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(57)【要約】
　本発明は、単一細胞または他の生物学的実体から複数
の生体分子を検出することに関する方法、イムノアッセ
イ、キット、および装置を提供する。本発明はまた、そ
のような実体から、相互作用する生体分子を高度に並行
的に検出することを可能にする。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　２つ以上の生体分子を検出するための方法において、前記方法が、
　（ａ）前記生体分子を含む細胞を含む試料を準備する工程と、
　（ｂ）前記生体分子の派生体を結合することができる成分を含むコンパートメントの中
に前記細胞を空間分離する工程と、
　（ｃ）前記細胞から前記生体分子を放出させる工程と、
　（ｄ）前記生体分子の派生体を生成させる工程と、
　（ｅ）前記生体分子の派生体が、前記生体分子の派生体を結合することができる前記成
分に結合することを可能にする工程と、
　（ｆ）前記生体分子の派生体を検出または同定する工程と
を含むことを特徴とする方法。
【請求項２】
　請求項１に記載の方法において、前記生体分子が、サブクラスであるポリペプチド、タ
ンパク質、ペプチド、核酸、炭水化物、脂肪酸、小分子、細胞小器官、または前述のいず
れかの派生体、一部、もしくは組合せからなる群から選択されることを特徴とする方法。
【請求項３】
　請求項２に記載の方法において、すべての生体分子が同じサブクラスに由来することを
特徴とする方法。
【請求項４】
　請求項３に記載の方法において、前記サブクラスが、ポリペプチドのサブクラスまたは
核酸のサブクラスであることを特徴とする方法。
【請求項５】
　請求項４に記載の方法において、前記ポリペプチドのそれぞれが、多量体のタンパク質
または酵素の一部であるか、または前記核酸のそれぞれが、多量体のタンパク質または酵
素の一部であるポリペプチドをコードすることを特徴とする方法。
【請求項６】
　請求項５に記載の方法において、前記多量体タンパク質が、免疫グロブリンまたはその
機能性断片であることを特徴とする方法。
【請求項７】
　請求項１乃至６の何れか１項に記載の方法において、前記生体分子が、免疫グロブリン
またはその機能性断片の可変重鎖および可変軽鎖をコードする遺伝子であることを特徴と
する方法。
【請求項８】
　請求項２に記載の方法において、前記生体分子が異なるサブクラスに由来することを特
徴とする方法。
【請求項９】
　請求項１乃至８の何れか１項に記載の方法において、前記試料が、血液、骨髄、腫瘍、
単一細胞生物、原核生物、または体液であるか、またはそれらに由来することを特徴とす
る方法。
【請求項１０】
　請求項９に記載の方法において、前記試料が患者に由来する試料であり、前記患者が健
常患者、免疫患者、感染患者、または疾患もしくは障害を有する患者であることを特徴と
する方法。
【請求項１１】
　請求項１乃至１０の何れか１項に記載の方法において、前記細胞が単一Ｂ細胞などの単
一細胞であることを特徴とする方法。
【請求項１２】
　請求項１乃至１０の何れか１項に記載の方法において、前記細胞が、別の細胞、ウイル
ス、細菌、分子、もしくは生体分子、または前述のいずれかの派生体、断片、もしくは複
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合物と相互作用する細胞であることを特徴とする方法。
【請求項１３】
　請求項１乃至１０の何れか１項に記載の方法において、前記細胞が、２つの化学的およ
び／または生物学的ライブラリーの混合物を含み、第１ライブラリーの少なくとも１つの
メンバーが、第２ライブラリーのメンバーと相互作用または結合することを特徴とする方
法。
【請求項１４】
　請求項１乃至１０の何れか１項に記載の方法において、前記細胞が、化学的および／ま
たは生物学的ライブラリーの少なくとも２つのメンバーと相互作用または結合する生体分
子を含むことを特徴とする方法。
【請求項１５】
　請求項１乃至１４の何れか１項に記載の方法において、前記コンパートメントが、キャ
ビティー、ウェル、エマルション、相境界システム、疎水性スポット、粒子、物理力、ま
たは化学的架橋により形成されることを特徴とする方法。
【請求項１６】
　請求項１５に記載の方法において、前記相境界が、空気中の水滴のように水と気体の間
の相分離によって、または油中の水滴のように水と液体の間の相分離によって、またマイ
クロタイタープレート中の水滴のように水と固相の間の相分離によって実現されることを
特徴とする方法。
【請求項１７】
　請求項１５に記載の方法において、前記キャビティーまたは前記ウェルが、マイクロタ
イタープレート、ピコタイタープレート、または微小構造基材の上のキャビティーである
ことを特徴とする方法。
【請求項１８】
　請求項１５に記載の方法において、前記エマルションが、油中水型または水中油型のエ
マルションであることを特徴とする方法。
【請求項１９】
　請求項１５に記載の方法において、前記粒子が、シリカ、ガラス、アガロース、ポリマ
ー、金属酸化物、またはそれらの複合物からなることを特徴とする方法。
【請求項２０】
　請求項１５に記載の方法において、前記物理力が、静電力、電流力、誘電泳動力、電磁
力、磁気、光学、温度、または密度効果であることを特徴とする方法。
【請求項２１】
　請求項１乃至２０の何れか１項に記載の方法において、前記生体分子の派生体を結合す
ることができる前記成分が、ビーズ、スライドガラス、マイクロタイタープレート、ピコ
タイタープレート、または前述のいずれかの蓋であることを特徴とする方法。
【請求項２２】
　請求項１乃至２１の何れか１項に記載の方法において、工程（ｃ）が化学的または物理
的条件の変化により行われることを特徴とする方法。
【請求項２３】
　請求項２２に記載の方法において、化学的条件の前記変化が、ｐＨ変化、塩濃度の変化
、酵素の添加、細胞溶解剤の添加であることを特徴とする方法。
【請求項２４】
　請求項２２に記載の方法において、物理的条件の前記変化が、加熱、凍結、電場、磁場
または誘電場の印加、剪断力または遠心力、機械的変形、弛緩、超音波または任意の物理
的な破断作用であることを特徴とする方法。
【請求項２５】
　請求項２４に記載の方法において、物理的条件の前記変化が、溶液への粒子の溶解、生
体ユニットのまわりの保護シェルの溶解、または酵素による誘導など、時間依存的にもた
らされることを特徴とする方法。
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【請求項２６】
　請求項１乃至２５の何れか１項に記載の方法において、工程（ｄ）が、前記生体ユニッ
トのレプリケートまたは派生体の生成をもたらす増幅反応を含むことを特徴とする方法。
【請求項２７】
　請求項２６に記載の方法において、前記増幅反応がＰＣＲまたはＲＴ－ＰＣＲであり、
前記ＰＣＲまたはＲＴ－ＰＣＲの間に、前記レプリケートまたは派生体が前記生体分子の
派生体を結合することができる成分に結合することを可能にする［第１の］タグが加えら
れることを特徴とする方法。
【請求項２８】
　請求項２７に記載の方法において、前記ＰＣＲまたはＲＴ－ＰＣＲの間に、前記ＰＣＲ
産物またはＲＴ－ＰＣＲ産物のその後のシークエンシングを可能にする第２のタグが加え
られることを特徴とする方法。
【請求項２９】
　請求項１乃至２８の何れか１項に記載の方法において、工程（ｅ）がＤＮＡシークエン
シングにより行なわれることを特徴とする方法。
【請求項３０】
　請求項２９に記載の方法において、前記ＤＮＡシークエンシングが、前記ＰＣＲ産物ま
たはＲＴ－ＰＣＲ産物を連続または並行してシークエンシングすることにより行われるこ
とを特徴とする方法。
【請求項３１】
　請求項２９または３０に記載の方法において、前記ＤＮＡシークエンシングが、前記Ｐ
ＣＲ産物もしくはＲＴ－ＰＣＲ産物を結合することができる成分上で、または前記成分の
コピー上で前記ＰＣＲ産物もしくはＲＴ－ＰＣＲ産物をシークエンシングすることにより
行われることを特徴とする方法。
【請求項３２】
　請求項１乃至３１の何れか１項に記載の方法において、前記生体分子が、前記核酸を結
合することができる成分にハイブリダイゼーションにより結合する核酸であり、前記成分
が固相粒子であり、かつ前記固相粒子が工程（ｅ）のシークエンシングために使用される
ことを特徴とする方法。
【請求項３３】
　請求項１乃至３２の何れか１項に記載の方法において、前記生体分子が、前記ポリペプ
チドまたはタンパク質を結合することができる成分の表面に直接結合するポリペプチドま
たはタンパク質であり、前記成分が固相粒子であり、かつ前記固相粒子上の前記生体分子
が工程（ｅ）のイムノアッセイにより検出されることを特徴とする方法。
【請求項３４】
　請求項１乃至３３の何れか１項に記載の方法において、前記生体分子またはそれらの派
生体の検出または同定が同時に行なわれることを特徴とする方法。
【請求項３５】
　請求項１乃至３４の何れか１項に記載の方法において、前記試料が、少なくとも１０３

、少なくとも１０６、少なくとも１０９、または少なくとも１０１２の細胞を含み、前記
細胞のそれぞれにおいて、少なくとも２つの生体分子が検出されることを特徴とする方法
。
【請求項３６】
　請求項３５に記載の方法において、前記細胞内の前記少なくとも２つのサブユニットの
存在の相関が統計的に分析または判定されることを特徴とする方法。
【請求項３７】
　請求項１乃至３６に記載の方法のいずれか１つを組み込んだまたは利用することを特徴
とするイムノアッセイ。
【請求項３８】
　請求項１乃至３７の何れか１項に記載の方法またはイムノアッセイを実施することを特
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徴とする装置。
【請求項３９】
　請求項１乃至３７の何れか１項に記載の方法またはイムノアッセイを実施するための装
置および説明書を含むことを特徴とするキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は２０１０年１２月１日に出願された米国仮特許出願第６１／４１８，４２３号
明細書の利益を主張するものであり、その内容全体を参照によって組み込むものとする。
【０００２】
　本発明は、単一細胞または他の生物学的実体から複数の生体分子を検出することに関す
る方法、イムノアッセイ、キット、および装置を提供する。本発明はまた、そのような実
体から生体分子を高度に並行的に検出することを可能にする。
【背景技術】
【０００３】
　生物界は、核酸、ポリペプチド、炭水化物、脂肪酸、およびその他多数を含む種々のタ
イプの有機物および無機物から構成されている。それらは、細胞、組織、器官、および生
体を形成し、次いで、他のコンパートメントまたは周辺の組織もしくは液体の中に存在す
る物質および化合物に反応し、相互作用する。これらの物質（本発明では、「生体ユニッ
ト」または「生体分子」と呼ばれる）すべてについて、検出方法が存在する。所与の問題
について最適な検出方法は、生体ユニットそれ自体の性質および試験される試料の起源な
ど、多くの因子に依存する。全体として、最近の１０数年で、ほとんどの検出方法の感度
が大幅に改善した。特定の生体ユニットについては、単一分子の検出も可能にする検出方
法が存在する。そのような高感度な方法では、それぞれの検出方法を妨害する因子を除去
するために、試料の複雑な処理を必要とすることが多い。本発明は、生体ユニットの検出
のための新規かつ優れた方法を開示する。そのような生体ユニットは、例えば、生体分子
であってもよい。
【０００４】
　本発明の方法により検出または同定される生体ユニットまたは生体分子が試料に含まれ
ると、本発明は、前記生体ユニットまたは生体分子の少なくとも２つの並行検出を達成す
る。試料それ自体は、生体ユニットまたは生体分子を含有する、１つまたは複数の（典型
的には複数の）構造的または生物学的サブユニット（本発明の用語における「生物学的実
体」）を含むことができる。例として：試料が１滴の血液の場合、生物学的実体が前記１
滴の血液に含まれる１つの単一Ｂ細胞であり、並行検出される生体ユニットが、前記Ｂ細
胞により産生される抗体のＶＨ鎖およびＶＬ鎖をコードする核酸である。
【０００５】
　理論的には、細胞などの生物学的実体における、いくつかの異なる単一（またはごく少
数の）生体ユニットまたは生体分子の存在は、生物学的実体または細胞を、異なる一群の
生体ユニット／生体分子に分離し、それぞれの群の中で、目的とする所望の生体ユニット
／生体分子を同定することにより分析することができる（例えば、細胞における所与の遺
伝子またはポリペプチドの有無）。しかしながら、具体的には、２つ以上の、可能性とし
ては数百数千もの生物学的実体を試料中で分析することになる場合には、そのような分離
および検出方法は極めて厄介である。したがって、連続的ではなく並行的に処理を行わな
ければならない。多くの既存の検出システムには並行的手法がない。さらに、並行的手法
は、生物学的実体または細胞当たり１つの生体ユニットまたは生体分子の並行検出に焦点
を合わせる。
【０００６】
　生物学的実体または細胞当たり少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子の高度な
並行処理および並行検出のために、各生物学的実体または細胞を個別のコンパートメント
またはキャビティー（本発明では、「有効範囲」または「コンパートメント」と呼ばれる
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）に移すことにより試料を検出前に分割しなければならない。具体的には、生体ユニット
または生体分子を単一試料中で検出しなければならない場合は、位置情報、すなわち、い
ずれの生体ユニット／生体分子がいずれの生物学的実体に存在するかに関する情報を保持
する必要がある。これは、例えば、エッペンドルフチューブまたは９６ウェルもしくは３
８４ウェルのマイクロタイタープレートまたはピコタイタープレートのキャビティーなど
、異なる容器またはキャビティーに試料を物理的に分配または分割することにより達成さ
れ、試料、生物学的実体または細胞、および検出される生体ユニット／生体分子の性質に
依存する。しかし、そのようなシステムは、高度な並行処理能力を欠いている。より高度
な並行化は、約１０６またはそれ以上もあるキャビティーを含有するいわゆるピコタイタ
ープレートで達成することができる。しかし、ここで、試料がほんの小量、例えば、ほん
の数マイクロリットルまたはピコリットルでもある場合で、分割工程を介して容量をさら
に低減しなければならない場合、試料の分配は特に面倒である。明らかに、具体的に試料
それ自体が、試験される生体ユニット／生体分子をほとんど含まない場合、これは問題を
もたらす。分割工程での生体ユニット／生体分子の統計的分布により、個々のキャビティ
ーが、生体ユニット／生体分子をまったく含有しないか、または検出閾値を下回る濃度で
のみ含有する可能性がある。単一生体ユニット／生体分子を検出することになる場合、こ
れは明白な問題をもたらす。別の問題は、小量を取り扱うことの実際的な困難であり、小
量では、完全に乾燥する傾向があり、またキャビティーの表面に吸着する傾向を示し、重
力の影響を受けない。一方、試料が多くの生体ユニット／生体分子を含有する場合、分割
工程が統計的に行われると、生体ユニット／生体分子間の位置情報が破壊されることにな
る。これは、例えば、いくつかの細胞からＤＮＡを採取して増幅前に混合する第２世代シ
ークエンシング技術の場合である。本発明の他の態様では、試料は、コンパートメントよ
りも大きな生物学的実体を含有することがある（例えば、コンパートメントがピコタイタ
ープレートのキャビティーにより形成される場合）。例えば、試料は、腎臓である場合も
、その一部である場合もあり、かつ生物学的実体がネフロンである場合もある。そのよう
な場合に、本発明は、生体ユニット／生体分子を並行して単離しかつ検出しなければなら
ない高度に並行的な方法を提供する。
【０００７】
　本発明が解決した問題の１つは、生物学的実体または細胞の高度な並行処理および前記
生物学的実体または細胞に存在するかまたはそれに由来する２つ以上の生体ユニットまた
は生体分子の同時分析である。本発明の方法で分析および検出される２つ以上の生体ユニ
ットまたは生体分子は、任意の方法または形式で互いに相互作用する。これは、例えば、
互いに直接結合することにより可能となりうる。あるいは、それらは、２つの生体ユニッ
トまたは生体分子に「結合する」第３のタンパク質または他の実体もしくは成分に結合す
ることがある。さらに、あるいは、２つ以上の生体ユニットまたは生体分子が、任意の直
接的または間接的相互作用を伴って、同じ生物学的実体または細胞の中に単純に存在する
可能性もある。そのような場合、本発明は、所与の生物学的実体または細胞の中に存在す
るそのような２つ以上の生体ユニットまたは生体分子を検出するように適用することがで
きる。特定の実施形態では、２つ以上の生体ユニットまたは生体分子は、直ちに分析され
ずに、後の分析のために保存される。これは、生体ユニットもしくは生体分子または前記
生体ユニットもしくは生体分子から生成される派生体に結合することができる成分を準備
することにより達成される。
【０００８】
　前記問題の解決に向けた一工程は、エマルション（例えば、油中水型エマルション）の
使用である。ここでは、典型的には水性小滴が油に取り囲まれ、それによって、単一細胞
などの単一生物学的実体を捕捉することができる有効範囲が生成する。液滴のサイズは、
例えば腎臓のネフロンのような完全な組織または機能単位を含むほどの大きさにもなりう
る。互いに関係もしくは近接する（例えば、同じ細胞内に存在する）か、または任意の方
法もしくは形式で互いに相互作用する生体ユニットまたは生体分子は、エマルションの１
つの単一液滴に捕獲され、捕捉されるようになる。これに対して、別の生物学的実体また
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は細胞に含まれる生体ユニット／生体分子は分離されることになる。実際には、そのよう
なエマルション、具体的には、さらなる処理工程が可能であり、かつ単一生物学的実体を
含有するのみであるエマルションを生成させることは極めて困難である。水性液滴の短所
の１つは、特定の処理タイプのみが可能であることである。生体ユニット、生体分子、ま
たは生物学的実体が核酸である場合には、ＰＣＲまたはＲＴ－ＰＣＲにより増幅すること
ができる。細胞は、細胞の通常の増殖により増加させることができる。しかしながら、そ
のような技術（例えば、ＲａｉｎＤａｎｃｅ技術、ＰＮＡＳ（２００９）１０６，１４１
９５－２００を参照のこと）は、生体ユニット、生体分子、またはそれらの派生体を結合
することができる成分を提供も開示もしていない。これは、その後の高度な並行分析、例
えばシークエンシングのための前提条件である。
【０００９】
　ＲｅｔｔｉｇおよびＦｏｌｃｈは、マイクロウェルアレイへの単一細胞の捕捉を可能に
する方法について開示している（Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ（２００５）７７，５６２８－３４
）。これに関連して、ＢｉｏＴｒｏｖｅ，Ｉｎｃ．（現在はＬｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎの一部）は、適切に設計されたチップ（Ｌｉｖｉｎｇ
　Ｃｈｉｐ（商標））の２０，０００ウェル以上に単一細胞を捕捉する方法について開示
した。しかしながら、これらの方法は、異なるキャビティーの中に生体ユニット／生体分
子を物理的に分配する問題に関するのみである。それは、本発明に関する可能性のある使
用について、例えばストレージへの関連もしくは相互作用する生体ユニットの捕捉、また
は相互作用するパートナーの同定および／もしくは検出についてまったく言及していない
。
【００１０】
　Ｇｒｏｓｖｅｎｏｒら（Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ（２０００）７２，２５９０－４）は、ピ
コリットルフォーマットにおける特定のアッセイの開発について報告している。しかしな
がら、この発表は、小規模アッセイそれ自体にのみ関するものである。実施されたアッセ
イは、全細胞を利用せず、しかも例えばシークエンシングなど、いかなる主要な操作工程
も考慮に入れないという意味で簡単である。Ｃｕｒｎｏｗら（Ｉｎｖｅｓｔ　Ｏｐｔｈａ
ｌｍｏｌ　Ｖｉｓｕａｌ　Ｓｃｉ（２００５）４６，４２５１－９）は、細胞を利用する
、ビーズ上の多重アッセイについて記載している。しかしながら、彼らは個々の細胞また
は生物学的実体について分析しなかった。同様の方法が、Ｖｉｇｎａｌｉ（Ｊ　Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ　Ｍｅｔｈ（２０００）２４３，２４３－５５）に開示されている。Ｔａｎｉｇｕ
ｃｈｉら（Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｔｈｏｄｓ（２００９）６，５０３－６）は、単一細胞の
いくつかの遺伝子の発現を分析することができるＰＣＲ手法について記載している。しか
しながら、この手法は、極めて厄介であり、さらには細胞の集団全体ではなく単一細胞の
分析に、または前記のより大きなユニット内の結合または相互作用する生体ユニット／生
体分子の検出および／または同定に限定される。
【００１１】
　他の報告は、例えば遺伝子多型の検出など、シークエンシング技術および関連用途に焦
点を合わせているが（例えば、国際公開第２００５／０８２０９８号パンフレット、米国
特許第６０１３４４５号明細書、米国特許出願公開第２００９／０２６９７４９号明細書
、米国特許出願公開第２００６／０２９２６１１号明細書、米国特許出願公開第２００６
／０２２８７２１号明細書、または米国特許第７３２３３０５号明細書を参照のこと）、
これらの報告はいずれも、本発明で想定される、生物学的実体または細胞に由来する核酸
などの生体ユニットまたは生体分子の同時の検出または同定を目指しても達成もしていな
い。
【００１２】
　Ｚｅｎｇら（Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ（２０１０）８２，３１８３－９０）は、単一細胞遺
伝子分析に適したマイクロ流体アレイについて開示している。彼らは、野生型細胞および
／または変異／病原性細胞を検出および定量するために開発された多重単一細胞ＰＣＲ法
について記載している。Ｚｅｎｇらは、多重順方向プライマー、すなわち、それぞれの野
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生型遺伝子または変異遺伝子に特異的なプライマーで機能化された微小ビーズを利用する
。Ｚｅｎｇらとは対照的に、本発明は、細胞当たり１つの生体ユニットまたは生体分子（
すなわち、遺伝子の野生型または変異型）を検出するだけでなく、細胞当たり２つ以上の
生体分子または生物学的実体を検出することができる。さらに、Ｚｅｎｇらに記載の方法
は、長いゲノムＤＮＡ分子についてのみ技術的に可能であり、他のいずれの生体ユニット
または生体分子についても可能ではない。
【００１３】
　米国特許出願公開第２００６／０２６３８３６号明細書は、多重化マイクロ粒子をベー
スとしたシステムについて記載している。しかしながら、このアッセイシステムは、米国
特許出願公開第２００６／０２６３８３６号明細書の生物学的実体または試料の中で、唯
一つの生体ユニット／生体分子を検出する（すなわち、抗体）点で本発明の方法とは基本
的に異なる。このアッセイで利用される第２の生体ユニット／生体分子は、マイクロ粒子
上に固定化される抗原である。すなわち、前記第２の生体分子は、生物学的実体または試
料に由来または含有される生体分子ではなく、米国特許出願公開第２００６／０２６３８
３６号明細書に開示されたアッセイの工程中に人為的に加えられる。
【００１４】
　国際公開第２００７／０８１３８７号パンフレットは、特定の生体ユニット間および生
体分子間の相互作用の同定に関する方法およびアッセイについて記載している。同様に、
国際公開第２００７／０８１３８７号パンフレットの方法で使用される生体ユニット／生
体分子の１つは、生物学的実体または試料に由来または含有される生体分子ではなく、ア
ッセイの工程中に人為的に加えられる。換言すれば、国際公開第２００７／０８１３８７
号パンフレットにおける生体ユニット／生体分子の１つは、第２の生体ユニット／生体分
子に論理的に結合させるために使用されるものであり、検出される相互作用についての知
識が予め必要である。
【００１５】
　米国特許出願公開第２００５／０２２７２６４号明細書は、連続フローシステムにおけ
る、油中水型エマルション中の核酸増幅法について記載している。この方法の有用性が本
発明とはまったく異なる有用性であるという事実は別として、米国特許出願公開第２００
５／０２２７２６４号明細書は、開示のＰＣＴ手法を介して個々のＰＣＲ産物をエンコー
ドおよびデコードすることを単に目的としている。
【００１６】
　米国特許第７，２４４，５６７号明細書は、シークエンシングプライマーの１つを一時
的に遮断する技術を使用して、核酸分子のセンス鎖およびアンチセンス鎖を同時にシーク
エンシングする方法について開示している。しかしながら、米国特許第７，２４４，５６
７号明細書は、試料をさらに処理する前に、生物学的実体または細胞を空間分離するとい
うコンセプトを開示していない。さらに、米国特許第７，２４４，５６７号明細書は、両
末端から１つの単一核酸分子をシークエンシングするため、２つ以上の生体ユニットまた
は生体分子を検出も同定もしない。
【００１７】
　要約すると、上記に列挙した方法はすべて、１つまたは複数の欠点または制約を受ける
。試料の物理的な小量分割は、単一細胞分析の固有の問題である。エマルションなどの小
さな水溶液を利用する方法では、関連、相互作用、または結合する生体ユニットのストレ
ージおよびその後の分析を可能にする成分がないという問題がある。生体ユニットの同時
分析に利用可能な方法、例えばシークエンシングでは、非効率（例えば、ＰＣＲベースの
増幅反応を介して２つの異なる核酸分子を架橋する方法であるリンケージＰＣＲ（ｌｉｎ
ｋａｇｅ　ＰＣＲ）は、エマルション中で効率的であるとは決して実証されていない）も
しくは頑健性の欠如、例えば低いシグナル対ノイズ比などの技術的な落とし穴、またはさ
らには定量的よりむしろ定性的な結果という問題がある。例えば、国際公開第２００５／
０４２７７４号パンフレット（Ｓｙｍｐｈｏｇｅｎ）で実施されたリンケージＰＣＲは、
２つのＰＣＲ反応を必要とし、ＰＣＲ産物は古典的なＤＮＡシークエンシングにより同定
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される。本発明は、単一ＰＣＲ工程で同じ結果を達成し、このＰＣＲ反応は直接シークエ
ンシングをすでに可能にする。この差は完全に異なるスループットをもたらし、試料の大
規模処理およびそれぞれのＰＣＲ産物のその後の同定を可能にする。
【００１８】
　本発明の少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子の検出および／または同定は、
有効範囲またはコンパートメントの中に、前記少なくとも２つの生体ユニットまたは生体
分子を含む生物学的実体または細胞を捕捉することにより達成される。コンパートメント
が生体ユニットもしくは生体分子または前記生体ユニットもしくは生体分子の派生体を結
合することができる成分を含む場合に、これは有利となりうる。コンパートメントの中に
生物学的実体または細胞が捕捉されると、生体ユニットまたは生体分子が共通の起源を有
しているか、または例えば一時的な相互作用を介して、試料中で互いに相互作用するとい
う情報が保持されていることが保証される。次いで、位置情報とも呼ばれるこの情報は、
生体ユニットもしくは生体分子または前記生体ユニットもしくは生体分子の派生体を結合
することができる成分上に移動またはコピーすることができる。位置情報の保持はまた、
前記生物学的実体または細胞の一部でもなく、それに含まれることもないコンパートメン
トの中に生体ユニットも生体分子も存在しないことを保証する。すなわち、偽陽性の生体
ユニットは検出も同定もされない。これは当技術分野で公知の技術では可能ではない。
【００１９】
　したがって、現在の技術では、大集団の細胞にわたる各細胞内の２つ以上の遺伝子など
、２つ以上の関連または結合した生体ユニットまたは生体分子の関連、相互作用、または
共通起源を信頼性高くかつ高度に並行的に検出、同定、記録、および／または定量するこ
とは可能でない。現在利用可能な単一細胞技術は、１つまたはいくつかの単一生体ユニッ
トまたは生体分子の分析および検出を可能にするだけである。本発明は、この制限を克服
し、任意のサイズの生体ユニットまたは生体分子の集団の取り扱いを単純化する。その使
用の１つは、単一細胞に由来する２つのｍＲＮＡの記録または検出、および全細胞集団の
規模での大量並行シークエンシングによるそれらの同定である。
【００２０】
　この効果を達成するために、本発明はストレージを利用する。ストレージは、本発明で
検出される生体ユニットまたは生体分子に結合する成分である。ストレージは、特定の場
所、コンパートメント、または有効範囲の中に、捕捉および空間分離される生体ユニット
または生体分子を格納し、それによって、検出される生体ユニットまたは生体分子に物理
的結合をもたらす。前記生体分子、生体ユニット、またはそれらの派生体を結合すること
ができる成分上に検出される生体分子または生体ユニットの一体感は、生物学的実体また
は細胞における生体分子または生体ユニットの最初の一体感に等しい。それぞれのコンパ
ートメントの中にそのように捕捉または固定された生体ユニットまたは生体分子のみが、
それぞれの分子のその後の高度な並行処理、および最終的にはそれらの検出および／また
は同定を受けることができる。
【００２１】
定義
　用語「生体ユニット」は、任意の分子、分子の集合体もしくは複合体、または細胞（ま
たはそれらのサブユニット）を指す。生体ユニットという用語はまた、組織、器官、細胞
小器官、生体全体、または生物システムの一部もしくはそれに含まれる他の任意の実体を
含む。
【００２２】
　生体ユニットという用語は生体分子を含む。用語「生体分子」は、当技術分野で認識さ
れており、生物システムが生成するかまたは生成することができる任意の分子を含む。生
体分子は、アミノ酸（ポリペプチド、タンパク質、もしくはペプチドなど）、ヌクレオチ
ド（ＤＮＡ、ＲＮＡ、もしくはそれらの修飾物など）、炭水化物（もしくは糖の任意の他
の形態）、または脂肪酸、脂質、または天然の有機小分子、代謝産物、または前述のいず
れかの任意の派生体、一部、もしくは組合せから構成される分子を含む。
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【００２３】
　抗体および抗体断片は本発明の代表的かつ好ましいポリペプチドである。代表的な核酸
には、抗体および抗体断片をコードする遺伝子が含まれる。生体ユニットは天然に存在し
ても、天然に存在する分子から誘導されてもよい。生体ユニットという用語はまた、所与
の生物システムにとって外来性であるが、例えば、前記生物システムにおける特定の効果
を達成または研究するためにそのシステムに加えられる分子を含む。したがって、特定の
細胞、組織、または患者に投与するかまたは接触させる、薬学的に活性な化合物は本発明
の生体ユニットである。生体ユニットおよび生体分子はまた、代謝産物、例えば同化また
は異化代謝分子であってもよい。（単一）ゲノム上にコードされる２つ（以上）の遺伝子
または遺伝子産物は、２つ（以上）の生体ユニットまたは生体分子と見なされる。生体ユ
ニットおよび生体分子は、生物学的実体の中に、その上に、またはそれに結合して含まれ
てもよい。特定の環境下では、それら自体が生物学的実体であってもよい。生体ユニット
または生体分子は、バインダー、バインダーターゲット、修飾因子、もしくは修飾因子タ
ーゲット、またはそれらの直接的もしくは間接的派生体であってもよい。
【００２４】
　本発明は、試料由来の核酸またはポリペプチドなどの少なくとも２つの生体ユニットま
たは生体分子の高度な並行検出のための方法を提供する。具体的には、かつ好ましくは、
前記生体ユニットまたは生体分子は、任意の形状、形態、または手段で互いに相互作用す
る。そのような相互作用、関係、または結合は、用語「相互作用する」または「相互作用
」によって特徴づけられる。相互作用は、天然の共有結合のことも非共有結合のこともあ
る物理的相互作用であってよいが、相互作用は、２つの生体分子または生体ユニット間の
別の非物理的結合であってもよい。例としては、以下のものが挙げられる。
　・少なくとも２つの生体ユニット間の現在または過去の相互作用、例えば、
　　○抗原または抗体間の相互作用、
　　○２つのＤＮＡ分子間のハイブリダイゼーション
　　○２つのＤＮＡ分子または遺伝子間のリンケージ
　　○ウイルスと細胞の間の相互作用
　　○２つの細胞間の相互作用
　　○同じ抗原に対する２つの抗体の相互作用または結合
　・共通起源の少なくとも２つの生体ユニット、例えば、
　　○同じ細胞内の２つの分子
　　○同じゲノムに由来または起源する２つのメッセンジャーＲＮＡ
　　○同じゲノムまたは細胞に由来または起源する２つのＤＮＡ配列、ＲＮＡ、ペプチド
、またはタンパク質
　　○２つの娘細胞
　　○同じ祖先に起源する細胞。
【００２５】
　特定の態様では、本発明は、生物学的実体または細胞における、２つ以上の生体分子ま
たは生体ユニットの検出のための方法を提供する。代替態様では、本発明は、生物学的実
体または細胞における、少なくとも２つの生体分子または生体ユニットの検出のための方
法を提供する。特定の態様では、３つ以上、例えば３、４、５、１０、２０、またはそれ
より多くの生体分子または生体ユニットが、本発明で検出される。
【００２６】
　用語「バインダー」は、別の生体ユニットまたは生体分子（「バインダーターゲット」
と呼ばれる）に結合することができる生体ユニットまたは生体分子を指す。本発明のバイ
ンダーおよびバインダーターゲットは、本明細書で上記に定義されたいずれの生体ユニッ
トであっても生体分子であってもよい。本発明の典型的なバインダーには、抗体およびそ
れらの派生体が含まれる。本発明の典型的なバインダーターゲットには抗原が含まれる。
最も一般的には、抗原はタンパク質性の構造であるが、抗原は、例えば炭水化物、脂肪酸
、または脂質のような異なる性質からなることもある。さらに、ストレージおよびバイン
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ダーは同じ実体であってもよい。すなわち、特定の実施形態では、同じ分子が本発明のバ
インダーおよびストレージとして役立つことができる。
【００２７】
　用語「修飾因子」は、別の生体ユニットまたは生体分子（「修飾因子ターゲット」と呼
ばれる）を修飾することができる生体ユニットまたは生体分子を指す。修飾因子は、特定
の成分（例えば、リン酸基または糖成分）を基質、例えばバインダーに加え、それによっ
てバインダーの結合活性を増大もしくは減少させるか、またはバインダー（すなわち、本
発明の用語では修飾因子ターゲット）のターゲティング、物理的、生理的、または化学的
性質を変化させる酵素を含む。
【００２８】
　用語「レプリケート（ｒｅｐｌｉｃａｔｅ）」は、ソース分子に由来するかまたはそれ
から生成する分子を指す。レプリケートは、例えばソースデオキシリボ核酸分子の複製に
より生成した二本鎖デオキシリボ核酸分子などのソース分子の正確なコピーであってよい
。レプリケートはまた、例えばソースデオキシリボ核酸分子の転写により生成したメッセ
ンジャーＲＮＡなどのソース分子の派生体であってもよい。後者の場合では、レプリケー
トは、それが由来したソース分子の情報を依然として保持する。すなわち、明確に後戻り
すること、またはソース分子を同定することが依然として可能である。
【００２９】
　用語「派生体」は、それがソース分子の直接的かつ明確な産物であるという意味で、別
の分子（ソース分子）の派生体、コピー、またはイメージである分子を指す。すなわち、
ソース分子の正確なアイデンティティーおよび性質は、知られているか、または派生体が
知られている場合には推定することができる。ＰＣＲ産物は、本発明の典型的な派生体で
ある。ソース分子のアイデンティティー、性質（および配列）は、所与のＰＣＲ産物から
直ちに推定することができる。同様に、ＲＴ－ＰＣＲ産物は、本発明の派生体である。す
なわち、逆転写により合成された、ｍＲＮＡ鎖のｃＤＮＡ再スクリプトは派生体である。
【００３０】
　用語「生物学的実体」は、生物学的ユニットの内部、その上、またはその近傍に両方が
存在するか、生物学的ユニットに結合しているか、互いに相互作用または結合するか、別
の第３の分子に相互作用または結合するか、または一緒になって特定の下流イベントを引
き起こすかもしくは何らかの他の因果関係を有する、少なくとも２つの生体ユニットまた
は生体分子を含む機能的な前記生物学的ユニットを指す。その最も簡単な形態では、その
ような生物学的実体は、バインダーおよびそれに対応するバインダーターゲットなど、別
の分子に相互作用または結合する分子を包含する。生物学的実体の例としては、抗体およ
びその対応抗原、リガンドおよび受容体、酵素およびその基質、または薬物およびその薬
物ターゲットがある。別の形態では、生物学的実体は、修飾因子およびそれに対応する修
飾因子ターゲットなど、別の分子を修飾する分子を包含する。例としては、ホスファター
ゼなど、ターゲット分子を修飾する（この場合はリン酸化）酵素がある。他の生物学的実
体は、２つ以上の生体ユニットまたは生体分子からなるかまたはそれらを含む分子複合体
である。そのような生物学的実体は、抗体またはリボソームなど、タンパク質／ポリペプ
チド、ＲＮＡおよび／またはＤＮＡの複合体、ホモマーまたはヘテロマーのタンパク質ま
たは酵素の複合体であってもよい。他の生物学的実体としては、単一細胞、ウイルス、細
菌、細胞コンパートメント、細胞クラスター、組織、器官、または多細胞生物がある。生
物学的実体において少なくとも生体ユニットは、生物学的実体内にて任意の形状または形
態で相互作用する。
【００３１】
　用語「ストレージ」は、少なくとも２つの生体ユニットもしくは生体分子またはそれら
の派生体もしくはレプリケートのためのバインダーを含む成分を指す。本発明の特定の実
施形態では、ストレージそれ自体が、本発明の生体ユニットもしくは生体分子またはそれ
らの任意の派生体もしくはレプリケートを結合することができるかまたは結合する能力を
有する。特定の好ましい実施形態では、ストレージは、前記生体ユニットまたは生体分子
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の派生体を結合することができる成分を含む。ストレージまたは成分の役割は、有効範囲
の中に生体ユニットまたは生体分子を吸収および捕捉し（定性的、より好ましくは定量的
に）、それによって物理的結合を誘起し、格納された生体ユニットまたは生体分子のさら
なる処理（例えば、複製および／または修飾）および最終的にはそれらの検出を可能にす
ることである。例としては、ビーズ、スライドガラス、マイクロタイタープレート、ピコ
タイタープレート、または前述のいずれかの蓋が挙げられる。格納された生体ユニットま
たは生体分子の検出および同定は、種々の方法で可能であり、生体ユニットまたは生体分
子の性質に依存する。例としては、ＤＮＡのシークエンシング、ＲＮＡのＲＴ－ＰＣＲ、
酵素の生物活性の測定、抗体の結合特性の決定、またはファージもしくは細菌の感染力の
測定が挙げられる。シークエンシングは、格納された生体ユニットもしくは生体分子の上
で、または生体ユニットもしくは生体分子の派生体上で直接実施することができる。シー
クエンシング工程に適切なプライマーを加えることができる。生体ユニットまたは生体分
子の検出および同定のためのシークエンシングプライマーおよびシークエンシング反応は
、同時にまたは連続して実施することができる。特定の環境下では、シークエンシング反
応を連続して実施することが有利になりうる。すなわち、最初に第１のシークエンシング
プライマーを加えて、第１のシークエンシング反応を実施し、次に続けて、第２のシーク
エンシングプライマーを加えて、第２のシークエンシング反応を実施する。
【００３２】
　特定の環境下では、有効範囲、コンパートメント、または生物学的実体それ自体が、さ
らにストレージとして機能することができる。例えば、生体ユニットを生物学的実体に直
接連結することができる場合、生物学的実体はストレージとして機能することができる。
これは、例えば、ホルムアルデヒドまたは乾燥を介するなどの重合または重縮合など、分
子の架橋によって達成することができる。有効範囲またはコンパートメントは、さらにス
トレージとして機能することができる。例えば、有効範囲またはコンパートメントがリポ
ソームまたはウェルである場合、リポソームまたはウェルの壁はストレージとして機能す
ることができる。さらに、ストレージおよびバインダーは同じ実体であってもよい。すな
わち、本発明の特定の実施形態では、同じ分子が本発明のバインダーおよびストレージと
して役立つことができる。
【００３３】
　本発明の特定の実施形態では、生体ユニット、生体分子、またはそれらの派生体は、核
酸を結合することができる成分にハイブリダイゼーションにより結合する前記核酸であり
、前記成分は固相粒子である。特定の実施形態では、前記固相粒子は工程（ｅ）のシーク
エンシングために使用される。
【００３４】
　本発明の特定の実施形態では、前記生体ユニット、生体分子、またはそれらの派生体は
、ポリペプチドまたはタンパク質を結合することができる成分の表面に直接結合する前記
ポリペプチドまたはタンパク質であり、前記成分は固相粒子であり、前記固相粒子上の前
記生体ユニット、生体分子、または派生体は、イムノアッセイにより検出される。
【００３５】
　用語「有効範囲」は、生化学反応もしくは化学反応が起こる場所もしくは空間範囲、少
なくとも２つの生体ユニットもしくは生体分子を含む場所もしくは空間範囲、またはその
両方を指す。生体ユニットまたは生体分子は有効範囲の中に捕捉され、例えば、前記有効
範囲の中で修飾または結合されうる（それらは、例えば、バインダーターゲットまたは修
飾因子ターゲットとして機能することができる）。有効範囲のサイズは、時間経過と共に
変化することができ、さらには内部または外部のパラメーターを通して、増大、減少、ま
たは安定化することができる。特定の生化学反応については、極めて小さな有効範囲を利
用することが好ましい。有効範囲は、その内部に捕捉された生体ユニットまたは生体分子
を保持するのに適した任意の手段によって形成することができる。例としては、マイクロ
タイタープレートのウェルの壁または他の任意の物理的手段、電流または電荷がある。物
理的手段により生成される有効範囲は、「コンパートメント」と呼ばれる。有効範囲また



(13) JP 2013-545472 A 2013.12.26

10

20

30

40

50

はコンパートメントは、ストレージを含んでも含まなくてもよい。本発明の特定の実施形
態では、有効範囲またはコンパートメントの中に捕捉される生体ユニットまたは生体分子
（またはそれらの派生体）は、直接検出または同定することができるため、すなわち、生
体ユニットまたは生体分子をさらに処理する必要がないため、ストレージを必要としない
ことがある。代替実施形態では、生体ユニットまたは生体分子（またはそれらの派生体）
のその後の処理には、生体ユニットまたは生体分子を一緒に保持し、有効範囲またはコン
パートメントの内部に捕捉したままにすることが必要であるため、ストレージが必要とな
りうる。本発明の生体ユニットまたは生体分子を有効範囲またはコンパートメントの中に
導くかまたは移す方法は、それぞれの生体ユニットまたは生体分子の「捕捉」または「空
間分離」と呼ばれる。
【００３６】
　本発明の特定の実施形態では、２つの相互作用する生体ユニットまたは生体分子を含む
生物学的実体は、同じ試料の中に含まれる他の生物学的実体から空間分離される。特定の
実施形態では、前記生物学的実体は、細胞、好ましくはＢ細胞などの単一細胞である。特
定の実施形態では、２つの相互作用する生体ユニットまたは生体分子を含む細胞は、同じ
試料の中に含まれる他の細胞から空間分離される。特定の実施形態では、前記細胞は、Ｂ
細胞などの単一細胞である。
【００３７】
　用語「試料」は、少なくとも１つの生物学的実体または細胞を含む任意の材料を指す。
試料は、２つ以上、時として数千、数百万、またはそれ以上の生物学的実体または細胞を
含むことが極めて多い。例えば、１ｍｌの血液試料は、４０億超の細胞、すなわち４０億
超の生物学的実体を含有し、それぞれの生物学的実体は、数千の異なる生体ユニットまた
は生体分子を含む。
【００３８】
　用語「位置情報」は、特定の生体ユニットまたは生体分子が、試料中の同じ生物学的実
体または細胞の中に含有されるか、それに由来するか、またはそれからもしくはそれに結
合しているか否かを伝える情報である。
【００３９】
　本明細書で使用する用語「タグ」は、分子の精製または同定に適した任意のペプチド配
列を指す。タグは、タグに親和性を有する別の成分に特異的に結合する。タグに特異的に
結合するそのような成分は、アガロースビーズなどのマトリックスまたは樹脂に通常結合
している。タグに特異的に結合する成分としては、抗体、ニッケルまたはコバルトのイオ
ンまたは樹脂、ビオチン、アミロース、マルトース、およびシクロデキストリンが挙げら
れる。代表的な精製タグとしては、ヒスチジンタグ（ヘキサヒスチジンペプチドなど）が
挙げられ、これはニッケルイオンまたはコバルトイオンなどの金属イオンに結合すること
になる。用語「タグ」はまた、「エピトープタグ」、すなわち抗体により特異的に認識さ
れるペプチド配列を含む。代表的なエピトープタグとしては、ＦＬＡＧタグが挙げられ、
これはモノクローナル抗ＦＬＡＧ抗体により特異的に認識される。抗ＦＬＡＧ抗体により
認識されるペプチド配列は、配列ＤＹＫＤＤＤＤＫまたはその実質的に同一の変異体から
なる。したがって、特定の実施形態では、精製タグは、抗体により特異的に認識されるペ
プチド配列を含むかそれからなる。
【００４０】
　本発明の用語「同時の」または「同時に」は、単一試料に由来する少なくとも２つの生
体ユニットまたは生体分子の検出を指す。前記少なくとも生体ユニットは、位置情報を保
持するように有効範囲またはコンパートメントの中に捕捉される生体試料である。これは
、単一試料または単一の生物学的実体もしくはコンパートメントの中の少なくとも２つの
生体ユニットまたは生体分子の高度な並行検出を可能にする。
【００４１】
　用語「検出する」または「検出」は、当技術分野で認識されており、所与の試料、生物
学的実体、またはコンパートメントの中の既知の生体ユニットまたは生体分子の同定を指
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す。
【００４２】
　用語「同定する」または「同定」もまた、当技術分野で認識されており、所与の試料、
生物学的実体、またはコンパートメントの中の生体ユニットまたは生体分子の同定を指し
、ここで、前記生体ユニットまたは生体分子の存在は知られていなかったか単に疑われて
いたものである。
【図面の簡単な説明】
【００４３】
【図１】図１は、本発明の実施形態の１つの方法工程を説明する図である。記号および構
造の意味は図の上部に示す。図中の「生体ユニット」は「生体分子」であってもよく、「
生物学的実体」は「細胞」であってもよく、「有効範囲」は「コンパートメント」であっ
てもよく、すべての用語は本明細書の上記に定義されたとおりである。Ａ．１は、２つの
生体ユニットまたは生体分子が互いに相互作用し、それによって生物学的実体を形成する
シナリオを表す。Ａ．２は、２つの生体ユニットまたは生体分子が、直接相互作用するこ
となく、同じ起源または生物学的実体、例えば同じ細胞に由来するシナリオを指す。工程
Ｂでは、生体ユニットまたは生体分子は、有効範囲またはコンパートメントの中に捕捉さ
れる。Ｂ．１では、生体ユニットまたは生体分子に対するバインダーは生物学的実体また
は細胞の上に配置される。Ｂ．２では、生体ユニットまたは生体分子に対するバインダー
は有効範囲またはコンパートメントの上に配置される。Ｂ．３では、生体ユニットまたは
生体分子に対するバインダーは、生体ユニット、生体分子、またはそれらの派生体を結合
することができるストレージまたは成分をさらに含む。特定の実施形態では、バインダー
およびストレージは同じ実体または分子であってもよい。工程Ｃでは、生体ユニットまた
は生体分子は生物学的実体または細胞から放出されるが、それらは有効範囲またはコンパ
ートメントの中に捕捉されているため、依然としてバインダーに空間的に近接している。
シナリオＢ．１はＣ．１で示される状況に、シナリオＢ．２はＣ．２で示される状況に、
そしてシナリオＢ．３はＣ．３で示される状況に至る。工程Ｄでは、生体ユニットまたは
生体分子は適切な条件下でそれぞれのバインダーに結合する。シナリオＣ．１はＤ．１で
示される状況に、シナリオＣ．２はＤ．２で示される状況に、そしてシナリオＣ．３はＤ
．３で示される状況に至る。工程Ｅでは、生体ユニットまたは生体分子は適切な手段によ
り検出または同定される。Ｅ．１では、生体ユニットまたは生体分子は有効範囲またはコ
ンパートメント内で検出または同定される。Ｅ．２では、生体ユニット、生体分子、また
はそれらの派生体を結合することができるストレージ上または成分上に結合している間に
、生体ユニットまたは生体分子は有効範囲またはコンパートメントの内部で検出または同
定される。Ｅ．３では、生体ユニットまたは生体分子は、外部でまたは有効範囲またはコ
ンパートメントの外側で検出または同定される。生体ユニットまたは生体分子は、生体ユ
ニット、生体分子、またはそれらの派生体を結合することができるストレージ上または成
分上に結合しているため、有効範囲またはコンパートメントはもはや必要ではない。
【図２】図２は、生体ユニットまたは生体分子が生物学的実体または細胞の中に存在する
ことができる可能なシナリオの一部を説明する図である。パネル１（左側）では、生体ユ
ニットまたは生体分子は単一の生物学的実体または細胞に結合しており、そこでは、（ａ
）両方の生体ユニットまたは生体分子が生物学的実体または細胞の内部に位置しているか
、（ｂ）１つの生体ユニットまたは生体分子が生物学的実体または細胞の表面上に位置し
、１つの生体ユニットまたは生体分子が生物学的実体または細胞の内部に位置するか、あ
るいは（ｃ）両方の生体ユニットまたは生体分子が生物学的実体または細胞の表面上に位
置するかのいずれかである。パネル２（右側）では、生体ユニットまたは生体分子は異な
る生物学的実体または細胞に結合しているが、相互作用によって連結されている。（ａ）
では、生体ユニットまたは生体分子が生物学的実体または細胞の内部で位置し、生物学的
実体または細胞の間で直接相互作用が形成される。（ｂ）では、一方の生体ユニットまた
は生体分子が一方の生物学的実体または細胞の内部に位置し、他方の生体ユニットまたは
生体分子が他方の生物学的実体または細胞の表面上に位置し、生体ユニットまたは生体分
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子と生物学的実体または細胞との間で相互作用が形成される。（ｃ）では、両方の生体ユ
ニットまたは生体分子が異なる生物学的実体または細胞の表面上に位置し、それによって
相互作用が形成される。シナリオ（ｄ）は（ｃ）に類似しているが、生体ユニットまたは
生体分子の間の相互作用が追加の分子によって可能になる。用語「生体分子」は、この図
および以降の図において「生体ユニット」と交換可能である。
【図３】図３は、本発明の可能な用途を説明する図である。Ｂ細胞をヒトなどの個体から
単離する。Ｂ細胞の一部を特定のアレルゲンで免疫する（あるいは代替的に、病原体を感
染させるか、または何らかの他の手段によって疾患状態にする）。次いで、Ｂ細胞の免疫
レパートリーをアレルゲンへの曝露前後に測定して、観察された差をその疾患によるもの
とみなす。
【図４】図４は、本発明の有効範囲またはコンパートメントの中への生物学的実体または
細胞の捕捉を説明する図である。この図４の中で使用される記号および構造の意味は、図
２と同一である。捕捉は、例えば、油中水型エマルションなどのエマルションを介して達
成することができる（図４、パネルＡを参照のこと）。捕捉はまた、例えば、マイクロタ
イタープレート、ピコタイタープレート、またはシークエンシングチップのウェル中で達
成することができる（図４、パネルＢを参照のこと）。有効範囲またはコンパートメント
は壁および蓋により形成される。ストレージは、バインダー、例えば抗体を含むビーズで
あってもよく、このバインダーは生体ユニットすなわち抗原に特異的である。あるいは、
マイクロタイタープレート、ピコタイタープレート、シークエンシングチップ、または前
記容器の蓋は、それ自体ストレージであってもよく、またはストレージとして役立っても
よい。
【図５】図５は、本発明の方法の用途（対合末端シークエンシング）を説明する図である
。リンカー配列を目的の遺伝子の両末端上に付ける。両リンカー配列に相補的な配列を含
むタグを含むビーズにリンカー配列をハイブリダイズさせる。前記タグは、シークエンシ
ング（ｘ１、ｘ２）のための開始点として役立つ核酸配列を追加して含む。それによって
、両末端から核酸分子をシークエンシングすることができ、実質的により長いシークエン
シングリードが得られる。
【図６】図６は、バインダーへのストレージのカップリングを示す図である。ここで、抗
体はバインダーとして役立つ。抗体は、シークエンシングビーズのＤＮＡ断片（配列Ａ’
）に相補的なＤＮＡ断片（配列Ａ）をそのＣ末端に含む。抗体は相補的な核酸配列Ａおよ
びＡ’を介してビーズに結合する。
【図７】図７は、Ｂ細胞により例示された生物学的実体の捕捉を示す図である。抗体（実
施例１の出力）を負荷したビーズを、Ｂ細胞、例えば特定の病原体に感染したか、または
特定の疾患または障害を有する個体のＢ細胞と混合する。このＢ細胞に対して特異性を有
する抗体がＢ細胞に結合し、それによってビーズ－抗体－Ｂ細胞複合体（中央）が形成さ
れる。Ｂ細胞を認識しない抗体は結合しないままである（上部）。同様に、いかなる抗体
によっても認識されないＢ細胞は結合しないままである（下部）。
【図８】図８は、有効範囲またはコンパートメントの生成を示す図である。キャビティー
のサイズにより、キャビティーは１つ以下のビーズを含有することができる。以下のシナ
リオが起こりうる：（１）キャビティーは、１つの細胞を有するビーズを含有する（左）
、（２）キャビティーは、２つ以上の細胞を有するビーズを含有する（中央）、（３）キ
ャビティーは、１つまたは複数の細胞を含有するが、ビーズを含有しない（右側）、そし
て（４）キャビティーは空である（図示せず）。
【図９】図９は、生体ユニットまたは生体分子のストレージへの結合および増幅を示す図
である。詳細は実施例４で説明される。代替実施形態では、配列Ａはキャビティーの壁ま
たは蓋に付着させることもできることに留意されたい。これは図９の左上隅に示される。
【図１０】図１０は、生体ユニットまたは生体分子のストレージへの結合および増幅を示
す図である。詳細は実施例４で説明される。代替実施形態では、配列Ａはキャビティーの
壁または蓋に付着させることもできることに留意されたい。
【図１１】図１１は、生体ユニットまたは生体分子のストレージへの結合および増幅を示
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す図である。詳細は実施例４で説明される。代替実施形態では、配列Ａはキャビティーの
壁または蓋に付着させることもできることに留意されたい。
【図１２】図１２は、核酸を例示とした、生体ユニットまたは生体分子を検出および同定
する工程を示す図である。核酸領域Ｃは核酸配列Ｃ’に相補的である。核酸領域Ｄは核酸
配列Ｄ’に相補的である。詳細は実施例５で説明される。
【図１３】図１３は、２つ以上の細胞を含むウェルからの配列データをさらなる分析から
排除することができる方法を示す図である。２つ以上の細胞を有するビーズを含有するキ
ャビティーからのシグナルは、シークエンシングが混合したシグナルを伝えることになる
ので、簡単には解釈することができない。そのようなキャビティーは、実施例６に記載の
較正配列の使用により同定することができる。２つ以上の細胞を含むキャビティーのシグ
ナル強度は、較正配列で得られるシグナル強度とは異なり（下部を参照のこと）、混合し
たシグナルになる。
【図１４】図１４は、油中水型エマルションが有効範囲を生成するために使用される、本
発明の実施形態を示す図である。水滴が、細胞およびＰＣＲ混合物を有するビーズを含む
（上部）。下部の図は、ＰＣＲ増幅後の最終結果を示す。
【図１５】図１５は、ライブラリー対ライブラリーのスクリーニング手法を概説する図で
ある。詳細は実施例８で示される。
【発明を実施するための形態】
【００４４】
　一態様では、本発明は、２つの生体ユニットまたは生体分子の相互作用の検出のための
方法であって、前記方法が、
　（ａ）前記２つの相互作用する生体分子を含む細胞を含む試料を準備する工程と、
　（ｂ）前記生体分子の派生体を結合することができる成分を含むコンパートメントの中
に前記細胞を空間分離する工程と、
　（ｃ）細胞から生体分子を放出させる工程と、
　（ｄ）前記生体分子／ユニットの派生体を生成させる工程と、
　（ｅ）前記生体分子の派生体がストレージに結合することを可能にする工程と、
　生体分子の派生体を検出または同定する工程と
を含む方法を提供する。特定の態様では、前記試料は、前記２つの相互作用する生体分子
を含む２つ以上の細胞を含む。好ましい態様では、前記２つの相互作用する生体分子は、
前記２つ以上の細胞のうちの１つの細胞に含まれる。他の態様では、前記試料は、前記２
つの相互作用する生体分子を含む少なくとも２つの細胞を含む。好ましい態様では、前記
２つの相互作用する生体分子は、前記２つ以上の細胞のうちの１つの細胞に含まれる。好
ましい態様では、前記２つの相互作用する生体分子は、前記２つ以上の細胞のうちの１つ
の細胞に含まれる。
【００４５】
　一態様では、本発明は、少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子の検出のための
方法であって、前記方法が、
　（ａ）少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子を含む生物学的実体または細胞を
含む試料を準備する工程と、
　（ｂ）前記生物学的実体または細胞を、有効範囲またはコンパートメントの中に捕捉ま
たは空間分離する工程であって、前記有効範囲またはコンパートメントが、前記生体ユニ
ット、生体分子、またはそれらの派生体のためのストレージを追加して含むか、またはそ
れ自体がストレージである工程と、
　（ｃ）場合によっては、生物学的実体から生体ユニットを放出させる工程と、
　（ｄ）場合によっては、前記生体ユニットの派生体を生成させる工程と、
　（ｅ）生体ユニットまたはそれらの派生体がストレージに結合することを可能にする工
程と、
　（ｆ）生体ユニットまたはそれらの派生体を検出または同定する工程と
を含む方法を提供する。この方法は図１に示される。
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【００４６】
　他の態様では、本発明は、少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子の検出のため
の方法であって、前記方法が、
　（ａ）少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子を含む生物学的実体または細胞を
含む試料を準備する工程と、
　（ｂ）前記生物学的実体または細胞を、有効範囲またはコンパートメントの中に捕捉ま
たは空間分離する工程であって、前記有効範囲またはコンパートメントが、前記生体ユニ
ットまたは生体分子の派生体を結合することができる成分を含む工程と、
　（ｃ）生物学的実体または細胞から生体ユニットまたは生体分子を放出させる工程と、
　（ｄ）前記生体ユニットまたは生体分子の派生体を生成させる工程と、
　（ｅ）生体ユニットまたは生体分子の派生体が、前記生体ユニットまたは生体分子の前
記派生体を結合することができる成分に結合することを可能にする工程と、
　（ｆ）生体ユニットまたは生体分子の派生体を検出または同定する工程と
を含む方法を提供する。
【００４７】
　工程（ｃ）および（ｄ）は任意選択であってよい。特定の実施形態では、工程（ｃ）は
必要ないこともある。これは、例えば、両方ともシークエンシングタグを含有する２つの
抗体が同じ抗原の異なるエピトープに結合する場合である。そのような場合、抗体（すな
わち、生体ユニットまたは生体分子）は、生物学的実体または細胞から予め放出されるこ
となく、直接シークエンシング（すなわち、検出または同定）することができる。さらに
、工程（ｄ）は任意選択であってもよい。生体ユニットまたは生体分子を直接処理するこ
とができるか、またはさらなる処理のために生体ユニットまたは生体分子の派生体を生成
させることができるかのいずれかである。これは特定の実施形態の下では有利となりうる
。例えば、生体ユニットまたは生体分子それ自体が、相当不安定な場合（例えば、ｍＲＮ
Ａ）、より安定な形態（例えば、ＤＮＡ）への変換が好ましい。
【００４８】
　一態様では、本発明は、少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子の検出のための
方法であって、前記方法が、
　（ａ）少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子を含む生物学的実体または細胞を
含む試料を準備する工程と、
　（ｂ）前記生物学的実体または前記細胞を、有効範囲またはコンパートメントの中に捕
捉または空間分離する工程であって、前記有効範囲またはコンパートメントが、前記生体
ユニット、生体分子、またはそれらの派生体を結合することができる成分を含む工程と、
　（ｃ）生物学的実体または細胞から生体ユニットまたは生体分子を放出させる工程と、
　（ｄ）前記生体ユニットまたは生体分子の派生体を生成させる工程と、
　（ｅ）生体ユニット、生体分子、またはそれらの派生体が、前記生体ユニット、生体分
子、またはそれらの派生体を結合することができる成分に結合することを可能にする工程
と、
　（ｆ）生体ユニット、生体分子、またはそれらの派生体を検出または同定する工程と
を含む方法を提供する。
【００４９】
　一態様では、本発明は、２つの生体ユニットまたは生体分子の相互作用の検出のための
方法であって、前記方法が、
　（ａ）前記２つの相互作用する生体ユニットまたは生体分子を含む生物学的実体または
細胞を含む試料を準備する工程と、
　（ｂ）前記生物学的実体または前記細胞を、有効範囲またはコンパートメントの中に捕
捉または空間分離する工程であって、前記有効範囲またはコンパートメントが、前記生体
ユニット、生体分子、またはそれらの派生体を結合することができる成分を含む工程と、
　（ｃ）生物学的実体または細胞から生体ユニットまたは生体分子を放出させる工程と、
　（ｄ）前記生体ユニットまたは生体分子の派生体を生成させる工程と、
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　（ｅ）生体ユニット、生体分子、またはそれらの派生体が、前記生体ユニット、生体分
子、またはそれらの派生体を結合することができる成分に結合することを可能にする工程
と、
　（ｆ）生体ユニット、生体分子、またはそれらの派生体を検出または同定する工程と
を含む方法を提供する。
【００５０】
　代替態様では、本発明は、少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子の検出のため
の方法であって、前記方法が、
　（ａ）少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子を含む生物学的実体または細胞を
含む試料を準備する工程と、
　（ｂ）前記生物学的実体または細胞を、有効範囲またはコンパートメントの中に捕捉ま
たは空間分離する工程であって、前記有効範囲またはコンパートメントが、前記生体ユニ
ット、生体分子、またはそれらの派生体を結合することができる成分を含む工程と、
　（ｃ）前記生体ユニットまたは生体分子の派生体を生成させる工程と、
　（ｄ）生体ユニットまたは生体分子の派生体が、前記生体ユニット、生体分子、または
それらの派生体を結合することができる成分に結合することを可能にする工程と、
　（ｅ）生体ユニット、生体分子、またはそれらの派生体を検出または同定する工程と
を含む方法を提供する。
【００５１】
　代替態様では、本発明は、２つの生体ユニットまたは生体分子の相互作用の検出のため
の方法であって、前記方法が、
　（ａ）前記２つの相互作用する生体ユニットまたは生体分子を含む生物学的実体または
細胞を含む試料を準備する工程と、
　（ｂ）前記生物学的実体または細胞を、有効範囲またはコンパートメントの中に捕捉ま
たは空間分離する工程であって、前記有効範囲またはコンパートメントが、前記生体ユニ
ット、生体分子、またはそれらの派生体を結合することができる成分を含む工程と、
　（ｃ）前記生体ユニットまたは生体分子の派生体を生成させる工程と、
　（ｄ）生体ユニットまたは生体分子の派生体が、前記生体ユニット、生体分子、または
それらの派生体を結合することができる成分に結合することを可能にする工程と、
　（ｅ）生体ユニット、生体分子、またはそれらの派生体を検出または同定する工程と
を含む方法を提供する。
【００５２】
　さらなる代替態様では、本発明は、少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子の検
出のための方法であって、前記方法が、
　（ａ）少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子を含む生物学的実体または細胞を
含む試料を準備する工程と、
　（ｂ）前記生物学的実体または細胞を、有効範囲またはコンパートメントの中に捕捉ま
たは空間分離し、生物学的実体または細胞から生体ユニットまたは生体分子を放出させる
工程であって、前記有効範囲またはコンパートメントが、前記生体ユニットまたは生体分
子に結合することができる成分を含む工程と、
　（ｃ）生体ユニットまたは生体分子が、前記生体ユニットまたは生体分子を結合するこ
とができる成分に結合することを可能にする工程と、
　（ｄ）生体ユニットまたは生体分子を検出または同定する工程と
を含む方法を提供する。
【００５３】
　さらなる代替態様では、本発明は、２つの生体ユニットまたは生体分子の相互作用の検
出のための方法であって、前記方法が、
　（ａ）前記２つの相互作用する生体ユニットまたは生体分子を含む生物学的実体または
細胞を含む試料を準備する工程と、
　（ｂ）前記生物学的実体または細胞を、有効範囲またはコンパートメントの中に捕捉ま
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たは空間分離する工程であって、前記有効範囲またはコンパートメントが、前記生体ユニ
ットまたは生体分子を結合することができる成分を含む工程と、
　（ｃ）生物学的実体または細胞から生体ユニットまたは生体分子を放出させる工程と、
　（ｄ）生体ユニットまたは生体分子が、前記生体ユニットまたは生体分子を結合するこ
とができる成分に結合することを可能にする工程と、
　（ｅ）生体ユニットまたは生体分子を検出または同定する工程と
を含む方法を提供する。
【００５４】
　さらなる代替態様では、本発明は、少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子の検
出のための方法であって、前記方法が、
　（ａ）少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子を含む生物学的実体または細胞を
含む試料を準備する工程と、
　（ｂ）前記生物学的実体または細胞を、有効範囲またはコンパートメントの中に捕捉ま
たは空間分離する工程であって、前記有効範囲またはコンパートメントが、前記生体ユニ
ットまたは生体分子を結合することができる成分を含む工程と、
　（ｃ）生体ユニットが、前記生体ユニットまたは生体分子を結合することができる成分
に結合することを可能にする工程と、
　（ｄ）生体ユニットまたは生体分子を検出または同定する工程と
を含む方法を提供する。
【００５５】
　さらなる代替態様では、本発明は、２つの生体ユニットまたは生体分子の相互作用の検
出のための方法であって、前記方法が、
　（ａ）前記２つの相互作用する生体ユニットまたは生体分子を含む生物学的実体または
細胞を含む試料を準備する工程と、
　（ｂ）前記生物学的実体または細胞を、有効範囲またはコンパートメントの中に捕捉ま
たは空間分離する工程であって、前記有効範囲またはコンパートメントが、前記生体ユニ
ットまたは生体分子を結合することができる成分を含む工程と、
　（ｃ）生体ユニットが、前記生体ユニットまたは生体分子を結合することができる成分
に結合することを可能にする工程と、
　（ｄ）生体ユニットまたは生体分子を検出または同定する工程と
を含む方法を提供する。
【００５６】
　本発明の少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子は、１つの生物学的実体の中に
存在することができる。あるいは、本発明の少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分
子は、１つの細胞の中に存在することができる。特定の実施形態では、両方の生体ユニッ
トまたは生体分子は、生物学的実体または細胞の内部に位置することができる。代替実施
形態では、両方の生体ユニットまたは生体分子は、生物学的実体または細胞の上にまたは
その外部に位置することができる。さらなる代替実施形態では、一方の生体ユニットまた
は生体分子は、生物学的実体または細胞の内部に位置することができ、他方の生体ユニッ
トまたは生体分子は、生物学的実体または細胞の上にまたはその外部に位置することがで
きる。
【００５７】
　少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子はまた、任意の方法または形態で互いに
相互作用する２つの生物学的実体または細胞の中に存在することができる。特定の実施形
態では、第１の生体ユニットまたは生体分子は、第１の生物学的実体または細胞の内部に
位置し、第２の生体ユニットまたは生体分子は、第２の生物学的実体または細胞の内部に
位置する。他の実施形態では、第１の生体ユニットまたは生体分子は、第１の生物学的実
体または細胞の上にまたはその外部に位置し、第２の生体ユニットまたは生体分子は、第
２の生物学的実体または細胞の内部に位置する。さらに他の実施形態では、第１の生体ユ
ニットまたは生体分子は、第１の生物学的実体または細胞の上にまたはその外部に位置し
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、第２の生体ユニットまたは生体分子は、第２の生物学的実体または細胞の上にまたはそ
の外部に位置する。さらに他の実施形態では、第１の生体ユニットまたは生体分子は、第
１の生物学的実体または細胞の上にまたはその外部に位置し、第２の生体ユニットまたは
生体分子は、第２の生物学的実体または細胞の上にまたはその外部に位置し、かつ２つの
生体ユニットまたは生体分子は、第３の分子、例えば第１の生体ユニットまたは生体分子
および第２の生体ユニットまたは生体分子の両方に結合する生体ユニットまたは生体分子
を介して間接的に相互作用している。図２に、可能なシナリオの一部を図示する。
【００５８】
　これらの技術領域で使用される従来技術の方法には、酵母ツーハイブリッドシステム、
酵母スリーハイブリッドシステム、ＳＩＰ技術（自己感染性ファージ）、ＰＣＡアッセイ
（タンパク質－断片相補性アッセイ）、およびスプリット－ユビキチンシステムが挙げら
れる。これらのアッセイおよびシステムはすべて、読み取りシグナルの高いバックグラウ
ンドノイズが受け、不満足なシグナル対バックグラウンド比がもたらされる。ほとんどの
場合、これは、これらのシステムで起こる非特異的な相互作用によるものである。読み取
りシグナルの定量化によって、例えばカラー強度またはコロニーサイズの測定によって、
これらの問題を回避することは、部分的にしか成功しておらず、依然として厄介で誤りが
ちなものとなっている。本発明は、これらの欠点に対して簡潔な解決法を提供する。数千
または数百万もの相互作用または事象を分析することにより、統計的に有意な読み取りシ
グナルを受け取る問題は、分析される相互作用または事象の数を増加させることにより解
決される。本発明は、大量の読み取りシグナルを分析することができるハイスループット
法を提供する。これは、例えば、それぞれの表現型読み取りシグナルが低いシグナル対バ
ックグラウンド比になる場合に、遺伝子型レベルで達成することができる。
【００５９】
　本発明はまた、ライブラリー対ライブラリー用途、例えば１つのライブラリーのメンバ
ーと２番目のライブラリーのメンバーとの間の相互作用に対するスクリーニングで使用す
ることができる。一例として、感染または疾患に応答したヒトの免疫レパートリーなど、
生体の免疫応答を測定することができるであろう。統計的に有意でかつ満足すべき方法に
おける免疫応答全体の複雑な分析は、本発明に記載の方法によってのみ可能になった。そ
れぞれの実験手法を図３に示す。
【００６０】
　特定の態様では、前記生体ユニットは、サブクラスであるポリペプチド、タンパク質、
ペプチド、核酸、炭水化物、脂肪酸、小分子、細胞小器官、細胞、組織、または前述のい
ずれかの派生体、一部、もしくは組合せからなる群から選択される。特定の態様では、す
べての生体ユニットは同じサブクラスに由来する。特定の態様では、生体ユニットは異な
るサブクラスに由来する。特定の態様では、前記サブクラスは、ポリペプチドのサブクラ
スまたは核酸のサブクラスである。特定の態様では、前記サブクラスは、ポリペプチドの
サブクラスである。
【００６１】
　特定の態様では、前記生体ユニットは生体分子である。特定の好ましい態様では、前記
生体ユニットまたは生体分子は、タンパク質、ポリペプチド、またはペプチドである。代
替態様では、前記生体分子は、ＤＮＡまたはＲＮＡなどの核酸である。前記核酸は、一本
鎖であっても二本鎖であってもよい。ＤＮＡ分子は、ＲＮＡまたはＤＮＡの鋳型から合成
することができることは理解されよう。同様に、ＲＮＡ分子も、ＲＮＡまたはＤＮＡの鋳
型から合成することができる。
【００６２】
　特定の態様では、前記生体ユニットまたは生体分子は、多量体のタンパク質または酵素
の一部である。特定の態様では、前記生体ユニットまたは生体分子は、多量体のタンパク
質または酵素の一部であるポリペプチドである。特定の態様では、前記生体ユニットまた
は生体分子は、多量体のタンパク質または酵素の一部をコードする核酸である。特定の態
様では、前記多量体タンパク質は、免疫グロブリンまたはその機能性断片である。特定の
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態様では、前記生体ユニットまたは生体分子は、免疫グロブリンまたはその機能性断片の
可変重鎖および可変軽鎖をコードする遺伝子である。
【００６３】
　特定の態様では、本発明で使用される試料は、血液、骨髄、腫瘍、単一細胞生物、原核
生物、または体液に由来した試料である。特定の態様では、前記試料は患者に由来する試
料であり、前記患者は、健常患者、免疫患者、感染患者、または疾患もしくは障害を有す
る患者である。
【００６４】
　特定の態様では、本発明で使用される生物学的実体は、単一細胞である。特定の態様で
は、前記単一細胞は単一Ｂ細胞である。
【００６５】
　特定の態様では、生物学的実体は、別の細胞、ウイルス、細菌、分子、もしくは生体分
子、または前述のいずれかの派生体、断片、もしくは複合物と相互作用する細胞である。
特定の態様では、生物学的実体は、細胞、および前記細胞に感染するウイルスである。特
定の態様では、生物学的実体は、細胞、および前記細胞に感染する細菌である。特定の態
様では、生物学的実体は、細胞および別の細胞である。前記細胞は、ドナーおよびアクセ
プターの観点から、エフェクターおよび作用を受ける実体の観点から、または阻害剤およ
び阻害される細胞の観点から互いに情報交換することができる。
【００６６】
　特定の態様では、生物学的実体は、２つの化学的および／または生物学的ライブラリー
（例えば、ファージライブラリーまたはリボソームディスプレイライブラリーなど）の混
合物を含み、そこでは、第１ライブラリーの少なくとも１つのメンバーが、第２ライブラ
リーのメンバーと相互作用または結合する。特定の態様では、第１ライブラリーの各メン
バーは、第１ライブラリーに特異的なタグを含み、第２ライブラリーは、第２ライブラリ
ーに特異的なタグを含む。
【００６７】
　特定の態様では、生物学的実体は、少なくとも１つの化学的および／または生物学的ラ
イブラリー（例えば、ファージライブラリーまたはリボソームディスプレイライブラリー
など）の少なくとも２つのメンバーと相互作用または結合する分子を含む。特定の態様で
は、ライブラリーの各メンバーは、前記ライブラリーに特異的なタグを含む。
【００６８】
　代替態様では、本発明は、少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子の検出のため
の方法であって、前記方法が、
　（ａ）少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子を含む生物学的実体または細胞を
含む試料を準備する工程と、
　（ｂ）前記少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子および前記生体ユニットまた
は生体分子を結合することができる成分を、有効範囲またはコンパートメントの中に捕捉
または空間分離する工程と、
　（ｃ）場合によっては、生物学的実体または細胞から生体ユニットまたは生体分子を放
出させる工程と、
　（ｄ）生体ユニットまたは生体分子が、前記生体ユニットまたは生体分子を結合するこ
とができる成分に結合することを可能にする工程と、
　（ｅ）前記生体ユニットまたは生体分子を結合することができる成分上の生体ユニット
または生体分子を検出または同定する工程と
を含む方法を提供する。
【００６９】
　代替態様では、本発明は、２つの生体ユニットまたは生体分子の相互作用の検出のため
の方法であって、前記方法が、
　（ａ）前記２つの相互作用する生体ユニットまたは生体分子を含む生物学的実体または
細胞を含む試料を準備する工程と、
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　（ｂ）前記少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子および前記生体ユニットまた
は生体分子を結合することができる成分を、有効範囲またはコンパートメントの中に捕捉
または空間分離する工程と、
　（ｃ）場合によっては、生物学的実体または細胞から生体ユニットまたは生体分子を放
出させる工程と、
　（ｄ）生体ユニットまたは生体分子が、前記生体ユニットまたは生体分子を結合するこ
とができる成分に結合することを可能にする工程と、
　（ｅ）前記生体ユニットまたは生体分子を結合することができる成分上の生体ユニット
または生体分子を検出または同定する工程と
を含む方法を提供する。
【００７０】
　代替態様では、本発明は、少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子の検出のため
の方法であって、前記方法が、
　（ａ）少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子を含む生物学的実体または細胞を
含む試料を準備する工程と、
　（ｂ）前記少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子を、有効範囲またはコンパー
トメントの中に捕捉または空間分離する工程であって、前記有効範囲またはコンパートメ
ントが、前記生体ユニットまたは生体分子を結合することができる工程と、
　（ｃ）場合によっては、生物学的実体または細胞から生体ユニットまたは生体分子を放
出させる工程と、
　（ｄ）生体ユニットまたは生体分子が、有効範囲またはコンパートメントに結合するこ
とを可能にする工程と、
　（ｅ）有効範囲またはコンパートメントの上の生体ユニットまたは生体分子を検出また
は同定する工程と
を含む方法を提供する。
【００７１】
　代替態様では、本発明は、２つの生体ユニットまたは生体分子の相互作用の検出のため
の方法であって、前記方法が、
　（ａ）前記２つの相互作用する生体ユニットまたは生体分子を含む生物学的実体または
細胞を含む試料を準備する工程と、
　（ｂ）前記少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子を、有効範囲またはコンパー
トメントの中に捕捉または空間分離する工程であって、前記有効範囲またはコンパートメ
ントが、前記生体ユニットまたは生体分子を結合することができる工程と、
　（ｃ）場合によっては、生物学的実体または細胞から生体ユニットまたは生体分子を放
出させる工程と、
　（ｄ）生体ユニットまたは生体分子が、有効範囲またはコンパートメントに結合するこ
とを可能にする工程と、
　（ｅ）有効範囲またはコンパートメントの上の生体ユニットまたは生体分子を検出また
は同定する工程と
を含む方法を提供する。
【００７２】
　一工程では、本発明の方法は、有効範囲またはコンパートメントの中への、少なくとも
２つの生体ユニットまたは生体分子および前記生体ユニットまたは生体分子のためのスト
レージを含む少なくとも１つの生物学的実体または細胞の捕捉を含む。前述のストレージ
は、前記生体ユニットもしくは生体分子またはそれらの派生体を結合することができる成
分である。特定の実施形態では、前記ストレージは、前記生体ユニットまたは生体分子を
結合することができる成分である。他の実施形態では、前記ストレージは、前記生体ユニ
ットまたは生体分子の派生体を結合することができる成分である。
【００７３】
　前記生物学的実体または細胞、生体ユニットまたは生体分子、およびストレージの捕捉
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または空間分離は、捕捉または空間分離された生体ユニットまたは生体分子のその後の検
出を可能にする任意の方法または形態で達成することができる。特定の実施形態では、こ
れは、例えば油中水型エマルションなどのエマルションを介して達成することができる（
図４、パネルＡを参照のこと）。このような実施形態では、生物学的実体を細胞とするこ
とができ、生体ユニットまたは生体分子をＤＮＡ配列（例えば、抗体の可変重鎖および可
変軽鎖）とすることができ、ストレージをプライマーとすることができる（例えば、抗体
の可変重鎖に結合する１つのプライマーおよび同じ抗体の可変軽鎖に結合する別のプライ
マー）。油中水型エマルションの代わりとして、水中油型エマルションを使用することが
でき、それによって有効範囲またはコンパートメントとして役立つミセルが形成される。
他の実施形態では、前記生物学的実体または細胞、生体ユニットまたは生体分子、および
ストレージの捕捉または空間分離は、マイクロタイタープレート、ピコタイタープレート
、またはシークエンシングチップのウェルにおいて達成することができる（図４、パネル
Ｂを参照のこと）。有効範囲またはコンパートメントは壁および蓋により形成される。そ
のような実施形態では、生物学的実体を細胞とすることができ、生体ユニットまたは生体
分子を抗原とすることができ、ストレージを、例えば、生体ユニット、すなわち抗原に特
異的な抗体とすることができる。あるいは、マイクロタイタープレート、ピコタイタープ
レート、シークエンシングチップ、または前記容器の蓋は、それ自体ストレージであって
もよく、またはストレージとして役立ってもよい。さらに、ストレージは少なくとも２つ
のバインダー、例えばプライマーを含む。
【００７４】
　本発明の特定の態様では、前記有効範囲またはコンパートメントは、キャビティー、ウ
ェル、エマルション、相境界システム、疎水性スポット、粒子、固相粒子、物理力、また
は化学的架橋により形成される。本発明の特定の態様では、前記相境界は、空気中の水滴
のように水と気体の間の相分離によって、または油中の水滴のように水と液体の間の相分
離によって、またマイクロタイタープレート中の水滴のように固相によって実現される。
本発明の特定の態様では、前記キャビティーまたは前記ウェルは、マイクロタイタープレ
ート、ピコタイタープレート、または微小構造基材の上にある。本発明の特定の態様では
、前記有効範囲は、化学的架橋で形成され、前記化学的架橋はホルムアルデヒドによる架
橋である。
【００７５】
　本発明の特定の態様では、前記生体ユニットまたは生体分子および前記生体ユニット、
生体分子、またはそれらの派生体に対する前記ストレージは、限界希釈によってまたはセ
ルソーティングなどの任意の手段によるソーティングによって、有効範囲またはコンパー
トメントの中に捕捉または空間分離される。
【００７６】
　本発明の特定の態様では、有効範囲またはコンパートメントは、エマルションにより形
成され、前記エマルションは、油中水型または水中油型のエマルションである。
【００７７】
　本発明の特定の態様では、有効範囲またはコンパートメントは、粒子または固相粒子に
より形成され、前記粒子は、シリカ、ガラス、アガロース、ポリマー、金属酸化物、また
はそれらの複合物からなる。
【００７８】
　本発明の特定の態様では、有効範囲またはコンパートメントは、物理力により形成され
、前記物理力は、静電力、電流力、誘電泳動力、電磁力、磁気、光学、温度、または密度
効果である。本発明の特定の態様では、有効範囲またはコンパートメントは、光ピンセッ
トにより生成される。
【００７９】
　本発明の特定の態様では、有効範囲またはコンパートメントは、ネブライザーにより形
成される。
【００８０】
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　本発明の特定の態様では、生体ユニット、生体分子、またはそれらの派生体を結合する
ことができる前記ストレージまたは前記成分は、ビーズ、スライドガラスの表面上領域、
マイクロタイタープレートもしくはピコタイタープレートのウェル、電場もしくは磁場、
フィールド勾配もしくはフィールドケージ、または前述のいずれかの蓋上領域もしくは分
離可能表面である。
【００８１】
　本発明の特定の態様では、生物学的実体または細胞からの生体ユニットまたは生体分子
の放出は、化学的または物理的条件の変化により行われる。特定の態様では、化学的条件
の変化は、ｐＨ変化、塩濃度の変化、酵素の添加、または細胞溶解剤の添加である。特定
の態様では、物理的条件の変化は、加熱、凍結、電場、磁場もしくは誘電場の印加、剪断
力または遠心力、機械的変形、弛緩、超音波、または任意の物理的な破断作用である。特
定の態様では、物理的条件の変化は、加熱、例えば９０℃を超える加熱である。特定の態
様では、前記物理的条件の変化は、溶液への粒子の溶解、生体ユニットまたは生体分子の
まわりの保護シェルの溶解、または酵素による誘導など、時間依存的にもたらされる。
【００８２】
　別の工程では、本発明の方法は、生体ユニットまたは生体分子が、生体ユニット、生体
分子、またはそれらの派生体を結合することができるストレージまたは成分に結合するこ
とを可能にする工程を含む。この工程は、前記ストレージまたは前記成分への生体ユニッ
トまたは生体分子の結合を可能にするのに十分な時間および方法で、生体ユニットまたは
生体分子をインキュベートする工程を含む。こうすることにより、生体ユニットまたは生
体分子は、生体ユニット、生体分子、またはそれらの派生体を結合することができるスト
レージまたは成分により捕捉される。生体ユニットまたは生体分子の結合は、直接的であ
っても、生体ユニットまたは生体分子の派生体を介して間接的であってもよい。直接的結
合は、例えばＰＣＲまたは直接反応を介して達成することができる。間接的結合は、生体
ユニットまたは生体分子の派生体の生成、およびそのような派生体を結合することができ
るストレージまたは成分への前記派生体の結合によって達成することができる。一例は、
ＲＮＡからのｃＤＮＡ鋳型の生成、およびストレージ、例えばプライマーへのｃＤＮＡの
結合である。
【００８３】
　したがって、本発明の特定の態様では、工程（ｄ）は、前記生体ユニットまたは生体分
子のレプリケートまたは派生体の生成をもたらす増幅反応を含む。本発明の特定の態様で
は、前記増幅反応は、ＰＣＲまたはＲＴ－ＰＣＲであり、前記ＰＣＲまたはＲＴ－ＰＣＲ
の間に、前記レプリケートまたは派生体がそのような派生体を結合することができるスト
レージまたは成分に結合することを可能にする［第１の］タグが加えられる。本発明の特
定の態様では、前記ＰＣＲまたはＲＴ－ＰＣＲの間に、ＰＣＲ産物またはＲＴ－ＰＣＲ産
物のその後のシークエンシングを可能にする第２のタグが加えられる。本発明の特定の態
様では、ＰＣＲ反応はエマルションＰＣＲ反応である。代替態様では、ＲＴ－ＰＣＲ反応
はエマルションＲＴ－ＰＣＲである。本発明の特定の態様では、検出される２つの核酸分
子は、本方法の工程（ｄ）で増幅される。
【００８４】
　別の工程では、本発明の方法は、生体ユニットまたは生体分子を結合することができる
ストレージ上または成分上の生体ユニットまたは生体分子を検出する工程を含む。これは
、検出される生体ユニットまたは生体分子について公知の任意の適切な検出方法によって
達成することができ、使用される方法は、生体ユニットまた生体分子それ自体の性質に主
として依存する。例としては、並行または連続して実施される（少なくとも）２つのイム
ノアッセイ、少なくとも２つの色素による並行染色、及び並行シークエンシングがある。
【００８５】
　本発明の特定の態様では、生体ユニットまたは生体分子の検出は、ＤＮＡシークエンシ
ングにより行われる。本発明の特定の態様では、前記ＤＮＡシークエンシングは、ＰＣＲ
産物またはＲＴ－ＰＣＲ産物を連続または並行してシークエンシングすることにより行わ
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れる。本発明の特定の態様では、前記ＤＮＡシークエンシングは、ストレージ上またはス
トレージのコピー上のＰＣＲ産物またはＲＴ－ＰＣＲ産物をシークエンシングすることに
より行われる。本発明の特定の態様では、検出される生体ユニットまたは生体分子は核酸
分子であり、種々の開始プライマーが核酸分子のシークエンシングおよび同定のために使
用される。本発明の特定の態様では、シークエンシング反応は、エマルションＰＣＲによ
り、好ましくはビーズ上で直接行われる。本発明の特定の態様では、２つのシークエンシ
ング反応は、連続して行われる。例えば、第１のシークエンシングプライマーを利用する
第１のシークエンシング反応、および第２のシークエンシングプライマーを利用する第２
のシークエンシング反応である。特定の実施形態では、第１の核酸分子は、免疫グロブリ
ン、抗体、またはその断片の重鎖をコードし、第２の核酸分子は、免疫グロブリン、抗体
、またはその断片の軽鎖をコードする。
【００８６】
　本発明の方法の検出工程がシークエンシングにより行われる場合、特定の技術的変法が
可能である。例えば、第２のシークエンシング反応のためのプライマーを酵素的に切断可
能な保護基に連結することができよう。これは、保護基の切断の後でのみ、第２の核酸分
子をシークエンシングすることが可能になることを保証する。これはシークエンシングエ
ラーを低減するであろう。あるいは、第２のシークエンシングプライマーを続けて、すな
わち第１のシークエンシング反応が行われた後に加えることができる。さらに、特定の核
酸モチーフを使用して、検出される核酸分子に結合させることができる。これらの核酸モ
チーフを一種の「ＺＩＰコード」で使用して、核酸分子を同定またはマークする。
【００８７】
　本発明の方法で使用することができる代表的なシークエンシングシステムには、ＧＳ　
ＦＬＸ　４５４システム（Ｒｏｃｈｅ）およびＨｉＳｅｑ２０００システム（Ｉｌｌｕｍ
ｉｎａ）が含まれる。
【００８８】
　本発明の特定の態様では、試料は、少なくとも１０３、少なくとも１０６、少なくとも
１０９、または少なくとも１０１２の生物学的実体または細胞を含む。本発明の特定の態
様では、前記生物学的実体または細胞のそれぞれの中に、少なくとも２つ、少なくとも３
つ、少なくとも５つ、少なくとも１０、少なくとも２０、少なくとも５０、少なくとも１
００、少なくとも５００、または少なくとも１０００の生体ユニットまたは生体分子が検
出される。本発明の特定の態様では、試料は、少なくとも１０３、少なくとも１０６、少
なくとも１０９、または少なくとも１０１２の生物学的実体または細胞を含み、前記生物
学的実体または細胞のそれぞれの中に、少なくとも２つ、少なくとも３つ、少なくとも５
つ、少なくとも１０、少なくとも２０、少なくとも５０、少なくとも１００、少なくとも
５００、または少なくとも１０００の生体ユニットまたは生体分子が検出される。
【００８９】
　本発明の特定の態様では、前記生物学的実体もしくは細胞の中の前記少なくとも２つの
生体ユニットもしくは生体分子の存在について、または前記２つの生体ユニットもしくは
生体分子の相互作用についての相関が統計的に分析および決定される。適切な統計分析ツ
ールは当業者に公知である。適切な統計ツールの非限定例としては、ブラベ－ピアソンに
よるまたはスピアマンによる共分散または相関係数の分析または決定が挙げられる。
【００９０】
　本発明の特定の態様では、前記生体ユニットまたは生体分子は、粒子にハイブリダイゼ
ーションにより結合する核酸であり、前記粒子は、工程（ｅ）におけるシークエンシング
のために使用される。
【００９１】
　本発明の特定の態様では、前記生体ユニットまたは生体分子は、粒子の表面に直接結合
するポリペプチド、ペプチド、またはタンパク質であり、前記粒子上の前記生体ユニット
または生体分子は、工程（ｅ）においてイムノアッセイにより検出される。
【００９２】
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　特定の実施形態では、本発明は、生物学的実体または細胞における、少なくとも２つの
生体ユニットまたは生体分子の検出のための方法であって、前記方法が、
　（ａ）有効範囲またはコンパートメントの中に、少なくとも２つの生体ユニットまたは
生体分子および前記生体ユニットまたは生体分子のためのストレージを含む少なくとも１
つの生物学的実体または細胞を捕捉または空間分離する工程と、
　（ｂ）場合によっては、生物学的実体または細胞から生体ユニットまたは生体分子を放
出させる工程と、
　（ｃ）生体ユニットまたは生体分子がストレージに結合することを可能にする工程と、
　（ｄ）ストレージ上の生体ユニットまたは生体分子を検出または同定する工程と
を含む方法を提供する。
【００９３】
　代替実施形態では、本発明は、生物学的実体または細胞における、２つの生体ユニット
または生体分子の相互作用の検出のための方法であって、前記方法が、
　（ａ）有効範囲またはコンパートメントの中に、少なくとも２つの生体ユニットまたは
生体分子および前記生体ユニットまたは生体分子のためのストレージを含む少なくとも１
つの生物学的実体または細胞を捕捉または空間分離する工程と、
　（ｂ）場合によっては、生物学的実体または細胞から生体ユニットまたは生体分子を放
出させる工程と、
　（ｃ）生体ユニットまたは生体分子がストレージに結合することを可能にする工程と、
　（ｄ）ストレージ上の生体ユニットまたは生体分子を検出または同定する工程と
を含む方法を提供する。
【００９４】
　他の実施形態では、本発明は、生物学的実体または細胞における、少なくとも２つの生
体ユニットまたは生体分子の検出のための方法であって、前記方法が、
　（ａ）有効範囲またはコンパートメントの中に、少なくとも２つの生体ユニットまたは
生体分子を含む少なくとも１つの生物学的実体または細胞を捕捉または空間分離する工程
であって、前記有効範囲またはコンパートメントがストレージでもある工程と、
　（ｂ）場合によっては、生物学的実体または細胞から生体ユニットまたは生体分子を放
出させる工程と、
　（ｃ）生体ユニットまたは生体分子がストレージに結合することを可能にする工程と、
　（ｄ）ストレージ上の生体ユニットまたは生体分子を検出または同定する工程と
を含む方法を提供する。
【００９５】
　他の実施形態では、本発明は、生物学的実体または細胞における、２つの生体ユニット
または生体分子の相互作用の検出のための方法であって、前記方法が、
　（ａ）有効範囲またはコンパートメントの中に、少なくとも２つの生体ユニットまたは
生体分子を含む少なくとも１つの生物学的実体または細胞を捕捉または空間分離する工程
であって、前記有効範囲またはコンパートメントがストレージでもある工程と、
　（ｂ）場合によっては、生物学的実体または細胞から生体ユニットまたは生体分子を放
出させる工程と、
　（ｃ）生体ユニットまたは生体分子がストレージに結合することを可能にする工程と、
　（ｄ）ストレージ上の生体ユニットまたは生体分子を検出または同定する工程と
を含む方法を提供する。
【００９６】
　前記少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子は、互いに相互作用しても、相互作
用しなくてもよい。前記生体ユニットまたは生体分子は、それぞれの生物学的実体、例え
ば細胞の中に存在するだけでよく、互いに直接相互作用しなくてもよい。しかしながら、
それらは、例えば特定の遺伝子の発現およびそれぞれのポリペプチドのその後の産生を誘
発する刺激など、共通の事象を介して連結することができる。前記生体ユニットまたは生
体分子は、互いに相互作用する生体ユニットまたは生体分子であってもよい。例としては



(27) JP 2013-545472 A 2013.12.26

10

20

30

40

50

、互いに結合するか、互いとまたは第３の分子を介して複合体を形成する２つのポリペプ
チドがある。別の例としては、多量体タンパク質（例えば、抗体などの免疫グロブリンの
可変重鎖および可変軽鎖）のサブユニットがある。
【００９７】
　少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子が互いに相互作用する場合、本発明によ
って提供される方法は、生物学的実体または細胞における、少なくとも２つの生体ユニッ
トまたは生体分子の相互作用の検出のための方法であって、前記方法が、
　（ａ）有効範囲またはコンパートメントの中に、少なくとも２つの相互作用する生体ユ
ニットまたは生体分子および前記生体ユニットまたは生体分子のためのストレージを含む
少なくとも１つの生物学的実体または細胞を捕捉または空間分離する工程と、
　（ｂ）生物学的実体または細胞から生体ユニットまたは生体分子を放出させる工程と、
　（ｃ）生体ユニットまたは生体分子がストレージに結合することを可能にする工程と、
　（ｄ）ストレージ上の生体ユニットまたは生体分子を検出または同定する工程と
を含む方法として言い直すことができる。
【００９８】
　あるいは、本発明は、生物学的実体または細胞における、少なくとも２つの生体ユニッ
トまたは生体分子の相互作用の検出のための方法であって、前記方法が、
　（ａ）有効範囲またはコンパートメントの中に、少なくとも２つの相互作用する生体ユ
ニットまたは生体分子および生体ユニット、生体分子、またはそれらの派生体を結合する
ことができる成分を含む少なくとも１つの生物学的実体または細胞を捕捉または空間分離
する工程と、
　（ｂ）生物学的実体または細胞から生体ユニットまたは生体分子を放出させる工程と、
　（ｃ）生体ユニットまたは生体分子が、生体ユニット、生体分子、またはそれらの派生
体を結合することができる成分に結合することを可能にする工程と、
　（ｄ）生体ユニット、生体分子、またはそれらの派生体を結合することができる成分上
の生体ユニットまたは生体分子を検出または同定する工程と
を含む方法を提供する。
【００９９】
　代替実施形態では、少なくとも２つの生体ユニットまたは生体分子が互いに相互作用す
る場合、本発明によって提供される方法は、生物学的実体または細胞における、少なくと
も２つの生体ユニットまたは生体分子の相互作用の検出のための方法であって、前記方法
が、
　（ａ）有効範囲またはコンパートメントの中に、少なくとも２つの相互作用する生体ユ
ニットまたは生体分子を含む少なくとも１つの生物学的実体または細胞を捕捉または空間
分離する工程であって、前記有効範囲またはコンパートメントがストレージでもある工程
と、
　（ｂ）生物学的実体または細胞から生体ユニットまたは生体分子を放出させる工程と、
　（ｃ）生体ユニットまたは生体分子が、生体ユニット、生体分子、またはそれらの派生
体を結合することができる成分に結合することを可能にする工程と、
　（ｄ）生体ユニット、生体分子、またはそれらの派生体を結合することができる成分上
の生体ユニットまたは派生体を検出または同定する工程と
を含む方法として言い直すことができる。
【０１００】
　この方法は、第１ライブラリーに含まれる生体ユニットまたは生体分子と第２ライブラ
リーに含まれる生体ユニットまたは生体分子との間の相互作用のスクリーニングに適合さ
せることができる。主として、例えば、所与の生体または細胞の中のタンパク質－タンパ
ク質相互作用をすべて同定することが可能である。
【０１０１】
　本発明の特定の実施形態では、特に、生体ユニットまたは生体分子がそれぞれのライブ
ラリーに含まれる場合に、ディスプレイ技術が、本発明の生体ユニットまたは生体分子を
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提示するために使用される。ファージディスプレイ技術およびリボソームディスプレイ技
術は、タンパク質、ポリペプチド、またはペプチドなどのタンパク質性の生体ユニットま
たは生体分子のディスプレイに特に有用である。
【０１０２】
　本明細書において上記のように、本発明を使用して、生体ユニットまたは生体分子の第
２ライブラリーに対して、生体ユニットまたは生体分子の第１ライブラリーをスクリーニ
ングすることができる。これは、第１ライブラリーの生体ユニットまたは生体分子と第２
ライブラリーの生体ユニットまたは生体分子との間のすべての相互作用の同定に導く。
【０１０３】
　このようなライブラリー対ライブラリー手法の別の適用は、両方が共通のターゲットタ
ンパク質に結合する２つの生体ユニットまたは生体分子の同定である。そのように同定さ
れた生体ユニットまたは生体分子は、同じターゲット分子であるが、前記ターゲット分子
の異なるエピトープに結合することになる。そのような生体ユニットまたは生体分子のそ
れぞれの対は、例えば、ＥＬＩＳＡアッセイに有用である。実験的には、タグを含むター
ゲット分子を、２つのライブラリー、例えばファージディスプレイライブラリーとともに
、前記ライブラリーのメンバーが前記ターゲット分子に結合することを可能にする条件で
インキュベートする。ターゲット分子と、前記ターゲットに結合する、前記ライブラリー
のファージディスプレイメンバーとを含む複合体は、ビーズに親和性を有する前記ターゲ
ット分子上のタグを介して単離される。本発明に記載のさらなる処理は、ターゲット分子
に同時に、すなわち同時かつ互いに干渉することなく、結合する２つの生体ユニットまた
は生体分子の同定に導くことになる。本発明で唯一可能となる、高い冗長性およびハイス
ループットにより、従来技術の同様の実験で同定されることが極めて多い、非特異的また
は粘着性バインダーの同定の問題が解決される。
【０１０４】
　ライブラリー対ライブラリー手法の別の適用は、酵素の１つのイソ酵素形態にのみ相互
作用または結合する生体ユニットまたは生体分子の同定である。例えば、生体ユニットま
たは生体分子の第１ライブラリーを、所与の酵素の第１のアイソフォームとインキュベー
トする。次いで、生体ユニットまたは生体分子の第２ライブラリーを前記酵素の第２のア
イソフォームとインキュベートする。ここで前記第２ライブラリーのメンバーはタグを含
む。次いで、第１ライブラリーが第２ライブラリーより過剰に存在するように、２つのラ
イブラリーを混合する。次に、タグに親和性を有するビーズを加えて、第１のアイソフォ
ームには結合せずに第２のアイソフォームにのみ結合するファージを単離する。
【０１０５】
　ライブラリー対ライブラリー手法の別の適用は、細菌、例えば様々な種または亜種の細
菌の混合集団に対する抗体ライブラリーのスクリーニングである。細菌の集団を抗体ライ
ブラリーと混合する。ここで、それぞれの抗体はＤＮＡタグを含む。ＤＮＡタグを介して
抗体－細菌複合体を単離する。単離された細菌は、その１６ＳｒＲＮＡまたは細菌の遺伝
子同定に適した任意の他の配列のシークエンシングにより同定することができる。これは
、混合集団から単離された特定の細菌に特異的な抗体の同定に導くことになり、同時に、
細菌の種および亜種についての情報を収集することができる。
【０１０６】
　この方法の他の使用には、酵母ツーハイブリッド及び酵母スリーハイブリッド用途での
使用がある。統計的に意味のあるデータ分析を可能にする、高度に並行形態の本発明の技
術に大きな利点がある。本発明の方法の文脈中で使用することができる他の適切な技術と
しては、ＳＩＰ技術（自己感染性ファージ）、ＰＣＡ（タンパク質相補性アッセイ）、ま
たはタンパク質－タンパク質、若しくはタンパク質－リガンドの相互作用、例えば病原体
－宿主、宿主－共生体、もしくは宿主－寄生体の相互作用の同定に適した他の技術がある
。
【０１０７】
　さらに、本発明を使用して、同時に、例えば特定の刺激または環境における特定の条件



(29) JP 2013-545472 A 2013.12.26

10

20

30

40

50

の変化に応答して、発現される遺伝子を同定することができる。そのような分析は、定性
的または定量的に実施することができる。定量的分析は、本発明が使用することができる
高度な並行形態によって可能である。
【０１０８】
　分析される細胞または他の生物学的実体は、癌細胞であっても、特定の病原体に感染し
た細胞であっても、特定の医薬品で処理された細胞であってもよい。本発明の方法で検出
することができる事象としては、遺伝子またはポリペプチドの共発現、例えば感染に応答
した特定遺伝子の発現の検出、細胞の抵抗性パターン、異なる組織における細胞の差次的
発現が挙げられる。
【０１０９】
　さらに本発明を使用して、Ｂ細胞などの細胞、組織、または生体のイムノームを同定し
かつ特徴づけることができる。具体的には、免疫グロブリンのいずれの可変重鎖がいずれ
の可変軽鎖と対になるかを同定することが可能である。この情報を使用して、生体の免疫
レパートリーを特徴づけることができる。さらに、このような情報を使用して、健常患者
の免疫レパートリーを病人または感染患者の免疫レパートリーと比較することができる（
図２を参照のこと）。
【０１１０】
　さらに、本発明を使用して、経路を同定、精査、および特徴づけることができる。所与
の経路にある２つ以上の遺伝子の定量的シークエンシングは、例えば薬物ライブラリーの
作用様式を評価するための標準として使用することができる。薬物の効果は、転写物の定
量により直接測定することができる。レポーター遺伝子による間接的かつ不正確な定量は
必要ではない。
【０１１１】
　さらに、本発明を使用して、核酸シークエンシングに関連した困難および落とし穴を克
服することができる。明らかに、本発明は、ハイスループットかつ高度な並行シークエン
シングの利点を提供する。これは、全ゲノム、イムノーム、またはＳＮＰ（一塩基多型）
の分析など、高度に複雑な配列集団の生成を可能にする。さらに、本発明の中ですでに論
述されているように、前処理対後処理、健常対病人、または比較する必要のある核酸分子
の任意の他のプールなど、核酸分子の異なる集団を比較することが可能である。
【０１１２】
　本発明はまた、読み取りの長さにおける標準シークエンシング技術の能力に限界がある
という問題点を克服する。それぞれのハイブリダイゼーションプライマーを使用すること
により、あるいはシークエンシングされる遺伝子の公知の配列ストレッチを代替的に使用
することにより、両末端からそれぞれの核酸分子をシークエンシングし、それによって共
通の読み取り長を基本的に再現することが可能になる（図５を参照のこと）。
【０１１３】
　本発明の別の可能性は、酵素鎖の同定および特徴づけである。細胞に２つの異なるプラ
スミドを形質移入する：プラスミド＃１はタグ＃１を含む酵素＃１をコードし、プラスミ
ド＃２はタグ＃２を含む酵素＃２をコードする。有効範囲またはコンパートメントの中に
細胞を捕捉または空間分離して溶解する。次いで、両方のタグ、すなわちタグ＃１および
タグ＃２に対して特異性を有するビーズを使用して、それぞれの酵素を捕捉する。次いで
ビーズについて酵素活性を試験する。例えば、酵素＃１の基質を加え、その基質を酵素＃
１によりそれぞれの第１生成物に変換する。この第１生成物を直接検出することができな
い場合には、別の検出可能な、酵素＃２による生成物にさらに変換することができる。す
なわち、第１の酵素反応の生成物は、第２の酵素反応のための遊離体になり、最終生成物
が検出可能な、例えば蛍光物質になる。さらに、この方法の変法を使用して、天然または
合成の補酵素の同定、細胞内のイソ酵素の検出および／またはイソ酵素比の定量、補因子
、補酵素、もしくはアロステリック阻害物質などの阻害物質の同定を行うことができる。
【０１１４】
　本発明の他の可能性として、試料または患者のＭＨＣアイソタイプの決定、または特定
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の性質を有するＭＨＣ反応性抗体、例えばＴ細胞応答を抑制または促進するＭＨＣ反応性
抗体の同定を目的とするＭＨＣスクリーニングなど、ＭＨＣに関する検討が挙げられる。
【０１１５】
　本発明のさらに他の用途は、ＤＮＡまたはＲＮＡなどの核酸、プロモーター、アクチベ
ーター、サイレンサー、または調節エレメントなどの任意の他の因子の結合モチーフの決
定および特徴づけに関するものである。これには、遺伝子療法などのｓｉＲＮＡベースの
介入のための結合モチーフのスクリーニングが含まれる。他の関連する使用は、アプタマ
ースクリーニングに関するものである。
【０１１６】
　本発明のさらに他の用途は、目的の所与の分子のターゲット分子、例えばターゲットタ
ンパク質の同定に関するものである。さらに、公知の相互作用に対する分子の効果、例え
ば、患者の第１ポリペプチドと第２ポリペプチドの間の公知の相互作用に対して、特定の
化合物が有する効果を研究することも可能である。
【０１１７】
　本発明のさらに他の用途は、卵母細胞または精細胞などの生殖細胞の分析に関するもの
である。これには、例えば胚の性別の判定または遺伝的素因に関する判定を目的とした、
１つまたは複数の遺伝子または１つまたは複数の対立遺伝子の同定が含まれる。
【０１１８】
　本発明のさらに他の用途は、一般に、阻害物質、誘導物質、変異、または観察されるも
しくは観察を目的とする特定の効果を誘発するかまたはそれに関連する任意の他の変化の
同定に関するものである。
【０１１９】
　本発明の方法は、種々のタイプのアッセイ、例えばイムノアッセイに組み込むことがで
きる。したがって、特定の態様では、本発明は、本発明の方法のいずれかを組み込むかま
たは利用するアッセイ、例えばイムノアッセイを提供する。
【０１２０】
　特定の態様では、本発明は、本発明の方法またはイムノアッセイを実施するための装置
を提供する。
【０１２１】
　特定の態様では、本発明は、本発明の方法またはイムノアッセイを実施するための装置
および説明書を含むキットを提供する。
【０１２２】
　さらに他の態様では、本発明の方法は、特定の情報、製品、または後に続く種々の方法
のためにそれら自体使用することができる特定の製品についての情報を提供する。
【０１２３】
　本発明が提供する方法は、数多くの用途に適合させることができる。
【０１２４】
　特定の態様では、本発明は、細胞における、２つ以上の生体分子の検出のための方法を
提供する。前記細胞を、検出される生体分子が同じ細胞に由来するという情報を保持させ
るために分離する。特定の態様では、前記生体分子の派生体を生成させることが好ましい
。本発明の特定の態様では、前記細胞中に検出される生体分子は、前記細胞中で互いに相
互作用する。後者の態様に対する例としては、多量体酵素のサブユニット、例えば免疫グ
ロブリンまたはその断片の重鎖ポリペプチドおよび軽鎖ポリペプチドの検出がある。
【０１２５】
　任意の生体分子をこの方法で検出することができる。好ましい生体分子は、ペプチド、
ポリペプチド、およびタンパク質などのポリペプチド性生体分子、ならびにリボ核酸また
はデオキシリボ核酸などの核酸である。本発明による典型的な派生体は、逆転写（ｔｒａ
ｎｓｃｒｉｂｉｎ）ＲＮＡ分子、例えばｍＲＮＡにより調製されるｃＤＮＡ分子である。
これにより、検出することができる、極めて安定な分子がもたらされるだけでなく、同時
に、検出される生体分子または派生体のコピー数を増加させるために、例えばＰＣＲによ
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りその分子を増幅し、それによってそれぞれの方法の感度を増大させることができる。こ
れは、生体分子またはその派生体を結合し、それによってその後の分析および検出のため
にコンパートメントの中に生体分子または派生体を保持することができる成分によりさら
に容易になる。
【０１２６】
　本発明のこの態様に含まれる例としては、例えばＢ細胞における、抗体の重鎖および軽
鎖をコードする核酸の検出が挙げられる。成熟Ｂ細胞は、１つの抗体種を生成し、それに
よって大量の各自のｍＲＮＡを生成する。多数のＢ細胞（例えば、特定のタイプの疾患ま
たは障害を有する患者のＢ細胞の代表的な大集団）における、重鎖および軽鎖をコードす
るｍＲＮＡの検出によって、いずれの重鎖ｍＲＮＡおよびいずれの軽鎖ｍＲＮＡがそのよ
うな細胞によって生成されるかについての情報が提供されるだけでなく、個々それぞれの
Ｂ細胞において、抗体のいずれの重鎖がいずれの軽鎖と対になるかについての価値ある情
報も提供される。これは、直接デノボ合成し、それぞれの抗体について、効果、例えば治
療効果を試験するための理論的根拠を提供する。
【０１２７】
　同様に、任意の他のｍＲＮＡ分子も、同じ手法により検出することができる。本発明の
方法で達成することができるハイスループットにより、調査される特定の疾患、障害、ま
たは任意の他の症状と特定のｍＲＮＡの出現を関連づけることを可能にする統計分析を使
用することができる。したがって、この方法は、そのような疾患、障害、または症状のた
めのバイオマーカーの同定に適している。
【０１２８】
　そのようなバイオマーカーが既知の場合、本発明を使用して、任意の所与の試料、例え
ば、喀痰、唾液、髄液、血液、または任意の他の体液など、患者から得られる試料の中の
そのようなバイオマーカーの出現または存在を同定することができる。この方法のハイス
ループットにより、そのような試料中の特定のバイオマーカーの存在を定量することが可
能になる。例えば、特定の疾患では、特定のバイオマーカーを保持する細胞の数、すなわ
ち全細胞数の中の割合を理解することが重要である。そのような情報は、癌など数多くの
疾患の病期分類およびモニタリングの基礎になり、使用される治療に直接関係する。
【０１２９】
　共出現するｍＲＮＡ種細胞の検出の他の用途は、当業者には、自ずと明らかであろう。
【０１３０】
　本発明はまた、細胞における２つ以上のＤＮＡ種の検出を提供する。例えば、第１のＤ
ＮＡ種を第１の遺伝子または遺伝子断片とすることができ、第２のＤＮＡ種を第２の遺伝
子または遺伝子断片とすることができる。そのような遺伝子断片は、一塩基多型（ＳＮＰ
）であっても他のゲノムマーカーであってもよい。したがって、本発明によれば、２つ以
上のＳＮＰまたは他のゲノムマーカーの出現を検出することができる。多数のマーカーを
検出する場合、本発明は、患者からの試料など、任意の所与の試料におけるＤＮＡ試料を
同時にスクリーニング、検出、または特徴づけるための方法を提供する。したがって、本
発明の方法は、遺伝物質を特徴づけるための便利な方法を提供する。そのような情報は、
診断および医療分野に有用である。例えば、特定の抵抗性マーカーの検出は、異なる治療
オプションについて決定する際に価値あるパラメーターとなる。多くの白血病およびリン
パ腫では、そのような抵抗性マーカーのパーセントが時間経過とともに増加する。したが
って、本発明の方法は、前記抵抗性マーカーを定量し、それによって適切な治療オプショ
ンを指示する価値あるツールを提供する。Ｔ細胞受容体、補体、免疫系の他の可変部分、
または遺伝子モザイクの特徴づけなど、特定の遺伝子の編成または再編成の特徴づけおよ
び定量を含む、同様の他の使用が可能である。
【０１３１】
　他の態様では、本発明の方法を使用して、ＤＮＡメチル化パターンの検出および特徴づ
けを行うことができる。そのようなメチル化パターンもまた、疾患進行および治療オプシ
ョンのための価値あるマーカーとなる。
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【０１３２】
　本発明はまた、細胞における２つ以上のペプチド、ポリペプチド、またはタンパク質の
検出を提供する。本明細書において上記されているように、ペプチド、ポリペプチド、お
よびタンパク質もまた、特定の疾患、障害、症状、または特定の病期のための指標となる
。したがって、２つ以上のペプチド、ポリペプチド、またはタンパク質の同時検出もまた
、多くの用途のための価値あるツールとなる。
【０１３３】
　特定の実施形態では、本発明は、２つ以上の生体分子の相互作用を検出するための方法
を提供する。特定の態様では、前記生体分子の相互作用が細胞の中に存在する。他の態様
では、前記生体分子の相互作用が、細胞外部に、細胞表面上に、または無細胞環境中に存
在する。図２にいくつかのシナリオを示す。例えば、本発明の方法を使用して、細胞－細
胞相互作用、抗体－抗原相互作用、例えば、ファージディスプレイライブラリーと抗原と
の相互作用、または細胞とホルモン、増殖因子、または他の分子などの他の生体分子との
相互作用を検出および同定することができる。
【実施例】
【０１３４】
実施例１：ストレージおよびバインダーのカップリング
　シークエンシングビーズは、特定配列（これ以降、配列Ａ）の小型アダプター連結一本
鎖ＤＮＡ断片を含有する。代表的なビーズは、４５４　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（現
在、Ｒｏｃｈｅの子会社）製のシステムによるシークエンシングのために購入することが
できるものである。あるいは、任意の他のビーズを購入して、特定配列のＤＮＡ断片を負
荷することができる。小型アダプター連結一本鎖ＤＮＡ断片を負荷されたそのようなビー
ズは、ストレージとして役立つ。
【０１３５】
　バインダーとして、シークエンシングビーズ（配列Ａ’）のＤＮＡ断片に相補的なＤＮ
Ａ断片（配列Ａ）を、そのＣ末端またはそのＮ末端に含む抗体を使用する。そのような抗
体は市販されているか、またはデノボ生成することができる。この実施例では、Ｂ細胞に
特異的な抗体を使用する。これにより、選択の抗体（ここでは、Ｂ細胞に特異的な抗体）
を保持および提示するビーズが生じる。そのような抗体負荷ビーズの生成は図６に示され
る。
【０１３６】
実施例２：生物学的実体の捕捉
　この実施例では、特定の病原体に感染したか、特定の疾患または障害を有する個体のＢ
細胞を、実施例１から得られたビーズに捕捉する。実施例１で生成したビーズは、Ｂ細胞
に特異的であり、したがって、適切な条件でインキュベートすると試料のＢ細胞に結合す
る。これは確率過程であるので、種々の生成物、すなわち、空のビーズ、１つのＢ細胞を
結合するビーズ、２つ以上のＢ細胞を結合するビーズ、単独Ｂ細胞（いかなるビーズにも
捕捉されなかったＢ細胞）が形成されうる。この工程は図７に示される。
【０１３７】
実施例３：有効範囲またはコンパートメントの生成
　捕捉された生物学的実体を含むビーズを、遠心分離によりピコタイタープレートのキャ
ビティーに充填する。キャビティーのサイズにより、それぞれのキャビティーは１つ以下
のビーズを含有することができる。これもまた確率過程であるので、以下のシナリオが起
こりうる：（１）キャビティーは、１つの細胞を有するビーズを含有する、（２）キャビ
ティーは、２つ以上の細胞を有するビーズを含有する、（３）キャビティーは、１つまた
は複数の細胞を含有するが、ビーズを含有しない、そして（４）キャビティーは空である
。この工程は図８に示される。
【０１３８】
　キャビティーをビーズで充填した後、ピコタイタープレートを洗浄して、ＰＣＲ混合物
を加える（詳細は、実施例４を参照のこと）。蓋を加えて、有効範囲またはコンパートメ



(33) JP 2013-545472 A 2013.12.26

10

20

30

40

50

ントを生成する。ビーズ、ピコタイタープレートの壁、または蓋はいずれも、ストレージ
として役立ちうる。
【０１３９】
　次に、生体ユニットまたは生体分子を生物学的実体から放出させる。これは、９５℃で
細胞を溶解することにより達成される。細胞は破裂し、生体ユニットまたは生体分子が放
出されることになる。さらに、抗体はビーズから分離し、シークエンシング反応に利用可
能になる。本実施例の生体ユニットまたは生体分子は、２つの遺伝子、より具体的には、
抗体の可変重鎖をコードする１つの遺伝子（遺伝子１）および同じ抗体の可変軽鎖をコー
ドする遺伝子（遺伝子２）である。
【０１４０】
実施例４：生体ユニットまたは生体分子のストレージへの結合および増幅
　実施例１で概説したように、ビーズは、抗体上の配列Ａ’に相補的な配列Ａを含有する
。ＡとＡ’との間のまったく同じ相補性を、本実施例の生体ユニットまたは生体分子のス
トレージへの結合において使用する。
【０１４１】
　実施例３で加えられたＰＣＲ混合物は、遺伝子１の順方向プライマー（Ｐ１）、遺伝子
１の逆方向プライマー（Ｒ１）、遺伝子２の順方向プライマー（Ｐ２）、および遺伝子２
の逆方向プライマー（Ｒ２）を含む。
【０１４２】
　プライマーＰ１は、以下の３つの領域を含有する：
　－配列Ａ’、ビーズ上の配列に相補的である、
　－配列Ｃ’、後にシークエンシングのために使用される、
　－配列Ｘ’、遺伝子１の配列Ｘに相補的である。
　プライマーＲ１は、遺伝子１の領域Ｒ１’に相補的である。
　ピコタイタープレートのキャビティーにおけるＰＣＲ増幅は、生成物Ａ－Ｃ－Ｘ－遺伝
子１－Ｒ１をもたらす。
【０１４３】
　プライマーＰ２は以下の３つの領域を含有する：
　－配列Ａ’、ビーズ上の配列に相補的である、
　－配列Ｄ’、後にシークエンシングのために使用される、
　－配列Ｙ’、遺伝子２の配列Ｙに相補的である。
　プライマーＲ２は、遺伝子２の領域Ｒ２’に相補的である。
　ピコタイタープレートのキャビティーにおけるＰＣＲ増幅は、生成物Ａ－Ｄ－Ｙ－遺伝
子２－Ｒ２をもたらす。
【０１４４】
　この工程は、図９、１０および１１に示される。
【０１４５】
実施例５：生体ユニットまたは生体分子の検出
　遺伝子１の領域Ｃに相補的なシークエンシングプライマーＣ’を使用して、標準シーク
エンシング反応を実施する。核酸鎖全体の核酸配列は、標準技術、例えば４５４シークエ
ンサーによるピロシークエンシングを用いて決定する。同様に、遺伝子２は、遺伝子２の
領域Ｄに相補的なプライマーＤ’を利用してシークエンシングする。
【０１４６】
　この工程は図１２に示される。
【０１４７】
実施例６：２つ以上の生物学的実体または細胞を含むキャビティーからの配列データの除
去
　実施例３に記載のように、キャビティーは、２つ以上の細胞を有するビーズを含有する
可能性がある。そのようなキャビティーは、シークエンシングが混合したシグナル、すな
わち、異なる配列の２つまたはそれ以上の核酸分子に由来するシグナルを伝えることにな
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るので、容易に解釈することができないシークエンシングデータ（実施例４）を生成する
ことになる。そのようなキャビティーは、シークエンシングのために使用されるプライマ
ーに較正配列を挿入することにより同定することができる。較正配列は、配列Ａ’、すな
わちビーズ上の配列に相補的なプライマーの一部と、遺伝子１（遺伝子２）の配列Ｘ（Ｙ
）に相補的な配列Ｘ’（またはＹ’）との間に位置する。その最も簡単な形態では、較正
配列は単に４つの異なるヌクレオチドＡ、Ｃ、Ｇ、およびＴを含有するものである。しか
しながら、それはまた、任意の順序で追加の重複性ヌクレオチドを含みうるが、４つのヌ
クレオチドのそれぞれは、較正配列内に少なくとも１回存在することが好ましい。
【０１４８】
　シークエンシング中、各核酸分子は、個々の分子がその後に異なる遺伝子を保持しても
、すなわちＰＣＲ混合物中に異なる遺伝子Ｘがあっても、同じ較正配列で始まる。キャビ
ティーが２つ以上の細胞を有するビーズを含有する場合、この状況が起こることになる。
【０１４９】
　その後のシークエンシング過程では、シグナルは較正配列で得られたものと異なるので
、そのようなキャビティーは同定することができる。すなわち、シークエンシングシグナ
ルは較正配列で得られるものより低下することになり、かつ混合したシグナルになる。す
なわち、２つ以上のヌクレオチドに対するシグナルが得られることになるそのようなキャ
ビティーを同定し、更なる分析を免除することができる。この方法は図１３に示される。
【０１５０】
実施例７：油中エマルション
　本発明の方法はまた、ピコタイタープレートを使用するのではなく、油中水型エマルシ
ョンを使用して実行することができる。そのために、実施例１および２を、本明細書で上
記したように実施する。実施例３を続ける代わりに、油エマルションを調製する。水滴は
、細胞およびＰＣＲ混合物を有するビーズを含む。水と油の間の相境界は、有効範囲を生
成し画定する。図１４を参照されたい。生体ユニットまたは生体分子のストレージへの結
合、増幅、および検出は、実施例４および５に記載のように実施する。標準ＰＣＲの代わ
りに、エマルションＰＣＲを実施する。この実施形態はまた、較正配列を用いて実行する
ことができる（実施例６を参照のこと）。
【０１５１】
実施例８：ライブラリー対ライブラリスクリーニング
　この実施例では、第２ライブラリーに対して第１ライブラリーをスクリーニングするた
めの技術的手法を記載する。それによって、第１ライブラリーに含有される生体ユニット
または生体分子と第２ライブラリーに含有される生体ユニットまたは生体分子との間のす
べての相互作用を同定することが可能である。
【０１５２】
　第１ファージライブラリーは遺伝子ライブラリーを含み、このライブラリーの遺伝子を
コードする核酸はそれぞれ少なくとも以下の３つの領域を含有する：
　－配列Ｃ、後にシークエンシングのために使用される、
　－配列Ｘ、ライブラリーの遺伝子Ｘをコードする、
　－配列Ｒ１、これも後にシークエンシングのために使用される。
【０１５３】
　第１ライブラリーのファージはまた、その表面上にタグを含有する。このタグは、任意
の実体、好ましくは、そのようなタグを保持するファージを捕捉および単離するために使
用することができるペプチド配列であってよい。そのようなタグは、それぞれの抗体によ
り認識される任意のエピトープであってよい。この抗体は、シークエンシングビーズ上の
ＤＮＡ断片（配列Ａ’）に相補的なＤＮＡ断片ＡをそのＣ末端に含む。詳細については、
実施例１を参照されたい。
【０１５４】
　第２ファージライブラリーは遺伝子ライブラリーを含み、このライブラリーの遺伝子を
コードする核酸はそれぞれ少なくとも以下の３つの領域を含有する：
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　－配列Ｄ、後にシークエンシングのために使用される、
　－配列Ｙ、ライブラリーの遺伝子Ｙをコードする、
　－配列Ｒ２、これも後にシークエンシングのために使用される。
【０１５５】
　第１の工程では、目的の遺伝子産物を発現する２つのファージライブラリーを、第１ラ
イブラリーの遺伝子産物と第２ライブラリーの遺伝子産物との間の相互作用の形成を可能
にする条件下で混合する。それぞれのファージ対を形成させた後、第１ファージライブラ
リー上に提示されたタグに対して特異性を有する抗体を加える。そのＣ末端配列を介して
、この抗体は、ビーズ上の対応する配列に結合し、それによって、ビーズ、抗体、および
２つのファージを含む複合体が形成されることになる。しかしながら、これは確率過程で
あるので、以下の種々の生成物が形成されうる（抗体は、単に技術的なビヒクルとして使
用するので、載せていない）：（１）空のビーズ、（２）第１ライブラリーのファージを
含有するビーズ、（３）第１ライブラリーのファージおよび第２ライブラリーのファージ
を含有するビーズ、および（４）第１ライブラリーの２つ以上のファージおよび／または
第２ライブラリーの２つ以上のファージを含有するビーズ。
【０１５６】
　ＰＣＲシークエンシングは、遺伝子Ｘに対するプライマーＰ１およびＲ１ならびに遺伝
子Ｙに対するプライマーＰ２およびＲ２を利用して実施する。プライマーＰ１は以下の２
つの領域を含有する：ビーズ上の配列に相補的な配列Ａ’、および配列Ｃ。プライマーＲ
１は、配列Ｒ１に相補的な配列Ｒ１’を含有する。プライマーＰ２は以下の２つの領域を
含有する：ビーズ上の配列に相補的な配列Ａ’、および配列Ｄ。プライマーＲ２は、配列
Ｒ２に相補的な配列Ｒ２’を含有する。
【０１５７】
　以下の配列が、上記に列挙した形成生成物に応じて、得られることになる：
　ケース（１）空のビーズ：シグナルなし、すなわち配列なし、
　ケース（２）ビーズ＋ファージ１：適正な配列であるが、第１ライブラリーのファージ
に対してのみ、すなわち相互作用パートナーはなし、
　ケース（３）ビーズ＋ファージ１および２：２つの相互作用するポリペプチドの適正な
配列
　ケース（４）数個のファージを有するビーズ：混合したシグナル、解釈は可能でない。
【０１５８】
　図１５に、ライブラリー対ライブラリーのスクリーニング手法を概説する。
【０１５９】
実施例９：酵母ツーハイブリッド（Ｙ２Ｈ）システムの改善
　酵母ツーハイブリッドシステム（Ｆｉｅｌｄｓ　＆　Ｓｏｎｇ，Ｎａｔｕｒｅ（１９８
９），３４０，２４５－６）は、相互作用するタンパク質の同定に使用される。鍵となる
原理は以下のとおりである。原論文の転写因子の一部ＧＡＬ４－ＢＤを、レポーター酵母
株（ＵＡＳプロモーター（インタクトなＧＡＬタンパク質により活性化される）の上流に
ｌａｃＺを含有する）において、あるタンパク質に融合し（いわゆるベイト）、このレポ
ーター酵母を、ＧＡＬ４－ＡＤと命名された、ＧＡＬタンパク質の２つの第２ドメインに
融合された潜在的な相互作用パートナーのライブラリー（いわゆるプレイライブラリー）
で形質転換する。プレイとベイトタンパク質が相互作用すると、機能的なＧＡＬタンパク
質が組み立てられ、ｌａｃＺの転写が起こって、増殖寒天に加えられたＸ－ｇａｌ（５－
ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－β－Ｄ－ガラクトシド）の青い沈澱物が放出され
る。青いコロニーを採集し、プレイ配列を分析して、ベイト配列に対する潜在的な相互作
用パートナーとして同定する。改善された方法では、Ｊｏｕｎｇら（ＰＮＡＳ（２０００
）９７，７３８２－７）は、ＨＩＳ３遺伝子の産物により付与されるスペクチノマイシン
抵抗性に基づいたレポーターシステムを開発した。本発明内に記載の方法は、この方法を
著しく改善することになる。記載の方法は、酵母ツーハイブリッドライブラリー対ライブ
ラリーを、ハイスループットで、かつこれまでにないようなシグナル対バックグラウンド
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転換し、かつこのライブラリーをプレイライブラリーと同時形質転換する。次いで、正の
選択システム、例えばＪｏｕｎｇらが記載のシステムを適用する（例えば、液体培養中で
）。それぞれのプレイ／ベイト対合を維持しながら、酵母細胞を単離し、シークエンシン
グする。
【０１６０】
　ベイトライブラリーは、例えば、ＨＩＳ３遺伝子がＵＡＳプロモーターの制御下にある
酵母の中の遺伝子ライブラリーを含み、このライブラリーの遺伝子をコードする核酸はそ
れぞれ、少なくとも以下の３つの領域を含有する：
　－配列Ｃ、後にシークエンシングのために使用される、
　－配列Ｘ、それぞれのベイト調節配列部分、例えば（ＧＡＬ４－ＢＤ）に融合した、ラ
イブラリーの遺伝子Ｘをコードする、
　－配列Ｒ１、これも後にシークエンシングのために使用される。
【０１６１】
　第２ライブラリー（プラスミドコード）はプレイ遺伝子ライブラリーをコードし、この
ライブラリーの遺伝子をコードする核酸はそれぞれ、少なくとも以下の３つの領域を含有
する：
　－配列Ｄ、後にシークエンシングのために使用される、
　－配列Ｙ、転写因子の相補性部分（例えばＧＡＬ４－ＡＤ）に融合した、ライブラリー
の遺伝子Ｙをコードする、および
　－配列Ｒ２、これも後にシークエンシングのために使用される。
【０１６２】
　酵母ベイトライブラリーを、プレイライブラリーと同時形質転換し、それぞれの正の選
択条件下（例えば、スペクチノマイシンの存在下）で増殖させる。増殖する酵母細胞を、
限界稀釈手法を使用してビーズ上に固定する。ＰＣＲシークエンシングは、遺伝子Ｘに対
するプライマーＰ１およびＲ１ならびに遺伝子Ｙに対するプライマーＰ２およびＲ２を利
用して実施する。プライマーＰ１は以下の２つの領域を含有する：ビーズ上の配列に相補
的な配列Ａ’、および配列Ｃ。プライマーＲ１は、配列Ｒ１に相補的な配列Ｒ１’を含有
する。プライマーＰ２は以下の２つの領域を含有する：ビーズ上の配列に相補的な配列Ａ
’、および配列Ｄ。プライマーＲ２は、配列Ｒ２に相補的な配列Ｒ２’を含有する。
【０１６３】
　以下の配列が、上記に列挙した形成生成物に応じて、得られることになる：
　ケース（１）空のビーズ：シグナルなし、すなわち配列なし、
　ケース（２）ビーズ＋ベイト酵母：適正な配列であるが、ベイトに対してのみであり、
偽陽性は正の選択圧により起こらないはずである、
　ケース（３）ビーズ＋ベイトおよびプレイ：２つの相互作用するポリペプチドの適正な
配列、
　ケース（４）数個のプレイ配列を有するビーズ：おそらく２つ以上の酵母を固定化した
ことに起因する。
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【手続補正書】
【提出日】平成24年7月20日(2012.7.20)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　２つ以上の核酸を検出するための方法において、前記方法が、
　（ａ）前記核酸を含む細胞を含む試料を準備する工程と、
　（ｂ）前記核酸の派生体を結合することができる成分を含むコンパートメントの中に前
記細胞を空間分離する工程と、
　（ｃ）前記細胞から前記核酸を放出させる工程と、
　（ｄ）前記核酸の派生体を生成させる工程と、
　（ｅ）前記核酸の派生体が、前記核酸の派生体を結合することができる成分に結合する
ことを可能にする工程と、
　（ｆ）前記核酸の派生体を検出または同定する工程と
を含み、前記試料が少なくとも１０３の細胞を含み、前記成分が固相粒子であり、かつ前
記細胞のそれぞれにおいて、少なくとも２つの核酸が検出されることを特徴とする方法。
【請求項２】
　請求項１に記載の方法において、前記核酸のそれぞれが、多量体のタンパク質または酵
素の一部であるポリペプチドをコードすることを特徴とする方法。
【請求項３】
　請求項２に記載の方法において、前記多量体タンパク質が、免疫グロブリンまたはその
機能性断片であることを特徴とする方法。
【請求項４】
　請求項１乃至３の何れか１項に記載の方法において、前記生体分子が、免疫グロブリン
またはその機能性断片の可変重鎖および可変軽鎖をコードする遺伝子であることを特徴と
する方法。
【請求項５】
　請求項１乃至４の何れか１項に記載の方法において、前記試料が、血液、骨髄、腫瘍、
単一細胞生物、原核生物、または体液であるか、またはそれらに由来することを特徴とす
る方法。
【請求項６】
　請求項５に記載の方法において、前記試料が患者に由来する試料であり、前記患者が健
常患者、免疫患者、感染患者、または疾患もしくは障害を有する患者であることを特徴と
する方法。
【請求項７】
　請求項１乃至６の何れか１項に記載の方法において、前記細胞が単一Ｂ細胞などの単一
細胞であることを特徴とする方法。
【請求項８】
　請求項１乃至７の何れか１項に記載の方法において、前記コンパートメントが、キャビ
ティー、ウェル、エマルション、相境界システム、疎水性スポット、粒子、物理力、また
は化学的架橋により形成されることを特徴とする方法。
【請求項９】
　請求項８に記載の方法において、前記相境界が、空気中の水滴のように水と気体の間の
相分離によって、または油中の水滴のように水と液体の間の相分離によって、またマイク
ロタイタープレート中の水滴のように水と固相の間の相分離によって実現されることを特
徴とする方法。
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【請求項１０】
　請求項８に記載の方法において、前記キャビティーまたは前記ウェルが、マイクロタイ
タープレート、ピコタイタープレート、または微小構造基材の上のキャビティーであるこ
とを特徴とする方法。
【請求項１１】
　請求項８に記載の方法において、前記エマルションが、油中水型または水中油型のエマ
ルションであることを特徴とする方法。
【請求項１２】
　請求項８に記載の方法において、前記粒子が、シリカ、ガラス、アガロース、ポリマー
、金属酸化物、またはそれらの複合物からなることを特徴とする方法。
【請求項１３】
　請求項８に記載の方法において、前記物理力が、静電力、電流力、誘電泳動力、電磁力
、磁気、光学、温度、または密度効果であることを特徴とする方法。
【請求項１４】
　請求項１乃至１３の何れか１項に記載の方法において、前記核酸の派生体を結合するこ
とができる前記成分が、ビーズ、スライドガラス、マイクロタイタープレート、ピコタイ
タープレート、または前述のいずれかの蓋であることを特徴とする方法。
【請求項１５】
　請求項１乃至１４の何れか１項に記載の方法において、工程（ｃ）が化学的または物理
的条件の変化により行われることを特徴とする方法。
【請求項１６】
　請求項１５に記載の方法において、化学的条件の前記変化が、ｐＨ変化、塩濃度の変化
、酵素の添加、細胞溶解剤の添加であることを特徴とする方法。
【請求項１７】
　請求項１５に記載の方法において、物理的条件の前記変化が、加熱、凍結、電場、磁場
または誘電場の印加、剪断力または遠心力、機械的変形、弛緩、超音波または任意の物理
的な破断作用であることを特徴とする方法。
【請求項１８】
　請求項１７に記載の方法において、物理的条件の前記変化が、溶液への粒子の溶解、生
体ユニットのまわりの保護シェルの溶解、または酵素による誘導など、時間依存的にもた
らされることを特徴とする方法。
【請求項１９】
　請求項１乃至１８の何れか１項に記載の方法において、工程（ｄ）が、前記核酸のレプ
リケートまたは派生体の生成をもたらす増幅反応を含むことを特徴とする方法。
【請求項２０】
　請求項１９に記載の方法において、前記増幅反応がＰＣＲまたはＲＴ－ＰＣＲであり、
前記ＰＣＲまたはＲＴ－ＰＣＲの間に、前記レプリケートまたは派生体が、前記核酸の派
生体に結合することができる成分に結合することを可能にする［第１の］タグが加えられ
ることを特徴とする方法。
【請求項２１】
　請求項２０に記載の方法において、前記ＰＣＲまたはＲＴ－ＰＣＲの間に、前記ＰＣＲ
産物またはＲＴ－ＰＣＲ産物のその後のシークエンシングを可能にする第２のタグが加え
られることを特徴とする方法。
【請求項２２】
　請求項１乃至２１の何れか１項に記載の方法において、工程（ｆ）がＤＮＡシークエン
シングにより行なわれることを特徴とする方法。
【請求項２３】
　請求項２２に記載の方法において、前記ＤＮＡシークエンシングが、前記ＰＣＲ産物ま
たはＲＴ－ＰＣＲ産物を連続または並行してシークエンシングすることにより行われるこ
とを特徴とする方法。
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【請求項２４】
　請求項１乃至２３の何れか１項に記載の方法において、前記核酸が前記核酸を結合する
ことができる成分にハイブリダイゼーションにより結合し、前記成分が固相粒子であり、
かつ前記固相粒子が工程（ｆ）のシークエンシングために使用されることを特徴とする方
法。
【請求項２５】
　請求項１乃至２４の何れか１項に記載の方法において、前記核酸またはそれらの派生体
の検出および同定が同時に行われることを特徴とする方法。
【請求項２６】
　請求項１乃至２５の何れか１項に記載の方法において、工程前記試料が、少なくとも１
０６、少なくとも１０９、または少なくとも１０１２の細胞、かつ前記細胞のそれぞれに
おいて、少なくとも２つの核酸が検出されることを特徴とする方法。
【請求項２７】
　請求項２６に記載の方法において、前記細胞内の前記少なくとも２つの核酸の存在の相
関が統計的に分析または判定されることを特徴とする方法。
【請求項２８】
　請求項１乃至２７の何れか１項に記載の方法またはイムノアッセイを実施することを特
徴とする装置。
【請求項２９】
　請求項１乃至２７の何れか１項に記載の方法またはイムノアッセイを実施するための装
置および説明書を含むことを特徴とするキット。
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