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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的ポリヌクレオチドの増幅方法であって、
（ａ）試料由来のポリヌクレオチド含有成分を液滴に溶解して、溶解物液滴に溶解物を形
成することであって、このとき前記ポリヌクレオチド含有成分を溶解することが、ポリヌ
クレオチド含有成分を、プロテアーゼ活性を有する酵素を含む溶解剤と接触させることを
含み、前記溶解物が標的ポリヌクレオチドを含み、前記溶解物液滴が不混和な分散媒中に
あること、
（ｂ）溶解物とプロテアーゼ活性を有する酵素とをラインから離した状態でインキュベー
トして、溶解物中の阻害性タンパク質を消化して溶解物中の阻害性タンパク質から標的ポ
リヌクレオチドを放出させること、
（ｃ）前記溶解物に、核酸増幅反応を実行するための試薬を添加して、増幅液滴に増幅混
合物を形成することであって、このとき前記溶解物に核酸増幅反応を実行するための試薬
を添加することが、前記溶解物を含む液滴と増幅試薬を含む液滴との融合を含まず、前記
増幅液滴が不混和な分散媒中にあること、および
（ｄ）前記増幅液滴内で標的ポリヌクレオチドを増幅すること
を含み、
前記方法が、前記増幅液滴中で標的ポリヌクレオチドを増幅する前に、前記溶解物液滴ま
たは前記増幅液滴から、試薬を選択的に取り除くことを含まない、方法。
【請求項２】
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　さらに、前記核酸増幅反応を実行するための試薬を添加する前に、プロテアーゼ活性を
有する酵素を不活性化することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　さらに、前記溶解物に核酸増幅反応を実行するための試薬を添加する前に、プロテアー
ゼ活性を有する酵素を不活性化することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　溶解物とプロテアーゼ活性を有する酵素とを少なくとも５分間インキュベートすること
を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　溶解物とプロテアーゼ活性を有する酵素とを少なくとも２０分間インキュベートするこ
とを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　溶解物とプロテアーゼ活性を有する酵素とを少なくとも３７℃の温度でインキュベート
することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　溶解物とプロテアーゼ活性を有する酵素とを３７℃～６０℃の温度でインキュベートす
ることを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　酵素がプロテアーゼである、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　酵素がプロテイナーゼＫである、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　標的ポリヌクレオチドがＲＮＡを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記核酸増幅反応を実行するための試薬を添加する前に前記溶解物を希釈することを含
む、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　さらに、前記増幅液滴の増幅産物の存在を検出することであって、前記増幅産物の存在
を検出することが、増幅産物の配列を決定することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記溶解物が、単一細胞の溶解物を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　さらに、前記増幅液滴の増幅産物の存在を検出することであって、前記増幅することが
、捕捉配列を含むプライマーの伸長を含み、前記増幅産物の存在を検出することが、増幅
産物内の捕捉配列を検出することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記（ａ）、（ｂ）、（ｃ）および（ｄ）のそれぞれの工程がマイクロ流体的制御の下
で実行される、請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　標的ポリヌクレオチドの合成方法であって、
（ａ）試料由来のポリヌクレオチド含有成分を液滴に溶解して、溶解物液滴に溶解物を形
成することであって、このとき前記ポリヌクレオチド含有成分を溶解することが、ポリヌ
クレオチド含有成分を、プロテアーゼ活性を有する酵素を含む溶解剤と接触させることを
含み、前記溶解物が鋳型ポリヌクレオチドを含み、前記溶解物液滴が不混和な分散媒中に
あること、
（ｂ）溶解物とプロテアーゼ活性を有する酵素とをラインから離した状態でインキュベー
トして、溶解物中の阻害性タンパク質を消化して溶解物中の阻害性タンパク質から標的ポ
リヌクレオチドを放出させること、
（ｃ）前記溶解物液滴に、核酸合成試薬を添加して、不混和な分散媒に核酸合成液滴を形
成すること、および
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（ｄ）前記核酸合成液滴内で標的ポリヌクレオチドを合成すること
を含み、
前記プロテアーゼ活性を有する酵素が、前記核酸合成試薬を添加する前に不活性化される
、方法。
【請求項１７】
　鋳型ポリヌクレオチドがＲＮＡを含み、前記核酸合成液滴内で標的ポリヌクレオチドを
合成することが、ＲＮＡの逆転写を含む、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記核酸合成液滴内で標的ポリヌクレオチドを合成することが、増幅を含む、請求項１
６に記載の方法。
【請求項１９】
　前記溶解物が、単一細胞の溶解物を含む、請求項１６に記載の方法。
【請求項２０】
　さらに、前記溶解物液滴に核酸合成試薬を添加する前に、酵素を不活性化することを含
む、請求項１６に記載の方法。
【請求項２１】
　酵素がプロテアーゼである、請求項１６に記載の方法。
【請求項２２】
　酵素がプロテイナーゼＫである、請求項１６に記載の方法。
【請求項２３】
　さらに、前記核酸合成液滴の核酸合成産物の存在を検出することであって、前記核酸合
成産物の存在を検出することが、核酸合成産物の配列を決定することを含む、請求項１６
に記載の方法。
【請求項２４】
　前記核酸合成液滴が、０．００１～１０００ピコリットルの体積である、請求項１６に
記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、米国仮特許出願第６１／６８２，７０７号（２０１２年８月１３日出願）お
よび米国仮特許出願第６１／７８４，７５４号（２０１３年３月１４日出願）に対する優
先権を主張し、それら出願は、その全体において、および全ての目的に対し、本明細書に
参照により援用される。
【背景技術】
【０００２】
　対象から採取された生物学的試料は、しばしば多くの異なる成分を含有している。たと
えば、対象の血液試料は、浮遊ＤＮＡおよび浮遊ＲＮＡ、循環細胞、ならびに多くの他の
成分を含有している可能性がある。生物学的試料中のそのような成分の数および多様性は
多くの場合、たとえば癌等の対象における疾患の診断またはモニタリングを可能にする、
試料内の目的の特定成分の正確な同定および／または定量を困難に、または阻害する。
【０００３】
　たとえば、循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）は、対象の血流中に入り込んだ腫瘍から脱離した細
胞である。いったん血中に入ると、これらの細胞は対象の身体中を循環し、そこから他の
組織へと侵入し、新たな腫瘍を形成することができる。ゆえに、ＣＴＣは、癌を有する対
象の主要な死亡原因である、転移に関与している。ＣＴＣを計数しようと試みられている
が、ＣＴＣは非常に検出し難いという事実により失敗に終わっている：ＣＴＣは非常に稀
な存在であり、健常細胞との区別が非常に難しい。ＣＴＣ検出の最近のアプローチ法は、
ＣＴＣの細胞表面上の特異的バイオマーカーを標的とする抗体を用いるイムノアッセイに
依っている。しかしながら、そのような方法には感度および／または特異度の限界があり
、それにより、多くの健常細胞が癌性細胞であると誤って特定され、多くの癌細胞が分析
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において見過ごされてしまっている。
【発明の概要】
【０００４】
　生物学的試料から成分を検出するための方法が提示される。ある態様において、当該方
法を用いて、生物学的試料（たとえば、腫瘍細胞（たとえば、循環腫瘍細胞、すなわちＣ
ＴＣ等））中の特定の成分を検出および／または定量してもよい。本発明方法の実施にお
ける使用のためのシステムおよびデバイスもまた提示される。
【０００５】
　本発明の方法には、生物学的試料中の細胞（たとえば、腫瘍細胞）を検出するための方
法が含まれる。マイクロ流体学を用いて、通常、直径０．１～１０００μｍの範囲にある
溶液の小さな球体であり、細胞、ポリヌクレオチド、ポリペプチドおよび他の成分の内包
化に用いられる、微小液滴中へと生物学的試料を内包してもよい。各微小液滴中に内包化
された成分を、本明細書に詳細に記述されるように分析してもよい。
【０００６】
　本方法の態様には、対象の血液試料から得た細胞を微小液滴中に内包化することが含ま
れ、ここで、少なくとも１つの細胞が、微小液滴中に存在し；細胞を溶解することが含ま
れ；ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）試薬、検出成分および複数のＰＣＲプライマーを微
小液滴中へと導入し、ＰＣＲ増幅が可能となる条件下で微小液滴をインキュベートし、Ｐ
ＣＲ増幅産物を産生することが含まれ、ここで、複数のＰＣＲプライマーには、１以上の
オリゴヌクレオチド（たとえば、癌遺伝子）にハイブリダイズする１以上のプライマーが
含まれ；および、検出成分の検出により、ＰＣＲ増幅産物の存在または非存在を検出する
ことが含まれ、ここで、検出成分の検出は、ＰＣＲ増幅産物の存在を示唆する。ある態様
において、細胞を溶解するステップには、溶解剤を微小液滴中に導入すること、および、
細胞溶解に有効な状態の下で微小液滴をインキュベートすることが含まれる。当該方法に
は、ＰＣＲ産物が検出された微小液滴の数に少なくとも部分的に基づいて、対象の血液試
料中に存在する循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）の数を測定することが含まれても良い。他の態様
において、当該方法には、ＰＣＲ産物が検出された微小液滴の数に少なくとも部分的に基
づいて、対象から採取された固形組織試料中に存在する腫瘍細胞の数を測定することが含
まれても良い。
【０００７】
　他の態様において、細胞検出のための方法には、微小液滴の大部分がゼロ、または１つ
の細胞を含有する状態の下で、複数の微小液滴中に複数の細胞を内包化することが含まれ
、ここで、複数の細胞は、対象の血液試料から得られたものであり；１つの細胞を含有す
る微小液滴に関して、複数の微小液滴を富化することが含まれ；細胞を溶解することが含
まれ；ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）試薬、検出成分および複数のＰＣＲプライマーを
複数の微小液滴中へと導入し、ＰＣＲ増幅が可能となる条件下で複数の微小液滴をインキ
ュベートし、ＰＣＲ増幅産物を産生することが含まれ、ここで、複数のＰＣＲプライマー
には、１以上のオリゴヌクレオチド（たとえば、癌遺伝子）に各々ハイブリダイズする１
以上のプライマーが含まれ；および、検出成分の検出により、ＰＣＲ増幅産物の存在また
は非存在を検出することが含まれ、ここで、検出成分の検出は、ＰＣＲ増幅産物の存在を
示唆し；および、ＰＣＲ増幅産物が検出された微小液滴の数に少なくとも部分的に基づい
て、対象の血液試料中に存在する細胞の数を決定することが含まれ；ここで、１以上のス
テップは、マイクロ流体的制御の下で実行される。ある態様において、細胞は腫瘍細胞で
あり、複数のＰＣＲプライマーには、１以上の癌遺伝子に各々ハイブリダイズする１以上
のプライマーが含まれる。細胞を溶解するステップには、微小液滴に溶解剤を導入するこ
と、および、細胞溶解に効果のある状態下で微小液滴をインキュベートすることが含まれ
ても良い。
【０００８】
　本発明の方法にはまた、腫瘍細胞を含む、細胞の遺伝子型決定のための方法が含まれる
。ある態様において、細胞の遺伝子型決定のための方法には、対象由来の生物学的試料か
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ら得た細胞を、微小液滴中に内包することが含まれ、ここで、１つの細胞が、微小液滴中
に存在し；溶解剤を微小液滴中に導入すること、および細胞溶解に効果的な条件下で微小
液滴をインキュベートすることが含まれ；ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）試薬、および
複数のＰＣＲプライマーを微小液滴中へと導入し、ＰＣＲ増幅が可能となる状態下で微小
液滴をインキュベートし、ＰＣＲ増幅産物を産生することが含まれ；および、微小液滴中
に複数のプローブを導入することが含まれ、ここで、当該プローブは、対象の１以上の変
異にハイブリダイズし、異なる波長の蛍光を発するものであり；および、プローブの蛍光
の検出により、特定のＰＣＲ増幅産物の存在または非存在を検出することが含まれ、ここ
で、蛍光の検出は、ＰＣＲ増幅産物の存在を示唆するものであり；ここで、１以上のステ
ップが、マイクロ流体的な制御の下で実行される。複数のプローブには、１以上のＴａｑ
Ｍａｎ（登録商標）プローブが含まれても良い。
【０００９】
　本発明の方法にはまた、癌を検出するための方法が含まれており、当該方法には、微小
液滴中に、対象由来の生物学的試料から得たオリゴヌクレオチドを内包化することが含ま
れ、ここで、少なくとも１つのオリゴヌクレオチドが当該微小液滴中に存在し；ポリメラ
ーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）試薬、検出成分、および複数のＰＣＲプライマーを微小液滴中へ
と導入し、ＰＣＲ増幅が可能となる状態下で微小液滴をインキュベートし、ＰＣＲ増幅産
物を産生することが含まれ、ここで、当該複数のＰＣＲプライマーには、１以上の癌遺伝
子に対してそれぞれハイブリダイズする１以上のプライマーが含まれており；および、検
出成分の検出により、ＰＣＲ増幅産物の存在または非存在を検出することが含まれ、ここ
で、検出成分の検出は、ＰＣＲ増幅産物の存在を示唆するものである。対象における癌の
検出は、１以上の癌遺伝子に対するＰＣＲ増幅産物の存在に基づいたものであっても良い
。
【００１０】
　他の態様において、本開示の方法には、微小液滴中に、対象由来の生物学的試料から得
たオリゴヌクレオチドを内包化することが含まれ、ここで、少なくとも１つのオリゴヌク
レオチドが当該微小液滴中に存在し；ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）試薬、検出成分、
および複数のＰＣＲプライマーを微小液滴中へと導入し、ＰＣＲ増幅が可能となる状態下
で微小液滴をインキュベートし、ＰＣＲ増幅産物を産生することが含まれ；および、検出
成分の検出により、ＰＣＲ増幅産物の存在または非存在を検出することが含まれ、ここで
、検出成分の検出は、ＰＣＲ増幅産物の存在を示唆するものであり；ここで、１以上のス
テップが、マイクロ流体的制御の下で実行されている。
【００１１】
　本発明方法の実施において、改変をいくつか行っても良い。たとえば、さまざまな異な
るＰＣＲベースのアッセイを行っても良い（たとえば、定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ））。その
ようなアッセイに用いられるプライマーの数および性質は、実施されるアッセイのタイプ
、生物学的試料の性質、および／または他の因子に少なくとも部分的に基づいて、変化し
ても良い。ある態様において、微小液滴に添加され得るプライマーの数は、１～１００か
それ以上であってもよく、および／または、約１～１００かそれ以上の異なる遺伝子（た
とえば、癌遺伝子）を検出するためのプライマーを含んでも良い。そのようなプライマー
に加え、または、そのようなプライマーの代わりに、１以上のプローブ（たとえば、Ｔａ
ｑＭａｎ（登録商標）プローブ）を、主題方法の実施に用いても良い。
【００１２】
　微小液滴それ自身が異なっていてもよい（サイズ、組成、内容物等）。微小液滴は通常
、約０．００１～１０００ピコリットルかそれ以上の内部体積を有しうる。さらに、微小
液滴は、界面活性剤および／または粒子により安定化されていても、されていなくてもよ
い。
【００１３】
　試薬を微小液滴に添加する方法は、非常に多岐にわたりうる。１つのステップで試薬を
添加してもよく、または、複数のステップ（たとえば、２以上のステップ、４以上のステ
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ップ、または１０以上のステップ）で添加してもよい。ある態様において、液滴合体（ｄ
ｒｏｐｌｅｔ　ｃｏａｌｅｓｃｅｎｃｅ）、ピコ注入、複数の液滴融合等を含む技術を用
いて、試薬が添加されても良い（本明細書において、より詳細に記述されている）。ある
実施形態においては、注入流体それ自身が電極として作用する方法により、試薬が添加さ
れる。注入流体は、そのように使用することが可能な、１以上の溶解電解剤を含有しても
よい。注入流体それ自身が電極として作用する場合、液滴に試薬を添加する目的のために
、マイクロ流体チップ中に、金属電極を含む必要は、必ずしもない。ある実施形態におい
て、注入流体は、電極として作用しないが、１以上の液体電極が金属電極の代わりに用い
られる。
【００１４】
　様々な異なる検出成分を用いて、ＰＣＲ産物の存在または非存在を検出する様々な方法
を行っても良い。対象の検出成分としては、限定されないが、蛍光物質およびその誘導体
；ローダミンおよびその誘導体；シアニンおよびその誘導体；クマリンおよびその誘導体
；カスケードブルー（Ｃａｓｃａｄｅ　Ｂｌｕｅ）およびその誘導体；ルシファーイエロ
ー（Ｌｕｃｉｆｅｒ　Ｙｅｌｌｏｗ）およびその誘導体；ＢＯＤＩＰＹおよびその誘導体
、等が挙げられる。例示的な蛍光色素分子としては、インドカルボシアニン（ｉｎｄｏｃ
ａｒｂｏｃｙａｎｉｎｅ）（Ｃ３）、インドジカルボシアニン（ｉｎｄｏｄｉｃａｒｂｏ
ｃｙａｎｉｎｅ）（Ｃ５）、Ｃｙ３、Ｃｙ３．５、Ｃｙ５、Ｃｙ５．５、Ｃｙ７、Ｔｅｘ
ａｓ　Ｒｅｄ、Ｐａｃｉｆｉｃ　Ｂｌｕｅ、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ　４８８、Ａｌｅ
ｘａ　ｆｌｕｏｒ－３５５、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ
　５３２、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５４６、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ－５５５、Ａｌｅ
ｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５６８、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５９４、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ
　６４７、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６６０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６８０、ＪＯＥ
、Ｌｉｓｓａｍｉｎｅ、ローダミングリーン、ＢＯＤＩＰＹ、フルオレセインイソチオシ
アネート（ＦＩＴＣ）、カルボキシ－フルオレセイン（ＦＡＭ）、フィコエリトリン、ロ
ーダミン、ジクロロローダミン（ｄＲｈｏｄａｍｉｎｅ）、カルボキシテトラメチルロー
ダミン（ＴＡＭＲＡ）、カルボキシ－Ｘ－ローダミン（ＲＯＸ）、ＬＩＺ、ＶＩＣ、ＮＥ
Ｄ、ＰＥＴ、ＳＹＢＲ、ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ、ＲｉｂｏＧｒｅｅｎが挙げられる。検出成
分は、ビーズ（たとえば、磁気ビーズまたは蛍光ビーズ（たとえば、Ｌｕｍｉｎｅｘビー
ズ等））等を含んでも良い。ある態様において、検出には、サーマルサイクルの間、固定
された位置に微小液滴を保持して、繰り返し画像撮影されるようにすることを含んでも良
い。そのような繰り返しの画像撮影には、Ｍｅｇａｄｒｏｐｌｅｔアレイの使用を含んで
も良い（本明細書において、より詳細に記述されている）。ある態様において、検出には
、１以上の微小液滴中の１以上の細胞を固定することおよび／または透過処理することを
含んでも良い。
【００１５】
　本明細書に開示される方法に適した対象には、哺乳類（たとえば、ヒト）が含まれる。
対象は、疾患状態の臨床所見を示すものであってもよく、または、疾患を有すると診断さ
れているものであってもよい。ある態様において、対象は、癌を有すると診断されている
もの、癌の臨床所見を示しているもの、または、たとえば家族歴、環境露出、遺伝子変異
（複数含む）、生活習慣（たとえば、食事および／または喫煙）、１以上の他の疾患状態
の存在等の、１以上の因子から、癌を発症するリスクがあると決定されているものであっ
てもよい。
【００１６】
　マイクロ流体システムおよびデバイスがまた、本開示により提示される。ある態様にお
いて、マイクロ流体デバイスには、分析される細胞を微小液滴中に内包化するための細胞
ローディング領域；細胞ローディング領域と流体連通にある第一のチャンバー（当該第一
のチャンバーは、第一の試薬を微小液滴に添加するための手段および、発熱体を有する）
、；第一のチャンバーと流体連通にある第二のチャンバー（当該第二のチャンバーは、第
二の試薬を微小的滴中に添加するための手段、および発熱体を有する）、ここで、発熱体
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は、微小液滴を１以上の温度で加熱してもよく；および、第一または第二のチャンバーか
らの反応産物の存在または非存在を検出する、第二のチャンバーと流体連通にある検出領
域が含まれる。
【００１７】
本発明は、添付する図面と併せて読むと、以下の詳細な説明から最良の理解が得られる。
以下の図は、図面に記載されている。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】図１は、本開示のマイクロ流体システムの簡易的な図である。示されたシステム
では、マイクロ流体システムは、生体試料の成分を検出および／または遺伝子決定するた
めに使用されてもよい。この特定のシステムでは腫瘍細胞の検出に適用する場合、封入装
置（左）を使用して、有核（ｎｕｃｌｅａｔｅｄ）血球を個々の液滴に封入する。液滴に
細胞溶解緩衝液を注入し、３７℃でインキュベートすると細胞溶解が促進される。これら
に、特有の発癌性変異を標的とするプライマーを含有するＰＣＲ混合物を注入する（中央
）。液滴は、６５℃および９５℃に維持された領域一帯を蛇行する流路を通過する。液滴
が領域中を移動する時、その温度はＰＣＲに必要な温度を循環する。このＰＣＲ反応の間
、液滴が変異体を含む腫瘍細胞のゲノム（この検出のためにプライマーが設計される）を
含有する場合、増幅が開始されて蛍光出力が生成され、液滴が蛍光性になる。その後、液
滴はフローサイトメトリを使用して光学走査され、液滴選別を使用して選別し、それらを
回収する（右）。液滴は保管されるか、または塩基配列決定に関するようなさらなる分析
（例えば、次世代のシーケンサ用の入力として使用されるか、または塩基配列決定機関に
提供される）に使用されてもよい。
【図２】図２パネルＡ～Ｅは、蛍光測定を使用して、微小液滴に包理された単細胞を表し
ている。左端から酵母細胞（黒色斑点）を入れて、封入し、ドロップとなる（低倍率（４
倍率の対物レンズ；パネルＡ）および高倍率（１０倍率の対物レンズ；パネルＢ）で示す
）。ドロップをインキュベートし、酵母にその産生物を分泌させ（パネルＣ）；これが蛍
光化合物をドロップ中に生成し、その結果、有効に生産するもの（ｐｒｏｄｕｃｅｒ）を
含むドロップが迅速に蛍光性となる（パネルＤ）。その後、ドロップを選別して、最も有
効な酵母を、マイクロ流体選別装置（ｓｏｒｔｅｒ）を使用して抽出する（パネルＥ）。
スケールバーは、８０ｍｍを示す。
【図３】図３は、ヒトＢＲＡＦ遺伝子の一部からの単位複製配列に相補的なフルオロフォ
アＦＡＭで標識されたＴａｑＭａｎ（登録商標）ＰＣＲプローブを使用した、ＢＲＡＦの
デジタル検出を表す。蛍光性ドロップは、精製ヒトゲノムＤＮＡからのＢＲＡＦ遺伝子の
増幅を示し、一方で、非蛍光性ドロップは、本遺伝子が欠けていることを示す。
【図４】図４パネルＡ～Ｂは、ＣＴＣを検出する二元系（ｂｉｎａｒｙ）ＰＣＲ反応を表
す。パネルＡ：フォワードおよびリバースプライマーは、腫瘍形成性の配列を標的化する
ドロップに封入されている。腫瘍形成性の配列が存在する場合、ＰＣＲ反応は、二本鎖Ｐ
ＣＲ産物を生成し（パネルＡ、上）、これに対し、腫瘍形成性の配列が存在しない場合、
ＰＣＲ産物は生成されない（パネルＡ、下）。挿入染色（ｉｎｔｅｒｃａｌａｔｉｎｇ　
ｓｔａｉｎ）（例えば、ＳｙｂｒＧｒｅｅｎ）もまた、ドロップ中に存在してもよい。パ
ネルＢ：二本鎖産物を生成する場合、染料はそれらに挿入して蛍光性を示し、ドロップを
蛍光性に変え（パネルＢ、上）；一方で、二本鎖産物を生成しない場合、染料は非蛍光性
のままで薄暗いドロップを生成する（パネルＢ、下）。
【図５】図５は、連続二分デバイスでの並列に密集したドロップ形成の光学顕微鏡画像で
ある。細胞を含有しない脱イオン水を左から注入する。上および下の矢印にそって流れる
溶液は、２重量％のフッ化炭素界面活性剤を有するＨＦＥ－７５００フルオロカーボンオ
イルである。一連の２分割後、右端に示される得られたドロップは、直径２５μｍである
。
【図６】図６は、ＣＴＣの液滴に基づく検出手順を示す概略的なマイクロ流体装置および
データである。血球および希少なＣＴＣは、プロテイナーゼＫを含有する細胞溶解緩衝液
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と共に微小液滴に封入される。ドロップを、５５℃でインキュベートし、細胞を溶解して
細胞タンパク質を消化する。その後、ドロップを画像化に最適なサイズに分割して、プロ
テイナーゼＫを熱不活化する。次いで、ドロップに、ＰＣＲ試薬およびＴａｑＭａｎ（登
録商標）プローブをピコ注入（ｐｉｃｏｉｎｊｅｃｔ）し、その後、熱サイクル、および
Ｍｅｇａｄｒｏｐｌｅｔアレイでの撮像を行なう。ＣＴＣは、ＣＴＣ特異的転写物の存在
に基づき同定され、多重化ＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブ蛍光により検出される。
【図７】図７は、プロテイナーゼＫ処理によるＲＴ－ＰＣＲの細胞溶解物媒介性阻害の軽
減を表す。漸増性濃度の細胞を、プロテイナーゼＫと細胞溶解緩衝液、または細胞溶解緩
衝液のみにより処理した。次いで、細胞を５５℃およびその後９５℃でインキュベートし
た。全細胞溶解物をＲＴ－ＰＣＲ反応物に、ドロップに関連する数種類の濃度で直接添加
した。ＰＣＲでの溶解物阻害の急激な軽減が、細胞溶解緩衝液のみの溶解物ではなく、プ
ロテイナーゼＫ処理された溶解物での２００ｐＬあたり１細胞の最終細胞濃度で見られた
。ＰＣＲ産物は、臭化エチジウム染色されたアガロースゲルで視覚化される。
【図８】図８パネル１～３は、細胞の封入／希釈、溶解、およびドロップ分割用に組み込
まれたマイクロ流体システムを表す（中央画像）。パネル１：並行流モジュールは、プロ
テイナーゼＫ含有細胞溶解緩衝液および細胞懸濁液の層流に依存し、ドロップ形成前の細
胞の時期尚早な溶解または混合を生じることなく細胞をドロップに封入し；層流境界は、
細胞流と細胞溶解緩衝液流との間にちょうど見ることができる。パネル２：細胞を含有す
るドロップは、５５℃のインキュベーション流路を２０分で通過し、細胞を溶解、および
阻害タンパク質を消化する。パネル３：ドロップを分割して、２倍のＲＴ－ＰＣＲ試薬の
有効なピコ注入、および液滴アレイの撮像を可能にする。
【図９】図９パネルＡ～Ｃは、ピコ注入後のドロップでのＴａｑＭａｎ（登録商標）ＲＴ
－ＰＣＲを示す。前立腺癌細胞株ＰＣ３からの全ＲＮＡの限界希釈液を含むドロップに、
２倍のＲＴ－ＰＣＲ試薬およびＥｐＣＡＭを標的化したＴａｑＭａｎ（登録商標）プロー
ブの同量を注入した（パネルＡ）。ピコ注入後、ドロップに熱サイクルを行い、蛍光を撮
像した（パネルＢ）。蛍光性ドロップ数は、ポアソン分布の予測と一致していることが認
められ、ドロップ中の単一の転写物分子を検出するのに適切な感度であることを実証した
。パネルＣ：結果をさらに確証するためパネルＢからのドロップを化学的に破壊し、その
内容物をアガロースゲルで電気泳動して、ＲＴ－ＰＣＲ酵素なしで注入された陰性対照ド
ロップ（－）およびＲＴおよびＴａｑの両方を添加した実験ドロップ（＋）のＰＣＲ産物
の存在を観察した。ピコ注入せずにチューブで実施された対照反応とピコ注入された反応
の両方が、同様の強度のバンドを形成し、反応効率が同等であることを実証した。白星は
、ピコ注入ドロップを示す。
【図１０】図１０は、ＭＣＦ７乳癌細胞を封入した液滴からのＥｐＣＡＭ転写物の検出を
示す。図８パネル１～３に示す装置を使用して、ＭＣＦ７細胞をドロップに封入し、溶解
し、そしてドロップを分割した。次いで、溶解物含有ドロップにＲＴ－ＰＣＲ試薬および
ＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブをピコ注入した。次いで、ドロップに熱サイクルを行
い、蛍光を撮像した。明視野かつ蛍光性の流路が融合して示される。
【図１１】図１１は、ＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブにより多重化するデジタル液滴
ＲＴ－ＰＣＲを表す。Ｒａｊｉ細胞（Ｂ－リンパ球）およびＰＣ３前立腺癌細胞の両方か
ら得られた全ＲＮＡの限界希釈液（ｌｉｍｉｔｉｎｇ　ｄｉｌｕｔｉｏｎ）を、ＲＴ－Ｐ
ＣＲ試薬ならびにＣＤ４５（青）、ＣＤ４４（赤）およびＥｐＣＡＭ（緑）に特異的なＴ
ａｑＭａｎ（登録商標）プローブと共に、ドロップに封入した。橙色のドロップは、多重
反応により検出されたＣＤ４４およびＥｐＣＡＭ転写物の両方が存在することを示す。プ
ローブ多重化の他の組み合わせもまた、見られた（データは示していない）。蛍光性チャ
ネルを、破線のボックス領域の拡大した差込図として個々に示す。
【図１２】図１２パネルＡ～Ｃは、細胞の多重化ｑＰＣＲ解析を個々に実施する装置の概
略図を示す。装置は、熱システムの上に設置する、ＰＤＭＳ流路にくぼみを付けた約１０
００万のトラップのアレイからなる（パネルＡ）。マイクロ流体チャネルの高さは、ドロ
ップ径より低く、これにより、ドロップが扁平なパンケーキ形状をとる。使われていない
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くぼみをドロップが流れる場合には、ドロップはより低い、エネルギー的により好ましい
曲率半径となり、それによって、ドロップ全体がトラップ内へと引き込まれる力が生まれ
る（パネルＢ）。密充填のようにドロップを流すことにより、パネルＣに示すように、ア
レイ上の全トラップが満たされていることを確実にする。装置全体に熱サイクルを行い、
マイクロアレイスキャナを使用してサイクル間で撮像した。
【図１３】図１３は、図１２パネルＡ～Ｃに示した種類の、多重化ＰＣＲ検定用のＭｅｇ
ａｄｒｏｐｌｅｔアレイを表す。ドロップはピペットで分取し、クリアガラス／エポキシ
容器に密閉し、微細加工したウェルアレイを使用して所定位置に固定する（上）。チップ
全体を金属ブロックに留めて銅ブロック下のペルチェ加熱器を使用して熱サイクルを行な
う。温度計、放熱板、送風機（上）、およびデジタル制御装置を使用して、温度を制御お
よび循環させる（下）。増幅は、装置の上部を構成する透明板を介してアレイを撮像する
ことにより、リアルタイムで監視される。
【図１４】図１４パネルＡ～Ｂは、ドロップでのＰＣＲ増幅産物の検出に使用される、蛍
光による単色フローサイトメーター（ｏｎｅ－ｃｏｌｏｒ　ｆｌｏｗ－ｃｙｔｏｍｅｔｅ
ｒ）の使用を表す。パネルＡ：対物レンズの後部に向けた４８８ｎｍレーザーからなり、
また液滴が流れるマイクロ流体流路に焦点を当てる検出器の概略図である。レーザーは、
ドロップ内の蛍光色素を励起し、および放射光のいずれもが、対物レンズにより捕捉され
、ダイロイックミラーおよび５２０±５ｎｍバンドパスフィルタに通された後に光電子増
倍管（ＰＭＴ）に撮像される。パネルＢ：ドロップは、ＰＭＴの出力電圧で示される、時
間関数としての強度のピークとして現れ、これは検出された蛍光性ドロップの時間関数と
しての発光強度と比例している。
【図１５】図１５パネルＡ～Ｃは、装置の配置の概略図を示す。パネルＡ：ドロップ、ス
ペーサーオイル、および１ＭのＮａＣｌを、ＰＤＭＳ装置に、注射器ポンプを介して導入
する。ピコ注入流体を、大気圧制御ポンプを使用して導入する。高電圧増幅器からの電極
を、ピコ注入流体に沈めたワイヤおよび１ＭのＮａＣｌ「ファラデーモータ」を有する注
射器の金属針に接続する。パネルＢ：液滴スペーサおよびピコ注入部位の拡大図。パネル
Ｃ：注入開口部での液体の膨らみを示すピコ注入部位のさらなる拡大図。
【図１６】図１６パネルＡ～Ｂは、ピコ注入部位の明視野顕微鏡画像を示す。電場（パネ
ルＡ）が存在しない場合、界面活性剤が注入流体との合体を阻害し、明確な境界線が液滴
／注入流体接触面で見られる。電場を印加すると、境界線が見えなくなり、液滴が通過す
る際に試薬を注入する（パネルＢ）。
【図１７】図１７パネルＡ～Ｃは、１００ｍＭ（パネルＡ）、５０ｍＭ（パネルＢ）、お
よび２５ｍＭ（パネルＣ）の注入流体についての注入後のドロップサイズの体積分率（Ｖ
ｆ）の増加を示す。電場は強いほど、より容易に油／水接触面を破壊し、通過液滴のより
大きい長さ、およびより大きい注入量まで注入を可能にする。溶解した電解質のモル濃度
が高いほど、所定の電圧についての注入部位でより強い電場を発生し、また、注入量を増
加させる。誤差棒は、各時点で採取した１２００超のドロップについて、いずれの方向に
しても１標準偏差を表す。
【図１８】図１８は、印加電圧および注入流体での溶解したＮａＣｌのモル濃度の関数と
しての注入量を示すヒートマップである。矢印／チェックマークは、データ点を示す。注
入量は、０～３６ｐＬの範囲で、約２．６ｐＬ５（４％Ｖｆ）の解像度で、印加信号を１
００Ｖずつ増やして、調整され得る。注入される最も多い量は、１００ｍＭ流体で３００
０Ｖであった。これより高く電場を上昇させると、エレクトロウェッティングが可能とな
り、ドロップがピコ注入器で自発的に形成され、注入効力および一貫性に悪い影響を与え
る。
【図１９】図１９は、臭化エチジウム染色された２％アガロースゲルを示す。ＭＣＦ７ヒ
ト細胞株から単離された全ＲＮＡをドロップに封入し、これに逆転写酵素（ＲＴ）および
ＴａｑＤＮＡポリメラーゼを含む（＋）、または含まない５０（－）ＲＴ－ＰＣＲ反応混
合物をピコ注入した。非乳化の対照反応を、並行して実施した。酵素を受けた反応のみが
、予測される１００ｂｐの単位複製配列を生成した。陽性対照の反応およびピコ注入され
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た反応の両方がＰＣＲ産物を生成し、これにより、ピコ注入時に発生した電場が、ＤＮＡ
、逆転写酵素、およびＴａｑと５５生物学的に適合することが実証された。
【図２０】図２０パネルＡ～Ｂは、複数の液滴合体（ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｄｒｏｐｌｅｔ
　ｃｏａｌｅｓｃｅｎｃｅ）による試薬の添加を示す。パネルＡ：複数の液滴合体により
試薬を添加するためのマイクロ流体装置の概略図。添加する試薬を、下方から、油と共に
、ごく小型のドロップ生成器に導入した。これにより、結果として高い頻度で一連のごく
小型のドロップを生成する。試薬を添加するドロップを左から注入し、油により間隔を空
け、次いで、その流れは、流路が微小なドロップ生成器の流体出口と交差する場所で組み
合わさる。試薬ドロップは、標的ドロップより非常に小型であるので、高い頻度で導入さ
れ、その結果、これらのドロップの多く（数１０以上）が、１標的ドロップごとに注入さ
れる。試薬ドロップは小型であるため、大型のほうのドロップより早く流れ、大型の後方
に集まり、その結果、電極流路に到達するまでに、接触し、そして電場により合体し得る
。パネルＢ：そのようなマイクロ流体装置での合体領域の拡大写真。ドロップは左から右
に流れる。一連の微小液滴は、微小液滴を添加する液滴の後ろに形成される。微小液滴お
よびその液滴が合体領域を通過するとすぐに、電極により微小液体がその液滴中に融合す
る（ｍｅｒｇｅ）。右にある、結果として生じる最終生成物（ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ　ｏｕ
ｔｐｕｔ）は、微小液滴に存在した試薬（複数含む）を含有する液滴である。
【図２１】図２１は、微小液滴を精製し得るマイクロ流体装置の概略図を示す。すなわち
、ドロップ中の流体の大多数が、ドロップに封入され得る細胞またはビーズのような個別
のいかなる試薬も取り除くことなく、精製された溶液に置き換えられる。最初、微小液滴
に溶液を注入して、微小液滴内のいずれの不純物も希釈する。次いで、希釈された微小液
滴を、電極を使用して電場が印加されるマイクロ流体流路を通過させる。電場により発生
する誘電泳動力の存在により、細胞または他の別個の試薬が電場を通過する際に、それら
は、流れで移動する（ｄｉｓｐｌａｃｅ）。次いで、ドロップを分割し、その結果、全て
の物体が最後には１つの微小液滴になる。したがって、汚染物質は取り除かれ得るが液滴
内に封入され得る個別の試薬（ビーズまたは細胞等）の存在および／または濃度が、結果
的に得られる微小液滴中で維持されているという点で、最初の微小液滴は洗浄化されてい
る。
【図２２】図２２パネルＡ～Ｂは、選別を示す。液滴は、右から入り、左に流れ、電極の
そばを通過する。したがって、ドロップは、特定性質の存在（パネルＡ；液滴が上部流体
出口に流れ込む）または不在（パネルＢ；液滴は下部流体出口に流れ込む）で選別される
。
【図２３】図２３は、合体過程の概略図を示し、親水性流路で再注入された単一乳剤（Ｅ
１）からの二重乳剤（Ｅ２）の形成を開始する（左上）。これらは、疎水性接合部で三重
乳剤（Ｅ３）に変えられ（左下）、その後に電場を使用して合体し、反転したＥ２（Ｅ２
’、右下）になる。
【図２４】図２４パネルＡ～Ｄは、（ａ）二重乳剤（Ｅ２）形成、（ｂ）三重乳剤（Ｅ３
）形成、（ｃ）Ｅ３合体、および（ｄ）最終的な反転したＥ２（Ｅ２’）生成物の顕微鏡
画像を示す。スケールバーを全ての画像に適用する。
【図２５】図２５パネルＡ～Ｂは、Ｅ３が合体してＥ２’になることを示す２つの高速度
カメラ時系列を示す。内部Ｅ１のオイルシェルは擬色した青色である。
【図２６】図２６パネルＡ～Ｃは、実施例５の試験で使用したマイクロ流体装置およびデ
ジタルＲＴ－ＰＣＲワークフローを示す。（Ａ）ＲＮＡおよびＲＴ－ＰＣＲ試薬を含有す
るドロップは、マイクロ流体Ｔ字形接合部およびキャリアオイルにより生成される。ドロ
ップ形成の明視野の顕微鏡画像を下に示し、中央画像は単純反応混合物からのドロップの
１群の生成を示し、また、下部画像は、２種類の混合物からの２群の生成を示す。（Ｂ）
形成後、ドロップに、逆転写酵素を、電場により始動されるピコ注入流路を使用し、ピコ
注入器に直接対向する電極流路により印加してピコ注入する。（Ｃ）ピコ注入ドロップを
チューブに回収し、熱サイクルを行い、蛍光顕微鏡により撮像する。
【図２７】図２７パネルＡ～Ｃは、逆転写酵素のピコ注入後のマイクロ流体ドロップでの
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デジタルＲＴ－ＰＣＲ　ＴａｑＭａｎ（登録商標）分析を示す。（Ａ）ＰＣ３細胞の全Ｒ
ＮＡを含有する対照のＲＴ－ＰＣＲ反応物を、Ｔ字形接合部ドロップ生成器で乳化し、熱
サイクルを行い、撮像した。ＦＡＭ（緑）蛍光は、ＥｐＣＡＭ転写物のＴａｑＭａｎ（登
録商標）の検出を示し、また、Ｃｙ５（赤）は、ＣＤ４４転写物の検出を示す。同一のド
ロップの明視野画像（ＢＦ）を、右端の画像パネルに示す。（Ｂ）逆転写酵素を欠いたＲ
Ｔ－ＰＣＲ反応物をＴ字形接合部ドロップ生成器で乳化し、続いて、逆転写酵素をピコ注
入した。ピコ注入流体は、左の概略図では、濃灰色で描かれている。明視野の画像により
、ドロップがピコ注入後におよそ倍の大きさになったことが実証される。（Ｃ）逆転写酵
素を省いてピコ注入を実施したＲＴ－ＰＣＲ反応物は、ＥｐＣＡＭおよびＣＤ４４につい
てＴａｑＭａｎ（登録商標）信号を示さず、これにより、ＴａｑＭａｎ（登録商標）分析
に特異性があることが実証される。赤色矢印は、図での乳剤の流れる方向を示す。スケー
ルバー＝１００μｍ。
【図２８】図２８パネルＡ～Ｂは、対照ドロップと逆転写酵素をピコ注入したドロップと
のデジタルＲＴ－ＰＣＲ検出率の比較を示す。（Ａ）対照試料（左）およびピコ注入試料
（右）についてのＦＡＭおよびＣｙ５ドロップ輝度の散布図。ドロップをＴａｑＭａｎ（
登録商標）信号について陽性または陰性に標識化するために使用されるゲーティングの閾
値を線で画定し、散布図を象限、（－、－）、（－、＋）、（＋、－）、（＋、＋）に分
割する。（Ｂ）棒グラフは、対照群についてのＣＤ４４およびＥｐＣＡＭ　ＴａｑＭａｎ
（登録商標）分析の正規化計数値（ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ　ｃｏｕｎｔ）に対するピコ注
入による平均のＴａｑＭａｎ（登録商標）陽性ドロップ数を示す。データは、４つの独立
した実験の反復の平均を表す。
【図２９】図２９パネルＡ～Ｂは、ピコ注入が個別のドロップ群の解析を可能にすること
を示す。（Ａ）非ピコ注入ドロップ。混合したＰＣ３細胞の全ＲＮＡおよびＲａｊｉ細胞
の全ＲＮＡを含有する対照のＲＴ－ＰＣＲ反応物をＴ字形接合部ドロップ生成器で乳化し
、熱サイクルを実施し、撮像した。融合したＦＡＭおよびＨＥＸの蛍光画像を、ＥｐＣＡ
Ｍ転写物のＴａｑＭａｎ（登録商標）検出を示すＦＡＭ（緑）蛍光、およびＰＴＰＲＣ転
写物の存在を示すＨＥＸ（赤）で示す。黄色のドロップは、多重化ＴａｑＭａｎ（登録商
標）検定の存在を示し、この際、ＥｐＣＡＭおよびＰＴＰＲＣ転写物は、同一のドロップ
に共封入されていた。明視野の画像（ＢＦ）を、右のパネルに示す。（Ｂ）ピコ注入ドロ
ップ。二重のＴ字形接合部ドロップ生成器は、迅速にピコ注入されたドロップの２群を同
時に生成した。１ドロップ生成器は、Ｒａｊｉ細胞ＲＮＡのみを含有するドロップを、他
方の発生器は、ＰＣ３細胞のＲＮＡのみを含有するドロップを生成した。両方のドロップ
型は、最初は逆転写酵素がないが、逆転写酵素はドロップ生成器のちょうど下流でピコ注
入により添加される。圧倒的大多数のドロップが、多重化を呈さず、これにより、ピコ注
入の際の物質の移動が非常に稀であることが実証される。図での赤色矢印は、乳剤の流れ
る方向を示す。スケールバー＝１００μｍ。
【図３０】図３０パネルＡ～Ｂは、二重（ｄｕａｌ）転写物検出解析を示し、これにより
、ピコ注入中の相互汚染が最小であることが実証される。（Ａ）共封入された対照試料に
ついてのＦＡＭの散布図およびＨＥＸドロップ輝度（ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ）（左）、およ
び二重の（ｄｕａｌ）群のピコ注入試料（右）。この解析を使用して、多数のＴａｑＭａ
ｎ（登録商標）の多重化ドロップが、共封入対照で同定され、これらは二重群のピコ注入
されたドロップで事実上不在であった（ゲーティング散布図の右上の象限）。（Ｂ）共封
入対照および二重群のピコ注入についての、総輝度計数値（ｂｒｉｇｈｔ　ｃｏｕｎｔ）
に対する異なる照度数のドロップ群の棒グラフ。データは、３種類の実験の反復の平均を
示している。
【図３１】図３１パネルＡ～Ｂは、ＲＮＡドロップの二重群（ｄｕａｌ　ｐｏｐｕｌａｔ
ｉｏｎ）をラインから離して保管し、また、その後にピコ注入され得ることを示す。（Ａ
）乳剤を、ドロップの２群（１群はＲａｊｉ細胞から回収されたＲＮＡを含み、他方の群
はＰＣ３細胞からのＲＮＡを含む）からなるようにした。ドロップを注射器に回収し、チ
ップとは別のところでインキュベートし、次いで、ピコ注入するピコマイクロ流体装置に
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再注入した。次いで、ドロップを回収し、熱サイクルを実施し撮像した。これらのドロッ
プは、多少はより高分子分散であり、それらが形成された同一の装置上のピコ注入ドロッ
プより高い多重化率（１％）を呈し、これはインキュベーションおよび再注入中のドロッ
プのいくつかが融合したことによる可能性が最も高い。試薬を添加するためにインキュベ
ーション後に乳剤を再注入する能力は、多数の液滴に基づく分子生物学分析に重要である
場合がある。（Ｂ）ピコ注入乳剤の明視野の画像。スケールバー＝１００μｍ。
【図３２】図３２は、本明細書に記載の単細胞ＲＴ－ＰＣＲマイクロ流体装置の実施形態
を示す。
【図３３】図３３は、液滴形成接合部の下流のマイクロ流体装置の流路での切り込み構造
を含む効果を示す。切り込みを備えていないＴ字形接合部ドロップ生成器を左に示す。流
量比を増加させると、ドロップ生成器はドロップの形成を中断し、代わりに長い噴流を形
成する。これは、噴流が流路壁を濡らし、接着し、ドロップの形成を妨げることによる。
右では、同様のＴ字形接合部が、切り込み（ｒｉｄｇｅ）構造で示される。切り込みは、
好適な様相、例えば、疎水性油相、を流路壁近くに捕らえ、水相が濡らしづらくする。こ
れは、装置が、最終的にＲ＝０．９で濡らす前に、非常に高い流量比でドロップを形成す
ることを可能にする。これは、切り込みを設けることで、ドロップ生成器が、切り込みを
省いた場合よりも非常に比較的広範囲にわたり機能することができることを示す。流路幅
は３０μｍであり、切り込みのピークは、約５～１０μｍである。実験に対応する画像の
上部および下部セットは、異なるマイクロ流体装置で行う実験に対応する。
【図３４】図３４は、本明細書で説明される液体電極の実施形態についての一般的な製作
スキームを示すフローチャートである。
【図３５】図３５は、電極流路に塩水（時間的経過は、左から右に進む；パネルＡ～Ｃ）
を充填している際の、異なる時間で撮像した一連の３画像である。塩水は、流路の流体入
口に導入され、加圧されて、これにより流路をゆっくりと充填する。元々、流路に存在す
る空気は、ＰＤＭＳに押し込まれ、終了時には液体で完全に充填される。
【図３６】図３６は、様々な液体電極構造について模倣した力線を示す。模倣図は、異な
る３形状の等電位線を示す正電極および接地電極のものである。
【図３７】図３７は、液体電極を使用して大型のドロップと小型のドロップを融合する液
滴融合装置の２画像である。ドロップを融合するために、電場を塩水電極を使用して印加
する。電場がオフの時、融合は生じず（右）、オンの時、ドロップは融合する（左）。
【図３８】図３８は、単一乳剤を二重乳剤に封入するために使用される場合がある装置を
示す、三次元の概略図のうち異なる２図である。これは、単一乳剤が導入される流路を含
み、この流路が広がり大型の流路になり、この大型の流路中に追加の水相を添加する。こ
れは、開口部を介して注入ドロップを集め、注入ドロップを油のドロップに封入させ、ま
た水中油中水型二重乳剤を形成する。
【図３９】図３９は、二重の乳化装置を構成するために使用されてもよいＰＤＭＳ厚板の
２つの概略図である。左の厚板は、２つの高さを有する流路、すなわち液滴の再注入用の
短い流路および圧縮部流路（図３８を参照のこと）および水相用の高い流路および流体出
口を備える。右の厚板は、高い流路のみを備える。装置を完成させるために、厚板を整列
させ、共に密封させ、その結果、流路は対面している。プラズマ酸化を使用して装置を結
合させる。
【図４０】図４０は、再注入された単一乳剤を二重乳剤に封入する二重乳化装置の顕微鏡
画像である。再注入された単一乳剤は、上方から入って、装置の中心に示す圧縮部で封入
される。次いで、乳剤は二重乳剤として出る（装置の下に向かって示される４滴が示され
る）。
【図４１】図４１は、蛍光性の二重乳剤の蛍光顕微鏡画像である。左の画像は、流体を振
動させることにより形成された二重乳剤であり、振動により、大量の多分散性およびＦＡ
ＣＳ選別用に適切な大きさの少量のドロップを生じる。右の画像は、はるかに多くの単分
散性を有する、本明細書に開示のマイクロ流体処理で生成された二重乳剤を示す。
【図４２】図４２は、振動で生成した二重乳剤対装置で生成した二重乳剤についてのドロ
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ップ領域のヒストグラムである。装置で生成した二重乳剤は、ピークで示されるように、
はるかに多くの単分散を有する。
【図４３】図４３は、本開示によりマイクロ流体装置で形成された二重乳剤についてのＦ
ＡＣＳ蛍光および散乱データを示す。上部プロットは、ＦＡＣＳのＦＩＴＣチャネル（約
５２０ｎｍ）により測定された群の輝度ヒストグラム（ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ　ｈｉｓｔｏ
ｇｒａｍ）を示す。下部プロットは、ＦＩＴＣ信号によりゲーティングを行なった、ドロ
ップの前方散乱および側方散乱を示す。
【図４４】図４４は、振動で生成した二重乳剤についてのＦＡＣＳ蛍光性および散乱デー
タを示す。上部プロットは、ＦＡＣＳのＦＩＴＣチャネル（約５２０ｎｍ）により測定さ
れた群の輝度ヒストグラムを示す。下部プロットは、ＦＩＴＣ信号によりゲーティングを
行なった、ドロップの前方散乱および側方散乱を示す。
【図４５】図４５は、封入染料の異なる４濃度についてＦＡＣＳ（ＦＩＴＣチャネル）で
読み取った際の液滴輝度のヒストグラムである。染料は、蛍光標識ＢＳＡからなる。
【図４６】図４６は、ＦＡＣＳを実施したドロップの検出率を検定するために設計された
実験結果である。ドロップの２群が作製され、１つは標識されたＢＳＡが５２０ｎｍでの
蛍光性を有するものであり、もう１つはＢＳＡが６４７ｎｍでの蛍光性を有するものであ
る。次いで、２群を所定の比率で混合し、その試料にＦＡＣＳを実施した。測定した比率
は、既知の比率と一致していることが見いだされ、ＦＡＣＳ測定がこの範囲で正確である
ことを実証している。
【図４７】図４７は、ＤＮＡの異なる３濃度を含む乳剤を示す。全ドロップはＤＮＡ標的
に対するＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブを有するが、その標的は限定的な濃度で封入
され、その結果、標的を得ているドロップのみが増幅を受ける。標的の濃度が減少すると
、蛍光性ドロップの割合は低下する。比較的低いプロットは、二重乳剤で封入した後の、
ＦＡＣＳでスクリーニング（ｓｃｒｅｅｄ）されたドロップを示す。
【図４８】図４８は、図４７のＤＮＡ濃度より低いＤＮＡの３濃度を含有する乳剤を示す
。全ドロップはＤＮＡ標的に対するＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブを有するが、その
標的は限定的な濃度で封入され、その結果、標的を得たドロップのみが増幅を受ける。標
的の濃度が減少すると、蛍光性ドロップの割合は低下する。比較的低いプロットは、二重
乳剤で封入した後の、ＦＡＣＳでスクリーニング（ｓｃｒｅｅｄ）されたドロップを示す
。
【図４９】図４９は、図４７および４８について、３図のうち最も低いＤＮＡ濃度の乳剤
を示す。比較的低いプロットは、二重乳剤で封入した後の、ＦＡＣＳでスクリーニング（
ｓｃｒｅｅｄ）されたドロップを示す。
【図５０】図５０は、二重乳化前のドロップを蛍光顕微鏡を使用して撮像することにより
検出された陽性数に対する、プロットされた二重乳剤のＦＡＣＳ解析により検出された陽
性数のプロットを示す。結果は試験を行なった２０年にわたる別ものと一致している。
【図５１】図５１は、陽性であるドロップの割合をｌｏｇ２濃度の関数として示したプロ
ットである。ＤＮＡ濃度が上昇すると、ドロップのより多くが少なくとも単一分子を含有
することから、より多くのドロップが蛍光性となる。
【図５２】図５２は、封入したアゾスピラを用いてＴａｑＭａｎ（登録商標）ＰＣＲ反応
を実施したドロップを示す画像である。上部画像は１１０ｂｐ単位複製配列を生成した反
応に対応し、一方で下部画像は１４７ｂｐ単位複製配列に対応する。
【図５３】図５３は、２種類のＴａｑＭａｎ（登録商標）ＰＣＲ反応の単位複製配列に対
応するバンド（１つは４６４ｂｐ単位複製配列について、１つは５５０ｂｐ単位複製配列
について）を示すゲル写真を示す。
【図５４】図５４は、複数のプライマーセットを細菌含有試料に添加することによりＰＣ
Ｒ反応を多重化し得ることを実証するゲル写真を示す。
【図５５】図５５は、アゾスピラ単位複製配列のＰＣＲ増幅（左）およびアゾスピラを含
む二重乳剤のＦＡＣＳ解析（右）の結果を示す。
【発明を実施するための形態】
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【００１９】
　生物学的試料からの成分の検出方法が開示される。ある態様において、当該方法を用い
て、生物学的試料中の特定の成分（たとえば、腫瘍細胞（たとえば、循環腫瘍細胞等））
を検出および／または定量してもよい。本発明方法の実施における使用のためのシステム
およびデバイスもまた提示される。
【００２０】
　本発明方法およびデバイスは、たとえば癌の検出、母親の血流中に循環するＤＮＡから
の異数性検出、疾患進行のモニタリング、細胞のＤＮＡ含量またはＲＮＡ含量の分析、お
よび、生物学的試料中の特定の成分の検出および／または定量が所望される、様々な他の
応用等の、様々な応用において用途が見出される。
【００２１】
　本発明を詳細に記述する前に、本発明は、記述される特定の実施形態に限定されず、そ
してもちろん、異なり得ることを理解されたい。また、本明細書において用いられる専門
用語は、特定の実施形態を記述する目的のためのみであり、限定の意図は無く、本発明の
範囲は、添付の請求項によってのみ、限定されることを理解されたい。
【００２２】
　値の範囲が提示される場合、他で明確に示されていない限り、その範囲の上限と下限の
間にある、下限単位の１０分の１までの、それぞれの間にある値も具体的に開示されてい
るものとして理解されたい。任意の定められた値の間のより小さな各範囲、または、定め
られた範囲の間にある値と、任意の他の定められた値もしくはその定められた範囲の間に
ある値の間のより小さな各範囲は、本発明の範囲内に包含される。これらの小さな範囲の
上限および下限は、独立して、当該範囲内に含まれ、または除外されていてもよく、およ
び、当該より小さな範囲内にいずれかの限界もしくは両方の限界が含まれる場合、または
含まれない場合の各範囲もまた、本発明の内に包含され、定められた範囲内の任意の具体
的な除外される限界の対象となる。定められた範囲に、限界点のうちの１つ、または両方
が含まれる場合、限界点を含有したもののいずれか、または両方を除外する範囲もまた、
本発明に含まれる。
【００２３】
　他で定義されない限り、本明細書に使用されるすべての技術的用語および科学的用語は
、本発明分野に属する当業者により普遍的に理解される意味と同じ意味を有する。本明細
書に記述されるものと類似または等しい任意の方法および物質を、本発明の実行または試
験に用いることができるが、いくつかの可能性のある例示的な方法および物質を、本明細
書に記述する。本明細書に言及される任意の、およびすべての公表文献は、当該公表文献
が引用されている方法および／または物質を開示および記述するために、参照により本明
細書に援用される。矛盾が生じる範囲では、援用された公表文献の任意の開示内容よりも
、本開示内容が優先されることを理解されたい。
【００２４】
　本明細書および添付の特許請求の範囲において、単数形の「一つの（ａ、ａｎ）」、お
よび「当該（ｔｈｅ）」には、他で明確に示されない限り、複数形への言及が含まれるこ
とに注意されたい。ゆえに、たとえば、「１つの微小液滴」という言及には、複数のその
ような微小液滴が含まれ、「当該微小液滴」という言及には、１以上の微小液滴およびそ
の他への言及が含まれる。
【００２５】
　さらに、任意選択的であってもよい、任意の構成要素を除外するように請求項が記述さ
れていることに注意されたい。ゆえに、この記述は、請求項の構成要素の列挙に関連して
、「唯一の」、「～のみ」等の排他的な用語の使用に関する、または、「負の」限界の使
用に関する、先の記載として機能することが意図されている。
【００２６】
　本明細書において検討された公表文献は、本出願の出願日より先行する開示内容のみ、
提示される。本明細書に記述されるものはいかなるものであっても、先行発明であるとい
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う理由により、そのような公表文献に本発明が先行する権利が与えられないということを
承認するとはみなされない。さらに、開示されている公表文献の日付は、個々に確認され
る必要性がある、実際の公表日とは異なっている可能性がある。そのような公表文献が、
本開示の明白な定義または暗黙の定義と矛盾する用語を定義づけている範囲においては、
本開示の定義が制御する。
【００２７】
　本開示を読んだ当業者には、本明細書に記述および解説される個々の実施形態のそれぞ
れが、本発明の範囲および主旨から解離することなく、他のいくつかの実施形態の特性か
ら容易に分離されうる、または組み合わせられる、別個の構成要素および特性を有してい
ることが明らかであろう。列挙される方法のすべては、論理的に可能な任意の他の順番で
、または列挙される事象の順序で、実施することができる。
【００２８】
方法
　上述のように、本発明の態様には、生物学的試料由来の成分検出のための方法が含まれ
る。本発明の態様には、細胞（たとえば、正常細胞（すなわち、腫瘍ではない細胞）、腫
瘍細胞、またはＣＴＣ）の検出、定量および／または遺伝子型決定のための方法が含まれ
る。
【００２９】
　本明細書において、「生物学的試料」という文言には、個体から得られた様々なタイプ
の試料が包含され、診断アッセイまたはモニタリングアッセイに用いることができるもの
である。当該定義には、血液および、生物学的起源の他の液体試料、固形組織試料（たと
えば、生検切片）、または、それらから誘導された組織培養物もしくは細胞およびそれら
の子孫物が包含される。当該定義にはまた、たとえば試薬での処置、可溶化、またはある
成分（たとえばポリペプチド等）の富化等の、入手後に任意の方法で取り扱われた試料が
含まれる。「生物学的試料」という用語には、臨床試料が包含され、ならびに、培養物中
の細胞、細胞上清、細胞溶解物、細胞、血清、血漿、生物学的液体および組織試料もまた
含まれる。「生物学的試料」には、細胞；生物学的液体（たとえば、血液、脳脊髄液、精
液、唾液等）；胆汁；骨髄；皮膚（たとえば、皮膚生検）；および個体から得た抗体が含
まれる。
【００３０】
　本明細書にさらに詳細に記述されるように、様々な態様において、本発明方法を用いて
、そのような生物学的試料由来の様々な成分を検出してもよい。対象の成分としては、限
定されないが、細胞（たとえば、循環細胞および／または循環腫瘍細胞）、ポリヌクレオ
チド（たとえば、ＤＮＡおよび／またはＲＮＡ）、ポリペプチド（たとえば、ペプチドお
よび／またはタンパク質）、ならびに、生物学的試料中に存在する他の多くの成分が挙げ
られる。
【００３１】
　本明細書において用いられる「ポリヌクレオチド」または「オリゴヌクレオチド」とは
、ヌクレオチド単量体の直線状ポリマーを指し、それらは相互交換可能に用いられうる。
ポリヌクレオチドおよびオリゴヌクレオチドは、任意の様々な構造配置を取りうる（たと
えば、一本鎖、二本鎖、またはそれら両方の組み合わせ、ならびに、高次の分子内または
分子間の二次／三次構造（たとえば、ヘアピン、ループ、三重らせん領域等））。通常、
ポリヌクレオチドは、数個のモノマー単位（一般的に「オリゴヌクレオチド」と呼称され
る場合には、たとえば、５～４０）から、数千のモノマー単位のサイズ範囲にある。ポリ
ヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドが、たとえば、「ＡＴＧＣＣＴＧ」等の文字の配
列により表される場合には（上述または下述のケース）、当該ヌクレオチドは、左から右
に、５´→３´の順番となっていること、および、他で示唆されたり、文脈から明らかに
されたりしない限り、「Ａ」はデオキシアデノシンを意味し、「Ｃ」はデオキシシチジン
を意味し、「Ｇ」はデオキシグアノシンを意味し、および、「Ｔ」はチミジンを意味し、
「Ｉ」はデオキシイノシンを意味し、「Ｕ」はウリジンを意味することを理解されたい。
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他で明記されない限り、専門用語および原子番号の表現は、Ｓｔｒａｃｈａｎ　ａｎｄ　
Ｒｅａｄ，Ｈｕｍａｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　２　（Ｗｉｌｅｙ－Ｌ
ｉｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９９）に開示されているものに従うものとする。
【００３２】
　本明細書において相互交換可能に用いられる「ポリペプチド」、「ペプチド」、および
「タンパク質」という用語は、任意の長さのアミノ酸のポリマー形態を指す。ＮＨ２は、
ポリペプチドのアミノ末端に存在する遊離アミノ基を指す。ＣＯＯＨは、ポリペプチドの
カルボキシ末端に存在する遊離カルボキシル基を指す。標準的なポリペプチドの用語体系
とするため、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２４３（１９６９），３５５２－３５５９を用
いている。
【００３３】
　ある態様において、たとえばＣＴＣ等の腫瘍細胞、または正常細胞を含む、細胞を計数
するための方法および／または遺伝子型決定を行うための方法が提示される。そのような
方法の特徴は、マイクロ流体学を用いることである。
【００３４】
　図１は、本発明のマイクロ流体学的システムおよび方法の１つのタイプの、非限定的で
単純化した例を表す。図１に示される特定応用は、生物学的試料由来の細胞（たとえば、
腫瘍細胞）の検出および／または遺伝子型決定である。そのような１つの方法において、
有核血球は、対象由来の生物学的試料から得ても良い。有核血球は、内包化デバイス（左
）を用いて、個々のドロップ中へと内包化される。次いで、ドロップを、溶解緩衝液と共
に注入し、細胞溶解を加速させる状態で（たとえば、３７℃で）インキュベートしても良
い。ドロップを特徴的な癌遺伝子変異（中央）を標的とする、１以上のプライマーを含有
するＰＣＲ混合物と共に注入しても良い。ＰＣＲ混合物を含有するドロップを、ＰＣＲに
効果的な条件の下で液滴をインキュベートするチャネルを通して流しても良い。この図に
おいては、６５℃および９５℃に維持された、様々なゾーンの上を蛇行して渡るチャネル
を通してドロップを流すことにより、達成される。ドロップがゾーンを通って動くにつれ
、ＰＣＲに必要な、それらの温度が循環する。もしドロップが、プライマー（複数含む）
が検出するよう設計された変異を有する細胞のゲノムを含有している場合、ＰＣＲ反応の
間に、増幅が開始される。これらの特定のＰＣＲ産物の存在は、たとえば、ドロップの蛍
光を変化させる蛍光出力により検出されてもよい（図３～４）。ゆえに、ドロップはスキ
ャンされ（たとえば、フローサイトメトリーを用いることにより）、蛍光ドロップの存在
を検出してもよい（図１４、パネルＡ～Ｂ）。ある態様において、ドロップはまた、たと
えば、対象のドロップを回収するためのドロップ選別を用いて、選別されてもよい（右）
。本開示の用語体系を用いると、上述のステップは、「マイクロ流体学的制御の下」で、
行われる。すなわち、当該ステップは、１以上のマイクロ流体学的デバイス上で行われる
。
【００３５】
　図２、パネルＡ～Ｅは、多くの一般原則および上述のステップを含むマイクロ流体学的
システムを示す。ここでは、酵母細胞（黒い小さな点）は、一番左から入り、ドロップ中
へと内包化される（下に示される。４ｘ対物レンズ；パネルＡ、および、高拡大は１０ｘ
対物レンズ；パネルＢ）。ドロップはインキュベートされ、酵母に産物を分泌させる（パ
ネルＣ）；これにより、ドロップ中に蛍光成分が産生され、効率的な産生物を含有するド
ロップは、素早く蛍光物質となる（パネルＤ）。次いで、ドロップを選別して、マイクロ
流体選別装置を用いて、最も効率的な酵母を抽出する（パネルＥ）。
【００３６】
　生物学的試料からの成分の内包化は、任意の簡便な手段により行われても良い。図５に
おいて、（１つの可能性の例ではあるが）、液滴が超並列的な様式で形成される、連続二
分デバイスを示す。たとえば、細胞含有溶液を左から注入し、大きなドロップへと形成さ
せ、それを連続二分アレイへと流し、小さなドロップへと分割する（一番右に示される、
直径２５ｍｍのドロップ）。対象の内包化方法にはまた、限定されないが、Ｌｉｎｋ，ｅ
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ｔ　ａｌ．，Ｐｈｙｓ．Ｒｅｖ．Ｌｅｔｔ．９２，０５４５０３　（２００４）に記述さ
れる（その開示が参照により本明細書に援用される）、水力学的誘導液滴形成法が挙げら
れる。
【００３７】
　図１、４および６により明らかであるように、本発明のある方法の特徴は、細胞中に存
在する、あるオリゴヌクレオチドおよび／または癌遺伝子（複数含む）の存在を検出する
ために、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）をベースにしたアッセイの使用にある。対象の
ＰＣＲベースのアッセイの例としては、限定されないが、定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）、定量
蛍光ＰＣＲ（ＱＦ－ＰＣＲ）、多重化蛍光ＰＣＲ（ＭＦ－ＰＣＲ）、リアルタイムＰＣＲ
（ＲＴ－ＰＣＲ）、単一細胞ＰＣＲ、ＰＣＲ－ＲＦＬＰ／ＲＴ－ＰＣＲ－ＲＦＬＰ、ホッ
トスタートＰＣＲ、ネスティドＰＣＲ、ｉｎ　ｓｉｔｕポロニー（ｐｏｌｏｎｙ）ＰＣＲ
、ｉｎ　ｓｉｔｕローリングサークル増幅（ｒｏｌｌｉｎｇ　ｃｉｒｃｌｅ　ａｍｐｌｉ
ｆｉｃａｔｉｏｎ）（ＲＣＡ）、ブリッジＰＣＲ、ピコタイターＰＣＲおよびエマルショ
ンＰＣＲが挙げられる。他の適切な増幅方法としては、ライゲース鎖反応（ＬＣＲ）、転
写増幅、自律配列複製、標的ポリヌクレオチド配列の選択増幅、コンセンサス配列プライ
ム化ポリメラーゼ連鎖反応（ＣＰ－ＰＣＲ）、任意プライム化ポリメラーゼ連鎖反応（Ａ
Ｐ－ＰＣＲ）、縮重オリゴヌクレオチドプライム化ＰＣＲ（ＤＯＰ－ＰＣＲ）および、核
酸ベースの配列増幅（ＮＡＢＳＡ）が挙げられる。
【００３８】
　ＰＣＲベースのアッセイを用いて、ある遺伝子（複数含む）（たとえば、ある癌遺伝子
（複数含む））の存在を検出しても良い。図４、パネルＡ～Ｂは、癌遺伝子を検出するた
めのＰＣＲベースアッセイを示す。このアッセイにおいては、対象の各癌遺伝子に特異的
な１以上のプライマーを各細胞のゲノムと反応させる。これらのプライマーは、特定の癌
遺伝子に対して特異的な配列を有しており、それにより、細胞のゲノムに対して相補的で
ある場合にのみハイブリダイズされ、ＰＣＲが開始される。もし癌遺伝子が存在し、プラ
イマーが合致する場合には、癌遺伝子の多量のコピーが生成される。癌遺伝子が存在する
かどうかを測定するために、たとえば、溶液を挿入染色（ＳｙｂｒＢｒｅｅｎまたはエチ
ジウムブロマイド等）で染色し、ＰＣＲ産物を固形基質（たとえば、磁気ビーズまたは蛍
光ビーズ（たとえば、Ｌｕｍｉｎｅｘビーズ）等のビーズ）へとハイブリダイズさせるこ
とにより、液滴の液体をプローブするアッセイを用いてＰＣＲ産物を検出してもよく、ま
たは、たとえばＦＲＥＴ等の分子間反応を介して検出することにより、ＰＣＲ産物を検出
してもよい。これらの色素、ビーズ等は、それぞれ、各試料の「検出成分」であり、この
用語は本明細書において、ＰＣＲ産物（複数含む）の存在または非存在を検出するために
用いられる任意の成分を指すために一般的に、および広く用いられている。
【００３９】
　これらの基礎的な方法の多くのバリエーションを、以下に詳述する。
【００４０】
レア細胞（たとえば、腫瘍細胞）の検出
　本発明方法の態様において、生物学的試料中の細胞（たとえば、腫瘍細胞）の１以上の
サブセットの存在の検出が含まれる。当該スキームを、図６に示す。腫瘍細胞検出のため
の本方法を用いるために、生物学的試料（たとえば、全血）を、任意の簡便な方法を用い
て対象から採取してもよい。生物学的試料を、たとえば遠心分離、ろ過等の処理ステップ
を用いて処理し、細胞以外の成分を取り除いてもよい。
【００４１】
　次いで、生物学的試料中の各細胞を、たとえば図５および／または図８に示されるよう
なマイクロ流体学的デバイスを用いて液滴中へと内包化する。図５の例を用いると、細胞
含有溶液を左から注入し、大きなドロップを形成させ、それを連続二分アレイへと流し、
より小さな液滴へと分割させる。細胞を液滴中へと内包化する他の方法も当分野に公知で
ある。所望の場合、細胞を１以上の抗体および／またはプローブで染色してから、ドロッ
プへと内包化してもよい。本明細書において、「ドロップ」、「液滴」および「微小液滴
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」という用語は相互効果に用いられ、一般的に０．１～１０００μｍの直径範囲にある、
水相（たとえば、水）を含有する小さな球体を指し、細胞、ＤＮＡ、酵素および他の成分
を内包化するために用いられうる。ゆえに、当該用語は、マイクロ流体学的デバイスによ
り、またはマイクロ流体学的デバイス中で、またはマイクロ流体学的デバイス上で産生さ
れる液滴を指すために用いられる。
【００４２】
　また、細胞を含有する液滴に１以上の溶解剤を添加し、それにより細胞（複数含む）を
破裂させ、ゲノムを放出させても良い。溶解剤は、細胞が微小液滴中に内包化された後に
添加されてもよい。任意の簡便な溶解剤を使用してもよい（たとえば、プロテナーゼＫま
たはサイトトキシン等）。特定の実施形態において、細胞は、たとえばＴｒｉｔｏｎＸ１
００および／またはプロテナーゼＫ等の合成洗剤を含有する溶解緩衝液と共にドロップ中
に内包化されても良い。細胞（複数含む）を破裂させる具体的な条件は、用いる具体的な
溶解剤により変化しうる。たとえば、プロテナーゼＫを溶解剤として組み込む場合、微小
液滴を約２０分間、約３７～６０℃まで温め、細胞を溶解させ、プロテナーゼＫに細胞性
タンパク質を消化させてもよく、その後、それを５～１０分間、約９５℃まで加熱し、プ
ロテナーゼＫを不活化させてもよい。
【００４３】
　ある態様において、細胞溶解は、代わりに、溶解剤の添加を含めない技術により行われ
ても良い。たとえば、細胞に穴を開ける、細胞をせん断する、細胞を研磨する等の効果を
もたらす様々な幾何学的特徴を用いる機械的技術により溶解を行っても良い。また、他の
タイプの機械的破壊（たとえば、音響的な技術）を用いても良い。さらに、熱エネルギー
を用いて細胞を溶解することもできる。細胞溶解をもたらす任意の利便な手段を本明細書
に記述される方法に用いても良い。
【００４４】
　検出される各遺伝子（たとえば癌遺伝子）に対して、プライマーを液滴中へと導入して
もよい。ゆえに、ある態様において、すべての癌遺伝子に対するプライマーが、同時に液
滴中に存在してもよく、それにより、多重化分析が可能となる。液滴は温度循環され、そ
れにより癌性細胞を含有する液滴が、たとえばＰＣＲを経ることとなる。この時間の間、
ゲノム中に存在する癌遺伝子に相当するプライマーのみが増幅導入され、液滴中にこれら
癌遺伝子の大量コピーを生成する。これらＰＣＲ産物の存在の検出は、様々な方法（たと
えば、ＦＲＥＴ、挿入染色での染色、ビーズへの付着を用いる等）により行われても良い
。これに対する異なるオプションに関するさらなる情報は、改変技術を記述する項を参照
にされたい。液滴を光学的にプローブし、ＰＣＲ産物を検出してもよい（図１４）。液滴
を光学的にプローブすることには、最初の群中に存在する腫瘍細胞の数を計数することが
含まれても良く、および／または、各腫瘍細胞中に存在する癌遺伝子を同定することを含
んでも良い。
【００４５】
　本方法を用いて、生物学的試料が特定の対象細胞（たとえば、腫瘍細胞）を含有するか
否かを測定してもよい。ある態様において、本方法は、生物学的試料中に存在する対象の
細胞（たとえば、腫瘍細胞）の数を定量することを含んでも良い。生物学的試料中に存在
する対象の細胞（たとえば、腫瘍細胞）の数を定量することは、ＰＣＲ増幅産物が検出さ
れた微小液滴の数に少なくとも部分的に基づいていても良い。たとえば、微小液滴は、液
滴の大部分がゼロまたは１つの細胞を含有すると予測される条件下で製造されてもよい。
いずれの細胞も含有しない液滴は、本明細書に詳述される技術を用いて取り除かれても良
い。上述のＰＣＲステップを行った後、ＰＣＲ産物を含有すると検出された微小液滴の総
数を計数し、生物学的試料中の対象の細胞（たとえば、腫瘍細胞）の数を定量してもよい
。ある態様において、本方法はまた、対象の細胞（たとえば、腫瘍細胞）である、生物学
的試料由来の細胞の分画または割合を測定するために、微小液滴の総数を計数することを
含んでも良い。
【００４６】
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ＰＣＲ
　上述のように、本発明方法の実施において、ＰＣＲベースのアッセイを用いて細胞中に
存在する対象のある遺伝子（たとえば、癌遺伝子）の存在を検出してもよい。そのような
ＰＣＲベースのアッセイの条件は、幾通りも変化しうる。
【００４７】
　たとえば、微小液滴に添加されうるＰＣＲプライマーの数も変化しうる。「プライマー
」という用語は、２以上のプライマーを指しても良く、および、天然、精製された制限酵
素消化物、または合成製造物であろうとなかろうと、核酸鎖に対して相補的であるプライ
マー伸長産物の合成が触媒される条件下に置かれた場合に、相補鎖に沿った合成の開始地
点として作用することができるオリゴヌクレオチドを指しても良い。そのような条件には
、適切な緩衝液中（「緩衝液」には補因子である、またはｐＨ、イオン強度等に影響を与
える置換基が含まれる）に溶解した４つの異なるデオキシリボヌクレオチドトリホスフェ
ート、および、重合誘導剤（たとえば、ＤＮＡポリメラーゼまたは逆転写酵素）の存在、
ならびに、適切な温度が含まれる。プライマーは、増幅の最大効率を得るために、一本鎖
が好ましい。
【００４８】
　本明細書において用いられる核酸配列の相補体とは、１つの配列の５´末端が、他の配
列の３´末端と対になるように核酸配列と並べられた場合に、「逆平行の関連性」になる
オリゴヌクレオチドを指す。相補性は完璧である必要はなく；安定な二本鎖は、不適合な
塩基対または合致していない塩基を含有してもよい。核酸技術に関する分野の当業者であ
れば、たとえば、オリゴヌクレオチドの長さ、オリゴヌクレオチド中のシトシンおよびグ
アニンの濃度パーセント、イオン強度、および不適合塩基対の発生率等を含む、変数の数
を考慮することで経験的に二本鎖の安定性を測定することができる。
【００４９】
　微小液滴に添加されうるＰＣＲプライマーの数は、約１～約５００かそれ以上の範囲（
たとえば、約２～１００プライマー、約２～１０プライマー、約１０～２０プライマー、
約２０～３０プライマー、約３０～４０プライマー、約４０～５０プライマー、約５０～
６０プライマー、約６０～７０プライマー、約７０～８０プライマー、約８０～９０プラ
イマー、約９０～１００プライマー、約１００～１５０プライマー、約１５０～２００プ
ライマー、約２００～２５０プライマー、約２５０～３００プライマー、約３００～３５
０プライマー、約３５０～４００プライマー、約４００～４５０プライマー、約４５０～
５００プライマー、または約５００プライマーかそれ以上）であってもよい。
【００５０】
　これらのプライマーは、１以上の対象の遺伝子（たとえば、癌遺伝子）に対するプライ
マーを含有してもよい。添加される対象遺伝子に対するプライマーの数は、約１～５００
（たとえば、約１～１０プライマー、約１０～２０プライマー、約２０～３０プライマー
、約３０～４０プライマー、約４０～５０プライマー、約５０～６０プライマー、約６０
～７０プライマー、約７０～８０プライマー、約８０～９０プライマー、約９０～１００
プライマー、約１００～１５０プライマー、約１５０～２００プライマー、約２００～２
５０プライマー、約２５０～３００プライマー、約３００～３５０プライマー、約３５０
～４００プライマー、約４００～４５０プライマー、約４５０～５００プライマー、また
は約５００プライマーまたはそれ以上）であっても良い。対象の遺伝子および癌遺伝子と
しては、限定されないが、ＢＡＸ、ＢＣＬ２Ｌ１、ＣＡＳＰ８、ＣＤＫ４、ＥＬＫ１、Ｅ
ＴＳ１、ＨＧＦ、ＪＡＫ２、ＪＵＮＢ、ＪＵＮＤ、ＫＩＴ、ＫＩＴＬＧ、ＭＣＬ１、ＭＥ
Ｔ、ＭＯＳ、ＭＹＢ、ＮＦＫＢＩＡ、ＥＧＦＲ、Ｍｙｃ、ＥｐＣＡＭ、ＮＲＡＳ、ＰＩＫ
３ＣＡ、ＰＭＬ、ＰＲＫＣＡ、ＲＡＦ１、ＲＡＲＡ、ＲＥＬ、ＲＯＳ１、ＲＵＮＸ１、Ｓ
ＲＣ、ＳＴＡＴ３、ＣＤ４５、サイトケラチン、ＣＥＡ、ＣＤ１３３、ＨＥＲ２、ＣＤ４
４、ＣＤ４９ｆ、ＣＤ１４６、ＭＵＣ１／２、およびＺＨＸ２が挙げられる。
【００５１】
　そのようなプライマーおよび／または試薬は、１つのステップ、または２以上のステッ
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プで微小液滴に添加されてもよい。たとえば、プライマーは、２以上のステップ、３以上
のステップ、４以上のステップ、または５以上のステップで添加されてもよい。プライマ
ーが１つのステップまたは２以上のステップで添加されるかどうかに関わらず、溶解剤添
加の後、溶解剤添加の前、または溶解剤添加と付随して、それらを添加してもよい。溶解
剤添加の前後に添加される場合には、ＰＣＲプライマーは、溶解剤添加と別のステップで
添加されてもよい。
【００５２】
　プライマーを微小液滴に添加した時点で、ＰＣＲが可能となるような条件下で微小液滴
をインキュベートしてもよい。微小液滴は、プライマー（複数含む）を添加するために用
いられたものと同じマイクロ流体学的デバイス上でインキュベートされてもよく、または
、別のデバイス上でインキュベートされてもよい。ある実施形態において、ＰＣＲ増幅が
可能となる条件下での微小液滴のインキュベーションは、細胞の内包化および細胞の溶解
に用いられたものと同じマイクロ流体学的デバイス上で行われる。微小液滴のインキュベ
ートは、様々な形態をとってもよい。ある態様において、ＰＣＲ混合物を含有するドロッ
プは、ＰＣＲに対して効果的な条件下で液滴をインキュベートするチャネルを通って流れ
ても良い。チャネルを通り微小液滴を流すことには、ＰＣＲに対して効果的な温度で維持
された、様々な温度ゾーンの上を蛇行して渡るチャネルを含んでも良い。そのようなチャ
ネルは、たとえば、２以上の温度ゾーンを循環してもよく、ここで、少なくとも１つのゾ
ーンは、約６５℃に維持されており、および少なくとも１つのゾーンは、約９５℃に維持
されている。ドロップがそのようなゾーンを通過するにつれ、ＰＣＲに必要な温度が循環
する。所望のＰＣＲ増幅を得るためのゾーンの正確な数、および、各ゾーンのそれぞれの
温度は、当業者により容易に決定されうる。
【００５３】
　他の実施形態において、微小液滴のインキュベートには、図１２のパネルＡ～Ｃ、およ
び図１３に示される一般型のデバイスの使用が含まれても良く；この一般型のデバイスは
、本明細書において、「Ｍｅｇａｄｒｏｐｌｅｔアレイ」と呼称される場合もある。その
ようなデバイスにおいて、チャネルのくぼみを付けられた数百、数千、または数百万のト
ラップのアレイ（たとえば、ＰＤＭＳチャネル）を、熱システムの上に置く（図１２、パ
ネルＡ）。チャネルは、ガスが漏れ出ることを防ぐために加圧されても良い。マイクロ流
体チャネルの高さは、ドロップ径より低く、これにより、ドロップが扁平なパンケーキ形
状をとる。使われていないくぼみをドロップが流れる場合には、ドロップはより低い、エ
ネルギー的により好ましい曲率半径となり、それによって、ドロップ全体がトラップ内へ
と引き込まれる力が生まれる（図１２、パネルＢ）。ドロップを密集させて流すことによ
り、アレイ上のすべてのトラップが確実に使われることになる（図１２、パネルＣ）。ヒ
ーターを用いてデバイス全体を熱循環させてもよい。
【００５４】
　ある態様において、ヒーターには、ペルチェプレート、放熱板、および制御コンピュー
ターが含まれる。ペルチェプレートにより、適用電流を制御することによる、室温を上回
る、または下回る、チップの加熱または冷却が可能となる。再現性のある温度制御を確実
にするために、コンピューターは、統合温度プローブを用いてアレイの温度をモニターし
てもよく、および、必要に応じて加熱または冷却するために適用電流を調節してもよい。
金属（たとえば、銅）プレートによって、均一な熱の適用、および、冷却サイクル中の余
剰熱の放出が可能となり、それによって、およそ１分以内に約９５℃から約６０℃まで冷
却することが可能となる。
【００５５】
　また、本発明の方法では、微小液滴に１以上のプローブを導入してもよい。核酸に関し
、本明細書において、「プローブ」という用語は、標的領域中の配列とプローブ中の少な
くとも１つの配列との相補性により、標的核酸中の配列と二本鎖構造を形成する標識オリ
ゴヌクレオチドを指す。プローブは、好ましくは、ポリメラーゼ連鎖反応をプライムする
ために用いられる配列（複数含む）に対して相補的な配列を含有しない。添加されるプロ
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ーブの数は、約１～５００（たとえば、約１～１０プローブ、約１０～２０プローブ、約
２０～３０プローブ、約３０～４０プローブ、約４０～５０プローブ、約５０～６０プロ
ーブ、約６０～７０プローブ、約７０～８０プローブ、約８０～９０プローブ、約９０～
１００プローブ、約１００～１５０プローブ、約１５０～２００プローブ、約２００～２
５０プローブ、約２５０～３００プローブ、約３００～３５０プローブ、約３５０～４０
０プローブ、約４００～４５０プローブ、約４５０～５００プローブ、または約５００プ
ローブまたはそれ以上）であっても良い。プローブ（複数含む）は、１以上のプライマー
（複数含む）の添加の前、添加に引き続き、または添加の後に、微小液滴中に導入されて
も良い。対象のプローブとしては、限定されないが、ＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブ
（たとえば、Ｈｏｌｌａｎｄ，Ｐ．Ｍ．；Ａｂｒａｍｓｏｎ，Ｒ．Ｄ．；　Ｗａｔｓｏｎ
，Ｒ．；Ｇｅｌｆａｎｄ，Ｄ．Ｈ．（１９９１）．“Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｐｅ
ｃｉｆｉｃ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔ　
ｂｙ　ｕｔｉｌｉｚｉｎｇ　ｔｈｅ　５’－３’ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ　ａｃｔｉｖｉ
ｔｙ　ｏｆ　Ｔｈｅｒｍｕｓ　ａｑｕａｔｉｃｕｓ　ＤＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ”．
ＰＮＡＳ，８８（１６）：７２７６－７２８０、に記述される）が挙げられる。
【００５６】
　ある実施形態において、ＲＴ－ＰＣＲをベースにしたアッセイを用いて、細胞中に存在
する、ある対象の転写物（たとえば癌遺伝子（複数含む））の存在を検出してもよい。そ
のような実施形態において、本明細書に記述されるＰＣＲの実施に用いられる試薬に加え
、ｃＤＮＡ合成に必要な逆転写酵素および任意の他の試薬が微小液滴中に添加される（ま
とめて、「ＲＴ－ＰＣＲ試薬」と呼称される）。ＲＴ－ＰＣＲ試薬は、本明細書に記述さ
れる任意の方法を用いて微小液滴に添加される。ＲＴ－ＰＣＲ試薬が微小液滴に添加され
た時点で、微小液滴は、逆転写が可能な条件下でインキュベートされてもよく、次いで、
本明細書に記述されるＰＣＲが可能となる条件下でインキュベートされてもよい。微小液
滴は、ＲＴ－ＰＣＲ試薬の添加に用いられたものと同じマイクロ流体デバイス上でインキ
ュベートされてもよく、または、別のデバイス上でインキュベートされてもよい。ある実
施形態において、ＲＴ－ＰＣＲが可能となる条件下での微小液滴のインキュベートは、細
胞の内包化および細胞の溶解に用いられたものと同じマイクロ流体デバイス上で行われる
。
【００５７】
　ある実施形態において、ＲＴ－ＰＣＲまたはＰＣＲのために微小液滴に添加される試薬
にはさらに、リアルタイムＲＴ－ＰＣＲ産物またはＰＣＲ産物を検出することができる蛍
光ＤＮＡプローブが含まれる。用いることができる任意の適切な蛍光ＤＮＡプローブとし
ては、限定されないが、ＳＹＢＲグリーン、ＴａｑＭａｎ（登録商標）、Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｂｅａｃｏｎｓ、およびＳｃｏｒｐｉｏｎプローブが挙げられる。ある実施形態に
おいて、微小液滴に添加される試薬に、２以上のＤＮＡプローブ（たとえば、２つの蛍光
ＤＮＡプローブ、３つの蛍光ＤＮＡプローブ、または４つの蛍光ＤＮＡプローブ）が含ま
れる。複数の蛍光ＤＮＡプローブを用いることによって、１回の反応で、ＲＴ－ＰＣＲま
たはＰＣＲ産物の同時測定が可能となる。
【００５８】
ダブルＰＣＲ
　レア転写物を増幅するために、本明細書に記述される第一ステップのＲＴ－ＰＣＲまた
はＰＣＲ反応を行った微小液滴に、第二ステップのＰＣＲ反応をさらに行っても良い。一
部の実施形態において、第一ステップのＲＴ－ＰＣＲまたはＰＣＲ反応を経た微小液滴の
一部が、微小液滴から抽出され、追加のＰＣＲ試薬（限定されないが、酵素（たとえば、
ＤＮＡポリメラーゼ）、ＤＮＡプローブ（たとえば、蛍光ＤＮＡプローブ）、およびプラ
イマーを含む）を含有する液滴と融合される。ある実施形態において、追加のＰＣＲ試薬
を含有する液滴は、第一ステップのＲＴ－ＰＣＲまたはＰＣＲ反応を経た微小液滴よりも
大きい。このことは、たとえば、第二ステップのＰＣＲに対して阻害性のある細胞成分の
希釈が可能となる等の理由で、有益である。第二ステップのＰＣＲ反応は、第一ステップ



(22) JP 6514105 B2 2019.5.15

10

20

30

40

50

反応を行うために用いられたものと同じマイクロ流体デバイス上で行っても良く、または
、異なるマイクロ流体デバイス上で行っても良い。
【００５９】
　一部の実施形態において、第二ステップのＰＣＲ反応に用いられたプライマーは、第一
ステップのＲＴ－ＰＣＲまたはＰＣＲ反応に用いられたプライマーと同じである。他の実
施形態において、第二ステップのＰＣＲ反応に用いられたプライマーは、第一ステップの
反応に用いられたプライマーとは異なる。
【００６０】
多重化
　本発明のある実施形態において、複数のバイオマーカーを選択し、特定の細胞を分析し
てもよい。検出されるバイオマーカーとしては、限定されないが、１以上のタンパク質、
転写物および／もしくは細胞ゲノム中の遺伝的特徴、またはそれらの組み合わせを含んで
も良い。標準的な蛍光ベースの検出法では、同時に調べることができるバイオマーカーの
数は、各微小液滴内で個々に可視化することができる蛍光色素の数に限定される。ある実
施形態においては、特定の微小液滴内で個々に検出されうるバイオマーカーの数は、増加
させることができる。たとえば、微小液滴の異なる部分に対して、色素を分離させること
により、これを行うことができる。特定の実施形態において、色素およびプローブ（たと
えば、核酸プローブまたは抗体プローブ）と結合したビーズ（たとえば、ＬＵＭＩＮＥＸ
（登録商標）ビーズ）を、微小液滴中に内包化させ、分析されるバイオマーカーの数を増
加させてもよい。他の実施形態において、蛍光の偏光を用いて、１つの細胞に対して、よ
り多くの数の異なるバイオマーカーに対するシグナルを検出してもよい。たとえば、蛍光
色素を様々なプローブに付着させ、微小液滴を異なる偏光条件下で可視化してもよい。同
様に、同じ色の色素を用いて、１つの細胞に対し、異なるプローブ標的に対するシグナル
を得ても良い。固定された細胞および／または透過処理された細胞（以下に詳述される）
の使用により、多重化レベルを増加させることもできる。たとえば、標識ＰＣＲ産物およ
び／または標識ＲＴ－ＰＣＲ産物を微小液滴内に遊離させながら、標識抗体を用いて、細
胞成分に局在するタンパク質標的を標的化してもよい。これにより、同じ色の色素を、抗
体、および、ＲＴ－ＰＣＲにより産生された増幅物に対して用いることができるようにな
る。
【００６１】
微小液滴のタイプ
　本発明の実施において、微小液滴の組成および性質は変化しうる。たとえば、ある態様
において、界面活性剤を用いて微小液滴を安定化させても良い。ゆえに、微小液滴は、界
面活性剤安定化乳剤を含んでも良い。ドロップ中で行われる所望の反応が可能な、任意の
簡便な界面活性剤を用いても良い。他の態様において、微小液滴は、界面活性剤または粒
子により安定化されていない。
【００６２】
　使用される界面活性剤は、たとえば、乳剤に用いられる油相および水相（または、他の
適切な不混和相（たとえば、任意の適切な疎水相および親水相等））等の因子の数に依存
する。たとえば、フッ化炭素油中の水性液滴を用いる場合、界面活性剤は、親水性ブロッ
ク（ＰＥＧ－ＰＰＯ）および疎水性フッ化ブロック（Ｋｒｙｔｏｘ　ＦＳＨ）を有しても
良い。しかしながら、もし油が炭化水素油に切り替わった場合、たとえば、界面活性剤Ａ
ＢＩＬ　ＥＭ９０のような疎水性炭化水素ブロックを有するように、界面活性剤が代わり
に選択される。界面活性剤の選択において、界面活性剤の選択において考慮されうる所望
の特性としては、以下のうちの１つ以上が挙げられる：（１）界面活性剤が、低い粘度を
有していること；（２）界面活性剤が、デバイスを構築するために用いた試薬と不混和で
あり、デバイスを膨張させないこと；（３）生体適合性；（４）アッセイ試薬が界面活性
剤中に溶解しない；（５）ガスが出入りすることができるという点において、界面活性剤
が、好ましいガス溶解度を示すこと；（６）界面活性剤が、ＰＣＲに用いられる温度（た
とえば、９５℃）よりも高い沸点を有すること；（７）乳剤の安定性；（８）界面活性剤
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が所望サイズのドロップを安定化させること；（９）界面活性剤が、担体相において可溶
性であり、液滴相においては可溶性ではないこと；（１０）界面活性剤は、ごくわずかな
蛍光特性しか有さないこと；および、（１１）界面活性剤が、広範な温度範囲にわたり、
担体相における可溶性を維持すること。
【００６３】
　イオン性界面活性剤等の他の界面活性剤もまた予期される。３５℃を超える温度での液
滴の安定性を増加させるポリマーを含む、他の添加剤を、ドロップを安定化させるために
油中に含むこともできる。
【００６４】
微小液滴への試薬添加
　本方法の実施において、１以上のステップ（たとえば、約２、約３、約４または約５か
それ以上のステップ）において、多くの試薬を微小液滴に添加する必要がありうる。微小
液滴に試薬を添加する手段は、多くの方法において変化してもよい。対象の方法としては
、限定されないが、Ａｈｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ａｐｐｌ．Ｐｈｙｓ．Ｌｅｔｔ．８８，２６
４１０５（２００６）；Ｐｒｉｅｓｔ，ｅｔ　ａｌ．，Ａｐｐｌ．Ｐｈｙｓ．Ｌｅｔｔ．
８９，１３４１０１（２００６）；Ａｂａｔｅ，ｅｔ　ａｌ．，ＰＮＡＳ，Ｎｏｖｅｍｂ
ｅｒ　９，２０１０　ｖｏｌ．１０７　ｎｏ．４５　１９１６３－１９１６６；および、
Ｓｏｎｇ，ｅｔ　ａｌ．，Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．，２００６，７８（１４），ｐｐ４８３
９－４８４９に記述されているものが挙げられる（参照によりこれら開示は本明細書に援
用される）。
【００６５】
　たとえば、微小液滴と、試薬（複数含む）を含有する第二の微小液滴とを混合すること
を含む方法により、微小液滴に試薬が添加されてもよい。第二の微小液滴に含有される試
薬（複数含む）は、任意の簡便な手段（具体的には、本明細書に開示されるものを含む）
により添加されてもよい。この液滴を、第一の微小液滴と混合させ、第一の微小液滴と第
二の微小液滴の両方の内容物を含有する微小液滴を生成してもよい。
【００６６】
　または代わりに、１以上の試薬を、たとえば液滴合体もしくはピコ注入等の技術を用い
て添加しても良い。液滴合体において、標的ドロップ（すなわち、微小液滴）は、当該微
小液滴に添加される試薬（複数含む）を含有する微小液滴と並行して流されても良い。２
つの微小液滴は、互いに接触するが、他の微小液滴とは接触しないように流されても良い
。次いで、これらのドロップは、電極、または電場を適用するための他の手段を通過させ
てもよく、ここで、互いに合体するように、電場により微小液滴を不安定化されてもよい
。
【００６７】
　または代わりに、ピコ注入を用いて試薬を添加しても良い。この方法の場合、標的ドロ
ップ（すなわち、微小液滴）は、添加される試薬（複数含む）を含有するチャネルを通り
過ぎて流されても良く、ここで、試薬（複数含む）は、加圧されている。しかしながら、
電場が無い場合でも、界面活性剤の存在により、微小液滴は注入されることなく、流れ過
ぎる（界面活性剤による微小液滴の被覆により、液体（複数）が侵入してくることを防ぐ
ため）。しかしながら、注入器を通り過ぎる際に電場を微小液滴に適用する場合、試薬（
複数含む）を含有する液体が、微小液滴に注入される。微小液滴に添加される試薬の量は
、いくつかの異なるパラメーターにより制御されてもよい（たとえば、電場のオンオフを
切り替えることにより、注入圧力を調節、および、ドロップ流の速度を調節することによ
る等）。
【００６８】
　他の態様において、代わりに、２つの液滴を共に合体させることに依らない方法、また
は液体をドロップに注入することに依らない方法により、微小液滴に１以上の試薬を添加
しても良い。非常に小さいドロップの流れへと試薬を乳化させ、標的とする微小液滴と共
にこれらの小さなドロップを合体させるステップを含む方法により、むしろ、１以上の試
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薬を微小液滴に添加してもよい（図２０、パネルＡ～Ｂ）。そのような方法を、本明細書
において、「マルチプルドロップ合体を介した試薬添加」と呼称する。これらの方法には
、標的ドロップと比較して小さなサイズのドロップを添加することにより、小さなドロッ
プは標的ドロップよりも速く流れ、それらの後ろに集まるという利点がある。次いで、た
とえば、電場を適用することにより、その集まりを合体させることができる。また代わり
に、異なる液体の小さなドロップのいくつかの共流を用いることによる、微小液滴への複
数の試薬の添加にこの方法を用いても良い。小さなドロップと標的ドロップの効果的な合
体を可能とするためには、小さなドロップを、標的ドロップを含有するチャネルよりも小
さくすることが重要であり、また、標的ドロップを注入するチャネルと、電場を適用する
電極の間の距離を十分に長くとり、小さなドロップが標的ドロップに「追いつく」ための
時間を与えることが重要である。もしこのチャネルが小さすぎる場合、小さなドロップの
一部だけが標的ドロップと合体し、所望するよりも少ない試薬しか添加されないこととな
る。このことはある程度まで電場の大きさを増加させることにより補うことができるが、
それにより、ドロップが融合するためにさらに遠く離れる傾向となってしまう。図２０パ
ネルＡ～Ｂに示される、同じマイクロ流体デバイス上で小さなドロップを作製することに
加え、その代わりに、他のマイクロ流体ドロップメーカーを用いて、またはホモジナイゼ
ーションを介して、ラインから離れてドロップを作製し、次いで、標的ドロップを含有す
るデバイスへと注入してもよい。
【００６９】
　ゆえに、ある態様においては、液滴の流れの中へと試薬を乳化させることを含む方法に
より、試薬は微小液滴に添加され、ここで、液滴は、微小液滴のサイズよりも小さく；液
滴は微小液滴と共に流され；および、液滴は微小液滴と合体する。液滴の流れに含有され
る液滴の直径は、微小液滴の直径の約７５％からそれよりも小さい範囲で変化してもよく
、たとえば、流れる液滴の直径は、微小液滴の直径の約７５％かそれよりも小さく、微小
液滴の直径の約５０％かそれよりも小さく、微小液滴の直径の約２５％かそれよりも小さ
く、微小液滴の直径の約１５％かそれよりも小さく、微小液滴の直径の約１０％かそれよ
りも小さく、微小液滴の直径の約５％かそれよりも小さく、または、微小液滴の直径の約
２％かそれよりも小さい。ある態様において、複数の流れる液滴（たとえば、２以上の液
滴、３以上、４以上、または５以上の液滴）が、微小液滴と合体されてもよい。そのよう
な合体は、任意の簡便な手段（限定されないが、電場の適用によるもの等であり、ここで
、電場は、流れる液滴と微小液滴の合体に効果的なものである）により行われても良い。
【００７０】
　上述の方法のバリエーションとして、液体は、噴流であっても良い。すなわち、液体を
乳化して流れる液滴へと添加することよりもむしろ、この液体の長い噴流を形成し、標的
微小液滴と並行して流しても良い。次いで、これらの２つの液体を、たとえば電場を適用
することにより合体させてもよい。結果、Ｒａｙｌｅｉｇｈプラトー不安定性により、融
合する前に標的微小液滴とほぼ同じサイズの微小液滴へと自然に崩壊する、微小液滴が存
在する突出部を伴うジェットが生じる。多くの変異体も予期される。たとえば、１以上の
剤（たとえば、ゲル化剤および／または界面活性剤）を噴流に添加して、より簡単に噴出
するようにしてもよい。さらにまた、連続的な流れの粘度を調節し、噴出できるようにし
てもよい（たとえば、Ｕｔａｄａ，ｅｔ　ａｌ．，Ｐｈｙｓ．Ｒｅｖ．Ｌｅｔｔ．９９，
０９４５０２（２００７）に記述されている（その開示が参照により本明細書に援用され
る））。
【００７１】
　他の態様において、電極として注入流体それ自身を用いる方法（溶液中の溶解電解質を
有効利用することによる）を用いて、１以上の剤を添加しても良い（図１５～１９）。一
般的なこの方法は、本明細書の実施例３にさらに詳述する。
【００７２】
　他の態様において、試薬が添加されているドロップ（すなわち「標的ドロップ」）を、
添加される試薬（「標的試薬」）を含有するドロップの内側に内包化することにより、よ
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り早期に形成されたドロップ（たとえば微小液滴）へと試薬が添加される。ある実施形態
において、適切な疎水性相（たとえば、油）の殻の中に標的ドロップを第一内包し、二重
乳剤を形成することにより、そのような方法が行われる。次いで、二重乳剤は、標的試薬
を含有するドロップにより内包化され、三重乳剤を形成する。標的試薬を含有するドロッ
プと標的ドロップを混合し、次いで、二重乳剤を、適切な方法（限定されないが、電場の
適用、液滴の接触面を不安定化させる化学物質の添加、三重乳剤を圧縮部および他のマイ
クロ流体学的配置に流す、機械的攪拌もしくは超音波の適用、温度上昇もしくは下降、ま
たは、磁場により引き抜かれた際に二重乳剤の接触面を破裂させることができる磁性粒子
をドロップ内に内包化すること、を含む）を用いて押し開かせる。三重乳剤の作製方法お
よび、標的ドロップと標的試薬の混合方法は、本明細書の実施例４に記述される。
【００７３】
ＰＣＲ産物の検出
　本発明方法の実施において、ＰＣＲ産物が検出される方法は変化しうる。たとえば、目
的が単純に、群の中に存在する特定の細胞型（たとえば、腫瘍細胞）の数のカウントであ
る場合、特徴のある遺伝子（たとえば、癌遺伝子）が存在し、ＰＣＲ産物が生成された場
合に、ドロップが蛍光を発するように、各微小液滴にＳｙｂｒＧｒｅｅｎまたは任意の他
の色素および／または挿入染色が各微小液滴に添加される、シンプルな二元アッセイを用
いることにより目的が達成される。蛍光の変化は、蛍光の偏光によるものでありうる。検
出成分には、挿入染色（たとえば、ＳｙｂｒＧｒｅｅｎ）の使用が含まれても良い。
【００７４】
　当分野公知の蛍光色素の使用を含む、様々な異なる検出成分を、本発明方法の実施に用
いても良い。蛍光色素は、通常、ファミリー（フルオレセインおよびその誘導体；ローダ
ミンおよびその誘導体；シアニンおよびその誘導体；クマリンおよびその誘導体；Ｃａｓ
ｃａｄｅ　Ｂｌｕｅおよびその誘導体；Ｌｕｃｉｆｅｒ　Ｙｅｌｌｏｗおよびその誘導体
；ＢＯＤＩＰＹおよびその誘導体等）に分類される。例示的な蛍光色素分子としては、イ
ンドカルボシアニン（ｉｎｄｏｃａｒｂｏｃｙａｎｉｎｅ）（Ｃ３）、インドジカルボシ
アニン（ｉｎｄｏｄｉｃａｒｂｏｃｙａｎｉｎｅ）（Ｃ５）、Ｃｙ３、Ｃｙ３．５、Ｃｙ
５、Ｃｙ５．５、Ｃｙ７、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ、Ｐａｃｉｆｉｃ　Ｂｌｕｅ、Ｏｒｅｇｏ
ｎ　Ｇｒｅｅｎ　４８８、Ａｌｅｘａ　ｆｌｕｏｒ－３５５、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　
４８８、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５３２、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５４６、Ａｌｅｘ
ａ　Ｆｌｕｏｒ－５５５、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５６８、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　
５９４、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６６０、Ａｌｅｘ
ａ　Ｆｌｕｏｒ　６８０、ＪＯＥ、Ｌｉｓｓａｍｉｎｅ、ローダミングリーン、ＢＯＤＩ
ＰＹ、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、カルボキシ－フルオレセイン（
ＦＡＭ）、フィコエリトリン、ローダミン、ジクロロローダミン（ｄＲｈｏｄａｍｉｎｅ
）、カルボキシテトラメチルローダミン（ＴＡＭＲＡ）、カルボキシ－Ｘ－ローダミン（
ＲＯＸ）、ＬＩＺ、ＶＩＣ、ＮＥＤ、ＰＥＴ、ＳＹＢＲ、ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ、Ｒｉｂｏ
Ｇｒｅｅｎ等が挙げられる。蛍光色素分子およびその使用に関する記述は、特に、Ｒ．Ｈ
ａｕｇｌａｎｄ，Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａ
ｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ，９ｔｈ　ｅｄ．（２００２），Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，Ｏｒｅｇ．；Ｍ．Ｓｃｈｅｎａ，Ｍｉｃｒｏａ
ｒｒａｙ　Ａｎａｌｙｓｉｓ（２００３），Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｈｏ
ｂｏｋｅｎ，Ｎ．Ｊ．；Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
　２００３／２００４　Ｃａｔａｌｏｇ，Ｂｅｒｒｙ　ａｎｄ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ，
Ａｎｎ　Ａｒｂｏｒ，Ｍｉｃｈ．；Ｇ．Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ
　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ（１９９６）；および、Ｇｌｅ
ｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２００２　Ｃａｔａｌｏｇ，Ｓｔｅｒｌｉｎｇ，ＶＡに見出され
る。
【００７５】
　図１４、パネルＡ～Ｂにおいて、たとえばドロップを含有する腫瘍細胞を検出するため
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に用いることができる、単一色フローサイトメーターの使用について示す。パネルＡには
、検出器（対物レンズの背後へと向けられ、微小液滴が流れるマイクロ流体チャネルへと
焦点が合わされた４８８ｎｍのレーザーからなる）の概略図を示す。レーザーは、ドロッ
プ内の蛍光色素を励起させ、ダイクロイックミラーおよび５２０±５ｎｍのバンドパスフ
ィルターを通してフィルタリングされた後、任意の発光が対物レンズにより捕捉され、Ｐ
ＭＴ上で画像化される。パネルＢにおいて、ドロップは、ＰＭＴのアウトプット電圧量と
して示される、時間関数としての強度におけるピークとして現れ、検出された蛍光ドロッ
プに対する時間関数としての発光強度に比例する。
【００７６】
　図３および図４、パネルＡ～Ｂはさらに、そのような概念を解説する。たとえば、図３
は、アレイ化された微小液滴における、ＴａｑＭａｎ（登録商標）ＰＣＲアッセイを用い
たＢＲＡＦのデジタル検出を示す非限定的な例である。蛍光ドロップは、ヒトゲノムＤＮ
ＡからのＢＲＡＦ遺伝子の増幅を示し、一方、非蛍光ドロップは、当該遺伝子の欠損を示
す。図４、パネルＡ～Ｂにおいて、このスキームを統合している。図４、パネルＡにおい
て、癌遺伝子配列を標的とする、微小液滴中に内包されたフォワードプライマーおよびリ
バースプライマーを示す概略図を示す。もし癌遺伝子配列が存在する場合、ＰＣＲ反応に
より二本鎖ＰＣＲ産物が産生され（パネルＡ、上）、一方、もし存在しない場合、何も産
生されない（パネルＡ、下）。ＳｙｂｒＧｒｅｅｎまたは他の任意のタイプの挿入染色も
また、ドロップ中に存在する。結果は、図４、パネルＢの画像により示され、もし二本鎖
産物が産生されている場合、色素はそれらに侵入し、蛍光を発し、ドロップから蛍光が発
せられる（図４、パネルＢ、上）；一方、二本鎖産物が産生されない場合、色素は蛍光を
発せず、薄暗いドロップが産生される（図４、パネルＢ、下）。
【００７７】
　他の態様において、もし目的が存在する癌遺伝子のさらなる特性解析である場合、追加
の検証が必要となる。たとえば、本明細書に詳述される多重化アッセイの場合（実施例２
）、どの遺伝子（複数含む）がドロップ内で増幅されたかを表す、光学的なアウトプット
を有することにより、達成されてもよい。別の方法としては、たとえば、挿入染色と二元
アウトプットを用いて、シンプルにどの液滴が任意の癌遺伝子を有しているのかを測定す
る。次いで、これらドロップがどの癌遺伝子を含有しているのかを測定するために、さら
に詳細に分析できるよう、これらを選別して、回収してもよい。そのようなドロップ中に
存在する癌遺伝子を測定するために、マイクロ流体学的技術または非マイクロ流体学的な
技術を用いても良い。非マイクロ流体学的技術を用いて、癌遺伝子を含有すると特定され
た液滴を、ウェルプレート上のウェルへと置き（そこで、より大きな体積へと希釈される
）、多重化ＰＣＲ反応の間に生成されたすべてのＰＣＲ産物を放出させてもよい。次いで
、このウェル由来の試料を他のウェルに移し、各ウェルに、癌遺伝子のうちの１つに対す
るプライマーを添加する。次いで、これらウェルを温度循環させ、ＰＣＲを開始し、その
時点で挿入染色を添加して、合致癌遺伝子とプライマーのあるウェルを発光させる。
【００７８】
　ゆえに、本発明の実施において、成分は、たとえば、蛍光における変化に基づいて検出
されても良い。ある態様において、蛍光における変化は、蛍光共鳴エネルギー転移（ＦＲ
ＥＴ）によるものである。この方法においては、５´プライマーがクエンチャー色素を有
し、３´プライマーが蛍光色素を有する、特別なプライマーセットを用いる。これらの色
素は、プライマー上のどこにでも（いずれか末端、または真ん中）配置してよい。プライ
マーは相補的であるため、溶液中では二本鎖として存在し、互いに非常に近接しているた
め、蛍光色素の発光はクエンチャー色素によりクエンチされており、溶液は暗い色に見え
る。ＰＣＲの後、これらプライマーは長いＰＣＲ産物の中に組み込まれ、ゆえに、互いに
遠く離れることとなる。このことにより、蛍光色素は光を発し、溶液は蛍光を発するよう
になる。従って、特定の癌遺伝子が存在しているかどうかを検出するためには、蛍光色素
の波長で液滴の強度を測定すればよい。異なる癌遺伝子が存在するかどうかを検出するた
めには、異なるプライマーに対し異なる色の色素を用いて行う。これにより、細胞中に存
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在する癌遺伝子のプライマーに対応する、すべての波長で液滴は蛍光を発するようになる
。
【００７９】
選別
　本発明方法の実施において、１以上の選別ステップを行っても良い。対象の選別方法と
しては、限定されないが、膜バルブ（ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｖａｌｖｅｓ）、分岐チャネル
、表面音響波、および／または、誘電泳動（ｄｉｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ）の使
用を含む方法が挙げられる。対象の選別方法としては、さらに、図２および２２、パネル
Ａ～Ｂに記述されているもの、および、Ａｇｒｅｓｔｉ，ｅｔ　ａｌ．，ＰＮＡＳ　ｖｏ
ｌ．１０７，ｎｏ　９，４００４－４００９（その開示が参照により本明細書に援用され
る）に記述されているものが挙げられる。群は選別により富化されてもよく、所望の特性
を有しているもの、有していないものが混在している群は、所望の特性を有していないも
のを取り除くことにより富化され、所望の特性を有する富化群が得られる。
【００８０】
　本明細書に記述される任意のステップの前後に選別を実行してもよい。さらに、２以上
の選別ステップを微小液滴群に行っても良い（たとえば、約２以上の選別ステップ、約３
以上の選別ステップ、約４以上の選別ステップ、または、約５以上の選別ステップ等）。
複数の選別ステップを行う場合、当該ステップは、１以上の点において、実質的に同一、
または異なっていても良い（たとえば、異なる特性に基づいた選別、異なる技術を用いた
選別等）。
【００８１】
　さらに、液滴は、任意の選別ステップの前、または後で、精製されても良い。図２１に
おいて、微小液滴が精製されうるマイクロ流体学的デバイスの概略図を示す。すなわち、
たとえば細胞またはビーズ等の、ドロップ中に内包化されうる個別の試薬のいずれも取り
除かれる事無く、ドロップ中のほとんどの液体が、精製された溶液と置換される。最初に
微小液滴に溶液が共に注入され、その中にある任意の不純物が希釈される。次いで、希釈
された微小液滴は、電場が電極を用いて適用されているマイクロ流体学的チャネルを通っ
て流される。電場により生じた誘電泳動力により、細胞または他の個々の試薬が電場を通
過するにつれ、それらは流れの中で動かされる。次いで、ドロップは分割され、最後には
、すべての物体は１つの微小液滴となる。従って、最初の微小液滴が精製されると、その
中で、たとえばビーズまたは細胞等の個々の試薬は存在しつつ、および／または、濃縮さ
れつつ、混入物が除去され、液滴内に内包化されたものは、得られた微小液滴中に維持さ
れている。
【００８２】
　微小液滴は、１以上の特性にもとづいて選別されても良い。対象の特性としては、限定
されないが、サイズ、粘度、質量、浮力、表面張力、電気伝導率、電荷、磁性、および／
または、１以上の成分の存在もしくは非存在等が挙げられる。ある態様において、選別は
、微小液滴中の細胞の存在または非存在に少なくとも部分的に基づいても良い。ある態様
において、選別は、ＰＣＲ増幅産物の存在または非存在の検出に少なくとも部分的に基づ
いても良い。
【００８３】
　微小液滴選別を、たとえば、細胞が存在しない微小液滴の除去のために用いても良い。
内包化により、１以上の微小液滴がもたらされるが、ほとんどの微小液滴には、細胞が存
在しない。そのような空のドロップがシステム中に残っていると、他の任意のドロップと
同じように処理されてしまい、時間と試薬の無駄となる。最も良い効率とスピードで行う
ために、これらの空のドロップを、液滴選別で取り除いてもよい。たとえば、実施例１に
記述されるように、液滴メーカーを、ドリッピング－ジェッティングトランジション（ｄ
ｒｉｐｐｉｎｎｇ－ｔｏ－ｊｅｔｔｉｎｇ　ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ）に近接して操作し、
細胞が無い場合には、８μｍの液滴が形成されるようにし；対照的に、細胞が存在する場
合には、流れの中で生成された乱れにより、ジェットの崩壊が誘導され、直径２５μｍの
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ドロップが形成される。ゆえに、デバイスは、２つに分かれた群（空の８μｍのドロップ
と、１つの細胞を含有する２５μｍのドロップ）を生成し、次いで、それらを、サイズに
より選別してもよい（たとえば、水力学的ソーターを用いて、大きく、１つの細胞を含有
するドロップのみを回収する）。
【００８４】
　対象の受動ソーターとしては、水力学的ソーターが挙げられる（小さなドロップと大き
なドロップは異なる部分でマイクロ流体学的チャネルを通ることに基づき、サイズに従い
異なるチャネルへと微小液滴を選別する）。また、対象として、バルクソーターが挙げら
れ、そのシンプルな例は、重力場において、異なる質量のドロップを含有するチューブで
ある。チューブを遠心、攪拌および／または振とうすることによって、より浮揚性のある
、軽いドロップが、自然と容器の上へと移動する。磁性を有するドロップも同様のプロセ
スで選別することができる（ただし、容器に磁場を適用することを除く（磁性を有するド
ロップが、その磁性の大きさに従い自然にその磁場へと移動する））。また、本発明方法
において用いられている受動ソーターは、その流れ特性に基づき、同時に多くのドロップ
を選別する、比較的大きなチャネルを含んでも良い。
【００８５】
　また、ピコ注入を用いて、ドロップの電気的特性を変化させることもできる。たとえば
、これを用いて、イオンを添加することによりドロップの伝導性を変化させ、次いで、そ
れを用いて、選別する（たとえば誘導泳動を用いる）。あるいは、ピコ注入を用いてドロ
ップを荷電しても良い。ドロップ内へ荷電されている液体を注入することにより、これが
行われ、注入の後、ドロップは荷電される。これにより、一部が荷電され、その他の部分
は荷電されていないドロップの集団が産生され、次いで、電場領域を通して流すことによ
り荷電されたドロップを抽出され、そしてその荷電量に基づき、屈曲させる。添加された
注入量に対して異なる電荷量を注入するために、ピコ注入を調節して異なる量の液体を注
入することにより、または、電圧量を調節することにより、ドロップの最終電荷量が調製
され、異なる電荷を有するドロップが産生される。次いで、電場領域中の異なる量により
、これらは屈曲され、異なる容器へと選別される。
【００８６】
適切な対象
　本発明方法は、様々な異なる対象から採取された生物学的試料に適用してもよい。多く
の実施形態において、対象は、「哺乳類」または「哺乳動物」であり、ここで、これらの
用語は、哺乳類の綱にある生物（肉食動物目（たとえば、イヌおよびネコ）、齧歯目（た
とえば、マウス、モルモットおよびラット）、および、霊長目（たとえば、ヒト、チンパ
ンジーおよびサル）を含む）を記述するために広く用いられている。多くの実施形態にお
いて、対象は、ヒトである。本発明方法は、両方の性別のヒト対象、および、発達の任意
の段階にあるヒト対象（すなわち、新生児、幼児、小児、青年、成人）に適用しても良く
、ある実施形態においては、ヒト対象は、小児、青年、または成人である。本発明はヒト
対象に適用してもよいが、本発明方法はまた、他の動物対象（すなわち、ヒトではない対
象。たとえば、限定されないが、鳥類、マウス、ラット、イヌ、ネコ、家畜およびウマ等
）にも実施でき得ることを理解されたい。ゆえに、本発明方法による評価の必要のある任
意の対象が、適切な対象であることを理解されたい。
【００８７】
　さらに、適切な対象としては、たとえば癌等の疾患を有すると診断されている、または
診断されていない者が含まれる。適切な対象としては、１以上の癌の臨床所見を示してい
る、または示していない者が含まれる。ある態様において、対象は、たとえば、家族歴、
化学物質および／または環境的曝露、遺伝子変異（複数含む。たとえば、ＢＲＣＡ１およ
び／またはＢＲＣＡ２変異）、ホルモン、感染体、放射線曝露、ライフスタイル（たとえ
ば、食事および／または喫煙）、１以上の他の疾患状態の存在等の、１以上の因子により
、癌を発症するリスクがありうる者であっても良い。
【００８８】



(29) JP 6514105 B2 2019.5.15

10

20

30

40

50

　上記に詳述されるように、様々な異なるタイプの生物学的試料が、そのような対象から
得られても良い。ある実施形態において、全血が対象から抽出される。所望の場合、本発
明方法実施の前に、全血は処理されても良い（たとえば、遠心分離、分画、精製等）。対
象から抽出される全血試料の量は、１００ｍＬ以下（たとえば、約１００ｍＬ以下、約５
０ｍＬ以下、約３０ｍＬ以下、約１５ｍＬ以下、約１０ｍＬ以下、約５ｍＬ以下、または
約１ｍＬ以下）であっても良い。
【００８９】
　本明細書に開示される本発明方法およびデバイスは、固定細胞または生細胞の両方に対
して適合性を有する。ある実施形態において、本発明方法およびデバイスは、生細胞で行
われる。他の実施形態において、本発明方法およびデバイスは、固定細胞で行われる。細
胞性試料を固定することにより、試料を洗浄して、下流分析に干渉する可能性のある小分
子および脂質を抜き取ることができる。さらに、細胞を固定し、透過処理を行うことによ
り、表面タンパク質に対する抗体および細胞内タンパク質に対する抗体で細胞を染色する
ことができる。本明細書に記述されるＲＴ－ＰＣＲ法と組み合わせて、そのような染色を
行うことにより、高レベルの多重化処理を行うことができる（抗体は細胞試料に局在し、
一方でＲＴ－ＰＣＲ産物は微小液滴内に遊離しているため）。そのような配置を行うこと
により、抗体および、ＲＴ－ＰＣＲにより生成された増殖物に対して、同色の色素を用い
ることができる。任意の適切な方法（限定されないが、ホルムアルデヒド、メタノールお
よび／またはアセトンを用いた固定を含む）を用いて細胞を固定することができる。
【００９０】
　微小液滴中に内包された固定細胞に対して行われるＲＴ－ＰＣＲは、最初に微小液滴を
希釈し、そして、希釈された微小液滴の試料に対しＲＴ－ＰＣＲを行うことにより実行す
ることができる。そのような細胞性試料の希釈により、ＲＴ－ＰＣＲを妨げる任意の細胞
性成分を制限することができる。他の実施形態においては、ＲＴ－ＰＣＲ試薬は、全く希
釈されていない試料での、「ワンポット」反応で固定された細胞を含有する微小液滴に直
接添加される。ある実施形態において、固定細胞は、プロテアーゼおよび洗剤を用いてＲ
Ｔ－ＰＣＲの前に可溶化される。
【００９１】
細胞の遺伝子型決定
　上述のように、本発明の態様にはまた、生物学的試料由来の成分を遺伝子型決定する方
法が含まれる。「遺伝子型決定」とは、特定の細胞中の２以上のオリゴヌクレオチド（た
とえば、癌遺伝子）を検出することを意味する。本発明方法の態様には、細胞（たとえば
、腫瘍細胞（ＣＴＣを含む））を遺伝子型決定する方法が含まれる。
【００９２】
　そのようなある態様において、本発明方法には、対象の血液試料から得た細胞を微小液
滴中に内包化することが含まれ、ここで、１つの細胞が、当該微小液滴中に含まれ；溶解
剤を微小液滴へと導入すること、および細胞溶解に効果的な条件下で微小液滴をインキュ
ベートすることが含まれ；ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）試薬および複数のＰＣＲプラ
イマーを微小液滴へと導入すること、ならびに、ＰＣＲ増幅ができる条件下で微小液滴を
インキュベートして、ＰＣＲ増幅産物を産生することが含まれ、ここで、当該複数のＰＣ
Ｒプライマーには、１以上の癌遺伝子にそれぞれハイブリダイズする１以上のプライマー
が含まれ；微小液滴に複数のプローブを導入することが含まれ、ここで、当該プローブは
、対象の１以上の変異にハイブリダイズし、および、異なる波長で蛍光を発し；ならびに
、プローブの蛍光検出により、特定のＰＣＲ増幅産物の存在または非存在を検出すること
が含まれ、ここで、蛍光の検出は、当該ＰＣＲ増幅産物の存在を示唆するものであり；こ
こで、１以上のステップが、マイクロ流体学的な制御のもとで行われる。
【００９３】
　他の態様において、本発明方法には、対象の血液試料から得た細胞を微小液滴中に内包
化することが含まれてもよく、ここで、１つの細胞が、当該微小液滴中に含まれ；溶解剤
を微小液滴へと導入すること、および細胞溶解に有効な条件下で微小液滴をインキュベー



(30) JP 6514105 B2 2019.5.15

10

20

30

40

50

トすることが含まれてもよく；ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）試薬および複数のＰＣＲ
プライマーを微小液滴へと導入すること、ならびに、ＰＣＲ増幅ができる条件下で微小液
滴をインキュベートして、ＰＣＲ増幅産物を産生することが含まれてもよく、ここで、当
該複数のＰＣＲプライマーには、１以上の癌遺伝子にそれぞれハイブリダイズする１以上
のプライマーが含まれ；微小液滴に複数のプローブを導入することが含まれてもよく、当
該プライマーは、標識を含有するフォワードプライマー、および、捕捉配列を含有するリ
バースプライマーを含有し；蛍光ビーズを微小液滴に導入することが含まれてもよく、こ
こで、当該ビーズには、捕捉配列に対して相補的なヌクレオチド配列が含まれ；ならびに
、ビーズの蛍光およびプライマーの蛍光の検出により、ＰＣＲ増幅産物の存在または非存
在を検出し、ここで、蛍光の検出は、当該ＰＣＲ増幅産物の存在を示唆するものであり；
ここで、１以上のステップが、マイクロ流体学的な制御のもとで行われる。
【００９４】
　細胞遺伝子型決定法の実施において、本明細書に記述される一般ステップに対する任意
の変更（たとえば、添加されるプライマーの数、試薬が添加される様式、適切な対象等）
が行われても良い。
【００９５】
癌の検出
　本発明による方法にはまた、癌を検出するための方法が含まれる。そのような方法には
、対象由来の生物学的試料から得たオリゴヌクレオチドを微小液滴中に内包することが含
まれても良く、ここで、少なくとも１つのオリゴヌクレオチドが当該微小液滴中に存在し
ており；ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）試薬および複数のＰＣＲプライマーを微小液滴
へと導入すること、ならびに、ＰＣＲ増幅ができる条件下で微小液滴をインキュベートし
て、ＰＣＲ増幅産物を産生することが含まれてもよく、ここで、当該複数のＰＣＲプライ
マーには、１以上の癌遺伝子にそれぞれハイブリダイズする１以上のプライマーが含まれ
てもよく；および、検出成分の検出によりＰＣＲ増幅産物の存在または非存在を検出する
ことが含まれもよく、ここで、当該検出成分の検出は、ＰＣＲ増幅産物の存在を示唆する
。
【００９６】
　１以上の癌遺伝子に対応する１以上のＰＣＲ増幅産物の検出は、対象が癌を有している
ことの指標であってもよい。微小液滴に添加される具体的な癌遺伝子は変更されてもよい
。ある態様において、癌遺伝子（複数含む）は、癌の特定の型（たとえば、乳癌、結腸癌
等）に特異的であってもよい。
【００９７】
　さらに、本発明方法の実施において、成分が検出される生物学的試料は変化してもよく
、および、検出を試みる癌の特定の型に少なくとも部分的に依存するものであってもよい
。たとえば、対象が乳癌等を有しているかどうかを測定することが望ましい場合には、乳
房組織が、ある例においては生物学的試料として用いられても良い。
【００９８】
　癌検出方法の実施において、本明細書に記述される一般ステップに対する任意の変更（
たとえば、添加されるプライマーの数、試薬が添加される様式、適切な対象等）が行われ
ても良い。
【００９９】
デバイス
　上述のように、本発明の実施において、マイクロ流体学的なデバイスが用いられる。本
発明のマイクロ流体学的デバイスは様々な方法で特徴付けられても良い。ある実施形態に
おいて、たとえば、マイクロ流体学的デバイスは、少なくとも１つの「マイクロ」チャネ
ルを有している。そのようなチャネルは、少なくとも１つの、ミリメーターまたはそれよ
り小さい桁の切断面寸法を有していてもよい（たとえば、約１ミリメーター以下）。言う
までもなく、ある応用に対しては、この寸法は調整されてもよい；一部の実施形態におい
ては少なくとも１つの切断面寸法は、約５００マイクロメーター以下である。一部の実施
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形態においては、応用が可能ならば、切断面寸法は約１００マイクロメーター以下（約１
０マイクロメーター以下～一部では約１マイクロメーター以下）である。切断面寸法は、
通常は中心線の流れの検出に対して垂直であるが、流れが屈曲している、または、流れの
方向を変えるような他の特性がある場合には、作動中の切断面寸法は、流れに対して厳密
に垂直である必要はない。また、一部の実施形態においては、マイクロチャネルは２以上
の切断面寸法（たとえば、楕円形の切断面の主軸および複軸、または、長方形の切断面の
高さおよび幅等）を有する可能性があることを理解されたい。これらの寸法のいずれかを
、本明細書に提示されるサイズに対して比較してもよい。本発明に用いられるマイクロチ
ャネルは、きわめて不均衡な２つの寸法（たとえば、約１００～２００マイクロメーター
の高さと、センチメーターまたはそれ以上の桁にある幅を有する長方形の切断面等）を有
していても良いことに注意されたい。もちろん、あるデバイスでは、２以上の軸が非常に
類似、または同じサイズであるチャネルが用いられても良い（たとえば、正方形または円
形の切断面を有するチャネル）。
【０１００】
　一部の実施形態において、本発明のマイクロ流体学的デバイスは、マイクロ加工技術を
用いて加工されている。そのような技術は、集積回路（ＩＣ）、マイクロマシンデバイス
（ＭＥＭＳ）、ディスプレイデバイス等を加工するために普遍的に用いられている。マイ
クロ流体学的デバイス中の小さな寸法パターンを製造するために用いることができるマイ
クロ加工技術方法の型の中には、フォトリソグラフィー（Ｘ線リソグラフィー、ｅ－ビー
ムリソグラフィー等）、自己整合型堆積およびエッチング技術、異方性堆積、およびエッ
チング処理、自己アセンブリマスク形成（たとえば、疎水性－親水性コポリマー相の形成
）等がある。
【０１０１】
　上述の点において、本明細書に記述される一部の原理および設計特性は、ミリメーター
、またはさらにはセンチメーターの大きさのチャネル切断面におよぶチャネルを使用する
デバイスならびにシステムを含む、より大きなデバイスおよびシステムに拡大させること
ができる。ゆえに、一部のデバイスおよびシステムを「マイクロ流体学的」と記述する場
合、当該記述は、ある実施形態においては、いくらか大きなスケールのデバイスに対して
も等しく適用されることが意図される。
【０１０２】
　マイクロ流体学的な「デバイス」と呼称する場合、通常、それは、１以上のチャネル、
容器、ステーション等が連続的な基盤（モノリシックであっても、なくてもよい）を共有
する１つの実体を表すことが意図される。マイクロ流体学的な「システム」には、１以上
のマイクロ流体学的デバイス、および、関連流体コネクション、電気的コネクション、制
御／論理的特性等を含有してもよい。マイクロ流体学的デバイスの態様において、１以上
の液体フローパス（たとえば、本明細書に記述される寸法を有するチャネル）の存在を含
有されてもよい。
【０１０３】
　ある実施形態において、本発明のマイクロ流体学的デバイスは、液体培地の連続的な流
れをもたらす。マイクロ流体学的デバイスの中のチャネルを通って流れる液体は、多くの
興味深い特性を示す。典型的には、無次元Ｒｅｙｎｏｌｄｓ数が非常に低く、その結果、
常に層状となる流れが生じる。さらに、このレジームにおいて、接合する２つの液体は容
易に混合されず、２つの成分の混合をもたらすのは拡散のみである。
【０１０４】
　本発明での使用に適したマイクロ流体学的デバイス構成要素の様々な特性および例を以
下に記述する。
【０１０５】
基盤
　マイクロ流体システムに用いられる基盤は、液体移送に必要な要素が備わっている支持
体である。基本的な構造はモノリシック、薄板化された、または分割されたものであって
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も良い。一般的に、基盤には、分子ライブラリおよび試薬（もし必要であれば）の導管と
して供される１以上のマイクロチャネルが含まれている。また、それらには、インプット
ポート、アウトプットポート、および／または、流れの制御を補助する機能が含まれてい
ても良い。
【０１０６】
　ある実施形態において、基盤選択は、アプリケーションおよびデバイス設計に依存して
いてもよい。基盤物質は通常、様々な操作条件に適合するよう選択される。所与の物質に
対するマイクロ加工処理における制限もまた、適切な基盤選択における関連検討事項であ
る。有用な基盤物質としては、たとえば、ガラス、ポリマー類、シリコン、金属およびセ
ラミックが挙げられる。
【０１０７】
　ポリマー類は、費用効率が良く、大量生産も容易であることから、マイクロ流体デバイ
スの標準的な物質となっている。ポリマーは、その成形挙動により３つのカテゴリーに分
類することができる：熱可塑性ポリマー、エラストマーポリマーおよびデュロプラスティ
ック（ｄｕｒｏｐｌａｓｔｉｃ）ポリマーである。熱可塑性ポリマーは、ガラス遷移温度
を超えて形状成形することができ、ガラス遷移温度を下回って冷却された後でもその形状
を維持する。エラストマーポリマーは、外力を適用させることで延長させることができる
が、外力が無くなった時点で、元の状態に戻る。エラストマーは、熱分解温度に達する前
には溶解しない。デュロプラスチックポリマーは、その熱分解温度に温度が達する前に少
し柔らかくなるため、最終形態へと鋳型成形しなければならない。
【０１０８】
　本発明のマイクロ加工されたデバイスにおいて用いられうるポリマーとしては、ポリア
ミド（ＰＡ）、ポリブチレンテレフタレート（ＰＢＴ）、ポリカーボネート（ＰＣ）、ポ
リエチレン（ＰＥ）、ポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）、ポリオキシメチレン（Ｐ
ＯＭ）、ポリプロピレン（ＰＰ）、ポリフェニレンエーテル（ＰＰＥ）、ポリスチレン（
ＰＳ）およびポリスルホン（ＰＳＵ）がある。ポリマーの化学的特性および物理的特性は
、マイクロ流体学的デバイスにおけるその使用を制限することがある。特に、ガラスとの
比較において、化学物質に対する抵抗性の低さ、劣化、機械的安定性、およびＵＶ安定性
は、ある応用に対するポリマー使用を制限する。
【０１０９】
　基盤物質として用いられることもあるガラスは、ある操作条件下で、特有の利点を有す
る。ガラスはほとんどの液体およびガスに対して化学的に不活性であるため、プラスチッ
クを溶かす傾向を有する、ある溶媒を用いる応用に対し特に適切である。さらに、その透
明性から、ガラスは光学的検出またはＵＶ検出に対して特に有用である。
【０１１０】
　表面処理およびコーティング
　マイクロ流体学的デバイスの機能的構造の制御（たとえば、流れの制御）に対しては、
表面修飾が有用である。たとえば、チャネル壁に流体種が吸着することを防ぎ、または、
生物学的成分検出用の表面に抗体を付着させるのに有利でありうる。
【０１１１】
　ポリマーデバイスは特に疎水性の傾向があり、ゆえに、チャネルにローディングするこ
とは困難となる可能性がある。ポリマー表面の疎水性はまた、電気浸透流（ＥＯＦ）の制
御を困難にする。ポリマー表面をコーティングする１つの技術は、高分子電解質の多分子
層（ＰＥＭ）をチャネル表面に塗布することである。ＰＥＭには、プラス荷電の高分子電
解質とマイナス荷電の高分子電解質の溶液で交互に連続してチャネルを充填し、それによ
り、多分子層が静電結合を形成するようになる。通常、層はチャネル表面に結合しないが
、長期間保存後でさえもチャネルを完全に覆うことはできる。ポリマー表面に親水層を塗
布するための他の技術としては、チャネル表面へのポリマーのＵＶグラフティングがある
。第一のグラフティング部位、ラジカルは、モノマー溶液にデバイスを同時に曝露させな
がら、表面をＵＶ照射曝露させることにより表面に生成される。モノマーは反応して、ポ
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リマーが形成される（反応部位で共有結合される）。
【０１１２】
　ガラスのチャネルは一般的に、高レベルの表面電荷を有しており、それにより、タンパ
ク質が吸着し、分離プロセスが妨げられる可能性がある。一部の場合において、ガラスの
チャネルにポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）および／または界面活性剤コーティング
を塗布することが有利である場合がある。表面吸着を抑制するために用いることができる
他のポリマーとしては、ポリアクリルアミド、グリコール基、ポリシロキサン、グリセロ
グリシドキシプロピル、ポリ（エチレングリコール）および、ヒドロキシエチル化ポリ（
エチレンイミン）が挙げられる。さらに、電気浸透デバイスに関しては、デバイス内部の
条件を操作することにより（たとえば、ｐＨ）、強さを調節することができる電荷を帯び
たコーティングを施すことが有利である。コーティングは正荷電または負荷電のいずれで
あっても良いため、流れの方向もまた、コーティングに基づき選択することができる。
【０１１３】
　特殊化されたコーティングもまた、ある種のものをチャネル表面上に固定するために適
用することができる。このプロセスは、「表面の機能化」として当業者に公知である。た
とえば、ポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）表面を、アミン類でコートして、様々な
官能基または標的の付着を促進してもよい。あるいは、ＰＭＭＡ表面は、酸素プラズマ処
置プロセスを介して、親水性の状態となることができる。
【０１１４】
マイクロ流体学的な要素
　マイクロ流体システムには、多くのマイクロチャネル、バルブ、ポンプ、リアクター、
ミキサーおよび他の構成要素が含有されてもよい。これらの構成要素およびその全体構造
および寸法のいくつかを以下に記述する。
【０１１５】
　様々なタイプのバルブを、本発明のマイクロ流体学的なデバイスにおける流れの制御に
用いることができる。それらとしては、限定されないが、能動バルブおよびチェックバル
ブ（膜、フラップ、二弁膜（ｂｉｖａｌｖｕｌａｒ）、リーケージ等）が挙げられる。こ
れらのバルブを通る流速は、たとえば、表面積、流れチャネルのサイズ、バルブ物質等の
バルブの様々な物理学的特性に依存している。また、バルブは、関連した操作上および製
造上の利点／欠点を有しており、それらは、マイクロ流体学的デバイスの設計に考慮され
なければならない。
【０１１６】
　他のマイクロ流体学的成分と同様、マイクロポンプも製造上の制限を受ける。ポンプ設
計における典型的な検討事項としては、泡の処置、詰まり、および耐久性が挙げられる。
現在利用可能なマイクロポンプとしては、限定されないが、電気的等価ポンプ、一定スト
ロークの微小移動、蠕動式マイクロ膜、およびチェックバルブを組み込んだポンプが挙げ
られる。
【０１１７】
　マクロデバイスは、たとえば試薬を混合するための振とうおよび攪拌等の乱流力（ｔｕ
ｒｂｕｌｅｎｔ　ｆｏｒｃｅ）に依存している。比較すると、そのような乱流力は実際上
、マイクロデバイスには適さず、マイクロ流体学的デバイスにおける混合は、ほとんどの
場合、拡散を介して行われる。拡散を介した混合は遅く、非効率的であるため、多くの場
合、微細構造を設計して混合プロセスを強化する。これらの構造は、液体領域間の界面表
面積を増加させる方法で液体を操作し、それにより、拡散をスピードアップさせる。ある
実施形態において、マイクロ流体学的なミキサーが用いられる。そのようなミキサーは、
本発明のマイクロ流体学的な分離デバイスから上流に備えられて（一部の場合においては
、組み込まれて）も良い。
【０１１８】
　マイクロミキサーは、２つの大まかなカテゴリーに分類されうる：能動ミキサーおよび
受動ミキサーである。能動ミキサーは、流れ領域に能動的な制御を行うことにより作動す
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る（たとえば、圧力勾配、電気量を変化させることによる）。受動ミキサーはエネルギー
を供給する必要はなく、「流体力学」のみを用いて（たとえば、圧力）、一定の率で液体
の流れを操作する。受動ミキサーの一例としては、プレートにより分離されたそれぞれの
上に２つの流れを並べることが含まれる。分離プレートが取り除かれた時点で、流れは互
いに接触する。２つの液体を並べることにより、接触面積が広がり、拡散距離が減少し、
それにより、拡散プロセスが強化されることとなる。もし熱の管理が必要な場合には、混
合および反応デバイスは、熱移送システムに連結されていても良い。マクロ熱交換と同様
に、マイクロ熱交換も、並流、逆流、または直交流の流れスキームのいずれかを有してい
ても良い。マイクロ流体学的なデバイスは多くの場合、約１０μｍ～約１０ｃｍの間のチ
ャネル幅と深さを有している。一般的なチャネル構造には、長いメインの分離チャネル、
および３つの短い「オフシュート」なサイドチャネル（緩衝液容器、試料容器、または廃
液容器のいずれかで終わる）が含まれる。分離チャネルは、数センチメーターの長さであ
っても良く、３つのサイドチャネルは通常、わずか数ミリメーターの長さである。もちろ
ん、マイクロ流体学的なデバイスの実際の長さ、切断面領域、形、およびブランチの設計
は、たとえばスループット（流れ抵抗に依存する）、速度プロファイル、滞留時間等の他
の設計検討事項と同様、アプリケーションに依存している。
【０１１９】
　本明細書に記述されるマイクロ流体学的なデバイスは、本明細書に記述される方法のあ
るステップ（限定されないが、ピコ注入、液滴合体、選択液滴融合、および液滴選別等を
含む）を実施するための電場ジェネレーターを含んでも良い。ある実施形態において、電
場は、金属電極を用いて生じさせてもよい。特定の実施形態において、電場は、液体電極
を用いて生じさせても良い。ある実施形態において、液体電極は、伝導性の液体（たとえ
ば、塩水または緩衝液）で満たされ、電場があることが望ましいマイクロ流体学的デバイ
スの中の位置に置かれた液体電極チャネルを含む。特定の実施形態において、液体電極は
、電源装置または高電圧増幅器を用いて、作動される。一部の実施形態において、液体電
極チャネルには、伝導性液体が液体電極チャネルに添加される注入口ポートが含まれる。
そのような伝導性液体は、たとえば、液体で満たされたチューブと注入口ポートを連結し
、圧力を加えることにより、液体電極チャネルに添加されても良い。特定の実施形態にお
いて、液体電極チャネルはまた、チャネルからの伝導性液体を放出するための排水口ポー
トを含む。特定の実施形態において、液体電極は、本明細書に記述されるマイクロ流体学
的デバイスの、ピコ注入、液滴合体、選択液滴融合、および／または、液滴選別の態様に
おいて用いられる。液体電極は、たとえば、電場の適用を介して注入される物質が帯電し
ていない場合の用途が見いだされうる。
【０１２０】
　本明細書に記述される液体電極はまた、本明細書に検討される特定のマイクロ流体学的
デバイス応用の外にある適用性を有する。たとえば、液体電極は、金属電極が一般的に用
いられている様々なデバイスにおいて利用されても良い。さらに、液体電極は、柔軟性の
あるデバイス（たとえば、身体の上に装着されるよう設計されているデバイス、および／
または、その操作の結果として、曲がらなければならないデバイス等）における使用に特
に良く適していても良い。
【０１２１】
　ある実施形態において、インプットマイクロチャネル、ペアリングマイクロチャネル、
および／または、ピコ注入マイクロチャネルのうちの１つ以上との接合部のすぐ下流にあ
る、マイクロ流体学的デバイスのチャネルの１以上の壁に、１以上の切り込み（リッジ）
が含まれる。マイクロチャネルの壁のそのような切り込みは、適切な相（たとえば、適切
な疎水相（たとえば油））の層を捕捉するように構成されており、それにより、非混合相
（たとえば、水性相）が、マイクロチャネルの壁に接触しないようにし、チャネルの壁が
濡れることを防ぐ。予測できないドロップ形成がもたらされる、および／または、液体が
ドロップ間に移送されてしまい、汚染が生じることとなるため、そのように濡れてしまう
ことは望ましくない。ある実施形態において、切り込みは、より高い流速比率Ｒ（Ｑａｑ
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／Ｑｓｕｍ）でドロップの形成をもたらす。
【０１２２】
　ある実施形態において、マイクロ流体学的デバイスのマイクロチャネル（インプットマ
イクロチャネル、ペアリングマイクロチャネル、ピコ注入マイクロチャネル、および／ま
たは、これらのチャネルのうちの１以上の上流もしくは下流にある流れチャネル）のうち
の１以上の幅は、１００ミクロン以下（たとえば、９０ミクロン以下、８０ミクロン以下
、７０ミクロン以下、６０ミクロン以下、５０ミクロン以下、たとえば、４５ミクロン以
下、４０ミクロン以下、３９ミクロン以下、３８ミクロン以下、３７ミクロン以下、３６
ミクロン以下、３５ミクロン以下、３４ミクロン以下、３３ミクロン以下、３２ミクロン
以下、３１ミクロン以下、３０ミクロン以下、２９ミクロン以下、２８ミクロン以下、２
７ミクロン以下、２６ミクロン以下、２５ミクロン以下、２０ミクロン以下、１５ミクロ
ン以下、または１０ミクロン以下）である。一部の実施形態において、上述のマイクロチ
ャネルのうちの１以上の幅は、約１０ミクロン～約１５ミクロン、約１５ミクロン～約２
０ミクロン、約２０ミクロン～約２５ミクロン、約２５ミクロン～約３０ミクロン、約３
０ミクロン～約３５ミクロン、約３５ミクロン～約４０ミクロン、約４０ミクロン～約４
５ミクロン、または約４５ミクロン～約５０ミクロン、約５０ミクロン～約６０ミクロン
、約６０ミクロン～約７０ミクロン、約７０ミクロン～約８０ミクロン、約８０ミクロン
～約９０ミクロン、または、約９０ミクロン～約１００ミクロンである。
【０１２３】
　ある実施形態において、１以上の各切り込みのベースは、約１０ミクロン～約２０の長
さであり、たとえば、約１１～約１９ミクロンの長さ、約１２～約１８ミクロンの長さ、
約１３～約１７ミクロンの長さ、約１４～約１６ミクロンの長さ、または約１５ミクロン
の長さである。
【０１２４】
　ある実施形態において、各１以上の切り込みのピークは、約１～約１０ミクロン、たと
えば、約１～約９ミクロン、約２～約８ミクロン、約３～約７ミクロン、約４～約６ミク
ロン、または約５ミクロンの幅を有している。ある実施形態において、各１以上の切り込
みのピークは、約１ミクロン～約２ミクロン、約２ミクロン～約３ミクロン、約３ミクロ
ン～約４ミクロン、約４ミクロン～約５ミクロン、約５ミクロン～約６ミクロン、約６ミ
クロン～約７ミクロン、約７ミクロン～約８ミクロン、約８ミクロン～約９ミクロン、ま
たは約９ミクロン～約１０ミクロンの幅を有している。
【０１２５】
　ある実施形態において、各１以上の切り込みの高さは、約５ミクロン～約１５ミクロン
、たとえば、約６ミクロン～約１４ミクロン、約７ミクロン～約１３ミクロン、約８ミク
ロン～約１２ミクロン、約９ミクロン～約１１ミクロン、または約１０ミクロンである。
【０１２６】
　ある実施形態において、各１以上の切り込みのベースと各１以上の切り込みの高さの比
率は、約１．０：０．７５～約０．７５：１．０である。ある実施形態において、各１以
上の切り込みのベースと各１以上の切り込みのピークの幅の比率は、約１．０：０．５～
約１．０：０．１、たとえば、約１．０：０．２、約１．０：０．３、または約１．０：
０．４である。
【０１２７】
　ある実施形態において、各１以上の切り込みのベースと各１以上の切り込みの高さと、
各１以上の切り込みの幅の比率は、約１：０．７５：０．５である。
【０１２８】
　ある実施形態において、本明細書に記述されるチャネルは、チャネル壁に沿った距離に
わたる複数の切り込みと共に提供されている。この距離は、たとえば、約５０ミクロン～
約５００ミクロン、たとえば、約５０ミクロン～約４５０ミクロン、約１００ミクロン～
約４００ミクロン、約１５０ミクロン～約３５０ミクロン、約２００ミクロン～約３００
ミクロン、または、約２５０ミクロンであってもよい。ある実施形態において、複数の切
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り込みは、チャネル壁に沿った距離にわたり提供されてもよく、ここで、チャネル壁に沿
った距離とチャネルの幅の間の比率は、約１０：１～約１：２、たとえば、約１０：１、
約９：１、約８：１、約７：１、約６：１、約５：１、約４：１、約３：１、約２：１、
約１：１、または約１：２である。
【０１２９】
　上述の様々な１以上の寸法が、特定のアプリケーションに対し適したものとなるように
スケールアップまたはスケールダウンしても良いことに注記されたく、たとえば、上述の
寸法のそれぞれは、必要に応じて、２、５、１０またはそれ以上の倍数でスケールアップ
またはスケールダウンされてもよい。
【０１３０】
　一部の実施形態において、１以上のチャネル接合部（たとえば、ピコ注入接合部等の１
以上の液滴形成接合部）が、「ステップダウン」構造を有する。たとえば図２６に示して
あり、ここで、ピコ注入部接合部およびピコ注入部接合部の下流の流れチャネルの部分は
、ピコ注入部接合部の上流の流れチャネルの部分よりも広い。このステップダウン構造に
より、液滴の摘み取りが促進され、ゆえに、液滴形成も促進される。ステップサイズは、
形成される液滴の所望されるサイズに基づき選択されてもよく、大きなステップは大きな
液滴を形成する。また、そのような構造により、原材料が、ピコ注入部から液滴へと注入
した後に、ピコ注入部からポタポタと滴り落ちることを防いでもよい。一部の実施形態に
おいて、ピコ注入部接合部およびピコ注入部接合部の下流の流れチャネルの幅は、ピコ注
入部接合部のすぐ上流の流れチャネルの幅よりも約５％～約５０％広く、たとえば、約５
～約１０％広く、約１０～約２０％広く、約２０～約３０％広く、約３０～約４０％広く
、または、約４０～約５０％広い。
【０１３１】
加工方法
　マイクロ加工プロセスは、基盤に用いられた材料のタイプ、および所望される製造量に
依存して異なる。少量生産、またはプロトタイプ製造に対しては、ＬＩＧＡ、粉末爆破、
レーザー切除、機械的加工、放電機械加工、光造形等の加工技術が挙げられる。マイクロ
流体学的デバイスの大量生産のための技術には、リソグラフィックプロセスまたはマスタ
ーベースプロセスのいずれかを用いても良い。シリコン／ガラス由来の基盤を加工するた
めのリソグラフィックプロセスとしては、半導体デバイスの加工に普遍的に用いられてい
るウェットエッチングおよびドライエッチングの両方が挙げられる。射出形成および熱エ
ンボス加工は多くの場合、プラスチック基板の大量生産に用いられる。
【０１３２】
ガラス、シリコンおよび他の「硬い」原材料（リソグラフィ、エッチング、蒸着）
　リソグラフィー、エッチングおよび蒸着技術の組み合わせを用いてガラス、シリコンお
よび他の「硬い」原材料のマイクロ管（ｍｉｃｒｏｃａｎａｌ）および微小空洞を作製し
てもよい。上述の技術に基づいた技術は、０．１～５００マイクロメーターのスケールで
のデバイス加工に普遍的に応用されている。
【０１３３】
　現在の半導体加工プロセスに基づいたマイクロ加工技術は通常、クリーンルームで行わ
れている。クリーンルームの質は、立方インチあたりの４μｍ未満のサイズの粒子の数に
より分類されている。ＭＥＭＳマイクロ加工に対する典型的なクリーンルームのクラスは
、１０００～１００００である。
【０１３４】
　ある実施形態においては、マイクロ加工にフォトリソグラフィーが用いられても良い。
フォトリソグラフィーにおいて、基盤に蒸着されるフォトレジストは、光マスクを通して
光源に露出される。標準的なフォトレジスト法により、１０～４０μｍまでの構造の高さ
とすることができる。もしさらに高い構造が必要である場合には、たとえばＳＵ－８、ま
たはポリイミド等の、より厚いフォトレジストを用いることができる（１ｍｍまでの高さ
となる）。
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【０１３５】
　マスク上のパターンをフォトレジストで覆った基盤に移した後、次いで、基質に、ウェ
ットプロセスまたはドライプロセスのいずれかを用いてエッチングを施す。ウェットエッ
チングにおいては、基盤（マスクにより防御されていない領域）は、液相中で化学処理を
受ける。エッチングプロセスにおいて用いられる液体試薬は、エッチングが等方性または
異方性のいずれであるかに依存する。等方性エッチングは通常、酸を使用して３次元構造
（たとえば、球状空洞）をガラスまたはシリコン中に形成する。異方性エッチングは、高
度に塩基性の溶媒を用いて、たとえば壁および管等の平坦な表面を形成する。シリコン上
の異方性ウェットエッチングは、傾いたチャネルプロファイルを形成する。
【０１３６】
　ドライエッチングには、ガス相またはプラズマ相のいずれか中でイオンにより基盤を処
理することを含む。ドライエッチング技術を用いて、長方形のチャネル切断面および任意
のチャネル経路を作製することができる。使用されうる様々なタイプのドライエッチング
としては、物理的、化学的、物理化学的（たとえば、ＲＩＥ）、および阻害物質を伴う物
理化学的なものが挙げられる。物理的エッチングは、電場により加速され、構造を「エッ
チング」するよう基盤表面に衝突するイオンを用いる。化学的エッチングは電場を用いて
化学種を基盤表面へと移動させてもよい。次いで、化学種を基盤表面と反応させ、くぼみ
と揮発性種を産生する。
【０１３７】
　ある実施形態においては、蒸着がマイクロ加工に用いられる。蒸着技術を用いて、金属
、絶縁物、半導体、ポリマー、タンパク質および他の有機基盤の層を形成してもよい。ほ
とんどの蒸着技術は、２つの主なカテゴリーのうちの１つに分類される：物理的蒸着（Ｐ
ＶＤ）および化学的蒸着（ＣＶＤ）である。ＰＶＤの一つの方法において、基盤標的は、
保持ガス（ｈｏｌｄｉｎｇ　ｇａｓ。たとえば蒸発により産生されうる）と接触する。ガ
ス中のある種が、標的の表面に吸着し、蒸着を構成する相を形成する。マイクロエレクト
ロニクス加工業界において普遍的に用いられている他の方法において、蒸着される物質を
含有する標的は、アルゴンイオンビームまたは他の適切なエネルギー源を用いて、スパッ
タされる。スパッタされた物質を、次いで、マイクロ流体学的デバイスの表面上に蒸着さ
せる。ＣＶＤにおいては、標的と接触している種が表面と反応し、目的物に化学結合した
成分を形成する。他の蒸着技術としては、スピンコーティング、プラズマスプレー法、プ
ラズマ重合、浸漬被覆、鋳造およびＬａｎｇｍｕｉｒ－Ｂｌｏｄｇｅｔｔフィルム蒸着が
挙げられる。プラズマスプレー法において、１００ｉｍｉまでの直径の粒子を含有する細
かい粉末を担体ガス中に懸濁する。粒子を含有する混合物を、プラズマジェットを通して
加速させ、加熱する。溶かされた粒子を基盤の上に散らし、凍結させ、濃いコーティング
を形成させる。プラズマ重合により、有機蒸気を含有するプラズマからポリマーフィルム
（たとえば、ＰＭＭＡ）が産生される。
【０１３８】
　マイクロチャネル、微小空洞および他の機能がガラスまたはシリコン基板へエッチング
された時点で、エッチングされた機能は通常、シールされ、マイクロ流体学的なデバイス
を確実に「防水」させる。シーリングを行う際、互いに接触させる全ての表面に接着を行
っても良い。シーリングプロセスは、融合技術（たとえば、ガラス－シリコン、ガラス－
ガラス、またはシリコン－シリコンの間の接合のために開発されたもの）を含んでも良い
。
【０１３９】
　陽極接合を、ガラスとシリコンの接合に用いても良い。電圧をガラスとシリコンの間に
適用させ、システムの温度を上げて、表面シーリングを誘導する。電場および温度上昇に
より、ガラス内のナトリウムイオンがガラス－シリコンの接合部分へと移動する。ガラス
－シリコン接合部分のナトリウムは、シリコン表面と非常に反応性があり、表面の間に固
形の化学的結合を形成する。用いられるガラスのタイプは、理想的には、シリコンに近い
熱膨張係数を有していなければならない（例えば、Ｐｙｒｅｘ　Ｃｏｒｎｉｎｇ　７７４
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０）。
【０１４０】
　融合接合を、ガラス－ガラスまたはシリコン－シリコンシーリングに用いても良い。最
初に、高い接触力を与えることにより基盤に共に力を加え、並べる。接触した時点で、原
子的引力（主にファンデルワールス力）によって基盤が共に維持され、溶鉱炉の中に置い
て、高温でアニールさせることができる。物質によって、用いられる温度は、約６００～
１１００℃の間の範囲にある。
【０１４１】
ポリマー／プラスチック
　本発明の実施形態に従い、マイクロマシニングプラスチック基板に多くの技術が用いら
れうる。特に、レーザー切断、ステレオリソグラフィー、酸素プラズマエッチング、粒子
ジェット切断、および微小電気－浸食などがある。これらの技術のうちの一部を用いて、
他の物質（ガラス、シリコン、セラミック等）を同様に形作ることもできる。
【０１４２】
　マイクロ流体学的デバイスの複数のコピーを製造するためには、複製技術が用いられる
。そのような技術には、最初にマスターまたは金型インサート（複製されるパターンを含
有する）を組み立てることが含まれる。次いで、マスターを用いて、ポリマー複製プロセ
スを介し、ポリマー基盤を大量生産する。
【０１４３】
　複製プロセスにおいて、金型に含まれるマスターパターンは、ポリマー構造に複製され
る。ある実施形態において、ポリマーと硬化剤の混合物を、高温の下、金型に注ぎ込む。
混合物を冷却した後、ポリマーは、金型のパターンを含有しており、次いで、それを金型
から取り出す。あるいは、プラスチックを、金型インサートを含有する構造に注入しても
良い。マイクロ注入においては、液体状態にまで加熱されたプラスチックを金型に注入す
る。分離および冷却の後でも、プラスチックは金型の形状を維持している。
【０１４４】
　シリコンベースの有機ポリマーであるＰＤＭＳ（ポリジメチルシロキサン）、を、成形
過程に用いて、マイクロ流体学的デバイスを作成しても良い。その弾性特性により、ＰＤ
ＭＳは、約５～５００μｍの間にあるマイクロチャネルによく適合する。ＰＤＭＳの固有
特性により、マイクロ流体学的な目的に対し、特によく適合する：
１）光学的に透明であり、流れの可視化が可能である；
２）適切な量の網状化剤と混合した際、ＰＤＭＳはマイクロ流体学的な接続を「水密」に
維持することを促進するエラストマーな性質を有する；
３）その弾力性ゆえに、膜を用いるバルブおよびポンプをＰＤＭＳで作製することができ
る；
４）未処置のＰＤＭＳは疎水性であり、酸素プラズマによる表面の酸化の後、または、強
塩基中への浸漬の後に、一時的に親水性となる；酸化ＰＤＭＳは、ガラス、シリコン、ま
たはポリエチレンの表面自体が酸化プラズマに曝露されたのであれば、それらに接着する
。
５）ＰＤＭＳはガスに対して浸透性である。管内に空気の泡がある場合でさえも、その空
気の泡は物質から追い出されるために、液体でチャネルを満たすことが促進される。しか
しまた、非極性有機溶媒に対しても浸透性である。
【０１４５】
　マイクロ注入を用いて、広範位のマイクロ流体学的なデザインに用いられるプラスチッ
ク基板を製造することができる。このプロセスにおいて、液体プラスチック材料は、真空
下で金型へと注入され、プラスチックのガラス転移温度よりも高い温度で圧力をかけられ
る。次いで、プラスチックをガラス転移温度よりも低い温度まで冷却する。金型から取り
出した後、得られたプラスチックの構造は、金型パターンのネガとなる。
【０１４６】
　さらに他の複製技術としては熱エンボス加工があり、ポリマー基盤およびマスターを、
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ポリマーのガラス転移温度、Ｔｇ（ＰＭＭＡまたはＰＣについては、約１００～１８０℃
）を上回るまで加熱する。次いで、エンボス加工マスターを、予め調整した圧縮力で基盤
にプレスする。次いで、システムを、Ｔｇよりも下に冷却し、次いで、金型と基盤を分離
する。
【０１４７】
　典型的には、ポリマーは、金型ツールからの分離で、最も高い物理的な力が与えられる
（特に、微小構造が高いアスペクト比および垂直壁を含有している場合）。ポリマー微小
構造にダメージが与えられることを避けるために、基盤および金型ツールの物質特性を考
慮しても良い。これらの特性としては、以下が挙げられる：側壁の粗度、側壁の角度、エ
ンボス加工マスターおよび基盤の間の化学的接触面、および温度計数。粗度は、分離プロ
セスの間、ツールと構造の間の摩擦力を生じさせるため、エンボス加工ツールが高い側壁
粗度の場合、ポリマーの微小構造にダメージを与えることがある。摩擦力が、ポリマーの
局所伸長強度よりも大きい場合、微小構造は破壊されることがある。ツールと基盤の間の
摩擦は、垂直壁を有する微小構造において重要でありうる。マスターと基盤の間の化学的
接触面もまた、考慮されても良い。エンボス加工のプロセスで、システムは高温に曝され
るため、化学的結合がマスター－基盤の接触面に形成されうる。これらの接触面の結合は
、分離プロセスを阻害する可能性がある。ツールおよび基盤の熱膨張係数における差異は
、追加摩擦力を生じさせうる。
【０１４８】
　金型、エンボス加工マスター、および他のマスター（上述の複製プロセスを介してプラ
スチック構造を複製するために用いられるパターンを含有する）を形成するために、様々
な技術を用いても良い。そのような技術の例としては、ＬＩＧＡ（以下に記述）、切断技
術、および、他の様々な機械的マシニング技術が挙げられる。また、類似の技術を、少量
のマスク、プロトタイプ、およびマイクロ流体学的な構造の作製に用いても良い。金型ツ
ールのために用いられる物質としては、金属、金属合金、シリコンおよび他の硬い物質が
挙げられる。
【０１４９】
　レーザー切断を用いて、基板上に直接、または、マスクの使用を介して、微小構造を形
成しても良い。この技術は、精密誘導のレーザーを、通常は赤外線と紫外線の間の波長で
、用いる。ガラス基板および金属基盤、ならびにポリマー基盤上で、レーザー切断を行っ
ても良い。固定されたレーザービームに対して基盤表面を動かす、または、固定された基
盤に対してレーザービームを動かす、のいずれかでレーザー切断を行っても良い。様々な
マイクロ壁、マイクロ管、および高アスペクト比の構造を、レーザー切断で作製すること
ができる。
【０１５０】
　たとえばステンレススチール等のある物質により、非常に耐久性のある金型インサート
を作成し、マイクロマシニングを行って、１０μｍ範囲にまで落とした構造を形成しても
よい。マイクロ加工のための様々な他のマイクロマシニング技術が存在する（μ－Ｅｌｅ
ｃｔｒｏ　Ｄｉｓｃｈａｒｇｅ　Ｍａｃｈｉｎｉｎｇ（μ－ＥＤＭ）、μ－ミリング、集
束イオンビームミリングを含む）。μ－ＥＭＤにより、伝導性物質中の３次元構造の加工
が可能となる。μ－ＥＤＭにおいて、物質は、電極（陰極ツール）およびワークピース（
陽極）の間に生成される高周波の放電により取り除かれる。ワークピースとツールの両方
が、誘電性流体中に浸漬される。この技術により、比較的粗い表面が生成されるが、物質
および形状の観点からは柔軟性がもたらされる。
【０１５１】
　電気めっきを、たとえばニッケル合金からの金型ツール／マスターの作製に用いても良
い。プロセスは、フォトレジストを用いて電気めっきの構造を規定するフォトリソグラフ
ィーステップから始まる。電気めっきが行われる領域には、レジストは無い。高アスペク
ト比および低い粗度の必要がある構造に対しては、ＬＩＧＡを用いて電気めっき構造を製
造することができる。ＬＩＧＡは、Ｌｉｔｈｏｇｒａｐｈｉｃ（リソグラフィー）、Ｇａ
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ｌｖａｎｏｆｏｒｍｕｎｇ（電気めっき）、Ａｂｆｏｒｍｕｎｇ（鋳造）のドイツの頭字
語である。ＬＩＧＡの１つの方法において、厚いＰＭＭＡ層をシンクロトロン源からのｘ
線に曝露する。ＬＩＧＡにより作製された表面は低い粗度（約１０ｎｍ　ＲＭＳ）を有し
、得られたニッケルツールは、ほとんどのポリマーに対して適した界面化学を有している
。
【０１５２】
　ガラスデバイスおよびシリコンデバイスと同様、ポリマーマイクロ流体学的デバイスも
、作動できるようになる前に密封しなければならない。マイクロ流体学的デバイスに関す
る接合プロセスにおける普遍的な問題としては、チャネルのブロッキングおよびチャネル
の物理的パラメーターの変化が挙げられる。ラミネーションは、プラスチックのマイクロ
流体学的デバイスをシールするために用いられる１つの方法である。１つのラミネーショ
ンプロセスにおいて、溶解付着層（通常５～１０μｍ）でコートしたＰＥＴホイル（約３
０μｍ）を、加熱したローラーで、微小構造上を回転させることである。このプロセスを
介し、フタのホイルが、チャネルプレート上にシールされる。いくつかの研究グループは
、チャネルを閉じるために構造物を加熱し、反対側に力を加える、接触面での重合による
接合を報告している。しかし、過剰な力が適用されると、微小構造を傷つける可能性があ
る。プラスチック－プラスチック接触面およびプラスチック－ガラス接触面に対する、可
逆的および非可逆的な接合技術が存在する。可逆的なシーリングの１つの方法には、最初
にＰＤＭＳ基盤およびガラスプレート（またはＰＤＭＳの第二の部品）をメタノールで完
全にリンスし、乾燥させる前に、互いの表面を接触させることが含まれる。次いで、微小
構造を１０分間、６５℃のオーブンで乾燥させる。このプロセスにクリーンルームは必要
ない。不可逆的なシーリングは、最初に部品をメタノールで完全にリンスし、次いで、窒
素流で別々に乾燥させることで行われる。次いで、２つの部品を空気プラズマクリーナー
中に置き、約４５秒間、高出力で酸化させる。次いで、基盤を互いに接触させることで、
自然と不可逆的なシールが形成される。
【０１５３】
　他の利用可能な技術としては、レーザー溶接および超音波溶接が挙げられる。レーザー
溶接においては、ポリマーはレーザーにより産生された熱を介して互いに接合される。こ
の方法はマイクロポンプの加工において用いられている。超音波溶接は、一部のアプリケ
ーションにおいて用いられうる他の接合技術である。
【０１５４】
　本明細書に記述される核酸増幅技術は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）である。しか
しながら、ある実施形態においては、ＰＣＲではない増幅技術が用いられても良い（たと
えば、リアルタイム鎖置換増幅（ＳＤＡ）、ローリングサイクル増幅（ＲＣＡ）、および
多置換増幅（ＭＤＡ）等の、様々な定温核酸増幅技術）。
【０１５５】
　ＰＣＲ増幅モジュールに関して、そのようなモジュールには、少なくとも、核酸を増幅
させるための基本的な構成要素（たとえば、十分な濃度の４つのヌクレオチド）、プライ
マー、ポリメラーゼ（たとえば、Ｔａｑ）および適切な温度制御プログラム）を提供しな
ければならない。ポリメラーゼおよびヌクレオチド構成要素は、増幅モジュールへの外部
ポートを介して、または上流源からもたらされる、緩衝溶液中で、提供されても良い。あ
る実施形態において、選別モジュールに提供される緩衝液流は、核酸増幅のためのすべて
の原材料のうちの一部を含有する。特にＰＣＲについては、高度な反応効率を得るために
は、反応混合物の正確な温度制御が極めて重要である。オン－チップの熱制御の１つの方
法は、電極を用いて、基底された位置でモジュールの中の液体を加熱するＪｏｕｌｅ加熱
法である。液体の伝導性が、パワー制御のための、温度フィードバックとして用いられて
も良い。
【０１５６】
　ある実施形態において、ＰＣＲ混合物を含有するドロップは、ＰＣＲに効果的な条件下
で液滴をインキュベートするチャネルを通って流されても良い。チャネルを通って微小液
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滴を流すことには、ＰＣＲに有効な温度で維持された様々な温度ゾーンの上を蛇行して渡
るチャネルが含まれても良い。そのようなチャネルは、たとえば、２以上の温度ゾーンの
上を循環しても良く、ここで、少なくとも１つのゾーンは約６５℃に維持され、および少
なくとも１つのゾーンは、約９５℃に維持されている。ドロップがそのようなゾーンを通
って動くにつれ、ＰＣＲに必要な、それらの温度が循環する。ゾーンの正確な数、および
各ゾーンのそれぞれの温度は、所望のＰＣＲ増幅を得るために、当業者により容易に決定
されうる。
【０１５７】
　他の実施形態において、微小液滴のインキュベートには、Ｍｅｇａｄｒｏｐｌｅｔアレ
イの使用が含まれても良い。そのようなデバイスにおいて、アレイは、チャネル天井が、
直径約２５μｍの数百万の円形トラップで凹みが付けられているチャネルからなる。ドロ
ップは、分配プレート（トラッピングチャネルの注入口を接続する大きなチャネル）を用
いてトラッピングチャネルへと分配される（図１２、パネルＡ）。トラッピングチャネル
と比較して、分配チャネルのサイズは大きいため（液滴トラッピングチャネルはたった約
１５ｘ１００μｍであるのに対し、分配チャネルは約１００ｘ５００μｍの高さと幅であ
る）、分配チャネルの流体力学的抵抗力は、トラッピングチャネルのそれよりも１５００
倍低く；このことにより、トラッピングチャネルが満たされ始める前に、分配チャネルは
確実にドロップで満たされ、それにより、トラッピングチャネルへのドロップの分配さえ
も可能となる。チャネルの縦の高さはドロップよりも１５μｍまたは１０μｍ低いため、
ドロップがトラッピングチャネルへと流れ込む際、ドロップはややパンケーキ状の形をと
る（図１２、パネルＢに示す）。ドロップがトラップに近づくと、その接触面は、より大
きな、よりエネルギー的に好ましい曲率半径をとる。その表面エネルギーを最小化するた
めに、ドロップは完全にトラップを満たし、それにより、最も低い、最もエネルギー的に
好ましい、平均曲率半径を取ることが可能となる。トラップがドロップで満たされた後、
トラップはわずか１つのドロップを入れるのに十分な大きさしかないため、他のドロップ
は入ることができず；追加のドロップは下流へと迂回させられ、出会う最初の空のトラッ
プを満たす。アレイは密集した乳剤を用いて満たされているため、全てのトラップは、ド
ロップにより満たされる（低い流動状態の下では、これが最もエネルギー的に好ましいた
め）。液滴アレイが満たされた後、油を注入して、過剰なドロップを取り除き、アレイは
熱循環され、画像解析される。
【０１５８】
　様々な異なる方法を用いてデバイスのトラップを満たしても良い。たとえば、浮力効果
および遠心を用いて満たし、および、地球の重力場に対してデバイスをひっくり返すこと
によりトラップを空にしても良い（液滴の密度は、フッ化炭素担体油の６３％であるため
）。すなわち、もしドロップが油層よりも重い場合、乳剤があふれ出た際にドロップがウ
ェルへと沈むように、ウェルがデバイスの「床」へと刻み込まれても良い。乳剤の流速は
、これを最適化するために調節することができ、およびドロップサイズは、ウェルが１回
に１つのドロップのみを適合させることができるように、ウェルとおおよそ同じサイズで
あるように作られる。他の態様において、ドロップはまた、または代わりに、ウェルの無
い大きなチャンバーの中に保存されることができる。
【０１５９】
　デバイスは、ペルチェプレート、放熱板、および制御用コンピューターからなるヒータ
ーを用いて熱循環されてもよい（図１２、パネルＡ；図１３）。ペルチェプレートにより
、流す電力を制御することにより、室温より上、または下に、チップを加熱および／また
は冷却させることができる。温度制御および温度の再現を確実にするために、組込み温度
プローブを用いてコンピューターによりアレイの温度をモニターし、および、必要に応じ
て加熱および冷却するために流す電流を調節する。金属の（たとえば、銅の）プレートに
より、熱の均一な適用および、冷却サイクル中の余剰熱の放散が可能となり、それにより
、１分以下の実行時間で、９５℃から６０℃まで冷却することが可能となる。微小液滴を
画像化するために、ある実施形態において、スキャナーベッドを組み込んでも良い。ある



(42) JP 6514105 B2 2019.5.15

10

20

30

40

50

態様においては、スキャナーベッドは、Ｃａｎｏｓｃａｎ９０００Ｆのスキャナーベッド
である。
【０１６０】
　標的成分から効率的に核酸を増幅するために、マイクロ流体学的システムに、試料を増
幅モジュールに供する前に核酸を遊離させるための、細胞溶解モジュール、または、ウイ
ルスタンパク質コート破砕モジュールを含んでも良い。細胞溶解モジュールは、細胞溶解
を生じさせるための化学的、熱的、および／または、機械的手段に依存してもよい。細胞
膜は脂質二重膜からなるため、界面活性剤を含有する溶解緩衝液により、脂質膜を可溶化
することができる。典型的には、溶解緩衝液は、外部ポートから溶解チャンバーへと直接
導入され、細胞が選別プロセスまたは他の上流プロセス中に、早く溶解されてしまわない
ようにする。細胞小器官の完全性が必要である場合には、化学的溶解法は適さない可能性
がある。せん断および摩耗による細胞膜の機械的破壊は、あるアプリケーションに適して
いる。機械的技法に依存する溶解モジュールは、モジュールに入る細胞に穴を開けること
、せん断すること、摩耗させることを行う様々な幾何学的特性を有しても良い。他の機械
的破壊のタイプ（たとえば、音響技術）もまた、適切な溶解物を生成しうる。さらに、熱
エネルギーを用いて、たとえば細菌、酵母および胞子等の細胞を溶解することもできる。
加熱により細胞膜を破壊し、細胞内物質が放出される。マイクロ流体システム中で細胞内
分画を可能とするために、溶解モジュールは、動電的な技術またはエレクトロポレーショ
ンを用いても良い。エレクトロポレーションは、細胞膜に変化をもたらす外部電場を適用
することにより、細胞膜に一時的、または永続的な穴を開け、膜電位を混乱させる。マイ
クロ流体学的なエレクトロポレーションデバイスにおいて、膜は、永続的に破壊されてい
ても良く、細胞膜上の穴は、所望の細胞内放出物質を放出させるために継続されていても
良い。
【０１６１】
単一細胞ＲＴ－ＰＣＲマイクロ流体学的デバイス
　本明細書の他の態様において、単一細胞ＲＴ－ＰＣＲマイクロ流体学的デバイスが提示
される（図３２を参照として、以下に詳述される）。ある実施形態において、単一細胞Ｒ
Ｔ－ＰＣＲマイクロ流体学的デバイスには、微小液滴をマイクロ流体学的デバイスへと導
入するための、流れ焦点ドロップメーカーに連結されうる、インプットマイクロチャネル
が含まれ、ここで、当該流れ焦点ドロップメーカーは、インプットマイクロチャネルにお
いて微小液滴の間に間隔をあけ（たとえば、油等の適切な大量の疎水性層により）、ここ
で、各微小液滴は細胞溶解試料に含まれても良い。例示的な実施形態を図３２（パネルＡ
）に示す。
【０１６２】
　マイクロ流体学的デバイスはさらに、インプットマイクロチャネルとの流体連通中の対
形成マイクロチャネル、および、当該対形成マイクロチャネルとの流体連通中の希釈緩衝
液ドロップメーカーをさらに含んでも良い。そのような実施形態において、各微小液滴よ
りも大きく、各微小液滴と対を形成する希釈緩衝液のドロップを希釈緩衝液ドロップメー
カーが産生する、対形成マイクロチャネルへと、インプットマイクロチャネルからの微小
液滴が流れる。ある実施形態において、希釈緩衝液ドロップメーカーは、Ｔ字形接合部ド
ロップメーカーである。例示的な実施例を図３２（パネルＢ）に示す。
【０１６３】
　マイクロ流体学的デバイスはまた、対形成マイクロチャネルとの流体連通中の融合マイ
クロチャネルを含んでも良く、当該融合マイクロチャネルは、それに近接して置かれた電
場生成器を含んでいる。そのような実施形態において、対となった微小液滴および希釈緩
衝液のドロップは、対形成マイクロチャネルから融合マイクロチャネルへと入り、電場生
成器により生じた電場を通り過ぎる際に融合され、希釈された微小液滴が作製される。任
意の適切な電場生成器を用いて、希釈微小液滴を作製しても良い。ある実施形態において
、電場は、金属電極により生じる。他の実施形態において、電場は、本明細書に記述され
る液体電極により生じる。例示的な実施例を、図３２（パネルＣ）に示す。
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【０１６４】
　マイクロ流体学的デバイスはまた、融合マイクロチャネルとの流体連通中の一連の混合
マイクロチャネルを含有してもよい。そのような混合マイクロチャネルにより、希釈微小
液滴の内容物の混合が可能となる。
【０１６５】
　マイクロ流体学的デバイスはまた、混合マイクロチャネルとの流体連通中のドロップサ
ンプラーを含有してもよい。そのようなドロップサンプラーは、希釈された微小液滴の試
料を採取することが可能である（たとえば、マイクロ流体学的デバイスにおいて行われる
、次なるＲＴ－ＰＣＲ反応に用いるために）。例示的な実施例を図３２（パネルＤ）に示
す。
【０１６６】
　マイクロ流体学には、ピコ注入器を備えるピコ注入マイクロチャネルを含有しても良く
、ここで、当該ピコ注入マイクロチャネルは、ドロップサンプラーにより作製された希釈
微小液滴の試料を受け取ることができる加圧型マイクロチャネルであっても良く、それに
より、ピコ注入器が、試料中にＲＴ－ＰＣＲ試薬をピコ注入することができる。ある実施
形態において、ピコ注入は、ピコ注入マイクロチャネルに適用された電場により補助され
る。任意の電場生成器を用いて、ピコ注入のための電場を生じさせてもよい。ある実施形
態において、電場は、金属電極により生じる。他の実施形態において、電場は、本明細書
に検討される液体電極により生じる。例示的な実施例を図３２（パネルＥ）に示す。
【０１６７】
　ＲＴ－ＰＣＲ試薬をピコ注入された希釈微小液滴の試料を、次いで、本明細書に記述さ
れる任意の方法を用いて、ＲＴ－ＰＣＲに状態に供することができる。単一細胞ＲＴ－Ｐ
ＣＲマイクロ流体学的デバイスは、ＲＴ－ＰＣＲ試薬添加の前に細胞溶解試料の希釈を有
利に行うことができる。そのような希釈により、細胞溶解物の成分により生じる場合があ
るＲＴ－ＰＣＲの阻害が予防される。ある実施形態において、マイクロ流体学的デバイス
には、細胞および溶解試薬を微小液滴中に内包化するための、インプットマイクロチャネ
ルとの流体連通中に内包化チャンバーを含有しても良い。そのような実施形態において、
インプットマイクロチャネルは、色素内包化チャンバーから微小液滴を受け取ることがで
きる。
【０１６８】
　本開示のある非限定的な態様において、以下が提示される：
１．以下を含む、細胞を検出するための方法：
　対象由来の生物学的試料から得た細胞を微小液滴中に内包化することであって、ここで
、少なくとも１つの細胞が当該微小液滴中に存在するものであり；
　細胞溶解に効果的な条件下で当該微小液滴をインキュベートすること；
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）試薬、検出成分、および複数のＰＣＲプライマーを当
該微小液滴中へと導入すること、および、ＰＣＲ増幅が可能な条件下で当該微小液滴をイ
ンキュベートして、ＰＣＲ増幅産物を産生することであって、ここで、複数のＰＣＲプラ
イマーは、１以上のオリゴヌクレオチドに対してそれぞれハイブリダイズする１以上のプ
ライマーを含有するものであり；および、
　検出成分の検出によりＰＣＲ増幅産物の存在または非存在を検出することであって、こ
こで、当該検出成分の検出は、ＰＣＲ増幅産物の存在を示すものであり；
　ここで、１以上のステップは、マイクロ流体学的制御の下で行われる。
２．細胞溶解に効果的な条件下で当該微小液滴をインキュベートすることは、溶解剤を当
該微小液滴中に導入することを含む、１に記載の方法。
３．当該１以上のオリゴヌクレオチドが癌遺伝子である、１または２に記載の方法。
４．当該生物学的試料が血液であり、当該方法は、ＰＣＲ増幅産物が検出された微小液滴
の数に少なくとも部分的に基づいて、対象の血液試料中に存在する循環腫瘍細胞（ＣＴＣ
）の数を測定することを含む、１～３のいずれかに記載の方法。
５．全てのステップが、マイクロ流体学的な制御の下で行われる、１～４のいずれかに記
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載の方法。
６．全てのステップが、同じマイクロ流体学的デバイス上で行われる、５に記載の方法。
７．当該複数のＰＣＲプライマーは、１０以上のプライマーを含む、１～６のいずれかに
記載の方法。
８．当該複数のＰＣＲプライマーは、２０～１００のプライマーを含む、１～７のいずれ
かに記載の方法。
９．当該複数のＰＣＲプライマーは、１０以上の癌遺伝子に対するプライマーを含む、１
～８のいずれかに記載の方法。
１０．ＰＣＲ増幅が可能な条件下で微小液滴をインキュベートすることが、細胞の内包化
および当該細胞の溶解に用いられたものと同じマイクロ流体学的デバイス上で行われる、
１～９のいずれかに記載の方法。
１１．当該ＰＣＲ試薬およびＰＣＲプライマーは、溶解剤と同時に添加される、１～１０
のいずれかに記載の方法。
１２．当該ＰＣＲ試薬は、２以上のステップで添加される、１～１１のいずれかに記載の
方法。
１３．微小液滴にプローブを導入することをさらに含む、１～１２のいずれかに記載の方
法。
１４．当該プローブは、ＰＣＲ増幅が可能な条件下で微小液滴をインキュベートすること
よりも前に導入される、１３に記載の方法。
１５．当該プローブは、ＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブである、１３または１４に記
載の方法。
１６．試薬を含有する第二の微小液滴と、微小液滴を融合させることにより、試薬が微小
液滴に添加される、１～１５のいずれかに記載の方法。
１７．液滴合体またはピコ注入のいずれかを用いて試薬が微小液滴に添加される、１～１
６のいずれかに記載の方法。
１８．１～１７のいずれか１つに記載の方法であって、以下を含む方法により、微小液滴
に試薬が添加される、方法：
　ａ）液滴流へ試薬を乳化させることであって、ここで、当該液滴は、微小液滴のサイズ
よりも小さい；
　ｂ）微小液滴と液滴を共に流すこと；および、
　ｃ）微小液滴と液滴を融合させること。
１９．液滴の直径が、微小液滴の直径より、２５％またはそれよりも小さく、および、複
数の液滴が微小液滴と融合される、１８に記載の方法。
２０．融合することは、電場を適用することを含む、１８または１９に記載の方法。
２１．１～２０のいずれか１つに記載の方法であって、以下を含む方法により試薬が微小
液滴に添加される、方法：
　ａ）試薬を噴流へと噴出させること；
　ｂ）微小液滴に沿って噴流を流すこと；および、
　ｃ）微小液滴と液滴を融合させること。
２２．融合することは、電場を適用することを含む、２１に記載の方法。
２３．試薬を噴出させることは、粘度増加剤または界面活性剤を添加することを含む、２
１または２２に記載の方法。
２４．電極として微小液滴へと注入される液体を用いることを含む方法により、試薬が微
小液滴に添加される、１～２３のいずれかに記載の方法。
２５．検出成分が、蛍光の変化に基づき検出される、１～２４のいずれかに記載の方法。
２６．蛍光における変化は、蛍光共鳴エネルギー転移（ＦＲＥＴ）によるものである、２
５に記載の方法。
２７．蛍光における変化は、蛍光偏光によるものである、２５に記載の方法。
２８．検出成分は、挿入染色である、２５または２７に記載の方法。
２９．ＰＣＲ増幅産物の存在または非存在の検出は、微小液滴を繰り返し画像撮影するこ



(45) JP 6514105 B2 2019.5.15

10

20

30

40

50

とを含む、１～２８のいずれかに記載の方法。
３０．ＰＣＲ増幅が可能な条件に微小液滴が供されてＰＣＲ増幅産物が産生される間、微
小液滴が繰り返し画像撮影される、２９に記載の方法。
３１．ＰＣＲ増幅が可能な条件下で微小液滴をインキュベートすること、および、ＰＣＲ
増幅産物の存在または非存在を検出することが、Ｍｅｇａｄｒｏｐｌｅｔアレイ上で行わ
れる、１～３０のいずれかに記載の方法。
３２．微小液滴を選別することを含む、１～３１のいずれかに記載の方法。
３３．選別することは、膜バルブ、分岐チャネル、表面音響波、または誘電泳動を用いる
ことを含む、３２に記載の方法。
３４．微小液滴は、サイズ、粘度、質量、浮力、表面張力、電気伝導率、電荷、または磁
性を含む特性に基づいて選別される、３２または３３に記載の方法。
３５．ＰＣＲ増幅産物の存在または非存在の検出に少なくとも部分的に基づいて選別する
ことを含む、３２～３４のいずれかに記載の方法。
３６．微小液滴は、ＰＣＲ試薬の導入の前に選別される、３２～３５のいずれかに記載の
方法。
３７．微小液滴は、溶解剤の導入の前に選別される、３２～３６のいずれかに記載の方法
。
３８．以下をさらに含む、１～３７のいずれかに記載の方法：
　希釈剤を微小液滴に注入すること；
　微小液滴が分割される条件の下で、電場が適用されているマイクロ流体学的チャネルを
通って微小液滴を流すこと。
３９．対象は、哺乳類である、１～３８のいずれかに記載の方法。
４０．対象は、ヒトである、１～３９のいずれかに記載の方法。
４１．対象は、癌を有すると診断されている、１～４０のいずれかに記載の方法。
４２．生物学的試料が、血液試料である、１～４１のいずれかに記載の方法。
４３．血液試料が、全血である、４２に記載の方法。
４４．血液試料を分画することを含む、４２または４３に記載の方法。
４５．対象の血液の３０ｍＬ以下を採血することを含む、４２～４４のいずれか１つに記
載の方法。
４６．血液試料が、１５ｍＬ以下である、４５に記載の方法。
４７．細胞を固定すること、および／または、透過処理することを含む、１～４６のいず
れか１つに記載の方法。
４８．複数の異なる検出成分を導入すること、および、当該複数の検出成分の検出により
ＰＣＲ増幅産物の存在または非存在を検出すること、を含み、ここで、検出成分の検出は
、ＰＣＲ増幅産物の存在を示す、１～４７のいずれか１つに記載の方法。
４９．検出可能な標識抗体と、細胞またはその成分とを接触させることを含む、１～４８
のいずれか１つに記載の方法。
５０．以下を含む、腫瘍細胞を検出するための方法：
　大部分の微小液滴がゼロまたは１つの細胞を含有する条件下で、複数の微小液滴に複数
の細胞を内包化させることであって、ここで、当該複数の細胞は、循環腫瘍細胞（ＣＴＣ
）を含有すると推測される対象の血液試料から得られたものであり；
　１つの細胞を含有する微小液滴に関し、当該複数の微小液滴を富化させること；
　当該複数の微小液滴に溶解剤を導入すること、および細胞溶解に効果的な条件下でイン
キュベートすること；
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）試薬、検出成分、および複数のＰＣＲプライマーを、
当該複数の微小液滴に導入すること、および、当該複数の微小液滴をＰＣＲ増幅が可能な
条件下でインキュベートしＰＣＲ増幅産物を産生することであって、ここで、当該複数の
ＰＣＲプライマーは、１以上の癌遺伝子に対してそれぞれハイブリダイズする１以上のプ
ライマーを含有するものであり；
　検出成分の検出により、ＰＣＲ増幅産物の存在または非存在を検出することであって、
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ここで、検出成分の検出は、ＰＣＲ増幅産物の存在を示すものであり；ならびに、
　対象の血液試料中に存在するＣＴＣの数を、ＰＣＲ増幅産物が検出された微小液滴の数
に少なくとも部分的に基づいて、測定すること；
　ここで、１以上のステップが、マイクロ流体学的な制御の下で行われる。
５１．マイクロ流体学的な制御のもとで、全てのステップがすべて行われる、５０に記載
の方法。
５２．全てのステップが、同じマイクロ流体学的デバイス上で行われる、５０または５１
に記載の方法。
５３．複数のＰＣＲプライマーは、１０以上のプライマーを含有する、５０～５２のいず
れかに記載の方法。
５４．複数のＰＣＲプライマーは、１０以上の癌遺伝子に対するプライマーを含む、５０
～５３のいずれかに記載の方法。
５５．複数のプライマーは、複数のプローブを含む、５０～５４のいずれかに記載の方法
。
５６．プローブは、ＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブを含有する、５５に記載の方法。
５７．ＰＣＲ試薬は、２以上のステップで添加される、５０～５６のいずれかに記載の方
法。
５８．微小液滴へプローブを導入することをさらに含む、５０～５７のいずれかに記載の
方法。
５９．試薬を含有する第二の微小液滴と、微小液滴を融合させることにより、試薬が複数
の微小液滴に添加される、５０～５８のいずれかに記載の方法。
６０．液滴合体またはピコ注入のいずれかを用いて、複数の微小液滴に試薬が添加される
、５０～５９のいずれかに記載の方法。
６１．５０～６０のいずれか１つに記載の方法であって、以下を含む方法により、複数の
微小液滴に試薬が添加される、方法：
　ａ）液滴流へ試薬を乳化させることであって、ここで、当該液滴は、微小液滴のサイズ
よりも小さいものであり；
　ｂ）微小液滴と液滴を共に流すこと；および、
　ｃ）微小液滴と液滴を融合させること。
６２．当該融合は、電場を適用することを含む、５８に記載の方法。
６３．５０～６２のいずれか１つに記載の方法であって、以下を含む方法により、複数の
微小液滴に試薬が添加される、方法：
　ａ）試薬を噴流へと噴出させること；
　ｂ）微小液滴に沿って噴流を流すこと；および、
　ｃ）微小液滴と液滴を融合させること。
６４．電極として微小液滴へと注入される液体を用いることを含む方法により、試薬が微
小液滴に添加される、５０～６３のいずれかに記載の方法。
６５．微小液滴を選別することを含む、５０～６４のいずれかに記載の方法。
６６．当該複数の微小液滴は、サイズ、粘度、質量、浮力、表面張力、電気伝導率、電荷
、または磁性を含む特性に基づいて選別される、６５に記載の方法。
６７．当該複数の微小液滴は、ＰＣＲ試薬の導入の前に選別される、６５～６６のいずれ
かに記載の方法。
６８．ＰＣＲ増幅産物の存在または非存在の検出は、複数の微小液滴を繰り返し画像撮影
することを含む、５０～６７のいずれかに記載の方法。
６９．ＰＣＲ増幅が可能な条件に当該複数の微小液滴が供されてＰＣＲ増幅産物が産生さ
れる間、当該複数の微小液滴が繰り返し画像撮影される、６８に記載の方法。
７０．ＰＣＲ増幅が可能な条件下で当該複数の微小液滴をインキュベートすること、およ
び、ＰＣＲ増幅産物の存在または非存在の検出が、Ｍｅｇａｄｒｏｐｌｅｔアレイ上で行
われる、５０～６９のいずれかに記載の方法。
７１．対象は、哺乳類である、５０～７０のいずれかに記載の方法。
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７２．対象は、ヒトである、５０～７１のいずれかに記載の方法。
７３．対象は、癌を有すると診断されている、５０～７２のいずれかに記載の方法。
７４．以下を含む、細胞の遺伝子型を決定する方法：
　対象由来の生物学的試料から得た細胞を微小液滴中に内包化することであって、ここで
、１つの細胞が、微小液滴中に存在し；
　当該微小液滴中に溶解剤を導入すること、および、細胞溶解に効果的な条件下で微小液
滴をインキュベートすること；
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）試薬および複数のＰＣＲプライマーを、微小液滴に導
入すること、および、ＰＣＲ増幅が可能な条件下で微小液滴をインキュベートしてＰＣＲ
増幅産物を産生させることであって、ここで、当該複数のＰＣＲプライマーは、１以上の
癌遺伝子にそれぞれハイブリダイズする１以上のプライマーを含有するものであり；
　複数のプローブを当該微小液滴に導入することであって、ここで、当該プローブは、対
象の１以上の変異に対してハイブリダイズし、および、異なる波長で蛍光を発するもので
あり；ならびに、
　プローブの蛍光検出により特異的ＰＣＲ増幅産物の存在または非存在を検出することで
あって、ここで、蛍光の検出は、ＰＣＲ増幅産物の存在を示唆するものであり；
　ここで１以上のステップが、マイクロ流体学的な制御の下で行われる。
７５．当該プローブは、ＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブを含有する、７４に記載の方
法。
７６．プローブの蛍光検出により特異的ＰＣＲ増幅産物の存在または非存在を検出するこ
とは、ＰＣＲ増幅が可能となる条件に微小液滴が供されてＰＣＲ増幅産物が産生される間
、当該微小液滴を繰り返し画像撮影することを含む、７４または７５に記載の方法。
７７．時間依存的な蛍光の情報を得ることを含む、７６に記載の方法。
７８．試薬を含有する第二の微小液滴と、微小液滴とを融合させることにより、試薬が微
小液滴に添加される、７４～７７のいずれかに記載の方法。
７９．液滴合体またはピコ注入のいずれかを用いて、試薬が微小液滴に添加される、７４
～７８のいずれかに記載の方法。
８０．７４～７９のいずれか１つに記載の方法であって、以下を含む方法により、試薬が
微小液滴に添加される、方法：
　ａ）液滴流へ試薬を乳化させることであって、ここで、当該液滴は、微小液滴のサイズ
よりも小さいものであり；
　ｂ）微小液滴と液滴を共に流すこと；および、
　ｃ）微小液滴と液滴を融合させること。
８１．７４～８０のいずれか１つに記載の方法であって、以下を含む方法により、試薬が
微小液滴に添加される、方法：
　ａ）試薬を噴流へと噴出させること；
　ｂ）微小液滴に沿って噴流を流すこと；および、
　ｃ）微小液滴と液滴を融合させること。
８２．電極として微小液滴に注入される液体を用いることを含む方法により、試薬が微小
液滴に添加される、７４～８１のいずれかに記載の方法。
８３．微小液滴を選別することを含む、７４～８２のいずれかに記載の方法。
８４．微小液滴は、サイズ、粘度、質量、浮力、表面張力、電気伝導率、電荷、または磁
性を含む特性に基づいて選別される、８３に記載の方法。
８５．対象は、哺乳類である、７４～８４のいずれかに記載の方法。
８６．対象は、ヒトである、７４～８５のいずれかに記載の方法。
８７．対象は、癌を有すると診断されている、７４～８６のいずれかに記載の方法。
８８．以下を含む、対象における癌の検出のための方法：
　対象由来の生物学的試料から得たオリゴヌクレオチドを微小液滴中に内包化することで
あって、ここで、少なくとも１つのオリゴヌクレオチドが当該微小液滴中に存在しており
；
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　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）試薬、検出成分、および複数のＰＣＲプライマーを微
小液滴へと導入すること、および、ＰＣＲ増幅が可能となる条件の下で微小液滴をインキ
ュベートしてＰＣＲ増幅産物を産生することであって、ここで、当該複数のＰＣＲプライ
マーは、１以上の癌遺伝子にそれぞれハイブリダイズする１以上のプライマーを含有する
ものであり；
　検出成分の検出によりＰＣＲ増幅産物の存在または非存在を検出することであって、こ
こで、検出成分の検出は、ＰＣＲ増幅産物の存在を示すものであり；ならびに、
　対象が、癌を有するか否かを、ＰＣＲ増幅産物の存在または非存在に少なくとも部分的
に基づいて診断すること；
　ここで、１以上のステップが、マイクロ流体学的な制御の下で行われる。
８９．当該複数のＰＣＲプライマーは、１０以上のプライマーを含有する、８８に記載の
方法。
９０．当該複数のＰＣＲプライマーは、１０以上の癌遺伝子に対するプライマーを含有す
る、８８～８９のいずれかに記載の方法。
９１．微小液滴へとプローブを導入することをさらに含む、８８～９０のいずれかに記載
の方法。
９２．プローブは、ＰＣＲ増幅が可能な条件下で微小液滴をインキュベートする前に導入
される、９１に記載の方法。
９３．プローブは、ＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブである、９１または９２のいずれ
かに記載の方法。
９４．試薬を含有する第二の微小液滴と、微小液滴を融合させることにより、試薬が微小
液滴に添加される、８８～９３のいずれかに記載の方法。
９５．液滴合体またはピコ注入のいずれかを用いて、試薬が微小液滴に添加される、８８
～９４のいずれかに記載の方法。
９６．８８～９５のいずれか１つに記載の方法であって、以下を含む方法により試薬が微
小液滴に添加される、方法：
　ａ）液滴流へ試薬を乳化させることであって、ここで、当該液滴は、微小液滴のサイズ
よりも小さいものであり；
　ｂ）微小液滴と液滴を共に流すこと；および、
　ｃ）微小液滴と液滴を融合させること。
９７．８８～９６のいずれか１つに記載の方法であって、以下を含む方法により試薬が微
小液滴に添加される、方法：
　ａ）試薬を噴流へと噴出させること；
　ｂ）微小液滴に沿って噴流を流すこと；および、
　ｃ）微小液滴と液滴を融合させること。
９８．電極として微小液滴へと注入される液体を用いることを含む方法により、試薬が微
小液滴に添加される、８８～９７のいずれかに記載の方法。
９９．検出成分は、蛍光における変化に基づいて検出される、８８～９８のいずれかに記
載の方法。
１００．ＰＣＲ増幅産物の存在または非存在の検出は、微小液滴を繰り返し画像撮影する
ことを含む、８８～９９のいずれかに記載の方法。
１０１．ＰＣＲ増幅が可能となる条件の下に微小液滴が供されてＰＣＲ増幅産物が産生さ
れる間、当該微小液滴が繰り返し画像撮影される、１００に記載の方法。
１０２．微小液滴を選別することを含む、８８～１０１のいずれかに記載の方法。
１０３．微小液滴は、サイズ、粘度、質量、浮力、表面張力、電気伝導率、電荷、または
磁性を含む特性に基づいて選別される、１０２に記載の方法。
１０４．ＰＣＲ増幅産物の存在または非存在の検出に少なくとも部分的に基づいて選別す
ることを含む、８８～１０３のいずれかに記載の方法。
１０５．以下をさらに含む、８８～１０４のいずれか１つに記載の方法：
　希釈剤を微小液滴に注入すること；および、
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　微小液滴が分割される状態の下で、電場が適用されているマイクロ流体学的なチャネル
を通して、微小液滴を流すこと。
１０６．対象が、哺乳類である、８８～１０５のいずれかに記載の方法。
１０７．対象が、ヒトである、８８～１０６のいずれかに記載の方法。
１０８．対象が、癌を有すると診断されている、８８～１０７のいずれかに記載の方法。
１０９．以下を含むマイクロ流体学的デバイス：
　微小液滴中に、対象の血液試料から得た細胞を内包化するための細胞内包化デバイス；
　細胞内包化デバイスと流体連通にある第一のチャンバーであって、当該第一のチャンバ
ーは、第一の試薬を微小液滴に添加するための、第一の試薬注入器構成要素、および発熱
体を含有する第一のチャンバー；
　第一のチャンバーと流体連通にある第二のチャンバーであって、当該第二のチャンバー
は、第二の試薬を微小液滴に添加するための、第二の試薬注入器構成要素、および発熱体
を含有し、ここで、当該発熱体は、２以上の温度で微小液滴を加熱するよう構成されてい
る第二のチャンバー；および、
　第二のチャンバーから反応産物の存在または非存在を検出する、第二のチャンバーと流
体連通にある検出領域。
１１０．第二のチャンバーの発熱体は、ペルチェプレート、放熱板、および制御コンピュ
ーターを含有する、１０９に記載のマイクロ流体学的デバイス。
１１１．当該マイクロ流体学的デバイスは、１以上の液体電極を含有する、１０９に記載
のマイクロ流体学的デバイス。
１１２．以下を含む単一細胞ＲＴ－ＰＣＲマイクロ流体学的デバイス：
　微小液滴をマイクロ流体学的デバイスへ導入するための、ドロップメーカーに連結され
たインプットマイクロチャネル；
　当該インプットマイクロチャネルと流体連通にある対形成マイクロチャネル；
　微小液滴よりも大きい体積である、希釈緩衝液のドロップを作製するための、および、
１つの微小液滴と１滴の希釈緩衝液の対を形成するための、当該対形成マイクロチャネル
と流体連通にある希釈緩衝液ドロップメーカー；
　当該対形成マイクロチャネルからの、希釈緩衝液と微小液滴の対形成されたドロップを
受け入れるための、当該対形成マイクロチャネルと流体連通にある融合マイクロチャネル
；
　融合マイクロチャネルにおいて希釈緩衝液と微小液滴の対形成されたドロップを融合さ
せ、希釈微小液滴を形成することができる、電場を生じさせるための、融合マイクロチャ
ネルに沿って位置づけられた第一の電場生成器；
　融合チャネルからの希釈微小液滴を受け取り、希釈微小液滴の内容物を混合するための
、融合マイクロチャネルと流体連通にある混合マイクロチャネル；
　希釈微小液滴の試料を抽出するための、混合マイクロチャネルとの流体連通にあるドロ
ップサンプラー；
　ドロップサンプラーと流体連通にあるピコ注入マイクロチャネルであって、ここで、ピ
コ注入マイクロチャネルは、ピコ注入器を備え、および、希釈微小液滴の試料を受け取り
、当該試料内へＲＴ－ＰＣＲ試薬をピコ注入するためのものである、ピコ注入マイクロチ
ャネル；
　第二の電場生成器であって、ここで、当該第二の電場生成器は、ピコ注入マイクロチャ
ネルに沿って位置づけられ、試料内へのＲＴ－ＰＣＲ試薬のピコ注入が可能となるために
十分な電場を生じさせるものである、第二の電場生成器；
　ＲＴ－ＰＣＲ試薬をピコ注入された試料にＲＴ－ＰＣＲ反応を行うための、ピコ注入マ
イクロチャネルと流体連通にあるサーモサイクラー発熱体。
１１３．微小液滴への細胞および溶解試薬の内包化のための、インプットマイクロチャネ
ルと流体連通にある内包化チャンバーをさらに備える、１１２に記載のマイクロ流体学的
デバイス。
１１４．第一および／または第二の電場生成器が、電源、または、高電圧増幅器に連結さ
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れている液体電極である、１１２に記載のマイクロ流体学的デバイス。
１１５．インプットマイクロチャネルの下流の、マイクロ流体学的流れチャネルの１以上
の壁に切り込みを備え、ここで、当該切り込みは、油層を捕捉し、流れチャネルの１以上
の壁が濡れることを防ぐよう構成されている、１１２に記載のマイクロ流体学的デバイス
。
１１６．対形成マイクロチャネルの下流の、マイクロ流体学的流れチャネルの１以上の壁
に切り込みを備え、ここで、当該切り込みは、油層を捕捉し、流れチャネルの１以上の壁
が濡れることを防ぐよう構成されている、１１２に記載のマイクロ流体学的デバイス。
１１７．ピコ注入マイクロチャネルの下流の、マイクロ流体学的流れチャネルの１以上の
壁に切り込みを備え、ここで、当該切り込みは、油層を捕捉し、流れチャネルの１以上の
壁が濡れることを防ぐよう構成されている、１１２に記載のマイクロ流体学的デバイス。
１１８．当該ピコ注入マイクロチャネルは、サンプラーにおけるＲＴ－ＰＣＲ反応を経た
試料を受け取り、ＰＣＲ試薬を試料にピコ注入するよう構成されている、１１２に記載の
マイクロ流体学的デバイス。
１１９．サーモサイクラーが、ＰＣＲ試薬でピコ注入された試料にＰＣＲ反応を行うよう
に構成されている、１１８に記載のマイクロ流体学的デバイス。
１２０．当該ＰＣＲ試薬および当該ＲＴ－ＰＣＲ試薬が、同じプライマーを含有する、１
１８に記載のマイクロ流体学的デバイス。
１２１．当該ＰＣＲ試薬および当該ＲＴ－ＰＣＲ試薬が、異なるプライマーを含有する、
１１８に記載のマイクロ流体学的デバイス。
１２２．当該ＲＴ－ＰＣＲ試薬が、蛍光色素と結合されたビーズおよび核酸プローブを含
有する、１１２に記載のマイクロ流体学的デバイス。
１２３．当該ＲＴ－ＰＣＲ試薬が、蛍光ＤＮＡプローブを含有する、１１２に記載のマイ
クロ流体学的デバイス。
１２４．以下を含む単一細胞ＲＴ－ＰＣＲマイクロ流体学的デバイス：
　微小液滴をマイクロ流体学的デバイスへ導入するための、流れ焦点ドロップメーカーに
連結されたインプットマイクロチャネルであって、ここで、当該流れ焦点ドロップメーカ
ーは、大量の油によりインプットマイクロチャネルにおける微小液滴間の間隔をあけ、お
よび、ここで、各微小液滴は細胞溶解試料を含有している、インプットマイクロチャネル
；
　当該インプットマイクロチャネルと流体連通にある対形成マイクロチャネル；
　微小液滴よりも大きい体積である、希釈緩衝液のドロップを作製するための、および、
１つの微小液滴と１滴の希釈緩衝液の対を形成するための、当該対形成マイクロチャネル
と流体連通にある希釈緩衝液ドロップメーカー；
　当該対形成マイクロチャネルからの、希釈緩衝液と微小液滴の対形成されたドロップを
受け入れるための、当該対形成マイクロチャネルと流体連通にある融合マイクロチャネル
；
　融合マイクロチャネルにおいて希釈緩衝液と微小液滴の対形成されたドロップを融合さ
せ、希釈微小液滴を形成することができる、融合チャネル全体にわたり電場を生じさせる
ための、融合マイクロチャネルに沿って位置づけられた第一の電場生成器；
　融合チャネルからの希釈微小液滴を受け取り、希釈微小液滴の内容物を混合するための
、融合マイクロチャネルと流体連通にある混合マイクロチャネル；
　希釈微小液滴の試料を抽出するための、混合マイクロチャネルと流体連通にあるドロッ
プサンプラー；
　ドロップサンプラーと流体連通にあるピコ注入マイクロチャネルであって、ここで、ピ
コ注入マイクロチャネルは、ピコ注入器を備え、および、希釈微小液滴の試料を受け取り
、当該試料内へＲＴ－ＰＣＲ試薬をピコ注入するためのものである、ピコ注入マイクロチ
ャネル；
　第二の電場生成器であって、ここで、当該第二の電場生成器は、ピコ注入マイクロチャ
ネルに沿って位置づけられ、試料内へのＲＴ－ＰＣＲ試薬のピコ注入が可能となるために
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十分な、ピコ注入マイクロチャネル全体にわたる電場を生じさせるものである、第二の電
場生成器；
　ＲＴ－ＰＣＲ試薬でピコ注入された試料にＲＴ－ＰＣＲ反応を行うための、ピコ注入マ
イクロチャネルと流体連通にあるサーモサイクラー発熱体。
１２５．微小液滴への細胞および溶解試薬の内包化のための、インプットマイクロチャネ
ルと流体連通にある内包化チャンバーをさらに備える、１２４に記載のマイクロ流体学的
デバイス。
１２６．第一および／または第二の電場生成器が、電源、または、高電圧増幅器に連結さ
れている液体電極である、１２４に記載のマイクロ流体学的デバイス。
１２７．インプットマイクロチャネルの下流の、マイクロ流体学的流れチャネルの１以上
の壁に切り込みを備え、ここで、当該切り込みは、油層を捕捉し、流れチャネルの１以上
の壁が濡れることを防ぐよう構成されている、１２４に記載のマイクロ流体学的デバイス
。
１２８．対形成マイクロチャネルの下流の、マイクロ流体学的流れチャネルの１以上の壁
に切り込みを備え、ここで、当該切り込みは、油層を捕捉し、流れチャネルの１以上の壁
が濡れることを防ぐよう構成されている、１２４に記載のマイクロ流体学的デバイス。
１２９．ピコ注入マイクロチャネルの下流の、マイクロ流体学的流れチャネルの１以上の
壁に切り込みを備え、ここで、当該切り込みは、油層を捕捉し、流れチャネルの１以上の
壁が濡れることを防ぐよう構成されている、１２４に記載のマイクロ流体学的デバイス。
１３０．当該ピコ注入マイクロチャネルが、サンプラーにおけるＲＴ－ＰＣＲ反応を経た
試料を受け取り、ＰＣＲ試薬を試料にピコ注入するよう構成されている、１２４に記載の
マイクロ流体学的デバイス。
１３１．サーモサイクラーが、ＰＣＲ試薬でピコ注入された試料にＰＣＲ反応を行うよう
に構成されている、１３０に記載のマイクロ流体学的デバイス。
１３２．当該ＰＣＲ試薬および当該ＲＴ－ＰＣＲ試薬が、同じプライマーを含有する、１
３０に記載のマイクロ流体学的デバイス。
１３３．当該ＰＣＲ試薬および当該ＲＴ－ＰＣＲ試薬が、異なるプライマーを含有する、
１３０に記載のマイクロ流体学的デバイス。
１３４．当該ＲＴ－ＰＣＲ試薬が、蛍光色素に結合されたビーズおよび核酸プローブを含
有する、１２４に記載のマイクロ流体学的デバイス。
１３５．当該ＲＴ－ＰＣＲ試薬が、蛍光ＤＮＡプローブを含有する、１２４に記載のマイ
クロ流体学的デバイス。
１３６．１～２０のいずれかに記載の方法であって、試薬が、以下により微小液滴に添加
される、方法：
　油と微小液滴とを接触させ、それにより油が微小液滴を内包化し、二重乳剤を形成する
こと；
　当該二重乳剤と、試薬を含有するドロップを接触させ、それにより試薬を含有するドロ
ップが二重乳剤を内包化し、三重乳剤を形成すること；
　当該三重乳剤に電場を適用させ、それにより三重乳剤の液体接触面が破壊され、微小液
滴および試薬が混合されること。
１３７．電場が、１以上の液体電極により適用される、１３６に記載の方法。
１３８．流れチャネル、当該流れチャネルに流体的に連結されたマイクロ流体学的接合部
、および、当該マイクロ流体学的接合部のすぐ下流のマイクロ流体学的流れチャネルの１
以上の壁の切り込み、を含有するマイクロ流体学的デバイス。
１３９．切り込みが、油層を捕捉し、流れチャネルの１以上の壁が濡れることを防ぐ、１
３８に記載のマイクロ流体学的デバイス。
１４０．１以上の切り込みのそれぞれのベースは、約１０ミクロン～約２０ミクロンの長
さである、１３８に記載のマイクロ流体学的デバイス。
１４１．１以上の切り込みのそれぞれのピークが、約１～約１０ミクロンの幅を有する、
１３８に記載のマイクロ流体学的デバイス。
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１４２．１以上の切り込みのそれぞれの高さが、約５ミクロン～約１５ミクロンである、
１３８に記載のマイクロ流体学的デバイス。
１４３．１以上の切り込みのそれぞれのベースと、１以上の切り込みのそれぞれの高さの
比率が、約１．０：０．７５～約０．７５：１．０である、１３８に記載のマイクロ流体
学的デバイス。
１４４．１以上の切り込みのそれぞれのベースと、１以上の切り込みのそれぞれの高さと
、１以上の切り込みのピークの幅が、約１：０．７５：０．５である、１３８に記載のマ
イクロ流体学的デバイス。
１４５．切り込みが、約５０ミクロン～約５００ミクロンのチャネル壁に沿った距離にわ
たっている、１３８に記載のマイクロ流体学的デバイス。
１４６．切り込みが、チャネル壁に沿った距離にわたっており、チャネル壁に沿った距離
と、チャネルの幅の間の比率が、約１０：１～約１：２である、１３８に記載のマイクロ
流体学的デバイス。
【実施例】
【０１６９】
　上述に示した本開示から理解されるように、本開示は、多種多様な用途を有する。した
がって、以下の実施例は、当業者に本発明の作製方法および使用方法を完全に開示および
説明するために提示され、本発明者が発明とみなすものの範囲を限定することを意図せず
、また、以下の実験が全てまたは実行された唯一の実験のであることを表すことを意図し
ない。当業者は、本質的に同様な結果を得るために変更または修正し得る様々な重要でな
いパラメータを容易に認識できるであろう。したがって、当業者に本発明の作製方法およ
び使用方法を完全に開示および説明するために提示され、本発明者が発明とみなすものの
範囲を限定することを意図せず、また、以下の実験が全てまたは実行された唯一の実験の
であることを表すことを意図しない。使用される数値（例えば量、温度、等）に関しては
正確さを確保する努力がなされたが、いくつかの実験誤差および偏差を説明しなければな
らない。
【０１７０】
実施例１：単細胞ＰＣＲ反応を実施するためのマイクロ流体システム
　装置の製作：　チップを、上述の他の装置と同じフォトリソグラフィ方法を使用して、
ポリジメチルシロキサンで作製した。チップの一般的な概略図を図１に示す。そのような
チップにより実施される一般的な手法を図６に示す。
【０１７１】
　試料調製：　５～２５ｍＬの全血試料を対象から注射器により抽出した。有核細胞を、
オンチップピンチフロー分別（ｐｉｎｃｈｅｄ－ｆｌｏｗ　ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ
）を使用して、Ｌａｂ　ｏｎ　ａ　ｃｈｉｐ，　２００５，　５，　７７８－７８４（そ
の開示が参照により本明細書に組み込まれる）に一般に記載されるように分離した。有核
細胞をその後の分析用に回収した。
【０１７２】
　ＰＣＲ反応：　検定は、濃縮した細胞溶解物を含有するドロップでのＲＴ－ＰＣＲ反応
処理を必要とするが、細胞溶解物はＲＴ－ＰＣＲを阻害する（図７）。この阻害を解決す
るために、細胞溶解物中の阻害性タンパク質を消化するプロテイナーゼＫを利用する手順
が開発されている。プロテイナーゼＫの使用により、５０ｐＬに１細胞の程度の濃度の溶
解物での有効な増幅が可能となり、２００ｐＬでの１細胞で最適な増幅が生じる（図７）
。したがって、本システムは、この濃度で操作する。
【０１７３】
　細胞封入、溶解、およびプロテイナーゼＫ消化は、組み込まれたマイクロ流体システム
を使用して達成される（図８パネル１～３）。細胞は、７０μｍのドロップ（２００ｐＬ
）に、非イオン性洗浄剤およびプロテイナーゼＫを含有する細胞溶解緩衝液と共に、３０
ｘ３０μｍのフローフォーカス（ｆｌｏｗ　ｆｏｃｕｓ）型の装置を使用して共封入され
る。重要なことは、細胞がドロップに封入されるまで細胞溶解緩衝液に曝露されず、封入
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前に溶解が生じないようにすることである。これはマイクロ流体流路での層流状態により
可能となり、この状態は拡散混合が流体の対流と比較してわずかなものにしている。封入
後、密集したドロップは、５５℃のインキュベーション流路を２０分間で通過し、細胞の
溶解およびプロテイナーゼＫの阻害性タンパク質消化を可能にする。次いで、ドロップを
、階層的な分取器（ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ　ｓｐｌｉｔｔｅｒ）を使用して、同じ大
きさのドロップに分割し（図５；図８パネル３）、ピコ注入およびＭｅｇａｄｒｏｐｌｅ
ｔアレイの撮像に望ましい小型のドロップを作製する（図１２～１３）。
【０１７４】
　ＲＴ－ＰＣＲ試薬および酵素の注入前に、ドロップを９５℃で１０分間加熱することに
より、プロテイナーゼＫを不活性化する。次いで、ドロップに、同量の２×プライマーお
よびＲＴ－ＰＣＲ試薬を注入する（図９パネルＡ）。ピコ注入後、乳剤をＰＣＲチューブ
に回収し、熱サイクルを実施する。ドロップに癌細胞が含まれるかどうかの判定のために
、ＥｐＣＡＭ単位複製配列をハイブリダイズするＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブもま
た含まれ；これによりプローブがＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼの５’－３’ヌクレアーゼ
活性によりハイブリダイズされ、消光している３’末端修飾から５’フルオロフォアを遊
離させてドロップの蛍光性を発する。一方で、癌細胞を含有しないドロップはＥｐＣＡＭ
単位複製配列を有さず、したがってＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブは消光および非蛍
光のままである（図４パネルＡ～Ｂ）。その結果、明るいドロップは、ＥｐＣＡＭ陽性癌
細胞の存在と関係している（図９パネルＢ～Ｃ；図１０）。熱サイクルされたドロップを
、３０μｍの高さおよび５４ｃｍ２の面積のフローセルに注入し；フローセルの垂直方向
の狭い間隙（ｖｅｒｔｉｃａｌ　ｇａｐ）が乳剤を単分子層に押し込み、ドロップの全て
の落射蛍光の可視化を何にも遮られずに可能にする。蛍光撮像では、自動顕微鏡が全フロ
ーセルのモザイクを取得し、画像をハードディスク装置に保管する。画像を、蛍光性ドロ
ップを特定するカスタム化Ｍａｔｌａｂコードで処理し、その輝度を測定する。全データ
は、デジタル処理で保管し、カスタム化されたアルゴリズムを使用して分析される。
【０１７５】
実施例２：定量多重化分析
　１以上の遺伝子を同時にスクリーニングするために、多重化ｑＰＣＲ反応を利用しても
よい。反応は、ＰＣＲチューブにより最初に大量に実施して、反応条件を最適化された。
これらの方法を使用して、好結果の多重化が、３種類のＴａｑＭａｎ（登録商標）プロー
ブ、ＥｐＣＡＭ、ＣＤ４４およびＣＤ４５に関して、液滴デジタルＲＴ－ＰＣＲ中に達成
された。この多重化の例を図１１に示すが、この際、ＥｐＣＡＭおよびＣＤ４４プローブ
が両標的転写産物を含有するドロップで多重化された。全ＰＣＲプライマーセットは長い
イントロンに及ぶように設計され、多重反応におけるこれらのより長いゲノムＰＣＲ産物
の可能性を極めて低くした。さらに、全ＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブは、エクソン
－エクソン接合部にハイブリダイズするように設計されている。本プローブセットはｇＤ
ＮＡを認識しない。
【０１７６】
　Ｍｅｇａｄｒｏｐｌｅｔアレイによる単細胞ｑＰＣＲ：　単細胞でのｑＰＣＲ検定を実
施するために、ドロップを熱サイクルする際に撮像する。これには、熱サイクルの間、ド
ロップが一定位置に固定される必要があり、したがって、ドロップは繰り返し撮像され得
る。ドロップを作製するために使用されるマイクロ流体システムは、上述および実施例１
のように作製された。ドロップが形成されて、細胞およびｑＰＣＲ試薬で充填された後、
ドロップをＭｅｇａｄｒｏｐｌｅｔアレイに取り込む（図１２パネルＡ～Ｃ；図１３）。
アレイは流路からなるが、流路には流路天井面が何百万もの直径２５μｍの円形トラップ
でくぼみが付けられている。ドロップがアレイに流れると、流路の鉛直高さが１５μｍ、
またはドロップより１０ｍｍ短いため、形状がわずかに平たくなる。ドロップがトラップ
に近づくと、その接触面では、より大きく、よりエネルギー的に好ましい曲率半径をとる
。その表面エネルギーを最小限にするために、ドロップはトラップを完全に充填して、最
も小さな、最もエネルギー的に好ましい平均の曲率半径をとるようにする。ドロップの毛
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細管圧は、流れによりもたらされた剪断より数桁大きく、ドロップが無傷なままで、トラ
ップに閉じ込められたままであることを確実にする。トラップがドロップで満たされた後
、１つのドロップのみを固定するのに十分な大きさであることから、他のドロップは進入
することができず；さらなるドロップは、下流に迂回させられ、出会う最初の空のトラッ
プを満たす。アレイは、密集した乳剤を使用して満たされ、したがって、全てのトラップ
はドロップにより満たされる。液滴アレイが満たされた後、油を注入して過剰なドロップ
を取り除き、アレイに熱サイクルおよび撮像を実施する。
【０１７７】
　温度循環に関する熱システムおよび撮像：　アレイがドロップおよび細胞で一旦充填さ
れると、装置に熱サイクルと、同時にドロップの撮像を行ない、ｑＰＣＲに必要な時間依
存的情報を取得する。熱サイクルは、ペルチェプレート、放熱板、および制御コンピュー
タからなるカスタム化加熱器を使用して達成される（図１３）。ペルチェプレートは、印
加電流の制御によりチップを室温より高くまたは低く加熱または冷却することができる。
制御温度および再現温度を確実にするために、コンピュータが、組み込まれた温度プロー
ブを使用してアレイの温度を監視し、必要に応じて印加電流を調整して加熱および冷却す
る。銅板は、一定の加熱および冷却サイクルの際の過剰な熱の消散を可能にし、２時間足
らずのｑＰＣＲ法のうち１分足らずの実行で９５℃から６０℃まで冷却することができる
。温度循環中の液滴を撮像するために、カスタム化されたＣａｎｏｓｃａｎ９０００Ｆス
キャナーベッド（９６００ｄｐｉ×９６００ｄｐｉの解像度を有する）が利用される。１
０００万の六方充填（ｈｅｘａｇｏｎａｌｌｙ－ｐａｃｋｅｄ）２５μｍのドロップ（５
４ｃｍ２）では、最も高い解像度で、８億画素を必要とする。１ドロップあたり２０画素
の解像度により、全画像は３秒で取得され得る。アレイは、多重化ＴａｑＭａｎ（登録商
標）プローブのために異なる染料を可視化する異なる励起用フィルタおよび発光用フィル
タにより、１サイクルあたり数回撮像される。
【０１７８】
実施例３：マイクロ流体ドロップのドロップの非電極でのピコ注入
　マイクロ流体装置を、軟質フォトグラフ（ｓｏｆｔ　ｐｈｏｔｏｌｉｔｈｏｇｒａｐｈ
ｉｃ）技術を使用して、ポリ（ジメチルシロキサン）（ＰＤＭＳ）で製作した。装置は、
直径が５０μｍの油中水型液滴のピコ注入に最適な、３０μｍの流路の高さを有していた
。装置の設計は、Ａｂａｔｅ，ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ
．Ｓ．Ａ．，２０１０，１０７，１９１６３（その開示が参照により本明細書に組み込ま
れる）に以前説明されたものと同様である。しかしながら、重要な相違は、金属のはんだ
電極用の流路を取り除くことである。さらに、「ファラデーモータ」（導電性水溶液で充
填された空の流路）を、注入部位と液滴スペーサとの間を流れるように実行する（図１５
パネルＢに示す）。モータは、ピコ注入器から生じる電場より、ピコ注入部の上流で、再
注入ドロップを電気的に分離し、意図しない融合を防ぐ。ピコ注入された乳剤は、Ｍｉｌ
ｌｉ－ＱＨ２Ｏ中に溶解した３．８ｍＭのフルオレセインナトリウム塩（Ｃ２０Ｈ１０Ｎ
ａ２Ｏ５）の単分散液滴からなる。液滴は、溶解した２％（ｗｔ／ｗｔ）の生体適合性界
面活性剤を含むＮｏｖｅｃ　ＨＦＥ－７５００フッ素系オイルのキャリアオイルに懸濁さ
れる。ピコ注入流体は、それぞれ３．８ｍＭフルオレセインナトリウム塩を含有する０～
５００ｍＭのＮａＣｌ希釈系列からなる。この濃度範囲は、大部分の生物学的緩衝液およ
び試薬に存在する溶解したイオンのモル濃度を反映している。したがって、大部分の用途
で、流体はすでに必要なイオンを含むため、本技術はさらなる試薬を溶液に添加すること
なく使用され得る。
【０１７９】
　液滴およびキャリアオイルを、シリンジポンプ（Ｎｅｗ　Ｅｒａ）より導入し、上述の
同じキャリアオイルおよび界面活性剤混合物（図１５パネルＡ～Ｂ）を使用して間隔を空
けた。ピコ注入流体を、ＢＤファルコンチューブに収めた。図１５パネルＡに示すように
、ファルコンチューブのキャップを通して、ワイヤ電極を流体に沈めた。キャップの間隙
を、ＬｏｃＴｉｔｅ　ＵＶ硬化エポキシで密閉した。ピコ注入流体を、０～５ボルトの範
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囲の１０ｋＨｚ正弦波信号を出力する関数発生器を使用して帯電した。この出力を、Ｔｒ
ｅｋ　６０９Ｅ－６モデルの高電圧（ＨＶ）増幅器により１０００倍に増幅した。増幅器
の正電圧出力（ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｏｕｔｐｕｔ）を、ワニ口クリップで、ピコ注入流体
に沈んだワイヤに接続した。増幅器の接地電極を、１ｍのＮａＣｌ溶液を含有する注射器
の金属針に接続し、ファラデーモータに導入した（図１５パネルＡ）。２電極は、決して
電気的接触であることはなく、装置を出る乳剤を、別個の、電気的に絶縁された容器に回
収して閉回路を回避し電流の流れを防いだ。
【０１８０】
　ピコ注入された試薬を、カスタム化したＬａｂＶＩＥＷソフトウェアで制御された空気
圧力ポンプ（ＣｏｎｔｒｏｌＡｉｒ　Ｉｎｃ．）を使用して、ＰＥ－２管（Ｓｃｉｅｎｔ
ｉｆｉｃ　Ｃｏｍｍｏｄｉｔｉｅｓ）を介して装置に注入した。注入流体を加圧し、ピコ
注入開口部（ｏｒｉｆｉｃｅ）での油／水接触面が液滴流路と力学的に平衡状態にあるよ
うにし；接触面全体の圧力差は、ラプラス圧（Ｌａｐｌａｃｅ　ｐｒｅｓｓｕｒｅ）と同
等であり、注入流体が液滴流路中に膨らんで、そのドロップ自体を形成することなく膨張
させる（図１５パネルＣ）。この装置に関して、ドロップおよびスペーサーオイルを、そ
れぞれ２００μＬ／時間および４００μＬ／時間の流量で注入した。これらの流量では、
ピコ注入流体の接触面は、約１３ｐｓｉの印加圧力について力学的に平衡状態にある。よ
り長い管はより高い電気抵抗を有し、ピコ注入を始動させるために印加されたＡＣ信号を
減衰させるので、ファラデーモータとして機能する注入流体および溶液を運搬する管の長
さを調節した。
【０１８１】
　ドロップに試薬をピコ注入するために、予め形成させた単分散の乳剤を、ピコ注入装置
に再注入した。乳剤を高体積分率で取り込み、キャリアオイルがほとんど含まれず、ドロ
ップが共に過密しているようにする。過密ドロップは、これらのドロップを縦一列にさせ
る狭くなる流路を通過した。界面活性剤を含むさらなるオイルを、図１５パネルＢに示す
ように、２垂直流路より添加し、均一にドロップに間隔をあける。単純なＴ字形接合部ス
ペーサが機能していることも認められた。その後、液滴はピコ注入器、添加する試薬が含
まれる狭い流路を通過した。ピコ注入を始動させるために、電圧信号を注入流体に沈めた
電極に印加し、ドロップが注入部を通過する際に、ピコ注入器で電場を発生させた。これ
により、ドロップが注入流体と合体した。ドロップが通過する際、流体は２流体が合体し
た後に形成される液体架橋を介してドロップ内に注入された。印加信号は、溶液中で、荷
電粒子の電気泳動を阻害する原点オフセットを有するはずである。さらに、信号の周波数
は、注入に際して、電場の表れが正極および負極の間で何回も切り替わることを確実にす
るのに十分なものである必要があり、液滴に付加される電場の正味電荷は、およそゼロで
ある。これは、注入器を離れた液滴が正味電荷ゼロを有することを実現し、このことは液
滴が安定状態にあることを実現する重要なことであった。１０ｋＨｚの信号を印加した。
【０１８２】
　ピコ注入器の動作を分析するため、注入部を顕微鏡で観察した。電場がない場合では、
明確な境界が、液滴と注入流体との間に認められた（図１６パネルＡ）。２５０Ｖの信号
をピコ注入器に印加すると、図１６パネルＢに証明されたように、境界が消失（ｖａｎｉ
ｓｈ）し液滴合体が見られる。したがって、注入流体の帯電は、ピコ注入を始動させるの
に最適であり、電気的に絶縁された電極を必要としないことが実証される。
【０１８３】
　印加電圧を使用して注入量を変えることが可能であるかを判断するため、電圧を０～５
０００Ｖに変動し、得られた液滴量変化を測定した。注入量は、光学的な蛍光検出装置に
より定量された。ドロップが、ピコ注入器の約１ｃｍ下流の液滴流路に焦点を合わせた４
７２ｎｍ波長のレーザーを通過した際、ドロップ内に含まれる溶解したフルオレセインか
ら発する蛍光信号は、光電子増倍管（ＰＭＴ）により増幅され、ＬａｂＶＩＥＷ　ＦＰＧ
Ａにより解析された電圧信号に変換される。ドロップがレーザーを通過すると、それらの
蛍光信号は、ドロップの輝度および長さにそれぞれ対応した振幅および幅との、時間関数
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としての矩形波と酷似している。ドロップは、流路の径より大きい球径を有し、円筒の形
状になった。したがって、ドロップ体積は、長さの関数としてほぼ直線状である。体積分
率（Ｖｆ）上昇を算出するために、ピコ注入前およびピコ注入後のドロップ長の割合を測
定した。これらの測定を、注入流体中の印加電圧およびＮａＣｌのモル濃度のある範囲に
ついて繰り返し実施した。
【０１８４】
　図１７パネルＡ～Ｃでは、体積の上昇を、注入流体の代表的な３種類のモル濃度に関す
る印加電圧の関数として表示した。全ての場合で、注入量が印加電圧により上昇したが、
この効果は、図１７パネルＡに示す１００ｍＭ注入溶液で最も顕著である。液滴体積の印
加電圧への依存性は、液滴がピコ注入器を通過する際に完全には円筒状にはなっておらず
、むしろ液滴が「弾丸」型であり、前縁が後縁より曲率半径が小さい知見に起因する。そ
の結果、ドロップがピコ注入器を通過する際、ドロップの接触面をピコ注入流体の膨らみ
から離している油層の厚みは、減少する。電気的に誘発された薄膜の不安定性に関しては
、接触面を破壊するのに必要な閾値電圧は、膜の厚みに依るものであり、膜が薄くなるほ
ど減少する。したがって、ドロップがピコ注入器を通過する際に膜厚が減少することから
、合体時間は電場の大きさに依り：すなわち、比較的高い電場では、比較的厚い膜を破壊
することが可能であり、より早い時点でピコ注入が可能となり；逆に、比較的低い電場で
は、比較的薄い膜が破壊され、より遅い時点でピコ注入が生じる。注入量は、ピコ注入の
持続時間に依ることから、注入量も印加電圧に依る。このことは、全モル濃度に関して印
加電圧に依存することを示すデータにより裏付けられる（図１７パネルＡ～Ｃ）。注入量
を印加電圧と関連付ける曲線は、図１７パネルＢおよびＣでのそれぞれ５０ｍＭおよび２
５ｍＭデータで示されるように、比較的低いモル濃度ではより低いことも認められた。こ
のことは、モル濃度が低い溶液ほど伝導性が低いという事実に起因する場合があり、した
がって、注入を始動させるために使用されるＡＣ信号を減衰させ、特定の印加電圧につい
ては注入量を減少させる可能性がある。
【０１８５】
　３０００Ｖ超および１００ｍＭでは、注入量は減少し始め、ドロップ径の変動性が上昇
する。これらの電圧でのシステム画像では、ピコ注入流体は、ピコ注入開口部では平衡状
態をこれ以降持続していないが、代わりに、流路壁を濡らし、流路中に小型のドロップを
作り出すことが認められた。
【０１８６】
　無電極ピコ注入器の動作を全パラメータに関して特徴化するために、注入量を、モル濃
度および印加電圧の関数として測定し、得られたデータを２次元ヒートマップに示した（
図１８）。このデータにより、本技術は、試験を行った範囲内のモル濃度を通常有する、
大部分の生理的緩衝液について、制御されたピコ注入を可能にすることが実証された。
【０１８７】
　高電圧信号により発生した電場および電流が下流分析に必要とされる生体分子を分断す
る場合があるかどうかを調査するため、ピコ注入器を使用してＲＴ－ＰＣＲ反応用の液滴
を調製した。ＭＣＦ７ヒト細胞株から分離した全ＲＮＡを含有するドロップに、酵素、逆
転写酵素（ＲＴ）およびＴａｑＤＮＡポリメラーゼを含有するＲＴ－ＰＣＲ反応用混合液
をピコ注入した。陰性対照ドロップに、酵素を含有しない混合液を注入した。さらなる乳
化されていない陽性および陰性対照反応を、同じＲＴ－ＰＣＲ混合液で、並行して実施し
た。熱サイクル後、乳剤を破壊し、増幅産物を臭化エチジウム染色２％アガロースゲルで
可視化した。陽性対照でかつピコ注入されたドロップは、予想される１００ｂｐの単位複
製配列長と同程度の強度のＰＣＲバンドを示した（図１９に出現）。これに対し、陰性対
照は、増幅を示さず、このことは、ピコ注入流体への始動信号の印加は、ドロップの下流
ＲＴ－ＰＣＲ反応を可能にするために、十分生体適合性を有することを実証している。
【０１８８】
実施例４：試薬を液滴に添加するための三重乳剤の合体
　液滴反応を実行するのに重要な１つの段階は、試薬を前から存在するドロップに添加す
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る能力である。ある例として、最終ドロップ反応が予加熱段階で変性し得る試薬を必要と
する場合、ドロップ添加が有利な場合がある。ドロップ安定化界面活性剤を使用しない場
合、試薬の添加は、第２の試薬を充填したものとドロップを接触させるほどの簡単なもの
であり得る。しかし、標準のドロップ処理および保管は、多くの場合、界面活性剤で安定
化したドロップを必要とし、局所的な電場はドロップ対を選択的に分断および融合するた
めに利用されてきた。融合は、元々のドロップと試薬ドロップの流れのタイミングを合わ
せる必要があり、これによりドロップが対形成し接触する。第２の戦略は、電場を使用し
て通過するドロップを不安定にし、通過するドロップに試薬を共に側方流路から注入され
るようにする。このことは、同期（ｓｙｎｃｈｒｏｎｉｚａｔｉｏｎ）の問題を回避する
が、側方流路と合流する際に、各ドロップが相互汚染される可能性があるという欠点があ
る。さらに、通過中のドロップ量以下のみが注入され得る。
【０１８９】
　試薬をドロップと融合または注入するよりも、元のドロップより大型の試薬の液滴中に
内包し、次いで両方を電場を適用することにより合体させる、異なるスキームを本明細書
に提供する。いくつかの実施形態では、この内包化（ｅｎｖｅｌｏｐｉｎｇ）は１つの元
のドロップと１つの試薬外被（ｅｎｖｅｌｏｐｅ）の対形成を促進する。この混合の包含
する特性はまた、相互汚染を制限し、液滴注入器と比較して任意の体積の増加を容易にす
る。
【０１９０】
　ドロップ外被の対形成は、界面化学により可能になる。界面エネルギーを低減させるた
めに、親水性流路は、可能な場合は、水性試薬中で油被覆したドロップを封入する。次い
で、その後の疎水性流路は、そのドロップを油中で封入し、油中水型ドロップ中での安定
な油中水型ドロップ、すなわち三重乳剤（Ｅ３）を形成する。流路の疎水性を交互に変え
るこの手法は、次のより高位な乳剤の形成を始動する各低位の乳剤を有し、信頼性のある
５重の（ｑｕｉｎｔｕｐｌｅ）乳剤さえ可能である。始動で、１外被あたり、当初の１滴
の適切な対形成を生じる。そこで、元のドロップ表面は、試薬外被の内面と最大限に接触
し、その後の電気的合体（ｅｌｅｃｔｒｏ－ｃｏａｌｅｓｃｅｎｃｅ）を促進する。この
接触は、試薬のいずれの量、すなわちわずかな量の薄殻（ｔｈｉｎ－ｓｈｅｌｌｅｄ）試
薬外被から１０２、１０３、１０４倍またはそれ以上の外被までもが元のドロップに添加
され得ることを意味する。
【０１９１】
　Ｅ３スキームの詳細な図を図２３に示す。最初に、予め作製した油中水型乳剤（Ｅ１）
を親水性流路を介して装置に再注入した（図２３、左上）。ドロップは、並行流の試薬が
個々にドロップを摘み取る接合部（ｊｕｎｃｔｉｏｎ）と接触し、この試薬がドロップを
取り囲んで表面反発を減少させる。Ｅ１の油は、当初の各ドロップを収容した薄く安定な
殻を形成した。接合部の直後の流路は、本明細書に記載のような接合部を含むように設計
され、水性流体のポケットを閉じ込める。これは、油が膨らむ際の壁に接触すること、お
よびそれらの疎水性を潜在的に変化させることを阻止した。次いで、水中油中水型二重乳
剤（Ｅ２）は、油を運ぶ疎水性流路に接触している第２の接合部に移動した（図２３、左
下）（二重乳剤のさらなる説明および特徴化ならびにその形成は、図３８～５１の説明に
記載されている）。ここでは、水性試薬が壁から反発し、Ｅ３ドロップを形成した。図で
は、Ｅ２を、試薬流体の親水性流路への癒着（ａｄｈｅｓｉｏｎ）を弱めることによりＥ
３を播種（ｓｅｅｄｉｎｇ）するステップで示す。試薬と当初のＥｌドロップとの体積比
を、第１接合部での流量により決定した。
【０１９２】
　形成後、Ｅ３を狭い圧縮部を通過させて、電場により合体させた。電場を、２塩類溶液
収容流路間、すなわち高い交流電圧を伝導する電極、および接地モート（ｇｒｏｕｎｄ　
ｍｏａｔ）（図２３、下）に発生させた。圧縮部は、試薬外被が電場から内部を保護し得
る流動性が高いイオン（ｍｏｂｉｌｅ　ｉｏｎ）を収容していたことから、ドロップへの
電場の印加を促進していた可能性がある。図に見られるように、Ｅ３の圧縮は、内部のド
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ロップを流路の壁に押しつける。合体後、オイルシェルは崩壊（ｃｏｌｌａｐｓｅ）し、
また反転した油水油型二重乳剤（Ｅ２’）の最内部相となった。
【０１９３】
　装置自体を、従来のＰＤＭＳ加工技術を使用して組み立てた。最初に、マスター（ｍａ
ｓｔｅｒ）を、シリコンウエハ上のＳＵ－８レジスト層をスピニングし、ＵＶ光（Ｂｌａ
ｋｒａｙ）およびパターン化されたマイラーマスク（ｍｙｌａｒ　ｍａｓｋ）（Ｆｉｎｅ
ｌｉｎｅ　Ｉｍａｇｉｎｇ）により順次曝露して作製した。ＣＤ－３０での発現後、ＳＵ
－８マスターを、ＰＤＭＳ（ＰＤＭＳ　ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ）で１０：１の高分子
と架橋剤混合物により被覆し、捕捉した空気を取り除くため真空下に置き、１時間、７５
℃で加熱（ｂａｋｅ）した。次いで、装置を取り外し、０．７５ｍｍの生検パンチでアク
セスホールを穿孔した。次に、装置を、１ｍｍ厚のスライドガラスと、１ｍｂａｒのＯ２

に３００Ｗのプラズマ洗浄装置に２０秒間両者を曝露し、接触させ、その後１０分間、７
５℃で加熱することにより接着させた。
【０１９４】
　最終処理段階で親水性および疎水性流路を作製した。最初に、Ａｑｕａｐｅｌ（登録商
標）を、装置を介して後方に、ドロップ出口へ、およびキャリアオイル注入口外へと流出
させた。同時に、ドロップ再注入器の流体入口を１５ｐｓｉ空気で加圧し、Ａｑｕａｐｅ
ｌ（登録商標）が二重乳剤、装置の親水性部分に流入するのを防いだ。次に、Ａｑｕａｐ
ｅｌ（登録商標）に曝露された同じ流体入口に、ＰＥＥＫチューブ（Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏ
ｎ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、ＴＰＫ．５１５－５Ｍ）で埋め込み（ｐｌｕｇ）、装置を１ｍｂａ
ｒのＯ２プラズマに、同じ洗浄装置で１分間、再曝露した。プラズマは、曝露された流路
を親水性にし、その間、プラグはそのまま疎水性流路を維持していた。この親水性処理は
、半永久的にすぎず、ここで使用していない他の方法は、堅牢な親水性流路を製造するこ
とが可能である。
【０１９５】
　操作を行うために、適切な流体を充填した注射器を、ＰＥ－２チューブ（Ｓｃｉｅｎｔ
ｉｆｉｃ　Ｃｏｍｍｏｄｉｔｉｅｓ、＃ＢＢ３１６９５）および同様のＰＥＥＫチューブ
により最終装置に接続し、注射器ポンプ（Ｎｅｗ　Ｅｒａ）を使用して加圧した。再注入
ドロップは、１％ｗ／ｗの生体適合性界面活性剤を含む、超純水のフッ素化油（Ｎｏｖｅ
ｃ　ＨＦＥ７５００）からなった。ドロップを２０μＬ／時間の比較的遅い流量で流し、
蛇行流路を使用して（図２３、左上）流れ抵抗を増加させ、また、いずれの圧力変動もフ
ィルターにかけた。検査試薬は、０．１％プルロニック系界面活性剤（モデル番号）を含
むＰＢＳ緩衝液（モデル番号）であり、およびキャリアオイルは再注入ドロップと同様の
ものであった。これらを２００μＬ／時間～１２００μＬ／時間の同等の速度で流した。
電極およびモートに、３．０　ＮａＣｌ溶液を充填させた。流路の空気がＰＤＭＳに吸収
されるまで、終端の電極を溶液充填用の注射器で加圧した。それを５００Ｖで駆動する２
０ｋＨｚの高電圧発振器（ＪＫＬ　Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ　Ｃｏｒｐ、ＢＸＡ－１２５７
９）に接続した。ドロップの融合または注入に印加されるそのような高電圧は、生物学的
に適合することが示されている。
【０１９６】
　図２４は、作動中のＥ３装置の顕微鏡画像を示す。図２４パネルＡの上部から移動して
くる再注入されたＥ１は、完全に異なる油と水の屈折率が背面照明を屈折させたことによ
り、完全な輪郭を描いている。Ｅ１が接合部で、側方から流れ込む試薬により封入されて
Ｅ２になった後、内部および外部の屈折率が適合し、その境界線は極めて不鮮明になった
。これは、オイルシェルが薄いことを示すが、感知できないほどの屈折であった。図２４
パネルＡでは、Ｅ１は３０μｍ径のドロップ（１５ｐＬ）からなり、ここにある全流路は
親水性で一辺が３０μｍの正方形であった。
【０１９７】
　図２４パネルＢに見られる次の接合部で、Ｅ２は親水性流路を出て一辺が６０μｍであ
る大きな正方形の疎水性流路でＥ３となった。最初の乳剤に関してのように、これらのＥ
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３ドロップの縁は、屈折率が不適合であるため、鮮明に見ることができた。おそらくは、
内部のＥ１が大型のドロップの形成と同期化する必要があったことから、この段階により
タイミングの問題が生じた。しかし、Ｅ１の接合部への到着が試薬相の親水性流路への接
着を弱め、膨らみ（ｂｕｄｄｉｎｇ）を導いたことから、この問題は回避された。このス
テップ（図２４パネルＢの差し込み図に示す）により、Ｅ１のごく一定間隔の充填でＥ３
となった。
【０１９８】
　Ｅ３の合体を、図２４パネルＣに示す。６０μｍ幅の流路を１５μｍまで狭くし、Ｅ１
を電極から電場が侵入し得る壁に押しつけた。合体したＥ２’生成物が右側に見られる。
崩壊した油残留物は、高コントラストで現れ、１μｍ厚の当初のオイルシェルに対してお
よそ２ｐＬの量を有する。残留物は、Ｅ３を、油が存在しない流路壁に押しつけた事実を
除けば、おそらく、合体の際、キャリアオイルと融合した可能性がある。差し込み図では
、圧縮部は、電場なしで示される。合体は生じず、圧縮部では内部相を背面に移動させた
。合体の規則性を図２４パネルＤの上部で実証するが、ここでは、ドロップの水性内容物
をホモジナイズするための混合流路を示す。
【０１９９】
　Ｅ３合体の正確な動力学（ｐｒｅｃｉｓｅ　ｄｙｎａｍｉｃｓ）を、高速カメラを使用
して判定した。２つの時系列を図２５に示し、内部Ｅ１のオイルシェルは、青色に強調表
示している（図２５では矢印で示される）。各々は、時間ｔ＝－０．７ミリ秒で開始され
、この場合、内部Ｅ１は、まだ収縮せず球状である。Ｅ１が圧縮部の壁に押し付けられ、
わずかに平らになった際の、破壊する直前に、時間ｔ＝０．０ミリ秒が設定された。次の
フレーム、ｔ＝０．１ミリ秒までに、Ｅ１は破裂した。図２５パネルＡでは、破裂により
Ｅ１の内容物をドロップの後方に放出し、一方で、図２５パネルＢでは、内容物は前方に
放出された。高次の乳剤では、内部相の拘束されていない表面は次の最外部相の表面とあ
る１点で接して界面エネルギーを減少させている（すなわち、相は完全には同心ではない
）。この不規則な位置にある接点が融合の役に立ち、ドロップが破裂する箇所を決定し得
る。破裂後、ｔ＝１．１ミリ秒のフレームに示すように、オイルシェルが崩壊した。
【０２００】
　このステップの頑強性は、親水性または疎水性である適した流路に依存する。装置の第
１部が完全に親水性でない場合、Ｅ１の油は接合後直ぐに流路壁を濡らす場合がある。球
体として、図２４パネルＡ流路の中央に流下する代わりに、これらは、半球形体として側
方に流下し、次の接合部で分散媒に、内包化した乳剤よりむしろ単一乳剤として滑動する
場合がある。装置の第２部が完全に疎水性でない場合、圧縮部での電気湿潤（ｅｌｅｃｔ
ｒｏ－ｗｅｔｔｉｎｇ）が生じる場合があり、小型のサテライトドロップが通過中のＥ３
の最後で研磨する。現状では、このスキームは、上述した融合および注入方法（ｓｔｒａ
ｔｅｇｙ）の純粋な水性ドロップ（Ｅｌ）とは対照的に、その乳剤（Ｅ２’）に油を含む
水性ドロップを生成する。所望の生成物に依り、このスキームは許容され得るが、そうで
ない場合は、マイクロ流体の遠心分離またはドロップ分割のような様々な技術を使用して
、油を取り除くことができる。
【０２０１】
　上述の研究から、三重乳剤の合体方法は、試薬をドロップ回収物に添加する頑強な方法
であることが実証された。そのような三重乳剤合体は、完全な同期よりむしろ流路の界面
化学により、ドロップの減少またはドロップ混合なしに実行された。
【０２０２】
実施例５：ピコ注入は、液滴ＲＴ－ＰＣＲによるＲＮＡ分子のデジタル検出を可能にする
　大部分の生物検定は、異なる時間での試薬の段階的付加を必要とする。したがって、最
も広く使用されるマイクロ流体技術については、試薬をドロップに添加する手順が頑強で
あることが重要である。これを達成する１つの技術は、ドロップの電気合体（ｅｌｅｃｔ
ｒｏｃｏａｌｅｓｃｅｎｃｅ）であり、この技術では、電場を使用して試薬ドロップとド
ロップを融合することにより、試薬を添加させる。別の技術は、ピコ注入であり、これは



(60) JP 6514105 B2 2019.5.15

10

20

30

40

50

、加圧した流路に流すことにより試薬を直接ドロップに注入し、電場を印加する。ピコ注
入の利点は、ドロップの２つの流れを同期する必要がなく、容易に実行でき、操作がより
頑強であるという点である。しかしながら、ドロップからドロップへ注入される量の変動
性および電場による試薬の潜在的な分解が、分析を妨げる場合がある。さらに、ピコ注入
の際、ドロップは試薬流体と一時的に融合し、ドロップ間の物質の移動、および相互汚染
をもたらす可能性がある。
【０２０３】
　本研究は、ピコ注入の、ドロップで実施される生物検定への影響およびドロップ間の物
質移動範囲を調査した。感度が高いデジタルＲＴ－ＰＣＲ法を使用して、ピコ注入がドロ
ップへの試薬の添加に頑強な方法であり、ピコ注入を組み入れていない反応と同程度のＲ
ＮＡ転写物検出を可能にすることを示す。また、ドロップ間の物質の移動がごくわずかで
あることを決定した。ピコ注入を組み込んだワークフローの、ピコ注入を組み込んでいな
いワークフローを上回る利点とは、ピコ注入は試薬が段階的に添加されることを可能にし
、デジタルＲＴ－ＰＣＲを不均一な核酸、ウイルス、および細胞集団の解析への適用に新
しい可能性を広げるという点である。
【０２０４】
材料および方法
　　マイクロ流体装置の作製
　マイクロ流体装置は、スライドガラスに結合したポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）
流路から構成した。ＰＤＭＳ金型を作製するために、装置マスターを、最初にフォトレジ
スト（ＳＵ－８　３０２５）の３０ｍｍ厚膜をシリコンウエハ上にスピンコートして作製
し、その後、パターン化したＵＶ曝露およびレジスト現像を行なった。次に、ポリマーと
架橋剤の未硬化混合物（１０：１）を、マスター一面に注ぎ、８０℃の１時間で加熱した
。硬化した金型を剥離した後、ＰＤＭＳ厚板で、アクセスホールを０．７５ｍｍ生検コア
針（ｃｏｒｉｎｇ　ｎｅｅｄｌｅ）で穿孔した。装置をイソプロパノールで洗浄し、空気
で乾燥させ、次いで、スライドガラスと結合させた後、３００Ｗのプラズマ洗浄器で１ｍ
ｂａｒのＯ２プラズマ処理を２０秒間行った。装置を疎水性にするために、流路をＡｑｕ
ａｐｅｌ（登録商標）で流し、８０℃で１０分間加熱した。
【０２０５】
　　ＲＮＡ単離
　ヒトＰＣ３前立腺癌またはＲａｊｉ　Ｂリンパ球細胞株を、１０％ＦＢＳ、ペニシリン
およびストレプトマイシンを添加した適切な増殖培地で、３７℃、５％ＣＯ２で培養した
。ＲＮＡ単離前に、Ｒａｊｉ細胞をペレット状にし、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）で
１回洗浄した。融合性（ｃｏｎｆｌｕｅｎｔ）および接着性（ａｄｈｅｒｅｄ）のＰＣ３
細胞を、最初にトリプシン処理し、その後、ペレット化して洗浄した。全ＲＮＡを、細胞
ペレットから、ＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）を使用して単離した。
全ＲＮＡを分光光度計を使用して定量し、ＲＮＡの表示量（１５０～１０００ｎｇ）をそ
の後の２５ｍｌのＲＴ－ＰＣＲ反応に使用した。
【０２０６】
　　ＴａｑＭａｎ（登録商標）ＲＴ－ＰＣＲ反応
　ＲＴ－ＰＣＲ反応に使用される増幅プライマーの塩基配列は次のとおりであった：Ｅｐ
ＣＡＭフォワード５’－ＣＣＴＡＴＧＣＡＴＣＴＣＡＣＣＣＡＴＣＴＣ－３’、ＥｐＣＡ
Ｍリバース５’－ＡＧＴＴＧＴＴＧＣＴＧＧＡＡＴＴＧＴＴＧＴＧ－３’、ＣＤ４４フォ
ワード５’－ＡＣＧＧＴＴＡＡＣＡＡＴＡＧＴＴＡＴＧＧＴＡＡＴＴＧＧ－３’、ＣＤ４
４リバース５’－ＣＡＡＣＡＣＣＴＣＣＣＡＧＴＡＴＧＡＣＡＣ－３’、ＰＴＰＲＣ／Ｃ
Ｄ４５フォワード５’－ＣＣＡＴＡＴＧＴＴＴＧＣＴＴＴＣＣＴＴＣＴＣＣ－３’、ＰＴ
ＰＲＣ／ＣＤ４５リバース５’－ＴＧＧＴＧＡＣＴＴＴＴＧＧＣＡＧＡＴＧＡ－３’。全
ＰＣＲプライマーを検証した後、チューブに基づくＲＴ－ＰＣＲ反応を伴うマイクロ流体
液滴試験に使用した。これらの反応からの産物を、アガロースゲル上で電気泳動し、予測
単位複製配列サイズの単一バンドを各プライマーセットについて観察した。ＴａｑＭａｎ
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（登録商標）プローブの塩基配列は次のとおりであった：ＥｐＣＡＭ５’－／６－ＦＡＭ
／ＡＴＣＴＣＡＧＣＣ／ＺＥＮ／ＴＴＣＴＣＡＴＡＣＴＴＴＧＣＣＡＴＴＣＴＣ／ＩＡＢ
ｋＦＱ／－３’；ＣＤ４４　５’－／Ｃｙ５／ＴＧＣＴＴＣＡＡＴＧＣＴＴＣＡＧＣＴＣ
ＣＡＣＣＴ／ＩＡｂＲＱＳｐ／－３’；ＰＴＰＲＣ／ＣＤ４５　５’－／ＨＥＸ／ＣＣＴ
ＧＧＴＣＴＣ／ＺＥＮ／ＣＡＴＧＴＴＴＣＡＧＴＴＣＴＧＴＣＡ／ＩＡＢｋＦＱ／－３’
。予混合した増幅プライマーおよびＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブを、Ｉｎｔｅｇｒ
ａｔｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（ＩＤＴ）社からＰｒｉｍｅＴｉｍｅ　Ｓ
ｔａｎｄａｒｄ　ｑＰＣＲ法として注文し、推奨される１倍使用濃度で使用した。Ｓｕｐ
ｅｒｓｃｒｉｐｔＩＩＩ逆転写酵素（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）をＰＣＲ反応に直接添加し
て、第１鎖（ｓｔａｎｄ）ｃＤＮＡ合成を行えるようにした。ＲＴ－ＰＣＲ試薬の乳化ま
たはピコ注入後、ドロップをＰＣＲチューブで回収し、Ｔ１００　Ｔｈｅｒｍａｌ　Ｃｙ
ｃｌｅｒ（ＢｉｏＲａｄ）に移動させた。反応は、５０℃で１５分、続いて９３℃で２分
、および次の４１サイクルでインキュベートした：９２℃で１５秒および６０℃で１分。
【０２０７】
　　乳剤生成およびピコ注入
　反応混合物を１ｍＬの注射器に充填し、マイクロ流体Ｔ字形接合部ドロップ生成器（ｍ
ａｋｅｒ）に、カスタム化したＬａｂＶＩＥＷソフトウェアで制御された注射器ポンプ（
Ｎｅｗ　Ｅｒａ）により注入した。装置の径および試薬の流量を調整し、所望の３０ｍｍ
サイズのドロップを得た。ピコ注入に電場を印加するため、電極および周辺のモート流路
を３ＭのＮａＣｌ溶液で充填し、約０．１Ｓ／ｃｍの伝導率を得た。電極に、ワニ口クリ
ップで注射針と接続された蛍光灯インバータ（ＪＫＬ　Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ　Ｃｏｒｐ
）により生成した２０ｋＨｚ、３００ＶＡＣ信号を使用して、電圧を加えた。
【０２０８】
　　免疫蛍光の撮像
　熱サイクルを行った液滴を撮像するため、乳剤の１０ｍＬをＣｏｕｎｔｅｓｓチャンバ
―型カバーガラス（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）中にピペットで分取した。スライドをＮｉｋ
ｏｎ　Ｅｃｌｉｐｓｅ　Ｔｉ倒立顕微鏡で、従来の広視野落射蛍光および４倍の対物レン
ズを使用して撮像した。蛍光フィルタを選択して、シグナル強度を最適化し、多重化反応
で使用される染料のスペクトル重複による背景蛍光を軽減させた。画像を、Ｎｉｋｏｎ社
のＮＩＳ　Ｅｌｅｍｅｎｔｓ撮像ソフトウェアを使用して取り込んだ。
【０２０９】
　　データ解析
　液滴画像を、カスタム化したＭＡＴＬＡＢソフトウェアを使用して解析した。各視野に
ついて、明視野の蛍光画像を取り込んだ。最初に、ソフトウェアで円（ｃｉｒｃｌｅ）を
ドロップ接触面に適合させることにより、明視野の画像の全ドロップを探し出した。次に
、蛍光画像での背景光を、ドロップより極めて大きい縮尺まで変化させるように制約した
平滑な多項式曲面（ｓｍｏｏｔｈ　ｐｏｌｙｎｏｍｉａｌ　ｓｕｒｆａｃｅ）を使用して
、取り除いた。その後、ソフトウェアで、各液滴の円形境界中の平均蛍光強度を測定した
。得られた強度値をオフセットし、その結果、最小強度（空）群が平均で０となった。ド
ロップを、「陽性」か「陰性」かを、ドロップの強度がそれぞれ規定の閾値のプラスまた
はマイナスに収まっているかに基づいて、判定した。
【０２１０】
結果
　　ピコ注入されたドロップでのＲＮＡ転写物の検出
　ＲＴ－ＰＣＲ法でピコ注入を使用する際の、可能性のある懸念は、それがドロップでの
反応を妨げる場合があるという可能性であり；例えば、この処理は、電場への曝露直後の
ドロップ中の試薬量の変動または主要成分の分解を生じる場合がある。これらの問題を調
査するため、癌関連の２つのヒト転写物、ＥｐＣＡＭおよびＣＤ４４の検出を、ピコ注入
および非ピコ注入のドロップで、ＴａｑＭａｎ（登録商標）ＲＴ－ＰＣＲを使用して比較
した（図２６）。ＥｐＣＡＭ検出用のＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブを、フルオロフ
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ォア６カルボキシフルオロセイン（ｃａｒｂｏｘｙｆｕｏｒｏｓｃｅｉｎ）（ＦＡＭ）に
結合させ、ＣＤ４４のプローブには染料Ｃｙ５を結合させた。プローブ混合物はまた、Ｔ
ａｑＭａｎ（登録商標）プローブの側面に位置する、およびこれらの遺伝子から約１５０
塩基の単位複製配列を回収するプライマーを含んでいた。
【０２１１】
　非ピコ注入された対照ドロップを調製するために、プローブ混合物を、ヒトＰＣ３前立
腺癌細胞株から単離された全ＲＮＡの１５０ｎｇを含有する２５ｍｌのＲＴ－ＰＣＲマス
ターミックス反応物に添加した。ＲＴ－ＰＣＲ溶液は、Ｔ字形接合部ドロップ生成器によ
り乳化されて単分散３０ｍｍ（１４ｐＬ）ドロップになったものであり、ドロップは、Ｐ
ＣＲチューブに回収され、熱サイクルを行った（図２６パネルＡおよび図２６パネルＣ）
。熱サイクルの際、少なくとも１つのＥｐＣＡＭまたはＣＤ４４転写物を含有するドロッ
プが増幅され、関連するＦＡＭおよびＣｙ５染料の波長で蛍光性を有するようになった。
一方で、分子を含まないドロップは増幅されず、標準ＴａｑＭａｎ（登録商標）に基づく
デジタル液滴ＲＴ－ＰＣＲでは、不鮮明なままであった。熱サイクル後、ドロップをチャ
ンバ―型スライドガラスにピペットで分取し、蛍光顕微鏡により撮像した。原溶液でのＥ
ｐＣＡＭおよびＣＤ４４の濃度を測定するため、ＦＡＭまたはＣｙ５の蛍光性を有するド
ロップ数を計測した。反応は、ＥｐＣＡＭおよびＣＤ４４プローブの両方に対してデジタ
ル蛍光信号を示し、これらの転写物が、図２７パネルＡに示すように、ドロップで限定的
な濃度で存在することを示唆している。逆転写酵素を省略した対照反応は、蛍光信号が生
成できず、これは、ＴａｑＭａｎ（登録商標）分析が特異的であり、乳化処理により生じ
るＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブの非特異的開裂の結果ではないことを示唆する。
【０２１２】
　ピコ注入がＴａｑＭａｎ（登録商標）ＲＴ－ＰＣＲに与える影響を検査するために、上
述と同様に実験を行ったが、ＲＴ－ＰＣＲ試薬は、２溶液に分割して異なる時間に添加し
た。全ＲＮＡ、ＲＴ－ＰＣＲ緩衝液、プライマー、プローブ、およびＤＮＡポリメラーゼ
を乳化して３０ｍｍ径のドロップにし；これらのドロップは、逆転写酵素がないためＲＴ
－ＰＣＲを行うことができなかった。ピコ注入を使用して、同量の２倍の逆転写酵素を、
ＰＣＲ緩衝液で導入し、ドロップを熱サイクルさせた。非ピコ注入の対照によるものと全
く同程度に、この乳剤は頑強なデジタル信号を示し、また、図２７パネルＡおよびＢに示
すように、蛍光性ドロップ対非蛍光性ドロップは同等の比率であった。蛍光性が、背景に
あるＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブの加水分解、プローブの電場による破壊、または
いくつかの他の因子によるものでないことを確かめるため、逆転写酵素に欠くピコ注入流
体をＲＮＡ含有ドロップに添加した際の、さらなる反応を実施した。これらのドロップで
は、熱サイクル後には明らかに蛍光性ではなく（図２７パネルＣ）、信号がＲＮＡ分子の
デジタル検出のまさにその結果であったこと、およびこれらの分析が特有なものであった
ことが実証された。
【０２１３】
　　ピコ注入ドロップでのＲＴ－ＰＣＲ検出率の定量化
　ピコ注入のＴａｑＭａｎ（登録商標）ＲＴ－ＰＣＲ転写物検出への影響を正確に定量化
するために、ピコ注入および非ピコ注入ドロップの異なる４レプリカを回収した。データ
解析を自動化するため、カスタム化されたＭＡＴＬＡＢソフトウェアを使用して画像中の
ドロップを探し、その蛍光強度を測定した。特定の流路（ＦＡＭまたはＣｙ５）について
は、各ドロップ内の蛍光強度を平均化し；全ドロップ量を順次オフセットし、その結果、
空のドロップ群は平均で０になった（材料および方法を参照のこと）。両流路についての
１つの閾値を使用して、各ドロップを、図２８パネルＡに示すように、ドロップの強度が
それぞれ閾値のプラスまたはマイナスに収まっているかに基づいて、ＥｐＣＡＭおよびＣ
Ｄ４４について陽性または陰性と明示した。総合して、１６，２１６の対照ドロップおよ
び１４，２５４のピコ注入ドロップを、実験用の４レプリカより解析した。ピコ注入ドロ
ップの非ピコ注入対照ドロップに対するＴａｑＭａｎ（登録商標）検出率を決定するため
、各レプリカでのＣＤ４４（Ｃｙ５）およびＥｐＣＡＭ（ＦＡＭ）陽性対照ドロップの総
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数を正規化した。逆転写酵素のピコ注入後、ＣＤ４４陽性ドロップの９２％（＋／－２６
％）およびＥｐＣＡＭ陽性ドロップの８７％（＋／－３４％）を、対照ドロップと比較し
て検出した（図２８パネルＢ）。ピコ注入ドロップに関する平均の転写物検出率は、一定
のＲＮＡ濃度に関する対照ドロップのものよりわずかに低かったが、その差は統計学的に
有意ではなく、また、いくつかの実験用のレプリカのピコ注入ドロップの検出率は、対照
に関するものより高かった。これらの結果に基づき、ピコ注入が、反応成分を異なる時間
に添加可能であるという利点を有しながら、デジタルＲＴ－ＰＣＲと同等の転写物検出率
が得られるという結論に達した。
【０２１４】
　　個別のドロップ群は、最小限の相互汚染でピコ注入され得る
　試薬をドロップに添加する際の重要な特徴は、各ドロップの固有の内容物を維持するこ
と、およびドロップ間の物質の移動を防ぐことである。個別の２ドロップの融合とは異な
り、ピコ注入ドロップの内容物は、図２６、パネルＢに示すように、添加される流体と瞬
間的に結合する。流体からのドロップの断絶後、ドロップは物質を流体から離し、順次、
その後に続くドロップに付加されてもよい。これは、ドロップ間の材料の移動、および相
互汚染を引き起こし得る。ピコ注入が相互汚染をもたらす範囲を検証するために、Ｔａｑ
Ｍａｎ（登録商標）ＲＴ－ＰＣＲ反応は、極めて感受性が高く単一のＲＮＡ分子だけの移
動を検出することができることから、再度使用した。ＦＡＭ結合したＴａｑＭａｎ（登録
商標）プローブを、ＥｐＣＡＭ転写物の標的化に使用し、また、ヘキサクロロフルオレセ
イン（ＨＥＸ）結合したＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブを、Ｂリンパ球特異的転写物
ＰＴＰＲＣの認知用に使用した。全ＲＮＡを、ＥｐＣＡＭを発現するがＰＴＰＲＣを発現
しないＰＣ３細胞、およびＰＴＰＲＣを発現するがＥｐＣＡＭを発現しないＢリンパ球由
来細胞株（Ｒａｊｉ）より単離した。ドロップの対照セットについて、両細胞型からのＲ
ＮＡを混合し、ＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブおよびＲＴ－ＰＣＲ試薬を添加し、そ
の溶液を乳化して３０ｍｍのドロップにした。ドロップをチューブに回収し、熱サイクル
を行い、撮像した（図２９Ａ）。画像では、多数のドロップがＦＡＭおよびＨＥＸ蛍光を
呈し、ＰＴＰＲＣおよびＥｐＣＡＭ転写物の多重化ＴａｑＭａｎ（登録商標）検出を示す
。比較的ごくわずかが純緑色または赤色の蛍光性を有し、これらの分子のうち当初の１つ
のみを含有していたことを示唆し、一方で、ごく少数が不鮮明であり、したがってこれら
の転写物を有していないことを示している。
【０２１５】
　ピコ注入の相互汚染率を確認するため、対向するＴ字形接合部からドロップの２群を同
時に生成するマイクロ流体装置を使用した（図２９パネルＢに示す）。図２９パネルＢに
示すように、一方の群はＲａｊｉ細胞ＲＮＡおよびＰＴＰＲＣ転写物のみを含有し；他方
の群はＰＣ３細胞ＲＮＡおよびＥｐＣＡＭ転写物のみを含有した。両群は、ＥｐＣＡＭお
よびＰＴＰＲＣに関するプライマーおよびＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブを含有し、
したがっていずれの転写物の存在をも信号で伝えることが可能であった。形成直後に、ド
ロップに２倍の逆転写酵素をピコ注入し、これによりＴａｑＭａｎ（登録商標）分析用の
第１鎖ｃＤＮＡ鋳型合成が可能となり、および汚染する機会ができた。ＲＮＡがドロップ
間で移動した場合、ドロップのうちいくつかが多重化ＴａｑＭａｎ（登録商標）信号を呈
するはずであったが、一方で、汚染がない場合、明確な２群と非多重化群が存在するはず
であった。蛍光画像では、図２９パネルＢに示すように、ＥｐＣＡＭ（ＦＡＭ）に陽性の
一群およびＰＴＰＲＣ（ＨＥＸ）に陽性の他群の、明確な２群が認められ、多重化信号を
示唆する黄色の多重化ドロップはほとんど存在しなかった。これにより、ピコ注入の際の
相互汚染が稀であることが実証された。
【０２１６】
　正確な相互汚染率を測定するため、自動化した液滴検出ソフトウェアを使用して、数千
のドロップを分析し（図３０パネルＡ）、その結果をＴａｑＭａｎ（登録商標）陽性ドロ
ップの総数のパーセントで示した（図３０パネルＢ）。総数で５７７１のＴａｑＭａｎ（
登録商標）陽性対照ドロップおよび７３２９のＴａｑＭａｎ（登録商標）陽性ピコ注入ド
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ロップを、異なる実験用３レプリカから分析した。ＲａｊｉおよびＰＣ３ＲＮＡを組み合
わせた対照ドロップでは、多重化率（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｉｎｇ　ｒａｔｅ）４４％（＋
／－９．２６）が認められた。一方で、ピコ注入ドロップでは、図３０パネルＢに示すよ
うに、０．３１％（＋／－０．１４）のみの多重化ドロップが認められた。したがって、
ピコ注入によりいくらかの多重化が存在し、その割合はごく低いものであったが、ＲＮＡ
移動の他の原因（熱サイクル中のドロップの融合または液滴接触面間でのＲＮＡ輸送等）
によるものとして除外することができない。
【０２１７】
　形成直後にドロップをピコ注入した２段階の実験により、相互汚染の正確な量が推定可
能になったが、生物学的検査でのピコ注入の実際の実行のほとんどでは、ドロップを１つ
の装置で形成し、インキュベーションまたは熱サイクルのためにラインから離した状態に
取り外し、次いでピコ注入のために別の装置に再注入する。ピコ注入がこれらの条件下で
実施されるデジタルＲＴ－ＰＣＲ反応に有効であることを実証し、また、相互汚染率を推
定するために、ドロップの２段階群を再度作製したが、この時、ドロップをラインから離
した状態に取り出し、１ｍＬ注射器に保管して、ドロップを再注入およびピコ注入した。
まさに以前と同様に、ほぼ全てのドロップが純緑色または赤色であり、これは図３１に示
すように最小限の相互汚染を示唆している。しかし、画像の稀な黄色ドロップに示すよう
に、多重化シグナルを有するいくつかのドロップも認められた。この実験では、形成直後
にピコ注入したドロップの場合と比べて１％高い多重化率であった。ピコ注入器での相互
汚染は除外することはできないが、比較的高い多重化率は、ラインから離した状態での保
管および再注入の間（その間、ドロップが融合機会を増す可能性がある埃、空気、せん断
力を受ける場合がある）でのドロップの融合の結果であると推測される。このことは、乳
剤の再注入の際に、偶発的な大型の融合ドロップが存在するという知見、また図３１に示
すようにピコ注入された乳剤が若干多分散的であった知見により裏付けられる。それにも
かかわらず、これらの粗野な条件下でさえ、ドロップの大多数が多重化を呈しておらず、
ドロップが個別の反応体（ｒｅａｃｔｏｒ）としてその完全性を維持していたことが示唆
される。
【０２１８】
　これらの研究から、ピコ注入は、液滴デジタルＲＴ－ＰＣＲに適合し、ピコ注入を組み
込まないワークフローと同等の単一のＲＮＡ分子検出率を提供することが実証された。こ
のことにより、ピコ注入が、核酸、酵素、緩衝液、および染料のような通常の生体成分に
関連する反応に適合することが示された。また、ピコ注入の際に、ドロップ間での物質の
わずかな移動が存在することが認められた。これらの結果は、ピコ注入が、超ハイスルー
プット生物学的分析のために試薬をドロップに添加する、強力かつ頑強な技術であること
を裏付ける。
【０２１９】
実施例６：単細胞ＲＴ－ＰＣＲマイクロ流体装置
　図３２は、本明細書で提供される単細胞ＲＴ－ＰＣＲマイクロ流体装置の１つの実施形
態を示す。対象の細胞を、最初に、プロテアーゼおよび洗浄剤を含む溶解試薬を含有する
ドロップに封入し、ラインから離した状態でインキュベートした。次いで、これらのドロ
ップをこの装置に導入し、微小液滴を導入する注入用（ｉｎｐｕｔ）微小流路およびフロ
ーフォーカス型（ｆｌｏｗ　ｆｏｃｕｓ）ドロップ生成器を使用して、油により間隔をあ
けた（パネルＡ）。対形成用（ｐａｉｒｉｎｇ）微小流路（ｍｉｃｒｏｃｈａｎｎｅｌ）
では、次いで、間隔を空けたドロップを、希釈緩衝液ドロップ生成器により生成された希
釈緩衝液を含有する大型のドロップと、対形成用微小流路との流体連通で、対形成した（
パネルＢ）。次いで、大型のおよび小型のドロップを、融合用微小流路で、電場により融
合し（パネルＣ）、小型のドロップ内容物を大型のドロップに付加した。融合したドロッ
プは混合用微小流路を通過し、次いで、その少量をドロップ試料採取器（ｄｒｏｐ　ｓａ
ｍｐｌｅｒ）により試料採取した（パネルＤ）。次いで、その少量はピコ注入微小流路を
通過し、その際、その少量にＲＴ－ＰＣＲ試薬をピコ注入した（パネルＥ）。次いで、ド
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ロップに、ＲＴ－ＰＣＲ反応のための熱サイクルを行った。
【０２２０】
　このシステムは、単細胞ＲＴ－ＰＣＲを促進したが、これは、ＲＴ－ＰＣＲ試薬の添加
前に、細胞溶解およびタンパク質消化の１段階での実施（表示されず）、および続くドロ
ップ中の溶解物の希釈を可能にしたことによる。希釈なしでは、溶解物がＲＴ－ＰＣＲ反
応を阻害する可能性があった。
【０２２１】
　装置は、各マイクロ流体成分のタイミングを、希釈ドロップを生成する大型のドロップ
生成器の周期性（ｐｅｒｉｏｄｉｃｉｔｙ）により設定したため、頑強に、少なくともあ
る程度機能した。この周期的なドロップ形成なしでは、装置は安定に動作しない場合があ
り、また多分散性のドロップを生成する可能性がある。
【０２２２】
実施例７：マイクロ流体液滴形成装置の切り込みを備えた流路を利用した試験
　Ｔ字形接合部の下流に配置された流路切り込みを備えた、または備えていないＴ字形接
合部ドロップ生成器を試験し、液滴形成性能に対するそのような切り込みの有効性を判定
した。流路幅は約３０μｍであり、切り込みのピーク幅は、約５～約１０μｍであった。
図３３を参照のこと。
【０２２３】
　ＰＤＭＳマイクロ流体装置を、本明細書に記載のように一般的に作製し、１０秒間でプ
ラズマ処理した。流量比を監視し（個々の流量の合計（Ｑｓｕｍ）、（Ｑｏｉｌ）＋（Ｑ

ａｑ）は約１０００μｌ／時間および流量比（Ｒ）＝Ｑａｑ／Ｑｓｕｍであった）、液滴
形成を可視化した。
【０２２４】
　切り込みを備えていない装置で流量比を上昇させると、ドロップ生成器はドロップ形成
を停止し、代わりに長い噴流を形成した。いかなる特定の理論にも束縛されるものではな
いが、これは、噴流が流路壁を湿らせ、接着し、ドロップ形成を阻害するためであると考
えられる。図３３左側を参照のこと。切り込みを備えた装置については、切り込みが壁近
くに油を成功裏に捕捉し、水相で湿りにくくする。これにより、装置がより高い流量比で
ドロップの形成が可能となり、その後、最終的にはＲ＝０．９で湿らせた。このことから
、切り込みによりドロップ生成器が、切り込みがない場合で可能であり得た範囲より広範
囲にわたり機能することが実証された。図３３の画像の上部および下部セットは、異なる
装置で実行する実験に対応する。実験を第１対の装置で実施した場合、最大Ｑａｑ／Ｑｏ

ｉｌで２１倍の増大が達成された。同様の実験を第２対の装置で実施した場合、最大Ｑａ

ｑ／Ｑｏｉｌで８倍の増大が達成された。この不一致は、噴出を引き起こす湿潤性が多少
、予測不可能であり、ヒステリシス（ｈｙｓｔｅｒｅｔｉｃ）であり、また変動傾向にあ
ることから、実験の変動性（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ）に起
因する場合がある。
【０２２５】
実施例８：液体電極の製作および試験
　多くのマイクロ流体装置は、電場を形成するために金属電極を、そのような電場が特定
のマイクロ流体装置の用途に必要とされる場合、利用する。しかしながら、そのような金
属電極の使用への欠点、例えば増加した製作ステップ数および電極欠陥の可能性等が存在
する場合がある。
【０２２６】
　有利にも、本開示には、製作ステップを単純化し、かつ、金属電極と同様のおよび／ま
たは改良された性能を提供する、液体電極の製作および使用について説明している。
【０２２７】
　図３４は、例示的な液体電極製作方法の概要を示す。最初に、ＳＵ－８フォトレジスト
マスターをＳｉウエハに製作した（Ａ）。次いで、ＰＤＭＳを鋳造し、脱気し、硬化させ
た（Ｂ）。流体入口をＰＤＭＳで穿孔し、そのＰＤＭＳをスライドガラスに接着させた（
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Ｃ）。最後に、流路にＮａＣｌ溶液を充填した。図３５は、電極流路に塩水を充填させた
際の異なった時間で撮影された一連の３画像を示す（時間的経過は、左から右に進む）。
塩水を流路の流体入口に導入し、加圧し、塩水を流路にゆっくり充填させた。流路に当初
存在した空気をＰＤＭＳに押し込み、その結果、末端まで液体を完全に充填させた。
【０２２８】
　図３６に示すように、様々な液体電極構造の電場線を模倣した。模倣図は、異なる３形
状の等電位線を示す正極および接地電極の模倣図である。
【０２２９】
　液体電極は、図３７（大型のドロップと小型のドロップを液体電極を利用して融合する
液滴融合装置のうち２画像を提供する）に示すように、電場の印加によりドロップを融合
することが可能であった。ドロップを融合するため、塩水電極を使用して電場を印加した
。電場がオフ状態の場合はドロップに融合は生じず（右）、電場がオン状態の場合はドロ
ップに融合が生じた（左）。
【０２３０】
実施例９：アゾスピラ（Ａｚｏｐｉｒａ）／大腸菌混合物のＰＣＲ解析およびＦＡＣＳ選
別
　異なる２種の細菌、アゾスピラおよび大腸菌を、微小液滴に封入した。液滴内ＰＣＲ（
ｉｎ　ｄｒｏｐｌｅｔ　ＰＣＲ）を、アゾスピラおよび／または大腸菌について、Ｔａｑ
Ｍａｎ（登録商標）およびプライマーを使用して実施した。図５２は、封入したアゾスピ
ラで、ＴａｑＭａｎ（登録商標）のＰＣＲ反応を実施したドロップを示す画像である。上
部画像は１１０ｂｐ単位複製配列を生成した反応に対応し、これに対し、下部画像は、１
４７ｂｐ単位複製配列に対応している。図５３は、アゾスピラおよび大腸菌に関する１６
Ｓプライマーを検査したゲルの写真を示す。ゲルには、２種類のＴａｑＭａｎ（登録商標
）ＰＣＲ反応の単位複製配列に対応するバンドを示され、１つは４６４ｂｐ単位複製配列
であり、１つは５５０ｂｐ単位複製配列である。図５４は、液滴内ＰＣＲ反応が、複数の
プライマーセットを細菌含有試料に添加することにより多重化し得ることを実証するゲル
の写真を示す。図５５は、ＴａｑＭａｎ（登録商標）反応がアゾスピラについてのみのプ
ライマーおよびプローブを有していた実験結果を示し、したがって、これらの細菌のうち
１つを含有するドロップが増幅を受けて蛍光性になったが、空のドロップまたは大腸菌に
よるドロップは不鮮明のままであった。次いで、乳剤を、マイクロ流体装置を使用して、
二重乳剤に封入し、ＦＡＣＳで選別した。図５５の右側のプロットは、ＦＡＣＳデータを
示す。上部プロットは、ドロップ蛍光性の関数として示された散乱断面積を示す。これに
基づき、一群に境界線を描くことにより（上述）ゲーティングし、この群をドロップ強度
に基づき選別した。ゲーティング（ｇａｔｉｎｇ）により、小型の油滴または取り除くべ
き埃による誤事象（ｅｒｒｏｎｅｏｕｓ　ｅｖｅｎｔ）が認められた。二重乳剤のみを見
ると、本群は、比較的低いヒストグラムに示すように、蛍光性ドロップおよび非蛍光性ド
ロップに対応した明確な２ピークを有した。液滴内ＰＣＲ中に生成される単位複製配列を
再増幅させる試みは成功しなかったが、潜在的には、それらが類似の塩基を含むことによ
る化学構造、またはキャリアオイルの阻害作用に起因する。
【０２３１】
　上述の発明は、明確な理解を目的に、図および実施例を手段として、いくつか詳細に説
明してきたが、当業者には、本開示の教示を考慮すると、ある変更および修正が添付の特
許請求の範囲の趣旨または範囲を逸脱せずになされ得るということが容易に理解される。
【０２３２】
　したがって、上述は、本発明の主要部を単に説明しているに過ぎない。当業者は、本明
細書に明確に説明または記載されていないが本発明の主要部を具現化する様々な配置を考
案することができ、その趣旨および範囲内で包含されることは、当然理解されよう。さら
にまた、本明細書に記述される全ての実施例および条件付きの語は、主に、読者が具体的
に記述したそのような実施例および状態を限定することなく本発明の主要部を理解するこ
とを手助けすることを意図している。さらには、本発明の主要部、態様、および実施形態
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ならびにその特定の実施例を記述する本明細書の全ての記載は、その構造的等価物および
機能的等価物の両方を包含することを意図する。また、そのような等価物が、既知の等価
物および将来開発される等価物の両方、すなわち、構造にかかわらず同様の機能を実行す
る開発されたいずれの要素も、包含することを意図する。したがって、本発明の範囲は、
本明細書に示され、記載された例示的な実施形態に限定されないことを意図する。むしろ
、本発明の範囲および趣旨は、添付の特許請求の範囲により具現化される。
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