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(57)【要約】
【課題】核酸配列データのプライマー伸長誤差を補正す
るためのシステムおよび方法の提供。
【解決手段】本発明は、テンプレート分子の実質的に同
じコピーの集団から生成された配列データの位相同期に
関連する誤差を補正するための方法の一実施態様につい
て、（ａ）配列決定反応において１つまたは複数のヌク
レオチドの組込みに応答して生成された信号を検出する
ステップと、（ｂ）この信号の値を生成するステップと
、（ｃ）第１パラメータおよび第２繰越パラメータを使
用して位相同期誤差の値を補正するステップとを含むこ
とを説明する。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
本願明細書に記載された発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　本願は、２００６年２月１６日に出願された、米国仮特許出願第６０／７７４，３５４
号（発明の名称「Ｓｙｓｔｅｍ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　Ｃｏｒｒｅｃｔｉｎｇ
　Ｐｒｉｍｅｒ　Ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ　Ｅｒｒｏｒｓ　ｉｎ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ
　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｄａｔａ」）に関連し、この仮特許出願の優先権を主張し、この仮
特許出願は、あらゆる目的のために、その全体が本明細書中に参考として援用される。
【０００２】
　発明の分野
　本発明は、分子生物学の分野に関する。詳細には、本発明は、「合成による配列決定」
（ＳＢＳ）技術と一般に呼ばれる技術によって生成された核酸配列データの誤差の補正に
関する。
【背景技術】
【０００３】
　発明の背景
　合成による配列決定（ＳＢＳ）は、一般に、核酸サンプル中の１つまたは複数のヌクレ
オチドの同一性または配列を判断するための方法であって、ヌクレオチド配列の組成が決
定されるテンプレート核酸分子に対して相補的な単鎖ポリヌクレオチドの段階的な合成を
含む方法を意味する。たとえば、ＳＢＳ技術は、一般に、単一核酸（ヌクレオチドとも呼
ばれる）種を、対応する配列位置におけるテンプレート分子の核酸種に対して相補的な新
生ポリヌクレオチド分子に添加することによって機能する。新生分子に対する核酸種の添
加は、一般に、先行技術で公知の多様な方法を使用して検出され、こうした方法としては
、パイロシーケンシングと呼ばれる方法、または蛍光検出法、たとえば可逆的ターミネー
ターを使用する方法挙げられるが、これらだけに限らない。一般に、このプロセスは、完
了するまで（つまり、すべての配列位置が表現されるまで）、またはテンプレートに対し
て相補的な所望の配列長さが合成されるまで繰り返される。ＳＢＳ技術のいくつかの例は
、特許文献１に記載されており、この特許は、本明細書で引用することにより、あらゆる
目的で全体を本願に援用する；および米国特許出願第１０／７８８，５２９号；第０９／
８１４，３３８号；第１０／２９９，１８０号；第１０／２２２，２９８号；第１０／２
２２，５９２号に記載されており、これらの特許出願は各々、本明細書で引用することに
より、あらゆる目的で全体を本願に援用する。
【０００４】
　ＳＢＳのいくつかの実施態様では、オリゴヌクレオチドプライマーは、サンプルテンプ
レート分子の予め決められた相補的な位置までアニールするように設計される。プライマ
ー／テンプレート複合体は、核酸ポリメラーゼ酵素の存在下で、ヌクレオチド種とともに
提示される。ヌクレオチド種が、サンプルテンプレート分子上の配列位置に対応する核酸
種に対して相補的であり、サンプルテンプレート分子が、オリゴヌクレオチドプライマー
の３’末端に直接隣接する場合、ポリメラーゼは、ヌクレオチド種とともにプライマーを
伸長する。あるいは、実施態様によっては、プライマー／テンプレート複合体は、対象と
なる複数のヌクレオチド種（一般に、Ａ、Ｇ、Ｃ、およびＴ）とともに同時に提示され、
オリゴヌクレオチドプライマーの３’末端に直接隣接するサンプルテンプレート分子上の
対応する配列位置において相補的なヌクレオチド種が組み込まれる。上記の実施態様の何
れの場合も、さらに伸長するのを防止するために化学的にブロックされ（たとえば、３’
－Ｏ位置において）、次回の合成の前にブロック解除する必要がある。上記のとおり、ヌ
クレオチド種の組込みは、先行技術で公知の多様な方法で検出することができ、ピロリン
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酸塩（ＰＰｉ）の放出を検出することによって（例は、特許文献２；特許文献３；および
特許文献４に記載されており、これらの特許の各々は、本明細書で引用することにより、
あらゆる目的で全体を本願に援用する）、またはヌクレオチドに結合された検出可能な標
識を介して検出することができる。検出可能な標識のいくつかの例としては、マスタグ、
および蛍光、または化学発光標識が挙げられるが、これらだけに限らない。代表的な実施
態様では、組み込まれていないヌクレオチドは、たとえば洗浄により除去される。検出可
能な標識が使用される実施態様では、検出可能な標識は、一般に、次の合成サイクルの前
に不活性化する必要がある（たとえば、化学分解または光退色により）。次に、テンプレ
ート／ポリメラーゼ複合体内の次の配列位置は、上記のとおり、別のヌクレオチド種また
は複数のヌクレオチド種で問い合わせることができる。ヌクレオチド添加、プライマー伸
長、信号取得、および洗浄というサイクルが繰り返されると、テンプレート鎖のヌクレオ
チド配列が決定される。
【０００５】
　ＳＢＳの代表的な実施態様では、多量または集団の実質的に同じテンプレート分子（た
とえば、１０３、１０４、１０５、１０６、または１０７分子）は、信頼するに足る強力
な信号を達成するために、任意の１つの配列決定反応で同時に分析される。特定の反応の
集団における実質的にすべてのテンプレート分子に関連する新生分子の「均質な伸長」と
呼ばれる状態は、信号対雑音比を低くするために必要である。「均質な伸長」という用語
は、本明細書で使用する場合、一般に、上記の実質的に同じテンプレート分子が、同じ反
応ステップを均質に実行する伸長反応の関係または相を意味する。たとえば、テンプレー
ト分子の集団に関連する各々の伸長反応は、関連する各々のテンプレート分子に関連する
同じ配列位置で同じ反応ステップを行う場合、互いに同相または位相同期と説明し得る。
【０００６】
　しかし、関連技術の当業者は、各々の集団内のテンプレート分子の小画分は、集団内の
他のテンプレート分子との位相同期を失うか、またはこうした位相同期から脱落すること
を理解するであろう（つまり、テンプレート分子の画分に関連する反応は、集団に関して
実行される配列決定反応で、他のテンプレート分子より先に進むか、または遅れる（いく
つかの例は、非特許文献１に記載されており、これは、本明細書で引用することにより、
あらゆる目的で全体を本願に援用する）。たとえば、１つまたは複数のヌクレオチド種を
１つまたは複数の新生分子に適切に組み込んで、配列を１つの位置だけ伸長する反応が失
敗すると、後続の反応は、集団の他の部分の配列位置より遅延するか、または位相が一致
しない配列位置になる。この作用は、本明細書では「不完全な伸長」（ＩＥ）と呼ぶ。あ
るいは、集団の他の部分の配列位置より先にあるか、または位相が異なる配列位置に、１
つまたは複数のヌクレオチド種を組み込むことによって、新生分子を不適切に伸長するこ
とは、本明細書では「繰越」（ＣＦ）と呼ぶ。ＣＦおよびＩＥの複合効果は、本明細書で
はＣＡＦＩＥと呼ぶ。
【０００７】
　不完全な伸長の問題に関連して、単独または何らかの組合せで生じ得るＩＥの一因とな
る可能性があるいくつかのメカニズムがある。ＩＥの一因となる可能性があるメカニズム
の一例としては、テンプレート／ポリメラーゼ複合体の部分集合に提示されるヌクレオチ
ド種が欠如していることを含むことができる。ＩＥの一因となる可能性があるメカニズム
のもう１つの例としては、新生分子に組み込むために適切に提示されるヌクレオチド種を
組み込むためのポリメラーゼ分子の部分集合が破損していることを含むことができる。Ｉ
Ｅの一因となる可能性があるメカニズムのさらに他の例としては、テンプレート／ポリメ
ラーゼ複合体におけるポリメラーゼの活量の欠如を含むことができる。
【０００８】
　少なくとも部分的にＳＢＳ法におけるＩＥ誤差の原因になる可能性があるさらに別のメ
カニズムの一例としては、Ｍｅｔｚｇｅｒ（非特許文献２）が調査した循環可逆終了（Ｃ
ＲＴ）と呼ばれる状態を含むことができ、その内容は、本明細書で引用することにより、
あらゆる目的で全体を本願に援用する）。ＣＲＴでは、ヌクレオチド種は、単一ヌクレオ
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チド種の組込み後に、新生分子がさらに伸長するのを防止する変性３’－Ｏ基（通常、キ
ャップ、保護基、または終了暗号と呼ばれる）を有する。これらの保護基は、化学処理ま
たは光処理を含む様々な方法の１つによって除去できるように設計される。３’－Ｏ位置
の脱保護（および３’－ＯＨ基の形成）後、新生分子は、別のヌクレオチド種によって伸
長させることができる。しかし、位相非同期は、一部分の新生分子が、不完全な脱保護効
果（不完全脱保護）によって保護状態を維持している場合に生じる。その後のサイクルで
は、保護状態を維持している新生分子のこの部分は伸長せず、その結果、残りの集団の配
列位置から脱落して、位相が異なる。しかし、その後の脱保護ステップでは、以前に不適
切に残され、伸長を再開させ、新生分子からの信号を生成し、集団の他の部分との位相非
同期状態を継続する保護基の少なくとも一部分の除去に成功し得る。当業者は、ＩＥの一
因となるその他の要素があり、したがって、上記の例に限定されないことを理解するであ
ろう。
【０００９】
　本発明について本明細書に記載するシステムおよび方法は、こうした任意の単独または
複合の原因またはメカニズムから生じ得るＩＥ誤差の補正を目的とする。たとえば、不完
全な脱保護および後続の成功した脱保護の結合によって生じるＩＥ誤差の補正は、本発明
の目的の１つである。
【００１０】
　ＣＦの問題に関しては、ＣＦの一因となる可能性があるメカニズムがいくつかり、これ
らは、単独で、または何らかの組合せで生じ得る。たとえば、可能性のある１つのメカニ
ズムとしては、前のサイクルから残存する過剰なヌクレオチド種が挙げられる。これは、
あるサイクルの終わりに実行される洗浄プロトコルが、すべてではないが、大部分のヌク
レオチド種をサイクルから除去するために生じる可能性がある。この例では、その結果は
、「Ｇ」ヌクレオチド種サイクル中に存在する「Ａ」ヌクレオチド種の小画分を含み、相
補的な「Ｔ」ヌクレオチド種が、テンプレート分子中の対応する配列位置に存在する場合
、新生分子の小画分の伸長の原因になる可能性がある。繰越効果を生じる可能性があるメ
カニズムのもう１つの例としては、ポリメラーゼの誤差、たとえばテンプレート分子上の
ヌクレオチド種に対して相補的ではない新生分子中に、ヌクレオチド種が不適切に組み込
まれることが挙げられる。
【００１１】
　少なくとも部分的にＳＢＳ法のＣＦの原因になる可能性があるさらにもう１つのメカニ
ズムの一例は、Ｍｅｔｚｇｅｒが調査した循環可逆終了（ＣＲＴ）（非特許文献２、これ
は上記で引用することにより援用する）が挙げられる。この例では、ＩＥに関して上記で
述べたとおり、３’－Ｏ保護ヌクレオチド分子の調製は、ヌクレオチド分子のある画分が
保護基を持たないか、または保護基を紛失した場合に使用し得る。保護基の紛失は、意図
する脱保護ステップの前の配列決定プロセスでも発生し得る。こうした保護基が欠如して
いる場合、新生分子によっては、一度に複数のヌクレオチド種によって伸長するであろう
。新生分子の画分のこうした不適切な複数の伸長によって、これらの画分は、配列位置で
先に移動し、集団の他の部分の配列位置と位相が異なることになる。したがって、保護さ
れていないヌクレオチド、および／または早期に脱保護するヌクレオチドは、少なくとも
部分的に、ＣＲＴを伴うＳＢＳ法のＣＦの一因となり得る。
【００１２】
　本明細書について本明細書に記載する実施態様のシステムおよび方法は、こうした単独
または複合的な原因またはメカニズムから生じ得るＣＦ誤差の補正を目的としている。た
とえば、保護基の欠如によって生じるＣＦ誤差の補正は、本発明の目的の１つである。
【００１３】
　さらに、本発明について本明細書に記載する実施態様のシステムおよび方法は、ＩＥ誤
差およびＣＦ誤差の両方の補正を目的とし、この両方のタイプの誤差は、同じ配列決定反
応のある集団のいくつかの組合せで生じ得る。たとえば、ＩＥおよびＣＦは各々、上記の
とおり、単独または複合的な原因またはメカニズムから生じ得る。
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【００１４】
　当業者は、ＩＥおよびＣＦ誤差の両方の可能性が、伸長反応の際に各々の配列位置で生
じ得るため、結果として得られる配列データに明らかな累積効果を有する場合があること
を理解するであろう。たとえば、この効果は、「実行」または「配列決定実行」とも呼ば
れる一連の配列決定反応の終わりに向かって特に著しくなる場合がある。さらに、ＩＥお
よびＣＦ効果は、ＳＢＳ手法を用いて確実に配列決定し得るテンプレート分子の長さ（場
合により「読込み長さ」と呼ばれる）に上限を与え、つまり、配列データの質は、読込み
長さが増加するにつれて低下するからである。
【００１５】
　たとえば、ＳＢＳの１つの方法は、代表的な１回の実行で２５００万を超える配列位置
を有する配列データを生成することができ、これは、「Ｐｈｒｅｄ」の品質スコアの２０
以上に相当する（Ｐｈｒｅｄの品質スコア２０は、配列データが、９９％以上の精度を有
すると予測されることを意味する）。ＳＢＳ法に関してＰｈｒｅｄ２０の品質を有する全
体の配列決定の処理量は、毛細管電気泳動技術を使用するＳａｎｇｅｒ配列決定法として
当業者に周知されている方法によって生成される配列データと比べて著しく多量だが、い
まのところ、ＳＢＳ法の実質的により短い読込み長さを犠牲している（非特許文献３；本
明細書で引用することにより、あらゆる目的で全体を本願に援用する）。したがって、Ｉ
ＥおよびＣＦ誤差によって生じる配列データの劣化を防止または補正することによって、
読込み長さの上限を増加すると、ＳＢＳ法の全体的な配列決定処理量を増加することにな
るであろう。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１６】
【特許文献１】米国特許第６，２７４，３２０号明細書
【特許文献２】米国特許第６，２１０，８９１号明細書
【特許文献３】米国特許第６，２５８，５６８号明細書
【特許文献４】米国特許第６，８２８，１００号明細書
【非特許文献】
【００１７】
【非特許文献１】Ｒｏｎａｇｈｉ，Ｍ．，ＰｙｒｏＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｓｈｅｄｓ　
ｏｎ　ＤＮＡ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．１１，３－１１（２００
１年）
【非特許文献２】Ｍｅｔｚｇｅｒ，Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．２００５　Ｄｅｃ；ｌ５（１
２）：１７６７－７６
【非特許文献３】Ｍａｒｇｕｌｉｅｓ等，２００５，Ｎａｔｕｒｅ４３７：３７６－８０
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１８】
　したがって、核酸配列決定の合成による配列決定法によって生成された配列データにお
けるＩＥおよび／またはＣＦ誤差を補正することを目的としたシステムおよび方法を提供
することが望ましい。
【００１９】
　本明細書では、多くの参考文献を引用するが、その全体の開示事項は、引用することに
より、あらゆる目的で全体を本願に援用する。さらに、これらのどの参考文献も、上記で
どのように記載されているかに関わらず、本明細書で請求する主題に関する本発明の先行
技術として認めるものではない。
【課題を解決するための手段】
【００２０】
　発明の概要
　本発明の実施態様は、核酸の配列決定に関する。詳細には、本発明の実施態様は、ＳＢ
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Ｓによる核酸の配列決定時に得られたデータの誤差を補正する方法およびシステムに関す
る。
【００２１】
　テンプレート分子の実質的に同じコピーの集団から生成された配列データの位相同期に
関連する誤差を補正する方法の一実施態様について、（ａ）配列決定反応における１つま
たは複数のヌクレオチドの組込みに応答して生成される信号を検出するステップ、（ｂ）
この信号の値を生成するステップ、および（ｃ）第１パラメータおよび第２パラメータを
使用して、位相同期の値を補正するステップを含む実施態様を説明する。
【００２２】
　いくつのインプリメンテーションでは、ステップ（ａ）～（ｃ）は、テンプレート分子
の各々の配列位置ごとに繰り返され、補正された各々の値は、テンプレート分子の表現に
組み込むことができ、テンプレート分子の表現は、フローグラム表現を含んでよい。
【００２３】
　また、テンプレート分子の実質的に同じコピーの集団から生成された配列データの位相
同期に関連する誤差を補正する方法の一実施態様について、（ａ）配列決定反応における
１つまたは複数のヌクレオチドの組込みに応答して生成される信号を検出するステップ、
（ｂ）信号の値を生成するステップ、（ｃ）テンプレート分子の配列に関連する表現に値
を組み込むステップ、（ｄ）テンプレート分子の各々の配列位置についてステップ（ａ）
～（ｃ）を繰り返すステップ、（ｅ）第１パラメータおよび第２パラメータを使用して、
表現の位相同期誤差の各々の値を補正するステップ、および（ｆ）補正値を使用して、補
正表現を生成するステップを含む実施態様を説明する。
【００２４】
　さらに、テンプレート分子の実質的に同じコピーの集団から生成された配列データの位
相同期に関連する誤差を補正する方法の一実施態様について、（ａ）配列決定反応におけ
る１つまたは複数のヌクレオチドの組込みに応答して生成される信号を検出するステップ
、（ｂ）信号の値を生成するステップ、（ｃ）テンプレート分子の配列に関連する表現に
値を組み込むステップ、（ｄ）テンプレート分子の各々の配列位置についてステップ（ａ
）～（ｃ）を繰り返すステップ、（ｅ）表現を複数の部分集合に分割し、各々の部分集合
が、テンプレート分子の１つまたは複数の配列位置を含むステップ、（ｆ）各々の部分集
合において第１パラメータおよび第２パラメータの同期誤差を概算するステップ、（ｇ）
各々の個々の部分集合に関する第１パラメータおよび第２パラメータの同期誤差の概算を
使用して、位相同期誤差に関する各部分集合の各々の値を補正するステップ、および（ｈ
）補正値を使用して、補正部分集合を補正表現に結合するステップを含む実施態様を説明
する。
【００２５】
　さらに、テンプレート分子の実質的に同じコピーの集団から生成された配列データの位
相同期に関連する誤差を補正するシステムの一実施態様について、コンピュータ上で実行
するために記憶されたプログラムコードを含み、（ａ）配列決定反応における１つまたは
複数のヌクレオチドの組込みに応答して検出された信号の値を生成するステップ、および
（ｂ）第１パラメータおよび第２パラメータを使用して、位相同期誤差の値を補正するス
テップを含む方法を実行するコンピュータを備える実施態様を説明する。
【００２６】
　さらに、テンプレート分子の実質的に同じコピーの集団から生成された配列データに関
連する誤差を補正するシステムの一実施態様について、コンピュータ上で実行するために
プログラムコードを含み、（ａ）配列決定反応における１つまたは複数のヌクレオチドの
組込みに応答して検出された信号の値を生成するステップ、（ｂ）値をテンプレート分子
の配列に関連する表現に組み込むステップ、（ｃ）テンプレート分子の各々の配列位置に
ついて、ステップ（ａ）～（ｂ）を繰り返すステップ、（ｄ）第１パラメータおよび第２
パラメータを使用して、表現の位相同期誤差の各々の値を補正するステップ、および（ｅ
）補正値を使用して、補正表現を生成するステップ含む方法を実行するコンピュータを備
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える実施態様を説明する。
【００２７】
　また、テンプレート分子の実質的に同じコピーの集団から生成された配列データの位相
同期に関連する誤差を補正するシステムの一実施態様について、コンピュータ上で実行す
るために記憶されたプログラムコードを含み、前記プログラムコードが、（ａ）配列決定
反応における１つまたは複数のヌクレオチドの組込みに応答して検出された信号の値を生
成するステップ、（ｂ）値をテンプレート分子の配列に関連する表現に組み込むステップ
、（ｃ）テンプレート分子の各々の配列位置について、ステップ（ａ）～（ｃ）を繰り返
すステップ、（ｄ）表現を複数の部分集合に分割し、各部分集合が、テンプレート分子の
１つまたは複数の配列位置を含むステップと、（ｅ）各々の部分集合において第１パラメ
ータおよび第２パラメータの同期誤差を概算するステップ、（ｆ）各々の個々の部分集合
に関する第１パラメータおよび第２パラメータの同期誤差の概算を使用して、位相同期誤
差に関する各部分集合の各々の値を補正するステップ、および（ｇ）補正値を使用して、
補正部分集合を補正表現に結合するステップを含む方法を実行する実施態様を説明する。
【００２８】
　本発明の実施態様により達成される利点としては、（ａ）配列データの品質が増加し、
その結果、所望のレベルの共通配列精度を達成するのに必要な配列包括度の深さが減少す
る；（ｂ）有用な配列の読込み長さが伸長し、これは、１回の実行から高品質の配列デー
タが得られることを意味する；（ｃ）有用な配列読込み長さが伸長するため、一定の配列
包括度深さを達成するために必要な実行が減少する、（ｄ）有用な配列読込み長さが伸長
されるため、一定の領域にわたる配列コンティグを組み立てるのに必要な配列が減少する
、および（ｅ）特に繰返し配列領域において、重複する読込みを容易に集合させることが
挙げられるが、これらだけに限らない。
【００２９】
　上記およびさらに他の特徴は、以下の詳細な説明を添付の図面と併せて考慮すると、よ
り明らかになるであろう。図中、類似の参照符号は、類似の構造、構成要素、または方法
のステップを指示し、参照符号の一番左の桁は、基準の構成要素が最初に記載された図面
の番号を指示する（たとえば、構成要素１６０は、図１に最初に記載されている）。しか
し、これらの表記はすべて、代表的なものであるか、または具体的に示すためであり、制
限する意図はない。
例えば、本願発明は以下の項目を提供する。
（項目１）
テンプレート分子の実質的に同じコピーの集団から生成された配列データの位相同期に関
連する誤差を補正する方法であって、
　（ａ）配列決定反応における１つまたは複数のヌクレオチドの組込みに応答して生成さ
れる信号を検出するステップと、
　（ｂ）前記信号の値を生成するステップと、
　（ｃ）第１パラメータおよび第２パラメータを使用して、前記位相同期誤差の前記値を
補正するステップと
を含む、方法。
（項目２）
（ｄ）テンプレート分子の各配列位置についてステップ（ａ）～（ｃ）を繰り返すステッ
プをさらに含む、項目１に記載の方法。
（項目３）
（ｅ）各々の補正値を前記テンプレート分子の表現に組み込むステップをさらに含む、項
目２に記載の方法。
（項目４）
前記表現がフローグラムを含む、項目３に記載の方法。
（項目５）
前記位相同期誤差が、前記テンプレート分子の各々の配列位置についてともに実質的に一



(8) JP 2013-211043 A 2013.10.10

10

20

30

40

50

定であるものとして処理される不完全な伸長要素および繰越要素を含み、前記第１パラメ
ータが、前記不完全な伸長要素を表し、前記第２パラメータが前記繰越要素を表す、項目
２に記載の方法。
（項目６）
前記位相同期誤差が、前記テンプレート分子の各々の配列位置について実質的に一定であ
るものとして処理される繰越要素を含み、前記第２パラメータが前記繰越要素を表す、項
目２に記載の方法。
（項目７）
前記信号が、前記１つまたは複数のヌクレオチドの前記組込みに応じて放射される光を含
む、項目１に記載の方法。
（項目８）
前記光が、前記配列決定反応からの化学発光光を含む、項目７に記載の方法。
（項目９）
前記配列決定反応が、ピロリン酸塩配列決定反応を含む、項目８に記載の方法。
（項目１０）
前記光が、前記配列決定反応からの蛍光光を含む、項目７に記載の方法。
（項目１１）
前記配列決定反応が、可逆的ターミネーターを使用する配列決定反応を含む、項目１０に
記載の方法。
（項目１２）
前記信号の前記値が、前記組み込まれたヌクレオチドの数を表す、項目１に記載の方法。
（項目１３）
前記第１パラメータの値、および前記第２パラメータの値が、前記第１および第２パラメ
ータの各々のマトリックス方程式に対するベストフィットを検索することによって概算さ
れる、項目１に記載の方法。
（項目１４）
前記第１および第２パラメータの前記ベストフィットの前記概算が、テスト値間の間隔を
使用して検索し、１つまたは複数の近似値を各々のテスト値におけるマトリックス構成演
算に適用することを含み、前記近似値が、前記概算の改善された計算効率を提供する、項
目１３に記載の方法。
（項目１５）
テンプレート分子の実質的に同じコピーの集団から生成された配列データの位相同期に関
連する誤差を補正する方法であって、
　（ａ）配列決定反応における１つまたは複数のヌクレオチドの組込みに応答して生成さ
れる信号を検出するステップと、
　（ｂ）前記信号の値を生成するステップと、
　（ｃ）前記値をテンプレート分子の配列に関連する表現に組み込むステップと、
　（ｄ）前記テンプレート分子の各々の配列位置について、ステップ（ａ）～（ｃ）を繰
り返すステップと、
　（ｅ）第１パラメータおよび第２パラメータを使用して、前記表現の前記位相同期誤差
の各々の値を補正するステップと、
　（ｆ）前記補正値を使用して、補正された表現を生成するステップと
を含む、方法。
（項目１６）
（ｇ）ステップ（ｅ）の前の繰返しからの前記補正値を使用して、ステップ（ｅ）～（ｆ
）を繰返し反復するステップをさらに含み、前記補正値の一部または全部が、各々の繰返
しで品質を改善する、項目１５に記載の方法。
（項目１７）
前記位相同期誤差が、前記テンプレート分子の各々の配列位置についてともに実質的に一
定であるものとして処理される不完全な伸長要素および繰越要素を含み、前記第１パラメ
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ータが、前記不完全な伸長要素を表し、前記第２パラメータが前記繰越要素を表す、項目
１５に記載の方法。
（項目１８）
前記位相同期誤差が、前記テンプレート分子の各々の配列位置について実質的に一定であ
るものとして処理される繰越要素を含み、前記第２パラメータが前記繰越要素を表す、項
目１５に記載の方法。
（項目１９）
前記信号が、前記１つまたは複数のヌクレオチドの前記組込みに応じて放射される光を含
む、項目１５に記載の方法。
（項目２０）
前記光が、前記配列決定反応からの化学発光光を含む、項目１９に記載の方法。
（項目２１）
前記配列決定反応が、ピロリン酸塩配列決定反応を含む、項目２０に記載の方法。
（項目２２）
前記光が、前記配列決定反応からの蛍光光を含む、項目１９に記載の方法。
（項目２３）
前記配列決定反応が、可逆的ターミネーターを使用する配列決定反応を含む、項目２２に
記載の方法。
（項目２４）
前記信号の前記値が、前記組み込まれたヌクレオチドの数を表す、項目１５に記載の方法
。
（項目２５）
前記第１パラメータの値、および前記第２パラメータの値が、前記第１および第２パラメ
ータの各々のマトリックス方程式に対するベストフィットを検索することによって概算さ
れる、項目１５に記載の方法。
（項目２６）
前記第１および第２パラメータの前記ベストフィットの前記概算が、テスト値間の間隔を
使用して検索し、１つまたは複数の近似値を各々のテスト値におけるマトリックス構成演
算に適用することを含み、前記近似値が、前記概算の改善された計算効率を提供する、項
目２５に記載の方法。
（項目２７）
前記表現および補正された表現がフローグラムを含む、項目１５に記載の方法。
（項目２８）
テンプレート分子の実質的に同じコピーの集団から生成された配列データの位相同期に関
連する誤差を補正する方法であって、
　（ａ）配列決定反応における１つまたは複数のヌクレオチドの組込みに応答して生成さ
れる信号を検出するステップと、
　（ｂ）前記信号の値を生成するステップと、
　（ｃ）前記値をテンプレート分子の配列に関連する表現に組み込むステップと、
　（ｄ）前記テンプレート分子の各々の配列位置について、ステップ（ａ）～（ｃ）を繰
り返すステップと、
　（ｅ）前記表現を複数の部分集合に分割し、各々の部分集合が前記テンプレート分子の
１つまたは複数の配列位置を含むステップと、
　（ｆ）各々の部分集合において第１パラメータおよび第２パラメータの前記同期誤差を
概算するステップと、
　（ｇ）各々の個々の部分集合に関する前記第１パラメータおよび前記第２パラメータの
前記同期誤差の概算を使用して、前記位相同期誤差に関する各部分集合の各々の値を補正
するステップと、
　（ｈ）前記補正値を使用して、前記補正部分集合を補正表現に結合するステップと
を含む、方法。
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（項目２９）
前記位相同期誤差が、前記テンプレート分子の複数の配列位置で変動する不完全な伸長要
素、および繰越要素を含み、前記第１パラメータが不完全な前記伸長要素を表し、前記第
２パラメータが前記繰越要素を表す、項目２８に記載の方法。
（項目３０）
前記位相同期誤差が、前記テンプレート分子の複数の配列位置で変動する繰越要素を含み
、前記第２パラメータが前記繰越要素を表す、項目２８に記載の方法。
（項目３１）
テンプレート分子の実質的に同じコピーの集団から生成された配列データの位相同期に関
連する誤差を補正するためのシステムであって、
　コンピュータ上で実行するために記憶されたプログラムコードを含むコンピュータを備
え、前記プログラムコードが、
　　（ａ）配列決定反応における１つまたは複数のヌクレオチドの組込みに応答して、検
出された信号の値を生成するステップと、
　　（ｂ）第１パラメータおよび第２パラメータを使用して、前記位相同期誤差の前記値
を補正するステップと
を含む方法を実行する、システム。
（項目３２）
前記プログラムコードによって実行される前記方法が、
　（ｃ）テンプレート分子の各々の配列位置について、ステップ（ａ）～（ｂ）を繰り返
すステップ
をさらに含む、項目３１に記載のシステム。
（項目３３）
前記プログラムコードによって実行される前記方法が、
　（ｄ）各々の補正値を前記テンプレート分子の表現に組み込むステップ
をさらに含む、項目３２に記載のシステム。
（項目３４）
前記プログラムコードによって実行される前記方法が、
　（ｅ）前記表現をユーザに提供するステップをさらに含む、項目３３に記載のシステム
。
（項目３５）
テンプレート分子の実質的に同じコピーの集団から生成された配列データの位相同期に関
連する誤差を補正するシステムであって、
　コンピュータ上で実行するために記憶されたプログラムコードを含むコンピュータを備
え、前記プログラムコードが、
　（ａ）配列決定反応における１つまたは複数のヌクレオチドの組込みに応答して、検出
された信号の値を生成するステップと、
　（ｂ）前記値をテンプレート分子の配列に関連する表現に組み込むステップと、
　（ｃ）前記テンプレート分子の各々の配列位置について、ステップ（ａ）～（ｂ）を繰
り返すステップと、
　（ｄ）第１パラメータおよび第２パラメータを使用して、前記表現の前記位相同期誤差
の各々の値を補正するステップと、
　（ｅ）前記補正値を使用して、補正表現を生成するステップと
を含む方法を実行する、システム。
（項目３６）
前記プログラムコードによって実行される前記方法が、
　（ｆ）ステップ（ｄ）の前の繰返しからの前記補正値を使用して、ステップ（ｄ）～（
ｅ）を繰返し反復するステップ
をさらに含み、前記補正値の一部または全部が、各々の繰返しで品質を改善する、項目３
５に記載のシステム。
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（項目３７）
前記繰返し反復するステップが、実行する繰返しの数に関するユーザの選択に応答する、
項目３６に記載のシステム。
（項目３８）
前記プログラムコードによって実行される前記方法が、
　（ｆ）前記補正された表現をユーザに提供すること
をさらに含む、項目３５に記載のシステム。
（項目３９）
テンプレート分子の実質的に同じコピーの集団から生成された配列データの位相同期に関
連する誤差を補正するシステムであって、
　コンピュータ上で実行するために記憶されたプログラムコードを含むコンピュータを備
え、前記プログラムコードが、
　（ａ）配列決定反応における１つまたは複数のヌクレオチドの組込みに応答して、検出
された信号の値を生成するステップと、
　（ｂ）前記値をテンプレート分子の配列に関連する表現に組み込むステップと、
　（ｃ）前記テンプレート分子の各々の配列位置について、ステップ（ａ）～（ｃ）を繰
り返すステップと、
　（ｄ）前記表現を複数の部分集合に分割し、各々の部分集合が、前記テンプレート分子
の１つまたは複数の配列位置を含むステップと、
　（ｅ）各々の部分集合において第１パラメータおよび第２パラメータの前記同期誤差を
概算するステップと、
　（ｆ）各々の個々の部分集合に関する前記第１パラメータおよび前記第２パラメータの
前記同期誤差の概算を使用して、前記位相同期誤差に関する各部分集合の各々の値を補正
するステップと、
　（ｇ）前記補正値を使用して、前記補正部分集合を補正表現に結合するステップと
を含む方法を実行する、システム。
【図面の簡単な説明】
【００３０】
【図１】図１は、「完全な」理論的なフローグラムを観察された「ダーティな」フローグ
ラムに変換するために、一実施態様の数学モデルを単純化したグラフ表現である。
【図２】図２は、図１のマッピングモデルの反転の一実施態様を単純化したグラフ表現で
ある。
【図３Ａ】図３ａは、図１および２のマッピングモデルを含む順方向および逆マトリック
スの計算用のモデルの単純化された一実施態様のグラフ表現である。
【図３Ｂ】図３ｂは、図３ａの順方向モデルを使用する順方向マトリックスの計算の単純
化された一実施態様のグラフ表現である。
【図４Ａ】図４ａは、図３ａの逆モデルを使用する逆マトリックスの計算の単純化された
一実施態様のグラフ表現である。
【図４Ｂ】図４ｂは、図３ａおよび４ａの逆モデルを使用する様々なレベルの繰返し補正
を使用して得られる結果の単純化された一実施態様のグラフ表現である。
【図５】図５は、本明細書に記載する発明のＣＡＦＩＥ誤差の結果の単純化された一実施
態様のグラフ表現である。
【図６】図６は、実質的に同じテンプレート分子の集団のサンプル全体のパラメータ値の
分布に関する単純化された一実施態様のグラフ表現である。
【図７】図７は、ＩＥ補正のみの効果、およびＣＡＦＩＥ補正の効果の単純化された一実
施態様のグラフ表現である。
【発明を実施するための形態】
【００３１】
　発明の詳細な説明
　本明細書に記載する発明の実施態様は、少なくとも部分的に、理論上、つまり「完全な
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」フローグラムは、ＩＥおよびＣＦの数学モデルによって、実際に観察される「ダーティ
な」フローグラムに変換することができるという発見に基づいている。本明細書で使用す
る「フローグラム」という用語は、一般に、たとえば配列決定データのグラフ表現を含み
得る配列決定実行から生成される配列決定データの表現を意味する。たとえば、完全つま
り理論上のフローグラムは、配列決定実行から生成され、上記のＣＡＦＩＥメカニズムに
由来する誤差、またはその他のタイプの背景誤差がないデータを表す。同様に、ダーティ
または観察されたフローグラムは、ＣＡＦＩＥおよび背景誤差要素を含む配列決定実行か
ら生成されるデータを表す。本明細書の例では、誤差要素の一部または全部は、正確に概
算して完全なフローグラムモデルに適用し、実際の配列決定実行から得られる実際のデー
タの表現を提供し得る。
【００３２】
　重要なことに、本明細書に記載する発明は、少なくとも部分的に、上記の数学モデルの
逆は、直接観察されたフローグラムから完全な理論上のフローグラムを概算するのに役立
つ可能性があるという発見に基づいている。したがって、上記の例を継続すると、誤差の
概算は、観察されたフローグラムに表現される実際の配列決定データに適用することがで
き、すべて、または実質的にすべての誤差要素が除去された完全、または実質的に完全な
理論上のフローグラム表現が得られる。
【００３３】
　当業者は、誤差をデータから正確に除去することによって、前記データのより効率的か
つ正確な解釈が得られることを理解するであろう。したがって、たとえば、配列決定実行
で生成されたデータから誤差を除去すると、配列実行、およびより高品質の配列情報から
生成される配列において、各々の核酸種を識別する必要性をより正確に提示することがで
きる。
【００３４】
　本明細書に記載する発明のいくつかの実施態様は、配列決定装置上のＳＢＳ配列決定実
行から生成されるデータを分析するシステムおよび方法を含む。ＳＢＳ装置および方法の
いくつかの例は、ピロリン酸塩ベースの配列決定手法と呼ぶこともできる方法を使用する
ことができ、こうした手法は、たとえば、電荷結合（ＣＣＤ）カメラ、マイクロ流体チャ
ンバ、サンプルカートリッジホルダー、またはポンプおよび流量バルブなどの１つまたは
複数の検出デバイスを含むことができる。ピロリン酸塩ベースの配列決定の例を考慮する
と、装置の実施態様は、化学発光を検出方法として使用することができ、この場合、ピロ
リン酸塩配列決定では、本質的に低レベルの背景雑音を生成する。本明細書の例では、配
列決定のためのサンプルカートリッジホルダーは、光ファイバフェースプレートから形成
される「ｐｉｃｏｔｉｔｅｒｐｌａｔｅ」と呼ばれるものを含むことができ、このフェー
スプレートは、酸エッチングされて、各々が実質的に同じテンプレート分子の集団を保持
することが可能な何十万もの非常に小さいウェルを形成する。実施態様によっては、実質
的に同じテンプレート分子の各々の集団は、ビードなどの固体基板上に配置することがで
き、各々のビードは、前記ウェルの１つの中に配置することができる。この例を続けると
、装置は、流体試薬をｐｉｃｏｔｉｔｅｒｐｌａｔｅホルダーに、およびｐｉｃｏｔｉｔ
ｅｒｐｌａｔｅ上の各々のウェルから放出される光子を収集することが可能なＣＣＤタイ
プの検出デバイスに提供するための試薬送達要素を備えることができる。ＳＢＳタイプの
配列決定、およびピロリン酸塩配列決定を実行するための装置および方法のさらに他の例
は、米国特許出願第１０／７６７，７７９号；同第１１／１９５，２５４に記載されてお
り、これらの特許はともに、本明細書で引用することにより、あらゆる目的で全体を本願
に援用する。
【００３５】
　さらに、本発明について本明細書に記載するシステムおよび方法は、コンピュータシス
テム上で実行するために記憶されたコンピュータ可読媒体におけるインプリメンテーショ
ンを含むことができる。たとえば、いくつかの実施態様について、コンピュータシステム
上にインプリメント可能なＳＢＳシステムおよび方法を使用して検出される信号の誤差を
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処理および補正する実施態様を以下で詳細に説明する。
【００３６】
　コンピュータとしては、任意のタイプのコンピュータプラットフォーム、たとえばワー
クステーション、パーソナルコンピュータ、サーバ、または現在もしくは将来の任意のそ
の他のコンピュータが挙げられる。コンピュータは、一般に、プロセッサ、オペレーティ
ングシステム、システムメモリ、メモリ記憶デバイス、入出力制御装置、入出力デバイス
、およびディスプレーデバイスなど、公知の構成要素を備える。当業者は、コンピュータ
には可能性のある多くの構成および要素があり、データバックアップユニット、および多
くのその他のデバイスも含むことができることを理解するであろう。
【００３７】
　ディスプレーデバイスは、視覚情報を提供するディスプレーデバイスを備えることがで
き、この情報は、一般に、画素のアレイとして論理的および／または物理的に構成するこ
とができる。インターフェース制御装置を備えることができ、こうした制御装置は、入力
および出力インターフェースを提供するための公知または将来の多様なソフトウェアプロ
グラムの何れかを含むことができる。たとえば、インターフェースは、一般に、「グラフ
ィカルユーザインターフェース」（多くの場合、ＧＵＩと呼ばれる）と呼ばれ、１つまた
は複数のグラフィック表現をユーザに提供するものでよい。インターフェースは、一般に
、当業者が周知している選択または入力手段を使用して、ユーザ入力を受け入れることを
可能にする。
【００３８】
　同じか、または別の実施態様では、コンピュータ上のアプリケーションは、「コマンド
ラインインターフェース」（多くの場合、ＣＬＩという）と呼ばれるものを含むインター
フェースを使用する。ＣＬＩは、一般に、アプリケーションとユーザとの間にテキストベ
ースの対話を提供する。一般に、コマンドラインインターフェースは、ディスプレーデバ
イスを介して、テキスト行として出力を提示し、入力を受信する。たとえば、インプリメ
ンテーションによっては、「シェル」と呼ばれるもの、たとえば、当業者が周知している
Ｕｎｉｘ（登録商標）シェル、またはオブジェクト指向タイプのプログラミングアーキテ
クチャ、たとえばＭｉｃｒｏｓｏｆｔ．ＮＥＴフレームワークを使用するＭｉｃｒｏｓｏ
ｆｔ　Ｗｉｎｄｏｗｓ（登録商標）Ｐｏｗｅｒｓｈｅｌｌを含むことができる。
【００３９】
　当業者は、これらのインターフェースが、１つまたは複数のＧＵＩ、ＣＬＩ、またはこ
れらの組合せを含み得ることを理解するであろう。
【００４０】
　プロセッサとしては、Ｉｎｔｅｌ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎが製造するＩｔａｎｉｕｍ
（登録商標）もしくはＰｅｎｔｉｕｍ（登録商標）、Ｓｕｎ　Ｍｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓ
が製造するＳＰＡＲＣ（登録商標）、ＡＭＤ　ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎが製造するＡｔｈ
ａｌｏｎ（商標）もしくはＯｐｔｅｒｏｎ（商標）などの市販のプロセッサが挙げられ、
または現在もしくは将来入手可能なその他のプロセッサの何れかで良い。また、プロセッ
サの実施態様によっては、マルチコアプロセッサと呼ばれるものを備えることができるか
、および／またはシングルもしくはマルチコア構成の並列処理技術を使用することを可能
にする。たとえば、マルチコアアーキテクチャは、一般に、２つ以上のプロセッサの「実
行コア」を含む。本明細書の例では、各々の実行コアは、複数のスレッドの並列実行を可
能にする独立するプロセッサとして機能する。さらに、当業者は、プロセッサが、一般に
、３２もしくは６４ビットアーキテクチャ、または現在公知であるか、もしくは将来開発
されるその他のアーキテクチャ構成として構成し得ることを理解するであろう。
【００４１】
　プロセッサは、一般にオペレーティングシステムを実行するが、オペレーティングシス
テムは、たとえば、Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎが市販するＷｉｎｄｏ
ｗｓ（登録商標）タイプのオペレーティングシステム（たとえばＷｉｎｄｏｗｓ（登録商
標）ＸＰもしくはＷｉｎｄｏｗｓ（登録商標）　Ｖｉｓｔａ）；Ａｐｐｌｅ　Ｃｏｍｐｕ
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ｔｅｒ　Ｃｏｒｐ．が市販するＭａｃ　ＯＳ　Ｘオペレーティングシステム（たとえば７
．５　Ｍａｃ　ＯＳ　Ｘ　ｖｌ　０．４「Ｔｉｇｅｒ」もしくは７．６　Ｍａｃ　ＯＳ　
Ｘ　ｖｌ　０．５「Ｌｅｏｐａｒｄ」オペレーティングシステム）；多くのベンダー、も
しくはオープンソースから市販されているＵｎｉｘ（登録商標）もしくはＬｉｎｕｘ（登
録商標）オペレーティングシステム；別の、もしくは将来のオペレーティングシステム；
またはこれらの何らかの組合せでよい。オペレーティングシステムは、公知の方法でファ
ームウェアおよびハードウェアとインターフェースし、プロセッサが、様々なプログラミ
ング言語で書くことができる様々なコンピュータプログラムの機能を調整および実行する
ことを促進する。オペレーティングシステムは、一般にプロセッサと協働して、コンピュ
ータのその他の構成要素の機能を調整および実行する。オペレーティングシステムは、す
べて公知の技術に従って、スケジューリング、入出力制御、ファイルおよびデータ管理、
メモリ管理、並びに通信制御および関連サービスも提供する。
【００４２】
　システムメモリは、公知または将来の様々なメモリ記憶デバイスの何れかを含むことが
できる。例としては、一般に入手可能なランダムアクセスメモリ（ＲＡＭ）、常駐ハード
ディスクもしくはテープなどの磁気媒体、読み書きコンパクトディスクなどの光媒体、ま
たはその他のメモリ記憶デバイスが挙げられる。メモリ記憶デバイスとしては、公知もし
くは将来の様々なデバイスの何れか、たとえばコンパクトディスクドライブ、テープドラ
イブ、リムーバブルハードディスクドライブ、ＵＳＢもしくはフラッシュドライブ、また
はディスケットドライブが挙げられる。こうしたタイプのメモリ記憶デバイスは、一般に
、プログラム記憶媒体（図示しない）、たとえばそれぞれコンパクトディスク、磁気テー
プ、リムーバブルハードディスク、ＵＳＢもしくはフラッシュドライブ、またはフロッピ
ー（登録商標）ディスケットから読み込むか、および／またはこれらに書き込む。これら
のプログラム記憶媒体、または現在使用されているか、もしくは後に開発され得るその他
の媒体の何れかは、コンピュータプログラム製品と考えることができる。評価されるとお
り、これらのプログラム記憶媒体は、一般に、コンピュータソフトウェアプログラムおよ
び／またはデータを記憶する。コンピュータ制御論理とも呼ばれるコンピュータソフトウ
ェアプログラムは、一般に、メモリ記憶デバイスと関連して使用されるシステムメモリお
よび／またはプログラム記憶デバイスに記憶される。
【００４３】
　実施態様によっては、コンピュータが使用可能な媒体を含むコンピュータプログラム製
品であって、制御論理（プログラムコードを含むコンピュータソフトウェアプログラム）
が内部に記憶された製品について説明する。プロセッサが制御論理を実行する場合、プロ
セッサは、制御論理によって、本明細書に記載する機能を実行する。その他の実施態様で
は、いくつかの機能は、たとえばハードウェア状態マシンを使用して、主にハードウェア
内にインプリメントされる。本明細書に記載する機能を実行するためのハードウェア状態
マシンインプリメンテーションは、当業者にとっては明らかであろう。
【００４４】
　入出力制御装置は、ヒューマンであるかマシンであるか、ローカルであるかリモートで
あるかに関わりなく、ユーザからの情報を受け取って処理するための多様な公知のデバイ
スの何れかを含むことができる。こうしたデバイスとしては、たとえば、モデムカード、
ワイヤレスカード、ネットワークインターフェースカード、音声カード、または公知の様
々な入力デバイスの何れかのためのその他のタイプの制御装置が挙げられる。出力制御装
置は、ヒューマンであるかマシンであるか、ローカルであるかリモートであるかに関わり
なく、ユーザに情報を提示するための多様な公知のディスプレーデバイスの何れかを含む
ことができる。本明細書に記載する実施態様では、コンピュータの機能構成要素は、シス
テムバスを介して互いに通信する。コンピュータの実施態様によっては、ネットワーク、
またはその他のタイプのリモート通信を使用して、いくつかの機能構成要素と通信するこ
とができる。
【００４５】
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　当業者には明らかなとおり、機器制御および／またはデータ処理アプリケーションは、
ソフトウェアにインプリメントする場合、システムメモリおよび／またはメモリ記憶デバ
イスにロードされ、これらから実行することができる。機器制御および／またはデータ処
理アプリケーションの全部または一部も、メモリ記憶デバイスの読出し専用メモリ、また
は類似のデバイスに常駐することができ、こうしたデバイスは、入出力制御装置を介して
、機器制御および／またはデータ処理アプリケーションを最初にロードする必要はない。
当業者には、機器制御および／またはデータ処理アプリケーション、またはその一部は、
公知の方法で、システムメモリ、またはキャッシュメモリ、またはこれらの両方にロード
することができ、有利であることは明らかであろう。
【００４６】
　また、コンピュータは、システムメモリに記憶された１つまたは複数のライブラリファ
イル、実験データファイル、およびインターネットクライアントを含み得る。たとえば、
実験データは、１つまたは複数の実験またはアッセイに関連するデータ、たとえば検出さ
れた信号値、または１つまたは複数のＳＢＳ実験またはプロセスに関連するその他の値を
含むことができる。さらに、インターネットクライアントは、ネットワークを使用して、
別のコンピュータ上のリモートサービスにアクセスすることを可能にするアプリケーショ
ンを含むことができ、たとえば、「ウェブブラウザ」と一般に呼ばれるものを含むことが
できる。本明細書の例では、通常使用されるいくつかのウェブブラウザとしては、Ｎｅｔ
ｓｃａｐｅ　Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ　Ｃｏｒｐ．から市販されているＮｅｔｓｃ
ａｐｅ（登録商標）８．１．２、Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎから市販
されているＭｉｃｒｏｓｏｆｔ（登録商標）Ｉｎｔｅｒｎｅｔ　Ｅｘｐｌｏｒｅｒ７、Ｍ
ｏｚｉｌｌａ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎから市販されているＭｏｚｉｌｌａ　Ｆｉｒｅｆ
ｏｘ（登録商標）２、Ａｐｐｌｅ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｃｏｒｐから市販されているＳａ
ｆａｒｉ１．２、または現在公知であるか、もしくは将来開発されるその他のタイプのウ
ェブブラウザが挙げられる。また、同じか、またはその他の実施態様で、インターネット
クライアントは、ＳＢＳアプリケーション用のデータ処理アプリケーションなどのネット
ワークを介して、リモート情報にアクセスすることが可能な特殊化されたソフトウェアア
プリケーションを含むことができるか、またはこうしたソフトウェアアプリケーションで
よい。
【００４７】
　ネットワークは、当業者が十分に周知している多くの様々なタイプのネットワークの１
つまたは複数を含むことができる。たとえば、ネットワークは、通常プロトコルスィート
と呼ばれるものを使用するローカルまたはワイドエリアネットワークを含むことができる
。ネットワークとしては、一般にインターネットと呼ばれる相互接続されたコンピュータ
ネットワークの世界的なシステムを含むことができるか、または様々なイントラネットア
ーキテクチャも含むことができる。当業者は、ネットワーク環境にあるユーザによっては
、一般に「ファイアウォール」と呼ばれるもの（場合によりパケットフィルタ、またはボ
ーダー保護デバイスと呼ばれる）を使用して、ハードウェアおよび／またはソフトウェア
システムとのまの情報トラフィックを制御することを好む場合があることも理解するであ
ろう。たとえば、ファイアウォールは、ハードウェアもしくはソフトウェア、またはこれ
らの組合せを含むことができ、一般に、たとえばネットワーク管理者などのユーザがセキ
ュリティ基本方針を導入するように設計される。
【００４８】
　ＳＢＳ実施態様の例は、一般に、ヌクレオチド種を上記のテンプレート分子に連続的に
、または繰り返し添加するサイクルを使用する。これらのサイクルは、本明細書では、「
フロー」と呼ぶ。たとえば、各々のフローでは、４つのヌクレオチド種Ａ、Ｇ，Ｃまたは
Ｔの何れか１つが提示されるか（ピロリン酸塩（ＰＰｉ）配列決定法の場合）、または４
つのヌクレオチド種すべてがともに、テンプレート／ポリメラーゼ複合体に提示される（
たとえば、各々のヌクレオチド種に関連する異なる標識を使用する配列決定法の場合）。
この例を続けると、フローは、合成される新生分子の３’末端に直接隣接する配列位置に
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おいて、テンプレート分子のヌクレオチド種に対して相補的なヌクレオチド種を含むこと
ができ、この場合、ヌクレオチド種は、新生分子内に組み込まれる。本明細書の例では、
ヌクレオチド種の組込みは、光信号（たとえば、発光もしくは蛍光などのプロセスから生
成される光を含み得る光信号）、またはマスタグなどのその他の信号の形式で検出するこ
とができる。ヌクレオチド種の流れの繰返し後、洗浄方法がインプリメントされて、組み
込まれていない過剰なヌクレオチド種および試薬が除去される。洗浄段階が完了した後、
フローの次の繰返しは、別のヌクレオチド種、またはヌクレオチド種の混合物をテンプレ
ート／ポリメラーゼ複合体に提示する。実施態様によっては、「フローサイクル」は、４
つのヌクレオチド種を繰返し、または並行して添加することを意味する場合があり、たと
えば、１つのフローサイクルは、４つのヌクレオチド種すべてを添加することを含む。
【００４９】
　フローグラムに記録する場合、各々の流れについて検出される光またはその他の信号の
値は、約ゼロであるか（フロー中のヌクレオチド種が、次の配列位置において、テンプレ
ートのヌクレオチド種に対して相補的ではなく、その結果組み込まれていないことを示す
）、約１であるか（テンプレートのヌクレオチド種に対して相補的な正確に１つのヌクレ
オチド種が組み込まれていることが検出されたことを示す）、またはほぼ１より大きい整
数（フロー中に提示され、テンプレートの２つの連続するヌクレオチド種に対して相補的
なヌクレオチド種の２つ以上のコピーの組込みが検出されたことを示す）でよい。
【００５０】
　上記のとおり、繰り返す一連のフローの理論上の結果は、各々のフローからの信号であ
り、この信号は正確にゼロであるか、または整数であり、完全なフローグラムに表現され
なければならない。ＣＦおよびＩＥメカニズムを含む様々な実験の変動により、検出され
る実際の信号は、これらの予想理論値付近で変化量だけ変動する傾向がある。この変化量
を含む検出信号は、ダーティまたは観察フローグラムとして表現される。
【００５１】
　フローグラムおよびパイログラムという用語は、本明細書では互換可能に使用される。
「完全なフローグラム」、「クリーンなフローグラム」、および「理論上のフローグラム
」という用語は、本明細書では互換可能に使用される。「ダーティなフローグラム」、「
現実のフローグラム」、および「観察されたフローグラム」という用語は、本明細書では
互換可能に使用される。
【００５２】
　さらに、本明細書で使用する場合、「読込み」は、一般に、単一の核酸テンプレート分
子、または複数の実質的に同じテンプレート分子のコピーの集団から得られる全体の配列
データを意味する。「新生分子」は、一般に、テンプレート分子の対応するヌクレオチド
種に対して相補的なヌクレオチド種を組み込むことによりテンプレート依存ＤＮＡポリメ
ラーゼによって伸長されるＤＮＡ鎖を意味する。本明細書で使用する「完了効率」は、一
般に、一定のフロー時に適切に伸長される新生分子の割合を意味する。本明細書で使用す
る「不完全伸長率」は、一般に、すべての新生分子の数に対して、適切に伸長しない新生
分子の数の割合を意味する。
【００５３】
　本明細書に記載するいくつかの実施態様は、上記のＣＦおよびＩＥメカニズムを考慮に
入れて、各々のフローの検出された信号を補正する。たとえば、本発明の一態様は、ＣＦ
およびＩＥの一定のレベルを仮定して、任意の公知の配列に関する位相同期の損失程度を
計算することを含む。
【００５４】
　以下に示す表１は、ＩＥおよびＣＦに関して数学的にモデル化した閾値の一例を示し、
様々な読込み長さに対して９９％以上の精度を提供する（つまり、読込みは、テンプレー
ト分子の実際の配列の少なくとも９９％を表す。表１に示す予測値は、様々な読込み長さ
の配列決定精度、および約９９％の読込み精度を達成することを許容可能なＩＥおよびＣ
Ｆ誤差の程度に対するＣＦおよびＩＥ効果の影響を示す。表１は、補正されていない読込
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みに関して１％を越えないＣＦ率が許容可能であり（ＩＥが、その集団でゼロに等しいと
仮定する）、約１００の配列位置の読込み長さは９９％正確である（つまり、９９％以上
の完了効率）ことを示す。さらに、０．２５％以下のＩＥ率が許容可能であり（ＣＦ率が
ゼロに等しいと仮定する）、約１００の配列位置の読込み長さは９９％正確である。
【００５５】
【表１】

　表１に記載する値は、単に具体的に示すためであり、制限するものであると解釈すべき
ではないことがわかるであろう。当業者は、いくつかの要素は、予測を明確するためのゲ
ノム配列または基準配列、およびその他のパラメータなどの値の変動性の一因となり得る
ことを理解するであろう。たとえば、ＳＢＳ法の代表的な実施態様は、一般に、１～２％
の範囲のＣＦ率を達成し、ＩＥ率は０．１～０．４％である（つまり、完了効率は９９．
６～９９．９％の範囲である）。上記のとおり、ＣＦおよびＩＥの補正は望ましく、なぜ
なら、位相同期の損失が読込み長さ全体に蓄積効果を有し、読込み長さが増加するにつれ
て、読込みの品質を低下させるからである。
【００５６】
　本明細書に記載する発明の一実施態様では、ＣＦおよびＩＥの両方を表す値は、実質的
に同じテンプレート分子の集団、たとえばｐｉｃｏｔｉｔｅｒｐｌａｔｅシステムの単一
ウェル内に存在するテンプレート分子の集団の読込み全体で、実質的に一定であると仮定
される。その結果、テンプレート分子の実際の配列の何らかの先験的な知識がなくても、
２つの単純なパラメータ「不完全な伸長」および「繰越」を使用して、全体の読込みにお
ける各々の配列位置の数値補正が可能になる。本発明について本明細書に記載するシステ
ムおよび方法は、テンプレート分子の集団内で生じるＣＦおよびＩＥの量を判断し、補正
する際に有用である。たとえば、本発明の実施態様は、各々のウェル内に存在して、ＣＦ
およびＩＥの一因となる実質的に同じテンプレート分子の各々の集団に関して、各々のフ
ローから検出される信号値を補正する。
【００５７】
　本発明の実施態様は、位相同期の欠如を非線形マッピングとしてモデル化する：
　方程式（１）：
　　　Ｍ（ｐ，ε，λ）＝ｑ
ここで：
　－　Ｍは、ＣＡＦＩＥマッピングであり
　－　ｐは、仮定上の「完全な」フローグラム［アレイとして］であり
　－　λは、完了効率パラメータであり
　－　εは、繰越パラメータであり
　－　ｑは、「ダーティな」フローグラム［アレイとして］である。
【００５８】
　理論上の「完全な」フローグラムは、方程式（１）で与えられるマッピングモデル式を
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使用して、現実の「ダーティな」フローグラムに変換し、ＩＥおよびＣＦを概算すること
ができる。こうしたマッピング式のモデルは、たとえば、公知の配列を有するポリヌクレ
オチドテンプレート分子を配列決定することによって、観察されたフローグラム（ｑ）に
導入される誤差を分析して生成することができる。方程式（１）によって与えられる数学
モデルの具体的な一例を図１に示す。
【００５９】
　たとえば、図１の左側では、理論上のフローグラム１０１は、理論上の（完全または理
想的な）フローグラム（ｐ）の実例表現であり、関連するヌクレオチド種に隣接して括弧
内に表された理想化信号強度値を示す。理論上のフローグラム１０１の各々の理想化値は
、ある整数またはゼロである。本明細書の例では、「１」の値は、単一のヌクレオチドの
組込みによって誘発された１００％検出信号強度を表し、「０」は、０％信号を表す（た
とえば、１００万の実質的に同じテンプレート分子、および１００万の新生分子の集団を
含むウェル中、「１」は、すべての新生分子が、単一ヌクレオチドによって伸長する時に
誘発される信号を表し、「２」は、すべての新生分子が、２つのヌクレオチドによって伸
長する時に誘発される信号を表す）。
【００６０】
　図１の右側では、観察されたフローグラム１０３は、観察された（または模擬ダーティ
）フローグラム（ｑ）からの検出信号強度値の実例表現である。同様に、フローグラム１
０３の各々の信号強度値は、関連するヌクレオチド種に隣接して括弧内に表される。また
、図１の右側には、ヌクレオチド種および信号値に関連する繰返しフロー（ｆｌｏｗ）配
列を表す代表的な数を提供するフロー１０５がある（たとえば、フロー１０５の各々の繰
返しは、ヌクレオチド種の添加、およびその後の洗浄プロセスを表す）。たとえば、図１
に示されているフロー１は、フロー１０５の前記の繰返しで導入される「Ｃ」ヌクレオチ
ド種に関連し、理論上のフローグラム１０１、および観察されたフローグラム１０３の両
方の信号値に対応する。
【００６１】
　図１の例では、理論上のフローグラム１０１と、観察されたフローグラム１０３との間
の信号強度値の差は、各々のフロー１０５の繰返しでは、少なくとも部分的に位相同期の
損失を表す。たとえば、観察されたフローグラム１０３に表される信号値は整数ではなく
、フロー１０５の同じ繰返しでは、一般に、理論上のフローグラム１０１に表される理想
値よりわずかに大きいか、またはわずかに小さい。
【００６２】
　「Ｍ」として表現されるマッピングモデル１１０は、パラメータ１１３の既知の値を使
用して概算することができる。たとえば、パラメータ１１３は、ε（繰越）パラメータお
よびλ（完了効率）パラメータを含む。パラメータ１１３は、マッピングモデル１１０を
概算し、理論上のフローグラム（ｐ）１０１の信号値を観察値（ｑ）１０３に変換するた
めに使用し得る。本明細書の例では、マッピングモデル１１０によって表される誤差値は
、フロー１０５の各々の繰返しで蓄積し、指数関数的に成長する。
【００６３】
　上記の例を続けると、誤差値によって表現される誤差は、理論的には、各々のフローと
ともに指数関数的に増加する。たとえば、実質的に同じテンプレート分子の各々の集団に
関連する位相同期した配列決定反応は、フローの繰返し後、位相同期した３つの異なる亜
集団になる。この亜集団は、フロー中のヌクレオチド種が、テンプレート分子に対して適
切な配列位置に適切に組み込まれる位相同期反応の第１の亜集団と（たとえば、ＣＡＦＩ
Ｅ効果はない）、ＣＦメカニズムによる不適切な組込みが生じ、反応が、第１集団に対す
る配列位置より先に進む位相同期反応の第２亜集団と、ＩＥメカニズムによる不適切な組
込みが生じ、反応が、第１集団の配列位置より遅れる位相同期反応の第３亜集団とを含む
。本明細書の例では、次のフロー繰返しで、３つの亜亜集団は、上記の３つの亜集団の各
々から生じるという具合である。当業者は、ｎ番目のフローの繰返しで、各々がフローｎ
で信号を生じる位相同期の３ｎの集団があることを理解するであろう。
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【００６４】
　さらに上記の例を続けると、図２は、逆マッピングモデル２１０として図２に表される
マッピングモデル１１０の逆の実例表現を提供する。たとえば、パラメータ１１３の正確
な値を概算することによって（たとえば、ε（繰越）およびλ（完了効率）パラメータの
両方の値）、観察されたフローグラム（ｑ）１０３の信号値は逆にして、理論上のフロー
グラム（ｐ）１０１の信号値を与える。
【００６５】
　当業者は、図１および２に表される信号値は、単に具体的に示すために記載されており
、広範な信号値が可能であることを理解するであろう。したがって、これらの信号値は、
制限するものであると解釈するべきではない。
【００６６】
　本発明のいくつかの実施態様は、以下に概略を示す２つの連続的な段階（ｉ）および（
ｉｉ）で、反転したマッピングを実行する：
各々のヌクレオチド種のフローｉについて：
（ｉ）　－　ヌクレオチド種の添加により、新生分子を伸長する：
【００６７】
【数１】

すべてのｊについて、Ｎｊ＝Ｎｉおよびｐｊ＞０
（ｉｉ）　－　前の添加から残るヌクレオチド種により、新生分子を伸長する：
【００６８】
【数２】

すべてのｊについて、Ｎｊ＝Ｎｉ－１およびｐｊ＞０
ここで：
　－　ｐｉは、ｉ番目のヌクレオチド種フローで、理論上の（クリーンな）フローグラム
の信号値である
　－　ｑｉは、ｉ番目のヌクレオチド種フローで、観察された（ダーティな）フローグラ
ムの信号値である
　－　ｍｉは、ｉ番目のヌクレオチド種フローのフローグラム配列位置で、組込みに使用
できるヌクレオチド種分子の画分である
　－　Ｎｉは、ｉ番目のヌクレオチド種添加（Ａ、Ｃ、Ｇ、またはＴ）である
　－　（ｊ，ｊ’）は対の指数であり、ｐｊ’はフローグラム上のｐｊの次の正の値であ
る。
【００６９】
　マッピングモデルは、これらの計算をフローごとに実行し（たとえば、フロー１０５の
繰返し）、観察されたフローグラム（ｑ）、およびテンプレート分子の画分ｍを段階（ｉ
）および（ｉｉ）により更新する。
【００７０】
　図３ａは、マトリックスの計算に使用されるモデルの具体的な例を示す。たとえば、以
下にさらに詳細に説明するように、順方向マトリックスモデル３１０は、逆マトリックス
モデル３２０を導くために使用することができる。本明細書の例では、逆マトリックスモ
デル３２０を使用してマトリックスを計算することは、パラメータ１１３の概算を導くた
めに使用することができる。たとえば、パラメータ１１３の様々な値は、マトリックスの
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計算に適用して、観察されたフローグラム１０３に対する適合程度を評価することができ
る。一般に、観察されたフローグラム（ｑ）１０３に最適なパラメータ１１３は、パラメ
ータ１１３の実効値として良い概算値であるように決定される。
【００７１】
　さらに、図３ｂは、順方向マトリックスモデル３１０を使用する順方向マトリックスの
計算の具体的な例を示す。本明細書の例では、観察されたフローグラム（ｑ）１０３は、
完了効率値λ＝０．９５、および繰越値ε＝０．０５を含むパラメータ１１３を使用する
マトリックスの計算によって生成される。マトリックスのフロー１０５の繰返しに関連す
る各々の行は、各々のヌクレオチド種のフローに関する再帰的な段階（ｉ、ｉｉ）の実施
および結果を記録する。
【００７２】
　方程式（１）および再帰的な段階（ｉ、ｉｉ）は、マトリックスアレイの演算として書
き換えることができる：
　方程式（２）：
　　　　　　　［Ｍ（ｐ’，ε，λ）］＊ｐ＝ｑ
ここで：
　－　［Ｍ（ｐ’，ε，λ）］は、マトリックスである
　－　＊は、マトリックスアレイの乗算である
　－　ｐ’＝ｓｇｎ（ｐ）は、理論上つまり「完全な」フローグラムの２進コード化であ
る（たとえば、図１のフローグラムｐ、ｐ＝［０１０２００１０３０１２］は、ｐ’＝［
０１０１００１０１０１１］）としてコード化されるであろう）。
【００７３】
　方程式（２）の逆形式は逆のマッピングを与え、「ダーティな」観察されたフローグラ
ム（ｑ）１０３を逆に理論上のフローグラム（ｐ）１０１に変換する：
　方程式（３）：
　　　　　　ｐ＝［Ｍ－１（ｐ’，ε，λ）］＊ｑ
ここで：
　－　［Ｍ－１（ｐ’，ε，λ）］は、（集合論的）逆マトリックスである。
【００７４】
　繰返し法は、図３ａに逆マトリックスモデル３２０として示す逆方程式（３）を解き、
各々の読込みに関して理論上のフローグラム（ｐ）１０１を得るために使用される。この
繰返しは、ＣＡＦＩＥの反転に関してパラメータ１１３（ε，λ）の一定の対で実行され
る：
　方程式（４）：
　　　　ｐ（ｎ＋１）＝［Ｍ－１（ｐ’（ｎ），ε，λ］＊ｑ
ここで、ｐ’（ｎ）≡ｓｇｎ（ｐ（ｎ）－閾値）およびｐ（１）≡ｑは、計算の種として
使用される。閾値の値は、システムの信号対雑音比によって決まる。
【００７５】
　図３ｂと同様、図４ａは、逆マトリックスモデル３２０を使用する逆マトリックスの計
算の具体的な例を示す。本明細書の例では、理論上のクリーンなフローグラム（ｐ）１０
１は、完了効率値λ＝０．９５、および繰越値ε＝０．０５を含むパラメータ１１３を使
用して、観察されたダーティなフローグラム（ｑ）１０３から生成される。
【００７６】
　たとえば、あるインプリメンテーションでは、固定値、閾値≡０．２が使用される。こ
うしたインプリメンテーションでは、フローグラムｐ’の２進コード化は、フローグラム
値ｐが０．２より大きい場合に値「１」をコード化し、フローグラム値ｐが０．２以下の
場合に値「０」をコード化する。本明細書の例では、閾値０．２は信号対雑音比の概算で
ある。
【００７７】
　あるいは、いくつかのインプリメンテーションは、０～１の範囲、たとえば０．０５、
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０．１、または０．３の閾値を使用し得る。したがって、「ダーティな」観察されたフロ
ーグラム（ｑ）１０３は、パラメータ１１３の一定の対（ε、λ）に関する方程式（４）
により、クリーンな「完全な」理論上のフローグラム（ｐ）１０１に反転させることがで
きる。多くのインプリメンテーションでは、一般に、フローグラムの反転の単一の繰返し
で十分である。インプリメンテーションによっては、フローグラムの反転の２回、３回、
またはそれ以上の繰返しを実行することが望ましい場合があり、フローグラム表現の精度
は、特に読込み長さがより長い場合、計算が所望の品質で解に収束するまで、各々の繰返
しで改善することができる。好ましい実施態様では、フローグラムの反転の１回の繰返し
、または２回の繰返しは、計算効率の点で実行することができる。また、コンピュータコ
ードによってインプリメントされる本発明のいくつかの実施態様は、ユーザが、多くの繰
返しを選択し、ユーザの選択に応じて各々の繰返しを実行するか、および／または連続的
に実行することを可能にする。たとえば、ユーザは、１つまたは複数の領域に値を入力す
るか、またはＧＵＩで提示されるボタンを選択するなど、先行技術で公知の方法を使用し
て選択を行うことができる。本明細書の例では、ユーザは、実行する多くの繰返しを指示
する値を入力し得るか、および／またはユーザは、本発明の繰返しを実行するボタンを選
択し得る。さらに、ユーザは、データ品質の指示を選択し、本発明を繰り返してデータ品
質のレベルを達成することができる。
【００７８】
　図４ｂは、方程式（４）の方法を使用して、連続する繰返し数で結果を改善する方法の
具体的な一例を示す。未処理のフローグラム４１０は、各々の繰返しがフローバー４０９
によって表されるヌクレオチド種添加の３３６回の繰返しから、完了効率値λ＝０．９９
７、および繰越値ε＝０．０３を含むパラメータ値１１３を有する観察されたフローグラ
ム（ｑ）１０３の一実施態様を示す。たとえば、各々のフローバー４０９は、ヌクレオチ
ド種のフローを表し、各々の種は、特に、バー４０９の色またはパターンによって表され
る。さらに、各々のフローに関連する検出または補正された信号値は、信号強度４０５に
よって与えられるスケールに対するバー４０９の高さによって表される。
【００７９】
　当業者は、特に、読込み長さ４０７によって与えられるスケールに関して、配列位置が
５０を超える読込み長さの場合、フローバー４０９の信号強度４０５の値に関して、未処
理フローグラム４１０に強度の変動があることを理解するであろう。つまり、フローバー
４０９の大部分の信号値は、整数である信号値を含まない。２回の繰返しフローグラム４
２０は、本発明の一実施態様を使用する２回繰り返される補正後、観察されたフローグラ
ム（ｑ）１０３の同じ実施態様を示す。フローバー４０９の信号強度４０５の一貫性は、
特に、読込み長さ４０７の位置が１５０以下のフローバー４０９の場合に改善される。同
様に、データ品質の改善は、それぞれ４回繰り返されるフローグラム４３０、および８回
繰り返されるフローグラム４４０で実証され、フローグラム４４０は、実質的にすべての
フローバー４０９が一貫性および整数値を示すことを表す。
【００８０】
　いくつの実施態様では、パラメータ１１３の値の概算は、方程式（４）を使用して決定
される。たとえば、完了効率パラメータ（λ）に最適な値は、方程式（４）を使用してテ
スト計算を実行し、異なる値を完了効率パラメータとして入力し、固定値をＣＦパラメー
タとして使用することにより決定し得る。本明細書の例では、一定のＣＦ値ε＝０を有す
るλ＝１、０．９９９、０．９９８、．．．、０．９９０の値を連続して使用し、各々の
結果を得ることができる。様々な実施態様では、入力λの値間の０．００１の間隔は、た
とえば０．０５、０．０１、０．００５、０．００１、０．０００５、０．０００１など
の間隔値など、他の間隔と置き換えることができる。
【００８１】
　この例を続けると、計算した理論上のフローグラム（ｐ）のフローバー４０９の何らか
の信号値４０５が、λの入力値を使用して方程式（４）を解いた後にゼロ未満になる場合
、λの値は、最適完了効率パラメータの値として宣言される。λの最適値が決定された後
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、実質的により小さいλ値を使用すると、「過剰適合」と呼ばれる状態になり、人為的に
負のフロー信号を生成する。また、本明細書の例では、ホモポリマーを表すフローバー４
０９の長い列（たとえば、一連の配列位置は、同じヌクレオチド種を含む）の後の一連の
配列位置におけるいくつかのフローバー４０９の場合、補正された信号値４０５はゼロ未
満になり得る。このゼロ交差点は、図５の楕円５０３内に示され、最適な完了効率は、以
下λとして指示する。
【００８２】
　同様に、実施態様によっては、ＣＦの作用は類似の手法で対処し得る。たとえば、ＣＦ
パラメータの値はテストすることができ、たとえば、完了効率パラメータλは、前に発見
された値λ＊に定められた状態で、ε＝０、０．００２５、０．００５、０．００７５、
０．０１、．．．、０．０４の値を含み得る。これは、図５にステップ２→３として表さ
れ、楕円５０３は、開始位置２（ε，λ）＝（０，λ＊）を指示する。本明細書の例では
、εの入力値間の０．００２５という間隔は、具体的に示すために提示するのであり、た
とえば０．０５、０．０１、０．００５、０．００１、０．０００５、０．０００１、０
．００００１などの他の小さい間隔値に置き換えることができる。計算された理論上のフ
ローグラム（ｐ）中のフローバー４０９の任意の信号値４０５が、εの入力値を使用して
方程式（４）を解いた後にゼロ未満になる場合（たとえば、λ経路に沿った調査の際にゼ
ロ未満になるフローバー４０９の信号値４０５以外の、フローバー４０９の任意の信号値
４０５）、εの値は、最適なＣＦパラメータの値として宣言される。εの最適値が決定さ
れた後、その後より大きい値を使用すると、過剰適合の状態になり、人為的に負のフロー
信号を生成する。また、本明細書の例では、ホモポリマーを表すフローバー４０９の長い
列の前のある配列位置におけるフローバー４０９の場合、補正された信号値４０５はゼロ
未満になり得る。このゼロ交差点は、図５の楕円５０５内に示され、最適なＣＦは、以下
ε＊として指示する。
【００８３】
　図５は、具体的な例を示し、たとえば、横座標は完了効率軸５２０を表し、縦座標はＣ
Ｆ軸５１０を表す。楕円５１０、５０３および５０５内のグラフは各々、上記のステップ
を表し、３つの信号を示すフローグラムの例示的な部分を含む。たとえば、中心のバーは
、主信号バー５３７を表し、左の小さい信号（ＣＦバー５３５）、および右の小さい信号
（ＩＥバー５３３）が側面に位置する。楕円５０１は、最初の観察されたフローグラム（
ｑ）１０３のステップを示し、主信号バー５３７は位相非同期によって減少し、ＣＦバー
５３５およびＩＥバー５３３の小さい信号は、位相非同期によって生じる雑音を表す。楕
円５０３は、ＩＥが補正された時のステップを表し、ＩＥバー５３３ａに関連する信号は
なくなり、中心の主信号バー５３７は相応に増加する。上記のとおり、ＩＥが補正された
点は、たとえば、最適完了効率パラメータのゼロ交差点を含み、λ＊として指示すること
ができる。楕円５０５は、ＣＦが補正されたさらに他のステップを表しており、ＣＦバー
５３５ａに関連する信号は除去され、中心の主信号バー５３７は相応に増加する。上記の
とおり、ＣＦが補正された点は、たとえば、最適完了効率パラメータのゼロ交差点を含み
、ε＊として指示することができる。楕円５０５は、理論上の予測されたフローグラムの
概算である補正の結果を示し、位相非同期の誤差に起因する雑音は実質的に除去されてい
る。
【００８４】
　したがって、ＣＦおよびＩＥの量は、基礎となるテンプレート分子の配列ｐは、先験的
に未知であり、本発明の方法は、完全な新しい分析モードで使用することができる。本発
明を実施するために、ポリメラーゼの組込み効率（つまり、λ）、またはヌクレオチド洗
浄効率（つまり、ε）に関する事前の知識は不要であり、基準の何らかのヌクレオチド配
列も不要である。
【００８５】
　実施態様によっては、上記のパラメータ概算の検索プロセスは、すべてのεおよびλの
入力検索間隔で段階（ｉ、ｉｉ）を通してマトリックス［Ｍ］を構成し、計算効率の点か
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ら制限している。こうした制限は、少なくとも部分的に、マトリックス構成演算に概算を
使用することによって克服することができる。たとえば、すべての検索間隔でマトリック
スを再構成することを防止し、その結果、計算速度を大幅に改善することができる。２つ
のこのような方法について、以下で説明する：
　方法１：
　εおよび（１－λ）の小さい値では（たとえば、（１－λ）≦０．００１およびε≦．
００２５）、マトリックス［Ｍ］は分解され、ある形式に近似される：
　方程式（５）：
　　　　　［Ｍ（ｐ’，ε，λ）］～［Ｌ（ｐ’，Δλ）］φ＊［Ｕ（ｐ’，Δε）］ω

ここで：
　－　Δε＝０．００２５およびΔλ＝０．００１は、それぞれεおよびλ軸における間
隔である
　－　φおよびωはマトリックスパワーであり、ω～ε／Δεおよびφ～（１－λ）／Δ
λの特性を有する
　－　［Ｌ（ｐ’，Δλ）］は下方の対角マトリックスであり、わずかな欠如Δλにおけ
るＩＥの作用をモデル化する
　－　［Ｕ（ｐ’，Δλ）］は、上方の対角マトリックスであり、わずかな欠如Δεにお
けるＣＦの作用をモデル化する。
【００８６】
　この分解により、方程式（５）は、検索経路に沿って一度、下方の対角マトリックスＬ
および上方の対角マトリックスＵを構成し、検索グリッド（ε，λ）における不完全およ
び繰越の程度は、マトリックスの倍率（ω，φ）によりモデル化される。検索間隔におけ
る小さい値Δε＝０．００２５およびΔλ＝０．００１は、他の小さい値、たとえば０．
０５、０．０１、０．００５、０．００１、０．０００５、０．０００１などに置き換え
ることができる。
【００８７】
　前に提示された（ε，λ）グリッドを検索する代わりに、本明細書の方法は、好ましく
は正の整数である一連の（ω，φ）グリッドを通して実施し、マトリックスパワーの計算
を促進する。最適な（ω’，φ’）は、ゼロ交差状態で画定され、対応する完了効率およ
びＣＦパラメータは、λ＊＝（１－φ＊Δλ）およびε＊＝ω＊Δεである。
【００８８】
　方法２：
　方程式（５）により、小さいεおよび（１－λ）の事例では、下方および上方対角パワ
ーマトリックス［Ｌ］φおよび［Ｕ］ωは、以下によってさらに概算される：
　　方程式（６）：
　　　　　［Ｌ］φ≡（［Ｉ］＋［ｌ］）φ～［Ｉ］＋φ［ｌ］
　　方程式（７）：
　　　　　［Ｕ］ω≡（［Ｉ］＋［ｕ］）ω～［Ｉ］＋ω［ｕ］
ここで：
　－　［Ｉ］は、同一性マトリックスである
　－　［ｌ］および［ｕ］は、それぞれ［Ｌ］および［Ｕ］の非対角マトリックスである
。
【００８９】
　これは、マトリックスパワーを計算する段階の迂回を公式化し、その結果、計算時間を
さらに加速する（たとえば、短縮する）。したがって、（ω，φ）の検索空間は、すべて
正の実数を含む。最適な（ω＊，φ＊）は、ゼロ交差状態で画定され、対応する完了効率
およびＣＦパラメータは、λ＊＝（１－φ＊Δλ）およびε＊＝ω＊Δε。
【００９０】
　本明細書に記載する実施態様は、マトリックスの構成および反転、並びに（ε，λ）平
面における２次元検索に基づき、ＣＡＦＩＥパラメータの最適な対を探索する。これらの
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計算は、実質的に同じテンプレート分子の各々の集団に関して行われ、たとえば、ｐｉｃ
ｏｔｉｔｅｒｐｌａｔｅタイプのシステムにおけるウェルごとの分析を含む場合がある。
実施態様によっては、マトリックスは、最適なＣＡＦＩＥ値（ε＊，λ＊）を生成するた
めに、各々の集団／ウェルごとに構成される。図６は、上記の反転／検索方法１を使用し
て計算するように、数十万の集団／ウェル６０３のサンプルにおける完了効率パラメータ
６０５の値λ＊およびＣＦパラメータ６０７の値εの分布の具体的な例を示す。上記の方
法２を使用する計算は、方法１より計算時間が少なく、類似の結果を提供する。
【００９１】
　また、上記の実施態様は、一定の完了効率λおよびＣＦεパラメータに関連する率が、
配列決定実行全体で一定であることを仮定している。この仮定は、数回のフローサイクル
を含むフローグラム内で「フローウィンドウ」と呼ばれる場合があるものにＣＡＦＩＥ検
索および反転手順を適用することによって緩和することができる（この場合、「数回」は
、１とフローサイクル全体の回数との間の任意の数を意味する）。たとえば、各々のフロ
ーウィンドウは、フローグラムに表現されるフローサイクルの完全な集合のうちの部分集
合であり、１対のＣＡＦＩＥパラメータおよび対応するクリーンな理論上のフローグラム
１０１を発見する必要がある。本明細書の例では、フローウィンドウは、配列決定実行に
関連するフローグラム内の最初のフローから開始して、フローグラム内のフローサイクル
全体の長さより短いかまたはこの長さに等しい一定のフローで終了し、各々のより小さい
フローウィンドウは、より大きいフローウィンドウ内に入れ子状態になるように配置され
る。各々のフローウィンドウｎでは、検索および反転プロセスは個々に行われ、一連のＣ
ＡＦＩＥパラメータ１１３を生成し、これは、ウィンドウ指数の関数ｎ：ε＊＝ε＊（ｎ
）およびλ＊＝λ（ｎ）になる。計算されたクリーンな理論上のフローグラム１０１、ｐ
（ｎ）は、やはり入れ子状になっており、指数ｎに応じてＣＡＦＩＥパラメータのこれら
の変数値の結果である。「切換え」プロセス：ウィンドウ（ｎ－１）およびｎ間のフロー
に関するｐ＝ｐ（ｎ）は、フローウィンドウ配列ｐ（ｎ）を最終のクリーンなフローグラ
ム（ｐ）１０１に再構築する。
【００９２】
　同じ実施態様、または別の実施態様では、λおよびεの一定の値の仮定は、別の方法で
排除することができる。たとえば、完了効率λおよびＣＦεパラメータは、各々のヌクレ
オチド種の添加に関しては「Ｎ」（「Ａ」、「Ｇ」、「Ｃ」、または「Ｔ」）、およびフ
ロー位置の関数「ｆ」（１、２、３、．．．）などのパラメータ形式を取ることができる
：
　　　　λＮ（ｆ）＝λ０

Ｎ
＊ｅｘｐ（－δＮ

＊ｆ）、
　　　　εＮ（ｆ）＝ε０

Ｎ
＊ｅｘｐ（－βＮ

＊ｆ）。
ここで：
　－　λＮ（ｆ）は、「ｆ」番目のフローにおけるヌクレオチド種「Ｎ」の完了効率であ
る
　－　εＮ（ｆ）は、「ｆ」番目のフローにおけるヌクレオチド種「Ｎ」のＣＦである
　－　λ０

Ｎおよびε０
Ｎは、初期値である

　－　δＮおよびβＮは、減衰率である。
【００９３】
　検索方法は、４つのパラメータ空間λＮ（０）、εＮ（０）、δＮ、およびβＮに適用
して最適値を決定する。
【００９４】
　さらに、当業者は、上記のＣＡＦＩＥメカニズムに関連しないその他の雑音源が存在し
得ることも理解するであろう。こうした雑音源としては、電子的源、たとえば「暗電流」
と呼ばれるもの、光源、生物学的起源、化学的起源、または先行技術で公知か、または将
来発見され得るその他の源が挙げられるが、これらだけに限らない。本明細書に記載する
発明のいくつかの実施態様は、その他の雑音源に対して様々なレベルの感受性を示す場合
があり、こうした感受性は、多くのアプリケーションでは、実質的に一定であるか、およ
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び／または予測可能なレベルである。たとえば、既知または未知の源に起因する予測可能
および一定レベルの雑音は、概して補正が容易である。１つの補正方法は、雑音に関連す
る値（雑音が過剰信号を追加するか、または検出信号を減少させるかどうかによる）を数
学的に、フローに関連するすべての信号値に加算するか、またはこうした検出信号から減
算することである。
【００９５】
　雑音のレベルが予測不可能ないくつかの実施態様の場合、少なくとも部分的に、雑音レ
ベルの概算は、信号データに埋め込まれる情報から導くことができる。たとえば、配列位
置に存在しないことが分かっているか、または予測されるヌクレオチド種の場合、実際の
信号値はゼロに等しいはずであると予測される。したがって、どの検出信号も、システム
内のすべての雑音源に起因し得る。本明細書の例では、本明細書に記載する発明は、雑音
形式のＣＡＦＩＥメカニズムを概算するため、こうした雑音は、データから除去し、下に
ある雑音を明らかにすることができる。本明細書の例では、概算は、配列実行におけるす
べての「ゼロｍｅｒ」配列位置を調査することによって改善することができる。この場合
、２進コード化ｐ’の方程式（４）の「閾値」の値は、上記の実施態様に記載した固定値
ではなく、その雑音レベルを表すように、各々の実行について動的に決定することができ
る。
【００９６】
　さらに、本発明のいくつかの実施態様は、観察されたフローグラムに示される配列デー
タの過剰補正を防止するため、「安全基準」と呼ぶことができるものを含み得る。上記の
とおり、過剰補正は、上記のアルゴリズムが繰返し適用される時に導入される誤差の指数
関数的な蓄積を生じる可能性がある。たとえば、上記のその他の雑音源は、信号データに
適用するべき補正量を含む安全基準を決定し得る。たとえば、インプリメンテーションに
よっては、その他のＣＡＦＩＥ以外の源からの一定レベルの雑音を想定し、６０％補正（
たとえば、１００％は完全な補正を意味する）と呼ばれる場合がある安全基準をデータに
適用することができる。この概算は、計算されたクリーンなフローグラムｐを６０％、お
よび観察されたダーティなフローグラムｑを４０％含む「ハイブリッド」フローグラム、
「０．６ｐ　＋　０．４ｑ」を使用する。あるいは、ＣＡＦＩＥ以外の雑音が「低」レベ
ルである場合、より高度、たとえば８０％の補正率を適用し得る。
【実施例】
【００９７】
　実施例１
　黄色ブドウ球菌ＣＯＬおよびマイコプラズマジェニタリウムのゲノムは、４５４　Ｌｉ
ｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓのゲノムシーケンサ上にショットガン配列した（Ｍａｒｇｕｌｉ
ｅｓ等、２００５、上記で引用することにより本願に援用する）。図７は、ＩＥ補正のみ
の効果、ゲノム範囲に関するＣＡＦＩＥ補正、共通配列の正確さ、中間読込み長さ、並び
に、１２５を超える配列位置の読込み長さのうち、１００％の精度を達成したウェルの割
合の具体的な例を示す。これらの各々の測定基準では、ＣＡＦＩＥ補正は、ＩＥ補正単独
より優れていた。ＩＥ補正単独では、補正を行わない場合に得られた結果より優れていた
。対照配列を含むビードを別に調製し、実験サンプルと混合してからアレイを調製した。
【００９８】
　上記の手順を使用することにより、６３サイクルの実行の平均読込み長さは、１１２配
列位置から１４７配列位置に増加した。これは、６３サイクルの理論上のほぼ最大、また
は２５２回のフロー繰返しである（たとえば、各々のフローサイクルは、４回のヌクレオ
チド種フローの繰返しを含む）。理論上の最大は、フローサイクルの数、この場合は６３
に、平均して４回のヌクレオチド添加サイクルごとに伸長される配列位置の数（２．５）
を乗算して計算される：６３×２．５＝１５７．５（理論上の最大）。１４７配列位置の
平均読込み長さは、フローサイクル全体で９５％の精度で、フローグラムを既知のゲノム
配列にマッピングして決定した。
【００９９】
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　さらに、本明細書には、以下のとおり、上記の方法１を使用して、上記のデータ処理ア
プリケーションによってインプリメント可能な４つの例示的な擬似コードコンピュータプ
ログラムを開示する：
（１）ｂｕｉｌｄＴｒａｎｓｉｔｉｏｎＭａｔｒｉｘＩＥＯｎｌｙ．ｃ
　不完全な伸長に関する遷移マトリックスを構築する。
（２）ｂｕｉｌｄＴｒａｎｓｉｔｉｏｎＭａｔｒｉｘＣＦＯｎｌｙ．ｃ
　繰越に関する遷移マトリックスを構築する。
（３）ｃａｆｉｅＣｏｒｒｅｃｔＯｎｅＮｕｋｅＴｒａｃｅＦａｓｔＴＭＣ２．ｃ
　（１）で計算した遷移マトリックスを反転し、ＩＥ値を検索する。
（４）ｃａｆｉｅＣｏｒｒｅｃｔＯｎｅＮｕｋｅＴｒａｃｅＦａｓｔＣａｒｒｙＦｏｒｗ
ａｒｄＯｎｌｙ．ｃ
　（２）で計算した遷移マトリックスを反転し、ＣＦ値を検索する。
【０１００】
　入力は、各々の読込みに対するダーティなフローグラムおよびフロー順序（ヌクレオチ
ドの添加）であり；出力は、クリーンになったフローグラムおよび最適値（ε＊、λ＊）
である。これらの擬似コードコンピュータプログラムは、単に具体的に示すためのもので
あり、様々な修正および変更は本発明の範囲内であることが理解されるであろう。
【０１０１】
　したがって、核酸の配列決定の際に得られた配列データの誤差を補正する方法およびシ
ステムが提供されることが分かる。本明細書では、特定の実施態様について詳細に開示し
たが、これは、具体的に示すためにのみ開示したのであって、以下の添付の請求の範囲を
制限することを意図するものではない。特に、請求の範囲によって定義される本発明の精
神および範囲を逸脱することなく、様々な置換、変更、および修正を加えることができる
ことが意図されている。その他の態様、利点、および修正は、以下の請求の範囲に含まれ
ると考えられる。提示される請求の範囲は、本明細書に開示する発明を代表するものであ
る。請求項に記載されていないその多数の発明も予想される。こうした発明を後の請求の
範囲で追及する権利は、本明細書により留保される。
【０１０２】
　（コンピュータプログラムリスティング）
【０１０３】
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