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(57)【要約】
【課題】胎児ゲノム中に微小増幅又は微小欠失が存在す
るか否かを判断する、方法、システム及び装置を提供す
ること。
【解決手段】胎児ゲノム中の微小増幅又は微小欠失を検
出する方法、システム及び装置が本明細書に開示されて
いる。一部の実施形態において、方法は、生体試料の複
数のＤＮＡ断片のそれぞれについて配列タグを得ること
と、配列タグのゲノム位置を決定することと、複数のゲ
ノム領域のそれぞれにおけるＤＮＡの密度が異常に高い
か又は低いかを判断することと、異常に高い密度を有し
た連続するゲノム領域の集合を微小増幅と識別すること
と、異常に低い密度を有した連続するゲノム領域の集合
を微小欠失と識別することと、を含む。生体試料は、胎
児を宿した女性対象から無侵襲的に得られる血液試料で
あり得る。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　胎児を宿した女性対象から得られる生体試料を分析することによって、前記胎児のゲノ
ム中の微小増幅又は微小欠失を識別する方法であって、前記生体試料には、前記胎児及び
前記女性対象からの無細胞ＤＮＡが含まれ、前記方法は、
　前記生体試料の複数のＤＮＡ断片のそれぞれについて１以上の配列タグを得ることと、
　複数のゲノム領域のそれぞれについて、前記配列タグのゲノム位置を決定することと、
　コンピュータシステムによって、前記ゲノム領域内にゲノム位置を有する配列タグから
、前記ゲノム領域内のＤＮＡ断片のそれぞれの量を決定することと、
　前記それぞれの量を標準化して、それぞれの密度を求めることと、
　該それぞれの密度と基準密度を比較して、前記それぞれの密度が、前記基準密度と統計
的に異なるか否かを識別することと、
　前記基準密度と統計的に異なるそれぞれの密度を有すると識別されたいずれかの前記ゲ
ノム領域が、前記基準密度と統計的に異なるそれぞれの密度を有すると識別された別のゲ
ノム領域と連続しているか否かを判断することと、
　前記基準密度よりも統計的に高いそれぞれの密度を有すると識別された少なくともＮ（
Ｎは２以上の整数である。）の第１のゲノム領域が連続している場合、該第１の連続する
ゲノム領域を、微小増幅と識別することと、
　前記基準密度よりも統計的に低いそれぞれの密度を有すると識別された少なくともＮの
第２のゲノム領域が連続している場合、該第２の連続するゲノム領域を、微小欠失と識別
すること、
とを含む、方法。
【請求項２】
　前記生体試料が、母体血液、血漿、血清、尿又は唾液である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記配列タグが、超並列配列決定によって得られる、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　Ｎが３である、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記ゲノム領域がオーバーラップしていない、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記ゲノム領域が隣接している、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記ゲノム領域が等しいサイズである、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　それぞれのゲノム領域のサイズが約１Ｍｂである、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記ゲノム領域のそれぞれの密度が、前記ゲノム領域のＤＮＡ断片のそれぞれの量を、
複数のゲノム領域のＤＮＡ断片の総量で割ることによって求められる、請求項１に記載の
方法。
【請求項１０】
　前記ゲノム領域のそれぞれの密度が、前記ゲノム領域のＤＮＡ断片のそれぞれの量と等
しい、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記ゲノム領域の基準密度が、前記ゲノム領域において微小増幅又は微小欠失を示さな
い１以上の他の生体試料から決定される、複数のそれぞれの密度の平均又は中央値である
、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記ゲノム領域の基準密度が、他のゲノム領域について求められる、複数のそれぞれの
密度の平均又は中央値である、請求項１に記載の方法。
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【請求項１３】
　微小増幅又は微小欠失が母性遺伝されているか否かを判断するステップを更に含む、請
求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記微小増幅又は前記微小欠失に相当する前記連続するゲノム領域のそれぞれにおいて
、前記それぞれの密度と前記基準密度との間の差が特定のカットオフを超える場合、微小
増幅又は微小欠失が母性遺伝されていると判断され、前記特定のカットオフが、前記それ
ぞれの密度及び前記基準密度が統計的に異なるか否かを判断するのに用いられるカットオ
フよりも大きい、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　複数の指示を記憶する非一時的コンピュータ可読媒体を備えたコンピュータ製品であっ
て、該コンピュータ製品は、実行される場合、前記胎児を宿した女性対象から得られる生
体試料を分析することによって、胎児のゲノム中の微小増幅又は微小欠失を識別するよう
に、コンピュータシステムを制御し、前記生体試料には、前記胎児及び前記女性対象から
の無細胞ＤＮＡが含まれ、該方法は、
　前記生体試料の複数のＤＮＡ断片のそれぞれについて１以上の配列タグを得ることと、
　複数のゲノム領域のそれぞれについて、前記配列タグのゲノム位置を決定することと、
　前記ゲノム領域内にゲノム位置を有する配列タグから、前記ゲノム領域内のＤＮＡ断片
のそれぞれの量を決定することと、
　前記それぞれの量を標準化して、それぞれの密度を求めることと、
　該それぞれの密度と基準密度を比較して、前記それぞれの密度が、前記基準密度と統計
的に異なるか否かを識別することと、
　前記基準密度と統計的に異なるそれぞれの密度を有すると識別されたいずれかの前記ゲ
ノム領域が、前記基準密度と統計的に異なるそれぞれの密度を有すると識別された別のゲ
ノム領域と連続しているか否かを判断することと、
　前記基準密度よりも統計的に高いそれぞれの密度を有すると識別された少なくともＮ（
Ｎは２以上の整数である。）の第１のゲノム領域が連続している場合、該第１の連続する
ゲノム領域を、微小増幅と識別することと、
　前記基準密度よりも統計的に低いそれぞれの密度を有すると識別された少なくともＮの
第２のゲノム領域が連続している場合、該第２の連続するゲノム領域を、微小欠失と識別
すること、
とを含む、コンピュータ製品。
【請求項１６】
　Ｎが３である、請求項１５に記載のコンピュータ製品。
【請求項１７】
　前記ゲノム領域がオーバーラップしていない、請求項１５に記載のコンピュータ製品。
【請求項１８】
　前記ゲノム領域が隣接している、請求項１５に記載のコンピュータ製品。
【請求項１９】
　前記ゲノム領域が等しいサイズである、請求項１５に記載のコンピュータ製品。
【請求項２０】
　前記ゲノム領域のそれぞれの密度が、前記ゲノム領域のＤＮＡ断片のそれぞれの量を、
複数のゲノム領域のＤＮＡ断片の総量で割ることによって求められる、請求項１５に記載
のコンピュータ製品。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、２０１３年１月１０日に出願された「母体血漿の無侵襲的出生前分子核型分
析」という名称の米国仮特許出願第６１／７５１，２１３号、及び、２０１３年３月１５
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日に出願された「母体血漿の無侵襲的出生前分子核型分析」という名称の米国特許出願第
１３／８３７，７７６号に対する優先権を主張する。それぞれの優先権主張出願は、すべ
ての目的上、その全体において参照により本明細書に援用される。
【０００２】
　本出願は、Loらによって２００８年７月２３日に出願された「超並列ゲノム配列決定を
用いる胎児染色体異数性の診断(Diagnosing Fetal Chromosomal Aneuploidy Using Massi
vely Parallel Genomic Sequencing)」という名称の共有米国特許出願第１２／１７８，
１８１号に関連しており、この開示は、その全体において参照により本明細書に援用され
る。
【０００３】
背景
　母体血漿中の胎児ＤＮＡの存在によって、無侵襲的出生前検査を刺激する可能性が開か
れている［１，２］。近年、出生前検査の目的で循環胎児ＤＮＡを分析する超並列配列決
定（ＭＰＳ）の利用への関心が高い。このため、胎児のトリソミー２１、１３、１８、及
び選択性染色体異数性は、母体血漿ＤＮＡにおいてＭＰＳを用いて検出され［３‐７］、
臨床サービスに急速に導入されている。
【０００４】
　染色体全体に関与するコピー数の変化による異常とは別に、母体血漿のＭＰＳに基づく
分析は、サブ染色体の欠失又は複製を検出するのに十分な感度があり得るか否かについて
評価することが重要である。この点に関して、Petersらは、妊娠３５週目において得られ
る母体血漿試料中の染色体１２上の４．２ Ｍｂの欠失検出について報告している［８］
。Jensenらは、妊娠１９週目及び２０週目において２人の妊婦から得られる母体血漿試料
中の染色体２２上の３ Ｍｂの欠失検出について報告している[９]。欠失領域とは別に、P
etersらは、染色体１２上の別の領域とともに、染色体１４上の２０の非オーバーラップ
４ Ｍｂ領域に関して統計分析も行っている［８］。一方で、Jensenらは、染色体２２上
の欠失領域に関する統計分析に焦点を置いているにすぎない［９］。したがって、Peters
ら及びJensenらによって示されているデータから、このアプローチが、微小欠失(microde
letion)若しくは微小重複(microduplication)のゲノムワイド調査に十分ロバストである
か、又は、実際に、胎児核型の無侵襲的決定に十分ロバストであるか否かは明らかではな
い。
【０００５】
　Loらは、胎児の一塩基多型（ＳＮＰ）が、母体血漿ＤＮＡ配列決定を用いて、ゲノムワ
イド規模により遺伝子型を決定できることを報告している［１０］。特に、これらの研究
者は、母親から胎児に遺伝する単一遺伝子障害のＳＮＰ対立遺伝子及び突然変異が、相対
的ハプロタイプ用量分析(haplotype dosage analysis)と呼ばれる方法によって解明でき
ることを実証している［１０］。Fanらは、相対的ハプロタイプ用量分析のロバスト性を
確認し、また、母親から胎児に遺伝する～２．８５ Ｍｂの欠失を検出するのに、このア
プローチを用いている［１１］。この方法を無侵襲的出生前核型分析の臨床的実施に用い
ることに対しては、２つの懸念がある。第一に、この方法は、母体のハプロタイプ決定を
行う必要があり、このハプロタイプ決定は、追加の分析手順［１２，１３］又は家系分析
が必要である。第二に、この方法を用いて、デノボサブ染色体の欠失又は重複を検出でき
たか否かは不明である。
【発明の概要】
【０００６】
簡単な概要
　胎児ゲノム中の微小増幅(microamplification)又は微小欠失を検出する方法、システム
及び装置が本明細書に開示されている。一部の実施形態において、方法は、生体試料の複
数のＤＮＡ断片のそれぞれについて配列タグを得ることと、配列タグのゲノム位置を決定
することと、複数のゲノム領域のそれぞれにおけるＤＮＡの密度が異常に高いか又は低い
かを判断することと、異常に高い密度を有した連続するゲノム領域の集合を微小増幅と識
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別することと、異常に低い密度を有した連続するゲノム領域の集合を微小欠失と識別する
ことと、を含む。生体試料は、胎児を宿した女性対象から無侵襲的に得られる血液試料で
あり得る。
【図面の簡単な説明】
【０００７】
【図１】図１は、胎児ゲノム中の微小増幅又は微小欠失を識別する方法を示すフローチャ
ートである。
【図２】図２は、母体血漿中のゲノムにおいて検出されたコピー数異常のＣｉｒｃｏｓプ
ロットである。内側から外側において、事例０１～０６である。染色体の表意文字（最も
外側のリング）は、時計回り方向に、長腕末端(qter)に対し短腕末端(pter)に配向される
。それぞれのバーは、１ Ｍｂのウィンドウを表す。血漿の増加又は低減を表す、３つ以
上の連続する１ Ｍｂのビン(bin)を有する領域をそれぞれ、緑色及び赤色のバーで示す。
赤色の矢印は、これらの異常な領域上のおおよその染色体の位置を強調する。
【図３】図３は、母体血漿中で検出されたコピー数異常を示す。それぞれの事例のコピー
数異常を示す染色体を示す。ゲノムの位置は、ｘ軸上に示され、ｚスコアは、ｙ軸上にプ
ロットされている。それぞれの垂直バーは、１ Ｍｂのビンを表す。血漿中の増加又は低
減を表す、３つ以上の連続する１ Ｍｂのビンを有する領域をそれぞれ、緑色及び赤色の
バーで示す。
【図４】図４は、母体血漿中で検出されたコピー数異常を示す。それぞれの事例のコピー
数異常を示す染色体を示す。ゲノムの位置は、ｘ軸上に示され、ｚスコアは、ｙ軸上にプ
ロットされている。それぞれの垂直バーは、１ Ｍｂのビンを表す。血漿中の増加又は低
減を表す、３つ以上の連続する１ Ｍｂのビンを有する領域をそれぞれ、緑色及び赤色の
バーで示す。
【図５】図５は、微小欠失／微小重複による影響を受けた領域のゲノム表現の変化によっ
て推定された胎児ＤＮＡの割合、及び母体血漿の染色体のＹ配列の割合を示す表である。
（ａ）染色体Ｙ(chr Y)アプローチは、男性胎児による事例にのみ適用される。（ｂ）事
例０５では、母親も異常を有していたため、母体血漿中の影響を受けた領域のゲノム表現
を用いて、胎児ＤＮＡの割合を決定することができなかった。（ｃ）前者及び後者の図は
それぞれ、染色体３上の微小重複及び染色体４上の微小欠失から推定された、胎児ＤＮＡ
の割合を表す。
【図６】図６は、３ Ｍｂの微小欠失／微小重複を検出する診断感度を示す。異常を検出
する診断感度は、胎児ＤＮＡの割合に対してプロットされている。コンピュータシミュレ
ーション解析は、計１億５０００万の血漿ＤＮＡ分子を分析したものと仮定して行われた
。
【図７】図７は、種々の診断解像度、及び胎児ＤＮＡの割合を５％と仮定して診断感度を
達成するために、配列決定及び配列させるのに必要な分子数を示す表である。この理論解
析では、診断特異性は、３つの連続するビンが、同じ方向に参照の平均から（過剰表現(o
verepresentation)又は過少表現(underrepresentation)のいずれかにおいて）３ＳＤを超
えるゲノム表現を有するという基準に基づいて、すべての事例において９９．９％を超え
る。
【図８】図８は、実施例において論じる試料についての情報を示す表である。
【図９】図９は、本発明の実施形態に係るシステム及び方法とともに使用可能な例示的な
コンピュータシステム９００のブロック図を示す。
【発明を実施するための形態】
【０００８】
詳細な説明
　本発明の実施形態は、胎児ゲノム中に微小増幅又は微小欠失が存在するか否かを判断す
る、方法、システム及び装置を提供する。簡潔にいうと、このような判断は、生体試料を
得て、複数のゲノム領域のそれぞれに由来する試料中のゲノムＤＮＡの量を定量すること
によって、行うことができる。それぞれのゲノム領域の量は、適切に標準化して、その領
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域の密度（すなわち、それぞれの密度）を求め、基準密度と比較することができる。それ
ぞれの密度と基準密度との間の統計的有意差は、ゲノム領域若しくは複数にわたるゲノム
領域内の微小増幅又は微小欠失の存在を示し得る。偽陽性を回避するために、かかる統計
的有意差が少なくとも２つの連続するゲノム領域のそれぞれに存在する場合、微小増幅又
は微小欠失が識別される。
【０００９】
　Ｉ．緒言
　実施形態は、遺伝子のコピー数又は染色体領域の相違を検出するのに用いることができ
る。微小増幅（微小重複とも呼ばれる。）から生じる異常に高いコピー数の遺伝子は、こ
れらの遺伝子の過剰発現又は病的発現(pathological expression)を生じることがあり、
これらは、癌などの疾患をもたらす。逆に、微小欠失から生じる低いコピー数の遺伝子は
、発現の減少、又は生物学的（例えば、酵素）機能の損失を生じることがある。したがっ
て、異常なコピー数の検出は、胎児の出生前又は出生後に直面し得る疾患の早期警告を提
供することができる。
【００１０】
　生体試料は、胎児を宿した女性対象から無侵襲的に得ることができる。試料は、血液、
血漿、血清、尿又は唾液を含み得る。血液は、無細胞ＤＮＡ断片を含有し、妊娠した対象
では、これらの断片の一部は胎児由来である。ＤＮＡ断片は、配列タグを得るように、例
えば超並列配列決定法を用いることによって配列決定することができる。合成による配列
決定プラットフォーム(sequencing-by-synthesis platform)（例えば、イルミナ社(Illum
ina)／ソレクサ社(Solexa)）、ライゲーションによる配列決定プラットフォーム(sequenc
ing-by-ligation platform)（例えば、ライフテクノロジー(Life Technology)ＳＯＬｉＤ
プラットフォーム）、又は単一分子配列決定プラットフォーム（例えば、ヘリコス社(Hel
icos)若しくはパシフィックバイオサイエンシス社(Pacific Biosciences)）を含む、いず
れかの超並列配列決定プラットフォームを用いることができる。それぞれの配列タグは、
これが発生したＤＮＡ断片の配列のすべて又は一部を含有し、断片の由来のゲノム領域を
決定するように、参照ゲノム配列とともに配列させることができる。
【００１１】
　「ビン」とも呼ばれるゲノム領域は、参照ゲノム配列を分割することによって表現する
ことができる。この領域は、染色体の連続する配列部分に相当する。好適な実施形態にお
いて、それぞれの領域は、１つの染色体に関連付けられ、複数の染色体にわたらない。一
部の実施形態において、領域は、１ Ｍｂなどの等しいサイズである。ゲノム領域のサイ
ズは、本明細書に開示されている方法の解像度と、統計的確実性を有した微小増幅及び微
小欠失を識別するのに必要なＤＮＡ断片の数を決定する。
【００１２】
　ＩＩ．方法
　図１は、胎児を宿した女性対象から得られる生体試料を分析することによって、胎児の
ゲノム中の微小増幅又は微小欠失を識別する、方法１００のフローチャートであり、生体
試料には、胎児及び女性対象からの無細胞ＤＮＡが含まれる。
【００１３】
　ステップ１１０において、生体試料中の複数のＤＮＡ断片のそれぞれについて１以上の
配列タグが得られる。配列タグは、当該技術分野において公知のいずれかの方法、例えば
、サンガー(Sanger)配列決定又は超並列配列決定を用いて、ＤＮＡ断片を配列決定するこ
とによって得ることができる。それぞれのタグは、シークエンス「リード」(sequencing 
'read')と呼ばれ、これが発生したＤＮＡ断片の一部のすべてに相当することもある。例
えば、タグは、断片の一端又は断片内部の配列を含有していてもよい。
【００１４】
　ＤＮＡ断片は、生体試料から単離され、いずれかの公知の方法を用いて、配列決定のた
めに調製することができる。例えば、断片は、例えばポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を
用いて、配列決定前にコピーされてもよいし、又は、用いられる配列決定法に適切なアダ
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プター分子若しくは「バーコード」配列にライゲーションされてもよい。また、断片は、
イルミナ配列決定法及びこれに類似する方法において行われるように、ブリッジ増幅(bri
dge amplification)のクローンクラスタを発生させるのに用いてもよい。配列決定のため
に調製されるＤＮＡ断片の集合は、「シークエンスライブラリ」と称することができる。
【００１５】
　一部の実施形態において、配列タグは、ＤＮＡ断片のコピーが両端から２つの方向にお
いて配列決定される、ペアエンド配列決定(paired-end sequencing)に従って発生する。
２つの方向の配列データの比較によって、断片、具体的には断片の末端の配列を照合する
ことができる。ペアエンド配列決定から得られる配列タグの生の数値は、試料中のＤＮＡ
断片数の推定値を提供する。この数は、試料のサイズ及び性質によって、１００万、１０
００万、１億、１０億及び１００億の間で変化し得る。一部の実施形態において、多重配
列タグが同一の配列（すなわち、両端で同一の配列）を表す場合、重複タグは廃棄される
か、又は更なる分析から除外することができる。
【００１６】
　ステップ１２０において、配列タグのゲノムの位置が決定される。これは、最初に、当
該技術分野において公知の標準的方法を用いて、それぞれの配列タグと、非反復ヒト参照
ゲノム（ＮＣＢＩ構築３６．１／ｈｇｌ８）などの参照配列を配列させることによって行
われる。一部の実施形態において、同じ染色体に配列させた両端を有するタグのみが、更
なる分析のために維持される。また、例えば、参照配列と非常に多くの不一致が存在する
場合、又は、タグが所定のサイズの範囲内にない場合、タグを破棄してもよい。そして、
上述したように、その配列に基づいて、それぞれのタグは、参照配列内のゲノム領域又は
「ビン」に割り当てられる。
【００１７】
　ステップ１３０において、複数のゲノム領域のそれぞれについて、ゲノム領域内のＤＮ
Ａ断片のそれぞれの量は、ゲノム領域内にゲノム位置を有する配列タグから決定される。
ゲノム領域のＤＮＡ断片のそれぞれの量は、領域に割り当てられた配列タグに含有するデ
ータの全体、又はその一部から算出することができるパラメータである。これらのデータ
には、例えば、タグの数及び長さ、並びにこれらの間のオーバーラップの量が含まれる。
量パラメータは、配列タグを生成するのに用いられる方法の知識により算出し、同一のＤ
ＮＡ断片に由来し得る複数のタグの存在などのこの方法の結果を考慮する。ゲノム領域内
のそれぞれの量は、例えば、試料中に存在している及びゲノム領域に由来すると推測され
る断片の数、又はゲノム領域からのＤＮＡの全質量であり得る。好適な実施形態において
、ゲノム領域内のＤＮＡ断片のそれぞれの量は、試料中のその領域のＤＮＡ量の定量的尺
度である。
【００１８】
　ステップ１４０において、複数のゲノム領域のそれぞれについて、それぞれの量は標準
化され、それぞれの密度が求められる。標準化は、多くの方法により、例えば、ゲノム領
域のそれぞれの量を、ゲノム領域が発生する染色体のそれぞれの量の合計、又は全ゲノム
のそれぞれの量の合計で割ることにより行うことができる。標準化の出力、それぞれの密
度によって、比較される種々のゲノム領域からの、例えば、種々の染色体又は試料からの
それぞれの量が許容される。それぞれの密度には、ゲノム領域に由来する試料中のＤＮＡ
断片数の割合などの多くの異なる解釈があり得る。一部の実施形態において、それぞれの
量を直接比較することができる場合、標準化は不要であり、それぞれの密度は、それぞれ
の量と等しくなり得る。
【００１９】
　ステップ１５０において、複数のゲノム領域のそれぞれについて、それぞれの密度は、
基準密度と比較され、それぞれの密度が、基準密度と統計的に異なるか否かが識別される
。ゲノム領域の基準密度は、試料のデータの一部又は全部を用いて求めることができる。
基準密度は、例えば、染色体又は全ゲノムのそれぞれの密度の平均と等しくなり得る。ま
た、基準密度は、他の試料のデータを用いて算出することもできる。例えば、試料は、そ
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れぞれ胎児を宿した複数の女性対象から得られてもよく、また、ステップ１１０～１４０
は、同様に、それぞれの試料において行ってもよい。このように、特定のゲノム領域の基
準密度は、すべての試料からのその領域、又は試料の部分集合のそれぞれの密度の平均で
ある。一部の実施形態において、独立したデータは、女性対象が、それぞれ、ゲノムの微
小増幅又は微小欠失を欠く胎児を宿しており、このため、基準密度が微小増幅又は微小欠
失の欠如を反映するように算出できることを実証するように存在し得る。
【００２０】
　上述したことを考慮すると、基準密度は、（どのように算出されるかによって）複数若
しくはすべてのゲノム領域において同じであるか、又はそれぞれのゲノム領域ごとに異な
る値であり得る。
【００２１】
　それぞれの密度が基準密度と統計的に異なるか否か（すなわち、差が統計的に有意であ
るか否か）の識別は、基準密度を算出するのに用いられる、それぞれの密度の分布につい
ての知識を必要とし得る。例えば、１つのゲノム領域の基準密度がそれぞれの密度の集合
の平均である場合、その集合の標準偏差を算出することができる。（例えば、関心対象の
試料の）そのゲノム領域の１つのそれぞれの密度、基準密度及び標準偏差を用いて、統計
的検定を行うことができる。かかる統計的検定は、Ｚ検定又はスチューデントのｔ検定で
あり、それぞれの密度が基準値と同じ分布から導き出される確率を提供することができる
。この確率が閾値を下回る場合、それぞれの密度と基準密度との間の差は、統計的に有意
であると考えることができる。または、差がカットオフを超える場合、例えば、特定の倍
数の標準偏差を超える場合、差は、統計的に有意であると考えることができる。
【００２２】
　それぞれの密度と基準密度の比較、及びこれらの間の統計的な差の識別は、すべてのゲ
ノム領域において同じ基準を用いてなされることが好ましい。このステップにおいて、統
計的な差がゲノム領域に存在する場合、それぞれの密度が基準密度よりも高いか又は低い
かについて留意するように注意する必要がある。
【００２３】
　平均及び標準偏差に加えて、それぞれの密度の集合についての他のパラメータを算出し
、基準密度を決定し、それぞれの密度と基準密度が異なるか否かを判断することができる
。これらのパラメータには、中央値、最頻値、パーセンタイル、分散、スキュー、尖度及
び他のものが含まれるが、これらに限定されない。Ｚ検定及びｔ検定に加えて、これらの
目的上、他の統計的検定、例えば、入力情報として前述のパラメータを用いた検定を利用
することができる。
【００２４】
　ステップ１６０において、基準密度と統計的に異なるそれぞれの密度を有すると識別さ
れたゲノム領域のいずれかが、他のそのように識別されたゲノム領域と連続しているか否
かが判断される。施術者の関心に適合するように、この判断は、染色体の一部、染色体全
体、複数の染色体又は全ゲノムに対して行うことができる。ここで、ゲノム領域が参照ゲ
ノム配列の連続部分に相当する場合、ゲノム領域は連続している。好適な実施形態におい
て、ゲノム領域が同じ染色体に相当する場合、ゲノム領域は連続し得るにすぎない。ここ
で、関心対象は、主に、それぞれの密度がそれぞれの領域の基準密度と統計的に異なり、
差のすべてが同じ方向にある、連続するゲノム領域の集合である。すなわち、かかる集合
内では、それぞれの密度すべてが、基準密度よりも高い（すなわち、統計的に高い）か、
又は、すべてが、基準密度よりも低い（すなわち、統計的に低い。）。ゲノム領域のかか
る集合の例は、３つの連続する領域であって、３つのすべての領域において、基準密度が
統計的に異なり、基準密度よりも高い（すなわち、統計的に高い）領域である。基準密度
よりも統計的に高いか又は低いそれぞれの密度を有した連続するゲノム領域はそれぞれ、
微小増幅又は微小欠失と一致している。集合内の連続するゲノム領域の数が大きいほど、
大きな微小増幅又は微小欠失と一致している。
【００２５】
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　ステップ１７０において、第１の連続するゲノム領域は、基準密度よりも統計的に高い
それぞれの密度を有すると識別された少なくともＮ（Ｎは２以上の整数である。）の第１
のゲノム領域が連続している場合、微小増幅と識別される。
【００２６】
　ステップ１８０において、第２のゲノム領域は、基準密度よりも統計的に低いそれぞれ
の密度を有すると識別された少なくともＮ（Ｎは２以上の整数である。）の第２のゲノム
領域が連続している場合、微小欠失と識別される。
【００２７】
　ＩＩＩ．異常領域の判断
　本発明を用いてゲノム微小増幅及び微小欠失を検出するために、参照ゲノム配列は、ゲ
ノム領域又は「ビン」に分割される。試料からのＤＮＡ断片は、配列に従ってそれぞれの
領域に関連付けされ、それぞれの領域内のＤＮＡの密度が決定される。異常に高いか又は
低い密度を有する領域は、「異常」と考えられ、微小増幅又は微小欠失に相当し得る。異
常なゲノム領域を識別し、これらが微小増幅又は微小欠失に相当するか否かを判断するた
めの基準及び手順を、以下に説明する。
【００２８】
　Ａ．ビン及び量
　本明細書に用いられるゲノム領域のサイズは、施術者が所望するような、及び用いられ
る配列決定法に適切な種々のサイズとすることができる。小さな領域によって、異常な密
度の高い解析が可能になるが、統計的確実性を有する異常な密度を識別するのに多くのＤ
ＮＡ断片（したがって、大きな試料）が必要である。逆に、大きな領域は、不十分な解析
を提供するが、少ないＤＮＡ断片が必要であるにすぎない。好適な実施形態において、等
しいサイズのゲノム領域を用いて、染色体及びゲノム全体における密度の比較及び標準化
が可能になる。例えば、ゲノム領域のサイズは、１００ ｋｂ、２００ ｋｂ、５００ ｋ
ｂ、１ Ｍｂ、２ Ｍｂ、５ Ｍｂ又は１０ Ｍｂのオーダーであってもよい。一部の実施形
態において、ゲノム領域は、オーバーラップしていない及び／又は（以下に論じるように
）隣接しているが、場合によっては、例えば、領域の端部付近で生じる配列タグの分析を
簡素化するために、領域間にオーバーラップ又はギャップがあってもよい。
【００２９】
　ＤＮＡ断片は、当該技術分野において公知の超並列配列決定法を用いて配列決定するこ
とができる。一部の実施形態において、配列決定は、イルミナの合成による配列決定法を
用いて行われる。この方法は、配列決定されるＤＮＡ断片のＧＣ含量によって、一貫性の
ない効率を有する配列タグを生成することが知られている。したがって、数百から数千の
塩基対に及ぶ規模の可変レベルのＧＣ含量を有する、ゲノム領域について決定されたＤＮ
Ａのそれぞれの量を補正し、この配列決定結果を考慮することが望ましい場合がある。１
 Ｍｂのゲノム領域を用いる場合、それぞれの染色体は、１００ ｋｂのビンに最初に分割
することができ、局所重み付け散布図スムージング(locally weighted scatterplot smoo
thing)（ＬＯＥＳＳ）を行い、配列タグの数のＧＣ関連バイアスを補正することができる
［２０］。その後、１００ ｋｂのビンは、１ Ｍｂのゲノム領域に融合することができ、
その結果、ＧＣ補正密度は、すべてのその後の算出に用いることができる。
【００３０】
　一実施形態において、ゲノム領域（例えば、１ Ｍｂのビン）におけるＤＮＡの密度は
、ゲノム表現（ＧＲx‐y）（式中、ｘ及びｙは、領域のゲノム座標の開始及び終点を示す
。）として算出することができる。それぞれの領域から生じる配列リード（又はタグ）の
数は、ＲＣx‐yであり、ＧＲx‐yは、次式を用いて算出される［２０］。
【００３１】
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【数１】

【００３２】
　式中、ＲＣtotalは、リードの総数である。
【００３３】
　ＲＣtotalで割ることは、ゲノム領域内のＤＮＡのそれぞれの量を標準化してそれぞれ
の密度を求める例の一つである。方法の他の実施において、比は決定されず、また、ＲＣ

x‐yの値は、ゲノム領域間で直接比較される。ＲＣtotalが試料において同じになるよう
に制御される場合、これを行うことができる。
【００３４】
　Ｂ．基準との比較
　上述したように、ゲノム領域のそれぞれの密度を、基準密度と比較することができる。
基準密度は、複数の種々の方法により、例えば、複数のゲノム領域上のそれぞれの密度を
平均するか、又は複数の試料から得られる同じゲノム領域のそれぞれの密度を平均するこ
とにより求めることができる。ゲノム領域のそれぞれの密度が異常であるか否かを判断す
るために、パラメータは、それぞれの密度及び基準密度を用いて算出され、その後、パラ
メータはカットオフと比較される。パラメータの例としては、２つの値の差、差の絶対値
、又は比率が挙げられる。これらの値は、適切に扱うことができ、例えば、スカラーを掛
けてパラメータを求めることができ、カットオフとの有意味な比較が可能になる。
【００３５】
　Ｃ．カットオフ
　一部の実施形態において、それぞれの密度及び基準密度から算出したパラメータが、カ
ットオフを超えているか否かについては、それぞれの密度が異常である（統計的に異なる
）か否かを示し得る。パラメータの表示は、それぞれの密度が異常に高いか又は低いか否
かを示し、微小増幅又は微小欠失をそれぞれ示唆し得る（が、決定的ではない）。例えば
、パラメータが、それぞれの密度と基準密度との間の単純な差である場合、異常に高く低
いそれぞれの密度はそれぞれ、パラメータの正負の表示に相当する。したがって、カット
オフは、正又は負であってもよく、また、パラメータがカットオフを超えることは、正の
カットオフを超えるか、又は負のカットオフを下回ることを意味すると理解することがで
きる。同様に、パラメータが比率である場合において、特定の値よりも大きいか、又はそ
の値の逆数よりも小さいと、カットオフを超え得る。カットオフは、施術者によって所望
されるように、選択することができる。例えば、これは任意であってもよいし、又は、異
常な密度の判断が、所望レベルの統計的確実性によって行われることを保証するように選
択されてもよい。
【００３６】
　一実施形態において、パラメータは、ｚ検定によりカットオフと比較される。ｚ検定は
、統計的検定であり、分布の幅の点から、数が分布の平均からどれくらい離れているかの
尺度である、ｚスコアを生成する。ここで、それぞれの密度と基準密度を比較するのに用
いられるパラメータは、基準密度を算出するのに用いられる値の標準偏差で割ったこれら
の密度の間の差である。
【００３７】
　デモンストレーションとして、正常な胎児核型を有する８人の妊婦（単生児）対象から
生体試料を得て、それぞれの試料を用い、個々の１ Ｍｂゲノム領域のそれぞれの密度を
算出した。所定のゲノム領域ｘ‐ｙにおいて、試料からのそれぞれの密度を平均し（すな
わち、平均を算出し）、それぞれの密度ｍｅａｎＧＲx‐y‐referenceを求め、それぞれ
の密度の標準偏差ＳＤx‐y‐referenceを算出した。その後、関心対象の別の妊婦対象か
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test）を算出した。このそれぞれの密度のｚスコアｚ‐ｓｃｏｒｅGx‐yを次のように算
出した。
【００３８】
【数２】

【００３９】
　その後、ｚスコアを、カットオフ、例えば３と比較した。＋３よりも大きいか又は－３
よりも小さいｚスコアはそれぞれ、試験試料からのそれぞれの密度が、異常に高いか又は
低いことを示していた。種々の染色体間の系統的な試料間の偏差を最小にするために、中
央値の補正をそれぞれの染色体について行った。したがって、特定の染色体に相当するす
べてのゲノム領域の中央ゲノム表現を、ベースラインとして用いた。特定の染色体上に位
置するすべての領域については、このベースライン値との差を、ｚスコアの算出に用いた
。
【００４０】
　ｚスコア、又はゲノム領域における異常な密度のいずれかの他の尺度は、試料中の胎児
ＤＮＡの豊富度に対し敏感であり得る。当該技術分野において知られているように、妊婦
血液試料中の相当な割合の無細胞ＤＮＡは、胎児由来である。この割合は、妊娠及び他の
要因の時間によって、１％未満から２０％超の範囲であることが観察されている。本明細
書に記載されている方法において、配列タグは、試料中の母体及び胎児ＤＮＡの両方から
発生する。微小増幅又は微小欠失が、母体ではなく、胎児のゲノムに存在する場合、配列
タグを発生させ密度を決定するのに用いられる少数のＤＮＡが胎児であるので、比較的小
さな異常が、対応するゲノム領域のＤＮＡ密度において観察される。逆に、微小増幅又は
微小欠失が、母体由来（すなわち、母性遺伝）である場合、微小増幅又は微小欠失は、胎
児と母親の両方のゲノム、したがって、試料中の実質的にすべてのＤＮＡに存在する。し
たがって、ＤＮＡの密度の高い異常が観察される。（微小増幅又は微小欠失は、母体ゲノ
ム中に存在する可能性は低いが、胎児ゲノムでは低くない。）
【００４１】
　したがって、第２のカットオフは、ゲノム領域におけるＤＮＡのそれぞれの密度の異常
が、母性遺伝されているか否かを判断するのに用いることができる。第２のカットオフは
、通常、胎児ゲノムの異常を識別するのに用いられるカットオフよりも大きく、基準密度
からのそれぞれの密度の大きな又は統計的に有意な逸脱を必要とする。例えば、ｚ検定を
用いて、それぞれの密度と基準密度を比較する場合、母性遺伝の異常を識別するカットオ
フとして機能するｚスコアは、母体ゲノムには存在しない異常を識別するのに数回用いる
ことができる。一部の実施形態において、第２のカットオフは、１０、２０又はそれ以上
のｚスコアに相当する。
【００４２】
　母性遺伝した微小増幅又は微小欠失から生じるものなどのＤＮＡの密度の高い異常は、
低い異常よりも同じレベルの確実性によって識別するのに、より少ないＤＮＡ及び少ない
配列タグを必要とする。したがって、以下に論じるように、胎児のゲノム異常を検出する
ための本明細書に開示されている方法の感度は、試料中の胎児ＤＮＡの割合（胎児％）に
よって異なる。異常なゲノム領域における配列タグの過小表現又は過剰表現の程度は、そ
の領域の胎児ＤＮＡの割合と直線的に相関している［４］。一部の実施形態において、胎
児ＤＮＡの割合は、次式を用いて算出される。
【００４３】
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【数３】

【００４４】
　Ｄ．基準密度
　上述したように、特定のゲノム領域におけるＤＮＡのそれぞれの密度は、基準密度と比
較され、それぞれの密度が異常であるか否かが判断される。基準密度は、１つの試料又は
複数の試料から得たデータを用いて種々の多くの方法により算出することができる。１つ
の試料の場合、基準密度は、例えば、ゲノム領域の集合のそれぞれの密度の平均とするこ
とができる。この集合は、染色体の一部若しくは全部、複数の染色体又は全ゲノムに相当
し得る。複数の試料の場合、それぞれの試料は、通常、異なる個体から得られる。ゲノム
領域の基準密度は、その領域又は領域の集合のそれぞれの密度であり、個々において平均
することができる。一部の実施形態において、生体試料は、微小増幅又は微小欠失の欠如
を反映した基準密度を確立するために、公知の正常な胎児核型を有する妊婦対象から得ら
れる。そして、基準密度は、未知の胎児核型を有する試験対象のそれぞれの密度と比較す
ることができる。一部の実施形態において、胎児の複数の（又はすべての）核型の個々は
未知であり、また、基準密度は、これらの個々の試料中に存在し得る異常についての予備
知識なしで算出される。
【００４５】
　基準密度は、種々のゲノム領域において同じあっても又は異なってもよい。例えば、同
じ値は、染色体上又はゲノム内の全ゲノム領域に用いてもよい。または、異なる値は、そ
れぞれのゲノム領域の基準密度に割り当ててもよい。基準密度は、例えばそれぞれの密度
を平均することによって、それぞれの密度から算出する必要はなく、例えば、ゲノム領域
の相対的なサイズを反映するだけでよい。上述したように、基準密度は、種々の染色体又
はゲノム領域の配列タグの不均一な発生などの結果を補正することができる。
【００４６】
　Ｅ．偽陽性の回避
　ゲノム領域のそれぞれの密度が異常である（基準密度よりも静的に高いか又は低い）と
判明した後、ゲノム領域が、少なくとも１つの他の異常なゲノム領域と連続している場合
、微小増幅又は微小欠失を識別することができる。上述したように、行われるかかる識別
については、それぞれの密度は、連続する領域に対して同じ方向の基準密度から外れる必
要がある。したがって、微小増幅は、それぞれの密度がそれぞれの領域において異常に高
い連続するゲノム領域に相当し、また、微小欠失は、それぞれの密度が異常に低い連続す
るゲノム領域に相当する。
【００４７】
　ゲノム領域の基準密度とそれぞれの密度を比較するのに用いる方法に依存して、実際に
微小増幅又は微小欠失が存在しない場合、領域がＤＮＡの異常な密度を有する、有意な確
率が存在し得る。したがって、多くのゲノム領域が確立され、これらのそれぞれの密度が
評価される場合、一部の領域は、単に偶然の異常と考えることができる。微小増幅又は微
小欠失を識別する連続する異常領域は、偽陽性の可能性、すなわち、かかる事象を誤差と
識別する可能性を低減する。また、この要件は、ゲノム領域のサイズの倍数（例えば、２
又は３）で方法の解像限界も設定する。例えば、２以上の連続する領域が、微小増幅又は
微小欠失を識別するのに必要とされる場合、１ Ｍｂのゲノム領域の解像限界は２ Ｍｂで
ある。
【００４８】
　本明細書に記載の方法を用いて識別される微小増幅又は微小欠失は、当該技術分野にお
いて公知の他の方法を用いて検証することができる。かかる他の方法としては、例えば、
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羊水穿刺及び臍帯穿刺が挙げられ、かかる他の方法は、侵襲性であるか、又は流産の危険
性を含み得る。複数の方法を用いる異常なコピー数の検証は、偽陽性の可能性を更に低減
することができる。
【００４９】
　本明細書では、２以上のゲノム領域が、染色体に沿って、又は、ゲノム参照配列におい
て、連続する配列位置を占める場合、これらのゲノム領域は連続すると考えられ、これら
のゲノム領域の間には、他のゲノム領域が存在しない。一部の実施形態において、連続す
る領域の対が順番に互いに直接隣接し、このため、隣接していると考えられる。２つの領
域（例えば、少数の塩基対）間の配列ギャップは、これらの領域が隣接することを妨げる
が、ギャップが本明細書に開示されている方法下における別のゲノム領域として扱われな
い場合には、これらの領域が連続することを妨げない。一部の実施形態において、ゲノム
領域はオーバーラップしていないが、オーバーラップ領域を代わりに用いることができ、
連続させることができる。施術者は、ゲノムの特定の領域に集中し、データ分析を簡素化
にするために、又は他の理由により、隣接していないか又はオーバーラップするゲノム領
域を確立することを希望し得る。
【００５０】
　ＩＶ．シミュレーション解析
　微小欠失又は微小重複検出の感度及び特異性は、試料中の胎児％、配列決定及び配列さ
せた血漿ＤＮＡ分子の数、並びに異常のサイズを含む種々のパラメータによる影響を受け
る可能性がある。したがって、コンピュータシミュレーション解析は、１）既存の配列決
定の深度によって微小欠失／微小重複サイズ（例えば、～３ Ｍｂのサイズ）の検出感度
と、２）特定の胎児％（例えば、５％）における特定の感度（例えば、９５％／９９％）
を達成するように解析するのに必要な分子数を決定するために行うことができる。
【００５１】
　それぞれのシミュレーション解析では、全ゲノム（３，０００ Ｍｂ）は、所望の解像
度、例えば３ Ｍｂに従って、同じサイズのビンに分割することができる。一部の実施形
態において、サブ染色体異常の検出のために、３つの連続するビンは、同じ方向に対照群
の平均から３を超える標準偏差のゲノム表現（過剰表現又は過少表現のいずれか）を有す
ることが必要である。したがって、ビンのサイズは、所望の診断解像度の１／３と等しい
。例えば、１ Ｍｂのビンサイズが、３ Ｍｂの異常を検出するのに必要である。微小欠失
／微小重複によってカバーされる３つのビンは、少数の胎児ＤＮＡの原因となる異常なゲ
ノム表現を有すると仮定できる。血漿中の、影響を受けた領域内のビンの範囲内に入る総
分子の予測割合（Ｅ）は、次のように算出することができる。
【００５２】
【数４】

【００５３】
　式中、ｆは、血漿中の胎児ＤＮＡの割合であり、
　ｄは、異常の染色体数の変化であり（ｄは、微小欠失において－１、及び微小重複にお
いて＋１と等しい。）、
　Ｔは、全ゲノムのビンの総数である。
【００５４】
　シミュレーション、例えば、１，０００の正常な事例、及び１，０００の影響を受けた
事例は、上で算出されたように、予測血漿表現による血漿ＤＮＡの二項分布を仮定して行
うことができる。胎児％、ビンサイズ、及び解析される分子の総数は、所望の目的を達成
するように変更することができる。シミュレーションは、Ｒ(www.r-project.org/)のｒｂ
ｉｎｏｍ関数を用いて行うことができる。
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【実施例】
【００５５】
　Ｖ．実施例
　本実施例は、ヒト胎児及び母体ＤＮＡ中の微小増幅及び微小欠失を識別するために提供
される。
【００５６】
　Ａ．データ分析のフレームワーク
　イルミナＨｉＳｅｑ ２０００シークエンサにおけるフローセルの１つのレーンを用い
て、６つの試験事例及び８つの対照の母体血漿試料をそれぞれ分析した。平均２億１１０
０万（範囲：１億７７００万～２億３６００万）のＤＮＡ断片を、それぞれの血漿ＤＮＡ
試料から配列決定した。かかる配列決定によって、平均１億４４００万（範囲：９６００
万～１億８０００万）の配列と、半数体ヒトゲノムの４．８１倍に相当する事例ごとの非
重複配列決定リードが生じた。
【００５７】
　血漿核型を得るために、全ゲノムを２，６８７の１ Ｍｂビンに分割した。試験試料の
それぞれの１ Ｍｂのビンについてのゲノム表現を、対照群と比較した。正常なゲノム表
現を有する領域では、すべての１ Ｍｂのビンのｚスコアの予想分布は、ゼロ付近であっ
た。基準区間を、＋３から－３のｚスコアと定義した。かかる基準区間によって、ビンの
およそ０．３％が、統計的に、この区間外と偶然なった。２，６８７のビンを分析したと
ころ、平均で、８つのビンが偶然基準区間外になると予想された。したがって、偽陽性と
することを低減するために、追加基準は、３つの連続する１ Ｍｂのビンが、基準区間外
の及び同じ方向にｘスコアを示した場合にのみ、コピー数異常とすることが含まれていた
。
【００５８】
　Ｂ．サブ染色体のコピー数異常の検出
　それぞれの事例の全ゲノムにおける１ Ｍｂのビンのｚスコアを、Ｃｉｒｃｏｓプロッ
ト［２１］を用いてプロットした（図２）。試験試料では、９４．９％～９８．７％の１
 Ｍｂのビンが正常な表現を示した。３つの連続するビンが同じ異常を示した場合にのみ
コピー数異常とする上述の基準によって、偽陽性のないすべての事例において、コピー数
異常が正確に識別された。
【００５９】
　図３及び４は、それぞれの事例におけるコピー数異常を示す染色体のすべての１ Ｍｂ
のビンのｚスコアを示している。事例０１、０２及び０３では、過少表現が、染色体２２
のｑ腕上の３つの連続する１ Ｍｂのビンにおいて検出された。これらは、デノボ２２ｑ
１１．２微小欠失を有する３つの事例であった。事例０４及び０５では、過剰表現は、染
色体２２ｑ上の３つの連続する１ Ｍｂのビンにおいて検出された。事例０４は、２．４ 
Ｍｂのデノボ２２ｑ１１．２微小重複を有する事例であった。事例０５は、同じ領域にお
いて母性遺伝微小重複を有する事例であった。事例０５では、母親自身が微小重複を保有
していたので、異常を母体血漿中で容易に検出することができた。このことは、３つの連
続するビンの非常に高いｚスコア値（範囲、３９．７～７１．７）によって裏付けられて
いた。胎児の無侵襲的出生前検査の更なる調査は、ＳＮＰに基づく方法、すなわち、相対
的突然変異用量又は相対的ハプロタイプ用量分析［１０、１１、２２］の使用により、進
めることができた。事例０６では、５つの連続する１ Ｍｂのビンが、染色体３のｑ腕上
の過剰表現によって検出され、３１の連続する１ Ｍｂのビンが、染色体４のｑ腕上の過
少表現によって検出され、これらは、３ｑ上の５ Ｍｂの重複、及び４ｑ上の３１ Ｍｂの
欠失に相当していた。すべての事例では、検出されたコピー数異常は、アレイＣＧＨ、Ｆ
ＩＳＨ及び／又はＱＦ‐ＰＣＲによって確認されたものと同等のサイズを有していた。事
例０５では、母親が保有していた微小重複が、アレイＣＧＨによって確認された。場合０
６では、母親が保有していた均衡型転座が、完全核型分析によって確認された。
【００６０】
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　Ｃ．胎児ＤＮＡの割合
　過少表現又は過剰表現を示す領域のＤＮＡ配列を用いて、母体血漿中の胎児％を推定し
た（図５）。このアプローチは、この方法を用いて、男性胎児を保有する３つの事例（す
なわち、事例０２、０３及び０４）では染色体Ｙに基づく方法［４］を用いて算出された
胎児％を比較することによって検証された。胎児％の値は、２つの方法の間で非常に一致
していた（図５）。胎児のデノボコピー数異常を有する５つの事例では、胎児％は、９．
２％から１７．８％の範囲であった。事例０５では、微小重複のゲノム表現によって推定
された胎児％は、９６．７％であり、このことは、循環ＤＮＡのほとんどすべてが、この
変化を有することを示唆していた。この結果は、母親が異常を保有しているという事実と
一致している。
【００６１】
　Ｄ．診断感度のシミュレーション解析
　コンピュータシミュレーションを、ショットガンＭＰＳ系無侵襲的出生前分子核型分析
(shotgun MPS-based noninvasive prenatal molecular karyotyping)の診断感度を決定す
るために用いた（図６）。～１億５０００万のリードの既存の配列決定深度によって、胎
児％が５％である場合、３ Ｍｂの染色体異常を検出する診断感度は、およそ９６％であ
った。胎児％が６％に達すると、感度は９９％まで増加する。小さいサイズの染色体異常
を検出するために、多くの血漿ＤＮＡ分子を分析する必要があった。図７は、３つの連続
するビンの基準を用いて、９５％／９９％の感度とともに、３ Ｍｂ、２ Ｍｂ及び１ Ｍ
ｂの診断解像度を達成するのに必要な血漿ＤＮＡ分子の数を示している。９５％の診断感
度を達成するために、それぞれのビンは、およそ４２，０００の分子を分析する必要があ
った。したがって、９５％の診断感度で２ Ｍｂ及び１ Ｍｂの微小欠失／微小重複を検出
するのに分析される必要がある血漿ＤＮＡ分子の総数はそれぞれ、１億９２００万及び３
億８０００万であった。９９％の診断感度を達成するために、分析される必要がある分子
の総数は、２つの異なる解像度でそれぞれ、２億４０００万及び４億８０００万であった
。
【００６２】
　Ｅ．考察
　本研究では、胎児の染色体微小欠失及び微小重複の無侵襲的出生前検出についての実行
可能性は、ゲノムワイドレベルにおいて、３ Ｍｂの解像度で実証された。５つの事例に
おいて、染色体３ｑ、４ｑ若しくは２２ｑに関与する胎児由来のサブ染色体の欠失又は重
複が検出された。６番目の事例では、非常に高いｚスコアによって証明されるように、染
色体２２ｑの母体由来微小重複が検出された。実際に、事例０４及び０６は、胎児の微小
重複が、母体血漿から無侵襲的に検出されたことを初めて示す。これらの結果は、１つ又
は少数のゲノム領域におけるコピー数異常の試験に主に焦点を置いている、Petersら［８
］及びJensenら［９］による先の報告と比較して重要な一歩を示している。本明細書に示
されているデータは、ゲノムワイド規模でサブ染色体コピー数異常を検出するのに、換言
すれば、胎児分子核型を得るのにショットガンＭＰＳを用いることができることを明確に
実証している。
【００６３】
　３つの研究事例において、母体血漿試料を侵襲的手順の後に採取した。これらの事例に
おける胎児ＤＮＡの割合は、９．２～１７．４％であり、この割合は、侵襲的手順の前に
採取した試料についてのChiuら［４］によって先に観察された範囲内である。同様に、ほ
とんどの試験試料が妊娠２０週目以降に採取されたが、これらの事例の胎児ＤＮＡの割合
も、妊娠初期に採取した試料と大部分が重複している。それにもかかわらず、将来の予想
される、妊娠第１及び第２期初期での侵襲的手順の前に採取した試料を用いた大規模多施
設研究において、これらの結果を検証するのに有用であった。
【００６４】
　分析的に、診断アルゴリズムは、一部の実施形態において、サブ染色体のコピー数異常
を検出するために、全ｚスコアが＋３を超えるか又は－３未満の３つの連続するビンを必
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要とする。このアルゴリズムは、およそ３ Ｍｂの連続ストレッチにわたって検出可能な
コピー数異常を必要する。実際に、データによって示されているように、このアルゴリズ
ムは、２．４ Ｍｂのコピー数異常を検出することができた（事例０４及び０５）。
【００６５】
　かかる診断解像度を達成するのに行われる配列決定の深度は、トリソミー試験に必要な
ものよりもはるかに高かった。したがって、それぞれの事例において、配列決定を、イル
ミナＨｉＳｅｑ ２０００シークエンサの１つのレーンにより行い、トリソミー試験の少
なくとも１つの商用供給者によって行われるものと同じ配列決定プラットフォームを用い
る１２‐ｐｌｅｘショットガン配列決定と比較した。最新の配列決定の深度と、その結果
生じる３ Ｍｂの診断解像度において、最新のプロトコルは、公知の病原性コピー数変異
体［２３］のおよそ２０％を網羅することができた。２億４０００万及び４億８０００万
血漿ＤＮＡ分子が、９９％の感度で、２ Ｍｂ及び１ Ｍｂの診断解像度を拡張するように
、配列決定し配列させる必要があることが上で予測されていた。これらの診断解像度では
、母体血漿ＤＮＡのショットガンＭＰＳは、公知の病原性コピー数変異体［２３］のそれ
ぞれおよそ５０％及び８０％を網羅すると予想された。超並列シークエンサの処理能力の
継続的な増加、及び配列決定コストの同時低減によって、かかる配列決定深度に関連する
コストは、数年後に、医療提供者に許容可能なレベルに達する可能性がある。このアプロ
ーチによって必要とされる配列決定の量は、試料ごとに何十億もの配列決定リードを用い
て行われる、先に報告されている胎児由来単一ヌクレオチド変異検出法［１０］に対し、
既に大幅に低減されている。コストの更なる低減は、母体血漿から胎児由来単一ヌクレオ
チド変異検出のために達成されているもの［２４，２５］と同様に、病原性コピー数変異
体を保有するゲノム領域の標的配列決定によって達成することができた。そして、単一分
子配列決定の出現も、配列決定される分子のゲノム表現を歪め得る、必要とされない増幅
過程［２６］として、このアプローチの診断精度を更に向上させると予想された。
【００６６】
　要約すると、母体血漿ＤＮＡのショットガンＭＰＳによって無侵襲的出生前分子核型を
得ることが可能なことが実証される。この方法は、胎児のデノボコピー数の変化、不均衡
型転座及び母体コピー数の変化を検出することができる。これらの結果は、無侵襲的出生
前診断の診断範囲を更に拡大した。結論として、母体血漿ＤＮＡのＭＰＳ分析に基づく方
法は、全染色体の異数性の出生前検出［３‐７］、サブ染色体のコピー数変化、及び単一
遺伝子障害の胎児の突然変異［１０］のために開発された。無侵襲的試験このアレイは、
最初の事例において、胎児ゲノム及び染色体異常のスクリーニングに適用することができ
た。無侵襲的母体血漿ＤＮＡ試験によって明らかにされた異常は、従来の侵襲的出生前検
査によって更に確認することができた。大規模なプロスペクティブ研究による検証におい
て、無侵襲的母体血漿ＤＮＡ配列決定は、胎児ゲノム及び染色体異常の大きな範囲の出生
前評価を提供し、安全な出生前評価を提供できることが想定される。
【００６７】
　Ｆ．材料及び方法
　倫理的声明。本研究は、香港共同中文大学(the Joint Chinese University of Hong Ko
ng)‐病院当局新界東部クラスタ臨床研究倫理委員会(Hospital Authority New Territori
es East Cluster Clinical Research Ethics Committee)によって承認された。妊婦は、
香港のプリンス・オブ・ウェールズ病院(the Prince of Wales Hospital)、クォンワウ病
院(the Kwong Wah Hospital)、及びトゥサンユク病院(the Tsan Yuk Hospital)、並びに
ソウルのアサン医療センター(the Asan Medical Center)からの書面によるインフォーム
ドコンセントによって募集した。
【００６８】
　試料採取。事例０１、０２及び０３では、母体末梢血試料を、侵襲的手順の後に、ＥＤ
ＴＡを収容したチューブに集めた（表１）。事例０４、０５及び０６では、母体末梢血試
料を、いずれかの侵襲的手順を行う前に採取した。母体血液試料を、妊娠１２ ３／７週
から２８ ４／７週において採取した（図８）。



(17) JP 2018-75013 A 2018.5.17

10

20

30

40

50

【００６９】
　６つの試験試料のうち、３つの胎児デノボ２２ｑ１１．２微小欠失の事例（事例０１、
０２及び０３）、１つの胎児のデノボ２２ｑ１１．２微小重複（２．４ Ｍｂ）事例（事
例０４）、及び１つの母性遺伝２２ｑ１１．２微小重複（２．４ Ｍｂ）の事例（事例０
５）であった。また、母親がｔ（３；４）（ｑ２９； ｑ３２）の均衡型転座を有する１
つの事例（事例０６）もあり、胎児は、３ｑ２９微小重複及び４ｑ３２．１‐ｑ３５．２
欠失を有することが分かった。完全な核型分析を行い、さらに、胎児核型を、アレイ比較
ゲノムハイブリダイゼーション（アレイＣＧＨ）［１６］、蛍光インサイチュハイブリダ
イゼーション（ＦＩＳＨ）、又は定量的蛍光ＰＣＲ（ＱＦ‐ＰＣＲ）とＦＩＳＨの組合せ
によって確認した。
【００７０】
　試料の処理及びＤＮＡ抽出。末梢血試料を、４℃で１０分間、１６００ｇで遠心分離し
、また、血漿部分を、４℃で１０分間、１６０００ｇで遠心した［１７］。無細胞ＤＮＡ
を、先に記載されているように［３］、ＱＩＡａｍｐ ＤＳＰ ＤＮＡ血液ミニキット（キ
アゲン社（Ｑｉａｇｅｎ）製）を用いて、１．８～８．４ ｍＬの母体血漿から抽出した
。抽出された血漿ＤＮＡを、先に記載されているように［１８］、レプチン（ＬＥＰ）遺
伝子を標的とするリアルタイムＰＣＲアッセイにより定量した。
【００７１】
　血漿ＤＮＡ配列決定。血漿ＤＮＡのシークエンスライブラリを、先に記載されているよ
うに［１９］、ペアエンド配列決定試料調製キット（イルミナ社製）によって調製した。
抽出された血漿ＤＮＡの１３～２０ ｎｇをライブラリの調製に用いた。アダプター結合
血漿ＤＮＡを、１２サイクルＰＣＲによって濃縮した。クラスタ生成を、ＴｒｕＳｅｑ 
ＰＥクラスタ発生キットｖ３（イルミナ社製）を備えたｃＢｏｔクローン増幅システム（
イルミナ社製）において行った。それぞれのライブラリ（試験試料と参照試料の両方）を
、５０ ｂｐ×２のペアエンド形式のＨｉＳｅｑ ２０００配列決定システム（イルミナ社
製）において、フローセルの１つのレーンによって配列決定した。
【００７２】
　配列アラインメント及びフィルタリング。ショート・オリゴヌクレオチド・アライメン
ト・プログラム２（ＳＯＡＰ２）(http://http://soap.genomics.org.cn/)を用いて、ペ
アエンドリードを、非反復マスクヒト参照ゲノム（ＮＣＢＩ構築３６．１／ｈｇ１８）に
配列させた。最大２つのヌクレオチドのミスマッチが、ペアエンドリードのそれぞれのメ
ンバーにおいて許容された。両端を有するペアエンドリードのみを、正確な方向で同じ染
色体に配列させ、６００ ｂｐ以下の挿入サイズを下流分析に含めた。また、ヒトゲノム
において同一の開始位置及び終了位置を示すペアエンドリードとして定義される重複リー
ドを除去した。
【００７３】
　Ｇ．実施例の要約
　胎児ＤＮＡは、妊婦の血漿中に存在する。母体血漿ＤＮＡの超並列配列決定を用いて、
無侵襲的に、胎児トリソミー２１、１８、１３、及び選択性染色体異数性が検出された。
超並列配列決定を用いて、母体血漿から胎児の微小欠失の検出について記載された事例報
告がされている。しかしながら、これらの先の報告は、多型依存性であるか、又は１つ若
しくは少数のゲノムの選択部分に限定された統計分析が用いられている。本実施例におい
て、手順は、母体血漿ＤＮＡの超並列配列決定により、全ゲノムにおいて３ Ｍｂの解像
度で無侵襲的出生前核型分析を行うことが報告された。この方法を用いて、６つの事例か
ら得られた血漿を分析した。５つの事例では、胎児の微小重複又は微小欠失が、母体血漿
から成功裡に検出された。胎児の微小重複を有する２つの事例は、母体血漿からのかかる
変化の最初の無侵襲的出生前検出を示した。他の事例では、血漿ＤＮＡ配列決定の結果は
、妊娠した母親が、微小重複のキャリアであることが一致した。無侵襲的出生前核型分析
の診断解像度を２ Ｍｂ及び１ Ｍｂまで向上させるために配列決定し配列させる必要があ
る、血漿ＤＮＡ分子の数を決定するのにシミュレーション解析を行った。結論として、超
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並列配列決定により母体血漿から無侵襲的出生前分子核型分析は実施可能であり、無侵襲
的出生前検査の診断範囲を高めた。
【００７４】
　ＶＩ．コンピュータシステム
　本明細書に言及されているコンピュータシステムはいずれも、いずれかの適切な数のサ
ブシステムを利用することができる。かかるサブシステムの例を、コンピュータ機器９０
０により図９に示している。一部の実施形態において、コンピュータシステムには、サブ
システムがコンピュータ機器の構成要素であり得る、単一のコンピュータ機器が含まれる
。他の実施形態において、コンピュータシステムには、それぞれサブシステムである複数
のコンピュータ機器と、内部要素とが含まれ得る。
【００７５】
　図９に示されているサブシステムは、システムバス９７５を介して相互連結されている
。アダプター９８２を表示するように連結されている、プリンタ９７４、キーボード９７
８、記憶装置９７９、モニター９７６などの追加のサブシステム、及び他のものが示され
ている。入力／出力（Ｉ／Ｏ）コントローラ９７１に連結されている、周辺機器及びＩ／
Ｏ装置は、シリアルポート９７７などのいずれかの数の当該技術分野において公知の手段
によって、コンピュータシステムに接続することができる。例えば、シリアルポート９７
７、外部インターフェース９８１（例えば、イーサネット(Ethernet)（登録商標）、Ｗｉ
‐Ｆｉなど）を用いて、コンピュータシステム９００を、インターネットなどのワイドエ
リアネットワーク、マウス入力装置又はスキャナに接続することができる。システムバス
９７５を介する相互接続によって、中央処理装置９７３は、それぞれのサブシステムと通
信し、システムメモリ９７２又は記憶装置９７９（例えば、ハードドライブ若しくは光デ
ィスクなどの固定ディスク）からの命令の実行とともに、サブシステム間の情報交換も制
御することができる。システムメモリ９７２及び／又は記憶装置９７９は、コンピュータ
可読媒体を具現化することができる。本明細書に記載されているいずれかのデータは、一
方の要素から他方の要素に出力することができ、また、ユーザに出力することができる。
【００７６】
　コンピュータシステムには、複数の同一構成要素又はサブシステムが含まれ、これらは
、例えば、外部インターフェース９８１によって又は内部インターフェースによって互い
に接続されている。一部の実施形態において、コンピュータシステム、サブシステム又は
機器は、ネットワーク上で通信することができる。かかる例では、１つのコンピュータは
、クライアント及び別のコンピュータをサーバと考えることができ、それぞれが同じコン
ピュータシステムの一部とすることができる。クライアント及びサーバにはそれぞれ、複
数のシステム、サブシステム又は構成要素が含まれ得る。
【００７７】
　本発明のいずれかの実施形態は、ハードウェア（例えば、特定用途向け集積回路、若し
くはフィールド・プログラマブル・ゲート・アレイ）、及び／又は、一般にモジュールに
よってか若しくは一体的に一般にプログラム可能なプロセッサを備えたコンピュータソフ
トウェアを用いて、制御論理の形態で実施できることを理解する必要がある。本明細書に
おいて、ユーザとしてのプロセッサには、同一の集積チップ上にマルチコアプロセッサ、
又は単一の回路基板若しくはネットワーク上に複数の処理ユニットが含まれる。本明細書
に提供される開示及び教示に基づいて、当業者であれば、ハードウェア、及びハードウェ
アとソフトウェアの組合せを用いて本発明の実施形態を実施する他の手段及び／又は方法
を理解及び認識する。
【００７８】
　本出願に記載されているソフトウェア要素又は機能のいずれかは、いずれかの適切なコ
ンピュータ言語、例えば、Ｊａｖａ（登録商標）、Ｃ＋＋又はＰｅｒｌを用いてプロセッ
サによって実行されるソフトウェアコードとして、例えば、従来技術又はオブジェクト指
向技術を用いて実行することができる。ソフトウェアコードは、記憶及び／又は送信する
ためのコンピュータ可読媒体上の一連の命令又はコマンドとして記憶することができ、適
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切な媒体には、ランダム・アクセス・メモリ（ＲＡＭ）、読出し専用メモリ（ＲＯＭ）、
ハードドライブ若しくはフロッピー（登録商標）ディスクなどの磁気媒体、コンパクトデ
ィスク（ＣＤ）若しくはＤＶＤ（ディジタル・バーサタイル・ディスク）などの光媒体、
フラッシュメモリなどが含まれる。コンピュータ可読媒体は、かかる記憶装置又は送信装
置のいずれかの組合せであってもよい。
【００７９】
　また、かかるプログラムは、コード化され、インターネットを含む、種々のプロトコル
に一致する有線ネットワーク、光ネットワーク及び／又は無線ネットワークを介した送信
に適したキャリア信号を用いて送信することもできる。このため、本発明の実施形態に係
るコンピュータ可読媒体は、かかるプログラムによりコード化されたデータ信号を用いて
生成することができる。コンピュータ可読媒体は、互換性のある装置とともにパッケージ
化されるか、又は（例えば、インターネットダウンロードを介して）他の装置とは別に設
けることができる。かかるコンピュータ可読媒体は、単一のコンピュータプログラム製品
（例えば、ハードドライブ、ＣＤ、若しくはコンピュータシステム全体）上に又は内に存
在し、また、システム若しくはネットワーク内の種々のコンピュータプログラム製品上に
又は内に存在し得る。コンピュータシステムには、ユーザに本明細書に言及されている結
果のいずれかを提供する、モニター、プリンタ又は他の適切なディスプレイが含まれ得る
。
【００８０】
　本明細書に記載されている方法のいずれかは、ステップを実行するように構成可能な１
以上のプロセッサを含むコンピュータシステムによって、完全に又は部分的に行うことが
できる。したがって、実施形態は、潜在的に、それぞれのステップ又はそれぞれのステッ
プ群を実行する種々の要素によって、本明細書に記載されているいずれかの方法のステッ
プを実行するように構成されたコンピュータシステムに導くことができる。符号を付けた
ステップとして示しているが、本明細書による方法のステップは、同時に又は異なる順序
で行うことができる。加えて、これらのステップの一部は、他の方法の他のステップの一
部とともに用いることができる。また、ステップのすべて又は一部は任意であってもよい
。さらに、いずれかの方法のいずれかのステップを、これらのステップを実行するモジュ
ール、回路又は他の手段によって行うことができる。
【００８１】
　特定の実施形態の具体的な詳細は、本発明の実施形態の趣旨及び範囲から逸脱すること
なく、いずれかの適切な方法により組み合わせることができる。ただし、本発明の他の実
施形態は、それぞれの個々の態様、又はこれらの個々の態様の特定の組合せに関連する、
特定の実施形態に関するものであってもよい。
【００８２】
　本発明の例示的な実施形態についての上述した説明は、例示及び説明の目的で示されて
いる。本発明を、記載されている正確な形態に徹底するか又は限定するものではなく、上
述の教示に照らして、多くの変更及び変形が可能である。本発明の原理とその実用化につ
いて最良に説明し、これによって、他の当業者が、種々の実施形態により、及び意図され
る特定の用途に適した種々の変更により本発明を最良に利用することができるように、実
施形態が選択され記載されている。
【００８３】
　「ａ」、「ａｎ」又は「ｔｈｅ」の記載は、特に明記しない限り、「１以上」を意味す
るものとする。
【００８４】
　本明細書に言及されているすべての特許、特許出願、刊行物及び説明は、すべての目的
上、その全体において参照により援用される。いずれも、従来技術であると認めるもので
はない。
【００８５】
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【手続補正書】
【提出日】平成29年12月25日(2017.12.25)
【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】
　胎児を宿した女性対象から得られる生体試料を分析することによって、前記胎児のゲノ
ム中の微小増幅又は微小欠失を識別する方法であって、前記生体試料には、前記胎児及び
前記女性対象からの無細胞ＤＮＡが含まれ、前記方法は、
　特定の診断感度のために分析されるＤＮＡ断片の最小数、及び特定の決定に相当する微
小増幅又は微小欠失のサイズを決定することと、
　前記生体試料の複数のＤＮＡ断片のそれぞれについて１以上の配列タグを得ることと、
ここで、複数のＤＮＡ断片は、特定の診断感度及び特定の決定のためのＤＮＡ断片の少な
くとも最小数である、
　前記配列タグのゲノム位置を決定することと、
　複数のゲノム領域のそれぞれについて、コンピュータシステムによって、前記ゲノム領
域内にゲノム位置を有する配列タグから、前記ゲノム領域内のＤＮＡ断片のそれぞれの量
を決定することと、
　前記それぞれの量を標準化して、それぞれの密度を求めることと、
　該それぞれの密度と基準密度を比較して、前記それぞれの密度が、前記基準密度と統計
的に異なるか否かを識別することと、
　それぞれの密度が基準密度よりも統計的に高い場合に、ゲノム領域を微小増幅と同定す
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ることと、
　それぞれの密度が基準密度よりも統計的に低い場合に、ゲノム領域を微小欠失と同定す
ること、
とを含む、方法。
【請求項２】
　生体試料中の胎児ＤＮＡの割合を測定し、
ＤＮＡ断片の最小数を決定するために測定した胎児ＤＮＡの割合を使用すること
を更に含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　生物試料中の胎児ＤＮＡの割合を推定し、及び
　ＤＮＡ断片の最小数を決定するために推定した胎児ＤＮＡの割合を使用すること
を更に含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　最小数がゲノム全体について特定される、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　分析されるＤＮＡ断片の最小数が複数のゲノム領域のそれぞれのゲノム領域についてＤ
ＮＡ断片数から計算される、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　９５％の診断感度について分析されるＤＮＡ断片の最小数が、複数のゲノム領域の各々
のゲノム領域について、少なくとも４２，０００である、請求項１～３のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項７】
　９９％の診断感度について分析されるＤＮＡ断片の最小数が、複数のゲノム領域の各々
のゲノム領域について、少なくとも５３，０００である、請求項５に記載の方法。
【請求項８】
　それぞれのゲノム領域のサイズが約１Ｍｂ、約２Ｍｂ、又は約３Ｍｂである、請求項１
に記載の方法。
【請求項９】
　前記ゲノム領域が等しいサイズである、請求項１～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　請求項１～９のいずれか１項に記載の方法を実行するためのコンピュータ装置を制御す
る教示を含むコンピュータプログラム。
【請求項１１】
　請求項１０に記載のコンピュータプログラムを含むコンピュータ可読保存媒体。
【請求項１２】
　請求項１０に記載のコンピュータプログラムを含むコンピュータ装置。
【請求項１３】
　プロセッサによって実行される場合に、請求項１～９のいずれか１項に記載の方法を実
行するコンピュータプログラムコードを含むデータパケット。
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要解决的问题：提供用于确定胎儿基因组中是否存在微量扩增或微缺失
的方法，系统和装置。解决方案：本说明书中公开了用于检测胎儿基因
组中的微放大或微缺失的方法，系统和装置。在一些实施方案中，该方
法包括获得生物样品的多个DNA片段中的每一个的序列标签，确定序列
标签的基因组位置，确定多个基因组区域中的每一个中的DNA密度是否
异常高或者低，将具有异常高密度的一组连续基因组区域鉴定为微量扩
增，将具有异常低密度的一组连续基因组区域鉴定为微缺失。生物样品
可以是从具有胎儿的女性受试者非侵入性地获得的血液样品。图1：图1
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