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(57)【要約】
【課題】全ゲノム増幅および遺伝型決定のための方法および組成物を提供すること。
【解決手段】ゲノムの型決定可能な遺伝子座を検出する方法であって、（ａ）該型決定可
能な遺伝子座を含むゲノム断片の増幅された表示的集団を提供し、ここで、該集団は高複
雑性表示を含み；（ｂ）該ゲノム断片を、プローブ－断片ハイブリッドが形成される条件
下で、該型決定可能な遺伝子座に対応する配列を有する複数の異なる核酸プローブと接触
させ；次いで、（ｃ）該プローブ－断片ハイブリッドの型決定可能な遺伝子座を直接的に
検出することを含む、方法。
【選択図】なし



(2) JP 2014-204730 A 2014.10.30

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ゲノムの型決定可能な遺伝子座を検出する方法であって、
　（ａ）該型決定可能な遺伝子座を含むゲノム断片の増幅された表示的集団を提供し、こ
こで、該集団は高複雑性表示を含み；
　（ｂ）該ゲノム断片を、プローブ－断片ハイブリッドが形成される条件下で、該型決定
可能な遺伝子座に対応する配列を有する複数の異なる核酸プローブと接触させ；次いで、
　（ｃ）該プローブ－断片ハイブリッドの型決定可能な遺伝子座を直接的に検出すること
を含む、方法。
【請求項２】
　（ａ）ゲノム断片の増幅された表示的集団を、固定化されたプローブ－断片ハイブリッ
ドが形成される条件下で、複数の異なる固定化された核酸プローブと接触させ；
　（ｂ）該ゲノム断片にハイブリダイズされた状態で該固定化されたプローブを修飾し、
それにより、修飾された固定化プローブを形成し；
　（ｃ）該プローブ－断片ハイブリッドから該ゲノム断片を除去し；次いで、
　（ｄ）該ゲノム断片を除去した後に、該修飾された固定化プローブを検出し、それによ
り、該ゲノム断片の型決定可能な遺伝子座を検出することを含む、方法。
【請求項３】
　（ａ）ゲノム断片の増幅された表示的集団を、固定化されたプローブ－断片ハイブリッ
ドが形成される条件下で、複数の異なる固定化された核酸プローブと接触させ；
　（ｂ）該プローブへの検出部分の付加によって該固定化されたプローブ－断片ハイブリ
ッドを修飾し、それにより、親和性リガンド－標識プローブを形成し；
　（ｃ）該親和性リガンド－標識プローブを結合部分および増幅試薬と接触させ、
　ここで、該結合部分は該リガンドに結合することができる１つ以上の部位を有し、ここ
で、該増幅試薬は該結合部分に対して親和性を有し、
　それにより、該親和性リガンド－標識プローブ、該結合部分および該増幅試薬の間にマ
ルチマー複合体が形成され；次いで、
　（ｄ）該マルチマー複合体を検出し、それにより、該ゲノム断片の型決定可能な遺伝子
座を検出することを含む、方法。
【請求項４】
　前記複数の異なる核酸プローブが、表面に結合した該プローブのアレイを含む、請求項
１、２または３に記載の方法。
【請求項５】
　前記異なる核酸プローブが粒子に結合されている、請求項１、２または３に記載の方法
。
【請求項６】
　前記粒子の各々が単一の型の核酸プローブに結合されている、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記粒子が基材に結合されている、請求項５の記載の方法。
【請求項８】
　前記プローブが長さが多くとも１２５ヌクレオチドである、請求項１、２または３に記
載の方法。
【請求項９】
　天然ゲノムを表示的に増幅し、それにより、該ゲノム断片の増幅された表示的集団を提
供することをさらに含む、請求項１、２または３に記載の方法。
【請求項１０】
　単一工程反応で前記天然ゲノムを表示的に増幅することを含む、請求項９に記載の方法
。
【請求項１１】
　等温条件下で前記天然ゲノムを表示的に増幅することを含む、請求項９に記載の方法。
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【請求項１２】
　前記表示的に増幅することが、リンカーアダプター－ＰＣＲを含む、請求項９に記載の
方法。
【請求項１３】
　前記表示的に増幅することが、ランダムプライマー増幅を含む、請求項９に記載の方法
。
【請求項１４】
　低反応促進性を有するポリメラーゼを用いて増幅することを含む、請求項１３に記載の
方法。
【請求項１５】
　前記低反応促進性が重合事象当たり１００塩基未満である請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記表示的に増幅することが、前記ゲノムＤＮＡをエンドヌクレアーゼで処理すること
を含む、請求項９に記載の方法。
【請求項１７】
　前記表示的に増幅することが、前記ゲノム断片をエンドヌクレアーゼで処理することを
含む、請求項９に記載の方法。
【請求項１８】
　前記天然ゲノムの多くとも１×１０６コピーを、前記表示的に増幅することのためのテ
ンプレートとして用いる、請求項９に記載の方法。
【請求項１９】
　前記天然ゲノムがヒトゲノムである、請求項９に記載の方法。
【請求項２０】
　前記ゲノム断片の増幅された表示的集団が、前記天然ゲノムの少なくとも５％と同一で
ある配列を含む、請求項９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記ゲノム断片の増幅された表示的集団が少なくとも１μｇ／μｌのＤＮＡ濃度を含む
、請求項１、２または３に記載の方法。
【請求項２２】
　前記ゲノム断片の増幅された表示的集団が少なくとも１ギガ塩基の複雑性を含む、請求
項１、２または３に記載の方法。
【請求項２３】
　前記ゲノム断片の表示的集団が少なくとも１００μｇのＤＮＡを含む、請求項１、２ま
たは３に記載の方法。
【請求項２４】
　少なくとも１００，０００の前記異なる核酸プローブが、ゲノム断片とハイブリダイズ
してプローブ－断片ハイブリッドを形成する、請求項１、２または３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記検出が、前記ゲノム断片にハイブリダイズされた状態で前記プローブを修飾するこ
とを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２６】
　前記核酸プローブが固定化されている、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　さらに、前記検出に先立って前記修飾された固定化プローブを変性条件に曝露し、それ
により、前記ゲノム断片を除去することを含む、請求項２または２６に記載の方法。
【請求項２８】
　前記修飾が、前記プローブへ検出部分を付加し、それにより、親和性リガンド－標識プ
ローブを形成する工程を含む、請求項２または２５に記載の方法。
【請求項２９】
　前記親和性リガンド－標識プローブを受容体および増幅試薬と接触させることをさらに
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含み、
　ここで、該記受容体は該リガンドに結合することができる１つ以上の部位を有し、ここ
に、前記増幅試薬は該受容体に対する親和性を有し、
　それにより、該親和性リガンド－標識プローブ、該受容体および該増幅試薬の間にマル
チマー複合体が形成される、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　前記検出が、前記マルチマー複合体を検出することを含む、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　前記修飾が、ポリメラーゼによるヌクレオチドまたはヌクレオチドアナログの付加を含
む、請求項２、３または２５に記載の方法。
【請求項３２】
　前記修飾が、前記固定化された核酸プローブへのプローブの連結を含む、請求項２、３
または２５に記載の方法。
【請求項３３】
　前記修飾が、前記固定化された核酸プローブの切断を含む、請求項２、３または２５に
記載の方法。
【請求項３４】
　前記プローブを、一本鎖核酸結合蛋白質と接触させることをさらに含む、請求項２、３
または２５に記載の方法。
【請求項３５】
　前記プローブ－断片ハイブリッドがキャピラリーギャップフローセル中で形成される、
請求項１、２または３に記載の方法。
【請求項３６】
　少なくとも１００の型決定可能な遺伝子座が同時に検出される、請求項１、２または３
に記載の方法。
【請求項３７】
　検出された該型決定可能な遺伝子座を同定するレポートを作成することをさらに含む、
請求項１に記載の方法。
【請求項３８】
　請求項３７に記載の方法によって作成されたレポート。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（発明の分野）
　本発明は、一般に、遺伝子解析、さらに詳しくは、全ゲノムの増幅およびゲノムにまた
がる複数の遺伝子マーカーに基づく遺伝子型分類に関する。
【背景技術】
【０００２】
　（発明の背景）
　いずれかの一人の個人のＤＮＡの大部分、約９９．９パーセントは、いずれかの他の個
人のＤＮＡと正確に同一である。ゲノム配列における概略０．１％の差は、目の色および
血液型等の人々の間での非常に多様な差を説明する。また、遺伝的変異は、個人が特定の
病気になりつつあるリスクがあるか否か、または個人が特定の薬物に対して好都合なまた
は有害な応答を有するようか否かにおいて役割を演じる。個人における単一遺伝子の差は
嚢胞性線維症および鎌状細胞病等の種々の病気に罹患する上昇したリスクと関連付けられ
てきた。多数の遺伝子および環境内のより複雑な相互関係は、糖尿病、癌、発作、アルツ
ハイマー病、パーキンソン病、鬱病、アルコール症、心臓病、関節炎および喘息等の一部
の一般的な病気に対するリスク等の多くの特性の原因となる。
【０００３】
　遺伝子－ベースの診断テストは、嚢胞性線維症等の、単一遺伝子によって引き起こされ
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る一部の浸透性の高い病気のために利用できる。そのようなテストは、各遺伝子における
特定の突然変異または多型に関してプローブすることによって行うことができる。従って
、特定の病気に罹るリスクは徴候が現われる充分前に判断することができ、所望であれば
、予防的手段を取ることができる。しかしながら、糖尿病、心臓病、癌、および精神的障
害等の多くの一般的な病気を含めた病気の大部分は複数遺伝子ならびに環境条件によって
影響されると信じられている。かくして、遺伝学に基づくそのような病気の診断は、質問
すべき遺伝子の数が増大するにつれ極めて複雑である。
【０００４】
　最近、種々の遺伝子型分類上の努力を介して、非常に多数の多型ＤＮＡマーカーが同定
されており、その多くは、既知の病気を獲得するリスク等の特定の特性を発生する確率と
関連すると信じられている。利用可能な例示的多型ＤＮＡマーカーは、ヒトゲノムＤＮＡ
においてキロベース当たり１を超える平均頻度で起こる単一ヌクレオチド多型（ＳＮＰ）
を含む。これらのＳＮＰの多くは、治療的に関連する遺伝子的変異型であり／または病気
に対する遺伝子的素因に関与するようである。しかしながら、ＳＮＰおよび他のマーカー
のゲノム－幅質問についての現在の方法は不十分であり、それにより、優良な診断マーカ
ーの組の同定を非現実的としている。
【０００５】
　ＤＮＡ試料全般に亘って多数のＳＮＰマーカーを同時に遺伝子型分類する能力は、遺伝
子連鎖および関連研究で益々重要になりつつある。全ゲノム関連研究に対する主な制限は
、高度に多重化したＳＮＰ遺伝子タイプ分けを行うための技術の欠如である。主な民族全
般に亘ってのヒトゲノムの完全なハプロタイプマップの創製は、（約２００、０００～３
００、０００ＳＮＰと見積もられる）全ゲノム関連研究のためのＳＮＰ含有量を提供する
であろう。しかしながら、現在利用できる遺伝子型分類方法は面倒であって、ハプロタイ
プマップを作るのに必要な多数のＳＮＰをスコア取りするには不十分である。
【０００６】
　したがって、全ゲノムスケールで多数の遺伝子座を同時に質問する方法が当該分野で求
められている。そのような利点はゲノム発見プロセスおよび病気の遺伝子的解析、ならび
に個人の遺伝子的解析に影響するであろう。本発明は、この要望を満足させ、同様に他の
利点も提供するのである。本発明は、ゲノム研究において新しい時代を可能とする大規模
多重化反応を行うための方法を記載し、証明する。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　（発明の要旨）
　１つの態様において、本発明は、与えられたゲノム内に含まれる１つまたは複数の型決
定可能な遺伝子座を検出する方法をその主旨とし、ここに、上記方法はそのような型決定
可能な遺伝子座を有するゲノム断片の上記増幅された表示的集団を提供し、上記ゲノム断
片を、プローブ－断片ハイブリッドが形成される条件下で、型決定可能な遺伝子座に対応
する配列を有する複数の核酸プローブと接触させ；次いで、プローブ－断片ハイブリッド
の型決定可能な遺伝子座を検出する工程を含む。特別な実施形態において、これらの核酸
プローブは長さが多くとも１２５ヌクレオチドである。しかしながら、種々の長さまたは
配列のいずれかを有するプローブは、以下により詳細に記載するように用いることができ
る。
【０００８】
　別の態様において、本発明は、型決定可能な遺伝子座を検出する方法をその主旨とし、
上記方法は、そのような型決定可能な遺伝子座を有するゲノム断片の増幅された表示的集
団を提供し、上記ゲノム断片を、プローブ－断片ハイブリッドが形成される条件下で、上
記型決定可能な遺伝子座に対応する配列を有する複数の核酸プローブと接触させ；次いで
、上記プローブ－断片ハイブリッドの型決定可能な遺伝子座を直接的に検出する工程を含
む。
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【０００９】
　さらに別の態様において、本発明は、型決定可能な遺伝子座を有するゲノム断片の増幅
された表示的集団を提供し；上記ゲノム断片を、固定化されたプローブ－断片ハイブリッ
ドが形成される条件下で、型決定可能な遺伝子座に対応する配列を有する複数の固定化さ
れた核酸プローブと接触させ；固定化されたプローブ－断片ハイブリッドを修飾し；次い
で、修飾されたプローブまたは断片を検出し、それにより、ゲノムの型決定可能な遺伝子
座を検出する工程を含む、ゲノムの型決定可能な遺伝子座を検出する方法をその主旨とす
る。
【００１０】
　また、本発明は、（ａ）複数のゲノム断片を提供し、ここに、上記複数のゲノム断片は
少なくとも１ギガ塩基の複雑性を有する少なくとも１００μｇ／μｌのＤＮＡを有し；（
ｂ）上記複数のゲノム断片を複数の異なる固定化された核酸プローブと接触させ、ここに
、上記異なる核酸プローブの少なくとも５００はゲノム断片とハイブリダイズして、プロ
ーブ－断片ハイブリッドを形成し；次いで、（ｃ）上記プローブ－断片ハイブリッド型決
定可能な遺伝子座を検出する工程を含む方法を提供する。
【００１１】
　また、本発明の方法は、（ａ）複数のゲノム断片を提供し、ここに、上記複数のゲノム
断片は少なくとも１ギガ塩基の複雑性を有する少なくとも１μｇ／μｌのＤＮＡの濃度を
有し；（ｂ）上記複数のゲノム断片を複数の異なる固定化された核酸プローブと接触させ
、ここに、上記異なる核酸プローブの少なくとも５００はゲノム断片とハイブリダイズし
て、プローブ－断片ハイブリッドを形成し；次いで、（ｃ）上記プローブ－断片ハイブリ
ッドの型決定可能な遺伝子座を検出する工程を含むこともできる。
【００１２】
　さらに別の態様において、本発明は、単離された二本鎖ゲノムＤＮＡを提供し、上記二
本鎖ゲノムＤＮＡをニッキング剤と接触させることによってニックドＤＮＡを生じさせ、
このニックドＤＮＡをストランド置き換えポリメラーゼおよび複数のプライマーと接触さ
せ、ゲノムＤＮＡを増幅する工程を含むゲノムＤＮＡを増幅する方法をその主旨とする。
【００１３】
　本発明は、さらに、ゲノムの型決定可能な遺伝子座を検出する方法を提供する。上記方
法は、（ａ）複数の増幅されたｇＤＮＡ断片をインビトロ転写し、それにより、ゲノムＲ
ＮＡ（ｇＲＮＡ）断片が得られ；（ｂ）上記ｇＲＮＡ断片を、型決定可能な遺伝子座に対
応する配列を有する複数の核酸プローブとハイブリダイズさせ；次いで、（ｃ）上記プロ
ーブにハイブリダイズするｇＲＮＡ断片の型決定可能な遺伝子座を検出する工程を含む。
【００１４】
　本発明は、さらに、ゲノム断片の複雑性が低下した、遺伝子座－特異的な増幅された表
示的集団の生成方法を提供する。上記方法は（ａ）天然ゲノムを複数のランダムプライマ
ーで複製し、それにより、ゲノム断片の増幅された表示的集団を生じさせ；（ｂ）上記ゲ
ノム断片の増幅された表示的集団のサブグループを複数の異なる遺伝子座－特異的プライ
マーで置き換え、それにより、ゲノム断片の遺伝子座特異的な増幅された表示的集団を生
じさせ；次いで、（ｃ）上記サブグループを単離し、それにより、ゲノム断片の複雑性が
低下した遺伝子座－特異的な増幅された表示的集団を生じさせる工程を含む。
【００１５】
　本発明は、プライマー伸長アッセイにおいてプローブの異所性伸長を阻害する方法も提
供する。上記方法は（ａ）プローブ－標的ハイブリッドが形成される条件下で、複数のプ
ローブ核酸を複数の標的核酸と接触させ；（ｂ）プローブ－異所性伸長インヒビターハイ
ブリッドが形成される条件下で、上記複数のプローブ核酸を異所性伸長インヒビターと接
触させ；次いで、（ｃ）プローブ－異所性伸長インヒビターハイブリッドにおけるプロー
ブと比較してプローブ－標的ハイブリットにおけるプローブを選択的に修飾する工程を含
む。
【００１６】



(7) JP 2014-204730 A 2014.10.30

10

20

30

40

50

　さらに、（ａ）固定化されたプローブ－断片がハイブリッド形成される条件下で、複数
のゲノム断片を複数の異なる固定化核酸プローブと接触させ；（ｂ）ゲノム断片にハイブ
リダイズさせつつ固定化されたプローブを修飾し、それにより、修飾された固定化プロー
ブを形成し；（ｃ）上記プローブ－断片ハイブリッドから上記ゲノム断片を除去し；次い
で、（ｄ）ゲノム断片を除去した後に修飾された固定化プローブを検出し、それにより、
ゲノム断片の型決定可能な遺伝子座を検出する工程を含む方法が提供される。
【００１７】
　また、本発明は、（ａ）天然ゲノムを表示的に増幅し、ここに、型決定可能な遺伝子座
を有する上記ゲノム断片の増幅された表示的集団が等温条件下で生成され；（ｂ）プロー
ブ－断片ハイブリッドが形成される条件下で、上記ゲノム断片を型決定可能な遺伝子座に
対応する配列を有する複数の核酸プローブと接触させ；次いで、（ｃ）プローブ－断片ハ
イブリッドの型決定可能な遺伝子座を検出する工程を含む方法も提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】図１は、本発明の全ゲノム遺伝子型分類（ＷＧＧ）方法のダイアグラムを示す。
【図２】図２には、対立遺伝子特異的プライマー伸長（ＡＳＰＥ）または単一塩基伸長（
ＳＢＥ）を用いる型決定可能な遺伝子座の検出で有用な例示的プローブを示す。
【図３】図３は、パネルＡにおいて、種々の条件下で行った全ゲノム増幅反応からの増幅
生成物を負荷したアガロースゲルおよび、パネルＢにおいて、反応で計算された収率の表
を示す。
【図４】図４は、ＢｅａｄＡｒｒａｙＴＭ（パネルＡ）アッセイした酵母ゲノムＤＮＡお
よび４つの異なる四連アレイ（Ｒ５Ｃ１、Ｒ５Ｃ２，Ｒ６Ｃ１、Ｒ６Ｃ２）（パネルＢ）
からアッセイした１９２のうちの１８の遺伝子座についてのパーフェクトマッチ（ＰＭ）
およびミスマッチ（ＭＭ）強度のサブセットからのアレイシグナルのイメージを示す。Ｐ
Ｍプローブは４つの強度値の第一の組であり、ＭＭプローブは下側軸上の各プローブタイ
プ標識によって示される４つの強度値の第二の組である。
【図５】図５は、ＢｅａｄＡｒｒａｙＴＭに直接ハイブリダイズしたヒトｇＤＮＡに関し
て行ったアレイ－ベースのＳＢＥ遺伝子型分類を示す。
【図６】図６は、ＢｅａｄＡｒｒａｙＴＭに直接ハイブリダイズしたヒトｇＤＮＡに関し
て行ったアレイ－ベースのＡＳＰＥ遺伝子型分類を示す。パネルＡは７７のプローブ対を
横切る生の強度値を示し、パネルＢは７７の遺伝子座に関してプロットした区別比率（Ｐ
Ｍ／ＰＭ＋ＭＭ）を示す。
【図７】図７は、ＧｏｌｄｅｎＧａｔｅＴＭアッセイを用いる、ランダムプライマー増幅
（ＲＰＡ）ゲノムＤＮＡと比較した未増幅ゲノムＤＮＡの遺伝子型分類スコアを示す（Ｒ
ＰＡ反応におけるＤＮＡ入力の量は各棒線の下方に示され、ヘキサヌクレオチド（６－量
体）またはドデカンヌクレオチド（１２－量体）の使用が特定されている以外は、ＲＰＡ
反応はランダムな９－量体オリゴヌクレオチドを使用した）。
【図８】図８は、増幅または検出用の標的核酸としてのゲノムＲＮＡを創製するための例
示的方法のダイアグラムを示す。
【図９】図９は、ゲノム断片の複雑性が低下した遺伝子座－特異的な表示的集団を創製す
るための例示的方法のダイアグラムを示す。
【図１０】図１０は、例示的シグナル増幅のスキームを示す。
【図１１】図１１は、パネルＡにおいて、ゲノムＤＮＡ断片とハイブリダイズし、ＡＳＰ
Ｅで検出されたＢｅａｄＡｒｒａｙＴＭのイメージをおよび、パネルＢにおいて、少なく
とも１つの遺伝子座における２つのホモ接合型（Ｂ／ＢおよびＡ／Ａ）クラスターおよび
１つのヘテロ接合型（Ａ／Ｂ）クラスターが区別されるＧｅｎＴｒａｉｎプロットを示す
。
【図１２】図１２は、パネルＡにおいて、遺伝子型分類上の精度に関する統計表；パネル
ＢおよびＣにおいて、２つの試料についてのＧｅｎＣａｌｌプロット（０．４５における
線は呼ぶべきデータをフィルターするのに用いる下方閾値を示す）および、パネルＤおよ
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びＥにおいて、２つの遺伝子座についてのＧｅｎＴｒａｉｎプロット（矢印は、それがＧ
ｅｎＣａｌｌプロットにおいて０．４５の閾値未満に下降するにつれ、呼ばれなかった質
問可能データ点を示す）を示す。
【図１３】図１３は、異所性伸長（パネルＡ）および一本鎖プローブをＳＳＢに結合させ
ることによって阻害を含めた異所性伸長を阻害するための方法（パネルＢ）；相補的配列
を有する核酸でプローブの３’末端をブロックすること（パネルＣ）および伸長不可能ヘ
アピンの形成（パネルＤ）を示すダイアグラムを示す。
【図１４】図１４は、一本鎖結合蛋白質（ＳＳＢ）の存在下および不存在下におけるＢｅ
ａｄＡｒｒａｙＴＭ比較アッセイシグナルでのクレノウ－起点ＡＳＰＥ反応についてのバ
ラツキプロットを示す。パネルＡにおけるバラツキプロットは増幅されたゲノムＤＮＡの
不存在下における異所性シグナル強度に対するＳＳＢの効果を示し、他方、パネルＢにお
けるバラツキプロットは増幅されたゲノムＤＮＡの存在下におけるシグナル強度に対する
ＳＳＢの効果を示す。パネルＣおよびＤは、ゲノム断片が上記増幅された断片が増幅され
た集団の不存在下におけるＢｅａｄＡｒｒａｙＴＭについてのクレノウ（パネルＣまたは
クレンタック（Ｋｌｅｎｔａｑ）パネルＤ）ＡＳＰＥ反応ランについての（増大する強度
の順で分類した）遺伝子座についての強度のプロットを示す（ｎｔｃ－標的対照は「異所
性」伸長の尺度を供しない）。
【図１５Ａ】図１５は、ランダムプライマー増幅（増幅）および／または未増幅ゲノムＤ
ＮＡ（未増幅）によって生じたゲノム断片の集団のＡＳＰＥ検出に続くプローブについて
の強度値を比較するバラツキプロットを示す。
【図１５Ｂ】図１５は、ランダムプライマー増幅（増幅）および／または未増幅ゲノムＤ
ＮＡ（未増幅）によって生じたゲノム断片の集団のＡＳＰＥ検出に続くプローブについて
の強度値を比較するバラツキプロットを示す。
【図１５Ｃ】図１５は、ランダムプライマー増幅（増幅）および／または未増幅ゲノムＤ
ＮＡ（未増幅）によって生じたゲノム断片の集団のＡＳＰＥ検出に続くプローブについて
の強度値を比較するバラツキプロットを示す。
【図１６】図１６は、増幅ＤＮＡ入力に対する未増幅ＤＮＡ入力（増幅：未増幅の比率）
についてのシグナル強度の特定の比率を有するプローブの数（カウント）の分布を示す。
【図１７】図１７は、ＧｏｌｄｅｎＧａｔｅＴＭアッセイを用いるゲノム断片の表示的に
増幅された集団から検出された４つの遺伝子座（１８２４、２７０４、３６３３および６
１２６）についての例示的ゲノプロットを示す。ゲノム断片の表示的に増幅された集団は
、脚注に示された３つの異なる量にてゲノムＤＮＡ試料から個別に生じさせた。対照デー
タ点は、ＧｏｌｄｅｎＧａｔｅＴＭアッセイを用いて同一条件下で検出された未増幅ゲノ
ムＤＮＡに関して得られた。ＧｅｎＴｒａｉｎアルゴリズムによって同定された対照デー
タ点についてのクラスターを丸印で表し、各クラスターにおけるデータ点の数はＸ－軸下
方に示す。２７０４遺伝子座については、空のクラスターはＡＢおよびＢＢクラスターの
位置に基づくＡＡゲノタイプについての予測されたクラスター位置を示す。
【図１８】図１８は、（Ａ）異なる量の入力ゲノムＤＮＡ（ｉｎｐｕｔ）から生じたＲＰ
Ａ反応混合物のハイブリダイゼーションおよびＡＳＰＥ検出に続く各アレイ（ＬＯＤ）に
ついての全てのプローブで検出された平均強度をプロットする棒グラフおよび（Ｂ）種々
の量の入力ゲノムＤＮＡ（ｉｎｐｕｔ）から生じたＲＰＡ混合物をプローブするのに用い
た場合における、アレイの全てのプローブ（比率）についての比率（ＰＭシグナル強度／
（ＰＭシグナル強度＋ＭＭシグナル強度））をプロットする棒グラフを示す。
【図１９－１】図１９は、９５のＣＥＰＨヒト試料から生じ、遺伝子座の１５００Ｈａｐ
Ｍａｐ　ＱＣ組に特異的なプローブを有するアレイについてのプローブの対立遺伝子特異
的プライマー伸長によって検出されたランダムプライマー増幅ヒトゲノム断片についての
８６０の遺伝子座（パネルＡ）および９５４の遺伝子座（パネルＢ）についての代表的な
ゲノプロットを示す。パネルＣは、遺伝子型クラスター分離スコアに従う遺伝子座の分布
を示す。
【図１９－２】図１９は、９５のＣＥＰＨヒト試料から生じ、遺伝子座の１５００Ｈａｐ
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Ｍａｐ　ＱＣ組に特異的なプローブを有するアレイについてのプローブの対立遺伝子特異
的プライマー伸長によって検出されたランダムプライマー増幅ヒトゲノム断片についての
８６０の遺伝子座（パネルＡ）および９５４の遺伝子座（パネルＢ）についての代表的な
ゲノプロットを示す。パネルＣは、遺伝子型クラスター分離スコアに従う遺伝子座の分布
を示す。
【図２０】図２０は、対立遺伝子特異的プライマー伸長検出および０．１Ｎ　ＮａＯＨで
の処理またはそれなしでの処理に続くパーフェクトマッチ（ＰＭ）およびミスマッチ（Ｍ
Ｍ）プローブについてのシグナル強度を示す。
【図２１】図２１は、（Ａ）各々、完全に脱リン酸化または３’脱リン酸化生成物いずれ
かを生じさせるためのビサルファイト－生成ＤＮＡ断片のアルカリ性ホスファターゼおよ
びＴ４　ＤＮＡキナーゼでの処理；（Ｂ）連結されたＤＮＡを生じさせるための３’脱リ
ン酸化ＤＮＡのＴ４　ＲＮＡリガーゼでの処理、続いて、ストランド－置き換え全ゲノム
ランダムプライマー増幅反応における増幅；（Ｃ）ユニバーサルテイル配列を上記断片に
付加するための、ビサルファイト－生成ＤＮＡ断片のターミナルデオキシドヌクレオチド
トランスフェラーゼ（ＴｄＴ）およびＴ４　ＲＮＡリガーゼでの処理、続くＰＣＲ増幅；
（Ｄ）５’および３’ユニバーサルテイル配列テイルをビサルファイト生成物に付加する
ための、ビサルファイト－生成ＤＮＡ断片のＴ４　ＲＮＡリガーゼでの処理、続くＰＣＲ
増幅を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　（定義）
　本明細書中で用いるように、用語「ゲノム」とは真核生物細胞の核内で見出される染色
体ＤＮＡの全相補体を意味することを意図する。上記用語は原核生物、ウイルス、ミトコ
ンドリアまたは葉緑体の全ゲノム相補体、または真核生物種のハプロイド核ゲノム相補体
をいうのにも用いることができる。
【００２０】
　本明細書中で用いるように、用語「ゲノムＤＮＡ」または「ｇＤＮＡ」とは、真核生物
細胞の核、または原核生物、ウイルス、ミトコンドリアまたは葉緑体、天然で生じ、かつ
天然でＲＮＡに転写される配列、ならびに当該細胞によって天然ではＲＮＡに転写されな
い配列を含有する１つ以上の染色体ポリマーデオキシリボヌクレオチド分子を意味するこ
とを意図する。真核生物細胞のｇＤＮＡは少なくとも１つの動原体、２つのテロメア、１
つの複製起点および、例えば、イントロンまたは転写プロモータを含めた真核生物細胞に
よってＲＮＡに転写されない１つの配列を含有する。原核生物細胞のｇＤＮＡは、少なく
とも１つの複製起点、および、例えば、転写プロモータを含めた原核生物細胞によってＲ
ＮＡに転写されない１つの配列を含有する。真核生物ゲノムＤＮＡは、例えば、真核生物
ゲノムＤＮＡ中のイントロンの存在、および他のもののｇＤＮＡ中のイントロンの不存在
に従って、原核生物、ウイルスまたはオルガネラゲノムＤＮＡから区別することができる
。
【００２１】
　本明細書中で用いるように、用語「検出」とは、特異的ヌクレオチド配列を有する核酸
等の特定の分子の存在を測定するいずれの方法をも意味することを意図する。核酸を検出
するのに用いる技術は、例えば、検出すべき配列へのハイブリダイゼーションを含む。し
かしながら、本発明の特別な実施形態は、検出すべき配列の直接的なハイブリダイゼーシ
ョンを必要とせず、むしろ、ハイブリダイゼーションは検出すべき配列の近くで、または
、検出すべき配列に隣接して起こり得る。用語「近く」の使用は、検出すべき配列から約
１５０塩基以内を含むことを意味する。他の場合も、核酸に沿って約１５０塩基以内であ
る。従って、近い核酸に沿っての他の距離は、例えば、検出すべき配列から、約１００、
５０、４０、３０、２０、１９、１８、１７、１６、１５、１４、１３、１２、１１、１
０、９、８、７、６、５、４、３、２または１塩基を含む。ハイブリダイゼーションは、
例えば、約２５０塩基、５００塩基、１キロベース以上の距離を含む、かつ検出すべき標
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的核酸またはゲノム断片の長さを含めた検出すべき遺伝子座または配列より長い距離を有
する配列において起こり得る。
【００２２】
　検出で有用な試薬の例は、限定されるものではないが、放射性標識プローブ、フルオロ
フォア－標識プローブ、量子ドット－標識プローブ、クロモフォア－標識、酵素－標識プ
ローブ、親和性リガンド－標識プローブ、電磁スピン標識プローブ、重原子標識プローブ
、ナノ粒子光散乱標識または他のナノ粒子もしくは球状シェルで標識されたプローブおよ
び当業者に既知のいずれかの他のシグナル発生標識で標識されたプローブを含む。本発明
での検出で有用な標識部分の非限定的例は、限定されるものではないが、ホースラディッ
シュペルオキシダーゼ、アルカリ性ホスファターゼ、β－ガラクトシラーゼ、またはアセ
チルコリンエステラーゼ等の適切な酵素；ストレプトアビジン／ビオチン、アビジン／ビ
オチン、または例えば、ウサギＩｇＧおよび抗ウサギＩｇＧを含めた抗原／抗体複合体等
の複合体を形成することができる結合対のメンバー；ウンベリフェロン、フルオレセイン
、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、テトラメチルローダミン、エオシン
、緑色蛍光蛋白質、エリスロシン、クマリン、メチルクマリン、ピレン、マラカイトグリ
ーン、スチルベン、ルシフェールイエロー、カスケードブルーＴＭ、テキサスレッド、ジ
クロロトリアジミルアミンフルオレセイン、塩化ダンシル、フィコエリスリン、ユーロピ
ウムおよびテルビウムを含むもの等の蛍光ダンタニド複合体、Ｃｙ３、Ｃｙ５、分子ビー
コンおよびその蛍光誘導体等のフルオロフォア、ならびに、例えば、Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ
ｓ　ｏｆ　Ｆａｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ、Ｊｏｓｅｐｈ　Ｒ
．Ｌａｋｏｗｉｃｚ（編集者）、Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｕｂ　Ｃｏｒｐ，第２版（１９９９年
７月）およびＲｉｃｈａｒｄ　Ｐ．ＨｏａｇｌａｎｄによるＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏ
ｂｅｓ　Ｈａｎｄｂｏｏｋの第６版に記載されている当該分野で既知の他のもの；ルミノ
ール等のルミネセント材料；金または銀粒子または量子ドット等の光散乱またはプラズモ
ン共鳴材料を含み；あるいは放射性材料は１４Ｃ、１２３Ｉ、１２４Ｉ、１２５Ｉ、１３

１Ｉ，Ｔｃ９９ｍ、３５Ｓまたは３Ｈを含む。
【００２３】
　本明細書中で用いるように、用語「型決定可能な遺伝子座」とは核酸中の配列特異的な
位置を意味することを意図する。上記用語は、単離された核酸分子に存在すると予測され
る所定のまたは予測された核酸配列を含むことができる。用語型決定可能な遺伝子座は単
一ヌクレオチド多型（ＳＮＰ）突然変異、可変数のタンデムリピート（ＶＮＴＲ）および
単一タンデムリピート（ＳＴＲ）、他の多型、挿入、欠失、スプライス変異型またはいず
れかの他の公知の遺伝子マーカーを含むことを意図する。公知のＳＮＰおよび他の遺伝子
変異を供する例示的源は、限定されるものではないが、ＮＣＢＩによって管理されたｄｂ
ＳＮＰ、およびｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｓｎｐ／における利用可能なオンラ
イン、およびＦｒｅｄｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒ
ｃｈ、３０：３８７－９１、（２００２）に記載されたＨＣＶＢＡＳＥデータベース、お
よびｈｇｖｂａｓｅ．ｃｇｂ．ｋｉ．ｓｅ／における利用可能なオンラインを含む。
【００２４】
　本明細書中で用いるように、用語「表示的に増幅する」とは核酸コピーを生じさせるた
めの核酸テンプレートの複製を意味することを意図し、ここで、コピー中の全ての他の配
列に対するコピー中の各配列の割合は核酸テンプレート中の割合と実質的に同一である。
上記用語に含まれる核酸テンプレートは染色体等の単一分子、またはゲノムまたはゲノム
の一部分を形成する染色体のコレクション等の複数の分子であり得る。同様に、核酸コピ
ーは単一の分子または複数の分子であり得る。核酸はＤＮＡまたはＲＮＡまたはその模倣
体または誘導体であり得る。コピー核酸は、テンプレートＤＮＡよりも小さな複数の断片
であり得る。従って、上記用語は、集団中の全ての他のゲノム断片に対するゲノム断片に
由来する各々の割合がゲノム中の他のゲノム断片配列に対するその配列の割合と実質的に
同一であるように、ゲノム、またはその部分を複製することを含むことができる。複製す
べきＤＮＡは組織または血液試料から、法医学試料から、ホルマリン－固定細胞から、ま
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たは他の源から単離することができる。本発明で用いるゲノムＤＮＡは無傷、ほぼ無傷、
または断片化であり得る。テンプレートまたはそのコピー等の核酸分子は、限定されるも
のではないが多くとも約１ｍｂ、０．５ｍｂ、０．１ｍｂ、５０ｋｂ、１０ｋｂ、５ｋｂ
、３ｋｂ、２ｋｂ、１ｋｂ、０．５ｋｂ、０．２５、０．１、０．０５または０．０２ｋ
ｂを含めた種々のサイズのいずれかであり得る。
【００２５】
　従って、用語「増幅された表示」とは、コピー中の全ての他の配列に対するコピー中の
各配列の割合が核酸テンプレート中の割合と実質的に同一である核酸コピーを意味するこ
とを意図する。ゲノム断片の集団に言及するのに用いる場合、例えば、上記用語は、集団
中の全ての他のゲノム断片に対する各ゲノム断片の割合がゲノム中の他のゲノム断片配列
に対するその配列に対する割合に実質的に同一であるゲノム断片の集団を意味することを
意図する。増幅された表示およびテンプレートゲノムＤＮＡ中の配列の割合の間の実質的
同様性は、上記表示中の遺伝子座の少なくとも６０％が５倍過剰表示または過少表示以下
であることを意味する。そのような表示において、遺伝子座の少なくとも７０％、８０％
、９０％、９５％または９９％は、例えば、５、４、３または２倍以下に過剰表示または
過少表示され得る。上記用語に含まれる核酸はＤＮＡ、ＲＮＡまたはそのアナログであり
得る。増幅された表示的集団における各核酸配列のコピーの数は、例えば、テンプレート
よりも少なくとも２、５、１０、２５、５０、１００、１０００、１×１０４、１×１０
５、１×１０６、１×１０７、１×１０８または１×１０１０倍以上であり得る。
【００２６】
　ゲノムの一部と同一である配列を含むゲノム断片の例示的集団が、例えば、高複雑性表
示または低複雑性表示を含む。本明細書中で用いるように、用語「高複雑性表示」とは、
そのテンプレートの配列の少なくとも約５０％を有する核酸コピーを意味することを意図
する。かくして、ゲノムＤＮＡの高複雑性表示は、限定されるものではないが、テンプレ
ートゲノム配列の少なくとも約６０％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５
％または９９％を含むことができる。本明細書中で用いるように、用語「低複雑性表示」
とは、そのテンプレートの配列の多くとも約４９％を有する核酸コピーを意味することを
意図する。かくして、ゲノムＤＮＡの低複雑性表示は、限定されるものではないが、下の
配列の多くとも約４９％、４０％、３０％、２０％、１０％、５％または１％を含むこと
ができる。特別な実施形態において、本発明のゲノム断片の集団はゲノム配列の少なくと
も約５％、１０％、２０％、３０％または４０％を表す複雑性を有することができる。
【００２７】
　本明細書中で用いるように、用語「直接的に検出する」とは、核酸に言及するのに用い
る場合に、試料中の核酸のレベルに基づいて試料中の核酸の特性を認識または識別するこ
とを意味することを意図する。上記用語は、例えば、試料中の核酸を増幅することなく試
料中の核酸の特性を認識または識別すること、または増幅なしでの検出を含むことができ
る。認識または識別することができる例示的特性は、限定されるものではないが、ヌクレ
オチド配列、配列中の特定の部位における多型または突然変異等の特定のヌクレオチドの
存在等を含む。直接的検出方法の１つの非限定的例は、核酸に対して標識されたプローブ
をハイブリダイズさせ、次いで、ハイブリダイズした標識の存在に基づいて核酸の存在を
測定することによる核酸の検出である。直接的検出法の他の例は本明細書中に記載され、
例えば、単一塩基伸長（ＳＢＥ）および対立遺伝子特異的プライマー伸長（ＡＳＰＥ）を
含む。当業者であれば、検出に従い、未増幅ゲノムＤＮＡ断片の試料等の未増幅核酸の試
料を増幅することができることを理解するであろう。
【００２８】
　特別な実施形態において、直接的検出は、型決定可能な遺伝子座およびその相補的配列
の間の二本鎖核酸複合体の創製、および型決定可能な遺伝子座のさらに別のコピーを創製
することなく複合体を認識することを含むことができる。一部の実施形態において、型決
定可能な遺伝子座の直接的検出は、単一ハイブリダイゼーション複合体の形成、それによ
り、型決定可能な遺伝子座を有する特定の核酸分子に対する反復されたハイブリダイゼー
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ションを排除する意味を含むことができる。
【００２９】
　型決定可能な遺伝子座または型決定可能な遺伝子座に遺伝的に連結した配列等の検出可
能位置を検出する方法は、例えば、質問位置へのオリゴヌクレチドによるハイブリダイゼ
ーション、または質問位置近くの、またはそれに隣接するオリゴヌクレオチドによるハイ
ブリダイゼーション、続く、質問位置全般に亘ってのハイブリダイズしたオリゴヌクレオ
チドの伸長を含むことができる。
【００３０】
　本発明で有用であって、本明細書中に記載された、限定されるものではないが、ＳＢＥ
およびＡＳＰＥを含めた一部の直接的な検出方法は、ゲノム断片を捕獲すると共に、断片
上の特定のＳＮＰ遺伝子座の存在を示すシグナルを生成するプローブを使用する。特に、
本発明の方法は、ゲノム断片等の捕獲されたオリゴヌクレオチドのＳＮＰまたは他の特徴
の検出が外因的に付加された問合せオリゴヌクレオチドを必要としない条件下で行うこと
ができる。しかしながら、所望であれば、外因的に付加された問合せオリゴヌクレオチド
を用いることができる。オリゴ連結アッセイ（ＯＬＡ）、伸長連結（ＧｏｌｄｅｎＧａｔ
ｅＴＭ）、ローリングサークル－ベースの検出方法、対立遺伝子特異的オリゴヌクレオチ
ド（ＡＳＯ）ハイブリダイゼーションその他のような外因的に付加された問合せオリゴヌ
クレオチドを使用する例示的方法は以下に記載する。
【００３１】
　本明細書中で用いるように、用語「増幅する」とは、一本鎖核酸に言及するのに用いる
場合、上記一本鎖核酸の１つ以上のコピー、またはその一部分を生じさせることを意味す
ることを意図する。
【００３２】
　本明細書中で用いるように、用語「ゲノム断片」とは、染色体の一部と実質的に同一で
ある配列を有する単離された核酸分子を意味することを意図する。染色体は、複製された
遺伝子の大半または全てを含有するウイルス、原核生物、または真核生物核の線状または
時々は環状ＤＮＡ－含有体であると理解される。ゲノム断片の集団は、実質的に全ゲノム
またはその一部分と同一の配列を含むことができる。ゲノム断片は、例えば、染色体の少
なくとも約２５、５０、７０、１００、２００、３００、４００、５００、６００、７０
０、８００、９００または１０００以上のヌクレオチドと実質的に同一である配列を有す
ることができる。ゲノム断片はＤＮＡ、ＲＮＡ、またはそのアナログであり得る。チミン
の代わりにウラシルの存在によって異なるＲＮＡ配列およびＤＮＡ染色体配列は配列が実
質的に同一であることは当業者によって理解されるであろう。
【００３３】
　本明細書中で用いるように、用語「天然」とは、ゲノムに言及するのに用いる場合、細
胞または他の宿主からの単離によって生じることを意味することを意図する。上記用語は
、インビトロ合成、複製または増幅によって生じたゲノムを排除する意図である。
【００３４】
　本明細書中で用いるように、用語「に対応する」とは、型決定可能な遺伝子座に言及す
るのに用いる場合、型決定可能な遺伝子座の配列、またはその診断的部分と同一、または
それに相補的なヌクレオチド配列を有することを意味することを意図する。例示的診断部
分は、例えば、注目する型決定可能な遺伝子座に隣接する、またはそれに近い核酸配列を
含む。
【００３５】
　本明細書中で用いるように、用語「多重」とは、１つ以上の試料について複数のアッセ
イを同時に行うことを意味することを意図する。多重化は、さらに、複数の個別の試料の
各々において複数のアッセイを同時に行うことを含む。例えば、分析すべき反応混合物の
数は、マルチ－ウェルプレート中のウェルの数に基づくことができ、各ウェルで行ったア
ッセイの数は各ウェルの内容物に接触するプローブの数に基づくことができる。かくして
、当業者によって理解されるように、各マイクロタイターウェルは個々のアレイを含む必
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要はないが、９６ウェル、３８４ウェルまたは１５３６ウェルマイクロタイタープレート
は９６、３８４および１５３６の個々のアレイを含む複合アレイを利用するであろう。マ
イクロタイタープレートのサイズおよび個々のアレイのサイズに依存して、非常に多くの
数のアレイを同時に実行することができる；例えば、２，０００の個々のアレイおよび９
６ウェルマイクロタイタープレートを用い、１９２，０００の実験を一度に行うことがで
き；３８４マイクロタイタープレートにおける同一アレイは同時に７６８，０００の実験
を生じ、１５３６マイクロタイタープレートは３，０７２，０００実験を与える。多重化
はマイクロタイタープレートに対して例示してきたが、例えば、米国特許第２００２／０
１０２５７８　Ａ１に記載されたものを含めた多重化で他のフォーマットを用いることが
できるのが理解されよう。
【００３６】
　本明細書中で用いるように、用語「ポリメラーゼ」とは、テンプレートストランドとし
て核酸を用いて核酸分子の相補的レプリカを生じる酵素を意味することを意図する。ＤＮ
Ａポリメラーゼはテンプレートストランドに結合し、次いで、テンプレートストランドを
下方に動かし、ヌクレオチドを核酸の成長する鎖の３’末端の遊離ヒドロキシル基に加え
る。ＤＮＡポリメラーゼはＤＮＡまたはＲＮＡテンプレートから相補的ＤＮＡ分子を合成
し、ＲＮＡポリメラーゼはＤＮＡテンプレートからＲＮＡ分子を合成する（転写）。ＤＮ
Ａポリメラーゼは、一般には、プライマーと呼ばれる短い予め存在するＲＮＡまたはＤＮ
Ａストランドを用いて、鎖成長を開始する。一部のＤＮＡポリメラーゼは一本鎖テンプレ
ートを複製できるに過ぎないが、他方、他のＤＮＡポリメラーゼは、それらが塩基を鎖に
加えている部位の上流のストランドを置き換える。本明細書中で用いるように、用語「ス
トランド置き換え」とは、ポリメラーゼに言及するのに用いる場合、ポリメラーゼによっ
て読まれるテンプレートストランドから相補的ストランドを除去する活性を有することを
意味することを意図する。ストランド置き換え活性を有する例示的ポリメラーゼは、限定
されるものではないが、Ｂｓｔ（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌ
ｕｓ）ポリメラーゼ、ｅｘｏ－クレノウポリメラーゼまたは配列決定グレードのＴ７　ｅ
ｘｏ－ポリメラーゼの大きな断片を含む。
【００３７】
　さらに、一部のＤＮＡポリメラーゼはそれらの前面にあるストランドを分解し、それを
背後の成長する鎖で効果的に置き換える。これは、エキソヌクレアーゼ活性として既知で
ある。商業的にまたは研究室で用いられる一部のＤＮＡポリメラーゼは、エキソヌクレア
ーゼ活性を低下または排除するために、突然変異その他によって修飾されている。さらな
る突然変異または修飾は、しばしば行われて、基質として非天然ヌクレオチドを用いるＤ
ＮＡポリメラーゼの能力を改善する。
【００３８】
　本明細書中で用いるように、用語「反応促進性」とは、複製すべきテンプレート核酸か
ら脱着させたポリメラーゼに先立ってポリメラーゼによって合成される核酸に付加された
、平均の、塩基の数をいう。低反応促進性のポリメラーゼは、平均して、高反応促進性の
ポリメラーゼと比較してより短い核酸鎖を合成する。低反応促進性のポリメラーゼは、平
均して、複製すべきテンプレート核酸から脱着するに先立って長さが約１００塩基未満で
ある核酸を合成するであろう。複製すべきテンプレート核酸からの脱着に先立って低反応
促進性ポリメラーゼによって合成された核酸についてのさらに別の例示的平均長さは、限
定されるものではないが、約８０、５０、２５、１０または５塩基未満を含む。
【００３９】
　本明細書中で用いるように、用語「ニックド」とは、二本鎖核酸に言及するのに用いる
場合、第一のストランド中の隣接配列に連結し、かつ第一ストランド中の隣接配列の双方
にハイブリダイズした相補的第二ストランドを有する骨格の少なくとも１つの共有結合を
欠くことを意味することを意図する。
【００４０】
　本明細書中で用いるように、用語「ニッキング剤」とは、最初の核酸ストランド中の隣
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接配列を結合する共有結合を切断し、それにより、隣接配列が同一相補的ストランドにハ
イブリダイズした生成物を生じる物理的、化学的または生化学的存在を意味することを意
図する。例示的なニッキング剤は、限定されるものではないが、バクテリオファージｆ１
のＮ，ＢｓｔＮＢＩ、ＭｕｔＨまたは遺伝子ＩＩ蛋白質等の特異的配列を認識する一本鎖
ニッキング制限エンドヌクレアーゼ；ＤＮＡｓｅＩ；フリーラジカル等の化学試薬；また
は超音波を含む。
【００４１】
　本明細書中で用いるように、用語「単離された」とは、生物学的物質に言及するのに用
いる場合、その天然環境中の物質と関連した、またはそれと共に生じる分子の少なくとも
一部から除去されたことを意味することを意図する。従って、用語「単離する」とは、生
物学的物質に言及するのに用いる場合、その天然環境から物質を取り出すこと、またはそ
の天然環境中の核酸または物質と関連した、またはそれと共に生じる分子の少なくとも一
部を取り出すことを意味することを意図する。単離することができる例示的物質は、限定
されるものではないが、核酸、蛋白質、染色体、細胞組織等を含む。核酸等の単離された
生物学的物質は他の生物学的物質を実質的に含まないようにすることができる。例えば、
単離された核酸はそれと天然で関連した非ヌクレオチド物質を少なくとも約９０％、９５
％、９９％または１００％含まないようにすることができる。単離された核酸は、例えば
、その配列が、配列がそこから取られた細胞におけるよりも注目する溶液中に存在する全
核酸の有意により高い分率まで増加するように、他の核酸を実質的に含まないようにする
ことができる。例えば、単離された核酸は、そこからそれが取られた細胞におけるレベル
に対してインビトロにて他の核酸よりも２、５、１０、５０、１００または１０００倍以
上高いレベルで存在させることができる。これは、存在する他のＤＮＡまたはＲＮＡの量
の優先的低下によって、または特異的ＤＮＡまたはＲＮＡ配列の量の優先的増加によって
、または２つの組合せによって引き起こすことができる。
【００４２】
　本明細書中で用いるように、用語「複雑性」とは、核酸配列に言及するのに用いる場合
、ゲノムにおけるユニークな配列の全長を意味することを意図する。ゲノムの複雑性は、
ゲノム（すなわち、ハプロイド配列）の単一コピーの長さと同等、またはそれ未満とする
ことができる。ゲノム複雑性の見積もりは、反復した配列の存在に関してもし調整されれ
ば、全長未満とすることができる。そのような見積もりで用いられる反復配列の長さは、
特別な分析に適合するように調整することができる。例えば、複雑性は、ハプロイドゲノ
ム配列におけるユニークな配列単語の数＋配列単語の長さの合計であり得る。配列単語は
、少なくとも１０のヌクレオチドの規定された長さの連続的配列である。反復された配列
の数、かくして、ゲノムにおけるユニークな配列の長さは配列単語の長さに依存するであ
ろう。より具体的には、配列単語の長さは、例えば、１５、２０、２５、３０、５０、１
００以上のヌクレオチドまで増加されるので、複雑性の見積もりは、一般には、ハプロイ
ドゲノムの長さの上限に近づくまで増加するであろう。
【００４３】
　（発明の詳細な説明）
　本発明の１つの目的は、ＤＮＡ試料中の複数の遺伝子座に同時に質問する感度がよくか
つ正確な方法を提供することにある。特に、本発明の方法を用いて、個体のゲノムＤＮＡ
またはｃＤＮＡの試料中での複数の単一ヌクレオチド多型の直接的検出によって個体の遺
伝子型を決定することができる。本発明の利点は、少量のゲノムＤＮＡを個体から得、そ
れを増幅して、上記ゲノム断片の増幅された表示的集団が得られ、これを本発明の方法で
質問することができることである。かくして、上記方法は、バイオプシーまたは保管され
た試料等の比較的小さな組織試料から得られたゲノムＤＮＡを遺伝子型分類するのに特に
有用である。一般に、上記方法は、比較的少数のテンプレートゲノムコピーを増幅するの
に用いられるであろう。特別な実施形態において、ゲノムＤＮＡ試料は、単一細胞から得
、次いで、遺伝子型分類することができる。
【００４４】
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　本発明の方法における遺伝子座の直接的検出法のさらに別の利点は、標的ゲノムＤＮＡ
断片が、一旦それが適切なプローブによって捕獲されれば増幅する必要がないことである
。かくして、上記方法は、捕獲に続く検出のための高級で高価な手段の必要性を低下させ
るまたは軽減するという利点を提供することができる。もし充分なＤＮＡが存在すると、
型決定可能な遺伝子座の検出は、単一塩基伸長（ＳＢＥ）または対立遺伝子特異的プライ
マー伸長（ＡＳＰＥ）等の捕獲された標的の増幅を必要としない技術によって行うことが
できる。直接的検出の他の方法は連結、伸長－連結、インベーダアッセイ、標識された相
補的配列とのハイブリダイゼーション等を含む。そのような直接的検出技術は、例えば、
後記する捕獲されたプローブ－標的複合体に対して直接的に行うことができる。標的増幅
－ベースの検出方法は本発明の方法では要求されないが、上記方法は所望であれば用いる
ことができるインベーダ、ＰＣＲ－ベースの、またはオリゴヌクレオチド連結アッセイ－
ベースの（ＯＬＡ－ベースの）技術等の種々の増幅ベースの検出方法と適合する。
【００４５】
　本発明は、ゲノム中の型決定可能な遺伝子座の検出等の遺伝子評価に先立ってゲノムＤ
ＮＡを増幅するのに用いることができる全ゲノム増幅の方法を提供する。本発明の全ゲノ
ム増幅方法を用いて、与えられた配列のいずれの場合においても質または表示を危うくす
ること無くゲノムＤＮＡの量を増加させることができる。かくして、上記方法を用いて、
配列独立的に比較的少量のゲノムＤＮＡを増幅して、遺伝子型分類できるゲノムＤＮＡの
レベルを提供することができる。驚くべきことに、複雑なゲノムは、低反応促進性ポリメ
ラーゼで増幅して、ゲノムに代表的であり、高い複雑性を有し、典型的な核酸アレイに対
するハイブリダイゼーションについての好都合なサイズを有する断片を含有するゲノム断
片の集団を得ることができる。
【００４６】
　後にさらに詳しく記載するように、ゲノム断片の複雑な表示的集団は、複数のプローブ
、および注目する遺伝子座を有し、具体的には、断片の集団に存在する実質的に多量の他
のゲノム配列の存在にも拘らず検出された比較的小さな割合のこれらの断片と共にインキ
ュベートすることができる。さらに、もしプローブハイブリダイゼーションをゲノム断片
集団を多量かつ高濃度で行う場合でさえ、特異的検出はそのような複雑な表示で起こり得
る。かくして、本発明の利点は、高複雑性ゲノムＤＮＡバックグラウンドの存在下で全ゲ
ノム遺伝子分けを行うことができることである。
【００４７】
　さらに、本明細書中に開示された方法におけるゲノムＤＮＡの増幅はポリメラーゼ鎖反
応を必要としない。具体的には、増幅は、配列が等温条件下で数倍増幅されるように行う
ことができる。かくして、温度上昇の工程を用いて、例えば、ゲノムＤＮＡテンプレート
を最初に変性することができるが、温度サイクリングは用いる必要がない。従って、通常
ハイブリッドを変性するのに用いられる温度の反復した上昇およびハイブリダイゼーショ
ン温度への反復した復帰を用いる必要がない。
【００４８】
　アレイでの型決定可能な遺伝子座の捕獲および分離の後、個々の型決定可能な遺伝子座
は、ＡＳＰＥまたはＳＢＥ等のその後の続く検出アッセイを介してインポシタス（所定の
場所で）スコア取りすることができる。かくして、低反応促進性ポリメラーゼでの全ゲノ
ム増幅によって得られたゲノム断片の集団は、プローブのアレイによって捕獲することが
でき、ゲノムの遺伝子型は、後に記載し、実施例で証明するように、個々に各プローブで
検出された型決定可能な遺伝子座に基づいて決定することができる。インポシタス（ｉｎ
　ｐｏｓｉｔｕｓ）遺伝子型分類の手法は、それが所望であればアッセイの広い多重化を
可能とする点で顕著な利点を有する。
【００４９】
　ｃＤＮＡ試料等の、全ゲノムまたは完全なＤＮＡ試料中での型決定可能な遺伝子座の検
出のための高密度ＤＮＡアレイ技術の使用は、本発明の増幅方法によって容易ならしめる
ことができる。なぜならば、上記方法は型決定可能な遺伝子座、または型決定可能な遺伝
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子座に相補的な配列の多数のコピーを、テンプレート試料におけるその表示に対する相対
的割合のスケールまで生じさせることができるからである。比較的均一な表示を維持する
ことは多くの適用で有利である。なぜならば、もし特異的遺伝子マーカーを含むゲノムの
一部の領域が高い信頼性をもって複製されなければ、それらは平均的増幅に関して調整さ
れたアッセイで検出されないからである。
【００５０】
　本発明は、所望により同時にまたは順次に所望の数の型決定可能な遺伝子を検出するよ
うなスケールとすることができる。上記方法を用いて、同時に、少なくとも１０の型決定
可能な遺伝子座、少なくとも１００、１０００、１×１０４、１×１０５、１×１０６、
１×１０７の型決定可能な遺伝子座　以上を検出することができる。同様に、これらの数
の型決定可能な遺伝子座は、所望であれば順次のフォーマットで測定することができる。
かくして、本発明を用いて、所望であれば、ゲノム－幅スケールにて個体を遺伝子型分類
することができる。
【００５１】
　本発明の全ゲノム増幅方法および本発明の全ゲノム遺伝子型分類方法は、単独で、ある
いは組み合わせて、例えば、単一細胞精子ハプロタイプ分析、高スループット様式での多
数の個体の遺伝子型分類、または新規なハプロタイプの同定を含めた多数の適用で有用で
ある。さらに、本発明は、多くの現行のアレイアッセイで必要なＤＮＡまたはＲＮＡ試料
の量を低下させる。なおさらに、本発明で利用できる改善されたアレイ感度は低下した試
料の要件、改善されたＬＯＤスコアリング能力、およびより広いダイナミックレンジに導
くことができる。
【００５２】
　本発明を用いて、上記でリストしたもの等の特性の診断である新規のマーカーまたはハ
プロタイプを同定することができる。そのような研究は、共有された特性または特性の組
を有する個体の群についての遺伝子型を、病気または応答のない同様な人々のグループに
おけるよりも、特定の病気、または薬物、ワクチン、病原体または環境因子に対する応答
等の共有された特性を持つ人々のグループに対し遺伝子構成要素がより高い頻度で寄与し
ているという例外に基づいて、特性を欠く対照グループと比較することによって行うこと
ができる。従って、本発明の方法を用いて、人々の２つのグループにおいて異なるハプロ
タイプ分布を有する染色体領域、病気または応答を持つそれら、およびそれがないものを
見出すことができる。次いで、各領域をより詳細に調べて、領域中のいずれの遺伝子にお
けるいずれの変異型が病気または応答に寄与し、より効果的な介入に導くかを発見するこ
とができる。これは、いずれの薬物またはワクチンが薬物代謝に影響する遺伝子について
の特定の遺伝子型を持つ個体で効果的であるかを予測するためのテストの開発も可能とす
る。かくして、本発明を用いて、いずれの遺伝子マーカーが個体のゲノムで見出されるか
の同定に基づいて固体の遺伝子型を決定することができる。個体の遺伝子型の知識を用い
て、環境因子に対する応答、感染に対する感受性、特定の薬物またはワクチンの有効性、
または薬物またはワクチンに対する有害または応答に対するリスクに対する種々の特性を
測定することができる。
【００５３】
　本発明は、ここでは、全ゲノムに対する型決定可能な遺伝子座の増幅および／または検
出に関して例示する。当業者であれば、上記方法を、例えば、染色体または染色体のサブ
セット等のゲノムの一部；宿主ならびに１つ以上の寄生体からのゲノムＤＮＡを有するバ
イオプシー試料、または特定の環境からの複数生物を有する生態学的試料；またはｃＤＮ
Ａまたは増幅されたｃＤＮＡの表示さえが複数の異なるゲノムを有する試料を含めた他の
複雑な核酸試料で用いることのできることをここでの教示から理解するであろう。従って
、上記方法を用いて、ゲノムの一部、または混合されたゲノム試料で見出される型決定可
能な遺伝子座を特徴付けることができる。本発明は、与えられたゲノム内に含まれる１つ
または数個の型決定可能な遺伝子座を検出する方法を提供する。上記方法は、（ａ）その
ような型決定可能な遺伝子座を有するゲノム断片の増幅された表示的集団を提供し；（ｂ
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）上記ゲノム断片を、プローブ－断片ハイブリッドが形成される条件下で、型決定可能な
遺伝子座に対応する配列を有する複数の核酸プローブと接触させ；次いで、（ｃ）プロー
ブ－断片ハイブリッドの型決定可能な遺伝子座を検出する工程を含む。特別な実施形態に
おいて、これらの核酸プローブは長さが多くとも１２５ヌクレオチドである。図１は、ゲ
ノムの型決定可能な遺伝子座を検出する例示的方法の一般的概要を示す。図１に示すよう
に、ゲノム断片の集団をゲノムから得、変性し、各々がゲノムの特定の型決定可能な遺伝
子座に相補的な配列を有する核酸プローブのアレイと接触させることができる。プローブ
に表されたタイパフル遺伝子座を有するゲノム断片は、注目する遺伝子座を欠く他の断片
はバルク溶液中に残りつつ、アレイ上の区別される位置においてプローブ－断片ハイブリ
ッドとして捕獲される。プローブ－断片ハイブリッドは、（図１においてはシグナル部分
という）検出部分のプローブへの酵素－介在付加によって検出することができる。図１の
例示的実施形態において、ポリメラーゼはビオチン標識ヌクレオチドをプローブ－断片ハ
イブリッド中のプローブに選択的に付加させる。次いで、例えば、ビオチニル化プローブ
が選択的に結合される条件下で蛍光標識アビジンをアレイに接触させ、次いで、蛍光を発
するアレイ中の位置を検出することによってビオチニル化フローブを検出することができ
る。各位置におけるプローブについての既知の配列に基づき、特定の型決定可能な遺伝子
座の存在を測定することができる。
【００５４】
　本発明の方法を用いて、ゲノムＤＮＡ（ｇＤＮＡ）を増幅し、またはいずれかの生物か
らのゲノムの型決定可能な遺伝子座を検出することができる。上記方法は、典型的には、
真核生物単細胞および多細胞生物で見出されるもの等の大きなゲノムの増幅および分析に
理想的には適合する。本発明の方法で用いることができる例示的真核生物ｇＤＮＡは、限
定されるものではないが、げっ歯類、マウス、ラット、ウサギ、モルモット、有蹄動物、
ウマ、ヒツジ、ブタ、ヤギ、ウシ、ネコ、イヌ、霊長類、ヒトまたはヒト以外の霊長類等
の哺乳動物；Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ、トウモロコシ（Ｚｅａ　ｍａ
ｙｓ）、ソルガム、オート麦（Ｏｒｙｚａ　ｓａｔｉｖａ）、麦、コメ、カノーラ、また
は大豆等の植物；Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ　ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ等の藻類；Ｃａ
ｅｎｏｒｈａｄｄｉｔｉｓ　ｅｌｅｇａｎｓ等の線虫；Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ　ｍｅｌａ
ｎｏｇａｓｔｅｒ、蚊、ハエ、ミツバチまたはクモ等の昆虫；ゼブラフィッシュ（Ｄａｎ
ｉｏ　ｒｅｒｉｏ）等の魚類；は虫類；カエルまたはＸｅｎｏｐｕｓ　ｌａｅｖｉｓ等の
両生類；ｄｉｃｔｙｏｓｔｅｌｉｕｍ　ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ；ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉ
ｓ　ｃａｒｉｎｉｉ、Ｔａｋｉｆｕｇｕ　ｒｕｂｒｉｐｅｓ、酵母、Ｓａｃｃｈａｒａｍ
ｏｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅまたはＳｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｐ
ｏｍｂｅ等の真菌；またはｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ　ｆａｌｃｉｐａｒｕｍからのものを含
む。また、本発明の方法を用いて、細菌、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ、ｓｔａｐ
ｈｙｌｏｃｏｃｃｉまたはｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ等の原核生物；
古細菌；Ｃ型肝炎ウイルスまたはヒト免疫不全ウイルス等のウイルス；またはビロイドか
らのもの等のより小さなゲノムの型決定可能な遺伝子座を検出することもできる。
【００５５】
　本発明で用いるゲノムＤＮＡは１つ以上の染色体を有することができる。例えば、１つ
の染色体を含む原核生物ゲノムＤＮＡを用いることができる。別法として、複数の染色体
を含む真核生物ゲノムＤＮＡを本発明の方法で用いることができる。かくして、上記方法
を用いて、例えば、２以上、４以上、６以上、８以上、１０以上、１５以上、２０以上、
２３以上、２５以上、３０以上、または３５以上の染色体と等しいｎを有するゲノムＤＮ
Ａの型決定可能な遺伝子座を増幅し、または検出することができ、ここに、ｎはハプロイ
ド染色体の数であって、ジプロイド染色体のカウントは２ｎである。また、本発明の方法
で用いるゲノムＤＮＡのサイズは、染色体相補体の塩基対の数またはヌクレオチドの長さ
に従って測定することができる。本発明で有用なゲノムのいくつかについての例示的サイ
ズの見積もりは約３．１Ｇｂｐ（ヒト）、２．７Ｇｂｐ（マウス）、２．８Ｇｂｐ（ラッ
ト）、１．７Ｇｂｐ（ゼブラフィッシュ）、１６５Ｍｂｐ（ミバエ）、１３．５Ｍｂｐ（
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Ｓ．ｅｒｅｖｉｓｉａｅ）、３９０Ｍｂｐ（フグ）、２７８Ｍｂｐ（蚊）または１０３Ｍ
ｂｐ（Ｃ．ｅｌｅｇａｎｓ）である。当業者であれば、例えば、より小さなまたはより大
きなゲノムを含めた上記例示のもの以外のサイズを有するゲノムを本発明の方法で用いる
ことができるのを理解するであろう。
【００５６】
　ゲノムＤＮＡは１つ以上の細胞、体液または組織から単離することができる。公知の方
法を用いて血液、汗、涙、リンパ液、尿、唾液、精液、脳脊髄液、糞またはヒツジ膜液等
の体液を得ることができる。同様に、既知のバイオプシー方法を用いて頬綿棒、マウスウ
ォッシュ、外科的除去バイオプシー吸入等のような細胞または組織を得ることができる。
また、ゲノムＤＮＡは、一次培養、増殖した細胞系、固定された保管試料、法医学試料ま
たは考古学的試料中の１つ以上の細胞または組織から得ることもできる。
【００５７】
　それからｇＤＮＡが本発明の方法で得ることができる例示的細胞型は、限定されるもの
ではないがＢリンパ球、Ｔリンパ球、白血球、赤血球、マクロファージまたは好中球等の
血液細胞；骨格細胞、平滑筋細胞または心筋細胞等の筋肉細胞；精子または卵子等の生殖
細胞；上皮細胞；脂肪細胞、線維芽細胞または骨芽細胞等の結合組織細胞；ニューロン；
星状神経膠細胞；間質細胞；腎臓細胞；膵臓細胞；肝臓細胞；またはケラチノサイトを含
む。それからｇＤＮＡが得られる細胞は、例えば、造血幹細胞または赤血球細胞、Ｂリン
パ球、Ｔリンパ球、ナチュラルキラー細胞、好虫球、塩基球、好酸球、単またはマクロフ
ァージ血小板等の造血幹細胞から生起する細胞を含めた特定の発生レベルであり得る。他
の細胞は骨髄間質細胞（腸間幹細胞）または骨細胞（オステオサイト）、軟骨細胞（コン
ドロサイト）、脂肪細胞（アジプサイト）等のそれから発生する細胞、または腱で見出さ
れるもの等の結合組織細胞の他の種類；神経幹細胞または、例えば、神経細胞（ニューロ
ン）、星状神経膠細胞または稀突起神経膠細胞を含めたそれが生起させる細胞；上皮幹細
胞または吸収細胞；ゴブレ細胞、パネス細胞、腸内分泌細胞等の上皮幹細胞から生起する
細胞；皮膚幹細胞；表皮幹細胞；または小胞幹細胞を含む。一般に、限定されるものでは
ないが、胚性幹細胞、成人幹細胞、多能性幹細胞を含めたいずれのタイプの幹細胞も用い
ることができる。
【００５８】
　それからｇＤＮＡ試料が本発明で用いるのに得られる細胞は正常細胞、または特定の疾
患または症状の１つ以上の徴候を呈する細胞であり得る。かくして、本発明の方法で用い
るｇＤＮＡを癌細胞、新形成細胞、壊死細胞等から得ることができる。当業者であれば、
ＳＡａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，第三版，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　（２００１）またはＡｕｓｕｂｅｎ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ
，Ｊｏｈｎ　Ｗａｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ，Ｍｄ．（１９９８）
に記載されたもの等の当該分野で既知の方法を用いて細胞、流体または組織からｇＤＮＡ
を単離するための方法を知っているか、またはそれを容易に決定することができる。
【００５９】
　本発明の方法は、さらに、特定のタイプの細胞または組織を単離する工程を含むことが
できる。集団中の他の細胞から特定の細胞を単離するために本発明の方法で用いることが
できる例示的方法は、限定されるものではないが、例えば、Ｓｈａｐｉｒｏ，Ｐｒａｃｔ
ｉｃａｌ　Ｆｌｏｗ　Ｃｉｔｅｍｅｔｒｙ，第三版　Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ（１９９５）
に記載された蛍光活性化細胞分類（ＦＡＣＳ）；密度勾配遠心、顕微鏡の援助を借りたミ
クロ操作方法を用いる手動分離を含む。本発明で有用な例示的細胞分離デバイスは、限定
されるものではないが、Ｂｅｃｋｍａｎ　ＪＥ－６遠心浄化システム、Ｂｅｕｋｍａｎ　
Ｃｏｕｌｔｅｒ　ＥＰＩＣＳ　ＡＬＴＲＡコンピュータ　－制御フローサイトメーター　
－セルソーター、Ｃｙｔｏｍａｔｉｏｎ，Ｉｎｃ．からのモジュラーフローサイトメータ
ー、コールターカウンタオーおよびチャネライザーシステム、密度勾配装置、細胞遠心、
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ＢｅｃｋｍａｎＪ－６　遠心機、ＥＰＩＣＳ　Ｖデュアルレーザーセルソーター、または
ＥＰＩＣＳ　ＰＲＯＦＩＬＥフローサイトメーターを含む。細胞の組織または集団を、外
科的技法によって取り出すこともできる。例えば、腫瘍または腫瘍からの細胞を外科的方
法によって組織から取り出すことができ、あるいは逆に、非癌性細胞を腫瘍の近隣から取
り出すことができる。後にさらに詳細に記載するもの等の方法を用い、本発明を用いて、
例えば、同一個体から、または異なる個体から単離した癌性および非癌性細胞を含めた異
なる細胞に関して型決定可能な遺伝子座を比較することができる。
【００６０】
　ＤＮＡを含有する細胞を溶解させることによって、本発明の方法で用いるためにｇＤＮ
Ａを調製することができる。典型的には、実質的に細胞のｇＤＮＡの完全性を保持する条
件下で細胞を溶解させる。特に、アルカリ性ｐＨへの細胞の曝露を用いて、比較的少ない
損傷をｇＤＮＡに引き起こしつつ、本発明の方法で細胞を溶解させることができる。例え
ば、水酸化カリウム、水酸化ナトリウム等を含めた種々の塩基性化合物のいずれかを溶解
で用いることができる。加えて、比較的損傷していないｇＤＮＡは、細胞壁を分解する酵
素によって溶解された細胞から得ることができる。天然でまたは酵素除去により細胞壁を
欠く細胞は浸透圧応力への曝露によって溶解させることもできる。細胞を溶解するのに用
いることができる他の条件は洗剤への曝露、機械的破壊、音波処理加熱、フレンチプレス
デバイスにおけるような圧力差、またはＤｏｕｎｃｅホモゲナイゼーションを含む。例え
ば、ヌクレアーゼ阻害剤、キレート化剤、塩緩衝液等を含めたｇＤＮＡを安定化させる剤
を細胞溶解物または単離されたｇＤＮＡ試料に含ませることができる。細胞を溶解させて
ｇＤＮＡを得るための方法は、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，前掲（２００
１）またはＡｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，前掲（１９９８）に記載されている当該分野
で既知の条件下で行うことができる。
【００６１】
　本発明の特別な実施形態において、ｇＤＮＡを含有する粗製細胞溶解物を、ｇＤＮＡの
さらに別の単離なくして、直接的に増幅または検出することができる。別法として、ｇＤ
ＮＡは、増幅または検出に先立って他の細胞構成要素からさらに単離することができる。
従って、本発明の検出または増幅方法は、精製されたまたは部分的に精製されたｇＤＮＡ
で行うことができる。ゲノムＤＮＡは、例えば、液相抽出、沈殿、固相抽出、クロマトグ
ラフィー等を含めた公知の方法を含めた単離することができる。そ等の方法は、しばしば
ミニプレプといわれ、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，前掲（２００１）また
はＡｅｓｕｂｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，前掲（１９９８）に記載されており、あるいは例えば
、Ｑｉａｇｅｎ（Ｖａｎｅｎｃｉａ，ＣＡ）またはＰｒｏｍｅｇａ（Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗ
Ｉ）を含めた種々の市販元から入手できる。
【００６２】
　ゲノム断片の増幅された表示的集団は、ゲノムＤＮＡ（ｇＤＮＡ）テンプレートを複製
して、各コピーされた配列の相対的割合が元のｇＤＮＡにおけるその割合と実質的に同一
である１つ以上のコピーを生じる条件下で天然ゲノムを増幅することによって供すること
ができる。かくして、本発明の方法は、天然ゲノムを表示的に増幅する工程を含むことが
できる。配列独立的にゲノムＤＮＡを複製する種々の方法のいずれかを本発明で用いるこ
とができる。
【００６３】
　本発明の方法を用いて、少数のゲノムコピーからゲノム断片が上記増幅された断片が増
幅された表示的集団を生じさせることができる。従って、例えば、低い豊富さ、バイオプ
シー拘束または高いコストのため比較的少数の細胞を有する同一組織試料または他の試料
をゲノム－幅スケールで遺伝子型分類または評価することができる。本発明の方法を用い
て、例えば、単一細胞から得られた単一天然ゲノムコピーからの上記ゲノム断片の増幅さ
れた表示的集団を生じさせることができる。本発明の他の例示的実施形態において、天然
ゲノム断片の増幅された表示的集団を、限定されるものではないが、約１，０００コピー
（ヒトゲノムについては、ほぼ３ナノグラムのＤＮＡ）以下、１０，０００コピー以下、



(20) JP 2014-204730 A 2014.10.30

10

20

30

40

50

１×１０５コピー（ヒトゲノムについてはほぼ３００ナノグラムのＤＮＡ）以下、５×１
０５コピー以下、１×１０６コピー以下、１×１０８コピー以下、１×１０１０コピー以
下、または１×１０１２コピー以下を含めた非常に多数の天然ゲノムコピーから生じさせ
ることができる。
【００６４】
　本発明で表示的に増幅されるＤＮＡ試料は上記したもの、またはミトコンドリアＤＮＡ
等の他のＤＮＡテンプレート、またはゲノムＤＮＡの一部のサブセット等のゲノムであり
得る。ゲノムＤＮＡのサブセットの１つの非限定的例は、１つの特別な染色体または特定
の染色体の１つの領域である。一般に、本発明で用いる増幅方法は、テンプレート核酸に
ハイブリダイズドして、ハイブリダイゼーション複合体を形成する少なくとも１つのプラ
イマー核酸、ヌクレオチド三リン酸（ＮＴＰ）、およびＮＴＰをプライマーの３’ヒドロ
キシルと反応させ、それによりテンプレートの少なくとも一部を複製することによってプ
ライマーを修飾するポリメラーゼを用いて行うことができる。例えば、ＰＣＲベースの方
法は、一般には、ＤＮＡテンプレート、２つのプライマー、ｄＮＴＰおよびＤＮＡポリメ
ラーゼを利用する。かくして、本発明の典型的な全ゲノム増幅方法においては、ゲノムＤ
ＮＡ試料は、上記したもの等の増幅構成要素を含む反応混合物と共にインキュベートし、
上記ゲノム断片の増幅された表示的集団が形成される。
【００６５】
　本発明の方法で用いるプライマーは、それが、配列特異性を持つテンプレート核酸にハ
イブリダイズする能力を有し、かつテンプレートの複製に参画することができる限り、種
々の組成物またはサイズのいずれかを有することができる。例えば、プライマーは、天然
構造またはそのアナログを有する核酸であり得る。天然構造を持つ核酸は、一般には、ホ
スホジエステル結合を含有する骨格を有し、例えば、デオキシリボ核酸またはリボ核酸で
あり得る。アナログの構造は、限定されるものではないが、ホスホルアミダイト（例えば
、Ｂｅａｕｃａｇｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　４９（１０）：１９２５
（１９９３）およびその中の文献；Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒ，Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．３５：
３８００（１９７０）；Ｓｐｒｉｎｚｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．
８１：５７９（１９７７）；Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ
　Ｒｅｓ．１４：３４８７（１９８６）；Ｓａｗａｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔ
ｔ．８０５（１９８４，Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏ
ｃ．１１０：４４７０（１９８８）；およびＰａｕｗｅｌｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｅｍｉ
ｃａ　Ｓｃｒｉｐｔａ　２６：１４１　（１９８６）参照）、ホスホロチオエート（例え
ば、Ｍａｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１９：１４３７（１
９９１）；および米国特許第５，６４４，０４８号参照）、ホスホロジチオエート（例え
ば、Ｂｒｉｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａ．Ｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１　１：２３２１（１
９８９）参照）、Ｏ－メチルホスホロアミダイト結合（例えば、Ｅｃｋｓｔｅｉｎ，Ｏｌ
ｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ａｎａｌｏｇｕｅｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ
　Ａｐｐｒｏａｃｈ．Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ参照）、および
ペプチド核酸骨格および結合（例えば、Ｅｇｈｏｌｍ，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１
１４：１８９５（１９９２）；Ｍｅｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅ
ｎｇｌ．３１：１００８（１９９２）；Ｎｉｅｌｓｅｎ，Ｎａｔｕｒｅ，３６５：５６６
（１９９３）；Ｃａｒｌｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３８０：２０７（１９
９６参照）を含めた別の骨格を有することができる。他のアナログ構造は陽性骨格（例え
ば、Ｄｅｎｐｃｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｌａｔｌ．Ａｃａｄ．Ａｃｉ．ＵＳＡ　９
２：６０９７（１９９５）参照）；）非イオン性骨格（例えば、米国特許第５，３８６，
０２３号、第５，６３７，６８４号、第５，６０２，２４０号、第５，２１６，１４１号
および第４，４６９，８６３号；Ｋｉｅｄｒｏｗｓｈｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｇｅｗ．Ｃ
ｈｅｍ．Ｉｎｔｌ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌｉｓｈ３０：４２３（１９９１）；Ｌｅｔｓｉｎｇｅ
ｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１０：４４７０（１９８８）；Ｌｅ
ｔｓｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ　＆　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　１
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３：１５９７（１９９４）；Ｃａｐｔｅｒｓ　２ａｎｄ３，ＡＳＣ　Ｓｉｍｐｏｓｉｕｍ
　Ｓｅｒｉｅｓ　５８０，「Ｃａｒｂｏｈｉｄｒａｔｅ　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ　
ｉｎ　Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ」，Ｙ．Ｓ．Ｓａｎｇｈｕｉ　ａｎｄ　Ｐ
．Ｄａｎ　Ｃｏｏｋ編；Ｍｅｓｍａｅｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ　＆
　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍ．Ｌｅｆｔ．４：３９５（１９９４）；Ｊｅｆｆｓ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ＮＭＲ３４：１７（１９９４）；　Ｔｅｔ
ｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ．３７：７４３（１９９６）参照）および、例えば、米国特
許第５，２３５，０３３号および第５，０３４，５０６号、およびＣａｐｔｅｒｓ　６　
ａｎｄ　７，ＡＳＣ　Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ　Ｓｅｒｉｅｓ　５８０，「Ｃａｒｂｏｈｙｄ
ｒａｔｅ　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ
」，Ｙ．Ｓ．Ｓａｎｇｈｕｉ　ａｎｄ　Ｐ．Ｄａｎ　Ｃｏｏｋ編に記載されたものを含め
た非リボース骨格を持つものを含む。１つ以上の炭素環　糖を含有するアナログ構造も上
記方法で有用であり、例えば、Ｊｅｎｋｉｎｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．Ｒｅ
ｖ．（１９９５）ｐｐ１６９－１７６に記載されている。本発明で有用な一部の他のアナ
ログ構造はＲａｗｌｓ，Ｃ　＆　Ｅ　Ｎｅｗｓ　Ｊｕｎ．２，１９９７　ｐａｇｅ　３５
に記載されている。
【００６６】
　本発明で有用なアナログ構造を持つ核酸のさらに別の例はペプチド核酸（ＰＮＡ）であ
る。ＰＮＡの骨格は、天然に生じる核酸の高度に荷電されたホスホジエステル骨格とは対
照的に、中性条件下で実質的に非イオン性である。これは、２つの非限定的利点を供する
。まず、ＰＮＡ骨格は改善されたハイブリダイゼーションキネティックスを呈する。第二
に、ＰＮＡは、ミスマッチ　ｖｓ　パーフェクトマッチした塩基対のための融解温度（Ｔ
ｍ）のより大きな変化を有する。ＤＮＡおよびＲＮＡは、典型的には、内部ミスマッチに
関してＴｍの２～４℃で降下を呈する。非イオン性ＰＮＡ骨格では、上記降下は７～９℃
により近い。これは、良好な配列区別を提供することができる。同様に、それらの非イオ
ン性性質のための、これらの骨格に付着した塩基のハイブリダイゼーションは塩濃度に対
して比較的非感受性である。
【００６７】
　本発明で有用な核酸は骨格に非天然の糖部分を含むことができる。例示的な糖は、限定
されるものではないが、ハロゲン、アルキル、置換されたアルキル、アルカリール、アラ
ルキル、Ｏ－アルカリールまたはＯ－アラルキル、ＳＨ、ＳＣＨ３、ＯＣＮ、Ｃｌ、Ｂｒ
、ＣＮ、ＣＦ３、ＯＣＦ３、ＳＯＣＨ３、ＳＯ２ＣＨ３、ＯＮＯ２、ＮＯ２、Ｎ３、ＮＨ
２、ヘテロシクロアルキル、ヘテロシクロアルカリール、アミノアルキルアミノ、ポリア
ルキルアミノ、置換されたシリル等の付加などの２’修飾を含む。同様な修飾を糖上の他
の位置、特に、３’末端ヌクレオチドの糖の３’位置、または２’－５’連結オリゴヌク
レオチドおよび５’末端ヌクレオチドの５’位置で行うこともできる。
【００６８】
　本発明で用いる核酸は天然または非天然塩基を含むこともできる。この点について、天
然デオキシリボ核酸はアデニン、チミン、シトシンまたはグアニンよりなる群から選択さ
れる１つ以上の塩基を有することができ、リボ核酸はウラシル、アデニン、シトシンまた
はグアニンよりなる群から選択される１つ以上の塩基を有することができる。天然骨格ま
たはアナログ骨格を有するかを問わず、核酸に含めることができる例示的非天然塩基は、
限定されるものではないが、イノシン、キサンチン、ヒポキサンチン、イソシトシン、イ
ソグアニン、５－メチルシトシン、５－ヒドロキシメチルシトシン、２－アミノアデニン
、６－メチルアデニン、６－メチルグアニン、２－プロピルグアニン、２－プロピルアデ
ニン、２－チオウラシル、２－チオチミン、２－チオシトシン、１５－ハロウラシル、１
５－ハロシトシン、５－プロピニルウラシル、５－プロピニルシトシン６―アゾウラシル
、６－アゾシトシン、６－アゾチミン、５－ウラシル、４－チオウラシル、８－ハロアデ
ニンまたはグアニン、８－アミノアデニンまたはグアニン、８－チオールアデニンまたは
グアニン、８－チオアルキルアデニンまたはグアニン、８－ヒドロキシアデニンまたはグ
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アニン、５－ハロ置換ウラシルまたはシトシン、７－メチルグアニン、７－メチルアデニ
ン、８－アザグアニン、８－アザアデニン、７－デアザグアニン、７－デアザアデニン、
３－デアザグアニン、３－デアザアデニン等を含む。特別な実施形態は核酸においてイソ
シトシンおよびイソグアニンを利用して、一般的には、米国特許第５，６８１，７０２号
に記載されたように非特異的ハイブリダイゼーションを低下させることができる。
【００６９】
　本発明の核酸で用いる非天然塩基は不偏的な塩基対合活性を有することができ、ここに
、それはいずれかの他の天然に生じる塩基とで塩基対合することができる。普遍的な塩基
対合活性を有する例示的塩基は３－ニトロピロールおよび５－ニトロインドールを含む。
用いることができる他の塩基は、その塩基がシトシン、アデニンまたはウラシルと対合す
るイノシン等の天然に生じる塩基のサブセットにて塩基対合活性を有するものを含む。
【００７０】
　修飾されたまたはアナログ構造を有する核酸は本発明で用いて、例えば、標識の付加を
容易としまたは増幅条件または本発明に従って用いられる他の条件下で分子の安定性また
は半減期を増加させることができる。当業者に理解されるように、例えば、天然またはア
ナログ構造を持つ分子を含めた混合物として、上記核酸の１つ以上を本発明で用いること
ができる。加えて、本発明で用いられる核酸プライマーは、以下に記載するもの等の本発
明で用いる特定の増幅技術に関して望まれる構造を有することができる。
【００７１】
　特別な実施形態において、本発明で有用な核酸は検出部分を含むことができる。検出部
分を用いて、例えば、後に記載するもの等の方法を用い、上記ゲノム断片の増幅された表
示的集団の１つ以上のメンバーを検出することができる。検出部分は、例えば、一次標識
との直接的または間接的相互作用を介して、間接的に検出することができる直接的に検出
可能なまたは二次的標識である一次標識であり得る。例示的一次標識は、限定されるもの
ではないが、天然に生じる少量の放射性または安定同位元素等の同位体標識；クロモフォ
ア；ルミノフォア；フルオロフォア；比色剤；磁気物質；金属等の電子－豊富材料；Ｒｕ
（ｂｐｙ）３

２＋等のエレクトロケミルミネセント標識；または核磁気、常磁性、電気、
質量に対する電荷、または熱的特徴に基づいて検出することができる部分を含む。本発明
で有用なフルオロフォアは、例えば、ユーロビウムおよびテルビウムのそれを含めた蛍光
ランタノイド錯体、フルオレセイン、ローダミン、テトラメチルローダミン、エオシン、
エリスロシン、クマリン、メチル－クマリン、ピレン、マラカイトグリーン、Ｃｙ３、Ｃ
ｙ５、スチルレン、ルシフェールイエロー、カスケードブルーＴＭ、テキサスレッド、ア
レクサ色素、フィコエリスリン、ボジピ、およびＨａｕｇｌａｎｄ，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｐｒｏｂｓ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ，（Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ）第六版；Ｓｙｎｔｈｅｇｅｎ
カタログ（Ｈｏｕｓｔｏｎ，ＴＸ．），Ｌａｋｏｗｉｃｚ，Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ
　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓｅ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，第二版，Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒ
ｅｓｓ　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９９９）、またはＷＯ　９８／５９０６６に記載されたも
の等の当該分野で既知の他のものを含む。標識はホースラディッシュペルオキシダーゼま
たはアルカリ性ホスファターゼ、あるいは磁気粒子または光学的にコードされたナノ粒子
等の酵素を含むこともできる。
【００７２】
　例示的二次標識は結合部分である。結合部分を核酸に付着させて、受容体に対する特異
的親和性を介する核酸の検出または単離を行うことができる。２つの結合パートナーの間
の特異的親和性は、系における他の構成要素または汚染物に対するパートナーの結合と比
較したさらに別のパートナーに対する１つのパートナーの優先的結合を意味する。特異的
に結合した結合パートナーは、典型的には、非特異的結合を除去するための洗浄工程を含
めた、本明細書中に記載した検出または分離条件下で結合したままである。用いる特定の
結合条件に依存して、対の解離定数は、例えば、約１０－４、１０－５、１０－６、１０
－７、１０－８、１０－９、１０－１０、１０－１、または１０－１２Ｍ－１未満であり
得る。
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【００７３】
　本発明で用いることができる結合部分および受容体の例示的対は、限定されるものでは
ないが、抗原および免疫グロブリンまたはＦＡｂ等のその活性断片；免疫グロブリンおよ
び免疫グロブリン（または各々、活性断片）；アビジンおよびビオチン、またはイミノ－
ビオチン等のアビジンに対する特異性を有するそのアナログ；ストレプトアビジンおよび
ビオチン、またはイミノ－ビオチン等のストレプトアビジンに対する特異性を有するその
アナログ；炭水化物およびレクチン；および他の公知の蛋白質およびそれらのリガンドを
含む。上記した対におけるいずれかのパートナーは核酸に結合させ、各パートナーへの結
合に基づいて検出または単離することができるのが理解されよう。さらに、核酸に結合さ
せることができる一部の部分は本発明の方法で一次および二次双方の標識として機能する
ことができるのが理解されよう。例えば、ストレプトアビジン－フィコエリスリンはフィ
コエリスリン部分からの蛍光による一次標識として検出することができるか、あるいはそ
れは、シグナル増幅方法に関して後にさらに詳細に記載するように、抗ストレプトアビジ
ン抗体に対するその親和性により二次標識として検出することができる。
【００７４】
　特別な実施形態において、二次標識は化学的に修飾することができる部分であり得る。
この実施形態において、反応性官能基を有する標識は核酸に取り込むことができる。官能
基は、引き続いて、一次標識と共有結合反応させることができる。適切な官能基は、限定
されるものではないが、アミノ基、カルボキシ基、マレイミド基、オキソ基およびチオー
ル基を含む。結合部分は、ｇＤＮＡの増幅で用いられるプライマーに付着させる場合に特
に有用であり得る。そのようなプライマーで生じたゲノム断片が上記増幅された表示的な
集団を上記結合部分を介してアレイに付着させることができる。さらに、結合部分が、増
幅された断片を増幅反応の他の構成要素から分離し、上記ゲノム断片の増幅された表示的
集団を濃縮し、あるいはアレイ上の捕獲プローブに結合した場合、ゲノム断片の増幅され
た表示的集団の１つ以上のメンバーを検出するのに有用であり得る。付着した結合部分を
有する核酸分子のための例示的分離および検出方法を以下にさらに詳しく記載する。
【００７５】
　結合部分、検出部分またはいずれかの他の有用な部分を、当該分野で既知の方法を用い
、増幅されたゲノム断片等の核酸に付着させることができる。例えば、核酸を増幅するの
に用いられるプライマーは核酸またはそのアナログにおける塩基、リボース、リン酸、ま
たは類似の構造に付着した部分を含むことができる。特別な実施形態において、例えば、
増幅または検出工程の間に、成長するヌクレオチドストランドに付加される修飾されたヌ
クレオチドを用いて部分を一体化させることができる。ヌクレオチドは、例えば、塩基ま
たはリボース、または核酸アナログにおける類似の構造において修飾することができる。
かくして、本発明の方法は、上記した１つ以上の修飾を有する上記ゲノム断片の増幅され
た表示的集団を生じさせるためにゲノム断片を標識する工程を含むことができる。本発明
の方法でｇＤＮＡを増幅するのに用いることができる核酸プライマーは、充分な安定性お
よび特異性でもってテンプレートｇＤＮＡを結合させて、ポリメラーゼ複製活性の起点と
することができるいずれかの長さである相補的配列を含むことができる。相補的配列は増
幅で用いるプライマーの全てまたは一部を含むことができる。本発明の方法において増幅
で用いられるプライマーの相補的配列の長さは、一般には、ｇＤＮＡテンプレート上の起
点部位の間の距離に逆比例する。かくして、増幅は、例えば、長さが多くとも５、６、７
、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５
、３０、３５、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、２００、３００、４００
、５００ヌクレオチドを含む比較的短い相補的配列を有するプライマーで行うことができ
る。
【００７６】
　当業者であれば、ハイブリダイゼーションの特異性は、一般には、核酸プライマーの長
さが増大するにつれ増大することを理解するであろう。かくして、より長い核酸プライマ
ーを用いて、例えば、所望であれば、複製の特異性または再現性を増加させることができ
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る。従って、本発明の方法で用いる核酸は少なくとも５、６、７、８、９、１０、１１、
１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５、３０、３５、４０、５
０、６０、７０、８０、９０、１００、２００、３００、４００、５００以上のヌクレオ
チド長であり得る。当業者であれば、本発明で用いる核酸プローブは上記した例示的長さ
のいずれを用いることもできることを理解するであろう。
【００７７】
　本発明で用いることができる全ゲノム増幅に対する２つの一般的アプローチは、ユニバ
ーサルＰＣＲによって増幅可能なゲノム表示のランダム起点増幅または創製の一部の形態
の使用を含む。ランダム起点増幅についての例示的技術は、限定されるものではないが、
ＰＥＰ－ＰＣＥまたはＤＯＰ－ＰＣＲ等のＰＣＲに基づくもの、またはランダム－プライ
マーの増幅等のストランド－置き換え増幅に基づくものを含む。ユニバーサルＰＣＲによ
って増幅可能なゲノム表示を創製する例示的方法は、例えば、Ｌｕｃｉｔｏ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ‘ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９５：４４８７－４４９２（１
９９８）に記載されている。ゲノム表示の１つの実行は、ｇＤＮＡの制限消化を介して短
いゲノムインサート（例えば、３０～２０００塩基）を作り出し、アダプター連結によっ
てユニバーサルＰＣＲテイルを加えることである。典型的には、ｇＤＮＡの増幅または検
出は、ｇＤＮＡテンプレートの異なる部分にハイブリダイズする核酸の集団で行われる。
本発明で用いる核酸の集団は、配列のランダムまたはセミ－ランダム相補体を有するメン
バーを含むことができる。かくして、核酸の集団は固定された配列長さを持つメンバーを
有することができ、そこでは、配列に沿った１つ以上の位置が集団内でランダム化されて
いる。その例として、１２量体プライマーの集団は、４つの天然ＤＮＡヌクレオチドのう
ちのいずれかが組み込まれ、それにより、４つの異なるプライマーメンバーを有する集団
が生じる１つの特別な位置、例えば、位置５を除いて同一である配列を有することができ
る。特別な実施形態において、配列に沿った複数位置は組合せによりランダム化すること
ができる。例えば、核酸プライマーはランダム化された２、５、１０、１５、２０、２５
、３０、３５、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００以上の位置を有することが
できる。例えば、４つの可能な天然ＤＮＡヌクレオチドにて各位置がランダム化された１
２量体プライマーは４１２＝１．７×１０７メンバーまでを含むであろう。
【００７８】
　特別な実施形態において、本発明で用いる核酸の集団は、合理的アルゴリズムまたはプ
ロセスに基づいて設計された配列を持つメンバーを含むことができる。同様に、核酸の集
団は、各々が、合理的アルゴリズムまたはプロセスに基づいて設計されたそれらの配列の
少なくても一部を有するメンバーを含むことができる。合理的設計アルゴリズムまたはプ
ロセスを用いて、区別される配列を有する核酸生成物の合成を指令し、または優先的に特
定の配列を含むよう偏った核酸混合物の合成を指令することができる。
【００７９】
　合理的設計方法を用い、集団における核酸についての配列を、例えば増幅すべき、また
は検出すべきｇＤＮＡ中の既知の配列に基づいて選択することができる。上記配列は、集
団が、所望の範囲を持つｇＤＮＡにハイブリダイズする配列を優先的に含むように選択す
ることができる。例えば、プライマーの集団は、コーディング領域または非コーディング
領域のような特定の染色体またはｇＤＮＡの一部にハイブリダイズするメンバーを優先的
に含むよう設計することができる。また、核酸の集団の他の特性を選択して、相互から所
望の平均の最小または最大長さにおけるｇＤＮＡ配列に沿った位置で優先的なハイブリダ
イゼーションを達成するように選択することもできる。例えば、プライマーの長さは、ｇ
ＤＮＡ配列に沿って相互から少なくとも約６４、２５６、１０００、４０００、１６００
０以上の塩基ごとにおいてハイブリダイズし、起点となるよう選択することができる。
【００８０】
　また、本発明で有用な核酸は、例えば、Ａｌｕリピートを含めた既知のリピートまたは
反復的エレメント等の、増幅または検出すべきｇＤＮＡ中の特定の配列にハイブリダイズ
する配列を優先的に省略または低下させるよう設計することもできる。従って、任意の－
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プライマー増幅で用いられるもの等の単一プローブまたはプライマーは、特定の配列を含
み、またはそれを排除するよう設計することができる。同様に、ランダムプライマー増幅
で用いるプライマーの集団等の、プローブまたはプライマーの集団は、Ａｌｕリピート等
の特定の配列を優先的に排除し、または含むように合成することができる。また、ランダ
ムプライマーの集団は、ＡおよびＴヌクレオチドと比較して、より高い含有量のＧおよび
／またはＣヌクレオチドを優先的に含むように合成することもできる。得られたランダム
プライマー集団はＧＣが豊富であって、従って、非コーディングｇＤＮＡ領域よりも高い
ＧＣ含有量を典型的には有するヒトゲノムの遺伝子コーディング領域等のゲノムの高ＧＣ
領域にハイブリダイズするより高い確率を有する。逆に、ＡＴが豊富なプライマーは、ヒ
トゲノムの非コーディング領域等のＡＴが豊富な領域を優先的に増幅し、またはそれにア
ニールするように合成することができる。核酸の設計に影響されるために用いることがで
きる他のパラメーターは、そこでプライマーダイマーの形成の傾向があるまたは、ヘアピ
ン形成、または所望の最大、最小または平均Ｔｍを有する配列の優先的選択の傾向がある
、例えば、プライマー自身を相補的にする配列の優先的除去を含む。プローブを設計する
ために本発明で用いることができる例示的方法およびアルゴリズムは、ＵＳ　２００３／
００９６９８６Ａ１に記載されているものを含む。
【００８１】
　ランダムプライマーの集団中のプライマーは、ユニバーサルテイルのような同一配列の
領域を有することができる。ユニバーサルテイルは、その後の増幅工程のためのユニバー
サルプライミング部位、または増幅された配列を単離し、または検出するのに有用な特定
の結合剤にアニールする部位を含むことができる。ユニバーサルテイルを持つランダムプ
ライマーの集団を作成し、それを用いる方法は、例えば、Ｓｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ．Ｒｅｓ．２５：７８１－７８６（１９９７）またはＧｒｏｔｈｕｅ
ｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２１：１３２１－２（１９９３）に
記載されている。
【００８２】
　当業者であれば、プローブ等の本発明で用いる種々の核酸のいずれも１つ以上の特性を
有することができるか、あるいはプライマーとの関係で供された例を含めて上記したよう
に、それを作り出すことができる。
【００８３】
　ゲノムを増幅するための本発明の方法は、ゲノムＤＮＡを表示的に増幅するための条件
下で、ｇＤＮＡをポリメラーゼと接触させる工程を含むことができる。本発明の方法にお
ける増幅で用いられるポリメラーゼのタイプおよび条件は、所望の長さを有するゲノム断
片を得るように選択することができる。特別な実施形態において、例えば、低反応促進性
のポリメラーゼでｇＤＮＡを増幅されることによって、あるいはエンドヌクレアーゼまた
は化学剤等の核酸切断剤でｇＤＮＡテンプレートまたはその増幅生成物を断片化すること
によって、比較的小さな断片を本発明の方法で得ることができる。例えば、本発明の方法
を用いて、限定されるものではないが、長さが多くとも約１０ｋｂ、５ｋｂ、４ｋｂ，３
ｋｂ、２ｋｂ、１ｋｂ、０．８ｋｂ、０．６ｋｂ、０．５ｋｂ、０．４ｋｂ、０．２ｋｂ
、または０．１ｋｂである上記ゲノム断片の増幅された表示的集団を得ることができる。
【００８４】
　別の実施形態において、本発明の方法を用いて、ｇＤＮＡを増幅し、比較的大きなゲノ
ムＤＮＡ断片を形成することができる。そのような実施形態によると、本発明の方法を用
いて、長さが少なくとも約１０ｋｂ、１５ｋｂ、２０ｋｂ、２５ｋｂ、３０ｋｂ以上であ
る上記ゲノム断片の増幅された表示的集団を得ることができる。
【００８５】
　比較的に小さなサイズを有するゲノム断片を含めた増幅された表示的集団は、例えば、
低反応促進性のポリメラーゼでｇＤＮＡを増幅することによって得ることができる。本発
明の方法で用いる低反応促進性ポリメラーゼは、重合事象当たり１００塩基未満を合成す
ることができる。所望であれば、増幅の条件下にて、重合事象当たり５０、４０、３０、
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２０、１０または５未満の塩基を合成するポリメラーゼを用いることによって、より短い
断片を得ることができる。増幅のために低反応促進性ポリメラーゼを用いる非限定的利点
は、比較的小さな断片が得られ、それにより、核酸アレイへの効果的なハイブリダイゼー
ションが可能となることである。低反応促進性ポリメラーゼは、断片化されたゲノム試料
を増幅するのに特に有用であり得る。後に記載するように、個々の分析の特に有用な方法
は、例えば、プローブのアレイ中の区別される位置における断片の捕獲を含むことができ
る。
【００８６】
　特別な実施形態において、変性されたまたは一本鎖のゲノムＤＮＡテンプレートは、本
発明の方法において低反応促進性ポリメラーゼを用いて増幅することができる。ｇＤＮＡ
テンプレートは、例えば、熱、ヘリカーゼ等の酵素、塩または洗剤等の化学剤、ｐＨなど
によって変性することができる。低反応促進性が可能であって、本発明でｇＤＮＡを増幅
するのに有用な例示的ポリメラーゼは、限定されるものではないがＴａｑポリメラーゼＴ
４ポリメラーゼ、（ベーターサブユニットを欠く）「モノマー」Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｐｏｌ　
ＩＩＩ．またはＥ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡ　Ｐｏｌ　Ｉまたはクレノウポリメラーゼとして既
知のその５‘ヌクレアーゼ結合断片を含む。
【００８７】
　本発明は、さらに、ｇＤＮＡテンプレートが変性されない条件下で増幅が起こる実施形
態を提供する。例示的な条件は、単離されたゲノムＤＮＡが実質的に二本鎖でとどまる温
度である。ＤＮＡの高温変性が必要とされない条件は、典型的には、等温条件という。ゲ
ノムＤＮＡは、ストランド置き換え活性を有するポリメラーゼを用いて本発明における等
温条件下で増幅することができる。特別な実施形態において、低反応促進性およびストラ
ンド置き換え活性双方を有するポリメラーゼを用いて、上記ゲノム断片の増幅された表示
的集団を得ることができる。低反応促進性およびストランド置き換えが可能な例示的ポリ
メラーゼは、限定されるものではないが、Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｐｏｌ　Ｉ、ｅｘｏ－クリノウ
ポリメラーゼまたは配列決定グレードのＴ７　ｅｘｏ－ポリメラーゼを含む。
【００８８】
　一般に、例えば、反応促進性およびストランド置き換え活性を含めたポリメラーゼ活性
は、ｐＨ，温度イオン強度、および緩衝液の組成のような因子によって影響され得る。当
業者であれば、例えば、Ｅｕｎ，Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　Ｐｒｉｍｅｒ　ｆｏｒ　Ｒｅｃ
ｏｍｂｉｎａｎｔ　ＤＮＡ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓ
ａｎ　Ｄｉｅｇｏ（１９９６）に記載されたポリメラーゼの活性に関して何が既知である
かを考慮して、いずれのタイプのポリメラーゼおよび条件を用いて所望の長さを有する断
片を得ることができるかを知っており、あるいはゲル電気泳動または質量分析等の公知の
アッセイを用いる全体的テストによって適切なポリメラーゼおよび条件を決定して、増幅
された断片の長さを測定することができる。
【００８９】
　Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｐｏｌ　Ｉまたはそのクレノウ断片を、例えば、約５℃および３７℃の
間の温度でインキュベートした低塩（Ｉ＝０．０８５）反応おいて、小さなゲノムＤＮＡ
断片を生じさせるためのゲノムの等温増幅で用いることができる。クレノウ断片でｇＤＮ
Ａを増幅するのに用いることができる例示的な緩衝液およびｐＨ条件は、例えば、３７℃
にて１６時間インキュベートした５０ｍＭトリスＨＣｌ（ｐＨ７．５）、５ｍＭ　ＭｇＣ
ｌ２、５０ｍＭ　ＮａＣｌ、５０μｇ／ｍｌウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、０．２ｍＭ
の各ｄＮＴＰ、２μｇ（マイクログラム）ランダムプライマー（ｎ＝６），１０ｎｇ　ｇ
ＤＮＡテンプレートおよび５ユニットのクレノウｅｘｏ－を含む。１つ以上の反応成分を
省略し、または置換する場合同様な反応条件を実行することができる。例えば、緩衝液を
５０ｍＭリン酸塩（ｐＨ７．４）で置き換えることができるか、あるいは約７．０～７．
８の範囲の他のｐＨ値を用いることができる。増幅すべきｇＤＮＡテンプレートは、限定
されるものではないが、本明細書中において先に記載したものを含めた種々の量のいずれ
かで供することができる。別の実施形態において、増幅の条件は、例えば、１０ｎｇのゲ
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ノムＤＮＡテンプレート、２ｍＭのｄＮＴＰ、１０ｍＭのＭｇＣｌ２、０．５Ｕ／μｌ（
マイクロリットル）のポリメラーゼ、５０ｕＭ（マイクロモラー）のランダムプライマー
（ｎ＝６），および３７℃における１６時間の等温のインキュベーションを含む。
【００９０】
　特別な実施形態において、増幅反応は、例えば、最初のアニーリング工程、続く伸長工
程を含めた二つの工程で行うことができる。例えば、９５℃での短時間のインキュベーシ
ョンによって３０μｌの１０ｍＭトリス－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）中で、１０ｎｇのｇＤＮ
Ａを１００ｕＭのランダムプライマー（ｎ＝６）でアニールすることができる。反応を室
温まで冷却し、等用量の２０ｍＭのトリス－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、２０ｍＭのＭｇＣｌ

２、１５ｍＭのジチオスレイトール、４ｍＭのｄＮＴＰおよび１Ｕ／μｌのクレノウｅｘ
ｏ－を添加し、３７℃にて１６時間インキュベートすることによってアニーリング工程を
行うことができる。クレノウ－ベースの増幅を例示したが当業者であれば後に記載するも
の等の他のポリメラーゼで行う増幅反応のために、別のアニーリングおよび伸長工程を用
いることができるのを理解するであろう。
【００９１】
　特別な実施形態において、異なる長さ（ｎ）のランダムアニーリング領域を有するプラ
イマーをクレノウ－ベースの増幅方法で置き換えることができる。例えば、上記例示の条
件におけるｎ＝６ランダムプライマーを、限定されるものではないがｎ＝７，８，９，１
０，１１つまたは１２ヌクレオチドを含めた他のランダム配列長さを有するプライマーで
置き換えることができる。再度、クレノウ－ベースの増幅に関して例示したが、当業者で
あれば、後に記載するもの等の他のポリメラーゼで行う増幅反応のために異なるランダム
配列長さ（ｎ）を有するランダムプライマーを用いることができるのを理解するであろう
。
【００９２】
　Ｔ４　ＤＮＡポリメラーゼは、例えば、５０ｍＭのＨＥＰＥＳ　ｐＨ７．５、５０ｍＭ
のトリス‐ＨＣｌ　ｐＨ８．６、または５０ｍＭのグリシネートｐＨ９．７中での一本鎖
または変性ｇＤＮＡの増幅で用いることができる。また、典型的な反応混合物は、３７℃
にて少なくとも一時間インキュベートする５０ｍＭのＫＣｌ、５ｍＭのＭｇＣｌ２、５ｍ
Ｍのジチオスレイトール（ＤＴＴ）、４０μｇ／ｍｌのｇＤＮＡ、０．２ｍＭの各ｄＮＴ
Ｐ、５０μｇ／ｍｌのＢＳＡ、１００ｕＭのランダムプライマー（ｎ＝６）および１０ユ
ニットのＴ４ポリメラーゼを含むことができる。温度をサイクルさせて、複数ラウンドの
増幅用の複製ストランドを置き換えることができる。
【００９３】
　Ｔ７ポリメラーゼは、典型的には、高度に反応促進性であり、テンプレートＤＮＡから
の解離前の数千のヌクレオチドの重合を可能とする。Ｔ７ポリメラーゼは高度に反応促進
性である典型的な反応条件が４０ｍＭのトリス－ＨＣｌ　ｐＨ７．５，１５ｍＭのＭｇＣ
ｌ２、２５ｍＭのＮａＣｌ、５ｍＭのＤＴＴ、０．２５ｍＭの各ｄＮＴＰ、５０μｇ／ｍ
ｌの一本鎖ｇＤＮＡ、１００ｕＭのランダムプライマー（ｎ＝６）および０．５～１ユニ
ットのＴ７ポリメラーゼである。しかしながら、３７℃未満の温度では、Ｔ７ポリメラー
ゼの反応促進性は大いに低下する。Ｔ７ポリメラーゼの反応促進性は、高いイオン強度、
例えば、１００ｍＭのＮａＣｌを超えてはやはり低下し得る。形態ＩＩのＴ７ポリメラー
ゼは、典型的には、二本鎖ＤＮＡを増幅することができる。しかしながら、形態ＩのＴ７
ポリメラーゼおよび修飾されたＴ７ポリメラーゼ（２８アミノ酸領域Ｌｙｓ１１８～Ａｒ
ｇ１４５を欠くＳＥＱＵＥＮＡＳＥＴＭバージョン２．０）はストランド置き換え複製を
触媒することができる。従って、小さなゲノム断片は、上記したもののような修飾された
Ｔ７ポリメラーゼまたは修飾された条件を用いる本発明の方法で増幅することができる。
特別な実施形態において、増大したストランド置き換えのために、Ｅ．ｃｏｌｉ一本鎖結
合蛋白質（ＳＳＢ）の存在下でＳＥＱＵＥＮＡＳＥＴＭを用いることができる。また、Ｓ
ＳＢを用いて、所望であれば、ＳＥＱＵＥＮＡＳＥＴＭの反応促進性を増加させることも
できる。
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【００９４】
　Ｔａｑポリメラーゼは、１０倍モル過剰のテンプレートおよびランダムプライマー（ｎ
＝６）と反応させる場合、７０℃程度の温度で高度に反応促進性である。これらの条件下
で行う増幅反応は、さらに、約２０ｍＭのトリス‐ＨＣｌ、約７のｐＨ、約１～２ｍＭの
ＭｇＣｌ２、および０．２ｍＭの各ｄＮＴＰ等の緩衝液を含むことができる。加えて、グ
リセロール、ゼラチン、ＢＳＡまたは非イオン性洗剤等の安定化剤を加えることができる
。Ｔａｑポリメラーゼは７０℃未満の温度にて低い反応促進性を有する。したがって、ｇ
ＤＮＡの小さな断片は、本発明の方法において、あるいはＴａｑが低い反応促進性を有す
るさらに別の条件において、低温でＴａｑポリメラーゼを用いて得ることができる。さら
に別の実施形態において、ＴａｑポリメラーゼのＮ－末端２８９アミノ酸残基を欠き、７
５℃にて低い反応促進性を有するＳｔｏｆｆｅｌ断片を用いて、本発明の方法において、
比較的小さなｇＤＮＡ断片を生じさせることができる。Ｔａｑを用いて、本発明の方法に
おいて、一本鎖または変性ＤＮＡテンプレートを増幅することができる。温度をサイクル
させて、複数ラウンドの増幅のために、複製ストランドを置き換えることができる。
【００９５】
　当業者であれば、上記した種々のポリメラーゼでの増幅のための条件は例示であること
を理解するであろう。かくして、実質的に活性を変化させない些細な変化を行うことがで
きる。さらに、条件を実質的に変化させて、所望の増幅活性を達成し、または本発明の特
別な適用に適合させることができる。
【００９６】
　本発明は、上記したポリメラーゼの変異型がポリメラーゼ活性を保持する限り、それら
で行うこともできる。例示的な変異型は、限定されるものではないが、減少したエキソヌ
クレアーゼ活性、増加した忠実度、増大した安定性、またはヌクレオシドアナログに対す
る増大した親和性を有するものを含む。例示的変異型ならびに本発明の方法でいうような
他のポリメラーゼは、限定されるものではないがバクテリオファージｐｈｉ２９　ＤＮＡ
ポリメラーゼ（米国特許第５，１９８，５４３号および第５，００１，０５０号）、ｅｘ
ｏ（－）Ｂｃａ　ＤＮＡポリメラーゼ（Ｗａｌｋｅｒ　ａｎｄ　Ｌｉｎｎ，Ｃｌｉｎｉｃ
ａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　４２：１６０４－１６０８（１９９６））、ファージＭ２　
ＤＮＡポリメラーゼ（Ｍａｔｓｕｍｏｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅ　８４：２４７（１
９８９））、ファージｐｈｉＰＲＤ１　ＤＮＡポリメラーゼ（Ｊｕｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８４：８２８７（１９８７））、ｅｘ
ｏ（－）ＶＥＮＴＴＭ　ＤＮＡポリメラーゼ（Ｋｎｏｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｂｉｏｌ．
Ｃｈｅｎ．２６８．１９６５－１９７５（１９９３）），Ｔ５　ＤＮＡポリメラーゼ（Ｃ
ｈａｔｔｅｒｊｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅ　９７：１３－１９（１９９１））、およ
びＰＲＤ１　ＤＮＡポリメラーゼ（Ｚｈｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈ
ｙｓ．Ａｃｔａ．１２１９：２６７－２７６（１９９４））を含む。
【００９７】
　本発明の方法で有用なさらなるポリメラーゼ変異型は、その野生型未修飾バージョンと
比較すると、核酸の３’末端へ非テンプレート指向性ヌクレオチドを加える低下したまた
は排除された能力を有する修飾されたポリメラーゼである。例示的な変異型は、全てのタ
イプのヌクレオチドまたはピリミジンヌクレオチド、プリンヌクレオチド、Ａ、Ｃ、Ｔ、
ＵまたはＧ等の１つ以上のタイプのヌクレオチドを加えることに向けられたポリメラーゼ
の活性に影響するものを含む。修飾は、ポリメラーゼ中のアミノ基の化学的修飾、または
アミノ酸の欠失、付加または置換等の配列突然変異を含むことができる。核酸の３’末端
に非テンプレート指向性ヌクレオチドを加える低下したまたは排除された能力を有する修
飾されたポリメラーゼの例は、例えば、米国特許第６，３０６，５８８号、またはＹａｎ
ｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．３０：４３１４－４３２０（２００
２）に記載されている。特別な実施形態において、そのようなポリメラーゼ変異型は、本
明細書中に記載されたＳＢＥまたはＡＳＰＥ検出方法で用いることができる。
【００９８】
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　本発明の特別な実施形態において、ストランド置き換えポリメラーゼによって増幅すべ
き二本鎖を持つＤＮＡをニッキング剤と反応させて、ゲノムＤＮＡテンプレートの共有結
合構造において単一のストランド破壊を生じさせることができる。ｇＤＮＡテンプレート
中への単一のストランド破壊の導入は、例えば、等温増幅において増幅効率または再現性
を増加させるのに用いることができる。ニッキングは、例えば、ランダムプライマー増幅
反応、または任意―起点増幅反応で用いることができる。一本鎖破壊を増幅反応に導入す
る非限定的利点は、それを熱変性の代わりに用いることができることである。熱変性は、
例えば、Ｌａｇｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅｍｅ　Ｒｅｓ．１３：２９４－３０７（２０
０３）に記載されているように、ある種のランダム－起点増幅反応に対して有害である。
この点に関して、ｇＤＮＡテンプレートをニックする位置は、ポリメラーゼ活性のための
プライミング部位を提供することができる。かくして、ｇＤＮＡをニッキング剤と接触さ
せると、ｇＤＮＡテンプレート中のプライミング部位の数を増加させることができ、それ
により、増幅の効率を改善することができる。ニックの数またはニックの位置、あるいは
双方は所望のニッキング活性レベルに好都合な特定の条件の使用あるいは配列特異的であ
るニッキング剤の使用によって影響され得る。かくして、ニッキング剤の使用は増幅の再
現性を改善することができる。
【００９９】
　従って、本発明は、さらに、（ａ）単離された二本鎖ゲノムＤＮＡを提供し；（ｂ）上
記二本鎖ゲノムＤＮＡをニッキング剤と接触させ、それによりニックされた二本鎖ゲノム
ＤＮＡを生じさせ；次いで、（ｃ）上記ニックされた二本鎖ゲノムＤＮＡをストランド置
き換えポリメラーゼおよび複数のプライマーと接触させ、ここに、ゲノムＤＮＡは増幅さ
れる工程を含む、ゲノムＤＮＡを増幅する方法を提供する。上記したように、上記複数の
プライマーは、例えば、ランダムプライマー増幅反応においてランダムプライマーの集団
とすることができる。
【０１００】
　本発明の方法で用いるニッキング剤は、第一の核酸ストランド中の隣接配列を連結する
共有結合を切断し、隣接配列が同一相補ストランドにハイブリダイズした生成物を生じる
いずれの物理的、化学的または生化学的存在でもあり得る。例示的ニッキング剤の例は、
限定されるものではないが、ＤＮＡｓｅ　Ｉ，Ｎ．ＢｓｔＮＢＩ，ＭｕｔＨ、またはバク
テリオファージｆ１の遺伝子ＩＩ蛋白質等の一本鎖－ニッキング酵素；フリーラジカル等
の化学試薬；または超音波を含む。
【０１０１】
　ニッキング剤は、上記剤を溶液中でｇＤＮＡを一緒に混合することによって二本鎖ｇＤ
ＮＡと接触させることができる。当業者であれば、例えば、Ｐｒｏｍｅｇａ　Ｃｏｒｐ．
（Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ）、またはＲｏｃｈｅ　ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉ
ｅｎｃｉｅｓ　（Ｉｎｄｉａｎａｐｏｓｉｓ，ＩＮ）等の種々の商業的供給業者から入手
できるニッキング剤の活性に関して当該分野で既知であるものに基づいて、ｇＤＮＡをニ
ッキングするための適切な条件を知っているか、あるいはそれを決定することができる。
化学的または生物学的ニッキング剤は、ＤＮＡとは異なる源からの由来するゲノムＤＮＡ
に対して内因性であるものであり得る。別法として、その天然環境においてゲノムＤＮＡ
と共に通常は見出されるニッキング剤を、本発明の方法でｇＤＮＡと接触させることがで
きる。そのような内因性ニッキング剤を活性化させてそのニッキング活性を増加させるこ
とができるか、あるいはそれをゲノムＤＮＡから単離し、引き続いて例えば、ｇＤＮＡで
のその天然環境と比較してより高い濃度にて、ｇＤＮＡと混合することができる。ニッキ
ング剤は、ｇＤＮＡに対して内因性であろうが外因性であろうが、本発明の方法において
ｇＤＮＡと接触させるに先立って単離することができる。
【０１０２】
　当業者であれば、上記ゲノム断片の増幅された表示的集団は新たに単離された試料、あ
るいは試料の完全性を保持するための適切な条件下で貯蔵されていたものから供すること
ができる。かくして、本発明の方法で提供された試料は、当該剤がハイブリダイゼーショ
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ンおよび検出工程、および本明細書中に記載された種々の実施形態で用いる他の工程に干
渉しない限り断片を安定化剤を含むことができる。上記方法に干渉する安定化剤を試料に
含める場合に断片は、公知の精製および分離方法を用いて剤から分離することができる。
当業者であれば、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，前掲（２００１）およびＡ
ｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，前掲（１９９８）に記載された核酸を貯蔵するための当該
分野で既知の条件に基づき、ゲノム断片の表示的集団を貯蔵するための適切な条件を知っ
ているか、またはそれを容易に決定することができる。特別な実施形態において、ｇＤＮ
Ａは、加熱変性ｇＤＮＡテンプレートでのランダムまたは変性オリゴヌクレオチド起点ポ
リメラーゼを利用する方法によって増幅することができる。例示的方法はプライマー伸長
プレ増幅（ＰＥＰ）として既知である。この技術は、ゲノムを通じてのコピーを開始させ
るためにＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼと組み合せてランダム１５－量体を用いる。この技
術を用いて、例えば、Ｚｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｔ．Ｓｃ
ｉ．ＵＳＡ，８９：５８４７－５１（１９９２）；Ｓｎａｂｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｔ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９１：６１８１－８５（１９９５）；または
Ｂａｒｒｅｔｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，２３：３４８
８－９２（１９９５）に記載された条件を用いて単一細胞と同程度に少ないものからゲノ
ムＤＮＡを増幅することができる。
【０１０３】
　本発明で有用なさらに別のｇＤＮＡ増幅方法は、例えば、Ｇｒｏｔｈｕｅｓ　ｅｔ　ａ
ｌ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２１（５）：１３２１－２（１９９３）に記
載されたように、一定５‘領域、続いて、ランダム３’領域を有する２－ドメインクライ
マーの集団を用いるタグ化ＰＣＲである。第一ラウンドの増幅を行って、ランダムに合成
された３‘領域からの個々のハイブリダイゼーションに基づいて、熱変性ＤＮＡについて
の開始の多重度を可能とする。３’領域の性質のため、開始の部位はゲノム全体を通じて
ランダムであろう。しかる後、未結合プライマーを除去することができ、一定５’領域に
相補的なプライマーを用いて更なる複製が起こることができる。
【０１０４】
　本発明の方法でｇＤＮＡを増幅するのに用いることができる更なるアプローチは、例え
ば、Ｃｈｅｕｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９
３：１４６７６－７９（１９９６）または米国特許第５，０４３，２７２号によって記載
された条件下での変性オリゴヌクレオチド起点ポリメラーゼ鎖反応（ＤＯＰ－ＰＣＲ）で
ある。少量のｇＤＮＡ、例えば、１５ｐｇのヒトｇＤＮＡを、本発明の方法で好都合には
検出されるレベルまで増幅されることができる。Ｃｈｅｕｎｇ　ｅｔ　ａｌ．の方法で用
いる反応条件は、ヒトゲノムの殆ど完全な範囲を有する上記ゲノム断片の増幅された表示
的集団の生成に関して選択することができる。ＬＬ－ＤＯＰ－ＰＣＲ（Ｌｏｎｇ　Ｐｒｏ
ｄｕｃｔｓ　ｆｒｏｍ　Ｌｏｗ　ＤＮＡ　ｑｕａｎｔｉｔｉｅｓ（低ＤＮＡ量からの長い
生成物）－ＤＯＰ－ＰＣＲ）として既知のプロトコルにおける、Ｋｉｔｔｌｅｒ　ｅｔ　
ａｌ．によって記載されたもの等の、ＤＯＰ－ＰＣＲのさらに別の修飾されたバージョン
を用いて、本発明に従ってｇＤＮＡの増幅することができる（Ｋｉｔｔｌｅｒ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．３００：２３７－４４（２００２））。
【０１０５】
　プライマー－伸長プレ増幅ポリメラーゼ鎖反応（ＰＥＰ－ＰＣＲ）を本発明の方法で用
いてｇＤＮＡを増幅することもできる。ＰＥＰ－ＰＣＲを用いるｇＤＮＡの増幅のための
有用な条件は、例えば、Ｃａｓａｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　２０
：２１９－２５（１９９６）に記載されたものを含む。
【０１０６】
　本発明の方法におけるｇＤＮＡの増幅を、変性されているｇＤＮＡテンプレートで行う
こともできる。従って、本発明は、等温条件下でｇＤＮＡテンプレートから上記ゲノム断
片の増幅された表示的集団の生成する工程を含むことができる。本発明の方法で用いるこ
とができる例示的等温増幅方法は、限定されるものではないが、Ｄｅａｎ　ｅｔ　ａｌ．
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，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９９：５２６１－６６（２００２）
に記載されているもの等の条件下での多重置き換え増幅（ＭＤＡ）、または米国特許第６
，２１４，５８７号に記載された等温ストランド置き換え核酸増幅を含む。本発明で用い
ることができる他の非ＰＣＲ－ベースの方法は、例えば、Ｗａｌｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｍｏｒｅｃｕｌａｒ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｖｉｒｕｓ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，Ａｃ
ａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，１９９５；米国特許第５，４５５，１６６号およ
び第５，１３０，２３８号、およびＷａｌｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ
　Ｒｅｓ．２０：１６９１－９６（１９９２）に記載されているストランド置き換え増幅
（ＳＤＡ），またはＬａｇｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅｍｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１３：
２９４－３０７（２００３）に記載されている過剰分岐ストランド置き換え増幅を含む。
等温増幅方法は、ゲノムＤＮＡのランダムプライマー増幅では、ストランド－置き換えφ
２９ポリメラーゼまたはＢｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼ大断片、５‘－＞３’ｅｘｏ－で用
いることができる。これらのポリメラーゼの使用は、それらの高い反応促進性およびスト
ランド置き換え活性を利用する。高い反応促進性は、ポリメラーゼが長さが１０～２０ｋ
ｂである断片を生じさせるようにする。上記したように、小さな断片はクレノウポリメラ
ーゼ等の低い反応促進性およびストランド－置き換え活性を有するポリメラーゼを用いて
等温条件下で生成することができる。
【０１０７】
　本発明の特別な実施形態において、ゲノムＤＮＡ、または増幅されたｇＤＮＡ断片の集
団は、インビトロにてゲノムＲＮＡ（ｇＲＮＡ）断片に転写することができる。本発明の
方法におけるｇＲＮＡの生成はＤＮＡアレイベースのプライマー伸長アッセイ等のプライ
マー伸長アッセイにおける型決定可能な遺伝子座の検出のための一部の非限定的利点を供
する。アレイ－ベースのプライマー伸長は、典型的には標的ＤＮＡの固定化されたプロー
ブＤＮＡへのハイブリダイゼーション、その後のＤＮＡポリメラーゼでのプローブ－標的
ハイブリッドの修飾または伸長の工程を含む。これらのアッセイは、しばしば、アレイ表
面のそれらの物理的均一性、およびこられのプローブ－プローブハイブリッドのその後の
異所性伸長のため、プローブ－プローブハイブリッドの望ましくない形成から生起するア
ーチファクトによって危うくなり得る。ｇＤＮＡがｇＲＮＡに変換される本発明の実施形
態において、そのようなアーチファクトは回避することができる。なぜならば、それらは
ＤＮＡ－ＤＮＡハイブリッドであって、逆転写酵素はＲＮＡテンプレートを有するハイブ
リッドに対して選択的であるので、ＤＮＡポリメラーゼはプローブ－プローブハイブリッ
ドを効果的に修飾または伸長しない逆転写酵素（ＲＴ）で置き換えられるからである。さ
らに、標的プローブハイブリッドの検出のためのｇＲＮＡおよび逆転写酵素の使用は、直
接的ハイブリダイゼーション‐アレイ‐ベースのプライマー伸長アッセイにおいて異所性
伸長を最小化する。アレイ‐ベースのプライマー伸長反応においてプローブ間およびプロ
ーブ内自己―伸長（異所性伸長）は共に高いバックグラウンドに導きかねない。異所性伸
長によるアーチファクトをＲＴおよびｇＲＮＡの使用は妨げる。なぜならば、ＲＴはＲＮ
Ａ標的にハイブリダイズしたＤＮＡプローブを容易に伸長できないが、それはＤＮＡ－Ｄ
ＮＡ複合体を効果的には伸長しないからである。
【０１０８】
　したがって、本発明はゲノムの型決定可能な遺伝子座を検出する方法を提供する。上記
方法は（ａ）増幅されたｇＤＮＡ断片の集団をインビトロ転写し、それにより、ゲノムＲ
ＮＡ（ｇＲＮＡ）断片が得られ；（ｂ）ｇＲＮＡ断片を、型決定可能な遺伝子座に対応す
る配列を有する複数の核酸プローブとハイブリダイズさせ；次いで、（ｃ）プローブにハ
イブリダイズするｇＲＮＡ断片の型決定可能な遺伝子を検出する工程を含む。
【０１０９】
　ｇＤＮＡを増幅してｇＲＮＡを断片を生じさせる方法の模式的例を図８に示す。パネル
８Ａに示すように、ｇＤＮＡをＤＮＡポリメラーゼおよびランダムＤＮＡプライマーの集
団で増幅して、インビトロ転写工程に先立ってゲノム断片の表示的集団を生じさせること
ができる。示した例において、ｇＤＮＡは、９つのヌクレオチドのランダム領域およびユ
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ニバーサルプライミング配列（Ｕ１）およびＴ７プロモーター配列（Ｔ７）を有する固定
化された領域を含むプライマーの集団を用いてランダム－起点標識（ＲＰＬ）する。図８
に示された例では、ランダム配列は９ヌクレオチド長である。しかしながら、種々のラン
ダム配列長さのいずれかを用いて、例えば、３、４、５、６、７，８，１０，１１，１２
，１３，１４、１５以上のヌクレオチド長のランダム配列を含めた本発明の特定の適用に
適合されることができる。さらに、本発明の方法で用いるプライマーのランダム配列は、
所望であれば、固定されたヌクレオチドを有する散在位置または２つ以上のヌクレオチド
の固定された配列を有する領域を含むことができる。
【０１１０】
　パネルＢに示すように、Ｔ７プロモーター標識ゲノム断片の表示的な集団は、Ｔ７　Ｒ
ＮＡポリメラーゼおよび相補的なＴ７プライマー（ｃＴ７）を用いてｇＲＮＡにインビト
ロ転写することができる。ｇＤＮＡのｇＲＮＡ断片への転写は、Ｔ３またはＳＰ６等の他
のプロモーター、および後にさらに詳細に記載するそれらの各ポリメラーゼで行うことも
できる。
【０１１１】
　インビトロ転写によって生じたゲノム断片のｇＲＮＡ－ベースの表示的な集団は、本明
細書中に記載された種々の方法のうちのいずれかで操作し、検出することができる。例え
ば、図８Ｂに例示した方法によって生じたｇＲＮＡ－ベースのゲノム断片はＵ１標識テイ
ルを有するであろう。これらのテイルを用いて、例えば、固相に付着した相補的捕獲配列
を用い、ｇＤＮＡ、および他の増幅反応成分からｇＲＮＡ断片を単離することができる。
ゲノムＲＮＡ断片は逆転写酵素を用いて検出することができるか、あるいはＤＮＡにコピ
ーすることができる。ゲノム断片のｇＲＮＡ－ベースの表示的集団は後に記載するもの等
の方法を用いて直接的に検出することができるか、あるいは別法として、検出に先立って
ＤＮＡにコピーすることができる。図８Ｃの例示的増幅工程に示されるように、ｇＲＮＡ
断片の集団は、第２のユニバーサル配列（Ｕ２）を所望により有する遺伝子座－特異的プ
ライマー、および逆転写酵素を用いて複製することができる。この工程に続いて、Ｕ１お
よびＵ２プライマーと共にユニバーサルＰＣＲを用いて増幅することができる。かくして
、ｇＲＮＡ断片を複製して、ゲノム断片の遺伝子座－特異的な増幅された表示的集団を生
じさせることができる。さらに詳細に後に記載するように、遺伝子座－特異的プライマー
でのｇＲＮＡの逆転写酵素－指向性複製は複雑性の低下をもたらすことができ、所望によ
り、Ｕ２ユニバーサルプライミング部位を加えることができる。Ｕ２配列が存在する実施
形態においては、遺伝子座特異的プライマーでの複製によって生じたゲノム断片の集団は
、各々、集団を検出しまたは増幅するのに有用なフランキングＵ１およびＵ２配列を有す
る。かくして、十分に伸長された生成物は、Ｕ１およびＵ２プライマー部位を起点とする
ユニバーサルＰＣＲ反応で増幅することができる。
【０１１２】
　さらに、図８Ｄに示されたように「プライマー－ダイマー」とは検出工程で伸長させる
ことができない。なぜならば、逆転写酵素はＤＮＡテンプレートを非常に効果的には伸長
できないからである。対照的に、ＤＮＡポリメラーゼはＬ１－Ｌ２プライマーダイマーを
伸長することができ、これは、潜在的に検出アーチファクトに導く。かくして、ゲノム断
片のｇＲＮＡ－ベースの表示的集団の使用は、一部の多重検出方法においてアーチファク
トを回避する非限定的利点を供することができる。かくして、ｇＲＮＡの使用は、多数の
型決定可能な遺伝子座の多重化検出についての増大した有効性の利点を供することができ
る。
【０１１３】
　ｇＤＮＡをゲノム断片のｇＲＮＡ－ベースの表示的集団に転写しまたはｇＲＮＡを逆転
写する本発明の方法で用いる核酸プライマーは、他のポリメラーゼおよびテンプレートで
用いるプライマーに関して本明細書中に記載した長さ、組成、または他の特性を有するこ
とができる。当業者であれば、本明細書中に記載されたガイダンスおよび教示、および先
に記載され、かつ例えばＥｕｎ　ｅｔ　ａｌ．，前掲（１９９６）に記載された逆転写酵
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素またはＲＮＡポリメラーゼに関して既知であるものに基づき、本発明のインビトロ転写
または逆転写酵素工程で用いられる核酸プライマーの適切な特性を知っているか、あるい
はそれを決定することができる。　
【０１１４】
　さらに、図８の実施形態に関して上記で例示したプライマー集団は単一のＵ１配列およ
び単一のＵ２配列を有するが、本発明で有用なプライマーの集団は１を超える一定の配列
領域を含むことができるのは理解されるであろう。かくして、各々が異なる一定の配列領
域を有する複数のランダムプライマーサブグループは、本発明の方法においてハイブリダ
イゼーションまたは増幅で用いたより大きな集団に存在させることができる。ＤＮＡテン
プレートから相補的ＲＮＡを合成することができるいずれのＲＮＡポリメラーゼも本発明
の方法で用いることができる。本発明で有用な例示的ＲＮＡポリメラーゼはＴ７　ＲＮＡ
ポリメラーゼである。Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼでのインビトロ転写についての本発明の
方法で用いることができる条件は、限定されるものではないが、５０マイクロリットル中
の４０ｍＭトリス－ＨＣｌ　ｐＨ８．０（３７℃）、６ｍＭ　ＭｇＣｌ２、５ｍＭのＤＴ
Ｔ、１ｍＭのスペリミジン、５０μｇ／ｍｌのＢＳＡ、４０μｇ／ｍｌのファージプロモ
ーターを含むｇＤＮＡ断片、０．５～８．５ｍＭのＮＴＰ、および２００～３００ユニッ
トのＴ７　ＲＮＡポリメラーゼを含む。本発明の方法で用いることができるさらに別のＲ
ＮＡポリメラーゼはＳＰ６　ＲＮＡポリメラーゼである。用いられる例示的条件は、限定
されるものではないが、５０マイクロリットル中の４０ｍＭトリス－ＨＣｌ　ｐＨ８．０
（２５℃）、６ｍＭ　ＭｇＣｌ２、１０ｍＭのＤＴＴ、２ｍＭのスペルミジン、５０μｇ
／ｍｌのＢＳＡ、５０μｇ／ｍｌのＳＰ６プロモーターを含むｇＤＮＡ断片、０．５ｍＭ
のＮＴＰ、および１０ユニットのＳＰ６　ＲＮＡポリメラーゼを含む。
【０１１５】
　また、Ｔ３　ＲＮＡポリメラーゼは、例えば、５０マイクロリットル中の５０ｍＭトリ
ス－ＨＣｌ　ｐＨ７．８（３７℃）、２５ｍＭのＮａＣｌ、８ｍＭ　ＭｇＣｌ２、１０ｍ
ＭのＤＴＴ、２ｍＭのスペルミジン、５０μｇ／ｍｌのＢＳＡ、５０μｇ／ｍｌのＴ３プ
ロモーターを含むｇＤＮＡ断片、０．５ｍＭのＮＴＰ、およびＴ３　ＲＮＡポリメラーゼ
を含めた条件下での、インビトロ転写についての本発明の方法で用いることができる。
【０１１６】
　ＲＮＡテンプレートからの相補的ＤＮＡの合成を触媒する逆転写酵素（ＲＴ）は本発明
の方法で用いることができる。本発明の方法で用いることができる例示的ＲＴは、限定さ
れるものではないが、鳥類筋芽細胞腫ウイルス（ＡＭＶ）ＲＴ、モロニーネズミ白血病ウ
イルス（ＭｏＬＶ）ＲＴ、ＨＩＶ－１　ＲＴまたはラウス肉腫ウイルス（ＲＳＶ）ＲＴ等
のレトロウイルスからのものを含む。一般には、本発明の方法で用いる逆転写反応はＲＮ
Ａテンプレート、１つ以上のｄＮＴＰ、および３’ＯＨ基を持つ核酸プライマーを含む。
所望であれば、ＲＮＡｓｅ阻害剤を加えて、転写された生成物の分解を阻害することがで
きる。特定の反応条件を用いて、特定のＲＴまたは本発明の特定の適応に適合させること
ができる。
【０１１７】
　ＡＭＶ　ＲＴでの修飾または伸長の有用な条件は、例えば、５０マイクロリットル中の
５０ｍＭトリス－ＨＣｌ（４２℃におけるｐＨ８．３）、１５０ｍＭのＮａＣｌ（または
１００ｍＭのＫＣｌ）、６～１０ｍＭのＭｇＣｌ２、１ｍＭのＤＴＴ、５０μｇ／ｍｌの
ＢＳＡ、５０ユニットのＲＮａｓｉｎ、０．５ｍＭのスペルミジンＨＣｌ、４ｍＭのＮＡ
－ＰＢｉ、０．２ｍＭの各ｄＮＴＰ、１～５μｇのｇＲＮＡ、０．５～２．５μｇのプラ
イマーおよび１０ユニットのＡＭＶ　ＲＴを含む。しかしながら、そうでなければ同様な
条件で２５℃においてｐＨ８．１にて反応を行うことも可能である。ＡＭＶ　ＲＴ活性に
関して、特に、ＤＮＡ－依存性ＤＮＡ合成を阻害するのに用いることができる他の条件は
、例えば、Ｌｏｋｈａｖａ　ｅｔ　ａｌ．，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．２７４：１５６－１５
８（１９９０）またはＬｏｋｈａｖａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．（ＵＳＳＲ）
　２４：３９６－４０７（１９９０）に記載されている。
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【０１１８】
　ＭｏＬＶ　ＲＴを用いる実施形態において、修飾または伸長のための例示的条件は、限
定されるものではないが、５０マイクロリットル中の５０ｍＭトリス－ＨＣｌ（２５℃に
おけるｐＨ８．１）、７５ｍＭのＫＣｌ、３ｍＭのＭｇＣｌ２、１０ｍＭのＤＴＴ、１０
０μｇ／ｍｌのＢＳＡ、２０ユニットのＲＮａｓｉｎ、５０μｇ／ｍｌのアクチノマイシ
ンＤ、０．５ｍＭの各ｄＮＴＰ、５～１０μｇのｇＲＮＡ、０．５～４μｇのプライマー
および２００ユニットのＭｏＬＶ　ＲＴを含む。
【０１１９】
　本発明の方法で用いるＲＴは、例えば、Ｂ型肝炎ウイルスまたはカウリモウイルス等の
ＤＮＡウイルス、Ｍｙｘｏｃｏｃｃｕｓ　ｘａｎｔｈｕｓまたはＥ．ｃｏｌｉの一部の株
のような細菌、Ｔｙレトロトランスポゾンを担うもののような酵母、真菌、ショウジョウ
バエのｃｏｐｉａ―様エレメントを担うもののような無脊椎動物、または植物を含めた非
レトロウイルス源からのものでもあり得る。さらに、所望であれば、逆転写はＥ．ｃｏｌ
ｉ　ＤＮＡ　Ｐｏｌ　ｉ　等のＲＴ活性を有するＤＮＡポリメラーゼを用いて本発明の方
法で行うことができる。しかしながら、上記した理由で、例えば、ＤＮＡ－依存性ＤＮＡ
合成が可能でないＲＴを用い、またはＤＮＡ－依存性ＤＮＡ合成を阻害するｐＨ．イオン
強度またはＭｇ２＋濃度等の条件を用い、ＤＮＡテンプレートに向けての活性が阻害され
、または実質的に存在しない条件下で逆転写を行うのが望ましいであろう。さらに、所望
であれば、アクチノマイシンＤまたはピロフォスフェート（Ｎａ－ＰＰｉ）のようなＤＮ
Ａ－依存性ＤＮＡ合成の阻害剤を加えることができる。
【０１２０】
　ＲＴ活性が可能な例示的ＤＮＡポリメラーゼは、Ｍｎ２＋の存在下で用いる場合にはＴ
ｔｈ　ｐｏｌである。Ｔｔｈ　ｐｏｌ　ＲＴでのｇＲＮＡの逆転写についての例示的条件
は、限定されるものではないが、２０分間の７０℃における５０ｍＭトリス－ＨＣｌ（ｐ
Ｈ８．８）、１６ｍＭのＮＨ４ＳＯ４、１ｍＭのＭｎＣｌ２、２００μＭのｄＮＴＰ，０
．２５ｕ／μｌのＴｔｈ　ｐｏｌ、１００ｆｍｏｌ／μｌのＲＮＡテンプレートを含む。
【０１２１】
　本発明の方法におけるｇＤＮＡの増幅は、所望の複雑性を有する上記ゲノム断片の増幅
された表示的集団が生じるように行うことができる。例えば、所望の複雑性を有する上記
ゲノム断片の増幅された表示的集団は、増幅反応の間におこるプライミングまたは断片化
事象の頻度または多様性を特定することによって生じさせることができる。従って、本発
明を用いて、断片の集団の所望の使用に応じて、高いまたは低い複雑性を有する上記ゲノ
ム断片の増幅された表示的集団を生じさせることができる。上記した、および後に実施例
に記載する増幅条件のいくつかは高い複雑性表示を提供する。本発明の方法は複雑性を低
下させる工程を含むことができ、あるいは所望であれば、低い複雑性表示を生じる増幅方
法で行うことができる。
【０１２２】
　低い複雑性の表示を生じさせるための例示的方法は、例えば、Ｌｕｃｉｔｏ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．１０：１７２６－３６（２０００）に記載された、制限エ
ンドヌクレアーゼでのＤＮＡの初期ランダム消化、アダプターオリゴヌクレオチドでの消
化された断片の連結、および熱変性アダプター誘導体化断片のＰＣＲ増幅を必要とするリ
ン化アダプター－ＰＣＲである。上記方法におけるｇＤＮＡ消化の条件の変更を用いて、
生じる上記ゲノム断片の増幅された表示的集団の複雑性に影響させることができる。特に
、低い複雑性の表示は、例えば、６塩基またはより長い認識モチーフを有する頻繁な－切
断のエンドヌクレアーゼを用いて得ることができる。従って、頻繁なカッターを用いて、
高い複雑性の表示を得ることができる。例えば、４つのヌクレオチド部位ＧＡＴＣを認識
し、かくして、ｇＤＮＡを比較的頻繁に制限するＤｐｎ　ＩＩは、ゲノムの約７０％を含
有するヒトゲノム断片の表示的な集団を表示させることができる。対照的に、比較的頻繁
ではないカッターを用いて、低い複雑性の表示を生じさせることができる。例えば、６つ
のヌクレオチド部位ＡＧＡＴＣＴを認識し、かくして、ｇＤＮＡを比較的頻繁ではなく制
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限するＢｇｌ　ｉｉを用いて、ゲノムのほぼ２．５％を含むに過ぎないヒトゲノム断片の
表示的な集団を表示させることができる。さらに、ｇＤＮＡは、増幅で用いるポリメラー
ゼの反応促進性よりも小さな平均長さまで断片化し、それにより、生じる上記ゲノム断片
の増幅された表示的集団の複雑性を低下させることができる。
【０１２３】
　低い複雑性の表示を生じさせるための更なる方法は、係留したリン化アダプターＰＣＲ
についての２つ以上のアダプターの使用である。特別は実施形態において、複雑性の低下
は、少なくとも２つの制限酵素を用いてｇＤＮＡ試料を断片化し；アダプターを得られた
断片に連結し；次いで、一方の末端については１つの制限酵素によって、他方の末端につ
いては異なる制限酵素によって切断された断片を選択的に増幅することによって達成する
ことができる。もし１つの酵素が６－カッターであって、他方が４－カッターであれば、
上記表示は、４－カッター消化（約２５６塩基毎）の頻度によって決定された平均サイズ
を持つ６－カッター部位の当たりに係留されるであろう。得られた試料の複雑性は、特定
の頻度で切断される酵素を選択することによって調節することができる。また、選択的増
幅は、１つのアダプターが５’突出を有するように、第２のアダプターが３’突出を有す
るように設計することによって達成することができ、ここに、上記突出は断片を複製する
のに用いられる増幅プライマーについてのアニーリング部位を有する。複雑性低下のため
の複数アダプターの使用のための例示的条件はＵＳ　２００３／００９６２３５　Ａ１に
記載されている。
【０１２４】
　また、複雑性低下は遺伝子座－特異的に行うこともできる。従って、本発明は、さらに
、ゲノム断片の複雑性が低下した遺伝子座－特異的な増幅された表示的集団を生じさせる
方法を提供する。上記方法は、（ａ）天然のゲノムを複数のランダムプライマーで複製し
、それにより上記ゲノム断片の増幅された表示的集団を生じさせ；（ｂ）上記ゲノム断片
の増幅された表示的集団のサブグループを複数の異なる遺伝子座－特異的プライマーで複
製し、それにより、ゲノム断片の遺伝子座－特異的な増幅された集団を生じさせ；次いで
、（ｃ）上記サブグループを単離し、それにより、ゲノム断片の複雑性が低下した遺伝子
座－特異的な増幅された表示的集団を生じさせる工程を含む。
【０１２５】
　複雑性低下のために用いることができる例示的方法は、図８に示し、かつ上記したｇＲ
ＮＡ断片を生じさせる増幅である。ゲノム断片の複雑性が低下した遺伝子座－特異的な増
幅された表示的集団を生じさせる方法のダイアグラム例は図９に示す。図９Ａに示すよう
に、ｇＤＮＡ試料は、各々が、ｇＤＮＡにアニーリングするためのランダム３‘配列およ
び５’ユニバーサルプライミングテール（Ｕ１配列）を有する核酸プライマーの集団を使
用するランダム－起点標識（ＲＰＬ）技術によって増幅することができる。かくして、ラ
ンダム－起点標識反応は、ユニバーサルプライミング部位が近接する上記ゲノム断片の増
幅された表示的集団を生じさせることができる。図９に示す例において、ランダム配列は
９つのヌクレオチドを有する。しかしながら、種々のランダム配列の長さまたは組成のい
ずれかを用いて、例えば、本明細書中で先に記載したものを含めた本発明の特定の適用に
適合させることができる。一般に、ランダムプライマーの集団のランダムアニーリング部
分の長さが低下するにつれ、ゲノム上の潜在的アニーリング部位の数は増加し、それによ
り、増幅された表示の複雑性を増加させる。
【０１２６】
　図９Ｂに示すように、上記ゲノム断片の増幅された表示的集団は、例えば、固相ビーズ
上への固定化によってゲノムＤＮＡから単離することができる。図９Ａの例では、増幅さ
れた断片の固定化は、Ｎ９－Ｕ１プライマーに結合したビオチンによって容易とすること
ができる。ビオチニル化増幅生成物は、アビジンまたはストレプトアビジンで誘導体化さ
れた固相によって捕獲し、所望であれば、引き続いて、ｇＤＮＡテンプレートから単離す
ることができる。ランダムプライマー増幅のためにプライマーで用いることができる他の
例示的捕獲部位およびそれらの固定化された受容体は上記した。かくして、ｇＤＮＡを増
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幅する方法は、さらに、上記ゲノム断片の増幅された表示的集団を捕獲または単離する工
程を含むことができる。上記ゲノム断片の増幅された表示的集団を捕獲または単離するの
に用いることができる例示的基質は、例えば、核酸ハイブリッドからの単一の標準核酸の
分離に関して後に記載するものを含む。
【０１２７】
　当業者であれば、増幅されたゲノム断片は、上記で例示した固相基質を用いて本発明の
方法において他の反応成分から分離することができる。同様に、増幅されたゲノム断片は
それらのサイズ等の断片の他の特性に基づいて分離することができる。かくして、濾過、
またはサイズ排除クロマトグラフィー等のクロマトグラフィー方法を用いて、アニールさ
れないプローブ等の他の反応成分からゲノム断片を分離することができる。
【０１２８】
　本発明の方法は、上記ゲノム断片の増幅された表示的集団のサブグループを、各々が、
３‘遺伝子座特異的配列領域および５’一定配列領域を有する複数の異なる遺伝子座－特
異的プライマーで複製する工程を含むことができる。図９Ｂの例に続き、固定化されたラ
ンダムプライマー増幅生成物は、Ｌ１、Ｌ２またはＬ３および５‘第二ユニバーサルテイ
ル（Ｕ２）として確認される異なる遺伝子座－特異的３’配列を有する異なるプライマー
の集団とハイブリダイズさせることができる。この時点において、所望であれば、洗浄工
程を含ませて、誤ってアニールされた過剰のプライマーを除去することができる。洗浄の
ための条件は、特異的ハイブリッドを維持しつつ非特異的に結合した核酸を除去するいず
れのものも含むことができる。次いで、プライマー伸長を用いて、遺伝子座－特異的プラ
イマーに相補的な配列を有する上記ゲノム断片の増幅された表示的集団のサブグループを
複製することができる。このサブグループは、元のｇＤＮＡ、およびＮ９－Ｕ１プライマ
ーで生じたゲノム断片が上記増幅された集団と比較してより低い複雑性を有するであろう
。さらに、複雑性低下は、第二の増幅工程において遺伝子座－特異的プライマーでの選択
により遺伝子特異的であろう。異なる遺伝子座－特異的プライマーの数および遺伝子座－
特異的配列の長さを変化させて、本発明の方法で得られた表示の複雑性を増加または減少
させることができる。
【０１２９】
　図９Ｂに示された例における捕獲された断片の全長に沿ったＵ２含有プライマーの伸長
は、第一の一定領域（Ｕ１）および第二の一定領域（Ｕ２）で標識されたゲノム断片の遺
伝子座－特異的な増幅された表示的集団を生じるであろう。かくして、十分に伸長された
生成物は、Ｕ１およびＵ２プライマー部位を起点とするユニバーサルＰＣＲ反応で増幅す
ることができる。従って、本発明の方法は、フランキング第一および第二一定領域に対し
て、相補的プライマーでゲノム断片の複雑性が低下した遺伝子座特異的な増幅された表示
的集団を複製する工程を含むことができる。さらに、断片の検出は、例えば、修飾された
ＯＬＡプローブの検出に関して後に記載される技術を用いてＵ１およびＵ２双方の配列の
存在に基づいて行うことができる。
【０１３０】
　また、複雑性低下は、ゲノム断片の集団から特定の配列を除去することによって行うこ
ともできる。１つの実施形態において、ゲノム断片の試料における高コピー数のまたは豊
富な配列を、検出または捕獲プローブにハイブリダイズすることを阻害することができる
。例えば、Ｃｏｔ分析を用いることができ、そこでは、単一コピーの種をプローブへのハ
イブリダイゼーションが可能な一本鎖状態に残しつつ、豊富な種を動的に再度アニールす
るよう駆動する。かくして、特別な実施形態において、プローブのアレイへの試料の曝露
に先立ち、ゲノム断片の試料を、特定の反復された配列、または試料から滴下測定が望ま
れる他の配列に対して相補的なｃｏｔオリゴヌクレオチドで予め処理することができる。
さらに別の例において、ゲノム断片の試料は、過剰表現された配列の実質的な一部分に対
して十分である短い時間の間で室温まで冷却して、再度アニールさせることができるが、
低コピー数で存在する配列の実質的再アニーリングには不十分である。得られた試料は、
プローブのアレイとのその後の相互作用のために利用可能な低下した量の反復された配列
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を有するであろう。
【０１３１】
　例えば、Ｃｏｔ分析またはゲノム断片再アニーリングにおいて二本鎖種を形成する望ま
しくない断片は、一本鎖および二本鎖核酸の異なる特性に基づいて一本鎖種から分離する
ことができる。特別な実施形態において、二本鎖ＤＮＡを優先的に切断する酵素を用いる
ことができる。例えば、ＤＮＡｓｅ　Ｉは既知の条件下で一本鎖ＤＮＡよりも１００～５
００倍速く二本鎖ＤＮＡを切断することができる。従って、望ましくない断片は、Ｃｏｔ
オリゴヌクレオチドでの処理によって、または断片再アニーリング、および望ましくない
断片が優先的に二本鎖種を形成し、切断される条件下でのＤＮＡｓｅ　Ｉでの処理によっ
て除去することができる。さらに、一本鎖種と比較して優先的に二本鎖種を修飾し、それ
を切断しまたはそれに結合する他の酵素を用いて、配列特異的制限エンドヌクレアーゼま
たはＫａｍｃｈａｔｋａ二重鎖－特異的エンドヌクレアーゼ等の本発明の方法における種
を分離することができる。
【０１３２】
　また、任意プライマー（ａｒｂｉｔｒａｒｙ－ｐｒｉｍｅｒ）ＰＣＲを用いて、本発明
の方法においてゲノムＤＮＡを増幅することもできる。任意－プライマーＰＣＲは、プラ
イマーが任意にｇＤＮＡ中の種々の位置にアニールするように、非ストリンジェントな条
件下でｇＤＮＡ試料をプライマーで複製することによって行うことができる。その後のＰ
ＣＲ工程をより高いストリンジェンシーにおいて行って、先の工程における任意のプライ
ミングにより生じた断片を増幅することができる。任意－プライマーの長さ、配列または
双方は、ｇＤＮＡに沿った特定の間隔でのプライミングの確率に従って選択することがで
きる。この点に関して、他の増幅条件の変化はないと仮定し、プライマーの長さが増加す
るにつれ、任意に起点となる位置の間の平均間隔は増大する。同様に、反復された配列に
相補的な、またはそれに同様な配列を有するプライマーがよりしばしば起点となり、増幅
すべきゲノム中の反復した配列と同様な配列を欠くプライマーよりも増幅された断片間の
より短い間隔を生じる。任意－プライマー増幅は、例えば、Ｂａｓｓａｍ　ｅｔ　ａｌ．
、　Ａｕｓｔｒａｌｅｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．４：２３２－６（１９９４）に記載さ
れたものと同様な条件下で行うことができる。本発明に従い、増幅は、任意のプライマー
、低ストリンジェンシーアニーリング条件、およびストランド－置き換えポリメラーゼを
用いて等温条件下で行うことができる。
【０１３３】
　本発明においてゲノムを増幅するのに用いることができるさらに別の方法はＡｌｕ間Ｐ
ＣＲである。この方法においては、プライマーは、ゲノムを通じて反復されるＡｌｕ配列
にアニールするように設計される。これらのプライマーでのＰＣＲ増幅は、Ａｌｕ反復に
よって近接して挟まれる断片を生じる。当業者であれば、同様の方法を、転写調節領域、
スプライス部位等のような注目するゲノム中の他の反復した配列にアニールするプライマ
ーで行うことができる。さらに、反復した配列に対するプライマーをここに記載したもの
等の等温増幅方法で用いることができる。
【０１３４】
　プライマーの特定の組での増幅に由来する表示の複雑性および程度は、異なるプライマ
ーハイブリダイゼーション条件を用いて調整することができる。限定されるものではない
が、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，前掲（２００１）またはＡｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　
ａｌ．，前掲（１９９８）に記載されたものを含めた高、中程度または低ストリンジェン
シー条件等の種々のハイブリダイザーション条件を本発明で用いることができる。ストリ
ンジェントな条件は特異的配列－依存性ハイブリダイゼーションに好都合である。一般に
、より長い配列および上昇した温度は特異的な配列－依存性ハイブリダイゼーションに好
都合である。核酸のハイブリダイゼーションに対する有用なガイドは、Ｔｉｊｓｓｅｎ，
Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｂｉｏｌｏｇｙ　――　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａ
ｃｉｄ　Ｐｒｏｂｅｓ，“Ｏｖｅｒｖｉｅｗ　ｏｆ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　ｈｙ
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ｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅｉｃ　
ａｃｉｄ　ａｓｓａｙｓ”（１９９３）に見出される。
【０１３５】
　本発明で用いる増幅および検出工程は、一般に、相補的配列存在下でハイブリダイゼー
ション複合体の形成を選択的に可能とするストリンジェンシー条件下で行われる。ストリ
ンジェンシーは、限定されるものではないが、温度、ホルムアミド濃度、塩濃度、カオト
ロピック塩濃度、ｐＨ、有機溶媒の濃度等を含めた熱力学的変数である工程パラメーター
を変化させることによって制御することができる。また、これらのパラメーターを用いて
、一般には、米国特許第５，６８１，６９７号に概説されているように、非特異的結合を
制御することもできる。かくして、所望であれば、非特異的結合を低下させる比較的高い
ストリンジェンシー条件下で、ある工程を行うことができる。
【０１３６】
　一般に、高ストリンジェンシー条件は、特定のイオン強度およびｐＨにおけるアニーリ
ング配列のための熱融解温度（Ｔｍ）よりも低い約５～１０℃である温度を含む。高スト
リンジェンシー条件は、第一の核酸が、その長さに沿って少なくとも約９０％の相補的塩
基対を有し、例えば、少なくとも約９５％、９８％、９９％または１００％相補的である
相補的核酸に結合させるものを含む。ストリンジェントな条件は、さらに、例えば、塩濃
度が約１．０Ｍ未満のナトリウム塩（または他の塩）、典型的にはｐＨ７．０～８．３に
おいて約０．０１～１．０Ｍ濃度であって、温度は短いアニーリング配列（例えば、１０
～５０ヌクレオチド）については少なくとも約３０℃であり、より長いアニーリング配列
（例えば、５０ヌクレオチドを超える）では少なくとも約６０℃であるものを含む。また
、高ストリンジェンシー条件は、例えば、４２℃における５０％ホルムアミド、５×デン
ハルトの溶液、５×ＳＳＰＥ、０．２％ＳＤＳ中でのハイブリダイゼーション、続く６５
℃における０．１×ＳＳＰＥ、および０．１％ＳＤＳでの洗浄と同等な条件を含むことが
できる。核酸ハイブリッドは、さらに、１つ以上の架橋剤での共有結合修飾によって安定
化させることができる。
【０１３７】
　中程度にストリンジェントな条件は、第一の核酸が、上記第一の核酸に対してその長さ
に沿って少なくとも約６０％相補的塩基対を有する相補的核酸に結合させるものを含む。
用いる中程度のストリンジェンシーの特定の条件に応じて、ハイブリッドは、ハイブリダ
イズした領域の長さに沿って塩基対の少なくとも約７５％、８５％または９０％について
の相補性を有する配列の間で形成できる。中程度にストリンジェントな条件は、例えば、
４２℃における５０％ホルムアミド、５×デンハルトの溶液、５×ＳＳＰＥ、０．２％Ｓ
ＤＳにおけるハイブリダイゼーション、続く６５℃における０．２×ＳＳＰＥ、０．２％
ＳＤＳにおける洗浄と同等な条件を含む
【０１３８】
　低ストリンジェンシーハイブリダイゼーションは、例えば、４２℃における１０％ホル
ムアミド、５×デンハルトの溶液、６×ＳＳＰＥ、０．２％ＳＤＳ中のハイブリダイゼー
ション、続く、５０℃における１×ＳＳＰＥ、０．２％ＳＤＳにおける洗浄と同等な条件
を含む。デンハルトの溶液およびＳＳＰＥは、他の適切なハイブリダイゼーション溶液の
ように当業者において十分に既知のものである（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ
．，前掲（２００１）またはＡｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，前掲（１９９８）参照。
【０１３９】
　ハイブリッドが、例えば、ポリメラーゼによって修飾される本発明の実施形態において
、条件は、さらに、特定の修飾反応に適合するように選択されることができる。例えば、
修飾が特性または増幅を含む場合、特定のポリメラーゼに関して上記したもの等の条件を
用いることができる。ポリメラーゼ等の修飾剤を、例えば、修飾反応の核酸成分の付加に
先立って、その間、またはその後を含めた、増幅または検出工程の間のいずれかの時点で
加えることができるのは理解されるであろう。
【０１４０】
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　本発明の方法を用いて、単一反応工程において、または単一反応容器中で天然ゲノムを
増幅させ、高い複雑性を有する上記ゲノム断片の増幅された表示的集団を生じさせること
ができる。単一の工程または反応容器を用いる能力が、複数の工程または反応容器を必要
とする方法と比べて、増大する増幅効率の非限定的利点を提供する。さらに、特別な実施
形態において、ゲノム断片の高い複雑性の増幅された表示的集団は、複数の増幅反応から
の生成物のプーリングを必要としない条件下で得ることができる。かくして、上記ゲノム
断片の増幅された表示的集団における断片は、本発明の種々の実施形態において順次より
はむしろ平行して得ることができる。しかしながら、異なる反応が個別の容器中で順次に
行われる、または複数反応の生成物がプールされて、例えば、特定の適用に適合される実
施形態において上記方法を用いることが可能である。
【０１４１】
　天然ゲノムまたはその断片等の核酸を増幅するために本発明で用いることができる例示
的方法のさらに別の記載は米国特許第６，３５５，４３１号に見出すことができ、これは
、ポリメラーゼ鎖反応（ＰＣＲ）増幅、ランダム起点、ＰＣＲ、任意起点ＰＣＲ、ストラ
ンド置き換え増幅、核酸配列ベースの増幅および転写介在増幅を含む。
【０１４２】
　ゲノムまたはゲノム断片の集団の複製に続き、所望の修飾を含む核酸は未反応プライマ
ーまたはテンプレート等の未修飾核酸から分離することができる。例えば、未伸長または
未反応プライマーを除去するのは望ましくあり得る。なぜならば、未伸長プライマーは、
本発明で用いられる種々の検出方法において伸長されたまたは標識されたプライマーと競
合でき、それにより、シグナルを減少させるからである。従って、多数の技術を用いて、
未伸長プライマーの除去を容易とすることができる。以下の議論は明瞭性のために増幅反
応に指向されるが、これらの技術を用いて、修飾されたおよび未修飾核酸を検出工程で分
離することもできるのが理解されるであろう。
【０１４３】
　核酸の分離は、例えば、本明細書中で先に記載された一次または二次標識の１つ以上を
含めた標識の選択的一体化によって介在することができる。二次標識が取り込まれた核酸
は、例えば、標識に対して特異性を有する受容体への結合に基づいて標識を欠くものから
分離することができる。受容体は、例えば、図９に例示した実施形態に関して上記した固
相基質に付着させることができる。一次標識を用いて、蛍光活性化セルソーティング等の
ソーティング技術において核酸を分離することができる。同様に、一体化された二次標識
を有する核酸は、核酸－受容体複合体に対して一次標識を供する受容体の検出に基づいて
ソーティング方法において標識を欠くものから分離することができる。分離は、Ｇ－５０
樹脂等の標準サイズ排除樹脂、ＡｍｉｃｏｎまたはＣｅｎｔｒｉｃｏｎカラムでの限外濾
過、またはエタノール－様沈殿方法を用いて達成することもできる。
【０１４４】
　核酸は、標識されたプライマー、標識されたヌクレオチド前駆体または双方を介して、
増幅または修飾反応の間に導入された部分によって本発明の方法において好都合には標識
することができる。特別な実施形態において、核酸を複製するのに用いる１つ以上のＮＴ
Ｐは、標識を欠く未修飾プラマーから修飾されたプライマーを分離するのに用いることが
できる二次的検出可能な標識を含むことができる。二次的標識は、ＳＢＥ、ＯＬＡまたは
侵襲的切断等の標識されたおよび未標識のプローブの分離のための工程を含む検出技術で
特別な用途を見出す。特に有用な標識は、限定されるものではないが、結合パートナー対
；化学的修飾可能な部分；またはヌクレアーゼ阻害剤のうちの１つを含む。
【０１４５】
　その例として、二次的標識は、固体支持体に付着した免疫グロブリン、またはその機能
的断片に対する親和性を有するハプテンまたは抗原であり得る。免疫グロブリンに結合し
た標識された核酸は、固体支持体および可溶性画分の物理的分離によって未標識核酸から
分離することができる。加えて、例えば、ストレプトアビジン、ビオチン模倣体または双
方を利用するものを含めたアビジン／ビオチンシステムを用いて、未標識であるものから
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修飾された核酸を分離することができる。典型的には、２つの結合パートナーのうちのよ
り小さいものを核酸に付着させる。しかしながら、より大きなパートナーの付着を用いる
こともできる。例えば、アビジンの核酸への付加はそのサイズを増加させ、その物理的特
性を変化させ、これは分離のために利用することができる。従って、ストレプトアビジン
標識核酸は、サイズ排除クロマトグラフィー、アフィニティグロマトグラフィ、濾過また
は分別沈殿等の技術を用いて混合物中の未標識核酸から分離することができる。
【０１４６】
　固体支持体への結合パートナーの付着を含めた実施形態において、固体支持体は、例え
ば、検出アッセイに関して本明細書中に記載したものから選択することができる。特に有
用な基質は、例えば、磁性ビーズを含み、これは容易に核酸試料に導入し、容易に磁石で
除去することができる。他の公知のアフィニティークロマトグラフィー基質を同様に用い
ることができる。既知の方法を用いて、結合パートナーを固体支持体に結合させることが
できる。
【０１４７】
　典型的には、ゲノムの型決定可能な遺伝子座を検出する方法は、例えば、上記した方法
によって得られた上記ゲノム断片の増幅された表示的集団で行われる。別法として、型決
定可能な遺伝子座は、増幅方法以外の方法によってゲノムから誘導されたゲノム断片の表
示的集団に関して決定することができる。１つの実施形態において、ゲノム断片の表示的
集団は、天然ゲノムを断片化することによって得ることができる。ゲノムを断片化するの
に用いることができる例示的方法は後に記載する。当業者であれば、断片化方法を本明細
書中に記載した増幅方法に対する代替法として、あるいは所望であれば増幅技術と組み合
わせて用いることができる。
【０１４８】
　単離された天然ゲノムは、ＤＮＡ中に二本鎖破壊を作り出すいずれかの物理的、化学的
または生化学的実態によって断片化することができる。特別な実施形態において、天然ゲ
ノムはエンドヌクレアーゼで消化することができる。本発明の方法で有用なエンドヌクレ
アーゼは、特異的認識配列において切断するもの、またはＤＮａｓｅＩ等のＤＮＡを非特
異的に切断するものを含む。エンドヌクレアーゼは当該分野で入手可能であるが、例えば
、とりわけ、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　ＢｉｏＬａｂ（Ｂｅｖｅｒｌｅｙ，Ｍａｓｓ．）
またはＬｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｉｎｃ．（Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，Ｍｄ．）
等の商業的源から得ることができる。特異的エンドヌクレアーゼを用いて、酵素を曝露し
てランダム配列をそれによって切断する頻度に従って特定の平均サイズのポリヌクレオチ
ド断片を作り出すことができる。例えば、６つのヌクレオチド認識配列を有するエンドヌ
クレアーゼは、平均して、４０９６塩基対長である断片を生じると予測される。平均断片
長は、ランダム配列としてＤＮＡを処理し、次いで、関係４ｎ＝ｓ（式中、ｎはエンドヌ
クレアーゼによって認識された塩基の数であって、ｓは生じた断片の平均サイズである）
に従ってランダム配列中の認識部位の頻度を見積もることによって見積もることができる
。また、後に記載するようにインキュベーション条件を修飾して、エンドヌクレアーゼの
酵素効率を変化させ、それにより、生じた断片の平均サイズを変化することができる。６
塩基対認識部位を有するエンドヌクレアーゼの例を用い、酵素効率の減少は、平均して４
０９６よりも長い塩基対長である断片を生じさせることができる。
【０１４９】
　また、非特異的エンドヌクレアーゼを用いて、所望の平均サイズのゲノム断片を生じさ
せることができるエンドヌクレアーゼ反応は二分子であるので、断片化の速度は、エンド
ヌクレアーゼＤＮＡまたは双方の濃度のような条件を変化させることによって操作するこ
とができる。具体的には、エンドヌクレアーゼ、ＤＮＡまたは双方いずれかの濃度の低下
を用いて、反応速度を低下させる、これは、増加した平均断片サイズをもたらす。エンド
ヌクレアーゼ、ＤＮＡ認識配列または双方いずれかの濃度を増加させると、特定の酵素に
対する最大速度（Ｖｍａｘ）に近づく増大した効率を可能とし、これは、低下した平均断
片サイズに導かれる。また、条件の同様な変化を部位特異的エンドヌクレアーゼに適用す
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ることもできる。なぜならば、ＤＮＡとのそれらの反応もまた二分子だからである。例え
ば、温度、塩濃度および反応の時間を含めた他の反応条件もまた切断の速度に影響し得る
。エンドヌクレアーゼ反応速度を変化させて測定された平均サイズのポリヌクレオチド断
片を生じさせるための方法は、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，前掲（２００
１）またはＡｕｓｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，前掲（１９９８）に記載されている。
【０１５０】
　ゲノム断片を生じさせるのに用いることができる他の方法は、例えば、フリーラジカル
メカニズム、ＵＶ光、機械的破壊等によって結合を切断するもの等のＤＮＡのホスホジエ
ステル骨格を破壊する化学的剤での処理を含む。これらのおよび上記した方法を用いて、
天然ゲノムからゲノム断片を生じさせ、さらにゲノム断片を切断し、または本発明で用い
る他の核酸を切断することができる。ゲノム断片を生じさせるのに用いることができるさ
らなる例示的機械的破壊方法は、超音波および剪断を含む。
【０１５１】
　ランダムプライマー全ゲノム増幅は、典型的には、無傷のゲノムＤＮＡを断片化された
テンプレートと比較してテンプレートとして用いる場合、典型的には、より高い増幅収率
および増大した表示を生じさせる。断片化されたゲノムＤＮＡの増幅が望まれる本発明の
適用において、断片を一緒に連結して、連結したＤＮＡを生じさせることも可能である。
次いで、連結されたＤＮＡを、本明細書中にて先に記載した全ゲノム増幅方法で用いるこ
とができる。ゲノム断片連結反応で用いることができる例示的条件は、例えば、ＷＯ　０
３／０３３７２４　Ａ１に記載されている。
【０１５２】
　標的核酸試料の断片化が望まれない実施形態においては、断片は本発明の方法で用いる
ために修飾することができる。例えば、ゲノムＤＮＡを修飾して、増幅を容易とすること
ができる。増幅を容易とすることができる例示的修飾は、例えば、ランダムプライマー増
幅によって効果的に増幅することができる伸長されたテンプレートを形成するためのゲノ
ム断片の連結である。連結は、例えば、ＭｃＣｏｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．１
９：６３５－６４２（１９８０）に記載されたもの等の当該分野で既知の条件下で、ゲノ
ム断片の集団をＴ４　ＲＮＡリガーゼで処理することによって行うことができる。また、
連結はＡＰエンドヌクレアーゼポリメラーゼおよびリガーゼの混合物を用いて行うことも
できる。損傷したＤＮＡは、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈから入手可能なＲｅｓｔｏｒａ
ｓｅＴＭポリメラーゼ混合物（Ｒ１０２８）等の適切な酵素を用いて修復することができ
る。用いることができるさらに別の修飾は、ユニバーサルテイルのゲノム断片への付加で
ある。ユニバーサルテイルと一体化させる例示的方法は、限定されるものではないが、ｄ
ＧＴＰ等のモノヌクレオチドでの３’末端にテイルするターミナルデオキシヌクレオチド
トランスフェラーゼでの断片の処理を含む。従って、ポリＧテイルをユニバーサルテイル
としてゲノム断片に付加することができる。ポリＣ．Ｔ，Ｕ，Ａまたは他のヌクレオチド
テイルと同様に添加することができる。また、ユニバーサルテイルは、ユニバーサルテイ
ル配列をゲノム断片の一方または双方の端部に付加される条件下で、ゲノム断片をＴ４　
ＲＮＡリガーゼおよびランダム４－量体二重鎖アダプターおよびユニバーサルテイル配列
を有するオリゴヌクレオチドで処理することによって付加することもできる。
【０１５３】
　実施例Ｘは、メチル化されたＤＮＡの亜硫酸水素塩処理によって生じた断片を増幅する
方法を記載する。当業者であれば、実施例Ｘに記載された増幅方法は、種々のメカニズム
のうちのいずれかによって生じた種々の組成のうちのいずれかの核酸断片試料で用いるこ
とができるのを理解するであろう。本発明で有用なＤＮＡ断片のさらに別の例は、限定さ
れるものではないが、例えば、貯蔵されたホルマリン－固定された、ホルムアルデヒド－
固定された、パラフィンに包埋された、ポリマーに包埋された、エタノール包埋された、
またはその何らかの組合せ処理されたもの等の保管された組織または細胞からのｃＤＮＡ
または分解されたゲノムのＤＮＡを含む。また、断片化されたＤＮＡは法医学試料、考古
学試料、古生物学試料、ミイラ化した試料、石化した試料、および細胞または組織の死滅
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およびそのゲノムＤＮＡの分析の間の長い時間のため崩壊が生じた他の試料から得られた
ものであり得る。ゲノムの型決定可能な遺伝子座を検出する方法は、ゲノム断片を、プロ
ーブ－断片ハイブリッドが形成される条件下で型決定可能な遺伝子座に対応する配列を有
する複数の核酸プローブと接触させる工程を含むことができる。本発明の方法で用いるプ
ローブは、それが配列特異性を持って標的核酸に結合する能力を有する限り、種々の組成
またはサイズのいずれをも有し得る。典型的には、上記方法で用いるプローブは、例えば
、天然構造またはそのアナログを有するものを含めた核酸である。本発明の方法で用いる
ことができる例示的核酸プローブは、限定されるものではないが、本発明で有用なプライ
マーおよび他の核酸に関して上記したものを含む。さらに、例えば、ペプチド、蛋白質ま
たは他のポリマー化合物を含めた他の配列特異的プローブを本発明の方法で用いることも
できる。
【０１５４】
　本発明のプローブは、型決定可能な遺伝子座、またはゲノム断片の表示的集団中の型決
定可能な遺伝子座の存在を示す他の検出位置に相補的であり得る。かくして、ゲノム断片
の型決定可能な遺伝子座を検出する工程は、例えば、遺伝子座それ自体の検出、または遺
伝子的に連結した、または関連したさらに別の配列の検出を含むことができる。この相補
性は完全である必要はない。例えば、ミスマッチが、用いるべき条件下で検出のための十
分に安定なハイブリダイゼーション複合体の形成を妨げない限り、ハイブリダイズした核
酸複合体内のいずれかの数の塩基対ミスマッチがあり得る。
【０１５５】
　さらに、本発明の方法で用いる核酸プローブは、ゲノム断片の特定の集団に存在する標
的配列または他の配列に相補的でない配列領域を含むことができる。これらの非標的相補
的配列領域は、例えば、プローブを基質に付着させ、プライマーまたは他の所望の配列の
ような他の核酸用の部位をアニーリングするためのリンカー配列を含むことができる。核
酸プローブの標的－相補性配列領域は、例えば、長さが少なくとも１０ヌクレオチドであ
る長さを有することができる。また、限定されるものではないが、長さが少なくとも約１
５、２０、２５、３５、５０、７０、１００、５００、１０００または５０００ヌクレオ
チド以上であるものを含めた、より長い標的－相補性領域も有用であり得る。上記したよ
うに、本発明の特定の実施形態は、天然ゲノムを増幅して、比較的小さなゲノム断片の表
示的集団を生じさせる能力を提供する。小さなゲノム断片上のゲノムの型決定可能な遺伝
子座を検出する非限定的利点は、比較的近い遺伝子座が個々の検出のために分離できるこ
とである。従って、小さな標的配列の検出等の特別な実施形態において、核酸プローブの
標的－相補性領域は長さが多くとも約１００、９０、８０、７０、６０、５０、４０、３
５、３０、２５、２０または１０ヌクレオチドであり得る。
【０１５６】
　本発明で有用な例示的標的－相補性配列は種々の検出技術の関係で後に記載する。当業
者であれば、プローブは例示した特定の検出技術で用いるのに限定されず、むしろ、本発
明の特定の適用で望まれる種々の異なる検出技術のいずれでも用いることができる。
【０１５７】
　本発明の方法で用いるプローブは、さらに、例えば、特定の検出方法を指示するための
修飾を有することができる。例えば、特定のプローブの増幅または修飾が望まれない実施
形態において、プローブは、修飾に対して抵抗性である構造を有することができる。特別
な例として、プローブは３’ＯＨ基を欠き得、または３’キャップ部分を有することがで
き、それにより、ポリメラーゼでの修飾に対して不活性である。特別な実施形態において
、プローブは、限定されるものではないが、上記した一次または二次核酸標識の１つ以上
を含めた検出可能な標識を含むことができる。別法として、検出は、標識が必要ないよう
にプローブ、断片またはハイブリッドの固有の特徴に基づくことができる。検出すること
ができる固有の特徴の例は、限定されるものではないが、質量、電導度、エネルギー吸収
、蛍光などを含む。
【０１５８】
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　種々の条件のいずれかを用いて、プローブを、限定されるものではないが、標的に対す
るプライマーアニーリングに関して上記したものを含めたゲノム断片をハイブリダイズさ
せることができる。特別な実施形態において、ハイブリダイゼーション条件は、プローブ
、ゲノム断片または双方の修飾または特性を支持することができる。しかしながら、プロ
ーブが適用される検出方法に依存して、ハイブリダイゼーション条件はプローブ－断片ハ
イブリッドの修飾を支持する必要はない。従って、特定の断片の存在は、ゲノム断片、プ
ローブまたは双方の検出可能な特性に基づいて測定することができる。さらなる例示的ハ
イブリダイゼーション条件は、特定の検出方法に関して後に記載する。
【０１５９】
　本発明の方法においてプローブと接触させる複数のゲノム断片は、ゲノム配列の全てま
たは一部を表すことができる。従って、上記複数のゲノム断片の複雑性は、それが増幅さ
れ、またはそうでなければ生じるゲノムのサイズと同等であり得る。例えば、プローブと
接触させる複数のヒトゲノム断片は、全長ゲノムと概略同等な約３．１ギガ塩基の複雑性
を有することができる。また、より低い複雑性の表示を用いることができる。再度、ヒト
ゲノムを非限定的例として用いて、プローブと接触させる複数のゲノム断片は少なくとも
約２ギガ塩基の複雑性を有することができ、これはヒトゲノムの約６０％の表示であり、
あるいは少なくとも約１ギガ塩基の複雑性を有することができ、これは、ヒトゲノムの少
なくとも約３０％の表示である。本発明の方法においてプローブと接触させた複数のプロ
ーブの複雑性は、例えば、少なくとも約０．１ギガ塩基、０．２ギガ塩基、０．５ギガ塩
基、０．８ギガ塩基、１ギガ塩基、１．５ギガ塩基、２ギガ塩基、２．５ギガ塩基、３ギ
ガ塩基、３．５ギガ塩基、４ギガ塩基、４．５ギガ塩基、５ギガ塩基以上であり得る。
【０１６０】
　より高い複雑性の複数のゲノム断片を本発明の方法で用いるので、典型的には、より大
きな量のＤＮＡを用いるのが望ましい。従って、本明細書中に開示した方法においてプロ
ーブと接触させる複数のゲノム断片におけるＤＮＡの量は少なくとも約１μｇ、１０μｇ
、５０μｇ、１００μｇ、１５０μｇ、２００μｇ、３００μｇ、４００μｇ、５００μ
ｇ、１０００μｇ以上（ここではμｇはマイクログラムをいう）であり得る。複数のゲノ
ム断片は、プローブおよび断片の間の配列特異的ハイブリダイゼーションの所望のレベル
、または検出された遺伝子座の量等の所望の結果を与えるいずれかの濃度にて流体中に存
在させることができる。例えば、本発明の方法においてプローブと接触させる複数のゲノ
ム断片の濃度は少なくとも約０．１μｇ／μｌ、０．２μｇ／μｌ、０．５μｇ／μｌ、
０．８μｇ／μｌ、１μｇ／μｌ、１．５μｇ／μｌ、２μｇ／μｌ、５μｇ／μｌ、１
０μｇ／μｌであり得る（ここではμｌはマイクロリットルをいう）。
【０１６１】
　複数のゲノム断片と接触させるプローブの数は当該方法の所望の適用に基づいて選択す
ることができる。用いることができる例示的プローブ集団およびアレイは当該分野で既知
でありおよび／または本明細書中に記載されたものを含むことができる。ゲノム断片とで
配列特異的ハイブリッドを形成する異なるプローブの数は、例えば、少なくとも約１００
、５００、１０００、５０００、１×１０４、５×１０４、１×１０５、５×１０５、１
×１０６、５×１０６以上であり得、これは、当該分野で既知のおよび／または本明細書
中に記載された集団またはアレイにおける多数のプローブを含む。
【０１６２】
　ハイブリダイゼーション後、所望であれば、ハイブリダイズしなかった核酸はハイブリ
ッドから分離することができる。一本鎖の核酸およびハイブリッド核酸は、例えば、サイ
ズ、質量、エネルギー吸収、蛍光、電導度、電荷、または特定の基質に対する親和性を含
めた２つの種に関して異なる特性に基づいて分離することができる。２つの種では異なる
特性に基づいて一本鎖の核酸およびハイブリッド核酸を分離するのに用いることができる
例示的方法は、限定されるものではないが、サイズ排除クロマトグラフィー、特定のサイ
ズカットオフを有する膜を通じての濾過、アフィニティークロマトグラフィー、ゲル電気
泳動、毛細管電気泳動、蛍光活性化セルソーティング（ＦＡＣＳ）などを含む。
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【０１６３】
　特別な実施形態において、ハイブリッド核酸からのプローブ、標的または双方のような
一本鎖核酸の分離は、プローブまたは標的の基質への付着によって促進することができる
。固相基質を用いる核酸の分離を含む例示的方法は図９に示され、後に記載する。基質結
合核酸で形成されたハイブリッドは、反応混合物からの基質の物理的分離によってハイブ
リダイズしていない核酸から分離することができる。そのような分離で用いることができ
る例示的基質は、限定されるものではないが、磁性ビーズ、ＳｅｐｈａｄｅｘＴＭ、制御
されたポアのガラス、アガロースなどのような粒子；またはガラス表面、プラスチック、
セラミックなどのような表面を含む。核酸は、当該分野で既知の方法を用い、核酸二次的
標識に関連して上記されたもの等の公知のリンカーおよびリガンドを介して基質に付着さ
せることができる。基質は、例えば、磁気引力、重力沈積、遠心沈積、濾過、ＦＡＣＳ、
電気的引力などを含めた種々の方法のいずれかによって溶液から物理的に分離することが
できる。分離は、例えば、手またはロボットデバイスを用いて基質の手動での移動によっ
て行うこともできる。
【０１６４】
　本発明の方法は、さらに、プローブ－ゲノム断片ハイブリッドの型決定可能な遺伝子座
を検出する工程を含むことができる。本発明の特定の適用に応じて、プローブ－ゲノム断
片ハイブリッドは、直接的検出技術、あるいは別法として増幅－ベースの技術を用いて検
出することができる。直接的検出技術は、プローブ－断片ハイブリッドにおける核酸のレ
ベルが検出されたシグナルを供するものを含む。例えば、特定のアレイ位置で形成された
ハイブリッドの場合には、捕獲されたハイブリッドまたはその構成要素核酸から生起する
位置からのシグナルは、ハイブリッドまたはその構成要素核酸を増幅すること無く検出す
ることができる。別法として、検出は、検出される核酸のレベルを増大させるための、プ
ローブまたはゲノム断片または双方の増幅を含むことができる。種々の例示的検出技術の
関係で後に記載するように、プローブ核酸、ゲノム断片または双方を標識することができ
る。さらに、プローブ－断片ハイブリッドにおける核酸は、そのような標識の検出に基づ
いて、ハイブリッド形成および型決定可能な遺伝子座の検出に先立って、その間に、また
はその後に標識することができる。
【０１６５】
　従って、ゲノムの型決定可能な遺伝子座を検出する方法は、（ａ）そのような型決定可
能な遺伝子座を有するゲノム断片の増幅された表示的集団を提供し、（ｂ）上記ゲノム断
片を、プローブ－断片ハイブリッドが形成される条件下で、型決定可能な遺伝子座に対応
する配列を有する複数の核酸プローブと接触させ；次いで、（ｃ）上記プローブ－断片ハ
イブリッドの型決定可能な遺伝子座を直接的に検出する工程を含むことができる。
【０１６６】
　一般に、直接的か、または増幅技術に基づくかを問わず、検出は、核酸またはそれらの
関連した標識に固有の特性を検知する方法によって達成することができる。有用な特性は
、例えば、遺伝子座を欠くものから型決定可能な遺伝子座を有する核酸を区別するのに用
いることができるものを含む。そのような検出された特性を用いて、異なる核酸を単独で
、または検出アレイの区別される位置への付着等の他の方法と組み合わせて区別すること
ができる。検出がそれに基づくことができる例示的特性は、限定されるものではないが、
質量、電導度、エネルギー吸収、蛍光などを含む。
【０１６７】
　蛍光の検出は、核酸またはその標識に励起波長の放射線を照射し、当該分野で既知であ
り、かつ例えば、Ｌａｋｏｗｉｃｚ，Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅ
ｎｃｅ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，第２版，Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ　Ｎｅｗ　Ｙｏ
ｒｋ（１９９９）に記載された方法によってそこでのフルオロフォアから発せられた放射
線を検出することによって行うことができる。フルオロフォアは、例えば、発光波長、励
起波長、蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）強度、消光、異方性または寿命を含めた種
々の蛍光現象のうちのいずれかに基づいて検出することができる。ＦＲＥＴを用いて、励
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起されたドナーからアクセプターへのエネルギーの移動による、ドナーフルオロフォアに
結合した第一のポリヌクレオチド、およびアクセプターフルオロフォアに結合した第二の
ポリヌクレオチドの間のハイブリダイゼーションを測定することができる。かくして、ハ
イブリダイゼーションは、ドナー発光の低下、およびハイブリッドについてのアクセプタ
ー発光の出現によって引き起こされた波長のシフトとして検出することができる。加えて
、光脱色後の蛍光回復（ＦＲＡＰ）を用いて、蛍光標識標的ポリヌクレオチドの結合によ
る先に光脱色したアレイ位置で起こる蛍光の増加に従ってハイブリダイゼーションを同定
することができる。
【０１６８】
　型決定可能な遺伝子座を有する核酸を検知しまたは同定するのに用いることができる他
の検出技術は、例えば、その質量に基づいて核酸を検知するのに用いることができる質量
分析；表面固定化相補的配列への結合に基づいて核酸を検知するのに用いることができる
表面プラズモン共鳴；それが吸収するエネルギーの波長に基づいて核酸を検知するのに用
いることができる吸収分光分析；相補的配列への結合によりその環境の温度変化に基づい
て核酸を検知するのに用いることができる熱量測定；その電気的特性またはその環境の電
気的特性の変化に基づいて核酸を検知するのに用いることができる電気的コンダクタンス
またはインピーダンス、磁性核の存在に基づいて核酸を検知するのに用いることができる
磁気共鳴、または他の公知の分析的分光測定またはクロマトグラフィー技術を含む。
【０１６９】
　特別な実施形態において、プローブ－断片ハイブリッドの型決定可能な遺伝子座は、ハ
イブリッド種のその後の修飾無くして、ハイブリッド中のプローブ、断片または双方の存
在に基づいて検出することができる。例えば、特定の型決定可能な遺伝子座を有するプレ
－標識された断片は、遺伝子座の核酸相補体が存在する特定のアレイ位置での標識の存在
に基づいて同定することができる。
【０１７０】
　本発明は、さらに、（ａ）型決定可能な遺伝子座を有する上記ゲノム断片の増幅された
表示的集団を提供し；（ｂ）ゲノム断片を、固定化されたプローブ－断片ハイブリッドが
形成される条件下で、型決定可能な遺伝子座に対応する配列を有する複数の固定化された
核酸プローブと接触させ；（ｃ）上記固定化されたプローブ－断片ハイブリッドを修飾し
；次いで、（ｄ）修飾されているプローブまたは断片を検出し、それにより、ゲノムの型
決定可能な遺伝子座を検出する工程を含むゲノムの型決定可能な遺伝子座を検出する方法
を提供する。
【０１７１】
　特別な実施形態において、整列させた核酸プローブは、検出のためにゲノム断片にハイ
ブリダイズする間に修飾することができる。そのような実施形態は、例えば、米国特許第
６，３５５，４３１号Ｂ１、米国特許出願第１０／１７７，７２７号および／または後に
記載されるＡＳＰＥ、ＳＢＥ、オリゴヌクレオチド連結増幅（ＯＬＡ）、伸長連結（Ｇｏ
ｌｄｅｎＧａｔｅＴＭ）、インベーダ技術、プローブ切断またはパイロシーケンシングを
利用するものを含む。かくして、本発明は、固定化されたプローブがプローブによって捕
獲されたゲノム断片の代わりに修飾される態様で行うことができる。別法として、検出は
、プローブにハイブリダイズした間でのゲノム断片の修飾を含むことができる。例示的な
修飾は、ポリメラーゼ等の酵素によって触媒されるものを含む。有用な修飾は１つ以上の
ヌクレオチドまたはヌクレオチドアナログの１つ以上の、テンプレートにハイブリダイズ
したプライマーへの一体化であり得、そこでは、プライマーはプローブ－ゲノム－断片ハ
イブリッドにおけるプローブまたはゲノム断片いずれかであり得る。そのような修飾はプ
ライムドテンプレートの全てまたは一部の複製を含むことができる。テンプレートプロー
ブまたはゲノム断片の一部のみの複製に導く修飾は、テンプレートの増幅無くしての検出
であると理解される。というのは、テンプレートはその全長に沿って複製されるのではな
いからである。
【０１７２】
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　伸長アッセイは型決定可能な遺伝子座の検出で有用である。伸長アッセイは、一般には
、第二の核酸にハイブリダイズした場合に、第一の核酸の３’末端を修飾することによっ
て行われる。第二の核酸は、例えば、第一の核酸のポリメラーゼ－ベースの伸長の間に起
こって、１つ以上のヌクレオチドを取り込む塩基対合相互作用によって、修飾のタイプを
指令するテンプレートとして働くことができる。ポリメラーゼ伸長アッセイは、例えば、
ポリメラーゼの相対的高忠実度、およびその実行の相対的容易性のため、特に有用である
。伸長アッセイを行って、例えば、アレイ等の基材に結合した場合に、遊離３’末端を有
する核酸プローブを修飾することができる。用いることができる例示的アプローチは、例
えば、対立遺伝子特異的プライマー伸長（ＡＳＰＥ）、単一塩基伸長（ＳＢＥ）、または
パイロシーケンシングを含む。
【０１７３】
　特別な実施形態において、単一塩基伸長（ＳＢＥ）を型決定可能な遺伝子座の検出で用
いることができる。ＳＢＥの例示的ダイアグラム表示を図２に示す。簡単に述べれば、Ｓ
ＢＥは、検出部位に近接する、または隣接する位置における標的ゲノム断片にハイブリダ
イズする伸長プローブを利用し、検出位置は特定の型決定可能な遺伝子座を示す。ポリメ
ラーゼを用いて、本明細書中で先に記載したもの等の検出標識で標識されたヌクレオチド
アナログでプローブの３’末端を伸長させることができる。酵素の忠実度に基づき、もし
それが標的ゲノム断片中の検出位置に相補的であれば、ヌクレオチドは伸長プローブに取
り込まれるだけである。所望であれば、上記ヌクレオチドは、さらなる伸長が起こり得ず
、かくして、単一ヌクレオチドのみが付加されるように誘導体化することができる。伸長
されたプローブにおける標識されたヌクレオチドの存在は、例えば、アレイ中の特定の位
置で検出することができ、付加されたヌクレオチドを同定して、型決定可能な遺伝子座の
同一性配列を決定することができる。ＳＢＥは、米国特許出願第０９／４２５，６３３号
に記載されたもの等の公知の条件下で行うことができる。標識されたヌクレオチドは、上
記した、またはＳｙｖａｎｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　８：６８４－６９２
（１９９０）；　Ｓｙｖａｎｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｈｕｍａｎ　Ｍｕｔａｔｉｏｎ　３：
１７２－１７９（１９９４）；米国特許第５，８４６，７１０号および第５，８８８，８
１９号；Ｐａｓｔｉｎｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　Ｒｅｓ．７（６）：６０
６－６１４（１９９７）等のどこかに記載されたもの等の方法を用いて検出することがで
きる。
【０１７４】
　ＳＢＥ検出で有用なヌクレオチドアナログはジデオキシヌクレオシド三リン酸（デオキ
シヌクレオチドまたはｄｄＮＴＰ、すなわち、ｄｄＡＴＰ、ｄｄＴＴＰ、ｄｄＣＴＰおよ
びｄｄＧＴＰとも呼ばれる）、または鎖停止するように誘導体化された他のヌクレオチド
アナログも含むことができる。標識された鎖停止ヌクレオチドの使用は、例えば、検出位
置を超えての伸長による偽陽性を防ぐように、存在するｄＮＴＰの１を超えるタイプを有
する反応で有用である。例示的アナログはジデオキシ－三リン酸ヌクレオチド（ｄｄＮＴ
Ｐ）またはアシクロターミネーター（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ，Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔ
ｙ，ＣＡ）である。一般に、ｄｄＡＴＰ、ｄｄＣＴＰ、ｄｄＧＴＰおよびｄｄＴＴＰを含
むヌクレオチドの組を用いることができ、その少なくとも１つは標識を含む。特定の適用
で望まれれば、全ての４つが標識されたヌクレオチドの組を用いることができる。標識は
全て同一であるか、あるいは別法として、異なるヌクレオチドタイプは異なる標識を有す
ることができる。当業者によって理解されるように、ポリメラーゼ酵素が、型決定可能な
遺伝子座を示す質問位置において注目する特定のヌクレオチドを取り込む限り、いずれか
の数のまたはそのアナログをプライマーに加えることができる。
【０１７５】
　ＳＢＥ検出方法で用いるヌクレオチドは、さらに、例えば、一次または二次検出可能標
識のいずれかであり得る検出可能標識を含むことができる。本明細書中において先に記載
された種々の核酸標識のいずれかをＳＢＥ検出方法で用いることができる。また、二次標
識の使用は、特別な実施形態において未伸長プローブの除去を促進することができる。
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【０１７６】
　ＳＢＥ用の溶液はＤＮＡポリメラーゼ等の伸長酵素を含むこともできる。適切なＤＮＡ
ポリメラーゼは、限定されるものではないが、ＤＮＡポリメラーゼＩ、ＳＥＱＵＥＮＡＳ
ＥＴＭ　１．０およびＳＥＱＵＥＮＡＳＥＴＭ　２．０（Ｕ．Ｓ．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａ
ｌ）、Ｔ５　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｐｈｉ２９　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔｈｅｒｍｏｓｅ
ｑｕｅｎａｓｅＴＭ（Ｔａｂｏｒ－Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ突然変異を持つＴａｑ）、およ
び当該分野で既知の、または本明細書中に記載されたその他のクレノウ断片を含む。もし
ヌクレオチドが、伸長プライマーと隣接する標的配列の検出位置の塩基に相補的であれば
、伸長酵素はそれを伸長プライマーに加えるであろう。かくして、伸長プライマーは修飾
され、すなわち、伸長されて、修飾されたプライマーを形成する。
【０１７７】
　反応における未伸長プライマーの量が得られた伸長された－標識プライマーを大幅に超
え、かつ過剰の未伸長プライマーが標識プライマーの検出に競合する実施形態において、
未伸長プライマーを除去することができる。例えば、未伸長プライマーは、少量のＤＮＡ
標的で実行されるＳＢＥ反応から除去することができる。未伸長プライマーを除去するた
めの有用な方法は本明細書中に記載する。さらに、一本鎖プローブはプローブのアレイか
ら優先的に除去でき、エキソヌクレアーゼ処理等の後にさらに詳しく記載する方法を用い
て二本鎖プローブ－標的ハイブリッドを残す。そのような方法は、例えば、非テンプレー
ト指向性プローブ標識から生起するバックグラウンドを除去することによって、増大した
アッセイ感度および選択的検出を供することができる。
【０１７８】
　当業者に理解されるように、ＳＢＥ反応の配置は一部の形態のうちのいずれかを取るこ
とができる。特別な実施形態において、反応は溶液中で行うことができ、次いで、塩基－
特異的検出可能標識を持つ新たに合成されたストランドを検出することができる。例えば
、それらは直接的にハイブリダイズさせて、伸長プライマーに相補的なプローブを捕獲す
ることができ、次いで、標識の存在を検出することができる。そのような配置は、例えば
、ゲノム断片を捕獲プローブとして整列させた場合に有用である。別法として、ＳＢＥ反
応は表面で起こり得る。例えば、ゲノム断片は、断片の第一の標的ドメインにハイブリダ
イズする第一の捕獲プローブを用いて捕獲することができ、反応は、プローブが図２Ａに
示されたように修飾されるように進行することができる。
【０１７９】
　検出位置における塩基の測定は、一部の方法のいずれかで進行させることができる。特
別な実施形態において、混合した反応を２、３または４の異なるヌクレオチドで行うこと
ができ、各々は異なる標識を備えたものである。この実施形態において、プローブ上の標
識を取り込まれなかった標識から区別して、いずれのヌクレオチドがプローブを取り込ん
だかを決定することができる。別法として、区別される反応は、各々、異なる標識ヌクレ
オチドで行うことができる。これは、単一基材結合プローブおよび順次の反応を用いるこ
とによって、あるいは複数基材－結合プローブに同一反応を曝露することによって行うこ
とができ、後者の場合は図２Ａに示される。例えば、ｄＡＴＰをプローブ－断片ハイブリ
ッドに加えることができ、シグナルの生成を評価することができ；ｄＡＴＰを除去し、ｄ
ＴＴＰを加えることができるなどである。別法として、４つのアレイを用いることができ
；第一のものをｄＡＴＰと反応させ、第二のものをｄＴＴＰと反応させるなどであり、シ
グナルの存在または不存在を各アレイで評価する。
【０１８０】
　別法として、放射分析を行うことができ；例えば、２つの基材（例えば、２つのアレイ
）上の２つの標識「Ａ」および「Ｂ」を検出することができる。この実施形態において、
プライマー伸長反応の２つの組を行い、各々は２つのアレイ上にあり、各反応は４つの鎖
停止ＮＴＰの完全な組を含む。第一の反応は２つの「Ａ」標識ヌクレオチドおよび２つの
「Ｂ」標識ヌクレオチドを含む（例えば、ＡおよびＣは「Ａ」標識でき、ＧおよびＴは「
Ｂ」標識できる）。第二の反応は２つの標識を含むが、スイッチされ；例えば、Ａおよび
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Ｇは「Ａ」標識され、ＴおよびＣは「Ｂ」標識される。この反応組成は、二対立遺伝子マ
ーカーが放射線スコア取りできるようにし；すなわち、単一基材上の２つの異なる「色」
チャネルにおける２つの標識の強度を、２つのハイブリダイズしたアレイの組からのデー
タを用いて比較する。例えば、もしマーカーがＡ／Ｇであれば、第一のアレイ上の第一の
反応を用いて、放射遺伝子型分類スコアを計算し；もしマーカーがＡ／Ｃであれば、第二
のアレイ上の第二の反応を計算で用い；もしマーカーがＧ／Ｔであれば、第二のアレイを
用いる、などである。この概念は全ての可能な二対立遺伝子マーカー組合せに適用するこ
とができる。このように、単一繊維放射スコアを用いる遺伝子型のスコア取りは、２つの
異なるアレイの間の絶対的または正規化された強度の比較を用いて遺伝子型をスコア取り
するよりも頑強な遺伝子型分類を可能とすることができる。
【０１８１】
　図２に例示されたＳＢＥ反応は、４つの個別の反応が単一標識を用いて４つの個別のア
レイで行われる実施形態を示す。さらなる実施形態は、４よりも少ないプローブ集団また
はアレイと組み合わせた１を超えるタイプの標識の使用を含むことができる。例えば、Ｓ
ＢＥは、単一の反応および単一のプローブ集団を用いて２色モードで行うことができる。
このモードにおいては、全ての４つの鎖停止ヌクレオチドは、第一のタイプの標識を担う
ヌクレオチドの２つ、および第二のタイプの標識を担う他の２つにて存在させることがで
きる。第一の標識はＡおよびＣで用いることができ、他方、第二の標識はＧおよびＴ（ま
たはＧおよびＵ）で用いられる。この例示的標識スキームは天然で生じるヒトＳＮＰのほ
ぼ８０％の検出を可能とする。というのは、最も豊富なヒトＳＮＰはＡ／ＧおよびＣ／Ｔ
多型だからである。当業者であれば、所望であれば、他の標識スキームを用いて、例えば
、特定の生物における多型の豊富さを確認し、または特定の適用で検出すべき多型の所望
のタイプを確認することができるのを理解するであろう。複数の標識タイプでのＳＢＥの
使用は、遺伝子型分類データを得るのに必要なアレイおよび反応の数を低下させる非限定
的利点を提供することができる。　
【０１８２】
　単一塩基配列決定（ＳＢＥ）は、１つ以上の非鎖停止ヌクレオチドを伸長反応に含める
以外は、ＳＢＥに関して上記したように行うことができる伸長アッセイである。かくして
、本発明によると、１つ以上の非鎖停止ヌクレオチドを、例えば、上記したものを含めた
ＳＢＥ反応に含めることができる。
【０１８３】
　ＳＢＳの例示的実施形態は、２つの個別のプローブ集団について２つの個別の反応を行
うことである。２つの個別の反応は、有利には、単一標識を用いて行われ；しかしながら
、所望であれば、１を超えるタイプの標識を用いることができる。第一の反応は、伸長可
能であって、ゲノムＤＮＡ中の４つの天然に生じるヌクレオチドのうちの２つにハイブリ
ダイズできる２つの異なる標識されたヌクレオチドを含むことができる。第二の反応は２
つの異なるヌクレオチドを含むことができ、上記ヌクレオチドは標識され、かつゲノムＤ
ＮＡ中の他の２つの天然に生じるヌクレオチドにハイブリダイズすることができる。２つ
の反応の各々は他の反応に見出されるヌクレオチドを欠乏させることができるか、あるい
は他の反応で見出されるヌクレオチドの鎖停止アナログを含めることができる。その例と
して、第一の反応（ホットＡＣ反応）はｄＡＴＰ－ビオチンおよびｄＣＴＰ－ビオチンを
含むことができる。この第一の反応はＧＴＰ、ＵＴＰおよびＴＴＰを欠くことができる。
別法として、第一の反応はジデオキシＧＴＰおよびジデオキシＵＴＰ（またはジデオキシ
ＧＴＰおよびジデオキシＴＴＰ）を含むことができる。上記例を継続し、第二の反応（ホ
ットＧＵ反応）はｄＧＴＰ－ビオチンおよびｄＵＴＰ－ビオチン（またはｄＧＴＰ－ビオ
チンおよびｄＴＴＰ－ビオチン）を含むことができる。この第二の反応はＣＴＰまたはＡ
ＴＰを欠くことができる。別法として、第二の反応はジデオキシＣＴＰおよびジデオキシ
ＡＴＰを含むことができる。この例示的標識スキームは天然に生じるヒトＳＮＰのほぼ８
０％の検出を可能とする。というのは、豊富なヒトＳＮＰの大半はＡ／ＧおよびＣ／Ｔ多
型だからである。
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【０１８４】
　ＡＳＰＥは、それらの３’末端においてヌクレオチド組成が異なる伸長プローブを利用
する伸長アッセイである。ＡＳＰＥの例示的ダイアグラム表示を図２Ｂに示す。簡単に述
べれば、ＡＳＰＥは、標的ゲノム断片を、検出位置に対して相補的な３’配列部分、およ
び検出位置に隣接する配列に対して相補的である５’部分を有する伸長プローブにハイブ
リダイズさせることによって行うことができる。例えば、ポリメラーゼによる標識された
ヌクレオチドの付加による、プローブの３’部分のテンプレート指向性修飾により標識さ
れた伸長生成物が得られるが、テンプレートが標的配列を含む場合のみである。次いで、
そのような標識されたプライマー－伸長生成物の存在は、例えば、アレイ中のその位置に
基づいて検出して、特定の型決定可能な遺伝子座の存在を示すことができる。
【０１８５】
　特別な実施形態において、ＡＳＰＥは、検出位置に相補的な３’末端を有するプローブ
のみがポリメラーゼによって修飾されるように、それらが異なる３’末端を除いて標的ゲ
ノム断片中の同一検出位置に隣接してアニールされるように、同様な５’末端を有する複
数伸長プローブで行うことができる。図２Ｂに示すように、特定の検出位置に相補的な３
’末端塩基を有するプローブを、上記位置についてのパーフェクトマッチ（ＰＭ）プロー
ブといい、他方、３’末端ミスマッチ塩基を有し、ＡＳＰＥ反応で伸長できないプローブ
は、上記位置に関してミスマッチ（ＭＭ）プローブである。ＰＭプローブにおける標識さ
れたヌクレオチドの存在を検出することができ、プローブの３’配列を決定して、特定の
型決定可能な遺伝子座を同定することができる。ＡＳＰＥ反応は、例えば、区別されるア
レイ位置における１、２または３の異なるＭＭプローブを含むことができ、上記数はアッ
セイすべき特定の遺伝子座で起こる多様性に依存して選択される。例えば、２つのプロー
ブを用いて、特定の遺伝子座についての２つの対立遺伝子のいずれが試料に存在するかを
決定することができ、他方、３つの異なるプローブを用いて、３－対立遺伝子の座の対立
遺伝子を区別することができる。
【０１８６】
　特別な実施形態において、ＡＳＰＥ反応は、鎖停止するように誘導体化されたヌクレオ
チドアナログを含むことができる。かくして、プローブ－断片ハイブリッドにおけるＰＭ
プローブは、さらなる伸長無くして単一ヌクレオチドアナログを取り込むように修飾する
ことができる。例示的な鎖停止ヌクレオチドアナログは、限定されるものではないが、Ｓ
ＢＥ反応に関して上記したものを含む。さらに、それらが鎖停止するものであるか否かを
問わず、ＡＳＰＥ反応で用いる１つ以上のヌクレオチドは、本明細書中において先に記載
したもの等の検出標識を含むことができる。例えば、ＡＳＰＥ反応は、実施例ＩＩＩに例
示された単一ビオチン標識ｄＮＴＰを含むことができる。所望であれば、ＡＳＰＥ反応に
おける１を超えるヌクレオチドを標識することができる。例えば、実施例ＩＩに記載した
もの等の反応条件を修飾して、ビオチニル化ｄＣＴＰならびにビオチニル化ｄＧＴＰおよ
びビオチニル化ｄＴＴＰを含むようにすることができる。ＡＳＰＥ反応は全ての４つのヌ
クレオチドＡ、Ｃ、ＴおよびＧの存在下で、あるいは、例えば、実質的な量のＡ、Ｃ、Ｔ
またはＧの１つ以上を欠くサブセットを含めたこれらのヌクレオチドのサブセットの存在
下で行うことができる。
【０１８７】
　パイロシーケンシングは、１つ以上のヌクレオチドを検出位置に加えるのに用いること
ができる伸長アッセイである；型決定可能な遺伝子座の同定が、ヌクレオチドに付着した
標識上よりはむしろ、伸長されたプローブへのｄＮＴＰの付加の間に生じた、反応生成物
のピロホスフェート（ＰＰｉ）の検出に基づく以外はＳＢＥと同様である。ＰＰｉの１つ
の分子が、伸長プライマーに加えられたｄＮＴＰ当たりに生じる。すなわち、ヌクレオチ
ドの各々との順次の反応を実行し、反応生成物をモニタリングすることによって、付加さ
れた塩基の同一性を判断することができる。パイロシーケンシングは、ＵＳ　２００２／
０００１８０１に記載されたもの等の条件を用いて本発明で用いることができる。
【０１８８】
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　特別な実施形態において、固定化されたプローブ－断片ハイブリッドの修飾は、１つ以
上のミスマッチした塩基対を有するハイブリッドの切断または分解を含むことができる。
本明細書中に記載した他の修飾に関しては、パーフェクトマッチしたハイブリッドと比較
して１つ以上のミスマッチを有するハイブリッドの選択的修飾をもたらす条件を使用する
ことができる。例えば、ＡＳＰＥ－ベースの検出方法においては、ミスマッチプローブ－
断片ハイブリッドは、パーフェクトマッチプローブ－断片ハイブリッドと比較して選択的
に切断または分解することができる。例えば、ハイブリッドを、塩基対ミスマッチを認識
し、結合切断によるなどしてミスマッチしたハイブリッドを修飾することができる剤と接
触させることができる。例示的剤は、ＤＮＡグリコシラーゼ、Ｃｅｌ　Ｉ、Ｔ４エンドヌ
クレアーゼＶＩＩ、Ｔ７エンドヌクレアーゼＩ、マングリーンエンドヌクレアーゼまたは
Ｍｕｔ－ｙ、またはＢｒａｄｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．３
２：２６３２－２６４１（２００４）に記載されたもの等の他のもののごときミスマッチ
した塩基対を有するハイブリッドを認識し、それを切断する酵素を含む。ミスマッチした
ハイブリッドから生じた切断生成物は、例えば、洗浄によって除去することができる。
【０１８９】
　従って、本発明の方法は、ミスマッチプローブ－断片ハイブリッドの切断と共にＡＳＰ
Ｅを用いて固定化されたプローブ－断片ハイブリッドを修飾することを含むことができる
。組み合わせて双方の修飾工程を用いる利点は、工程の１つのみの使用と比較して特異性
を増大させることができることである。例えば、ＡＳＰＥ検出を用いる場合、特異性の第
一のレベルは、伸長ポリメラーゼによるマッチおよびミスマッチプライマーの区別により
得られる。望ましくないミスマッチプライマー伸長が起こる場合、ミスマッチしたハイブ
リッドの切断はミスマッチプローブによる人工的シグナルを妨げるよう働くことができ、
それにより、アッセイの特異性および感度を増加させる。同様に、特異性および感度は、
連結ベースのアッセイ等の本明細書中に記載された他の検出方法で形成されたミスマッチ
ハイブリッドにより生起する人工的シグナルを除去することによって増加させることがで
きる。ミスマッチハイブリッドは、本明細書中に開示された方法に従って液相または固相
固定化ハイブリッドから除去することができる。
【０１９０】
　特別な実施形態において、ＡＳＰＥ反応は、パーフェクトマッチプローブ－断片ハイブ
リッドの伸長が完了するように駆動され、実質的な量のミスマッチプローブ－断片ハイブ
リッドもまた伸長される条件下で行うことができる。例えば、ＡおよびＢ対立遺伝子を有
する遺伝子座の場合には、パーフェクトマッチプローブは、ＡＡ個体を持つ完全なハイブ
リッドを形成するホモ接合性対立遺伝子Ａに対して設計することができ、ミスマッチプロ
ーブはＢＢ個体を持つ完全なハイブリッドを形成するホモ接合性対立遺伝子Ｂに対して設
計することができる。従って、パーフェクトマッチおよびミスマッチプローブの役割は、
観察下での試料に応じて留保することができる。ミスマッチ伸長の生成物は、伸長した生
成物において１つのミスマッチ塩基対を有し、パーフェクトマッチはミスマッチを含まな
いであろう。ミスマッチプローブによって生じたシグナルの特異的除去は、パーフェクト
マッチ伸長からのシグナルを無傷としつつ、パーフェクトマッチおよびミスマッチの間の
より大きな区別を作り出す第二の区別工程を付け加えることができ、パーフェクトマッチ
プローブのポリメラーゼ－ベースの修飾のみに基づく検出と比較して、より特異的な遺伝
子型分類アッセイを創製する。
【０１９１】
　所望ならば、プローブ－断片ハイブリッドの一部ではない固定化されたプローブはプロ
ーブ－断片ハイブリッドと比較して選択的に修飾することができる。ハイブリダイズしな
かったプローブの選択的修飾を用いて、例えば、ポリメラーゼ伸長アッセイの間にテンプ
レート独立的に標識されたプローブを除去することによってアッセイの特異性および感度
を増加させることができる。特に有用な選択的修飾は、ハイブリダイゼーション条件下で
の標的との接触に続いて、集団またはプローブのアレイに存在する一本鎖プローブの分解
または切断である。一本鎖核酸を分解する例示的な酵素は、限定されるものではないが、
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エキソヌクレアーゼ１つまたはラムダエキソヌクレアーゼを含む。
【０１９２】
　その３’末端における反応性ヒドロキシルを持つプローブ、およびポリメラーゼ伸長を
利用する実施形態において、有用なエキソヌクレアーゼは、３’～５’方向に一本鎖ＤＮ
Ａを優先的に消化するものである。かくして、特定のアッセイ条件下で形成される二本鎖
プローブ－標的ハイブリッドは、プローブのポリメラーゼ伸長用のテンプレートとして働
く標的の３’突出の場合のように、分解から優先的に保護される。しかしながら、アッセ
イ条件下で標的にハイブリダイズしない一本鎖プローブは優先的に分解される。さらに、
そのようなエンドヌクレアーゼ処理は、断片または核酸が、標的核酸の非プローブ相互作
用部分との相互作用のためアレイにより保持される場合に、ゲノム断片または他の核酸の
一本鎖領域を優先的に分解することができる。かくして、エキソヌクレアーゼ処理は、プ
ローブに結合した２つ以上の核酸のブリッジ形成ネットワークのため生起し得るアーチフ
ァクトを妨げることができる。エキソヌクレアーゼでの消化は、典型的には、プローブ伸
長工程の後に行われる。
【０１９３】
　一部の実施形態において、型決定可能な遺伝子座の検出は、プローブ－断片ハイブリッ
ドの形成に続くゲノム－断片標的の増幅を含むことができ、それは、標的分子の数の有意
な増加をもたらす。標的増幅－ベースの検出技術は、例えば、ポリメラーゼ鎖反応（ＰＣ
Ｒ）、ストランド置き換え増幅（ＳＤＡ）、または核酸配列ベースの増幅（ＮＡＳＢＡ）
を含むことができる。別法として、標的を増幅するよりはむしろ、代替技術はテンプレー
トとしての標的を用いて、ハイブリダイズしたプローブを複製し、少数の標的分子が多数
のシグナリングプローブをもたらし、次いで、これは検出することができる。プローブ増
幅－ベースの戦略は、例えば、リガーゼ鎖反応（ＬＣＲ）、サイクリングプローブ技術（
ＣＰＴ）、インベーダ（Ｉｎｖａｄｅｒ）ＴＭ技術等の侵襲性切断技術、Ｑ－Ｂｅｔａレ
プリカーゼ（ＱβＲ）技術またはサンドイッチアッセイを含む。そのような技術は、例え
ば、米国特許出願第６０／１６１，１４８号、第０９／５５３，９９３号および第０９０
／５５６，４６３号；および米国特許第６，３５５，４３１号Ｂ１に記載され、あるいは
後に記載される条件下で行うことができる。これらの技術は、整列された核酸プローブに
ハイブリダイズする標的核酸として用いられるゲノム断片との関係で後に例示する。その
ような実施形態においては、ゲノム断片はプローブとして整列させ、合成核酸標的にハイ
ブリダイズさせることができるのは理解されよう。
【０１９４】
　オリゴヌクレオチド連結増幅（ＯＬＡ）での消化は、テンプレートとしてゲノム－断片
標的配列を用いて、２つのより小さなプローブを単一の長いプローブにテンプレート－依
存的に連結することを含む。特別な実施形態において、一本鎖標的配列は第一の標的ドメ
インおよび第二の標的ドメインを含み、それらは隣接し、かつ連続したものである。第一
のＯＬＡプローブおよび第二のＯＬＡプローブは、各標的ドメインの相補的配列にハイブ
リダイズさせることができる。次いで、２つのＯＬＡプローブを相互に共有結合させて、
修飾されたプローブを形成する。プローブが相互に直接的に隣接してハイブリダイズする
実施形態において、共有結合はリガーゼを介して起こることができる。１つの実施形態に
おいて、連結プローブの一方はアレイまたは粒子等の表面に付着させることができる。さ
らに別の実施形態において、双方の連結プローブをアレイまたは粒子等の表面に結合させ
ることができる。
【０１９５】
　別法として、伸長連結（ＧｏｌｄｅｎｇａｔｅＴＭ）アッセイを用いることができ、そ
こでは、ハイブリダイズしたプローブは連続するものではなく、１つ以上のヌクレオチド
が、付加されたヌクレオチドを介してプローブを接合する１つ以上の剤と共に加えられる
。例示的剤は、例えば、ポリメラーゼおよびリガーゼを含む。所望であれば、修飾された
プローブおよび標的の間のハイブリッドを変性することができ、連結されたプローブのプ
ールの創製に導く増幅に関して上記プロセスを反復することができる。上記したように、
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これらの伸長－連結プローブはアレイまたは粒子等の表面に付着させることができるが、
その必要はない。本発明で有用な伸長連結アッセイのためのさらに別の条件は、例えば、
米国特許第６，３５５，４３１号Ｂ１および米国出願第１０／１７７，７２７号に記載さ
れている。
【０１９６】
　ＯＬＡは、二本鎖ゲノム断片標的を用いる場合には、連結鎖反応（ＬＣＲ）といわれる
。ＬＣＲにおいては、標的配列を変性し、プローブの２つの組を加える：１つの組は標的
の１つのストランドに関して上記で概説した通りであり、別の組（すなわち、第三および
第四プライマープローブの核酸）は標的の他のストランドについて上記で解説した通りで
ある。第一および第二のプローブが標的にハイブリダイズし、伸長されたプローブを形成
するように修飾される条件を用いることができる。標的－修飾プローブハイブリッドの変
性に続き、第二の標的配列に加えて、第三および第四のプローブの付着のために、修飾さ
れたプローブをテンプレートとして用いることができる。同様に、連結した第三および第
四のプローブは、第一の標的ストランドに加えて、第一および第二のプローブの付着用の
テンプレートとして働くことができる。このようにして、丁度直線状よりはむしろ指数関
数的な増幅が、変性および連結のプロセスを反復した場合に起こり得る。
【０１９７】
　修飾されたＯＬＡプローブ生成物は種々の方法のいずれかで検出することができる。特
別な実施形態において、テンプレート－指向性プローブ修飾反応は、溶液中で行うことが
でき、修飾されたプローブはアレイ中の捕獲プローブにハイブリダイズする。捕獲プロー
ブは、一般には、修飾されたＯＬＡプローブの少なくとも一部に対して相補的である。例
示的な実施形態において、第一のＯＬＡプローブは検出可能な標識を含むことができ、第
二のＯＬＡプローブは捕獲プローブに対して実質的に相補的であり得る。この実施形態の
非限定的利点は、アッセイで修飾されなかった標識プローブの存在によるアーチファクト
が最小化されることである。何故ならば、未修飾プローブは、捕獲プローブによってハイ
ブリダイズされる相補的配列を含まないからである。また、ＯＬＡ検出技術は、反応混合
物を、例えば、米国特許第６，３５５，４３１号Ｂ１に記載された捕獲プローブと接触さ
せるに先立ち、反応混合物から未修飾標的プローブを除去する工程を含むこともできる。
【０１９８】
　別法として、ゲノム断片標識は固相表面に固定化することができ、ハイブリダイズした
ＯＬＡプローブを修飾する反応は固相表面で行うことができる。未修飾プローブは適切な
ストリンジェンシー下での洗浄によって除去することができる。次いで、修飾されたプロ
ーブを、０．１Ｎ　ＮａＯＨ等の変性条件を用いてゲノム断片標的から溶出させることが
でき、本明細書中に記載したように検出することができる。ゲノム断片が、ＯＬＡ技術に
おいて標的配列として用いる場合に検出できる他の条件は、例えば、米国特許第６，３５
５，４３１号Ｂ１、第５，１８５，２４３号、第５，６７９，５２４号および第５，５７
３，９０７号；ＥＰ　０　３２０　３０８　Ｂ１；ＥＰ　０　３３６　７３１　Ｂ１；Ｅ
Ｐ　０　４３９　１８２　Ｂ１；ＷＯ９０／０１０６９；ＷＯ　８９／１２６９６；ＷＯ
　９７／３１２５６；およびＷＯ　８９／０９８３５および米国出願第６０／０７８，１
０２号および第６０／０７３，０１１号に記載されたものを含む。
【０１９９】
　型決定可能な遺伝子座は、ローリングサークル増幅（ＲＣＡ）を用いて本発明の方法で
検出することができる。第一の実施形態において、単一プローブを、上記プローブが標的
にハイブリダイズしている間に環状化されるように、ゲノム断片標的にハイブリダイズさ
せることができる。上記プローブの各末端は標的核酸上に隣接してハイブリダイズし、ポ
リメラーゼの付加の結果、環状プローブが伸長される。しかしながら、プローブは末端を
有しないので、ポリメラーゼはプローブを反復して伸長し続ける。この結果、環状プロー
ブが増幅される。ＲＣＡに続き、増幅された環状プローブを検出することができる。これ
は、種々の方法で達成することができ；例えば、プライマーを標識することができ、ある
いはポリメラーゼを標識されたヌクレオチドに組み込み、標識された生成物を検出アレイ
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において捕獲プローブによって検出することができる。ローリング－サークル増幅は、一
般には、Ｂａｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８）　Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２６：
５０７３－５０７８；Ｂａｒａｎｙ，Ｆ．（１９９１）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８８：１８９－１９３；およびＬｉｚａｒｄｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９
９８）　Ｎａｔ　Ｇｅｎｅｔ．１９：２２５－２３２に記載されたもの等の条件下で行う
ことができる。
【０２００】
　さらに、本発明で用いるローリングサークルプローブは、標的にアニールしない場合に
それらを複製できなくする構造的特徴を有することができる。例えば、標的にアニールす
る末端の一方または双方は、ヘアピン構造等の分子内ステム構造を形成する配列を有する
ことができる。ステム構造は、正当な標的配列にハイブリダイズする場合にオープンサー
クルプローブが環状化されるようにするが、環状化されないオープンサークルプローブの
不活化をもたらす配列で作成することができる。この不活化は、検出アッセイにおいて修
飾されたプローブの合成の起点となり、またはローリングサークル増幅のためのテンプレ
ートとして働くオープンサークル能力を低下させ、または排除する。分子内ステム構造を
形成することができる例示的プローブ、および本発明で用いることができるそれらの使用
方法は米国特許第６５７３０５１号に記載されている。
【０２０１】
　さらに別の実施形態において、検出はＯＬＡ、続くＲＣＡを含むことができる。この実
施形態において、固定化されたプライマーをゲノム断片標的と接触させることができる。
相補的配列は相互にハイブリダイズし、その結果、固定化されていない二重鎖がもたらさ
れる。また、第二のプライマーを標的核酸と接触させることができる。第二のプライマー
は第一のプライマーに隣接した標的核酸とハイブリダイズする。ＯＬＡ反応を行って、第
一および第二のプライマーを、例えば、上記した修飾されたプライマー生成物として付着
させることができる。次いで、ゲノム断片を除去し、固定化された修飾プライマー生成物
を、未修飾固定化プライマーではなく修飾されたプライマー生成物に相補的なＲＣＡプロ
ーブとハイブリダイズさせることができる。次いで、ＲＣＡ反応を行うことができる。
【０２０２】
　特別な実施形態において、パドロックプローブをＯＬＡのため、およびＲＣＡ用の環状
テンプレートとして用いることができる。パドロックプローブの各末端は、ゲノム断片標
的に相補的な配列を含むことができる。より具体的には、パドロックプローブの第一の末
端は第一の標的ドメインに対して実質的に相補性とすることができ、ＲＣＡプローブの第
二の末端は、第一のドメインに隣接した第二の標的ドメインに対して実質的に相補的とす
ることができる。ゲノム断片標的へのパドロックプローブのハイブリダイゼーションの結
果、ハイブリダイゼーション複合体が形成される。単一オリゴヌクレオチドの区別される
末端の連結の結果、ＲＣＡテンプレート複合体として作用する環状プローブを含有する修
飾されたハイブリダイゼーション複合体が形成される。ＲＣＡテンプレート複合体へのポ
リメラーゼの付加は、増幅された生成物の核酸の形成を可能とすることができる。ＲＣＡ
に続いて、増幅された生成物の核酸を、例えば、アレイに対するハイブリダイゼーション
によって直接的にまたは間接的に検出することができ、関連した標識を検出することがで
きる。
【０２０３】
　本発明で用いるパドロックプローブは、さらに、アダプター配列、コンカテマーを切断
するための制限部位、標識配列、または、例えば、米国特許第６，３５５，４３１号Ｂ１
に記載されたＲＣＡ反応の起点となるプライミング部位を含むことができる。この同一特
許は、本発明の方法においてゲノム断片標的の型決定可能な遺伝子座を検出するのに用い
ることができるパドロックプローブ方法も記載する。
【０２０４】
　本発明の方法において型決定可能な遺伝子座を検出するのに用いることができるＬＣＲ
の変形は、米国特許第５，６１６，４６４号および第５，７６７，２５９号に記載された
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もの等の条件下での化学的連結を利用する。この実施形態においては、酵素修飾と同様に
、プローブの対を利用することができ、そこでは、第一のプローブは標的ゲノム断片の第
一のドメインに対して実質的に相補的であって、第二のプローブは標的の隣接する第二の
ドメインに対して実質的に相補的である。各プローブは、標的配列を結合するよりはむし
ろプローブの間に非共有結合ステム構造の１つの半分を形成する「側鎖」として働く部分
を含むことができる。特別な実施形態は、側鎖として実質的に相補的な核酸を利用する。
かくして、プローブの標的配列へのハイブリダイゼーションに対して、プローブの側鎖は
空間的に近接させる。側鎖の少なくとも１つは、一般的には、活性化に際して、隣接プロ
ーブとで化学的架橋または化学的連結をもたらす、側鎖に共有結合した活性化可能架橋剤
を含むことができる。活性化可能基は、側鎖の架橋を可能とするいずれの部位も含むこと
ができ、それは、光活性化可能基等の化学的に、光学的（フォトミック）にまたは熱的に
活性化された基を含む。一部の実施形態において、側鎖の１つ上の単一の活性化可能基は
、他の側鎖上の官能基への相互作用を介する架橋をもたらすのに十分であり；別の実施形
態において、活性化可能基は各側鎖に含めることができる。プローブの一方または双方は
標識することができる。
【０２０５】
　一旦ハイブリダイゼーション複合体が形成されれば、プローブが相互に共有結合される
ように、架橋剤は活性化されており、反応はハイブリダイゼーション複合体の解離を可能
とする条件に付すことができ、かくして、標的を遊離させて、次の連結または架橋のため
のテンプレートとして働かすことができる。このようにして、シグナル増幅が起こること
ができ、架橋した生成物は、例えば、アレイへのハイブリダイゼーションによって直接的
にまたは間接的に検出することができ、解離した標識は検出することができる。
【０２０６】
　特別な実施形態において、増幅－ベースの検出は、侵襲的切断技術を用いて達成するこ
とができる。そのようなアプローチを用い、ゲノム断片標的を２つの区別されるプローブ
にハイブリダイズさせることができる。２つのプローブは、ゲノム断片標的の第一の部分
に対して実質的に相補的であるインベーダプローブ、および検出位置を有する配列に対し
て実質的に相補的な３’末端、および一本鎖テイルを形成することができる５’非相補的
末端を有するシグナルプローブである。上記テイルは検出配列を含むことができ、典型的
には、少なくとも１つの検出可能標識も含む。しかしながら、シグナルプローブ中の検出
配列は捕獲プローブ用の標的配列として機能することができるので、標識プローブを利用
するサンドイッチ配置を本明細書中に記載したように用いることができ、シグナルプロー
ブは検出可能な標識を含む必要がない。
【０２０７】
　上記インベーダ、およびゲノム断片標的上のさらに別の近くの、またはそれに隣接する
シグナルプローブのハイブリダイゼーションは、プローブ－断片ハイブリッドの検出で有
用な一部の構造のうちのいずれかを形成することができる。例えば、フォーク型の切断構
造を形成することができ、それにより、検出配列をシグナルプローブから切断するヌクレ
アーゼに対する基質を供することができる。切断の部位は、インベーダプローブの３’末
端およびシグナルプローブの下流フォークの間の距離または重複によって制御することが
できる。従って、誤整列した場合、あるいはゲノム断片標的に付着しなかった場合、いず
れのオリゴヌクレオチドも切断されない。
【０２０８】
　特別な実施形態において、フォーク型切断構造を認識し、テイルの放出を触媒する熱安
定性ヌクレアーゼを用いることができ、それにより、切断反応の熱サイクリンを行うこと
が可能となり、所望であれば、増幅する。用いることができる例示的ヌクレアーゼは、限
定されるものではないが、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ａｑａｔｉｃｉｓ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｆｌａ
ｖｕｓ、またはＴｈｅｒｍｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｎｕｓに由来するもの；米国特許第
５，７１９，０２８号および第５，８４３，６６９号に記載されたもの、または例えば、
米国特許第５，８４３，６６９号およびＬｙａｍｉｃｈｅｖ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒ
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ｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１７：２９２－２９７（１９９９）に記載されたＦｌ
ａｐエンドヌクレアーゼ（ＦＥＮ）を含む。
【０２０９】
　所望であれば、切断されたシグナルプローブの３’部分を、例えば、ビーズ結合ストレ
プトアビジン等の固相捕獲タグへ結合させることによって、または捕獲タグを通じて架橋
させて凝集体を生じさせることによって、抽出することができる。シグナルプローブの５
’検出配列は、アレイ上のプローブへのハイブリダイゼーション等の後に記載する方法を
用いて検出することができる。侵襲的切断技術は、さらに、例えば、米国特許第６，３５
５，４３１号；第５，８４６，７１７号；第５，６１４，４０２号；第５，７１９，０２
８号；第５，５４１，３１１号；または第５，８４３，６６９号に記載された条件および
検出方法を用いて本発明で用いることができる。
【０２１０】
　型決定可能な遺伝子座を検出するのに用いることができるさらなる増幅－ベースの検出
技術はサイクリングプローブ技術（ＣＰＴ）である。ＣＰＴプローブは分裂可能な結合に
よって分離された２つのプローブ配列を含むことができる。上記ＣＰＴプローブはゲノム
断片標的配列に対して実質的に相補的であって、かくして、それにハイブリダイズして、
プローブ－断片ハイブリッドを形成する。上記ＣＰＴプローブは本発明の方法においてゲ
ノム断片標的にハイブリダイズさせることができる。典型的には、一次プローブが結合し
、一次プローブのより短い切断された一部分が解離するように、温度およびプローブ配列
を選択する。特定の適用に依存して、ＣＰＴは溶液中で行うことができるか、あるいは標
的または分裂可能プローブを固体支持体に結合させることができる。上記方法で形成され
たプローブ－断片ハイブリッドは、標的配列を切断すること無く、分裂可能結合を選択的
に切断させ、それにより、２つのプローブ配列を分離する切断条件に付すことができる。
２つのプローブ配列は、次いで、標的から解離させることができる。特別な実施形態にお
いて、過剰のプローブを用いることができ、有効な量の切断されたプローブが増幅される
ように、反応をいずれかの回数反復させる。
【０２１１】
　プローブがハイブリダイゼーション複合体である場合、すなわち、二本鎖複合体が形成
される場合、選択的に切断できるＣＰＴプローブ内のいずれかの結合を分裂可能結合とし
て用いることができる。例えば、ＤＮＡ：ＲＮＡハイブリッドにおける場合、リボヌクレ
アーゼ等の種々の二本鎖ヌクレアーゼによって切断することができるＲＮＡを含めた種々
の分裂可能結合のいずれかを本発明で用いることができる。そのようなヌクレアーゼは、
そのようなハイブリッドまたは一本鎖ＤＮＡにおけるＤＮＡよりはむしろ、ＲＮＡ：ＤＮ
Ａハイブリダイゼーション複合体からＲＮＡヌクレオシドを選択的にニックし、またはそ
れを切り出す。本発明で用いることができる分裂可能結合および切断剤のさらに別の例は
、米国特許第６，３５５，４３１号Ｂ１およびそこに引用された文献に記載されている。
【０２１２】
　ＣＰＴ切断反応の完了に際して、切断されたプローブの検出に先立って、切断しなかっ
た分裂可能プローブを除去し、または中和して、所望であれば、偽陽性シグナルを回避す
ることができる。これは、例えば、ＣＰＴ反応に続いて、溶液に放出された切断プローブ
を支持体上に残る切断されていないプローブから物理的に分離することができるような切
断に先立ち、例えば、支持体へのプローブの結合を含めた種々の方法のうちのいずれかで
行うことができる。切断されなかった、および切断されたプローブは、例えば、米国特許
第６，３５５，４３１号に記載された方法を用い、長さの差、特定の結合標識または配列
の捕獲に基づいて分離することもできる。
【０２１３】
　ＣＰＴ反応によって生じた切断プローブは、アレイへのハイブリダイゼーション等の方
法、または本明細書中に記載された他の方法を用いて検出することができる。例えば、切
断されたプローブは、直接的にまたは間接的に捕獲プローブに結合することができ、関連
した標識を検出することができる。ＣＰＴ技術は、例えば、米国特許第５，０１１，７６
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９号；第５，４０３，７１１号；第５，６６０，９８８号；および第４，８７６，１８７
号、およびＰＣＴ公開出願ＷＯ　９５／０５４８４；ＷＯ　９５／１４１６、およびＷＯ
　９５／００６６７、および米国出願第０９／０１４，３０４号に記載された条件下で行
うことができる。
【０２１４】
　特別な実施形態において、分裂可能結合を含有するプローブでのＣＰＴを用いて、米国
特許第５，６６０，９８８号およびＷＯ　９５／１４１０６に一般的に記載されているよ
うに、ミスマッチを検出することができる。そのような実施形態において、分裂可能結合
の配列は、検出すべき特定の配列、すなわち、推定ミスマッチの領域に対応するより長い
配列内の位置に位置させることができる。ミスマッチ検出の一部の実施形態において、放
出された断片の創製速度は、上記方法が実質的に是／非結果を供するようなものであり、
それにより、実質的にいずれの放出された断片の検出も所望の型決定可能な遺伝子座の存
在を示す。別法として、あるいは加えて、最終量の切断された断片を定量して、型決定可
能な遺伝子座の存在または不存在を示すことができる。
【０２１５】
　プローブ－断片ハイブリッドの型決定可能な遺伝子座は、サンドイッチアッセイを用い
て本発明の方法で検出することもできる。サンドイッチアッセイは増幅－ベースの技術で
あって、そこでは、典型的には標識された多数のプローブが単一のゲノム断片標的に結合
される。例示的な実施形態において、ゲノム断片標的は相補的捕獲プローブを介して固体
基材に結合することができる。典型的には、ユニークな捕獲プローブを、検出すべき各パ
イパブル遺伝子座配列に対して存在させる。ビーズアレイの場合には、各ビーズはユニー
クな捕獲プローブの１つを有することができる。所望であれば、捕獲エクステンダープロ
ーブを用いることができ、これはユニバーサル表面が、複数標的配列を検出するのに用い
ることができる単一タイプの捕獲プローブを有するようにすることができる。捕獲エクス
テンダープローブは捕獲プローブの全てまたは一部にハイブリダイズする第一の部分、お
よび検出すべき標的配列の第一の部分にハイブリダイズする第二の部分を含む。従って、
慣用化された多様性プローブを生じさせることができ、これは、当業者に理解されるよう
に、単純化することができ、本発明の多くの適用においてコストを低下させることができ
る。特別な実施形態において、２つの捕獲エクステンダープローブを用いることができる
。これは、例えば、検出すべき標的配列が大きい場合、または大きなアンプリファイアー
プローブ（特に、分岐したまたはデンドリマーアンプリファイアープローブ）を用いる場
合に、アッセイ複合体を安定化する非限定的利点を供することができる。
【０２１６】
　一旦、捕獲プローブを介して、ビーズ等の固体基材にゲノム断片標的が結合してしまっ
たならば、アンプリファイアープローブを断片にハイブリダイズさせて、プローブ－断片
ハイブリッドを形成することができる。本発明の方法で用いることができる例示的アンプ
リファイアープローブ、およびサンドイッチアッセイでそれを用いるための条件は米国特
許第６，３５５，４３１号に記載されている。簡単に述べれば、アンプリファイアープロ
ーブは、少なくとも１つのプローブ配列、および少なくとも１つの増幅配列を有する核酸
である。アンプリファイアープローブの第一のプローブ配列を直接的にまたは間接的に用
いて、ゲノム断片標的配列にハイブリダイズさせることができる。アンプリファイアープ
ローブの増幅配列は、直接的または間接的に用いて、標識プローブの第一の部分に結合す
る種々の配列のいずれかであり得る。典型的には、アンプリファイアープローブは複数の
増幅配列を含むであろう。増幅配列は、例えば、相互への、または介入配列もしくは化学
的部分への直接的共有結合を含めた種々の方法で相互に連結させることができる。
【０２１７】
　検出可能な標識を含む標識プローブはゲノム断片にハイブリダイズさせることができ、
それにより、プローブ－断片ハイブリッドを形成させ、標識を検出して、型決定可能な遺
伝子座の存在を決定することができる。アンプリファイアープローブの増幅配列を直接的
または間接的に用いて、標識プローブを結合させて、検出を可能とすることができる。増



(57) JP 2014-204730 A 2014.10.30

10

20

30

40

50

幅生成物の直接的検出、および標識プローブを利用する間接的検出（すなわち、サンドイ
ッチアッセイ）を含めた本発明の増幅反応の検出は、標識を有するアッセイ複合体を検出
することによって行うことができる。サンドイッチアッセイを用いるための例示的方法、
および本発明で用いることができる関連した核酸は、さらに、米国特許出願第６０／０７
３，０１１号、および米国特許第６，３５５，４３１号；第５，６８１，７０２号；第５
，５９７，９０９号；第５，５４５，７３０号；第５，５９４，１１７号；第５，５９１
，５８４号；第５，５７１，６７０号；第５，５８０，７３１号；第５，５７１，６７０
号；第５，５９１，５８４号；第５，６２４，８０２号；第５，６３５，３５２号；第５
，５９４，１１８号；第５，３５９，１００号；第５，１２４，２４６号および第５，６
８１，６９７号に記載されている。
【０２１８】
　本発明の方法の特別な適用に応じて、上記した検出技術を用いて、一次ゲノム断片標的
を検出することができるか、または上記ゲノム断片の増幅された表示的集団中の標的を検
出することができる。
【０２１９】
　特別な実施形態において、検出に先立って反応混合物から伸長しなかったまたは反応し
なかった核酸を除去するのが望ましくあり得る。というのは、伸長しなかった、または反
応しなかったプライマーは、時々、修飾されたプローブと検出中に競合し、それにより、
シグナルを低下させるからである。修飾されたプローブに対する未修飾プローブの濃度は
、しばしば、例えば、大過剰のプローブを用いる実施形態においては比較的高くなり得る
。従って、多数の異なる技術を用いて、伸長しなかったプライマーの除去を促進すること
ができる。伸長しなかったプライマーを除去するのに用いることができる例示的方法は、
例えば、米国特許第６，３５５，４３１号に記載されたものを含む。
【０２２０】
　上記したように、本発明を用いて、１つ以上の型決定可能な遺伝子座を検出することが
できる。特に、本発明は複数の型決定可能な遺伝子座の検出によく適合する。何故ならば
、上記方法は個々の遺伝子座が大きくかつ複雑な複数のもの内で検出できるようにするか
らである。個々の型決定可能な遺伝子座は、遺伝子座の個々のゲノム断片への分離、プロ
ーブ－断片ハイブリッドの形成、および物理的に分離されたプローブ－断片ハイブリッド
の検出に基づいて本発明で区別することができる。プローブ－断片ハイブリッドの物理的
分離は、ハイブリッドまたはそれらの構成要素を１つ以上の基材に結合させることによっ
て本発明で達成することができる。特別な実施形態において、プローブ－断片ハイブリッ
ドは、アレイ等の基材の表面のハイブリッドの物理的位置に基づいて、複数のものにおけ
る他のプローブおよび断片から区別することができる。プローブ－断片ハイブリッドを粒
子に結合させることもできる。粒子は、それらの位置に基づいて直接的に検出され、ビー
ズアレイ等の表面の粒子、またはフローサイトメーターでの流体流れ等の流体試料中での
区別される検出に従って、他のプローブおよび断片から区別することができる。個々の型
決定可能な遺伝子座の検出用のプローブ－断片ハイブリッドを区別する為の例示的フォー
マットは、後にさらに詳しく記載する。
【０２２１】
　ゲノム断片の増幅された表示的集団における型決定可能な遺伝子座の検出は、アレイを
使用することができる。比較的多数の遺伝子座を検出すべき実施形態においては、アレイ
は、好ましくは、高密度アレイである。本発明で用いることができる例示的マイクロアレ
イは、限定されるものではないが、Ｂｕｔｔｅ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｕｅｓ　Ｄｒｕｇ
　Ｄｉｓｃｏｖ．１：９５１－６０（２００２）または米国特許第５，４２９，８０７号
；第５，４３６，３２７号；第５，５６１，０７１号；第５，５８３，２１１号；第５，
６５８，７３４号；第５，８３７，８５８号；第５，８７４，２１９号；第５，９１９，
５２３号；第６，１３６，２６９号；第６，２８７，７６８号；第６，２８７，７７６号
；第６，２８８，２２０号；第６，２９７，００６号；第６，２９１，１９３号；第６，
３４６，４１３号；第６，４１６，９４９号；第６，４８２，５９１号；第６，５１４，
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７５１号および第６，６１０，４８２号；およびＷＯ　９３／１７１２６、ＷＯ／１１９
９５；ＷＯ　９５／３５５０５；ＥＢ　７４２　２８７；および欧州特許ＥＰ　７９９　
８９７に記載されたものを含む。本発明で有用なアレイフォーマットのさらに別の例示は
米国特許第６，３５５，４３１号Ｂ１、ＵＳ　２００２／０１０２５７８およびＰＣＴ公
開番号ＷＯ　００／６３４３７に記載されている。マイクロ流体デバイスを用いて流体試
料中のビーズを区別するために本発明で用いることができる例示的フォーマットは、例え
ば、米国特許第６，５２４，７９３号に記載されている。ビーズを区別するための商業的
に入手可能な流体フォーマットは、例えば、ＬｕｍｉｎｅｘからのｘＭＡＰＴＭ技術、ま
たはＬｙｎｘ　ＴｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓからのＭＰＳＳＴＭ方法で用いられるものを含
む。種々の技術およびテクノロジーを、基材または支持体上、またはその中の生物学的物
質のアレイを合成して、マイクロアレイを形成するのに用いることができる。例えば、Ａ
ｆｆｙｍｅｔｒｉｘ（登録商標）　ＧｅｎｅＣｘｉｐ（登録商標）アレイは、ＶＬＳＩＰ
ＳＴＭ（Ｖｅｒｙ　Ｌａｒｇｅ　Ｓｃａｌｅ　Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｐｏｌｙｍｅｒ
　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（非常に大規模な固定化されたポリマー合成））技術と時々呼ばれ
る技術に従って合成することができる。ＶＬＳＩＰＳＴＭおよび他のマイクロアレイ、お
よび（蛋白質を含めた）ポリマーアレイ製造方法および技術の一部の態様は米国特許第０
９／５３６，８４１号、国際公開番号ＷＯ　００／５８５１６；米国特許第５，１４３，
８５４号、第５，２４２，９７４号、第５，２５２，７４３号、第５，３２４，６３３号
、第５，４４５，９３４号、第５，７４４，３０５号、第５，３８４，２６１号、第５，
４０５，７８３号、第５，４２４，１８６号、第５，４５１，６８３号、第５，４８２，
８６７号、第５，４９１，０７４号、第５，５２７，６８１号、第５，５５０，２１５号
、第５，５７１，６３９号、第５，５７８，８３２号、第５，５９３，８３９号、第５，
５９９，６９５号、第５，６２４，７１１号、第５，６３１，７３４号、第５，７９５，
７１６号、第５，８３１，０７０号、第５，８３７，８３２号、第５，８５６，１０１号
、第５，８５８，６５９号、第５，９３６，３２４号、第５，９６８，７４０号、第５，
９７４，１６４号、第５，９８１，１８５号、第５，９８１，９５６号、第６，０２５，
６０１号、第６，０３３，８６０号、第６，０４０，１９３号、第６，０９０，５５５号
、第６，１３６，２６９号、第６，２６９，８４６号、第６，０２２，９６３号、第６，
０８３，６９７号、第６，２９１，１８３号、第６，３０９，８３１号および第６，４２
８，７５２号；およびＰＣＴ出願番号ＰＣＴ／ＵＳ９９／００７３０（国際公開番号ＷＯ
　９９／３６７６０）およびＰＣＴ／ＵＳ０１／０４２８５に記載されている。
【０２２２】
　ＶＬＳＩＰＳＴＭを用い、５－インチ平方水晶ウエハーのヒドロキシル化表面をシラン
と反応させることによって、ＧｅｎｅＣｈｉｐアレイを製造することができる。次いで、
リンカーをシラン分子に付着させることができる。これらのシラン分子の間の距離はプロ
ーブの充填密度を決定し、アレイを、ただ１．２８平方センチメートル内で５００，００
０を超えるプローブの位置あるいは特徴において保持することを可能とする。数百万の同
一ＤＮＡ分子は、個々の特徴の寸法に対応する１８～２０平方ミクロンのウインドウを運
ぶマスクをコートされたウエハー上に置かれる写真印刷プロセスを用いて、各特徴におい
て合成することができる。紫外光を合成の最初の工程でマスク上に照らすと、曝露された
リンカーは脱保護され、ヌクレオチドカップリングで利用できる。一旦所望の特徴が活性
化されれば、除去可能な保護基を持つ単一タイプのデオキシヌクレオチドを含有する溶液
をウエハーの表面にフラッシュすることができる。ヌクレオチドは活性化されたリンカー
に結合し、合成プロセスを開始させる。キャッピング工程を用いて、未反応のリンカー（
またはその後の工程におけるポリヌクレオチド）を切形することができる。次の合成工程
において、さらに別のマスクをウエハー上において、次のラウンドの脱保護およびカップ
リングを可能とすることができる。プローブがそれらの全長（通常は２５ヌクレオチドに
到達するまで、上記プロセスを反復する。しかしながら、本明細書中の他の箇所に記載し
たもの等の他の長さを有するプローブを各特徴において結合させることもできる。一旦合
成が完了すれば、ウエハーを脱保護し、ダイシングし、得られた個々のアレイをフローセ
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ルカートリッジでパッキングすることができる。
【０２２３】
　また、スポットしたアレイを本発明の方法で用いることもできる。例示的なスポットし
たアレイはＡｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓから入手可能なＣｏｄｅＬｉｎｋ
ＴＭアレイである。ＣｏｄｅＬｉｎｋＴＭ活性化スライドを、アミン－反応性基を含有す
る長鎖の親水性ポリマーでコートする。このポリマーをそれ自体に、およびスライドの表
面に共有結合により架橋させる。プローブの結合は、オリゴヌクレオチドプローブのアミ
ン－修飾された５’末端およびポリマーに存在するアミン反応性基の間の共有結合相互作
用を通じて達成することができる、プローブは、スポッティングペンを用いて区別される
位置に結合させることができる。有用なペンは、個々にバネを装備したステンレス鋼キャ
ピラリーペンである。ペンの負荷用量は約２００ｎＬ未満とすることができ、送達用量は
約０．１ｎＬ以下である。そのようなペンを用いて、例えば、約１４０～１６０μｍのス
ポット直径を有する特徴を作り出すことができる。好ましい実施形態において、各スポッ
トした特長における核酸プローブは３０ヌクレオチドの長さとすることができる。しかし
ながら、本明細書中の他の箇所に記載したもの等の他の長さを有するプローブを各スポッ
トに結合させることもできる。
【０２２４】
　また、本発明で有用なアレイは、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓから入手
可能なＳｕｒｅＰｒｉｎｔＴＭ技術等のインクジェット印刷方法を用いて製造することが
できる。そのような方法を用いて、インサイチュにてオリゴヌクレオチドプローブを合成
し、または基材表面と反応性である部分を有するプレ－合成プローブを結合させることも
できる。印刷されたマイクロアレイは、標準的なスライド寸法（約１インチ×３インチ）
を有する表面上に２２，５７５の特徴を含有することができる。典型的には、印刷された
プローブは長さが２５または６０ヌクレオチドである。しかしながら、本明細書中の他の
箇所に記載されたもの等の他の長さを有するプローブを各位置で印刷することもできる。
【０２２５】
　本明細書中に記載した実施形態のいくつかについては、核酸プローブは、それらが酵素
または他の剤による修飾に関して遊離３’末端を有するように、基材に結合させることが
できる。当業者であれば、３’から５’の方向の核酸の合成に関して上記で例示した方法
を修飾して、遊離３’末端を有する核酸を生じさせることができる。例えば、固体支持体
への５’結合を有する、５’から３’の方向に核酸を合成するための当該分野で既知の合
成方法はインクジェット印刷、または写真印刷方法で用いることができる。さらに、基材
結合核酸のインサイチュ逆転は、３’基材－結合核酸がその５’末端で基材に結合するよ
うになり、その３’末端で脱着するように行うことができる。インサイチュ逆転は、Ｋｗ
ｉａｔｋｏｗｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２７：４７１０－
４７１４（１９９９）に記載されたもののように、当該分野で既知の方法に従って行うこ
とができる。
【０２２６】
　例示的な高密度アレイはアレイのアレイ、または複数試料の処理を可能とするように配
置された複数の個々のアレイを有する複合アレイである。そのようなアレイは型決定可能
な遺伝子座の多重検出を可能とする。例えば、多重検出フォーマットで本発明で用いるこ
とができる例示的複合アレイは、米国特許第６，４２９，０２７号およびＵＳ　２００２
／０１０２５７８に記載されている。特別な実施形態において、各個々のアレイはマイク
ロタイタープレートの各ウェル内に存在させることができる。かくして、マイクロタイタ
ープレートのサイズ、および個々のアレイのサイズに応じて、非常に多数のアレイを同時
に実行することができ；例えば、２，０００の個々のアレイ、および９６ウェルマイクロ
タイタープレートを用いて、１９２，０００のアッセイを平行して行うことができ；３８
４マイクロタイタープレートの各ウェルにおける同一数のアレイは７６８，０００の同時
アッセイが行え、１５３６マイクロタイタープレートでは、３，０７２，０００アッセイ
を生じる。
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【０２２７】
　特定の実施形態において、ゲノムの型決定可能な遺伝子座を検出するのに有用な核酸は
、整列させた、またはそうでなければ空間的に区別される粒子に結合させることができる
。例示的な粒子はマイクロスフィアーまたはビーズを含む。しかしながら、本発明で用い
る粒子は球形である必要はない。むしろ、限定されるものではないが、ディスク、プレー
ト、チップ、スライバーまたは不規則な形状を含めた他の形状を有する粒子を用いること
ができる。加えて、本発明で用いる粒子は多孔性とすることができ、かくして、結合、ま
たはプローブ－断片ハイブリッドのアレイで利用可能な表面積を増加させる。粒子サイズ
は、例えば、約１００ｎｍビーズ等のナノメートルから、約１ｍｍビーズ等のミリメート
ルまでの範囲とすることができ、多くとも約０．２ミクロン、０．５ミクロン、５ミクロ
ンまたは２００ミクロン等の中間サイズの粒子は有用である。ビーズの組成は、例えば、
本発明の適用または合成の方法に応じて変化させることができる。適切なビーズの組成は
、限定されるものではないが、プラスチック、セラミック、ガラス、ポリスチレン、メチ
ルスチレン、アクリルポリマー、常磁性材料、トリアゾル、炭素グラファイト、二酸化チ
タン、ラテックス、またはＳｅｐｈａｒｏｓｅＴＭ等の架橋したデキストラン、セルロー
ス、ナイロン、架橋したミセルまたはＴｅｓｌｏｎＴＭ等の、ペプチド、核酸および有機
部分合成で用いられるものを含む。有用な粒子は、例えば、Ｂａｎｇｓ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｉｅｓ，Ｓｉｓｈｅｒｓ　ＩｎｄからのＭｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏ
ｎ　Ｇｕｉｄｅに記載されている。
【０２２８】
　本発明におけるアレイ－ベースの検出の一部の実施形態は、ビーズまたはマイクロスフ
ィアーに関して後に例示される。当業者であれば、上記したもののような他の形状および
サイズの粒子を、これらの実施形態に関して例示したビーズまたはマイクロスフィアーの
代わりに用いることができるのを理解するであろう。
【０２２９】
　ゲノム断片の集団における型決定可能な遺伝子座の検出で用いる各粒子は関連した捕獲
プローブを含むことができる。しかしながら、所望であれば、１つ以上の粒子を、捕獲プ
ローブを含有子内粒子のアレイまたは集団に含めることができる。捕獲プローブは、型決
定可能な遺伝子座等の標的配列を有する核酸に直接的にまたは間接的に結合するいずれか
の分子または材料であり得る。捕獲プローブは、例えば、相補的核酸、または配列特異的
に核酸に結合するさらに別の分子にハイブリダイズする配列を有する核酸であり得る。
【０２３０】
　特別な実施形態において、各ビーズまたは他のアレイ位置は、単一タイプの捕獲プロー
ブを有することができる。しかしながら、所望であれば、複数のプローブを各ビーズに結
合させることができる。例えば、ビーズまたは他のアレイ位置は、同一ゲノム断片の異な
る一部分にアニールする１つ以上のプローブを有することができる。上記プローブは隣接
する位置、または捕獲された標的核酸上で相互から分離された位置にアニールすることが
できる。この複数プローブ捕獲実施形態の使用は、唯一のプローブの使用と比較して、検
出の特異性を増加させることができる。かくして、より小さなプローブが望まれる場合、
多数プローブ戦略を使用して、より長いプローブを利用する実施形態と匹敵する特異性を
供することができる。同様に、特定の捕獲プローブを含有する１を超えるマイクロスフィ
アーのサブグループを用いて、本発明におけるゲノムの型決定可能な遺伝子座を検出する
ことができる。かくして、特定のプローブのためのマイクロスフィアーのサブグループの
使用によって、冗長性をアッセイシステムに形成することができる。
【０２３１】
　一部の実施形態において、核酸またはペプチド等のポリマープローブは、ビーズまたは
スライド表面等のアレイで用いる固体支持体上への直接的なモノマーユニットの順次の付
加によって合成することができる。ペプチド、有機部分および核酸の固相合成のための方
法等の、固体支持体上での種々の異なる化学化合物の合成について当該分野で既知の方法
を本発明で用いることができる。別法として、まずプローブを合成し、次いで、固体支持
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体に共有結合させることができる。プローブは固体支持体上の官能基に結合させることが
できる。官能性化固体支持体は当該分野で既知の方法により生じさせることができ、所望
であれば、使用者によって、所望の官能性の結合を容易とする表面化学を有するビーズお
よび他の支持体のための一部の商業的供給業者のいずれかから入手することができる。本
発明で有用な例示的表面化学は、限定されるものではないが、脂肪族および芳香族アミン
等のアミノ基、カルボン酸、アルデヒド、アミド、クロロメチル基、ヒドラジド、ヒドロ
キシル基、スルホネートまたはスルフェートを含む。所望であれば、プローブは化学的リ
ンカーを介して固体支持体に結合させることができる。そのようなリンカーは、例えば、
安定な結合、可逆的結合、十分な柔軟性を提供して、検出すべき型決定可能な遺伝子座を
有するゲノム断片との望まれる相互作用を可能とし、または望ましくない結合反応を回避
する特徴を有することができる。ポリマープローブを固体支持体に結合させるために本発
明で用いることができるさらなる例示的方法は、Ｐｅａｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９１（１１）：５０２２－５０２６（１９９４）
；　Ｋｈｒａｐｋｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ（Ｍｏｓｋ）（ＵＳＳＲ）２５：
７１８－７３０（１９９１）；Ｓｔｉｍｐｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９２：６３７９－６３８３（１９９５）　またはＧｕｏ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２２：５４５６－５４６５（１９９
４）に記載されている。
【０２３２】
　一般に、アレイのアレイは一部の方法のうちいずれかで配置することができる。特別な
実施形態において、後により十分記載するように、１構成要素システムを用いることがで
きる。すなわち、マイクロタイタープレート等の複数のアッセイ位置を有する第一の基材
は、各アッセイ位置が個々のアレイを含むように配置させることができる。かくして、ア
ッセイ位置およびアレイ位置は同一とすることができる。例えば、マイクロタイタープレ
ートのプラスチック材料は、アッセイウェルの各々の底部に複数のビーズアレイを含むよ
うに形成することができる。次いで、本発明の捕獲プローブを含有するビーズを、後によ
り十分に記載するように、各アッセイ位置におけるビーズウェルに負荷することができる
。
【０２３３】
　別法として、２構成要素システムを用いることができる。この実施形態においては、個
々のアレイを第二の基材上に形成することができ、第二の基材は、次いで、第一のマイク
ロタイタープレート基材にフィッティングさせ、または浸漬させることができる。特別な
実施形態は、捕獲プローブを含有するビーズを繊維光学束の末端に負荷するように、一般
には、各個々の繊維の１つの表面にエッチングされたビーズウェルを備えた個々のアレイ
としての繊維光学束を利用する。上記複合アレイは、かくして、マイクロタイタープレー
トのウェル内にフィットするよう配置された多数の個々のアレイを含むことができる。
【０２３４】
　したがって、本発明は、複数のアレイ位置を有する表面を持つ少なくとも第一の基材を
有する複合アレイを提供する。アレイ様式で複数の候補剤を有する種々のアレイのいずれ
も本発明で用いることができる。本発明で用いられるアレイのサイズは、プローブ組成お
よびアレイの所望の使用に応じて変化させることができる。何百万に対する約２つの異な
るプローブを含有するアレイを作成することができ、非常に大きな繊維光学アレイが可能
である。一般には、アレイは、平方ｃｍ当たり２から１０億以上と多くのアレイ位置を有
することができる。アレイの位置は、例えば、それに対してプローブまたは同様なプロー
ブの集団を結合させる表面の領域、または粒子とすることができる。粒子の場合には、そ
のアレイ位置は、フローサイトメーターを通る流れ等の流体試料中の１つ以上の他の参照
粒子の位置と比較して、それに対してそれが結合または関連する基材上の固定された座標
、または相対的座標であり得る。例えば、約１０，０００，０００アレイ位置／ｃｍ２～
約２，０００，０００，０００アレイ位置／ｃｍ２、あるいは約１００，０００，０００
アレイ位置／ｃｍ２～約１，０００，０００，０００アレイ位置／ｃｍ２を有するものを
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含めた、非常に高密度のアレイは本発明で有用である。例えば、約１００，０００アレイ
位置／ｃｍ２～１０，０００，０００アレイ位置／ｃｍ２、または約１，０００，０００
アレイ位置／ｃｍ２～約５，０００，０００アレイ位置／ｃｍ２の範囲のものを含めた高
密度アレイを用いることもできる。本発明で有用な中密度アレイは約１０，０００アレイ
位置／ｃｍ２～約１００，０００アレイ位置／ｃｍ２、または約２０，０００アレイ位置
／ｃｍ２～約５０，０００アレイ位置／ｃｍ２の範囲とすることができる。低密度アレイ
は、一般には、１０，０００粒子／ｃｍ２未満であり、約１，０００アレイ位置／ｃｍ２

～約５，０００アレイ位置／ｃｍ２は特別な実施形態で有用である。１，０００未満のア
レイ位置／ｃｍ２、約１０アレイ位置／ｃｍ２～約１０００アレイ位置／ｃｍ２、または
約１００アレイ位置／ｃｍ２～約５００アレイ位置／ｃｍ２を有する非常に低密度なアレ
イも一部の適用で有用である。本発明の方法は、例えば、１つまたは少数の遺伝子座を検
出するべき実施形態においてアレイ様式で実行する必要はない。所望であれば、例えば、
異なるまたは同一の組成を有する基材を含めた多数の基材を有するアレイを用いることが
できる。かくして、例えば、大きなアレイは複数のより小さな基材を含むことができる。
【０２３５】
　一部の適用では、個々のアレイの数は使用するマイクロタイタープレートのサイズによ
って設定され；かくして、９６ウェル、３８４ウェルおよび１５３６ウェルのマイクロタ
イタープレートは、９６、３８４および１５３６の個々のアレイを含む複合アレイを利用
する。当業者によって理解されるように、各マイクロタイターウェルは個々のアレイを含
む必要はない。複合アレイは、同一、同様または異なる個々のアレイを含むことができる
ことに注意すべきである。例えば、９６の同様なアレイを有する複合アレイを、９６の異
なる試料に関して同一の２，０００の型決定可能な遺伝子座の存在または不存在を決定す
るのが望ましい適用で用いることができる。別法として、各々が２，０００の異なるプロ
ーブを備えた９６の異なるアレイを有する複合アレイを、単一試料に関して１９２，００
０の型決定可能な遺伝子座の存在または不存在を決定するのが望ましい適用で用いること
ができる。マイクロタイターフォーマットのアレイの列、行または他の部分が同一である
別の組み合わせを、例えば、冗長性が望まれる場合に用いることができる。当業者によっ
て理解されるように、システムを配置させるのに種々の方法がある。加えて、アレイのラ
ンダムな性質は、ビーズの同一集団を２つの異なる表面に加えることができ、その結果、
実質的に同様であるが、恐らくは同一ではないアレイが得られることを意味することがで
きる。
【０２３６】
　本発明のアレイで用いられる基材は、区別される個々の部位を含むように修飾すること
ができ、かつ少なくとも１つの検出方法に使用できるいずれかの材料で作成することがで
きる。粒子のアレイを用いる実施形態においては、１つ以上のタイプの粒子と結合または
関連できる材料を用いることができる。有用な基材は、限定されるものではないが、ガラ
ス；修飾されたガラス；官能性化ガラス；アクリル、ポリスチレンおよびスチレンおよび
他の材料のコポリマー、ポリプロピレン、ポリエチレン、ポリブチレン、ポリウレタン、
テフロン（登録商標）等のようなプラスチック；および多糖；ナイロン；ニトロセルロー
ス；樹脂；シリカ；ケイ素または修飾されたケイ素等のシリカ－ベーベースの材料；炭素
；金属；無機ガラス；光ファイバー束、または種々の他のポリマーのいずれかを含む。有
用な基材は、例えば、所望の検出波長のエネルギーに対して不透明であり、および／また
は所望の検出波長においてそれ自己認識可能に蛍光を発しないことによって、光学検出を
可能とするものを含む。
【０２３７】
　一般に、本発明のアレイで用いる基材は平坦なまたは平面状の表面を有する。しかしな
がら、基材の他の配置も同様に用いることができる。例えば、三次元配置は、ビーズアレ
イ等のアレイを、アレイ位置への試料アクセス、および検出用の共焦点顕微鏡の使用を可
能とする、プラスチックのブロックコポリマー等の多孔性材料に埋め込むことによって用
いることができる。同様に、アレイの位置はフロー－スルー試料分析のためにチューブの
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内側表面に置くことができる。本発明で有用な例示的基材は、限定されるものではないが
、光ファイバー束、ガラス等の平坦で平面状の基材、ポリスチレンまたは他のプラスチッ
クおよびアクリルを含む。
【０２３８】
　基材の表面は、相互に物理的に分離された複数の個々のアレイ位置を含むことができる
。例えば、物理的分離は、マイクロタイタープレートにおけるように、アレイウェルの存
在によることができる。物理的にアレイ位置を分離するのに用いることができる他のバリ
アーは、例えば、水性溶媒の誘導を妨げる疎水性領域、または無極性または疎水性溶媒の
流動を妨げる親水性領域を含む。
【０２３９】
　相互から物理的に分離されたアレイ位置はアッセイ位置を形成する。アッセイ位置は、
プローブのアレイを含むことができ、流体がプローブに接触するように、流体を保持する
ための容器を供することができる。例えば、ゲノム断片を含有する流体を、本明細書中に
記載された、または当該分野で公知のハイブリダイゼーション条件下でプローブと接触さ
せることができる。同様に、洗浄流体、または他の試薬または本明細書中に記載した分析
物を含有する流体を、アレイ位置に配置した場合にプローブのアレイと接触させることが
できる。アレイ位置は、所望であれば、包むことができる。例示的な包みは、限定される
ものではないが、カセット、包んだウェル、またはバスケットもしくは膜双方によって包
まれたスライド表面を含む。本発明で有用なさらなる例示的包みは、ＷＯ　０２／００３
３６、米国特許出願公開０２／０１０２５７８、または異なるタイプのアレイに関して本
明細書中で先に引用した刊行物に記載されている。
【０２４０】
　また、アッセイ位置は、フローセルの内部とすることができる。プローブのアレイはフ
ローセルの内部表面に配置することができ、流体はセルに流入することによって導入され
る。本発明で有用なフローセルはキャピラリーギャップフローセルであり得る。キャピラ
リーギャップフローセルは、流体を毛細管作用によってセルに保持することができ、引き
続いて、第二の流体により開口に作用する正圧によって置き換えることができる。正圧は
、例えば、重力流動によって供することができる。本発明で有用な例示的キャピラリーフ
ローセルは、ＢｅａｄＣｈｉｐアレイ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，Ｉｎｃ．，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇ
ｏ　ＣＡ）およびＣｏｖｅｒｐｌａｔｅ（ＴｈｅｒｍｏＳｈａｎｄｏｎ，Ｉｎｃ．，Ｐｉ
ｔｔｓｂｕｒｇｈ，ＰＨ）等のスライド－ベースのアレイの表面の間に形成されたもので
ある。さらに別の有用なキャピラリーギャップフローセルは、Ｔｅｃａｎ（Ｍａｅｎｎｅ
ｄｏｒｆ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）から入手可能なシステムを通じるＧｅｎｅＰａｉｎ
ｔＴＭ流動で用いるものである。したがって、本発明は、キャピラリーギャップフローセ
ルにおいて、基材結合プローブ等の核酸の酵素的修飾の方法を提供する。当業者であれば
、キャピラリーフローセルは、当該分野で既知の種々のアレイで形成して、同様な流体流
動能力を達成することができることを理解するであろう。
【０２４１】
　上記部位は、規則的な設計または配置等のパターンとすることができるか、あるいは上
記部位はパターン化しないものとすることができる。部位の規則的パターンの非限定的利
点は、上記部位が好都合には、Ｘ－Ｙ座標平面にアドレスさせることである。この意味に
おけるパターンは、ビーズの高密度を基材上で可能とするもの等の反復ユニットセルを含
む。
【０２４２】
　特別な実施形態において、アレイ基材は、一般には、米国特許出願第０８／９４４，８
５０号、米国特許第６，２００，７３７号；ＷＯ９８４０７２６およびＷＯ９８５０７８
２に記載されているように、光ファイバー束またはアレイであり得る。また、本発明で有
用なのは、共軸配置され、それらの長さに沿って接合される区別される個々の繊維光学ス
トランドを有する予め形成された単位繊維光学アレイである。他の繊維光学フォーマット
と比較した予め形成された単位繊維光学アレイの区別される特徴は、上記繊維が個々には
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物理的に操作できないことであり；すなわち、１つのストランドは、一般には、さらに別
の繊維ストランドからその長さに沿っていずれかの点で物理的に分離できない。
【０２４３】
　本発明のアレイの部位は区別される部位である必要はない。例えば、いずれかの位置に
おける粒子の結合を可能とする、例えば、接着剤または化学的官能性の均一な表面を用い
ることが可能である。すなわち、アレイ基材の表面は、それらの部位が他の部位と連続し
ているか連続していないかに拘らず、個々の部位におけるマイクロスフィアーの結合また
は解剖を可能とするように修飾することができる。かくして、基材の表面を修飾して単一
のビーズのみが上記部位と関連するように区別される部位を形成することができるか、あ
るいは別法として、ビーズが種々の数にてランダムに集団形成する部位をおえるように上
記表面を修飾することができる。
【０２４４】
　特別な実施形態において、基材の表面は、基材の表面にウェルまたは窪みを含むように
修飾することができる。これは、限定されるものではないが、写真印刷、スタンピング技
術、成型技術またはミクロエッチング技術を含めた種々の技術を用いて成すことができる
。当業者に理解されているように、用いる技術は基材の組成および形状に依存するであろ
う。複合アレイのための基材がマイクロタイタープレートである場合、成型技術を利用し
て、アレイウェルのそこにビーズウェルを形成することができる。
【０２４５】
　特別な実施形態においては、物理的な変化を基材の表面でなして、アレイ位置を生じさ
せることができる。例えば、基材が繊維光学束である場合、基材の表面は、一般には、米
国特許第６，０２３，５４０号および第６，３２７，４１０号に記載されているように、
繊維束の末端とすることができる。この実施形態において、ウェルは、一部の個々の繊維
を有する繊維光学束の末端側または遠位端部に作成することができる。この実施形態にお
いては、個々の繊維のコアは、小さなウェルまたは窪みが繊維の１つの端部に形成される
ように、クラッドに関してエッチングすることができる。ウェルの深さは、異なるエッチ
ング条件を用いて変化させて、特定のサイズまたは形状の粒子を収容することができる。
この実施形態においては、一般には、ウェルは、加えて、粒子の共有結合のために官能性
化することができるが、マイクロスフィアーはウェルに非共有結合的に関連される。後に
さらに詳細に記載するように、架橋剤を用いることができるか、あるいは粒子上にフィル
ムまたは膜等の物理的バリアーを用いることができる。
【０２４６】
　特別な実施形態において、基材の表面は、プローブまたはプローブが付着した粒子を共
有結合により、または共有結合にはよらずに付着させるのに有用な化学的に修飾された部
位を含むように修飾することができる。この意味における化学的に修飾された部位は、限
定されるものではないが、例えば、アミノ基、カルボキシ基、オキソ基またはチオール基
を含めた化学的官能基のパターンの付加を含む。そのような基を用いて、対応する反応性
官能基を含有するプローブまたは粒子を共有結合させることができる。他の有用な表面修
飾は、例えば、粒子を結合させるのに用いることができる接着剤のパターンの付加；プロ
ーブまたは粒子の静電気的付着のための荷電基のパターンの付加；適切な条件下での同様
に疎水性または親水性のプローブまたは粒子の付加の結果、ヒドロ親和性を基礎とした部
位への関連がもたらされるように、上記部位を異なって疎水性または親水性とすることが
できる。化学官能基のパターンの付加を含む。
【０２４７】
　一旦マイクロスフィアーが生成したならば、それらは基材に加えてアレイを形成するこ
とができる。アレイは、例えば、ビーズの溶液またはスラリーを、ビーズ用の結合部位を
含む基材に加えることによって作成することができる。ビーズ用のキャリアー溶液はｐＨ
緩衝液、水性溶媒、有機溶媒、または混合物であり得る。基材へのビーズスラリーの曝露
に続き、溶媒を蒸発させ、過剰のビーズを除去することができる。非共有結合方法を用い
、ビーズをアレイ基材に関連させる実施形態においては、ビーズは、基材を粒子の溶液に



(65) JP 2014-204730 A 2014.10.30

10

20

30

40

50

曝露し、次いで、例えば、混合物を攪拌または振動させることによってエネルギーを適用
することによって基材に負荷することができる。しかしながら、所望であれば、静的負荷
を用いることもできる。本発明で用いることができるビーズおよび他の粒子をアレイ基材
に負荷するための方法は、例えば、米国特許第６，３５５，４３１号に記載されている。
ビーズ負荷は、プローブの修飾に先立って、本明細書中に記載した検出方法で行うことが
できる。別法として、ビーズ負荷は、本発明の方法でゲノム断片のハイブリダイズさせる
ビーズ固定化プローブの修飾後に行うことができる。
【０２４８】
　一部の実施形態においては、例えば、化学的結合を行う場合、プローブ、またはプロー
ブが関連した粒子を非ランダムまたは秩序立ったプロセスで基材に結合させることができ
る。例えば、光活性化可能結合リンカーまたは光活性化可能接着剤またはマスクを用い、
活性化されたアレイ基材に曝露された場合にプローブまたは粒子の規定された集団が規定
された位置におかれるように、アレイ基材上の選択された部位を、結合のために順次に活
性化することができる。
【０２４９】
　別法として、プローブまたはプローブが関連した粒子は基材上にランダムに沈積させる
ことができ、アレイにおけるそれらの位置は解読工程によって決定することができる。こ
れはアレイの使用前、使用中または使用後に行って、本明細書中に記載されたもの等の方
法を用いて型決定可能な遺伝子座を検出することができる。プローブの設置がランダムで
ある実施形態においては、暗号化または解読システムを用いて、アレイ中の各位置におけ
るプローブを突き止め、および／または同定することができる。これは、例えば、米国特
許第６，３５５，４３１号に記載されているように、種々の方法のうちのいずれかで行う
ことができる。
【０２５０】
　粒子が用いられる実施形態において、ユニークな光学シグニチャーを粒子に一体化させ
ることができ、これを用いて、化学的官能性または粒子と関連した核酸を同定することが
できる。例示的光学シグニチャーは、限定されるものではないが、ビーズに捕獲されまた
は付着された色素、通常はクロモフォアまたはフルオロフォアを含む。異なるタイプの色
素、異なるタイプの色素の混合物、または異なる濃度の色素、またはこれらの差の組合せ
を本発明における光学的シグニチャーとして用いることができる。本発明で用いることが
できる検出可能なシグニチャーを有する粒子および他の支持体のさらに別の例はＣｕｎｉ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　１：３９－４１（２００２）；
米国特許第６，０２３，５４０号または第６，３２７，４１０号；またはＷＯ９８４０７
２６に記載されている。この実施形態に従うと、核酸の合成はアレイ上のそれらの設置か
ら分離することができる。かくして、捕獲プローブをビーズ上で合成することができ、次
いで、ビーズをパターン化された表面にランダムに分布させることができる。ビーズはま
ず光学的シグニチャーで暗号化されるので、これは、アレイを後に解読することができる
ことを意味する。かくして、アレイが作成された後、アレイ上の個々のアレイ位置の位置
とそのプローブ同一性との相関を行うことができる。これは、アレイ位置をアレイ上にラ
ンダムに分布させることができることを意味し、これは、一般には、米国特許出願第９８
／０５０２５号、第９９／１４３８７号、第０８／８１８，１９９号または第０９／１５
１，８７７号に概説されたインサイチュまたは合成スポッティング技術いずれかと比較し
て、本発明の多くの適用において迅速かつ安価なプロセスである。しかしながら、所望で
あれば、インサイチュ合成またはスポッティング技術によって作成されるアレイを本発明
で用いることができる。
【０２５１】
　アレイの全ての部位がプローブまたは粒子を含む必要は無いことに注意すべきである。
かくして、アレイは、空である基材上の１つ以上のアレイ位置を有することができる。一
部の実施形態において、アレイ基材は、１を超えるビーズまたはプローブを含有する１つ
以上の部位を含むことができる。



(66) JP 2014-204730 A 2014.10.30

10

20

30

40

50

【０２５２】
　当業者によって理解されるように、ランダムアレイは必ずしも解読される必要はない。
この実施形態において、ビーズまたはプローブはアレイ基材に結合させることができ、検
出アッセイを行うことができる。特定の型決定可能な遺伝子座を持つプローブ－断片ハイ
ブリッドの存在に対する陽性シグナルを有するアレイ位置をマークし、またはそうでなけ
れば、それを同定して、他のアレイ位置からそれらを区別し、または分離することができ
る。例えば、ビーズが蛍光色素で標識された適用では、陽性または陰性ビーズについての
アレイ位置は光脱色によってマークすることができる。さらなる例示的マークは、限定さ
れるものではないが、適切な波長の光での照射に際して、標識または基材でプローブまた
は粒子を誘導体化することができる光活性化または光架橋性基によって蛍光形態に変換さ
れる非蛍光前駆体を含む。
【０２５３】
　特別な実施形態において、冗長性の一部のレベルを本発明で用いるアレイに内蔵するこ
とができる。アレイへの内臓冗長性は、データについての信頼性および感度の実質的上昇
の定量的な見積もりをなす能力を含めた、一部の非限定的利点を与えることができる。当
業者によって理解されるように、アレイに内蔵することができる少なくとも２つのタイプ
の冗長性があり；異なる化学的官能性を有する以外は、多数の同一プローブの使用または
同一標的に向けられた多数のプローブの使用。例えば、核酸の検出では、センサーの冗長
性は、プローブ等の同一の結合リガンドを有するビーズ等の複数のセンサーエレメントを
利用する。標的冗長性は同一標的に対する異なるプローブを備えたセンサーエレメントを
利用し：１つのプローブは標的の最初の２５塩基に及ぶことができ、第二のプローブは標
的の第二の２５塩基に及ぶことができる。これらのタイプの冗長性のいずれかまたは双方
をアレイに内蔵することによって、種々の統計学的数学解析を大きなデータ組の分析で行
うことができる。本発明で用いることができる冗長なセンサーエレメントおよび標的エレ
メントで解読するための他の方法は、例えば、米国特許第６，３５５，４３１号に記載さ
れている。
【０２５４】
　プローブ－断片ハイブリッドの型決定可能な遺伝子座は、本明細書中において先に記載
された方法を用いてアレイ上で検出することができる。特別な実施形態において、プロー
ブ冗長性を用いることができる。この実施形態において、同一の配列を有する複数のプロ
ーブをアレイに存在させる。かくして、各々が同一のプローブを備えた複数のビーズを有
する複数のサブグループをアレイで存在させることができる。与えられたアレイに対して
一部の同一のプローブを用いることによって、各アレイ位置からの光学シグナルを組み合
わせて、統計学的方法を用いて分析することができる。かくして、冗長性は、所望な場合
、データの信頼性を有意に増大させることができる。
【０２５５】
　当業者によって理解されるように、サブグループ中の同一のプローブの数は特定のアレ
イの適用および使用で変化するであろう。一般に、例えば、約５、１０、２０、５０また
は１００の同一のプローブまたは粒子を含めた、２～１０００のいずれかの同一のアレイ
位置を用いることができる。
【０２５６】
　一旦得られたならば、複数のアレイ位置からのプローブ－断片ハイブリッドを示すシグ
ナルを、ベースライン調整、平均化、標準偏差解析、分布およびクラスター解析、信頼区
間解析、平均テスト等を含めた種々の方法で操作し、分析することができる。データ操作
のさらに別の記載は後に記載し、多くの場合、ビーズアレイで検出されたプローブ－断片
ハイブリッドに関して例示される。当業者であれば、同様な操作を、例えば、他のアレイ
位置が後の例におけるビーズと同様に処理されるものを含めた、プローブ－断片ハイブリ
ッドの他の集団で行うことができる。
【０２５７】
　所望により、アレイまたはプローブ－断片ハイブリッドの他の混合物から検出された複
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数のシグナルをベースライン調整することができる。例示的手法において、光学シグナル
を調整して、全てのデータ点から整数１．０を差し引くことによって、０．０の値におい
て開始することができる。これを投与することは、一緒に合計されたランダムな応答シグ
ナルノイズをキャンセルする場合においてさえ、ベースライン－ループデータが０のまま
とする。試料が流体である場合、しかしながら、流体パルス－ループの一時的領域は、試
料パルスに先立って、陽性、陰性または中性いずれかの、応答の特徴的変化を頻繁に呈し
、しばしば、ＣＣＤカメラにおける電荷形成による最初の数個のデータ点におけるドリフ
トに関連するノイズを克服するためにベースライン調整を必要とする。もしドリフトが存
在しなければ、典型的には、各ビーズについての最初のデータ点からのベースラインを、
同一ビーズタイプについての全ての応答データから差し引くことができる。もしドリフト
が観察されれば、各ビーズについての最初の１０のデータ点からの平均ベースラインを、
同一のビーズタイプに関して、全ての応答データから差し引くことができる。このベース
ライン調整を適用することによって、複数のアレイ位置の応答を一緒に加えると、それら
は、ベースラインがゼロに止まりつつ増幅させることができる。全てのアレイ位置は試料
に対して同時に応答するので（例えば、試料パルス）、それらは全て正確に同一時点にお
けるパルスを見ているのであり、それらの応答を重ね合わすために必要な登録または調整
はない。加えて、用いるシステムの要件および出力に応じて、当該分野で既知の他のタイ
プのベースライン調整を行うことができる。
【０２５８】
　種々の可能な統計学的解析のいずれかを行って、既知の統計学的パラメータを生じさせ
ることができる。冗長性に基づく分析は既知のものであり、一般には、Ｆｒｅｕｎｄ　ａ
ｎｄ　Ｗａｌｐｏｌｅ，Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃａｌ　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ，Ｐｒｅｎｔ
ｉｃｅ　Ｈａｌｌ　Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ（１９８０）等のテキストに記載さ
れている。
【０２５９】
　所望であれば、シグナルの合計は特定の時点において全ての強度の値を加えることによ
って行うことができる。特別な実施形態において、シグナルは一部の時点において合計す
ることができ、それにより、全てのビーズ応答の合計よりなる一時的応答を生じさせる。
これらの値はベースライン－調整することができるか、または生である。シグナル合計は
、リアルタイムにて、またはデータ獲得後データ換算および分析の間に行うことができる
。１つの実施形態において、シグナル合計は、光学応答データが収集された後に、市販の
スプレッドシートプログラム（Ｅｘｃｅｌ，Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ，Ｒｅｄｍｏｎｄ，Ｗａ
ｓｈ．）で行うことができる。本発明で用いることができるさらなる例示的シグナル合計
方法は米国特許第６，３５５，４３１号に記載されている。
【０２６０】
　特別な実施形態において、統計学的分析を行って、限定されるものではないが、分布ま
たはクラスター分析を含めた技術を用いることによって、特定のデータ点がサブグループ
内に統計学的有効性を有するか否かを見積もることができる。これを行って、そうでなけ
れば結果を非対称としかねず、いずれかの特定の実験のシグナル－対－ノイズ比率を増加
させかねない孤立値を統計学的に捨てることができる。データ点が統計学的有効性を有す
るか否かを判断するための有用な方法は、例えば、米国特許第６，３５５，４３１号に記
載されており、限定されるものではないが、信頼区間、平均テスト、または分布解析の使
用を含む。
【０２６１】
　特別な実施形態は、シグナル型決定可能な遺伝子座に向けられるが、それらの現実の配
列は異なる複数の核酸プローブを利用する。例えば、単一標的ゲノム断片は、各々が異な
るプローブを有する２つ以上のアレイ位置を有することができる。これは、非特異的結合
相互作用は特定の配列で起こる適用においてあるレベルの信頼性を付け加えることができ
る。従って、冗長な核酸プローブは、重複し、隣接し、または空間的に分離された配列を
有することができる。
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【０２６２】
　本発明の方法は、さらに、核酸プローブのアレイをシャペロンプローブと接触させる工
程を含むことができる。シャペロンプローブは、ゲノム断片を検出または捕獲するのに用
いられるプローブについてのハイブリダイゼーション部位に対して近位にある部位におけ
る標的ゲノム断片にハイブリダイズする核酸である。シャペロンプローブは、捕獲工程ま
たは検出工程の前または間に加えて、ゲノム断片に対する捕獲プローブまたは検出プロー
ブのハイブリダイゼーションに好都合とすることができる。シャペロンプローブは、適切
なテンプレートストランドが、検出または捕獲プローブにアニーリングするのに利用でき
るように、ゲノム断片の相補的ストランドの関連を妨げることによって検出または捕獲プ
ローブのハイブリダイゼーションに好都合とすることができる。
【０２６３】
　シャペロンプローブは、例えば、本発明で有用な他の核酸に関して本明細書中で先に記
載されたものを含めた種々の長さまたは組成のいずれかを有することができる。シャペロ
ンプローブは、さらに別のプローブについてのアニーリング部位に直ぐに隣接した、また
は他のプローブについてのアニーリング部位から分離された部位における標的配列にハイ
ブリダイズすることができる。プローブの間のギャップは長さが１以上、２以上、３以上
、５以上、１０以上のヌクレオチドまたはそれよりも長くすることができる。シャペロン
プローブは、例えば、標的ゲノム断片のモル当たりシャペロンプローブの約１００モル、
１０モル、５モル、２モル、１モル、０．５モルまたは０．１モルの比率を含めた、さら
に別のプローブのアニーリングに有効に好都合であることが判明するいずれかの化学量論
的濃度にて供することができる。
【０２６４】
　本発明の方法は、さらに、核酸に結合した検出可能な標識の数が増大するシグナル増幅
の工程を含むことができる。１つの実施形態において、シグナル増幅工程は、特定の受容
体に対する親和性を有するリガンドで標識された核酸を供することを含むことができる。
リガンドに結合することができる１つ以上の部位を有する最初の受容体を、上記受容体お
よびリガンド－標識核酸の間で複合体が形成される条件下で標識された核酸と接触させる
ことができる。さらに、受容体を、受容体に対する親和性を有する増幅試薬と接触させる
ことができる。増幅試薬、例えば、リガンド、リガンドの模倣体、または第一の受容体に
対する親和性を有する第二の受容体であり得る。増幅試薬は、今度は、リガンド受容体お
よび増幅試薬の間でマルチマー複合体が形成できるように、リガンドで標識することがで
きる。次いで、例えば、受容体または増幅試薬上の検出可能な標識の存在を検出すること
によって、マルチマー複合体の存在を検出することができる。シグナル増幅工程に含まれ
る成分は、検出可能な複合体が形成される限り、いずれの順序で加えることもできる。さ
らに、本明細書中で先に記載したもの等の他の結合部分および結合パートナー対をシグナ
ル増幅で用いることができる。
【０２６５】
　図１０の例示的シグナル増幅スキームに示すように、シグナル増幅は、ストレプトアジ
ビンフィコエリスリン（ＳＡＰＥ）によって標識された核酸およびビオチニル化抗ＳＡＰ
Ｅ抗体を用いて行うことができる。１つの実施形態において、３工程プロトコルを使用す
ることができ、そこでは、ビオチンを取り込むように修飾されている整列させたプローブ
をまずストレプトアビジン－フィコエリスリン（ＳＡＰＥ）と共にインキュベートし、続
いて、ビオチニル化抗ストレプトアビジン抗体と共にインキュベートし、最後に、再度Ｓ
ＡＰＥと共にインキュベートする。このプロセスはカスケーディング増幅サンドイッチを
作り出す。というのは、ストレプトアビジンは複数の抗体結合部位を有し、抗体は複数の
ビオチンを有するからである。当業者であれば、本明細書中の教示から、アビジン、アビ
ジンの修飾されたバージョン、または抗体等の他の受容体を増幅複合体で用いることがで
き、Ｃｙ３、Ｃｙ５または本明細書中で先に記載されたもの等の異なる標識を用いること
ができることを理解するであろう。本発明で用いることができるさらなる例示的シグナル
増幅技術および成分は、例えば、米国特許第６，２０３，９８９号Ｂ１に記載されている
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【０２６６】
　本発明の方法は、さらに、プローブの修飾に続き、および修飾されたプローブの検出に
先立ち、プローブ－断片ハイブリッドからゲノム断片を除去する工程を含むことができる
。低塩、ホルムアミド等の有機溶媒、熱、または他の編成剤への曝露等の塩基－対合相互
作用を破壊するための当該分野で公知の方法を用いて断片－プローブハイブリッドを変性
することによってゲノム断片を取り出すことができる。上記方法で有用なハイブリッド核
酸を変性するための例示的方法はＳａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，前掲（２００１）ま
たはＡｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，前掲（１９９８）に記載されている。ゲノム断片は
変性に先立って洗浄することができる。別法として、ゲノム断片は検出の間に変性条件下
で存在させることができる。
【０２６７】
　本発明の方法は、さらに、検出される少なくとも１つの型決定可能な遺伝子座を同定す
るレポートを生じさせる工程を含むことができる。検出された型決定可能な遺伝子座は、
例えば、配列、染色体上の位置によって、または遺伝子座の認識される名称によって直接
的に同定することができる。別法として、上記レポートは、引き続いて分析して、１つ以
上の検出された遺伝子座を同定することができるフォーマットにて、本発明の方法から得
られたデータを含むことができる。
【０２６８】
　かくして、本発明は、さらに、本発明の方法によって得られた少なくとも１つの結果の
レポートを提供する。本発明のレポートは、例えば、電子伝達、コンピュータリーダブル
メモリー、コンピュータグラフィックユーザーインターフェースへの出力、コンパクトデ
ィスク磁気ディスクまたはペーパーを含めた種々の認識可能なフォーマットのいずれかと
することができる。ヒト、機械または双方の間の通信に適した他のフォーマットを本発明
のレポートで用いることができる。
【０２６９】
　本発明は、さらに、ゲノム断片の固相固定化された表示的集団を含めたアレイを提供す
る。ゲノム断片の表示的集団は、本明細書中にて先に記載されたもの等の方法を用いて生
じさせ、固定化することができる。例えば、ビオチンまたは反応性架橋剤等の二次標識を
有するプライマーを用いてゲノムを増幅し、引き続いてアビジン、または架橋基と反応性
の化学部位等の固相受容体との相互作用を介して固定化することができる。ゲノム断片の
固相固定化された表示的集団は、高い、低い、または中程度の複雑性等の本明細書中にて
先に記載した特徴の１つ以上を有することができる。
【０２７０】
　ゲノム断片の固相固定化された表示的集団は、本発明の方法を用いて直接的に質問する
ことができる。一般には、検出アッセイおよび方法は、固定化されたプローブおよび可溶
性ゲノム断片標的に関して上記にて例示されている。当業者であれば、ゲノム断片の表示
的集団が固定化された実施形態において、しかしながら、上記方法は、上記例におけるプ
ローブおよび上記例における標的として処理されたプローブを置き換えるゲノム断片で同
様に行うことができるのを理解するであろう。
【０２７１】
　固相ゲノムＤＮＡ標的の使用は、例えば、伸長または連結技術において、プライマーの
その後の酵素修飾の前にいずれかの貧弱にハイブリダイズされた、または過剰の検出プロ
ーブが洗浄除去することによって、高度なアッセイ多重化の利点を供することができる。
プライマー－ダイマー形成によって悪影響される適用は、検出に先立ってプライマーダイ
マーを除去することによって改善することができる。また、固相標的ＤＮＡフォーマット
は速いハイブリダイゼーションキネティックスを可能とすることができる。というのは、
プライマーは、例えば、約１００ｐＭよりも大きな比較的高い濃度にてハイブリダイズす
ることができるからである。
【０２７２】
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　ゲノムＤＮＡを増幅するための本明細書中に記載された方法は、比較的少量のゲノムＤ
ＮＡが大量に増幅されるのを可能とする。大量のゲノムＤＮＡの固相への固定化は、その
後の増幅の必要性なくして、例えば、プライマー伸長または連結－ベースのアッセイにお
いて型決定可能な遺伝子座が直接的に問い合わせることができるようにする。増幅の排除
は、プレ－増幅－ベースの検出を用いる場合にしばしば利用可能なものよりも頑強かつ定
量的遺伝子型分類に導くことができる。
【０２７３】
　固相ゲノムＤＮＡ標的を用いるさらに別の利点は、それを再度用いることができること
である。かくして、固定化されたゲノム標的は、異なる組の核酸プローブで反復して用い
ることができる保管試料であり得る。さらに、一部の適用において、固定化されたｇＤＮ
Ａを用いることによってキャリーオーバー汚染を低下させることができる。というのは、
増幅は、ＳＮＰ特異的検出反応前に起こるからである。本発明の方法を行うための上記し
た肯定は、説明のために特定の順序で記載したことは理解されるであろう。当業者であれ
ば、上記工程は、所望の結果が達成される限り、種々の順番のうちいずれかで行うことが
できるのを理解するであろう。例えば、上記した反応の成分は同時に、または順次に、記
載した結果の１つ以上を生じるにおいて効果的である順番で加えることができる。加えて
、本明細書中に記載された反応は、例えば、塩、緩衝液、中性蛋白質、アルブミン、洗剤
等を含めた種々の他の試薬を含めることができる。そのような試薬を加えて、最適なハイ
ブリダイゼーションおよび検出を容易とし、非特異的な、またはバックグラウンド相互作
用を低下させ、または使用する他の試薬を安定化することができる。また、試料調製方法
および標的の純度に応じて、プロテアーゼ阻害剤、ヌクレアーゼ阻害剤、抗微生物剤等の
本発明の方法の効率をそうでなければ改善する試薬を用いることができる。当業者であれ
ば、そのような結果を達成するための適切な試薬を知っており、またはそれを決定するこ
とができる。
【０２７４】
　また、ゲノムＤＮＡの型決定可能な遺伝子座の検出に関して本明細書中に例示した方法
のいくつかを、遺伝子発現分析に適用することができる。特に、プライマー伸長方法を用
いるプローブ核酸のオン－アレイ標識のための方法をＲＮＡまたはｃＤＮＡの検出で用い
ることができる。プローブ－ｃＤＮＡハイブリッドは、本明細書中にて先に記載したポリ
メラーゼ－ベースのプライマー伸長方法によって検出することができる。別法として、ア
レイ－ハイブリダイズドｍＲＮＡでは、逆転写酵素－ベースのプライマー伸長を使用する
ことができる。遺伝子発現分析のためのオン－アレイ標識の一部の非限定的利点がある。
標識コストは劇的に減少させることができる。というのは、使用する標識されたヌクレオ
チドの量は、捕獲された標的を標識するための方法と比較して実質的に少ないからである
。第二に、交差－ハイブリダイゼーションは劇的に低下させることができる。というのは
、標的はハイブリダイズしなければならないと共に、プライマー伸長反応において標識取
り込みのためのその３’末端における完全な相補性を含まなければならないからである。
同様に、ハイブリダイズしたｃＤＮＡまたはｍＲＮＡの検出のために、ＯＬＡまたはＧｏ
ｌｄｅｎＧａｔｅＴＭアッセイを用いることができる。後者の２つの方法は、典型的には
、問い合わせられた各遺伝子座についての外因性核酸の付加を必要とする。しかしながら
、そのような方法は、プライマー伸長の使用が許容できないレベルの異所性伸長に導く適
用においては有利であり得る。
【０２７５】
　また、プライマー伸長での上記したオン－アレイ標識を用いて、標的ｃＤＮＡまたはｍ
ＲＮＡのスプライス接合と合致するように３’プローブ末端を設計することによって別の
スプライス部位をモニターすることもできる。上記末端は、特定の遺伝子についての全て
の関連する可能なアクセプタースプライス部位をユニークに同定するように配置すること
ができる。例えば、最初の４５の塩基を完全にドナーエクソン内に存在するように選択す
ることができ、最後の５つの３’－塩基は、最初の４５の塩基に隣接してスプライスされ
るようになる可能なスプライスアクセプターエクソンの組内に存在させることができる。
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【０２７６】
　型決定可能な遺伝子座を同定するための本明細書中に先に記載された方法におけるｇＤ
ＮＡの代わりにｃＤＮＡまたはｍＲＮＡの標的を用いることができる。例えば、ｃＤＮＡ
またはｍＲＮＡの標的は、遺伝子型分類アッセイで用いることができる。遺伝子型分類ｃ
ＤＮＡまたはｍＲＮＡは、対立遺伝子特異的発現の差が、例えば、「定量的遺伝子型分類
」、または二対立遺伝子ＳＮＰマーカーにおける１つの対立遺伝子ｖｓ他の対立遺伝子の
割合の測定を介してモニターできるようにする。対立遺伝子発現の差は、例えば、転写速
度、転写体プロセッシングまたは転写体安定性の差から由来することができる。そのよう
な効果は、調節領域、プロモータ、スプライス部位またはスプライス部位モディファイヤ
ー領域または他のそのような領域における多型（または突然変異）に由来することができ
る。加えて、メチル化等のクロマチンにおけるエピゲノミック変化もまた対立遺伝子発現
の差に寄与することもできる。かくして、上記方法を用いて、発現された生成物において
そのような多型または突然変異を検出することができる。
【０２７７】
　「正規化された」表示は、ｃＤＮＡ表示上にユニバーサルＰＣＲテールを置くことに基
づいたもの等のいくらかの方法のいずれかによってｃＤＮＡまたはｍＲＮＡ標的から作り
出すことができる（例えばｂＲＡＤＹ，Ｙｅａｓｔ，１７：２１１－７（２０００）参照
）。上記正規化プロセスを用いて、集団中の各型決定可能な遺伝子座が比較的同一のコピ
ー数で存在するｃＤＮＡ表示を作り出すことができる。これは、ｃＤＮＡ試料の定量的遺
伝子型分類プロセスを助けることができる。というのは、アレイ－ベースのプライマー伸
長アッセイからのシグナル強度は、正規化プロセスなくしてよりも均一だからである。
【０２７８】
　さらなる実施形態において、本発明の方法を用いて、ｍＲＮＡまたはｃＤＮＡ試料を特
徴付けることができる。ｍＲＮＡまたはｃＤＮＡ試料を本発明の方法における標的試料と
して用いることができ、型決定可能な遺伝子座の表示的組を検出することができる。型決
定可能な遺伝子座の表示的組は、ｍＲＮＡまたはｃＤＮＡ試料の診断または特徴となるよ
うに選択することができる。例えば、特定の型決定可能な遺伝子座のレベルを試料におい
て検出し、これらの遺伝子座についての参照レベルと比較することができ、上記参照レベ
ルは、試料は所望の遺伝子をカバーする発現された配列を含む程度を示す。かくして、上
記方法を用いて、ｍＲＮＡまたはｃＤＮＡ試料の量または特定の適用についてのその適切
性を決定することができる。
【０２７９】
　ビーズ等の典型的なアレイ位置は、比較的密にパッキングされたプローブ核酸の大きな
集団を含むことができる。多くの条件下での標的核酸のハイブリダイゼーションに続き、
検出アッセイにおけるプローブの一部のみが相補的標的で占められるであろう。そのよう
な条件下では、密にパッキングされたプローブは、異所性プライマー伸長に感受性である
プローブ間構造を形成する可能性がある。さらに、図１３Ａに示すように、自己相補性配
列を有するプローブもまた、異所性プライマー伸長に感受性である構造を検出することが
できる。異所性伸長は、伸長反応の間における、プローブ間またはプローブ内ハイブリッ
ドにおける一方または双方のプローブの修飾をいう。異所性伸長は、アレイに対するハイ
ブリダイズされた標的の存在にかかわらず起こり得る。
【０２８０】
　従って、本発明は、プライマー伸長アッセイにおいてプローブの異所性伸長を阻害する
方法を提供する。上記方法は、（ａ）複数のプローブ核酸を、プローブ－標的ハイブリッ
ドが形成される条件下で複数の標的核酸と接触させ；（ｂ）上記複数のプローブ核酸を、
プローブ－異所性伸長阻害剤ハイブリッドが形成される条件下で異所性伸長阻害剤と接触
させ；次いで、（ｃ）プローブ－異所性伸長阻害剤ハイブリッドにおけるプローブと比較
して、プローブ－標的ハイブリッドにおけるプローブを選択的に修飾する工程を含む。
【０２８１】
　本発明で有用な異所性伸長阻害剤は、一本鎖核酸プローブに結合することができ、それ
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により、プローブの第二のプローブへのハイブリダイゼーションを妨げるいずれの剤でも
あり得る。例示的剤は、限定されるものではないが、一本鎖核酸結合蛋白質（ＳＳＢ）、
核酸アナログを含めた上記したもの等の核酸、小分子を含む。そのような剤は、ヌクレオ
チド配列にかかわらず、二本鎖核酸よりも一本鎖核酸に対して優先的に結合する一般的特
性を有する。本発明で用いることができる例示的一本鎖核酸結合蛋白質は、限定されるも
のではないが、Ｅｃｏ　ＳＳＢ、Ｔ４　ｇｐ３２、Ｔ７　ＳＳＢ、Ｌ４　ＳＳＢ、Ａｄ　
ＳＳＢ、ＵＰ１等、および例えば、Ｃｈａｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏ
ｃｈｅｍ．，５５：１０３－３６（１９８６）；Ｃｏｌｅｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，ＣＲＣ
　Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｒｅｖｕｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，７（３）：２４
７－２８９（１９８０）および米国特許第５，７７３，２５７号に記載された他のものを
含む。上記したプライマー伸長アッセイのいずれかにおける異所性伸長は、本発明の方法
を用いて阻害することができる。プライマー伸長アッセイにおけるプローブの異所性の伸
長を阻害するための方法の例示的実施形態は図１３に示し、後にさらに詳細に記載する。
【０２８２】
　図１３Ｂに示すように、異所性伸長は、ＳＳＢ、Ｔ４遺伝子３２等等の一本鎖核酸に選
択的に結合する蛋白質または他の剤と共にプローブの集団をインキュベートすることによ
って最小化することができる。上記剤または蛋白質は、それが、標的核酸にハイブリダイ
ズせず、それにより、それらの自己－アニーリングおよびその後の伸長を妨げる一本鎖プ
ローブをコート条件下で加えることができる。一本鎖プローブに結合する蛋白質等の剤は
、プライマー伸長反応に先立って、またはその間に、例えば、アニーリング工程に先立っ
て、またはその間に、プローブの集団に加えることができる。
【０２８３】
　また、１つ以上のブロッキングオリゴヌクレオチド（オリゴ）を用いて異所性発現を低
下させることもできる。図１３Ｃに示すように、プローブの３’末端に相補的なブロッキ
ングオリゴを、それが、標的核酸にハイブリダイズしていないプローブにハイブリダイズ
する条件下で加えることができる。一部のプローブが存在する適用においては、プローブ
の３’末端にアニールするように設計された複数のブロッキングオリゴヌクレオチドに加
えることができる。プライマー伸長反応に先立って、またはその間に、例えば、アニーリ
ング工程に先立って、またはその間に、１つ以上のブロッキングオリゴをプローブの集団
に加えることができる。
【０２８４】
　図１３Ｄに示すように、プローブは、プライマー伸長アッセイにおいてプライマー伸長
工程で用いられる条件下で伸長できないヘアピン構造を形成することができる相補的配列
な部分で設計することができる。図１３Ｄに示す例においては、プローブの３’末端はプ
ローブの５’末端にアニールし、５’末端は読むことができるテンプレートに隣接しない
ので、ヘアピンは異所的に伸長できない。プローブは、ヘアピンが、伸長できない３’突
出とで形成されるように、プローブの第二の配列領域に相補的なプローブの３’末端に隣
接する第一の配列領域を有するように設計することができる。ヘアピン構造は、さらに、
それが、プライマー伸長反応のアニーリング工程の条件下で標的核酸へのアニーリングを
阻害しないように設計される。例えば、プローブの２つの領域は、標的ハイブリダイゼー
ションの間に用いられる温度では実質的にアニールしないが、一旦温度が伸長のために低
下すれば、アニールしてヘアピンを形成するようになる相補的配列を有することができる
。
【０２８５】
　異所性伸長を低下させる方法は整列させたプローブに関して上記では例示したが、当業
者であれば、上記方法は、液相反応または流体相において空間的に分離されたビーズ等の
他のフォーマットでの伸長反応に同様に適用できることを理解するであろう。
【０２８６】
　一部の伸長アッセイ条件下では、ポリメラーゼは、ハイブリダイズしたテンプレート核
酸が存在しなければ、一本鎖プローブの３’末端の端部にて過剰のヌクレオチドを配置す
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ることができる。そのような活性は一部の条件下で二本鎖核酸の平滑端部の３’末端で起
こることも既知であり、これは、末端エクステンダーゼ活性といわれる（例えば、Ｈｕ　
ｅｔ　ａｌ．，ＤＮＡ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，１２：７６３－７７０（１
９９３）参照）。従って、本発明で用いる伸長反応は、末端エクステンダーゼ活性を阻害
する条件下で行うことができる。例えば、用いるべき伸長反応条件下で十分に低いレベル
の末端エクステンダーゼを有するポリメラーゼを選択することができるか、あるいは特定
のポリメラーゼのエクステンダーゼ活性によって優先的に一体化されるヌクレオチドを伸
長反応から排除することができるか、あるいはハイブリダイズしていないプローブをブロ
ックするか、または伸長反応から除去することができる。
【０２８７】
　核酸標的の直接的ハイブリダイゼーション検出は、一部のアッセイ条件下での交差－ハ
イブリダイゼーション反応のためアッセイ特異性の減少を被りかねない。核酸標的のアレ
イ－ベースの酵素的検出は特異性を増加させるための強力なアプローチを提供する。先に
議論した遺伝子型分類の分野に加えて、本発明は、ＤＮＡコピー数、微生物剤、遺伝子発
現等の検出において特異性を増加させるのに適用することができる。これは、核酸試料の
複雑性がヒトゲノム複雑性のレベルまで増加するので、特に重要となる。例えば、標識さ
れたゲノムＤＮＡがＤＮＡアレイにハイブリダイズするＤＮＡコピー数実験は、しばしば
、特異性の問題によって危うくなる。プライマー伸長または本明細書中で記載した他のも
の等のアレイ－ベースの酵素的工程と組み合わせて直接的ハイブリダイゼーションを使用
することによって、特異性は劇的に改善することができる。これは、酵素的検出工程によ
る標識は完全な３’相補性により起こるので、交差－ハイブリダイジング標的は検出され
ないからである。
【０２８８】
　本発明のさらに別の実施形態によると、本明細書中で先に記載した方法の１つ以上を行
うための診断システムが提供される。本発明の診断システムは、所望ならば、適切なパッ
ケージング材料を含むキットの形態で提供することができる。１つの実施形態において、
例えば、診断システムは、例えば、アレイフォーマットでの複数の核酸プローブ、および
アレイのプローブにハイブリダイズしたｇＤＮＡ断片または他の標的核酸を検出するのに
有用な１つ以上の試薬を含むことができる。従って、特定の方法に関して本明細書中にて
先に記載したもの等の本発明の方法で有用な試薬または成分のいずれの組合せも、本発明
によって提供されるキットに含めることができる。例えば、キットは、アレイに結合し、
かつプライマー伸長検出反応で有用な他の試薬と共に遊離３’末端を有する１つ以上核酸
プローブを含むことができる。
【０２８９】
　本明細書中で用いるように、フレーズ「パッケージング材料」とは、核酸プローブまた
はプライマー等の、キットの内容物を収容するのに用いられる１つ以上の物理的構造をい
う。パッケージング材料をよく既知の方法によって構築して、好ましくは、滅菌された汚
染のない環境を提供することができる。ここに使用されるパッケージング材料は、例えば
、核酸－ベースの診断システムで慣用的に利用されるものを含むことができる。例示的パ
ッケージング材料は、限定されるものではないが、単離された核酸、オリゴヌクレオチド
、またはプライマー等の本発明の方法で有用な成分を固定された制限内に保持することが
できるガラス、プラスチック、紙、ホイル等を含む。
【０２９０】
　パッケージング材料は、本発明の核酸を特定の方法で用いることができることを示す標
識を含むことができる。例えば、標識は、上記キットが型決定可能な遺伝子座の特定の組
を検出するのに有用であり、それにより、個々の遺伝子型を決定することを示すことがで
きる。さらに別の例において、標識は、上記キットが特定のゲノムＤＮＡ試料を増幅する
のに有用であることを示すことができる。
【０２９１】
　パッケージされた試薬または成分を用いるための指令書も、典型的には、本発明のキッ
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トに含まれる。「用いるための指令書」とは、典型的には、試薬または成分の濃度、また
は混合すべきキット成分および試料の相対的量、試薬／試料混合のための維持時間、温度
、緩衝液条件等のような、少なくとも１つのアッセイ方法パラメータを記載する有形の表
現を含む。
【０２９２】
　本発明の方法は、試薬、成分、または本明細書中に開示した工程の１つ以上についての
望ましいまたは望ましくない結果を判断するための対照を含むことができる。対照につい
ての結果と、調べるべき試料についての結果と比較を本発明の方法で行うことができ、そ
れにより、結果を有効なものとし、結果の反復するまたは影響する解釈を担う工程を同定
することができる。もし１つ以上の対照についての結果が結果の所望の範囲の外側にあれ
ば、本発明の方法は、調べるべき試料で得られた値または他のデータ点を修飾する工程を
含むことができる。本発明の方法は、後に記載する対照の１つ以上についての結果および
、もし結果が所望の範囲の外側であれば、上記方法の１つ以上の工程を反復することを含
むことができる。かくして、対照からのシグナルおよび条件の修飾の検出は、条件の所望
の組が得られるまで反復して行うことができる。
【０２９３】
　増幅対照は、表示的にゲノムを増幅しおよび／またはゲノム断片を生じさせる工程を含
めた方法等の本発明の方法で用いることができる。例示的増幅対照は固有のゲノムスパイ
クである。例えば、少量の微生物ゲノムＤＮＡを、ヒトゲノムのランダムプライマー増幅
のための反応にスパイクすることができる。加えられた微生物ゲノムＤＮＡの量は、典型
的には、他のＤＮＡ試料からの可能な汚染と競合するのに十分であるが、ヒトゲノムＤＮ
Ａ試料の増幅と実質的に競合するには不十分なものである。例えば、ヒト遺伝子座ではな
く微生物遺伝子座に選択的にハイブリダイズするプローブのサブセットを用いるヒトゲノ
ムと比較して微生物ゲノムに対してユニークである遺伝子座の検出を用いて、失敗した増
幅が、誤ったＲＰＡ反応成分または貧弱な質のヒトゲノムＤＮＡによるものか否かを判断
することができる。さらに詳しくは、ＲＰＡ反応から得られた微生物遺伝子座の検出可能
なレベルは、ヒトゲノムＤＮＡが貧弱な量であって、ＲＰＡ反応成分が機能的であること
を示し、対照においては、微生物遺伝子座の検出可能なレベルの不存在は反応成分の失敗
を示す。
【０２９４】
　ゲノム断片を核酸プローブと接触させる工程を含む方法等の本発明の方法で、ハイブリ
ダイゼーション対照を用いることができる。典型的には、ハイブリダイゼーション対照は
、プローブハイブリダイゼーション工程の間に標的核酸と共インキュベートされる合成核
酸である。有用なハイブリダイゼーション対照の例は、ストリンジェンシー対照標的の配
列に対する一連のミスマッチを形成する配列を有するストリンジェンシー対照プローブの
組である。プローブのシリーズは、ストリンジェンシー対照標的の配列にパーフェクトマ
ッチする配列を有する第一のプローブ、ストリンジェンシー対照標的の配列とのミスマッ
チを有する第二のプローブ、第二のプローブおよび第二のミスマッチと同一のミスマッチ
を有する第三のプローブ、第三のプローブおよび第三のミスマッチと同一の２つのミスマ
ッチを有する第四のプローブを含むことができる。このシリーズにおいてプローブ当たり
２つ以上のミスマッチを有することが可能である。シリーズにおけるミスマッチが、１つ
以上のマッチするヌクレオチドが配列に介在するように、相互に隣接し、または相互から
間隔を設けることができる。シリーズにおけるミスマッチは、プローブの全てがストリン
ジェンシー対照標的とパーフェクトマッチする３’末端を有するようにプローブの５’末
端近くに位置することができる。
【０２９５】
　ストリンジェンシー対照標的にハイブリダイズするストリンジェンシー対照プローブの
数および／または同一性は、ハイブリダイゼーションの条件のストリンジェンシーと相関
させることができる。最高のストリンジェンシーレベルにおいては、上記シリーズにおけ
る第一のストリンジェンシー対照プローブ（パーフェクトマッチ対照プローブ）のみが標
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的対照プローブにハイブリダイズする。より低いストリンジェンシーの条件の結果、スト
リンジェンシー対照標的にハイブリダイズするシリーズ中のより多いストリンジェンシー
対照プローブをもたらす。かくして、ストリンジェンシー対照プローブを用いて、ゲノム
断片およびプローブについてのハイブリダイゼーションのための所望のストリンジェンシ
ーを供する条件を同定することができる。
【０２９６】
　用いることができるさらなる対照は濃度対照である。濃度対照プローブの配列とパーフ
ェクトマッチする配列を有する濃度対照標的を用いることができる。濃度対照標的は対照
プローブに対して異なる濃度で供することができる。アッセイ条件の特定の組についての
検出のより低い制限は、検出された標的の最低濃度を測定することによって定量すること
ができる。所望であれば、濃度対照標的は、例えば、標的配列の３’末端において対照プ
ローブに対して１つ以上のミスマッチを有することができる。従って、ストリンジェンシ
ーまたは特異性評価も濃度プローブで行うことができる。
【０２９７】
　プローブ修飾対照は、ゲノム断片にハイブリダイズさせつつプローブを修飾する工程を
含む方法等の本発明の方法で用いることができる。プローブ修飾対照の例は、本発明の方
法においてポリメラーゼによってプローブ伸長の例を示す伸長対照である。例示的伸長対
照は、ヘアピンプローブまたはマッチおよびミスマッチヘアピンプローブの組である。上
記組は４ヌクレオチドに関して生起するマッチおよびミスマッチの１６の可能な組合せの
うち２つ以上を含むことができる（例えば、ＧＣマッチおよびＧＡ、ＧＴおよびＧＧの少
なくとも１つ）。ヘアピンプローブは、典型的には、それらの５’末端において基材に結
合し、それらが許容されるストリンジェンシー条件下でそれらの３’末端においてヘアピ
ン構造を形成できるように回文配列を有する。マッチプローブは３’塩基対マッチで終了
するヘアピンを有し、他方、ミスマッチプローブは３’ミスマッチで終了する。マッチヘ
アピンプローブの修飾は、伸長アッセイ成分が使用される条件下で機能的であることを示
す。ヘアピン対照プローブの利点は、上記表示が標的核酸の存在から独立していることで
ある。かくして、失敗した伸長反応では、マッチヘアピン対照についての結果を用いて、
問題が標的核酸試料または他の伸長反応試薬から生じたかを決定することができる。ミス
マッチヘアピンプローブの修飾をモニターして、伸長反応試薬がテンプレート独立的にプ
ローブを修飾するかを決定することができる。ヘアピン対照プローブを伸長反応に関して
上記にて例示してきたが、当業者であれば、それらが連結反応等の他のテンプレート－依
存性修飾反応で用いることができるのを理解するであろう。
【０２９８】
　さらに別の有用なプローブ修飾対照は、伸長効率対照である。伸長効率対照は、プロー
ブの３’末端が、各々、４ヌクレオチド配列のＡ、Ｃ、ＴまたはＧヌクレオチドに相補す
るように、伸長効率対照標的の重複する配列に相補的な伸長効率対照プローブの組を含む
ことができる。かくして、４つのそのような伸長効率対照プローブと伸長効率対照標的と
の配列の整列は、１つのヌクレオチドだけそれらの３’末端における配列オフセットのス
タッガードセットとして出現する。伸長効率対照は、選択された伸長反応条件が、用いる
ヌクレオチドの全てを一体化させることに関してバランスしているか否か、または１つ以
上のヌクレオチドが選択的に一体化されるかを決定するのに有用であり得る。
【０２９９】
　本発明の方法は、さらに、非多型対照の評価を含むことができる。非多型対照は、ゲノ
ムにおける非多型配列についてのパーフェクトマッチおよびミスマッチプローブの組であ
る。パーフェクトマッチおよびミスマッチプローブは、それらの３’末端が、各々、ゲノ
ム配列領域に対して相補的であるか、または相補的でないかを除いて、ゲノムの同一領域
に対して相補的である。例えば、ストリンジェンシーをモニターするための異なるＧＣ含
有量を有する、および／または、マッチおよびミスマッチの全ての可能な組合せの１つ以
上を有する１つ以上の組を用いることができる。多型プローブは、複数個体でのクラスタ
リングデータと比較した場合、単一または混合した個体試料を用いるアッセイ最適化を容
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易とすることができる。
【０３００】
　ストリップ対照は、複数のプローブからゲノム断片を除去する工程を含む方法等の本発
明の方法で用いることができる。例えば、一旦、ハイブリッドを処理して、ゲノム断片を
除去したならば、標識された標的の存在または不存在を検出し、各々、満足されないまた
は満足される断片除去と相関させることができるように、複数のプローブとのハイブリダ
イゼーションに先立って、標識されたストリップ対照標的をゲノム断片試料にスパイクす
ることができる。特別な実施形態において、標識は、相補的プローブにハイブリダイズさ
せつつ、ストリップ対照標的に一体化させることができる。例えば、ストリップ対照標的
の３’末端は、標的がテンプレート依存的に修飾できるようにプローブにハイブリダイズ
させることができる。典型的には、ストリップ対照標的およびその相補的プローブは、プ
ローブが標的と同一の工程で修飾されないように設計される。例えば、プローブは、修飾
に使用できない３’ヌクレオチドアナログを有することができ、および／またはプローブ
の３’末端は標的とでミスマッチを形成することができる。さらに、ストリップ対照標的
と相補的なプローブは、本発明の方法で検出されるべきゲノム断片のいずれかと相補的で
ない配列を有するように設計することができる。
【０３０１】
　検出対照は、プローブ－断片ハイブリッドの型決定可能な遺伝子座を検出する工程を含
む方法等の本発明の方法で用いることができる。例えば、既知の量の関連した標識を有す
る標識対照プローブの組を用いることができる。標識対照プローブは滴定曲線として分析
して、ゲノム断片の型決定可能な遺伝子座を検出するのに用いられる標識についての感度
または検出の範囲を決定することができる。標識対照プローブは、ゲノム断片の検出で用
いるプローブと同一のタイプの分子である必要はない。従って、標識対照プローブは、ア
レイ表現の特定の位置に直接的にまたは間接的に結合させた標識であり得る。オン－アレ
イビオチン－ベースの検出の場合には、標識対照プローブは、既知の量の共有結合したビ
オチンを有するアレイ位置であり得る。
【０３０２】
　本発明を固定化されたプローブのアレイに関して本明細書中で例示したが、当業者であ
れば、他の検出フォーマットを同様に使用することができるのを理解するであろう。例え
ば、本明細書中に記載した方法は、固相よりはむしろ液相で行うことができる。従って、
液相プローブは、上記した方法における固定化されたプローブを置き換えることができる
。検出標識または検出部分に関して上記したもの等の特性に従って、液相プローブを検出
することができる。例えば、プローブは同定可能な電荷、質量、質量に対する電荷の比率
、または他の区別する特性を有することができる。そのような区別する特性は、例えば、
毛細管電気泳動、アクリルアミドゲル、アガロースゲル等のクロマトグラフィーシステム
において、あるいは質量分光分析のような分光分析システムで検出することができる。か
くして、本発明は、さらに、（ａ）型決定可能な遺伝子座を有するゲノム断片の増幅され
た表示的集団を提供し；（ｂ）上記ゲノム断片を、プローブ－断片ハイブリッドが形成さ
れる条件下で、型決定可能な遺伝子座に対応する配列を有する複数の核酸プローブと接触
させ；（ｃ）プローブ－断片ハイブリッドを修飾し；次いで、（ｄ）修飾されたプローブ
または断片を検出し、それにより、ゲノムの型決定可能な遺伝子座を検出する工程を含む
ゲノムの型決定可能な遺伝子座を検出する方法を提供する。
【実施例】
【０３０３】
　（実施例Ｉ）
　（ランダム－起点増幅（ＲＰＡ）を用いる全ゲノム増幅）
　本実施例は、酵母ゲノムからの上記ゲノム断片の増幅された表示的集団の生成を示す。
【０３０４】
　Ｑｉａｇｅｎ　Ｇｅｎｏｍｉｃ　ＤＮＡ抽出キットを用いてＳ．Ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ
株Ｓ２２８Ｃからの酵母ゲノムＤＮＡを調製し、１０ｎｇのゲノムＤＮＡをクレノウポリ
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メラーゼで増幅した。
【０３０５】
　一部のパラメーターを見積もって、クレノウ（ｅｘｏ－）ランダム－起点増幅反応の収
率に対するそれらの効果を決定した。増幅反応は、１つのパラメーターを系統的に修飾し
た以外は、同様な条件下で行った。図３は、異なる濃度のデオキシヌクレオチド三リン酸
で行った増幅反応を比較する結果を示す。
【０３０６】
　各反応に続き、増幅されたＤＮＡをＭｏｎｔａｇｅ限外濾過プレート（Ｍｉｌｌｉｐｏ
ｒｅ）で精製し、アガロースゲルに入れて、図３Ａに示したようにＵＶ２６０の表示によ
ってＤＮＡを定量した。増幅収率は、各レーンにおける株の密度に基づいて測定し、結果
を図３（Ｂ）中の表に示す。図３Ｂの最後の２つの欄に示したように、１０ｎｇの酵母ゲ
ノムテンプレートを増幅して、約６００～８０００倍の増幅を表す約６～８０マイクログ
ラムの範囲の量まで増幅した。テスト条件下での平均断片サイズは約２００～３００ｂｐ
であった。
【０３０７】
　結果は、増幅収率がプライマーまたはデオキシヌクレオチド三リン酸のより高い濃度に
おいて増加したことを示した。かくして、反応パラメーターを系統的に修飾し、評価して
、所望の増幅収率を測定することができる。
【０３０８】
　（実施例ＩＩ）
　（ＢｅａｄＡｒｒａｙｓＴＭにハイブリダイズした酵母全ゲノム試料についての酵母遺
伝子座の検出）
　本実施例は、ＢｅａｄＡｒｒａｙｓＴＭにハイブリダイズし、および対立遺伝子特異的
プライマー伸長（ＡＳＰＥ）でプローブした酵母全ゲノム試料についての酵母遺伝子座の
再現性がある検出を示す。
【０３０９】
　６００ナノグラムのランダムプライマー増幅（ＲＰＡ）酵母ｇＤＮＡを遺伝子座－特異
的ＢｅａｄＡｒｒａｙｓＴＭ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ）にハイブリダイズさせた。上記Ｂｅａ
ｄＡｒｒａｙｓＴＭは、Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅゲノム全体を通じて分布した異なる遺
伝子－ベースの遺伝子座を質問する９６のオリゴヌクレオチドプローブ対（ＰＭおよびＭ
Ｍ、長さは５０塩基）よりなるものであった。増幅された酵母ゲノムＤＮＡを、以下の条
件下でＢｅａｄＡｒｒａｙｓＴＭにハイブリダイズさせた：標準１×ハイブリダイゼーシ
ョン緩衝液（１Ｍ　ＮａＣｌ、１００ｍＭリン酸カリウム緩衝液（ｐＨ７．５）、０．１
％Ｔｗｅｅｎ２０、２０％ホルムアミド）中の４８℃における一晩のハイブリダイゼーシ
ョン。ハイブリダイゼーションの後、アレイを４８℃にて１×ハイブリダイゼーション緩
衝液で５分間洗浄し、続いて、室温にて０．１×ハイブリダイゼーション緩衝液中で５分
間洗浄した。最後に、アレイをＡＳＰＥ反応緩衝液で５分間洗浄して、伸長工程前にアレ
イをブロックし、平衡化させた。ＡＳＰＥ反応緩衝液（１０×　ＧＧ伸長緩衝液（Ｉｌｌ
ｕｍｉｎａ，Ｉｎｃ．，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）、０．１％Ｔｗｅｅｎ－２０、１０
０μｇ／ｍｌのＢＳＡ、および１ｍＭのジチオスレイトール、１０％スクロース、５００
ｍＭベタイン）。
【０３１０】
　ＡＳＰＥ反応は以下のようにアレイ上で直接的に行った。ＢｅａｄＡｒｒａｙｓは、３
ｕＭ　ｄＮＴＰ（１．５ｕＭ　ｄＣＴＰ）、１．５ｕＭビオチン－１１－ｄＣＴＰ、～０
．４μｌ　Ｋｌｅｎｔａｑ（ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉ
ｎｃ．Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ，６３１０４）を補足した上記記載されたＡＳＰＥ反応緩
衝液を含有する５０μｌのＡＳＰＥ反応ミックスに浸漬した。ＢｅａｄＡｒｒａｙｓＴＭ

を室温にてＡＳＰＥ反応中で１５分間インキュベートした。ＢｅａｄＡｒｒａｙｓＴＭを
新鮮な０．２Ｎ　ＮａＯＡ中で２分間洗浄し、次いで、１×ハイブリダイゼーション緩衝
液中で３０秒間の洗浄を２度行った。取り込まれたビオチン標識を、ストレプトアビジン
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－フィコエリスリンおよびビオチニル化抗ストレプトアビジン染色を使用するサンドイッ
チアッセイによって検出した。これは以下のように行った：ＢｅａｄＡｒｒａｙｓＴＭを
エオシンブロック（Ｐｉｅｒｃｅ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）中で室温にて３０分間ブロ
ックした。これに続いて、１×ハイブリダイゼーション緩衝液中で素早く洗浄し（１分）
、しかる後、ストレプトアビジン－フィコエリスリン（ＳＡＰＥ）溶液（１×ハイブリダ
イゼーション緩衝液，０．１％Ｔｗｅｅｎ２０，１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡ，３μｇ／ｍｌス
トレプトアビジン－フィコエリスリン（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅｎ
ｅ，ＯＲ））で室温にて５分間染色した。染色の後、ＢｅａｄＡｒｒａｙｓＴＭを１×　
Ｈｙｂ．緩衝液で素早く洗浄し、しかる後、６ｍｇ／ｍｌのヤギ血清、カゼインおよび０
．１％Ｔｗｅｅｎ２０を補足した１×　ＴＢＳ中の１０μｇ／ｍｌビオチニル化抗ストレ
プトアビジン抗体（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｓ，Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ，ＣＡ）で対比染色
した。この工程に続いて、１×　Ｈｙｂ．緩衝液中で素早く洗浄し、次いで、記載したＳ
ＡＰＥ溶液で第二の染色を行った。染色の後、１×　Ｈｙｂ．緩衝液中の最終洗浄を行っ
た。
【０３１１】
　図４の左側パネルは、増幅された全酵母ゲノム試料のハイブリダイゼーションおよびＡ
ＳＰＥ検出に続くアレイのイメージを示す。図４の右側パネルにおけるチャートはパーフ
ェクトマッチ（ＰＭ）およびミスマッチ（ＭＭ）強度（９６のうち４８の遺伝子座）のサ
ブセットを呈する。８８％を超える遺伝子座は５よりも大きなＰＭ／ＭＭ比率を有し、こ
れは、別の遺伝子型から遺伝子座の大半を区別する能力を示す。
【０３１２】
　酵母よりも高い複雑性のゲノムにおける型決定可能な遺伝子座を識別する能力は、より
複雑な生物のゲノムバックグラウンドに酵母ゲノムＤＮＡをスパイクすることによって評
価した。６００ナノグラムの酵母ゲノムＤＮＡ（１２Ｍｂ複雑性）を１５０μｇのヒトゲ
ノムＤＮＡ（３０００Ｍｂ複雑性）にスパイクして、ヒトと同等な複雑性を有するゲノム
における単一コピー遺伝子座の存在を模倣した。アレイへのこのスパイクされた試料のハ
イブリダイゼーションは、酵母ＤＮＡが単独でハイブリダイズした非常に少ない差を示し
、これは、複雑なゲノムバックグラウンド中の正しい標的配列を特異的に補足するアレイ
の能力を示す。
【０３１３】
　これらの結果は、全ゲノム試料のアレイへのハイブリダイゼーションに続く酵母ゲノム
の一部の型決定可能な遺伝子座の検出を示す。これらの結果は、さらに、全ゲノム試料中
の複数の型決定可能な遺伝子座を検出するのに増幅が必要でないことを示す。さらに、結
果は再現性があり、上記方法が頑強であることを示す。
【０３１４】
　（実施例ＩＩＩ）
　（ＢｅａｄＡｒｒａｙｓＴＭに直接的にハイブリダイズしたヒトｇＤＮＡの全ゲノム遺
伝子型分類（ＷＧＧ））
　本実施例は、ゲノム断片の表示的集団のアレイへのハイブリダイゼーション、およびハ
イブリダイズしたゲノム断片の一部の型決定可能な遺伝子座の直接的検出を示す。本実施
例は、さらに、２つの異なるプライマー伸長アッセイのいずれかを用いるアレイ上での型
決定可能な遺伝子座の検出を示す。
【０３１５】
　（ＳＢＥ－ベースの検出）
　ヒト胎盤ゲノムＤＮＡ試料はＣｏｒｉｅｌｌ　Ｉｎｓｔ．Ｃａｍｄｅｎ，ＮＪから入手
した。ヒト胎盤ｇＤＮＡ試料（１５０μｇ）を、各々が２４の異なる非多型プローブ（５
０－量体）の同一の組を含有する４つの個別の束を有するＢｅａｄＡｒｒａｙｓＴＭ（Ｉ
ｌｌｕｍｉｎａ）にハイブリダイズさせた。上記ＢｅａｄＡｒｒａｙｓＴＭは、ヒトゲノ
ム全体を通じてランダムに分布したヒト非多型遺伝子座に対する９６のプローブよりなる
ものであった。プローブは５０塩基の長さであり、約５０％のＧＣ含有量であり、隣接Ａ
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（１６プローブ）、Ｃ（１６プローブ）、Ｇ（１６プローブ）またはＴ（１６プローブ）
塩基を再度配列決定するように設計された。ＤＮＡ試料（１５０μｇのヒト胎盤ＤＮＡ）
を、１５μｌの容量中の標準１×ハイブリダイゼーション緩衝液（１Ｍ　ＮａＣｌ、１０
０ｍＭリン酸カリウム緩衝液（ｐＨ７．５）、０．１％Ｔｗｅｅｎ２０、２０％ホルムア
ミド）中で４８℃にて一晩ハイブリダイズさせた。
【０３１６】
　４つの個別のＳＢＥ反応を、１つは各個別の束に対するものであるアレイで以下のよう
に直接的に行った。「Ａ」反応はビオチン－標識ｄｄＡＴＰおよび未標識ｄｄＣＴＰ、ｄ
ｄＧＴＰ、およびｄｄＴＴＰを含むものであった。他の３つのＳＢＥ反応は、標識された
および標識されていない表示は適切に調整した以外は同様であった。ＳＢＥ反応条件は以
下の通りであった：ＢｅａｄＡｒｒａｙｓＴＭを５０℃にてＳＢＥ反応ミックスに１分間
浸漬させた。４つの異なるＳＢＥ反応ミックス、Ａ、Ｃ、ＧまたはＴ再配列決定ミックス
を提供した。例えば、５０μｌのＡ－ＳＢＥ再配列決定ミックスは、１ｕＭのビオチン－
１１－ｄｄＡＴＰ（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ）、１ｕＭのｄｄＣＴＰ、１ｕＭのｄｄＧ
ＴＰ、および１ｕＭのｄｄＵＴＰ、１×　Ｔｈｅｒｍｏｓｅｑｕｅｎａｓｅ緩衝液、０．
３ＵのＴｈｅｒｍｏｓｅｑｕｅｎａｓｅ、１０μｇ／ｍｌのＢＳＡ、１ｍＭのＤＴＴ、お
よび０．１％Ｔｗｅｅｎ２０を含有するものであった。他の３つのＳＢＥミックスは、含
まれる適切な標識された塩基が同様であり、他の塩基は未標識であった。
【０３１７】
　ＳＢＥ反応の結果を図５に示す。図５において、９６のプローブの組を、ビオチン－標
識ｄｄＡＴＰ反応のためのＣＡ１～ＣＡ２４、ビオチン－標識ｄｄＣＴＰ反応のためのＣ
Ｃ１～ＣＣ２４、ビオチン－標識ｄｄＧＴＰ反応のためのＣＧ１～ＣＧ２４、およびビオ
チン－標識ｄｄＴＴＰ反応のためのＣＴ１～ＣＴ２４と命名された４つの異なる反応に対
応する４つの群に分ける。図５に示すように、プローブの大半は優れたシグナル識別を示
した。
【０３１８】
　（ＡＳＰＥ－ベースの検出）
　同様に調製したヒト胎盤ｇＤＮＡ試料（１５０μｇ）を、非多型遺伝子座を問い合わせ
る７７の機能的パーフェクトマッチ（ＰＭ）およびミスマッチ（ＭＭ）プローブ対を含有
するＢｅａｄＡｒｒａｙｓＴＭにハイブリダイズさせた。ＡＳＰＥプローブはヒトゲノム
内の非多型部位に対して設計した。プローブは長さが５０塩基であって、約５０％ＧＣ含
有量であった。パーフェクトマッチ（ＰＭ）プローブは完全にゲノム配列にマッチし、他
方、ミスマッチ（ＭＭ）プローブは３’塩基におけるゲノム配列に対する単一塩基ミスマ
ッチを含んだ。ミスマッチタイプはモデリングＡ／ＧおよびＣ／Ｔ多型に向けて偏ってい
た。ハイブリダイゼーションおよび反応条件は実施例ＩＩで先に記載した。
【０３１９】
　対立遺伝子特異的プライマー伸長反応（ＡＳＰＥ）はアレイ表面で直接的に行い、取り
込まれたビオチン標識はストレプトアビジン－フィコエリスリン染色で検出した。ＡＳＰ
Ｅ反応は以下のように行った。ＢｅａｄＡｒｒａｙｓＴＭを１×ハイブリダイゼーション
緩衝液中で２回洗浄し、次いで、室温にて（酵素およびヌクレオチドを含まない）ＡＳＰ
Ｅ反応緩衝液で洗浄した。ＢｅａｄＡｒｒａｙｓＴＭを５０μｌのＡＳＰＥ反応ミックス
に室温にて１５分間浸漬することによって、ＡＳＰＥ反応を行った。ＡＳＰＥミックスは
以下の成分を含有した：３ｕＭのｄＡＴＰ、１．５ｕＭのｄＣＴＰ、１．５ｕＭのビオチ
ン－１１－ｄＣＴＰ、３ｕＭのｄＧＴＰ、３ｕＭのｄＵＴＰ、１×　ＧｏｌｄｅｎＧａｔ
ｅＴＭ伸長緩衝液（Ｉｌｌｕｍｉｎａ）、１０％スクロース、５００ｍＭベタイン、１ｍ
ＭのＤＴＴ、１００μｇ／ｍｌのＢＳＡ、０．１％Ｔｗｅｅｎ２０および０．４μｌのＫ
ｌｅｎｔａｑ（ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｉｎｃ．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）。
図６Ａは、７７のプローブ対を横切る生の強度値を示す。ＰＭプローブ（視覚）は、プロ
ーブの大部分全般に亘ってのＭＭプローブよりも極めて高い強度を呈し、これは、効果的
に問い合わされた塩基が区別されることを可能とする。図６は、７７の遺伝子座について
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の識別比率（ＰＭ／ＰＭ＋ＭＭ）のプロットを示す。これらの結果は、遺伝子座の約２／
３が比率＞０．８を有することを示した。
【０３２０】
　本実施例の結果は、ゲノム断片の表示的集団のアレイへのハイブリダイゼーション、お
よびハイブリダイズしたゲノム断片の一部の型決定可能な遺伝子座の直接的検出が、遺伝
子型分類適用のための十分な遺伝子座識別を供することを示す。
【０３２１】
　（実施例ＩＶ）
　（増幅されたゲノムＤＮＡ断片の遺伝子型分類）
　本実施例は、ゲノム断片が上記増幅された集団の遺伝子型分類を示す。
【０３２２】
　ヒト胎盤ゲノムＤＮＡ試料はＣｏｒｉｅｌｌ　Ｉｎｓｔ．Ｃａｍｄｅｎ，ＮＪから入手
した。上記ゲノムを増幅し、テンプレートゲノムの量を変化させ、ランダムプライマーの
長さを図７に示すように変化させた以外は、実施例Ｉに記載された条件下でランダムプラ
イマー増幅を用いてビオチン標識した。全ての反応についての増幅出力は、４０μｌ反応
当たり約４０μｇの増幅されたゲノム断片において比較的一定であった。
【０３２３】
　ゲノム断片が上記増幅された集団は以下のように遺伝子型分類した。上記遺伝子型分類
は、ＩｌｌｕｍｉＣｏｄｅＴＭアレイ上の所有ＧｏｌｄｅｎＧａｔｅＴＭアッセイを用い
るＩｌｌｕｍｉｎａのＳＮＰ遺伝子型分類サービスによって行った。ＧｅｎＴｒａｉｎス
コアは、どのようにしてよくＳＮＰ遺伝子座の遺伝子方強度が試料集団全般に亘ってクラ
スターを形成するかについての計量である。未増幅対照に対するＧｅｎＴｒａｉｎスコア
の比較は、遺伝子座の増幅および偏りの見積もりを供する。
【０３２４】
　未増幅ＤＮＡについての遺伝子型分類の質を、図７に示されたゲノム断片が上記増幅さ
れた集団と比較した。増幅反応で用いたゲノムテンプレートの量を各棒線の下方に示す。
増幅された試料のうち、最良のＧｅｎＴｒａｉｎスコアは、１０００ｎｇのテンプレート
ゲノムを用いる増幅反応で得られた（４０×増幅）。１０００ｎｇのテンプレートゲノム
を用いる増幅反応についてのＧｅｎＴｒａｉｎスコアは、未増幅ゲノムＤＮＡで得られた
のと同様であり、これは、増幅された生成物がゲノムを表すことを示す。許容されるＧｅ
ｎＴｒａｉｎスコアは、１００ｎｇ程度の少ないテンプレートゲノムを用いて増幅反応で
得られた（４００×増幅）。
【０３２５】
　これらの結果は、本発明に従って得られたゲノム断片が増幅された集団が遺伝子型分類
アッセイにおいてゲノム配列を表すことを示す。
【０３２６】
　（実施例Ｖ）
　（増幅されたゲノムＤＮＡ断片の全ゲノム遺伝子型分類（ＷＧＧ））
　本実施例は、ＤＮＡアレイへの直接的ハイブリダイゼーションおよびアレイ－ベースの
プライマー伸長ＳＮＰスコアリングによるゲノム断片が増幅された集団の全ゲノム遺伝子
型分類を示す。
【０３２７】
　３×３２　ＤＮＡ試料の組（各々１μｇ）は、ランダムプライマー増幅によって増幅し
て、１５０μｇのゲノムＤＮＡ断片を有する個別の標的試料を生じた。断片が上記増幅さ
れた集団は、１９２遺伝子座をカバーする５０－量体ＡＳＰＥ捕獲プローブを有するＢｅ
ａｄＡｒｒａｙｓＴＭにハイブリダイズさせた。ハイブリダイゼーションの後、ＡＳＰＥ
反応は実施例ＩＩＩに記載したように行った。イメージを収集し、所有ＧｅｎＴｒａｉｎ
ソフトウェア（Ｉｌｌｕｍｉｎａ）を用いて遺伝子型クラスターを分析した。ＡＳＰＥで
検出されたＢｅａｄＡｒｒａｙｓＴＭの例示的イメージを図１１Ａに示す。
【０３２８】
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　図１１Ｂは、１つの遺伝子座についてのシータｖｓ強度のＧｅｎＴｒａｉｎプロットを
示す。強度は、特定のビーズについて検出された合計蛍光強度である。シータは、遺伝子
座の１つの対立遺伝子についての蛍光強度ｖｓ遺伝子座の第二の対立遺伝子についての蛍
光強度のバラツキプロットに対するビーズの蛍光強度の位置に対応する。特に、バラツキ
プロットに対するビーズの蛍光強度の位置は特定のｘ，ｙ座標に対応し、シータはｘ軸お
よび原点からそのｘ，ｙ座標へ引いた線の間の角度である。図１１Ｂに示すように、２つ
のホモ接合性（Ｂ／ＢおよびＡ／Ａ）クラスターおよび１つのヘテロ接合性（Ａ／Ｂ）ク
ラスターは明瞭に区別された。
【０３２９】
　遺伝子座の約５２％はよく分解されたクラスターを与え、これは「成功した」と呼び、
引き続いて、全ての試料全般に亘って遺伝子型に関して分析した。参照遺伝子型が既知の
３×１６試料全般に亘っての遺伝子型要求（１０１／１９２遺伝子座）の分析は、１００
％の要求率を持つ９９．９５％の一致（４０９０／４０９２）を示した（表１２、パネル
Ａ）。異なる遺伝子座におけるスコアを示すＧｅｎＣａｌｌプロットは２つの異なる試料
について図１２ＢおよびＣに示す。個々の遺伝子型要求についてのＧｅｎＣａｌｌスコア
は０および１の間の値であり、これは、その要求における信頼性を示す。より高いスコア
は、上記要求におけるより高い信頼性を示す。
【０３３０】
　２つの異なる遺伝子座についての例示的ＧｅｎＴｒａｉｎプロットを図１２Ｃおよび１
２Ｄに示す。このデータは、試料の大部分に関して、３つのクラスターがホモ接合性（Ｂ
／ＢおよびＡ／Ａ）および（Ａ／Ｂ）遺伝子型に対応して明瞭に区別されることを示す。
２つの灰色の点は「標的対照無し」ＢｅａｄＡｒｒａｙｓＴＭからのものである。
【０３３１】
　図１２ＤおよびＥにおけるバラツキプロットの調査は、プロット中の矢印によって示さ
れる、４０９２の要求のうち２つの質問可能な要求のみを示した。上記要求は、図１２Ｂ
およびＣ中の水平線によって示されるように、ＧｅｎＣａｌｌスコアに関して０．４５の
閾値を適用することによって濾過した。
【０３３２】
　（実施例ＶＩ）
　（異所性シグナルの阻害）
　本実施例は、アレイ－ベースのプライマー伸長反応における異所性発現を阻害するため
の一本鎖核酸結合蛋白質（ＳＳＢ）の使用を示す。
【０３３３】
　Ｅ．ｃｏｌｉ　ＳＳＢおよびＴ４　Ｇｅｎｅ３２等の一本鎖結合蛋白質を、クレノウお
よびＫｌｅｎｔａｑアレイ－ベースのＡＳＰＥ反応双方における異所性伸長を抑制するそ
れらの能力に関してテストした。使用した条件は以下の通りであった：アレイ－ベースの
クレノウＡＳＰＥ反応は８０ｍＭのトリス－酢酸（ｐＨ６．４）、０．４ｍＭのＥＤＴＡ
、１．４ｍＭの酢酸マグネシウム、０．５ｍＭのＤＴＴ、１００μｇ／ｍｌのＢＳＡ、０
．１％Ｔｗｅｅｎ－２０、０．２Ｕ／μｌのクレノウエキソポリメラーゼ、および０．５
ｕＭのｄＮＴＰを含有し、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ、およびｄＵＴＰについて「冷」ヌクレオ
チドに対するビオチン－１１標識ヌクレオチドは１：１の比率であった。ＳＳＢでの実験
において、濃度は０．２μｇ／２０μｌ　ｒｘｎであった。アレイ－ベースのＫｌｅｎｔ
ａｑ条件は実施例ＩＩＩに記載する。
【０３３４】
　図１４Ａは、ＳＳＢの存在下における、および標的核酸試料（ＮＴＣ＝標的対照無し）
の不存在下における、ＢｅａｄＡｒｒａｙｓＴＭに対するクレノウポリメラーゼでのＡＳ
ＰＥ反応の実行についてのバラツキプロットを示す。図１４Ｃによって示されるように、
異所性シグナルは、ＳＳＢの不存在下と比較してＳＳＢの存在下で大いに低下した。同様
の結果が、ＫｌｅｎｔａｑポリメラーゼでのＡＳＰＥ反応で得られた。図１４ＣおよびＤ
に示されたプロットは、増大する強度に従ったＸ－軸に沿ったバラツキプロットからのシ
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グナルを分類することによって得られた。図１４Ｂに示すように、対立遺伝子特異的伸長
は、ゲノム断片の増幅した集団を含有する標的試料の存在下で行ったＡＳＰＥ反応につい
ての検出可能なレベルで起こった。
【０３３５】
　これらの結果は、プライマー伸長アッセイにＳＳＢを含めると、対立遺伝子特異的伸長
を維持または改善しつつ異所性伸長を抑制することを示す。さらなる実験は、アレイ－ベ
ースのＡＳＰＥ反応にＳＳＢを含めると、対立遺伝子識別を改善することを示した。
【０３３６】
　（実施例ＶＩＩ）
　（ランダムプライマー増幅によって生じたゲノム断片集団の評価）
　本実施例は、ランダムプライマー増幅（ＲＰＡ）によって生じたヒトゲノム断片集団が
、対立遺伝子偏りをほとんど有しないそれらのゲノムテンプレートの代表であり、再現性
よく生じさせることができることを示す。
【０３３７】
　ＲＰＡ反応を用いて、実施例Ｖに記載された方法を用いてヒトゲノムＤＮＡからゲノム
集団の増幅された集団を生じさせた。増幅反応は、プローブアレイと共に反応混合物をイ
ンキュベートするに先立って、反応成分または生成物の単離の必要性無くして単一チュー
ブフォーマットで行った。後に記載する修飾を例外として、反応混合物は実施例Ｖに記載
したようにＢｅａｄＡｒｒａｙｓＴＭと共にインキュベートし、検出は実施例ＩＩＩに記
載したようにＡＳＰＥを用いて行った。
【０３３８】
　図１５に示された結果は、増幅プロセスで達成された表示を示す。１００μｌ中の１０
０ｎｇのヒトゲノムＤＮＡ（Ｃｏｒｉｅｌｌ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｐｏｓｉｔｏｒｉｅｓ，Ｃ
ａｍｄｅｎ，ＮＪ）で行った二連ＲＰＡ反応は、１～２μｇのＤＮＡ／μｌを有するゲノ
ム断片の集団を生じた。二連未増幅ゲノム試料は、ＤＮＡｓｅ　Ｉで約２００～３００塩
基の平均サイズに断片化されたヒト胎盤ＤＮＡ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｐａｒｔ
　Ｎｏ．Ｄ３２８７）よりなるものであった。
【０３３９】
　増幅した、および未増幅試料を、ゲノムの非多型領域に対して設計されたプローブでア
レイにハイブリダイズさせた。それ自体、全てのプローブはゲノムに対してパーフェクト
マッチであり、遺伝子型分類アッセイにおいて伸長すべきである。２つの異なる試料への
ハイブリダイゼーションに続いて個々のプローブで得られた強度値を図１５のバラツキプ
ロットでプロットする。図１５Ａに示したように、高度な相関が二連未増幅試料の間で起
こった。同様に、かつ図１５に示すように、強力な相関が二連増幅試料の間で観察され、
これは、増幅方法が高度に再現性のある結果を与えることを示す。図１５Ｃの増幅された
ｖｓ未増幅バラツキプロットは、二連で観察されたものと比較したより散漫なクラスター
を示し、これは、一部の遺伝子座が過剰表現され、他方、他のものは増幅された試料にお
いて過少表現された。
【０３４０】
　それにもかかわらず、結果は良好な表示を示した。増幅されたＤＮＡ入力に対する未増
幅についてのシグナル強度の特定の比率（増幅：未増幅の比率）を有するプローブの数（
カウント）を図１６Ａにプロットする。データは、検出された遺伝子座の９０．１％が、
未増幅ゲノムＤＮＡについて測定された強度と比較して０．５－～２－倍過剰ではなかっ
た増幅集団における強度偏差を有することを示した。かくして、増幅された集団における
検出された遺伝子座の９０．１％が、未増幅ゲノムにおけるそれらの相対的量と比較して
、０．５倍以上の不足する、かつ２倍以下の過剰にて表された。さらに、増幅された集団
における検出された遺伝子座の９７．４％は、未増幅ゲノムにおけるそれらの相対的量と
比較して、０．３倍以上不足、かつ３倍以下の過剰にて表された。
【０３４１】
　ゲノム断片の表示的に増幅された集団を、ＧｏｌｄｅｎＧａｔｅＴＭアッセイ（Ｉｌｌ
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ｕｍｉｎａ，Ｉｎｃ．Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）においてみ増幅対照ＤＮＡ試料と比較
した。４つの遺伝子座（１８２４、２７０６、３６３３および６１２６）についての例示
的データは、図１７の（ＧｅｎＴｒａｉｎプロットとも呼ばれる）ゲノプロット（Ｇｅｎ
ｏｐｌｏｔ）に示す。上記ゲノプロットは標準遺伝子型分類バラツキプロットの極座標再
プロットである。標準遺伝子型分類バラツキプロットは、（第一の対立遺伝子と相関する
）第一のチャネルで検出された強度ｖｓ（第二の対立遺伝子と相関する）第二の色チャネ
ルで検出された強度の軸を有し、および各チャネルにおけるその強度に従った各遺伝子座
についてのバラツキ点をプロットする。ゲノプロットは原点からバラツキ点（Ｒ）まで描
いた線の距離、および上記線およびｘ軸の間の角度（シータ）に従った各バラツキ点の再
プロットである。図１７に示すように、１０ｎｇ、１００ｎｇまたは１μｇゲノム入力か
ら生じたＲＰＡ混合物から生じたデータについてのバラツキ点の結果、未増幅ゲノムＤＮ
Ａからの対照クラスター（丸印）と比較して良好なクラスターをもたらし、これは、非常
に少ない対立遺伝子偏りを示す。
【０３４２】
　遺伝子型分類アッセイにおける検出の限界（ＬＯＤ）は、ゲノムＤＮＡの増大する量が
ＲＰＡ反応に入力されるにつれ増加することを示した。別のＲＰＡ反応は種々の量の入力
ゲノムＤＮＡで行った（二連）。上記入力量は１フェムトグラム～１００ナノグラムの範
囲であり、これは、図１８Ａのｘ－軸上にプロットされた量を示す。図１８Ａは、ハイブ
リダイゼーション後に各アレイ（ＬＯＤ）上の全てのプローブで検出された平均強度、お
よび入力ゲノムＤＮＡの異なる量（入力）から生じたＲＰＡ反応混合物のＡＳＰＥ検出を
示す棒グラフである。図１８Ａに示すように、１０ｐｇ（ヒトゲノムのほぼ３コピー）以
上の入力ゲノムＤＮＡの量の結果、入力ゲノムＤＮＡを用いなかった（０ｇ）対照ＲＰＡ
反応と比較して実質的に増大したＬＯＤ値をもたらした。少なくとも１００ｐｇ（３０ゲ
ノムコピー）、１ｎｇ（３００ゲノムコピー）、１０ｎｇ（３，０００ゲノムコピー）ま
たは１００ｎｇ（３０，０００ゲノムコピー）の入力ヒトゲノムＤＮＡを図１８Ａに示す
ようにＲＰＡ反応で用いた場合、ＬＯＤはバックグラウンドを超えて実質的に増大した。
【０３４３】
　表示は、増大する量のゲノムＤＮＡをＲＰＡ反応に入力するにつれて改善されることが
示された。図１８Ｂに示された棒グラフは、変化させる量の入力ゲノムＤＮＡ（入力）か
ら生じたＲＰＡ混合物をプローブするのに用いる場合のアレイの全てのプローブについて
のＰＭ／（ＰＭ＋ＭＭ）（比率）をプロットする。１０ｐｇ（ヒトゲノムのほぼ３コピー
）以上の入力ゲノムＤＮＡの量の結果、入力ゲノムＤＮＡ（０ｇ）を用いない、または低
レベルのゲノムＤＮＡ（フェムトグラム量）を用いる対照ＲＰＡ反応と比較した場合に、
表示の実質的改善をもたらした。表示は、少なくとも１００ｐｇ（３０ゲノムコピー）、
１ｎｇ（３００ゲノムコピー）、１０ｎｇ（３，０００ゲノムコピー）または１００ｎｇ
（３０，０００ゲノムコピー）の入力ヒトゲノムＤＮＡをＲＰＡ反応で用いた場合にさら
に実質的に改善された。
【０３４４】
　これらの結果は、ＲＰＡを用いて、数ピコグラムと低いゲノムＤＮＡテンプレートの量
から数百マイクログラムのゲノム断片が上記増幅された集団を生じさせることができるこ
とを示す。ＲＰＡによって生じたゲノム断片が上記増幅された集団は良好な表示を有し、
再現性よく作成でき、かつ対立遺伝子の大半が偏りを有しない。かくして、ＲＰＡによっ
て生じたＤＮＡは全ゲノム遺伝子型分類で十分な量および質のものである。
【０３４５】
　（実施例ＶＩＩＩ）
　（全ゲノム遺伝子型分類アッセイの性能）
　本実施例は、ＤＮＡアレイへの直接的ハイブリダイゼーションおよびアレイ－ベースの
プライマー伸長によるゲノム断片が増幅された集団のゲノム遺伝子型分類が、ヒト対象に
関して正確な高い質のＳＮＰスコアリング結果を生じることを示す。
【０３４６】
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　ゲノムＤＮＡ（１００ｎｇ）は、国際ＨａｐＭａｐプロジェクト（試料の情報について
は、Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ＨａｐＭａｐ　Ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ，Ｎａｔｕｒｅ
　４２６：７８９－７９６（２００３）参照）の質の対照で用いた組でのＣｅｎｔｒｅ　
ｄ’Ｅｔｕｄｅ　ｄｕ　Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｅ　Ｈｕｍａｉｎ（ＣＥＰＨ）におけ
る９５の試料から得られた。ＲＰＡ反応は実施例Ｖに記載されたように行い、１００μｌ
中に１８８μｇのＤＮＡを含有する反応混合物がもたらされた。未希釈反応混合物を、実
施例Ｖに記載された方法、続いて、実施例ＩＩＩに記載されたＡＳＰＥを用い、遺伝子座
の１５００ＨａｐＭａｐ　ＱＣ組（遺伝子座の情報については、Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎ
ａｌ　ＨａｐＭａｐ　Ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ，Ｎａｔｕｒｅ　４２６：７８９－７９６（
２００３））に特異的な５０－量体プローブを有するＢｅａｄＡｒｒａｙｓＴＭと共にイ
ンキュベートした。次いで、Ｇｕｎｄｅｒｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ
．１４：８７０－８７７（２００４）に記載されているように電荷結合デバイスリーダー
でアレイをイメージした。ＳＮＰ遺伝子型はＧｅｎＣａｌｌソフトウェア（Ｉｌｌｕｍｉ
ｎａ　Ｉｎｃ．，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）を用いて読んだ。
【０３４７】
　図１９Ａおよび１９Ｂは、各々、８６０および９５４遺伝子座に関して（ＧｅｎＴｒａ
ｉｎプロットとも呼ばれる）代表的ゲノプロットを示す。良好なクラスター分離が８６０
および９５４遺伝子座で得られ、各々、７．５および４．４の遺伝子クラスタースコア（
ＧＣＳ）を生じた（ＧＣＳ＝Ｍｉｎ［（Ａｂｓ（θＡＢ－θＡＡ）／（σＡＢ＋σＡＡ）
）、（Ａｂｓ（θＡＢ－θＢＢ）／（σＡＢ＋σＢＢ））］、ここに、θＡＢはＡＢクラ
スターについての平均θであり（θは図１１に関連して上記した）、およびΔＡＢはθＡ

Ｂについての標準偏差である）。図１９Ｃは、遺伝子型クラスター分離スコアに従う遺伝
子座の分布を示す。７５％を超える遺伝子座は３．０以上のＧＣＳを有し（暗色の棒線）
、従って、遺伝子型分類で許容できると考えた。
【０３４８】
　ＣＥＰＨ試料における遺伝子座のＨａｐＭａｐ　ＱＣ組の質問についての遺伝子型分類
に関する統計のまとめを表１に示す。アッセイ変換率は、従たる対立遺伝子を首尾よく検
出した遺伝子座の数をカウントすることによって評価した。非多型遺伝子座および高コピ
ー数遺伝子座は、現実のＳＮＰアッセイを開発するに関してアッセイの失敗としてカウン
トされた。技術的には、非多型遺伝子座の多くは成功したアッセイであったが、それらは
カウントしなかった。何故ならば、それらは従たる対立遺伝子を呈しなかったからである
。同一ゲノムＤＮＡ試料を用いてＧｏｌｄｅｎ　Ｇａｔｅ　Ａｓｓａｙ（Ｉｌｌｕｍｉｎ
ａ，Ｉｎｃ．Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）からの結果と比較したアッセイ変換率は９５％
であった。要求率は９９．５％において極めて高く、再現性は９９．９９％よりも大であ
った。
【０３４９】
　一致は、上記したようにして得られた遺伝子型分類結果およびＧｏｌｄｅｎ　Ｇａｔｅ
　Ａｓｓａｙ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，Ｉｎｃ．Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）を用いて同一の
試料および遺伝子座に関して得られた遺伝子型分類結果の間で決定した。一致は９９．９
％よりも大きかった。
【０３５０】
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【表１】

　これらの結果は、全ゲノム遺伝子型分類アッセイが、国際ＨａｐＭａｐプロジェクトに
おいてゲノムの大きな部分を遺伝子型分類するのに現在用いられているＧｏｌｄｅｎ　Ｇ
ａｔｅアッセイと同様に、高い質の遺伝子型分類データを提供することを示す。
【０３５１】
　（実施例ＩＸ）
　（検出に先立ってハイブリダイズした標的を除去するためのストリッピングアレイ）
　本実施例は、標的－依存性ポリメラーゼ伸長によるプローブの修飾後に０．１Ｎ　Ｎａ
ＯＨでのストリッピングによるアレイからのハイブリダイズした標的の除去を示す。
【０３５２】
　ゲノムＤＮＡは、Ｃｏｒｉｅｌｌ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｐｏｓｉｔｏｒｉｅｓ（Ｃａｍｄｅ
ｎ，ＮＪ）から入手した。ＲＰＡ反応は実施例ＶＩＩに記載したように行った。得られた
反応混合物をＢｅａｄＡｒｒａｙｓＴＭにハイブリダイズさせ、実施例ＩＩＩに記載した
ようにＡＳＰＥ反応を行った。ＡＳＰＥ反応の後であって、蛍光シグナルの検出に先立っ
て、アレイを水（＋ＮａＯＨ）中の０．１Ｎ　ＮａＯＨまたはホルムアミド（－ＮａＯＨ
）を欠く１×ハイブリダイゼーション緩衝液で処理した。アレイを実施例ＶＩＩＩに記載
したように検出した。
【０３５３】
　図２０に示すように、ＮａＯＨでのアレイの伸長後ストリッピングはミスマッチプロー
ブからバックグラウンドシグナルを低下させ、ミスマッチおよびパーフェクトマッチプロ
ーブからのシグナルの間のより大きな比率の差をもたらした。
【０３５４】
　これらの結果は、プローブ修飾後のアレイをストリッピングすることは、必要ではない
が、アッセイ特異性を大いに改善するのに用いることができることを示す。
【０３５５】
　（実施例Ｘ）
　（亜硫酸水素塩処理ＤＮＡの全ゲノム増幅）
　本実施例は、亜硫酸水素塩処理ＤＮＡを全ゲノム増幅する方法を記載する。典型的には
、ＤＮＡの亜硫酸水素塩処理は実質的な脱プリン化およびＤＮＡの同時断片化を生じる。
この断片化された生成物は、ランダムプライマー全ゲノム増幅アプローチにおいて、スト
ランド－置き換えポリメラーゼを用いて低い収率にて典型的には増幅される。増幅収率を
改善するための２つのアプローチは本明細書中に記載する。最初のアプローチは、断片化
された試料の連結、およびストランド－置き換えランダムプライマー増幅のためのテンプ
レートとしてのより長い連結された生成物の使用である。第二のアプローチは、ユニバー
サルプライミング部位の断片の末端への結合による断片化標的からの表示を作り出す。
【０３５６】
　ゲノムＤＮＡの亜硫酸水素塩処理は、典型的には、シトシンがウラシルに変換されるが
、５－メチルシトシンは非反応性のままでの反応に基づいてメチル化を検出するのに用い
られる（例えば、Ｆｅｉｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ，２２
；６９５－６９６（１９９４）；Ｆｒｏｍｍｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　
Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ，８９；１８２７－１８３１（１９９２）参照）。ＤＮＡと亜
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硫酸水素塩とのさらに別の反応は脱プリン化および同時断片化である。亜硫酸水素塩処理
によって生じたＤＮＡ断片は、３’末端にリン酸基を含む。このリン酸基は、一部の生物
学的酵素を用いる単一ヌクレオチドまたはポリヌクレオチドと３’末端との反応を効果的
にブロックする。
【０３５７】
　（亜硫酸水素塩処理ゲノムＤＮＡの連結）
　亜硫酸水素塩処理ゲノムＤＮＡの３’リン酸基は、供給業者によって推奨される標準的
条件を用いる、アルカリ性ホスファターゼでの処理、またはＴ４　ＤＮＡキナーゼの３’
ホスファターゼ活性によって除去される。Ｔ４　ＤＮＡキナーゼは（ＡＴＰの存在下で）
３’リン酸を除去しつつ５’リン酸を無傷に維持し、その結果、５’リン酸および３’ヒ
ドロキシルを有する生成物が得られる（図２１Ａ参照）。対照的に、アルカリ性ホスファ
ターゼは５’および３’の双方のリン酸を除去し、その結果、３’および５’の両ヒドロ
キシルを有する生成物が得られる（図２１Ａ参照）。
【０３５８】
　Ｔ４　ＤＮＡキナーゼによる３’リン酸の除去の後、次いで、上記生成物をＴ４　ＲＮ
Ａリガーゼと共にインキュベートして、ＭｃＣｏｙ　ｅｔ　ａｌ．，前掲（１９８０）に
記載された条件を用いてコンカテマーを作る。種々のサイズを有する得られた線状および
環状コンカテマーは、例えば、実施例Ｖにてここに記載したようにランダムプライマー増
幅によって増幅される。次いで、この増幅された生成物を、例えば、実施例ＶＩＩにてこ
こに記載したように遺伝子型分類で用い、これは、ゲノムの広いメチル化プロファイリン
グを行うための手段を提供する。
【０３５９】
　（亜硫酸水素塩処理ゲノムＤＮＡのテイリング）
　亜硫酸水素塩処理断片の３’リン酸は上記したようにして３’ヒドロキシルに変換され
る。３つの異なる方法の１つを用い、ユニバーサルテイルを生成物に加える。
【０３６０】
　第一の方法は、ポリグアニレートテイルを３’末端に加えるためのターミナルデオキシ
ヌクレオチドトランスフェラーゼ（ＴｄＴ）およびｄＧＴＰでのＤＮＡ断片の処理である
（図２１Ｃ参照）。供給業者によって推奨される標準条件を用いて、ＤＮＡリガーゼ、お
よび３’ランダム４－量体二重鎖アダプターおよび５’ユニバーサルプライミング部位配
列を有するオリゴヌクレオチドとの断片インキュベーションの５’末端にユニバーサルテ
イルを加える（図２１Ｃ）。得られた断片を、上記断片の５’ユニバーサルプライミング
部位テイルに相補するユニバーサルプライマー（図２１ＣにおけるプライマーＡ）および
断片の３’ポリグアニレートテイルに相補するポリシチジレートプライマー（図２１Ｃに
おけるプライマーＢ）を用いるポリメラーゼ鎖反応によって増幅させる。
【０３６１】
　第二の方法において、供給業者によって推奨される標準条件を用い、ユニバーサルプラ
イミング部位を有するオリゴヌクレオチドのＴ４　ＲＮＡリガーゼ－介在連結によって５
’テイルを加える。図２１Ｄに示すように、反応は２工程で行う。第一の工程において、
５’リン酸を有するが、３’ヒドロキシルを欠くユニバーサルプライミング部位オリゴヌ
クレオチドを、３’テイルが断片に加わるように上記断片と反応させる。第二の工程にお
いて、３’ヒドロキシルを有するが５’リン酸を欠くユニバーサルプライミング部位オリ
ゴヌクレオチドを、５’テイルが断片に加わるように上記断片と反応させる。２工程での
ブロックされたオリゴヌクレオチドの使用は、ユニバーサルプライミング部位オリゴヌク
レオチドの自己－連結により望ましくない副反応を低下させる。断片の５’ユニバーサル
プライミング部位テイルに相補するユニバーサルプライマー（図２１Ｄにおけるプライマ
ーＡ）および断片の３’ユニバーサルプライミング部位を相補するユニバーサルプライマ
ー（図２１ＤにおけるプライマーＢ）を用い、得られた断片をポリメラーゼ鎖反応によっ
て増幅する。次いで、この増幅された生成物を、例えば、実施例ＶＩＩにてここに記載し
た遺伝子型分類で用い、これは、ゲノムの広いメチル化プロファイリングを行うための手
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段を提供する。
【０３６２】
　第三の方法は、供給業者によって推奨される標準条件を用い、Ｔ４　ＲＮＡポリメラー
ゼを用いて、３’および５’両末端へのユニバーサルプライミング部位を有するオリゴヌ
クレオチドの直接的連結を使用する。次いで、相補的ユニバーサルプライマーを用いて、
ポリメラーゼ鎖反応による断片を増幅する。次いで、増幅された生成物を、例えば、実施
例ＶＩＩにてここに記載したように遺伝子型分類で用い、これは、ゲノムの広いメチル化
プロファイリングを行うための手段を提供する。
【０３６３】
　本出願を通じて、種々の刊行物、特許および特許出願に言及した。これらの刊行物の特
許および特許出願の開示を、本出願においてここに引用してその全体を一体化させて、本
発明が属する技術分野をより十分に記載する。
【０３６４】
　用語「含む」とは、ここでは、引用されたエレメントのみならず、いずれかのさらに別
のエレメントをさらに含むオープン－エンデッドであることをここでは意図する。
【０３６５】
　本発明の種々の実施形態をここに広くかつ上位概念的に記載してきた。上位概念開示に
入るより狭いスピーシズおよびサブ上位概念的グループ分けの各々はこれらの発明の一部
を形成する。これは本発明の各々の上位概念的記載内に、除去すべき物質が実施形態に引
用されることにかかわらず、またはそうか否かにかかわらず、上位概念からいずれかの主
題を取り出すことを可能とする但書または否定的限定を含む。
【０３６６】
　本発明を上記に掲げた実施例を参照して記載してきたが、本発明を逸脱することなく種
々の修飾を行うことができることは理解されるべきである。従って、本発明は特許請求の
範囲によってのみ制限される。
【図１】

【図２】

【図３】
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【図２１】

【手続補正書】
【提出日】平成26年7月23日(2014.7.23)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）ゲノム断片の増幅された表示的集団を、固定化されたプローブ－断片ハイブリッ
ドが形成される条件下で、少なくとも１０，０００の異なる固定化された核酸プローブの
アレイと接触させることであって、該ゲノム断片の増幅された表示的集団が、少なくとも
1μg/μlのDNA濃度、及び少なくとも1ギガ塩基の複雑性を含み、かつ、該プローブが多く
とも100ヌクレオチドの長さの標的－相補領域を含む、前記接触させること；
（ｂ）該ゲノム断片にハイブリダイズされた状態で該固定化されたプローブを修飾し、そ
れにより、修飾された固定化プローブを形成すること；
（ｃ）該プローブ－断片ハイブリッドから該ゲノム断片を除去すること；及び、
（ｄ）該ゲノム断片を除去した後に、該修飾された固定化プローブを検出し、それにより
、該ゲノム断片の型決定可能な遺伝子座を検出すること；を含む、方法。
【請求項２】
　前記異なる核酸プローブが、表面に結合している、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記異なる核酸プローブが、粒子に結合されている、請求項１記載の方法。
【請求項４】
　前記粒子の各々が、単一の型の核酸プローブに結合されている、請求項３記載の方法。
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【請求項５】
　前記粒子が、基材に結合されている、請求項３記載の方法。
【請求項６】
　天然ゲノムを表示的に増幅し、それにより、該ゲノム断片の増幅された表示的集団を提
供することをさらに含む、請求項１記載の方法。
【請求項７】
　単一工程反応で前記天然ゲノムを表示的に増幅することを含む、請求項６記載の方法。
【請求項８】
　等温条件下で前記天然ゲノムを表示的に増幅することを含む、請求項６記載の方法。
【請求項９】
　前記表示的に増幅することが、リンカーアダプター－ＰＣＲを含む、請求項６に記載の
方法。
【請求項１０】
　前記表示的に増幅することが、ランダムプライマー増幅を含む、請求項６記載の方法。
【請求項１１】
　低反応促進性を有するポリメラーゼを用いて増幅することを含む、請求項１０記載の方
法。
【請求項１２】
　前記低反応促進性が、重合事象当たり１００塩基未満である、請求項１１記載の方法。
【請求項１３】
　前記表示的に増幅することが、前記ゲノムＤＮＡをエンドヌクレアーゼで処理すること
を含む、請求項６記載の方法。
【請求項１４】
　前記表示的に増幅することが、前記ゲノム断片をエンドヌクレアーゼで処理することを
含む、請求項６記載の方法。
【請求項１５】
　前記天然ゲノムの多くとも１×１０６コピーを、前記表示的に増幅することのためのテ
ンプレートとして用いる、請求項６記載の方法。
【請求項１６】
　前記天然ゲノムがヒトゲノムである、請求項６記載の方法。
【請求項１７】
　前記ゲノム断片の増幅された表示的集団が、前記天然ゲノムの少なくとも５％と同一で
ある配列を含む、請求項６記載の方法。
【請求項１８】
　前記複雑性が、少なくとも２ギガ塩基、又は少なくとも３ギガ塩基である、請求項１記
載の方法。
【請求項１９】
　前記ゲノム断片の表示的集団が、少なくとも１００μｇのＤＮＡを含む、請求項１記載
の方法。
【請求項２０】
　少なくとも１００，０００の前記異なる核酸プローブがゲノム断片とハイブリダイズし
てプローブ－断片ハイブリッドを形成する、請求項１記載の方法。
【請求項２１】
　前記検出が、前記ゲノム断片にハイブリダイズされた状態で前記プローブを修飾するこ
とを含む、請求項１記載の方法。
【請求項２２】
　前記核酸プローブが固定化されている、請求項２１記載の方法。
【請求項２３】
　前記検出に先立って前記修飾された固定化プローブを変性条件に曝露し、それにより、
前記ゲノム断片を除去することをさらに含む、請求項１または２２記載の方法。
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【請求項２４】
　前記修飾が、前記プローブへの検出部分の付加を含み、該検出部分が、親和性リガンド
を含み、それにより、親和性リガンド－標識プローブを形成することを含む、請求項１ま
たは２１記載の方法。
【請求項２５】
　前記親和性リガンド－標識プローブを結合部分および増幅試薬と接触させることをさら
に含み、該結合部分は該リガンドに結合することができる１つ以上の部位を有し、かつ、
該増幅試薬は該結合部分に対する親和性を有し、それにより、該親和性リガンド－標識プ
ローブ、該結合部分および該増幅試薬の間にマルチマー複合体が形成される、請求項２４
記載の方法。
【請求項２６】
　前記検出が、前記マルチマー複合体を検出することを含む、請求項２５記載の方法。
【請求項２７】
　前記修飾が、ポリメラーゼによるヌクレオチドまたはヌクレオチドアナログの付加を含
む、請求項１または２１記載の方法。
【請求項２８】
　前記修飾が、前記固定化された核酸プローブへのプローブの連結を含む、請求項１また
は２１記載の方法。
【請求項２９】
　前記修飾が、前記固定化された核酸プローブの切断を含む、請求項１または２１記載の
方法。
【請求項３０】
　前記プローブを、一本鎖核酸結合蛋白質と接触させることをさらに含む、請求項１また
は２１記載の方法。
【請求項３１】
　前記プローブ－断片ハイブリッドが、キャピラリーギャップフローセル中で形成される
、請求項１記載の方法。
【請求項３２】
　前記型決定可能な遺伝子座が検出されたことを同定するレポートを作成することをさら
に含む、請求項１記載の方法。
【請求項３３】
　前記結合部分が受容体である、請求項２５記載の方法。
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