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(57)【要約】
　多重エマルジョン核酸増幅により、生体系内に含有さ
れる核酸が、核酸増幅技術、例えばＰＣＲで検出される
配列に基づいて、検出、定量化、および／またはソート
され得る。核酸は、浮遊性であってもよいし、粒子、ウ
イルス、および細胞を含む生物構造体または非生物構造
体内に含有されていてもよい。核酸として、例えばＤＮ
ＡまたはＲＮＡが挙げられ得る。本開示の方法を実行す
るのに用いられるシステムおよび装置もまた提供される
。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　核酸および増幅試薬を、多重エマルジョン微小滴内に封入するステップであって、前記
多重エマルジョン微小滴が、不混和性の殻によって囲まれている第１の混和性相流体を含
み、前記多重エマルジョン微小滴が、第２の混和性相キャリア流体内に位置を定められる
、ステップと；
　前記多重エマルジョン微小滴を、前記核酸の増幅をもたらすのに十分な増幅条件に供す
るステップと；
　前記核酸の前記増幅に由来する増幅産物を検出するステップと
を含む核酸増幅方法。
【請求項２】
　前記第２の混和性相キャリア流体が、緩衝水性相キャリア流体である、請求項１に記載
の方法。
【請求項３】
　前記第１の混和性相流体および前記第２の混和性相流体が、同じである、請求項１に記
載の方法。
【請求項４】
　前記多重エマルジョン微小滴を増幅条件に供するステップが、前記多重エマルジョン微
小滴をポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）条件に供するステップを含む、請求項１から３の
何れか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記多重エマルジョン微小滴を増幅条件に供するステップが、前記多重エマルジョン微
小滴を等温増幅条件に供するステップを含む、請求項１から３の何れか一項に記載の方法
。
【請求項６】
　前記等温増幅条件が、ループ媒介等温増幅（ＬＡＭＰ）、鎖置換増幅（ＳＤＡ）、ヘリ
カーゼ依存性増幅（ＨＤＡ）、およびニッキング酵素増幅反応（ＮＥＡＲ）から選択され
る、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　増幅後の前記増幅産物を検出可能に標識するステップを含む、請求項１から６の何れか
一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記増幅試薬が、検出可能に標識されたプライマーおよび／またはプローブを含む、請
求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記増幅産物を蛍光標識で検出可能に標識するステップと、前記多重エマルジョン微小
滴を、蛍光活性化細胞ソーティング（ＦＡＣＳ）を介してソートするステップとを含む、
請求項１から８の何れか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記第２の混和性相流体の組成を調整することによって前記第１の混和性相流体の組成
を調整することを含む、請求項１から９の何れか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　検出可能な標識を前記第２の混和性相キャリア流体に加えることによって、前記増幅産
物を検出可能に標識するステップを含み、前記検出可能な標識が、前記第２の混和性相キ
ャリア流体から、前記不混和性の殻を通して、前記第１の混和性相流体中に拡散する、請
求項１から１０の何れか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記多重エマルジョン微小滴が、第２の多重エマルジョン微小滴であり、前記封入する
ステップが、前記核酸を第１の多重エマルジョン微小滴内に封入するステップと、前記増
幅試薬および前記第１の多重エマルジョン微小滴を、前記第２の多重エマルジョン微小滴
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内に封入するステップと、前記第１の多重エマルジョン微小滴を破裂させることによって
、前記核酸を前記増幅試薬と接触させるステップとを含む、請求項１から１１の何れか一
項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記多重エマルジョン微小滴が、第２の多重エマルジョン微小滴であり、前記封入する
ステップが、前記増幅試薬を第１の多重エマルジョン微小滴内に封入するステップと、前
記核酸および前記第１の多重エマルジョン微小滴を、前記第２の多重エマルジョン微小滴
内に封入するステップと、前記第１の多重エマルジョン微小滴を破裂させることによって
、前記核酸を前記増幅試薬と接触させるステップとを含む、請求項１から１１の何れか一
項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記多重エマルジョン微小滴が、第１の多重エマルジョン微小滴であり、前記方法が、
試薬を前記第１の多重エマルジョン微小滴に加えるステップを含み、前記加えるステップ
が、前記第１の多重エマルジョン微小滴を、前記試薬を含む第２の多重エマルジョン微小
滴内に封入するステップと、前記第２の多重エマルジョン微小滴内の前記第１の多重エマ
ルジョン微小滴を破裂させて、前記試薬を前記第１の多重エマルジョン微小滴の内容物と
接触させるステップとを含む、請求項１から１１の何れか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記多重エマルジョン微小滴が、第２の多重エマルジョン微小滴であり、前記方法が、
試薬を前記第２の多重エマルジョン微小滴に加えるステップを含み、前記加えるステップ
が、前記試薬を含む第１の多重エマルジョン微小滴を、前記第２の多重エマルジョン微小
滴内に封入するステップと、前記第２の多重エマルジョン微小滴内の前記第１の多重エマ
ルジョン微小滴を破裂させて、前記試薬を前記第２の多重エマルジョン微小滴の内容物と
接触させるステップとを含む、請求項１から１１の何れか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　標的核酸を含有することが疑われる複数の核酸を、増幅試薬と共に、複数の多重エマル
ジョン微小滴内に封入して、各多重エマルジョン微小滴が、その中に封入された増幅試薬
および０または１つの核酸を含むようにするステップであって、各多重エマルジョン微小
滴が、不混和性の殻によって囲まれている第１の混和性相流体を含み、各多重エマルジョ
ン微小滴が、第２の混和性相キャリア流体内に位置を定められる、ステップと；
　前記多重エマルジョン微小滴を、存在する場合に前記標的核酸の増幅をもたらすのに十
分な増幅条件に供するステップと；
　存在する場合に、前記標的核酸の前記増幅に由来する増幅産物を検出するステップと
を含む核酸増幅方法。
【請求項１７】
　前記第２の混和性相キャリア流体が、緩衝水性相キャリア流体である、請求項１６に記
載の方法。
【請求項１８】
　前記第１の混和性相流体および前記第２の混和性相流体が、同じである、請求項１６に
記載の方法。
【請求項１９】
　前記多重エマルジョン微小滴を増幅条件に供するステップが、前記多重エマルジョン微
小滴をポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）条件に供するステップを含む、請求項１６から１
８の何れか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　前記多重エマルジョン微小滴を増幅条件に供するステップが、前記多重エマルジョン微
小滴を等温増幅条件に供するステップを含む、請求項１６から１８の何れか一項に記載の
方法。
【請求項２１】
　前記等温増幅条件が、ループ媒介等温増幅（ＬＡＭＰ）、鎖置換増幅（ＳＤＡ）、ヘリ
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カーゼ依存性増幅（ＨＤＡ）、およびニッキング酵素増幅反応（ＮＥＡＲ）から選択され
る、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　存在する場合に、増幅後の前記増幅産物を検出可能に標識するステップを含む、請求項
１６から２１の何れか一項に記載の方法。
【請求項２３】
　前記増幅試薬が、検出可能に標識されたプライマーおよび／またはプローブを含む、請
求項１６から２１の何れか一項に記載の方法。
【請求項２４】
　存在する場合に前記増幅産物を蛍光標識で検出可能に標識するステップと、存在する場
合に、前記標的核酸を含有する多重エマルジョン微小滴を同定するために、前記多重エマ
ルジョン微小滴を、蛍光活性化細胞ソーティング（ＦＡＣＳ）を介してソートするステッ
プとを含む、請求項１６から２３の何れか一項に記載の方法。
【請求項２５】
　前記第２の混和性相キャリア流体の組成を調整することによって前記第１の混和性相流
体の組成を調整することを含む、請求項１６から２４の何れか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　検出可能な標識を前記第２の混和性相キャリア流体に加えることによって、存在する場
合に前記増幅産物を検出可能に標識するステップを含み、前記検出可能な標識が、前記第
２の混和性相キャリア流体から、前記不混和性の殻を通して、前記第１の混和性相流体中
に拡散する、請求項１６から２５の何れか一項に記載の方法。
【請求項２７】
　前記多重エマルジョン微小滴が、第２の多重エマルジョン微小滴であり、前記封入する
ステップが、前記複数の核酸を複数の第１の多重エマルジョン微小滴内に封入するステッ
プと、前記増幅試薬および前記第１の多重エマルジョン微小滴を、前記第２の多重エマル
ジョン微小滴内に封入するステップと、前記第２の多重エマルジョン微小滴内で前記第１
の多重エマルジョン微小滴を破裂させることによって、前記核酸を前記増幅試薬と接触さ
せるステップとを含む、請求項１６から２６の何れか一項に記載の方法。
【請求項２８】
　前記多重エマルジョン微小滴が、第２の多重エマルジョン微小滴であり、前記封入する
ステップが、前記増幅試薬を第１の多重エマルジョン微小滴内に封入するステップと、前
記複数の核酸および前記第１の多重エマルジョン微小滴を、前記第２の多重エマルジョン
微小滴内に封入するステップと、前記第２の多重エマルジョン微小滴内で前記第１の多重
エマルジョン微小滴を破裂させることによって、前記核酸を前記増幅試薬と接触させるス
テップとを含む、請求項１６から２６の何れか一項に記載の方法。
【請求項２９】
　前記多重エマルジョン微小滴が、第１の多重エマルジョン微小滴であり、前記方法が、
試薬を前記第１の多重エマルジョン微小滴に加えるステップを含み、前記加えるステップ
が、前記第１の多重エマルジョン微小滴を、前記試薬を含む第２の多重エマルジョン微小
滴内に封入するステップと、前記第２の多重エマルジョン微小滴内の前記第１の多重エマ
ルジョン微小滴を破裂させて、前記試薬を前記第１の多重エマルジョン微小滴の内容物と
接触させるステップとを含む、請求項１６から２６の何れか一項に記載の方法。
【請求項３０】
　前記多重エマルジョン微小滴が、第２の多重エマルジョン微小滴であり、前記方法が、
試薬を前記第２の多重エマルジョン微小滴に加えるステップを含み、前記加えるステップ
が、前記試薬を含む第１の多重エマルジョン微小滴を、前記第２の多重エマルジョン微小
滴内に封入するステップと、前記第２の多重エマルジョン微小滴内の前記第１の多重エマ
ルジョン微小滴を破裂させて、前記試薬を前記第２の多重エマルジョン微小滴の内容物と
接触させるステップとを含む、請求項１６から２６の何れか一項に記載の方法。
【請求項３１】
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　核酸および増幅試薬の混和性相流体溶液を、マイクロフルイディック装置のチャンネル
内に流すステップと；
　核酸および増幅試薬の前記混和性相流体溶液を、不混和性相流体と接触させるステップ
であって、核酸および増幅試薬の前記混和性相流体溶液を、前記不混和性相流体と接触さ
せることで、前記不混和性相流体によって囲まれている混和性相微小滴が形成される、ス
テップと；
　前記不混和性相流体によって囲まれている前記混和性相微小滴を、マイクロフルイディ
ック装置のチャンネル内に流すステップと；
　前記不混和性相流体によって囲まれている前記混和性相微小滴を、混和性相キャリア流
体と接触させるステップであって、前記不混和性相流体によって囲まれている前記混和性
相微小滴を、前記混和性相キャリア流体と接触させることで、多重エマルジョン微小滴が
形成され、各多重エマルジョン微小滴が、前記不混和性相流体によって囲まれている混和
性相微小滴を含み、前記不混和性相流体が、前記混和性相キャリア流体によって囲まれて
いる、ステップと；
　前記多重エマルジョン微小滴を、核酸の前記混和性相流体溶液中に存在する場合に標的
核酸の増幅をもたらすのに十分な増幅条件に供するステップと；
　核酸の前記混和性相流体溶液中に存在する場合に、前記標的核酸の前記増幅に由来する
増幅産物を検出するステップと
含む核酸増幅方法。
【請求項３２】
　前記混和性相キャリア流体が、緩衝水性相キャリア流体である、請求項３１に記載の方
法。
【請求項３３】
　前記混和性相流体溶液の前記混和性相流体および前記混和性相キャリア流体が、同じで
ある、請求項３１に記載の方法。
【請求項３４】
　前記多重エマルジョン微小滴を増幅条件に供するステップが、前記多重エマルジョン微
小滴をポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）条件に供するステップを含む、請求項３１から３
３の何れか一項に記載の方法。
【請求項３５】
　前記多重エマルジョン微小滴を増幅条件に供するステップが、前記多重エマルジョン微
小滴を等温増幅条件に供するステップを含む、請求項３１から３３の何れか一項に記載の
方法。
【請求項３６】
　前記等温増幅条件が、ループ媒介等温増幅（ＬＡＭＰ）、鎖置換増幅（ＳＤＡ）、ヘリ
カーゼ依存性増幅（ＨＤＡ）、およびニッキング酵素増幅反応（ＮＥＡＲ）から選択され
る、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　増幅後の前記増幅産物を検出可能に標識するステップを含む、請求項３１から３６の何
れか一項に記載の方法。
【請求項３８】
　前記増幅試薬が、検出可能に標識されたプライマーおよび／またはプローブを含む、請
求項３１から３６の何れか一項に記載の方法。
【請求項３９】
　前記増幅産物を蛍光標識で検出可能に標識するステップと、前記多重エマルジョン微小
滴を、蛍光活性化細胞ソーティング（ＦＡＣＳ）を介してソートするステップとを含む、
請求項３１から３８の何れか一項に記載の方法。
【請求項４０】
　前記混和性相キャリア流体の組成を調整することによって前記混和性相流体溶液の組成
を調整することを含む、請求項３１から３９の何れか一項に記載の方法。
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【請求項４１】
　検出可能な標識を前記混和性相キャリア流体に加えることによって、前記増幅産物を検
出可能に標識するステップを含み、前記検出可能な標識が、前記混和性相キャリア流体か
ら、前記不混和性相流体を通して、前記混和性相流体溶液中に拡散する、請求項３１から
４０の何れか一項に記載の方法。
【請求項４２】
　前記多重エマルジョン微小滴が、第１の多重エマルジョン微小滴であり、前記方法が、
試薬を前記第１の多重エマルジョン微小滴に加えるステップを含み、前記加えるステップ
が、前記第１の多重エマルジョン微小滴を、前記試薬を含む第２の多重エマルジョン微小
滴内に封入するステップと、前記第２の多重エマルジョン微小滴内の前記第１の多重エマ
ルジョン微小滴を破裂させて、前記試薬を前記第１の多重エマルジョン微小滴の内容物と
接触させるステップとを含む、請求項３１から４１の何れか一項に記載の方法。
【請求項４３】
　前記多重エマルジョン微小滴が、第２の多重エマルジョン微小滴であり、前記方法が、
試薬を前記第２の多重エマルジョン微小滴に加えるステップを含み、前記加えるステップ
が、前記試薬を含む第１の多重エマルジョン微小滴を、前記第２の多重エマルジョン微小
滴内に封入するステップと、前記第２の多重エマルジョン微小滴内の前記第１の多重エマ
ルジョン微小滴を破裂させて、前記試薬を前記第２の多重エマルジョン微小滴の内容物と
接触させるステップとを含む、請求項３１から４１の何れか一項に記載の方法。
【請求項４４】
　核酸および増幅試薬の混和性相流体溶液を、マイクロフルイディック装置のチャンネル
内に流すステップと；
　核酸および増幅試薬の前記混和性相流体溶液を、不混和性相流体と接触させるステップ
であって、核酸および増幅試薬の前記混和性相流体溶液を、前記不混和性相流体と接触さ
せることで、前記不混和性相流体によって囲まれている混和性相微小滴が形成され、各混
和性相微小滴が、その中に封入された増幅試薬および０または１つの核酸を含む、ステッ
プと；
　前記不混和性相流体によって囲まれている前記混和性相微小滴を、マイクロフルイディ
ック装置のチャンネル内に流すステップと；
　前記不混和性相流体によって囲まれている前記混和性相微小滴を、混和性相キャリア流
体と接触させるステップであって、前記不混和性相流体によって囲まれている前記混和性
相微小滴を、前記混和性相キャリア流体と接触させることで、多重エマルジョン微小滴が
形成され、各多重エマルジョン微小滴が、前記不混和性相流体によって囲まれている混和
性相微小滴を含み、前記不混和性相流体が、前記混和性相キャリア流体によって囲まれて
いる、ステップと；
　前記多重エマルジョン微小滴を、核酸の前記混和性相溶液中に存在する場合に標的核酸
の増幅をもたらすのに十分な増幅条件に供するステップと；
　核酸の前記混和性相溶液中に存在する場合に、前記標的核酸の前記増幅に由来する増幅
産物を検出するステップと
を含む核酸増幅方法。
【請求項４５】
　前記混和性相キャリア流体が、緩衝水性相キャリア流体である、請求項４４に記載の方
法。
【請求項４６】
　前記混和性相流体溶液の前記混和性相流体および前記混和性相キャリア流体が、同じで
ある、請求項４４に記載の方法。
【請求項４７】
　前記多重エマルジョン微小滴を増幅条件に供するステップが、前記多重エマルジョン微
小滴をポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）条件に供するステップを含む、請求項４４から４
６の何れか一項に記載の方法。
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【請求項４８】
　前記多重エマルジョン微小滴を増幅条件に供するステップが、前記多重エマルジョン微
小滴を等温増幅条件に供するステップを含む、請求項４４から４６の何れか一項に記載の
方法。
【請求項４９】
　前記等温増幅条件が、ループ媒介等温増幅（ＬＡＭＰ）、鎖置換増幅（ＳＤＡ）、ヘリ
カーゼ依存性増幅（ＨＤＡ）、およびニッキング酵素増幅反応（ＮＥＡＲ）から選択され
る、請求項４８に記載の方法。
【請求項５０】
　増幅後の前記増幅産物を検出可能に標識するステップを含む、請求項４４から４９の何
れか一項に記載の方法。
【請求項５１】
　前記増幅試薬が、検出可能に標識されたプライマーおよび／またはプローブを含む、請
求項４４から４９の何れか一項に記載の方法。
【請求項５２】
　前記増幅産物を蛍光標識で検出可能に標識するステップと、前記多重エマルジョン微小
滴を、蛍光活性化細胞ソーティング（ＦＡＣＳ）を介してソートするステップとを含む、
請求項４４から５１の何れか一項に記載の方法。
【請求項５３】
　前記混和性相キャリア流体の組成を調整することによって前記混和性相流体溶液の組成
を調整することを含む、請求項４４から５２の何れか一項に記載の方法。
【請求項５４】
　検出可能な標識を前記混和性相キャリア流体に加えることによって、前記増幅産物を検
出可能に標識するステップを含み、前記検出可能な標識が、前記混和性相キャリア流体か
ら、前記不混和性相流体を通して、前記混和性相流体溶液中に拡散する、請求項４４から
５３の何れか一項に記載の方法。
【請求項５５】
　前記多重エマルジョン微小滴が、第１の多重エマルジョン微小滴であり、前記方法が、
試薬を前記第１の多重エマルジョン微小滴に加えるステップを含み、前記加えるステップ
が、前記第１の多重エマルジョン微小滴を、前記試薬を含む第２の多重エマルジョン微小
滴内に封入するステップと、前記第２の多重エマルジョン微小滴内の前記第１の多重エマ
ルジョン微小滴を破裂させて、前記試薬を前記第１の多重エマルジョン微小滴の内容物と
接触させるステップとを含む、請求項４４から５４の何れか一項に記載の方法。
【請求項５６】
　前記多重エマルジョン微小滴が、第２の多重エマルジョン微小滴であり、前記方法が、
試薬を前記第２の多重エマルジョン微小滴に加えるステップを含み、前記加えるステップ
が、前記試薬を含む第１の多重エマルジョン微小滴を、前記第２の多重エマルジョン微小
滴内に封入するステップと、前記第２の多重エマルジョン微小滴内の前記第１の多重エマ
ルジョン微小滴を破裂させて、前記試薬を前記第２の多重エマルジョン微小滴の内容物と
接触させるステップとを含む、請求項４４から５４の何れか一項に記載の方法。
【請求項５７】
　核酸の混和性相流体溶液を、マイクロフルイディック装置のチャンネル内に流すステッ
プと；
　核酸の前記混和性相流体溶液を不混和性相流体と接触させるステップであって、核酸の
前記混和性相流体溶液を前記不混和性相流体と接触させることで、前記不混和性相流体に
よって囲まれている混和性相微小滴が形成されるステップと；
　前記不混和性相流体によって囲まれている前記混和性相微小滴を、マイクロフルイディ
ック装置のチャンネル内に流すステップと；
　前記不混和性相流体によって囲まれている前記混和性相微小滴を、増幅試薬を含む混和
性相キャリア流体と接触させるステップであって、前記不混和性相流体によって囲まれて
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いる前記混和性相微小滴を、増幅試薬を含む前記混和性相キャリア流体と接触させること
で、多重エマルジョン微小滴が形成され、各多重エマルジョン微小滴が、前記不混和性相
流体によって囲まれている混和性相微小滴を含み、前記不混和性相流体が、前記混和性相
キャリア流体によって囲まれ、増幅試薬が、前記混和性相キャリア流体から、前記不混和
性相流体を通して、前記混和性相微小滴中に拡散する、ステップと；
　前記多重エマルジョン微小滴を、核酸の前記混和性相流体溶液中に存在する場合に標的
核酸の増幅をもたらすのに十分な増幅条件に供するステップと；
　核酸の前記混和性相流体溶液中に存在する場合に、前記標的核酸の前記増幅に由来する
増幅産物を検出するステップと
を含む核酸増幅方法。
【請求項５８】
　細胞を多重エマルジョン微小滴内に封入するステップであって、前記多重エマルジョン
微小滴が、不混和性の殻によって囲まれている第１の混和性相流体を含み、前記多重エマ
ルジョン微小滴が、第２の混和性相キャリア流体内に位置を定められる、ステップと；
　前記多重エマルジョン微小滴を、前記多重エマルジョン微小滴中での前記細胞の溶解を
もたらすのに十分な条件に供するステップと；
　前記多重エマルジョン微小滴を、核酸増幅に阻害効果を及ぼす１つまたは複数の物質を
不活化しまたは取り除くのに十分な条件に供するステップと；
　核酸増幅試薬を前記多重エマルジョン微小滴中に導入するステップと；
　前記多重エマルジョン微小滴を、存在する場合に標的核酸の増幅をもたらすのに十分な
増幅条件に供するステップと；
　存在する場合に、前記標的核酸の前記増幅に由来する増幅産物を検出するステップと
を含む核酸増幅方法。
【請求項５９】
　前記増幅試薬を前記多重エマルジョン微小滴中に導入する前記ステップが、前記増幅試
薬を前記第２の混和性相キャリア流体中に導入するステップを含み、前記増幅試薬が、前
記第２の混和性相キャリア流体から、前記不混和性の殻を通して、前記第１の混和性相流
体中に拡散する、請求項５８に記載の方法。
【請求項６０】
　前記多重エマルジョン微小滴が、複数の細胞を含まない、請求項５８に記載の方法。
【請求項６１】
　存在する場合に前記増幅産物を蛍光標識で検出可能に標識するステップと、前記多重エ
マルジョン微小滴を、蛍光活性化細胞ソーティング（ＦＡＣＳ）を介してソートするステ
ップとを含む、請求項５８から６０の何れか一項に記載の方法。
【請求項６２】
　第１の混和性相流体中の細胞を、マイクロフルイディック装置のチャンネル内に流すス
テップと；
　前記第１の混和性相流体を、不混和性相流体と接触させるステップであって、前記第１
の混和性相流体を前記不混和性相流体と接触させることで、前記細胞を含み、かつ前記不
混和性相流体によって囲まれている混和性相微小滴が形成される、ステップと；
　前記不混和性相流体によって囲まれている前記混和性相微小滴を、マイクロフルイディ
ック装置のチャンネル内に流すステップと；
　前記不混和性相流体によって囲まれている前記混和性相微小滴を、第２の混和性相流体
と接触させるステップであって、前記不混和性相流体によって囲まれている前記混和性相
微小滴を、前記第２の混和性相流体と接触させることで、前記不混和性相流体によって囲
まれている前記混和性相微小滴を含む多重エマルジョン微小滴が形成され、前記不混和性
相流体が、前記第２の混和性相流体によって囲まれている、ステップと；
　前記多重エマルジョン微小滴を、前記多重エマルジョン微小滴中での前記細胞の溶解を
もたらすのに十分な条件に供するステップと；
　前記多重エマルジョン微小滴を、核酸増幅に阻害効果を及ぼす１つまたは複数の物質を
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不活化しまたは取り除くのに十分な条件に供するステップと；
　核酸増幅試薬を前記多重エマルジョン微小滴中に導入するステップと；
　前記多重エマルジョン微小滴を、存在する場合に標的核酸の増幅をもたらすのに十分な
増幅条件に供するステップと；
　存在する場合に、前記標的核酸の前記増幅に由来する増幅産物を検出するステップと
を含む核酸増幅方法。
【請求項６３】
　前記増幅試薬を前記多重エマルジョン微小滴中に導入する前記ステップが、前記増幅試
薬を前記第２の混和性相流体中に導入するステップを含み、前記増幅試薬が、前記第２の
混和性相流体から、前記不混和性相流体を通して、第１の混和性相流体中に拡散する、請
求項６２に記載の方法。
【請求項６４】
　前記多重エマルジョン微小滴が、複数の細胞を含まない、請求項６２に記載の方法。
【請求項６５】
　存在する場合に前記増幅産物を蛍光標識で検出可能に標識するステップと、前記多重エ
マルジョン微小滴を、蛍光活性化細胞ソーティング（ＦＡＣＳ）を介してソートするステ
ップとを含む、請求項６２から６４の何れか一項に記載の方法。
【請求項６６】
　混和性相流体を含むサンプル受入れチャンネルと；
　前記サンプル受入れチャンネルと流体連通する一重エマルジョン小滴メーカーであって
、不混和性相キャリア流体を含む１つまたは複数のチャンネルを備え、前記不混和性相キ
ャリア流体を、前記混和性相流体と接触させて、一重エマルジョン小滴を形成する一重エ
マルジョン小滴メーカーと；
　前記一重エマルジョン小滴メーカーと流体連通する二重エマルジョン小滴メーカーであ
って、混和性相キャリア流体を含む１つまたは複数のチャンネルを備え、前記混和性相キ
ャリア流体を、前記一重エマルジョン小滴と接触させて、二重エマルジョン小滴を形成す
る二重エマルジョン小滴メーカーと；
　前記二重エマルジョン小滴メーカーと流体連通するサーマルサイクラーであって、前記
二重エマルジョン小滴を受け入れて、前記二重エマルジョン小滴をサーマルサイクルにか
ける、サーマルサイクラーと
を備えるマイクロフルイディック装置。
【請求項６７】
　検出器を備え、前記検出器が、前記二重エマルジョン小滴における核酸増幅産物の有無
を検出する、請求項６４に記載のマイクロフルイディック装置。
【請求項６８】
　前記サーマルサイクラーと流体連通するマイクロフルイディックソーターを備える、請
求項６６または６７に記載のマイクロフルイディック装置。
【請求項６９】
　請求項６４から６８の何れか一項に記載のマイクロフルイディック装置、および蛍光活
性化細胞ソーター（ＦＡＣＳ）を備えるシステムであって、前記ＦＡＣＳが、前記二重エ
マルジョン小滴を受け入れて、前記二重エマルジョン小滴における核酸増幅産物の有無に
基づいて前記二重エマルジョン小滴をソートする、システム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
相互参照
　本出願は、２０１５年２月４日出願の米国仮特許出願第６２／１１２，０７２号の優先
権の利益を主張し、この出願は、全ての目的について、その全体が参照によって本明細書
中に組み込まれる。
【０００２】
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政府支援
　本発明は、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈによる認可
第１Ｒ２１ＨＧ００７２３３－０２号、第１ＤＰ２ＡＲ０６８１２９－０１号、および第
１Ｒ０１ＥＢ０１９４５３－０１号、国防省による認可第ＨＲ００１１－１２－Ｃ－００
６５号、第Ｎ６６００１－１２－Ｃ－４２１１号、および第ＨＲ００１１－１２－Ｃ－０
０６６号、ならびにＮａｔｉｏｎａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎによる認
可第ＤＢＩ－１２５３２９３号の政府支援を受けてなされた。政府は、本発明において、
一定の権利を有する。
【背景技術】
【０００３】
緒言
　核酸の定量化および配列決定は、現代の生物学にとって重要である。核酸を検出かつ定
量化する新しい方法、例えばデジタルポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）は、従来のリアル
タイム定量ＰＣＲよりも高い精度を実現し、そしてまた、存在する分子数の絶対的な計数
を実現し、内部標準を不要にする。ドロップレットＰＣＲは、デジタルＰＣＲを実施する
、好都合な高スループット法として出現した。しかしながら、既存のドロップレットデジ
タルＰＣＲ技術の欠点として、エマルジョンのキャリア相が不活性油である油中水エマル
ジョン中でＰＣＲ反応が実行されることがある。これにより、油キャリア相と適合しない
利用可能な方法、例えば蛍光活性化細胞ソーティング（ＦＡＣＳ）により小滴（ｄｒｏｐ
ｌｅｔ）リアクタが検出され、定量化され、かつソートされるのが妨げられる。本開示は
、上記の問題に対処し、関連する利点を提供する。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　本明細書中に記載される、多重エマルジョン核酸増幅と呼ばれる方法およびシステムに
より、生体系内に含有される核酸が、核酸増幅技術、例えばＰＣＲで検出される配列に基
づいて、検出され、定量化され、および／またはソートされ得る。核酸は、浮遊性であっ
てもよいし、粒子、ウイルス、および細胞を含む生物構造体または非生物構造体内に含有
されていてもよい。核酸として、例えばＤＮＡまたはＲＮＡが挙げられ得る。本開示は部
分的に、核酸増幅技術、例えばＰＣＲが、多重エマルジョン微小滴および巨大単ラメラ小
胞（ＧＵＶ）内で、多重エマルジョン微小滴およびＧＵＶの完全性を破壊することなく実
行され得るという驚くべき発見に基づいている。本開示の方法を実行するのに用いられる
システムおよび装置もまた提供される。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　例示的な実施形態において、開示される方法は、細胞、ウイルス、および／または核酸
の異質集団を含み得るサンプルを、複数の多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶ内に封入
することを含み、各多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶは、不混和性の殻によって囲ま
れている第１の混和性相流体を含み、多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶは、第２の混
和性相キャリア流体内に位置を定められる。一部の実施形態において、例えば、調節され
た数の細胞、ウイルス、および／または核酸が、多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶ内
に封入されるように、サンプルは、封入の前に希釈され得る。核酸増幅試薬、例えばＰＣ
Ｒ試薬が、本明細書中に記載される方法の１つまたは複数を用いて、封入の時に多重エマ
ルジョン微小滴またはＧＵＶに加えられてもよいし、後で多重エマルジョン微小滴または
ＧＵＶに加えられてもよい。その後、多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶは、多重エマ
ルジョン微小滴またはＧＵＶが、目的の標的、例えば、目的の細胞、ウイルス、または核
酸に対応する核酸を含有するならば、多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶが検出可能に
標識される、例えば、蛍光発生アッセイ、例えば増幅ＤＮＡのＳｙｂｒ染色またはＴａｑ
Ｍａｎ　ＰＣＲの結果として蛍光標識されるような核酸増幅条件に供される。標的核酸ま
たは標的核酸を含む実体を回収するために、検出可能に標識された多重エマルジョン微小
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滴またはＧＵＶは、マイクロフルイディック技術（例えば、誘電泳動、膜バルブその他）
または非マイクロフルイディック技術（例えばＦＡＣＳ）を用いてソートされ得る。
【０００６】
　本開示に従う多重エマルジョン微小滴は、例えば、（１）例えば、細胞、ウイルス、お
よび／または核酸を、核酸増幅試薬と共に含む混和性相流体を、マイクロフルイディック
装置のチャンネル内に流すこと；（２）混和性相流体を、不混和性相流体と、例えば一重
エマルジョン小滴メーカーを用いて、接触させること（核酸および増幅試薬の混和性相流
体溶液の、不混和性相流体との接触により、不混和性相流体によって囲まれている混和性
相微小滴（例えば一重エマルジョン微小滴）が形成される）；（３）不混和性相流体によ
って囲まれている混和性相微小滴を、マイクロフルイディック装置のチャンネル内に流す
こと；（４）不混和性相流体によって囲まれている混和性相微小滴を、混和性相キャリア
流体と、例えば二重エマルジョン小滴メーカーを用いて、接触させること（不混和性相流
体によって囲まれている混和性相微小滴の、混和性相キャリア流体との接触により、多重
エマルジョン微小滴（例えば二重エマルジョン微小滴）が形成され、各多重エマルジョン
微小滴は、不混和性相流体によって囲まれている混和性相微小滴を含み、不混和性相流体
は、混和性相キャリア流体によって囲まれている）によって、形成され得る。ＧＵＶは、
脱濡れ（ｄｅｗｅｔｔｉｎｇ）を経るように多重エマルジョン微小滴を誘導することによ
って、多重エマルジョン微小滴から生成され得、不混和性相流体は除去されて、界面活性
剤の膜が残り、小さな不混和性相小滴が、膜の外側に付着する。本方法の１つまたは複数
のステップが、マイクロフルイディック制御下で実行され得る。
【０００７】
　一部の実施形態において、ウイルスを含むサンプルが、多重エマルジョン微小滴または
ＧＵＶ内に封入されて、核酸増幅条件、例えばＰＣＲ条件に供される。一部の実施形態に
おいて、封入されたウイルスは、１つまたは複数のウイルス溶解技術、例えばプロテイナ
ーゼｋ消化または熱溶解にかけられる。目的のウイルスに特異的な核酸増幅アッセイによ
り、目的のウイルスを含有する多重エマルジョン微小滴もしくはＧＵＶ、または目的のウ
イルスに起源する核酸が、検出可能に標識され得、例えば、蛍光標識され得る。その後、
ウイルスおよび／またはウイルスの核酸は、多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶをソー
トして、微小滴破裂を介して、例えば化学的手段または電気的手段により、内容物を回収
することによって、回収され得る。
【０００８】
　一部の実施形態において、細胞を含むサンプルが、多重エマルジョン微小滴またはＧＵ
Ｖ内に封入されて、核酸増幅条件、例えばＰＣＲ条件に供される。一部の実施形態におい
て、封入された細胞は、１つまたは複数の細胞溶解技術、例えばプロテイナーゼｋ消化ま
たは熱溶解にかけられる。目的の細胞に特異的な核酸増幅アッセイにより、目的の細胞を
含有する多重エマルジョン微小滴もしくはＧＵＶ、または目的の細胞に起源する核酸が、
検出可能に標識され得、例えば、蛍光標識され得る。その後、細胞および／または細胞の
核酸は、多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶをソートして、微小滴破裂を介して、例え
ば化学的手段または電気的手段により、内容物を回収することによって、回収され得る。
【０００９】
　一部の実施形態において、核酸（例えばＤＮＡおよび／またはＲＮＡ）を含むサンプル
が、多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶ内に封入されて、核酸増幅条件、例えば、ＰＣ
Ｒ条件またはＲＴ－ＰＣＲ条件に供される。目的の核酸に特異的なＰＣＲまたはＲＴ－Ｐ
ＣＲアッセイにより、目的の核酸を含有する小滴が、検出可能に標識され得、例えば、蛍
光標識され得る。その後、目的の核酸は、多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶをソート
して、微小滴破裂を介して、例えば化学的手段または電気的手段により、内容物を回収す
ることによって、回収され得る。
【００１０】
　本明細書中に記載されるような、多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶ内で実行され得
るさらなる核酸増幅反応として、例えば、多重置換増幅（ＭＤＡ）、鎖置換増幅（ＳＤＡ
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）、およびローリングサークル増幅（ＲＣＡ）が挙げられる。
【００１１】
　本開示に従う方法の一態様において、標的核酸配列を富化する方法が提供され、当該方
法は、核酸を含むサンプルを、複数の多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶ内に封入する
ステップと；ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）試薬および複数のＰＣＲプライマーを、多
重エマルジョン微小滴またはＧＵＶ中に導入するステップと；ＰＣＲ増幅がＰＣＲ増幅産
物を生じさせるのに十分な条件下で多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶをインキュベー
トするステップであって、複数のＰＣＲプライマーは、１つまたは複数のプライマーであ
って、それぞれが、標的核酸配列によって含まれる１つまたは複数のオリゴヌクレオチド
にハイブリダイズする、１つまたは複数のプライマーを含み、ＰＣＲ増幅産物は、完全な
標的核酸配列を含まない、ステップと；インキュベート前に、またはインキュベート後に
、多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶ中に検出成分を導入するステップと；検出成分の
検出によってＰＣＲ増幅産物の有無を検出するステップであって、検出成分の検出とは、
ＰＣＲ増幅産物および標的核酸配列の存在を示す、ステップと；検出成分の検出に基づい
て、多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶをソートするステップであって、存在する場合
に、ＰＣＲ増幅産物および標的核酸配列を含む多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶを、
ＰＣＲ増幅産物および標的核酸配列を含まない多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶから
分離する、ステップと；存在する場合に、標的核酸配列の富化プールを提供するために、
ソートされた多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶから核酸配列をプールするステップと
を含む。これらのステップの１つまたは複数が、マイクロフルイディック制御下で実行さ
れ得る。
【００１２】
　主題の方法を実行する際に、いくつかの変形が使用され得る。例えば、広範な異なるＰ
ＣＲベースのアッセイ、例えば定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）が使用され得る。そのようなアッ
セイに用いられるプライマーの数および性質は、実行されることになるアッセイのタイプ
、生体サンプルの性質、および／または他の因子に少なくとも部分的に基づいて、変わり
得る。ある態様において、微小滴、例えば多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶに加えら
れ得るプライマーの数は、１から１００以上であり得、および／または約１から１００以
上の異なる遺伝子（例えばオンコジーン）を検出するためのプライマーを含み得る。その
ようなプライマーに加えて、またはその代わりに、１つまたは複数のプローブ（例えばＴ
ａｑＭａｎ（登録商標）プローブ）が、主題の方法を実行するのに使用され得る。
【００１３】
　本明細書中で用いられる用語「滴」、「小滴」、および「微小滴」は、少なくとも第１
の流体相、例えば水性相（例えば水）を含有し、これが、第１の流体相と不混和性である
第２の流体相（例えば油）によって囲まれている、小さな、略球形のマイクロ区画を指す
のに互換的に用いられ得る。一部の実施形態において、第２の流体相は、不混和性相キャ
リア流体となろう。例えば多重エマルジョン微小滴を含む微小滴は、一般に、直径が約０
．１から約１０００μｍに及び、細胞、ＤＮＡ、酵素、および他の成分を封入するのに用
いられ得る。一部の実施形態において、微小滴、例えば多重エマルジョン微小滴は、直径
が約１．０μｍから１０００μｍを含み、例えば１．０μｍから７５０μｍ、１．０μｍ
から５００μｍ、１．０μｍから１００μｍ、１．０μｍから１０μｍ、または１．０μ
ｍから５μｍを含む。したがって、先の用語は、マイクロフルイディック装置内で、マイ
クロフルイディック装置で、またはマイクロフルイディック装置によって生産される微小
滴、例えば多重エマルジョン微小滴を指すのに用いられ得る。
【００１４】
　二重エマルジョン微小滴から形成され得るＧＵＶは概して、由来する二重エマルジョン
微小滴と類似したサイズである。したがって、本開示に従うＧＵＶは、直径が約０．１か
ら約１０００μｍに及び得る。
【００１５】
　微小滴、例えば多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶは、それ自体が変動してよく、大
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きさ、組成、含有量等が変動することを含む。微小滴またはＧＵＶは、一般に、内部容量
が約０．００１から１０００ピコリットル以上であってよく、例えば、約０．００１ピコ
リットルから約０．０１ピコリットル、約０．０１ピコリットルから約０．１ピコリット
ル、約０．１ピコリットルから約１ピコリットル、約１ピコリットルから約１０ピコリッ
トル、約１０ピコリットルから約１００ピコリットル、または約１００ピコリットルから
約１０００ピコリットル以上である。さらに、微小滴は、界面活性剤および／または粒子
によって安定化されてもよいし、安定化されなくてもよい。
【００１６】
　試薬が微小滴、例えば多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶに加えられる手段は、大い
に異なり得る。試薬は、１ステップで、または複数ステップ、例えば２ステップ以上、４
ステップ以上、または１０ステップ以上で加えられてよい。ある態様において、試薬は、
１つまたは複数の封入ステップおよび破裂ステップを介して、多重エマルジョン微小滴ま
たはＧＵＶに加えられ得る。例えば、一部の実施形態において、開示される方法は、適切
なサンプル、例えばウイルス、細胞、または核酸を、第１の多重エマルジョン微小滴また
はＧＵＶ内に封入するステップと、１つまたは複数の試薬および第１の多重エマルジョン
微小滴またはＧＵＶを、第２の多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶ内に封入するステッ
プと、第１の多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶを破裂させることによって、サンプル
を１つまたは複数の試薬と接触させるステップとを含み得る。
【００１７】
　そのような一実施形態において、細胞は、二重エマルジョンまたはＧＵＶ中に、適切な
溶解バッファと共に封入されて、細胞溶解および／またはタンパク質消化に十分な条件下
でインキュベートされて、プロテアーゼを不活化するために加熱される。その後、二重エ
マルジョンまたはＧＵＶは、適切な核酸増幅試薬を含有する二重エマルジョンまたはＧＵ
Ｖ中に封入されて、内容物を封入二重エマルジョンまたはＧＵＶ中に放出するように破裂
されることによって、細胞溶解物が核酸増幅試薬と混合され得る。その後、存続する二重
エマルジョンまたはＧＵＶは、核酸増幅に適した条件下でインキュベートされ得る。
【００１８】
　先の方法に対する変形として、細胞が、一重エマルジョン中に、適切な溶解バッファと
共に封入されてよい。自由選択のプロテアーゼ不活化ステップの後、一重エマルジョンは
続いて、小滴溶込みを介して、適切な核酸増幅試薬を含有する一重エマルジョンと溶け込
み得る。その後、溶け込んだ一重エマルジョン微小滴は、以降の核酸増幅用の二重エマル
ジョンまたはＧＵＶ中に封入され得る。これ以外にも、細胞は、一重エマルジョン中に、
適切な溶解バッファと共に封入されてから、場合によってはプロテアーゼ不活化ステップ
の後に、核酸増幅試薬含有二重エマルジョンまたはＧＵＶ中に封入され得る。一重エマル
ジョン中への封入ステップおよび二重エマルジョン中への封入ステップが、同じマイクロ
フルイディック装置で実行されてもよいし、流体工学的に連結されていても連結されてい
なくてもよい２つ以上の異なるマイクロフルイディック装置を用いて実行されてもよいこ
とに留意すべきである。
【００１９】
　一部の実施形態において、開示される方法は、１つまたは複数の試薬を、第１の多重エ
マルジョン微小滴またはＧＵＶ内に封入するステップと、適切なサンプル、例えばウイル
ス、細胞、または核酸、および第１の多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶを、第２の多
重エマルジョン微小滴またはＧＵＶ内に封入するステップと、第１の多重エマルジョン微
小滴またはＧＵＶを破裂させることによって、サンプルを１つまたは複数の試薬と接触さ
せるステップとを含み得る。
【００２０】
　一部の実施形態において、開示される方法は、試薬を第２の多重エマルジョン微小滴ま
たはＧＵＶに加えるステップを含み得、この加えるステップは、試薬を含む第１の多重エ
マルジョン微小滴またはＧＵＶを、第２の多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶ内に封入
することと、第２の多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶ内の第１の多重エマルジョン微
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小滴またはＧＵＶを破裂させて、試薬を第２の多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶの内
容物と接触させることとを含む。
【００２１】
　先に述べられるように、一重エマルジョン小滴が、開示される方法の一部として利用さ
れる場合、一重エマルジョン小滴に利用可能な種々の技術が利用され得、例えば、本明細
書中でより完全に記載される、液滴合一（ｄｒｏｐｌｅｔ　ｃｏａｌｅｓｃｅｎｃｅ）、
ピコインジェクション、多重液滴合一等を含む。ある実施形態において、試薬は、注入流
体それ自体が電極として機能する方法によって、加えられる。注入流体は、そのように用
いられることを可能にする１つまたは複数のタイプの溶解電解質を含有し得る。注入流体
それ自体が電極として機能する場合、試薬を小滴に加える目的の、マイクロフルイディッ
クチップ内の金属電極の必要が、なくなり得る。ある実施形態において、注入流体は電極
として機能しないが、１つまたは複数の液体電極が、金属電極の代わりに利用される。
【００２２】
　種々の異なる検出成分を用いて、核酸増幅産物の有無を検出する種々の方法が、使用さ
れ得る。目的の検出成分として、フルオレセインおよびその誘導体；ローダミンおよびそ
の誘導体；シアニンおよびその誘導体；クマリンおよびその誘導体；Ｃａｓｃａｄｅ　Ｂ
ｌｕｅおよびその誘導体；Ｌｕｃｉｆｅｒ　Ｙｅｌｌｏｗおよびその誘導体；ＢＯＤＩＰ
Ｙおよびその誘導体等が挙げられるが、これらに限定されない。例示的なフルオロフォア
として、インドカルボシアニン（Ｃ３）、インドジカルボシアニン（Ｃ５）、Ｃｙ３、Ｃ
ｙ３．５、Ｃｙ５、Ｃｙ５．５、Ｃｙ７、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ、Ｐａｃｉｆｉｃ　Ｂｌｕ
ｅ、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ　４８８、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　３５５、Ａｌｅｘａ
　Ｆｌｕｏｒ　４８８、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５３２、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５
４６、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ－５５５、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５６８、Ａｌｅｘａ
　Ｆｌｕｏｒ　５９４、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６
６０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６８０、ＪＯＥ、Ｌｉｓｓａｍｉｎｅ、Ｒｈｏｄａｍｉ
ｎｅ　Ｇｒｅｅｎ、ＢＯＤＩＰＹ、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、カ
ルボキシフルオレセイン（ＦＡＭ）、フィコエリトリン、ローダミン、ジクロロローダミ
ン（ｄＲｈｏｄａｍｉｎｅ）、カルボキシテトラメチルローダミン（ＴＡＭＲＡ）、カル
ボキシ－Ｘ－ローダミン（ＲＯＸ）、ＬＩＺ、ＶＩＣ、ＮＥＤ、ＰＥＴ、ＳＹＢＲ、Ｐｉ
ｃｏＧｒｅｅｎ、ＲｉｂｏＧｒｅｅｎ等が挙げられる。検出成分として、ビーズ（例えば
、磁気ビーズまたは蛍光ビーズ、例えばＬｕｍｉｎｅｘビーズ）等が挙げられ得る。ある
態様において、検出は、サーマルサイクリング中に固定位置にて微小滴を、繰り返して画
像化され得るように保持することを含み得る。そのような繰り返される画像化は、本明細
書中でより完全に記載されるＭｅｇａｄｒｏｐｌｅｔ　Ａｒｒａｙの使用を含み得る。あ
る態様において、検出は、１つまたは複数の細胞を、１つまたは複数の微小滴、例えば１
つまたは複数の多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶ中で固定し、および／または透過化
処理することを含み得る。
【００２３】
　本明細書中で開示される方法に適した対象として、哺乳類、例えばヒトが挙げられる。
対象は、疾患症状の臨床像を示し、または疾患であると診断された対象であり得る。ある
態様において、対象は、癌と診断され、癌の臨床像を示し、または１つもしくは複数の因
子、例えば家族の病歴、環境曝露、遺伝的突然変異、ライフスタイル（例えば、食事およ
び／または喫煙）、１つもしくは複数の他の疾患症状の存在等のために、癌を発病するリ
スクがあると判定される対象であってよい。ある態様において、対象は、微生物感染して
いると診断され、微生物感染症の臨床像を示し、または１つもしくは複数の因子、例えば
家族の病歴、環境曝露、遺伝的突然変異、ライフスタイル（例えば、食事および／または
移動）、１つもしくは複数の他の疾患症状の存在等のために、微生物感染症を発病するリ
スクがあると判定される対象であってよい。ある態様において、対象は、ウイルス感染し
ていると診断され、ウイルス感染症の臨床像を示し、または１つもしくは複数の因子、例
えば家族の病歴、環境曝露、遺伝的突然変異、ライフスタイル（例えば、食事および／ま
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たは移動）、１つもしくは複数の他の疾患症状の存在等のために、ウイルス感染症を発病
するリスクがあると判定される対象であってよい。
【００２４】
　マイクロフルイディックシステムおよびマイクロフルイディック装置もまた、本開示に
よって提供される。ある態様において、本開示に従うマイクロフルイディックシステムは
、例えば、サンプルローディング領域、例えば細胞ローディング領域；サンプルローディ
ング領域と流体連通する一重エマルジョン小滴メーカー、二重エマルジョン小滴メーカー
；核酸増幅領域、および検出領域を備える。一部の実施形態において、二重エマルジョン
小滴メーカーは、一重エマルジョン小滴メーカーと流体連通している。他の実施形態にお
いて、これは、一重エマルジョン小滴メーカーに流体工学的に連結されない異なるシステ
ム構成要素として提供され得る。一部の実施形態において、核酸増幅領域は、サーマルサ
イクラーを備え得る。一部の実施形態において、核酸増幅領域は、二重エマルジョン小滴
メーカーに流体工学的に連結される。一部の実施形態において、システムは、検出領域を
備え、これは、核酸増幅領域由来の反応産物の有無を検出し、かつ核酸増幅領域に流体工
学的に連結され得る。一部の実施形態において、システムは、一重エマルジョン小滴メー
カーに流体工学的に連結された１つまたは複数のチャンバを備える。そのようなチャンバ
は、例えば、第１の試薬を一重エマルジョン微小滴に加える手段、および／または発熱体
を備え得る。一部の実施形態において、システムは、核酸増幅領域に流体工学的に連結し
たソーティング領域または検出／ソーティング領域の組合せを備える。一部の実施形態に
おいて、「オンチップ」ソーティング領域の代わりに、またはこれに加えて、微小滴のソ
ーティングが、「オフチップ」で起こり得る。例えば、水性相中不混和性相中水性相の二
重エマルジョンの場合、オフチップフローサイトメトリ装置、例えばＦＡＣＳ装置が、ソ
ーティングに利用され得る。一部の実施形態において、先に記載される１つまたは複数の
要素を備えるシステムが、１つまたは複数のマイクロフルイディック装置において具体化
される。
【００２５】
　本発明は、以下の詳細な説明から、添付の図面と共に読まれた場合に、最もよく理解さ
れ得る。図面に含まれるのは、以下の図である。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】本開示の一部の実施形態に従うツーステップ乳化を介した二重エマルジョン形成
を示す概略図である。パネルＡは、不混和性相中混和性相の一重エマルジョン、例えば、
油中水または水中油の一重エマルジョンの形成を概略的に表す。パネルＢは、不混和性相
中混和性相の一重エマルジョンの再注入後の、混和性相中不混和性相中混和性相の二重エ
マルジョン、例えば、水中油中水の二重エマルジョンまたは油中水中油の二重エマルジョ
ンの形成を概略的に表す。図１において別々の構成要素として表されているが、一重エマ
ルジョン小滴メーカーおよび二重エマルジョン小滴メーカーが、開示される装置、方法、
およびシステムの一部の実施形態において、単一のマイクロフルイディック装置内で流体
工学的に連結された構成要素として提供され得ることに留意すべきである。二重エマルジ
ョン微小滴の形成後、二重エマルジョン微小滴は、その後の核酸増幅のために収集される
。そのような核酸増幅は、マイクロフルイディック装置、例えば、一重エマルジョン小滴
メーカーおよび二重エマルジョン小滴メーカーの１つもしくは複数を備えるマイクロフル
イディック装置の核酸増幅領域において、または別個の核酸増幅装置において「オフチッ
プ（ｏｆｆ　ｃｈｉｐ）」で、起こり得る。
【図２】図１に示されるツーステップ乳化を介した二重エマルジョン形成の、より詳細な
実施形態を示す概略図である。図２、パネルＡは、ＰＣＲ試薬および核酸が、水性流体内
に入れられて、マイクロフルイディック装置のフローチャンネル中に導入される実施形態
を示す。一重エマルジョン小滴メーカーは、水性流体と不混和性である流体、例えば油を
導入して、ＰＣＲ試薬および核酸を含有する一重エマルジョン微小滴を形成する。その後
、一重エマルジョン微小滴は、マイクロフルイディック装置の第２のフローチャンネル中
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に再注入される（パネルＢ）。二重エマルジョン小滴メーカーは、水性流体と混和性であ
る流体、例えば水を、適切な界面活性剤、例えばデタージェントと共に導入して、ＰＣＲ
試薬および核酸を含有する二重エマルジョン微小滴を形成する。図２において別々の構成
要素として表されているが、一重エマルジョン小滴メーカーおよび二重エマルジョン小滴
メーカーが、開示される装置、方法、およびシステムの一部の実施形態において、単一の
マイクロフルイディック装置内で流体工学的に連結された構成要素として提供され得るこ
とに留意すべきである。二重エマルジョン微小滴の形成後、二重エマルジョン微小滴は、
その後のＰＣＲ増幅のために収集される。そのようなＰＣＲ増幅は、マイクロフルイディ
ック装置、例えば、一重エマルジョン小滴メーカーおよび二重エマルジョン小滴メーカー
の１つもしくは複数を備えるマイクロフルイディック装置に一体化されたサーマルサイク
ラーにおいて、または別個のサーマルサイクラーにおいて「オフチップ」で、起こり得る
。
【図３】本開示に従って二重エマルジョンを調製するのに用いられ得るマイクロフルイデ
ィック装置の「Ｍ－ジャンクション」部分の概略図である。
【図４】本開示に従って二重エマルジョンを調製するのに用いられ得るマイクロフルイデ
ィック装置の「Ｍ－ジャンクション」部分の別の概略図（左上）である。また、本開示に
従って二重エマルジョンを調製するのに用いられ得るマイクロフルイディック装置の「Ｍ
－ジャンクション」部分の画像（右下）を提供する図である。
【図５】マイクロフルイディック装置の「Ｍ－ジャンクション」部分の２つの画像である
。上部の画像は、２つの中間チャンネルが内側チャンネルよりも高い右下に示される構成
について、二重エマルジョンの形成において、油によって被包される内側相を示す。下部
の画像は、内側チャンネルと中間チャンネルの高さが同じである左下に示される構成につ
いて、内側相が油の外側にある、不完全な二重エマルジョン形成を示す。
【図６－１】本開示の実施形態に従う、例示的な二重エマルジョンまたはＧＵＶのＰＣＲ
ワークフローを示す概略図である。通常、野生型ＤＮＡおよび突然変異ＤＮＡの混合集団
が、二重エマルジョンまたはＧＵＶ中に封入されて、サーマルサイクルにかけられる。突
然変異ＤＮＡの増幅に由来するＰＣＲ産物に結合される場合に蛍光を発するＤＮＡ色素を
介して、突然変異ＤＮＡ配列を含有する二重エマルジョンまたはＧＵＶが同定される。１
つまたは少数のマイクロフルイディック装置を用いて、核酸分子（パネルＡ）が、ＰＣＲ
試薬と一緒に、二重エマルジョン微小滴またはＧＵＶ中に分散される（パネルＢ）。標準
的なＰＣＲマシンにおけるサーマルサイクル後、目的の単一（または複数）の鋳型を含有
する二重エマルジョンまたはＧＵＶが、増幅を経ることとなるが、何も有していない空の
二重エマルジョンまたはＧＵＶは、増幅されることとはならない。その後、二重エマルジ
ョンまたはＧＵＶのコア中に拡散することができ、かつアンプリコンを染色することがで
きるインターカレートＤＮＡ色素で、これらの二重エマルジョンまたはＧＵＶは染色され
得る（パネルＣ）。その後、これらの二重エマルジョンまたはＧＵＶは、「フロードロポ
メトリ（ｄｒｏｐｏｍｅｔｒｙ）」（パネルＤ）にかけられることによって、二重エマル
ジョンまたはＧＵＶがフローサイトメータ上で定量化され得る。サンプル中の明るい滴ま
たはＧＵＶのパーセンテージは、ポアソン統計に基づいて、目的の鋳型の絶対数を示し得
る。これらの明るい滴またはＧＵＶは、その後の用途、例えば配列決定のために、蛍光活
性化細胞ソーティング（ＦＡＣＳ）マシンを用いてソートされ得る。
【図６－２】本開示の実施形態に従う、例示的な二重エマルジョンまたはＧＵＶのＰＣＲ
ワークフローを示す概略図である。通常、野生型ＤＮＡおよび突然変異ＤＮＡの混合集団
が、二重エマルジョンまたはＧＵＶ中に封入されて、サーマルサイクルにかけられる。突
然変異ＤＮＡの増幅に由来するＰＣＲ産物に結合される場合に蛍光を発するＤＮＡ色素を
介して、突然変異ＤＮＡ配列を含有する二重エマルジョンまたはＧＵＶが同定される。１
つまたは少数のマイクロフルイディック装置を用いて、核酸分子（パネルＡ）が、ＰＣＲ
試薬と一緒に、二重エマルジョン微小滴またはＧＵＶ中に分散される（パネルＢ）。標準
的なＰＣＲマシンにおけるサーマルサイクル後、目的の単一（または複数）の鋳型を含有
する二重エマルジョンまたはＧＵＶが、増幅を経ることとなるが、何も有していない空の
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二重エマルジョンまたはＧＵＶは、増幅されることとはならない。その後、二重エマルジ
ョンまたはＧＵＶのコア中に拡散することができ、かつアンプリコンを染色することがで
きるインターカレートＤＮＡ色素で、これらの二重エマルジョンまたはＧＵＶは染色され
得る（パネルＣ）。その後、これらの二重エマルジョンまたはＧＵＶは、「フロードロポ
メトリ（ｄｒｏｐｏｍｅｔｒｙ）」（パネルＤ）にかけられることによって、二重エマル
ジョンまたはＧＵＶがフローサイトメータ上で定量化され得る。サンプル中の明るい滴ま
たはＧＵＶのパーセンテージは、ポアソン統計に基づいて、目的の鋳型の絶対数を示し得
る。これらの明るい滴またはＧＵＶは、その後の用途、例えば配列決定のために、蛍光活
性化細胞ソーティング（ＦＡＣＳ）マシンを用いてソートされ得る。
【図７】実施例１に記載される、熱溶解されて、Ｔｏｌ　Ａゲノム領域についてアッセイ
された大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）についての二重エマルジョンＰＣＲ蛍光読出しを示す図で
ある。図４は、ＰＣＲ増幅された二重エマルジョンの明視野画像（左）、ＦＩＴＣ読出し
（中央）、および重ね合わせ明視野ＦＩＴＣ読出し（右）を示す。
【図８】一重エマルジョンを二重エマルジョン内に封入するのに用いられ得る装置を示す
三次元概略図の２つの異なる図である。これは、一重エマルジョン、例えば油中水小滴が
導入されるチャンネルを備え、当該チャンネルは、更なる混和性相流体が加えられる大き
なチャンネル中に広がっている。これは、オリフィスを通して注入された滴をフォーカシ
ングして、不混和性相小滴内に封入されるようにして、二重エマルジョン、例えば水中油
中水の二重エマルジョンを形成する。
【図９】二重乳化装置を構築するのに用いられ得るＰＤＭＳスラブの２つの概略図である
。左のスラブは、２つの高さを有するチャンネルを有する。低いチャンネルは小滴再注入
および締付けチャンネル用であり（先の図参照）、高いチャンネルは、水性相および出口
用である。右のスラブは、高いチャンネルのみを有する。装置を完成させるために、スラ
ブはアラインされて、チャンネル同士が向き合うように相互に密閉される。装置は、プラ
ズマ酸化を用いて結合される。
【図１０】再注入された一重エマルジョンを二重エマルジョン内に封入する二重乳化装置
の顕微鏡画像である。再注入される一重エマルジョンは、上方から入って、装置の中央に
示される締付部において封入される。その後、二重エマルジョンとして抜け出、それらの
うち、装置の下部に向かう４つが示されている。
【図１１】開示される方法、システム、および装置に関連して二重エマルジョン微小滴を
生じさせるのに利用され得る同軸フローフォーカシング二重乳化装置の概略図（左）およ
び画像（右）である。内側相、中間相、およびキャリア相がジャンクションにて溶け込み
、高さの拡張およびキャリア相の高い流量により、内側相および中間相が同軸の円錐体を
生成する。円錐体は、単分散二重エマルジョンを引き裂く締付部を通してフローフォーカ
シングされる。３つの相の流量の比率を変えることで、小さな二重エマルジョン（左）お
よび大きな二重エマルジョン（右）が形成され得る。スケールバーは、５０μｍである
【図１２】平らな、空間的にパターン化されたマイクロフルイディクスを用いた二重エマ
ルジョン小滴メーカーの画像である。装置は、その上側半分が疎水性であり、かつその下
側半分が親水性であるように化学的にパターン化されて、上流のジャンクションにおいて
油中水小滴の生成を、そして下流のジャンクションにおいて水中油の二重乳化を可能にす
る。
【図１３】デジタルＰＣＲに関連して二重エマルジョンジェネレータを用いた用量反応曲
線である。ラムダＤＮＡが、１μＬあたり９５０コピーのＤＮＡの予想される範囲から、
１μＬあたり０．９２８コピーのＤＮＡまで、１：２に希釈されて、封入されて、記載さ
れるｄＰＣＲ技術を経た（ｎ＝３；エラーバー＝標準偏差）。
【図１４】二重エマルジョンデジタルＰＣＲおよびＭＥＳＡのワークフローの概略図であ
る。核酸または細胞を含むサンプルが、ツーステップ（図示）またはワンステップ（不図
示）の二重乳化を用いて、二重エマルジョン中に分配される。二重エマルジョンは、チュ
ーブ内に収集されてサーマルサイクルにかけられて、単一標的分子の封入の場合、標的を
含有する二重エマルジョン内でのデジタル増幅が生じる。その後、二重エマルジョンは、
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ＦＡＣＳ分析およびソーティングにかけられる。
【図１５－１】二重エマルジョンにおけるデジタルＰＣＲの図である。デジタルＰＣＲを
実行するのに用いられた二重エマルジョンの明視野および蛍光画像が左のパネルに示され
ており、右のパネルは、側方の散乱対前方の散乱としてプロットされた二重エマルジョン
のＦＡＣＳプロットを示しており、ゲート制御（ｇａｔｉｎｇ）パラメータが示されてい
る。赤色の事象は、最小蛍光ゲート（不図示）未満の蛍光を有する二重エマルジョンを意
味する一方、緑色の事象は、この閾値を超える強度を有する二重エマルジョンを意味する
。行は、ラベル付けされているように、標的ＤＮＡ濃度がピコグラムで異なるサンプルに
対応する。ＰＣＲ前に、蛍光ポジティブ事象は検出されないが、ＰＣＲ後、多くの蛍光ポ
ジティブ事象が検出され、事象の数は、標的ＤＮＡ濃度と比例する。
【図１５－２】二重エマルジョンにおけるデジタルＰＣＲの図である。デジタルＰＣＲを
実行するのに用いられた二重エマルジョンの明視野および蛍光画像が左のパネルに示され
ており、右のパネルは、側方の散乱対前方の散乱としてプロットされた二重エマルジョン
のＦＡＣＳプロットを示しており、ゲート制御（ｇａｔｉｎｇ）パラメータが示されてい
る。赤色の事象は、最小蛍光ゲート（不図示）未満の蛍光を有する二重エマルジョンを意
味する一方、緑色の事象は、この閾値を超える強度を有する二重エマルジョンを意味する
。行は、ラベル付けされているように、標的ＤＮＡ濃度がピコグラムで異なるサンプルに
対応する。ＰＣＲ前に、蛍光ポジティブ事象は検出されないが、ＰＣＲ後、多くの蛍光ポ
ジティブ事象が検出され、事象の数は、標的ＤＮＡ濃度と比例する。
【図１６】デジタルドロップレットＰＣＲプレソーティング（上部のパネル）、ならびに
ポジティブ収集物チャンネルについてのポストソーティング（中央のパネル）、およびネ
ガティブ収集物チャンネルについてのポストソーティング（下部）を実行するのに用いら
れた二重エマルジョンの画像である。集団のプレソーティングは、明るい小滴および薄暗
い小滴の混合液からなるが、ソーティング後、ポジティブ収集物はほぼ全てが明るい小滴
を含有し、ネガティブ収集物は早くから全てが薄暗い小滴を含有する。
【図１７】サンプルからラムダウイルスゲノムを検出して富化するのに用いられた二重エ
マルジョンのＦＡＣＳデータを示す図である。上部のパネルは、二重エマルジョンに相当
する大きな実体の明るい集団が示される、二重エマルジョンの側方の散乱対前方の散乱を
示す。下部のパネルは、ＳＳＣ×ＦＳＣプロットの右上にある「大きな」事象のゲート制
御集団についての側方の散乱対蛍光チャンネル（ＦＩＴＣ）を示す。ラムダウイルスの濃
度が上がるにつれ、より多くの二重エマルジョンが、下部のパネルにおいて左から右まで
比較することによって示されるような蛍光性であると検出される。
【図１８】ＨＩＶプロウイルスゲノム、遺伝子、ならびに小滴におけるゲノム検出および
ソートされた分子のｑＰＣＲ分析に用いられたプライマーの位置の図である。プロウイル
スは、ヒトゲノム内に、細胞によって異なり得る位置にて組み込まれる。サンプルは、約
１００ｋｂの分子にフラグメント化されて、分子は、プロウイルスゲノムを含有するかに
基づいてソートされる。ｇａｇプライマーセットが第１のソートに用いられて、収集され
た核酸が希釈されてから、ｅｎｖプライマーセットを用いて二度目のソートがされる。
【図１９】ＭＥＳＡを用いたヒトゲノムＤＮＡからのＨＩＶプロウイルスの富化の定量Ｐ
ＣＲ（ｐａｒ）測定値を示すグラフである。４つのパネルは、ｇａｇ、ｐｏｌ、ｅｎｖ、
およびＬＴＲのプライマーセットについてのｐａｒ測定値に対応する。赤色の曲線は、ヒ
トゲノムＤＮＡの元のサンプルに相当し、ＨＩＶプロウイルスは、サンプルあたり１０コ
ピーの割合で存在すると推定され、標準として用いられる。青色の曲線は、小滴ＭＤＡお
よびバッファ中での１００倍希釈の後にソートされたサンプルの測定値に対応するので、
青色および赤色の曲線に対応するサンプル中のＤＮＡの濃度は、ＵＶ分光計で測定される
のと等しい。青色および赤色の曲線は、約１２Ｃｔ曲線だけシフトされ、平均で、標的濃
度の約４０００×の差異に相当する。ソートされた物質を１００×補正すると、ＭＥＳＡ
富化サンプル中のプロウイルスは約４００，０００×増大したと推定される。サンプルは
、ＭＥＳＡの２連続ラウンドを用いてソートされた。
【図２０】パネル（Ａ）一重エマルジョン、およびパネル（Ｂ）二重エマルジョンの、Ｔ
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４についてのＴａｑＭａｎ　ＰＣＲの画像である。パネル（Ｃ）は、ＦＡＣＳソートから
回収された、Ｔ４を含有する蛍光二重エマルジョンを示す画像を提供する。パネル（Ｄ）
は、二重エマルジョンについての、ＳＳＣ－Ａ（側方の散乱領域）に対するＦＳＣ－Ａ（
前方の散乱領域）ｌｏｇ－ｌｏｇプロット、およびＦＩＴＣチャンネル蛍光頻度ヒストグ
ラムを示す。蛍光プロットは、ＦＳＣ－Ａ／ＳＳＣ－Ａプロット上の定義された領域にお
ける事象のゲート制御によって誘導される。ソートされた蛍光小滴のパーセンテージが示
される。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
　本明細書中に記載される、多重エマルジョン核酸増幅と呼ばれる方法およびシステムに
より、生体系内に含有される核酸が、核酸増幅技術、例えばＰＣＲで検出される配列に基
づいて、検出、定量化、および／またはソートされ得る。核酸は、浮遊性であってもよい
し、粒子、ウイルス、および細胞を含む生物構造体または非生物構造体内に含有されてい
てもよい。核酸として、例えばＤＮＡまたはＲＮＡが挙げられ得る。本開示の方法を実行
するのに用いられるシステムおよび装置もまた提供される。
【００２８】
　本発明をより詳細に説明する前に、本発明は、記載される特定の実施形態に限定されず
、したがって勿論、変化し得ることが理解されるべきである。また、本明細書中で用いら
れる専門用語は、特定の実施形態のみを説明することを目的としており、限定することは
意図されていないことも理解されるべきである。というのも、本発明の範囲は、添付の特
許請求の範囲によってのみ限定されることとなるからである。
【００２９】
　値の範囲が提供される場合、文脈上、そうでないとする明確な指示がない限り、当該範
囲の上限と下限との間に入る値もまたそれぞれ、下限の単位の１０分の１まで、具体的に
開示されていると理解される。明示される範囲内の明示されるあらゆる値または間に入る
あらゆる値と、明示される当該範囲内の明示される他のあらゆる値または間に入る他のあ
らゆる値との間のより狭い範囲がそれぞれ、本発明内に包含される。当該より狭い範囲の
上限および下限は、当該範囲内に独立して含まれても除外されてもよく、より狭い範囲内
に限界の一方もしくは双方が含まれ、またはどちらも含まれない範囲もまたそれぞれ、明
示される範囲内の具体的に除外されるあらゆる限界に従って、本発明内に包含される。明
示される範囲が、限界の一方または双方を含む場合、これらの含まれる限界の一方または
双方を除外する範囲もまた、本発明に含まれる。
【００３０】
　そうでないと定義されない限り、本明細書中で用いられる全ての技術用語および科学用
語は、本発明が属する技術の当業者によって一般的に理解されるものと同じ意味を有する
。本明細書中に記載されるものに類似する、またはこれと等価のあらゆる方法および材料
が、本発明の実行または試験に用いられ得るが、一部の潜在的かつ例示的な方法および材
料が、次に記載され得る。本明細書中で言及される全ての刊行物は、参照によって本明細
書中に組み込まれて、引用された刊行物に関連して、方法および／または材料が開示かつ
説明される。本開示は、矛盾がある場合において、組み込まれた刊行物のあらゆる開示に
優先することが理解される。
【００３１】
　本明細書中で、そして添付の特許請求の範囲中で用いられるように、単数形「ａ」、「
ａｎ」および「ｔｈｅ」は、文脈上、そうでないとする明確な指示がない限り、複数の指
示対象を含むことが留意されなければならない。ゆえに、例えば、「微小滴（ａ　ｍｉｃ
ｒｏｄｒｏｐｌｅｔ）」への言及は、複数のそのような微小滴を含み、「多重エマルジョ
ン微小滴（ｔｈｅ　ｍｕｌｔｉｐｌｅ－ｅｍｕｌｓｉｏｎ　ｍｉｃｒｏｄｒｏｐｌｅｔ）
」への言及は、１つまたは複数の多重エマルジョン微小滴への言及を含む、等である。
【００３２】
　さらに、特許請求の範囲は、あってもなくてもよいあらゆる要素を除外するように作成
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されている場合があることが留意される。したがって、この記述は、特許請求の範囲の要
素、または「否定的な」限定の使用の記載に関連して、「単独で」、「のみ」等の排他的
な専門用語の使用について、先行詞として機能することが意図される。
【００３３】
　本明細書中で考察される刊行物は、その開示についてのみ、本出願の出願日以前に提供
される。さらに、提供される刊行日は、実際の刊行日と異なる場合があり、独立して確認
される必要がある場合がある。そのような刊行物が、本開示の明確な、または潜在的な定
義または開示と矛盾する定義または開示を述べ得る場合において、本開示の定義が優先す
る。
【００３４】
　本開示を読めば即座に当業者に明らかとなるように、本明細書中に記載され、かつ示さ
れる個々の実施形態はそれぞれ、本発明の範囲または趣旨を逸脱しない範囲で、他のいく
つかの実施形態の何れかの特徴から容易に分離され得、またはこれと組み合わされ得る不
連続な構成要素および特徴を有する。列挙されたあらゆる方法が、列挙された事象の順序
で実行されてもよいし、論理的に可能である他のあらゆる順序で実行されてもよい。
【００３５】
方法
　先に要約されるように、本開示の態様は、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵ
Ｖを用いた、生体サンプル由来の成分の検出および／またはソートの方法を含む。態様は
、細胞、例えば正常な哺乳類細胞（例えば、非腫瘍細胞）、腫瘍細胞、例えば循環腫瘍細
胞（ＣＴＣ）、または微生物細胞の検出、定量化、および／または遺伝子型分析の方法を
含む。目的のさらなる実施形態は、細胞のＰＣＲベースの検出および／またはソーティン
グ、ウイルス粒子のＰＣＲベースの検出および／またはソーティング、ならびに核酸の異
質集団由来の核酸のＰＣＲベースの検出および／またはソーティングを含む。
【００３６】
　本明細書中で用いられる用語「生体サンプル」は、種々の源から得られる種々のサンプ
ル型を包含し、当該サンプル型は、生体材料を含有する。例えば、当該用語は、哺乳類の
対象、例えばヒト対象から得られる生体サンプル、および食物、水、または他の環境の源
その他から得られる生体サンプルを含む。当該定義は、生体起源の血液サンプルおよび他
の液体サンプル、ならびに固形組織サンプル、例えば生検標本もしくは組織培養体、また
はそれに由来する細胞、およびその後代を包含する。当該定義はまた、入手後にあらゆる
方法で、例えば試薬による処理、可溶化、またはある成分、例えばポリヌクレオチドの富
化によって操作されたサンプルを含む。用語「生体サンプル」は、臨床サンプルを包含し
、そしてまた、培養体中の細胞、細胞上澄み、細胞溶解物、細胞、血清、血漿、生体液、
および組織サンプルを含む。「生体サンプル」として、個体から得られた細胞、例えば、
細菌細胞または真核生物細胞；生体液、例えば血液、脳脊髄液、精液、唾液等；胆汁；骨
髄；皮膚（例えば皮膚生検）；および抗体が挙げられる。
【００３７】
　本明細書中でより完全に記載されるように、種々の態様において、主題の方法は、その
ような生体サンプル由来の種々の成分を検出するのに用いられ得る。目的の成分として、
細胞（例えば、循環細胞および／または循環腫瘍細胞）、ウイルス、ポリヌクレオチド（
例えばＤＮＡおよび／またはＲＮＡ）、ポリペプチド（例えばペプチドおよび／またはタ
ンパク質）、および生体サンプル中に存在し得る他の多くの成分が挙げられるが、これら
に必ずしも限定されない。
【００３８】
　本明細書中で用いられる「ポリヌクレオチド」または「オリゴヌクレオチド」は、ヌク
レオチドモノマーの線状ポリマーを指し、互換的に用いられ得る。ポリヌクレオチドおよ
びオリゴヌクレオチドは、種々の構造的構成の何れかを有することができ、例えば、一本
鎖、二本鎖、または双方の組合せであり、そしてより高次の分子内または分子間の二次／
三次構造、例えば、ヘアピン、ループ、三本鎖領域その他を有する。ポリヌクレオチドは
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典型的に、サイズが、「オリゴヌクレオチド」と通常呼ばれる場合の少数の単量体単位、
例えば５～４０から、数千単量体単位にまで及ぶ。ポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレ
オチドは、一連の文字（大文字または小文字）、例えば「ＡＴＧＣＣＴＧ」によって表さ
れる場合は常に、文脈からそうでないことが示されない、または明らかでない限り、ヌク
レオチドが左から右に５’→３’の順であること、そして「Ａ」はデオキシアデノシンを
表し、「Ｃ」はデオキシシチジンを表し、「Ｇ」はデオキシグアノシンを表し、「Ｔ」は
チミジンを表し、「Ｉ」はデオキシイノシンを表し、「Ｕ」はウリジンを表すことが理解
されよう。特に明記しない限り、専門用語および原子ナンバリング規則は、Ｓｔｒａｃｈ
ａｎおよびＲｅａｄ、Ｈｕｍａｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　２（Ｗｉｌ
ｅｙ－Ｌｉｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、１９９９）に開示されるものに従うこととなる。
【００３９】
　本明細書中で互換的に用いられる用語「ポリペプチド」、「ペプチド」、および「タン
パク質」は、あらゆる長さのアミノ酸のポリマー形態を指す。ＮＨ２は、ポリペプチドの
アミノ末端に存在する遊離アミノ基を指す。ＣＯＯＨは、ポリペプチドのカルボキシル末
端に存在する遊離カルボキシル基を指す。標準的なポリペプチド命名法を踏まえて、Ｊ．
Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．、２４３（１９６９）、３５５２～３５５９が用いられる。
【００４０】
　ある態様において、正常な細胞または腫瘍細胞、例えばＣＴＣを含む細胞を計数および
／または遺伝子型分析する方法が提供される。そのような方法の特徴が、マイクロフルイ
ディクスの使用である。
【００４１】
　先に要約されるように、本開示の方法は一般に、多重エマルジョン微小滴および／また
はＧＵＶ中での核酸増幅に続く、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶの検出お
よび／またはソーティングを含む。図１は、本開示の一部の実施形態に従うツーステップ
乳化を介した二重エマルジョン形成を示す概略図を示す。パネルＡは、不混和性相中混和
性相の一重エマルジョン、例えば、油中水または水中油の一重エマルジョンの形成を概略
的に表す。パネルＢは、不混和性相中混和性相の一重エマルジョンの再注入後の、混和性
相中不混和性相中混和性相の二重エマルジョン、例えば、水中油中水の二重エマルジョン
または油中水中油の二重エマルジョンの形成を概略的に表す。図１において別々の構成要
素として表されているが、一重エマルジョン小滴メーカーおよび二重エマルジョン小滴メ
ーカーが、開示される装置、方法、およびシステムの一部の実施形態において、単一のマ
イクロフルイディック装置内で流体工学的に連結された構成要素として提供され得ること
に留意すべきである。二重エマルジョン微小滴の形成後、二重エマルジョン微小滴は、そ
の後の核酸増幅のために収集される。そのような核酸増幅は、マイクロフルイディック装
置、例えば、一重エマルジョン小滴メーカーおよび二重エマルジョン小滴メーカーの１つ
もしくは複数を備えるマイクロフルイディック装置の核酸増幅領域において、または別個
の核酸増幅装置において「オフチップ」で、起こり得る。
【００４２】
　これ以外にも、二重エマルジョン微小滴の形成後、二重エマルジョン微小滴は、脱濡れ
条件に供されて、ＧＵＶが形成され、その中で二重エマルジョンの不混和性相流体が殻か
ら除去されて、界面活性剤の膜が取り残されて、小さな不混和性相の小滴が膜の外側に付
着し得る。
【００４３】
　図２は、図１に示されるツーステップ乳化を介した二重エマルジョン形成の、より詳細
な実施形態を示す概略図を示す。図２、パネルＡは、ＰＣＲ試薬および核酸が、水性流体
内に入れられて、マイクロフルイディック装置のフローチャンネル中に導入される実施形
態を示す。一重エマルジョン小滴メーカーは、水性流体と不混和性である流体、例えば油
を導入して、ＰＣＲ試薬および核酸を含有する一重エマルジョン微小滴を形成する。その
後、一重エマルジョン微小滴は、マイクロフルイディック装置の第２のフローチャンネル
中に再注入される（パネルＢ）。二重エマルジョン小滴メーカーは、水性流体と混和性で
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ある流体、例えば水を、適切な界面活性剤、例えばデタージェントと共に導入して、ＰＣ
Ｒ試薬および核酸を含有する二重エマルジョン微小滴を形成する。図２において別々の構
成要素として表されているが、一重エマルジョン小滴メーカーおよび二重エマルジョン小
滴メーカーが、開示される装置、方法、およびシステムの一部の実施形態において、単一
のマイクロフルイディック装置内で流体工学的に連結された構成要素として提供され得る
ことに留意すべきである。二重エマルジョン微小滴の形成後、二重エマルジョン微小滴は
、その後のＰＣＲ増幅のために収集される。そのようなＰＣＲ増幅は、マイクロフルイデ
ィック装置、例えば、一重エマルジョン小滴メーカーおよび二重エマルジョン小滴メーカ
ーの１つもしくは複数を備えるマイクロフルイディック装置に一体化されたサーマルサイ
クラーにおいて、または別個のサーマルサイクラーにおいて「オフチップ」で、起こり得
る。
【００４４】
　これ以外にも、二重エマルジョン微小滴の形成後、二重エマルジョン微小滴は、脱濡れ
条件に供されて、二重エマルジョンの不混和性相流体が殻から除去されて、界面活性剤の
膜が取り残されて、小さな不混和性相の小滴が膜の外側に付着し得る。
【００４５】
　サーマルサイクラーがマイクロフルイディック装置に一体化される実施形態について、
ＰＣＲ試薬を含有する多重エマルジョン微小滴またはＧＵＶが、ＰＣＲに有効な条件下で
小滴をインキュベートするチャンネル中に流されてよい。例えば、適切な条件は、６５℃
および９５℃に維持された種々の温度帯を蛇行するチャンネル中に多重エマルジョン微小
滴および／またはＧＵＶを流すことによって、達成され得る。多重エマルジョン微小滴お
よび／またはＧＵＶが温度帯を通って移動するにつれ、ＰＣＲに必要とされる温度が繰り
返される。ＰＣＲ反応の間、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶが核酸（これ
を検出するように選択プライマーが設計されている）を含有するならば、増幅が開始され
る。この特定のＰＣＲ産物の存在は、例えば、多重エマルジョン微小滴および／またはＧ
ＵＶの蛍光を切り替える（ｔｕｒｎ）蛍光出力によって、検出され得る。ゆえに、多重エ
マルジョン微小滴および／またはＧＵＶは、蛍光降下の存在を検出するために、例えばフ
ローサイトメトリを用いて、スキャンされ得る。ある態様において、多重エマルジョン微
小滴および／またはＧＵＶはまた、例えば、目的の滴を回収するのに小滴ソーティングを
用いて、ソートされ得る。ゆえに、現在の開示の命名法を用いて、先に記載されるステッ
プは、「マイクロフルイディック制御下で」実行される。すなわち、ステップは、１つも
しくは複数のマイクロフルイディック装置で、または１つもしくは複数のマイクロフルイ
ディック装置で少なくとも部分的に実行される。
【００４６】
　本明細書中に記載される方法に従う一重エマルジョン微小滴中の生体サンプル由来の成
分の初期の封入が、あらゆる好都合な手段によって達成されてよい。また、目的の封入ア
プローチとして、流体力学的にトリガーされる滴形成、およびＬｉｎｋら、Ｐｈｙｓ．Ｒ
ｅｖ．Ｌｅｔｔ．９２、０５４５０３（２００４）によって記載されるものが挙げられる
が、これらに限定されない。この文献の開示は、参照によって本明細書中に組み込まれる
。
【００４７】
　本開示の特定の方法の特徴は、細胞中に存在する特定のオリゴヌクレオチドおよび／ま
たは遺伝子、例えばオンコジーンの存在を検出するポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）ベー
スアッセイの使用である。目的のＰＣＲベースアッセイの例として、定量ＰＣＲ（ｑＰＣ
Ｒ）、定量蛍光ＰＣＲ（ＱＦ－ＰＣＲ）、多重蛍光ＰＣＲ（ＭＦ－ＰＣＲ）、単細胞ＰＣ
Ｒ、ＰＣＲ－ＲＦＬＰ／リアルタイム－ＰＣＲ－ＲＦＬＰ、ホットスタートＰＣＲ、ネス
テッドＰＣＲ、インサイチュポロニーＰＣＲ、インサイチュローリングサークル増幅（Ｒ
ＣＡ）、ブリッジＰＣＲ、ピコタイターＰＣＲ、エマルジョンＰＣＲ、および逆転写酵素
ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）が挙げられるが、これらに限定されない。他の適切な増幅法とし
て、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、転写増幅法、自家持続配列複製法、標的ポリヌクレオ
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チド配列の選択的増幅法、コンセンサス配列プライムポリメラーゼ連鎖反応（ＣＰ－ＰＣ
Ｒ）、任意プライムポリメラーゼ連鎖反応（ＡＰ－ＰＣＲ）、縮重オリゴヌクレオチドプ
ライムＰＣＲ（ＤＯＰ－ＰＣＲ）、および核酸ベース配列増幅（ＮＡＢＳＡ）が挙げられ
る。
【００４８】
　ＰＣＲベースアッセイは、特定の遺伝子、例えば特定のオンコジーンの存在を検出する
のに用いられてよい。そのようなアッセイでは、目的の各遺伝子に特異的な１つまたは複
数のプライマーが、各細胞のゲノムと反応する。当該プライマーは、特定の遺伝子に特異
的な配列を有するので、細胞のゲノムに相補的である場合にのみハイブリダイズして、Ｐ
ＣＲを開始することとなる。目的の遺伝子が存在し、かつプライマーがマッチするならば
、遺伝子の多くのコピーが生じる。特定の遺伝子が存在するかを判定するために、ＰＣＲ
産物は、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶの液体をプロービングするアッセ
イを通して、例えば、ＳｙｂｒＧｒｅｅｎまたは臭化エチジウムのようなインターカレー
ト色素で溶液を染色することによって、固体基板、例えばビーズ（例えば、磁気ビーズま
たは蛍光ビーズ、例えばＬｕｍｉｎｅｘビーズ）にＰＣＲ産物をハイブリダイズすること
によって、または分子間反応、例えばＦＲＥＴを通して検出することによって、検出され
得る。これらの色素、ビーズ等はそれぞれ、「検出成分」の例であり、核酸増幅産物、例
えばＰＣＲ産物の有無を検出するのに用いられるあらゆる成分を指すのに、本明細書中で
広く、そして一般的に用いられる用語である。
【００４９】
　これらの基本的なアプローチのいくつかの変形が、以下でより詳細に概説されることと
なる。
【００５０】
多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ中の細胞（例えば腫瘍細胞）の検出
　主題の方法の態様は、生体サンプル中の１つまたは複数の細胞または細胞サブセット（
例えば腫瘍細胞）の存在を検出することを含む。そのような方法は、例えば、細胞を多重
エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ内に封入するステップであって、多重エマルジ
ョン微小滴および／またはＧＵＶは、不混和性の殻によって囲まれている第１の混和性相
流体を含み、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶは、第２の混和性相キャリア
流体内に位置を定められる、ステップと；多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ
を、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ中での細胞の溶解をもたらすのに十分
な条件に供するステップと；核酸増幅に阻害効果を及ぼす１つまたは複数の物質を不活化
し、または取り除くのに十分な条件に、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶを
供するステップと；核酸増幅試薬を多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ中に導
入するステップと；多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶを、存在する場合に標
的核酸の増幅をもたらすのに十分な増幅条件に供するステップと；存在する場合に、標的
核酸の増幅に由来する増幅産物を検出するステップとを含んでよい。
【００５１】
　生体サンプル（例えば全血）は、あらゆる好都合な手段を用いて、対象から回収され得
る。生体サンプルは、例えば、プロセシングステップ、例えば遠心分離、濾過等を用いて
、細胞以外の成分を取り除くように処理されてよい。所望される場合、細胞は、多重エマ
ルジョン微小滴および／またはＧＵＶ中に封入される前に、１つまたは複数の抗体および
／またはプローブで染色されてよい。
【００５２】
　また、１つまたは複数の溶解剤が、細胞が破裂させられ得る条件下で、細胞を含有する
多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶに加えられることによって、ゲノムが放出
され得る。溶解剤は、細胞が多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ中に封入され
た後に、加えられてよい。あらゆる好都合な溶解剤、例えばプロテイナーゼＫまたは細胞
毒素が使用されてよい。特定の実施形態において、細胞は、多重エマルジョン微小滴およ
び／またはＧＵＶ内に、デタージェント、例えばトリトンＸ１００および／またはプロテ
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イナーゼＫを含有する溶解バッファと共封入されてよい。細胞が破裂させられ得る特定の
条件は、用いられる特定の溶解剤に応じて変わることとなる。例えば、プロテイナーゼＫ
が溶解剤として組み込まれるならば、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶは、
約３７～６０℃に約２０分間加熱されて、細胞が溶解し得、プロテイナーゼＫは細胞タン
パク質を消化することができ、その後、約９５℃に約５～１０分間加熱されて、プロテイ
ナーゼＫを不活化することができる。
【００５３】
　ある態様において、細胞溶解はまた、またはその代わりとして、溶解剤の添加を含まな
い技術に依存してもよい。例えば、溶解は、細胞の貫通、剪断、摩滅その他をもたらすよ
うに種々の幾何学的形状部分を使用し得る機械的技術によって達成されてよい。音響技術
等の他のタイプの機械的破壊が用いられてもよい。さらに、細胞を溶解させるのに熱的エ
ネルギーが用いられてもよい。細胞溶解をもたらすあらゆる好都合な手段が、本明細書中
に記載される方法に使用されてよい。
【００５４】
　検出されることになる各遺伝子および／または遺伝的マーカー、例えばオンコジーン用
のプライマーが、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ中に導入されてよい。そ
れゆえに、ある態様において、種々の遺伝子および／または遺伝的マーカー、例えば全て
のオンコジーン用のプライマーが、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ中に同
時に存在することによって、多重アッセイを実現することができる。多重エマルジョン微
小滴および／またはＧＵＶは、温度サイクルを受けるので、標的細胞、例えば癌細胞を含
有する多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶは、ＰＣＲを経ることとなる。これ
以外にも、等温核酸増幅法、例えば、ループ媒介等温増幅法（ＬＡＭＰ）、鎖置換増幅法
（ＳＤＡ）、ヘリカーゼ依存性増幅法（ＨＤＡ）、およびニッキング酵素増幅反応（ＮＥ
ＡＲ）が利用されてよい。ゲノム中に存在するオンコジーンおよび／または遺伝的マーカ
ーに対応するプライマーのみが、増幅を誘導して、多重エマルジョン微小滴および／また
はＧＵＶ中の当該オンコジーンおよび／または遺伝的マーカーの多くのコピーを生じさせ
ることとなる。当該増幅産物の存在の検出は、種々の方法によって、例えばＦＲＥＴを用
いることによって、インターカレート色素で染色することによって、またはビーズに付着
させることによって、達成され得る。多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶは、
光学的にプロービングされて、増幅産物が検出され得る。一部の実施形態において、多重
エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶの光学的プロービングは、初期の集団中に存在
する腫瘍細胞を計数すること、および／または各腫瘍細胞中に存在するオンコジーンの同
定を可能にすることを含んでよい。
【００５５】
　主題の方法は、生体サンプルが、目的の特定の細胞、例えば腫瘍細胞を含有するか否か
を判定するのに用いられ得る。ある態様において、主題の方法は、生体サンプル中に存在
する目的の細胞、例えば腫瘍細胞の数を定量化することを含んでよい。生体サンプル中に
存在する目的の細胞、例えば腫瘍細胞の数の定量化は、少なくとも部分的に、増幅産物が
検出された多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶの数に基づき得る。例えば、多
重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶは、微小滴の大部分が、０または１つの細胞
を含有すると予想される条件下で生産されてよい。１つの細胞も含有しない多重エマルジ
ョン微小滴および／またはＧＵＶは、本明細書中でより完全に記載される技術を用いて、
取り除かれ得る。先に概説されるＰＣＲステップを実行した後に、増幅産物を含有すると
検出された多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶの総数が計数されて、生体サン
プル中の目的の細胞、例えば腫瘍細胞の数が定量化されてよい。ある態様において、当該
方法はまた、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶの総数を計数して、目的の細
胞、例えば腫瘍細胞である、生体サンプル由来の細胞の割合またはパーセンテージを判定
することを含んでもよい。
【００５６】
　一部の実施形態において、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ中への増幅試
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薬の導入は、第２の混和性相キャリア流体中に増幅試薬を導入することを含み、増幅試薬
は、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶの第２の混和性相キャリア流体から、
不混和性の殻を通って、第１の混和性相流体中に拡散する。
【００５７】
　多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶをソートして、微小滴破裂を介して、例
えば、本明細書中により詳細に記載される化学的手段、電気的手段、または機械的手段に
より、内容物を回収することによって、目的の細胞および／または細胞物質は回収され得
る。本明細書中に記載されるものを含む、種々の適切なソーティング技術および関連する
装置が、増幅産物を含有する多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶをソートし、
かつ分離するのに利用され得る。
【００５８】
多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ中の核酸検出
　本明細書中で考察されるように、開示される方法は、種々の生体サンプル由来の、目的
の核酸、例えばＤＮＡまたはＲＮＡの検出に用いられる。そのような方法は、例えば、核
酸および増幅試薬を、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ内に封入するステッ
プであって、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶは、不混和性の殻によって囲
まれている第１の混和性相流体を含み、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶは
、第２の混和性相キャリア流体内に位置を定められる、ステップと；多重エマルジョン微
小滴および／またはＧＵＶを、核酸の増幅をもたらすのに十分な増幅条件に供するステッ
プと；核酸の増幅に由来する増幅産物を検出するステップとを含んでよい。一部の実施形
態において、第２の混和性相キャリア流体は、緩衝水性相キャリア流体であり、一部の実
施形態において、第１の混和性相流体および第２の混和性相流体は、同じである。増幅条
件は、ＰＣＲ条件、例えば、ＲＴ－ＰＣＲ条件、または等温増幅条件、例えば、ループ媒
介等温増幅（ＬＡＭＰ）条件、鎖置換増幅（ＳＤＡ）条件、ヘリカーゼ依存性増幅（ＨＤ
Ａ）条件、およびニッキング酵素増幅反応（ＮＥＡＲ）条件であってよい。
【００５９】
　目的の核酸は、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶをソートして、微小滴破
裂を介して、例えば、本明細書中により詳細に記載される化学的手段、電気的手段、また
は機械的手段により、内容物を回収することによって、回収され得る。本明細書中に記載
されるものを含む、種々の適切なソーティング技術および関連する装置が、増幅産物を含
有する多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶをソートし、かつ分離するのに利用
され得る。
【００６０】
　一態様において、標的核酸配列を富化する方法が提供され、当該方法は、核酸を含むサ
ンプルを、複数の多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ内に封入するステップと
；ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）試薬および複数のＰＣＲプライマーを、多重エマルジ
ョン微小滴および／またはＧＵＶ中に導入するステップと；ＰＣＲ増幅がＰＣＲ増幅産物
を生じさせるのに十分な条件下で多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶをインキ
ュベートするステップであって、複数のＰＣＲプライマーは、それぞれが、標的核酸配列
によって含まれる１つまたは複数のオリゴヌクレオチドにハイブリダイズする１つまたは
複数のプライマーを含み、ＰＣＲ増幅産物は、完全な標的核酸配列を含まない、ステップ
と；インキュベート前に、またはインキュベート後に、多重エマルジョン微小滴および／
またはＧＵＶ中に検出成分を導入するステップと；検出成分の検出によってＰＣＲ増幅産
物の有無を検出するステップであって、検出成分の検出とは、ＰＣＲ増幅産物および標的
核酸配列の存在を示す、ステップと；検出成分の検出に基づいて、多重エマルジョン微小
滴および／またはＧＵＶをソートするステップであって、存在する場合に、ＰＣＲ増幅産
物および標的核酸配列を含む多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶを、ＰＣＲ増
幅産物および標的核酸配列を含まない多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶから
分離する、ステップと；存在する場合に、標的核酸配列の富化プールを提供するために、
ソートされた多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶから核酸配列をプールするス



(26) JP 2018-505671 A 2018.3.1

10

20

30

40

50

テップとを含む。これらのステップの１つまたは複数が、マイクロフルイディック制御下
で実行され得る。
【００６１】
　先の方法は、例えば、ＰＣＲで検出可能なサブ配列の存在に基づいた、不均一系からの
ＤＮＡ分子の富化を可能にする。ＤＮＡ分子は短くてもよいし（例えば、何百ベース）、
長くてもよい（例えば、メガベース以上）。サンプルは、標的分子が微小滴内でデジタル
的に検出される（すなわち、各微小滴が０または１の標的分子を含有する）ように、微小
滴内に封入され得る。その後、微小滴は、例えば蛍光に基づいて、ソートされて、標的分
子が回収され得る。本方法は、ＤＮＡフラグメントの異質サンプルにおいて、例えばメガ
ベースの長さの順に、大きなゲノム領域を富化するのに用いられ得る。
【００６２】
　先の方法は、ＤＮＡを増幅するＰＣＲを実行する必要なしに、配列決定に十分な量のＤ
ＮＡを回収することを可能にする。例えば、ＰＣＲが、目的の配列またはエピジェネティ
ック因子を保存せず、または必要とされる長さ（例えば、ロングレンジＰＣＲの実際的な
限界は、＞約１０ｋｂである）の配列を回収することができない場合に、増幅フリーのＤ
ＮＡサンプル調製物が有用である。
【００６３】
　先の方法の別の用途は、エピジェネティック配列決定用にＤＮＡを富化することである
。ＤＮＡ上のエピジェネティックマークは、ＰＣＲによって保存されないので、配列決定
には、宿主の核酸に由来する非増幅ＤＮＡが必要とされる。先の方法により、ＰＣＲを実
行する必要なしに、配列決定に十分な量のＤＮＡが得られるので、エピジェネティックマ
ークを保存することができる。
【００６４】
　先の方法は、標的核酸の長さが、ロングレンジＰＣＲの実際的な限界を超える場合に、
例えば、核酸が約１０ｋｂよりも大きい場合に、および／またはＤＮＡ上のエピジェネテ
ィックマークを保存することが所望される場合に、特に有用性がある。一部の実施形態に
おいて、富化されることになる標的核酸は、長さが約１００ｋｂよりも大きく、例えば、
長さが約１メガベースよりも大きい。一部の実施形態において、富化されることになる標
的核酸は、長さが約１０ｋｂから約１００ｋｂ、約１００ｋｂから約５００ｋｂ、または
約５００ｋｂから約１メガベースである。
【００６５】
　増幅および／または精製の後、今後の分析用に、化学的手段および浸透圧手段の双方を
用いて、エマルジョンが壊されてよい。例えば、等容量の１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－パー
フルオロ－１－オクタノールが、精製サンプルに加えられて、ピペッティングまたはボル
テックスにより混合されてよい。その後、結果として生じた混合液は平衡し得、水性層が
、さらなる分析用に溶出されてよい。同様に、過剰の精製水が、ソート後のサンプルに加
えられて、混合されて、数時間室温でインキュベートされてよい。その後、結果として生
じた混合液は、目的の精製サンプルについて、直接分析され得る。
【００６６】
ＰＣＲ
　先に要約されるように、本発明の方法を実行する際に、細胞中、または核酸の異質サン
プル中に存在する、目的の特定の核酸、例えば、目的の遺伝子および／または遺伝的マー
カー、例えば、オンコジーンの存在を検出するのに、ＰＣＲベースアッセイが用いられる
。そのようなＰＣＲベースアッセイの条件は、様々に変化してよい。
【００６７】
　例えば、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶに加えられ得るＰＣＲプライマ
ーの数は、変わり得る。用語「プライマー」は、複数のプライマーを指してよく、そして
、天然に存在するかに拘らない、精製された制限消化物のような、または合成的に生産さ
れたオリゴヌクレオチドを指し、これは、核酸鎖に相補的であるプライマー伸長産物の合
成が触媒される条件下に置かれた場合に、相補鎖に沿う合成開始点として機能することが
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できる。そのような条件として、適切なバッファ（「バッファ」は、補因子であり、また
はｐＨ、イオン強度その他に影響を及ぼす置換基を含む）中での、そして適切な温度での
、４つの異なるデオキシリボヌクレオシド三リン酸、および重合誘導剤、例えばＤＮＡポ
リメラーゼまたは逆転写酵素の存在が挙げられる。プライマーは好ましくは、増幅におけ
る最大効率のために、一本鎖である。
【００６８】
　本明細書中で用いられる核酸配列の相補体は、核酸配列とアラインされた場合に、一方
の配列の５’末端が、他方の３’末端と対形成されるような「逆平行の結合」であるオリ
ゴヌクレオチドを指す。相補性は、完全である必要はない；安定した二本鎖は、ミスマッ
チした塩基対を含有してもよいし、マッチしない塩基を含有してもよい。核酸技術の当業
者であれば、実験に基づいて、例えばオリゴヌクレオチドの長さ、オリゴヌクレオチド中
のシトシン塩基およびグアニン塩基のパーセント濃度、イオン強度、ならびにミスマッチ
した塩基対の出現率を含む、いくつかの変数を考慮して、二本鎖安定性を判定することが
できる。
【００６９】
　多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶに加えられ得るＰＣＲプライマーの数は
、約１から約５００プライマー以上、例えば、約２から１００プライマー、約２から１０
プライマー、約１０から２０プライマー、約２０から３０プライマー、約３０から４０プ
ライマー、約４０から５０プライマー、約５０から６０プライマー、約６０から７０プラ
イマー、約７０から８０プライマー、約８０から９０プライマー、約９０から１００プラ
イマー、約１００から１５０プライマー、約１５０から２００プライマー、約２００から
２５０プライマー、約２５０から３００プライマー、約３００から３５０プライマー、約
３５０から４００プライマー、約４００から４５０プライマー、約４５０から５００プラ
イマー、または約５００プライマー以上に及んでよい。
【００７０】
　これらのプライマーは、１つまたは複数の目的の遺伝子、例えばオンコジーン用のプラ
イマーを含有してよい。目的の遺伝子用の、加えられるプライマーの数は、約１から５０
０プライマー、例えば、約１から１０プライマー、約１０から２０プライマー、約２０か
ら３０プライマー、約３０から４０プライマー、約４０から５０プライマー、約５０から
６０プライマー、約６０から７０プライマー、約７０から８０プライマー、約８０から９
０プライマー、約９０から１００プライマー、約１００から１５０プライマー、約１５０
から２００プライマー、約２００から２５０プライマー、約２５０から３００プライマー
、約３００から３５０プライマー、約３５０から４００プライマー、約４００から４５０
プライマー、約４５０から５００プライマー、または約５００プライマー以上であってよ
い。目的の遺伝子およびオンコジーンとして、ＢＡＸ、ＢＣＬ２Ｌ１、ＣＡＳＰ８、ＣＤ
Ｋ４、ＥＬＫ１、ＥＴＳ１、ＨＧＦ、ＪＡＫ２、ＪＵＮＢ、ＪＵＮＤ、ＫＩＴ、ＫＩＴＬ
Ｇ、ＭＣＬ１、ＭＥＴ、ＭＯＳ、ＭＹＢ、ＮＦＫＢＩＡ、ＥＧＦＲ、Ｍｙｃ、ＥｐＣＡＭ
、ＮＲＡＳ、ＰＩＫ３ＣＡ、ＰＭＬ、ＰＲＫＣＡ、ＲＡＦ１、ＲＡＲＡ、ＲＥＬ、ＲＯＳ
１、ＲＵＮＸ１、ＳＲＣ、ＳＴＡＴ３、ＣＤ４５、サイトケラチン、ＣＥＡ、ＣＤ１３３
、ＨＥＲ２、ＣＤ４４、ＣＤ４９ｆ、ＣＤ１４６、ＭＵＣ１／２、およびＺＨＸ２が挙げ
られるが、これらに限定されない。
【００７１】
　そのようなプライマーおよび／または試薬は、１つのステップにおいて、または複数の
ステップにおいて、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶに加えられてよい。例
えば、プライマーは、２つ以上のステップ、３つ以上のステップ、４つ以上のステップ、
または５つ以上のステップにおいて、加えられてよい。プライマーが１つのステップにお
いて加えられるか複数のステップにおいて加えられるかを問わず、プライマーは、溶解剤
の添加後、溶解剤の添加前、または溶解剤の添加と同時に、加えられてよい。溶解剤の添
加の前後に加えられる場合、ＰＣＲプライマーは、溶解剤の添加とは別個のステップにお
いて加えられてよい。
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【００７２】
　プライマーが多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶに加えられると、多重エマ
ルジョン微小滴および／またはＧＵＶは、ＰＣＲを可能にする条件下でインキュベートさ
れ得る。多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶは、プライマーを加えるのに用い
られたのと同じマイクロフルイディック装置でインキュベートされてもよいし、別個の装
置でインキュベートされてもよい。ある実施形態において、ＰＣＲ増幅を可能にする条件
下での多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶのインキュベーションは、細胞を封
入し、かつ溶解させるのに用いられるものと同じマイクロフルイディック装置で実行され
る。多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶのインキュベーションは、種々の形態
をとってよい。ある態様において、ＰＣＲミックスを含有する多重エマルジョン微小滴お
よび／またはＧＵＶは、ＰＣＲに有効な条件下で微小滴をインキュベートするチャンネル
中に流されてよい。チャンネル中に多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶを流す
のに、ＰＣＲに有効な温度に維持される種々の温度帯を蛇行するチャンネルを伴ってよい
。そのようなチャンネルは、例えば、２つ以上の温度帯を循環してよく、少なくとも１つ
の温度帯は、約６５℃に維持され、少なくとも１つの温度帯は、約９５℃に維持される。
多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶがそのような温度帯を通って移動するにつ
れ、ＰＣＲに必要とされる温度が繰り返される。温度帯の正確な数、および各温度帯の温
度は、所望のＰＣＲ増幅を達成するように、当業者によって容易に決定され得る。
【００７３】
　他の実施形態において、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶをインキュベー
ションするのに、Ｍｅｇａｄｒｏｐｌｅｔ　Ａｒｒａｙの使用を伴ってよい。そのような
装置では、チャンネル（例えばＰＤＭＳチャンネル）中にインデントされる何百、何千、
または何百万ものトラップのアレイが、サーマルシステム上に置かれる。チャンネルは、
加圧されることによって、ガスが逃げるのを妨げることができる。マイクロフルイディッ
クチャンネルの高さは、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶの直径よりも小さ
くて、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶに、平らなパンケーキ形状をとらせ
る。多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶが、占有されていないインデント上を
流れると、より下位の、エネルギー的により有利な曲率半径をとって、多重エマルジョン
微小滴および／またはＧＵＶをトラップ中に完全に引き入れる力が生じる。多重エマルジ
ョン微小滴および／またはＧＵＶを最密に充填して流すことによって、アレイ上の全ての
トラップが占有されることが確実にされる。装置全体は、ヒータを用いてサーマルサイク
ルにかけられてよい。
【００７４】
　ある態様において、ヒータとして、Ｐｅｌｔｉｅｒプレート、ヒートシンク、および制
御コンピュータが挙げられる。Ｐｅｌｔｉｅｒプレートは、印加電流を制御することによ
って、室温を上回る、または下回るチップの加熱または冷却を可能とする。制御され、か
つ再現性がある温度を確実にするために、コンピュータが、一体化された温度プローブを
用いてアレイの温度を監視することができ、そして必要に応じて加熱冷却するための印加
電流を調整することができる。金属（例えば銅）プレートにより、均一な加熱、および冷
却サイクル中の余熱の放散が可能となり、約１分未満で約９５℃から約６０℃にまで冷却
することができる。
【００７５】
　本発明の方法はまた、１つまたは複数のプローブを、多重エマルジョン微小滴および／
またはＧＵＶに導入することを含んでもよい。核酸に関して本明細書中で用いられる用語
「プローブ」は、標的核酸中の配列と二本鎖構造体を形成する標識オリゴヌクレオチドを
指し、これは、プローブ中の少なくとも１つの配列の、標的領域中の配列との相補性に起
因する。一部の実施形態において、プローブは、ポリメラーゼ連鎖反応を開始させるのに
用いられる配列に相補的な配列を含有しない。加えられるプローブの数は、約１から５０
０プローブ、例えば、約１から１０プローブ、約１０から２０プローブ、約２０から３０
プローブ、約３０から４０プローブ、約４０から５０プローブ、約５０から６０プローブ
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、約６０から７０プローブ、約７０から８０プローブ、約８０から９０プローブ、約９０
から１００プローブ、約１００から１５０プローブ、約１５０から２００プローブ、約２
００から２５０プローブ、約２５０から３００プローブ、約３００から３５０プローブ、
約３５０から４００プローブ、約４００から４５０プローブ、約４５０から５００プロー
ブ、または約５００プローブ以上であってよい。プローブは、１つまたは複数のプライマ
ーの添加の前に、添加に続いて、または添加の後に、多重エマルジョン微小滴および／ま
たはＧＵＶ中に導入されてよい。目的のプローブとして、ＴａｑＭａｎ（登録商標）プロ
ーブが挙げられるが、これに限定されない（例えば、Ｈｏｌｌａｎｄ，Ｐ．Ｍ．；Ａｂｒ
ａｍｓｏｎ，Ｒ．Ｄ．；Ｗａｔｓｏｎ，Ｒ．；Ｇｅｌｆａｎｄ，Ｄ．Ｈ．（１９９１）．
「Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　
ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｂｙ　ｕｔｉｌｉｚｉｎｇ　ｔｈｅ　５’－３’　
ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　Ｔｈｅｒｍｕｓ　ａｑｕａｔｉｃｕ
ｓ　ＤＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ．」ＰＮＡＳ，８８（１６）：７２７６～７２８０に
記載される）。
【００７６】
　ある実施形態において、ＲＴ－ＰＣＲベースアッセイは、細胞中に存在する、目的の特
定の転写物、例えばオンコジーンの存在を検出するのに用いられ得る。そのような実施形
態において、本明細書中に記載されるＰＣＲを実行するのに用いられる試薬に加えて、ｃ
ＤＮＡ合成に必須の逆転写酵素および他のあらゆる試薬が、多重エマルジョン微小滴およ
び／またはＧＵＶに加えられる（一括して、「ＲＴ－ＰＣＲ試薬」と呼ぶ）。ＲＴ－ＰＣ
Ｒ試薬は、本明細書中に記載される何れかの適切な方法を用いて、多重エマルジョン微小
滴および／またはＧＵＶに加えられる。ＲＴ－ＰＣＲ用の試薬が多重エマルジョン微小滴
および／またはＧＵＶに加えられると、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶは
、本明細書中に記載されるように、逆転写を可能にする条件に続いてＰＣＲを可能にする
条件下でインキュベートされてよい。多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶは、
ＲＴ－ＰＣＲ試薬を加えるのに用いられたのと同じマイクロフルイディック装置でインキ
ュベートされてもよいし、別個の装置でインキュベートされてもよい。ある実施形態にお
いて、ＲＴ－ＰＣＲを可能にする条件下での多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵ
Ｖのインキュベーションは、細胞を封入し、かつ溶解させるのに用いられるものと同じマ
イクロフルイディック装置で実行される。
【００７７】
　ある実施形態において、ＲＴ－ＰＣＲまたはＰＣＲ用に多重エマルジョン微小滴および
／またはＧＵＶに加えられる試薬としてさらに、ＲＴ－ＰＣＲ産物またはＰＣＲ産物を検
出することができる蛍光ＤＮＡプローブが挙げられる。あらゆる適切な蛍光ＤＮＡプロー
ブが用いられ得、ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ、ＴａｑＭａｎ（登録商標）、Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｂｅａｃｏｎｓ、およびＳｃｏｒｐｉｏｎプローブが挙げられるが、これらに限定さ
れない。ある実施形態において、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶに加えら
れる試薬として、複数のＤＮＡプローブ、例えば、２つの蛍光ＤＮＡプローブ、３つの蛍
光ＤＮＡプローブ、または４つの蛍光ＤＮＡプローブが挙げられる。複数の蛍光ＤＮＡプ
ローブの使用により、単回反応でのＲＴ－ＰＣＲ産物またはＰＣＲ産物の同時測定が可能
となる。
【００７８】
ダブルＰＣＲ
　稀な転写物を増幅させるために、本明細書中に記載される第１のステップのＲＴ－ＰＣ
ＲまたはＰＣＲ反応を経た多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶがさらに、第２
のステップのＰＣＲ反応にかけられてよい。一部の実施形態において、第１のステップの
ＲＴ－ＰＣＲまたはＰＣＲ反応を経た第１の多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵ
Ｖが、酵素（例えばＤＮＡポリメラーゼ）、ＤＮＡプローブ（例えば蛍光ＤＮＡプローブ
）、およびプライマーが挙げられるがこれらに限定されないさらなるＰＣＲ試薬を含有す
る第２の多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ内に封入されてから、第１の多重
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エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶが破裂される。ある実施形態において、さらな
るＰＣＲ試薬を含有する第２の多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶは、第１の
ステップのＲＴ－ＰＣＲまたはＰＣＲ反応を経た微小滴よりも大きい。このことは有益で
あり得る。なぜなら、例えば、これにより第２のステップのＰＣＲに対して阻害的となり
得る細胞成分の希釈が可能となるからである。第２のステップのＰＣＲ反応は、第１のス
テップの反応を実行するのに用いられるものと同じマイクロフルイディック装置で実行さ
れてもよいし、異なるマイクロフルイディック装置で実行されてもよい。
【００７９】
　一部の実施形態において、第２のステップのＰＣＲ反応に用いられるプライマーは、第
１のステップのＲＴ－ＰＣＲまたはＰＣＲ反応に用いられるものと同じプライマーである
。他の実施形態において、第２のステップのＰＣＲ反応に用いられるプライマーは、第１
のステップの反応に用いられるプライマーとは異なる。
【００８０】
デジタルＰＣＲ
　本明細書中に記載される方法および装置は、例えばデジタルＰＣＲを用いて、核酸を定
量化するのに用いられてよい。デジタルＰＣＲにおいて、サンプルがコンパートメント内
に隔離される場合に、ほとんどのコンパートメントが０または１つの標的分子を封入する
ように、溶液由来の標的核酸が希釈される。しかし、多くの場合、モデル化され得ること
を条件として、より高いローディング率が用いられてよい。また、標的核酸の増幅に十分
な試薬が、コンパートメント内に含まれて、コンパートメントは、増幅に適した条件に供
される。コンパートメントは、種々の構造を有することができ、基板内に作製されるマイ
クロウェルまたは単一のエマルジョン小滴が挙げられる。また、例えば、多重エマルジョ
ン微小滴、例えば、本開示の二重エマルジョンおよび／またはＧＵＶとして形成されても
よい。そのような一部の実施形態において、サンプルは、二重エマルジョン内に区画され
て、二重エマルジョンは増幅にかけられる。標的を含有する小滴は増幅を経る一方で、標
的を含有しない小滴は増幅を経ないので、核酸増幅産物を産出しない。検出成分が含まれ
るならば、標的を含む二重エマルジョンは、検出可能なシグナルで満たされて、例えばイ
メージングドロポメトリまたはフロードロポメトリによって、同定され得る。そのような
デジタルＰＣＲを実行するのに二重エマルジョンを用いる強力な利点は、二重エマルジョ
ンが、分配されたサンプルと混和性である水性キャリア相中に懸濁され得るので、市販の
フローサイトメータおよび蛍光活性化細胞ソーター（ＦＡＣＳ）を用いて容易に検出され
得、および／またはソートされ得ることである。
【００８１】
　本明細書中に記載されるように、これにより、サンプルからの標的実体の富化が可能と
なり、このことは、ソーティングが容易に達成されない他の方法では可能でない。開示さ
れる方法は、ほとんどの場合、蛍光性であり、かつ増幅を経たことで少なくとも単一の標
的核酸を含有した二重エマルジョンの画分を計数することによって、溶液中の核酸を定量
化するのに用いられ得る；確率論的な理由で、または、例えば、増幅反応の特異性に干渉
するゴミまたは他の混入物の封入のために、偽増幅が生じるおそれがある。また、Ｔａｑ
Ｍａｎプローブ、分子ビーコン、ＳＹＢＲ、および他の種類の検出成分が含まれてもよく
、これにより、標的内の異なる核酸配列の増幅を同時に検出するための多重光学スペクト
ルを用いることができ、または、複数の標的が、同じ二重エマルジョン中に封入されるこ
とで、場合によっては有利となり得る。
【００８２】
核酸の長さの測定
　本明細書中に記載される方法および装置は、溶液中の核酸の長さ分布を測定するのに用
いられ得る。これは、標的核酸の全長に沿った既知の距離の異なる領域にて、標的核酸に
アニールするプローブ配列を設計することによって、達成され得る。その後、プローブは
、標的核酸と混合されて、多重エマルジョン微小滴、例えば二重エマルジョンおよび／ま
たはＧＵＶ内に区画されてよい。各多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶは、例
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えば、既知の距離だけ離れた、標的上の２つの異なる領域の存在のシグナルを出す２つの
プライマーおよびプローブのセットを含有してよい。これは、プローブの異なる組合せに
ついて、異なる対が、標的の異なる距離および異なる領域をプロービングするように繰り
返されてよい。サンプルは、所望される場合、増幅、分析、およびソーティングにかけら
れてよい。分析において、当業者であれば、プローブの一方のみが関わるような増幅を経
ている多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶがある一方で、例えば、他方のプロ
ーブのみが関わるように増幅している多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶもあ
ることを見出すであろう。このことは、これらの多重エマルジョン微小滴および／または
ＧＵＶにおいて、一方のタイプがプローブのまさに一方のための領域を含む一方で、他方
のタイプが他方のプローブの領域を含有することを示唆している。この集団において、多
重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶはまた、双方のプローブが関わるような増幅
を経ている場合もあり、これは、その中の標的核酸が双方の領域を含有したことを示す。
同懸濁液において、勿論、増幅を経ないことでおそらく標的領域を含有しないものに加え
て、それぞれ３つのタイプの小滴の測定可能な画分を含む、多数の多重エマルジョン微小
滴および／またはＧＵＶがあることとなる。このデータは、溶液中の核酸の長さを推測す
るのに用いられ得る。
【００８３】
　例えば、溶液中の核酸が、分子全体として大部分が無傷であるならば、増幅を経た小滴
の大部分は、プローブおよびプライマーの双方のセットが関わるような増幅を示すことと
なるので、混合シグナルを示すこととなる。対照的に、核酸標的が高度にフラグメント化
されているならば、ほとんどの検出事象は、一方または他方のプローブによることとなり
、双方のプローブによる例はごく稀である。プローブ間の距離が既知であり得るので、当
業者であれば、溶液中の分子の長さおよびフラグメント化を推定することができる。この
プロセスが、異なる領域を標的とし、および／またはそれらの間の距離が異なる様々なプ
ローブセットで繰り返されて、標的核酸のフラグメント化をより完全に特徴付けることが
できる。
【００８４】
多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶにおけるＭＥＳＡ
　本明細書中に記載される方法は、標的核酸の配列分析のためのマイクロフルイディック
富化（ＭＥＳＡ）を実行するのに用いられ得る。これは、標的核酸を多重エマルジョン微
小滴および／またはＧＵＶ内に封入して、それらの小滴中で増幅を実行することで、小滴
が標的配列を含有する場合に蛍光シグナルを発する方法を用いることによって、達成され
る。その後、これらの小滴がソートされることによって、ソートされたプールにおいて核
酸が富化され得る。反応はまた、所望される場合、複数の異なるサブ配列を含有する分子
間で分化するように、マルチプレックス化されてよい。増幅はまた、配列決定を可能にす
るように、ソーティングの前に、ソーティングと同時に、またはソーティングの後に、ソ
ートされる核酸を増幅させるのに用いられてよい。
【００８５】
　本アプローチの重要な利点は、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ中で増幅
される領域が、「検出領域」として単純に用いられ得ることである。アンプリコンは、配
列決定にかけられる分子を含む必要はない。その代わりとして、標的分子が多重エマルジ
ョン微小滴および／またはＧＵＶ中に存在する場合に当該領域がシグナルを出すので、分
子全体が下流分析のために回収され得る。これは強力である。なぜなら、効率的に増幅さ
れるにはあまりに大きな核酸ですら、下流分析のために回収され得るからである。例えば
、今までのところまだ発見されていない微生物において、重要な生物学的経路、例えば、
シグナル伝達カスケードの一部と考えられる遺伝子が存在すると仮定する。目的は、この
経路に関与するタンパク質をコードする遺伝子を回収して、配列決定し、かつ研究するこ
とができるようにすることである。これは、既存の富化方法を用いて容易に達成され得な
い。なぜなら、知られていない微生物は、特異的に培養することができず、加えて、配列
の大部分が未知である経路は、経路全体を引き抜くにはあまりに小さい個々の遺伝子の他
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は、プローブがハイブリダイズする配列を知ることができないために、ハイブリダイゼー
ションプローブを用いて精製され得ないからである。しかしながら、これは、本明細書中
に記載されるＭＥＳＡ法を用いて達成され得る。
【００８６】
　一部の実施形態において、標的由来の核酸は、経路全体を内部に閉じ込めるほど十分大
きなサイズ、例えば、何十もしくは何百キロベース、またはメガベース以上の長さのフラ
グメントにフラグメント化されてよい。経路がフラグメント内に存在するならば、既知の
遺伝子を含有する可能性がある。ほとんどが標的を含有しないフラグメント化された核酸
は、本明細書中に記載される技術にかけられて、大部分が経路を含有しないので増幅を示
さない多重エマルジョン微小滴、例えば二重エマルジョンおよび／またはＧＵＶが生じる
一方で、稀な滴が経路を含有して、増幅を経る。その後、例えば、蛍光により明るい二重
エマルジョンをＦＡＣＳソートすることによって、ポジティブな小滴は回収され得る。そ
の後、これらは、さらなる操作、例えば、必要に応じて、特異的増幅および非特異的増幅
、デジタルＰＣＲまたは定量ＰＣＲによる定量化、ならびにＤＮＡ配列決定にかけられ得
る。他の富化戦略に勝るＭＥＳＡの強力な利点は、最大で全ゲノムのサイズですらある、
非常に大きな核酸が、何百もの塩基対のほんの何十と短い、既知の配列に基づいて検出さ
れ、かつ回収され得ることである。他の富化方法論はほとんど、配列についてのそのよう
な限られた情報量を用いて、異質プールからそのような大きな核酸配列を富化する能力を
有していない。
【００８７】
　当該方法はまた、個々のゲノムのＤＮＡ配列を同定するのに用いられてもよい。この実
施形態において、標的由来の核酸は、フラグメント化されて、ＰＣＲ試薬、および目的の
ＤＮＡ配列に特異的なプライマーと共に、多重エマルジョン微小滴、例えば二重エマルジ
ョンおよび／またはＧＵＶ内に封入されてよい。増幅の後、ポジティブ多重エマルジョン
微小滴および／またはＧＵＶは、ＦＡＣＳを用いて、個々のコンパートメント、例えばウ
ェルプレートアレイ中にソートされ得る。その後、個々のコンパートメントが、さらなる
操作、例えば特異的増幅または非特異的増幅にかけられてよい。その後、生じたアンプリ
コンは、次世代シーケンシング技術用の、またはサンガー配列決定法に直接用いられる材
料としてのライブラリを作成するのに用いられてよい。本技術は、例えば、個々の患者に
おいて見出されるレトロウイルス集団、例えばＨＩＶにおける遺伝的差異を同定するよう
に設計された方法に有用であろう。
【００８８】
　先で考察されるように、本明細書中に記載される方法は、デジタルＰＣＲ、および関係
する、配列分析のためのマイクロフルイディック富化（ＭＥＳＡ）に用いられ得る。一部
の実施形態において、核酸、ウイルス、細胞、粒子その他を含むサンプルが、マイクロフ
ルイディック二重乳化を用いて、二重エマルジョン内に分配される。二重エマルジョン小
滴は、リザーバ、例えばＰＣＲチューブ中に収集されて、サーマルサイクリング等の増幅
に適した条件下でインキュベートされる。等温法、例えばＭＤＡ、ＭＡＬＢＡＣ、ＬＡＭ
Ｐその他が用いられてもよい。標的核酸を含有する小滴と、標的核酸を含有しない小滴と
の間で蛍光の差異を誘導するために、蛍光リポータが小滴内に含まれてもよいし、キャリ
ア相に加えられてもよい。
【００８９】
　例えば、Ｓｙｂｒ　ｇｒｅｅｎが、二重エマルジョン中に分配されるように、キャリア
相に加えられてよい。二本鎖ＤＮＡの存在下でＳｙｂｒがかなり蛍光性になるので、増幅
を経た小滴は、経ていない小滴よりも蛍光でより明るくなることとなる。サンプル中の標
的分子の数を定量化するために、小滴は、フローサイトメトリ分析にかけられてもよいし
、蛍光活性化細胞ソーティング（ＦＡＣＳ）にかけられてもよい（図１４）。
【００９０】
　フローサイトメータ中を小滴が流れるにつれ、そのサイズおよび蛍光に関する情報が記
録され得る。標的分子が限界希釈にてロードされる例において、標的分子を含有すること
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で蛍光性であると検出されることとなる小滴もあれば、標的分子を含有しないことで薄暗
いと検出されることとなる小滴もある（図１４、左下に示される）。明るい～薄暗い小滴
の画分は、ポアソン分布に従って、元のサンプルにおける標的分子の出発濃度を推定する
のに用いられ得る。蛍光に基づいて小滴をソートするのにＦＡＣＳを用いることによって
、標的分子を含有する二重エマルジョンを回収することが、そして二重エマルジョンを壊
すことによって、標的分子を回収することが可能である。これは、核酸の大きな異質集団
をスクリーニングして、標的配列を選択的に回収するのに用いられ得る。
【００９１】
多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶのＰＣＲ活性化細胞ソーティング（ＰＡＣ
Ｓ）
　ＭＥＳＡ技術は、溶液からの裸の核酸の富化を可能にするが、類似のアプローチが、実
体の内部、例えば細胞、ウイルス、胞子、粒子その他の内部に含有される核酸に利用され
てよく、当該プロセスは、大部分が同じである。例えば、標的核酸を含む実体は、先に記
載されるように、多重エマルジョン微小滴、例えば二重エマルジョンおよび／またはＧＵ
Ｖ内に封入されて、標的核酸を増幅するのに十分な条件に供され得る。その後、多重エマ
ルジョン微小滴および／またはＧＵＶは、増幅に基づいてソートされて、標的を有する実
体が回収され得る。
【００９２】
　この技術を実体、とりわけ膜または保護殻を有する実体に利用する場合の重要な考慮点
は、特異的検出が生じる増幅に核酸がアクセス可能でなければならないことであり、これ
は特殊な手順を必要とする場合がある。例えば、実体は、核酸を放出する剤、例えばプロ
テアーゼ、リゾチーム、デタージェント、強塩基その他と共に、多重エマルジョン微小滴
および／またはＧＵＶ内に封入されてよい。実体はまた、多重エマルジョン微小滴および
／またはＧＵＶ内に封入されてから、溶解剤を含有する溶液中に浸漬されてもよく、これ
により、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶを通して殻が分割されて溶解が誘
導され得る。実体はまた、例えば、溶解剤中に浸漬され得るゲル粒子内に封入されてもよ
い。その後、実体の核酸を含有するであろう当該ゲル粒子は、増幅手順を介して、検出の
ための多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ内に封入されてよい。ゲルは、例え
ば、核酸をトラップする一方で試薬がゲルを通して拡散することを可能にするほど細孔サ
イズが十分に大きくなることを確実にすることによって、またはアガロースを用いる場合
のように、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶの加熱直後に溶融するのを可能
とすることによって、溶解または増幅反応を阻害しないように選択されてよい。また、所
望される場合、ゲルは官能化されて、普通であればゲルから漏出して検出不能となり得る
所望の細胞化合物、例えばＲＮＡ分子を付着する。標的核酸への増幅試薬のアクセスを可
能にするために実施され得るさらに別の手順は、電流を用いて細胞、ウイルス、粒子その
他を溶解させるものである。というのも、これらが多重エマルジョン微小滴および／また
はＧＵＶ中に封入されることになるからである。これは、例えば、電流が流れるチャンネ
ル中に細胞を流すことによって達成され得、これにより、細胞膜中に孔が生じて、例えば
、細胞溶解を促進させることができる。
【００９３】
生細胞ＰＣＲ活性化細胞ソーティング（ＰＡＣＳ）
　これまでに記載された、多重エマルジョン、例えば二重エマルジョン、ＰＣＲ、および
ソーティングの、細胞への利用は、溶解、およびほとんどの場合、生物の死を含んだ。し
かしながら、アプローチを修飾して、本明細書中に記載される方法を用いることによって
、生きた、無傷の細胞を回収することも可能である。これは、例えば、細胞内容物が封入
多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ中に漏出するような条件下で多重エマルジ
ョン微小滴および／またはＧＵＶ内に生細胞を封入する一方、細胞の生存率を維持するこ
とによって、達成され得る。これは、例えば、電流が流れるチャンネル中に細胞をも流す
ことによって可能であり、これにより、細胞膜中に孔形成を誘導することができ、かつ細
胞溶解物の漏出が可能となる。細胞がこのチャンネルを出て行く場合、漏出した溶解物が
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依然として細胞周りに存在したまま、細胞の膜は、裏面を密閉（ｓｅａｌ　ｂａｃｋ　ｕ
ｐ）し得る。層流条件について、これは、細胞周りの溶解物が、細胞と共に流れて、同じ
コンパートメント、例えば多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ内に封入される
ように実行され得る。また、細胞核酸の増幅または他の細胞成分の検出に適した試薬が含
まれてもよく、細胞周りの溶解物は、小滴内にある場合、試薬と相互作用することができ
る。反応は、蛍光シグナルを発するように設計されてよく、これにより、標的細胞を含有
する小滴は、ソーティングを介して回収されることが可能となり、そして細胞の生きた回
収が可能となる。これは技術の強力な使用方法である。なぜなら、ＰＡＣＳの利益（配列
バイオマーカー、例えば分子およびＲＮＡに基づいて、細胞間で分化する能力）を実現す
る一方で、細胞寿命を維持して、他の反応および分析が実行され得るからである。
【００９４】
質量分析活性化細胞ソーティング（ＭＳ－ＡＣＳ）
　本明細書中に記載される方法は、一部の実施形態において、多重エマルジョン微小滴、
例えば二重エマルジョンおよび／またはＧＵＶ内に反応を区画して、多重エマルジョン微
小滴および／またはＧＵＶ内の反応産物を検出して、多重エマルジョン微小滴および／ま
たはＧＵＶをソートする能力に依存して、当該産物に基づいて特定の実体を回収し、かつ
適切な分析を実行する。酵素によるアッセイ、例えばＰＣＲ等の多くのアッセイタイプが
、異なる実体間、例えば細胞間そしてウイルス間で分化するように実行され得る。しかし
ながら、場合によっては、酵素による技術は、目的の分析物を検出することができない場
合がある。この場合、他の方法、例えば分光法が実施されてよい。非常に強力な検出法が
質量分析であり、これは、高感度かつ一般的であるためである。しかしながら、質量分析
の限界は、それが、分析するサンプルを破壊する破壊技術であることである。目的が情報
の回収のみであるならば、これは許容可能であるかもしれない。しかし、場合によっては
、通常、質量スペクトロメータによって破壊されることとなるシステムからさらに物質を
回収することが所望される。
【００９５】
　本明細書中に記載される方法を用いて、質量分析が、サンプルを分析する一方で、なお
サンプルの回収を可能にするのに用いられ得る。例えば、経路に関与するタンパク質を発
現する細胞を同定することが目的であると仮定する。細胞は、多重エマルジョン微小滴、
例えば二重エマルジョンおよび／またはＧＵＶ中にロードされて培養されて、各多重エマ
ルジョン微小滴および／もしくはＧＵＶ内に多く存在し得、および／または経路の産物、
例えば、分子、化合物その他を産生し得、これらが多重エマルジョン微小滴および／また
はＧＵＶを満たすこととなる。その後、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶは
、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶの一部を分割することとなる装置中に流
されて、細胞または細胞分泌物から物質の一部が捕捉され得、これが破壊的質量分析にか
けられ得る。その後、他の部分がソートされ得る。質量スペクトロメータは、サンプリン
グされた一部における化合物を分析するのに用いられ得、この情報は、小滴の姉妹部分を
ソートする方法を決定するのに用いられ得る。この方法を用いて、非常に高感度かつ一般
的な質量分析を用いて細胞を特異的にソートする一方で、全細胞または全細胞溶解物を回
収することが可能である。
【００９６】
コロニーの増殖および溶解
　細胞を多重エマルジョン微小滴、例えば二重エマルジョンおよび／またはＧＵＶ内に封
入する能力は、生体、例えば細胞およびウイルスを培養するのに有用である。例えば、細
胞が単一の、共有される容量内で増殖されるならば、細胞間の競合により、集団を引き継
ぐ特定の細胞が生じ得、これがいくらかの培養時間後の大部分の細胞を含む。多重エマル
ジョン微小滴および／またはＧＵＶ内に細胞を区画して培養することによって、競合が制
御および／または軽減され得る。さらに、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ
の透過性は、特定の分子が通過することができる一方、他のものが通過できないようにセ
ットされ得る。これにより、例えば、増殖にとって重要なシグナリング分子または他の分
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子が、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶの殻を自由に通過して、培養条件を
より良好に制御することができる。
【００９７】
デジタルＥＬＩＳＡ
　一部の実施形態において、開示される方法および装置は、デジタルＥＬＩＳＡ手順を用
いてサンプル中のエピトープを定量化するのに用いられ得る。一部の実施形態において、
例えば、固形基板、例えば平らな基板表面またはビーズの表面に結合するエピトープが、
酵素触媒で標識された親和性試薬と追加的に結合し得る。サンプルは、結合していない親
和性試薬および酵素を取り除くために、洗浄されてよい。その後、標識エピトープまたは
その部分は、種々のやり方で溶液中に放出され得る。簡略化のために、酵素触媒は、化学
的に、または、例えば熱もしくは光を加えることにより分解することができる結合を介し
て、親和性試薬に結合し得る。これ以外にも、親和性試薬とエピトープとの相互作用が壊
されてもよいし、エピトープと基板との相互作用が壊されてもよい。結合がビーズ上で起
こるならば、ビーズは、洗浄ステップの後に溶液中に懸濁されることによって、酵素触媒
が懸濁されてよい。その後、懸濁された酵素触媒は、多重エマルジョン微小滴、例えば二
重エマルジョンおよび／またはＧＵＶ内に、酵素触媒を検出するのに十分な試薬、例えば
酵素触媒が蛍光産物に変換し得る基質と共に、封入され得る。その後、多重エマルジョン
微小滴および／またはＧＵＶは、触媒反応に適した条件下でインキュベートされて、触媒
が存在する場合に大量の反応産物を含有する多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵ
Ｖが、そして触媒が存在しない場合に少量の反応産物を含有する多重エマルジョン微小滴
および／またはＧＵＶが、生じ得る。その後、蛍光多重エマルジョン微小滴および／また
はＧＵＶの数は、薄暗い多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶと比較して定量化
されて、サンプル中に存在する触媒分子の数の測定が実現され得る。その後、この情報は
、元のサンプル中のエピトープの濃度を推測するのに用いられ得る。
【００９８】
　これはまた、本明細書中に記載されるマルチプレックス化法を用いて、結合後のサンプ
ルを洗浄する必要なく、達成され得る。例えば、同じ標的を検出する２つの抗体が、サン
プル中に導入されてよく、それぞれが、異なる触媒で標識されている。その後、サンプル
は、多重エマルジョン微小滴、例えば二重エマルジョンおよび／またはＧＵＶ内に封入さ
れてよい。標的が存在する場合には、標的は、多くの場合において、典型的な「サンドイ
ッチ」ＥＬＩＳＡで起こるように、双方の抗体によって結合されるはずであるが、この場
合以外は、分子は基板に結合するのではなく溶液中に自由に拡散する。結果として、先の
例の場合のように、時折抗体の１つのみを含有する、または双方の抗体を含有する多重エ
マルジョン微小滴および／またはＧＵＶが生じることとなり、これらが、小滴中の触媒反
応の存在を監視することによって検出され得る。ほとんどの小滴が空であるように希釈が
適切に制御されるならば、双方の触媒産物の存在を、小滴中に存在する標的に帰する一方
で、触媒産物の１つのみの存在を、結合していない抗体におそらく対応させることが可能
であるはずである。ダブルポジティブ小滴の画分を定量化することによって、洗浄手順を
実行する必要なく、溶液中の標的の画分を推定することが可能である。
【００９９】
マルチプレックス化
　主題の方法のある実施形態において、複数のバイオマーカーが、特定の細胞について検
出かつ分析され得る。検出されるバイオマーカーとして、１つまたは複数のタンパク質、
転写物、および／もしくは細胞のゲノム中の遺伝的サイン、またはそれらの組合せが挙げ
られ得るが、これらに限定されない。標準的な蛍光ベースの検出により、同時に調べられ
得るバイオマーカーの数は、各多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ内で独立し
て視覚化され得る蛍光色素の数に限られ得る。ある実施形態において、特定の多重エマル
ジョン微小滴および／またはＧＵＶ内で個々に検出され得るバイオマーカーの数は、増大
され得る。例えば、これは、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶの異なる部分
への色素の分離によって、達成され得る。特定の実施形態において、色素およびプローブ



(36) JP 2018-505671 A 2018.3.1

10

20

30

40

50

（例えば、核酸または抗体プローブ）が結合したビーズ（例えばＬＵＭＩＮＥＸ（登録商
標）ビーズ）が、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ内に封入されて、分析さ
れるバイオマーカーの数が増大され得る。別の実施形態において、蛍光偏光が、単細胞用
の様々なバイオマーカーについて、より多数の検出可能シグナルを達成するのに用いられ
得る。例えば、蛍光色素が、種々のプローブに付着されてよく、そして多重エマルジョン
微小滴および／またはＧＵＶが、異なる偏光条件下で視覚化されてよい。このように、同
じ着色色素が、単一の細胞について異なるプローブ標的にシグナルを提供するように利用
され得る。固定細胞および／または透過性細胞（以下でより詳細に考察される）の使用も
また、マルチプレックス化のレベルの増大を可能にする。例えば、標識抗体は、細胞成分
に局所的なタンパク質標的を標的とするのに用いられ得る一方、標識ＰＣＲおよび／また
はＲＴ－ＰＣＲ産物は、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ内で遊離している
。これにより、同じ色の色素が、抗体に、そしてＲＴ－ＰＣＲによって生産されるアンプ
リコンに用いられ得る。
【０１００】
多重エマルジョン微小滴を含む微小滴、およびその生成
　本開示の方法を実行する際に、微小滴、例えば多重エマルジョン微小滴の組成および性
質は、変化してよい。例えば、ある態様において、界面活性剤が微小滴を安定化させるの
に用いられ得る。したがって、微小滴は、界面活性剤安定化エマルジョン、例えば界面活
性剤安定化一重エマルジョンまたは界面活性剤安定化二重エマルジョンを含んでよい。微
小滴内で所望の反応を実行させ得る、あらゆる好都合な界面活性剤が用いられ得る。他の
態様において、微小滴は、界面活性剤または粒子によって安定化しない。
【０１０１】
　用いられる界面活性剤は、いくつかの因子、例えばエマルジョンに用いられる油相およ
び水性相（または他の適切な不混和性相、例えば、適切なあらゆる疎水相および親水相）
によって決まる。例えば、フルオロカーボン油に水性小滴を用いる場合、界面活性剤は、
親水性ブロック（ＰＥＧ－ＰＰＯ）および疎水性フッ化ブロック（Ｋｒｙｔｏｘ（登録商
標）ＦＳＨ）を有してよい。しかしながら、油が切り替えられて炭化水素油となるならば
、例えば、界面活性剤はその代わりとして、界面活性剤ＡＢＩＬ　ＥＭ９０のように、疎
水性炭化水素ブロックを有するように選択されるであろう。界面活性剤を選択する際に、
界面活性剤の選択に考慮され得る所望の特性として、以下の１つまたは複数が挙げられ得
る：（１）界面活性剤は、粘度が低い；（２）界面活性剤は、装置を構築するのに用いら
れるポリマーと不混和性であるので、装置を膨張させない；（３）生体適合性である；（
４）アッセイ試薬は、界面活性剤中に可溶性でない；（５）界面活性剤は、ガスが出入り
し得るという点で有利なガス溶解度を示す；（６）界面活性剤は、ＰＣＲに用いられる温
度（例えば９５℃）よりも沸点が高い；（７）エマルジョン安定性である；（８）界面活
性剤は、所望のサイズの滴を安定化させる；（９）界面活性剤は、キャリア相中に可溶性
であるが、小滴相中に可溶性でない；（１０）界面活性剤は、蛍光特性が限られている；
そして（１１）界面活性剤は、広範な温度にわたって、キャリア相中に可溶性であるまま
である。
【０１０２】
　イオン界面活性剤を含む他の界面活性剤もまた想定され得る。また、他の添加物が、微
小滴を安定化させるのに油中に含まれてもよく、３５℃を超える温度にて小滴安定性を増
大させるポリマーを含む。
【０１０３】
　本明細書中に記載される微小滴は、エマルジョンとして、例えば不混和性相キャリア流
体（例えば、フルオロカーボン油または炭化水素油）中に分散した水性相流体として調製
され得、またはその反対もあり得る。特に、本開示の多重エマルジョン微小滴は、二重エ
マルジョン、例えば、水性相キャリア流体中に分散した不混和性相流体中の水性相流体；
四層エマルジョン、例えば、水性相キャリア流体中に分散した不混和性相流体中、水性相
流体中、不混和性相流体中の水性相流体；その他として提供され得る。マイクロフルイデ
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ィックチャンネル（またはその上のコーティング）の性質、例えば、親水性または疎水性
は、マイクロフルイディックワークフローにおける特定の点にて利用されることになるエ
マルジョンのタイプと適合するように選択されてよい。例えば、親水性チャンネルが、二
重エマルジョンステージと関連させて利用され得るが、一方で疎水性チャンネルが、一重
エマルジョンステージに利用され得る。
【０１０４】
　一重エマルジョンは、以下でより詳細に記載されるマイクロフルイディック装置を用い
て、生成され得る。マイクロフルイディック装置は、大きさが極めて均一である小滴から
なるエマルジョンを形成することができる。微小滴生成プロセスは、２つの不混和性流体
、例えば油および水をジャンクション中にポンプ輸送することによって、達成され得る。
ジャンクション形状、流体特性（粘度、界面張力その他）、および流量は、生成される微
小滴の特性に影響するが、特性の比較的広い範囲について、制御された均一なサイズの微
小滴が、Ｔ－ジャンクションおよびフローフォーカシングのような方法を用いて、生成さ
れ得る。微小滴サイズを変えるために、不混和性の液体の流量が変えられてよい。なぜな
ら、Ｔ－ジャンクションおよびフローフォーカス方法論について、特性の特定の範囲にわ
たって、微小滴サイズは、総流量および２つの流体流量の比率によって決まるからである
。マイクロフルイディック法によりエマルジョンを生成するために、２つの流体が、通常
、２つの入口リザーバ（シリンジ、圧力チューブ）中にロードされてから、所望の流量を
生成するように、必要に応じて（シリンジポンプ、圧力レギュレータ、重力その他を用い
て）加圧される。これは、装置を通して流体を所望の流量にてポンプ輸送するので、所望
のサイズおよび量の微小滴が生成される。
【０１０５】
　二重エマルジョンが、以下でより詳細に記載されるマイクロフルイディック装置を用い
て生成され得る。二重エマルジョンとして、小滴内に含有される小滴が挙げられる。二重
エマルジョンの特に有用な種類として、水性小滴が挙げられ、これは、わずかにより大き
な油小滴内に封入され、これ自体は、キャリア水性相中に分散されている。二重エマルジ
ョンは有用である。なぜなら、構造体の内側の「コア」は、溶解した溶質または生体物質
のような、活性がある化合物を含有するために用いられて、油殻を囲むことによって外部
環境から保護され得るからである。二重エマルジョンは、ツーステッププロセスおよびワ
ンステッププロセスでこれを生成するものを含む、いくつかのマイクロフルイディック技
術を用いて生成され得る。二重エマルジョンのマイクロフルイディック生成の利益は、一
重エマルジョンのマイクロフルイディック生成と同じであり、二重エマルジョン寸法（内
側、そして外側の小滴サイズ）は、広範囲にわたって制御され得、かつ微小滴は、均一性
の程度が高く形成され得ることである。
【０１０６】
　マイクロフルイディクスでの二重エマルジョンの生成は、一重エマルジョンの生成より
も困難である。なぜなら、関連する長さスケール（１０～１００μｍ）にて、界面特性お
よび濡れ特性が、不活発な特性よりも優位を占めるからである。したがって、封入相に利
用される流体は、チャンネルの濡れ特性によって決まる。例えば、チャンネルが親水性で
あるならば、水性相はチャンネル壁を濡らして、油を置き換える傾向があることによって
、油相を封入し、かつ水中油エマルジョンを生成することとなる。他方、チャンネルが疎
水性であるならば、水は壁を回避して、油によって封入されて、油中水エマルジョンが生
じることとなる。装置のこの本来の傾向を克服して特定のエマルジョン極性を、その濡れ
に基づいて形成することは、困難となり得る。水中油中水エマルジョンの生成は、２つの
濡れ領域（一領域において油中水小滴を形成するために疎水性であり、別の領域において
水中油小滴を生成するために親水性である）を有し、または領域の少なくとも１つにおい
て装置の本来の濡れ特性を克服するように設計されている装置を用いて、達成され得る。
【０１０７】
　二重エマルジョンは、空間的にパターン化された濡れを用いて形成され得る。濡れ制御
小滴形成を用いて二重エマルジョンを生成するために、空間的にパターン化されて濡れて
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いる装置が利用され、または異なって濡れている２つの装置が連続して利用される。これ
は、Ｗ／Ｏ／Ｗ二重エマルジョンについて、一般に、Ｗ／Ｏエマルジョンが最初に生成さ
れてから、当該エマルジョンがＯ／Ｗエマルジョン中に封入されるからである。これを達
成するために、第１のフローフォーカス小滴ジェネレータが、濡れが疎水性となるように
官能化され得るので、水および油が導入される場合に、Ｗ／Ｏ小滴が自然に生成されるこ
ととなる。その後、この装置は、親水性であるように官能化された第２のフローフォーカ
ス装置中に注がれ得、この中に第２の水性相が導入され得る。これは、第２の水性相内に
、内側に水性小滴を封入する油相を封入して、第１の水性小滴を封入する油小滴を生成す
ることとなり、これが二重エマルジョンである。逆の極性、Ｏ／Ｗ／Ｏ二重エマルジョン
を形成するために、第１のフローフォーカス装置は、（Ｏ／Ｗを形成するために）親水性
であるように官能化され、そして第２のフローフォーカス装置は、（Ｗ／Ｏを形成するた
めに）疎水性であるように官能化されることとなる。より高次のオーダーの多重エマルジ
ョン、例えば三層エマルジョンおよび四層エマルジョンもまた、濡れが交互であるさらな
る小滴ジェネレータを加えることによって、生成され得る。Ｔ－ジャンクションのような
様々な小滴生成幾何構造が用いられてもよい。
【０１０８】
　二重エマルジョンは、同軸フローフォーカシングにより形成され得る。濡れベースの二
重乳化は、多くの様々な組成物の多重エマルジョンを形成するのにロバストであり、かつ
有効であるが、これに対する欠点は、濡れ性を空間的にパターン化するのに、困難となり
得るさらなる作製ステップが必要となり、そして再現性が引き下げられることである。ゆ
えに、濡れ性が均一である装置において二重エマルジョンを形成する方法は、作製を単純
化するので、有益である。これを達成する一方法が、三次元同軸フローフォーカシング幾
何構造を利用するものであり、これは、たとえ封入相になるのが本来の傾向であるとして
も、封入されるようにチャンネル壁から濡れ相を剪断するものである。例えば、これは、
小さな開口部を通してジャンクション中に濡れ相を注入すると同時に、（通常、濡れ性の
ために、第１の相を封入することにはならない）キャリア相を、第１の相を囲んで封入す
るように注入することによって、達成され得る。それゆえに、封入相がチャンネルの濡れ
性によって決定される濡れベースの小滴生成と対照的に、本様式において、封入相は、ジ
ャンクションの幾何構造、および流体が注入される向きによって、決定される。
【０１０９】
　幾何学的制御法によるツーステップ二重乳化は、二重エマルジョンを形成するのに利用
され得る。幾何学的に制御されたツーステップ二重乳化において、第１の小滴生成ジャン
クションが、その濡れ（例えば疎水性）を介して、一重エマルジョン（例えばＷ／Ｏ）を
形成するのに用いられる。その後、この装置は、同軸フローフォーカシングジャンクショ
ン中に注がれ、この中で、小滴を封入する濡れ相は、それ自体が、幾何学的制御効果によ
り、第３の相（例えばＷ）内に封入されて、二重エマルジョン（例えばＷ／Ｏ／Ｗ）が生
成する。
【０１１０】
　サンプル材料および／または試薬、例えば核酸および／または増幅試薬（例えばＰＣＲ
増幅試薬）の封入は、マイクロフルイディック法および非マイクロフルイディック法を含
むいくつかの方法を介して達成され得る。マイクロフルイディック法の文脈において、利
用され得るいくつかの技術があり、ガラスマイクロキャピラリ二重乳化、または濡れ性が
パターン化された装置における連続した小滴生成を用いた二重乳化が挙げられる。マイク
ロキャピラリ技術は、ノズルを通る同軸フローフォーカシングを介して小滴に分割される
ように誘導される不混和性相の同軸ジェットを生じさせることによって、小滴を形成する
。しかしながら、このアプローチの潜在的な不利点は、装置が一般に、一緒にアラインか
つ接着されているマイクロキャピラリチューブから作製されることである。滴形成ノズル
は何十ミクロンのスケールであるので、キャピラリのアラインメントにおける小さな誤り
ですら、装置不全の原因となるおそれがある。対照的に、空間的にパターン化された小滴
生成ジャンクションにおける連続した滴形成は、リソグラフ的に作製された装置内で達成
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され得、これにより、多くの数を構築または生成する一方で、寸法の均一性を維持するの
がより簡単になる。そのような装置の例が、本明細書中に記載されている。しかしながら
、場合によっては、これらの装置の平面的な性質は、二重エマルジョンを生成するのに理
想的でないかもしれない。なぜなら、別々の相は全て、装置に入る一方で、チャンネル壁
と接触して、濡れ性が、適切な位置での適切な相の取込み（ｅｎｇｕｌｆｍｅｎｔ）を可
能にするように注意深くパターン化されることを必然的に伴う。これは、装置が作製する
のをより困難にするおそれがあり、そして場合によっては、濡れ特性が装置にとって最適
化されない液体の乳化を妨げるおそれがある。したがって、一部の実施形態において、本
開示は、キャピラリの最もよい属性、およびリソグラフ的に作製される装置を組み合わせ
る方法、および関連する装置を提供する。
【０１１１】
　例えば、一部の実施形態において、幾何学的制御法による同時二重乳化が利用され得る
。そのような方法は、本明細書中で「Ｍジャンクション二重乳化」法と呼ぶ場合がある。
この方法論は、ツーステップ幾何学的制御法に類似する。但し、３つ全ての相が導入され
るジャンクションは１つしかなく、そして内側の小滴および外側の小滴が、おおよそ同じ
、または正確に同じ時間に形成されることを除く。この方法において、内側相（例えばＷ
）が、小さなチャンネルを通して、幾何学的に制御された小滴ジェネレータ中に注入され
、そして第２の相（例えばＯ）が、第１のチャンネルと同じ高さであり、またはそれより
も高い、その側面に位置する２つの他のチャンネルを介して注入される。チャンネル壁は
、第２の相（疎水性）を好むので、これにより内側相は、第２の相によって囲まれ、かつ
第２の相内に封入されることとなる。しかし、小滴を形成するように壊される必要はまだ
ない。また、第３の相（例えばＷ）は、ジャンクション中に同時に導入されるので、幾何
学的制御を介して、これが第２の相を封入する。これが二重ジェット構造体を生産し、第
１の相（例えばＷ）は、第２の相（例えばＯ）内に封入されて、これはそれ自体が第３の
相（例えばＷ）内に封入される。その後、二重ジェットは、共フロー小滴生成および同軸
フローフォーカシングを含むいくつかの方法を介して、二重エマルジョンに壊され得る。
流量、チャンネル寸法、濡れ性、および流体特性は全て、相の封入を制御し、かつ二重エ
マルジョンの小滴サイズを調整するように調整され得る。
【０１１２】
　一部の実施形態において、ジャンクションにて結合する５つの入力チャンネルを備える
装置が、リソグラフィ法を用いて作製され得る。装置は、側面に位置する２つの（中間）
チャンネル間の内側チャンネルが、両側のチャンネルよりも高さが低くなるように設計さ
れている。また、内側チャンネルおよび２つの中間チャンネルは、ジャンクションにて２
つの外側チャンネルに結合し、これらは内側チャンネルおよび２つの中間チャンネルのそ
れぞれよりも高さが高く、そしてこれらから、二重エマルジョン用の流体キャリアが導入
される。その後、二重エマルジョンに形成されることになる３つの相は、封入される内側
相が、中心の、最も低い入口から導入され、そして中間殻流体が、側面に位置する２つの
（中間）チャンネルから導入されるように、装置中に導入される。キャリア流体は、全て
のチャンネルが結合されるジャンクションにて、２つの外側チャンネルから導入される。
チャンネルの幾何構造に起因して、内部流体は、中間流体内に被包されることとなり、こ
れはそれ自体がキャリア流体内に被包されることとなる。これは、マイクロキャピラリ装
置で観察されるものに類似した二重ジェットを生成することとなる。二重ジェットの組成
物は、二重エマルジョン、例えば水／油／水、油／油／水、油／水／油その他を形成する
ことができるあらゆる相となり得る。さらに、流体の向き、したがって二重エマルジョン
の構造は、チャンネル壁に対する流体の固有の濡れ特性に強く応じて決まるのではなく、
装置内で順序づけられる向きに応じる。内部流体は、一般に、二重エマルジョンの内側小
滴を形成することとなる一方、側面に位置する側部チャンネル内の流体は、殻を形成する
こととなり、そして外側チャンネル内の流体は、キャリアを形成することとなる。
【０１１３】
　例示的な装置において、中間流体チャンネルは、内側流体チャンネルの高さと同じであ
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ってもよいし、同高さよりも低くてもよいし、高くてもよい。一般に、中間チャンネルが
内側チャンネルよりも高さが高いことが好ましく、これは、交差ジャンクションにおける
中間流体によって、内側流体の被包を促進する。なぜなら、内側流体は、高さがより高い
側部チャンネルによってさらに囲まれるからである。同軸ゲットが形成された後、例えば
、プラギングベースの小滴生成、締付部を押し通る同軸フロー、または気泡でトリガーさ
れる小滴生成等の種々の方法を用いて小滴に分割されるように誘導され得る。また、小滴
は、二重エマルジョンの幾何学的崩壊を用いて、部分に分割されて、より小さな小滴が形
成され得る。
【０１１４】
　本明細書中に記載される二重エマルジョンを生成するのに用いられ得るマイクロフルイ
ディック装置の「Ｍ－ジャンクション」部分の概略図が、図３～図５に示される。内側流
体チャンネル、中間流体チャンネル、および外側流体チャンネルが示されている。
【０１１５】
　多重エマルジョン、例えば二重エマルジョンが形成された後、これに更なる操作が実行
されて、この特性を修飾することができる。例えば、多くの二重エマルジョン製剤におい
て、二重エマルジョンの殻は、特定の分子を透過させ、当該分子は二重エマルジョン中に
、または二重エマルジョンから受動的に拡散し得る。これは例えば、二重エマルジョン内
の環境を調整するのに用いられ得る。同様に、二重エマルジョンの内側小滴は、例えば、
溶媒をその中に、またはそこから拡散させることによって、縮小も拡大もし得る。例えば
、高濃度の塩を含むバッファ中に二重エマルジョンを分散させることによって、水性相流
体は、内側小滴および外側キャリア相の浸透性が対等になる（その点にて、小滴サイズは
一定状態になるであろう）まで、二重エマルジョンから拡散するように誘導され得る。こ
れは、過剰の溶媒を加え、または取り除くことによって、内側小滴のサイズを変更するの
に、または代わりに、二重エマルジョン内に含有される試薬を濃縮もしくは希釈するのに
用いられ得る。
【０１１６】
　二重エマルジョンの殻はまた、例えば、水中油中水二重エマルジョンの場合、殻から過
剰な疎水相を取り除くための溶媒抽出等の技術を用いて、修飾され得る。これは、二重エ
マルジョンにおいて、例えば、脱濡れまたは他の現象を介した、脂質小胞、ポリマーソー
ム、またはコロイドソームへの移行等の他の変化を誘導することができる。気泡もまた、
二重エマルジョン中に、例えば、内側小滴内に、または中間の封入相内に、導入され得る
。空気を膨張させ、かつ圧縮する能力もまた、所望される場合、例えば、一部の実施形態
において、二重エマルジョンのサイズまたは二重エマルジョン殻の厚さを増大させ、また
は引き下げるのに利用され得る。中間相内の気泡は、例えば、システムの圧力を引き下げ
ることによって膨張し得、内側小滴に力を及ぼすこととなり、これは例えば、別の構造体
、例えばポリマーソームまたは小胞への移行を誘導するのに用いられ得る。
【０１１７】
巨大単ラメラ小胞（ＧＵＶ）
　二重エマルジョンは一般に、エマルジョン内のエマルジョン（すなわち、第２の不混和
性相の液体小滴内に含有される液体小滴）に言及する。これは、界面活性剤によって安定
化し得るが、重要なことに、中間相の「殻」は、自由選択の界面活性剤に加えて、液体相
を含む。殻の容量が引き下げられるにつれ、コア流体が界面活性剤分子の薄い膜内に封入
され、二重エマルジョンは小胞様構造体に比べ小滴内小滴にそれほど似なくなる。二重エ
マルジョンは、そのような「小胞」を、脱濡れ移行を経ることによって形成するのに用い
られ得る。この中で、中間液体相流体が殻から除去されるが、界面活性剤層は維持されて
、水性コアを含む小胞が生じ、界面活性剤分子の薄い層がこれを囲み、そして元は殻であ
った小さな油小滴がこれに付着する。
【０１１８】
　脱濡れを起こす二重エマルジョンの傾向は、様々な溶液および界面活性剤の特性、とり
わけ、様々な相の、互いに対する界面張力によって決まる。フッ化油、ＰＥＧ－Ｋｒｙｔ
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ｏｘ（登録商標）界面活性剤、Ｊｅｆｆａｍｉｎｅ（登録商標）（ポリエーテルアミン）
－Ｋｒｙｔｏｘ（登録商標）界面活性剤、およびプルロニックを含む水性製剤が、キャリ
ア相に加えられる場合、二重エマルジョンおよび小胞を形成することができると思われ、
これらは双方とも９５℃を超えても熱安定性である。Ｋｒｙｔｏｘ（登録商標）流体は、
官能性末端基と組み合わされた、ヘキサフルオロプロピレンオキシドベースのフッ化合成
油である。Ｔｗｅｅｎ（登録商標）２０（ポリソルベート２０）およびＳｐａｎ（登録商
標）８０（ソルビタンモノオレエート）等の他の界面活性剤が、ＰＥＧ、アルギネート、
グリセロール等の増粘剤と共に、またはこれらなしで利用されて、二重エマルジョンから
のＧＵＶ形成が誘導され得る。
【０１１９】
界面活性剤、ならびに熱安定性の二重エマルジョンおよびＧＵＶ
　特定のいかなる理論に縛られることも意図しないが、熱安定性の二重エマルジョンおよ
び／またはＧＵＶの調製は、標準的なＰＣＲ反応と関連するような高い温度に耐えること
ができる膜または二重エマルジョン界面を形成することができる界面活性剤の使用に依存
することが提唱される。これを達成する一方法は、小滴の界面にて、または膜構成内に組
み立てられる場合に、界面から界面活性剤を取り除く（または膜を壊す）のに必要とされ
るエネルギーが、ｋＴによって与えられ得るよりも高くなるように、分子量が比較的高い
界面活性剤を用いることであり得る。
【０１２０】
　熱安定性の二重エマルジョンおよび／またはＧＵＶを提供するのに利用され得る例示的
な界面活性剤として、ＰＥＧ－ＰＦＰＥ（ポリエチレングリコール－パーフルオロポリエ
ーテル）ブロックコポリマー、例えばＰＥＧ－Ｋｒｙｔｏｘ（登録商標）（例えば、Ｈｏ
ｌｔｚｅら、「Ｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ　ｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓ　ｆｏｒ　ｗａｔ
ｅｒ－ｉｎ－ｆｌｕｏｒｏｃａｒｂｏｎ　ｅｍｕｌｓｉｏｎｓ」、Ｌａｂ　Ｃｈｉｐ、２
００８、８、１６３２～１６３９参照、この開示は参照によって本明細書中に組み込まれ
る）を含む「生体適合性の」界面活性剤、ならびに油相におけるイオン性Ｋｒｙｔｏｘ（
登録商標）および水性相におけるＪｅｆｆａｍｉｎｅ（登録商標）（ポリエーテルアミン
）（例えば、ＤｅＪｏｕｒｎｅｔｔｅら、「Ｃｒｅａｔｉｎｇ　Ｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂ
ｌｅ　Ｏｉｌ－Ｗａｔｅｒ　Ｉｎｔｅｒｆａｃｅｓ　ｗｉｔｈｏｕｔ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉ
ｓ：Ｄｉｒｅｃｔ　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　Ｐｒｉｍａｒｙ　Ａｍ
ｉｎｅｓ　ａｎｄ　Ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅｄ　Ｐｅｒｆｌｕｏｒｏｃａｒｂｏｎ　Ｓｕ
ｒｆａｃｔａｎｔｓ」、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．　２０１３、８５（２１）：１０５５６～
１０５６４参照、この開示は参照によって本明細書中に組み込まれる）を含む界面活性剤
がある。更なる、および／または代わりの界面活性剤が用いられてもよいが、安定した界
面を形成することを条件とする。ゆえに、多くの適切な界面活性剤は、分子量が高いブロ
ックコポリマー界面活性剤（ＰＥＧ－Ｋｒｙｔｏｘ（登録商標）等）となろう。これらの
例として、フッ化分子および溶媒が挙げられるが、非フッ化分子も同様に利用され得る可
能性がある。
【０１２１】
　したがって、一部の実施形態において、本開示には、熱安定性の二重エマルジョンを提
供し、例えば、不混和性の液体（例えば、油および界面活性剤）によって封入される混和
性の液体（例えば、核酸およびＰＣＲ試薬）が挙げられ、これは次に、第２の混和性の液
体（例えば、１％Ｐｌｕｒｏｎｉｃ　Ｆ－５６および１０％ＰＥＧ３５Ｋ）内に封入され
る。当該二重エマルジョンは、生物学的反応、例えばＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、タンパク質
－タンパク質相互作用研究その他の実行に用いるのに適している
【０１２２】
　エマルジョン、特に二重エマルジョンを形成する場合の考慮点は、これが二重エマルジ
ョンのままであり、かつ破裂も合体もしないように安定化させることである。これは、多
くの場合、安定化剤、例えば界面活性剤を用いて達成される。しかしながら、場合によっ
ては、極端に安定した二重エマルジョンを生じさせることが有利であり得る。本明細書中
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に記載される方法において、これは、例えば、架橋し得る中間相（被包相）、例えば、ポ
リジメチルシロキサンのようなポリマーゲル相を用いることによって、達成され得る。こ
れ以外にも、界面活性剤はそれ自体が、例えば、架橋基が生じることによって、互いと架
橋し得る。この基は、界面活性剤の疎水性尾部上に、または代わりに、親水性頭部上に存
在し得る。これは、界面活性剤を互いに架橋し得、または代わりに、架橋が、水性相由来
の試薬、例えば、重合、共有結合その他を誘導する分子の添加によって誘導され得る。ま
た、抗体またはビオチン－ストレプトアビジンのような生体分子が、界面活性剤－界面活
性剤架橋を生じさせるのに用いられ得る。
【０１２３】
　界面を架橋するのが、二重エマルジョン殻を熱安定にする別の方法である。例えば、そ
のような架橋は、油相を架橋することによって、または膜小胞を架橋することによって、
達成され得る。先で考察されるように、界面を架橋する一方法は、生体分子、例えばスト
レプトアビジンを用いる。例えば、Ｋｒｙｔｏｘ（登録商標）ポリマーの頭部基が、複数
のビオチンでビオチン化されてよい。その後、ストレプトアビジンが、水性相に加えられ
ることによって、様々なＫｒｙｔｏｘ（登録商標）ポリマーを相互に架橋して、架橋され
た殻を水／油界面に生じさせる。その後、当該殻は、水中に直接分散されてもよいし、所
望される場合、二重エマルジョンとして封入されてもよい。
【０１２４】
微小滴、多重エマルジョン微小滴、およびＧＵＶへの試薬の添加
　主題の方法を実行する際に、いくつかの試薬が、１つまたは複数のステップ（例えば、
約２ステップ、約３ステップ、約４ステップ、もしくは約５ステップまたはそれ以上のス
テップ）で、微小滴に加えられる必要があり得る。試薬を微小滴に加える手段は、いくつ
かの方法において、例えば、微小滴の乳化ステージに応じて変わってよく、例えば、様々
なアプローチが、多重エマルジョン微小滴、例えば二重エマルジョン微小滴と比較して、
一重エマルジョン微小滴への試薬の添加に利用可能であり得る。目的のアプローチとして
、Ａｈｎら、Ａｐｐｌ．Ｐｈｙｓ．Ｌｅｔｔ．８８、２６４１０５（２００６）；Ｐｒｉ
ｅｓｔら、Ａｐｐｌ．Ｐｈｙｓ．Ｌｅｔｔ．８９、１３４１０１（２００６）；Ａｂａｔ
ｅら、ＰＮＡＳ、２０１０年１１月９日、１０７巻４５号１９１６３～１９１６６；およ
びＳｏｎｇら、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．、２００６、７８（１４）、４８３９～４８４９頁
に記載されるものが挙げられるが、これらに限定されない。これらの開示は、参照によっ
て本明細書中に組み込まれる。
【０１２５】
　例えば、試薬は、試薬を含有する第２の微小滴に微小滴を溶け込ませることを含む方法
によって、一重エマルジョン微小滴に加えられ得る。第２の微小滴内に含有される試薬は
、あらゆる好都合な手段によって加えられてよく、具体的には、本明細書中に記載される
ものが挙げられる。当該微小滴は、第１の微小滴に溶け込んで、第１の微小滴および第２
の微小滴の双方の内容物を含む微小滴を生じさせ得る。
【０１２６】
　１つまたは複数の試薬がまた、またはその代わりとして、液滴合一および／またはピコ
インジェクション等の技術を用いて、一重エマルジョン微小滴に加えられ得る。液滴合一
において、標的微小滴が、標的微小滴に加えられることになる試薬を含有する微小滴と一
緒に流され得る。２つの微小滴は、互いに接触するが、他の微小滴に触れないように、流
され得る。その後、これらの微小滴は、電界を印加する電極または他の手段を通過し得、
電界は、微小滴を不安定にして一緒に溶け込むようにし得る。
【０１２７】
　ピコインジェクションにおいて、標的微小滴が、加えられることになる試薬を含有する
チャンネルを通り越えて流され得、そこで試薬は高圧にされる。しかしながら、界面活性
剤の存在に起因して、電界の非存在下で、微小滴は、注入されることなく通り越えて流れ
ることとなる。なぜなら、微小滴をコーティングする界面活性剤は、流体が入るのを妨げ
得るからである。しかしながら、電界が微小滴に印加されるならば、インジェクタを通過
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するにつれ、試薬を含有する流体は、微小滴中に注入されることとなる。微小滴に加えら
れる試薬の量は、いくつかの異なるパラメータによって、例えば注入圧および流れる滴の
速度を調整すること、電界のオン／オフを切り替えること等によって、制御され得る。
【０１２８】
　他の態様において、１つまたは複数の試薬がまた、またはその代わりとして、一緒に２
つの微小滴を溶け込ませることに、または液体を微小滴中に注入することに依存しない方
法によって、一重エマルジョン微小滴に加えられ得る。むしろ、１つまたは複数の試薬が
、試薬を非常に小さな滴の流れに乳化するステップと、これらの小さな滴を標的微小滴に
溶け込ませるステップとを含む方法によって、微小滴に加えられ得る。そのような方法は
、本明細書中で「多重滴合一による試薬添加」と呼ぶ。当該方法は、標的微小滴のサイズ
と比較して、加えられることになる滴のサイズが小さいために、小さな滴は、標的微小滴
よりも速く流れて、これの後ろに集まることとなるという事実を利用する。その後、この
集まりは、例えば電界を印加することによって、溶け込み得る。このアプローチはまた、
またはその代わりとして、異なる流体の小さな滴の、共に流れるいくつかの流れを用いる
ことによって、多重試薬を微小滴に加えるのに用いられ得る。小さな標的微小滴の有効な
溶込みを可能にするために、標的微小滴を含有するチャンネルよりも小さな滴を形成する
こと、そしてまた標的微小滴を注入するチャンネルの、電界を印加する電極からの距離を
、標的微小滴に「追いつく」ような時間を小さな滴に与えるほど十分に長くすることが重
要である。このチャンネルがあまりに短いならば、全ての小さな滴が、標的微小滴と溶け
込むことにはならず、所望の量の試薬よりも少量しか加えられ得ない。これは、電界の大
きさを増大させることによって、ある程度補正され得、より遠く離れている滴が溶け込み
得る傾向がある。同じマイクロフルイディック装置で小さな滴を形成することに加えて、
滴はまた、またはその代わりとして、別のマイクロフルイディック滴メーカーを用いて、
またはホモジェナイゼーションの後に、これを、標的微小滴を含有する装置中に注入して
、オフラインで形成され得る。
【０１２９】
　したがって、ある態様において、試薬を小滴の流れに乳化するステップであって、小滴
が微小滴のサイズよりも小さいステップと；小滴を微小滴と一緒に流すステップと；小滴
を微小滴に溶け込ませるステップとを含む方法によって、試薬が微小滴に加えられる。小
滴の流れ中に含有される小滴の直径は変動して、微小滴の直径の約７５％以下に及んでよ
く、例えば、流れる小滴の直径は、微小滴の直径の約７５％以下、微小滴の直径の約５０
％以下、微小滴の直径の約２５％以下、微小滴の直径の約１５％以下、微小滴の直径の約
１０％以下、微小滴の直径の約５％以下、または微小滴の直径の約２％以下である。ある
態様において、流れる複数の小滴、例えば２つ以上、３つ以上、４つ以上、または５つ以
上の小滴が、微小滴と溶け込み得る。そのような溶込みには、あらゆる好都合な手段によ
って達成され得、流れる小滴を微小滴に溶け込ませるのに有効である電界を印加すること
によるものが挙げられるが、これに限定されない。
【０１３０】
　先に記載される方法の変形として、流体はジェット噴射され得る。すなわち、加えられ
ることになる流体を、流れる小滴に乳化するのではなく、この流体の長いジェットが形成
されて、標的微小滴と一緒に流され得る。その後、これらの２つの流体は、例えば電界を
印加することによって、溶け込み得る。結果として膨らみを有するジェットが生じ、微小
滴は、溶込み前に、レイリー・プラトー不安定性により、おおよそ標的微小滴のサイズの
小滴に自然に壊れ得る。いくつかの変形が考えられる。例えば、１つまたは複数の剤、例
えばゲル化剤および／または界面活性剤が、ジェット噴射流体に加えられて、ジェット噴
射するのをより容易にし得る。さらに、連続流体の粘度もまた、Ｕｔａｄａら、Ｐｈｙｓ
．Ｒｅｖ．Ｌｅｔｔ．９９、０９４５０２（２００７）に記載されるように、ジェット噴
射を可能にするように調整され得る。この開示は、参照によって本明細書中に組み込まれ
る。
【０１３１】
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　他の態様において、溶液中に溶解される電解質を利用することによって、注入流体それ
自体を電極として用いる方法を用いて、１つまたは複数の試薬が加えられ得る。
【０１３２】
　別の態様において、加えられることになる試薬（「標的試薬」）を含有する滴の内部に
、試薬が加えられることになる微小滴（すなわち「標的微小滴」）を被包することによっ
て、初期の時点にて形成された微小滴に試薬が加えられる。ある実施形態において、二重
エマルジョンを形成するために、適切な疎水相、例えば油の殻内に標的微小滴を最初に封
入することによって、そのような方法が実行される。その後、二重エマルジョンは、標的
試薬を含有する微小滴によって封入されて、三層エマルジョンが形成される。その後、標
的滴を、標的試薬を含有する滴と組み合わせるために、二重エマルジョンには、電界を印
加すること、微小滴界面を不安定にする化学物質を加えること、締付部および他のマイク
ロフルイディック幾何構造中に三層エマルジョンを流すこと、機械的撹拌または超音波を
利用すること、温度を上げ下げすること、または磁界によって引き寄せられた場合に二重
エマルジョン界面を破裂させることができる磁気粒子を微小滴内に封入することによるも
のが挙げられるが、これらに限定されない適切なあらゆる方法を用いて、押し破られる。
【０１３３】
　先に記載される、試薬を微小滴に加える方法の態様が、国際ＰＣＴ出願国際公開第２０
１４／０２８３７８号に、より詳細に記載されている。この出願の開示は、その全体が全
ての目的について、参照によって本明細書中に組み込まれる。
【０１３４】
　試薬を微小滴に加える先の方法は、一重エマルジョン微小滴への試薬の添加に適し得る
一方、先の方法の１つまたは複数は、多重エマルジョン微小滴、例えば二重エマルジョン
微小滴および／またはＧＵＶへの直接的な試薬の添加に適し得ない。これは、例えば、そ
のような方法が、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶの構造を破壊することと
なるのならば、正しいかもしれない。しかしながら、先の方法は、試薬を一重エマルジョ
ン微小滴に加えてから、これを封入して多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶを
形成するのに用いられ得る。したがって、試薬を多重エマルジョン微小滴および／または
ＧＵＶに加える更なる方法が、以下に記載される。例えば、一部の実施形態において、核
酸増幅産物を検出可能に標識するように設計された検出可能な標識、および／または核酸
増幅産物を生産するように設計された核酸増幅試薬等の試薬を混和性相キャリア流体に加
えることによって、試薬が多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶに加えられ得、
試薬は、混和性相キャリア流体から、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶの不
混和性の殻を通って、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶの第１の混和性相流
体中に拡散する。
【０１３５】
　一部の実施形態において、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶが、第２の多
重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶであり、核酸増幅試薬を第２の多重エマルジ
ョン微小滴および／またはＧＵＶに加える方法が、核酸、例えば標的核酸を、第１の多重
エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ内に封入することと、増幅試薬および第１の多
重エマルジョン微小滴を、第２の多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ内に封入
することと、第１の多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶを破裂させることによ
って、核酸を増幅試薬と接触させることとを含む。
【０１３６】
　一部の実施形態において、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶが、第２の多
重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶであり、核酸増幅試薬を第２の多重エマルジ
ョン微小滴および／またはＧＵＶに加える方法が、核酸増幅試薬を第１の多重エマルジョ
ン微小滴および／またはＧＵＶ内に封入することと、核酸、例えば標的核酸、ならびに第
１の多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶを、第２の多重エマルジョン微小滴お
よび／またはＧＵＶ内に封入することと、第１の多重エマルジョン微小滴および／または
ＧＵＶを破裂させることによって、核酸を増幅試薬と接触させることとを含む。
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【０１３７】
　一部の実施形態において、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶが、第１の多
重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶであり、適切な方法が、第１の多重エマルジ
ョン微小滴および／またはＧＵＶを、試薬を含む第２の多重エマルジョン微小滴および／
またはＧＵＶ内に封入することによって、試薬を第１の多重エマルジョン微小滴および／
またはＧＵＶに加えることと、第２の多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ内の
第１の多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶを破裂させて、試薬を第１の多重エ
マルジョン微小滴および／またはＧＵＶの内容物と接触させることとを含む。
【０１３８】
　一部の実施形態において、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶが、第２の多
重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶであり、適切な方法が、試薬を含む第１の多
重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶを、第２の多重エマルジョン微小滴および／
またはＧＵＶ内に封入することによって、試薬を第２の多重エマルジョン微小滴および／
またはＧＵＶに加えることと、第２の多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ内の
第１の多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶを破裂させて、試薬を第２の多重エ
マルジョン微小滴および／またはＧＵＶの内容物と接触させることとを含む。
【０１３９】
ＰＣＲ産物の検出
　主題の方法を実行する際に、核酸増幅産物、例えばＰＣＲ産物が検出され得る方法は、
異なってよい。例えば、目的が単純に、集団内に存在する特定の細胞型、例えば腫瘍細胞
の数を計数することであるならば、これは、ＳｙｂｒＧｒｅｅｎ、または他のあらゆる染
料および／またはインターカレート染料が、各多重エマルジョン微小滴および／またはＧ
ＵＶに加えられる単純なバイナリアッセイを用いることによって達成され得るので、特徴
を明らかにする遺伝子、例えばオンコジーンが存在し、かつＰＣＲ産物が生産される場合
、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶは、蛍光性になることとなる。蛍光の変
化は、蛍光偏光に起因し得る。検出成分として、インターカレート染料（例えばＳｙｂｒ
Ｇｒｅｅｎ）の使用が挙げられ得る。
【０１４０】
　種々の異なる検出成分が、主題の方法を実行する際に用いられ得、当該技術において知
られている蛍光色素を用いることを含む。蛍光色素は典型的に、フルオレセインおよびそ
の誘導体；ローダミンおよびその誘導体；シアニンおよびその誘導体；クマリンおよびそ
の誘導体；Ｃａｓｃａｄｅ　Ｂｌｕｅおよびその誘導体；Ｌｕｃｉｆｅｒ　Ｙｅｌｌｏｗ
およびその誘導体；ＢＯＤＩＰＹおよびその誘導体等のファミリーに分割され得る。例示
的なフルオロフォアとして、インドカルボシアニン（Ｃ３）、インドジカルボシアニン（
Ｃ５）、Ｃｙ３、Ｃｙ３．５、Ｃｙ５、Ｃｙ５．５、Ｃｙ７、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ、Ｐａ
ｃｉｆｉｃ　Ｂｌｕｅ、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ　４８８、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　
３５５、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５３２、Ａｌｅｘ
ａ　Ｆｌｕｏｒ　５４６、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ－５５５、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　
５６８、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５９４、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７、Ａｌｅｘ
ａ　Ｆｌｕｏｒ　６６０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６８０、ＪＯＥ、Ｌｉｓｓａｍｉｎ
ｅ、Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ　Ｇｒｅｅｎ、ＢＯＤＩＰＹ、フルオレセインイソチオシアネー
ト（ＦＩＴＣ）、カルボキシフルオレセイン（ＦＡＭ）、フィコエリトリン、ローダミン
、ジクロロローダミン（ｄＲｈｏｄａｍｉｎｅ）、カルボキシテトラメチルローダミン（
ＴＡＭＲＡ）、カルボキシ－Ｘ－ローダミン（ＲＯＸ）、ＬＩＺ、ＶＩＣ、ＮＥＤ、ＰＥ
Ｔ、ＳＹＢＲ、ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ、ＲｉｂｏＧｒｅｅｎ等が挙げられる。フルオロフォ
アおよびその使用の記載は、他のいろいろな場所において見出され得、Ｒ．Ｈａｕｇｌａ
ｎｄ、Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　Ｒｅ
ｓｅａｒｃｈ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ、第９版（２００２）、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂ
ｅｓ、Ｅｕｇｅｎｅ、Ｏｒｅｇ．；Ｍ．Ｓｃｈｅｎａ、Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ａｎａｌ
ｙｓｉｓ（２００３）、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、Ｈｏｂｏｋｅｎ、Ｎ．Ｊ
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．；Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２００３／２００
４　Ｃａｔａｌｏｇ、Ｂｅｒｒｙ　ａｎｄ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ、Ａｎｎ　Ａｒｂｏｒ
、Ｍｉｃｈ．；Ｇ．Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ、Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕ
ｅｓ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ（１９９６）；およびＧｌｅｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ
　２００２　Ｃａｔａｌｏｇ、Ｓｔｅｒｌｉｎｇ、ＶＡ．がある。
【０１４１】
　他の態様において、特に、目的が、存在する核酸、例えばオンコジーンをさらに特徴付
けることであるならば、更なる試験が必要とされ得る。例えば、多重アッセイの場合、こ
れは、光出力を、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶにおいて増幅される遺伝
子のどれかと関連させることによって、達成され得る。代わりのアプローチは、例えばイ
ンターカレートされた染色による、バイナリ出力を用いて、どの多重エマルジョン微小滴
および／またはＧＵＶが何らかのオンコジーンを有するかを判定することとなる。その後
、これらがソートされて、これらの微小滴および／またはＧＵＶが回収され得るので、こ
れらがどのオンコジーンを含有するかを判定するためにより詳細に分析され得る。そのよ
うな微小滴および／またはＧＵＶ中に存在するオンコジーンを判定するために、マイクロ
フルイディック技術または非マイクロフルイディック技術が用いられ得る。非マイクロフ
ルイディック技術を用いて、オンコジーンを含有すると同定された微小滴および／または
ＧＵＶが、ウェルプレート上のウェル中に入れられてよく、そこでより大容量に希釈され
て、マルチプレックスＰＣＲ反応中に生じたＰＣＲ産物の全てを放出することとなる。そ
の後、このウェル由来のサンプルが、他のウェル中に移され得、各ウェルの中に、１つの
オンコジーン用のプライマーが加えられることとなる。その後、これらのウェルは、温度
サイクルを受けてＰＣＲが開始されることとなり、その位置にて、インターカレート染料
が加えられて、マッチするオンコジーンおよびプライマーを有するウェルが明るくなるで
あろう。
【０１４２】
　したがって、主題の方法を実行する際に、成分が、例えば蛍光の変化に基づいて、検出
され得る。ある態様において、蛍光の変化は、蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）に起
因する。このアプローチにおいて、５’プライマーはクエンチャ色素を有し、かつ３’プ
ライマーは蛍光色素を有する、特別なプライマーセットが用いられ得る。これらの色素は
、末端上でも中間でも、プライマー上のどこに配置されてもよい。プライマーは相補的で
あるため、溶液中で二本鎖として存在することとなるので、互いに近接することとなって
、蛍光色素の放射が、クエンチャ色素によってクエンチされることとなり、溶液は暗く見
える。ＰＣＲの後、これらのプライマーは、長いＰＣＲ産物中に組み込まれることとなる
ので、互いから遠く離れることとなる。これにより、蛍光色素が発光することとなって、
溶液は蛍光性になる。それゆえに、特定のオンコジーンが存在するかを検出するために、
当業者は、蛍光色素の波長にて、微小滴および／またはＧＵＶの強度を測定することがで
きる。異なるオンコジーンが存在するかを検出するために、これは、異なるプライマーに
ついて異なって着色される色素でなされるであろう。これにより、微小滴および／または
ＧＵＶは、細胞中に存在するオンコジーンのプライマーに対応する全ての波長にて蛍光性
となるであろう。
【０１４３】
ソーティング
　本開示の方法を実行する際に、１つまたは複数のソーティングステップが使用され得る
。目的のソーティングアプローチとして、膜バルブ、分岐チャンネル、表面音響波、およ
び／または誘電泳動の使用を含むアプローチが挙げられるが、これらに必ずしも限定され
ない。目的の分類アプローチとしてさらに、Ａｇｒｅｓｔｉら、ＰＮＡＳ　１０７巻、９
号、４００４～４００９によって記載されるものが挙げられる；この開示は、参照によっ
て本明細書中に組み込まれる。所望の特性を有する、または有していないメンバーの混合
物を含有する集団が、所望の特性を有していないメンバーを取り除くことによって富化さ
れることによって、所望の特性を有する富化集団を生産することができるという点で、ソ
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ーティングによって集団が富化され得る。
【０１４４】
　ソーティングは、本明細書中に記載される何れかのステップの前または後に利用され得
る。さらに、２回以上のソーティングステップが、微小滴、例えば、一重エマルジョン微
小滴、多重エマルジョン微小滴、および／またはＧＵＶの集団に利用され得、例えば、約
２回以上、約３回以上、約４回以上、または約５回以上その他のソーティングステップで
ある。複数のソーティングステップが適用される場合、ステップは、１つまたは複数の方
法（例えば、異なる特性に基づくソーティング、異なる技術を用いるソーティング等）が
、実質的に同一であっても異なってもよい。
【０１４５】
　１つまたは複数の特性に基づいて、微小滴がソートされ得る。目的の特性として、サイ
ズ、粘度、質量、浮力、表面張力、導電率、電荷、磁気、蛍光、および／または１つもし
くは複数の成分の有無が挙げられるが、これらに限定されない。ある態様において、ソー
ティングは、微小滴中の細胞の有無に少なくとも部分的に基づき得る。ある態様において
、ソーティングは、例えば、蛍光ＰＣＲ増幅産物の検出によって示されるような、核酸増
幅産物、例えばＰＣＲ増幅産物の有無の検出に少なくとも部分的に基づき得る。
【０１４６】
　微小滴ソーティングは、例えば、細胞が存在しない微小滴を取り除くのに、使用され得
る。封入は、細胞が存在しない大多数の微小滴を含む、１つまたは複数の微小滴をもたら
し得る。そのような空の微小滴がシステム内に残っているならば、他の何らかの微小滴と
して処理されることとなり、その間の試薬および時間が無駄になろう。最高の速度および
効率を達成するために、これらの空の微小滴は、微小滴ソーティングで取り除かれること
になる。例えば、滴メーカーは、細胞の非存在下で、８μｍの滴が形成されるように、ド
リッピングからジェット噴射への移行に近づくように作動し得る；対照的に、細胞が存在
する場合、フロー中で生じる撹乱は、ジェットの崩壊を誘発して、直径２５μｍの滴を形
成することとなる。ゆえに、装置は、空の８μｍの滴、および単細胞を含有する２５μｍ
の滴の二分散集団を生産し得、これはその後、例えば流体式ソーターを用いて、サイズに
よってソートされて、より大きな、単細胞を含有する滴のみが回収され得る。
【０１４７】
　目的のパッシブソーターとして、流体式ソーターが挙げられ、これは、小さな微小滴お
よび大きな微小滴の、マイクロフルイディックチャンネル中での様々な移動の仕方に基づ
いて、サイズに従って、様々なチャンネル中に微小滴をソートするものである。また、バ
ルクソーターにも関心が持たれ、この単純な例として、重力場において異なる質量の微小
滴を含有するチューブがある。チューブを遠心分離し、撹拌し、および／または振盪する
ことによって、より浮揚性のあるより軽い微小滴が、コンテナの上部に向けて自然に移動
することとなる。磁気特性を有する微小滴は、磁気特性を有する微小滴が、特性の大きさ
に従って自然に移動することとなる磁界をコンテナに印加することによる点以外は類似し
たプロセスにおいてソートされ得る。主題の方法に用いられるパッシブソーターはまた、
フロー特性に基づいて多数の微小滴を同時にソートすることとなる比較的大きなチャンネ
ルを備えてもよい。
【０１４８】
　また、ピコインジェクションが、一重エマルジョン微小滴の電気特性を変えるのに用い
られ得る。これは、例えば、イオンを加えることによって微小滴の導電率を変えるのに用
いられ得、導電率はその後、例えば誘電泳動を用いて、微小滴をソートするのに用いられ
得る。これ以外にも、ピコインジェクションはまた、微小滴、例えば滴を帯電させるのに
用いられ得る。これは、帯電している微小滴中に流体を注入して、注入後、微小滴が帯電
することによって、達成され得る。これは、帯電していたり帯電していなかったりする微
小滴のコレクションを生産することとなり、帯電した微小滴はその後、帯電量に基づいて
方向が変わることとなる電界の領域中を流れることによって、抽出され得る。異なる量の
液体を注入することによって、ピコインジェクションを調整することによって、または固
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定された注入容量について異なる電荷を注入するように電圧を調整することによって、微
小滴上の最終電荷は調整されて、電荷が異なる微小滴が生産され得る。これらはその後、
電界領域において量が異なることによって方向が変わることとなり、異なるコンテナ中に
ソートされ得る。
【０１４９】
　フローサイトメトリ（ＦＣ）が、本明細書中に記載される方法の何れかにおいて、オン
チップ微小滴ソーティングに代わるものとして利用されてよい。そのような方法、および
当該方法の実行に利用され得る装置が、ＬｉｍおよびＡｂａｔｅ、Ｌａｂ　Ｃｈｉｐ、２
０１３、１３、４５６３～４５７２に記載されている；この開示は、その全体が全ての目
的について、参照によって本明細書中に組み込まれる。簡潔に、微小滴は、例えば、本明
細書中に記載される分割およびピコインジェクションのような技術を用いて、形成かつ操
作されて、一重エマルジョンが生じ得る。その後、一重エマルジョンは、例えば、本明細
書中に、またはＬｉｍおよびＡｂａｔｅ、Ｌａｂ　Ｃｈｉｐ、２０１３、１３、４５６３
～４５７２に記載される１つまたは複数の装置を用いて、二重乳化されて、例えば、本明
細書中に記載される多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶが提供され得る。その
後、二重エマルジョンは、ＦＣ、例えばＦＡＣＳを介して分析され得る。
【０１５０】
　ＦＣ分析に適した二重エマルジョンおよび／またはＧＵＶを形成するのに利用され得る
装置、ならびにその特性評価および用途が、図１、図２、図６、および図８～図１２を参
照して、本明細書中でより詳細に記載される。ＦＡＣＳを介したソーティングを含む実施
形態用のワークフロースキームが、図６に示されている。
【０１５１】
　本開示の方法および装置を用いて生成された多重エマルジョン微小滴、例えば二重エマ
ルジョンおよび／またはＧＵＶは、例えば、酵素を伴う反応、例えばＰＣＲを含む種々の
内包型の化学的反応および生物学的反応を行うのに用いられ得る。多くの場合、反応の結
果は、検出に関心が持たれ得る産物であり得る。また、様々なレベルの産物、または複数
の産物の組合せを有する多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶを回収することに
も関心が持たれ得る。これは、本発明を用いて、種々の方法で達成され得る。例えば、反
応物が、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶリアクタ中に分配されて、異なる
多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶが異なるレベルに反応して、異なる最終産
物濃度を有し得る。その後、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶは、例えば、
分光技術、例えば光学イメージングまたは蛍光イメージング、フローサイトメトリ、ラマ
ン分光法、質量分析その他を用いて、調べられ得る。これらの方法、またはそれらの組合
せは、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ中の様々な化合物の濃度を判定する
のに用いられ得る。これらの方法は、例えば、二重エマルジョンの場合にマイクロフルイ
ディックベースのソーティングまたはフローサイトメトリを用いて、多重エマルジョン微
小滴および／またはＧＵＶをソートする機構と組み合わされ得る。ポジティブに、および
ネガティブにソートされた多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶの内容物は、こ
れらのソートされたプールの異なる特性を同定するために分析され得る。
【０１５２】
　さらに、場合によっては、例えば、ポジティブにソートされた各小滴の更なる詳細な個
々の分析を可能にする更なる研究のために、個々のポジティブにソートされた小滴を、隔
離されたウェル中にロードすることが所望され得る。非限定的な例として、本開示の方法
および装置は、特定の核酸配列を含有するウイルスを調べるために用いられ得る。異質集
団由来のウイルスが、例えば、多重エマルジョン微小滴、例えば二重エマルジョンおよび
／またはＧＵＶ中に、標的核酸の溶解および増幅に十分な試薬と共にロードされ得る。そ
の後、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶは、フローサイトメトリにより分析
かつソートされて、標的核酸の増幅を経た全ての小滴が検出かつ回収され得る。これらの
小滴は、例えば、単一のポジティブプールにソートされ得、またはウェルプレートアレイ
上のウェル中に個々にソートされ得る。これらは、所望される場合、アレイ上の各ウェル
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が、全て同じであってもよいし、異なる増幅標的を示してもよい、ポジティブ事象の所望
の組合せを有するように、特定のグループ内にロードされてもよい。その後、ソートされ
た小滴は、更なる分析、例えば質量分析または次世代シーケンシングにかけられ得る。
【０１５３】
　プール分析事例において、ポジティブコンテナ中にロードされた全細胞由来の核酸は、
一緒に混合されて、全体として分析されることとなる。しかしながら、単一の小滴をウェ
ル中にロードすることによって、各ウェルの内容物は、例えば、プールまたは配列決定の
前に各ウェル内で核酸をバーコード化することによって、個々に分析され得る。これによ
り、例えば、標的種の単一ウイルスゲノムの溶解が、標的種を検出するだけでなく、個々
のゲノムを回収することも可能にするので、同じ種の異なるメンバー間の比較が得られ得
る。そのような分析は、メタゲノミクス等の種々の用途に、またはウイルス多様性を研究
するのに有用である。
【０１５４】
　本発明の一部の実施形態において、検出に用いられる増幅に加えて、標的分子を増幅し
て、例えば、ソートされた標的核酸への更なる分析を可能にすることが所望される。例え
ば、一部の用途において、標的は、配列決定に所望される核酸を含むであろうが、標的に
よって提供される核酸の量は、配列決定を可能にするには小さ過ぎるであろう。この場合
には、特異的ＰＣＲまたは非特異的多置換増幅等の増幅手順が、多重エマルジョン微小滴
および／またはＧＵＶのソーティング前または後に、利用され得る。例えば、比較的小さ
な線状ゲノムを有するウイルス、例えばポリオまたはＨＩＶの場合、ソーティング前また
は後にＰＣＲが実行されて、ソーティング後に各ゲノムの十分なコピーが提供されて、配
列決定分析が可能となる。例えば、個々のゲノムが、小滴内に封入されて、ゲノムの全体
または一部の増幅にかけられ得る。この反応と同時に、またはその後に、更なる増幅が実
行されて、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ内のゲノムが同定され得、そし
てこの情報に基づいて、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶがソートされ得る
。標的核酸の多数のコピーを今では含有する、これらのソートされた二重エマルジョンは
、その後、後続の分析に、より容易にかけられ得る。
【０１５５】
　これ以外にも、個々のゲノムが封入されて、検出増幅にかけられて、例えば、各ポジテ
ィブ多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶが、完全長の標的核酸の１コピーのみ
、および多数の小さな検出領域アンプリコンを含有するようにされ得る。これらのアンプ
リコンに基づいて、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶは、各ポジティブソー
ティング事象について、標的ゲノムの１つの完全長コピーを提供するプールとして回収さ
れ得る。配列決定ライブラリを調製するために、これらのポジティブゲノムは、その後、
特異的であり、かつ所望される領域に隣接するプライマーを有するＰＣＲ、または代わり
に、ゲノムの全体を増幅する非特的方法、例えば多置換増幅法（ＭＤＡ）または多アニー
リングおよびルーピングベースの増幅サイクル法（ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ａｎｎｅａｌｉｎ
ｇ　ａｎｄ　ｌｏｏｐｉｎｇ　ｂａｓｅｄ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｃｙｃｌｅｓ
：ＭＡＬＢＡＣ）を用いて増幅され得る。また、ポジティブ多重エマルジョン微小滴およ
び／またはＧＵＶがプールされないならば、例えば、ポジティブ多重エマルジョン微小滴
および／またはＧＵＶが、ウェルプレートアレイ中にソートされてから、特異的であり、
かつ所望される領域に隣接するプライマーを有するＰＣＲを用いた増幅にかけられるなら
ば、生じた個々のアンプリコンは、サンガー配列決定用の材料として、直接用いられ得る
。
【０１５６】
　開示される方法および装置の強力な利点は、多数の独立した、隔離された反応を実行し
てから、種々の分光技術を利用して、反応産物を検出し、かつ所望の反応を経た特定のリ
アクタを回収するためにソートする能力である。開示される方法の性能に起因し得る課題
は、場合によっては、更なる分析に所望されるポジティブ事象が、非常に稀であるおそれ
があることである。例えば、開示される方法が、所望のウイルスが非常に低いレベルで存
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在する、大きな、多様なウイルスプールにおいて、特定のウイルスを検出するのに用いら
れるならば、特定のウイルスを回収するために、多数の個々のウイルスが分析される必要
があり得る。そして、種の複数の例を回収することが所望されるならば、より一層多数の
総ウイルスが分析される必要があり得る。開示される方法で実行され、かつソートされ得
る反応の数は有限であるので、確実に検出するには標的があまりに稀である例が存在する
おそれがある。
【０１５７】
　ある例において、本開示の方法は、極端に稀な事象を回収するティアードソーティング
プロセスに用いられ得、各ソーティングラウンドが、富化係数を与える。サンプルにソー
ティングを何度も実行することによって、サンプルは標的について富化され得るので、総
富化は、個々の富化の全ての乗法の積になる。例えば、本開示のシステムが多くとも１０
０万個の多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶを生成し、分析し、かつソートす
ることできると仮定する。理想的な条件下で、これは、例えば、１０億個中１個に存在す
る事象が、システムの短絡的な使用により、検出される可能性が低いことを意味する。し
かしながら、ティアードソーティングを実行して、各ソーティングラウンドでの標的を富
化することによって、そのような稀な事象は回復され得る。
【０１５８】
　例えば、第１のラウンドでは、試験用の１００億個の実体が、１００万個の多重エマル
ジョン微小滴および／またはＧＵＶ内に隔離されて、各多重エマルジョン微小滴および／
またはＧＵＶが、約１０，０００個の実体を含有するようにされ得る。標的実体が１０億
個中１個に存在するならば、そのようなサンプルにおいて、標的を含有することでポジテ
ィブであるのは、多くとも１０個の多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶとなろ
う。これらはソートされることとなり、それぞれが１０，０００個の実体を提供して、所
望される１０個が混合されている総数１００，０００個の実体が産出される。この富化が
十分であり得る場合もあるが、１００％の純度にまでさらに富化することすら所望される
場合もあり得る。この場合、ティアードソーティングアプローチが用いられ得、例えば、
１０個の小滴中の１個が１つの実体を含有するように、１００，０００個の実体が１００
万個の小滴中にロードされ、ローディングはポアソン分布に従う。この例では、標的につ
いてポジティブであると判定される大部分の小滴は、その標的実体のみを含有することと
なるが、ポアソンローディングのランダムな性質に起因して、一部は、ポジティブなもの
と偶然共封入されたネガティブなオフターゲット実体を含有することもあろう。
【０１５９】
　１００万個の小滴が分析されてソートされる場合、ここでも１０個が、標的実体を含有
すると判定され、そしてソーティングにより回収されることとなり、標的についてほぼ完
全に純粋である、高度に富化された集団が提供される。さらに富化するために、ソーティ
ングの更なるラウンドが実行され得る。ティアードソーティングの倍率は、この場合、最
終富化が、個々の富化の乗法の積となることである。例えば、方法が１ラウンドで最大１
０＾３倍富化することができるならば、同サンプルに２回ソーティングを実行することに
よって、最終富化は１０＾３×１０＾３＝１０＾６倍となり、一方、もう１回のラウンド
により、例えば、１０＾９倍の最終富化が実現されることとなる。さらに、富化は、ユー
ザの所望に応じて、各ラウンドで類似しても異なってもよい。例えば、関係が少数である
第１のラウンドが、例えば、１０＾３倍の富化を実現するのに用いられ得、その後、より
集約的なラウンドが、１０＾６倍の富化を実行するのに用いられ得ると、ここでも１０＾
９倍の最終富化が得られる。これらの値は、必要に応じて、特定の用途について最適化す
るように調整され得るが、ティアードソーティング法は一般に、富化倍率が有限であろう
と、大規模な集団から極端に稀な事象を富化することができる非常に強力な利点を提供す
る。
【０１６０】
　開示されるＰＣＲ活性化ソーティングによる富化法を用いる場合、各富化が成功し、か
つ溶液中の標的の濃度が増大することを確実にすることを特別に考慮する必要はなくてよ



(51) JP 2018-505671 A 2018.3.1

10

20

30

40

50

い。例えば、大きな集団中の非常に稀なウイルスを検出することが目的であるならば、第
１のラウンドでは、ウイルスゲノム中の特定の配列に対して、増幅プライマーが生じ得る
。これが、ソーテッドチャンバ中に収集されることとなる領域の多くのコピーを産出する
こととなる。この同領域が更なるソーティングラウンドに用いられるならば、より初期の
ラウンドの産物アンプリコンが検出されてソートされることとなり、多数のポジティブ事
象が、大きな富化を達成する方法の倍率を衰退させることとなる。この例では、後のラウ
ンドにおけるプライマーは、より初期のラウンド由来の増幅産物を検出しないように修飾
され得る。これは、例えば、後のラウンドにおけるプライマーが、初期のラウンドにおい
て用いられる領域を越えたところから増幅することで、初期のラウンド由来の産物が、後
のラウンドで増幅され得ない、ネステッドＰＣＲアプローチを用いることを含むいくつか
の方法で、達成され得る。これ以外にも、完全に異なった領域、例えば同じ遺伝子の異な
る部分、または異なる遺伝子の全体が、後のラウンドにおいて標的とされ得る。これらの
方法の組合せもまた、高度に富化されたサンプルを達成するのに用いられ得る。
【０１６１】
適切な対象および／またはサンプル
　主題の方法は、種々の異なる対象からとられる生体サンプルに利用され得る。多くの実
施形態において、対象は「哺乳類」または「哺乳綱」であり、これらの用語は、食肉目（
例えば、イヌおよびネコ）、齧歯目（例えば、マウス、モルモット、およびラット）、お
よび霊長目（例えば、ヒト、チンパンジー、およびサル）を含む、哺乳綱に該当する生物
を記載するのに広く用いられる。多くの実施形態において、対象はヒトである。主題の方
法は、双方の性別の、そしてあらゆる成長ステージ（すなわち、新生児、乳児、少年少女
、青年期、成人）のヒト対象に利用され得、ある実施形態において、ヒト対象は、少年少
女、青年期、または成人である。本発明は、ヒト対象に利用され得る一方で、主題の方法
はまた、他の動物対象（すなわち、「非ヒト対象」）、例えば、以下に限定されないが、
鳥類、マウス、ラット、イヌ、ネコ、家畜、およびウマに実行され得ることが理解される
べきである。したがって、本開示に従う評価が必要なあらゆる対象が適していることが理
解されるべきである。
【０１６２】
　さらに、適切な対象として、症状、例えば癌と診断された対象、およびそのように診断
されなかった対象が挙げられる。適切な対象として、１つまたは複数の癌の臨床像を示し
ている対象、および示していない対象が挙げられる。ある態様において、対象は、１つま
たは複数の因子、例えば家族の病歴、化学物質曝露および／または環境曝露、遺伝的突然
変異（例えば、ＢＲＣＡ１および／またはＢＲＣＡ２突然変異）、ホルモン、感染体、放
射線曝露、ライフスタイル（例えば、食事および／または喫煙）、１つまたは複数の他の
疾患症状の存在等のために、癌を発病するリスクがあり得る対象であってよい。
【０１６３】
　先でより完全に記載されるように、生体サンプルの種々の異なるタイプが、そのような
対象から得られ得る。ある実施形態において、全血が対象から抽出される。必要に応じて
、全血は、主題の方法を実行する前に、例えば遠心分離、分画、精製等によって処理され
てよい。対象から抽出される全血サンプルの容量は、１００ｍＬ以下であってよく、例え
ば、約１００ｍＬ以下、約５０ｍＬ以下、約３０ｍＬ以下、約１５ｍＬ以下、約１０ｍＬ
以下、約５ｍＬ以下、または約１ｍＬ以下である。
【０１６４】
　本明細書中で提供される主題の方法および装置は、固定細胞および生きた細胞の双方と
適合する。ある実施形態において、主題の方法および装置は、生きた細胞で実行される。
他の実施形態において、主題の方法および装置は、固定細胞で実行される。細胞サンプル
の固定により、サンプルは、下流分析に干渉し得る小さな分子および脂質を抽出するため
に洗浄され得る。さらに、細胞の固定および透過化処理により、細胞は、表面タンパク質
および細胞内タンパク質用の抗体で染色され得る。本明細書中に記載される核増幅法と組
み合わされて、そのような染色は、高いレベルのマルチプレックス化を達成するのに用い
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られ得る。なぜなら、抗体は細胞サンプルに局在化する一方で、核増幅産物は多重エマル
ジョン微小滴および／またはＧＵＶ内に遊離しているからである。そのような構成により
、同じ色の色素が、抗体に、および核酸増幅によって生産されるアンプリコンに用いられ
得る。細胞を固定するのに適したあらゆる方法が用いられ得、これにはホルムアルデヒド
、メタノール、および／またはアセトンを用いた固定が挙げられるが、これらに限定され
ない。
【０１６５】
多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶにおける通常の反応
　本明細書中に開示される方法および装置は一般に、区画された多数の反応、ならびに、
種々の検出法、例えば分光法、化学的技術、生物学的技術、配列決定その他を用いた、そ
れらの反応のその後のリーディングおよびソーティングの実行を促進する。反応として、
生体分子なしで実行される有機反応もしくは無機反応、または生体分子および／もしくは
細胞に関わる反応、例えば酵素反応、例えばＰＣＲを含み得る。反応はまた、細胞材料ま
たは細胞ベースの抽出物を含み得、生きた細胞を用いることなくＤＮＡ、ＲＮＡ、および
タンパク質を発現することができる転写抽出物および翻訳抽出物を含む。これは、生物学
的合成用途に用いられ得、例えば、活性経路のスクリーニングを含む。
【０１６６】
　例えば、１つまたは複数のタンパク質によって実行される経路が、多重エマルジョン微
小滴、例えば二重エマルジョンおよび／またはＧＵＶ内に、１つまたは複数の経路タンパ
ク質を発現することができる無細胞抽出物と共に封入される核酸によって、コードされ得
る。また、経路の試験を可能にするアッセイ構成要素が含まれ得る。経路活性およびアッ
セイの測定値に基づいて、リアクタは、特に所望される経路を偶然封入した多重エマルジ
ョン微小滴および／またはＧＵＶを回収するようにソートされ得る。ソーティングの後、
それらが分析、増幅等されて、プロセスが続けられて、スクリーニングが実行され得、ま
たは代わりに、指向性進化が実行され、かつ経路配列の増強が生じ得る。
【０１６７】
　多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶにおける反応はまた、偏りがより小さな
配列決定ライブラリの生成を含む核酸操作等の用途に、または特定の形状を有する分子を
組み合わせるために、用いられ得る。例えば、特定の遺伝子配列を発現する細胞が、多重
エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ内に封入されてから、本開示の方法にかけられ
て、配列を増幅して連結して、更なる用途において分析または使用され得る単一分子を生
成することができる。例えば、細胞としてヒト抗体生成細胞が挙げられるならば、細胞の
重鎖および軽鎖に対応する遺伝子は、相互に連結して、分析され得る単一分子が生じ得、
対形成する重鎖および軽鎖を検出することができ、または抗体様分子、例えばｓｃＦｖも
しくはＦａｂを生成することができる。
【０１６８】
酵素結合プローブによるタンパク質またはＤＮＡの検出
　本明細書中に記載される方法および装置は、異質溶液中の実体を検出かつソートする種
々の方法に用いられ得る。これまで記載された実施形態はこれを、多重エマルジョン微小
滴、例えば二重エマルジョンおよび／またはＧＵＶにおいて実行される核酸増幅を用いて
達成するものもあるが、本開示によって可能にされる他の方法もある。例えば、開示され
る方法および装置が核酸を検出するのに用いられる場合、これは、例えば、個々の核酸実
体を多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ内に封入してから、標的核酸に特異的
なプライマーによる増幅にかけて、標的アンプリコンを検出してから、増幅に基づいてソ
ートすることによって、達成され得る。しかしながら、他の検出可能なシグナルが、他の
手段を用いて、例えば親和性試薬を標的に結合することによって、生じ得る。例えば、標
的が核酸であるならば、標的に特異的であり、存在する場合、標的にハイブリダイズし得
るプローブが、合成され得、当該プローブは、色素で、または場合によっては触媒、例え
ば酵素ベースの触媒または非酵素ベースの触媒で、標識され得る。当該プローブによって
結合された標的は、結合していないプローブを取り除くために精製にかけられ得、残る物
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質は、本明細書中に記載される方法を用いて、多重エマルジョン微小滴および／またはＧ
ＵＶ内に封入され得る。
【０１６９】
　触媒結合プローブの場合、触媒用の基質もまた、多重エマルジョン微小滴および／また
はＧＵＶ内に含まれ得る。この例では、標的を含有する多重エマルジョンは、プローブが
結合することとなるので、触媒を含むこととなり、基質の触媒反応および産物の生成が起
こり、これは、例えば、蛍光性であり得る。これにより、多重エマルジョン微小滴および
／またはＧＵＶは経時的に、蛍光産物で充填されることとなる。対照的に、空である、ま
たはオフターゲット分子を含有する多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶは、触
媒を含有することとはならず、産物が生成しないので、検出可能なシグナルを発しない。
そのようなアプローチの結果生じるのは、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ
の大きなコレクションであり、これらは、蛍光であるものもあれば薄暗いものもあるので
、蛍光の封入多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶをソートすることによって、
標的の回収が可能になる。この手順はまた、親和性試薬、例えば抗体が結合し得る他の種
類の標的、例えば、生体分子、ウイルス、細胞その他に利用され得る。この場合、親和性
試薬は、例えば、触媒と結合して、核酸プローブによって結合された核酸標的について先
に記載された手順が実行されるであろう。
【０１７０】
　これらの双方の例において、洗浄が実行されて、結合していない触媒が取り除かれ得、
当該触媒は、もし洗浄されなければ、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ内に
封入されて、偽陽性をもたらすこととなる。しかしながら、結合していない触媒を取り除
く洗浄が所望されず、または可能でないならば、代わりのアプローチとして、例えば、ポ
ジティブ事象を同定するために２つのシグナルの局在化が用いられる多重アッセイを用い
ることがあろう。例えば、溶液中にある核酸標的を検出することが目的であるならば、標
的上の２つの異なる配列用のプローブが合成され得、当該プローブは、それぞれに異なる
触媒が結合しており、これが例えば、蛍光産物を産出する反応を実行する。一実施形態に
おいて、異なる触媒についての蛍光産物は、色が異なり得、例えば、一方が緑色の蛍光産
物を、そして他方が赤色の蛍光産物を与える。プローブは、平常通り、標的に結合し得る
。この場合、多くの結合していないプローブが溶液中に存在することとなる一方、大部分
の例において、第１のタイプの触媒に相当するプローブは、触媒が異なる第２のプローブ
には、これら双方が同じ標的核酸に結合しない限り、物理的に結合することはない。
【０１７１】
　溶液はまた、必要に応じて、高濃度でのハイブリダイゼーションを実行するために希釈
され得る。その後、あらゆる所定の小滴等容量の溶液が、１つのプローブのみ、または双
方のプローブが結合した標的を含有することとなるように、濃度が引き下げられ得る。そ
の後、この溶液は、触媒用の基質と共に封入され、インキュベートされ、検出され、かつ
ソートされ得る。この実施形態において、多くの多重エマルジョン微小滴および／または
ＧＵＶが、赤色の触媒または緑色の触媒のみを含有することとなるが、他のものは、赤色
および緑色の双方（標的に結合されている）を含有することとなる。これにより、標的核
酸を含有する小滴は、触媒しか含有しないものとは、双方の波長にて蛍光を発する小滴を
、洗浄する必要なく検出することによって、区別され得ることとなる。
【０１７２】
　ここでも、双方の触媒の結合していないプローブが、同じ小滴内に偶然共封入される場
合に偽陽性が生じ得るが、これは、この事象が標的の存在よりも実質的に稀であることを
確実にするほど十分に溶液を希釈することによって軽減され得るので、同定されるダブル
ポジティブ多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶはほとんどの場合、標的の存在
を伴い得る。異なる種類の親和性試薬、例えば抗体のような結合分子を用いる類似の技術
が、細胞またはタンパク質のような他の種類の標的に利用され得、当該親和性試薬にはこ
こでも、反応性が異なる触媒その他が結合し得る。
【０１７３】
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癌の検出
　本開示に従う方法はまた、癌を検出する方法に関する。そのような方法は、多重エマル
ジョン微小滴および／またはＧＵＶ中に、対象由来の生体サンプルから得られたオリゴヌ
クレオチドを封入するステップであって、少なくとも１つのオリゴヌクレオチドが、多重
エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶ中に存在する、ステップと；ポリメラーゼ連鎖
反応（ＰＣＲ）試薬、検出成分、および複数のＰＣＲプライマーを、多重エマルジョン微
小滴および／またはＧＵＶ中に導入して、ＰＣＲ増幅がＰＣＲ増幅産物を生産し得る条件
下で、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶをインキュベートするステップであ
って、複数のＰＣＲプライマーは、それぞれが１つまたは複数のオンコジーンにハイブリ
ダイズする１つまたは複数のプライマーを含む、ステップと；検出成分の検出によってＰ
ＣＲ増幅産物の有無を検出するステップであって、検出成分の検出は、ＰＣＲ増幅産物の
存在を示す、ステップとを含んでよい。
【０１７４】
　１つまたは複数のオンコジーンに相当する１つまたは複数のＰＣＲ増幅産物の検出は、
対象が癌を有することを示し得る。微小滴に加えられる特定のオンコジーンは、様々であ
り得る。ある態様において、オンコジーンは、特定の型の癌、例えば、乳癌、結腸癌等に
特異的であり得る。
【０１７５】
　さらに、主題の方法を実行する際に、成分が検出されることになる生体サンプルは、変
わってよく、検出が試みられる特定の型の癌に、少なくとも部分的に基づいてよい。例え
ば、ある例において、対象が乳癌を有するかを判定することが所望されるならば、乳房組
織が生体サンプルとして用いられ得る、等である。癌を検出する方法を実行する際に、本
明細書中に記載される通常のステップへの何らかの変形がなされてもよく、例えば、加え
られ得るプライマーの数、試薬が加えられる方法、適切な対象等が作られる。
【０１７６】
装置
　先で示されるように、本発明の実施形態は、マイクロフルイディック装置を使用する。
本発明のマイクロフルイディック装置は、様々な点で特徴付けられ得る。ある実施形態に
おいて、例えば、マイクロフルイディック装置は、少なくとも１つの「マイクロ」チャン
ネルを有する。そのようなチャンネルは、少なくとも１つの断面寸法が約ミリメートル以
下（例えば、約１ミリメートル以下）であってよい。当業者であれば、ある用途について
、この寸法が調整され得ることを理解するであろう；一部の実施形態において、少なくと
も１つの断面寸法は、約５００マイクロメートル以下である。一部の実施形態において、
ここでも出願が許容するように、断面寸法は約１００マイクロメートル以下（またはさら
に約１０マイクロメートル以下、さらに時折約１マイクロメートル以下）である。断面寸
法は、中心線フローの方向にほぼ直角をなすものであるが、フロー方向を変える傾向があ
る肘部または他の形状部分を通るフローに直面する場合、稼働中の断面寸法は、フローと
厳密に直角をなす必要がないことが理解されるべきである。一部の実施形態において、マ
イクロチャンネルが２つ以上の断面寸法、例えば矩形断面の高さおよび幅、または楕円断
面の長軸および短軸を有し得ることも理解されるべきである。これらの寸法の何れも、こ
こで示されるサイズと比べられ得る。本発明で使用されるマイクロチャンネルは、２つの
寸法が肉眼で見て不均衡であり得る（例えば、矩形断面が、約１００～２００マイクロメ
ートルの高さを、そして約センチメートル以上の幅を有する）ことに留意されたい。勿論
、ある装置が、２本以上の軸の大きさについて非常に類似している、または同一ですらあ
るチャンネル（例えば、断面が矩形、または環状であるチャンネル）を使用してもよい。
【０１７７】
　一部の実施形態において、本発明のマイクロフルイディック装置は、マイクロファブリ
ケーション技術を用いて作製される。そのような技術は、集積回路（ＩＣ）、微小電気機
械装置（ＭＥＭＳ）、ディスプレイ装置等を作製するのに一般的に使用される。マイクロ
ファブリケーションのタイプの内、マイクロフルイディック装置の作製において小さな寸
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法パターンを生じさせるために使用され得るプロセスとして、フォトリソグラフィ（Ｘ線
リソグラフィ、ｅ－ビームリソグラフィその他が挙げられる）、自己アライン堆積および
エッチング技術、異方性堆積およびエッチングプロセス、自己集合マスク形成（例えば、
疎水性親水性コポリマーの層の形成）その他がある。
【０１７８】
　上記のものを鑑みて、本明細書中に記載される仕組みおよび設計特徴の一部は、より大
きな装置およびシステムに縮尺を上げられ得、ミリメートル、またはさらにセンチメート
ルのスケールのチャンネル断面に達するチャンネルを使用する装置およびシステムを含む
ことが理解されるべきである。ゆえに、一部の装置およびシステムを「マイクロフルイデ
ィックである」と記載する場合、当該記載は、ある実施形態において、幾分大きなスケー
ル装置にも等しく当てはまることが意図される。
【０１７９】
　マイクロフルイディック「装置」に言及する場合、１つまたは複数のチャンネル、リザ
ーバ、ステーションその他が、モノリシックであってもモノリシックでなくてもよい連続
した基板を共有する単一の実体を表すことが一般に意図される。マイクロフルイディック
「システム」は、１つまたは複数のマイクロフルイディック装置、および関連する流体接
続、電気的接続、制御／論理特徴その他を備え得る。マイクロフルイディック装置の態様
として、１つまたは複数の流体フロー経路、例えば、本明細書中で考察される寸法を有す
るチャンネルの存在が挙げられる。
【０１８０】
　ある実施形態において、本発明のマイクロフルイディック装置は、液体培地の連続した
フローを提供する。マイクロフルイディック装置内のチャンネル中を流れる流体は、多く
の興味深い特性を示す。典型的には、無次元レイノルズ数は極端に低くて、常に層流のま
まであるフローが生じる。さらに、このレジームにおいて、合流する２つの流体が容易に
混合することはなく、拡散のみが、２つの化合物の混合を駆動し得る。
【０１８１】
　本発明への使用に適したマイクロフルイディック装置の構成要素の種々の特徴および例
が、次に記載されることとなる。
【０１８２】
基板
　マイクロフルイディックシステムに用いられる基板は、流体輸送に必須の要素が与えら
れている支持体である。基本構造は、モノリシックであってもよいし、積層されていても
よいし、そうでなければ区分されていてもよい。一般的に、基板は、（必要に応じて）分
子ライブラリおよび試薬用の導管として機能する１つまたは複数のマイクロチャンネルを
備える。また、入力ポート、出力ポート、および／またはフロー制御を補助する形状部分
を備え得る。
【０１８３】
　ある実施形態において、基板の選択は、装置の用途および設計に依存してよい。基板材
料は一般に、種々の操作条件との適合性について選択される。所定の材料についてのマイ
クロファブリケーションプロセスにおける制限もまた、適切な基板を選択する際の関連す
る考慮点である。有用な基板材料として、例えば、ガラス、ポリマー、シリコン、金属、
およびセラミックスが挙げられる。
【０１８４】
　ポリマーは、マイクロフルイディック装置にとっての標準的な材料である。なぜなら、
コスト効率が良く、かつ生産量が高いからである。ポリマーは、その成形挙動に従って３
つのカテゴリ：熱可塑性ポリマー、エラストマポリマー、およびデュロ可塑性ポリマーに
分類され得る。熱可塑性ポリマーは、ガラス転移温度超にてある形状に成形され得、この
形状は、ガラス転移温度未満に冷却された後に保持されることとなる。エラストマポリマ
ーは、外力が加わると直ぐに伸縮され得るが、外力が取り除かれると、元の状態に戻るこ
ととなる。エラストマは、その分解温度に達する前に溶融しない。デュロ可塑性ポリマー
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は、温度がその分解温度に達する少し前に軟化するので、その最終形状にキャストされる
必要がある。
【０１８５】
　本発明のマイクロ加工される装置に用いられ得るポリマーには、ポリ（ジメチルシロキ
サン）（ＰＤＭＳ）、ポリアミド（ＰＡ）、ポリブチレンテレフタレート（ＰＢＴ）、ポ
リカーボネート（ＰＣ）、ポリエチレン（ＰＥ）、ポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ
）、ポリオキシメチレン（ＰＯＭ）、ポリプロピレン（ＰＰ）、ポリフェニレンエーテル
（ＰＰＥ）、ポリスチレン（ＰＳ）、およびポリスルホン（ＰＳＵ）がある。ポリマーの
化学的特性および物理的特性は、マイクロフルイディック装置でのポリマーの使用を制限
する可能性がある。具体的には、ガラスと比較して、化学物質、エージング、機械的安定
性、およびＵＶ安定性に対する耐性が低いほど、特定の用途へのポリマーの使用を制限す
る可能性がある。
【０１８６】
　基板材料として用いられ得るガラスは、ある操作条件下で特定の利点を有する。ガラス
は、ほとんどの液体および気体に対して化学的に不活性であるので、プラスチックを溶解
させる傾向がある特定の溶媒を使用する用途に特に適している。さらに、その透明な特性
により、光学的検出またはＵＶ検出について、ガラスは特に有用となる。
【０１８７】
表面処理および表面コーティング
　表面修飾は、マイクロフルイディック装置の機能的機構（例えばフロー制御）を制御す
るのに有用であり得る。例えば、流体種をチャンネル壁に吸着させないことが、または生
体成分の検出のために表面に抗体を付着させることが、有利であり得る。
【０１８８】
　ポリマー装置は特に、疎水性である傾向があるので、チャンネルのローディングが困難
である場合がある。また、ポリマー表面の疎水性の性質により、電気浸透流（ＥＯＦ）の
制御が困難となる。ポリマー表面をコーティングする一技術が、チャンネル表面への高分
子電解質多重膜（ＰＥＭ）の塗布である。ＰＥＭは、陽性の高分子電解質および陰性の高
分子電解質の溶液で交互に連続的にチャンネルを満たすことを含み、これにより多重膜が
静電結合を形成し得る。層は典型的にはチャンネル表面に結合しないが、長期保存した後
でもチャンネルを完全にカバーし得る。ポリマー表面上に親水性層を塗布する別の技術は
、チャンネルの表面へのポリマーのＵＶグラフトを含む。表面をＵＶ照射に曝すと同時に
装置をモノマー溶液に供することによって、第１のグラフト部位、基部が、表面に生じる
。モノマーは反応して、反応部位に共有結合するポリマーを形成する。
【０１８９】
　ガラスチャンネルは一般に、高いレベルの表面電荷を有することによって、タンパク質
を吸着させ、おそらく分離プロセスを妨害する。一部の状況において、ポリジメチルシロ
キサン（ＰＤＭＳ）および／または界面活性剤のコーティングをガラスチャンネルに塗布
することが有利であり得る。表面吸着を遅らせるのに使用され得る他のポリマーとして、
ポリアクリルアミド、グリコール基、ポリシロキサン、グリセログリシドキシプロピル、
ポリ（エチレングリコール）、およびヒドロキシエチル化ポリ（エチレンイミン）が挙げ
られる。さらに、電気浸透装置が、装置の内側の条件（例えばｐＨ）を操作することによ
って大きさが調整可能である、電荷を帯びたコーティングを有することが、有利である。
コーティングは正にも負にも帯電し得るため、フローの方向もまた、コーティングに基づ
いて選択され得る。
【０１９０】
　また、特殊なコーティングが、チャンネル表面上に特定の種を固定するために塗布され
得る（このプロセスは当業者によって「表面の官能化」として知られている）。例えば、
ポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）表面が、アミンでコーティングされて、種々の官
能基または標的の付着が促進され得る。これ以外にも、ＰＭＭＡ表面が、酸素プラズマ処
理プロセスを通して親水性にされ得る。
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【０１９１】
　装置は、表面の化学的性質を修飾するために、化学物質および／またはガス状の物質で
処理され得る。一時的な疎水性チャンネルジャンクション、例えば、１つまたは複数の小
滴形成ジャンクションを生じさせるために、装置は、高温にて長期間インキュベートされ
てよい。永続的な修飾を加えるために、装置は、Ａｑｕａｐｅｌで処理されてよい。当該
修飾は、油中水小滴、例えば微小滴の作成を促進することとなる。対照的に、一時的な親
水性チャンネルジャンクション、例えば、１つまたは複数の小滴形成ジャンクションを生
じさせるために、ジャンクションは、酸素プラズマに供されてよい。より永続的な修飾を
加えるために、チャンネルジャンクションは、Ｖｉｃｋｅｒｓら、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ、
２００６、７８（２１）、７４４６～７４５２頁に記載される溶媒を用いて、抽出されて
よい。当該修飾は、水性相によって油中水小滴が引きちぎられ易くするので、二重エマル
ジョン小滴形成を促進することとなる。
【０１９２】
　エマルジョンの生成にマイクロフルイディック装置を用いる場合、チャンネル壁の濡れ
性を調整することが必須である場合がある。しかしながら、チャンネルの濡れ性の修飾は
、更なる装置作製ステップ、例えば化学的パターニングまたはＵＶパターニングを必要と
し、困難となり得る。一部の実施形態において、本明細書中に記載される方法は、チャン
ネルの濡れ性を備えたマイクロフルイディック装置の容易な作製に用いられ得る。例えば
、ある実施形態において、チャンネルを有するマイクロフルイディック装置は、特定のチ
ャンネルが他のチャンネルよりも大量のプラズマ酸化を受けるように、処理され得る。
【０１９３】
　例えば、装置の入口を、例えばテープで封鎖し、かつ装置の出口を開いたままにするこ
とによって、疎水性の第１の小滴メーカーおよび親水性の第２の小滴形成ジャンクション
を用いてツーステッププロセスで二重エマルジョンを生成する装置が作製され得る。その
後、当該装置は、酸素プラズマ処理にかけられ得る。出口が開いているので、反応性の酸
素イオンは出口チャンネル中に拡散し、これを処理して親水性にすることとなる。これは
、チャンネルの出口近くで、大量の酸素プラズマをもたらすので、親水性壁をもたらすこ
ととなるが、開いた出口から離れた、チャンネルのさらに上流では、酸素はさらに拡散す
ることとなり、より低い量に終わることとなる。これにより、プラズマ量は、チャンネル
の長さの全体にわたって徐々に変わることとなり、出口では大量であり、出口から遠くな
る（封鎖された入口のほぼ全てを含む）につれ少量となる。プラズマ酸化がチャンネルの
濡れ性を修飾するならば、これは、二重エマルジョンを生成する必要に応じて、出口近く
の濡れ性が親水性であり、さらに離れると疎水性である、空間的にパターン化された濡れ
性を達成するのに用いられ得る。
【０１９４】
　例えば、プラズマ酸化されていない表面と比較して、プラズマ酸化されている表面の異
なる反応性を利用することによって、装置の化学的特性を修飾する、類似した方法が用い
られ得る。例えば、本明細書中に記載される方法を用いて、チャンネルは、空間的にパタ
ーン化されたプラズマ酸化量が与えられ得る。その後、チャンネルは、例えば、装置の酸
化部分または非酸化部分に選択的に反応する試薬で満たされることによって、他の領域で
はなく特定の領域において反応し得る。これは、新規の部分をチャンネル表面に付着させ
ることによって、化学的特性、例えば濡れ性を増強させ、または新しい表面特性を生じさ
せるのに用いられ得る。また、種々のタイプの形状部分、例えば断面が狭い、長いチャン
ネル、設計サイズが異なるギャップを有するポストその他が、プラズマ量を誘導かつ調整
するのに用いられ得る。
【０１９５】
拡散プラズマ酸化が制限された、空間の濡れ性パターニング
　濡れ性をパターン化する一般的な方法は、高い程度の空間制御、例えば化学的処理の光
活性化重合およびフロー制限により、チャンネルの表面特性を修飾することができる方法
に依存する。しかしながら、当該方法は複雑であり、装置とアラインされることになる光
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パターンの高度な制御、または流量の注意深い制御が必要となる。官能化疎水性ポリマー
装置を親水性にする一方法が、プラズマ酸化によるものであり、これは、水－油接触角度
が＞９０度であるＰＤＭＳの通常疎水性の濡れを、完全な濡れ（接触角度０度）に変換す
ることが示された。プラズマプロセスが利用される空間制御によって、プラズマ酸化を用
いて濡れ性を空間的に制御することが可能となり得る。
【０１９６】
　プラズマ酸化は、酸化されることになるチャンネルの表面近くで酸素ガスイオンを発生
させる能力に依存する；ガス拡散が装置の特定の領域に制限されるならば、当該領域を処
理する一方で、他の領域を未処理のままにすることが可能であろう。これを達成する一方
法が、大気に開かれている２つのリザーバを、リザーバ間のガス拡散が比較的遅い、長い
抵抗チャンネルによって連結するものである。例えば第１の入口をテープのようなバリア
で密閉することによって、第１のリザーバが大気に開かれ、かつ第２のリザーバが閉じら
れているならば、分子のみが、第２のリザーバを第１のリザーバに連結しているチャンネ
ルを介して、第２のリザーバ中に拡散することができるが、これは比較的遅いであろう。
これにより、プラズマ酸化により濡れ性を空間的にパターン化する方法が実現される。第
１の入口が開かれ、かつ第２の入口がテープで密閉された装置は、プラズマ酸化器中に入
れられる。チャンバは、標準的な酸素プラズマ処理の場合のように、空にされて、純粋な
酸素でフラッシュされる。これにより、装置内に当初からあるガスは、純粋な酸素で置換
され得る。その後、プラズマはオンに切り替えられて、酸素ガスをイオン化して、表面と
結合するラジカルを生成して、表面を酸化させる。反応を続けるために、リザーバ内のガ
スに、新鮮な酸素が補充され得る。これが、開いた入口に連結されている第１のリザーバ
ついて迅速に起こる一方、第２のリザーバにおける補充はかなり遅い。なぜなら、新鮮な
酸素は、長い連結チャンネルを介して第２のリザーバに入るしかできないからである。そ
の結果、第１のチャンバは、第２のチャンバよりも速く酸化する；処理時間が適切に制御
されるならば、これにより第１のチャンバは親水性にされ得るが、第２のチャンバは疎水
性のままであり、濡れ性が空間的にパターン化された装置が生じる。バルブおよび他の方
法が、拡散速度および経路を制御するように実行されて、特性が制御されたパターンを生
成することができる。
【０１９７】
　プラズマ酸化により空間的にパターン化された濡れ性は、二重乳化に利用され得る。酸
素プラズマ空間濡れ性パターニングを用いて、二重乳化装置を官能化することが可能であ
る。これを達成するために、装置は最初に、プラズマ処理中の酸素拡散を制限することと
なる、比較的長くて狭いチャンネルを介して連結される２つの小滴ジェネレータを含有す
るように設計される。Ｗ／Ｏ／Ｗ二重エマルジョンについて、第１のジャンクションは疎
水性で、第２のジャンクションは親水性であり得る。ＰＤＭＳを含むほとんどのポリマー
は元々疎水性であり、酸素プラズマ処理により親水性にされるので、第２のジャンクショ
ンのみ処置される必要がある。したがって、第１の小滴ジェネレータの入口は密閉されて
、第２の小滴ジェネレータの入口および装置の出口は開いたままにされる。その後、装置
はプラズマ処理されて、第２のジャンクションを優先して処理して親水性にし、そして第
１のジャンクションは疎水性のままにされる。この方法の一不利点として、濡れ性が、比
較的長い、塗布された経路の全体にわたって、親水性から疎水性に変換されることとなる
ことがあり得る。しかしながら、これは、単純であり、多数の装置の平行パターニングに
拡張可能であり、そしてロバストかつ再現性があるパターンを与える。
【０１９８】
マイクロフルイディック要素
　マイクロフルイディックシステムは、いくつかのマイクロチャンネル、バルブ、ポンプ
、リアクタ、ミキサ、および他の構成要素を含有し得る。これらの構成要素の一部、なら
びにそれらの一般的な構造および寸法が、以下で考察される。
【０１９９】
　種々のタイプのバルブが、本発明のマイクロフルイディック装置におけるフロー制御に
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用いられ得る。これらとして、パッシブバルブおよび逆止弁（膜、フラップ、二弁（ｂｉ
ｖａｌｖｕｌａｒ）、リークその他）が挙げられるが、これらに限定されない。これらの
バルブを通る流量は、バルブの種々の物理的特徴、例えば、表面積、フローチャンネルの
サイズ、バルブ材料その他に依存する。バルブはまた、マイクロフルイディック装置の設
計中に考慮されるべきである、関連する、操作上の、かつ製造上の利点／不利点を有する
。
【０２００】
　他のマイクロフルイディック構成要素と同様に、マイクロポンプは、製造上の制約下に
ある。ポンプ設計における典型的な考慮点として、気泡、詰まりの処理、および耐久性が
挙げられる。現在入手可能なマイクロポンプとして、電動等価ポンプ（ｅｌｅｃｔｒｉｃ
　ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ　ｐｕｍｐ）、固定ストローク微小変位蠕動マイクロメンブレン
、および逆止弁が一体化されたポンプが挙げられるが、これらに限定されない。
【０２０１】
　マクロ装置は、試薬を混合するのに振盪および撹拌等の乱流力に依存する。比較として
、そのような乱流力は、マイクロ装置において実質的に達成可能でない；マイクロフルイ
ディック装置における混合は一般に、拡散により達成される。拡散による混合は遅く、非
効率になり得るので、ミクロ構造体は多くの場合、混合プロセスを増強するように設計さ
れている。当該構造体は、流体領域間の界面表面積を増大させることによって拡散を加速
するように、流体を操作する。ある実施形態において、マイクロフルイディックミキサが
使用される。そのようなミキサは、本発明のマイクロフルイディック分離装置の上流に提
供され得る（場合によっては、一体化される）。
【０２０２】
　マイクロミキサは、２つの一般的なカテゴリ：アクティブミキサおよびパッシブミキサ
に分類され得る。アクティブミキサは、フロー領域にアクティブ制御を及ぼすことによっ
て（例えば圧力勾配、電荷量その他を変えることによって）機能する。パッシブミキサは
、エネルギーの入力を必要とせず、「流体力学」（例えば圧力）のみを用いて流体フロー
を一定の速度で駆動する。パッシブミキサの一例は、２つのフロー流を、プレートによっ
て分離される互いの上部に積み重ねることを含む。フロー流は、分離プレートが取り除か
れると、互いに接触する。２つの液体の積重ねは、接触面積を増大させ、かつ拡散長さを
短くすることによって、拡散プロセスを増強する。熱管理が必要であるならば、混合装置
および反応装置が伝熱系に連結され得る。マクロヒートエキスチェンジャと同様に、マイ
クロ熱交換が、並流、対向流、または交差流の何れかのフロースキームを有し得る。マイ
クロフルイディック装置はしばしば、チャンネルの幅および深さが約１０μｍから約１０
ｃｍである。共通のチャンネル構造が、長いメイン分離チャンネル、および、バッファ、
サンプル、または廃棄物の何れかのリザーバで終結する３つのより短い「分枝」サイドチ
ャンネルを備える。分離チャンネルは、数センチメートル長であり得、３つのサイドチャ
ンネルは通常、数ミリメートル長しかない。勿論、マイクロフルイディック装置の実際の
長さ、断面積、形状、および枝の設計は、他の設計考慮点、例えばスループット（フロー
抵抗によって決まる）、速度プロファイル、滞留時間その他と同じように、用途によって
決まる。
【０２０３】
　本明細書中に記載されるマイクロフルイディック装置には、ピコインジェクション、液
滴合一、選択的小滴融合、および小滴ソーティングが挙げられるが、これらに限定されな
い、本明細書中に記載される方法の特定のステップを実行するための電界ジェネレータを
備え得る。ある実施形態において、電界は、金属電極を用いて発生する。特定の実施形態
において、電界は、液体電極を用いて発生する。ある実施形態において、液体電極は、導
電性の液体（例えば、塩水またはバッファ）で満たされ、かつ電界が所望されるマイクロ
フルイディック装置内に位置する液体電極チャンネルを備える。特定の実施形態において
、液体電極は、電源または高電圧増幅器を用いて通電される。一部の実施形態において、
液体電極チャンネルは、導電性の液体が液体電極チャンネルに加えられ得るような入口ポ
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ートを備える。そのような導電性の液体は、例えば、液体で満たしたチューブを入口ポー
トに連結し、かつ加圧することによって、液体電極チャンネルに加えられ得る。特定の実
施形態において、液体電極チャンネルはまた、チャンネルから導電性の液体を放出するた
めの出口ポートを備える。特定の実施形態において、液体電極は、本明細書中に記載され
るマイクロフルイディック装置のピコインジェクション、液滴合一、選択的小滴融合、お
よび／または小滴ソーティングの態様に用いられる。液体電極は、例えば、電界の印加を
介して注入されることになる材料が帯電していない場合に、用いられ得る。
【０２０４】
　本明細書中に記載される液体電極はまた、本明細書中で考察される特定のマイクロフル
イディック装置の用途以外の利用性もある。例えば、液体電極は、金属電極が一般に用い
られる種々の装置に利用され得る。また、液体電極は、可撓性の装置、例えば、体に装着
されるように設計されている装置、および／または操作の結果として撓まなければならな
い装置に用いるのに、特によく適し得る。
【０２０５】
　ある実施形態において、入力マイクロチャンネル、対形成マイクロチャンネル、および
／またはピコインジェクションマイクロチャンネルの１つまたは複数とのジャンクション
の直ぐ下流のマイクロフルイディック装置チャンネルの１つまたは複数の壁は、１つまた
は複数のリッジを備える。マイクロチャンネルの壁におけるそのようなリッジは、適切な
相、例えば、適切な疎水性相（例えば油）の層をトラップすることによって、不混和性相
、例えば水性相が、マイクロチャンネルの壁に触れる（これは、チャンネル壁の濡れを引
き起こすおそれがある）のを防止するように構成される。そのような濡れは、所望され得
ない。というのも、予測できない滴形成の原因となり得、および／または流体が滴間を移
動して、混入の原因となり得るからである。ある実施形態において、リッジは、より高い
流量比Ｒ（Ｑａｑ／Ｑｓｕｍ）での滴の形成を可能にする。
【０２０６】
　ある実施形態において、マイクロフルイディック装置のマイクロチャンネル（例えば、
入力マイクロチャンネル、対形成マイクロチャンネル、ピコインジェクションマイクロチ
ャルネン、および／またはこれらのチャンネルの１つまたは複数の上流または下流のフロ
ーチャンネル）の１つまたは複数の幅は、１００ミクロン以下、例えば、９０ミクロン以
下、８０ミクロン以下、７０ミクロン以下、６０ミクロン以下、５０ミクロン以下、例え
ば、４５ミクロン以下、４０ミクロン以下、３９ミクロン以下、３８ミクロン以下、３７
ミクロン以下、３６ミクロン以下、３５ミクロン以下、３４ミクロン以下、３３ミクロン
以下、３２ミクロン以下、３１ミクロン以下、３０ミクロン以下、２９ミクロン以下、２
８ミクロン以下、２７ミクロン以下、２６ミクロン以下、２５ミクロン以下、２０ミクロ
ン以下、１５ミクロン以下、または１０ミクロン以下である。一部の実施形態において、
先のマイクロチャンネルの１つまたは複数の幅は、約１０ミクロンから約１５ミクロン、
約１５ミクロンから約２０ミクロン、約２０ミクロンから約２５ミクロン、約２５ミクロ
ンから約３０ミクロン、約３０ミクロンから約３５ミクロン、約３５ミクロンから約４０
ミクロン、約４０ミクロンから約４５ミクロン、約４５ミクロンから約５０ミクロン、約
５０ミクロンから約６０ミクロン、約６０ミクロンから約７０ミクロン、約７０ミクロン
から約８０ミクロン、約８０ミクロンから約９０ミクロン、または約９０ミクロンから約
１００ミクロンである。
【０２０７】
　ある実施形態において、１つまたは複数のリッジのそれぞれの基部は、約１０ミクロン
から約２０ミクロンの長さ、例えば、約１１から約１９ミクロンの長さ、約１２から約１
８ミクロンの長さ、約１３から約１７ミクロンの長さ、約１４から約１６ミクロンの長さ
、または約１５ミクロンの長さである。
【０２０８】
　ある実施形態において、１つまたは複数のリッジのそれぞれのピークは、幅が約１から
約１０ミクロン、例えば、約１から約９ミクロン、約２から約８ミクロン、約３から約７
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ミクロン、約４から約６ミクロン、または約５ミクロンである。ある実施形態において、
１つまたは複数のリッジのそれぞれのピークは、幅が約１ミクロンから約２ミクロン、約
２ミクロンから約３ミクロン、約３ミクロンから約４ミクロン、約４ミクロンから約５ミ
クロン、約５ミクロンから約６ミクロン、約６ミクロンから約７ミクロン、約７ミクロン
から約８ミクロン、約８ミクロンから約９ミクロン、または約９ミクロンから約１０ミク
ロンである。
【０２０９】
　ある実施形態において、１つまたは複数のリッジのそれぞれの高さは、約５ミクロンか
ら約１５ミクロン、例えば、約６ミクロンから約１４ミクロン、約７ミクロンから約１３
ミクロン、約８ミクロンから約１２ミクロン、約９ミクロンから約１１ミクロン、または
約１０ミクロンである。
【０２１０】
　ある実施形態において、１つまたは複数のリッジのそれぞれの基部の、１つまたは複数
のリッジのそれぞれの高さに対する比率は、約１．０：０．７５から約０．７５：１．０
である。ある実施形態において、１つまたは複数のリッジのそれぞれの基部の、１つまた
は複数のリッジのそれぞれのピークの幅に対する比率は、約１．０：０．５から約１．０
：０．１、例えば、約１．０：０．２から、約１．０：０．３から、または約１．０：０
．４から約１．０：０．１である。
【０２１１】
　ある実施形態において、１つまたは複数のリッジのそれぞれの基部の、１つまたは複数
のリッジのそれぞれの高さに対する、そして１つまたは複数のリッジのピークの幅に対す
る比率は、約１：０．７５：０．５である。
【０２１２】
　ある実施形態において、本明細書中に記載されるチャンネルに、チャンネル壁に沿って
ある距離だけ延びる複数のリッジが提供される。この距離は、例えば、約５０ミクロンか
ら約５００ミクロン、例えば、約５０ミクロンから約４５０ミクロン、約１００ミクロン
から約４００ミクロン、約１５０ミクロンから約３５０ミクロン、約２００ミクロンから
約３００ミクロン、または約２５０ミクロンであってよい。ある実施形態において、チャ
ンネル壁に沿ってある距離だけ延びる複数のリッジが提供され得、チャンネル壁に沿う距
離対チャンネルの幅の比率は、約１０：１から約１：２、例えば、約１０：１、約９：１
、約８：１、約７：１、約６：１、約５：１、約４：１、約３：１、約２：１、約１：１
、または約１：２である。
【０２１３】
　先で考察される種々の寸法の１つまたは複数が、特定の用途に適切なように、拡大また
は縮小されてよく、例えば、先の寸法のそれぞれが、適切なように、２、５、１０倍、ま
たはそれ以上、拡大または縮小されてよい点が留意されるべきである。
【０２１４】
　一部の実施形態において、１つまたは複数のチャンネルジャンクション、例えば１つま
たは複数の小滴形成ジャンクション、例えばピコインジェクタジャンクションは、「ステ
ップダウン」構造を含み、ピコインジェクタジャンクションの、そしてピコインジェクタ
ジャンクションの下流のフローチャンネルの部分は、ピコインジェクタジャンクションの
上流のフローチャンネルの部分よりも広い。このステップダウン構造は、小滴が引きちぎ
られ易くするので、小滴形成を促進する。ステップサイズは、形成されることになる小滴
の所望のサイズに基づいて選択され得、ステップが大きいほど大きな小滴が生じる。その
ような構造はまた、ピコインジェクタから小滴中への注入後の、ピコインジェクタからの
材料のドリッピングを回避する一助となり得る。一部の実施形態において、ピコインジェ
クタジャンクションの、そしてピコインジェクタジャンクションの下流のフローチャンネ
ルの幅は、ピコインジェクタジャンクションの直ぐ上流のフローチャンネルの幅よりも約
５％から約５０％広く、例えば、約５から約１０％広く、約１０から約２０％広く、約２
０から約３０％広く、約３０から約４０％広く、または約４０から約５０％広い。
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【０２１５】
　一部の実施形態において、１つまたは複数のチャンネルジャンクション、例えば、１つ
または複数の小滴形成ジャンクションは、酸素プラズマで処理される。この処理は、ＰＤ
ＭＳの本来の疎水性を一時的に変えることとなり、水性相による油中水小滴が引きちぎら
れ易くするので、二重エマルジョン小滴の形成を促進する。Ｖｉｃｋｅｒｓら、Ａｎａｌ
．Ｃｈｅｍ、２００６、７８（２１）、７４４６～７４５２頁に記載されるような溶媒抽
出を用いて、修飾が「永続的に」され得る。
【０２１６】
　一部の実施形態において、同軸フローフォーカシング装置は、本明細書中に記載される
方法に関連した使用に適した二重エマルジョンを調製するのに利用され得る。装置は、一
重エマルジョン滴が最密に充填されて導入される、例えばおおよそ５０μｍの高さである
チャンネルを備えてよい；最密に充填することで、間隙にある油が最小限に抑えられて、
薄い殻で覆われた二重エマルジョンの形成が可能になる。二重乳化ジャンクションは、一
重エマルジョンチャンネルよりも高くて広いチャンネルを備える；水性キャリア流体が、
図８～図１１に示されるように、Ｙ字形状のチャンネル中に導入される。一重エマルジョ
ンチャンネルは、キャリア相チャンネル内の中心に、水平垂直方向に置かれる；水性キャ
リア相が十分な速度で導入される場合、この幾何構造は、図８～図１１に示されるように
、一重エマルジョンを封入している油が、壁から浮き上がって、流れる水性相中に懸濁す
る「円錐体」を形成することを確実にする。この非平面の幾何構造により、一様に疎水性
である装置内での二重エマルジョンの形成が可能になる。
【０２１７】
　円錐体の下流は、図８の概略図に示されるように、チャンネル内の締付け中心に、水平
垂直方向に置かれる。この形状部分により、薄い殻で覆われた二重エマルジョンの、１つ
のコアだけによる形成が可能となる：円錐体が締付部中に延びるにつれ、流れ込むキャリ
ア相によって流体力学的にフォーカシングされる；これにより、図８に示されるように、
円錐体の先端から個々の滴を引き裂くのに十分な剪断が生じる。締付部がなければ、二重
エマルジョンはおそらく、多重コアを含有することとなる。
【０２１８】
　マイクロフルイディック装置によって多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶを
生成するには、多くの場合、必要な溶液を装置中に必要な流量で注入するための、１つま
たは複数のポンプの使用を含む。ポンプは大きく、電力を必要とし、そして、正確な流量
を操るためのコントローラと、多くの場合一体化される必要があり得る。場合によっては
、ポンプを用いずに小滴、特に二重エマルジョンを生成することが所望されてよい。例え
ば、本明細書中に記載される方法を用いて、ポンプを用いずに、一重エマルジョンも、二
重エマルジョンを含む多重エマルジョンも生成することが可能である。
【０２１９】
　そのような一部の実施形態において、中を通る流体流量が、特定の圧力について制御さ
れるように、チャンネル寸法がセットされる装置が作製され得る。例えば、特定の流体を
チャンネル中によりゆっくり流すことが所望されるならば、チャンネルは長くされても狭
められてもよく、これにより、流体力学的抵抗が増大するので、圧力降下がチャンネル中
で同じであるため、流量が引き下げられる。流体力学的抵抗の、チャンネル径（～Ｄ＾－
４）およびチャンネル長（～Ｌ）への強い依存性により、チャンネル寸法の幾何学的制御
を用いて、一定の圧力降下について、広範囲にわたって流量を調整することが可能である
。これはその後、例えば、圧縮空気により、空気圧力ポンプまたはリザーバを用いて、出
口に対して入口を加圧することによって、装置チャンネルの全体にわたって圧力降下を生
じさせる方法と組み合わされ得る。これ以外にも、出口圧力は、吸引真空の適用を介して
引き下げられて、入口から出口までの圧力降下が生じ得る。
【０２２０】
　圧力降下を生じさせる別の方法が、重力位置エネルギーを用いるものである。例えば、
一方法は、装置の入口にて、流体の高さを、出口と比較して高くするものである。また、
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他の二重エマルジョン形成幾何構造、例えば、ガラスキャピラリ幾何構造、濡れ性パター
ニングによるツーステップおよびワンステップの形成、ならびにより高次の多重エマルジ
ョンの生成用に構成された幾何構造も用いられ得る。
【０２２１】
作製方法
　マイクロファブリケーションプロセスは、基板に用いられる材料のタイプおよび所望さ
れる生産量に応じて異なる。小量生産またはプロトタイプ用の作製技術として、ＬＩＧＡ
、粉末ブラスティング、レーザーアブレーション、機械的加工、放電加工、フォトフォー
ミングその他が挙げられる。マイクロフルイディック装置の大量生産技術は、リソグラフ
ィ複製プロセスを用いても、マスターベースの複製プロセスを用いてもよい。シリコン／
ガラスから基板を作製するリソグラフィプロセスとして、半導体装置の作製に一般的に用
いられる湿式エッチング技術およびドライエッチング技術の双方が挙げられる。典型的に
は、射出成形およびホットエンボシングが、プラスチック基板の大量生産に用いられる。
【０２２２】
ガラス、シリコン、および他の「硬質」材料（リソグラフィ、エッチング、堆積）
　リソグラフィ技術、エッチング技術、および堆積技術の組合せが、ガラス、シリコン、
および他の「硬質」材料からマイクロ管およびマイクロキャビティを形成するのに用いら
れ得る。先の技術に基づく技術は一般的に、０．１～５００マイクロメートルのスケール
の装置の作製に利用される。
【０２２３】
　現在の半導体作製プロセスに基づくマイクロファブリケーション技術は一般に、クリー
ンルームにおいて実行される。クリーンルームのクオリティは、１立方インチにつき＜４
μｍの大きさの粒子の数によって分類される。ＭＥＭＳマイクロファブリケーション用の
典型的なクリーンルームのクラスは、１０００～１００００個である。
【０２２４】
　ある実施形態において、フォトリソグラフィがマイクロファブリケーションに用いられ
得る。フォトリソグラフィでは、基板上に堆積したフォトレジストが、光マスクを通して
光源に曝される。従来のフォトレジスト法は、最大１０～４０μｍの高さの構造を可能に
する。より高い構造が必要とされるならば、最大１ｍｍの高さとなるより厚いフォトレジ
スト、例えばＳＵ－８またはポリイミドが用いられ得る。
【０２２５】
　マスク上のパターンを、フォトレジストで覆われた基板に移した後に、基板は、湿式プ
ロセスまたはドライプロセスを用いてエッチングされる。湿式エッチングでは、基板（マ
スクによって保護されない領域）は、液体相において化学的攻撃に曝される。エッチング
プロセスに用いられる液体試薬は、エッチングが等方性であるか異方性であるかによって
決まる。等方性エッチングは、一般に酸を用いて、三次元構造、例えば球形キャビティを
ガラスまたはシリコン内に形成する。異方性エッチングは、高度に塩基性の溶媒を用いて
、平坦な表面、例えばウェルおよび管を形成する。シリコンへの湿式異方性エッチングに
より、斜めのチャンネルプロファイルが生じる。
【０２２６】
　ドライエッチングは、気体相またはプラズマ相において、イオンによって基板を攻撃す
ることを含む。ドライエッチング技術は、矩形のチャンネル断面および任意のチャンネル
経路を生じさせるのに用いられ得る。使用され得る、物理的、化学的、物理化学的（例え
ばＲＩＥ）、および阻害剤により物理化学的な種々のタイプのドライエッチングが挙げら
れる。物理エッチングは、イオンを用いて、電界により加速させて基板の表面に衝突させ
ることで、構造体を「エッチングする」。化学エッチングは、電界を使用して、化学種を
基板の表面に移動させ得る。その後、化学種は、基板の表面と反応して、空隙および揮発
性種を生産する。
【０２２７】
　ある実施形態において、堆積がマイクロファブリケーションに用いられる。堆積技術が
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、金属、絶縁体、半導体、ポリマー、タンパク質、および他の有機物質の層を生じさせる
のに用いられ得る。ほとんどの堆積技術は、２つの主なカテゴリ：物理蒸着（ＰＶＤ）お
よび化学蒸着（ＣＶＤ）の１つに該当する。ＰＶＤの１アプローチでは、基板標的が、保
持気体（例えば蒸発によって生産され得る）と接触する。気体中の特定の種が、標的の表
面に吸着して、堆積物を構成する層を形成する。マイクロエレクトロニクス作製業界で一
般的に用いられる別のアプローチでは、堆積することになる材料を含有する標的が、アル
ゴンイオンビームまたは他の適切なエネルギー源を用いてスパッタリングされる。その後
、スパッタリングされた材料は、マイクロフルイディック装置の表面上に堆積する。ＣＶ
Ｄでは、標的と接触している種が、表面と反応して、対象に化学結合する成分を形成する
。他の堆積技術として：スピンコーティング、プラズマ溶射、プラズマ重合、ディップコ
ーティング、キャスティング、およびラングミュア－ブロジェット膜堆積が挙げられる。
プラズマ溶射では、直径が最大１００μｍの粒子を含有する微粉末が、キャリアガス中に
懸濁される。粒子を含有する混合液は、プラズマジェットによって加速されて、加熱され
る。溶融した粒子は、基板上に飛び散って凍結し、高密度のコーティングが形成される。
プラズマ重合は、有機蒸気を含有するプラズマからポリマー膜（例えばＰＭＭＡ）を生産
する。
【０２２８】
　マイクロチャンネル、マイクロキャビティ、および他の形状部分が、ガラス基板または
シリコン基板中にエッチングされると、エッチングされた形状部分は通常、マイクロフル
イディック装置が「防水である」ことを確実にするために、密閉される。密閉する場合、
全ての表面が互いに接触するように、接着が施され得る。密閉プロセスは、ガラス－シリ
コン、ガラス－ガラス、またはシリコン－シリコン間の結合用に開発されたような融合技
術を含み得る。
【０２２９】
　陽極接合が、ガラスをシリコンに結合させるのに用いられ得る。電圧がガラスとシリコ
ン間に印加されて、システムの温度は、表面の密閉を誘導するように高められる。電界お
よび高温が、ガラス中のナトリウムイオンの、ガラス－シリコン界面への移動を誘導する
。ガラス－シリコン界面中のナトリウムイオンは、シリコン表面と高度に反応性であり、
表面間の固体化学結合を形成する。用いられるガラスのタイプは理想的に、シリコンに近
い熱膨張係数を有するべきである（例えばＰｙｒｅｘ　Ｃｏｒｎｉｎｇ　７７４０）。
【０２３０】
　融着が、ガラス－ガラス密閉またはシリコン－シリコン密閉に用いられ得る。基板同士
は最初に、高い接触力を加えることによって、一緒に押し付けられてアラインされる。一
旦接触すると、原子の引力（主にファンデルワールス力）が基板をまとめて保持するので
、炉中に入れられて、高温にてアニールされ得る。材料に応じて、用いられる温度は約６
００から１１００℃に及ぶ。
【０２３１】
ポリマー／プラスチック
　いくつかの技術が、本発明の実施形態に従って、プラスチック基板をマイクロ機械加工
するのに使用され得る。これらとして、レーザーアブレーション、ステレオリソグラフィ
、酸素プラズマエッチング、粒子ジェットアブレーション、およびマイクロ電食がある。
これらの技術のいくつかが、他の材料（ガラス、シリコン、セラミックスその他）を同様
に成形するのに用いられ得る。
【０２３２】
　マイクロフルイディック装置の複数のコピーを生産するために、複製技術が使用される
。そのような技術は最初に、複製されることになるパターンを含有するマスターまたは鋳
型インサートを作製することを含む。マスターはその後、ポリマー複製プロセスによりポ
リマー基板を大量生産するのに用いられる。
【０２３３】
　複製プロセスでは、鋳型に含有されるマスターパターンは、ポリマー構造体上に複製さ
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れる。ある実施形態において、ポリマーおよび硬化剤のミックスが、高温下で鋳型上に注
がれる。ミックスを冷却した後に、ポリマーに鋳型のパターンが入った後、鋳型から取り
出される。これ以外にも、プラスチックは、鋳型インサートを含有する構造体中に注入さ
れ得る。マイクロインジェクションでは、液体状態に加熱されたプラスチックが、鋳型中
に注入される。分離および冷却の後、プラスチックは鋳型の形状を保持する。
【０２３４】
　シリコンベースの有機ポリマー、ＰＤＭＳ（ポリジメチルシロキサン）が、マイクロフ
ルイディック構造体を形成する成形プロセスに使用され得る。その弾性特性のため、ＰＤ
ＭＳは、約５から５００μｍのマイクロチャンネルによく適している。ＰＤＭＳの特定の
特性が、マイクロフルイディックの目的に特に適している：
　１）光学的に透明であるので、フローの視覚化が可能である；
　２）適切な量の網状化剤（ｒｅｔｉｃｕｌａｔｉｎｇ　ａｇｅｎｔ）と混合された場合
のＰＤＭＳは、マイクロフルイディック連結を「防水」に維持するのを容易にするエラス
トマクオリティを有する；
　３）膜を用いるバルブおよびポンプが、ＰＤＭＳで作製され得る。これは、その弾性の
ためである；
　４）無処理のＰＤＭＳは疎水性であり、酸素プラズマによる表面の酸化後に、または強
塩基中への浸漬後に、一時的に親水性となる；酸化ＰＤＭＳは、その表面がそれ自体、酸
素プラズマに供される限り、それ自体で、ガラス、シリコン、またはポリエチレンに付着
する。
　５）ＰＤＭＳは、気体を透過させる。液体によるチャンネルの充填は、管内に気泡があ
る場合ですら、容易にされる。なぜなら、気泡が材料から押し出されるからである。しか
し、これはまた、非極性の有機溶媒も透過させる。
【０２３５】
　マイクロインジェクションは、広範なマイクロフルイディック設計に使用されるプラス
チック基板を形成するのに用いられ得る。このプロセスでは、液体プラスチック材料が最
初に、真空下および加圧下で、プラスチックのガラス転移温度よりも高い温度にて、鋳型
中に注入される。その後、プラスチックは、ガラス転移温度未満に冷却される。鋳型を取
り外した後に生じたプラスチック構造体は、鋳型のネガティブパターンを有する。
【０２３６】
　さらに別の複製技術が、ホットエンボシングであり、そこでは、ポリマー基板およびマ
スターが、ポリマーのガラス転移温度、Ｔｇ（ＰＭＭＡまたはＰＣについて、およそ１０
０～１８０℃である）を越えて加熱される。その後、エンボシングマスターは、予め設定
された圧縮力で基板に対してプレスされる。その後、システムは、Ｔｇ未満に冷却されて
から、鋳型と基板が分離される。
【０２３７】
　典型的に、ポリマーは、特にミクロ構造体が高いアスペクト比および垂直な壁を含有す
る場合に、鋳型ツールからの分離と同時に最も高い物理力に供される。ポリマーミクロ構
造体への損傷を回避するように、基板および鋳型ツールの材料特性が考慮され得る。これ
らの特性として：側壁粗さ、側壁角度、エンボシングマスターと基板間の化学界面、およ
び温度係数が挙げられる。エンボシングツールの高い側壁粗さは、ポリマーミクロ構造体
に損傷を与えるおそれがある。なぜなら、分離プロセス中のツールと構造体間の摩擦力に
、粗さが寄与するからである。摩擦力がポリマーの局所的な引張り強度よりも大きいなら
ば、ミクロ構造体は破壊され得る。ツールと基板間の摩擦は、垂直壁を有するミクロ構造
体において重要となり得る。マスターと基板間の化学界面もまた、重要となり得る。エン
ボシングプロセスはシステムを高温に曝すので、マスター－基板界面中に化学結合が形成
され得る。この界面結合が、分離プロセスに干渉するおそれがある。ツールと基板との熱
膨張係数の差異により、更なる摩擦力が生じ得る。
【０２３８】
　種々の技術を使用して、先で言及される複製プロセスによりプラスチック構造体を複製
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するのに用いられるパターンを含有する鋳型、エンボシングマスター、および他のマスタ
ーが形成され得る。そのような技術の例として、ＬＩＧＡ（以下に記載される）、アブレ
ーション技術、および種々の他の機械的加工技術が挙げられる。また、類似の技術が、マ
スク、プロトタイプ、およびマイクロフルイディック構造体を小量で生じさせるのに用い
られ得る。鋳型ツールに用いられる材料として、金属、金属合金、シリコン、および他の
硬質材料が挙げられる。
【０２３９】
　ミクロ構造体を基板上に直接、またはマスクの使用を介して形成するのに、レーザーア
ブレーションが使用され得る。この技術は、典型的には赤外線と紫外線間の波長を有する
、精密誘導レーザーを用いる。レーザーアブレーションは、ガラス基板および金属基板上
で、そしてポリマー基板上で実行され得る。レーザーアブレーションは、固定されたレー
ザービームに対して基板表面を通すように移動させて、または固定された基板に対してビ
ームを移動させて、実行され得る。種々のマイクロウェル、管、および高アスペクト構造
体が、レーザーアブレーションで作製され得る。
【０２４０】
　ステンレス鋼等のある材料は、非常に耐久性のある鋳型インサートを作製し、マイクロ
機械加工されて、１０μｍの範囲にまで小さくされた構造体が形成され得る。マイクロ機
械加工用の種々の他のマイクロ機械加工技術が存在し、これにはμ放電加工（μ－ＥＤＭ
）、μミリング、焦束イオンビームミリングが挙げられる。μ－ＥＤＭは、材料を処理す
る際に、三次元構造体の作製を可能にする。μ－ＥＤＭでは、電極（陰極ツール）とワー
クピース（陽極）間で発生する高周波放電によって、材料が取り除かれる。ワークピース
およびツールは双方とも、誘電流体中に沈められる。この技術は、比較的粗い表面を生産
するが、材料および幾何構造体に関して、可撓性を提供する。
【０２４１】
　電気メッキが、例えばニッケル合金から、複製鋳型ツール／マスターを作製するのに使
用され得る。プロセスは、フォトリソグラフィステップで始まり、電気メッキについて定
義された構造体にフォトレジストが用いられる。電気メッキされることになる領域は、レ
ジストを含まない。アスペクト比が高く、かつ粗さ要求事項が低い構造体について、ＬＩ
ＧＡが、電気メッキ形態を生産するのに用いられ得る。ＬＩＧＡは、Ｌｉｔｈｏｇｒａｐ
ｈｉｃ（リソグラフィ）、Ｇａｌｖａｎｏｆｏｒｍｕｎｇ（電気メッキ）、Ａｂｆｏｒｍ
ｕｎｇ（成形）のドイツ語の頭字語である。ＬＩＧＡの１アプローチでは、厚いＰＭＭＡ
層が、シンクロトロン源からのＸ線に曝される。ＬＩＧＡによって生じる表面は、粗さが
低く（およそ１０ｎｍ　ＲＭＳ）、生じたニッケルツールは、ほとんどのポリマーについ
て、表面の化学的性質が良好である。
【０２４２】
　ガラス装置およびシリコン装置と同様に、ポリマーマイクロフルイディック装置は、機
能的になり得る前に閉じられなければならない。マイクロフルイディック装置用の結合プ
ロセスにおける共通の問題として、チャンネルの封鎖およびチャンネルの物理的パラメー
タの変化が挙げられる。積層が、プラスチックマイクロフルイディック装置を密閉するの
に用いられる一方法である。一積層プロセスでは、溶融接着層（典型的には５～１０μｍ
）でコーティングされたＰＥＴホイル（約３０μｍ）が、ミクロ構造体上に、加熱ローラ
でロールされる。このプロセスによって、蓋ホイルが、チャンネルプレート上に密閉され
る。いくつかの研究グループは、界面での重合による結合を報告しており、これによって
構造体は加熱されて、力が両側に加えられて、チャンネルが閉じる。しかし、加わる力が
過剰であり、ミクロ構造体に損傷を与えるおそれがある。可逆的結合技術および不可逆的
結合技術の双方が、プラスチック－プラスチック界面およびプラスチック－ガラス界面に
ついて存在する。可逆的密閉の一方法は、最初に、ＰＤＭＳ基板およびガラスプレート（
またはＰＤＭＳの第２のピース）をメタノールで徹底的にリンスすることと、乾燥させる
前に表面を互いに接触させることとを含む。その後、ミクロ構造体は、６５℃のオーブン
内で１０分間、乾燥される。クリーンルームはこのプロセスに必要とされない。不可逆的



(67) JP 2018-505671 A 2018.3.1

10

20

30

40

50

密閉が、最初にピースをメタノールで徹底的にリンスしてから、窒素流で別々に乾燥させ
ることによって、達成される。その後、２つのピースは、空気プラズマクリーナ内に置か
れて、高電力にて約４５秒間、酸化される。その後、基板は互いに接触して、不可逆的密
閉が自発的に形成される。
【０２４３】
　他の利用可能な技術として、レーザー溶接および超音波溶接が挙げられる。レーザー溶
接において、レーザーによって生じる熱によりポリマーが相互に結合する。この方法は、
マイクロポンプの作製に用いられてきた。超音波溶接は、一部の用途に使用され得る別の
結合技術である。
【０２４４】
　本明細書中に記載される核酸増幅技術は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）増幅技術に
関して頻繁に記載される一方、そのような記載は限定することが意図されない点が留意さ
れるべきである。ある実施形態において、非ＰＣＲ増幅技術が使用され得、例えば、種々
の等温核酸増幅技術；例えば、リアルタイム鎖置換増幅（ＳＤＡ）、ローリングサークル
増幅（ＲＣＡ）、および多置換増幅（ＭＤＡ）がある。したがって、技術的に実行可能な
場合はいつでも、１つまたは複数の適切な非ＰＣＲ増幅技術、例えば、１つまたは複数の
等温核酸増幅技術が、本明細書中に記載されるＰＣＲ増幅技術の１つまたは複数と置換さ
れてよい。
【０２４５】
　ＰＣＲ増幅モジュールに関して、そのようなモジュールに、少なくとも、核酸を増幅す
るための構築ブロック（例えば、十分な濃度の４つのヌクレオチド）、プライマー、ポリ
メラーゼ（例えばＴａｑ）、および適切な温度制御プログラムを提供することが必須とな
ろう。ポリメラーゼおよびヌクレオチド構築ブロックは、増幅モジュールへの外部ポート
を介して提供される、または上流の源から提供されるバッファ溶液中に、与えられ得る。
ある実施形態において、ソーティングモジュールに提供されるバッファ流は、核酸増幅用
の全原料の一部を含有する。特にＰＣＲについて、高い反応効率を達成するために、反応
混合液の正確な温度制御が極めて重要である。オンチップ熱制御の一方法は、定義された
位置のモジュールの内側で流体を加熱するのに電極が用いられるジュール加熱である。流
体導電率が、電力制御用の温度フィードバックとして用いられ得る。
【０２４６】
　ある態様において、ＰＣＲミックスを含有する多重エマルジョン微小滴および／または
ＧＵＶは、ＰＣＲに有効な条件下で小滴をインキュベートするチャンネル中に流され得る
。チャンネル中に微小滴を流すのに、ＰＣＲに有効な温度に維持される種々の温度帯を蛇
行するチャンネルが関与し得る。そのようなチャンネルは、例えば、２つ以上の温度帯を
循環してよく、少なくとも１つの温度帯は、約６５℃に維持され、少なくとも１つの温度
帯は、約９５℃に維持される。微小滴がそのような温度帯を移動するにつれ、ＰＣＲに必
要とされる温度が循環する。温度帯の正確な数、および各温度帯の温度は、所望のＰＣＲ
増幅を達成するように、当業者によって容易に決定され得る。
【０２４７】
　他の実施形態において、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶをインキュベー
トするのに、Ｍｅｇａｄｒｏｐｌｅｔ　Ａｒｒａｙの使用が関与し得る。そのような装置
では、アレイがチャンネルからなり、チャンネル天井には、直径約２５μｍの何百万もの
環状トラップが入り込んでいる。分配プレートを用いて、多重エマルジョン微小滴および
／またはＧＵＶがトラッピングチャンネル中に分配される（大きなチャンネルが、トラッ
ピングチャンネルの入口に連結している）。トラッピングチャンネルと比較して分配チャ
ンネルのサイズが大きいために（多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶのトラッ
ピングチャンネルの高さおよび幅が約１５×１００μｍしかないのと比較して、分配チャ
ンネルは約１００×５００μｍである）、分配チャンネルの流体力学的抵抗は、トラッピ
ングチャンネルよりも約１５００倍低い；このことが、トラッピングチャンネルの充填開
始前に、分配チャンネルが多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶで満たされて、
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トラッピングチャンネル中への多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶの分配すら
可能にすることを確実にする。滴がトラッピングチャンネル中に流れ込む場合、わずかに
パンケーキ形状になる。なぜなら、チャンネルの鉛直高さは、滴よりも１５μｍまたは１
０μｍ低いからである。多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶがトラップに近づ
くと、その界面は、より大きな、エネルギー的により有利な曲率半径をとる。その表面エ
ネルギーを最小限に抑えるように、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶはトラ
ップを完全に満たして、最も低い、エネルギー的に最も有利な平均半径曲率をとることが
可能となる。トラップが多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶによって占有され
た後、他のいかなる多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶも入ることができない
。なぜなら、トラップは、１つの多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶのみにフ
ィットする大きさであるからである；更なる多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵ
Ｖが下流に流れを変えて、直面した第１の空のトラップを占有する。最密充填エマルジョ
ンを用いてアレイが満たされるので、全てのトラップは、多重エマルジョン微小滴および
／またはＧＵＶによって占有されることとなる。なぜならこれが、低いフロー条件下でエ
ネルギー的に最も有利な状態であるからである。小滴アレイが満たされた後、油が注入さ
れて過剰な滴が取り除かれて、アレイはサーマルサイクルにかけられて画像化される。
【０２４８】
　装置のトラップを満たすのに種々の異なる方法が用いられ得る。例えば、浮力効果およ
び遠心分離を用いて、装置を地球の重力場に対して反転させることによって、トラップを
充填し、そして空にすることもできる。というのも、小滴密度が、フルオロカーボンキャ
リア油の６３％であるからである。すなわち、多重エマルジョン微小滴および／またはＧ
ＵＶが油相よりも重いならば、ウェルは、装置の「床」中にインプリントされ得るので、
エマルジョンがその上に流されると、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶはウ
ェル中に沈むこととなる。エマルジョンの流量は最適化するように調整され得、滴サイズ
は、ウェルとおおよそ同じサイズにされることとなるので、ウェルは一度に単一の滴にの
みフィットし得る。他の態様において、多重エマルジョン微小滴および／またはＧＵＶは
また、またはその代わりとして、ウェルのない大きなチャンバ内に保存され得る。
【０２４９】
　装置は、Ｐｅｌｔｉｅｒプレート、ヒートシンク、および制御コンピュータからなるヒ
ータを用いて、サーマルサイクリングを達成し得る。Ｐｅｌｔｉｅｒプレートは、印加電
流をコントロールすることによって、室温を超えて、または室温未満にチップを加熱およ
び／または冷却することができる。制御され、かつ再現性がある温度を確実にするために
、コンピュータは、一体化した温度プローブを用いてアレイの温度を監視して、必要に応
じて加熱冷却するように印加電流を調整する。金属（例えば銅）プレートが、均一に加熱
し、かつ過剰な熱を冷却サイクル中に放散することができ、１分の履行下で９５℃から６
０℃までの冷却を可能とする。微小滴を画像化するために、ある実施形態は、スキャナベ
ッドを組み込んでよい。ある態様において、スキャナベッドは、Ｃａｎｏｓｃａｎ　９０
００Ｆスキャナベッドである。
【０２５０】
　標的成分から核酸を効果的に増幅させるために、マイクロフルイディックシステムは、
増幅モジュールにサンプルを提供する前に、遊離核酸に細胞溶解モジュールまたはウイル
スタンパク質コート破壊モジュールを提供することを含み得る。細胞溶解モジュールは、
細胞溶解をもたらす化学的、熱的、および／または機械的手段に依存し得る。細胞膜は脂
質二重層からなるので、界面活性剤を含有する溶解バッファが、脂質膜を可溶化すること
ができる。典型的には、溶解バッファは、外部ポートを介して溶解チャンバに直接導入さ
れることとなるので、細胞は、ソーティングまたは他の上流のプロセス中に、早期に溶解
されない。細胞小器官の完全性が必須である場合、化学的溶解法が不適切である場合があ
る。剪断および摩耗による細胞膜の機械的崩壊が、ある用途において適切である。機械的
技術に基づく溶解モジュールが、モジュールに入る細胞の貫通、剪断、侵食その他をもた
らすような種々の幾何学形状部分を使用してよい。他のタイプの機械的破壊、例えば音響
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技術もまた、適切な溶解物を産出し得る。さらに、熱エネルギーもまた、細胞、例えば細
菌、酵母、および胞子を溶解させるのに用いられ得る。加熱により細胞膜は破壊されて、
細胞内物質が放出される。マイクロフルイディックシステムにおける細胞分画を可能にす
るために、溶解モジュールもまた、動電学的技術またはエレクトロポーレーションを使用
し得る。エレクトロポーレーションは、原形質膜における変化を誘導して膜貫通能を破壊
する外部電界の印加によって、細胞膜に一時的または永続的な孔を生じさせる。マイクロ
フルイディックエレクトロポーレーション装置において、膜は永久的に破壊され得、細胞
膜の孔は、放出される所望の細胞内物質を放出するように維持され得る。
【０２５１】
本開示の例示的な非限定的態様
　先に記載される本主題の、実施形態を含む態様が、単独でも、１つまたは複数の他の態
様もしくは実施形態と組み合わされても、有益であり得る。前述の記載を制限することが
ない、１～６９の番号を付した、本開示の非限定的な態様が、以下に記載される。本開示
を読めば当業者に明らかなように、個々に番号を付した各態様が用いられてもよいし、先
行する、または後に続く、個々に番号を付した態様の何れかと組み合わされてもよい。こ
れは、態様のそのような全組合せを支持することが意図されており、以下に明示的に記載
される態様の組合せに限定されない：
１．核酸および増幅試薬を、多重エマルジョン微小滴内に封入するステップであって、前
記多重エマルジョン微小滴が、不混和性の殻によって囲まれている第１の混和性相流体を
含み、前記多重エマルジョン微小滴が、第２の混和性相キャリア流体内に位置を定められ
る、ステップと；
　前記多重エマルジョン微小滴を、前記核酸の増幅をもたらすのに十分な増幅条件に供す
るステップと；
　前記核酸の前記増幅に由来する増幅産物を検出するステップと
を含む核酸増幅方法。
２．前記第２の混和性相キャリア流体が、緩衝水性相キャリア流体である、１に記載の方
法。
３．前記第１の混和性相流体および前記第２の混和性相流体が、同じである、１に記載の
方法。
４．前記多重エマルジョン微小滴を増幅条件に供するステップが、前記多重エマルジョン
微小滴をポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）条件に供するステップを含む、１から３の何れ
か一つに記載の方法。
５．前記多重エマルジョン微小滴を増幅条件に供するステップが、前記多重エマルジョン
微小滴を等温増幅条件に供するステップを含む、１から３の何れか一つに記載の方法。
６．前記等温増幅条件が、ループ媒介等温増幅（ＬＡＭＰ）、鎖置換増幅（ＳＤＡ）、ヘ
リカーゼ依存性増幅（ＨＤＡ）、およびニッキング酵素増幅反応（ＮＥＡＲ）から選択さ
れる、５に記載の方法。
７．増幅後の前記増幅産物を検出可能に標識するステップを含む、１から６の何れか一つ
に記載の方法。
８．前記増幅試薬が、検出可能に標識されたプライマーおよび／またはプローブを含む、
１から６の何れか一つに記載の方法。
９．前記増幅産物を蛍光標識で検出可能に標識するステップと、前記多重エマルジョン微
小滴を、蛍光活性化細胞ソーティング（ＦＡＣＳ）を介してソートするステップとを含む
、１から８の何れか一つに記載の方法。
１０．前記第２の混和性相流体の組成を調整することによって前記第１の混和性相流体の
組成を調整するステップを含む、１から９の何れか一つに記載の方法。
１１．検出可能な標識を前記第２の混和性相キャリア流体に加えることによって、前記増
幅産物を検出可能に標識するステップを含み、前記検出可能な標識が、前記第２の混和性
相キャリア流体から、前記不混和性の殻を通して、前記第１の混和性相流体中に拡散する
、１から１０の何れか一つに記載の方法。
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１２．前記多重エマルジョン微小滴が、第２の多重エマルジョン微小滴であり、前記封入
するステップが、前記核酸を第１の多重エマルジョン微小滴内に封入するステップと、前
記増幅試薬および前記第１の多重エマルジョン微小滴を、前記第２の多重エマルジョン微
小滴内に封入するステップと、前記第１の多重エマルジョン微小滴を破裂させることによ
って、前記核酸を前記増幅試薬と接触させるステップとを含む、１から１１の何れか一つ
に記載の方法。
１３．前記多重エマルジョン微小滴が、第２の多重エマルジョン微小滴であり、前記封入
するステップが、前記増幅試薬を第１の多重エマルジョン微小滴内に封入するステップと
、前記核酸および前記第１の多重エマルジョン微小滴を、前記第２の多重エマルジョン微
小滴内に封入するステップと、前記第１の多重エマルジョン微小滴を破裂させることによ
って、前記核酸を前記増幅試薬と接触させるステップとを含む、１から１１の何れか一つ
に記載の方法。
１４．前記多重エマルジョン微小滴が、第１の多重エマルジョン微小滴であり、前記方法
が、試薬を前記第１の多重エマルジョン微小滴に加えるステップを含み、前記加えるステ
ップが、前記第１の多重エマルジョン微小滴を、前記試薬を含む第２の多重エマルジョン
微小滴内に封入するステップと、前記第２の多重エマルジョン微小滴内の前記第１の多重
エマルジョン微小滴を破裂させて、前記試薬を前記第１の多重エマルジョン微小滴の内容
物と接触させるステップとを含む、１から１１の何れか一つに記載の方法。
１５．前記多重エマルジョン微小滴が、第２の多重エマルジョン微小滴であり、前記方法
が、試薬を前記第２の多重エマルジョン微小滴に加えるステップを含み、前記加えるステ
ップが、前記試薬を含む第１の多重エマルジョン微小滴を、前記第２の多重エマルジョン
微小滴内に封入するステップと、前記第２の多重エマルジョン微小滴内の前記第１の多重
エマルジョン微小滴を破裂させて、前記試薬を前記第２の多重エマルジョン微小滴の内容
物と接触させるステップとを含む、１から１１の何れか一つに記載の方法。
１６．標的核酸を含有することが疑われる複数の核酸を、増幅試薬と共に、複数の多重エ
マルジョン微小滴内に封入して、各多重エマルジョン微小滴が、その中に封入された増幅
試薬および０または１つの核酸を含むようにするステップであって、各多重エマルジョン
微小滴が、不混和性の殻によって囲まれている第１の混和性相流体を含み、各多重エマル
ジョン微小滴が、第２の混和性相キャリア流体内に位置を定められる、ステップと；
　前記多重エマルジョン微小滴を、存在する場合に前記標的核酸の増幅をもたらすのに十
分な増幅条件に供するステップと；
　存在する場合に、前記標的核酸の前記増幅に由来する増幅産物を検出するステップと
を含む核酸増幅方法。
１７．前記第２の混和性相キャリア流体が、緩衝水性相キャリア流体である、１６に記載
の方法。
１８．前記第１の混和性相流体および前記第２の混和性相流体が、同じである、１６に記
載の方法。
１９．前記多重エマルジョン微小滴を増幅条件に供するステップが、前記多重エマルジョ
ン微小滴をポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）条件に供するステップを含む、１６から１８
の何れか一つに記載の方法。
２０．前記多重エマルジョン微小滴を増幅条件に供するステップが、前記多重エマルジョ
ン微小滴を等温増幅条件に供するステップを含む、１６から１８の何れか一つに記載の方
法。
２１．前記等温増幅条件が、ループ媒介等温増幅（ＬＡＭＰ）、鎖置換増幅（ＳＤＡ）、
ヘリカーゼ依存性増幅（ＨＤＡ）、およびニッキング酵素増幅反応（ＮＥＡＲ）から選択
される、２０に記載の方法。
２２．存在する場合に、増幅後の前記増幅産物を検出可能に標識するステップを含む、１
６から２１の何れか一つに記載の方法。
２３．前記増幅試薬が、検出可能に標識されたプライマーおよび／またはプローブを含む
、１６から２１の何れか一つに記載の方法。
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２４．存在する場合に前記増幅産物を蛍光標識で検出可能に標識するステップと、存在す
る場合に、前記標的核酸を含有する多重エマルジョン微小滴を同定するために、前記多重
エマルジョン微小滴を、蛍光活性化細胞ソーティング（ＦＡＣＳ）を介してソートするス
テップとを含む、１６から２３の何れか一つに記載の方法。
２５．前記第２の混和性相キャリア流体の組成を調整することによって前記第１の混和性
相流体の組成を調整するステップを含む、１６から２４の何れか一つに記載の方法。
２６．検出可能な標識を前記第２の混和性相キャリア流体に加えることによって、存在す
る場合に前記増幅産物を検出可能に標識するステップを含み、前記検出可能な標識が、前
記第２の混和性相キャリア流体から、前記不混和性の殻を通して、前記第１の混和性相流
体中に拡散する、１６から２５の何れか一つに記載の方法。
２７．前記多重エマルジョン微小滴が、第２の多重エマルジョン微小滴であり、前記封入
するステップが、前記複数の核酸を複数の第１の多重エマルジョン微小滴内に封入するス
テップと、前記増幅試薬および前記第１の多重エマルジョン微小滴を、前記第２の多重エ
マルジョン微小滴内に封入するステップと、前記第２の多重エマルジョン微小滴内で前記
第１の多重エマルジョン微小滴を破裂させることによって、前記核酸を前記増幅試薬と接
触させるステップとを含む、１６から２６の何れか一つに記載の方法。
２８．前記多重エマルジョン微小滴が、第２の多重エマルジョン微小滴であり、前記封入
するステップが、前記増幅試薬を第１の多重エマルジョン微小滴内に封入するステップと
、前記複数の核酸および前記第１の多重エマルジョン微小滴を、前記第２の多重エマルジ
ョン微小滴内に封入するステップと、前記第２の多重エマルジョン微小滴内で前記第１の
多重エマルジョン微小滴を破裂させることによって、前記核酸を前記増幅試薬と接触させ
るステップとを含む、１６から２６の何れか一つに記載の方法。
２９．前記多重エマルジョン微小滴が、第１の多重エマルジョン微小滴であり、前記方法
が、試薬を前記第１の多重エマルジョン微小滴に加えるステップを含み、前記加えるステ
ップが、前記第１の多重エマルジョン微小滴を、前記試薬を含む第２の多重エマルジョン
微小滴内に封入するステップと、前記第２の多重エマルジョン微小滴内の前記第１の多重
エマルジョン微小滴を破裂させて、前記試薬を前記第１の多重エマルジョン微小滴の内容
物と接触させるステップとを含む、１６から２６の何れか一つに記載の方法。
３０．前記多重エマルジョン微小滴が、第２の多重エマルジョン微小滴であり、前記方法
が、試薬を前記第２の多重エマルジョン微小滴に加えるステップを含み、前記加えるステ
ップが、前記試薬を含む第１の多重エマルジョン微小滴を、前記第２の多重エマルジョン
微小滴内に封入するステップと、前記第２の多重エマルジョン微小滴内の前記第１の多重
エマルジョン微小滴を破裂させて、前記試薬を前記第２の多重エマルジョン微小滴の内容
物と接触させるステップとを含む、１６から２６の何れか一つに記載の方法。
３１．核酸および増幅試薬の混和性相流体溶液を、マイクロフルイディック装置のチャン
ネル内に流すステップと；
　核酸および増幅試薬の前記混和性相流体溶液を、不混和性相流体と接触させるステップ
であって、核酸および増幅試薬の前記混和性相流体溶液を、前記不混和性相流体と接触さ
せることで、前記不混和性相流体によって囲まれている混和性相微小滴が形成される、ス
テップと；
　前記不混和性相流体によって囲まれている前記混和性相微小滴を、マイクロフルイディ
ック装置のチャンネル内に流すステップと；
　前記不混和性相流体によって囲まれている前記混和性相微小滴を、混和性相キャリア流
体と接触させるステップであって、前記不混和性相流体によって囲まれている前記混和性
相微小滴を、前記混和性相キャリア流体と接触させることで、多重エマルジョン微小滴が
形成され、各多重エマルジョン微小滴が、前記不混和性相流体によって囲まれている混和
性相微小滴を含み、前記不混和性相流体が、前記混和性相キャリア流体によって囲まれて
いる、ステップと；
　前記多重エマルジョン微小滴を、核酸の前記混和性相流体溶液中に存在する場合に標的
核酸の増幅をもたらすのに十分な増幅条件に供するステップと；
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　核酸の前記混和性相流体溶液中に存在する場合に、前記標的核酸の前記増幅に由来する
増幅産物を検出するステップと
含む核酸増幅方法。
３２．前記混和性相キャリア流体が、緩衝水性相キャリア流体である、３１に記載の方法
。
３３．前記混和性相流体溶液の前記混和性相流体および前記混和性相キャリア流体が、同
じである、３１に記載の方法。
３４．前記多重エマルジョン微小滴を増幅条件に供するステップが、前記多重エマルジョ
ン微小滴をポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）条件に供するステップを含む、３１から３３
の何れか一つに記載の方法。
３５．前記多重エマルジョン微小滴を増幅条件に供するステップが、前記多重エマルジョ
ン微小滴を等温増幅条件に供するステップを含む、３１から３３の何れか一つに記載の方
法。
３６．前記等温増幅条件が、ループ媒介等温増幅（ＬＡＭＰ）、鎖置換増幅（ＳＤＡ）、
ヘリカーゼ依存性増幅（ＨＤＡ）、およびニッキング酵素増幅反応（ＮＥＡＲ）から選択
される、３５に記載の方法。
３７．増幅後の前記増幅産物を検出可能に標識するステップを含む、３１から３６の何れ
か一つに記載の方法。
３８．前記増幅試薬が、検出可能に標識されたプライマーおよび／またはプローブを含む
、３１から３６の何れか一つに記載の方法。
３９．前記増幅産物を蛍光標識で検出可能に標識するステップと、前記多重エマルジョン
微小滴を、蛍光活性化細胞ソーティング（ＦＡＣＳ）を介してソートするステップとを含
む、３１から３８の何れか一つに記載の方法。
４０．前記混和性相キャリア流体の組成を調整することによって前記混和性相流体溶液の
組成を調整するステップを含む、３１から３９の何れか一つに記載の方法。
４１．検出可能な標識を前記混和性相キャリア流体に加えることによって、前記増幅産物
を検出可能に標識するステップを含み、前記検出可能な標識が、前記混和性相キャリア流
体から、前記不混和性相流体を通して、前記混和性相流体溶液中に拡散する、３１から４
０の何れか一つに記載の方法。
４２．前記多重エマルジョン微小滴が、第１の多重エマルジョン微小滴であり、前記方法
が、試薬を前記第１の多重エマルジョン微小滴に加えるステップを含み、前記加えるステ
ップが、前記第１の多重エマルジョン微小滴を、前記試薬を含む第２の多重エマルジョン
微小滴内に封入するステップと、前記第２の多重エマルジョン微小滴内の前記第１の多重
エマルジョン微小滴を破裂させて、前記試薬を前記第１の多重エマルジョン微小滴の内容
物と接触させるステップとを含む、３１から４１の何れか一つに記載の方法。
４３．前記多重エマルジョン微小滴が、第２の多重エマルジョン微小滴であり、前記方法
が、試薬を前記第２の多重エマルジョン微小滴に加えるステップを含み、前記加えるステ
ップが、前記試薬を含む第１の多重エマルジョン微小滴を、前記第２の多重エマルジョン
微小滴内に封入するステップと、前記第２の多重エマルジョン微小滴内の前記第１の多重
エマルジョン微小滴を破裂させて、前記試薬を前記第２の多重エマルジョン微小滴の内容
物と接触させるステップとを含む、３１から４１の何れか一つに記載の方法。
４４．核酸および増幅試薬の混和性相流体溶液を、マイクロフルイディック装置のチャン
ネル内に流すステップと；
　核酸および増幅試薬の前記混和性相流体溶液を、不混和性相流体と接触させるステップ
であって、核酸および増幅試薬の前記混和性相流体溶液を、前記不混和性相流体と接触さ
せることで、前記不混和性相流体によって囲まれている混和性相微小滴が形成され、各混
和性相微小滴が、その中に封入された増幅試薬および０または１つの核酸を含む、ステッ
プと；
　前記不混和性相流体によって囲まれている前記混和性相微小滴を、マイクロフルイディ
ック装置のチャンネル内に流すステップと；
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　前記不混和性相流体によって囲まれている前記混和性相微小滴を、混和性相キャリア流
体と接触させるステップであって、前記不混和性相流体によって囲まれている前記混和性
相微小滴を、前記混和性相キャリア流体と接触させることで、多重エマルジョン微小滴が
形成され、各多重エマルジョン微小滴が、前記不混和性相流体によって囲まれている混和
性相微小滴を含み、前記不混和性相流体が、前記混和性相キャリア流体によって囲まれて
いる、ステップと；
　前記多重エマルジョン微小滴を、核酸の前記混和性相溶液中に存在する場合に標的核酸
の増幅をもたらすのに十分な増幅条件に供するステップと；
　核酸の前記混和性相溶液中に存在する場合に、前記標的核酸の前記増幅に由来する増幅
産物を検出するステップと
を含む核酸増幅方法。
４５．前記混和性相キャリア流体が、緩衝水性相キャリア流体である、４４に記載の方法
。
４６．前記混和性相流体溶液の前記混和性相流体および前記混和性相キャリア流体が、同
じである、４４に記載の方法。
４７．前記多重エマルジョン微小滴を増幅条件に供するステップが、前記多重エマルジョ
ン微小滴をポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）条件に供するステップを含む、４４から４６
の何れか一つに記載の方法。
４８．前記多重エマルジョン微小滴を増幅条件に供するステップが、前記多重エマルジョ
ン微小滴を等温増幅条件に供するステップを含む、４４から４６の何れか一つに記載の方
法。
４９．前記等温増幅条件が、ループ媒介等温増幅（ＬＡＭＰ）、鎖置換増幅（ＳＤＡ）、
ヘリカーゼ依存性増幅（ＨＤＡ）、およびニッキング酵素増幅反応（ＮＥＡＲ）から選択
される、４８に記載の方法。
５０．増幅後の前記増幅産物を検出可能に標識するステップを含む、４４から４９の何れ
か一つに記載の方法。
５１．前記増幅試薬が、検出可能に標識されたプライマーおよび／またはプローブを含む
、４４から４９の何れか一つに記載の方法。
５２．前記増幅産物を蛍光標識で検出可能に標識するステップと、前記多重エマルジョン
微小滴を、蛍光活性化細胞ソーティング（ＦＡＣＳ）を介してソートするステップとを含
む、４４から５１の何れか一つに記載の方法。
５３．前記混和性相キャリア流体の組成を調整することによって前記混和性相流体溶液の
組成を調整するステップを含む、４４から５２の何れか一つに記載の方法。
５４．検出可能な標識を前記混和性相キャリア流体に加えることによって、前記増幅産物
を検出可能に標識するステップを含み、前記検出可能な標識が、前記混和性相キャリア流
体から、前記不混和性相流体を通して、前記混和性相流体溶液中に拡散する、４４から５
３の何れか一つに記載の方法。
５５．前記多重エマルジョン微小滴が、第１の多重エマルジョン微小滴であり、前記方法
が、試薬を前記第１の多重エマルジョン微小滴に加えるステップを含み、前記加えるステ
ップが、前記第１の多重エマルジョン微小滴を、前記試薬を含む第２の多重エマルジョン
微小滴内に封入するステップと、前記第２の多重エマルジョン微小滴内の前記第１の多重
エマルジョン微小滴を破裂させて、前記試薬を前記第１の多重エマルジョン微小滴の内容
物と接触させるステップとを含む、４４から５４の何れか一つに記載の方法。
５６．前記多重エマルジョン微小滴が、第２の多重エマルジョン微小滴であり、前記方法
が、試薬を前記第２の多重エマルジョン微小滴に加えるステップを含み、前記加えるステ
ップが、前記試薬を含む第１の多重エマルジョン微小滴を、前記第２の多重エマルジョン
微小滴内に封入するステップと、前記第２の多重エマルジョン微小滴内の前記第１の多重
エマルジョン微小滴を破裂させて、前記試薬を前記第２の多重エマルジョン微小滴の内容
物と接触させるステップとを含む、４４から５４の何れか一つに記載の方法。
５７．核酸の混和性相流体溶液を、マイクロフルイディック装置のチャンネル内に流すス
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テップと；
　核酸の前記混和性相流体溶液を不混和性相流体と接触させるステップであって、核酸の
前記混和性相流体溶液を前記不混和性相流体と接触させることで、前記不混和性相流体に
よって囲まれている混和性相微小滴が形成されるステップと；
　前記不混和性相流体によって囲まれている前記混和性相微小滴を、マイクロフルイディ
ック装置のチャンネル内に流すステップと；
　前記不混和性相流体によって囲まれている前記混和性相微小滴を、増幅試薬を含む混和
性相キャリア流体と接触させるステップであって、前記不混和性相流体によって囲まれて
いる前記混和性相微小滴を、増幅試薬を含む前記混和性相キャリア流体と接触させること
で、多重エマルジョン微小滴が形成され、各多重エマルジョン微小滴が、前記不混和性相
流体によって囲まれている混和性相微小滴を含み、前記不混和性相流体が、前記混和性相
キャリア流体によって囲まれ、増幅試薬が、前記混和性相キャリア流体から、前記不混和
性相流体を通して、前記混和性相微小滴中に拡散する、ステップと；
　前記多重エマルジョン微小滴を、核酸の前記混和性相流体溶液中に存在する場合に標的
核酸の増幅をもたらすのに十分な増幅条件に供するステップと；
　核酸の前記混和性相流体溶液中に存在する場合に、前記標的核酸の前記増幅に由来する
増幅産物を検出するステップと
を含む核酸増幅方法。
５８．細胞を多重エマルジョン微小滴内に封入するステップであって、前記多重エマルジ
ョン微小滴が、不混和性の殻によって囲まれている第１の混和性相流体を含み、前記多重
エマルジョン微小滴が、第２の混和性相キャリア流体内に位置を定められる、ステップと
；
　前記多重エマルジョン微小滴を、前記多重エマルジョン微小滴中での前記細胞の溶解を
もたらすのに十分な条件に供するステップと；
　前記多重エマルジョン微小滴を、核酸増幅に阻害効果を及ぼす１つまたは複数の物質を
不活化しまたは取り除くのに十分な条件に供するステップと；
　核酸増幅試薬を前記多重エマルジョン微小滴中に導入するステップと；
　前記多重エマルジョン微小滴を、存在する場合に標的核酸の増幅をもたらすのに十分な
増幅条件に供するステップと；
　存在する場合に、前記標的核酸の前記増幅に由来する増幅産物を検出するステップと
を含む核酸増幅方法。
５９．前記増幅試薬を前記多重エマルジョン微小滴中に導入する前記ステップが、前記増
幅試薬を前記第２の混和性相キャリア流体中に導入するステップを含み、前記増幅試薬が
、前記第２の混和性相キャリア流体から、前記不混和性の殻を通して、前記第１の混和性
相流体中に拡散する、５８に記載の方法。
６０．前記多重エマルジョン微小滴が、複数の細胞を含まない、５８に記載の方法。
６１．存在する場合に前記増幅産物を蛍光標識で検出可能に標識するステップと、前記多
重エマルジョン微小滴を、蛍光活性化細胞ソーティング（ＦＡＣＳ）を介してソートする
ステップとを含む、５８から６０の何れか一つに記載の方法。
６２．第１の混和性相流体中の細胞を、マイクロフルイディック装置のチャンネル内に流
すステップと；
　前記第１の混和性相流体を、不混和性相流体と接触させるステップであって、前記第１
の混和性相流体を前記不混和性相流体と接触させることで、前記細胞を含み、かつ前記不
混和性相流体によって囲まれている混和性相微小滴が形成される、ステップと；
　前記不混和性相流体によって囲まれている前記混和性相微小滴を、マイクロフルイディ
ック装置のチャンネル内に流すステップと；
　前記不混和性相流体によって囲まれている前記混和性相微小滴を、第２の混和性相流体
と接触させるステップであって、前記不混和性相流体によって囲まれている前記混和性相
微小滴を、前記第２の混和性相流体と接触させることで、前記不混和性相流体によって囲
まれている前記混和性相微小滴を含む多重エマルジョン微小滴が形成され、前記不混和性
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相流体が、前記第２の混和性相流体によって囲まれている、ステップと；
　前記多重エマルジョン微小滴を、前記多重エマルジョン微小滴中での前記細胞の溶解を
もたらすのに十分な条件に供するステップと；
　前記多重エマルジョン微小滴を、核酸増幅に阻害効果を及ぼす１つまたは複数の物質を
不活化しまたは取り除くのに十分な条件に供するステップと；
　核酸増幅試薬を前記多重エマルジョン微小滴中に導入するステップと；
　前記多重エマルジョン微小滴を、存在する場合に標的核酸の増幅をもたらすのに十分な
増幅条件に供するステップと；
　存在する場合に、前記標的核酸の前記増幅に由来する増幅産物を検出するステップと
を含む核酸増幅方法。
６３．前記増幅試薬を前記多重エマルジョン微小滴中に導入する前記ステップが、前記増
幅試薬を前記第２の混和性相流体中に導入するステップを含み、前記増幅試薬が、前記第
２の混和性相流体から、前記不混和性相流体を通して、第１の混和性相流体中に拡散する
、６２に記載の方法。
６４．前記多重エマルジョン微小滴が、複数の細胞を含まない、６２に記載の方法。
６５．存在する場合に前記増幅産物を蛍光標識で検出可能に標識するステップと、前記多
重エマルジョン微小滴を、蛍光活性化細胞ソーティング（ＦＡＣＳ）を介してソートする
ステップとを含む、６２から６４の何れか一つに記載の方法。
６６．混和性相流体を含むサンプル受入れチャンネルと；
　前記サンプル受入れチャンネルと流体連通する一重エマルジョン小滴メーカーであって
、不混和性相キャリア流体を含む１つまたは複数のチャンネルを備え、前記不混和性相キ
ャリア流体を、前記混和性相流体と接触させて、一重エマルジョン小滴を形成する一重エ
マルジョン小滴メーカーと；
　前記一重エマルジョン小滴メーカーと流体連通する二重エマルジョン小滴メーカーであ
って、混和性相キャリア流体を含む１つまたは複数のチャンネルを備え、前記混和性相キ
ャリア流体を、前記一重エマルジョン小滴と接触させて、二重エマルジョン小滴を形成す
る二重エマルジョン小滴メーカーと；
　前記二重エマルジョン小滴メーカーと流体連通するサーマルサイクラーであって、前記
二重エマルジョン小滴を受け入れて、前記二重エマルジョン小滴をサーマルサイクルにか
ける、サーマルサイクラーと
を備えるマイクロフルイディック装置。
６７．検出器を備え、前記検出器が、前記二重エマルジョン小滴における核酸増幅産物の
有無を検出する、６４に記載のマイクロフルイディック装置。
６８．前記サーマルサイクラーと流体連通するマイクロフルイディックソーターを備える
、６６または６８に記載のマイクロフルイディック装置。
６９．６４から６８の何れか一つに記載のマイクロフルイディック装置、および蛍光活性
化細胞ソーター（ＦＡＣＳ）を備えるシステムであって、前記ＦＡＣＳが、前記二重エマ
ルジョン小滴を受け入れて、前記二重エマルジョン小滴における核酸増幅産物の有無に基
づいて前記二重エマルジョン小滴をソートする、システム。
【実施例】
【０２５２】
　先に記載される開示から理解され得るように、本開示は多種多様な用途を有する。した
がって、以下の実施例は、本発明を達成し、かつ用いる手順の完全な開示および記載を当
業者に提供するために提案され、発明者らが発明とみなすものの範囲を制限することが意
図されるものでもないし、以下の実験が、実行される全実験または唯一の実験であると述
べることが意図されるものでもない。当業者は、本質的に類似した結果が得られるように
、種々の重要でないパラメータが変更または修飾され得ることを、容易に認識するであろ
う。ゆえに、以下の実施例は、本発明を達成し、かつ用いる手順の完全な開示および記載
を当業者に提供するために提案され、発明者らが発明とみなすものの範囲を制限すること
が意図されるものでもないし、以下の実験が、実行される全実験または唯一の実験である
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と述べることが意図されるものでもない。用いられる数字（例えば、量、温度その他）に
関する精度を確実にする努力がなされたが、実験の誤りおよび偏りがいくらか占めている
はずである。特に明記しない限り、部および重量部、分子量は、重量平均分子量であり、
温度は摂氏度であり、圧力はほぼ気圧である。標準的な略語が用いられ得、例えば、ｂｐ
、塩基対；ｋｂ、キロベース；ｐｌ、ピコリットル；ｓまたはｓｅｃ、秒；ｍｉｎ、分；
ｈまたはｈｒ、時間；ａａ、アミノ酸；ｎｔ、ヌクレオチド；等である。
【０２５３】
実施例１：二重エマルジョンＰＣＲを用いた核酸の検出
材料および方法
　標準的なフォトリソグラフィ技術をポリ（ジメチルシロキサン）（ＰＤＭＳ）に用いて
、マイクロフルイディックチップを作製した。マスターを生産するために、ＳＵ－８フォ
トレジスト（Ｍｉｃｒｏｃｈｅｍ）の層をシリコンウエハー上にスピン塗布（ｓｐｕｎ　
ｏｎｔｏ）してから、マイラーマスク（Ｆｉｎｅｌｉｎｅ　Ｉｍａｇｉｎｇ）下でＢｌａ
ｋｒａｙ装置からのＵＶ光に曝した。その後、ウエハーを、ホットプレート上で９５℃に
て１分間焼いてから、プロピレングリコールモノメチルエーテルアセテート（ＰＧＭＥＡ
）中で現像した。その後、１１：１の比率で混合したＰＤＭＳポリマーおよび架橋剤を、
マスター上に注いで、７５℃にて４時間焼いた。その後、装置をマスターから剥がして、
０．７５ｍｍの生検コア針を用いて孔を開けた。その後、装置を酸素プラズマ処理後にガ
ラススライドに結合させた。装置チャンネルを疎水性にするために、Ａｑｕａｐｅｌをチ
ャンネル中にフラッシュしてから、装置を６５℃にて２０分間オーブン内で焼いた。フォ
トレジストの厚さを２５μｍに維持し、フローフォーカシングジャンクションでのチャン
ネル幅を２０μｍにした。
【０２５４】
　熱溶解した大腸菌由来のＤＮＡ分子、２％ポリエチレングリコール６Ｋ（Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ）、２％Ｔｗｅｅｎ（登録商標）－２０、ＴｏｌＡ検出プライマー、およびＰＣ
Ｒ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（Ｐｈｕｓｉｏｎ　ＨＦ　Ｆｌｅｘ　２ｘ　ＭＭ）を含む混合
液を調製した。以下のプライマーを１μＭの使用濃度にて用いた：ＴｏｌＡフォワード５
’－ＧＴＴＧＡＴＴＣＡＧＧＴＧＣＧＧＴＡＧＴＴ－３（配列番号１）、ＴｏｌＡリバー
ス５’－ＧＣＣＴＧＣＴＧＴＴＣＣＴＴＣＡＴＣＴＴ－３’（配列番号２）。ＨＦＥ－７
５００油を裏に満たした１ｍｌシリンジ中に、混合液をロードした。
【０２５５】
　２０μｍノズルを備える平らなフローフォーカシング装置中に、混合液を４００μＬｈ
ｒ－１にて導入した。生体適合性のフッ化界面活性剤を２重量％にて加えたＨＦＥ－７５
００フッ化油を含むキャリア油相を、４００μＬｈｒ－１にて導入した。生体適合性の界
面活性剤として、ＰＥＧ６００、または、Ｋｒｙｔｏｘ（登録商標）ＦＳＨに結合した類
似の分子量の分子が挙げられ得る。これ以外にも、Ｋｒｙｔｏｘ（登録商標）のイオン形
態を油相に、Ｊｅｆｆａｍｉｎｅ（登録商標）を水性相に加えて、界面にてイオン結合を
生成して、二重エマルジョン小胞を安定化させることができる。
【０２５６】
　これらの流量および装置寸法を用いて、直径約２５μｍの単分散一重エマルジョンを生
成した。１ｍＬポリカーボネートシリンジ中に一重エマルジョン滴を収集して、２分間ク
リームを生じさせた。二重エマルジョン微小滴を生成するために、２５μｍノズルを備え
る別の平らなフローフォーカシング装置中に、クリーム状にした一重エマルジョンを２０
０μＬｈｒ－１の流量にて導入した。同時に、キャリア水性相を、４００μＬｈｒ－１に
て導入した。キャリア相を、１０％ポリエチレングリコール（分子量３５Ｋ）で濃くする
と、この流量においてより高い剪断速度が可能になり、二重乳化が向上し得る。キャリア
相はまた、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ　Ｆ－６８を１重量％含有し、生成される二重エマルジョン
が安定化した。
【０２５７】
　二重エマルジョン微小滴をＰＣＲチューブ中に収集し、３０００ｒｐｍにて５分間遠心
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分離して濃縮した。その後、１×ＨＦデタージェントフリーバッファおよび１％Ｐｌｕｒ
ｏｎｉｃ　Ｆ－６８中に再懸濁させた。この懸濁液を、以下の条件を用いたＴ１００サー
モサイクラー（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）でサーマルサイクルにかけた：９５℃１０分、ならびに
９５℃１０秒、５５℃３０秒および７２℃１５秒の３５サイクル。その後、二重エマルジ
ョン微小滴を、３０００ｒｐｍでの遠心分離によって濃縮してから、１×ＳＹＢＲグリー
ン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）溶液中に再懸濁させて、画像化した。
【０２５８】
結果
　先に記載する二重エマルジョンＰＣＲについての画像化結果を、図７に示す。標的分子
の初期ローディングがランダムであったので、少なくとも１つの標的分子が播種された、
蛍光性の二重エマルジョン微小滴もあれば、標的を欠き、蛍光性でないものもある。蛍光
統計量をポアソン分布にフィットさせることによって、多重封入を修正して、正確な標的
分子濃度を得ることが可能であった。これらのデータは、二重エマルジョン微小滴が２５
μｍにて熱安定であり、デジタルＰＣＲに利用され得ることを示す。
【０２５９】
実施例２：二重エマルジョンのＦＡＣＳ分析の仮想実施例
　ＦＡＣＳを介して、二重エマルジョン微小滴をソートすることができる。そのようなソ
ーティングについての例示的な条件は、以下の通りである：二重エマルジョン微小滴をＰ
ＢＳにより１：１の比率で希釈して、ＦＡＣＳＡｒｉａ　ＩＩｕ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅ
ｎｃｅｓ）による分析用の１２×７５ｍｍ丸底チューブに移す。ＰＢＳをシース流体とし
て用い、事象を、２００事象ｓ－１に相当する流量でランする。事象記録の間、サイトメ
ータを４℃の温度に維持して、チューブを３００ｒｐｍの速度にて回転させる。ＦＩＴＣ
プローブおよびＴａｑＭａｎプローブの検出のために、４８８ｎｍのレーザー、および５
０５ｎｍ低域フィルターを備える５３０±３０ｎｍの帯域フィルターを連続的に通過させ
た放射で、ＦＩＴＣ－ＢＳＡプローブおよびＴａｑＭａｎプローブを励起する。
【０２６０】
実施例３：巨大単ラメラ小胞（ＧＵＶ）中でのＰＣＲを介した核酸検出の仮想実施例
熱安定フェムトリットルＧＵＶのマイクロフルイディック生成およびＦＡＣＳソーティン
グの実証
　巨大単ラメラ小胞（ＧＵＶ）は、混和水性相中に懸濁する膜結合水性流体の嚢である。
ＧＵＶは、小滴のように、試薬を封入することができるので、生体反応用の区画として機
能し得る。膜の化学的性質に応じて、ＧＵＶは、選択的に透過性にされ得るので、ＤＮＡ
およびＲＮＡのような巨大分子はトラップされるが、ヌクレオチドおよびＡＴＰのような
小さな分子は、膜を自由に通過することができる。この選択的な透過性により、ＧＵＶ内
の反応は、エマルジョン小滴内の反応よりも効率的になり得る。なぜなら、反応が進行す
るにつれ、新しい試薬が中に拡散し得るからでる。しかしながら、ＧＵＶ内で反応を実行
するにあたっての課題は、ＧＵＶが脆弱であることである。ＧＵＶは、少数の分子層の膜
からなり、機械ストレスまたは熱により容易に破裂するおそれがある厚さである。ＧＵＶ
内でＰＣＲを実行するために、最大９５℃に達して繰り返されるサーマルサイクリングに
耐えることができる膜組成が同定されなければならない。ＧＵＶの使用により、リアクタ
は、デジタルドロップレットＰＣＲに用いられるものよりもかなり小さくされて、試薬が
節約され得、スループットが増大し得、かつより多くの反応が可能になることとなる。こ
れにより次は、ｄＰＣＲの感度が増大することとなり、より高い精度でＤＮＡを検出かつ
定量化することができる。
【０２６１】
　分子およびＰＣＲ試薬を、マイクロフルイディック装置中に導入して、ＧＵＶ中にロー
ドする。分子の濃度は、平均して、１０個のＧＵＶの１つが単分子を含有して、他が空で
あるように固定する。水性相中に懸濁するＧＵＶを遠心分離して濃縮し、上澄みを取り除
き、反応に必須の試薬を含有するＰＣＲバッファを加える。その後、ＧＵＶを、ＰＣＲマ
シン内でサーモサイクルにかける。サーモサイクリングの間、単分子を含有するＧＵＶは
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増幅を経るが、空のＧＵＶが増幅を経ることはない。用いる検出方法に応じて、ＰＣＲプ
ローブに付着した非クエンチング色素によって、またはＳＹＢＲグリーンのようなインタ
ーカレート色素をコア中に拡散させて、アンプリコンを染色することによって、ＧＵＶの
蛍光を増幅させる。この点によって、ＧＵＶは、ＦＡＣＳ定量化およびソーティングに直
ぐに使える。サーモサイクルにかけたＧＵＶを、再度濃縮して、ＦＡＣＳバッファ中に再
懸濁させる。ＦＡＣＳの間、全てのＧＵＶを、前方の散乱および側方の散乱を用いて検出
し、そして同時に、ＰＣＲ色素に適切なチャンネルの蛍光値を監視する。ＦＡＣＳは、蛍
光性であるＧＵＶの割合を記録して、元の溶液中の標的ＤＮＡの濃度の測定値を与え、そ
してソーティングがオンにされれば、特定のゲート制御パラメータ内に入るＧＵＶをソー
トする。懸濁液をパーフルオロオクタノールと混合して、ボルテックスすることによって
、ソートしたＧＵＶを破裂させて、核酸調製物を用いて、元の標的分子を回収し、かつア
ンプリコンを捨てる。
【０２６２】
　ＧＵＶを生成するマイクロフルイディック法。最初に二重エマルジョンを生成してから
、脱濡れを経るように二重エマルジョンを誘導することによって、ＧＵＶが生じることと
なる。脱濡れの際、二重エマルジョンの不混和性相、例えば油が、殻から除去されて、界
面活性剤の膜が残り、小さな不混和性相の小滴が、膜の外側に付着する。結果として生じ
るＧＵＶのサイズは、ＧＵＶを生む二重エマルジョンのサイズによって支配される：二重
エマルジョンが単分散であるならば、生じるＧＵＶも同様に単分散である。予備実験にお
いて、直径１０μｍにまで小さくされた、極端に単分散の二重エマルジョン（図１１）を
生成する能力を実証した。当該二重エマルジョンは、同じサイズの単分散ＧＵＶを形成す
るのに用いることができる。
【０２６３】
　ＧＵＶの１００ｋＨｚ生産を達成するような、マイクロフルイディックノズルサイズの
同定。ＧＵＶのマイクロフルイディック生成において、ＧＵＶが小さくなるほど、生産率
は上がる。したがって、数時間で１０億個の生成を可能にするサイズを同定するために、
ＧＵＶ生産を監視して修飾することとなる。同軸フローフォーカシングおよびプラギング
ベースの生成において、ＧＵＶサイズは、剪断ノズルの寸法および幾何構造によって決ま
る。したがって、１００ｋＨｚにて５μｍのＧＵＶを形成するのに適切な、様々なノズル
寸法および幾何構造を試験することとなる。図１１に示す、二重エマルジョンを１０μｍ
にまで小さくすることを示した同軸フローフォーカシング装置を利用することとなる。こ
の装置は、単純であり、二重エマルジョンをワンステッププロセスで迅速に形成し、そし
てまた、濡れ性パターニングを必要としないので、作製を容易にするという利点を有する
。同軸フローフォーカシングが適切でなければ、平らな、濡れ性がパターン化された装置
におけるフローフォーカシングを試験することとなり、これは、単分散二重エマルジョン
を生成することが示された（図１２）。この方法では、マイクロフルイディックチャンネ
ルは、ある領域において疎水性であるように空間的にパターン化されて、油中水性エマル
ジョンの形成が可能となり、他では親水性にされて、油小滴中の水性小滴の封入、および
水中油中水の二重エマルジョンの生成が可能となる。この方法の主な利点は、二重エマル
ジョンが、より少量のキャリア流体により生成されて、コスト効率をより良くし得ること
である。しかしながら、同軸フローフォーカシングと同じくらい迅速に小滴を生産するこ
とはできない。なぜなら、プラギングベースの小滴生成に限られる一方で、同軸フローフ
ォーカシングは、かなり速いジェット噴射レジームにおいて作動し得るからである。
【０２６４】
　１００ｋＨｚにて熱安定性ＧＵＶを生産するための、必要に応じた化学配合の調整。必
要に応じて、様々な界面活性剤（例えば、Ｔｗｅｅｎ（登録商標）２０、Ｓｐａｎ（登録
商標）８０、Ｐｌｕｒｏｎｉｃその他）および／または様々な増粘剤（例えば、ＰＥＧ、
アルギネート、グリセロールその他）をキャリア相内に含めることによって、ＧＵＶの殻
およびキャリア相の配合を調整することとなる。界面活性剤は注意深く選択するべきであ
る。なぜなら、ＧＵＶの生成率および安定性に影響を及ぼすからである。キャリア相の粘
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度もまた、界面活性剤にマッチするように選択すべきである。なぜなら、小滴生成プロセ
スにおいて、サイズおよび率が、キャピラリ数によって決まり、これはそれ自体、流体の
界面張力（ゆえに、界面活性剤）およびキャリア相の剪断率（ゆえに、増粘剤）によって
決まるからである。一旦適切なノズル幾何構造を同定したら、おそらく機能することにな
る組合せとして、本発明者らのフッ化ポリエーテルＰＥＧ界面活性剤において結合してい
ないカルボキシレートを保護するために、キャリア相内にＰｌｕｒｏｎｉｃ界面活性剤を
、内側相内にＴｗｅｅｎ（登録商標）およびＪｅｆｆａｍｉｎｅ（登録商標）を、そして
キャリア相内に、高分子量ＰＥＧ、ＢＳＡ、およびグリセロールを含む増粘剤を含むもの
がある。エマルジョンの化学的性質を、４０μｍのＧＵＶよりも曲率が高い５μｍのＧＵ
Ｖについて最適化するように調整する必要があり得る。これは、親水性－疎水性ブロック
のサイズが異なり、そして添加物がキャリア相内に含まれる界面活性剤を合成することに
よって、なされ得る。
【０２６５】
　熱安定性ＧＵＶを生成するための、更なるブロックコポリマー界面活性剤の同定。熱安
定性小胞を生成するために、水性相中の小胞中にアセンブルする場合、溶融温度が高いブ
ロックコポリマー界面活性剤を試験することとなる。小胞膜の溶融温度は、キャリア相中
の溶解度によって決まり、溶解度は次に、化学的性質および分子量によって決まる。した
がって、高分子量のフッ化界面活性剤を試験することとなる。当該界面活性剤として、疎
水性－親水性ブロックについて、分子量が変わる、ヘキサフルオロプロピレンエポキシド
－ポリエチレングリコール界面活性剤のフルオリン末端キャップドホモポリマーが挙げら
れることとなる。当該ブロックの相対分子量は重要である。なぜなら、小胞膜上の分子の
幾何構造および充填を決定し、次に、脱濡れ、溶融温度、および最も安定な自然な膜曲率
に影響するからである。ヘキサフルオロプロピレンエポキシドブロックについて６，００
０～１０，０００の、そしてＰＥＧブロックについて６００～８００の分子量が、熱安定
性ＧＵＶの４０μｍの直径を与えるのに効果的である。当該量は、ＰＥＧブロックをより
小さくすることによって、かなり小さな５μｍのＧＵＶを安定化させるのに、変えられる
必要があり得る。広範な分子量のヘキサフルオロプロピレンエポキシド（Ｋｒｙｔｏｘ）
およびＰＥＧ（Ｊｅｆｆａｍｉｎｅ）が市販されている。界面活性剤の幾何構造に影響し
、かつＧＵＶの熱安定性およびサイズに影響を与え得る、ポリエチレンオキシドによって
キャップされていないＰＥＧブロックを試験することとなる。ＢＳＡおよび他のタンパク
質を含む、精製を介して取り除くのが困難である界面活性剤の不完全な合成由来の使い残
しのダングリングカルボキシレートに結合する添加物の使用を試験することとなる。
【０２６６】
　ＧＵＶの最大ＦＡＣＳ検出およびソーティングの測定。ＧＵＶは、水性相中に分散する
水性流体の膜結合嚢である。ゆえに、ＦＡＣＳにおいて、ＧＵＶは、組成およびサイズが
細胞と類似し、細胞のように見える。結果として、ＧＵＶのＦＡＣＳソーティングは、細
胞のソーティングと同一であり、機器またはプロセスに修飾を加えることなく、あらゆる
市販のシステムに実行することができる。ＦＡＣＳがＧＵＶをソートする場合、ソーティ
ング率は、フロー注入率およびＧＵＶ濃度によって決まる。４０μｍのＧＵＶは、最大流
量（７５ｐｓｉ、ＦＡＣＳＡｒｉａ）でＦＡＣＳ分析することができ、ソーティングを無
傷で乗り切る。これは、５μｍのＧＵＶについても同様に正しいことが予想される。なぜ
なら、崩壊に対するＧＵＶのロバスト性が、そのラプラス圧力、ｐ＝２λ／ｒ（式中、ｒ
はＧＵＶ半径である）によって決まり、これは、ＧＵＶが小さくなるにつれ、１／ｒのよ
うに、増大するからである。５μｍのＧＵＶが当該率でＦＡＣＳソートされ得ることが確
認されることとなり、もしソートされ得ないならば、異なる配合を試験して、剪断に対す
る抵抗が増大するものを同定することとなる。ソーティング率をさらに一層上げるために
、サンプルを濃縮してよい。４０μｍのＧＵＶを遠心分離で濃縮してから、適切な量のＦ
ＡＣＳバッファを加えることによって、使用濃度に再懸濁させることができる。より小さ
な５μｍのＧＵＶ（より小さな重力質量によりスピンダウンするのがより難しくなり得る
）の遠心分離を経た濃度を試験することとなる。調整するパラメータは、スピン速度およ
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び時間となろう。超遠心分離を経た濃度を試験してもよい。ＧＵＶキャリア相の粘度は、
変動することとなる。なぜなら、重力の、粘性抵抗に対する比率、ｍｇ／ηｖによって、
沈降速度が支配されるからである。４０μｍのＧＵＶは遠心分離を容易に乗り切るので、
５μｍのＧＵＶも同様に乗り切ることとなると予想される。なぜなら、そのより高いラプ
ラス圧力が、当該ＧＵＶを剪断および圧縮力に対してより一層ロバストにするはずである
からである。達成される最大充填密度は、おそらく、６４％であり、これは、ランダムに
最密充填された球について、移行を妨害することとなる。この密度を超えると、懸濁液は
、おそらくＦＡＣＳノズルを詰まらせる弾性率を有することとなる。
【０２６７】
　ソーティングエラー率の特徴付け。ＦＡＣＳのソーティング率を上げるためにサンプル
がより濃縮されるにつれ、２つのＧＵＶが同時に入る確率が上がる。結果的に、ＧＵＶの
一方がソーティングについてフラグを立てられるならば、他方もまたソートされることと
なる。これを支配する統計が、ポアソン分布によって説明され、サンプル密度が増大する
につれ、ポジティブソーティングエラーが増大することとなると予測する。この現象を監
視することとなり、エラープロセスをモデル化するためにキュー統計を用いることとなる
。キャリア相中の増粘剤、ＧＵＶ間の相互作用、および妨害効果によりフローが非ニュー
トン性となるにつれ、モデルが壊れることとなると予想される。したがって、モデルの妥
当性を試験するために、そしてソーティング率の絶対最大値はどれか、そしてエラー率が
システムパラメータとどのように比例するかを判定するために、これらのパラメータを変
えることとなる。
【０２６８】
　非常に稀なポジティブＧＵＶを高度に富化するための、ティアードソーティングの実行
。ＦＡＣＳソーティングエラーの大部分が、２つ以上のＧＵＶの、ソーター中への同時の
侵入に由来するので、ほとんどのソーティングエラーはポジティブエラーである：ほぼ全
てのポジティブＧＵＶが回収されるが、多くのネガティブＧＵＶも回収される。このタイ
プのソーティングエラーは、目的の集団を連続的に富化するティアードソーティングで対
処することができる（ａｍｅｎａｂｌｅ　ｔｏ）。例えば、ソーティングラウンドあたり
１００×の保存的富化のために、１０億個のＧＵＶを、約３時間以内にソートして、１０
００万個のＧＵＶを産出することができ、ポジティブが１００×富化される。ソーティン
グを１ｋＨｚに減速すると、ほぼ完璧なソーティング結果となり、残存する１０００万個
のＧＵＶを、更なる３時間以内にソートして、本質的に純粋なポジティブＧＵＶ溶液を回
収することができる。ティアードソーティングを用いて、数十億の集団中の数十のポジテ
ィブＧＵＶを、約６時間のソーティングで検出かつ回収することが可能であるはずである
。これにより、開示される方法は、多様な集団において極端に低い存在量で存在する分子
、ウイルス、または細胞を検出かつ回収するのに有用となるであろう。
【０２６９】
　ウェル中への単一のＧＵＶのＦＡＣＳソーティング。ＧＵＶをＦＡＣＳによって細胞と
して、細胞のように処理するので、ＧＵＶをウェル中に個々にソートすることができる。
これを達成する方法を試験して、最適化することとなる。ＧＵＶをパーフルオロオクタノ
ールで破裂させることができ、そして以下に記載する方法を用いて、本発明者らは、ＧＵ
Ｖ－ＰＣＲ中に生じた混入アンプリコンを取り除くことができるはずである。この時点の
後、分子を非特異的方法（ＭＤＡ、ＭＡＬＢＡＣ）で増幅させて、アンプリコンをバーコ
ード化して、バーコード化したリードを配列決定することができる。これにより、染色体
と同じくらい大きな分子の回収および配列決定が可能となるはずであり、そのような分子
の数は、ＦＡＣＳロードされ得るウェルの数（例えば１プレートあたり３８４個）、およ
び利用可能な配列決定能力量によってのみ制限される。これは、大きくて多様な集団をス
クリーニングして、稀な分子、ウイルス、または真核生物細胞を同定、回収、かつ配列決
定するのに有益であろう。
【０２７０】
水性小滴に対するＧＵＶ－ＰＣＲおよびベンチマーク効率の最適化および特徴付け
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　小滴のサイズが引き下げられるにつれ、その内側で実行される反応の効率は下がる。反
応阻害は、２つの因子の結果である：小滴が小さくなるにつれ、直径の三乗でその容量が
引き下げられ、小滴のサイズが半分になると、容量は１／８になる。容量のこの急速な引
下げは、非常に小さな小滴について、試薬を制限することができることを意味する。阻害
の別の源は、小滴の油－水界面が、その両親媒性組成により、酵素を変性させ得ることで
ある。小滴が小さくなるにつれ、表面対容量の比率が上がるので、界面阻害はより多く見
られるようになる。これらの理由で、直径５μｍ未満の小滴を生成することが可能である
にしても、ほとんどの小滴ベースの反応についての実際的な下限は、約５０μｍである。
リアクタサイズを５μｍに引き下げること（容量の１０００×引下げ）を可能にするため
には、小滴よりも高い生体適合性を与えるＧＵＶ配合を同定するために、諸ＧＵＶ配合を
試験することとなる。これにより、同じ容量の試薬で、１０００×を超える反応の性能が
可能となるであろう。
【０２７１】
　５μｍのＧＵＶにおけるＰＣＲの最適化。５μｍのＧＵＶを生成して、その安定性およ
びＰＣＲ効率に及ぼす様々な化学的配合の影響を判定することとする。ＧＵＶ中でのＰＣ
Ｒを実行するために、ＢＲＡＦ遺伝子を含有する既知の濃度のプラスミドを分散させて、
１滴あたり平均０．１個存在するようにし、この滴は、ＤＮＡポリメラーゼ、ｄＮＴＰｓ
、ＰＣＲバッファ、および遺伝子の数百塩基フラグメントを増幅する予め設計されたプラ
イマーを有する。Ｑｕｂｉｔ　２．０蛍光測定器を用いて、初期のプラスミド濃度を蛍光
定量的に判定することとなる。その後、ＧＵＶをサーモサイクルにかけて、ＳＹＢＲグリ
ーンをキャリア相に加え、これがＧＵＶ膜を通って化学的に分配されて、増幅を経たＧＵ
Ｖを特異的に染色することとなる。ＧＵＶ－ＰＣＲ効率を定量化するために、ＧＵＶを画
像化して、蛍光性である画分、ならびにエンドポイント値の平均および標準偏差を測定す
ることとなる。小滴反応に対するこのプロセスの効率をベンチマークに照らして評価する
ために、この実験を、ＱＸｌ００デジタルドロップレットＰＣＲマシン（Ｂｉｏ－Ｒａｄ
）で繰り返すこととなる。ＱＸｌ００コントロール実験由来のＧＵＶおよび小滴を、パー
フルオロオクタノールで破裂させて、ＤＮＡを回収し、ゲル電気泳動および蛍光測定法で
分析して、収量を推定することとなる。このワークフローを、全ての混合組合せについて
実行することとなる。これはマルチパラメータ最適化であるので、混合組成物を小滴蛍光
統計およびＤＮＡ収量に関連させるアレイフォーマット内に全てのデータを保存して、重
回帰の使用により最適混合組合せを予測することができ、これらを独立して試験すること
となる。
【０２７２】
　ＧＵＶ安定性およびＰＣＲ効率に及ぼす添加物の影響の調査。界面活性剤のカルボキシ
レート基に結合することで、界面への酵素吸着を抑制することができるポリエーテルアミ
ンを含む、既知のエマルジョン安定化剤およびＰＣＲ添加物を試験して、ＧＵＶ－ＰＣＲ
に及ぼす影響を調査することとなる；これは、ＧＵＶにおける反応効率を著しく上げるは
ずである。また、Ｊｅｆｆａｍｉｎｅ（登録商標）ＥＤ－６００、ＥＤ－９００、および
ＥＤ－２００３を、界面活性剤に対して０．１、１、および１０のモル比にて試験するこ
ととなる。また、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を試験することとなり、これは、両親媒
性界面に吸着して、酵素を変性から保護する生体適合性の「皮膚」を生成する。０．５、
１、および２（ｗ／ｖ）％のＢＳＡ濃度を、ＰＣＲミックス中で試験することとなる。ま
た、キャリア相を、様々な濃度のｄＮＴＰ（２００μＭで開始）およびＭｇＣｌ２（１．
５ｍＭ）で補うこととなり、これらはＧＵＶ中に化学的に分配されて、試薬が反応によっ
て消費されるにつれ、効率を向上させ得る。
【０２７３】
　小胞膜を通る化学的分配の特徴付け、およびこれを制御する方法の同定。ＧＵＶ膜の透
過性を調査して、これを弱める方法を同定することとなる。ＤＮＡおよびタンパク質のよ
うな巨大分子は、ＧＵＶ内に適切に封入されて残存するが、ＳＹＢＲグリーンのような小
分子は、経時的にＧＵＶ中に拡散することができる。様々な分子量のＦＩＴＣ－デキスト



(82) JP 2018-505671 A 2018.3.1

10

20

30

40

50

ラン（５、１０、２０、３０、４０、５０ｋＤａ）を利用して、膜透過性を、温度、小分
子サイズ、および化学的特性の関数として特徴付けることとなる。低分子量のスケールに
て、キサンチンファミリー色素（フルオレセイン、ローダミン）、シアニンファミリー色
素（インドカルボシアニン、オキシカルボシアニン）、およびクマリン誘導体（４－ヒド
ロキシクマリン）を利用することとなる。これらの結果を、フルオレセインの放出プロフ
ァイルと、比較可能な濃度にて比較することとなる。これらの分子についての透過性を特
徴付けた後、４０μｍのＧＵＶ内へのＳＹＢＲの分配速度を大いに減速させる、キャリア
相への５（ｗ／ｖ）％ＢＳＡの添加を含む、透過性を弱める様々な方法を試験することと
なる。また、より小さなタンパク質オバルブミン、β－カゼイン、およびｔ４遺伝子タン
パク質３２を、様々な濃度にて試験することとなる。タンパク質に加えて、ポリマー（Ｊ
ｅｆｆａｍｉｎｅ（登録商標）ＥＤ－６００、ＥＤ－９００、およびＥＤ－２００３）を
、界面活性剤に対して０．１、１、および１０のモル比にて、調査することとなる。また
、アミンで官能化され得、かつＰＥＧのような線状ポリマーよりも適切に疎水性界面を保
護する巨大な樹枝状ポリマーを形成することが示されているポリエチレングリコール（Ｄ
ｏｗ）を調査することとなる。
【０２７４】
　ＰＣＲをマルチプレックス化する方法の探究。マルチプレックスＴａｑＭａｎ　ＰＣＲ
は、２つ以上の配列が単一のサンプル内で相関しなければならない用途に有益である。Ｇ
ＵＶ－ＰＣＲにより、同じ染色体上での突然変異のマッピング、または遺伝子の特定の組
合せを有する微生物の同定が可能となり、２つばかりの例を命名することとなる。マルチ
プレックスＴａｑＭａｎ　ＰＣＲは、異なるスペクトルの色素でＴａｑＭａｎプローブを
標識する能力に依存して、いくつかの領域の増幅が、分光測光技術により同時に測定され
得る。ＴａｑＭａｎ　ＰＣＲは、フルオロフォアおよびクエンチャで標識されたプローブ
、および付随するプライマーセットを利用する。増幅の間、プローブは、プライマー間の
領域にアニールして、特定のＤＮＡポリメラーゼの５’－３’エキソヌクレアーゼ活性に
よって切断される；切断によりフルオロフォアが放出されて、蛍光を発することができ、
増幅の光学的読出しが実現する。コントロールとしてＱＸ１００（マルチプレックス一重
エマルジョンＰＣＲについて確認されている商品）を用いて、ＴａｑＭａｎプローブを設
計して試験することとなる。プラスミドｐＵＣ１９における３つの非重複領域を標的とし
て、増幅効率を、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ　Ｍｘ３００５ｐ　ｑＰＣＲマシンで測定するこ
ととなる。確認後、プローブをＱＸ１００で再試験して、デジタルフォーマットで同様に
機能することを確認することとなる；これは重要な試験である。なぜなら、従来のｑＰＣ
Ｒで有効であるプローブが、ドロップレットＰＣＲにおいて必ずしも十分に実行されるわ
けでないからであり、これによれば、ＤＮＡ濃度の正確な測定を実現しない異質エンドポ
イント蛍光値が与えられる。プローブセットが小滴フォーマット内で十分に実行されない
ならば、認識配列を修飾した新しいプローブセットを試験することとなる。小滴フォーマ
ットにおいて一部のプローブが他のプローブよりも効果的であり、プローブ供給会社は一
般に、これらのフォーマットについて、それらのＤＮＡの仕様を書かないので、プローブ
セットを確認する方法は、ドロップレットＰＣＲ実験によるしかない。それでもやはり、
２～３の試みにおいて特定の領域用の良好なプローブセットを同定することが、一般に可
能である。
【０２７５】
　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｅａｃｏｎ。Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｅａｃｏｎは、ハイブリ
ダイゼーションのエントロピーを増大させるための二次構造の使用に起因して、ＴａｑＭ
ａｎのような線状プローブよりもハイブリダイゼーション特異性が高いＰＣＲプローブで
ある。当該プローブは、ヘアピンループおよび幹構造を含み、幹の末端上にリポーターお
よびクエンチャを有する。ＴａｑＭａｎのように、ＰＣＲによりリポーターおよびクエン
チャは分離して、蛍光を増大させる。当該プローブの他の利点は、エキソヌクレアーゼ活
性を有するポリメラーゼを必要とせず、そしてまた、反応を通して無傷のままであること
で、ＰＣＲの終了時に巨大分子のみがＧＵＶ内に適切に保持されることである。ＴａｑＭ



(83) JP 2018-505671 A 2018.3.1

10

20

30

40

50

ａｎ実験のように、ｐＵＣ１９の３つの領域を、異なるプローブを用いて標的として、全
てのプローブを、ＧＵＶ内での試験前に、ｑＰＣＲおよびドロップレットＰＣＲで確認す
ることとなる。
【０２７６】
　スコーピオンプローブ。Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｅａｃｏｎのように、スコーピオンプ
ローブは、色素－クエンチャ分離を利用して、増幅下で蛍光を発する二標識ヘアピンルー
ププローブである。しかしながら、この約２５ヌクレオチドプローブは、折畳みを広げて
から、ループ領域がアンプリコンの標的領域に結合する。この戦略の利点は、プローブが
アンプリコンに結合したままであるので、ここでも巨大分子構造体の一部を、ＧＵＶ内に
適切に制限することとなることである。また、酵素によるヘアピンの切断が必要とされず
、そしてプローブがプライマーアンプリコンの一部であるので、反応は、Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　ＢｅａｃｏｎまたはＴａｑＭａｎ　ＰＣＲよりも効率的である傾向がある。Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　ＢｅａｃｏｎおよびＴａｑＭａｎ実験のように、３つの重複しないプロー
ブセットをｐＵＣ１９に試験することとなる。
【０２７７】
　ＧＵＶを破裂させる方法の最適化。ＧＵＶの主な利点の１つが、個々のＤＮＡ分子のＦ
ＡＣＳソーティングを、デジタルＰＣＲで検出できるようにすることである。これを完全
に利用するために、下流の配列決定のためにＧＵＶから分子を確実に回収する方法が必要
である。予備実験では、１：１（ｖ／ｖ）のＨＦＥ－７５００およびパーフルオロオクタ
ノールからなるバッファによる４０μｍのＧＵＶの破裂制御を実証した。この破壊バッフ
ァは、過フッ化二重層膜を可溶化することによってＧＵＶを破裂させる。ＧＵＶ破裂は自
然界での化学作用であるので、５μｍのＧＵＶにも等しく適切に機能することとなると予
想される。これが正しくなく、５μｍのＧＵＶの破裂がより困難であることが見出される
ならば、ビーズビーティングによる５０Ｈｚでの高剪断均質化および２０～１００ｋＨｚ
での超音波処理を用いて、１μｍのフィルターを通してＧＵＶを流すことを含む、破裂を
高める機械的方法を試験することとなる。予備実験でＧＵＶを破裂することを示した、高
圧交流場を印加したフロースルーマイクロフルイディックチャンネルの使用を試験しても
よい。これらの方法を、界面活性剤のＰＥＧ部分を可溶化するクロロホルムを加えること
を含めた、ＧＵＶを不安定化させるように設計された化学的技術と組み合わせてもよい。
また、ＧＵＶを破砕また破裂させることがそれぞれ示された、高張液または低張液の添加
を介した浸透圧ショックの使用を試験することとなる。必要に応じて試験することができ
るさらに別のアプローチが、高ｐＨおよび低ｐＨの使用であり、これらはエマルジョンを
破裂させるのに効果的であることが示された。
【０２７８】
　回収したＤＮＡからＧＵＶ－ＰＣＲアンプリコンを取り除くプロトコルの開発。予備実
験では、＞１メガベースの標的分子がデジタルＰＣＲを乗り切ることを、ｑＰＣＲ、ＤＮ
Ａ配列決定、およびゲル電気泳動によって確認した。しかしながら、プロセスの終わりで
、当該標的分子は、ＧＵＶ内の何千もの短いアンプリコンと混合されることとなる。ソー
ティング後のこれらのアンプリコンは、配列決定前に取り除かれるべきであるＤＮＡ混入
物を表す。試験システムとして、ｐＵＣ１９の一領域を、ｄＴＴＰの代わりにｄＵＴＰを
用いて増幅するので、ＧＵＶ－ＰＣＲで生成される全てのアンプリコンはチミンの代わり
にウラシルを有することとなる。その後、これらのアンプリコンを、ウラシルＤＮＡグリ
コシラーゼを用いて選択的に消化し、これは、ウラシルとその糖との間のＮ－グリコシド
結合の加水分解を触媒するものであるので、ウラシルを欠く元の標的分子のみを残すこと
ができる。代わりの方法として、ビオチン化プライマーを用いて、ストレプトアビジン結
合アガロースビーズによりアンプリコンを選択的に取り除くことができるようにするもの
があろう。ｑＰＣＲを用いて、精製後の混入アンプリコンの濃度を推定することとなる。
【０２７９】
１０億回を超えるデジタルＧＵＶ－ＰＣＲを実行することによる、競合プラットフォーム
よりも１０００×高い感度の実証、およびＦＡＣＳによるポジティブ分子の回収
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　この実験の目的は、ＧＵＶ－ＰＣＲを用いて、商業的に最もよい選択肢よりも１０００
×高い感度でＤＮＡを定量化することができることを実証すること、そしてまた、ＦＡＣ
Ｓソーティングにより分子を選択的に回収する能力を実証することである。原理証明を示
すため、合成ＤＮＡサンプルおよび患者サンプルをスクリーニングすることとなる。患者
サンプルスクリーニングの目標は、ＧＵＶ－ＰＣＲが、既存の商業的な産物、および公開
されている小滴技術よりも低い濃度での、かつ高い精度での癌ＤＮＡの検出を可能にする
ことを示すことであろう。この実施例は、限定することを意図していない：修飾のない同
じワークフローを利用して、他の源（胎児、病原体）由来の血液中のＤＮＡを検出し、大
きくて多様なゲノムフラグメントライブラリをスクリーニングして、目的の領域を富化し
、染色体をソートし、そして培養フリーの方法で、生来の生態環境中で培養できないウイ
ルスおよび微生物を回収することができる。
【０２８０】
　合成ＤＮＡスパイクイン実験。スパイクイン実験を実行して、極端に稀なＤＮＡ変異体
を検出かつ回収するＧＵＶ－ＰＣＲの有用性を実証することとなる。ＢＲＡＦの稀な突然
変異対立遺伝子、プロトオンコジーンを、稀な分子モデルとして用いることとなる。ＢＲ
ＡＦのこの変異体、Ｖ６００Ｅを、ｐＵＣ１９ベクター中にクローニングすることとなる
。野生型ＢＲＡＦもまた、背景分子を提供するために、ｐＵＣ１９中にクローニングする
こととなる。サーマルサイクリング直後に突然変異対立遺伝子を有するＧＵＶのみが蛍光
を発するようにして変異体を検出するように、プローブを設計することとなる。ＢＲＡＦ
のこれらの２つの変異体用のプラスミドでエレクトロコンピテント大腸菌を形質転換した
後に、ＤＮＡを抽出して、Ｑｕｂｉｔ蛍光測定器で定量化することとなる。プレ増幅する
ことなくソートしたＤＮＡを形質転換して、ソートしたわずか１０個の分子を回収するプ
ロトコルを開発した。これを用いて、２つのＤＮＡ調製物中のプラスミド分子の分子濃度
を算出することとなる。これらの数を用いて、突然変異型対野生型のスパイクインを、１
０－９から１０－４にて調製することとなる。５μｍのＧＵＶのマイクロフルイディック
生成により予想されるスループットに基づいて、０．１のポアソンローディングについて
、１億個中にわずか１個存在するいくつかの突然変異体を検出してソートすることが可能
であるはずである。サーマルサイクル後、ＧＵＶを５０ｋＨｚの割合にてＦＡＣＳに供す
ることとなり、約５時間以内で１０億個のＧＵＶのソーティングを可能にする。ソートさ
れたＧＵＶを、先で考察したプロトコルを用いて破裂させて、ｑＰＣＲを用いて、元の鋳
型に対するアンプリコンの相対量を定量化することとなる。突然変異対立遺伝子の富化を
確認するために、ＰＣＲ増幅に続くＴＯＰＯ－ＴＡベクター中へのクローニング、大腸菌
中への形質転換、ＤＮＡ調製、およびサンガー配列決定を実行することとなる。このプロ
セスを、スパイクイン比、ＤＮＡ濃度、ＧＵＶロード比、およびＦＡＣＳパラメータを変
えて繰り返して、アプローチの感度ならびに稀な分子の検出およびソーティングの限界を
特徴付けることとなる。
【０２８１】
　慢性骨髄性白血病の患者から得た血液中のＢｃｒ／ａｂｌ転写物の検出、回収、および
配列決定。慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）の患者の大部分は、第９染色体および第２２染色
体の長腕の転座を有し、これがｃ－ａｂｌオンコジーンを染色体９ｑ３４から染色体２２
ｑ１１上のＢＣＲ遺伝子に転位させる。この融合は、ＣＭＬの疾患進行を監視するための
特異的マーカーを提供する。ｑＰＣＲ技術が現在、このマーカーを検出するために用いら
れているが、ＤＮＡが非常に低い濃度で存在する場合に、多くの状況、特に疾患の初期に
おいて、感度および精度が制限されて監視が妨げられる。この実験では、この診断用途に
ついてのＧＵＶ－ＰＣＲの有用性を実証することとなり、１０００×低い濃度での当該癌
マーカーの検出、ならびにポジティブ分子の直接のソーティングによる回収および配列決
定すら可能となる。骨髄サンプルを患者および他の非罹患ドナーから得ることとなる。Ｒ
ＮＡをＱｉａｇｅｎ由来のキットで抽出して、Ｑｕｂｉｔ蛍光測定器で定量化して、Ｑｕ
ａｎｔｉｔｅｃｔ　Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎキットによる逆転写に
かけることとなる。プライマーは、融合される場合にのみ、Ｂｃｒ／ａｂｌ転写物を増幅
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することとなる。総ｃＤＮＡを、本明細書中で考察するように、ＰＣＲ試薬と共に封入し
て、ＧＵＶワークフローおよびＦＡＣＳソーティングを実行して、総ｂｃｒ／ａｂｌ分子
の絶対定量化を実現することとなる。ＦＡＣＳＡｒｉａを用いて、３８４－ウェルプレー
ト上のウェル中に、ポジティブＧＵＶを個々にＦＡＣＳソートして、ＧＵＶを破裂させ、
ｂｃｒおよびａｂｌに特異的なプライマーで配列を増幅することとなる。結果として生じ
たＰＣＲ産物を、ＴＯＰＯ－ＴＡベクター中にクローニングして、エレクトロコンピテン
ト大腸菌中に形質転換して、抽出されたＤＮＡをサンガー配列決定して、患者におけるＢ
ｃｒ／ａｂｌ融合の統計量（すなわち、ｂ２／ａ２、ｂ３／ａ２その他）を定量化するこ
ととなる。
【０２８２】
実施例４：ハンド圧力ポンプを用いた二重エマルジョンの受動的生成の仮想実施例
　ハンドポンプ、例えばシリンジによって加える一定の圧力を用いて、二重エマルジョン
を受動的に生成することができる。この方法のために、入口リザーバに、二重乳化される
ことになる溶液をロードして、入口を圧力保持容器内で密閉する。大気に開放されるよう
に出口を保つ。その後、入口圧力リザーバ内の空気を、量の制御によって圧縮して、入口
に連結されたリザーバのピストン、例えばシリンジを圧縮することによって、装置を通し
て制御される圧力および圧力差を生じさせる。この圧力差が、二重乳化機を通して流体を
ポンプ輸送して、二重エマルジョン小滴が生じる。
【０２８３】
　所望される二重エマルジョンの適切な形成を確実にするように、チャンネル寸法、流体
特性、および加える圧力を選択することができる。圧力リザーバの容量は、装置および入
口と比較して大きくなり得、かつ圧縮容量は機械的ロックまたは目盛線を用いて制御され
得るので、この方法は、安定した、長命の、かつ制御された加圧、および二重エマルジョ
ンの生成を可能にする。
【０２８４】
実施例５：二重エマルジョン生産用の装置の調製
　単一装置二重エマルジョン生産用のマスターを生産するために、ＳＵ－８フォトレジス
トの層を、シリコンウエハー上にスピン塗布してから、マイラーマスクの存在下でＵＶ光
に曝した。その後、ウエハーを１３５℃にて１分間焼いた。ＳＵ－８フォトレジストの第
２の層を、露出したＰＤＭＳ上にスピン塗布して、第２のマイラーマスクの存在下でＵＶ
光に曝してから、９５℃にて１分間焼いた。その後、ウエハーを、プロピレングリコール
モノメチルエーテルアセテート中で現像した。その後、１１：１の比率で混合したＰＤＭ
Ｓポリマーおよび架橋剤を、マスター上に注いで、７５℃にて４時間焼いた。その後、装
置をマスターから剥がして、０．７５ｍｍの生検コア針を用いて孔を開けてから、酸素プ
ラズマ処理し、ＰＤＭＳの層に結合させた。装置チャンネルを疎水性にするために、ＰＤ
ＭＳチップを７５℃にて２日間インキュベートした。チャンネル寸法は、第１の入口が１
５×１５μｍであり、第２のジャンクションが３０×３０μｍであった。第２のジャンク
ションにて親水性ジャンクションを生じさせる一方で、第１のジャンクションにて疎水性
クオリティを維持するために、油入口および水性入口を封鎖する一方、第２の水性入口お
よび出口を曝したままにする。その後、装置を２分間、酸素プラズマで処理した。表面の
化学的性質のより永続的な修飾をもたらすために、装置を、Ｖｉｃｋｅｒｓら、Ａｎａｌ
．Ｃｈｅｍ、２００６、７８（２１）、７４４６～７４５２頁に記載されるように、酸素
プラズマで処理する前に、溶媒で処理してよい。
【０２８５】
実施例６：単一装置二重エマルジョン調製を用いた、二重エマルジョン中でのＤＮＡの増
幅および検出
　実施例５および以下に記載する方法に従って調製した、単一装置二重エマルジョン調製
装置を用いて、ラムダファージに由来するＤＮＡ分子を増幅し、かつ分析した。
【０２８６】
材料および方法
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　ラムダファージに由来するＤＮＡ分子を、体系的に２倍希釈した。ラムダファージＤＮ
Ａ希釈物、４％ポリエチレングリコール６Ｋ、４％Ｔｗｅｅｎ－２０、ラムダ検出プライ
マー、およびＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘを含む混合液を調製した。以下のプライマー
を１μＭの使用濃度にて用いた：５’－ＣＴＴＴＧＡＡＴＧＣＴＧＣＣＣＴＴＣＴＴＣ（
配列番号３）および５’－ＣＡＧＡＴＡＡＣＣＡＴＣＴＧＣＧＧＴＧＡＴＡ（配列番号４
）。
【０２８７】
　ＨＦＥ－７５００油を裏に満たした１ｍｌシリンジ中に、混合液をロードした。２０μ
ｍノズルを備える平らなフローフォーカシング装置中に、混合液を９０μＬｈｒ－１にて
導入した。生体適合性のフッ化界面活性剤を２重量％にて加えたＨＦＥ－７５００フッ化
油を含む不混和性相を、８０μＬｈｒ－１にて導入した。Ｐｌｕｒｏｎｉｃ　Ｆ－６８を
１％、同様にＴｗｅｅｎ－２０を４％、そしてＰＥＧ３５Ｋを１０％含有するキャリア相
を、２５０μＬｈｒ－１にて導入した。二重エマルジョンを、０．２ｍＬ　ＰＣＲチュー
ブ内に収集した。
【０２８８】
　結果として生じた二重エマルジョンを、以下の条件を用いてインキュベートした：９５
℃２分、ならびに９５℃３０秒、６０℃１．５分および７２℃２０秒の４０サイクル。サ
イクルにかけたエマルジョンを、ｌ×ＳＹＢＲグリーンで処理した。染色されたエマルジ
ョンを、ＦＡＣＳ　Ａｒｉａ２上に注入し、そこでネガティブコントロールと比較してポ
ジティブ蛍光を判定した。
【０２８９】
結果
　核酸標的分子を定量化するのに効果的な二重エマルジョンデジタルドロップレットＰＣ
Ｒ（３ＤＰＣＲ）について、蛍光性である小滴の割合は、溶液中の標的分子の濃度に応じ
て増減するはずであり、蛍光小滴の画分の測定値を用いて、分子の元の濃度を推測するこ
とができる。これを例示するために、核酸の３つのサンプルを、標的分子の様々な濃度、
０、５０、および２５０ｐｇにて生成した（図１５）。図１４に表すように、サンプルを
３ＤＰＣＲ分析にかけて、明視野および蛍光モードで画像化した（図１５）。予想される
ように、蛍光小滴の割合は、標的の濃度が増大するにつれ、増大した。この発見を定量化
するために、小滴をＦＡＣＳ機器でスキャンした。二重エマルジョンは、ＦＡＣＳ上で強
く散乱する比較的大きな対象物である。結果として、データを用いて、各事象について、
前方の散乱の関数として、測定された側方の散乱をプロットする場合、小さな散乱対象物
の大きな集団（おそらく油の小滴および微粒子である）、および大きな散乱事象のより小
さな集団（二重エマルジョンであり、図１５の右において赤色のゲート制御集団中に現れ
る）の多様な集団が観察される、。ＰＣＲ前、二重エマルジョンの全てが薄暗く、ＰＣＲ
ポジティブであると定義される蛍光閾値を下回るが、サーマルサイクリング後、二重エマ
ルジョンの画分が明るい蛍光で現れ、閾値を上回ることが観察された。結果として、標的
濃度が増大すると、ポジティブ小滴の集団が現れ（緑色の点、図１５、右）、ポジティブ
小滴の画分は、標的濃度が高いと増大した。
【０２９０】
　ＦＡＣＳデータを用いて、ポジティブ小滴およびネガティブ小滴の正確な画分を、様々
な、既知の標的濃度のサンプルについて測定することができる。この画分を、標的濃度の
関数としてプロットすると、図１３に示すように、３～４桁にわたっておおよそ線形であ
り、小滴ローディングのポアソン分布に基づいて予想される比率とよく一致する。これは
、ＦＡＣＳを用いてポジティブ二重エマルジョン小滴の画分を測定することによって、標
的分子の濃度を正確に推定することができることを示している。
【０２９１】
　ＦＡＣＳ機器は、超高速にて蛍光実体をソートする更なる能力を有する（１００ｋＨｚ
の最大ソーティング速度を報告した機器もある）。３ＤＰＣＲと組み合わせると、異質サ
ンプルから標的分子を富化するのに効果的な方法が提供される。このアプローチにより、
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単一の標的分子のソーティングは、サンプル中の全ての標的分子を回収して、標的でない
分子を捨てることができる。これを例示するために、特定の濃度にて標的分子を含むサン
プルを生成した。この濃度にて、図１６の上部に示すように、ポジティブ二重エマルジョ
ンの稀な例が、薄暗い二重エマルジョンのかなり大きな集団中に混合されて観察された。
しかしながら、二重エマルジョンをＦＡＣＳソートした後、ポジティブ事象の収集コンテ
ナが、ほぼ全て蛍光である小滴を有する一方、ネガティブ事象用のコンテナが、ほぼ全て
薄暗い小滴を有することが観察された（図１６）。これは、ＰＣＲと組み合わせた場合に
、ＭＥＳＡ富化を実行するためのＤＮＡ分子の配列特異的ソーティングを可能にする蛍光
に基づいて、ＦＡＣＳを用いて、３ＤＰＣＲ小滴をソートすることが可能であることを実
証した。
【０２９２】
実施例７：ゲノムサイズ分布を測定するために二重エマルジョン内での多重デジタルＰＣ
Ｒを用いる仮想実施例
　サンプルのゲノムサイズ分布を、二重エマルジョン内でのマルチプレックスデジタルＰ
ＣＲ反応で測定することができる。通常、ゲノムに沿って間隔を空けた領域についてＴａ
ｑｍａｎプローブを設計する。ゲノムの一端部上のプローブは、第１の色の色素を有し、
他のＴａｑｍａｎプローブは全て、第２の色素を有する。マルチプレックスデジタルＰＣ
Ｒ反応を、二重エマルジョン内、例えば本明細書中で記載されるように調製した二重エマ
ルジョン内で、全てのプローブ対ごとに実行する。プローブ間の距離の関数として、Ｔａ
ｑｍａｎプローブの各対についてダブルポジティブ二重エマルジョン小滴の数を比較する
ことによって、サンプルのゲノムサイズ分布を測定することができる。
【０２９３】
　特定の実施例として、ラムダファージサンプルのサイズ分布を評価するようにＴａｑｍ
ａｎプローブを設計することができる。第１の色素（例えばＣｙ５）で標識した第１のＴ
ａｑｍａｎプローブを、ゲノムの一端部にハイブリダイズするように設計し、第２の色素
（例えばＦＡＭ）で標識した更なるＴａｑｍａｎプローブを、ゲノムにまたがる種々の更
なる点にハイブリダイズするように設計する。
【０２９４】
　二重エマルジョンを、単一装置内で調製する。ＰＣＲミックス、例えばＰｌａｔｉｎｕ
ｍ　Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ、プライマー、および標的ＤＮＡを、フ
ッ化界面活性剤を有するＨＦＥによって最初に封入し、これを次に、ＰＥＧ、Ｔｗｅｅｎ
、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ　Ｓ－６８、ＫＣｌ、ＭｇＣｌ２を含有する第２の水性層によって封
入する。エマルジョンを、ＫＣｌおよびＭｇＣｌ２を含有するＰＣＲ反応容器内に収集す
る。その後、当該反応容器を、ＰＣＲ増幅用に直接サイクルにかける。デジタルＰＣＲサ
ンプルを、Ｔａｑｍａｎプローブ対ごとに調製する。例えば、約４８．５ｋｂ長のラムダ
ファージゲノムについて、１ｋｂにてハイブリダイズする第１のプローブ、および４ｋｂ
、１８ｋｂ、３５ｋｂ、および４６ｋｂにてハイブリダイズする残りのプローブで、４つ
の別々のデジタルＰＣＲ反応液を調製することとなる：
　１．１ｋｂでのＣｙ５プローブと、４ｋｂでのＦＡＭプローブ
　２．１ｋｂでのＣｙ５プローブと、１８ｋｂでのＦＡＭプローブ
　３．１ｋｂでのＣｙ５プローブと、３５ｋｂでのＦＡＭプローブ
　４．１ｋｂでのＣｙ５プローブと、４６ｋｂでのＦＡＭプローブ
【０２９５】
　二重エマルジョンを、ＰＣＲミックス用に特定したサイクリングパラメータに従ってサ
ーモサイクルにかけ、サンプルを三反復試験した。蛍光顕微鏡を用いて、サーモサイクル
にかけた二重エマルジョン小滴を画像化することができる。二重エマルジョン小滴の４つ
の集団を定義可能である：シグナルのない空の小滴、一方のＴａｑｍａｎプローブ由来の
シグナルを有する小滴、他方のＴａｑｍａｎプローブ由来のシグナルを有する小滴、およ
び双方のＴａｑｍａｎプローブ由来のシグナルを有する小滴。これらの４つの集団に分類
される小滴の数を、画像化分析ソフトウェアを用いて定量化する。顕微鏡検査および画像
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化分析を用いる代わりとして、マイクロフルイディック検出器またはＦＡＣＳを用いて、
二重エマルジョン小滴蛍光を分析することができる。
【０２９６】
　二重エマルジョン小滴が双方の標識Ｔａｑｍａｎプローブについてポジティブであるな
らば、ゲノムサンプルは無傷であり、双方のＴａｑｍａｎプローブによって標的とされる
ゲノム領域を含有した。同様に、二重エマルジョン小滴が一方のＴａｑｍａｎプローブの
みについてポジティブであるならば、その封入されたサンプルはフラグメント化されてお
り、他方のプローブによって標的とされるゲノム領域を含有しなかった。
【０２９７】
　ダブルポジティブ二重エマルジョン小滴の画分を、ゲノム上のプローブ間の距離の関数
としてプロットする。サンプルが完全に無傷であるならば、ポジティブである小滴は全て
、Ｔａｑｍａｎプローブがゲノムに沿ってどれだけ間隔を空けているかに関係なく、双方
のＴａｑｍａｎプローブについてポジティブであることとなる。サンプルがある程度のフ
ラグメント化または分解を有するならば、Ｔａｑｍａｎプローブ間の距離が増すにつれ、
ダブルポジティブ二重エマルジョン小滴の数は減少することとなる。より広範囲にわたっ
て分解しているサンプルは、プローブ間の距離の増大に応じて、ダブルポジティブ小滴の
数が、より大幅に低下することとなる。この方法を用いて、ＤＮＡサンプルおよびＲＮＡ
サンプルのゲノムサイズ分布を測定するのに、マルチプレックスデジタルＰＣＲを用いる
ことができる。
【０２９８】
実施例８：ヒトゲノムＤＮＡ由来のＨＩＶプロウイルスの富化のための二重エマルジョン
ＭＥＳＡ
　ＦＡＣＳによりウイルスゲノムをソートする能力の例示として、ラムダウイルスを、様
々な濃度でサンプル中にロードする実験を実行して、各サンプルを、ＭＥＳＡおよびＦＡ
ＣＳを用いてソートした（図１７）。強く散乱する小滴の、異なった集団を観察した（図
１７、上部）。大きな散乱事象にゲート制御して、側方の散乱対蛍光強度の関数としてプ
ロットした場合、図１７、下部のパネルに示すように、ラムダを欠くネガティブ集団はポ
ジティブ事象をもたらさなかった一方、１マイクロリットルあたり６２．５コピーを有す
る集団はポジティブ事象をもたらし、１マイクロリットルあたり２５０コピーのサンプル
はさらに多いポジティブ事象をもたらした。これは、３ＤＰＣＲ／ＭＥＳＡを用いて、溶
液中のウイルスゲノムを検出することができること、検出が定量的であること、そして機
器のソーティング能力を用いることによって、ウイルスゲノムを回収することが可能であ
るはずであることを実証した。
【０２９９】
　本明細書中に記載するＭＥＳＡ方法論は、配列決定分析用の標的核酸を富化する強力な
方法を提供する。オリゴハイブリダイゼーションキャプチャのような他の方法と比較して
、ＭＥＳＡは、はるかに大きな分子（メガベース）を、または、細胞もしくはウイルス内
であるならば、ゲノム全体さえをも特異的に回収するために、はるかに小さい情報（例え
ば、既知の配列の＜１００ｂｐ）を用いる。これを示すために、ＭＥＳＡを用いて、抗レ
トロウイルス（ＡＲＴ）療法を経た感染個体内のプロウイルスＨＩＶレパートリを配列決
定した。ＡＲＴが首尾よく処置された患者は、多くの場合、感染の徴候がほとんどない。
なぜなら、ウイルスが多数複製することが予防されているからである。これに対応して、
患者のＴ細胞は、１０００細胞に１個の割合でしか感染され得ない。これは、富化もＰＣ
Ｒ増幅もなく、１つのＨＩＶプロウイルスのゲノム配列を回収するには、約１０００ヒト
ゲノム相当のＤＮＡの配列決定を必要とすることを意味する（多くの場合、ひどく高コス
トである）。他方では、１０００個ばかりのＨＩＶ変異体のレパートリの配列決定は、１
００万を超えるヒトゲノム当量のＤＮＡの配列決定を必要とすることとなり、これは非実
用的である。ヒトゲノムＤＮＡからプロウイルスを富化する方法は、多くの場合、効果が
ない。なぜなら、ウイルスのゲノムは小さく、ヒトゲノム内の未知の位置に組み込まれ、
そして極めて低いレベルにて存在するからである。また、ＰＣＲ富化は、欠失を含有する
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短いゲノムを選択的に増幅する傾向がある。これらは、生物学的関連性がある可能性が低
い。なぜなら、対応するウイルスは多くの場合、欠陥があるからである。
【０３００】
　ＭＥＳＡは、感染個体内のＨＩＶプロウイルスレパートリを得る方法を提供する。この
実験では、図１８に示すように、ＨＩＶ内の４つの異なる遺伝子、ｇａｇ、ｐｏｌ、ｅｎ
ｖ、および３’ＬＴＲの領域に特異的なプライマーセットを生成した。ｇａｇプローブお
よびｅｎｖプローブを、ＭＥＳＡソーティングに用い、ｐｏｌプローブおよび３’ＬＴＲ
プローブを、富化の下流ｑＰＣＲ確認用に取っておいた。ＨＩＶがそのような極端に低い
レベルにて存在するので、ソートされる必要がある核酸分子の数は極端に多い。例えば、
２０００個のヒトＴ細胞中１個という控え目な感染率では、１０００個のＨＩＶゲノムを
回収するために、ゲノムを１００ｋｂ分子にフラグメント化して、約１２０，０００，０
００，０００，０００個の分子をソートしなければならないこととなる。現在の生産量が
約１０，０００，０００個の小滴であるので、約１２，０００個のゲノムフラグメントを
、各二重エマルジョン中にロードする必要があり、それらの１つがプロウイルスゲノムを
含有し得る。１０００個全ての予想されるポジティブ小滴を回収するための数時間のソー
ティング後、約１２，０００，０００個の１００ｋｂ分子を回収した。そこには、ＨＩＶ
が約０．００８％存在すると推定される。これは、出発濃度と比較して、約１０，０００
×の富化であるが、依然として比較的低い。配列決定を実用的にするために、第２の富化
を実行する。この時、第１のＭＥＳＡ由来のソートした出力を引き継いでランして、１０
００万個の各小滴が平均して１．２個の分子を含有するように希釈した。数時間ソートし
て、約１２００個の１００ｋｂ分子を回収した。これらの回収した分子のうち、８３％が
プロウイルスゲノムを含有し、サンプルがさらに１０，０００×富化されることとなると
予想される。
【０３０１】
　多重ＭＥＳＡソートを立て続けに実行する富化パワーには、代償が伴う。これは、たと
え大量の材料を初めに用いるとしても、非常に少ない材料しか終わりに回収されないので
、多くの場合ナノグラム量を必要とする材料を、直接配列決定することが可能でないとい
うことである。この問題に対処するために、ソートした材料を、非特異的多重置換増幅（
ＭＤＡ）を用いて増幅した。これには１００ｋｂ分子が良好な基質であり、正確な増幅に
至る。これにより、配列決定ライブラリを生成するのに十分な材料の生産が可能となる。
【０３０２】
　二重ＭＥＳＡソートおよびポストソートＭＤＡの結果を定量化するのに、ｑＰＣＲ分析
を利用した。サンプルを４つの反応液に分割した。それぞれ１００倍希釈して、ｇａｇ、
ｐｏｌ、ｅｎｖ、または３’ＬＴＲ用のプライマーセットの１つと組み合わせた（図１９
）。また、プロウイルスが１０コピー存在すると予想されるような濃度で、元の非富化ヒ
トゲノムＤＮＡからなる比較サンプルを生成した。１００×希釈は、ＭＥＳＡソートした
サンプルと比較サンプルとが同じＤＮＡ濃度であることを確実にし、測定したＣｔ値と、
ソートしたサンプル中のプロウイルスのコピー数との直接的な関係を認めている。ｑＰＣ
Ｒ分析を実行して、ＭＥＳＡソートしたサンプルが、１５～２０サーマルサイクル間で増
大する一方、標準が、３０サーマルサイクル程度で増大することが見出された。これは、
約１２．５サイクルの平均Ｃｔシフトに相当し、これは、１００×希釈と組み合わせた場
合、出発濃度に対して１０５～１０７倍の富化に相当する。これは、特に同じサンプルに
順次実行した場合、ＭＥＳＡを用いて、標的配列を含有する核酸を高度に富化することが
できることを実証している。
【０３０３】
　一般的な利用性を示すために、当該プロセスを、サンプルからＴ４ウイルスを富化する
のに用いた（図２０）。標準的な一重エマルジョンデジタルＰＣＲ（図２０、パネルＡ）
のように、デジタルドロップレット蛍光を３ＤＰＣＲで観察した（図２０、パネルＢ）。
しかしながら、３ＤＰＣＲに用いる二重エマルジョンの強力な利点は、図２０、パネルＣ
に示すように、小滴をＦＡＣＳでソートすることによってポジティブ小滴を回収すること
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マルジョンであり（図２０、パネルＤ）、二重エマルジョンの強度ヒストグラムをプロッ
トした場合、図２０、パネルＥに示すように、薄暗い小滴の大集団および蛍光小滴のより
小さな集団（１０．６％）を有する二峰性であった。ラムダウイルスおよびＨＩＶについ
てのデータと組み合わせて、これらの結果は、ウイルス配列、およびＰＣＲアッセイで検
出可能な他のあらゆる配列を含有する核酸を富化するＭＥＳＡの一般的な利用性を実証し
ている。
【０３０４】
　先の記載は単に、本発明の原理を説明するだけのものである。当業者であれば、本明細
書中で明示的に記載されも示されもしないが、その趣旨および範囲内に含まれる、本発明
の原理を具体化する種々の配置を考案することができるのは明白である。さらに、本明細
書中で列挙される全ての実施例、および条件を示す文言は、本発明の原理を、そのような
具体的に列挙した実施例および条件に限らずに理解するよう読者を補助することが主に意
図される。さらに、本発明の原理、態様、および実施形態、ならびにそれらの具体的な実
施例を本明細書中で列挙する全ての記述は、その構造的均等物および機能的均等物の双方
を包含することが意図される。さらに、そのような均等物として、現在既知の均等物およ
び将来開発される均等物の双方、すなわち、構造に関係なく、同じ機能を実行するよう開
発されたあらゆる要素を含むことが意図される。したがって、本発明の範囲は、本明細書
中に示され、かつ記載される例示的な実施形態に限られることは意図されない。むしろ、
本発明の範囲および趣旨は、添付の特許請求の範囲によって具体化される。

【図１】

【図２】

【図３】
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