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(57)【要約】
　本開示は、対象者からの生物学的サンプル中のセルフ
リーDNA（“cfDNA”）に寄与する1つ以上の組織及び/又
は細胞タイプを決定する方法を提供する。いくつかの実
施態様では、本開示は、対象者の疾患又は異常を、当該
対象者からの生物学的サンプル中のcfDNAに寄与すると
決定された1つ以上の組織及び/又は細胞タイプの関数と
認定する方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象者においてセルフリーDNA（cfDNA）を生じる組織及び/又は細胞タイプを決定する
方法であって、
当該対象者からの生物学的サンプルからcfDNAを単離する工程であって、当該単離cfDNAが
複数のcfDNAフラグメントを含む、前記工程；
当該複数のcfDNAフラグメントの少なくとも一部分に付随する配列を決定する工程；
当該複数のcfDNAフラグメントの少なくともいくつかのcfDNAフラグメント末端の参照ゲノ
ム内におけるゲノム上の場所を、当該cfDNAフラグメント配列の関数として決定する工程
；及び
当該cfDNAフラグメントを生じる組織及び/又は細胞タイプの少なくともいくつかを、当該
cfDNAフラグメント末端の少なくともいくつかのゲノム上の場所の関数として決定する工
程を含む、
前記方法。
【請求項２】
　cfDNAフラグメントを生じる組織及び/又は細胞タイプの少なくともいくつかを決定する
工程が、当該cfDNAフラグメント末端の少なくともいくつかのゲノム上の場所を1つ以上の
参照マップと比較する工程を含む、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　cfDNAフラグメントを生じる組織及び/又は細胞タイプの少なくともいくつかを決定する
工程が、当該cfDNAフラグメント末端の少なくともいくつかのゲノム上の場所の分布に関
して数学的変換を実施する工程を含む、請求項1又は請求項2に記載の方法。
【請求項４】
　数学的変換がフーリエ変換を含む、請求項3に記載の方法。
【請求項５】
　参照ゲノムの少なくともいくつかの座標の各々に対するスコアを決定する工程をさらに
含み、ここで当該スコアが少なくとも複数のcfDNAフラグメント末端及びそれらのゲノム
上の場所の関数として決定され、さらに観察されるcfDNAフラグメントを生じる組織及び/
又は細胞タイプの少なくともいくつを決定する工程が当該スコアと１つ以上の参照マップ
を比較する工程を含む、請求項1から4のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　座標に関するスコアが、当該座標がcfDNAフラグメント末端の場所である確率を表して
いるか又は前記確率と関係性がある、請求項5に記載の方法。
【請求項７】
　参照マップが、少なくとも1つの細胞タイプ又は組織から作製されたDNase I高感受性サ
イトデータセットを含む、請求項2から6のいずれか1項に記載の方法。
【請求項８】
　参照マップが、少なくとも1つの細胞タイプ又は組織から作製されたRNA発現データセッ
トを含む、請求項2から7のいずれか1項に記載の方法。
【請求項９】
　当該参照マップが、ヒト組織又は細胞を異種移植された動物のcfDNAから作製される、
請求項2から8のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１０】
　参照マップが、少なくとも1つの細胞タイプ又は組織から作製された染色体コンフォー
メーションマップを含む、請求項2から9のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１１】
　参照マップが、少なくとも1つの細胞タイプ又は組織から作製されたクロマチン接近容
易性マップを含む、請求項2から10のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１２】
　参照マップが、少なくとも1人の参照対象者から入手されるサンプルから得られる配列
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データを含む、請求項2から11のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１３】
　参照マップが、疾患又は異常に付随する少なくとも1つの細胞タイプ又は組織に対応す
る、請求項2から12のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１４】
　参照マップが、組織又は細胞タイプのヌクレオソーム及び/又はクロマトソームの位置
又は間隔を含む、請求項2から13のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１５】
　参照マップが、少なくとも1つの細胞タイプ又は組織から入手されたクロマチンを外因
性ヌクレアーゼ（例えばマイクロコッカスヌクレアーゼ）で消化することによって作製さ
れる、請求項2から14のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１６】
　参照マップが、転移による方法（例えばATAC-seq）によって決定されたクロマチン接近
容易性データを含む、請求項2から15のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１７】
　参照マップが、ある組織又は細胞タイプのDNA結合及び/又はDNA占拠タンパク質の位置
と結びついたデータを含む、請求項2から16のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１８】
　DNA結合及び/又はDNA占拠タンパク質が転写因子である、請求項17に記載の方法。
【請求項１９】
　位置が、架橋DNA-タンパク質複合体のクロマチン免疫沈澱によって決定される、請求項
17又は請求項18に記載の方法。
【請求項２０】
　位置が、当該組織又は細胞タイプに付随するDNAをヌクレアーゼ（例えばDNase-I）で処
理することによって決定される、請求項17又は請求項18に記載の方法。
【請求項２１】
　参照マップが、ある組織又は細胞タイプにおけるヌクレオソーム、クロマトソーム、又
は他のDNA結合若しくはDNA占拠タンパク質の位置又は間隔に関連する生物学的特徴を含む
、請求項2から20のいずれか1項に記載の方法。
【請求項２２】
　生物学的特徴が1つ以上の遺伝子の定量的発現である、請求項21に記載の方法。
【請求項２３】
　生物学的特徴が1つ以上のヒストンマークの有無である、請求項21又は請求項22に記載
の方法。
【請求項２４】
　生物学的特徴がヌクレアーゼ切断に対する高感受性である、請求項21から23のいずれか
1項に記載の方法。
【請求項２５】
　参照マップを作製するために用いられる組織又は細胞タイプが、疾患又は異常を有する
対象者の一次組織である、請求項2から24のいずれか1項に記載の方法。
【請求項２６】
　疾患又は異常が、癌、正常妊娠、妊娠（例えば異数性妊娠）の合併症、心筋梗塞、炎症
性腸疾患、全身性自己免疫疾患、局所性自己免疫疾患、拒絶を伴う同種間移植、拒絶を伴
わない同種間移植、卒中、及び局在性組織損傷から成る群から選択される、請求項25に記
載の方法。
【請求項２７】
　参照マップを作製するために用いられる組織又は細胞タイプが、健康な対象者の一次組
織である、請求項2から24のいずれか1項に記載の方法。
【請求項２８】
　参照マップを作製するために用いられる組織又は細胞タイプが不死化細胞株である、請
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求項2から24のいずれか1項に記載の方法。
【請求項２９】
　参照マップを作製するために用いられる組織又は細胞タイプが腫瘍の生検である、請求
項2から24のいずれか1項に記載の方法。
【請求項３０】
　配列データがcfDNAフラグメント末端の位置を含む、請求項12に記載の方法。
【請求項３１】
　参照対象者が健康である、請求項30に記載の方法。
【請求項３２】
　参照対象者が疾患又は異常を有する、請求項30に記載の方法。
【請求項３３】
　疾患又は異常が、癌、正常妊娠、妊娠（例えば異数性妊娠）の合併症、心筋梗塞、炎症
性腸疾患、全身性自己免疫疾患、局所性自己免疫疾患、拒絶を伴う同種間移植、拒絶を伴
わない同種間移植、卒中、及び局在性組織損傷から成る群から選択される、請求項32に記
載の方法。
【請求項３４】
　参照マップが、組織又は細胞タイプに付随する参照ゲノムの座標の少なくとも一部分に
対する参照スコアを含む、請求項13から33のいずれか1項に記載の方法。
【請求項３５】
　参照マップがスコアの数学的変換を含む、請求項34に記載の方法。
【請求項３６】
　スコアが、組織又は細胞タイプの全ての参照ゲノム座標のサブセットを表す、請求項34
に記載の方法。
【請求項３７】
　サブセットがヌクレオソーム及び/又はクロマトソームの位置又は間隔と結びついてい
る、請求項36に記載の方法。
【請求項３８】
　サブセットが転写開始サイト及び/又は転写終了サイトと結びついている、請求項36又
は請求項37に記載の方法。
【請求項３９】
　サブセットが少なくとも1つの転写因子の結合サイトと結びついている、請求項36から3
8のいずれか1項に記載の方法。
【請求項４０】
　サブセットがヌクレアーゼ高感受性サイトと結びついている、請求項36から39のいずれ
か1項に記載の方法。
【請求項４１】
　サブセットが、さらに加えて少なくとも1つのオルトゴナルな生物学的特徴と結びつい
ている、請求項36から40のいずれか1項に記載の方法。
【請求項４２】
　オルトゴナルな生物学的特徴が高発現遺伝子に付随する、請求項41に記載の方法。
【請求項４３】
　オルトゴナルな生物学的特徴が低発現遺伝子に付随する、請求項41に記載の方法。
【請求項４４】
　数学的変換がフーリエ変換を含む、請求項35から43のいずれか1項に記載の方法。
【請求項４５】
　複数のスコアの少なくとも1つのサブセットが閾値を超えるスコアを有する、請求項5か
ら44のいずれか1項に記載の方法。
【請求項４６】
　cfDNAを生じる組織及び/又は細胞タイプを、当該cfDNAフラグメント末端の少なくとも
いくつかの複数のゲノム上の場所の関数として決定する工程が、当該cfDNAフラグメント
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末端の少なくともいくつかの複数のゲノム上の場所のフーリエ変換、又はその数学的変換
を、参照マップと比較する工程を含む、請求項１から45のいずれか1項に記載の方法。
【請求項４７】
　単離cfDNAを生じると決定された組織及び/又は細胞タイプの一覧を含む報告を作製する
工程をさらに含む、請求項1から46のいずれか1項に記載の方法。
【請求項４８】
　対象者における疾患又は異常を識別する方法であって、
当該対象者からの生物学的サンプルからセルフリーDNA(cfDNA)を単離する工程であって、
当該単離cfDNAが複数のcfDNAフラグメントを含む、前記工程；
当該複数のcfDNAフラグメントの少なくとも一部分に付随する配列を決定する工程；
当該複数のcfDNAフラグメントの少なくともいくつかのcfDNAフラグメント末端に対する参
照ゲノム内のゲノム上の場所を当該cfDNAフラグメント配列の関数として決定する工程；
当該cfDNAを生じる組織及び/又は細胞タイプの少なくともいくつかを、当該cfDNAフラグ
メント末端の少なくともいくつかのゲノム上の場所の関数として決定する工程；及び
当該疾患又は異常を、当該cfDNAを生じると決定された組織及び/又は細胞タイプの関数と
認定する工程を含む、
前記方法。
【請求項４９】
　cfDNAフラグメントを生じる組織及び/又は細胞タイプを決定する工程が、当該cfDNAフ
ラグメント末端の少なくともいくつかのゲノム上の場所を1つ以上の参照マップと比較す
る工程を含む、請求項48に記載の方法。
【請求項５０】
　cfDNAフラグメントを生じる組織及び/又は細胞タイプを決定する工程が、複数のcfDNA
フラグメント末端の少なくともいくつかのゲノム上の場所の分布に関して数学的変換を実
施する工程を含む、請求項48又は請求項49に記載の方法。
【請求項５１】
　数学的変換がフーリエ変換を含む、請求項50に記載の方法。
【請求項５２】
　参照ゲノムの少なくともいくつかの座標の各々に対するスコアを決定する工程をさらに
含み、当該スコアが少なくとも複数のcfDNAフラグメント末端及びそれらのゲノム上の場
所の関数として決定され、さらに観察されたcfDNAフラグメントを生じる組織及び/又は細
胞タイプの少なくともいくつを決定する工程が当該スコアと１つ以上の参照マップを比較
する工程を含む、請求項48から51のいずれかに記載の方法。
【請求項５３】
　座標に対するスコアが、座標がcfDNAフラグメント末端の位置である確率を表している
か又は前記と関係性がある、請求項52に記載の方法。
【請求項５４】
　参照マップが、DNase I高感受性サイトデータセット、RNA発現データセット、発現デー
タ、染色体コンフォーメーションマップ、クロマチン接近容易性マップ、クロマチン断片
化マップ、又は少なくとも1人の参照対象者から入手され、かつある疾患又は異常に付随
する少なくとも1つの細胞タイプ又は組織に対応するサンプルから得られる配列データ、
及び/又はある組織又は細胞タイプのヌクレオソーム及び/又はクロマトソームの位置又は
間隔の取り方を含む、請求項49から53のいずれか1項に記載の方法。
【請求項５５】
　参照マップが、少なくとも1つの細胞タイプ又は組織のクロマチンを外因性ヌクレアー
ゼ（例えばマイクロコッカスヌクレアーゼ）で消化することによって作製される、請求項
49から54のいずれか1項に記載の方法。
【請求項５６】
　参照マップが、転移による方法（例えばATAC-seq）を少なくとも1つの細胞タイプ又は
組織の核又はクロマチンに適用することによって決定されたクロマチン接近容易性データ
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を含む、請求項54又は請求項55に記載の方法。
【請求項５７】
　参照マップが、組織又は細胞タイプのDNA結合及び/又はDNA占拠タンパク質の位置と結
びついたデータを含む、請求項49から56のいずれか1項に記載の方法。
【請求項５８】
　DNA結合及び/又はDNA占拠タンパク質が転写因子である、請求項57に記載の方法。
【請求項５９】
　位置が、架橋DNA-タンパク質複合体のクロマチン免疫沈澱を少なくとも1つの細胞タイ
プ又は組織に適用することによって決定される、請求項57又は請求項58に記載の方法。
【請求項６０】
　位置が、組織又は細胞タイプに付随するDNAをヌクレアーゼ（例えばDNase-I）で処理す
ることによって決定される、請求項57又は請求項58に記載の方法。
【請求項６１】
　当該参照マップが、ある組織又は細胞タイプのヌクレオソーム、クロマトソーム、又は
他のDNA結合若しくはDNA占拠タンパク質の位置又は間隔に関連する生物学的特徴を含む、
請求項48から60のいずれか1項に記載の方法。
【請求項６２】
　生物学的特徴が1つ以上の遺伝子の定量的発現である、請求項61に記載の方法。
【請求項６３】
　生物学的特徴が1つ以上のヒストンマークの有無である、請求項61又は請求項62に記載
の方法。
【請求項６４】
　生物学的特徴がヌクレアーゼ切断に対する高感受性である、請求項61から63のいずれか
1項に記載の方法。
【請求項６５】
　参照マップを作製するために用いられる組織又は細胞タイプが、疾患又は異常を有する
対象者の一次組織である、請求項49から64のいずれか1項に記載の方法。
【請求項６６】
　疾患又は異常が、癌、正常妊娠、妊娠（例えば異数性妊娠）の合併症、心筋梗塞、炎症
性腸疾患、全身性自己免疫疾患、局所性自己免疫疾患、拒絶を伴う同種間移植、拒絶を伴
わない同種間移植、卒中、及び局在性組織損傷から成る群から選択される、請求項65に記
載の方法。
【請求項６７】
　マップを作製するために用いられる組織又は細胞タイプが、健康な対象者の一次組織で
ある、請求項49から65のいずれか1項に記載の方法。
【請求項６８】
　参照マップを作製するために用いられる組織又は細胞タイプが不死化細胞株である、請
求項49から65のいずれか1項に記載の方法。
【請求項６９】
　参照マップを作製するために用いられる組織又は細胞タイプが腫瘍の生検である、請求
項49から65のいずれか1項に記載の方法。
【請求項７０】
　少なくとも1人の参照対象者から入手されるサンプルから得られる配列データがcfDNAフ
ラグメント末端の位置の確率を含む、請求項54に記載の方法。
【請求項７１】
　参照対象者が健康である、請求項70に記載の方法。
【請求項７２】
　参照対象者が疾患又は異常を有する、請求項70に記載の方法。
【請求項７３】
　疾患又は異常が、癌、正常妊娠、妊娠（例えば異数性妊娠）の合併症、心筋梗塞、炎症
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性腸疾患、全身性自己免疫疾患、局所性自己免疫疾患、拒絶を伴う同種間移植、拒絶を伴
わない同種間移植、卒中、及び局在性組織損傷から成る群から選択される、請求項72に記
載の方法。
【請求項７４】
　参照マップが、当該組織又は細胞タイプと結びついた参照ゲノムの少なくとも一部分に
ついてcfDNAフラグメント末端確率を含む、請求項54から73のいずれか1項に記載の方法。
【請求項７５】
　参照マップが当該cfDNAフラグメント末端確率の数学的変換を含む、請求項74に記載の
方法。
【請求項７６】
　cfDNAフラグメント末端確率が、当該組織又は細胞タイプの全ての参照ゲノム座標のサ
ブセットを表す、請求項74に記載の方法。
【請求項７７】
　サブセットがヌクレオソーム及び/又はクロマトソームの位置又は間隔と結びついてい
る、請求項76に記載の方法。
【請求項７８】
　サブセットが転写開始サイト及び/又は転写終了サイトと結びついている、請求項76又
は請求項77に記載の方法。
【請求項７９】
　サブセットが少なくとも1つの転写因子の結合サイトと結びついている、請求項76から7
8のいずれか1項に記載の方法。
【請求項８０】
　サブセットがヌクレアーゼ高感受性サイトと結びついている、請求項76から79のいずれ
か1項に記載の方法。
【請求項８１】
　サブセットが、さらに加えて少なくとも1つのオルトゴナルな生物学的特徴と結びつい
ている、請求項76から80のいずれか1項に記載の方法。
【請求項８２】
　オルトゴナルな生物学的特徴が高発現遺伝子に付随する、請求項81に記載の方法。
【請求項８３】
　オルトゴナルな生物学的特徴が低発現遺伝子に付随する、請求項81に記載の方法。
【請求項８４】
　数学的変換がフーリエ変換を含む、請求項75から83のいずれか1項に記載の方法。
【請求項８５】
　複数のcfDNAフラグメント末端スコアの少なくとも1つのサブセットが各々閾値を超える
スコアを有する、請求項52から84のいずれか1項に記載の方法。
【請求項８６】
　cfDNAを生じる組織及び/又は細胞タイプを、当該cfDNAフラグメント末端の少なくとも
いくつかの複数のゲノム上の場所の関数として決定する工程が、当該cfDNAフラグメント
末端の少なくともいくつかの複数のゲノム上の場所のフーリエ変換、又はその数学的変換
を参照マップと比較する工程を含む、請求項48から85のいずれか1項に記載の方法。
【請求項８７】
　参照マップが、疾患又は異常に付随する少なくとも1つの組織に対応するDNA又はクロマ
チン断片化データを含む、請求項48から86のいずれか1項に記載の方法。
【請求項８８】
　参照ゲノムがヒトに付随する、請求項48から87のいずれか1項に記載の方法。
【請求項８９】
　疾患又は異常を識別する記述を含む報告を作製する工程をさらに含む、請求項48から88
のいずれか1項に記載の方法。
【請求項９０】
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　報告が、単離cfDNAを生じると決定された組織及び/又は細胞タイプの一覧をさらに含む
、請求項89に記載の方法。
【請求項９１】
　生物学的サンプルが、全血、末梢血血漿、尿又は脳脊髄液を含むか、本質的に前記から
成るか、又は前記から成る、請求項1から90のいずれか1項に記載の方法。
【請求項９２】
　対象者におけるセルフリーDNA（cfDNA）を生じる組織及び/又は細胞タイプを決定する
方法であって、
（i）当該対象者の生物学的サンプルの入手、当該生物学的サンプルのcfDNAの単離、並び
にcfDNAのライブラリー構築及び大量パラレルシーケンシングによる下記の分布（a）、（
b）及び/又は（c）の測定によってヌクレオソームマップを作製する工程；
（ii）コントロール対象者又は既知疾患を有する対象者の生物学的サンプルの入手、当該
生物学的サンプルのcfDNAの単離、cfDNAのライブラリー構築及び大量パラレルシーケンシ
ングによる下記の分布（a）、（b）及び/又は（c）の測定によってヌクレオソームマップ
の参照セットを作製する工程；並びに
（iii）当該cfDNAに由来するヌクレオソームマップをヌクレオソームマップの参照セット
と比較することによって、当該cfDNAを生じる当該組織及び/又は細胞タイプを決定する工
程を含み、
前記（a）、（b）及び（c）が、
（a）ヒトゲノムにおいて任意の特定の塩基対がcfDNAフラグメントの末端に出現する可能
性の分布；
（b）ヒトゲノムの塩基対の任意の対がcfDNAフラグメントの末端の対として出現する可能
性の分布；及び
（c）ヒトゲノムにおいて任意の特定の塩基対が弁別的なヌクレオソーム占拠の結果とし
てcfDNAフラグメントに出現する可能性の分布である、
前記方法。
【請求項９３】
　対象者におけるcfDNAを生じる組織及び/又は細胞タイプを決定する方法であって、
（i）当該対象者の生物学的サンプルの入手、当該生物学的サンプルのcfDNAの単離、並び
にcfDNAのライブラリー構築及び大量パラレルシーケンシングによる下記の分布（a）、（
b）及び/又は（c）の測定によってヌクレオソームマップを作製する工程；
（ii）コントロール対象者又は既知疾患を有する対象者の生物学的サンプルの入手、当該
生物学的サンプルのcfDNAの単離、マイクロコッカスのヌクレアーゼ（MNase）、DNase処
理又はATAC-Seqによるクロマチンの消化から誘導したDNAのライブラリー構築及び大量パ
ラレルシーケンシングによる下記の分布（a）、（b）及び/又は（c）の測定によってヌク
レオソームマップの参照セットを作製する工程；並びに
（iii）当該cfDNAに由来するヌクレオソームマップをヌクレオソームマップの参照セット
と比較することによって、当該cfDNAを生じる当該組織及び/又は細胞タイプを決定する工
程を含み、
前記（a）、（b）及び（c）が、
（a）ヒトゲノムにおいて任意の特定の塩基対が配列決定されたフラグメントの末端に出
現する可能性の分布；
（b）ヒトゲノムの塩基対の任意の対が配列決定されたフラグメントの末端の対として出
現する可能性の分布；及び
（c）ヒトゲノムにおいて任意の特定の塩基対が弁別的なヌクレオソーム占拠の結果とし
て配列決定されたフラグメントに出現する可能性の分布である、
前記方法。
【請求項９４】
　対象者において臨床症状を診断する方法であって、
（i）当該対象者の生物学的サンプルの入手、当該生物学的サンプルのcfDNAの単離、並び
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にcfDNAのライブラリー構築及び大量パラレルシーケンシングによる下記の分布（a）、（
b）及び/又は（c）の測定によってヌクレオソームマップを作製する工程；
（ii）コントロール対象者又は既知疾患を有する対象者の生物学的サンプルの入手、当該
生物学的サンプルのcfDNAの単離、cfDNAのライブラリー構築及び大量パラレルシーケンシ
ングによる下記の分布（a）、（b）及び/又は（c）の測定によってヌクレオソームマップ
の参照セットを作製する工程；並びに
（iii）当該cfDNAに由来するヌクレオソームマップをヌクレオソームマップの参照セット
と比較することによって、当該臨床症状を決定する工程を含み、
前記（a）、（b）及び（c）が、
（a）ヒトゲノムにおいて任意の特定の塩基対がcfDNAフラグメントの末端に出現する可能
性の分布；
（b）ヒトゲノムの塩基対の任意の対がcfDNAフラグメントの末端の対として出現する可能
性の分布；及び
（c）ヒトゲノムにおいて任意の特定の塩基対が弁別的なヌクレオソーム占拠の結果とし
てcfDNAフラグメントに出現する可能性の分布である、
前記方法。
【請求項９５】
　対象者において臨床症状を診断する方法であって、
（i）当該対象者の生物学的サンプルの入手、当該生物学的サンプルのcfDNAの単離、並び
にcfDNAのライブラリー構築及び大量パラレルシーケンシングによる下記の分布（a）、（
b）及び/又は（c）の測定によってヌクレオソームマップを作製する工程；
（ii）コントロール対象者又は既知疾患を有する対象者の生物学的サンプルの入手、当該
生物学的サンプルのcfDNAの単離、マイクロコッカスのヌクレアーゼ（MNase）、DNase処
理又はATAC-Seqによるクロマチンの消化から誘導したDNAのライブラリー構築及び大量パ
ラレルシーケンシングによる下記の分布（a）、（b）及び/又は（c）の測定によってヌク
レオソームマップの参照セットを作製する工程；並びに
（iii）当該cfDNAに由来するヌクレオソームマップをヌクレオソームマップの参照セット
と比較することによって、当該cfDNAの供給源組織の組成を決定する工程を含み、
前記（a）、（b）及び（c）が、
（a）ヒトゲノムにおいて任意の特定の塩基対が配列決定されたフラグメントの末端に出
現する可能性の分布；
（b）ヒトゲノムの塩基対の任意の対が配列決定されたフラグメントの末端の対として出
現する可能性の分布；及び
（c）ヒトゲノムにおいて任意の特定の塩基対が弁別的なヌクレオソーム占拠の結果とし
て配列決定されたフラグメントに出現する可能性の分布である、前記方法。
【請求項９６】
　ヌクレオソームマップが、
　　生物学的サンプルから単離されたcfDNAを精製する工程、
　　アダプター連結及び場合によってPCR増幅によってライブラリーを構築する工程、並
びに、
　　生じたライブラリーを配列決定する工程、
によって作製される、請求項92－95のいずれか1項に記載の方法。
【請求項９７】
　ヌクレオソームマップの参照セットが、
　　コントロール対象者の生物学的サンプルから単離されたcfDNAを精製する工程、
　　アダプター連結及び場合によってPCR増幅によってライブラリーを構築する工程、並
びに、
　　生じたライブラリーを配列決定する工程、
によって作製される、請求項92－95のいずれか1項に記載の方法。
【請求項９８】
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　分布（a）、（b）若しくは（c）又はこれらの分布の1つの数学的変換を連続ウインドウ
でフーリエ変換に付し、続いてヌクレオソーム占拠に付随した周期レンジについて強度を
定量して、ヌクレオソームが各連続ウインドウ内で構造化された配置を示す範囲を集約す
る、請求項92－95のいずれか1項に記載の方法。
【請求項９９】
　分布（a）、（b）若しくは（c）又はこれらの分布の1つの数学的変換で、特定の転写因
子（TF）の転写因子結合サイト（TFBS）の直近にシーケンシング読取り開始位置がマップ
される参照ヒトゲノムでサイトの分布を定量し（TFがTFBSと結合するときはしばしば当該
サイトの直ぐ側にヌクレオソームがフランキングする）、cfDNAに寄与する細胞タイプのT
F活性の結果としてのヌクレオソームの配置を集約する、請求項92－95のいずれか1項に記
載の方法。
【請求項１００】
　ヌクレオソーム占拠シグナルが、他のゲノム上の目印（例えばDNase I高感受性サイト
、転写開始サイト、トポロジカルドメイン、他の後成的な目印、又は他のデータセット（
例えば遺伝子発現など）での相関的動態によって規定される全てのそのようなサイトのサ
ブセット）周辺で、分布（a）、（b）及び/又は（c）又はこれらの分布の1つの数学的変
換から、集合化シグナルの任意の1つにしたがって集約される、請求項92－95のいずれか1
項に記載の方法。
【請求項１０１】
　分布を変換して、当該ゲノムの多様なサブセット内のヌクレオソームの配置の周期的シ
グナルを集合化又は集約する、例えば、連続ウインドウでの周期性、或いはまた別に、転
写因子結合サイト、遺伝子モデル特徴（例えば転写開始サイト）、組織発現データ又は他
のヌクレオソーム配置に相関するものによって規定されるゲノムの不連続サブセットでの
周期性を定量する、請求項92－95のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１０２】
　分布が、組織特異的データ、すなわち組織特異的DNase I高感受性サイト周辺の集合シ
グナルによって規定される、請求項92－95のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１０３】
　追加のヌクレオソームマップを当該参照セットと比較するために統計的シグナルをプロ
セッシングする工程をさらに含む、請求項92－95のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１０４】
　最初に多岐にわたるサンプルセットで当該ゲノムの端から端まで連続ウインドウ内で長
レンジヌクレオソーム順番付けを集約し、続いて主要成分分析（PCA）を実施して、サン
プルをクラスター化するか又は混合割合を概算する、請求項103に記載の方法。
【請求項１０５】
　臨床症状が癌、すなわち悪性腫瘍である、請求項94又は請求項95に記載の方法。
【請求項１０６】
　生物学的サンプルがcfDNAを含む循環血漿であり、そのいくらかの部分が腫瘍に由来す
る、請求項105に記載の方法。
【請求項１０７】
　臨床症状が、組織損傷、心筋梗塞（心臓組織の急性損傷）、自己免疫疾患（多様な組織
の慢性損傷）、妊娠、染色体異常（例えばトリソミー）、及び移植片拒絶から選択される
、請求項94又は請求項95に記載の方法。
【請求項１０８】
　cfDNAに寄与すると決定された1つ以上の組織又は細胞タイプの各々に割合を割り当てる
工程をさらに含む、請求項1から107のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１０９】
　1つ以上の決定された組織又は細胞タイプの各々に割り当てられた割合が、少なくとも
部分的には、1人又は複数の健康な対象者のcfDNAと対比された相関性の程度又は相関性増
加の程度を基準にする、請求項108に記載の方法。
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【請求項１１０】
　相関性の程度が、少なくとも部分的には、当該生物学的サンプル由来のcfDNAフラグメ
ント末端の分布の数学的変換と当該決定された組織又は細胞タイプに付随する参照マップ
との比較に基づく、請求項108又は請求項109に記載の方法。
【請求項１１１】
　1つ以上の決定された組織又は細胞タイプの各々に割り当てられた割合が混合モデルに
基づく、請求項108から110のいずれか1項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（優先権の主張）本出願は、米国仮特許出願No.62/029,178（2014年7月25日出願）及びNo
.62/087,619（2014年12月4日出願）に対し優先権を主張する（前記の各々の要旨は、あた
かも前記が本明細書で完全に説明されたかのように参照により本明細書に含まれる）。
（政府の利益に関する記述）本発明は、アメリカ国立衛生研究所（NIH）のグラント番号1
DP1HG007811により政府の支援を受けて達成された。政府は本発明において一定の権利を
有する。
（技術分野）
　本開示は、セルフリーDNAを生じる1つ以上の組織及び/又は細胞タイプを決定する方法
に関する。いくつかの実施態様では、本開示は、ある対象者の疾患又は異常を、当該対象
者に由来する生物学的サンプルのセルフリーDNAに付随すると決定された1つ以上の組織及
び/又は細胞タイプの関数と認定する方法を提供する。
【背景技術】
【０００２】
　セルフリーDNA（“cfDNA”）は人間の循環血漿、尿及び他の体液に存在する。cfDNAは
二本鎖DNAフラグメントを含む。前記フラグメントは比較的短く（もっぱら200塩基対未満
）、通常は低濃度で存在する（例えば血漿中に1－100ng/μL）。健康な個体の循環血漿で
は、cfDNAは主として血液細胞（すなわち造血細胞系列の正常な細胞）のアポトーシスに
由来すると考えられている。しかしながら、特殊な状況では、他の組織が、体液（例えば
循環血漿）中のcfDNAの組成に実質的に寄与することができる。
　cfDNAはある種の専門分野（例えば生殖医療、癌診断及び移植医療）で用いられてきた
が、cfDNAに基づく既存の検査は、2つ以上の細胞集団間（例えば母体ゲノムに対して胎児
ゲノム、正常ゲノムに対して癌ゲノム、移植片レシピエントゲノムに対してドナーゲノム
など）の遺伝子型（例えば個々の配列の一次配列又は表示コピー数）の相違に着目する。
残念ながら、任意の与えられた生物学的サンプルで見いだされるcfDNAフラグメントの圧
倒的多数が寄与細胞集団間で配列が同一のゲノム領域に由来するために、既存のcfDNA系
検査はその適用範囲が極めて制限される。加えて、多くの疾患及び異常が、cfDNAを生じ
る組織及び/又は細胞タイプで、当該疾患又は異常が関与する例えば組織損傷又は炎症性
プロセスに由来する変化を随伴する。2つのゲノム間で個々の配列の一次配列又は表示コ
ピー数の相違に着目する既存のcfDNA系診断検査は、そのような変化を検出することがで
きない。したがって、強力な非生検型診断方法を提供するcfDNAの潜在能力は計り知れな
いが、極めて多様な疾患及び異常の診断に適用できるcfDNA系診断方法論に対する要請は
今なお続いている。
【発明の概要】
【０００３】
　本開示は、対象者からの生物学的サンプルでセルフリーDNA（“cfDNA”）を生じる1つ
以上の組織及び/又は細胞タイプを決定する方法を提供する。いくつかの実施態様では、
本開示は、ある対象者の疾患又は異常を、当該対象者に由来する生物学的サンプルのcfDN
Aと付随すると決定された1つ以上の組織及び/又は細胞タイプの関数と認定する方法を提
供する。
　いくつかの実施態様では、本開示は、対象者においてセルフリーDNA（cfDNA）を生じる
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組織及び/又は細胞タイプを決定する方法を提供し、前記方法は以下の工程を含む：当該
対象者からの生物学的サンプルからcfDNAを単離する工程（当該単離cfDNAは複数のcfDNA
フラグメントを含む）；当該複数のcfDNAフラグメントの少なくとも一部分に付随する配
列を決定する工程；当該複数のcfDNAフラグメントの少なくともいくつかのcfDNAフラグメ
ント末端の参照ゲノム内のゲノム上の場所を当該cfDNAフラグメント配列の関数として決
定する工程；及び当該cfDNAフラグメントを生じる組織及び/又は細胞タイプの少なくとも
いくつかを、当該cfDNAフラグメント末端の少なくともいくつかのゲノム上の場所の関数
として決定する工程。
　他の実施態様では、本開示は対象者における疾患又は異常を識別する方法を提供し、前
記方法は以下の工程を含む：当該対象者からの生物学的サンプルからセルフリーDNA(cfDN
A)を単離する工程（当該単離cfDNAは複数のcfDNAフラグメントを含む）；当該複数のcfDN
Aフラグメントの少なくとも一部分に付随する配列を決定する工程；当該複数のcfDNAフラ
グメントの少なくともいくつかのcfDNAフラグメント末端の参照ゲノム内のゲノム上の場
所を当該cfDNAフラグメント配列の関数として決定する工程；当該cfDNAを生じる組織及び
/又は細胞タイプの少なくともいくつかを、当該cfDNAフラグメント末端の少なくともいく
つかのゲノム上の場所の関数として決定する工程；及び当該疾患又は異常を、当該cfDNA
を生じると決定された組織及び/又は細胞タイプの関数として同定する工程。
【０００４】
　他の実施態様では、本開示は対象者でセルフリーDNA（cfDNA）を生じる組織及び/又は
細胞タイプを決定する方法を提供し、前記方法は以下の工程を含む：（i）当該対象者の
生物学的サンプルの入手、当該生物学的サンプルのcfDNAの単離、並びにcfDNAのライブラ
リー構築及び大量パラレルシーケンシング（massively parallel sequencing）による下
記に示す分布（a）、（b）及び/又は（c）の測定によってヌクレオソームマップを作製す
る工程；（ii）コントロール対象者又は既知疾患を有する対象者の生物学的サンプルの入
手、当該生物学的サンプルのcfDNAの単離、cfDNAのライブラリー構築及び大量パラレルシ
ーケンシングによる下記に示す分布（a）、（b）及び/又は（c）の測定によってヌクレオ
ソームマップの参照セットを作製する工程；並びに（iii）当該生物学的サンプルのcfDNA
に由来するヌクレオソームマップをヌクレオソームマップの参照セットと比較することに
よって、当該生物学的サンプルのcfDNAを生じる組織及び/又は細胞タイプを決定する工程
。ここで前記（a）、（b）及び（c）は以下のとおりである：（a）ヒトゲノムにおいて任
意の特定の塩基対がcfDNAフラグメントの末端に出現する可能性の分布；（b）ヒトゲノム
の塩基対の任意の対がcfDNAフラグメントの末端の対として出現する可能性の分布；及び
（c）ヒトゲノムにおいて任意の特定の塩基対が弁別的なヌクレオソーム占拠の結果とし
てcfDNAフラグメントに出現する可能性の分布。
【０００５】
　さらに他の実施態様では、本開示は対象者におけるcfDNAを生じる組織及び/又は細胞タ
イプを決定する方法を提供し、前記方法は以下の工程を含む：（i）当該対象者からの生
物学的サンプルの入手、当該生物学的サンプルのcfDNAの単離、並びにcfDNAのライブラリ
ー構築及び大量パラレルシーケンシングによる下記に示す分布（a）、（b）及び/又は（c
）の測定によってヌクレオソームマップを作製する工程；（ii）コントロール対象者又は
既知疾患を有する対象者の生物学的サンプルの入手、当該生物学的サンプルのcfDNAの単
離、酵素（例えばマイクロコッカスのヌクレアーゼ、DNase又はトランスポザーゼ）によ
るクロマチン断片化から誘導したDNAのライブラリー構築及び大量パラレルシーケンシン
グによる下記に示す分布（a）、（b）及び/又は（c）の測定によってヌクレオソームマッ
プの参照セットを作製する工程；並びに（iii）当該生物学的サンプルのcfDNAに由来する
ヌクレオソームマップをヌクレオソームマップの参照セットと比較することによって、当
該生物学的サンプルのcfDNAを生じる組織及び/又は細胞タイプを決定する工程。ここで前
記（a）、（b）及び（c）は以下のとおりである：（a）ヒトゲノムにおいて任意の特定の
塩基対が配列決定されたフラグメントの末端に出現する可能性の分布；（b）ヒトゲノム
の塩基対の任意の対が配列決定されたフラグメントの末端の対として出現する可能性の分
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布；及び（c）ヒトゲノムにおいて任意の特定の塩基対が弁別的なヌクレオソーム占拠の
結果として配列決定されたフラグメントに出現する可能性の分布。
【０００６】
　他の実施態様では、本開示は対象者で臨床症状を診断する方法を提供し、前記方法は以
下の工程を含む：（i）当該対象者の生物学的サンプルの入手、当該生物学的サンプルのc
fDNAの単離、並びにcfDNAのライブラリー構築及び大量パラレルシーケンシングによる下
記の分布（a）、（b）及び/又は（c）の測定によってヌクレオソームマップを作製する工
程；（ii）コントロール対象者又は既知疾患を有する対象者の生物学的サンプルの入手、
当該生物学的サンプルのcfDNAの単離、cfDNAのライブラリー構築及び大量パラレルシーケ
ンシングによる下記の分布（a）、（b）及び/又は（c）の測定によってヌクレオソームマ
ップの参照セットを作製する工程；並びに（iii）当該生物学的サンプルのcfDNAに由来す
るヌクレオソームマップをヌクレオソームマップの参照セットと比較することによって、
当該臨床症状を決定する工程。ここで前記（a）、（b）及び（c）は以下のとおりである
：（a）ヒトゲノムにおいて任意の特定の塩基対がcfDNAフラグメントの末端に出現する可
能性の分布；（b）ヒトゲノムの塩基対の任意の対がcfDNAフラグメントの末端の対として
出現する可能性の分布；及び（c）ヒトゲノムにおいて任意の特定の塩基対が弁別的なヌ
クレオソーム占拠の結果としてcfDNAフラグメントに出現する可能性の分布。
【０００７】
　他の実施態様では、本開示は対象者で臨床症状を診断する方法を提供し、前記方法は以
下の工程を含む：（i）当該対象者の生物学的サンプルの入手、当該生物学的サンプルのc
fDNAの単離、並びにcfDNAのライブラリー構築及び大量パラレルシーケンシングによる下
記の分布（a）、（b）及び/又は（c）の測定によってヌクレオソームマップを作製する工
程；（ii）コントロール対象者又は既知疾患を有する対象者の生物学的サンプルの入手、
当該生物学的サンプルのcfDNAの単離、酵素（例えばマイクロコッカスのヌクレアーゼ（M
Nase）、DNase又はトランスポザーゼ）によるクロマチン断片化から誘導したDNAのライブ
ラリー構築及び大量パラレルシーケンシングによる下記の分布（a）、（b）及び/又は（c
）の測定によってヌクレオソームマップの参照セットを作製する工程；並びに（iii）当
該生物学的サンプルのcfDNAに由来するヌクレオソームマップをヌクレオソームマップの
参照セットと比較することによって、当該生物学的サンプルの供給源組織（tissue-of-or
igin）の組成を決定する工程。ここで前記（a）、（b）及び（c）は以下のとおりである
：（a）ヒトゲノムにおいて任意の特定の塩基対が配列決定されたフラグメントの末端に
出現する可能性の分布；（b）ヒトゲノムの塩基対の任意の対が配列決定されたフラグメ
ントの末端の対として出現する可能性の分布；及び（c）ヒトゲノムにおいて任意の特定
の塩基対が弁別的なヌクレオソーム占拠の結果として配列決定されたフラグメントに出現
する可能性の分布。
　これらの実施態様及び他の実施態様は下記ではるかに詳細に記載される。
【図面の簡単な説明】
【０００８】
【図１Ａ－Ｃ】cfDNA断片化パターンをヌクレオソーム占拠に関連付ける3つのタイプの情
報を示す（小さなゲノム領域について例示されている）。これらと同じタイプの情報はま
た、酵素（例えばマイクロコッカスのヌクレアーゼ（MNase）、DNase又はトランスポザー
ゼ）によるクロマチンの断片化によってももたらされうる。図1Aは、ヒトゲノムにおいて
任意の特定の塩基対が配列決定されたフラグメントの末端（すなわち断片化点）に出現す
る可能性の分布を示す。図1Bは、ヒトゲノムの塩基対の任意の対が配列決定されたフラグ
メントの末端の対として出現する可能性の分布を示す（すなわち、個々の分子を生じる断
片化点の連続する対）。図1Cは、ヒトゲノムにおいて任意の特定の塩基対が、配列決定さ
れたフラグメント内で、弁別的なヌクレオソーム占拠の結果として出現する可能性の分布
である（すなわち相対的カバレッジ）。
【図２】典型的なcfDNAシーケンシングライブラリーの挿入サイズ分布を示し、ここでは
人数が明らかでない健康な個体からの提供を含むヒト血漿に由来するcfDNAプールについ
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て示されている（バルクcfDNA）。
【図３Ａ】全cfDNAサンプル（血漿）、腫瘍患者サンプルのcfDNA（腫瘍）、妊婦個体のcf
DNA（妊娠）、種々のヒト細胞株のヒトMNase（細胞株）及びヒトDNAショットガンシーケ
ンシングライブラリー（ショットガン）にわたって、第一の（chr1）ヒト常染色体にマッ
ピングした読取り開始座標の高速フーリエ変換（FFT）の平均ピリオドグラム強度を示す
。
【図３Ｂ】全cfDNAサンプル（血漿）、腫瘍患者サンプルのcfDNA（腫瘍）、妊婦個体のcf
DNA（妊娠）、種々のヒト細胞株のヒトMNase（細胞株）及びヒトDNAショットガンシーケ
ンシングライブラリー（ショットガン）にわって、最後の（chr22）ヒト常染色体にマッ
ピングした読取り開始座標の高速フーリエ変換（FFT）の平均ピリオドグラム強度を示す
。
【図４Ａ】全常染色体の10キロ塩基対（kbp）ブロックでの196塩基対（bp）周期性におけ
る強度の最初の3主要成分（PC）を示す。図4AはPC2対PC1を示し、図4BはPC3対PC2を示す
。
【図４Ｂ】全常染色体の10キロ塩基対（kbp）ブロックでの196塩基対（bp）周期性におけ
る強度の最初の3主要成分（PC）を示す。図4AはPC2対PC1を示し、図4BはPC3対PC2を示す
。
【図５】全常染色体を通して10kbpブロックで196bp周期性により測定された強度のユーク
リッド距離の階層クラスター化樹形図を示す。
【図６Ａ】全常染色体を通して10kbpブロックでの181bpから202bp周期性における強度の
最初の3主要成分を示す。図6AはPC2対PC1を示し、図6BはPC3対PC2を示す。
【図６Ｂ】全常染色体を通して10kbpブロックでの181bpから202bp周期性における強度の
最初の3主要成分を示す。図6AはPC2対PC1を示し、図6BはPC3対PC2を示す。
【図７】全常染色体を通して10kbpブロックで181bpから202bp周期性により測定された強
度のユークリッド距離の階層クラスター化樹形図を示す。
【図８Ａ－Ｄ】cfDNAデータセットのための全常染色体を通して10kbpブロックでの181bp
から202bp周期性における強度の主要成分分析（10PCの最初の7つ）を示す。図8AはPC2対P
C1を示し、図8BはPC3対PC2を示し、図8CはPC4対PC3を示し、図8DはPC5対PC4を示す。
【図８Ｅ－Ｆ】cfDNAデータセットのための全常染色体を通して10kbpブロックでの181bp
から202bp周期性における強度の主要成分分析（10PCの最初の7つ）を示す。図8EはPC6対P
C5を示し、図8FはPC7対PC6を示す。
【図９Ａ－Ｂ】MNaseデータセットのための全常染色体を通して10kbpブロックでの181bp
から202bp周期性における強度の主要成分分析を示す。図9AはPC2対PC1を示し、図9BはPC3
対PC2を示す。
【図９Ｃ－Ｅ】MNaseデータセットのための全常染色体を通して10kbpブロックでの181bp
から202bp周期性における強度の主要成分分析を示す。図9CはPC4対PC3を示し、図9DはPC5
対PC4を示し、図9EはPC6対PC5を示す。
【図１０】全ての合成cfDNA及びMNaseデータセット混合物の代表的ヒト常染色体（chr11
）の平均ピリオドグラム強度を示す。
【図１１】合成MNaseデータセット混合物について全常染色体を通して10kbpブロックでの
181bpから202bp周期性における強度の最初の2主要成分を示す。
【図１２】合成cfDNAデータセット混合物について全常染色体を通して10kbpブロックでの
181bpから202bp周期性における強度の最初の2主要成分を示す。
【図１３】合成MNase及びcfDNA混合物データセットのための全常染色体の10kbpブロック
での181bpから202bp周期性における強度のユークリッド距離の階層クラスター化樹形図を
示す。
【図１４】少なくとも100Mの読取り（リード）を有するサンプルセットの23,666C TCF結
合サイト周辺の1kbpウインドウにおける読取り開始点密度を示す。
【図１５】少なくとも100Mの読取りを有するサンプルセットの5,644 c-Jun結合サイト周
辺の1kbpウインドウにおける読取り開始点密度を示す。
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【図１６】少なくとも100Mの読取りを有するサンプルセットの4,417 NF-YB結合サイト周
辺の1kbpウインドウにおける読取り開始点密度を示す。
【図１７】cfDNAフラグメント末端を生じる過程の模式図を示す。アポトーシス及び/又は
壊死による細胞死はネイティブなクロマチンのほぼ完全な消化をもたらす。タンパク質結
合DNAフラグメント（典型的にはヒストン又は転写因子と結合している）は、優先的に消
化に耐え循環中に放出されるが、裸のDNAは消失する。フラグメントは、プロテアーゼ処
理に続いて末梢血の血漿から回収できる。健康な個体では、cfDNAは主として骨髄系及び
リンパ系細胞系列に由来するが、ある種の医学的症状では1つ以上の追加の組織の寄与が
存在しうる。
【図１８】伝統的シーケンシングライブラリー調製で観察されるcfDNAのフラグメントの
長さを示す。長さはペア形成末端シーケンシング読取りのアラインメントから推論される
。フラグメントの長さが167塩基対（bp）（緑色破線）の再現性を有するピークはクロマ
トソームとの結合と一致する。付加的ピークは～10.4bpの周期性を立証し、ヌクレオソー
ムコアにおけるDNAのらせんピッチと一致する。ライブラリー調製時の酵素による末端修
復は5’及び3’オーバーハングを除去し、真の切断サイトを曖昧にする可能性がある。
【図１９】伝統的ライブラリーの167bpフラグメント及びフランキングするゲノム配列の
ジヌクレオチド組成を示す。BH01ライブラリーで観察されるジヌクレオチド頻度をシミュ
レーションしたフラグメントの予想される周期と比較した（切断及びアダプター連結の優
先性の両方から生じる末端偏向と適合する）。
【図２０】cfDNAフラグメントの一本鎖ライブラリー調製プロトコルの模式図を示す。
【図２１】一本鎖シーケンシングライブラリー調製で観察されるcfDNAのフラグメントの
長さを示す。ライブラリー調製時に鋳型分子に対して酵素による末端修復は実施されない
。50－120bpの短いフラグメントが伝統的ライブラリーと比較して高度に濃縮されている
。～10.4bp周期性が存続するが、その相は～3bpシフトしている。
【図２２】一本鎖ライブラリーの167bpフラグメント及びフランキングするゲノム配列の
ジヌクレオチド組成を示す。IH02ライブラリーで観察されるジヌクレオチド頻度をシミュ
レーションしたフラグメントの予想される頻度と比較したところ、再び末端偏向と適合す
る。BH01とIH02との間の偏向のバックグラウンドレベルにおける見かけの相違は、真のラ
イブラリーというよりはシミュレーションしたライブラリー間の相違と関係する（データ
は示されていない）。
【図２３Ａ－Ｂ】伝統的プロトコルで調製された代表的なcfDNAシーケンシングライブラ
リーのゲル画像を示す。
【図２４Ａ】cfDNAフラグメントのモノヌクレオチド切断偏向を示す。
【図２４Ｂ】cfDNAフラグメントのジヌクレオチド切断偏向を示す。
【図２５】ヌクレオソーム配置の推論の模式図を示す。塩基毎のウインドウ化保護スコア
（per-base windowed protection score, WPS）は、120bpウインドウ内部にあるフラグメ
ント末端の数を、完全にこのウインドウにまたがるフラグメントの数から差し引くことに
よって計算される。高WPS値は消化からのDNAの保護の増加を示し、低い値はDNAが保護さ
れないことを示す。ピークコールは上昇WPSの連続領域を識別する。
【図２６】よく研究されたアルファサテライトアレイで強力に位置決めされたヌクレオソ
ームを示す。サンプルCH01のカバレッジ、フラグメント末端及びWPS値が、染色体12の動
原体周辺遺伝子座の長フラグメント（120bpウインドウ；120－180bp読取り）又は短フラ
グメント（16bpウインドウ；35－80bp読取り）bin（ビン）について示されている。CH01
のヌクレオソームコール（中央、青色の枠）は遺伝子座を通して規則的な間隔を有する。
公表された2つの研究のMNase消化に基づくヌクレオソームコール（中央、紫色及び黒色の
枠）もまた示されている。遺伝子座は、注釈を有するアルファサテライトアレイとオーバ
ーラップする。
【図２７】染色体9のDNase I高感受性サイト（DHS）周辺の推論されるヌクレオソーム配
置を示す。サンプルCH01のカバレッジ、フラグメント末端及びWPS値が長及び短フラグメ
ントビンについて示されている。高感受性領域（灰色で強調されている）は、長フラグメ
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ントbinのカバレッジの低下によって特徴づけられる。DHSに隣接するCH01のヌクレオソー
ムコール（中央、青色枠）は典型的な隣接対よりも間隔が広く、調節タンパク質（転写因
子を含む）に対する介在配列の接近容易性と一致する。より短いフラグメント（前記はそ
のようなタンパク質と結合できる）のカバレッジはDHSで増加し、前記は、いくつかの注
釈付き転写因子結合サイトとオーバーラップする（データは示されていない）。。公表さ
れた2つの研究のMNase消化に基づくヌクレオソームコールが、図26のように示されている
。
【図２８】本発明のある実施態様のピークコール及びスコア付けの模式図を示す。
【図２９】GC含有量によるCH01ピーク密度を示す。
【図３０】サンプルごとの隣接ピーク間の距離のヒストグラムを示す。ピークコールから
隣接コールの距離が測定される。
【図３１】サンプル間のピークコールの比較を示す。サンプルの各対について、ピークが
より少ないサンプルの各ピークコールと他のサンプルの最も近いピークコールとの間の距
離を計算し、1のbinサイズのヒストグラムとして可視化する。負の数は最も近いピークが
上流にあり、正の数は最も近いピークが下流にあることを示す。
【図３２】サンプル間でのピークコールの比較を示す。図32AはIH01対BH01を示し、図32B
はIH02対BH01を示し、図32CはIH02対IH01を示す。
【図３３Ａ】真のピーク対シミュレーションピークのヌクレオソームスコアを示す。
【図３３Ｂ】あるスコアbin内の当該スコアbinの関数としてのピークオフセットの中央値
（左y軸）及び各スコアbinのピークの数（右y軸）を示す。
【図３４Ａ－Ｃ】サンプルと適合シミュレーション結果間でのピークコールの比較を示す
。図34AはBH01シミュレーション対BH01実在物を示し、図34BはIH01シミュレーション対BH
01実在物を示し、図34CはIH02シミュレーション対IH01実在物を示す。
【図３５】サンプルCH01の隣接ピーク間の距離を示す。黒色の点線は分布の態様を示す（
185bp）。
【図３６】22,626の転写開始サイト（TSS）周辺の集合、調整ウインドウ化保護スコア（W
PS；120bpウインドウ）を示す。TSSは、転写の鎖及び方向について調整した後0位でアラ
インメントされる。集合WPSは、真のデータ及びシミュレーションデータの両方について
中心TSSに対する各位置のTSS毎のWPSを合計することによって作表される。プロットされ
た値は、真の集合WPSとシミュレーション集合WPS間の相違を表す（前記は下記でより詳し
く述べるようにさらに調整される）。より高いWPS値は切断からの優先的な保護を示す。
【図３７】22,626の転写開始サイト（TSS）周辺の集合、調整ウインドウ化保護スコア（W
PS；120bpウインドウ）を示す。TSSは、転写の鎖及び方向について調整した後0位でアラ
インメントされる。集合WPSは、真のデータ及びシミュレーションデータの両方について
中心TSSに対する各位置のTSS毎のWPSを合計することによって作表される。プロットされ
た値は、真の集合WPSとシミュレーション集合WPS間の相違を表す（前記は下記でより詳し
く述べるようにさらに調整される）。より高いWPS値は切断からの優先的な保護を示す。
図37は、22,626開始コドン周辺の集合、調整WPSを示す。
【図３８】22,626の転写開始サイト（TSS）周辺の集合、調整ウインドウ化保護スコア（W
PS；120bpウインドウ）を示す。TSSは、転写の鎖及び方向について調整した後0位でアラ
インメントされる。集合WPSは、真のデータ及びシミュレーションデータの両方について
中心TSSに対する各位置のTSS毎のWPSを合計することによって作表される。プロットされ
た値は、真の集合WPSとシミュレーション集合WPS間の相違を表す（前記は下記でより詳し
く述べるようにさらに調整される）。より高いWPS値は切断からの優先的な保護を示す。
図38は、224,910スプライシングドナーサイト周辺の集合、調整WPSを示す。
【図３９】22,626の転写開始サイト（TSS）周辺の集合、調整ウインドウ化保護スコア（W
PS；120bpウインドウ）を示す。TSSは、転写の鎖及び方向について調整した後0位でアラ
インメントされる。集合WPSは、真のデータ及びシミュレーションデータの両方について
中心TSSに対する各位置のTSS毎のWPSを合計することによって作表される。プロットされ
た値は、真の集合WPSとシミュレーション集合WPS間の相違を表す（前記は下記でより詳し
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く述べるようにさらに調整される）。より高いWPS値は切断からの優先的な保護を示す。
図39は、224,910スプライシングアクセプターサイト周辺の集合、調整WPSを示す。
【図４０】図40は、CH01のデータ（真のデータ、適合シミュレーションデータ及びそれら
の相違を含む）に関する多様な遺伝的特徴周辺の集合、調整WPSを示す。
【図４１】A/B区画におけるヌクレオソームの間隔を示す。非オーバーラップ100キロ塩基
（kb）bin（各々～500ヌクレオソームコールを含む）におけるヌクレオソームの間隔の中
央値をゲノムワイドで計算する。GM12878についてのA/B区画予測（前記もまた100kb解像
度による）は公開情報源による。区画Aはオープンクロマチンと結合し、区画Bは閉鎖クロ
マチンと結合する。
【図４２】染色体7及び11のヌクレオソームの間隔及びA/B区画を示す。A/Bセグメント化
（赤色及び青色の棒線）は主として染色体G-バンド形成を概括する（表意記号、灰色棒線
）。ヌクレオソームの間隔の取り方の中央値（黒色ドット）は100kb binで計算され、A/B
セグメントの上部にプロットされている。
【図４３】長画分（上）及び短画分（下）について93,550CTCFサイトの集合、調整WPSを
示す。
【図４４】CTCFサイトの短画分cfDNAの集合、調整WPSの拡大図を示す。淡赤色棒線（及び
プロット内の対応する陰影）は、公知の52bp CTCF結合モチーフの位置を示す。この棒線
の暗赤色部分は、FIMOモチーフ検索に用いられた17bpモチーフの場所を示す。
【図４５】クラスター化FIMO予測CTCFサイト（純粋にモチーフを根拠とする：518,632サ
イト）、これらの予測のうちENCODE ChIP-seqピークとオーバーラップするサブセット（9
3,530サイト）、及び19細胞株にわたって活性であることが実験的に観察されたさらに別
のサブセット（23,723サイト）に由来するCTCFサイト周辺で計算された-1から+1のヌクレ
オソームの間隔の取り方を示す。CTCFサイトのもっともストリンジェンシーが低いセット
は、もっぱらゲノムワイド平均（～190bp）とほぼ同じ距離で隔てられている。しかしな
がら、最高のストリンジェンシーでは、ほとんどのCTCFサイトがはるかに広い距離（～26
0bp）で隔てられ、活性なCTCF結合及び隣接ヌクレオソーム再配置と一致する。
【図４６】ヌクレオソームにフランキングするCTCF占拠再配置を示す。図46は、FIMOによ
って予測される518,632のCTCF結合サイトについての3つの最も近い上流のピークコール及
び3つの最も近い下流のピークコールのピーク間距離を示す。図47は、図46のように、FIM
Oによって予測される518,632のCTCF結合サイトについての3つの最も近い上流のピークコ
ール及び3つの最も近い下流のピークコールのピーク間距離を示すが、ただしここで同じC
TCFサイトセットがENCODE ChIP-seqピークとのオーバーラップに基づいてフィルター処理
されて、93,530サイトが残された。図48は、図47のように、FIMOによって予測される93,5
30のCTCF結合サイトについての3つの最も近い上流のピークコール及び3つの最も近い下流
のピークコールのピーク間距離を示すが、ただしここでCTCFサイトセットは19細胞株にわ
たって実験的に観察される活性なCTCFサイトセットとのオーバーラップに基づいてフィル
ター処理されて、23,732サイトが残された。
【図４７】ヌクレオソームにフランキングするCTCF占拠再配置を示す。図46は、FIMOによ
って予測される518,632のCTCF結合サイトについての3つの最も近い上流のピークコール及
び3つの最も近い下流のピークコールのピーク間距離を示す。図47は、図46のように、FIM
Oによって予測される518,632のCTCF結合サイトについての3つの最も近い上流のピークコ
ール及び3つの最も近い下流のピークコールのピーク間距離を示すが、ただしここで同じC
TCFサイトセットがENCODE ChIP-seqピークとのオーバーラップに基づいてフィルター処理
されて、93,530サイトが残された。図48は、図47のように、FIMOによって予測される93,5
30のCTCF結合サイトについての3つの最も近い上流のピークコール及び3つの最も近い下流
のピークコールのピーク間距離を示すが、ただしここでCTCFサイトセットは19細胞株にわ
たって実験的に観察される活性なCTCFサイトセットとのオーバーラップに基づいてフィル
ター処理されて、23,732サイトが残された。
【図４８】ヌクレオソームにフランキングするCTCF占拠再配置を示す。図46は、FIMOによ
って予測される518,632のCTCF結合サイトについての3つの最も近い上流のピークコール及
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び3つの最も近い下流のピークコールのピーク間距離を示す。図47は、図46のように、FIM
Oによって予測される518,632のCTCF結合サイトについての3つの最も近い上流のピークコ
ール及び3つの最も近い下流のピークコールのピーク間距離を示すが、ただしここで同じC
TCFサイトセットがENCODE ChIP-seqピークとのオーバーラップに基づいてフィルター処理
されて、93,530サイトが残された。図48は、図47のように、FIMOによって予測される93,5
30のCTCF結合サイトについての3つの最も近い上流のピークコール及び3つの最も近い下流
のピークコールのピーク間距離を示すが、ただしここでCTCFサイトセットは19細胞株にわ
たって実験的に観察される活性なCTCFサイトセットとのオーバーラップに基づいてフィル
ター処理されて、23,732サイトが残された。
【図４９】広い間隔（230－270bp）が置かれたフランキングヌクレオソームを有する推定
的CTCFサイトサブセットについて、図49は、長画分（上）及び短画分（下）の両方が、ス
トリンジェンシーが増加するCTCFサイトサブセットでより強い配置シグナルを提示するこ
とを示す。要となる限界着色線については図45を参照されたい。
【図５０】ヌクレオソームにフランキングするCTCF占拠再配置を示す。図50は、当該518,
632サイトについて平均短画分WPS（上パネル）及び平均長画分WPS（下パネル）を示し、
前記は、各サイトについてフランキングする+1及び-1ヌクレオソームコールを隔てる塩基
対の数を示す距離ビンに分けられている。図51は、図50の518,632サイトについて平均短
画分WPS（上パネル）及び平均長画分WPS（下パネル）を示すが、ただしここで同じCTCFサ
イトセットはENCODE ChIP-seqピークとのオーバーラップに基づいてフィルター処理され
た。図52は、図51のサイトについて平均短画分WPS（上パネル）及び平均長画分WPS（下パ
ネル）を示すが、ただしここで同じサイトセットは19細胞株にわたって実験的に観察され
る活性なCTCFサイトセットとのオーバーラップに基づいてさらにフィルター処理された。
図50の要となる限界着色線は図51及び図52と同じである。
【図５１】ヌクレオソームにフランキングするCTCF占拠再配置を示す。図50は、当該518,
632サイトについて平均短画分WPS（上パネル）及び平均長画分WPS（下パネル）を示し、
前記は、各サイトについてフランキングする+1及び-1ヌクレオソームコールを隔てる塩基
対の数を示す距離ビンに分けられている。図51は、図50の518,632サイトについて平均短
画分WPS（上パネル）及び平均長画分WPS（下パネル）を示すが、ただしここで同じCTCFサ
イトセットはENCODE ChIP-seqピークとのオーバーラップに基づいてフィルター処理され
た。図52は、図51のサイトについて平均短画分WPS（上パネル）及び平均長画分WPS（下パ
ネル）を示すが、ただしここで同じサイトセットは19細胞株にわたって実験的に観察され
る活性なCTCFサイトセットとのオーバーラップに基づいてさらにフィルター処理された。
図50の要となる限界着色線は図51及び図52と同じである。
【図５２】ヌクレオソームにフランキングするCTCF占拠再配置を示す。図50は、当該518,
632サイトについて平均短画分WPS（上パネル）及び平均長画分WPS（下パネル）を示し、
前記は、各サイトについてフランキングする+1及び-1ヌクレオソームコールを隔てる塩基
対の数を示す距離ビンに分けられている。図51は、図50の518,632サイトについて平均短
画分WPS（上パネル）及び平均長画分WPS（下パネル）を示すが、ただしここで同じCTCFサ
イトセットはENCODE ChIP-seqピークとのオーバーラップに基づいてフィルター処理され
た。図52は、図51のサイトについて平均短画分WPS（上パネル）及び平均長画分WPS（下パ
ネル）を示すが、ただしここで同じサイトセットは19細胞株にわたって実験的に観察され
る活性なCTCFサイトセットとのオーバーラップに基づいてさらにフィルター処理された。
図50の要となる限界着色線は図51及び図52と同じである。
【図５３Ａ－Ｄ】短cfDNA及び長cfDNAフラグメントに由来する転写因子結合サイトのフッ
トプリントを示す。クラスター化FIMO結合サイト予測をENCODE ChIP-seqデータでインタ
ーセクト(intersect)して、追加因子セットのために転写因子（TF）結合サイトの信頼セ
ットを入手した。得られたTF結合サイトセットにフランキングする領域に対する集合、調
整WPSを、cfDNAフラグメントの長画分及び短画分の両方について示す。より高いWPS値は
、それぞれヌクレオソーム又はTF占拠のより高い可能性を示す。図53A：AP-2、図53B：E2
F-2、図53C：EBOX-TF、図53D：IRF。
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【図５３Ｅ－Ｈ】短cfDNA及び長cfDNAフラグメントに由来する転写因子結合サイトのフッ
トプリントを示す。クラスター化FIMO結合サイト予測をENCODE ChIP-seqデータでインタ
ーセクト(intersect)して、追加因子セットのために転写因子（TF）結合サイトの信頼セ
ットを入手した。得られたTF結合サイトセットにフランキングする領域に対する集合、調
整WPSを、cfDNAフラグメントの長画分及び短画分の両方について示す。より高いWPS値は
、それぞれヌクレオソーム又はTF占拠のより高い可能性を示す。図53E：MYC-MAX、図53F
：PAX5-2、図53G：RUNX-AML、図53H：YY1。
【図５４】図５４は、転写因子ETS（210,798サイト）に対する集合、調整WPSを示す。長c
fDNA画分（上）及び短cfDNA画分（下）の両方から計算したWPSが示されている。周辺のヌ
クレオソーム（長画分）の組織化による結合サイトそのもの（短画分）におけるTF保護に
一致するシグナルが観察される。追加のTFについての同様な分析は図53A－Hに示されてい
る。
【図５５】図５５は、転写因子MAFK（32,159サイト）に対する集合、調整WPSを示す。長c
fDNA画分（上）及び短cfDNA画分（下）の両方から計算したWPSが示されている。周辺のヌ
クレオソーム（長画分）の組織化による結合サイトそのもの（短画分）におけるTF保護に
一致するシグナルが観察される。追加のTFについての同様な分析は図53A－Hに示されてい
る。
【図５６】DNase高感受性（DHS）サイトに基づく、セルフリーDNAに寄与する細胞タイプ
混合物の推論を示す。116の多岐にわたる生物学的サンプルに由来するDHSサイトのヌクレ
オソームコールのピークからピークまでの間隔の取り方の度数分布は二峰性分布を示し、
第二峰は、おそらく活性なDHSサイトにおける介在転写因子の結合のために広げられた（
～190bp－＞260bp）ヌクレオソームの間隔の取り方に一致する。リンパ系又は骨髄系サン
プルで識別されるDHSサイトは、ヌクレオソームの間隔の取り方が広がったDHSサイトの最
大割合を示し、健康な個体では造血細胞死が優先的なcfDNA供給源であることと一致する
。
【図５７】転写開始サイト（TSS）周辺の調整WPSスコアをNB-4（急性前骨髄細胞白血病細
胞株）について識別された5遺伝子発現bin（五分位数）にどのように分けられるかによっ
て、ヌクレオソームの間隔の取り方及び配置の相違が明らかにされることを示す。高度に
発現される遺伝子は転写本体内のヌクレオソームの強力な位相整合を示す。TSSの上流で
、-1ヌクレオソームは発現binを通して好位置に存在するが、-2及び-3ヌクレオソームは
中等度から高度発現遺伝子に対してのみ好位置に存在する。
【図５８】中等度から高度発現遺伝子について、短フラグメントピークはTSSと-1ヌクレ
オソームの間で観察され、転写活性遺伝子の転写の前開始複合体又はその何らかの成分の
フットプリントと一致することを示す。
【図５９】転写本体におけるヌクレオソーム距離の中央値はNB-4細胞株（ρ＝-0.17、n＝
19,677遺伝子）について測定される遺伝子発現と負の相関関係を有することを示す。ほと
んど又は全く遺伝子発現のない遺伝子は193bpというヌクレオソーム距離の中央値を示す
が、発現遺伝子ではこの範囲は186－193bpの間である。この負の相関関係は、より多くの
ヌクレオソームコールがより正確な距離の中央値の決定に用いられるときにより強くなる
（例えば少なくとも60ヌクレオソーム、ρ＝-0.50、n＝12,344遺伝子を必要とする）。
【図６０】多重的寄与をデコンボリューションするため、どのように高速フーリエ変換（
FFT）を用いて、各TSSで始まる遺伝子本体の最初の10kbのための長フラグメントWPSで特
定の周期寄与（強度）の多さを定量するかを示す。種々の周期でこれらの強度を有する76
細胞株及び一次組織のRNA発現間の相関関係の曲線が示される。NB-4細胞株は太い黒線で
示される。相関関係は193－199bpの周期レンジで強度の規模が最大である。
【図６１】健康状態及び癌におけるセルフリーDNAに寄与する細胞タイプの推論を示す。
上段パネルは、多様なcfDNAライブラリーについて、193－199bp周期レンジで平均強度を
有する76のRNA発現データセットに対する相関関係ランクを示す（前記cfDNAライブラリー
はタイプによって分類され、最高ランク（一番上の列）から最低ランク（一番下の列）に
記入されている）。相関値及び完全な細胞株名又は組織名は表3に提供されている。3つの



(20) JP 2017-522908 A 2017.8.17

10

20

30

40

50

全健康サンプル（BH01、IH01及びIH02；最初の3カラム）で最高の相関関係はいずれも、
リンパ系及び骨髄系細胞株とともに骨髄である。対照的に、第IV期癌患者から入手された
cfDNAサンプル（IC15、IC17、IC20、IC35、IC37；最後の5カラム）は、多様な癌細胞株と
上位相関関係を示す。例えば、IC17（肝細胞癌（HCC））はHepG2（肝細胞癌腫細胞株）と
、IC35（乳管癌（DC））はMCF7（転移性乳腺癌細胞株）と最高の相関関係を示す。癌サン
プルで観察された細胞株/組織ランクを3つの健康なサンプルの各々と比較しランク変化を
平均したとき（下段パネル）、最大ランク変化は、3つの健康サンプルを互に比較しラン
ク変化を平均して観察されたもの（コントロール）の2倍を超える。例えば、IC15（小細
胞肺癌（SCLC））については、SCLC-21H（小細胞肺癌細胞株）のランクは平均31位増加し
、IC20（扁平上皮細胞肺癌（SCC））については、SK-BR-3（転移性乳腺癌細胞株）で平均
ランク21に増加し、IC37（結腸直腸腺癌（AC））については、HepG2で24ランクに増加し
た。
【図６２Ａ】循環腫瘍DNA高負荷サンプルの選別のための、カバレッジ（図62A）を基準に
する異数性定量を示す。図62Aは各染色体のZスコアの合計を示し、前記スコアは、異数性
がないと仮定するシミュレーションサンプル（赤色ドット）と比較した各サンプル（黒色
ドット）のシーケンシング読取りの観察数と予測数を基準にして算出された。
【図６２Ｂ】循環腫瘍DNA高負荷サンプルの選別のための、対立遺伝子バランス（図62B）
を基準にする異数性定量を示す。図62Bは、追加のシーケンシングのために選択されたサ
ンプルのサブセットに対する、染色体毎に評価された48,800の共通SNPの各々における対
立遺伝子バランスを示す。
【図６３Ａ】ピークコールと公表されたヌクレオソームコールセットとの比較を示す。図
63Aは、3つの公表されたデータセット（Gaffney et al. 2012；JS Pedersen et al. 2014
；及びA Schep et al. 2015）全体のヌクレオソームピークコールとともに本明細書で作
製したコール（CA01の適合するシミュレーションを含む）との間の距離を示す。以前に公
表されたデータセットは、正規の～185bpヌクレオソーム距離では規定された1つのモード
を示さず、これはおそらく標本の乏しさ及び広いコール範囲のためであろう。対照的に、
cfDNAに由来する全てのヌクレオソームコールは1つの良好に規定されたモードを示す。適
合するシミュレーションデータセットはより短いモード（166bp）及びより広い分布を有
する。さらにまた、コールの作製に用いられるcfDNAデータセットのカバレッジが高けれ
ば高いほど、当該分布のモードによって表されるコールの割合は高くなる。
【図６３Ｂ】ピークコールと公表されたヌクレオソームコールセットとの比較を示す。図
63Bは、図63Aと同じセット一覧の各々についてヌクレオソームの数を示す。このcfDNAヌ
クレオソームコールは約13Mヌクレオソームピークコールを有するもっとも包括的なコー
ルセットを提示する。図63Cは、IH01 cfDNAサンプルの各ピークコールと以前に公表され
たデータセットの最も近いピークコールとの間の距離を示す。図63Dは、IH02 cfDNAサン
プルの各ピークコールと以前に公表されたデータセットの最も近いピークコールとの間の
距離を示す。図63Eは、BH01 cfDNAサンプルの各ピークコールと以前に公表されたデータ
セットの最も近いピークコールとの間の距離を示す。図63Fは、CH01 cfDNAサンプルの各
ピークコールと以前に公表されたデータセットの最も近いピークコールとの間の距離を示
す。図63Gは、CA01 cfDNAサンプルの各ピークコールと以前に公表されたデータセットの
最も近いピークコールとの間の距離を示す。負の数は最も近いピークが上流にあり、正の
数は最も近いピークが下流にあることを示す。cfDNAのカバレッジが増加するにつれ、以
前に公表されたコールがより高い割合で当該決められたヌクレオソームコールにより接近
して見いだされる。最高の一致は、Gaffneyら（Gaffney et al., PLoS Genet., vol. 8, 
e1003036 (2012) and A Schep et al. 2015）及びA.Schepら（2015）が作製したコールで
見いだされた。図63Hは、各ピークコールと以前に公表されたデータセットの最も近いピ
ークコールとの間の距離を示すが、この場合CA01の適合シミュレーションに対するもので
ある。最も近い真のヌクレオソームの位置は、以下の研究者ら（Gaffney et al., PLoS G
enet., vol. 8, e1003036, 2012；及びJS Pedersen et al., Genome Research, vol. 24,
 pp. 454-466, 2014）のコールに対するシミュレーションにおいてコールされたピークか
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ら離れる傾向にある。A.Schepら（2015）によって作製されたコールはシミュレーション
コールとある程度のオーバーラップを示すように思われる。
【図６３Ｃ－Ｅ】ピークコールと公表されたヌクレオソームコールセットとの比較を示す
。図63Cは、IH01 cfDNAサンプルの各ピークコールと以前に公表されたデータセットの最
も近いピークコールとの間の距離を示す。図63Dは、IH02 cfDNAサンプルの各ピークコー
ルと以前に公表されたデータセットの最も近いピークコールとの間の距離を示す。図63E
は、BH01 cfDNAサンプルの各ピークコールと以前に公表されたデータセットの最も近いピ
ークコールとの間の距離を示す。
【図６３Ｆ－Ｈ】ピークコールと公表されたヌクレオソームコールセットとの比較を示す
。図63Fは、CH01 cfDNAサンプルの各ピークコールと以前に公表されたデータセットの最
も近いピークコールとの間の距離を示す。図63Gは、CA01 cfDNAサンプルの各ピークコー
ルと以前に公表されたデータセットの最も近いピークコールとの間の距離を示す。負の数
は最も近いピークが上流にあり、正の数は最も近いピークが下流にあることを示す。cfDN
Aのカバレッジが増加するにつれ、以前に公表されたコールがより高い割合で当該決めら
れたヌクレオソームコールにより接近して見いだされる。最高の一致は、Gaffneyら（Gaf
fney et al., PLoS Genet., vol. 8, e1003036 (2012) and A Schep et al. 2015）及びA
.Schepら（2015）が作製したコールで見いだされた。図63Hは、各ピークコールと以前に
公表されたデータセットの最も近いピークコールとの間の距離を示すが、この場合CA01の
適合シミュレーションに対するものである。最も近い真のヌクレオソームの位置は、以下
の研究者ら（Gaffney et al., PLoS Genet., vol. 8, e1003036, 2012；及びJS Pedersen
 et al., Genome Research, vol. 24, pp. 454-466, 2014）のコールに対するシミュレー
ションにおいてコールされたピークから離れる傾向にある。A.Schepら（2015）によって
作製されたコールはシミュレーションコールとある程度のオーバーラップを示すように思
われる。
【発明を実施するための形態】
【０００９】
　本開示は、対象者からの生物学的サンプル中のセルフリーDNAを生じる1つ以上の組織及
び/又は細胞タイプを決定する方法を提供する。いくつかの実施態様では、本開示は、あ
る対象者の疾患又は異常を、当該対象者に由来する生物学的サンプル中のcfDNAに付随す
ると決定された1つ以上の組織及び/又は細胞タイプの関数と認定する方法を提供する。
　本開示は、異なる細胞タイプ又は組織を起源とするcfDNA分子は以下の（a）－（c）に
関して異なるという予測に基づく：（a）ヒトゲノムにおいて任意の特定の塩基対がcfDNA
フラグメントの末端（すなわち断片化点）に出現する可能性の分布；（b）ヒトゲノムの
塩基対の任意の対がcfDNAフラグメントの末端の対（すなわち、個々のcfDNA分子を生じる
断片化点の連続する対）として出現する可能性の分布；及び（c）ヒトゲノムにおいて任
意の特定の塩基対が弁別的なヌクレオソーム占拠の結果としてcfDNAフラグメント内に出
現する可能性の分布（すなわち相対的カバレッジ）。これらは下記では分布（a）、（b）
及び（c）と称されるか、又は包括的に“ヌクレオソーム依存切断確率マップ”、“切断
接近容易性マップ”又は“ヌクレオソームマップ”と称される（図1）。注目すべきこと
に、ヌクレオソームマップはまた、酵素（例えばマイクロコッカスヌクレアーゼ（MNase
）、DNase又はトランスポザーゼ）又はヌクレオソーム若しくはクロマトソームの間で或
いはそれらの境界でゲノムDNAを優先的に断片化する同等の手順でクロマチンを断片化す
ることによって誘導されるフラグメントのシーケンシングを介して測定することが可能で
ある。
【００１０】
　健康な個体では、cfDNAは圧倒的に血液細胞（すなわち造血細胞系列の細胞）のアポト
ーシスに由来する。これらの細胞はプログラムされた細胞死を経るので、それらのゲノム
DNAは切断され循環中に放出される（循環中で前記DNAはヌクレアーゼによって分解され続
ける）。cfDNAの長さの分布は、約10.5塩基対（bp）の周期で変動し（これはヌクレオソ
ームの周りに巻き付いているDNAのらせんピッチと一致する）、さらに顕著なピークを167
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bp周辺（リンカー結合モノヌクレオソームと結合するDNAの長さと一致する）に有する（
図2）。前記実証から、cfDNAのヌクレオソームとの結合は、循環中での完全で急速な分解
からcfDNAを保護するという仮説に至った。また別の可能性は、長さ分布はアポトーシス
そのものの最中のDNA切断パターンから単純に生じるということである（前記はヌクレオ
ソームの配置によって直接影響を受ける）。それにもかかわらず、cfDNAの長さの分布は
、cfDNAを生じる断片化プロセスはヌクレオソームの配置によって影響を受けるという証
拠を提供する。
【００１１】
　いくつかの実施態様では、本開示は、ヌクレオソームマップを、体液由来cfDNA又はク
ロマチンの断片化から誘導されるDNAのライブラリー構築及び大量パラレルシーケンシン
グによる分布（a）、（b）及び/又は（c）の測定と規定する（前記クロマチンの断片化は
、酵素（例えばマイクロコッカスヌクレアーゼ（MNase）、DNase又はトランスポザーゼ）
、又はヌクレオソーム若しくはクロマトソームの間で或いはそれらの境界でゲノムDNAを
優先的に断片化する同等の手順による）。下記で述べるように、これらの分布を“変換”
して、ゲノムの多様なサブセット内のヌクレオソームの配置取りによる周期的シグナルを
、例えば連続ウインドウ中或いはまたゲノムの不連続サブセット中（転写因子結合サイト
、遺伝子モデル特徴（例えば転写因子開始サイト又は遺伝子本体）、トポロジカルに結合
するドメイン、組織発現データ又はヌクレオソームの配置と相関関係を有する他のものに
よって定される）で周期性を定量し、集合化又は集約することができる。さらに、これら
は組織特異的データによって規定することができるかもしれない。例えば、組織特異的DN
ase I高感受性サイトの近傍のシグナルを集合化又は集約することができよう。
　本開示は、血漿由来cfDNAフラグメントから推論されるin vivoヌクレオソーム保護に関
する密でゲノムワイドのマップを提供する。健康な個体のcfDNAから誘導されたCH01マッ
プは、マッピング可能なヒト参照ゲノムのほぼ大半に及ぶ、13M近い、均一な間隔で配置
されたヌクレオソーム保護の極大値を含む。CH01ではピークの数は本質的に飽和状態であ
るが、他の品質測定基準はシーケンシング深度さの関数であることを維持した（図33A－B
）。したがって、本研究及び他の実験のために、追加のゲノムワイドのヌクレオソームマ
ップ（このマップは本発明者らが今日まで実施してきたcfDNAシーケンシングのほぼ全て
に基づく）を同一方法で構築した（‘CA01’、14.5億（G）フラグメント；カバレッジ700
重；13.0Mピーク）。このマップはより均一な間隔の取り方及びより高度に支持されるピ
ークコールを示すが（図33A－B、63A－H）、我々は前記が健康個体及び非健康個体の両方
に由来するcfDNAに基づくことに注意を喚起する（表1、5）。
　本明細書に開示する密でゲノムワイドのヌクレオソーム保護のマップは、ヒト参照ゲノ
ムのマッピング可能部分の飽和に近づき、ヒトゲノムワイドのヌクレオソーム配置又は保
護マップの作製のために実施された以前の労作よりも、顕著に均一で期待されたヌクレオ
ソームリピートの長さと一致するピークからピークまでの間隔の取り方を有する（図63A
－H）。ほぼ全ての以前の労作とは対照的に、本明細書で観察されたフラグメントは内因
性の生理学的プロセスによって作製され、したがってin vitroのマイクロコッカスヌクレ
アーゼ消化に随伴する技術的変動を被る恐れは少ない。この参照マップで考えられるcfDN
Aを生じる細胞タイプは必然的に不均一である（例えば健康な個体ではリンパ系及び骨髄
系細胞タイプの混合物）。それにもかかわらず、このマップの相対的完全性は、ヒト細胞
におけるヌクレオソームの配置及び間隔、および、ヌクレオソームと後成的調節、転写産
物及び核構造との相互作用を指令するプロセスのより深い理解を促進することができる。
【００１２】
　対象者からの生物学的サンプルにおいてcfDNAの起源を決定する方法
　上記で一般的に考察したように、さらに下記の実施例でより具体的に示すように、本技
術を用いて、対象者からの生物学的サンプル中のcfDNAに寄与する組織及び/又は細胞タイ
プを決定することができる。
　したがって、いくつかの実施態様では、本開示は、対象者においてセルフリーDNA（cfD
NA）を生じる組織及び/又は細胞タイプを決定する方法を提供し、前記方法は、対象者由
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来の生物学的サンプルからcfDNAを単離する工程（当該単離cfDNAは複数のcfDNAフラグメ
ントを含む）；当該複数のcfDNAフラグメントの少なくとも一部分に付随する配列を決定
する工程；当該複数のcfDNAフラグメントの少なくともいくつかのcfDNAフラグメント末端
の参照ゲノム内のゲノム上の場所を、当該cfDNAフラグメント配列の関数として決定する
工程；及び当該cfDNAフラグメントを生じる組織及び/又は細胞タイプの少なくともいくつ
かを、当該cfDNAフラグメント末端の少なくともいくつかのゲノム上の場所の関数として
決定する工程を含む。
　いくつかの実施態様では、生物学的サンプルは、全血、末梢血血漿、尿又は脳脊髄液を
含むか、本質的にそれらから成るか、又はそれら全血、末梢血血漿、尿又は脳脊髄液から
成る。
【００１３】
　いくつかの実施態様では、cfDNAフラグメントを生じる組織及び/又は細胞タイプの少な
くともいくつかを決定する工程は、当該cfDNAフラグメント末端の少なくともいくつかの
ゲノム上の場所又はそれらの分布の数学的変換と1つ以上の参照マップとの比較を含む。
本明細書で用いられるように、“参照マップ”という用語は任意のタイプ又は形態のデー
タを指し、前記は、cfDNA配列がアラインメントされるゲノム（例えば参照ゲノム）内の
座標の関数として、対象者からの生物学的サンプル中のcfDNAの属性と相関関係を有する
か又は前記の匹敵することができる。参照マップは、任意の適切な手段によって対象者か
らの生物学的サンプル中のcfDNAの属性と相関させるか又は比較することができる。例え
て言えばかつ非限定的に言えば、相関又は比較は、対象者からの生物学的サンプル中のcf
DNA末端の周期を、参照ゲノムの同等の座標について規定された数値又は任意の他の状態
の観点で、直接的に又は参照ゲノム内のウインドウ全体にわたってそれらの分布について
数学的変換を実施した後で、参照マップで分析することによって達成できる。別の非限定
的な例では、相関又は比較は、対象者からの生物学的サンプルのcfDNAに基づいて決定し
たヌクレオソームの間隔を、当該決定したヌクレオソームの間隔の取り方又は当該ヌクレ
オソームの間隔と相関関係を有する別の特性の観点から参照マップで分析することによっ
て達成できる。
【００１４】
　参照マップは、任意の適切なデータ源に由来するか又はそれらから導ける。前記データ
源には例えば、ゲノム情報の公開データベース、公表データ、又は各々共通の属性（例え
ば疾患の状態）を有しうる参照対象者の具体的集団について作製されたデータが含まれる
。いくつかの実施態様では、参照マップはDNase I高感受性データセットを含む。いくつ
かの実施態様では、参照マップはRNA発現データセットを含む。いくつかの実施態様では
、参照マップは染色体コンフォーメーションマップを含む。いくつかの実施態様では、参
照マップはクロマチン接近容易性マップを含む。いくつかの実施態様では、参照マップは
、ある疾患又は異常に付随する少なくとも1つの組織又は細胞タイプから作製される。い
くつかの実施態様では、参照マップは、ある組織又は細胞タイプにおけるヌクレオソーム
及び/又はクロマトソームの位置を含む。いくつかの実施態様では、参照マップは、外因
性ヌクレアーゼ（例えばマイクロコッカスヌクレアーゼ）によるクロマチンの消化を含む
手順によって作製される。いくつかの実施態様では、参照マップは、転移による方法（例
えばATAC-seq）によって決定されるクロマチン接近容易性データを含む。いくつかの実施
態様では、参照マップは、ある組織又は細胞タイプのDNA結合及び/又はDNA占拠タンパク
質の位置に付随するデータを含む。いくつかの実施態様では、DNA結合及び/又はDNA占拠
タンパク質は転写因子である。いくつかの実施態様では、位置は、架橋したDNA-タンパク
質複合体のクロマチン免疫沈澱を含む手順によって決定される。いくつかの実施態様では
、位置は、当該組織又は細胞タイプに付随するDNAのヌクレアーゼ（例えばDNase I）によ
る処理を含む手順によって決定される。いくつかの実施態様では、参照マップは、既知の
疾患を有する1人以上の個体に由来する生物学的サンプルのcfDNAフラグメントのシーケン
シングによって作製される。いくつかの実施態様では、この生物学的サンプル（前記から
参照マップが作製される）は、ヒト細胞又は組織が異種移植された動物から収集される。



(24) JP 2017-522908 A 2017.8.17

10

20

30

40

50

　いくつかの実施態様では、参照マップは、ある組織又は細胞タイプのDNA結合又はDNA占
拠タンパク質の位置に対応する生物学的特徴を含む。いくつかの実施態様では、参照マッ
プは、1つ以上の遺伝子の定量的なRNA発現に対応する生物学的特徴を含む。いくつかの実
施態様では、参照マップは、1つ以上のヒストンマークの有無に対応する生物学的特徴を
含む。いくつかの実施態様では、参照マップは、ヌクレアーゼ切断に対する高感受性に対
応する生物学的特徴を含む。
【００１５】
　cfDNA末端の少なくともいくつかのゲノム上の場所を1つ以上の参照マップと比較する工
程は多様な方法で達成できる。いくつかの実施態様では、生物学的サンプルから作製され
るcfDNAデータ（例えばcfDNAフラグメントのゲノム上の場所、それらの末端、それらの末
端の周期、及び/又はそれらの分布から推論されるヌクレオソームの間隔の取り方）が1つ
以上の参照マップと比較される。そのような実施態様では、生物学的サンプル中のcfDNA
と最高の相関関係を有する参照マップと関係する組織又は細胞タイプが寄与しているとみ
なされる。例えて言えばかつ非限定的に言えば、cfDNAデータが、ありそうに思われるcfD
NAの末端及び参照ゲノム内のそれらの場所の一覧を含むならば、cfDNA末端及びそれらの
参照ゲノム内の場所のもっとも類似する一覧を有する参照マップが寄与していると考える
ことができる。別の非限定的な例として、生物学的サンプルに由来するcfDNAフラグメン
ト末端の分布の数学的変換と最高の相関関係を有する（又は健康な対象者由来のcfDNAと
比較して相関関係が増加する）参照マップが寄与していると考えることができる。寄与し
ていると考えられるそれら参照マップに一致する組織タイプ及び/又は細胞タイプは、し
たがって当該生物学的サンプルから単離されたcfDNAの潜在的な供給源と考えられる。
　いくつかの実施態様では、cfDNAを生じる組織及び/又は細胞タイプの少なくともいくつ
かを決定する工程は、cfDNAフラグメント末端の少なくともいくつかのゲノム上の場所の
分布の数学的変換を実施する工程を含む。本技術に関係する使用に適切な数学的変換の非
限定的な一例はフーリエ変換、例えば高速フーリエ変換（“FFT”）である。
【００１６】
　いくつかの実施態様では、当該方法はさらに、参照ゲノムの少なくともいくつかの座標
の各々についてスコアを決定する工程を含み、ここで当該スコアは少なくとも複数のcfDN
Aフラグメント末端およびその末端のゲノム上の位置の関数として決定され、さらに、観
察されるcfDNAフラグメントを生じる組織及び/又は細胞タイプの少なくともいくつかを決
定する工程は当該スコアを1つ以上の参照マップと比較する工程を含む。スコアは、参照
ゲノムの座標に相対的値又は絶対的値を割り当てるために用いることができる任意の測量
基準（たとえば数値的ランク付けまたは確率）でありうる。例えば、スコアは、ある確率
（例えば座標がcfDNAフラグメント末端の場所を表す確率、又は座標がヌクレオソーム若
しくはタンパク質結合によってヌクレアーゼ切断から優先的に保護されるゲノムの場所を
表す確率）から成るか、又は前記確率と関係性を有することができる。別の例として、ス
コアは、ゲノムの特定の領域内におけるcfDNAフラグメント末端の分布の数学的変換によ
って決定されるように、当該領域内のヌクレオソームの間隔の取り方と関係を有すること
ができる。そのようなスコアは、以下を含む任意の適切な手段によって当該座標に割り当
てることができる：例えば特定の座標と関連する絶対的又は相対的事象（例えばcfDNA末
端の数）を計測するか、又は当該領域若しくはゲノム座標のそのような計測値に関して数
学的変換を実施する。いくつかの実施態様では、ある座標についてのスコアは、当該座標
がcfDNAフラグメント末端の場所であるという確率と結びついている。他の実施態様では
、ある座標のスコアは、当該座標が、ヌクレオソーム又はタンパク質結合によってヌクレ
アーゼ切断から優先的に保護されるゲノムの場所を表すという確率と結びついている。い
くつかの実施態様では、スコアは、当該座標の当該ゲノム領域でのヌクレオソームの間隔
の取り方と結びついている。
【００１７】
　本明細書に記載する方法で言及する組織及び/又は細胞タイプは、cfDNAを生じる任意の
組織又は細胞タイプでありうる。いくつかの実施態様では、組織又は細胞タイプはある疾
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患又は異常を有する対象者の一次組織である。いくつかの実施態様では、疾患又は異常は
以下から成る群から選択される：癌、正常妊娠、妊娠（例えば異数性妊娠）の合併症、心
筋梗塞、炎症性腸疾患、全身性自己免疫疾患、局所性自己免疫疾患、拒絶を伴う同種間移
植、拒絶を伴わない同種間移植、卒中、及び局在性組織損傷。
　いくつかの実施態様では、組織又は細胞タイプは健康な対象者の一次組織である。
　いくつかの実施態様では、組織又は細胞タイプは不死化細胞株である。
　いくつかの実施態様では、組織又は細胞タイプは腫瘍の生検である。
　いくつかの実施態様では、参照マップは、少なくとも1人の参照対象者から入手したサ
ンプルから得られる配列に基づく。いくつかの実施態様では、この配列データは、例えば
参照マップが既知疾患を有する対象者のcfDNAのシーケンシングによって作製される場合
は、参照ゲノム内のcfDNAフラグメント末端の場所を規定する。他の実施態様では、この
配列データ（参照マップは前記データに基づく）は以下の任意の1つ以上を含むことがで
きる：DNase I高感受性サイトデータセット、RNA発現データセット、染色体コンフォーメ
ーションマップ、クロマチン接近容易性マップ、又はマイクロコッカスヌクレアーゼによ
るクロマチン消化によって作製されるヌクレオソームの間隔の取り方マップ。
　いくつかの実施態様では、参照対象者は健康である。いくつかの実施態様では、参照対
象者は、場合によって以下から成る群から選択される疾患又は異常を有する：癌、正常妊
娠、妊娠（例えば異数性妊娠）の合併症、心筋梗塞、炎症性腸疾患、全身性自己免疫疾患
、局所性自己免疫疾患、拒絶を伴う同種間移植、拒絶を伴わない同種間移植、卒中、及び
局在性組織損傷。
【００１８】
　いくつかの実施態様では、参照マップは、当該組織又は細胞タイプと結びついた参照ゲ
ノムの座標の少なくとも一部分に対するスコアを含む。いくつかの実施態様では、参照マ
ップは、スコアの数学的変換（例えばスコアのフーリエ変換）を含む。いくつかの実施態
様では、スコアは、当該組織又は細胞タイプに対する参照ゲノム座標の注釈に基づく。い
くつかの実施態様では、スコアはヌクレオソーム及び/又はクロマトソームの位置に基づ
く。いくつかの実施態様では、スコアは転写開始サイト及び/又は転写終了サイトに基づ
く。いくつかの実施態様では、スコアは少なくとも１つの転写因子の予測される結合サイ
トに基づく。いくつかの実施態様では、スコアは予測されるヌクレアーゼ高感受性サイト
に基づく。いくつかの実施態様では、スコアは予測されるヌクレオソームの間隔に基づく
。
　いくつかの実施態様では、スコアは少なくとも1つのオルトゴナルな生物学的特徴と結
びついている。いくつかの実施態様では、オルトゴナルな生物学的特徴は高度に発現され
る遺伝子と結びついている。いくつかの実施態様では、オルトゴナルな生物学的特徴は低
発現遺伝子と結びついている。
　いくつかの実施態様では、複数のスコアの少なくともいくつかは閾（最小）値を超える
値を有する。そのような実施態様では、閾（最小）値より低いスコアは、参照マップとの
スコアの比較工程から除外される。いくつかの実施態様では、閾値は、cfDNAを生じる組
織及び/又は細胞タイプの決定前に決定される。他の実施態様では、閾値は、cfDNAを生じ
る組織及び/又は細胞タイプの決定後に決定される。
【００１９】
　いくつかの実施態様では、cfDNAを生じる組織及び/又は細胞タイプを、当該cfDNAフラ
グメント末端の少なくともいくつかの複数のゲノム上の場所の関数として決定する工程は
、サンプルのcfDNAフラグメント末端の少なくともいくつかのゲノム上の場所の分布の数
学的変換を1つ以上の参照マップの1つ以上の特徴と比較する工程を含む。この目的に適切
な数学的変換の非限定的な一例は、フーリエ変換（例えば高速フーリエ変換（“FFT”）
）である。
　本明細書に記載されるいずれかの実施態様では、当該方法はさらに、単離cfDNAを生じ
ると決定された組織及び/又は細胞タイプの一覧を含む報告を作製する工程を含む。当該
報告は場合によってさらに以下についての任意の情報を含む：サンプル及び/又は対象者
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、生物学的サンプルのタイプ、生物学的サンプルを対象者から入手した日付、cfDNA単離
工程を実施した日付、及び/又は生物学的サンプルから単離されたいずれのcfDNAもおそら
く生じなかった組織及び/又は細胞タイプ。
　いくつかの実施態様では、当該報告はさらに推奨される処理プロトコルを含む。前記プ
ロトコルは、例えて言えばかつ非限定的に言えば、対象者から追加の診断検査を入手する
ことの勧め、治療レジメンの開始の勧め、既存の治療レジメンの対象者に関する改変の勧
め、及び/又は既存の治療レジメンの一時停止又は中止の勧めを含む。
【００２０】
対象者における疾患又は異常を識別する方法
　上記で一般的に考察し、さらに下記実施例でより具体的に示すように、本開示技術を用
いて、疾患若しくは異常又は疾患若しくは異常が存在しないことを、対象者からの生物学
的サンプルに寄与する組織及び/又は細胞タイプに少なくとも部分的に基づいて決定（例
えば予測）することができる。
　したがって、いくつかの実施態様では、本開示は対象者の疾患又は異常を識別する方法
を提供し、前記方法は以下の工程を含む：対象者からの生物学的サンプルからセルフリー
DNA（cfDNA）を単離する工程（当該単離cfDNAは複数のcfDNAを含む）；当該複数のcfDNA
フラグメントの少なくとも一部分に付随する配列を決定する工程；当該複数のcfDNAフラ
グメントの少なくともいくつかのcfDNAフラグメントの末端の参照ゲノム内のゲノム上の
場所を、当該cfDNAフラグメント配列の関数として決定する工程；当該cfDNAを生じる組織
及び/又は細胞タイプの少なくともいくつかを、当該cfDNAフラグメント末端の少なくとも
いくつかのゲノム上の場所の関数として決定する工程；及び当該疾患又は異常を、当該cf
DNAを生じると決定された組織及び/又は細胞タイプの関数として同定する工程。
　いくつかの実施態様では、生物学的サンプルは全血、末梢血血漿、尿又は脳脊髄液を含
むか、本質的に前記から成るか、又は前記から成る。
【００２１】
　いくつかの実施態様では、cfDNAフラグメントを生じる組織及び/又は細胞タイプを決定
する工程は、当該cfDNAフラグメント末端の少なくともいくつかのゲノム上の場所又はそ
れらの分布の数学的変換を1つ以上の参照マップと比較する工程を含む。これらの実施態
様と関連して用いられる“参照マップ”という用語は、対象者からの生物学的サンプル中
のcfDNAを生じる組織及び/又は細胞タイプを決定する方法に関して上記に記載した意味と
同じ意味を有することができる。いくつかの実施態様では、参照マップは以下の任意の1
つ以上を含むことができる：DNase I高感受性サイトデータセット、RNA発現データセット
、染色体コンフォーメーションマップ、クロマチン接近容易性マップ、少なくとも1人の
参照対象者から入手されるサンプルから作製される配列データ、疾患又は異常に付随する
少なくとも1つの組織に対応する酵素媒介断片化データ、及び/又はある組織又は細胞タイ
プのヌクレオソーム及び/又はクロマトソームの位置。いくつかの実施態様では、参照マ
ップは、既知の疾患を有する1人以上の個体に由来する生物学的サンプルのcfDNAフラグメ
ントのシーケンシングによって作製される。いくつかの実施態様では、この生物学的サン
プル（前記から参照マップが作製される）は、ヒト細胞又は組織が異種移植された動物か
ら収集される。
【００２２】
　いくつかの実施態様では、参照マップは、外因性ヌクレアーゼ（例えばマイクロコッカ
スヌクレアーゼ）によるクロマチンの消化によって作製される。いくつかの実施態様では
、参照マップは、転移による方法（例えばATAC-seq）によって決定されるクロマチン接近
容易性データを含む。いくつかの実施態様では、参照マップは、ある組織又は細胞タイプ
のDNA結合及び/又はDNA占拠タンパク質の位置に付随するデータを含む。いくつかの実施
態様では、DNA結合及び/又はDNA占拠タンパク質は転写因子である。いくつかの実施態様
では、位置は、架橋したDNA-タンパク質複合体のクロマチン免疫沈澱によって決定される
。いくつかの実施態様では、位置は、当該組織又は細胞タイプに付随するDNAをヌクレア
ーゼ（例えばDNase I）で処理することによって決定される。
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　いくつかの実施態様では、参照マップは、ある組織又は細胞タイプのDNA結合又はDNA占
拠タンパク質の位置に対応する生物学的特徴を含む。いくつかの実施態様では、参照マッ
プは、1つ以上の遺伝子の定量的な発現に対応する生物学的特徴を含む。いくつかの実施
態様では、参照マップは、1つ以上のヒストンマークの有無に対応する生物学的特徴を含
む。いくつかの実施態様では、参照マップは、ヌクレアーゼ切断に対する高感受性に対応
する生物学的特徴を含む。
　いくつかの実施態様では、当該cfDNAを生じる組織及び/又は細胞タイプを決定する工程
は、当該複数のcfDNAフラグメント末端の少なくともいくつかのゲノム上の場所の分布に
関して数学的変換を実施する工程を含む。いくつかの実施態様では、数学的変換はフーリ
エ変換を含む。
【００２３】
　いくつかの実施態様では、当該方法はさらに、参照ゲノムの少なくともいくつかの座標
の各々についてスコアを決定する工程を含み、ここで前記スコアは当該少なくとも複数の
cfDNAフラグメント末端及びそれらのゲノム上の場所の関数として決定され、さらに、観
察されるcfDNAフラグメントを生じる組織及び/又は細胞タイプの少なくともいくつかを決
定する工程は、当該スコアを1つ以上のマップと比較する工程を含む。スコアは、参照ゲ
ノムの座標に相対的又は絶対的値を割り当てるために用いることができる任意の測量基準
（例えば数値的ランキング又は確率）でありうる。例えば、スコアは、ある確率（例えば
座標がcfDNAフラグメント末端の場所を表す確率、又は座標がヌクレオソーム若しくはタ
ンパク質結合によってヌクレアーゼ切断から優先的に保護されるゲノムの場所を表す確率
）から成るか、又は前記確率と関係性を有することができる。別の例として、スコアは、
ゲノムの特定の領域内におけるcfDNAフラグメント末端の分布の数学的変換によって決定
されるように、当該領域内のヌクレオソームの間隔と関係を有することができる。そのよ
うなスコアは、以下を含む任意の適切な手段によって当該座標に割り当てることができる
：例えば特定の座標と結びついた絶対的又は相対的事象（例えばcfDNA末端の数）を計測
するか、又は当該領域若しくはゲノム座標のそのような計測値に関して数学的変換を実施
する。いくつかの実施態様では、ある座標についてのスコアは、当該座標がcfDNAフラグ
メント末端の場所であるという確率と結びついている。他の実施態様では、ある座標のス
コアは、当該座標が、ヌクレオソーム又はタンパク質結合によってヌクレアーゼ切断から
優先的に保護されるゲノムの場所を表す確率と結びついている。いくつかの実施態様では
、スコアは、当該座標の当該ゲノム領域でのヌクレオソームの間隔と結びついている。
【００２４】
　これらの実施態様と関連して用いられる“スコア”という用語は、対象者の生物学的サ
ンプルのcfDNAを生じる組織及び/又は細胞タイプを決定する方法に関して上記で述べた意
味と同じ意味を有することができる。いくつかの実施態様では、ある座標のスコアは、当
該座標がcfDNAフラグメント末端の場所であるという確率と結びついている。他の実施態
様では、ある座標のスコアは、当該座標が、ヌクレオソーム又はタンパク質結合によって
ヌクレアーゼ切断から優先的に保護されるゲノムの場所を表す確率と結びついている。い
くつかの実施態様では、スコアは、当該座標の当該ゲノム領域でのヌクレオソームの間隔
の取り方と結びついている。
　いくつかの実施態様では、参照マップの作製に用いられる組織又は細胞タイプはある疾
患又は異常を有する対象者の一次組織である。いくつかの実施態様では、疾患又は異常は
以下から成る群から選択される：癌、正常妊娠、妊娠（例えば異数性妊娠）の合併症、心
筋梗塞、全身性自己免疫疾患、局所性自己免疫疾患、炎症性腸疾患、拒絶を伴う同種間移
植、拒絶を伴わない同種間移植、卒中、及び局在性組織損傷。
　いくつかの実施態様では、組織又は細胞タイプは健康な対象者の一次組織である。
　いくつかの実施態様では、組織又は細胞タイプは不死化細胞株である。
　いくつかの実施態様では、組織又は細胞タイプは腫瘍の生検である。
【００２５】
　いくつかの実施態様では、参照マップは、少なくとも1人の参照対象者から入手したサ



(28) JP 2017-522908 A 2017.8.17

10

20

30

40

50

ンプルから得られる配列に基づく。いくつかの実施態様では、この配列データは、例えば
参照マップが既知疾患を有する対象者のcfDNAのシーケンシングによって作製される場合
は、参照ゲノム内のcfDNAフラグメント末端の場所を規定する。他の実施態様では、この
配列データ（参照マップは前記データに基づく）は以下の任意の1つ以上を含むことがで
きる：DNase I高感受性サイトデータセット、RNA発現データセット、染色体コンフォーメ
ーションマップ、クロマチン接近容易性マップ、又はマイクロコッカスヌクレアーゼによ
る消化によって作製されるヌクレオソームの配置マップ。いくつかの実施態様では、参照
対象者は健康である。いくつかの実施態様では、参照対象者は疾患又は異常を有する。い
くつかの実施態様では、当該疾患又は異常は以下から成る群から選択される：癌、正常妊
娠、妊娠（例えば異数性妊娠）の合併症、心筋梗塞、全身性自己免疫疾患、炎症性腸疾患
、局所性自己免疫疾患、拒絶を伴う同種間移植、拒絶を伴わない同種間移植、卒中、及び
局在性組織損傷。
【００２６】
　いくつかの実施態様では、参照マップは、当該組織又は細胞タイプに結びついている参
照ゲノムの少なくとも一部分に対するcfDNAフラグメント末端確率、又はそのような確率
と相関性を有する量を含む。いくつかの実施態様では、参照マップは、当該cfDNAフラグ
メント末端確率又はそのような確率と相関性を有する量の数学的変換を含む。
　いくつかの実施態様では、参照マップは、当該組織又は細胞タイプに結びついた参照ゲ
ノムの座標の少なくとも一部分に対するスコアを含む。いくつかの実施態様では、参照マ
ップは、スコアの数学的変換（例えばスコアのフーリエ変換）を含む。いくつかの実施態
様では、スコアは当該組織又は細胞タイプに対する参照ゲノム座標の注釈に基づく。いく
つかの実施態様では、スコアはヌクレオソーム及び/又はクロマトソームの位置に基づく
。いくつかの実施態様では、スコアは転写開始サイト及び/又は転写終了サイトに基づく
。いくつかの実施態様では、スコアは少なくとも1つの転写因子の予測される結合サイト
に基づく。いくつかの実施態様では、スコアは予測されるヌクレアーゼ高感受性サイトに
基づく。
【００２７】
　いくつかの実施態様では、スコアは少なくとも1つのオルトゴナルな生物学的特徴と結
びついている。いくつかの実施態様では、オルトゴナルな生物学的特徴は高発現遺伝子と
結びついている。いくつかの実施態様では、オルトゴナルな生物学的特徴は低発現遺伝子
と結びついている。
　いくつかの実施態様では、当該複数のスコアの少なくともいくつかは各々閾値を超える
スコアを有する。そのような実施態様では、閾（最小）値より低いスコアは、当該スコア
を参照マップと比較する工程から除外される。いくつかの実施態様では、閾値は、cfDNA
を生じる組織及び/又は細胞タイプの決定前に決定される。他の実施態様では、閾値は、c
fDNAを生じる組織及び/又は細胞タイプの決定後に決定される。
　いくつかの実施態様では、cfDNAを生じる組織及び/又は細胞タイプを、当該cfDNAフラ
グメント末端の少なくともいくつかの複数のゲノム上の場所の関数として決定する工程は
、サンプルのcfDNAフラグメント末端の少なくともいくつかのゲノム上の場所の分布の数
学的変換を1つ以上の参照マップの1つ以上の特徴と比較する工程を含む。
　いくつかの実施態様では、この数学的変換はフーリエ変換を含む。
　いくつかの実施態様では、参照マップは、当該疾患又は異常と結びついた少なくとも1
つの組織に対応する酵素媒介断片化データを含む。
　いくつかの実施態様では、参照ゲノムはヒトに付随する。
【００２８】
　本発明のある特徴では、体液中のcfDNAの分析による悪性疾患の検出、モニタリング並
びの供給源組織及び/又は細胞タイプの判断のために、本明細書に記載の方法が用いられ
る。悪性疾患を有する患者で、体液（例えば循環血漿）中のcfDNAの一部分が腫瘍に由来
しうるということは今では文書で十分に裏付けられている。本明細書に記載の方法を用い
て、この腫瘍由来部分を検出及び定量できる可能性は高い。さらにまた、ヌクレオソーム
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占拠マップは細胞タイプ特異的であるので、本明細書に記載の方法を用いて、悪性疾患の
供給源組織及び/又は細胞タイプを決定できる可能性は高い。さらにまた上記で特記した
ように、癌では循環血漿cfDNAの濃度に大きな増加があり、前記は腫瘍そのものの寄与に
対して潜在的に不均衡であることが観察されている。これは、癌では他の組織（例えば間
質系、免疫系）が循環血漿cfDNAに寄与する可能性を示唆している。そのような他の組織
のcfDNAへの寄与があるタイプの癌について患者間で一貫しているかぎりにおいては、上
記に記載の方法は、癌細胞それ自体ではなくこれらの他の組織のシグナルに基づいて癌検
出、癌モニタリング、及び/又は供給源組織及び/又は細胞タイプの割り当てを可能にしう
る。
　本発明の別の特徴では、組織の損傷の検出、モニタリング並びに供給源組織及び/又は
細胞タイプの判断のために、本明細書に記載の方法が用いられる。多くの病理学的プロセ
スが損傷組織に由来する体液（例えば循環血漿）中のcfDNAの一部分を生じるであろうと
いうことは予測できる。本明細書に記載の方法を用いて、組織損傷に由来するcfDNAを検
出及び定量できる可能性は高い（対応する供給源組織及び/又は細胞タイプの識別を含む
）。これは、病理学的プロセス（心筋梗塞（心臓組織の急性損傷）、自己免疫疾患（多岐
にわたる組織の慢性損傷）及び急性又は慢性組織損傷を伴う多くの他のものを含む）の診
断及び/又はモニタリングを可能にしうる。
【００２９】
　本発明の別の特徴では、妊娠におけるcfDNAの胎児画分の推定及び/又は染色体若しくは
他の遺伝子異常の検出強化のために、本明細書に記載の方法が用いられる。上記に記載の
ヌクレオソームマップと一緒にすれば、母体血漿運搬DNAフラグメントの相対的に低深度
のシーケンシングは、費用効率が高く迅速な男女の両胎児妊娠で胎児部分の推定を可能に
することができる。さらにまた、母体ゲノム又は胎児ゲノムに由来したかもしれないとい
う可能性に関して、不均一な確率を個々のシーケンシング読取り（リード）に割り当てる
ことを可能にすることによって、これらの方法はまた、母体の体液中のcfDNAの分析を介
して染色体異常（例えばトリソミー）を検出することを目的とする検査のパフォーマンス
を強化することができる。
　本発明の別の特徴では、cfDNAへの移植（自家移植又は同種移植片）の寄与を定量する
ために、本明細書に記載の方法が用いられる。急性同種移植片拒絶の早期及び非侵襲性検
出の従来の方法は、血漿運搬DNAのシーケンシング及びドナーゲノム由来フラグメントの
濃度増加の認定を必要とする。このアプローチは、例えば5－10%のドナー画分を検出する
ために、このプールフラグメントの相対的に高深度シーケンシング（deep sequencing）
を必要とする。前記に代わって提供器官のヌクレオソームマップに基づくアプローチは、
深度のより低いシーケンシングで同様な推定を、又は同等量のシーケンシングでより感度
の高い推定を可能にすることができる。癌と同様に、移植片そのもの以外の細胞タイプが
移植片拒絶時にcfDNA組成に寄与することもまたありうる。そのような他の組織のcfDNAへ
の寄与が移植片拒絶時の患者間で一貫しているかぎり、上記に記載の方法は、移植ドナー
細胞それ以外のこれら他の組織に由来するシグナルに基づいて移植片拒絶をモニターする
ことを可能にする。
【００３０】
　本開示の追加の実施態様
　本開示はまた、ある既知の疾患又は異常を有する対象者から作製したヌクレオソーム参
照マップを用いてある疾患又は異常を診断する方法を提供する。いくつかのそのような実
施態様では、前記方法は以下の工程を含む：（1）ヌクレオソームマップの参照セットを
作製する工程（ここで各ヌクレオソームマップは以下のいずれかから誘導される：所定の
臨床症状（例えば正常、妊娠、癌タイプA、癌タイプBなど）を有する個体の体液に由来す
るcfDNA、及び/又は特定の組織及び/又は細胞タイプのクロマチンの消化に由来するDNA）
；（2）個体のcfDNAに由来するヌクレオソームマップを当該ヌクレオソームマップの参照
セットと比較することによって、当該個体の体液から臨床症状及び/又はcfDNAの供給源組
織/細胞タイプ組成を予測する工程。
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　工程1：ヌクレオソームマップの参照セットの作製、及びヌクレオソーム配置に由来す
るシグナルの集合化又は集約。
　ヌクレオソームマップの作製のために好ましい方法は、DNAの精製、ライブラリーの構
築（アダプター連結及びことによるとPCR増幅による）、及び体液由来cfDNAの大量パラレ
ルシーケンシングを含む。ヌクレオソームマップのまた別の供給源（前記は参照点として
本発明の関係で又は変型物の主要成分の識別のために有用である）は、マイクロコッカス
ヌクレアーゼ（MNase）、DNase処理、ATAC-Seq又は他の関連方法によるクロマチンの消化
から誘導されるDNAであり、ここでヌクレオソームの配置についての情報は分布（a）、（
b）又は（c）で捕捉される。これらの分布（a）、（b）及び（c）の記述は上記段落［０
００９］で提供され、さらに図1のグラフで示されている。
【００３１】
　原則として、そのようなライブラリーの非常に高深度のシーケンシングを用いて、cfDN
Aに寄与する集合細胞タイプで当該ゲノムの特定の座標におけるヌクレオソーム占拠を定
量することができるが、しかし今日これは非常に費用がかかる。しかしながら、ヌクレオ
ソーム占拠パターンに付随するシグナルは、当該ゲノムの連続又は不連続領域にわたって
集約又は集合化することができる。例えば、本明細書に提供する実施例1又は2では、シー
ケンシング読取り開始サイト位置がマップされる参照ヒトゲノムのサイト分布（すなわち
分布（a））が、10キロ塩基対（kbp）の連続ウインドウでフーリエ変換に付され、続いて
ヌクレオソーム占拠に付随する周期範囲について強度の定量が実施される。これは、ヌク
レオソームが構造化された配置を10kbpウインドウ内で示す範囲を効率的に集約する。本
明細書で提供される実施例3では、我々は、特定の転写因子（TF）の転写因子結合サイト
（TFBS）の直近にシーケンシング読取り開始サイト位置がマップされる参照ヒトゲノムに
おいてサイトの分布（すなわち分布（a））を定量する（TFがTFBSと結合するときはしば
しば当該サイトの直ぐ側にヌクレオソームがフランキングする）。これは、cfDNAに寄与
する細胞タイプのTF活性の結果としてヌクレオソームの配置を効率的に集約する。重要な
ことに、ヌクレオソーム占拠シグナルを有意義に集約することができる多くの関連する方
法が存在する。これら方法には、他のゲノム上の目印（例えばDNase I高感受性サイト、
転写開始サイト、トポロジカルドメイン、他の後成的な目印又は、他のデータセット（例
えば遺伝子発現など）での相関的動態によって規定される全てのそのようなサイト）周辺
で分布（a）、（b）及び/又は（c）のシグナルの集合化が含まれる。シーケンシグの費用
がさらに低下するので、未知のcfDNAサンプルと比較するために、ヌクレオソーム占拠の
マップ（既知疾患に付随するcfDNAサンプルから作製されるマップを含む）を参照マップ
として、直接（すなわちシグナルを集合化することなく）使用することもまた可能であろ
う。いくつかの実施態様では、この（ヌクレオソーム占拠の参照マップが作製される）生
物学的サンプルは、（ヒト細胞又は組織が異種移植される）動物から収集される。この利
点は、造血細胞系列と一緒に問題の細胞/組織に由来するcfDNA混合物が提示されるのとは
対照的に、ヒトゲノムをマッピングする配列決定cfDNAフラグメントは、例外なく当該異
種移植された細胞又は組織に由来する。
【００３２】
　工程2：1つ以上の新規な個体/サンプルのcfDNA誘導ヌクレオソームマップをヌクレオソ
ームマップの参照セットと、直接又は各マップの数学的変換後に比較することに基づく病
理、臨床症状、及び/又は供給源組織/細胞タイプの予測。
　いったんヌクレオソームマップの参照セットを作製したら、追加のヌクレオソームマッ
プを参照セットと比較する多様な統計的シグナルのプロセッシング方法が存在する。実施
例1及び2では、まず初めに多岐にわたるサンプルセット中の当該ゲノムに沿って10kbpウ
インドウでロングレンジヌクレオソーム順番付けを集約し、続いて主要成分分析（PCA）
を実施して、サンプルをクラスター化するか（実施例1）又は混合割合を推定する（実施
例2）。我々は、これらの実施例で用いられるcfDNAサンプルの全ての臨床症状及び全ての
細胞株サンプルの供給源組織/細胞タイプを承知しているが、これらサンプルの一切は“
未知のもの”であり、かつ臨床症状の有無又はその供給源組織/細胞タイプの予測に用い
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られるPCA分析におけるその動態（前記は他の全てのヌクレオソームマップと対比されるP
CA分析におけるその動態に基づく）は不明である。
　当該未知のサンプルでは、参照セットの1+メンバーと1：1の態様で厳密に適合すること
は必ずしも要求されない。逆に、互いに対するその類似性を定量することができ（実施例
1）、又はそのヌクレオソームマップを参照セットに由来する2+サンプルの不均一混合物
のモデルにすることができる（実施例2）。
【００３３】
　本発明の方法の成功がするために、各サンプル中のcfDNAの供給源組織/細胞タイプの組
成を予測すること又は最終的に知ることは必要とされない。寧ろ、本明細書に記載の方法
は、個々の病理又は臨床症状の関係でcfDNAの供給源組織及び/又は細胞タイプの組成の一
貫性を必要とする。しかしながら、クロマチンの消化に由来するDNAを分析しこれらをヌ
クレオソームマップに加えて多数の組織及び/又は細胞タイプのヌクレオソームマップを
直接調査することによって、未知のcfDNA由来サンプルに寄与する組織及び/又は細胞タイ
プを推測することが可能となろう。
　本明細書に記載する任意の実施態様で、当該方法はさらに、疾患又は異常を識別する記
述を含む報告を作製する工程を含むことができる。いくつかの実施態様では、当該報告は
さらに、当該単離cfDNAを生じたと決定される組織及び/又は細胞タイプの一覧を含むこと
ができる。いくつかの実施態様では、当該報告はさらに、当該対象者と関係することがお
そらくない疾患及び/又は異常の一覧を含む。当該報告は場合によってさらに、当該サン
プル及び/又は対象者、生物学的サンプルのタイプ、生物学的サンプルが対象者から入手
された日付、cfDNA単離工程が実施された日付、及び/又は当該生物学的サンプルから単離
されたcfDNAのいずれもおそらくそれらから生じたのではないであろうと思われる組織及
び/又は細胞タイプについての任意の他の情報を含むことができる。
　いくつかの実施態様では、当該報告はさらに以下を含む推奨治療プロトコルを含む：例
えて言えばかつ非限定的に言えば、対象者の追加の診断検査の入手の助言、治療レジメン
開始の助言、対象者に関する既存レジメンの改変の助言、及び/又は既存の治療レジメン
の一時停止又は停止の助言。
【実施例１】
【００３４】
　セルフリーDNAヌクレオソームマップの主要構成要素分析
　cfDNA抽出物及びMNase消化実験から得られたシーケンシングデータにおいて読取り開始
位置の分布を調べ、ヌクレオソーム配置に関連するシグナルの存在を評価する。この目的
のために、プールcfDNAサンプル（数が明らかでない健康な個体から提供されたものを含
むヒト血漿；バルクcfDNA）、単一の健康な男性コントロール個体由来のcfDNAサンプル（
MC2.cfDNA）、頭蓋内腫瘍を有する患者に由来する4つのcfDNAサンプル（腫瘍2349、腫瘍2
350、腫瘍2351、腫瘍2353）、5つの異なるヒト細胞株由来の6つのMNase消化実験（Hap1.M
Nase、HeLa.MNase、HEK.MNase、NA12878.MNase、HeLaS3、MCF.7）及び異なる妊婦個体に
由来する7つのcfDNAサンプル（gm1matplas、gm2matplas、im1matplas、fgs002、fgs00、f
gs004、fgs005）を分析し、女性リンパ芽球系細胞株（NA12878）から抽出したDNAの通常
ショットガンシーケンシングデータセットと対比した。プールcfDNA（バルクcfDNA_部分
、26%）及び健康男性コントロール個体（MC2.cfDNA_部分、18%）のサブセットも別個のサ
ンプルとして加え、シーケンシング深度の影響を精査した。
　読取り開始座標を抽出し、方法のセクションに記載したように高速フーリエ変換（FFT
）を用いてピリオドグラムを作製した。この分析は、読取り開始サイトの分布においてど
れくらい多くの非均一性が特定の周期（周波数）/周期性のシグナルによって説明できる
かを決定する。我々は120－250bpのレンジに焦点を当てた。このレンジは、ヌクレオソー
ムリンカー配列（10－80bp）の追加配列とともに単一ヌクレオソームに巻き付くDNAの長
さの範囲（120－250bp）を含む。図3は、ヒト染色体1及びヒト染色体22の全ブロックに及
ぶ各周期についての平均強度を示す。cfDNAサンプルと同様にMNase消化実験は200bp周期
性より低い明瞭なピークを示す。そのようなピークはヒトショットガンデータでは観察さ
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れない。これらの分析は、cfDNAのフラグメント境界の分布におけるヌクレオソーム配置
の主要な効果と一致する。
【００３５】
　サンプル間の正確なピーク周期の変動もまた観察された。これは、各細胞タイプでリン
カー配列の長さの分布が異なることの結果かもしれない。ピークはヌクレオソーム結合DN
Aパターン＋リンカー配列から生じるということは、ピーク周辺にフランキングするもの
は対称的ではないという観察、及びピークより低い周期と比較してピークより高い周期の
強度は低いという観察によって支持される。これは、図3に提示したプロットに類似する
プロットを用いて、cfDNA及びMNaseシーケンシングデータの品質管理を実施することがで
きること示唆している。cfDNA及び通常（ショットガン）DNAによるMNaseのランダムな断
片化又は夾雑は希釈を生じ、極端な場合にはこれらの特徴的な強度パターンの完全な消失
をもたらすであろう。
　以下では、データは、181bpから202bpの周期（周波数）レンジについて決定された全強
度および196bpの周期性で測定された強度に基づいて分析された。より高度の解析を提供
するためにより広い周波数（周期）レンジを選択した（なぜならば、より広範囲のリンカ
ーの長さが捕捉されているからである）。これらの強度はここでは純粋に計算的理由から
焦点を当てて選択されている。関連する実施態様では異なる周期レンジを用いることがで
きる。図4及び5は、ヒト常染色体の完全長を覆う連続的でオーバーラップしない10kbpブ
ロックにわたって196bpでのピリオドグラム強度の可視化を追求した（詳細については方
法の項を参照されたい）。図4は、データの主要成分分析（PCA）及び最初の3成分に対す
る推定を示す。主要成分1（PC1）（28.1%の分散）は図3で観察される強度の強さにおける
相違を捕捉し、それによってMNase及びcfDNAサンプルをゲノムショットガンデータから切
り離す。対照的に、PC2（9.7%の分散）はMNaseとcfDNAサンプルとの間の相違を捕捉する
。PC3（6.4%分散）は個々のサンプル間の相違を捕捉する。図5はこのデータの階層クラス
ター化樹形図を示し、前記樹形図は強度ベクターのユークリッド距離に基づく。我々は、
これら2つのHeLa S3実験が、（データが異なる研究室で作製され異なる実験プロトコルに
従っているにもかかわらず）PCA及び樹形図において堅固なクラスターを形成しているこ
とに注目している。“正常”cfDNAサンプル、腫瘍cfDNAサンプル及び細胞株MNaseサンプ
ルグループもまたクラスターを形成した。具体的には、同じ腫瘍タイプ（多形性神経膠芽
腫）に由来する3つの腫瘍サンプルは、腫瘍2351（異なる腫瘍タイプに由来する（表1参照
））とは別個のクラスターを形成するように思われる。GM1及びIM1サンプルは、妊婦から
入手した他のcfDNAサンプルとは別個のクラスターを形成する。これは、これらサンプル
のピークより低い周期について観察されるより高い強度と一致する（すなわち図3のより
明瞭な左肩）。これは、2つのサンプルセット間のcfDNAの調製における微妙な相違、又は
制御されなかった生物学的相違（例えば妊娠期間）を示しているのかもしれない。
【００３６】
　図6及び7は同等の分析の結果を示すが、ただし181bpから202bpの周期レンジに基づく。
これらのプロットを比較するとき、それらの結果は、より広い周期レンジについて大いに
安定しているが、周期の追加はより微細スケールによる分析で感度を改善することができ
る。供給源細胞タイプ特異的パターンをさらに追及するために、cfDNA及びMNaseデータセ
ットを、この周期レンジに対する強度のPCAを用いて別個に分析した。以下の分析セット
では、妊婦の5つのcfDNAサンプルは除外した（前記サンプルは図3で明瞭な左肩を示す）
。図8はcfDNAデータの最初の7つの主要成分を示し、図9は6つのMNaseデータセットについ
て6つの主要成分の全てを示す。関連するサンプルのクラスター化が存在するが、各サン
プルをその残りのサンプルと分離する顕著な変動（生物学的及び技術的変動）もまた存在
する。例えば、バルクcfDNAとバルクcfDNA_部分との分離、或いはMC2.cfDNAとMC2.cfDNA_
部分との分離から分かるように、シーケンシングの深度の影響が認められた。この技術的
な混乱を修正するために読取りサンプリングを用いることができる。
　この実験におけるいくつかの重要な観察には以下が含まれる：
1）cfDNAシーケンシングデータの読取り開始座標はヌクレオソーム配置の強力なシグナル
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を捕捉する。
2）ゲノムのサブセット（例えば連続10kbpウインドウ）にわたって集められた、ヌクレオ
ソーム配置シグナルにおける相違は、サンプルの起源と相関関係を有する。
【実施例２】
【００３７】
　ヌクレオソームマップの混合割合の推定
　実施例1では、新規作成されたか又は公開データベースからダウンロードされたサンプ
ルの基礎的クラスタリングが調べられた。この分析は、これらのデータセットの読取り開
始座標は、（2千万配列から10億を超える配列から入手されたある範囲のシーケンシング
深度にわたって）ヌクレオソーム配置の強力なシグナルを捕捉すること、及びサンプルの
起源はこのシグナルと相関関係を有することを示した。この方法の目標のために、既知細
胞タイプの混合物を識別し、さらにこのシグナルから各細胞タイプの寄与をある程度定量
する能力はまた有用であろう。この目的のために、本実施例では、2つのサンプルの（す
なわち配列の読取りに基づく）合成混合物を調べた。我々は、2つのMNaseデータセット（
MCF.7及びNA12878.MNase）及び2つのcfDNAデータセット（腫瘍2349及びバルクcfDNA）に
ついて、5:95、10:90、15:85、20:80、30:70、40:60、50:50、60:40、30:70、80:20、90:
10及び95:5の割合でシーケンシング読取りを混合した。合成MNase混合データセットは、2
セットの169.9百万のアラインメントされた読取り（各々は元のサンプルの1つに由来する
）から引き出され、合成cfDNA混合データセットは、2セットの181.1百万のアラインメン
トされた読取り（各々は元のサンプルの1つに由来する）から引き出された。
　図10は、図3と同様に染色体11についての平均強度を示すが、ただしこれらの合成混合
物に対するものである。異なるサンプルの寄与がどのように全体的周期の強度パターンで
シフトを引き起こすかが、図10から理解できる。このシグナルを利用して合成混合物の割
合を推論することができる。図11はMNaseデータセット混合物の最初の2つの主要成分を示
し、図12はcfDNAデータセット混合物の最初の2つの主要成分を示す。両事例において、最
初のPCは混合データセットの組成を直接捕捉する。したがって、適切な参照セットが与え
られ、例えば回帰モデルを用いるならば、2つ及びことによると3つ以上の細胞タイプにつ
いてどれくらいの混合割合かを周期の強度データの変換から推論できることは容易に考え
られる。図13は両データセットの樹形図を示し、cfDNAとMNaseサンプルの分離と同様に、
類似するサンプル割合に由来する混合サンプルの全体的な類似性が確認される。
　本実施例の重要な観察の1つは、未知サンプルに対する多様なサンプルタイプ（cfDNA又
は細胞/組織タイプ）の混合割合はヌクレオソーム占拠パターンのモデリングによって推
定できるということである。
【実施例３】
【００３８】
　cfDNAシーケンシングデータを用いる転写因子結合サイトに対するヌクレオソーム占拠
の測定
　以前の実施例は、ヌクレオソーム配置シグナルは、連続でオーバーラップしない10kbp
ウインドウにゲノムを分割することによって入手できることを示すが、オルトゴナルな方
法を用いて切断接近容易性マップを作製することもまた可能であり、この方法はウインド
ウサイズ及び境界に起因する人工物を生じにくい。本実施例でいくらか詳細に究明される
そのような1つの方法は、転写因子（TF）結合サイト周辺の読取り開始点で観察される周
期性によるヌクレオソーム配置の推測である。
　局所的ヌクレオソーム配置は近くのTF占拠によって影響されることは明瞭に確立されて
いる。クロマチンの局所再構築における影響、したがって近くのヌクレオソームの安定な
配置における影響は、TFセットにわたって均一ではない。あるTFの占拠はヌクレオソーム
配置に局所的な影響を有することができ、前記はもっぱら結合サイトの5’又は3’側であ
り、特定の細胞タイプで長いあるいは短いゲノム距離に及ぶ。さらにまた、かつ本開示の
目的のために重要なことであるが、個々の細胞においてin vivoで占拠されるTF結合サイ
トセットは組織及び細胞タイプ間で変動し、したがって、もし問題の組織又は細胞タイプ
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のTF結合サイト占拠マップを同定し、さらにこのプロセスを1つ以上のTFについて反復で
きるならば、1つ以上の細胞タイプ特異的又は組織特異的TF結合サイト占拠プロフィール
の濃縮又は枯渇を明らかにすることによって、cfDNAの集団に寄与する細胞タイプ及び組
織の混合物の成分を同定することができよう。
　この着想を実証するために、TF結合サイトの近隣の読取り開始点を用いて、優先的な局
所ヌクレオソーム配置を反映する切断偏向を視覚的に確認した。ChIP-seq転写因子（TF）
ピークをDNAエレメントエンサイクロペディア（“ENCODE”）プロジェクト（National Hu
man Genome Research Institute, National Institutes of Health, Bethesda, MD）から
入手した。これらのピークのゲノム間隔は広いので（平均して200から400bp）、保存的p-
値カットオフ（1ｘ10-5、詳細については方法の項を参照されたい）を用い対応する結合
モチーフについてゲノムをインフォーマティクス的にスキャンすることによって、これら
間隔内の活性な結合サイトを見つけた。続いて、独立して導かれたこれら2つの予想され
るTF結合サイトのセットのインターセクションを下流分析に持ち込んだ。
【００３９】
　各候補TF結合サイトの500bp内の各位置における読取り開始点の数を、少なくとも1憶の
配列を有するサンプルで計算した。各サンプルで全ての読取り開始点を各位置で合計し、
TF認識配列の長さに応じて、TFにつきサンプル当たり合計1,014から1,019の位置を得た。
　図14は、多様な種々のサンプルでヒトゲノムの24,666のCTCF結合サイト周辺の、当該結
合サイトそのものの周辺を中心とする読取り開始点の分布を示す。CTCFはインスレーター
結合タンパク質であり、転写抑制で主要な役割を果たす。以前の研究は、CTCF結合サイト
は局所ヌクレオソーム配置の拠り所であり、したがって少なくとも20ヌクレオソームが、
ある結合サイトの周辺で約185bpの周期で対称的にかつ規則的に間隔をおいて配置される
ことを示唆した。図14のサンプルのほぼ全てで共通の1つの驚くべき特色は、結合サイト
の上流及び下流の両方におけるヌクレオソーム配置の明瞭な周期性であり、CTCFのin viv
o結合の局所的かつ大いに対称的な影響が多様なcfDNA及びMNase消化サンプルで反復され
ることを示唆している。興味深いことに、上流及び下流ピークの周期性はサンプルセット
全体で均一ではなく、MNase消化サンプルは、結合サイトに対してピークのわずかに広い
間隔の取り方を示し、ピークの強度だけでなくそれらの周期の有用性を示唆している。
　図15は5,644のc-Jun結合サイト周辺の読取り開始点の分布を示す。この図では、よく知
られている周期性がまたいくつかのサンプルについて視覚的に識別できるが、その影響は
均一ではない。注目すべきことに、MNase消化サンプルのうち3つ（Hap1.MNase、HEK.MNas
e、及びNA12878.MNase）は非常に平坦な分布を有し、これは、これらの細胞ではc-Jun結
合サイトは強く占拠されていないか、又はこれらの細胞タイプでは局所クロマチン再構築
におけるc-Jun結合の影響はあまり明瞭ではないことを示しているのかもしれない。内在
するメカニズムが何であれ、局所の読取り開始点近くにおける偏向がTF毎にさらにサンプ
ルタイプ間で変動するという観察は、cfDNAサンプルの供給源組織組成に相関させ又は前
記を解きほぐすために読取り開始点に基づいてヌクレオソーム占拠を推測するというその
潜在的役割を強化する。
　図16は4,417のNF-YB結合サイト周辺の読取り開始点の分布を示す。これらのTF結合サイ
ト近くの開始サイト分布が対称性から外れていることが示されている。すなわち下流の影
響（各図の右側）は、cfDNAサンプルのわずかに上向きの曲線によって証明されるように
、上流の影響よりも強いように思われる。さらにまた注目すべきことは、MNase消化サン
プルとcfDNAサンプル間の相違である。すなわち、前者は、ピークの識別が困難な平均し
てより平坦なプロフィールを示し、一方、後者は、より明瞭に識別しうる周期性及びより
識別しやすいピークを有する。
【００４０】
　実施例1－3の方法
　臨床サンプル及びコントロールサンプル
　妊娠第三期の日常的胎児検診で妊婦fgs002、fgs003、fgs004及びfgs005から全血を採取
し、EDTA（BD）を含むバキュテイナー（Vacutainer）チューブで一時的に保存した。妊婦
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IM1、GM1及びGM2の全血は、それぞれ妊娠18、13及び10週に入手され、EDTA（BD）を含む
バキュテイナーチューブで一時的に保存した。神経膠腫患者2349、2350、2351、及び2353
の全血を脳外科手術手順の一部分として収集し、EDTA（BD）を含むバキュテイナーチュー
ブで3時間以内保存した。男性コントロール2（MC2）（健康な成人男性）の全血はEDTA（B
D）を含むバキュテイナーチューブで収集された。各個体について4から10mLの血液が利用
可能であった。遠心分離（1,000ｘg、10分、4℃）によって全血から血漿を分離し、その
後で上清を収集し、再び遠心分離した（2,000ｘg、15分、4℃）。精製血漿は1mLアリコッ
トで-80℃にて使用まで保存された。
　バルクヒト血漿（数が明らかでない健康個体の提供物を含む）をSTEMCELLテクノロジー
ズ（Vancouver, British Columbia, Canada）から入手し、2mLアリコットで-80℃にて使
用まで保存した。
　血漿サンプルの処理
　凍結された血漿アリコットを使用直前にベンチトップで融解した。循環cfDNAは、QiaAM
P 循環核酸キット（Qiagen, Venlo, Netherlands）を用い製造業者のプロトコルに従って
各血漿サンプルの2mLから精製された。DNAは、キュビットフルオロメーター（Qubit fluo
rometer；Invitrogen, Carlsbad, California）及びカスタムqPCRアッセイ（ヒトAlu配列
を標的とする）で定量した。
【００４１】
　MNase消化
　標準的方法を用いて各細胞株（GM12878、HeLa S3、HEK、Hap1）で約5千万の細胞を増殖
させた。増殖培地を吸引しPBSで細胞を洗浄した。細胞をトリプシン処理し、2ｘ体積のCS
S培地で中和し、遠心分離（1,300rpm、5分、4℃）により円錐チューブ中でペレット状に
した。細胞ペレットを12mLの氷冷PBSに再懸濁し1ｘプロテアーゼ阻害剤カクテルを加えて
計測し、続いて遠心分離（1,300rpm、5分、4℃）によりペレット状にした。細胞ペレット
をRSB緩衝液（10mM Tris-HCl、10mM NaCl、3mM MgCl2、0.5mMスペルミジン、0.02% NP-40
、1ｘプロテアーゼ阻害剤カクテル）で3百万細胞/mLの濃度に再懸濁し、氷上で穏やかに
上下逆転させながら10分間インキュベートした。核を遠心分離（1,300rpm、5分、4℃）に
よりペレット状にした。ペレット化した核をNSB緩衝液（25%グリセロール、5mM MgAc2、5
mM HEPES、0.08mM EDTA、0.5mMスペルミジン、1mM DTT、1ｘプロテアーゼ阻害剤カクテル
）で15M/mLの最終濃度に再懸濁させた。核を再び遠心分離（1,300rpm、5分、4℃）により
ペレット状にし、MN緩衝液（500mM Tris-HCl、10mM NaCl、3mM MgCl2、1mM CaCl、1ｘプ
ロテアーゼ阻害剤カクテル）に30M/mLの最終濃度に再懸濁した。核を200μLアリコットに
分割し、4Uのマイクロコッカスヌクレアーゼ（Worthington Biochemical Corp., Lakewoo
d, NJ, USA）により37℃で5分間消化した。氷上で85μLのMNSTOP緩衝液（500mM NaCl、50
mM EDTA、0.07% NP-40、1ｘプロテアーゼ阻害剤カクテル）を添加して反応を停止させ、
続いて穏やかに上下逆転させながら4℃で90分間インキュベートした。フェノール：クロ
ロホルム：イソアミルアルコール抽出を用いてDNAを精製した。標準的方法を用い2%アガ
ロースゲル電気泳動によりモノヌクレオソームフラグメントをサイズ選別し、ナノドロッ
プ分光光度計（Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA）で定量した。
　シーケンシングライブラリーの調製
　全サンプルについてバーコード付加シーケンシングライブラリーをThruPLEX-FD又はThr
uPLEX DNA-seq 48Dキット（Rubicon Genomics, Ann Arbor, Michigan）（末端修復、連結
及び増幅反応の独占的シリーズを含む）により調製した。全ての臨床サンプルライブラリ
ーについて3.0から10.0ngのDNAをインプットとして用いた。2つのバルク血漿cfDNAライブ
ラリーは各ライブラリーについて30ngで構築した（各ライブラリーは別個にバーコードを
付加された）。MC2の2つのライブラリーは各ライブラリーについて2ngのインプットで構
築し、各ライブラリーは別個にバーコードを付加された。MNase消化細胞株の各々のライ
ブラリーは20ngのサイズ選別インプットDNAを用いて構築された。全てのサンプルのライ
ブラリー増幅をリアルタイムPCRによってモニターし、過剰増幅を回避した。
【００４２】
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　シーケンシング
　9bpのインデックス読取りを含むペア形成末端101bp読取りを用いて、HiSeq2000装置（I
llumina, Inc., San Diego, CA, USA）で全てのライブラリーをシーケンシングした。プ
ールサンプルfgs002、fgs003、fgs004及びfgs005について1レーンのシーケンシングを実
施し、各サンプルにつき合計して約4.5ｘ107の読取りペアを得た。サンプルIM1、GM1及び
GM2をいくつかのレーンにわたってシーケンシグし、それぞれ1.2ｘ109、8.4ｘ108及び7.6
ｘ107の読取りペアを生じた。1レーンのシーケンシングをサンプル2349、2350、2351及び
2353の各々について実施し、各サンプル当たり約2.0ｘ108の読取りペアを各サンプルにつ
いて得た。4つの細胞株のMNase消化ライブラリーの各々について1レーンのシーケンシン
グを実施し、各ライブラリーにつき約2.0ｘ108の読取りペアを得た。2つの複製MC2ライブ
ラリーの1つについて4レーンのシーケンシングを、さらに2つの複製バルク血漿ライブラ
リーの1つについて3レーンのシーケンシングを実施し、それぞれ合計10.6ｘ109及び7.8ｘ
108の読取りペアを得た。
　cfDNAシーケンシングデータの処理
　cfDNA及びMNaseライブラリーの両方についてDNA挿入物サイズは短い傾向があり（大半
のデータで80bpから240bp）、したがって、いくつかの分子の読取り末端においてアダプ
ター配列が期待された。読取り末端から開始するアダプター配列をトリミングし、短い元
の分子に関するペア形成末端（“PE”）データのフォワード及びリバース読取りを単一読
取り（“SR”）に収斂させた。少なくとも11bpの読取りでオーバーラップするPE読取りを
SRに収斂させた。30bpより短いか、又は５塩基を超えて10未満の品質スコアを示すSRは廃
棄した。高速アラインメントツール（BWA-ALN又はBWA-MEM）を用いて、残りのPE及びSRデ
ータをヒト参照ゲノム（GRCh37、1000Gレリースv2）とアラインメントさせた。得られたS
AM（Sequence Alignment/Map（配列アラインメント/マップ））様式を分類済みBAM（Bina
ry Sequence Alignment/Map（二進法配列アラインメント/マップ）様式）にSAMツールを
用いて変換した。
【００４３】
　追加される公的に利用可能なデータ
　HeLa-S3 MNase実験（アクセッションSRR633612、SRR633613）及びMCF-7 MNase実験（ア
クセッションSRR999659-SRR999662）の公的に利用可能なPEデータをダウンロードして、
上記に記載したようにプロセッシングした。
　イルミナケンブリッジ社（Illumina Cambridge Ltd., Essex, UK）によって作製された
CEPH家系146個体NA12878の公的に利用可能なゲノムショットガンシーケンシングデータを
欧州ヌクレオチドアーカイブ（ENA、アクセッションERR174324-ERR174329）から入手した
。このデータをイルミナHiSeqプラットフォームで2ｘ101bp読取りによりPEについて配列
を調べ、さらにシーケンシング前にライブラリーをより長い挿入物サイズについて選別し
た。したがって、読取り末端のアダプター配列は必要とされず、このデータはしたがって
BWA-MEMを用いて直接アラインメントした。
　読取り末端の情報の抽出
　PEデータは、シーケンシングライブラリーの調製で用いられるDNA分子の2つの物理的末
端についての情報を提供する。この情報をSAMtoolsアプリケーションプログラミングイン
ターフェース（API）を用いてBAMファイルから抽出した。PEデータの両方の外側アライン
メント座標が用いられた（両方の読取りが同じ染色体とアラインメントされ、そこでは読
取りは反対の向きを有する）。トリミングされていないSRデータについては、1つの読取
り末端だけが元のDNA分子の物理的末端についての情報を提供する。読取りが参照ゲノム
のプラス鎖とアラインメントされる場合、もっとも左の座標が用いられた。読取りがリバ
ース鎖とアラインメントされる場合、そのもっとも右の座標が代わりに用いられた。PEデ
ータがアダプタートリミングによって単一読取りデータに変換される事例では、両方の末
端座標が考慮された。少なくとも5つのアダプター塩基がSRシーケンシング実験からトリ
ミングされる場合には、両方の末端座標がまた考慮された。
　ヒト参照配列の全常染色体（染色体1から染色体22）については、読取り末端の数及び
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全ての位置のカバレッジが10,000塩基のウインドウ（ブロック）中に抽出された。あるブ
ロック中にアラインメントされる読取りが存在しない場合、当該ブロックは当該特定のサ
ンプルについて空であるとみなされた。
【００４４】
　平滑ピリオドグラム
　読取り開始点とカバレッジとの比率を、各サンプルの空ではない各ブロックについて計
算した。カバレッジが0である場合、比率は0と設定された。これらの比率を用いて、1/50
0塩基から1/100塩基の間の周波数で高速フーリエ変換（FFT、R統計プログラミング環境で
spec.pgram）を用いて各ブロックのピリオドグラムを計算した。場合によって、平滑化へ
のパラメーター（3bpダニエルスムーサー；半分の重みを末端値に与える移動平均）及び
データのトレンド除去（例えばシリーズの平均を差し引く、さらに線形トレンドを除去す
る）を用いた。各ブロックについて周期レンジ120－250bpに対する強度をセーブした。
　平均染色体強度
　1セットのサンプルについて、全サンプルを通して空ではないブロックが同定された。
ある特定の周期に対する強度が各常染色体について各サンプルの全ブロックを通して平均
された。
　主要成分分析及び樹形図
　サンプルを通して空ではないブロックを収集した。主要成分分析（PCA；R統計プログラ
ミング環境ではprcomp）を用いて、データの次元削減を実施し前記を二次元空間でプロッ
トした。PCAは、データの大半の変動を捕捉して直交次元を構築する次元を識別し、当該
データの変動量の減少を説明する。
　サンプル強度間のペア毎のユークリッド距離を計算し、樹形図として可視化する（R統
計プログラミング環境ではstatsライブラリー）。
　転写因子結合サイト予測
　推定的転写因子結合サイト（多数の細胞タイプを通して作製されたChIP-seqデータの分
析から得られる）を、ENCODEプロジェクトから入手した。
　MEMEソフトウェアパッケージ（バージョン4.10.0_１）のプログラムfimoを用いヒト参
照ゲノム（GRCh37, 1000Gレリースv2）をスキャンすることによって、転写因子結合サイ
ト候補の独立したセットを入手した。位置重み行列を用いてスキャンを実施した（前記行
列は、JASPAR_CORE_2014_脊椎動物データベースから“--verbosity 1 --thresh 1e-5”の
オプションを用いて入手した）。用いた転写因子モチーフ識別子はMA0139.1、MA0502.1及
びMA0489.1であった。
　ベッドツールv2.17.0を用いて予測されるサイトの両セットに由来する染色体座標をイ
ンターセクトした。プロット中の一切の非対称性を保存するために、“＋”鎖上の予測結
合サイトのみを用いた。読取り開始点が予測結合サイトのどちらかの末端から500bp内で
あれば、各サンプルについて当該読取り開始点点を記録し、全てのそのようなサイトにわ
たってその位置によってサンプル内で合計した。合計して少なくとも1憶の読取りを有す
るサンプルのみをこの分析に用いた。
【実施例４】
【００４５】
　cfDNAからの正常/健康起源組織の決定
　単一個体のcfDNAで観察される断片化パターンが、寄与細胞タイプ間で遺伝子型に相違
が存在しないときでも、これらのフラグメントを生じた細胞の（したがってcfDNA分子集
団の供給源組織の）ゲノム編成の証拠を含んでいる可能性を判定するために、cfDNAを高
深度で配列を決定してcfDNAを生じるプロセスのより一層の理解に供した。得られたデー
タを用いてヌクレオソーム占拠のゲノムワイドマップを構築した。前記マップは他の研究
者による以前の研究に基づいて構築されたが、実質的にはより包括的である。ライブラリ
ー調製プロトコルを最適化して短いフラグメントを回収することによって、転写因子（例
えばCTCF）のin vivo占拠もまたcfDNAによって直接フットプリントが得られることが見出
された。最後に、調節エレメント及び遺伝子本体におけるヌクレオソームの間隔の取り方
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は、健康な個体のcfDNAシーケンシングによって明らかにされたように、リンパ系及び骨
髄系細胞株におけるDNase高感受性並びに遺伝子発現と極めて強く相関性を示すことが見
出された。
　cfDNAフラグメントはクロマトソームに対応し実質的なDNA損傷を含む
　数が明らかでない健康個体（“BH01”）のプール血漿又は単一個体（“IH01”）の血漿
から精製されたcfDNAフラグメントの末端修復及びアダプター連結によって、通常的なシ
ーケンシングライブラリーを調製した（図17、表1）。
表1：血漿サンプルのシーケンシング統計
【００４６】
【表１】

SSP（一本鎖ライブラリー調製プロトコル）、DSP（二本鎖ライブラリー調製プロトコル）
【００４７】
　各サンプルについて、シーケンシング関連統計値を集計した。前記には以下が含まれる
：配列を決定したフラグメントの総数、読取り（リード）の長さ、あるマッピング品質閾
値で又はそのような閾値無しに参照に対してアラインメントを示したフラグメントのパー
センテージ、平均カバレッジ、重複率、及び2つの長さのbinにおける配列決定フラグメン
トの割合。フラグメント長はペアとなった末端の読取りのアラインメントから推定した。
読取りの長さが短いために、カバレッジは完全なフラグメントが読み取られたと仮定する
ことによって計算された。重複フラグメントの概数はフラグメント末端を基準にし、前記
は高度に定型化された切断の存在下では真の重複率を過大評価する可能性がある。SSPは
一本鎖ライブラリー調製プロトコルであり、DSPは二本鎖ライブラリー調製プロトコルで
ある。　
　ライブラリーBH01及びIH01は、それぞれ96重及び105重カバレッジで配列決定された（1
.5G及び1.6Gフラグメント）。フラグメントの長さの分布（ペア形成末端読取りのアライ
ンメントから推測）は、～167bp（クロマトソームに結合するDNAの長さと一致）に支配的
ピークを有し、100－160bpの長さのレンジで～10.4bpの周期性を有する（図18）。これら
の分布は、cfDNAが、細胞死前及び細胞死後の両方でタンパク質（この事例ではヌクレオ
ソームコア粒子及びリンカーヒストン）と結合することによってヌクレアーゼから優先的
に保護されるモデル（ただしこの場合にはヌクレオソーム結合DNAのらせんピッチとの関
係である程度の追加のニック及び切断が生じる）と一致する。さらにこのモデルを支持す
るのは、これら167bpフラグメントのジヌクレオチド組成であり、前記は、MNaseにより誘
導されるヌクレオソーム結合フラグメントに関する以前の研究の重要な特色を概括し（例
えば2個1組でA/Tジヌクレオチドに対する偏向）、さらにヌクレオソームコア粒子はクロ
マトソームに対して対称的に配置されるという見解を支持する（図19）。
　cfDNAオントロジーにおけるこのモデルの予測は、広範なDNA損傷（例えば一本鎖ニック
とともに5’及び3’オーバーハング）である。伝統的なライブラリー調製の最中に、ニッ
クの付いた鎖は増幅されず、オーバーハングは末端修復によって平滑化され、短い二本鎖
DNA（“dsDNA”）分子は単純に回復が困難である（前記分子は全cfDNAの実質的部分を占
めうる）。これに対処するために、追加の健康な個体に由来する血漿運搬cfDNAの一本鎖
シーケンシングライブラリー（‘IH02’）を、Gansaugeらによる古いDNAの研究（広範囲
のDNA損傷及びヌクレオソーム周辺のヌクレアーゼ切断が報告されている）から改変した
プロトコルを用いて調製した。略記すれば、cfDNAを変性させ、得られたフラグメントに
ビオチン結合一本鎖アダプターを連結させた。続いて、この連結フラグメントを第二の鎖
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の合成、末端修復及び第二のアダプター連結に付し、その間このフラグメントをストレプ
トアビジンビーズに固定した。最後に、最少PCR増幅を実施してアダプター保有分子を濃
縮し、一方サンプルインデックスもまた添付した（図20、表2）。
【００４８】
表2：一本鎖シーケンシングライブラリーの調製で用いられた合成オリゴ
【表２】

【００４９】
　IH02について、得られたライブラリーを30重カバレッジで配列を決定した（779Mフラグ
メント）。フラグメントの長さの分布は、クロマトソームに対応して再度～167bpに支配
的ピークを示したが、通常のライブラリー調製と比較してより短いフラグメントが顕著に
濃縮されていた（図21、22、23A－B、24A－B）。全てのライブラリーは～10.4bp周期性を
示すが、フラグメントサイズはこの2つの方法について3bp差し引きされ、その真の末端が
一本鎖ライブラリーでより忠実に表される、損傷した又はノンフラッシュインプット分子
と一致する。
【００５０】
　高深度cfDNAシーケンシングに基づくin vivoヌクレオソーム保護のゲノムワイドマップ
　cfDNAに寄与する組織のヒトゲノム全体に対するヌクレオソームの優先的な局所的位置
を、アラインメントされたフラグメント末端の分布又はその数学的変換を1つ以上の参照
マップと比較することによって推測することが可能か否かを評価するために、ウインドウ
化保護スコア（“WPS”）を開発した。具体的には、cfDNAフラグメント末端はヌクレオソ
ーム境界に隣接してクラスターを形成し、一方ヌクレオソームそれ自体の上では枯渇する
はずであると予想された。これを定量化するために、WPSを開発した。WPSは、与えられた
ゲノム座標を中心とする120bpウインドウを完全にわたるDNAフラグメントの数から同じウ
インドウ内部に末端を有するフラグメントの数を差し引いたものを表す（図25）。意図し
たように、WPSの値は、in vitroの方法又は古いDNAを用いた他のグループによってマッピ
ングされたように、強力に位置決めされたアレイ内のヌクレオソームの場所と相関性を有
する（図26）。他のサイトでは、WPSは、ゲノム上の特徴（例えばDNase I高感受性（DHS
）サイト）と相関関係を有する（例えば遠位の調節エレメントにフランキングするヌクレ
オソームの再配置と一致する）（図27）。
　ヒューリスティックアルゴリスムをBH01、IH01及びIH02データセットのゲノムワイドWP
Sに適用して、それぞれ12.6M、11.9M、及び9.7Mの極大ヌクレオソーム保護を認定した（
図25－31）。各サンプルで、隣接ピーク間の距離の分布の態様は185bpで分散は少なく、
一般的にヒト又はマウス細胞におけるヌクレオソームリピートの以前の分析と一致した。
　ピークコールの位置がサンプルを通して同様であるか否かを決定するために、サンプル
の各ピークについて他のサンプルの各々の最も近いピークに対するゲノム距離を計算した
。高い一致が観察された（図31、図32A－C）。BH01ピークコールから最も近い近傍のIH01
ピークコールまでの距離の中央値（絶対値）は全体として23bpであったが、もっとも高い
スコアを与えられたピークについては10bp未満であった（図33A－B）。
　ヌクレアーゼ特異性によって又はライブラリー調製中に導入される偏向はヌクレオソー
ム保護のシグナルに人為的寄与を与える可能性があるので、フラグメント末端もシミュレ
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ーションし、各サンプルの深度、サイズ分布及び末端ジヌクレオチド頻度についてマッチ
ングさせた。続いてゲノムワイドWPSを計算し、それぞれBH01、IH01及びIH02と適合させ
たシミュレーションデータセットについて、10.3M、10.2M及び8.0Mが同じヒューリスティ
ックアルゴリスムによって極大値としてコールされた。シミュレーションデータセットの
ピークは真のデータセットのピークよりも低いスコアを伴っていた（図33A－B）。さらに
また、真のデータベースからコールされたピークの相対的に再現性を有する場所（図31、
図32A－C）は、シミュレーションデータセットからコールされたピークの場所とは良好な
アラインメントを示さなかった（図31、図34A－C）。
【００５１】
　ゲノムワイドのヌクレオソームマップの正確さ及び完全さを改善するために、BH01、IH
01及びIH02のcfDNAシーケンシングデータをプールし、1つにまとめた231重カバレッジに
ついて再分析した（‘CH01’；3.8Bフラグメント；表1）。WPSを計算し、この合体サンプ
ルについて12.9Mピークがコールされた。このピークコールセットはより高いスコアと関
係し、ピークの数に関して飽和に近づいていた（図33A－B）。500bp未満の全てのピーク
からピークまでの距離を考慮すると（図35）、CH01ピークセットはヒト参照ゲノムの2.53
ギガ塩基にわたる。
　ヌクレオソームは、遺伝子調節の目印（例えば転写開始サイト及びエクソン-イントロ
ン境界）に対応して適切に配置されていることが知られている。そのような理解と一致し
て、このデータでも同様に、転写、翻訳及びスプライシングの目印に対応して同じような
配置が観察された（図36－40）。転写活性を有するヌクレオソームの間隔の取り方とクロ
マチンマークとの間の相関性に関する過去の観察に基づいて、リンパ芽球系細胞株のロン
グレンジ相互作用（in situ Hi-C）を基準にして区画A（オープンクロマチンに豊富）又
は区画B（閉鎖クロマチンに豊富）に割り当てた100キロベース（kb）ウインドウ内のピー
クからピークまでの間隔の中央値を調べた。区画Aのヌクレオソームは、区画Bのヌクレオ
ソームよりも密な間隔の取り方を示し（Aの中央値は187bpに対しBの中央値は190bp）、あ
る種のサブ区画間においては更なる相違を示した（図41）。染色体の全長にわたって、一
般的パターンは認められなかったが、ただしヌクレオソームの間隔の取り方の中央値はセ
ントロメア周辺領域で急激に下降し、アルファサテライトのアレイにわたる強力な位置決
めによって駆動されていた（171bpのモノマー長さ；図42、図26）。
【００５２】
　短cfDNAはCTCF及び他の転写因子のフットプリントを直接検証する
　DNase I切断パターンに関する以前の研究は2つの支配的なフラグメントクラスを識別し
た（すなわち、ヌクレオソーム間の切断と関連する、より長いフラグメント、及び転写因
子結合サイト（TFBS）に隣接する切断と関連する、より短いフラグメント）。in vivo由
来cfDNAフラグメントもまた2つのヌクレオソーム感受性クラスから生じるのか否かを査定
するために、推測されるフラグメントの長さを基準にして配列の読取り（CH01）を区分け
し、さらに、長フラグメント（120－180bp；120bpウインドウ；ヌクレオソームコールの
ために上記に記載したWPSと効果としては同じ）又は短フラグメント（35－80bp；16bpウ
インドウ）を別々に用いてWPSを再度計算した（図26－27）。我々のデータ中で活性的に
結合されるサイトが濃縮された明確なTFBSのセットを得るために、各TFについてクラスタ
ー化FIMO予想をENCODE（TfbsClusteredV3）由来のChIP-seqピークの統合セットとインタ
ーセクトした。
　長画分WPSはCTCF結合サイトの近傍でヌクレオソームの強力な編成を支援する（図43）
。しかしながら、CTCF結合サイトそのものと一致する、短画分WPSの強力なシグナルもま
た観察された（図44－45）。CTCF結合サイトをそれらがin vivoで結合されるという仮定
に基づいて層別化した（全FIMO予想v.s.ENCODE ChIP-seqとインターセクトするサブセッ
トv.s.19細胞株を通して利用されると思われるものとインターセクトする更なるサブセッ
ト）。実験的に明瞭に支持されるCTCFサイトは、長画分WPSに基づけばフランキングする-
1と+1ヌクレオソームとの間でかなり広い間隔を示し、CTCF結合時のそれらの再配置と一
致した（～190bp－＞～260bp；図45－48）。さらにまた、実験的に明瞭に支持されるCTCF



(41) JP 2017-522908 A 2017.8.17

10

20

30

40

50

サイトは、CTCF結合サイトそのものよりもはるかに強いシグナルを短画分WPSについて示
す（図49－52）。
　同様な分析をFIMO予想及びENCODE Chip-seqデータの両方が入手可能であった追加のTF
について実施した（図53A－H）。これらのTF（例えばETS及びMAFK（図54－55））の多く
について、短画分のフットプリントが観察され、長画分WPSに周期性シグナルを伴った。
これは、結合TFBSを取り囲むヌクレオソームの強力な配置決めと一致する。総合すれば、
これらのデータは、短いcfDNAフラグメント（前記は一本鎖プロトコルによってはるかに
良好に回収される（図18、図21））はDNA結合転写因子（CTCF及び他のものを含む）のin 
vivo占拠の直接のフットプリントであるという見解を支持する。
【００５３】
　ヌクレオソームの間隔の取り方はcfDNAの供給源組織の情報を提供する
　cfDNAシーケンシングを介して測定されるin vivoヌクレオソーム保護を用いて、健康な
個体のcfDNAに寄与する細胞タイプを推測できるか否かを決定するために、116の多岐にわ
たる生物学的サンプルで明らかにされるDHSサイト内のヌクレオソームコールのピークか
らピークまでの間隔を調べた。調節エレメントにおいて-1と+1ヌクレオソーム間で間隔が
広がることが以前に観察された（例えば部分的にはDHSサイトで（図27）又は包括的には
結合CTCFサイトで（図45））。結合されたCTCFサイトと同様に、かなり広い間隔がDHSサ
イトのサブセット内でヌクレオソームペアについて観察され、おそらくcfDNAを生じる細
胞タイプにおいて、転写因子結合介入によりヌクレオソームが再配置されるサイトと一致
すると思われる（～190bp－＞～260bp；図56）。実際、拡大されるヌクレオソームの間隔
（～260bp）の割合は、どの細胞タイプのDHSサイトが用いられるかにしたがって顕著に変
動する。しかしながら、この割合が最も高い供給源細胞タイプはいずれもリンパ系又は骨
髄系である（例えば図56のCD3_CB-DS17706など）。これは、健康な個体のcfDNAの支配的
な供給源としての造血細胞死と一致する。
　次に、転写開始サイトの近傍のヌクレオソーム保護シグナルを再度調べた（図36）。シ
グナルを類リンパ細胞系列の細胞株（NB-4）の遺伝子発現に基づいて階層化したとき、TS
Sに対応してヌクレオソーム保護の場所及び強度に強い相違が観察され、高度に発現され
る遺伝子で強く、発現が弱い遺伝子で低かった（図57）。さらにまた、短画分WPSはTSSの
すぐ上流に明瞭なフットプリントを示し、その強度はまた発現レベルと強く相関した（図
58）。これは、おそらく転写が活性な遺伝子における転写前開始複合体（又はその何らか
の成分）のフットプリントを反映している。
　これらのデータは、cfDNA断片化パターンは、実際のところcfDNAを生じる組織又は細胞
タイプの予測に用いることが可能なシグナルを確かに含んでいることを示している。
　しかしながら、問題は、ゲノムワイドのcfDNAライブラリーでは比較的わずかな読取り
しかDHSサイト及び転写開始サイトと直接オーバーラップしないということである。
【００５４】
　ヌクレオソームの間隔は、細胞間で、かつクロマチン状態及び遺伝子発現の関数として
変動する。一般的には、オープンクロマチン及び転写はより短いヌクレオソームリピート
の長さと関係し、本実施例の区画A対Bの分析と一致する（図41）．本実施例のピークコー
ルデータはまた、遺伝子本体を通してのヌクレオソームの間隔の取り方とそれらの発現レ
ベルとの間の相関性を示し、より密な間隔がより高い発現と結びついている（図59；ρ＝
-0.17；n＝19,677遺伝子）。この相関性は、隣接領域と比較して遺伝子本体そのものにつ
いて最も高い（上流10kbρ＝-0.08；下流10kbρ＝-0.01）。分析が少なくとも60ヌクレオ
ソームコールに広がる遺伝子本体に限定される場合、ヌクレオソームの間隔の取り方のよ
り密なものが遺伝子発現とさらに強い相関性を示す（ρ＝-0.50；n＝12,344遺伝子）。
　例えば遺伝子本体又は他のドメインにおけるヌクレオソームの間隔の取り方のようなシ
グナルを探索する1つの利点は、はるかに大きな割合のcfDNAが情報を提供するであろうと
いうことである。別の潜在的な利点は、cfDNAに寄与する複数の細胞タイプから生じるシ
グナル混合物を検出できる可能性である。これを試験するために、更なる数学的変換（高
速フーリエ変換（FFT））を、遺伝子本体の最初の10kbにわたる長フラグメントWPSで、及
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び遺伝子ごとに実施した。FFTシグナルの強度は特異的な周波数レンジで遺伝子発現と相
関し、正の相関性については177－180bpで最大で、負の相関性では～199bpで最小であっ
た（図60）。ヒト細胞株及び一次組織の76の発現データセットに対してこの分析を実施し
たとき、もっとも強い相関性は造血細胞系列に関するものであった（図60）。例えば、3
つの健康なサンプル（BH01、IH01、IH02）の各々について193－199bpの周期レンジで平均
強度を有する最高ランクの負の相関性は、いずれもリンパ系細胞株、骨髄系細胞株又は骨
髄組織に対するものであった（図61、表3）。
【００５５】
表3：WPS FFT強度と遺伝子発現データセットとの相関性
【００５６】
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【００５７】
　転写開始サイトの最初の10kb下流の193－199bp周期についての平均FFT（高速フーリエ
変換）とHuman Protein Atlasによる44のヒト細胞株及び32の一次組織の19,378のアンサ
ンブル遺伝子識別因子について測定されたFPKM発現値との相関値。表3はまた、Protein A
tlasによって提供される発現サンプルの各々についての簡単な説明を、IH01、IH02及びBH
01サンプルに対するランク変換及びランク相違とともに含む。
【実施例５】
【００５８】
　cfDNAから健康ではない供給源組織を決定する
　健康ではない状態にあるさらに別の寄与組織の推論が可能か否かを試験するために、5
人の後期癌患者から入手したcfDNAを配列決定した。これらのサンプルのヌクレオソーム
の間隔の取り方のパターンは、非造血性組織又は細胞株と極めて強く相関する、cfDNAに
対するさらに別の寄与を示し、前記パターンは患者の癌の解剖学的起源としばしば適合す
る。
　癌患者のcfDNAのヌクレオソームの間隔の取り方は非造血性細胞の寄与を明らかにする
　健康ではない状態の循環cfDNAに寄与する非造血性細胞系列のシグナチャーの検出が可
能か否かを決定するために、多様な第IV期癌の臨床的診断を有する個体の44の血漿サンプ
ルを、cfDNAから調製した一本鎖ライブラリーの低深度シーケンシングによりスクリーニ
ングした（表4；中央値は2.2重カバレッジ）。
【００５９】
表4：癌パネルのための臨床診断とcfDNA収量
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【表４】
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【００６０】
　表4は、高い腫瘍組織量の証拠についてその血漿運搬cfDNAがスクリーニングされた48人
の患者の臨床的及び組織学的診断とともに、各個体の血漿1.0mLの全cfDNA収量及び関連す
る臨床的共変量を示す。これら48人のうち、44人はQCをパスし、十分な材料を有していた
。これら44人のうち、5人をより深度の高いシーケンシングのために選別した。cfDNA収量
はキュビットフルオロメーター（Qubit Fluorometer）2.0（Life Technologies）によっ
て決定した。
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　これらのサンプルは、実施例4のIH02と同じプロトコルで、さらに多くは同じバッチで
調製された。第IV期癌の臨床診断を有する52個体（表4）のヒト末梢血血漿をコンバーサ
ント・バイオ（Conversant Bio）又はプラズマラブ・インターナショナル（PlasmaLab In
ternational）（Everett, Washington, USA）から入手し、0.5mL又は1mLアリコットで使
用まで-80℃で保存した。全身性エリテマトーデスの臨床診断を有する4個体のヒト末梢血
血漿はコンバーサント・バイオから入手し、0.5mLアリコットで使用まで-80℃で保存した
。凍結血漿アリコットを使用直前にベンチトップで融解した。循環セルフリーDNAは、Qia
AMP循環核酸キット（Qiagen）を用い製造業者のプロトコルに従って各血漿サンプルの2mL
から精製した。DNAはキュビットフルオロメーター（Invitrogen）で定量した。サンプル
のサブセットでcfDNA収量を検証するために、精製DNAをさらに、マルチコピーヒトAlu配
列を標的とするカスタムqPCRアッセイで定量した。2つの概数が合致することが見出され
た。
　適合腫瘍遺伝子型を入手できなかったので、高い割合で腫瘍由来cfDNAを含む蓋然性が
高いサブセットを同定するために、異数性に関する2つの測定基準に基づいて各サンプル
にスコアを付与した。すなわち第一は、各染色体から得られる読取りの期待される割合の
偏差（図26A）、及び第二は、共通の単一ヌクレオチド多形性パネルに関する各染色体の
対立遺伝子バランスプロフィール（図62B）である。これらの測定基準に基づいて、5個体
（小細胞肺癌、扁平上皮細胞肺癌、結腸直腸腺癌、肝細胞癌、及び乳管癌in situ乳癌を
有する個体）に由来する一本鎖ライブラリーを実施例4のIH02の深度と同様な深度で配列
決定した（表5；中央値は30重カバレッジ）。
【００６１】
表5：CA01セットに含まれる追加サンプルについてのシーケンシング統計
【００６２】
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【００６３】
　表5はシーケンシング関連統計値の表であり、各サンプルについて配列を決定したフラ
グメントの総数、読取りの長さ、あるマッピング品質閾値で又はそのような閾値無しに参
照に対してアラインメントを示したフラグメントのパーセンテージ、平均カバレッジ、重
複率、及び2つの長さのbinにおける配列決定フラグメントの割合を含む。フラグメントの
長さはペア形成末端の読取りのアラインメントから推論した。短い読取りの長さのために
、カバレッジは全フラフメントが読み取られたと仮定することによって計算した。重複フ
ラグメントの概算数はフラグメント末端を基準にし、前記は高度に定型化された切断の存
在下では真の重複率を過大評価する可能性がある。
　上記に記載したように、FFTは遺伝子本体を通して長フラグメントWPS値について実施し
、ヒト細胞株及び一次組織の同じ76発現データセットに対して193－199bp周波数レンジに
おける平均強度と相関した。実施例4（上位10の全て及び上位20のほぼ全ての相関関係は
リンパ系細胞系列又は骨髄系細胞系列に対するものであった）の健康な個体に由来する3
つのサンプルと対照的に、最高ランクの細胞株又は組織の多くは非造血性細胞系列であり
、いくつかの事例では癌タイプと整合性を示した（図61、表3）。例えば、IC17について
は（前記では患者は肝癌を有していた）、上位ランクの相関性はHepG2（肝細胞癌細胞株
）とのものであった。IC35については（患者は乳管癌in situ乳癌を有していた）、上位
ランク相関性はMCF7（転移性乳房腺癌細胞株）とのものであった。他の事例では、相関性
ランクで最大の変化を示す細胞株又は一次組織は癌タイプとの整列性を示した。例えば、
IC15については（前記では患者は小細胞肺癌を有していた）、相関性ランクにおける最大
の変化（-31）は小細胞肺癌細胞株（SCLC-2H）との整列性であった。IC20（肺扁平上皮細
胞癌）及びIC35（結腸直腸腺癌）については、相関性ランクに関して多くの非造血性癌細
胞株がリンパ系/骨髄系細胞株と入れ替わったが、これらと特異的な癌タイプとの整列性
はあまり明瞭ではなかった。これらの癌の特異的な分子プロフィールはこの76発現データ
セットでは良好に象徴されてなかった可能性がある（例えばこれらデータセットのいずれ
も肺扁平上皮細胞癌ではなく、CACO-2は結腸直腸腺癌由来細胞株であるが高度に不均質性
であることが知られている）。
【００６４】
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　忍耐を要する反復アプローチを用いて、生物学的サンプルに由来するcfDNAに寄与する
多様な細胞タイプ及び/又は組織の割合を概算した。第一に、その参照マップ（ここでは7
6RNA発現データセットによって規定される）が、ある与えられたcfDNAサンプルについて
遺伝子本体全体にわたってWPS長フラグメント値の193－199bp周期で平均FFT強度と最高の
相関性を有する、細胞タイプ又は組織を認定した。次に、一連の“2組織”線形混合モデ
ルを適合させた。前記は、最高の相関性を有する細胞タイプ又は組織とともに、参照マッ
プの完全なセットに由来する他の残りの細胞タイプ又は組織も含んでいた。後者のセット
のうち、最高係数を有する細胞タイプ又は組織は、係数が1%未満でないかぎり寄与するも
のとして維持され、1%未満の場合には当該手順を終了し、この最後の組織又は細胞タイプ
は加えられなかった。この手順は、混合モデルによって1%未満の寄与と概算される新規付
加組織に基づいて終了まで繰り返される（すなわち“3組織”、“4組織”など）。混合モ
デルは以下の様式をとる：
　　argmax_{a,b,c,...} cor(平均_FFT強度_193-199, a*log2実験組織＋
　　b*log2組織2＋c*log2組織3＋...＋(1－a－b－c－...)*log2実験組織N)。
例えば、IC17について（進行した肝細胞癌を有する患者に由来するcfDNA）、この手順は9
つの寄与しうる細胞タイプを予測し、前記細胞タイプには、Hep_G2（28.6%）、HMC.1（14
.3%）、REH（14.0%）、MCF7（12.6%）、AN3.CA（10.7%）、THP.1（7.4%）、NB.4（5.5%）
、U.266.84（4.5%）及びU.937（2.4%）が含まれていた。BH01については（健康な個体の
混合物に一致するcfDNA）、この手順は7つの寄与しうる細胞タイプ又は組織を予測し、前
記には、骨髄（30.0%）、NB.4（19.6%）、HMC.1（13.9%）、U.937（13.4%）、U.266.84（
12.5%）、Karpas.707（6.5%）及びREH（4.2%）が含まれていた。注目すべきことに、IC17
については（癌患者由来サンプル）、予測される寄与の最高の割合は、このcfDNAが由来
した患者に存在する癌タイプと極めて関係する細胞株と一致する（Hep_G2と肝細胞癌）。
対照的に、BH01については、このアプローチは、もっぱら造血と結びついた組織又は細胞
タイプ（健康個体の血漿cfDNAの主要な供給源）にのみ一致する寄与を予測する。
【実施例６】
【００６５】
　実施例4－5のための一般的方法
　サンプル
　バルクヒト末梢血血漿（人数が明らかでない健康な個体からの提供を含む）をSTEMCELL
テクノロジーズ（Vancouver, British Columbia, Canada）から入手し、2mLアリコットで
使用まで-80℃で保存した。匿名の健康なドナーの個々のヒト末梢血血漿をコンバーサン
ト・バイオ（Huntsville, Alabama, USA）から入手し、0.5mLアリコットで使用まで-80℃
で保存した。
　妊婦IP01及びIP02の全血を妊娠18及び13週でそれぞれ入手し、先に述べたようにプロセ
ッシングした。
　第IV期癌（付録表4）と診断された52個体のヒト末梢血血漿をコンバーサント・バイオ
又はプラズマ・インターナショナル（Everett, Washington, USA）から入手し、0.5mL又
は1mLアリコットで使用まで-80℃で保存した。全身性エリテマトーデスの臨床診断を有す
る4個体のヒト末梢血血漿をコンバーサント・バイオから入手し、0.5mLアリコットで使用
まで-80℃で保存した。
【００６６】
　血漿サンプルのプロセッシング
　凍結血漿アリコットを使用直前にベンチトップで融解した。循環セルフリーDNAは、Qia
AMP循環核酸キット（Qiagen）を用い製造業者のプロトコルに従って各血漿サンプルの2mL
から精製した。DNAはキュビットフルオロメーター（Invitrogen）で定量した。サンプル
のサブセットでcfDNA収量を検証するために、精製DNAをさらに、マルチコピーヒトAlu配
列を標的とするカスタムqPCRアッセイで定量した。2つの概数が合致することが見出され
た。
　二本鎖シーケンシングライブラリーの調製



(52) JP 2017-522908 A 2017.8.17

10

20

30

40

50

　バーコード付加シーケンシングライブラリーをThruPLEX-FD又はThruPLEX DNA-seq 48D
キット（Rubicon Genomics）（末端修復、連結及び増幅反応の独占的シリーズを含む）を
用いて調製した。全ての臨床サンプルライブラリーについてインプットとして0.5ngから3
0.0ngのcfDNAを用いた。全てのサンプルについてライブラリー増幅をリアルタイムPCRに
よってモニターして過剰増幅を回避し、典型的には4－6サイクル後に終了させた。
【００６７】
　一本鎖シーケンシングライブラリーの調製
　アダプター2を以下によって調製した：4.5μLのTE（pH 8）、0.5μLの1M NaCl、10μL
のオリゴアダプター2.1（500μM）及び10μLのアダプター2.2（500μM）を一緒にし、95
℃で10秒間インキュベートし、0.1℃/sの速度で14℃に温度を下げる。精製cfDNAフラグメ
ントを以下によって脱リン酸化した：2ｘCircLigase II緩衝液（Epicentre）、5mM MnCl2
及び1UのFastAPアルカリホスファターゼ（Thermo Fisher）を0.5－10ngのフラグメントと
20μLの反応体積中で一緒にし、37℃で30分間インキュベートする。続いてフラグメント
を95℃で3分間加熱して変性させ、直ちに氷浴へ移した。前記反応物にビオチン結合アダ
プターオリゴCL78（5pmol）、20% PEG-6000（w/v）及び200U CircLigase II（Epicentre
）を補充し（総体積40μL）、回転させながら一晩60℃でインキュベートし、95℃で3分間
加熱し、さらに氷浴に置いた。各サンプルについて、20μLのMyOne C1ビーズ（Life Tech
nologies）をビーズ結合緩衝液（BBB）（10mM Tris-HCl（pH8）、1M NaCl、1mM EDTA（pH
8）、0.05% Tween-20及び0.5% SDS）中で2回洗浄し、250μLのBBBに再懸濁させた。室温
で60分間回転させてアダプター連結フラグメントをビーズに結合させた。ビーズを磁性ラ
ック上で収集し、上清を廃棄した。ビーズを500μLの洗浄緩衝液A（WBA）（10mM Tris-HC
l（pH8）、1mM EDTA（pH8）、0.05% Tween-20、100mM NaCl、0.5% SDS）で1回、500μLの
洗浄緩衝液B（WBB）（10mM Tris-HCl（pH8）、1mM EDTA（pH8）、0.05% Tween-20、100mM
 NaCl）で1回洗浄した。ビーズを50μLの反応体積中で1ｘイソサーマル増幅緩衝液（NEB
）、2.5μMオリゴCL9、それぞれ250μMのdNTP、及び24UのBst 2.0 DNAポリメラーゼ（NEB
）と一緒にし、穏やかに振盪させながら15℃から37℃まで1℃/分で温度を上昇させること
によってインキュベートし、さらに10分間37℃で維持した。磁性ラック上で収集した後、
ビーズを200μLのWBAで1回洗浄し、200μLのストリンジェンシー洗浄緩衝液（SWB）（0.1
ｘSSC、0.1% SDS）に再懸濁し、さらに45℃で3分間インキュベートした。ビーズを再度収
集し、200μLのWBBで1回洗浄した。続いて、ビーズを1ｘCutSmart緩衝液（NEB）、0.025%
 Tween-20、それぞれ100μMのdNTP及び5UのT4 DNAポリメラーゼ（NEB）と一緒にし、穏や
かに振盪しながら室温で30分間インキュベートした。ビーズをWBA、SWB、及びWBBの各々
で1回上記に記載したように洗浄した。続いて、ビーズを1ｘCutSmart緩衝液（NEB）、5% 
PEG-6000、0.025% Tween-20、2μMの二本鎖アダプター2、及び10U T4 DNAリガーゼ（NEB
）と混合し、穏やかに振盪しながら室温で2時間インキュベートした。ビーズをWBA、SWB
、及びWBBの各々で1回上記に記載したように洗浄し、25μLのTET緩衝液（10mM Tris-HCl
（pH8）、1mM EDTA（pH8）、0.05% Tween-20）に再懸濁した。95℃で加熱することによっ
て第二の鎖を溶出させ、磁性ラック上でビーズを収集し、上清を新しいチューブに移した
。全てのサンプルについて実験室増幅はリアルタイムPCRによってモニターし過剰増幅を
回避し、ライブラリーにつき平均して4から6サイクルを要した。
【００６８】
　シーケンシング
　全てのライブラリーをHiSeq2000又はNextSeq500装置（Illumina）で配列を決定した。
　一次シーケンシングデータのプロセッシング
　バーコード付加ペア形成末端（PE）イルミナシーケンシングデータを、バーコード内の
1つまでの置換を可能にしつつ分割した。読取りの長さより短いか又はそれと等しい読取
りをコンセンサスコールし、アダプターをトリミングした。残りのコンセンサス単一末端
読取り（SR）及び個々のPEの読取りをヒト参照ゲノム配列（GRCh37、ftp://ftp.1000geno
mes.ebi.ac.uk/vol1/ftp/technical/reference/phase2_ reference_assembly_sequence/
からダウンロードされた1000ゲノムフェース2テクニカルレファレンス）に対して、BWA v
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0.7.10で実行されるALNアルゴリスムを用いアラインメントした。PEの読取りをBWA SAMPL
Eでさらにプロセッシングして、読取りペアの曖昧な配置を解決するか、又は１つの配置
済みの読取り末端の場所の周辺でさらに感度の高いアラインメント工程によって失われた
アラインメントを回復させた。SAMtools APIを用いて、アラインメントされたSR及びPEデ
ータを分類BAM様式に直接変換した。サンプルのBAMファイルをレーン及びシーケンシング
ランを通して合併させた。
　品質管理はFastQC（v0.11.2）を用いて実施し、ライブラリーの複雑度の概数を入手し
（Picard tools v1.113）、アダプターダイマーの割合を決定し、推測されるライブラリ
ー挿入物サイズ、外側読取り末端におけるヌクレオチド及びジヌクレオチド周期の分析と
ともに各ライブラリーのマッピング品質分布をチェックした。
　シミュレーションした読取りデータセット
　アラインメントされたシーケンシングデータをヒト参照物（GRC37h）の全ての主要な染
色体についてシミュレーションした（45bpより短い場合はSR、そうでなければPE 45bp）
。この目的のために、ジヌクレオチド頻度を両方の読取り末端及び両方の鎖の向きににつ
いて真のデータから決定した。ジヌクレオチド頻度はまた両方の鎖について参照ゲノムに
ついて記録した。さらにまた、真のデータの挿入物サイズ分布を1－500bpレンジについて
抽出した。主要な参照染色体の配列の端から端まで反復適用することによって読取りをシ
ミュレーションした。各工程で（すなわち所望されるカバレッジに応じて各位置で1回以
上）、（1）鎖をランダムに選択し、（2）参照配列のジヌクレオチド頻度を超える真のデ
ータのジヌクレオチド頻度の比率を用いて、開始ヌクレオチドが考慮されるか否かをラン
ダムに決定し、（3）提供された挿入物サイズ分布から挿入物サイズをサンプリングし、
さらに（4）末端ジヌクレオチドの頻度比率を用い、発生したアラインメントが報告され
るか否かをランダムに決定する。シミュレーションしたカバレッジはPCR重複物除去後に
元のデータのカバレッジと適合した。
【００６９】
　カバレッジ、読取り開始点及びウインドウ保護スコア
　本開示のデータは、シーケンシングライブラリーの調製で用いられるDNA分子の2つの物
理的末端についての情報を提供する。我々は、この情報をBAMファイルからSAMtoolsアプ
リケーションプログラミングインターフェース（API）を用いて抽出する。読取り開始点
として、我々はPEデータの両方の外側アラインメント座標を用いる（前記に対して両方の
読取りが同じ染色体とアラインメントされ、そこでは読取りは反対の向きを有する）。PE
データがアダプタートリミングによって単一読取りデータに変換された場合、我々はSRア
ラインメントの両方の末端座標を読取り開始点とみなす。カバレッジについては、我々は
、2つの（推測される）分子末端間の全ての位置（これらの末端の位置を含む）を考慮す
る。我々は、ウインドウサイズkのウインドウ化保護スコア（WPS）をあるウインドウの端
から端までの分子の数－当該ウインドウに包含される任意の塩基で開始する分子の数と定
義する。我々はこの決定されたWPSを当該ウインドウの中心に割り当てる。35－80bpレン
ジ（短画分）の分子について、我々は16のウインドウサイズを用い、120－180bp（長画分
）の分子について、我々は120のウインドウサイズを用いる。
　ヌクレオソームピークコール
　ヌクレオソーム保護の極大は長画分WPSからコールされ、我々は、Savitzky-Golayフィ
ルター（ウインドウサイズ21、二次多項式）を用いてこれを局所的に移動中央値0（1kbウ
インドウ）に調製し、平滑化した。続いてWPSトラックを、0を超える領域にセグメント化
する（0未満の5つまでの連続位置を許容する）。得られた領域が50－150bp長の場合、我
々は、当該領域の中央値を同定し、当該中央値を超える最大合計連続ウインドウを検索す
る。我々は、このウインドウの開始、末端及び中心座標を報告する。ピークからピークま
での距離などをこの中心座標から計算する。コールのスコアは、当該ウインドウ中の最大
値と当該領域の近隣の2つの隣接するWPS最小値の平均との間の距離として決定される。同
定された領域が150－450bp長である場合、我々は上述したのと同じ中央値を超える連続ウ
インドウアプローチを適用するが、サイズが50－150bpのウインドウのみを報告する。150
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－450bp領域に由来する複数のウインドウのスコア計算については、我々は領域内の近接
最小値を0と仮定する。50bpより短い領域及び450bpより長い領域は廃棄する。
【００７０】
　167bpフラグメントのジヌクレオチド組成
　フラグメントサイズ分布の支配的なピークと一致する正確に167bpの予測された長さを
有するフラグメントをサンプル内でフィルター処理して重複物を除去した。ジヌクレオチ
ド頻度は、2bpスライドウインドウ及び各位置の参照対立遺伝子を用い、１つのフラグメ
ントの端点の50bp上流で開始し、他方の端点の50bp下流で終了させて、鎖認識態様で計算
された。各位置の観察されたジヌクレオチド頻度を、ライブラリー特異的態様で計算した
同じ切断偏向を反映するシミュレーション読取りセットから決定した期待されるジヌクレ
オチド頻度と比較した（詳細については上記参照）。
　転写因子結合サイト及びゲノム上の特徴周辺のWPSプロフィール
　分析は、コンピュータ予測転写因子結合サイトのセットを規定するクラスター化FIMO（
モチーフ依拠）の間隔の初期セットを用いて開始した。クラスター化転写因子のサブセッ
ト（AP-2-2、AP-2、CTCF_Core-2、E2F-2、EBF1、Ebox-CACCTG、Ebox、ESR1、ETS、IRF-2
、IRF-3、IRF、MAFK、MEF2A-2、MEF2A、MYC-MAX、PAX5-2、RUNX2、RUNX-AML、STAF-2、TC
F-LEF、YY1）については、当該サイトのセットは、実験データに基づいて実際に結合する
転写因子結合サイトのさらに信頼性のあるセットに精錬された。この目的のために、公的
に利用可能なENCODEデータ（UCSCからダウンロードされたTfbsClusteredV3セット）からC
hIP-seq実験によって明らかにされたピークとオーバーラップする予測結合サイトのみを
維持した。
　これらサイト周囲のウインドウ化保護スコアがCH01サンプルとその対応するシミュレー
ションの両方について抽出された。各サイト/特徴の保護スコアが、各結合サイト及び集
合物の開始座標に対して各位置で計算された。CTCFの公知の52bp結合フットプリントの中
心がｘ軸上に0座標になるように、CTCF結合サイトのプロットをシフトさせた。続いて、5
kb抽出WPSシグナルの最初と最後の500bp（前記はもっぱら平坦で平均オフセットを表す）
の平均を元のシグナルから差し引いた。長フラグメントシグナルについてだけは、200bp
ウインドウを用いてスライドウインドウ平均を計算し、元のシグナルから差し引いた。最
後に、シミュレーションについての修正WPSプロフィールをCH01についての修正WPSプロフ
ィールから差し引いて、フラグメントの長さ及びライゲーション偏向の産物であるシグナ
ルについて修正した。この最後のプロフィールをプロットし、“調整WPS”と称した。
　ゲノム上の特徴（例えば転写開始サイト、転写終了サイト、開始コドン、スプライシン
グドナー、及びスプライシングアクセプターサイト）をEnsembl Buildバージョン75から
得た。これら特徴周辺の調整WPSを計算し、転写因子結合サイトについて上記に記載した
ようにプロットした。
【００７１】
　CTCF結合サイト周辺のヌクレオソームの間隔の取り方及び対応するWPSの分析
　この分析に用いられたCTCFサイトは最初CTCF結合サイトのクラスター化FIMO予測（モチ
ーフによりコンピュータ予測された）を含んでいた。続いて、我々はこのセットの2つの
追加サブセットを作製した：1）ENCODE TfbsClusteredV3（上記参照）から利用可能なCTC
F ChIP-seqピークのセットとのインターセクション、及び2）19組織を通して活性である
ことが実験的に観察されたCTCFサイトのセットとのインターセクション。
　この結合サイトのどちらかの側の10ヌクレオソームの位置を各サイトについて抽出した
。我々は、全ての隣接するヌクレオソーム間の距離を計算し、サイトの各セットについて
ヌクレオソーム間距離の分布を得た。-1から+1ヌクレオソームの間隔の分布はかなり変化
し、特に230－270bpレンジでより大きな間隔にシフトした。これは、真に活性なCTCFサイ
トは-1から+1ヌクレオソームの間でより広い間隔に大きくシフトすること、したがって、
長及び短読取り画分の両方についてWPSにおける相違が明らかでありうることを示唆した
。したがって、CTCFサイトの中心に対して各位置の平均短及び長フラグメントWPSも計算
した。ヌクレオソーム間隔の影響を調べるために、この平均を160未満、160-200、200-23
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0、230-270、270-420、420-460、及び420bpより大きい-1から+1ヌクレオソーム間隔のbin
内で取得した。これらの間隔は、関心のある間隔（例えば支配的なピーク及びより信頼性
のある活性なサイトについて230－270bpで出現するピーク）をほぼ捕らえた。
　DNase I高感受性サイト（DHS）の分析
　MauranoらによるBED様式の349の一次組織及び細胞株のDHSピークをワシントン大学のEn
codeデータベースからダウンロードした（Maurano et al., Science, vol. 337(6099), p
p. 1190-95, 2012；“all_fdr0.05_hot”ファイル、2012年2月13日に最後の修正）。胎児
組織由来サンプル（これらのピークセットの233を含む）は、組織タイプ内で態様が一貫
しなかったので分析から除去した（おそらく各組織サンプル内での複数の細胞タイプの不
均等な提示のためであろう）。多様な細胞系列を示す116のサンプルが分析のために維持
された。個々のセットの各DHSピークの中点について、CH01コールセットの最も近くの上
流及び下流のコールを確認し、それら2つのコールの中心間のゲノム距離を計算した。各D
HSピークコールセットについて、0から500bpの間の距離について計算した平滑化密度の概
数を用いて全てのそのような距離の分布を視覚化した。
【００７２】
　遺伝子発現分析
　本実験ではFRKM発現値（Human Protein Atlas（“ma.csv”ファイル）による44のヒト
細胞株及び32の一次組織で20,344のアンサンブル（Ensembl）遺伝子識別子について測定
）を用いた。組織横断的分析について、3非ゼロ発現値未満の遺伝子は除外した（19,378
遺伝子がこのフィルターを通過する）。発現データセットはFPKM値について小数点一桁で
提供される。したがってゼロ発現値（0.0）は0と0.05未満の値との間の発現を指す。特段
の記載がなければ、最小発現値は、発現値のlog2変換前の値で0.04FPKMに設定された。
　平滑ピリオドグラム及び軌跡の平滑化
　長フラグメントWPSを用いてゲノム領域のピリオドグラムを計算し、1/500塩基から1/10
0塩基の周期で高速フーリエ変換（FFT、R統計プログラミング環境でspec.pgram）を用い
た。平滑へのパラメーター（3bpダニエルスムーサー；半分の重みを末端値に与える移動
平均）及びデータのトレンド除去（すなわちシリーズの平均を差し引く、さらに線形トレ
ンドを除去する）を場合によってさらに加えて用いた。
　特に表示した場合には、R統計プログラミング環境で実装される帰納的時系列フィルタ
ーを用いて軌跡から高い周波数変動を除去した。24フィルター周波数（1/seq(5,100,4)）
を用い、さらに初期値として軌跡の最初の24個の値を用いた。得られた軌跡のこの24値-
シフトについての調整を、軌跡の最後の24個の値を反復することによって実施した。
　FFT強度と発現値の相関性
　120－280bpレンジの遺伝子発現で平滑化ピリオドグラム（FFT）から決定される強度値
を分析した。遺伝子発現値と主要なヌクレオソーム間距離ピークとの間のS字形ピアソン
相関性が観察された。明白な負の相関性が193－199bpレンジで観察された。結果として、
この周期レンジにおける強度は平均してlog2変換発現値と相関性を有する。
【００７３】
〔更なる実施例〕
　実施例7：対象者でセルフリーDNA（cfDNA）を生じる組織及び/又は細胞タイプを決定す
る方法であって、以下の工程を含む方法：
当該対象者からの生物学的サンプルからcfDNAを単離する工程であって、当該単離cfDNAは
複数のcfDNAフラグメントを含む、前記工程；
当該複数のcfDNAフラグメントの少なくとも一部分に付随する配列を決定する工程；
当該複数のcfDNAフラグメントの少なくともいくつかのcfDNAフラグメント末端について、
参照ゲノム内のゲノム上の場所を当該cfDNAフラグメント配列の関数として決定する工程
；及び
当該cfDNAフラグメントを生じる組織及び/又は細胞タイプの少なくともいくつかを、当該
cfDNAフラグメント末端の少なくともいくつかのゲノム上の場所の関数として決定する工
程。
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　実施例8：当該cfDNAフラグメントを生じる組織及び/又は細胞タイプの少なくともいく
つかを決定する工程が、当該cfDNAフラグメント末端の少なくともいくつかのゲノム上の
場所を1つ以上の参照マップと比較する工程を含む、実施例7の方法。
　実施例9：当該cfDNAフラグメントを生じる組織及び/又は細胞タイプの少なくともいく
つかを決定する工程が、当該cfDNAフラグメント末端の少なくともいくつかのゲノム上の
場所の分布に関して数学的変換を実施する工程を含む、実施例7または実施例８の方法。
　実施例10：当該数学的変換がフーリエ変換を含む、実施例9の方法。
　実施例11：当該参照ゲノムの少なくともいくつかの座標の各々についてスコアを決定す
る工程をさらに含み、ここで当該スコアが少なくとも複数のcfDNAフラグメント末端及び
それらのゲノム上の場所の関数として決定され、さらに観察されるcfDNAフラグメントを
生じる組織及び/又は細胞タイプの少なくともいくつを決定する工程が当該スコアと１つ
以上の参照マップを比較する工程を含む、先行するいずれかの実施例の方法。
【００７４】
　実施例12：座標についてのスコアが、当該座標がcfDNAフラグメント末端の場所である
確率を表しているか又は前記確率と関係性がある、実施例11の方法。
　実施例13：参照マップが、少なくとも1つの細胞タイプ又は組織から作製されたDNase I
高感受性サイトマップを含む、実施例8から12のいずれか1つの方法。
　実施例14：参照マップが、少なくとも1つの細胞タイプ又は組織から作製されたRNA発現
マップを含む、実施例8から13のいずれか1つの方法。
　実施例15：参照マップが、ヒト組織又は細胞を異種移植された動物のcfDNAから作製さ
れる、実施例8から14のいずれか1つの方法。
　実施例16：参照マップが、少なくとも1つの細胞タイプ又は組織から作製された染色体
コンフォーメーションマップを含む、実施例8から15のいずれか1つの方法。
　実施例17：参照マップが、少なくとも1つの細胞タイプ又は組織から作製されたクロマ
チン接近容易性マップを含む、実施例8から16のいずれか1つの方法。
　実施例18：参照マップが、少なくとも1人の参照対象者から入手されるサンプルから得
られる配列データを含む、実施例8から17のいずれか1つの方法。
　実施例19：参照マップが、ある疾患又は異常に伴う少なくとも1つの細胞タイプ又は組
織に対応する、実施例8から18のいずれか1つの方法。
　実施例20：参照マップが、ある組織又は細胞タイプのヌクレオソーム及び/又はクロマ
トソームの位置又は間隔を含む、実施例8から19のいずれか1つの方法。
　実施例21：参照マップが、少なくとも1つの細胞タイプ又は組織から入手されたクロマ
チンを外因性ヌクレアーゼ（例えばマイクロコッカスヌクレアーゼ）で消化することによ
って作製される、実施例8から20のいずれか1つの方法。
　実施例22：当該参照マップが、少なくとも1つの細胞タイプ又は組織から転移による方
法（例えばATAC-seq）によって決定されたクロマチン接近容易性データを含む、実施例8
から21のいずれか1つの方法。
【００７５】
　実施例23：参照マップが、ある組織又は細胞タイプのDNA結合及び/又はDNA占拠タンパ
ク質の位置と結びついたデータを含む、実施例8から22のいずれか1つの方法。
　実施例24：DNA結合及び/又はDNA占拠タンパク質が転写因子である、実施例23の方法。
　実施例25：位置が、架橋DNAタンパク質複合体のクロマチン免疫沈澱によって決定され
る、実施例23又は実施例24の方法。
　実施例26：位置が、当該組織又は細胞タイプに付随するDNAをヌクレアーゼ（例えばDNa
se-I）で処理することによって決定される、実施例23又は実施例24の方法。
　実施例27：参照マップが、ある組織又は細胞タイプ内のヌクレオソーム、クロマトソー
ム、又は他のDNA結合若しくはDNA占拠タンパク質の位置又は間隔の取り方に関連する生物
学的特徴を含む、実施例8から26のいずれか1つの方法。
　実施例28：生物学的特徴が1つ以上の遺伝子の定量的発現である、実施例27の方法。
　実施例29：生物学的特徴が1つ以上のヒストンマークの有無である、実施例27又は実施
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例28の方法。
　実施例30：生物学的特徴がヌクレアーゼ切断に対する高感受性である、実施例27から29
のいずれか1つの方法。
　実施例31：参照マップを作製するために用いられる組織又は細胞タイプが、ある疾患又
は異常を有する対象者の一次組織である、実施例8から30のいずれか1つの方法。
　実施例32：当該疾患又は異常が、癌、正常妊娠、妊娠（例えば異数性妊娠）の合併症、
心筋梗塞、炎症性腸疾患、全身性自己免疫疾患、局所性自己免疫疾患、拒絶を伴う同種間
移植、拒絶を伴わない同種間移植、卒中、及び局在性組織損傷から成る群から選択される
、実施例31の方法。
　実施例33：参照マップを作製するために用いられる組織又は細胞タイプが、健康な対象
者の一次組織である、実施例8から30のいずれか1つの方法。
　実施例34：参照マップを作製するために用いられる組織又は細胞タイプが不死化細胞株
である、実施例8から31のいずれか1つの方法。
【００７６】
　実施例35：参照マップを作製するために用いられる組織又は細胞タイプが腫瘍の生検で
ある、実施例8から30のいずれか1つの方法。
　実施例36：配列データがcfDNAフラグメント末端の位置を含む、実施例18の方法。
　実施例37：参照対象者が健康である、実施例36の方法。
　実施例38：参照対象者が疾患又は異常を有する、実施例36の方法。
　実施例39：疾患又は異常が、癌、正常妊娠、妊娠（例えば異数性妊娠）の合併症、心筋
梗塞、炎症性腸疾患、全身性自己免疫疾患、局所性自己免疫疾患、拒絶を伴う同種間移植
、拒絶を伴わない同種間移植、卒中、及び局在性組織損傷から成る群から選択される、実
施例38の方法。
　実施例40：参照マップが、当該組織又は細胞タイプと結びついた参照ゲノムの座標の少
なくとも一部分の参照スコアを含む、実施例19から39のいずれか1つの方法。
　実施例41：参照マップが当該スコアの数学的変換を含む、実施例40の方法。
　実施例42：スコアが、当該組織又は細胞タイプのための全ての参照ゲノム座標のサブセ
ットを表す、実施例40の方法。
　実施例43：サブセットがヌクレオソーム及び/又はクロマトソームの位置又は間隔の取
り方と結びついている、実施例42の方法。
　実施例44：サブセットが転写開始サイト及び/又は転写終了サイトと結びついている、
実施例42又は実施例43の方法。
　実施例45：サブセットが少なくとも1つの転写因子の結合サイトと結びついている、実
施例42から44のいずれか1つの方法。
　実施例46：サブセットがヌクレアーゼ高感受性サイトと結びついている、実施例42から
45のいずれか1つの方法。
【００７７】
　実施例47：サブセットが、さらに加えて少なくとも1つのオルトゴナルな生物学的特徴
と結びついている、実施例40から46のいずれか1つの方法。
　実施例48：オルトゴナルな生物学的特徴が高発現遺伝子と結びついている、実施例47の
方法。
　実施例49：オルトゴナルな生物学的特徴が低発現遺伝子と結びついている、実施例47の
方法。
　実施例50：数学的変換がフーリエ変換を含む、実施例41から49のいずれか1つの方法。
　実施例51：複数のスコアの少なくとも1つのサブセットが閾値を超えるスコアを有する
、実施例11から50のいずれか1つの方法。
　実施例52：cfDNAを生じる組織及び/又は細胞タイプを、当該cfDNAフラグメント末端の
少なくともいくつかの複数のゲノム上の場所の関数として決定する工程が、当該cfDNAフ
ラグメント末端の少なくともいくつかの複数のゲノム上の場所のフーリエ変換、又はその
数学的変換を参照マップと比較する工程を含む、実施例7から51のいずれか1つの方法。
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　実施例53：単離cfDNAを生じると決定された組織及び/又は細胞タイプの一覧を含む報告
を作製する工程をさらに含む、先行する実施例のいずれかの方法。
　実施例54：対象者で疾患又は異常を識別する方法であって、以下の工程を含む方法：
当該対象者からの生物学的サンプルからセルフリーDNA(cfDNA)を単離する工程であって、
当該単離cfDNAが複数のcfDNAフラグメントを含む、前記工程；
当該複数のcfDNAフラグメントの少なくとも一部分に付随する配列を決定する工程；
当該複数のcfDNAフラグメントの少なくともいくつかのcfDNAフラグメント末端の参照ゲノ
ム内のゲノム上の場所を当該cfDNAフラグメント配列の関数として決定する工程；
当該cfDNAを生じる組織及び/又は細胞タイプの少なくともいくつかを、当該cfDNAフラグ
メント末端の少なくともいくつかのゲノム上の場所の関数として決定する工程；及び
当該疾患又は異常を、当該cfDNAを生じると決定された組織及び/又は細胞タイプの関数と
認定する工程。
【００７８】
　実施例55：cfDNAフラグメントを生じる組織及び/又は細胞タイプを決定する工程が、当
該cfDNAフラグメント末端の少なくともいくつかのゲノム上の場所を1つ以上の参照マップ
と比較する工程を含む、実施例54の方法。
　実施例56：cfDNAフラグメントを生じる組織及び/又は細胞タイプを決定する工程が、当
該複数のcfDNAフラグメント末端の少なくともいくつかのゲノム上の場所の分布に対して
数学的変換を実施する工程を含む、実施例54又は実施例55の方法。
　実施例57：数学的変換がフーリエ変換を含む、実施例56の方法。
　実施例58：参照ゲノムの少なくともいくつかの座標の各々についてスコアを決定する工
程をさらに含み、ここで当該スコアは、当該少なくとも複数のcfDNAフラグメント末端及
びそれらのゲノム上の場所の関数として決定され、さらに当該観察されるcfDNAフラグメ
ントを生じる組織及び/又は細胞タイプの少なくともいくつかを決定する工程が、当該ス
コアと１つ以上の参照マップを比較する工程を含む、実施例54から57のいずれか1つの方
法。
　実施例59：座標についてのスコアが、当該座標がcfDNAフラグメント末端の位置である
確率を表しているか又は前記と関係性がある、実施例58の方法。
　実施例60：参照マップが、DNase I高感受性サイトマップ、RNA発現マップ、発現データ
、染色体コンフォーメーションマップ、クロマチン接近容易性マップ、クロマチン断片化
マップ、又は少なくとも1人の参照対象者から入手され、かつある疾患又は異常と結びつ
いている少なくとも1つの細胞タイプ又は組織に対応するサンプルから得られる配列デー
タ、及び/又はある組織又は細胞タイプのヌクレオソーム及び/又はクロマトソームの位置
又は間隔を含む、実施例55から59のいずれか1つの方法。
　実施例61：参照マップが、少なくとも1つの細胞タイプ又は組織からのクロマチンを外
因性ヌクレアーゼ（例えばマイクロコッカスヌクレアーゼ）で消化することによって作製
される、実施例55から60のいずれか1つの方法。
　実施例62：参照マップが、転移による方法（例えばATAC-seq）を少なくとも1つの細胞
タイプ又は組織の核又はクロマチンに適用することによって決定されたクロマチン接近容
易性データを含む、実施例60又は実施例61の方法。
【００７９】
　実施例63：参照マップが、組織又は細胞タイプのDNA結合及び/又はDNA占拠タンパク質
の位置と結びついたデータを含む、実施例55から62のいずれか1つの方法。
　実施例64：DNA結合及び/又はDNA占拠タンパク質が転写因子である、実施例63の方法。
　実施例65：位置が、架橋DNA-タンパク質複合体のクロマチン免疫沈澱を少なくとも1つ
の細胞タイプ又は組織に適用することによって決定される、実施例63又は実施例64の方法
。
　実施例66：位置が、当該組織又は細胞タイプに付随するDNAをヌクレアーゼ（例えばDNa
se-I）で処理することによって決定される、実施例63又は実施例64の方法。
　実施例67：参照マップが、ある組織又は細胞タイプ内のヌクレオソーム、クロマトソー
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ム、又は他のDNA結合若しくはDNA占拠タンパク質の位置又は間隔の取り方に関連する生物
学的特徴を含む、実施例54から66のいずれか1つの方法。
　実施例68：生物学的特徴が1つ以上の遺伝子の定量的発現である、実施例67の方法。
　実施例69：生物学的特徴が1つ以上のヒストンマークの有無である、実施例67又は実施
例68の方法。
　実施例70：生物学的特徴がヌクレアーゼ切断に対する高感受性である、実施例67から69
のいずれか1つの方法。
　実施例71：参照マップを作製するために用いられる組織又は細胞タイプが、ある疾患又
は異常を有する対象者の一次組織である、実施例55から70のいずれか1つの方法。
　実施例72：疾患又は異常が、癌、正常妊娠、妊娠（例えば異数性妊娠）の合併症、心筋
梗塞、炎症性腸疾患、全身性自己免疫疾患、局所性自己免疫疾患、拒絶を伴う同種間移植
、拒絶を伴わない同種間移植、卒中、及び局在性組織損傷から成る群から選択される、実
施例71の方法。
　実施例73：参照マップを作製するために用いられる組織又は細胞タイプが、健康な対象
者の一次組織である、実施例55から70のいずれか1つの方法。
　実施例74：参照マップを作製するために用いられる組織又は細胞タイプが不死化細胞株
である、実施例55から70のいずれか1つの方法。
　実施例75：参照マップを作製するために用いられる組織又は細胞タイプが腫瘍の生検で
ある、実施例55から70のいずれか1つの方法。
【００８０】
　実施例76：少なくとも1人の参照対象者から入手されるサンプルから得られる配列デー
タがcfDNAフラグメント末端確率の位置を含む、実施例60の方法。
　実施例77：参照対象者が健康である、実施例76の方法。
　実施例78：参照対象者が疾患又は異常を有する、実施例76の方法。
　実施例79：疾患又は異常が、癌、正常妊娠、妊娠（例えば異数性妊娠）の合併症、心筋
梗塞、炎症性腸疾患、全身性自己免疫疾患、局所性自己免疫疾患、拒絶を伴う同種間移植
、拒絶を伴わない同種間移植、卒中、及び局在性組織損傷から成る群から選択される、実
施例78の方法。
　実施例80：参照マップが、当該組織又は細胞タイプに付随する参照ゲノムの少なくとも
一部分についてcfDNAフラグメント末端確率を含む、実施例60から79のいずれか1つの方法
。
　実施例81：参照マップが当該cfDNAフラグメント末端確率の数学的変換を含む、実施例8
0の方法。
　実施例82：cfDNAフラグメント末端確率が、当該組織又は細胞タイプの全ての参照ゲノ
ム座標のサブセットを表す、実施例80の方法。
　実施例83：サブセットがヌクレオソーム及び/又はクロマトソームの位置又は間隔と結
びついている、実施例82の方法。
　実施例84：サブセットが転写開始サイト及び/又は転写終了サイトと結びついている、
実施例82又は実施例83の方法。
　実施例85：サブセットが少なくとも1つの転写因子の結合サイトと結びついている、実
施例82から84のいずれか1つの方法。
　実施例86：サブセットがヌクレアーゼ高感受性サイトと結びついている、実施例82から
85のいずれか1つの方法。
【００８１】
　実施例87：サブセットが、さらに加えて少なくとも1つのオルトゴナルな生物学的特徴
と結びついている、実施例82から86のいずれか1つの方法。
　実施例88：オルトゴナルな生物学的特徴が高発現遺伝子に付随する、実施例87の方法。
　実施例89：オルトゴナルな生物学的特徴が低発現遺伝子に付随する、実施例87の方法。
　実施例90：数学的変換がフーリエ変換を含む、実施例81から89のいずれか1つの方法。
　実施例91：複数のcfDNAフラグメント末端スコアの少なくとも1つのサブセットが各々閾
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値を超えるスコアを有する、実施例58から90のいずれか1つの方法。
　実施例92：cfDNAの組織及び/又は細胞タイプを、当該cfDNAフラグメント末端の少なく
ともいくつかの複数のゲノム上の場所の関数として決定する工程が、当該cfDNAフラグメ
ント末端の少なくともいくつかの複数のゲノム上の場所のフーリエ変換、又はその数学的
変換を参照マップと比較する工程を含む、実施例54から91のいずれか1つの方法。
　実施例93：参照マップが、当該疾患又は異常に付随する少なくとも1つの組織に対応す
るDNA又はクロマチン断片化データを含む、実施例54から92のいずれか1つの方法。
　実施例94：参照ゲノムがヒトに付随する、実施例54から93のいずれか1つの方法。
　実施例95：疾患又は異常を識別する記述を含む報告を作製する工程をさらに含む、実施
例54から94のいずれか1つの方法。
　実施例96：報告が、決定された当該単離cfDNAの組織及び/又は細胞タイプの一覧をさら
に含む、実施例95の方法。
　実施例97：生物学的サンプルが、全血、末梢血血漿、尿又は脳脊髄液を含むか、本質的
に前記から成るか、又は前記から成る、先行する実施例のいずれかの方法。
【００８２】
　実施例98：対象者でセルフリーDNA（cfDNA）を生じる組織及び/又は細胞タイプを決定
する方法であって、
（i）当該対象者の生物学的サンプルの入手、当該生物学的サンプルのcfDNAの単離、並び
にcfDNAのライブラリー構築及び大量パラレルシーケンシングによる下記の分布（a）、（
b）及び/又は（c）の測定によってヌクレオソームマップを作製する工程；
（ii）コントロール対象者又は既知疾患を有する対象者の生物学的サンプルの入手、当該
生物学的サンプルのcfDNAの単離、cfDNAのライブラリー構築及び大量パラレルシーケンシ
ングによる下記の分布（a）、（b）及び/又は（c）の測定によってヌクレオソームマップ
の参照セットを作製する工程；並びに
（iii）当該cfDNAに由来するヌクレオソームマップをヌクレオソームマップの参照セット
と比較することによって、当該cfDNAを生じる当該組織及び/又は細胞タイプを決定する工
程を含み、
ここで前記（a）、（b）及び（c）は、
（a）ヒトゲノムにおいて任意の特定の塩基対がcfDNAフラグメントの末端に出現する可能
性の分布；
（b）ヒトゲノムの塩基対の任意の対がcfDNAフラグメントの末端の対として出現する可能
性の分布；及び
（c）ヒトゲノムにおいて任意の特定の塩基対が弁別的なヌクレオソーム占拠の結果とし
てcfDNAフラグメントに出現する可能性の分布である、前記方法。
【００８３】
　実施例99：対象者においてセルフリーDNAを生じる組織及び/又は細胞タイプを決定する
方法であって、
（i）当該対象者の生物学的サンプルの入手、当該生物学的サンプルのcfDNAの単離、並び
にcfDNAのライブラリー構築及び大量パラレルシーケンシングによる下記の分布（a）、（
b）及び/又は（c）の測定によってヌクレオソームマップを作製する工程；
（ii）コントロール対象者又は既知疾患を有する対象者の生物学的サンプルの入手、当該
生物学的サンプルのcfDNAの単離、マイクロコッカスのヌクレアーゼ（MNase）、DNase処
理又はATAC-Seqによるクロマチンの消化から誘導したDNAのライブラリー構築及び大量パ
ラレルシーケンシングによる下記の分布（a）、（b）及び/又は（c）の測定によってヌク
レオソームマップの参照セットを作製する工程；並びに
（iii）当該cfDNAに由来するヌクレオソームマップをヌクレオソームマップの参照セット
と比較することによって、当該cfDNAを生じる当該組織及び/又は細胞タイプを決定する工
程を含み、
ここで前記（a）、（b）及び（c）は、
（a）ヒトゲノムにおいて任意の特定の塩基対が配列決定されたフラグメントの末端に出
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現する可能性の分布；
（b）ヒトゲノムの塩基対の任意の対が配列決定されたフラグメントの末端の対として出
現する可能性の分布；及び
（c）ヒトゲノムにおいて任意の特定の塩基対が弁別的なヌクレオソーム占拠の結果とし
て配列決定されたフラグメントに出現する可能性の分布である、前記方法。
【００８４】
　実施例100：対象者における臨床症状を診断する方法であって、
（i）当該対象者の生物学的サンプルの入手、当該生物学的サンプルのcfDNAの単離、並び
にcfDNAのライブラリー構築及び大量パラレルシーケンシングによる下記の分布（a）、（
b）及び/又は（c）の測定によってヌクレオソームマップを作製する工程；
（ii）コントロール対象者又は既知疾患を有する対象者の生物学的サンプルの入手、当該
生物学的サンプルのcfDNAの単離、cfDNAのライブラリー構築及び大量パラレルシーケンシ
ングによる下記の分布（a）、（b）及び/又は（c）の測定によってヌクレオソームマップ
の参照セットを作製する工程；並びに
（iii）当該cfDNAに由来するヌクレオソームマップをヌクレオソームマップの参照セット
と比較することによって、当該臨床症状を決定する工程を含み、
ここで前記（a）、（b）及び（c）は、
（a）ヒトゲノムにおいて任意の特定の塩基対がcfDNAフラグメントの末端に出現する可能
性の分布；
（b）ヒトゲノムの塩基対の任意の対がcfDNAフラグメントの末端の対として出現する可能
性の分布；及び
（c）ヒトゲノムにおいて任意の特定の塩基対が弁別的なヌクレオソーム占拠の結果とし
てcfDNAフラグメントに出現する可能性の分布である、前記方法。
【００８５】
　実施例101：対象者における臨床症状を診断する方法であって、
（i）当該対象者の生物学的サンプルの入手、当該生物学的サンプルのcfDNAの単離、並び
にcfDNAのライブラリー構築及び大量パラレルシーケンシングによる下記の分布（a）、（
b）及び/又は（c）の測定によってヌクレオソームマップを作製する工程；
（ii）コントロール対象者又は既知疾患を有する対象者の生物学的サンプルの入手、当該
生物学的サンプルのcfDNAの単離、マイクロコッカスのヌクレアーゼ（MNase）、DNase処
理又はATAC-Seqによるクロマチンの消化から誘導したDNAのライブラリー構築及び大量パ
ラレルシーケンシングによる下記の分布（a）、（b）及び/又は（c）の測定によってヌク
レオソームマップの参照セットを作製する工程；並びに
（iii）当該cfDNAに由来するヌクレオソームマップをヌクレオソームマップの参照セット
と比較することによって、当該cfDNAの供給源組織の組成を決定する工程を含み、
ここで前記（a）、（b）及び（c）は、
（a）ヒトゲノムにおいて任意の特定の塩基対が配列決定されたフラグメントの末端に出
現する可能性の分布；
（b）ヒトゲノムの塩基対の任意の対が配列決定されたフラグメントの末端の対として出
現する可能性の分布；及び
（c）ヒトゲノムにおいて任意の特定の塩基対が弁別的なヌクレオソーム占拠の結果とし
て配列決定されたフラグメントに出現する可能性の分布である、前記方法。
【００８６】
　実施例102：ヌクレオソームマップが、
　　当該生物学的サンプルから単離されたcfDNAを精製する工程、
　　アダプター連結及び場合によってPCR増幅によってライブラリーを構築する工程、並
びに、
　　生じたライブラリーを配列決定する工程、
によって作製される、実施例98－101のいずれか1つの方法。
　実施例103：ヌクレオソームマップの参照セットが、
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　　コントロール対象者からの生物学的サンプルから単離されたcfDNAを精製する工程、
　　アダプター連結及び場合によってPCR増幅によってライブラリーを構築する工程、並
びに、
　　生じたライブラリーを配列決定する工程、
によって作製される、実施例98－101のいずれか1つの方法。
　実施例104：分布（a）、（b）若しくは（c）又はこれらの分布の1つの数学的変換を連
続ウインドウ内でフーリエ変換に付し、続いてヌクレオソーム占拠に付随した周期範囲に
ついて強度を定量して、ヌクレオソームが各連続ウインドウ内で構造化された配置を示す
範囲を集約する、実施例98－101のいずれか1つの方法。
　実施例105：分布（a）、（b）若しくは（c）又はこれらの分布の1つの数学的変換にお
いて、特定の転写因子（TF）の転写因子結合サイト（TFBS）の直近にシーケンシング読取
り開始サイトが位置する参照ヒトゲノムでサイトの分布を定量し（TFがTFBSと結合すると
きはしばしば当該サイトの直ぐ側にヌクレオソームがフランキングする）、cfDNAに寄与
する細胞タイプのTF活性の結果としてのヌクレオソームの配置を集約する、実施例98－10
1のいずれか1つの方法。
【００８７】
　実施例106：ヌクレオソーム占拠シグナルが、他のゲノム上の目印（例えばDNase I高感
受性サイト、転写開始サイト、トポロジカルドメイン、他の後成的な目印、又は他のデー
タセット（例えば遺伝子発現など）での相関的動態によって規定される全てのそのような
サイトのサブセット）周辺で、分布（a）、（b）及び/又は（c）又はこれらの分布の1つ
の数学的変換から、集合化シグナルの任意の1つにしたがって集約される、実施例98－101
のいずれか1つの方法。
　実施例107：分布を変換して、当該ゲノムの多様なサブセット内のヌクレオソームの配
置の周期的シグナルを集合化又は集約する、例えば、連続ウインドウでの周期性、或いは
また別に、転写因子結合サイト、遺伝子モデル特徴（例えば転写開始サイト）、組織発現
データ又は他のヌクレオソーム配置に相関するものによって規定されるゲノムの不連続サ
ブセットでの周期性を定量する、実施例98－101のいずれか1つの方法。
　実施例108：分布が、組織特異的データ、すなわち組織特異的DNase I高感受性サイト近
傍の集合シグナルによって規定される、実施例98－101のいずれか1つの方法。
　実施例109：追加のヌクレオソームマップを当該参照セットと比較するために統計的シ
グナルをプロセッシングする工程をさらに含む、実施例98－101のいずれか1つの方法。
　実施例110：最初に多岐にわたるサンプルセットで当該ゲノムの端から端まで連続ウイ
ンドウ内で長レンジヌクレオソーム順番付けを集約し、続いて主要成分分析（PCA）を実
施して、サンプルをクラスター化するか又は混合割合を概算する、実施例109の方法。
　実施例111：臨床症状が癌、すなわち悪性腫瘍である、実施例100又は実施例101の方法
。
　実施例112：生物学的サンプルがcfDNAを含む循環血漿であり、そのいくらかの部分が腫
瘍に由来する、実施例111の方法。
【００８８】
　実施例113：臨床症状が、組織損傷、心筋梗塞（心臓組織の急性損傷）、自己免疫疾患
（多岐にわたる組織の慢性損傷）、妊娠、染色体異常（例えばトリソミー）、及び移植片
拒絶から選択される、実施例100又は実施例101の方法。
　実施例114：cfDNAに寄与すると決定された1つ以上の組織又は細胞タイプの各々に割合
を割り当てる工程をさらに含む、先行する実施例のいずれかの方法。
　実施例115：1つ以上の決定された組織又は細胞タイプの各々に割り当てられた割合が、
少なくとも部分的には、1人又は複数の健康な対象者のcfDNAと対比された相関性の程度又
は相関性増加の程度を基準にする、実施例114の方法。
　実施例116：相関性の程度が、少なくとも部分的には、当該生物学的サンプル由来のcfD
NAフラグメント末端の分布の数学的変換と当該決定された組織又は細胞タイプに付随する
参照マップとの比較に基づく、実施例114又は実施例115の方法。
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　実施例117：1つ以上の決定された組織又は細胞タイプの各々に割り当てられた割合が混
合モデルに基づく、実施例114から116の方法。
　上述したように、本発明の具体的な実施態様をこれまで記載してきたが、多様な改変が
本発明の範囲を逸脱することなく実施可能であることは理解されるであろう。したがって
、本発明は特許請求の範囲の記載によるものを除いて限定されない。
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