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(57)【要約】
本明細書では、試料を、消費者のセルフォーンなどのデバイスからの画像を使用して、疾
患または生物の存在について評価するための方法およびデバイスが開示される。試料デー
タを作成するための方法であって、ｉ）一連の光子を、光源から、短いバーストで放出す
るステップであり、前記バーストが、約１，０００，０００分の５秒間～約１秒間にわた
り持続し、前記光子のうちの少なくとも一部が、前記試料に接触するステップと、ｉｉ）
少なくとも１つの光子を画像センサーにより回収して、試料データを創出するステップで
あり、前記回収される光子が、前記試料に接触した光子であるステップと、ｉｉｉ）前記
試料データを処理して、前記試料中の核酸のバイナリー定量化をもたらすステップと、ｉ
ｖ）核酸の前記バイナリー定量化を解析して、前記試料に関連する結論記載を作成するス
テップとを含む方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料データを作成するための方法であって、
　ｉ）一連の光子を、光源から、短いバーストで放出するステップであり、前記バースト
が、約１，０００，０００分の５秒間～約１秒間にわたり持続し、前記光子のうちの少な
くとも一部が、前記試料に接触するステップと、
　ｉｉ）少なくとも１つの光子を画像センサーにより回収して、試料データを創出するス
テップであり、前記回収される光子が、前記試料に接触した光子であるステップと、
　ｉｉｉ）前記試料データを処理して、前記試料中の核酸のバイナリー定量化をもたらす
ステップと、
　ｉｖ）核酸の前記バイナリー定量化を解析して、前記試料に関連する結論記載を作成す
るステップと
を含む方法。
【請求項２】
　前記試料中の核酸の前記定量化を使用して、前記試料の非核酸成分を検出する、請求項
１に記載の方法。
【請求項３】
　前記非核酸成分が、細胞、タンパク質、およびウイルスを含む群から選択される、請求
項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記回収される光子が、前記光源から、短いバーストで放出された前記光子のうちの１
つである、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記光子が、可視光スペクトル内の光子を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記光子が、ＵＶスペクトル内の光子を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記光源が、カメラフラッシュまたはフラッシュバルブである、請求項１に記載の方法
。
【請求項８】
　前記光源が、キセノンフラッシュである、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記光源が、発光ダイオード（ＬＥＤ）である、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記画像センサーが、ＣＭＯＳである、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記画像センサーが、ＣＣＤである、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　放出される前記一連の光子の強度が、前記短いバーストの時間の長さの間で一定でない
、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記試料と関連する前記データが、過去の時点または基準試料に対する、前記試料の光
学的特性の変化を捕捉する１つの画像または複数の画像のセットである、請求項１に記載
の方法。
【請求項１４】
　前記試料と関連する前記データが、蛍光データの存在または非存在を捕捉する１つの画
像または複数の画像のセットである、請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記蛍光データが、光子が蛍光色素から放出される結果である、請求項１４に記載の方
法。
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【請求項１６】
　前記蛍光色素が、ＳＹＴＯ９である、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記蛍光色素が、カルセインである、請求項１５に記載の方法。
【請求項１８】
　前記試料と関連する前記データが、比色データの存在または非存在を捕捉する１つの画
像または複数の画像のセットである、請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
　前記試料と関連する前記データが、半透明データの存在または非存在を捕捉する１つの
画像または複数の画像のセットである、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　前記試料と関連する前記データが、有色データと対比した半透明データの存在または非
存在を捕捉する１つの画像または複数の画像のセットである、請求項１に記載の方法。
【請求項２１】
　前記試料と関連する前記データが、不透明データの存在または非存在を捕捉する１つの
画像または複数の画像のセットである、請求項１に記載の方法。
【請求項２２】
　前記試料と関連する前記データが、完全に同時に捕捉される単一の画像である、請求項
１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記試料と関連する前記データが、複数の空間的に隔離されたコンパートメントからの
測定値を含み、前記コンパートメントの各々が、前記試料の一部を含む、請求項１に記載
の方法。
【請求項２４】
　前記データを処理するステップが、サイズの弁別、形状の弁別、１つの基準もしくは一
連の基準との比較、または単一の画像内の色による比較を活用して、前記試料中の核酸の
ディジタル定量化をもたらすことをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２５】
　前記データを処理するステップが、
　ｉ）試料と関連する前記データを検討し、以下の特徴的な閾値ａ～ｅ：
　ａ）少なくとも１つのアライメント特徴が存在し、かつ／または正確な配向性にあるこ
と、
　ｂ）前記試料と関連する前記データが、焦点の合った画像を含むこと、
　ｃ）前記画像と関連する前記データにより、アッセイの適正な利用が確認されること、
　ｄ）前記画像が、意図される試料のグラフィック描示を含むこと、
　ｅ）前記試料の寸法が、意図される寸法と一致すること、
　ｆ）前記試料が、意図される一連のコンテナーにわたり、単一のコンテナー内に分布す
ること
のうちの少なくとも１つずつについて測定すること、および
　ｉｉ）前記特徴的な閾値のうちの１または複数が満たされない場合は、全ての特徴的な
閾値を超えるように要求されるパラメータを調整し、満たされなかった特徴的な閾値が満
たされるまで、請求項１の全てのステップを繰り返すこと
をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２６】
　前記データ処理ステップを、ローカルコンピュータにより行う、請求項１に記載の方法
。
【請求項２７】
　前記データ処理ステップを、前記データを異なるデバイスへと転送して、処理すること
により行う、請求項１に記載の方法。
【請求項２８】
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　前記試料に接触した、前記放出された光子のうちの少なくとも１つの波長が、蛍光に起
因してシフトしている、請求項１に記載の方法。
【請求項２９】
　結論記載が、疾患についての記載である、請求項１に記載の方法。
【請求項３０】
　前記結論記載により、遺伝子障害の存在または非存在が記載される、請求項２９に記載
の方法。
【請求項３１】
　前記結論記載が、ウイルス負荷の定量化である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３２】
　前記結論記載が、ウイルス感染の存在または非存在についての診断である、請求項２９
に記載の方法。
【請求項３３】
　前記結論記載が、少なくとも１つの細菌種の定量化である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３４】
　前記結論記載が、細菌感染の存在または非存在についての診断である、請求項２９に記
載の方法。
【請求項３５】
　結論記載が、前記試料中の遺伝子の前記定量化である、請求項１に記載の方法。
【請求項３６】
　結論記載が、前記試料中の遺伝子または核酸配列の存在または非存在を決定している、
請求項１に記載の方法。
【請求項３７】
　結論記載が、前記試料中の遺伝子の存在または非存在を決定している、請求項３６に記
載の方法。
【請求項３８】
　結論記載が、前記試料中のＤＮＡ配列またはＲＮＡ配列の存在または非存在を決定して
いる、請求項３９に記載の方法。
【請求項３９】
　結論記載が、前記試料中の遺伝子内の突然変異または核酸配列内の突然変異の存在また
は非存在を決定している、請求項１に記載の方法。
【請求項４０】
　結論記載が、前記試料中の遺伝子または核酸配列内の突然変異の前記定量化である、請
求項１に記載の方法。
【請求項４１】
　前記遺伝子または核酸配列が、植物由来である、請求項３７から４０に記載の方法。
【請求項４２】
　前記遺伝子または核酸配列が、ヒト由来である、請求項３７から４０に記載の方法。
【請求項４３】
　前記遺伝子または核酸配列が、ウイルス由来である、請求項３７から４０に記載の方法
。
【請求項４４】
　前記遺伝子または核酸配列が、細菌由来である、請求項３７から４０に記載の方法。
【請求項４５】
　非一過性のコンピュータで読取り可能な媒体データベース内で、前記結論記載および他
の情報を表示し、かつ／または関連付けるステップをさらに含む、請求項１に記載の方法
。
【請求項４６】
　前記他の情報が、前記試料を回収した生物についての情報である、請求項４５に記載の
方法。
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【請求項４７】
　患者名、年齢、体重、身長、試料回収の時点、試料の種類、試料回収および／もしくは
データ収集に関するＧＰＳ位置データ、または医療記録、請求項４６に記載の方法。
【請求項４８】
　前記結論記載を表示するステップをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４９】
　前記結論記載を、前記使用者へと表示する、請求項４８に記載の方法。
【請求項５０】
　前記結論記載を、異なるデバイスへと送信する、請求項４８に記載の方法。
【請求項５１】
　前記試料が、少なくとも１つの核酸を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項５２】
　前記核酸が、ヒトから得られる、請求項５１に記載の方法。
【請求項５３】
　前記核酸が、植物または植物種子から得られる、請求項５１に記載の方法。
【請求項５４】
　前記核酸が、動物から得られる、請求項５１に記載の方法。
【請求項５５】
　前記核酸が、細菌から得られる、請求項５１に記載の方法。
【請求項５６】
　前記核酸が、ウイルスから得られる、請求項５１に記載の方法。
【請求項５７】
　前記核酸が、合成核酸である、請求項５１に記載の方法。
【請求項５８】
　前記核酸が、未知の供給源に由来する、請求項５１に記載の方法。
【請求項５９】
　前記試料が、バーコードなど、マシンで読取り可能な標識をさらに含む、請求項１に記
載の方法。
【請求項６０】
　前記標識が、前記試料の形状、試料サイズ、試料の種類、試料の配向性、前記試料を得
た生物、前記標識に近接する試料の数、またはさらなるデータ解析のための命令に関連す
るコード化された情報を含む、請求項５９に記載の方法。
【請求項６１】
　前記試料が、前記光子に接触する前に、核酸増幅反応を起こす、請求項１に記載の方法
。
【請求項６２】
　前記核酸増幅反応が、ループ媒介増幅（ＬＡＭＰ）反応である、請求項６１に記載の方
法。
【請求項６３】
　前記核酸増幅反応が、ＰＣＲ反応である、請求項６１に記載の方法。
【請求項６４】
　前記方法が、約５５～６５℃で、または５５～６５℃の温度範囲で実施される、請求項
６２に記載の方法。
【請求項６５】
　前記試料のうちの少なくとも一部が、少なくとも２つ以上のコンテナーを含むアレイへ
と分配され、前記画像が、各コンテナーの位置由来の光学データを含む、請求項６１から
６４に記載の方法。
【請求項６６】
　前記光学データが、蛍光シグナルまたは蛍光シグナルの欠如である、請求項６５に記載
の方法。
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【請求項６７】
　前記アレイが、ＳｌｉｐＣｈｉｐである、請求項６５に記載の方法。
【請求項６８】
　増幅される前記核酸がＲＮＡである、請求項６１に記載の方法。
【請求項６９】
　試料内の核酸の前記ディジタル定量化についての前記解析が、
　ｉ）反応が、５７℃～６３℃の間の温度範囲内で生じること、
　ｉｉ）１５分間～１．５時間の間の反応時間、
　ｉｉｉ）湿度が、０％～１００％の間であること、および
　ｉｖ）バックグラウンド光が、０～６ルクスの間であること
からなる群から選択される反応パラメータのうちの少なくとも１つについて、前記試料に
ついての一貫した結論記載をもたらす、請求項６１に記載の方法。
【請求項７０】
　前記試料についての前記一貫した結論記載が、前記反応パラメータのうちの少なくとも
２つについての結論記載である、請求項６９に記載の方法。
【請求項７１】
　前記試料についての前記一貫した結論記載が、前記反応パラメータのうちの少なくとも
３つについての結論記載である、請求項６９に記載の方法。
【請求項７２】
　前記試料についての前記一貫した結論記載が、前記反応パラメータのうちの４つについ
ての結論記載である、請求項６９に記載の方法。
【請求項７３】
　前記画像センサーが、セルフォーンまたはタブレットコンピュータの一部である、請求
項６１に記載の方法。
【請求項７４】
　以下のステップ：
　ａ）セルフォーンを使用する、蛍光領域の検出、
　ｂ）モバイルハンドヘルドデバイスを使用する、蛍光領域の検出、
　ｃ）単一分子からの増幅産物に対応する蛍光領域の検出、
　ｄ）モバイル通信デバイスと統合されたコンパクトフラッシュ（登録商標）を使用して
、蛍光を励起するステップ、
　ｅ）画像および／または処理された画像および／または結果として得られるデータを、
中央コンピュータへと伝送するステップ、
　ｆ）色チャネルの組合せを使用する、画像のバックグラウンド補正、
　ｇ）１または複数のフィルタリングアルゴリズムを使用することによる蛍光領域の増強
、
　ｈ）１または複数の形状を使用して、画像忠実度を決定する形状検出、
　ｉ）１または複数の形状を使用して、解析されるべき前記領域を決定する形状検出ステ
ップ、
　ｊ）１または複数のアルゴリズムを使用して、陽性領域を決定する形状検出、
　ｋ）前記中央コンピュータ上で、画像および／またはデータを処理および／または解析
するステップ、
　ｌ）前記画像および／またはデータを、任意選択でアーカイブ化するステップ、
　ｍ）情報を前記モバイルデバイスへと返送するステップ、
　ｎ）画像および／または処理された画像および／または結果として得られるデータを、
前記使用者へと伝送するステップ、
　ｏ）画像および／または処理された画像および／または結果として得られるデータを、
第３者へと伝送するステップ、
　ｐ）ポアソン統計解析を適用して、蛍光領域および非蛍光領域の数を定量化するステッ
プ、ならびに
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　ｑ）ポアソン統計解析を適用して、蛍光領域および非蛍光領域の数に基づき、濃度を定
量化するステップ
のうちの少なくとも１つをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項７５】
　前記光源が、少なくとも１００，０００ルクスまたはそれより強い光強度を有する、請
求項１に記載の方法。
【請求項７６】
　前記光が、内蔵カメラを含有するモバイルフォーンまたは内蔵カメラを含有するタブレ
ットから放出される、請求項１に記載のポータブルディジタルデバイス。
【請求項７７】
　前記光が、フィルタリングされる、請求項１に記載の方法。
【請求項７８】
　フィルターが、フィルターのセットを含む、請求項７７に記載の方法。
【請求項７９】
　前記フィルターのセットが、少なくとも１つ、２つ、３つ、４つのフィルター、または
これらの任意の組合せを含む、請求項７８に記載の方法。
【請求項８０】
　フィルターが、蛍光フィルターを含む、請求項７７に記載の方法。
【請求項８１】
　前記蛍光フィルターが、ダイクロイックフィルターおよび／またはロングパスフィルタ
ーを含む、請求項８０に記載の方法。
【請求項８２】
　前記ダイクロイックフィルターの透過率が、３９０～４８０ｎｍまたはその近辺におい
て、８５％を超え得、かつ、５４０～７５０ｎｍまたはその近辺において、１％未満であ
りうる、請求項８１に記載の方法。
【請求項８３】
　前記ロングパスフィルターのブロッキングが５ＯＤを超え得、かつ、５３０～７５０ｎ
ｍまたはその近辺の波長における透過率が９０％を超えうる、請求項８１に記載の方法。
【請求項８４】
　前記解析工程が、１分間未満かかりうる、請求項１に記載の方法。
【請求項８５】
　前記解析工程が、第２の色チャネルから収集されたデータを使用して、画像のバックグ
ラウンド補正を実施する、請求項１に記載の方法。
【請求項８６】
　ソフトウェアのアルゴリズムが、ポアソン統計解析を適用して、蛍光領域および非蛍光
領域の数を定量化しうる、請求項８５に記載の方法。
【請求項８７】
　前記データ解析を、クラウドベースのサービスを介して、遠隔に位置する中央コンピュ
ータを介して、またはこれらの任意の組合せを介してローカルで行う、請求項１に記載の
方法。
【請求項８８】
　前記方法が、核酸を検出するための用途をもたらす、請求項１に記載の方法。
【請求項８９】
　写真を撮影するときに、ポータブルディジタルデバイスを、角度を付けた位置に傾ける
、請求項１に記載の方法。
【請求項９０】
　試料データを作成するためのデバイスであって、
　ｉ）一連の光子を、短いバーストで放出する光源であり、前記バーストが、約１，００
０，０００分の５秒間～約１秒間にわたり持続し、前記光子のうちの少なくとも一部が前
記試料に接触する光源と、
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　ｉｉ）前記試料のうちの少なくとも一部に接触した前記光子を回収して、前記試料と関
連するデータを創出する、前記光源と並んでいない画像センサーと、
　ｉｉｉ）前記試料データを処理して、前記試料中の核酸のバイナリー定量化をもたらす
ように構成されたプロセッサー、または前記試料データを、前記試料中の核酸のバイナリ
ー定量化をもたらすように構成された、異なるデバイスへと伝送するための無線接続と、
　ｉｖ）核酸の前記バイナリー定量化を解析して、前記試料に関連する結論記載を作成す
るように構成されたプロセッサーと
を含むデバイス。
【請求項９１】
　フィルターをさらに含む、請求項９０に記載のデバイス。
【請求項９２】
　前記フィルターのセットが、少なくとも１つ、２つ、３つ、４つのフィルター、または
これらの任意の組合せを含む、請求項９１に記載のデバイス。
【請求項９３】
　前記フィルターが、蛍光フィルターを含む、請求項９２に記載のデバイス。
【請求項９４】
　前記蛍光フィルターが、ダイクロイックフィルターおよび／またはロングパスフィルタ
ーを含む、請求項９３に記載のデバイス。
【請求項９５】
　前記ダイクロイックフィルターの透過率が、約３９０～４８０ｎｍまたは３９０～４８
０ｎｍにおいて、８５％を超え、かつ、約５４０～７５０ｎｍまたは５４０～７５０ｎｍ
において、１％未満でありうる、請求項９４に記載のデバイス。
【請求項９６】
　前記ロングパスフィルターのブロッキングが５ＯＤを超え得、かつ、５３０～７５０ｎ
ｍまたはその近辺の波長における透過率が９０％を超えうる、請求項９５に記載のデバイ
ス。
【請求項９７】
　前記結論記載を表示するスクリーンをさらに含む、請求項９０に記載のデバイス。
【請求項９８】
　前記光源が、カメラフラッシュである、請求項９０に記載のデバイス。
【請求項９９】
　前記画像センサーが、ＣＣＤまたはＣＭＯＳである、請求項９０に記載のデバイス。
【請求項１００】
　ｉ）複数の小型コンテナーと、
　ｉｉ）核酸増幅反応成分と、
　ｉｉｉ）使用のための指示書と
を含むコンテナーを含むキット。
【請求項１０１】
　前記複数の小型コンテナーが、ＳｌｉｐＣｈｉｐである、請求項１００に記載のキット
。
【請求項１０２】
　バーコードなど、マシンで読取り可能な標識をさらに含む、請求項１００に記載のキッ
ト。
【請求項１０３】
　前記標識が、前記試料の形状、試料サイズ、試料種類、試料の配向性、前記試料を得た
生物、前記標識に近接する試料の数、またはさらなるデータ解析のための命令に関連する
コード化された情報を含む、請求項１０２に記載のキット。
【請求項１０４】
　前記核酸増幅反応成分が、前記小型コンテナーのうちの少なくとも１つの中に配置され
る、請求項１００に記載のキット。
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【請求項１０５】
　請求項９０に記載のデバイスをさらに含む、請求項１００から１０４に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　相互参照
　本願は、２０１２年１０月５日に出願した米国仮出願第６１／７１０，４５４号の利益
を主張する。米国仮出願第６１／７１０，４５４号は、その全体が参考により本明細書に
援用される。
【０００２】
　連邦政府による助成研究についての言明
　本発明は、ＤＡＲＰＡ　Ｃｏｏｐｅｒａｔｉｖｅ　Ａｇｒｅｅｍｅｎｔ　ＨＲ００１１
－１１－２－０００６、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｂｉｏｍｅｄｉ
ｃａｌ　Ｉｍａｇｉｎｇ　ａｎｄ　Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇにより供与されるＮＩ
Ｈ補助金Ｒ０１ＥＢ０１２９４６の下での、およびＮＩＨ　Ｒｏａｄｍａｐ　ｆｏｒ　Ｍ
ｅｄｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈの一部であるＮＩＨ　Ｄｉｒｅｃｔｏｒ’ｓ　Ｐｉｏｎ
ｅｅｒ　Ａｗａｒｄプログラム（５ＤＰ１ＯＤ００３５８４）による、政府援助によりな
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】
　現在のところ、多くの重要な定量的診断／検出ツールが利用可能なのは、複合的な検査
室設定に限られている。検査室では、分子を定量化するのに２つの方法：反応速度解析お
よび単一分子カウンティングが一般に使用されている。反応速度解析は、最も一般的な方
法であり、ＰＣＲ反応の蛍光リードアウトを、サイクル数の関数として測定し、得られる
曲線を、既知の濃度と比較して、具体的な試料濃度を決定する、リアルタイムポリメラー
ゼ連鎖反応（ｒｔ－ＰＣＲ）などの検査を含む。この種の解析により良好な結果を得うる
が、高度に制御された環境において、複雑で高価な検査室装置を使用しなければならない
。
【０００４】
　セルフォーンなどの消費者用電子機器の発達により、このようなデバイスを診断／検出
プラットフォームとして使用することが可能となっている。これらのデバイスは、訓練さ
れた職員、インフラストラクチャー、医療計器、および電気および冷却などのリソースへ
のアクセスに対して制限がある、限られた資源の設定においてとりわけ魅力的である。無
線遠隔通信のインフラストラクチャーおよびクラウドベースの技術の発達により、モバイ
ル通信デバイスを、遠隔環境において、診断／検出データを、イメージング、処理、およ
び通信するのに使用しうるであろう。
【０００５】
　消費者用電子機器の、診断法または検出のための使用については、いくつかの難題が存
在する。現在、多くのセルフォーンアッセイは、側方流免疫クロマトグラフィーデータの
解析に基づく。これらの検査は、結果のアナログでレシオメトリックな性格に起因して、
確度および信頼性の欠如を被る可能性がある。デバイス間のばらつきはまた、消費者用電
子機器を、診断または検出の目的で使用することについての難題ももたらす。各使用者の
電話機は、異なるハードウェアおよび／またはソフトウェアを有する可能性があり、これ
により、信頼性および再現性についての難題がもたらされる。加えて、デバイスは、制御
された環境の外で使用されるので、湿度または温度の変化など、検査室環境の差異により
、確度および精度を伴って消費者用電子機器を使用する能力が変化する可能性もある。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　一つの態様では、本発明は、試料データを作成するための方法であって、
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　ｉ）一連の光子を、光源から、短いバーストで放出するステップであり、前記バースト
が、約１，０００，０００分の５秒間～約１秒間にわたり持続し、前記光子のうちの少な
くとも一部が、前記試料に接触するステップと、
　ｉｉ）少なくとも１つの光子を画像センサーにより回収して、試料データを創出するス
テップであり、前記回収される光子が、前記試料に接触した光子であるステップと、
　ｉｉｉ）前記試料データを処理して、前記試料中の核酸のバイナリー定量化をもたらす
ステップと、
　ｉｖ）核酸の前記バイナリー定量化を解析して、前記試料に関連する結論記載を作成す
るステップと
を含む方法を提供する。
【０００７】
　一部の実施形態では、前記試料中の核酸の前記定量化を使用して、前記試料の非核酸成
分を検出する。一部の実施形態では、前記非核酸成分が、細胞、タンパク質、およびウイ
ルスを含む群から選択される。
【０００８】
　一部の実施形態では、前記回収される光子が、前記光源から、短いバーストで放出され
た前記光子のうちの１つである。
【０００９】
　一部の実施形態では、前記光子が、可視光スペクトル内の光子を含む。
【００１０】
　一部の実施形態では、前記光子が、ＵＶスペクトル内の光子を含む。
【００１１】
　一部の実施形態では、前記光源が、カメラフラッシュまたはフラッシュバルブである。
【００１２】
　一部の実施形態では、前記光源が、キセノンフラッシュである。
【００１３】
　一部の実施形態では、前記光源が、発光ダイオード（ＬＥＤ）である。
【００１４】
　一部の実施形態では、前記画像センサーが、ＣＭＯＳである。
【００１５】
　一部の実施形態では、前記画像センサーが、ＣＣＤである。
【００１６】
　一部の実施形態では、放出される前記一連の光子の強度が、前記短いバーストの時間の
長さの間で一定でない。
【００１７】
　一部の実施形態では、前記試料と関連する前記データが、過去の時点または基準試料に
対する、前記試料の光学的特性の変化を捕捉する１つの画像または複数の画像のセットで
ある。
【００１８】
　一部の実施形態では、前記試料と関連する前記データが、蛍光データの存在または非存
在を捕捉する１つの画像または複数の画像のセットである。一部の実施形態では、前記蛍
光データが、光子が蛍光色素から放出される結果である。一部の実施形態では、前記蛍光
色素が、ＳＹＴＯ９である。一部の実施形態では、前記蛍光色素が、カルセインである。
【００１９】
　一部の実施形態では、前記試料と関連する前記データが、比色データの存在または非存
在を捕捉する１つの画像または複数の画像のセットである。
【００２０】
　一部の実施形態では、前記試料と関連する前記データが、半透明データの存在または非
存在を捕捉する１つの画像または複数の画像のセットである。
【００２１】
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　一部の実施形態では、前記試料と関連する前記データが、有色データと対比した半透明
データの存在または非存在を捕捉する１つの画像または複数の画像のセットである。
【００２２】
　一部の実施形態では、前記試料と関連する前記データが、不透明データの存在または非
存在を捕捉する１つの画像または複数の画像のセットである。
【００２３】
　一部の実施形態では、前記試料と関連する前記データが、完全に同時に捕捉される単一
の画像である。
【００２４】
　一部の実施形態では、前記試料と関連する前記データが、複数の空間的に隔離されたコ
ンパートメントからの測定値を含み、前記コンパートメントの各々が、前記試料の一部を
含む。
【００２５】
　一部の実施形態では、前記データを処理するステップが、サイズの弁別、形状の弁別、
１つの基準もしくは一連の基準との比較、または単一の画像内の色による比較を活用して
、前記試料中の核酸のディジタル定量化をもたらすことをさらに含む。
【００２６】
　一部の実施形態では、前記データを処理するステップが、
　ｉ）試料と関連する前記データを検討し、以下の特徴的な閾値ａ～ｅ：　
　ａ）少なくとも１つのアライメント特徴が存在し、かつ／または正確な配向性にあるこ
と、
　ｂ）前記試料と関連する前記データが、焦点の合った画像を含むこと、
　ｃ）前記画像と関連する前記データにより、アッセイの適正な利用が確認されること、
　ｄ）前記画像が、意図される試料のグラフィック描示を含むこと、
　ｅ）前記試料の寸法が、意図される寸法と一致すること、
　ｆ）前記試料が、意図される一連のコンテナーにわたり、単一のコンテナー内に分布す
ること
のうちの少なくとも１つずつについて測定すること、および
　ｉｉ）前記特徴的な閾値のうちの１または複数が満たされない場合は、全ての特徴的な
閾値を超えるように要求されるパラメータを調整し、満たされなかった特徴的な閾値が満
たされるまで、本明細書に記載の方法の全てのステップを繰り返すこと
をさらに含む。
【００２７】
　一部の実施形態では、前記データ処理ステップを、ローカルコンピュータにより行う。
【００２８】
　一部の実施形態では、前記データ処理ステップを、前記データを異なるデバイスへと転
送して、処理することにより行う。
【００２９】
　一部の実施形態では、前記試料に接触した、前記放出された光子のうちの少なくとも１
つの波長が、蛍光に起因してシフトしている。
【００３０】
　一部の実施形態では、結論記載が、疾患についての記載である。一部の実施形態では、
前記結論記載により、遺伝子障害の存在または非存在が記載される。一部の実施形態では
、前記結論記載が、ウイルス負荷の定量化である。一部の実施形態では、前記結論記載が
、ウイルス感染の存在または非存在についての診断である。一部の実施形態では、前記結
論記載が、少なくとも１つの細菌種の定量化である。一部の実施形態では、前記結論記載
が、細菌感染の存在または非存在についての診断である。一部の実施形態では、結論記載
が、前記試料中の遺伝子の前記定量化である。
【００３１】
　本発明の一部の実施形態では、結論記載が、前記試料中の遺伝子または核酸配列の存在
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または非存在を決定している。一部の実施形態では、結論記載が、前記試料中の遺伝子の
存在または非存在を決定している。
【００３２】
　一部の実施形態では、結論記載が、前記試料中のＤＮＡ配列またはＲＮＡ配列の存在ま
たは非存在を決定している。一部の実施形態では、結論記載が、前記試料中の遺伝子内の
突然変異または核酸配列内の突然変異の存在または非存在を決定している。
【００３３】
　一部の実施形態では、結論記載が、前記試料中の遺伝子または核酸配列内の突然変異の
前記定量化である。本明細書に記載の方法の一部の実施形態では、前記遺伝子または核酸
配列が、植物由来である。一部の実施形態では、前記遺伝子または核酸配列が、ヒト由来
である。一部の実施形態では、前記遺伝子または核酸配列が、ウイルス由来である。一部
の実施形態では、前記遺伝子または核酸配列が、細菌由来である。
【００３４】
　一部の実施形態では、本発明の方法は、非一過性のコンピュータで読取り可能な媒体デ
ータベース内で、前記結論記載および他の情報を表示し、かつ／または関連付けるステッ
プをさらに含む。
【００３５】
　一部の実施形態では、前記他の情報が、前記試料を回収した生物についての情報である
。一部の実施形態では、前記他の情報が、患者名、年齢、体重、身長、試料回収の時点、
試料の種類、試料回収および／もしくはデータ収集に関するＧＰＳ位置データ、または医
療記録を含む。
【００３６】
　一部の実施形態では、本発明の方法は、前記結論記載を表示するステップをさらに含む
。一部の実施形態では、前記結論記載を、前記使用者へと表示する。一部の実施形態では
、前記結論記載を、異なるデバイスへと送信する。
【００３７】
　一部の実施形態では、前記試料が、少なくとも１つの核酸を含む。一部の実施形態では
、前記核酸が、ヒトから得られる。
【００３８】
　一部の実施形態では、前記核酸が、植物または植物種子から得られる。一部の実施形態
では、前記核酸が、動物から得られる。一部の実施形態では、前記核酸が、細菌から得ら
れる。一部の実施形態では、前記核酸が、ウイルスから得られる。一部の実施形態では、
前記核酸が、合成核酸である。一部の実施形態では、前記核酸が、未知の供給源に由来す
る。
【００３９】
　一部の実施形態では、前記試料が、バーコードなど、マシンで読取り可能な標識をさら
に含む。一部の実施形態では、前記標識が、前記試料の形状、試料サイズ、試料の種類、
試料の配向性、前記試料を得た生物、前記標識に近接する試料の数、またはさらなるデー
タ解析のための命令に関連するコード化された情報を含む。
【００４０】
　一部の実施形態では、前記試料が、前記光子に接触する前に、核酸増幅反応を起こす。
一部の実施形態では、前記核酸増幅反応が、ループ媒介増幅（ＬＡＭＰ）反応である。一
部の実施形態では、前記核酸増幅反応が、ＰＣＲ反応である。一部の実施形態では、前記
方法が、約５５～６５℃で、または５５～６５℃の温度範囲で実施される。一部の実施形
態では、前記試料のうちの少なくとも一部が、少なくとも２つ以上のコンテナーを含むア
レイへと分配され、前記画像が、各コンテナーの位置由来の光学データを含む。一部の実
施形態では、前記光学データが、蛍光シグナルまたは蛍光シグナルの欠如である。一部の
実施形態では、前記アレイが、ＳｌｉｐＣｈｉｐである。一部の実施形態では、増幅され
る前記核酸がＲＮＡである。
【００４１】
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　一部の実施形態では、試料内の核酸の前記ディジタル定量化についての前記解析が、
　ｉ）反応が、５７℃～６３℃の間の温度範囲内で生じること、
　ｉｉ）１５分間～１．５時間の間の反応時間、
　ｉｉｉ）湿度が、０％～１００％の間であること、および
　ｉｖ）バックグラウンド光が、０～６ルクスの間であること
からなる群から選択される反応パラメータのうちの少なくとも１つについて、前記試料に
ついての一貫した結論記載をもたらす。一部の実施形態では、前記試料についての前記一
貫した結論記載が、前記反応パラメータのうちの少なくとも２つについての結論記載であ
る。一部の実施形態では、前記試料についての前記一貫した結論記載が、前記反応パラメ
ータのうちの少なくとも３つについての結論記載である。一部の実施形態では、前記試料
についての前記一貫した結論記載が、前記反応パラメータのうちの４つについての結論記
載である。一部の実施形態では、前記画像センサーが、セルフォーンまたはタブレットコ
ンピュータの一部である。
【００４２】
　一部の実施形態では、本発明の方法は、以下のステップ：
　セルフォーンを使用する、蛍光領域の検出、
　モバイルハンドヘルドデバイスを使用する、蛍光領域の検出、
　単一分子からの増幅産物に対応する蛍光領域の検出、
　モバイル通信デバイスと統合されたコンパクトフラッシュ（登録商標）を使用して、蛍
光を励起するステップ、
　画像および／または処理された画像および／または結果として得られるデータを、中央
コンピュータへと伝送するステップ、
　色チャネルの組合せを使用する、画像のバックグラウンド補正、
　１または複数のフィルタリングアルゴリズムを使用することによる蛍光領域の増強、
　１または複数の形状を使用して、画像忠実度を決定する形状検出、
　１または複数の形状を使用して、解析されるべき前記領域を決定する形状検出ステップ
、
　１または複数のアルゴリズムを使用して、陽性領域を決定する形状検出、
　前記中央コンピュータ上で、画像および／またはデータを処理および／または解析する
ステップ、
　前記画像および／またはデータを、任意選択でアーカイブ化するステップ、
　情報を前記モバイルデバイスへと返送するステップ、
　画像および／または処理された画像および／または結果として得られるデータを、前記
使用者へと伝送するステップ、
　画像および／または処理された画像および／または結果として得られるデータを、第３
者へと伝送するステップ、
　ポアソン統計解析を適用して、蛍光領域および非蛍光領域の数を定量化するステップ、
　ポアソン統計解析を適用して、蛍光領域および非蛍光領域の数に基づき、濃度を定量化
するステップ
のうちの少なくとも１つをさらに含む。
【００４３】
　一部の実施形態では、前記光源が、少なくとも１００，０００ルクスまたはそれより強
い光強度を有する。
【００４４】
　一部の実施形態では、前記光が、内蔵カメラを含有するモバイルフォーンまたは内蔵カ
メラを含有するタブレットから放出される。
【００４５】
　一部の実施形態では、前記光が、フィルタリングされる。
【００４６】
　一部の実施形態では、フィルターが、フィルターのセットを含む。
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【００４７】
　一部の実施形態では、前記フィルターのセットが、少なくとも１つ、２つ、３つ、４つ
のフィルター、またはこれらの任意の組合せを含む。一部の実施形態では、フィルターが
、蛍光フィルターを含む。一部の実施形態では、前記蛍光フィルターが、ダイクロイック
フィルターおよび／またはロングパスフィルターを含む。一部の実施形態では、前記ダイ
クロイックフィルターの透過率が、３９０～４８０ｎｍまたはその近辺において、８５％
を超え得、かつ、５４０～７５０ｎｍまたはその近辺において、１％未満でありうる。一
部の実施形態では、前記ロングパスフィルターのブロッキングが５ＯＤを超え得、かつ、
５３０～７５０ｎｍまたはその近辺の波長における透過率が９０％を超えうる。
【００４８】
　一部の実施形態では、前記解析工程が、１分間未満かかりうる。
【００４９】
　一部の実施形態では、前記解析工程が、第２の色チャネルから収集されたデータを使用
して、画像のバックグラウンド補正を実施する。一部の実施形態では、ソフトウェアのア
ルゴリズムが、ポアソン統計解析を適用して、蛍光領域および非蛍光領域の数を定量化し
うる。
【００５０】
　一部の実施形態では、前記データ解析を、クラウドベースのサービスを介して、遠隔に
位置する中央コンピュータを介して、またはこれらの任意の組合せを介してローカルで行
う。
【００５１】
　一部の実施形態では、前記方法が、核酸を検出するための用途をもたらす。
【００５２】
　一部の実施形態では、写真を撮影するときに、ポータブルディジタルデバイスを、角度
を付けた位置に傾ける。
【００５３】
　別の態様では、本発明は、試料データを作成するためのデバイスであって、
　ｉ）一連の光子を、短いバーストで放出する光源であり、前記バーストが、約１，００
０，０００分の５秒間～約１秒間にわたり持続し、前記光子のうちの少なくとも一部が前
記試料に接触する光源と、
　ｉｉ）前記試料のうちの少なくとも一部に接触した前記光子を回収して、前記試料と関
連するデータを創出する、前記光源と並んでいない画像センサーと、
　ｉｉｉ）前記試料データを処理して、前記試料中の核酸のバイナリー定量化をもたらす
ように構成されたプロセッサー、または前記試料データを、前記試料中の核酸のバイナリ
ー定量化をもたらすように構成された、異なるデバイスへと伝送するための無線接続と、
　ｉｖ）核酸の前記バイナリー定量化を解析して、前記試料に関連する結論記載を作成す
るように構成されたプロセッサーと
を含むデバイスを提供する。
【００５４】
　一部の実施形態では、前記デバイスが、フィルターをさらに含む。一部の実施形態では
、前記フィルターのセットが、少なくとも１つ、２つ、３つ、４つのフィルター、または
これらの任意の組合せを含む。一部の実施形態では、前記フィルターが、蛍光フィルター
を含む。一部の実施形態では、前記蛍光フィルターが、ダイクロイックフィルターおよび
／またはロングパスフィルターを含む。一部の実施形態では、前記ダイクロイックフィル
ターの透過率が、約３９０～４８０ｎｍまたは３９０～４８０ｎｍにおいて、８５％を超
え、かつ、約５４０～７５０ｎｍまたは５４０～７５０ｎｍにおいて、１％未満でありう
る。一部の実施形態では、前記ロングパスフィルターのブロッキングが５ＯＤを超え得、
かつ、５３０～７５０ｎｍまたはその近辺の波長における透過率が９０％を超えうる。
【００５５】
　一部の実施形態では、前記デバイスが、前記結論記載を表示するスクリーンをさらに含
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む。
【００５６】
　本発明のデバイスの一部の実施形態では、前記光源が、カメラフラッシュである。
【００５７】
　本発明のデバイスの一部の実施形態では、前記画像センサーが、ＣＣＤまたはＣＭＯＳ
である。
【００５８】
　さらに別の態様では、本発明は、
　ｉ）複数の小型コンテナーと、
　ｉｉ）核酸増幅反応成分と、
　ｉｉｉ）使用のための指示書と
を含むコンテナーを含むキットを提供する。一部の実施形態では、前記複数の小型コンテ
ナーが、ＳｌｉｐＣｈｉｐである。
【００５９】
　一部の実施形態では、前記キットが、バーコードなど、マシンで読取り可能な標識をさ
らに含む。一部の実施形態では、前記標識が、前記試料の形状、試料サイズ、試料種類、
試料の配向性、前記試料を得た生物、前記標識に近接する試料の数、またはさらなるデー
タ解析のための命令に関連するコード化された情報を含む。本発明のキットの一部の実施
形態では、前記核酸増幅反応成分が、前記小型コンテナーのうちの少なくとも１つの中に
配置される。一部の実施形態では、本明細書に記載のキットは、本明細書に記載のデバイ
スをさらに含む。
【００６０】
　参照による組込み
　本明細書で言及される全ての刊行物、特許、および特許出願は、各個別の刊行物、特許
、または特許出願が、参照により組み込まれるように具体的かつ個別に指し示された場合
と同じ程度に、参照により本明細書に組み込まれる。
【００６１】
　本出願は、参照により、それらの全体において、任意で全ての目的について、以下の出
願：２０１１年４月５日に出願された米国出願第６１／５１６，６２８号、「Digital　I
sothermal　Quantification　of　Nucleic　Acids　Via　Simultaneous　Chemical　Init
iation　of　Recombinase　Polymerase　Amplification　（RPA）　Reactions　on　Slip
　Chip」；２０１１年５月９日に出願された米国出願第６１／５１８，６０１号、「Quan
tification　of　Nucleic　Acids　With　Large　Dynamic　Range　Using　Multivolume
　Digital　Reverse　Transcription　PCR　（RT-PCR）　On　A　Rotational　Slip　Chi
p　Tested　With　Viral　Load」；２０１１年９月２０日に出願された米国出願第１３／
２５７，８１１号、「Slip　Chip　Device　and　Methods」；２０１０年３月２３日に出
願された国際出願第ＰＣＴ／ＵＳ２０１０／０２８３６１号、「Slip　Chip　Device　an
d　Methods」；２００９年１１月１８日に出願された米国出願第６１／２６２，３７５号
、「Slip　Chip　Device　and　Methods」；２００９年３月２４日に出願された米国出願
第６１／１６２，９２２号、「Sip　Chip　Device　and　Methods」；２０１０年３月２
２日に出願された米国出願第６１／３４０，８７２号、「Slip　Chip　Device　and　Met
hods」；２０１２年４月５日に出願された米国出願第１３／４４０，３７１号、「Analys
is　Devices,　Kits,　And　Related　Methods　For　Digital　Quantification　Of　Nu
cleic　Acids　And　Other　Analytes」；および２０１２年５月９日に出願された米国出
願第１３／４６７，４８２号、「Multivolume　Devices,　Kits,　and　Related　Method
s　for　Quantification　and　Detection　of　Nucleic　Acids　and　Other　Analytes
」を組み込む。
【００６２】
　本発明の新規の特色は、添付の特許請求の範囲において詳細に示す。本発明の原理が活
用される例示的な実施形態を示す以下の詳細な記載および付属の図面を参照することによ
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り、本発明の特色および利点についてのより良い理解が得られるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００６３】
【図１－１】図１は、ディジタル対反応速度フォーマットにおける定量化の頑健性を例示
する。反応速度フォーマットにおける曲線のための模式図は、リアルタイム核酸増幅の具
体的な場合を模するように描かれている。図１ａは、ディジタルフォーマットと反応速度
フォーマットとを、理想的条件下で比較する。ディジタルフォーマットでは、個々の分子
をコンパートメントへと分け、増幅することから、要求されるのは、終点のリードアウト
だけである。解析物の元の濃度（Ｃ）は、左方の式（式中、ｗｐ＝陽性ウェルの数、ｗｔ

＝ウェルの総数、およびｗｖ＝各ウェルの容量）により計算することができる。反応速度
フォーマットでは、解析物をバルク培養物中で増幅し、強度として測定される増幅の進行
を、時間の関数としてモニタリングする。元の濃度は、反応出力波形を、濃度が既知の溶
液による基準曲線と比較することにより決定する。図１ｂは、ディジタルフォーマットお
よびリアルタイムフォーマットにおける反応速度変化の影響（増幅温度の差異として示さ
れる）を例示する。ディジタルフォーマットでは、増幅反応速度の変動が終点のリードア
ウトに潜在的に影響を及ぼすことはなかろう。リアルタイムフォーマットでは、反応速度
により、反応曲線が決定され、これにより、相対濃度も決定され、したがって、頑健では
ないことが公知である。図１ｃは、ディジタルフォーマットおよびリアルタイムフォーマ
ットにおける、時間の変動効果（リードアウト時間として示される）を例示する。ディジ
タルフォーマットが要求するのは、終点のリードアウトだけであるので、時間についての
正確な知識は必ずしも要求されず、出力は、最適な反応時間を超える反応時間の変化に対
しても頑健なはずである。リアルタイムフォーマットでは、濃度を正確に定量化するため
に、時間についての精密な知識および十分な時点が要求され、したがって、反応時間の変
化に対して頑健ではないことが公知である。図１ｄは、ディジタルフォーマットおよびリ
アルタイムフォーマットにおけるイメージングの効果を例示する。リアルタイムフォーマ
ットでは、ノイズを増大させるか、または感度を低下させるイメージング条件は、基準と
比較することができない反応出力波形をもたらすことにより、定量的能力に影響を及ぼす
可能性があり、したがって、イメージング条件の変化に対して頑健ではないことが公知で
ある。
【図１－２】図１は、ディジタル対反応速度フォーマットにおける定量化の頑健性を例示
する。反応速度フォーマットにおける曲線のための模式図は、リアルタイム核酸増幅の具
体的な場合を模するように描かれている。図１ａは、ディジタルフォーマットと反応速度
フォーマットとを、理想的条件下で比較する。ディジタルフォーマットでは、個々の分子
をコンパートメントへと分け、増幅することから、要求されるのは、終点のリードアウト
だけである。解析物の元の濃度（Ｃ）は、左方の式（式中、ｗｐ＝陽性ウェルの数、ｗｔ

＝ウェルの総数、およびｗｖ＝各ウェルの容量）により計算することができる。反応速度
フォーマットでは、解析物をバルク培養物中で増幅し、強度として測定される増幅の進行
を、時間の関数としてモニタリングする。元の濃度は、反応出力波形を、濃度が既知の溶
液による基準曲線と比較することにより決定する。図１ｂは、ディジタルフォーマットお
よびリアルタイムフォーマットにおける反応速度変化の影響（増幅温度の差異として示さ
れる）を例示する。ディジタルフォーマットでは、増幅反応速度の変動が終点のリードア
ウトに潜在的に影響を及ぼすことはなかろう。リアルタイムフォーマットでは、反応速度
により、反応曲線が決定され、これにより、相対濃度も決定され、したがって、頑健では
ないことが公知である。図１ｃは、ディジタルフォーマットおよびリアルタイムフォーマ
ットにおける、時間の変動効果（リードアウト時間として示される）を例示する。ディジ
タルフォーマットが要求するのは、終点のリードアウトだけであるので、時間についての
正確な知識は必ずしも要求されず、出力は、最適な反応時間を超える反応時間の変化に対
しても頑健なはずである。リアルタイムフォーマットでは、濃度を正確に定量化するため
に、時間についての精密な知識および十分な時点が要求され、したがって、反応時間の変
化に対して頑健ではないことが公知である。図１ｄは、ディジタルフォーマットおよびリ
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アルタイムフォーマットにおけるイメージングの効果を例示する。リアルタイムフォーマ
ットでは、ノイズを増大させるか、または感度を低下させるイメージング条件は、基準と
比較することができない反応出力波形をもたらすことにより、定量的能力に影響を及ぼす
可能性があり、したがって、イメージング条件の変化に対して頑健ではないことが公知で
ある。
【図２－１】図２は、温度条件、時間条件、およびイメージング条件の変化に関する、リ
アルタイムＲＴ－ＬＡＭＰの頑健性の、ディジタルＲＴ－ＬＡＭＰの頑健性と対比した査
定を例示する。図２ａ～ｂは、リアルタイムＲＴ－ＬＡＭＰ実験（２ａ）およびディジタ
ルＲＴ－ＬＡＭＰ実験（２ｂ）の結果を、２つの濃度について、６度の温度範囲にわたり
例示する。イメージングは、顕微鏡により実施した。図２ｃは、ｄＲＴ－ＬＡＭＰ実験に
よる陽性カウントの数を、２つの濃度について、多様な反応時間において例示する。図２
ｄは、部分的な顕微鏡によるイメージングから得られるデータ（２ｂ）、靴箱内のセルフ
ォーンを伴うｄＲＴ－ＬＡＭＰによるイメージングから得られるデータ、および薄暗がり
（約３ルクス）の中のｄＲＴ－ＬＡＭＰによるイメージングから得られるデータを、６度
の温度範囲にわたり比較するプロットを例示する。Ｐ値は、所与のイメージング条件にお
ける、全てのデータの統計学的有意性（帰無仮説は、２つの濃度が同等であることである
）を、各濃度について、温度に関わりなく描示する。図２ｅは、顕微鏡によりイメージン
グされたｄＲＴ－ＬＡＭＰ反応（上）および白色でマークされた領域からの蛍光出力を指
し示す、その対応する直線走査（下）についての、トリミングされ、拡大された画像を例
示する。図２ｆは、セルフォーンおよび靴箱（上）、ならびに白色でマークされた領域か
らの蛍光出力を指し示す、その対応する直線走査（下）を例示する。図２ｇは、薄暗がり
の中のセルフォーン（上）および白色でマークされた領域からの蛍光出力を指し示す、そ
の対応する直線走査（下）を例示する。セルフォーンによりイメージングされた各ｄＲＴ
－ＬＡＭＰ実験における陽性の数は、手作業でカウントした。誤差バーは、標準偏差を表
す。
【図２－２】図２は、温度条件、時間条件、およびイメージング条件の変化に関する、リ
アルタイムＲＴ－ＬＡＭＰの頑健性の、ディジタルＲＴ－ＬＡＭＰの頑健性と対比した査
定を例示する。図２ａ～ｂは、リアルタイムＲＴ－ＬＡＭＰ実験（２ａ）およびディジタ
ルＲＴ－ＬＡＭＰ実験（２ｂ）の結果を、２つの濃度について、６度の温度範囲にわたり
例示する。イメージングは、顕微鏡により実施した。図２ｃは、ｄＲＴ－ＬＡＭＰ実験に
よる陽性カウントの数を、２つの濃度について、多様な反応時間において例示する。図２
ｄは、部分的な顕微鏡によるイメージングから得られるデータ（２ｂ）、靴箱内のセルフ
ォーンを伴うｄＲＴ－ＬＡＭＰによるイメージングから得られるデータ、および薄暗がり
（約３ルクス）の中のｄＲＴ－ＬＡＭＰによるイメージングから得られるデータを、６度
の温度範囲にわたり比較するプロットを例示する。Ｐ値は、所与のイメージング条件にお
ける、全てのデータの統計学的有意性（帰無仮説は、２つの濃度が同等であることである
）を、各濃度について、温度に関わりなく描示する。図２ｅは、顕微鏡によりイメージン
グされたｄＲＴ－ＬＡＭＰ反応（上）および白色でマークされた領域からの蛍光出力を指
し示す、その対応する直線走査（下）についての、トリミングされ、拡大された画像を例
示する。図２ｆは、セルフォーンおよび靴箱（上）、ならびに白色でマークされた領域か
らの蛍光出力を指し示す、その対応する直線走査（下）を例示する。図２ｇは、薄暗がり
の中のセルフォーン（上）および白色でマークされた領域からの蛍光出力を指し示す、そ
の対応する直線走査（下）を例示する。セルフォーンによりイメージングされた各ｄＲＴ
－ＬＡＭＰ実験における陽性の数は、手作業でカウントした。誤差バーは、標準偏差を表
す。
【図２－３】図２は、温度条件、時間条件、およびイメージング条件の変化に関する、リ
アルタイムＲＴ－ＬＡＭＰの頑健性の、ディジタルＲＴ－ＬＡＭＰの頑健性と対比した査
定を例示する。図２ａ～ｂは、リアルタイムＲＴ－ＬＡＭＰ実験（２ａ）およびディジタ
ルＲＴ－ＬＡＭＰ実験（２ｂ）の結果を、２つの濃度について、６度の温度範囲にわたり
例示する。イメージングは、顕微鏡により実施した。図２ｃは、ｄＲＴ－ＬＡＭＰ実験に
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よる陽性カウントの数を、２つの濃度について、多様な反応時間において例示する。図２
ｄは、部分的な顕微鏡によるイメージングから得られるデータ（２ｂ）、靴箱内のセルフ
ォーンを伴うｄＲＴ－ＬＡＭＰによるイメージングから得られるデータ、および薄暗がり
（約３ルクス）の中のｄＲＴ－ＬＡＭＰによるイメージングから得られるデータを、６度
の温度範囲にわたり比較するプロットを例示する。Ｐ値は、所与のイメージング条件にお
ける、全てのデータの統計学的有意性（帰無仮説は、２つの濃度が同等であることである
）を、各濃度について、温度に関わりなく描示する。図２ｅは、顕微鏡によりイメージン
グされたｄＲＴ－ＬＡＭＰ反応（上）および白色でマークされた領域からの蛍光出力を指
し示す、その対応する直線走査（下）についての、トリミングされ、拡大された画像を例
示する。図２ｆは、セルフォーンおよび靴箱（上）、ならびに白色でマークされた領域か
らの蛍光出力を指し示す、その対応する直線走査（下）を例示する。図２ｇは、薄暗がり
の中のセルフォーン（上）および白色でマークされた領域からの蛍光出力を指し示す、そ
の対応する直線走査（下）を例示する。セルフォーンによりイメージングされた各ｄＲＴ
－ＬＡＭＰ実験における陽性の数は、手作業でカウントした。誤差バーは、標準偏差を表
す。
【００６４】
【図３】図３は、５つの異なるプライマーセットおよび単一の鋳型を使用する、Ｓｌｉｐ
Ｃｈｉｐデバイス上のマルチプレックスＰＣＲについてのセルフォーンイメージングを例
示する。図３ａは、プライマーをあらかじめロードされたＳｌｉｐＣｈｉｐデバイスにつ
いての概略図を例示する。図３ｂは、デバイス上の５つのプライマーセット：１＝Ｅ．ｃ
ｏｌｉのｎｌｐ遺伝子、２＝Ｐ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａのｖｉｃ遺伝子、３＝Ｃ．ａｌｂ
ｉｃａｎｓのｃａｌｂ遺伝子、４＝Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ属の１６Ｓ、５＝Ｓ．ａｕｒ
ｅｕｓのｎｕｃ遺伝子の配置を示す概略図を例示する。図３ｃは、ＳｌｉｐＣｈｉｐに、
Ｓ．ａｕｒｅｕｓゲノムＤＮＡをロードし、ＰＣＲ増幅を実施した後における、Ｓｌｉｐ
Ｃｈｉｐのセルフォーン画像を例示する。Ｓ．ａｕｒｅｕｓのプライマーを含有するウェ
ルは、蛍光を増大させて、デザインされたパターンを形成した。印刷したときの可視性を
増強するように、画像の強度レベルを調整し、画像を平滑化した。
【００６５】
【図４】図４は、画像処理および直線走査の前（左上）および後（右上）においてセルフ
ォーンにより撮影された、ＰＣＲ反応の帰結を伴うデバイスの画像を例示し、グレーの値
を、画像処理前（左下）および画像処理後（右下）のピクセルの距離の関数として示す。
【００６６】
【図５】図５は、閾値化に対する、顕微鏡によりイメージングされたディジタルｄＲＴ－
ＬＡＭＰ増幅の頑健性を例示する。図５ａは、ｄＲＴ－ＬＡＭＰ反応を顕微鏡によりイメ
ージングする場合に観察される陽性反応の数を、陽性の数を計算するのに使用される閾値
と比較して示すグラフを例示する。図５ｂは、２つの濃度を、９０～２４０の間の閾値で
比較することにより求めたｐ値についてのプロットを例示する。最小のｐ値は、１９０の
閾値で観察される。
【００６７】
【図６】図６は、ＳｌｉｐＣｈｉｐおよびセルフォーンによるディジタル増幅を介して分
子をカウントするのに使用される、画像解析ワークフローを例示する。図６ａは、セルフ
ォーンおよびイメージング処理アルゴリズムが、デバイス全体がイメージングされている
ことを確認するのに使用する、４つの黒色の丸印で標識したデバイスを例示する。図６ｂ
は、使用者により撮影された写真を解析し、生データをアーカイブ化し、結果を適切な関
係者へと送信する、クラウドベースのサーバーについての模式図表示を例示する。図６ｃ
は、イメージングの成功（左上）およびイメージングの不成功（左下）、ならびに画像の
解析の成功（右上）および画像の解析の不成功（右下）についての解析の後で、あらかじ
め指定されたレシピエントにより受信された電子メールメッセージを示す、セルフォーン
スクリーンのスクリーンショットを例示する。図６ｄは、セルフォーンから処理された生
の陽性カウント（ｙ軸）と、落射蛍光顕微鏡により実施した閾値化（ｘ軸）とを比較する



(19) JP 2016-500002 A 2016.1.7

10

20

30

40

50

グラフを例示する。
【００６８】
【図７】図７は、２ステップｄＲＴ－ＬＡＭＰのための、ＳｌｉｐＣｈｉｐの操作を示す
概略図および画像を例示する。図７ａは、アセンブリーの前におけるＳｌｉｐＣｈｉｐの
上側プレートおよび下側プレートを例示する。図７ｂは、ＲＴ溶液をロードした後におけ
る、アセンブルされたＳｌｉｐＣｈｉｐを例示する。図７ｃは、スリッピングの後で、個
々のウェルへと閉じ込められた、ＲＮＡ分子を含有するＲＴ溶液を例示する。図７ｄは、
ＲＴ反応が完了した後における、ＬＡＭＰ試薬混合物のローディングを例示する。図７ｅ
は、再度のスリッピングの後で個々のウェルへと閉じ込められたＬＡＭＰ試薬混合物を例
示する。図７ｆは、スリッピングの後で、ＲＴウェルとＬＡＭＰウェルとをミックスする
ために開始された反応を例示する。
【００６９】
【図８】図８ａは、異なるプロトコールおよび同じ鋳型濃度を使用するｄＲＴ－ＬＡＭＰ
により測定されるＨＩＶウイルスＲＮＡの濃度（１ｍＬ当たりのコピー数）を例示する。
ｉ）１ステップｄＲＴ－ＬＡＭＰ；ｉｉ）２ステップｄＲＴ－ＬＡＭＰ：ＲＴステップ内
の全てのプライマー、ＡＭＶ　ＲＴ；ｉｉｉ）２ステップ法：ＲＴステップにおけるＢＩ
Ｐ、ＡＭＶ　ＲＴ；ｉｖ）２ステップ法：ＲＴステップにおけるＢＩＰ、Ｓｕｐｅｒｓｃ
ｒｉｐｔ　ＩＩＩ；ｖ）２ステップ法：ＲＴステップにおけるＢＩＰ、ＡＭＶ　ＲＴ、Ｒ
ＮアーゼＨを伴う；ｖｉ）２ステップ法：ＲＴステップにおけるＢＩＰ、Ｓｕｐｅｒｓｃ
ｒｉｐｔ　ＩＩＩ、ＲＮアーゼＨを伴う；ｖｉｉ）２ステップ法：ＲＴステップにおける
ＢＩＰ、Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ　ＩＩＩ、ＲＮアーゼＨを伴う、０．５倍濃度のカルセ
インである。図８ｂは、第２のステップを異なる温度で実施した場合の、ＨＩＶウイルス
ＲＮＡの定量化結果（１ｍＬ当たりのコピー数）を例示する。図８ｃは、プラスチック製
のＳｌｉｐＣｈｉｐ上における、２つの濃度の、ＨＩＶウイルスＲＮＡの定量化結果（１
ｍＬ当たりのコピー数）を、ガラス製のデバイス上で得られた結果に対する比較と共に例
示する（全ての実験において、ｎ＝２であり、誤差バーは、標準偏差を表す）。
【００７０】
【図９】図９は、ｄＲＴ－ＬＡＭＰおよびｄＲＴ－ＰＣＲを使用して、患者試料から精製
されたＨＩＶウイルスＲＮＡの定量化を例示する。試料番号４については、プライマーを
補正したｄＲＴ－ＬＡＭＰを使用する定量化結果を、図の右端欄に示す（全ての実験にお
いて、ｎ＝２であり、誤差バーは、標準偏差を表す）。
【発明を実施するための形態】
【００７１】
　別段に定義されない限り、本明細書で使用される全ての技術用語および科学用語は、特
許請求される対象物が属する技術分野の当業者により一般に理解される意味と同じ意味を
有する。本明細書における開示の全体を通して言及される、全ての特許、特許出願、出願
公開、および刊行物、ＧＥＮＢＡＮＫ配列、ウェブサイトおよび他の公開資材は、別段に
言及されない限り、参照により、それらの全体において組み込まれる。万一、本明細書に
おける用語に複数の定義が見られる場合、本節における定義が優先される。ＵＲＬまたは
他のこのような識別子もしくはアドレスに言及する場合は、このような識別子は変化する
可能性があり、インターネット上の特定の情報は現れては消えてゆくが、同等な情報が公
知であり、インターネットおよび／または適切なデータベースを検索することなどにより
、たやすくアクセスしうることが理解される。これらを参照することにより、このような
情報の入手可能性および広範な流布が証拠立てられる。
【００７２】
　文脈により別段に指し示されることが明確でない限り、本明細書で使用される、単数形
の「１つの（ａ）」、「１つの（ａｎ）」、および「その」は、複数形の指示対象を含む
。別段に具体的に言明されない限り、本出願では、単数形の使用は、複数形を含む。別段
に言明されない限り、本明細書で使用される、「または」の使用は、「および／または」
を意味する。さらに、「～を含む（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」という用語のほか、他の形態
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（例えば、「～を含む（ｉｎｃｌｕｄｅ）」、「～を含む（ｉｎｃｌｕｄｅｓ）」、およ
び「～を含めた（ｉｎｃｌｕｄｅｄ）」）の使用は、限定的ではない。
【００７３】
　本明細書で使用される、範囲および量は、「約」特定の値または範囲として表すことが
できる。約はまた、正確な量も含む。よって、「約１０度」は、「約１０度」を意味する
が、また、「１０度」も意味する。一般に、「約」という用語は、実験誤差内にあること
が予測される量を含みうる。
【００７４】
　本明細書では、疾患または生物の検出に関する方法、デバイス、およびシステムが開示
される。検出は、アッセイ、例えば、疾患または生物と関連する核酸を検出するアッセイ
により発生させるシグナルの検出でありうる。一部の実施形態では、消費者グレードのカ
メラ、例えば、セルフォーン上のカメラによりシグナルを検出する。
【００７５】
　「生物」という用語は、細菌、酵母、真菌、ウイルス、原生生物（原虫、微小藻類）、
古細菌、植物、および真核生物を含む、任意の生物または微生物を指す。「生物」という
用語は、本発明の方法により検出および同定されうる核酸を含む生命体およびウイルスを
指す。生物は、細菌、古細菌、原核生物、真核生物、ウイルス、原虫、マイコプラズマ、
真菌、植物、および線虫を含むがこれらに限定されない。異なる生物は、異なる株、異な
る亜種、異なる種、異なる属、異なる科、異なる目、異なる綱、異なる門、および／また
は異なる界でありうる。生物は、土壌抽出物、海底堆積物、淡水堆積物、温泉、氷棚、地
球外試料、岩の割れ目、雲を含む環境供給源から単離される場合もあり、水性環境に由来
する粒子状物質に付着し、多細胞生物との共生関係に関与している場合もある。このよう
な生物の例は、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ属種および天然供給源に由来する特徴付けられ
ていない種／未知の種を含むがこれらに限定されない。
【００７６】
　生物は、遺伝子操作された生物または遺伝子改変された生物を含みうる。
【００７７】
　生物は、トランスジェニック植物を含みうる。生物は、遺伝子改変された穀物を含みう
る。任意の生物を、遺伝子改変することができる。遺伝子改変しうる生物の例は、オオバ
コ、ヤムイモ、ソルガム、サツマイモ、ダイズ、キャッサバ、ジャガイモ、コメ、コムギ
、またはトウモロコシを含む。
【００７８】
　生物は、Ａｅｒｏｍｏｎａｓ　ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａおよび他の種；Ｂａｃｉｌｌｕｓ
　ａｎｔｈｒａｃｉｓ；Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｅｒｅｕｓ；ボツリヌス神経毒素を産生す
るＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ属種；Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ａｂｏｒｔｕｓ；Ｂｒｕｃｅｌｌａ
　ｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ；Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｓｕｉｓ；Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ｍ
ａｌｌｅｉ（旧称：Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｍａｌｌｅｉ）；Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉ
ａ　ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ（旧称：Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌ
ｅｉ）；Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ　ｊｅｊｕｎｉ；Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｐｓｉｔｔ
ａｃｉ；Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ；Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｐｅ
ｒｆｒｉｎｇｅｎｓ；Ｃｏｃｃｉｄｉｏｉｄｅｓ　ｉｍｍｉｔｉｓ；Ｃｏｃｃｉｄｉｏｉ
ｄｅｓ　ｐｏｓａｄａｓｉｉ；Ｃｏｗｄｒｉａ　ｒｕｍｉｎａｎｔｉｕｍ（心水病）；Ｃ
ｏｘｉｅｌｌａ　ｂｕｒｎｅｔｉｉ；腸管毒素原性大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃ
ｏｌｉ）（ＥＴＥＣ）、腸管病原性大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）（ＥＰ
ＥＣ）、Ｏ１５７：Ｈ７腸管出血性大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）（ＥＨ
ＥＣ）、および腸管侵襲性大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）（ＥＩＥＣ）な
どの腸管毒性大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）群（ＥＥＣ群）；Ｅｈｒｌｉ
ｃｈｉａ　ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓなどのＥｈｒｌｉｃｈｉａ属種；Ｆｒａｎｃｉｓｅｌ
ｌａ　ｔｕｌａｒｅｎｓｉｓ；Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｐｈｉｌｉａ；Ｌｉ
ｂｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｆｒｉｃａｎｕｓ；Ｌｉｂｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｓｉａｔｉ
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ｃｕｓ；Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ；Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ属、Ｅ
ｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ属、Ｐｒｏｔｅｕｓ属、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ属、Ａｅｒｏｂ
ａｃｔｅｒ属、Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ属、およびＳｅｒｒａｔｉａ属など、その他の腸
内生物；Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｏｖｉｓ；Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕ
ｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ；Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｃａｐｒｉｃｏｌｕｍ；Ｍｙｃｏｐｌａ
ｓｍａ　ｍｙｃｏｉｄｅｓ　ｍｙｃｏｉｄｅｓ亜種；Ｐｅｒｏｎｏｓｃｌｅｒｏｓｐｏｒ
ａ　ｐｈｉｌｉｐｐｉｎｅｎｓｉｓ；Ｐｈａｋｏｐｓｏｒａ　ｐａｃｈｙｒｈｉｚｉ；Ｐ
ｌｅｓｉｏｍｏｎａｓ　ｓｈｉｇｅｌｌｏｉｄｅｓ；Ｒａｌｓｔｏｎｉａ　ｓｏｌａｎａ
ｃｅａｒｕｍ系統３、生物型２；Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ　ｐｒｏｗａｚｅｋｉｉ；Ｒｉｃ
ｋｅｔｔｓｉａ　ｒｉｃｋｅｔｔｓｉｉ；Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ属種；Ｓｃｈｌｅｒｏｐ
ｈｔｈｏｒａ　ｒａｙｓｓｉａｅ　ｖａｒｚｅａｅ；Ｓｈｉｇｅｌｌａ属種；Ｓｔａｐｈ
ｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ；Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ属；Ｓｙｎｃｈｙｔｒ
ｉｕｍ　ｅｎｄｏｂｉｏｔｉｃｕｍ；Ｖｉｂｒｉｏ　ｃｈｏｌｅｒａｅ非Ｏ１型；Ｖｉｂ
ｒｉｏ　ｃｈｏｌｅｒａｅ　Ｏ１型；Ｖｉｂｒｉｏ　ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ
および他のＶｉｂｒｉｏ属；Ｖｉｂｒｉｏ　ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ；Ｘａｎｔｈｏｍｏｎ
ａｓ　ｏｒｙｚａｅ；Ｘｙｌｅｌｌａ　ｆａｓｔｉｄｉｏｓａ（柑橘類斑入り萎黄病株）
；Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａおよびＹｅｒｓｉｎｉａ　ｐｓｅｕ
ｄｏｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ；ならびにＹｅｒｓｉｎｉａ　ｐｅｓｔｉｓなどの細菌病
原体を含みうる。
【００７９】
　生物は、アフリカウマ病ウイルス；アフリカブタ熱ウイルス；アカバネウイルス；トリ
インフルエンザウイルス（高病原性）；バーンヤウイルス；ブルータングウイルス（外来
性）；ラクダ痘ウイルス；オナガザルヘルペスウイルス１；チクングニアウイルス；古典
的ブタ熱ウイルス；コロナウイルス（ＳＡＲＳ）；クリミア－コンゴ出血熱ウイルス；デ
ングウイルス；ジュグベウイルス；エボラウイルス；東部ウマ脳炎ウイルス、日本脳炎ウ
イルス、マレー渓谷脳炎、およびベネズエラウマ脳炎ウイルスなどの脳炎ウイルス；ウマ
モルビリウイルス；フレクサルウイルス；口蹄疫ウイルス；ジャーミストンウイルス；ヤ
ギ痘ウイルス；ハンタンウイルスまたは他のハンタウイルス；ヘンドラウイルス；イシク
－クルウイルス；クタンゴウイルス；ラッサ熱ウイルス；跳躍病ウイルス；ランピースキ
ン病ウイルス；リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス；悪性カタル熱ウイルス（外来性）；マー
ルブルクウイルス；マヤロウイルス；メナングルウイルス；サル痘ウイルス；ムカンボウ
イルス；ニューカッスル病ウイルス（ＷＮＤ）；ニパーウイルス；ノーウォークウイルス
群；口嚢ウイルス；オルンゴウイルス；小反芻獣疫ウイルス；ピリウイルス；プラムポッ
クスポチウイルス；ポリオウイルス；ジャガイモウイルス；ポワサンウイルス；リフトバ
レー熱ウイルス；牛疫ウイルス；ロタウイルス；セムリキ森林ウイルス；羊痘ウイルス；
フレクサルウイルス、グアナリトウイルス、フニンウイルス、マチュポウイルス、および
サビアウイルスなどの南米出血熱ウイルス；スポンドウェニウイルス；ブタ水疱症ウイル
ス；中央ヨーロッパダニ媒介脳炎ウイルス、極東ダニ媒介脳炎ウイルス、ロシア春夏脳炎
ウイルス、キャサヌール森林病ウイルス、およびオムスク出血熱ウイルスなどのダニ媒介
脳炎複合（フラビ）ウイルス；大痘瘡ウイルス（天然痘ウイルス）；小痘瘡ウイルス（ア
ラストリムウイルス）；水疱性口炎ウイルス（外来性）；ヴェセルスブロンウイルス；西
ナイルウイルス；黄熱病ウイルス；ならびにフニンウイルス、マチュポウイルス、サビア
ウイルス、フレクサルウイルス、およびグアナリトウイルスなどの南米出血熱ウイルスな
どのウイルスを含みうる。
【００８０】
　生物のさらなる例は、Ａｃａｎｔｈａｍｏｅｂａ属および他の自由棲息アメーバ；Ａｎ
ｉｓａｋｉｓ属種ならびに他の類縁の蠕虫であるＡｓｃａｒｉｓ　ｌｕｍｂｒｉｃｏｉｄ
ｅｓおよびＴｒｉｃｈｕｒｉｓ　ｔｒｉｃｈｉｕｒａ；Ｃｒｙｐｔｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ
　ｐａｒｖｕｍ；Ｃｙｃｌｏｓｐｏｒａ　ｃａｙｅｔａｎｅｎｓｉｓ；Ｄｉｐｈｙｌｌｏ
ｂｏｔｈｒｉｕｍ属種；Ｅｎｔａｍｏｅｂａ　ｈｉｓｔｏｌｙｔｉｃａ；Ｅｕｓｔｒｏｎ
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ｇｙｌｉｄｅｓ属種；Ｇｉａｒｄｉａ　ｌａｍｂｌｉａ；Ｎａｎｏｐｈｙｅｔｕｓ属種；
Ｓｈｉｓｔｏｓｏｍａ属種；Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ　ｇｏｎｄｉｉ；フィラリア性線虫お
よびＴｒｉｃｈｉｎｅｌｌａ属などの寄生性原虫および寄生性蠕虫を含む。解析物のさら
なる例は、植物花粉およびコムギグルテンなどのアレルゲンを含む。
【００８１】
　生物のさらなる例は、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ属種；Ｂｌａｓｔｏｍｙｃｅｓ　ｄｅｒ
ｍａｔｉｔｉｄｉｓ；Ｃａｎｄｉｄａ属；Ｃｏｃｃｉｄｉｏｉｄｅｓ　ｉｍｍｉｔｉｓ；
Ｃｏｃｃｉｄｉｏｉｄｅｓ　ｐｏｓａｄａｓｉｉ；Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｎｅｏｆ
ｏｒｍａｎｓ；Ｈｉｓｔｏｐｌａｓｍａ　ｃａｐｓｕｌａｔｕｍ；トウモロコシサビ菌；
イネイモチ病菌；イネ褐点病菌；ライムギかさ枯病菌；Ｓｐｏｒｏｔｈｒｉｘ　ｓｃｈｅ
ｎｃｋｉｉ；およびコムギ真菌などの真菌を含む。生物のさらなる例は、Ｃ．Ｅｌｅｇａ
ｎｓおよび病原性蠕虫または病原性線虫などの蠕虫を含む。
【００８２】
　「疾患」という用語は、生物にとって異常であると考えることのできる、任意の状態（
ｓｔａｔｅ）、状態（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ）、または特徴を指す。疾患は、医学的状態で
ありうる。疾患は、障害でありうる。疾患は、一連の症状と関連しうる。疾患は、伝染性
でありうる。疾患は、非伝染性でありうる。一部の実施形態では、疾患という用語はまた
、疾患または前疾患の危険性因子も含む。
【００８３】
　疾患は、慢性でありうる。疾患は、急性でありうる。疾患は、再燃する場合もあり、再
発する場合もある。一部の実施形態では、本明細書で提示される方法、デバイス、および
システムにより、疾患状態、例えば、疾患の活性相または疾患と関連するウイルス負荷の
量を検出することができる。一部の実施形態では、ウイルスにより引き起こされる疾患は
、ＨＩＶ／ＡＩＤＳ、マラリア、麻疹、下痢性疾患、および呼吸器感染を含む。
【００８４】
　疾患は、遺伝子疾患でありうる。遺伝子疾患は、単一の遺伝子と関連しうる。遺伝子疾
患は、複数の遺伝子と関連しうる。遺伝子障害は、一塩基多型と関連しうる。遺伝子障害
のいくつかの非限定的な例は、以下を含む。
【００８５】
　本発明に従い検査されうる遺伝子疾患は、２１－ヒドロキシラーゼ欠損症、ＡＢＣＣ８
関連高インスリン症、ＡＲＳＡＣＳ、軟骨無形成症、色盲、アデノシン一リン酸デアミナ
ーゼ１、神経障害を伴う脳梁無発生、アルカプトン尿症、アルファ－１－アンチトリプシ
ン欠損症、アルファ－マンノシドーシス、アルファ－サルコグリカン異常症、アルファ－
サラセミア、アルツハイマー病、１型アンジオテンシンＩＩ受容体、アポリポタンパク質
Ｅ遺伝子型判定、アルギニノコハク酸尿症、アスパルチルグルコサミン尿症（Aspartylgl
ycosaminuria）、ビタミンＥ欠損症を伴う運動失調症、毛細血管拡張性運動失調症、１型
自己免疫性多腺性内分泌障害症候群、ＢＲＣＡ１遺伝性乳がん／卵巣がん、ＢＲＣＡ２遺
伝性乳がん／卵巣がん、バルデー－ビードル症候群、ベスト病（卵黄様黄斑変性症）、ベ
ータ－サルコグリカン異常症、ベータ－サラセミア、ビオチニダーゼ欠損症、ブラウ症候
群、ブルーム症候群、ＣＦＴＲ関連障害、ＣＬＮ３関連ニューロンセロイド脂褐素症、Ｃ
ＬＮ５関連ニューロンセロイド脂褐素症、ＣＬＮ８関連ニューロンセロイド脂褐素症、カ
ナバン病、カルニチンパルミトイルトランスフェラーゼＩＡ欠損症、カルニチンパルミト
イルトランスフェラーゼＩＩ欠損症、軟骨毛髪形成不全症、脳海綿状血管腫、先天性脈絡
膜欠如、コーエン症候群、先天性白内障、顔面異形症および神経障害、Ｉａ型先天性グリ
コシル化異常症、Ｉｂ型先天性グリコシル化異常症、フィンランド型先天性ネフローゼ、
クローン病、シスチン蓄積症、ＤＦＮＡ９（ＣＯＣＨ）、糖尿病および聴力低下、早期発
症原発性ジストニア（ＤＹＴ１）、ヘルリッツ－ピアソン型接合部型表皮水疱症、ＦＡＮ
ＣＣ関連ファンコーニ貧血症、ＦＧＦＲ１関連頭蓋骨癒合症、ＦＧＦＲ２関連頭蓋骨癒合
症、ＦＧＦＲ３関連頭蓋骨癒合症、因子Ｖライデン型血栓性素因、因子Ｖ　Ｒ２突然変異
血栓性素因、因子ＸＩ欠損症、因子ＸＩＩＩ欠損症、家族性腺腫様ポリープ、家族性自律
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神経失調症、Ｂ型家族性高コレステロール血症、家族性地中海熱、遊離シアル酸蓄積障害
、パーキンソン病を伴う前頭側頭型認知症１７、フマラーゼ欠損症、ＧＪＢ２関連ＤＦＮ
Ａ３による非症候群性聴力低下および難聴、ＧＪＢ２関連ＤＦＮＢ１による非症候群性聴
力低下および難聴、ＧＮＥ関連ミオパチー、ガラクトース血症、ゴーシェ病、グルコース
－６－リン酸デヒドロゲナーゼ欠損症、１型グルタル酸血症、Ｉａ型糖原病、Ｉｂ型糖原
病、π型糖原病、ＨＩ型糖原病、Ｖ型糖原病、グラシル症候群、ＨＦＥ関連遺伝性ヘモク
ロマトーシス、ハイダーＡＩＭ、ヘモグロビンＳベータ－サラセミア、遺伝性フルクトー
ス不耐症、遺伝性膵炎、遺伝性チミン－ウラシル尿症、ヘキソサミニダーゼＡ欠損症、２
型発汗性外胚葉異形成、シスタチオニンベータシンターゼ欠損症により引き起こされるホ
モシスチン尿症、１型高カリウム血性周期性四肢麻痺、高オルニチン血症－高アンモニア
血症－ホモシトルリン尿症症候群、高シュウ酸尿症、原発性１型高シュウ酸尿症、原発性
２型低軟骨形成症、１型低カリウム血性周期性四肢麻痺、２型低カリウム血性周期性四肢
麻痺、低ホスファターゼ症、乳児ミオパチーおよび乳酸性アシドーシス（致死性形態およ
び非致死性形態）、イソ吉草酸血症、クラッベ病、ＬＧＭＤ２Ｉ、レーバー遺伝性視神経
委縮症、フランス－カナダ型リー症候群、長鎖３－ヒドロキシアシル－ＣｏＡデヒドロゲ
ナーゼ欠損症、ＭＥＬＡＳ、ＭＥＲＲＦ、ＭＴＨＦＲ欠損症、ＭＴＨＦＲ熱不安定性変異
体、ＭＴＲＮＲ１関連聴力低下および難聴、ＭＴＴＳ１関連聴力低下および難聴、ＭＹＨ
関連ポリープ症、ＩＡ型メープルシロップ尿症、ＩＢ型メープルシロップ尿症、マキュー
ン－オルブライト症候群、中鎖アシル－コエンザイムＡデヒドロゲナーゼ欠損症、皮質下
嚢胞を伴う巨脳性白質脳症、異染性白質ジストロフィー、ミトコンドリア性心筋症、ミト
コンドリア性ＤＮＡ関連リー症候群およびＮＡＲＰ、ＩＶ型ムコ脂質症、Ｉ型ムコ多糖症
、ＩＨＡ型ムコ多糖症、Ｖπ型ムコ多糖症、２型多発性内分泌腫瘍症、筋眼脳病、ネマリ
ンミオパチー、神経学的表現型、スフィンゴミエリナーゼ欠損に起因するニーマン－ピッ
ク病、Ｃ１型ニーマン－ピック病、ナイミーヘン染色体不安定症候群、ＰＰＴ１関連ニュ
ーロンセロイド脂褐素症、ＰＲＯＰ１関連脳下垂体ホルモン欠損症、パリスター－ホール
症候群、先天性パラミオトニア、ペンドレッド症候群、ペルオキシソーム二官能性酵素欠
損症、広汎性発達障害、フェニルアラニンヒドロキシラーゼ欠損症、プラスミノーゲン活
性化因子阻害剤Ｉ、常染色体劣性多発性嚢胞腎、プロトロンビンＧ２０２１０Ａ血栓性素
因、偽性ビタミンＤ欠乏性くる病、濃化異骨症、常染色体劣性ボスニア型網膜色素変性、
レット症候群、１型肢根型点状軟骨異形成症、短鎖アシル－ＣｏＡデヒドロゲナーゼ欠損
症、シュバッハマン－ダイアモンド症候群、シェーグレン－ラルソン症候群、スミス－レ
ムリ－オピッツ症候群、１３型痙性対麻痺、硫酸イオントランスポーター関連骨軟骨異形
成症、ＴＦＲ２関連遺伝性ヘモクロマトーシス、ＴＰＰ１関連ニューロンセロイド脂褐素
症、致死性骨異形成症、トランスサイレチンアミロイドーシス、三官能性タンパク質欠損
症、チロシンヒドロキシラーゼ欠損性ＤＲＤ、Ｉ型チロシン血症、ウィルソン病、Ｘ連鎖
若年性網膜分離症およびツェルウェガー症候群スペクトルを含むがこれらに限定されない
。
【００８６】
　本明細書では、試料の解析に関する方法、デバイス、およびシステムが開示される。試
料は、患者または人から得ることができ、血液、糞便、尿、唾液、または他の体液を含む
。食物試料もまた、解析することができる。試料は、生物を潜在的に含む任意の組成物で
ありうる。試料は、核酸、例えば、疾患または生物に関する核酸を潜在的に含む任意の組
成物でありうる。試料は、疾患に関する物質を含む任意の組成物でありうる。試料の供給
源は、地熱地域および熱水地域、酸性土壌、硫気孔（sulfotara）および泥間欠泉（ｂｏ
ｉｌｉｎｇ　ｍｕｄ　ｐｏｔ、ｂｏｉｌｉｎｇ　ｍｕｄ　ｐｏｏｌ）、酵素が中性～アル
カリ性である温泉および間欠泉（ｇｅｙｓｅｒ）、海洋放線菌、後生動物、内共生物およ
び外共生物、熱帯土壌、温帯土壌、乾燥地土壌、堆肥集積物（ｃｏｍｐｏｓｔ　ｐｉｌｅ
、ｍａｎｕｒｅ　ｐｉｌｅ）、海底堆積物、淡水堆積物、水濃縮物、過塩性極低温海氷、
極地ツンドラ、サルガッソ海水、外遠洋水、海雪、微生物マット（鯨骨生物群集、湧水、
および熱水噴出孔など）、昆虫および線虫、腸管微生物叢、内生植物、着生水試料、工業
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用地内濃縮物および生息地外濃縮物を含むがこれらに限定されない。加えて、試料は、真
核生物、原核生物、粘液細菌（エポチロン）、大気、水、堆積物、土壌、または岩石、植
物試料、食物試料、消化管試料、唾液試料、血液試料、汗液試料、尿試料、脊髄液試料、
組織試料、膣内スワブ、糞便試料、羊水試料、指紋、咳によりもたらされる飛沫を含む飛
沫、皮膚試料、生検に由来する組織を含む組織、および／または口腔内洗浄液試料から単
離することもできる。
【００８７】
　試料は、試料回収コンテナー内に回収することができる。一部の実施形態では、試料回
収コンテナーを、検出されうる情報でコード化する。例えば、検出器は、バーコードを認
識しうる。バーコードは、どこで試料を回収したのか、または何から個々の試料を回収し
たのかについての情報を有しうる。検出器は、この情報を採取し、試料に関して作成され
たデータを処理または伝送するのに使用する。例えば、カメラ電話機は、試料回収コンテ
ナーの写真を撮影しうる。カメラ電話機は、患者を同定する、コンテナー上のバーコード
を認識しうる。次いで、カメラ電話機は、試料に関して作成されたデータを、試料を得た
患者へと連関させうる。次いで、連関させたデータは、患者または患者の内科医へと伝送
することができる。一部の実施形態では、単一の画像を、試料回収コンテナーおよび試料
解析ユニットについて作成する。
【００８８】
　一部の実施形態では、本発明の方法は、対象から試料を得るステップを含む。対象が試
料を得ることもでき、医療従事者が試料を得ることもできる。医療従事者の例は、内科医
、救急医療技師、看護師、ファーストレスポンダー、心理士、理学療法士、看護従事者、
外科医、歯科医、および他の任意の医療従事者を含むがこれらに限定されない。試料は、
任意の体液、例えば、羊水、体液、胆汁、リンパ、母乳、間質液、血液、血漿、耳垢（ｃ
ｅｒｕｍｅｎ（ｅａｒｗａｘ））、カウパー腺液（尿道球腺液）、乳糜、糜粥、膣液、経
血、粘液、唾液、尿、吐瀉物、涙液、膣分泌液、汗液、血清、精液、皮脂、膿、腹水、脳
脊髄液、滑液、細胞内液、および硝子体液から得ることができる。例えば、試料は、医療
従事者が、シリンジなどにより、対象から血液を採取する、採血により得る。次いで、体
液を調べ、バイオマーカーの存在度を決定することができる。本明細書ではまたバイオマ
ーカーとも称する生物学的マーカーは、本発明に従い限定なしに述べると、薬物、プロド
ラッグ、薬剤、薬物代謝物、発現したタンパク質および細胞内マーカー、抗体、血清タン
パク質、コレステロール、多糖、核酸、生物学的解析物、バイオマーカー、遺伝子、タン
パク質、もしくはホルモン、またはこれらの任意の組合せなどのバイオマーカーを含む。
分子レベルでは、バイオマーカーは、ポリペプチド、糖タンパク質、多糖、脂質、核酸、
およびこれらの組合せでありうる。
【００８９】
　本明細書では、試料を解析するために光源を援用しうる方法、デバイス、およびシステ
ムが開示される。光源は、可視光スペクトル内の光子を放出しうる。光源は、ＵＶスペク
トル内の光子を放出しうる。光源は、ＩＲスペクトル内の光子を放出しうる。光源は、任
意の波長の光子を放出しうる。一部の実施形態では、光源は、キセノン光源である。一部
の実施形態では、光源は、ＬＥＤである。一部の実施形態では、光源は、アーク灯ではな
い。
【００９０】
　光源は、フラッシュでありうる。フラッシュは、エアギャップフラッシュでありうる。
フラッシュは、マルチフラッシュでありうる。一部の実施形態では、マルチフラッシュを
使用して、その後の解析のための複数の画像を創出する。
【００９１】
　光源の持続時間は、短い可能性がある。短い持続時間は、例えば、約０．０００１、約
０．００１、約０．０１、約０．１、または約１秒間でありうる。
【００９２】
　光源は、不安定光をもたらしうる。不安定光は、パラメータが経時的に変化している光
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でありうる。例えば、供給源から放出される光の強度は、経時的に変化している可能性が
ある。例えば、供給源から放出される光の波長は、経時的に変化している可能性がある。
一部の実施形態では、光源が、不安定光をもたらしている間に、画像検出器により光子を
回収する。一部の実施形態では、不安定光を使用して試料をイメージングする。
【００９３】
　一部の実施形態では、光源は、安定光をもたらしうる。安定光は、パラメータが経時的
に変化していない光でありうる。例えば、安定光は、強度が経時的に著明には変化してい
ない光を発しうる。
【００９４】
　光源は、外光を含みうる。光源はまた、外光と組み合わせることもできる。一部の実施
形態では、外光は、解析前に試料に達する光子のうちの１０％未満、５％未満、１％未満
、または０．１％未満を含む。
【００９５】
　光源は、バッテリーで作動させることができる。
【００９６】
　光源を、画像センサーと接続しない場合もある。例えば、光源は、セルフォーンカメラ
上に配置されたフラッシュでありうる。一部の実施形態では、光源を、試料と画像センサ
ーとの間には配置しない。一部の実施形態では、光源を、試料に対するより画像センサー
に近接させる。一部の実施形態では、光源は、試料に対するより、少なくとも１０倍、５
０倍、または１００倍画像センサーに近接させる。
【００９７】
　光源は、データ集めの間、非安定でありうる。例えば、検出器は、光源シフトのパラメ
ータとして、光子を回収することが可能である。シフトするパラメータの例は、光の強度
または波長でありうる。パラメータは、１％、５％、１０％、２０％、３０％、４０％、
５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、または９９％を超えてシフトしうる。一例で
は、検出器は、フラッシュの間データを回収しており、フラッシュが途絶えた後までデー
タを回収している。一例では、検出器は、フラッシュが発光する前にデータを回収してお
り、フラッシュの間もデータを回収している。
【００９８】
　光源は、別個のデバイス内に含有されうる。一部の実施形態では、別個のデバイスには
、別個に電源を供給し、アッセイ帰結を視覚化するための励起光および増幅を行うための
熱の両方を供給することが可能である。いくつかの例では、デバイスは、いかなる望まし
くない外部の光も遮断するように、自己完結型でありうる。いくつかの例では、デバイス
は、試料を配置する特異的な位置および／またはホルダーを含有しうる。一例では、デバ
イスは、イメージングデバイスを配置する特異的な位置および／またはホルダーを含有し
うる。一例では、デバイスでは、例えば、ＬＥＤ、電球型蛍光灯、水銀灯、白熱灯などを
使用することができる。
【００９９】
　フィルターは、光源と試料との間に置くことができる。単一のフィルターを使用するこ
とができる。また、複数のフィルターも使用することができる。いくつかの場合には、１
または複数のフィルターを、光源へと物理的に接続する。一部の実施形態では、１または
複数のフィルターを、画像センサーへと物理的に接続する。物理的接続は、間接的である
ことが可能であり、例えば、フィルターは、画像センサーを含有するハウジングへと接続
することができる。
【０１００】
　フィルターは、バンドパスフィルターでありうる。光学バンドパスフィルターを使用し
て、例えば、スペクトルの一部を選択的に伝送しながら、他の全ての波長を除去すること
ができる。フィルターのバンド幅は、例えば、約１０００～１６５０ｎｍ、２００～４０
０ｎｍ、５００～５００ｎｍ、５００～６００ｎｍ、または２０～７０ｎｍでありうる。
フィルターは、マルチバンド蛍光バンドパスフィルターでありうる。
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【０１０１】
　フィルターは、ロングパスエッジフィルターでありうる。ロングパスエッジフィルター
は、例えば、フィルターのカットオン波長を超える波長を伝送しうる。
【０１０２】
　フィルターは、ショートパスエッジフィルターでありうる。ショートパスエッジフィル
ターは、例えば、フィルターのカットオフ波長より短い波長を伝送しうる。
【０１０３】
　フィルターは、ノッチフィルターでありうる。ノッチフィルターは、例えば、他の全て
の波長を伝送しながら、スペクトルの一部を除去しうる。
【０１０４】
　フィルターは、減光フィルターでありうる。フィルターは、イメージングフィルターで
ありうる。フィルターは、ダイクロイックフィルターまたはカラーフィルターでありうる
。例えば、ダイクロイックフィルター１Ｆ１Ｂ（Ｔｈｏｒｌａｂｓ、Ｎｅｗｔｏｎ、ＮＪ
）は、フラッシュ光源の前に置くことができる。これらのフィルターの透過率は、例えば
、３９０～４８０ｎｍに対しては＞８５％、５４０～７５０ｎｍに対しては＜１％である
ことが可能であり、カットオフは、５０５±１５ｎｍである。フィルターは、対物レンズ
へと付加することができる。例えば、Ｎｅｗｐｏｒｔ（Ｆｒａｎｋｌｉｎ、ＭＡ）製の緑
色ロングパス５ＣＧＡ－５３０フィルターは、対物レンズへと付加することができる。こ
れらのフィルターのブロッキングは、例えば、＞５ＯＤであり、かつ、５３０ｎｍを超え
る波長では、＞９０％の高透過率を示す。
【０１０５】
　試料は、コンテナー内でイメージングすることもでき、試料含有デバイス内でイメージ
ングすることもできる。試料含有デバイスは、最適なイメージング配向をもたらす幾何形
状を有しうる。一部の実施形態では、画像センサーを、試料についての可能な最良の画像
を捕捉するように、最適に位置合わせする。一部の実施形態では、画像センサーを、最適
未満で配向させる。例えば、画像センサーは、最適なアライメントに照らして傾けること
もでき、偏向させることもできる。
【０１０６】
　ソフトウェアを使用して、最適未満のアライメントの程度が、デバイスの許容範囲内に
あるのかどうかを決定することができる。例えば、最適未満で位置合わせしたデバイスの
画像を解析して、画像が、デバイスの既知の許容範囲内にあるのかどうかを決定すること
ができる。一部の実施形態では、セルフォーン、例えば、ｉＰｈｏｎｅ内の加速度計また
は重力センサーは、画像センサーのアライメントを感知し、試料に対して許容される画像
センサーのアライメントが達成された場合に、画像を収集する。一部の実施形態では、ア
ライメントは、サイズ、形状が既知であるか、またはインジケーターが既知の配向性にあ
る、試料含有デバイスの第１の画像を作成することにより決定する。次いで、デバイスは
、これらの既知のパラメータに基づき形状を計算し、決定することが可能である。次いで
、デバイスは、画像センサーが、データを作成するのに成功しうるのかどうかを決定する
ことが可能である。一部の実施形態では、これらの許容範囲を、外光量、表面、または試
料含有デバイスに従い調整することもでき、既往のイメージング試行の成功または不成功
に基づき調整することもできる。一部の実施形態では、使用者は、デバイスの許容範囲の
計算に影響を及ぼす値を入力しうる。例えば、使用者は、厳密性を増大させて、これによ
り、最適未満のアライメントに対するデバイスの許容範囲を低下させることができる。
【０１０７】
　デバイスの配向性はまた、試料含有デバイスの特性を相殺するように変化させることも
できる。例えば、一部の実施形態では、試料含有デバイスは反射性であり、画像センサー
デバイス軸に対して、約０度および／もしくは０度、約１０度および／もしくは１０度、
約２０度および／もしくは２０度、約３０度および／もしくは３０度、約４０度および／
もしくは４０度、約５０度および／もしくは５０度、または約６０度および／もしくは６
０度傾けることができる。この傾斜は、対象物への直接的な照り返しを防止し、傾斜によ
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り、直接的な反射光を側方へと進ませることが可能である。一部の実施形態では、傾斜は
、複数の平面内にある。
【０１０８】
　さらなる構成要素を付加して、最適未満のアライメントを相殺することもでき、例えば
、黒色スクリーンをデバイスの側方に付加して、フラッシュからの散乱光による、ＣＭＯ
Ｓセンサーの過飽和を阻止することができる。
【０１０９】
　このような幾何形状およびスクリーンが、上記で記載したフィルターと組み合わされる
と、約５０のシグナル対ノイズ比に達することが可能となる。シグナル対ノイズ比は、デ
バイスにより計算することができ、特定の適用に応じて、約１０、２０、３０、４０、５
０、６０、７０、８０、または９０でありうる。
【０１１０】
　一部の実施形態では、試料含有デバイスは、画像センサーと物理的に連絡していない。
例えば、画像センサーは、ハンドヘルド型でありながら、試料含有デバイスを表面上に配
置する。
【０１１１】
　一部の実施形態では、使用者へとフィードバックを施し、使用者に、画像センサーが、
イメージングを成功させるように正確に配置されていることを知らせる。例えば、電話機
ベースのカメラにより、試料または試料担体を検出し、試料または試料担体が、デバイス
の許容範囲内にある場合は、使用者へとフィードバックを施すことができる。例えば、「
準備のできた」シグナルを、使用者へと送信することができる。
【０１１２】
　試料と相互作用した光子は、画像センサーを使用して回収することができる。画像セン
サーは、１または複数のセンサーを含みうる。画像センサーは、例えば、ＣＣＤ、ＣＭＯ
Ｓ、またはＣＣＤ／ＣＭＯＳハイブリッド素子を含みうる。
【０１１３】
　デバイスは、色分解用に構成することができる。例えば、画像センサーは、複数のフィ
ルタリング処理されたピクセルを有しうる。ＣＣＤは、例えば、Ｂａｙｅｒマスクを有し
うる。Ｂａｙｅｒフィルターに対する代替法は、多様な色の改変、多様な配置の改変、お
よび色共部位サンプリング、Ｆｏｖｅｏｎ　Ｘ３センサー、またはダイクロイックミラー
など、完全に異なる技術を含む。一部の実施形態では、３つのＣＣＤデバイスは、画像セ
ンサーである。
【０１１４】
　デバイスは、１つのチャネル内の試料に由来するシグナルを記録することが可能である
。残りのチャネルは、他の目的に使用することができ、例えば、残りのチャネルは、セン
サーを横切るバックグラウンド光またはバックグラウンド光の変化を測定するのに使用す
ることができる。この第２のチャネルによる測定値は、第１の試料回収チャネルを補正す
るのに使用することができる。第３のチャネルは、さらなる補正に使用することができる
。
【０１１５】
　デバイスは、セルフォーンカメラを伴う市販のセルフォーンでありうる。例えば、デバ
イスは、ｉＰｈｏｎｅでありうる。
【０１１６】
　ディジタルカメラは、複数のピクセルから構成される画像センサーを有しうる。例えば
、カメラは、例えば、１、２、３、４、５、６、７、８、１０、１２、１４、１６、１８
、２０、２２、２６、３０、３４、３８、４０、４４、４８、５２、５６、６０、７０、
８０、９０、または１００メガピクセルを超える画像センサーを有しうる。例えば、カメ
ラは、例えば、１、２、３、４、５、６、７、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０
、２２、２６、３０、３４、３８、４０、４４、４８、５２、５６、６０、７０、８０、
９０、または１００メガピクセルを超える画像をもたらしうる。一部の実施形態では、カ
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メラは、約６メガピクセル～約２０メガピクセルの画像センサーを有しうる。一部の実施
形態では、カメラでは、４１メガピクセルのセンサーを使用することが可能である。カメ
ラでは、ピクセルサイズを１．４μｍとする４１メガピクセルのセンサーを使用すること
が可能である。
【０１１７】
　一部の実施形態では、センサーを、試料に対して移動させることができる。画像センサ
ーは、ソフトウェアを使用して、移動について補正することができる。
【０１１８】
　一部の実施形態では、カメラは、ビデオカメラである。ビデオカメラは、経時的に、複
数の画像を捕捉する。一部の実施形態では、ビデオカメラは、経時的に、複数の画像を捕
捉し、画像のサブセットが、さらなる解析に有用であることを決定する。一部の実施形態
では、ビデオカメラは、複数の画像を捕捉し、単一の画像を、さらなる解析に選択する。
選択は、使用者が行うこともできる。選択は、自動化することもできる。自動化された選
択は、画像の内容を解析することにより行うことができる。
【０１１９】
　画像センサーは、１または複数のレンズを含みうる。レンズは、消費者用のディジタル
カメラ上またはセルフォーンカメラ上で見出されることが典型的なレンズでありうる。例
えば、Ｃａｒｌ　Ｚｅｉｓｓ　Ｆ２．４の８．０２ｍｍのレンズである。いくつかの場合
には、第２のレンズを使用することができる。
【０１２０】
　画像センサーと関連するレンズの焦点距離は、１００ｃｍ未満、９０ｃｍ未満、８０ｃ
ｍ未満、７０ｃｍ未満、６０ｃｍ未満、５０ｃｍ未満、４０ｃｍ未満、３０ｃｍ未満、２
０ｃｍ未満、１０ｃｍ未満、５ｃｍ未満、または１ｃｍ未満でありうる。例えば、０．６
７倍の磁気マウント広角レンズを使用することができる。これを使用して、６．５ｃｍの
距離で試料にオートフォーカスする対物画像を得ることができる。
【０１２１】
　画像センサーは、光源と検出器との間にオフセットを有しうる。
【０１２２】
　例えば、画像センサーは、分解能を４１ＭＰとし、最大出力を３８ＭＰとし（アスペク
ト比を４：３とし）、ピクセルサイズを１．４μｍとする、Ｎｏｋｉａ　８０８　Ｐｕｒ
ｅＶｉｅｗの１／１．４インチのＣＭＯＳセンサーでありうる。
【０１２３】
　画像センサーは、消費者用のディジタルカメラまたは電話機、例えば、Ｎｏｋｉａ　Ｐ
ｕｒｅｖｉｅｗ　８０８セルフォーンでありうる。画像センサーは、消費者用のディジタ
ルポータブルコンピュータまたはディジタルタブレットでありうる。画像センサーは、ビ
デオカメラでありうる。画像センサーは、腕時計などのデバイス内に組み入れることがで
きる。画像センサーは、例えば、ｉＰｈｏｎｅ、Ｓａｍｓｕｎｇ　Ｇａｌａｘｙ、または
ＧｏＰｒｏでありうる。
【０１２４】
　オーバーサンプリング：例えば、ＰｕｒｅＶｉｅｗモードで捕捉される画像は、センサ
ーの最大分解能によるオーバーサンプリングを介して創出する。ピクセルのオーバーサン
プリングにより、多くのピクセルをビニングして、はるかに大量の有効ピクセルを創出し
、これにより、ピクセルの総感度を増大させる。
【０１２５】
　一部の実施形態では、アッセイに蛍光色素を組み入れる。蛍光色素は、核酸の存在下で
活性化させることができる。一部の実施形態では、蛍光色素を、核酸の存在下で消光させ
る。蛍光は、蛍光分子により吸収される波長の励起光をもたらす照明光源と、検出ユニッ
トとを使用して検出する。検出ユニットは、発せられたシグナルを検出する光センサー（
光電子増倍管または電荷結合素子（ＣＣＤ）アレイなど）と、励起光が光センサー出力に
組み入れられることを防止する機構（波長選択フィルターなど）とを含む。蛍光分子は、
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励起光に応答してストークスシフトした光を発し、この発せられた光は、検出ユニットに
より収集される。ストークスシフトとは、発せられた光と吸収された励起光との間の周波
数差または波長差である。蛍光色素は、増幅反応において使用される任意の色素でありう
る。蛍光色素は、一本鎖ＤＮＡに結合する色素でありうる。蛍光色素は、二本鎖ＤＮＡに
結合する色素でありうる。蛍光色素は、ＤＮＡに結合する場合もあり、ＲＮＡに結合する
場合もある。蛍光色素は、挿入色素でありうる。蛍光色素のいくつかの非限定的な例は、
例えば、アクリジン色素、シアニン色素、フッ素色素、オキサジン色素、フェナントリジ
ン色素、ローダミン色素、ＳＹＴＯ９、カルセイン、ＳＹＴＯ－１３、ＳＹＴＯ－１６、
ＳＹＴＯ－６４、ＳＹＴＯ－８２、ＹＯ－ＰＲＯ－１、ＳＹＴＯ－６０、ＳＹＴＯ－６２
、ＳＹＴＯＸ　Ｏｒａｎｇｅ、ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｉ、およびＴＯ－ＰＲＯ－３、Ｔ
ａｑＭａｎ色素、臭化エチジウム、およびＥｖａＧｒｅｅｎを含む。
【０１２６】
　一部の実施形態では、試料シグナルは、比色シグナルでありうる。試料は、例えば、核
酸が増幅されると、色を変化させうる。いくつかの場合には、反応媒体の一部は、画像セ
ンサーにより感知される比色特性を変化させうる。比色特性の変化は、試料の一部が、特
異的な核酸配列または非特異的な核酸配列の存在下で色を変化させる場合の変化でありう
る。比色特性の変化は、複数の色の比率の変化でありうる。比色特性の変化は、色の強度
の変化でありうる。一部の実施形態では、比色シグナルは、反応媒体の一部が、無色から
有色へと変化するときに検出することができる。一部の実施形態では、比色シグナルは、
反応媒体の一部が、１つの色から別の色へと変化するときに検出することができる。色は
、赤色、青色、緑色、紫色、黄色、橙色、藍色、菫色などでありうる。対象物の色は、例
えば、対象物により吸収、反射、および放出される可視光の波長のセットでありうる。加
えて、比色シグナルは、色の強度の変化でもありうる。比色シグナルは、例えば、核酸配
列の存在下で、反応媒体の一部が、透明から不透明へと変化するときに検出することもで
き、不透明から透明へと変化するときに検出することもできる。
【０１２７】
　一部の実施形態では、反射された光子を検出することもできる。一部の実施形態では、
放出された光子を検出することもできる。一部の実施形態では、反射された光子と放出さ
れた光子との組合せを検出する。
【０１２８】
　マルチプレックスシグナル検出には、同じ容量内で多くのシグナルの増幅を識別する能
力のほか、異なる容量に由来する異なるシグナルを識別する能力もあることが確認される
。
【０１２９】
　電気化学発光（ＥＣＬ）では、援用されるＥＣＬ分子種の発光波長に対して高感度な光
センサーを使用して検出する。例えば、遷移金属－配位子複合体可視光波長の光を放出す
るので、従来の発光ダイオードおよびＣＣＤを、光センサーとして援用する。ＥＣＬの利
点は、外光を除去すれば、ＥＣＬ発光を、検出システム内に存在する唯一の光とすること
ができ、これにより、感度を改善することができる。
【０１３０】
　一部の実施形態では、電気化学発光ベースのアッセイによる標的の検出により、励起光
源、励起光学素子、および／または光学フィルターエレメントに対する必要が除去または
軽減され、より小型でより廉価なアッセイシステムがもたらされる。また、任意の励起光
の除去に対する要求が存在しないことにより、検出器回路も簡略化され、システムはより
廉価となる。
【０１３１】
　核酸は、試料から検出することができる。一部の実施形態では、例えば、セルフォーン
カメラを使用して、ロードされ、ＳｌｉｐＣｈｉｐデバイス上にある試料中の対象の核酸
を検出することができる。
【０１３２】
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　本明細書で互換的に使用される「核酸」および「核酸分子」という用語は、ヌクレオチ
ド、すなわち、リボヌクレオチド、デオキシリボヌクレオチド、またはこれらの両方を含
む分子を指す。用語は、リボヌクレオチドおよびデオキシリボヌクレオチドの単量体と、
ポリマーの場合は、５’－３’連結を介して、リボヌクレオチドおよび／またはデオキシ
リボヌクレオチドを併せて接続したポリマーとを含む。しかし、連結は、例えば、５’－
２’連結を含む核酸を含む、核酸合成技術で公知の連結のうちのいずれかを含みうる。核
酸分子内で使用されるヌクレオチドは、自然発生の場合もあり、自然発生の塩基対との塩
基対関係を形成することが可能な合成により作製された類似体の場合もある。塩基対関係
を形成することが可能な非自然発生塩基の例は、アザピリミジン類似体およびデアザピリ
ミジン類似体、アザプリン類似体およびデアザプリン類似体、ならびに他の複素環塩基類
似体を含むがこれらに限定されず、この場合、プリン環およびピリミジン環の炭素原子お
よび窒素原子のうちの１または複数が、例えば、酸素、硫黄、セレニウム、リンなどのヘ
テロ原子により置換されている。
【０１３３】
　本明細書で使用される「オリゴヌクレオチド」という用語は、複数のヌクレオチドを含
む核酸分子を指す。オリゴヌクレオチドは、約２～約３００ヌクレオチドを含みうる。
【０１３４】
　本明細書で使用される「修飾オリゴヌクレオチド」という用語は、塩基、糖部分、ヌク
レオシド間のリン酸連結のほか、ジアミン、コレステロールもしくは他の親油性基などの
置換基を付加した分子、またはこれらの部位における修飾の組合せの全てまたはこれらの
うちのいずれかの天然分子構造の分子レベルにおいて１または複数の化学修飾を伴うオリ
ゴヌクレオチドを指す。ヌクレオシド間のリン酸連結は、ホスホジエステル連結、ホスホ
トリエステル連結、ホスホルアミデート連結、シロキサン連結、カーボネート連結、カル
ボキシメチルエステル連結、アセトアミデート連結、カルバメート連結、チオエーテル連
結、架橋ホスホルアミデート連結、架橋メチレンホスホン酸連結、ホスホロチオエート連
結、メチルホスホン酸連結；ホスホロジチオエート連結、架橋ホスホロチオエート連結、
および／またはスルホンヌクレオチド間連結、または３’－３’連結、５’－２’連結、
もしくは５’－５’連結、およびこのような類似の連結の組合せ（混合骨格修飾オリゴヌ
クレオチドを作製する）でありうる。修飾は、内部修飾（単一修飾または反復修飾）の場
合もあり、オリゴヌクレオチド分子の末端（複数可）における修飾の場合もあり、アミノ
基と末端のリボース、デオキシリボースとの間の炭素残基の数を変化させるコレステリル
化合物、ジアミン化合物など、分子への、ヌクレオシド間のリン酸連結の付加、および対
向鎖または会合した酵素もしくは他のタンパク質を切断するリン酸修飾、あるいは、対向
鎖または会合した酵素もしくは他のタンパク質へと架橋するリン酸修飾を含みうる。リボ
ース－ジアルデヒドなどの求電子基であれば、このようなタンパク質のリシル残基のイプ
シロンアミノ基と共有結合的に連結しうるであろう。オリゴマーへとテザリングされたｎ
－エチルマレイミドなどの求核基であれば、ｍＲＮＡの５’端または別の求電子部位に共
有結合的に接合しうるであろう。「修飾オリゴヌクレオチド」という用語はまた、それら
のうちのいずれかを５’－３’連結を介して併せて接続した、２’置換されたリボヌクレ
オチド単量体または２’置換されたデオキシリボヌクレオチド単量体などの糖部分に対す
る修飾を含むオリゴヌクレオチドも含む。修飾オリゴヌクレオチドはまた、ＰＮＡまたは
モルホリノ修飾骨格も含むことが可能であり、この場合、配列の標的特異性が維持される
。本発明の修飾オリゴヌクレオチドは、（１）自然発生のオリゴヌクレオチド構造を有さ
ず、（２）天然オリゴヌクレオチドとハイブリダイズするであろう。さらに、修飾は、天
然オリゴヌクレオチドと比較した、（３）結合アフィニティーの増大、（４）酸耐性の増
大、および（５）酵素による消化に対する安定性の増大ももたらすことが好ましい。
【０１３５】
　本明細書で使用される「オリゴヌクレオチド骨格」という用語は、分子内のヌクレオチ
ドを連結する化学的部分の構造を指す。本発明は、自然発生の骨格とは異なり、天然オリ
ゴヌクレオチドが、塩基とハイブリダイズすることを可能とするように、塩基を正確な配
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列順序で保持し、（２）塩基を互いの間で正確な距離に保持することをさらに特徴とする
骨格を含むことが好ましい。これは、ヌクレオチドを化学的に連結する、任意の全ての手
段から形成される構造を含みうる。本明細書で使用される修飾骨格は、ヌクレオチドの間
の化学的連結に対する修飾（天然の連結に対する）のほか、糖構造に対する修飾など、安
定性およびアフィニティーを増強するのに使用しうる他の修飾も含む。例えば、デオキシ
リボースのａ－アノマーを使用することができ、この場合、塩基を、天然のｂ－アノマー
に対して逆行させる。好ましい実施形態では、糖基の２’－ＯＨを、アフィニティーを損
なうことなく、分解に対する耐性をもたらす、２’－Ｏ－アルキルまたは２’－Ｏ－アル
キル－ｎ（Ｏ－アルキル）へと変化させることができる。
【０１３６】
　核酸は、解析の前に抽出することができる。核酸を抽出するのに使用される正確なプロ
トコールは、試料および実施される正確なアッセイに依存する。例えば、ウイルスＲＮＡ
を抽出するためのプロトコールは、ゲノムＤＮＡを抽出するプロトコールとは大幅に異な
るであろう。しかし、核酸を標的細胞から抽出することは通例、細胞溶解ステップに続い
て、核酸精製を伴う。細胞溶解ステップは、細胞膜および核膜を破壊し、遺伝子材料を放
出する。これは、細胞内に存在する大量のタンパク質もまた変性させる、ドデシル硫酸ナ
トリウムなどの溶解洗浄剤を使用して達成されることが多い。
【０１３７】
　次いで、氷冷エタノールまたはイソプロパノールが通例のアルコール沈殿ステップによ
り、または高濃度のカオトロピック塩の存在下にあるカラム内のシリカマトリックス上、
樹脂上、または常磁性ビーズ上であることが典型的な固相精製ステップを介して核酸を精
製してから、洗浄し、次いで、イオン強度の低い緩衝液中で溶出させる。核酸沈殿の前の
任意選択のステップは、試料をさらに精製するための、タンパク質を消化するプロテアー
ゼの添加である。
【０１３８】
　他の溶解法は、超音波振動を介する機械的溶解、および試料を９４℃まで加熱して、細
胞膜を破壊する熱溶解を含む。
【０１３９】
　標的ＤＮＡまたは標的ＲＮＡは、特に、標的が病原性由来の標的である場合には、抽出
された材料内に極めて少量で存在しうる。核酸増幅は、低濃度で存在する特異的な標的を
、検出可能なレベルまで選択的に増幅する（すなわち、複製する）ことを可能とする。
【０１４０】
　一部の実施形態では、アッセイは、増幅反応アッセイである。一部の実施形態では、セ
ルフォーンカメラを使用して、増幅された核酸を、ＳｌｉｐＣｈｉｐデバイス上で検出す
る。
【０１４１】
　最も一般に使用される核酸増幅法は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）である。増幅反
応アッセイは、ＰＣＲでありうる。当技術分野では、ＰＣＲが周知であり、この種の反応
についての包括的な記載は、E.　van　Pelt-Verkuilら、「Principles　and　Technical
　Aspects　of　PCR　Amplification」、Springer、２００８年において提示されている
。
【０１４２】
　ＰＣＲは、バックグラウンドの複合ＤＮＡに対して、標的ＤＮＡ配列を増幅する強力な
技法である。ＲＮＡを増幅する（ＰＣＲにより）場合は、まず逆転写酵素と呼ばれる酵素
を使用して、ＲＮＡを、ｃＤＮＡ（相補的ＤＮＡ）へと転写しなければならない。その後
、結果として得られるｃＤＮＡを、ＰＣＲにより増幅する。
【０１４３】
　ＰＣＲとは、反応を持続させるための条件が許容可能である限りにおいて進行する指数
関数的工程である。反応成分は、
１．プライマー対：標的配列を挟む領域と相補的な約１０～３０ヌクレオチドを伴う、短
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い一本鎖のＤＮＡ
２．ＤＮＡポリメラーゼ：ＤＮＡを合成する熱安定性の酵素
３．デオキシリボヌクレオシド三リン酸（ｄＮＴＰ）：新たに合成されるＤＮＡ鎖へと組
み込まれるヌクレオチドをもたらす
４．緩衝液：ＤＮＡを合成するのに最適な化学的環境をもたらす
である。
【０１４４】
　ＰＣＲを使用する実施形態では、反応成分は、試料に接触させることができる。反応成
分は、試料を保持するコンテナーへと添加することができる。反応成分は、コンテナー内
に存在させ、試料を添加することができる。一部の実施形態では、キットは、ＰＣＲ反応
の成分を保持する複数の小型コンテナー、少なくとも１つのコンテナーを含みうる。キッ
トは、ＳｌｉｐＣｈｉｐおよび反応成分を含みうる。
【０１４５】
　ＰＣＲは、抽出された核酸を含有する小型試験管（約１０～５０マイクロリットル）内
にこれらの反応物質を入れるステップを伴うことが典型的である。試験管を、多様な量の
時間にわたり、反応を一連の異なる温度下に置く計器である、サーマルサイクラー内に入
れる。各熱サイクルのための標準的プロトコールは、変性相、アニーリング相、および伸
長相を伴う。伸長相は、時にプライマー伸長相とも称される。このような３ステップのプ
ロトコールに加えて、アニーリング相と伸長相とを組み合わせた、２ステップの加熱プロ
トコールを援用することもできる。変性相は、反応温度を、９０～９５℃まで上昇させて
、ＤＮＡ鎖を変性させるステップと；アニーリング相では、プライマーをアニールさせる
ために、温度を約５０～６０℃まで低下させるステップと；次いで、伸長相では、プライ
マーを伸長させるために、温度を最適なＤＮＡポリメラーゼ活性温度である６０～７２℃
まで上昇させるステップとを伴うことが典型的である。この工程は、約２０～４０回にわ
たり周期的に反復し、最終結果は、何百万コピーにも及ぶ、プライマー間の標的配列の創
出である。
【０１４６】
　増幅反応アッセイは、ＰＣＲの変化形でありうる。増幅反応アッセイは、とりわけ、分
子的診断法のために開発された、マルチプレックスＰＣＲ、リンカープライミングＰＣＲ
、直接的ＰＣＲ、タンデムＰＣＲ、リアルタイムＰＣＲ、および逆転写酵素ＰＣＲなど、
標準的ＰＣＲプロトコールに対する変化形の群から選択することができる。
【０１４７】
　増幅反応アッセイは、マルチプレックスＰＣＲでありうる。マルチプレックスＰＣＲで
は、単一のＰＣＲ混合物内で複数のプライマーセットを使用して、異なるＤＮＡ配列に特
異的な、多様なサイズの単位複製配列を作製する。複数の遺伝子を同時にターゲティング
することにより、他のアッセイなら複数の実験を要求する単一の検査ランからさらなる情
報を得ることができる。
【０１４８】
　一部の実施形態では、例えば、複数のプライマーセットを反応混合物に添加し、各プラ
イマーセットにより、それらの指定された標的を同じ容量内で増幅する、マルチプレック
スＰＣＲ反応を実施する。他の実施形態では、試料を、複数の小容量へと分け、そこへ、
単一のプライマーセットを導入する。
【０１４９】
　増幅反応アッセイは、ライゲーションアダプターＰＣＲとしてもまた公知のリンカープ
ライミングＰＣＲでありうる。リンカープライミングＰＣＲとは、標的特異的プライマー
に対する必要を伴わずに、複合ＤＮＡ混合物中の本質的に全てのＤＮＡ配列の核酸増幅を
可能とするのに使用される方法である。方法はまず、標的ＤＮＡ集団を、適切な制限エン
ドヌクレアーゼ（酵素）で消化するステップを伴う。次いで、リガーゼ酵素を使用して、
適切な突出端を伴う二本鎖オリゴヌクレオチドリンカー（また、アダプターとも呼ばれる
）を、標的ＤＮＡ断片の末端へとライゲーションする。その後、リンカー配列に特異的な
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オリゴヌクレオチドプライマーを使用して、核酸増幅を実施する。このようにして、リン
カーオリゴヌクレオチドにより挟まれるＤＮＡ供給源の全ての断片を増幅することができ
る。
【０１５０】
　増幅反応アッセイは、直接的ＰＣＲでありうる。直接的ＰＣＲでは、いかなる核酸抽出
も伴わずに、または最小限の核酸抽出を伴って、試料に対してＰＣＲを直接実施するシス
テムが記載される。適切な化学反応および試料濃度により、最小限のＤＮＡ精製を伴うＰ
ＣＲまたは直接的ＰＣＲを実施することが可能である。直接的ＰＣＲのためのＰＣＲ化学
反応に対する調整は、緩衝液強度の増大、活性および加工性が高いポリメラーゼならびに
潜在的なポリメラーゼ阻害剤とキレートする添加剤の使用を含む。
【０１５１】
　増幅反応アッセイは、タンデムＰＣＲでありうる。タンデムＰＣＲでは、核酸増幅の２
つの異なるラウンドを活用して、正確な単位複製配列を増幅する確率を増大させる。タン
デムＰＣＲの一形態は、ＰＣＲプライマーの２つの対を使用して、単一の遺伝子座を、核
酸増幅の個別のラウンドで増幅する、ネステッドＰＣＲである。増幅反応アッセイは、ネ
ステッドＰＣＲでありうる。第１のプライマー対は、標的核酸配列の外側の領域で、核酸
配列とハイブリダイズする。増幅の第２ラウンドで使用される第２のプライマー対（ネス
テッドプライマー）は、第１のＰＣＲ産物内で結合し、標的核酸を含有する第２のＰＣＲ
産物であって、第１のＰＣＲ産物より短鎖である可能性がある第２のＰＣＲ産物をもたら
す。この戦略の背後にある論理は、核酸増幅の第１のラウンドにおいて、誤って不適切な
遺伝子座を増幅した場合、それが、第２のプライマー対により、２回目にもまた増幅され
る確率は極めて低く、したがって、特異性が増大することである。
【０１５２】
　増幅反応アッセイは、リアルタイムＰＣＲでありうる。増幅反応アッセイは、定量的Ｐ
ＣＲでありうる。リアルタイムＰＣＲまたは定量的ＰＣＲは、ＰＣＲ産物の量をリアルタ
イムで測定するのに使用する。フルオロフォア含有プローブまたは蛍光色素を、反応にお
いて、一連の基準物質と共に使用することにより、試料中の核酸の出発量を定量化するこ
とが可能である。これは、処置の選択肢が試料中の病原体負荷に応じて異なりうる、分子
的診断法において特に有用である。
【０１５３】
　増幅反応アッセイは、逆転写酵素ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）でありうる。逆転写酵素ＰＣ
Ｒ（ＲＴ－ＰＣＲ）は、ＤＮＡをＲＮＡから増幅するのに使用する。逆転写酵素とは、Ｒ
ＮＡを、相補的ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）へと逆転写し、次いで、これをＰＣＲにより増幅する
酵素である。ＲＴ－ＰＣＲを、発現プロファイリングにおいて使用して、遺伝子の発現を
決定するか、または転写開始部位および転写終結部位を含むＲＮＡ転写物の配列を同定す
ることができる。ＲＴ－ＰＣＲは、ヒト免疫不全ウイルスまたはＣ型肝炎ウイルスなどの
ＲＮＡウイルスを増幅するのに使用することができる。
【０１５４】
　増幅反応アッセイは、等温アッセイでありうる。等温増幅とは、増幅反応時において、
標的ＤＮＡの熱変性に依拠せず、このため、洗練された機構を要求しない、核酸増幅の別
の形態である。したがって、等温核酸増幅法は、旧式の施設で実行することもでき、検査
室環境の外で容易に行うこともできる。等温核酸増幅法の非限定的なリストは、例えば、
鎖置換増幅、転写媒介増幅、核酸配列ベース増幅、リコンビナーゼポリメラーゼ増幅、ロ
ーリングサークル増幅、分岐増幅、ヘリカーゼ依存等温ＤＮＡ増幅、およびループ媒介等
温増幅である。
【０１５５】
　等温核酸増幅法は、例えば、特異的な制限エンドヌクレアーゼによるＤＮＡ分子の酵素
的ニッキング、一定温度においてＤＮＡ鎖を分離する酵素の使用、または増幅時において
作り出される一本鎖セグメントなどの代替法に依拠しうる。
【０１５６】
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　増幅反応アッセイは、鎖置換増幅（ＳＤＡ）でありうる。鎖置換増幅（ＳＤＡ）は、半
修飾ＤＮＡの非修飾鎖をニッキングする、ある種の制限酵素の能力、および伸長し、下流
鎖を置換する、５’－３’エクソヌクレアーゼ欠損ポリメラーゼの能力に依拠しうる。次
いで、センス反応に由来する鎖置換が、アンチセンス反応のための鋳型として使用される
、センス反応とアンチセンス反応とのカップリングにより、指数関数的核酸増幅を達成す
ることができる。例えば、Ｎ．Ａｌｗ１、Ｎ．ＢｓｔＮＢ１、およびＭｌｙ１など、従来
の様式ではＤＮＡを切断せず、ＤＮＡ鎖のうちの１つに対してニッキングを施すニカーゼ
酵素を、この反応において使用することができる。ＳＤＡは、熱安定性制限酵素（Ａｖａ
１）と熱安定性エクソポリメラーゼ（Ｂｓｔポリメラーゼ）との組合せを使用することに
より改善されている。この組合せは、この技法を使用して、固有の単一のコピー分子を増
幅することが可能であるように、１０８倍の増幅から１０１０倍の増幅へと、反応の増幅
効率を増大させることが示されている。
【０１５７】
　増幅反応アッセイは、転写媒介増幅（ＴＭＡ）でありうる。増幅反応アッセイは、核酸
配列ベース増幅（ＮＡＳＢＡ）でもありうる。転写媒介増幅（ＴＭＡ）および核酸配列ベ
ース増幅（ＮＡＳＢＡ）では、ＲＮＡポリメラーゼを使用して、対応するゲノムＤＮＡで
はなく、ＲＮＡ配列をコピーすることが可能である。これらの技術では、２つのプライマ
ーおよび２つまたは３つの酵素、ＲＮＡポリメラーゼ、逆転写酵素、および任意選択で、
ＲＮアーゼＨ（逆転写酵素がＲＮアーゼ活性を有さない場合）を使用することが可能であ
る。１つのプライマーは、ＲＮＡポリメラーゼに対するプロモーター配列を含有しうる。
核酸増幅の第１のステップでは、このプライマーは、規定された部位において、標的のリ
ボソームＲＮＡ（ｒＲＮＡ）とハイブリダイズする。逆転写酵素は、プロモータープライ
マーの３’端からの伸長により、標的であるｒＲＮＡのＤＮＡコピーを創出しうる。結果
として得られるＲＮＡ：ＤＮＡ二重鎖内のＲＮＡは、存在する場合の逆転写酵素またはさ
らなるＲＮアーゼＨのＲＮアーゼ活性により分解することができる。次に、第２のプライ
マーは、ＤＮＡコピーに結合する。新たなＤＮＡ鎖は、逆転写酵素により、このプライマ
ーの末端から合成し、二本鎖ＤＮＡ分子を創出する。ＲＮＡポリメラーゼは、ＤＮＡ鋳型
内のプロモーター配列を認識し、転写を開始する。新たに合成されたＲＮＡ単位複製配列
の各々は、工程に再度入り、新たな複製ラウンドのための鋳型として用いられる。
【０１５８】
　増幅反応アッセイは、リコンビナーゼポリメラーゼ増幅（ＲＰＡ）でありうる。リコン
ビナーゼポリメラーゼ増幅（ＲＰＡ）では、対向するオリゴヌクレオチドプライマーを、
鋳型ＤＮＡへと結合させ、ＤＮＡポリメラーゼを介してそれらを伸長させることにより、
特異的なＤＮＡ断片の等温増幅を達成する。二本鎖ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）鋳型を変性させ
るのに、熱が常に要求されるわけではない。そうではなく、ＲＰＡは、リコンビナーゼ－
プライマー複合体を援用して、ｄｓＤＮＡを走査し、コグネイト部位における鎖交換を容
易としうる。結果として得られる構造は、置換された鋳型鎖と相互作用する一本鎖ＤＮＡ
結合性タンパク質により安定であり、これにより、分岐点移動によるプライマーの駆出を
防止する。リコンビナーゼによる脱アセンブリーは、オリゴヌクレオチドの３’端を、枯
草菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）Ｐｏｌ　Ｉ（Ｂｓｕ）の大型断片など、鎖
置換性ＤＮＡポリメラーゼへとアクセス可能とし、プライマー伸長を後続させる。この工
程の周期的反復により、指数関数的核酸増幅を達成する。
【０１５９】
　増幅反応アッセイは、ヘリカーゼ依存増幅（ＨＤＡ）でありうる。ヘリカーゼ依存増幅
（ＨＤＡ）は、それが、プライマーのハイブリダイゼーションおよびＤＮＡポリメラーゼ
によるその後のプライマー伸長のために、ＤＮＡヘリカーゼ酵素を使用して一本鎖鋳型を
作り出すという点で、ｉｎ　ｖｉｖｏ系を模倣する。ＨＤＡ反応の第１のステップでは、
ヘリカーゼ酵素は、標的ＤＮＡに沿って移動し、２つの鎖を連結する水素結合を破壊し、
次いで、これらを、一本鎖結合性タンパク質により結合させる。ヘリカーゼによる一本鎖
標的領域の曝露は、プライマーがアニールすることを可能とする。次いで、ＤＮＡポリメ
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ラーゼは、遊離デオキシリボヌクレオシド三リン酸（ｄＮＴＰ）を使用して、各プライマ
ーの３’端を伸長させて、２つのＤＮＡ複製物を作製する。２つの複製されたｄｓＤＮＡ
鎖は、ＨＤＡの次のサイクルに独立に入り、標的配列の指数関数的核酸増幅を結果として
もたらす。
【０１６０】
　増幅反応アッセイは、ローリングサークル増幅（ＲＣＡ）でありうる。他のＤＮＡベー
スの等温法は、ＤＮＡポリメラーゼにより、プライマーを環状ＤＮＡ鋳型に沿って持続的
に伸長させ、多くの繰り返しコピーの環状鎖からなる長鎖のＤＮＡ産物を作り出す、ロー
リングサークル増幅（ＲＣＡ）を含む。反応の終了時までに、ポリメラーゼにより、何千
コピーもの環状鋳型が作り出され、コピー鎖は、元の標的ＤＮＡへとテザリングされる。
これにより、標的の空間的分解能およびシグナルの迅速な核酸増幅が可能となる。最大で
１０１２コピーの鋳型を、１時間で作り出すことができる。分岐増幅は、ＲＣＡの変化形
であり、閉止した環状プローブ（Ｃプローブ：ｃｉｒｃｕｌａｒ　ｐｒｏｂｅ）またはパ
ッドロックプローブおよび加工性の高いＤＮＡポリメラーゼを活用して、等温条件下でＣ
プローブを指数関数的に増幅する。
【０１６１】
　増幅反応アッセイは、ループ媒介等温増幅（ＬＡＭＰ）でありうる。ＬＡＭＰは、高度
な選択性をもたらし、ＤＮＡポリメラーゼと、標的ＤＮＡ上で合計６つの異なる配列を認
識する４つの特別にデザインされたプライマーのセットとを援用する。標的ＤＮＡのセン
ス鎖およびアンチセンス鎖の配列を含有する内側プライマーにより、ＬＡＭＰが開始され
る。外側プライマーによりプライミングされる、後続の鎖置換ＤＮＡ合成により、一本鎖
ＤＮＡが放出される。これは、標的の他の末端とハイブリダイズする、第２の内側プライ
マーおよび外側プライマーによりプライミングされるＤＮＡ合成のための鋳型として用い
られ、これにより、ステムループＤＮＡ構造がもたらされる。その後のＬＡＭＰサイクリ
ングでは、１つの内側プライマーは、産物上のループとハイブリダイズし、置換ＤＮＡ合
成を開始し、元のステムループＤＮＡおよびステムの長さが２倍の新たなステムループＤ
ＮＡをもたらす。サイクリング反応は、１時間未満で、多くの標的コピーを蓄積させて持
続する。最終産物は、標的の複数の逆行リピートを伴うステムループＤＮＡ、および同じ
鎖内で交互に逆行させた標的のリピートの間のアニーリングにより形成された複数のルー
プを伴うカリフラワー様構造である。
【０１６２】
　一部の実施形態では、増幅は、ＨＩＶ－１ウイルス負荷を定量化するための、１ステッ
プのディジタル逆転写ループ媒介等温増幅（ｄＲＴ－ＬＡＭＰ）反応であり、全ての反応
を実施する。ＬＡＭＰは、カルセイン中のマンガンのマグネシウムによる置きかえを介し
て、明るい蛍光シグナルをもたらす。次いで、一部の実施形態では、市販のセルフォーン
カメラを使用して、この蛍光を検出およびカウントすることができる。
【０１６３】
　一部の実施形態では、増幅は、ＨＩＶ－１ウイルス負荷を定量化するための、２ステッ
プｄＲＴ－ＬＡＭＰ反応である。２ステップｄＲＴ－ＬＡＭＰでは、逆転写ステップと、
その後の増幅ステップとが切り離される。逆転写ステップでは、一本鎖ＤＮＡ鋳型または
ｃＤＮＡを、ＲＮＡから合成する。増幅ステップでは、ＬＡＭＰ試薬混合物および残りの
プライマーを添加し、ｃＤＮＡの増幅を行う。一部の実施形態では、バックワードループ
プライマー（ＢｌＰ）を、第１のステップへと組み込む。鎖置換合成（例えば、ｃＤＮＡ
の、ＲＮＡ：ｃＤＮＡハイブリッドからの放出）の速度は、第２のステップにおける増幅
に干渉しうる。一部の実施形態では、ＲＮアーゼＨを、第２のステップへと組み込み、ハ
イブリッドを解体し、効率を改善する。
【０１６４】
　増幅された産物を解析して、予測された単位複製配列（標的核酸の増幅量）が作り出さ
れたのかどうかを決定することができる。ｄＬＡＭＰおよびｄＲＴ－ＬＡＭＰを使用する
単一分子カウンティングは、等温であり、したがって、熱サイクリング装置を要求せず、
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プラスチックに適合性であり、カルセイン検出システムに由来する明色シグナルであって
、セルフォーンにより読取り可能なシグナルをもたらすため、魅力的である。一部の実施
形態では、本発明は、ｄＲＴ－ＬＡＭＰを活用するマルチステップ操作のためのプラット
フォームを提供する。一部の実施形態では、本発明を、例えば、ｄＬＡＭＰおよび他のデ
ィジタル式単一分子反応についての機構研究のための、多くの容量のパラレルなマルチス
テップ操作を可能とする技術へと適用することができる。一部の実施形態では、本発明は
、診断法適用のために、ディジタル式単一分子増幅を配備するための、資源の限られた設
定（ＲＬＳ）下で適用可能でありうる。
【０１６５】
　一部の実施形態では、援用される増幅は、例えば、水溶液、ポリマー性マトリックス、
固体支持体など、様々な異なる媒体中で施すことができる。
【０１６６】
　蛍光領域は、単一分子からの増幅産物に対応しうる。一部の実施形態では、同じ画像内
で複数の単一分子シグナルを検出し、分解する。蛍光領域を検出することができる。一部
の実施形態では、単一分子解析により、感度の向上および定量化のためのより簡便な方法
がもたらされる。一元単一分子解析は、蛍光標識化および個々の分子の検出を介して実施
することができる。従来、これらの分子のカウンティングは、煩瑣な手順となっており、
高価な顕微鏡上、極めて高倍率の小さな視野で実施しなければならず、試料全体をラスタ
ー走査する必要をもたらしている。
【０１６７】
　本明細書の工程は、バイナリー定量化と呼ぶことができる。本明細書の工程は、バイナ
リー解析と呼ぶことができる。バイナリー定量化の工程は、解析物を含有しうる試料と共
に始まる。解析物は、定量化または探索される分子、例えば、特定の核酸、例えば、特定
の核酸配列、遺伝子、またはタンパク質でありうる。試料は、多くの個別の反応容量へと
分布させることができる。一部の実施形態では、反応容量は、個別の解析領域である。一
部の実施形態では、個別の反応容量は、例えば、個別のウェル内、チャンバー内、スライ
ドの表面上のエリア内、液滴中、ビーズ内、またはアリコート中に物理的に隔てられる。
一部の実施形態では、個別の反応容量は、同じコンテナー内に入れることができる。例え
ば、解析物は、基質へと固定することもでき、ビーズへと接合することもできる。反応容
量は、ビーズ上、スライドの表面上に置くこともでき、基質へと接合させることもできる
。試料は、各個別の反応容量が、個々の解析物分子を含有しないか、または１もしくは複
数の個々の解析物分子を含有するように、多くの個別の反応容量へと分布させる。１また
は複数の分子とは、０以外の数の分子を意味する場合がある。１または複数の分子とは、
１つの分子を意味する場合がある。一部の実施形態では、１または複数の分子とは、１つ
の分子、２つの分子、３つの分子、４つの分子・・・などを意味する場合がある。一部の
実施形態では、各個別の反応容量は、ウェル内に含有される。一部の実施形態では、各反
応容量が、平均で１つ未満の個々の解析物分子を含むように、試料を分布させる。一部の
実施形態では、大半の反応容量が、解析物分子を含まないか、または１つの解析物分子を
含むように、試料を分布させる。次に、定性的な「あり、または、なし」検査を行って、
別々の陽性反応容量および陰性反応容量のパターンを読み取ることにより、各反応容量が
、１または複数の解析物分子を含有するのかどうかを決定することができる。陽性反応容
量は、１または複数の解析物分子を含有することが決定された反応容量でありうる。陽性
反応容量は、１または複数の解析物分子の存在と相関するシグナルを示すことが決定され
た反応容量でありうる。陽性反応容量は、１または複数の解析物分子の存在と相関する閾
値を上回るシグナルを示すことが決定された反応容量でありうる。一部の実施形態では、
陽性反応容量を、１、または２、３など、１の単純な倍数として定量化する一方で、陰性
反応容量は、０として定量化する。一部の実施形態では、陽性反応容量を、１として定量
化し、陰性反応容量を、０として定量化する。陰性反応容量は、解析物分子を含有しない
ことが決定された反応容量でありうる。陰性反応容量は、１または複数の解析物分子の存
在と相関するシグナルを示さない反応容量でありうる。陰性反応容量は、１または複数の
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解析物分子の存在と相関する閾値を上回るシグナルを示さない反応容量でありうる。各反
応容量の、陽性反応容量または陰性反応容量としての決定および／または指定を、バイナ
リーアッセイまたはディジタルアッセイと称することができる。この「あり、または、な
し検査」またはこれに類する検査を、バイナリーアッセイと称することができる。次いで
、どの反応容量が陰性反応容量であり、どの反応容量が陽性反応容量であるのかについて
のこの定性的解析を、ポアソン解析を使用して、試料中の解析物の定量的濃度へと変換す
ることができる。多くの反応容量の使用を介して、大きなダイナミックレンジを達成する
ことができる。サイズの異なる反応容量を有するデバイスを使用することにより、大きな
ダイナミックレンジを達成することができる。試料を、多くのウェルおよび／またはサイ
ズの異なるウェルへと分配することにより、大きなダイナミックレンジを達成することが
できる。この全体的な工程を、核酸のバイナリー定量化と呼ぶことができる。この工程を
、解析物分子のカウンティングと呼ぶことができる。一部の実施形態では、バイナリー定
量化とは、各反応容量が、０または０以外の数の解析物分子を含有するように、試料を複
数の反応容量へと分配する工程と；解析物分子に関して、どの反応容量が陽性反応容量で
あり、どの反応容量が陰性反応容量であるのかを決定および／または指定する工程と；陽
性反応容量および陰性反応容量についての情報を、試料中の解析物分子の量または濃度に
ついての情報へと変換する工程である。一部の実施形態では、解析物分子の絶対数を決定
する。一部の実施形態では、どの反応容量が陽性反応容量であり、どの反応容量が陰性反
応容量であるのかについての情報の、分子の量、絶対数、または試料中の解析物の濃度に
ついての情報への変換を、解析物のディジタル定量化と呼ぶ。一部の実施形態では、解析
物は、核酸である。一部の実施形態では、核酸のバイナリー定量化を達成する。一部の実
施形態では、核酸解析物のバイナリー定量化を決定するが、この場合、試料を、複数の反
応容量へと分配し、反応容量を、ＳｌｉｐＣｈｉｐ上に置く。
【０１６８】
　一部の実施形態では、試料中の解析物分子のバイナリー定量化は、試料を複数の反応容
量へと空間的に隔てずに達成することができる。これらの実施形態では、解析物分子を、
情報論的隔離によりカウントすることができる。一部の実施形態では、解析物分子に、情
報保有分子のプールでタグ付けするか、増幅するか、またはコピーし、増幅またはコピー
された異なる情報保有分子の数をカウントして、解析物分子の出発数の定量化を行う工程
（例えば、ＷＯ２０１２１４８４７７を参照されたい）を介して、試料中の解析物分子に
バイナリー定量化を施す。一部の実施形態では、情報保有分子は、化学的バーコードのプ
ールでありうる。一部の実施形態では、情報保有分子は、一連の核酸配列でありうる。
【０１６９】
　ディジタル解析は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、組換えポリメラーゼ増幅（ＲＰ
Ａ）、およびループ媒介増幅（ＬＡＭＰ）を、ＲＮＡ濃度またはＤＮＡ濃度を定量化する
方途として使用して達成することができる。等温化学反応を使用しうるＲＰＡおよびＬＡ
ＭＰなどの増幅は、家庭および限られた資源の設定における使用に十分に適しうる。ＬＡ
ＭＰ化学反応は特に、温度許容範囲が比較的広い可能性があり、単純で廉価な化学ベース
の加熱器および相変化材料と共に作動させることが可能であり、陽性ウェルでは蛍光を増
大させうるので、家庭用または限られた資源の設定用のプラットフォームにおける使用の
ための魅力的な候補反応である。
【０１７０】
　本明細書において、ある特定の実施形態では、モバイル通信デバイスを使用して、蛍光
パターンを解析し、情報を伝送および処理する方法のためのデバイスが記載される。この
ような能力は、ディジタル核酸増幅反応についての解析を含む多くの目的のために貴重で
ある。
【０１７１】
頑健性
　頑健性とは、反復された一連の定量的測定が、多様な実験条件下で同様な測定値のセッ
トを提示する程度でありうる。例えば、セルフォーンカメラを使用して、ＳｌｉｐＣｈｉ
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ｐ上、現実の世界において見出される様々な条件下で、同様な測定を実施するのに成功し
うる。同様な測定値は、同一な測定値でありうる。同様な測定値は、同じ診断でありうる
。同様な測定値は、同じ答えでありうる。同様な測定値とは、互いに実験誤差内の複数の
測定値を意味する場合がある。同様な測定値は、統計学的有意性を伴う一貫した帰結をも
たらしうる。同様な測定値は、数値サイズが同様でありうる、例えば、互いに５％、１０
％、１５％、２０％、２５％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０
％、１００％、２００％、１，０００％以内でありうる。頑健なアッセイは、例えば、所
与の条件のセットの下で測定された場合を、２５％、３０％、４０％、５０％、６０％、
７０％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、９９．５
％、９９．９％、９９．９９％超えることが多い、同様な測定値をもたらしうる。
【０１７２】
　異なる種類のアッセイは、頑健なアッセイでありうる。核酸増幅アッセイおよび核酸定
量化アッセイは、頑健でありうる。タンパク質、または細胞、エキソソーム、リポソーム
、細菌、ウイルスなど、他の標的を検出するアッセイは、頑健でありうる。ＬＡＭＰアッ
セイは、頑健でありうる。ＲＴ－ＬＡＭＰアッセイは、頑健でありうる。ｄＲＴ－ＬＡＭ
Ｐアッセイは、頑健でありうる。バイナリーＬＡＭＰ反応は、頑健でありうる。バイナリ
ー２ステップＬＡＭＰ反応は、頑健でありうる。ＰＣＲ反応は、頑健でありうる。ｑＰＣ
Ｒアッセイは、頑健でありうる。定量的核酸増幅反応は、頑健でありうる。定性的核酸増
幅反応は、頑健でありうる。核酸配列の増幅に基づき、健康の転帰を診断する方法は、頑
健でありうる。ＳｌｉｐＣｈｉｐ内の工程は、頑健でありうる。ＬＡＭＰ反応の後におけ
るＳｌｉｐＣｈｉｐのイメージングおよび解析は、頑健な工程でありうる。
【０１７３】
　ｄＲＴ－ＬＡＭＰの絶対効率は、ｉ）より効果的な逆転写酵素を使用し、ｉｉ）ＲＮア
ーゼＨを導入して、ＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッドを解体し、ｉｉｉ）ＲＴステップにおい
て、ＢＩＰプライマーだけを添加することにより、１０分の１を超えて、例えば、約２％
～約２８％増大させることができる。ｄＲＴ－ＬＡＭＰは、プラスチック製のＳｌｉｐＣ
ｈｉｐデバイスと適合性であることが可能であり、ＨＩＶ　ＲＮＡを定量化するのに、こ
の２ステップ方法を使用することができる。ｄＲＴ－ＬＡＭＰによる定量化結果は、いく
つかの場合には、患者のＨＩＶ　ＲＮＡの配列に対して極めて高感度であった。
【０１７４】
　アッセイは、実験変数に関して頑健でありうる。アッセイは、所与の温度範囲に関して
頑健でありうる。アッセイは、温度範囲にわたり頑健でありうる。アッセイが頑健であり
うるいくつかの非限定的な範囲は、例えば、１℃、２℃、３℃、４℃、５℃、６℃、７℃
、８℃、９℃、１０℃、１１℃、１２℃、１６℃、２０℃、２４℃、２８℃、３２℃、４
０℃、５０℃、６０℃、８０℃、１００℃、１５０℃、２００℃、２５０℃、または３０
０℃を含む。アッセイが頑健である温度範囲は、絶対温度スケール上の温度を中心としう
る。アッセイがそこまでは頑健である温度範囲の中心でありうるいくつかの非限定的な温
度は、例えば、－４０℃、－３０℃、－２０℃、－１０℃、０℃、１０℃、２０℃、室温
、２５℃、３０℃、３５℃、体温、３７℃、４０℃、４５℃、５０℃、５５℃、６０℃、
６５℃、７０℃、８０℃、９０℃、１００℃、１１０℃、１５０℃、または２００℃を含
む。一部の実施形態では、バイナリーＬＡＭＰアッセイを使用して、試料中の核酸配列を
増幅し、その後イメージングおよび定量化する。これらの実施形態では、アッセイは、約
６０℃を中心とする９℃の温度範囲にわたり、核酸配列の頑健な定量化でありうる。試料
中の核酸配列を増幅し、その後イメージングおよび定量化するのに使用されるバイナリー
ＬＡＭＰアッセイは、約５５℃～約６６℃の温度範囲にわたり頑健でありうる。一部の実
施形態では、ＳｌｉｐＣｈｉｐは、イメージングすることができ、データを処理して、約
５℃～約７０℃の温度範囲にわたり頑健な所見をもたらすことができる。
【０１７５】
　アッセイは、時間に関して頑健でありうる。アッセイは、ある時間の範囲にわたり一貫
した結果をもたらしうる。アッセイが要求するのは、終点のリードアウトだけでありうる
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。バイナリーＤＮＡ増幅実験が要求するのは、終点のリードアウトだけでありうる。終点
のリードアウトは、増幅が完了した時点の近傍において得ることもでき、この時点の後の
時点において得ることもできる。頑健なＤＮＡ増幅アッセイは、反応終了に近い時点にお
いておよび／または反応が完了した後の時点において、一貫した結果をもたらしうる。ア
ッセイがその時間にわたり頑健でありうる反応時間の非限定的な範囲は、例えば、０．０
１分間、０．１分間、０．５分間、１分間、２分間、３分間、４分間、５分間、６分間、
７分間、８分間、９分間、１０分間、１２分間、１４分間、１６分間、２０分間、２４分
間、２８分間、３２分間、４０分間、４５分間、５０分間、１．０時間、２時間、３時間
、４時間、５時間、６時間、８時間、１０時間、１２時間、１６時間、１８時間、１日間
、２日間、３日間、７日間、１カ月間、または１年間を含む。いくつかの場合には、バイ
ナリーＤＮＡ増幅実験は、時間についての正確な知見を要求しない。バイナリーＤＮＡ増
幅の出力は、最適な反応時間を超える反応時間の変化に対して頑健でありうる。一部の実
施形態では、ＳｌｉｐＣｈｉｐ上のｄ－ＬＡＭＰアッセイは、例えば、ＬＡＭＰ反応が始
まって４０分後～６０分後の間の、２０分間を超える時間にわたり頑健である。
【０１７６】
　アッセイは、大気湿度の変化に関して頑健でありうる。一部の実施形態では、アッセイ
は、大気湿度に関わらず頑健でありうる。一部の実施形態では、アッセイは、ある範囲の
大気湿度にわたり頑健でありうる。湿度の範囲は、約０％～１００％の相対湿度でありう
る。アッセイが頑健でありうる大気湿度の範囲は、約３０℃の空気１立方メートル当たり
の水約０～約４０グラムでありうる。一部の実施形態では、アッセイは、例えば、約０％
の湿度～約４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、または１００％の湿度に
おいて頑健でありうる。一部の実施形態では、アッセイは、約４０％、５０％、６０％、
７０％、８０％、９０％、または１００％の湿度範囲にわたり頑健でありうる。一部の実
施形態では、ＳｌｉｐＣｈｉｐ内のｄ－ＬＡＭＰアッセイランは、大気湿度約０％～約１
００％の湿度範囲にわたり頑健なアッセイとしてイメージングおよび解析することができ
る。
【０１７７】
　アッセイは、実験を実施するのに使用される装置に関して頑健でありうる。例えば、ア
ッセイは、使用されるカメラの種類に関して頑健でありうる。アッセイは、カメラにより
記録される画像内のピクセルの数に関して頑健でありうる。アッセイは、データを捕捉す
るデバイス上で作動するソフトウェアシステムに関して頑健でありうる。アッセイは、試
料コンテナーに関して頑健でありうる。アッセイは、専用装置の使用と対比して、カメラ
を内蔵したセルフォーンの使用に関して頑健でありうる。アッセイは、使用されるカメラ
デバイス上に存在するカメラフラッシュの種類に関して頑健でありうる。アッセイは、セ
ルフォーン、タブレット、または小型ハンドヘルドコンピュータなど、非定量的消費者用
電子デバイスによるイメージングの実施に関して頑健でありうる。アッセイは、外部励起
光源に関して頑健でありうる。
【０１７８】
　アッセイは、カメラフラッシュのばらつきに関して頑健でありうる。アッセイは、フラ
ッシュの機構に関して頑健でありうる。例えば、アッセイは、キセノンフラッシュでも、
ＬＥＤフラッシュでも、頑健で一貫した結果をもたらしうるであろう。アッセイは、フラ
ッシュのサイズに関して頑健でありうる。アッセイは、フラッシュの方向に関して頑健で
ありうる。アッセイは、フラッシュの方向に関して頑健でありうる。一部の実施形態では
、フラッシュが向けられる方向は、一貫した結果をもたらしうる。一部の実施形態では、
フラッシュのタイミングは、ばらつくことが可能であり、アッセイは、潜在的なフラッシ
ュのタイミングの範囲にわたり頑健でありうる。
【０１７９】
　アッセイは、外部光源のばらつきに関して頑健でありうる。アッセイは、外部の光源の
配向性に関して頑健でありうる。アッセイは、例えば、発光ダイオード、電球型蛍光灯、
白熱電球、キセノンフラッシュなど、シグナルを発生させるのに使用される光源の種類に
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関して頑健でありうる。アッセイは、外部光源の強度に関して頑健でありうる。アッセイ
は、外部の光源の色に関して頑健でありうる。
【０１８０】
　アッセイは、イメージング時に存在するバックグラウンド光量の変化に関して頑健であ
りうる。一部の実施形態では、暗室内で行われるのであれ、バックグラウンド光の存在下
で行われるのであれ、アッセイは、一貫した結果をもたらしうる。一部の実施形態では、
ｄ－ＬＡＭＰアッセイは、バックグラウンド照度の範囲にわたり頑健でありうる。アッセ
イが頑健でありうるバックグラウンド照度の範囲のいくつかの非限定的な例は、例えば、
約０ルクス、０．１、０．２、０．５、０．８、１．０～約１、２、３、４、５、６、７
、８、９、１０、１２、１４、１６、２０、２４、２８、３２、３６、４０、５０、６０
、７０、８０、９０、１００、２００、３００、４００、５００、６００、７００、８０
０、９００、または１０００ルクスでありうる。アッセイは、周囲外光に関して頑健であ
りうる。一部の実施形態では、アッセイは、暗室内であれ、靴箱内に置かれたセルフォー
ンにより実行されるのであれ、頑健でありうる。
【０１８１】
　一部の実施形態では、アッセイは、定量的な解析測定値をもたらす。例えば、本発明は
、試料内の核酸配列の量および／または濃度を、定量的な量として測定および表示しうる
。この測定値は、例えば、核酸配列の化学的増幅時、光学データの測定時、および／また
はデータの処理時に存在する実験条件に関して頑健でありうる。実験における摂動または
多様な実験条件の例は、例えば、複数の摂氏度にわたる温度の変化、大気湿度の変化、セ
ルフォーンなどの非定量的消費者電子デバイスにより実施されるイメージング、アッセイ
時間の変化、イメージング時に存在するカメラフラッシュのばらつき、サンプリングエラ
ー、バックグラウンド光量の変化を含むがこれらに限定されない。一部の実施形態では、
バイナリーＬＡＭＰアッセイを使用して、試料中の核酸配列を増幅し、その後イメージン
グおよび定量化する。これらの実施形態では、測定値を、暗室へと閉じ込めないセルフォ
ーンカメラにより得る場合、温度の変化を約５５℃～約６６℃とし、０～１００％の大気
湿度の存在下で、１５分間～１．５時間にわたり、配列の正確かつ再現可能な定量化を求
めることができる。アッセイは、単一の実験内の複数の実験変数の変化に関して頑健であ
りうる。例えば、ＳｌｉｐＣｈｉｐ内で行うバイナリーＬＡＭＰアッセイは、頑健である
ことが可能であり、所与の試料について、反応温度、反応時間、およびイメージング時に
存在するバックグラウンド光の量の範囲にわたり、一貫した結果をもたらしうる。例えば
、ＳｌｉｐＣｈｉｐ内で行うバイナリーＬＡＭＰアッセイは、頑健であることが可能であ
り、データを、靴箱内のセルフォーンによるイメージングから得る場合にも、反応時間を
４０分間、５０分間～６０分間で変化させ、６度の温度範囲（温度範囲：５５～６６℃）
にわたっても、同様の結果をもたらしうる。
【０１８２】
　試料は、試料コンテナー、例えば、ＳｌｉｐＣｈｉｐに含有または受容されうる。Ｓｌ
ｉｐＣｈｉｐとは、試料を保持しうるデバイスである。試料を保持するＳｌｉｐＣｈｉｐ
をイメージングすることができる。一部の実施形態では、ＳｌｉｐＣｈｉｐは、標準的な
フォトリソグラフィー法および湿式化学エッチング法を使用して作製された相補的なパタ
ーンを伴う２枚のスライドガラスからなる。クロムおよびフォトレジストコーティングを
伴うソーダ石灰ガラスプレートは、Ｔｅｌｉｃ　Ｃｏｍｐａｎｙ（Ｖａｌｅｎｃｉａ、Ｃ
ａｌｉｆ．）から得た。Ｋａｒｌ　Ｓｕｓｓ、ＭＪＢＢ３コンタクトアライナーを使用し
て、フォトレジストコーティングを伴うガラスプレートを、マイクロダクトおよびエリア
のデザインを含有するフォトマスクと位置合わせした。フォトマスクはまた、マスクをプ
レートと共に位置合わせするためのマークも含有しうる。次いで、ガラスプレートおよび
フォトマスクを、ＵＶ光へと、１分間にわたり曝露した。フォトマスクを取り外し、ガラ
スプレートを、１リットル中に０．１モルのＮａＯＨ溶液中に２分間にわたり浸漬するこ
とにより現像した。ＵＶ光へと曝露されたフォトレジストエリアだけが、溶液中に溶解し
た。クロムエッチング液（０．６：０．３６５ＭのＨＣｌＯ４／（ＮＨ４）２Ｃｅ（ＮＯ
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３）６溶液）を使用して、露出された基底のクロム層を除去した。プレートを、Ｍｉｌｌ
ｉｐｏｒｅ水ですすぎ、窒素ガスで乾燥させ、ガラスプレートの裏面に、ＰＶＣシーリン
グテープ（ＭｃＭａｓｔｅｒ－Ｃａｒｒ）でテーピングして、ガラスの裏面を保護した。
次いで、テーピングされたガラスプレートを、４０℃の温度で、１：０．５：０．７５モ
ル／ＬのＨＦ／ＮＨ４Ｆ／ＨＮＯ３からなる緩衝エッチング剤を伴うプラスチック製コン
テナー内に注意深く浸漬して、ソーダ石灰ガラスにエッチングした。エッチング速度は、
エッチング温度により制御し、エリアおよびダクト深度は、エッチング時間により制御し
た。エッチングの後、プレートからテープを取り外した。次いで、プレートを、Ｍｉｌｌ
ｉｐｏｒｅ水でよくすすぎ、窒素ガスで乾燥させた。エタノールですすぐことにより、残
りのフォトレジストを除去し、プレートをクロムエッチング液中に浸漬することにより、
残りのクロムコーティングを除去した。ガラスプレートの表面は、トリデカフルオロ－１
，１，２，２－テトラヒドロオクチル－１－トリクロロシラン（Ｕｎｉｔｅｄ　Ｃｈｅｍ
ｉｃａｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．）によるシラン化を介して疎水性とした
。直径０．７６ｍｍのダイアモンドドリルビットで、アクセス孔をドリル加工した。
【０１８３】
　ＳｌｉｐＣｈｉｐの２つ以上のエリアの間の流体連絡を確立する１つの方法は、Ｓｌｉ
ｐＣｈｉｐ内に埋め込まれた、少なくとも１つの断面寸法がナノメートル範囲にあるチャ
ネルである、ナノチャネルの使用を含む。ナノチャネルは、多層型ＳｌｉｐＣｈｉｐへと
埋め込むことができる。ナノチャネルの高さは、ナノメートルスケールの分解能で変化さ
せることができる。ナノチャネルの高さは、ウェル間のミクロンサイズの細胞の移動は阻
止しうるが、タンパク質、小胞、ミセル、遺伝子材料、小型分子、イオン、および他の分
子、ならびに細胞培養培地および分泌生成物を含む高分子の移動は可能としうる。ウェル
間の輸送動態を制御するために、ナノチャネルの幅、長さ、および屈曲度もまた操作する
ことができる。ナノチャネルは、「Bacterial　metapopulations　in　nanofabricated　
landscapes」、Juan　E.　Keymer、Peter　Galajda、Cecilia　Muldoon、Sungsu　Park、
およびRobert　H.　Austin、PNAS、２００６年１１月１４日、１０３巻、４６号、１７２
９０～１７２９５頁において記載されている通りに作製することもでき、ナノチャネルを
第１のガラス片内にエッチングし、第２のガラス片に接触させた後、任意選択で接着ステ
ップを施すことにより作製することもできる。適用は、濾過、細胞および粒子の捕捉、長
期にわたる細胞培養、ならびに細胞間相互作用および細胞コロニー間相互作用および組織
間相互作用の制御を含む。
【０１８４】
　ＰＤＭＳ／ガラス型のＳｌｉｐＣｈｉｐデバイスはまた、既に記載されているのと同様
に、ソフトリソグラフィーを使用して作製することもできる。使用されるデバイスは、各
層がダクトおよびエリアを伴うＰＤＭＳの薄膜からなる２つの層と、サイズを７５ｍｍ×
２５ｍｍとする１ｍｍ厚の顕微鏡用スライドガラスとを含有する。デバイスを作製するた
めに、スライドガラスを清浄化し、酸素プラズマ処理にかけた。Ｄｏｗ－Ｃｏｒｎｉｎｇ
　Ｓｙｌｇａｒｄ　１８４　Ａ成分およびＢ成分を、５：１の質量比で混合し、Ｓｌｉｐ
Ｃｈｉｐの鋳型へと注いだ。養生の前に、スライドガラスを、ＰＤＭＳに貼り付けた。鉄
ビーズを伴うガラスボトムをスライドガラスに貼り付けて、ＰＤＭＳ膜を薄くした。室温
で７時間にわたりデバイスを前養生し、次いで、６０℃のオーブンへと移動させ、一晩に
わたり養生した。養生の後、デバイスを鋳型からはがし、トリデカフルオロ－１，１，２
，２－テトラヒドロオクチル－１－トリクロロシランでシラン化した。直径０．７６ｍｍ
のダイアモンドドリルビットで、アクセス孔をドリル加工した。
【０１８５】
　本発明を伴う使用に適するポリマー材料は、有機ポリマーでありうる。このようなポリ
マーは、ホモポリマーの場合もあり、コポリマーの場合もあり、自然発生の場合もあり、
合成の場合もあり、架橋される場合もあり、架橋されていない場合もある。対象の具体的
なポリマーは、ポリイミド、ポリカーボネート、ポリエステル、ポリアミド、ポリエーテ
ル、ポリウレタン、ポリフルオロカーボン、ポリスチレン、ポリ（アクリロニトリル－ブ



(42) JP 2016-500002 A 2016.1.7

10

20

30

40

50

タジエン－スチレン）（ＡＢＳ）、ポリメチルメタクリレートなどのアクリレートポリマ
ーおよびアクリル酸ポリマー、ならびに他の置換ポリオレフィンおよび非置換ポリオレフ
ィン、ならびにこれらのコポリマーを含むがこれらに限定されない。一般に、マイクロデ
バイスを、生物学的流体を輸送するのに援用する場合、基質のうちの少なくとも１つまた
はＳｌｉｐＣｈｉｐデバイスの一部は、生物付着耐性ポリマーを含む。ポリイミドは、特
に対象であり、多数の文脈で高度に所望される基質材料であることが分かっている。ポリ
イミドは、例えば、Ｋａｐｔｏｎ（登録商標）（ＤｕＰｏｎｔ、Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎ、
Ｄｅｌ．）およびＵｐｉｌｅｘ（登録商標）（Ｕｂｅ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ，Ｌｔｄ．
、Ｊａｐａｎ）という商標名の下で市販されている。ポリエーテルエーテルケトン（ＰＥ
ＥＫ）もまた、所望の生物付着耐性の特性を呈示する。本発明を伴う使用に適するポリマ
ー材料は、ポリジメチルシロキサンなどのシリコーンポリマーおよびエポキシポリマーを
含む。
【０１８６】
　本発明のＳｌｉｐＣｈｉｐデバイスはまた、「複合物」、すなわち、異なる材料を含む
組成物からも作製することができる。複合物は、ブロック複合物、例えば、Ａ－Ｂ－Ａブ
ロック複合物、Ａ－Ｂ－Ｃブロック複合物などでありうる。代替的に、複合物は、異種の
材料の組合せ、すなわち、材料が個別の相と異なる組合せの場合もあり、同種の異なる材
料の組合せの場合もある。本明細書で使用される「複合物」という用語は、「ラミネート
」複合物を含むように使用される。「ラミネート」は、同一な材料または異なる材料によ
る複数の異なる接着層から形成される複合物材料を指す。他の好ましい複合物基質は、ポ
リマーラミネート、ポリマー－金属ラミネート、例えば、銅でコーティングされたポリマ
ー複合物、金属内セラミック複合物、または金属内ポリマー複合物を含む。１つの好まし
い複合物材料は、ＤｕＰｏｎｔ（Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎ、Ｄｅｌ．）からもまた入手可能
な、ＫＪ（登録商標）として公知である、ポリイミドの感熱粘着性形態の第２の薄層と共
に共押出し成形された、Ｋａｐｔｏｎ（登録商標）などのポリイミドによる第１の層から
形成されたポリイミドラミネートである。
【０１８７】
　デバイスは、単独または組合せの、圧縮成形、射出成形、または真空成形などの技法を
使用して作製することができる。疎水性が十分な材料は、成形後に直接活用することがで
きる。親水性材料もまた活用しうるが、さらなる表面改変を要求しうる。さらに、デバイ
スはまた、ＣＮＣ加工を使用して、プラスチック、金属、およびガラスを含むがこれらに
限定されない、様々な材料から直接フライス加工することもできる。微細加工法を援用し
て、特徴サイズがマイクロメートル未満のデバイスを作製することができる。これらは、
シリコンの深堀反応性イオンエッチング、シリコンのＫＯＨエッチング、およびガラスの
ＨＦエッチングを含むがこれらに限定されない。ポリジメチルシロキサンデバイスはまた
、機械加工による陰画掘削を使用しても作製することができる。剛性基質に加えて、可撓
性基質、伸縮性基質、圧縮可能基質、および形状または寸法を変化させうる他の種類の基
質を、ＳｌｉｐＣｈｉｐの特定の実施形態のための材料として使用することができる。特
定の実施形態では、これらの特性を使用して、例えば、スリッピングを制御または誘導す
ることができる。
【０１８８】
　いくつかの場合には、ＳｌｉｐＣｈｉｐデバイスの基部、プレート、および基質を、同
じ材料から作製することができる。代替的に、異なる材料を援用することもできる。例え
ば、一部の実施形態では、基部およびプレートは、セラミック材料からなりえ、基質は、
ポリマー性材料からなりうる。
【０１８９】
　一部の実施形態では、ＳｌｉｐＣｉｐデバイスは、４つの赤色のアライメントマーカー
の配置を方向付ける、４つのエッチングされた丸印を含むように改変することができる。
一部の実施形態では、デバイスは、試料を保持するための、約１０～約１０，０００個の
小型コンテナーを含有しうる。デバイスの２つの面を接合させる前に、チップの片面にコ
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ンテナーを配置することができる。一部の実施形態では、約１，０００～約２，０００個
のコンテナーを、チップの片面において使用する。一部の実施形態では、各コンテナーの
容量は、４～１０ｎＬである。一部の実施形態では、２つの片面を操作して、試薬を組み
合わせ、反応を開始すると、１０～１０，０００の個別の反応が開始される。一部の実施
形態では、６００～２，０００の個別の反応が開始される。
【０１９０】
　一部の実施形態では、デバイス上に他の特徴を組み入れて、例えば、適正な充填および
充填の完了の検出、プレートと基部との間における適正なスリッピングの検出、スリッピ
ング時におけるエラーの検出、失効デバイスまたは不良デバイスの検出、劣化試薬の検出
などを含むがこれらに限定されない、適正な操作を確認することができる。
【０１９１】
　ＳｌｉｐＣｈｉｐデバイスは、導電性材料を含有しうる。材料は、電極を形成する任意
の形状の、少なくとも１つのエリアまたはパッチへと形成することができる。第１の位置
では、少なくとも１つの電極が、プレート上の対面する表面上の少なくとも１つの第１の
エリアへと曝露されないが、デバイスの２つの部分である基部およびプレートを、互いに
対して第２の位置へと移動させると、少なくとも１つの電極が、少なくとも１つのエリア
に重なり合うように、少なくとも１つの電極を基部上の１つの表面上に配置することがで
きる。少なくとも１つの電極は、外部の回路へと電気的に接続することができる。少なく
とも１つの電極は、検出および／または合成のための電気化学反応を実行するのに使用す
ることができる。流体連絡された１もしくは複数のエリア内の物質、または流体連絡され
たエリアとダクトとの組合せの中の物質へと曝露された少なくとも２つの電極へと電圧を
印加すれば、結果として得られるシステムを使用して、電気泳動による分離および／また
は電気化学反応および／または輸送を実行することができる。任意選択で、少なくとも１
つのダクトおよび／または少なくとも１つのエリアを、少なくとも１つの電極と同じ表面
に存在させることが可能であり、第１の位置では、少なくとも１つのダクトおよび少なく
とも１つの電極のうちのいずれもが対面する表面上のエリアへと曝露されないが、デバイ
スの２つの部分である基部およびプレートを、互いに対して第２の位置へと移動させると
、少なくとも１つのダクトおよび／または少なくとも１つのエリアならびに少なくとも１
つの電極が、少なくとも１つのエリアに重なり合うように、少なくとも１つのダクトおよ
び／または少なくとも１つのエリアを配置することができる。
【０１９２】
　一部の実施形態では、試料含有デバイス、例えば、ＳｌｉｐＣｈｉｐのエレメントは、
カメラ、例えば、ｉＰｈｏｎｅによりイメージング可能となるように構成する。例えば、
コントラストの大きな材料を使用することができる。例えば、成分は、単一の平面内で目
視可能となるように構築することができる。一部の実施形態では、ウィンドウまたは透明
材料を使用して、所定の配向性からのイメージングを可能とする。デバイスの多様な構成
要素をイメージングすることにより、デバイスがさらなる解析に適する状態にあるのかど
うかを決定するのに使用しうる画像を、作成することができる。一部の実施形態では、デ
バイスの構成要素が、試料を解析するための画像の解析に適正な配向性にあるのかどうか
を決定するようにコンピュータを構成する。
【０１９３】
　本発明の複数の実施形態は、少なくとも１つのダクトおよび／もしくはエリアを通る、
少なくとも１つのダクトおよび／もしくはエリアへの、ならびに／または少なくとも１つ
のダクトおよび／もしくはエリアを横切る物質の移動を要求する。例えば、物質の移動を
、イムノアッセイにおける洗浄ステップ、生成物または副生成物の除去、試薬の導入、ま
たは希釈に使用することができる。
【０１９４】
　物質のローディングは、本明細書で記載される、いくつかの方法により実施することが
できる。ローディングは、例えば、物質が流出口に達したときの流動抵抗を増大させるよ
うに流出口をデザインすることにより、デバイスのダクトおよびエリアを充填するように
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実施することができる。この手法は、容量限定試料に貴重であるか、または任意選択で解
析物を物質から捕捉しながら、流出口を通して過剰容量を流動させるのに貴重である。解
析物は、マイクロスケールシステムを通して流動させうる、本質的に任意の別々の材料で
ありうる。解析物の捕捉は、デバイスのエリアに、例えば、エリア内に捕獲される捕捉エ
レメント（磁力を介して、または幾何形状により、またはビーズおよびダクトの相対サイ
ズにより、または膜などによりエリア内に保持される粒子、ビーズ、またはゲル）をプレ
ロードすることにより達成することができ、これにより、これらのビーズまたはゲルを吸
収するか、これらに吸着するか、またはこれらと反応するいかなる解析物もまた捕獲され
る。次いで、これらのエリアは、それらが曝露された物質のうちのある量または成分また
は解析物を保持するであろう。これはまた、エリア表面の官能化、エリア上の材料の沈着
、エリアへの重合化反応（ペプチドまたはＤＮＡの合成など）における単量体の接合など
によっても行うことができる。
【０１９５】
　捕捉エレメントの他の例は、抗体、アフィニティータンパク質、アプタマー、ビーズ、
粒子、および生体細胞を含む。ビーズは、例えば、ポリマービーズ、シリカビーズ、セラ
ミックビーズ、クレービーズ、ガラスビーズ、磁気ビーズ、金属ビーズ、無機ビーズ、お
よび有機ビーズでありうる。ビーズまたは粒子は、本質的に任意の形状、例えば、球形、
螺旋形、不規則系、回転楕円形、杆体形態、円錐形態、円盤形態、立方体形、多面体形、
またはこれらの組合せを有しうる。捕捉エレメントは、任意選択で、試薬、アフィニティ
ーマトリックス材料など、例えば、核酸合成試薬、ペプチド合成試薬、ポリマー合成試薬
、核酸、ヌクレオチド、ヌクレオ塩基、ヌクレオシド、ペプチド、アミノ酸、単量体、細
胞、生体試料、合成分子、またはこれらの組合せへとカップリングする。捕捉エレメント
は、任意選択で、ブランク粒子、ダミー粒子、較正粒子、試料粒子、試薬粒子、検査粒子
、および、例えば、低濃度の試料を捕捉する分子的捕捉粒子として作用することを含む、
デバイス内の多くの目的に用いられる。加えて、捕捉エレメントは、粒子保持エレメント
をもたらすのにも使用することができる。捕捉エレメントは、選択されたダクトまたは膜
（または他のマイクロスケールエレメント）を通って流過するかまたは流過しないような
サイズである。したがって、粒子またはビーズのサイズは、適用に応じて、ある範囲にわ
たる。
【０１９６】
　物質は、反応エリアおよびダクトの大半を充填するように導入することができる。充填
は、エリアおよびダクトの容量より多量の過剰試料をもたらすように、さらに持続させる
ことができる。エリアおよびダクトの容量を超える容量の物質を導入すれば、捕捉されう
る解析物の量を増大させることになろう。物質を導入した後で、洗浄用流体の導入を実施
して、捕捉エレメントおよび捕捉エレメントに結合した解析物を洗浄することができる。
後続のさらなるスリッピングを実施して、反応および解析物の解析を実行することができ
る。
【０１９７】
　上記で記載した手法は、解析物濃度が小さな試料、例えば、希少核酸または希少タンパ
ク質、遺伝子疾患または感染性疾患のマーカーおよびバイオマーカー、環境汚染物質など
（例えば、参照により本明細書に組み込まれる、米国出願第１０／８２３，５０３号を参
照されたい）を解析する場合に有益である。別の例は、循環がん細胞または出産前診断法
のための、母体血液中の循環胎児細胞など、希少細胞についての解析を含む。この手法は
、血液中、痰中、骨髄吸引物中、ならびに尿中および脳脊髄液中など、他の体液中の微生
物細胞を捕捉し、さらに解析することによる、感染の迅速で早期の診断法に有益でありう
る。ビーズおよび細胞の両方を解析することにより、確率論的閉じ込めから利益を得るこ
とができる（例えば、参照により本明細書に組み込まれる、ＰＣＴ／ＵＳ０８／７１３７
４を参照されたい）。
【０１９８】
　バーコードとは、光学マシンで読取り可能なデータまたは情報の表示である。バーコー
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ドは、線形バーコードでありうる。線形バーコードのいくつかの非限定的な例は、例えば
、Ｃｏｄａｂａｒ、Ｃｏｄｅ　２５、Ｃｏｄｅ　１１、Ｃｏｄｅ　３９、Ｃｏｄｅ　９３
、Ｃｏｄｅ　１２８、Ｃｏｄｅ　１２８Ａ、Ｃｏｄｅ　１２８Ｂ、Ｃｏｄｅ　１２８Ｃ、
ＣＰＣ　Ｂｉｎａｒｙ、ＤＵＮ　１４、ＥＡＮ　２、ＥＡＮ　５、ＥＡＮ－８、ＥＡＮ－
１３、Ｆａｃｉｎｇ　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｍａｒｋ、ＧＳ１－１２８、ＥＡ
Ｎ　１２８、ＵＳＣ　１２８、ＧＳ１　ＤａｔａＢａｒ、ＲＳＳ、ＨＩＢＣ、ＨＩＢＣＣ
、Ｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎｔ　Ｍａｉｌバーコード、ＩＴＦ－１４、ＪＡＮ、潜像バーコー
ド、ＭＳＩ、Ｐｈａｒｍａｃｏｄｅ、ＰＬＡＮＥＴ、Ｐｌｅｓｓｅｙ、ＰｏｓｔＢａｒ、
ＰＯＳＴＮＥＴ、ＲＭ４ＳＣＣ／ＫＩＸ、Ｔｅｌｅｐｅｎ、Ｕ．Ｐ．Ｃ．を含む。
【０１９９】
　バーコードは、ＱＲ（登録商標）コードなどの二次元バーコードまたはマトリックスで
ありうる。線形バーコードのいくつかの非限定的な例は、３－ＤＩ、ＡｒｒａｙＴａｇ、
ＡｕｇＴａｇ、Ａｚｔｅｃ　Ｃｏｄｅ、Ｓｍａｌｌ　Ａｚｔｅｃ　Ｃｏｄｅ、Ｃｏｄａｂ
ｌｏｃｋ、Ｃｏｄｅ　１、Ｃｏｄｅ　１６ｋ、Ｃｏｄｅ　４９、ＣｏｌｏｒＣｏｄｅ、Ｃ
ｏｌｏｒ　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ　Ｃｏｄｅ、Ｃｏｍｐａｃｔ　Ｍａｔｒｉｘ　Ｃｏｄｅ、
ＣＰ　Ｃｏｄｅ、ＣｙｄｅｒＣｏｄｅ、ｄタッチ、ＤａｔａＧｌｙｐｈｓ、Ｄａｔａ　Ｍ
ａｔｒｉｘ、Ｄａｔａｓｔｒｉｐ　Ｃｏｄｅ、ディジタルペーパー、Ｄｏｔ　Ｃｏｄｅ　
Ａ、ＥＺコード、Ｇｒｉｄ　Ｍａｔｒｉｘ　Ｃｏｄｅ、ＨＤ　Ｂａｒｃｏｄｅ、Ｈｉｇｈ
　Ｃａｐａｃｉｔｙ　Ｃｏｌｏｒ　Ｂａｒｃｏｄｅ、ＨｕｅＣｏｄｅ、ＩＮＴＡＣＴＡ．
ＣＯＤＥ、ＩｎｔｅｒＣｏｄｅ、ＪＡＧＴＡＧ、ＭａｘｉＣｏｄｅ、ｍＣｏｄｅ、Ｍｉｎ
ｉＣｏｄｅ、ＭｉｃｒｏＰＤＦ４１７、ＭＭＣＣ、Ｎｉｎｔｅｎｄｏ　ｅ－ｒｅａｄｅｒ
＃Ｄｏｔコード、Ｏｐｔａｒ、ＰａｐｅｒＤｉｓｋ、ＰＤＦ４１７、ＰＤＭａｒｋ、ＱＲ
（登録商標）Ｃｏｄｅ、ＱｕｉｃｋＭａｒｋ　Ｃｏｄｅ、Ｓｅｃｕｒｅ　Ｓｅａｌ、Ｓｍ
ａｒｔＣｏｄｅ、Ｓｎｏｗｆｌａｋｅ　Ｃｏｄｅ、ＳｈｏｔＣｏｄｅ、ＳＰＡＲＱＣｏｄ
ｅ、Ｓｔｉｃｋｙｂｉｔｓ、ＳｕｐｅｒＣｏｄｅ、Ｔｒｉｌｌｃｏｄｅ、ＵｌｔｒａＣｏ
ｄｅ、ＵｎｉｓＣｏｄｅ、ＶｅｒｉＣｏｄｅ、ＶＳＣｏｄｅ、ＷａｔｅｒＣｏｄｅを含む
。バーコードは、ホログラフなど、三次元でもありうる。
【０２００】
　１または複数のバーコードを試料へと接合させることができる。１または複数のバーコ
ードを試料の一部を含有するデバイスへと接合させることもできる。バーコードは、試料
のうちの少なくとも一部を保持するコンテナーへと接合させることもできる。バーコード
は、対象物の材料内または試料を保持しうるデバイス内に埋め込むことができる。一部の
実施形態では、バーコードは、対象物または試料を保持するデバイスの表面上に置くこと
ができる。バーコードは、恒常的に固定することもでき、可逆的に接合させることもでき
、刻印することもでき、エッチングすることもでき、線描することもでき、印刷すること
もできる。
【０２０１】
　一部の実施形態では、デバイスは、複数の空間的に異なる解析領域を含むことが可能で
あり、この場合、各解析領域は試料の一部を保持する。これらの実施形態では、マシンで
読取り可能なデータの表示は、例えば、デバイス上の解析領域の形状、色、量、および／
または空間的分布でありうる。
【０２０２】
　バーコードは、試料に関するデータまたは情報を含有しうる。試料に関する情報は、試
料を得た日付、時間、および／または場所などの情報を含みうる。バーコードは、試料を
得た生物に関する情報を含有しうる。一部の実施形態では、試料は、人から得ることがで
き、バーコードは、人の氏名、人の年齢、人の体重、人の身長、試料回収の時点、試料中
の細胞型、試料中の体液の種類、試料の濃度、試料のバッチ数、医療提供者の名称、予測
される結果、過去の試料情報および／または他の医療記録に関する情報を含有しうる。
【０２０３】
　バーコードは、それを接合させたデバイスの内容物に関する情報、例えば、デバイス上
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またはデバイス内の解析領域の数、色、および／または空間的分布を含有しうる。バーコ
ードは、解析領域の内容物に関する情報、例えば、試薬または化学分子種、酵素、色素、
溶媒、および／または核酸の種類を含有しうる。バーコードは、試料中の核酸の増幅に関
する情報、例えば、反応時間、反応温度、存在する試薬の同定、試薬の量を含有しうる。
【０２０４】
　本明細書で記載される例示的な方法およびシステムは、多様な形態のハードウェア内、
ソフトウェア内、ファームウェア内、特殊目的のプロセッサー内、またはこれらの組合せ
に実装しうることを理解されたい。これらの命令およびプログラムは、実行し、かつ／ま
たはコンピュータで読取り可能な非一過性媒体上に保存することができる。本明細書の方
法は、１または複数のプログラム保存デバイス上で具体化されるアプリケーションプログ
ラムとしてのソフトウェア内に実装することができる。アプリケーションプログラムは、
適切なアーキテクチャーを含む任意のマシン、デバイス、またはプラットフォームにより
実行することができる。図中に描示されるシステムおよび方法のうちのいくつかは、ソフ
トウェア内に実装されるため、システム構成要素（または工程ステップ）間の実際の接続
は、本発明をプログラムする様式に応じて異なりうることをさらに理解されたい。
【０２０５】
　バックグラウンド補正は、ソフトウェアを使用して実施することができる。一部の実施
形態では、第１の１または複数の画像の連鎖を撮影して、バックグラウンドの量、例えば
、外光または自己蛍光の量を確立する。この１または複数の画像は、試料の画像内のバッ
クグラウンドについて補正するのに使用することができる。一部の実施形態では、第１の
１または複数の画像を、試料の１または複数の画像を撮影する前に撮影する。一部の実施
形態では、第１の１または複数の画像を、試料の１または複数の画像を撮影するのと同時
に撮影する。いくつかの例では、第１の１または複数の画像は、個別の一連の検出器（例
えば、波長の異なる検出器）を使用することにより、または個別のフィルターのセットを
使用して撮影する。例えば、緑色のチャネルは、赤色のチャネルを使用して試料をイメー
ジングしている場合に、バックグラウンドを検出し、これについて補正するのに使用する
ことができる。
【０２０６】
　画像および／または処理された画像および／または結果として得られるデータは、さら
なる解析のために、例えば、バックグラウンド補正のために中央コンピュータへと伝送す
ることができる。
【０２０７】
　１または複数の形状を使用して形状の検出を実施して、画像の忠実度を決定することが
できる。例えば、ウェルの形状は、イメージングし、予測される形状と比較することがで
きる。この比較は、イメージングの品質を決定するのに使用することができる。１または
複数の形状を使用する形状の検出は、解析される領域を決定するのに使用することができ
る。例えば、ウェルの境界は、解析前に決定することができる。１または複数のアルゴリ
ズムを使用して形状を検出することにより、イメージングデバイス上の陽性領域を決定す
る。
【０２０８】
　画像の処理および／もしくは解析ならびに／またはデータ解析は、中央コンピュータ上
で行うことができる。画像の処理および／もしくは解析ならびに／またはデータ解析は、
クラウドコンピュータ上で行うことができる。画像の処理および／もしくは解析ならびに
／またはデータ解析は、イメージングを実施する同じデバイス上、例えば、セルフォーン
上で行うことができる。
【０２０９】
　一部の実施形態では、画像および／またはデータをローカルで、または遠隔データベー
ス上でアーカイブ化する。アーカイブ化される画像を使用して、例えば、複数の使用者へ
と分配されたデバイスのバッチまたはロットの品質について点検することができる。一部
の実施形態では、試料の供給源に関する情報を含まない品質管理データを評価する、例え
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ば、いかなる個人同定データも、品質管理のためのデータを解析する前に除去することが
できる。
【０２１０】
　ポアソン統計解析を適用することにより、蛍光領域および非蛍光領域の数を定量化する
。異なる容量のウェルに由来する結果を組み合わせることにより、標準誤差を十分に最小
化し、極めて大きなダイナミックレンジにわたる高品質の解析をもたらす。２つの異なる
濃度を認識することにより、偽陽性および偽陰性の両方を考慮に入れる。
【０２１１】
　ポアソン統計解析を適用することにより、蛍光領域および非蛍光領域の数に基づき、濃
度を定量化する。
【０２１２】
　本明細書で記載されるコンピュータの構成要素、ソフトウェアのモジュール、機能、デ
ータの保存およびデータの構造は、互いへと直接的または間接的に接続して、それらの操
作に必要とされるデータの流れを可能とすることができる。また、モジュールという用語
の意味が、ソフトウェアの操作を実施し、例えば、コードのサブルーチンユニットとして
実装することもでき、コードのソフトウェア機能ユニットとして実装することもでき、オ
ブジェクト（オブジェクト指向性パラダイム内のオブジェクト）として実装することもで
き、アプレットとして実装することもでき、コンピュータスクリプト言語により実装する
こともでき、別の種類のコンピュータコードとして実装することもできるコードのユニッ
トを含むがこれらに限定されないことも注目される。ソフトウェアの構成要素および／ま
たは機能性は、手近の状況に応じて、単一のコンピュータ上に配置することもでき、複数
のコンピュータにわたり分布させることもできる。さらに別の態様では、コンピュータで
読取り可能な命令を含む、コンピュータで読取り可能な媒体も提供され、この場合、コン
ピュータで読取り可能な命令により、プロセッサーに、本明細書で記載される方法を実行
するように指示する。命令は、ソフトウェアランタイム環境内で作動しうる。さらに別の
態様では、ネットワークを使用して伝送しうるデータシグナルも提供することもでき、こ
の場合、データシグナルは、本明細書で記載される方法のステップで計算されるデータを
含む。データシグナルは、有線ネットワークまたは無線ネットワークを介して伝送される
パケット化されたデータもさらに含みうる。ある態様では、コンピュータで読取り可能な
媒体は、コンピュータで読取り可能な命令を含み、この場合、命令は、実行されると、試
料から得られるデータに基づき、患者における医学的状態の確率の計算を実行する。コン
ピュータで読取り可能な命令は、プロセッサーのソフトウェアランタイム環境内で作動し
うる。一部の実施形態では、ソフトウェアランタイム環境は、ソフトウェアパッケージに
より要求される、一般に使用される機能および便益をもたらす。ソフトウェアランタイム
環境の例は、コンピュータオペレーティングシステム、バーチャルマシン、または分布型
オペレーティングシステムを含むがこれらに限定されず、ランタイム環境の他の複数の例
も存在する。コンピュータで読取り可能な命令は、ソフトウェア製品、アプリ、またはソ
フトウェアパッケージの一部としてパッケージ化し、市販することができる。例えば、命
令は、アッセイキットと共にパッケージ化することができる。
【０２１３】
　コンピュータで読取り可能な媒体は、保存ユニットでありうる。コンピュータで読取り
可能な媒体はまた、サーバー、プロセッサー、またはコンピュータによりアクセスされう
る、利用可能な任意の媒体でもありうる。コンピュータで読取り可能な媒体は、コンピュ
ータベースのシステムの一部として組み込むことができ、コンピュータベースで医学的状
態を評価するのに援用することができる。
【０２１４】
　一部の実施形態では、本明細書で記載される計算は、コンピュータシステム上で実行す
ることができる。コンピュータシステムは、以下：プロセッサー、保存ユニット、ソフト
ウェア、ファームウェア、ネットワーク通信デバイス、ディスプレイ、データ入力部、お
よびデータ出力部のうちのいずれかまたは全てを含みうる。コンピュータシステムは、サ
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ーバーでありうる。サーバーは、ネットワークにわたり、複数の入力デバイスおよび／ま
たは複数の出力デバイスと通信する中央サーバーでありうる。サーバーは、ハードドライ
ブなど、少なくとも１つの保存ユニット、プロセッサーまたは外部のデバイスによりアク
セスされる、情報を保存するための他の任意のデバイスを含むことが可能であり、この場
合、保存ユニットは、１または複数のデータベースを含みうる。ある実施形態では、デー
タベースは、数百～数百万の試料に由来するデータに対応する数百～数百万のデータ点を
保存しうる。保存ユニットはまた、外部のデータベースから、または使用者による入力に
応じて読み取られる履歴データも保存しうる。ある実施形態では、保存ユニットにより、
サーバーと通信しているかまたは通信した入力デバイスから受信されたデータを保存する
。保存ユニットは、複数のデータベースを含みうる。ある実施形態では、複数のデータベ
ースの各々は、複数の試料の各々に対応する。別の実施形態では、複数のデータベースの
各々は、複数の異なるイメージングデバイス、例えば、異なる消費者ベースのセルフォー
ンの各々に対応する。個々のデータベースはまた、複数の可能な試料含有ユニットについ
ての情報も含みうる。さらに、コンピュータシステムは、複数のサーバーも含みうる。プ
ロセッサーは、保存ユニットに由来するデータまたは入力デバイスに由来するデータにア
クセスして、データからの出力の計算を実施しうる。プロセッサーは、使用者によりもた
らされるかまたはコンピュータシステムもしくはサーバーによりもたらされる、ソフトウ
ェアまたはコンピュータで読取り可能な命令を実行しうる。プロセッサーは、患者データ
を入力デバイスから直接受信するための手段、対象データを保存ユニット内に保存する手
段、およびデータを処理するための手段を有しうる。プロセッサーはまた、使用者または
使用者インターフェースから命令を受信するための手段も含みうる。プロセッサーは、ラ
ンダムアクセスメモリなどのメモリを有しうる。一実施形態では、プロセッサーと連絡し
た出力が提供される。計算を実施した後、プロセッサーは、計算に由来する出力などの出
力を、例えば、入力デバイスもしくは保存ユニットへと戻すこともでき、同じコンピュー
タシステムもしくは異なるコンピュータシステムの別の保存ユニットへともたらすことも
でき、または出力デバイスへともたらすこともできる。プロセッサーからの出力は、デー
タディスプレイにより表示することができる。データディスプレイは、ディスプレイスク
リーン（例えば、ディジタルデバイス上のモニターまたはスクリーン）、プリントアウト
、データシグナル（例えば、パケット）、アラーム（例えば、点滅光または音）、グラフ
ィック使用者インターフェース（例えば、ウェブページ）、または上記のいずれかの組合
せでありうる。ある実施形態では、出力を、ネットワーク（例えば、無線ネットワーク）
を介して、出力デバイスへと伝送する。使用者は、出力デバイスを使用して、データ処理
コンピュータシステムからの出力を受信することができる。使用者は、出力を受信した後
で、使用者が医療職員である場合は、医療処置など、一連の措置を決定することもでき、
医療処置など、一連の措置を実行することもできる。一部の実施形態では、出力デバイス
は、入力デバイスと同じデバイスである。出力デバイスの例は、電話機、無線電話機、モ
バイルフォーン、ＰＤＡ、フラッシュメモリドライブ、光源、サウンドジェネレーター、
コンピュータ、コンピュータモニター、プリンター、およびウェブページを含むがこれら
に限定されない。使用者ステーションは、プリンターまたはディスプレイモニターと連絡
して、サーバーにより処理される情報を出力することができる。
【０２１５】
　本発明の実施形態では、クライアント－サーバー型のリレーショナルデータベースアー
キテクチャーを使用することができる。クライアントサーバー型のアーキテクチャーとは
、ネットワーク上の各コンピュータまたはプロセスが、クライアントコンピュータもしく
はクライアントプロセスまたはサーバーコンピュータもしくはサーバープロセスである、
ネットワーク型のアーキテクチャーである。サーバーコンピュータとは、管理ディスクド
ライブ（ファイルサーバー）、プリンター（プリントサーバー）、またはネットワークト
ラフィック（ネットワークサーバー）に専門化させた強力なコンピュータであることが典
型的である。クライアントコンピュータは、使用者がアプリケーションを作動させるＰＣ
（パーソナルコンピュータ）、セルフォーン、またはワークステーションのほか、本明細
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書で開示される出力デバイスの例を含む。クライアントコンピュータは、ファイル、デバ
イス、およびまた処理力などのリソースについて、サーバーコンピュータに依拠する。本
発明の一部の実施形態では、サーバーコンピュータは、データベース機能性の全てに対処
する。クライアントコンピュータは、全てのフロントエンドデータ管理に対処し、また、
使用者からのデータ入力も受信するソフトウェアを有しうる。
【０２１６】
　対象データは、プロセッサーまたは使用者による認識のための固有の識別子と共に保存
することができる。別のステップでは、プロセッサーまたは使用者は、特定の患者データ
について、少なくとも１つの基準を選択することにより、保存されるデータの検索を実行
しうる。次いで、特定の患者データを回収することができる。コンピュータシステム内の
プロセッサーは、入力されたデータを、コンピュータシステムに利用可能なデータベース
に由来する履歴データと比較することにより計算を実施しうる。次いで、コンピュータシ
ステムは、計算からの出力をデータベース内に保存することもでき、かつ／または出力を
、ネットワークを介して、ウェブページ、文章データ、または電子メールなどの出力デバ
イスへと通信することもできる。使用者は、コンピュータシステムからの出力を受信した
後で、出力に従い、医療措置のコースを施すことができる。例えば、使用者が、内科医で
あり、出力が、閾値を上回るがんの確率である場合、内科医は、疑われる組織の生検を実
施するかまたは命じることができる。一連の使用者は、ウェブブラウザーを使用して、バ
イオマーカーアッセイに由来するデータを、ウェブページのグラフィック使用者インター
フェースへと入力することが可能である。ウェブページとは、フロントエンドサーバーと
関連するグラフィック使用者インターフェースであり、この場合、フロントエンドサーバ
ーは、使用者の入力デバイス（例えば、コンピュータ）およびバックエンドサーバーと通
信しうる。フロントエンドサーバーは、任意の種類のデータ、例えば、使用者アカウント
情報、使用者による入力、および使用者へと出力される報告書を保存することが可能なフ
ロントエンドデータベースを有する保存デバイスを含む場合もあり、これと連絡する場合
もある。次いで、各使用者からのデータを、データを操作して、結果を作成することが可
能なバックエンドサーバーへと送信することができる。例えば、バックエンドサーバーは
、類似のセルフォーンについての補正を計算することもでき、類似の試料回収ユニットか
ら作成されたデータをコンパイルすることもできる。次いで、バックエンドサーバーは、
操作または計算の結果を、フロントエンドサーバーへと返信することができ、ここで、結
果は、データベース内に保存することもでき、報告書を作成するのに使用することもでき
る。結果は、フロントエンドサーバーから、出力デバイス（例えば、ウェブブラウザーを
伴うコンピュータまたはセルフォーン）へと伝送して、使用者へと送達することができる
。異なる使用者は、データを入力することもでき、データを受信することもできる。ある
実施形態では、結果は、報告書により送達する。別の実施形態では、結果は、使用者に警
告しうる出力デバイスへと直接送達する。
【０２１７】
　アッセイに由来する情報は、定量的であることが可能であり、本発明のコンピュータシ
ステムへと送信することができる。情報はまた、使用者により、またはリーダーシステム
もしくはコンピュータシステムにより自動的に定量的な尺度へと変換されうるパターンま
たは蛍光の観察など、定性的でもあることも可能である。ある実施形態では、対象はまた
、人種、身長、体重、年齢、性別、眼の色、毛髪の色、家族の医療履歴、本人識別、居住
地、および使用者に有用でありうる他の任意の情報など、試料アッセイ情報以外の情報も
、コンピュータシステムへともたらしうる。
【０２１８】
　一部の実施形態では、デバイスと関連するセンサーにより、さらなる情報がもたらされ
る。画像センサーを含むデバイスにより、例えば、全地球測位データ、加速度データ、気
圧、または湿度レベルを測定することができる。本発明のコンピュータシステムにより、
このさらなる情報を使用することができる。
【０２１９】
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　情報は、画像センサーに由来するデータを読み取るかまたはこれをもたらすデバイスに
より、コンピュータシステムへと自動的に送信することができる。別の実施形態では、入
力デバイスを使用して、使用者（例えば、対象または医療従事者）が、情報を、コンピュ
ータシステムへと入力する。入力デバイスは、パーソナルコンピュータ、モバイルフォー
ン、または他の無線デバイスの場合もあり、ウェブページのグラフィック使用者インター
フェースの場合もある。例えば、ＪＡＶＡ（登録商標）でプログラムされたウェブページ
は、使用者が文章データを追加しうる異なる入力ボックスを含むことが可能であり、この
場合、使用者により入力される文章は、次いで、処理のためにコンピュータシステムへと
送信される。対象は、様々な様式でデータを入力することもでき、様々なデバイスを使用
してデータを入力することもできる。データは、別のコンピュータまたはデータ入力シス
テムからコンピュータへと自動的に得、入力することができる。データをデータベースへ
と入力する別の方法は、データをデータベースへと直接入力するために、キーボード、タ
ッチスクリーン、トラックボール、またはマウスなどの入力デバイスを使用する方法であ
る。
【０２２０】
　ある実施形態では、コンピュータシステムは、保存ユニット、プロセッサー、およびネ
ットワーク通信ユニットを含む。例えば、コンピュータシステムは、パーソナルコンピュ
ータ、ラップトップコンピュータ、または複数のコンピュータでありうる。コンピュータ
システムはまた、１または複数のサーバーでもありうる。ソフトウェアまたはファームウ
ェアなど、コンピュータで読取り可能な命令は、コンピュータシステムの保存ユニット上
に保存することができる。保存ユニットはまた、コンピュータシステムにより受信および
作成された情報を保存および構成するための少なくとも１つのデータベースも含みうる。
ある実施形態では、データベースは、履歴データを含み、この場合、履歴データは、別の
データベースから自動的に追加投入することもでき、使用者が入力することもできる。
【０２２１】
　ある実施形態では、コンピュータシステムのプロセッサーは、データベースのうちの少
なくとも１つにアクセスすることも可能であり、処理される情報の供給源としての入力デ
バイスに直接由来する情報を受信することも可能である。プロセッサーは、情報供給源上
で計算を実施しうる、例えば、ダイナミックスクリーニング法または確率計算法を実施す
ることが可能である。計算の後、プロセッサーは、結果をデータベースへと伝送すること
も可能であり、出力デバイスへと直接伝送することも可能である。結果を受信するための
データベースは、入力データベースまたは履歴データベースと同じでありうる。出力デバ
イスは、ネットワークを介して、本発明のコンピュータシステムと通信しうる。出力デバ
イスは、処理された結果を使用者へと送達することが可能な任意のデバイスでありうる。
【０２２２】
　デバイス間または本発明のコンピュータシステム間の通信は、例えば、インターネット
を介する方法を含む、ディジタル通信の任意の方法でありうる。ネットワーク通信は、無
線の場合もあり、イーサーネットベースの通信の場合もあり、光ファイバー通信の場合も
あり、ファイヤーワイヤー、ＵＳＢ、または通信が可能な他の任意の接続を介する場合も
ある。ある実施形態では、本発明のシステムまたは方法により伝送される情報は、暗号化
することができる。
【０２２３】
　システムおよび方法は、１または複数のデータ処理デバイスまたはデータ保存デバイス
との通信のためのネットワーク（例えば、ローカルエリアネットワーク、ワイドエリアネ
ットワーク、インターネット）、光ファイバーメディア、搬送波、無線ネットワークを介
して送られるデータシグナルを含みうることがさらに注目される。データシグナルは、デ
バイスへともたらされるかまたはデバイスからもたらされる、本明細書で開示されるデー
タのうちのいずれかまたは全てを搬送しうる。
【０２２４】
　加えて、本明細書で記載される方法およびシステムは、デバイス処理サブシステムによ
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り実行可能なプログラム命令を含むプログラムコードを介して、多くの異なる種類の処理
デバイス上で実装することができる。ソフトウェアプログラム命令は、処理システムに本
明細書で記載される方法を実施させるように作動可能な、ソースコード、オブジェクトコ
ード、マシンコード、または他の任意の保存されるデータを含みうる。しかし、本明細書
で記載される方法およびシステムを実行するように構成されたファームウェア、なおまた
は適切にデザインされたハードウェアなど、他の実装もまた、使用することができる。
【０２２５】
　コンピュータシステムは、対象から値を得るのに使用される計器とは物理的に別個であ
りうる。ある実施形態ではまた、グラフィック使用者インターフェースも、コンピュータ
システム、例えば、ネットワークと連絡した無線デバイスの一部から遠隔でありうる。別
の実施形態では、コンピュータと計器とは、同じデバイスである。
【０２２６】
　コンピュータシステムの出力デバイスまたは入力デバイスは、当技術分野で公知のグラ
フィック使用者インターフェースにおいて日常的に見出される、ボタン、プルダウンメニ
ュー、スクロールバー、文章データを入力するためのフィールドなどのインターフェース
エレメントを含むグラフィック使用者インターフェースを含む、１または複数の使用者デ
バイスを含みうる。使用者インターフェース上で入力される要望は、システム内のアプリ
ケーションプログラム（ウェブアプリケーションなど）へと伝送される。一実施形態では
、システム内の使用者デバイスの使用者は、システムのウェブブラウザーおよびウェブサ
ーバーによりもたらされるＨＴＭＬインターフェースを使用して、データに直接アクセス
することが可能である。
【０２２７】
　グラフィック使用者インターフェースは、オペレーティングシステムまたはサーバーの
一部としてのグラフィック使用者インターフェースコードにより作成することができ、デ
ータを入力し、かつ／または入力されたデータを表示するのに使用することができる。処
理されたデータの結果は、インターフェース内または異なるインターフェース内で表示す
ることもでき、システムと連絡されたプリンター上で印刷することもでき、メモリデバイ
ス内に保存することもでき、かつ／またはネットワークを介して伝送することもできる。
使用者インターフェースとは、使用者へと提示されるグラフィック情報、文章データ情報
、または聴覚情報を指す場合があり、また、キーストローク、移動、または選択など、プ
ログラムまたはデバイスを制御するために使用される制御配列も指す場合がある。別の例
では、使用者インターフェースは、使用者が本発明のシステムと相互作用することを可能
とする、タッチスクリーン、モニター、キーボード、マウス、または他の任意のアイテム
でありうる。
【０２２８】
　さらに別の態様では、使用者が医療措置のコースを施す方法であって、試料解析に基づ
き医療措置のコースを開始するステップを含む方法も提供される。医療措置のコースは、
医療処置を前記の対象へと送達することでありうる。医療処置は、以下：医薬療法、外科
療法、臓器切除療法、および放射線療法からなる群から選択することができる。医薬は、
例えば、がん療法のための化学療法化合物を含みうる。医療措置のコースは、例えば、医
療検査の実施、前記の対象に対する医療的イメージング、医療処置を送達するための特別
な時間の設定、生検、および医療従事者による診察を含みうる。医療措置のコースは、例
えば、上記で記載した方法の反復を含みうる。方法は、前記の使用者が、前記の試料によ
り、対象の医学的状態を診断することをさらに含みうる。システムまたは方法は、医療処
置を送達するかまたは医療措置のコースを開始するステップを伴いうる。疾患を本発明の
方法またはシステムにより評価または診断する場合、医療従事者は、評価または診断を査
定し、自身の査定に従い医療処置を送達することができる。医療処置は、疾患または疾患
の症状を処置することを意図する任意の方法または生成物でありうる。ある実施形態では
、システムまたは方法により、医療措置のコースを開始する。医療措置のコースは、本発
明のコンピュータシステムのプロセッサーからの結果を査定する医療従事者が決定するこ
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とが多い。例えば、医療従事者は、医療従事者に、対象が特定の医学的状態を有する確率
が９７％であることを知らせる出力情報を受信しうる。この確率に基づき、医療従事者は
、生検、手術、医療処置、または無措置など、医療措置の最も適切なコースを選択するこ
とができる。ある実施形態では、本発明のコンピュータシステムは、医療措置のコースの
複数の例をデータベース内に保存することが可能であり、処理された結果は、使用者へと
出力される措置のコースの１または複数の例の送達を開始しうる。ある実施形態では、コ
ンピュータシステムは、情報および医療措置のコースの例を出力する。別の実施形態では
、コンピュータシステムは、適切な医療措置のコースを開始しうる。例えば、処理された
結果に基づき、コンピュータシステムは、医薬を対象へと送達しうるデバイスへと通信し
うる。別の例では、コンピュータシステムは、処理の結果に基づき、救急職員または医療
従事者に接触しうる。患者に施しうる医療措置のコースは、薬物の自己投与、軟膏の適用
、勤務スケジュールの変更、睡眠スケジュールの変更、休息、食餌の変更、包帯の除去、
または予約および／または医療従事者への来院のスケジューリングを含む。医療従事者は
、例えば、内科医、救急医療職員、薬剤師、精神科医、臨床心理士、カイロプラクター、
鍼師、皮膚科医、泌尿器科医、肛門科医、足治療医、がん専門医、婦人科医、神経科医、
臨床病理医、小児科医、放射線科医、歯科医、内分泌科医、胃腸科専門医、血液科医、腎
臓専門医、眼科医、理学療法医、栄養専門医、または外科医でありうる。
【０２２９】
　画像は、クラウドへとアップロードすることができる。一部の実施形態では、画像は、
使用者による相互作用を伴わずに、クラウドへと自動的にアップロードすることができる
。クラウドへとアップロードされた画像は、１または複数のローカルコンピュータまたは
デバイスへと送信することができる。画像は、複数のコンピュータおよび／またはデバイ
スの間で同期化することができる。画像のアップロードおよび同期化は、ソフトウェアに
より制御することができる。例えば、Ｎｏｋｉａ　８０８カメラが作動するＳｙｍｂｉａ
ｎソフトウェアは、クラウドベースの保存サービスである、Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ製のＳｋ
ｙｄｒｉｖｅへとアクセスし、次いで、アップロードされたファイルを、Ｓｋｙｄｒｉｖ
ｅアプリケーションをインストールし、同じアカウントへとログインさせた全てのコンピ
ュータと即時に同期化する。これは、他のプラットフォーム上で達成することができる。
例えば、ＡｎｄｒｏｉｄアーキテクチャーまたはｉＯＳアーキテクチャーを使用して、画
像を、クラウドへと、自動的にアップロードし、同期化することができる。既存のソフト
ウェアソリューションの非限定的例は、ｂｏｘ．ｎｅｔ、ｄｒｏｐｂｏｘ、ｓｋｙｄｒｉ
ｖｅ、およびｉＣｌｏｕｄを含む。モバイルデバイスからコンピュータへの画像の自動式
移動のためのクラウドベースのアーキテクチャーを使用することにより、事実上任意の市
販のスマートフォンを、現在市販されている多様なオペレーティングシステムおよびハン
ドセットに対する、ソフトウェアのいかなる微調整もマイナーチェンジも伴わずに、本発
明者らの自動式解析ソフトウェアへと直結することができる。セルフォーンから画像を抽
出するクラウドベースのサービスを使用することにより、画像および生データの容易なア
ーカイブ化およびトレーサビリティーが可能となる。
【０２３０】
　一部の実施形態では、画像を、画像センサーを含むデバイス上で維持し、クラウドへと
送信したり同期化させたりしない。ソフトウェアは、画像センサーを含むデバイス上で直
接的な画像解析を行うように書き込むことができる。オフサイトで処理された画像に対処
することにより、電話機からの画像を伝送するためのバンド幅またはさらなるファイルの
ための空き容量がないセルフォーンのサイズ制限に対応することなく、処理された画像を
保存することも可能となる。また、セルフォーン上の部分的または完全な画像処理も直接
実施することができる。
【０２３１】
　以下のワークフローを伴う特注のＬａｂｖｉｅｗプログラムにより、画像解析を実施す
る。画像は、セルフォーン上で撮影されると、Ｓｋｙｄｒｉｖｅクラウドを介して、世界
中の任意のコンピュータへと自動的に転送される。この間、Ｌａｂｖｉｅｗプログラムは
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、フィルタリングされた特殊なカテゴリー（すなわち、＊．ｊｐｇ、＊．ｐｎｇ、＊．ｔ
ｉｆｆ）に当てはまる新たなファイルについて、コンピュータ上の任意のフォルダー「を
見張り」、これらのファイルを自動的に解析するように書き込まれる。プログラムは、ソ
フトウェアの「ウォッチャー」および「アナライザー」が、中断せずに同時に作動しうる
ように、マルチスレッドである。新たなファイルが見張られたフォルダー（クラウド同期
化を介して）に付加されると、これを、アナライザーが見張る待ち行列へと付加する。待
ち行列は、その中で待機する複数のファイルを有しうるので、ソフトウェアが対処しうる
より速く画像が撮影されつつある場合も、見張られたフォルダーに、いまだ解析されてい
ない一連のファイルを追加するだけの場合も問題とならない。したがって、解析ソフトウ
ェアはまた、いかなる特殊なプラットフォームへも直結されず、セルフォーンであれ、小
型カメラであれ、ｄｓｌｒであれ、顕微鏡などであれ、任意のデバイスからの画像を解析
するように容易に改変することができる。
【０２３２】
　アップロードされたファイルは、待ち行列に追加されると、ソフトウェアの解析部分に
入力される。次いで、ソフトウェアは、ＲＧＢ画像を撮影し、それを、色に基づき、３つ
のチャネルへと分割するであろう。本発明者らの場合、青色はＣＭＯＳイメージングセン
サーに達する前に完全にフィルタリングされるので、青色チャネルは使用しない。デバイ
スは、それらの各々が、それらの寸法に合わせて切断されてそれらに貼り付けられた赤色
テープの小片を有する、直径４ｍｍの４つの丸印を伴ってエッチングされた。テープは、
緑色である蛍光イメージングに干渉しないように、赤色とする。次いで、これらの４つの
丸印を使用して、赤色のチャネル内のあるサイズの４つの異なる丸印を検索することによ
り、完全な画像が撮影されたのかどうかを決定する。次いで、その前に、画像を回転させ
ることにより、２つのドットの間の直線が、画像軸と平行になるまで、画像内のいかなる
傾斜も補正したら、ソフトウェアが理解しうる様式で丸印を並べ替える。この補正の後、
次いで、ウェルを含有するチップの部分を、ドットからの距離に基づき決定する。
【０２３３】
　本発明者らは、カルセインを蛍光化合物として使用しているので、蛍光シグナルは、緑
色のチャネルに現れ、赤色のチャネルは、散乱光パターンを含有する。したがって、本発
明者らは、緑色のチャネルから赤色のチャネルを差し引きすることによる標準化を使用し
て、陽性ウェルのバックグラウンド補正された画像を得ることができる。次いで、画像を
、３つの異なる様式でフィルタリングして、陽性ウェルの強度を増大させてから、閾値化
する、すなわち、平均化フィルターをかけて、任意の過剰露出されたピクセルを曖昧化し
、細部強調フィルターをかけて、陽性ウェルをより明確とし、次いで、メジアンフィルタ
ーをかけて、陰性ウェルの強度を降下させてから、閾値化する。次いで、閾値化を実施し
て、陰性ウェルの大半を画像から除去した後、小さな不具合を除去するアルゴリズムにか
ける。次いで、ルックアップテーブルを使用して、画像をバイナリー画像から変換し戻し
てから、どれが陽性であるのかを決定するウェルを含有することが既に決定されている画
像の部分に残った特徴に対するパターンマッチを行った。
【０２３４】
　陽性ウェルの数を決定したら、チップ内の試料の元の濃度を決定するように、ポアソン
統計および問題のチップについての既往の知見を使用してこの数を処理する。次いで、こ
の情報を、電子メールを介して、任意の妥当な電子メールアカウントへと自動的に送信し
、次いで、彼らが、画像解析を実施するコンピュータに対して世界のどこにいるのかに関
わらず、画像を撮影した元の人に受信させる。実際の時間は、セルフォーンによるネット
ワーク上のアップロード速度およびコンピュータによるネットワーク上のダウンロード速
度の下に置かれるが、画像の撮影と電子メールによる確認の受信との間の経過時間は、１
分間を十分に下回っている。４つのスポット全てを見出すことが可能でないエラーなどの
エラーが解析のコースにおいて検出される場合、使用者には、別の画像を撮影しなければ
ならないことを迅速に警告する必要があるため、これは、重要である。ソフトウェアは、
このようなことを行うようにプログラムされており、使用者は、１分間未満のうちに別の
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画像を撮影するように知らされることが典型的である。電子メールにより通知する可能性
により、文章データを介して通知する可能性がもたらされうる。セルフォーンプロバイダ
ーは、文章データとして電子メールの本体を具体的な使用者へと送信するサービスを施し
うる。他のサーバーは、ＳＭＳメッセンジャーとして活用されうる。解析工程では、コン
ピュータによる自動化を使用して、使用者に、画像を使用しうるのかどうかを通知するこ
とが可能である。通知は、例えば、ＳＭＳメッセージ、電子メールメッセージ、電話によ
る通話、ウェブサイトへの投稿、または電子メッセージでありうる。一部の実施形態では
、画像のアップロードから、使用者が通知されるまでの時間の長さを、解析工程と称する
ことができる。解析工程は、例えば、５分間、４分間、３分間、２分間、１分間、５０秒
間、４５秒間、４０秒間、３０秒間、２０秒間、１０秒間、９秒間、８秒間、７秒間、６
秒間、５秒間、４秒間、３秒間、２秒間、１秒間、０．５秒間、０．４秒間、０．３秒間
、０．２秒間、または０．１秒間未満かかりうる。一部の実施形態では、解析工程は、１
分間未満かかる。
【０２３５】
　較正発光をもたらすための少なくとも１つの較正光源と、較正発光を感知するための少
なくとも１つの較正発光ダイオードとが提供されるが、この場合、制御回路は、較正発光
ダイオードの出力を、検出発光ダイオードの出力の各々から差し引くための差動回路を有
する。
【０２３６】
　通信インターフェースは、アウターケーシングが、ＵＳＢドライブとして構成されるよ
うに、ユニバーサルシリアルバス（ＵＳＢ）接続とすることができる。
【０２３７】
　いくつかの場合には、情報を、イメージングのために使用されたモバイルデバイスへと
返送する。例えば、画像を得、解析のために別個のコンピュータへと送信することができ
る。次いで、画像または画像に関する日付を、モバイルデバイスへと返送することができ
る。一部の実施形態では、使用者の画像および／または処理された画像および／または結
果として得られるデータを、別個のデバイスへと伝送し、例えば、内科医のモバイルデバ
イスにより、情報を受信しうる。いくつかの場合には、２つ以上の情報のセットを、２つ
以上のデバイスへと伝送する。２つ以上の情報のセットは、同じ情報でありうるか、また
は一部の実施形態では、個別のデータを各使用者へと送信する。例えば、患者が、画像に
関するなんらかの情報を受信しうる一方で、患者の医師は、内科医の解析により適する情
報を受信する。
【０２３８】
　画像についての解析を「クラウド」へとオフロードすることにより、生データのトレー
サビリティーおよびアーカイブ化、グローバルアクセス、ならびに事実上全てのスマート
フォンオペレーティングシステムとの適合性を含むいくつかの利益がもたらされるが、こ
れは、十分に大きなバンド幅の無線データ接続を要求するので、いくつかの状況では、直
接的な電話機上の解析が好ましい場合もあろう。
【０２３９】
　一部の実施形態では、化学加熱器を使用して試料を加熱する。例えば、化学加熱器は、
イメージング前に、またはイメージング時に、試料含有デバイス（例えば、ＳｌｉｐＣｈ
ｉｐ）を加熱しうる。化学加熱器は、発熱反応を使用して機能しうる。発熱反応とは、熱
を発生させる反応、例えば、Ｍｇ＋２Ｈ２Ｏ→Ｍｇ（ＯＨ）２＋Ｈ２＋熱、ＣａＯ（固体
）＋Ｈ２Ｏ（液体）→Ｃａ（ＯＨ）２（固体）、またはＣａＯ（固体）＋Ｈ２Ｏ（液体）
→Ｃａ（ＯＨ）２（固体）である。反応は、マグネシウム粒子（例えば、米国特許第４，
０１７，４１４号および同第４，２６４，３６２号を参照されたい）と混合された金属鉄
粒子および食塩（ＮａＣｌ）を含みうる。一部の実施形態では、化学加熱器は、イメージ
ングすることが可能であり、加熱が適切に生じたのかどうかについての表示を示しうる。
【０２４０】
　キットは、ＳｌｉｐＣｈｉｐデバイスと、核酸増幅に関与するように選択された試薬の



(55) JP 2016-500002 A 2016.1.7

10

20

30

40

50

供給とを含みうる。一部の実施形態では、試薬は、第１の成分の導管、第２の成分の導管
、またはこれらの両方と係合するように適合させたコンテナー内に配置することができる
。このようなコンテナーは、ピペット、シリンジなどでありうる。一部の実施形態では、
キットは、加熱器を含む。
【０２４１】
　一部の実施形態では、デバイスおよび／またはキットはまた、第１の成分および第２の
成分へと熱を供給するかまたは第１の成分および第２の成分から熱を除去することが可能
なデバイスも含みうる。このようなデバイスは、加熱器、冷却デバイス、近赤外光ランプ
または可視光ランプなどを含む。一部の実施形態では、キットはまた、第１のウェル集団
、第２のウェル集団、またはこれらの両方のうちの少なくともいくつかについての画像を
収集することが可能なデバイスも含みうる。一部の実施形態では、デバイスは、モバイル
通信デバイスまたはタブレットを含む。一部の実施形態では、キットは、デバイスが画像
を収集する一助となる付属品を含みうる。一部の実施形態では、キットは、モバイルデバ
イスまたはタブレットを介する解析のためのソフトウェアへのアクセスを可能とするコー
ドを含みうる。一部の実施形態では、キットは、ＳｌｉｐＣｈｉｐ、増幅反応のための試
薬、および試料を加工するための指示書を含む。一部の実施形態では、キットは、Ｓｌｉ
ｐＣｈｉｐ、増幅反応のための試薬、試料のイメージングを実行するソフトウェア、およ
び試料を加工するための指示書を含む。
【０２４２】
　デバイスの一部の実施形態では、同種タンパク質検出アッセイを使用して、特定の緩衝
液中の粗細胞溶解物中または精製タンパク質中の特異的タンパク質を検出する。これらの
アッセイでは、抗体またはアプタマーを使用して、標的タンパク質を捕捉することができ
る。
【０２４３】
　１つの種類のアッセイでは、特定のタンパク質に結合するアプタマーを、蛍光共鳴エネ
ルギー移動（ＦＲＥＴ）反応または電気化学発光共鳴エネルギー移動（ＥＲＥＴ）反応の
ドナーおよびアクセプターとして機能しうる、２つの異なるフルオロフォアまたはルミノ
フォアで標識する。ドナーおよびアクセプターのいずれも同じアプタマーへと連結すると
、標的タンパク質へと結合したときのコンフォメーション変化により、隔たりが変化する
。例えば、標的の非存在下におけるアプタマーは、ドナーとアクセプターとが近接するコ
ンフォメーションを形成するが、標的へと結合すると、新たなコンフォメーションの結果
として、ドナーとアクセプターとの間に大きな隔たりがもたらされる。アクセプターが消
光剤であり、ドナーがルミノフォアである場合、標的への結合の効果は、２５０または８
６２における発光の増大である。
【０２４４】
　第２の種類のアッセイでは、標的タンパク質の異なる非重複エピトープまたは異なる非
重複領域に独立に結合するはずの２つの抗体または２つのアプタマーを使用する。これら
の抗体またはアプタマーを、蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）反応または電気化学発
光共鳴エネルギー移動（ＥＲＥＴ）反応のドナーおよびアクセプターとして機能しうる、
異なるフルオロフォアまたはルミノフォアで標識する。フルオロフォアまたはルミノフォ
アは、長鎖の可撓性リンカーを介して抗体またはアプタマーへと接合させた、短鎖の相補
的オリゴヌクレオチド対の一部を形成する。抗体またはアプタマーが標的タンパク質に結
合したら、相補的オリゴヌクレオチドは、互いを見出し、互いとハイブリダイズする。こ
れにより、ドナーとアクセプターとが互いに近接する結果として、標的タンパク質を検出
するためのシグナルとして使用される効率的なＦＲＥＴまたはＥＲＥＴが得られる。
【０２４５】
　２つの抗体またはアプタマーへと接合させたオリゴヌクレオチドが、それらのタンパク
質への結合の非存在下において互いとハイブリダイズする結果としてのバックグラウンド
シグナルは見られないか、または極めて小さいことを確認するには、二重鎖についての解
離定数（ｋｄ）が比較的大きく（約５μＭ）なるように、相補的オリゴヌクレオチドの長
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さおよび配列を注意深く選択することが必要である。したがって、これらのオリゴヌクレ
オチドで標識された遊離抗体またはアプタマーを、それらのｋｄを大きく下回るナノモル
濃度で混合する場合、二重鎖が形成され、ＦＲＥＴシグナルまたはＥＲＥＴシグナルが発
生する可能性は、無視できる程度である。しかし、両方の抗体または両方のアプタマーが
標的タンパク質に結合すると、オリゴヌクレオチドの局所濃度は、それらのｋｄよりはる
かに大きくなる結果として、ほぼ完全なハイブリダイゼーションおよび検出可能なＦＲＥ
ＴシグナルまたはＥＲＥＴシグナルの発生がもたらされる。
【０２４６】
　粗細胞溶解物は、混濁し、自己蛍光発光する物質を含有しうることが多い。このような
場合には、蛍光発光または電気化学発光が長時間にわたり持続する分子および最大のＦＲ
ＥＴまたはＥＲＥＴをもたらすように最適化されたドナー－アクセプター対の使用が所望
される。このような１つの対は、ユーロピウムによるキレート剤およびＣｙ５による対で
あり、これは既に、干渉するバックグラウンド蛍光、電気化学発光、または散乱光が減衰
した後において、シグナルの読取りを可能とすることにより、このような系におけるシグ
ナル対バックグラウンド比を、他のドナー－アクセプター対と比較した場合に著明に改善
することが示されている。また、ユーロピウムによるキレート剤およびＡｌｅｘａＦｌｕ
ｏｒまたはテルビウムキレート剤およびフルオレセインによるＦＲＥＴ対またはＥＲＥＴ
対も良好に働く。この手法の感度および特異度は、酵素免疫測定アッセイ（ＥＬＩＳＡ）
の感度および特異度と同様であるが、試料操作は要求されない。
【０２４７】
　デバイスの一部の実施形態では、異種タンパク質検出アッセイを使用して、特定の緩衝
液中の粗細胞溶解物中または精製タンパク質中の特異的タンパク質を検出する。これらの
アッセイでは、抗体またはアプタマーを使用して、標的タンパク質を捕捉することができ
る。抗体のうちの１つまたはアプタマーのうちの１つを、ウェルの底部または磁気ビーズ
へと接合させ、タンパク質溶解物を、溶解時に、または化学溶解セクション内において、
他の抗体またはアプタマーと組み合わせて、第１の抗体またはアプタマーへの結合を容易
としてから、ウェルに入れる。プロテオームアッセイチャンバー内で要求されるコンジュ
ゲーションイベントまたはハイブリダイゼーションイベントが１つだけであるので、これ
により、その後、検出可能なシグナルが発生する速度が増大する。リードアウトのための
シグナルを発生させるために、１または複数の酵素分子、フルオロフォア、オリゴ、また
はナノ粒子を、第２の抗体またはアプタマーへと接合させる。次いで、シグナルを発生さ
せ、これを、例えば、蛍光、化学発光、光を散乱させる可能性などとして視覚化すること
ができる（Rissin,　David　M.ら、「Simultaneous　detection　of　single　molecules
　and　singulated　ensembles　of　molecules　enables　immunoassays　with　broad
　dynamic　range」、Analytical　chemistry、８３巻６号（２０１１年）、２２７９～
２２８５頁;　Walt,　David　R.、「Optical　Methods　for　Single　Molecule　Detect
ion　and　Analysis」、Analytical　chemistry、８５巻３号（２０１２年）、１２５８
～１２６３頁;　Shon,　Min　JuおよびAdam　E.　Cohen、「Mass　Action　at　the　Sin
gle-Molecule　Level」、Journal　of　the　American　Chemical　Society、１３４巻３
５号（２０１２年）、１４６１８～１４６２３頁;　Kan,　Cheuk　W.ら、「Isolation　a
nd　detection　of　single　molecules　on　paramagnetic　beads　using　sequential
　fluid　flows　in　microfabricated　polymer　array　assemblies」、Lab　on　a　C
hip、１２巻５号（２０１２年）、９７７～９８５頁;　Zhang,　Huaibinら、「Oil-seale
d　femtoliter　fiber-optic　arrays　for　single　molecule　analysis」、Lab　on　
a　chip、１２巻１２号（２０１２年）、２２２９～２２３９頁）。
【０２４８】
　デバイスの一部の実施形態を、例えば、核酸標識を使用して、タンパク質、細菌、ウイ
ルス、感染作用物質など、異なる生物学的標的を検出するのに使用しうるであろう。一部
の実施形態では、標的を、検出に使用しうるオリゴヌクレオチドでタグ付けする。オリゴ
ヌクレオチドタグは、例えば、ＰＣＲ、ＬＡＭＰ、ＲＰＡ、ＮＡＳＢＡ、ＲＣＡなど、い
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くつかの異なる核酸増幅戦略のうちのいずれか１つを使用してさらに増幅することができ
る。オリゴヌクレオチドタグはまた、例えば、Ｃｈｅｎ（Huang,　SuxianおよびYong　Ch
en、
【０２４９】
「Polymeric　Sequence　Probe　for　Single　DNA　Detection」、Analytical　chemist
ry、８３巻１９号（２０１１年）、７２５０～７２５４頁）により示される通り、蛍光プ
ローブを使用して視覚化することもできるであろう。
【０２５０】
　現在のところ、定量的解析測定の大半は、反応速度フォーマットにおいて実施され、反
応速度自体または反応速度の測定値に影響を及ぼす摂動に対して頑健でないことが公知で
ある。本発明者らは、「ディジタル」（単一分子）フォーマットで実施した同じ測定が、
このような摂動に対する頑健性の増大を示すことを裏付けた（図１）。
【０２５１】
　一部の実施形態では、本発明者は、ＨＩＶ－１　ＲＮＡを標的分子として選択し、等温
ディジタル逆転写ループ媒介増幅（ｄＲＴ－ＬＡＭＰ）を、増幅化学反応として選択した
。ＬＡＭＰ増幅化学反応は、３つの理由：ｉ）定性的リードアウトで実施すると、少なく
とも１つの例では、いくつかの摂動を許容することが公知であるので、定量的リードアウ
トによる頑健性の問題は、有意味な問題であること；ｉｉ）ＬＡＭＰは、自己触媒性の指
数関数的増幅化学反応であるが、その開始相または増殖相がより大きな摂動の影響を受け
るのかどうか、したがって、ディジタルフォーマットまたは反応速度フォーマットがより
大きな摂動の影響を受けるのかどうかは明らかとならなかった程度に、その機構は十分に
複合的であること；ｉｉｉ）ディジタルＬＡＭＰは近年、多様なマイクロ流体プラットフ
ォーム上で裏付けられていることにより選択した。単純な閉じ込めおよび単一分子の増幅
に十分に適し、単一分子上でマルチステップ反応を実施するのに好都合であり、ｄＲＴ－
ＬＡＭＰにより妥当性が確認されているため、本発明者らは、マイクロ流体ＳｌｉｐＣｈ
ｉｐデバイス＿ＥＮＲＥＦ＿４１を使用した。使用される特異的な配列のために、１ステ
ップＲＴ－ＬＡＭＰより効率的でありうるため、２ステップＲＴ－ＬＡＭＰプロトコール
を使用した。また、ＲＴ－ＬＡＭＰは、熱サイクリング装置を要求せず、電気を要求しな
い化学加熱器を使用して実行しうるため、限られた資源の設定の下で魅力的な増幅化学反
応でもある。さらに、ＲＴ－ＬＡＭＰは、高度に蛍光発光性のカルセインベースのリード
アウト化学反応にも適合性である。
【０２５２】
　一部の実施形態では、本発明は、ディジタル式単一分子操作を支援する任意のマイクロ
流体プラットフォームを使用して実施することができる。一部の実施形態では、本発明は
、生体系、例えば、温度変動に対する体内時計の頑健性の研究へと適用することができる
。一部の実施形態では、本発明は、極めて迅速であり、特異的であり、明るい陽性シグナ
ルおよび薄暗い陰性シグナルをもたらし、実験における摂動に対して頑健であるため、限
られた資源の設定の下における定量的測定に使用することができる。
【実施例】
【０２５３】
　これらの実施例は、例示的な目的のためだけに提示されるものであり、本明細書で提示
される特許請求の範囲を限定するために提示されるものではない。
【０２５４】
　（実施例１）
ＳｌｉｐＣｈｉｐの形成
　ソーダ石灰ガラスを使用して、所望されるガラス製ＳｌｉｐＣｈｉｐを作製する手順は
、既往の研究に基づいた。２ステップの曝露－エッチングプロトコールを、２つの異なる
深さのウェル（熱増殖ウェルでは５μｍ、他の全てのウェルでは５５μｍ）を創出するよ
うに適合させた。エッチングの後、ガラスプレートを、ピラニア酸および脱塩水でよく清
浄化し、窒素ガスで乾燥させた。次いで、ガラスプレートをプラズマ清浄器内で１０分間
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にわたり酸化処理し、１時間にわたるシラン化のために乾燥機へと速やかに移した。ガラ
スプレートを、クロロホルム、アセトン、およびエタノールでよくすすぎ、窒素ガスで乾
燥させてから使用した。
【０２５５】
　プラスチックポリカーボネート製のＳｌｉｐＣｈｉｐデバイスを、ｍｉｃｒｏｆｌｕｉ
ｄｉｃ　ＣｈｉｐＳｈｏｐ　ＧｍｂＨから受領した後、プラズマ清浄器内で、１５分間に
わたり直接酸化処理し、次いで、９０分間にわたるシラン化のために、乾燥機へと移した
。ＳｌｉｐＣｈｉｐデバイスを、テトラデカン中に、６５℃で１５分間にわたり浸漬し、
次いで、エタノールでよくすすぎ、次いで、窒素ガスで乾燥させてから使用した。プラス
チック製のＳｌｉｐＣｈｉｐデバイスは、再使用しなかった。
【０２５６】
　ＳｌｉｐＣｈｉｐは、脱気油（鉱物油：テトラデカンを１：４（ｖ／ｖ）とする；Ｆｉ
ｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）下でアセンブルした。上側プレートおよび下側プレー
トの両方を、油相へと浸漬し、対面させた。２枚のプレートを、示される通りに、立体鏡
（Ｌｅｉｃａ、Ｇｅｒｍａｎｙ）下で位置合わせし、大型クリップを使用して固定した。
流体注入口として用いられるように、上側プレートに２つの貫通孔をドリル加工した。試
薬溶液を、注入口を介して、ピペティングによりロードした。
【０２５７】
　（実施例２）
ＳｌｉｐＣｈｉｐ内の単一分子増幅
　ＨＩＶ－１ウイルス負荷を定量化するために、ディジタル逆転写ループ媒介等温増幅（
ｄＲＴ－ＬＡＭＰ）反応を使用した。ＬＡＭＰは、カルセイン中のマンガンのマグネシウ
ムによる置きかえを介して、明るい蛍光シグナルを発生させる。
【０２５８】
　ディジタルＬＡＭＰ実験は、既に記載されている。ｐ２４遺伝子をターゲティングする
プライマーを使用した。ウイルス負荷の定量化は、抗レトロウイルス療法（ＡＲＴ）の有
効性をモニタリングするのに必要である。ＨＩＶウイルスは、ウイルスＲＮＡをｃＤＮＡ
へと転換するそのエラープローン逆転写酵素に起因して、薬物療法の圧力下で急速に突然
変異する。これらの複数の突然変異は、突発的な薬物耐性株の出現を可能とするが、これ
は、別のＡＲＴへとスイッチすることにより制御しうるであろう。
【０２５９】
　ディジタルＬＡＭＰ実験のステップは、エッチングされたウェルを伴う２枚のガラスプ
レートからなるＳｌｉｐＣｈｉｐデバイスへの試料のローディングを含み、炭化水素油の
層で潤滑化されたチャネルにより、試薬のローディング、コンパートメント化、インキュ
ベーション、および混合を可能とした。第１のスリッピングでは、ローディングの後で、
鋳型、プライマーのうちの１つ、およびＲＴ酵素を含有する溶液を、ウェルへとコンパー
トメント化した（確率論的に閉じ込めた）。この確率論的閉じ込めは、各ウェル内の活性
ＲＮＡの濃度を効果的に増大させ、反応を各ウェル内で極めて効率的とすることを可能と
する。ｃＤＮＡは、逆転写ステップにおいて、各コンパートメント内のＲＮＡから合成し
た。短いインキュベーションの後、第２のスリッピングにより、残余のプライマーを伴う
ＬＡＭＰ試薬からなる第２の溶液をロードすることを可能とした。最後に、第３のスリッ
ピングによりＬＡＭＰ反応を開始し、デバイス全体を、６３℃で１時間にわたりインキュ
ベートした。
【０２６０】
　４０ウェルＳｌｉｐＣｈｉｐのデザインについて述べると、ローディングのために使用
された溶液中の各プライマーの濃度は、０．１５μＭであった。プライマー溶液に、内径
５０μｍのより細型のＰＴＦＥチューブ（Ｚｅｕｓ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ　Ｐｒｏｄｕ
ｃｔｓ　Ｉｎｃ．、Ｒａｒｉｔａｎ、ＮＪ）を末端とする、内径２００μｍのＴｅｆｌｏ
ｎチューブ（Ｗｅｉｃｏ　Ｗｉｒｅ　＆　Ｃａｂｌｅ　Ｉｎｃ．、Ｅｄｇｅｗｏｏｄ、Ｎ
Ｙ）内を流動させた。溶液は、テトラデカンを充填した５０μＬのＨａｍｉｌｔｏｎガラ
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スシリンジで駆動した。Ｈａｒｖａｒｄシリンジポンプにより制御された容量０．１μＬ
のプライマー溶液を、各丸型ウェルに入れた。反応のために、１００ｐｇ／μＬの濃度の
鋳型溶液を含有するＰＣＲミックスを、チャネルへと注入した。
【０２６１】
　４０ウェルＳｌｉｐＣｈｉｐのデザイン（図３）について述べると、プライマー１は、
Ｅ．ｃｏｌｉのｎｌｐ遺伝子（Ｆ：ＡＴＡ　ＡＴＣ　ＣＴＣ　ＧＴＣ　ＡＴＴ　ＴＧＣ　
ＡＧ；Ｒ：ＧＡＣＴＴＣ　ＧＧＧＴＧＡ　ＴＴＧ　ＡＴＡ　ＡＧ）であり；プライマー２
は、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａのｖｉｃ遺伝子（Ｆ：ＴＴＣ　ＣＣ
Ｔ　ＣＧＣ　ＡＧＡ　ＧＡＡ　ＡＡＣ　ＡＴＣ；Ｒ：ＣＣＴ　ＧＧＴ　ＴＧＡ　ＴＣＡ　
ＧＧＴ　ＣＧＡ　ＴＣＴ）であり；プライマー３は、Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ
のｃａｌｂ（Ｆ：ＴＴＴ　ＡＴＣ　ＡＡＣ　ＴＴＧ　ＴＣＡ　ＣＡＣ　ＣＡＧ　Ａ；Ｒ：
ＡＴＣ　ＣＣＧ　ＣＣＴ　ＴＡＣ　ＣＡＣ　ＴＡＣ　ＣＧ）であり；プライマー４は、Ｐ
ｓｅｕ　ｇｅｎｅｒａｌ　１６Ｓ（Ｆ：ＧＡＣ　ＧＧＧ　ＴＧＡ　ＧＴＡ　ＡＴＧ　ＣＣ
Ｔ　Ａ；Ｒ：ＣＡＣ　ＴＧＧ　ＴＧＴ　ＴＣＣ　ＴＴＣ　ＣＴＡ　ＴＡ）であり；プライ
マー５は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓのｎｕｃ遺伝子（Ｆ：ＧＣＧＡ
ＴＴＧＡＴＧＧＴＧＡＴＡＣＧＧＴＴ；Ｒ：ＡＧＣＣＡＡＧＣＣＴＴＧＡＣＧＡＡＣＴＡ
ＡＡＧＣ）であった。プライマーは、Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ（Ｃｏｒａｌｖｉｌｌｅ、ＩＡ）から注文した。
【０２６２】
　初期の９５℃で５分間にわたるステップを使用して、反応のために酵素を活性化させた
。次に、合計３８サイクルにわたる増幅を、以下の通りに実施した：９５℃で１分間にわ
たるＤＮＡ変性ステップ、５５℃で３０秒間にわたるプライマーアニーリングステップ、
および７２℃で４５秒間にわたるＤＮＡ伸長ステップ。最終サイクルの後、ＤＮＡ伸長ス
テップを、７２℃で５分間にわたり実施した。次いで、ＳｌｉｐＣｈｉｐを、４℃でサイ
クラー内に保持してからイメージングを行った。
【０２６３】
　（実施例３）
セルフォーンカメラによるＳｌｉｐＣｈｉｐのイメージング
　インキュベーション後、実施例２によるデバイスを、小型ウィンドウを伴う靴箱内に置
いて、暗室を模倣し、Ｎｏｋｉａ　８０８セルフォーンによりイメージングした。
【０２６４】
　Ｎｏｋｉａ　Ｐｕｒｅｖｉｅｗ　８０８セルフォーンを使用して、増幅産物を含有する
マイクロウェルをイメージングおよびカウントした。このセルフォーンは、１００～４５
０マイクロ秒のパルス幅（ＰＷ）で１００，０００ルクス超を発生させるキセノンフラッ
シュを伴うＣＭＯＳセンサーを特色とする。Ｎｏｋｉａ　８０８　ＰｕｒｅＶｉｅｗの１
／１．４インチの大型ＣＭＯＳセンサーは、４１ＭＰの分解能を有し、最大出力を３８Ｍ
Ｐとし（アスペクト比を４：３とし）、ピクセルサイズを１．４μｍとする。カメラは、
Ｃａｒｌ　Ｚｅｉｓｓ　Ｆ２．４の８．０２ｍｍのレンズを有する。ＰｕｒｅＶｉｅｗモ
ードで捕捉される画像は、センサーの最大分解能によるオーバーサンプリングを介して創
出する。ピクセルオーバーサンプリングでは、多くのピクセルをビニングして、はるかに
大量の有効ピクセルを創出し、これにより、ピクセルの総感度を増大させる。
【０２６５】
　カメラの焦点距離は、クローズアップモードで１５ｃｍであるので、セルフォーンの対
物レンズを使用して、カメラをイメージングされるデバイスへと近接させた。カメラフラ
ッシュにより蛍光を励起するために、２つのさらなるダイクロイックフィルター１Ｆ１Ｂ
（Ｔｈｏｒｌａｂｓ、Ｎｅｗｔｏｎ、ＮＪ）を、セルフォーンフラッシュの前に取り付け
た。これらのフィルターは、３９０～４８０ｎｍに対して＞８５％の透過率であり、５４
０～７５０ｎｍに対して＜１％の透過率であり、カットオフは、５０５±１５ｎｍである
。蛍光を検出するには、Ｎｅｗｐｏｒｔ（Ｆｒａｎｋｌｉｎ、ＭＡ）製の２つの緑色ロン
グパス５ＣＧＡ－５３０フィルターを、対物レンズへと付加した。これらのフィルターは
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、＞５ＯＤの優れたブロッキングを示し、かつ、５３０ｎｍを超える波長では、＞９０％
の高透過率を示した。２つの励起フィルター（ＦＤ１Ｂ）を積み重ね、カメラフラッシュ
の前に接合させた。蛍光を検出するために、２つの５ＣＧＡ－５３０ロングパスフィルタ
ーを、磁気マウントレンズへと挿入した。
【０２６６】
　反射性の大きなガラス製デバイスは、セルフォーンレンズ－デバイス軸に対して約１０
度傾けて、対象への直接的な照り返しを防止し、傾斜により、直接的な反射光を側方へと
進ませた。加えて、黒色スクリーンをデバイスの側方に付加して、フラッシュからの散乱
光による、ＣＭＯＳセンサーの過飽和も遮断した。このような幾何形状が、上記で記載し
たカラーフィルターと組み合わされて、５０に近いＳ／Ｎ比に達することが可能となった
。
【０２６７】
　（実施例４）
クラウドへと送信され、他のデバイスと同期化された画像
　実施例３で捕捉された画像はまず、セルフォーン上に保存した。Ｎｏｋｉａ　８０８カ
メラが作動するＳｙｍｂｉａｎソフトウェアは、クラウドベースの保存サービスである、
Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ製のＳｋｙｄｒｉｖｅへとアクセスした。このクラウドベースのサー
ビスにより、使用者相互作用を伴わずに、電話機で撮影された全ての画像を、サービスへ
と自動的にアップロードする選択肢がもたらされた。この選択肢を選択し、各画像を、ク
ラウドベースの保存サービスであるＳｋｙｄｒｉｖｅへと自動的にアップロードし、Ｓｋ
ｙｄｒｉｖｅアプリケーションをインストールし、同じアカウントへとログインさせた全
てのコンピュータと即時に同期化させた。
【０２６８】
　（実施例５）
個別のデバイス上の画像の処理
　個別のコンピュータは、実施例４で使用されたＳｋｙｄｒｉｖｅアカウントからファイ
ルを受信するための適正なログインパスワードを伴うフォルダーを有するように構成した
。この構成により、実施例３のデバイスにより捕捉される新たな画像の各々を、このコン
ピュータへと自動的に転送した。加えて、コンピュータを、Ｌａｂｖｉｅｗで書き込まれ
たソフトウェアプログラムにより構成して、フォルダー内の新たなファイルを検出し、任
意のフィルタリングされた特殊なカテゴリー（すなわち、＊．ｊｐｇ、＊．ｐｎｇ、＊．
ｔｉｆｆ）に当てはまる新たなファイルを自動的に解析した。プログラムは、Ｓｋｙｄｒ
ｉｖｅ　Ｆｏｌｄｅｒ内の画像を検出および解析するように構成した。プログラムは、フ
ァイルの検出およびファイルについての解析が中断せずに同時に作動しうるように、マル
チスレッドである。新たなファイルが見張られたフォルダー（クラウド同期化を介して）
に付加されると、これを、アナライザーが見張る待ち行列へと付加する。待ち行列は、そ
の中で待機する複数のファイルを有することが可能であったので、ソフトウェアが対処し
うるより速く画像が撮影されつつある場合も、見張られたフォルダーに、いまだ解析され
ていない一連のファイルを追加するだけの場合も機能し続ける。したがって、解析ソフト
ウェアはまた、いかなる特殊なプラットフォームへも直結されなかったので、セルフォー
ンであれ、小型カメラであれ、ｄｓｌｒであれ、顕微鏡などであれ、任意のデバイスから
の画像を解析するように容易に改変することができる。実施例３による画像ファイルは、
このソフトウェアを作動させるコンピュータと同期化させ、待ち行列に入力した。アップ
ロードされたファイルは、待ち行列に追加された後で、ソフトウェアの解析部分に入力さ
れた。ソフトウェアは、画像を採取し、これを、各個別の色に応じて、３つの単色の８ビ
ット画像へと分割した。赤色チャネルの画像を使用して、デバイス上のマーカー（この場
合は、テープによる４つの赤色の丸印）を検索することにより、チップの全体をイメージ
ングしたか否かを決定した。全ての丸印が見出された場合は、デバイスが画像ボックスの
上部と平行となるように画像を回転させ、任意の回転バイアスを除去した。次いで、赤色
チャネルの単色の画像を、緑色チャネルの単色の画像から差し引いて、バックグラウンド
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補正された画像を作成したが、これは、蛍光情報を含有した。次いで、画像を、フィルタ
リング工程にかけて、陽性ウェルの強度を増大させた。フィルタリング工程は、以下のス
テップを、以下の順序：ｉ）３×３「局所平均」フィルター、ｉｉ）２×２「メジアン」
フィルター、ｉｉｉ）１１×１１「細部強調」フィルター、およびｉｖ）５×５「メジア
ン」フィルターで含んだ。次いで、フィルタリングされた画像を、エントロピーアルゴリ
ズムを使用して閾値化した。閾値化の後、画像の一部（マーカーの位置により規定される
）を解析し、全ての個々のスポットを、サイズフィルタリングアルゴリズムにかけた。こ
れにより、最終的な総カウント数がもたらされ、次いで、これを、濃度へと、統計学的に
変換してから、使用者または適正な管理者へと電子メール送信した。実施例４のＳｌｉｐ
Ｃｈｉｐデバイスは、それらの各々が、それらの寸法に合わせて切断されてそれらに貼り
付けられた赤色テープの小片を有する、直径４ｍｍの４つの丸印を伴ってエッチングされ
た。テープは、緑色である蛍光イメージングに干渉しないように、赤色とした。次いで、
これらの４つの丸印を使用して、赤色のチャネル内のあるサイズの４つの異なる丸印を検
索することにより、完全な画像が撮影されたのかどうかを決定した。次いで、その前に、
画像を回転させることにより、２つのドットの間の直線が、画像軸と平行になるまで、画
像内のいかなる傾斜も補正したら、ソフトウェアが理解しうる様式で丸印を並べ替えた。
この補正の後、次いで、ウェルを含有するチップの部分を、ドットからの距離に基づき決
定した。
【０２６９】
　試料反応内のカルセインに由来する蛍光シグナルは、緑色のチャネルで発せられ、赤色
のチャネルは、散乱光パターンを含有する。したがって、本発明者らは、緑色のチャネル
から赤色のチャネルを差し引きすることによる標準化を使用して、陽性ウェルのバックグ
ラウンド補正された画像を得た。次いで、画像を、３つの異なる様式でフィルタリングし
て、陽性ウェルの強度を増大させてから、閾値化した、すなわち、平均化フィルターをか
けて、任意の過剰露出されたピクセルを曖昧化し、細部強調フィルターをかけて、陽性ウ
ェルをより明確とし、次いで、メジアンフィルターをかけて、陰性ウェルの強度を降下さ
せてから、閾値化した。次いで、閾値化を実施して、陰性ウェルの大半を画像から除去し
た後、小さな不具合を除去するアルゴリズムにかけた。
【０２７０】
　（実施例６）
処理された画像からの結論記載の決定
　次いで、ルックアップテーブルを使用して、実施例５で処理された画像をバイナリー画
像から変換し戻してから、どれが陽性であるのかを決定するウェルを含有することが既に
決定されている画像の部分に残った特徴に対するパターンマッチを行った。陽性ウェルの
数を決定したら、チップ内の試料の元の濃度を決定するように、ポアソン統計およびチッ
プについての知見を使用してこの数を処理した。
【０２７１】
　（実施例７）
エラー警告工程
　次いで、この情報を、電子メールを介して、任意の妥当な電子メールアカウントへと自
動的に送信し、次いで、彼らが、画像解析を実施するコンピュータに対して世界のどこに
いるのかに関わらず、画像を撮影した元の人に受信させた。実際の時間は、セルフォーン
によるネットワーク上のアップロード速度およびコンピュータによるネットワーク上のダ
ウンロード速度の下に置かれたが、画像の撮影と電子メールによる確認の受信との間の経
過時間は、１分間を十分に下回っていた。４つのスポット全てを見出すことが可能でない
エラーなどのエラーが解析のコースにおいて検出された場合、使用者には、別の画像を撮
影しなければならないことを迅速に警告する必要があるため、これは、重要であった。ソ
フトウェアは、このようなことを行うようにプログラムされてあって、使用者は、１分間
未満のうちに別の画像を撮影するように知らされることが典型的である。文章データ、Ｓ
ＭＳメッセンジャー、および電子メールを、使用者に、エラーが検出されたのかどうかを
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迅速に警告する手段として使用した。
【０２７２】
　（実施例８）
画像処理の一般的なワークフロー
　画像を処理するためのワークフローは、以下のステップで進める。セルフォーンにより
生画像を得る。ステップ１では、４つの明色マーカーの位置に基づき、ソフトウェアは、
解析される正しい領域を認識する。ステップ２では、赤色チャネルの緑色チャネルからの
差し引きを行う。ステップ３～５では、フィルタリングアルゴリズムを実行し、画像を処
理した後で画像を作成する。ステップ６では、「陽性」カウンティングを行う。ステップ
７では、カウントされた「陽性」により最終画像を作成する。エラーが生じる場合は、文
章データ、電子メール、またはＳＭＳメッセンジャーを介して、使用者に画像を撮影し直
すように警告する。
【０２７３】
　（実施例９）
ｄＲＴ－ＬＡＭＰおよびマルチプレックスＰＣ実験のためのＳｌｉｐＣｈｉｐの作製
　ＳｌｉｐＣｈｉｐは、クロムおよびフォトレジスト（Ｔｅｌｉｃ　Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｖ
ａｌｅｎｃｉａ、ＣＡ）でコーティングされたソーダ石灰ガラスプレートから作製した。
標準的プロトコールに従い、ガラスプレートを、ウェルのためのデザインを含有するフォ
トマスクと位置合わせし、ＡＺ　１５００フォトレジストをＵＶ光へと曝露した。曝露の
直後に、ＵＶ光へと曝露されたフォトレジストのエリアを、１リットル中に０．１モルの
ＮａＯＨ溶液により除去した。クロムエッチング液を適用して、露出された基底のクロム
層を除去した。次いで、ガラスプレートを、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ水ですすぎ、窒素ガスで
乾燥させた。次いで、ガラスプレートを、ガラスエッチング溶液下に浸漬して、前出のス
テップでクロムコーティングが除去されたガラス表面をエッチングした。エッチングの後
、ガラスプレートを、ジクロロジメチルシラン（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）でシラン
化した。ＳｌｉｐＣｈｉｐの上側プレートおよび下側プレートは、脱気油（ｄＲＴ－ＬＡ
ＭＰには鉱物油：テトラデカンを１：４（ｖ／ｖ）とし、ＰＣＲには純粋な鉱物油とした
）下でアセンブルした。上側プレートおよび下側プレートの両方を、油相へと浸漬し、対
面させた。２枚のプレートを、示される通りに、立体鏡（Ｌｅｉｃａ、Ｇｅｒｍａｎｙ）
下で位置合わせし、大型クリップを使用して固定した。デッドエンド充填における流体注
入口および油流出口として用いられるように、上側プレートに貫通孔をドリル加工した。
試薬溶液を、注入口を介して、ピペティングによりロードした。
【０２７４】
　２ステップの曝露－エッチングプロトコールを、２つの異なる深さのウェル（熱増殖ウ
ェルでは５μｍであり、ｄＲＴ－ＬＡＭＰデバイス内の他の全てのウェルでは５５μｍ；
熱増殖ウェルでは４０μｍであり、マルチプレックスＰＣＲデバイス内の他の全てのウェ
ルでは７５μｍ）を創出するように適合させた。エッチングの後、ＳｌｉｐＣｈｉｐデバ
イスを、同じガラスシラン化工程にかけたが、ここでは、まず、ガラスプレートを、ピラ
ニアミックスでよく清浄化し、２００プルーフのエタノールおよび窒素ガスで乾燥させ、
次いで、プラズマ清浄器内で１０分間にわたり酸化処理し、ジメチルジクロロシランによ
るシラン化のために、１．５時間にわたり真空乾燥機へと速やかに移した。シラン化の後
、デバイスを、クロロホルム、アセトン、およびエタノールでよくすすぎ、窒素ガスで乾
燥させてから使用した。ガラス製のＳｌｉｐＣｈｉｐを再使用する必要がある場合は、ま
ず、ピラニア酸で清浄化し、次いで、上記で記載した、同じシラン化手順およびすすぎ手
順にかけた。
【０２７５】
　（実施例１０）
アライメントマーカーを伴うＳｌｉｐＣｈｉｐのデザイン
　使用されるＳｌｉｐＣｈｉｐデバイスのデザインは、実施例１におけるデザインと同じ
としたが、わずかな改変を伴った。デバイスは、４つの赤色のアライメントマーカーの配



(63) JP 2016-500002 A 2016.1.7

10

20

30

40

50

置を方向付ける、４つのエッチングされた丸印を含むように改変した。デバイスは、チッ
プの片面に、合計１，２８０個のウェル（各々６ｎＬの容量を伴う）を含有したが、２つ
の半面を操作して、試薬を組み合わせて反応を開始した場合、開始された個々の反応は、
１，２００だけであった。
【０２７６】
　（実施例１１）
リアルタイムｄＲＴ－ＬＡＭＰアッセイ
　改変ＨＩＶウイルス（１ｍＬ当たり５００万コピー、１ｍＬ当たりＡｃｒｏＭｅｔｒｉ
ｘ（登録商標）ＨＩＶ－１　Ｐａｎｅｌコピーの一部）を含有する４００μＬの血漿を、
ｉＰｒｅｐ（商標）ＰｕｒｅＬｉｎｋ（登録商標）Ｖｉｒｕｓカートリッジへとロードし
た。製造業者の指示書に従い、カートリッジを、ｉＰｒｅｐ（商標）精製装置に入れ、精
製プロトコールを実施した。溶出容量は、５０μＬであった。精製されたＨＩＶウイルス
ＲＮＡを、１ｍｇ／ｍＬのＢＳＡ溶液中１０、１０２、１０３倍に希釈し、アリコートに
し、さらなる使用のために－８０℃で保存した。また、患者血漿から精製されたＨＩＶウ
イルスＲＮＡも、受領時にアリコートにし、－８０℃で保存した。
【０２７７】
　（実施例１２）
ＳｌｉｐＣｈｉｐ内のディジタルＬＡＭＰアッセイ
　１ｍＬ当たりＡｃｒｏＭｅｔｒｉｘ（登録商標）ＨＩＶ－１　Ｐａｎｅｌコピーからの
ＨＩＶ－１ウイルスＲＮＡ精製プロトコールを使用して、ＨＩＶ－１　ＲＮＡのコピーを
作り出した。２ステップｄＲＴ－ＬＡＭＰ法を使用してＨＩＶ－１　ＲＮＡを増幅するた
めに使用される第１の溶液は、以下：１０μＬのＲＭ、１μＬのＢＳＡ、０．５μＬのＥ
ＸＰＲＥＳＳ　ＳＹＢＲ（登録商標）ＧｒｅｅｎＥＲ（商標）ＲＴモジュール（ＥＸＰＲ
ＥＳＳ　Ｏｎｅ－Ｓｔｅｐ　ＳＹＢＲ（登録商標）ＧｒｅｅｎＥＲ（商標）Ｕｎｉｖｅｒ
ｓａｌの一部）、０．５μＬのＢＩＰプライマー（１０μＭ）、多様な量の鋳型、および
容量を２０μＬとするのに十分なヌクレアーゼ非含有水を含有した。第２の溶液は、１０
μＬのＲＭ、１μＬのＢＳＡ、２μＬのＥＭ（ＬｏｏｐＡｍｐ（登録商標）ＲＮＡ増幅キ
ットによる）、１μＬまたは２μＬのＦＤ、２μＬの他のプライマー混合物（２０μＭの
ＦＩＰ、１７．５μＭのＦＩＰ、１０μＭのＬｏｏＰ＿Ｂ／Ｌｏｏｐ＿Ｆ、および２．５
μＭのＦ３）、１μＬのＨｙｂｒｉｄａｓｅ（商標）Ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｌｅ　ＲＮア
ーゼＨ、および容量を２０μＬとするのに十分なヌクレアーゼ非含有水（Ｆｉｓｈｅｒ　
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を含有した。第１の溶液を、ＳｌｉｐＣｈｉｐデバイスへとロー
ドし、５０℃で１０分間にわたりインキュベートし、次いで、第２の溶液を、同じデバイ
スへとロードし、第１の溶液と混合した。充填された全デバイスを、６０℃で６０分間に
わたりインキュベートした。反応は、５７℃および６３℃で６０分間にわたり繰り返した
。
【０２７８】
　（実施例１３）
２ステップＲＴ－ＬＡＭＰアッセイ
　２ステップＲＴ－ＬＡＭＰ増幅のために、１０μＬのＲＭ、１μＬのＢＳＡ、０．５μ
ＬのＥＸＰＲＥＳＳ　ＳＹＢＲ（登録商標）ＧｒｅｅｎＥＲ（商標）ＲＴモジュール、０
．５μＬのＢＩＰプライマー（１０μＭ）、多様な量の鋳型、およびヌクレアーゼ非含有
水を含有する第１の溶液（２０μＬ）を、まず、５０℃で１０分間にわたりインキュベー
トし、次いで、１０μＬのＲＭ、１μＬのＢＳＡ、２μＬのＥＭ、１μＬまたは２μＬの
ＦＤ、２μＬの他のプライマー混合物、１μＬのＨｙｂｒｉｄａｓｅ（商標）Ｔｈｅｒｍ
ｏｓｔａｂｌｅ　ＲＮアーゼＨ、およびヌクレアーゼ非含有水を含有する第２の溶液（２
０μＬ）と混合した。４０μＬの混合物を、４つのアリコートへと分割し、Ｅｃｏリアル
タイムＰＣＲマシン（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，Ｉｎｃ）へとロードした。１ステップＲＴ－Ｌ
ＡＭＰ増幅では、４０μＬのＲＴ－ＬＡＭＰミックスは、以下：２０μＬのＲＭ、２μＬ
のＢＳＡ（２０ｍｇ／ｍＬ）、２μＬのＥＭ、２μＬのＦＤ、２μＬのプライマー混合物



(64) JP 2016-500002 A 2016.1.7

10

20

30

40

50

、多様な量の鋳型溶液、およびヌクレアーゼ非含有水を含有した。混合物を、４つのアリ
コートへと分割し、ＥｃｏリアルタイムＰＣＲマシンへとロードした。データ解析は、Ｅ
ｃｏソフトウェアを使用して実施した。
【０２７９】
　（実施例１４）
ＳｌｉｐＣｈｉｐ上の２ステップｄＲＴ－ＬＡＭＰ増幅
　ＳｌｉｐＣｈｉｐ上で２ステップｄＲＴ－ＬＡＭＰ増幅を実施するため、第１の溶液（
上記で記載した溶液と同等な溶液）を、ＳｌｉｐＣｈｉｐデバイスへとロードし、５０℃
で１０分間にわたりインキュベートした。次いで、第２の溶液（上記で記載した溶液と同
等な溶液）を、同じデバイスへとロードし、第１の溶液と混合した。充填された全デバイ
スを、６０℃で６０分間にわたりインキュベートした。反応は、５７℃および６３℃で６
０分間にわたり繰り返した。
【０２８０】
　（実施例１５）
マルチプレックス化されたＳｌｉｐＣｈｉｐ上のＰＣＲ増幅
　マルチプレックス化されたＳｌｉｐＣｈｉｐ上でＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕ
ｒｅｕｓゲノムＤＮＡを増幅するために使用されるＰＣＲ混合物は、以下：１０μＬの２
倍濃度のＳｓｏＦａｓｔ　Ｅｖａｇｒｅｅｎ　ＳｕｐｅｒＭｉｘ（ＢｉｏＲａｄ、ＣＡ）
、１μＬのＢＳＡ（２０ｍｇ／ｍＬ；Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ）、１ｎｇ／
μＬのｇＤＮＡ　１μＬ、０．５μＬのＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ（１０倍濃度）、および７
．５μＬのヌクレアーゼ非含有水を含有した。プライマーは、既に記載された技法を使用
して、チップへとあらかじめロードした。ＰＣＲ増幅は、初期の９５℃で５分間にわたる
ステップにより実施し、次いで、（ｉ）９５℃で１分間、（ｉｉ）５５℃で３０秒間、お
よび（ｉｉｉ）７２℃で４５秒間による４０サイクルを後続させた。７２℃で５分間にわ
たるさらなるステップを実施して、ｄｓＤＮＡの完全な伸長を可能とした。ゲノムＤＮＡ
（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、ＡＴＣＣ番号６５３８Ｄ－５）は、Ａ
ｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（Ｍａｎａｓｓａｓ
、ＶＡ）から購入した。
【０２８１】
　（実施例１６）
ＨＩＶ　ｃＤＮＡの合成
　ＨＩＶ　ｃＤＮＡは、製造業者の指示書に従い、ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ　ＩＩＩ　Ｆ
ｉｒｓｔ－Ｓｔｒａｎｄ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ＳｕｐｅｒＭｉｘを使用して、精製され
たＡｃｒｏＭｅｔｒｉｘ（登録商標）ＨＩＶ　ＲＮＡを逆転写させることにより創出した
。略述すると、精製ＨＩＶ　ＲＮＡ（直接的な溶出から１０倍に希釈された）、１００ｎ
ＭのＢ３プライマー、１倍濃度のアニーリング緩衝液、および水による混合物を、５分間
にわたり、６５℃まで加熱し、次いで、１分間にわたり氷上に置いた。反応物ミックスお
よびＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ　ＩＩＩ／ＲＮａｓｅ　Ｏｕｔ酵素ミックスを、４０μＬの
最終容量となるように反応物へと添加し、混合物を、５０℃で５０分間にわたり静置した
。次いで、混合物を、５分間にわたり、８５℃まで加熱して、逆転写酵素を不活化し、氷
上で冷却し、５μＬのアリコートへと分割し、さらなる使用まで、－２０℃で凍結させた
。ビオチンで標識されたＤＮＡは、希釈率１：５０のＨＩＶ　ｃＤＮＡ、５００ｎＭのビ
オチン－Ｂ３プライマーおよびビオチン－Ｆ３プライマー、５００μＭのｄＮＴＰ、１Ｕ
／μＬのＰｈｕｓｉｏｎ　ＤＮＡポリメラーゼ、および１倍濃度の会合ＨＦ緩衝液ミック
スを含有するＰＣＲ反応物中で創出した。初期の９８℃で１分間にわたる酵素活性化ステ
ップの後、反応を、９８℃で１０秒間、５８℃で１５秒間、および７２℃で１５秒間の３
９回にわたりサイクリングさせ、７２℃で５分間にわたるポリッシングステップで終了さ
せた。結果として得られるＤＮＡ産物は、ＴＢＥ緩衝液中に１．２％のアガロースゲル上
で泳動させ、０．５μｇ／ｍＬの臭化エチジウムで染色した。製造業者の指示書に従い、
Ｗｉｚａｒｄ　ＳＶ　ｇｅｌ　ａｎｄ　ＰＣＲ　ｃｌｅａｎｕｐキットを使用して、特異
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的なバンドを切り出し、精製し、５０μＬのヌクレアーゼ非含有水へと溶出させた。５０
μＬのストレプトアビジンＭｙＯｎｅ　Ｔ１磁気ビーズは、２０ｍＭのＮａＯＨ中で、緩
徐傾斜回転により、２４時間にわたりプライミングした。ビーズを水で１回洗浄し、結合
緩衝液（５ｍＭのトリス、０．５ｍＭのＥＤＴＡ、１ＭのＮａＣｌ、０．０５％のＴｗｅ
ｅｎ－２０）で４回にわたり洗浄し、２倍濃度の濃縮結合緩衝液３０μＬ中に再懸濁させ
た。３０μＬのＰＣＲ産物をビーズへと添加し、静かに回転させながら、１５分間にわた
りインキュベートして、ＤＮＡの磁気ビーズへの結合を可能とした。ビーズを磁石で分離
し、上清を除去し、ビーズを、２０ｍＭのＮａＯＨ　４０μＬ中に再懸濁させ、ローテー
タ上で１０分間にわたりインキュベートして、ビオチニル化していない鎖を分離した。次
いで、ビーズを磁石で分離し、ｓｓＤＮＡを含有する上清を回収し、４０ｍＭのＨＣｌ　
２０μＬと混合した。次いで、結果として得られたｓｓＤＮＡを、ｓｓＤＮＡ／ＲＮＡ　
ｃｌｅａｎｅｒ　ａｎｄ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒキットを使用して精製し、２０μＬ
の水中で溶出させ、Ａｇｉｌｅｎｔ　ＲＮＡ　ｎａｎｏ　ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ上で泳
動させて、最終産物のサイズおよび完全性を確認した。
【０２８２】
　（実施例１７）
１ステップＲＴ－ＬＡＭＰ法を使用する、ＨＩＶウイルスＲＮＡの増幅
　１ステップＲＴ－ＬＡＭＰ法を使用して、ＨＩＶウイルスＲＮＡを増幅するために、Ｒ
Ｔ－ＬＡＭＰミックスは、以下：２０μＬのＲＭ、２μＬのＢＳＡ（２０ｍｇ／ｍＬ）、
２μＬのＥＭ、２μＬのＦＤ、２μＬのプライマー混合物（２０μＭのＢＩＰ／ＦＩＰ、
１０μＭのＬｏｏＰ＿Ｂ／Ｌｏｏｐ＿Ｆ、および２．５μＭのＢ３／Ｆ３、多様な量の鋳
型溶液、および容量を４０μＬとするのに十分なヌクレアーゼ非含有水を含有した。溶液
を、ＳｌｉｐＣｈｉｐへとロードし、６３℃で６０分間にわたり加熱した。
【０２８３】
　（実施例１８）
２ステップＲＴ－ＬＡＭＰ法を使用する、ＨＩＶウイルスＲＮＡの増幅
　２ステップＲＴ－ＬＡＭＰ法を使用して、ＨＩＶウイルスＲＮＡを増幅するために、第
１の溶液は、以下：１０μＬのＲＭ、１μＬのＢＳＡ、０．５μＬのＥＸＰＲＥＳＳ　Ｓ
ＹＢＲ（登録商標）ＧｒｅｅｎＥＲ（商標）ＲＴモジュール（ＥＸＰＲＥＳＳ　Ｏｎｅ－
Ｓｔｅｐ　ＳＹＢＲ（登録商標）ＧｒｅｅｎＥＲ（商標）Ｕｎｉｖｅｒｓａｌの一部）、
０．５μＬのＢＩＰプライマー（１０μＭ）、多様な量の鋳型溶液、および容量を２０μ
Ｌとするのに十分なヌクレアーゼ非含有水を含有した。第２の溶液は、１０μＬのＲＭ、
１μＬのＢＳＡ、２μＬのＤＮＡポリメラーゼ溶液（ＬｏｏｐＡｍｐ（登録商標）ＤＮＡ
増幅キットによる）、１μＬまたは２μＬのＦＤ、２μＬの他のプライマー混合物（２０
μＭのＦＩＰ、１７．５μＭのＦＩＰ、１０μＭのＬｏｏＰ＿Ｂ／Ｌｏｏｐ＿Ｆ、および
２．５μＭのＦ３）、１μＬのＨｙｂｒｉｄａｓｅ（商標）Ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｌｅ　
ＲＮアーゼＨ、および容量を２０μＬとするのに十分なヌクレアーゼ非含有水を含有した
。第１の溶液を、ＳｌｉｐＣｈｉｐデバイスへとロードし、３７℃または５０℃でインキ
ュベートし、次いで、第２の溶液を、同じデバイスへとロードし、第１の溶液と混合し、
デバイス全体を、６３℃で６０分間にわたりインキュベートした。
【０２８４】
　（実施例１９）
ディジタルＬＡＭＰ法を使用する、λＤＮＡの増幅
　λＤＮＡを増幅するために、ＬＡＭＰミックスは、以下：２０μＬのＲＭ、２μＬのＢ
ＳＡ（２０ｍｇ／ｍＬ）、２μＬのＤＮＡポリメラーゼ、２μＬのＦＤ、２μＬのプライ
マー混合物（２０μＭのＢＩＰ／ＦＩＰ、１０μＭのＬｏｏＰ＿Ｂ／Ｌｏｏｐ＿Ｆ、およ
び２．５μＭのＢ３／Ｆ３）、多様な量の鋳型溶液、および容量を４０μＬとするのに十
分なヌクレアーゼ非含有水を含有した。上記と同じローディングプロトコールを実施し、
デバイスを、６３℃で７０分間にわたりインキュベートした。
【０２８５】
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　（実施例２０）
ディジタルＬＡＭＰ法を使用する、ｓｓＤＮＡの増幅
　ｓｓＤＮＡを増幅するために、ＬＡＭＰミックスは、以下：２０μＬのＲＭ、２μＬの
ＢＳＡ、２μＬのＤＮＡポリメラーゼ、２μＬのＦＤ、２μＬのプライマー混合物（２０
μＭのＢＩＰ／ＦＩＰ、１０μＭのＬｏｏＰ＿Ｂ／Ｌｏｏｐ＿Ｆ、および２．５μＭのＢ
３／Ｆ３）、多様な量の鋳型溶液、および容量を４０μＬとするのに十分なヌクレアーゼ
非含有水を含有した。上記と同じローディングプロトコールを実施し、デバイスを、６３
℃で６０分間にわたりインキュベートした。
【０２８６】
　（実施例２１）
ＳｌｉｐＣｈｉｐ上の、ＨＩＶウイルスＲＮＡのｄＲＴ－ＰＣＲ増幅
　ＨＩＶウイルスＲＮＡを増幅するために、ＲＴ－ＰＣＲミックスは、以下：２倍濃度の
Ｅｖａｇｒｅｅｎ　ＳｕｐｅｒＭｉｘ　２０μＬ、２μＬのＢＳＡ、１μＬのＥＸＰＲＥ
ＳＳ　ＳＹＢＲ（登録商標）ＧｒｅｅｎＥＲ（商標）ＲＴモジュール、１μＬずつの各プ
ライマー（１０μＭ）、２μＬの鋳型、および容量を４０μＬとするのに十分なヌクレア
ーゼ非含有水を含有した。増幅は、１０分間にわたる短縮型逆転写ステップを除き、以前
に報告された条件と同じ条件で実施した。
【０２８７】
　（実施例２２）
４つの異なるディジタル式化学反応による、ＨＩＶウイルスＲＮＡ結果の定量化
　ＳｌｉｐＣｈｉｐデバイスを使用して、４つの異なるディジタル式化学反応による、Ｈ
ＩＶウイルスＲＮＡの定量化結果を比較し（２つのプライマー対によるｄＲＴ－ＰＣＲと
、１ステップｄＲＴ－ＬＡＭＰおよび２ステップｄＲＴ－ＬＡＭＰと）て、ＨＩＶウイル
スＲＮＡを、４つの希釈率で定量化した。ＨＩＶウイルスＲＮＡ濃度は、単一のデバイス
上で観察された陽性ウェルの数（「ディジタルカウント」）に基づき、既往の論考で論じ
られているポアソン解析法に従い計算した。全ての実験は、２連で実施し、ＨＩＶウイル
スＲＮＡを添加しない陰性対照実験も、並行して実施したところ、陰性対照では、陽性ウ
ェルが観察されなかった。
【０２８８】
　（実施例２３）
ｄＲＴ－ＬＡＭＰを実施するための、ガラス製のＳｌｉｐＣｈｉｐのデザイン
　ｄＲＴ－ＬＡＭＰを実施するための、ガラス製のＳｌｉｐＣｈｉｐデバイスを、２ステ
ップでデザインした。デバイスは、それらの対面し合う面上にウェルおよびチャネルをエ
ッチングした２枚のガラスプレートからなった（図７Ａ）。チップのプレートをアセンブ
ルし、位置合わせして、複数のステップによる、試薬のローディング、コンパートメント
化、インキュベーション、および混合を可能とした。このチップは、ディジタルＲＰＡに
ついてかつて記載されたチップに類似していたが、これと同じではなかった。まず、鋳型
、プライマー、およびＲＴ酵素を含有する緩衝溶液を、チップ上のウェルへとロードした
（図７Ｂ）。次に、チップのプレートを、互いに対してスリッピングさせて、単一のＨＩ
ＶウイルスＲＮＡ分子を、液滴へと閉じ込めた（図７Ｃ）。ここで、第１のインキュベー
ションステップを実施して、逆転写を可能とした。ｃＤＮＡは、逆転写ステップにおいて
、各コンパートメント内のＲＮＡから合成した。次いで、ＬＡＭＰ試薬混合物および他の
プライマーを含有する第２の溶液をロードし（図７Ｄ）、スリッピングによりコンパート
メントへと分割した（図７Ｅ）。最後に、ｃＤＮＡ分子を含有するコンパートメントの各
々を、ＬＡＭＰ試薬を含有するコンパートメントと組み合わせ、増幅のために、デバイス
全体を６３℃でインキュベートした。
【０２８９】
　（実施例２４）
プラスチック製のＳｌｉｐＣｈｉｐデバイスによる、ｄＲＴ－ＬＡＭＰ化学反応の適合性
　プラスチック製のＳｌｉｐＣｈｉｐデバイスによる、このｄＲＴ－ＬＡＭＰ化学反応の
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適合性を調べるために、ガラス製のデバイスとデザインが同じプラスチック製のＳｌｉｐ
Ｃｈｉｐデバイス上における、ＨＩＶウイルスＲＮＡの２ステップｄＲＴ－ＬＡＭＰを使
用し、実施例１８の方法を使用した（図８Ｃ）。
【０２９０】
　（実施例２５）
突然変異の存在下におけるｄＲＴ－ＬＡＭＰの感度
　突然変異の存在に対する、このｄＲＴ－ＬＡＭＰ法の感度を査定するため、患者試料か
ら精製されたＨＩＶウイルスＲＮＡを使用して、２ステップｄＲＴ－ＬＡＭＰの効能につ
いて調べ、これらの結果を、ｄＲＴ－ＰＣＲによる測定値と比較した（図９）。Ｒｏｃｈ
ｅ　ＴＮＡＩキットを使用して、４例の異なる患者に由来する血漿試料を精製した。ｐ２
４プライマーによる２ステップｄＲＴ－ＬＡＭＰおよびＬＴＲプライマーによるｄＲＴ－
ＰＣＲの両方を実施して、ＲＮＡ濃度を定量化した。ｄＲＴ－ＬＡＭＰの定量化結果は、
対応するｄＲＴ－ＰＣＲ結果に対して、それぞれ、４６％、１３４％、２４％、および０
．７４％であった。精製されたＨＩＶウイルスＲＮＡのｐ２４領域をシークェンシングし
た。試料番号１、２、３、および４それぞれのプライミング領域内では、３、２、４、お
よび５カ所の点突然変異が見られた。
【０２９１】
　（実施例２６）
顕微鏡画像の収集および解析
　蛍光画像は、５倍／０．１５ＮＡの対物レンズを伴うＬｅｉｃａ　ＤＭＩ　６０００　
Ｂ落射蛍光顕微鏡およびＬ５フィルターを、室温で使用して得た。リアルタイムｄＲＴ－
ＬＡＭＰ実験における明視野画像および蛍光画像は、Ｌｅｉｃａ　ＭＺ　１２．５　Ｓｔ
ｅｒｅｏｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅを使用して得た。全ての画像は、ＭｅｔａＭｏｒｐｈソフ
トウェア（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ、Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ、ＣＡ）を使用し
て解析した。各実験において撮影された画像を統合し、１１０単位のブラックノイズバッ
クグラウンド値を差し引いてから、画像を閾値化した。陽性ウェルの数は、統合型形態解
析ツールを使用して、強度およびピクセルエリアに基づき、自動式でカウントした。ＨＩ
Ｖ－１　ＲＮＡの濃度は、既往の刊行物において記載されている通り、ポアソン分布に基
づき計算した。
【０２９２】
　陰性ウェルに典型的な蛍光値は、８０±１０であった。陽性ウェルの蛍光値は、３５０
±１００を中心とした。
【０２９３】
　（実施例２７）
異なる温度で得られるデータセットについての統計学的解析
　ｔ検定を使用して、２つの異なるデータセットの平均が、統計学的に異なるのかどうか
を査定した。この工程で得られるｐ値は、帰無仮説が真であると仮定したときに所与の結
果を得る確率であった。ｐ＝０．０５に対応する９５％の信頼水準または５％の有意性レ
ベルを一般に許容可能とした。ｐ＜０．０５の場合、２つの試料の濃度は異なることが典
型的に仮定された。この場合、２ステップｄＲＴ－ＬＡＭＰの効能を査定するｐ値は、多
様なイメージング条件（顕微鏡を伴うイメージング条件、セルフォーンおよび靴箱を伴う
イメージング条件、および薄暗がりの中のセルフォーンを伴うイメージング条件）で使用
した。異なる温度に由来する１つの濃度についての全てのデータをプールし、それらを、
別の濃度で得られるデータに対して比較したところ、３つのイメージング条件の間で最大
のｐ値は、６．７×１０－７であった。したがって、２つの濃度は明らかに識別可能であ
り、両方の濃度が同等であることを言明する帰無仮説は棄却された。また、２つの近似す
るサブセット（５７℃で１ｍＬ当たり２×１０５コピーのサブセットおよび６３℃で１ｍ
Ｌ当たり１×１０５コピーのサブセット）も比較し、イメージング条件の各セットの下に
おけるそれらのｐ値を計算した。ｐ値は、３つの条件全てについて、なおも０．０５を下
回った。
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【０２９４】
　加えて、データを解釈するための視覚的な指針として、正規分布も使用した。データか
ら標準偏差を決定したところ、２つの濃度に対応するデータセットの間の目視可能な重な
り合いが認められなかったため、理論的ｔ分布の代わりに、正規分布を使用した。
【０２９５】
　（実施例２８）
セルフォーンカメラによる、ＳｌｉｐＣｈｉｐ　ｄＲＴ－ＬＡＭＰデバイスのイメージン
グ
　セルフォーンによるｄＲＴ－ＬＡＭＰデバイスのイメージングは、フラッシュのレンズ
への直接的な反射を防止するために、デバイスを、セルフォーン平面に対して約１０度お
よび／もしくは１０度傾けて実施した。全ての画像は、標準的セルフォーンカメラアプリ
ケーションを使用して撮影した。ホワイトバランスは、自動に設定し、ＩＳＯは、８００
に設定し、露光値は、＋２に設定し、焦点モードは、「クローズアップ」に設定し、分解
能は、８ＭＰへと調整した。
【０２９６】
　（実施例２９）
セルフォーンカメラによる、ＳｌｉｐＣｈｉｐマルチプレックスＰＣＲデバイスのイメー
ジング
セルフォーンによるマルチプレックスＰＣＲデバイスのイメージングは、デバイスを黒色
に塗った靴箱内でイメージングすることにより実施した。ホワイトバランスは、自動に設
定し、ＩＳＯは、１６００に設定し、露光値は、＋４に設定し、焦点モードは、「クロー
ズアップ」に設定し、分解能は、８ＭＰへと調整した。画像は、インターネット上で入手
可能なフリーウェアのＦｉｊｉ画像処理パッケージを使用して処理した。
【０２９７】
　（実施例３０）
ｄＲＴ－ＬＡＭＰの温度に関する頑健性の測定
　ｄＲＴ－ＬＡＭＰ法の、温度変化に対する頑健性について、５７℃～６６℃の温度範囲
で調べた。第１の逆転写ステップは、全ての実験において、５０℃で１０分間にわたり実
施し、第２のステップは、異なる温度で実施した。デバイスは、立体顕微鏡を使用して、
１分ごとにイメージングして、リアルタイムのディジタルカウントの測定値を得た。６３
℃未満では、反応は、６０分後までに、観察可能なディジタルカウントをもたらすのに十
分な程度に急速に進行し、結果は、５７℃～６３℃の温度範囲にわたり同等であることが
観察された。であるが、最大の反応速度は、５７℃で観察され、６３℃では、わずかに大
きなディジタルカウントが得られた。６６℃では、反応は、ゆっくりと進行し、６０分後
に観察された陽性ウェルは、ごく少数であった。９０分間にわたる反応時間の後、ディジ
タルカウントは増大したが、依然として６３℃におけるカウントより小さかった（図８Ｂ
）。反応時間をさらに引き延ばしたところ、偽陽性がもたらされた。５７℃～６３℃の範
囲にわたるディジタルカウントの類似性は、ＲＰＡについて既に観察された通り、ディジ
タルＬＡＭＰが、小さな温度変動にも関わらず、妥当な程度に頑健な結果をもたらすこと
を示唆する。
【０２９８】
　（実施例３１）
リアルタイムＲＴ－ＬＡＭＰの温度に関する頑健性の測定
　リアルタイムＲＴ－ＬＡＭＰアッセイによる定量的測定値の頑健性を、温度の変化に関
して調べた。市販の計器を使用して、２ステップリアルタイムＲＴ－ＬＡＭＰアッセイの
、温度変動に対する頑健性について調べた（図２ａ）。ＥｃｏリアルタイムＰＣＲマシン
上で測定されるこれらの２つの濃度についての反応時間を比較することにより、６度の温
度範囲にわたる３つの温度（５７℃、６０℃、６３℃）において、ＨＩＶ－１　ＲＮＡの
２つの濃度（１ｍＬ当たり１×１０５コピーおよび１ｍＬ当たり２×１０５コピー）を測
定するためのアッセイの精度について調べた。各個別の温度において、リアルタイムＲＴ
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－ＬＡＭＰアッセイは、２つの濃度の間の識別に成功すること（５７℃でｐ＝０．００７
、６０℃でｐ＝０．０１、６３℃でｐ＝０．０４であり、帰無仮説は、２つの濃度が同一
なことである）が可能であった。しかし、アッセイは、温度変動に対して頑健でなかった
：３℃の変化は、投入された濃度の２倍の変化より大きな、アッセイリードアウト（反応
時間）の変化を導入した。したがって、温度を精密に制御しないと、このリアルタイムＲ
Ｔ－ＬＡＭＰアッセイにより、投入されたＨＩＶ－１　ＲＮＡの濃度の２倍の変化を分解
することはできない。
【０２９９】
　（実施例３２）
ｄＲＴ－ＬＡＭＰとリアルタイムＲＴ－ＬＡＭＰとの間の頑健性の比較
　ディジタルＲＴ－ＬＡＭＰアッセイの頑健性を、温度の変化に関して、リアルタイムＲ
Ｔ－ＬＡＭＰと比較した（図２ｂ）。ｄＲＴ－ＬＡＭＰ実験では、ＨＩＶ－１　ＲＮＡの
濃度を、６０分間にわたる反応の後における、各チップ上の陽性ウェルの数をカウントし
、次いで、ポアソン統計を使用することにより決定した。ｄＲＴ－ＬＡＭＰアッセイはま
た、各温度において、２つの濃度の間を識別することも可能であった（５７℃でｐ＝０．
０３、６０℃でｐ＝０．０２、６３℃でｐ＝０．０２）。リアルタイムアッセイとは対照
的に、ｄＲＴ－ＬＡＭＰアッセイは、これらの変動にも関わらず、これらの温度変化に対
して頑健であり、２倍の濃度の変化を分解した（ｐ＝７×１０－７）。これらの実験では
、Ｈａｍａｍａｔｓｕ　ＯＲＣＡ　Ｒ－２冷却ＣＣＤカメラを装備したＬｅｉｃａ　ＤＭ
Ｉ－６０００顕微鏡を使用して、ｄＲＴ－ＬＡＭＰデバイスをイメージングした。このセ
ットアップは、均一照度視野をもたらし、これにより、陽性ウェルの強度は、位置の関数
とならなかった。
【０３００】
　（実施例３３）
反応時間に関する頑健性の測定
　ｄＲＴ－ＬＡＭＰアッセイの頑健性を、反応時間の変動に関して調べた。ｄＲＴ－ＬＡ
ＭＰ反応は、濃度を１ｍＬ当たり１×１０５コピーおよび１ｍＬ当たり２×１０５コピー
として、６３℃の反応温度で実施し、反応のイメージングは、Ｌｅｉｃａ　ＭＺＦＬＩＩ
Ｉ蛍光立体顕微鏡を使用して、１分ごとに行った。各時点において、陽性反応の数をカウ
ントし、３連にわたり結果を平均した（図２ｃ）。２つの濃度の各々について、４０分間
にわたる反応時間後における生カウント、５０分間にわたる反応時間後における生カウン
ト、および６０分間にわたる反応時間後における生カウントを併せて群分けした。統計学
的解析を使用して、これらの群が同じであるという帰無仮説を棄却した（ｐ値は８．５×
１０－７）。
【０３０１】
　（実施例３４）
イメージング条件に関する頑健性の測定
　簡便な光学的付属品を伴うＮｏｋｉａ　８０８　ＰｕｒｅＶｉｅｗセルフォーンを使用
して、劣悪なイメージング条件に対するｄＲＴ－ＬＡＭＰアッセイの頑健性について調べ
た。セルフォーンのフラッシュ機能を使用して、電話機へと取り付けた励起フィルターを
通る蛍光を励起し、セルフォーンのカメラを使用して、これもまた、セルフォーンへと取
り付けた発光フィルターを通る蛍光をイメージングした。セルフォーンにより得られる結
果を、顕微鏡により得られる結果と比較した（図２ｄ）。セルフォーンのイメージング能
力を、２つの照度条件下で調べた：第１に、ｄＲＴ－ＬＡＭＰアッセイを靴箱内で撮影し
、第２に、隅に単一の蛍光作業を伴う、薄暗い室内で撮影した。ＡＥＭＣ　Ｉｎｓｔｒｕ
ｍｅｎｔｓ　Ｍｏｄｅｌ　８１０露出計で測定された、薄暗い室内の、測定を行った地点
における光強度は、約３ルクスであった。
【０３０２】
　セルフォーンによるイメージングが、頑健な結果をもたらすのかどうかを査定するため
、２つの照度条件の各々の下でセルフォーンイメージングにより得られるデータについて
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の統計学的解析を実施した。靴箱によるイメージングでは、３つの温度全てにわたり、第
１の濃度（１ｍＬ当たり１×１０５コピー）で得られる全てのデータを、第１のセットへ
と群分けし、３つの温度全てにわたり、第２の濃度（１ｍＬ当たり２×１０５コピー）で
得られる全てのデータを、第２のセットへと群分けした。次に、２つのセットについての
１．３×１０－８のｐ値（帰無仮説は、２つの濃度が同一なことである）を計算したとこ
ろ、このイメージング法は、一定温度において、かつ、温度変化に関わらず、２つの濃度
の間を差別化するのに使用しうることが示唆された。薄暗い室内でイメージングするため
のこの手順を繰り返し、１．９×１０－８のｐ値を計算したところ、２つの濃度は、この
状況においても同様に、統計学的有意性を伴って識別しうることが指し示された。したが
って、このｄＲＴ－ＬＡＭＰアッセイは、理想的でないイメージング条件と温度変動との
二重の摂動に対して頑健であった。
【０３０３】
　（実施例３５）
ディジタルＰＣＲ（ｄＰＣＲ）アッセイおよびＬＡＭＰアッセイとの比較
　ディジタルＰＣＲ（ｄＰＣＲ）など、他のディジタルアッセイが、劣悪なイメージング
条件に対して十分に頑健であるのかどうかを、セルフォーンにより解析する。陰性から陽
性への反応遷移時に、Ｅｖａｇｒｅｅｎなどの挿入色素によりモニタリングされるＰＣＲ
増幅によりもたらされる蛍光強度の変化は、２～４倍であるに過ぎない。ｄＰＣＲの陽性
反応における蛍光の絶対強度は、カルセイン色素によりモニタリングされるｄＲＴ－ＬＡ
ＭＰの陽性反応における蛍光の絶対強度の約１５分の１であった。ｄＲＴ－ＬＡＭＰアッ
セイにおける反応容量と同じ反応容量を使用するｄＰＣＲ実験を行い、チップを、顕微鏡
を使用してイメージングしたところ、予測される通り、本発明者らは、陽性カウントを陰
性カウントから容易に識別することができたが、セルフォーン法では蛍光シグナルを観察
することができなかった。この限界が、蛍光強度の欠如に起因することを確認するために
、空間的にマルチプレックス化されたＰＣＲチップの結果をイメージングするセルフォー
ンの能力について調べた。このチップでは、大反応容量（６ｎＬに対して７８ｎＬ）を使
用するので、より大きな蛍光を発光させ、ウェルごとに回収することが可能となる。この
チップ（図３ａ、ｂ、および４）では、複数のプライマー対を、ウェルのセットへとあら
かじめロードし、試料を、第２のウェルのセットへとロードし、「スリッピング」により
、２つのウェルセットを組み合わせ、これにより、その後のＰＣＲ増幅を可能とする。こ
こでは、１つのプライマーセットが、Ｓ．ａｕｒｅｕｓゲノム（図３ｂ）に特異的である
、５プレックスアッセイを使用した。Ｓ．ａｕｒｅｕｓゲノムＤＮＡを、デバイスへとロ
ードし、ＰＣＲ反応を実施したところ、非特異的な増幅は観察されず、デバイス上の、デ
ザインされたパターンの出現により、陽性結果が指し示された。これらの大型のウェルに
おけるＰＣＲ増幅により形成されたこのパターンは、セルフォーンにより視覚化すること
ができた（図３ｃ）。これらの実験は、セルフォーンイメージングに対するｄＲＴ－ＬＡ
ＭＰ増幅の頑健性が、セルフォーンの特定の特徴に起因するものではなく、ＬＡＭＰによ
りもたらされる明るいリードアウトシグナルに起因するものであることを指し示した。
【０３０４】
　（実施例３６）
ｄＲＴ－ＬＡＭＰイメージングの、自動化された処理および解析に関する頑健性
　ｄＲＴ－ＬＡＭＰ増幅化学反応とセルフォーンイメージングとの組合せを、自動化され
た画像の処理およびデータ解析に対する頑健性について調べた。顕微鏡により撮影される
画像など、高品質の画像が利用可能である場合、画像処理および陽性シグナルの定量化は
、結果として得られる、この閾値を超える画像について、強度の閾値を設定し、次いで、
スポットの数をカウントすることによるだけで実施することができる。例えば、顕微鏡に
より得られるデータには、１９０ａ．ｕ．の閾値を設定し、この閾値を１５０単位まで調
整することにより、同様の結果を得た（図５）。
【０３０５】
　しかし、セルフォーンにより撮影された画像はまず、２つの理由：（ｉ）焦点距離が短
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ｉｉ）イメージングセンサーのシグナル対ノイズ比は、研究用計器において典型的に見出
されるシグナル対ノイズ比よりはるかに小さいことにより適さなかった。これらの難題を
克服するために、Ｌａｂｖｉｅｗソフトウェアに特注の画像処理アルゴリズムを書き込み
、実装した。画像を撮影したら、これを、「クラウド」内の遠隔サーバーへと自動的に転
送した（図６ｂ）。アップロードされたファイルは、サーバーで自動的に解析し、次いで
、結果は、電子メールを介して報告した。本発明者らは、特注アルゴリズム内にエラー検
出を組み入れて、画像がデバイスをその全体において含むことを確認した（図６ｃ）。こ
の検出アルゴリズムは、デバイス上の４つの赤色の丸印を検索し（図６ａ）、見出される
丸印が４つより少なければ、エラーメッセージを発生させた（図６ｃ、下パネル）。Ｍｅ
ｔａｍｏｒｐｈにより定量化される顕微鏡画像結果を、１００倍を超える濃度範囲にわた
り、Ｌａｂｖｉｅｗにより定量化されるセルフォーン画像と直接比較することにより、自
動化された処理に対するこのセルフォーンイメージング手順の頑健性を調べた（図６ｄ）
。比較されたデータについての最良の当てはめ線は、０．９６８の傾きおよび０．９９９
７のＲ２値を有することが見出されたことから、このディジタルアッセイは、劣悪なイメ
ージング条件下であってもなお、自動化された画像処理に対して頑健であることが示唆さ
れる。
【０３０６】
　（実施例３７）
ＳｌｉｐＣｈｉｐイメージングおよび解析において使用されるバーコード
　以下の情報：患者名、固有のＩＤ番号、アッセイの日付、使用されるＳｌｉｐＣｈｉｐ
の種類、ＳｌｉｐＣｈｉｐ上の小型反応ベッセル（または解析領域）アレイの間隔を含有
するＱＲ（登録商標）二次元バーコードがデザインされている。バーコードは、接着型標
識へと印刷し、ＳｌｉｐＣｈｉｐへと固定する。少量の試料を患者から採取し、Ｓｌｉｐ
Ｃｈｉｐへと注入する。ＳｌｉｐＣｈｉｐ内では、ＤＮＡ増幅などのアッセイを行う。セ
ルフォーンを使用して、ＳｌｉｐＣｈｉｐの画像および添付されたバーコードを撮影する
。クラウドを介して、生画像を、別のデバイスと同期化させる。バーコードの画像を、コ
ンピュータ上のソフトウェアにより処理し、コード化された情報を、データベースへと保
存する。残りの画像をどのようにして処理するのかについてのさらなる情報を、コード化
されたデータから抽出し、次いで、ソフトウェアに、どのようにして画像解析を進行させ
るのかについて指示するのに使用する。画像は、本明細書で記載される方法を使用して解
析し、情報をバーコードから脱コード化して、アッセイの結論を決定する。結論記載は、
データベース内に保存して、所望に応じて表示、伝送、またはダウンロードする。
【０３０７】
　本明細書では、本発明の好ましい実施形態を示し、記載してきたが、当業者には、この
ような実施形態は、例だけを目的として提示されていることが明らかであろう。今や、当
業者は、本発明から逸脱することなく、多数の変更、変化、代用を施すであろう。本発明
を実施するには、本明細書で記載される本発明の実施形態に対する多様な代替物を援用し
うることを理解されたい。以下の特許請求の範囲は、本発明の範囲を規定するものであり
、これらの特許請求の範囲およびそれらの同等物の範囲内にある方法および構造を対象と
することが意図される。
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