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(57)【要約】
　ゲノムDNAを分析する方法。標的を含むゲノムDNAを入
手してもよい。ゲノムDNAを意志的に断片化して、断片
化DNAを生成してもよい。断片化DNAを液滴形成部を通過
させて、断片化DNAを含む水性液滴を形成してもよい。
液滴に対してアッセイを実施して、標的のレベルを測定
してもよい。一部の実施形態において、液滴は、少なく
とも約5ナノグラム/マイクロリットルの濃度でゲノムDN
Aを含んでもよく、液滴は、少なくとも約50液滴/秒の液
滴形成頻度で形成されてもよく、液滴は、各液滴の平均
体積が約10ナノリットル未満であってもよく、液滴は、
約50ナノリットル/秒を超える流速で形成されてもよく
、またはそれらの任意の組み合わせであってもよい。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的を含むゲノムDNAを入手するステップ;
　前記ゲノムDNAを意志的に断片化して、断片化DNAを生成するステップ;
　前記断片化DNAを少なくとも1つの液滴形成部を通過させて、前記断片化DNAを含む水性
液滴を形成するステップ;および
　前記液滴に対してデジタルアッセイを実施して、前記標的のレベルを測定するステップ
を含む、ゲノムDNAを分析する方法。
【請求項２】
　前記液滴は、平均体積が約10ナノリットル未満である、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　前記液滴は、少なくとも約5ナノグラム/マイクロリットルの濃度で前記ゲノムDNAを含
む、請求項1に記載の方法。
【請求項４】
　前記ゲノムDNAは、水性サンプル中に入れられ、前記液滴は、前記液滴形成部を通る前
記水性サンプルの流速が約50ナノリットル/秒を超える流速で形成される、請求項1に記載
の方法。
【請求項５】
　前記液滴は、少なくとも約50液滴/秒の液滴形成頻度で形成される、請求項1から4のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記液滴は、平均体積が約10ナノリットル未満であり、少なくとも約5ナノグラム/マイ
クロリットルの濃度で前記ゲノムDNAを含む、請求項1に記載の方法。
【請求項７】
　前記液滴は、平均体積が約10ナノリットル未満であり、前記ゲノムDNAは、水性サンプ
ル中に入れられ、前記液滴は、前記液滴形成部を通る前記水性サンプルの流速が約50ナノ
リットル/秒を超える流速で形成される、請求項1に記載の方法。
【請求項８】
　前記液滴は、少なくとも約5ナノグラム/マイクロリットルの濃度で前記ゲノムDNAを含
み、前記ゲノムDNAは、水性サンプル中に入れられ、前記液滴は、前記液滴形成部を通る
前記水性サンプルの流速が約50ナノリットル/秒を超える流速で形成される、請求項1に記
載の方法。
【請求項９】
　前記ゲノムDNAは、水性サンプル中に入れられ、前記液滴は、前記液滴形成部を通る前
記水性サンプルの流速が約50ナノリットル/秒を超える流速で形成される、請求項6に記載
の方法。
【請求項１０】
　前記液滴は、少なくとも約50液滴/秒の液滴形成頻度で形成される、請求項6に記載の方
法。
【請求項１１】
　前記液滴は、少なくとも約50液滴/秒の液滴形成頻度で形成される、請求項7に記載の方
法。
【請求項１２】
　前記液滴は、少なくとも約50液滴/秒の液滴形成頻度で形成される、請求項8に記載の方
法。
【請求項１３】
　前記液滴は、平均体積が約10ナノリットル未満である、請求項12に記載の方法。
【請求項１４】
　前記断片化ステップは、前記ゲノムDNAを制限酵素で消化するステップを含む、請求項1
に記載の方法。
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【請求項１５】
　前記制限酵素は、前記ゲノムDNAを1キロベースあたり平均約1回未満、切断する、請求
項14に記載の方法。
【請求項１６】
　前記断片化ステップは、前記ゲノムDNAを剪断するステップを含む、請求項1に記載の方
法。
【請求項１７】
　前記断片化ステップは、前記ゲノムDNAを超音波処理するステップを含む、請求項1に記
載の方法。
【請求項１８】
　前記液滴は、1液滴あたり平均約2コピー未満の前記標的を含む、請求項1に記載の方法
。
【請求項１９】
　前記液滴は、1液滴あたり平均約2ゲノム当量未満の前記ゲノムDNAを含む、請求項1に記
載の方法。
【請求項２０】
　前記断片化ステップは、前記標的を実質的に破壊しない、請求項1に記載の方法。
【請求項２１】
　前記デジタルアッセイを実施するステップは、前記液滴中の前記標的を増幅するステッ
プを含む、請求項1に記載の方法。
【請求項２２】
　前記標的は、PCRによって増幅される、請求項21に記載の方法。
【請求項２３】
　前記デジタルアッセイを実施するステップは、前記液滴から蛍光を検出するステップを
含む、請求項21に記載の方法。
【請求項２４】
　前記デジタルアッセイを実施するステップは、ポアソンアルゴリズムを用いて前記標的
のレベルを測定するステップを含む、請求項21から23のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２５】
　前記液滴は、平均体積が約0.1～10ナノリットルである、請求項1に記載の方法。
【請求項２６】
　少なくとも約5ng/マイクロリットルの濃度でDNAを含むサンプルを入手するステップ;
　前記DNAを意志的に断片化して、断片化DNAを生成するステップ;および
　前記サンプルを液滴形成部を通過させて、前記断片化DNAを含む水性液滴を形成するス
テップであって、前記液滴は、少なくとも約50液滴/秒の液滴形成頻度で形成され、平均
体積が約10ナノリットル未満であるステップ
を含む、DNAを含む水性サンプルを液滴に分割する方法。
【請求項２７】
　ゲノムDNAを含むサンプルを入手するステップ;
　前記DNAを意志的に断片化して、断片化DNAを生成するステップ;および
　前記サンプルを液滴形成部を通過させて、前記断片化DNAを含む水性液滴を形成するス
テップであって、前記液滴は、少なくとも約50液滴/秒の液滴形成頻度で形成され、平均
体積が約10ナノリットル未満であるステップ
を含む、DNAを含む水性サンプルを液滴に分割する方法であって、
前記ゲノムDNAは、前記通過させるステップが前記DNAを断片化せずに同条件下で実施され
る場合に液滴形成を妨げる濃度である、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　優先出願の相互参照
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　本出願は、以下の先の出願の優先権を主張するものである:2010年11月1日に出願された
米国仮特許出願第61/409,106号および2010年12月22日に出願され、2011年9月8日に米国特
許出願公開第2011/0217712(A1)号として公開された米国特許出願第12/976,827号。この両
特許出願の内容全体を、あらゆる目的において参照によって本明細書に組み込んだものと
する。
【０００２】
　他の参考文献の相互参照
　本出願は、あらゆる目的において参照によって以下の文献を本明細書に組み込んだもの
とする: 2006年5月9日に発行された米国特許第7,041,481号、2010年7月8日に公開された
米国特許出願公開第2010/0173394(A1)号、2011年9月29日に公開されたPCT国際公開第WO20
11/120024号およびJoseph R. Lakowicz、PRINCIPLES OF FLUORESCENCE SPECTROSCOPY(第2
版、1999年)。
【背景技術】
【０００３】
　緒言
　多くの生物医学的適用は、標的核酸についてのサンプルのハイスループットアッセイに
依存している。例えば、研究および臨床分野の適用では、標的特異的な試薬を使用したハ
イスループット遺伝子検査により、特に、薬物の発見、バイオマーカーの発見および臨床
診断法のための正確で高精度な標的核酸の定量化が可能である。
【０００４】
　エマルジョンは、標的のハイスループットアッセイに大きな変革をもたらす多大な期待
を有する。乳化技術により、生化学的反応のための独立した反応容器として機能する多く
の水性液滴を作り出すことが可能である。例えば、水性サンプル(例えば、20マイクロリ
ットル)を複数の液滴(例えば、それぞれが1ナノリットルの20,000の液滴)に分割すること
が可能であり、これにより、それぞれの液滴を用いて標的に対する個々の試験を行うこと
ができる。
【０００５】
　水性液滴をオイル中に懸濁させて油中水滴型エマルジョン(W/O)を作り出すことが可能
である。界面活性剤によりエマルジョンを安定化することによって加熱、冷却および移動
の間に液滴同士が凝集するのを低減することができ、これにより熱サイクルを行うことが
可能になる。したがって、エマルジョンは、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)を使用して、液
滴中で標的核酸分子の単一コピーの増幅を行うために使用されてきた。液滴中の個々の標
的分子の存在を検出する性能によってデジタルアッセイが可能になる。
【０００６】
　例示的な液滴ベースのデジタルアッセイでは、サンプルは、標的の限界希釈で一組の液
滴に分割される(すなわち、一部の液滴は、標的の分子を含まない)。標的分子が液滴間で
ランダムに分配される場合、液滴中にある標的の所定の平均濃度に基づいて、液滴中に厳
密に0、1、2、3個またはそれ以上の標的分子が見つかる確率がポアソン分布によって示さ
れる。反対に、液滴中(したがって、サンプル中)の標的分子の濃度は、液滴中に所定の数
の分子が見つかる確率から算出してもよい。
【０００７】
　標的分子が見つからない確率と1つまたは複数の標的分子が見つかる確率の推定値は、
デジタルアッセイにおいて測定されてもよい。２値アプローチ(binary approach)では、
各液滴を試験して、液滴がポジティブ、ゆえに少なくとも1つの標的分子を含むか、また
は液滴がネガティブ、ゆえに標的分子を含まないかを求めてもよい。液滴中に標的分子が
見つからない確率は、試験した液滴のネガティブであるフラクション(「ネガティブフラ
クション」)によって、少なくとも1つの標的分子が見つかる確率は、試験した液滴のポジ
ティブであるフラクション(「ポジティブフラクション」)によって概算することができる
。ポジティブフラクションまたはネガティブフラクションの値は、その後、液滴中の標的
濃度を算出するためのポアソンアルゴリズム(Poisson algorithm)に利用することができ
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る。他の場合には、デジタルアッセイは、２値より多いデータを生成してもよい。例えば
、アッセイでは、ネガティブ(0)またはポジティブ(>0)より大きい分解能で各液滴中に標
的分子がいくつ存在するかを評価してもよい(例えば、0、1または>1分子;0、1、2または>
2分子など)。
【０００８】
　さまざまなサンプルの液滴ベースのDNAアッセイがハイスループットと正確さとを併せ
持つためには、液滴は、速やかに均等な大きさ(すなわち、単分散の液滴)で形成される必
要がある。しかしながら、特に、液滴形成頻度が高い場合に、液滴がバルクサンプル相か
ら分離する能力をサンプル構成成分が妨げることがある。結果的に、形成される液滴の大
きさあるいは液滴を形成する能力さえもサンプル毎に変化してアッセイの信頼度が低下す
る可能性がある。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】米国仮特許出願第61/409,106号
【特許文献２】米国特許出願第12/976,827号
【特許文献３】米国特許第7,041,481号
【特許文献４】米国特許出願公開第2010/0173394(A1)号
【特許文献５】PCT国際公開第WO2011/120024号
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】Joseph R. Lakowicz、PRINCIPLES OF FLUORESCENCE SPECTROSCOPY(第2
版、1999年)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　高い形成頻度で、確実で一貫した液滴形成を提供する新しいアプローチが必要とされて
いる。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本開示は、ゲノムDNAを分析する方法を提供する。標的を含むゲノムDNAを入手してもよ
い。ゲノムDNAを意志的に断片化して、断片化DNAを生成してもよい。断片化DNAを液滴形
成部(droplet generator)を通過させて、断片化DNAを含む水性液滴を形成してもよい。液
滴に対してデジタルアッセイが実施して、標的のレベルを測定してもよい。一部の実施形
態において、液滴は、少なくとも約5ナノグラム/マイクロリットルの濃度でゲノムDNAを
含んでもよく、液滴は、少なくとも約50液滴/秒の液滴形成頻度(droplet generation fre
quency)で形成されてもよく、液滴は、各液滴の平均体積が約10ナノリットル未満であっ
てもよく、液滴は、約50ナノリットル/秒を超えるサンプル流速で形成されてもよく、ま
たはそれらの任意の組み合わせであってもよい。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】本開示の態様に従ったゲノムDNA分析の例示的な方法を示すフローチャートであ
る。
【図２】3つの異なるサンプルを4つの異なる駆動圧のそれぞれにおいて処理している液滴
形成部の写真から作製されたマトリックス図である。
【図３】ゲノムDNAを含まない、あるいは消化(EcoRI)または未消化のゲノムDNA(Rajiもし
くはCoriell)を含むサンプルについて液滴形成頻度の関数としてグラフ化した液滴の体積
のグラフである。
【図４】図3の各サンプルについてサンプル流速の関数としてグラフ化した液滴の体積の
グラフである。
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【図５】図3の各サンプルについて液滴形成頻度の関数としてグラフ化した最大伸長のグ
ラフである。
【図６】図3の各サンプルについてサンプル流速の関数としてグラフ化した最大伸長のグ
ラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　本開示は、ゲノムDNAを分析する方法を提供する。標的を含むゲノムDNAを入手してもよ
い。ゲノムDNAを意志的に断片化して、断片化DNAを生成してもよい。断片化DNAを液滴形
成部を通過させて、断片化DNAを含む水性液滴を形成してもよい。液滴に対してアッセイ
を実施して、標的のレベルを測定してもよい。一部の実施形態において、液滴は、少なく
とも約5ナノグラム/マイクロリットルの濃度でゲノムDNAを含んでもよく、液滴は、少な
くとも約50液滴/秒の液滴形成頻度で形成されてもよく、液滴は、各液滴の平均体積が約1
0ナノリットル未満であってもよく、液滴は、約50ナノリットル/秒を超える流速で形成さ
れてもよく、またはそれらの任意の組み合わせであってもよい。
【００１５】
　本明細書中で開示されるように、液滴中のゲノムDNAを分析する方法は、その他の液滴
ベースのアプローチに比べて相当の利点がある。その利点としては、頻度が高い、単分散
性が高い、DNAの含有量が多い、かつ/または実質的にゲノムDNAからの干渉が少ない状態
で液滴を形成することが挙げられる。
【００１６】
　上記およびその他の本開示の態様については、以下のセクション:(I)ゲノムDNA分析の
例示的な方法についての概要、(II)液滴形成試験の例示的なデータおよび(III)選択され
た実施形態に記載される。
【００１７】
　I.ゲノムDNA分析の例示的な方法についての概要
　図1は、ゲノムDNA分析の例示的な方法20を図示したフローチャートを示している。提示
されるステップは、任意の適当な順序で任意の適当な組み合わせで行われてもよい。
【００１８】
　ゲノムDNAを入手してもよく、これを22とする。DNAは、哺乳動物(例えば、ヒト、マウ
ス、ラット、サルなど)、非哺乳脊椎動物、無脊椎動物、酵母菌もしくは真菌、植物、原
生動物、細菌などの任意の適当な生物から入手してもよい。DNAは、商業的に購入する、
寄贈品として受け取る、細胞または体液からの抽出によって得る、臨床サンプルとして受
け取るなどの任意の適当な方法によって入手してもよい。DNAは、比較的高分子量の状態
で入手してもよく、例えば、特に、分子量が少なくとも約104、105または106キロダルト
ン(例えば、平均長さが少なくとも約25、50、100、200、500または1,000キロベース)であ
る。
【００１９】
　液滴の形成前にゲノムDNAを断片化してもよく、これを24とする。断片化は、意志的な
行為、すなわち、故意に行われてもよい。断片化には、一般に、DNA鎖を切断(cutting)ま
たはブレーク(breaking)することなどによってゲノムDNAの分子量を実質的に減少させる
任意の手順が含まれる。断片化により、平均分子量および/または長さを、特に、少なく
とも約5、10、20、50または100分の1など任意の適当な量に減少させてもよい。ゲノムDNA
を断片化する例示的なアプローチとしては、制限酵素(例えば、特に、4、5、6または8ヌ
クレオチドの認識部位を有する酵素)による消化が挙げられる。標的は、標的分子のいか
なる切断も避けるために制限酵素の認識部位を含まなくてもよい。制限酵素消化は、完全
に行われても、または部分消化であってもよい。その代わりに、またはそれに加えて、ゲ
ノムDNAの水性サンプルは、加熱してDNAを断片化してもよい。DNAを断片化する典型的な
加熱は、特に、少なくとも95℃の温度で、少なくとも約10、15、20または30分間行っても
よい。他の場合には、DNAは、剪断、超音波処理、噴霧、放射線照射などによって断片化
してもよい。
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【００２０】
　ゲノムDNAは、標的、一般に試験対象の配列を含んでいてもよい。ゲノムDNAの断片化は
、標的を実質的に破壊することなく行われてもよく、これは、断片化の工程によって破壊
された(例えば、ブレークまたは切断)ゲノムDNAの標的配列が半分未満であることを意味
する。
【００２１】
　断片化DNAを含む液滴を形成してもよく、これを26とする。1つまたは複数の液滴形成部
のそれぞれにより連続的に液滴を形成してもよい。断片化DNAを少なくとも1つの液滴形成
部を通過させて、液滴を形成してもよい。一般に、断片化DNAは、水性サンプル中に入れ
られ、水性サンプルおよび非混和性の連続相は液滴形成部を通過して断片化DNAを含む水
性液滴が形成され、それが連続相中に入る。適当な場合もある液滴形成部およびエマルジ
ョン相のさらなる態様は、相互参照において先に列挙した文献に記載されており、それら
の文献を参照によって本明細書に組み込んだものとし、特に、2010年7月8日に公開された
米国特許出願公開第2010/0173394(A1)号および2011年9月29日に公開されたPCT国際公開第
WO2011/120024号である。
【００２２】
　液滴は、任意の適当な大きさであってよい。例えば、液滴の平均体積は、特に、約1μL
、100nL、10nL、1nL、100pL、10pLまたは1pL未満であってもよい。代わりに、あるいはさ
らに、液滴の平均体積は、特に、約10fL、100fL、1pL、10pLまたは100pL超であってもよ
い。ある場合には、液滴の平均体積は、特に、約1pLから100nL、1pLから10nLまたは0.1か
ら10nLであってもよい。液滴は、単分散であってもよい。
【００２３】
　液滴は、任意の適当な濃度の断片化DNAを含んでもよい。例えば、断片化DNAは、特に、
少なくとも約0.1、0.2、0.5、1、2、5、10、20、50ng/Lの濃度で液滴中に入れられてもよ
い。ある場合には、濃度は、約0.1～50または0.2～20ng/Lであってもよい。DNAを断片化
することにより、液滴中に組み込まれるDNAの含有量をさらに多くできる。断片化DNAは、
1液滴あたり平均約2ゲノム当量未満で存在してもよい。標的は、1液滴あたり平均約2分子
未満で存在してもよい。
【００２４】
　液滴は、特に、少なくとも約10、20、50、100、200、500または1,000Hz(液滴/秒)など
の任意の適当な液滴形成頻度で形成されてもよい。一般に、液滴形成頻度は、形成されて
いる液滴の大きさに反比例し、小さな液滴ほど液滴形成頻度を高くできる。
【００２５】
　液滴を形成するために使用される(断片化DNAを含む)水性サンプルは、任意の適当な流
速で液滴形成部を通過させ、かつ/または液滴に変換してもよい。適している場合もある
例示的な流速として、特に、少なくとも約1、5、10、20、50、100、200、500、1,000、5,
000または10,000nL/秒が挙げられる。一般に、サンプル流速は、形成されている液滴の大
きさに直接関係し、大きな液滴ほど速い流速が可能になる。
【００２６】
　例示的な液滴の体積、DNA濃度、液滴形成頻度および流速についての値(または範囲)は
、上で挙げた(1つまたは複数の)任意の適当な組み合わせで組み合わされてもよい。
【００２７】
　液滴に対してアッセイを実施してもよく、これを28とする。アッセイは、各液滴中の個
々の標的分子を検出するデジタルアッセイであってもよい。デジタルアッセイには、特に
、PCRまたはリガーゼ連鎖反応によるものなどの標的分子の増幅が含まれてもよい。デジ
タルアッセイには、液滴からの蛍光の検出も含まれてよい。アッセイは、さらにポアソン
アルゴリズムを用いた各液滴中の標的のレベル(例えば、濃度)の測定を含んでもよい。
【００２８】
　II.液滴形成試験の例示的なデータ
　このセクションでは、断片化したまたは断片化していないゲノムDNAを含む液滴形成試
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験の代表的なデータを提示する。図2～6を参照のこと。
【００２９】
　マイクロ流体デバイスにおける液滴の形成は、サンプルが液滴形成部に移動する流速お
よび液滴が形成される頻度に依存する場合もある。速い流速では、サンプル流が非混和性
の連続相中に噴出し(jet into)、液滴を形成することができない場合もある。噴出限界(j
etting limit)に近い形成速度では、液滴が形成される前にサンプルが排出流路の下に向
かって伸長し始める。伸長する長さは、一連の形成条件が噴出限界にどれほど近いかを調
べるために使用できる。
【００３０】
　図2は、4つの異なる駆動圧、したがって流速のそれぞれにおいて3つの異なる水性サン
プル32～36を処理している液滴形成部30の写真から作製されたマトリックス図を示してい
る。3つのサンプルは、(a) DNAを含まない対照サンプル32(鋳型を含まないPCR緩衝液)、(
b)未消化で、高分子量(MW)であるヒトゲノムDNA(Raji、18.75ng/L)の水性サンプル34およ
び(c)制限酵素によって消化され、分子量が減少したヒトゲノムDNA(Raji、18.75ng/L)の
水性サンプル36である。4つの駆動圧(1、2、3および4)は、液滴形成部の下流にかけられ
る負の圧力(減圧)であり、ポンド/平方インチ(psi)で表わされ、1psiが約6.9キロパスカ
ルに相当する。減圧のレベルにより、サンプル流速、全体の流速および液滴形成頻度を制
御してもよい。
【００３１】
　液滴形成部30は、サンプル注入流路38、少なくとも1つまたは1組のオイル注入流路40、
42および排出流路44からなる流路ネットワークによって形成されてもよい。注入流路38は
、水性サンプル32、34または36のバルク水相46を液滴形成部に送る。注入流路40、42は、
連続相48(例えば、オイルと界面活性剤)を液滴形成部に送る。排出流路44は、流路交差部
52から連続相48に液滴50を送る。
【００３２】
　上の列は、ゲノムDNAを含まない対照サンプル32の液滴形成を示す。液滴50はおよそ1nL
であり、異なる減圧レベルでも大きさがあまり変化していない。
【００３３】
　真ん中の列は、未消化のゲノムDNAを含むサンプル34を用いた液滴形成を示す。ゲノムD
NAが液滴形成を大幅に低下させており、試験された最も低い減圧レベル(1 psi)でのみ液
滴形成が起こっている。最も低いレベルでも、流路交差部52を通過したバルク水相46は、
54の矢印で示される通りかなり伸長しており、液滴50も大きい。さらに高い減圧レベル(
例えば、1psiを2～4psiと比較する)および流速では、サンプルの流れが、56の矢印で示さ
れる通り液滴に分裂することなく排出流路44に急速に流れ込むため液滴が形成されない。
したがって、ヒトゲノムDNAが存在すると、液滴形成が大幅に妨げられる可能性があり、
低いDNA濃度、遅い流速および低い液滴形成頻度を使用する必要がある場合もある。結果
として、サンプルの処理が大幅に遅くなることもある。また、エマルジョン中の標的を含
む液滴の出現率が実質的に低下する場合もあり(DNA濃度が低いため)、測定される標的レ
ベルについて同じ信頼度を達成するためにはより多くの液滴を分析する必要があるであろ
う。
【００３４】
　下の列は、サンプル34と同じゲノムDNA濃度(単位体積当たりの質量)を含むがDNAが制限
酵素で短いフラグメントに消化された後のものであるサンプル36を用いた液滴形成を示し
ている。ここで示されている圧力(および流速)では、断片化された状態のゲノムDNAは、
確認できるほど液滴の形成を低下させていない。このサンプルは、DNAが含まれていない
対照サンプル32と同様の液滴50を生成する。
【００３５】
　液滴形成中の、形成減圧、サンプル流速、液滴形成頻度、排出流路における速度、液滴
の大きさおよび最大のサンプル伸長の間の関係を定量的に評価するためにさらに研究を行
った。使用した水性サンプルは、Spectral Dye Buffer(図2のものと同じ対照サンプルで



(9) JP 2013-541347 A 2013.11.14

10

20

30

40

50

あるが、DNAポリメラーゼを含まない)、RajiヒトゲノムDNA(Loftstrand Laboratories)(
「Raji」)および19205ヒトDNA(Coriell Institute)(「Coriell」)とした。DNAサンプルは
、未消化か、または制限酵素EcoRIで消化したもののいずれかとした。20U/μLの濃度のEc
oRI(New England Biolabs)のNEB #4緩衝液溶液を用いて、最終濃度が200ng/μLのゲノムD
NAでDNAの消化を行った。その混合物を37℃で1時間インキュベートし、その後、さまざま
な最終濃度に希釈した。
【００３６】
　図3～6のグラフは、Master Mix(DNAを含まない)、EcoRIで消化した18.75ng/μLのRaji 
DNA、EcoRIで消化した18.75ng/μLのCoriell 19205 DNA、未消化の18.75ng/μLのRaji DN
Aおよび未消化の18.75ng/μLのCoriell 19205 DNAのサンプルを用いて行われた液滴形成
実験の結果を示している。図3は、各サンプルについて液滴形成頻度の関数としてグラフ
化した液滴の体積のグラフを示している。図4は、各サンプルについてサンプル流速の関
数としてグラフ化した液滴の体積のグラフを示している。図5は、各サンプルについて液
滴形成頻度の関数としてグラフ化した最大伸長のグラフを示している。図6は、図3の各サ
ンプルについてサンプル流速の関数としてグラフ化した最大伸長のグラフを示している。
【００３７】
　未消化のヒトゲノムDNAについては、噴出(jetting)が起こるまでには、非常に低い液滴
形成頻度または非常に遅いサンプル流速のみが可能であった。例えば、Coriell 19205 DN
Aについては、最大で60Hzおよび83nL/秒であった。Raji DNAについては、最大で120Hzお
よび162nL/秒であった。しかしながら、こうした限界より低くても、形成された液滴の体
積はDNAを含まないものよりも大きく、サンプルが排出流路にずっと長く伸長した状態で
液滴が形成された。
【００３８】
　これらのグラフは、同じ濃度の消化されたDNAでは、液滴形成に対するDNAの影響は認め
られなかったことも示している。試験されたあらゆる流速または形成頻度においても、噴
出または長いサンプルの伸長は観察されず、液滴の体積は、DNAを含まないサンプルと同
じである。
【００３９】
　これらの結果は、未消化のヒトDNAの存在下では液滴形成が大幅に阻害されるが、制限
酵素による消化後には阻害されないことを示している。
【００４０】
　III.選択された実施形態
　このセクションでは、本開示の選択された実施形態について一連の見出しをつけた段落
として記載する。これらの実施形態は、本開示の全範囲を限定するものではない。
【００４１】
　A. (i)標的を含むゲノムDNAを入手するステップ;(ii)該ゲノムDNAを意志的に断片化し
て、断片化DNAを生成するステップ;(iii)該断片化DNAを少なくとも1つの液滴形成部を通
過させて、該断片化DNAを含む水性液滴を形成するステップ;および(iv)該液滴に対してデ
ジタルアッセイを実施して、該標的のレベルを測定するステップを含む、ゲノムDNAを分
析する方法。
【００４２】
　B.該液滴は、平均体積が約10ナノリットル未満である、段落Aに記載の方法。
【００４３】
　C.該液滴は、少なくとも約5ナノグラム/マイクロリットルの濃度で該ゲノムDNAを含む
、段落Aに記載の方法。
【００４４】
　D.該ゲノムDNAは、水性サンプル中に入れられ、該液滴は、該液滴形成部を通る該水性
サンプルの流速が約50ナノリットル/秒を超える流速で形成される、段落Aに記載の方法。
【００４５】
　E.該液滴は、少なくとも約50液滴/秒の液滴形成頻度で形成される、段落AからDのいず
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れかに記載の方法。
【００４６】
　F.該液滴は、平均体積が約10ナノリットル未満であり、少なくとも約5ナノグラム/マイ
クロリットルの濃度で該ゲノムDNAを含む、段落Aに記載の方法。
【００４７】
　G.該液滴は、平均体積が約10ナノリットル未満であり、該ゲノムDNAは、水性サンプル
中に入れられ、該液滴は、該液滴形成部を通る該水性サンプルの流速が約50ナノリットル
/秒を超える流速で形成される、段落Aに記載の方法。
【００４８】
　H.該液滴は、少なくとも約5ナノグラム/マイクロリットルの濃度で該ゲノムDNAを含み
、該ゲノムDNAは、水性サンプル中に入れられ、該液滴は、該液滴形成部を通る該水性サ
ンプルの流速が約50ナノリットル/秒を超える流速で形成される、段落Aに記載の方法。
【００４９】
　I.該ゲノムDNAは、水性サンプル中に入れられ、該液滴は、該液滴形成部を通る該水性
サンプルの流速が約50ナノリットル/秒を超える流速で形成される、段落Fに記載の方法。
【００５０】
　J.該液滴は、少なくとも約50液滴/秒の液滴形成頻度で形成される、段落Fに記載の方法
。
【００５１】
　K.該液滴は、少なくとも約50液滴/秒の液滴形成頻度で形成される、段落Gに記載の方法
。
【００５２】
　L.該液滴は、少なくとも約50液滴/秒の液滴形成頻度で形成される、段落Hに記載の方法
。
【００５３】
　M.該液滴は、平均体積が約10ナノリットル未満である、段落Lに記載の方法。
【００５４】
　N.該断片化ステップは、該ゲノムDNAを制限酵素で消化するステップを含む、段落Aから
Mのいずれかに記載の方法。
【００５５】
　O.該制限酵素は、該ゲノムDNAを1キロベースあたり平均約1回未満、切断する、段落Nに
記載の方法。
【００５６】
　P.該断片化ステップは、該ゲノムDNAを剪断するステップを含む、段落AからMのいずれ
かに記載の方法。
【００５７】
　Q.該断片化ステップは、該ゲノムDNAを超音波処理するステップを含む、段落AからMの
いずれかに記載の方法。
【００５８】
　R.該液滴は、1液滴あたり平均約2コピー未満の該標的を含む、段落AからQのいずれかに
記載の方法。
【００５９】
　S.該液滴は、1液滴あたり平均約2ゲノム当量未満の該ゲノムDNAを含む、段落AからRの
いずれかに記載の方法。
【００６０】
　T.該断片化ステップは、該標的を実質的に破壊しない、段落AからSのいずれかに記載の
方法。
【００６１】
　U.該デジタルアッセイを実施するステップは、該液滴中の該標的を増幅するステップを
含む、段落AからTのいずれかに記載の方法。
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【００６２】
　V.該標的は、PCRによって増幅される、段落Uに記載の方法。
【００６３】
　W.該デジタルアッセイを実施するステップは、該液滴の蛍光を検出するステップを含む
、段落AからVのいずれかに記載の方法。
【００６４】
　X.該デジタルアッセイを実施するステップは、ポアソンアルゴリズムを用いて該標的の
レベルを測定するステップを含む、段落AからWのいずれかに記載の方法。
【００６５】
　Y.該液滴は、平均体積が約0.1～10ナノリットルである、段落AからXのいずれかに記載
の方法。
【００６６】
　Z. (i)少なくとも約5ng/マイクロリットルの濃度でDNAを含むサンプルを入手するステ
ップ;(ii)該DNAを意志的に断片化して、断片化DNAを生成するステップ;および(iii)該サ
ンプルを液滴形成部を通過させて、該断片化DNAを含む水性液滴を形成するステップであ
って、該液滴は、少なくとも約50液滴/秒の液滴形成頻度で形成され、平均体積が約10ナ
ノリットル未満であるステップを含む、DNAを含む水性サンプルを液滴に分割する方法。
【００６７】
　A1. (i)ゲノムDNAを含むサンプルを入手するステップ;(ii)該DNAを意志的に断片化して
断片化DNAを生成するステップ;および(iii)該サンプルを液滴形成部を通過させて、該断
片化DNAを含む水性液滴を形成するステップであって、該液滴は、少なくとも約50液滴/秒
の液滴形成頻度で形成され、平均体積が約10ナノリットル未満であるステップを含む、DN
Aを含む水性サンプルを液滴に分割する方法であって、該ゲノムDNAは、該通過させるステ
ップが該ゲノムDNAを用いて該DNAを断片化せずに同条件下で実施される場合に液滴形成を
妨げる濃度である、方法。
【００６８】
　上記の開示は、独立して有用性をもつ複数の異なる発明を含むこともある。こうした発
明をそれぞれ、好適な(1つまたは複数の)形態で開示したが、本明細書中で開示され、例
示されたそれらの特定の実施形態は、数々の変形物が可能であるため限定の意味で考える
べきではない。本発明の主題には、本明細書中で開示されるさまざまな要素、特徴、機能
および/または特性の新規で自明のものではないあらゆる組み合わせならびにサブコンピ
ネーションが含まれる。添付の特許請求の範囲では、特に新規で自明のものではないとさ
れる特定の組み合わせおよびサブコンピネーションを指し示す。特徴、機能、要素および
/または特性のその他の組み合わせならびにサブコンピネーションで具現化される発明が
、本出願または関連出願の優先権を主張する出願において特許請求されることもある。そ
のような請求項は、異なる発明または同じ発明を対象としようが、もとの請求項に対して
広い、狭い、同等または異なる範囲であろうが、それらもまた本開示の発明の主題の範囲
内に含まれると見なされる。さらに、特定の要素に対して第1、第2または第3などの順序
を表わす表示が各要素を区別する目的で使用されているが、具体的に明記されている場合
を除いて、それらの要素の特定の位置または順序を示すものではない。
【符号の説明】
【００６９】
　　30　液滴形成部
　　32　サンプル
　　34　サンプル
　　36　サンプル
　　38　サンプル注入流路
　　40　オイル注入流路
　　42　オイル注入流路
　　44　排出流路
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　　46　バルク水相
　　48　連続相
　　50　液滴
　　52　流路交差部

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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