだろう。
【０２４０】
Ｂ．　がん患者における様々な組織のメチル化密度
　この例において、肝細胞癌（ＨＣＣ）患者の血漿および組織試料を解析した。腫瘍の外
科的切除の前、およびその１週間後にＨＣＣ患者から血液試料を採取した。血液試料の遠
心分離後に血漿および軟膜を収集した。切除腫瘍および隣接非腫瘍性肝組織を採取した。
血漿および組織試料から抽出したＤＮＡ試料を、事前の亜硫酸水素塩処理有りおよび無し
の大規模並列配列決定を用いて解析した。がんを有さない４人の健常人から得られた血漿
ＤＮＡも、対照として解析した。ＤＮＡ試料の亜硫酸水素塩処理により、非メチル化シト
シン残基はウラシルに変換される。下流のポリメラーゼ連鎖反応および配列決定において
、これらのウラシル残基はチミジンとして振る舞う。一方、亜硫酸水素塩処理によってメ
チル化シトシン残基がウラシルに変換されない。大規模並列配列決定の後、配列決定リー
ドをＭｅｔｈｙ－Ｐｉｐｅを用いて解析して（P Jiang, et al. Methy-Pipe: An integra
ted bioinformatics data analysis pipeline for whole genome methylome analysis, p
aper presented at the IEEE International Conference on Bioinformatics and Biomed
icine Workshops, Hong Kong, 18 to 21 December 2010）、全てのＣＧジヌクレオチド位
置（すなわち、ＣｐＧ部位）におけるシトシン残基のメチル化状態を決定した。
【０２４１】
　図２１Ａは、ＨＣＣ患者の手術前血漿および組織試料のメチル化密度を示す表２１００
である。目的領域（例えば、ＣｐＧ部位、プロモーター、または反復領域等）のＣｐＧメ
チル化密度は、ゲノムのＣｐＧジヌクレオチドを被覆するリードの総数に対するＣｐＧメ
チル化を示すリードの割合を指す。軟膜および非腫瘍性肝組織のメチル化密度は同様であ
った。全ての常染色体から得られるデータに基づく腫瘍組織の全体メチル化密度は、軟膜
および非腫瘍性肝組織のそれよりも２５％より低かった。低メチル化は個々の染色体全て
において一貫していた。血漿のメチル化密度は非悪性組織およびがん組織の値の間であっ
た。この観察は、がん組織および非がん組織の両方ががん患者の循環ＤＮＡに寄与してい
るという事実と一致している。造血系が、活性な悪性状態を有さない個体における循環Ｄ
ＮＡの主な供給源であることも示されている（YYN Lui, et al. 2002 Clin Chem; 48: 42
1-7）。従って、４人の健常対照群から得られた血漿試料も解析した。試料ごとに達成さ
れた配列リードの数および配列決定深度を図２１Ｂの表２１５０に示す。
【０２４２】
　図２２は、常染色体におけるメチル化密度が健常対照群の血漿試料において７１．２％
～７２．５％の範囲であったことを示す、表２２０である。これらのデータにより、腫瘍
ＤＮＡの供給源を有さない個体から得られた血漿試料中のＤＮＡメチル化の予測レベルが
示された。がん患者においては、腫瘍組織も血行中にＤＮＡを放出する（KCA Chan et al
. 2013 Clin Chem; 59: 211-224); RJ Leary et al. 2012 Sci Transl Med; 4: 162ra154
）。ＨＣＣ腫瘍の低メチル化性質のために、患者の手術前血漿中の腫瘍由来ＤＮＡおよび
非腫瘍由来ＤＮＡの両方の存在は、健常対照群の血漿内レベルと比較した場合のメチル化
密度の減少をもたらす。実際に、手術前血漿試料のメチル化密度は、腫瘍組織のメチル化
密度および健常対照群の血漿のメチル化密度の間であった。その理由は、がん患者の血漿
ＤＮＡのメチル化レベルが、腫瘍組織の異常なメチル化の程度（この場合は低メチル化）
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および循環血液中の腫瘍由来ＤＮＡの濃度分率によって影響を受けるためである。腫瘍組
織のより低いメチル化密度および循環血液中の腫瘍由来ＤＮＡのより高い濃度分率は、が
ん患者における血漿ＤＮＡのより低いメチル化密度をもたらす。大部分の腫瘍は、全体的
な低メチル化を示すことが報告されている（JG Herman et al. 2003 N Engl J Med; 349:
 2042-2054; MA Gama-Sosa et al. 1983 Nucleic Acids Res; 11: 6883-6894）。従って
、ＨＣＣ試料において見られる現在の知見は、他の型の腫瘍にも適用可能なはずである。
【０２４３】
　一実施形態では、血漿ＤＮＡのメチル化密度を用いることで、腫瘍組織のメチル化レベ
ルが既知である場合に血漿／血清試料中の腫瘍由来ＤＮＡの濃度分率を決定することがで
きる。腫瘍組織のメチル化レベル（例えば、メチル化密度）は、腫瘍試料が入手可能であ
る、または腫瘍の生検が入手可能である場合に得ることができる。別の実施形態では、腫
瘍組織のメチル化レベルに関する情報は、類似の型の腫瘍群におけるメチル化レベルの調
査から得ることができ、この情報（例えば、平均レベルまたはレベル中央値）は、本発明
に記載の科学技術を用いて解析される患者に適用される。腫瘍組織のメチル化レベルは、
患者の腫瘍組織の解析によって決定、または、同一もしくは類似のがん型を有する他の患
者の腫瘍組織の解析から推測することができる。腫瘍組織のメチル化は、一連のメチル化
認識プラットフォーム、例えば、限定はされないが、大規模並列配列決定、単一分子配列
決定、マイクロアレイ（例えば、オリゴヌクレオチドアレイ）、または質量分析（例えば
、Ｅｐｉｔｙｐｅｒ解析、シクアノム社（Sequenom, Inc.））を用いて決定することがで
きる。いくつかの実施形態において、そのような解析は、ＤＮＡ分子のメチル化状態に敏
感な手順、例えば、限定はされないが、シトシン免疫沈降およびメチル化認識制限酵素消
化に先行され得る。腫瘍のメチル化レベルが既知である場合、がん患者の血漿中の腫瘍Ｄ
ＮＡの濃度分率は、血漿メチローム解析後に算出することができる。
【０２４４】
　血漿メチル化レベル（Ｐ）、腫瘍ＤＮＡ濃度分率（ｆ）、および腫瘍組織メチル化レベ
ル（ＴＵＭ）の間の関連性は、Ｐ＝ＢＫＧ×（１－ｆ）＋ＴＵＭ×ｆとして記載すること
ができ、式中、ＢＫＧは血液細胞および他の内部臓器由来の血漿中のバックグラウンドＤ
ＮＡメチル化レベルである。例えば、全常染色体の全体メチル化密度は、このＨＣＣ患者
から得られた腫瘍生検組織において（すなわち、この場合はＴＵＭ値）、４２．９％であ
ることが示された。４人の健常対照群から得られた血漿試料の平均メチル化密度（すなわ
ち、この場合はＢＫＧ値）は７１．６％であった。手術前血漿の血漿メチル化密度は５９
．７％であった。これらの値を用いて、ｆは４１．５％であると推定される。
【０２４５】
　別の実施形態では、腫瘍組織のメチル化レベルは、血漿試料中の腫瘍由来ＤＮＡの濃度
分率が既知である場合、血漿メチロームデータに基づいて、非侵襲的に推定することがで
きる。血漿試料中の腫瘍由来ＤＮＡの濃度分率は、他の遺伝子解析、例えば、前述（米国
特許出願公開第１３／３０８，４７３号；KCA Chan et al. 2013 Clin Chem; 59: 211-24
）の、対立遺伝子欠失（ＧＡＡＬ）のゲノムワイド解析および単一ヌクレオチド変異の解
析によって、決定することができる。計算は、本実施形態では、ｆの値が既知でありＴＵ
Ｍの値が未知となる以外は同一の、上記の関連性に基づく。推定は、母体血漿データから
胎盤組織メチル化レベルを決定する状況において観察されたデータと同様に、全ゲノムに
対して、またはゲノムの部分に対して、行うことができる。
【０２４６】
　別の実施形態では、がんを有する対象とがんを有さない対象を区別するために、メチル
化密度のビン内変動または特性を利用することができる。メチル化解析の分解能は、ゲノ
ムを特定のサイズ（例えば、１Ｍｂ）のビンに分割することによってさらに増加すること
ができる。そのような実施形態において、各１Ｍｂのｂｉｎのメチル化密度は、採取され
た試料、例えば、軟膜、切除されたＨＣＣ組織、腫瘍に隣接する非腫瘍性肝組織および腫
瘍切除の前および後に採取された血漿について算出された。別の実施形態では、ビンのサ
イズは一定でなくてもよい。ある実施において、ビンそれ自体はサイズにおいて異なり得
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るが、ＣｐＧ部位の数は各ビン内で一定である。
【０２４７】
　図２３Ａおよび図２３Ｂは、ＨＣＣ患者の軟膜、腫瘍組織、非腫瘍性肝組織、手術前血
漿および手術後血漿のメチル化密度を示している。図２３Ａは、１番染色体における結果
のプロット２３００である。図２３Ｂは、２番染色体における結果のプロット２３５０で
ある。
【０２４８】
　１Ｍｂウィンドウの大部分において、軟膜および腫瘍に隣接する非腫瘍性肝組織のメチ
ル化密度は同様であったが、一方、腫瘍組織のメチル化密度はより低かった。手術前血漿
のメチル化密度は、腫瘍組織および非悪性組織のメチル化密度の間である。腫瘍組織内の
照合ゲノム領域のメチル化密度は、手術前血漿のメチル化データおよび腫瘍ＤＮＡ濃度分
率を用いて推定することができる。前記方法は、全ての常染色体のメチル化密度値を用い
る上記と同じである。記載された腫瘍メチル化の推定は、このより高い分解能の血漿ＤＮ
Ａメチル化データを用いて行うこともできる。３００ｋｂ、５００ｋｂ、２Ｍｂ、３Ｍｂ
、５Ｍｂまたは５Ｍｂ超等の他のビンのサイズを用いることもできる。一実施形態では、
ビンのサイズは一定でなくてもよい。ある実施において、ビンそれ自体はサイズにおいて
異なり得るが、ＣｐＧ部位の数は各ビン内で一定である。
【０２４９】
Ｃ．　がん患者および健常人の間の血漿メチル化密度の比較
　２１００に示されるように、手術前血漿ＤＮＡのメチル化密度は、がん患者における非
悪性組織のメチル化密度よりも低かった。これは、低メチル化状態であった腫瘍組織由来
ＤＮＡの存在が原因であり得る。このより低い血漿ＤＮＡメチル化密度は、潜在的に、が
んの検出用およびモニタリング用の生物マーカーとして用いることができる。がんのモニ
タリングにおいて、がんが進行中である場合、血漿中のがん由来ＤＮＡの量の経時的な増
加が起こる。この例において、血漿中の循環がん由来ＤＮＡの量の増加は、ゲノムワイド
なレベルでの血漿ＤＮＡメチル化密度におけるさらなる減少に繋がる。
【０２５０】
　逆に、がんが治療に応答している場合、血漿中のがん由来ＤＮＡの量は経時的に減少す
る。この例において、血漿中のがん由来ＤＮＡの量の減少は、血漿ＤＮＡメチル化密度の
増加に繋がる。例えば、上皮増殖因子受容体変異を有する肺がん患者が標的療法（例えば
、チロシンキナーゼ阻害）によって処置されている場合、血漿ＤＮＡメチル化密度の増加
は応答を示すものである。その後に、チロシンキナーゼ阻害耐性の腫瘍クローンの発生は
、再発を示す血漿ＤＮＡメチル化密度の減少と関連している。
【０２５１】
　血漿メチル化密度測定は連続的に行うことができ、そのような測定値の変化率は、算出
して、臨床上の進行または軽快または予後を予測または関連付けに用いることができる。
がん組織においては高度メチル化状態であるが正常組織においては低メチル化状態である
選択されたゲノム遺伝子座（例えば、いくつかの腫瘍抑制遺伝子のプロモーター領域）に
おいて、がんの進行および処置への好ましい応答の間の関連性は、上記のパターンと反対
である。
【０２５２】
　このアプローチが実行可能であることを示すため、腫瘍の外科的切除の前および後にが
ん患者から採取した血漿試料のＤＮＡメチル化密度を、４人の健常な対照患者から得た血
漿ＤＮＡと比較した。
【０２５３】
　表２２００は、がん患者の手術前および手術後の血漿試料の全ての、並びに４人の健常
健常対照患者の、各常染色体のＤＮＡメチル化密度および常染色体の値の組み合わせ示し
ている。全ての染色体において、手術前血漿ＤＮＡ試料のメチル化密度は、手術後試料お
よび４人の健常対象から得た血漿試料のメチル化密度よりも低かった。手術前試料および
手術後試料の間の血漿ＤＮＡメチル化密度における差異により、手術前血漿試料における
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より低いメチル化密度がＨＣＣ腫瘍由来のＤＮＡの存在が原因であったという、裏付けに
なる証拠が得られる。
【０２５４】
　手術後血漿試料におけるＤＮＡメチル化密度の、健常対照群の血漿試料と同様のレベル
への回復によって、腫瘍由来ＤＮＡの大部分が供給源（すなわち、腫瘍）の外科的切除に
より消失したことが示唆された。これらのデータは、巨大なゲノム領域（例えば、全常染
色体または個々の染色体）から入手できるデータを用いて決定される手術前血漿のメチル
化密度が、健常対照群のメチル化レベルよりも低いメチル化レベルであり、これにより、
がんを有する検査症例の同定（すなわち、診断または検診）が可能であることを示唆して
いる。
【０２５５】
　手術後血漿のメチル化レベルよりもさらにより低いメチル化レベルが、血漿メチル化レ
ベルが腫瘍量をモニターし、それにより患者におけるがんの進行を予後判定およびモニタ
ーするのにも利用することができることも、手術前血漿のデータによって示された。参照
値は、健常対照群またはがんのリスクがあるが現在はがんを有していない者の血漿から決
定することができる。ＨＣＣのリスクがある者には、慢性Ｂ型またはＣ型肝炎感染を有す
る者、ヘモクロマトーシスを有する者、および肝硬変を有する者が含まれる。
【０２５６】
　基準値に基づく既定のカットオフを超える（例えば、より低い）血漿メチル化密度値は
、非妊娠女性の血漿が腫瘍ＤＮＡを有しているかどうかを評価するのに用いることができ
る。低メチル化状態の循環腫瘍ＤＮＡの存在を検出するため、カットオフは、対照集団の
値の５もしくは１パーセンタイルよりも低く、または対照の平均メチル化密度値より低い
標準偏差の数、例えば、２もしくは３の標準偏差（ＳＤ）に基づいて、または中央値倍数
（ＭｏＭ）の決定に基づいて、定義され得る。高度メチル化状態の腫瘍ＤＮＡについては
、カットオフは、対照集団の値の９５もしくは９９パーセンタイルよりも高く、または対
照の平均メチル化密度値を超える標準偏差の数、例えば、２もしくは３のＳＤに基づいて
、または中央値倍数（ＭｏＭ）の決定に基づいて、定義され得る。一実施形態では、対照
集団は、検査対象と年齢が一致している。年齢の一致は厳密でなくてもよく、年齢帯（例
えば、３５歳の検査対象に対して、３０～４０歳）において行われ得る。
【０２５７】
　次に、がん患者および４人の対照患者の血漿試料間で、１Ｍｂのビンのメチル化密度を
比較した。図示するために、１番染色体の結果を示す。
【０２５８】
　図２４Ａは、ＨＣＣ患者から得た手術前血漿のメチル化密度を示すプロット２４００で
ある。図２４Ｂは、ＨＣＣ患者から得た手術後血漿のメチル化密度を示すプロット２４５
０である。青色のドットは対照患者の結果を表し、赤色のドットはＨＣＣ患者の血漿試料
の結果を表す。
【０２５９】
　図２４Ａに示すように、ＨＣＣ患者から得た手術前血漿のメチル化密度は、大部分のビ
ンにおいて、対照患者のそれよりも低かった。類似のパターンが他の染色体において観察
された。図２４Ｂに示すように、ＨＣＣ患者から得た手術後血漿のメチル化密度は、大部
分のビンにおいて、対照患者のそれと同様であった。類似のパターンが他の染色体におい
て観察された。
【０２６０】
　検査対象ががんを有しているかどうかを評価するために、検査対象の結果を参照群の値
と比較した。一実施形態では、参照群はいくつかの健常対象から成る。別の実施形態では
、参照群は、非悪性状態（例えば、慢性Ｂ型肝炎感染または肝硬変）を有する対象から成
り得る。検査対象および参照群間のメチル化密度における差異が次に定量化され得る。
【０２６１】
　一実施形態では、参照範囲は対照群の値から得ることができる。次に、参照群の上限ま
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たは下限からの検査対象の結果における逸脱が、該対象が腫瘍を有するかどうかを決定す
るために用いられ得る。この量は、血漿中の腫瘍由来ＤＮＡの濃度分率並びに悪性組織お
よび非悪性組織間のメチル化レベルにおける差異によって影響を受ける。血漿中の腫瘍由
来ＤＮＡの濃度分率がより高いほど、検査血漿試料および対照の間により大きなメチル化
密度の差異をもたらす。悪性組織および非悪性組織のメチル化レベルにおける差異のより
大きいな程度は、検査血漿試料および対照間のより大きなメチル化密度の差異にも関連す
る。さらに別の実施形態では、様々な参照群が様々な年齢範囲の検査対象に対して選ばれ
た。
【０２６２】
　別の実施形態では、４人の対照患者のメチル化密度の平均値およびＳＤが、各１Ｍｂビ
ンについて算出された。次に、対応するビンについて、ＨＣＣ患者およびのメチル化密度
および対照患者の平均値の間の差異が算出された。一実施形態では、次に、この差異が対
応するビンのＳＤで除算されて、Ｚ値が決定された。言い換えれば、Ｚ値は、対照患者の
平均値からのＳＤの数として表される、検査血漿試料および対照血漿試料の間のメチル化
密度の差異を表す。ビンの３より大きいＺ値は、ＨＣＣ患者の血漿ＤＮＡが、そのビンに
おいて３より大きなＳＤだけ対照患者よりもより高度なメチル化状態であることを示して
おり、一方、ビンの－３未満のＺ値は、ＨＣＣ患者の血漿ＤＮＡがそのビンにおいて３よ
り大きなＳＤだけ対照患者よりもより低メチル化状態であることを示している。
【０２６３】
　図２５Ａおよび図２５Ｂは、１番染色体の参照として４人の健常対照患者の血漿メチロ
ームデータを用いた、ＨＣＣ患者の手術前（プロット２５００）および手術後（プロット
２５５０）の血漿試料の血漿ＤＮＡメチル化密度のＺ値を示している。各ドットは、１つ
の１Ｍｂビンの結果を表している。黒色ドットは、－３～３のＺ値を有するビンを表して
いる。赤色ドットは－３未満のＺ値を有するビンを表している。
【０２６４】
　図２６Ａは、手術前血漿および手術後血漿のＺ値のデータを示す、表２６００である。
手術前血漿試料における１番染色体上のビンの大部分（８０．９％）は－３未満のＺ値を
有していたが、これは、ＨＣＣ患者の手術前血漿ＤＮＡが対照患者の手術前血漿ＤＮＡよ
りも有意により低いメチル化状態であったことを示している。その反対に、赤色ドットの
数は手術後血漿試料において実質的に減少した（１番染色体上のビンの８．３％）が、こ
れは、腫瘍ＤＮＡの大部分が循環腫瘍ＤＮＡの供給源が外科的切除されたために血行から
除去されたことを示唆している。
【０２６５】
　図２６Ｂは、全常染色体から解析された１Ｍｂビンの参照として４人の健常対照患者を
用いた、ＨＣＣ患者の手術前血漿試料および手術後血漿試料の血漿ＤＮＡメチル化密度の
Ｚ値を示すＣｉｒｃｏｓプロット２６２０である。最外側の環は、ヒト常染色体の記号を
示している。中央の環は、手術前血漿試料のデータを示している。最内側の環は、手術後
血漿試料のデータを示している。各ドットは、１つの１Ｍｂビンの結果を表している。黒
色ドットは、－３～３のＺ値を有するビンを表している。赤色ドットは、－３未満のＺ値
を有するビンを表している。緑色ドットは、３超のＺ値を有するビンを表している。
【０２６６】
　図２６Ｃは、ＨＣＣ患者の手術前血漿試料および手術後血漿試料の両方における全ゲノ
ムの１ＭｂビンのＺ値の分布を示す、表２６４０である。結果は、ＨＣＣ患者の手術前血
漿ＤＮＡが、全ゲノムにおける領域の大部分（１Ｍｂビンの８５．２％）において、対照
の手術前血漿ＤＮＡよりもより低いメチル化状態であったことを示している。それとは反
対に、手術後血漿試料における領域の大部分（１Ｍｂビンの９３．５％）は、対照と比較
して、有意な高度メチル化または低メチル化を示さなかった。これらのデータは、このＨ
ＣＣの天然において主に低メチル化状態である腫瘍ＤＮＡの大部分が、手術後血漿試料中
に存在していなかったことを示している。
【０２６７】
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　一実施形態では、－３未満のＺ値を有するビンの数、割合または比率は、がんが存在す
るかどうかを示すために用いることができる。例えば、表２６４０に示されるように、解
析された２７３４のｂｉｎのうち２３３０（８５．２％）が手術前血漿において－３未満
のＺ値を示したが、解析された２７３４のビンのうち１７１のみ（６．３％）が手術後血
漿において－３未満のＺ値を示した。前記データは、手術前血漿中の腫瘍ＤＮＡ量が手術
後血漿中の腫瘍ＤＮＡ量よりもかなり大きかったことを示している。
【０２６８】
　びんの数のカットオフ値は、統計手法を用いて決定され得る。例えば、ビンのおよそ０
．１５％は、正常分布に基づいて－３未満のＺ値を有することが予測される。従って、ビ
ンのカットオフ数は解析されているビンの総数の０．１５％であり得る。言い換えれば、
非妊娠個体から得られれた血漿試料が０．１５％よりも多い、－３未満のＺ値を有するビ
ンを示す場合、血漿中の低メチル化ＤＮＡの供給源、すなわち、がんが存在する。例えば
、この例において解析された２７３４の１Ｍｂビンのうちの０．１５％は、約４のビンで
ある。この値をカットオフとして用いると、手術前血漿試料および手術後血漿試料の両方
が低メチル化腫瘍由来ＤＮＡを含有していたが、その量は、手術後血漿試料よりも、手術
前血漿試料においてかなり多かった。４人の健常対照患者において、いずれのビンも、有
意な高度メチル化または低メチル化を示さなかった。他のカットオフ値（例えば、１．１
％）を用いることもでき、用いられるアッセイの要求に応じて異なり得る。他の例として
、カットオフ率は、統計分布、並びに所望の感度および許容できる特異度に応じて異なり
得る。
【０２６９】
　別の実施形態では、カットオフ値は、幾人かのがん患者およびがんを有さない個体を解
析することによる受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線解析によって、決定され得る。このアプ
ローチの特異度をさらに確認するために、非悪性状態（Ｃ０６）の診察を求める患者から
得られた血漿試料を解析した。ビンの１．１％が－３未満のＺ値を有していた。一実施形
態では、様々なレベルの疾病状態を分類するために、様々な閾値が用いられ得る。より低
い閾値率を用いることで良性症状から健常状態を区別することができ、より高い閾値率を
用いることで悪性腫瘍から良性症状を区別することができる。
【０２７０】
　大規模並列配列決定を用いる血漿低メチル化解析の診断能は、特定クラスの反復領域（
例えば、長鎖散在反復配列－１（ＬＩＮＥ－１））のポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）に
基づく増幅を用いて得られるそれよりも優れていると思われる（P Tangkijvanich et al.
 2007 Clin Chim Acta; 379:127-133）。この所見の１つの可能な説明は、低メチル化は
腫瘍ゲノムの広範にわたるが、ゲノム領域毎にある程度の不均一性を有するということで
ある。
【０２７１】
　実際に、参照対象の平均血漿メチル化密度がゲノム全域で異なることが観察された（図
５６）。図５６中の赤色ドットのそれぞれは、３２人の健常対象間の、１つの１Ｍｂビン
の平均メチル化密度を示している。プロットは、ゲノム全域で解析された全ての１Ｍｂビ
ンを示している。各ボックス内の数字は染色体数を表している。平均メチル化密度がビン
毎に異なることが観察された。
【０２７２】
　単純なＰＣＲに基づくアッセイは、そのような領域毎の不均一性をその診断アルゴリズ
ムの考慮に入れることができないだろう。そのような不均一性は、健常人の間に観察され
るメチル化密度の範囲を広げる。メチル化密度のより大規模な減少は、低メチル化を示す
と見なされる試料に必要とされる。これは、検査感度の減少をもたらす。
【０２７３】
　対照的に、大規模並列配列決定に基づくアプローチでは、ゲノムが１Ｍｂビン（または
他のサイズのビン）に分割され、そのようなビンのメチル化密度が個々に測定される。こ
のアプローチは、異なるゲノム領域にわたるベースラインメチル化密度における変動の影
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響を減少させるが、これはそのような領域が試験試料および対照間で比較されるためであ
る。実際に、同じビン内で、３２人の健常対照群間の個人間変動は比較的小さかった。ビ
ンの９５％は、３２人の健常対照群間で１．８％以下の変動係数（ＣＶ）を有していた。
なお、がんに関連する低メチル化の検出感度をさらに増強するため、比較を複数のゲノム
領域にわたって行うことができる。ただ１つの領域が検査された時にがん試料が特定領域
における低メチル化を偶然示さない場合の生物学的変動の影響から保護されることから、
感度は複数のゲノム領域を検査することにより増強されであろう。
【０２７４】
　対照および試験試料間の対応するゲノム領域のメチル化密度を比較し（例えば、各ゲノ
ム領域を別々に検査し、次にかかる結果を組み合わせる）、複数のゲノム領域に対してこ
の比較を行うアプローチは、がんに関連する低メチル化の検出においてより高い信号雑音
比を有する。この大規模並列配列決定アプローチを例として示す。複数のゲノム領域のメ
チル化密度を決定し、対照および試験試料間の対応する領域のメチル化密度の比較を可能
にし得る他の方法論は、同様の効果を達成すると予想される。例えば、特定のゲノム領域
に由来する血漿ＤＮＡ分子を標的とし、該領域のメチル化レベルを決定することができる
ハイブリダイゼーションプローブまたは分子反転（molecular inversion）プローブは、
所望の効果を達成するように設計することができる。
【０２７５】
　さらに別の実施形態では、がんが存在するかどうかを決定するために、または血漿ＤＮ
Ａメチル化のレベルの連続的変化をモニタリングするために、全てのビンのＺ値の和が用
いられ得る。腫瘍ＤＮＡの全体的な低メチル化性質のため、Ｚ値の和は、健常対照群より
も、がんを有する個体から採取された血漿においてより低くなるだろう。ＨＣＣ患者の手
術前および手術後の血漿試料のＺ値の和は、それぞれ、－４９８４３．８および－３１３
２．１３であった。
【０２７６】
　他の実施形態では、血漿ＤＮＡのメチル化レベルを調べるために、他の方法が用いられ
得る。例えば、シトシン残基の総量に対するメチル化シトシン残基の割合は、質量分析（
ML Chen et al. 2013 Clin Chem; 59: 824-832）または大規模並列配列決定を用いること
で決定することができる。しかし、シトシン残基の大部分はＣｐＧジヌクレオチド配列に
存在しないため、全シトシン残基におけるメチル化シトシンの割合は、ＣｐＧジヌクレオ
チドの配列において推定されるメチル化レベルと比較した場合、比較的小さくなるだろう
。ＨＣＣ患者から得られた組織および血漿試料並びに健常対照群から得ら得られた４つの
血漿試料のメチル化レベルを決定した。ゲノムワイドな大規模並列配列決定データを用い
て、ＣｐＧ配列、あらゆるシトシン、ＣＨＧ配列およびＣＨＨ配列におけるメチル化レベ
ルを測定した。Ｈはアデニン、チミンまたはシトシン残基を指す。
【０２７７】
　図２６Ｄは、ＣＨＨ配列およびＣＨＧ配列を用いた場合の対照血漿試料のいくつかと重
複する、腫瘍組織および手術前血漿試料のメチル化レベルを示す、表２６６０である。腫
瘍組織および手術前血漿試料のメチル化レベルは、ＣｐＧおよび不特定シトシンの両方に
おいて、軟膜、非腫瘍性肝組織、手術後血漿試料および健常対照血漿試料と比較して一貫
してより低かった。しかし、メチル化ＣｐＧに基づくデータ、すなわち、メチル化密度は
、メチル化シトシンに基づくデータよりも広いダイナミックレンジを示した。
【０２７８】
　他の実施形態では、血漿ＤＮＡのメチル化状態は、メチル化シトシンに対する抗体を用
いる方法（例えば、メチル化ＤＮＡ免疫沈降（ＭｅＤＩＰ））によって決定され得る。し
かし、これらの方法の精度は、抗体結合における変動性のために、配列決定に基づく方法
よりも劣ることが予想される。さらに別の実施形態では、血漿ＤＮＡ中の５－ヒロドキシ
メチルシトシンのレベルが決定され得る。これに関して、５－ヒロドキシメチルシトシン
のレベルの減少は、ある特定のがん（例えば、メラノーマ）の後成的特徴であることが分
かっている（CG Lian, et al. 2012 Cell; 150: 1135-1146）。
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【０２７９】
　ＨＣＣに加えて、このアプローチが他のがん型に適応可能かどうかも調べた。肺腺癌（
ＣＬ１およびＣＬ２）を有する２人の患者、上咽頭癌（ＮＰＣ１およびＮＰＣ２）を有す
る２人の患者、結腸直腸がん（ＣＲＣ１およびＣＲＣ２）を有する２人の患者、転移性神
経内分泌腫瘍（ＮＥ１）を有する１人の患者および転移性平滑筋肉腫（ＳＭＳ１）を有す
る１人の患者から得られた血漿試料を解析した。これらの対象の血漿ＤＮＡを亜硫酸水素
塩によって変換し、一端の５０ｂｐについて、イルミナ社製ＨｉＳｅｑ２０００プラット
フォームを用いて配列決定した。上記の４人の健常対照患者を、これら８人の患者の解析
のための参照群として用いた。一端の配列リードの５０ｂｐを用いた。ゲノム全体を１Ｍ
ｂビンに分割した。参照群から得られたデータを用いて、各ビンのメチル化密度の平均値
およびＳＤを算出した。次に、８人のがん患者の結果を、参照群の平均値からのＳＤの数
値を示すＺ値として表した。正の値は検査例のメチル化密度が参照群の平均値よりも低い
ことを示しており、逆に、負の値は検査例のメチル化密度が参照群の平均値よりも高いこ
とを示す。配列リードの数および試料毎に達成された配列決定深度を、図２７Ｉの表２７
８０に示す。
【０２８０】
　図２７Ａ－Ｈは、本発明の実施形態による、８人のがん患者のメチル化密度のＣｉｒｃ
ｏｓプロットである。各ドットは１Ｍｂビンの結果を表す。黒色ドットは－３～３のＺ値
を有するビンを表す。赤色ドットは－３未満のＺ値を有するビンを表す。緑色ドットは３
より大きいＺ値を有するビンを表す。２本の連続線間の間隔はＺ値の差異が２０であるこ
とを表す。
【０２８１】
　肺がん、上咽頭癌、結腸直腸がんおよび転移性神経内分泌腫瘍を含む大部分のがん型を
有する患者のゲノム全域の複数の領域において、有意な低メチル化が観察された。興味深
いことに、低メチル化に加えて、転移性平滑筋肉腫を有する症例において、有意な高度メ
チル化がゲノム全域の複数の領域において観察された。平滑筋肉腫の胚起源は中胚葉であ
るが、一方、残り７人の患者における他のがん型の胚起源は外胚葉である。従って、肉腫
のＤＮＡメチル化パターンは癌腫のＤＮＡメチル化パターンと異なる場合があり得る。
【０２８２】
　この例から理解できるように、血漿ＤＮＡのメチル化パターンは、異なる型のがんを識
別するのに有用であり得、この例では癌腫および肉腫の識別である。これらのデータは、
前記アプローチを、悪性腫瘍に関連する異常な高度メチル化を検出するのに用いることが
できることも示唆している。これら８つ全ての例では、血漿試料のみが利用可能であり、
腫瘍組織は解析されなかった。これにより、腫瘍組織の事前のメチル化特性またはメチル
化レベルが無くとも、記載された方法を用いることで血漿中で腫瘍由来ＤＮＡを容易に検
出できることが示された。
【０２８３】
　図２７Ｊは、異なる悪性腫瘍を有する患者の血漿中のゲノム全体における１Ｍｂビンの
Ｚ値分布を示す、表２７９０である。－３未満、－３～３および３を超えるＺ値を有する
ビンの割合が各例について示される。全ての例において、ビンの５％超が－３未満のＺ値
を有していた。従って、試料をがん陽性であると分類するために、５％のビンが有意に低
メチル化されているというカットオフを用いる場合、これらの例は全て、がん陽性に分類
されるだろう。結果は、低メチル化が様々ながん型における一般的な現象であり得、血漿
メチローム解析が様々ながん型を検出するのに有用であろうことを示している。
【０２８４】
Ｄ．　方法
　図２８は、本発明の実施形態に従って、生物の生物試料を解析してがんのレベルの分類
を決定する、方法２８００のフローチャートである。生物試料は、正常細胞由来のＤＮＡ
含み、がんと関連する細胞由来のＤＮＡを潜在的に含み得る。ＤＮＡの少なくとも一部は
、生物試料中で無細胞ＤＮＡであり得る。
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【０２８５】
　ブロック２８１０において、生物試料由来の複数のＤＮＡ分子が解析される。ＤＮＡ分
子の解析には、生物のゲノム内でのＤＮＡ分子の位置を決定し、該ＤＮＡ分子が一つまた
は複数の部位においてメチル化されているかどうかを決定することが含まれ得る。前記解
析はメチル化認識配列決定から配列リードを得ることによって行うことができるため、前
記解析は、前記ＤＮＡから先に得られたデータに対してのみ行われ得る。他の実施形態で
は、前記解析は、実際の配列決定または他のデータを得るための能動的ステップを含み得
る。
【０２８６】
　ブロック２８２０において、複数の部位のそれぞれについて、部位においてメチル化さ
れているＤＮＡ分子のそれぞれの数が決定される。一実施形態では、部位はＣｐＧ部位で
あり、本明細書に記載の一つまたは複数の判定基準を用いて選択されるある特定のＣｐＧ
部位のみであり得る。メチル化されているＤＮＡ分子の数は、正規化が特定部位における
分析されたＤＮＡ分子の総数（例えば、配列リードの総数）を用いて行われたならば、非
メチル化状態である数の決定に等しい。例えば、領域のＣｐＧメチル化密度の増加は、同
一領域の非メチル化ＣｐＧの密度の減少に等しい。
【０２８７】
　ブロック２８３０において、複数個の部位においてメチル化されているＤＮＡ分子のそ
れぞれの数に基づいて、第一メチル化レベルが算出される。第一メチル化レベルは、複数
個の部位に対応するＤＮＡ分子の数に基づいて決定されるメチル化密度に対応し得る。部
位は複数の遺伝子座またはただ１つの座位に対応し得る。
【０２８８】
　ブロック２８４０において、第一メチル化レベルが第一カットオフ値と比較される。第
一カットオフ値は参照メチル化レベルであってもよいし、あるいは参照メチル化レベルと
関連していてもよい（例えば、正常レベルからの特定の距離）。参照メチル化レベルは、
がんを有さない個人の試料から、または生物のがんと関連していないことが知られている
生物の遺伝子座から、決定され得る。第一カットオフ値は、生物試料の検査に先立って得
られた、事前の該生物の生物試料から得られた参照メチル化レベルから確立されてもよい
。
【０２８９】
　一実施形態では、第一カットオフ値は、健常生物から得られた生物試料から確立された
参照メチル化レベルからの、特定の距離（例えば、標準偏差の特定の値）である。比較は
、第一メチル化レベルおよび参照メチル化レベル間の差異を決定し、次にその差異を第一
カットオフ値に対応する閾値と比較することによって行うことができる（例えば、メチル
化レベルが参照メチル化レベルと統計学的に異なるかどうかを決定するために）。
【０２９０】
　ブロック２８５０において、がんのレベルの分類は、前記比較に基づいて決定される。
がんのレベルの例は、対象ががんまたは前癌状態を有するかどか、または対象ががんを発
症させる可能性が増加しているかが含まれる。一実施形態では、第一カットオフ値は、対
象から事前に得られた試料から決定され得る（例えば、参照メチル化レベルは事前の試料
から決定され得る）。
【０２９１】
　いくつかの実施形態において、第一メチル化レベルは、メチル化レベルが閾値を超えて
いる領域の数に対応し得る。例えば、生物のゲノムの複数の領域が特定され得る。本明細
書に記載の判定基準（例えば、ある特定の長さまたはある特定の数の部位を有する）を用
いて、領域は特定され得る。一つまたは複数の部位（例えば、ＣｐＧ部位）は、各領域内
で特定され得る。領域メチル化レベルは各領域について算出され得る。第一メチル化レベ
ルは第一領域についてである。各領域メチル化レベルは、領域間で同じであっても異なっ
ていてもよいそれぞれの領域カットオフ値と比較される。第一領域の領域カットオフ値は
第一カットオフ値である。それぞれの領域カットオフ値は、参照メチル化レベルからの特



(69) JP 2015-536639 A 2015.12.24

10

20

30

40

50

定の量（例えば、０．５）であるため、非がん対象から決定され得る参照からの有意差を
有する領域のみが計数され得る。
【０２９２】
　領域メチル化レベルがそれぞれの領域カットオフ値を超えている領域の第一の数は、決
定され、閾値と比較されて、分類が決定され得る。ある実施において、閾値は割合である
。閾値の第一の数の比較は、第一の領域数を第二の領域数（例えば、全ての領域）で除算
し、その後、例えば、正規化過程の一部として、閾値と比較することを含み得る。
【０２９３】
　上記のように、生物試料中の腫瘍ＤＮＡの濃度分率は、第一カットオフ値を算出するの
に用いられ得る。濃度分率は最小値より大きいことが単純に推定され得るが、一方、最小
値より低い濃度分率を有する試料は、例えば解析に適していないものとして、警告され得
る。最小値は、参照メチル化レベルと比較した腫瘍のメチル化レベルにおける期待される
差異に基づいて決定され得る。例えば、差異が０．５（例えば、カットオフ値として用い
られる）である場合、ある特定の腫瘍の濃度は、この差異を見るために充分高いことが必
要とされる。
【０２９４】
　方法１３００からの特定の手法は、方法２８００に応用され得る。方法１３００におい
て、コピー数変動が腫瘍において決定され得る（例えば、腫瘍の第一染色体領域が、その
腫瘍の第二染色体領域と比較してコピー数変化を有しているかどうかが検査され得る）。
従って、方法１３００により、腫瘍が存在することが推定され得る。方法２８００におい
て、試料は、いかなるコピー数の特徴にもかかわらず、いずれの腫瘍が存在する徴候があ
るかどうかが検査され得る。前記２つの方法のいくつかの手法は同様であり得る。しかし
、方法２８００のカットオフ値およびメチル化パラメーター（例えば、正規化されたメチ
ル化レベル）では、がんＤＮＡおよびコピー数変化を有し得るいくつかの領域を有する非
がん性ＤＮＡの混合物の参照メチル化レベルからの差異とは対照的に、非がん性ＤＮＡの
参照メチル化レベルからの統計的有意差が検出され得る。従って、方法２８００の基準値
は、がんを含まない試料から、例えば、がんを有さない生物から、または同一患者の非が
ん性組織から（例えば、事前に採取された血漿、または細胞ＤＮＡから決定され得る、が
んを有さないことが知られている同時期に得られた試料から）、決定され得る。
【０２９５】
Ｅ．　血漿ＤＮＡメチル化解析を用いる検出される腫瘍ＤＮＡ最小濃度分率の予測
　血漿ＤＮＡのメチル化レベルを用いてがんを検出するアプローチの感度を測定する１つ
の方法は、対照の血漿ＤＮＡメチル化レベルと比較した場合の血漿ＤＮＡメチル化レベル
における変化を明らかにするのに必要な、最小の腫瘍由来ＤＮＡ濃度分率と関連している
。検査感度は、健常対照群または血液細胞ＤＮＡにおける腫瘍組織およびベースライン血
漿ＤＮＡメチル化レベル間のＤＮＡメチル化における差異の程度にも依存している。血液
細胞は、健常人の血漿中のＤＮＡの主な供給源である。差異が大きいほど、がん患者は非
がん性個体からより容易に区別され得、血漿中の腫瘍由来物のより低い検出限界およびが
ん患者を検出する際のより高い臨床的感度として反映されるだろう。さらに、健常対象ま
たは異なる年齢の対象における血漿ＤＮＡメチル化の変動（G Hannum et al. 2013 Mol C
ell; 49: 359-367）も、がんの存在と関連するメチル化変化を検出する感度に影響するだ
ろう。健常対象における血漿ＤＮＡメチル化の変動が小さいほど、少量のがん由来ＤＮＡ
の存在によって引き起こされる変化の検出はより容易になるだろう。
【０２９６】
　図２９Ａは、分布が正規分布に従うことを仮定する、参照対象におけるメチル化密度の
分布を示すプロット２９００であり、この解析は、１つのメチル化密度値（例えば、全常
染色体または特定の染色体のメチル化密度）のみを与える、各血漿試料に基づいている。
それにより、解析の特異度がどのように影響を受けるかが説明される。一実施形態では、
参照対象の平均ＤＮＡメチル化密度を３ＳＤ下回るカットオフが、検査試料が参照対象か
ら得られた試料よりも有意により低いメチル化状態であるかどうかを決定するために用い
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られる。このカットオフが用いられる場合、非がん性対象のおよそ０．１５％が、がんを
有すると分類される偽陽性の結果を有することとなり、９９．８５％の特異度に帰着する
ことが予想される。
【０２９７】
　図２９Ｂは、参照対象およびがん患者におけるメチル化密度の分布を示す、プロット２
９５０である。カットオフ値は、参照対象のメチル化密度の平均値を３ＳＤ下回る。がん
患者のメチル化密度の平均値がカットオフ値を２ＳＤ下回る（すなわち、参照対象の平均
値を５ＳＤ下回る）場合、がん対象の９７．５％は、カットオフ値を下回るメチル化密度
を有すると予想される。言い換えれば、１つのメチル化密度値が各対象に与えられる場合
、例えば、ゲノム全体、全常染色体または特定の染色体の全体メチル化密度が解析される
場合、予想感度は９７．５％となるだろう。前記２つの集団の平均メチル化密度間の差異
は、２つの因子、すなわち、がん性組織および非がん性組織間のメチル化レベルにおける
差異の程度、並びに血漿試料中の腫瘍由来ＤＮＡの濃度分率に影響を受ける。これら２つ
のパラメーターの値が高いほど、これら２つの集団のメチル化密度値の差異はより大きく
なるだろう。さらに、２つの集団のメチル化密度分布のＳＤが低いほど、それら２つの集
団のメチル化密度分布の重複はより少なくなる。
【０２９８】
　以下で、仮説例を用いてこの概念を説明する。腫瘍組織のメチル化密度がおよそ０．４
５であり、健常対象の血漿ＤＮＡのメチル化密度がおよそ０．７であると仮定する。これ
らの仮定値は、常染色体の全体メチル化密度が４２．９％であり、健常対照群から得られ
た血漿試料の常染色体の平均メチル化密度が７１．６％であった、ＨＣＣ患者から得られ
た値に類似している。ゲノム全体の血漿ＤＮＡメチル化密度を測定するＣＶが１％である
と仮定すると、カットオフ値は、０．７×（１００％－３×１％）＝０．６７９、になる
。９７．５％の感度を達成するために、がん患者の血漿ＤＮＡの平均メチル化密度は、お
よそ、０．６７９－０．７×（２×１％）＝０．６６５である必要がある。ｆにより血漿
試料中の腫瘍由来ＤＮＡの濃度分率を表す。ｆは、（０．７－０．４５）×ｆ＝０．７－
０．６６５、として算出され得る。これから、ｆはおよそ１４％である。この計算から、
血漿中で検出が可能な最小濃度分率は１４％であり、その結果、ゲノム全体の全体メチル
化密度が診断パラメーターとして使用される場合に、９７．５％の診断鋭敏度が達成され
ることが推定される。
【０２９９】
　次に、ＨＣＣ患者から得られたデータに対してこの解析を行った。これを説明するため
に、全ての常染色体から推定された値に基づく１回のみのメチル化密度測定を各試料に行
った。健常対象から得られた血漿試料間の平均メチル化密度は７１．６％であった。これ
ら４つの試料のメチル化密度のＳＤは０．６３１％であった。従って、血漿メチル化密度
のカットオフ値は、－３未満のＺ値および９９．８５％の特異度を達成するために、７１
．６％－３×０．６３１％＝６９．７％である必要がある。９７．５％の感度を達成する
ために、がん患者の平均血漿メチル化密度は、カットオフを２ＳＤ下回っている（すなわ
ち、６８．４％である）必要がある。腫瘍組織のメチル化密度は４２．９％であったため
、式：Ｐ＝ＢＫＧ×（１－ｆ）＋ＴＵＭ×ｆを用いると、ｆは少なくとも１１．１％であ
る必要がある。
【０３００】
　別の実施形態では、異なるゲノム領域のメチル化密度は、例えば、図２５Ａまたは図２
６Ｂに示されるように、別々に解析され得る。言い換えれば、複数のメチル化レベル測定
が各試料に対して行われる。以下に示すように、有意な低メチル化は血漿中のさらにより
低い腫瘍ＤＮＡ濃度分率において検出され得るため、がん検出における血漿ＤＮＡメチル
化解析の診断能は増強される。参照集団からのメチル化密度の有意な逸脱を示すゲノム領
域の数が計数され得る。次に、ゲノム領域の数がカットオフ値と比較されて、検査された
ゲノム領域の集団（例えば、ゲノム全体のの１Ｍｂビン）にわたる血漿ＤＮＡの全体的な
有意な低メチル化が存在するかどうかが決定され得る。カットオフ値は、がんを有さない
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参照対象の１群の解析によって確立されるか、または数学的に、例えば、正規分布関数に
従って得られる。
【０３０１】
　図３０は、健常対象およびがん患者の血漿ＤＮＡのメチル化密度の分布を示す、プロッ
ト３０００である。各１Ｍｂビンのメチル化密度が参照群の対応する値と比較される。有
意な低メチル化（参照群の平均値を３ＳＤ下回る）を示すビンの割合が決定された。腫瘍
由来ＤＮＡが血漿試料中に存在しているかどうかを決定するために、有意な低メチル化状
態である１０％のカットオフが用いられた。検査の所望の感度および特異度に応じて、５
％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、６０％、７０
％、８０％または９０％等の他のカットオフ値も用いることができる。
【０３０２】
　例えば、腫瘍由来ＤＮＡを含有しているとして試料を分類するために、１０％の、有意
な低メチル化（－３未満のＺ値）を示す１Ｍｂビンがカットオフとして用いられ得る。参
照群よりも有意により低メチル化状態であるビンが１０％を超えて存在する場合、その試
料はがん検査において陽性に分類される。各１Ｍｂビンにおいて、参照群の平均メチル化
密度を３ＳＤ下回るカットオフが、有意により低メチル化状態であると試料を定義するた
めに用いられる。１Ｍｂビンのそれぞれについて、がん患者の平均血漿ＤＮＡメチル化密
度が参照対象の平均血漿ＤＮＡメチル化密度よりも１．７２ＳＤ低い場合、がん患者のい
ずれか特定のビンのメチル化密度値がカットオフよりも低く（すなわち、－３未満のＺ値
）、陽性の結果を与える、１０％の確率が存在する。次に、ゲノム全体の全ての１Ｍｂビ
ンを調べる場合、ビンのおよそ１０％が、有意により低いメチル化密度を有する（すなわ
ち、－３未満のＺ値）という陽性の結果を示すことが予想される。健常対象の血漿ＤＮＡ
の全体メチル化密度はおよそ０．７であり、各１Ｍｂビンの血漿ＤＮＡメチル化密度測定
の変動係数（ＣＶ）が１％であると仮定すると、がん患者の血漿ＤＮＡの平均メチル化密
度は、０．７×（１００％－１．７２×１％）＝０．６８７９６になる必要があるだろう
。ｆを血漿中の腫瘍由来ＤＮＡの濃度分率とすると、この平均血漿ＤＮＡメチル化密度が
得られる。腫瘍組織のメチル化密度が０．４５であると仮定すると、ｆは下記式を用いて
算出され得、
【０３０３】
【数１６】

【０３０４】
式中、
【０３０５】

【数１７】

【０３０６】
は、参照個体中の血漿ＤＮＡの平均メチル化密度を表し；
【０３０７】
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【数１８】

【０３０８】
は、がん患者の腫瘍組織のメチル化密度を表し；
【０３０９】

【数１９】

【０３１０】
は、がん患者の血漿ＤＮＡの平均メチル化密度を表す。
【０３１１】
　この式を用いると、（０．７－０．４５）×ｆ＝０．７－０．６８７９６となる。従っ
て、最少濃度分率はこのアプローチを用いて検出され得、４．８％と推定される。感度は
、有意により低メチル化状態であるビンのカットオフ率を、例えば、１０％から５％まで
減少させることにより、さらに増強され得る。
【０３１２】
　上記の例で示されたように、この方法の感度は、がん性組織および非がん性組織（例え
ば、血液細胞）間のメチル化レベルにおける差異の程度によって決定される。一実施形態
では、非がん対象の血漿ＤＮＡおよび腫瘍組織間のメチル化密度において大きな差異を示
す染色体領域のみが選択される。一実施形態では、０．５より大きなメチル化密度におけ
る差異を有する領域のみが選択される。他の実施形態では、０．４、０．６、０．７、０
．８または０．９の差異が、適切な領域を選択するために用いられ得る。さらに別の実施
形態では、ゲノム領域の物理的サイズは固定されない。代わりに、ゲノム領域は、例えば
、固定の読み深度または固定のＣｐＧ部位数に基づいて定義される。これらのゲノム領域
の複数におけるメチル化レベルが各試料において評価される。
【０３１３】
　図３１は、健常対象の血漿ＤＮＡおよびＨＣＣ患者の腫瘍組織の平均値の間のメチル化
密度における差異の分布を示す、グラフ３１００である。正の値はメチル化密度が健常対
象の血漿ＤＮＡにおいてより高いことを示し、負の値はメチル化密度が腫瘍組織において
より高いことを示す。
【０３１４】
　一実施形態では、がん組織および非がん性組織のメチル化密度間で最も大きな差異を有
するビン（例えば、０．５超の差異を有するビン）が、腫瘍がこれらのビンにおいて低メ
チル化状態であるか高度メチル化状態であるかにかかわらず、選択され得る。血漿中の腫
瘍由来ＤＮＡの濃度分率の検出限界は、がん対象および非がん対象間の血漿ＤＮＡメチル
化レベルの分布間の差異がより大きいために、これらのビンに焦点を当てることにより低
下し得、血漿中の腫瘍由来ＤＮＡが同じ濃度分率が与えられ得る。例えば、０．５超の差
異を有するビンのみが用いられ、ビンの１０％が有意により低メチル化状態であるという
カットオフが採用されて検査個体ががんを有するかどうかが決定される場合、検出される
腫瘍由来ＤＮＡの最小濃度分率（ｆ）は、下記式を用いて算出され得、
【０３１５】
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【数２０】

【０３１６】
式中、
【０３１７】

【数２１】

【０３１８】
は、参照個体における血漿ＤＮＡの平均メチル化密度を表し；
【０３１９】
【数２２】

【０３２０】
は、がん患者における腫瘍組織のメチル化密度を表し；
【０３２１】
【数２３】

【０３２２】
は、がん患者における血漿ＤＮＡの平均メチル化密度を表す。
【０３２３】
　一方、参照対象の血漿および腫瘍組織間のメチル化密度における差異は少なくとも０．
５である。そのとき、０．５×ｆ＝０．７－０．６８７９６となり、ｆ＝２．４％である
。従って、がん組織および非がん性組織間のメチル化密度においてより大きな差異を有す
るビンに焦点を当てることにより、腫瘍由来ＤＮＡ分率の下限は４．８％から２．４％に
低下され得る。どのビンががん組織および非がん性組織（例えば、血液細胞）間でより大
きな程度のメチル化差異を示すかに関する情報は、他の個体から得られる同じ臓器または
同じ組織型の腫瘍組織から決定され得る。
【０３２４】
　別の実施形態では、パラメーターは全てのビンの血漿ＤＮＡのメチル化密度から得られ
、がん組織および非がん性組織間のメチル化密度における差異が考慮され得る。より大き
な差異を有するビンはより重い重量が与えられ得る。一実施形態では、各ビンのがん組織
および非がん性組織間のメチル化密度における差異は、最終パラメーターを算出する際の
特定のビンならば、重量として直接的に用いられ得る。
【０３２５】
　さらに別の実施形態では、異なるがん型は、異なるパターンの腫瘍組織におけるメチル
化を有し得る。がん特異的な重量特性は特定のがん型のメチル化の程度から得られ得る。
【０３２６】
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　さらに別の実施形態では、メチル化密度のビンの間の関連性が、がんを有する対象およ
びがんを有さない対象において決定され得る。図８において、小数のビンにおいて、腫瘍
組織が参照対象の血漿ＤＮＡよりもよりメチル化状態であったことが観察できる。従って
、最も極端な差異の値（例えば０．５超の差異および０未満の差異）を有するビンが選択
され得る。次に、検査個体ががんを有するかどうかを示すために、これらのビンのメチル
化密度の比が用いられ得る。他の実施形態では、異なるビンのメチル化密度の差異および
商が、ビンの間の関連性を示すためのパラメーターとして用いられ得る。
【０３２７】
　ＨＣＣ患者から得られたデータにより示される、複数のゲノム領域のメチル化密度を用
いて腫瘍を検出または評価するためのアプローチの検出感度をさらに評価した。まず、手
術前血漿由来のリードを健常対照群の血漿試料由来のリードと混合して、２０％～０．５
％の範囲の腫瘍ＤＮＡ濃度分率を含有する血漿試料を模倣した。次に、－３未満のＺ値と
等しいメチル化密度を有する（ゲノム全体における２，７３４のビン中の）１Ｍｂビンの
割合を計数した。血漿中の腫瘍ＤＮＡ濃度分率が２０％であった場合に、ビンの８０．０
％が有意な低メチル化を示した。１０％、５％、２％、１％および０．５％の血漿中の腫
瘍ＤＮＡ濃度分率に対応するデータは、それぞれ、６７．６％、４９．７％、１８．９％
、３．８％および０．７７％の低メチル化を示すビンであった。対照試料において－３未
満のＺ値を示すビンの数の理論限界は０．１５％であるため、我々のデータは、腫瘍濃度
分率がたった０．５％であった場合でも、理論上のカットオフ限界を超えるさらに多くの
ビン（０．７７％）が存在したことを示している。
【０３２８】
　図３２Ａは、血漿試料が５％または２％の腫瘍ＤＮＡを含有した場合の、配列決定深度
の減少の影響を示す、表３２００である。有意な低メチル化を示す高い割合のビン（０．
１５％超）は、平均配列決定深度が１倍体ゲノムあたりたった０．０２２回であった場合
でも検出され得る。
【０３２９】
　図３２Ｂは、４人の健常対照患者の血漿、ＨＣＣ患者の軟膜、正常肝組織、腫瘍組織、
手術前血漿試料および手術後血漿試料における反復領域および非反復領域のメチル化密度
を示す、グラフ３２５０である。がん組織および非がん性組織の両方において、反復領域
が非反復領域よりもよりメチル化されていた（より高いメチル化密度）ことが観察され得
る。しかし、反復領域および非反復領域間のメチル化における差異は、腫瘍組織と比較し
た場合、非がん性組織および健常対象の血漿ＤＮＡにおいて、より大きかった。
【０３３０】
　結果として、がん患者の血漿ＤＮＡは、非反復領域よりも、反復領域におけるメチル化
密度においてより大きな減少を示した。４人の健常対照群の平均値およびＨＣＣ患者間の
血漿ＤＮＡメチル化密度における差異は、反復領域および非反復領域において、それぞれ
０．１６３および０．０８８であった。また、手術前血漿試料および手術後血漿試料に関
するデータは、メチル化密度における変化のダイナミックレンジが非反復領域においてよ
りも反復領域においてより大きかったことを示した。一実施形態では、反復領域の血漿Ｄ
ＮＡメチル化密度は、患者がんに冒されているかどうかの決定または疾患増悪のモニタリ
ングのために用いられ得る。
【０３３１】
　前述の通り、参照対象の血漿におけるメチル化密度の変動は、がん患者を非がん個体と
区別する正確さにも影響を与える。メチル化密度の分布がより密接であるほど（すなわち
、標準偏差がより小さいほど）、がん対象および非がん対象の区別がより正確になる。別
の実施形態では、１Ｍｂビンのメチル化密度の変動係数（ＣＶ）が、参照群における血漿
ＤＮＡメチル化密度の変動性が小さいビンを選択するための判定基準として用いられ得る
。例えば、１％未満のＣＶを有するビンのみが選択される。他の値、例えば０．５％、０
．７５％、１．２５％および１．５％も、メチル化密度の変動性が小さいビンを選択する
ための判定基準として用いることができる。さらに別の実施形態では、選択判定基準は、
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ビンのＣＶ並びにがん組織および非がん性組織間のメチル化密度における差異の両方を含
み得る。
【０３３２】
　メチル化密度は、腫瘍組織のメチル化密度が既知である場合の血漿試料中の腫瘍由来Ｄ
ＮＡの濃度分率を推定するのにも用いることができる。この情報は、患者の腫瘍の解析に
よって、または同じがん型を有する幾人かの患者から得られた腫瘍の調査から、得ること
ができる。前述の通り、血漿メチル化密度（Ｐ）は下記式を用いて表現することができ、
【０３３３】
【数２４】

【０３３４】
式中、ＢＫＧは血液細胞および他の臓器から得られたバックグラウンドメチル化密度、Ｔ
ＵＭは腫瘍組織におけるメチル化密度であり、ｆは血漿試料中の腫瘍由来ＤＮＡの濃度分
率である。これは以下のように書き換えることができる。
【０３３５】

【数２５】

【０３３６】
　ＢＫＧの値は、がんが存在していない時点の患者の血漿試料を解析することによって、
またはがんを有さない個体から成る参照群の調査から、決定することができる。従って、
血漿メチル化密度を測定した後、ｆを決定することができる。
【０３３７】
Ｆ．　他の方法との併用
　本明細書に記載のメチル化解析アプローチは、血漿中の腫瘍由来ＤＮＡの遺伝子変化に
基づく他の方法と併用して用いることができる。そのような方法の例には、がん関連染色
体異常（KCA Chan et al. 2013 Clin Chem; 59:211-224; RJ Leary et al. 2012 Sci Tra
nsl Med; 4:162ra154）および血漿におけるがん関連単一ヌクレオチド変異（KCA Chan et
 al. 2013 Clin Chem; 59:211-224）の解析が含まれる。メチル化解析アプローチにはそ
れらの遺伝学的アプローチに優る利点が存在する。
【０３３８】
　図２１Ａに示すように、腫瘍ＤＮＡの低メチル化は、ゲノムのほぼ全体にわたって分布
する領域を含む全体的な現象である。従って、全ての染色体領域からのＤＮＡ断片は、患
者における血漿／血清ＤＮＡへの腫瘍由来低メチル化ＤＮＡの潜在的寄与に関して、有益
である。対照的に、染色体異常（染色体領域の増幅または欠失）はいくつかの染色体領域
に存在するのみであり、腫瘍組織における染色体異常を有さない領域からのＤＮＡ断片は
解析において有益ではない（KCA Chan et al. 2013 Clin Chem; 59: 211-224）。同様に
、ほんの数千の単一ヌクレオチド変化各がんゲノムにおいて観察される（KCA Chan et al
. 2013 Clin Chem; 59: 211-224）。これらの単一ヌクレオチド変化と重複しないＤＮＡ
断片は、腫瘍由来ＤＮＡが血漿中に存在しているかどうかを決定する際に有益ではない。
従って、本メチル化解析アプローチは、循環血液中でがんに関連する変化を検出するそれ
らの遺伝学的アプローチよりも潜在的により対費用効果が高い。
【０３３９】
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　一実施形態では、血漿ＤＮＡメチル化解析の対費用効果の高さは、最も有益な領域から
のＤＮＡ断片、例えば、がん組織および非がん性組織間で最も高度に示差的なメチル化差
異を有する領域を富化することによって、さらに増強され得る。これらの領域を富化する
方法の例には、ハイブリダイゼーションプローブ（例えば、ニンブルジェン社製ＳｅｑＣ
ａｐシステムおよびアジレント社製ＳｕｒｅＳｅｌｅｃｔ　Ｔａｒｇｅｔ　Ｅｎｒｉｃｈ
ｍｅｎｔシステム）、ＰＣＲ増幅および固相ハイブリダイゼーションの使用が含まれる。
【０３４０】
Ｇ．　組織特異的解析／提供者
　腫瘍由来細胞は隣接臓器または遠隔臓器に浸潤および転移する。浸潤された組織または
転移巣は、細胞死の結果としてＤＮＡを血漿中に供給する。がん患者の血漿中のＤＮＡの
メチル化特性を解析し、組織特異的メチル化サインの存在を検出することにより、疾患経
過に関与する組織型を検出することができる。このアプローチは、がん過程に関与する組
織の非浸潤性解剖学的走査を提供することで、原発部位および転移部位として関わる臓器
の特定に役立つ。また、血漿中の病変臓器のメチル化サインの相対濃度をモニタリングす
ることにより、それらの臓器の腫瘍量を評価し、その臓器におけるがん過程が増悪中であ
るまたは改善中であるまたは治癒が完了しているかどうかを決定することが可能となる。
例えば、遺伝子Ｘが肝臓において特異的にメチル化されているとする。その場合、がん（
例えば、結腸直腸がん）によるその肝臓の転移性関与は、血漿中の遺伝子Ｘ由来のメチル
化配列の濃度を増加させると予想される。遺伝子Ｘと似たメチル化特徴を有する別の配列
または配列群も存在するだろう。その場合、そのような配列から得られた結果を組み合わ
せることができる。同様の考察が、他の組織、例えば、脳、骨、肺および腎臓等に適用可
能である。
【０３４１】
　一方、異なる臓器由来のＤＮＡは組織特異的メチル化サインを示すことが知られている
（BW Futscher et al. 2002 Nat Genet; 31:175-179; SSC Chim et al. 2008 Clin Chem;
 54: 500-511）。従って、血漿中のメチル化プロファイリングは、種々の臓器に由来する
組織の血漿中への寄与を解明するために用いることができる。血漿ＤＮＡは細胞が死ぬ時
に放出されると考えられているため、そのような寄与の解明は臓器傷害を評価するのに用
いることができる。例えば、肝炎（例えば、ウイルス、自己免疫過程等による）または肝
毒性（hepatoxicity）（例えば、薬剤過剰摂取（パラセタモール等による）または薬剤に
よって生じる毒素（アルコール等）等の肝臓病変は、肝細胞傷害と関連しており、血漿中
の肝臓由来ＤＮＡのレベルの増加と関連していることが予想される。例えば、遺伝子Ｘが
肝臓において特異的にメチル化されているとする。その場合、肝臓病変は、血漿中の遺伝
子Ｘ由来メチル化配列の濃度を増加させると予想される。逆に、肝臓において遺伝子Ｙが
特異的に低メチル化されているとする。その場合、肝臓病変は、血漿中の遺伝子Ｙ由来メ
チル化配列の濃度を減少させると予想される。さらに他の実施形態では、遺伝子Ｘまたは
遺伝子Ｙは、遺伝子でなくてもよい、身体内の異なる組織において示差的なメチル化を示
すいかなるゲノム配列によっても置換され得る。
【０３４２】
　本明細書に記載の手法は、臓器移植受容者の血漿中の提供者由来ＤＮＡの評価にも適用
することができる（YMD Lo et al. 1998 Lancet; 351:1329-1330）。提供者および受容者
間の多形性差異が、血漿中で提供者由来ＤＮＡを受容者由来ＤＮＡと区別するのに用いら
れた（YW Zheng et al. 2012 Clin Chem; 58: 549-558）。移植臓器の組織特異的メチル
化サインが受容者の血漿中の提供者ＤＮＡを検出する方法としても用いられ得ることを報
告する。
【０３４３】
　提供者ＤＮＡの濃度をモニタリングすることにより、移植臓器の状態を非侵襲的に評価
することができる。例えば、移植拒絶反応は、より高い細胞死率、およびそれによる、移
植臓器のメチル化サインによって反映される受容者血漿（または血清）中の提供者ＤＮＡ
のより高い濃度と関連しており、患者が安定状態にある時と比較した場合、または他の安
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定な移植受容者もしくは移植されていない健常対照群と比較した場合に、増加しているだ
ろう。がんについて報告されていることと同様に、提供者由来ＤＮＡは、多形性差異、移
植された実質臓器のより短いサイズのＤＮＡ（YW Zheng et al. 2012 Clin Chem; 58: 54
9-558）および組織特異的メチル化特性を含む特性の全てまたはいくつかを検出すること
により、移植受容者の血漿中で特定され得る。
【０３４４】
Ｈ．　サイズに基づくメチル化の正規化
　上記およびLun et al（FMF Lun et al. Clin. Chem. 2013; doi:10.1373/clinchem.201
3.212274）に記載されているように、メチル化密度（例えば、血漿ＤＮＡのメチル化密度
）はＤＮＡ断片のサイズと相関している。より短い血漿ＤＮＡ断片のメチル化密度の分布
は、より長い断片のメチル化密度よりも有意により低かった。血漿ＤＮＡの異常な断片化
パターンを有するいくつかの非がん性状態（例えば、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）
）が、より低メチル化状態であるより大量の短い血漿ＤＮＡ断片の存在により、見かけの
血漿ＤＮＡ低メチル化を示し得ることを提唱する。言い換えれば、血漿ＤＮＡのサイズ分
布は、血漿ＤＮＡのメチル化密度の交絡因子であり得る。
【０３４５】
　図３４Ａは、ＳＬＥ患者ＳＬＥ０４における血漿ＤＮＡのサイズ分布を示している。９
人の健常対照患者のサイズ分布は灰色点線として示され、ＳＬＥ０４のサイズ分布は黒色
実線として示される。短い血漿ＤＮＡ断片は、９人の健常対照患者においてよりも、ＳＬ
Ｅ０４においてより豊富であった。より短いＤＮＡ断片は概してより低メチル化状態であ
るため、このサイズ分布パターンは、血漿ＤＮＡのメチル化解析を混乱させ、さらなる見
かけの低メチル化をもたらし得る。
【０３４６】
　いくつかの実施形態において、血漿ＤＮＡメチル化解析に対するサイズ分布の交絡効果
を低減させるために、測定されたメチル化レベルは正規化され得る。例えば、複数個の部
位におけるＤＮＡ分子のサイズが測定され得る。種々の実施において、測定によって、Ｄ
ＮＡ分子の特定のサイズ（例えば、長さ）が得られるか、またはサイズにも対応し得る、
サイズが特定の範囲内にあることが単に決定され得る。次に、正規化されたメチル化レベ
ルはカットオフ値と比較され得る。サイズ分布の血漿ＤＮＡメチル化解析に対する交絡効
果を低減させるための正規化を行うための、いくつかの方法がある。
【０３４７】
　一実施形態では、ＤＮＡ（例えば、血漿ＤＮＡ）のサイズ分画が行われ得る。サイズ分
画は、類似のサイズを有するＤＮＡ断片が、カットオフ値と整合的な様式でメチル化レベ
ルを決定するのに用いられることを確実にし得る。サイズ分画の一部として、第一のサイ
ズ（例えば、第一の長さ範囲）を有するＤＮＡ断片が選択され得、ここで、第一のカット
オフ値は第一のサイズに対応している。正規化は、それらの選択されたＤＮＡ断片のみを
用いてメチル化レベルを算出することにより達成され得る。
【０３４８】
　サイズ分画は、種々の方法で、例えば、異なるサイズのＤＮＡ分子の物理的分離によっ
て（例えば電気泳動もしくはマイクロフルイディクスに基づく科学技術、または遠心分離
に基づく科学技術によって）、またはインシリコ解析によって、達成され得る。インシリ
コ解析において、一実施形態では、血漿ＤＮＡ分子のペアエンド大規模並列配列決定が行
われ得る。次に、配列決定された分子のサイズが、血漿ＤＮＡ分子の２つの末端のそれぞ
れの位置を参照ヒトゲノムと比較することにより、推定され得る。次に、一つまたは複数
のサイズ選択判定基準（例えば、特定の範囲内であるサイズの判定基準）に適合する配列
決定されたＤＮＡ分子を選択することにより、その後の解析が行われ得る。従って、一実
施形態では、より小さなサイズ（例えば、特定の範囲内）を有する断片のメチル化密度が
解析され得る。カットオフ値（例えば、方法２８００のブロック２８４０における）は、
同じサイズ範囲内の断片に基づいて決定され得る。例えば、メチル化レベルはがんを有す
るまたはがんを有さないことが知られている試料から決定され得、カットオフ値はこれら
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のメチル化レベルから決定され得る。
【０３４９】
　別の実施形態では、循環ＤＮＡのメチル化密度およびサイズ間の関数関係が決定され得
る。関数関係は、関数のデータポイントまたは係数によって定義され得る。関数関係はそ
れぞれのサイズに対応するスケーリング値を与え得る（例えば、より短いサイズはメチル
化に対する対応する増加を有し得る）。種々の実施において、スケーリング値は、０～１
または１超であり得る。
【０３５０】
　正規化は平均サイズに基づいて行われ得る。例えば、第一メチル化レベルを算出するの
に用いられるＤＮＡ分子に対応する平均サイズがコンピュータで算出され得、その第一メ
チル化レベルが対応するスケーリング値（すなわち、平均サイズに対応している）で乗算
され得る。別の例として、各ＤＮＡ分子のメチル化密度は、ＤＮＡ分子のサイズ並びにＤ
ＮＡサイズおよびメチル化間の関連性に従って正規化され得る。
【０３５１】
　別の実施において、正規化は分子毎に行われ得る。例えば、特定部位におけるＤＮＡ分
子のそれぞれのサイズが（例えば、上記のように）得られ、それぞれのサイズに対応する
スケーリング値が関数関係から特定され得る。正規化されない算出において、各分子は部
位におけるメチル化指数の決定において同等に計数される。正規化された算出において、
メチル化指数に対する分子の寄与は、分子のサイズに対応するスケーリング因子によって
加重値が与えられ得る。
【０３５２】
　図３４Ｂおよび図３４Ｃは、ＳＬＥ患者ＳＬＥ０４（図３４Ｂ）およびＨＣＣ患者ＴＢ
Ｒ３６（図３４Ｃ）から得られた血漿ＤＮＡのメチル化解析を示している。外側の環は、
インシリコサイズ分画無しの血漿ＤＮＡのＺmeth結果を示している。内側の環は、１３０
ｂｐ以上の血漿ＤＮＡのＺmeth結果を示している。ＳＬＥ患者ＳＬＥ０４において、ビン
の８４％がインシリコサイズ分画無しで低メチル化を示した。低メチル化を示すビンの割
合は、１３０ｂｐ以上の断片のみが解析された場合に、１５％にまで減少した。ＨＣＣ患
者ＴＢＲ３６において、ビンの９８．５％および９８．６％が、それぞれインシリコサイ
ズ分画有りまたは無しで、血漿ＤＮＡの低メチル化を示した。これらの結果は、インシリ
コサイズ分画が、血漿ＤＮＡの断片化の増加（例えば、ＳＬＥまたは他の炎症性疾患を有
する患者における）に関連する、偽陽性の低メチル化結果を効果的に減少させ得ることを
示唆している。
【０３５３】
　一実施形態では、サイズ分画有りおよび無しの解析の結果が比較されて、メチル化結果
に対するサイズの交絡効果が存在するかが示され得る。従って、正規化に加えて、または
正規化の代わりに、特定のサイズにおけるメチル化レベルの算出が、カットオフ値を超え
るビンの割合がサイズ分画有りおよび無しで異なる場合の偽陽性の可能性が存在するかど
うか、または特定のメチル化レベルのみが異なるのかどうかを決定するために、用いられ
得る。例えば、サイズ分画有りおよび無しでの試料の結果間の有意差の存在が、異常な断
片化パターンによる偽陽性結果の可能性を示すために用いられ得る。差異が有意であるか
どうかを決定するための閾値は、がん患者のコホートおよび非がん対照患者のコホートの
解析によって確立され得る。
【０３５４】
Ｉ．　血漿中のゲノムワイドなＣＧ島高度メチル化の解析
　全体的な低メチル化に加えて、ＣＧ島の高度メチル化が、がんにおいて共通して観察さ
れる（SSB Baylin et al. 2011 Nat Rev Cancer; 11: 726-734; PA Jones et al. 2007, 
Cell; 128: 683-692; M Esteller et al. 2007 Nat Rev Genet 2007; 8: 286-298; M Ehr
lich et al. 2002 Oncogene 2002; 21: 5400-5413）。このセクションでは、がんを検出
およびモニタリングするためのＣＧ島高度メチル化のゲノムワイド解析の使用について記
載する。
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【０３５５】
　図３５は、本発明の実施形態に従って、ＣＧ島の高度メチル化に基づいてがんのレベル
の分類を決定する、方法３５００のフローチャートである。方法２８００の複数の部位に
はＣｐＧ部位が含まれ得、ここで、ＣｐＧ部位は複数のＣＧ島に構築され、各ＣＧ島は一
つまたは複数のＣｐＧ部位を含んでいる。各ＣＧ島のメチル化レベルは、がんのレベルの
分類を決定するために用いられ得る。
【０３５６】
　ブロック３５１０において、解析されるＣＧ島が特定される。この解析において、一例
として、健常参照対象の血漿における比較的低いメチル化密度を特徴とする、解析される
一連のＣＧ島が定義された。一態様において、がん関連高度メチル化の検出をより容易に
可能とするために、参照群におけるメチル化密度の変化は比較的小さなものであり得る。
一実施形態では、ＣＧ島は参照群における第一の割合に満たない平均メチル化密度を有し
、参照群におけるメチル化密度の変動係数は第二の割合に満たない。
【０３５７】
　一例として、説明を目的として、以下の判定基準が有用なＣＧ島を特定するために用い
られる：
　ｉ．　参照群（例えば健常対象）におけるＣＧ島の平均メチル化密度が５％未満
　ｉｉ．　参照群（例えば健常対象）の血漿におけるメチル化密度の解析の変動係数が３
０％未満。これらのパラメーターは特定の適用のために調整され得る。我々のデータセッ
トから、ゲノム内の４５４のＣＧ島がこれらの判定基準を満たした。
【０３５８】
　ブロック３５２０において、各ＣＧ島のメチル化密度が算出される。メチル化密度は本
明細書に記載の通りに算出され得る。
【０３５９】
　ブロック３５３０において、各ＣＧ島が高度メチル化されているかどうかが決定される
。例えば、検査症例のＣＧ島高度メチル化の解析において、各ＣＧ島のメチル化密度は、
参照群の対応するデータと比較された。メチル化密度（メチル化レベルの一例）が一つま
たは複数のカットオフ値と比較されて、特定の島が高度メチル化されているかどうかが決
定され得る。
【０３６０】
　一実施形態では、第一カットオフ値は、参照群のメチル化密度の平均値＋特定の割合に
一致し得る。別のカットオフ値は、参照群のメチル化密度の平均値＋特定の標準偏差値に
一致し得る。ある実施では、Ｚ値（Ｚmeth）が算出され、カットオフ値と比較された。一
例として、検査対象（例えば、がんを検診されている対象）におけるＣＧ島は、以下の判
定基準を満たした場合に有意に高度メチル化されていると見なされた：
　ｉ．　そのメチル化密度が参照群の平均値よりも２％より高く、
　ｉｉ．　Ｚmethが３より大きい。
また、これらのパラメーターは特定の適用のために調整され得る。
【０３６１】
　ブロック３５４０において、高度メチル化ＣＧ島のメチル化密度（例えば、Ｚ値）は、
累積スコアを決定するために用いられる。例えば、有意に高度メチル化されたＣＧ島を全
て特定した後、Ｚ値の和または高度メチル化されたＣＧ島全てのＺ値の関数を含むスコア
が算出され得る。スコアの一例は、別のセクションに記載される累積確率（ＣＰ）スコア
である。累積確率スコアは、確率分布（例えば、自由度３を有するスチューデントｔ確率
分布）に従って、そのような観察を偶然に有する確率を決定するためにＺmethを用いる。
【０３６２】
　ブロック３５５０において、累積スコアは、がんのレベルの分類を決定するために、累
積閾値と比較される。例えば、特定されたＣＧ島における全高度メチル化が充分に大きい
場合、その生物はがんを有していると特定され得る。一実施形態では、累積閾値は参照群
から得られる最も高い累積スコアに一致する。
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【０３６３】
ＩＸ．　メチル化およびＣＮＡ
　上記のように、本明細書に記載のメチル化解析アプローチは、血漿中の腫瘍由来ＤＮＡ
の遺伝子変化に基づく他の方法と併用して用いられ得る。そのような方法の例には、がん
関連染色体異常の解析が含まれる（KCA Chan et al. 2013 Clin Chem; 59: 211-224; RJ 
Leary et al. 2012 Sci Transl Med; 4: 162ra154）。コピー数異常（ＣＮＡ）の側面は
、米国特許出願公開第１３／３０８，４７３号に記載されている。
【０３６４】
Ａ．　ＣＮＡ
　コピー数異常は、ゲノムの特定部分に整列するＤＮＡ断片を計数し、その計数を正規化
し、その計数ををカットオフ値と比較することにより検出され得る。種々の実施形態にお
いて、正規化は、ゲノムの同一部分の別のハプロタイプに整列したＤＮＡ断片の計数によ
って（相対ハプロタイプ適用量（relative haplotype dosage：ＲＨＤＯ））またはゲノ
ムの別の部分に整列したＤＮＡ断片の計数によって、行われ得る。
【０３６５】
　ＲＨＤＯ法はヘテロ接合性遺伝子座の使用に依存している。本セクションに記載される
実施形態は、２つの領域および同一領域の２つでないハプロタイプを比較することにより
、ホモ接合性の遺伝子座に対しても用いることができ、故に、非ハプロタイプ特異的であ
る。相対染色体領域適用量法（relative chromosomal region dosage method）において
、１つの染色体領域由来の断片の数（例えば、その領域に整列した配列リードを計数する
ことにより決定される）は、期待値（参照染色体領域から、または健常であることが知ら
れている別の試料の同一領域から得られ得る）と比較される。このように、染色体領域の
断片は、配列決定されたタグがどのハプロタイプ由来であるかにかかわらず、計数される
。従って、非ヘテロ接合性遺伝子座を含有する配列リードも用いることができる。比較を
行うために、ある実施形態では、比較の前にタグ数が正規化され得る。各領域は少なくと
も２つの遺伝子座（互いに分離される）によって定義され、これらの遺伝子座における断
片は、その領域に関する集合的値を得るために用いられ得る。
【０３６６】
　特定領域の配列決定されたリード（タグ）の正規化数は、その領域に整列している配列
決定されたリードの数を、ゲノム全体に整列可能な配列決定されたリードの総数で除算す
ることによって、算出され得る。この正規化されたタグ数は、ある試料から得られた結果
を、別の試料の結果と比較することを可能にする。例えば、正規化数は、上記のように、
特定領域由来であることが期待される配列決定されたリードの比（例えば、割合または分
率）であり得る。他の実施形態では、正規化のための他の方法が可能である。例えば、１
つの領域の計数の数を、参照領域（上記例において、該参照領域は単なるゲノム全体であ
る）の計数の数で除算することにより、正規化することができる。この正規化されたタグ
数は、次に、がんを示さない一つまたは複数の参照試料から決定され得る閾値と比較され
得る。
【０３６７】
　検査症例の正規化されたタグ数は、次に、一つまたは複数の参照対象（例えばがんを有
さない一つまたは複数の参照対象）の正規化されたタグ数と比較される。一実施形態では
、前記比較は、特定の染色体領域における前記症例のＺ値を算出することにより、行われ
る。Ｚ値は、下記式を用いて算出され得：Ｚ値＝（症例の正規化されたタグ数－平均値）
／ＳＤ、式中、「平均値」は、参照試料の特定の染色体領域に整列している正規化された
タグ数の平均値であり；ＳＤは、参照試料の特定の領域に整列している正規化されたタグ
数の数の標準偏差である。従って、Ｚ値は、検査症例の染色体領域の正規化されたタグ数
が、一つまたは複数の参照対象の同一染色体領域の正規化された平均タグ数から逸脱して
いる、標準偏差の数である。
【０３６８】
　検査生物ががんを有する状況において、腫瘍組織において増幅された染色体領域は、血
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漿ＤＮＡ中で大きな比率を占める。これは、正の値のＺ値をもたらす。一方、腫瘍組織に
おいて欠失している染色体領域は、血漿ＤＮＡ中で小さな比率を占める。これは、負の値
のＺ値をもたらす。Ｚ値の大きさはいくつかの因子によって決定される。
【０３６９】
　１つの因子は、生物試料（例えば血漿）中の腫瘍由来ＤＮＡの濃度分率である。試料（
例えば血漿）中の腫瘍由来ＤＮＡの濃度分率が高いほど、検査症例および参照症例の正規
化されたタグ数の間の差異はより大きくなる。従って、より大きな規模のＺ値がもたらさ
れる。
【０３７０】
　別の因子は、一つまたは複数の参照症例における正規化されたタグ数の変動である。検
査症例の生物試料（例えば血漿）における染色体領域の過剰提示が同じ程度である場合、
参照群における正規化されたタグ数のより小さな変動（すなわち、より小さな標準偏差）
は、より大きなＺ値をもたらす。同様に、検査症例の生物試料（例えば血漿）における染
色体領域の過小提示が同じ程度である場合、参照群における正規化されたタグ数のより小
さな標準偏差は、さらに負のＺ値をもたらす。
【０３７１】
　別の因子は、腫瘍組織における染色体異常の規模である。染色体異常の規模は、特定の
染色体領域のコピー数変化（増加または減少）を指す。腫瘍組織におけるコピー数変化が
より高いほど、血漿ＤＮＡ中の特定の染色体領域の過剰または過小提示の程度はより高く
なる。例えば、染色体の両方のコピーの損失は、染色体の２つのコピーのうちの一方の損
失よりも、血漿ＤＮＡ中の染色体領域のより大きな過小提示をもたらし、故に、さらに負
のＺ値をもたらす。典型的に、がんには複数の染色体異常が存在する。それぞれのがんに
おける染色体異常は、その性質（すなわち、増幅または欠失）、その程度（単一または複
数のコピーの増加または減少）およびその範囲（染色体の長さに関する異常のサイズ）に
よってさらに異なり得る。
【０３７２】
　正規化されたタグ数を測定する精度は、解析される分子の数によって影響を受ける。１
つのコピー変化（増加または減少）を有する染色体異常を検出するために、濃度分率がそ
れぞれおよそ１２．５％、６．３％および３．２％である場合、１５，０００、６０，０
００および２４０，０００個の分子が解析される必要があると予想される。異なる染色体
領域におけるがんの検出におけるタグ計数のさらなる詳細は、Lo et al.による「Diagnos
ing Fetal Chromosomal Aneuploidy Using Massively Parallel Genomic Sequencing」と
いう題名の米国特許出願公開第２００９／００２９３７７号に記載されており、該米国特
許出願公開の全ての内容はあらゆる目的で参照によって本明細書組み込まれる。
【０３７３】
　実施形態では、タグ計数法の代わりに、サイズ解析も用いられ得る。サイズ解析はまた
、正規化されたタグ数の代わりに用いられ得る。サイズ解析では、本明細書および米国特
許出願公開第１２／９４０，９９２号に記載の種々のパラメーターが用いられ得る。例え
ば、上記からのＱ値またはＦ値が用いられ得る。そのようなサイズ値は、これらの値がリ
ードの数に対応していないため、他の領域からの計数による正規化を必要としない。上記
の、および米国特許出願公開第１３／３０８，４７３号により詳細に記載されるＲＨＤＯ
法等の、ハプロタイプ特異的な方法の手法は、非特異的な方法にも用いられ得る。例えば
、領域の深度および細分化（refinement）を含む手法が用いられ得る。いくつかの実施形
態において、特定領域のＧＣ傾向が２つの領域を比較する際に考慮され得る。ＲＨＤＯ法
は同一領域を用いるため、そのような補正は不要である。
【０３７４】
　ある種のがんは典型的に特定の染色体領域内に異常を有して存在し得るが、そのような
がんは、常に排他的に、そのような領域内に異常を有して存在しているわけではない。例
えば、追加の染色体領域が異常を示す場合があり、そのような追加の領域の位置は未知で
ある場合がある。さらに、がんの初期段階を特定するために患者を検診する際、ゲノム全
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体わたって存在する異常を示し得る、広範ながんの特定が望まれる場合がある。これらの
状況に対応するため、実施形態では、複数の領域が系統的に解析されて、どの領域が異常
を示しているかが決定され得る。異常の数およびそれらの位置（例えば、それらが近接し
ているかどうか）が、例えば、異常を確認し、がんのステージを決定し、がんの診断を下
し（例えば、前記数が閾値よりも大きい場合）、異常を示している種々の領域の数および
位置に基づいて予後を下すために、用いられ得る。
【０３７５】
　従って、実施形態では、異常を示す領域の数に基づいて、生物ががんを有しているかど
うかが特定され得る。従って、異常を示す領域の数を特定するために、複数の領域（例え
ば、３，０００）が検査され得る。前記領域は、ゲノム全体にわたっていてもよいし、あ
るいはゲノムの部分のみ（例えば、非反復領域）にわたっていてもよい。
【０３７６】
　図３６は、本発明の実施形態に従って複数の染色体領域を用いて生物の生物試料を解析
する、方法３６００のフローチャートである。生物試料には核酸分子（断片とも称される
）が含まれる。
【０３７７】
　ブロック３６１０において、生物のゲノムの複数の領域（例えば、非オーバーラップ領
域）が特定される。各染色体領域には複数の遺伝子座が含まれる。領域は、１Ｍｂのサイ
ズ、またはいくつかの他の同等のサイズであり得る。領域が１Ｍｂサイズである場合、ゲ
ノム全体には、それぞれ所定のサイズおよび位置を有する約３，０００個の領域が含まれ
得る。そのような所定の領域は、特定の染色体の長さまたは用いられる領域の特定の数、
および本明細書に記載のあらゆる他の判定基準に適応するために、変動し得る。領域が異
なる長さを有する場合、そのような長さは、例えば、本明細書に記載のように、結果を正
規化するために用いられ得る。領域は、特定の生物のある特定の判定基準に基づいて、お
よび／または検査されているがんの知見に基づいて、具体的に選択され得る。領域は任意
に選択もされ得る。
【０３７８】
　ブロック３６２０において、生物の参照ゲノム内の核酸分子の位置が、複数の核酸分子
のそれぞれについて特定される。前記位置は、本明細書に記載の方法のいずれかで、例え
ば、配列決定されたタグを得るために断片を配列決定し、配列決定されたタグを参照ゲノ
ムに整列させることにより、決定され得る。分子の特定のハプロタイプも、ハプロタイプ
特異的な方法のために決定され得る。
【０３７９】
　染色体領域のそれぞれについて、ブロック３６３０～３６５０が行われる。ブロック３
６３０において、それぞれの核酸分子群が、特定された位置に基づいて、該染色体領域に
由来することが特定される。各群には、前記染色体領域の複数個の遺伝子座のそれぞれに
位置する、少なくとも１つの核酸分子が含まれ得る。一実施形態では、前記群は、前記染
色体領域の特定のハプロタイプに（例えば、上記のＲＨＤＯに）整列する断片であり得る
。別の実施形態では、前記群は、前記染色体領域に整列するあらゆる断片であり得る。
【０３８０】
　ブロック３６４０において、コンピューターシステムによって、各核酸分子群の各値が
算出される。各値は、各群の核酸分子の特定を定義する。各値は本明細書に記載される値
のいずれかであり得る。例えば、前記値は、群における断片の数または群における断片の
サイズ分布の統計値であり得る。各値はまた、正規化数、例えば、試料におけるタグ数の
総数または参照領域におけるタグ数の数で除算された領域のタグ数であり得る。各値は、
別の値（例えば、ＲＨＤＯにおける）からの差異または比であり得、それによって領域に
おける差異の特性が得られ得る。
【０３８１】
　ブロック３６５０において、各値が基準値と比較されて、第一の染色体領域が欠失また
は増幅を示すかどうかの分類が決定される。この基準値は、本明細書に記載のいかなる閾
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値または基準値であってもよい。例えば、基準値は正常試料において決定された閾値であ
り得る。ＲＨＤＯにおいて、各値は２つのハプロタイプにおけるタグ数の差異または比で
あり得、基準値は統計的に有意な逸脱が存在することを決定するための閾値であり得る。
別の例として、基準値は別のハプロタイプまたは領域のタグ数またはサイズ値であり得、
比較には、差異または比（またはそのような比の関数）を得た後、その差異または比が閾
値よりも大きいかどうかを決定することが含まれ得る。
【０３８２】
　基準値は他の領域の結果に基づいて変動し得る。例えば、隣接する領域も逸脱を示す場
合（ある閾値（例えば、３のＺ値）と比較して小さいが）、より小さなが用いられ得る。
例えば、３つの連続した領域全てが第一の閾値を上回る場合、がんである可能性が高い。
従って、この第一の閾値は、非連続領域からがんを特定するのに必要な別の閾値よりも低
くてもよい。小さくとも逸脱を有する３つの領域（または３つより多い）を有することは
、感度および特異度が保存され得る偶然の影響の可能性が、充分に低くなり得る。
【０３８３】
　ブロック３６６０において、欠失または増幅を示すと分類されるゲノム領域の量が決定
される。計数される染色体領域には制限があり得る。例えば、少なくとも１つの他の領域
と隣接している領域のみが計数され得る（または、隣接領域はある特定のサイズ（例えば
、４以上の領域）であることが必要とされ得る）。領域が等しくない実施形態において、
前記数は、それぞれの長さも説明し得る（例えば、前記数は異常な領域の全長であり得る
）。
【０３８４】
　ブロック３６７０において、前記量が量閾値と比較されて、試料の分類が決定される。
例として、分類は、生物ががんを有しているかどうか、がんのステージ、およびがんの予
後であり得る。一実施形態では、全ての異常な領域が計数され、それらの領域がどこに出
現するかにかかわらず、単一の閾値が用いられる。別の実施形態では、閾値は、計数され
た領域の位置およびサイズに基づいて変動し得る。例えば、特定の染色体または染色体腕
上の領域の量は、その特定の染色体（または腕）の閾値と比較され得る。複数の閾値を用
いてもよい。例えば、特定の染色体（または腕）上の異常な領域の量は、第一の閾値より
も大きくなくてはならず、ゲノム内の異常な領域の総量は第二の閾値よりも大きくなくて
はならない。閾値は、欠失または増幅を示すことが決定された領域の割合であり得る。
【０３８５】
　領域の量に対するこの閾値は、計数された領域において不均衡がどれだけ強いかにも依
存し得る。例えば、がんの分類を決定するための閾値として用いられる領域の量は、各領
域における異常を検出するために用いられる特異度および感度（異常な閾値）に依存し得
る。例えば、異常な閾値が低い場合（例えば２のＺ値）、量閾値は、高く（例えば、１５
０）あることが選択され得る。しかし、異常な閾値が高い場合（例えば、３のＺ値）、量
閾値は低くなり得る（例えば、５０）。また、異常を示す領域の量は加重値であり得、例
えば、高度な不均衡を示す１つの領域は、小さな不均衡を示すだけの領域よりも高く加重
され得る（すなわち、異常について単なる陽性および陰性よりも多くの分類が存在する）
。一例として、Ｚ値の和が用いられ得、それにより加重値が用いられる。
【０３８６】
　従って、正規化されたタグ数（または群の特性における他の各値）の有意な過剰または
過小提示を示す染色体領域の量（数および／またはサイズを含み得る）は、疾患の重症度
を反映するために用いられ得る。異常な正規化されたタグ数を有する染色体領域の量は、
２つの因子、すなわち、腫瘍組織内の染色体異常の数（またはサイズ）および生物試料（
例えば血漿）中の腫瘍由来ＤＮＡの濃度分率によって決定され得る。より進行したがんは
、より多くの（且つより大きな）染色体異常を示す傾向がある。従って、より多くのがん
関連染色体異常が、試料（例えば血漿）中で検出可能であり得る。より進行したがんを有
する患者において、より高い腫瘍量は、血漿中の腫瘍由来ＤＮＡのより高い濃度分率をも
たらすだろう。結果として、腫瘍関連染色体異常は、血漿試料中でより容易に検出される
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であろう。
【０３８７】
　特異度を犠牲にせずに感度を向上させるための１つの可能なアプローチは、隣接する染
色体セグメントの結果を考慮することである。一実施形態では、Ｚ値のカットオフは、２
超および－２未満のままである。しかし、染色体領域は、２つの連続したセグメントが同
じタイプの異常を示す（例えば、両方のセグメントが２超のＺ値を有する）場合にのみ、
潜在的に異常であると分類される。他の実施形態では、隣接セグメントのＺ値は、より高
いカットオフ値を用いて、合計され得る。例えば、３つの連続したセグメントのＺ値が合
計され得、５のカットオフ値が用いられ得る。この概念は、３つを超える連続したセグメ
ントに拡張され得る。
【０３８８】
　量および異常な閾値の組み合わせは、解析の目的、および生物のあらゆる予備知識（ま
たはその欠如）にも依存し得る。例えば、健常集団をがんについて検診する場合、典型的
には、領域の量（すなわち、領域の数に対する高い閾値）および領域が異常を有すると特
定された場合の異常な閾値のおそらく両方において、高い特異度が用いられる。しかし、
より高いリスクを有する患者（例えば、腫瘍（lump）または家族歴を訴える患者、喫煙者
、慢性的なヒトパピローマウイルス（ＨＰＶ）保因者、肝炎ウイルス保因者、または他の
ウイルス保因者）では、より高い感度（より少ない偽陰性）を持たせるために、閾値はよ
り低くなり得る。
【０３８９】
　一実施形態では、染色体異常を検出するために１Ｍｂ分解能および６．３％の腫瘍由来
ＤＮＡというより低い検出限界が用いられる場合、各１Ｍｂセグメントにおける分子の数
は、６０，０００であることが必要となる。これは、ゲノム全体においておよそ１．８億
（６０，０００リード／Ｍｂ×３，０００Ｍｂ）の整列可能なリードに置き換えられる。
【０３９０】
　より小さなセグメントサイズは、より小さな染色体異常を検出するためのより高い分解
能を与える。しかし、これは、全体で解析される分子の数の要求を増加させる。より大き
なセグメントサイズは、分解能を犠牲にして、解析に必要な分子の数を減少させる。従っ
て、より大きな異常のみが検出され得る。ある実施では、より大きな領域が用いられ得、
異常を示すセグメントが細分割され得、これらの小領域が解析されてより良好な分解能が
得られ得る（例えば、上記の通り）。検出される欠失または増幅のサイズ（または検出す
るための最低濃度）についの推定を有する場合、解析される分子の数は減少し得る。
【０３９１】
Ｂ．　亜硫酸水素塩処理血漿ＤＮＡの配列決定に基づくＣＮＡ
　ゲノムワイドな低メチル化およびＣＮＡは、腫瘍組織において頻繁に観察され得る。こ
こで、ＣＮＡおよびがん関連メチル化変化の情報が血漿ＤＮＡの亜硫酸水素塩配列決定か
ら同時に得られ得ることを示す。それら２つのタイプの解析は同じデータセットに対して
実行することができるため、ＣＮＡ解析のための追加のコストは実質的に存在しない。他
の実施形態では、メチル化情報および遺伝情報を得るために異なる手順が用いられ得る。
他の実施形態では、ＣＮＡ解析と組み合わせて、がん関連高度メチル化に対する同様の解
析が行われ得る。
【０３９２】
　図３７Ａは、患者ＴＢＲ３６の腫瘍組織、非亜硫酸水素塩（ＢＳ）処理血漿ＤＮＡおよ
び亜硫酸水素塩処理血漿ＤＮＡのＣＮＡ解析（内側から外側に）を示している。図３７Ａ
は、患者ＴＢＲ３６の腫瘍組織、非亜硫酸水素塩（ＢＳ）処理血漿ＤＮＡおよび亜硫酸水
素塩処理血漿ＤＮＡのＣＮＡ解析（内側から外側に）を示している。最外側の環は染色体
模式図を示している。各ドットは１Ｍｂ領域の結果を表している。緑色、赤色および灰色
のドットは、それぞれ、コピー数増加を有する領域、コピー数減少を有する領域およびコ
ピー数変化が無い領域を表している。血漿解析において、Ｚ値が示される。２本の同心性
の線の間には５の差異が存在する。腫瘍組織解析において、コピー数が示される。２本の
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織、非亜硫酸水素塩（ＢＳ）処理血漿ＤＮＡおよび亜硫酸水素塩処理血漿ＤＮＡ（内側か
ら外側に）のＣＮＡ解析を示している。亜硫酸水素塩処理血漿試料および非亜硫酸水素塩
処理血漿試料において検出されたＣＮＡのパターンは一致した。
【０３９３】
　腫瘍組織、非亜硫酸水素塩処理血漿および亜硫酸水素塩処理血漿において検出されたＣ
ＮＡのパターンは一致した。亜硫酸水素塩処理血漿および非亜硫酸水素塩処理血漿の結果
の間の一致をさらに評価するために、散布図が作成される。図３７Ｂは、患者ＴＢＲ３６
の１Ｍｂビンの亜硫酸水素塩処理血漿および非亜硫酸水素塩処理血漿を用いるＣＮＡの検
出におけるＺ値間の関連性を示す、散布図である。それら２つの解析のＺ値の間に正相関
が観察された（ｒ＝０．８９、ｐ＜０．００１、ピアソン相関）。図３８Ｂは、患者ＴＢ
Ｒ３４の１Ｍｂビンの亜硫酸水素塩処理血漿および非亜硫酸水素塩処理血漿を用いるＣＮ
Ａの検出におけるＺ値間の関連性を示す、散布図である。それら２つの解析のＺ値の間に
正相関が観察された（ｒ＝０．８１、ｐ＜０．００１、ピアソン相関）。
【０３９４】
Ｃ．　がん関連ＣＮＡおよびメチル化変化の相乗的解析
　上記のように、ＣＮＡの解析は各１Ｍｂ領域内の配列リードの数の計数を含み得るが、
一方、メチル化密度の解析は、メチル化されているＣｐＧジヌクレオチドにおけるシトシ
ン残基の割合の検出が含まれ得る。これら２つの解析の組み合わせは、がんの検出におい
て相乗的な情報を与え得る。例えば、メチル化分類およびＣＮＡ分類が用いられることで
、がんのレベルの第三の分類が決定され得る。
【０３９５】
　一実施形態では、がん関連ＣＮＡまたはメチル化変化のいずれかの存在が用いられて、
がんの潜在的な存在が示され得る。そのような実施形態において、がんを検出する感度は
、ＣＮＡまたはメチル化変化が検査対象の血漿に存在する場合に増加し得る。別の実施形
態では、両方の変化の存在が用いられて、がんの存在が示され得る。そのような実施形態
において、これら２つのタイプの変化のいずれかが幾人かの非がん対象において潜在的に
検出され得るため、検査の特異度は向上され得る。従って、第三の分類は、第一の分類お
よび第二の分類の両方ががんを示す場合にのみ、がん陽性であり得る。
【０３９６】
　２６人のＨＣＣ患者および２２人の健常対象が募集した。血液試料を各対象から採取し
、血漿ＤＮＡを亜硫酸水素塩処理後に配列決定した。ＨＣＣ患者において、血液試料は診
断時に採取された。有意な量のＣＮＡの存在は、例えば、－３未満または３超のＺ値を示
す５％超のビンを有するものとして定義した。有意な量のがん関連低メチル化の存在は、
－３未満のＺ値を示す３％超のビンを有するものとして定義した。例として、領域（ビン
）の量は、ビンの生の数、割合、およびビンの長さとして表され得る。
【０３９７】
　表３は、亜硫酸水素塩処理血漿ＤＮＡに対する大規模並列配列決定を用いた、２６人の
ＨＣＣ患者の血漿における有意な量のＣＮＡおよびメチル化変化の検出を示している。
【０３９８】
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【表３】

【０３９９】
　がん関連メチル化変化およびＣＮＡの検出率は、それぞれ、６９％および５０％であっ
た。がんの潜在的な存在を示すためにいずれかの判定基準の存在が用いられた場合、検出
率（すなわち、診断鋭敏度）は７３％に向上した。
【０４００】
　ＣＮＡ（図３９Ａ）またはメチル化変化（図３９Ｂ）の存在を示す２人の患者の結果が
示される。図３９Ａは、ＨＣＣ患者ＴＢＲ２４０の亜硫酸水素塩処理血漿のＣＮＡ（内側
の環）およびメチル化解析（外側の環）を示す、Ｃｉｒｃｏｓプロットである。ＣＮＡ解
析において、緑色、赤色および灰色のドットは、それぞれ、染色体の増加を有する、染色
体の減少を有する、およびコピー数に変化が無い領域を表す。メチル化解析において、緑
意図、赤色および灰色のドットは、それぞれ、高度メチル化、低メチル化および正常なメ
チル化を有する領域を表す。この患者において、がん関連ＣＮＡが血漿において検出され
たが、メチル化解析は有意な量のがん関連低メチル化を示さなかった。図３９Ｂは、ＨＣ
Ｃ患者ＴＢＲ１６４の亜硫酸水素塩処理血漿の、ＣＮＡ（内側の環）およびメチル化解析
（外側の環）を示す、Ｃｉｒｃｏｓプロットである。この患者において、がん関連低メチ
ル化が血漿において検出された。しかし、有意な量のＣＮＡを観察することができなかっ
た。ＣＮＡおよびメチル化変化の両方の存在を示す２人の患者の結果は図４８Ａ（ＴＢＲ
３６）および図４９Ａ（ＴＢＲ３４）に示される。
【０４０１】
　表４は、亜硫酸水素塩処理血漿ＤＮＡに対する大規模並列配列決定を用いた、２２人の
対照患者の血漿における有意な量のＣＮＡおよびメチル化変化の検出を示している。ブー
トストラッピング（すなわち、一個抜き）法を各対照患者の評価に用いた。従って、特定
の対象が評価された場合、その他の２１人の対象は対照群の平均値およびＳＤの算出に用
いられた。
【０４０２】

【表４】

【０４０３】
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　有意な量のメチル化変化およびＣＮＡの検出の特異度は、それぞれ、８６％および９１
％であった。両方の判定基準の存在ががんの潜在的な存在を示すために必要であった場合
に、特異度は９５％まで向上した。
【０４０４】
　一実施形態では、ＣＮＡおよび／または低メチル化陽性の試料はがん陽性と見なされ、
試料は、その両方が検出できない場合、陰性と見なされる。「または」の論法を用いるこ
とで、より高い感度が与えられる。別の実施形態では、ＣＮＡおよび低メチル化の両方に
ついて陽性である試料のみが、がん陽性と見なされ、それにより、より高い特異度が与え
られる。さらに別の実施形態では、３階層の分類が用いられ得る。対象は、ｉ．共に正常
；ｉｉ．一方が異常；ｉｉｉ．共に異常に分類される。
【０４０５】
　これら３つの分類に異なる追跡戦略が用いられ得る。例えば、（ｉｉｉ）の対象は、最
も集中的な追跡プロトコル（例えば、全身イメージングを含む）を施され得；（ｉｉ）の
対象は、それほど集中的でない追跡プロトコル（例えば、数週間という比較的短い時間間
隔の後の反復血漿ＤＮＡ塩基配列決定法）を施され得；（ｉ）の対象は、最も集中的でな
い追跡プロトコル（例えば、幾年後かの再検査）を施され得る。他の実施形態では、メチ
ル化およびＣＮＡの測定値が、分類をさらに細分化するための他の臨床的パラメーター（
例えば、イメージングの結果または血清生化学）と組み合わせて用いられ得る。
【０４０６】
Ｄ．　治療を目的とした処置後の血漿ＤＮＡ解析の予後値
　血漿におけるがん関連ＣＮＡおよび／またはメチル化変化の存在は、がん患者の循環血
液中の腫瘍由来ＤＮＡの存在を示す。これらのがん関連変化の減少または排除が、処置（
例えば、外科手術）後に期待される。一方、処置後における血漿中のこれらの変化の持続
は、身体からの全腫瘍細胞の不完全な除去を示し得、疾患再発の有用な予後判定因子とな
り得る。
【０４０７】
　血液試料を、腫瘍の治療を目的とした外科的切除の１週間後に、２人のＨＣＣ患者、Ｔ
ＢＲ３４およびＴＢＲ３６から採取した。ＣＮＡおよびメチル化解析を、亜硫酸水素塩処
理した処置後血漿試料に対して行った。
【０４０８】
　図４０Ａは、ＨＣＣ患者ＴＢＲ３６の腫瘍の外科的切除の前（内側の環）および後（外
側の環）に採取された、亜硫酸水素塩処理血漿ＤＮＡに対するＣＮＡ解析を示している。
各ドットは１Ｍｂ領域の結果を表している。緑色、赤色および灰色のドットは、それぞれ
、コピー数増加を有する領域、コピー数減少を有する領域およびコピー数に変化が無い領
域を表している。処置前に観察されたＣＮＡの大部分は腫瘍切除後に消失した。－３未満
または３超のＺ値を示すビンの割合は、２５％から６．６％に減少した。
【０４０９】
　図４０Ｂは、ＨＣＣ患者ＴＢＲ３６の腫瘍の外科的切除の前（内側の環）および後（外
側の環）に採取された、亜硫酸水素塩処理血漿ＤＮＡに対するメチル化解析を示している
。緑色、赤色および灰色のドットは、それぞれ、高度メチル化、低メチル化および正常な
メチル化を有する領域を表している。有意な低メチル化を示すビンの割合に９０％から７
．９％への顕著な減少が見られ、低メチル化の程度も顕著な減少を示した。この患者は、
腫瘍切除の２２ヶ月後に完全な臨床的寛解を得た。
【０４１０】
　図４１Ａは、ＨＣＣ患者ＴＢＲ３４の腫瘍の外科的切除の前（内側の環）および後（外
側の環）に採取された、亜硫酸水素塩処理血漿ＤＮＡに対するＣＮＡ解析を示している。
腫瘍の外科的切除後にＣＮＡを示すビンの数および影響を受けたビンにおけるＣＮＡの規
模は共に減少するが、残留ＣＮＡが手術後血漿試料中に観察され得る。赤色の環は、残留
ＣＮＡが最も明白であった領域を強調している。－３未満または３超のＺ値を示すビンの
割合は５７％から１２％に減少した。
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【０４１１】
　図４１Ｂは、ＨＣＣ患者ＴＢＲ３４の腫瘍の外科的切除の前（内側の環）および後（外
側の環）に採取された、亜硫酸水素塩処理血漿ＤＮＡに対するメチル化解析を示している
。低メチル化の規模は腫瘍切除後に減少し、低メチル化ビンの平均Ｚ値は－７．９から－
４．０に減少した。しかし、－３未満のＺ値を有するビンの割合は逆の変化を示し、４１
％から８５％に増加した。この観察は、処置後における残留がん細胞の存在を潜在的に示
している。臨床的に、腫瘍切除の３ヵ月後に残りの非切除肝臓において、腫瘍小結節の複
数の病巣が検出された。肺転移が外科手術後４カ月目から観察された。患者は、手術から
８ヵ月後に局所再発および転移性疾患によって死亡した。
【０４１２】
　これら２人の患者（ＴＢＲ３４およびＴＢＲ３６）における観察は、ＣＮＡおよび低メ
チル化の、残留したがん関連変化の存在を、治療を目的とした処置後のがん患者のモニタ
リングおよび予後判定に用いることができることを示唆している。またデータは、検出さ
れた血漿ＣＮＡの量における変化の程度が、治療有効性の予後判定およびモニタリングの
ための、血漿ＤＮＡ低メチル化の範囲における変化の程度の評価と共に、相乗的に用いら
れ得ることを示した。
【０４１３】
　従って、いくつかの実施形態において、１つの生物試料が処置前に得られ、第二の生物
試料が処置（例えば、外科手術）後に得られる。第一の値が第一の試料において得られ、
例えば、領域のＺ値（例えば、領域メチル化レベルおよびＣＮＡの正規化された数）およ
び低メチル化およびＣＮＡ（例えば、増幅または欠失）を示す領域の数等である。第二の
値は第二の試料において得られ得る。別の実施形態では、第三、またはさらに追加された
試料が、処置後に得られ得る。低メチル化およびＣＮＡ（例えば、増幅または欠失）を示
す領域の数が、第三またはさらに追加された試料から得られ得る。
【０４１４】
　図４０Ａおよび図４１Ａについての上記のように、第一の試料における低メチル化を示
す領域の第一の数は、第二の試料における低メチル化を示す領域の第二の量と比較され得
る。図４０Ｂおよび図４１Ｂについての上記のように、第一の試料における低メチル化を
示す領域の第一の量は、第二の試料における低メチル化を示す領域の第二の量と比較され
得る。第一の量と第二の量との比較および第一の数と第二の数との比較が用いられて、処
置の予後が決定され得る。種々の実施形態において、それらの比較の一方のみが予後の決
定要因になり得、あるいは両方の比較が用いられ得る。第三またはさらに追加された試料
が得られる実施形態において、これらの試料のうちの一つまたは複数が用いられて、それ
自体により、または第二の試料との組み合わせにおいて、処置の予後が決定され得る。
【０４１５】
　ある実施において、予後は、第一の量および第二の量間の第一の差異が第一の差異閾値
を下回る場合に、悪化することが予想される。別の実施において、予後は、第一の数およ
び第二の数の間の第二の差異が第二の差異閾値を下回る場合に、悪化することが予想され
る。前記閾値は同じであっても異なっていてもよい。一実施形態では、第一の差異閾値お
よび第二の差異閾値はゼロである。従って、上記の例において、メチル化の値の間の差異
は、患者ＴＢＲ３４のさらに悪い予後を示す。
【０４１６】
　予後は、第一の差異および／または第二の差異が同じ閾値またはそれぞれの閾値を上回
る場合により良くなり得る。予後の分類は、差異がどれだけ大きく閾値を上回るまたは下
回っているかに依存し得る。複数の閾値が種々の分類を与えるために用いられ得る。より
大きな差異であるほど、より良い予後が予想され得、より小さな差異であるほど（および
さらには負の値）、より悪い予後が予想され得る。
【０４１７】
　いくつかの実施形態において、種々の試料が採取される時点も記録される。そのような
時間パラメーターを用いることで、前記量の変化の動態または速度が決定され得る。一実
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施形態では、血漿における腫瘍関連低メチル化の急速な減少および／または血漿における
腫瘍関連ＣＮＡの急速な減少は、良好な予後を予測するものである。逆に、血漿における
腫瘍関連低メチル化の静的（static）増加または急速な増加および／または腫瘍関連ＣＮ
Ａの静的増加または急速な増加は、不良な予後を予測するものである。メチル化およびＣ
ＮＡの測定は、臨床成績の予測のために、他の臨床的パラメーター（例えば、イメージン
グ結果または血清生化学またはタンパク質マーカー）と組み合わせて用いることができる
。
【０４１８】
　実施形態では血漿以外に他の試料が用いられ得る。例えば、腫瘍関連性のメチル化異常
（例えば、低メチル化）および／または腫瘍関連ＣＮＡが、がん患者の血液中で循環して
いる腫瘍細胞から、尿、便、唾液、痰、胆汁液、膵液、子宮頸部スワブ、生殖器系（例え
ば、膣）からの分泌物、腹水、胸膜液、精液、汗および涙中の無細胞ＤＮＡまたは腫瘍細
胞から、測定され得る。
【０４１９】
　種々の実施形態において、腫瘍関連メチル化異常（例えば、低メチル化）および／また
は腫瘍関連ＣＮＡは、乳がん、肺がん、結腸直腸がん、膵がん、卵巣がん、上咽頭癌、子
宮頸がん、メラノーマ、脳腫瘍等を有する患者の血液または血漿から検出され得る。実際
に、メチル化およびＣＮＡ等の遺伝子変化はがんにおいて普遍的な現象であるため、前記
アプローチは全てのがん型に用いられ得る。メチル化およびＣＮＡの測定値は、臨床成績
の予測のために、他の臨床的パラメーター（例えば、イメージング結果）と組み合わせて
用いられ得る。実施形態は、前癌病変部（例えば、腺腫）を有する患者の検診およびモニ
タリングにも用いられ得る。
【０４２０】
　従って、一実施形態では、生物試料は処置前に採取され、ＣＮＡおよびメチル化の測定
は処置後に繰り返される。前記測定から、欠失または増幅を示すことが決定された領域の
後の第一の量が得られ得、各領域カットオフ値を超える領域メチル化レベルを有すること
が決定された領域の後の第二の量が得られ得る。第一の量が後の第一の量と比較され、第
二の量が後の第二の量と比較されることで、生物の予後が決定され得る。
【０４２１】
　生物の予後を決定するための比較には、第一の量および後の第一の量の間の第一の差異
を決定することが含まれ得、第一の差異が一つまたは複数の第一の差異閾値と比較される
ことで、予後が決定され得る。生物の予後を決定するための比較には、第二の量および後
の第二の量の間の第二の差異を決定することが含まれ得、第二の差異は一つまたは複数の
第二の差異閾値と比較され得る。閾値は、ゼロまたは別の数であり得る。
【０４２２】
　予後は、第一の差異が第一の差異閾値を上回る場合よりも、第一の差異が第一の差異閾
値を下回る場合に、悪化することが予測され得る。予後は、第二の差異が第二の差異閾値
を上回る場合よりも、第二の差異が第二の差異閾値を下回る場合に、悪化することが予測
され得る。処置の例としては、免疫療法、外科手術、放射線療法、化学療法、抗体に基づ
く療法、遺伝子療法、エピジェネティック療法または標的療法が挙げられる。
【０４２３】
Ｅ．　性能
　ＣＮＡおよびメチル化解析における異なる数の配列リードおよび異なる数のビンサイズ
の診断能が以下に記載される。
【０４２４】
１．　配列リードの数
　一実施形態に従って、３２人の健常対照患者、２６人の肝細胞癌を有する患者および他
のがん型（例えば、上咽頭癌、乳がん、肺がん、神経内分泌がんおよび平滑筋肉腫）を有
する２０人の患者の、血漿ＤＮＡが解析された。３２人中２２人の健常対象が参照群とし
て無作為に選択された。これら２２人の参照個体の平均値および標準偏差（ＳＤ）が、メ
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いられた。各個体の血漿試料から抽出されたＤＮＡが、イルミナ社製ペアエンド配列決定
キットを用いる配列決定ライブラリー（sequencing library）構築のために用いられた。
配列決定ライブラリーは次に、非メチル化シトシン残基をウラシルに変換する亜硫酸水素
塩処理を受けた。各血漿試料の亜硫酸水素塩処理された配列決定ライブラリーは、イルミ
ナ社製ＨｉＳｅｑ２０００配列決定装置の１レーンを用いて配列決定された。
【０４２５】
　ベースコールの後、断片末端のアダプター配列および低クオリティ塩基（low quality 
base）（すなわち、クオリティスコアが５未満）が除去された。ＦＡＳＴＱ形式のトリミ
ングされたリードは次に、Ｍｅｔｈｙ－Ｐｉｐｅと称されるメチル化データ解析パイプラ
インによって処理された（P Jiang et al. 2010, IEEE International Conference on Bi
oinformatics and Biomedicine, doi:10.1109/BIBMW.2010.5703866）。亜硫酸水素塩変換
した配列決定リードを整列させるために、最初に、参照ヒトゲノム（ＮＣＢＩ　ｂｕｉｌ
ｄ　３６／ｈｇ１９）を用いて、ワトソン鎖およびクリック鎖上で別々に、全シトシン残
基のチミンへのインシリコ変換が行われた。次に、処理された全てのリードにおいて各シ
トシンのチミンへのインシリコ変換が行われ、それぞれの変換された残基の位置情報が保
持された。ＳＯＡＰ２が、変換されたリードを２つの事前変換された参照ヒトゲノムに整
列させるために用いられ（R Li et al. 2009 Bioinformatics 25:1966-1967）、最高２つ
のミスマッチが整列されたリードのそれぞれに許された。ユニークなゲノム位置にマッピ
ング可能なリードのみが、下流の解析に用いられた。ワトソン鎖およびクリック鎖の両方
にマッピングされるあいまいなリードおよび重複（クローン）リードは排除された。Ｃｐ
Ｇジヌクレオチド配列内のシトシン残基が下流のメチル化解析に用いられた。アライメン
トの後、配列決定されたリード上に元々存在したシトシンは、インシリコ変換中に保持さ
れた位置情報に基づいて、回復された。ＣｐＧジヌクレオチド中の回復されたシトシンは
、メチル化状態としてスコアリングされた。ＣｐＧジヌクレオチド中のチミンは、非メチ
ル化状態としてスコアリングされた。
【０４２６】
　メチル化解析において、ゲノムは等しいサイズのビンに分割された。検査されたビンの
サイズには、５０ｋｂ、１００ｋｂ、２００ｋｂおよび１Ｍｂが含まれる。各ビンのメチ
ル化密度は、ＣｐＧ位置におけるシトシンの総数で除算された、ＣｐＧジヌクレオチドの
配列中のメチル化シトシンの数として算出された。他の実施形態では、ビンサイズはゲノ
ム全域で不等であり得る。一実施形態では、不等なサイズのそのようなビンの中の各ビン
が、複数の対象にわたって比較される。
【０４２７】
　検査症例の血漿メチル化密度が正常であるかどうかを決定するために、メチル化密度が
参照群の結果と比較された。３２人中２２人の健常対象が、メチル化Ｚ値（Ｚmeth）の算
出のために、参照群として無作為に選択された。
【０４２８】
【数２６】

【０４２９】
式中、
【０４３０】
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【数２７】

【０４３１】
は、検査症例の特定の１Ｍｂビンのメチル化密度であり；
【０４３２】

【数２８】

は、参照群の対応するビンの平均メチル化密度であり；
【０４３３】
【数２９】

【０４３４】
は、参照群の対応するビンのメチル化密度のＳＤである。
【０４３５】
　ＣＮＡ解析において、各１Ｍｂビンにマッピングされる配列決定されたリードの数が決
定された（KCA Chan el al. 2013 Clin Chem 59:211-24）。先に報告された（EZ Chen et
 al. 2011 PLoS One 6: e21791）局所加重散布図平滑化回帰（Locally Weighted Scatter
 Plot Smoothing regression）を用いるＧＣの偏りに対する補正の後、各ビンにおける配
列決定されたリード密度が決定された。血漿解析において、検査症例の配列決定されたリ
ード密度が参照群と比較されて、ＣＮＡのＺ値、
【０４３６】
【数３０】

【０４３７】
が算出された。
【０４３８】
【数３１】

【０４３９】
式中、
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【０４４０】
【数３２】

【０４４１】
は、検査症例の特定の１Ｍｂビンの配列決定されたリード密度であり；
【０４４２】
【数３３】

【０４４３】
は、参照群の対応するビンの配列決定されたリード密度の平均値であり；
【０４４４】
【数３４】

【０４４５】
は、参照群の対応するビンの配列決定されたリード密度のＳＤであった。ビンは、ビンの
ＺCNAが－３未満または３超である場合に、ＣＮＡを示すと定義された。
【０４４６】
　９３００万の整列されたリード（範囲：３９００万～１億４２００万）の平均値が症例
毎に得られた。診断能に対する配列決定されたリードの数の減少の影響を評価するために
、各症例から１０００万の整列されたリードが無作為に選択された。配列決定されたリー
ドが減少したデータセットにおける、各１Ｍｂビンの参照範囲を確立するために、同じ参
照個体群が用いられた。有意な低メチル化（すなわち、Ｚmethが－３未満）を示すビンの
割合およびＣＮＡ（すなわち、ＺCNAが－３未満または３超）を有するビンの割合が、各
症例において決定された。１レーンからの全ての配列決定されたリードおよび症例毎の１
０００万のリードを用いたデータセットに対するゲノムワイドな低メチル化およびＣＮＡ
解析の診断能を図示するために、受信者操作特性（ＲＯＣ）曲線が用いられた。ＲＯＣ解
析において、３２人全ての健常対象が解析に用いられた。
【０４４７】
　図４２は、異なる数の配列決定されたリードを用いたゲノムワイドな低メチル化解析の
診断能の図を示している。低メチル化解析において、ＲＯＣ曲線の曲線下面積は、１レー
ンからの全ての配列決定されたリードおよび症例毎の１０００万のリードを解析した２つ
のデータセット間で、有意差があるとは言えなかった（Ｐ＝０．７６１）。ＣＮＡ解析に
おいて、診断能は、配列決定されたリードの数が、１レーンのデータの使用から、１００
０万に、減少した場合に、曲線下面積の有意な減少を伴って劣化した（Ｐ＜０．００１）
。
【０４４８】
２．　異なるビンサイズの使用の影響
　ゲノムの１Ｍｂビンへの分割の他に、より小さなビンサイズが使用可能であるかどうか
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も調べられた。理論上は、より小さなビンの使用は、ビン内のメチル化密度における変動
性を減少させ得る。これは、メチル化密度が異なるゲノム領域間で大きく異なり得るため
である。ビンがより大きい場合、異なるメチル化密度を有する領域を含む確率は増加する
ため、ビンのメチル化密度における変動性の全体的な増加に繋がる。
【０４４９】
　より小さなビンサイズの使用は領域間差異に関連するメチル化密度における変動性を減
少させ得るが、これは、一方で、特定のビンにマッピングされる配列決定されたリードの
数を減少させる。個々のビンにマッピングされるリードの減少は、抽出変動により、変動
性を増加させる。メチル化密度において最も小さな全体的な変動性を生じ得る最適なビン
サイズは、特定の診断的適用の要求に応じて、実験的に決定され得る（例えば、試料毎の
配列決定されたリードの総数および使用されるＤＮＡ配列決定装置の型）。
【０４５０】
　図４３は、異なるビンサイズ（５０ｋｂ、１００ｋｂ、２００ｋｂおよび１Ｍｂ）を用
いた、ゲノムワイドな低メチル化解析に基づくがんの検出における、ＲＯＣ曲線を示す図
である。示されるＰ値は、１Ｍｂのビンサイズを用いた曲線下面積比較のＰ値である。ビ
ンサイズが１Ｍｂから２００ｋｂに減少した場合に、向上の傾向が見ることができる。
【０４５１】
Ｆ．　累積確率スコア
　メチル化およびＣＮＡの領域の量は、様々な値であり得る。上記例により、試料ががん
と関連しているかどうかを分類するためのパラメーターとしての、カットオフ値を超過す
る領域の数、または有意な低メチル化もしくはＣＮＡを示した領域の割合が説明された。
そのようなアプローチは、個々のビンにおける異常の規模を考慮していない。例えば、－
３．５のＺmethを有するビンと、－３０のＺmethを有するビンは、共に有意な低メチル化
を有すると分類されるため、同一である。しかし、血漿中の低メチル化変化の程度（すな
わち、Ｚmeth値の規模）は、試料中のがん関連ＤＮＡの量によって影響され、そのため、
異常を示すビンの割合の情報を補足して、腫瘍量を反映し得る。血漿試料中の腫瘍ＤＮＡ
のより高い濃度分率は、より低いメチル化密度をもたらし、これはより低いＺmeth値に換
算される。
【０４５２】
１．　診断パラメーターとしての累積確率スコア
　異常の規模から得られる情報を利用するため、累積確立（ＣＰ）スコアと称されるアプ
ローチが開発される。正規分布確率関数に基づいて、各Ｚmeth値が、そのような観察が偶
然に得られる確率に換算された。
【０４５３】
　ＣＰスコアは、－３未満のＺmethを有するビン（ｉ）について、
【０４５４】
【数３５】

【０４５５】
として算出され、式中、Ｐｒｏｂiは、自由度３を有するスチューデントｔ分布に従うビ
ン（ｉ）のＺmethの確率であり、ｌｏｇは自然対数関数である。別の実施形態では、１０
（または他の数字）を低とする対数が用いられ得る。他の実施形態では、他の分布（例え
ば、限定はされないが、正規分布およびγ分布）が、Ｚ値をＣＰに変換するために適用さ
れ得る。
【０４５６】
　より大きなＣＰスコアは、正規母集団にそのような逸脱したメチル化密度を偶然に有す
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る、確率がより低いことを示している。従って、高いＣＰスコアは、試料中に異常な低メ
チル化ＤＮＡを有する（例えば、がん関連ＤＮＡの存在）可能性がより高いことを示して
いる。
【０４５７】
　異常を示すビンの割合と比較すると、ＣＰスコア測定はより高いダイナミックレンジを
有している。異なる患者間の腫瘍量は大きく異なり得るが、より大きな範囲のＣＰ値は、
比較的高い、および比較的低い腫瘍量を有する患者の腫瘍量を反映するのに有用である。
さらに、ＣＰスコアの使用は、潜在的に、血漿中の腫瘍関連ＤＮＡの濃度における変化を
検出するためのより高い感度となり得る。これは、治療応答および予後判定のモニタリン
グに有利である。従って、治療中のＣＰスコアの減少は、良好な治療応答を示すものであ
る。治療中のＣＰスコアの減少の欠如またはさらには増加は、応答が乏しいことまたは応
答の欠如を示している。予後判定において、高いＣＰスコアは、高い腫瘍量を示しており
、不良な予後（例えば、死亡または腫瘍進行の確率がより高い）を示唆するものである。
【０４５８】
　図４４Ａは、累積確立（ＣＰ）および異常を有するビンの割合の診断能を示している。
それら２つのタイプの診断アルゴリズムの曲線下面積の間に有意差はなかった（Ｐ＝０．
７９１）。
【０４５９】
　図４４Ｂは、全体的な低メチル化、ＣＧ島高度メチル化およびＣＮＡの血漿解析の診断
能を示している。試料あたり１レーンの配列決定（低メチル化解析については２００ｋｂ
ビンサイズ、ＣＮＡについては１Ｍｂビンサイズ、そしてＣＧ島は、カリフォルニア大学
サンタクルズ校（ＵＣＳＣ）が主催したデータベースに従って定義された）を行ったとこ
ろ、３種の解析全ての曲線下面積は０．９０を上回った。
【０４６０】
　その後の解析において、対照患者における最も高いＣＰスコアが、前記３種の解析のそ
れぞれに対するカットオフとして用いられた。これらのカットオフの選択は、１００％の
診断特異度を与えた。全体的な低メチル化、ＣＧ島高度メチル化およびＣＮＡ解析の診断
感度は、それぞれ、７８％、８９％および５２％であった。４６人中４３人のがん患者に
おいて、これら３種の異常のうちの少なくとも１つが検出され、これにより、９３．４％
の感度および１００％の特異度が得られた。これらの結果は、これら３種の解析ががんの
検出に相乗的に用いられ得ることを示している。
【０４６１】
　図４５は、肝細胞癌患者における全体的な低メチル化、ＣＧ島高度メチル化およびＣＮ
Ａの結果を含む、表を示している。これら３種の解析におけるＣＰスコアのカットオフ値
は、それぞれ、９６０、２．９および２１１であった。陽性のＣＰスコア結果は、太字に
され、且つ下線が引かれた。
【０４６２】
　図４６は、肝細胞癌以外のがんを有する患者における全体的な低メチル化、ＣＧ島高度
メチル化およびＣＮＡの結果を含む、表を示している。これら３種の解析におけるＣＰス
コアのカットオフ値は、それぞれ、９６０、２．９および２１１であった。陽性のＣＰス
コア結果は、太字にされ、且つ下線を引かれた。
【０４６３】
２．　がんモニタリングへのＣＰスコアの適用
　連続試料が、処置の前および後にＨＣＣ患者ＴＢＲ３４から採取された。これらの試料
は、全体的な低メチル化について解析された。
【０４６４】
　図４７は、症例ＴＢＲ３４の血漿メチル化の連続解析を示している。最内側の環は、軟
膜（黒色）および腫瘍組織（紫色）のメチル化密度を示している。これらの血漿試料にお
いて、各１ＭｂビンのＺmethが示されている。２本の線の間の差異は、５のＺmeth差異を
表している。赤色および灰色のドットは、参照群と比較して、低メチル化を有するビンお
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よびメチル化密度における変化を有さないビンを表している。２番目に内側の環から外側
に向かって、それぞれ、処置前、腫瘍切除の３日後および腫瘍切除の２ヵ月後に採取され
た血漿試料である。処置前では、高度な低メチル化が血漿中に観察され得、１８．５％超
のビンが－１０未満のＺmethを有していた。腫瘍切除の３日後では、血漿中の低メチル化
の程度が減少したことが観察され得、いずれのビンも－１０未満のＺmethを有さなかった
。
【０４６５】
【表５】

【０４６６】
　表５は、低メチル化変化の規模は腫瘍の外科的切除の３日後に減少したが、異常を示す
ビンの割合は逆に増加を示したことを示している。一方、ＣＰスコアは、血漿中の低メチ
ル化の程度における減少をより正確に示し、腫瘍量における変化をより反映するものであ
り得る。
【０４６７】
　手術（ＯＴ）の２ヵ月後でも、低メチル化変化を示すビンが有意な割合で存在した。Ｃ
Ｐスコアも、およそ１５，０００において静止したままであった。この患者は後に、３ヵ
月目の残りの非切除肝臓において、多巣性の腫瘍堆積（外科手術の時点において事前に未
知であった）を有すると診断され、手術の４ヶ月後には複数の肺転移を有すると報告され
た。前記患者は、手術の８ヶ月後に転移性疾患により死亡した。これらの結果により、Ｃ
Ｐスコアが、腫瘍量の反映において、異常を有するビンの割合よりも、より強力であり得
ることが示唆された。
【０４６８】
　全体として、ＣＰは、血漿中の腫瘍ＤＮＡの量の測定を必要とする適用に有用であり得
る。そのような適用の例としては、がん患者の予後判定およびモニタリング（例えば、治
療に対する応答を観察するための、または腫瘍進行を観察するための）が挙げられる。
【０４６９】
　累積Ｚ値はＺ値の直和である（すなわち、確率への変換が無い）。この例において、累
積Ｚ値は、ＣＰスコアと同じ挙動を示す。他の例において、ＣＰは、ＣＰスコアのダイナ
ミックレンジがより大きいことから、残存疾患のモニタリングにおいて、累積Ｚ値よりも
高感度であり得る。
【０４７０】
Ｘ．　メチル化に対するＣＮＡの影響
　がんのレベルの各分類を決定するためのＣＮＡおよびメチル化の使用（ここで、これら
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の分類は組み合わされることで第三の分類を与える）が、上に記載された。そのような組
み合わせに加え、ＣＮＡは、メチル化解析におけるカットオフ値を変化させるために、お
よび異なるＣＮＡ特徴を有する領域群のメチル化レベルを比較することにより偽陽性を特
定するために、用いられ得る。例えば、過剰なメチル化レベル（例えば、３超のＺCNA）
は、正常な存在量のメチル化レベル（例えば、－３＜ＺCNA＜３）と比較され得る。まず
、メチル化レベルに対するＣＮＡの影響が記載される。
【０４７１】
Ａ．　染色体の増加および減少を有する領域におけるメチル化密度の変化
　腫瘍組織は概して全体的な低メチル化を示すため、がん患者の血漿中の腫瘍由来ＤＮＡ
の存在は、非がん対象と比較した場合、メチル化密度の減少をもたらす。がん患者の血漿
中の低メチル化の程度は、理論上は、血漿試料中の腫瘍由来ＤＮＡの濃度分率に比例する
。
【０４７２】
　腫瘍組織における染色体増加を示す領域において、さらなる量の腫瘍ＤＮＡが、増幅し
たＤＮＡセグメントから血漿中に放出される。この、血漿への腫瘍ＤＮＡの寄与の増加は
、理論上は、罹患領域の血漿ＤＮＡ中のより高度な低メチル化をもたらす。さらなる因子
は、増幅を示すゲノム領域が、腫瘍細胞に増殖有意性を与えていることが予想され、従っ
て発現されていることが予想されるということである。そのような領域は概して低メチル
化状態である。
【０４７３】
　対照的に、腫瘍組織において染色体減少を示す領域では、血漿への腫瘍ＤＮＡの寄与の
減少は、コピー数変化が無い領域と比較して、より低度の低メチル化をもたらす。さらな
る因子は、腫瘍細胞において欠失しているゲノム領域が腫瘍抑制遺伝子を含有し得ること
、およびそのような発現停止した領域を有することが腫瘍細胞に有利であり得ることであ
る。従って、そのような領域は、高度メチル化されている可能性がより高いことが予想さ
れる。
【０４７４】
　ここで、この影響を説明するために、２人のＨＣＣ患者（ＴＢＲ３４およびＴＢＲ３６
）の結果が用いられる。図４８Ａ（ＴＢＲ３６）および図４９Ａ（ＴＢＲ３４）は、染色
体の増加または減少を有する領域を強調している環、および対応するメチル化解析を有す
る。図４８Ｂおよび図４９Ｂは、それぞれ、ＴＢＲ３６患者およびＴＢＲ３４患者におけ
る減少、正常、および増加についての、メチル化ｚ値のプロットを示している。
【０４７５】
　図４８Ａは、ＨＣＣ患者ＴＢＲ３６の亜硫酸水素塩処理血漿ＤＮＡにおけるＣＮＡ（内
側の環）およびメチル化変化（外側の環）を示す、Ｃｉｒｃｏｓプロットを示している。
赤色の環は染色体の増加または減少を有する領域を強調している。染色体増加を示す領域
は、コピー数変化が無い領域よりも、より低メチル化状態であった。染色体減少を示す領
域は、コピー数変化が無い領域よりも、低メチル化の程度が低かった。図４８Ｂは、ＨＣ
Ｃ患者ＴＢＲ３６の、染色体の増加および減少を有する領域、並びにコピー数に変化が無
い領域の、メチル化Ｚ値のプロットである。コピー変化を有さない領域と比較して、染色
体増加を有する領域はより負のＺ値（より低メチル化）を有し、染色体減少を有する領域
はそれほど負ではないＺ値（それほど低メチル化でない）を有していた。
【０４７６】
　図４９Ａは、ＨＣＣ患者ＴＢＲ３４の亜硫酸水素塩処理血漿ＤＮＡにおけるＣＮＡ（内
側の環）およびメチル化変化（外側の環）を示す、Ｃｉｒｃｏｓプロットを示している。
図４９Ｂは、ＨＣＣ患者ＴＢＲ３４の、染色体の増加および減少を有する領域、およびコ
ピー数に変化が無い領域の、メチル化Ｚ値のプロットである。染色体の増加および減少を
有する領域間のメチル化密度における差異は、患者ＴＢＲ３４においてよりも患者ＴＢＲ
３６においてより大きかったが、これは、患者ＴＢＲ３６における腫瘍由来ＤＮＡの濃度
分率がより高かったためである。
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【０４７７】
　この例において、ＣＮＡを決定するために用いられた領域は、メチル化を決定するため
に用いられた領域と同一である。一実施形態では、それぞれの領域カットオフ値は、それ
ぞれの領域が欠失または増幅を示すかどうかに依存している。ある実施において、それぞ
れの領域カットオフ値（例えば、低メチル化を決定するために用いられたＺ値カットオフ
）は、増幅が示されない場合よりもそれぞれの領域が増幅を示す場合に、より大きな規模
を有する（例えば、規模は３より大きくなり得、－３未満のカットオフが用いられ得る）
。従って、低メチル化の検査において、それぞれの領域カットオフ値は、増幅が示されな
い場合よりもそれぞれの領域が増幅を示す場合に、より大きな負の値を有し得る。そのよ
うな実施は、がんを検出するための検査の特異度を向上させることが期待される。
【０４７８】
　別の実施において、それぞれの領域カットオフ値は、欠失が示されない場合よりもそれ
ぞれの領域が欠失を示す場合に、より小さな規模（例えば、３未満）を有する。従って、
低メチル化の検査において、それぞれの領域カットオフ値は、欠失が示されない場合より
もそれぞれの領域が欠失を示す場合に、それほど負でない値を有し得る。そのような実施
は、がんを検出するための検査の感度を向上させることが期待される。上記実施における
カットオフ値の調整は、特定の診断シナリオの所望の感度および特異度に依存して変化し
得る。他の実施形態では、メチル化およびＣＮＡの測定は、他の臨床的パラメーター（例
えば、イメージングの結果または血清生化学）と組み合わせて、がんの予測に用いられ得
る。
【０４７９】
Ｂ．　領域を選択するためのＣＮＡの使用
　上記のように、腫瘍組織におけるコピー数異常を有する領域において血漿メチル化密度
が変化することが示された。腫瘍組織におけるコピー数増加を有する領域において、血漿
への低メチル化腫瘍ＤＮＡの寄与の増加は、コピー数異常を有さない領域と比較して、血
漿ＤＮＡのより大きな程度の低メチル化をもたらす。逆に、腫瘍組織におけるコピー数減
少を有する領域において、血漿への低メチル化がん由来ＤＮＡの寄与の減少は、血漿ＤＮ
Ａのより低度の低メチル化をもたらす。血漿ＤＮＡのメチル化密度および相対的な提示の
間のこの関連性は、潜在的に、がん関連ＤＮＡの存在に伴う低メチル化の結果と、血漿Ｄ
ＮＡ中の低メチル化の他の非癌性の原因（例えば、ＳＬＥ）とを区別するために、用いら
れ得る。
【０４８０】
　このアプローチを説明するために、２人の肝細胞癌（ＨＣＣ）患者およびがんを有さな
いがＳＬＥを有する２人の患者の血漿試料が解析された。これらの２人のＳＬＥ患者（Ｓ
ＬＥ０４およびＳＬＥ１０）は、血漿における低メチル化およびＣＮＡの見かけの存在を
示した。患者ＳＬＥ０４において、８４％のビンが低メチル化を示し、１１．２％のビン
がＣＮＡを示した。患者ＳＬＥ１０において、１０．３％のビンが低メチル化を示し、５
．７％のビンがＣＮＡを示した。
【０４８１】
　図５０Ａおよび図５０Ｂは、ＳＬＥ患者ＳＬＥ０４およびＳＬＥ１０に対する血漿低メ
チル化およびＣＮＡ解析の結果を示している。外側の環は、１Ｍｂ分解能においての、メ
チル化Ｚ値（Ｚmeth）を示している。－３未満のメチル化Ｚmethを有するビンは赤色であ
り、－３超のＺmethを有するビンは灰色であった。内側の環はＣＮＡのＺ値（ＺCNA）を
示している。緑色、赤色および灰色のドットは、それぞれ、３超、３未満および－３～３
のＺCNAを有するビンを表している。これら２人のＳＬＥ患者において、低メチル化およ
びＣＮＡの変化が血漿中で観察された。
【０４８２】
　メチル化およびＣＮＡにおける変化が血漿中のがん由来ＤＮＡの存在と一貫しているか
どうかを決定するために、３超、３未満および－３～３のＺCNAを有する領域のＺmethが
比較された。血漿中のがん由来ＤＮＡによって寄与されるメチル化変化およびＣＮＡにお
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いて、－３未満のＺCNAを有する領域は、より低度の低メチル化状態であることが予測さ
れ、それほど負でないＺmethを有した。対照的に、３超のＺCNAを有する領域は、より低
メチル化状態であることが予想され、より負なＺmethを有した。説明のために、片側順位
和検定が適用されて、ＣＮＡを有する領域（すなわち、－３未満または３超のＺCNAを有
する領域）のＺmethが、ＣＮＡを有さない領域（すなわち、－３～３のＺCNAを有する領
域）のＺmethと比較された。他の実施形態では、他の統計検定、例えば、限定はされない
が、スチューデントｔ検定、分散分析（ＡＮＯＶＡ）検定およびクラスカル・ワリス検定
が、用いられ得る。
【０４８３】
　図５１Ａおよび図５１Ｂは、２人のＨＣＣ患者（ＴＢＲ３４およびＴＢＲ３６）の血漿
における、ＣＮＡを有する領域およびＣＮＡを有さない領域に対する、Ｚmeth解析を示し
ている。－３未満のＺCNAを有する領域および３超のＺCNAを有する領域は、それぞれ、血
漿中の、過小提示を有する領域および過剰提示を有する領域を表す。ＴＢＲ３４およびＴ
ＢＲ３６の両方において、血漿中で過小提示された領域（すなわち、－３未満のＺCNAを
有する領域）は、血漿中に正常な提示を有する領域（すなわち、－３～３のＺCNAを有す
る領域）よりも、有意に高いＺmeth（Ｐ値＜１０-5、片側順位和検定）を有した。正常な
提示は、正倍数体ゲノムに期待されるものと一致する。血漿において過剰提示を有する領
域（すなわち、３超のＺCNAを有する領域）において、それらは、血漿において正常な提
示を有する領域よりも、有意により低いＺmethを有した（Ｐ値＜１０-5、片側順位和検定
）。これらの変化は全て、血漿試料中の低メチル化腫瘍ＤＮＡの存在と一貫した。
【０４８４】
　図５１Ｃおよび図５１Ｄは、２人のＳＬＥ患者（ＳＬＥ０４およびＳＬＥ１０）の血漿
における、ＣＮＡを有する領域およびＣＮＡを有さない領域に対する、Ｚmeth解析を示し
ている。－３未満のＺCNAを有する領域および３超のＺCNAを有する領域は、それぞれ、血
漿中の、過小提示を有する領域および過剰提示を有する領域を表す。ＳＬＥ０４において
、血漿中で過小提示された領域（すなわち、－３未満のＺCNAを有する領域）は、血漿中
に正常な提示を有する領域（すなわち、－３～３のＺCNAを有する領域）よりも、有意に
より高いＺmethを有さず（Ｐ値＝０．９９、片側順位和検定）、血漿において過剰提示を
有する領域（すなわち、３超のＺCNAを有する領域）は、血漿において正常な提示を有す
る領域よりも、有意により低いＺmethを有さなかった（Ｐ値＝０．６８、片側順位和検定
）。これらの結果は、血漿中の腫瘍由来低メチル化ＤＮＡの存在を原因とする、期待され
た変化とは異なった。同様に、ＳＬＥ１０において、－３未満のＺCNAを有する領域は、
－３～３のＺCNAを有する領域よりも、有意により高いＺmethを有さなかった（Ｐ値＝０
．９９、片側順位和検定）。
【０４８５】
　ＳＬＥ患者におけるＺmethおよびＺCNAの間に典型的ながん関連パターンが無い理由は
、ＳＬＥ患者において、低メチル化も示す特定の細胞型にＣＮＡが存在しないことである
。実際に、観察された、ＣＮＡおよび低メチル化の見かけの存在は、ＳＬＥ患者における
循環ＤＮＡのサイズ分布の変化が原因である。参照が健常対象から得られるために、サイ
ズ分布の変化は、潜在的に、異なるゲノム領域における配列決定されたリード密度を変化
させて、見かけのＣＮＡをもたらし得る。先のセクションに記載されたように、循環ＤＮ
Ａ断片のサイズおよびそのメチル化密度の間には相関が存在する。従って、サイズ分布の
変化は、異常なメチル化ももたらし得る。
【０４８６】
　３超のＺCNAを有する領域は－３～３のＺCNAを有する領域よりもわずかにより低いメチ
ル化レベルを有したが、比較におけるｐ値は、２人のがん患者において観察されたものよ
りもはるかに高かった。一実施形態では、ｐ値は、検査症例ががんを有する可能性を決定
するためのパラメーターとして用いられ得る。別の実施形態では、正常な提示を有する領
域および異常な提示を有する領域の間のＺmethにおける差異は、がんが存在する可能性を
示すためのパラメーターとして用いられ得る。一実施形態では、がん患者の一群が、Ｚme
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thおよびＺCNA間の相関を確立するために、並びに異なるパラメーターの閾値を決定する
ために用いられて、変化が検査血漿試料中のがん由来低メチル化ＤＮＡの存在と一貫して
いることが示され得る。
【０４８７】
　従って、一実施形態では、ＣＮＡ解析が行わて、全てが欠失、増幅、または正常な提示
のうちの１つを示す、第一の一連の領域が決定され得る。例えば、第一の一連の領域は、
全て欠失を示し得るか、または全て増幅を示し得るか、または全て正常な提示を示し得る
（例えば、正常な第一の量の領域を有する（例えば、正常なＺmeth））。メチル化レベル
は、この第一の一連の領域について決定され得る（例えば、方法２８００の第一メチル化
レベルは第一の一連の領域に対応し得る）。
【０４８８】
　ＣＮＡ解析によって、全てが第二の欠失、増幅、または正常な提示を示す、第二の一連
の領域が決定され得る。第二の一連の領域は、第一の一連の領域とは異なるように、示す
。例えば、第一の一連の領域が正常であった場合、第二の一連の領域は欠失または増幅を
示し得る。第二のメチル化レベルは、第二の一連の領域内の部位におけるメチル化された
ＤＮＡ分子の数のそれぞれに基づいて、算出され得る。
【０４８９】
　次に、パラメーターが第一メチル化レベルおよび第二メチル化間で算出され得る。例え
ば、差異または比が算出され、カットオフ値と比較され得る。また、前記差異または比は
、確率分布（例えば、統計検定の一部として）にかけられて、その値が得られる確率が決
定され得、この確率はカットオフ値と比較されて、メチル化レベルに基づいてがんのレベ
ルが決定され得る。そのようなカットオフは、がんを有する試料とがんを有さない試料（
例えば、ＳＬＥ）を区別するように選択され得る。
【０４９０】
　一実施形態では、第一の一連の領域または領域の混合（すなわち、増幅、欠失、および
正常を示す領域の混合）のメチル化レベルが決定され得る。このメチル化レベルは次に、
解析の第一段階の一部として、第一のカットオフと比較され得る。カットオフを上回った
場合、これによりがんの可能性が示されるが、その現れが偽陽性であるかどうを決定する
ために、上記の解析が行われ得る。このように、がんのレベルの最終的な分類には、２つ
のメチル化レベルのパラメーターの第二のカットオフとの比較が含まれ得る。
【０４９１】
　第一メチル化レベルは、第一の一連の領域の各領域について算出された領域メチル化レ
ベルの、統計値（例えば、平均値または中央値）であり得る。第二のメチル化レベルも、
第二の一連の領域の各領域について算出された領域メチル化レベルの、統計値であり得る
。例として、統計値は、片側順位和検定、スチューデントｔ検定、分散分析（ＡＮＯＶＡ
）検定、またはクラスカル・ワリス検定を用いて決定され得る。
【０４９２】
ＸＩ．　がん型分類
　生物ががんを有するかどうかを決定することに加えて、実施形態では、試料と関連する
がん型が特定され得る。このがん型の特定では、全体的な低メチル化、ＣＧ島高度メチル
化、および／またはＣＮＡのパターンが用いられ得る。前記パターンには、測定された領
域メチル化レベル、領域の各ＣＮＡ値、およびＣＧ島のメチル化レベルを用いた既知の診
断を有する患者のクラスタリングが含まれ得る。下記の結果は、類似のがん型を有する生
物が、領域およびＣＧ島において類似の値を有すること、並びに非がん患者が類似の値を
有することを示している。クラスタリングにおいて、領域または島におけるこれらの値の
それぞれは、クラスタリング過程において、別々の次元であり得る。
【０４９３】
　同じがん型は類似の遺伝子変化および後成的変化を共有していることが知られている（
E Gebhart et al. 2004 Cytogenet Genome Res; 104: 352-358; PA Jones et al. 2007 C
ell; 128: 683-692）。下記に、血漿中で検出検出されるＣＮＡおよびメチル化変化のパ
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ＣＣ患者、非ＨＣＣ患者および健常対照患者からえられた血漿ＤＮＡ試料が、例えば階層
クラスタリング解析を用いて、分類された。解析は、例えば、Ｒ　ｓｃｒｉｐｔパッケー
ジのｈｅａｔｍａｐ．２機能（cran.r-project.org/web/packages/gplots/gplots.pdf）
を用いて、行われた。
【０４９４】
　このアプローチの可能性を説明するために、血漿試料を分類するのに有用な特徴を特定
するための例として、２組の判定基準（Ａ群およびＢ群）が用いられた（表６を参照）。
他の実施形態では、これらの特徴を特定するために他の判定基準が用いられ得る。用いら
れた特徴には、１Ｍｂ分解能における全体ＣＮＡ、１Ｍｂ分解能における全体メチル化密
度およびＣＧ島メチル化が含まれた。
【０４９５】
【表６】

【０４９６】
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【表７】

【０４９７】
【表８】

【０４９８】
　第一の２つの例において、ＣＮＡ、１Ｍｂ分解能における全体メチル化およびＣＧ島メ
チル化特徴の全てが分類に用いられた。他の実施形態では、他の判定基準、例えば、限定
はされないが、参照群の血漿における特徴を測定する精度が用いられ得る。
【０４９９】
　図５２Ａは、３５５のＣＮＡ、５８４の１Ｍｂ分解能における全体メチル化特徴および
１１０のＣＧ島のメチル化状態を含む１，１３０のＡ群特徴の全てを用いる、ＨＣＣ患者
、非ＨＣＣがん患者および健常対照患者から得られた血漿試料に対する、階層クラスタリ
ング解析を示している。上側のカラーバーは試料群を表しており：緑色、青色および赤色
は、それぞれ、健常対象、ＨＣＣがん患者および非ＨＣＣがん患者を表している。概して
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、前記３つの対象群は共にクラスター化する傾向があった。縦軸は分類特徴を表している
。異なる対象間で類似のパターンを有する特徴は一緒にクラスター化された。これらの結
果は、血漿におけるＣＧ島メチル化変化、１Ｍｂ分解能におけるゲノムワイドなメチル化
変化およびＣＮＡのパターンが、潜在的に、原発不明である患者におけるがんの起源を特
定するのに用いられ得ることを示唆している。
【０５００】
　図５２Ｂは、７５９のＣＮＡ、１，９１１の１Ｍｂ分解能における全体メチル化および
１９１のＣＧ島のメチル化状態を含む２，７８０のＢ群特徴の全てを用いる、ＨＣＣ患者
、非ＨＣＣがん患者および健常対照患者から得られた血漿試料に対する、階層クラスタリ
ング解析を示している。上側のカラーバーは試料群を表しており：緑色、青色および赤色
は、それぞれ、健常対象、ＨＣＣがん患者および非ＨＣＣがん患者を表している。概して
、前記３つの対象群は一緒にクラスター化する傾向があった。縦軸は分類特徴を表してい
る。異なる対象間で類似のパターンを有する特徴は一緒にクラスター化された。これらの
結果は、血漿におけるＣＧ島メチル化変化、１Ｍｂ分解能におけるゲノムワイドなメチル
化変化およびＣＮＡの様々な集合のパターンが、原発不明である患者におけるがんの起源
を特定するのに用いられ得ることを示唆している。分類特徴の選択は特定の適用のために
調整され得る。さらに、様々ながん型についての対象の事前確率に応じて、がん型予測に
は加重が加えられ得る。例えば、ウイルス性慢性肝炎を有する患者は、肝細胞癌を発達さ
せる傾向があり、常習的喫煙者は肺がんを発達させる傾向がある。従って、がん型の加重
された確率は、例えば、限定はされないが、ロジスティック回帰、重回帰、またはクラス
タリング回帰を用いて、算出され得る。
【０５０１】
　他の実施形態では、１種類の特徴が分類解析に用いられ得る。例えば、以下の例では、
１Ｍｂ分解能における全体メチル化のみ、ＣＧ島高度メチル化のみまたは１Ｍｂ分解能に
おけるＣＮＡのみが、階層クラスタリング解析に用いられる。区別能力は、異なる特徴が
用いられた場合、異なり得る。分類特徴の特徴細分化によて、潜在的に、分類精度が向上
され得る。
【０５０２】
　図５３Ａは、Ａ群ＣＧ島メチル化特徴を用いた、ＨＣＣ患者、非ＨＣＣがん患者および
健常対照患者から得られた血漿試料に対する、階層クラスタリング解析を示している。概
して、がん患者は一緒にクラスター化し、非がん対象別のクラスターに含まれた。しかし
、ＨＣＣ患者および非ＨＣＣ患者は、３種全ての特徴を用いた場合と比較して、それほど
分離されなかった。
【０５０３】
　図５３Ｂは、１Ｍｂ分解能におけるＡ群全体メチル化密度を分類特徴として用いた、Ｈ
ＣＣ患者、非ＨＣＣがん患者および健常対照患者から得られた血漿試料に対する、階層ク
ラスタリング解析を示している。ＨＣＣ患者および非ＨＣＣ患者の優先的なクラスタリン
グが観察された。
【０５０４】
　図５４Ａは、１Ｍｂ分解能におけるＡ群全体ＣＮＡを分類特徴として用いた、ＨＣＣ患
者、非ＨＣＣがん患者および健常対照患者から得られた血漿試料に対する、階層クラスタ
リング解析を示している。ＨＣＣ患者および非ＨＣＣ患者の優先的なクラスタリングが観
察された。
【０５０５】
　図５４Ｂは、Ｂ群ＣＧ島メチル化密度を分類特徴として用いた、ＨＣＣ患者、非ＨＣＣ
がん患者および健常対照患者から得られた血漿試料に対する、階層クラスタリング解析を
示している。ＨＣＣ患者および非ＨＣＣがん患者の優先的なクラスタリングが観察され得
た。
【０５０６】
　図５５Ａは、Ｂ群１Ｍｂ分解能における全体メチル化密度を分類特徴として用いた、Ｈ
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ＣＣ患者、非ＨＣＣがん患者および健常対照患者から得られた血漿試料に対する、階層ク
ラスタリング解析を示している。ＨＣＣ患者および非ＨＣＣがん患者の優先的なクラスタ
リングが観察され得た。
【０５０７】
　図５５Ｂは、Ｂ群１Ｍｂ分解能における全体ＣＮＡを分類特徴として用いた、ＨＣＣ患
者、非ＨＣＣがん患者および健常対照患者から得られた血漿試料に対する、階層クラスタ
リング解析を示している。ＨＣＣ患者および非ＨＣＣがん患者の優先的なクラスタリング
が観察され得た。
【０５０８】
　血漿試料に対するこれらの階層クラスタリングの結果は、異なる特徴の組み合わせが潜
在的に原発性癌型の特定に用いられ得ることを示唆している。選択判定基準のさらなる細
分化により、分類の精度がさらに向上され得る。
【０５０９】
　従って、一実施形態では、メチル化分類が生物にがんが存在することを示す場合、生物
に関連するがん型は、メチル化レベル（例えば、方法２８００からの第一のメチル化また
はあらゆる領域メチル化レベル）を、他の生物（すなわち、ヒト等の同種の他の生物）か
ら決定された対応する値と比較することによって、特定され得る。対応する値は、メチル
化レベルが算出された、同一領域または一連の部位の値であり得る。少なくとも２つの他
の生物が異なるがん型を有すると特定される。例えば、対応する値はクラスターへと組織
化され得、ここで、２つのクラスターは異なるがんと関連している。
【０５１０】
　さらに、がんのレベルの第三の分類を得るためにＣＮＡおよびメチル化が共に用いられ
る場合、ＣＮＡおよびメチル化の特徴は、他の生物から得られた対応する値と比較され得
る。例えば、欠失または増幅を示す領域の第一の量（例えば、図３６からの）が、他の生
物から決定された対応する値と比較されて、該生物と関連するがん型が特定され得る。
【０５１１】
　いくつかの実施形態において、メチル化特徴は、ゲノムの複数の領域の領域メチル化レ
ベルである。それぞれの領域カットオフ値を超過する領域メチル化レベルを有することが
決定された領域が、用いられ得、例えば、生物の領域メチル化レベルは、ゲノムの同一領
域において、他の生物の領域メチル化レベルと比較され得る。比較によって、がん型の区
別が可能となり得、あるいは、がんを確認するための（例えば、偽陽性を特定するための
）追加のフィルターが与えられ得る。従って、生物が、第一のがん型、がんの非存在、ま
たは第二のがん型を有しているかどうかが、比較に基づいて決定され得る。
【０５１２】
　他の生物は（検査を受けている生物と一緒に）、領域メチル化レベルを用いて、クラス
タリングされ得る。従って、領域メチル化レベルの比較は、どのクラスターに生物が属す
るかを決定するために用いられ得る。クラスタリングでは、上記の通り、欠失または増幅
を示すことが決定された領域のＣＮＡ正規化数も用いられ得る。そして、クラスタリング
では、高度メチル化されたＣＧ島のそれぞれのメチル化密度が用いられ得る。
【０５１３】
　この方法の原理を説明するために、２つの未知の試料の分類に対しロジスティック回帰
を用いる例が示される。この分類の目的は、これら２つの試料がＨＣＣであるかまたは非
ＨＣＣがんであるかを決定することであった。ＨＣＣ患者から採取された２３の血漿試料
およびＨＣＣ以外のがんを有する患者から採取された１８の試料を含んだ、訓練試料セッ
トが収集された。従って、訓練セットには合計４１の症例が存在した。この例において、
ＣＧ島のメチル化に関する５つの特徴（Ｘ１～Ｘ５）、１Ｍｂ領域のメチル化に関する６
つの特徴（Ｘ６～Ｘ１１）および１Ｍｂ領域のＣＮＡに関する２つの特徴（Ｘ１２～Ｘ１
３）を含む、１３の特徴が選択された。ＣｐＧメチル化特徴が、３超または－３未満のＺ
値を有する訓練セット中の少なくとも１５の症例の判定基準に基づいて、選択された。１
Ｍｂメチル化特徴が、３超または－３未満のＺ値を有する訓練セット中の少なくとも３９
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の症例の判定基準に基づいて、選択された。ＣＮＡ特徴が、３超または－３未満のＺ値を
有する少なくとも２０の症例の判定基準に基づいて、選択された。この訓練セットの試料
に対してロジスティック回帰が行われ、各特徴（Ｘ１～Ｘ１３）の回帰係数が決定された
。より大きな規模の回帰係数を有する特徴（肯定的な意味または否定的な意味であるかに
かかわらず）によって、ＨＣＣ試料および非ＨＣＣ試料間のより良好な区別が得られる。
各特徴における各症例のＺ値が、独立変数の入力値として用いられた。次に、一方はＨＣ
Ｃ患者（ＴＢＲ３６）由来、他方は肺がんを有する患者（ＴＢＲ１７７）由来の２つの血
漿試料が、１３の特徴について解析された。
【０５１４】
　このがん型分類解析において、これら２つの試料は、原発不明のがんを有する患者から
採取されたと仮定された。各試料において、各特徴のＺ値がロジスティック回帰式に入力
されて、オッズ比の自然対数（ｌｎ（オッズ比））が決定され、ここで、オッズ比は、Ｈ
ＣＣを有する確率およびＨＣＣを有さない確率の比（ＨＣＣ／非ＨＣＣ）を表す。
【０５１５】
　表７は、ロジスティック回帰式の１３の特徴における回帰係数を示している。２つの検
査症例（ＴＢＲ３６およびＴＢＲ１７７）の各特徴のＺ値も示される。ＴＢＲ３６および
ＴＢＲ１７７のＨＣＣのｌｎ（オッズ比）は、それぞれ、３７．０３および－４．３７で
あった。これらのオッズ比から、血漿試料がＨＣＣ患者から採取された可能性は、それぞ
れ、９９．９％超および１％と算出された。要約すれば、ＴＢＲ３６はＨＣＣ患者から採
取された試料である可能性が高く、一方、ＴＢＲ１７７はＨＣＣ患者から採取された試料
である可能性が低かったということである。
【０５１６】
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【表９】

【０５１７】
　他の実施形態では、階層クラスタリング回帰、分類木解析および他の回帰モデルが、が
んの可能性のある原発部位を決定するために、用いられ得る。
【０５１８】
ＸＩＩ．　材料および方法
Ａ．　亜硫酸水素塩処理ＤＮＡライブラリーの作製および配列決定
　０．５％（ｗ／ｗ）非メチル化λＤＮＡ（プロメガ社）を加えられたゲノムＤＮＡ（５
μｇ）を、Ｃｏｖａｒｉｓ　Ｓ２２０　Ｓｙｓｔｅｍ（コバリス社（Covaris））でおよ
そ２００ｂｐ長に断片化した。メチル化されたアダプター（イルミナ社）をＤＮＡ断片に
ライゲーションした以外は製造業者の取扱説明書に従い、Ｐａｉｒｅｄ－Ｅｎｄ　Ｓｅｑ
ｕｅｎｃｉｎｇ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（イルミナ社）を用い
て、ＤＮＡライブラリーを作製した。ＡＭＰｕｒｅ　ＸＰ磁気ビーズ（ベックマン・コー
ルター社）を用いた２回の精製の後、ライゲーション産物を２つの部分に分割し、その一
方を、ＥｐｉＴｅｃｔ　Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ　Ｋｉｔ（キアゲン社）を用いる２回の亜硫
酸水素塩修飾にかけた。インサート内のＣｐＧ部位における非メチル化シトシンをウラシ
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ルに変換し、メチル化シトシンはそのままにした。亜硫酸水素ナトリウムで処理された、
または処理されていないアダプター連結ＤＮＡ分子を、以下のレシピを用いて１０サイク
ルのＰＣＲで富化した：５０μｌの反応液中の２．５ＵのＰｆｕＴｕｒｂｏＣｘホットス
タートＤＮＡポリメラーゼ（アジレント・テクノロジー社）、１×ＰｆｕＴｕｒｂｏＣｘ
反応緩衝液、２５μＭのｄＮＴＰ、１μｌのＰＣＲ　Ｐｒｉｍｅｒ　ＰＥ　１．０および
１μｌのＰＣＲ　Ｐｒｉｍｅｒ　ＰＥ　２．０（イルミナ社）。熱サイクルプロファイル
は、９５℃を２分間、９８℃を３０秒間　、次に９８℃を１５秒間、６０℃を３０秒間お
よび７２℃を４分間の１０サイクル、そして最終ステップである７２℃を１０分間であっ
た（R Lister, et al. 2009 Nature; 462: 315-322）。ＡＭＰｕｒｅ　ＸＰ磁気ビーズを
用いてＰＣＲ産物を精製した。
【０５１９】
　３．２～４ｍｌの母体血漿試料から抽出された血漿ＤＮＡを、断片化λＤＮＡ（血漿１
ｍｌあたり２５ｐｇ）でスパイクし、上記のようなライブラリー構築にかけた（RWK Chiu
 et al. 2011 BMJ; 342: c7401）。メチル化されたアダプターにライゲーションした後、
ライゲーション産物を２等分に分割し、一方の部分を２回の亜硫酸水素塩修飾にかけた。
亜硫酸水素塩処理されたまたは未処理のライゲーション産物を次に、１０サイクルのＰＣ
Ｒで上記のように富化した。
【０５２０】
　亜硫酸水素塩処理されたまたは未処理のＤＮＡライブラリーを、ＨｉＳｅｑ２０００装
置（イルミナ社）上で、ペアエンド形式で、７５ｂｐについて配列決定した。ｃＢｏｔ装
置（イルミナ社）上でＰａｉｒｅｄ－Ｅｎｄ　Ｃｌｕｓｔｅｒ　Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　
Ｋｉｔ　ｖ３を用いて、ＤＮＡクラスターを作製した。ＨｉＳｅｑ　Ｃｏｎｔｒｏｌ　Ｓ
ｏｆｔｗａｒｅ（ＨＣＳ）ｖ１．４およびＲｅａｌ　Ｔｉｍｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ（ＲＴ
Ａ）Ｓｏｆｔｗａｒｅ　ｖ１．１３（イルミナ社）を用いてリアルタイム画像解析および
ベースコールを行い、これにより、自動マトリックスおよび位相計算は、ＤＮＡライブラ
リーを用いて配列決定された、中にスパイクされたＰｈｉＸ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｖ３に基
づかれた。
【０５２１】
Ｂ．　配列アラインメントおよびメチル化シトシンの特定
　ベースコールの後、断片末端のアダプター配列および低クオリティ塩基（low quality 
base）（すなわち、クオリティスコアが２０未満）が除去された。ＦＡＳＴＱ形式のトリ
ミングされたリードは次に、Ｍｅｔｈｙ－Ｐｉｐｅと称されるメチル化データ解析パイプ
ラインによって処理された（IEEE International Conference on Bioinformatics and Bi
omedicine Workshops（香港、２０１０年１２月１８～２１日）で発表された論文である
、P Jiang, et al. Methy-Pipe: An integrated bioinformatics data analysis pipelin
e for whole genome methylome analysis）。亜硫酸水素塩変換した配列決定リードを整
列させるために、最初に、参照ヒトゲノム（ＮＣＢＩ　ｂｕｉｌｄ　３６／ｈｇ１８）を
用いて、ワトソン鎖およびクリック鎖上で別々に、全シトシン残基のチミンへのインシリ
コ変換が行われた。次に、処理された全てのリードにおいて各シトシンのチミンへのイン
シリコ変換が行われ、それぞれの変換された残基の位置情報が保持された。ＳＯＡＰ２Ｒ
 Li, et al. 2009 Bioinformatics; 25: 1966-1967）が、変換されたリードを２つの事前
変換された参照ヒトゲノムに整列させるために用いられ、最高２つのミスマッチが整列さ
れたリードのそれぞれに許された。ユニークなゲノム位置にマッピング可能なリードのみ
が、選択された。ワトソン鎖およびクリック鎖の両方にマッピングされるあいまいなリー
ド、並びに同一の開始および終止ゲノム位置を有する重複（クローン）リードは排除され
た。６００ｂｐ以下のインサートサイズを有する配列決定されたリードが、メチル化解析
およびサイズ解析のために保持された。
【０５２２】
　ＣｐＧジヌクレオチド配列内のシトシン残基は、下流ＤＮＡメチル化研究の主な標的で
あった。アライメントの後、配列決定されたリード上に元々存在したシトシンは、インシ
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リコ変換中に保持された位置情報に基づいて、回復された。ＣｐＧジヌクレオチド中の回
復されたシトシンは、メチル化状態としてスコアリングされた。ＣｐＧジヌクレオチド中
のチミンは、非メチル化状態としてスコアリングされた。ライブラリー作製中に含まれる
非メチル化λＤＮＡは、亜硫酸水素ナトリウム修飾の効率を推定するための内部標準とし
て機能した。亜硫酸水素塩変換効率が１００％であるならば、λＤＮＡ上のシトシンは全
て、チミンに変換されているはずである。
【０５２３】
ＸＩＩＩ．　概要
　本明細書に記載の実施形態の使用により、例えば対象の血漿を用いた、がんの非侵襲的
な検診、検出、モニタリングまたは予後判定が可能となる。母体血漿から得られる胎児Ｄ
ＮＡのメチル化特性を推定することにより、胎児の出生前の検診、診断、調査またはモニ
タリングの実行も可能となる。本アプローチの能力を説明するために、胎盤組織の研究を
通じ従来法で得られた情報が、母体血漿から直接的に評価され得ることが示された。例え
ば、遺伝子座の刷り込み状態、胎児ＤＮＡおよび母体ＤＮＡ間で示差的なメチル化を有す
る遺伝子座の特定、並びに遺伝子座のメチル化特性における妊娠性変動が、母体血漿ＤＮ
Ａの直接的な解析を通じて達成される。本アプローチの主な利点は、胎児メチロームを、
妊娠に対する混乱または胎児組織の浸潤的試料採取の必要無しに、妊娠中に、包括的に評
価できることである。ＤＮＡメチル化状態の変化および多くの妊娠関連状態の間の既知の
関連性を考慮すると、本研究において記載されるアプローチは、それらの状態における生
物マーカーの病態生理の調査およびそれらの生物マーカーの特定のための、重要な手段と
して機能し得る。刷り込み遺伝子座に焦点を当てることにより、父系伝達性の胎児メチル
化特性および母系伝達性の胎児メチル化特性の両方が、母体血漿から評価可能であること
が示された。このアプローチは、刷り込み疾患の研究に潜在的に有用であり得る。実施形
態は、胎児疾患または妊娠関連疾患の出生前評価に直接適用することもできる。
【０５２４】
　ゲノムワイド亜硫酸水素塩配列決定が、胎盤組織のＤＮＡメチル化特性の研究に適用で
きることが示された。ヒトゲノム内にはおよそ２８ＭのＣｐＧ部位が存在する（C Clark 
et al. 2012 PLoS One; 7: e50233）。ＣＶＳおよび妊娠末期胎盤組織検体の亜硫酸水素
塩配列決定データは、ＣｐＧの８０％超を被覆した。これは、他のハイスループットなプ
ラットフォームを用いて達成できるものよりも、実質的により広い被覆率を表す。例えば
、胎盤組織に関する先の研究（T Chu et al. 2011 PLoS One; 6: e14723）において用い
られたイルミナ社製Ｉｎｆｉｎｉｕｍ　ＨｕｍａｎＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　２７Ｋビー
ズチップアレイは、ゲノム内のＣｐＧのうちの０．１％を被覆したのみであった。より最
近になって利用可能になったイルミナ社製Ｉｎｆｉｎｉｕｍ　ＨｕｍａｎＭｅｔｈｙｌａ
ｔｉｏｎ　４５０Ｋビーズチップアレイは、ＣｐＧの１．７％を被覆したのみであった（
C Clark et al. 2012 PLoS One; 7: e50233）。ＭＰＳアプローチはプローブ設計、ハイ
ブリダイゼーション効率または抗体捕捉の強度に関する制限が無いため、ＣＧ島内外の、
および大部分の配列構成内のＣｐＧを評価することができた。
【０５２５】
ＸＩＶ．　コンピューターシステム
　本明細書において言及されたコンピューターシステムのいずれも、あらゆる適切な数の
サブシステムを利用し得る。そのようなサブシステムの例は、コンピューターデバイス３
３００において、図３３に示される。いくつかの実施形態において、コンピューターシス
テムには、サブシステムが構成要素であり得る単一のコンピューターデバイスが含まれ得
る。他の実施形態では、コンピューターシステムには、それぞれが内部構成要素を有する
サブシステムである、複数のコンピューターデバイスが含まれ得る。
【０５２６】
　図３３に示されるサブシステムは、システムバス３３７５を介して相互接続される。プ
リンター３３７４、キーボード３３７８、記憶デバイス３３７９、ディスプレイアダプタ
ー３３８２と連結されたモニター３３７６等の追加のサブシステムが示されている。Ｉ／
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Ｏ制御デバイス３３７１に連結された周辺デバイスおよび入出力（Ｉ／Ｏ）デバイスは、
シリアルポート３３７７等の当該技術分野において既知のいかなる数の手段によっても、
コンピューターシステムに連結され得る。例えば、シリアルポート３３７７または外部イ
ンターフェース３３８１（例えば、イーサネット、Ｗｉ－Ｆｉ等）が用いられて、コンピ
ューターシステム３３００はインターネット等の広域ネットワーク、マウス入力デバイス
、またはスキャナーに連結され得る。システムバス３３７５を介した相互接続は、中央処
理デバイス３３７３が各サブシステムと通信し、システムメモリ３３７２または記憶デバ
イス３３７９（例えば、固定ディスク）からの指示の実行、およびサブシステム間の情報
の交換を制御することを可能にする。システムメモリ３３７２および／または記憶デバイ
ス３３７９は、コンピューター可読媒体を包含していてもよい。本明細書に記載される値
のいずれも、ある構成要素から別の構成要素に出力可能であり、使用者に出力可能である
。
【０５２７】
　コンピューターシステムは、例えば、外部インターフェース３３８１によって、または
内部インターフェースによって相互接続された、複数の同一の構成要素またはサブシステ
ムを含み得る。いくつかの実施形態において、コンピューターシステム、サブシステム、
または装置は、ネットワーク上で通信し得る。そのような装置において、あるコンピュー
ターはクライアントと見なされ得、別のコンピューターはサーバーと見なされ得、ここで
、それぞれは同一のコンピューターシステムの一部であり得る。クライアントおよびサー
バーは、それぞれ複数のシステム、サブシステム、または構成要素を含み得る。
【０５２８】
　本発明の実施形態のいずれも、ハードウェア（例えば、特定用途向け集積回路またはフ
ィールド・プログラマブル・ゲート・アレイ）、および／または一般的にプログラム可能
なプロセッサを有するコンピュータソフトウェアをモジュール様式または集積様式で用い
て、制御論理の形態で実行され得ることが理解されよう。本明細書における使用者として
（as user herein）、プロセッサには、マルチコア・プロセッサもしくは同一の集積チッ
プ、または単一の回路基盤もしくはネットワーク接続基盤上の複数の処理装置が含まれる
。本明細書に記載される開示および教示に基づいて、当業者は、ハードウェア並びにハー
ドウェアおよびソフトウェアの組み合わせを用いて本発明の実施形態を実行するための他
のやり方および／または方法を知り、理解するであろう。
【０５２９】
　本願に記載されるソフトウェアコンポーネントまたは機能のいずれも、例えば、従来の
またはオブジェクト指向の技術を用いて、例えば、Ｊａｖａ、Ｃ＋＋またはＰｅｒｌ等の
あらゆる適切なコンピューター言語を用いて、プロセッサによって実行されるようコード
されたソフトウェアとして、実行され得る。コードされたソフトウェアは、保存および／
または伝達のためにコンピューター可読媒体上に一連の指示または命令として保存され得
、適切な媒体には、読み書き可能メモリ（ＲＡＭ）、読出し専用メモリ（ＲＯＭ）、ハー
ドドライブもしくはフロッピーディスク等の磁気媒体、またはコンパクトディスク（ＣＤ
）もしくはＤＶＤ（デジタル多用途ディスク）等の光媒体、フラッシュメモリー等が含ま
れる。コンピューター可読媒体は、そのような保存または伝達デバイスのいかなる組み合
わせであってもよい。
【０５３０】
　そのようなプログラムはまた、インターネットを含む、種々のプロトコルに適合する有
線、光、および／または無線ネットワークを介した伝達に適したキャリア信号を用いて、
コード化および伝達され得る。従って、本発明の一実施形態に係るコンピューター可読媒
体は、そのようなプログラムによってコード化されたデータ信号を用いて作製され得る。
コードされたプログラムによってコード化されたコンピューター可読媒体は、互換デバイ
スとひとまとめにされ得るか、または他のデバイスとは別々に提供され得る（例えば、イ
ンターネットダウンロードを介して）。いかなるそのようなコンピューター可読媒体も、
単一のコンピュータプログラム製品（例えば、ハードドライブ、ＣＤ、またはコンピュー
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なるコンピュータプログラム製品上またはその内部に存在し得る。コンピューターシステ
ムには、モニター、プリンター、または本明細書に記載される結果のいずれかを使用者に
提供するための他の適切なディスプレイが含まれ得る。
【０５３１】
　本明細書に記載の方法のいずれも、それらのステップを実行するように構成され得る一
つまたは複数のプロセッサを含むコンピューターシステムを用いて、完全にまたは部分的
に実行され得る。従って、実施形態は、各ステップまたは各ステップ群を実行する異なる
構成要素を含み得る、本明細書に記載の方法のいずれかのステップを実行するように構成
されたコンピューターシステムに関し得る。番号を付けたステップとして提供されている
が、本明細書における方法のステップは、同時にまたは異なる順序で実行され得る。さら
に、これらのステップの一部は、他の方法からの他のステップの一部と共に用いられ得る
。また、ステップの全てまたは一部は任意であり得る。さらに、いずれの方法のいずれの
ステップも、これらのステップを実行するためのモジュール、回路、または他の手段を用
いて、実行され得る。
【０５３２】
　特定の実施形態の具体的な詳細は、本発明の実施形態の精神および範囲から逸脱するこ
となく、あらゆる適切な様式で、組み合わせられ得る。しかし、本発明の他の実施形態は
、個々の態様、またはこれらの個々の態様の特定の組み合わせに関連する特定の実施形態
に関し得る。
【０５３３】
　例示的な本発明の実施形態の上述の説明は、説明および解説を目的として提示されてい
る。網羅的であること、または記載された正確な形態に本発明を限定することは意図され
ておらず、多くの変更形態および変形形態が上記の教示に照らし合わせて可能である。実
施形態は、本発明の原理およびその実際の応用を最良に説明し、それにより他の当業者が
、種々の実施形態で、および企図される特定の用途に適した種々の変更を加えて、本発明
を最良に利用できるようにするために、選択および記述されている。
【０５３４】
　「ａ」、「ａｎ」または「ｔｈｅ」の記述は、特に記載がない限り、「一つまたは複数
」を意味することが意図される。
【０５３５】
　全ての特許、特許出願、刊行物、および本明細書で言及された記述は、あらゆる目的で
それら全体が参照によって組み込まれる。いずれも、先行技術であることを認めるもので
はない。
【０５３６】
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