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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　サンプルおよび有効濃度の１種または複数の被膜形成性タンパク質を含む水相を準備す
る段階、
　イオン性界面活性剤を含む非水性連続相中に配置された前記水相の小滴を含むエマルジ
ョンを形成する段階、
　各小滴と前記連続相の間に固体または半固体の界面被膜を創出して、前記小滴をカプセ
ルに変換するために、前記エマルジョンを加熱する段階、
　カプセル中の標的核酸を増幅する段階、および
　前記カプセルから標的核酸の増幅に関係するアッセイデータを収集する段階
を含み、
　前記被膜形成性タンパク質が、血清アルブミン、カゼイン、ゼラチン、およびグロブリ
ンからなる群から選択される１種または複数のタンパク質である、アッセイの実施方法。
【請求項２】
　前記加熱する段階が、前記エマルジョンが空気と接触するように、前記エマルジョン上
の表面被覆なしに実施される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記連続相がフッ素化油を含む、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記イオン性界面活性剤がフッ素化界面活性剤を含む、請求項３に記載の方法。



(2) JP 5963683 B2 2016.8.3

10

20

30

40

50

【請求項５】
　前記フッ素化界面活性剤が負に帯電しているフッ素化ポリエーテルを含む、請求項４に
記載の方法。
【請求項６】
　前記連続相が２０個以下の炭素を有するフッ素化アルコールを含む、請求項４または５
に記載の方法。
【請求項７】
　前記加熱する段階が、前記エマルジョンを９０℃より高い温度まで加熱する段階を含む
、請求項１から６の何れか１項に記載の方法。
【請求項８】
　前記アッセイデータを収集する段階が、検出領域を通って直列的に移動するカプセルか
らアッセイデータを収集する段階を含む、請求項１から７の何れか１項に記載の方法。
【請求項９】
　前記血清アルブミンが、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）である、請求項１から８の何れ
か１項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記エマルジョンを加熱する段階の後に、前記エマルジョンに間隙液を添加する段階を
さらに含み、前記間隙液が前記連続相と混和性である、請求項１から９の何れか１項に記
載の方法。
【請求項１１】
　前記エマルジョン上に、連続相中に配置された小滴を含む表面被覆を配置する段階をさ
らに含む、請求項１から１０の何れか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、次の米国特許仮出願：２０１０年１１月２５日に出願の第６１／４１７２４
１号、２０１０年１１月５日に出願の第６１／４１０７６９号、２０１０年１１月２日に
出願の第６１／４０９４７３号、２０１０年１１月１日に出願の第６１／４０９１０６号
、２０１０年９月８日に出願の第６１／３８０９８１号、２０１０年３月２５日に出願の
第６１／３４１２１８号、２０１０年３月２５日に出願の第６１／３１７６３５号、２０
１０年３月２日に出願の第６１／３０９８４５号に基づき、米国特許法第１１９条（ｅ）
項の下での特典を要求する、双方とも２０１０年１２月２２日に出願の米国特許出願第１
２／９７６８１６号および第１２／９７６８２７号に基づく優先権を主張する。これらの
優先出願のそれぞれは、すべての目的のため参照によりその全体で本明細書に組み込まれ
る。
【０００２】
　本出願は、次の資料：２００６年５月９日に発行の米国特許第７０４１４８１号、２０
１０年８月２４日に出願の米国特許出願第１２／８６２５４２号、２０１０年７月８日に
公開の米国特許出願公開第２０１０／０１７３３９４号、およびＪｏｓｅｐｈ　Ｒ．Ｌａ
ｋｏｗｉｃｚ「Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｓｐｅｃｔｒ
ｏｓｃｏｐｙ」（第２版、１９９９年）をすべての目的のために参照によりその全体で組
み込む。
【背景技術】
【０００３】
　多くの生物医学的応用は、試薬と組み合わされたサンプルの高速大量（ｈｉｇｈ－ｔｈ
ｒｏｕｇｈｐｕｔ）アッセイに依拠する。例えば、研究および臨床的応用において、標的
特異的試薬を使用する高速大量遺伝子検査は、とりわけ、薬物の発見、バイオマーカーの
発見、および臨床診断のための核酸の正確で精密な定量化を提供することができる。
【０００４】
　体積の削減およびより多くの標的を目指す傾向がある。しかし、より小さな体積を混合
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することは、コストを増大させるより複雑な機器の使用を必要とすることがある。また、
より小さな体積中で実施されるアッセイは、正確性がより劣る傾向がある。したがって、
サンプルと試薬のより多くの組合せを、とりわけ機器の複雑性を低減し、かつ／またはよ
り優れた正確性および精度で、より高速、より低コストで試験することを可能にする、改
善された技術が必要とされている。
【０００５】
　エマルジョンは、高速大量アッセイを根本から変革するかなりの有望性を保持する。エ
マルジョン化の技術は、生化学反応のための独立した反応チャンバーとして機能する膨大
な数の水性小滴を創出することができる。例えば、水性サンプル（例えば、２００μＬ）
を、小滴（例えば、それぞれ５０ｐＬの４００万個の小滴）中に分配して、個々の下位成
分（例えば、細胞、核酸、タンパク質）を大規模な高速大量方式で別々に操作、処理、お
よび研究することを可能にすることができる。
【０００６】
　サンプルを小滴に分割することは非常に多くの利点を提供する。小さな反応体積（ｐＬ
～ｎＬ）を利用して、反応速度を増大させることおよびより濃厚な生成物を形成すること
によって、より早い検出を可能にすることができる。また、μＬスケールで実施される従
来の大きな体積での反応に比較すると、サンプルに関してはるかにより大きな数（数千～
数百万）の独立した測定を行うことができる。したがって、サンプルを、より正確に（す
なわち、同一試験のより多くの繰返し）、かつより十分に徹底して（すなわち、より多く
の数の異なる試験）分析することができる。加えて、小さな反応体積は、より少ない試薬
を使用し、それによって、試験ごとの消耗品のコストが低下する。さらに、ミクロ流体技
術は、小滴の生成、混合、インキュベーション、分割、選別、および検出に使用される過
程を制御して、小滴をベースにした反復可能な測定値を得ることができる。
【０００７】
　水性小滴を油中に懸濁して、油中水（Ｗ／Ｏ）型エマルジョンを創出することができる
。該エマルジョンを、界面活性剤を用いて安定化して、加熱、冷却、および輸送中の小滴
の合着を低減し、それによって熱サイクリング（ｔｈｅｒｍａｌ　ｃｙｃｌｉｎｇ）の実
施を可能にすることができる。したがって、エマルジョンは、ポリメラーゼ連鎖反応（Ｐ
ＣＲ）を使用する、小滴中での核酸標的分子のシングルコピー増幅を実施するのに使用さ
れてきた。
【０００８】
　核酸標的の単一分子をエマルジョンの小滴中に区分けすることは、より大きなサンプル
体積の増幅中に遭遇する諸問題を軽減する。とりわけ、小滴は、各小滴中でのサンプルの
複雑性が低減されるので、複雑な不均一核酸集団を含むサンプルからのより効率的かつ均
一な増幅を促進することができる。増幅効率、Ｇ＋Ｃ含有量、およびアンプリコンのアニ
ーリングなどの、大量増幅での偏りにつながる因子の影響は、小滴の区分化によって最小
化することができる、偏りのない増幅は、病原体またはがん細胞などの希少種の検出にお
いて決定的に重要であることがあり、それら希少種の存在は、複雑な臨床サンプル中の高
濃度のバックグラウンド種によって遮蔽される可能性がある。
【０００９】
　小滴をベースにしたアッセイの正確性および再現性は、均一で安定した大きさを有する
小滴に依拠することが多い。しかし、小滴の完全性を維持することは、難題をもたらすこ
とがある。小滴を操作および処理することは、均一な大きさの小滴を含むエマルジョン（
単分散性エマルジョン）を広範な範囲の小滴を含むもの（多分散性エマルジョン）に変え
ることのある、小滴の破壊、合着、またはその双方をもたらすことがある。例えば、エマ
ルジョンは、小滴の近接が合着を可能にするので、小滴の充填密度が増大するにつれて不
安定になることがある。この不安定性は、小滴を貯蔵する能力を制約する。また、高い充
填密度で小滴が合着する傾向は、大きな相中での小滴のバッチ処理に対する選択肢を制限
する。小滴の合着および破壊への傾向は、双方とも、より高い温度、およびとりわけ小滴
中の標的核酸のＰＣＲ増幅に利用される加熱と冷却の反復サイクルによって激化する。加
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えて、流体工学的操作は、小滴を損傷することがある。小滴は、表面上の静電荷によって
創出されることのある電界によって合着に誘導される可能性がある（「電気合着」）。し
たがって、小滴は、とりわけ、流れのチャネル中で、またはピペットチップ中への吸引も
しくはピペットチップからの分配中などの流体工学的操作の際に合着へ誘導される可能性
がある。さらに、エマルジョンの小滴は、チャネル中での流動および／または流れ方向の
急激な変化がある場合のように、剪断にさらされた場合に、破損を受け易い傾向がある。
定量的アッセイの場合、小滴の凝集、合着、および破損は、すべて、大きな誤差を持ち込
み、アッセイを不正確で信頼できないものにする。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１０】
【特許文献１】米国特許仮出願第６１／４１７２４１号
【特許文献２】米国特許仮出願第６１／４１０７６９号
【特許文献３】米国特許仮出願第６１／４０９４７３号
【特許文献４】米国特許仮出願第６１／４０９１０６号
【特許文献５】米国特許仮出願第６１／３８０９８１号
【特許文献６】米国特許仮出願第６１／３４１２１８号
【特許文献７】米国特許仮出願第６１／３１７６３５号
【特許文献８】米国特許仮出願第６１／３０９８４５号
【特許文献９】米国特許出願第１２／９７６８１６号
【特許文献１０】米国特許出願第１２／９７６８２７号
【特許文献１１】米国特許第７０４１４８１号
【特許文献１２】米国特許出願第１２／８６２５４２号
【特許文献１３】米国特許出願公開第２０１０／０１７３３９４号
【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】「Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｓｐｅｃ
ｔｒｏｓｃｏｐｙ」（第２版、１９９９年）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　貯蔵、熱サイクリング、高い充填密度、および／または流体工学的操作に対してより安
定な小滴を含むエマルジョンを作製および使用するための新たなシステムが必要とされて
いる。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本開示は、安定化されたエマルジョンを作製および使用するための、およびカプセルを
含むエマルジョンを用いるアッセイのための、方法、装置、組成物、およびキットを含む
システムを提供する。典型的な方法では、アッセイを実施するために水相を準備すること
ができる。水相は、サンプルおよび有効濃度の１種または複数の被膜形成性タンパク質を
含むことができる。エマルジョンを形成することができる。エマルジョンは、非水性連続
相中に配置された水相の小滴を含むことができる。エマルジョンを加熱することにより、
各小滴と連続相の間に界面被膜を創出して、小滴をカプセルに変換することができる。カ
プセルからサンプルに関係するアッセイデータを収集することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】本開示の態様による、エマルジョンの小滴をカプセル化するための被膜の典型的
な形成を示す概略図である。
【図２】本開示の態様による、被膜によってカプセル化された小滴を含む安定化されたエ
マルジョンを形成し、カプセル化された小滴を使用してアッセイを実施する典型的な方法
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を示す流れ図である。
【図３】本開示の態様による、エマルジョンから連続相を選択的に除去して分散相の体積
分率を増大させる典型的な手法の概略図である。
【図４】本開示の態様による、一次エマルジョンを表面被覆用エマルジョンで覆う典型的
な手法の概略図である。
【図５】本開示の態様による、エマルジョンを、エマルジョンの少なくとも連続相と非混
和性である表面被覆相で覆う典型的な手法の概略図である。
【図６Ａ】本開示の態様による、小滴の生成中に存在した界面活性剤を欠く油相から構成
される間隙液に暴露されたカプセルの顕微鏡写真である。
【図６Ｂ】本開示の態様による、界面活性剤を含む油相から構成される間隙液に暴露され
たカプセルの顕微鏡写真である。
【図７Ａ】本開示の態様による、図６Ａおよび６Ｂ中のように形成され、図６Ｂと同様の
間隙液に暴露されたが、より大きな倍率で眺めたカプセルの顕微鏡写真である。
【図７Ｂ】本開示の態様による、図６Ａおよび６Ｂ中のように形成され、図６Ｂと同様の
間隙液に暴露されたが、より大きな倍率で眺めたカプセルの顕微鏡写真である。
【図７Ｃ】本開示の態様による、図６Ａおよび６Ｂ中のように形成され、図６Ｂと同様の
間隙液に暴露されたが、より大きな倍率で眺めたカプセルの顕微鏡写真である。
【図７Ｄ】本開示の態様による、図６Ａおよび６Ｂ中のように形成され、図６Ｂと同様の
間隙液に暴露されたが、より大きな倍率で眺めたカプセルの顕微鏡写真である。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本開示は、被膜によってカプセル化された小滴を作製および使用するための、方法、装
置、組成物、およびキットを含むシステムのためのエマルジョン化学を提供する。被膜に
よってカプセル化された小滴、またはカプセルは、広範な範囲の温度および機械的処理条
件にわたって、合着、凝集、および破損に対して抵抗性である可能性がある。カプセルは
、核酸、タンパク質、細胞などのサンプルまたは分析対象物のより安定なカプセル化を提
供するのに使用することができ、アッセイ、薬物および／またはワクチンの送達、生体分
子ライブラリーの収容、臨床造影の応用などの広範な範囲の生物医学的応用で使用するこ
とができる。
【００１６】
　安定化されたエマルジョンの生成方法が提供される。この方法では、有効濃度の１種ま
たは複数の被膜形成性タンパク質を含む水相を準備することができる。また、非水性連続
相中に配置された水相の小滴を含むエマルジョンを形成することができる。代わりに、水
性連続相中に配置された非水相の小滴を含むエマルジョンを形成することもできる。した
がって、エマルジョンは、とりわけ、水中油型エマルジョン、または油中水型エマルジョ
ンでよい。エマルジョンを加熱することにより、各小滴と連続相の間に界面被膜を創出し
て、小滴をカプセル変換することができる。
【００１７】
　準備された水相は、被膜形成性タンパク質および少なくとも１種の界面活性剤を含むこ
とができる。タンパク質は、とりわけ、少なくとも約０．０１重量％、０．０３重量％、
または０．１重量％の量で存在することができる。一部の事例で、被膜は、０．０１％の
濃度で形成することができるが、被膜は、被膜形成性タンパク質の少なくとも約０．０３
％などのより高い濃度で形成されないと、増幅に適合性でない可能性がある。増幅に適合
性のある被膜（ＰＣＲ適合性被膜とも呼ぶことできる）は、ＰＣＲなどによる標的核酸の
増幅を可能にする。換言すれば、該被膜は、たとえどのようなことがあっても増幅反応が
効率的に起こることを妨げるほど十分には増幅を抑制しない。とにかく、被膜形成性タン
パク質は、とりわけ、約０．０１重量％～１０重量％、０．０１重量％～３重量％、０．
０１重量％～１重量％、０．０３重量％～１０重量％、０．０３重量％～３重量％、０．
０３重量％～１重量％、０．０５重量％～２重量％、または０．１重量％～１重量％の濃
度で存在することができる。タンパク質は、例えば、とりわけ、アルブミン（例えば、ウ
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シ血清アルブミン（ＢＳＡ））、ゼラチン、グロブリン（例えば、β－ラクトグロブリン
）、およびカゼインからなる群から例えば選択することができる。被膜は、被膜形成性タ
ンパク質から少なくとも実質的に構成されるタンパク質性（タンパク質を含む）被膜でよ
い。代わりに、または加えて、水相からタンパク質を削除すると（他のすべては同じであ
る）、被膜を実質的に形成することができない。換言すれば、タンパク質は、被膜形成に
必要である可能性がある。界面活性剤としては、例えば、ポリプロピレンオキシドとポリ
エチレンオキシドのブロックコポリマーを挙げることができる。
【００１８】
　非水相を準備することができ、エマルジョンを、連続相（または分散相）として非水相
を用いて形成することができる。非水相は、少なくとも１種のフッ素化油およびフッ素化
界面活性剤（例えば、とりわけ、フッ素化ポリエーテルおよび／またはフッ素化アルコー
ル）を含む有機または油相でよい。
【００１９】
　エマルジョンの調製方法が提供される。この方法では、フッ素化油およびフッ素化界面
活性剤を含む連続相中で水性小滴を生成させることができる。この小滴を、それぞれがタ
ンパク質性界面被膜によってカプセル化された水相を含むカプセルに変換することができ
る。連続相に間隙液を添加することができ、間隙液は、連続相と混和性であり、連続相と
異なる組成を有する。
【００２０】
　アッセイの実施方法が提供される。この方法では、サンプルおよび有効濃度の１種また
は複数の被膜形成性タンパク質を含む水相を準備することができる。また、非水性連続相
中に配置された水相の小滴を含むエマルジョンを形成することができる。エマルジョンを
加熱することにより（例えば、約５０℃、５５℃または９０℃より高い温度まで）、各小
滴と連続相の間に界面被膜を創出して、小滴をカプセルに変換することができる。一部の
実施形態では、カプセル中の１種または複数の標的核酸の増幅を促進するために、エマル
ジョンを熱サイクリングにかけることができる。カプセルからサンプルに関係するアッセ
イデータを収集することができる。アッセイデータを処理して、サンプル中の分析対象物
（例えば、１種または複数の標的核酸）の濃度など、サンプルの側面を測定することがで
きる。
【００２１】
　アッセイの別の実施方法が提供される。有効濃度の１種または複数の被膜形成性タンパ
ク質を含む水相を準備することができる。少なくとも１種のフッ素化油およびフッ素化界
面活性剤を含む油相を準備することができる。油相中に配置された水相の小滴を含むエマ
ルジョン、またはその逆のエマルジョンを形成することができる。各小滴と油相（または
水相）の間に界面被膜を創出することにより、小滴をカプセルに変換することができる。
カプセル中の標的核酸を増幅するために、カプセルを熱サイクリングにかけることができ
る。カプセルから増幅データを収集することができる。
【００２２】
　安定化されたエマルジョンを生成させるための組成物が提供される。この組成物は、フ
ッ素化油および少なくとも１種のフッ素化界面活性剤を含む連続相を含むことができる。
この組成物は、連続相中に配置され、有効濃度の被膜形成性タンパク質を含む複数の水性
小滴をさらに含むことができる。エマルジョンを閾値よりも高い温度まで加熱することに
より、各小滴と連続相の間に界面被膜を創出して、小滴をカプセルに変換することができ
る。
【００２３】
　安定化されたエマルジョンが提供される。このエマルジョンは、フッ素化油および少な
くとも１種のフッ素化界面活性剤を含む連続相を含むことができる。このエマルジョンは
、連続相中に配置された複数のカプセルをさらに含むことができ、それぞれのカプセルは
、水相をカプセル化したタンパク質性界面被膜を含む。
【００２４】
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　アッセイキットが提供される。このアッセイキットは、有効濃度の１種または複数の被
膜形成性タンパク質を含む水相、ならびにフッ素化油および少なくとも１種のフッ素化界
面活性剤を含む非水性連続相を含むことができる。アッセイキットはさらに、非水性連続
相中に配置された水相の小滴を含むエマルジョンを形成する能力のある小滴生成装置を含
むことができる。エマルジョンを閾値よりも高い温度まで加熱することにより、各小滴と
連続相の間に界面被膜を創出して、小滴をカプセルに変換することができる。
【００２５】
　本開示は、サンプルの分析に適した水相を含む水相のカプセルを調製する方法、および
それによって調製されるカプセルを提供する。これらのカプセルは、小体積でのＰＣＲ分
析に特に有用である可能性がある。開示される方法は、臨床または環境サンプルなどのサ
ンプルを、注目の分析対象物を含む多くの小さなカプセル中に分割することを含むことが
できる。例えば、各カプセルは、約１コピー未満の標的核酸（ＤＮＡまたはＲＮＡ）を含
むことができる。これらのカプセル中の核酸またはその他の分析対象物を、任意の適切な
技術を使用して、反応、検出、および／または分析することができる。開示されたカプセ
ルの調製、反応、検出、および／または分析は、直列的におよび／または並行的に、ある
いは単独でまたは他の処理と組み合わせて実施することができる。本開示は、カプセルを
ベースにした増殖アッセイを実施するのに適したカプセルを重要視するが、それに限定さ
れるものではない。
【００２６】
　エマルジョン化学およびエマルジョン化学を利用する系のさらなる態様は、（Ｉ）定義
、（ＩＩ）系の全体像、（ＩＩＩ）水相、（ＩＶ）非水相、（Ｖ）エマルジョンの形成、
（ＶＩ）小滴の変換、（ＶＩＩ）カプセル、（ＶＩＩＩ）間隙液、（ＩＸ）カプセルおよ
びデータ処理、および（Ｘ）実施例を含む以下の節中で説明される。
【００２７】
Ｉ．定義
　本開示中で使用される技術用語は、当業者によって一般的に認識されている意味を有す
る。しかし、次の用語は、以下で説明するような付加的意味を有することができる。
【００２８】
　アッセイ　－　１つまたは複数の反応を組み込み、かつ注目のサンプルを特徴付けるに
使用される処置。このような特徴付けは、処置および／または反応から得られる１種また
は複数のシグナル、値、データ、および／または結果によって得ることができる。アッセ
イは、組成物である少なくとも１種の「アッセイ混合物」を使用して実施することができ
、もしあれば反応が起こることを可能にするための該組成物の処理の前、間、および／ま
たは後に、該組成物から１種または複数の試験シグナルを検出する。試験またはアッセイ
により、とりわけ、サンプル中の１種または複数の分析対象物の存在（例えば、濃度）ま
たは活性を測定することができる。
【００２９】
　反応　－　化学反応、結合性相互作用、表現型の変化、またはこれらの組合せ。典型的
な反応は、酵素で触媒される基質の生成物への転換、および／または基質もしくは生成物
の結合パートナーへの結合である。
【００３０】
　試薬　－　サンプルに関する特定の試験を実施するためにサンプルと組み合わされる化
合物、化合物の組、および／または組成物。試薬は、試験において特定の標的または分析
対象物の検出に関する特異性を付与する任意の試薬組成物である、標的に特異的な試薬で
よい。試薬は、試験のための化学反応物および／または結合パートナーを任意選択で含む
ことができる。試薬としては、例えば、とりわけ、少なくとも１種の核酸、タンパク質（
例えば、酵素）、細胞、ウイルス、細胞小器官、巨大分子集成体、潜在的薬物、脂質、炭
水化物、無機物、またはこれらの組合せを挙げることができる。典型的な実施形態におい
て、試薬は、標的を増殖させるための少なくとも１種のプライマーまたは１対のプライマ
ー、および／または増殖シグナルを提供するための少なくとも１種のプローブなどの増殖
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試薬でよい。
【００３１】
　核酸　－　ヌクレオチドモノマーからなる鎖を含む化合物。核酸は、とりわけ、１本鎖
または２本鎖（すなわち、もう１つの核酸と塩基対を形成した）でよい。核酸からなる鎖
は、とりわけ、少なくとも約１０または１００個などの任意の適切な数のモノマーから構
成することができる。一般に、核酸の鎖長は、その供給源に対応し、典型的には合成核酸
（例えば、プライマーおよびプローブなどの核酸試薬）はより短く、典型的には生物学的
に生成された核酸（例えば、核酸分析対象物）はより長い。
【００３２】
　核酸は、天然または人工の構造、あるいはその組合せを有することができる。天然の構
造を有する核酸、すなわち、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）およびリボ核酸（ＲＮＡ）は、
交互に現れる五炭糖基とリン酸基からなる骨格を有する。各五炭糖基は、核酸塩基（例え
ば、プリン（アデニン（Ａ）またはグアニン（Ｇ）など）またはピリミジン（シトシン（
Ｃ）、チミン（Ｔ）、またはウラシル（Ｕ）など））に連結される。人工的構造を有する
核酸は、天然核酸の類似体であり、例えば、天然骨格の五炭糖および／またはリン酸基を
変えることによって創出することができる。典型的な人工的核酸としては、グリコール核
酸（ＧＮＡ）、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、ロックド（ｌｏｃｋｅｄ）核酸（ＬＮＡ）、ト
レオース核酸（ＴＮＡ）などが挙げられる。
【００３３】
　核酸の配列は、核酸塩基が骨格に沿って配置される順序によって定義される。この配列
は、一般に、核酸が水素結合によってパートナー鎖に特異的に結合する（または分子内２
本鎖を形成する）能力を決定する。とりわけ、アデニンはチミン（またはウラシル）と対
になり、グアニンはシトシンと対になる。もう１つの核酸に、他の核酸とアデニン－チミ
ンおよびグアニン－シトシンの塩基対の連続ストリングを形成することによって逆平行方
式で結合することのできる核酸は、「相補的」と呼ばれる。
【００３４】
　複製　－　核酸またはそのセグメントの相補的コピーを形成する過程。複製される核酸
および／またはセグメントは、複製のための鋳型（および／または標的）である。
【００３５】
　増幅　－　コピー数が増加する過程。増幅は、複製が時間と共に反復的に起こり、鋳型
の多数のコピーを形成する過程である。増幅は、増幅が進行するにつれてコピー数の指数
関数的または線形的増加をもたらすことができる。典型的な増幅戦略としては、ポリメラ
ーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、ループを介する等温増幅（ＬＡＭＰ）、ローリングサークル複
製（ＲＣＡ）、カスケード－ＲＣＡ、核酸配列をベースにした増幅（ＮＡＳＢＡ）などが
挙げられる。また、増幅は、線形または環状鋳型を利用することができる。増幅は、熱サ
イクリングまたは等温的などの任意の適切な温度条件下で実施することができる。さらに
、増幅は、混合物中のもしあれば標的核酸を増幅する能力のある組成物である増幅混合物
中で実施し、その発生について試験することができる。増幅混合物は、とりわけ、少なく
とも１種のプライマー、少なくとも１種のプローブ、少なくとも１種の複製酵素（例えば
、少なくとも１種のＤＮＡおよび／またはＲＮＡポリメラーゼなどの少なくとも１種のポ
リメラーゼ）、デオキシヌクレオチド（および／またはヌクレオチド）三リン酸（ｄＮＴ
Ｐおよび／またはＮＴＰ）、マグネシウム塩、またはこれらの任意の組合せを含むことが
できる。増幅混合物は、少なくとも１種のマグネシウム依存性酵素を含むことができる。
【００３６】
　ＰＣＲ　－　加熱と冷却との反復サイクル（すなわち、熱サイクリング）に依拠して複
製の連続的繰返しを達成する増幅。ＰＣＲは、より高い変性温度およびより低いアニーリ
ング／伸長温度などの２つ以上の温度設定点の間の、あるいはとりわけ、より高い変性温
度、より低いアニーリング温度、および中間の伸長温度などの３つ以上の温度設定点の間
の熱サイクリングによって実施することができる。ＰＣＲは、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラー
ゼなどの耐熱性ポリメラーゼを用いて実施することができる。ＰＣＲは、一般に、連続サ
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イクル中に、生成物であるアンプリコンの量の指数関数的増加をもたらす。
【００３７】
　ＲＴ－ＰＣＲ（逆転写－ＰＣＲ）　－　ＲＮＡの逆転写によって生成された相補的ＤＮ
Ａ鋳型を利用するＰＣＲ。ＲＴ－ＰＣＲは、（１）逆転写酵素などを用いてＲＮＡの相補
的ＤＮＡコピーを形成すること、および（２）鋳型として相補的ＤＮＡを使用するＰＣＲ
増幅によってＲＮＡサンプルの分析を可能にする。
【００３８】
　アンプリコン　－　増幅反応の生成物。アンプリコンは、１本鎖または２本鎖、または
それらの組合せで存在することができる。アンプリコンは、標的核酸の任意の適切なセグ
メントまたは全長に相当する。
【００３９】
　プライマー　－　核酸鋳型の複製の準備をする能力のある、および／または準備するの
に使用される核酸。したがって、プライマーは、より長い鋳型に対して相補的であるより
短い核酸である。複製中、プライマーは、鋳型配列に基づいて伸長して、鋳型の相補的コ
ピーであるより長い核酸を産生する。プライマーは、ＤＮＡ、ＲＮＡ、またはそれらの類
似体（すなわち、人工核酸）でよく、少なくとも約１０、１５、または２０ヌクレオチド
などの任意の適切な長さを有することができる。典型的なプライマーは、化学的に合成さ
れる。プライマーは、標的核酸の増幅のための１対のプライマーとして供給され得る。プ
ライマー対は、生じるアンプリコンの対向末端（したがって、大きさ）を一緒になって規
定する、センスプライマーおよびアンチセンスプライマーでよい。一部の実施形態におい
て、少なくとも１種のプライマーは、分子反転プローブ（ＭＩＰ）として説明することが
できる。
【００４０】
　プローブ　－　標識に連結される核酸。プローブは、標的核酸および／または複製産物
のための配列特異的結合パートナーでよい。典型的なプローブとしては、互いに近接した
場合に一緒になって蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）を示す色素対に連結される１種
または複数の核酸が挙げられる。色素対は、第１および第２放射体、あるいは放射体（レ
ポーター）および消光体をそれぞれ提供する。色素対からの蛍光放射は、プライマーの伸
長中のプローブ（例えば、Ｔａｑｍａｎプローブ）の開裂などにより互いに引き離される
場合に、あるいはプローブ（例えば、分子ビーコンプローブ）がアンプリコンに結合する
場合に、変化する。「分子反転プローブ」は、標識に連結されていてもよいし、されてい
なくてもよい。
【００４１】
　標識　－　分子、分子複合体、化合物、生物学的粒子、または小滴などの任意の存在物
に連結、または組み込まれた、同定および／または識別用マーカーまたは識別子。標識は
、標識化された存在物を作り出すために特定の存在物を標識することして説明することが
できる。標識は、例えば、存在物を光学的に検出可能にする、または少なくともより光学
的に検出可能にする色素でよい。標識化のために使用される典型的な色素は、蛍光色素（
フルオロフォア）および蛍光消光体である。
【００４２】
　結合パートナー　－　互いに結合するメンバー対の１つのメンバー。各メンバーは、と
りわけ、原子、分子、分子複合体、化合物、および／または生物学的粒子（細胞、ウイル
ス、細胞小器官など）でよい。結合パートナーは、互いに特異的に結合することができる
。特異的結合は、約１０－４、１０－６、１０－８、または１０－１０Ｍ未満の解離定数
によって特徴付けることができる。典型的な特異的結合パートナーとしては、ビオチンと
アビジン／ストレプトアビジン、センス核酸と相補的アンチセンス核酸、プライマーと標
的、抗体と対応する抗原、受容体とそのリガンド、核酸と核酸中に存在する配列モチーフ
を認識するタンパク質などが挙げられる。
【００４３】
　フッ素化　－　典型的には水素の代わりにフッ素を含めること。本明細書中で開示され
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るフッ素化化合物は、いずれもポリフッ素化されていてもよく、このような化合物は、そ
れぞれ、とりわけ、５または１０個を超えるような多くのフッ素を含むことを意味する。
本明細書中で開示されフッ素化化合物は、いずれも、さらにまたは代わりに、過フッ化さ
れていてもよく、水素のほとんどまたはすべてがフッ素で取り替えられていることを意味
する。
【００４４】
ＩＩ．系の全体像
　本開示の系は、エマルジョンの小滴をカプセル化し、かつ安定化するために、被膜の形
成を可能にするエマルジョン化学を活用する。小滴を、とりわけ熱および機械的応力に対
して安定させて、破損および合着を低減することができる。
【００４５】
　図１は、小滴を取り巻く被膜の典型的な形成を説明する概略図である。非水性連続相（
２６）中に配置された水性分散相（２４）の小滴（２２）を含むエマルジョン（２０）が
得られる。小滴は、任意の適切な充填密度をもたらすために、任意の適切な平均距離でお
互いに間隙をあけることができる。例えば、高い充填密度を有する充填配列などを用いて
、小滴を一緒に緊密に充填することができる。高い充填密度は、充填配列のひとまとめに
した小滴体積（すなわち、分散相体積）が、充填配列の間隙体積（すなわち、充填配列内
の小滴間に配置されている連続相（またはその部分）の体積）と少なくともほぼ同じ大き
さである、小滴の充填配列である。換言すれば、高い充填密度において、分散相の体積は
、分散相体積と間隙体積との総和の少なくとも約５０％である。充填配列は、重力および
／または求心力の印加に応答して連続相中で小滴の浮揚または沈降を引き起こす、分散相
と連続相の間の密度差によってもたらすことができる。小滴が単分散性であるなら、小滴
の実質上規則的な配列（格子配列）によって、高い充填密度を提供することができる。
【００４６】
　水相は、被膜形成性混合物でよく、少なくとも１種の被膜形成性タンパク質などの１種
または複数の被膜形成性材料（３０）を含むことができる。例えば、少なくとも１種の被
膜形成性材料を、界面、すなわち、各小滴（２２）と連続相（２６）の間に創出された小
滴境界の界面（３２）または近傍に局在させることができる。
【００４７】
　小滴をカプセルに変換することができる。例えば、小滴、エマルジョン、および／また
は連続相を、（３４）に示すように加熱して、カプセル（３６）を形成することができる
。各カプセルは、各小滴（２２）の水相をカプセル化するために、界面（３２）またはそ
の近傍に形成された界面被膜（３８）を含む。カプセルは、前駆体である小滴に比較して
、種々の処理に対してより安定である可能性がある。例えば、カプセルは、小滴の完全性
を実質的に失うことなしに、より長い貯蔵（約４℃～４０℃など）を可能にすることがで
きる。また、カプセルは、反応および／または増幅を促進するために加熱および／または
熱サイクリングにかけた場合に、合着および破損に対してより抵抗性である可能性がある
。さらに、カプセルは、電界または機械的応力（流体工学的操作など）によってもたらさ
れる破損および／または合着に対してより抵抗性である可能性がある。合着に対して抵抗
性のあるカプセル（および／またはエマルジョン）は、約５％、２％、または１％未満の
カプセル合着を示し、所定時間、所定温度、所定のカプセル充填密度で、より大きなカプ
セル／小滴を形成する。一部の事例において、カプセルは、７０℃、８０℃または９０℃
で、少なくとも１、２、５または１０分間、高い充填密度のカプセルでインキュベートし
た場合に、合着に対して抵抗性である可能性がある。代わりに、または加えて、カプセル
は、４℃、２０℃または３７℃で、少なくとも１週間または１ヶ月間、高い充填密度のカ
プセルで貯蔵した場合に、合着に対して抵抗性である可能性がある。さらに、カプセルは
、電界（例えば、静電荷に由来する）にさらされた場合に合着に対してより抵抗性であり
、かつ比較的高流速で、および／または流れの方向または圧力の変化を伴って、流体工学
的に操作された場合に、合着および破損に対してより抵抗性である可能性がある。さらに
、被膜は、分析対象物および／または試薬の小滴内から界面への吸着を低減する生体適合
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性界面（例えば、油－水の界面の代わりに）を形成することができる。
【００４８】
　図２は、被膜によってカプセル化された小滴を形成し、カプセル化された小滴を使用し
てアッセイを実施する典型的な方法（５０）を説明する。ここに示す方法の段階は、本開
示中または参照により本明細書に組み込まれる前に相互参照の中で列挙した文献、とりわ
け、２０１０年３月２日に出願の米国特許仮出願第６１／３０９８４５号、２０１０年３
月２５日に出願の米国特許仮出願第６１／３１７６３５号、２０１０年９月８日に出願の
米国特許仮出願第６１／３８０９８１号、２０１０年１１月１日に出願の米国特許仮出願
第６１／４０９１０６号、２０１０年１１月２日に出願の米国特許仮出願第６１／４０９
４７３号、２０１０年１１月５日に出願の米国特許仮出願第６１／４１０７６９号、２０
１０年１１月２５日に出願の米国特許仮出願第６１／４１７２４１号、２０１０年７月８
日に公開の米国特許出願公開第２０１０／０１７３３９４号中のどこかに記載の方法の段
階または特徴と組み合わせることができる。
【００４９】
　エマルジョンのための相は、（５２）に示すように準備することができる。相は、一般
に、互いに非混和性である水相および非水相を含む。相は、エマルジョンを加熱した際に
被膜形成を促進するように処方される。例えば、水相は、１種または複数の被膜形成性成
分を含むことができる。被膜形成性成分は、被膜形成に必須である被膜形成性混合物中の
任意の成分であり、該混合物から該被膜形成性成分のみを削除すると、他のすべては同一
であっても被膜は形成されない。典型的な被膜形成性成分は、被膜形成性タンパク質であ
る。被膜形成性タンパク質（またはタンパク質群）は、有効濃度で存在することができ、
有効濃度とは、被膜形成を促進するために小滴を適切に加熱、または別の方法で処理した
場合に検出可能な被膜を形成するのに十分な濃度である。水相は、また、サンプルを含む
ことができ、サンプルが関係する反応を遂行するように構成することができる。典型的な
実施形態において、水相は、少なくとも１種の標的核酸を増幅するための反応混合物を提
供する。
【００５０】
　サンプルは、核酸を含むことができる。核酸は、例えば、とりわけＤＮＡ（例えば、ゲ
ノムＤＮＡ）、ＲＮＡ（例えば、メッセンジャーＲＮＡおよび／またはゲノムＲＮＡ）、
および／またはｃａｎａｌ（ＲＮＡの逆転写によって生成するＤＮＡ）でよい。
【００５１】
　エマルジョンは、（５４）に示すように形成することができる。エマルジョンは、非水
相によって準備される連続相中に配置された水相の小滴を含むことができる。非水相は、
油を含むことができ、かつ／または主に油によって形成することができ、結果的に、該エ
マルジョンは油中水型エマルジョンである。一部の実施形態では、各小滴を、実質的には
１種または複数の被膜形成性成分から構成される界面層によって非水相から隔離すること
ができる。
【００５２】
　エマルジョンを、（５６）に示すように加熱して、小滴が被膜によってカプセル化され
たカプセルを創出することができる。加熱は、被膜を形成する、例えば、１種または複数
の被膜形成性成分から構成される界面層を界面被膜に転換するのに十分な温度および時間
で実施することができる。エマルジョンは、加熱（および／または反応、後記参照）する
間、容器（例えば、バイアル瓶、チャンバー、マルチウェルプレートのウェルなど）中に
保持することができ、あるいはチャネル中に、および／またはチャネルに沿って配置する
ことができる。
【００５３】
　一部の実施形態では、エマルジョンを、貫通可能な密閉部材（例えば、フォイル、フィ
ルムなど）で密閉された容器（例えば、マルチウェルプレートのウェル）中に保持しなが
ら加熱することができる。密閉部材は、順応性のあるものでよい。密閉部材を、ピペット
チップ、ニードルなどの流体移送デバイスのチップで突き刺して、容器からのエマルジョ
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ンの取出し、および／または容器への流体（および／または試薬）の添加を可能にするこ
とができる。容器からのエマルジョンの少なくとも一部の取出しは、とりわけ、被膜形成
の後に、および／またはカプセルの反応（例えば、カプセル中での標的核酸の増幅）の後
に実施することができる。
【００５４】
　カプセルは、直ちに使用することができ、あるいは使用前に任意の適切な期間（例えば
、一部の事例では、とりわけ少なくとも１日間、１週間または１ヶ月間）貯蔵することが
できる。生じるカプセルは、一般に、小滴よりも安定である。例えば、カプセルは、剪断
に対してより安定である可能性があり、かつ劣化なしに長期間貯蔵することができる。カ
プセルの安定性は、被膜によってカプセル化されていない小滴を実質的に損傷することの
できる大量処理および操作を可能にする。
【００５５】
　一部の実施形態では、小滴を被膜によってカプセル化することができない。したがって
、本節に、本開示の別の場所に、または参照により本明細書に組み込まれる相互参照で列
挙した文献に記載の段階のいずれかは、カプセルに代わって、またはカプセルに加えて小
滴を用いて実施することができる。
【００５６】
　エマルジョンの相比率は、カプセルを創出するための加熱（５６）の前に、（５８）に
示すように変更することができる。相比率を変更することは、任意選択であり、エマルジ
ョン中の水相の体積分率を実質的に増加および／または減少させる任意の処理を含む。例
えば、水相の体積分率を、エマルジョンから連続相の一部を（水相と比較して）選択的に
除去することによって増加させることができる。一部の事例では、過剰な連続相を除去し
て、エマルジョン中で、とりわけ少なくとも約５０％などの、水相の高い体積分率をもた
らすことができる。小滴または連続相の選択的な除去を可能にするには、エマルジョンを
、異なる密度を有する水相および非水相を用いて製剤することができ、結果として、小滴
は、エマルジョン中で沈降または浮遊して、それぞれ沈降またはクリーム化を促進する傾
向がある。典型的な実施形態において、小滴は、連続相中で浮揚性（沈降性）であり、エ
マルジョンの頂部（または底部）から小滴を選択的に除去することによって、および／ま
たはエマルジョンの底部（または頂部）から連続相を選択的に除去することによってエマ
ルジョンを濃縮することを可能にする。エマルジョンの相比率を変更するさらなる態様は
、後で節Ｘの実施例１中で説明される。
【００５７】
　一部の実施形態では、連続相の一部を除去することによって、カプセルに変換する前お
よび／または後の小滴の安定性を改善することができる。油相中の少なくとも１種のイオ
ン性界面活性剤の濃度がＣＭＣ（臨界ミセル濃度）以上である場合のような一部の事例で
は、ミセル中に過剰なイオン性界面活性剤が存在することができ、これらのミセルは、小
滴またはカプセルから水を引き抜く熱力学的駆動力により小滴またはカプセルと競合し、
それらの収縮または引裂き（被膜で支えられたカプセルの場合）さえ引き起こす。したが
って、連続相中の過剰なイオン性ミセルの量を低減する任意の手法は、小滴またはカプセ
ルの安定性を改善することができる。採用できる段階の一部の例には、（１）小滴のカプ
セルへの変換に先立つ過剰な連続相の少なくとも一部の除去（換言すれば、一部のミセル
の除去）、および／または（２）（ａ）エマルジョンの形成時点で連続相中の（無傷の小
滴を生成させかつ維持するために十分な量の界面活性剤が存在するとの条件で）、および
／または（ｂ）任意のカプセル間隙または輸送流体のための連続相中の（本開示中のほか
の場所でより詳細に説明される）低減された界面活性剤濃度の使用が含まれる。
【００５８】
　小滴／カプセルから連続相への水の逸失を低減するのに有効である可能性のある別の事
前変換段階は、過剰な連続相を除去してミセルの数を減少させることよりも、あるいはそ
れに加え、連続相を水で「事前飽和」または「事前水和」させることである。エマルジョ
ンを形成する前に、連続相を水に暴露して、事前水和を達成することができる。例えば、
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連続相を、ある体積の水、またはその後に事前水和された連続相を用いて小滴を形成する
場合に小滴中に配置される水性溶液により密接に類似する（イオン性、浸透性の平衡）水
性の事前水和溶液で表面被覆するか、あるいはそうでなければそれらと接触させて配置す
ることができる。事前水和溶液は、例えば、一般には、すべての核酸またはタンパク質／
酵素を除く小滴内の反応混合物のための緩衝化された塩基でよい。また、一部の事例では
、被膜形成性材料および任意の水相の界面活性剤を事前水和溶液から除外ことができる。
【００５９】
　任意選択で、（６０）に示すように、エマルジョンを表面被覆することができる。小滴
が、連続相に比較して浮揚性である一部の実施形態において、表面被覆は、空気および／
またはその他の界面（例えば、カプセルを形成するための加熱中の空気－エマルジョンの
界面）への暴露中の破損またはその他の劣化から小滴を保護するのに有用である可能性が
ある。小滴上の連続相は表面被覆を不要にすることができるが、表面被覆は、また、小滴
が界面に比較して沈降する場合に有用である可能性がある。とにかく、カプセルを創出す
るためにエマルジョンを加熱する（５６）前に（または後に）、エマルジョン上に表面被
覆を配置して、エマルジョンの頂部表面を覆うことができる。表面被覆は、エマルジョン
と接触し、一般にはエマルジョン上に留まる層を形成する。換言すれば、表面被覆は、空
気に暴露されたエマルジョンの頂部表面を完全に覆い、エマルジョン－空気の界面をエマ
ルジョン－表面被覆の界面に置き換え、それによって、エマルジョンの空気への暴露を低
減することができる。表面被覆は、それぞれ連続相および水相からの油および水の蒸発な
どの、エマルジョンのどちらかの相または双方の相からの成分の蒸発を低減することがで
きる。とにかく、表面被覆は、一部の製剤でエマルジョンを加熱するにつれてカプセル形
成の前に起こることのある小滴の損傷（例えば、破損）、および／またはＰＣＲ増幅のた
めの熱サイクリング中などの比較的より高い温度でエマルジョン－空気の界面近傍で起こ
ることのあるカプセルの損傷（例えば、乾燥／収縮）を低減することができる。
【００６０】
　表面被覆は、適用時に流体または固体でよく、適用時に流体であるなら、流体のままで
あるか、あるいは固化してもよい。表面被覆（またはその連続相）は、下にあるエマルジ
ョンの連続相よりも低い密度を有することができ、結果として、表面被覆は、一次エマル
ジョン上に浮遊する。流動性の表面被覆は、任意の適切な組成を有することができる。例
えば、流動性の表面被覆は、表面被覆用エマルジョン（小滴および／またはカプセルを含
む）または表面被覆相でよい。流動性表面被覆のさらなる態様は、節Ｘの実施例２で説明
される。
【００６１】
　（６２）に示すように、エマルジョンを反応させることができる。一般に、エマルジョ
ンの反応は、エマルジョンのカプセル中で個々の反応を促進するようにエマルジョンを処
理することを含む。例えば、エマルジョンを加熱および／または周期的に温度を変えて、
カプセル中の標的核酸の増幅を促進することができる。したがって、加熱は、熱サイクリ
ング過程の一部でよく、あるいは熱サイクリング過程に先立つプレインキュベーション（
例えば、逆転写、ウラシル除去、エンド－もしくはエキソヌクレアーゼ消化など）であっ
てよい。後に続くカプセルの操作における合着にさらに耐えるために、ＲＴ－ＰＣＲまた
はＰＣＲプロトコールにおけるプレインキュベーション段階または最初のインキュベーシ
ョン段階を利用して小滴をカプセルに変換し、高い充填密度で、より低い充填密度で、さ
らには小滴を充填しないで（流動下の流体中で間隙をあけられるが加熱に暴露される）界
面被膜を形成することができる。これは、後に続く操作が高い充填密度のカプセルを巻き
込む場合にとりわけ有用である可能性がある。
【００６２】
　小滴を、容器中で実施されるバッチ反応などにおいて、並行して反応させることができ
る。バッチ反応で反応させるなら、カプセルは高い充填密度で存在できる。代わりに、と
りわけ、小滴を、小滴が連続流動反応器のチャネルに沿って流れる際に、並行してまたは
直列的に反応させることができ、かつ／または小滴を、バッチ中で（例えば高い充填密度
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で）加熱して被膜を形成し、次いで、連続流動反応器を通して流すことができる（参照に
より本明細書に組み込まれる、２０１０年７月８日に公開の米国特許出願公開第２０１０
／０１７３３９４号を参照されたい）。
【００６３】
　（６４）に示すように、エマルジョンのカプセルからのシグナルを検出することができ
る。換言すれば、水相中のサンプルに関係するアッセイデータをカプセルから収集するこ
とができる。データは、サンプル中の１種または複数の分析対象物を巻き込む少なくとも
１種の反応に関係することができる。典型的な実施形態において、データは、カプセル中
の標的核酸の増幅に関係する。
【００６４】
　エマルジョン中のカプセルは、（６６）に示すように、任意選択で、互いに間隙をあけ
ることができる。カプセルの間隙をあけることは、エマルジョンの反応の前および／また
は後に、ならびにカプセルからのシグナル検出の前に、１回または複数回実施することが
できる。カプセルの間隙をあけることには、一般に、エマルジョン中のカプセル間の平均
または局所的間隙を増加させる任意の操作が含まれる。
【００６５】
　カプセルの間隙を増加させて、容器中での反応の後に高密度の充填配列の状態にあるカ
プセルの流体工学的操作を容易にすることができる。充填配列は、クリーム化／沈降の単
独でのまたはエマルジョンから過剰な連続相を除去することなどにより相比率を変更する
こと（５８）と組み合わせた結果である可能性がある。一部の実施形態において、充填配
列は、カプセルが単分散性であるなら（任意選択で、水性分率が高いなら）、カプセルの
堅固な格子を形成することができ、かつ／またはカプセルを堅固な結晶性状態に配置する
ことができる。
【００６６】
　カプセルの互いの間隙をあけることを容易にするのに間隙液を使用することは、水相の
体積分率に基づくことができる。エマルジョンは、水相の分率が連続相の分率とほぼ同等
またはそれ未満のように低いと、より大きな流体粘稠度を有することができる。この場合
、カプセルを、間隙液を添加することなしに、エマルジョンを撹拌することなどによって
容易に分散させることができる（またはできない）（すなわち、互いの間隔をさらにあけ
る）。代わりに、エマルジョンは、水相の分率が、より高い、例えば、連続相の分率より
も高いなら、流動性がより小さく、またはより大きな「ゲル様」粘稠度を有することがで
きる。この場合（および／または流体様エマルジョンを用いて）、カプセルを、エマルジ
ョンに添加された間隙液の助けを借りて分散させることができる。とにかく、カプセルの
間隙をあけて、容器から、例えばエマルジョン中に配置されたデバイスのチップを介して
小滴を拾い上げる流体輸送デバイスの導管中の流動などの流動を容易にすることができる
。一部の事例で、カプセルを熱サイクリングにかけることは、それらのカプセルを「粘着
性」にし、分散をより困難にする。間隙液を添加することは、粘着性カプセルの分散を容
易にする。
【００６７】
　さらに、または代わりに、カプセルの互いの間隙をさらにあけて、個々の小滴の検出を
可能にすることができる。したがって、間隙液を、検出器に関して適切に作用するように
配置された検出領域に向かってチャネルを流れている小滴に添加することができる。間隙
液は、収束用流体として説明することができ、小滴が検出領域に到達する前に、小滴を単
一化することができる。単一化された小滴は、検出領域を通って直列的に通行することが
できる。検出領域の上流の小滴の間隙をあけるさらなる態様は、参照により本明細書に組
み込まれる相互参照の項目で前に列挙した文献、とりわけ、２０１０年３月２５日に出願
の米国特許仮出願第６１／３１７６３５号、２０１０年１１月１日に出願の米国特許仮出
願第６１／４０９１０６号、２０１０年１１月２日に出願の米国特許仮出願第６１／４０
９４７３号、２０１０年１１月５日に出願の米国特許仮出願第６１／４１０７６９号、２
０１０年７月８日に公開の米国特許出願公開第２０１０／０１７３３９４号中に開示され
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ている。
【００６８】
　エマルジョンを任意選択で、（６８）に示すように流体工学的に操作することができる
。相比率を小滴／カプセルまたは連続相の選択的除去などによって変更すると（６６）、
この変更の前、間、および／または後に流体工学的操作を実施することができる。
【００６９】
　流体工学的操作は、一般に、エマルジョンまたはその小滴／カプセルを流体流によって
動かすことを含む。例えば、流体工学的操作は、容器内に配置された小滴／カプセルを分
散させること、容器から小滴／カプセルを流動流中に導入すること、小滴／カプセルを流
動流中に分散させること（すなわち、カプセルを単一化すること）、および／またはカプ
セルの流れを検出器がカプセルから直列的または並行的にデータを（例えば、画像形成に
よって）収集することができる検出領域に押し流すことを含む。
【００７０】
　収集されたデータを、（７０）に示すように処理することができる。データの処理は、
エマルジョンの水相中に含まれる１種または複数のサンプルの１種または複数の分析対象
物の少なくとも１種の態様を決めることを含むことができる。データの処理は、とりわけ
、バックグラウンドを控除すること、カプセルデータをカプセル大きさに基づいて正規化
すること、アッセイのためのネガティブカプセルからポジティブカプセルを区別するため
にカプセルシグナルに対して閾値を適用すること、サンプル中の分析対象物（例えば、標
的核酸）の濃度を測定すること（例えば、ポアソン統計に基づいて）、またはこれらの組
合せを含むことができる。
【００７１】
　カプセルを使用して、任意の適切なアッセイを実施し、分析対象物の任意の適切な特性
を測定することができる。一部の実施形態において、分析対象物は核酸であり、個々のカ
プセルからの増幅データをデジタル増幅アッセイで分析して、個々の小滴中で１種または
複数の標的核酸の増幅が起こったかどうかを判定することができる。換言すれば、増幅デ
ータを処理して、分析された各小滴中での各標的の存在または不在のデジタル記述を提供
することができる。とにかく、増幅データを処理して、少なくとも１種の単一ヌクレオチ
ドの多形現象、標的部位のメチル化、標的のコピー数の変動、稀な突然変異／標的（例え
ば、がんに付随する突然変異）、胎児異数性、ハプロタイプなどの存在または不在などの
、サンプルの任意の適切な態様についての情報を提供することができる。適切である可能
性のあるアッセイのさらなる態様は、参照により本明細書に組み込まれる、相互参照の項
目で前に列挙した文献、とりわけ、２０１０年７月８日に公開の米国特許出願公開第２０
１０／０１７３３９４号、２０１０年９月８日に出願の米国特許仮出願第６１／３８０９
８１号、２０１０年１１月１日に出願の米国特許仮出願第６１／４０９１０６号、２０１
０年１１月５日に出願の米国特許仮出願第６１／４１０７６９号、２０１０年１１月２５
日に出願の米国特許仮出願第６１／４１７２４１号中に記載されている。
【００７２】
　適切である可能性のある、とりわけ、エマルジョン、エマルジョンの相、相の成分、小
滴の生成／エマルジョンの形成、エマルジョンの反応、シグナルの検出、流体工学的操作
、およびデータ処理のさらなる態様は、参照により本明細書に組み込まれる、相互参照の
項目で前に列挙した文献、とりわけ、２０１０年３月２５日に出願の米国特許仮出願第６
１／３４１２１８号、２０１０年３月２５日に出願の米国特許仮出願第６１／３１７６３
５号、２０１０年１１月１日に出願の米国特許仮出願第６１／４０９１０６号、２０１０
年１１月２日に出願の米国特許仮出願第６１／４０９４７３号、２０１０年１１月５日に
出願の米国特許仮出願第６１／４１０７６９号、２０１０年１１月２５日に出願の米国特
許仮出願第６１／４１７２４１号、および２０１０年７月８日に公開の米国特許出願公開
第２０１０／０１７３３９４号中に記載されている。
【００７３】
ＩＩＩ．水相
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　水相は、実質的におよび／または主として水であるが、種々の付加的成分を組み込むこ
とができる。該成分は、１種または複数の塩、緩衝剤、試薬、注目のサンプル、注目の分
析対象物、および／または形成された小滴またはカプセル内で起こると考えることのでき
る所望の反応にとって必須である可能性のあるあらゆる付加的成分のように、水溶性およ
び／または水混和性でよい。すべてのこのような付加的成分は、所望の反応または意図し
たアッセイと適合性があるように選択することができる。さらに、水相は、１種または複
数の被膜形成性成分を含むことができる。
【００７４】
　一部の事例では、成分として、水相中に配置された小滴、例えば、１種のより単純なま
たは複雑な小滴を挙げることができる。例えば、水相は、１種または複数の油性小滴を含
むことができ、該油性小滴は、逆に、１種または複数の水性小滴、等々を含むことができ
る（含まなくてもよい）。したがって、被膜は、被膜形成の間および／後に被膜内で互い
に融合する水性小滴をカプセル化することができる。多層エマルジョンを形成するおよび
多層エマルジョン内で小滴の融合を誘導するさらなる態様は、参照により本明細書に組み
込まれる２０１０年８月２４日に出願の米国特許仮出願第１２／８６２５４２号中に記載
されている。
【００７５】
塩および／または緩衝液
　水相中には、任意の適切な塩または塩の組合せが存在できる。各塩は、生理学的に適合
性のある塩でもよいし、そうでなくてもよい。水相のための典型的な塩としては、とりわ
け、ＮａＣｌ、ＫＣｌ、ＣａＣｌ２、ＭｇＣｌ２、およびＭｇＳＯ４の任意の１つまたは
組合せが挙げられる。
【００７６】
　水相には、任意の適切な緩衝液または緩衝剤が存在できる。緩衝液または緩衝剤は、水
相のｐＨを、所望の反応または反応の集合が効率的に起こるｐＨまたはその近傍（例えば
、酵素活性にとって最適なｐＨの近傍）などの、任意の適切なｐＨまたはその近傍に維持
するように構成することができる。一部の事例において、ｐＨは、例えば、とりわけ約６
．５～８．５、７～８、または約７．５などの生理学的ｐＨの近傍でよい。とにかく、維
持すべき所望のｐＨに比較的近接したｐＫａを有し、かつ実施すべき反応と適合性のある
特定の緩衝剤を選択することができる。例えば、緩衝剤は、生理学的に適合性があればよ
い。適切である可能性のある典型的な緩衝剤としては、ＴＲＩＳ（２－アミノ－２－ヒド
ロキシメチル－プロパン－１，３－ジオール）、ＭＥＳ（２－（Ｎ－モルホリノ）エタン
スルホン酸）、ＭＯＰＳ（３－モルホリノプロパン－１－スルホン酸）、ＨＥＰＥＳ（２
－［４－（２－ヒドロキシエチル）ピペラジン－１－イル］エタンスルホン酸などが挙げ
られる。
【００７７】
試薬
　水相が１種または複数の試薬を含む場合、該試薬は、サンプルに関する特定の試験を実
施するために注目のサンプルと組み合わされる化合物、化合物の集合、および／または組
成物であると解される。試薬は、標的に特異的な試薬でよく、それは、試験において特定
の標的または分析対象物との反応またはそれらの検出に対して特異性を付与する任意の試
薬組成物である。試薬は、任意選択で、試験のための化学反応物および／または結合パー
トナーを含むことができる。試薬は、例えば、とりわけ、少なくとも１種の核酸、タンパ
ク質（例えば、酵素）、細胞、ウイルス、細胞小器官、巨大分子集成体、潜在的薬物、脂
質、炭水化物、無機物質、またはこれらの任意の組合せを含むことができる。典型的な実
施形態において、試薬は、とりわけ、標的の増幅のためのポリメラーゼ（例えば、ポリメ
ラーゼを活性化するのにホットスタートを必要としてもしなくてもよい熱に安定なポリメ
ラーゼ）、逆転写酵素、リガーゼ、エキソヌクレアーゼ、標的の増幅のための少なくとも
１種のプライマーもしくは少なくとも１種のプライマーの組、増幅された標的に関する増
幅シグナルを提供するための少なくとも１種のプローブ、あるいはこれらの任意の組合せ
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などの増幅試薬でよい。一部の事例において、水相および小滴／カプセルは、分子反転プ
ローブ（ＭＩＰ）を含むことができる。分子反転プローブ、および小滴／カプセルをベー
スにしたアッセイでのそれらの使用のさらなる態様は、参照により本明細書に組み込まれ
る２０１０年９月８日に出願の米国特許仮出願第６１／３８０９８１号、２０１０年１１
月２５日に出願の米国特許仮出願第６１／４１７２４１号中に記載されている。
【００７８】
サンプル
　水相がサンプルを含む場合、該サンプルは、任意の適切な供給源からの、注目の化合物
、組成物、および／または混合物であると解される。サンプルは、サンプル中に存在する
可能性のある少なくとも１種の分析対象物に関係する態様など、サンプルの態様を分析す
る試験にとって注目の一般的物質でよい。サンプルは、収集されたようなそれらの自然の
ままの状態で、および／またはとりわけ、貯蔵、保存、抽出、溶解、希釈、濃縮、精製、
濾過、１種または複数の試薬との混合、分配、さらなる処理、またはこれらの任意の組合
せの結果として変更された状態で分析することができる。臨床サンプルとしては、とりわ
け、血液、唾液、尿、大便、痰、粘液、乳、体液吸引液、および／または組織を挙げるこ
とができる。環境サンプルとしては、とりわけ、水、土壌、および／または空気を挙げる
ことができる。研究サンプルとしては、培養細胞、初代細胞、ウイルス、小型生物体、組
織、体液などを挙げることができる。さらなるサンプルとしては食糧、兵器の成分、疑惑
のある汚染物質、等々を挙げることができる。
【００７９】
分析対象物
　水相が注目の分析対象物を含む場合、該分析対象物は、試験において分析されるサンプ
ル中の成分または潜在的成分であると解される。分析対象物は、試験におけるより具体的
な注目対象であり、試験にとってサンプルはより包括的な注目対象である。分析対象物は
、とりわけ、例えば、核酸、タンパク質、酵素、細胞、ウイルス、細胞小器官、巨大分子
集成体、薬物候補（および／または潜在的薬物）、脂質、炭水化物、無機物質、またはこ
れらの任意の組合せでよい。分析対象物を、サンプル中のその濃度、活性、および／また
はその他の特性について試験することができる。分析対象物の濃度は、サンプル中または
その１種または複数の分割部分中の分析対象物の絶対もしくは相対数、二値評価（存在ま
たは不在）などに関係する可能性がある。
【００８０】
界面活性剤
　界面活性剤は、それが存在する液体の表面張力を低下させる能力のある表面活性物質で
ある。また、もしくは代わりに、洗浄剤および／または湿潤化剤と記述されることもある
界面活性剤には、親水性部分および疏水性部分の双方を組み込み、一緒になって、界面活
性剤に親水性－疏水性の二重の特性を付与することができる。界面活性剤は、一部の事例
において、その疎水性に対するその親水性により特徴付けることができる。水相には、少
なくとも１種の親水性界面活性剤を典型的には組み込むことができる。水相は、少なくと
も１種の非イオン性界面活性剤および／またはイオン性界面活性剤を含むことができる。
一部の実施形態において、水相は、ポリプロピレンオキシドとポリエチレンオキシドのブ
ロックコポリマーである界面活性剤を含むことができる。より詳細には、界面活性剤は、
ＰＬＵＲＯＮＩＣおよびＴＥＴＲＯＮＩＣの商標名（ＢＡＳＦ）で販売されているポリプ
ロピレンオキシドとポリエチレンオキシドのブロックコポリマーでよい。一部の実施形態
において、界面活性剤は、ＰＬＵＲＯＮＩＣ　Ｆ－６８の商標名で販売されているポリプ
ロピレンオキシドとポリエチレンオキシドの非イオン性ブロックコポリマーでよい。一部
の実施形態において、水相の界面活性剤は、水溶性および／または親水性フッ素系界面活
性剤でよい。水相のための典型的なフッ素系界面活性剤は、ＺＯＮＹＬ　ＦＳＮフッ素系
界面活性剤などのＺＯＮＹＬの商標名（ＤｕＰｏｎｔ）で販売されている。一部の事例に
おいて、界面活性剤は、ポリソルベート２０（ＩＣＩ　Ａｍｅｒｉｃａｓ，　ｉｎｃ．に
よってＴＷＥＥＮ－２０の商標名で販売）を含むことができる。水相中に存在する特定の
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界面活性剤または全活性剤の濃度は、加熱に先立ってエマルジョンの小滴を安定化するよ
うに選択することができる。水相のための界面活性剤の典型的な濃度は、とりわけ、約０
．０１～１０重量％、０．０５～５重量％、０．１～１重量％、または０．５重量％であ
る。一部の事例において、被膜形成性タンパク質は、一般に、本開示の目的に関して界面
活性剤とは分類されないが、界面活性剤として機能することができる。
【００８１】
被膜形成性成分
　水相は、１種または複数の被膜形成性成分を含むことができる。被膜形成性成分は、例
えば、被膜の構造要素として役立つことによって、小滴の境界またはその近傍での被膜の
形成を促進する任意の物質である。各被膜形成性成分は、被膜形成に先立って、各小滴に
関して任意の適切な分布を有することができる。被膜形成性成分は、小滴の界面またはそ
の近傍に選択的に局在して界面層を形成することができ、あるいは水相の全体により均一
に分布することができる。より均一に分布すると、被膜形成性成分は、被膜形成中に界面
に向かって補充される可能性がある。
【００８２】
　被膜形成性成分は、少なくとも１種の被膜形成性タンパク質を含むことができる。該タ
ンパク質は、適切な条件（例えば加熱）下で検出可能な被膜を形成するのに十分な量であ
る有効濃度で存在することができる。典型的な有効濃度としては、とりわけ、約０．０１
重量％または０．０３重量％、０．０３重量％～３重量％、０．０５重量％～２重量％、
０．１重量％～１重量％、または約０．１重量％が挙げられる。該タンパク質は、「非特
異的封鎖性」または「非特異的結合性」タンパク質と記述できる。本明細書中で使用され
る表現「非特異的封鎖性」または「非特異的結合性」は、一般に、表面、すなわち疎水性
および／または親水性表面に時には加熱の助けを借りて非特異的に結合する能力を指す。
非特異的封鎖／結合性タンパク質は、典型的には、水溶性タンパク質であり、比較的大き
な（とりわけ）血清または乳タンパク質でよく、かつ／または水相中のその他の成分のい
ずれかと特異的結合様式で相互に作用することができない。被膜形成性タンパク質として
適切である可能性のある典型的な非特異的封鎖／結合性タンパク質としては、とりわけ、
アルブミン（血清アルブミン（例えば、とりわけウシ（ＢＳＡ）、ヒト、ウサギ、ヤギ、
ヒツジ、またはウマからの）などの）、グロブリン（例えば、β－ラクトグロブリン）、
カゼイン、およびゼラチン（例えば、ウシ皮膚ゼラチンＢ型）が挙げられる。
【００８３】
付加的添加剤
　水相は、任意選択で、任意の各種添加剤をさらに含むことができる。該添加剤は、例え
ば、保存剤、酵素活性増強剤、酵素阻害剤、補因子などとして作用すると解釈することが
でき、例えば、とりわけ、アジ化ナトリウム、ベタイン、トレハロース、およびＲＮアー
ゼ阻害剤が含まれる。その他の典型的な添加剤は、制限酵素、リガーゼ、逆転写酵素、ウ
ラシル－ＤＮＡ　Ｎ－グリコシラーゼ（ＵＮＧ）などの酵素である。
【００８４】
小滴の形成に先立つ処理
　小滴の生成に先立って、サンプルおよび／または水相を処理して、小滴の形成を容易に
することができる。水相中の比較的高い濃度および／または比較的長いフラグメントの核
酸の処理が、とりわけ適切である。小滴を標準的な条件下で形成する場合には、水相を、
断面積の急速な縮小、伸長、続いて小滴の分離および形成に供することができる。ＤＮＡ
、ＲＮＡまたは別の長鎖ポリマーが特定の濃度以上で存在すると、小滴を形成する能力が
損なわれる。例えば、これらのポリマーは、小滴形成の急速な処理中に互いにもつれてし
まう可能性があり、かつ拡散によって分離するのに十分な時間を有さず、小滴の効率的な
形成をもたらさない紐を形成する可能性がある。その紐は、ジェッティング、マイクロサ
テライト、および合着、ならびに貧弱なエマルジョン形成のその他の特徴をもたらす可能
性がある。代わりに、または加えて、該ポリマーは、小滴界面と相互作用し、表面張力を
低下させ、かつ小滴形成を妨げている可能性がある。
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【００８５】
　とにかく、小滴形成に対するこの効果を克服するための手法が必要とされる。１つの典
型的な手法は、小滴が摘み取られて生じる時間を有するように、小滴の形成速度を減速す
ることである。しかし、この手法は、小滴形成の処理能力を低下させる。別の機械的解決
法は、小滴生成装置をこれらの高い濃度条件下で小滴の形成を強制するように再設計する
ことでよい。別の典型的な手法は、ポリマーをより小さなサイズに断片化することである
。エマルジョンを形成する前に、水相を加熱することによってポリマーを断片化すること
ができる。例えば、水性サンプルを、とりわけ、少なくとも約８０℃、９０℃、または９
５℃まで、少なくとも約１、２、５、１０、１５または３０分間加熱することができる。
適切な加熱は、通常の条件下で高いＤＮＡ濃度の小滴を形成する能力をもたらすことがで
きる。さらなる典型的な手法は、特定部位を標的とする（またはＤＮＡを非特異的に切断
する）制限酵素でＤＮＡを消化することによって、水相中のＤＮＡを断片化することであ
る。特定部位が注目の標的の外側に存在する限り、測定される標的のコピー数はサンプル
中で保存される、消化は、完了まで進行してもしなくてもよい。多くの事例において、Ｄ
ＮＡフラグメントの平均サイズを小滴形成に影響を与えないレベルまで縮小するのに必要
なのは、単なる部分的消化でよい。
【００８６】
選択される水相の実施形態
　水相を製剤化して、逆転写、増幅、制限酵素での消化、リゲーション、繰越し増殖産物
からのウラシル開裂（汚染性標的の増幅を防止するための）、これらの任意の組合せなど
の１種または複数の酵素反応を実施することができる。例えば、水相を製剤化して、ＲＴ
－ＰＣＲを実施することができ、該水相は、次の製剤中に挙げられた成分の任意の適切な
組合せを含むことができる：
水相製剤１
・反応用緩衝液（ほぼ５０～７０ｍＭ［塩］：ほぼ４５～５５ｍＭ　ＫＣｌ、ほぼ１０～
１５ｍＭ　Ｔｒｉｓ、ほぼｐＨ７．５～８．５）
・ＭｇＣｌ２および／またはＭｇＳＯ４（ほぼ１．５～５ｍＭ）
・ＢＳＡまたはウシゼラチン（ほぼ０．１～１％ｗ／ｖ）
・ポリエチレンオキシド（ＰＥＯ）／ポリプロピレンオキシド（ＰＰＯ）の非イオン性ブ
ロックコポリマー界面活性剤（ほぼ０．１～１％ｗ／ｖ）
・熱に安定なポリメラーゼ（ほぼ０．０４単位／μＬ）
・逆転写酵素（ほぼ０．０４単位／μＬ）
・ｄＮＴＰ（それぞれほぼ２００～４００μＭ（ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＴＴ
Ｐ）またはそれぞれほぼ３００～５００μＭ（ｄＴＴＰの代わりにｄＵＴＰを用いて）
・ＵＮＧ（ウラシル－ＤＮＡ　Ｎ－グリコシラーゼ）（任意選択で；ほぼ０．０２５～０
．１単位／μＬ）
・全核酸（ほぼｐｇ～ｎｇの範囲／ｎＬ、標的核酸は、ほぼ１０コピー／ｎＬ未満、また
はほぼ１コピー／ｎＬ未満で存在する）
・プライマー（ほぼ０．１～１．０μＭ）
・蛍光検出のためのプローブ（ほぼ０．１～０．２５μＭ）
水相製剤２（選択される成分）
・ＫＣｌ（ほぼ５０ｍＭ）
・Ｔｒｉｓ（ほぼ１５ｍＭ、ｐＨ８．０）
・ＭｇＣｌ２（ほぼ３．２ｍＭ）
・ＢＳＡまたはウシゼラチン（ほぼ０．１％ｗ／ｖ）
・Ｐｒｕｌｏｎｉｃ　Ｆ－６８（界面活性剤、ほぼ０．５％ｗ／ｖ）
・ｄＮＴＰ（それぞれほぼ２００μＭ（ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＴＴＰ）
・プライマー（それぞれほぼ０．５μＭ）
・蛍光検出のためのプローブ（ほぼ０．２５μＭ）。
【００８７】
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ＩＶ．非水相
　非水相は、水と非混和性である連続相を形成する担体液として役立つことができ、ある
いは非水相は、分散相であってもよい。少なくとも１種の油を含む非水相は、油相と呼ぶ
ことができるが、水と非混和性である任意の液状（または液化可能な）化合物または液状
化合物の混合物を含むことができる。油は、合成または天然に存在するものでよい。油は
、炭素および／またはケイ素を含んでも含まなくてもよく、水素および／またはフッ素を
含んでも含まなくてもよい。油は、親油性または疎油性でよい。換言すれば、油は、有機
溶媒と概して混和性または非混和性でよい。典型的な油としては、とりわけ、少なくとも
１種のシリコーン油、鉱油、フルオロカーボン油、植物油、またはこれらの組合せを挙げ
ることができる。
【００８８】
　典型的な実施形態において、油は、フルオロカーボン油などのフッ素化油であり、それ
らは、過フッ化有機溶媒であってもよい。フッ素化油は、とりわけ、基（一次）油または
基油への添加物でよい。適切である可能性のある典型的なフッ素化油は、ＦＬＵＯＲＩＮ
ＥＲＴ（３Ｍ）の商標名で販売され、特にＦＬＵＯＲＩＮＥＲＴ　Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ
　Ｌｉｑｕｉｄ　ＦＣ－３２８３、ＦＣ－４０、ＦＣ－４３、およびＦＣ－７０などを含
む。適切なフッ素化油のもう１つの例は、ＮＯＶＥＣ（３Ｍ）の商標名で販売され、ＮＯ
ＶＥＣ　ＨＦＥ　７５００　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ　Ｆｌｕｉｄを含む。
【００８９】
界面活性剤
　水相に関して前に考察したように、界面活性剤は、それが溶解された液体の表面張力を
減少させる能力のある表面活性物質であり、それに、一緒になって界面活性剤に対して親
水性－疎水性の二重の特性を付与することができる親水性部分および疎水性部分の双方を
組み込むことができる。水相中に存在する界面活性剤とは対照的に、非水相には、典型的
には、疎水性界面活性剤が組み込まれる。非水相は、そのそれぞれが、カプセル形成の前
、間、および／または後に非水相中に配置／溶解され得る１種または複数の界面活性剤を
含むことができる。界面活性剤としては、非イオン性界面活性剤、イオン性界面活性剤（
カチオン性（正に帯電した）またはアニオン性（負に帯電した）界面活性剤）、または双
方の部類の界面活性剤を挙げることができる。適切である可能性のある典型的なアニオン
性界面活性剤としては、カルボン酸塩、スルホン酸塩、ホスホン酸塩、等々が挙げられる
。１種または複数の界面活性剤は、個々にまたは一緒になって、とりわけ、約０．００１
％もしくは０．０１％を超える、または約０．００１％～１０％、０．０５％～２％、も
しくは０．０５％～０．５％などの任意の適切な濃度で存在することができる。
【００９０】
　イオン性界面活性剤（例えば、負に帯電した界面活性剤）は、カプセルを形成するのに
好ましい可能性がある。イオン性界面活性剤は、加熱による被膜の形成につながることの
ある、界面での成分の集合のため、引力を増進させることができる。例えば、イオン性の
対形成は、連続相中のイオン性界面活性剤と分散相中の被膜形成性タンパク質との間で（
または連続相が水性であるなら逆に）起こる可能性がある。被膜形成性タンパク質はイオ
ン性界面活性剤によって界面で拘束され、熱の印加は、タンパク質の立体配置を変え（変
性によって）、かつ／または水相へのその溶解度を低下させることができ、このことが、
被膜の形成につながる可能性がある。代わりに、または加えて、エマルジョンの形成に使
用される油中にイオン性または非イオン性界面活性剤を含めると、疎水相互作用によって
、被膜形成性タンパク質および／またはその他の被膜形成性材料を界面に補充することが
できる。
【００９１】
　非水相（または油相）中に存在する１種または複数の界面活性剤は、フッ素化界面活性
剤（例えば、ポリフッ化および／または過フッ化された界面活性剤化合物）でよい。典型
的なフッ素化界面活性剤は、カルボン酸で終結されたパーフルオロポリエーテル、パーフ
ルオロポリエーテルのカルボン酸塩、および／またはカルボン酸で終結されたパールルオ
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ロポリエーテルのアミドまたはエステル誘導体などのフッ素化ポリエーテルである。典型
的ではあるが唯一ではないパーフルオロポリエーテルは、とりわけ、ＫＲＹＴＯＸ－ＦＳ
Ｈ、ＫＲＹＴＯＸ－ＦＳＨのアンモニウム塩（「ＫＲＹＴＯＸ－ＡＳ」）、またはＫＲＹ
ＴＯＸ－ＦＳＨのモルホリノ誘導体（「ＫＲＹＴＯＸ－Ｍ」）などの、ＫＲＹＴＯＸ（Ｄ
ｕＰｏｎｔ）の商標名で市販されている。適切である可能性のあるその他のフッ素化ポリ
エーテルは、少なくとも１つのポリエチレングリコール（ＰＥＧ）部分を含む。
【００９２】
　フッ素化ポリエーテルなどの主たる界面活性剤は、約０．０２重量％～１０重量％、ま
たは約１重量％～４重量％などの任意の適切な濃度で存在することができる。主たる界面
活性剤は、比較的より高い濃度（約１重量％以上）または比較的より低い濃度（約０．０
２～０．５重量％などの、約１重量％未満）で存在することができる。一部の事例におい
て、より低い濃度の使用は、表面被覆を使用することなしに、かつ小滴の実質的な破損な
しに、小滴を加熱することによってカプセルを創出することを可能にすることができる。
主たる界面活性剤は、少なくとも約１、２または５ｋＤａの分子量を有することができる
（または有さなくてもよい）。
【００９３】
　非水相は、さらに、選択された油の１種または複数の物理的特性を改変するように選択
される１種または複数のさらなる界面活性剤を含むことができる。例えば、さらなる界面
活性剤を使用して、選択された油の蒸発可能性を低下させることができる。蒸発の可能性
を低下させることによって、さらなる界面活性剤は、エマルジョン－空気の界面での小滴
に対する蒸発の影響を低減または最小化することができる。典型的な実施形態において、
非水相は、とりわけ、主要成分でよいフッ素化油、主たる界面活性剤（例えば、フッ素化
ポリエーテル）、および副次的／付加的界面活性剤を含むことができる。副次的／付加的
界面活性剤は、とりわけ、パーフルオロデカノールまたはパーフルオロオクタノールなど
の、たった１個（モノアルコール）または２個のヒドロキシル基を有するフッ素化アルコ
ールでよい。付加的界面活性剤は、とりわけ、約１０００または５００Ｄａ未満の分子量
を有することができ、約２０、１５または１２個以下の炭素原子を有することができ、約
０～１０重量％、０重量％～５重量％、０～２．５重量％、０．１重量％～２．５重量％
、または０．００１重量％～０．５重量％の濃度で存在することができる。
【００９４】
選択される非水相の実施形態
　非水相は、とりわけ、フッ素系界面活性剤、フッ素化油、蒸発可能性を低下させるため
の１種または複数のフッ素化添加物、および１種または複数のフッ素化補助界面活性剤の
組合せを含むことができる。次の製剤は、本開示の非水相の典型的な実施形態に対応する
。
油相製剤１（高界面活性剤）
・ＨＦＥ７５００フッ素化油
・ＫＲＹＴＯＸ－ＡＳおよび／またはＫＲＹＴＯＸ－Ｍ（ほぼ１～４％ｗ／ｗ）
油相製剤２
・ＨＦＥ７５００フッ素化油
・ＫＲＹＴＯＸ－ＡＳおよび／またはＫＲＹＴＯＸ－Ｍ（ほぼ０．４５～２．８５％ｗ／
ｗ）
・パーフルオロデカノール（ほぼ０．００９～２．２５％ｗ／ｗ、またはほぼ１．８％ｗ
／ｗ）
油相製剤３
・ＨＦＥ７５００フッ素化油
・ＫＲＹＴＯＸ－ＡＳおよび／またはＫＲＹＴＯＸ－Ｍ（ほぼ１．８％ｗ／ｗ）
・パーフルオロデカノール（ほぼ０．１８％ｗ／ｗ）
油相製剤４
・ＦＣ－４０フッ素化油
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・ＫＲＹＴＯＸ－ＡＳおよび／またはＫＲＹＴＯＸ－Ｍ（ほぼ０．４５～２．８５％ｗ／
ｗまたはほぼ１．８％ｗ／ｗ）
・パーフルオロデカノール（ほぼ０．００９～２．２５％ｗ／ｗ、またはほぼ０．１８％
ｗ／ｗ）
油相製剤５
・ＦＣ－４３フッ素化油
・ＫＲＹＴＯＸ－ＡＳおよび／またはＫＲＹＴＯＸ－Ｍ（ほぼ０．４５～２．８５％ｗ／
ｗまたはほぼ１．８％ｗ／ｗ）
・パーフルオロデカノール（ほぼ０．００９～２．２５％ｗ／ｗ、またはほぼ０．１８％
ｗ／ｗ）
油相製剤６
・ＦＣ－７０フッ素化油
・ＫＲＹＴＯＸ－ＡＳおよび／またはＫＲＹＴＯＸ－Ｍ（ほぼ０．４５～２．８５％ｗ／
ｗまたはほぼ１．８％ｗ／ｗ）
・パーフルオロデカノール（ほぼ０～２．２５％ｗ／ｗ、またはほぼ０．１８％ｗ／ｗ）
油相製剤７（低界面活性剤）
・ＨＦＥ７５００フッ素化油溶媒
・ＫＲＹＴＯＸ－ＡＳおよび／またはＫＲＹＴＯＸ－Ｍ（ほぼ０．０１超～０．５％ｗ／
ｗ、ほぼ０．０２～０．５％ｗ／ｗ、またはほぼ０．１８％ｗ／ｗ）。
【００９５】
Ｖ．エマルジョンの形成
　上で考察した成分を含む水相および非水相を準備し（例えば、得および／または調製し
）、次いで、エマルジョンを形成するのに利用することができる。
【００９６】
　エマルジョンは、一般に、小滴のための担体液として役立つ非混和性連続相（例えば、
油相などの非水相）中に配置された分散相（例えば、水相）の小滴を含む。分散相および
連続相の双方とも、一般には、少なくとも主として液体である。エマルジョンは、油中水
型（Ｗ／Ｏ）エマルジョン、水中油型（Ｏ／Ｗ）エマルジョン、または多層エマルジョン
（例えば、とりわけＷ／Ｏ／ＷまたはＷ／Ｏ／Ｗ／Ｏエマルジョン）でよい。
【００９７】
　任意の適切な方法および構造を使用して、エマルジョンを形成することができる。一般
に、エマルジョンを形成するには、振盪、撹拌、超音波処理、かき混ぜ、またはそうでな
ければエマルジョンをホモジナイズすることなどのエネルギーの入力が必要である。しか
し、これらの手法は、実質的に制御されない小滴の生成により、小滴がある範囲の大きさ
を示す多分散性エマルジョンを一般にはもたらす。代わりに、単分散性エマルジョン（高
度に均一な大きさの小滴）は、少なくとも１種の小滴生成装置を用いる制御された直列的
な小滴生成によって創出することができる。典型的な実施形態において、小滴生成装置は
、単分散性小滴からなるエマルジョンの生成に焦点を当てた微小チャネル流によって機能
する。適切である可能性のある小滴生成へのその他の手法または小滴生成のための構造は
、参照により本明細書に組み込まれる相互参照の項目で前に挙げた文献中、とりわけ、２
０１０年３月２５日に出願の米国特許仮出願第６１／３４１２１８号、２０１０年１１月
１日に出願の米国特許仮出願第６１／４０９１０６号、２０１０年１１月２日に出願の米
国特許仮出願第６１／４０９４７３号、２０１０年１１月５日に出願の米国特許仮出願第
６１／４１０７６９号、２０１０年８月２４日に出願の米国特許仮出願第１２／８６２５
４２号、２０１０年７月８日に公開の米国特許出願公開第２０１０／０１７３３９４号中
に記載されている。
【００９８】
　水相中に存在する界面活性剤は、非水相内での水性小滴の形成を助けることができる。
該界面活性剤は、非水相および水相の双方と物理的に相互作用すること、相間の界面を安
定化すること、および自己集合した界面層を形成することによって、そのように挙動する
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ことができる。界面活性剤は、一般に、小滴の動的安定性を有意に増大させ、小滴の合着
を実質的に低減し、かつ凝集を低減する。小滴（カプセルに変換する前の）は、流体工学
的操作中の流体流によって創出される剪断力に対して比較的安定であり得る。例えば、小
滴は、非水相製剤と水相製剤との選択された組合せを使用する１００μＬまたは２００μ
Ｌチャネル中での少なくとも４０μＬ／ｍｉｎ、または５０μＬ／ｍｉｎの流速に対して
安定であり得る。
【００９９】
　生じる小滴は、任意の適切な形状および大きさを有することができる。小滴は、形状が
束縛されないなら、球状であり得る。小滴の直径は、約１～５００μｍ、５～５００μｍ
、または５０～５００μｍでよく、小滴の平均体積は、とりわけ、約５０ｐＬ～５００ｎ
Ｌ、または１００ｐＬ～１０ｎＬでよい。
【０１００】
　小滴を形成し、次いで、バイアル瓶、試験管、プレートのウェル、チャンバーなどの貯
蔵器中のエマルジョンとして収集することができる。一部の実施形態では、小滴を、ＰＣ
Ｒ用のバイアル瓶またはプレート中のエマルジョンとして収集し、次いで、それを熱サイ
クリングにかけることができる。代わりに、または加えて、小滴を貯蔵器中に収集し、次
いで、熱サイクリングのために別の容器に移送することができ、かつ／または微小流体工
学などの流体工学により操作および／または輸送することができる。
【０１０１】
ＶＩ．小滴の変換
　小滴を、該小滴が被膜によってカプセル化されているカプセルに変換することができる
。一般に、小滴は、加熱によって変換される。小滴、連続相、および／またはエマルジョ
ンを、被膜形成に十分な温度まで、被膜を作るのに十分な時間加熱することができる。こ
のような転換が起こるのに十分な温度と時間の間には、逆の関係が存在することができる
。すなわち、比較的低い温度で小滴を加熱すると、比較的より高い温度で小滴を加熱する
場合よりも長い加熱時間を必要とする可能性がある。しかし、被膜形成は、閾値より高い
温度では急速に、閾値より数度低い温度でははるかにより徐々に起こる可能性がある。例
えば、被膜形成は、エマルジョンを閾値より高い温度で加熱すると、約５分未満、または
約１分未満で起こるか、完結する可能性がある。とにかく、小滴のカプセルへの変換は、
水相（すなわち、分散相または連続相）中の１種または複数の被膜形成性タンパク質（お
よび／またはその他の被膜形成性材料）の溶解度を低下させる可能性があり、その結果、
タンパク質／材料は、水相により低溶解性（例えば、実質的に不溶性）になる。したがっ
て、被膜は、水相に実質上不溶性であることができる。
【０１０２】
　一部の実施形態において、閾値温度は、水相中の被膜形成性タンパク質の変性温度に対
応する可能性がある。したがって、被膜の形成は、閾値温度未満に比べて閾値より高い温
度ではるかにより急速に起こるタンパク質変性の結果である可能性がある。例として、Ｂ
ＳＡは、約５０～５５℃で変性することが報告されており、被膜形成性タンパク質として
ＢＳＡを組み込んでいる小滴は、ほぼ同一温度で被膜を急速に形成するように誘導される
。したがって、異なる変性温度を有する別の被膜形成性タンパク質を使用すると、被膜を
形成する前に、対応する異なる温度まで加熱することが必要とされる可能性がある。
【０１０３】
　小滴を５５℃より高い温度まで加熱することによって、自己集合した界面層を界面被膜
に変換することができる。該被膜は、とりわけ、タンパク質、またはタンパク質と界面活
性剤から構成することができる。一部の事例では、小滴を、ＰＣＲ増幅中に実施されるよ
うに、熱サイクリングにより加熱することができる。熱サイクリングのプロファイルは、
約４℃から約９９℃までの温度の変更を含むことができる。小滴を、任意選択で、流れを
ベースにした熱サイクリング系を通した小滴の輸送の結果としての熱サイクリングにより
加熱することができる。流れをベースにした典型的な熱サイクリング系のさらなる態様は
、参照により本明細書に組み込まれる２０１０年７月８日に公開の米国特許出願公開第２
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０１０／０１７３３９４号中に開示されている。
【０１０４】
ＶＩＩ．カプセル
　カプセルは小滴を被膜内に閉じ込め、しわができ、変形し、または損傷した場合には、
被膜を顕微鏡によって見ることができる。被膜は、界面すなわち各小滴の境界と連続相の
間の界面またはその近傍に配置された固体または半固体相である。したがって、標準的な
小滴中に存在する流体界面とは対照的に、カプセル体積の減少は、一般に、被膜の外観の
顕微鏡で認識できる変化をもたらす。被膜は、被膜に印加される張力が小さくなるにつれ
て、その滑らかな球状の幾何学的形態を失い、固さの実質的な程度を反映して、多少のし
わができ、縮んで見える可能性がある。例えば、被膜の存在（または不在）は、カプセル
／小滴を顕微鏡スライド上に拡げること、蒸発によりカプセル／小滴の収縮を促進するこ
と、次いで、顕微鏡下でカプセル／小滴を観察することによって検出することができる。
同様に、カプセルが、最適でない間隙液に暴露され、かつ／または過度な剪断力にさらさ
れると、被膜は裂け、被膜自体中に端部がぼろぼろの明瞭な開口部を残す可能性がある（
例えば、実施例３参照）。
【０１０５】
　被膜は、曲げやすくかつ可撓性のままであることができ、結果として、カプセルは粘性
と弾性を合わせもつ。しかし、視覚的に（例えば、顕微鏡で）容易に観察される変形およ
び物理的損傷を受けることによって、被膜は、少なくとも実質的に半固体または固体であ
り、自由に変形可能な液体ではないことが明らかにされる。
【０１０６】
　最初の小滴製剤と比較して増強されたカプセルの安定性は、物理的操作に対するカプセ
ルの安定性に反映される。カプセルを、カプセル壁（すなわち、被膜）に対する損傷なし
に、またはほとんどなしに、輸送し、選別し、流れを収束し、かつ分配することができる
。前駆体である小滴とは対照的に、カプセルは、比較的高い剪断力を生じる流体工学的処
理操作に対して安定であり得る。例えば、カプセルは、とりわけ、直径が約１２５μｍ以
下、または約２５０μｍ以下のチャネル中の、少なくとも約２００、３００または４００
μＬ／ｍｉｎまでの流速の流体流中で安定であることができ、かつ／または９０°の方向
転換（バルブによって生じる可能性があるような）の間に安定な流れであり得る。
【０１０７】
　カプセルは、任意の適切な方式で使用することができる。カプセルを、収集、操作、お
よび／または選別することができる。それらを、アッセイまたはその他の生物学的応用で
使用することができ、あるいは収集および選別することができる。本明細書に開示のカプ
セルは、貯蔵に関して典型的には安定であり、室温で１ヶ月以上貯蔵することができる。
カプセルは、広範な範囲の温度で、しかし好ましくは、とりわけ約４℃～約４０℃で貯蔵
することができる。
【０１０８】
　カプセルを創出するために小滴を加熱するのに先立って、連続相の部分（例えば、大部
分）を除去することができる。連続相の大部分を除去した場合には、生じるカプセルは、
エマルジョンの中で高い分率を占め、一部の点でゲルに似ている組成物をもたらすことが
できる。カプセルは、このような事例では密に充填され、カプセルが単分散性小滴に由来
するなら、高度に規則正しい配列中に納まることができる。
【０１０９】
　加熱に先立って連続相を除去しない場合には、生じる組成物は、典型的には流体に似て
いる。カプセルは、密充填された配列中に納まることができるが、組成物を撹拌すると、
典型的には、連続相中でのカプセルの分散が生じる。
【０１１０】
ＶＩＩＩ．間隙液
　エマルジョンに間隙液を添加することができる。間隙液は、一般に、エマルジョンの現
行／最初の連続相と混和性であり、現行／最初の連続相と同一または異なる組成を有する
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ことができる。したがって、間隙液は、その液が添加されるエマルジョンの種類に基づい
て、非水性または水性でよい。
【０１１１】
　油中水型エマルジョンで使用する場合、間隙液は、連続相と同一の基油または異なる基
油を含むことができる（基油は、油（連続）相中の有力なまたは主たる油である）。例え
ば、連続相は、基油としてフッ素化油を含むことができ、間隙液は、その基油と同一の（
または異なる）フッ素化油を含むことができる。
【０１１２】
　典型的な実施形態において、間隙液は、連続相とは異なる界面活性剤、および／または
連続相よりも重量で実質的に少ない全界面活性剤（例えば、とりわけ、少なくとも２、５
、１０または１００分の１である全界面活性剤）を含むことができる。代わりに、または
加えて、間隙液は、界面活性剤の臨界ミセル濃度より高い濃度で存在する界面活性剤を含
まなくてもよい（少なくとも実質的に界面活性剤をまったく含まないことを包含する）。
その臨界ミセル濃度より低い界面活性剤濃度を使用することによって、流動系中での洗浄
機能を提供しながら、望ましくない新たな小滴の形成を最小化することができる。また、
一部のエマルジョン製剤で、間隙液中でエマルジョンの最初の連続相と同一の界面活性剤
およびほぼ同一量の界面活性剤を使用することによって、カプセルを収縮させ、縮ませ、
かつ／または破裂させることでき、それにより被膜の顕微鏡による可視化が可能となる。
カプセルの完全性に対する明確な間隙液の典型的な効果は、後記の実施例３で説明される
。
【０１１３】
　一部の例において、連続相および間隙液は、双方ともイオン性（主として）フッ素系界
面活性剤を含むことができ、あるいは連続相はイオン性（主として）フッ素系界面活性剤
を、および間隙液は非イオン性（主として）フッ素系界面活性剤を含むことができる。双
方ともイオン性フッ素系界面活性剤を含むなら、主たるフッ素系界面活性剤の濃度は、連
続相中の場合よりも間隙液中で実質的に低いように選択することができる。さもなければ
、間隙液中のイオン性フッ素系界面活性剤の濃度があまりに高いと、該イオン性フッ素系
界面活性剤は、カプセルから水を引き出し、それらの収縮をもたらす可能性がある（被膜
にしわを作り／被膜を引き裂く可能性がある）。間隙液中で非イオン性フッ素系界面活性
剤を使用すると、カプセルの収縮は、一般に、低いまたは高い濃度の界面活性剤で起こら
ない。しかし、収縮は、非イオン性界面活性剤の純度に依存する可能性がある。非イオン
性界面活性剤が１００％純粋でないなら、イオン性不純物（反応性前駆体または反応副生
物）が存在する可能性がある。不純な非イオン性界面活性剤のより高い濃度で、これらの
イオン性不純物は、カプセルに損傷をもたらすのに十分な高い濃度に到達する可能性があ
る（例えば、収縮または破損をもたらす、カプセルからの水の引抜きによって）。とにか
く、非イオン性フッ素系界面活性剤は、間隙液中に、連続相（および／またはエマルジョ
ンを形成するのに使用される油相または油組成物）中の主たる（または全部の）界面活性
剤よりも実質的に低い、それとほぼ同じ、または実質的に高い濃度で存在することができ
る。
【０１１４】
　間隙液は、前にＩＶ節中で示した非水性相に従って製剤することができる。間隙液のた
めのさらなる典型的な製剤は次の通りである：
間隙液製剤１
・ＨＦＥ７５００、ＦＣ－４０、ＦＣ－４３、および／またはＦＣ－７０フッ素化油
・過フッ化アルコール（ほぼ０～１０％ｗ／ｗ、またはほぼ０．１８％ｗ／ｗ）
・ＫＲＹＴＯＸ－ＡＳおよび／またはＫＲＹＴＯＸ－Ｍ（０～０．１％、０～０．０１％
、または０～０．００１％ｗ／ｗ）
間隙液製剤２
・ＨＦＥ７５００、ＦＣ－４０、ＦＣ－４３、および／またはＦＣ－７０フッ素化油
・ペグ化フッ素系界面活性剤（０～０．１％、０～０．０１％、０～０．００１％、また
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は０．００００１％ｗ／ｗ）
【０１１５】
ＩＸ．カプセルおよびデータの処理
　本開示のカプセルは、いったん調製されたら、処理することができる。処理は、カプセ
ルを、少なくとも１種の注目の反応が起こり得る（および／または停止され得る）任意の
条件または条件の組に任意の適切な時間さらすことを含むことができる。したがって、処
理は、とりわけ、カプセルの温度をあらかじめ定めた設定点またはその近傍に維持するこ
と、カプセルの温度を２つ以上のあらかじめ定めた設定点の間で変更すること（カプセル
を熱サイクリングにかけることなど）、カプセルを光に暴露すること、カプセルに印加さ
れる圧力を変えること、カプセルに電界を印加すること、またはこれらの任意の組合せを
含むことができる。
【０１１６】
　処理の前、間、および／または後に、カプセルからシグナルを検出することができる。
シグナルは、とりわけ、光学的に、電気的に、化学的に、またはこれらの組合せで検出す
ることができる。シグナルは、カプセル中で実施される少なくとも１種の注目の反応に対
応することができる。典型的な実施形態において、シグナルは、２つ以上の種類の識別可
能な蛍光シグナルを含むことができる蛍光シグナルとして検出することができる。
【０１１７】
　検出されたシグナルに対応するデータを処理することができる。データ処理とは、分析
されるそれぞれカプセル化されたアッセイ混合物に関する、アナログまたはデジタル値で
よいアッセイ結果を確定することでよい。
【０１１８】
Ｘ．実施例
　次の実施例では、エマルジョン、特に被膜によってカプセル化された小滴を含むエマル
ジョンを作製および使用するためのシステムに関して選択される本開示の態様および実施
形態を説明する。これらの実施例は、例示のために意図され、本開示のすべての範囲を限
定するものではない。
【０１１９】
（実施例１）
エマルジョンからの連続相の選択的除去
　この実施例では、エマルジョン（８４）から連続相（８２）を（分散相（８３）に対し
て）選択的に除去して、小滴（またはカプセル）（８６）によって占められる体積分率を
増加させるための典型的な手法（８０）について説明する。図３参照。
【０１２０】
　エマルジョン（８４）を、出入り口（９０）を備えた貯蔵器（８８）によって保管する
ことができる。出入り口は、小滴（８６）が連続相中で浮揚性であるなら（図に示すよう
に）、貯蔵器の底部またはその近傍に形成することができ、あるいは小滴が連続相中で沈
降するなら、貯蔵器のより高い位置に形成することができる。
【０１２１】
　浮揚性小滴は、該小滴が、初めに連続相の全体積中でより均一な分布を有するなら、ク
リーミングと称される処理中に、連続相内で時間と共にエマルジョンの頂部に向かって移
動することができる。結果として、小滴は、連続相の上部領域に時間と共に蓄積し、浮揚
性小滴が層の底部に添加されるにつれて、下向きに成長する凝集小滴の小滴層（９２）を
形成する。エマルジョンの下部（９４）は、小滴が層（９２）に向かって上向きに移動す
るにつれて、小滴が次第に枯渇するようになる。水相と連続相の間の密度差、および連続
相の粘度が、ほとんどの小滴が層（９２）と一緒になるのにどれ程の時間（例えば、数秒
、数分、数時間）を必要とするかを決定する。とにかく、エマルジョンの頂部と出入り口
（９０）の間に圧力降下を創出して、連続相（８２）の下部（９４）を貯蔵器から出入り
口（９０）を経由して（９６）に示すように押し流すことができる。例えば、（９８）で
示す圧力を、エマルジョン上の空気圧を調節することなどによってエマルジョンの頂部に
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印加することができ、あるいは真空を出入り口（９０）に印加して出入り口を通して連続
相を引き出すことができる。とにかく、連続相（８２）の選択的除去後にもたらされる濃
縮エマルジョン（９９）を図３の右半分に示す。他の実施形態では、連続相中で沈降する
小滴を、出入り口（９０）を通して押し流して、連続相の上部から小滴を分離することが
できる。
【０１２２】
（実施例２）
エマルジョンの表面被覆
　この実施例では、エマルジョンを液体で表面被覆するための典型的な手法について説明
する。図４および５参照。表面被覆の使用は、浮揚性小滴を含むエマルジョンに対して使
用するのに適している可能性がある。この場合、浮揚性は、小滴を連続相によって保護す
ることをより少なくし、かつ蒸発による損失に対してより無防備にする空気と共に、小滴
をエマルジョンの界面近傍に収集することになる。また、空気との界面の存在は、エマル
ジョンを小滴に対する熱誘発性損傷（例えば、小滴の破損）をより受け易くする可能性が
ある。
【０１２３】
　図４は、表面被覆用エマルジョン（１１４）を使用することによって、エマルジョン（
１１２）を表面被覆するための手法（１１０）を例示する。表面被覆用エマルジョンは、
下にあるまたは一次エマルジョン（１１２）と実質的に同一の連続相（１１６）を有して
も有さなくてもよいが、一般には、一次エマルジョンの連続相と混和性である連続相を有
する。表面被覆用エマルジョンは、大きさ、検出可能性の相違などに基づいて、下にある
エマルジョン中の小滴（１２０）と区別できる表面被膜用水性小滴（１１８）を含むこと
ができる。例えば、表面被覆用小滴は、下にある（サンプル）小滴中に存在するプローブ
、標識、および／またはマーカーを欠く「ブランク」または「ダミー」小滴でよい。これ
らの「ブランク」小滴は、アッセイシグナルの検出中に妨害シグナルを生じないように構
成することができる。代わりに、または加えて、表面被覆用小滴は、アッセイ結果を妨害
することなしに、表面被覆の存在、位置、および完全性を眼で見ることを可能にする可視
性色素（１２２）を含むことができる。可視性色素は、とりわけブロモフェノールブルー
またはアルラレッドなどの少なくとも実質的に非蛍光性である化合物でよい。とにかく、
表面被覆用小滴は、たとえ下にあるサンプル小滴と同じ密度であっても、サンプル小滴の
上に留まり、図中に概略的に示したように明確な小滴層を形成する傾向がある。表面被覆
用小滴は、空気との界面近傍に存在するので、一次エマルジョンおよび表面被覆用エマル
ジョンが加熱される場合（熱サイクリング中など）に、選択的に損傷される犠牲小滴とし
て役立つことができる。
【０１２４】
　表面被覆用小滴は、いずれかの小滴（表面被覆用またはサンプル）を加熱によってカプ
セルに変換する前に、サンプル小滴を覆って配置することができる。代わりに、表面被覆
用小滴を熱インキュベーション段階で事前処理して小滴を表面被覆用カプセルに変換した
後に、該表面被覆用カプセルを、サンプル小滴を覆って配置することができる。
【０１２５】
　さらに、表面被覆用小滴／カプセルは、アッセイ系のための対照／較正サンプルとして
使用することができる。例えば、これらの小滴／カプセルは、ブランクでよく、あるいは
、装置、または、サンプル小滴／カプセルが暴露される熱サイクリング、流れ中のアッセ
イ分析対象物の検出、等々を含む過程についての情報を提供する対照／標準として使用さ
れる予定の指示薬（色素など）を有するように構成できる。典型的な実施形態では、色素
を負荷した表面被覆用小滴／カプセルを、増幅陽性および／または増幅陰性の小滴／カプ
セルに対応するシグナルを提供するような、検出器または検出方法を較正するための対照
／標準として使用することができる。小滴を対照／較正サンプルとして使用するさらなる
態様は、参照により本明細書に組み込まれる２０１０年７月８日に公開の米国特許出願公
開第２０１０／０１７３３９４号中に記載されている。
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【０１２６】
　ブランクカプセル（または小滴）は、また、サンプルカプセル（または小滴）が輸送さ
れる装置を洗浄および／または装置の清浄性を評価するための担体液中で使用することが
できる。例えば、ブランクカプセルを、サンプルカプセルの検出の実行後に導入して、装
置の検出領域を通る流路に沿ってサンプルカプセルを追跡することができる。ブランクカ
プセルは、このような残留カプセルを機械的に剪断して除去することなどによって、残留
サンプルカプセルを流路に沿って追い出すのを助けることができる。したがって、ブラン
クカプセルを使用することによって、望ましくないサンプルカプセルが装置中になお残存
しているかどうか（このことは、サンプルカプセルの今後の実行に悪影響を及ぼす可能性
がある）を判定するのを助けることができる。
【０１２７】
　サンプルでないカプセル（または小滴）は、したがって、表面被覆の一部（サンプル小
滴／カプセルを破損および／または劣化から保護するための）として、あるいはサンプル
小滴／カプセルから分離して使用される場合に、有用である可能性がある。換言すれば、
サンプルでないカプセルは、一部の事例において複合的な機能を提供することができる。
【０１２８】
　図５は、表面被覆相（１３４）でエマルジョン（１３２）を覆うための手法（１３０）
を示す。表面被覆相は、下にあるエマルジョンの連続相（１３６）と非混和性であり、エ
マルジョン（１３２）の小滴（１４０）を構成する水相（１３８）と場合によっては非混
和性である。表面被覆相は、また、連続相（１３６）および場合によっては水相（１３８
）よりも小さな密度を有することができる。例えば、下にある連続相は、少なくとも大部
分はフッ素化油から形成することができ、表面被覆相は、少なくとも大部分は、炭化水素
油（例えば、鉱油）などの疎フッ素性および／または親油性の油から形成することができ
る。一部の実施形態において、表面被覆相（１３４）は水性でよく、相（１３４）および
（１３８）は、とりわけ、少なくとも実質的に同一の密度および／または組成の塩、緩衝
液、および／または界面活性剤を含むことができる。換言すれば、表面被覆相は、水相に
類似した組成を有することができ、かつ／または水相と浸透圧的に平衡していればよい。
したがって、水性の表面被覆相は、とりわけ、前記のような塩、緩衝液、タンパク質、界
面活性剤、可視性色素、これらの任意の組合せなどの、前記ＩＩＩ節に記載した成分の任
意の組合せを含むことができる。
【０１２９】
（実施例３）
間隙液およびカプセルの損傷
　この実施例では、カプセルの形状および完全性に対して明確な効果を与える典型的な間
隙液について説明し、これらの効果を示す顕微鏡写真を提示する。図６Ａ、６Ｂおよび７
Ａ～Ｄ参照。
【０１３０】
　図６Ａおよび６Ｂは、界面活性剤を含まない（図６Ａ）または界面活性剤を含む（図６
Ｂ）基油から構成された間隙液に暴露されたエマルジョンからのカプセルの１対の顕微鏡
写真を示す。小滴は、界面活性剤として１．８％ｗ／ｗのＫＲＹＴＯＸ－ＡＳを含むＨＦ
Ｅ７５００フッ素化油中で生成させた。過剰な連続相を除去し、次いで、小滴を加熱して
カプセルを形成した。連続相に間隙液を添加すると、エマルジョン中での連続相の体積分
率が実質的に増加した。間隙液は、界面活性剤を含まない（図６Ａ）または小滴の生成用
と同じ濃度の界面活性剤（１．８％ｗ／ｗのＫＲＹＴＯＸ－ＡＳ）を含むどちらかの基油
（ＨＦＥ７５００）とした。換言すれば、間隙液は、最初の連続相と同一組成を有するか
（図６Ｂ）、あるいは界面活性剤を除外したことのほかは同一であった（図６Ａ）。
【０１３１】
　間隙液中での界面活性剤の存在または不在は、カプセルの形状および完全性に対して劇
的に異なる効果を有することができる。図６Ａは、間隙液中に界面活性剤が存在しないと
、図６Ａ中でカプセル境界は滑らかで球状に見えることを示す。換言すれば、間隙液から
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の界面活性剤の排除は、連続相に間隙液を添加した場合に、カプセルの形状および完全性
に対して否定的効果を有さない可能性がある。図６Ｂは、間隙液および連続相中に同一の
界面活性剤が同一濃度で存在すると、カプセルは、収縮し、縮んで見えることを示す。カ
プセルの境界は、より不規則的で、しわができ、球状性がより小さくなる。
【０１３２】
　図７は、図６Ｂのように処理されているが、より高倍率で眺めたカプセルの、１組の顕
微鏡写真を示す。カプセルの多くは、損傷された被膜を示す。被膜は、しばしばしわがで
き、多くの場合、裂けてぼろぼろになった端部を認識できる。
【０１３３】
（実施例４）
選択される実施形態１
　この実施例では、カプセルを含むエマルジョンの調製および使用に関連し、限定なしに
一連の番号を付した項目として提示される、選択される態様および実施形態について説明
する。
　１．（Ａ）緩衝剤、０．１～１．０重量％の濃度の第１界面活性剤、および０．１～１
．０重量％の濃度の非特異的結合性タンパク質を含む水相を調製する段階、（Ｂ）フッ素
化油およびフッ素化界面活性剤を含む有機相を調製する段階、（Ｃ）有機相内に配置され
た水相の小滴を形成する段階（ここで、各小滴は、明確な小滴境界を有する）、および（
Ｄ）小滴を十分に加熱して、小滴境界を、水相をカプセル化する半固体または固体の被膜
に転換する段階を含む、安定な水相のカプセルの調製方法。
　２．第１界面活性剤が非イオン性界面活性剤である、段落１の方法。
　３．フッ素化界面活性剤が非イオン性界面活性剤またはアニオン性界面活性剤である、
段落１または２の方法。
　４．フッ素化界面活性剤が、カルボン酸で終結するパーフルオロポリエーテル、カルボ
ン酸で終結するパーフルオロポリエーテルのアンモニウム塩、またはカルボン酸で終結す
るパーフルオロポリエーテルのモルホリノ誘導体である、段落１から３のいずれかの方法
。
　５．形成される小滴が、非合着性で、凝集に対して安定で、かつ少なくとも４０μＬ／
ｍｉｎの流速に対して安定である、段落１から４のいずれかの方法。
　６．（Ａ）ＰＣＲ反応用緩衝液、マグネシウム塩、ポリプロピレンオキシドとポリエチ
レンオキシドのブロックコポリマーである０．１～１．０重量％の濃度の非イオン性界面
活性剤、０．１～１．０重量％の濃度の封鎖用タンパク質、熱に安定なポリメラーゼ、ｄ
ＮＴＰ、および標的核酸を含む水相を調製する段階、（Ｂ）フッ素化油およびフッ素化界
面活性剤を含む有機相を調製する段階、（Ｃ）有機相内に配置された水相の小滴を形成す
る段階（ここで、該小滴は、それぞれ明確な小滴境界を有する）、（Ｄ）小滴を十分に加
熱して、小滴境界を、水相をカプセル化する半固体または固体の被膜に転換する段階、お
よび（Ｅ）小滴内での標的核酸のＰＣＲ増幅を検出する段階を含む、カプセル化された個
々の小滴内のサンプルの分析方法。
　７．ＰＣＲ増幅を検出することが、ＰＣＲ増幅を光学的に検出する段階を含む、段落６
の方法。
　８．ＰＣＲ増幅を光学的に検出することが、蛍光標識化プローブを検出する段階を含む
、段落７の方法。
　９．転換された小滴を輸送、選別、収束、希釈、濃縮、および分配することの１つまた
は複数によって操作する段階をさらに含む、段落６から８のいずれかの方法。
　１０．転換された小滴を操作することが、ミクロ流体光学を使用して操作する段階を含
む、段落９の方法。
【０１３４】
（実施例５）
選択される実施形態ＩＩ
　この実施例では、安定化されたエマルジョンの調製および使用に関連し、限定なしに一
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連の番号を付した項目として提示される、選択される態様および実施形態について説明す
る。
　１．（Ａ）有効濃度の１種または複数の被膜形成性タンパク質を含む水相を準備する段
階、（Ｂ）連続相中に配置された分散相の小滴を含むエマルジョンを形成する段階であっ
て、前記水相が前記連続相または前記分散相である、段階、および（Ｃ）各小滴と連続相
の間に界面被膜を創出して、小滴をカプセルに変換するために、前記エマルジョンを加熱
する段階を含む、安定化されたエマルジョンの生成方法。
　２．前記加熱段階が、前記エマルジョンを少なくとも約５５℃の温度まで加熱する段階
を含む、段落６２の方法。
　３．前記カプセルを、加熱および前記加熱段階後の冷却からなる複数の繰返しを通して
熱サイクリングにかける段階をさらに含む、段落１または２の方法。
　４．前記加熱段階が、加熱および冷却の複数の繰返しを含む熱サイクリングプロセスの
一部である、段落１または２の方法。
　５．前記カプセルの１つまたは複数の中の標的核酸を増幅する段階をさらに含む、段落
１から４のいずれかの方法。
　６．前記エマルジョンを加熱する段階が、前記エマルジョンを少なくとも閾値温度まで
加熱する段階を含む、段落１から５のいずれかの方法。
　７．前記閾値温度が、前記被膜形成性タンパク質の変性温度である、段落６の方法。
　８．前記準備された水相が、前記被膜形成性タンパク質を少なくとも約０．０１重量％
の濃度で含む、段落１から７のいずれかの方法。
　９．前記準備された水相が、前記被膜形成性タンパク質を少なくとも約０．０３重量％
の濃度で含む、段落１から８のいずれかの方法。
　１０．前記準備された水相が、前記被膜形成性タンパク質を少なくとも約０．１重量％
の濃度で含む、段落１から９のいずれかの方法。
　１１．前記準備された水相が、ポリプロピレンオキシドとポリエチレンオキシドのブロ
ックコポリマーを含む界面活性剤を含む、段落１から１０のいずれかの方法。
　１２．前記準備された水相が、前記界面活性剤を約０．０１重量％～１０重量％の濃度
で含む、段落１１の方法。
　１３．前記水相が核酸を含む、段落１から１２のいずれかの方法。
　１４．前記水相を準備する段階が、界面活性剤および前記被膜形成性タンパク質を含む
水相を準備する段階を含み、前記界面活性剤は界面被膜の創出に必要ではない、段落１か
ら１３のいずれかの方法。
　１５．前記エマルジョンを形成する段階に連続相として使用される油相を準備する段階
をさらに含み、前記油相が、負に帯電したフッ素化界面活性剤を含む、段落１から１４の
いずれかの方法。
　１６．前記フッ素化界面活性剤がカルボキシレートである、段落１５の方法。
　１７．前記連続相がフッ素化アルコールをさらに含む、段落１５の方法。
　１８．前記エマルジョンを形成する段階に連続相として使用される油相を準備する段階
をさらに含み、前記油相が、少なくとも１種のフッ素化界面活性剤を約０．０２重量％～
０．５重量％の濃度で含む、段落１から１７のいずれかの方法。
　１９．前記被膜形成性タンパク質が、前記界面被膜の形成に必要である、段落１から１
８のいずれかの方法。
　２０．前記被膜形成性タンパク質が、アルブミン、カゼイン、ゼラチン、およびグロブ
リンからなる群から選択される、段落１から１９のいずれかの方法。
　２１．前記エマルジョンを加熱する段階が、高い充填密度を有する三次元配列中に配置
された前記小滴に対して実施される、段落１から２０のいずれかの方法。
　２２．前記エマルジョンを形成する段階の後で、前記エマルジョンを加熱する段階の前
に、前記連続相の一部を選択的に除去する段階をさらに含む、段落１から２１のいずれか
の方法。
　２３．前記エマルジョンを形成する段階が、小滴生成装置を使用して直列的に小滴を生
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成させる段階を含む、段落１から２２のいずれかの方法。
　２４．前記エマルジョンを形成する段階が、前記水相の単分散性小滴を生成させる段階
を含む、段落１から２３のいずれかの方法。
　２５．前記単分散性小滴を生成させる段階が、約１μｍ～５００μｍの直径を有する単
分散性小滴を生成させる段階を含む、段落２４の方法。
　２６．前記カプセルが、前記連続相中で浮揚性である、段落１から２５のいずれかの方
法。
　２７．前記エマルジョンを加熱する段階の前に、前記エマルジョン上に表面被覆を配置
する段階をさらに含む、段落１から２６のいずれかの方法。
　２８．前記加熱段階が、前記エマルジョンが空気と接触するように、前記エマルジョン
上の表面被覆なしに実施される、段落１から２６のいずれかの方法。
　２９．安定化されたエマルジョンを生成させるための組成物であって、（Ａ）フッ素化
油および少なくとも１種のフッ素化界面活性剤を含む、油組成物で形成された連続相、お
よび（Ｂ）前記連続相中に配置され、有効濃度の１種または複数の被膜形成性タンパク質
を含む複数の水性小滴を含み、前記連続相および前記水性小滴を閾値よりも高い温度で加
熱することにより、各小滴と前記連続相の間に界面被膜を創出して、前記小滴をカプセル
に変換する、組成物。
　３０．前記カプセルが、前記カプセル中で反応を実施するための個々の反応混合物を提
供する、段落２９の組成物。
　３１．前記カプセルが、標的核酸を増幅するための個々の反応混合物を提供する、段落
３０の組成物。
　３２．前記水性小滴が、前記１種または複数の被膜形成性タンパク質を約０．０１重量
％～１０重量％の濃度で含む、段落２９から３１のいずれかの組成物。
　３３．（Ａ）フッ素化油および少なくとも１種のフッ素化界面活性剤を含む、油組成物
で形成された連続相、および（Ｂ）前記連続相中に配置された複数のカプセルであって、
それぞれが、水相をカプセル化したタンパク質性界面被膜を含むカプセルを含む、安定化
されたエマルジョン。
　３４．前記水相が、個々のカプセル中で反応を実施するための反応混合物を提供する、
段落３３の安定化されたエマルジョン。
　３５．前記水相が、個々のカプセル中で標的核酸の増幅を実施するための反応混合物を
提供する、段落３４の安定化されたエマルジョン。
　３６．前記タンパク質性被膜が、アルブミン、カゼイン、ゼラチン、およびグロブリン
からなる群から選択される少なくとも１種のタンパク質を含む、段落３３から３５のいず
れかの安定化されたエマルジョン。
　３７．前記少なくとも１種のフッ素化界面活性剤が、負に帯電した第１フッ素化界面活
性剤、およびアルコールである第２フッ素化界面活性剤を含む、段落３３から３６のいず
れかの安定化されたエマルジョン。
　３８．（Ａ）フッ素化油および少なくとも１種のフッ素化界面活性剤を含む、油組成物
で形成された連続相、ならびに（Ｂ）前記連続相中に配置され、それぞれが水相を含む複
数のカプセルを含み、前記カプセルが、高い充填密度で配置され、９０℃で少なくとも１
分間インキュベートされても、合着に対して抵抗性である、安定化されたエマルジョン。
　３９．前記カプセルが、９０℃で少なくとも１０分間インキュベートされても、合着に
対して抵抗性である、段落３８の安定化されたエマルジョン。
　４０．（Ａ）フッ素化油を含む連続相中で水性小滴を生成させる段階、（Ｂ）前記小滴
を、それぞれがタンパク質性界面被膜によってカプセル化された水相を含むカプセルに変
換する段階、および（Ｃ）連続相に、連続相と混和性であり、連続相と異なる組成を有す
る間隙液を添加する段階を含む、エマルジョンの調製方法。
　４１．前記変換段階が、高い充填密度を有する三次元配列中に配置された前記カプセル
に対して実施される、段落４０の方法。
　４２．前記変換段階が、前記連続相を加熱する段階を含む、段落４０または４１の方法
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。
　４３．前記連続相を加熱する段階が、前記連続相を少なくとも約５５℃の温度まで加熱
する段階を含む、段落４２の方法。
　４４．前記水性小滴を生成させる段階の後で、前記小滴を変換する段階の前に、前記連
続相の一部を選択的に除去する段階をさらに含む、段落４０から４３のいずれかの方法。
　４５．個々のカプセル中で標的核酸を増幅する段階をさらに含む、段落４０から４４の
いずれかの方法。
　４６．前記標的核酸の増幅を促進するために、前記カプセルを熱サイクリングにかける
段階をさらに含む、段落４５の方法。
　４７．カプセルの流れを、検出領域を通して押し流す段階、およびこのようなカプセル
が前記検出領域を通って移動する際にカプセルからアッセイデータを収集する段階をさら
に含む、段落４０から４６のいずれかの方法。
　４８．カプセルからのアッセイデータを検出するためにカプセルを画像化する段階をさ
らに含む、段落４０から４６のいずれかの方法。
　４９．前記間隙液が、界面活性剤の臨界ミセル濃度よりも実質的に高い濃度で存在する
界面活性剤を含まない、段落４０から４８のいずれかの方法。
　５０．前記生成段階が、水相および油相に対して実施され、前記油相および前記間隙液
のそれぞれが、ある重量パーセントの界面活性剤を含み、前記油相中の界面活性剤の前記
重量パーセントが、前記間隙液中の場合よりも実質的により高い、段落４０から４９のい
ずれかの方法。
　５１．前記油相中の界面活性剤の前記重量パーセントが、前記間隙液中の場合の少なく
とも約１０倍高い、段落５０の方法。
　５２．前記生成段階が、水相および油相に対して実施され、前記油相および前記間隙液
のそれぞれが、ある重量パーセントのイオン性界面活性剤を含み、前記油相中のイオン性
界面活性剤の前記重量パーセントが、前記間隙液中の場合よりも実質的により高い、段落
４０から４９のいずれかの方法。
　５３．前記生成段階が、水相および油相に対して実施され、前記油相がイオン性界面活
性剤を含み、前記間隙液が非イオン性界面活性剤を含む、段落４０から５２のいずれかの
方法。
　５４．前記イオン性界面活性剤および前記非イオン性界面活性剤のそれぞれが、フッ素
化ポリエーテルである、段落５３の方法。
　５５．前記間隙液中の前記非イオン性界面活性剤の濃度が、前記油相中の前記イオン性
界面活性剤の濃度とほぼ同一であるか、またはそれを超える、段落５３の方法。
　５６．前記生成段階が、水相および油相に対して実施され、前記油相および前記間隙液
のそれぞれが、種々の主たるまたは唯一の界面活性剤を含む、段落４０から５５のいずれ
かの方法。
　５７．前記エマルジョンを形成する段階の後で、前記小滴の変換段階の前に、前記連続
相の一部を選択的に除去する段階をさらに含む、段落４０から５６のいずれかの方法。
　５８．前記間隙液を添加する段階が、少数を超えるカプセルの被膜に実質的にしわを作
らず、被膜を破壊しない、段落４０から５７のいずれかの方法。
　５９．エマルジョンを調製するためのキットであって、（Ａ）有効濃度の１種または複
数の被膜形成性タンパク質を含む水相、（Ｂ）フッ素化油および少なくとも１種のフッ素
化界面活性剤を含む非水性連続相、ならびに（Ｃ）前記非水性連続相中に配置された前記
水相の小滴を含むエマルジョンを形成することができる小滴生成装置を含み、前記エマル
ジョンを閾値よりも高い温度で加熱することにより、各小滴と前記連続相の間に界面被膜
を創出して、前記小滴をカプセルに変換する、キット。
　６０．前記水相が、標的核酸を増幅するための１種または複数の反応成分を含む、段落
５９のキット。
　６１．前記エマルジョンを加熱する段階が、前記水相中での１種または複数の被膜形成
性タンパク質の溶解度を低下させる、段落５９または６０のキット。
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　６２．（Ａ）フッ素化油、およびフッ素化され負に帯電した少なくとも１種のイオン性
界面活性剤を含む油相を準備する段階、（Ｂ）前記油相中に配置された、標的核酸を増幅
するための反応混合物を提供する水相の小滴を含むエマルジョンを形成する段階、および
（Ｃ）前記エマルジョンを少なくとも約５０℃の温度まで加熱する段階を含む、安定化さ
れたエマルジョンの生成方法。
　６３．前記少なくとも１種のイオン性界面活性剤が、フッ素化ポリエーテルである、段
落６２の方法。
　６４．前記反応混合物が、少なくとも１種のマグネシウム依存性酵素を含む、段落６２
または６３の方法。
　６５．（Ａ）フッ素化油、フッ素化アルコール、およびフッ素化界面活性剤を含む油相
を準備する段階、（Ｂ）前記油相中に配置された水相の小滴を含むエマルジョンを形成す
る段階、（Ｃ）前記エマルジョンを少なくとも約５０℃の温度まで加熱する段階を含む、
安定化されたエマルジョンの生成方法。
　６６．前記フッ素化アルコールが２個以下のヒドロキシル基を有する、段落６５の方法
。
　６７．前記フッ素化アルコールが２０個以下の炭素を有する、段落６５または６６の方
法。
　６８．前記フッ素化アルコールがパーフルオロデカノールである、段落６５から６７の
いずれかの方法。
　６９．前記フッ素化界面活性剤がフッ素化ポリエーテルである、段落６５から６８のい
ずれかの方法。
　７０．前記フッ素化ポリエーテルが負に帯電している、段落６９の方法。
【０１３５】
（実施例６）
選択される実施形態ＩＩＩ
　この実施例では、カプセルを含むエマルジョンを用いるアッセイに関連し、限定なしに
一連の番号を付した項目として提示される、選択される態様および実施形態について説明
する。
　１．（Ａ）サンプルおよび有効濃度の１種または複数の被膜形成性タンパク質を含む水
相を準備する段階、（Ｂ）非水性連続相中に配置された前記水相の小滴を含むエマルジョ
ンを形成する段階、（Ｃ）各小滴と前記連続相の間に界面被膜を創出して、前記小滴をカ
プセルに変換するために、前記エマルジョンを加熱する段階、および（Ｄ）前記カプセル
から前記サンプルに関係するアッセイデータを収集する段階を含む、アッセイの実施方法
。
　２．前記加熱段階が、前記エマルジョンを少なくとも約５５℃の温度まで加熱する段階
を含む、段落１の方法。
　３．前記加熱段階が、前記エマルジョンを少なくとも約９０℃より高い温度まで加熱す
る段階を含む、段落１または２の方法。
　４．個々のカプセル中の標的核酸を増幅する段階をさらに含む、段落１から３のいずれ
かの方法。
　５．前記標的核酸の増幅を促進するために、前記エマルジョンを熱サイクリングにかけ
る段階をさらに含む、段落４の方法。
　６．前記準備された水相が、前記被膜形成性タンパク質を少なくとも約０．０１重量％
の濃度で含む、段落１から５のいずれかの方法。
　７．前記準備された水相が、前記被膜形成性タンパク質を少なくとも約０．０３重量％
の濃度で含む、段落１から６のいずれかの方法。
　８．前記エマルジョンを形成する段階に非水性連続相として使用される油相を準備する
段階をさらに含み、前記油相が、前記連続相中に負に帯電したフッ素化界面活性剤を含む
、段落１から７のいずれかの方法。
　９．前記フッ素化界面活性剤が、約０．０５重量％～約０．５重量％の濃度で存在する
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、段落８の方法。
　１０．前記カプセルが、前記加熱段階の後に高い充填密度を有し、前記データを収集す
る段階が、検出領域を直列的に移動するカプセルからデータを収集する段階を含む、段落
１から９のいずれかの方法。
　１１．前記データを収集する段階が、カプセルを画像化する段階を含む、段落１から９
のいずれかの方法。
　１２．前記水相が、少なくとも１種の界面活性剤を含む、段落１から１１のいずれかの
方法。
　１３．前記少なくとも１種の界面活性剤が、約０．０１重量％～５重量％の濃度で存在
する、段落１２の方法。
　１４．前記少なくとも１種の界面活性剤が、約０．１重量％～１重量％の濃度で存在す
る、段落１２の方法。
　１５．前記少なくとも１種の界面活性剤が、約０．５重量％の濃度で存在する、段落１
２の方法。
　１６．前記少なくとも１種の界面活性剤が、ポリプロピレンオキシドとポリエチレンオ
キシドのブロックコポリマーを含む、段落１２から１５のいずれかの方法。
　１７．前記水相を準備する段階が、界面活性剤および被膜形成性タンパク質を含む水相
を準備するステップを含み、前記界面活性剤が、界面被膜の創出に必要ではない、段落１
から１６のいずれかの方法。
　１８．前記準備された水相が、前記被膜形成性タンパク質を約０．０１重量％～１０重
量％の濃度で含む、段落１から１７のいずれかの方法。
　１９．前記準備された水相が、前記被膜形成性タンパク質を約０．０３重量％～３重量
％の濃度で含む、段落１から１７のいずれかの方法。
　２０．前記準備された水相が、前記被膜形成性タンパク質を約０．１重量％～１重量％
の濃度で含む、段落１から１７のいずれかの方法。
　２１．前記被膜形成性タンパク質が、前記界面被膜の形成に必要である、段落１から２
０のいずれかの方法。
　２２．前記被膜形成性タンパク質が、血清アルブミン、カゼイン、ゼラチン、およびグ
ロブリンからなる群から選択される、段落１から２１のいずれかの方法。
　２３．前記被膜形成性タンパク質がウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を含む、段落１から
２２のいずれかの方法。
　２４．前記エマルジョンを形成する段階が、約１μｍ～５００μｍの平均直径を有する
小滴を生成させる段階を含む、段落１から２３のいずれかの方法。
　２５．前記エマルジョンを形成する段階が、単分散性である小滴を直列的に生成させる
段階を含む、段落１から２４のいずれかの方法。
　２６．フッ素化油および少なくとも１種のフッ素化界面活性剤を含む油相を準備する段
階をさらに含み、前記エマルジョンを形成する段階が、前記油相中に配置された前記水相
の小滴を生成させる段階を含む、段落１から２５のいずれかの方法。
　２７．前記少なくとも１種のフッ素化界面活性剤がフッ素化ポリエーテルを含む、段落
２６の方法。
　２８．前記準備された油相が、前記フッ素化界面活性剤を約０．００１重量％～１０重
量％の濃度で含む、段落２６または２７の方法。
　２９．前記準備された油相が、前記フッ素化界面活性剤を約０．０５重量％～２重量％
の濃度で含む、段落２６または２７の方法。
　３０．前記準備された油相が、前記フッ素化界面活性剤を約０．０５重量％～０．５重
量％の濃度で含む、段落２６または２７の方法。
　３１．前記サンプルが標的核酸を含み、前記アッセイデータを収集する段階が、前記エ
マルジョンのカプセル中での前記標的核酸の増幅に関係するアッセイデータを収集する段
階を含む、段落１から３０のいずれかの方法。
　３２．前記エマルジョンを加熱する段階が、密閉部材で密閉された容器中に配置された
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前記エマルジョンに対して実施され、前記加熱段階の後に密閉部材に穴をあける段階をさ
らに含む、段落１から３１のいずれかの方法。
　３３．前記エマルジョンを加熱する段階が、容器中に配置された前記エマルジョンに対
して実施され、前記エマルジョン中に流体輸送デバイスのチップを配置する段階、および
カプセルを前記容器から前記チップを経由して前記流体輸送デバイス中に移動させる段階
をさらに含む、段落１から３２のいずれかの方法。
　３４．カプセルの流れを検出領域を通して押し流す段階をさらに含み、前記アッセイデ
ータを収集する段階が、前記カプセルが前記検出領域を通って移動する際に実施される、
段落１から３３のいずれかの方法。
　３５．前記アッセイデータを収集する段階が、前記検出領域を通って直列的に移動する
個々のカプセルからアッセイデータを収集する段階を含む、段落３４の方法。
　３６．前記アッセイデータを収集する段階が、カプセルを画像化する段階を含む、段落
１から３３のいずれかの方法。
　３７．連続相中のカプセルの流れを少なくとも約１００μＬ／ｍｉｎの流速で押し流す
段階をさらに含む、段落１から３６のいずれかの方法。
　３８．前記エマルジョンを形成する段階の後で、前記エマルジョンを加熱する段階の前
に、前記連続相の一部を選択的に除去する段階をさらに含む、段落１から３７のいずれか
の方法。
　３９．前記エマルジョンを加熱する段階の前に、前記エマルジョン上に表面被覆を配置
する段階をさらに含む、段落１から３８のいずれかの方法。
　４０．前記表面被覆が、連続相中に配置された小滴を含む、段落３９の方法。
　４１．前記表面被覆の前記小滴が、前記アッセイデータを収集する段階を妨害しない、
段落４０の方法。
　４２．前記表面被覆が、前記連続相と非混和性である水相または油相である、段落４０
の方法。
　４３．前記エマルジョンを加熱する段階が、前記エマルジョンが空気と接触するように
、前記エマルジョン上の表面被覆なしに実施される、段落１から３８のいずれかの方法。
　４４．前記エマルジョンを加熱する段階の後に、前記エマルジョンに間隙液を添加する
段階をさらに含み、前記間隙液が前記連続相と混和性である、段落１から４３のいずれか
の方法。
　４５．前記間隙液を添加する段階の後に、前記エマルジョンのカプセルを、流体輸送デ
バイスを用いて採集する段階をさらに含む、段落４４の方法。
　４６．前記間隙液が、界面活性剤の臨界ミセル濃度よりも実質的に高い濃度で存在する
界面活性剤を含まない、段落４４または４５の方法。
　４７．前記エマルジョンを形成する段階に連続相として使用される油相を準備する段階
をさらに含み、前記油相および前記間隙液のそれぞれが、ある重量パーセントの界面活性
剤を含み、前記油相中の界面活性剤の前記重量パーセントが、前記間隙液中の場合よりも
実質的に高い、段落４４から４６のいずれかの方法。
　４８．前記油相中の界面活性剤の前記重量パーセントが、前記間隙液中の場合の少なく
とも約１０倍高い、段落４７の方法。
　４９．前記エマルジョンを形成する段階に連続相として使用される油相を準備する段階
をさらに含み、前記油相がイオン性界面活性剤を含み、前記間隙液が非イオン性界面活性
剤を含む、段落４４から４８のいずれかの方法。
　５０．（１）担体液中のカプセルの流れを、検出領域を通って伸びる流路に沿って押し
流す段階、および（２）このようなカプセルが前記検出領域に到達する前に、カプセルの
間隔をあけるために前記流路中の前記担体液に間隙液を添加する段階をさらに含む、段落
１から４９のいずれかの方法。
　５１．前記間隙液が、界面活性剤の臨界ミセル濃度よりも実質的に高い濃度で存在する
界面活性剤を含まない、段落５０の方法。
　５２．前記エマルジョンを形成する段階に連続相として使用される油相を準備する段階
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をさらに含み、前記油相および前記間隙液のそれぞれが、ある重量パーセントの界面活性
剤を含み、前記油相中の界面活性剤の前記重量パーセントが、前記間隙液中の場合よりも
実質的に高い、段落５０または５１の方法。
　５３．前記油相中の界面活性剤の前記重量パーセントが、前記間隙液中の場合の少なく
とも約１００倍高い、段落５２の方法。
　５４．前記エマルジョンを形成する段階に連続相として使用される油相を準備する段階
をさらに含み、前記油相がイオン性界面活性剤を含み、前記間隙液が非イオン性界面活性
剤を含む、段落５０から５３のいずれかの方法。
　５５．（Ａ）有効濃度の１種または複数の被膜形成性タンパク質を含む水相を準備する
段階、（Ｂ）フッ素化油および少なくとも１種のフッ素化界面活性剤を含む油相を準備す
る段階、（Ｃ）前記油相中に配置された前記水相の小滴を含むエマルジョンを形成する段
階、（Ｄ）各小滴と前記油相の間に界面被膜を創出することにより、前記小滴をカプセル
に変換する段階、（Ｅ）個々のカプセル中で標的核酸を増幅するために、前記カプセルを
熱サイクリングにかける段階、および（Ｆ）前記カプセルから増幅データを収集する段階
を含む、アッセイの実施方法。
　５６．前記準備された水相が、前記被膜形成性タンパク質を少なくとも約０．０１重量
％の濃度で含む、段落５５の方法。
　５７．前記準備された水相が、前記被膜形成性タンパク質を少なくとも約０．０３重量
％の濃度で含む、段落５５の方法。
　５８．前記準備された油相が、前記フッ素化界面活性剤を約０．０５重量％～０．５重
量％の濃度で含む、段落５５の方法。
　５９．前記カプセルが、前記変換段階の後に高い充填密度を有し、前記増幅データを収
集する段階が、検出領域を通って直列的に移動するカプセルから増幅データを収集する段
階を含む、段落５５から５８のいずれかの方法。
　６０．前記変換段階が、前記エマルジョンを少なくとも約５０℃の温度まで加熱する段
階を含む、段落５５から５９のいずれかの方法。
　６１．（Ａ）フッ素化油、およびフッ素化され負に帯電した少なくとも１種のイオン性
界面活性剤を含む油相を準備する段階、（Ｂ）前記油相中に配置された大量の水相を含む
エマルジョンを形成する段階、（Ｃ）前記エマルジョンを少なくとも約５０℃の温度まで
加熱する段階、（Ｄ）標的核酸を大量に増幅する段階、および（Ｅ）個々の体積中での前
記標的核酸の増幅に関係するアッセイデータを収集する段階を含む、アッセイの実施方法
。
【０１３６】
　上に示した開示は、独立の有用性を有する多様で独特な本発明を包含することができる
。これらの発明のそれぞれを、その好ましい形態で開示してきたが、本明細書中で開示ま
たは例示されるようなその具体的実施形態は、多くの変形形態が可能であるので、限定的
意味で考慮されるべきでない。本発明の主題は、本明細書中に開示の種々の要素、特徴、
機能、および／または特性のすべての新規および非明白な組合せおよび下位組合せを包含
する。以下の特許請求の範囲は、新規および非明白とみなされる特定の組合せおよび下位
組合せを特に指摘する。特徴、機能、要素、および／または特性のその他の組合せおよび
下位組合せ中に包埋される発明は、本出願または関連出願に基づく優先権を主張する出願
中で特許を請求することができる。このような特許請求は、異なる発明または同一発明の
どちらに向けられようとも、かつ最初の特許請求に対して範囲がより広い、より狭い、等
しい、または異なろうとも、同じく本開示の発明の主題内に包含されるとみなされる。
【符号の説明】
【０１３７】
　　２０　エマルジョン
　　２２　小滴
　　２４　水性分散相
　　２６　非水性連続相
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　　３０　被膜形成性材料
　　３２　界面
　　３４　加熱
　　３６　カプセル
　　３８　界面被膜
　　５０　被膜によってカプセル化された小滴を形成し、カプセル化された小滴を使用し
てアッセイを実施する典型的な方法
　　８０　エマルジョンから連続相を（分散相に対して）選択的に除去して、小滴（また
はカプセル）によって占められる体積分率を増加させるための典型的な手法
　　８２　連続相
　　８３　分散相
　　８４　エマルジョン
　　８６　小滴
　　８８　貯蔵器
　　９０　出入り口
　　９２　小滴層
　　９４　下部
　　９６　流出方向
　　９８　圧力
　　９９　濃縮エマルジョン
　　１１０　表面被覆用エマルジョンを使用することによって、エマルジョンを表面被覆
するための手法
　　１１２　エマルジョン
　　１１４　表面被覆用エマルジョン
　　１１６　連続相
　　１１８　表面被覆用水性小滴
　　１２０　小滴
　　１２２　可視性色素
　　１３０　表面被覆相でエマルジョンを覆うための手法
　　１３２　エマルジョン
　　１３４　表面被覆相
　　１３６　連続相
　　１３８　水相
　　１４０　小滴
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