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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
母体サンプル由来の胎児核酸を用いて胎児の異数性の有無を判定するための方法であって
、
　ａ）妊婦からのサンプル中に存在する核酸を、非メチル化核酸を特異的に消化するメチ
ル化感受性制限酵素と接触させ、それによりメチル化胎児核酸を濃縮する工程であって、
該サンプルは、差次的にメチル化された胎児核酸と母体核酸とを含み、該胎児核酸と該母
体核酸の組み合わせが、該サンプル中の総核酸を構成する、工程と；
　ｂ）配列番号１～５９から選択される複数の遺伝子座において胎児核酸の量を分析する
ことによって、標的染色体由来の胎児核酸の量を測定する工程と；
　ｃ）参照染色体由来の胎児核酸の量を測定する工程と；
　ｄ）（ｂ）における胎児核酸の量を、（ｃ）における該参照染色体由来の胎児ＤＮＡの
量と比較する工程であって、標的胎児ＤＮＡの量と参照胎児ＤＮＡの量の間の生物学的ま
たは統計学的に有意な差は、胎児の異数性の存在を示す、工程と
を包含する、方法。
【請求項２】
前記サンプル中の胎児核酸の絶対量を測定することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記複数の遺伝子座が配列番号１～３３および３６～５９の遺伝子座から選択される、請
求項１または２に記載の方法。
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【請求項４】
前記複数の遺伝子座が配列番号３３の遺伝子座を含む、請求項１～３のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項５】
前記複数の遺伝子座が配列番号４２の遺伝子座を含む、請求項１～３のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項６】
前記複数の遺伝子座が配列番号５２の遺伝子座を含む、請求項１～３のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項７】
３またはそれ以上の遺伝子座における胎児核酸の量が測定される、請求項１～６のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項８】
前記胎児核酸の量の測定が、質量分析法、ＲＴ－ＰＣＲ、デジタルＰＣＲ、アレイに基づ
く方法、配列決定法、ナノポアに基づく方法、核酸に結合したビーズに基づくカウント方
法、競合物質に基づく方法、および、メチル化状態に基づいて核酸に結合する作用物質を
用いて核酸を分離する方法、から選択される１または複数のプロセスの使用を含む、請求
項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
前記胎児核酸の量の測定が、質量分析法の使用を含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
前記胎児核酸の量の測定が、配列決定法の使用を含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１１】
前記配列決定法が、合成による配列決定を含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
前記メチル化感受性制限酵素の消化効率が測定される、請求項１～１１のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項１３】
前記サンプル中のＹ染色体核酸の有無を判定することを含む、請求項１～１２のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１４】
Ｙ染色体が検出される男の胎児からのサンプルについて、配列番号１～５９から選択され
る複数の遺伝子座からの胎児核酸の量が、Ｙ染色体核酸の量と比較される、請求項１３に
記載の方法。
【請求項１５】
前記Ｙ染色体核酸の量と、前記メチル化感受性制限酵素の消化効率が測定される、請求項
１３または１４に記載の方法。
【請求項１６】
２つ以上のアッセイが前記核酸の総量を測定するために使用され、１つ以上のアッセイが
前記Ｙ染色体核酸の量を測定するために使用され、そして、１つ以上のアッセイが前記メ
チル化感受性制限酵素の消化効率を測定するために使用される、請求項１５に記載の方法
。
【請求項１７】
前記胎児核酸の量が、消化された母体核酸の平均長より大きいアンプリコンを生成する増
幅反応によって測定され、それにより、前記胎児核酸がさらに濃縮される、請求項１～１
６のいずれか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願）
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　本願は、発明者がＭａｔｈｉａｓ　Ｅｈｒｉｃｈであり、代理人整理番号がＳＥＱ－６
０２２－ＰＶである、「ＰＲＯＣＥＳＳＥＳ　ＡＮＤ　ＣＯＭＰＯＳＩＴＩＯＮＳ　ＦＯ
Ｒ　ＭＥＴＨＹＬＡＴＩＯＮ－ＢＡＳＥＤ　ＥＮＲＩＣＨＭＥＮＴ　ＯＦ　ＦＥＴＡＬ　
ＮＵＣＬＥＩＣ　ＡＣＩＤ　ＦＲＯＭ　Ａ　ＭＡＴＥＲＮＡＬ　ＳＡＭＰＬＥ　ＵＳＥＦ
ＵＬ　ＦＯＲ　ＮＯＮ　ＩＮＶＡＳＩＶＥ　ＰＲＥＮＡＴＡＬ　ＤＩＡＧＮＯＳＥＳ」と
題された、２００８年９月１６日に出願された米国仮特許出願第６１／１９２，２６４号
の利益を主張する。この米国仮特許出願の全体の内容は、あらゆる文章、表および図面を
含めて、本明細書中に参考として援用される。
【０００２】
　分野
　バイオマーカーが、ある特定の実施形態において提供される。いくつかの実施形態にお
いて、提供されるバイオマーカーは、胎児の遺伝形質の非侵襲的検出に有用である。ある
特定の胎児の遺伝形質としては、胎児核酸の存在または非存在が挙げられるがこれらに限
定されない。
【背景技術】
【０００３】
　背景
　非侵襲性の出生前検査は、急速に関心が寄せられている分野になっている。妊娠関連の
状態（妊娠中の合併症および胎児の遺伝的欠陥を含む）の早期発見によって、母体と胎児
の両方の安全にとって必要な早期の医学的介入が可能になるので、その早期発見は、非常
に重要である。出生前診断は、絨毛生検（ｃｈｏｒｉｏｎｉｃ　ｖｉｌｌｕｓ　ｓａｍｐ
ｌｉｎｇ）（ＣＶＳ）または羊水穿刺などの手技によって胎児から単離された細胞を用い
て行われている。しかしながら、これらの従来法は、侵襲性であり、母体と胎児の両方に
対してかなりのリスクをもたらす。Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖｉｃｅは
、現在、侵襲性の羊水穿刺検査後および絨毛生検（ＣＶＳ）検査後の１～２パーセントの
流産率を言及している。
【０００４】
　循環無細胞胎児核酸が母体の血漿中および血清中で検出され得るという発見（非特許文
献１；および特許文献１）の後、これらの侵襲性アプローチに代わるものが、例えば、胎
児の異常を検出する出生前スクリーニングのために開発されている。循環無細胞胎児核酸
（ｃｆｆＮＡ）は、それを非侵襲性の出生前検査に適用可能にするいくつかの利点を有す
る。例えば、無細胞核酸は、胎児の細胞よりも高いレベルで、かつ遺伝子解析に十分な濃
度で、存在する。また、ｃｆｆＮＡは、分娩後、数時間以内に母体の血流から取り除かれ
、これにより、前回の妊娠からの混入が予防される。
【０００５】
　母体の血漿中または血清中の胎児ＤＮＡを検出することによって行われる出生前検査の
例としては、胎児のｒｈｅｓｕｓ　Ｄ（ＲｈＤ）ジェノタイピング（非特許文献２）、胎
児の性別判定（非特許文献３）およびいくつかの胎児の障害の診断（非特許文献４；非特
許文献５；および非特許文献６）が挙げられる。さらに、母体の血漿／血清中の胎児ＤＮ
Ａの量的異常は、子癇前症（非特許文献７および非特許文献８）、胎児のトリソミー２１
（非特許文献９および非特許文献１０）および妊娠悪阻（非特許文献１１）において報告
されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】米国特許第６，２５８，５４０号明細書
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Ｌｏら、Ｌａｎｃｅｔ　３５０：４８５－４８７，１９９７
【非特許文献２】Ｌｏら、Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３３９：１７３４－１７３８，１
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９９８
【非特許文献３】Ｃｏｓｔａら、Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３４６：１５０２，２００
２
【非特許文献４】Ａｍｉｃｕｃｃｉら、Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．４６：３０１－３０２，２
０００
【非特許文献５】Ｓａｉｔｏら、Ｌａｎｃｅｔ　３５６：１１７０，２０００
【非特許文献６】Ｃｈｉｕら、Ｌａｎｃｅｔ　３６０：９９８－１０００，２００２
【非特許文献７】Ｌｏら、Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．４５：１８４－１８８，１９９９
【非特許文献８】Ｚｈｏｎｇら、Ａｍ．Ｊ．Ｏｂｓｔｅｔ．Ｇｙｎｅｃｏｌ．１８４：４
１４－４１９，２００１
【非特許文献９】Ｌｏら、Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．４５：１７４７－１７５１，１９９９
【非特許文献１０】Ｚｈｏｎｇら、Ｐｒｅｎａｔ．Ｄｉａｇｎ．２０：７９５－７９８，
２０００
【非特許文献１１】Ｓｅｋｉｚａｗａら、Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．４７：２１６４－２１６
５，２００１
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　要約
　本技術は、とりわけ、胎児の遺伝形質の非侵襲的検出に有用なヒト後成的バイオマーカ
ーを提供し、その遺伝形質としては、胎児核酸の存在または非存在、胎児核酸の絶対量ま
たは相対量、胎児の性別、および異数性などの胎児の染色体異常が挙げられるがこれらに
限定されない。本技術のヒト後成的バイオマーカーは、胎児と母体との間で差次的なＣｐ
Ｇメチル化パターンを示すゲノムＤＮＡである。本技術の組成物およびプロセスは、母体
サンプル中の胎児核酸のメチル化状態に基づいて前記サンプル中の胎児核酸の検出および
定量を可能にする。より詳細には、母体サンプル由来の胎児核酸の量が、存在する核酸の
総量に対して測定され、それにより、そのサンプル中の胎児核酸のパーセンテージが提供
され得る。さらに、胎児核酸の量は、配列特異的（または遺伝子座特異的）様式で、かつ
十分な感度で、測定され得ることにより、正確な染色体量決定（ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ
　ｄｏｓａｇｅ）解析（例えば、胎児の異数性の有無の検出）が可能になる。
【０００９】
　本技術のある態様において、胎児核酸と母体核酸との間の差次的なメチル化に基づいて
母体の生物学的サンプルから胎児核酸を濃縮するための方法が提供され、その方法は：（
ａ）サンプル由来の標的核酸およびサンプル由来のコントロール核酸をメチル化特異的結
合タンパク質に結合する工程；および（ｂ）メチル化の状態に基づいて、結合した核酸を
溶出する工程（ここで、差次的にメチル化された核酸は、少なくとも部分的に別個の画分
に溶出される）を包含する。ある実施形態において、その核酸配列は、配列番号１～８９
のポリヌクレオチド配列の１つ以上を含む。配列番号１～８９は、表４に提供されている
。本技術は、配列番号１～８９の配列およびそれに対するバリエーションを含む。別の実
施形態では、コントロール核酸を工程（ａ）に含めない。
【００１０】
　関連実施形態において、母体サンプルから胎児核酸を濃縮するための方法が提供され、
その方法は、以下の工程：（ａ）女性から生物学的サンプルを得る工程；（ｂ）そのサン
プル中のＣｐＧ含有ゲノム配列のメチル化の状態に基づいて、胎児核酸および母体核酸を
分離する工程（ここで、胎児由来のゲノム配列と女性由来ゲノム配列とは、差次的にメチ
ル化されており、それにより、サンプル中の女性由来のゲノム配列と胎児由来のゲノム配
列とが区別される）を包含する。別の実施形態において、そのゲノム配列は、少なくとも
１つのシトシンを含む少なくとも１５ヌクレオチド長であり、さらに、その領域は、（１
）表１から選択されるゲノム遺伝子座；および（２）その遺伝子座から１０ｋｂ以下だけ
上流および／または下流のＤＮＡ配列を有する。実施形態において、女性から生物学的サ
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ンプルを得る工程は、本技術の範囲を限定しない。この得る工程は、女性からサンプルを
実際に回収すること（例えば、採血）または他の場所（例えば、クリニックまたは病院）
からサンプルを受け取ること、およびある方法の工程を行うことを指し得る。
【００１１】
　別の関連実施形態において、母体サンプルから胎児核酸を濃縮するための方法が提供さ
れ、その方法は、以下の工程：（ａ）女性から生物学的サンプルを得る工程；（ｂ）その
サンプル中のＣｐＧ含有ゲノム配列のメチル化の状態に基づいて、母体核酸を消化するか
または除去する工程（ここで、胎児由来のゲノム配列と女性由来のゲノム配列とは、差次
的にメチル化されており、それにより、サンプル中の胎児由来のゲノム配列が濃縮される
）を包含する。母体核酸は、メチル化の状態に基づいて母体核酸を選択的に消化するかま
たは切断する１つ以上のメチル化感受性制限酵素を用いて消化され得る。別の実施形態に
おいて、そのゲノム配列は、少なくとも１つのシトシンを含む少なくとも１５ヌクレオチ
ド長であり、さらに、その領域は、（１）表１から選択されるゲノム遺伝子座；および（
２）その遺伝子座から１０ｋｂ以下だけ上流および／または下流のＤＮＡ配列からなる。
【００１２】
　本技術の別の態様において、胎児核酸のヌクレオチド配列を有する核酸を調製するため
の方法が提供され、その方法は、以下の工程：（ａ）妊婦からサンプルを得る工程；（ｂ
）胎児核酸と母体核酸対応物との間の異なるメチル化の状態に従って、その妊婦のサンプ
ル由来の母体核酸から胎児核酸を分離する工程（ここで、胎児核酸のヌクレオチド配列は
、配列番号１～８９のポリヌクレオチド配列の１つを含む遺伝子または遺伝子座由来のポ
リヌクレオチド配列内に配列番号１～８９のポリヌクレオチド配列の１つ以上に由来する
１つ以上のＣｐＧ部位を含む）；および（ｃ）パート（ｂ）において分離された胎児核酸
を鋳型として利用する増幅プロセスによって胎児核酸のヌクレオチド配列を含む核酸を調
製する工程を包含する。別の実施形態において、胎児核酸のヌクレオチド配列を有する核
酸を調製するための方法が提供され、その方法は、以下の工程：（ａ）妊婦からサンプル
を得る工程；（ｂ）胎児核酸と母体核酸対応物との間の異なるメチル化の状況に従って、
妊婦のサンプルから母体核酸を消化するかまたは除去する工程（ここで、胎児核酸のヌク
レオチド配列は、配列番号１～８９のポリヌクレオチド配列の１つを含む遺伝子由来のポ
リヌクレオチド配列内に配列番号１～８９のポリヌクレオチド配列の１つ以上に由来する
１つ以上のＣｐＧ部位を含む）；および（ｃ）胎児核酸のヌクレオチド配列を含む核酸を
調製する工程を包含する。工程（ｃ）の調製プロセスは、パート（ｂ）において分離され
た胎児核酸を鋳型として利用する、ハイブリダイゼーションプロセス、捕捉プロセスまた
は増幅プロセスであり得る。また、母体核酸を消化する上記の実施形態において、その母
体核酸は、メチル化の状態に基づいて母体核酸を選択的に消化するかまたは切断する１つ
以上のメチル化感受性制限酵素を用いて消化され得る。いずれかの実施形態において、配
列番号１～８９のポリヌクレオチド配列は、配列番号１～８９のポリヌクレオチド配列の
１つを含むＣｐＧアイランド由来のポリヌクレオチド配列内に存在し得る。配列番号１～
８９のポリヌクレオチド配列は、さらに、配列番号１～８９に提供されているポリヌクレ
オチド配列と重複するＣｐＧアイランドの特定をはじめとした特徴づけが本明細書中の表
１～３において行われている。別の実施形態において、パート（ｃ）によって調製された
核酸は、溶液中に存在する。なおも別の実施形態において、この方法は、工程（ｃ）の増
幅プロセス由来の胎児核酸を定量する工程をさらに包含する。
【００１３】
　本技術の別の態様において、母体核酸に関して、妊婦由来のサンプルから胎児核酸を濃
縮するための方法が提供され、その方法は、以下の工程：（ａ）妊婦からサンプルを得る
工程；および（ｂ）胎児核酸と母体核酸との間で異なるメチル化の状況に従って、その妊
婦のサンプル由来の母体核酸から胎児核酸を分離するかまたは捕捉する工程（ここで、胎
児核酸のヌクレオチド配列は、配列番号１～８９のポリヌクレオチド配列の１つを含む遺
伝子由来のポリヌクレオチド配列内に配列番号１～８９のポリヌクレオチド配列の１つ以
上に由来する１つ以上のＣｐＧ部位を含む）を包含する。別の実施形態において、配列番
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号１～８９のポリヌクレオチド配列は、配列番号１～８９のポリヌクレオチド配列の１つ
を含むＣｐＧアイランド由来のポリヌクレオチド配列内に存在し得る。配列番号１～８９
のポリヌクレオチド配列は、本明細書中の表１において特徴づけられている。別の実施形
態において、パート（ｂ）によって分離された核酸は、溶液中に存在する。なおも別の実
施形態において、その方法は、さらに、工程（ｂ）の分離プロセスからの胎児核酸を増幅
するおよび／または定量する工程を包含する。
【００１４】
　本技術の別の態様において、妊婦の胎児由来の単離された核酸を含む組成物が提供され
、ここで、その核酸のヌクレオチド配列は、配列番号１～８９のポリヌクレオチド配列の
１つ以上を含む。１つの実施形態において、そのヌクレオチド配列は、遺伝子のヌクレオ
チド配列またはその一部から本質的になる。別の実施形態において、そのヌクレオチド配
列は、ＣｐＧアイランドのヌクレオチド配列またはその一部から本質的になる。配列番号
１～８９のポリヌクレオチド配列は、表１においてさらに特徴づけられている。別の実施
形態において、その核酸は、溶液中に存在する。別の実施形態において、胎児由来の核酸
は、母体核酸に対して濃縮される。別の実施形態において、その組成物は、メチル化ヌク
レオチドに結合する作用物質をさらに含む。例えば、その作用物質は、メチル－ＣｐＧ結
合タンパク質（ＭＢＤ）またはそのフラグメントであり得る。
【００１５】
　本技術の別の態様において、妊婦の胎児由来の単離された核酸を含む組成物が提供され
、ここで、その核酸のヌクレオチド配列は、配列番号１～８９のポリヌクレオチド配列の
１つを含む遺伝子由来のポリヌクレオチド配列内またはその一部内に配列番号１～８９の
ポリヌクレオチド配列の１つ以上に由来する１つ以上のＣｐＧ部位を含む。別の実施形態
において、その核酸のヌクレオチド配列は、配列番号１～８９のポリヌクレオチド配列の
１つを含むＣｐＧアイランド由来のポリヌクレオチド配列内またはその一部内に配列番号
１～８９のポリヌクレオチド配列の１つ以上に由来する１つ以上のＣｐＧ部位を含む。配
列番号１～８９のポリヌクレオチド配列は、表１においてさらに特徴づけられている。別
の実施形態において、その核酸は、溶液中に存在する。別の実施形態において、胎児由来
の核酸は、母体核酸に対して濃縮される。本技術の高メチル化核酸配列および低メチル化
核酸配列は、表１において特定されている。別の実施形態において、その組成物は、さら
に、メチル化ヌクレオチドに結合する作用物質を含む。例えば、その作用物質は、メチル
－ＣｐＧ結合タンパク質（ＭＢＤ）またはそのフラグメントであり得る。
【００１６】
　いくつかの実施形態において、本技術のヌクレオチド配列は、３つ以上のＣｐＧ部位を
含む。別の実施形態において、本ヌクレオチド配列は、５つ以上のＣｐＧ部位を含む。別
の実施形態において、本ヌクレオチド配列は、ＰＲＣ２ドメインを含む遺伝子領域由来で
ある（表３を参照のこと）。別の実施形態において、本ヌクレオチド配列は、発生に関わ
る遺伝子領域由来である。例えば、ＳＯＸ１４（本技術の後成的マーカーである（表１を
参照のこと））は、胚発生の制御および細胞運命の決定に関与する転写因子のＳＯＸ（Ｓ
ＲＹ関連ＨＭＧボックス）ファミリーのメンバーである。
【００１７】
　いくつかの実施形態において、女性由来のゲノム配列は、メチル化されており、胎児由
来のゲノム配列は、メチル化されていない。他の実施形態において、女性由来のゲノム配
列は、メチル化されておらず、胎児由来のゲノム配列が、メチル化されている。別の実施
形態において、胎児由来のゲノム配列は、母体由来のゲノム配列と比べて高メチル化され
ている。母体のゲノム配列と比べて高メチル化されていると見出された胎児のゲノム配列
は、配列番号１～５９に提供されている。あるいは、胎児由来のゲノム配列は、母体由来
のゲノム配列と比べて低メチル化されている。母体のゲノム配列と比べて低メチル化され
ていると見出された胎児のゲノム配列は、配列番号６０～８５に提供されている。本技術
のメチル化感受性制限酵素は、低メチル化核酸または高メチル化核酸に感受性であり得る
。



(7) JP 6634105 B2 2020.1.22

10

20

30

40

50

【００１８】
　別の実施形態において、胎児核酸は、細胞外の核酸である。一般に、細胞外の胎児核酸
は、約５００、４００、３００、２５０、２００または１５０（またはこの間に存在する
任意の数の）ヌクレオチド塩基以下である。別の実施形態において、消化された母体核酸
は、約９０、１００、１１０、１２０、１３０、１４０または１５０塩基対未満である。
関連実施形態において、胎児核酸は、サイズに基づいて、消化された母体核酸からまたは
消化された母体核酸に対して選択的に増幅されるか、捕捉されるか、または分離される。
例えば、ＰＣＲプライマーは、約７５、８０、８５、９０、９５、１００、１０５、１１
０、１１５または１２０（またはこの間に存在する任意の数の）塩基対より大きい核酸を
増幅することにより、胎児核酸および未消化の母体核酸を増幅するように設計され得る。
別の実施形態において、核酸は、本技術のある特定の方法（ｍｅｔｈｏｄｓｓ）の前に、
断片化に供される。核酸を断片化する方法の例としては、超音波処理および制限酵素消化
が挙げられるがこれらに限定されない。いくつかの実施形態において、胎児核酸は、胎盤
から得られる。他の実施形態において、胎児核酸は、アポトーシスにおけるものである。
【００１９】
　いくつかの実施形態において、本技術は、サンプルが、以下：母体の全血、母体の血漿
または血清、羊水、絨毛サンプル、着床前の胚由来の生検材料、母体の血液から単離され
た胎児の有核細胞または胎児の細胞レムナント、母体の尿、母体の唾液、雌性生殖輸管の
洗液、および体腔穿刺（ｃｅｌｏｃｅｎｔｅｓｉｓ）または肺洗浄によって得られたサン
プルから選択されるメンバーである方法を提供する。ある特定の実施形態において、生物
学的サンプルは、母体の血液である。いくつかの実施形態において、生物学的サンプルは
、絨毛サンプルである。ある特定の実施形態において、母体サンプルは、本技術のある特
定の方法の前に胎児核酸について濃縮される。胎児の濃縮方法の例は、ＰＣＴ公開番号Ｗ
Ｏ／２００７１４０４１７Ａ２、ＷＯ２００９／０３２７８１Ａ２およびＵＳ公開番号２
００５０１６４２４１に提供されている。
【００２０】
　いくつかの実施形態において、本技術のある特定の方法を実施する前に、有核細胞およ
び無核細胞の集団をサンプルから取り出す（例えば、実質的にすべての有核細胞および無
核細胞の集団を取り出す）。いくつかの実施形態において、サンプルは、そのサンプル中
に存在する胎児核酸の品質の低下（ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ　ｏｒ　ｔｈｅ　ｑｕａｌｉ
ｔｙ）を最小にする当業者に公知の様式で、回収されるか、保存されるか、または輸送さ
れる。
【００２１】
　そのサンプルは、任意の動物に由来し得、それらとしては、ヒト、非ヒト、哺乳動物、
爬虫類、ウシ、ネコ、イヌ、ヤギ、ブタ（ｓｗｉｎｅ）、ブタ（ｐｉｇ）、サル、類人猿
、ゴリラ、雄ウシ、ウシ、クマ、ウマ、ヒツジ、家禽類、マウス、ラット、魚類、イルカ
、クジラおよびサメ、または検出可能な妊娠関連障害もしくは染色体異常を有し得る任意
の動物もしくは生物が挙げられるが、これらに限定されない。
【００２２】
　いくつかの実施形態において、サンプルを、メチル化ＤＮＡおよび非メチル化ＤＮＡを
異なって改変する試薬で処理する。例えば、その試薬は、亜硫酸水素塩を含み得るか；ま
たはその試薬は、メチル化ＤＮＡを優先的に切断する１つ以上の酵素を含み得るか；また
は、その試薬は、非メチル化ＤＮＡを優先的に切断する１つ以上の酵素を含み得る。メチ
ル化感受性制限酵素の例としては、ＨｈａＩおよびＨｐａＩＩが挙げられるが、これらに
限定されない。
【００２３】
　１つの実施形態において、胎児核酸は、胎児核酸中のメチル化ヌクレオチドに特異的に
結合する作用物質によって母体核酸から分離される。別の実施形態において、胎児核酸は
、母体核酸対応物中のメチル化ヌクレオチドに特異的に結合する作用物質によって母体核
酸から分離されるかまたは除去される。ある実施形態において、メチル化ヌクレオチドに
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結合する作用物質は、メチル－ＣｐＧ結合タンパク質（ＭＢＤ）またはそのフラグメント
である。
【００２４】
　本技術の別の態様において、差次的にメチル化された母体ＤＮＡおよび胎児ＤＮＡを含
む母体サンプル中の胎児ＤＮＡの量またはコピー数を測定するための方法が提供される。
その方法は、ａ）差次的なメチル化の状態に基づいて、母体ＤＮＡと胎児ＤＮＡとを区別
する工程；およびｂ）工程ａ）の胎児ＤＮＡを定量する工程によって行われる。特定の実
施形態において、その方法は、ａ）１つ以上のメチル化感受性制限酵素を用いて母体サン
プル中の母体ＤＮＡを消化し、それにより、胎児ＤＮＡを濃縮する工程；およびｂ）工程
ａ）からの胎児ＤＮＡの量を測定する工程を包含する。胎児ＤＮＡの量は、とりわけ、胎
児核酸の存在または非存在を確定するため、胎児の性別を判定するため、胎児の疾患を診
断するために使用され得るか、または感度もしくは特異性を改善するために他の胎児の診
断法とともに使用され得る。１つの実施形態において、胎児ＤＮＡの量を測定するための
方法は、多型配列の使用を必要としない。例えば、対立遺伝子比を用いずに、工程ｂ）に
おける胎児ＤＮＡが定量される。別の実施形態において、胎児ＤＮＡの量を測定するため
の方法は、シトシン残基をウラシルに変換する亜硫酸水素塩によるＤＮＡの処理を必要と
しない。亜硫酸水素塩は、ＤＮＡを分解することにより、母体サンプル中に存在する、す
でに限定的な胎児核酸をさらに減少させると知られている。１つの実施形態において、工
程ｂ）において胎児ＤＮＡの量を測定することは、既知濃度の１つ以上の競合物質を導入
することによって行われる。別の実施形態において、工程ｂ）において胎児ＤＮＡの量を
測定することは、ＲＴ－ＰＣＲ、プライマー伸長、配列決定またはカウントによって行わ
れる。関連実施形態において、核酸の量は、米国特許公開番号ＵＳ２００７００６５８２
３に記載されているようなＢＥＡＭｉｎｇ技術を用いて測定される。別の実施形態におい
て、制限効率（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ）が、測定され、その効
率比（ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｒａｔｅ）を用いて、さらに胎児ＤＮＡの量が測定される
。差次的にメチル化された例示的な核酸は、配列番号１～８９に提供されている。
【００２５】
　本技術の別の態様において、母体サンプル中の胎児ＤＮＡの濃度を測定するための方法
が提供され（ここで、母体サンプルは、差次的にメチル化された母体ＤＮＡおよび胎児Ｄ
ＮＡを含む）、その方法は、ａ）母体サンプル中に存在するＤＮＡの総量を測定する工程
；ｂ）１つ以上のメチル化感受性制限酵素を用いて母体サンプル中の母体ＤＮＡを選択的
に消化することにより、胎児ＤＮＡを濃縮する工程；ｃ）工程ｂ）からの胎児ＤＮＡの量
を測定する工程；およびｄ）工程ｃ）からの胎児ＤＮＡの量を工程ａ）からのＤＮＡの総
量と比較することにより、母体サンプル中の胎児ＤＮＡの濃度を測定する工程を包含する
。胎児ＤＮＡの濃度は、とりわけ、感度または特異性を改善するために他の胎児の診断法
とともに使用され得る。１つの実施形態において、胎児ＤＮＡの量を測定するための方法
は、多型配列の使用を必要としない。例えば、対立遺伝子比を用いずに、工程ｂ）におけ
る胎児ＤＮＡが定量される。別の実施形態において、胎児ＤＮＡの量を測定するための方
法は、シトシン残基をウラシルに変換する亜硫酸水素塩によるＤＮＡの処理を必要としな
い。１つの実施形態において、工程ｂ）において胎児ＤＮＡの量を測定することは、既知
濃度の１つ以上の競合物質を導入することによって行われる。別の実施形態において、工
程ｂ）において胎児ＤＮＡの量を測定することは、ＲＴ－ＰＣＲ、配列決定またはカウン
トによって行われる。別の実施形態において、制限効率が測定され、それを用いて、さら
に全ＤＮＡおよび胎児ＤＮＡの量が測定される。差次的にメチル化された例示的な核酸は
、配列番号１～８９に提供されている。
【００２６】
　本技術の別の態様において、母体サンプル由来の胎児ＤＮＡを用いて胎児の異数性の有
無を判定するための方法が提供され（ここで、母体サンプルは、差次的にメチル化された
母体ＤＮＡおよび胎児ＤＮＡを含む）、その方法は、ａ）１つ以上のメチル化感受性制限
酵素を用いて母体サンプル中の母体ＤＮＡを選択的に消化することにより、胎児ＤＮＡを
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濃縮する工程；ｂ）標的染色体由来の胎児ＤＮＡの量を測定する工程；ｃ）参照染色体由
来の胎児ＤＮＡの量を測定する工程；およびｄ）工程ｂ）からの胎児ＤＮＡの量を工程ｃ
）からの胎児ＤＮＡの量と比較する工程（ここで、標的胎児ＤＮＡの量と参照胎児ＤＮＡ
の量との間の生物学的または統計学的に有意な差は、胎児の異数性の存在を示す）を包含
する。１つの実施形態において、胎児ＤＮＡの量を測定するための方法は、多型配列の使
用を必要としない。例えば、対立遺伝子比を用いずに、工程ｂ）における胎児ＤＮＡが定
量される。別の実施形態において、胎児ＤＮＡの量を測定するための方法は、シトシン残
基をウラシルに変換する亜硫酸水素塩によるＤＮＡの処理を必要としない。１つの実施形
態において、工程ｂ）およびｃ）における胎児ＤＮＡの量を測定することは、既知濃度の
１つ以上の競合物質を導入することによって行われる。別の実施形態において、工程ｂ）
およびｃ）において胎児ＤＮＡの量を測定することは、ＲＴ－ＰＣＲ、配列決定またはカ
ウントによって行われる。別の実施形態において、工程ｂ）において測定された標的染色
体由来の胎児ＤＮＡの量は、標準コントロール、例えば、正倍数性の妊娠からの標的染色
体由来の胎児ＤＮＡの量と比較される。別の実施形態において、制限効率が測定され、そ
れを用いてさらに標的染色体由来および参照染色体由来の胎児ＤＮＡの量が測定される。
差次的にメチル化された例示的な核酸は、配列番号１～８９に提供されている。
【００２７】
　本技術の別の態様において、差次的にメチル化された核酸のサンプル由来の標的核酸お
よびコントロール核酸の量またはコピー数を解析することによって染色体異常の有無を検
出するための方法が提供され、その方法は：（ａ）メチル化の状況に基づいて、サンプル
から標的核酸およびサンプルからコントロール核酸を濃縮する工程；（ｂ）少なくとも１
つの画分中の濃縮された標的核酸のコピー数の解析を行う工程；（ｃ）少なくとも１つの
画分中の濃縮されたコントロール核酸のコピー数の解析を行う工程；（ｄ）工程（ｂ）か
らのコピー数を工程（ｃ）からのコピー数と比較する工程；および（ｅ）工程（ｄ）にお
ける比較に基づいて染色体異常が存在するか否かを判定する工程（ここで、標的核酸およ
びコントロール核酸は、同じまたは実質的に同じメチル化の状態を有する）を包含する。
関連実施形態において、差次的にメチル化された核酸のサンプル由来の標的核酸およびコ
ントロール核酸の量またはコピー数を解析することによって染色体異常の有無を検出する
ための方法が提供され、その方法は：（ａ）サンプル由来の標的核酸およびサンプル由来
のコントロール核酸を結合剤に結合する工程；（ｂ）メチル化の状態に基づいて、結合し
た核酸を溶出する工程（ここで、差次的にメチル化された核酸は、少なくとも部分的に別
個の画分に溶出される）；（ｃ）少なくとも１つの画分中の溶出された標的核酸のコピー
数の解析を行う工程；（ｄ）少なくとも１つの画分中の溶出されたコントロール核酸のコ
ピー数の解析を行う工程；（ｅ）工程（ｃ）からのコピー数を工程（ｄ）からのコピー数
と比較する工程；および（ｆ）工程（ｅ）における比較に基づいて染色体異常が存在する
か否かを判定する工程（ここで、標的核酸およびコントロール核酸は、同じまたは実質的
に同じメチル化の状態を有する）を包含する。差次的にメチル化された核酸は、配列番号
１～８９に提供されている。
【００２８】
　本技術の別の態様において、差次的にメチル化された核酸のサンプル由来の標的核酸お
よびコントロール核酸の対立遺伝子比を解析することによって染色体異常の有無を検出す
るための方法が提供され、その方法は：（ａ）サンプル由来の標的核酸およびサンプル由
来のコントロール核酸を結合剤に結合する工程；（ｂ）メチル化の状態に基づいて、結合
した核酸を溶出する工程（ここで、差次的にメチル化された核酸は、少なくとも部分的に
別個の画分に溶出される）；（ｃ）少なくとも１つの画分中の溶出された標的核酸の対立
遺伝子比の解析を行う工程；（ｄ）少なくとも１つの画分中の溶出されたコントロール核
酸の対立遺伝子比の解析を行う工程；（ｅ）工程ｃからの対立遺伝子比を工程ｄからの対
立遺伝子比と比較する工程；および（ｆ）工程（ｅ）における比較に基づいて染色体異常
が存在するか否かを判定する工程（ここで、標的核酸およびコントロール核酸は、同じま
たは実質的に同じメチル化の状態を有する）を包含する。差次的にメチル化された核酸は
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、配列番号１～８９に提供されており、差次的にメチル化された核酸内のＳＮＰは、表２
に提供されている。この方法は、妊娠関連障害を検出するためにも有用であり得る。
【００２９】
　本技術の別の態様において、母体核酸の量は、本技術のメチル化に基づく方法を用いて
測定される。例えば、胎児核酸が、サンプル中の母体核酸から分離され得（例えば、メチ
ル化感受性酵素を用いて消化され得）、母体核酸が、本技術の方法を用いて定量され得る
。母体核酸の量が測定されると、その量をサンプル中の核酸の総量から減算することによ
り、胎児核酸の量が決定され得る。胎児核酸の量は、本明細書中に記載されるような、胎
児の異数性を含む胎児の形質を検出するために使用され得る。
【００３０】
　本明細書中に記載される技術の態様および実施形態について、上記方法は、妊娠関連障
害を検出するためにも有用であり得る。いくつかの実施形態において、サンプルは、胎児
核酸、または胎児核酸および母体核酸を含む。サンプルが、胎児核酸および母体核酸を含
む場合、その胎児核酸および母体核酸は、異なるメチル化の状態を有し得る。異なるメチ
ル化の状態を有する核酸種は、当該分野で公知の任意の方法によって区別され得る。ある
実施形態において、胎児核酸は、メチル化感受性制限酵素による母体核酸の選択的消化に
よって濃縮される。別の実施形態において、胎児核酸は、同じアッセイにおいて２つ以上
のメチル化感受性制限酵素を用いる母体核酸の選択的消化によって濃縮される。ある実施
形態において、標的核酸とコントロール核酸の両方が、胎児由来である。別の実施形態に
おいて、胎児核酸の平均サイズは、約１００塩基長～約５００塩基長である。別の実施形
態において、染色体異常は、トリソミー２１などの異数性である。いくつかの実施形態に
おいて、標的核酸は、異常であり得る染色体の少なくとも一部であり、コントロール核酸
は、非常にまれに異常である染色体の少なくとも一部である。例えば、標的核酸が、２１
番染色体に由来するとき、コントロール核酸は、２１番染色体以外の染色体、好ましくは
、別の常染色体由来である。別の実施形態において、結合剤は、ＭＢＤ－Ｆｃなどのメチ
ル化特異的結合タンパク質である。また、濃縮された核酸または溶出された核酸は、当該
分野で公知の任意の方法によって増幅および／または定量される。ある実施形態において
、胎児ＤＮＡは、多型配列の使用を必要としない方法を用いて定量される。例えば、対立
遺伝子比を用いずに、胎児ＤＮＡが定量される。別の実施形態において、胎児ＤＮＡの量
を定量するための方法は、シトシン残基をウラシルに変換する亜硫酸水素塩によるＤＮＡ
の処理を必要としない。
【００３１】
　いくつかの実施形態において、本技術の方法は、サンプル中の１つ以上のＹ染色体特異
的配列の量を測定する追加工程を包含する。関連実施形態では、本技術のメチル化に基づ
く方法を用いることによって測定されるサンプル中の胎児核酸の量が、存在するＹ染色体
核酸の量と比較される。
【００３２】
　メチル化の状態に基づいて核酸を区別するための方法としては、メチル化感受性捕捉、
例えば、ＭＢＤ２－Ｆｃフラグメントを用いるもの；亜硫酸水素塩変換法、例えば、ＭＳ
Ｐ（メチル化感受性ＰＣＲ）、ＣＯＢＲＡ、メチル化感受性単一ヌクレオチドプライマー
伸長（Ｍｓ－ＳＮｕＰＥ）またはＳｅｑｕｅｎｏｍ　ＭａｓｓＣＬＥＡＶＥＴＭ技術；お
よびメチル化感受性制限酵素の使用が挙げられるが、これらに限定されない。明示的に述
べられる場合を除いて、メチル化の状態に基づいて核酸を区別するための任意の方法が、
本技術の組成物および方法とともに用いられ得る。
【００３３】
　いくつかの実施形態において、本技術の方法は、増幅工程をさらに包含し得る。増幅工
程は、メチル化特異的ＰＣＲなどのＰＣＲによって行われ得る。別の実施形態において、
増幅反応は、例えば、米国特許第６，１４３，４９６号および同第６，４４０，７０６号
（両方が本明細書中で参考として援用される）にさらに説明されているデジタルＰＣＲに
よって、単一分子に対して行われる。他の実施形態において、本方法は、増幅を必要とし
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ない。例えば、濃縮された胎児ＤＮＡの量は、フローサイトメーターを用いて胎児ＤＮＡ
（またはそれに付着された配列タグ）をカウントすることによって、または増幅を必要と
しない配列決定手段によって、測定され得る。別の実施形態において、胎児ＤＮＡの量は
、消化された母体核酸より大きいアンプリコンを生成する増幅反応によって胎児核酸をさ
らに濃縮することによって、測定される。
【００３４】
　配列解析を必要とする実施形態の場合、以下の配列決定技術：プライマー伸長法（例え
ば、ｉＰＬＥＸ（登録商標）；Ｓｅｑｕｅｎｏｍ，Ｉｎｃ．）、ダイレクトＤＮＡシーク
エンス、制限酵素断片長多型（ＲＦＬＰ解析）、対立遺伝子特異的オリゴヌクレオチド（
ＡＳＯ）解析、メチル化特異的ＰＣＲ（ＭＳＰＣＲ）、パイロシークエンス解析、アシク
ロプライム（ａｃｙｃｌｏｐｒｉｍｅ）解析、リバースドットブロット、遺伝子チップマ
イクロアレイ、動的対立遺伝子特異的ハイブリダイゼーション（ＤＡＳＨ）、ペプチド核
酸（ＰＮＡ）プローブおよびロックト（ｌｏｃｋｅｄ）核酸（ＬＮＡ）プローブ、Ｔａｑ
Ｍａｎ、分子ビーコン、インターカレート色素、ＦＲＥＴプライマー、蛍光タグ化ｄＮＴ
Ｐ／ｄｄＮＴＰ、ＡｌｐｈａＳｃｒｅｅｎ、ＳＮＰｓｔｒｅａｍ、遺伝的ビット（ｇｅｎ
ｅｔｉｃ　ｂｉｔ）解析（ＧＢＡ）、マルチプレックスミニシークエンシング、ＳＮａＰ
ｓｈｏｔ、ＧＯＯＤアッセイ、マイクロアレイｍｉｎｉｓｅｑ、アレイ化プライマー伸長
（ａｒｒａｙｅｄ　ｐｒｉｍｅｒ　ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ）（ＡＰＥＸ）、マイクロアレイ
プライマー伸長、タグアレイ、コード化ミクロスフェア（Ｃｏｄｅｄ　ｍｉｃｒｏｓｐｈ
ｅｒｅｓ）、鋳型特異的取り込み（Ｔｅｍｐｌａｔｅ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ｉｎｃｏｒｐ
ｏｒａｔｉｏｎ）（ＴＤＩ）、蛍光偏光、比色オリゴヌクレオチドライゲーションアッセ
イ（ＯＬＡ）、配列コード化ＯＬＡ、マイクロアレイライゲーション、リガーゼ連鎖反応
、パドロックプローブ、ＩｎｖａｄｅｒＴＭアッセイ、少なくとも１つのプローブを用い
るハイブリダイゼーション、少なくとも１つの蛍光標識プローブを用いるハイブリダイゼ
ーション、電気泳動、例えば、４５４プラットフォーム（Ｒｏｃｈｅ）（Ｍａｒｇｕｌｉ
ｅｓ，Ｍ．ら、２００５　Ｎａｔｕｒｅ　４３７，３７６－３８０）、Ｉｌｌｕｍｉｎａ
　Ｇｅｎｏｍｅ　Ａｎａｌｙｚｅｒ（またはＳｏｌｅｘａプラットフォーム）またはＳＯ
ＬｉＤ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）において行われるよう
な、クローニングおよびシークエンシング、またはＨｅｌｉｃｏｓ　Ｔｒｕｅ　Ｓｉｎｇ
ｌｅ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　ＤＮＡ配列決定技術（Ｈａｒｒｉｓ　Ｔ　Ｄら、２００８　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ，３２０，１０６－１０９）、Ｐａｃｉｆｉｃ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓの
１分子リアルタイム（ＳＭＲＴ．ＴＭ．）技術、またはナノポアに基づく配列決定（Ｓｏ
ｎｉ　ＧＶ　ａｎｄ　Ｍｅｌｌｅｒ　Ａ．２００７　Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｍ　５３：１９９
６－２００１）のうちのいずれか１つおよびそれらの組み合わせが使用され得る。ナノポ
アに基づく方法は、ナノポアを用いて核酸を配列決定する工程、またはナノポアを用いて
、例えば、サイズに基づいて核酸分子をカウントする工程（ここで、配列情報は決定され
ない）を含み得る。
【００３５】
　１つ以上の核酸の絶対コピー数は、例えば、絶対コピー数測定のための競合的ＰＣＲア
プローチを用いる系である質量分析を用いて決定され得る。例えば、Ｄｉｎｇ　Ｃ，Ｃａ
ｎｔｏｒ　ＣＲ（２００３）Ａ　ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒ
ｅｓｓｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ　ｕｓｉｎｇ　ｃｏｍｐｅｔｉｔ
ｉｖｅ　ＰＣＲ　ａｎｄ　ｍａｔｒｉｘ－ａｓｓｉｓｔｅｄ　ｌａｓｅｒ　ｄｅｓｏｒｐ
ｔｉｏｎ　ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ－ｏｆ－ｆｌｉｇｈｔ　ＭＳ．Ｐｒｏｃ　Ｎ
ａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　１００：３０５９－３０６４および米国特許公開番
号２００４００８１９９３として公開された米国特許出願番号１０／６５５７６２（この
両方が本明細書中で参考として援用される）を参照のこと。
【００３６】
　いくつかの実施形態において、ゲノム配列の量は、標準コントロールと比較され、ここ
で、標準コントロールからの増加または減少が、妊娠関連障害の存在または進行を示す。
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例えば、胎児核酸の量は、サンプル中に存在するＤＮＡの総量と比較され得る。または、
胎児の異数性の有無を検出するとき、標的染色体由来の胎児核酸の量は、参照染色体由来
の胎児核酸の量と比較され得る。好ましくは、参照染色体は、異数性の割合の低い別の常
染色体である。標的胎児核酸と参照胎児核酸との比は、正常な正倍数性の妊娠からの同じ
比と比較され得る。例えば、コントロール比は、染色体異常を有しない健常な胎児を有す
る女性から得られたＤＮＡサンプルから決定され得る。好ましくは、コントロールサンプ
ルのパネルが使用される。ある特定の染色体異常が既知である場合、特定の疾患または状
態を示す基準も有し得る。したがって、例えば、妊婦の母体血漿中の３つの異なる染色体
異数性についてスクリーニングするために、好ましくは、例えば、１３番、１８番または
２１番染色体のトリソミーを有する胎児を有すると判明している母体および染色体異常を
有しない胎児を妊娠している母体から単離されたコントロールＤＮＡのパネルが使用され
る。
【００３７】
　いくつかの実施形態において、本技術は、標的核酸由来およびコントロール核酸由来の
対立遺伝子が配列変異（ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｖａｒｉａｔｉｏｎ）によって区別される方
法を提供する。その配列変異は、単一ヌクレオチド多型（ＳＮＰ）または挿入／欠失多型
であり得る。ある実施形態において、胎児核酸は、染色体異常の有無を評価するために、
核酸の対立遺伝子比の決定を可能にする少なくとも１つの高頻度のヘテロ接合性多型を含
むべきである（例えば、約２％、３％、４％、５％、６％、７％、８％、９％、１０％、
１１％、１２％、１３％、１４％、１５％、１６％、１７％、１８％、１９％、２０％、
２５％またはそれ以上の頻度率）。例示的なＳＮＰのリストは、表２に提供されているが
、しかしながら、これは、本技術の一部として使用され得る多型対立遺伝子の完全なリス
トを表しているわけではない。以下の基準を満たす任意のＳＮＰもまた考慮に入れられ得
る：（ａ）ＳＮＰは、約２％より高いヘテロ接合性頻度を有する（好ましくは、一連の異
なる集団にわたって）、（ｂ）ＳＮＰは、ヘテロ接合性の遺伝子座である；および（ｃ）
（ｉ）ＳＮＰは、本明細書中に記載される核酸配列内に存在するか、または（ｃ）（ｉｉ
ｉ）ＳＮＰは、本明細書中に記載されるＳＮＰの約５～約２０００塩基対以内（例えば、
本明細書中に記載されるＳＮＰの約５、１０、１５、２０、２５、３０、４０、５０、６
０、７０、８０、９０、１００、２００、３００、４００、５００、６００、７００、８
００、９００、１０００、１２５０、１５００、１７５０または２０００塩基対以内）に
存在する。
【００３８】
　他の実施形態において、配列変異は、短いタンデム反復（ＳＴＲ）多型である。いくつ
かの実施形態において、配列変異は、制限酵素認識部位内に含まれ、ここで、１つの対立
遺伝子は、制限酵素による消化を受けやすく、他の１つ以上の対立遺伝子は、そうではな
い。いくつかの実施形態において、配列変異は、メチル化部位である。
【００３９】
　いくつかの実施形態において、対立遺伝子比の解析の実施は、妊婦から核酸含有生物学
的サンプルを得ることによって、その妊婦の胎児由来の標的核酸およびコントロール核酸
の対立遺伝子比を測定する工程（ここで、その生物学的サンプルは、胎児核酸を含む）、
差次的なメチル化に基づいて母体核酸から胎児核酸を部分的または全体的に分離する工程
、対立遺伝子を標的核酸およびコントロール核酸と識別した後、対立遺伝子比を測定する
工程、および対立遺伝子比に基づいて胎児内の染色体障害の有無を検出する工程（ここで
、正常な正倍数性の比よりも高いまたは低い比は、染色体障害を示す）を包含する。１つ
の実施形態において、標的核酸は、疑いのある異数性染色体（例えば、２１番染色体）由
来のものであり、コントロール核酸は、同じ胎児の正倍数性染色体由来のものである。
【００４０】
　いくつかの実施形態において、本技術は、複数の染色体異常の有無を検出するために、
他の胎児マーカーと併用され、ここで、染色体異常は、以下：トリソミー２１、トリソミ
ー１８およびトリソミー１３またはそれらの組み合わせから選択される。いくつかの実施
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形態において、染色体障害は、Ｘ染色体またはＹ染色体が関与する。
【００４１】
　いくつかの実施形態において、本組成物またはプロセスは、単一反応において多重化さ
れ得る。例えば、胎児核酸の量は、ゲノム全体にわたる複数の遺伝子座において測定され
得る。または、胎児の異数性の有無を検出するとき、胎児核酸の量は、１つ以上の標的染
色体（例えば、１３、１８または２１番染色体）上および１つ以上の参照染色体上の複数
の遺伝子座において測定され得る。対立遺伝子比が用いられる場合、表２の１つ以上の対
立遺伝子が、同時に検出され、識別され得る。対立遺伝子比を測定する際、多重化実施形
態は、多型遺伝子座における遺伝子型が不明であるときに特に重要である。いくつかの場
合において、例えば、母体および子が、多型遺伝子座においてホモ接合性であるとき、そ
のアッセイは、情報的に有益でないかもしれない。１つの実施形態において、１、２、３
、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、
１９、２０、２５、３０、３５、４０、５０、１００、２００、３００または５００を超
えるレベルおよび任意の中間のレベルに、本技術のポリヌクレオチド配列が、本技術の方
法に従って濃縮され、分離され、そして／または調べられる。標的核酸およびコントロー
ル核酸のコピー数を解析することによって染色体異常を検出するとき、染色体異常の有無
を正確に検出するためには、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３また
は１４個未満のポリヌクレオチド配列が解析される必要があり得る。別の実施形態におい
て、本技術の組成物またはプロセスは、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、
１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５、３０、３５、４０、５
０、１００もしくはそれ以上の複製物または単一分子等価物に分けられたサンプルをアッ
セイするために使用され得る。単一分子解析を含む、複製物中の母体サンプル由来の胎児
核酸を解析するための方法は、米国特許公開番号ＵＳ２００７－０２０７４６６Ａ１とし
て公開された米国出願番号１１／３６４，２９４（本明細書中で参考として援用される）
に提供されている。
【００４２】
　さらなる実施形態において、本技術は、比較工程が、対立遺伝子比または標的核酸の絶
対コピー数が標準コントロール配列から１標準偏差高いまたは低い場合に、染色体障害を
有する高リスクの胎児を示す方法を提供する。いくつかの実施形態において、比較工程は
、対立遺伝子比または標的核酸の絶対コピー数が、標準コントロール配列から２標準偏差
高いまたは低い場合に、染色体障害を有する高リスクの胎児を示す。他のいくつかの実施
形態において、比較工程は、対立遺伝子比または標的核酸の絶対コピー数が、標準コント
ロール配列から３標準偏差高いまたは低い場合に、染色体障害を有する高リスクの胎児を
示す。いくつかの実施形態において、比較工程は、対立遺伝子比または標的核酸の絶対コ
ピー数が、コントロールから統計学的に有意な標準偏差よりも高いまたは低い場合に、染
色体障害を有する高リスクの胎児を示す。１つの実施形態において、標準コントロールは
、母体の参照であり、別の実施形態において、標準コントロールは、胎児の参照染色体（
例えば、トリソミーでない常染色体）である。
【００４３】
　いくつかの実施形態において、本技術の方法は、染色体異常を診断するための他の方法
と併用され得る。例えば、ある非侵襲性の診断法は、女の胎児についての性別検査または
ＲｈＤ陰性母体におけるＲｈＤ陰性の女の胎児を確定するためなど、胎児核酸の存在また
は非存在の確定を必要とし得る。別の実施形態において、胎児核酸のパーセンテージが既
知であることが必要である別の診断法を可能にするために、本技術の組成物および方法を
用いることにより、母体サンプル中の胎児核酸のパーセンテージが決定され得る。例えば
、サンプルがある特定の閾値濃度の必要条件を満たしているか？対立遺伝子比を決定する
ことにより母体サンプルから胎児の異数性を診断するとき、胎児核酸の量または濃度が、
所与の感度および特異性で診断するために必要とされ得る。他の実施形態において、染色
体異常を検出するための本技術の組成物および方法は、他の公知の方法と併用されること
により、その検出方法の全体的な感度および特異性が改善され得る。例えば、数学的モデ
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ルは、母体の年齢（ＭＡ）、項部浮腫（ＮＴ）の厚さ、無血清ベータ－ｈＣＧおよび血清
中ＰＡＰＰ－Ａを利用する妊娠第一期スクリーニングプログラムの併用が、侵襲性の検査
では５％という比率であるのに対して、８０％を超えるダウン症候群を有する胎児を検出
し得ることを示唆している（Ｗａｌｄ　ａｎｄ　Ｈａｃｋｓｈａｗ，Ｐｒｅｎａｔ　Ｄｉ
ａｇｎ　１７（９）：９２１－９（１９９７））。しかしながら、本明細書中に記載され
る非侵襲性の胎児核酸に基づく方法と組み合わされる通常使用される異数性検出方法の併
用は、より低い偽陽性率で精度を改善し得る。併用される診断法の例は、本明細書中で参
考として援用されるＰＣＴ公開番号ＷＯ２００８１５７２６４Ａ２（本出願人に譲渡）に
記載されている。いくつかの実施形態において、本技術の方法は、細胞ベースの方法と併
用され得、ここで、胎児の細胞は、侵襲的または非侵襲的に獲得され得る。
【００４４】
　ある特定の実施形態において、染色体異常に対する高リスクは、本明細書中に提供され
る組成物または方法からもたらされた成果または結果に基づく。成果の例は、正倍数性の
絶対コピー数または対立遺伝子比からのずれであり、それは、染色体異数性の存在を示す
。この標準コントロールからの絶対コピー数または比の増加または減少は、染色体異常（
例えば、トリソミー２１）を有する胎児を有する高リスクを示す。本明細書中に記載され
る方法に関係する情報（例えば、トリソミーまたは異数性の成果、結果またはリスク）は
、例えば、任意の適当な媒体に焼き付けられ（ｔｒａｎｓｆｉｘｅｄ）得、解釈表現され
得、記録され得、および／または表示され得る。例えば、成果は、その成果を保存するか
、格納するか、共有するか、通信するか、または別途解析するために媒体に焼き付けられ
得る。媒体は、有形（例えば、紙）または無形（例えば、電子媒体）であり得、媒体の例
としては、コンピュータ媒体、データベース、カルテ、患者カルテ、記録、患者記録、グ
ラフおよび表ならびに他の任意の表現媒体が挙げられるが、これらに限定されない。その
情報は、時折、コンピュータ読み取り可能な形態で保存および／または解釈表現され、時
折、データベース内に保存され、整理される。ある特定の実施形態において、その情報は
、物理的媒体（例えば、紙）またはコンピュータ可読媒体（例えば、光学的記憶装置およ
び／もしくは磁気記憶装置または伝送媒体、フロッピー（登録商標）ディスク、ハードデ
ィスク、ランダムアクセス記憶装置、コンピュータプロセシングユニット、ファクシミリ
信号、衛星信号、インターネットを利用した伝送もしくはワールドワイドウェブを利用し
た伝送）を用いて、１つの場所から別の場所に移され得る。
【００４５】
　ＣｐＧアイランドは、いくつかの場合においてＣｐＧ含有ゲノム配列として使用され得
る一方、他の場合では、ＣｐＧ含有ゲノム配列は、ＣｐＧアイランドでないかもしれない
。いくつかの実施形態において、本技術は、本技術の方法を行うためのキットを提供する
。そのキットの１つの構成要素は、メチル化感受性結合剤である。
　本発明の好ましい実施形態では、例えば以下が提供される：
（項目１）
胎児核酸を調製するための方法であって、該方法は：
ａ）妊婦からサンプルを得る工程；
ｂ）胎児核酸と母体核酸対応物との間の異なるメチル化状態に従って、該妊婦のサンプル
由来の該母体核酸から該胎児核酸を分離する工程であって、ここで、該胎児核酸は、配列
番号１～８９のポリヌクレオチド配列の１つ以上からの１つ以上のＣｐＧ部位を含む、工
程；およびｃ）パート（ｂ）において分離された胎児核酸を鋳型として利用するプロセス
によって、胎児核酸を含む核酸を調製する工程
を包含する、方法。
（項目２）
前記胎児核酸が、メチル化ヌクレオチドに特異的に結合する作用物質によって前記母体核
酸から分離される、項目１に記載の方法。
（項目３）
メチル化ヌクレオチドに結合する前記作用物質が、メチル－ＣｐＧ結合タンパク質（ＭＢ
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Ｄ）またはそのフラグメントである、項目２に記載の方法。
（項目４）
メチル化ヌクレオチドに結合する前記作用物質が、メチル化された胎児核酸に結合する、
項目２に記載の方法。
（項目５）
メチル化ヌクレオチドに結合する前記作用物質が、メチル化された母体核酸に結合する、
項目２に記載の方法。
（項目６）
前記胎児核酸が、非メチル化ヌクレオチドに特異的に結合する作用物質によって前記母体
核酸から分離される、項目２に記載の方法。
（項目７）
前記胎児核酸が、メチル化されていない母体核酸を特異的に消化する作用物質によって前
記母体核酸から分離される、項目１に記載の方法。
（項目８）
メチル化されていない母体核酸を特異的に消化する前記作用物質が、メチル化（ｍｅｔｈ
ｙａｌｔｉｏｎ）感受性制限酵素である、項目７に記載の方法。
（項目９）
２つ以上のメチル化感受性制限酵素が、同じ反応において使用される、項目８に記載の方
法。
（項目１０）
前記工程ｃ）のプロセスが、増幅反応である、項目１に記載の方法。
（項目１１）
前記工程ｃ）のプロセスが、胎児核酸の絶対量を測定するための方法である、項目１に記
載の方法。
（項目１２）
配列番号１～８９のポリヌクレオチド配列のうちの３つ以上が、調製される、項目１に記
載の方法。
（項目１３）
母体サンプル中の胎児核酸の絶対量を測定するための方法であって、ここで、該母体サン
プルは、差次的にメチル化された母体核酸および胎児核酸を含み、該方法は：
ａ）１つ以上のメチル化感受性制限酵素を用いて母体サンプル中の該母体核酸を消化する
ことにより、該胎児核酸を濃縮する工程；および
ｂ）多型に基づかない定量方法および亜硫酸水素塩に基づかない定量方法を用いて工程ａ
）からの胎児核酸の絶対量を測定する工程
を包含する、方法。
（項目１４）
胎児核酸の前記絶対量または濃度が、胎児の形質を判定する診断法とともに用いられ、こ
こで、該診断法は、ある特定の臨床的感度または臨床的特異性の必要条件を満たす所与の
絶対量または濃度の胎児核酸を必要とする、項目１３に記載の方法。
（項目１５）
母体サンプル中の胎児核酸の濃度を測定するための方法であって、ここで、該母体サンプ
ルは、差次的にメチル化された母体核酸および胎児核酸を含み、該方法は：
ａ）該母体サンプル中に存在する核酸の総量を測定する工程；
ｂ）メチル化感受性制限酵素を用いて母体サンプル中の該母体核酸を消化することにより
、該胎児核酸を濃縮する工程；
ｃ）多型に基づかない定量方法および亜硫酸水素塩に基づかない定量方法を用いて工程ｂ
）からの胎児核酸の量を測定する工程；および
ｄ）工程ｃ）からの胎児核酸の量を工程ａ）からの核酸の総量と比較することにより、該
母体サンプル中の胎児核酸の濃度を測定する工程
を包含する、方法。



(16) JP 6634105 B2 2020.1.22

10

20

30

40

50

（項目１６）
胎児核酸の前記絶対量または濃度が、胎児の形質を判定する診断法とともに用いられ、こ
こで、該診断法は、ある特定の臨床的感度または臨床的特異性の必要条件を満たす所与の
絶対量または濃度の胎児核酸を必要とする、項目１５に記載の方法。
（項目１７）
母体サンプル由来の胎児核酸を用いて胎児の異数性の有無を判定するための方法であって
、ここで、該母体サンプルは、差次的にメチル化された母体核酸および胎児核酸を含み、
該方法は：
ａ）メチル化感受性制限酵素を用いて母体サンプル中の該母体核酸を消化することにより
、該胎児核酸を濃縮する工程；
ｂ）多型に基づかない定量方法および亜硫酸水素塩に基づかない定量方法を用いて標的染
色体由来の胎児核酸の量を測定する工程；
ｃ）多型に基づかない定量方法および亜硫酸水素塩に基づかない定量方法を用いて参照染
色体由来の胎児核酸の量を測定する工程；
ｄ）工程ｂ）からの胎児核酸の量を工程ｃ）からの胎児核酸の量と比較する工程であって
、ここで、標的の胎児核酸の量と参照の胎児核酸の量との間の統計学的有意差は、胎児の
異数性の存在を示す、工程
を包含する、方法。
（項目１８）
前記標的染色体および参照染色体の各々における３から１５遺伝子座における胎児核酸の
量が、測定される、項目１７に記載の方法。
（項目１９）
前記メチル化感受性制限酵素の消化効率が、測定される、項目１３、１５または１７に記
載の方法。
（項目２０）
前記定量を行うための、多型に基づかない方法および亜硫酸水素塩に基づかない方法は、
胎児核酸の量を測定するために競合物質に基づく方法を用いる、項目１３、１５または１
７に記載の方法。
（項目２１）
前記方法が、母体サンプル中に存在するＹ染色体核酸の有無を判定する工程をさらに包含
する、項目１３、１５または１７に記載の方法。
（項目２２）
母体サンプル中に存在する前記Ｙ染色体核酸の量が、男の胎児に対して測定される、項目
２１に記載の方法。
（項目２３）
前記胎児核酸の量が、前記Ｙ染色体核酸の量と比較される、項目２２に記載の方法。
（項目２４）
２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、３０、４０、５０またはそれ以上
の遺伝子座における胎児核酸の量が測定される、項目１３または１５に記載の方法。
（項目２５）
母体サンプル中に存在する核酸の総量が測定される、項目１３または１７に記載の方法。
（項目２６）
前記核酸の総量および男の胎児に対するＹ染色体核酸の量が、測定される、項目１３、１
５または１７に記載の方法。
（項目２７）
前記核酸の総量、男の胎児に対するＹ染色体核酸の量、および前記メチル化感受性制限酵
素の消化効率のすべてが、測定される、項目１３、１５または１７に記載の方法。
（項目２８）
２つ以上のアッセイが、核酸の総量を測定するために用いられ、１つ以上のアッセイが、
男の胎児に対するＹ染色体核酸の量を測定するために用いられ、そして１つ以上のアッセ
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イが、前記メチル化感受性制限酵素の消化効率を測定するために用いられる、項目２７に
記載の方法。
（項目２９）
３またはそれ以上の遺伝子座における胎児核酸の量が測定される、項目２８に記載の方法
。
（項目３０）
前記胎児核酸の量が、消化された母体核酸の平均長より大きいアンプリコンを生成する増
幅反応によって測定され、それにより、該胎児核酸がさらに濃縮される、項目１３、１５
または１７に記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【００４６】
【図１】図１は、差次的にメチル化されたＤＮＡを分離するために使用される組換えＭＢ
Ｄ－Ｆｃタンパク質の構造を示している。
【図２】図２は、メチル－ＣｐＧに結合する抗体様タンパク質が、好ましくは、ＣｐＧジ
ヌクレオチドにおいてメチル化ＤＮＡである、その「抗原」に対して高親和性および高ア
ビディティーを有することを示している。
【図３】図３は、ＭＢＤ－ＦＣのメチル結合ドメインが、メチル化の状態に関係なくＤＮ
Ａ分子に結合することを示している。このタンパク質／ＤＮＡ相互作用の強度は、ＤＮＡ
メチル化のレベルによって定義される。ゲノムＤＮＡに結合した後、溶出溶液の塩濃度を
徐々に高くすることにより、非メチル化ＤＮＡとメチル化ＤＮＡとが分画され得、管理さ
れた分離が可能になる。
【図４】図４は、組換えＭＢＤ－Ｆｃタンパク質およびマイクロアレイを用いて、胎児お
よび母体由来の差次的にメチル化されたＤＮＡを同定するために使用される実験を示して
いる。
【図５】図５は、図４に図示された実験からもたらされた結果を検証するために使用され
たＳｅｑｕｅｎｏｍ（登録商標）ＥｐｉＴＹＰＥＲＴＭ法によってもたらされた代表的な
結果を示している。
【図６】図６は、マイクロアレイ解析から得られたｌｏｇ比（ｘ軸）とＥｐｉＴＹＰＥＲ
解析によって得られたメチル化の差（ｙ軸）との相関関係を示している。各データポイン
トは、測定されたすべてのサンプルに対する１つの領域についての平均である。母体ＤＮ
Ａの高度にメチル化された画分が、胎盤ＤＮＡの高度にメチル化された画分とハイブリダ
イズするので、マイクロアレイ解析は、本質的には相対的なものである。正の値は、胎盤
サンプルのより高いメチル化を示す。質量分析では、各サンプルを個別に測定する。本発
明者らは、まず、胎盤のメチル化の値から母体のメチル化の値を減じることによって、メ
チル化の差を計算した。この結果をマイクロアレイデータと比較するために、本発明者ら
は、すべての母体／胎盤ＤＮＡ対についての差の平均を計算した。
【図７】図７は、母体のメチル化の平均と胎盤のメチル化の平均との差をマイクロアレイ
の結果を比較している。
【図８】図８は、予想されたｇＤＮＡ分子の数と、質量分析と併用の競合ＰＣＲによって
測定された分子の数との相関関係を示している。この実験において、本発明者らは、全血
に由来するＤＮＡ（黒色十字の記号）および市販の完全にメチル化されたＤＮＡ（赤色十
字）を９０対１０の比で使用した。本発明者らは、非メチル化ＤＮＡの画分とメチル化Ｄ
ＮＡの画分とを分離するためにＭＢＤ－ＦＣ融合タンパク質を使用した。各画分を、質量
分析の読み出しとともに、競合ＰＣＲ解析に供した。この方法は、コピー数のばらつきの
解析について先に報告されており、遺伝子発現解析について商業的に利用可能である。こ
のアプローチは、既知濃度の合成オリゴヌクレオチドの助けによってＤＮＡ分子の絶対的
な定量を可能にする。この実験では、本発明者らは、ここで用いられた全血サンプル中で
メチル化されていなかったＭＧＭＴ遺伝子座を標的にした。合計３００コピーのｇＤＮＡ
を投入したとき、本発明者らは、２７０コピーの非メチル化ＤＮＡおよび３０コピーのメ
チル化ＤＮＡがみられると予想する。測定されるコピー数は、期待値とおおむね一致する
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。６００コピーの投入ＤＮＡにおけるデータポイントは、この反応の偏りを示唆しており
、このアッセイが使用され得る前に、この実験コンセプトの最初の証明が、より開発的な
研究によって追跡される必要があることを示している。しかしながら、この最初のデータ
は、過剰量の非メチル化ＤＮＡ種の存在下において数コピーのメチル化ＤＮＡを捕捉する
ためおよび定量するためのアプローチの実行可能性を示唆している。
【図９Ａ】図９Ａ～９Ｃは、ゲノム位置に関する、マイクロアレイ解析（黒色の棒）およ
び質量分析（薄灰色の棒）から得られたメチル化の差の棒グラフのプロットを示している
。マイクロアレイによって差次的にメチル化されていると同定された８５個の領域の各々
について、個別のプロットが提供されている。各プロットに対するｘ軸は、その領域の染
色体の位置を示している。ｙ軸は、ｌｏｇ比（ｌｏｇ　ｒａｔｉｏｎ）（マイクロアレイ
の場合）およびメチル化の差（質量分析の結果の場合）を示している。マイクロアレイに
ついては、その領域における各ハイブリダイゼーションプローブが、１本の黒色（または
濃い灰色）の棒として示されている。質量分析の結果については、各ＣｐＧ部位が、薄灰
色の棒として示されている。０より大きい値を示している棒は、母体ＤＮＡと比べて胎盤
サンプル中のＤＮＡメチル化が高いことを示唆している。いくつかの遺伝子について、差
は小さい（すなわち、ＲＢ１またはＤＳＣＲ６）にもかかわらず、統計学的に有意である
。それらの領域は、胎児ＤＮＡ濃縮ストラテジーにはあまり適切でない。
【図９Ｂ】図９Ａ～９Ｃは、ゲノム位置に関する、マイクロアレイ解析（黒色の棒）およ
び質量分析（薄灰色の棒）から得られたメチル化の差の棒グラフのプロットを示している
。マイクロアレイによって差次的にメチル化されていると同定された８５個の領域の各々
について、個別のプロットが提供されている。各プロットに対するｘ軸は、その領域の染
色体の位置を示している。ｙ軸は、ｌｏｇ比（ｌｏｇ　ｒａｔｉｏｎ）（マイクロアレイ
の場合）およびメチル化の差（質量分析の結果の場合）を示している。マイクロアレイに
ついては、その領域における各ハイブリダイゼーションプローブが、１本の黒色（または
濃い灰色）の棒として示されている。質量分析の結果については、各ＣｐＧ部位が、薄灰
色の棒として示されている。０より大きい値を示している棒は、母体ＤＮＡと比べて胎盤
サンプル中のＤＮＡメチル化が高いことを示唆している。いくつかの遺伝子について、差
は小さい（すなわち、ＲＢ１またはＤＳＣＲ６）にもかかわらず、統計学的に有意である
。それらの領域は、胎児ＤＮＡ濃縮ストラテジーにはあまり適切でない。
【図９Ｃ】図９Ａ～９Ｃは、ゲノム位置に関する、マイクロアレイ解析（黒色の棒）およ
び質量分析（薄灰色の棒）から得られたメチル化の差の棒グラフのプロットを示している
。マイクロアレイによって差次的にメチル化されていると同定された８５個の領域の各々
について、個別のプロットが提供されている。各プロットに対するｘ軸は、その領域の染
色体の位置を示している。ｙ軸は、ｌｏｇ比（ｌｏｇ　ｒａｔｉｏｎ）（マイクロアレイ
の場合）およびメチル化の差（質量分析の結果の場合）を示している。マイクロアレイに
ついては、その領域における各ハイブリダイゼーションプローブが、１本の黒色（または
濃い灰色）の棒として示されている。質量分析の結果については、各ＣｐＧ部位が、薄灰
色の棒として示されている。０より大きい値を示している棒は、母体ＤＮＡと比べて胎盤
サンプル中のＤＮＡメチル化が高いことを示唆している。いくつかの遺伝子について、差
は小さい（すなわち、ＲＢ１またはＤＳＣＲ６）にもかかわらず、統計学的に有意である
。それらの領域は、胎児ＤＮＡ濃縮ストラテジーにはあまり適切でない。
【図９Ｄ】図９Ａ～９Ｃは、ゲノム位置に関する、マイクロアレイ解析（黒色の棒）およ
び質量分析（薄灰色の棒）から得られたメチル化の差の棒グラフのプロットを示している
。マイクロアレイによって差次的にメチル化されていると同定された８５個の領域の各々
について、個別のプロットが提供されている。各プロットに対するｘ軸は、その領域の染
色体の位置を示している。ｙ軸は、ｌｏｇ比（ｌｏｇ　ｒａｔｉｏｎ）（マイクロアレイ
の場合）およびメチル化の差（質量分析の結果の場合）を示している。マイクロアレイに
ついては、その領域における各ハイブリダイゼーションプローブが、１本の黒色（または
濃い灰色）の棒として示されている。質量分析の結果については、各ＣｐＧ部位が、薄灰
色の棒として示されている。０より大きい値を示している棒は、母体ＤＮＡと比べて胎盤
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サンプル中のＤＮＡメチル化が高いことを示唆している。いくつかの遺伝子について、差
は小さい（すなわち、ＲＢ１またはＤＳＣＲ６）にもかかわらず、統計学的に有意である
。それらの領域は、胎児ＤＮＡ濃縮ストラテジーにはあまり適切でない。
【図９Ｅ】図９Ａ～９Ｃは、ゲノム位置に関する、マイクロアレイ解析（黒色の棒）およ
び質量分析（薄灰色の棒）から得られたメチル化の差の棒グラフのプロットを示している
。マイクロアレイによって差次的にメチル化されていると同定された８５個の領域の各々
について、個別のプロットが提供されている。各プロットに対するｘ軸は、その領域の染
色体の位置を示している。ｙ軸は、ｌｏｇ比（ｌｏｇ　ｒａｔｉｏｎ）（マイクロアレイ
の場合）およびメチル化の差（質量分析の結果の場合）を示している。マイクロアレイに
ついては、その領域における各ハイブリダイゼーションプローブが、１本の黒色（または
濃い灰色）の棒として示されている。質量分析の結果については、各ＣｐＧ部位が、薄灰
色の棒として示されている。０より大きい値を示している棒は、母体ＤＮＡと比べて胎盤
サンプル中のＤＮＡメチル化が高いことを示唆している。いくつかの遺伝子について、差
は小さい（すなわち、ＲＢ１またはＤＳＣＲ６）にもかかわらず、統計学的に有意である
。それらの領域は、胎児ＤＮＡ濃縮ストラテジーにはあまり適切でない。
【図９Ｆ】図９Ａ～９Ｃは、ゲノム位置に関する、マイクロアレイ解析（黒色の棒）およ
び質量分析（薄灰色の棒）から得られたメチル化の差の棒グラフのプロットを示している
。マイクロアレイによって差次的にメチル化されていると同定された８５個の領域の各々
について、個別のプロットが提供されている。各プロットに対するｘ軸は、その領域の染
色体の位置を示している。ｙ軸は、ｌｏｇ比（ｌｏｇ　ｒａｔｉｏｎ）（マイクロアレイ
の場合）およびメチル化の差（質量分析の結果の場合）を示している。マイクロアレイに
ついては、その領域における各ハイブリダイゼーションプローブが、１本の黒色（または
濃い灰色）の棒として示されている。質量分析の結果については、各ＣｐＧ部位が、薄灰
色の棒として示されている。０より大きい値を示している棒は、母体ＤＮＡと比べて胎盤
サンプル中のＤＮＡメチル化が高いことを示唆している。いくつかの遺伝子について、差
は小さい（すなわち、ＲＢ１またはＤＳＣＲ６）にもかかわらず、統計学的に有意である
。それらの領域は、胎児ＤＮＡ濃縮ストラテジーにはあまり適切でない。
【図９Ｇ】図９Ａ～９Ｃは、ゲノム位置に関する、マイクロアレイ解析（黒色の棒）およ
び質量分析（薄灰色の棒）から得られたメチル化の差の棒グラフのプロットを示している
。マイクロアレイによって差次的にメチル化されていると同定された８５個の領域の各々
について、個別のプロットが提供されている。各プロットに対するｘ軸は、その領域の染
色体の位置を示している。ｙ軸は、ｌｏｇ比（ｌｏｇ　ｒａｔｉｏｎ）（マイクロアレイ
の場合）およびメチル化の差（質量分析の結果の場合）を示している。マイクロアレイに
ついては、その領域における各ハイブリダイゼーションプローブが、１本の黒色（または
濃い灰色）の棒として示されている。質量分析の結果については、各ＣｐＧ部位が、薄灰
色の棒として示されている。０より大きい値を示している棒は、母体ＤＮＡと比べて胎盤
サンプル中のＤＮＡメチル化が高いことを示唆している。いくつかの遺伝子について、差
は小さい（すなわち、ＲＢ１またはＤＳＣＲ６）にもかかわらず、統計学的に有意である
。それらの領域は、胎児ＤＮＡ濃縮ストラテジーにはあまり適切でない。
【図９Ｈ】図９Ａ～９Ｃは、ゲノム位置に関する、マイクロアレイ解析（黒色の棒）およ
び質量分析（薄灰色の棒）から得られたメチル化の差の棒グラフのプロットを示している
。マイクロアレイによって差次的にメチル化されていると同定された８５個の領域の各々
について、個別のプロットが提供されている。各プロットに対するｘ軸は、その領域の染
色体の位置を示している。ｙ軸は、ｌｏｇ比（ｌｏｇ　ｒａｔｉｏｎ）（マイクロアレイ
の場合）およびメチル化の差（質量分析の結果の場合）を示している。マイクロアレイに
ついては、その領域における各ハイブリダイゼーションプローブが、１本の黒色（または
濃い灰色）の棒として示されている。質量分析の結果については、各ＣｐＧ部位が、薄灰
色の棒として示されている。０より大きい値を示している棒は、母体ＤＮＡと比べて胎盤
サンプル中のＤＮＡメチル化が高いことを示唆している。いくつかの遺伝子について、差
は小さい（すなわち、ＲＢ１またはＤＳＣＲ６）にもかかわらず、統計学的に有意である
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。それらの領域は、胎児ＤＮＡ濃縮ストラテジーにはあまり適切でない。
【図９Ｉ】図９Ａ～９Ｃは、ゲノム位置に関する、マイクロアレイ解析（黒色の棒）およ
び質量分析（薄灰色の棒）から得られたメチル化の差の棒グラフのプロットを示している
。マイクロアレイによって差次的にメチル化されていると同定された８５個の領域の各々
について、個別のプロットが提供されている。各プロットに対するｘ軸は、その領域の染
色体の位置を示している。ｙ軸は、ｌｏｇ比（ｌｏｇ　ｒａｔｉｏｎ）（マイクロアレイ
の場合）およびメチル化の差（質量分析の結果の場合）を示している。マイクロアレイに
ついては、その領域における各ハイブリダイゼーションプローブが、１本の黒色（または
濃い灰色）の棒として示されている。質量分析の結果については、各ＣｐＧ部位が、薄灰
色の棒として示されている。０より大きい値を示している棒は、母体ＤＮＡと比べて胎盤
サンプル中のＤＮＡメチル化が高いことを示唆している。いくつかの遺伝子について、差
は小さい（すなわち、ＲＢ１またはＤＳＣＲ６）にもかかわらず、統計学的に有意である
。それらの領域は、胎児ＤＮＡ濃縮ストラテジーにはあまり適切でない。
【図９Ｊ】図９Ａ～９Ｃは、ゲノム位置に関する、マイクロアレイ解析（黒色の棒）およ
び質量分析（薄灰色の棒）から得られたメチル化の差の棒グラフのプロットを示している
。マイクロアレイによって差次的にメチル化されていると同定された８５個の領域の各々
について、個別のプロットが提供されている。各プロットに対するｘ軸は、その領域の染
色体の位置を示している。ｙ軸は、ｌｏｇ比（ｌｏｇ　ｒａｔｉｏｎ）（マイクロアレイ
の場合）およびメチル化の差（質量分析の結果の場合）を示している。マイクロアレイに
ついては、その領域における各ハイブリダイゼーションプローブが、１本の黒色（または
濃い灰色）の棒として示されている。質量分析の結果については、各ＣｐＧ部位が、薄灰
色の棒として示されている。０より大きい値を示している棒は、母体ＤＮＡと比べて胎盤
サンプル中のＤＮＡメチル化が高いことを示唆している。いくつかの遺伝子について、差
は小さい（すなわち、ＲＢ１またはＤＳＣＲ６）にもかかわらず、統計学的に有意である
。それらの領域は、胎児ＤＮＡ濃縮ストラテジーにはあまり適切でない。
【図９Ｋ】図９Ａ～９Ｃは、ゲノム位置に関する、マイクロアレイ解析（黒色の棒）およ
び質量分析（薄灰色の棒）から得られたメチル化の差の棒グラフのプロットを示している
。マイクロアレイによって差次的にメチル化されていると同定された８５個の領域の各々
について、個別のプロットが提供されている。各プロットに対するｘ軸は、その領域の染
色体の位置を示している。ｙ軸は、ｌｏｇ比（ｌｏｇ　ｒａｔｉｏｎ）（マイクロアレイ
の場合）およびメチル化の差（質量分析の結果の場合）を示している。マイクロアレイに
ついては、その領域における各ハイブリダイゼーションプローブが、１本の黒色（または
濃い灰色）の棒として示されている。質量分析の結果については、各ＣｐＧ部位が、薄灰
色の棒として示されている。０より大きい値を示している棒は、母体ＤＮＡと比べて胎盤
サンプル中のＤＮＡメチル化が高いことを示唆している。いくつかの遺伝子について、差
は小さい（すなわち、ＲＢ１またはＤＳＣＲ６）にもかかわらず、統計学的に有意である
。それらの領域は、胎児ＤＮＡ濃縮ストラテジーにはあまり適切でない。
【図９Ｌ】図９Ａ～９Ｃは、ゲノム位置に関する、マイクロアレイ解析（黒色の棒）およ
び質量分析（薄灰色の棒）から得られたメチル化の差の棒グラフのプロットを示している
。マイクロアレイによって差次的にメチル化されていると同定された８５個の領域の各々
について、個別のプロットが提供されている。各プロットに対するｘ軸は、その領域の染
色体の位置を示している。ｙ軸は、ｌｏｇ比（ｌｏｇ　ｒａｔｉｏｎ）（マイクロアレイ
の場合）およびメチル化の差（質量分析の結果の場合）を示している。マイクロアレイに
ついては、その領域における各ハイブリダイゼーションプローブが、１本の黒色（または
濃い灰色）の棒として示されている。質量分析の結果については、各ＣｐＧ部位が、薄灰
色の棒として示されている。０より大きい値を示している棒は、母体ＤＮＡと比べて胎盤
サンプル中のＤＮＡメチル化が高いことを示唆している。いくつかの遺伝子について、差
は小さい（すなわち、ＲＢ１またはＤＳＣＲ６）にもかかわらず、統計学的に有意である
。それらの領域は、胎児ＤＮＡ濃縮ストラテジーにはあまり適切でない。
【図１０】図１０は、胎児の定量方法（Ｆｅｔａｌ　Ｑｕａｎｔｉｆｉｅｒ　Ｍｅｔｈｏ
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ｄ）の一実施形態を示している。母体核酸を選択的に消化し、残りの胎児核酸を、既知濃
度の競合物質を用いて定量する。この模式図では、被検体を分離し、そして質量分析計（
ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｍｔｅｒ）によって定量している。
【図１１】図１１は、メチル化に基づく胎児の診断法の一実施形態を示している。母体核
酸を選択的に消化し、残りの胎児核酸を、３つの異なる染色体（１３、１８および２１）
について定量する。この図のパート２および３は、消化の前後のサンプル中の核酸のサイ
ズ分布を図示している。この増幅反応は、消化された母体核酸よりも長い未消化の胎児核
酸が好まれることにより胎児核酸がさらに濃縮されるように、サイズ特異的（例えば、１
００塩基対を超えるアンプリコン）であり得る。この図の下のスペクトルは、トリソミー
２１を示す、胎児の２１番染色体の核酸の量が増加していることを示している。
【図１２】図１２は、非妊婦の血液から単離された４つの異なるＤＮＡサンプルからの増
幅可能なゲノムコピーの総数を示している。１反応物あたり約２５００、１２５０、６２
５または３１３コピーを含むように各サンプルを希釈した。２つの総コピー数アッセイ（
表ＸにおけるＡＬＢおよびＲＮＡｓｅＰ）から得られたＤＮＡ／競合物質の平均比を得る
ことによって、各測定値を得た。図１２に示されるように、総コピー数は、様々なサンプ
ルにわたって正確かつ安定であるので、この競合物質ベースのアプローチの有用性が確認
された。
【図１３Ａ】様々な量の男児のメチル化胎盤ＤＮＡがスパイクインされ、一定数の非メチ
ル化母体ＤＮＡを含むモデルシステムが作製された。それらのサンプルには、非メチル化
母体ＤＮＡに対して約０～２５％の範囲の男児の胎盤の量が加えられた。総コピー数アッ
セイと比較したときのメチル化アッセイ（図１３Ａ）およびＹ染色体マーカー（図１３Ｂ
）から得られた比を用いて、胎盤ＤＮＡの割合が計算された。メチル化マーカーおよびＹ
染色体マーカーは、表Ｘに提供されている。
【図１３Ｂ】様々な量の男児のメチル化胎盤ＤＮＡがスパイクインされ、一定数の非メチ
ル化母体ＤＮＡを含むモデルシステムが作製された。それらのサンプルには、非メチル化
母体ＤＮＡに対して約０～２５％の範囲の男児の胎盤の量が加えられた。総コピー数アッ
セイと比較したときのメチル化アッセイ（図１３Ａ）およびＹ染色体マーカー（図１３Ｂ
）から得られた比を用いて、胎盤ＤＮＡの割合が計算された。メチル化マーカーおよびＹ
染色体マーカーは、表Ｘに提供されている。
【図１４】図１４ＡおよびＢは、血漿サンプルからの総コピー数アッセイの結果を示して
いる。図１４Ａでは、各サンプルに対するコピー数が示されている。２つのサンプル（２
５および２６番）は、他のすべてのサンプルよりも著しく高い総コピー数を有する。約１
３００個の増幅可能なコピー／ｍｌ血漿という平均を得た（７６６～２０５５の範囲）。
図１４Ｂは、それらの結果を要約している所与の値の箱ひげ図を示している。
【図１５】男の胎児を妊娠している妊婦から採取された３３個の異なる血漿サンプル由来
の胎児核酸の量（またはコピー数）がプロットされている。得られたコピー数は、表Ｘに
提供されるアッセイを用いて、メチル化マーカーおよびＹ染色体特異的マーカーを使用し
て計算された。図１５Ｂに見られるように、所与の値の箱ひげ図は、２つの異なる測定値
間の最小の差を示しており、ゆえに、この方法の正確度および安定性が確認された。
【図１６】図１６は、図１５Ａからのメチル化マーカー　対　Ｙ染色体マーカーを用いて
得られた結果間の対をなした相関関係を示している。
【図１７】図１７は、コントロール　対　競合物質に対する消化の比を用い、この値を平
均総コピー数アッセイと比べたときの制限酵素の消化効率を示している。サンプル２６は
別として、すべての反応が、約９９％より高い効率を示している。
【図１８】図１８は、男児を妊娠している場合はＹ染色体特異的マーカーを用いて、およ
びすべての妊娠の場合（胎児の性別に関係なく）にはメチル化画分の平均を用いて、サン
プル中の胎児ＤＮＡの画分（または濃度）を計算するための特定の方法を提供している。
【図１９】図１９は、Ｙ染色体特異的マーカーを用いずにサンプル中の胎児ＤＮＡの画分
（または濃度）を計算するための特定の方法を提供している。代わりに、メチル化を定量
するためのアッセイだけを用いて、胎児ＤＮＡの濃度が測定された。
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【図２０】図２０は、本技術の方法を用いて、シミュレートされたトリソミー２１診断に
対するｔ検定の検出力計算を示している。この図は、ｘ軸の変動係数（ＣＶ）と、単純な
ｔ検定を用いてアッセイ集団を識別する検出力（ｙ軸）との関係を示している。このデー
タは、すべての場合の９９％において、この２つの集団（正倍数性　対　異数性）が、５
％またはそれ以下のＣＶをもたらす０．００１という有意水準で識別され得ることを示唆
している。
【発明を実施するための形態】
【００４７】
　定義
　用語「妊娠関連障害」は、本願において使用される場合、妊婦、胎児または妊婦と胎児
の両方に影響し得る任意の状態または疾患のことを指す。そのような状態または疾患は、
限られた期間中、例えば、妊娠中もしくは分娩中にその症状を顕わし得るか、または出生
後の胎児の全生涯期間において継続し得る。妊娠関連障害のいくつかの例としては、子宮
外妊娠、子癇前症、早産、ＲｈＤ不適合、トリソミー２１などの胎児の染色体異常、およ
び遺伝学的に遺伝する胎児の障害（例えば、嚢胞性線維症、ベータ－サラセミアまたは他
の単一遺伝子障害）が挙げられる。母体サンプルから胎児核酸（ｆｅｔａｌ　ｎｕｃｌｅ
ｉｃ）を濃縮できることは、常染色体劣性遺伝病の非侵襲性出生前診断にとって特に有用
たらしめ得る（例えば、母親と父親とが同一の疾患原因変異を共有するときに、母体の血
漿に基づく非トリソミー出生前診断のために調べて予め了解しておく場合）。
【００４８】
　用語「染色体異常」または「異数性」は、本明細書中で使用される場合、対象染色体の
構造と正常な相同染色体の構造との間のずれのことを指す。用語「正常」とは、特定の種
の健常個体に見られる優勢の核型またはバンディングパターン、例えば、正倍数性のゲノ
ム（ヒトでは、４６ＸＸまたは４６ＸＹ）のことを指す。染色体異常は、数的または構造
的であり得、それらとしては、異数性、倍数性、逆位、トリソミー、モノソミー、重複、
欠失、染色体の一部の欠失、付加、染色体の一部の付加、挿入、染色体のフラグメント、
染色体の領域、染色体再編成および転座が挙げられるが、これらに限定されない。染色体
異常は、１つ以上の染色体の一部が、例えば、染色体転座に起因して通常の半数体の数の
正確な倍数でない染色体異常の状況のことも指し得る。染色体転座（例えば、１４番染色
体の一部が余分な２１番染色体によって置き換えられる、２１番染色体と１４番染色体と
の間の転座）は、部分的トリソミー２１を引き起こし得る。染色体異常は、病的状態の存
在または病的状態を発症する素因と相関し得る。染色体異常は、核酸の定量的解析によっ
て検出され得る。
【００４９】
　用語「核酸」および「核酸分子」は、本開示全体にわたって交換可能に使用され得る。
これらの用語は、ＤＮＡ（例えば、相補ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）、ゲノムＤＮＡ（ｇＤＮＡ）
など）、ＲＮＡ（例えば、メッセージＲＮＡ（ｍＲＮＡ）、低分子阻害性（ｓｈｏｒｔ　
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ）ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）、リボソームＲＮＡ（ｒＲＮＡ）、ｔＲＮ
Ａ、マイクロＲＮＡ、胎児または胎盤によって高度に発現されるＲＮＡなど）および／ま
たはＤＮＡアナログもしくはＲＮＡアナログ（例えば、塩基アナログ、糖アナログおよび
／または非天然の骨格を含むものなど）、ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドならびにポリアミ
ド核酸（ＰＮＡｓ）などに由来する任意の組成の核酸のことを指し、これらのすべては、
一本鎖または二本鎖の形態であり得、別段限定されない限り、天然に存在するヌクレオチ
ドと同様の様式で機能し得る天然のヌクレオチドの公知のアナログを含み得る。例えば、
配列番号１～８９に提供される核酸（表４を参照のこと）は、本明細書中のプロセスを行
うために有用な任意の形態（例えば、線状、環状、スーパーコイル、一本鎖、二本鎖など
）であり得るか、または本技術の一部としてその有用性を変化させない変異（例えば、挿
入、欠失または置換）を含み得る。核酸は、ある特定の実施形態において、プラスミド、
ファージ、自律複製配列（ＡＲＳ）、セントロメア、人工染色体、染色体、あるいはイン
ビトロまたは宿主細胞、細胞、細胞核もしくは細胞の細胞質において複製することができ



(23) JP 6634105 B2 2020.1.22

10

20

30

40

50

るかまたは複製されることができる他の核酸であり得るか、またはそれらに由来し得る。
鋳型核酸は、いくつかの実施形態において、単一染色体に由来し得る（例えば、核酸サン
プルは、二倍体生物から得られたサンプルの１本の染色体に由来し得る）。明確に限定さ
れない限り、この用語は、参照核酸と同様の結合特性を有し、かつ天然に存在するヌクレ
オチドと類似の様式で代謝される、天然のヌクレオチドの公知のアナログを含む核酸を包
含する。別段示されない限り、特定の核酸配列は、その保存的に改変されたバリアント（
例えば、縮重コドン置換）、対立遺伝子、オルソログ、単一ヌクレオチド多型（ＳＮＰｓ
）および相補的配列ならびに明示的に示された配列も暗黙的に包含する。具体的には、縮
重コドン置換は、１つ以上の選択された（またはすべての）コドンの３番目の位置が混合
塩基および／またはデオキシイノシン残基で置換されている配列を生成することによって
達成され得る（Ｂａｔｚｅｒら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．１９：５０８１（
１９９１）；Ｏｈｔｓｕｋａら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６０：２６０５－２６０８
（１９８５）；およびＲｏｓｓｏｌｉｎｉら、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｐｒｏｂｅｓ　８：９
１－９８（１９９４））。核酸という用語は、遺伝子座、遺伝子、ｃＤＮＡおよびある遺
伝子によってコードされるｍＲＮＡと交換可能に使用される。この用語は、ヌクレオチド
アナログから合成されたＲＮＡまたはＤＮＡの等価物、誘導体、バリアントおよびアナロ
グとして、一本鎖（「センス」または「アンチセンス」、「プラス」鎖または「マイナス
」鎖、「順方向」読み枠または「逆方向」読み枠）および二本鎖ポリヌクレオチドも含み
得る。デオキシリボヌクレオチドには、デオキシアデノシン、デオキシシチジン、デオキ
シグアノシンおよびデオキシチミジンが含まれる。ＲＮＡの場合、塩基シトシンは、ウラ
シルで置き換えられる。鋳型核酸は、被験体から得られた核酸を鋳型として用いて調製さ
れ得る。
【００５０】
　「１つ以上のＣｐＧ部位を含む核酸」または「ＣｐＧ含有ゲノム配列」は、本明細書中
で使用される場合、ヒト胎児または妊婦などの個体のゲノム内の規定の位置におけるＤＮ
Ａ配列のセグメントのことを指す。代表的には、「ＣｐＧ含有ゲノム配列」は、少なくと
も１５ヌクレオチド長であり、少なくとも１つのシトシンを含む。好ましくは、ＣｐＧ含
有ゲノム配列は、少なくとも３０、５０、８０、１００、１５０、２００、２５０または
３００ヌクレオチド長であり得、少なくとも２、５、１０、１５、２０、２５または３０
個のシトシンを含む。所与の位置における、例えば、所与の遺伝子座を中心にした領域内
におけるいずれか１つの「ＣｐＧ含有ゲノム配列」（表１を参照のこと）について、ヌク
レオチド配列変異は、個体ごとに、および同じ個体であっても対立遺伝子ごとに存在し得
る。代表的には、規定の遺伝子座を中心にしたそのような領域（例えば、ＣｐＧアイラン
ド）は、その遺伝子座ならびに上流および／または下流の配列を含む。上流または下流の
配列の各々（それぞれ、遺伝子座の５’または３’境界線から数えて）は、１０ｋｂもの
長さであり得、他の場合では、５ｋｂ、２ｋｂ、１ｋｂ、５００ｂｐ、２００ｂｐまたは
１００ｂｐの長さであり得る。さらに、「ＣｐＧ含有ゲノム配列」は、タンパク質生成の
ために転写されるかまたは転写されないヌクレオチド配列を含み得、そのヌクレオチド配
列は、遺伝子間配列、遺伝子内配列、タンパク質コード配列、非タンパク質コード配列（
例えば、転写プロモーター）またはそれらの組み合わせであり得る。
【００５１】
　本明細書中で使用される場合、「メチル化ヌクレオチド」または「メチル化ヌクレオチ
ド塩基」とは、ヌクレオチド塩基上におけるメチル部分の存在のことを指し、ここで、そ
のメチル部分は、認められている代表的なヌクレオチド塩基には存在しない。例えば、シ
トシンは、そのピリミジン環上にメチル部分を含まないが、５－メチルシトシンは、その
ピリミジン環の５位にメチル部分を含む。ゆえに、シトシンは、メチル化ヌクレオチドで
はなく、５－メチルシトシンが、メチル化ヌクレオチドである。別の例では、チミンは、
そのピリミジン環の５位にメチル部分を含むが、しかしながら、本明細書中の目的につい
て、チミンは、ＤＮＡの代表的なヌクレオチド塩基であるので、ＤＮＡに存在しても、メ
チル化ヌクレオチドであると考えられない。ＤＮＡに対する代表的なヌクレオシド塩基は
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、チミン、アデニン、シトシンおよびグアニンである。ＲＮＡに対する代表的な塩基は、
ウラシル、アデニン、シトシンおよびグアニンである。それに対応して、「メチル化部位
」は、メチル化が起きているかまたは起きる可能性のある標的遺伝子核酸領域における位
置である。例えば、ＣｐＧを含む位置は、メチル化部位であり、ここで、シトシンは、メ
チル化されていてもよいし、されていなくてもよい。
【００５２】
　本明細書中で使用される場合、「ＣｐＧ部位」または「メチル化部位」は、インビボに
おいて天然に生じる事象またはインビトロにおいてヌクレオチドを化学的にメチル化する
ように行われる事象によってメチル化を受けやすい核酸内のヌクレオチドである。
【００５３】
　本明細書中で使用される場合、「メチル化核酸分子」とは、メチル化されている１つ以
上のメチル化ヌクレオチドを含む核酸分子のことを指す。
【００５４】
　「ＣｐＧアイランド」は、本明細書中で使用される場合、機能的または構造的に逸脱し
たＣｐＧ密度を含むＤＮＡ配列のセグメントのことを記載する。例えば、Ｙａｍａｄａら
（Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１４：２４７－２６６，２００４）は、ＣｐＧアイ
ランドを判定するための基準のセットを報告した：ＣｐＧアイランドは、少なくとも４０
０ヌクレオチド長でなければならず、５０％超のＧＣ含有量および０．６を超えるＯＣＦ
／ＥＣＦ比を有する。その他の者（Ｔａｋａｉら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９９：３７４０－３７４５，２００２）は、少なくとも２００ヌクレオ
チド長、５０％超のＧＣ含有量、および０．６を超えるＯＣＦ／ＥＣＦ比を有する配列と
して、より厳密ではなくＣｐＧアイランドを定義している。
【００５５】
　用語「後成的状況」または「後成的状態」は、本明細書中で使用される場合、１次ヌク
レオチド配列以外の核酸（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）の分子レベルにおける任意の構
造的特徴のことを指す。例えば、ゲノムＤＮＡの後成的状況は、例えば、そのメチル化パ
ターンまたは細胞のタンパク質との会合によって決定されるかまたは影響されるその二次
構造または三次構造を含み得る。
【００５６】
　用語「メチル化プロファイル」「メチル化の状況」または「メチル化の状態」は、ゲノ
ム配列のメチル化の状況を記載するために本明細書中で使用される場合、特定のゲノム遺
伝子座におけるＤＮＡセグメントの、メチル化に関する特性のことを指す。そのような特
性としては、このＤＮＡ配列内のシトシン（Ｃ）残基のいずれかがメチル化されているか
否か、メチル化されたＣ残基の位置、任意の特定の長さの残基におけるメチル化されたＣ
のパーセンテージ、および例えば、対立遺伝子の起源の差に起因する、対立遺伝子のメチ
ル化の差が挙げられるが、これらに限定されない。用語「メチル化プロファイル」または
「メチル化の状態」は、生物学的サンプル中の任意の特定の長さの残基におけるメチル化
されたＣまたはメチル化されていないＣの相対的濃度または絶対的濃度のことも指す。例
えば、あるＤＮＡ配列内のシトシン（Ｃ）残基が、メチル化されている場合、その残基は
、「高メチル化されている」と言及され得る；一方、あるＤＮＡ配列内のシトシン（Ｃ）
残基が、メチル化されていない場合、その残基は、「低メチル化されている」と言及され
得る。同様に、あるＤＮＡ配列（例えば、胎児核酸）内のシトシン（Ｃ）残基が、異なる
領域由来または異なる個体由来の別の配列と比べて（例えば、母体核酸と比べて）メチル
化されている場合、その配列は、その他の配列と比べて高メチル化されていると考えられ
る。あるいは、あるＤＮＡ配列内のシトシン（Ｃ）残基が、異なる領域由来または異なる
個体（例えば、母体）由来の別の配列と比べてメチル化されていない場合、その配列は、
その他の配列と比べて低メチル化されていると考えられる。これらの配列は、「差次的に
メチル化されている」と言われ、より詳細には、メチル化の状態が、母体と胎児との間で
異なるとき、それらの配列は、「差次的にメチル化された母体核酸および胎児核酸」と考
えられる。
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【００５７】
　用語「メチル化ヌクレオチドに結合する作用物質」は、本明細書中で使用される場合、
メチル化された核酸に結合することができる物質のことを指す。その作用物質は、天然に
存在するものであっても合成のものであってもよく、改変されていてもよいし、改変され
ていなくてもよい。１つの実施形態において、その作用物質は、異なる核酸種の分離をそ
れぞれのメチル化の状況に従って可能にする。メチル化ヌクレオチドに結合する作用物質
の例は、ＷＯ０６０５６４８０Ａ２として公開され、本明細書中で参考として援用される
ＰＣＴ特許出願番号ＰＣＴ／ＥＰ２００５／０１２７０７に記載されている。その記載さ
れた作用物質は、メチルＣｐＧ結合タンパク質（ＭＢＤ）のファミリーに属するタンパク
質のＤＮＡ結合ドメインおよび抗体のＦｃ部分を含む二機能性ポリペプチドである（図１
を参照のこと）。その組換えメチルＣｐＧ結合抗体様タンパク質は、好ましくは、ＣｐＧ
メチル化ＤＮＡに抗体様の様式で結合し得る。それは、そのメチルＣｐＧ結合抗体様タン
パク質が、その「抗原」（好ましくは、ＣｐＧジヌクレオチドにおいてメチル化されてい
るＤＮＡである）に対して高親和性かつ高ビディティーを有することを意味する。その作
用物質は、多価ＭＢＤでもあり得る（図２を参照のこと）。
【００５８】
　用語「多型」は、本明細書中で使用される場合、同じゲノム配列の様々な対立遺伝子内
の配列変異のことを指す。多型を含む配列は、「多型配列」と考えられる。１つ以上の多
型の検出は、単一ゲノム配列の異なる対立遺伝子の区別または２つ以上の個体間の区別を
可能にする。本明細書中で使用される場合、用語「多型マーカー」または「多型配列」と
は、個体間のＤＮＡ配列における遺伝的変異を示すゲノムＤＮＡのセグメントのことを指
す。そのようなマーカーとしては、単一ヌクレオチド多型（ＳＮＰ）、制限酵素断片長多
型（ＲＦＬＰ）、ジ－、トリ－またはテトラ－ヌクレオチドリピートなどの短いタンデム
反復（ＳＴＲ）などが挙げられるが、これらに限定されない。本技術に記載の多型マーカ
ーは、濃縮された胎児核酸サンプル中の母系対立遺伝子と父系対立遺伝子とを特異的に区
別するために使用され得る。
【００５９】
　用語「単一ヌクレオチド多型」または「ＳＮＰ」は、本明細書中で使用される場合、同
じゲノム配列の様々な対立遺伝子内の単一ヌクレオチド残基に存在するポリヌクレオチド
配列変異のことを指す。この変異は、そのゲノム配列がタンパク質生成時に転写される場
合、ゲノム配列のコード領域または非コード領域（すなわち、プロモーターまたはイント
ロン領域）内に存在し得る。１つ以上のＳＮＰの検出は、単一ゲノム配列の様々な対立遺
伝子の区別または２つ以上の個体間の区別を可能にする。
【００６０】
　用語「対立遺伝子」は、本明細書中で使用される場合、染色体上の同じ位置を占めるＤ
ＮＡの遺伝子または非コード領域のいくつかの代替の形態のうちの１つである。対立遺伝
子という用語は、任意の生物（細菌、ウイルス、真菌、原生動物、カビ、酵母、植物、ヒ
ト、非ヒト、動物および古細菌（ａｒｃｈｅａｂａｃｔｅｒｉａ）を含むがこれらに限定
されない）由来のＤＮＡを記載するために使用され得る。
【００６１】
　用語「対立遺伝子の比」または「対立遺伝子比」は、本明細書中で使用される場合、サ
ンプル中の一方の対立遺伝子の集団と他方の対立遺伝子の集団との比のことを指す。いく
つかのトリソミーの場合において、胎児が特定の遺伝子座について３対立遺伝子であり得
る可能性がある。そのような場合において、用語「対立遺伝子の比」とは、他方の対立遺
伝子のうちの１つに対するいずれか１つの対立遺伝子または他方の２つの対立遺伝子に対
するいずれか１つの対立遺伝子の集団の比のことを指す。
【００６２】
　用語「多型に基づかない定量方法」は、本明細書中で使用される場合、多型マーカーま
たは多型配列の使用を必要としない、被検体（例えば、全核酸、Ｙ染色体核酸または胎児
核酸）の量を測定するための方法のことを指す。多型が、配列内に存在し得るにもかかわ
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らず、前記多型は、その配列を定量するために必要ではない。多型に基づかない定量方法
の例としては、ＲＴ－ＰＣＲ、デジタルＰＣＲ、アレイに基づく方法、配列決定法、ナノ
ポアに基づく方法、核酸に結合したビーズに基づくカウント方法および競合物質に基づく
方法（ここで、１つ以上の競合物質が、既知濃度で導入されることにより、１つ以上の被
検体の量が測定される）が挙げられるが、これらに限定されない。いくつかの実施形態に
おいて、上記の例示的な方法のうちのいくつか（例えば、配列決定法）は、１つ以上の多
型を調べないように積極的に改変されるかまたは設計される必要があり得る。
【００６３】
　用語「絶対量」または「コピー数」は、本明細書中で使用される場合、被検体（例えば
、核酸全体または胎児核酸）の量または数のことを指す。本技術は、混合された母体サン
プル中の胎児核酸の絶対量を測定するための組成物およびプロセスを提供する。絶対量ま
たは絶対コピー数は、検出に利用可能な分子の数のことであり、単位あたりのゲノム等価
物として表され得る。用語「濃度」とは、混合物中または溶液中の物質の量または割合（
例えば、母体核酸と胎児核酸との混合物を含む母体サンプル中の胎児核酸の量）のことを
指す。その濃度は、どれくらい大量／少量であるかを表すために用いられる、別の量に対
する１００分率としてのパーセンテージとして表され得る。被検体（例えば、標的核酸）
の数または量を測定するためのプラットフォームとしては、質量分析（ｍａｓｓ　ｓｐｅ
ｃｔｒｏｍｅｔｅｒｙ）、デジタルＰＣＲ、合成プラットフォームによる配列決定（例え
ば、パイロシークエンス）、蛍光分光法およびフローサイトメトリーが挙げられるが、こ
れらに限定されない。
【００６４】
　用語「サンプル」は、本明細書中で使用される場合、核酸を含む検体のことを指す。サ
ンプルの例としては、組織、体液（例えば、血液、血清、血漿、唾液、尿、涙、腹膜液、
腹水、膣分泌物、乳汁（ｂｒｅａｓｔ　ｆｌｕｉｄ）、母乳、リンパ液、脳脊髄液または
粘膜分泌物）、臍帯血、絨毛、羊水、胚、２細胞期胚、４細胞期胚、８細胞期胚、１６細
胞期胚、３２細胞期胚、６４細胞期胚、１２８細胞期胚、２５６細胞期胚、５１２細胞期
胚、１０２４細胞期胚、胚組織、リンパ液、脳脊髄液、粘膜分泌物もしくは他の身体滲出
物、糞便、個別の細胞、または当該分野において十分に確立されたプロトコルを用いて、
核酸を含むそのような起源およびミトコンドリアなどの細胞内構造物を抽出した物が挙げ
られるが、これらに限定されない。
【００６５】
　胎児ＤＮＡは、母体の血液、母体の血清、母体の血漿、胎児の細胞、臍帯血、絨毛、羊
水、尿、唾液、肺洗浄液、細胞または組織を含むがこれらに限定されない起源から得るこ
とができる。
【００６６】
　用語「血液」は、本明細書中で使用される場合、妊婦由来または妊娠の可能性を検査し
ている女性由来の血液サンプルまたは血液調製物のことを指す。この用語は、全血または
血液の任意の画分（例えば、慣習的に定義されるような血清および血漿）を包含する。
【００６７】
　用語「亜硫酸水素塩」は、本明細書中で使用される場合、メチル化されたシトシンを化
学的に改変せずにシトシン（Ｃ）をウラシル（Ｕ）に化学的に変換することができる任意
の適当なタイプの亜硫酸水素塩（例えば、亜硫酸水素ナトリウム）を包含し、ゆえに、Ｄ
ＮＡのメチル化の状態に基づいてＤＮＡ配列を差次的に改変するために使用され得る。
【００６８】
　本明細書中で使用される場合、メチル化ＤＮＡまたは非メチル化ＤＮＡを「差次的に改
変する」試薬は、メチル化ＤＮＡおよび非メチル化ＤＮＡから識別可能な産物を生じさせ
ることによってＤＮＡのメチル化の状態の識別を可能にするプロセスにおいて、メチル化
ＤＮＡおよび／または非メチル化ＤＮＡを改変する任意の試薬を包含する。そのようなプ
ロセスとしては、化学反応（例えば、亜硫酸水素塩によるＣからＵへの変換）および酵素
処理（例えば、メチル化依存性エンドヌクレアーゼによる切断）が挙げられ得るが、これ
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らに限定されない。したがって、メチル化ＤＮＡを優先的に切断するかまたは消化する酵
素は、そのＤＮＡがメチル化されているときにより高効率でＤＮＡ分子を切断するかまた
は消化することができる酵素であり、一方、非メチル化ＤＮＡを優先的に切断するかまた
は消化する酵素は、そのＤＮＡがメチル化されていないときに著しく高い効率を示す。
【００６９】
　用語「亜硫酸水素塩に基づかない方法」および「亜硫酸水素塩に基づかない定量方法」
は、本明細書中で使用される場合、亜硫酸水素塩の使用を必要としない、メチル化核酸ま
たは非メチル化核酸を定量するための任意の方法のことを指す。これらの用語は、亜硫酸
水素塩処理を必要としない、定量される核酸を調製するための方法のことも指す。亜硫酸
水素塩に基づかない方法の例としては、１つ以上のメチル化感受性酵素を用いて核酸を消
化するための方法およびメチル化の状態に基づいて核酸に結合する作用物質を用いて核酸
を分離するための方法が挙げられるが、これらに限定されない。
【００７０】
　用語「メチル感受性酵素」および「メチル化感受性制限酵素」は、活性についてＤＮＡ
認識部位のメチル化の状況に依存する、ＤＮＡ制限エンドヌクレアーゼである。例えば、
ＤＮＡ認識配列がメチル化されていない場合に限り、そのＤＮＡ認識配列において切断す
るかまたは消化するメチル感受性酵素が存在する。したがって、非メチル化ＤＮＡサンプ
ルは、メチル化ＤＮＡサンプルよりも小さいフラグメントに切られる。同様に、高メチル
化ＤＮＡサンプルは、切断されない。対照的に、ＤＮＡ認識配列がメチル化されている場
合に限り、そのＤＮＡ認識配列において切断するメチル感受性酵素が存在する。本明細書
中で使用される場合、用語「切断する」、「切る」および「消化する」は、交換可能に使
用される。
【００７１】
　用語「標的核酸」は、本明細書中で使用される場合、その核酸が妊娠関連障害または染
色体異常の一部であるか否かを判定する本明細書中に開示される方法を用いて調べられる
核酸のことを指す。例えば、２１番染色体由来の標的核酸は、ダウン症候群を検出する本
技術の方法を用いて調べられ得る。
【００７２】
　用語「コントロール核酸」は、本明細書中で使用される場合、その核酸が染色体異常の
一部であるか否かを判定する本明細書中に開示される方法に従って、参照核酸として使用
される核酸のことを指す。例えば、２１番染色体以外の染色体（本明細書中で「参照染色
体」と呼ばれる）由来のコントロール核酸は、ダウン症候群を検出するための参照配列で
あり得る。いくつかの実施形態において、コントロール配列は、既知または所定の量を有
する。
【００７３】
　用語「配列特異的」または「遺伝子座特異的方法」は、本明細書中で使用される場合、
配列組成に基づいてゲノム内の特定の位置（または遺伝子座）における核酸を調べる（例
えば、定量する）方法のことを指す。配列特異的方法または遺伝子座特異的方法は、特定
の領域または染色体の定量を可能にする。
【００７４】
　用語「遺伝子」は、ポリペプチド鎖の生成に関与するＤＮＡのセグメントを意味する；
これは、遺伝子産物の転写／翻訳および転写／翻訳の制御に関与するコード領域の前およ
び後の領域（リーダーおよびトレーラー（ｔｒａｉｌｅｒ））ならびに個別のコーディン
グセグメント（エキソン）間の介在配列（イントロン）を含む。
【００７５】
　本願において、用語「ポリペプチド」、「ペプチド」および「タンパク質」は、アミノ
酸残基のポリマーのことを指すために本明細書中で交換可能に使用される。これらの用語
は、１つ以上のアミノ酸残基が、対応する天然に存在するアミノ酸の人工的な化学模倣物
であるアミノ酸ポリマー、ならびに天然に存在するアミノ酸ポリマーおよび天然に存在し
ないアミノ酸ポリマーに適用される。本明細書中で使用される場合、これらの用語は、完
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全長タンパク質（すなわち、抗原）を含む任意の長さのアミノ酸鎖を包含し、ここで、そ
のアミノ酸残基は、共有結合性のペプチド結合によって連結される。
【００７６】
　用語「アミノ酸」とは、天然に存在するアミノ酸および合成アミノ酸、ならびに天然に
存在するアミノ酸に類似の様式で機能するアミノ酸アナログおよびアミノ酸模倣物のこと
を指す。天然に存在するアミノ酸は、遺伝暗号によってコードされるアミノ酸、ならびに
後に改変されるアミノ酸、例えば、ヒドロキシプロリン、．ガンマ．－カルボキシグルタ
ミン酸およびＯ－ホスホセリンである。
【００７７】
　アミノ酸は、本明細書中では、通常知られている３文字の記号、またはＩＵＰＡＣ－Ｉ
ＵＢ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ　Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎによ
って推奨されている１文字の記号で言及され得る。同様に、ヌクレオチドも、通常認めら
れている１文字コードによって言及され得る。
【００７８】
　「プライマー」は、本明細書中で使用される場合、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）な
どの増幅方法において使用されることにより、様々なメチル化の状態における特定のゲノ
ム配列（例えば、２１番染色体上のＣｐＧアイランドＣＧＩ１３７、ＰＤＥ９ＡまたはＣ
ＧＩ００９内に位置する配列）に対応するポリヌクレオチド配列に基づいてヌクレオチド
配列を増幅し得るオリゴヌクレオチドのことを指す。ポリヌクレオチド配列を増幅するた
めのＰＣＲプライマーのうちの少なくとも１つは、その配列に対して配列特異的である。
【００７９】
　用語「鋳型」とは、本技術における増幅に使用され得る任意の核酸分子のことを指す。
天然には二本鎖ではないＲＮＡまたはＤＮＡが、鋳型ＤＮＡとして使用されるために、二
本鎖ＤＮＡにされ得る。任意の二本鎖ＤＮＡ、または複数の様々な二本鎖ＤＮＡ分子を含
む調製物が、鋳型ＤＮＡとして使用されることにより、その鋳型ＤＮＡに含まれる目的の
遺伝子座が増幅され得る。
【００８０】
　用語「増幅反応」は、本明細書中で使用される場合、核酸を１回以上コピーするための
プロセスのことを指す。実施形態において、増幅方法としては、ポリメラーゼ連鎖反応、
自家持続配列反応、リガーゼ連鎖反応、ＲＡＣＥ法（ｒａｐｉｄ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔ
ｉｏｎ　ｏｆ　ｃＤＮＡ　ｅｎｄｓ）、ポリメラーゼ連鎖反応およびリガーゼ連鎖反応、
Ｑ－ベータファージ増幅、鎖置換増幅またはスプライスオーバーラップ伸長ポリメラーゼ
連鎖反応が挙げられるが、これらに限定されない。いくつかの実施形態において、単一分
子の核酸が、例えば、デジタルＰＣＲによって増幅される。
【００８１】
　用語「感度」は、本明細書中で使用される場合、真陽性の数値＋偽陰性の数値で除され
た真陽性の数値のことを指し、ここで、感度（ｓｅｎｓ）は、０≦ｓｅｎｓ≦１の範囲内
であり得る。理想的には、本明細書中の方法実施形態は、被験体が、実際は少なくとも１
つの染色体異常または他の遺伝的障害を有するときに、少なくとも１つの染色体異常また
は他の遺伝的障害を有しないと誤って同定されないように、０に等しいかまたは０に近い
偽陰性の数値を有する。逆に、評価は、しばしば、感度に対する補完的な測定である予測
アルゴリズムが正しく陰性を分類する能力から構成されている。用語「特異性」は、本明
細書中で使用される場合、真陰性の数値＋偽陽性の数値で除された真陰性の数値のことを
指し、ここで、感度（ｓｐｅｃ）は、０≦ｓｐｅｃ≦１の範囲内であり得る。理想的には
、本明細書中の方法実施形態は、被験体が、評価される染色体異常、他の遺伝的障害を有
しないときに、少なくとも１つの染色体異常、他の遺伝的障害を有すると誤って同定され
ないように、０に等しいかまたは０に近い偽陽性の数値を有する。ゆえに、１、すなわち
１００％に等しい感度および特異性を有する方法が、時折、選択される。
【００８２】
　１つ以上の予測アルゴリズムが、有意性を判定するため、または互いから独立してもし
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くは互いに依存して重みづけられ得る変数条件下において収集された検出データに意味を
与えるために、使用され得る。用語「変数」は、本明細書中で使用される場合、値または
値のセットを有するアルゴリズムの係数、数または関数のことを指す。例えば、変数は、
増幅された核酸種のセットの設計、増幅された核酸種のセットの数、試験される胎児の遺
伝的関与のパーセント、試験される母体の遺伝的関与のパーセント、アッセイされる染色
体異常のタイプ、アッセイされる遺伝的障害のタイプ、アッセイされる伴性異常のタイプ
、母体の年齢などであり得る。用語「独立」は、本明細書中で使用される場合、別のもの
によって影響を受けないことまたは別のものによって調節されないことを指す。用語「依
存」は、本明細書中で使用される場合、別のものによって影響を受けることまたは別のも
のによって調節されることを指す。例えば、特定の染色体と、生存可能であることをもた
らすその特定の染色体について生じるトリソミー事象とは、互いに依存した変数である。
【００８３】
　当業者は、許容可能な感度および／または特異性の範囲内で本技術のデータに対して有
意性を与えるために任意のタイプの方法または予測アルゴリズムを使用し得る。例えば、
予測アルゴリズム（例えば、カイ二乗検定、ｚ検定、ｔ検定、ＡＮＯＶＡ（分散分析）、
回帰分析、ニューラルネット、ファジー論理、隠れマルコフモデル、マルチプルモデル状
態推定（ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｍｏｄｅｌ　ｓｔａｔｅ　ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ）など）が
、使用され得る。１つ以上の方法または予測アルゴリズムが、本技術の様々な独立変数お
よび／または従属変数を有するデータに有意性を与えるように決定され得る。そして１つ
以上の方法または予測アルゴリズムが、本技術の様々な独立変数および／または従属変数
を有するデータに有意性を与えないように決定され得る。１つ以上の予測アルゴリズムの
結果に基づいて本明細書中に記載される方法の様々な変数のパラメータが設定され得るか
、または変更され得る（例えば、各セットにおける、解析されるセットの数、ヌクレオチ
ド種のタイプ）。例えば、カイ二乗検定を検出データに適用することにより、特定の範囲
の母体の年齢が、特定の染色体異常を有する出生児を有する可能性がより高いことと相関
し、ゆえに、母体の年齢という変数は、他の変数が重みづけられるのとは異なって重みづ
けられ得ることが示唆され得る。
【００８４】
　ある特定の実施形態において、いくつかのアルゴリズムが選択されて、試験され得る。
これらのアルゴリズムは、生データを用いて訓練され得る。新しい各々の生データサンプ
ルについて、訓練されたアルゴリズムが、そのサンプルに対する分類（すなわち、トリソ
ミーまたは正常）を割り当てる。その新しい生データサンプルの分類に基づいて、訓練さ
れたアルゴリズムの性能が、感度および特異性に基づいて評価され得る。最終的には、最
高の感度および／もしくは特異性またはそれらの組み合わせを有するアルゴリズムが、特
定され得る。
【００８５】
　詳細な説明
　緒言
　母体血漿中の胎児核酸の存在は、１９９７年に初めて報告され、単に母体の血液サンプ
ルの解析による非侵襲性出生前診断の可能性をもたらした（Ｌｏら、Ｌａｎｃｅｔ　３５
０：４８５－４８７，１９９７）。現在までに、数多くの潜在的な臨床応用法が開発され
た。特に、母体血漿中の胎児核酸、例えば、ＤＮＡの濃度の量的異常が、子癇前症、早産
、分娩前出血、侵襲性の胎盤形成、胎児のダウン症候群および他の胎児の染色体異数性を
はじめとしたいくつかの妊娠関連障害と関連することが見出された。ゆえに、母体血漿中
の胎児核酸解析は、母子の福祉をモニターするための強力な機構である。
【００８６】
　しかしながら、胎児ＤＮＡは、母体血漿中にバックグラウンドの母体ＤＮＡと共に存在
する。ゆえに、Ｙ染色体配列が、母体のＤＮＡと最も都合良く識別可能であるので、報告
されているほとんどの適用が、Ｙ染色体配列の検出に依存している。そのようなアプロー
チでは、既存のアッセイが全妊娠の５０％にしか適用できない（すなわち、男の胎児の場
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合にしか適用できない）。したがって、母体サンプルから胎児核酸を濃縮し、解析するた
めの、性別から独立した組成物および方法の開発が非常に求められている。また、胎児核
酸を定量するために多型マーカーに依存する方法は、異なる民族性において様々なヘテロ
接合性の割合により適用性が限定されること（例えば、必要とされるマーカーの数を増加
させることによって）に影響されやすい場合がある。
【００８７】
　胎児ＤＮＡおよび母体ＤＮＡが、メチル化の状態の差によって識別され得ることが以前
に証明されている（米国特許第６，９２７，０２８号（本明細書中で参考として援用され
る））。メチル化は、後成的現象であり、ＤＮＡ配列の変更を伴わずに表現型を変更する
プロセスのことを指す。母体と胎児との間のＤＮＡのメチル化の状態の差を活用すること
によって、母体核酸のバックグラウンド中における胎児核酸の検出および解析が成功し得
る。
【００８８】
　本発明者らは、胎児由来（例えば、胎盤由来）の胎児ＤＮＡと母体由来、例えば、末梢
血細胞由来の母体ＤＮＡとの間で差次的にメチル化された新規ゲノムポリヌクレオチドを
提供する。したがって、この発見は、非侵襲性の出生前診断のために使用され得る、胎児
のゲノムＤＮＡと母体のゲノムＤＮＡとを識別するための新規アプローチおよび胎児核酸
を正確に定量するための新規方法を提供する。
【００８９】
　方法論
　本技術の実施は、分子生物学の分野における日常的な手法を利用する。本技術において
有用な一般的な方法を開示している基礎的な教科書としては、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ａｎｄ
　Ｒｕｓｓｅｌｌ，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｍａｎｕａｌ（３ｒｄ　ｅｄ．２００１）；Ｋｒｉｅｇｌｅｒ，Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆ
ｅｒ　ａｎｄ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９
９０）；およびＣｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉ
ｏｌｏｇｙ（Ａｕｓｕｂｅｌら、ｅｄｓ．，１９９４））が挙げられる。
【００９０】
　核酸について、サイズは、キロベース（ｋｂ）または塩基対（ｂｐ）という単位で与え
られる。これらは、アガロースゲル電気泳動もしくはアクリルアミドゲル電気泳動、配列
決定された核酸、または公開されたＤＮＡ配列から得られる推定値である。タンパク質に
ついて、サイズは、キロダルトン（ｋＤａ）またはアミノ酸残基数という単位で与えられ
る。タンパク質サイズは、ゲル電気泳動、配列決定されたタンパク質、得られたアミノ酸
配列または公開されたタンパク質配列から推定される。
【００９１】
　商業的に入手可能でないオリゴヌクレオチドは、Ｖａｎ　Ｄｅｖａｎｔｅｒら、Ｎｕｃ
ｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１２：６１５９－６１６８（１９８４）に記載されてい
るように自動合成装置を用いて、例えば、Ｂｅａｕｃａｇｅ　＆　Ｃａｒｕｔｈｅｒｓ，
Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ．２２：１８５９－１８６２（１９８１）によって初
めて報告された固相ホスホルアミダイトトリエステル法に従って、化学的に合成され得る
。オリゴヌクレオチドの精製は、当該分野において認められた任意のストラテジー、例え
ば、未変性アクリルアミドゲル電気泳動、またはＰｅａｒｓｏｎ　＆　Ｒｅａｎｉｅｒ，
Ｊ．Ｃｈｒｏｍ．２５５：１３７－１４９（１９８３）に記載されているような陰イオン
交換高速液体クロマトグラフィ（ＨＰＬＣ）を用いて行われる。
【００９２】
　血液サンプルの取得およびＤＮＡの抽出
　本技術は、妊娠に関連する状態もしくは障害の存在を検出するためおよび／またはその
進行をモニターするための非侵襲性手段としての、母体血液中に見られる胎児ＤＮＡの分
離、濃縮および解析に関する。したがって、本技術を実施する第１の工程は、妊婦から血
液サンプルを得ることおよびそのサンプルからＤＮＡを抽出することである。
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【００９３】
　Ａ．血液サンプルの取得
　本技術の方法を用いる検査に適した在胎期間に、血液サンプルを妊婦から得る。その適
当な在胎期間は、以下で述べられるように、検査される障害に応じて異なり得る。女性か
らの血液の回収は、病院またはクリニックが通常従う標準的なプロトコルに従って行われ
る。適切な量、例えば、代表的には５～５０ｍｌの末梢血が回収され、さらなる調製の前
に標準的な手順に従って保存され得る。血液サンプルは、サンプル中に存在する核酸の品
質の低下を最小にする当業者に公知の様式で回収され得るか、保存され得るか、または輸
送され得る。
【００９４】
　Ｂ．血液サンプルの調製
　本技術に従う母体血液中に見られる胎児ＤＮＡの解析は、例えば、全血、血清または血
漿を用いて行われ得る。母体の血液から血清または血漿を調製するための方法は、当業者
に周知である。例えば、妊婦の血液は、血液凝固を防ぐために、ＥＤＴＡを含むチューブ
またはＶａｃｕｔａｉｎｅｒ　ＳＳＴ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，Ｆｒａｎｋ
ｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ，Ｎ．Ｊ．）などの専門の製品に入れられ得、次いで、遠心分離によ
って全血から血漿が得られ得る。他方、血清は、血液凝固後の遠心分離を用いて、または
用いずに、得られ得る。遠心分離が用いられる場合、遠心分離は、代表的には、適切な速
度、例えば、１，５００～３，０００×ｇで行われるが、これに限らない。血漿または血
清は、ＤＮＡ抽出に向けて新しいチューブに移される前に、追加の遠心分離工程に供され
得る。
【００９５】
　ＤＮＡは、全血の無細胞部分に加えて、女性由来の全血サンプルの遠心分離および血漿
の除去の後に得られ得るバフィーコート部分に濃縮された細胞画分からも回収され得る。
【００９６】
　Ｃ．ＤＮＡの抽出
　血液を含む生物学的サンプルからＤＮＡを抽出するための公知の方法が数多く存在する
。ＤＮＡ調製の一般的な方法（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌｌ，Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　３ｄ　
ｅｄ．，２００１に記載されている方法）に従い得る；商業的に入手可能な様々な試薬ま
たはキット（例えば、ＱｉａｇｅｎのＱＩＡａｍｐ　Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ　Ｎｕｃｌ
ｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｋｉｔ、ＱｉａＡｍｐ　ＤＮＡ　Ｍｉｎｉ　ＫｉｔまたはＱｉａＡｍ
ｐ　ＤＮＡ　Ｂｌｏｏｄ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ，Ｈｉｌｄｅｎ，Ｇｅｒｍａ
ｎｙ）、ＧｅｎｏｍｉｃＰｒｅｐＴＭＢｌｏｏｄ　ＤＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ
（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗｉｓ．）およびＧＦＸＴＭＧｅｎｏｍｉｃ　Ｂｌ
ｏｏｄ　ＤＮＡ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Ａｍｅｒｓｈａｍ，Ｐｉｓｃａｔ
ａｗａｙ，Ｎ．Ｊ．））もまた、妊婦由来の血液サンプルからＤＮＡを得るために使用さ
れ得る。これらの方法の２つ以上の組み合わせも使用され得る。
【００９７】
　いくつかの実施形態において、まず、１つ以上の方法によって、胎児核酸についてサン
プルが濃縮され得るか、または相対的に濃縮され得る。例えば、胎児ＤＮＡと母体ＤＮＡ
との識別は、本技術の組成物およびプロセス単独を用いて、または他の識別因子と組み合
わせて、行われ得る。これらの因子の例としては、Ｘ染色体とＹ染色体との間の単一ヌク
レオチドの差異、Ｙ染色体特異的配列、ゲノムの他の場所に位置する多型、胎児ＤＮＡと
母体ＤＮＡとの間のサイズの差および母体組織と胎児組織におけるメチル化パターンの差
が挙げられるが、これらに限定されない。
【００９８】
　特定の種の核酸についてサンプルを濃縮するための他の方法は、２００７年５月３０日
出願のＰＣＴ特許出願番号ＰＣＴ／ＵＳ０７／６９９９１、２００７年６月１５日出願の
ＰＣＴ特許出願番号ＰＣＴ／ＵＳ２００７／０７１２３２、米国仮出願番号６０／９６８
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，８７６および６０／９６８，８７８（本出願人に譲渡）、（２００５年１１月２８日出
願のＰＣＴ特許出願番号ＰＣＴ／ＥＰ０５／０１２７０７）（これらのすべてが本明細書
中で参考として援用される）に記載されている。ある特定の実施形態において、母体核酸
が、サンプルから選択的に除去される（部分的に、実質的に、ほぼ完全に、または完全に
）。
【００９９】
　核酸のメチル化特異的分離
　本明細書中に提供される方法は、差次的にメチル化されたＤＮＡのメチル化特異的分離
に基づいて胎児ＤＮＡを濃縮するための代替アプローチを提供する。発生の制御に関与す
る多くの遺伝子が、胚性幹細胞におけるエピジェネティクスによって調節されることが最
近、発見された。その結果として、複数の遺伝子が、胎児起源の核酸と母体起源の核酸と
の間で差次的なＤＮＡメチル化を示すと予想され得る。いったん、これらの領域が同定さ
れると、メチル化ＤＮＡを捕捉する手法を用いて、胎児ＤＮＡを特異的に濃縮することが
できる。差次的にメチル化された領域を同定するために、新規アプローチを用いて、メチ
ル化ＤＮＡが捕捉された。このアプローチは、ＭＢＤ２のメチル結合ドメインが抗体のＦ
ｃフラグメントに融合されたタンパク質（ＭＢＤ－ＦＣ）（Ｇｅｂｈａｒｄ　Ｃ，Ｓｃｈ
ｗａｒｚｆｉｓｃｈｅｒ　Ｌ，Ｐｈａｍ　ＴＨ，Ｓｃｈｉｌｌｉｎｇ　Ｅ，Ｋｌｕｇ　Ｍ
，Ａｎｄｒｅｅｓｅｎ　Ｒ，Ｒｅｈｌｉ　Ｍ（２００６）Ｇｅｎｏｍｅｗｉｄｅ　ｐｒｏ
ｆｉｌｉｎｇ　ｏｆ　ＣｐＧ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ　ｎｏｖ
ｅｌ　ｔａｒｇｅｔｓ　ｏｆ　ａｂｅｒｒａｎｔ　ｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　
ｉｎ　ｍｙｅｌｏｉｄ　ｌｅｕｋｅｍｉａ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　６６：６１１８－６
１２８）を用いる。この融合タンパク質は、従来のメチル化特異的抗体よりもいくつかの
利点を有する。ＭＢＤ－ＦＣは、メチル化ＤＮＡに対してより高い親和性を有し、二本鎖
ＤＮＡに結合する。最も重要なことには、この２つのタンパク質は、それらがＤＮＡに結
合する方法が異なる。メチル化特異的抗体は、確率論的にＤＮＡに結合し、これは、二成
分の答えだけを得ることができることを意味する。他方、ＭＢＤ－ＦＣのメチル結合ドメ
インは、メチル化の状態に関係なく、ＤＮＡ分子に結合する。このタンパク質－ＤＮＡ相
互作用の強度は、ＤＮＡのメチル化のレベルによって定義される。ゲノムＤＮＡに結合し
た後、溶出液の塩濃度を徐々に高くすることにより、非メチル化ＤＮＡおよびメチル化さ
れたＤＮＡを分画することができ、これにより、より管理された分離が可能になる（Ｇｅ
ｂｈａｒｄ　Ｃ，Ｓｃｈｗａｒｚｆｉｓｃｈｅｒ　Ｌ，Ｐｈａｍ　ＴＨ，Ａｎｄｒｅｅｓ
ｅｎ　Ｒ，Ｍａｃｋｅｎｓｅｎ　Ａ，Ｒｅｈｌｉ　Ｍ（２００６）Ｒａｐｉｄ　ａｎｄ　
ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＣｐＧ－ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｕ
ｓｉｎｇ　ｍｅｔｈｙｌ－ｂｉｎｄｉｎｇ（ＭＢ）－ＰＣＲ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ
ｓ　Ｒｅｓ　３４：ｅ８２）。その結果として、メチル－ＣｐＧ免疫沈降（ＭＣＩＰ）と
呼ばれるこの方法は、メチル化レベルに従ってゲノムＤＮＡを濃縮することができるだけ
でなく、ゲノムＤＮＡを分画することができ、これは、非メチル化ＤＮＡ画分も同様に調
査されるべきであるときに、特に役立つ。
【０１００】
　メチル化感受性制限酵素消化
　本技術は、母体サンプル由来の胎児核酸の量を測定するための組成物およびプロセスも
提供する。本技術は、少なくとも１つの胎児核酸領域について母体サンプルを濃縮するた
めに、母体核酸を選択的かつ完全にまたは実質的に消化する酵素を用いて母体サンプル由
来の核酸を選択的に消化することによって前記母体サンプル中の胎児核酸領域の濃縮を可
能にする。好ましくは、消化効率は、約７５％、７６％、７７％、７８％、７９％、８０
％、８１％、８２％、８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０
％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９％超
である。濃縮の後、多型配列または亜硫酸水素塩処理を必要としないことにより、女の胎
児に対してもおよび様々な民族性に対しても等しく十分機能する溶液がもたらされ、そし
てサンプル中に存在するコピー数の少ない胎児核酸を保存する定量方法によって、胎児核
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酸の量が測定され得る。
【０１０１】
　例えば、ＤＮＡ認識配列がメチル化されていない場合にそのＤＮＡ認識配列において優
先的または実質的に切断するかまたは消化するメチル感受性酵素が存在する。したがって
、非メチル化ＤＮＡサンプルは、メチル化ＤＮＡサンプルよりも小さいフラグメントに切
られる。同様に、高メチル化ＤＮＡサンプルは、切断されない。対照的に、ＤＮＡ認識配
列がメチル化されている場合にだけそのＤＮＡ認識配列で切断するメチル感受性酵素が存
在する。
【０１０２】
　本技術の方法における使用に適した、非メチル化ＤＮＡを消化するメチル感受性酵素と
しては、ＨｐａＩＩ、ＨｈａＩ、ＭａｅＩＩ、ＢｓｔＵＩおよびＡｃｉＩが挙げられるが
、これらに限定されない。使用され得る酵素は、メチル化されていない配列ＣＣＧＧだけ
を切るＨｐａＩＩである。使用され得る別の酵素は、メチル化されていない配列ＧＣＧＣ
だけを切るＨｈａＩである。両方の酵素が、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　ＢｉｏＬａｂｓ（
登録商標），Ｉｎｃから入手可能である。非メチル化ＤＮＡだけを消化する２つ以上のメ
チル感受性酵素の組み合わせもまた使用され得る。メチル化ＤＮＡだけを消化する適当な
酵素としては、認識配列ＧＡＴＣにおいて切るＤｐｎＩ、およびＡＡＡ．ｓｕｐ．＋タン
パク質のファミリーに属し、修飾シトシンを含むＤＮＡを切り、認識部位５’．．．Ｐｕ
．ｓｕｐ．ｍＣ（Ｎ．ｓｕｂ．４０－３０００）Ｐｕ．ｓｕｐ．ｍＣ　．．．３’で切る
ＭｃｒＢＣ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　ＢｉｏＬａｂｓ，Ｉｎｃ．，Ｂｅｖｅｒｌｙ，Ｍ
ａｓｓ．）が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１０３】
　特定の部位においてＤＮＡを切るための、選択された制限酵素に対する切断の方法およ
び手順は、当業者に周知である。例えば、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　ＢｉｏＬａｂｓ、Ｐ
ｒｏ－Ｍｅｇａ　Ｂｉｏｃｈｅｍｓ、Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ－Ｍａｎｎｈｅｉｍなどをは
じめとした制限酵素の多くの供給業者が、条件、および特定の制限酵素によって切られる
ＤＮＡ配列のタイプに関する情報を提供している。Ｓａｍｂｒｏｏｋら（Ｓａｍｂｒｏｏ
ｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：Ａ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ａｐｐｒｏａ
ｃｈ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．１９８９を参照のこと）は、制
限酵素および他の酵素を用いるための方法の一般的な説明を提供している。本技術の方法
において、酵素は、約９５％～１００％の効率、好ましくは、約９８％～１００％の効率
で母体ＤＮＡの切断を可能にする条件下で使用されることが多い。
【０１０４】
　メチル化解析のための他の方法
　様々なメチル化解析手順が、当該分野で公知であり、本技術とともに使用され得る。こ
れらのアッセイは、ＤＮＡ配列内の１つまたは複数のＣｐＧアイランドのメチル化の状況
の判定を可能にする。さらに、それらの方法は、メチル化された核酸を定量するために使
用され得る。そのようなアッセイは、他の手法の中でも、亜硫酸水素塩で処理されたＤＮ
ＡのＤＮＡ配列決定、ＰＣＲ（配列特異的増幅のため）、サザンブロット解析およびメチ
ル化感受性制限酵素の使用を含む。
【０１０５】
　ゲノムの配列決定は、亜硫酸水素塩処理を用いることによる、ＤＮＡのメチル化パター
ンおよび５－メチルシトシンの分布の解析のために単純化された手法である（Ｆｒｏｍｍ
ｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：１８２７－１８３１，
１９９２）。さらに、亜硫酸水素塩によって変換されたＤＮＡから増幅されたＰＣＲ産物
の制限酵素消化、例えば、Ｓａｄｒｉ　＆　Ｈｏｒｎｓｂｙによって報告されている方法
（Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２４：５０５８－５０５９，１９９６）またはＣＯＢ
ＲＡ（組み合わされた亜硫酸水素塩制限解析（Ｃｏｍｂｉｎｅｄ　Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ　
Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓ））（Ｘｉｏｎｇ　＆　Ｌａｉｒｄ，Ｎｕｃ
ｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：２５３２－２５３４，１９９７）が、用いられ得
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る。
【０１０６】
　ＣＯＢＲＡ解析は、少量のゲノムＤＮＡにおいて特定の遺伝子の遺伝子座におけるＤＮ
Ａメチル化レベルを測定するために有用な定量的メチル化アッセイである（Ｘｉｏｎｇ　
＆　Ｌａｉｒｄ，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：２５３２－２５３４，１
９９７）。簡潔には、制限酵素消化を用いることにより、亜硫酸水素ナトリウムで処理さ
れたＤＮＡのＰＣＲ産物中のメチル化依存的配列の差が明らかになる。まず、Ｆｒｏｍｍ
ｅｒらによって報告されている手順（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　
８９：１８２７－１８３１，１９９２）に従う標準的な亜硫酸水素塩処理によって、メチ
ル化依存的配列の差をゲノムＤＮＡに導入する。次いで、亜硫酸水素塩で変換されたＤＮ
ＡのＰＣＲ増幅を、関心のあるＣｐＧアイランドに特異的なプライマーを用いて行った後
、制限エンドヌクレアーゼ消化、ゲル電気泳動、および標識された特異的なハイブリダイ
ゼーションプローブを用いた検出を行う。もとのＤＮＡサンプル中のメチル化レベルは、
広範囲のＤＮＡメチル化レベルにわたって直線的な定量的様式で消化済および未消化のＰ
ＣＲ産物の相対量によって表される。さらに、この手法は、顕微解剖されたパラフィン包
埋組織サンプルから得られたＤＮＡに確実に適用され得る。ＣＯＢＲＡ解析のための代表
的な試薬（例えば、代表的なＣＯＢＲＡベースキットに見られるような試薬）としては：
特定の遺伝子（またはメチル化が変更されたＤＮＡ配列またはＣｐＧアイランド）に対す
るＰＣＲプライマー；制限酵素および適切な緩衝液；遺伝子ハイブリダイゼーションオリ
ゴ；コントロールハイブリダイゼーションオリゴ；オリゴプローブ用のキナーゼ標識キッ
ト；および放射性ヌクレオチドが挙げられ得るが、これらに限定されない。さらに、亜硫
酸水素塩変換試薬としては：ＤＮＡ変性緩衝液；スルホン化緩衝液；ＤＮＡ回収試薬また
はキット（例えば、沈殿、限外濾過、アフィニティーカラム）；脱スルホン化緩衝液；お
よびＤＮＡ回収成分が挙げられ得る。
【０１０７】
　ＭｅｔｈｙＬｉｇｈｔＴＭアッセイは、ＰＣＲ工程後にさらなる操作を必要としない蛍
光ベースのリアルタイムＰＣＲ（ＴａｑＭａｎ．ＲＴＭ．）技術を利用するハイスループ
ット定量的メチル化アッセイである（Ｅａｄｓら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５９：２３０
２－２３０６，１９９９）。簡潔には、ＭｅｔｈｙＬｉｇｈｔ．ＴＭ．プロセスは、標準
的な手順に従って、亜硫酸水素ナトリウム反応においてメチル化依存的配列の差の混合プ
ールに変換されたゲノムＤＮＡの混合サンプルから始まる（亜硫酸水素塩プロセスは、メ
チル化されていないシトシン残基をウラシルに変換する）。次いで、「偏りのない」（既
知のＣｐＧメチル化部位と重複しないプライマーを用いる）ＰＣＲ反応または「偏りのあ
る」（既知のＣｐＧジヌクレオチドと重複するＰＣＲプライマーを用いる）反応において
蛍光ベースのＰＣＲを行う。配列の識別は、増幅プロセスのレベルもしくは蛍光検出プロ
セスのレベルまたはその両方で生じ得る。
【０１０８】
　ＭｅｔｈｙＬｉｇｈｔアッセイは、ゲノムＤＮＡサンプル中のメチル化パターンについ
ての定量的試験として使用され得、ここで、配列の識別は、プローブハイブリダイゼーシ
ョンのレベルで生じる。この定量的バージョンにおいて、このＰＣＲ反応は、特定の推定
メチル化部位と重複する蛍光プローブの存在下において偏りのない増幅をもたらす。投入
ＤＮＡの量について偏りのないコントロールは、プライマーとプローブの両方がいかなる
ＣｐＧジヌクレオチド上にも存在しない反応によって提供される。あるいは、ゲノムのメ
チル化についての定性試験は、既知のメチル化部位を「包含」しないコントロールオリゴ
ヌクレオチド（「ＭＳＰ」法の蛍光ベースのバージョン）または潜在的なメチル化部位を
包含するオリゴヌクレオチドを用いて、偏りのあるＰＣＲプールをプロービングすること
によって達成される。
【０１０９】
　ＭｅｔｈｙＬｉｇｈｔプロセスは、増幅プロセスにおいて「ＴａｑＭａｎ」プローブと
ともに使用され得る。例えば、二本鎖ゲノムＤＮＡが、亜硫酸水素ナトリウムで処理され
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、そしてＴａｑＭａｎ．ＲＴＭ．プローブを使用して；例えば、偏りのあるプライマーお
よびＴａｑＭａｎ．ＲＴＭ．プローブ、または偏りのないプライマーおよびＴａｑＭａｎ
．ＲＴＭ．プローブを用いる、ＰＣＲ反応の２セットのうちの１つに供される。そのＴａ
ｑＭａｎ．ＲＴＭ．プローブは、蛍光「レポーター」および「クエンチャー」分子で二重
標識され、また、比較的高いＧＣ含有量領域に特異的であるように設計され、それにより
、そのプローブは、ＰＣＲサイクルにおいて順方向または逆方向プライマーよりも約１０
℃高い温度で融解する。これにより、ＴａｑＭａｎ．ＲＴＭ．プローブが、ＰＣＲのアニ
ーリング／伸長工程中に完全にハイブリダイズしたままになる。Ｔａｑポリメラーゼは、
ＰＣＲ中に新しい鎖を酵素的に合成するので、そのＴａｑポリメラーゼは、最終的に、ア
ニールしたＴａｑＭａｎ．ＲＴＭ．プローブに達する。次いで、そのＴａｑポリメラーゼ
の５’から３’へのエンドヌクレアーゼ活性が、ＴａｑＭａｎ．ＲＴＭ．プローブを消化
することによってそのプローブが無くなることにより、もはやクエンチされていないシグ
ナルを、リアルタイム蛍光検出システムを用いて定量的検出するための蛍光レポーター分
子が放出される。
【０１１０】
　ＭｅｔｈｙＬｉｇｈｔ．ＴＭ．解析のための代表的な試薬（例えば、代表的なＭｅｔｈ
ｙＬｉｇｈｔ．ＴＭ．ベースのキットにおいて見られるような試薬）としては：特定の遺
伝子（またはメチル化が変更されたＤＮＡ配列またはＣｐＧアイランド）に対するＰＣＲ
プライマー；ＴａｑＭａｎ．ＲＴＭ．プローブ；最適化されたＰＣＲ緩衝液およびデオキ
シヌクレオチド；ならびにＴａｑポリメラーゼが挙げられ得るが、これらに限定されない
。
【０１１１】
　Ｍｓ－ＳＮｕＰＥ法は、ＤＮＡの亜硫酸水素塩処理の後の、単一ヌクレオチドプライマ
ー伸長に基づいて、特定のＣｐＧ部位におけるメチル化の差を評価するための定量的方法
である（Ｇｏｎｚａｌｇｏ　＆　Ｊｏｎｅｓ、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２
５：２５２９－２５３１、１９９７）。
【０１１２】
　簡潔には、５－メチルシトシンは変化させないままメチル化されていないシトシンをウ
ラシルに変換する亜硫酸水素ナトリウムとゲノムＤＮＡを反応させる。次いで、亜硫酸水
素塩によって変換されたＤＮＡに特異的なＰＣＲプライマーを用いて、所望の標的配列の
増幅を行い、得られた生成物を単離し、それを目的のＣｐＧ部位をメチル化解析するため
の鋳型として使用する。
【０１１３】
　少量のＤＮＡが解析され得（例えば、顕微解剖された病理切片）、この手法は、ＣｐＧ
部位におけるメチル化の状態を判定するための制限酵素の利用を回避する。
【０１１４】
　Ｍｓ－ＳＮｕＰＥ解析のための代表的な試薬（例えば、代表的なＭｓ－ＳＮｕＰＥベー
スのキットにおいて見られるような試薬）としては：特定の遺伝子（またはメチル化が変
更されたＤＮＡ配列またはＣｐＧアイランド）に対するＰＣＲプライマー；最適化された
ＰＣＲ緩衝液およびデオキシヌクレオチド；ゲル抽出キット；ポジティブコントロールプ
ライマー；特定の遺伝子に対するＭｓ－ＳＮｕＰＥプライマー；反応緩衝液（Ｍｓ－ＳＮ
ｕＰＥ反応用）；ならびに放射性ヌクレオチドが挙げられ得るが、これらに限定されない
。さらに、亜硫酸水素塩変換試薬としては：ＤＮＡ変性緩衝液；スルホン化緩衝液；ＤＮ
Ａ回収試薬（ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｒｅｇｅｎｔｓ）またはキット（例えば、沈殿、限外濾
過、アフィニティーカラム）；脱スルホン化緩衝液；およびＤＮＡ回収成分が挙げられ得
る。
【０１１５】
　ＭＳＰ（メチル化特異的ＰＣＲ）は、メチル化感受性制限酵素の使用から独立した、Ｃ
ｐＧアイランド内の実質的に任意の群のＣｐＧ部位のメチル化の状態の評価を可能にする
（Ｈｅｒｍａｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９３：９８２１－９
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８２６，１９９６；米国特許第５，７８６，１４６号）。簡潔には、メチル化されていな
いシトシンをウラシルに変換するが、メチル化されたシトシンをウラシルに変換しない亜
硫酸水素ナトリウムによってＤＮＡを改変し、続いて、非メチル化（ｕｍｎｅｔｈｙｌａ
ｔｅｄ）ＤＮＡに対してメチル化ＤＮＡに特異的なプライマーを用いて増幅する。ＭＳＰ
は、ほんの少量のＤＮＡを必要とし、所与のＣｐＧアイランド遺伝子座のうち０．１％の
メチル化対立遺伝子に感受性であり、パラフィン包埋サンプルから抽出されたＤＮＡに対
して行われ得る。ＭＳＰ解析のための代表的な試薬（例えば、代表的なＭＳＰベースのキ
ットにおいて見られるような試薬）としては：特定の遺伝子（またはメチル化が変更され
たＤＮＡ配列またはＣｐＧアイランド）に対する、メチル化ＰＣＲプライマーおよび非メ
チル化ＰＣＲプライマー、最適化されたＰＣＲ緩衝液およびデオキシヌクレオチド、なら
びに特定のプローブが挙げられ得るが、これらに限定されない。
【０１１６】
　ＭＣＡ法は、ゲノムＤＮＡ内の変更されたメチル化パターンについてスクリーニングす
るためおよびこれらの変更に関連する特定の配列を単離するために使用され得る方法であ
る（Ｔｏｙｏｔａら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５９：２３０７－１２，１９９９）。簡潔
には、認識部位においてシトシンのメチル化に対して異なる感度を有する制限酵素を用い
ることにより、原発腫瘍、細胞株および正常組織由来のゲノムＤＮＡが消化された後、任
意にプライムされるＰＣＲ増幅を行う。そのＰＣＲ産物を高分解能ポリアクリルアミドゲ
ルにおいて分離した後、差次的なメチル化を示すフラグメントをクローニングし、配列決
定する。次いで、クローニングされたフラグメントをサザン解析用のプローブとして使用
することにより、これらの領域の差次的なメチル化を確かめる。ＭＣＡ解析のための代表
的な試薬（例えば、代表的なＭＣＡベースのキットにおいて見られるような試薬）として
は：ゲノムＤＮＡを任意にプライミングするためのＰＣＲプライマー；ＰＣＲ緩衝液およ
びヌクレオチド、制限酵素および適切な緩衝液；遺伝子ハイブリダイゼーションオリゴま
たはプローブ；コントロールハイブリダイゼーションオリゴまたはプローブが挙げられ得
るが、これらに限定されない。
【０１１７】
　メチル化部位を解析するための別の方法は、その後に質量分析を用いるプライマー伸長
ジェノタイピング解析のために、増幅された標的を生成する最適化されたＰＣＲ増幅反応
を含む、プライマー伸長アッセイである。このアッセイは、多重でも行われ得る。この方
法（特に、それがジェノタイピング単一ヌクレオチド多型に関係するとき）は、ＰＣＴ公
開ＷＯ０５０１２５７８Ａ１およびＵＳ公開ＵＳ２００５００７９５２１Ａ１に詳細に記
載されている。メチル化解析について、このアッセイは、亜硫酸水素塩によって導入され
た、メチル化依存的なＣからＴへの配列変更を検出するために採用され得る。これらの方
法は、単一ウェル内において多重増幅反応および多重プライマー伸長反応（例えば、多重
均一プライマー質量伸長（ｈＭＥ）アッセイ）を行うことにより、プライマー伸長反応に
対する処理能力をさらに上げ、１反応あたりのコストを低下させるために特に有用である
。
【０１１８】
　ＤＮＡメチル化解析のための追加の４つの方法としては、制限ランドマークゲノムスキ
ャニング法（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｌａｎｄｍａｒｋ　ｇｅｎｏｍｉｃ　ｓｃａｎｎ
ｉｎｇ）（ＲＬＧＳ，Ｃｏｓｔｅｌｌｏら、２０００）、メチル化感受性表示差異解析（
ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ－ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ－ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎａｌ　ｄ
ｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ）（ＭＳ－ＲＤＡ）、メチル化特異的ＡＰ－ＰＣ
Ｒ（ＭＳ－ＡＰ－ＰＣＲ）および部分的に融解された分子のメチル－ＣｐＧ結合ドメイン
カラム／隔離（ＭＢＤ／ＳＰＭ）が挙げられる。
【０１１９】
　本技術とともに使用され得るさらなるメチル化解析法は、以下の論文：Ｌａｉｒｄ，Ｐ
．Ｗ．Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　Ｃａｎｃｅｒ　３，２５３－２６６（２００３）
；Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ；Ｕｈｌｍａｎｎ，Ｋ．ら、Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓ
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ｉｓ　２３：４０７２－４０７９（２００２）－ＰｙｒｏＭｅｔｈ；Ｃｏｌｅｌｌａら、
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ．２００３　Ｊｕｌ；３５（１）：１４６－５０；Ｄｕｐｏ
ｎｔ　ＪＭ，Ｔｏｓｔ　Ｊ，Ｊａｍｍｅｓ　Ｈ，ａｎｄ　Ｇｕｔ　ＩＧ．Ａｎａｌ　Ｂｉ
ｏｃｈｅｍ，Ｏｃｔ　２００４；３３３（１）：１１９－２７；およびＴｏｏｋｅ　Ｎ　
ａｎｄ　Ｐｅｔｔｅｒｓｓｏｎ　Ｍ．ＩＶＤＴ．Ｎｏｖ　２００４；４１に記載されてい
る。
【０１２０】
　ポリヌクレオチド配列の増幅および測定
　メチル化差次的様式で核酸を分離した後、その核酸は、配列ベースの解析に供され得る
。さらに、胎児起源の１つの特定のゲノム配列が、母体の対応物と比べて高メチル化され
ているかまたは低メチル化されていることが判明すると、この胎児ゲノム配列の量が、測
定され得る。続いて、この量は、標準コントロール値と比較され得、ある特定の妊娠関連
障害の可能性についての指標として機能し得る。
【０１２１】
　Ａ．ヌクレオチド配列の増幅
　多くの例において、当該分野で周知のいくつかの核酸増幅手順（上に列挙したものおよ
び以下でさらに詳細に記載されるもの）のうちのいずれかを用いて本技術の核酸配列を増
幅することが望ましい。具体的には、核酸増幅は、増幅される核酸配列に相補的な配列を
含む核酸アンプリコン（コピー）の酵素的合成である。核酸増幅は、サンプル中に存在す
る標的配列の量が非常に少ないときに特に有益である。目的の生物またはウイルスに属す
るサンプル中の核酸の検出をより確実にするためにアッセイの開始時にはより少ない標的
配列が必要とされるので、このアッセイの感度は、標的配列を増幅し、合成されたアンプ
リコンを検出することによって、大幅に改善され得る。
【０１２２】
　種々のポリヌクレオチド増幅法が、十分に確立されており、頻繁に研究において用いら
れている。例えば、ポリヌクレオチド配列増幅のためのポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）
の一般的な方法は、当該分野で周知であるので、本明細書中で詳細に記載しない。ＰＣＲ
の方法、プロトコルおよびプライマーを設計する際の原理の概説については、例えば、Ｉ
ｎｎｉｓら、ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａ
ｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．Ｎ．Ｙ．，
１９９０を参照のこと。ＰＣＲの試薬およびプロトコルは、Ｒｏｃｈｅ　Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｓｙｓｔｅｍｓなどの商業的供給業者からも入手可能である。
【０１２３】
　ＰＣＲは、最も一般的には、熱安定酵素を用いて、自動化されたプロセスとして行われ
る。このプロセスでは、反応混合物の温度は、変性領域、プライマーアニーリング領域お
よび伸長反応領域を自動的に繰り返す。この目的のために特別に適合された機械が市販さ
れている。
【０１２４】
　ポリヌクレオチド配列のＰＣＲ増幅は、代表的には、本技術の実施において使用される
が、　当業者は、母体の血液サンプル中に見られるゲノム配列の増幅が、任意の公知の方
法（例えば、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、転写媒介性の増幅および自家持続配列複製ま
たは核酸配列ベースの増幅（ＮＡＳＢＡ）（これらの各々は、十分な増幅をもたらす））
によって達成され得ることを認識する。最近開発された分岐ＤＮＡ技術もまた、特定のメ
チル化パターンである本技術の特定のゲノム配列の存在を定性的に証明するため、または
母体血液中のこの特定のゲノム配列の量を定量的に測定するために使用され得る。臨床サ
ンプル中の核酸配列を直接定量するための分岐ＤＮＡシグナル増幅の概説については、Ｎ
ｏｌｔｅ，Ａｄｖ．Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．３３：２０１－２３５，１９９８を参照のこと
。
【０１２５】
　本技術の組成物およびプロセスは、デジタルＰＣＲを用いて実施される場合、特に有用
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である。デジタルＰＣＲは、Ｋａｌｉｎｉｎａおよび共同研究者らによって初めて開発さ
れ（Ｋａｌｉｎｉｎａら、“Ｎａｎｏｌｉｔｅｒ　ｓｃａｌｅ　ＰＣＲ　ｗｉｔｈ　Ｔａ
ｑＭａｎ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ．”Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ．２
５；１９９９－２００４，（１９９７））、さらにＶｏｇｅｌｓｔｅｉｎおよびＫｉｎｚ
ｌｅｒによって発展された（Ｄｉｇｉｔａｌ　ＰＣＲ．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　
Ｓｃｉ　ＵＳＡ．９６；９２３６－４１，（１９９９））。胎児の診断法とともに使用す
るためのデジタルＰＣＲの適用は、Ｃａｎｔｏｒらによって初めて報告され（ＰＣＴ特許
公開番号ＷＯ０５０２３０９１Ａ２）、続いてＱｕａｋｅらによって報告された（ＵＳ　
特許公開番号ＵＳ２００７０２０２５２５）（両方ともが本明細書中で参考として援用さ
れる）。デジタルＰＣＲは、単一分子レベルにおける核酸（ＤＮＡ、ｃＤＮＡまたはＲＮ
Ａ）増幅を活用し、低コピー数の核酸を定量するための非常に感度の高い方法を提供する
。Ｆｌｕｉｄｉｇｍ（登録商標）Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎは、核酸のデジタル解析のため
のシステムを提供している。
【０１２６】
　Ｂ．ポリヌクレオチド配列の決定
　ポリヌクレオチド配列を決定するための手法もまた、十分に確立されており、関連性の
ある研究分野において広く実施されている。例えば、ポリヌクレオチドを配列決定するた
めの基本原理および一般的な手法は、分子生物学および組換え遺伝学に対する様々な研究
報告および学術論文（例えば、Ｗａｌｌａｃｅら、前出；ＳａｍｂｒｏｏｋおよびＲｕｓ
ｓｅｌｌ，前出およびＡｕｓｕｂｅｌら、前出）に記載されている。手動または自動的に
研究室において日常的に行われているＤＮＡ配列決定方法は、本技術を実施するために使
用され得る。本技術の方法を実施するためのポリヌクレオチド配列の変化の検出に適した
さらなる手段としては、質量分析、プライマー伸長、ポリヌクレオチドハイブリダイゼー
ション、リアルタイムＰＣＲおよび電気泳動が挙げられるがこれらに限定されない。
【０１２７】
　プライマー伸長反応の使用もまた、本技術の方法において適用され得る。プライマー伸
長反応は、例えば、デオキシヌクレオチドおよび／またはジデオキシヌクレオチドを、Ｓ
ＮＰ部位に隣接した領域にハイブリダイズするプライマー伸長プライマーに組み込むこと
によって、ＳＮＰ対立遺伝子を識別することによって作用する。そのプライマーは、ポリ
メラーゼによって伸長される。プライマーによって伸長されたＳＮＰは、質量分析または
ビオチンなどのタグ部分によって物理的に検出され得る。そのＳＮＰ部位は、特定の標識
によってタグ化された相補的なデオキシヌクレオチドまたはジデオキシヌクレオチドによ
ってのみ伸長されるか、または特定の質量を有するプライマー伸長産物を生成するので、
そのＳＮＰ対立遺伝子は、識別され得、定量され得る。
【０１２８】
　逆転写された核酸および増幅された核酸は、改変された核酸であり得る。改変された核
酸は、ヌクレオチドアナログを含み得、ある特定の実施形態において、検出可能な標識お
よび／または捕捉剤を含み得る。検出可能な標識の例としては、フルオロフォア、放射性
同位体、比色（ｃｏｌｏｒｍｅｔｒｉｃ）物質、発光物質、化学発光物質、光散乱物質、
酵素などが挙げられるが、これらに限定されない。捕捉剤の例としては、抗体／抗原、抗
体／抗体、抗体／抗体フラグメント、抗体／抗体レセプター、抗体／プロテインＡまたは
プロテインＧ、ハプテン／抗ハプテン、ビオチン／アビジン、ビオチン／ストレプトアビ
ジン、葉酸／葉酸結合タンパク質、ビタミンＢ１２／内因子、化学反応基／相補的化学反
応基（例えば、スルフヒドリル／マレイミド、スルフヒドリル／ハロアセチル誘導体、ア
ミン／イソトリオシアネート、アミン／スクシンイミジルエステルおよびアミン／スルホ
ニルハロゲン化物）対などから選択される結合対由来の作用物質が挙げられるが、これら
に限定されない。捕捉剤を有する改変された核酸が、ある特定の実施形態において、固体
支持体に固定化され得る。
【０１２９】
　質量分析は、本技術のポリヌクレオチド、例えば、ＰＣＲアンプリコン、プライマー伸
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長産物または標的核酸から切断される検出プローブを検出するために特に有効な方法であ
る。そのポリヌクレオチド配列の存在は、検出されたシグナルの質量を目的のポリヌクレ
オチドの予想質量と比較することによって確認される。特定のポリヌクレオチド配列に対
する相対的なシグナル強度、例えば、スペクトルに対する質量ピークは、特定の対立遺伝
子の相対的な集団を示唆し、ゆえに、そのデータから直接対立遺伝子比を計算することが
可能になる。Ｓｅｑｕｅｎｏｍ（登録商標）標準的ｉＰＬＥＸＴＭアッセイおよびＭａｓ
ｓＡＲＲＡＹ（登録商標）技術を用いるジェノタイピング方法の概説については、Ｊｕｒ
ｉｎｋｅ，Ｃ．，Ｏｅｔｈ，Ｐ．，ｖａｎ　ｄｅｎ　Ｂｏｏｍ，Ｄ．，“ＭＡＬＤＩ－Ｔ
ＯＦ　ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ：ａ　ｖｅｒｓａｔｉｌｅ　ｔｏｏｌ　ｆｏ
ｒ　ｈｉｇｈ－ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ＤＮＡ　ａｎａｌｙｓｉｓ．”Ｍｏｌ．Ｂｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌ．２６，１４７－１６４（２００４）；およびＯｅｔｈ，Ｐ．ら、“ｉＰ
ＬＥＸＴＭ　Ａｓｓａｙ：Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ　Ｐｌｅｘｉｎｇ　Ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
　ａｎｄ　Ｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙ　ｆｏｒ　ＭａｓｓＡＲＲＡＹ（登録商標）Ｓｙｓｔ
ｅｍ　ｔｈｒｏｕｇｈ　ｓｉｎｇｌｅ　ｂａｓｅ　ｐｒｉｍｅｒ　ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ　
ｗｉｔｈ　ｍａｓｓ－ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒｓ．”ＳＥＱＵＥＮＯＭ
　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　Ｎｏｔｅ（２００５）（両方が、本明細書中で参考として援
用される）を参照のこと。増幅プロセス中に切断され、質量分析によって検出される切断
可能な検出プローブを用いた標的核酸（ｔａｒｇｅｔ　ｎｕｃｌｅｉｃ）の検出および定
量の概説については、２００７年１２月４日に出願され、本明細書中で参考として援用さ
れる、米国特許出願番号１１／９５０，３９５を参照のこと。
【０１３０】
　配列決定技術は、処理能力およびコストに関して改善されている。配列決定技術（例え
ば、４５４プラットフォーム（Ｒｏｃｈｅ）（Ｍａｒｇｕｌｉｅｓ，Ｍ．ら、２００５　
Ｎａｔｕｒｅ　４３７，３７６－３８０）、Ｉｌｌｕｍｉｎａ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ａｎａｌ
ｙｚｅｒ（またはＳｏｌｅｘａプラットフォーム）もしくはＳＯＬｉＤ　Ｓｙｓｔｅｍ（
Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）またはＨｅｌｉｃｏｓ　Ｔｒｕｅ　Ｓｉｎｇｌ
ｅ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　ＤＮＡ配列決定技術（Ｈａｒｒｉｓ　Ｔ　Ｄら、２００８　Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ，３２０，１０６－１０９）、Ｐａｃｉｆｉｃ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓの単
一分子リアルタイム（ＳＭＲＴ．ＴＭ．）技術およびナノポアシーケンシング（Ｓｏｎｉ
　ＧＶ　ａｎｄ　Ｍｅｌｌｅｒ　Ａ．２００７　Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｍ　５３：１９９６－
２００１）において達成可能な配列決定技術）によって、平行した様式での高次の多重化
において、検体から単離された多くの核酸分子の配列決定が可能になる（Ｄｅａｒ　Ｂｒ
ｉｅｆ　Ｆｕｎｃｔ　Ｇｅｎｏｍｉｃ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ　２００３；１：３９７－４
１６）。
【０１３１】
　これらのプラットフォームの各々は、核酸フラグメントのクローン的に増加されたまた
は増幅されていない単一分子の配列決定を可能にする。ある特定のプラットフォームは、
例えば、（ｉ）色素で修飾されたプローブのライゲーションによる配列決定（周期性のラ
イゲーションおよび切断を含む）、（ｉｉ）パイロシークエンスおよび（ｉｉｉ）１分子
シーケンシングを含む。ヌクレオチド配列種、増幅核酸種およびそれらから生成された検
出可能な産物は、そのような配列解析プラットフォームによってヌクレオチド配列を解析
する目的の「研究核酸」と考えられ得る。
【０１３２】
　ライゲーションによる配列決定は、塩基対形成のミスマッチに対するＤＮＡリガーゼの
感度に依存する核酸配列決定法である。ＤＮＡリガーゼは、正しく塩基対形成されたＤＮ
Ａ末端をつなげる。ＤＮＡリガーゼが、正しく塩基対形成されたＤＮＡ末端だけをつなげ
る能力を、蛍光標識されたオリゴヌクレオチドまたはプライマーの混合プールと組み合わ
せることにより、蛍光検出による配列決定が可能になる。より長い配列の読み取りは、標
識が同定された後に切断され得る切断可能な結合を含むプライマーを含めることによって
、得られ得る。リンカーにおける切断は、標識を除去し、ライゲーションしたプライマー
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の末端に５’ホスフェートを再生することにより、次回のライゲーションのためのプライ
マーが調製される。いくつかの実施形態において、プライマーは、２つ以上の蛍光標識（
例えば、１つの蛍光標識、２、３または４つの蛍光標識）で標識され得る。
【０１３３】
　当業者が使用し得る、ライゲーションによる配列決定に基づくシステムの例は、一般に
、以下の工程を含む。研究核酸（「鋳型」）、増幅反応成分、ビーズおよびプライマーを
含むエマルジョンマイクロリアクター内で、ビーズのクローン集団を調製し得る。増幅後
、鋳型を変性し、ビーズの濃縮を行うことにより、望まれないビーズ（例えば、伸長して
いない鋳型を有するビーズ）から、伸長した鋳型を有するビーズが分離される。選択され
たビーズ上の鋳型が、３’修飾を受けることにより、スライドへの共有結合が可能になり
、そして修飾されたビーズは、スライドガラス上に沈着され得る。沈着チャンバーは、ビ
ーズ充填プロセス中に、スライドを１、４または８つのチャンバーに分ける能力を付与す
る。配列解析にむけて、プライマーをアダプター配列にハイブリダイズさせる。４色の色
素で標識されたプローブのセットは、配列決定プライマーへのライゲーションについて競
合する。プローブライゲーションの特異性は、ライゲーションシリーズ中のすべての４番
目および５番目の塩基を調べることによって達成される。５～７回のライゲーション、検
出および切断によって、すべての５番目の位置の色が記録される（回数は、使用されるラ
イブラリーのタイプによって決定される）。各回のライゲーションの後、５’方向に１塩
基だけ相殺された新しい相補的（ｃｏｍｐｌｉｍｅｎｔａｒｙ）プライマーが、新たなラ
イゲーションのために置かれる。プライマーのリセットおよびライゲーションの回（１回
あたり５～７ライゲーションサイクル）が、続けて５回繰り返されることにより、１つの
タグについて２５～３５塩基対の配列が生成される。メイトペア（ｍａｔｅ－ｐａｉｒｅ
ｄ）シーケンシングの場合、このプロセスは、第２のタグについて繰り返される。そのよ
うなシステムは、例えば、異種核酸を、本明細書中に記載されるプロセスによって生成さ
れた第１の増幅産物にライゲートし、第１の増幅産物を生成するために最初に使用された
固体支持体と同じまたは異なる固体支持体を用いてエマルジョン増幅を行うことによって
、本明細書中に記載されるプロセスによって生成された増幅産物を指数関数的に増幅する
ために使用され得る。そのようなシステムは、指数関数的な増幅プロセスを迂回してスラ
イドガラス上で本明細書中に記載される固体支持体を直接選別することによって、本明細
書中に記載されるプロセスによって直接生成された増幅産物を解析するためにも使用され
得る。
【０１３４】
　パイロシークエンスは、合成による配列決定に基づいた核酸配列決定法であり、ヌクレ
オチド取り込み時に放出されるピロホスフェートの検出に依存する。一般に、合成による
配列決定は、配列を調べられている鎖に相補的なＤＮＡ鎖を、１回につき１ヌクレオチド
で合成する工程を包含する。研究核酸は、固体支持体に固定化され、配列決定プライマー
とハイブリダイズされ、ＤＮＡポリメラーゼ、ＡＴＰスルフリラーゼ（ｓｕｌｆｕｒｙｌ
ａｓｅ）、ルシフェラーゼ、アピラーゼ、アデノシン５’ホスホ硫酸およびルシフェリン
とともにインキュベートされ得る。ヌクレオチド溶液を連続的に加え、除去する。ヌクレ
オチドが正しく取り込まれるとピロホスフェートが放出され、それが、ＡＴＰスルフリラ
ーゼと相互作用し、アデノシン５’ホスホ硫酸の存在下においてＡＴＰを生成することに
より、ルシフェリン反応物に燃料供給され、その反応物が化学発光シグナルを生成するこ
とにより、配列決定が可能になる。
【０１３５】
　当業者によって使用され得る、パイロシークエンスに基づくシステムの例は、一般に、
以下の工程：アダプター核酸を研究核酸にライゲートし、その研究核酸をビーズにハイブ
リダイズする工程；エマルジョン内で研究核酸中のヌクレオチド配列を増幅する工程；ピ
コリットルのマルチウェル固体支持体を用いてビーズを選別する工程；および増幅された
ヌクレオチド配列をパイロシークエンス法によって配列決定する工程を含む（例えば、Ｎ
ａｋａｎｏら、“Ｓｉｎｇｌｅ－ｍｏｌｅｃｕｌｅ　ＰＣＲ　ｕｓｉｎｇ　ｗａｔｅｒ－
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ｉｎ－ｏｉｌ　ｅｍｕｌｓｉｏｎ；”Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ　１０２：１１７－１２４（２００３））。そのようなシステムは、例えば、異種核酸
を、本明細書中に記載されるプロセスによって生成される第１の増幅産物にライゲートす
ることによって、本明細書中に記載されるプロセスによって生成される増幅産物を指数関
数的に増幅するために使用され得る。
【０１３６】
　ある特定の１分子シーケンシング実施形態は、合成による配列決定の原理に基づくもの
であり、ヌクレオチド取り込みが成功した結果として光子を放射する機構として一対の蛍
光共鳴エネルギー転移（一対ＦＲＥＴ）を利用するものである。放射された光子は、全反
射顕微鏡（ｔｏｔａｌ　ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｒｅｆｌｅｃｔｉｏｎ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐ
ｙ）（ＴＩＲＭ）とともに増感または高感度の冷却電荷結合素子を用いて検出されること
が多い。導入された反応溶液が、配列決定プロセスの結果として合成される成長中の核酸
鎖に取り込むための正しいヌクレオチドを含むときだけ、光子が放射される。ＦＲＥＴに
基づく１分子シーケンシングでは、エネルギーが、長距離の双極子相互作用によって２つ
の蛍光色素間、時折、ポリメチンシアニン色素Ｃｙ３とＣｙ５との間を転移する。ドナー
は、その特定の励起波長において励起され、その励起状態エネルギーが、アクセプター色
素に非放射的に転移され、そしてそのアクセプター色素が励起される。そのアクセプター
色素は、最終的には光子の放射放出によって基底状態に戻る。このエネルギー転移プロセ
スにおいて使用される２つの色素は、一対ＦＲＥＴにおいて「一対」である。Ｃｙ３は、
ドナーフルオロフォアとして使用されることが多く、１つ目の標識ヌクレオチドとして取
り込まれることが多い。Ｃｙ５は、アクセプターフルオロフォアとして使用されることが
多く、１つ目のＣｙ３標識ヌクレオチドが取り込まれた後の、次のヌクレオチド付加用の
ヌクレオチド標識として使用される。これらのフルオロフォアは、通常、各々１０ナノメ
ートル以内に存在することにより、エネルギー転移が成功する。
【０１３７】
　１分子シーケンシングに基づいて使用され得るシステムの例は、通常、プライマーを研
究核酸にハイブリダイズすることにより、複合体を生成する工程；その複合体を固相と会
合させる工程；蛍光分子でタグ化されたヌクレオチドによってプライマーを繰り返し伸長
する工程；および各反復後に蛍光共鳴エネルギー転移シグナルの像を捕捉する工程を含む
（例えば、米国特許第７，１６９，３１４号；Ｂｒａｓｌａｖｓｋｙら、ＰＮＡＳ　１０
０（７）：３９６０－３９６４（２００３））。そのようなシステムは、本明細書中に記
載されるプロセスによって生成される増幅産物を直接配列決定するために使用され得る。
いくつかの実施形態において、放出された線状増幅産物は、例えば、固体支持体、ビーズ
またはスライドガラス上に存在する固定化された捕捉配列に相補的な配列を含むプライマ
ーにハイブリダイズされ得る。プライマーと放出された線状増幅産物とのハイブリダイゼ
ーションによって、固定化された捕捉配列と複合体が形成され、合成による一対ＦＲＥＴ
ベースの配列決定のために、放出された線状増幅産物が固体支持体に固定化される。固定
化された核酸を含むスライド表面の最初の参照像が生成され得るように、そのプライマー
は、蛍光性であることが多い。その最初の参照像は、真のヌクレオチド取り込みが生じて
いる位置を判定するために有用である。「プライマーのみ」の参照像において最初に同定
されなかったアレイ位置において検出される蛍光シグナルは、非特異的蛍光として無視さ
れる。プライマーと放出された線状増幅産物との複合体を固定化した後、結合された核酸
は、しばしば以下の反復工程、ａ）１種の蛍光標識ヌクレオチドの存在下におけるポリメ
ラーゼ伸長、ｂ）適切な顕微鏡、例えば、ＴＩＲＭを用いた蛍光の検出、ｃ）蛍光ヌクレ
オチドの除去、およびｄ）異なる蛍光標識ヌクレオチドを用いる工程に戻る工程によって
並行して配列決定される。
【０１３８】
　いくつかの実施形態において、ヌクレオチド配列決定は、固相１ヌクレオチド配列決定
法およびプロセスによるものであり得る。固相１ヌクレオチド配列決定法は、サンプル核
酸と固体支持体とを、１分子のサンプル核酸が１分子の固体支持体とハイブリダイズする
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条件下で接触させる工程を包含する。そのような条件は、固体支持体分子および１分子の
サンプル核酸を「マイクロリアクター」内に提供することを含み得る。そのような条件は
、サンプル核酸分子が固体支持体上の固相核酸にハイブリダイズし得る混合物を提供する
ことも含み得る。本明細書中に記載される実施形態において有用な１ヌクレオチド配列決
定法は、２００８年１月１７日出願の米国仮特許出願番号６１／０２１，８７１に記載さ
れている。
【０１３９】
　ある特定の実施形態において、ナノポアシーケンシング検出法は、（ａ）配列決定のた
めの核酸（「ベース核酸」、例えば、連結プローブ分子）を配列特異的検出物質と、その
検出物質がそのベース核酸の実質的に相補的な部分配列に特異的にハイブリダイズする条
件下において、接触させる工程；（ｂ）検出物質からのシグナルを検出する工程および（
ｃ）検出されたシグナルに従ってベース核酸の配列を決定する工程を包含する。ある特定
の実施形態では、ベース核酸がポアを通過するときに検出物質がナノポア構造を干渉する
と、ベース核酸にハイブリダイズされた検出物質は、ベース核酸から解離され（例えば、
連続的に解離され）、そのベース配列から解離された検出物質が、検出される。いくつか
の実施形態において、ベース核酸から解離された検出物質は、検出可能なあるシグナルを
放射し、ベース核酸にハイブリダイズされている検出物質は、異なる検出可能なシグナル
を放射するか、または検出可能なシグナルを放出しない。ある特定の実施形態において、
ある核酸（例えば、連結プローブ分子）内のヌクレオチドは、特定のヌクレオチドに対応
する特定のヌクレオチド配列（「ヌクレオチド代表体（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｒｅｐｒ
ｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓ）」）で置換されることにより、増大された核酸が生じ（例えば
、米国特許第６，７２３，５１３号）、検出物質は、増大された核酸内のヌクレオチド代
表体にハイブリダイズし、それが、ベース核酸として機能する。そのような実施形態にお
いて、ヌクレオチド代表体は、２成分またはより高次の配列で配置され得る（例えば、Ｓ
ｏｎｉ　ａｎｄ　Ｍｅｌｌｅｒ，Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　５３（１１）
：１９９６－２００１（２００７））。いくつかの実施形態において、核酸は、増大され
ず、増大された核酸を生じず、ベース核酸として直接働き（例えば、連結プローブ分子が
、増大されないベース核酸として働き）、検出物質が、そのベース核酸と直接接触される
。例えば、第１の検出物質は、第１の部分配列にハイブリダイズし得、第２の検出物質は
、第２の部分配列にハイブリダイズし得、ここで、第１の検出物質および第２の検出物質
の各々は、互いに識別され得る検出可能な標識を有し、第１の検出物質および第２の検出
物質からのシグナルは、それらの検出物質がベース核酸から解離されると、互いに識別さ
れ得る。ある特定の実施形態において、検出物質は、約３～約１００ヌクレオチド長（例
えば、約４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、
１８、１９、２０、２５、３０、３５、４０、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８
０、８５、９０または９５ヌクレオチド長）であり得るベース核酸にハイブリダイズする
領域（例えば、２つの領域）を含む。検出物質は、ベース核酸にハイブリダイズしない１
つ以上のヌクレオチド領域も含み得る。いくつかの実施形態において、検出物質は、分子
ビーコンである。検出物質は、本明細書中に記載されるものから独立して選択される１つ
以上の検出可能な標識を含むことが多い。検出可能な標識の各々は、各標識（例えば、磁
気的、電気的、化学的、光学的標識など）によって生成されるシグナルを検出することが
できる任意の好都合な検出プロセスによって検出され得る。例えば、ＣＤカメラを用いる
ことにより、検出物質に連結された１つ以上の識別可能な量子ドットからシグナルが検出
され得る。
【０１４０】
　ある特定の配列解析実施形態において、読み出し結果（ｒｅａｄｓ）を用いることによ
り、より長いヌクレオチド配列が構築され得、それは、異なる読み出し結果内の重複配列
を同定することおよびその読み出し結果内の識別配列を使用することによって促進され得
る。読み出し結果からより長い配列を構築するためのそのような配列解析法および配列解
析ソフトウェアは、当業者に公知である（例えば、Ｖｅｎｔｅｒら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２
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９１：１３０４－１３５１（２００１））。特定の読み出し結果、部分的なヌクレオチド
配列構築物および完全なヌクレオチド配列構築物が、ある特定の配列解析実施形態におい
て、サンプル核酸内のヌクレオチド配列間で比較されてもよいし（すなわち、内部比較）
、参照配列と比較されてもよい（すなわち、参照比較）。内部比較は時折、サンプル核酸
が、複数のサンプル、または配列変異を含む単一サンプル起源から調製される状況におい
て行われる。参照比較は時折、参照ヌクレオチド配列が既知であるとき、およびその目的
が、サンプル核酸が参照ヌクレオチド配列と実質的に類似もしくは全く同じまたは異なる
ヌクレオチド配列を含むか否かを判定することであるときに、行われる。配列解析は、当
業者に公知の配列解析装置および配列解析成分によって促進される。
【０１４１】
　本明細書中に提供される方法は、複数の核酸における核酸種（例えば、ヌクレオチド配
列種、増幅された核酸種および前述のものから生成された検出可能な産物）のハイスルー
プット検出を可能にする。多重化とは、２つ以上の核酸種の同時検出のことを指す。質量
分析とともに多重反応を行うための一般的な方法は、公知である（例えば、米国特許第６
，０４３，０３１号、同第５，５４７，８３５号および国際ＰＣＴ出願番号ＷＯ９７／３
７０４１を参照のこと）。多重化は、各個別の標的核酸種に対して別個の質量分析を行わ
なければならないものと比べて、複数の核酸種（例えば、異なる配列変異を有するいくつ
かの核酸種）が、わずか１つの質量スペクトルにおいて同定され得るという利点を提供す
る。本明細書中に提供される方法は、いくつかの実施形態において、高速かつ正確に配列
変異を解析するための高度に自動化されたハイスループットプロセスに適している。いく
つかの実施形態において、本明細書中の方法は、単一反応において高レベルで多重化され
得る。
【０１４２】
　ある特定の実施形態において、多重化される核酸種の数としては、
【０１４３】
【化１】

が挙げられるがこれらに限定されない。
【０１４４】
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　多重アッセイを用いて質量スペクトルの分解を達成するための設計方法としては、プラ
イマーおよびオリゴヌクレオチドの設計方法ならびに反応設計方法が挙げられ得る。例え
ば、表ＸおよびＹに提供されている多重スキームを参照のこと。多重アッセイにおけるプ
ライマーおよびオリゴヌクレオチドの設計については、誤ったプライミングおよびプライ
マーダイマーを回避することなどの一重反応に対するプライマー設計用と同じ一般的ガイ
ドラインが、適用され、より多くのプライマーが、多重反応のために含められるだけであ
る。質量分析に適用するために、１つのアッセイに対する質量スペクトルにおける被検体
ピーク（ポージング（ｐａｕｓｉｎｇ）ピークおよび他の任意の副産物ピークを含む）は
、そのアッセイと多重化される任意のアッセイの産物から十分に解明される。また、被検
体ピークは、ユーザーによって指定された質量ウィンドウ、例えば、５，０００～８，５
００Ｄａの範囲内に最適に入る。いくつかの実施形態において、多重解析は、例えば、染
色体異常の質量分析検出に適合され得る。ある特定の実施形態において、多重解析は、本
明細書中に記載される様々な１ヌクレオチド配列決定法またはナノポアベースのシーケン
シング法に適合され得る。商業的に作製されている微量反応チャンバーまたはデバイスま
たはアレイまたはチップを使用することにより、多重解析が容易になり得、それらは、商
業的に入手可能である。
【０１４５】
　胎児の異数性の検出
　胎児の異数性を検出するために、いくつかの方法が、母親から遺伝した対立遺伝子と父
親から遺伝した対立遺伝子との比の測定に依存する。しかしながら、染色体の変化を定量
する能力は、無細胞核酸の母体の寄与によって損なわれ、それにより、測定の前に母体Ｄ
ＮＡ由来のサンプルを枯渇させる必要がある。有望なアプローチは、胎児および母体のＤ
ＮＡの異なるサイズ分布を利用するか、またはもっぱら胎児によって発現されるＲＮＡを
測定する（例えば、ＵＳ２００６０２５２０７１として公開され、本明細書中で参考とし
て援用される米国特許出願番号１１／３８４１２８を参照のこと）。胎児ＤＮＡが、母体
の血漿中のすべての無細胞ＤＮＡの約５％しか構成しないと仮定すると、トリソミーサン
プルと健常コントロールとの間には１．６％からたった約１．２％への比の差の減少しか
存在しない。その結果として、対立遺伝子比の変化の信頼度が高い検出には、例えば、本
技術の組成物および方法を用いて無細胞ＤＮＡの胎児画分を濃縮することが必要である。
【０１４６】
　いくつかの方法が、母親から遺伝した対立遺伝子と父親から遺伝した対立遺伝子との比
の測定によって母体の血漿から胎児の染色体異数性を検出することに依存する。二倍体セ
ットは、１：１の比をもたらし、トリソミーは、２：１の比として検出され得る。この差
の検出は、胎児ＤＮＡが少量であること、血漿サンプル中の過剰な母体ＤＮＡの存在、お
よび測定手法のばらつきに起因して、統計的サンプリング法によって弱まる。後者は、デ
ジタルＰＣＲまたは質量分析のような高い測定精度を有する方法を用いることによって対
処される。サンプル中の無細胞ＤＮＡの胎児画分を濃縮することは、現在、サイズ排除に
よって母体ＤＮＡを枯渇させることまたは胎児発現ＲＮＡのような胎児特異的核酸に焦点
を当てることによって、達成されている。胎児ＤＮＡを区別する別の特徴は、そのＤＮＡ
メチル化パターンである。したがって、胎児と母体との間の差次的なメチル化に基づいて
胎児核酸を正確に定量するための新規組成物および方法が、本明細書中に提供される。そ
れらの方法は、母体サンプルの胎児核酸部分を定量することにより胎児の形質の出生前検
出が可能になる感度の高い絶対コピー数の解析に依存する。本技術の方法は、母体ＤＮＡ
と胎児ＤＮＡとの間で差次的にメチル化された、ゲノム内の約３０００個のＣｐＧリッチ
領域を同定した。選択された領域は、測定されたすべてのサンプルにおいて、高度に保存
された差次的なメチル化を示した。さらに、その領域のセットは、発生の制御において重
要な遺伝子について濃縮されていることから、これらの領域の後成的制御が、生物学的に
関連性があるプロセスであり、かつ生物学的に一貫したプロセスであることが示唆される
（表３を参照のこと）。胎児ＤＮＡの濃縮は、現在、本発明者らのＭＢＤ－ＦＣタンパク
質を用いて無細胞ＤＮＡ（例えば、実質的にすべての無細胞ＤＮＡ）を捕捉し、次いで、
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高度にメチル化されたＤＮＡ画分を高塩濃度で溶出することによって達成され得る。低塩
の溶出画分を用いると、ＭＢＤ－ＦＣは、同様に、メチル化されていない胎児ＤＮＡを濃
縮することができる。
【０１４７】
　本技術は、母体のメチル化レベルが低く、かつ胎児のメチル化レベルが高いと確認され
た、１３、１８および２１番染色体上の６３個のゲノム領域を提供する。これらの領域を
捕捉した後、ＳＮＰを用いることにより、上述の対立遺伝子比が測定され得る。高頻度の
ＳＮＰが用いられるとき、両親が対立するホモ接合体遺伝子型を有し、子供がヘテロ接合
体遺伝子型を有する少なくとも１つのＳＮＰを高信頼度で発見するために、約１０個のマ
ーカーが、測定される必要がある。
【０１４８】
　別の実施形態において、絶対コピー数の定量を利用して染色体異常を検出するための方
法が提供される。二倍体染色体セットは、すべての染色体にわたって差次的にメチル化さ
れた領域に対して同じコピー数を示すが、例えば、トリソミー２１サンプルは、２１番染
色体上の差次的にメチル化された領域に対して１．５倍多いコピーを示し得る。二倍体染
色体セットに対するゲノムＤＮＡ量の正規化は、変化していない常染色体を参照として使
用することによって達成され得る（本明細書中にも提供される。表１を参照のこと）。他
のアプローチと同様に、全体のコピー数が少ないので、単一マーカーが、この差の検出に
十分である可能性は低い。代表的には、妊娠１０～１２週の１ｍｌの母体の血漿には約１
００～２００コピーの胎児ＤＮＡが存在する。しかしながら、本技術の方法は、異数性染
色体セットに対して二倍体染色体セットの非常に信頼性の高い識別を可能にする検出可能
なマーカーの重複をもたらす。
【０１４９】
　データ処理および染色体異常の有無の同定
　染色体異常の「検出」という用語は、本明細書中で使用される場合、増幅された核酸種
、ヌクレオチド配列種、または前述のものから生成された検出可能な産物（集合的に「検
出可能な産物」）のセットを検出することから生じたデータを処理することによる、染色
体の不均衡の同定のことを指す。任意の適当な検出デバイスおよび検出方法が、本明細書
中で扱われる検出可能な産物の１つ以上のセットを識別するために使用され得る。染色体
異常の有無に関係する成果は、被験体またはサンプルに対する染色体異常の存在に関連す
る、確率（例えば、オッズ比、ｐ値）、尤度、パーセンテージ、閾値に対する値または危
険因子を含むがこれらに限定されない任意の適当な形態で表され得る。成果は、ある特定
の実施形態において、感度、特異性、標準偏差、変動係数（ＣＶ）および／もしくは信頼
水準、または前述のものの組み合わせの１つ以上によって提供され得る。
【０１５０】
　検出可能な産物の１つ以上のセットに基づく染色体異常の検出は、感度、特異性、標準
偏差、変動係数（ＣＶ）、閾値、信頼水準、スコア、確率および／またはそれらの組み合
わせを含むがこれらに限定されない１つ以上の計算された変数に基づいて同定され得る。
いくつかの実施形態において、（ｉ）診断法に対して選択されたセットの数、および／ま
たは（ｉｉ）診断法に対して選択された各セットの特定のヌクレオチド配列種が、そのよ
うな計算された変数の１つ以上に従って、部分的または全体的に、測定される。
【０１５１】
　ある特定の実施形態において、感度、特異性および／または信頼水準の１つ以上が、パ
ーセンテージとして表される。いくつかの実施形態において、そのパーセンテージは、各
変数に対して独立して、約９０％超（例えば、約９０、９１、９２、９３、９４、９５、
９６、９７、９８もしくは９９％、または９９％超（例えば、約９９．５％またはそれ以
上、約９９．９％またはそれ以上、約９９．９５％またはそれ以上、約９９．９９％また
はそれ以上））である。変動係数（ＣＶ）は、いくつかの実施形態において、パーセンテ
ージとして表され、そのパーセンテージは、時折、約１０％またはそれ以下（例えば、約
１０、９、８、７、６、５、４、３、２もしくは１％、または１％未満（例えば、約０．
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５％またはそれ以下、約０．１％またはそれ以下、約０．０５％またはそれ以下、約０．
０１％またはそれ以下））である。確率（例えば、アルゴリズムによって測定される特定
の成果が偶然に起因しない確率）は、ある特定の実施形態において、ｐ値として表され、
そのｐ値は、時折、約０．０５またはそれ以下（例えば、約０．０５、０．０４、０．０
３、０．０２もしくは０．０１、または０．０１未満（例えば、約０．００１またはそれ
以下、約０．０００１またはそれ以下、約０．００００１またはそれ以下、約０．０００
００１またはそれ以下））である。
【０１５２】
　例えば、スコアリングまたはスコアは、特定の染色体異常が被験体／サンプル中に実際
に存在するかまたは存在しない確率を計算することを指し得る。スコアの値は、例えば、
実際の染色体異常に対応し得る増幅された核酸（ｎｕｃｌｅｉｃ）の検出可能な産物の変
動、差異または比を決定するために使用され得る。例えば、検出可能な産物から陽性スコ
アが計算されることにより、単一サンプルの解析に特に関連性のある染色体異常が同定さ
れ得る。
【０１５３】
　ある特定の実施形態において、シミュレートされた（またはシミュレーション）データ
は、例えば、アルゴリズムを訓練するかまたはアルゴリズムを試験することによって、デ
ータ処理を助け得る。シミュレートされたデータは、例えば、血清、血漿などにおける様
々な濃度の胎児および母体の核酸の様々な仮定のサンプルを含み得る。シミュレートされ
たデータは、現実の集団から予想され得るものに基づき得るか、またはアルゴリズムを試
験するためおよび／もしくはシミュレートされたデータセットに基づいて正確な分類を割
り当てるために偏っている場合がある。シミュレートされたデータは、本明細書中で「仮
想」データとも呼ばれる。サンプル内における胎児／母体の寄与が、数の表もしくはアレ
イとして（例えば、参照生体分子または増幅された核酸配列の切断産物の質量シグナルに
対応するピークのリストとして）、質量スペクトルとして、ゲル上のバンドパターンとし
て、または質量分布を測定する任意の手法の表示として、シミュレートされ得る。シミュ
レーションは、ほとんどの例において、コンピュータプログラムによって行われ得る。シ
ミュレートされたデータセットを使用する際の１つのありうる工程は、同定された結果の
信頼度、すなわち、選択された陽性／陰性が、どれくらい十分にそのサンプルに当てはま
っているか、およびそれに加わる変動があるか否かを評価することである。通常のアプロ
ーチは、選択されたものよりも良いスコアを有するランダムなサンプルの確率を推定する
確率値（ｐ値）を計算することである。ｐ値の計算が、ある特定の状況で許容され得ない
場合、経験的なモデルが評価されてもよく、この経験的なモデルでは、少なくとも１つの
サンプルが（変動の分解の有無にかかわらず）基準となるサンプルに当てはまると仮定さ
れる。あるいは、ポアソン分布などの他の分布が、確率分布を説明するために使用され得
る。
【０１５４】
　ある特定の実施形態において、アルゴリズムが、計算された真陽性、真陰性、偽陽性お
よび偽陰性に対して信頼度の値を割り当て得る。染色体異常発生の尤度の割り当てもまた
、ある特定の確率モデルに基づき得る。
【０１５５】
　シミュレートされたデータは、しばしば、インシリコプロセスにおいて生成される。本
明細書中で使用される場合、用語「インシリコ」とは、コンピュータを用いて行われる調
査および実験のことを指す。インシリコ方法としては、分子モデリング研究、核型分析、
遺伝的計算、生体分子ドッキング実験および分子構造の仮想表現、ならびに／または分子
相互作用などのプロセスが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１５６】
　本明細書中で使用される場合、「データ処理ルーチン」とは、取得したデータの生物学
的意義（すなわち、アッセイの最終結果）を決定する、ソフトウェアに含まれ得るプロセ
スのことを指す。例えば、データ処理ルーチンは、収集されたデータに基づいて各ヌクレ
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オチド配列種の量を決定し得る。データ処理ルーチンは、決定された結果に基づいて、機
器および／またはデータ収集ルーチンも管理し得る。データ処理ルーチンおよびデータ収
集ルーチンは、統合されることが多く、その機器によるデータ取得を操作するフィードバ
ックを提供し、ゆえに、本明細書中に提供されるアッセイベースの判断方法が提供される
。
【０１５７】
　本明細書中で使用される場合、ソフトウェアは、コンピュータによって実行されるとき
にコンピュータ操作を行うコンピュータ可読のプログラム命令のことを指す。代表的には
、ソフトウェアは、コンピュータ可読媒体上に記録されたプログラム命令を含むプログラ
ム製品において提供され、そのコンピュータ可読媒体としては、フロッピー（登録商標）
ディスク、ハードディスクおよび磁気テープを含む磁気媒体；ならびにＣＤ－ＲＯＭディ
スク、ＤＶＤディスク、光磁気ディスクを含む光学媒体、ならびにプログラム命令が記録
され得る他のそのような媒体が挙げられるがこれらに限定されない。
【０１５８】
　異常または正常を予測する様々な方法が、様々なタイプの結果をもたらし得る。任意の
所与の予測について、可能性のある４つのタイプの成果：真陽性、真陰性、偽陽性または
偽陰性が存在する。用語「真陽性」は、本明細書中で使用される場合、染色体異常を有す
ると正しく診断された被験体のことを指す。用語「偽陽性」は、本明細書中で使用される
場合、染色体異常を有すると誤って同定された被験体のことを指す。用語「真陰性」は、
本明細書中で使用される場合、染色体異常を有しないと正しく同定された被験体のことを
指す。用語「偽陰性」は、本明細書中で使用される場合、染色体異常を有しないと誤って
同定された被験体のことを指す。任意の所与の方法に対する２つの性能の測定値は、これ
らの発生頻度の比に基づいて計算され得る：（ｉ）感度の値、すなわち、陽性であると正
しく同定される予測陽性の割合（例えば、そのように正しくまたは誤って同定されたすべ
てのヌクレオチド配列セットに対して染色体異常を示すような、レベル比較検出／測定に
よって正しく同定されるヌクレオチド配列セットの割合）であって、これにより、染色体
異常を検出する際の結果の正確度が反映される、値；および（ｉｉ）特異性の値、すなわ
ち、陰性であると正しく同定される予測陰性の割合（そのように正しくまたは誤って同定
されたすべてのヌクレオチド配列セットに対して染色体正常を示すような、レベル比較検
出／測定によって正しく同定されるヌクレオチド配列セットの割合）によって、染色体異
常を検出する際の結果の正確度が反映される、値。
【実施例】
【０１５９】
　以下の実施例は、限定目的ではなく、例示という目的だけで提供される。当業者は、本
質的に同じまたは類似の結果をもたらすように変更され得るかまたは改変され得る種々の
重要でないパラメータを容易に認識する。
【０１６０】
　下記の実施例１では、本出願人は、ＣｐＧアイランドアレイと組み合わせて、メチル化
ＤＮＡを捕捉する新規融合タンパク質を使用することにより、胎児の胎盤組織と母体の血
液との間で差次的にメチル化されたゲノム領域を同定した。厳密な統計学的アプローチを
用いることにより、サンプル間でほとんどばらつきを示さず、ゆえに根底にある生物学的
メカニズムを示す領域だけが選択された。主に１３、１８および２１番染色体上に位置す
る８５個の差次的にメチル化されたゲノム領域が確認された。この確認について、これら
の８５領域を網羅する２６１個のＰＣＲアンプリコンを調べる定量的質量分析ベースのア
プローチを用いた。それらの結果は、非常に良く一致していることから（９５％確認）、
このアプローチの実行可能性が証明される。
【０１６１】
　次に、本出願人は、対立遺伝子比ではなく絶対コピー数の測定に依存する、異数性検査
用の画期的なアプローチを提供する。
【０１６２】
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　実施例１
　下記の実施例では、１０個の母体ＤＮＡと胎盤ＤＮＡとのサンプル対を用いることによ
り、差次的にメチル化された領域を同定した。これらの結果は、質量分析ベースの定量的
メチル化アッセイを用いて確認された。第１に、母体のバフィーコート由来および対応す
る胎盤組織由来のゲノムＤＮＡをまず抽出した。次に、ＭＢＤ－ＦＣを用いることにより
、各ＤＮＡサンプルのメチル化された画分を捕捉した。図１～３を参照のこと。２つの組
織画分を異なる蛍光色素で標識し、Ａｇｉｌｅｎｔ（登録商標）ＣｐＧ　Ｉｓｌａｎｄマ
イクロアレイにハイブリダイズさせた。図４を参照のこと。これを行うことにより、出生
前診断に利用され得る差次的にメチル化された領域が同定された。それゆえ、２つの基準
を使用することにより、潜在的な濃縮マーカーとしてのゲノム領域が選択された：観察さ
れたメチル化の差は、試験されたすべてのサンプル対に存在しなければならないし、その
領域は、２００ｂｐを超える長さでなければならなかった。
【０１６３】
　ＤＮＡの調製および断片化
　母体のバフィーコート由来および胎盤組織由来のゲノムＤＮＡ（ｇＤＮＡ）をそれぞれ
、Ｑｉａｇｅｎ（登録商標）（Ｈｉｌｄｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）製のＱＩＡａｍｐ　ＤＮ
Ａ　Ｍｉｎｉ　ＫｉｔＴＭおよびＱＩＡａｍｐ　ＤＮＡ　Ｂｌｏｏｄ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ
ＴＭを用いて調製した。ＭＣＩｐのために、ＮａｎｏＤｒｏｐ　ＮＤ　１０００ＴＭ分光
光度計（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ（登録商標），Ｗａｌｔｈａｍ，ＭＡ，ＵＳＡ）を
用いてｇＤＮＡを定量した。Ｂｒａｎｓｏｎ　Ｄｉｇｉｔａｌ　Ｓｏｎｉｆｉｅｒ４５０
ＴＭ（Ｄａｎｂｕｒｙ，ＣＴ，ＵＳＡ）を以下の設定：振幅２０％、超音波処理時間１１
０秒、パルスオン／パルスオフ時間１．４／０．６秒を用いて、５００μｌのＴＥ緩衝液
中で２．５μｇのＤＮＡを３００～５００ｂｐの平均フラグメントサイズに超音波処理し
た。フラグメントの範囲を、ゲル電気泳動を用いてモニターした。
【０１６４】
　メチル－ＣｐＧ免疫沈降
　１サンプルあたり、５６μｇの精製ＭＢＤ－Ｆｃタンパク質および１５０μｌのＰｒｏ
ｔｅｉｎ　Ａ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　４　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗビーズ（Ａｍｅｒｓｈａｍ
　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ（登録商標），Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ，ＵＳＡ）を１５
ｍｌのＴＢＳ中において４℃で一晩回転させた。次いで、そのＭＢＤ－Ｆｃビーズ（１５
０μｌ／アッセイ）を移し、２ｍｌのＵｌｔｒａｆｒｅｅ－ＣＬ遠心濾過デバイス（Ｍｉ
ｌｌｉｐｏｒｅ（登録商標），Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ，ＭＡ，ＵＳＡ）中で分散させ、Ｂｕ
ｆｆｅｒＡ（２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ８．０、２ｍＭ　ＭｇＣｌ２、０．５ｍ
Ｍ　ＥＤＴＡ　３００ｍＭ　ＮａＣｌ、０．１％ＮＰ－４０）で３回、遠心分離によって
洗浄した。２ｍｌのＢｕｆｆｅｒＡ中の洗浄されたＭＢＤ－Ｆｃビーズに超音波処理され
たＤＮＡ（２μｇ）を加え、４℃で３時間回転させた。ビーズを遠心分離することにより
、未結合のＤＮＡフラグメント（３００ｍＭの画分）を回収し、続いて増加性のＮａＣｌ
濃度（４００、５００、５５０、６００および１０００ｍＭ）を含む６００μｌの緩衝液
で２回洗浄した。各洗浄工程のフロースルーを別個のチューブに回収し、ＭｉｎＥｌｕｔ
ｅ　ＰＣＲ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ＫｉｔＴＭ（Ｑｉａｇｅｎ（登録商標））を用
いて脱塩した。並行して、ＭｉｎＥｌｕｔｅ　ＰＣＲ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉ
ｔＴＭ（Ｑｉａｇｅｎ（登録商標））を用いて、２００ｎｇの超音波処理された投入ＤＮ
Ａをコントロールとして処理した。
【０１６５】
　マイクロアレイの操作および解析
　マイクロアレイハイブリダイゼーション用の蛍光標識ＤＮＡを生成するために、各サン
プルについての６００ｍＭおよび１ＭのＮａＣｌ画分（濃縮されたメチル化ＤＮＡ）を併
せ、ＢｉｏＰｒｉｍｅ　Ｔｏｔａｌ　Ｇｅｎｏｍｉｃ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍ
ＴＭ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（登録商標），Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ，ＵＳＡ）を用いて
Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５５５－ａｈａ－ｄＣＴＰ（母体）またはＡｌｅｘａ　Ｆｌｕ
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ｏｒ　６４７－ａｈａ－ｄＣＴＰ（胎盤）で標識した。この標識反応は、製造者のマニュ
アルに従って行われた。対応する母体／胎盤対の異なって標識されたゲノムＤＮＡフラグ
メントを、５０μｇのＣｏｔ－１ＤＮＡ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（登録商標））、５２μ
ｌのＡｇｉｌｅｎｔ１０×ブロッキング試薬（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅ
ｓ（登録商標），Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ，ＣＡ，ＵＳＡ）、７８μｌの脱イオンホルム
アミドおよび２６０μｌのＡｇｉｌｅｎｔ２×ハイブリダイゼーション緩衝液が補充され
た最終体積８０μｌになるように併せた。そのサンプルを３分間９５℃に加熱し、混合し
、続いて３７℃において３０分間インキュベートした。次いで、Ａｇｉｌｅｎｔ　ＣｐＧ
　Ｉｓｌａｎｄ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　ＫｉｔＴＭにおけるハイブリダイゼーションを
、Ａｇｉｌｅｎｔ　ＳｕｒｅＨｙｂＴＭチャンバーおよびＡｇｉｌｅｎｔハイブリダイゼ
ーションオーブンを使用して６７℃において４０時間行った。スライドを、室温において
５分間、Ｗａｓｈ　Ｉ（６×ＳＳＰＥ、０．００５％Ｎ－ラウロイルサルコシン）中で洗
浄し、３７℃においてさらに５分間、Ｗａｓｈ　ＩＩ（０．０６×ＳＳＰＥ）中で洗浄し
た。次に、そのスライドをアセトニトリルおよびＡｇｉｌｅｎｔ　Ｏｚｏｎｅ　Ｐｒｏｔ
ｅｃｔｉｏｎ　ＳｏｌｕｔｉｏｎＴＭ中に、それぞれ３０秒間浸漬した。直ちにＡｇｉｌ
ｅｎｔ　ＤＮＡ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　ＳｃａｎｎｅｒＴＭを用いて像をスキャンし、
解析した。Ｆｅａｔｕｒｅ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　ｖ９．５および
標準的なＣＧＨプロトコルを用いて、マイクロアレイ像を処理した。
【０１６６】
　亜硫酸水素塩処理
　ゲノムＤＮＡの亜硫酸水素ナトリウム変換を、ＥＺ－９６　ＤＮＡ　Ｍｅｔｈｙｌａｔ
ｉｏｎ　ＫｉｔＴＭ（ＺｙｍｏＲｅｓｅａｒｃｈ，Ｏｒａｎｇｅ　Ｃｏｕｎｔｙ，ＣＡ）
を用いて行った。製造者のプロトコルに従って、１μｇのゲノムＤＮＡおよび交互変換プ
ロトコル（２温度のＤＮＡ変性）を用いた。
【０１６７】
　定量的メチル化解析
　ＳｅｑｕｅｎｏｍのＭａｓｓＡＲＲＡＹ（登録商標）Ｓｙｓｔｅｍを用いることにより
、定量的メチル化解析を行った。このシステムは、飛行時間型マトリックス支援レーザー
脱離イオン化（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ）質量分析をＲＮＡ塩基特異的切断（Ｓｅｑｕｅｎｏ
ｍ（登録商標）ＭａｓｓＣＬＥＡＶＥＴＭ）と組み合わせて利用する。次いで、検出可能
なパターンをメチル化の状態について解析した。Ｓｅｑｕｅｎｏｍ（登録商標）ＥｐｉＤ
ＥＳＩＧＮＥＲＴＭ（ｗｗｗ．ｅｐｉｄｅｓｉｇｎｅｒ．ｃｏｍ）を用いて、ＰＣＲプラ
イマーを設計した。８５個の標的領域を網羅する合計２６１個のアンプリコンを、確認の
ために使用した（増幅長中央値＝３６７ｂｐ、最小値＝１０８、最大値＝５００；１アン
プリコンあたりのＣｐＧ数の中央値＝２３、最小値＝４、最大値＝６５）。各逆方向プラ
イマーについてはインビボ転写用の追加のＴ７プロモータータグ、ならびに順方向プライ
マーには融解温度の差について調整する１０ｍｅｒのタグが付加された。ＭａｓｓＣＬＥ
ＡＶＥ（ｔｍ）生化学を以前に報告されているように行った（Ｅｈｒｉｃｈ　Ｍ，ら、（
２００５）Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　ａｎａｌｙｓ
ｉｓ　ｏｆ　ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｐａｔｔｅｒｎｓ　ｂｙ　ｂａｓｅ　ｓ
ｐｅｃｉｆｉｃ　ｃｌｅａｖａｇｅ　ａｎｄ　ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ．Ｐ
ｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　１０２：１５７８５－１５７９０）。Ｍ
ａｓｓＡＲＲＡＹＴＭＣｏｍｐａｃｔ　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ（Ｓｅｑｕｅｎｏｍ（登録商
標），Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ）を用いて質量スペクトルを取得し、メチル化の比をＥｐｉＴ
ＹＰＥＲＴＭソフトウェアｖ１．０（Ｓｅｑｕｅｎｏｍ（登録商標），Ｓａｎ　Ｄｉｅｇ
ｏ）によって生成した。
【０１６８】
　統計解析
　すべての統計的計算を、Ｒ統計学的ソフトウェアパッケージ（ｗｗｗ．ｒ－ｐｒｏｊｅ
ｃｔ．ｏｒｇ）を用いて行った。まず、アレイプローブをそれらのゲノム位置に基づいて
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グループ分けした。続いて、１０００ｂｐ以上離れていないプローブを一緒にグループ分
けした。差次的にメチル化された領域を同定するために、コントロールサンプルを参照と
して使用した。コントロールサンプルにおいて、血液由来コントロールＤＮＡのメチル化
画分を、それ自体に対してハイブリダイズさせた。理想的には、このサンプルは、およそ
０の２色チャネルｌｏｇ比を示すべきである。しかしながら、ハイブリダイゼーション挙
動のばらつきが原因で、それらのプローブは、０．０２という平均ｌｏｇ比および０．１
８という標準偏差を示す。次に、本発明者らのサンプルにおいて観察されたｌｏｇ比をコ
ントロールサンプルと比較した。二元配置の（ｔｗｏ　ｗａｙ）対応のあるｔ検定を用い
ることにより、それらのグループが同一であるという帰無仮説を試験した。４つ未満のプ
ローブを含むグループをこの解析から除外した。４または５つのプローブを含むグループ
については、すべてのプローブを対応のあるｔ検定に使用した。６つ以上のプローブを含
むグループについては、１回につき５つのプローブからなるスライディングウィンドウ検
定（ｓｌｉｄｉｎｇ　ｗｉｎｄｏｗ　ｔｅｓｔ）を用い、ここで、そのウィンドウを、プ
ローブ１つ分ずつ移動させた。各試験サンプルをコントロールサンプルと比較し、ｐ値を
記録した。１０個中８個のサンプルがｐ値＜０．０１を示すか、または１０個中６個のサ
ンプルがｐ値＜０．００１を示す場合に、ゲノム領域を、差次的にメチル化されていると
して選択した。そのグループの８個未満のサンプルがｐ値＜０．０１を示し、６個未満の
サンプルがｐ値＜０．００１を示すとき、そのゲノム領域を差次的にメチル化されていな
いと分類した。いずれのカテゴリーにも入らなかったサンプルは、この解析から除外した
。差次的にメチル化されていると同定されたゲノム領域のサブセットについて、その結果
を、定量的メチル化解析を用いて確かめた。
【０１６９】
　オンラインのＧＯｓｔａｔツール（ｈｔｔｐ：／／ｇｏｓｔａｔ．ｗｅｈｉ．ｅｄｕ．
ａｕ／ｃｇｉｂｉｎ／－ｇｏＳｔａｔ．ｐｌ）を用いてＧｏ解析を行った。フィッシャー
の正確検定を用いてＰ値を計算した。
【０１７０】
　マイクロアレイに基づいたマーカー発見結果
　差次的にメチル化された領域を同定するために、単球のメチル化ＤＮＡ画分をそれ自体
に対してハイブリダイズさせた標準的なサンプルを使用した。この標準物質は、あるゲノ
ム領域における蛍光測定値のばらつきについての参照を提供した。次いで、この標準に対
する１０個の胎盤／母体サンプルの各々のｌｏｇ比を比較することによって、差次的にメ
チル化された領域を同定した。本研究の目的は、母体ＤＮＡと胎児ＤＮＡとの信頼度の高
い分離を可能にするマーカーを同定することであるので、標的の選択は、ある連続した一
続きのゲノムＤＮＡにわたって安定して一貫したメチル化の差を示す遺伝子に限定された
。これにより、その解析の焦点が、複数のプローブが差次的なメチル化を示すゲノム領域
に当てられた。その選択は、個体間の差が大きいサンプルを除くすべてのサンプルが差次
的なメチル化を示す標的領域にも限定された。これらのサンプルのうちの２つが、このマ
イクロアレイ解析において概して低いｌｏｇ比を示した。対応のある検定を標的選択に使
用したので、これは、その結果に対して否定的に影響しなかった。
【０１７１】
　これらの選択基準に基づいて、母体ＤＮＡと胎児ＤＮＡとの間で差次的にメチル化され
た３０４３個のゲノム領域が同定された。２１７７８個の領域が、メチル化の差を示さな
かった。差次的にメチル化された領域の分布における染色体間の偏りは、観察されなかっ
た。差次的にメチル化された領域は、２１５９個の既知遺伝子に隣接して位置していたか
、またはそれらの既知遺伝子内に位置していた。その差次的にメチル化された領域の大部
分は、プロモーター領域（１８％）およびコード領域内部（６８％）に位置しており、ほ
んのわずかな領域が、遺伝子の下流（７％）またはプロモーターからコード領域への移行
部（７％）に位置している。差次的なメチル化を示さなかった領域は、プロモーター（１
３％）および下流（５％）の位置に対して同様の分布を示したが、プロモーターからコー
ド領域への移行部に位置する領域の割合は、より高く（３９％）、コード領域内の割合は
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、より低かった（４３％）。
【０１７２】
　ポリコーム抑制複合体（ｐｏｌｙｃｏｍｂ　ｒｅｐｒｅｓｓｉｖｅ　ｃｏｍｐｌｅｘ）
２（ＰＲＣ２）によって標的化される遺伝子が、発生を制御する遺伝子を多く含むことが
、胚性幹細胞（ＥＳ）において示されている（Ｌｅｅ　ＴＩ，ら、（２００６）Ｃｏｎｔ
ｒｏｌ　ｏｆ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ　ｂｙ　Ｐｏｌｙｃ
ｏｍｂ　ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ．Ｃｅｌｌ　１
２５：３０１－３１３）。差次的にメチル化された遺伝子が、多くの癌タイプにおいて、
ＰＲＣ２によって標的化される遺伝子を多く含むことも示されている（Ｅｈｒｉｃｈ　Ｍ
，ら、（２００８）Ｃｙｔｏｓｉｎｅ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ　
ｏｆ　ｃａｎｃｅｒ　ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅｓ．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　
ＵＳＡ　１０５：４８４４－４８）。本研究において差次的にメチル化されていると同定
された遺伝子のセットもまた、ＰＲＣ２によって標的化される遺伝子を多く含む（ｐ値＜
０．００１、オッズ比＝３．６、オッズ比に対する９５％ＣＩ＝３．１～４．２）。差次
的にメチル化された遺伝子のセットのＧＯ解析により、このセットが、発生中の重要な機
能を有意に多く含むことが明らかになる。最も多く含まれた１０個の機能のうち６個が、
発生または形態形成のプロセスを含む［解剖学的構造の形態形成（ＧＯ：０００９６５３
，ｐ値＝０）、発生プロセス（ＧＯ：００３２５０２，ｐ値＝０）、多細胞生物の発生（
ＧＯ：０００７２７５，ｐ値＝０）、器官の発生（ＧＯ：００４８５１３，ｐ値＝０）、
器官系の発生（ＧＯ：００４８７３１，ｐ値＝０）および解剖学的構造の発生（ＧＯ：０
０４８８５６，ｐ値＝０）］。
【０１７３】
　Ｓｅｑｕｅｎｏｍ（登録商標）ＥｐｉＴＹＰＥＲＴＭを用いた確認
　マイクロアレイの知見を確認するために、１３、１８および２１番染色体由来の６３個
の領域ならびに他の常染色体由来の追加の２６個の領域を、異なる技術によって確かめる
ために選択した。母体および胎盤のサンプル中のＤＮＡメチル化を定量的に測定するため
に、Ｓｅｑｕｅｎｏｍ　ＥｐｉＴＹＰＥＲＴＭ技術を使用した。ＥｐｉＴＹＰＥＲＴＭ法
の説明については、Ｅｈｒｉｃｈ　Ｍ，Ｎｅｌｓｏｎ　ＭＲ，Ｓｔａｎｓｓｅｎｓ　Ｐ，
Ｚａｂｅａｕ　Ｍ，Ｌｉｌｏｇｌｏｕ　Ｔ，Ｘｉｎａｒｉａｎｏｓ　Ｇ，Ｃａｎｔｏｒ　
ＣＲ，Ｆｉｅｌｄ　ＪＫ，ｖａｎ　ｄｅｎ　Ｂｏｏｍ　Ｄ（２００５）Ｑｕａｎｔｉｔａ
ｔｉｖｅ　ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＤＮＡ　ｍｅｔ
ｈｙｌａｔｉｏｎ　ｐａｔｔｅｒｎｓ　ｂｙ　ｂａｓｅ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｃｌｅａｖ
ａｇｅ　ａｎｄ　ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ
　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　１０２：１５７８５－１５７９０）を参照のこと。標的領域内の各個
別のＣｐＧ部位について、すべての母体ＤＮＡサンプルおよびすべての胎盤サンプルにお
ける平均メチル化値を計算した。次いで、母体のメチル化の平均と胎盤のメチル化の平均
との差をマイクロアレイの結果と比較した。この２つの技術による結果は、よく一致して
いた（図７を参照のこと）。８５個の標的領域について、定量的結果が、マイクロアレイ
の結果を裏付ける（９５％の確認率）。すべてが１８番染色体上に位置する４つの標的領
域については、結果を確認できなかった。この矛盾の理由は、現在のところ不明である。
【０１７４】
　メチル化の差の同定に焦点を合わせたマイクロアレイとは対照的に、ＤＮＡメチル化の
定量的測定は、絶対的なメチル化値の解析を可能にした。確認された８５個の差次的にメ
チル化された領域の確認セットにおいて、２６個の領域のサブセットが、母体ＤＮＡサン
プル中でよりメチル化されており、５９個の領域が、胎盤サンプル中でよりメチル化され
ている（表１を参照のこと）。興味深いことに、胎盤サンプル中の低メチル化された遺伝
子は、胎盤サンプル中の高メチル化された遺伝子よりも大きなメチル化の差を示す傾向が
ある（低メチル化遺伝子に対するメチル化の差の中央値＝３９％、高メチル化遺伝子に対
するメチル化の差の中央値＝２０％）。
【０１７５】
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　実施例２
　実施例２では、胎児の形質（例えば、胎児の性別またはＲｈＤ適合性）を検出するかも
しくは確かめるため、またはトリソミー２１などの染色体異常を診断するため（両方が、
本明細書中で「メチル化に基づく胎児の診断法」と呼ばれる）に使用され得る、母体サン
プル中に存在する胎児核酸の量を検出するための非侵襲性のアプローチ（本明細書中で「
胎児の定量方法」と呼ばれる）が記載される。図１０は、胎児の定量方法の１つの実施形
態を示しており、図１１は、メチル化に基づく胎児の診断法の１つの実施形態を示してい
る。両方のプロセスが、母体サンプルから得られた胎児ＤＮＡを使用する。そのサンプル
は、差次的にメチル化されている母体核酸および胎児核酸を含む。例えば、そのサンプル
は、母体の血漿または血清であり得る。胎児ＤＮＡは、母体血漿中に約２～３０％の全Ｄ
ＮＡを含む。サンプル中に存在する全核酸に対する胎児の寄与の実際の量は、妊娠ごとに
異なり、在胎期間、母体の健康状態および胎児の健康状態を含むがこれらに限定されない
いくつかの因子に基づいて変化し得る。
【０１７６】
　本明細書中に記載されるように、母体血漿中の胎児ＤＮＡの解析によって引き起こされ
る技術的障害は、胎児ＤＮＡを、同時に存在する母体のバックグラウンドＤＮＡと識別で
きる必要があるという点にある。本技術の方法は、そのような差、例えば、胎児ＤＮＡと
母体ＤＮＡとの間に見られる差次的なメチル化を、母体由来のサンプル中に存在する比較
的低いパーセンテージの胎児ＤＮＡについて濃縮する手段として利用する。本アプローチ
の非侵襲性の性質は、従来の出生前診断の方法（例えば、羊水穿刺、絨毛生検（ｃｈｒｏ
ｎｉｃ　ｖｉｌｌｕｓ　ｓａｍｐｌｉｎｇ）および臍帯穿刺（これらは、胎児が死亡する
リスクは低いが有限のリスクに関連する））に対して大きな利点を提供する。また、この
方法は、任意の特定の細胞分裂の相にある胎児の細胞に依存しないので、この方法は、染
色体異常の存在および性質を判定する迅速な検出手段を提供する。さらに、このアプロー
チは、性別非依存的（すなわち、Ｙ染色体の存在を必要としない）および多型非依存的（
すなわち、対立遺伝子比を測定しない）である。したがって、本技術の組成物および方法
は、母体サンプル中に存在する胎児核酸の量を正確に測定するための、改善された普遍的
な非侵襲性のアプローチである。
【０１７７】
　アッセイの設計および利点
　母体サンプルから非侵襲的に単離された胎児ＤＮＡを正確に検出および定量する必要が
ある。本技術は、母体の血漿中または血清中の循環無細胞胎児核酸（ｃｃｆＤＮＡ）の存
在を利用する。商業的および臨床的に実施するために、本技術の方法は、利用可能な少量
の限られた胎児ＤＮＡだけを消費すべきである。例えば、サンプルの５０％、４０％、３
０％、２５％、２０％、１５％、１０％、５％未満またはそれ以下。さらに、このアプロ
ーチは、好ましくは、以下のアッセイの１つ以上（好ましくは、すべて）が含まれる多重
アッセイ形式で開発されるべきである：
・サンプル中に存在するゲノム等価物の全量を検出するためのアッセイ、すなわち、母体
と胎児の両方のＤＮＡ種を認識するアッセイ；
・男児を妊娠している女性から単離された胎児ＤＮＡ、すなわち、Ｙ染色体に特異的な配
列を検出するためのアッセイ；
・胎児と母体との間で差次的にメチル化されていると同定された領域に特異的なアッセイ
；または
・調査されるすべての組織において低メチル化されていると知られている領域に特異的な
アッセイ（制限効率に対するコントロールとして機能し得る）。
【０１７８】
　このアッセイの他の特徴は、以下の１つ以上を含み得る：
・各アッセイについて、標的配列に対する１つ以上のヌクレオチド差などの競合物質の識
別性の特徴ではなく、標的配列と同一または実質的に同一である、標的特異的な競合オリ
ゴヌクレオチド。このオリゴヌクレオチドは、ＰＣＲ反応物に加えられると、標的と同時
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に増幅され、これらの２つのＰＣＲアンプリコンから得られる比は、母体サンプル中に存
在する標的特異的なＤＮＡ配列の数（例えば、特定の遺伝子座由来の胎児ＤＮＡ）を示唆
し得る。
・アンプリコンの長さは、好ましくは、より短いフラグメントに対する増幅に偏らないよ
うに同様の長さであるべきである。しかしながら、増幅効率がほぼ等しい限り、様々な長
さが使用され得る。
・差次的にメチル化された標的は、表１、または母体と胎児との間で差次的にメチル化さ
れていると知られている他の任意の標的から選択され得る。これらの標的は、非妊婦から
単離されたＤＮＡでは低メチル化され得、胎児サンプルから得られたサンプル中では高メ
チル化され得る。これらのアッセイは、制限効率のコントロールとして機能し得る。
・様々なアッセイから得られた結果は、以下の１つ以上を定量するために使用され得る：
○サンプル中に存在する増幅可能なゲノムの総数（ゲノム等価物の総量）；
○増幅可能なゲノムのうちの胎児画分（胎児の濃度またはパーセンテージ）；または
○胎児から得られたＤＮＡ配列間の（例えば、胎児の２１番染色体と３番染色体などの参
照染色体との間の）コピー数の差。
【０１７９】
　本試験において使用されるアッセイの例
　下記は、例えば、図１０に提供されているような、本技術の方法を行うために用いられ
る反応工程の概要である。この概要は、本技術の範囲を限定すると意図されない。むしろ
、この概要は、Ｓｅｑｕｅｎｏｍ（登録商標）ＭａｓｓＡＲＲＡＹ（登録商標）技術を用
いる本技術の１つの実施形態を提供する。
１）血漿サンプルからのＤＮＡの単離。
２）メチル化感受性制限酵素（例えば、ＨｈａＩおよびＨｐａＩＩ）を用いたＤＮＡ標的
の消化。
各反応について、利用可能なＤＮＡを水と混合して、２５μｌの最終容積にした。１０単
位のＨｈａＩ、１０単位のＨｐａＩＩおよび反応緩衝液からなる１０μｌの反応混合物を
加えた。そのサンプルを制限酵素に対する最適温度においてインキュベートした。Ｈｈａ
ＩおよびＨｐａＩＩは、非メチル化ＤＮＡを消化する（そして、ヘミメチル化ＤＮＡまた
は完全にメチル化されたＤＮＡを消化しない）。消化の後、加熱工程を用いて、それらの
酵素を変性させた。
３）ゲノム増幅－ＰＣＲ試薬（緩衝液、ｄＮＴＰ、プライマーおよびポリメラーゼ）を加
えることによって５０μｌの総体積中でＰＣＲを行った。例示的なＰＣＲおよび伸長プラ
イマーは、以下に提供される。さらに、既知濃度の合成競合オリゴヌクレオチドを加えた
。
４）複製（任意）－本試験のＰＣＲ後の工程中に導入されるばらつきを最小にするために
、ＰＣＲの後、５０μｌの反応物を５μｌの対応反応物に分けた（複製物）。ＰＣＲ後の
工程は、ＳＡＰ、プライマー伸長（ＭａｓｓＥＸＴＥＮＤ（登録商標）技術）、樹脂処理
、スペクトロチップ（ｓｐｅｃｔｒｏｃｈｉｐ）の調製およびＭａｓｓＡＲＲＡＹを含む
。
５）増幅可能なゲノムの定量－Ｓｅｑｕｅｎｏｍ　ＭａｓｓＡＲＲＡＹ（登録商標）技術
を用いることにより、各アッセイに対する増幅産物の量を測定した。ＰＣＲの後、一塩基
伸長アッセイを用いることにより、増幅された領域（工程３において導入された競合オリ
ゴヌクレオチドを含む）を調べた。目的の部位に直接隣接してハイブリダイズするように
設計された特異的な伸長プライマーを導入した。以下に提供される伸長プライマーを参照
のこと。これらのＤＮＡオリゴヌクレオチドは、ｉＰＬＥＸ（登録商標）ＭａｓｓＥＸＴ
ＥＮＤ（登録商標）プライマーと呼ばれる。伸長反応において、ｉＰＬＥＸプライマーは
、相補ＤＮＡ鋳型にハイブリダイズし、ＤＮＡポリメラーゼによって伸長された。酵素お
よび緩衝液とともに、様々な組み合わせのデオキシヌクレオチド三リン酸およびジデオキ
シヌクレオチド三リン酸を含む特別な終結混合物が、ｉＰＬＥＸプライマーの限定的な伸
長を指示した。相補的なジデオキシヌクレオチドが組み込まれるまで、プライマー伸長が
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起きる。伸長反応は、各々が独特の分子量を有する様々な長さのプライマー産物を生成し
た。結果として、そのプライマー伸長産物は、ＭａｓｓＡＲＲＡＹ（登録商標）Ａｎａｌ
ｙｚｅｒ　Ｃｏｍｐａｃｔにおける飛行時間型マトリックス支援レーザー脱離／イオン化
（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ）質量分析を用いて同時に分離および検出され得る。この分離およ
び検出の後、ＳＥＱＵＥＮＯＭ専売ソフトウェアが、データを自動的に解析する。
６）胎児核酸の量および濃度の計算－差次的にメチル化された標的に基づいて、サンプル
中に存在するゲノム等価物の総量、男児を妊娠している女性から単離された胎児核酸の量
（および濃度）、および胎児核酸の量（および濃度）を計算するための方法は、下記なら
びに図１８および１９に提供される。
【０１８０】
　上記プロトコルは、以下に記載されるアッセイの１つ以上を行うために使用され得る。
すぐ下に提供される配列に加えて、複数を調べる多重スキームが、下記の表Ｘに提供され
る。
【０１８１】
　１）サンプル中の増幅可能なゲノム等価物の総数を定量するためのアッセイ
　１３、１８、２１番染色体、ＸまたはＹ染色体に位置しないハウスキーピング遺伝子に
おいて標的を選択した。その標的は、１コピー遺伝子として存在するべきであり、メチル
化感受性制限酵素に対するいかなる認識部位も含まないべきである。
【０１８２】
　下線の配列は、ＰＣＲプライマー部位であり、イタリック体は、一塩基伸長プライマー
に対する部位であり、太字（Ｃ）は、ヒトＤＮＡ上で伸長されるヌクレオチドである。
【０１８３】
【化２】

【０１８４】
【化３】

　２）サンプル中のＹ染色体の配列の総数を定量するためのアッセイ
　ゲノム内の他の位置に類似配列またはパラログ配列を有しない、Ｙ染色体に特異的な標
的を選択した。それらの標的は、好ましくは、１コピー遺伝子として存在するべきであり
、メチル化感受性制限酵素に対するいかなる認識部位も含まないべきである。
【０１８５】
　下線の配列は、ＰＣＲプライマー部位であり、イタリック体のヌクレオチドは、一塩基
伸長プライマーに対する部位であり、太字（Ｃ）は、ヒトＤＮＡにおいて伸長されるヌク
レオチドである。



(55) JP 6634105 B2 2020.1.22

10

20

30

40

50

【０１８６】
【化４】

　３）サンプル中に存在する胎児のメチル化ＤＮＡ配列を定量するためのアッセイ
　母体ＤＮＡと胎児ＤＮＡとの間で差次的にメチル化されていると知られている領域にお
いて標的を選択した。メチル化感受性酵素に対するいくつかの制限酵素認識部位を含む配
列を選択した。本研究の場合、ＨｈａＩ（ＧＣＧＣ）およびＨｐａＩＩ（ＣＣＧＧ）酵素
を使用した。
【０１８７】
　下線の配列は、ＰＣＲプライマー部位であり、イタリック体は、一塩基伸長プライマー
に対する部位であり、太字（Ｃ）は、ヒトＤＮＡ上で伸長されるヌクレオチドであり、小
文字は、メチル化感受性制限酵素に対する認識部位である。
【０１８８】
【化５】

　４）酵素の制限効率についてのコントロールアッセイ
　調査される任意の組織においてメチル化されていると知られていない領域において標的
を選択した。使用される各制限酵素に対する１つ以下の部位を含む配列を選択した。
【０１８９】
　下線の配列は、ＰＣＲプライマー部位であり、イタリック体のヌクレオチドは、一塩基
伸長プライマーに対する部位であり、太字（Ｇ）は、ヒトＤＮＡにおいて伸長される逆方
向ヌクレオチドであり、小文字は、メチル化感受性制限酵素に対する認識部位である。
【０１９０】
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　確認実験
　本技術の感度および正確度を、モデルシステムと臨床サンプルの両方を用いて測定した
。様々なサンプルにおいて、総コピー数を定量するための２つのアッセイ、メチル化を定
量するための３つのアッセイ、Ｙ染色体に特異的な１つのアッセイ、および１つの消化コ
ントロールアッセイを含む多重アッセイを行った。表Ｘ１およびＸ２を参照のこと。さら
なるアッセイを含む別の多重スキームが、表Ｙ１およびＹ２に提供されている。
【０１９１】
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【０１９２】
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【表６】

　ゲノムＤＮＡを用いるモデルシステム
　サンプル中の増幅可能なゲノムコピーの総数を測定するときの方法の感度および正確度
を測定するために、非妊婦の血液から単離された様々なＤＮＡサンプルのサブセットを検
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査した。１反応物あたり約２５００、１２５０、６２５または３１３コピーを含むように
各サンプルを希釈した。３つの総コピー数アッセイから得られた平均ＤＮＡ／競合物質比
を取得することによって、増幅可能なゲノムコピーの総数を得た。４つの異なるサンプル
からの結果を図１２に示す。
【０１９３】
　反応を最適化するために、血漿から単離されたＤＮＡサンプルをシミュレートするモデ
ルシステムを開発した。これらのサンプルは、一定数のメチル化されていない母体ＤＮＡ
を含み、様々な量の男児のメチル化胎盤ＤＮＡと混合されていた。そのサンプルは、非メ
チル化母体ＤＮＡに対して約０～２５％の範囲の量と混合されていた。結果を図１３Ａお
よびＢに示す。メチル化アッセイ（図１３Ａ）、ＳＲＹマーカー（図１３Ｂ）および総コ
ピー数アッセイから得られた比を用いて、胎盤ＤＮＡの割合を計算した。メチル化アッセ
イ（ＴＢＸ）、Ｙ染色体アッセイ（ＳＲＹ）および総コピー数（ＡＰＯＥ）のためのプラ
イマー配列は、上に提供されている。このモデルシステムから、メチル化に基づく方法が
、Ｙ染色体の方法（ＳＲＹマーカー）と等しく行われることが証明され、ゆえに、メチル
化に基づく方法が、性別に依存しない胎児の定量方法と確認された。
【０１９４】
　血漿サンプル
　臨床サンプルにおいて上記方法の感度および正確度を調査するために、男の胎児を妊娠
している女性から得られた３３個の血漿サンプルを、表Ｘの多重スキームを用いて調査し
た。全サンプルの一部だけを使用するという重要な要件を満たすために、各反応について
、４ｍｌの抽出物から得られたＤＮＡの４分の１を使用した。
【０１９５】
　総コピー数の定量
　総コピー数の定量の結果は、図１４ＡおよびＢに見られる。図１４Ａでは、各サンプル
に対するコピー数が示されている。２つのサンプル（２５および２６番）が、他のすべて
のサンプルよりも著しく多い総コピー数を有する。概して、約１３００個の増幅可能なコ
ピー／ｍｌ血漿の平均値が得られた（７６６～２０５５の範囲）。図１４Ｂは、所与の値
の箱ひげ図を示しており、結果を要約している。
【０１９６】
　メチル化マーカーおよびＹ染色体マーカーから得られた結果の相関関係
　図１５ＡおよびＢでは、各サンプルについての胎児のコピー数がプロットされている。
すべてのサンプルが男児妊娠に由来した。得られたコピー数は、メチル化特異的マーカー
またはＹ染色体特異的マーカーを用いて計算され得る。図１５Ｂに見られるように、所与
の値の箱ひげ図は、２つの異なる測定値間の最小の差を示した。
【０１９７】
　メチル化マーカーから得られた結果とＹ染色体マーカー（ＳＲＹ）から得られた結果と
の相関関係を示している結果が、図１６に示されている。また、メチル化に基づく方法が
Ｙ染色体法（ＳＲＹマーカー）と同様に行われ、そのメチル化に基づく方法が、性別に依
存せず、かつ多型に依存しない胎児の定量方法であるとさらに確認された。表Ｘに開示さ
れている多重アッセイを用いることにより、胎児核酸の量が測定された。
【０１９８】
　最後に、コントロール　対　競合物質に対する消化の比を使用し、この値を平均総コピ
ー数アッセイと比較することによって、消化効率が測定された。図１７を参照のこと。サ
ンプル２６は別として、すべての反応物が、９９％を超える効率を示している。
【０１９９】
　データ解析
　Ｔｙｐｅｒ４（Ｓｅｑｕｅｎｏｍソフトウェア製品）を用いて、質量スペクトル解析を
行った。各個別のＤＮＡ被検体および競合物質アッセイに対するピークの高さ（ノイズに
対するシグナル）を測定し、さらなる解析のためにエクスポートした。
【０２００】
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　ＤＮＡ特異的ピークを競合物質特異的ピークで除して比を得ることによって、各アンプ
リコンについて存在する分子の総数を計算した。（図１８および１９中の「ＤＮＡ」ピー
クは、所与のアッセイに対する被検体ピークと考えられ得る）。反応物中に加えられる競
合分子の数は、既知であるので、ＤＮＡ分子の総数は、加えられた競合分子の数でその比
を乗じることによって決定され得る。
【０２０１】
　男児妊娠についてはＹ染色体特異的マーカーを用い、すべての妊娠についてはメチル化
された画分の平均値を用いて、各サンプル中の胎児ＤＮＡの割合（または濃度）を計算し
た。簡潔には、Ｙ染色体の場合、被検体（ＤＮＡ）ピークを競合物質ピークで除して、そ
してこの比を反応物中に加えられた競合分子の数で乗じることによって比を得た。この値
を、増幅可能なゲノム等価物測定の総数から得られた同様の比で除した（総量についての
アッセイを用いて）。図１８を参照のこと。サンプル中に存在する核酸の総量は、母体核
酸と胎児核酸との合計であるので、胎児の寄与は、より多い母体のバックグラウンド寄与
の一部分であると考えられ得る。それゆえ、これを図１８に示される方程式に翻訳して、
サンプル中に存在する総核酸の胎児の割合（ｋ）は、方程式：ｋ＝２×Ｒ／（１－２Ｒ）
（ここで、Ｒは、Ｙ染色体の量と総量との比である）に等しい。Ｙ染色体は、半数体であ
り、総量に対するアッセイは、二倍体の標的を用いて測定されるので、この計算は、母体
の割合の５０％より少ない胎児の割合に限定される。
【０２０２】
　図１９には、メチル化特異的マーカーを使用することによる同様の胎児濃度の計算が示
されている（メチル化定量に対するアッセイを参照のこと）。Ｙ染色体特異的マーカーと
は対照的に、これらのマーカーは、二倍体の標的に由来するので、Ｙ染色体特異的アッセ
イについて述べられた限定は、除外され得る。したがって、胎児の割合（ｋ）は、方程式
：ｋ＝Ｒ（１－Ｒ）（ここで、Ｒは、メチル化アッセイと総アッセイとの比である）を用
いて決定され得る。
【０２０３】
　シミュレーション
　２１番染色体由来の２０個のマーカーおよび１つ以上の他の常染色体由来の２０個のマ
ーカーを使用する測定システムを仮定する第１の単純な検出力計算を行った。１００コピ
ーの胎児ＤＮＡ、２５コピーという測定値標準偏差、および０．００１より小さい第１種
の過誤に対する確率から出発して、本技術の方法が、すべての場合の９９．５％において
、三倍体の染色体セットから二倍体を区別することができることが見出された。そのよう
なアプローチの実際の実行は、例えば、絶対コピー数の測定のために競合ＰＣＲアプロー
チを用いる系である質量分析を用いて達成され得る。この方法は、１つの反応において２
０のアッセイを行い得、繰り返された測定のおよそ３～５％において標準偏差を有すると
示されている。この方法は、メチル化核酸と非メチル化核酸とを区別するための既知の方
法（例えば、核酸を分離するためにメチル結合剤を用いる方法、または母体核酸を消化す
るためにメチル化感受性酵素を用いる方法）と組み合わせて使用された。図８には、メチ
ル化されていない過剰のＤＮＡの存在下において、メチル化ＤＮＡを捕捉し、それにより
分離するためのＭＢＤ－ＦＣタンパク質（メチル結合剤）の有効性が示されている（図８
を参照のこと）。
【０２０４】
　本明細書中に記載されるメチル化に基づく胎児の診断法の実施形態の予測力を評価する
第２の統計的検出力解析を行った。そのシミュレーションは、三染色体の２１番染色体に
特異的なマーカーの群を参照マーカーの群（例えば、２１番染色体を除く常染色体）と区
別する尤度を証明するように設計された。多くのパラメータが、２つのマーカー集団を確
実に識別する能力に影響する。本シミュレーションの場合、実験法に基づいて生じる可能
性が最も高いと示されている各パラメータに対する値が選択された。以下のパラメータお
よび各値を使用した：
コピー数
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母体のコピー数＝２０００２１番、ＸおよびＹ以外の染色体について胎児のコピー数＝２
００
正倍数性の胎児の場合の２１番染色体に対する胎児のコピー数＝２００
異数性Ｔ２１胎児の場合の２１番染色体に対する胎児のコピー数＝３００
パーセント胎児ＤＮＡ（メチル化に基づく濃縮の前）＝１０％（上記を参照のこと）
メチル化頻度
母体ＤＮＡに対する標的領域における平均メチル化パーセンテージ＝１０％
胎児ＤＮＡに対する標的領域における平均メチル化パーセンテージ＝８０％
メチル化されておらず、消化されていない母体ＤＮＡの平均パーセンテージ（すなわち、
制限効率の関数（とりわけ）＝５％
２１番染色体を標的にしているアッセイの数＝１０
２１番、ＸおよびＹ以外の染色体を標的にしているアッセイの数＝１０
　結果は、図２０に示されている。ｘ軸における変動係数（ＣＶ）と、単純なｔ検定を用
いてアッセイ集団を識別する能力（ｙ軸）との間の関係が、示されている。このデータか
ら、すべての場合の９９％において、５％またはそれ以下のＣＶを提供する０．００１の
有意水準で２つの集団（正倍数性　対　異数性）が識別され得ることが示唆される。この
シミュレーションに基づくと、本方法は、性別に依存せず、すべての民族性において機能
する（すなわち、対立遺伝子の偏りがない）胎児異数性の出生前検出のための強力な非侵
襲性の診断法である。
【０２０５】



(62) JP 6634105 B2 2020.1.22

10

20

30

40

【表１－１】

【０２０６】



(63) JP 6634105 B2 2020.1.22

10

20

30

40

【表１－２】

【０２０７】



(64) JP 6634105 B2 2020.1.22

10

20

30

40

【表１－３】

【０２０８】
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【表４－２４】

　本明細書中で参照される特許、特許出願、刊行物および文書の各々の全体が、参考とし
て援用される。上記の特許、特許出願、刊行物および文書の引用は、前述のもののいずれ
かが、適切な従来技術であることを認めるものではなく、また、これらの刊行物または文
書の内容または日付に関するいかなる承認を構成するものでもない。
【０２３９】
　本発明の基本的な態様から逸脱することなく、前述のものに対して改変がなされ得る。
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本発明は、１つ以上の特定の実施形態に照らして実質的に詳細に記載されてきたが、当業
者は、本願において具体的に開示された実施形態に対して変更がなされ得るが、これらの
改変および改善が、本発明の範囲および精神の範囲内であることを認識する。
【０２４０】
　適切に本明細書中に例示的に記載される本発明は、本明細書中に具体的に開示されてい
ない任意のエレメントの非存在下において実施され得る。したがって、例えば、本明細書
中の各例において、用語「含む」、「～から本質的になる」および「～からなる」のいず
れかは、その他の２つの用語のいずれかで置き換えられ得る。使用された用語および表現
は、説明の用語であって限定ではない用語として使用され、そのような用語および表現の
使用は、示されるおよび記載される特徴またはその一部の任意の等価物を除外せず、特許
請求される本発明の範囲内で様々な改変がありうる。用語「ａ」または「ａｎ」は、それ
らが修飾するエレメントのうちの１つまたはそれらのエレメントのうちの２つ以上が記載
されていることが文脈上明らかでない限り、それらのエレメントのうちの１つまたは複数
のことを指し得る（例えば、「試薬（ａ　ｒｅａｇｅｎｔ）」は、１つ以上の試薬を意味
し得る）。用語「約」は、本明細書中で使用される場合、基礎をなすパラメータの１０％
以内（すなわち、プラスまたはマイナス１０％）の値のことを指し、一連の値の始めにお
ける用語「約」の使用は、その各値を修飾する（すなわち、「約１、２および３」とは、
約１、約２および約３のことを指す）。例えば、「約１００グラム」という重量は、９０
グラム～１１０グラムの重量を含み得る。さらに、値の列挙（例えば、約５０％、６０％
、７０％、８０％、８５％または８６％）が本明細書中に記載される場合、その列挙は、
そのすべての中間の値および小数値（例えば、５４％、８５．４％）を含む。したがって
、本発明は、代表的な実施形態および任意の特徴によって具体的に開示されてきたが、本
明細書中に開示される概念の改変およびバリエーションが、当業者によって用いられ得、
そのような改変およびバリエーションは、本発明の範囲内であると考えられることが理解
されるべきである。
【０２４１】
　本発明のある特定の実施形態が、以下の請求項に示される。
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