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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）マルチウェルデバイス内の複数のウェルの夫々に細胞懸濁液の分注量を分注し、
前記細胞懸濁液は、平均して前記分注量にＸ個の細胞が存在するような濃度で前記細胞懸
濁液中に存在する細胞を含み、前記分注が液体分注システムを用いて行われ、
　（ｂ）前記分注の前及び／又は後に、前記細胞の少なくとも一部を第１の検出可能な標
識で標識し、
　（ｃ）前記複数のウェルのうちの少なくとも一部の夫々に存在する細胞の数を決定し、
　（ｄ）決定した細胞の数が１又は複数であるウェルに試薬を投入し、決定した細胞の数
がゼロであるウェルに試薬を投入しない
　方法。
【請求項２】
　前記Ｘは、１個から２０個の細胞である
　請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記Ｘは、１である
　請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　更に、前記分注するステップ又は前記決定するステップの前及び／又は後に、前記細胞
の少なくとも一部に第２の検出可能な標識で標識する
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　請求項１に記載の方法。　　
【請求項５】
　更に、前記複数のウェルのうちの何れかに前記第２の検出可能な標識を有する細胞が含
まれるか否かを決定する
　請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記決定するステップは、前記複数のウェルの少なくとも一部の夫々における第１の検
出可能な標識を視覚化するステップを含む
　請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記決定するステップは、画像取得システムを用いて、前記複数のウェルの少なくとも
一部の第１画像を取得するステップを含む、ここで、前記第１画像は、該第１画像中のウ
ェルの夫々に現れる細胞の数を示す
　請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記画像取得システムは、拡大レンズに連結されたカメラを備える
　請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記画像取得システムは、コンピュータを更に備え、該コンピュータは、コンピュータ
プロセッサ、コンピュータメモリ、及び画像解析ソフトウェアを含む
　請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記画像解析ソフトウェアは、前記第１画像を解析し、ｉ）ウェルがゼロ個の細胞を含
む第１のリスト、ｉｉ）ウェルが１個の細胞を含む第２のリストを生成するように構成さ
れている
　請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記画像解析ソフトウェアは、前記液体分注システムに対し、前記第２のリストのウェ
ルの夫々に試薬を投入するための命令を生成する
　請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　決定した細胞の数が１又は複数であるウェルに存在する細胞は、１個から４０個の細胞
である
　請求項１に記載に記載の方法。
【請求項１３】
　決定した細胞の数が１又は複数であるウェルに存在する細胞は、１個の細胞である
　請求項１に記載に記載の方法。
【請求項１４】
　（ａ）複数のウェルを備えるマルチウェルデバイス、
　（ｂ）複数のウェルの夫々に分注量を分注するように構成された液体分注システム、及
び
　（ｃ）１又は複数個の細胞を含むマルチウェルデバイスにおけるウェルに試薬を投入し
、ゼロ個の細胞を含むマルチウェルデバイスにおけるウェルに試薬を投入しないための前
記液体分注システムに対する命令を提供する分注マップファイル
　を備えるシステム。
【請求項１５】
　前記分注量に平均してＸ個の細胞が存在するような濃度にて細胞を含む細胞懸濁液
　を更に備える請求項１４に記載のシステム。
【請求項１６】
　前記１又は複数個の細胞は、１個から４０個の間の細胞である
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　請求項１４に記載のシステム。
【請求項１７】
　前記１又は複数個の細胞は、１個の細胞である
　請求項１４に記載のシステム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２０１５年２月２０日に出願された米国仮出願第６２ / １１８,９６５号、
２０１５年４月１５日に出願された米国仮出願第６２ / １４７,７５６号、及び２０１５
年１０月５日に出願された米国仮出願第６２ / ２３７,３０７号に対して優先権を主張し
、これらの全ては、その全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【０００２】
　本開示は、単一細胞を分注及び視覚化するための方法、デバイス、アセンブリ、並びに
システムを提供する。 例えば、マルチウェルデバイスの複数のウェルに分注量を分注す
るためのシステムおよび方法がここに提供され、ここで、平均して、所定数の細胞（例え
ば、１～２０）が分注量に存在し、細胞標識を介して、複数のウェルの各々に存在する細
胞の数が決定される。そのような分注および細胞検出は、所望の数を含むマルチウェル装
置中のウェルの数を増加させるために、所定数未満の細胞（例えば、単一細胞 ）を有す
ると同定されたウェルに関して繰り返し実行され得る。
【背景技術】
【０００３】
　遺伝学者は、がん、自己免疫疾患、神経学的疾患などの複雑な疾患を特徴づけるために
努力しているが、これらの疾患を引き起こす根底にあるメカニズムを見つけることは困難
である。体細胞突然変異（生涯にわたって細胞内に蓄積する自発的変異）は、疾患の発症
および再発を引き起こす主要な要因である。細胞が新しい突然変異を蓄積すると、それら
は正常細胞と共存するポリクローナル細胞集団を形成する。配列決定バルク細胞集団は、
これらの独特の珍しい細胞型の根底にある異種性を隠すことができ、正常な生殖系列突然
変異と区別することは困難である。これらの違いを明らかにし、クローン構造を視覚化す
る最良の方法は、集団内の個々の細胞をシークエンスすることである。単一細胞シークエ
ンシングは複雑な疾患のメカニズムを解明するのに役立つが、従来のアプローチは高価で
、労働集約的であり、大きなサンプル入力が必要である。必要とされるものは、例えば、
マルチウェルデバイスでの使用に適している単一細胞を単離する方法である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】米国特許第８２５２５８１号明細書
【特許文献２】米国特許第７８３３７０９号明細書
【特許文献３】米国特許第７５４７５５６号明細書
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本開示は、単一細胞を分配および視覚化するための方法、デバイス、アセンブリ、およ
びシステムを提供する。 例えば、マルチウェルデバイスの複数のウェルに分注量を分注
するためのシステムおよび方法がここに提供される。ここで、平均して、所定数の細胞（
例えば、１～２０）が分注量に存在し、細胞標識を介して、複数のウェルの各々に存在す
る細胞の数が決定される。 そのような分注及び細胞検出は、所望の数を含むマルチウェ
ル装置中のウェルの数を増加させるために、所定数未満の細胞（例えば、単一細胞 ）を
有すると同定されたウェルに関して繰り返し実行され得る。 特定の実施形態では、単一
細胞解析（例えば、シークエンシング）は、単一細胞を用いてウェル内で実行される。
【０００６】
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　本開示の実施形態は、単一細胞を迅速に選択し、分注し、視覚化し、解析する方法を提
供し、ａ）ポアソン分布を用いて、細胞をウェルあたり単一細胞に希釈してマイクロ流体
デバイスの複数のウェルに分注し、ｂ）顕微鏡及び高速顕微鏡画像解析ソフトウェアを用
いて前記ウェルを可視化して、単一細胞を有するウェルを検出し、視覚化し、選択する。
幾つかの実施形態では、本方法は、細胞カウントがゼロ（例えば、１回以上繰り返される
）または1個以上として明確に同定される個々のウェルに、細胞含有溶液を更に分注する
サイクルの実行を含む。他の実施形態では、（例えば、ディスペンスマップファイルを介
して）画像解析およびチップマップ位置によって、生化学的、又は生物物理学的、及び／
又は細胞生存性に基づく検査を可能にする更なる試薬及び材料の添加のためのウェルの選
択が直接的に行われる。
【０００７】
　更なる実施形態は、ａ）マイクロ流体デバイス、並びに、ｂ）単一の細胞を有するウェ
ルを検出し、視覚化し、選択するために、顕微鏡、コンピュータソフトウェア、及び迅速
顕微鏡画像解析ソフトウェアを実行するように構成されたコンピュータプロセッサを含む
顕微鏡コンポーネントを備える。特定の実施形態では、システムは、分注マップファイル
を更に含む。
【０００８】
　特定の実施形態では、本方法は、ｃ）第１試薬を、定められた数の細胞を有する選択さ
れたウェル（例えば、特定のウェル内の１つの唯一の細胞を有するウェル内）のうちの少
なくとも１つ（例えば、１…５…１０…５００…５０００…１００００；マルチウェルチ
ップの全部または大部分のウェル）に分注することを含む。幾つかの実施形態では、第１
試薬は、細胞培養成分、細胞健康測定試薬、細胞分化試薬、薬剤、ＷＴＡ、ＷＧＡ、核酸
、近接ライゲーションアッセイ（ＰＬＡ）試薬、細胞表面マーカ、標識抗体、非標識抗体
、抗体検出に関連する検出試薬、ナノ物質、細胞を溶解するための試薬、核酸または脂質
または炭水化物またはタンパク質細胞成分の検出及び／又は分解のための試薬を含む。 
特定の実施形態では、ウェルあたりの細胞の規定数は、１、又は２、又は１を超える任意
の数、又はゼロである。
【０００９】
　特定の実施形態では、本明細書で提供される方法は以下のステップを含む。ａ）マルチ
ウェルデバイスの複数のウェルのそれぞれに細胞懸濁液の分注量を分注する。ここで、細
胞懸濁液は、 平均して、Ｘ細胞（例えば、０．１～１００細胞）が分注量内に存在する
ような濃度にて、細胞懸濁液の中に細胞が存在する。また、分注は、液体分注システムで
行われる。ｂ）分注の前及び／又は後に、細胞の少なくとも一部を第１の検出可能な標識
で標識する。ｃ）複数のウェルの少なくとも幾つかの各々に存在する細胞の数を決定する
（例えば、染色細胞の視覚化、又はシークエンシング法による）。
【００１０】
　幾つかの実施形態では、Ｘは１から１００細胞（例えば、１…５…１０…１５…２０…
３０…４０…５０…６０…７０…８０…９０…又は１００細胞）の間の数である。特定の
実施形態では、Ｘは１である。更なる実施形態では、複数のウェルの少なくとも１つの中
の細胞の数はゼロであると決定される（例えば、ウェルの少なくとも２０％が液体を分注
する、細胞は存在しない）。他の実施形態では、複数のウェルのうちの少なくとも１つの
ウェルの細胞数は０から４０の間の数である。更なる実施形態では、本方法は、ｄ）Ｘ細
胞未満を有すると判定されたウェルの少なくとも幾つかに、細胞懸濁液の分注量を分注す
るステップをさらに含む。
【００１１】
　他の実施形態では、本方法は、ｅ）（例えば、チップ上の全てのウェルに分注される液
体の体積が同じままであるように）Ｘ細胞またはＸ細胞よりも多い細胞を有すると判定さ
れたウェルの少なくとも幾つかに、分注量が略等しく、細胞が存在しない第１の追加容量
を分注するステップを更に含む。他の実施形態では、本方法は、ｅ）Ｘ細胞未満を有する
と予め決定されたウェルの各々に存在する細胞の数を決定するステップを更に含む。更な
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る実施形態では、本方法は、ｆ）Ｘ細胞未満を有すると判定されたウェルに細胞懸濁液の
分注量を分注するステップを更に含む。他の実施形態では、本方法は、ｇ）X細胞又はそ
れ以上を有すると判定されたウェルの少なくとも幾つかに、分注容量に等しく（又は、略
等しく）、細胞が存在しない第２の追加容量を分注するステップを更に含む。
【００１２】
　幾つかの実施形態では、本方法は、分注及び／又は決定ステップの前及び／又は後に、
細胞の少なくとも一部を第２の検出可能な標識で標識するステップを更に含む。更なる実
施形態では、本方法は、複数のウェルのうちの何れかが存在する場合、第２の標識を有す
る細胞を含むかどうかを判定することを更に含む。更なる実施形態では、決定するステッ
プは、複数のウェルの少なくとも幾つかのウェルのそれぞれにおいて、第１の検出可能な
標識を視覚化することを含む。幾つかの実施形態では、決定するステップは、画像取得シ
ステムを使用して複数のウェルの少なくとも幾つかの第１の画像を取得することを含む。
ここで、第１の画像は、第１の画像内における各ウェルに存在する細胞の数を示している
。更なる実施形態では、画像取得システムは、拡大レンズに連結されたカメラを備える。
他の実施形態では、画像取得システムは、コンピュータをさらに備え、コンピュータは、
コンピュータプロセッサ、コンピュータメモリ、および画像解析ソフトウェアを備える。
更なる実施形態では、画像解析ソフトウェアは、第１の画像を解析し、ｉ）ウェルがＸ個
未満の細胞を含む第１のリスト、ｉｉ）ウェルがＸ細胞を含む第２のリスト、及びｉｉｉ
）Ｘ細胞より多くを含むウェルの第３のリストを生成するように構成される。更なる実施
形態では、画像解析ソフトウェアは、液体分注システムのために、第１のウェルリストの
それぞれに分注量を分注するための命令を生成する。更なる実施形態では、本方法は、ｄ
）第１の画像に基づいて、Ｘ細胞未満のウェルの少なくとも幾つかに分注量を分注するス
テップをさらに含む。他の実施形態では、本方法は、ｅ）分注前にＸ個未満の細胞でウェ
ルの少なくとも幾つかの第２の画像を取得するステップをさらに含む。ここで、第２の画
像は、第１の検出可能な標識を介して、分注前にＸ細胞未満で各ウェルに存在する細胞の
数を示している。
【００１３】
　他の実施形態では、液体分注システムは、ｉ）複数の流体分注チャネル、ｉｉ）細胞懸
濁液を収容する供給源容器、及び ｉｉｉ）流体分注チャネルに取り付けれ、供給源容器
とマルチウェルデバイスとの間で移動可能であるロボット駆動要素を含む。他の実施形態
では、液体分注システムは自動化され、画像解析ソフトウェアから命令を受信するように
構成される。いくつかの実施形態では、第１の検出可能な標識は細胞染色を含む。特定の
実施形態において、第１の検出可能な標識は、細胞培養成分、細胞健康測定試薬、細胞分
化試薬、薬剤、ＷＴＡ、ＷＧＡ、核酸、近接ライゲーションアッセイ（ＰＬＡ）試薬、細
胞表面マーカ、標識抗体、非標識抗体、抗体検出に関連する検出試薬、ナノ物質、細胞を
溶解するための試薬、核酸または脂質または炭水化物またはタンパク質細胞成分の検出及
び／又は分解のための試薬を含む。特定の実施形態では、細胞は、上皮細胞、器官細胞、
皮膚細胞、細菌細胞、ヒト細胞、循環癌細胞、幹細胞、造血幹細胞、または任意の他のタ
イプの細胞である。
【００１４】
　特定の実施形態では、本方法は、ｄ）Ｘ細胞を有すると判定されたウェルの少なくとも
１つにおいて生物学的反応を実施するステップをさらに含む。他の実施形態では、本方法
は、ｄ）Ｘ細胞を有すると判定されたウェルの少なくとも１０％において生物学的反応を
実施するステップをさらに含む。更なる実施形態では、生物学的反応はシークエンシング
反応を含む。更なる実施形態において、シークエンシング反応は、核酸バーコード配列を
用いる。更なる実施形態では、マルチウェルデバイスは、少なくとも３０個のウェル（例
えば、３０…７５…１５０…４００…１０００…４０００… １００００…２００００…
又は３００００個のウェル）を含む。他の実施形態では、マルチウェルデバイスは、少な
くとも１０００個のウェルを含む。特定の実施形態では、マルチウェルデバイスは、マル
チウェルチップ（例えば、ナノまたはマイクロウェルを有する）を含む。他の実施形態で
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は、第２の検出可能な標識は、循環癌細胞、及び／又は癌幹細胞、及び／又は検出される
ことが望ましい任意の他のタイプの標的細胞に特異的である。更なる実施形態では、更な
る実施形態では、第２の検出可能な標識は、抗体、その複合物、または抗体の抗原結合部
分を含む。
【００１５】
　特定の実施形態において、細胞懸濁液中の細胞は、腫瘍又は正常組織から精製される。
他の実施形態では、分注量は、５～９０００ｎｌ（例えば、５…２５…１００…５００…
１０００…４０００…９０００ｎｌ）である。更なる実施形態では、細胞を標識すること
は、投与の前である。更なる実施形態では、細胞の標識は分注後である。
【００１６】
　特定の実施形態では、本明細書で提供されるシステム及びキットは、ａ）複数のウェル
を含むマルチウェルデバイス、ｂ）複数のウェルの各々に分注量を分注するように構成さ
れた液体分注システム、及びｃ）平均してＸ細胞（例えば、０．１～１００細胞）が分注
量中に存在するような濃度で細胞懸濁液中に存在する細胞を含む細胞懸濁液を含む。
【００１７】
　他の実施形態では、Ｘは１～２０細胞（例えば、１，２，３，４，５，６，７，８，９
，１０…１５…２０細胞）である。更なる実施形態では、Ｘは１である。特定の実施形態
では、液体分注システムは、自動又は半自動方式で複数のウェルのそれぞれに分注量を分
注するように構成される。他の実施形態では、システムはさらに、ｄ）複数のウェルの少
なくとも一部の第１画像を取得し、第１画像内の各ウェルに存在する細胞の数を決定する
画像取得システムを含む。他の実施形態では、画像取得システムは、拡大レンズに連結さ
れたカメラを備える。更なる実施形態では、画像取得システムは、コンピュータをさらに
備え、コンピュータは、コンピュータプロセッサ、コンピュータメモリ、および画像解析
ソフトウェアを備える。更なる実施形態では、画像解析ソフトウェアは、第１画像を解析
し、ｉ）ウェルがＸ個未満の細胞を含む第１のリスト、及び／又はｉｉ）ウェルがＸ細胞
を含む第２のリスト、及び／又はｉｉｉ）ウェルがＸ個以上の細胞を含む第３のリストを
生成する。幾つかの実施形態では、画像解析ソフトウェアは、液体分注システムが分注量
を第１のリストのウェルのそれぞれに分注するように命令を生成するように構成されてい
る。他の実施形態では、液体分注システムは、ｉ）複数の流体分注チャネル、ｉｉ）細胞
懸濁液を収容する供給源容器、 ｉｉｉ）流体分注チャネルに取り付けられたロボット運
動構成要素であって、供給源容器とマルチウェルデバイスとの間で移動可能であるロボッ
ト駆動要素を含む。追加の実施形態では、システムは、細胞懸濁液中の細胞を標識するこ
とができる第１及び／又は第２の検出可能な標識（例えば、細胞のすべてを標識するため
の一の標識、及び幹細胞や循環腫瘍細胞のような目的の細胞を標識するための他の標識）
を含む。他の実施形態において、細胞懸濁液中の細胞は、第１及び／又は第2の検出可能
な標識で標識される。特定の実施形態では、第１の検出可能な標識は細胞染料を含む。幾
つかの実施形態において、第１の検出可能な標識は、細胞培養成分、細胞健康測定試薬、
細胞分化試薬、薬物、ＷＴＡ、ＷＧＡ、核酸、近接ライゲーションアッセイ（ＰＬＡ）試
薬、細胞表面マーカ、標識抗体、非標識抗体、抗体検出に関連する検出試薬、ナノ材料、
細胞を溶解するための試薬、核酸または脂質または炭水化物またはタンパク質細胞成分の
検出及び／又は分解のための試薬を含む。
【００１８】
　幾つかの実施形態では、本明細書で提供される方法は以下のステップを含む。ａ）マル
チウェルデバイスの複数のウェルのそれぞれに細胞懸濁液の分注量を分注する。ここで、
細胞懸濁液は、 平均して、１個の細胞が分注量内に存在するような濃度にて、細胞懸濁
液の中に細胞が存在する。また、分注は、液体分注システムで行われる。ｂ）分注の前及
び／又は後に第１の検出可能な標識で細胞を標識する。ｃ）複数のウェルの少なくとも幾
つかの各々に０個、１個、又は複数個（例えば、２個、３個、４個またはそれ以上）の細
胞が存在するかどうかを判定する（例えば、顕微鏡で視覚化し、デジタルイメージを生成
し、各ウェルの細胞の数を示すコンピュータデータを生成する）。特定の実施形態では、
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本方法は、ｄ）複数のウェルのうちの少なくとも幾つかのウェルのそれぞれに０個、１個
、又は複数個のセルがあるかどうかを示すレポート（例えば、コンピュータコード、コン
ピュータファイル、書面レポート、又は電子レポート）を生成する。
【００１９】
　特定の実施形態では、本方法は、ｄ）ゼロ細胞を有すると判定されたウェルの少なくと
も１つに細胞懸濁液の分注量を分注するステップを更に含む。他の実施形態では、本方法
は、ｄ）ゼロ細胞を有すると判定されたウェルの少なくとも５０％（例えば、５０％…６
７％…７５％…８５％…９５％…又は１００％）に細胞懸濁液の分注量を分注するステッ
プを更に含む。他の実施形態では、本方法は、e）細胞がゼロであることと以前に判定さ
れたウェルの各々に０個、１個、または複数個の細胞が存在するかどうかを決定するステ
ップを更に含む。追加の実施形態では、本方法は、ｆ）細胞懸濁液の分注量を、ゼロ細胞
を有すると２回判定されたウェルに分注するステップを更に含む。他の実施形態では、本
方法は、ｇ）マルチウェルデバイス内に存在する複数のウェルの全ての少なくとも50％が
単一細胞を有すると判定する（例えば、少なくとも５０％…５５％…６０％…６５％…７
５％…８０％…８５％…又は９０％）。
【００２０】
　幾つかの実施形態では、決定するステップは、複数のウェルの少なくとも幾つかのそれ
ぞれの中に検出可能な標識を視覚化することを含む。他の実施形態では、決定するステッ
プは、画像取得システムを使用して複数のウェルの少なくとも一部の第１の画像を取得す
ることを含む。ここで、第１の画像は、第１の画像内の各ウェルに０個、１個、又は複数
個の細胞を含むかどうかを示す。他の実施形態では、画像取得システムは、拡大レンズに
連結されたカメラを備える。更なる実施形態では、画像取得システムは、コンピュータを
さらに備え、コンピュータは、コンピュータプロセッサ、コンピュータメモリ、および画
像解析ソフトウェアを備える。追加の実施形態では、画像解析ソフトウェアは、第１の画
像を分析し、ｉ）ウェルがゼロセルを含む第１のリスト、及び／又はｉｉ）ウェルが１つ
の細胞を含む第２のリストを生成するように構成される。更なる実施形態では、画像解析
ソフトウェアは、液体分注システムのために、第１のウェルリストのそれぞれに分注量を
分注するための命令を生成する。幾つかの実施形態では、本方法は、ｄ）第１の画像に基
づいて、ゼロセルを有するウェルの少なくとも幾つかに分注量を分注するステップを更に
含む。更なる実施形態では、本方法は、ｅ）分注前にゼロ細胞でウェルの少なくともいく
つかの第２の画像を取得する構成を更に含み、第２の画像は、第１の検出可能な標識を介
して、分注の前に各ウェルに0個、1個、又は複数個の細胞が存在するどうかを示す。特定
の実施形態では、本方法は、決定するステップの前に、（例えば、各ウェルの底部に細胞
を収集するために）マルチウェルデバイスを遠心分離するステップを更に含む。
【００２１】
　特定の実施形態では、液体分注システムは、ｉ）複数の流体分注チャネル、ｉｉ）細胞
懸濁液を含む供給源容器、及びｉｉｉ）流体分注チャネルに取り付けられ、供給源容器と
マルチウェルデバイスとの間で移動可能であるロボット駆動要素を含む。他の実施形態で
は、液体分注システムは自動化され、コンピュータから（例えば、画像解析ソフトウェア
から）命令を受信するように構成されている。他の実施形態において、第１の検出可能な
標識は、細胞染料（例えば、ヘキスト染料）を含む。他の実施形態において、第１の検出
可能な標識は、細胞培養成分、細胞健康測定試薬、細胞分化試薬、薬剤、ＷＴＡ、ＷＧＡ
、核酸、近接ライゲーションアッセイ（ＰＬＡ）試薬、細胞表面マーカ、標識抗体、非標
識抗体、抗体検出に関連する検出試薬、ナノ物質、細胞を溶解するための試薬、核酸また
は脂質または炭水化物またはタンパク質細胞成分の検出及び／又は分解のための試薬を含
む。特定の実施形態において、第１の検出可能な標識は、循環癌細胞、及び／又は幹細胞
、及び／又は癌幹細胞（例えば、ＣＤ４４、ＣＤ１３３、ＡＬＤＨ１など）に特異的であ
る。
【００２２】
　幾つかの実施形態では、細胞は、循環癌細胞である。他の実施形態では、細胞は幹細胞
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である。更なる実施形態では、細胞は癌幹細胞（例えば、乳房ＣＳＣ、卵巣ＣＳＣ、結腸
ＣＳＣ、前立腺ＣＳＣ、膵臓ＣＳＣなど）である。更なる実施形態では、本方法は、ｄ）
単一細胞を有すると判定されたウェルの少なくとも１つにおいて生物学的反応を実施する
ステップを更に含む。他の実施形態では、本方法は、ｄ）１つの細胞を有すると判定され
たウェルの少なくとも５０％（例えば、少なくとも５０％…７０％…９０％又は１００％
）に生物学的反応を行うステップを更に含む。幾つかの実施形態では、生物学的反応は、
シークエンシング反応、及び／又はＰＣＲ反応、及び／又は細胞溶解反応を含む。特定の
実施形態において、シークエンシング反応は核酸バーコード配列を用いる。
【００２３】
　特定の実施形態では、マルチウェルデバイスは、少なくとも５０個のウェル（例えば、
５０…１００…１５０…４００…６８９…９００…又はそれ以上）を含む。更なる実施形
態では、マルチウェルデバイスは、少なくとも１０００個のウェル（例えば、１０００…
１５００…２５００…５０００…５１８４…１００００…２００００…又はそれ以上）を
含む。他の実施形態では、マルチウェルデバイスはマルチウェルチップを含む。
【００２４】
　特定の実施形態では、本方法は、ステップａ）における分注の前及び／又は後に、細胞
の少なくともいくつかを第２の検出可能な標識で標識するステップを更に含む。特定の実
施形態では、第２の検出可能な標識は、循環癌細胞及び／又は癌幹細胞に特異的である。
他の実施形態では、第２の検出可能な標識は、抗体又は抗体の抗原結合部分を含む。幾つ
かの実施形態において、細胞懸濁液中の細胞は、腫瘍組織から精製される。他の実施形態
では、分注量は２５～５００ｎｌ又は５００ｎｌ～１μｌである。更なる実施形態におい
て、細胞を標識することは分注前である。更なる実施形態では、細胞を標識することは分
注後である。
【００２５】
　幾つかの実施形態では、本明細書で提供されるシステムは以下の少なくとも２つを備え
る。ａ）複数のウェルを含むマルチウェルデバイス。ｂ）複数のウェルの各々に分注量を
分注するように構成された液体分注システム。及びｃ）以下から選択した少なくとも１つ
の構成要素。ｉ）平均して、Ｘ個の細胞が分注量内に存在するような濃度にて、細胞懸濁
液の中に細胞が存在する細胞懸濁液、ｉｉ）Ｘ個の細胞を含むマルチウェルデバイス内の
細胞に液体を分注するための液体分注システムに対し、命令を提供する分注マップファイ
ル。
【００２６】
　特定の実施形態では、液体分注システムは、自動又は半自動方式で複数のウェルのそれ
ぞれに分注量を分注するように構成される（例えば、図１４－図１６を参照）。
【００２７】
　特定の実施形態では、システムは更に、ｄ）複数のウェルのうちの少なくとも幾つかの
第１画像を取得し、第１画像中のウェルのそれぞれに０個、１個、又は複数の細胞が含ま
れるかどうかを決定する画像取得システムを含む。他の実施形態では、画像取得システム
は、拡大レンズ（例えば、顕微鏡光学系に連結されたＣＣＤカメラ）に連結されたカメラ
を含む。他の実施形態では、画像取得システムは、コンピュータをさらに備え、コンピュ
ータは、コンピュータプロセッサ、コンピュータメモリ、及び画像解析ソフトウェアを備
える。幾つかの実施形態では、画像解析ソフトウェアは、第１画像（および第２画像、第
３画像、第４画像など）を解析し、ｉ）ゼロ細胞を有するウェルの第１リスト、及び／又
はｉｉ）１個の細胞を含むセルの第２リストを生成する。特定の実施形態では、画像解析
ソフトウェアは、液体分注システムが分注量を第１のウェルリストのそれぞれに分注する
命令を生成するように構成されている。
【００２８】
　特定の実施形態では、液体分注システムは、ｉ）複数の流体分注チャネル、ｉｉ）細胞
懸濁液を含む供給源容器、及びｉｉｉ）流体分注チャネルに取り付けられ、供給源容器と
マルチウェルデバイスとの間で移動可能であるロボット駆動（例えばアーム）要素を備え
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る。
【００２９】
　幾つかの実施形態では、システムは、細胞懸濁液中の細胞を標識することができる第１
及び／又は第２の検出可能な標識を更に含む。他の実施形態において、細胞懸濁液中の細
胞は、第１及び／又は第２の検出可能な標識で標識される。特定の実施形態では、検出可
能な標識は細胞染料を含む。幾つかの実施形態において、第１の検出可能な標識は、細胞
培養成分、細胞健康測定試薬、細胞分化試薬、薬物、ＷＴＡ、ＷＧＡ、核酸、近接ライゲ
ーションアッセイ（ＰＬＡ）試薬、細胞表面マーカ、標識抗体、非標識抗体、抗体検出に
関連する検出試薬、ナノ材料、細胞を溶解するための試薬、核酸または脂質または炭水化
物またはタンパク質細胞成分の検出及び／又は分解のための試薬を含む。
【００３０】
　特定の実施形態において、マルチウェルデバイスは、少なくとも５０個のウェルを含む
。 他の実施形態では、マルチウェルデバイスは、少なくとも１０００個のウェルを含む
。 さらなる実施形態では、マルチウェルデバイスはマルチウェルチップを含む。 他の実
施形態では、システムは、循環癌細胞及び／又は癌幹細胞に特異的な第２の検出可能な標
識を更に含む。 他の実施形態では、第２の検出可能な標識は、抗体又は抗体の抗原結合
部分を含む。 特定の実施形態において、細胞懸濁液中の細胞は、腫瘍組織から精製され
る。 他の実施形態では、分注量は２５～５００ｎｌ、又は５０ｎｌ～１μｌである。
【００３１】
　以下は、添付の図面を参照した本願発明の詳細な説明である。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】ＭＳＤＮを使用して細胞をチップに移し、顕微鏡で視覚化し、Wafergen Celldet
ectorソフトウェアを使用して細胞を選択するプロセスフローのフロー図である。
【図２】３５０ｎＬディープウェルチップにおいて、付着した（トリプシン処理した）Ｕ
８７ＭＧニューロン細胞及び懸濁Ｕ９３７リンパ球を視覚化した４倍対物顕微鏡視野を示
す図である。単一の細胞は、チップウェル内の明るいドットとして容易に同定される。
【図３】ディープウェルWafergenチップを使用したオンチップ分注実験からの相対セル数
を示すバーグラフである。ヘキスト３３３４２で染色した培養Ｕ９３７細胞（表１の理論
的割合と比較して）は、入力の相対濃度の増加関数として、１に等しいか１より大きい細
胞数の相対百分率を示す。 ７つの視野（ＦＯＶ、典型的には３６ウェル／ＦＯＶ）は、
ＵＶ励起を用いて手動で計数することにより、入力細胞の各濃度について解析された。グ
ラフ上の入力セルの相対濃度ごとに、「セル数＝０」、「セル数＝１」および「セル数＞
１」がそれぞれ黒、ダークグレー、ライトグレーで示されている。
【図４】ポアソン分布の分注ステップを1つだけ使用する場合について、５１８４ウェル
チップフォーマット（７２×７２フォーマット）への細胞の理想的なポアソン分布にフィ
ットする理論曲線を示す図である。第１の分注後にウェル当たり単一細胞を含む理論的ウ
ェルの数は、第１ラムダ（平均）値の関数として示される。この初期分注のデータポイン
トは、このグラフ及び続く図５－９のグラフにおいて黒い菱形で示されている。
【図５】２つの分注ステップを使用した場合について、５１８４ウェルチップフォーマッ
ト（７２×７２フォーマット）への細胞の理想的なポアソン分布にフィットする理論曲線
を示す図である。ここでは、第１の分注に続いてゼロセルを含むと予測される残りのウェ
ルの数が同定され、第２のＭＳＮＤポアソン分布分注（再帰的ポアソン分布；ＲＰＤ）が
行われる。第２の分注後にウェル当たり単一細胞を含む理論的ウェルの数は、第１のラム
ダ（平均）値の関数として示される。この２つの分注フォーマットのデータポイントは、
このグラフ及び続く図６－９のグラフにおいて黒丸で示される。
【図６】２つの分注ステップを使用する場合について、５１８４ウェルチップフォーマッ
ト（７２×７２フォーマット）への理想化されたポアソン分布にフィットする理論曲線を
示す図である。ここでは、第１の分注に続いてゼロセルを含むと予測される残りのウェル
の数が同定され、第２のＭＳＮＤポアソン分布分注（ＰＲＤ）が行われる。第２の分注後
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に１ウェルあたり単一細胞を含む理論ウェルの数は、第２のラムダ（平均）値の関数とし
て示される。
【図７】３つの分注ステップを使用する場合について、５１８４ウェルチップフォーマッ
ト（７２×７２フォーマット）への細胞の理想的なポアソン分布にフィットする理論曲線
を示す図である。ここでは、第２の分注に続いてゼロセルを含むと予測される残りのウェ
ルの数が同定され、第３のＭＳＮＤポアソン分布分注（ＲＰＤ）が行われる。３回目の投
与後に１ウェルあたり単一細胞を含む理論的ウェルの数は、最初のラムダ（平均）値の関
数として示されている。この３つのディスペンスフォーマットのデータポイントは、この
グラフ及び続く図８－９のグラフに黒丸で示される。
【図８】３つの分注ステップを使用する場合について、５１８４ウェルチップフォーマッ
ト（７２×７２フォーマット）への細胞の理想的なポアソン分布にフィットする理論曲線
を示す図である。ここでは、第２の分注に続いてゼロセルを含むと予測される残りのウェ
ルの数が識別され、第３のＭＳＮＤポアソン分布分注（ＲＰＤ）が行われる。 ３回目の
分注後に１ウェルあたり単一の細胞を含む理論的ウェルの数は、第２ラムダ（平均）値の
関数として示されている。
【図９】３つの分注ステップを使用する場合について、５１８４ウェルチップフォーマッ
ト（７２×７２フォーマット）への細胞の理想的なポアソン分布にフィットする理論曲線
を示す図である。ここでは、第２の分注に続いてゼロセルを含むと予測される残りのウェ
ルの数が識別され、第３のＭＳＮＤポアソン分布分注（ＲＰＤ）が行われる。 ３回目の
分注後に１ウェルあたり単一細胞を含む理論ウェルの数は、３番目のラムダ（平均）値の
関数として示されている。
【図１０】５１８４ウェルフォーマット（７２×７２フォーマット）への細胞の理論反復
ポアソン分布のデータモデリングを示す図である。モデル化は、ホールド数を５に設定し
、隠れノードを３に設定したＫ倍検証方法を使用して、ニューラルネットワークモデルフ
ィッティング（ＪＭＰバージョン１１ソフトウェア）を用いて行った。１（すなわち、単
一細胞を有するウェル）に等しい細胞カウントに対する２つの分注の合計に対する応答限
界は最大に設定され、予測プロファイラは最大の望ましさに設定された。 ２つのｘ軸上
の予測プロファイラにおける灰色のタイプセットは、（１回の操作による）合計２回の分
注の後に示された最大数（単一細胞のｙ軸上の灰色のタイプセットで示される）を達成す
るための各反復に対する最適な予測ラムダを示す。 ２つの分注のそれぞれについての最
適な予測ラムダ値は、図５及び図６に見られるグラフのラムダ値に対応する。
【図１１】５１８４ウェルフォーマット（７２×７２フォーマット）への細胞の理論反復
ポアソン分布のデータモデリングを示す図である。モデル化は、ホールド数を１０に設定
し、隠れノードを６に設定したＫ倍検証方法を使用して、ニューラルネットワークモデル
フィッティング（ＪＭＰバージョン１１ソフトウェア）を用いて行った。１（すなわち、
単一細胞を有するウェル）に等しい細胞カウントに対する３回の分注の合計に対する応答
限界は最大に設定され、予測プロファイラは最大の望ましさに設定された。３つのｘ軸上
の予測プロファイラの灰色タイプセットは、（２回の操作による）合計３回の分注の後に
示された最大数（単一細胞のｙ軸上の灰色のタイプセットで示される）を達成するための
各反復に対する最適な予測ラムダを示す。３回の分注のそれぞれについての最適な予測さ
れたラムダ値は、図７、８及び９に見られるグラフのものと一致する。
【図１２】１５０ｎＬチップ内で視覚化された５１８４ウェルのうちの３６個を表示する
４倍対物レンズ視野を示す図である。 ＳＫ－ＢＲ－３細胞をヘキスト３３３４２色素及
びＨＥＲ２／ｎｅｕ抗原を標的とするＡＰＣ結合モノクローナル抗体で二重染色した。全
てのＳＫ－ＢＲ－３細胞は、ヘキスト３３３３４２超生体染料で染色される（左パネル）
。隣接する右のパネルは、ＳＫ－ＢＲ－３（ＨＥＲ２ / ｎｅｕ / ＥＲＢＢ２陽性）細胞
をこの細胞表面抗原に特異的な抗体で処理した同じ３６個のウェルのＦＯＶを示す。図１
２の２つの画像の比較は、ヘキストシグナルが、Ｃｙ５フィルタセットから得られた結合
体化抗体生成シグナルと特異的に重なることを示している。
【図１３】１５０ｎＬチップ内で視覚化された５１８４ウェルのうちの３６個を表示する
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４倍対物レンズ視野を示す図である。 ＳＫ－ＢＲ－３細胞をヘキスト３３３４２色素で
二重染色し、ネガティブコントロールＡｂをマウスｌｇＧ２Ｂ－ＡＰＣを標的とした。全
てのＳＫ－ＢＲ－３細胞は、ヘキスト３３３３４２超生体染料で染色される（左パネル）
。隣接する右パネルは、ＳＫ－ＢＲ－３（ＨＥＲ２ / ｎｅｕ / ＥＲＢＢ２陽性）細胞が
この細胞表面抗原に特異的ではない抗体で処理された同じ３６個のウェルのＦＯＶを示す
。図１３の２つの画像の比較は、ヘキストシグナルが、Ｃｙ５フィルタセットから得られ
た陰性対照抗体生成シグナルと重複しないことを示している。
【図１４】フード内に収まる例示的なロボット液体分注システムを示す図である。
【図１５】フードが除去された例示的なロボット液体分注システムを示す図である。
【図１６】例示的なロボット流体分注システムの拡大図である。液体分注システムは、複
数の流体チャネルを含む流体駆動構成要素、３８４個の個々のサンプル供給源区画及び供
給源容器を定位置に保持する第１固定要素と共に示される供給源容器、並びに、WAFERGEN
５１８４ナノウェルチップであってもよく、第２固定要素によって定位置に固定されるマ
ルチウェル試験装置を含む。
【図１７】単一種のサンプル（Ｕ８７－ＭＧ－ＲＦＰ及びＮＩＨ３Ｔ３）および実施例２
に記載された混合種のサンプルについて、非相同ゲノム領域に対する整列したゲノムリー
ドのグラフである。軸外にクラスタ化されたデータ点は、 １ウェル当たり１つ以上の細
胞型を有するウェル集団を表す。
【図１８Ａ】CellSelectソフトウェアからの例示的な出力を示す図である。図１８Ａにお
いて、ウェルは、１８／２１の行／列位置に示される。このウェル及びそれに関連する画
像からの結果が提示され、これを分注ファイルまたは分注マップに含める候補として識別
する。このウェルは、適切な画像解析閾値及び／又はユーザの好みに合致するオブジェク
トの存在を示す単一の実行可能なセル（矢印によって示される）を含む。単一のウェル（
右上のパネル）のヘキスト蛍光画像では、ヨウ化プロピジウムチャネル（右下パネル）に
明らかな対応するシグナルは存在しない。
【図１８Ｂ】CellSelectソフトウェアからの例示的な出力を示す図である。図１８Ｂは、
分析のために分注マップに含める候補として選択されていないウェルの例を示しており、
その結果、オブジェクトは潜在的なセルマルチプレット、セルクラスタとしてフラグ付け
される。
【図１８Ｃ】CellSelectソフトウェアからの例示的な出力を示す図である。図１８Ｃは、
１個より多い細胞を含むウェルの排除、又はヨウ化プロピジウムチャネルのシグナル検出
による排除を示す。
【図１８Ｄ】CellSelectソフトウェアからの例示的な出力を示す図である。３つのセルを
含むのでソフトウェアによって除外されるウェルの例を示す。
【図１８Ｅ】CellSelectソフトウェアからの例示的な出力を示す図である。ウェル選択ソ
フトウェアによって生成された分注マップを示す。分注マップは、試薬を適切なウェルに
選択的に送達するようにディスペンス装置をプログラムするために使用される。
【図１９】基準ウェルを含むウェルの６×６アレイの画像を示す図である。これらの基準
ウェル（この例では５つ）には、蛍光色素（赤い矢印で強調表示される）が含まれており
、ユーザは取得中のチップの正確な向きを保証し、アレイのウェル位置を推測することが
でききる。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
　本開示は、単一細胞を分注及び視覚化するための方法、デバイス、アセンブリ、及びシ
ステムを提供する。例えば、マルチウェルデバイスの複数のウェルに、平均で予め定めら
れた数の細胞（例えば１～２０）が存在する分注量を分注し、細胞標識を介して、複数の
ウェルの夫々に存在する細胞の数が決定するためのシステム及び方法がここに提供される
。このような分注及び細胞検出は、要求される数（例えば１つの細胞）を含んでいるマル
チウェルデバイス中のウェルの数を増加させるために、所定数未満の細胞を有するものと
して識別されるウェルについて、数回繰り返され得る。特定の実施形態では、単一細胞解
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析（例えば、配列決定）が単一細胞を用いてウェルにおいて実施される。
【００３４】
　細胞の異種性は、生物学的組織及び細胞の一般的な特徴である。遺伝学者は、癌、自己
免疫疾患及び神経学的疾患を含む複雑な疾患を特徴付けるために努力している。しかしな
がら、これらの疾患を引き起こす内在的なメカニズムを決定することは、依然として手に
入れていない。細胞が新たな突然変異を累積するにつれて、それらの細胞は、正常な細胞
と共存するポリクローナル細胞群を形成するかもしれない。結果として、配列しているバ
ルク細胞群は、これら独特の希少細胞タイプの根底にある異種性を隠すことができ、「干
し草中の針を見つける」ことが困難となる。群内／細胞間の差異を明らかにするための別
のアプローチは、ある群から選択された個々の細胞における核酸配列を評価することであ
る。単一細胞分析は、個別のＤＮＡ及びＲＮＡ発現プロファイルを有する亜集団を定義す
るために使用されてきた。要約すると、単一細胞分析は、複雑な疾患の以前より「隠れた
」機構を明らかにする可能性があると広く考えられている。
【００３５】
　単一細胞分野の中核となる要件は、評価されるべき試料が単一細胞のみを含んでいるこ
とを明白かつ曖昧さなく検出することである。伝統的な単一細胞の単離手法は、ＦＡＣＳ
装置（Becton Dickinson）マイクロ流体キャプチャ（Fluidigm）の限定され又は広く分散
された細胞希釈法は、高価であり、労働集約的であり、大きなサンプル入力方法を必要と
し、標準的な分子生物学ワークフロー内のより多くの細胞の必要性に容易に適合しない。
一方、細胞のランダムな沈着は、予測困難であり、確率的に分布することがあり、細胞分
布の予測が扱いにくくなる。
【００３６】
　別の手法は、多くの分注の平均が分注すべき単一細胞となるように、反応チャンバに細
胞を分注することである。この現象の統計的記述は、ポアソン分布として知られている。
理論的には、１ウェル当たりの単一細胞の分注（ｎは正確には１細胞であり、０，２，３
，４，５，６個などの細胞ではない）は、正確に１細胞を含むウェルの３６．８％（理論
上の最大値）に制約される。しかしながら、ポアソン分布は、入力セル濃度を非常に広い
範囲の占有率に変更することに活用され得る。ウェル当たりの所望の細胞数（例えば１細
胞／ウェル）を最適化する際のトレードオフが存在する。より具体的には、単一細胞を含
んでいるウェルの所望の比率（ラムダが０．１８５に近づく１０：１の比率）を達成する
ように最適化することは、如何なる細胞も存在しないウェルの思わしくない割合（＞８２
％）をもたらす結果となり得る。サイズ分離手法と並んでウェル当たり１細胞を特に標的
にしようとした同様の手法が最近報告されている。しかしながら、その場合、おそらく使
用される細胞捕獲装置の物理的制約のために、ウェルの１０％のみが単一細胞を含有した
だけであった。しかしながら、その方法論は複雑であり、特殊な試薬が必要である。その
場合、おそらくそのシステムの物理的制約のために、ウェルの１０％のみが単一細胞を含
有しただけであった。重要なことに、このようなデバイスのサイズ制限要素は、各ウェル
が単一細胞のみを含む可能性を排除することはできない。
【００３７】
　エマルジョンベースの方法は、単一細胞を選択するために、油中水滴のエマルジョンに
細胞を配置することを含む。このようなシステムは、相互混合から隔離できるという利点
を提供する。しかしながら、これらの油分離区画は操作が難しい。さらに、そのようなエ
マルジョンは、クローン性を達成するために標準的な未選択のポアソン統計に依存するボ
ルテックスを必要とすることが多い。しかしながら、これらの手法は、少数部分の占有さ
れている区画と、多数の占有されていない区画とを導く。結果として、エマルジョンは、
コストを増加させ、一旦エマルジョンが形成された場合、制御された方法でウェル中の追
加物質を交換することが困難なマイクロ流体システムで生成される。更に、エマルジョン
ＰＣＲは、容易に一般化することができない条件を用いて任意に実施される。
【００３８】
　高価で複雑な装置を使用せずに単一細胞を単離することは困難である。更に、このよう
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なシステムは、典型的には３８４個より多くの単一細胞を捕獲することはできない。結果
として、マイクロ流体チップ（例えば、Wafergen、Freemont、CAにより販売されているも
の）中の細胞を視覚化するための顕微鏡検査を組み合わせた統計的方法がここに提供され
る。本開示の実施形態の進展の際に行われた研究は、細胞を分注するためにポアソン分布
を使用し、ポアソン分布に関連する問題を解決する。簡潔に言えば、マイクロチップは、
細胞が存在しない非常に多くのウェルを有するか（チップ容量の広範な利用率）、又は２
個以上の細胞を含む非常に多くのウェルを有する（単一細胞解析を妨げ、悪化させる）た
め、ポアソン分布は、細胞を分注するために統計的に制限されている（表１）。
【００３９】
【表１】

【００４０】
　本開示は、例えば（ａ）それらの処理における１度だけの分注機会、及び／又は、（ｂ
）単一細胞を実際に含むウェルの非視覚的確認を有する技術の統計的限界を克服する。い
くつかの実施例では、下流のゲノム又は他の分析のために提出されたサンプルは１つの唯
一の細胞を含むことが９９％（又はそれ以上）の信頼性で確立される。本開示は、特定の
実施形態において、ポアソン統計、ロボット液体処理、顕微鏡検査に基づく画像解析（例
えば、ソフトウェアの組み合わせ）を反復的に使用して、マルチウェルデバイスのウェル
に含まれる単一細胞（例えば５１８４ウェル形式のチップ当たり２０００個より多くの単
一細胞）を迅速かつ正確に同定する、単純かつ強固に商業的に適用できる方法を提供する
。このような方法は、必要に応じて大きな数に拡張し得る。この問題を解決することは、
商業的、科学的、そして最終的に医学的価値を有する。
【００４１】
　本開示は、ＤＮＡ、ＲＮＡ及び又はその他の適用例を単離し、処理するためのマイクロ
流体（例えば、WaferGen SmartChip）技術の使用を記載する。細胞は、分注体積当たり平
均で１細胞が分注されるようにポアソン統計を用いて希釈される。特定の実施形態では、
顕微鏡検査（例えば、拡大光学系）は、個々のウェルを視覚化し、そのウェルが単一細胞
を含むか否かを直接的に把握するために使用される。特定の実施形態では、（例えば、図



(14) JP 6620160 B2 2019.12.11

10

20

30

40

50

１４－１６に示すように）マルチサンプルディスペンサは、特に単一細胞のみを余有する
ウェル内の溶解、ＤＮＡ又はＲＮＡの増幅、及びサンプルのバーコード化を含む一連の生
化学ステップを実施するようにプログラムされる。実施可能な分析の例には、ＷＧＡ、Ｐ
ＣＲ、又は次世代配列決定が含まれる。
【００４２】
　特定の実施形態では、ウェルがゼロ細胞を受け取ったと識別される場合、ポアソン分布
の統計的限界を回避するために、第２（及び第３）の付加的な再帰的ポアソン分布（ＲＰ
Ｄ）ステップを使用してもよい。それゆえ、単一細胞のチップ上の占有率を理論上の最大
値である３７％から５０％以上に上昇させることができる。本開示におけるＲＰＤは、（
ａ）チップ上の反応容器（ウェル、チャンバなど）に細胞含有溶液を分注すること、（ｂ
）個々のウェルにおけるチップ上の細胞を視覚化すること、（ｃ）ソフトウェア援助によ
る顕微鏡検査によって個々のウェルにおけるチップ上の細胞数（０に等しい、１に等しい
、及び１より大きい）を計数すること、及び、（ｄ）前回のラウンドで細胞数が０と特に
同定された個々のウェルへの細胞含有溶液の更なる分注サイクルを実行する反復サイクル
に言及する。ＲＰＤの目的は、１つの分注に対するポアソン分布の理論的限界を上回る単
一細胞（又は他の所望の数の細胞）を含む、占有された反応容器（ウェル、チャンバなど
）の数を最大化することにある。本開示は、反復サイクルの回数に制限を設けていない。
【００４３】
　要約すると、このアプローチの有用性、簡単明瞭性、及び堅牢性は、例えば、実施すべ
き単一細胞核酸に関する、商業的に関連する研究開発、スクリーニング、化学物解析、及
び／又は診断などの様々な状況下における使用に推薦する。
【００４４】
　幾つかの実施形態において、本開示は、個々の細胞を単離し、マイクロ流体の個々のウ
ェル（例えば、Wafergen's SmatChip wells）に移送する方法を開示する。例えば、細胞
は、ＤＮＡに結合すると強い青色の蛍光を発する一般に入手可能な超生体染料ヘキスト３
３３４２で最初に染色される。細胞は計数され、分注量当たり１細胞を含むように希釈さ
れ、供給源容器（例えば、３８４ウェルプレート）に補給され、ロボットマイクロ流体分
注器（例えば、Wafergen Multiple Sample Nano Dispenser （MSND））を用いて、ディー
プウェルチップに直接分注される。マルチウェルチップは、各ウェルの底に細胞を集める
ために遠心分離機にかけられる。次いで、各ウェルは、０個、１個、２個、３個、又は４
個の細胞が各ウェルに分注されたか否かをはっきりと確認するために、自動顕微鏡検査及
び画像解析によって視覚化される。この品質管理ステップは、チップにおける各ウェルの
内容物を迅速かつ確実に識別できる点で重要かつ特異的である。この例示的なステップを
図１に示す。
【００４５】
　図２はディープウェル内で視覚化された接着性（トリプシン処理）Ｕ８７－ＭＧニュー
ロン細胞（パネル１）及び懸濁Ｕ９３７リンパ球（パネル２）の４倍対物顕微鏡の図を示
す。図２は、接着性細胞又は懸濁培養細胞のいずれかを分注するこの系の能力を示してい
る。このプロセスは、５１５４ウェルチップに細胞を分注するのに～１０分を要し、顕微
鏡イメージを取得するのに３分を要する。分注された細胞は、例えば、下流側の解析で使
いやすいように、直接的に又は－８０℃に冷凍されて使用される。このチップで可視化さ
れた細胞は、図１に示すように用意された。
【００４６】
　本開示の実施形態の開発中に行われた言葉では、５１８４ウェルチップ（異なる能動の
細胞を播種したｎ＝５のチップ）の１４％～２９％が単一細胞を有することが日常的に観
測された。これらの単一細胞占有率は、単一の５１８４ウェルチップ内で、７２５～１４
５１個の単一細胞に変換する。これらの占有率は、単一細胞の市場先導者（Fluidigm）の
単一細胞９６細胞回収率よりも７倍から１５倍高い。ＭＳＮＤ（図４；表２）を使用して
単一分注後の「オンチップ」細胞数分布プロファイルを評価するために、入力細胞を４倍
相対濃度範囲にわたって滴定する実験が行われた。
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【００４７】
【表２】

【００４８】
　この研究では、単一細胞数は、見かけの最大値（例えば、入力細胞の相対濃度＝３．０
）での細胞濃度に対して２９．８％であった。全体として、適切に検査された入力細胞分
布範囲に対する細胞数の相対分布（例えば、ゼロに等しい、１に等しい、及び１より大き
い）は、ポアソン分布を反映する（テーブル１を参照）。
【００４９】
　特定の実施形態では、本開示の方法及びシステムは、比較的単純明快であり、最小のト
レーニングで非常に堅牢であるという利点を有する。本開示は、複雑で高価な低スループ
ットマイクロ流体システム（例えば、Fluidigm Ｃ１チップ）及び細胞（ＦＡＣＳ）の過
剰な物理的操作の排除を取り除く、現在の単一細胞単離アプローチと比較して多くの利点
を提供する。様々な生化学的及び分子生物学的プロコトルをこれらのウェルで実行できる
ようなオープンシステムであるという利点を有する。エマルジョンＰＣＲは必要がない。
更に、必要最小限の訓練または装置で、他のシステムよりも著しい多くの単一細胞を単離
する。特定の実施形態では、１又は複数の再帰的ポアソン分布ステップを実行することは
、例えば５０％より多く（例えば、５０％…６０％…７５％…８５％…より多く）まで単
一細胞占有率を上昇させるポアソン分布の統計的限界（テーブル１）を回避すると予想さ
れる。
【００５０】
　単一分注ステップ（図４）においてポアソン分布の統計的限界を超えて単一細胞占有率
を上昇させる理論的基礎は、統計ソフトウェアパッケージを用いてモデル化された。本開
示の一態様は、どのマイクロウェルがゼロ細胞を含むかを決定するために再帰的ポアソン
分布（ＲＰＤ）を利用し、特に、２回、３回等の繰り返しのためにウェルに細胞含有溶液
を引き続いて分注することができることである。
【００５１】
　特定の実施形態では、自動化されたシステム及び方法は、マルチウェル試験装置のどの
ウェルが所望の数の分注された細胞（例えば、１つのウェルにつき１つの細胞）
を含むのかを決定するのに用いられる。特定の実施形態では、自動イメージング及び自動
細胞選択のためのソフトウェアは、どの細胞が所望の数の細胞を含むのかを決定するのに
用いられる。これに関して、どのウェルが所望の数の細胞を含み、そのような細胞に試薬
が投与され、更なる解析に使用されることを示すために、（例えば図１８ｅに示すような
）分注マップが生成され得る。
【００５２】
　Wafergen 5184ウェルチップ及びHoechst ３３３４２タイプ及びヨウ化プロピジウム蛍
光を使用する１つの典型的な実施形態は、図１８及び図１９を参照し、以下の通りである
。分注装置（例えば、Wafergenのマルチサンプル・ナノディスペンサー）を介して、マル
チウェル試験装置（例えば、５１８５ウェルを有するチップ）に細胞を（例えば、本明細
書に記載のポアソン分注を使用して）一旦沈着させると、機械化された顕微鏡ステージの
ような機械化されたプラットフォームを使用して、全てのウェルの画像取得が行われる。
画像取得は、幾つかの実施形態では、Hoechst３３３４２及びヨウ化プロピジウム蛍光の
検出と共通して、２つの波長で収集される。各画像は、５１８４ウェルチップアレイ内の
６×６配列のウェルから構成されてもよい。５１８４ウェルの全配列の画像化は、検査し
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た各波長で１４４個の顕微鏡画像ファイルを生成し、２つの波長で計測された場合、合計
２８８個の画像を生成する。Wafergen のCellSelectソフトウェアのようなウェル選択ソ
フトウェアは、与えられたチップアレイ（例えば、SmartChipアレイ）に関連する画像の
全セットを開くことを可能にする。画像解析は、１）基準ウェル配列（図１９を参照）に
よる画像取得中のチップの正しい向きの確認、２）２８８個の画像ファイルのそれぞれに
おける各ウェルの位置の評価、３）各画像ファイルにおける各ウェル内の潜在的な細胞の
照合、４）チップウェル、バーコードシーケンス、検査波長及び関心のある追加のパラメ
ータによる注釈を付けたユーザフレンドリーな出力を生成する解析の提示、の４つの主な
ステップから構成されている。
【００５３】
　ウェル位置の定位及び評価の確認は、各チップ（図１９を参照）の既知のウェル位置（
基準ウェル）に配置された投与された色素（例えば蛍光色素）の解析によって実現される
。基準ウェルは、画像取得中に正しいチップの向きを確認するために、非対称的な方法で
チップアレイのコーナに配置されてもよい。同様に、非基準ウェルのウェル位置は、基準
ウェル間の既知の距離と、チップアレイ上のアレイ構造の寸法の情報とに基づいて、推測
され得る。
【００５４】
　ウェル位置が特定された場合、細胞の存在又は非存在を定義する自動又はユーザ定義の
画像解析閾値を満たす各ウェル内のオブジェクトの数を特定するために、画像解析が実行
される。これらのパラメータは、対象物及びバックグラウンドの蛍光強度、サイズ及び丸
み率が含まれるが、これらに限定されない。更に、複数の波長からの結果は、細胞生存率
などのパラメータを評価するために、各オブジェクトについて組み合わせてもよい。次い
で、画像解析結果は、アレイ位置（行又は列位置）によって集約され、良好なレベルのユ
ーザ評価が可能となるように、与えられたアレイ位置のバーコード及び画像解析値に関連
付けられる。
【００５５】
　重要なことに、ウェル選択ソフトウェア（例えば、Wafergen のCellSelectソフトウェ
ア）は、続く試薬の分注を受けるために、ウェルが単一細胞の候補であるか、若しくは他
のユーザ定義されたウェルであるかを示す報告書を生成する。そして、これらのウェルは
、後段の生化学ステップで使用される分注マップ又はファイル又はフィルタファイルを構
築するために使用される。
【００５６】
　CellSelectソフトウェアの出力例を図１８Ａ－１８Ｄに示す。図１８Ａでは、１つのウ
ェルは、行／列の１８／２１の位置に存在する。このウェル及び関連する画像からの結果
は提示され、このウェルが分注ファイル又は分注マップに含める候補として特定する。こ
のウェルは、画像解析閾値及び／又はユーザの選択に適合するオブジェクトの存在を示す
単一の生存可能な細胞（矢印によって示される）を含む。単一のウェルのHoechst蛍光イ
メージでは、ヨウ化プロピジウムチャネル（右下パネル）に明らかに対応する信号は存在
しない。図１８Ｂは、潜在的なセル多重線、セルクラスタとしてフラグが立てられたオブ
ジェクトという結果になる解析のために、分注マップに含める候補として選択されないウ
ェルの例を示している。図１８Ｃは、１個より多い細胞を含むウェルの排除、又はヨウ化
プロピジウムチャネルの信号検出による排除を示している。図１８Ｄは、３個の細胞を含
むのでソフトウェアによって排除されるウェルの例を示している。
【００５７】
　全ての画像化されたウェルの解析が完了すると、試薬分注マップ（「分注又はフィルタ
ファイル」とも称する）が作成される。ウェル選択及び続く分注ファイルマッピングは完
全に自動化され得る。若しくは、ユーザの必要性に応じてウェルを取捨選択するために、
CellSelectソフトウェア（若しくは他のウェル選択ソフトウェア）内で、ユーザにより編
集され得る。この分注マップは、逆転写などの更なる処理のために試薬を適切なウェルに
選択的に与えるために、WafergenのＭＳＮＤなどの分注要素をプログラムするために使用
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される。図１８Ｅは、標準的なWaferGen７２×７２チップアレイに配置された単一細胞を
局在化させる標本分注マップを生成する典型的なCellSelectソフトウェアを示している。
典型的には、各分注及び分析イベントは、固有のチップＩＤで注釈を付けられた固有の分
注マップを生成する。図１８Ｅは、更なる上段の処理のために、試薬分注のために選択さ
れた特定のウェルを強調する分注マップの概略図を提供する。
【００５８】
　本開示は、使用される細胞のタイプによって限定されない。特定の実施形態では、癌細
胞、循環癌細胞、幹細胞、及び癌幹細胞が用いられる。大部分の癌死亡は、遠位の器官に
腫瘍細胞を循環させることによる転移の広がり及び増殖によって引き起こされるようであ
る。循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）、ＣＴＣクラスタ（２個以上の個々のＣＴＣが結合している
）、及び癌幹細胞（ＣＳＣ）は、最初に局在化され、潜伏性全身性又はアジュバンド治療
後に枯渇してもよい。したがって、ＣＴＣ及び関連する幹細胞は、正常な非癌性細胞の大
きなバックグラウンド内にしばしば少ない数で存在する。これらの細胞の低頻度は、大き
な「ノイズ」バックグラウンド内で必要な癌細胞シグナルを検出するための複雑な解析問
題（干し草の中の針）を生み出す。細胞表面マーカに特有の癌細胞の検出、及びこれらの
細胞の解析は、転移性拡散の生物学を理解することと深く関連する。本願明細書で提供さ
れる方法及びシステムは、そのような重要な癌細胞の単離及び分析を可能にする。
【００５９】
　単一細胞、多細胞及び細胞クラスタは、たんぱく質、脂質、炭水化物（例えば糖鎖付加
）翻訳後修飾、核酸及びそれらの収束、又はこれらの部分の様々な組み合わせを含むが、
これらに限定されない抗原／表現型細胞表面又は細胞内マーカの存在に基づいて、細胞又
は組織環境又は個体群から初期的に濃縮又は枯渇され得る。癌細胞を含む単一細胞中の細
胞表面マーカの検出、及びマイクロ流体デバイスの個々の離散的なウェルにこれらの細胞
を移すことは、本願明細書に記載の方法及びシステムを用いて実行される。他の実施形態
では、標識化された細胞は、広く利用可能な様々な蛍光フィルタを用いて標準化又は自動
化された顕微鏡検査を介して直接的に検出されるウェル及び抗原部分に直接的に分注され
得る。
【００６０】
　循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）の濃縮及び視覚化の方法は、当技術分野で公知であり、本願明
細書に記載の方法及びシステムで用いられる初期細胞懸濁液を生成する（及び後で視覚化
する）ために使用され得る。例えば、Krebs et al. Nat Rev Clin Oncol. 2014 Mar;11(3
):129-44の表１（本願明細書に参考として援用され、特に表１に関する）。ＣＴＣを濃縮
及び視覚化し得るマーカの例は、ＣＤ４５、ＥｐＣＡＭ、ＭＵＣ１及びＨＥＲ２が含まれ
るが、これらに限定されない。このようなマーカに対する抗体は、そのような細胞を標識
化かつ視覚化するために使用され得る。フローサイトメトリ、カラム結合などの任意のタ
イプの適切な方法が、ＣＴＣを単離及び濃縮するために使用され得る。
【００６１】
　本開示は、使用されるマルチウェル試験デバイス（例えば、プレート又はチップ）の種
類によって限定されない。一般に、このようなデバイスは、液体（例えば、呪力のみでウ
ェルから流れ出ないようにウェルに閉じ込められた液体）を含む、若しくは含むように寸
法が定められた複数のウェルを備える。１つの典型的なチップは、WAFERGENの５１８４ウ
ェルスマートチップである。他の典型的なチップは、米国特許第８，２５２，５８１号明
細書、米国特許第７，８３３，７０９号明細書、及び米国特許第７，５４７，５５６号明
細書にて提供される。例えば、そこで使用されるチップ、ウェル、熱循環条件、及び関連
する試薬を含む全体が参照により本願明細書に組み込まれる。他の典型的なチップは、QU
ANTSTUDIOリアルタイムPCRシステム（Applied Biosystems）で使用されるOPENARRAYプレ
ートを含む。他の典型的なマルチウェルデバイスは、９６ウェル又は３８４ウェルプレー
トである。
【００６２】
　マルチウェルデバイスの全体的なサイズは変動してもよく、例えば数ミクロンから数セ
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ンチメートルの厚さ、数ミリメートルから５０センチメートルの幅又は長さの範囲であっ
てもよい。典型的には、装置全体のサイズは、幅及び／又は長さが約１０ｍｍから約２０
０ｍｍ、厚さが約１ｍｍから約１０ｍｍの範囲である。幾つかの実施形態では、チップは
、幅が約４０ｍｍ、長さが約４０ｍｍ、厚さが約３ｍｍである。
【００６３】
　マルチウェルデバイス上のウェル（例えばナノウェル）の総数は、対象チップが使用さ
れる特定の用途に応じて変化し得る。チップ表面上のウェルの密度は、特定の用途に応じ
て変化し得る。ウェルの密度、及びウェルのサイズ及び容積は、所望の用途や本開示の方
法が使用される生物種などの要因に依存して変化し得る。
【００６４】
　本開示は、マルチウェルデバイス内のウェルの数、又はマルチウェルソースデバイス内
のウェルの数によって制限されない。多数のウェルをデバイスに組み込んでもよい。様々
な実施形態において、デバイス上のウェルの総数は、約１００から約２０００００、又は
約５０００から約１００００である。他の実施形態では、デバイスは、より小さなチップ
を含み、その各々は約５０００から約２００００のウェルを含む。例えば、正方形のチッ
プは、直径が０．１ｍｍの１２５×１２５のナノウェルを含んでもよい。
【００６５】
　マルチウェルデバイス内のウェル（例えばナノウェル）は、任意の都合の良いサイズ、
形状又は容積で作製され得る。ウェルは、長さが約１００μｍから約１ｍｍ、幅が約１０
０μｍから約１ｍｍ、深さが約１００μｍから約１ｍｍであってもよい。様々な実施形態
において、各ナノウェルは、約１から約４のアスペクト比（幅に対する深さの比）を有す
る。一実施形態では、各ナノウェルは約２のアスペクト比を有する。横断面の領域は、円
形、楕円形、長円形、円錐形、長方形、三角形、多面体、又は他の任意の形状であっても
よい。ウェルの任意の与えられた深さでの横断面の領域もまたサイズ及び形状が変化し得
る。
【００６６】
　特定の実施形態において、ウェルは、約０，１ｎｌから約１μｌの容積を有する。ナノ
ウェルは、典型的には１μｌ未満、好ましくは５００ｎｌ未満の容積を有する。容積は、
２００ｎｌ未満、又は１００ｎｌ未満であり得る。ある実施形態では、ナノウェルの容積
は約１００ｎｌである。必要に応じて、容積に対する表面積の比を増加させるようにナノ
ウェルを作製することができ、ユニットを介した熱伝導が促進され、熱サイクルのランプ
時間を減少させることができる。各ウェル（例えばナノウェル）のキャビティは、様々な
構成を採り得る。例えば、ウェル内のキャビティは、直線状又は湾曲した壁によって分割
されて、別個であるが隣接する区画を形成してもよく、又は環状壁によって内側及び外側
環状区画を形成してもよい。
【００６７】
　容積に対する内表面の比が高いウェルは、所望であれば、含有される反応物質がウェル
の内表面と相互作用する可能性を低減させる物質でコーティングされてもよい。試薬が望
ましくない内表面と相互作用したり、内表面に付着したりする傾向がある場合、コーティ
ングは特に有効である。反応物質の特性に依存して、疎水性又は親水性コーティングを選
択することができる。様々な適切なコーティング材料が当技術分野で利用可能である。幾
つかの材料は表面に共有結合してもよく、他は非共有結合相互作用を介して表面に結合し
てもよい。コーティング材料の非限定的な例は、ジメチルクロロシラン、ジメチルジクロ
ロシラン、ヘキサメチルジシラザンまたはトリメチルクロロシランのようなシラン化試薬
、ポリマレイミド、および、酸化ケイ素、アクアシルおよびサーファシルのようなケイ素
化試薬を含む。追加の適切なコーティング材料は、アミノ酸のようなブロッキング剤、又
はポリビニルピロリドン、ポリアデニル酸およびポリマレイミドを含むがこれらに限定さ
れないポリマーである。特定のコーティング材料は、加熱、放射線、及び化学反応によっ
て表面に架橋することができる。当業者は、マルチウェルデバイスのナノウェルをコーテ
ィングするための他の適切な手段を知っているであろう。または、当業者は、必要以上の
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実験をすることなく、それを確認することができるであろう。
【００６８】
　典型的なマルチウェルデバイス（例えばチップ）は、長さ及び幅が約０．２５ｍｍ（２
５０μｍ）の寸法のウェルを有し、約０．６２５ｍｍの厚みを有してもよい。ナノウェル
の深さは約０．５２５ｍｍ（５２５μｍ）であり、所与のウェルの下に約０．１ｍｍのチ
ップを残してもよい。ナノウェルの開口は、円形、正方形、矩形、または任意の他の所望
の幾何学的形状などの任意の形状を含み得る。一例として、ナノウェルは、約１００μｍ
から約１ｍｍの直径又は幅、約１５０μｍから約１ｍｍのピッチ又は長さ、約１０μｍか
ら約１ｍｍの深さを含んでもよい。各ウェルのキャビティは、様々な構成を採り得る。例
えば、ナノウェル内のキャビティは、直線状又は湾曲した壁によって分割されて、別々で
あるが隣接する区画を形成してもよい。
【００６９】
　マルチウェルデバイスのウェル（例えばナノウェル）は、例えば、一般的に知られてい
るフォトリソグラフィを用いて形成され得る。ナノウェルは、湿式ＫＯＨエッチング技術
、異方性ドライエッチング技術、機械的穿孔、射出成形、及び／又は、熱成形（例えばホ
ットエンボス加工）を使用して形成され得る。
【００７０】
　マルチウェルデバイス内の液体に含まれる試薬は、各ウェルに配置される単一のセル内
で進行する反応に依存する。一実施形態では、ウェルは核酸増幅反応を実施するための試
薬を含む。試薬は、免疫学的分析、核酸増幅を含むがこれに限定されない核酸検出分析の
ための試薬であり得る。試薬は、チップ単位で乾燥状態又は液体状態であり得る。一実施
形態では、以下の試薬：プローブ、ポリメラーゼ、及びｄＮＴＰの少なくとも１つを含む
。別の実施形態では、ウェルは、プローブ、プライマ、及びポリメラーゼを備えた溶液を
含む。様々な実施形態において、各ウェルは、（１）標準ゲノム内のポリヌクレオチド標
的用のプライマ、及び（２）プライマが標的に結合する場合に濃度依存性信号を発するプ
ライマに関連するプローブを含む。別の実施形態では、チップの少なくとも１つのウェル
は、順方向ＰＣＲプライマ、逆方向ＰＣＲプライマ、及びＦＡＭ標識ＭＧＢクエンチＰＣ
Ｒプローブの少なくとも１つを備えた溶液を含む。一実施形態では、プライマ対はウェル
に分注され、次いで凍結などによって乾燥させる。次いで、ユーザは、試料、プローブ、
及び／又はポリメラーゼをナノディスペンサのように、選択的に分注することができる。
【００７１】
　本開示の他の実施形態では、ウェルは上記溶液の何れかを乾燥形態で含んでもよい。こ
の実施形態では、この乾燥形態をウェルに塗布してもよいし、ウェルの底部に向けてもよ
い。ユーザは、分析の前に、水及び捕らえられた細胞の混合物を各ウェルに加えることが
できる。この実施形態では、乾燥した反応混合物を含むチップは、ライナーで封止されて
もよく、別の場所に保管及び送り出されてもよい。
【００７２】
　各ウェルに単一細胞を有するマルチウェルデバイスは、遺伝子タイピング、遺伝子発現
、またはＰＣＲによって実行される他のＤＮＡ検査のために使用され得る。プレートで実
施される検査は、TAQMAN、TAQMAN Gold、SYBR gold、SYBR greenなどのＤＮＡ検査に限定
されず、レセプタ結合、酵素、及びその他の高スループットスクリーニング検査も含む。
【００７３】
　幾つかの実施形態において、細胞は、（例えば、溶解後及び／又は他の処理工程の後）
増幅及び／又は配列決定分析にかけられる。１つ以上の増幅反応の実行は、１又は複数の
ＰＣＲベースの増幅、非ＰＣＲベースの増幅、又はそれらの組み合わせを含んでもよい。
核酸増幅技術の実例となる非限定的な例は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、逆転写ポ
リメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）、ネステッドＰＣＲ、線形増幅、多重変位増幅（Ｍ
ＤＡ）、実時間ＳＤＡ、ローリングサークル増幅、サークルツーサークル増幅転写媒介増
幅（ＴＭＡ）、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、鎖置換増幅（ＳＤＡ）、及び核酸配列ベー
ス増幅（ＮＡＳＢＡ）を含むが、これらに限定されない。当業者は、ある種の増幅技術（
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例えばＰＣＲ）では、増幅（例えばＲＴ－ＰＣＲ）の前にＲＮＡをＤＮＡに逆転写する必
要があるが、他の増幅技術では、ＲＮＡを直接的に増幅する（例えばＴＭＡ及びＮＡＳＢ
Ａ）ことを認識しているであろう。
【００７４】
　一般的にＰＣＲとして参照されるポリメラーゼ連鎖反応（米国特許第４，６８３，１９
５号明細書、米国特許第４，６８３，２０２号明細書、米国特許第４，８００，１５９号
明細書、及び米国特許第４，９６５，１８８号明細書、各々は全体が参照により本願明細
書に組み込まれる）は、変性の複数サイクル、対向鎖へのプライマのアニーリング、及び
、標的核酸の複製数を指数関数的に増加させるプライマ伸長を使用する。逆転写（ＲＴ）
は、ＲＮＡから相補的なＤＮＡ（ｃＤＮＡ）を作製するために使用され、ｃＤＮＡは、Ｄ
ＮＡの複数の複製を生成するためにＰＣＲによって増幅される。ＰＣＲの他の置換につい
ては、米国特許第４，６８３，１９５号明細書、米国特許第４，８００，１５９号明細書
、Mullis et al., Meth. Enzymol. 155: 335 (1987)、及び、Murakawa et al., DNA 7: 2
87 (1988)を参照し、各々は全体が参照により本願明細書に組み込まれる。
【００７５】
　一般的にＴＭＡとして参照される転写媒介増幅（米国特許第５，４８０，７８４号明細
書及び米国特許第５，３９９，４９１号明細書、各々は全体が参照により本願明細書に組
み込まれる）は、実質的に一定の温度、イオン強度及びｐＨの条件下で自己触媒的に標的
核酸配列の複数の複製を合成し、標的配列の複数のＲＮＡの複製が自己触媒的に追加複製
を生成する。米国特許第５，３９９，４９１号明細書及び米国特許第５，８２４，５１８
号明細書を参照し、各々は全体が参照により本願明細書に組み込まれる。米国特許出願公
開第２００６／００４６２６５号明細書（その全体は参照により組み込まれる）に記載さ
れている変形例では、ＴＭＡは、ＴＭＡプロセスの感度及び精度を改善するために、必要
に応じてブロック部分、末端部分、及び他の修飾部分の使用を組み込んでいる。
【００７６】
　一般的にＬＣＲとして参照されるリガーゼ連鎖反応（Weiss, R., Science 254: 1292 (
1991)、その全体は参照により組み込まれる）は、標的核酸の隣接領域にハイブリダイズ
する二組の相補的ＤＮＡオリゴヌクレオチドを使用する。ＤＮＡオリゴヌクレオチドは、
検出可能な二本鎖連結のオリゴヌクレオチド生成物を作製するために、熱変性、ハイブリ
ダイゼーション及びライゲーションの反復サイクルでＤＮＡリガーゼによって共有結合さ
れる。
【００７７】
　一般的にＳＤＡとして参照される鎖置換増幅（Walker, G. et al., Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA 89: 392-396 (1992)、米国特許第５，２７０，１８４号明細書、及び米国特許
第５，４５５，１６６号明細書、各々は全体が参照により本願明細書に組み込まれる）は
、標的配列の反対鎖にプライマシーケンス対をアニーリングするサイクル、二本鎖ヘミホ
スホロチオエートプライマー伸長産物を生成するためのｄＮＴＰａＳの存在下でのプライ
マー伸長、エンドヌクレアーゼヘミ改変制限エンドヌクレアーゼ認識部位の仲介ニッキン
グ、及び、次のラウンドのプライマアニーリング、ニッキングおよび鎖置換のために、既
存の鎖を置換し、新たな鎖を生成するニックの３ '末端からのポリメラーゼ媒介プライマ
ー伸長を使用して、幾何学的増幅産物をもたらす。好熱性ＳＤＡ（ｔＳＤＡ）は、本質的
に同じ方法において、高温で好熱性末端ヌクレアーゼ及びポリメラーゼを使用する（欧州
特許第０６８４３１５号明細書）。
【００７８】
　他の増幅方法は、例えば、一般的にＮＡＳＢＡとして参照される核酸ベース増幅（米国
特許第５，１３０，２３８号明細書）、転写ベース増幅法（Kwoh et al., Proc. Natl. A
cad. Sci. USA 86:1173 (1989)）、及び、自己持続性配列複製（Guatelli et al., Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA 87: 1874 (1990)、各々は全体が参照により本願明細書に組み込
まれる）を含む。核酸ベース増幅は、プローブ分子自体（Lizardi et al., BioTechnol. 
6: 1197 (1988)、その全体は参照により組み込まれる）を増幅するために、一般的にＱβ



(21) JP 6620160 B2 2019.12.11

10

20

30

40

50

レプリカーゼとして参照されるＲＮＡレプリカーゼを使用する。既知の増幅方法の更なる
考察については、Diagnostic Medical Microbiologyの
Persing, David H., “In Vitro Nucleic Acid Amplification Techniques”、Principle
s and Applications (Persing et al., Eds.), pp. 51-87 (American Society for Micro
biology, Washington, DC (1993))を参照せよ。
【００７９】
　幾つかの実施形態では、（例えば、増幅された核酸の検出のために）核酸配列決定法が
使用される。幾つかの実施形態では、本願明細書で提供される技術は、第２世代（次世代
またはNext-Genとも呼ばれる）、第３世代（Next-Next-Genとも呼ばれる）、第４世代（N
3-Genとも呼ばれる）配列決定法の使用を見出す。これらの配列決定技術は、パイロシー
クエンシング、ライゲーションによる配列決定、単一分子配列決定、合成による配列決定
（ＳＢＳ）、半導体配列決定、大規模並列クローン、大規模並列単一分子ＳＢＳ、大規模
並列単一分子実時間、大規模並列分子実時間ナノ微細孔法などを含むが、これらに限定さ
れない。MorozovaおよびMarraは、Genomics, 92: 255 (2008)の中で幾つかのそのような
技術の概説を提供する。Genomics, 92: 255 (2008)の全体は参照により本願明細書に組み
込まれる。当業者であれば、ＲＮＡは細胞内で安定性が低く、実験的にヌクレアーゼ攻撃
を受ける傾向にあるので、ＲＮＡは通常、配列決定前にＤＮＡに逆転写されることを認識
するであろう。
【００８０】
　多くのＤＮＡ決定法は適切であり、蛍光ベースの配列決定法（例えば、Birren et al.,
 Genome Analysis: Analyzing DNA, 1, Cold Spring Harbor, N.Y.を参照、全体は参照に
より本願明細書に組み込まれる）を含んでいる。幾つかの実施形態では、本技術は、当該
分野で理解されている自動配列決定法での使用を見出す。幾つかの実施形態では、幾つか
の実施形態では、本技術は、分割された増幅産物（Kevin McKernanらの国際公開第２００
６／０８４１３２号、その全体は参照により本願明細書に組み込まれる）の並列配列決定
での使用を見出す。幾つかの実施形態では、本技術は、並列オリゴヌクレオチド伸長（Ma
ceviczらの米国特許第５，７５０，３４１号明細書、Maceviczらの米国特許第６，３０６
，５９７号明細書を参照、共に全体が参照により本願明細書に組み込まれる）によるＤＮ
Ａ配列決定での使用を見出す。本技術が仕様を見出す配列決定の付加的な例は、Church p
olony技術（Mitra et al., 2003, Analytical Biochemistry 320, 55-65、Shendure et a
l., 2005 Science 309, 1728-1732、米国特許第６，４３２，３６０号明細書、米国特許
第６，５１１，８０３号明細書、それの全体は参照により本願明細書に組み込まれる）、
454 picotiter pyrosequencing法（Margulies et al., 2005 Nature 437, 376-380、米国
特許出願公開第２００５／０１３０１７３号明細書、それらの全体は参照により本願明細
書に組み込まれる）、Solexa single base addition法（Bennett et al., 2005, Pharmac
ogenomics, 6, 373-382、米国特許第６，７８７，３０８号明細書、米国特許第６，８３
３，２４６号明細書、それらの全体は参照により本願明細書に組み込まれる）、Lynx mas
sively parallel signature sequencing法（Brenner et al. (2000). Nat. Biotechnol. 
18:630-634、米国特許第５，６９５，９３４号明細書、米国特許第５，７１４，３３０号
明細書、それらの全体は参照により本願明細書に組み込まれる）、Adessi PCR colony法
（Adessi et al. (2000). Nucleic Acid Res. 28, E87、国際公開第２０００／０１８９
５７号、それらの全体は参照により本願明細書に組み込まれる）を含む。
【００８１】
　次世代配列決定（ＮＧＳ）法は、従来の配列決定法（Voelkerding et al., Clinical C
hem., 55: 641-658, 2009、MacLean et al., Nature Rev. Microbiol., 7: 287-29、それ
らの全体は参照により本願明細書に組み込まれる）と比較して低コストを目指して、大規
模に並列であり、高スループット戦略という共通の特徴を共有する。ＮＧＳ法は、典型的
に鋳型増幅を使用する方法と、使用しない方法とに大別される。増幅が必要な方法は、Ro
cheによって４５４テクノロジ・プラットフォーム（例えば、ＧＳ ２０及びＧＳ ＦＬＸ
）として商用化されたパイロシークエンシング、Illuminaによって商用化されたLife Tec
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hnologies/Ion Torrent、Solexaプラットフォーム、及びApplied Biosystemsによって商
用化されたSupported Oligonucleotide Ligation and Detection（ＳＯＬｉＤ）プラット
フォームを含む。単一分子配列決定としても知られる非増幅アプローチは、Helicos BioS
ciencesによって商用化されたHeliScopeプラットフォーム、VisiGen、Oxford Nanopore T
echnologies Ltd.、及びPacific Biosciencesのそれぞれによって商用化された新たなプ
ラットフォームによって例示される。
【００８２】
　パイロシークエンシング（Voelkerding et al., Clinical Chem., 55: 641-658, 2009
、MacLean et al., Nature Rev. Microbiol., 7: 287-296、米国特許第６，２１０，８９
１号明細書、米国特許第６，２５８，５６８号明細書、それらの全体は参照により本願明
細書に組み込まれる）では、アダプタに相補的なオリゴヌクレオチドに関連する微粒子と
共に単一鋳型分子を捕捉することにより、鋳型ＤＮＡを断片化し、末端を修復し、アダプ
タに連結し、その場でクローン増幅を行う。単一テンプレート型に関連する各微粒子は、
油中水滴微細小胞に区画化され、鋳型はエマルジョンＰＣＲとして参照される技術を用い
てクローン増幅される。増幅後にエマルジョンは破壊され、微粒子は配列反応の間にフロ
ーセルとして機能するピコトール・プレートの個々の壁に沈着される。配列酵素及びルシ
フェラーゼのような蛍光レポータの存在下で、順序付けられた４つのｄＮＴＰ試薬のそれ
ぞれの反復導入がフローセル内で発生する。適切なｄＮＴＰが配列プライマの３’末端に
付加された場合、結果としてのＡＴＰ生成物は、ＣＣＤカメラを用いて記録された、ウェ
ル内のバースト発行を引き起こす。４００塩基以上のリード長を実現することが可能であ
り、１０６配列のリードが達成され、５億塩基対（Ｍｂ）までの配列が得られる。
【００８３】
　Solexa/Illuminaプラットフォーム（Voelkerding et al., Clinical Chem., 55: 641-6
58, 2009、 MacLean et al., Nature Rev. Microbiol., 7: 287-296、米国特許第６，８
３３，２４６号明細書、米国特許第７，１１５，４００号明細書、米国特許第６，９６９
，４８８号明細書、それらの全体は参照により本願明細書に組み込まれる）では、配列デ
ータは、より短いリードの形態にて生成される。この方法では、５’－リン酸化平滑末端
を生成するために一本鎖断片化ＤＮＡを末端修復し、続いてクレノウを介して、単一Ａ塩
基を断片の３’末端に付加する。Ａ－付加は、Ｔ－突出アダプタ・オリゴヌクレオチドの
添加を容易にし、オリゴヌクレオチド・アンカーでスタッドされたフローセルの表面上の
鋳型アダプタ分子を捕捉するために使用される。アンカーはＰＣＲプライマとして使用さ
れるが、鋳型の長さ及び他の近傍のアンカー・オリゴヌクレオチドへのその近接性のため
に、ＰＣＲによる伸長は、隣接するアンカー・オリゴヌクレオチドとハイブリダイズして
フローセルの表面に橋構造を形成する分子の「arching over」を生じさせる。これらのＤ
ＮＡループは変性され、切断される。次いで、前方鎖は、可逆性染料ターミネータにより
配列決定される。取り込まれたヌクレオチドの配列は、導入後の蛍光検出によって決定さ
れ、ｄＮＴＰ添加の次のサイクルの前に各蛍光体及びブロックが除去される。配列のリー
ド長は３６ヌクレオチドから２５０ヌクレオチド以上であり、分析動作あたり１０億ヌク
レオチド対を超える総出力を有する。
【００８４】
　ＳＯＬｉＤ技術（Voelkerding et al., Clinical Chem., 55: 641-658, 2009、MacLean
 et al., Nature Rev. Microbiol., 7: 287-296、米国特許第５，９１２，１４８号明細
書、米国特許第６，１３０，０７３号明細書、それらの全体は参照により本願明細書に組
み込まれる）を用いた核酸分子の配列決定もまた、鋳型の断片化、オリゴヌクレオチド・
アダプタへの連結、微粒子への結合、及びエマルジョンＰＣＲによるクローン増幅を伴う
。これに続いて、鋳型に関連する微粒子はガラス製フローセルの誘導体表面に固定され、
アダプタ・オリゴヌクレオチドに相補的なプライマはアニールされる。しかしながら、こ
のプライマを３’伸長に利用するのではなく、６縮重塩基に続く２つのプローブ特異的塩
基と４つの蛍光標識の１つとを含むインタロゲイション・プローブへのライゲーションに
５’リン酸塩基を提供するために利用する。ＳＯＬｉＤシステムでは、インタロゲイショ
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ン・プローブは、各プローブの３’末端における２つの塩基、及び５’末端の４つの蛍光
のうちの１つの１６個の可能な組み合わせを有する。蛍光色、したがって各プローブの同
一性は、特定の色空間コード体系に対応する。プローブ・アニーリング、ライゲーション
、及び蛍光検出の複数のラウンド（通常は７回）に続いて変性を行い、次いで最初のプラ
イマに対して１塩基だけオフセットしたプライマを用いて２回目のシークエンシングを行
う。このようにして、鋳型シークエンスは計算的に再構成され、鋳型塩基は２回検索され
て精度を高めることができる。シークエンス・リード長の平均は３５ヌクレオチドであり
、全出力はシークエンシング動作あたり４０億塩基を超える。
【００８５】
　特定の実施形態では、本技術は、ナノ細孔シークエンシング（例えば、Astier et al.,
 J. Am. Chem. Soc. 2006 Feb 8; 128(5):1705-10を参照、その全体は参照により本願明
細書に組み込まれる）の使用を見出す。ナノ細孔シークエンシングの背後にある理論は、
ナノ細孔が導電性流体に浸漬され、電位（電圧）が印加される場合に起こる現象と関係し
ている。この条件下では、ナノ細孔を通るイオンの伝導による僅かな電流が観測され、電
流の量はナノ細孔のサイズに対して非常に敏感である。核酸の各塩基がナノ細孔を通過す
ると、これにより、４つの塩基のそれぞれについて別個のナノ細孔を通過する電流の大き
さが変化し、それによりＤＮＡ分子の配列を決定することが可能となる。
【００８６】
　特定の実施形態では、本技術は、Helicos BioSciencesによるHeliScope（Voelkerding 
et al., Clinical Chem., 55: 641-658, 2009、 MacLean et al., Nature Rev. Microbio
l., 7: 287-296、米国特許第７，１６９，５６０号明細書、米国特許第７，２８２，３３
７号明細書、米国特許第７，４８２，１２０号明細書、米国特許第７，５０１，２４５号
明細書、米国特許第６，８１８，３９５号明細書、米国特許第６，９１１，３４５号明細
書、米国特許第７，５０１，２４５号明細書、それらの全体は参照により本願明細書に組
み込まれる）の使用を見出す。鋳型ＤＮＡは３’末端で断片化かつポリアデニル化され、
最終的なアデノシンは蛍光標識される。変性ポリアデニル化鋳型断片は、フローセル表面
上のポリ（ｄＴ）オリゴヌクレオチドに連結される。捕捉された鋳型分子の初期物理位置
はＣＣＤカメラによって記録され、次いで標識が切断されて洗い流される。シークエンシ
ングは、ポリメラーゼの添加及び蛍光標識されたｄＮＴＰ試薬の連続添加によって実現さ
れる。混合事象はｄＮＴＰに対応する蛍光シグナルをもたらし、シグナルは、ｄＮＴＰ添
加の各ラウンドの前にＣＣＤカメラによって取り込まれる。配列のリード長は２５－５０
ヌクレオチドの範囲であり、全体出力は分析動作あたり１０億ヌクレオチド対を超える。
【００８７】
　イオントレント技術は、ＤＮＡの重合の間に放出される水素イオンの検出に基づくＤＮ
Ａシークエンシング法である（例えば、Science 327(5970): 1190 (2010)、米国特許出願
公開第２００９／００２６０８２号明細書、第２００９／０１２７５８９号明細書、第２
０１０／０３０１３９８号明細書、第２０１０／０１９７５０７号明細書、第２０１０／
０１８８０７３号明細書、及び第２０１０／０１３７１４３号明細書、それらの全体は参
照により本願明細書に組み込まれる）。マイクロウェルは、配列決定される鋳型ＤＮＡ鎖
を含む。マイクロウェルの層の下には、過敏性ＩＳＦＥＴイオンセンサがある。全ての層
は、エレクトロニクス産業で使用されるものと同様に、ＣＭＯＳ半導体チップ内に含まれ
る。成長中の相補鎖にｄＮＴＰが組み込まれた場合、水素イオンが放出され、過敏性イオ
ンセンサを作動させる。ホモポリマー・リピートが鋳型シークエンスに存在するならば、
複数のｄＮＴＰ分子が単一サイクルに組み込まれるであろう。これは、放出された水素の
対応する数と比例して高い電気信号をもたらす。本技術は、改変されたヌクレオチド又は
光学系が使用されない点で他のシークエンシング技術とは異なる。イオントレント・シー
クエンサの塩基毎の精度は５０塩基長に対し、～９９．６％であり、～１００Ｍｂから１
００Ｇｂが生成される。リード長は１００から３００塩基対である。長さ５のリピートを
有するホモポリマー・リピートの精度は、～９８％である。イオン半導体シークエンシン
グの利点は、迅速なシークエンシングスピード、並びに、低い初期コスト及び運用コスト
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である。
【００８８】
　本技術は、Stratos Genomics, Inc.によって開発された別の核酸シークエンシングアプ
ローチの使用を見出し、Xpandomersの使用を含む。このシークエンシングプロセスは、典
型的には、鋳型指向合成により生成された娘鎖の提供を含む。娘鎖は、一般的に、個々の
サブユニットはつなぎ鎖、少なくとも１つのプローブ又は核酸塩基残基、及び少なくとも
１つの選択的に切断可能な結合を備え、標的核酸の全部又は一部の隣接するヌクレオチド
シーケンスに対応したシーケンス中に結合された複数のサブユニットを含む。選択的に切
断可能な結合は、娘鎖の複数のサブユニットよりも長いXpandomerを得るために切断され
る。Xpandomerは、典型的には、標的核酸の全部又は一部の隣接するヌクレオチド配列に
たいおうするシークエンス中の遺伝子情報を解析するためのつなぎ鎖及びレポータ要素を
含む。次いで、Xpandomerのレポータ要素が検出される。Xpandomerに基づくアプローチに
関する更なる詳細は、例えば、２００８年６月１９日に出願された「拡張によるハイスル
ープット核酸シークエンシング」と題する米国特許出願公開第２００９／００３５７７７
号明細書に記載されており、その全体は参照により本願明細書に組み込まれる。
【００８９】
　他の単一分子シークエンシング法は、VisiGenプラットフォーム（Voelkerding et al.,
 Clinical Chem., 55: 641-58, 2009、米国特許第７，３２９，４９２号明細書、米国特
許出願公開第１１／６７１９５６号明細書、それらの全体は参照により本願明細書に組み
込まれるVoelkerding et al., Clinical Chem., 55: 641-58, 2009）を利用した合成によ
る実時間シークエンシングを含む。VisiGenプラットフォームでは、蛍光修飾ポリメラー
ゼ及び蛍光アクセプター分子を用いて鎖伸長に供され、ヌクレオチド付加時に検出可能な
蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）を生じさせる、固定化され、刺激されたＤＮＡ鋳型
を提供する。
【００９０】
　試薬は任意の好適なタイプの検査に対しマルチウェルチップ（例えば、WAFERGEN BIOSY
STEMSの１つのようなマルチウェルディスペンサ）のウェルに添加され得る。そのような
試薬は、細胞（例えば単一細胞）がウェルに添加される前又は後にウェルに添加され得る
。特定の実施形態では、タンパク質検出含有成分（例えば抗体に基づく検査）がウェルに
添加される。他の実施形態では、ＳＮＰ検出含有成分がウェルに添加される。他の実施形
態では、核酸シークエンシング含有成分がウェルに添加される。特定の実施形態では、個
々のｍＲＮＡ分子を標識するため、及び／又は細胞／ウェル源（例えば、シークエンシン
グ解析の前にプールされるウェルである場合）を標識するため、及び／又は特定のマルチ
ウェルチップ（例えば、２個以上のマルチウェルチップからのウェルがシークエンシング
の前にプールされる場合）を標識するために、バーコードが用いられる核酸シークエンシ
ング含有成分が採用される。そのようなバーコード法及び試薬の例は、例えば、米国特許
出願公開第２００７／００２０６４０号明細書、米国特許出願公開第２０１２／００１０
０９１号明細書、米国特許第８，８３５，３５８号明細書、米国特許第８，４８１，２９
２号明細書、Qiu et al. (Plant. Physiol., 133, 475-481, 2003)、 Parameswaran et a
l. (Nucleic Acids Res. 2007 Oct; 35(19): e130)、Craig et al. reference (Nat. Met
hods, 2008, October, 5(10):887-893)、Bontoux et al. (Lab Chip, 2008, 8:443-450)
、Esumi et al. (Neuro. Res., 2008, 60:439-451)、Hug et al., J. Theor., Biol., 20
03, 221:615-624)、Sutcliffe et al. (PNAS, 97(5):1976-1981; 2000)、Hollas and Sch
uler (Lecture Notes in Computer Science Volume 2812, 2003, pp 55-62)、及び国際公
開第２０１４／２０１２７号に見出され、核酸のバーコード化及びシークエンシングに関
する反応条件及び試薬を含むそれらの全体は参照により本願明細書に組み込まれる。
【００９１】
　特定の実施形態では、国際公開２０１４／２０１２７２号（「ＳＣＲＢ－ｓｅｑ」法）
のバーコード標識及びシークエンシング法が使用される。ＳＣＲＢ－ｓｅｑ法（例えば、
少量のために必要に応じて改変）に必要な試薬はマルチウェルチップ（例えばウェル中の
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単一細胞が溶解）のウェルに添加される。簡潔に述べると、ＳＣＲＢ－ｓｅｑ法は、（上
述したように）マルチウェルプレート中の単一細胞から初期ｍＲＮＡサンプルを増幅する
。ここで、各ウェルは単一細胞を有する。初期ｃＤＮＡ合成は、（１）細胞／ウェル同定
のためのＮ６又はＮ１１、（２）特定分子の同定のためのＮ１０、（３）ｍＲＮＡを結合
するためのポリＴストレッチ、及び（４）第２の鋳型乗り換えプライマがハイブリダイズ
する領域を作り出す領域と共に、第１プライマを使用する。第２プライマは、ポリＧ３’
末端と、イソ塩基を有する５’末端とを含む鋳型乗り換えプライマである。ｃＤＮＡ増幅
後、タグ付きｃＤＮＡ単一細胞／ウェルサンプルがプールされる。次いで、２つの異なる
プライマを用いて完全長のｃＤＮＡ合成を行い、完全長のｃＤＮＡを精製する。次に、NE
XTERAシークエンシング（NEXTERAのために他の末端にＰ７タグを付加する）のためのＰ５
タグを付加するために、ｉ７プライマ（特定のマルチウェルプレートを同定するための１
２個のｉ７タグの１つを付加する）及びＰ５ＮＥＸＴＰＴ５を使用して、NEXTERAシーク
エンシングライブラリが調整される。ライブラリはゲル上で精製され、次いでNEXTERAシ
ークエンシングが行われる。非限定的な例として、１２個のｉ７プレートタグ、３８４個
の細胞／ウェル特異的バーコードを用いて、合計４６０８個の単一細胞トランスクリプト
ームを一度に行うことができる。この方法は、単一細胞におけるｍＲＮＡ転写産物の定量
化を可能にし、ユーザが転写産物分子／細胞の絶対数を計数し、正規化から任意の変数を
取り除くことを可能にする。
【００９２】
　更なる実施形態では、チップ内のウェルにマッピングされた画像及びチップは、検出用
の１回又は複数回の試薬の付加、及び／又は、核酸又は脂質又は炭水化物又はタンパク質
細胞成分試薬の分解力の組み合わせにより、更なる解析のために動的及び／又は静的に選
択される。
【００９３】
実施例
　（例１）マルチウェルチップにおける単一癌細胞の単離
　Wafergenチップ内の単一及び複数細胞を染色し、分注かつ画像化する陽性及び陰性対照
抗体（Ａｂ）を含む細胞表面マーカの使用の一例を図１２及び図１２にそれぞれ示す。図
１２及び図１３は、組織培養フラスコからのトリプシン放出後の３６ウェル視野（ＦＯＶ
）ウェルレベル画像、～３００００個のヒト乳癌ＳＫ－ＢＲ－３細胞、文献からＨＥＲ２
／ｎｅｕ／ＥＲＢＢ２陽性であることが強く知られる不死化培養細胞から始まる再懸濁、
染色、及びイメージ化を示している。
【００９４】
　ＳＫ－ＢＲ－３細胞は洗浄され、１×ＰＢＳ（Ｍｇ＋＋なし、Ｃａ＋＋なし、ｐＨ７．
４；３７℃）の１ｍＬに集められた。上記懸濁液の半量は、１０μＬの適切な共役モノク
ローナル抗体（マウス抗ヒトＥＲＢＢ２（ＨＥＲ２）－ＡＰＣ；Ｒ＆Ｄシステムズ；ＦＡ
Ｂ１１２９Ａ）と共に培養された。残り半量の懸濁液は、並行して、適切なネガティブコ
ントロール抗体、つまり共役アイソタイプ適合対照抗体（マウスｌｇＧ２Ｂ－ＡＰＣ；Ｒ
＆Ｄシステムズ；ＩＣ００４１Ａ）と共に免疫染色のために培養された。
【００９５】
　簡潔に説明すると、共役抗体の培養は３７℃で１時間行われた。続いて、容量４．５ｍ
Ｌの予熱した１×ＰＢＳ（３７℃）が加えられ、細胞は室温で５分間、２００×ｇで遠心
分離された。ペレット化した細胞は、２００μＬの予め温められた１×ＰＢＳ（３７℃）
の中に再懸濁され、次いで１×ヘキスト３３３４２超生体染料の中で～２０分間３７℃で
染色された。各懸濁液の８０マイクロリットル試料は、３８４－ウェルプレートの適切な
受容ウェルに分注された。３８４ウェル受容プレート（例えば図１－３を参照）から細胞
を吸引するために、Wafergen MSND（マルチ試料ナノ分注器；米国特許出願公開第１４／
７３８，１８３号明細書を参照、その全体は参照により本願明細書に組み込まれる）が使
用された。Wafergen SmartChipの７２×７２ウェルの個々のウェルにつき、平均して約１
個の抗体及びヘキスト染色細胞を送液するために、各５０ｎＬの分注量が計算された。分
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注の後、チップはWafergenチップカバーフィルムで密封され、３７℃、３００×ｇで遠心
分離され、Wafergen SmartChipの底部に細胞が集められる。自動顕微鏡ステージ及び４倍
対物レンズを使用して、標準的な顕微鏡画像収集が実行された。合計１４４枚のＨｏｅｓ
ｃｈｔ３３３４２及び対応する１４４枚のＡＰＣ－Ｃｙ５画像（Ｈｏｅｓｃｈｔ及びＣｙ
５のそれぞれについて～２００又は５００ｍＳ露光）が得られ、５１８４ウェルチップか
らＴＩＦＦファイルとして保存された。１４４枚の画像のそれぞれは、Wafergen SmartCh
ipアレイの５１８４ウェル内で３６個の個々のウェルを表している。チップ分注及び画像
収集プロセスは図１に示される。
【００９６】
　チップ上の３６個の個々のウェルを表示する視野（ＦＯＶ）は、ヘキスト３３３４２色
素及びＨＥＲ２／ｎｅｕ抗体を標的とするＡＰＣ共役モノクローナル抗体を用いて二重染
色されたＳＫ－ＢＲ－３細胞の一群を示している。ＳＫ－ＢＲ－３細胞の全ては、ヘキス
ト３３３４２超生体染料を用いて染色されると予想される（図１２の左パネル）。隣接す
る画像は、その中でＳＫ－ＢＲ－３（ＨｅＲ２／ｎｅｕ／ＥＲＢＢ２陽性）細胞が細胞表
面抗原に対して特異的な抗体で処理された同一の３６ウェル視野を示している（図１２の
右パネル）。単一細胞はチップウェル内で明るいドットとして容易に同定される。図１２
の２つの画像の比較は、（Ｃｙ５フィルタセットから得られた）共役抗体生成シグナルに
特異的に重畳する（ＤＡＰＩフィルタセットを使用して得られた）ヘキストシグナルを示
している。
【００９７】
　同じ５１８４ウェルチップの異なる領域から３６個の個々のウェルを表示する第２の視
野は、ヘキスト３３３４２色素及びＡＰＣ共役ネガティブコントロール・モノクローナル
抗体マウスｌｇＧ２Ｂ－ＡＰＣを用いて二重染色されたＳＫ－ＢＲ－３細胞の一群を示し
ている（図１３）。ヘキスト染色細胞（図１３の左パネル）と、ネガティブコントロール
抗体染色細胞（図１３の右パネル）との比較は、ヘキストシグナルがネガティブコントロ
ール抗体生成シグナルに重畳していることを示していない。
【００９８】
　図１２の画像データは、陽性対照抗体の使用が、マルチウェルチップ（例えば、Waferg
enマルチウェルチップ）において、単一又は多重細胞の細胞抗原特異的抗体の染色を提供
することを示している。同じチップから得られた図１３では、非特異的抗体は、ヘキスト
染色シグナルと重畳する離散的な点状シグナルを生成しない。まとめると、図１２及び図
１３の結果を伴うこの実施例は、単一癌細胞又は多重癌細胞において、細胞表面エピトー
プ特異的免疫染色を分注し、続いて検出するために使用できる模範的なシステム及びプロ
セスを実証する。
【００９９】
　（例２）異なる細胞の混合物からの単一細胞の単離
　この例では３つのサンプルが調べられた。２つのサンプルは単一種から構成されており
、ヒトＵ８７－ＭＧ－（赤色蛍光タンパク質陽性）細胞、又はマウスＮＩＨ／３７３細胞
であった。第３の試料は、個々の単一種のサンプルの混合物により構成されていた。細胞
は、WaferGen SMARTCHIPチップのウェルにおける細胞数のポアソン分布を可能にするＭＳ
ＮＤ（マルチサンプル・ナノディスペンサ）を用いて染色され、分注された。そのアレイ
は後に画像化され、第１及び第２鎖ｃＤＮＡに加工されるべき単一細胞含有セル及び他の
検体含有セルが選択された。ｃＤＮＡは、先に記載した方法を用いて、チップから取り出
された。ｃＤＮＡは、ＮＧＳ増幅及び読み出しに最適なＤＮＡ増幅産物「ライブラリ」を
獲得するために、チップ外でＰＣＲ増幅された。サンプルライブラリからのシークエンス
・リードは、第一に細胞及びＲＴバッファ選択プロセスが特定のウェルを選択することが
できたこと、第二に混合した細胞サンプルから選択したウェルがシークエンス・リードを
１つの種のみへのマッピングを引き起こすことを確認するために、特定のサンプル（例え
ば種ゲノム）にマッピングされ得る。実際上、後者は単一細胞占有率及びシステムの分割
能力を計算するために使用することができる。
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【０１００】
　簡単に言えば、ヒトＵ８７－ＭＧ－ＲＰＦ及びマウスＭＩＦ３Ｔ３細胞を、１×ＰＢＳ
の中で個別に洗浄し、計数し、ヘキスト３３３４２及びヨウ化プロピジウムで染色した。
細胞混合物について、各細胞株の試料は１：１の比率で混合された。Ｋ５６２細胞（１２
ｐｇ）由来のＲＮＡ及び１×ＰＢＳは、陽性又は陰性・プロセスコントロールとしてそれ
ぞれ用いられた。
【０１０１】
　マルチサンプル・ナノディスペンサ（ＭＳＮＤ）を使用して、SmartChipアレイに分注
するために、サンプル及びコントロールは、３８４ウェルソースプレートに充填された。
SmartChipの各ウェルは、プライマ上の３’オリゴｄＴ配列が核酸配列のポリアデニル化
ストレッチにアニールするために使用される「バーコード」プライマを識別する予め印字
されたサンプルを含む。バーコードは、溶解後の各細胞から補足されたｍＲＮＡ分子の分
子アドレスとして機能する。コントロール及びサンプルの分注後、アレイは吸い取られ、
封止され、２２℃で５分間、３００×ｇで遠心分離された。その後、アレイは画像化され
た。画像化後、アレイは冷蔵庫（－８０℃）の中に置かれ、細胞及びサンプルの選択と、
続く試薬の添加を待った。単一細胞及び他の検体含有ウェルは、CellSelect（商標）画像
解析ソフトウェアを用いて、ヘキスト３３３４２シグナルに基づき選択された。
【０１０２】
　合計１２６８個の「単一細胞」含有ウェルが同定された。これらの１２６８個のウェル
のうち、各単一種細胞の９０個のウェル、混合細胞サンプルから３８２個のセルを処理の
ために４個の陽性及び陰性対照セルと一緒に選択した。ウェル選択が完了したら、これら
のウェルはＲＴ試薬を受けるようにマッピングされた。簡単に言えば、アレイは冷凍庫か
ら取り出され、室温で１０分間解凍され、４℃で３分間、３２２０×ｇで遠心分離された
。アレイはサーマルサイクラの中に置かれ、各ウェルのバーコード・オリゴｄＴプライマ
は、核酸温度変性（７２℃で３分）及び複合遠心分離／温度ステップ（４℃で３分間、３
２２０×ｇ）中のアニーリングの後、核酸（主にｍＲＮＡ）中のポリアデニル化ストレッ
チへのアニーリングが可能となった。アレイはＲＴ分注のためにＭＳＮＤに移された。Ｎ
ＭＬＶ　ＲＴ及び第２の鎖合成「鋳型乗り換えオリゴ」を含むＲＴ混合物５０ｎＬは、解
析ソフトウェアによって作成された分注マップを使用して、選択されたウェルに添加され
た。アレイは、各ウェルのアレイ内容物を局在化させるために、４℃で３分間、３２２０
×ｇで遠心分離され、４２℃で９０分間培養された。プールされた（バーコード化された
）サンプルｃＤＮＡ産物は、チップを反転させて抽出装置（米国特許出願公開第２０１４
／０１３０８８５号明細書、第１４／０７５，６３１号明細書に記載、その全体は参照に
より本願明細書に組み込まれる）へ入れた後、（上記のように）第２の遠心分離を介して
集められた。抽出後の単一プライマＰＣＲはチップ外で実行された。増幅産物は、転移酵
素に基づく方法を用いて断片化された。増幅産物は、ｍＲＮＡの３’末端を表す配列のた
めに濃縮され（Soumillion et.al.,  HYPERLINK "http:// followed by dx.doi.org/10.1
101/003236 " http:// followed by dx.doi.org/10.1101/003236  HYPERLINK "http://dx
.doi.org/10.1101/003236%202014" 2014、及び国際公開第２０１４／２０１２７３号、そ
れらの全体は参照により本願明細書に組み込まれる）、急速動作モードでＨｉＳｅｑ２５
００を用いて配列決定された。
【０１０３】
　配列決定後、単一種サンプル並びにヒト及びマウス細胞の混合物からのリードは、ヒト
及びマウスのゲノムに別個に並べられた。両方のゲノムに整列したリードは、相同ゲノム
領域に対する整列として同定され、解析から除外された。各バーコードのための単一ゲノ
ムに一意的に整列したリードが同定された。主に１つのゲノムに整列するバーコードは、
そのゲノムからのものであると同定された。混合細胞サンプルから処理された３８２ウェ
ルのうち、１３８及び２３４単一細胞含有ウェルからのリードは、明白にヒト及びマウス
ゲノムにそれぞれ整列した。５つのウェルバーコードは、２５０００未満の整列を何れか
のゲノム（低整列リード）に記録し、更なる解析から除外した。両方の種へのシークエン
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シング・リード・マッピングを生じさせる混合細胞サンプルからの３８２ウェルのうちの
５ウェルは、システムの多重細胞占有率及び分注能力を計算するために使用された。簡単
に言えば、１．３％のバーコードは両方のゲノムとほぼ同数のアライメントを示している
。結論として、システムの単一細胞占有率及び分注能力は９８．７％であり、すなわち、
図１７に示すように、ウェルの単一細胞含有ウェルは～９９％であった。
【０１０４】
　本出願において言及された全ての刊行物および特許は、参照により本願明細書に組み込
まれる。 本開示の記載された方法および組成物の様々な変更および変形は、本開示の範
囲および精神から逸脱することなく、当業者には明らかであろう。 本開示は、特定の好
ましい実施形態に関連して記載されているが、請求される開示は、そのような特定の実施
形態に過度に限定されるべきではないことを理解されたい。 実際、関連分野の当業者に
は自明である開示を実施するための記載された態様の様々な改変は、添付の特許請求の範
囲内にあることが意図されている。

【図１】 【図２】

【図３】
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【図１３】
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【図１８Ｃ】 【図１８Ｄ】
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