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(57)【要約】
　本発明は、一般的に、微小流体および標識された核酸
に関する。一態様において、本発明は、一般的に、オリ
ゴヌクレオチドを含む粒子を含む複数の液滴を提供し、
オリゴヌクレオチドに核酸配列を結合させることを含む
方法に関する。特定の態様は、一般的に、液滴を２以上
の液滴に分割するシステムおよび方法に関する。特定の
態様は、一般的に、液体中の流体液滴を選別するための
システムおよび方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　液滴の少なくとも約９０％が１つの粒子を含むか、または粒子を含まず、該粒子がオリ
ゴヌクレオチドを含み、該オリゴヌクレオチドが、実質的に各粒子が識別可能なバーコー
ド配列を含むように、第１のバーコードの所定のプールから選択される第１のバーコード
および第２のバーコードの所定のプールから選択される第２のバーコードであるバーコー
ド配列を含むように、複数の粒子を含む複数の液滴を提供すること；および
該オリゴヌクレオチドに核酸配列を結合させること
を含む、方法。
【請求項２】
　粒子がヒドロゲル粒子である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　複数の液滴が微小流体液滴を含む、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　第１のバーコードの所定のプールが、少なくとも約３００の識別可能なバーコードを含
む、請求項１から３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　第１のバーコードの所定のプールが、少なくとも約１，０００の識別可能なバーコード
を含む、請求項１から４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　第１のバーコードの所定のプールが、少なくとも約３，０００の識別可能なバーコード
を含む、請求項１から５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　第２のバーコードの所定のプールが、少なくとも約３００の識別可能なバーコードを含
む、請求項１から６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　第２のバーコードの所定のプールが、少なくとも約１，０００の識別可能なバーコード
を含む、請求項１から７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　第２のバーコードの所定のプールが、少なくとも約３，０００の識別可能なバーコード
を含む、請求項１から８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　識別可能なバーコード配列が、少なくとも１０，０００の識別可能なバーコード配列を
含む、請求項１から９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　識別可能なバーコード配列が、少なくとも１００，０００の識別可能なバーコード配列
を含む、請求項１から１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　核酸配列が、ゲノムＤＮＡに結合して構成されている、請求項１から１１のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項１３】
　ゲノムＤＮＡがヒトゲノムＤＮＡを含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　核酸配列が遺伝子に結合して構成されている、請求項１から１３のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１５】
　オリゴヌクレオチドの少なくともいくつかが、粒子の表面に結合される、請求項１から
１４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　オリゴヌクレオチドの少なくともいくつかが、前記粒子に共有結合する、請求項１から
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１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　オリゴヌクレオチドの少なくともいくつかが、アクリルホスホロアミダイト結合により
前記粒子に共有結合する、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　オリゴヌクレオチドの少なくともいくつかが、アミノ結合により前記粒子に共有結合す
る、請求項１６または１７に記載の方法。
【請求項１９】
　オリゴヌクレオチドの少なくともいくつかが、ビオチン－ストレプトアビジン結合によ
り前記粒子に共有結合する、請求項１から１８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　オリゴヌクレオチドの少なくともいくつかが開裂可能なリンカーを含む、請求項１から
１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　開裂可能なリンカーが、光開裂可能なリンカーである、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　開裂可能なリンカーが、化学的に開裂可能なリンカーである、請求項２０に記載の方法
。
【請求項２３】
　開裂可能なリンカーが、酵素的に開裂可能なリンカーである、請求項２０に記載の方法
。
【請求項２４】
　前記粒子からオリゴヌクレオチドの少なくともいくつかを遊離することをさらに含む、
請求項１から２３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２５】
　前記液滴の少なくとも約９５％が、１つのヒドロゲル粒子を含むか、またはヒドロゲル
粒子を含まない、請求項１から２４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　前記粒子が、最大約１粒子／液滴で液滴内に含まれる、請求項１から２５のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項２７】
　前記粒子が、最大約０．１粒子／液滴で液滴内に含まれる、請求項１から２６のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項２８】
　前記粒子が、最大約０．０１粒子／液滴で液滴内に含まれる、請求項１から２７のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項２９】
　複数の粒子が、最大約５００マイクロメートルの平均直径を有する、請求項１から２８
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３０】
　複数の粒子が、少なくとも約１マイクロメートルの平均直径を有する、請求項１から２
９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３１】
　前記オリゴヌクレオチドに結合した核酸配列を、複数の細胞から得られる核酸に暴露す
ることをさらに含む、請求項１から３０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３２】
　複数の細胞が、複数の液滴の少なくともいくつかに存在する、請求項３１に記載の方法
。
【請求項３３】
　複数の細胞が、最大１細胞／液滴で複数の液滴中に存在する、請求項３１または３２に
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記載の方法。
【請求項３４】
　複数の細胞が、最大０．１細胞／液滴で複数の液滴中に存在する、請求項３１から３３
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３５】
　複数の細胞が、最大０．０１細胞／液滴で複数の液滴中に存在する、請求項３１から３
４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３６】
　前記液滴の少なくとも約９０％が、１つの細胞を含むか、または細胞を含まない、請求
項３１から３５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３７】
　前記液滴内の少なくとも一部の細胞を溶解することをさらに含む、請求項３１から３６
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３８】
　前記液滴内の少なくとも一部の細胞を細胞溶解試薬を用いて溶解することを含む、請求
項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　少なくともいくつかの細胞がヒト細胞である、請求項３１から３８のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項４０】
　前記核酸配列が、前記細胞から得られる少なくともいくつかの核酸を認識すると予期さ
れる、請求項３１から３９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４１】
　前記核酸配列が、前記細胞から得られる少なくともいくつかの核酸中に存在する遺伝子
を認識すると予期される、請求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
　核酸配列を前記オリゴヌクレオチドに結合させる工程が、
アダプター配列を、相補的アダプター配列およびプライマーを含む配列に曝露すること；
プライマーを該プライマーの標的を含む核酸配列に暴露すること；および
増幅させて、第１のバーコード、第２のバーコードおよび核酸配列を含むオリゴヌクレオ
チドを作製すること、
を含む、請求項１から４１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４３】
　核酸配列を前記オリゴヌクレオチドに結合させる工程が、核酸配列を前記オリゴヌクレ
オチドに直接結合させることを含む、請求項１から４２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４４】
　核酸配列を前記オリゴヌクレオチドに結合させる工程が、核酸配列を前記オリゴヌクレ
オチドに酵素的に結合させることを含む、請求項１から４３のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項４５】
　核酸配列を前記オリゴヌクレオチドに結合させる工程が、核酸配列を前記オリゴヌクレ
オチドに連結させることを含む、請求項１から４４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４６】
　液滴の少なくとも約９０％が１つの粒子を含むか、または粒子を含まず、該粒子がオリ
ゴヌクレオチドを含み、該オリゴヌクレオチドが、実質的に各粒子が識別可能なバーコー
ド配列を含むように、第１のバーコードの所定のプールから選択される第１のバーコード
、第２のバーコードの所定のプールから選択される第２のバーコードであるバーコード配
列およびアダプター配列を含むように、複数の粒子を含む複数の液滴を提供すること；
該アダプター配列を、相補的アダプター配列およびプライマーを含む配列に曝露すること
；
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プライマーを該プライマーの標的を含む核酸配列に暴露すること；および
増幅させて、第１のバーコード、第２のバーコードおよび核酸配列を含むオリゴヌクレオ
チドを作製すること
を含む、方法。
【請求項４７】
　液滴内で該核酸配列を増幅させることをさらに含む、請求項４６に記載の方法。
【請求項４８】
　増幅させて、第１のバーコード、第２のバーコードおよび核酸配列を含むオリゴヌクレ
オチドを作製する前に、液滴内で核酸配列を増幅させることを含む、請求項４７に記載の
方法。
【請求項４９】
　アダプター配列が最大１０個のヌクレオチドを含む、請求項４６から４８のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項５０】
　アダプター配列が少なくとも５個のヌクレオチドを含む、請求項４６から４９のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項５１】
　プライマーが遺伝子特異的プライマーを含む、請求項４６から５０のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項５２】
　核酸配列が、ゲノムＤＮＡに結合して構成されている、請求項４６から５１のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項５３】
　ゲノムＤＮＡがヒトゲノムＤＮＡを含む、請求項５２に記載の方法。
【請求項５４】
　核酸配列が遺伝子に結合して構成されている、請求項４６から５３のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項５５】
　粒子がヒドロゲル粒子を含む、請求項４６から５４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５６】
　複数の液滴が微小流体液滴を含む、請求項４６から５５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５７】
　第１のバーコードの所定のプールが、少なくとも約３００の識別可能なバーコードを含
む、請求項４６から５６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５８】
　第１のバーコードの所定のプールが、少なくとも約１，０００の識別可能なバーコード
を含む、請求項４６から５７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５９】
　第１のバーコードの所定のプールが、少なくとも約３，０００の識別可能なバーコード
を含む、請求項４６から５８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６０】
　第２のバーコードの所定のプールが、少なくとも約３００の識別可能なバーコードを含
む、請求項４６から５９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６１】
　第２のバーコードの所定のプールが、少なくとも約１，０００の識別可能なバーコード
を含む、請求項４６から６０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６２】
　第２のバーコードの所定のプールが、少なくとも約３，０００の識別可能なバーコード
を含む、請求項４６から６１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６３】
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　識別可能なバーコード配列が、少なくとも１０，０００の識別可能なバーコード配列を
含む、請求項４６から６２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６４】
　識別可能なバーコード配列が、少なくとも１００，０００の識別可能なバーコード配列
を含む、請求項４６から６３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６５】
　オリゴヌクレオチドの少なくともいくつかが、粒子の表面に結合される、請求項４６か
ら６４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６６】
　オリゴヌクレオチドの少なくともいくつかが、前記粒子に共有結合されている、請求項
４６から６５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６７】
　オリゴヌクレオチドの少なくともいくつかが、アクリルホスホロアミダイト結合により
前記粒子に共有結合されている、請求項６６に記載の方法。
【請求項６８】
　オリゴヌクレオチドの少なくともいくつかが、アミノ結合により前記粒子に共有結合さ
れている、請求項６６または６７に記載の方法。
【請求項６９】
　オリゴヌクレオチドの少なくともいくつかが、ビオチン－ストレプトアビジン結合を介
して、前記粒子に共有結合されている、請求項４６から６８のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項７０】
　オリゴヌクレオチドの少なくともいくつかが、開裂可能なリンカーを含む、請求項４６
から６９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７１】
　開裂可能なリンカーが光開裂可能なリンカーである、請求項７０に記載の方法。
【請求項７２】
　開裂可能なリンカーが、化学的に開裂可能なリンカーである、請求項７０に記載の方法
。
【請求項７３】
　開裂可能なリンカーが、酵素的に開裂可能なリンカーである、請求項７０に記載の方法
。
【請求項７４】
　オリゴヌクレオチドの少なくともいくつかを、前記粒子から遊離させることをさらに含
む、４６から７３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７５】
　少なくとも約９５％の液滴が、１つのヒドロゲル粒子を含むか、またはヒドロゲル粒子
を含まない、請求項４６から７４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７６】
　前記粒子が、最大約１粒子／液滴で液滴内に含まれる、請求項４６から７５のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項７７】
　前記粒子が、最大約０．１粒子／液滴で液滴内に含まれる、請求項４６から７６のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項７８】
　前記粒子が、最大約０．０１粒子／液滴で液滴内に含まれる、請求項４６から７７のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項７９】
　複数の粒子が、最大約５００マイクロメートルの平均直径を有する、請求項４６から７
８のいずれか一項に記載の方法。
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【請求項８０】
　複数の粒子が、少なくとも約１マイクロメートルの平均直径を有する、請求項４６から
７９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８１】
　オリゴヌクレオチドに結合した核酸配列を、複数の細胞から得られる核酸に暴露するこ
とをさらに含む、請求項４６から８０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８２】
　複数の細胞が、複数の液滴のうち少なくともいくつかの中に存在する、請求項８１に記
載の方法。
【請求項８３】
　複数の細胞が、最大１細胞／液滴で複数の液滴中に存在する、請求項８１または８２に
記載の方法。
【請求項８４】
　複数の細胞が、最大０．１細胞／液滴で複数の液滴中に存在する、請求項８１から８３
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８５】
　複数の細胞が、最大０．０１細胞／液滴で複数の液滴中に存在する、請求項８１から８
４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８６】
　液滴の少なくとも約９０％が、１つの細胞を含むか、または細胞を含まない、請求項８
１から８５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８７】
　前記液滴中で少なくとも一部の細胞を溶解させることをさらに含む、請求項８１から８
６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８８】
　前記液滴内の少なくとも一部の細胞を細胞溶解試薬を用いて溶解することを含む、請求
項８７に記載の方法。
【請求項８９】
　少なくとも一部の細胞がヒト細胞である、請求項８１から８８のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項９０】
　前記核酸配列が、前記細胞から得られる少なくともいくつかの核酸を認識すると予期さ
れる、請求項８１から８９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９１】
　前記核酸配列が、前記細胞から得られる少なくともいくつかの核酸中に存在する遺伝子
を認識すると予期される、請求項９０に記載の方法。
【請求項９２】
　第１のバーコードの所定のプールから選択される第１のバーコード、第２のバーコード
の所定のプールから選択される第２のバーコード、およびアダプター配列を含む、オリゴ
ヌクレオチドを付着させた複数の粒子を提供すること；および
該アダプター配列を介してオリゴヌクレオチドに核酸配列を結合させること
を含む、方法。
【請求項９３】
　複数の微小流体液滴内に複数の細胞および複数の粒子を封入し、少なくとも１０，００
０の液滴のそれぞれが、複数の液滴の他の液滴に含まれるオリゴヌクレオチドと識別可能
な１以上のオリゴヌクレオチドを含むように、各粒子がオリゴヌクレオチドおよびそれに
共有結合した核酸配列を実質的に含み；
液滴内で少なくともいくつかの細胞を溶解させて、該細胞から核酸を遊離させ、ここで、
該核酸配列が、少なくともいくつかの遊離される核酸と相互作用することができる部分を
含み；そして
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遊離された核酸の部分を液滴内で選択的に増幅させて、増幅部分およびオリゴヌクレオチ
ドを含む配列を作製すること
を含む、方法。
【請求項９４】
　細胞を含む少なくとも１０，０００の微小流体液滴を提供し、該複数の液滴の少なくと
も約９０％が細胞を含むか、または細胞を含まず；
複数の微小流体液滴内で細胞を溶解させて、該細胞から核酸を遊離させ；そして
オリゴヌクレオチドに結合した該液滴内の選択的に増幅された核酸を産生すること、ここ
で、液滴の少なくとも約９０％について、液滴内のオリゴヌクレオチドは、複数の液滴の
他の液滴内のオリゴヌクレオチドと識別可能である
を含む、方法。
【請求項９５】
　液滴の１０％以下が２以上の細胞を含むように、複数の細胞を含む少なくとも約１０，
０００の微小流体液滴を提供すること、
複数の液滴内の細胞を溶解して該細胞から核酸を遊離させること；および
遊離された核酸の部分を液滴内で選択的に増幅させて、増幅部分および液滴特異的バーコ
ードを含む配列を作製すること
を含む、方法。
【請求項９６】
　液滴の１０％以下が２以上の細胞を含むように、複数の細胞を含む液滴を提供し；
複数の液滴内の細胞を溶解して該細胞から核酸を遊離させ；そして
遊離された核酸の部分を該液滴内で選択的に増幅させて、増幅部分および少なくとも１０
，０００の識別可能なバーコードのプールから選択されたバーコードを含む配列を作製す
ること
を含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本出願は、引用によりその内容を本願明細書に包含させるWeitzらの、２０１５年４月
１７日出願の、発明の名称“Barcoding Systems and Methods for Gene Sequencing and 
Other Applications”と題する米国仮特許出願第６２/１４９，３６１号に基づく優先権
の利益を主張する。
【０００２】
政府助成
　本発明は、米国国立科学財団による助成金番号ＤＭＲ－１３１０２６６およびＤＭＲ－
１４２０５７０、ならびに米国国立衛生研究所による助成金番号Ｐ０１ＨＬ１２０８３９
の政府助成を受けてなされた。米国政府は本発明に一定の権利を有する。
【０００３】
分野
　本発明は、全体として、微小流体および標識された核酸に関する。
【背景技術】
【０００４】
背景
　ハイスループット配列決定技術の開発により、研究者は、大量のゲノムデータおよびエ
ピジェネティックデータを作製してきた。疾患関連遺伝子が患者から抽出され、配列情報
が臨床診断および処置に使用されている。
【０００５】
　ハイスループット配列決定は、一般的に、数百塩基の核酸配列を与える、膨大な数の個
々の反応の実施に依存する。例えば、Illumina HiSeqシーケンサー(HiSeq 2500 Rapid Ru
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n　Mode)の１回の“実行”には２７時間かかり、約１２億に達する対末端リード（paired
 end read）(反応物)を生成し、約１５０塩基の配列を与える。多くの実験に関して、こ
の大量の配列情報は、１個の試料に対して要求される量を超える。
【０００６】
　従って、少なくともこの問題に関して望まれるのは、配列決定の前にサンプルにタグを
付ける（“バーコード”する）能力であって、多くの試料を１回の配列決定操作で分析で
きることである。一例としては、単一細胞転写分析である。研究者は、数百個の細胞につ
いて数百の遺伝子の発現レベルの分析を必要とすることがある。これは、配列決定前に、
個々の細胞からのＲＮＡが遺伝子的にタグ付け（バーコード化）されていれば、１回のHi
Seq操作で実行可能である。
【発明の概要】
【０００７】
概要
　本発明は、全体として、微小流体および標識された核酸に関する。本発明の方法は、あ
る場合において、相互に関連する複数の生産物、特定の問題に対する代替解決策、ならび
に／または１以上のシステムおよび／もしくは物品（article）の複数の異なる用途を包
含する。
【０００８】
　一面において、本発明は、全体として、方法に関する。ある複数の態様において、本方
法は、液滴の少なくとも約９０％が１つの粒子を含むか、または粒子を含まず、該粒子が
オリゴヌクレオチドを含むように、複数の粒子を含む複数の液滴を提供すること、および
該オリゴヌクレオチドに核酸配列を結合させること、を含む。ある場合において、該オリ
ゴヌクレオチドは、例えば、実質的に各粒子が識別可能なバーコード配列を含むように、
第１のバーコードの所定のプールから選択される第１のバーコードおよび第２のバーコー
ドの所定のプールから選択される第２のバーコードであるバーコード配列を含む。
【０００９】
　別の複数の態様による方法は、液滴の少なくとも約９０％が１つの粒子を含むか、また
は粒子を含まず、該粒子がオリゴヌクレオチドを含み、該オリゴヌクレオチドが、実質的
に各粒子が識別可能なバーコード配列を含むように、第１のバーコードの所定のプールか
ら選択される第１のバーコード、第２のバーコードの所定のプールから選択される第２の
バーコードであるバーコード配列、およびアダプター配列を含むように、複数の粒子を含
む複数の液滴を提供すること；該アダプター配列を、相補的アダプター配列およびプライ
マーを含む配列に暴露すること；該プライマーを、プライマーの標的を含む核酸配列に暴
露すること；および、増幅させて、第１のバーコード、第２のバーコードおよび核酸配列
を含むオリゴヌクレオチドを作製すること、を含む。
【００１０】
　さらに別の複数の態様において、本方法は、第１のバーコードの所定のプールから選択
される第１のバーコード、第２のバーコードの所定のプールから選択される第２のバーコ
ードおよびアダプター配列を含むオリゴヌクレオチドを付着させた複数の粒子を提供する
こと；および、該アダプター配列を介してオリゴヌクレオチドに核酸配列を結合させるこ
とを含む。
【００１１】
　さらに別の複数の態様によれば、本方法は、複数の微小流体液滴内に複数の細胞および
複数の粒子を封入すること（ここで、少なくとも１０，０００の複数の液滴のそれぞれが
、複数の液滴の他の液滴に含まれるオリゴヌクレオチドと識別可能な１以上のオリゴヌク
レオチドを含むように、各粒子がオリゴヌクレオチドおよびそれに共有結合した核酸配列
を実質的に含む）；液滴内で少なくともいくつかの細胞を溶解させて、該細胞から核酸を
遊離させること（ここで、該核酸配列は、少なくともいくつかの遊離される核酸と相互作
用することができる部分を含む）；および、遊離された核酸の部分を液滴内で選択的に増
幅させて、増幅部分およびオリゴヌクレオチドを含む配列を作製すること、を含む。
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【００１２】
　さらに別の複数の態様において、本方法は、細胞を含む少なくとも１０，０００の複数
の微小流体液滴を提供すること（ここで、該複数の液滴の少なくとも約９０％が細胞を含
むか、または細胞を含まない）；複数の微小流体液滴内で細胞を溶解させて、該細胞から
核酸を遊離させること；および、オリゴヌクレオチドに結合した該液滴内で選択的に増幅
された核酸を産生すること、を含む。ある場合において、液滴の少なくとも約９０％につ
いて、液滴内のオリゴヌクレオチドは、複数の液滴の他の液滴内のオリゴヌクレオチドと
識別可能である。
【００１３】
　別の複数の態様において、本方法は、液滴の１０％以下が２以上の細胞を含むように、
複数の細胞を含む少なくとも約１０，０００の複数の微小流体液滴を提供すること、複数
の液滴内で細胞を溶解して該細胞から核酸を遊離させること、および遊離された核酸の部
分を該液滴内で選択的に増幅させて、増幅部分および液滴特異的バーコードを含む配列を
作製すること、を含む。
【００１４】
　さらに別の複数の態様において、本方法は、液滴の１０％以下が２以上の細胞を含むよ
うに、複数の細胞を含む液滴を提供すること、複数の液滴内で細胞を溶解して該細胞から
核酸を遊離させること、および遊離された核酸の部分を該液滴内で選択的に増幅させて、
増幅部分および少なくとも１０，０００の複数の識別可能なバーコードのプールから選択
されたバーコードを含む配列を作製すること、を含む。
【００１５】
　別の側面において、本発明は、本明細書に記載の１以上の態様を作製する方法を包含す
る。さらに別の側面において、本発明は、本明細書に記載の１以上の態様を使用する方法
を包含する。
【００１６】
　本発明の他の利点および新規な特徴は、添付の図面と併せて考慮するとき、本発明の様
々な非限定的な態様についての以下の詳細な説明から明らかになる。本明細書および引用
により包含される文献が、矛盾するおよび／または不一致の開示を含む場合には、本明細
書の記載が優先されるものとする。引用により包含される２以上の文献が、互いに矛盾す
るおよび／または不一致の開示を含む場合には、後の発行日（effective date）を有する
文献が優先されるものとする。
【００１７】
図面の簡単な説明
　本発明の非限定的な態様は、概略図であり、正確な縮尺率で描かれることを意図しない
、添付の図面を参照して、例示により説明される。図面中、図示される各々同一のまたは
ほぼ同一の構成要素は、一般的に、１つの数字で表す。明確化のために、全ての図におい
て全ての構成要素にラベルを付すわけではなく、当業者が本発明を理解するのを可能にす
るために説明する必要がないとき、本発明の各態様の全ての構成要素が示されるわけでは
ない。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】図１Ａ－１Ｂは、ある複数の態様における、標識された核酸の作製の例を示す。
【図２】図２は、特定の態様における、標識された核酸の作製の別の例を示す。
【図３】図３は、特定の態様における、標識された核酸の作製のさらに別の例を示す。
【図４】図４は、本発明のいくつかの態様における、光開裂可能なスペーサーまたはリン
カーを含む部分を例示する。
【図５】図５は、本発明の一態様による、細胞からの遺伝子型の決定を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
詳細な説明
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　本発明は、全体として、微小流体および標識された核酸に関する。例えば、特定の側面
は、一般的に、微小流体液滴内または他の区画内で、例えば細胞から得られる核酸を標識
するためのシステムおよび方法に関する。ある複数の態様において、粒子は、例えば、該
粒子の表面に結合する標的核酸を決定するために使用できるオリゴヌクレオチドを含んで
調製され得る。オリゴヌクレオチドは、例えば、核酸が共にプールされるか、または液滴
から除去された後でさえ、液滴中の核酸を別の液滴中の核酸と区別するために使用できる
、“バーコード”または特異的配列を含み得る。本発明の特定の態様は、一般的に、微小
流体液滴内または他の区画内で、核酸に、付加配列または任意の配列、例えば、液滴内に
存在することが予期される所望の配列を選択的に決定または増幅するために使用できる認
識配列、を結合させるためのシステムおよび方法に関する。かかるシステムは、例えば、
ハイスループット配列決定用途などの種々の用途における選択的増幅のために有用であり
得る。
【００２０】
　本発明のある側面は、一般的に、微小流体液滴内または他の好適な区画内に、例えば、
マイクロウェルプレートのマイクロウェル、スライドまたは他の表面上の個々のスポット
などに、オリゴヌクレオチドと共に核酸を包含または封入するためのシステムおよび方法
に関する。ある場合において、該核酸およびオリゴヌクレオチドを、互いに連結または結
合させてよい。該核酸は、液滴内で溶解した細胞または他の物質から得られ得る。該液滴
内のオリゴヌクレオチドは、他の液滴中、例えば複数の液滴内または液滴の集団内のオリ
ゴヌクレオチドと区別することができる。例えば、該オリゴヌクレオチドは、種々の液滴
間で異なる１以上の特異的配列または“バーコード”を含み得る。従って、各液滴内の核
酸は、核酸に関連するバーコードを決定することによって特異的に（uniquely）同定する
ことができる。これは、例えば、液滴が“壊れている”か、または破壊され、次いで、異
なる液滴からの核酸が、例えば配列決定または他の分析のために一緒にされまたはプール
される場合に、重要であり得る。
【００２１】
　ある態様において、オリゴヌクレオチドは、最初に、該オリゴヌクレオチドを粒子（例
えば、ヒドロゲルまたはポリマー粒子）に結合させて、次いで、粒子を液滴に組み込んだ
後に該粒子からオリゴヌクレオチドを遊離することによって、液滴中に導入される。例え
ば、それぞれ引用により本明細書中に包含される、２０１４年１０月３０日出願の米国特
許出願番号第６２／０７２，９４４号または２０１５年４月１７日出願のＰＣＴ出願番号
第ＰＣＴ／ＵＳ２０１５／０２６４４３、発明の名称“Systems and Methods for Barcod
ing Nucleic Acids”を参照のこと。例えば、特定の態様において、オリゴヌクレオチド
はまた、開裂可能な配列またはリンカー（例えば、図４に示すように）を含んでいてもよ
いか、さもなければ、粒子から遊離可能であってもよい。
【００２２】
　ある場合において、粒子は、粒子の大部分または全てが、他の識別可能なオリゴヌクレ
オチドを有する他の粒子と比較して、特異的に識別可能なオリゴヌクレオチドを有するよ
うに調整され得る。粒子が、１粒子／液滴（またはそれ以下）の密度で液滴内に存在する
とき、一旦、オリゴヌクレオチドが粒子から遊離されると、液滴の大部分または全ては、
１つの特異的なオリゴヌクレオチドを含み（または、特異的なオリゴヌクレオチドを含ま
ない）、各液滴（および、そこに含まれる核酸）を特異的に同定することができる。
【００２３】
　本発明の態様の一例は、図１に記載されている。以下でより詳細に説明する通り、他の
態様において、他の構成（configuration）も同様に使用可能である。図１Ａは、粒子（
例えば、ヒドロゲル粒子）、１以上のバーコード、および“ユニバーサル配列”またはさ
らなる所望の配列(例えば、別の物質（entity）を認識するのに使用できる認識配列、例
えば相補的配列)をオリゴヌクレオチドに結合させるか、または含ませるのに使用するこ
とができるアダプター配列を示す。これらは、バルク相中または微小流体液滴のような液
滴内に存在するかまたは調製されてもよい。加えて、例えば、図１に示されるように、プ
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ロモーターまたはエンハンサーのような他の要素も、オリゴヌクレオチド内に存在してい
てよい。ある態様において、例えば、オリゴヌクレオチド配列内で使用される可能性のあ
るバーコードは、以下で説明するように、例えば、スプリットプール合成法（split-and-
pool approach)を用いて、最終的なバーコード配列を作製するために共に連結される、バ
ーコード要素の２つ（またはそれ以上）の別個の“プール”から形成される。ある場合に
おいて、これにより、非常に多数の可能性のあるバーコード、例えば１０４または１０５

 以上の可能性のあるバーコードをオリゴヌクレオチドに使用することが可能になる。
【００２４】
　ある態様において、アダプター配列は、アダプターに相補的な配列を含む相補的配列に
曝されてもよい。他の配列、例えばプライマー、プロモーターなども、存在し得る。プラ
イマー、プロモーターなどの例は、本明細書に記載される。相補的配列は、図１Ａに示す
ように、アダプター配列の少なくとも一部に結合するか、あるいは会合することができる
。相補的配列は、アダプター配列に対して、完全に相補的であるか、または１つ、２つ、
３つ、またはそれ以上のミスマッチを含み得る。アダプター配列（およびその相補体）は
、好適な長さ、例えば、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４または
１５以上のヌクレオチド長であり得る。
【００２５】
　例えば、図１Ａに示す通り、相補的配列は、遺伝子特異的インナーフォワードプライマ
ーまたは遺伝子特異的リバースプライマー配列などのプライマー、または本明細書に記載
の他の配列を含み得る。これらは、例えば、その後の増幅または例えば粒子に結合したオ
リゴヌクレオチドへの所望のもしくは任意の配列の取り込みを促進するために有用であり
得る。図１Ａにおいて、これは、“テンプレート”鎖である。プライマーは、テンプレー
トと、例えば特異的に（例えば、遺伝子特異的インナーフォワードプライマーを用いて)
または非特異的に、相互作用することができるものであり得る。後の増幅または取り込み
を、図１Ａに示す通り、テンプレート（または少なくともその一部）の配列を粒子に結合
したオリゴヌクレオチドに組み込むのに使用し、それによって、１以上のバーコード配列
およびテンプレートの少なくとも一部に対応する配列を含むオリゴヌクレオチドを含む粒
子を作製することができる。
【００２６】
　ある態様において、粒子は、微小流体液滴のような液滴中に封入され得る。当業者は、
微小流体液滴内に粒子を封入するための技術を認識し得る。例えば、米国特許第７，７０
８，９４９号、同第８，３３７，７７８号、同第８，７６５，４８５号、または国際特許
出願公開番号ＷＯ ２００４／０９１７６３およびＷＯ ２００６／０９６５７１を参照の
こと（各々、引用により本明細書中に包含させる）。ある場合において、粒子は、１粒子
／液滴未満の（場合によっては、１粒子／液滴より大幅に低い）密度で封入されて、液滴
の大部分または全てが、その中に粒子を含まないかまたはたった１個の粒子を有するのを
確実にし得る。
【００２７】
　ある態様において、オリゴヌクレオチド（粒子の表面に結合されていてよいか、あるい
は粒子内に包含（contained or incorporated）されていてよいものなど)を含む粒子を、
細胞（または他のサンプル）から得られる核酸を決定または配列決定するために、または
他の適用のために、使用することができる。例えば、図１Ｂの非限定的例において、細胞
集団１０を、例えば、それらのＤＮＡを配列決定すること、少なくともいくつかの細胞中
に存在することが予期され得る特定のタンパク質もしくは遺伝子を同定すること、それら
のｍＲＮＡもしくはトランスクリプトームを決定することなどにより、分析することが望
ましい。細胞は、この例において核酸材料の供給源として使用されるが、これは単なる例
示であり、他の態様において、核酸を他の供給源からまたは他の技術を用いて液滴に導入
し得る。
【００２８】
　細胞は、最初に、例えば、当業者に公知の技術を用いて、微小流体液滴４０に封入され
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得る。ある場合において、細胞は、１細胞／液滴未満の(そしてある場合において、１細
胞／液滴より大幅に低い)密度で封入されて、液滴の大部分または全てが、その中に細胞
を含まないか、またはたった１個の細胞を含むことを確実にし得る。従って、図１Ｂに示
すように、液滴４１、４２、４３...の各々は、その中に細胞を有しないか、１個のみの
細胞を有する。
【００２９】
　粒子３０上に存在するオリゴヌクレオチド２０も液滴に封入される。上記の通り、粒子
３０は、例えば、微粒子であってよく、ヒドロゲルもしくはポリマー粒子または本明細書
に記載するような他のタイプの粒子であってよい。粒子および細胞は、同時にまたは連続
して、適当な順番で液滴内に封入され得る。ある複数の態様において、各粒子は特異的な
オリゴヌクレオチドを含むが、粒子上に存在するオリゴヌクレオチドの複数コピーが存在
してよい。例えば、オリゴヌクレオチドの各々は、１以上のバーコードを有し得る。従っ
て、例えば、粒子３１はオリゴヌクレオチド２１のコピーのみを含み、粒子３２はオリゴ
ヌクレオチド２２のコピーのみを含み、粒子３３はオリゴヌクレオチド３３のコピーのみ
を含むなどとなる。
【００３０】
　本発明の特定の態様によって、オリゴヌクレオチドは、図１Ｂに示すように、まず粒子
に結合されて、各液滴へのたった１つの特異的なオリゴヌクレオチドの導入を促進するこ
とが特記されるべきである。(しかしながら、他の態様において、例えば、同じ特異的な
バーコードを含む複数のオリゴヌクレオチドおよび／または粒子が液滴中に存在し得る)
。例えば、粒子が液滴に１粒子／液滴未満の密度で存在するとき、液滴の大部分または全
ては、各々単一粒子のみを有し、そして、存在する単一タイプのオリゴヌクレオチドのみ
を有する。したがって、図１Ｂに示すように、オリゴヌクレオチドは、例えば、各液滴４
１、４２、４３...が、他の液滴中に存在し得る他のオリゴヌクレオチドと異なる、特異
的なオリゴヌクレオチド２１、２２、２３...を含むように、粒子から切断されるかまた
は他の方法で遊離され得る。従って、液滴内に存在する各オリゴヌクレオチドは、他の液
滴に存在するオリゴヌクレオチドと識別可能である。粒子からオリゴヌクレオチドを開裂
させるために図１Ｂでは光(ｈｖ)を使用しているが、これは単なる例示であり、例えば、
本明細書に記載の通り、開裂または遊離の他の方法も使用できることが理解されるべきで
ある。例えば、ある複数の態様において、オリゴヌクレオチドを含む(例えば、物理的に)
アガロース粒子を使用してよく、該オリゴヌクレオチドは、例えば、アガロースが少なく
とも一部液化するかまたは軟化するまでアガロースを加熱することにより遊離され得る。
【００３１】
　ある場合において、細胞を、該細胞から核酸または他の物質５１、５２、５３...を遊
離するために溶解する。例えば、細胞を、化学物質または超音波を用いて溶解させること
ができる。細胞は、例えば、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍＲＮＡ、タンパク質、酵素などを遊離し
得る。ある場合において、遊離された核酸は、例えば、増幅法に特異的な適当な試薬を包
含させることにより、所望により増幅させてよい。当業者に知られる増幅法の例には、ポ
リメラーゼ連鎖反応(ＰＣＲ)、逆転写酵素(ＲＴ)ＰＣＲ増幅、インビトロ転写増幅(ＩＶ
Ｔ)、多置換増幅(ＭＤＡ)または定量的リアルタイムＰＣＲ(ｑＰＣＲ)が含まれるが、こ
れらに限定されない。
【００３２】
　核酸または他の物質５１、５２、５３…のいくつかまたは全ては、例えば共有結合によ
って、液滴に存在するオリゴヌクレオチドと結合させ得る。例えば、核酸または他の物質
５１、５２、５３を、液滴に存在するオリゴヌクレオチドにライゲートまたは酵素結合し
得る。従って、図１Ｂに示すように、液滴４１は、オリゴヌクレオチドタグ２１に結合し
た核酸５１を示し、液滴４２はオリゴヌクレオチドタグ２２に結合した核酸５２を示し、
液滴４３はオリゴヌクレオチドタグ２３に結合した核酸５３を示すなどである。従って、
各液滴内の核酸は、この例において各液滴に特異的であるオリゴヌクレオチドを手段とし
て、複数の液滴５０の他の液滴内の核酸と識別可能である。
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【００３３】
　図１Ｂは、細胞の溶解後の粒子からのオリゴヌクレオチドの開裂を記載しているが、他
の態様において、これらは必ずしもこの順番で起こる必要はないことが理解されるべきで
ある。例えば、細胞溶解は開裂後に起きてよく、または両者は同時に起きてよい。
【００３４】
　液滴４１、４２、４３...は、その後“破裂（burst）”または“破壊(broken)”してそ
の内容物を遊離し、ある場合に、図１Ｂに示す通り、各液滴に存在する核酸は、組み合わ
されまたは共にプールされ得る。しかしながら、核酸が異なるオリゴヌクレオチドにより
標識されているため、１つの液滴からの(すなわち、１つの細胞からの)核酸は、オリゴヌ
クレオチドを使用してもなお（例えば、オリゴヌクレオチド上のバーコードを決定するこ
とにより）、他の液滴(または他の細胞)と区別できる。従って、その後に核酸の組合せプ
ールの分析(例えば、配列決定)を実施でき、各核酸(例えば、個々の細胞)の起源を、異な
るオリゴヌクレオチドの決定により決定することができる。
【００３５】
　従って、例えば、正常細胞と癌細胞の集団(例えば、組織サンプルまたは生検由来)をこ
のような形式で分析でき、癌細胞を、正常細胞が豊富に存在してもなお、異常ＤＮＡを有
するとして特定できる。例えば、オリゴヌクレオチドを用いて細胞レベルでＤＮＡを追跡
する能力により、大量の正常ＤＮＡが数で勝ってさえなお、異常ＤＮＡを同定できる。他
の非限定的例として、幹細胞を正常細胞から単離でき、または目的の集団における稀な細
胞型の単離を実施できる。
【００３６】
　図２は、例えば、粒子の表面に結合されるか、または粒子内に組み込まれる、オリゴヌ
クレオチドを含む粒子の製造方法の別の例を示す。図１Ａと同様に、図２は、１以上のバ
ーコードがそれに結合された粒子を示す。必要に応じて、オリゴヌクレオチドは、光開裂
可能なリンカーのような開裂可能なリンカーを含んでもよい。同様に、例えばＰＥ１のよ
うなプライマーなどの他の配列も存在し得る。図２において、オーバーハング領域（例え
ば、この例ではチミンを含む）は、相補的オーバーハング領域（例えば、アデニンを含む
)を含む配列に適合させ得る。オーバーハング領域は、適当な数の、例えば、１、２、３
、４、５個などのヌクレオチドを含み得る。
【００３７】
　好適な配列は、例えばオーバーハング領域を用いてオリゴヌクレオチドに結合させるこ
とができる複数の“アンプリコン”配列を作製するために、例えば液滴内またはバルク溶
液中で別々に増幅され得る。そのようなシステムは、例えば、アンプリコン配列が、主と
してオリゴヌクレオチドに結合し(オーバーハング領域の存在のために)、互いにまたはア
ンプリコン配列を既に含むオリゴヌクレオチド(すなわち、オーバーハング領域はすでに
アンプリコン配列によって占有されている)に結合しないようにするのに、有用であり得
る。好適な配列は、例えば、一本鎖または二本鎖であってよく、ＰＣＲまたは本明細書に
記載のものを含む他の適当な技術を用いて増幅され得る。例えば、ある場合において、配
列は、種々の技術を用いて増幅され得て、例えば、図２に示されるように微小流体液滴内
で増幅され得る。例えば、米国特許出願番号第６１／９８１，１０８号、同第６２／０７
２，９４４号、または同第６２／１３３，１４０号を参照のこと(各々、引用により本明
細書中に包含させる)。
【００３８】
　このようにして、粒子は、１以上のオリゴヌクレオチドを含んで(例えば、バーコード
、プロモーター、プライマーなどのような標識を含んで)製造され得て、該オリゴヌクレ
オチドは、例えば後の使用のために、所望のまたは任意の配列（例えば、テンプレートか
ら生じる)に結合され得る。図１Ａと同様に、これは、１以上のバーコード配列およびテ
ンプレートの少なくとも一部に対応する配列を含むオリゴヌクレオチドを含む粒子に使用
することができる。
【００３９】
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　ある態様において、図２の例に示されるように、粒子は、第１の複数の液滴内に含まれ
得て（例えば、１粒子／液滴未満の密度で含まれて、液滴の大部分または全てがその中に
粒子を含まないか、またはたった１つの粒子を有することを確実にし得るが、このことは
すべての態様における要件ではない)、アンプリコンは、第２の複数の液滴内に含まれて
もよい。液滴が使用されるとき、該液滴は、例えば、公知の技術(例えば、米国特許出願
公開番号第２００６／０１６３３８５号、同第２００７／０００３４４２号、または同第
２０１０／０１７２８０３号（各々、引用により本明細書中に包含される)を参照のこと)
を用いて、合併されてもよい。同様に、バルク溶液（アンプリコンを含む）は、例えば、
ピコインジェクションなどの既知の技術または国際特許出願公開番号ＷＯ ２０１０／１
５１７７６、発明の名称 “Fluid Injection” (引用により本明細書中に包含させる)に
記載の他の方法を用いて、液滴に直接注入され得る。
【００４０】
　合併された後、核酸は、例えば、共有結合、プライマー伸長、ライゲーションなどによ
り、オリゴヌクレオチドに結合され得る。種々の異なる技術のいずれかを用いることがで
き、当業者は多くのそのような技術を知っている。用いられる正確な結合技術は、必ずし
も決定的ではなく、態様間で変わり得る。非限定的な例には、米国特許出願番号第６１／
９８１，１２３(引用により本明細書中に包含させる)に記載の技術のようなリガーゼ技術
または他の好適な技術が含まれる。
【００４１】
　図２と同様に、図３は、オリゴヌクレオチドを含む粒子の製造のためのさらに別のシス
テムを説明する。上記のように、適当な配列を、例えば、ＰＣＲまたは他の好適な技術を
用いて別個に増幅させて、オリゴヌクレオチドに結合させることができる複数の“アンプ
リコン”配列を作製することができる。この例において、オーバーハング領域は、核酸お
よびオリゴヌクレオチドの末端を切断または開裂して、共に結合して最終的なオリゴヌク
レオチドを製造し得る相補的オーバーハング領域を作製するために使用され得る制限酵素
を用いて調製され得る。従って、核酸およびオリゴヌクレオチドのそれぞれは、制限エン
ドヌクレアーゼによって認識および切断され得る適切な制限部位を含むように設計され得
る。制限エンドヌクレアーゼの非限定的な例には、ＥｃｏＲＩ、ＥｃｏＲＩＩ、ＢａｍＨ
Ｉ、ＨｉｎｄＩＩＩ、ＴａｑＩ、ＥｃｏＰ１５およびＳｍａＩが含まれる。多くの制限エ
ンドヌクレアーゼが市販されている。さらに、ある態様において、断片を共に切断および
連結することができる酵素、例えば、ＧＥＮＥＡＲＴ(登録商標) ＩＩ型(LifeTechnologi
es)を使用することができる。
【００４２】
　従って、本発明の特定の側面は、一般的に、粒子に結合しているか、または他の方法で
粒子に連結しているオリゴヌクレオチドに核酸を結合させるためのシステムおよび方法に
関する。核酸は、好適な核酸配列であってよく、ある場合において、任意の配列であり得
る。例えば、ある態様において、例えば本明細書に記載されるような技術を用いて、オリ
ゴヌクレオチドを含む粒子を調製して、粒子に結合したオリゴヌクレオチドに所望の核酸
を添加する使用者（user）に送られる。
【００４３】
　ある複数の態様において、例えば、オリゴヌクレオチドに結合される核酸は、標的配列
もしくはテンプレートを含み得て、および／または所望の核酸配列を認識することができ
る認識配列を含み得る。特定の場合において、認識配列は、ヒトゲノムＤＮＡなどのゲノ
ムＤＮＡ、または遺伝子などの特定の部分を認識することができる。認識配列は、ＲＮＡ
配列（例えば、ｍＲＮＡ配列）と結合することもできる。認識配列は、標的配列に相補的
であってもよいか、または多数のミスマッチ、例えば、１、２、３または４以上のミスマ
ッチを含んでいてもよい。ある場合において、認識配列は、標的配列に対して少なくとも
約８０％、少なくとも約８５％、少なくとも約９０％、少なくとも約９５％、または少な
くとも約９７％相補的であり得る。
【００４４】
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　核酸はまた、ある態様において、プライマー、プロモーターなどの他の配列を含んでい
てよい。例えば、プライマーは、本明細書に記載の通り、核酸の増幅、配列決定などを可
能にするために存在し得る。非限定的な例としては、遺伝子特異的インナーフォワードプ
ライマーまたは遺伝子特異的リバースプライマー配列、または本明細書に記載の他の配列
が挙げられる。
【００４５】
　上記の通り、ある態様において、核酸を、オリゴヌクレオチドとの結合前に増幅するこ
とができる。好適な増幅技術、例えば、ＰＣＲ、アセンブリＰＣＲ、ポリメラーゼサイク
ルアセンブリ、逆転写酵素（ＲＴ）ＰＣＲ増幅、インビトロ転写増幅（ＩＶＴ）、多重置
換増幅（ＭＤＡ）、または定量的リアルタイムＰＣＲ（ｑＰＣＲ）などを用いることがで
きる。標的配列またはテンプレートは、液滴内 (例えば、米国特許出願公開番号第２０１
０／０１３６５４４号、同第２０１４／０１９９７３０号、または同第２０１４／０１９
９７３１号を参照のこと)、またはバルク溶液中で増幅され得る。
【００４６】
　ある複数の態様において、核酸をオリゴヌクレオチドに結合させることができる。下記
の通り、オリゴヌクレオチドを、粒子に結合させるか、または他の方法で取り込ませるか
もしくは含有させることができる。ある複数の態様において、オリゴヌクレオチドに、例
えば、オリゴヌクレオチドの遊離末端に、核酸を直接結合させることができるリガーゼま
たは他の好適な酵素を用いて、該核酸をオリゴヌクレオチドに付加させることができる。
例えば、それぞれ引用により本明細書中に包含される、２０１４年１０月３０日出願の米
国特許出願番号第６２／０７２，９４４号または２０１５年４月１７日出願のＰＣＴ出願
番号第ＰＣＴ／ＵＳ２０１５／０２６４４３、発明の名称“Systems and Methods for Ba
rcoding Nucleic Acids”を参照のこと。
【００４７】
　リガーゼの非限定的例としては、ＤＮＡリガーゼＩ、ＤＮＡリガーゼＩＩ、ＤＮＡリガ
ーゼＩＩＩ、ＤＮＡリガーゼＩＶ、Ｔ４　ＤＮＡリガーゼ、Ｔ７　ＤＮＡリガーゼ、Ｔ３
　ＤＮＡリガーゼ、大腸菌ＤＮＡリガーゼ、Ｔａｑ　ＤＮＡリガーゼなどのようなＤＮＡ
リガーゼが挙げられる。多くのこのようなリガーゼは、商業的に購入できる。さらに、あ
る態様において、２以上の核酸を、アニーリングまたはプライマー伸長法を用いて、共に
ライゲートし得る。さらに、ある場合において、核酸を、例えばトランスポゾンなどを用
いて、オリゴヌクレオチドの内部に付加し得る。例えば、引用によりその内容全体を本明
細書中に包含させる、米国特許出願番号第６２／０７２，９５０号を参照のこと。
【００４８】
　ある態様において、核酸およびオリゴヌクレオチドは、例えば、相補性であり得る不対
ヌクレオチドのオーバーハングを含む、平滑末端または“突出(sticky)”末端を有し得る
。非限定的例としては、図２および３に記載されるものが挙げられる。ある場合において
、例えば、図３に示す通り、制限酵素を、連結前に核酸の末端を調製するのに使用し得る
。
【００４９】
　従って、例えば、核酸は不対ヌクレオチドの一部を含んでいてよく、オリゴヌクレオチ
ドは不対ヌクレオチドの相補的部分を含み得る。非限定的な例として、オーバーハングは
Ａであってよく、相補鎖はＴであり得る。オーバーハング領域は、任意の好適な数の、例
えば、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０個などのヌクレオチドを含み得る。オ
ーバーハング領域は、単一のヌクレオチド（例えば、Ａ、ＡＡ、ＡＡＡなど）または好適
なヌクレオチドのランダム配列もしくは任意の他の配列のみを含み得る。ある場合におい
て、オーバーハングは、適当な酵素、例えば制限エンドヌクレアーゼまたは逆転写酵素を
用いて作製され得る。
【００５０】
　例えば、１つの非限定的態様において、バーコードされたプライマーの３’末端は、全
トランスクリプトームプロファイリングのために細胞ｍＲＮＡを捕捉するために使用され
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得るポリＴ配列で終結される。全ての細胞を組み合わせて得られたライブラリーは、ＰＣ
Ｒベースの方法を用いて、またはハイブリダイゼーション捕捉ベースの方法（Agilent Su
reSelectなど）を用いて、例えば目的の遺伝子のサブセットのみの配列決定を可能にする
ように、富化されてもよい。別の態様において、バーコードされたプライマーの３’末端
は、細胞内でＲＮＡを捕捉するために使用され得るランダムＤＮＡ配列で終結され得る。
別の態様において、バーコードされたプライマーの３’末端は、目的のＤＮＡまたはＲＮ
Ａ種（“遺伝子”）を捕捉するために、または粒子もしくは微小球体に加えて、例えば酵
素試薬と共に、液滴中に送達されるＤＮＡプローブにハイブリダイズするために、使用さ
れ得る特定のＤＮＡ配列で終結され得る。別の態様において、粒子または微小球体は、目
的の幾つかの遺伝子を標的とするために多数の異なるプライマーを担持し得る。さらに別
の態様は、液滴のサイズおよび液滴のバーコード化に必要な反応成分の濃度の最適化に関
する。
【００５１】
　別の一連の態様において、核酸は、オリゴヌクレオチド上のアダプター配列に相補的な
配列を用いてオリゴヌクレオチドに結合され得て、ここで、該相補的配列は、例えば図１
Ａに説明した通り、所望のまたは任意の配列（例えば、テンプレート）を増幅するか、ま
たはオリゴヌクレオチドへ組み込むために使用され得るプライマーを含む。
【００５２】
　例えば、ある態様において、テンプレートを液滴に導入し、液滴内で増幅することがで
きる。液滴がオリゴヌクレオチドを含むとき、増幅プロセスを、例えば、テンプレートの
少なくとも一部を認識することができるプライマーを含む相補的配列により、オリゴヌク
レオチドにテンプレートを結合させるために使用することができる。例えば、オリゴヌク
レオチドは、アダプター配列に相補的な部分およびテンプレートの少なくとも一部を認識
することができるプライマーを含む相補的配列に相補的な、“ユニバーサル”配列または
アダプター配列を含んでよい。従って、液滴内での増幅の際に、オリゴヌクレオチドは、
例えばテンプレートを含むように伸長され得る。従って、増幅により、テンプレート配列
は、例えば図１に示すように、オリゴヌクレオチドに組み込まれ得て、プライマーは、増
幅を促進するか、またはオリゴヌクレオチドへのテンプレート鎖または他の配列の連結を
促進するために使用され得る。例えば、このプロセスは、相補的配列内の遺伝子特異的プ
ライマー（フォワードまたはリバース)のようなプライマーを用いて促進され得る。
【００５３】
　核酸が結合するオリゴヌクレオチドは、例えば、バーコード配列、認識配列、開裂可能
な結合、ランダム配列、または本明細書に記載のような他の配列を含み得る。例えば、一
連の態様において、核酸は、１つの供給源由来（例えば、液滴内に含まれる細胞由来）の
核酸を他の供給源由来（例えば、他の細胞由来）のものから区別するために使用すること
ができる特定のオリゴヌクレオチド（例えば、“バーコード”）に結合され得る。１また
は２以上のバーコードが、オリゴヌクレオチド上に存在してもよい。
【００５４】
　ある態様において、オリゴヌクレオチドは、“バーコード”配列または特異的配列を含
み得る。該配列は、（例えば、粒子上および／または液滴中に存在する）オリゴヌクレオ
チドのいくつかまたはほとんどが、特異的配列（または、特異的な配列の組合せ）を有す
るが、（例えば、他の粒子または液滴上の）他のオリゴヌクレオチドは、特異的配列また
は配列の組合せを有さないように選択され得る。従って、例えば、該配列を、液滴または
液滴から得られて包含される（例えば、溶解細胞由来の）核酸を特異的に同定するか、ま
たは他の液滴もしくは他の液滴から得られて包含される（例えば、他の細胞から遊離され
た）他の核酸と区別するために使用することができる。
【００５５】
　配列は、何れかの好適な長さであり得る。バーコード配列の長さは重要ではなく、それ
は、該バーコード配列を他のバーコード配列と区別するのに十分な長さであればよい。１
つ、２つ、またはそれ以上の“バーコード”配列は、上記の通り、オリゴヌクレオチド中
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に存在してよい。バーコード配列は、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１
４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４または２５ヌクレオ
チドの長さを有し得る。ある場合には、２５を超えるヌクレオチドも存在し得る。
【００５６】
　ある場合において、特異的配列またはバーコード配列は、可能性のあるバーコード配列
の“プール”から選択され得る。２以上のバーコード配列がオリゴヌクレオチド中に存在
するとき、バーコード配列は、可能性のあるバーコード配列の同じか、または異なるプー
ルから選択され得る。配列のプールは、何らかの好適な技術を用いて、例えばランダムに
、または例えば、バーコード配列の読み取りにおけるエラーを検出可能であり、場合によ
っては修復することができるように、ある距離（例えば、ハミング距離)だけ離れて、該
配列がエラー検出および／または修復を可能にするように、選択され得る。プールは、任
意の数の可能性のあるバーコード配列、例えば、少なくとも１００、少なくとも３００、
少なくとも５００、少なくとも１，０００、少なくとも３，０００、少なくとも５，００
０、少なくとも１０，０００、少なくとも３０，０００、少なくとも５０，０００、少な
くとも１００，０００、少なくとも３００，０００、少なくとも５００，０００、または
少なくとも１，０００，０００のバーコード配列を有し得る。
【００５７】
　従って、本発明のある態様は、一般的に、粒子または微小球体に結合されたバーコード
化核酸に関する。例えば、一連の態様は、一般的に、核酸断片（それぞれが、核酸の捕捉
、増幅および／または配列決定に使用される可能性のあるバーコード配列、プライマー配
列、および／または他の配列をコードする）を担持する粒子または微小球体に関する。微
小球体は、１～５００マイクロメートルの大きさの、または本明細書に記載のような他の
大きさのヒドロゲル粒子（ポリアクリルアミド、アガロースなど)、あるいはコロイド状
粒子（ポリスチレン、磁性またはポリマー粒子など）を意味し得る。微小球体は、ある態
様において多孔性であり得る。使用できる他の適当な粒子または微小球体は、本明細書に
さらに詳細に記載する。
【００５８】
　粒子または微小球体の調製は、ある場合において、最初のＤＮＡオリゴヌクレオチドの
粒子または微小球体への共有結合または取り込みの他の技術と、それに続く所定のプール
から、例えば、無作為に、選択された１以上のバーコードによる各オリゴヌクレオチドの
酵素的伸長に依存し得る。可能な特異的なバーコードの最終的な数は、ある場合に、所定
のバーコードプールのサイズおよび／または伸長工程の数に依存し得る。例えば、３８４
の所定のバーコードのプールおよび２伸長工程を用いて、各粒子または微小球体は、３８
４２＝１４７，４５６の可能なバーコードの一つを担持し、３伸長工程を用いて、各粒子
または微小球体は３８４３＝５６，６２３，１０４の可能なバーコードの一つを担持する
などである。他の多数の工程もある場合に使用可能であり、さらに、各プールは、多様な
数の所定のバーコード(３８４のみではない)を有し得て、これらプールは、同一およびま
たは異なる数の所定のバーコードを有し得る。プールは同一および／または異なる配列を
含み得る。
【００５９】
　従って、ある態様において、使用される可能なバーコードは、バーコード要素の１以上
の別々の“プール”から形成され、これを、その後、例えば、スプリットプール合成法を
用いて共に連結して最終的なバーコード配列を作製する。プールは、例えば、少なくとも
約３００、少なくとも約５００、少なくとも約１，０００、少なくとも約３，０００、少
なくとも約５，０００または少なくとも約１０，０００の識別可能なバーコードを含み得
る。例えば、第一プールはｘ１要素を含んでよく、第二プールはｘ２要素を含んでよく、
第一プールからの要素および第二プールからの要素を含むバーコードを形成することによ
り、例えば、使用可能なｘ１ｘ２の可能なバーコードを産生し得る。ｘ１およびｘ２は等
しくても等しくなくてもよいことは注意すべきである。この工程を任意の数繰り返してよ
く、例えば、バーコードは、第一プール、第二プールおよび第三プールからの要素（例え
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ば、ｘ１ｘ２ｘ３の可能なバーコードを産生する）または第一プール、第二プール、第三
プールおよび第四プールからの要素（例えば、ｘ１ｘ２ｘ３ｘ４の可能なバーコードを産
生する）を含んでよいなどである。５、６、７、８または任意の他の適当な数のプールが
存在し得る。従って、可能性のある組み合わせの数のために、比較的少数のバーコード要
素を使用してもなお、はるかに多い数の識別可能なバーコードを作製することができる。
【００６０】
　ある場合において、複数のプールのかかる使用は、組み合わせて、多数のバーコードを
個々に別個に製造および合成することなく、実質的に多数の使用可能なバーコードの製造
に使用し得る。例えば、多くの先行技術システムにおいて、１００または１，０００バー
コードに対する要求は、１００または１，０００バーコードの個々の合成を必要とし得る
。しかしながら、多数のバーコードが、例えば、多数の細胞の試験に必要であるならば、
対応する多数のバーコードを合成する必要がある。このようなシステムは、１０，０００
、１００，０００または１，０００，０００のバーコードのような多数では非実用的およ
び実行不可能となる。しかしながら、バーコードの別々の“プール”の使用により、多数
のバーコードが、各バーコードの個々の合成を必ずしも必要とせずに達成できる。非限定
的例として、１，０００（または任意の他の適当な数）の識別可能なバーコードの第一プ
ールおよび１，０００の識別可能なバーコードの第二プールを、２，０００バーコード（
または該バーコードを各プールで再使用する場合、１，０００のみ）の合成を必要とし、
さらにそれらを組み合わせて１，０００×１，０００＝１，０００，０００の識別可能な
バーコードを産生でき、例えば、ここで、各識別可能なバーコードは、第一プールから選
択された第１のバーコードおよび第二プールから選択された第２のバーコードを含む。バ
ーコードを構築するために３、４またはそれ以上のプールを使用することにより、合成さ
れる必要がある識別可能なバーコードの総数を実質的に増加させることなく、製造され得
るさらに多数のバーコードをもたらし得る。
【００６１】
　オリゴヌクレオチドは、適当な長さであり得るか、または適当な数のヌクレオチドを含
み得る。オリゴヌクレオチドは、ＤＮＡ、ＲＮＡ、および／またはＰＮＡなどの他の核酸
、および／またはこれらの組合せ、および／または他の核酸を含み得る。ある場合におい
て、オリゴヌクレオチドは一本鎖であるが、他の場合二本鎖であり得る。例えば、オリゴ
ヌクレオチドは、少なくとも約１０ｎｔ、少なくとも約３０ｎｔ、少なくとも約５０ｎｔ
、少なくとも約１００ｎｔ、少なくとも約３００ｎｔ、少なくとも約５００ｎｔ、少なく
とも約１０００ｎｔ、少なくとも約３０００ｎｔ、少なくとも約５０００ｎｔ、少なくと
も約１０，０００ｎｔなどの長さを有し得る。ある場合において、オリゴヌクレオチドは
、約１０，０００ｎｔ以下、約５０００ｎｔ以下、約３０００ｎｔ以下、約１０００ｎｔ
以下、約５００ｎｔ以下、約３００ｎｔ以下、約１００ｎｔ以下、約５０ｎｔ以下などの
長さを有し得る。これらの何れかの組み合わせも可能であり、例えば、オリゴヌクレオチ
ドは約１０ｎｔ～約１００ｎｔであり得る。オリゴヌクレオチドの長さは重要ではなく、
種々の長さを種々の態様において使用し得る。
【００６２】
　オリゴヌクレオチドはまた、種々の配列を含み得る。例えば、オリゴヌクレオチドは、
１以上のプライマー配列、本明細書に記載の１以上の特異的配列または“バーコード”配
列、１以上のプロモーター配列、１以上のスペーサー配列などを含み得る。オリゴヌクレ
オチドはまた、ある態様において１以上の開裂可能なスペーサー、例えば、光開裂可能な
リンカーを含み得る。オリゴヌクレオチドは、例えば、該オリゴヌクレオチドが開裂によ
り粒子から除去され得るように、化学的に（例えば、リンカーにより）または物理的に（
例えば、リンカーを必ずしも必要としないで）粒子に結合され得る。他の例としては、オ
リゴヌクレオチドの量（バルク）（または長さ）を増加させる（例えば、特異的配列また
はナンセンス配列を使用して）、取り扱いを容易にする（例えば、オリゴヌクレオチドは
ポリＡテイルを含み得る)、結合選択性を高める（例えば、下記のとおり）、酵素による
認識を促進する（例えば、適当なリガーゼ）、同定を容易にするなどのために使用可能な
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部分である。これらのおよび／または他の配列の例は、本明細書にさらに詳細に記載する
。
【００６３】
　ある場合において、オリゴヌクレオチドは、例えば、オリゴヌクレオチドの作製を可能
にする、酵素増幅を可能にするなどのために、１以上のプロモーター配列を含み得る。当
業者は、プライマー配列、例えば、Ｐ５またはＰ７を知っている。多くのこのようなプラ
イマー配列が市販されている。プロモーターの例としては、Ｔ７プロモーター、Ｔ３プロ
モーターまたはＳＰ６プロモーターが挙げられるが、これらに限定されない。
【００６４】
　ある場合において、オリゴヌクレオチドは、１以上のプライマー配列を含み得る。一般
に、プライマーは、一本鎖または部分的に二本鎖核酸（例えば、ＤＮＡ）であり、これは
核酸合成の出発点として働き、核酸ポリメラーゼのようなポリメラーゼ酵素がプライマー
を伸長させ、相補鎖を複製することを可能とする。プライマーは、標的核酸に相補的であ
り、かつハイブリダイズする。ある態様において、プライマーは合成プライマーである。
ある態様において、プライマーは天然に存在しないプライマーである。プライマーは、一
般に１０～５０ヌクレオチド長を有する。例えば、プライマーは、１０～４０、１０～３
０、１０～２０、２５～５０、１５～４０、１５～３０、２０～５０、２０～４０または
２０～３０ヌクレオチド長を有し得る。ある態様において、プライマーは、１８～２４ヌ
クレオチド長を有する。プライマーの例には、Ｐ５プライマー、Ｐ７プライマー、ＰＥ１
プライマー、ＰＥ２プライマー、Ａ１９プライマーまたは本明細書に記載の他のプライマ
ーが含まれるが、これらに限定されない。
【００６５】
　ある場合において、オリゴヌクレオチドは、例えば、オリゴヌクレオチドの質量または
サイズを増加させるために、ナンセンス配列またはランダム配列を含み得る。ランダム配
列は、適当な長さであってよく、１または２以上存在し得る。非限定的例として、ランダ
ム配列は、１０～４０、１０～３０、１０～２０、２５～５０、１５～４０、１５～３０
、２０～５０、２０～４０または２０～３０ヌクレオチド長を有し得る。
【００６６】
　ある場合において、オリゴヌクレオチドは、遺伝子または他の化学物質（entity）に特
異的に結合できる１以上の配列を含み得る。例えば、ある態様において、オリゴヌクレオ
チドはｍＲＮＡを認識できる配列、例えば、ポリＴ配列（例えば、一列に数個のＴ、例え
ば、４、５、６、７、８個またはそれ以上のＴ）を含むものを含み得る。
【００６７】
　ある一連の態様において、オリゴヌクレオチドは、例えば、適当な刺激の適用により開
裂可能な、１以上の開裂可能リンカーを含み得る。例えば、開裂可能な配列は、光または
適当な化学物質もしくは酵素の適用により開裂され得る、光開裂可能なリンカーであり得
る。光開裂可能なリンカーの非限定的例は、図４に見ることができる。ある場合において
、例えば、複数の粒子（表面上にオリゴヌクレオチドを含む）を製造し、例えば、ある場
合において、平均的に、各液滴が１粒子またはそれ未満（またはそれ以上）を含むように
、液滴に添加することができる。液滴に添加された後、オリゴヌクレオチドは、該オリゴ
ヌクレオチドを溶液中に、すなわち、液滴内部に存在させるために、例えば、光または他
の適当な開裂技術を用いて、粒子から切断され得る。かかる方法において、オリゴヌクレ
オチドは、粒子の液滴への充填により液滴に容易に充填され、次いで開裂されて、例えば
、ヌクレオチドまたは本明細書に記載の他の種と相互作用するように、該オリゴヌクレオ
チドを溶液中に存在させ得る。
【００６８】
　本明細書に記載のようなオリゴヌクレオチドを作製するために、種々の技術を用いるこ
とができる。これらは、バルク中および／または微小流体液滴などの１もしくはそれ以上
の液滴中で調製され得る。ある場合において、オリゴヌクレオチドは、例えば、各液滴内
のバーコードおよび／またはオリゴヌクレオチドが特異的であるのを確実にするために、
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液滴中で調製され得る。さらに、ある態様において、粒子は、別個の液滴中に種々のバー
コードを有するオリゴヌクレオチドを含有するように調製され得て、その後、粒子は、例
えば上記のように核酸をオリゴヌクレオチドに添加する使用者に与えられるか、または販
売され得る。
【００６９】
　ある場合において、ＤＮＡおよび／または他の核酸を含むオリゴヌクレオチを粒子に結
合し、液滴に送達し得る。ある場合において、オリゴヌクレオチドを、例えば、液滴が一
般にその中に最大１粒子を有するように、液滴への送達を制御するために粒子に結合する
。ある場合において、液滴への送達により、オリゴヌクレオチドは、例えば、開裂、粒子
分解などにより、粒子から除去され得る。しかしながら、他の態様において、液滴は、同
一または異なるオリゴヌクレオチドを有し得る、２、３または任意の他の数の粒子を含ん
でよいことは理解されるべきである。
【００７０】
　他の側面において、本発明は、多数の細胞からのＤＮＡまたはＲＮＡ、例えばゲノムＤ
ＮＡ、特定の遺伝子、特定のｍＲＮＡ配列などの決定または同定のためのシステムおよび
方法を提供する。ある態様において、本発明は、例えば、細胞集団のプロファイリングの
目的または本明細書の記載のような他の目的のための、多数の単一細胞からのＤＮＡまた
はＲＮＡの並行捕捉およびバーコーディングのためのシステムおよび方法を提供する。あ
る態様において、これは、例えば、細胞ならびに／またはＲＮＡおよび／もしくはＤＮＡ
捕捉および／もしくは増幅に使用し得る他の試薬と共に、粒子または微小球体（例えば、
ヒドロゲルまたはポリマー微小球体）に結合した、バーコード化核酸または他の適当なオ
リゴヌクレオチドの封入に依存する。
【００７１】
　ある一連の態様において、実質的に各個々の細胞から生じる内容物を、例えば、集団の
細胞間の不均一性を決定もしくは規定するため、または細胞集団をスクリーニングするな
どのために、例えば、ある場合に、数百、数千、数万または数十万またはそれ以上の異な
る細胞を単一実験においてバーコード化または他に標識することを可能にする特異的なバ
ーコード(これは無作為に決定してよく、または本明細書に記載するように決定する)で標
識し得る。他の目的は本明細書に記載されている。
【００７２】
　ある一連の態様において、微小流体システムを、例えば、一反応容器中、個々の液滴(
例えば、５０ｐＬ～１０ｎＬ体積)内に単一細胞を捕捉するために使用する。各細胞を溶
解し、そのＲＮＡおよび／またはＤＮＡを、例えば、酵素反応を介して、ライゲーション
を介してなど、液滴特異的バーコードで特異的にバーコード化または標識し得る。これら
以外の寸法を有するものを含む、微小流体システムの例も本明細書に記載する。ある態様
も、例えば、最初に細胞をＤＮＡタグ付抗体で処理することにより、ＲＮＡまたはＤＮＡ
と並行して単一細胞におけるタンパク質存在量を定量するために、ある態様において使用
されるはずであり、この場合、ＤＮＡタグは、液滴特異的バーコードで同様にバーコード
化され得る。一旦、液滴中の細胞成分がバーコード化されると、液滴を破壊または破裂し
てよく、サンプルを、ハイスループット配列決定または他の適用のために、例えば、大量
に、処理できる。配列決定後、ＤＮＡバーコードによってデータを分けるかまたは他の方
法で分析できる。
【００７３】
　単一細胞におけるＤＮＡ、ＲＮＡおよび／またはＤＮＡ抗体タグの並行バーコーディン
グを実施するために、単一ヒドロゲルまたはポリマー粒子または微小球体を、ある一連の
態様によって、生物学的または化学的試薬および細胞と共に各液滴に封入し得る。高濃度
(例えば１～１００μＭ)のＤＮＡフラグメント(以後“プライマー”)を担持する粒子また
は微小球体は、(ａ)同じバーコードが粒子または微小球体上の全核酸フラグメントに見ら
れるとの条件で、例えば、少なくとも１０，０００のバーコード(または少なくとも３０
，０００バーコード、少なくとも１００，０００バーコード、少なくとも３００，０００
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バーコードまたは少なくとも１，０００，０００バーコードなど)のプールからランダム
に選択されたバーコード配列をコードする；および／または(ｂ)ＤＮＡまたはＲＮＡのハ
イブリダイゼーションおよび捕捉に使用される１以上のプライマー配列をコードする。異
なるバーコードの数は、２以上の細胞が、同じバーコードを担持する粒子または微小球体
を有する異なる液滴で占拠される可能性を減らすために、捕捉すべき細胞の数より、少な
くとも１０倍、ある場合に少なくとも１００倍多くてよい。例えば、１５０，０００バー
コードおよび１，０００細胞で、平均３細胞のみが重複するバーコードを獲得する(９９
７の検出バーコードをもたらす)。
【００７４】
　ある態様において、液滴が１粒子(または微小球体)および１細胞を含むような封入条件
を選択する。空の液滴および／または単一粒子を有するが細胞がない液滴および／または
細胞を有するが粒子がない液滴の存在は、実質的に性能に影響し得ない。しかしながら、
１液滴中の２以上の粒子または２以上の細胞存在は、制御が困難な誤差をもたらし得て、
したがって、このような事象の発生率は、ある場合において最小に、例えば、約１０％未
満または約５％未満に維持される。細胞および粒子を除けば、他の生物学的および化学的
試薬は、液滴に等しく分布される。共封入された細胞および粒子を、特定の適用の目的に
より、収集し、処理し得る。例えば、ある特定の態様において、単一細胞のＤＮＡまたは
ＲＮＡを、粒子と共に導入したプライマーにより捕捉し、次いで、逆転写または他のＤＮ
Ａ重合反応によりバーコード化相補的ＤＮＡに変換し得る。
【００７５】
　精製および任意のＤＮＡ増幅後、細胞核酸の塩基組成およびバーコード同一性を、例え
ば、配列決定または他の技術により決定し得る。あるいは、ある態様において、粒子また
は微小球体と共に導入したプライマーを、ゲノムからの特異的核酸配列の増幅に使用でき
る。
【００７６】
　ある態様において、例えば、液滴中の酵素反応開始の効率を改善するために、粒子また
は微小球体を用いて導入したバーコード化プライマーを、例えば、光、化学物質、酵素ま
たは他の技術によりそれから開裂し得る。しかしながら、プライマーの開裂は任意の工程
または時点で実施してよく、ある場合に使用者により決定され得る。このような開裂は、
特定の状況および／または条件において特に重要であり得て、例えば、単一細胞における
ＲＮＡおよびＤＮＡ分子のあるフラクションは、極めて大きく、または複雑に結合してお
り、それゆえに、粒子または微小球体の表面または内部に効率的に拡散しない。しかしな
がら、他の態様において、開裂は必須ではない。
【００７７】
　これらのような技術を用いて、例えば、ゲノム、一塩基多型、特異的遺伝子発現レベル
、非コードＲＮＡ、全トランスクリプトーム(またはその一部)、遺伝子全体またはそれら
のセクションなどを分析できる。しかしながら、本発明は、これらの適用にのみ限定され
ない。
【００７８】
　ある非限定的態様において、バーコード化プライマーの３’末端を、全トランスクリプ
トームプロファイリングのために細胞ｍＲＮＡを捕捉するのに使用し得るポリＴ配列で終
結させる。全ての細胞を合わせた得られたライブラリーを、所望によりＰＣＲベースの方
法を用いてまたはハイブリダイゼーション捕捉ベースの方法(例えばAgilent SureSelect)
を用いて富化し、例えば、目的の遺伝子のサブセットのみの配列決定を可能とし得る。別
の態様において、バーコード化プライマーの３’末端を、細胞内のＲＮＡを捕捉するため
に使用できるランダムＤＮＡ配列で終結させ得る。別の態様において、バーコード化プラ
イマーの３’末端を、例えば、目的のＤＮＡまたはＲＮＡ種(“遺伝子”)の捕捉または例
えば、酵素試薬と共に、粒子または微小球体に加えて液滴に送達されるＤＮＡプローブと
ハイブリダイズするために、特異的ＤＮＡ配列で終結させ得る。別の態様において、粒子
または微小球体は、目的のいくつかの遺伝子を標的とするために、多数の異なるプライマ
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ーを担持し得る。さらに他の態様は、液滴サイズおよび液滴バーコーディングに必要な反
応成分の濃度の最適化に関する。
【００７９】
　オリゴヌクレオチドは、例えば本明細書に記載のように、粒子に結合され得る。ある態
様において、オリゴヌクレオチドの複数のコピーが粒子上に存在し得るが、粒子は１つの
オリゴヌクレオチドのみを含み得る。他の粒子は、例えば本明細書に記載のバーコード配
列を用いて、識別可能な異なるオリゴヌクレオチドを含み得る。
【００８０】
　好適な方法のいずれかを使用して、オリゴヌクレオチドを粒子に結合し得る。正確な結
合法は重要ではなく、例えば、化学的でも物理的でもよい。例えば、オリゴヌクレオチド
は、ビオチン－ストレプトアビジン結合、アミノ結合またはアクリルホスホロアミダイト
結合により粒子に共有結合し得る。例えば、アクリルホスホロアミダイト結合の例として
図４を参照のこと。他の一連の態様において、オリゴヌクレオチドは、例えば、物理的に
、粒子に取り込まれ得て、そこで、オリゴヌクレオチドは、粒子を改変することにより遊
離され得る。従って、ある場合において、オリゴヌクレオチドは開裂可能結合を有する必
要はない。例えば、ある態様において、オリゴヌクレオチドは、粒子の形成により、アガ
ロース粒子のような粒子に取り込まれ得る。粒子の分解により(例えば、粒子を軟化、分
解または液化するまで加熱することにより)、オリゴヌクレオチドは粒子から遊離され得
る。
【００８１】
　粒子は、本発明の特定の側面において微小粒子である。粒子は、多種多様なタイプのい
ずれであってもよく、本明細書に記載のように、粒子を、液滴中に特定のオリゴヌクレオ
チドを導入するのに使用でき、オリゴヌクレオチドが(例えば、物理的または化学的に)結
合できる適当な粒子を使用し得る。粒子の正確な形態は重大ではない。粒子は、球形でも
非球形でもよく、適当な材料で形成されていてよい。ある場合において、実質的に同じ組
成および／または実質的に同じ平均直径を有する複数の粒子を使用する。複数のまたは一
連の粒子の“平均直径”は、粒子の各々の平均直径の算術平均である。当業者は、例えば
、レーザー光散乱、顕微鏡検査または他の既知技術を用いて、複数のまたは一連の粒子の
平均直径(または他の特徴的数値)を決定できる。非球形粒子の、単一粒子の平均直径は、
非球形粒子と同じ体積を有する完全な球形の直径である。粒子(および／または複数のも
しくは一連の粒子)の平均直径は、ある場合において、例えば、約１ｍｍ未満、約５００
μｍ未満、約２００μｍ未満、約１００μｍ未満、約７５μｍ未満、約５０μｍ未満、約
２５μｍ未満、約１０μｍ未満または約５μｍ未満であり得る。平均直径はまた、特定の
場合に、少なくとも約１μｍ、少なくとも約２μｍ、少なくとも約３μｍ、少なくとも約
５μｍ、少なくとも約１０μｍ、少なくとも約１５μｍまたは少なくとも約２０μｍであ
り得る。
【００８２】
　粒子は、ある一連の態様において、ヒドロゲル粒子であり得る。例えば、ＤＮＡ含有ヒ
ドロゲル粒子を含む、ヒドロゲル粒子の例について、国際特許出願公開ＷＯ２００８／１
０９１７６号、発明の名称“Assay and other reactions involving droplets”(引用に
より本明細書に包含させる)を参照のこと。ヒドロゲルの例は、ポリアクリルアミド、ポ
リＮ－イソプロピルアクリルアミドまたはポリＮ－イソプロピルポリアクリルアミドのよ
うなアガロースまたはアクリルアミドベースのゲルを含むが、これらに限定されない。例
えば、単量体水溶液を液滴に分散させ、次いで、例えば、ゲルを形成するために、重合化
し得る。他の例は、カルシウムイオンの添加によりゲル化できる、アルギン酸のようなヒ
ドロゲルである。ある場合において、例えば、各々、引用によりその内容全体を本明細書
に包含させる、米国特許公開２００７／０００３４２号として２００７年１月４日公開の
、Linkらの、発明の名称“Electronic Control of Fluidic Species”である、２００６
年２月２３日出願の米国特許出願番号第１１／３６０，８４５号、またはAhnらの“Fluid
ic Droplet Coalescence”なる発明の名称の２００７年１月２４日出願の米国特許出願１
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１／６９８，２９８号に記載のように、ゲル化イニシエーター(アクリルアミドについて
過硫酸アンモニウムおよびＴＥＭＥＤ、またはアルギン酸についてＣａ２＋)を、例えば
、水相との共流動により、油相を通す共流動により、または２個の異なる液滴の合体によ
り、液滴に添加できる。
【００８３】
　他の一連の態様において、粒子は１以上のポリマーを含み得る。ポリマーの例としては
、ポリスチレン(ＰＳ)、ポリカプロラクトン(ＰＣＬ)、ポリイソプレン(ＰＩＰ)、ポリ(
乳酸)、ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリアクリロニトリル、ポリイミド、ポリアミ
ド、ならびに／またはこれらの混合物および／またはコポリマー、および／または他のポ
リマーが含まれるが、これらに限定されない。さらに、ある場合において、粒子は、粒子
の磁性操作を可能にする、磁性であり得る。例えば、粒子は、鉄または他の磁性物質を含
み得る。粒子はまた、タンパク質、核酸または小分子のような他の分子が結合されるよう
に、官能化もできる。従って、本発明のある態様は、例えば、核酸、タンパク質、小分子
または本明細書に記載もののような他の種の、ライブラリーを規定する、一連の粒子に関
する。ある態様において、粒子は蛍光であり得る。
【００８４】
　ある側面において、オリゴヌクレオチドを含む本明細書の記載のもののような粒子は、
液滴内に含まれていてよく、オリゴヌクレオチドは、該粒子から液滴内部に放出され得る
。液滴はまた、オリゴヌクレオチドに結合するか、またはオリゴヌクレオチドによって認
識され得る核酸（例えば、細胞を溶解することによって産生される）を含み得る。粒子お
よび細胞は、液滴の形成中および／または形成後に液滴内に導入されてもよく、同時また
は逐次に(任意の好適な順序で)添加されてよい。上述の通り、ある態様において、粒子お
よび細胞は、液滴が一般的には、平均して１個以下の粒子および１個以下の細胞を含むよ
うに、該液滴内に配置され得る。
【００８５】
　ある一連の態様において、液滴は、細胞または他の核酸源、および例えば上記のような
オリゴヌクレオチドを含む粒子を含んで形成される。液滴を作製するために適当な方法を
選択することができ、液滴を形成するための多様な技術が当業者に知られている。例えば
、チャネルの接合部を用いて液滴を作製することができる。接合部は、例えば、Ｔ接合部
、Ｙ接合部、チャネル内チャネル接合部（例えば、同軸配置であるか、または内部チャネ
ルおよび該内部チャネルの少なくとも一部を取り囲む外部チャネルを含む)、交差（また
は“Ｘ”)接合部、流動収束接合部（flow-focusing junction）、または液滴を作製する
ための他の好適な接合部であり得る。例えば、２００４年１０月２８日に国際公開ＷＯ 
２００４／０９１７６３として公開された、Linkらによる発明の名称“Formation and Co
ntrol of Fluidic Species”と題する２００４年４月９日出願の国際特許出願第ＰＣＴ／
ＵＳ２００４／０１０９０３、または２００４年１月８日に国際公開ＷＯ ２００４／０
０２６２７として公開された、Stoneらの発明の名称“Method and Apparatus for Fluid 
Dispersion”と題する２００３年６月３０日に出願された国際特許出願第ＰＣＴ／ＵＳ２
００３／０２０５４２号（各々、引用によりその全体を本明細書中に包含させる）を参照
のこと。ある態様において、接合部は、実質的に単分散の液滴を作製するように構成およ
び配置されていてよい。液滴はまた、流体デバイス上に作製されてもよく、および／また
は液滴は、別々に作成された後にデバイスに提供されてもよい。
【００８６】
　細胞が使用される場合、該細胞は、いずれか好適な供給源から得られる得る。例えば、
細胞は、該細胞由来の核酸が試験または配列決定されることが望まれる任意の細胞であっ
てもよく、１または２以上の細胞タイプを含み得る。細胞は、例えば、特定の臓器または
組織由来の細胞（例えば、心細胞、免疫細胞、筋細胞、癌細胞など）、特定の個体または
種由来の細胞（例えば、ヒト細胞、マウス細胞、細菌など）、異なる生物由来の細胞、天
然サンプル（例えば、池水、土壌など）由来の細胞などであり得る。ある場合において、
細胞は組織から分離されてもよい。
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【００８７】
　さらに、本発明の特定の態様は、液滴または他の別個の区画、例えば、マイクロウェル
プレートのマイクロウェル、スライドまたは他の表面上の個々のスポットなどの使用を伴
う。ある場合において、各区画は、他の区画と誤って混ざらない特定の位置にあり得る。
区画は、比較的小さくてもよく、ある場合において、例えば、各区画は、約１ｍｌ未満、
約３００μｌ未満、約１００μｌ未満、約３０μｌ未満、約１０μｌ未満、約３μｌ未満
、約１μｌ未満、約５００ｎｌ未満、約３００ｎｌ未満、約１００ｎｌ未満、約５０ｎｌ
未満、約３０ｎｌ未満、または約１０ｎｌ未満の容積を有し得る。
【００８８】
　ある一連の態様において、液滴（または、他の区画)は、平均して、各液滴がその中に
１個未満の粒子を有するように充填される。例えば、平均充填率は、約１粒子／液滴未満
、約０．９粒子／液滴未満、約０．８粒子／液滴未満、約０．７粒子／液滴未満、約０．
６粒子／液滴未満、約０．５粒子／液滴未満、約０．４粒子／液滴未満、約０．３粒子／
液滴未満、約０．２粒子／液滴未満、約０．１粒子／液滴未満、約０．０５粒子／液滴未
満、約０．０３粒子／液滴未満、約０．０２粒子／液滴未満または約０．０１粒子／液滴
未満であり得る。ある場合において、２またはそれ以上の粒子をその中に有する液滴が作
製される確立を最小化するために、低い粒子充填率が選択され得る。従って、液滴の、例
えば、少なくとも約５０％、少なくとも約６０％、少なくとも約７０％、少なくとも約８
０％、少なくとも約９０％、少なくとも約９５％、少なくとも約９７％、少なくとも約９
８％または少なくとも約９９％が粒子を含まないかまたは１個のみの粒子を含み得る。
【００８９】
　同様に、ある態様において、液滴(または他の区画)は、平均して、各液滴がその中に１
細胞未満を有するように充填される。例えば、平均充填率は、約１細胞／液滴未満、約０
．９細胞／液滴未満、約０．８細胞／液滴未満、約０．７細胞／液滴未満、約０．６細胞
／液滴未満、約０．５細胞／液滴未満、約０．４細胞／液滴未満、約０．３細胞／液滴未
満、約０．２細胞／液滴未満、約０．１細胞／液滴未満、約０．０５細胞／液滴未満、約
０．０３細胞／液滴未満、約０．０２細胞／液滴未満または約０．０１細胞／液滴未満で
あり得る。ある場合において、２またはそれ以上の細胞をその中に有する液滴が作製され
る可能性を最小化するために、低い細胞充填率が選択され得る。従って、液滴の、例えば
、少なくとも約５０％、少なくとも約６０％、少なくとも約７０％、少なくとも約８０％
、少なくとも約９０％、少なくとも約９５％、少なくとも約９７％、少なくとも約９８％
または少なくとも約９９％が粒子を含まないかまたは１個のみの粒子を含み得る。さらに
、液滴内の平均粒子充填率および平均細胞充填率は同一でも異なってもよいことに留意す
べきである。
【００９０】
　ある場合において、比較的多数の液滴、例えば、少なくとも約１０、少なくとも約３０
、少なくとも約５０、少なくとも約１００、少なくとも約３００、少なくとも約５００、
少なくとも約１，０００、少なくとも約３，０００、少なくとも約５，０００、少なくと
も約１０，０００、少なくとも約３０，０００、少なくとも約５０，０００、少なくとも
約１００，０００液滴などを作製し得る。ある場合において、前記のとおり、液滴のいく
つかまたは全ては、例えば、少なくともいくつかの液滴に存在するオリゴヌクレオチド（
例えば、これは１以上の特異的配列またはバーコードを含み得る）に基づき、識別可能で
ある。ある場合において、液滴の少なくとも約５０％、少なくとも約６０％、少なくとも
約７０％、少なくとも約８０％、少なくとも約９０％、少なくとも約９５％、少なくとも
約９７％、少なくとも約９８％または少なくとも約９９％は識別可能であり得る。
【００９１】
　粒子および細胞を液滴内に充填した後、オリゴヌクレオチドは、本発明の特定の側面に
よって、粒子から遊離または開裂され得る。上記のとおり、光（例えば、オリゴヌクレオ
チドが光開裂可能リンカーを含む場合）、化学物質または酵素などのような、任意の適当
な技術を使用して、液滴からオリゴヌクレオチドを遊離し得る。化学物質または酵素を使
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用する場合、化学物質または酵素を、液滴形成後、例えば、ピコインジェクションまたは
発明の名称“Fluid Injection”と題する国際特許出願公開ＷＯ２０１０／１５１７７６
号（引用により本明細書中に包含させる）に記載のような他の方法、液滴と化学物質もし
くは酵素を含む液滴との融合、あるいは当業者に知られる他の技術により、液滴に導入し
得る。
【００９２】
　記載のように、特定の側面において、オリゴヌクレオチドを含む粒子は、例えば細胞由
来、または好適な他の供給源由来の核酸を分析するのに使用できる。ある一連の態様にお
いて、細胞が存在するならば、該細胞は、例えば、細胞からＤＮＡおよび／またはＲＮＡ
を遊離させるため、および／または液滴内に細胞溶解物を産生するため、液滴内で溶解さ
れ得る。例えば、細胞は、溶解性化学物質または細胞溶解剤（例えば、Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ
またはＳＤＳのような界面活性剤、リゾチーム、リゾスタフィン、ザイモラーゼ、セルラ
ーゼ、ムタノリシン、グリカナーゼ、プロテアーゼ、マンナーゼ、プロテイナーゼＫのよ
うな酵素など）または物理的条件(例えば、超音波、紫外線、機械的撹拌など)への暴露に
より、溶解され得る。溶解性化学物質を使用するとき、該溶解性化学物質を、液滴形成後
、例えば、ピコインジェクションまたは２０１２年５月３１日に米国特許出願公開第２０
１２／０１３２２８８号として公開された、発明の名称“Fluid Injection”と題する２
０１１年１２月２１日出願の米国特許出願第１３／３７９，７８２号（引用によりその全
体を本明細書に包含させる）に記載のもののような他の方法、液滴と化学物質もしくは酵
素を含む液滴の融合、あるいは当業者に知られる他の技術により、液滴に導入し得る。細
胞の溶解は、粒子からのオリゴヌクレオチドの遊離前、遊離中または遊離後のいずれでも
よい。ある場合において、細胞溶解は、細胞がその内容物、例えば、細胞核酸、タンパク
質、酵素、糖などを遊離させる原因となる。ある態様において、細胞核酸のいくつかはま
た、例えば、本明細書に記載するような、液滴内に含まれる１以上のオリゴヌクレオチド
と連結されてもよい。例えば、ある一連の態様において、一般に細胞内で産生されるＲＮ
Ａ転写物は遊離され、その後オリゴヌクレオチドに連結され得る。
【００９３】
　ある態様において、一旦遊離されると、細胞から遊離した核酸（例えば、ＤＮＡおよび
／またはＲＮＡ）を、オリゴヌクレオチドに、例えば、プライマー伸長、ライゲーション
などにより、共有結合することができる。多種多様な異なる技術を使用することができ、
当業者は多くのこのような技術を知っている。使用する正確な連結技術は必ずしも重大で
はなく、態様毎に変わり得る。
【００９４】
　例えば、特定の態様において、核酸を、リガーゼを用いてオリゴヌクレオチドと結合さ
せることができる。リガーゼの非限定的な例としては、ＤＮＡリガーゼＩ、ＤＮＡリガー
ゼＩＩ、ＤＮＡリガーゼＩＩＩ、ＤＮＡリガーゼＩＶ、Ｔ４ ＤＮＡリガーゼ、Ｔ７ ＤＮ
Ａリガーゼ、Ｔ３ ＤＮＡリガーゼ、大腸菌ＤＮＡリガーゼ、Ｔａｑ ＤＮＡリガーゼなど
のＤＮＡリガーゼが挙げられる。多くのこのようなリガーゼは、商業的に購入することが
できる。さらなる例としては、ある態様において、２またはそれ以上の核酸を、アニーリ
ング法またはプライマー伸長法を用いて共にライゲーションすることができる。
【００９５】
　さらに別の一連の態様において、核酸を、ＰＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応）または本明
細書に引用する技術を含む他の好適な増幅技術を用いて、オリゴヌクレオチドと連結およ
び／または増幅することができる。一般的に、ＰＣＲ反応において、核酸を加熱してそれ
を一本鎖に解離させ、そして熱安定性ＤＮＡポリメラーゼ（例えば、Ｔａｑポリメラーゼ
）を用いて該核酸を増幅する。このプロセスをしばしば複数回反復して、核酸を増幅させ
る。
【００９６】
　ある一連の態様において、ＰＣＲまたは核酸増幅を液滴内で実施し得る。例えば、液滴
はポリメラーゼ（例えばＴａｑ　ポリメラーゼ）およびＤＮＡヌクレオチドを含んでよく
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、液滴を、液滴内の核酸を増幅するために(例えば、加熱および冷却の反復により)処理し
得る。ポリメラーゼおよびヌクレオチドを任意の適当な時点で、例えば、種々の条件をコ
ードする種々の核酸の液滴への添加前、添加中または添加後に添加してよい。例えば、液
滴はポリメラーゼおよびＤＮＡヌクレオチドを含み得て、これを液滴に融合して、増幅を
生じさせる。当業者は、ある態様において、増幅核酸の産生に使用し得る、アセンブリー
ＰＣＲまたはポリメラーゼサイクリングアセンブリーのような適当なＰＣＲ技術および変
形法を認識し得る。このような方法の非限定的例を以下にも記載する。さらに、ある場合
において、適当なプライマー、例えば、Ｐ５およびＰ７、または当業者に知られる他のプ
ライマーを使用して、重合化を開始し得る。ある態様において、プライマーを液滴に添加
してよく、またはプライマーは、液滴内の核酸の１以上に存在し得る。当業者は適当なプ
ライマーを知っており、その多くは、商業的に容易に入手できる。
【００９７】
　ある場合において、液滴を破裂、破壊または他の方法で崩壊させ得る。液滴を“破壊”
または“破裂”させる多種多様な方法が当業者に利用可能であり、選択される正確な方法
は重大ではない。例えば、運搬流体に含まれる液滴を、機械的破砕または超音波のような
技術を使用して崩壊させ得る。液滴はまた、化学薬剤または界面活性剤、例えば、１Ｈ，
１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－ペルフルオロオクタノールを使用して崩壊させ得る。
【００９８】
　次いで、異なる液滴からの核酸(オリゴヌクレオチドで標識)を、共にプールされ、また
は結合され、または分析され、例えば配列決定され、増幅などされる。異なる液滴からの
核酸は、しかしながら、崩壊前に各液滴に存在していた異なるオリゴヌクレオチド（例え
ば、異なるバーコードを含む）により、識別可能なままである。
【００９９】
　例えば、核酸を、ＰＣＲ(ポリメラーゼ連鎖反応)または他の増幅技術を用いて増幅し得
る。一般的に、ＰＣＲ反応において、核酸を加熱してそれを一本鎖に解離させ、そして熱
安定性ＤＮＡポリメラーゼ（例えば、Ｔａｑポリメラーゼ）を用いて該核酸を増幅する。
このプロセスをしばしば複数回反復して、核酸を増幅させる。
【０１００】
　ある一連の態様において、ＰＣＲを核酸の増幅に使用し得る。当業者は、ある態様にお
いて、増幅核酸を製造するのに使用され得る、アセンブリーＰＣＲまたはポリメラーゼサ
イクリングアセンブリーのような適当なＰＣＲ技術および変形を知っている。このような
方法の非限定的例を以下にも記載する。さらに、ある場合において、適当なプライマー、
例えば、Ｐ５およびＰ７、または当業者に知られる他のプライマーを使用して、重合化を
開始し得る。当業者は適当なプライマーを知っており、その多くは、商業的に容易に入手
できる。
【０１０１】
　使用し得る当業者に知られる増幅法の他の非限定的例は、逆転写酵素（ＲＴ）ＰＣＲ増
幅、インビトロ転写増幅（ＩＶＴ）、多置換増幅（ＭＤＡ）または定量的リアルタイムＰ
ＣＲ（ｑＰＣＲ）を含むが、これらに限定されない。
【０１０２】
　ある態様において、核酸を、多様な技術および装置を用いて配列決定することができ、
その多くは、商業的に容易に利用可能である。このような技術の例は、連鎖停止配列決定
、ハイブリダイゼーションによる配列決定、マクサム・ギルバート配列決定、ダイターミ
ネーター配列決定、連鎖停止方法、大規模並列処理特徴配列決定(Lynx Therapeutics)、
ポロニー配列決定、パイロシーケンシング、ライゲーションによる配列決定、イオン半導
体配列決定、ＤＮＡナノボール配列決定、単分子リアルタイム配列決定、ナノポア配列決
定、微小流体サンガー配列決定、デジタルＲＮＡ配列決定(“デジタルＲＮＡ－ｓｅｑ”)
などを含むが、これらに限定されない。選択した正確な配列決定法は重大ではない。
【０１０３】
　さらに、ある場合において、液滴は、例えば、ＤＮＡでの適当なタグ付けにより、例え
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ば、細胞内のタンパク質を決定するために１以上のＤＮＡタグ付抗体も含み得る。従って
、例えば、タンパク質を、該タンパク質に特異的なＤＮＡタグ付抗体を用いて、本明細書
に記載のような複数の細胞において検出し得る。
【０１０４】
　例えば、液滴（または液滴内の種）の決定、液滴の選別などのための、本発明の様々な
側面による微小流体システムにおける液滴を操作するためのシステムおよび方法に関する
さらなる詳細を次に示す。例えば、液滴のスクリーニングおよび／または選別のための種
々のシステムおよび方法は、引用により本明細書に包含させる、２００７年１月４日に米
国特許公開第２００７／０００３４２号として公開された、Linkらの発明の名称“Electr
onic Control of Fluidic Species”と題する２００６年２月２３日出願の米国特許出願
第１１／３６０，８４５号に記載される。非限定的例として、第一電場（またはその一部
）の適用（または除去）により、液滴を第一領域またはチャネルに指向させることができ
、デバイス（またはその一部）への第二電場の適用（または除去）により、液滴を第二領
域またはチャネルに指向させることができ、第三電場をデバイス（またはその一部）に適
用することにより、液滴を第三領域またはチャネルに指向させることができるなどであり
、ここで、電場はある程度、例えば、強度、方向、周波数、持続時間などが異なり得る。
【０１０５】
　本発明の特定の態様において、流動性液滴の１以上の特徴を決定することを可能とする
ような方法で、流動性液滴の１以上の特徴および／または流動性液滴を含む流動性システ
ム(例えば、流動性液滴を囲む液体)の部分の特徴を感知および／または検出できるセンサ
ーが提供される。液滴に関して決定可能なおよび本発明において使用可能な特徴は、当業
者により特定され得る。このような特徴の非限定的例としては、生物学的物質（例えば、
タンパク質、核酸など）のような物質の蛍光、スペクトロスコピー(例えば、光学、赤外
、紫外など)、放射活性、質量、体積、密度、温度、粘度、ｐＨ、濃度などを含む。
【０１０６】
　ある場合において、センサーをプロセッサーに連結してよく、これは、次に、例えば、
先に記載のように、例えば、液滴の選別、液滴からの電荷の付加または除去、液滴と他の
液滴との融合、液滴の分割、液滴内での混合誘発などにより、流動性液滴上で実施すべき
操作を実行し得る。例えば、流動性液滴のセンサー測定に応答して、プロセッサーは流動
性液滴を分裂させ、第２の流動性液滴と融合させるなどする。
【０１０７】
　１以上のセンサーおよび／またはプロセッサーは、流動性液滴とセンシング・コミュニ
ケーションであるように配置され得る。本明細書で用いる“センシング・コミュニケーシ
ョン”とは、センサーが、流動性システム内（例えば、チャネル内）の流動性液滴および
／または流動性液滴を含む流動性システムの部分が何らかの方法で感知および／または決
定され得るようにどこかに位置し得ることを意味する。例えば、センサーは、流動性液滴
および／または流動性液滴を含む流動性システムの部分と、流動的に、光学的にまたは視
覚的に、熱的に、空気圧に、電子工学的になどでセンシング・コミュニケーションであり
得る。センサーは、流動性システムと近接して配置することができ、例えば、チャネルの
壁内に埋め込まれるまたはそれに一体的に接続されるか、あるいは流動性液滴および／ま
たは流動性液滴を含む流動性システムの部分（例えば、チャネルまたは微小チャネル、流
動性液滴含有液体など）の感知および／または決定が可能であるように、流動性システム
と物理的、電気的および／または光学的にコミュニケーションするならば、流動性システ
ムと離れて位置し得る。例えば、センサーは、液滴を含むチャネルと物理的結合はしてい
ないが、赤外、紫外または可視光のような、液滴または流動性システムに起因する電磁放
射が検出可能であるように配置し得る。電磁放射は液滴により産生されてよく、および／
または流動性システムの他の位置（または流動性システムの外部）に起因してよく、流動
性液滴および／または流動性液滴を含む流動性システムの部分と、例えば、吸収、反射、
回折、屈折、蛍光、リン光、極性変化、相変化、時間に関する変化などにより、流動性液
滴の１以上の特徴を示すような方法で相互作用する。一例として、レーザーを流動性液滴
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および／または流動性液滴を取り囲む液体に向け、流動性液滴および／または周囲の液体
の蛍光を決定し得る。本明細書で用いる“センシング・コミュニケーション”はまた、直
接的でも間接的でもよい。一例として、流動性液滴からの光をセンサーに向けまたはセン
サーに向ける前にまず光ファイバーシステム、導波管などに向けてよい。
【０１０８】
　本発明において有用なセンサーの非限定的な例としては、光学または電磁ベースのシス
テムが挙げられる。例えば、センサーは、蛍光センサー（例えば、レーザーにより刺激さ
れる）、顕微鏡システム（これはカメラまたは他の記録デバイスを含み得る）などであり
得る。他の例として、センサーは、電子工学的センサー、例えば、電場または他の電気的
特徴を決定できるセンサーであり得る。例えば、センサーは、流動性液滴および／または
流動性液滴を含む流動性システムの部分のキャパシタンス、インダクタンスなどを検出し
得る。
【０１０９】
　本明細書で用いる“プロセッサー”または“マイクロプロセッサー”は、例えば、数式
または電子回路もしくは計算回路の使用により、１以上のセンサーからシグナルを受け、
シグナルを格納し、および／または１以上の応答を指示する（例えば、上記のような）こ
とができる、あらゆる成分またはデバイスである。シグナルは、センサーにより決定され
る環境因子の指標である何らかの適当なシグナル、例えば空気圧シグナル、電子工学的シ
グナル、光学シグナル、機械的シグナルなどであり得る。
【０１１０】
　ある一連の態様において、流動性液滴は、液滴上に電荷および／または電気双極子を作
り、ＡＣ場、ＤＣ場などであり得る適用した電場を使用して液滴を操縦することにより指
向させ得る。一例として、流動性液滴を特定の領域に指向させる必要性に応じて、電場を
選択的に適用および除去し得る（または異なる電場、例えば、逆電場を適用し得る）。電
場は、ある態様において、流動性液滴を含む液体の流れを実質的に変えることなく、必要
に応じて選択的に適用および除去できる。例えば、液体は、実質的に定常状態原則（すな
わち、流動性液滴を含む液体の平均流速は、定常流もしくは時間に対する液体の流れの期
待値の２０％未満または１５％未満の逸脱であり、ある場合において、平均流速は１０％
未満または５％未満逸脱し得る）、または本発明の流動性システムを介する（例えば、チ
ャネルまたはマイクロチャネルを介する）所定の原則で流れることができ、液体内に含ま
れる流動性液滴は、流動性システムを通る液体の流れを実質的に変えることなく、例えば
、電場を用いて、種々の領域に指向させ得る。
【０１１１】
　ある態様において、流動性液滴を、液滴を含む液体の流れを変えることにより、本発明
の流動性システムでスクリーニングまたは選別し得る。例えば、ある一連の態様において
、流動性液滴を、流動性液滴を囲む液体を第一チャネル、第二チャネルなどに向けること
により、操縦または選別し得る。
【０１１２】
　他の一連の態様において、流動性システム内、例えば、異なるチャネル内またはチャネ
ルの異なる部分内の圧力を、流動性液滴の流れを指向させるために制御できる。例えば、
液滴を、流れのさらなる方向付けのための複数の選択肢を含む、チャネル接合部に指向さ
せる（例えば、任意の下流流路を規定するチャネルにおける、分枝または分岐に向ける）
ことができる。１以上の任意の下流流路チャネル内の圧力を制御して、液滴を、選択的に
チャネルの一つに向け、圧力の変化を、各連続的液滴の下流流路が独立して制御され得る
ように、連続的液滴が接合部に到達するのに必要な時間順で適用できる。一つの配置にお
いて、液体リザーバーの膨張および／または収縮を使用して、例えば、流動性液滴を含む
液体の有向移動を引き起こすことにより、流動性液滴をチャネル内に操作または選別でき
る。液体リザーバーは、活性化されたとき、活性化リザーバーによりもたらされる液体の
移動が、液体を好ましい方向に流し、その中の流動性液滴を好ましい方向に運搬するよう
に配置することができる。例えば、液体リザーバーの膨張は、液体のリザーバー方向への
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流れを起こし、液体リザーバーの収縮は、液体のリザーバーから離れる流れを起こし得る
。ある場合において、液体リザーバーの膨張および／または収縮を、例えば、本明細書に
記載のような、他の流動制御デバイスおよび方法と組み合わせることができる。液体リザ
ーバーの膨張および／または収縮を起こすことができるデバイスの非限定的例には、ピス
トンおよび圧電構成要素が含まれる。ある場合において、圧電構成要素は、例えば、電気
信号に応答するような比較的速い応答時間のために、特に有用であり得る。ある態様にお
いて、流動性液滴を、３以上のチャネルに選別し得る。
【０１１３】
　ある態様は、一般的に、液体中の流動性液滴を選別するシステムおよび方法に関し、あ
る場合において、比較的高速である。例えば、液滴の特性を何らかの方法で感知および／
または決定でき（例えば、本明細書にさらに記載するように）、次いで液滴を、例えば、
選別目的で、微小流体チャネルのようなデバイスの特定の領域に向け得る。ある場合にお
いて、本発明の特定のシステムおよび方法を用いて高選別速度を達成することができる。
例えば、ある場合において、少なくとも約１０液滴／秒が決定および／または選別され得
て、他の場合において、少なくとも約２０液滴／秒、少なくとも約３０液滴／秒、少なく
とも約１００液滴／秒、少なくとも約２００液滴／秒、少なくとも約３００液滴／秒、少
なくとも約５００液滴／秒、少なくとも約７５０液滴／秒、少なくとも約１，０００液滴
／秒、少なくとも約１，５００液滴／秒、少なくとも約２，０００液滴／秒、少なくとも
約３，０００液滴／秒、少なくとも約５，０００液滴／秒、少なくとも約７，５００液滴
／秒、少なくとも約１０，０００液滴／秒、少なくとも約１５，０００液滴／秒、少なく
とも約２０，０００液滴／秒、少なくとも約３０，０００液滴／秒、少なくとも約５０，
０００液滴／秒、少なくとも約７５，０００液滴／秒、少なくとも約１００，０００液滴
／秒、少なくとも約１５０，０００液滴／秒、少なくとも約２００，０００液滴／秒、少
なくとも約３００，０００液滴／秒、少なくとも約５００，０００液滴／秒、少なくとも
約７５０，０００液滴／秒、少なくとも約１，０００，０００液滴／秒、少なくとも約１
，５００，０００液滴／秒、少なくとも約２，０００，０００以上の液滴／秒または少な
くとも約３，０００，０００以上の液滴／秒が決定および／または選別され得る。
【０１１４】
　ある側面において、比較的小さい液滴の集団を使用し得る。特定の態様において、非限
定的例として、液滴の平均直径は、約１ｍｍ未満、約５００μｍ未満、約３００μｍ未満
、約２００μｍ未満、約１００μｍ未満、約７５μｍ未満、約５０μｍ未満、約３０μｍ
未満、約２５μｍ未満、約２０μｍ未満、約１５μｍ未満、約１０μｍ未満、約５μｍ未
満、約３μｍ未満、約２μｍ未満、約１μｍ未満、約５００ｎｍ未満、約３００ｎｍ未満
、約１００ｎｍ未満または約５０ｎｍ未満であり得る。液滴の平均直径はまた少なくとも
約３０ｎｍ、少なくとも約５０ｎｍ、少なくとも約１００ｎｍ、少なくとも約３００ｎｍ
、少なくとも約５００ｎｍ、少なくとも約１μｍ、少なくとも約２μｍ、少なくとも約３
μｍ、少なくとも約５μｍ、少なくとも約１０μｍ、少なくとも約１５μｍまたは特定の
場合において少なくとも約２０μｍであり得る。液滴の集団の“平均直径”は、液滴の直
径の算術平均である。
【０１１５】
　ある態様において、液滴は、特定の適用によって、実質的に同じ形および／またはサイ
ズ(すなわち、“単分散”)でも、異なる形および／またはサイズでもよい。ある場合にお
いて、液滴は、断面直径の均質な分布を有し得て、すなわち、液滴は、液滴の最大約５％
、最大約２％または最大約１％が、複数の液滴の全体的な平均直径の約９０％未満（また
は約９５％未満または約９９％未満）および／または約１１０％超（または約１０５％超
または約１０１％超）の直径を有するような、直径の分布を有し得る。液滴の断面直径の
均質な分布を産生するためのいくつかの技術は、引用により本明細書に包含させる、２０
０４年１０月２８日にＷＯ２００４／０９１７６３号として公開された、Linkらの発明の
名称“Formation and Control of Fluidic Species”と題する２００４年４月９日出願の
国際特許出願ＰＣＴ／ＵＳ２００４／０１０９０３号に記載されている。
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【０１１６】
　当業者は、例えば、レーザー光散乱または他の既知技術を用いて、液滴の集団の平均直
径を決定できる。このように形成された液滴は、特定の場合に、球形でも非球形でもよい
。非球形液滴中の液滴の直径は、非球形液滴と同じ体積を有する完全な数学的球形の直径
とみなされ得る。
【０１１７】
　ある態様において、１以上の液滴を、液体により囲まれる流体上に電荷を作ることによ
り、流体を液体内の個々の液滴に分離させて、チャネル内に生成することができる。ある
態様において、液滴を形成させるために、電場を流体に適用することができる。流体は、
液体内の一連の個々の帯電したおよび／または電気的に誘導可能な液滴として存在し得る
。任意の適当な技術を用いて、例えば、流体を電場(これはＡＣ、ＤＣなどであり得る)内
に置くことにより、および／または流体に電荷を持たせる反応を引き起こすことにより、
液体内の流体に電荷を作り得る。
【０１１８】
　電場は、ある態様において、電場発生装置、すなわち、流体に適用できる電場を作るこ
とができるデバイスまたはシステムから産生される。電場発生装置は、ＡＣ場(すなわち
、時間に関して周期的に変わる、例えば、正弦波、のこぎり波、方形波など)、ＤＣ場(す
なわち、時間に関して一定の磁場)、パルス場などを発生させ得る。適当な電場(ＡＣ、Ｄ
Ｃなどであり得る)を生成するための技術は、当業者に知られている。例えば、ある態様
において、電場は、少なくとも電場の一部がチャネルと相互作用するように、チャネルに
近接に配置され得る、電極対に電圧を印加することによって生成される。電極は、銀、金
、銅、炭素、白金、銅、タングステン、錫、カドミウム、ニッケル、酸化インジウム錫(
“ＩＴＯ”)など、ならびにこれらの組み合わせを含むが、これらに限定されない、適当
な電極材料または当業者に知られる材料から形成できる。
【０１１９】
　他の一連の態様において、流体の液滴は、流体が個々の液滴を形成するのを誘発できる
方法で、チャネル寸法を変えることにより、チャネル内で液体に取り囲まれる流体から作
製することができる。例えば、チャネルは、例えば流体がチャネル壁に接着せず、その替
わり個々の液滴を形成するように、流れの方向に対して拡張するチャネルであるか、また
は、例えば、流体が個々の液滴に合体するように流れの方向に対して狭まるチャネルであ
り得る。ある場合において、チャネルのサイズを、個々の液滴の形成を生じるような方法
で、時間に対して変え得る（例えば、機械的または電気機械的、空気圧など）。例えば、
チャネルを、機械的に収縮（“圧搾”）して液滴を形成させるかまたは、例えば、移動調
節板、回転ブレードなどの使用により、流体流を機械的に崩壊させて、液滴形成させ得る
。液滴を作製する他の技術は、例えば流体の混合またはボルテックス処理を含む。
【０１２０】
　特定の態様は、一般に、液滴を２以上の液滴に分割するシステムおよび方法に関する。
例えば、液滴を、適用電場を使用して分割できる。液滴は周囲液体より高い導電率を有す
る可能性があり、ある場合において、液滴は、中性に荷電していてよい。特定の態様にお
いて、適用電場において、電荷は、液滴の内部から分散すべき表面への移動を強いられて
、それにより、液滴の内部で生じている電場を打ち消し得る。ある態様において、液滴表
面の電荷はまた適用電場により力を受け得て、これは、逆極性を有する電荷を逆方向に移
動させる。電荷移動は、ある場合において、液滴を２個の分離した液滴に分裂させ得る。
【０１２１】
　本発明のある態様は、一般に、２以上の液滴を１液滴に融合または凝集するためのシス
テムおよび方法に関し、例えば、２以上の液滴は、例えば、組成、表面張力、液滴サイズ
、界面活性剤の存在または不在などにより、通常融合または凝集不可能である。特定の場
合において、液滴サイズに対する液滴の表面張力も、液滴の融合または合体が起こるのを
阻止し得る。
【０１２２】
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　非限定的例として、２液滴は、液滴の融合または合体が逆電荷により生じるように、２
液滴の電気的相互作用を増強できる、逆電荷(すなわち、必ずしも同じ強度ではない、正
電荷と負電荷)を与えられ得る。例えば、電場を液滴に適用し得る、液滴をコンデンサー
に通過させ得る、化学反応が液滴を帯電させ得るなどである。ある場合において、液滴は
、界面活性剤を液滴の表面張力を低下させるために適用しても、融合不可能であり得る。
しかしながら、液滴を逆電荷で電気的に帯電させたら(これは、同じ強度であってもよい
が、必ずしもそうである必要はない)、液滴は融合または合体可能となり得る。他の例と
して、液滴は必ずしも逆電荷を与えられず(そして、ある場合において、電荷を与えられ
得ない)、液滴の凝集を起こす液滴に誘発された双極子の使用により融合させる。また、
凝集できる２以上の液滴は、必ずしも“面と向かう（head-on）”必要はない。少なくと
も液滴の幾つかの融合が最初に起こる限り、あらゆる接触角が十分である。また、例えば
、引用によりその全体を本明細書に包含させる、２００７年８月２３日に米国特許公開第
２００７／０１９５１２７号として公開された、Ahnらの発明の名称“Fluidic Droplet C
oalescence”と題する２００７年１月２４日出願の米国特許出願第１１／６９８，２９８
号を参照のこと。
【０１２３】
　ある一連の態様において、流体を液滴に注入し得る。流体を、ある場合において、例え
ば、マイクロニードルまたは他のそのようなデバイスを使用して、液滴にマイクロインジ
ェクションすることができる。他の場合において、流体を、液滴が流動性チャネルと接触
するようになる流動性チャネルを用いて、液滴に直接注入することができる。流体注入の
他の技術は、例えば、各々引用によりその全体を本明細書に包含させる、２０１０年１２
月２９日にＷＯ２０１０／１５１７７６号として公開されたWeitzらの発明の名称“Fluid
 Injection”と題する２０１０年６月２５日出願の国際特許出願ＰＣＴ／ＵＳ２０１０／
０４０００６号；または２０１０年７月１５日にＷＯ２０１０／０８０１３４号として公
開されたWeitzらの発明の名称“Particle-Assisted Nucleic Acid Sequencing”と題する
２００９年１２月１８日出願の国際特許出願ＰＣＴ／ＵＳ２００９／００６６４９号に記
載されている。
【０１２４】
　本発明の特定の側面によって、多様な材料および方法を用いて、本明細書に記載の物品
または部品、例えば微小流体チャネルのようなチャネル、チャンバーなどを形成すること
ができる。例えば、種々の物品または部品は、チャネルが微細加工、スピンコーティング
および化学蒸着のようなフィルム沈着、レーザー加工（laser fabrication）、フォトリ
ソグラフィ技術、湿式化学またはプラズマプロセスを含むエッチング法などにより形成で
きる、固形物であり得る。例えば、Scientific American， 248:44-55， 1983 (Angell，
 et al)参照のこと。
【０１２５】
　ある一連の態様において、本明細書に記載の物品の種々の構造または部品は、ポリマー
、例えば、ポリジメチルシロキサン(“ＰＤＭＳ”)、ポリテトラフルオロエチレン(“Ｐ
ＴＦＥ”またはテフロン（登録商標）)などのようなエラストマーポリマー製であり得る
。例えば、ある態様によって、微小流体チャネルを、ＰＤＭＳまたは他のソフトリソグラ
フィー技術（この態様に適するソフトリソグラフィー技術の詳細は、Annual Review of M
aterial Science， 1998， Vol. 28， pages 153-184に発表されたYounan XiaおよびGeor
ge M. Whitesidesの“Soft Lithography”およびAnnual Review of Biomedical Engineer
ing， 2001， Vol. 3， pages 335-373に発表されたGeorge M. Whitesides， Emanuele O
stuni， Shuichi Takayama， Xingyu JiangおよびDonald E. Ingberの“Soft Lithograph
y in Biology and Biochemistry”と題する文献に記載されている；これらの引用文献の
各々は、引用により本明細書に包含される）を用いて別々に流動性システムを製作するこ
とにより実施し得る。
【０１２６】
　適する可能性のあるポリマーの他の例は、ポリエチレンテレブタレート(ＰＥＴ)、ポリ
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アクリル酸、ポリメタクリレート、ポリカーボネート、ポリスチレン、ポリエチレン、ポ
リプロピレン、ポリ塩化ビニル、環状オレフィンコポリマー(ＣＯＣ)、ポリテトラフルオ
ロエチレン、フッ化ポリマー、ポリジメチルシロキサンのようなシリコーン、ポリ塩化ビ
ニリデン、ビス－ベンゾシクロブテン(“ＢＣＢ”)、ポリイミド、ポリイミドのフッ化誘
導体などを含むが、これらに限定されない。上記のものを含むポリマーが関与する組み合
わせ、コポリマーまたは混合（ブレンド）も考慮される。デバイスはまた、複合体物質、
例えば、ポリマーと半導体物質との複合体からも形成され得る。
【０１２７】
　ある態様において、物品の種々の構造または部品は、高分子および／または可撓性およ
び／または弾性(elastomeric)物質から加工され、好都合には硬化可能流体の形であって
よく、成型（例えばレプリカ成型、射出成型、注加成型など）による加工を容易にする。
硬化可能流体は、本質的に固化を誘導できるか、または自発的に固化して、流動性ネット
ワーク内でのおよび該ネットワークと共に使用が意図される流体を含みおよび／または輸
送できる固体となり得る如何なる流体であってもよい。ある態様において、硬化可能流体
は、高分子液体または液体高分子前駆体(すなわち“プレポリマー”)を含む。適当な高分
子液体は、例えば、融点より高く加熱された、熱可塑性ポリマー、熱硬化性ポリマー、蝋
、金属またはこれらの混合物もしくは複合体を含み得る。他の例として、適当な高分子液
体は、適当な溶媒中の１以上のポリマーの溶液を含んでよく、この溶液は、例えば、蒸発
による溶媒除去により固体高分子物質を形成する。例えば、融解状態からまたは溶媒蒸発
により固化できる、かかる高分子物質は当業者に周知である。大部分がエラストマーであ
る種々の高分子物質が適当であり、また型（モールド）マスターの一方または両方がエラ
ストマー物質からなる態様について、複数の型または型マスターの形成に適する。かかる
ポリマーの例の非限定的リストは、一般的クラスのシリコーンポリマー、エポキシポリマ
ーおよびアクリル酸ポリマーのポリマーを含む。エポキシポリマーは、エポキシ基、１，
２－エポキシドまたはオキシランと一般に称される３員環エーテル基の存在により特徴付
けられる。例えば、芳香族アミン、トリアジンおよびシクロ脂肪族骨格に基づく化合物に
加えて、ビスフェノールＡのジグリシジルエーテルを使用できる。他の例は、周知のNovo
lacポリマーを含む。本発明による使用に適するシリコーンエラストマーの非限定的例は
、メチルクロロシラン、エチルクロロシラン、フェニルクロロシラン、ドデシルトリクロ
ロシランなどのようなクロロシランを含む前駆体から形成されたものを含む。
【０１２８】
　シリコーンポリマー、例えば、シリコーンエラストマーポリジメチルシロキサンを、特
定の態様において使用する。ＰＤＭＳポリマーの非限定的例は、Dow Chemical Co.， Mid
land， MIから商品名Sylgardで販売されているもの、特にSylgard 182、Sylgard 184およ
びSylgard 186を含む。ＰＤＭＳを含むシリコーンポリマーは、本発明の種々の構造の作
製を単純化するいくつかの有益な特性を有する。例えば、このような物質は安価であり、
容易に入手可能であり、熱硬化によりプレポリマー液体から固化できる。例えば、ＰＤＭ
Ｓは、一般的に、例えば約６５℃～約７５℃の温度に、例えば約１時間の間、プレポリマ
ー液体を暴露することにより硬化可能である。また、ＰＤＭＳのようなシリコーンポリマ
ーはエラストマーであり得て、それゆえに、本発明の特定の態様において必要な比較的高
い縦横比を有する極めて小さい形の形成に有用であり得る。可撓性(例えば、エラストマ
ー)の型またはマスターは、この点で有益であり得る。
【０１２９】
　ＰＤＭＳのようなシリコーンポリマーから微小流体構造またはチャネルのような構造を
形成する一つの利点は、このようなポリマーが、例えば空気プラズマのような酸素含有プ
ラズマへの暴露により酸化される能力であり、したがって、酸化構造は、その表面に、他
の酸化シリコーンポリマー表面または多様な他の高分子および非高分子物質の酸化表面と
架橋できる化学基を含む。従って、構造が作製でき、その後酸化され、別の接着剤または
他の封印手段を必要とすることなく、他のシリコーンポリマー表面または酸化シリコーン
ポリマー表面と反応性の他の基質の表面に、本質的に不可逆的に密封される。ほとんどの
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場合、封印（シーリング）は、単に酸化シリコーン表面を他の表面に接触させることによ
り、シールを形成するのに補助圧を適用する必要なく、完了できる。すなわち、予め酸化
されたシリコーン表面は、適当な接合表面に対してコンタクト接着剤として作用する。具
体的には、それ自体に不可逆的に接着されるだけでなく、酸化ＰＤＭＳのような酸化シリ
コーンはまた、ＰＤＭＳ表面と同様の方法で(例えば、酸素含有プラズマへの暴露により)
酸化されている、例えば、ガラス、シリコン、酸化シリコン、石英、窒化シリコン、ポリ
エチレン、ポリスチレン、ガラス状炭素およびエポキシポリマーを含む、それ以外の一定
範囲の酸化物質にも不可逆的に密着され得る。本発明において有用な酸化および密着方法
ならびに成型技術全体は、文献、例えば、引用により本明細書に包含される、表題“Rapi
d Prototyping of Microfluidic Systems and Polydimethylsiloxane，” Anal. Chem.，
 70:474-480， 1998 (Duffyら)に記載されている。
【０１３０】
　従って、特定の態様において、物品の設計および／または作製は、例えば、比較的よく
知られたソフトリソグラフィーおよび本明細書に記載の他の技術の使用により比較的単純
であり得る。さらに、ある態様において、物品の迅速および／またはカスタマイズ設計が
、例えば、幾何学的条件（terms of geometry）によっては可能である。ある一連の態様
において、物品は、例えば、物品を放射性、毒性、有毒、反応性、バイオハザード等の物
質と使用する、および／または物質のプロファイル（例えば、毒性プロファイル、放射性
プロファイルなど）が未知である態様では、使い捨て可能に製造できる。酸化シリコーン
ポリマーからチャネルまたは他の構造（または内部、流体接触表面）を形成する他の利点
は、これらの表面が、一般的エラストマーポリマーの表面よりはるかに親水性となり得る
ことである（親水性内部表面が望まれる場合）。従って、このような親水性チャネル表面
は、一般に、非酸化エラストマーポリマーまたは他の疎水性物質を含む構造で可能である
よりも、はるかに容易に水溶液で充填および湿潤され得る。
【０１３１】
　次の文献は、その全体を全ての目的のために引用により本明細書に包含される：Weitz
らの発明の名称“Methods and Systems for Droplet Tagging and Amplification”と題
する米国特許出願６１／９８０，５４１号；Bernsteinらの発明の名称“Systems and Met
hods for Droplet Tagging”と題する米国特許出願６１／９８１，１２３号；Linkらの発
明の名称“Formation and Control of Fluidic Species”と題する国際特許出願公開ＷＯ
２００４／０９１７６３号；Stoneらの“Method and Apparatus for Fluid Dispersion”
と題する国際特許出願公開ＷＯ２００４／００２６２７号；Weitzらの発明の名称“Metho
d and Apparatus for Forming Multiple Emulsions”と題する国際特許出願公開ＷＯ２０
０６／０９６５７１号；Linkらの発明の名称“Electronic Control of Fluidic Species
”と題する国際特許出願公開ＷＯ２００５／０２１１５１号；Weitzらの発明の名称“Dro
plet Creation Techniques”と題する国際特許出願公開ＷＯ２０１１／０５６５４６号；
Weitzらの発明の名称“Creation of Libraries of Droplet and Related Species”と題
する国際特許出願公開ＷＯ２０１０／０３３２００号；Weitzらの発明の名称“Fluid Inj
ection”と題する米国特許出願公開２０１２－０１３２２８８号；Agrestiらの発明の名
称“Assay And Other Reactions Involving Droplets”と題する国際特許出願公開ＷＯ２
００８／１０９１７６号；Weitzらの発明の名称“Fluid Injection”と題する国際特許出
願公開ＷＯ２０１０／１５１７７６号；および、Weitzらの発明の名称“Systems and Met
hods for Barcoding Nucleic Acids”と題する米国特許出願６２／０７２，９４４号。
【０１３２】
　さらに、次の文献は、引用によりその全体を本明細書に包含させる：２０１４年４月１
７日出願の米国特許出願６１／９８１，１２３号；“Systems and Methods for Droplet 
Tagging”と題する２０１５年４月１７日出願のＰＣＴ特許出願公開ＰＣＴ／ＵＳ２０１
５／０２６３３８；２０１４年４月１７日出願の米国特許出願６１／９８１，１０８号；
“Methods and Systems for Droplet Tagging and Amplification”と題する２０１５年
４月１７日出願のＰＣＴ出願；２０１４年１０月３０日出願の米国特許出願６２／０７２
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，９４４号；および、“Systems and Methods for Barcoding Nucleic Acids”と題する
２０１５年４月１７日出願のＰＣＴ特許出願公開ＰＣＴ／ＵＳ２０１５／０２６４４３。
【０１３３】
　以下の実施例は本発明の特定の態様を説明することを意図するが、本発明の完全な範囲
を例示していない。
【０１３４】
実施例１
　次の実施例は、ユニバーサルバーコードを用いて液滴内でハイスループット配列決定を
行うめの種々のシステムおよび方法を記載する。
【０１３５】
　引用によりその内容全体を本明細書中に包含させる、Weitzらの発明の名称“Systems a
nd Methods for Barcoding Nucleic Acids”と題するＰＣＴ特許出願公開ＰＣＴ／ＵＳ２
０１５／０２６４４３は、一般的に、微小流体液滴およびバーコード化ヒドロゲルを記載
する。バーコードおよびポリｄＴ配列を含むＤＮＡの多くのコピーを含むポリアクリルア
ミドヒドロゲルは、特定の態様において、ナノリットル液滴と共に、１つのバーコードビ
ーズ、単一細胞、細胞溶解および逆転写のための緩衝液、ならびに逆転写酵素を含有して
製造され得る。ｍＲＮＡ転写物がバーコード化ｃＤＮＡに変換可能であるように、単一細
胞逆転写を液滴中で行うことができる。このｃＤＮＡは、ハイスループット配列決定のた
めに調製され得る。ｃＤＮＡは、その供給源細胞を同定するためのバーコードを含み得る
ため、例えば単回のＨｉＳｅｑ泳動で配列分析を行うことができる。これにより、精度、
コストおよび時間の点でこれまでにない効率レベルで、１回の実験において数千の個々の
細胞の転写プロファイリングが可能になる。
【０１３６】
　本実施例は、ユニバーサルバーコードビーズの作製および使用について説明する。これ
らは、標的特異的ＤＮＡオリゴヌクレオチドまたは特異的ＰＣＲ産物を許容できるユニバ
ーサルアダプターを含む。このようにして、一組のユニバーサルバーコードを、目的の核
酸配列を特異的に認識するように適合させることができる。これは、方法の一般的な有用
性に大きな影響を与え、バーコード技術の商業化を合理化し得る。例えば、この改変によ
り、バーコードビーズ製造の技術的に困難な部分であるバーコードが付いたビーズの合成
を、高品質の制御で行うことができる。実施者（customer）は、次に、標的特異的試薬を
産生するための簡単な工程を実行することができる。
【０１３７】
　以下の実施例は、ＤＮＡバーコードを担持するビーズのライブラリーを、個々のテンプ
レート（細胞、分子オルガネラ、または核、または他の別個のテンプレート）と共に、ま
た遺伝子特異的プライマーと共に、液滴中に封入する一般的な方法を説明する。バーコー
ド化ビーズは、一般的に、米国特許出願６２／０７２，９４４に記載の通りに合成される
。遺伝子特異的プライマーは、目的の遺伝子座の増幅を可能にする一方、ビーズ送達バー
コード化プライマーは、アンプリコンのテンプレート源を同定する。
【０１３８】
実施例２
　アンプリコンバーコードを含む一例の方法は以下の通りである。図１も参照のこと。
【０１３９】
　本実施例において、単一のバーコードを有するプライマーの多数のコピーを担持するが
、ビーズプール全体に亘って少なくとも１００，０００の異なるバーコードを有するビー
ズのプールが調製される。ビーズは、一般的に、米国特許出願６２／０７２，９４４に記
載の通りに合成される。しかしながら、ビーズ上のバーコード化プライマーの３’末端は
、ユニバーサル増幅配列で置換することができる。ビーズは、遺伝子特異的リバースプラ
イマーおよび遺伝子特異的内部フォワードプライマーを用いて、個々のテンプレート（例
えば、細胞、分子オルガネラ、または核、または他の別個のテンプレート）をピコリット
ルサイズの液滴中に封入される。 遺伝子特異的内部フォワードプライマーは、その５’
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末端に、ＤＮＡバーコード上のユニバーサル増幅配列に相補的であり得る配列を含み得る
。
【０１４０】
　２段階ＰＣＲを液滴に行う。遺伝子特異的アンプリコンは、遺伝子特異的インナーフォ
ワードプライマーおよび遺伝子特異的リバースプライマーからなる遺伝子特異的対を用い
て作製される。遺伝子特異的インナーフォワードプライマーの濃度は、増幅中に実質的に
消費されることを確実にするために、遺伝子特異的リバースプライマーの濃度よりも低く
てよい。ＰＣＲ中に産生されるアンプリコンのフォワード末端の５’末端には、ユニバー
サル増幅配列が含まれ得る。次いで、ＰＣＲの第２段階において、バーコードＤＮＡは、
ユニバーサルアウターフォワードプライマーとして働き、アンプリコンは、ビーズに付着
したＤＮＡおよび遺伝子特異的リバースプライマーからなるプライマー対を用いてさらに
増幅され得る。このプロセスにより、バーコード配列をアンプリコンに組み込む。
【０１４１】
　ＰＣＲの第２段階のアニーリング温度は、第１段階のＰＣＲに使用される温度よりも高
くてよい。これは、ＰＣＲの第２段階において、フォワードプライマーとして、より長い
ビーズ付着ＤＮＡの使用を増加させることができる。
【０１４２】
　次いで、液滴を破壊してバーコード化アンプリコンを回収し、Illumina配列決定に必要
な塩基を付加するためにＰＣＲを行ってもよい。次いで、シーケンシング、例えばディー
プシーケンシングを実施することができる。
【０１４３】
実施例３
　本実施例は、アンプリコンバーコードの他の方法を説明する。図２および３も参照のこ
と。先の実施例では、ＤＮＡバーコードをＰＣＲにより目的のアンプリコンに加えた。本
実施例において、ＰＣＲアンプリコンの一端を、例えばライゲーションなどによりバーコ
ードビーズに連結することができる。本実施例において、液滴融合（drop merging）スキ
ームにより、ライゲーション可能なアンプリコンが液滴中で産生され、次いで、これらの
液滴が合して、ユニバーサル配列を有するＤＮＡバーコードを担持するビーズのライブラ
リーを形成することもできる。
【０１４４】
　バーコードビーズを最初に調製する。単一のバーコードを有するプライマーの多数のコ
ピーを担持するが、ビーズプール全体に亘って少なくとも１００，０００の異なるバーコ
ードを有するビーズのプールが調製される。ビーズは、実質的に、米国特許出願６２／０
７２，９４４に記載の通りに合成される。しかしながら、バーコードＤＮＡ分子は、目的
のＰＣＲアンプリコンに効率的に結合できるように構築され得る。
【０１４５】
　ビーズに付着したバーコードＤＮＡの遊離末端は、少なくとも部分的に二本鎖であって
もよく、一本鎖の３’末端にオーバーハングチミン（Ｔ）を含んでいてもよい。この修飾
は、単一のオーバーハングアデニン（Ａ）を有するＰＣＲアンプリコンに効率的に連結さ
れ得る末端を産生する。
【０１４６】
　ビーズに付着したバーコードＤＮＡの遊離末端は、少なくとも部分的に二本鎖であって
もよく、特定の“突出末端”を産生するオーバーハング配列を含んでいてよい。この突出
末端は、対応する“相補的”突出末端を含むＤＮＡフラグメントに効率よく連結され得る
。例えば、標的特異的アンプリコンを作製するために使用されるＰＣＲプライマーは、特
定の制限酵素部位をコードする配列を含み得る。これらのプライマーで作製されたアンプ
リコンは、制限酵素で切断されて、バー固定化された（bar-immobilized）バーコード上
の突出末端と適合し得る末端を残すことができる。
【０１４７】
　ビーズに付着したバーコードＤＮＡの遊離末端は、少なくとも部分的に一本鎖であって
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もよく、特異的“突出末端”を有するＰＣＲ産物または単一のオーバーハング塩基を有す
るＰＣＲ産物に効率よく連結する配列を含む。
【０１４８】
　リガーゼ、トポイソメラーゼおよびリコンビナーゼを含むが、これに限定されない、種
々の酵素を、ＰＣＲアンプリコンを核酸バーコードに連結させるために使用できる。キナ
ーゼ、制限酵素、ＩＩ Ｓ型制限酵素および一本鎖ニッカーゼを含むが、これに限定され
ない、種々の酵素を、効率の良い連結のために、バーコードＤＮＡおよびＰＣＲアンプリ
コンの末端を作製するのに使用してよい。いくつかの戦略は、バーコードがアンプリコン
に優先的に連結し、アンプリコンがアンプリコンに連結せず、そしてバーコードがバーコ
ードに連結しないように、突出末端を作製し得る。種々の分子生物学的酵素および方法を
組み合わせて、これらの好ましい組み合わせを確実にし得る。
【０１４９】
　テンプレート（例えば、単一分子または細胞）を、テンプレート特異的プライマーおよ
びＰＣＲ試薬を用いて、液滴（例えば、ピコリットルサイズの液滴）中に封入することが
できる。次いで、ＰＣＲを液滴内で行うことができる。リバースプライマーは、その５’
末端に追加の配列を含んでいてよく、それは、配列決定に使用するためのアダプター、例
えばIllumina配列決定プライマーをコードする。さらに、ＰＣＲプライマーおよびＰＣＲ
条件を、作製されたアンプリコンが核酸バーコードに効率よく連結され得るのを確実にす
るように選択され得る。
【０１５０】
　例えば、ビーズに付着したＤＮＡバーコードの遊離末端が、１つの鎖の３’末端にオー
バーハングチミン（Ｔ）を含むとき、１つのアンプリコン特異的プライマーは、リン酸化
された５’末端を含み得る。さらに、ＰＣＲ酵素および条件は、アンプリコンの３’末端
に単一のテンプレートのない（オーバーハング）Ａを付加することができる。このように
して、アンプリコンおよびテンプレートは、例えば、Ｔ４ ＤＮＡリガーゼを用いて共有
結合され得る。この連結された“トップ鎖（top strand）”は、ＰＣＲのためのテンプレ
ートとして働き得る。ビーズに付着したＤＮＡの遊離末端の５’鎖を脱リン酸化して、ア
ンプリコンの特定の末端がバーコードＤＮＡに連結されるようにするのを確実にする。
【０１５１】
　別の例として、ビーズに付着したバーコードＤＮＡの遊離末端が、特定の“突出末端”
を作製するオーバーハング配列を含むとき、相補的な突出末端を作製するために修飾され
得るＤＮＡを付加するプライマーを用いてＰＣＲを行うことができる。例えば、ＰＣＲプ
ライマーは、認識され、特定の制限酵素で切断されて、バーコードＤＮＡの末端に相補的
であり得るＤＮＡ末端を残す配列を付加することができる。
【０１５２】
　液滴中での増幅反応後、バーコード化ヒドロゲルビーズを、例えばピコインジェクショ
ン（引用によりその内容全体を本明細書中に包含させる、Weitzらの発明の名称“Fluid I
njection”と題する２０１０年１２月２９日公開の国際特許出願ＷＯ ２０１０／１５１
７７６を参照のこと）または他の好適な技術により、ＰＣＲアンプリコンを含む液滴に加
えることができる。このInjectionではまた、アンプリコンをＤＮＡバーコードに結合さ
せるための試薬を添加してもよい。例えば、リガーゼ（または、トポイソメラーゼまたは
同様の酵素）は、ＡテールのＰＣＲアンプリコンをＴテールのバーコードＤＮＡに結合さ
せることができる；アンプリコンの末端を修飾する必要がある場合は、リガーゼおよび好
適な制限酵素 （またはニッカーゼ）を添加してもよい；および／または、キナーゼまた
は脱リン酸化酵素を、分子生物学操作のために用い得る。
【０１５３】
　合した液滴をインキュベートして、アンプリコンをバーコードＤＮＡに結合させること
ができる。次いで、液滴が破壊され、全長アダプターを産生するためにＰＣＲの別のラウ
ンドが実行され得る。
【０１５４】
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　ある場合において、低コピーテンプレートの検出をさらに増加させるために、多様な線
形（低バイアス）増幅法を用いることができる。例えば、バーコードＤＮＡは、Ｔ７ Ｒ
ＮＡポリメラーゼを用いる線形増幅法を容易にするためにＴ７プロモーター配列を含み得
る。
【０１５５】
実施例４
　本実施例において、図１Ａに示す方法を用いて、単一細胞標的遺伝子バーコード配列決
定を示す。２個の細胞株を選択した。一方の細胞株は、ＥＧＦＲエクソン２１ Ｌ８５８
Ｒ変異を有し、他方は、ＥＧＦＲエクソン１９を欠失していた。細胞混合物シリーズを、
１：１、１：１０、１：５０および０：１００の比で２個の細胞株を混合することにより
調製した。微小流体液滴作製装置を用いて、単一細胞および溶解緩衝液を５０μｍの液滴
に共封入した。次いで、微小流体液体注入器を用いて、両エクソン領域のプライマーを含
むＰＣＲ混合物を添加し、続いて熱サイクルを行った。
【０１５６】
　個々の細胞からのアンプリコンをバーコードするために、４つの注入口を有する微小流
体ビーズ注入器を使用した：上流の２つは、ＰＣＲアンプリコンおよびスペーシングオイ
ルを含む液滴用であり、下流の他の２つはビーズおよびＰＣＲ混合物の注入用である。ア
ンプリコンを含む液滴を装置に流し、１％ ｗ/ｗの界面活性剤を含むＨＦＥ ７５００オ
イルを用いて単一のファイルに収めた。装置の下流部分において、バーコード化ビーズお
よびＰＣＲ混合物を、電気合体（electrocoalescence）により液滴中に注入した。滴を注
入するために用いる流速は、１つのバーコードゲルがｇＤＮＡを含む液滴と融合するのを
確実にするように選択された。ＰＣＲカクテルの流速を、緩衝液を合体時に～１：１の比
で添加するのを確実にするために選択した。液滴を集め、２回目のインドロップＰＣＲを
行った後、該液滴を破壊し、個々のサンプルに、サンプルを一緒に配列決定することを可
能にする特異的インデックスをインバルクＰＣＲにより付加した。
【０１５７】
　配列決定後、データ分析を行い、各個々の細胞からの遺伝子型を決定した。結果を図５
に示す。エクソン１９を欠失した細胞株において、増加した比が示された。しかし、エク
ソン２１に変異を有さない細胞株において、エクソン２１に変異を有する細胞株と混合し
たとき、変異エクソン２１の割合が減少した。
【０１５８】
　本発明のいくつかの態様が本明細書に記載され、説明されているが、当業者は、本明細
書に記載する機能を実施するならびに／あるいは結果および／または利点の１以上を得る
ための、多様な他の手段および／または構造を容易に想起し、このようなバリエーション
および／または修飾の各々は、本発明の範囲内であると考えられる。より一般的には、当
業者は、本明細書に記載する全てのパラメータ、サイズ、材料および配置が例示を意味す
るものであり、実際のパラメータ、寸法、材料および／または配置は、本発明の教示が使
用される特定の１または複数の適用により変わることを容易に認識し得る。当業者は、本
明細書に記載する本発明の特定の態様の多くの均等態様を認識できるか、または通常行う
実験を超えない実験を用いて確認できる。従って、上記態様は、単なる例示であり、添付
の特許請求の範囲およびその均等の範囲内で、本発明は、具体的に記載され、特許請求す
る発明以外でも実施され得ることが理解されるべきである。本発明は、本明細書に記載す
る各個々の特徴、システム、物品、材料、キットおよび／または方法に関する。さらに、
２以上のこのような特徴、システム、物品、材料、キットおよび／または方法のあらゆる
組み合わせは、そのような特徴、システム、物品、材料、キットおよび／または方法が互
いに矛盾しない限り、本発明の範囲内に包含される。
【０１５９】
　本明細書に定義し、使用する全ての定義は、辞書の定義、引用により包含される文献に
おける定義、および／または定義された用語の通常の意味を超えて優先すると理解される
べきである。
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【０１６０】
　本明細書および特許請求の範囲で用いる単数表現は、明らかに矛盾しない限り、“少な
くとも１”を意味すると理解されるべきである。
【０１６１】
　本明細書および特許請求の範囲で用いる用語“および／または”は、結合された要素の
“いずれかまたは両方”、すなわち、ある場合には結合して存在し、他の場合には分離し
て存在する要素を意味すると理解されるべきである。“および／または”を用いて列記さ
れた複数の要素は同じように解釈されるべきであり、すなわち、そのように結合された要
素の“１以上”と解釈されるべきである。他の要素は、具体的に特定された要素と関連す
るかどうかにかかわらず、“および／または”文節により具体的に特定される以外の要素
が存在していてよい。従って、非限定的例として、“Ａおよび／またはＢ”なる記載は、
“含む”のようなオープンエンド型（open-ended）の用語と併せて使用するとき、ある態
様において、Ａのみ（所望によりＢ以外の要素を含み得る）；別の態様において、Ｂのみ
（所望によりＡ以外の要素を含み得る）；さらに別の態様において、ＡおよびＢの両方（
所望により他の要素を含み得る）などを意味し得る。
【０１６２】
　本明細書および特許請求の範囲で用いる“または”は、上記の“および／または”と同
じ意味を有すると理解されるべきである。例えば、リスト中の項目を分けるとき、“また
は”または“および／または”は包括的であると解釈されるべきであり、すなわち、数ま
たは要素のリストの少なくとも１つを包含するが、２以上も含み、所望により、さらなる
リストにない項目も含む。“～の１つのみ”または“厳密に１つ”、または、特許請求の
範囲で用いるとき、“～からなる”のような、これに明らかに反する用語のみが、数また
は要素のリストの厳密に１個の要素の包含を意味する。一般に、本明細書で用いる用語“
または”は、“いずれか”、“一方”、“一方のみ”または“厳密に１つの”のような排
他的用語を伴うときのみ、排他的代替（すなわち“一方または他方であるが、両者ではな
い”）を示すとして解釈されるべきである。“～本質的になる”は、特許請求の範囲で用
いるとき、特許法の分野で使用されるその通常の意味を有するものとする。
【０１６３】
　本明細書および特許請求の範囲で用いる用語“少なくとも１つ”は、１以上の要素のリ
ストを参照して、該要素のリストにおける要素の任意の１以上から選択される少なくとも
１要素を意味するが、要素のリスト内に具体的に列記された各々および全ての要素の少な
くとも１つを必ずしも含む必要はなく、要素のリストにおける要素のあらゆる組み合わせ
を除外しない。この定義はまた、要素が、具体的に特定した要素と関係していても、して
いなくても、“少なくとも１つ”と言及した要素のリスト内に具体的に特定された以外の
要素が所望により存在し得ることを可能にする。従って、非限定的例として、“Ａおよび
Ｂの少なくとも１つ”（または、同等に、“ＡまたはＢの少なくとも１つ”、または、同
等に“Ａおよび／またはＢの少なくとも１つ”）は、ある態様において、少なくとも１つ
、所望により２以上のＡを含み、Ｂが存在しない（所望によりＢ以外の要素を含んでよい
）；他の態様において、少なくとも１つ、所望により２以上のＢを含み、Ａが存在しない
（所望によりＡ以外の要素を含んでよい）；さらに別の態様において、少なくとも１つ、
所望により２以上のＡおよび少なくとも１つ、所望により２以上のＢを含む（所望により
他の要素を含んでよい）などを意味し得る。
【０１６４】
　本明細書中、数字に関して用語“約”を用いるとき、本発明のさらに別の態様は、用語
“約”の存在により修飾されない数字を含むと理解されるべきである。
【０１６５】
　明らかに矛盾する記載がない限り、２以上の複数の工程または行為を含むあらゆる方法
において、該方法の工程または行為の順番は、方法の工程または行為が言及されている順
番に必ずしも限定されないことが理解されるべきである。
【０１６６】
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　特許請求の範囲ならびに上記明細書において、“含む（comprising）”、“包含する（
including）”、“担持する（carrying）”、“有する（having）”、“含有する（conta
ining）”、“伴う（involving）”、“保持する（holding）”、“構成される（compose
d of）”などのような全ての移行句はオープンエンド型であり、すなわち、含むが、それ
に限定されないと理解されるべきである。“～からなる”および“～本質的になる”の移
行句のみが、それぞれ、United States Patent Office Manual of Patent Examining Pro
cedures, Section 2111.03に記載されるように、クローズ型またはセミクローズ型の移行
句である。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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