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(57)【要約】
ある実施形態では、本発明は、少なくとも２つのパラメ
ーターが各粒子ごとに測定される、粒子集団中の単粒子
をアッセイするための方法およびデバイスを提供する。
１つまたは複数のパラメーターを、粒子が個別の反応容
積内にある間に測定することができる。あるいは、また
はさらに、１つまたは複数のパラメーターは、例えば反
応が個別の反応容積内で実施されかつ反応生成物が回収
され解析される、後の解析ステップで測定することがで
きる。特定の実施形態では、１つまたは複数のパラメー
ターの測定は「並行して」実施され、即ち個別の反応容
積内で本質的に同時に実施される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　複数の粒子中の単粒子をアッセイする方法において、
　前記複数の粒子を個別の反応容積に捕捉して、それぞれが１つの粒子のみを含有する複
数の個別の反応容積を生成するステップと、
　それぞれ個別の反応容積内にある各粒子に対して複数の反応を行って、各粒子ごとに複
数の反応生成物を生成し、少なくとも１種の反応生成物が、標的核酸に添加されかつ前記
反応生成物の供給源であった前記反応容積の同一性をコード化するヌクレオチド配列を含
んでいるサブステップ、および
　前記反応生成物を解析して、結果を得るサブステップ
を含む、各粒子ごとに複数のパラメーターをアッセイするステップと、
　前記アッセイの結果を各粒子に関連付けて、個別の反応容積内にある前記複数の粒子中
の各粒子ごとに複数のパラメーターを含むデータ集合を生成するステップと
を含む、複数の粒子中の単粒子をアッセイする方法。
【請求項２】
　前記パラメーターの少なくとも１つが、それぞれ個別の反応容積内でアッセイされる、
請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記個別の反応容積の内容物が回収される、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　それぞれ１つの粒子のみを有する個別の反応容積の予測される割合が、個別の反応容積
の総数の少なくとも３５％であるように、前記捕捉するステップを最適化するステップを
さらに含む、請求項１から３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
　それぞれ１つの粒子のみを有する個別の反応容積の予測される割合が、個別の反応容積
の総数の少なくとも５０％であるように、前記捕捉するステップを最適化するステップを
さらに含む、請求項１から４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　それぞれ１つの粒子のみを有する個別の反応容積の予測される割合が、個別の反応容積
の総数の少なくとも６５％であるように、前記捕捉するステップを最適化するステップを
さらに含む、請求項１から５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　それぞれ１つの粒子のみを有する個別の反応容積の予測される割合が、個別の反応容積
の総数の少なくとも８５％であるように、前記捕捉するステップを最適化するステップを
さらに含む、請求項１から６のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
　前記個別の反応容積が、マイクロ流体デバイスの個々のコンパートメント内に存在する
、請求項１から７のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
　前記粒子が、前記複数の反応を行うための１種または複数種の試薬を添加する前に、個
別の反応容積に捕捉される、請求項１から８のいずれかに記載の方法。
【請求項１０】
　前記粒子が細胞である、請求項１から９のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　前記粒子が、核酸、タンパク質、炭水化物、脂質、およびこれらの組合せから選択され
る、請求項１から１０のいずれかに記載の方法。
【請求項１２】
　４０，０００個よりも少ない粒子が前記方法で用いられる、請求項１から１１のいずれ
かに記載の方法。
【請求項１３】
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　１０，０００個よりも少ない粒子が前記方法で用いられる、請求項１から１２のいずれ
かに記載の方法。
【請求項１４】
　個別の反応容積内に分布した粒子の数が１０個よりも多く、１００個よりも多く、また
は１０００個よりも多い、請求項１から１３のいずれかに記載の方法。
【請求項１５】
　前記捕捉するステップが、限界希釈により行われる、請求項１から３または８から１４
のいずれかに記載の方法。
【請求項１６】
　限界希釈が、
　粒子懸濁液の連続希釈物を調製するステップと、
　各希釈物から、マイクロ流体デバイスの個別のコンパートメント内に粒子を分布させる
ステップと、
　各コンパートメント内の粒子の数を決定するステップと、
　個別の反応容積に単粒子を捕捉する際に使用される、単粒子のみ含む最も多い数のコン
パートメントを生成する希釈物を選択するステップと
を含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　各コンパートメント内の粒子の数が、明視野顕微鏡法または蛍光顕微鏡法により決定さ
れる、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　染色剤、色素または標識を用いて、それぞれ個別の反応容積内の粒子の数を検出する、
請求項１６に記載の方法。
【請求項１９】
　前記粒子が細胞であり、前記染色剤、前記色素または前記標識が、膜透過性の染色剤、
色素または標識である、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記粒子が細胞であり、それぞれ個別の反応容積内の細胞の数を検出するのに細胞膜透
過性核酸色素が用いられる、請求項１８に記載の方法。
【請求項２１】
　前記粒子が細胞であり、前記染色剤、前記色素または前記標識が、細胞表面染色剤、色
素または標識である、請求項１８に記載の方法。
【請求項２２】
　前記粒子が細胞であり、それぞれ個別の反応容積内の細胞の数を検出するのに、細胞表
面マーカーに特異的な標識抗体が用いられる、請求項１８に記載の方法。
【請求項２３】
　前記捕捉するステップが、マイクロ流体デバイス内の複数の捕捉部位での機械的捕捉を
含む、請求項１から２２のいずれかに記載の方法。
【請求項２４】
　各捕捉部位が、
　１つの粒子のみを含有するようにサイズ決めされた捕捉形体と、
　前記捕捉形体が粒子によって占有されていない場合に、前記捕捉部位内に前記流体を流
すことが可能なドレイン形体と
を含む、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記マイクロ流体デバイスが、粒子の流れを各捕捉部位に集束させる集束形体を含む、
請求項２３に記載の方法。
【請求項２６】
　親和性に基づく捕捉を含み、かつ粒子成分に結合する結合パートナーを用いる、請求項
１から２５のいずれかに記載の方法。
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【請求項２７】
　前記結合パートナーが、前記マイクロ流体デバイスの別々の領域に添着され、それぞれ
別々の領域は１つの粒子のみを結合可能にする、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　前記親和性に基づく捕捉が、
　マイクロ流体デバイス内の複数の捕捉部位に前記結合パートナーを含む支持体を捕捉し
て、各捕捉部位に固定化された支持体を生成するステップであり、それぞれ固定化された
支持体が、１つの粒子のみをそれぞれ固定化された支持体に結合可能とするように結合パ
ートナーを呈示するステップと、
　粒子を、前記固定化された支持体上の前記結合パートナーに結合するステップと
を含む、請求項２６に記載の方法。
【請求項２９】
　前記支持体が、機械的捕捉によって捕捉される、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　各捕捉部位が、
　１つの支持体のみを含有するようにサイズ決めされた捕捉形体と、
　捕捉形体が支持体によって占有されていない場合に、前記捕捉部位内に前記流体を流す
ことが可能なドレイン形体と
を含む、請求項２８に記載の方法。
【請求項３１】
　前記マイクロ流体デバイスが、支持体および／または粒子の流れを各捕捉部位に集束さ
せる集束形体を含む、請求項２８に記載の方法。
【請求項３２】
　各捕捉部位が、マイクロ流体デバイスの個別のコンパートメント内に位置付けられる、
請求項２３から２５および２７から３１のいずれかに記載の方法。
【請求項３３】
　前記捕捉するステップが、前記粒子を含む溶液を前記マイクロ流体デバイスの前記コン
パートメント内に通すサブステップを含み、それによって前記コンパートメントの３５％
以上が単粒子のみを含む、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　前記個別の反応容積がマイクロ流体デバイスの個々のコンパートメント内に存在し、
　それぞれ個別の反応容積内の粒子の数を決定するステップと、
　粒子を含有しないまたは単粒子より多い粒子を含有する任意の反応容積からの結果を無
視するステップと
を含む、請求項１から３３のいずれかに記載の方法。
【請求項３５】
　前記回収するステップが、個別の反応容積から反応生成物を個別に回収するサブステッ
プを含む、請求項３から３４のいずれかに記載の方法。
【請求項３６】
　前記回収するステップが、複数の個別の反応容積から反応生成物をプールするサブステ
ップを含む、請求項３から３４のいずれかに記載の方法。
【請求項３７】
　少なくとも１つのアッセイが、ＤＮＡ配列の検出と、ＲＮＡ配列の検出と、タンパク質
、炭水化物、脂質およびこれらの任意の組合せからなる群から選択される分子の検出と、
小分子の検出と、活性の検出と、イオン濃度の検出と、イオンポテンシャルの検出と、お
よびレドックス電位の検出とから選択される、請求項１から３６のいずれかに記載の方法
。
【請求項３８】
　前記反応が、ＤＮＡの増幅、ヌクレアーゼによるＤＮＡの消化、ＤＮＡのライゲーショ
ン、ＤＮＡ分子上へのアダプター配列のライゲーション、ＤＮＡ分子内へのトランスポゾ
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ンのトランスポザーゼ媒介型組込み、ＤＮＡ配列決定、ＲＮＡの逆転写、ＲＮＡの増幅、
およびＲＮａｓｅによるＲＮＡの消化から選択される１つまたは複数の反応を含む、請求
項１から３７のいずれかに記載の方法。
【請求項３９】
　前記反応が、全ゲノム増幅および／または全トランスクリプトーム増幅を含む、請求項
１から３８のいずれかに記載の方法。
【請求項４０】
　前記少なくとも１種の反応生成物が、少なくとも２つの増幅プライマーを使用する核酸
増幅を含む反応によって生成され、各増幅プライマーは、前記反応生成物の供給源であっ
た前記反応容積の同一性をコード化するバーコード配列とバーコード配列の組合せを含む
、請求項１から３９のいずれかに記載の方法。
【請求項４１】
　前記核酸増幅が、１対のインナープライマーおよび１対のアウタープライマーを使用し
、
　前記インナープライマーは、
　第１のヌクレオチドタグ、第１のバーコードヌクレオチド配列および標的特異的部分を
含む順方向インナープライマーと、
　標的特異的部分、第１のバーコードヌクレオチド配列および第２のヌクレオチドタグを
含む逆方向インナープライマーと
を含み、
　前記アウタープライマーは、
　第２のバーコードヌクレオチド配列および第１のヌレオチドタグ特異的部分を含む順方
向アウタープライマーと、
　第２のヌクレオチドタグ特異的部分および第２のバーコードヌクレオチド配列を含む逆
方向アウタープライマーと
を含み、
　前記アウタープライマーは前記インナープライマーよりも過剰であり、
　核酸増幅は、５’－第２のバーコードヌクレオチド配列－第１のヌクレオチドタグ配列
－第１のバーコードヌクレオチド配列－標的ヌクレオチド配列－第１のバーコードヌクレ
オチド配列－第２のヌクレオチドタグ配列－第２のバーコードヌクレオチド配列－３’を
含むアンプリコンを生成する、
請求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
　前記核酸増幅が、１対のインナープライマーと、１対のスタッファープライマーと、１
対のアウタープライマーとを使用し、
　前記インナープライマーは、
　第１のヌクレオチドタグおよび標的特異的部分を含む順方向インナープライマーと、
　標的特異的部分および第２のヌクレオチドタグを含む逆方向インナープライマーとを含
み、
　前記スタッファープライマーは、
　第３のヌクレオチドタグ、第１のバーコードヌクレオチド配列および第１のヌクレオチ
ドタグ特異的部分を含む順方向スタッファープライマーと、
　第２のヌクレオチドタグ特異的部分、第１のバーコードヌクレオチド配列、第４のヌク
レオチドタグを含む逆方向スタッファープライマーとを含み、
　前記アウタープライマーは、
　第２のバーコードヌクレオチド配列および第３のヌクレオチドタグ特異的部分を含む順
方向アウタープライマーと、
　第４のヌクレオチドタグ特異的部分および第２のバーコードヌクレオチド配列を含む逆
方向アウタープライマーと
を含み、
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　前記アウタープライマーは、前記インナープライマーよりも過剰な前記スタッファープ
ライマーよりも過剰であり、
　前記核酸増幅は、５’－第２のバーコードヌクレオチド配列－第３のヌクレオチドタグ
配列－第１のバーコードヌクレオチド配列－第１のヌクレオチドタグ配列－標的ヌクレオ
チド配列－第２のヌクレオチドタグ配列－第１のバーコードヌクレオチド配列－第４のヌ
クレオチドタグ配列－第２のバーコードヌクレオチド配列－３’を含むアンプリコンを生
成する、
請求項４０に記載の方法。
【請求項４３】
　前記個別の反応容積が、マイクロ流体デバイスの個別のコンパートメントであり、前記
個別のコンパートメントが、行および列によって画定されたアレイとして並べられており
、各アンプリコンにおける前記第１および前記第２のバーコードの組合せが、前記アンプ
リコンの供給源であった前記コンパートメントの前記行および前記列を特定する、請求項
４１に記載の方法。
【請求項４４】
　前記回収するステップが、行におけるまたは列におけるコンパートメントからアンプリ
コンをプールするサブステップを含む、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
　前記アウタープライマーが、ＤＮＡ配列決定プライマーにより結合することが可能な第
１および第２のプライマー結合部位をさらに含み、前記核酸増幅が、５’－第１のプライ
マー結合部位－第２のバーコードヌクレオチド配列－第１のヌクレオチドタグ配列－第１
のバーコードヌクレオチド配列－標的ヌクレオチド配列－第１のバーコードヌクレオチド
配列－第２のヌクレオチドタグ配列－第２のバーコードヌクレオチド配列－第２のプライ
マー結合部位－３’を含むアンプリコンを生成する、請求項４１に記載の方法。
【請求項４６】
　前記解析するステップが、前記増幅生成物を配列決定するサブステップを含む、請求項
４５に記載の方法。
【請求項４７】
　前記複数の反応が無傷の粒子上で行われる、請求項１から４６のいずれかに記載の方法
。
【請求項４８】
　前記複数の反応が、崩壊した粒子上で行われる、請求項１から４７のいずれかに記載の
方法。
【請求項４９】
　前記複数の反応が、溶解した細胞上で行われる、請求項４８に記載の方法。
【請求項５０】
　前記粒子が、前記複数の反応を行う前に、生体応答を誘発する薬剤で処理される、請求
項１から４９のいずれかに記載の方法。
【請求項５１】
　各粒子の内部にあるまたは各粒子に関連付けられた１種または複数種の標的核酸の存在
または量を決定するステップを含む、請求項１から５０のいずれかに記載の方法。
【請求項５２】
　各粒子の内部にあるまたは各粒子に関連付けられた１つまたは複数のＤＮＡ分子のコピ
ー数を決定するステップを含む、請求項１から５１のいずれかに記載の方法。
【請求項５３】
　各粒子の内部にあるまたは各粒子に関連付けられた１つまたは複数の座位での遺伝子型
を決定するステップを含む、請求項１から５２のいずれかに記載の方法。
【請求項５４】
　各粒子の内部にあるまたは各粒子に関連付けられた複数の座位に関するハプロタイプを
決定するステップを含む、請求項１から５３のいずれかに記載の方法。
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【請求項５５】
　各粒子の内部にあるまたは各粒子に関連付けられた１つまたは複数のＲＮＡ分子の発現
レベルを決定するステップを含む、請求項１から５４のいずれかに記載の方法。
【請求項５６】
　各粒子の内部にあるまたは各粒子に関連付けられた１つまたは複数のＲＮＡ分子のヌク
レオチド配列を決定するステップを含む、請求項１から５５のいずれかに記載の方法。
【請求項５７】
　各粒子の内部にあるまたは各粒子に関連付けられた１種または複数種のタンパク質の発
現レベルを決定するステップを含む、請求項１から５６のいずれかに記載の方法。
【請求項５８】
　前記解析の結果が、
　表現型に相関する２つ以上のコピー数多型、
　表現型に相関する２つ以上の突然変異、または
　一緒になって表現型に相関する、少なくとも１つのコピー数多型および少なくとも１つ
の突然変異
の存在を示す、請求項１から５７のいずれかに記載の方法。
【請求項５９】
　前記表現型が、疾患のリスク、存在、重症度、予後、および特定の療法に対する応答性
からなる群から選択される、請求項５８に記載の方法。
【請求項６０】
　前記表現型が、薬物に対する耐性を含む、請求項５９に記載の方法。
【請求項６１】
　前記解析の結果が、ゲノム組換えの出現を示す、請求項１から６０のいずれかに記載の
方法。
【請求項６２】
　前記解析の結果が、特定のスプライスバリアントの共発現を示す、請求項１から６１の
いずれかに記載の方法。
【請求項６３】
　前記解析の結果が、Ｂ細胞内での特定の軽鎖および重鎖の共発現を示す、請求項１から
６２のいずれかに記載の方法。
【請求項６４】
　前記解析の結果が、特定の宿主細胞における特定の病原体の存在を示す、請求項１から
６３のいずれかに記載の方法。
【請求項６５】
　基質上の捕捉部位に結合パートナーを含む支持体を捕捉して、前記捕捉部位に固定化さ
れた支持体を生成するステップであり、前記結合パートナーが粒子成分に結合し、前記固
定化された支持体が、それぞれ固定化された支持体に１個の粒子のみを結合可能にするよ
うに前記結合パートナーを呈示するステップと、
　前記固定化された支持体上で前記結合パートナーに粒子を結合するステップと
を含む、単粒子を単離する方法。
【請求項６６】
　前記捕捉するステップが、支持体の機械的捕捉を含む、請求項６５に記載の方法。
【請求項６７】
　前記捕捉部位が、
　１つの支持体のみを含有するようにサイズ決めされた捕捉形体と、
　前記捕捉形体が支持体によって占有されない場合に、前記捕捉部位内に流体を流すこと
が可能なドレイン形体と
を含む、請求項６５に記載の方法。
【請求項６８】
　前記基質が、流れを各捕捉部位に集束させる集束形体を含む、請求項６５に記載の方法
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。
【請求項６９】
　前記基質が複数の捕捉部位を含む、請求項６５から６８のいずれかに記載の方法。
【請求項７０】
　各捕捉部位が、マイクロ流体デバイスの個別のコンパートメント内に位置付けられる、
請求項６９に記載の方法。
【請求項７１】
　前記粒子を含む溶液を、前記マイクロ流体デバイスの前記コンパートメント内に通すス
テップを含み、それによって前記コンパートメントの３５％以上が単粒子のみを含む、請
求項７０に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、２０１２年５月２１日に出願された米国仮出願第６１／６４９，８４５号明
細書に基づく利益を主張するものであり、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる
。
【０００２】
　本発明は、粒子の集団において、単粒子ベースで多数のパラメーターを解析するのに有
用な方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　集団における個々の粒子の多数のパラメーターを解析するための方法は、様々な意味に
おいて関心が持たれている。特に、細胞集団内の単一細胞ベースで、１つまたは複数のそ
の他のパラメーターと任意選択で組み合わせて多数の核酸を解析する能力には、民間およ
び学術研究所が幅広い関心を寄せている。この目標を達成する様々な手法では、下記の問
題：用いられるステップが冗長でありかつ労力を要すること、解析される供給源（組織生
検など）から入手することができない多数の細胞を必要とする可能性があること（例えば
、１０，０００個程度またはそれ以上の細胞）、かつ／または利用可能な技法が、個々の
細胞に存在する少量の標的核酸から信頼性ある結果を得る再現性が不十分であり得ること
、の１つまたは複数に悩まされる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】米国仮出願第６１／６４９，８４５号明細書
【特許文献２】米国特許公開第２００４／０２２９３４９号明細書
【特許文献３】米国特許第６，７９４，４９９号明細書
【特許文献４】米国特許第６，６７０，４６１号明細書
【特許文献５】米国特許第６，２６２，４９０号明細書
【特許文献６】米国特許第６，７７０，７４８号明細書
【特許文献７】国際出願第ＵＳ０３／３７８０８号パンフレット
【特許文献８】米国特許第６，６０５，４５１号明細書
【特許文献９】米国特許出願公開第２００５／０２６０６４０号明細書
【特許文献１０】米国特許第６，０２７，９９８号明細書
【特許文献１１】国際公開第ＷＯ９７／３１２５６号パンフレット
【特許文献１２】国際公開第ＷＯ０１／９２５７９号パンフレット
【特許文献１３】米国特許第５，８３０，７１１号明細書
【特許文献１４】米国特許第６，０２７，８８９号明細書
【特許文献１５】米国特許第５，６８６，２４３号明細書
【特許文献１６】国際公開第ＷＯ００５６９２７Ａ３号パンフレット



(9) JP 2015-519900 A 2015.7.16

10

20

30

40

50

【特許文献１７】国際公開第ＷＯ９８０３６７３Ａ１号パンフレット
【特許文献１８】米国特許第７，２９４，５０３号明細書
【特許文献１９】米国特許出願公開第２０１０００２２４１４号明細書
【特許文献２０】米国特許出願公開第２０１１００００５６０号明細書
【特許文献２１】米国特許第４，４５８，０６６号明細書
【特許文献２２】米国特許出願公開第２０１００１７８６５５号明細書
【特許文献２３】米国特許第７，１１８，９１０号明細書
【特許文献２４】米国特許第５，７２３，５９１号明細書
【特許文献２５】米国特許第５，９４５，２８３号明細書
【特許文献２６】国際公開第ＷＯ９７／２２７１９号パンフレット
【特許文献２７】米国特許第６，７０６，４７１号明細書
【特許文献２８】米国特許第６，１７４，６７０号明細書
【特許文献２９】米国特許第６，４７２，１５６号明細書
【特許文献３０】米国特許第６，５６９，６２７号明細書
【特許文献３１】米国特許第５，７３６，３３３号明細書
【特許文献３２】米国特許第５，９２８，９０７号明細書
【特許文献３３】米国特許第６，０１５，６７４号明細書
【特許文献３４】国際公開第ＷＯ０３／００６６７７号パンフレット
【特許文献３５】米国特許出願第０９／９３１，２８５号明細書
【特許文献３６】国際公開第ＷＯ０５１０７９３８Ａ２号パンフレット
【特許文献３７】米国特許公出願開第２００５０２５２７７３Ａ１号明細書
【特許文献３８】米国特許公出願開第２００８０１０８０６３号明細書
【特許文献３９】米国出願第１２／１７０，４１４号明細書
【特許文献４０】米国出願第６１／１６６，１０５号明細書
【特許文献４１】米国出願第６１／６０５，０１６号明細書
【特許文献４２】米国特許第６，９６０，４３７号明細書
【特許文献４３】米国特許第６，８９９，１３７号明細書
【特許文献４４】米国特許第６，７６７，７０６号明細書
【特許文献４５】米国特許第６，７５２，９２２号明細書
【特許文献４６】米国特許第６，４０８，８７８号明細書
【特許文献４７】米国特許第６，６４５，４３２号明細書
【特許文献４８】米国特許出願公開第２００４／０１１５８３８号明細書
【特許文献４９】米国特許出願公開第２００５／００７２９４６号明細書
【特許文献５０】米国特許出願公開第２００５／００００９００号明細書
【特許文献５１】米国特許出願公開第２００２／０１２７７３６号明細書
【特許文献５２】米国特許出願公開第２００２／０１０９１１４号明細書
【特許文献５３】米国特許出願公開第２００３／０１３８８２９号明細書
【特許文献５４】米国特許出願公開第２００２／０１６４８１６号明細書
【特許文献５５】国際公開第ＷＯ２００５／０８４１９１号パンフレット
【特許文献５６】国際公開第ＷＯ０５／０３０８２２Ａ２号パンフレット
【特許文献５７】国際公開第ＷＯ０１／０１０２５号パンフレット
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】ＢｅｒｇｅｒおよびＫｉｍｍｅｌ（１９８７）ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　
ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ、１５２巻：ＧＵＩＤＥ　ＴＯ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬＯＮＩ
ＮＧ　ＴＥＣＨＮＩＱＵＥＳ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ：Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉ
ｎｃ．
【非特許文献２】Ｓａｍｂｒｏｏｋら（１９８９）ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ
：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ、２版、１～３巻、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ
　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
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【非特許文献３】ＡｎｄｅｒｓｏｎおよびＹｏｕｎｇ、Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　Ｆｉ
ｌｔｅｒ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｉｎ　ＮＵＣＬＥＩＣ　ＡＣＩＤ　ＨＹＢＲＩ
ＤＩＺＡＴＩＯＮ（１９８５）
【非特許文献４】Ａｕｓｂｅｌら；ＰＣＲ　Ｐｒｉｍｅｒ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｍａｎｕａｌ、Ｄｉｆｆｅｎｂａｃｈ編、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒ
ｅｓｓ（１９９５）
【非特許文献５】Ｔｈｅ　Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ　Ｂｏｏｋ、Ｃｈａ
ｎｇ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ（２００２）
【非特許文献６】Ｍｓｕｉｈら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏ．３４：５０１～０７（１９
９６）
【非特許文献７】Ｔｈｅ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　Ｈａｎｄｂ
ｏｏｋ、Ｒ．Ｒａｐｌｅｙ編、Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ、Ｔｏｔｏｗａ、Ｎ．Ｊ．（２
００２）
【非特許文献８】Ａｂｒａｍｓｏｎら、Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１
９９３年２月；４（１）：４１～７
【非特許文献９】Ｄａｙら、Ｇｅｎｏｍｉｃｓ、２９（１）：１５２～１６２（１９９５
）
【非特許文献１０】Ｅｈｒｌｉｃｈら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５２：１６４３～５０（１９
９１）
【非特許文献１１】Ｉｎｎｉｓら、ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ
　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ
（１９９０）
【非特許文献１２】Ｆａｖｉｓら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１８：
５６１～６４（２０００）
【非特許文献１３】Ｒａｂｅｎａｕら、Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　２８：９７～１０２（２０
００）
【非特許文献１４】Ｂｅｌｇｒａｄｅｒ、Ｂａｒａｎｙ、およびＬｕｂｉｎ、Ｄｅｖｅｌ
ｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　ａ　Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　Ｌｉｇａｔｉｏｎ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
　Ｒｅａｃｔｉｏｎ　ＤＮＡ　Ｔｙｐｉｎｇ　Ａｓｓａｙ、Ｓｉｘｔｈ　Ｉｎｔｅｒｎａ
ｔｉｏｎａｌ　Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ　ｏｎ　Ｈｕｍａｎ　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
、１９９５（ワールドワイドウェブ：ｐｒｏｍｅｇａ．ｃｏｍ／ｇｅｎｅｔｉｃｉｄｐｒ
ｏｃ／ｕｓｓｙｍｐ６ｐｒｏｃ／ｂｌｅｇｒａｄ．ｈｔｍｌ－で入手可能）
【非特許文献１５】ＬＣＲ　Ｋｉｔ　Ｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　Ｍａｎｕａｌ、Ｃａｔ．
＃２００５２０、Ｒｅｖ．＃０５０００２、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、２００２
【非特許文献１６】Ｂａｒａｎｙ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８
８：１８８～９３（１９９１）
【非特許文献１７】ＢｉおよびＳａｍｂｒｏｏｋ、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５
：２９２４～２９５１（１９９７）
【非特許文献１８】Ｚｉｒｖｉら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．２７：ｅ４０ｉ～ｖｉ
ｉｉ（１９９９）
【非特許文献１９】Ｄｅａｎら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９９
：５２６１～６６（２００２）
【非特許文献２０】ＢａｒａｎｙおよびＧｅｌｆａｎｄ、Ｇｅｎｅ　１０９：１～１１（
１９９１）
【非特許文献２１】Ｗａｌｋｅｒら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．２０：１６９１～９
６（１９９２）
【非特許文献２２】Ｐｏｌｓｔｒａら、ＢＭＣ　Ｉｎｆ．Ｄｉｓ．２：１８－（２００２
）；
【非特許文献２３】Ｌａｇｅら、Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．２００３年２月；１３（２）：
２９４～３０７



(11) JP 2015-519900 A 2015.7.16

10

20

30

40

50

【非特許文献２４】Ｌａｎｄｅｇｒｅｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４１：１０７７～８０（
１９８８）
【非特許文献２５】Ｄｅｍｉｄｏｖ，Ｖ．、Ｅｘｐｅｒｔ　Ｒｅｖ　Ｍｏｌ　Ｄｉａｇｎ
．２００２年１１月；２（６）：５４２～８
【非特許文献２６】Ｃｏｏｋら、Ｊ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ．２００３年
５月；５３（２）：１６５～７４
【非特許文献２７】Ｓｃｈｗｅｉｔｚｅｒら、Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
ｌ．２００１年２月；１２（１）：２１～７
【非特許文献２８】Ａｌｌｃｏｃｋら（Ｃｏｎｔｅｍｐｏｒａｒｙ　Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｃ
ｈｅｍｉｓｔｒｙ、２版）
【非特許文献２９】ＲｏｚｅｎおよびＳｋａｌｅｔｓｋｙ（２０００）Ｍｅｔｈ．Ｍｏｌ
．Ｂｉｏｌ．、１３２：３６５～３８６
【非特許文献３０】ｗｗｗ．ｂｒｏａｄ．ｍｉｔ．ｅｄｕ／ｎｏｄｅ／１０６０
【非特許文献３１】Ｒｏｃｈｅ　ＵＰＬウェブサイト
【非特許文献３２】Ｎａｒａｎｇら（１９７９）Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．６８：９０
～９９
【非特許文献３３】Ｂｏｗｎら（１９７９）Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．６８：１０９～
１５１
【非特許文献３４】Ｂｅａｕｃａｇｅら（１９８１）Ｔｅｔｒａ．Ｌｅｔｔ．、２２：１
８５９～１８６２
【非特許文献３５】Ｈｅｉｄら、１９９６年、Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ｑｕａｎｔｉｔａｔ
ｉｖｅ　ＰＣＲ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．６：９８６～９４
【非特許文献３６】Ｐｉａｔｅｋら、１９９８年、Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１６
：３５９～６３
【非特許文献３７】ＴｙａｇｉおよびＫｒａｍｅｒ、１９９６年、Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ　１４：３０３～３０８
【非特許文献３８】Ｔｙａｇｉら、１９９８年、Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１６：
４９～５３（１９９８）
【非特許文献３９】Ｔｈｅｌｗｅｌｌら、２０００年、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒ
ｅｓｅａｒｃｈ、２８：３７５２～３７６１
【非特許文献４０】Ｓｏｌｉｎａｓら、２００１年、「Ｄｕｐｌｅｘ　Ｓｃｏｒｐｉｏｎ
　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｉｎ　ＳＮＰ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ａｎｄ　ＦＲＥＴ　ａｐｐｌｉｃ
ａｔｉｏｎｓ」、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２９：２０
【非特許文献４１】Ｎｅｒｉ，Ｂ．Ｐ．ら、Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　
Ａｃｉｄ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　３８２６：１１７～１２５、（
２０００）
【非特許文献４２】Ｌａｎｄｅｇｒｅｎら、２００３年、Ｐａｄｌｏｃｋ　ａｎｄ　ｐｒ
ｏｘｉｍｉｔｙ　ｐｒｏｂｅｓ　ｆｏｒ　ｉｎ　ｓｉｔｕ　ａｎｄ　ａｒｒａｙ－ｂａｓ
ｅｄ　ａｎａｌｙｓｅｓ：ｔｏｏｌｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｐｏｓｔ－ｇｅｎｏｍｉｃ　ｅ
ｒａ，Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ　ａｎｄ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　４
：５２５～３０
【非特許文献４３】Ｎｉｌｓｓｏｎら、２００６年、Ａｎａｌｙｚｉｎｇ　ｇｅｎｅｓ　
ｕｓｉｎｇ　ｃｌｏｓｉｎｇ　ａｎｄ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｎｇ　ｃｉｒｃｌｅｓ　Ｔｒ
ｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２４：８３～８
【非特許文献４４】Ｎｉｌｓｓｏｎら、１９９４年、Ｐａｄｌｏｃｋ　ｐｒｏｂｅｓ：ｃ
ｉｒｃｕｌａｒｉｚｉｎｇ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ｆｏｒ　ｌｏｃａｌｉ
ｚｅｄ　ＤＮＡ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６５：２０８５～８
【非特許文献４５】Ｚｈｕら、１９９４年、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．６６：１９４１～４８
【非特許文献４６】Ｍ．Ｍａｒｇｕｌｉｅｓら（２００５）「Ｇｅｎｏｍｅ　ｓｅｑｕｅ
ｎｃｉｎｇ　ｉｎ　ｍｉｃｒｏｆａｂｒｉｃａｔｅｄ　ｈｉｇｈ－ｄｅｎｓｉｔｙ　ｐｉ
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ｃｏｌｉｔｒｅ　ｒｅａｃｔｏｒｓ」Ｎａｔｕｒｅ　４３７：３７６から３８０
【非特許文献４７】Ｊ．Ｓｈｅｎｄｕｒｅら（２００５）「Ａｃｃｕｒａｔｅ　Ｍｕｌｔ
ｉｐｌｅｘ　Ｐｏｌｏｎｙ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｏｆ　ａｎ　Ｅｖｏｌｖｅｄ　Ｂａ
ｃｔｅｒｉａｌ　Ｇｅｎｏｍｅ」Ｓｃｉｅｎｃｅ　３０９（５７４１）：１７２８～１７
３２
【非特許文献４８】Ｉ．Ｂｒａｓｌａｖｓｋｙら（２００３）「Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｉｎ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｃａｎ　ｂｅ　ｏｂｔａｉｎｅｄ　ｆｒｏｍ　ｓｉｎｇｌｅ　ＤＮ
Ａ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ」Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　
Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ
　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａ　１００：３９６０～３９６４
【非特許文献４９】Ｍ．Ｒｏｎａｇｈｉら、（１９９６）「Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＤＮＡ
　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｕｓｉｎｇ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｙｒｏｐｈｏｓｐ
ｈａｔｅ　ｒｅｌｅａｓｅ」、Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２４
２：８４～８９
【非特許文献５０】Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ（Ｐｅｓｃｅ
ら編）Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９７１）
【非特許文献５１】Ｗｈｉｔｅら、Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ：Ａ　
Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒ
ｋ、（１９７０）
【非特許文献５２】Ｂｅｒｌｍａｎ、Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃ
ｅ　Ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　Ａｒｏｍａｔｉｃ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ、第２版、Ａｃａｄ
ｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、（１９７１）
【非特許文献５３】Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ、Ｃｏｌｏｕｒ　ａｎｄ　Ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉ
ｏｎ　ｏｆ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎ
ｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９７６）
【非特許文献５４】Ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ（Ｂｉｓｈｏｐ編）、Ｐｅｒｇａｍｏｎ　Ｐｒ
ｅｓｓ、Ｏｘｆｏｒｄ、１９７２３
【非特許文献５５】Ｈａｕｇｌａｎｄ、Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎ
ｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ、Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｐｒｏｂｅｓ、Ｅｕｇｅｎｅ（１９９２）
【非特許文献５６】Ｕｎｇｅｒら（２０００）、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２８８：１１３～１１
６
【非特許文献５７】Ｑｕａｋｅ　＆　Ｓｃｈｅｒｅｒ、２０００年、「Ｆｒｏｍ　ｍｉｃ
ｒｏ　ｔｏ　ｎａｎｏｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ｓｏｆｔ　ｍａｔｅｒｉａｌ
ｓ」、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２９０：１５３６～４０
【非特許文献５８】Ｕｎｇｅｒら、２０００年、「Ｍｏｎｏｌｉｔｈｉｃ　ｍｉｃｒｏｆ
ａｂｒｉｃａｔｅｄ　ｖａｌｖｅｓ　ａｎｄ　ｐｕｍｐｓ　ｂｙ　ｍｕｌｔｉｌａｙｅｒ
　ｓｏｆｔ　ｌｉｔｈｏｇｒａｐｈｙ」、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２８８：１１３～１１６
【非特許文献５９】Ｔｈｏｒｓｅｎら、２００２年、「Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ　ｌａ
ｒｇｅ－ｓｃａｌｅ　ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ」、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２９８：５８０～５
８４
【非特許文献６０】Ｃｈｏｕら、２０００年、「Ｍｉｃｒｏｆａｂｒｉｃａｔｅｄ　Ｒｏ
ｔａｒｙ　Ｐｕｍｐ」、Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｍｉｃｒｏｄｅｖｉｃｅｓ　３：３２３
～３３０
【非特許文献６１】Ｌｉｕら、２００３年、「Ｓｏｌｖｉｎｇ　ｔｈｅ　“ｗｏｒｌｄ－
ｔｏ－ｃｈｉｐ”　ｉｎｔｅｒｆａｃｅ　ｐｒｏｂｌｅｍ　ｗｉｔｈ　ａ　ｍｉｃｒｏｆ
ｌｕｉｄｉｃ　ｍａｔｒｉｘ」、Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　７５、４
７１８～２３
【非特許文献６２】Ｈｏｎｇら、２００４年、「Ａ　ｎａｎｏｌｉｔｅｒ－ｓｃａｌｅ　
ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｐｒｏｃｅｓｓｏｒ　ｗｉｔｈ　ｐａｒａｌｌｅｌ　ａｒｃ
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ｈｉｔｅｃｔｕｒｅ」、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２２：４３５～３
９
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　様々な態様では、本明細書で企図される本発明は、下記の実施形態のいずれか１つまた
は複数を含んでもよく、しかしながら、それらに限定される必要はない。
【０００７】
　実施形態１：複数の粒子中の単粒子をアッセイする方法において：（ａ）前記複数の粒
子を個別の反応容積で捕捉して、それぞれが１つの粒子のみを含有する複数の個別の反応
容積を生成するステップと；（ｂ）それぞれ個別の反応容積にある各粒子に対して複数の
反応を行って、各粒子ごとに複数の反応生成物を生成し、少なくとも１種の反応生成物が
、標的核酸に添加されかつ反応生成物の供給源であった反応容積の同一性をコード化する
ヌクレオチド配列を含んでいるサブステップ、および反応生成物を解析して、前記結果を
得るサブステップを含む、各粒子ごとに複数のパラメーターをアッセイするステップと；
（ｃ）アッセイの結果を各粒子に関連付けて、個別の反応容積にある前記複数の粒子中の
各粒子ごとに複数のパラメーターを含むデータ集合を生成するステップとを含む、複数の
粒子中の単粒子をアッセイする方法。
【０００８】
　実施形態２：パラメーターの少なくとも１つが、それぞれ個別の反応容積でアッセイさ
れる、実施形態１に記載の方法。
【０００９】
　実施形態３：個別の反応容積の内容物が回収される、実施形態１または２に記載の方法
。
【００１０】
　実施形態４：それぞれ１つの粒子のみを有する個別の反応容積の予測される割合が、個
別の反応容積の総数の少なくとも３５％であるように、前記捕捉するステップを最適化す
るステップをさらに含む、実施形態１から３のいずれかに記載の方法。
【００１１】
　実施形態５：それぞれ１つの粒子のみを有する個別の反応容積の予測される割合が、個
別の反応容積の総数の少なくとも５０％であるように、前記捕捉するステップを最適化す
るステップをさらに含む、実施形態１から４のいずれかに記載の方法。
【００１２】
　実施形態６：それぞれ１つの粒子のみを有する個別の反応容積の予測される割合が、個
別の反応容積の総数の少なくとも６５％であるように、前記捕捉するステップを最適化す
るステップをさらに含む、実施形態１から５のいずれかに記載の方法。
【００１３】
　実施形態７：それぞれ１つの粒子のみを有する個別の反応容積の予測される割合が、個
別の反応容積の総数の少なくとも８５％であるように、前記捕捉するステップを最適化す
るステップをさらに含む、実施形態１から６のいずれかに記載の方法。
【００１４】
　実施形態８：個別の反応容積が、マイクロ流体デバイスの個々のコンパートメント内に
存在する、実施形態１から７のいずれかに記載の方法。
【００１５】
　実施形態９：粒子が、前記複数の反応を行うための１種または複数種の試薬を添加する
前に、個別の反応容積に捕捉される、実施形態１～８のいずれかに記載の方法。
【００１６】
　実施形態１０：粒子が細胞である、実施形態１から９のいずれかに記載の方法。
【００１７】
　実施形態１１：粒子が、核酸、タンパク質、炭水化物、脂質、およびこれらの組合せか
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ら選択される、実施形態１から１０のいずれかに記載の方法。
【００１８】
　実施形態１２：４０，０００個よりも少ない粒子がこの方法で用いられる、実施形態１
から１１のいずれかに記載の方法。
【００１９】
　実施形態１３：１０，０００個よりも少ない粒子がこの方法で用いられる、実施形態１
から１２のいずれかに記載の方法。
【００２０】
　実施形態１４：個別の反応容積内に分布した粒子の数が１０個よりも多く、１００個よ
りも多く、または１０００個よりも多い、実施形態１から１３のいずれかに記載の方法。
【００２１】
　実施形態１５：前記捕捉するステップが、限界希釈により行われる、実施形態１～３ま
たは８～１４のいずれかに記載の方法。
【００２２】
　実施形態１６：限界希釈が：粒子懸濁液の連続希釈物を調製するステップと；各希釈物
から、マイクロ流体デバイスの個別のコンパートメント内に粒子を分布するステップと；
各コンパートメント内の粒子の数を決定するステップと；個別の反応容積で単粒子を捕捉
する際に使用される、単粒子のみ含む最も多い数のコンパートメントを生成する希釈物を
選択するステップとを含む、実施形態１５に記載の方法。
【００２３】
　実施形態１７：各コンパートメントの粒子の数が、明視野顕微鏡法または蛍光顕微鏡法
により決定される、実施形態１６に記載の方法。
【００２４】
　実施形態１８：染色剤、色素または標識を用いて、それぞれ個別の反応容積内の粒子の
数を検出する、実施形態１６に記載の方法。
【００２５】
　実施形態１９：粒子が細胞であり、染色剤、色素または標識が、膜透過性の染色剤、色
素または標識である、実施形態１８に記載の方法。
【００２６】
　実施形態２０：粒子が細胞であり、それぞれ個別の反応容積内の細胞の数を検出するの
に細胞膜透過性核酸色素が用いられる、実施形態１８に記載の方法。
【００２７】
　実施形態２１：粒子が細胞であり、染色剤、色素または標識が、細胞表面染色剤、色素
または標識である、実施形態１８に記載の方法。
【００２８】
　実施形態２２：粒子が細胞であり、それぞれ個別の反応容積内の細胞の数を検出するの
に、細胞表面マーカーに特異的な標識抗体が用いられる、実施形態１８に記載の方法。
【００２９】
　実施形態２３：前記捕捉するステップが、マイクロ流体デバイス内の複数の捕捉部位で
の機械的捕捉を含む、実施形態１から２２のいずれかに記載の方法。
【００３０】
　実施形態２４：各捕捉部位が：１つの粒子のみを含有するようにサイズ決めされた捕捉
形体と；捕捉形体が粒子によって占有されていない場合に、捕捉部位内に流体を流すこと
が可能なドレイン形体とを含む、実施形態２３に記載の方法。
【００３１】
　実施形態２５：マイクロ流体デバイスが、粒子の流れを各捕捉部位に集束させる集束形
体を含む、実施形態２３に記載の方法。
【００３２】
　実施形態２６：親和性に基づく捕捉を含み、かつ粒子成分に結合する結合パートナーを
用いる、実施形態１から２５のいずれかに記載の方法。
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【００３３】
　実施形態２７：結合パートナーが、マイクロ流体デバイスの別々の領域に添着され、そ
れぞれ別々の領域は１つの粒子のみを結合可能にする、実施形態２６に記載の方法。
【００３４】
　実施形態２８：前記親和性に基づく捕捉が：マイクロ流体デバイス内の複数の捕捉部位
に結合パートナーを含む支持体を捕捉して、各捕捉部位に固定化された支持体を生成する
ステップであって、それぞれ固定化された支持体が、１つの粒子のみをそれぞれ固定化さ
れた支持体に結合可能とするように結合パートナーを呈示するステップと；粒子を、固定
化された支持体上の結合パートナーに結合するステップとを含む、実施形態２６に記載の
方法。
【００３５】
　実施形態２９：支持体が、機械的捕捉によって捕捉される、実施形態２８に記載の方法
。
【００３６】
　実施形態３０：各捕捉部位が：１つの支持体のみを含有するようにサイズ決めされた捕
捉形体と；捕捉形体が支持体によって占有されていない場合に、捕捉部位内に流体を流す
ことが可能なドレイン形体とを含む、実施形態２８に記載の方法。
【００３７】
　実施形態３１：マイクロ流体デバイスが、支持体および／または粒子の流れを各捕捉部
位に集束させる集束形体を含む、実施形態２８に記載の方法。
【００３８】
　実施形態３２：各捕捉部位が、マイクロ流体デバイスの個別のコンパートメント内に位
置付けられる、実施形態２３～２５および２７～３１のいずれかに記載の方法。
【００３９】
　実施形態３３：前記捕捉するステップが、粒子を含む溶液をマイクロ流体デバイスのコ
ンパートメントに通すサブステップを含み、それによってコンパートメントの３５％以上
が単粒子のみを含む、実施形態３２に記載の方法。
【００４０】
　実施形態３４：個別の反応容積がマイクロ流体デバイスの個々のコンパートメント内に
存在し、それぞれ個別の反応容積内の粒子の数を決定するステップと；粒子を含有しない
または単粒子より多い粒子を含有する任意の反応容積からの結果を無視するステップとを
含む、実施形態１から３３のいずれかに記載の方法。
【００４１】
　実施形態３５：前記回収するステップが、個別の反応容積から反応生成物を個別に回収
するサブステップを含む、実施形態３～３４のいずれかに記載の方法。
【００４２】
　実施形態３６：前記回収するステップが、複数の個別の反応容積から反応生成物をプー
ルするサブステップを含む、実施形態３～３４のいずれかに記載の方法。
【００４３】
　実施形態３７：少なくとも１つのアッセイが、ＤＮＡ配列の検出；ＲＮＡ配列の検出；
タンパク質、炭水化物、脂質、およびこれらの任意の組合せからなる群から選択される分
子の検出；小分子の検出；活性の検出；イオン濃度の検出；イオンポテンシャルの検出；
およびレドックス電位の検出から選択される、実施形態１から３６のいずれかに記載の方
法。
【００４４】
　実施形態３８：反応が、ＤＮＡの増幅、ヌクレアーゼによるＤＮＡの消化、ＤＮＡのラ
イゲーション、ＤＮＡ分子上へのアダプター配列のライゲーション、ＤＮＡ分子内へのト
ランスポゾンのトランスポザーゼ媒介型組込み、ＤＮＡ配列決定、ＲＮＡの逆転写、ＲＮ
Ａの増幅、およびＲＮａｓｅによるＲＮＡの消化から選択される１つまたは複数の反応を
含む、実施形態１から３７のいずれかに記載の方法。
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【００４５】
　実施形態３９：反応が、全ゲノム増幅および／または全トランスクリプトーム増幅を含
む、実施形態１から３８のいずれかに記載の方法。
【００４６】
　実施形態４０：少なくとも１種の反応生成物が、少なくとも２つの増幅プライマーを使
用する核酸増幅を含む反応によって生成され、各増幅プライマーは、反応生成物の供給源
であった反応容積の同一性をコード化するバーコード配列とバーコード配列の組合せを含
む、実施形態１から３９のいずれかに記載の方法。
【００４７】
　実施形態４１：核酸増幅が、１対のインナープライマーおよび１対のアウタープライマ
ーを使用し：インナープライマーは：第１のヌクレオチドタグ、第１のバーコードヌクレ
オチド配列および標的特異的部分を含む順方向インナープライマーと；標的特異的部分、
第１のバーコードヌクレオチド配列および第２のヌクレオチドタグを含む逆方向インナー
プライマーとを含み；アウタープライマーは：第２のバーコードヌクレオチド配列および
第１のヌクレオチドタグ特異的部分を含む順方向アウタープライマーと；第２のヌクレオ
チドタグ特異的部分および第２のバーコードヌクレオチド配列を含む逆方向アウタープラ
イマーとを含み；アウタープライマーはインナープライマーよりも過剰であり；核酸増幅
は、５’－第２のバーコードヌクレオチド配列－第１のヌクレオチドタグ配列－第１のバ
ーコードヌクレオチド配列－標的ヌクレオチド配列－第１のバーコードヌクレオチド配列
－第２のヌクレオチドタグ配列－第２のバーコードヌクレオチド配列－３’を含むアンプ
リコンを生成する、実施形態４０に記載の方法。
【００４８】
　実施形態４２：核酸増幅が、１対のインナープライマーと、１対のスタッファープライ
マーと、１対のアウタープライマーとを使用し：インナープライマーは：第１のヌクレオ
チドタグおよび標的特異的部分を含む順方向インナープライマーと；標的特異的部分およ
び第２のヌクレオチドタグを含む逆方向インナープライマーとを含み；スタッファープラ
イマーは：第３のヌクレオチドタグ、第１のバーコードヌクレオチド配列および第１のヌ
クレオチドタグ特異的部分を含む順方向スタッファープライマーと；第２のヌクレオチド
タグ特異的部分、第１のバーコードヌクレオチド配列、第４のヌクレオチドタグを含む逆
方向スタッファープライマーとを含み；アウタープライマーは：第２のバーコードヌクレ
オチド配列および第３のヌクレオチドタグ特異的部分を含む順方向アウタープライマーと
；第４のヌクレオチドタグ特異的部分および第２のバーコードヌクレオチド配列を含む逆
方向アウタープライマーとを含み；アウタープライマーは、インナープライマーよりも過
剰なスタッファープライマーよりも過剰であり；核酸増幅は、５’－第２のバーコードヌ
クレオチド配列－第３のヌクレオチドタグ配列－第１のバーコードヌクレオチド配列－第
１のヌクレオチドタグ配列－標的ヌクレオチド配列－第２のヌクレオチドタグ配列－第１
のバーコードヌクレオチド配列－第４のヌクレオチドタグ配列－第２のバーコードヌクレ
オチド配列－３’を含むアンプリコンを生成する、実施形態４０に記載の方法。
【００４９】
　実施形態４３：個別の反応容積が、マイクロ流体デバイスの個別のコンパートメントで
あり、個別のコンパートメントが、行および列によって画定されたアレイとして並べられ
ており、各アンプリコンにおける第１および第２のバーコードの組合せが、アンプリコン
の供給源であったコンパートメントの行および列を特定する、実施形態４１に記載の方法
。
【００５０】
　実施形態４４：前記回収するステップが、行におけるまたは列におけるコンパートメン
トからアンプリコンをプールするサブステップを含む、実施形態４３に記載の方法。
【００５１】
　実施形態４５：アウタープライマーが、ＤＮＡ配列決定プライマーにより結合すること
が可能な第１および第２のプライマー結合部位をさらに含み、核酸増幅が、５’－第１の



(17) JP 2015-519900 A 2015.7.16

10

20

30

40

50

プライマー結合部位－第２のバーコードヌクレオチド配列－第１のヌクレオチドタグ配列
－第１のバーコードヌクレオチド配列－標的ヌクレオチド配列－第１のバーコードヌクレ
オチド配列－第２のヌクレオチドタグ配列－第２のバーコードヌクレオチド配列－第２の
プライマー結合部位－３’を含むアンプリコンを生成する、実施形態４１に記載の方法。
【００５２】
　実施形態４６：前記解析するステップが、増幅生成物を配列決定するサブステップを含
む、実施形態４５に記載の方法。
【００５３】
　実施形態４７：複数の反応が無傷の粒子上で行われる、実施形態１から４６のいずれか
に記載の方法。
【００５４】
　実施形態４８：複数の反応が、崩壊した粒子上で行われる、実施形態１から４７のいず
れかに記載の方法。
【００５５】
　実施形態４９：複数の反応が、溶解した細胞上で行われる、実施形態１から４８のいず
れかに記載の方法。
【００５６】
　実施形態５０：粒子が、複数の反応を行う前に、生体応答を誘発する薬剤で処理される
、実施形態１から４９のいずれかに記載の方法。
【００５７】
　実施形態５１：各粒子の内部にあるまたは各粒子に関連付けられた１種または複数種の
標的核酸の存在または量を決定するステップを含む、実施形態１から５０のいずれかに記
載の方法。
【００５８】
　実施形態５２：各粒子の内部にあるまたは各粒子に関連付けられた１つまたは複数のＤ
ＮＡ分子のコピー数を決定するステップを含む、実施形態１から５１のいずれかに記載の
方法。
【００５９】
　実施形態５３：各粒子の内部にあるまたは各粒子に関連付けられた１つまたは複数の座
位での遺伝子型を決定するステップを含む、実施形態１から５２のいずれかに記載の方法
。
【００６０】
　実施形態５４：各粒子の内部にあるまたは各粒子に関連付けられた複数の座位に関する
ハプロタイプを決定するステップを含む、実施形態１から５３のいずれかに記載の方法。
【００６１】
　実施形態５５：各粒子の内部にあるまたは各粒子に関連付けられた１つまたは複数のＲ
ＮＡ分子の発現レベルを決定するステップを含む、実施形態１から５４のいずれかに記載
の方法。
【００６２】
　実施形態５６：各粒子の内部にあるまたは各粒子に関連付けられた１つまたは複数のＲ
ＮＡ分子のヌクレオチド配列を決定するステップを含む、実施形態１から５５のいずれか
に記載の方法。
【００６３】
　実施形態５７：各粒子の内部にあるまたは各粒子に関連付けられた１種または複数種の
タンパク質の発現レベルを決定するステップを含む、実施形態１から５６のいずれかに記
載の方法。
【００６４】
　実施形態５８：解析の結果が：表現型に相関する２つ以上のコピー数多型；表現型に相
関する２つ以上の突然変異；または一緒になって表現型に相関する、少なくとも１つのコ
ピー数多型および少なくとも１つの突然変異の存在を示す、実施形態１から５７のいずれ
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かに記載の方法。
【００６５】
　実施形態５９：表現型が、疾患のリスク、存在、重症度、予後、および特定の療法に対
する応答性からなる群から選択される、実施形態５８に記載の方法。
【００６６】
　実施形態６０：表現型が、薬物に対する耐性を含む、実施形態５９に記載の方法。
【００６７】
　実施形態６１：解析の結果が、ゲノム組換えの出現を示す、実施形態１から６０のいず
れかに記載の方法。
【００６８】
　実施形態６２：解析の結果が、特定のスプライスバリアントの共発現を示す、実施形態
１から６１のいずれかに記載の方法。
【００６９】
　実施形態６３：解析の結果が、Ｂ細胞内での特定の軽鎖および重鎖の共発現を示す、実
施形態１から６２のいずれかに記載の方法。
【００７０】
　実施形態６４：解析の結果が、特定の宿主細胞における特定の病原体の存在を示す、実
施形態１から６３のいずれかに記載の方法。
【００７１】
　実施形態６５：基質上の捕捉部位に結合パートナーを含む支持体を捕捉して、捕捉部位
に固定化された支持体を生成するステップであって、結合パートナーが粒子成分を結合し
、固定化された支持体が、それぞれ固定化された支持体に１個の粒子のみを結合可能とす
るように結合パートナーを呈示するステップと；固定化された支持体上で結合パートナー
に粒子を結合するステップとを含む、単粒子を単離する方法。
【００７２】
　実施形態６６：捕捉するステップが、支持体の機械的捕捉を含む、実施形態６５の方法
。
【００７３】
　実施形態６７：捕捉部位が：１つの支持体のみを含有するようにサイズ決めされた捕捉
形体と；捕捉形体が支持体によって占有されていない場合、捕捉部位内に流体を流すこと
が可能なドレイン形体とを含む、実施形態６５に記載の方法。
【００７４】
　実施形態６８：基質が、流れを各捕捉部位に集束させる集束形体を含む、実施形態６５
に記載の方法。
【００７５】
　実施形態６９：基質が複数の捕捉部位を含む、実施形態６５～６８のいずれかに記載の
方法。
【００７６】
　実施形態７０：各捕捉部位が、マイクロ流体デバイスの個別のコンパートメント内に位
置付けられる、実施形態６９に記載の方法。
【００７７】
　実施形態７１：粒子を含む溶液を、マイクロ流体デバイスのコンパートメント内に通す
ステップを含み、それによってコンパートメントの３５％以上が単粒子のみを含む、実施
形態７０に記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【００７８】
【図１】オンチッププロセスを示す、細胞取扱い（「ＭＡ００６」）に適応させたマイク
ロ流体デバイス用の単位セルアーキテクチャーの概略図である。
【図２】個別の反応容積（マイクロ流体デバイスの「チャンバー」、または「チップ」）
当たり単一細胞を得るための、細胞懸濁液の限界希釈の使用を示す図である。様々な細胞
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密度に関する理論的分布（ポアソン分布）が示されている。
【図３Ａ】撮像に明視野を使用したチップ内の細胞計数の結果（Ａ）を示す図である。
【図３Ｂ】理論的分布（Ｂ）を示す図である。明視野撮像に基づくチップ内の細胞密度は
、ポアソン分布に近いがそれよりも低く、この傾向は、細胞密度が高くなるほど悪くなる
。
【図４Ａ】蛍光細胞「ゴースト」画像（Ａ）である。「ゴースト」画像（Ａ）は、プレＰ
ＣＲ明視野撮像よりも多くの細胞を検出できる。
【図４Ｂ】細胞密度は、ポアソン分布（Ｂ）に、より緊密に近似することを示す図である
。
【図５】使用することができるチップ内の細胞を検出するための特定の方法は、例えば、
細胞膜透過核酸染色剤、および／または抗体を用いた細胞特異的表面マーカー検出の使用
を含むことを示す図である。これらのより特異的な手法の結果を、１×１０６／ｍｌの細
胞密度に関して示す。
【図６Ａ】ポストＲＴ－ＰＣＲゴースト画像（細胞ゴースト）に対する、チップ内の細胞
を検出するためのｐｒｅ－ＲＴ－ＰＣＲ核酸染色剤（Ｓｙｔｏ１０　ＤＮＡ染色剤）の使
用の比較を示す図である。
【図６Ｂ】Ｓｙｔｏ１０は、隙間ＤＨのＲＴ－ＰＣＲを阻害しない。
【図７】０．５％Ｔｗｅｅｎ２０または０．５％ＮＰ４０（後者は、細胞溶解試薬である
。）の存在下で実施された隙間ＤＨのＲＴ－ＰＣＲを示す図である。どちらも隙間ＤＨの
ＲＴ－ＰＣＲを著しく阻害しなかった。
【図８】ＭＡ００６チップで実施された、１１遺伝子の標準曲線増幅を示す図である。こ
れらの結果は、ＣｅｌｌｓＤｉｒｅｃｔ（商標）ワンステップｑＲＴ－ＰＣＲキットを０
．５％　ＮＰ４０（細胞溶解用、およびチップ内での逓減作用を防止するため）と共に使
用して、細胞内の遺伝子特異的ＲＮＡをＭＡ００６チップ内のアンプリコンに変換するこ
とができることを実証する。
【図９】４プライマー組合せバーコード化方法を用いて、２つのバーコードの組合せを各
アンプリコンの両端に置いた状態を示す図である。インナープライマーは、標的特異的部
分（順方向プライマーの「ＴＳ－Ｆ」および逆方向プライマーの「ＴＳ－Ｒ」）、バーコ
ードヌクレオチド配列（「ｂｃ２」）、および異なるヌクレオチドタグを含む。アウター
プライマーは、タグ特異的部分（「ＣＳ１」および「ＣＳ２」）、異なるバーコードヌク
レオチド配列（「ｂｃ１」）、配列決定プライマー用のプライマー結合部位（「Ａ」およ
び「Ｂ」）を含む。
【図１０Ａ】４プライマーバーコード化を、ＭＡ００６などのチップ上でどのように実施
できるかを示す図である。増幅は、インナープライマーを用いてオンチップで実施され、
チャンバーの各行は、同じバーコードを持つ同じインナープライマー対を有する。
【図１０Ｂ】４プライマーバーコード化を、ＭＡ００６などのチップ上でどのように実施
できるかを示す図である。チャンバーの各列からの反応生成物をプールとして採取し、各
プールを、異なるアウタープライマー対を使用した増幅に供することができる。この増幅
は、初期増幅が実施されたチャンバーを一意的に特定する（行および列により）アンプリ
コンのいずれかの端部にバーコードの組合せを有するアンプリコンを生成する。
【図１１】各遺伝子特異的アンプリコン（赤）に関して読み取られた数として表される、
単一細胞（実施例１）から遺伝子特異的アンプリコンの配列決定することにより得られた
結果を、全ＲＮＡに関する結果と比較した図である。この図から明らかなように、これら
のＲＮＡの表現は、全ＲＮＡで観察された場合に比べ、個々の細胞で測定された場合に異
なる。
【図１２Ａ】捕捉形体およびドレインを有する捕捉部位を示す図である。流れを集束させ
るバッフルがない部位である。
【図１２Ｂ】捕捉形体およびドレインを有する捕捉部位を示す図である。バッフルを備え
た部位である。
【図１３】追加の捕捉部位のデザインが、図１３に示される通りであることを示す図であ
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る。
【図１４Ａ】捕捉アーキテクチャーは、細胞が表面マーカーに接触するようになる可能性
を最大限にするように設計できることを示す図である。例えば、１つまたは複数のチャネ
ル壁上のバッフルを使用して、ビーズを捕捉形体に向けることができる。例示的な捕捉形
体／バッフルの組合せ。
【図１４Ｂ】捕捉アーキテクチャーは、細胞が表面マーカーに接触するようになる可能性
を最大限にするように設計できることを示す図である。例えば、１つまたは複数のチャネ
ル壁上のバッフルを使用して、ビーズを捕捉形体に向けることができる。捕捉形体の性能
は、バッフルの角度、捕捉部位からバッフルまでの距離、バッフルの長さ、捕捉形体のサ
イズおよび形状、捕捉形体のドレイン（存在する場合）のサイズを含めた１つまたは複数
の変数を調節することによって、調節することができる。チャネル壁上のバッフルは、ビ
ーズを捕捉形体に向けるのに使用される。
【図１４Ｃ】捕捉アーキテクチャーは、細胞が表面マーカーに接触するようになる可能性
を最大限にするように設計できることを示す図である。例えば、１つまたは複数のチャネ
ル壁上のバッフルを使用して、ビーズを捕捉形体に向けることができる。捕捉形体は、チ
ャネル壁上のバッフルに連結され；個々の捕捉形体／バッフルの組合せを、交互に配され
た壁上に位置付けて、流れを調節捕捉形体／バッフルの組合せに集束させることができる
。
【図１５Ａ】単粒子（例えば、細胞）が捕捉されるように親和性試薬（例えば、抗体）を
後で示す、単一の親和性試薬でコーティングされたビーズを捕えるのに、捕捉形体を使用
するための方策を示す図である。（Ａ－１）流れは、捕捉形体を含有するチャネル内で開
始する。（Ａ－２）抗体結合ビーズは、ビーズが捕捉形体に留まるまで、捕捉形体に向か
って流れる。（Ａ－３）次いでチャネルを洗浄して、捕捉されていないビーズを除去する
。
【図１５Ｂ】単粒子（例えば、細胞）が捕捉されるように親和性試薬（例えば、抗体）を
後で示す、単一の親和性試薬でコーティングされたビーズを捕えるのに、捕捉形体を使用
するための方策を示す図である。（Ｂ－１）抗体が結合する細胞表面マーカーを保持する
細胞は、捕捉ビーズを含有するチャネルに流入する。（Ｂ－２）マーカーを保持する細胞
は、捕捉されたビーズにより呈示される抗体と相互に作用し結合する。呈示領域は、結合
された細胞によって、ただ１つの細胞が各捕捉ビーズに結合するように、立体閉塞を通し
てその他の細胞が捕捉ビーズと相互作用しないようサイズ決めされる。（Ｂ－３）次いで
チャネルを洗浄して、結合していない細胞を除去し、各捕捉部位に固定化した１つの細胞
を残す。
【図１６Ａ】（Ａ）別々の場所（ニッチ）で単一細胞を捕捉するように設計されたマイク
ロ流体デバイスを概略的に示す図である。単一細胞の捕捉によって、単一細胞レベルでの
生物学的事象の解析が可能になる。
【図１６Ｂ】（Ｂ）流れは、オーバーフローチャネル内よりもニッチ上でより強力になる
ように設計される。ニッチは、狭い隙間（約３μｍの高さ）を含有する。細胞がニッチに
進入すると、ニッチは遮断され、ニッチ内には、もはや流入しないようになされる。流れ
は、やはり細胞によって遮断されるまで、次に占有されていないニッチ内を通過する。全
てのニッチは、細胞がオーバーフローチャネル内を通過して廃棄物として出て行く前に、
１つの細胞を捕捉すべきである。
【図１６Ｃ】（Ｃ）下記（Ｄ）～（Ｆ）に提示される追加の詳細が示された（Ａ）を、概
略的に示す図である。
【図１６Ｄ】（Ｄ）緩衝液入口は細胞入口と共に収束して、細胞が、一連の横断細胞捕捉
チャネルに最も近いフィーダーチャネルの側面に押しつけられるようになされる。
【図１６Ｅ】細胞オーバーフローチャネル内に対し、ニッチ内への細胞の優先的な流れを
誘発させる横断細胞捕捉チャネルの抵抗は、細胞オーバーフローチャネルの場合よりも低
い。
【図１６Ｆ】（Ｅ）各ニッチは、ただ１つの細胞を捕捉するのに十分大きい。ニッチ内の
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細胞は、特定の回路の抵抗を上昇させ、流れを、細胞のない回路に向ける。
【図１６Ｇ】（Ｆ）（Ａ）の実際のデバイスは、ニッチ内に位置付けられた、捕捉された
ヒト臍帯静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）を有する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００７９】
　ある実施形態では、本発明は、少なくとも２つのパラメーターが各粒子ごとに測定され
る、粒子の集団中の単粒子をアッセイするための方法およびデバイスを提供する。１つま
たは複数のパラメーターは、粒子が個別の反応容積内にある間に測定することができる。
あるいは、またはさらに、１つまたは複数のパラメーターは、後の解析ステップで測定す
ることができ、例えば反応が個別の反応容積で実施されかつ反応生成物は回収され解析さ
れる場合に測定することができる。特定の実施形態では、１つまたは複数のパラメーター
の測定は、「並行して」、即ち個別の反応容積内で本質的に同時に実施される。この方法
は、全体として集団から得られた測定値に勝る、いくつかの利点をもたらす。特に、本明
細書に記述される方法によれば、パラメーター、例えば、２つの遺伝子が同じ細胞内で発
現することを決定することが不可能でありかつ／または個々の細胞での発現レベルを決定
することができない集団測定とは対照的に、個々の細胞内での２つの遺伝子の発現レベル
を測定することが可能である。これは、細胞の不均質集団を特徴付けかつ／または均質集
団内の細胞表現型の範囲を決定するのに役立つ。単粒子解析の結果を、アッセイがなされ
た各粒子に関連付ける能力を活用することができ、例えば２つ以上のパラメーターが表現
型に関連付けられる。測定された２つ以上のパラメーターは、異なるタイプのパラメータ
ー、例えばＲＮＡ発現レベルおよびヌクレオチド配列とすることができる。本明細書に記
述される単一細胞解析法のさらなる適用例を、以下に記述する。
【００８０】
　方法は、個別の反応容積内の集団の粒子を捕捉して、それぞれ１個の粒子のみを含有す
る複数の個別の反応容積を生成するステップを必要とする。例示的な実施形態では、個別
の反応容積は、例えば本明細書に記述されるもののいずれかなど、マイクロ流体デバイス
の個々のコンパートメント内に存在する。参照によりその全体が本明細書に組み込まれる
、特にマイクロ流体粒子解析システムの記述に関する、Ｄａｒｉｄｏｎらの２００４年１
１月１８日に公開された米国特許出願公開第２００４／０２２９３４９号明細書も参照さ
れたい。複数のパラメーターが、各粒子ごとにアッセイされる。アッセイの結果を各粒子
に関連付けて、個別の反応容積内にある集団中の各粒子ごとに複数のパラメーターを含む
データ集合を生成する。様々な実施形態では、パラメーターの少なくとも１、２、３、４
、５、６、７、８、９もしく１０、またはそれ以上を、それぞれ個別の反応容積でアッセ
イする。
【００８１】
　ある実施形態では、パラメーターは、１種または複数種の反応生成物を生成するために
、それぞれ個別の反応容積内で核酸増幅などの反応を行うことによってアッセイし、この
生成物を解析して結果を得、次いでこの結果を粒子に関連付けて、データ集合に入力する
。粒子は、１つまたは複数の反応を行うための１種または複数種の試薬に接触させる前に
、個別の反応容積内で捕捉されてもよい。あるいは、またはさらに、粒子をそのような試
薬の１種または複数種に接触させてもよく、反応混合物を個別の反応容積内に分布させて
もよい。様々な実施形態では、少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９もしくは１０
、またはそれ以上の反応が、それぞれ個別の反応容積内で行われる。反応生成物の解析は
、個別の反応容積内で実施することができる。しかし、いくつかの実施形態では、後続の
解析のためにまたはその他の目的のために、個別の反応容積内の内容物を回収することが
有利である。例えば、核酸増幅が個別の反応容積内で実施される場合、例えばＰＣＲおよ
び／または核酸配列決定による後続の解析のために、内容物を回収することが望ましいと
考えられる。個別の反応容積の内容物は個別に解析されてもよく、その結果は、当初の反
応容積内に存在する粒子に関連付けられる。あるいは、粒子／反応容積の同一性を、例え
ばマルチプライマー核酸増幅法に関して以下に論じられるように、反応生成物中でコード
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化することができる。さらに、これら２つの方策は、個別の反応容積の集合がコード化さ
れるように組み合わせることができ、したがって集合内の各反応容積は一意的に特定可能
になり、次いでプールされ、次いで各プールが個別に解析されるようになる。
【００８２】
（定義）
　特許請求の範囲および明細書で使用される用語は、他に指定されない限り以下のように
定義される。これらの用語は、明確にするために特に定義されるが、定義の全ては、当業
者がこれらの用語をどのように理解し得るかに矛盾するものではない。
【００８３】
　「核酸」という用語はヌクレオチドポリマーを指し、他に限定しない限り、天然に生ず
るヌクレオチドに類似した手法（例えば、ハイブリダイズする）で機能することができる
天然のヌクレオチドの公知の類似体を含む。
【００８４】
　核酸という用語は、例えば、ゲノムＤＮＡ；通常はメッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）
の逆転写によってまたは増幅によって得られる、ｍＲＮＡのＤＮＡ表現である相補的ＤＮ
Ａ（ｃＤＮＡ）；合成によりまたは増幅によって生成されたＤＮＡ分子；およびｍＲＮＡ
を含めた、ＤＮＡまたはＲＮＡの任意の形を含む。
【００８５】
　核酸という用語は、二本または三本鎖核酸および一本鎖分子を包含する。二本または三
本鎖核酸において、核酸鎖は同一の拡がりを持つ必要がない（即ち、二本鎖核酸は、両方
の鎖の全長にわたって二本鎖である必要はない。）
【００８６】
　両方の鎖の全長に沿って二本鎖ではない二本鎖核酸は、本明細書で「粘着末端」または
「尾部配列」と呼ばれる５’または３’伸長部を有する。「粘着末端」という用語は、制
限酵素によって生成されたものなど、比較的短い５’または３’伸長を指すのにしばしば
使用され、それに対して「尾部配列」という用語は、より長い５’または３’伸長部を指
すのにしばしば使用される。
【００８７】
　核酸という用語は、メチル化および／またはキャッピングによるような、その任意の化
学修飾も包含する。核酸修飾は、追加の電荷、分極率、水素結合、静電相互作用、および
個々の核酸塩基または全体としての核酸に対する官能性を組み込む、化学基の付加を含む
ことができる。そのような修飾は、塩基修飾、例えば２’－位糖修飾、５’－位ピリミジ
ン修飾、８－位プリン修飾、シトシン環外アミンでの修飾、５－ブロモ－ウラシルの置換
、主鎖修飾、異常な塩基対の組合せ、例えばイソ塩基イソシチジンおよびイソグアニジン
の組合せなどを含んでいてもよい。
【００８８】
　より具体的には、ある実施形態では、核酸は、ポリデオキシリボヌクレオチド（２－デ
オキシ－Ｄ－リボースを含む。）、ポリリボヌクレオチド（Ｄ－リボースを含有する。）
、および任意のその他のタイプの核酸であって、プリンまたはピリミジン塩基のＮ－また
はＣ－グリコシドである核酸、ならびに非ヌクレオチド主鎖を含有するその他のポリマー
、例えばポリアミド（例えば、ペプチド核酸（ＰＮＡ：ｐｅｐｔｉｄｅ　ｎｕｃｌｅｉｃ
　ａｃｉｄｓ））およびポリモルホリノ（Ｎｅｕｇｅｎｅとして、Ａｎｔｉ－Ｖｉｒａｌ
ｓ，Ｉｎｃ．、Ｃｏｒｖａｌｌｉｓ、Ｏｒｅｇｏｎから市販されている。）ポリマー、お
よびその他の合成配列特異的核酸ポリマーであって、ＤＮＡおよびＲＮＡで見られるよう
な塩基対合および塩基スタッキングが可能な核酸塩基を配置内に含有することを前提とし
たポリマーを含むことができる。核酸という用語は、それらＬＮＡの開示に関してその全
体が参照により本明細書に組み込まれる米国特許第６，７９４，４９９号明細書、第６，
６７０，４６１号明細書、第６，２６２，４９０号明細書、および第６，７７０，７４８
号明細書に記載されている連結核酸（ＬＮＡ：ｌｉｎｋｅｄ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ
ｓ）も包含する。
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【００８９】
　核酸は、固相媒介化学合成などの完全に化学的な合成プロセスから、または核酸を生成
する任意の種からの単離を経たような生物学的供給源から、またはＤＮＡ複製、ＰＣＲ増
幅、逆転写などの分子生物学のツールによって核酸の操作を伴うプロセスから、またはそ
れらのプロセスの組合せから、誘導することができる。
【００９０】
　核酸分子内での要素の順序は、典型的には５’から３’と本明細書では記述される。二
本鎖分子の場合、「上」鎖は、慣習に従い典型的には５’から３’と示され、要素の順序
は、上鎖に関連して本明細書では記述される。
【００９１】
　「標的核酸」という用語は、本明細書に記述される方法で検出される特定の核酸を指す
ために、本明細書では使用される。
【００９２】
　本明細書で使用される「標的ヌクレオチド配列」という用語は、例えば、標的核酸の増
幅によって得られた増幅生成物またはＲＮＡ標的核酸の逆転写により生成されたｃＤＮＡ
など、標的核酸のヌクレオチド配列を含む分子を指す。
【００９３】
　本明細書で使用される「相補的」という用語は、２種のヌクレオチド同士で精密に対合
できる能力を指す。即ち、核酸の所与の位置にあるヌクレオチドが別の核酸のヌクレオチ
ドと水素結合可能な場合、２種の核酸はその位置で互いに相補的であると見なされる。２
つの一本鎖核酸分子同士の相補性は「部分的」であってもよく、この場合はヌクレオチド
の一部のみが結合し、または全相補性が一本鎖分子同士の間に存在するときには完了する
ことができる。核酸鎖同士の相補性の程度は、核酸鎖同士のハイブリダイゼーションの効
率および強度に、著しい影響を及ぼす。
【００９４】
　「特異的ハイブリダイゼーション」は、定められたストリンジェンシー条件下、ハイブ
リダイゼーション混合物中に存在するその他のヌクレオチド配列との実質的な結合が存在
しない状態での、核酸と標的ヌクレオチド配列との結合を指す。当業者には、ハイブリダ
イゼーション条件のストリンジェンシーを緩和することによって配列ミスマッチが許容さ
れることが、理解される。
【００９５】
　特定の実施形態では、ハイブリダイゼーションは、ストリンジェントなハイブリダイゼ
ーション条件下で実施される。「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」とい
う文言は、定められたイオン強度およびｐＨでの、約５℃から約２０℃の範囲の温度また
は特定の配列に関する融解温度（Ｔｍ）よりも２５℃低い温度を、一般に指す。本明細書
で使用されるＴｍは、二本鎖核酸分子の集団が半分解離して一本鎖になる温度である。核
酸のＴｍを計算するための方法は、当技術分野で周知である（例えば、参照により共に本
明細書に組み込まれる、ＢｅｒｇｅｒおよびＫｉｍｍｅｌ（１９８７）ＭＥＴＨＯＤＳ　
ＩＮ　ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ、１５２巻：ＧＵＩＤＥ　ＴＯ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬ
ＯＮＩＮＧ　ＴＥＣＨＮＩＱＵＥＳ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ：Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓ
ｓ，Ｉｎｃ．、およびＳａｍｂｒｏｏｋら（１９８９）ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬＯＮＩ
ＮＧ：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ、２版、１～３巻、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙを参照）。標準の参考文献により示されるよ
うに、Ｔｍ値の簡単な推定値は、核酸が１Ｍ　ＮａＣｌの水溶液である場合、方程式：Ｔ

ｍ＝８１．５＋０．４１（％Ｇ＋Ｃ）により計算することができる（例えば、Ａｎｄｅｒ
ｓｏｎおよびＹｏｕｎｇ、Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　Ｆｉｌｔｅｒ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚ
ａｔｉｏｎ　ｉｎ　ＮＵＣＬＥＩＣ　ＡＣＩＤ　ＨＹＢＲＩＤＩＺＡＴＩＯＮ（１９８５
）参照）。ハイブリッドの融解温度（したがって、ストリンジェントなハイブリダイゼー
ションに関する条件）は、プライマーまたはプローブの長さおよび性質（ＤＮＡ、ＲＮＡ
、塩基組成物）と、標的核酸（溶液状態でまたは固定化された状態などで存在するＤＮＡ
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、ＲＮＡ、塩基組成物）の性質、ならびに塩およびその他の成分（例えばホルムアミド、
硫酸デキストラン、ポリエチレングリコールが存在しまたは存在しない。）の濃度など、
様々な因子によって影響を受ける。これらの因子の影響は周知であり、当技術分野の標準
の参考文献で論じられている。ほとんどの配列の特異的ハイブリダイゼーションを実現す
るのに適切な、例示的なストリンジェント条件は：少なくとも約６０℃の温度、およびｐ
Ｈ７での約０．２モルの塩濃度である。
【００９６】
　「オリゴヌクレオチド」という用語は、比較的短い核酸、一般には２００ヌクレオチド
よりも短い、より特別には１００ヌクレオチドよりも短い、最も特別には５０ヌクレオチ
ドよりも短い核酸を指すのに使用される。典型的には、オリゴヌクレオチドは一本鎖ＤＮ
Ａ分子である。
【００９７】
　「アダプター」という用語は、使用中に核酸の一端または両端に付加されるようになる
核酸を指すのに使用される。アダプターは、一本鎖、二本鎖であってもよく、または一本
および二本鎖部分を含んでいてもよい。
【００９８】
　「プライマー」という用語は、適切な緩衝剤中および適切な温度で、適切な条件下（即
ち、４種の異なるヌクレオシド三リン酸および重合させる薬剤、例えばＤＮＡまたはＲＮ
Ａポリメラーゼまたは逆転写酵素の存在下）、核酸とハイブリダイズ（「アニール」とも
言う。）させてヌクレオチド（ＲＮＡまたはＤＮＡ）重合の開始部位として働くことが可
能な、オリゴヌクレオチドを指す。プライマーの適切な長さは、プライマーの意図される
使用に依存するが、プライマーは、典型的には少なくとも７ヌクレオチド長であり、より
典型的には１０から３０ヌクレオチドに及び、さらにより典型的にはその長さが１５から
３０ヌクレオチドに及ぶ。その他のプライマーは、いくらか、より長くすることができ、
例えば３０から５０ヌクレオチド長にすることができる。この文脈において、「プライマ
ー長」は、相補的「標的」配列にハイブリダイズしかつヌクレオチド合成をプライム処理
するオリゴヌクレオチドまたは核酸の部分を指す。短いプライマー分子は、鋳型を用いて
十分に安定したハイブリッド複合体を形成するのに、より低い温度を一般に必要とする。
プライマーは、鋳型の正確な配列を反映する必要はないが、鋳型とハイブリダイズするの
に十分相補的でなければならない。「プライマー部位」または「プライマー結合部位」と
いう用語は、プライマーがハイブリダイズする標的核酸のセグメントを指す。
【００９９】
　プライマーは、プライマーまたはその一部が核酸内のヌクレオチド配列にハイブリダイ
ズする場合、別の核酸にアニールすると言われる。プライマーが特定の核酸配列にハイブ
リダイズするという記述は、プライマーがそのヌクレオチド配列に完全にまたは排他的に
ハイブリダイズすることを示唆するものではない。例えば、ある実施形態では、本明細書
で使用される増幅プライマーは、「ヌクレオチドタグにアニールする」と言われる。この
記述は、ヌクレオチドタグに全体的にアニールするプライマー、ならびにヌクレオチドタ
グに部分的におよび隣接するヌクレオチド配列、例えば標的ヌクレオチド配列に部分的に
アニールするプライマーを包含する。そのようなハイブリッドプライマーは、増幅反応の
特異性を増大させることができる。
【０１００】
　本明細書で使用される、「標的核酸に対する実質的なアニーリングが回避されるような
」プライマーの選択は、プライマーが、予想よりも短いアンプリコンを生成する標的核酸
内でのプライム処理から得られたアンプリコンとは対照的に、標的核酸の両端で予想され
る部位でのプライム処理から得られるという意味で、増幅後に検出されるアンプリコンの
大部分が「全長」となるように選択されることを意味する。様々な実施形態では、プライ
マーは、少なくとも５５％、少なくとも６０％、少なくとも６５％、少なくとも７０％、
少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくと
も９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％、または少なくとも
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９９％が全長であるように選択される。
【０１０１】
　「プライマー対」という用語は、増幅されるＤＮＡ配列の５’末端の補体とハイブリダ
イズする５’「上流プライマー」または「順方向プライマー」と、増幅される配列の３’
末端とハイブリダイズする３’「下流プライマー」または「逆方向プライマー」とを含む
、一組のプライマーを指す。当業者に認識されるように、「上流」および「下流」または
「順方向」および「逆方向」という用語は限定を意図するものではなく、むしろ特定の実
施形態における例示的な向きを示すものである。
【０１０２】
　２つのプライマー対が使用される実施形態では、例えば増幅反応では、それらの相対的
な位置を示すために、プライマー対を「インナー」および「アウター」プライマー対と呼
んでもよく；即ち、「インナー」プライマーは、アウタープライマーが組み込まれる位置
の間にある位置で反応生成物（例えば、アンプリコン）中に組み込まれる。
【０１０３】
　３つのプライマー対が使用される実施形態では、例えば増幅反応では、「スタッファー
プライマー」は、インナーおよびアウタープライマーの間に位置を有するプライマーを指
すのに使用することができ；即ち、「スタッファー」プライマーは、インナーおよびアウ
タープライマーの間の中間の位置で反応生成物（例えば、アンプリコン）中に組み込まれ
る。
【０１０４】
　「プローブ」は、１つまたは複数のタイプの化学結合を介して、一般には相補的な塩基
対を介して、通常なら水素結合形成を介して相補的配列の標的核酸に結合することが可能
な、したがって二重構造が形成される、核酸である。プローブは、「プローブ結合部位」
に結合しまたはハイブリダイズする。プローブは、特にプローブがその相補的標的にハイ
ブリダイズすると、プローブの容易な検出が可能になるように、検出可能なラベルで標識
することができる。しかし代わりに、プローブは標識されなくてもよいが、直接または間
接的に標識された配位子との特異的結合によって検出可能にすることができる。プローブ
は、そのサイズを著しく変えることができる。一般に、プローブはその長さが少なくとも
７から１５ヌクレオチドである。その他のプローブは、少なくとも２０、３０または４０
ヌクレオチド長である。さらにその他のプローブは、いくらかより長く、少なくとも５０
、６０、７０、８０または９０ヌクレオチド長である。さらにその他のプローブは、さら
に長く、少なくとも１００、１５０、２００、またはそれ以上のヌクレオチド長である。
プローブは、上記の値のいずれか（例えば、その長さが１５～２０ヌクレオチド）により
範囲が定められた任意の範囲内にある、任意の長さとすることもできる。
【０１０５】
　プライマーまたはプローブは、好ましくは標的核酸配列に相補的とすることができ、ま
たは完全には相補的にならないものとすることができる。ある実施形態では、プライマー
は、少なくとも７ヌクレオチドの配列にわたり、より典型的には１０～３０ヌクレオチド
の範囲の配列にわたり、しばしば少なくとも１４～２５ヌクレオチドの配列にわたり、標
的核酸配列の補体に対して少なくとも６５％の同一性を有し、よりしばしば少なくとも７
５％の同一性、少なくとも８５％の同一性、少なくとも９０％の同一性、または少なくと
も９５％、９６％、９７％、９８％もしくは９９％の同一性を有する。ある塩基（例えば
、プライマーの３’塩基）は、標的核酸の配列の対応する塩基に対し、一般に望ましくは
完全に相補的であることが理解される。プライマーおよびプローブは、ストリンジェント
ハイブリダイゼーション条件下、典型的には標的核酸にアニールされる。
【０１０６】
　「ヌクレオチドタグ」という用語は、標的ヌクレオチド配列に付加される所定のヌクレ
オチド配列を指すのに、本明細書では使用される。ヌクレオチドタグは、標的ヌクレオチ
ド配列の同一性または標的ヌクレオチド配列が誘導されたサンプルの同一性など、標的ヌ
クレオチド配列に関する情報の項目をコード化することができる。ある実施形態では、そ
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のような情報は、１つまたは複数のヌクレオチドタグで、例えば２つのヌクレオチドタグ
の組合せでコード化されてもよく、標的ヌクレオチド配列のいずれかの端部上のタグは、
標的ヌクレオチド配列の同一性をコード化することができる。
【０１０７】
　「トランスポゾン」という用語は、トランスポザーゼ酵素によって核酸に付加すること
が可能なオリゴヌクレオチドを指す。
【０１０８】
　本明細書で使用される「バーコードプライマー」という用語は、バーコードプライマー
が増幅反応に用いられる場合、生成されたアンプリコンに関する情報をコード化する特定
のバーコードヌクレオチド配列を含むプライマーを指す。例えば異なるバーコードプライ
マーは、バーコードヌクレオチド配列が、得られるアンプリコンのサンプル由来を示すよ
うに、いくつかの異なるサンプルのそれぞれから１つまたは複数の標的配列を増幅するよ
うに用いることができる。
【０１０９】
　本明細書で使用される「コード化反応」という用語は、少なくとも１つのヌクレオチド
タグが標的ヌクレオチド配列に付加される反応を指す。ヌクレオチドタグは、例えば「コ
ード化ＰＣＲ」によって付加することができ、この場合、少なくとも１つのプライマーは
、標的特異的部分と、標的特異的部分の５’末端に位置付けられたヌクレオチドタグとを
含み、第２のプライマーは、標的特異的部分のみ、または標的特異的部分と、標的特異的
部分の５’末端に位置付けられたヌクレオチドタグとを含む。ＰＣＲをコード化するのに
利用可能なＰＣＲプロトコルの例示的な例については、係属中のＷＯ出願ＵＳ０３／３７
８０８および米国特許第６，６０５，４５１号明細書を参照されたい。ヌクレオチドタグ
は、少なくとも１つのプライマーが標的特異的部分および標的特異的部分の５’末端に位
置付けられたヌクレオチドタグを含み、第２のプライマーが標的特異的部分のみまたは標
的特異的部分および標的特異的部分の５’末端に位置付けられたヌクレオチドタグを含む
、ライゲーション反応を含めた「コード化ライゲーション」反応によって付加することも
できる。例示的なコード化ライゲーション反応は、例えば、参照によりその全体が本明細
書に組み込まれ、特にライゲーション反応に関するものである米国特許出願公開第２００
５／０２６０６４０号明細書に記載されている。
【０１１０】
　本明細書で使用される「コード化反応」は、標的ヌクレオチド配列に連結されたヌクレ
オチドタグを含む「タグ付き標的ヌクレオチド配列」を生成することができる。
【０１１１】
　プライマーの一部に関連して本明細書で使用される「標的特異的」ヌクレオチド配列と
いう用語は、適切なアニーリング条件下、標的核酸または標的ヌクレオチド配列に特異的
にアニールすることができる配列を指す。
【０１１２】
　プライマーの一部に関連して本明細書で使用される「ヌクレオチドタグ特異的ヌクレオ
チド配列」という用語は、適切なアニーリング条件下、ヌクレオチドタグに特異的にアニ
ールすることができる配列を指す。
【０１１３】
　本発明の教示による増幅は、少なくとも１種の標的核酸の少なくとも一部が、直線的に
または指数関数的に核酸配列を増幅するための広範な技法を含むがこれらに限定すること
のない、典型的には鋳型依存的な手法で再生される、任意の手段を包含する。増幅ステッ
プを行うための例示的な手段は、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ：ｌｉｇａｓｅ　ｃｈａｉｎ
　ｒｅａｃｔｉｏｎ）、リガーゼ検出反応（ＬＤＲ：ｌｉｇａｓｅ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
　ｒｅａｃｔｉｏｎ）、ライゲーション後のＱ－レプリカーゼ増幅、ＰＣＲ、プライマー
伸長、鎖置換増幅（ＳＤＡ：ｓｔｒａｎｄ　ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ　ａｍｐｌｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎ）、超分岐鎖置換増幅、多置換増幅（ＭＤＡ：ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｄｉｓｐ
ｌａｃｅｍｅｎｔ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）、核酸鎖塩基増幅（ＮＡＳＢＡ：ｎｕ
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ｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｓｔｒａｎｄ－ｂａｓｅｄ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）、２
ステップ多重増幅、およびローリングサークル増幅（ＲＣＡ：ｒｏｌｌｉｎｇ　ｃｉｒｃ
ｌｅ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）などと、これらの多重バージョンおよび組合せを含
み、例えばＯＬＡ／ＰＣＲ、ＰＣＲ／ＯＬＡ、ＬＤＲ／ＰＣＲ、ＰＣＲ／ＰＣＲ／ＬＤＲ
、ＰＣＲ／ＬＤＲ、ＬＣＲ／ＰＣＲ、およびＰＣＲ／ＬＣＲ（組合せ連鎖反応－－ＣＣＲ
としても知られる。）などが含まれるがこれらに限定するものではない。そのような技法
の記述は、数ある出典の中でも、Ａｕｓｂｅｌら；ＰＣＲ　Ｐｒｉｍｅｒ：Ａ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｄｉｆｆｅｎｂａｃｈ編、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａ
ｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ（１９９５）；Ｔｈｅ　Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ
　Ｂｏｏｋ、Ｃｈａｎｇ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ（２００２）；Ｍｓｕｉｈら、Ｊ．Ｃｌ
ｉｎ．Ｍｉｃｒｏ．３４：５０１～０７（１９９６）；Ｔｈｅ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉ
ｄ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ、Ｒ．Ｒａｐｌｅｙ編、Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒ
ｅｓｓ、Ｔｏｔｏｗａ、Ｎ．Ｊ．（２００２）；Ａｂｒａｍｓｏｎら、Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉ
ｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１９９３年２月；４（１）：４１～７、米国特許第６，０２
７，９９８号明細書；米国特許第６，６０５，４５１号明細書、Ｂａｒａｎｙら、国際公
開第ＷＯ　９７／３１２５６号パンフレット；Ｗｅｎｚら、国際公開第ＷＯ　０１／９２
５７９号パンフレット；Ｄａｙら、Ｇｅｎｏｍｉｃｓ、２９（１）：１５２～１６２（１
９９５）、Ｅｈｒｌｉｃｈら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５２：１６４３～５０（１９９１）；
Ｉｎｎｉｓら、ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　
ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ（１９９０）；Ｆａ
ｖｉｓら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１８：５６１～６４（２０００
）；およびＲａｂｅｎａｕら、Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　２８：９７～１０２（２０００）；
Ｂｅｌｇｒａｄｅｒ、Ｂａｒａｎｙ、およびＬｕｂｉｎ、Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ
　ａ　Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　Ｌｉｇａｔｉｏｎ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ
　ＤＮＡ　Ｔｙｐｉｎｇ　Ａｓｓａｙ、Ｓｉｘｔｈ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｓｙ
ｍｐｏｓｉｕｍ　ｏｎ　Ｈｕｍａｎ　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ、１９９５（ワール
ドワイドウェブ：ｐｒｏｍｅｇａ．ｃｏｍ／ｇｅｎｅｔｉｃｉｄｐｒｏｃ／ｕｓｓｙｍｐ
６ｐｒｏｃ／ｂｌｅｇｒａｄ．ｈｔｍｌ－で入手可能）；ＬＣＲ　Ｋｉｔ　Ｉｎｓｔｒｕ
ｃｔｉｏｎ　Ｍａｎｕａｌ、Ｃａｔ．＃２００５２０、Ｒｅｖ．＃０５０００２、Ｓｔｒ
ａｔａｇｅｎｅ、２００２；Ｂａｒａｎｙ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ
ＳＡ　８８：１８８～９３（１９９１）；ＢｉおよびＳａｍｂｒｏｏｋ、Ｎｕｃｌ．Ａｃ
ｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：２９２４～２９５１（１９９７）；Ｚｉｒｖｉら、Ｎｕｃｌ．Ａ
ｃｉｄ　Ｒｅｓ．２７：ｅ４０ｉ～ｖｉｉｉ（１９９９）；Ｄｅａｎら、Ｐｒｏｃ　Ｎａ
ｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９９：５２６１～６６（２００２）；Ｂａｒａｎｙお
よびＧｅｌｆａｎｄ、Ｇｅｎｅ　１０９：１～１１（１９９１）；Ｗａｌｋｅｒら、Ｎｕ
ｃｌ．Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．２０：１６９１～９６（１９９２）；Ｐｏｌｓｔｒａら、ＢＭ
Ｃ　Ｉｎｆ．Ｄｉｓ．２：１８－（２００２）；Ｌａｇｅら、Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．２
００３年２月；１３（２）：２９４～３０７、およびＬａｎｄｅｇｒｅｎら、Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ　２４１：１０７７～８０（１９８８）、Ｄｅｍｉｄｏｖ，Ｖ．、Ｅｘｐｅｒｔ　Ｒ
ｅｖ　Ｍｏｌ　Ｄｉａｇｎ．２００２年１１月；２（６）：５４２～８．、Ｃｏｏｋら、
Ｊ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ．２００３年５月；５３（２）：１６５～７４
、Ｓｃｈｗｅｉｔｚｅｒら、Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２００１年２
月；１２（１）：２１～７、米国特許第５，８３０，７１１号明細書、米国特許第６，０
２７，８８９号明細書、米国特許第５，６８６，２４３号明細書、国際公開第ＷＯ００５
６９２７Ａ３号パンフレット、および国際公開第ＷＯ９８０３６７３Ａ１号パンフレット
に見出すことができる。
【０１１４】
　いくつかの実施形態では、増幅は：少なくとも１種の標的核酸における相補的なまたは
実質的に相補的な配列に少なくとも１つのプライマーをアニールするステップ；ポリメラ
ーゼを使用した鋳型依存的な手法で少なくとも１つのヌクレオチド鎖を合成するステップ
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；および新たに形成された核酸二重鎖を変性させて鎖を分離するステップの連続手順の少
なくとも１回のサイクルを含む。サイクルは、繰り返されても繰り返されなくてもよい。
増幅は、熱サイクリングを含むことができ、または等温的に行うことができる。
【０１１５】
　「ｑＰＣＲ」という用語は、「リアルタイムＰＣＲ」または「動的ポリメラーゼ連鎖反
応」としても公知の定量的リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ：ｐｏｌｙｍｅｒ
ａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ）を指すのに、本明細書では使用される。
【０１１６】
　パラメーターに関して本明細書で使用される「実質的に」という用語は、パラメーター
が有用な結果をもたらすのに十分であることを意味する。したがって、核酸配列に適用さ
れる「実質的に相補的な」は、記述される文脈で働くのに十分相補的であることを一般に
意味する。典型的には、実質的に相補的とは、用いられる条件下でハイブリダイズするの
に十分相補的であることを意味する。本明細書に記述されるいくつかの実施形態では、反
応生成物は、未反応のプライマーと区別されなければならない。
【０１１７】
　「試薬」は、分析物（例えば、解析される核酸）以外の、反応に使用される任意の薬剤
を広く指す。核酸増幅反応用の例示的な試薬には、緩衝剤、金属イオン、ポリメラーゼ、
逆転写酵素、プライマー、鋳型核酸、ヌクレオチド、標識、色素およびヌクレアーゼなど
が含まれるが、これらに限定するものではない。酵素反応用の試薬には、例えば、基質、
補因子、緩衝剤、金属イオン、阻害剤および活性化剤が含まれる。
【０１１８】
　「ユニバーサル検出プローブ」という用語は、生成物中に存在する標的核酸配列の同一
性とは無関係に、増幅生成物の存在を特定する任意のプローブを指すのに本明細書では使
用される。
【０１１９】
　「ユニバーサルｑＰＣＲプローブ」という用語は、ｑＰＣＲ中に増幅生成物の存在を特
定するような任意のプローブを指すのに本明細書では使用される。特定の実施形態では、
ヌクレオチドタグは、ユニバーサルｑＰＣＲプローブなどの検出プローブが結合する、ヌ
クレオチド配列を含むことができる。タグが標的ヌクレオチド配列の両端に付加される場
合、各タグは、望みに応じて、検出プローブにより認識される配列を含むことができる。
そのような配列の組合せは、タグ付き標的ヌクレオチド配列の同一性またはサンプル供給
源に関する情報をコード化することができる。その他の実施形態では、１つまたは複数の
増幅プライマーは、ユニバーサルｑＰＣＲプローブなどの検出プローブが結合する、ヌク
レオチド配列を含むことができる。このように、１、２、またはそれ以上のプローブ結合
部位を、本明細書に記述される方法の増幅ステップ中に増幅生成物に付加することができ
る。当業者なら、前置増幅（実施される場合）および増幅中に多数のプローブ結合部位を
組み込むことができることによって多重検出が容易になり、２種以上の異なる増幅生成物
を所与の増幅混合物またはそのアリコートで検出できることを、認識する。
【０１２０】
　「ユニバーサル検出プローブ」という用語は、検出可能な標識（例えば蛍光標識）で標
識されたプライマー、ならびにＳＹＢＲグリーンおよびＥＶＡグリーンなどの二本鎖ＤＮ
Ａ（ｄｓＤＮＡ：ｄｏｕｂｌｅ－ｓｔｒａｎｄｅｄ　ＤＮＡ）色素を含めたＤＮＡ結合色
素などの非配列特異的プローブを包含することも意図される。
【０１２１】
　「標的特異的ｑＰＣＲプローブ」という用語は、生成物中に存在する標的ヌクレオチド
配列へのｑＰＣＲプローブのハイブリダイゼーションに基づいて、ｑＰＣＲ中に増幅生成
物の存在を特定するｑＰＣＲプローブを指すのに本明細書では使用される。
【０１２２】
　本明細書で使用される「染色剤」は、その成分の検出を容易にするために反応またはア
ッセイ混合物の成分に結合する、任意の有機または無機分子を一般に指す。
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【０１２３】
　本明細書で使用される「色素」という用語は、３４０ｎｍ以上の波長の電磁放射線を吸
収する任意の有機または無機分子を一般に指す。
【０１２４】
　本明細書で使用される「標識」という用語は、検出可能および／または定量可能なシグ
ナルを提供するのに使用することができる、任意の原子または分子を指す。特に、標識は
、核酸またはタンパク質に直接または間接的に結合することができる。プローブに結合す
ることができる適切な標識には、放射性同位体、蛍光体、発色団、質量標識、電子稠密粒
子、磁気粒子、スピン標識、化学ルミネセンスを放出する分子、電気化学的に活性な分子
、酵素、補因子および酵素基質が含まれるが、これらに限定するものではない。
【０１２５】
　本明細書で使用される「蛍光色素」という用語は、ランプ、光ダイオードまたはレーザ
ーなどの、電磁放射線の供給源による照射後、蛍光メカニズムによって、より長い波長の
電磁放射線を放出する任意の色素を一般に指す。
【０１２６】
　「エラストマー」という用語は、当技術分野で使用される一般的な意味を有する。した
がって、例えばＡｌｌｃｏｃｋら（Ｃｏｎｔｅｍｐｏｒａｒｙ　Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｃｈｅ
ｍｉｓｔｒｙ、２版）は、それらのガラス転移温度と液化温度との間の温度で存在するポ
リマーとして一般にエラストマーについて記述する。エラストマー材料は弾性特性を示す
が、それは力に応答して主鎖のコイル状態が解除されるように、ポリマー鎖が容易に捩れ
運動を受け、主鎖のコイル状態が解除されて、力が存在しないときには以前の形状をとる
ことができるようになるからである。一般に、エラストマーは力が加えられると変形する
が、その後、力が除去されるとその当初の形状に戻る。
【０１２７】
　本明細書で使用される「変動」という用語は、任意の相違を指すのに使用される。変動
は、個体間または集団間の相違を指すことができる。変動は、一般的なまたは通常の状況
との相違を包含する。したがって「コピー数の変動」または「突然変異」は、一般的なま
たは通常のコピー数またはヌクレオチド配列との相違を指すことができる。「発現レベル
の変動」または「スプライスバリアント」は、特定の、細胞または組織、発達段階、状態
などに関し、一般的なまたは通常の発現レベルまたはＲＮＡまたはタンパク質とは異なる
発現レベルまたはＲＮＡまたはタンパク質を指すことができる。
【０１２８】
　「多型マーカー」または「多型部位」は、ヌクレオチド配列の多様化が生ずる座位であ
る。例示的なマーカーは、少なくとも２つの対立遺伝子を有し、そのそれぞれは、選択さ
れた集団の１％超、より典型的には１０％超、または２０％超の頻度で生ずる。多型部位
は、１つの塩基対程度に小さくてもよい。多型マーカーは、制限断片長多型（ＲＦＬＰ：
ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ｌｅｎｇｔｈ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ
）、様々なタンデム反復数（ＶＮＴＲ：ｖａｒｉａｂｌｅ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｔａｎ
ｄｅｍ　ｒｅｐｅａｔｓ）、高度可変領域、ミニサテライト、ジヌクレオチド反復、トリ
ヌクレオチド反復、テトラヌクレオチド反復、単純配列反復、欠失、Ａｌｕなどの挿入元
素を含む。第１の特定可能な対立遺伝子形態は参照形態として任意に設計され、その他の
対立遺伝子形態は、代替のまたは変化した対立遺伝子として設計される。選択された集団
で最も頻繁に生じる対立遺伝子形態は、野生型形態と時々呼ばれる。二倍体生物は、対立
遺伝子形態に関して同型接合性であっても異型接合性であってもよい。二対立遺伝子多型
には２つの形態がある。三対立遺伝子多型には３つの形態がある。
【０１２９】
　「一塩基多型」（ＳＮＰ：ｓｉｎｇｌｅ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈ
ｉｓｍ）は、対立遺伝子配列同士の変動部位である、単一のヌクレオチドで占有された多
型部位で生じる。部位は、通常、対立遺伝子の高度に保存された配列（例えば、集団の１
／１００または１／１０００未満が変化する配列）により先導されかつ同様の配列が後に
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続く。ＳＮＰは、通常、多型部位で１つのヌクレオチドを別のヌクレオチドに置換するこ
とにより、生ずる。遷移は、１つのプリンの、別のプリンによる置換えであり、または１
つのピリミジンの、別のピリミジンによる置換えである。塩基転換は、ピリミジンによる
プリンの置換えであり、またはその逆である。ＳＮＰは、参照対立遺伝子に対するヌクレ
オチドの欠失またはヌクレオチドの挿入から生じさせることもできる。
【０１３０】
　本明細書で使用される「粒子」という用語は、そのサイズおよび複雑さが分子から細胞
に及ぶことができる実体要素を指す。この用語は、核酸、タンパク質、炭水化物、脂質、
およびこれらの組合せ（例えばリポタンパク質）のような分子のほか、ウイルス、染色体
、細胞小胞およびオルガネラ、ならびに細胞を包含する。
【０１３１】
　「捕捉形体」という用語は、粒子の捕捉を容易にするマイクロ流体デバイス内の「捕捉
部位」と呼ばれる別々の部位に位置付けられた形体を指すのに本明細書では使用される。
捕捉形体は、結合親和性によってかつ／または機械的捕捉によって、または任意のその他
の手段によって、捕捉を容易にすることができる。ある実施形態では、捕捉形体は、ただ
１個の粒子が捕捉形体を占有することができるようにまたは捕捉形体により含有できるよ
うに、サイズ決め／設計される。
【０１３２】
　「ドレイン形体」という用語は、捕捉部位内での流体の流れを容易にする捕捉部位の内
部または近くに位置付けられた形体を指すのに、本明細書では使用される。例えば捕捉部
位は、捕捉部位に粒子を保持するように設計された物理障壁など、１つまたは複数の形体
を有していてもよい。捕捉部位でのドレイン形体は、確実に、その部位が空である場合に
（即ち、粒子を含有していない。）十分低い流動インピーダンスで粒子を含まない流体が
その部位内を流れることができるようにし、その結果、捕捉部位の周りではなく捕捉部位
に向かう粒子の流れを増強させる。
【０１３３】
　本明細書で使用される集束形体という用語は、粒子の流れを各捕捉部位に集束させる、
マイクロ流体デバイスの任意の形体を指す。集束形体は、数ある中でも粒子の流れを望み
通りに方向付ける１つまたは複数の物理形体、真空力、ループ内の流体の流れ、重力、遠
心力、磁力、電気の力（例えば、電気泳動および／もしくは電気浸透力）、ならびに／ま
たは光学的に発生させた力を含めた任意の適切な手段によって、粒子の流れを集束させる
ことができる。
【０１３４】
　支持体の捕捉を含む実施形態に関連して使用されるように、「支持体」という用語は、
支持体を捕捉することができる捕捉部位までマイクロ流体デバイス内を通過するよう適切
に成形されサイズ決めされた、不溶性基質を指す。
【０１３５】
　反応、反応混合物、反応容積などに関連して本明細書で使用されるように、「分離」と
いう用語は、反応、反応混合物、反応容積、例えば反応がその他の反応とは切り離された
状態で実施される状態を指す。個別の反応、反応混合物、反応容積は例えば、必ずしもそ
の必要はないがエマルジョンの状態であってもよい液滴で実施されるものを含み（例えば
、参照によりその全体が本明細書に組み込まれかつ特に液滴を形成し解析するためのデバ
イスおよび方法の記述に関する、「Ｍｉｃｒｏｆａｂｒｉｃａｔｅｄ　ｃｒｏｓｓｆｌｏ
ｗ　ｄｅｖｉｃｅｓ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ」という名称の、Ｑｕａｋｅらに２００７
年１１月１３日に発行された米国特許第７，２９４，５０３号明細書；参照によりその全
体が本明細書に組み込まれかつ特に液滴を形成し解析するためのデバイスおよび方法の記
述に関する、「Ｄｒｏｐｌｅｔ　ｌｉｂｒａｒｉｅｓ」という名称の、Ｌｉｎｋらによる
２０１０年１月２８日に公開された米国特許出願公開第２０１０００２２４１４号明細書
；および参照によりその全体が本明細書に組み込まれかつ特に液滴を形成し解析するため
のデバイスおよび方法の記述に関する、「Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏ
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ｆｌｕｉｄｉｃ　Ｄｒｏｐｌｅｔｓ」という名称の、Ｍｉｌｌｅｒらによる２０１１年１
月６日に公開された米国特許出願公開第２０１１／００００５６０号明細書参照）、それ
と共に、反応、反応混合物、反応容積などは、機械的障壁、例えば個別の容器、マイクロ
タイタープレートの個別のウェル、またはマトリックス型マイクロ流体デバイスの個別の
コンパートメントによって分離される。
【０１３６】
（粒子）
　本明細書に記述される方法は、任意のタイプの粒子を解析するのに使用することができ
る。ある実施形態では、粒子は、流体に懸濁させるのに十分小さいが流体とは区別可能に
なるように十分大きい任意の物体を、一般に含む。粒子は、微視的または近微視的であっ
てもよく、約０．００５から１００μｍ、０．１から５０μｍ、または約０．５から３０
μｍの直径を有していてもよい。あるいは、またはさらに、粒子は約１０－２０から１０
－５グラム、１０－１６から１０－７グラム、または１０－１４から１０－８グラムの質
量を有していてもよい。ある実施形態では、粒子は、生物学的供給源からの粒子（「生物
学的粒子」）である。生物学的粒子は、例えば、核酸、タンパク質、炭水化物、脂質、お
よびこれらの組合せまたは凝集体（例えばリポタンパク質）などの分子のほか、ウイルス
、染色体、細胞小胞およびオルガネラ、ならびに細胞などの、より大きい実体要素を含む
。本明細書に記述されるように解析することができる粒子は、解析される分子が結合する
不溶性成分、例えばビーズを有するものも含む。
【０１３７】
　例示的な実施形態では、粒子が細胞である。本明細書に記述される方法で粒子として使
用するのに適切な細胞は、任意の自己複製膜結合生物学的実体要素、またはその任意の非
複製膜結合派生物を一般に含む。非複製派生物は、老化細胞、末端分化細胞、細胞キメラ
、血清飢餓細胞、感染細胞、非複製突然変異体、無核細胞などであってもよい。本明細書
に記述される方法で使用される細胞は、数ある特徴の中で、任意の起源、遺伝的背景、健
康状態、固定化状態、膜透過性、前処理、および／または集団の純度を有していてもよい
。適切な細胞は、真核性、原核性、古細菌、および／または同様のものであってもよく、
動物、植物、真菌、原生生物、細菌、および／または同様のものからであってもよい。例
示的な実施形態では、ヒト細胞が解析される。細胞は、生命体の発生における任意の段階
からのものであってもよく、例えば哺乳類細胞（例えば、ヒト細胞）の場合には、胚性、
胎性、または成人細胞が解析されてもよい。ある実施形態では、細胞が幹細胞である。細
胞は、野生型；天然、化学的、またはウイルス性突然変異体；設計製作された突然変異体
（トランスジェニックなど）；および／または同様のものであってもよい。さらに、細胞
は、数ある状態の中でも、成長、静止、形質転換、および／または不死化の状態にあって
もよい。さらに細胞は、単一細胞からのクローン集団または非常に類似した細胞の小さい
集合として、一般に誘導された単一培養物であってもよく；親和性結合、ＦＡＣＳ、薬物
選択などの任意の適切なメカニズムによって事前に分類されていてもよく；かつ／または
全く異なる細胞型の混合または不均質集団であってもよい。
【０１３８】
　膜を含み（例えば、細胞または細胞小胞またはオルガネラ）、細胞壁を含み、または１
つもしくは複数の内部成分を外部空間から分離する任意のその他のタイプの障壁を含む粒
子は、無傷であってもよく、または部分的に（例えば、透過性）もしくは完全に（例えば
、内部成分を放出させるため）潰れていてもよい。粒子が細胞である場合、固定されかつ
／または固定されていない細胞を使用してもよい。生きているまたは死んでいる、固定さ
れたまたは固定されていない細胞は、無傷の膜を有していてもよく、かつ／またはイオン
、染色剤、色素、標識、配位子などが取り込まれるように透過性にされた／潰れた膜であ
ってもよく、かつ／または細胞内容物が放出されるように溶解してもよい。
【０１３９】
　本明細書に記述される方法の１つの利点は、その他の方法で必要とされる数百万の粒子
よりはるかに少ない数を含めた、事実上任意の数の粒子を解析するのに使用できることで
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ある。様々な実施形態では、解析される粒子の数は、約１０、約５０、約１００、約５０
０、約１０００、約２０００、約３０００、約４０００、約５０００、約６０００、約７
，０００、約８０００、約９，０００、約１０，０００、約１５，０００、約２０，００
０、約２５，０００、約３０，０００、約３５，０００、約４０，０００、約４５，００
０、約５０，０００、約７５，０００、または約１００，０００個とすることができる。
特定の実施形態では、解析される粒子の数は、上記列挙された任意の２つの値により定め
られた範囲内に含めることができる。
【０１４０】
（粒子の捕捉）
　粒子は、当技術分野で公知のまたは本明細書に記述される任意の手段によって、個別の
反応容積に捕捉されてもよい。粒子を含有する個別の反応容積は、液滴、エマルジョン、
容器、マイクロタイタープレートのウェル、またはマトリックス型マイクロ流体デバイス
のコンパートメントに形成することができる。ある実施形態では、捕捉形体は、個別の反
応容積内で、捕捉部位に１つまたは複数の細胞を保持する。好ましい実施形態では、捕捉
形体は、捕捉部位に単一細胞のみを優先的に保持する。ある好ましい実施形態では、各捕
捉部位は、マイクロ流体デバイスの個別のコンパートメント内に位置付けられる。「個別
のコンパートメント」という用語は、コンパートメントが個別の反応容積を含有できるよ
うに、マイクロ流体デバイス内のその他のコンパートメントから少なくとも一時的に分離
されたコンパートメントを指すために本明細書で使用される。一時的な分離は、例えば、
Ｆｌｕｉｄｇｍ，Ｉｎｃ．（Ｓｏｕｔｈ　Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ、ＣＡ）から入手
可能なマイクロ流体デバイスの場合には弁の使用により、実現することができる。分離の
程度は、アッセイ／反応をコンパートメント内で個別に実施することができるようでなけ
ればならない。本明細書で使用される「捕捉形体」という用語は、単一のまたは複数のメ
カニズムであって、順にかつ／または並行して動作するものを含む。捕捉形体は、流体の
流れによって加えられる位置決め力を克服するように動作してもよい。適切な捕捉形体は
、数ある中でも、流れに連結された物理障壁（「機械的捕捉」と呼ぶ。）、化学的相互作
用（「親和性に基づいた捕捉」と呼ぶ。）、真空力、ループ内の流体の流れ、重力、遠心
力、磁力、電気の力（例えば、電気泳動もしくは電気浸透力）、および／または光学的に
発生した力を基にしてもよい。
【０１４１】
　捕捉形体は、選択的であっても選択的でなくてもよい。選択的メカニズムは、部分的に
選択的であってもよく、即ち、入力された粒子の全てには至らない（部分集合）量を保持
してもよい。部分的に選択的なメカニズムは、少なくとも一つには、確率的集束形体（以
下、参照）を利用してもよい。あるいはまたはさらに、選択的メカニズムは粒子依存的で
あってもよく、即ち、サイズ、表面化学、密度、磁気特性、電荷、光学的性質（屈折率な
ど）、および／または同様のものなど、入力された粒子の１つまたは複数の性質に基づい
て粒子が保持される。
【０１４２】
（機械的捕捉）
　機械的捕捉は、少なくとも部分的に、例えばマイクロ流体デバイスに配置された任意の
適切な物理障壁との粒子接触に基づいてもよい。そのような粒子－障壁接触は、一般に、
流体の流れ方向に沿った長手方向の粒子運動を制限し、これは流れに支援された保持をも
たらすものである。流れに支援された粒子－障壁接触は、側面から側面への／直交する（
横断）運動を制限してもよい。適切な物理障壁は、チャネルまたはその他の通路（即ち、
壁、屋根、および／または床）の任意の部分から内向きに延びる突出部によって形成され
てもよい。例えば、突出部は、固定されかつ／または移動可能であってもよく、数ある中
でも、カラム、ポスト、ブロック、バンプ、壁、および／または部分的／完全に閉鎖され
た弁が含まれる。弁などのいくつかの物理障壁は、移動可能でも規制可能であってもよい
。あるいは、またはさらに、物理障壁は、チャネルもしくはその他の通路に形成されたリ
ス部（例えば、ニッチ）によってまたは流体透過性膜によって、画定されてもよい。その
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他の物理障壁は、通路の断面寸法に基づき形成されてもよい。例えば、サイズ選択的チャ
ネルは、チャネルに進入するのには大き過ぎる粒子を保持してもよい（サイズ選択的チャ
ネルは、フィルターチャネル、マイクロチャネル、または粒子制限的もしくは粒子選択的
チャネルと呼んでもよい。）。実施例２および４は、例示的な機械的捕捉の実施形態を提
供する。
【０１４３】
（親和性に基づく捕捉）
　親和性に基づく捕捉は、１つまたは複数の化学的相互作用に基づいて粒子を保持しても
よく、即ち、結合パートナーが粒子成分に結合する。化学的相互作用は、数ある中でも、
イオン性、静電性、疎水性、ファンデルワールス、および／または金属配位相互作用を含
めた、共有結合性および／または非共有結合性の相互作用であってもよい。化学的相互作
用は、粒子を選択的にかつ／または非選択的に保持してもよい。選択的および／または非
選択的な保持は、例えばマイクロ流体デバイスにおける粒子と表面との間の特異的および
／または非特異的化学相互作用に基づいてもよい。
【０１４４】
　特定の化学メカニズムは、特異的結合パートナー（ＳＢＰ：ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｂｉｎ
ｄｉｎｇ　ｐａｒｔｎｅｒｓ）を使用してもよく、例えば第１および第２のＳＢＰはそれ
ぞれ粒子およびデバイスの表面に配置されている。例示的なＳＢＰは、ビオチン／アビジ
ン、抗体／抗原、レクチン／炭水化物などを含んでいてもよい。ＳＢＰは、デバイス形成
の前、最中、および／または後に、マイクロ流体デバイス内に局所的に配置されてもよい
。例えば、基質および／または流体層成分の表面は、基質および流体層成分が接合される
前に、ＳＢＰ部材の接着／結合によって局所的に修正されてもよい。あるいは、またはさ
らに、ＳＢＰは、例えばＳＢＰ部材とデバイスとの局所化学反応によって（光による局所
照明によって触媒されたものなど）、デバイスが形成された後に、マイクロ流体デバイス
の一部に局所的に関連付けられてもよい。ＳＢＰ部材を持つビーズが捕捉部位に機械的に
捕捉されて、親和性に基づいた粒子（即ち、細胞）捕捉のためのＳＢＰ部材を提示する実
施形態について記述した実施例３も参照されたい。
【０１４５】
　非特異的化学メカニズムは、マイクロ流体デバイスの表面化学の局所的な相違を利用し
てもよい。そのような局所的な相違は、上述のように、マイクロ流体デバイス形成の前、
最中、および／または後に生じてもよい。局所的な相違は、例えば疎水性もしくは親水性
領域および／または材料の局在化結合を生成するために、局在化した化学反応から生じ得
る。結合した材料は、数ある中でもポリ－Ｌ－リシン、ポリ－Ｄ－リシン、ポリエチレン
イミン、アルブミン、ゼラチン、コラーゲン、ラミニン、フィブロネクチン、エンタクチ
ン、ビトロネクチン、フィブリリン、エラスチン、ヘパリン、硫酸ケラタン、硫酸ヘパラ
ン、コンドロイチン硫酸、ヒアルロン酸、および／または細胞外基質抽出物／混合物を含
んでいてもよい。
【０１４６】
（その他の捕捉形体）
　その他の捕捉形体は、親和性に基づいたまたは機械的捕捉の代替としてまたは追加とし
て使用されてもよい。これらのメカニズムおよび／または上述のメカニズムの一部または
全ては、少なくとも部分的に、保持を支援するために、粒子とマイクロ流体デバイスチャ
ネルまたは通路との間の摩擦を利用してもよい。
【０１４７】
　捕捉形体は、真空力、流体の流れ、および／または重力に基づいてもよい。真空に基づ
いた捕捉形体は、例えばチャネルから外向きに定められた力を使用して、通路表面とのよ
り緊密な接触へと粒子を引き入れる力を発揮してもよい。真空の印加および／または粒子
の保持は、チャネルまたはその他の通路の壁にあるアパーチャー／オリフィスによって支
援されてもよい。対照的に、流体の流れに基づいた捕捉形体は、粒子を保持するループな
どの流体の流路を生成してもよい。これらの流体の流路は、出口のない閉鎖チャネル回路
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によって（例えば、弁の閉鎖および能動的なポンプ送出によって）、かつ／またはリセス
部内の略円形の流体の流れによって生成されたような渦によって、形成されてもよい。重
力に基づいた捕捉形体は、通路の底面に対して粒子を保持してもよく、したがって摩擦と
組み合わされることにより粒子運動を制限する。重力に基づいた保持は、リセス部および
／または低減された流体の流量によって、容易にすることができる。
【０１４８】
　捕捉形体は、遠心力、磁力、および／または光学的に発生した力に基づいてもよい。遠
心力に基づく捕捉形体は、通路表面に対して粒子を押すことにより、典型的には流体の流
れにほぼ直交する力を粒子に加えることにより、粒子を保持してもよい。そのような力は
、マイクロ流体デバイスの遠心分離によってかつ／または流体の流路内での粒子運動によ
って、発揮されてもよい。磁力に基づいた捕捉形体は、マイクロ流体デバイスの外部およ
び／または内部に発生した磁場を使用して、粒子を保持してもよい。磁場は、粒子の強磁
性および／または常磁性部分と相互作用してもよい。例えば、ビーズは少なくとも部分的
に強磁性材料で形成されてもよく、または細胞は、表面結合したもしくは内部移行した強
磁性粒子を含んでいてもよい。電気の力に基づく捕捉形体は、電場を使用して、荷電粒子
および／または集団を保持してもよい。対照的に、光学的に発生した力に基づき動作する
捕捉形体は、粒子を保持するのに光を使用してもよい。そのようなメカニズムは、数ある
中でも光ピンセットの原理に基づいて動作してもよい。
【０１４９】
　捕捉形体の別の形は、チャネルに固定的にまたは一時的に入口があるが出口がない、ブ
ラインドフィルチャネルである。例えば、マイクロ流体デバイスがＰＤＭＳなどの気体透
過性材料から作製される場合、デッドエンドチャネルに存在する気体は逃げることができ
、または入口を経た液体の流入によって外に押し遣られたときに気体透過性材料を通して
チャネルの外に出ることができる。これは、ブラインドフィリングの好ましい例である。
ブラインドフィリングは、入口と、ゲート制御されまたは弁により弁制御される出口とを
有するチャネルまたはコンパートメントと共に使用することができる。この例では、気体
が満たされたチャネルまたはコンパートメントのブラインドフィリングは、入口を通して
チャネルまたはコンパートメントを満たしながら出口弁が閉じたときに生じる。入口が弁
も有する場合、弁は、ブラインドフィルが終了した後に閉じることができ、出口は、チャ
ネルまたはコンパートメントの内容物を別のチャネルまたはコンパートメントに向けて曝
すように開放することができる。第３の入口がチャネルまたはコンパートメントと連通し
ている場合、第３の入口は、別の流体、気体、または液体をチャネルまたはコンパートメ
ントに導入して、ブラインドフィルされた液体を排出させることにより、測定された量で
チャネルまたはコンパートメントから排出させることができる。
【０１５０】
（集束形体）
　粒子の捕捉は、各捕捉部位に粒子の流れを集束させる１つまたは複数の集束形体を使用
して、マイクロ流体デバイス内で増強させることができる。集束形体は例えば、直接およ
び／または間接的、流体媒介型および／または非流体媒介型、外部および／または内部な
ども含めたそれらの起源および／または動作原理を反映させるように、様々な方法で限定
することなく分類されてもよい。これらの分類は、相互に排他的ではない。したがって、
所与の集束形体は、２つ以上の方法で粒子を位置決めしてもよく；例えば電場は、粒子を
直接（例えば、電気泳動を介して）および間接的に（例えば、電気浸透を介して）位置決
めしてもよい。
【０１５１】
　集束形体は、粒子の位置を長手方向にかつ／または横断方向に画定するように作用して
もよい。「長手方向の位置」という用語は、マイクロ流体チャネルの長軸および／または
チャネル内の流体フロー流に、平行なまたは沿った位置を示す。対照的に、「横断方向の
位置」という用語は、チャネルの長軸および／または関連する主な流体フロー流に直交す
る位置を示す。長手方向および横断方向の両方の位置は、「長軸」を湾曲チャネルの「接
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線」と同等に考えることにより、局所的に画定することができる。集束形体は、長手方向
の流れと横断方向の流れとの間で、チャネルおよび／または流動の流れの長軸に対して任
意の角度で、経路に沿って粒子を移動させるように作用してもよい。
【０１５２】
　集束形体は、単独でかつ／または組み合わせて使用されてもよい。組み合わせて使用さ
れる場合、形体は、順次（即ち、連続的に）かつ／または並行に（即ち、同時に）使用し
てもよい。例えば、流体の流れなどの間接的なメカニズムは、大雑把な位置決めで使用さ
れてもよく、光ピンセットなどの直接的なメカニズムは、最終的な位置決めに使用されて
もよい。
【０１５３】
　直接的な集束形体は、力が粒子に直接作用して粒子をマイクロ流体ネットワーク内に位
置決めする、任意のメカニズムを一般に含む。直接的な集束形体は、数ある中でも光学的
、電気的、磁気的、および／または重力に基づく力を含めた任意の適切なメカニズムに基
づいてもよい。光学的集束形体は、粒子の位置決めを媒介しまたは少なくとも容易にする
のに光を使用する。適切な光学的集束形体は、位置決め力を粒子に与えるのに適切に集束
された移動可能な光源を使用する、「光ピンセット」を含む。電気的集束形体は、粒子を
位置決めするのに電気を使用する。適切な電気的メカニズムは「エレクトロキネシス」を
含み、即ち、マイクロ流体ネットワークの一部または全てに渡る電圧および／または電流
の印加であり、これは上述のように、荷電粒子を直接（例えば、電気泳動を介して）およ
び／または流体中のイオンの運動を通して間接的に（例えば、電気浸透を介して）移動さ
せることができる。磁気集束形体は、磁気相互作用に基づいて粒子を位置決めするのに磁
気を使用する。適切な磁気メカニズムでは、磁場を流体ネットワークの内部または周りに
印加して、粒子の中、上、または周りでの強磁性および／または常磁性材料との関連付け
を介して粒子を位置決めする。重力に基づく集束形体は、例えば細胞培養物の位置で接着
細胞と基質とを接触させるように粒子を位置決めするのに、重力の力を使用する。
【０１５４】
　間接的な集束形体は、長手方向にかつ／または横断方向にマイクロ流体ネットワーク内
で粒子を移動させるように、例えば流体を介して、粒子に間接的に力を作用させる、任意
のメカニズムを一般に含む。長手方向の間接的な集束形体は、一般に、チャネルおよび／
またはその他の通路に沿った流体の流れによって生成されかつ／または規制されてもよい
。したがって、長手方向の集束形体は、流量および／または通路を規制する弁および／ま
たはポンプによって、容易になりかつ／または規制されてもよい。ある場合には、長手方
向の集束形体は、電気浸透性集束形体によって容易になりかつ／または規制されてもよい
。あるいは、またはさらに、長手方向の集束形体は、入力に基づいたものであってもよく
、即ち、流体カラムの不等な高さによって生成された圧力水頭を含めた圧力または重力に
基づいたメカニズムなどの入力メカニズムによって、容易になりかつ／または規制される
。
【０１５５】
　横断方向の間接的な集束形体は、一般に、チャネル接合部での流体フロー流、フロー流
が減じられた横方向に配置された領域、チャネルのベンド、および／または物理障壁（即
ち、バッフル）によって、生成されかつ／または規制されてもよい。チャネル接合部は、
その部位から流体を運び出す数に対する、その部位に流体を運び入れるチャネルの数に基
づいて、統合部位であっても分割部位であってもよい。物理障壁は、捕捉部位に向かって
粒子の流れを定めるのに適切な、任意のデザインを有していてもよい。例えばバッフルは
、例えば捕捉部位に向かって粒子の流れを定める角度で、任意のチャネル表面から外向き
に延びてもよい。バッフルの長、チャネル表面との角度、および捕捉部位からの距離は、
捕捉部位に向かって粒子の流れを増強させるように調節することができる。バッフルは、
チャネルまたはその他の通路（即ち、壁、屋根、および／または床）の任意の部分から内
向きに延びる突出部により形成されてもよい。例えば突出部は、数ある中でもカラム、ポ
スト、ブロック、バンプ、壁、および／または部分的に／完全に閉鎖した弁も含め、固定
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されかつ／または移動可能であってもよい。弁などのいくつかの物理障壁は、移動可能で
あっても規制可能であってもよい。
【０１５６】
　いくつかの実施形態では、各捕捉部位ごとに多数のバッフルを用いてもよい。例えば、
チャネルの各側壁からある角度で外向きに延びるバッフルを用いて、チャネルの中心に位
置付けられた捕捉部位に向かって粒子の流れを定めることができる。図１４Ａ～Ｂを参照
されたい。機械的捕捉が用いられる場合、バッフルは、捕捉部位内で物理障壁から間隔を
空けて配置されてもよい。あるいは、またはさらに、バッフルは、捕捉部位内の物理障壁
に接触していてもよくまたはこの物理障壁との一体化部分であってもよい。図１４Ａおよ
び１４Ｃを参照されたい。例えば、チャネル壁からある角度で外向きに延びるバッフルは
、凹型捕捉形体（例えば、物理障壁）に接触することができまたはこの捕捉形体の一体化
部分とすることができる。「凹型」捕捉形体は、流体の流れ方向にほぼ面している捕捉形
体の側面が、凹型であることが理解される。バッフルは、チャネル壁から離れてかつ凹型
捕捉形体に向かって粒子を定め、粒子の捕捉を容易にする。流れの経路に沿った、隣の捕
捉部位は、類似のバッフル凹型捕捉形体構成を有することができ、バッフルがチャネルの
同じ壁から延びている。しかし、いくつかの実施形態では、隣のバッフル凹型捕捉形体は
、反対側のチャネル壁から延びることが有利である。この交互に配された構成は、１つの
バッフルからの流れを隣に集束させるように作用し、それによって各バッフルに沿った流
れは各凹型捕捉形体内への粒子の流れを増強させる。図１４Ｃを参照されたい。
【０１５７】
　横断方向の間接的集束形体は、その他のメカニズムの中でも層流、確率的分配、および
／または遠心力に基づくものであってもよい。マイクロ流体デバイス内の粒子および／ま
たは試薬の横断方向の位置決めは、少なくとも部分的には層流に基づくメカニズムによっ
て媒介されてもよい。層流に基づくメカニズムは、チャネル内の入力フロー流の位置が、
チャネル内の追加のフロー流の存在、不在、および／または相対的位置により決定される
、任意の集束形体を一般に含む。そのような層流に基づくメカニズムは、統合部位である
チャネル接合部によって定められてもよく、この接合部では、接合部に向かって流動する
２つ、３つ、またはそれ以上のチャネルからの入口フロー流が統合して、より少ない数の
出口フロー流、好ましくは接合部から離れて流動する１つの流れを形成している。マイク
ロ流動規模での流動する流れの層流特性により、統合部位は、層状出口フロー流として統
合した後に、入口フロー流の相対的な分布を維持することができる。したがって、粒子お
よび／または試薬は、どの入口チャネルが粒子および／または試薬を運ぶかに基づいて、
層流の流れのいずれか選択された１つまたは複数に局在化して保持されてもよく、そのた
め粒子および／または試薬は横断方向に位置決めされる。例えば図１６Ｄを参照されたい
。
【０１５８】
　各入口フロー流の相対的なサイズ（または流量）および位置は、粒子および／または試
薬を運ぶフロー流の位置と相対的な幅との両方を決定してもよい。例えば、２つのより大
きい（より広い）フロー流によって挟まれた、比較的小さい（狭い）粒子／試薬の入口フ
ロー流は、単一出口チャネル内の狭い中心位置を占有してもよい。対照的に、同等にサイ
ズ決めされたフロー流およびより小さい（より狭い）フロー流によって挟まれた、比較的
大きい（広い）粒子／試薬の入口フロー流は、より小さいフロー流に向かって横断方向に
付勢された、より広い位置を占有してもよい。いずれの場合も、層流に基づくメカニズム
は、粒子／試薬が出口チャネルの断面積の部分集合に「集束」するので、を集束メカニズ
ムと呼んでもよい。層流に基づくメカニズムは、複数の全く異なる捕捉部位に粒子および
／または試薬を個々に指定するのに使用されてもよい。
【０１５９】
　層流に基づくメカニズムは、粒子／試薬の横断方向の位置を変える可変メカニズムであ
ってもよい。上述のように、各入口フロー流の相対的な関与は、粒子／試薬フロー流の横
断方向の位置を決定してもよい。任意の入口フロー流の変化した流れは、出口フロー流へ
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のその関与を変化させる可能性があり、それに応じて粒子／試薬フロー流をシフトさせる
。潅流メカニズムと呼ばれる極端な場合、試薬（または粒子）フロー流は、隣接する入口
フロー流からの流れの存在または不在に基づいて、保持される粒子（試薬）に接触した状
態でまたは間隔を空けた状態で、横断方向に移動してもよい。そのようなメカニズムは、
例えば異なる横断方向の位置を有する捕捉部位に粒子を向けるため、粒子の可変のまたは
規制された横断方向の位置決めを行うのに使用されてもよい。
【０１６０】
　マイクロ流体デバイス内の粒子および／または試薬の横断方向の位置決めは、少なくと
も部分的には、確率的（または分配流）集束形体により媒介されてもよい。確率的横断集
束形体は、入力された粒子または試薬の少なくとも部分的にランダムに選択された部分集
合が、主なフロー流から横に離れてチャネル内の少ない流体流の領域に（または、おそら
くは全く異なるチャネルに）分布される、任意の集束形態を一般に含む。流れが少ない領
域は、粒子の保持、処理、検出を促進させ、粒子の損失を最小限に抑え、かつ／または粒
子と基質との接触を促進させることができる。確率的集束形体は、数ある中でも分割流動
部位および／または局所的に拡がったチャネルによって、決定されてもよい。
【０１６１】
　分割流動部位は、流体流量が少ない領域を形成することによって、確率的位置決めを行
うことができる。分割流動部位は、１つ（好ましくは）または複数の入口チャネルからの
入口フロー流が、２つ、３つ、またはそれ以上のチャネルを含めたより大きな数の出口チ
ャネルに分割される、任意のチャネル接合部を一般に含む。そのような分割部位は、確率
的にかつ／または粒子の性質（質量など）に基づいて選択されてもよい粒子の部分集合を
、接合部にまたはその付近に形成された流量の少ない領域または準停滞流の領域に送出す
ることができる。部分集合により表される粒子の割合は、入口チャネルに対する出口チャ
ネルの相対的な流動方向に依存してもよい。これらの流動方向は、入口フロー流にほぼ直
交していてもよく、反対方向に向けられて、「Ｔ接合部」を形成する。あるいは、出口流
の方向は、９０度未満および／または超の角度を形成してもよい。
【０１６２】
　２つ以上の出口チャネルを有する分割流集束形体は、分配流メカニズムとして使用され
てもよい。特に、チャネル接合部に運ばれた流体、粒子、および／または試薬は、２つ以
上の出口チャネルを経た流体流に応じて分配されてもよい。したがって、２つ以上のチャ
ネルに進入する粒子または試薬の分数比または体積は、チャネルの相対的なサイズおよび
／またはチャネルを経る流体の流量によって規制することができ、言い換えれば弁または
その他の適切な流動規制メカニズムによって規制することができる。第１の組の実施形態
では、出口チャネルは非常に不等なサイズのものであってもよく、したがって粒子および
／または試薬の少ない割合しか、より小さいチャネルには向けられない。第２の組の実施
形態では、試薬の所望の希釈を形成するのに弁を使用してもよい。第３の組の実施形態で
は、２つ以上の流体経路の１つに粒子を選択的に向けるのに、弁を使用してもよい。
【０１６３】
　局所的に広がったチャネルは、主なフロー流に対して横向きの流量が少ない領域を生成
することによって、確率的位置決めを促進させてもよい。低い流量は、低い流量の領域に
、入力された粒子の部分集合を堆積させ得る。そのような広がったチャネルは、ある角度
で湾曲するまたは曲がる非線形チャネルを含んでいてもよい。あるいは、またはさらに、
広がった領域は、特に湾曲したまたは曲がったチャネルの外縁が、チャネル壁により形成
されたリセス部、チャネルと交差するチャンバー、および／または同様のものにより形成
されていてもよい。
【０１６４】
　粒子および／または試薬の横断方向の位置決めは、少なくとも部分的に、遠心集束形体
により媒介されてもよい。遠心集束形体では、粒子が、例えば流体経路の曲げ部分を経て
移動することによる、速度の変化によって決定された遠心力を経験する可能性がある。粒
子のサイズおよび／または密度は、速度変化率を決定することができ、粒子の全く異なる



(38) JP 2015-519900 A 2015.7.16

10

20

30

40

50

サイズおよび／または密度を、全く異なる横断方向の位置に分布させる。
【０１６５】
（ドレイン形体）
　ある実施形態では、捕捉部位がドレイン形態も含む。例えば、機械的捕捉が用いられる
場合、ドレイン形体は、捕捉形体の内部および／または周りに流体が流動することを可能
にするように、しかし粒子は流さないようにサイズ決めされた捕捉形体内に１つまたは複
数の中断部分を含むことができる。したがって例えば、捕捉形体は、空間（ドレイン形体
）によって分離された２つの物理障壁を含むことができ、この空間は、障壁に向かって細
胞を定めるよう十分低いインピーダンスで障壁間に粒子を含まない流体を流動可能とする
のに十分大きいものであり、それによって粒子捕捉の可能性が高くなる。物理障壁間の空
間は、一般に、捕捉部位で捕捉される粒子が障壁間を通過しないように、十分小さくかつ
／または適切に構成されるべきである。特定の例示的な実施形態では、捕捉形体は、第１
および第２の端部を有する２つの凹型物理障壁を含み、これらの障壁は、ドレイン形体を
形成する障壁の第１の端部間の小さい空間、および障壁の第２の端部間のより大きい空間
と共に、配置構成されている。図１４Ｂを参照されたい（ｄ３は、ドレインを形成するｄ
１よりも大きい）。この構成において、障壁は、粒子を捕捉するように適切にサイズ決め
された「カップ」を形成し、カップの基部にはドレインがある。ドレインのおかげで、粒
子は、カップが占有されていない限りカップに向かって流動する。粒子がカップに流入す
ると、ドレインには「栓」がされ、そのため粒子の流れはカップの周りで増強し、マイク
ロ流体デバイス内の次の捕捉形体に向かう傾向がある。
【０１６６】
（非最適化単粒子捕捉）
　特定の実施形態では、限界希釈などの捕捉技法を使用して、粒子を個別の反応容積に捕
捉する。このタイプの捕捉では、捕捉部位で単一細胞のみ優先的に保持する、例えばマイ
クロ流体デバイスにおける結合親和性または機械的形体などのいかなる捕捉形体も使用し
ない。例えば限界希釈は、連続希釈の粒子懸濁液を調製し、各希釈物からのアリコートを
個別の反応容積に分布することによって実施することができる。各反応容積内の粒子の数
を決定し、次いで単粒子のみを有する反応容積の最も高い割合を生成する希釈物を選択し
、これを使用して粒子を捕捉し、本明細書に記述されるパラメーター測定を行う。
【０１６７】
（最適化単粒子捕捉）
　いくつかの実施形態では、方法は、ただ１個の粒子を有する個別の反応容積の予測され
る割合を、限界希釈などの方法を使用して実現されたものよりも増大させるのに（即ち、
約３３パーセントよりも高く）、最適化された捕捉技法の使用を必要とする。これらの実
施形態の変形例で、捕捉は、それぞれただ１個の粒子のみを有する個別の反応容積の予測
される割合が、個別の反応容積の総数の少なくとも約３５パーセント、少なくとも約４０
パーセント、少なくとも約４５パーセント、少なくとも約５０パーセント、少なくとも約
５５パーセント、少なくとも約６０パーセント、少なくとも約６５パーセント、少なくと
も約７０パーセント、少なくとも約７５パーセント、少なくとも約８０パーセント、少な
くとも約８５パーセント、少なくとも約９０パーセント、または少なくとも約９５パーセ
ントになるように最適化される。特定の実施形態では、それぞれただ１つの粒子のみを有
する個別の反応容積の予測される割合は、上記列挙された任意の２つのパーセンテージに
より定められた範囲内に包含される。それぞれただ１つの粒子のみを有する個別の反応容
積の予測される割合は、特定の捕捉技法に応じて、経験的または統計的手段により決定す
ることができる（例えば、限界希釈は、ポアソン分布と矛盾のない手法でただ１つの粒子
を有する反応容積を生成する。）。本明細書で使用される「最適化する」という用語は、
最適な結果が実現されることを示唆せず、約３３パーセントよりも高いただ１つの粒子を
有する個別の反応容積の予測される割合を増大させるために何らかの対策がとられるだけ
である。特定の実施形態では、例えば各反応容積（捕捉部位）での複数粒子の保持を除外
する、サイズに基づくメカニズムを使用して最適化された単粒子捕捉を実現することがで
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きる。
【０１６８】
　ある実施形態では、それぞれ個別の反応容積（即ち、マイクロ流体デバイス内の各捕捉
部位）に単粒子を優先的に捕捉するように、機械的捕捉を単独でまたは１つもしくは複数
のその他の捕捉形体と組み合わせて使用する。例えば、各捕捉部位は、ただ１つの粒子を
含有するようにサイズ決めされた１つまたは複数の物理障壁を含むことができる。物理障
壁の形状は、粒子の保持を増強するように設計することができる。例えば、粒子が細胞で
ある場合、物理障壁は、ただ１つの細胞を保持するのに適切な凹面を形成するようにサイ
ズ決めされ構成することができる。そのような実施形態では、物理障壁は、細胞によって
占有されていない場合に、捕捉部位を経る流体の流動が可能になるように設計することが
でき、かつ／または捕捉部位は、この流動を容易にするドレイン形体を含んでいてもよい
。特定の実施形態では、マイクロ流体デバイスは、複数の適切にサイズ決めされ／構成さ
れた物理障壁を含有し、それによって複数の個々の粒子はデバイス内に保持され、１つの
粒子が各物理障壁によって保持されている。例示的な実施形態では、物理障壁は、マイク
ロ流体デバイス内の個別のコンパートメント内に、コンパートメント当たり１つの領域に
、位置付けることができる。コンパートメントは、例えばＦｌｕｉｄｉｇｍ　Ｃｏｒｐ．
（Ｓｏｕｔｈ　Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ、ＣＡ）から入手可能であり本明細書に記述
されるマイクロ流体アレイなどのアレイを形成するように配置構成することができる。図
１６Ａ～Ｇも参照されたい。
【０１６９】
　ある実施形態では、それぞれ個別の反応容積（即ち、マイクロ流体デバイス内の各捕捉
部位）に単一細胞を優先的に捕捉するために、親和性に基づく捕捉を単独でまたは１つも
しくは複数のその他の捕捉形体、例えば機械的捕捉と組み合わせて使用する。例えば、粒
子または粒子成分の結合パートナーを含有するマイクロ流体デバイス表面の別々の領域は
、ただ１つの粒子をその領域に結合できるように、かつ後続の粒子の結合が立体障害によ
り遮断されるように、サイズ決めされてもよい。特定の実施形態では、マイクロ流体デバ
イスは、複数の適切にサイズ決めされた領域を含有し、それによって複数の個々の粒子が
、各領域に１つずつ、デバイス内で保持される。例示的な実施形態では、これらの領域は
、マイクロ流体デバイス内の個別のコンパートメント内に、コンパートメント当たり１つ
の領域で、位置付けることができる。コンパートメントは、例えばＦｌｕｉｄｉｇｍ　Ｃ
ｏｒｐ．（Ｓｏｕｔｈ　Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ、ＣＡ）から入手可能であり本明細
書に記述されるマイクロ流体アレイなどのアレイを形成するように、配置構成することが
できる。
【０１７０】
　親和性に基づく最適化された単粒子捕捉の１つの手法は、アッセイされる粒子に結合し
た結合パートナーを含む支持体の捕捉に基づく。例示的な実施形態では、支持体は、その
表面全体に分布した結合パートナーを有するビーズとすることができる。図１５Ａを参照
されたい。ビーズは、各捕捉部位に単一固定化支持体（例えばビーズ）を生成する、カッ
プ形状の捕捉形体を使用した機械的捕捉により捕捉することができる。支持体の固定化に
加え、捕捉形体は、ある実施形態では、結合パートナーを呈示する支持体（例えばビーズ
）の表面積を削減することができる。この表面は、結合パートナーを呈示する固定化支持
体（例えばビーズ）の面積にただ１つの粒子が結合できるように、十分削減することがで
きる。粒子－支持体結合を容易にするために、いくつかの実施形態では、結合パートナー
を呈示する固定化支持体の面積は、粒子の流路に面する。特定の例示的な実施形態では、
マイクロ流体デバイスの流動チャネルは、一連の捕捉形体を含有する。結合パートナー（
例えば細胞特異的抗体）を持つビーズの懸濁液は、チャネルに入力されて、捕捉部位で一
連の固定化ビーズを生成する。次いでチャネルを洗浄して、あらゆる遊離（即ち、非固定
化）ビーズを除去する。図１５Ａを参照されたい。次いで細胞懸濁液をチャネルに入力す
る。個々の細胞は、結合パートナーを呈示する各ビーズの部分に結合することができる。
各結合細胞は、任意のその他の細胞が立体閉塞を経てビーズに結合するのを防止する。チ
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ャネルの洗浄は、結合していない細胞を除去する。図１５Ｂを参照されたい。次いで捕捉
部位間の弁を閉鎖して、個別の反応容積を生成することができ、それぞれは１つの結合細
胞を有する１つの捕捉部位を含有している。１つまたは複数の集束形体は、ビーズおよび
粒子の流れを各捕捉部位に向けて定めるのに用いることができる。あるいは、またはさら
に、捕捉形体は、捕捉形体がビーズによって占有されていない場合に流体を捕捉部位内に
流すことを可能にするドレイン形体を、それぞれ含むことができる。
【０１７１】
（捕捉された粒子の数の決定）
　ある実施形態では、それぞれ個別の反応容積内にある粒子の数を決定することが有利で
ある。この決定は、単粒子のみを有するコンパートメントの最も高い割合をもたらす希釈
液を特定するのに限界希釈を使用するときに行うことができる。この決定は、ただ１つの
粒子を含有するような反応容積を特定する任意の捕捉技法の後に行うこともできる。例え
ば、いくつかの実施形態では、アッセイの結果を、それらが０、１、２個、またはそれ以
上の細胞を含有する反応容積から得られたものか否かに基づいて、多数の「ビン」に分類
することができ、これらのビンの１つまたは複数の個別の解析を可能にする。
【０１７２】
　いくつかの実施形態では、それぞれ個別の反応容積にある粒子の数は、顕微鏡方により
決定される。例えば、個別の反応容積が、十分に透明なまたは半透明であるマイクロ流体
デバイスのコンパートメントにある場合、単純な明視野顕微鏡法を使用して、コンパート
メントあたりの粒子、例えば細胞を視覚化しカウントすることができる。実施例１を参照
されたい。以下に記述され、Ｆｌｕｉｄｉｇｍ　Ｃｏｒｐ．（Ｓｏｕｔｈ　Ｓａｎ　Ｆｒ
ａｎｃｉｓｃｏ、ＣＡ）から入手可能なるマイクロ流体デバイスは、この明視野顕微鏡法
の手法で使用するのに適切である。
【０１７３】
　ある実施形態では、染色剤、色素または標識を用いて、それぞれ個別の反応容積内にあ
る粒子の数を検出することができる。個別の反応容積内で検出することができる任意の染
色剤、色素または標識を、使用することができる。例示的な実施形態では、蛍光染色剤、
色素または標識を使用することができる。用いられる染色剤、色素または標識は、特定の
適用例に合わせて調整することができる。粒子が細胞であり、測定されるパラメーターが
細胞表面の形体である場合、染色剤、色素または標識は、細胞に浸透する必要のない細胞
表面染色剤、色素または標識とすることができる。例えば、細胞表面マーカーに特異的な
標識された抗体を用いて、それぞれ個別の反応容積内にある細胞の数を検出することがで
きる。粒子が細胞であり、測定されるパラメーターが細胞（例えば核酸）の内部形体であ
る場合、染色剤、色素または標識は、膜透過性染色剤、色素または標識とすることができ
る（例えば二本鎖ＤＮＡ結合色素）。実施例１を参照されたい。
【０１７４】
（粒子アッセイ）
（アッセイ法）
　粒子は、定性的および／または定量的であってもよい任意の適切なアッセイ方法を使用
して、選択されたパラメーターに関してアッセイされてもよい。適切な検出方法は、数あ
る中でも分光法、電気的方法、流体力学的方法、撮像方法、および／または生物学的方法
を含んでもよく、特に、粒子の解析に適合させたまたは適合可能なものである。これらの
方法は、数ある中でも、単一または多数の値、時間依存的または時間非依存的（例えば、
定常状態または端点）値、および／または平均されたもしくは（時間的および／または空
間的に）分布した値の検出を含んでいてもよい。これらの方法は、アナログおよび／また
はデジタル値を、測定および／または出力してもよい。
【０１７５】
　分光法は一般に、光（または波様粒子）の任意の性質、特にサンプルとの相互作用を介
して変化する性質の検出を含んでいてもよい。適切な分光法は、数ある中でも、吸収、ル
ミネセンス（光ルミネセンス、化学ルミネセンス、および電気化学ルミネセンスを含む）
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、磁気共鳴（核および電子スピン共鳴を含む）、散乱（光散乱、電子散乱、および中性子
散乱含む）、回折、円二色性、および光学回転を含んでいてもよい。適切な光ルミネセン
ス法は、数ある中でも、蛍光強度（ＦＬＩＮＴ：ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｉｎｔｅｎ
ｓｉｔｙ）、蛍光偏向（ＦＰ：ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ）
、蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ：ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｒｅｓｏｎａｎｃｅ
　ｅｎｅｒｇｙ　ｔｒａｎｓｆｅｒ）、蛍光寿命（ＦＬＴ：ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　
ｌｉｆｅｔｉｍｅ）、全内反射蛍光（ＴＩＲＦ：ｔｏｔａｌ　ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｒｅｆ
ｌｅｃｔｉｏｎ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ）、蛍光相関分光法（ＦＣＳ：ｆｌｕｏｒｅ
ｓｃｅｎｃｅ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ）、蛍光退色後回復
（ＦＲＡＰ：ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ａｆｔｅｒ　ｐｈｏｔｏｂ
ｌｅａｃｈｉｎｇ）、蛍光活性化細胞分類（ＦＡＣＳ：　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ａ
ｃｔｉｖａｔｅｄ　ｃｅｌｌ　ｓｏｒｔｉｎｇ）、およびそれらのリン光およびその他の
類似物を含んでいてもよい。
【０１７６】
　電気的方法は、一般に、任意の電気パラメーターの検出を含んでいてもよい。適切な電
気パラメーターには、数ある中でも電流、電圧、抵抗、容量、および／または電力を含め
てもよい。
【０１７７】
　撮像方法は、一般に、サンプルまたはその成分を視覚化するための空間に分布したシグ
ナルの検出を含んでいてもよく、数ある中でも光学顕微鏡法および電子顕微鏡法が含まれ
る。
【０１７８】
　生物学的方法は、一般に、粒子によって実行され、媒介され、かつ／または影響を受け
る、いくらかの生物学的活性の検出を含んでいてもよい。
【０１７９】
（アッセイの部位）
　粒子パラメーターは、任意の適切な部位でアッセイされてもよい。マイクロ流体デバイ
スを用いる実施形態では、粒子パラメーターは、マイクロ流体デバイスの内部および／ま
たは外部の部位でアッセイされてもよい。
【０１８０】
　マイクロ流体デバイスの内部のアッセイ部位は、チャネル、コンパートメント、および
／またはトラップ、ならびにそれらの部分を含んでいてもよい。粒子または粒子特性は、
粒子（または放出された成分／アッセイ生成物）が静止している間または移動している間
に検出されてもよい。静止粒子は、粒子捕捉後にアッセイされてもよい。移動粒子は、粒
子捕捉の前および／または後にアッセイされてもよい。特に粒子は、任意の適切な位置決
めメカニズムによって、例えば流体の流れによって、検出部位を通過してもよい（流れに
基づく検出）。
【０１８１】
　適切な外部アッセイ部位は、マイクロ流体デバイスから離れてまたは独立して、任意の
部位を含んでいてもよい。外部アッセイ部位は、マイクロ流体デバイスから粒子、粒子成
分または反応生成物を除去した後に、粒子または粒子特性を検出するように使用されても
よい。これらの外部部位の１つまたは複数は、内部部位の代わりにかつ／または内部部位
に加えて使用されてもよく、粒子、粒子成分もしくは反応生成物をさらに処理しかつ／ま
たは解析することが可能になる。これらのさらなる処理および／または解析方法は、数あ
る中でも質量分光法、電気泳動、遠心分離、ＰＣＲ、核酸配列決定、および／または細胞
培養も含めた、マイクロ流体デバイスで行われる処理および／または方法と重複してもよ
いが、好ましくは相補的である。
【０１８２】
（アッセイされるパラメーター）
　アッセイ方法は、直接および／または間接的に（例えば、レポーター分子を介して）粒
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子の任意の適切なパラメーターを検出しかつ／またはモニターしてもよい。適切なパラメ
ーターには、数ある中でも、粒子の同一性、数、濃度、位置（絶対的または相対的）、組
成、構造、配列、および／または活性が含まれてもよい。検出されるパラメーターには、
数ある中でも、ＤＮＡ、ＲＮＡ、タンパク質、酵素、脂質、炭水化物、イオン、代謝物、
オルガネラ、添加された試薬、および／またはこれらの複合体の、存在／不在、濃度、局
在化、構造（例えば配列）／修飾、配座、組織形態、活性、数、および／または運動など
の、分子または超分子特性が含まれてもよい。検出されるパラメーターには、数ある中で
も、組織形態、成長、アポトーシス、壊死、溶解、生／死、細胞周期内の位置、シグナル
伝達経路の活性、分化、転写活性、基質結合、細胞間相互作用、翻訳活性、複製活性、形
質転換、熱衝撃応答、運動性、伝播、膜一体性、および／または神経突起伸長を含めた、
任意の適切な細胞の遺伝子型または表現型などの細胞特性を含めてもよい。
【０１８３】
（反応生成物の反応およびアッセイ）
　上述のように特定の実施形態では、粒子アッセイは、各粒子ごとに複数の反応生成物が
生成されるよう、それぞれの個別の反応容積内で各粒子または粒子成分に対して複数の反
応を行うことを必要とし得る。この文脈で使用されるように、「反応」という用語は、２
つの結合パートナーの結合、および分子が変化し、生成され、または破壊される反応を含
む。次いで反応の生成物を、定性的および／または定量的に解析することにより結果を得
ることができ、次いでこの結果を各粒子に関連付ける。ある実施形態では、個別の反応容
積の内容物を回収することができ、任意選択で反応生成物をさらなる解析に供することが
できる。
【０１８４】
　例示的な反応には、粒子の内部または粒子に関連付けられた１種または複数種の核酸の
様々な処理が含まれる。このタイプの適切な反応には、例えば、ＤＮＡの増幅、ヌクレア
ーゼによるＤＮＡの消化、ＤＮＡのライゲーション、１つまたは複数のＤＮＡ分子上への
アダプター配列のライゲーション、ＤＮＡ分子内へのトランスポゾン末端のトランスポザ
ーゼ媒介型組込み、ＤＮＡ配列決定、ＲＮＡの逆転写、ＲＮＡの増幅、およびＲＮａｓｅ
によるＲＮＡの消化が含まれる。粒子の内部または粒子に関連付けられたＤＮＡまたはＲ
ＮＡの全ての全ゲノム増幅および／または全トランスクリプトーム増幅はそれぞれ、粒子
の全ＤＮＡまたは全ＲＮＡ相補体の呈示をもたらすように実施することができる。これら
の用語は、典型的には細胞の全ＤＮＡまたはＲＮＡ相補体に対して使用されるが、任意の
粒子に関係するように本明細書ではより広く使用される（例えば、染色体の「全ゲノム増
幅」は、染色体全体の増幅を目標とする。）。ある実施形態では、個別の反応容積内で実
施される反応は、例えば増幅（以下の「核酸配列を標的核酸に組み込むためのマルチプラ
イマー方法」参照）、ライゲーション（例えば、アダプターのライゲーションとして）を
介して、または選択されたトランスポゾン末端を組み込むのにトランスポザーゼを使用し
て、核酸を標的とするように１つまたは複数のヌクレオチド配列を付加する。
【０１８５】
（試薬）
　粒子は、パラメーター測定の前、最中または後に、試薬の１種または複数種に曝しても
よい。適切な試薬には、本明細書に記述される方法のいずれかで粒子に直接または間接的
に接触する、数ある中でも任意の化学物質、化合物、イオン、ポリマー、材料、複合体、
混合物、凝集体、および／または生物学的粒子が含まれる。試薬は、化学的／生物学的モ
ジュレーター、検出／アッセイ試薬、溶媒、緩衝液、媒体、洗浄溶液、および／または同
様のものなどとしての動作も含め、粒子解析において役割を演じてもよい。
【０１８６】
　化学的モジュレーターまたは生物学的モジュレーターは、粒子との相互作用に関して試
験される任意の試薬を含んでいてもよい。相互作用は一般に、粒子との特異的結合、およ
び／または任意の検出可能な遺伝子型および／または表現型の粒子（またはモジュレータ
ー）に対する作用を含む。化学的／生物学的モジュレーターは、受容体（例えば、拮抗薬
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、作動薬、ホルモンなど）と相互作用する配位子を含んでいてもよい。配位子は、小分子
、ペプチド、タンパク質、炭水化物、脂質などであってもよい。
【０１８７】
　あるいはまたはさらに、化学的／生物学的モジュレーターは、核酸であってもよい。核
酸は、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ペプチド核酸、修飾核酸、および／またはこれらの混合物であっ
てもよく、一本、二本および／または三本鎖であってもよい。核酸は、化学合成、酵素合
成、および／または生合成により生成されてもよく、プラスミド、断片、センス／アンチ
センス発現ベクター、レポーター遺伝子、ゲノムの一体化／修飾（核酸／ベクター（ノッ
クアウト／－ダウン／－イン）を標的にするなど）、ウイルスベクター、アンチセンスオ
リゴヌクレオチド、ｄｓＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ヌクレオザイム、および／または同様のも
のであってもよい。核酸試薬は、脂質試薬（例えば、リポフェクタミン）、沈殿物形成剤
（リン酸カルシウムなど）、ＤＭＳＯ、ポリエチレングリコール、核酸を包むウイルスコ
ート、および／または同様のものなど、細胞による核酸の取込みを促進させるトランスフ
ェクション試薬を含んでいてもよい。
【０１８８】
　化学的／生物学的モジュレーターは、種々雑多な化学材料および／または生物学的実体
要素を含んでいてもよい。種々雑多な化学的モジュレーターは、イオン（カルシウム、ナ
トリウム、カリウム、リチウム、水素（ｐＨ）、塩化物、フッ化物、ヨウ化物など）、溶
解した気体（ＮＯ、ＣＯ２、Ｏ２など）、炭水化物、脂質、有機物、ポリマーなどであっ
てもよい。いくつかの実施形態では、生物学的モジュレーターは、細胞間相互作用を測定
するために、細胞、例えば感染細胞に曝されてもよい。生物学的モジュレーターは、任意
の細胞、ウイルス、またはオルガネラを含んでいてもよい。
【０１８９】
　粒子が細胞である場合、細胞は、本明細書に記述される方法で使用する前に前処理され
てもよく、または任意の適切な加工ステップによるこれらの方法の最中もしくは後に処理
されてもよい。そのような加工ステップは、モジュレーターの処理、トランスフェクショ
ン（感染、注射、粒子衝撃、リポフェクション、共沈殿物トランスフェクションなどを含
む）、アッセイ試薬による加工、および／または同様のものを含んでいてもよい。
【０１９０】
　本明細書に記述される方法に用いられる試薬は、検出／アッセイ試薬を含むことができ
る。検出／アッセイ試薬は一般に、粒子（または成分）の既存のまたは新たに生成された
パラメーターの検出のため粒子（または粒子成分）の加工を容易にするように、粒子に接
触する任意の試薬を含む。検出／アッセイ試薬は、数ある中でも、染色剤、色素、標識、
酵素、基質、補因子、および／または特異的結合パートナー（ＳＢＰ：ｓｐｅｃｉｆｉｃ
　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐａｒｔｎｅｒ）を含んでいてもよい。適切な標識は、発光団、蛍光
団、色素原、発色団、および／または同様のものであってもよい。染色剤、色素、または
標識は、ＳＢＰと共役していてもよくまたはＳＢＰであってもよく；酵素基質として作用
してもよく；細胞または細胞構造（例えば、ＤＮＡ色素、膜色素、輸送色素など）を本質
的に標識してもよく；指示薬色素（カルシウム指示薬、ｐＨ指示薬など）として作用して
もよく；かつ／または同様のものであってもよい。酵素は、標識を生成物に組み込むこと
によってかつ／または引き続き検出され得る生成物を生成することによって、粒子アッセ
イで動作してもよい。適切な酵素には、数ある中でも、ポリメラーゼ（ＲＮＡおよび／ま
たはＤＮＡ）、熱安定性ポリメラーゼ（Ｔａｑ、ＶＥＮＴなど）、ペルオキシダーゼ（Ｈ
ＲＰなど）、ホスファターゼ（アルカリホスファターゼなど）、キナーゼ、メチラーゼ、
リガーゼ、プロテアーゼ、ガラクトシダーゼ（β－ガラクトシダーゼ、グルクロニダーゼ
など）、トランスフェラーゼ（クロルアムフェニコールアセチルトランスフェラーゼなど
）、オキシドレダクターゼ（ルシフェラーゼなど）、および／またはヌクレアーゼ（ＤＮ
Ａｓｅ、ＲＮＡｓｅなど）を含めてもよい。抗体、ジゴキシゲニン、核酸などのＳＢＰは
、染色剤、色素、標識、酵素、および／またはその他のＳＢＰに直接共役されてもよく；
色素、標識、および／または酵素に非共有結合されてもよく（追加の曝露ステップで、結
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合前または結合後のいずれかで）；かつ／または同様の状態であってもよい。
【０１９１】
（単粒子中の核酸の解析）
　特定の実施形態では、本明細書に記述される方法は、１種または複数種の核酸の解析で
使用される。例えば、特定の標的核酸の存在および／またはレベルは、標的核酸、例えば
ヌクレオチド配列の特徴でできるように、決定することができる。例示的な実施形態では
、粒子の内部のまたは粒子に関連付けられた１つまたは複数のサンプル核酸を有する粒子
の集団は、それぞれが好ましくは単粒子のみ含有する個別の反応容積に捕捉される。ＤＮ
Ａのライゲーションおよび／または増幅、またはＲＮＡの逆転写および／または増幅など
の反応が実施され、それにより１種または複数種の標的核酸を含有する任意の反応容積に
関して反応生成物が生成される。これらの反応生成物は、反応容積内で解析することがで
き、または反応容積は、ＤＮＡ配列決定などの後続の解析で別々にまたはプールに回収す
ることができる。
【０１９２】
　ある実施形態では、反応は、１つまたは複数のヌクレオチド配列を反応生成物に組み込
む。これらの配列は、ライゲーション、トランスポザーゼ媒介型組込み、または組み込ま
れる配列を含む１つもしくは複数のヌクレオチドタグを持った１つもしくは複数のプライ
マーを使用した増幅を含めた、任意の適切な方法によって組み込まれてもよい。これらの
組み込まれたヌクレオチド配列は、本明細書に記述される任意のアッセイを容易にする任
意の機能を発揮することができる。例えば、１つまたは複数のヌクレオチド配列を反応生
成物に組み込んで、反応生成物の供給源であった反応容積の同一性など反応生成物に関す
る情報の項目をコード化することができる。この場合、反応は、「コード化反応」と本明
細書では呼ぶ。「バーコード」ヌクレオチド配列を標的核酸に付加するためのマルチプラ
イマー方法は、この目的で用いることができ、以下に記述する。特定の実施形態では、核
酸増幅は、少なくとも２つの増幅プライマーを使用して実施され、各増幅プライマーはバ
ーコードヌクレオチド配列を含んでおり、バーコードヌクレオチド配列の組合せは、反応
生成物の供給源であった反応容積の同一性をコード化する（「組合せバーコード化」と呼
ぶ。）。これらの実施形態は、個別の反応容積が、例えばＦｌｕｉｄｉｇｍ　Ｃｏｒｐ．
（Ｓｏｕｔｈ　Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ、ＣＡ）から入手可能であるようなかつ以下
に記述されるような（「マイクロ流体デバイス」参照）マトリックス型マイクロ流体デバ
イスの個別のコンパートメントにある場合に、都合良く用いられる。それぞれ個別のコン
パートメントは、コード化反応が実施されたコンパートメントの行および列を特定するバ
ーコードヌクレオチド配列の組合せを含有することができる。反応容積が回収され、バー
コードの組合せの検出を含むさらなる解析に供される場合、その結果を特定のコンパート
メントに関連付けることができ、それによってコンパートメント内の粒子に関連付けるこ
とができる。この関連付けは、粒子の集団に関する単粒子（例えば単一細胞）の解析が可
能になるように、単粒子を含有する全てのコンパートメントに関して実施することができ
る。
【０１９３】
　以下のセクションは、適切な核酸サンプルについて論じ、これらの中で、本明細書に記
述される方法での解析に適切な標的核酸について論じる。次いで増幅プライマーの設計お
よび例示的な増幅方法について記述する。この後、核酸配列を標的核酸に組み込むマルチ
プライマー増幅方法について記述する。残りのセクションは、様々な標識の方策と、望ま
しくない反応成分の除去について論ずる。これらのセクションは、核酸配列を標的核酸に
組み込むために増幅を用いる方法、および／またはそれらの解析に関して記述する。しか
し当業者なら、本明細書に記述される方法の多くを実施するのに、増幅が極めて重要なも
のではないことが、本明細書の指針に基づいて理解する。例えば、核酸配列は、ライゲー
ションなどのその他の手段によってまたはトランスポザーゼを使用して、組み込むことが
できる。
【０１９４】
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（サンプル核酸）
　核酸（「サンプル」）の調製は、生物学的供給源から得ることができ、当技術分野で公
知の従来の方法を使用して調製することができる。特に、本明細書に記述される方法で有
用なＤＮＡまたはＲＮＡは、細菌、原虫、真菌、ウイルス、オルガネラ、および植物また
は動物など高等生物、特に哺乳類、とりわけヒトを含めた任意の供給源から、抽出および
／または増幅することができる。適切な核酸は、環境源（例えば、池の水）から、人工生
成物（例えば食品）から、および法医学的サンプルから得ることもできる。核酸は、細胞
、体液（例えば、血液、血液画分、尿など）、または組織サンプルから、様々な標準的技
法のいずれかによって抽出または増幅することができる。例示的なサンプルは、血漿、血
清、髄液、リンパ液、腹水、胸水、口内液、および皮膚の外側切片のサンプル；気道、腸
管、生殖管および尿管からのサンプル；涙、唾液、血球、幹細胞または腫瘍のサンプルを
含む。例えば、胎児性ＤＮＡのサンプルは、胚からまたは母体血から得ることができる。
サンプルは、生きているもしくは死んでいる生物からまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏ培養物から
得ることができる。例示的なサンプルは、単一細胞、ホルマリン固定および／またはパラ
フィン包埋組織サンプル、ならびに針生検を含むことができる。本明細書に記述される方
法で有用な核酸は、ｃＤＮＡ、コスミド、ＹＡＣ、ＢＡＣ、Ｐ１、およびＰＡＣライブラ
リーなどを含めた１つまたは複数の核酸ライブラリーから誘導することもできる。
【０１９５】
　問題となっている核酸は、当技術分野で周知の方法を使用して単離することができ、供
給源、核酸の性質、および類似の因子に応じて特定の方法が選択される。サンプル核酸は
、純粋な形である必要はないが、典型的には問題となっている反応を行わせるのに十分純
粋なものである。標的核酸がＲＮＡである場合、ＲＮＡは、当技術分野で公知でありかつ
例えばＳａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．、Ｆｒｉｔｓｃｈ，Ｅ．Ｆ．、およびＭａｎｉａｔｉｓ，
Ｔ．、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ
．Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、ＮＹ、
１、２、３巻（１９８９）に記載されている標準的な方法によって、ｃＤＮＡに逆転写す
ることができる。
【０１９６】
（標的核酸）
　本明細書で記述される方法に有用な標的核酸は、上述のサンプル核酸のいずれかから誘
導することができる。典型的な実施形態では、少なくともいくらかのヌクレオチド配列情
報は、標的核酸に関して知られることになる。例えば、ＰＣＲがコード化反応として用い
られる場合、十分な配列情報は一般に、適切な増幅プライマーが設計可能なように所与の
標的核酸の各端部に関して入手可能である。代替の実施形態では、プライマーの標的特異
的配列を、ランダムまたは変性ヌクレオチド配列により置き換えることができる。
【０１９７】
　標的は、例えば、ウイルス、細菌、原虫または真菌などの病原体に関連付けられた核酸
；ＲＮＡ、例えば、過発現または過小発現が疾患を示すもの、組織または発生特異的手法
で発現するもの；または特定の刺激によって誘導されるもの；特定の多型性（ＳＮＰなど
）、対立遺伝子またはハプロタイプであって、例えば遺伝子型判定におけるものに関して
解析することができるゲノムＤＮＡを含むことができる。特に関心が持たれるのが、遺伝
的疾患またはその他の病理学的状態で変化した（例えば、増幅した、欠失した、再配列し
た、かつ／または突然変異した）ゲノムＤＮＡ；望ましいまたは望ましくない特色に関連
付けられた配列：および／または固体を一義的に特定する配列（例えば、法医学的なまた
は父性の決定において）である。
【０１９８】
　様々な実施形態では、増幅される標的核酸は、例えば２５塩基、５０塩基、１００塩基
、２００塩基、５００塩基または７５０塩基とすることができる。本明細書に記述される
方法の、ある実施形態では、ロングレンジＰＣＲなどのロングレンジ増幅方法を用いて、
増幅混合物からアンプリコンを生成することができる。ロングレンジＰＣＲは、１または
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数キロベース（ｋｂ：ｋｉｌｏｂａｓｅ）から５０ｋｂに及ぶ標的核酸を増幅可能にする
。様々な実施形態では、ロングレンジＰＣＲにより増幅される標的核酸は、その長さが少
なくとも約１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５
、２０、２５、３０、３５、４０、４５または５０ｋｂである。標的核酸は、端点として
これらの値のいずれか（例えば、２５塩基から１００塩基または５～１５ｋｂ）を有する
任意の範囲に包含することもできる。
【０１９９】
（プライマー設計）
　核酸増幅に適切なプライマーは、重合用の薬剤の存在下、伸長生成物の合成がプライム
処理されるように十分長い。プライマーの正確な長さおよび組成は、例えばアニーリング
反応の温度、プライマーの供給源および組成、またプローブが用いられる場合には、プラ
イマーアニーリング部位までのプローブアニーリング部位の近接性、プライマー：プロー
ブの濃度比を含めた、多くの因子に依存することになる。例えば、標的核酸配列の複雑さ
に応じて、オリゴヌクレオチドプライマーは、典型的には約１５から約３０ヌクレオチド
の範囲で含有するが、より多くのまたはより少ないヌクレオチドを含有してもよい。プラ
イマーは、そのそれぞれの鎖を選択的にアニールしかつ安定な二重鎖を形成するのに、十
分相補的にすべきである。当業者なら、問題となっている標的核酸を増幅するのに、適切
なプライマー対をどのように選択するかを理解している。
【０２００】
　例えば、ＰＣＲプライマーは、任意の市販のソフトウェアまたはオープンソースソフト
ウェア、例えばＰｒｉｍｅｒ３（例えば、ＲｏｚｅｎおよびＳｋａｌｅｔｓｋｙ（２００
０）Ｍｅｔｈ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．、１３２：３６５～３８６；ｗｗｗ．ｂｒｏａｄ．ｍ
ｉｔ．ｅｄｕ／ｎｏｄｅ／１０６０などを参照）を使用することによって、またはＲｏｃ
ｈｅ　ＵＰＬウェブサイトにアクセスすることによって、設計することができる。アンプ
リコン配列は、括弧で閉じられたＵＰＬプローブ配列と共にＰｒｉｍｅｒ３プログラムに
入力されることにより、Ｐｒｉｍｅｒ３プログラムが括弧で閉じられたプローブ配列の両
側でプライマーを設計することを確実にする。
【０２０１】
　プライマーは、例えば、適切な配列のクローニングおよび制限、またはＮａｒａｎｇら
（１９７９）Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．６８：９０～９９のホスホトリエステル法；Ｂ
ｒｏｗｎら（１９７９）Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．６８：１０９～１５１のホスホジエ
ステル法；Ｂｅａｕｃａｇｅら（１９８１）Ｔｅｔｒａ．Ｌｅｔｔ．、２２：１８５９～
１８６２のジエチルホスホラミダイト法；および米国特許第４，４５８，０６６号明細書
の固体支持法などの方法による直接的な化学合成を含めた任意の適切な方法によって調製
されてもよく、または商業上の供給元から得ることができる。
【０２０２】
　プライマーは、Ｓｅｐｈａｄｅｘカラム（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
，Ｉｎｃ．、Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ、ＮＪ）または当業者の公知のその他の方法を使用す
ることによって、精製されてもよい。プライマー精製は、本明細書に記述される方法の感
受性を改善することができる。
【０２０３】
（増幅方法）
　核酸は、例えば、後で行われる解析のために標的核酸の濃度を増大させるため、かつ／
または１つもしくは複数のヌクレオチド配列を組み込むため、かつ／または１種もしくは
複数の標的核酸の検出および／または定量および／または配列決定のため、任意の有用な
目的で本明細書に記述される方法に従い増幅することができる。増幅は、液滴、エマルジ
ョン、容器、マイクロタイタープレートのウェル、マトリックス型マイクロ流体デバイス
のコンパートメントなどで実施することができる。
【０２０４】
（標的核酸の濃度を増大させるための増幅）
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　標的核酸の濃度を増大させるための増幅は、反応混合物中の全ての核酸、特定の型の全
ての核酸（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）、または特異的標的核酸の増幅を目指す。特定
の例示的な実施形態では、全ゲノム増幅は、ゲノムＤＮＡの濃度を増大させるために実施
することができ；ＲＮＡは、増幅に先立って、任意選択で逆転写ステップを行うことがで
き；かつ／または一般的もしくは標的特異的な前置増幅を行うことができる。
【０２０５】
（全ゲノム増幅）
　ゲノムＤＮＡを解析するには、サンプル核酸を、全ゲノム増幅（ＷＧＡ：ｗｈｏｌｅ　
ｇｅｎｏｍｅ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）手順を使用して増幅することができる。適
切なＷＧＡ手順には、プライマー伸長ＰＣＲ（ＰＥＰ：ｐｒｉｍｅｒ　ｅｘｔｅｎｓｉｏ
ｎ　ＰＣＲ）および改善されたＰＥＰ（Ｉ－ＰＥＰ：ｉｍｐｒｏｖｅｄ　ＰＥＰ）、変性
オリゴヌクレオチドプライムＰＣＲ（ＤＯＰ－ＰＣＲ：ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ　ｏｌｉ
ｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｐｒｉｍｅｄ　ＰＣＲ）、ライゲーション媒介型ＰＣＲ（Ｌ
ＭＰ；ｌｉｇａｔｉｏｎ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ＰＣＲ）、Ｔ７に基づくＤＮＡの線形増幅
（ＴＬＡＤ：Ｔ７－ｂａｓｅｄ　ｌｉｎｅａｒ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｄ
ＮＡ）、および多重置換増幅（ＭＤＡ：ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ　
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）が含まれる。これらの技法は、参照によりその全体が本明
細書に組み込まれかつ特にその記述が単一細胞核酸解析に有用な方法についてである、２
０１０年７月１５日に公開された米国特許出願公開第２０１００１７８６５５号明細書（
Ｈａｍｉｌｔｏｎら）に記載されている。
【０２０６】
　ＷＧＡ用のキットは、例えば、Ｑｉａｇｅｎ，Ｉｎｃ．（Ｖａｌｅｎｃｉａ、ＣＡ　Ｕ
ＳＡ）、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（Ｒｕｂｉｃｏｎ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ；例えば、Ｓ
ｉｇｍａ　ＧｅｎｏｍｅＰｌｅｘ（登録商標）単一細胞全ゲノム増幅キット、ＰＮ　ＷＧ
Ａ４－５０ＲＸＮ）から市販されている。本明細書に記述されるＷＧＡステップは、製造
業者の取扱説明書に従って利用可能なキットのいずれかを使用して実施することができる
。
【０２０７】
　特定の実施形態では、ＷＧＡステップは制限されたＷＧＡであり、即ちＷＧＡは、反応
平坦域に達する前に停止される。典型的には、ＷＧＡは、２回超の増幅サイクルで行われ
る。ある実施形態では、ＷＧＡは、約１０回よりも少ない増幅サイクル、例えば４回から
８回の間（末端値を含む）で行われる。しかしＷＧＡは、３、４、５、６、７、８もしく
は９サイクル、またはこれらの値のいずれかにより定められた範囲に包含されるサイクル
数で行うことができる。
【０２０８】
（ＲＮＡ増幅）
　ある実施形態では、単一細胞または細胞の小集団からのＲＮＡを、１つまたは複数のＲ
ＮＡ標的に関して解析することができる。適切なＲＮＡ標的には、ｍＲＮＡ、ならびに非
コード化ＲＮＡ、例えば核小体低分子ＲＮＡ（ｓｎｏＲＮＡ：ｓｍａｌｌ　ｎｕｃｌｅｏ
ｌａｒ　ＲＮＡ）、マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ：ｍｉｃｒｏＲＮＡ）、低分子干渉ＲＮ
Ａ（ｓｉ　ＲＮＡ：ｓｍａｌｌ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ　ＲＮＡ）、およびＰｉｗｉ相
互作用ＲＮＡ（ｐｉＲＮＡ：Ｐｉｗｉ－ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ　ＲＮＡ）が含まれる。
特定の実施形態では、問題となっているＲＮＡは、例えば逆転写または増幅によってＤＮ
Ａに変換される。
【０２０９】
　例えば、単一細胞または細胞の小集団のｍＲＮＡを解析するには、ｍＲＮＡを、一般に
はｍＲＮＡ集団のＤＮＡの代表物に変換させる。ある実施形態では、用いられる方法は、
好ましくはＤＮＡの集団をもたらし、各ｃＤＮＡの相対的な量は、サンプル集団中の対応
するｍＲＮＡの相対的な量とほぼ同じである。
【０２１０】
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　特定の実施形態では、逆転写は、標準的な技法により逆転写酵素を利用してｍＲＮＡ鋳
型からｃＤＮＡを生成するのに用いることができる。細胞のｍＲＮＡ集団の逆転写は、例
えば特異的プライマー、オリゴ－ｄＴ、またはランダムプライマーによるプライム処理を
受けることができる。細胞ｍＲＮＡを代表するｃＤＮＡライブラリーを合成するには、サ
ンプルの細胞ＲＮＡに相補的なｃＤＮＡの第１の鎖を、逆転写酵素を使用して合成するこ
とができる。これは、市販のＢＲＬ　Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ　ＩＩキット（ＢＲＬ、Ｇ
ａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ、Ｍｄ．）または任意のその他の市販のキットを使用して行うこ
とができる。逆転写酵素は、鋳型としてＲＮＡを優先的に利用するが、一本鎖ＤＮＡ鋳型
を利用することもできる。したがって、第２の鎖のｃＤＮＡの合成は、逆転写酵素および
適切なプライマー（例えば、ポリ－Ａ、ランダムプライマーなど）を使用して実施するこ
とができる。第２の鎖の合成は、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡポリメラーゼＩを使用して実施す
ることもできる。ＲＮＡは、第２のｃＤＮＡが合成されると同時にまたはその後に、除去
することができる。これは例えば、ＲＮＡを分解するＥ．ｃｏｌｉ　ＲＮａｓｅ　Ｈなど
のＲＮａｓｅに、この混合物を処理することによって行われる。
【０２１１】
　その他の実施形態では、増幅方法は、ｍＲＮＡ鋳型からｃＤＮＡを生成するのに用いら
れる。そのような実施形態では、ｍＲＮＡ集団を代表するｃＤＮＡの集団を生成する増幅
方法が、典型的には用いられる。
【０２１２】
　単一細胞または細胞の小集団からの非コード化ＲＮＡの解析は、典型的には、問題とな
っているＲＮＡからＤＮＡへの変換によっても開始される。この変換は、逆転写または増
幅によって実施することができる。ある実施形態では、用いられる方法は、好ましくはＤ
ＮＡの集団をもたらし、各ＤＮＡの相対的な量は、サンプル集団中の対応するｍＲＮＡの
相対的な量とほぼ同じである。標的ＲＮＡは、問題となっているＲＮＡに優先的にアニー
ルするプライマーを使用して、選択的に逆転写または増幅することができる。適切なプラ
イマーは市販されており、または当業者例により設計することができる。例えばＬｉｆｅ
　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓは、マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ：ｍｉｃｒｏＲＮＡ）標的
のプライマーのＭｅｇａＰｌｅｘ（商標）プールを販売している。これらのプライマーは
、逆転写（ＲＴ：ｒｅｖｅｒｓｅ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ）および特異的標的増幅
（ＳＴＡ：ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｔａｒｇｅｔ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）の両方で使
用することができる。例えば、実施例２Ｂを参照されたい。
【０２１３】
（前置増幅）
　前置増幅は、一般に、例えば一組のランダムプライマー、存在する複数のもしくは全て
の核酸に共通する１つもしくは複数の配列に特異的なプライマー（例えば、ポリ－Ａ尾部
をプライム処理するポリ－ｄＴ）、または一組のランダムプライマーと特異的プライマー
との組合せを使用して、反応混合物中の核酸配列の濃度を増大させるのに実施することが
できる。あるいは前置増幅は、問題となっている１種または複数種の標的核酸に特異的な
１つまたは複数のプライマー対を使用して、実施することができる。特定の例示的な実施
形態では、ＲＮＡから生成されたＷＧＡまたはＤＮＡ（例えばｃＤＮＡ）により生成され
た増幅ゲノムは、問題となっている１種または複数種の標的核酸に特異的な１つまたは複
数のアンプリコンを含む前置増幅反応混合物が生成されるように、前置増幅することがで
きる。前置増幅は、典型的には、前置増幅プライマー、適切な緩衝系、ヌクレオチド、お
よびＤＮＡポリメラーゼ酵素（例えば、「ホットスタート」条件に合わせて修飾されたポ
リメラーゼ酵素）を使用して実施される。
【０２１４】
　特定の実施形態では、前置増幅プライマーは、サンプルが調製されるが概して濃度を低
減させる増幅アッセイで使用されるものと、同じ配列である。プライマー濃度は、増幅ア
ッセイで使用されるプライマー濃度の、例えば約１０分の１から約２５０分の１にするこ
とができる。実施形態は、増幅アッセイにおけるプライマー濃度の約１０、２０、３５、
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５０、６５、７５、１００、１２５、１５０、１７５および２００分の１であるプライマ
ーの使用を含む。
【０２１５】
　特定の実施形態では、前置増幅は、少なくとも２サイクル実施される。ある実施形態で
は、前置増幅は、約２０サイクルよりも少なく実施され、例えば８回から１８回サイクル
（末端値を含む）で実施される。しかし前置増幅は、３、４、５、６、７、８、９、１０
、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３も
しくは２４サイクルで、またはこれらの値のいずれかにより定められた範囲内に包含され
るサイクル数で行うことができる。例示的な実施形態では、前置増幅は、検出されるアン
プリコンを約１６，０００倍増加させるために、約１４サイクル実施される。
【０２１６】
（核酸配列を標的核酸に組み込むための増幅）
　１つまたは複数のヌクレオチド配列を標的核酸に組み込む増幅は、標的核酸にアニール
される部分に加えて１つまたは複数の核酸配列を含有する、２つ以上のプライマーを使用
して実施することができる。これらの部分の１つまたは複数は、核酸配列を、サンプル中
の本質的に全ての核酸に組み込むように、ランダム配列を含有していてもよい。あるいは
またはさらに、これらの部分の１つまたは複数は、存在する複数のまたは全ての核酸に共
通する１つまたは複数の配列に特異的であってもよい。その他の実施形態では、プライマ
ーは、１種または複数種の特定の標的核酸に特異的な部分を含む。核酸配列は、２つ程度
のプライマーを使用して組み込むことができる。しかし様々な実施形態は、以下により詳
細に論じられるように、３、４、５もしくは６個、またはそれ以上のプライマーを用いる
。
【０２１７】
（３プライマー法）
　特定の実施形態では、本発明は、複数の（例えば、少なくとも３つ）の選択されたヌク
レオチド配列を１種または複数種の標的核酸に組み込むための増幅方法を提供する。この
方法は、いくつかの実施形態では複数のサンプル中で複数の標的核酸を増幅することを必
要とする。例示的な実施形態では、同じ組の標的核酸は、２種以上の異なるサンプルのそ
れぞれで増幅することができる。サンプルは、多少なりとも互いに異なる可能性があり、
例えばサンプルは、異なる組織、対象、環境源などからのものである可能性がある。少な
くとも３つのプライマーを、各標的核酸を増幅するのに使用することができ、即ち：順方
向および逆方向増幅プライマーであって、各プライマーは標的特異的部分を含んでおり、
１つまたは両方のプライマーはヌクレオチドタグを含んでいる。標的特異的部分は、適切
なアニール条件下で標的に特異的にアニールすることができる。順方向プライマーのヌク
レオチドタグは、逆方向プライマーのヌクレオチドタグと同じまたは異なる配列を有する
ことができる。一般にヌクレオチドタグは、標的特異的部分の５’である。第３のプライ
マーは、バーコードヌクレオチド配列と、第１および／または第２のヌクレオチドタグ特
異的部分とを含むバーコードプライマーである。バーコードヌクレオチド配列は、バーコ
ードプライマーが増幅反応に用いられたときに生成されたアンプリコンに関する情報をコ
ード化するよう選択された配列である。タグ特異的部分は、順方向および逆方向プライマ
ーのヌクレオチドタグの１つまたは両方に、特異的にアニールできる。バーコードプライ
マーは、一般にタグ特異的部分の５’である。
【０２１８】
　バーコードプライマーは、典型的には増幅混合物中に、順方向および／または逆方向ま
たは（インナー）プライマーよりも多く存在する。より具体的には、バーコードプライマ
ーが順方向プライマー中のヌクレオチドタグにアニールする場合、バーコードプライマー
は一般に順方向プライマーよりも過剰に存在する。バーコードプライマーが逆方向プライ
マー中のヌクレオチドタグにアニールする場合、バーコードプライマーは一般に逆方向プ
ライマーよりも過剰に存在する。それぞれの場合において、増幅混合物中の第３のプライ
マー、即ち逆方向プライマーまたは順方向プライマーはそれぞれ、例示的な実施形態では
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バーコードプライマーの場合とほぼ同様の濃度で存在することができる。一般にバーコー
ドプライマーは、かなり過剰に存在する。例えば、増幅混合物中のバーコードプライマー
の濃度は、順方向および／または逆方向プライマーの濃度に対して少なくとも２倍、少な
くとも４倍、少なくとも５倍、少なくとも１０倍、少なくとも１５倍、少なくとも２０倍
、少なくとも２５倍、少なくとも３０倍、少なくとも３５倍、少なくとも４０倍、少なく
とも４５倍、少なくとも５０倍、少なくとも１００倍、少なくとも５００倍、少なくとも
１０３倍、少なくとも５×１０３倍、少なくとも１０４倍、少なくとも５×１０４倍、少
なくとも１０５倍、少なくとも５×１０５倍、少なくとも１０６倍、またはそれ以上とす
ることができる。さらに、バーコードプライマーよりも過剰な濃度は、端点として上記値
のいずれかを有する任意の範囲内に包含することができる（例えば、２倍から１０５倍）
。例示的な実施形態では、バーコードプライマーが、順方向プライマーのヌクレオチドタ
グに特異的なタグ特異的部分を有する場合、順方向プライマーはピコモルからナノモル濃
度で存在することができ、例えば約５ｐＭから５００ｎＭ、約５ｐＭから１００ｎＭ、約
５ｐＭから５０ｎＭ、約５ｐＭから１０ｎＭ、約５ｐＭから５ｎＭ、約１０ｐＭから１ｎ
Ｍ、約５０ｐＭから約５００ｐＭ、約１００ｐＭ、または端点としてこれらの値のいずれ
かを有する任意のその他の範囲（例えば、１０ｐＭから５０ｐＭ）である。順方向プライ
マーのこれら濃度のいずれかと組み合わせて使用することができるバーコードプライマー
の適切な例示的な濃度には、約１０ｎＭから約１０μＭ、約２５ｎＭから約７．５μＭ、
約５０ｎＭから約５μＭ、約７５ｎＭから約２．５μＭ、約１００ｎＭから約１μＭ、約
２５０ｎＭから約７５０ｎＭ、約５００ｎＭ、または端点としてこれらの値のいずれかを
有する任意のその他の範囲（例えば、１００ｎＭから５００ｎＭ）が含まれる。順方向お
よびバーコードプライマーのそのような濃度を使用した増幅反応において、逆方向プライ
マーは、バーコードプライマーと同程度の濃度を有する（例えば、約１０倍以内、約５倍
以内、または等しい。）。
【０２１９】
　各増幅混合物を増幅に供することにより、タグ付き標的ヌクレオチド配列を含む標的ア
ンプリコンを生成することができ、それぞれは、標的ヌクレオチド配列を挟む第１および
第２のヌクレオチドタグと、標的アンプリコンの５’または３’末端にある少なくとも１
つのバーコードヌクレオチド配列とを含んでいる（標的アンプリコンの１本鎖に対して）
。ある実施形態では、第１および第２のヌクレオチドタグおよび／またはバーコードヌク
レオチド配列は、標的核酸への実質的なアニーリングが回避されるように選択される。そ
のような実施形態では、タグ付き標的ヌクレオチド配列は、以下の要素：５’－（バーコ
ードヌクレオチド配列）－（順方向プライマーからの第１のヌクレオチドタグ）－（標的
ヌクレオチド配列）－（逆方向プライマーからの第２のヌクレオチドタグ配列）－３’ま
たは５’－（順方向プライマーからの第１のヌクレオチドタグ）－（標的ヌクレオチド配
列）－（逆方向プライマーからの第２のヌクレオチドタグ配列）－（バーコードヌクレオ
チド配列）－３’を有する分子を含むことができる。
【０２２０】
（４プライマー法）
　いくつかの実施形態では、３つを超えるプライマーを用いて、所望の要素を標的ヌクレ
オチド配列に付加することができる。例えば４つのプライマーを用いることにより、上記
にて論じたものと同じ要素に加え、任意選択で追加のバーコード、例えば５’－（バーコ
ードヌクレオチド配列）－（順方向プライマーからの第１のヌクレオチドタグ）－（標的
ヌクレオチド配列）－（逆方向プライマーからの第２のヌクレオチドタグ）－（追加のバ
ーコードヌクレオチド配列）－３’を有する分子を生成することができる。例示的な４プ
ライマー実施形態では、順方向プライマーは、標的特異的部分および第１のヌクレオチド
タグを含み、逆方向プライマーは、標的特異的部分および第２のヌクレオチドタグを含む
。これら２つのプライマーは一緒になって、「インナープライマー」を構成する。残りの
２つのプライマーは、インナープライマーに存在する第１および第２のヌクレオチドタグ
にアニールされる「アウタープライマー」である。１つのアウタープライマーは、上述の
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ようなバーコードプライマーである。第２のアウタープライマーは、第２のタグ特異的部
分および追加のバーコードヌクレオチド配列を含むことができ、即ち第２のバーコードプ
ライマーとすることができる。
【０２２１】
　３つを超えるプライマーからの要素を組み込むための増幅は、１つまたは多数の増幅反
応で実施することができる。例えば４プライマー増幅は、４つ全てのプライマーが存在す
る１つの増幅反応で実施することができる。あるいは４プライマー増幅は、例えば２つの
増幅反応：インナープライマーを組み込む反応と、アウタープライマーを組み込むための
個別の増幅反応とで実施することができる。４つ全てのプライマーは、１つの増幅反応に
存在し、アウタープライマーは、一般に反応混合物中に過剰に存在する。順方向および／
または逆方向プライマーに対する、バーコードプライマーに関して上記にて示される相対
的な濃度の値は、１ステップ、４プライマー増幅反応でのインナープライマーに対する、
アウタープライマーの濃度にも当てはまる。
【０２２２】
（組合せ方法）
　４プライマー増幅反応の例示的な実施形態では、アウタープライマーのそれぞれが一意
的なバーコードを含有する。例えば、１つのバーコードプライマーは、要素５’－（第１
のバーコードヌクレオチド配列）－（第１のヌクレオチドタグ）－３’で構成される可能
性があり、第２のバーコードプライマーは、要素５’－（第２のバーコードヌクレオチド
配列）－（第２のヌクレオチドタグ）－３’で構成される可能性がある。この実施形態で
は、第１のバーコードプライマーの数値（Ｊ）を、第２のバーコードプライマーの数値（
Ｋ）と組み合わせて、Ｊ×Ｋの一意的増幅生成物を生成することができる。
【０２２３】
　本発明のさらなる例示的な実施形態では、４つを超えるプライマーを単一反応内で組み
合わせて、バーコードヌクレオチド配列とヌクレオチドタグとの異なる組合せを付加する
ことができる。例えば、以下の要素：５’－（第１のバーコードヌクレオチド配列）－（
第１のヌクレオチドタグ）－３’，５’－（第１のバーコードヌクレオチド配列）－（第
２のヌクレオチドタグ）－３’，５’－（第１のバーコードヌクレオチド配列）－（第１
のヌクレオチドタグ）－３’，５’－（第１のバーコードヌクレオチド配列）－（第２の
ヌクレオチドタグ）－３’を含有するアウターバーコードプライマーを、上述のインナー
標的特異的プライマーと組み合わせて、所望のアンプリコン配列を有するバーコードプラ
イマーの全ての組合せを含有する増幅生成物プールを生成することができる。
【０２２４】
　本発明のその他の例示的な実施形態では、上述の組合せまたは当業者に明らかであると
考えられるその他の組合せのいずれかのアウターバーコードプライマーを、同じ第１およ
び第２のヌクレオチドタグ配列を持つ複数対の標的プライマー配列と組み合わせることが
できる。例えば、最大１０個の異なる標的特異的順方向プライマー配列を同じ第１のヌク
レオチドタグと組み合わせたものと、最大１０個の異なる標的特異的逆方向プライマー配
列を同じ第２のヌクレオチドタグと組み合わせたものとを含有するインナープライマーを
、最大２個または最大４個のアウターバーコードプライマーと組み合わせて、上述の多数
の増幅生成物を発生させることができる。様々な実施形態では、少なくとも１０、少なく
とも２０、少なくとも５０、少なくとも１００、少なくとも２００、少なくとも５００、
少なくとも１０００、少なくとも２０００、少なくとも５０００、または少なくとも１０
０００個の異なる標的特異的プライマー対であって同じ第１のヌクレオチドタグおよび第
２のヌクレオチドタグを持つプライマー対を、最大２個または最大４個のアウターバーコ
ードプライマーと組み合わせて、多数の増幅生成物を発生させることが可能である。
【０２２５】
（２方向組合せ方法）
　４プライマー増幅反応の例示的な実施形態では、増幅によって、得られるアンプリコン
の各端部にバーコードの組合せが生成されるように、インナーおよびアウタープライマー



(52) JP 2015-519900 A 2015.7.16

10

20

30

40

50

はそれぞれ一意的なバーコードを含むことができる。この手法は、バーコードの組合せを
配列のいずれかの端部から読み取ることができるので、アンプリコンの配列決定をする場
合に有用である。例えば、４つプライマーを用いて、以下の要素：５’－第２のバーコー
ドヌクレオチド配列－第１のヌクレオチドタグ配列－第１のバーコードヌクレオチド配列
－標的ヌクレオチド配列－第１のバーコードヌクレオチド配列－第２のヌクレオチドタグ
配列－第２のバーコードヌクレオチド配列－３’を有する分子を生成することができる。
例示的な４プライマー実施形態では、２つのインナープライマーは：
　第１のヌクレオチドタグ、第１のバーコードヌクレオチド配列、および標的特異的部分
を含む順方向インナープライマーと；
　標的特異的部分、第１のバーコードヌクレオチド配列、および第２のヌクレオチドタグ
を含む逆方向インナープライマーと
を含むことができる。２つのアウタープライマーは：
　第２のバーコードヌクレオチド配列および第１のヌクレオチドタグ特異的部分を含む順
方向アウタープライマーと；
　第２のヌクレオチドタグ特異的部分および第２のバーコードヌクレオチド配列を含む逆
方向アウタープライマーとを含むことができる。上記にて論じたように、インナーおよび
アウタープライマーが同じ反応混合物に含まれる場合、アウタープライマーが好ましくは
過剰に存在する。
【０２２６】
　要素の類似の組合せは、インナーおよびアウタープライマーに加えて「スタッファー」
プライマーを用いる６プライマー増幅方法で生成されてもよい。したがって例えば、２つ
のインナープライマーは：
　第１のヌクレオチドタグおよび標的特異的部分を含む順方向インナープライマーと；
　標的特異的部分および第２のヌクレオチドタグを含む逆方向インナープライマーと
を含むことができる。２つのスタッファープライマーは：
　第３のヌクレオチドタグ、第１のバーコードヌクレオチド配列、および第１のヌクレオ
チドタグ特異的部分を含む順方向スタッファープライマーと；
　第２のヌクレオチドタグ特異的部分、第１のバーコードヌクレオチド配列、第４のヌク
レオチドタグを含む逆方向スタッファープライマーと
を含むことができる。２つのアウタープライマーは：
　第２のバーコードヌクレオチド配列および第３のヌクレオチドタグ特異的部分を含む順
方向アウタープライマーと；
　第４のヌクレオチドタグ特異的部分および第２のバーコードヌクレオチド配列を含む逆
方向アウタープライマーと
を含むことができる。核酸増幅は、以下の要素：５’－第２のバーコードヌクレオチド配
列－第３のヌクレオチドタグ配列－第１のバーコードヌクレオチド配列－第１のヌクレオ
チドタグ配列－標的ヌクレオチド配列－第２のヌクレオチドタグ配列－第１のバーコード
ヌクレオチド配列－第４のヌクレオチドタグ配列－第２のバーコードヌクレオチド配列－
３’を含むアンプリコンを生成する。増幅は、１つ、２つ、３つの増幅反応で実施するこ
とができる。例えば、３つのプライマー対の全ては、１つの反応に含めることができる。
あるいは２つの反応を実施することができ、例えば第１の反応はインナーおよびスタッフ
ァープライマーを含み、第２の反応はアウタープライマーのみを含み；または第１の反応
はインナープライマーのみを含んでその後にスタッファーおよびアウタープライマーを含
む第２の反応を行う。複数のプライマーが存在する場合、上記にて論じたように、その他
の対に比べて「アウター」対であるプライマー対が好ましくは過剰に存在する。したがっ
て、インナーおよびスタッファープライマーが反応混合物に含まれる場合、スタッファー
プライマーが好ましくは過剰に存在し、スタッファーおよびアウタープライマーが反応混
合物に含まれる場合には、アウタープライマーが好ましくは過剰に存在する。３つのプラ
イマー対の全てが単一反応に含まれる場合、スタッファープライマーは、インナープライ
マーの濃度とアウタープライマーの濃度との中間の濃度で存在することができる。
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【０２２７】
（核酸配列を組み込む反応）
　核酸配列を標的核酸に組み込むのに、任意の方法を用いることができる。例示的な実施
形態では、ＰＣＲが用いられる。３つ以上のプライマーを使用する場合、第１および第２
のヌクレオチドタグとバーコードヌクレオチド配列とを組み込むのに、増幅が少なくとも
３サイクル一般に実施される。様々な実施形態では、増幅は、５、１０、１５、２０、２
５、３０、３５、４０、４５もしくは５０サイクル、または端点としてこれらの値のいず
れかを有する範囲内に包含される任意の回数のサイクル（例えば、５～１０サイクル）が
実施される。特定の実施形態では、増幅は、標的全体にわたってかつサンプル全体にわた
って標的アンプリコンのコピー数を正規化するのに、十分な回数のサイクルで実施される
（例えば、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５もしくは５０サイクル、または端
点としてこれらの値のいずれかを有する範囲内に包含される任意の回数のサイクル）。
【０２２８】
　上述の方法の特定の実施形態は、実質的に均一な増幅を提供し、複数の標的アンプリコ
ンをもたらし、アンプリコンの大多数は、複数の標的アンプリコンに関して計算された平
均コピー数に比較的近いレベルで存在する。したがって、様々な実施形態では、標的アン
プリコンの少なくとも５０、少なくとも５５、少なくとも６０、少なくとも６５、少なく
とも７０、少なくとも７５、少なくとも８０、少なくとも８５、少なくとも９０、少なく
とも９１、少なくとも９２、少なくとも９３、少なくとも９４、少なくとも９５、少なく
とも９６、少なくとも９７、少なくとも９８、または少なくとも９９パーセントが、標的
アンプリコンの平均コピー数の５０パーセントよりも高くかつ標的アンプリコンの平均コ
ピー数の２倍未満で存在する。
【０２２９】
（バーコード化の適用例）
　例示的な実施形態では、バーコードヌクレオチド配列は、特定のサンプルを特定する。
したがって例えば、一組のＴ標的核酸はＳサンプルのそれぞれで増幅することができる（
ここでＳおよびＴは整数であり、典型的には１よりも大きい。）。そのような実施形態で
は、増幅を各サンプルごとに個別に行うことができ、この場合、同じ組の順方向および逆
方向プライマーを各サンプルごとに使用しかつ同じ組の順方向および逆方向プライマーは
この組の全てのプライマーに共通する少なくとも１つのヌクレオチドタグを有している。
異なるバーコードプライマーを各サンプルごとに使用することができ、この場合、バーコ
ードプライマーは異なるバーコードヌクレオチド配列を有するが、共通するヌクレオチド
タグにアニールすることができる同じタグ特異的部分を有する。この実施形態には、複数
の標的配列のために生成されたアンプリコン中でサンプル起源をコード化するのに合成す
る必要があると考えられる、異なるプライマーの数を、低減させるという利点がある。あ
るいは、異なる組の順方向および逆方向プライマーを各サンプルごとに用いることができ
、この場合、各組は、他の組のプライマーとは異なるヌクレオチドタグを有しておりかつ
異なるバーコードプライマーは各サンプルごとに使用され、またバーコードプライマーは
、異なるバーコードヌクレオチド配列および異なるタグ特異的部分を有している。何れの
場合も増幅は、サンプル特異的バーコードを持つ各サンプルから一組のＴアンプリコンを
生成する。
【０２３０】
　同じ組の順方向および逆方向プライマーが各サンプルごとに使用される実施形態では、
各標的ごとの順方向および逆方向プライマーは、サンプルとは別に最初に組み合わせるこ
とができ、各バーコードプライマーは、その対応するサンプルから最初に組み合わせるこ
とができる。次いで最初に組み合わされた順方向および逆方向プライマーのアリコートを
、最初に組み合わされたサンプルとバーコードプライマーとに添加して、Ｓ×Ｔ増幅混合
物を生成することができる。これらの増幅混合物は、増幅に適切な条件に供することがで
きる任意の物品に形成することができる。例えば、増幅混合物は、増幅前にマイクロ流体
デバイスの個別のコンパートメントの内部に形成することができまたはこのコンパートメ
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ント内に分布させることができる。適切なマイクロ流体デバイスは、例示的な実施形態で
は、以下に記述されるようなマトリックス型マイクロ流体デバイスを含む。
【０２３１】
　ある実施形態では、本明細書に記述される方法のいずれかで生成される標的アンプリコ
ンは、増幅混合物から回収することができる。例えば、各反応コンパートメントの内容物
を回収させるように適合させたマトリックス型マイクロ流体デバイス（以下、参照）は、
標的アンプリコンを発生させるために増幅で用いることができる。様々なこれらの実施形
態では、標的アンプリコンをさらなる増幅および／または解析に供することができる。あ
る実施形態では、増幅混合物で生成された標的アンプリコンの量は、増幅中に、例えば定
量的リアルタイムＰＣＲにより、または後で、定量することができる。
【０２３２】
　単粒子解析で有用な実施形態では、組合せバーコード化を使用して、増幅生成物の供給
源であった反応容積、したがって粒子の、同一性をコード化することができる。特定の実
施形態では、核酸増幅が少なくとも２つの増幅プライマーを使用して実施され、各増幅プ
ライマーはバーコード配列を含み、バーコード配列の組合せは、反応生成物の供給源であ
った反応容積の同一性をコード化する（「組合せバーコード化」と称する。）。これらの
実施形態は、個別の反応容積が、例えばＦｌｕｉｄｉｇｍ　Ｃｏｒｐ．（Ｓｏｕｔｈ　Ｓ
ａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ、ＣＡ）から入手されるようなかつ以下に記述されるような（
「マイクロ流体デバイス」参照）マトリックス型マイクロ流体デバイスの個別のコンパー
トメント内にある場合に都合良く用いられる。それぞれ個別のコンパートメントは、コー
ド化反応が実施されるコンパートメントの行および列を特定するバーコードヌクレオチド
配列の組合せを含有することができる。反応容積が回収されて、バーコードの組合せの検
出を含む（例えば、ＤＮＡ配列決定による）さらなる解析に供される場合、結果を特定の
コンパートメントに関連付けることができ、それによってコンパートメント内の特定の粒
子に関連付けることができる。そのような実施形態は、複数の個別の反応容積からの反応
生成物が組み合わされる（「プールされる」）ように個別の反応容積を回収プロセスの最
中または後に組み合わせる場合に特に有用である。例えば、マトリックス型マイクロ流体
デバイスでは、行内の全てのコンパートメントからの反応生成物、列内の全てのコンパー
トメント、またはデバイス内の全てのコンパートメントをプールすることができる。行内
の全てのコンパートメントがプールされる場合、行内にある各列は、好ましくは一意的な
バーコードの組合せを有する。列内の全てのコンパートメントがプールされる場合、列内
の各行は、一意的なバーコードの組合せを有する。全てのコンパートメントがデバイスと
共にプールされる場合、デバイス内の全てのコンパートメントは一意的なバーコードの組
合せを有する。
【０２３３】
（標的核酸の検出および／または定量のための増幅）
　核酸を検出しかつ／または定量する任意の方法は、増幅生成物を検出するために、本明
細書で記述される方法で使用することができる。一実施形態では、ＰＣＲ（ポリメーラー
ゼ連鎖反応）を使用して標的核酸を増幅しかつ／または定量する。その他の実施形態では
、例えば米国特許第７，１１８，９１０号明細書（増幅／検出システムのその記述に関し
てその全体が参照により本明細書に組み込まれる。）に記載されるシステムを含めたその
他の増幅システムまたは検出システムを使用する。特定の実施形態では、リアルタイム定
量方法が使用される。例えば、「定量的リアルタイムＰＣＲ」方法は、増幅プロセスその
ものの最中に形成された増幅生成物の量を測定することによって、サンプル中に存在する
標的核酸の量を決定するのに使用することができる。
【０２３４】
　蛍光原ヌクレアーゼアッセイは、本明細書に記述される方法で首尾良く使用することが
できる、リアルタイム定量方法の１つの特殊な例である。増幅生成物の形成をモニターす
るこの方法では、二重標識蛍光原オリゴヌクレオチドプローブを使用して、ＰＣＲ生成物
の蓄積の連続測定を行うが、これは「ＴａｑＭａｎ（登録商標）方法」として文献で頻繁
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に言及される手法である。蛍光原ヌクレアーゼアッセイの記述に関してその全体が参照に
より本明細書にそれぞれ組み込まれる、米国特許第５，７２３，５９１号明細書；Ｈｅｉ
ｄら、１９９６年、Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ＰＣＲ　Ｇｅｎｏ
ｍｅ　Ｒｅｓ．６：９８６～９４を参照されたい。「ＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブ
」はｑＰＣＲで最も広く使用されるが、本明細書に記述される方法はこれらのプローブの
使用に限定されず；任意の適切なプローブを使用することができることが理解される。
【０２３５】
　本発明で用いることができるその他の検出／定量方法には、ＦＲＥＴおよび鋳型伸長反
応、分子ビーコン検出、スコーピオン検出、インベーダー検出、およびパドロックプロー
ブ検出が含まれる。
【０２３６】
　ＦＲＥＴおよび鋳型伸長反応は、ドナー／アクセプター対の１つの要素で標識されたプ
ライマー、およびドナー／アクセプター対のその他の要素で標識されたヌクレオチドを利
用する。鋳型依存的伸長反応中に、標識されたヌクレオチドをプライマーに組み込む前に
、ドナーおよびアクセプターは、エネルギー移動を引き起こすことができないよう十分に
間隔を空けて配置される。しかし、標識されたヌクレオチドがプライマーに組み込まれか
つ間隔が十分狭い場合、エネルギー移動が生じて検出することができる。これらの方法は
、単一ヌクレオチド多型性の検出で単一塩基対伸長反応を実行する際に特に有用であり、
米国特許第５，９４５，２８３号明細書および国際公開第ＷＯ９７／２２７１９号パンフ
レットに記載されている。
【０２３７】
　分子ビーコンにより、増幅された生成物の相補的領域にハイブリダイズするときのプロ
ーブの配座の変化は、検出可能なシグナルの形成をもたらす。プローブそのものは２つの
セクションを含み；１つのセクションは５’末端にあり、もう１つのセクションは３’末
端にある。これらのセクションは、プローブ結合部位にアニールするプローブのセクショ
ンを挟み、互いに相補的である。一端のセクションは、典型的にはレポーター色素に結合
され、他端のセクションは、通常はクエンチャー色素に結合される。溶液状態で、２つの
端部セクションは互いにハイブリダイズしてヘアピンループを形成する。この配座におい
て、レポーターおよびクエンチャー色素は十分に近接しており、したがってレポーター色
素からの蛍光はクエンチャー色素によって効果的に消光される。対照的に、ハイブリダイ
ズされたプローブは、消光の程度が低減された線形化した配座をもたらす。したがって、
２種の色素に関する発光の変化をモニターすることにより、増幅生成物の形成を間接的に
モニターすることが可能になる。このタイプのプローブおよびその使用方法は例えばＰｉ
ａｔｅｋら、１９９８年、Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１６：３５９～６３；Ｔｙａ
ｇｉおよびＫｒａｍｅｒ、１９９６年、Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１４：３
０３～３０８；およびＴｙａｇｉら、１９９８年、Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１６
：４９～５３（１９９８）によりさらに記述されている。
【０２３８】
　スコーピオン検出方法は、例えば、Ｔｈｅｌｗｅｌｌら、２０００年、Ｎｕｃｌｅｉｃ
　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、２８：３７５２～３７６１およびＳｏｌｉｎａｓら、
２００１年、「Ｄｕｐｌｅｘ　Ｓｃｏｒｐｉｏｎ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｉｎ　ＳＮＰ　ａｎ
ａｌｙｓｉｓ　ａｎｄ　ＦＲＥＴ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ」、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃ
ｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２９：２０に記載されている。スコーピオンプライマーは、
ＰＣＲストッパーを介してプローブ要素が５’末端に結合している蛍光原ＰＣＲプライマ
ーである。これらは均質な溶液状態で、ＰＣＲ生成物のリアルタイムアンプリコン特異的
検出で使用される。２つの異なるフォーマット、「ステムループ」フォーマットおよび「
デュプレックス」フォーマットが可能である。共にプロービングメカニズムは分子内にあ
る。全てのフォーマットにおけるスコーピオンの基本的要素は：（ｉ）ＰＣＲプライマー
；（ｉｉ）プローブ要素のＰＣＲ読み過ごしを防止するＰＣＲストッパー；（ｉｉｉ）特
異的プローブ配列；および（ｉｖ）少なくとも１つの蛍光団およびクエンチャーを含有す



(56) JP 2015-519900 A 2015.7.16

10

20

30

40

50

る蛍光検出システムである。スコーピオンプライマーのＰＣＲ伸長後、得られたアンプリ
コンは、プローブに相補的な配列を含有するが、これは各ＰＣＲサイクルの変性段階中は
、一本鎖のままである。冷却すると、プローブはこの相補的配列に自由に結合し、クエン
チャーはもはや蛍光団の近傍にはないので蛍光の増大がもたらされる。ＰＣＲストッパー
は、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼによってプローブの望ましくない読み過ごしを防止する
。
【０２３９】
　インベーダーアッセイ（Ｔｈｉｒｄ　Ｗａｖｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｍａｄｉ
ｓｏｎ、ＷＩ）は、ＳＮＰ遺伝子型判定で特に使用され、標的核酸（ＤＮＡまたはＲＮＡ
）または多型部位に相補的なシグナルプローブと称されるオリゴヌクレオチドを利用する
。インベーダーオリゴと称される第２のオリゴヌクレオチドは、同じ５’ヌクレオチド配
列を含有するが、３’ヌクレオチド配列はヌクレオチド多型を含有する。インベーダーオ
リゴは、シグナルプローブと標的核酸との結合を妨害し、その結果、シグナルプローブの
５’末端は、多型を含有するヌクレオチドで「フラップ」を形成するようになる。この複
合体は、Ｃｌｅａｖａｓｅ酵素と呼ばれる構造特異的エンドヌクレアーゼにより認識され
る。Ｃｌｅａｖａｓｅは、ヌクレオチドの５’フラップを切断する。解放されたフラップ
は、ＦＲＥＴ標識を持つ第３のプローブに結合し、それによって、Ｃｌｅａｖａｓｅ酵素
により認識された別の二重鎖構造が形成される。このとき、Ｃｌｅａｖａｓｅ酵素は、ク
エンチャーから蛍光団を切り離し、蛍光シグナルを生成する。ＳＮＰ遺伝子判定では、シ
グナルプローブは、参照（野生型）対立遺伝子または変種（突然変異）対立遺伝子のいず
れかとハイブリダイズするように設計される。ＰＣＲとは異なり、核酸の増幅が無い状態
でシグナルの線形増幅がある。当業者を導くのに十分なさらなる詳細は、例えば、Ｎｅｒ
ｉ，Ｂ．Ｐ．ら、Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　ａｎｄ　Ｐｒｏ
ｔｅｉｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　３８２６：１１７～１２５、（２０００）および米国特許
第６，７０６，４７１号明細書に提示されている。
【０２４０】
　パドロックプローブ（ＰＬＰ：ｐａｄｌｏｃｋ　ｐｒｏｂｅ）は、長い（例えば、約１
００塩基）線形オリゴヌクレオチドである。プローブの３’および５’末端の配列は、標
的核酸中の隣接する配列に相補的である。中心の、ＰＬＰの非相補的領域には、特異的Ｐ
ＬＰを特定するのに使用することができる「タグ」配列がある。タグ配列は、普遍的なプ
ライム部位によって挟まれており、それがタグのＰＣＲ増幅を可能にする。標的とのハイ
ブリダイゼーションにより、ＰＬＰオリゴヌクレオチドの２つの端部は近接した状態にな
り、酵素性ライゲーションにより接合することができる。得られた生成物は、標的ＤＮＡ
鎖に連結された円形プローブ分子である。任意の非ライゲーションプローブ（即ち、標的
にハイブリダイズしなかったプローブ）は、エキソヌクレアーゼの作用によって除去され
る。ＰＬＰのハイブリダイゼーションおよびライゲーションは、両端セグメントが標的配
列を認識する必要がある。このようにして、ＰＬＰは極めて特異的な標的認識をもたらす
。
【０２４１】
　次いで環状化ＰＬＰのタグ領域を増幅し、得られるアンプリコンが検出される。例えば
、ＴａｑＭａｎ（登録商標）リアルタイムＰＣＲを実施して、アンプリコンを検出し定量
することができる。アンプリコンの存在および量は、サンプル中の標的配列の存在および
量に相関させることができる。ＰＬＰの記述に関しては、例えばＬａｎｄｅｇｒｅｎら、
２００３年、Ｐａｄｌｏｃｋ　ａｎｄ　ｐｒｏｘｉｍｉｔｙ　ｐｒｏｂｅｓ　ｆｏｒ　ｉ
ｎ　ｓｉｔｕ　ａｎｄ　ａｒｒａｙ－ｂａｓｅｄ　ａｎａｌｙｓｅｓ：ｔｏｏｌｓ　ｆｏ
ｒ　ｔｈｅ　ｐｏｓｔ－ｇｅｎｏｍｉｃ　ｅｒａ，Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ　ａｎｄ　Ｆ
ｕｎｃｔｉｏｎａｌ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　４：５２５～３０；Ｎｉｌｓｓｏｎら、２００
６年、Ａｎａｌｙｚｉｎｇ　ｇｅｎｅｓ　ｕｓｉｎｇ　ｃｌｏｓｉｎｇ　ａｎｄ　ｒｅｐ
ｌｉｃａｔｉｎｇ　ｃｉｒｃｌｅｓ　Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２４：８３
～８；Ｎｉｌｓｓｏｎら、１９９４年、Ｐａｄｌｏｃｋ　ｐｒｏｂｅｓ：ｃｉｒｃｕｌａ
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ｒｉｚｉｎｇ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ｆｏｒ　ｌｏｃａｌｉｚｅｄ　ＤＮ
Ａ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６５：２０８５～８を参照されたい。
【０２４２】
　特定の実施形態では、プローブの検出可能な標識として使用することができる蛍光団に
は、ローダミン、シアニン３（Ｃｙ　３）、シアニン５（Ｃｙ　５）、フルオレセイン、
Ｖｉｃ（商標）、Ｌｉｚ（商標）、Ｔａｍｒａ（商標）、５－Ｆａｍ（商標）、６－Ｆａ
ｍ（商標）、およびＴｅｘａｓ　Ｒｅｄ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）が含まれ
るが、これらに限定するものではない（Ｖｉｃ（商標）、Ｌｉｚ（商標）、Ｔａｍｒａ（
商標）、５－Ｆａｍ（商標）、６－Ｆａｍ（商標）は全てＬｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｉｅｓ、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、Ｃａｌｉｆ．から入手可能である。）。
【０２４３】
　いくつかの実施形態では、サンプル中の標的核酸配列の存在を示すのに十分な所定回数
のサイクル後、増幅生成物の量を単にモニターすることができる。当業者なら、任意の所
与のサンプルの型、プライマー配列、および反応条件に関し、所与の標的核酸の存在を決
定するのに何サイクルが十分であるかを容易に決定することができる。その他の実施形態
では、検出は、指数関数的増幅の終わりに実施され、即ち「平坦域」相の最中に実施され
、またはエンドポイントＰＣＲが実施される。様々な実施形態では、増幅は、約２、４、
１０、１５、２０、２５、３０、３５もしくは４０サイクル、またはこれらの値のいずれ
かにより定められる任意の範囲内に包含されるサイクル数で実施することができる。
【０２４４】
　異なる温度で蛍光を獲得することにより、ハイブリダイゼーションの程度を追跡するこ
とが可能になる。さらに、ＰＣＲ生成物ハイブリダイゼーションの温度依存性を、ＰＣＲ
生成物の特定および／または定量に使用することができる。したがって、本明細書に記述
される方法は、アンプリコンを検出しかつ／または定量する際の融解曲線解析の使用を包
含する。融解曲線解析は周知であり、例えば、その全体が参照により本明細書に組み込ま
れかつ特に増幅生成物の検出および／または定量のための融解曲線解析の使用について記
述している米国特許第６，１７４，６７０号明細書；第６，４７２，１５６号明細書；お
よび第６，５６９，６２７号明細書に記載されている。例示的な実施形態では、融解曲線
解析は、ＳＹＢＲグリーン、Ｐｉｃｏグリーン（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉ
ｎｃ．、Ｅｕｇｅｎｅ、ＯＲ）、ＥＶＡグリーン（Ｂｉｏｔｉｎｕｍ）、および臭化エチ
ジウムなど（Ｚｈｕら、１９９４年、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．６６：１９４１～４８参照）
の二本鎖ＤＮＡ色素を使用して実施される。
【０２４５】
　ある実施形態では、多重検出が個々の増幅混合物で、例えばマイクロ流体デバイスの個
々の反応コンパーメントで実施されるが、これは単一のアッセイで解析することができる
サンプルおよび／または標的の数をさらに増大させるために、または比較ゲノムハイブリ
ダイゼーション（ＣＧＨ：ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ　ｇｅｎｏｍｉｃ　ｈｙｂｒｉｄｉｚ
ａｔｉｏｎ）などの比較方法を実施するために、使用することができるものである。さま
ざまな実施形態では、最大２、３、４、５、６、７、８、９、１０、５０、１００、５０
０、１０００、５０００、１００００、またはそれ以上の増幅反応が、それぞれ個々の反
応コンパートメントで実施される。
【０２４６】
　ある実施形態によれば、蛍光シグナルにより示された増幅生成物を定量するのに内部標
準を用いることができる。例えば、米国特許第５，７３６，３３３号明細書を参照された
い。
【０２４７】
　蛍光色素を含有する組成物を用いて熱サイクル反応を行い、指定された波長の光線を放
出し、蛍光色素の強度を読み取り、各サイクル後に蛍光強度を呈示することができるデバ
イスが、開発されてきた。熱サイクラー、光線放出器および蛍光シグナル検出器を含むデ
バイスが、例えば米国特許第５，９２８，９０７号明細書；第６，０１５，６７４号明細
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書；および第６，１７４，６７０号明細書に記載されている。
【０２４８】
　いくつかの実施形態では、これら機能のそれぞれは、個別のデバイスで行うことができ
る。例えば、Ｑ－βレプリカーゼ反応を増幅に用いる場合、反応は熱サイクラー内で行わ
なくてもよく、特定の波長で放出された光線、蛍光シグナルの検出、ならびに増幅生成物
の量の計算および呈示を含むことができる。
【０２４９】
　特定の実施形態では、組み合わせた熱サイクルおよび蛍光検出デバイスを、標的核酸の
精密な定量に使用することができる。いくつかの実施形態では、蛍光シグナルを検出し、
１回または複数回の熱サイクルの最中および／または後で呈示することができ、したがっ
て反応が実時間で生じたときに増幅生成物をモニターすることが可能になる。ある実施形
態では、増幅生成物の量および増幅サイクル数を使用して、どのくらいの標的核酸配列が
増幅前にサンプル中にあったのかを計算することができる。
【０２５０】
（ＤＮＡ配列決定の増幅）
　ある実施形態では、増幅方法を用いて、自動化ＤＮＡ配列決定に適切なアンプリコンを
生成する。多くの現行のＤＮＡ配列決定技法は、「合成による配列決定」に依拠している
。これらの技法は、ライブラリーの創生、ライブラリー分子の大量な並列ＰＣＲ増幅、お
よび配列決定を必要とする。ライブラリーの創生は、サンプル核酸から適切にサイズ決め
された断片への変換によって開始され、断片端部へのアダプター配列のライゲーション、
およびアダプターが適正に付加する分子の選択が行われる。ライブラリー分子の端部での
アダプター配列の存在は、ランダム配列挿入物の増幅を可能にする。ヌクレオチド配列に
タグを付ける上述の方法は、ライゲーションの代わりをすることができ、その結果、以下
にさらに詳細に記述されるようにアダプター配列を組み込むことができる。
【０２５１】
　さらに、標的ヌクレオチド配列の実質的に均一な増幅を上述の方法が行うことができる
ことは、良好な適用範囲を有するＤＮＡ配列決定ライブラリーを作製する助けになる。自
動化ＤＮＡ配列決定の文脈において、「適用範囲」という用語は、配列決定の際に配列を
測定する回数を指す。実質的に均一な適用範囲を有するＤＮＡ配列決定ライブラリーは、
適用範囲が実質的に均一でもある配列データをもたらすことができる。したがって、様々
な実施形態では、本発明に記述されるように調製された複数の標的アンプリコンの自動化
配列決定を行うことにより、標的アンプリコンの少なくとも５０パーセントの配列は、標
的アンプリコン配列の平均コピー数の５０パーセント超でありかつ標的アンプリコン配列
の平均コピー数の２倍未満で存在する。この方法の様々な実施形態では、標的アンプリコ
ン配列の少なくとも５５、少なくとも６０、少なくとも６５、少なくとも７０、少なくと
も７５、少なくとも８０、少なくとも８５、少なくとも９０、少なくとも９１、少なくと
も９２、少なくとも９３、少なくとも９４、少なくとも９５、少なくとも９６、少なくと
も９７、少なくとも９８、または少なくとも９９パーセントが、標的アンプリコン配列の
平均コピー数の５０パーセント超でかつ標的アンプリコン配列の平均コピー数の２倍未満
で存在する。
【０２５２】
　ある実施形態では、少なくとも３つのプライマー：順方向、逆方向、およびバーコード
プライマーを用いて、ＤＮＡ配列決定に適切なアンプリコンを生成する。しかし、順方向
プライマー、逆方向プライマー、およびバーコードプライマーの１つまたは複数は、少な
くとも１つの追加のプライマー結合部位を含むことができる。特定の実施形態では、バー
コードプライマーは、第１のヌクレオチドタグ特異的部分の上流にある、バーコードヌク
レオチド配列の上流に少なくとも第１の追加のプライマー結合部位を含む。ある実施形態
では、順方向プライマー、逆方向プライマー、およびバーコードプライマーの２つが、少
なくとも１つの追加のプライマー結合部位を含む（即ち、増幅により生成されたアンプリ
コンが、ヌクレオチドタグ配列、バーコードヌクレオチド配列、および２つの追加の結合
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部位を含むように）。例えば、バーコードプライマーが、バーコードヌクレオチド配列の
上流に第１の追加のプライマー結合部位を含む場合、特定の実施形態では、逆方向プライ
マーは、少なくとも第２の追加のプライマー結合部位を第２のヌクレオチドタグの下流に
含むことができる。次いで増幅は、以下の要素：５’－第１の追加のプライマー結合部位
－バーコードヌクレオチド配列－順方向プライマーからの第１のヌクレオチドタグ－標的
ヌクレオチド配列－逆方向プライマーからの第２のヌクレオチドタグ－第２の追加のプラ
イマー結合部位－３’を有する分子をもたらす。特定の実施形態では、第１および第２の
追加のプライマー結合部位には、ＤＮＡ配列決定プライマーが結合して、上記にて論じた
ようにサンプル起源を示すことができるバーコードも含めたアンプリコン全体の配列決定
を容易にすることが可能である。
【０２５３】
　その他の実施形態では、少なくとも４つのプライマーを用いて、ＤＮＡに適切なアンプ
リコンを生成する。例えばインナープライマーは、ＤＮＡ配列決定プライマーが結合する
ことが可能な第１および第２のプライマー結合部位をさらに含むアウタープライマーと共
に使用することができる。増幅は、以下の要素：５’－第１のプライマー結合部位－第２
のバーコードヌクレオチド配列－第１のヌクレオチドタグ配列－第１のバーコードヌクレ
オチド配列－標的ヌクレオチド配列－第１のバーコードヌクレオチド配列－第２のヌクレ
オチドタグ配列－第２のバーコードヌクレオチド配列－第２のプライマー結合部位－３’
を有する分子をもたらす。この分子は、いずれかの端部にバーコードの組合せを含有する
ので、配列を分子のいずれかの端部から得て、バーコードの組合せを特定することができ
る。
【０２５４】
　同様にして、６つのプライマーを用いることにより、配列決定のためのＤＮＡを調製す
ることができる。より具体的には、上記にて論じたインナーおよびスタッファープライマ
ーを、ＤＮＡ配列決定プライマーが結合することが可能な第１および第２のプライマー結
合部位をさらに含むアウタープライマーと共に使用することができる。増幅は、以下の要
素：５’－第１のプライマー結合部位－第２のバーコードヌクレオチド配列－第３のヌク
レオチドタグ配列－第１のバーコードヌクレオチド配列－第１のヌクレオチドタグ配列－
標的ヌクレオチド配列－第２のヌクレオチドタグ配列－第１のバーコードヌクレオチド配
列－第４のヌクレオチドタグ配列－第２のバーコードヌクレオチド配列－第２のプライマ
ー結合部位－３’を有する分子をもたらす。この分子はいずれかの端部にバーコードの組
合せを含有するので、配列を分子のいずれかの端部から得ることによりバーコードの組合
せを特定することができる。
【０２５５】
　本明細書に記述される方法は、任意の利用可能なＤＮＡ配列決定方法を使用して、少な
くとも１つの標的アンプリコンをＤＮＡ配列決定に供するステップを含むことができる。
特定の実施形態では、複数の標的アンプリコンは、高スループット配列決定方法を使用し
て配列決定される。そのような方法は、個々のＤＮＡ分子を増幅するのにｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏクローニングステップを典型的には使用する。エマルジョンＰＣＲ（ｅｍＰＣＲ：ｅｍ
ｕｌｓｉｏｎ　ＰＣＲ）は、油相内の水滴として、プライマーがコーティングされたビー
ズと共に個々のＤＮＡ分子を単離する。ＰＣＲはＤＮＡ分子のコピーを生成し、このコピ
ーがビーズに結合し、その後、固定化がなされて、後の配列決定に用いられる。ｅｍＰＣ
Ｒは、Ｍａｒｇｕｉｌｉｓら（４５４　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｂｒａｎｆｏｒｄ
、ＣＴにより商用化されている。）、ＳｈｅｎｄｕｒｅおよびＰｏｒｒｅｃａら（「ポロ
ニー配列決定」としても公知である。）による方法、およびＳＯＬｉＤ配列決定（Ｌｉｆ
ｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ）で、使用される。Ｍ．
Ｍａｒｇｕｌｉｅｓら（２００５）「Ｇｅｎｏｍｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｉｎ　ｍｉ
ｃｒｏｆａｂｒｉｃａｔｅｄ　ｈｉｇｈ－ｄｅｎｓｉｔｙ　ｐｉｃｏｌｉｔｒｅ　ｒｅａ
ｃｔｏｒｓ」Ｎａｔｕｒｅ　４３７：３７６から３８０；Ｊ．Ｓｈｅｎｄｕｒｅら（２０
０５）「Ａｃｃｕｒａｔｅ　Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　Ｐｏｌｏｎｙ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
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　ｏｆ　ａｎ　Ｅｖｏｌｖｅｄ　Ｂａｃｔｅｒｉａｌ　Ｇｅｎｏｍｅ」Ｓｃｉｅｎｃｅ　
３０９（５７４１）：１７２８～１７３２を参照されたい。ｉｎ　ｖｉｔｒｏクローン増
幅は、固体表面に結合したプライマー上で断片が増幅される「ブリッジＰＣＲ」によって
、実施することもできる。Ｂｒａｓｌａｖｓｋｙらは、この増幅ステップを省略してＤＮ
Ａ分子を表面に直接固定する、単分子方法（Ｈｅｌｉｃｏｓ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　
Ｃｏｒｐ．、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、ＭＡにより商用化されている。）を開発した。Ｉ．Ｂ
ｒａｓｌａｖｓｋｙら（２００３）「Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｃａ
ｎ　ｂｅ　ｏｂｔａｉｎｅｄ　ｆｒｏｍ　ｓｉｎｇｌｅ　ＤＮＡ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ」
Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａ　
１００：３９６０～３９６４。
【０２５６】
　表面に物理的に結合するＤＮＡ分子は、並行して配列決定することができる。「合成に
よる配列決定」は、色素ターミネーション電気泳動配列決定のように、ＤＮＡポリメラー
ゼを使用して塩基配列を決定する。可逆的ターミネーター方法（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，Ｉｎ
ｃ．、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡおよびＨｅｌｉｃｏｓ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｃｏ
ｒｐ．、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、ＭＡにより商用化されている。）は、可逆的なタイプの色
素ターミネーターを使用し、１つのヌクレオチドを同時に添加し、別のヌクレオチドが重
合するように保護基を繰り返し除去することによって、実時間で各位置で蛍光を検出する
。「ピロシーケンシング」は、ＤＮＡ重合も使用し、１つのヌクレオチドを同時に添加し
、結合したピロホスフェートの解放によって放出された光を通して、所与の場所に付加さ
れたヌクレオチドの数を検出し定量する（４５４　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｂｒａ
ｎｆｏｒｄ、ＣＴにより商用化されている。）。Ｍ．Ｒｏｎａｇｈｉら、（１９９６）「
Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＤＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｕｓｉｎｇ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
　ｏｆ　ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｒｅｌｅａｓｅ」、Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｂｉ
ｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２４２：８４～８９を参照されたい。
【０２５７】
（標識方策）
　任意の適切な標識方策を、本明細書に記述される方法で用いることができる。アッセイ
混合物のアリコートを得て、各アリコートを単一増幅生成物の存在に関して解析する場合
、ユニバーサル検出プローブを増幅混合物に使用することができる。特定の実施形態では
、リアルタイムＰＣＲ検出は、ユニバーサルｑＰＣＲプローブを使用して実施することが
できる。適切なユニバーサルｑＰＣＲプローブは、ＳＹＢＲグリーン、Ｐｉｃｏグリーン
（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．、Ｅｕｇｅｎｅ、ＯＲ）、ＥＶＡグリー
ン（Ｂｉｏｔｉｎｕｍ）、および臭化エチジウムなどの二本鎖ＤＮＡ色素を含む（Ｚｈｕ
ら、１９９４年、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．６６：１９４１～４８参照）。適切なユニバーサ
ルｑＰＣＲプローブは、全ての増幅生成物中に存在するヌクレオチド配列に結合する配列
特異的プローブも含む。そのようなプローブに関する結合部位は、増幅中に、タグ付き標
的核酸に都合良く組み込むことができる。
【０２５８】
　あるいは、１つまたは複数の標的特異的ｑＰＣＲプローブ（即ち、検出される標的ヌク
レオチド配列に特異的）を増幅混合物に用いて、増幅生成物を検出する。標的特異的プロ
ーブは、例えば多数のサンプル中に数種の標的核酸しか検出されない場合に有用と考えら
れる。例えば、３つの標的のみ検出された場合、各標的ごとに異なる蛍光標識を有する標
的特異的プローブを用いることができる。賢明な標識の選択により、単一の反応において
異なる波長で異なる標識が励起されかつ／または検出される解析を、実行することができ
る。例えば、Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ（Ｐｅｓｃｅら編）
Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９７１）；Ｗｈｉｔｅら、Ｆｌｕｏ
ｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，Ｍ
ａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、（１９７０）；Ｂｅｒｌｍａｎ、Ｈａｎ
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ｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　Ａｒｏｍａｔｉ
ｃ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ、第２版、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、
（１９７１）；Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ、Ｃｏｌｏｕｒ　ａｎｄ　Ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ
　ｏｆ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ
　Ｙｏｒｋ（１９７６）；Ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ（Ｂｉｓｈｏｐ編）、Ｐｅｒｇａｍｏｎ
　Ｐｒｅｓｓ、Ｏｘｆｏｒｄ、１９７２３；およびＨａｕｇｌａｎｄ、Ｈａｎｄｂｏｏｋ
　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｈｅｍ
ｉｃａｌｓ、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ、Ｅｕｇｅｎｅ（１９９２）を参照され
たい。
【０２５９】
（望ましくない反応成分の除去）
　いくつかの反応性ステップが用いられる、核酸の複合混合物を用いる反応は、様々な組
み込まれていない反応成分をもたらす可能性があり、様々な清浄化手順のいずれかによる
そのような組み込まれていない反応成分の除去またはそれらの濃度の低減は、引き続き行
われる反応の効率および特異性を改善できることが理解される。例えば、いくつかの実施
形態では、本明細書に記述される増幅ステップを実施する前に、前置増幅プライマーを除
去しまたはこのプライマーの濃度を低減させることが望ましいと考えられる。
【０２６０】
　ある実施形態では、望ましくない成分の濃度は、単純な希釈によって低減させることが
できる。例えば、前置増幅したサンプルは、後続の増幅ステップの特異性が改善されるよ
うに、増幅前に、約２、５、１０、５０、１００、５００、１０００倍に希釈することが
できる。
【０２６１】
　いくつかの実施形態では、望ましくない成分を様々な酵素手段によって除去することが
できる。上述の方法に代えてまたは加えて、望ましくない成分を精製によって除去するこ
とができる。例えば精製タグを上述のプライマーのいずれかに（例えば、バーコードヌク
レオチド配列に）組み込んで、タグ付き標的ヌクレオチドの精製を容易にすることができ
る。
【０２６２】
　特定の実施形態では、清浄化は、所望の核酸の選択的固定化を含む。例えば所望の核酸
を、固体支持体上に優先的に固定化することができる。例示的な実施形態では、ビオチン
（例えば、フォトビオチン）などの親和性部分を所望の核酸に結合し、得られたビオチン
標識核酸を、ストレプトアビジンなどの親和性部分結合剤を含む固体支持体に固定化する
。固定化された核酸は、プローブで照会することができ、ハイブリダイゼーションしてい
ない、かつ／またはライゲーションがなされていないプローブを洗浄によって除去するこ
とができる（例えば、国際公開第ＷＯ０３／００６６７７号パンフレットおよび米国特許
出願第０９／９３１，２８５号明細書参照）。あるいは、固定化核酸を洗浄してその他の
成分を除去し、次いで固体支持体から解放して、さらなる解析を行うことができる。この
手法は、例えば、ＤＮＡ配列決定のためにプライマー結合部位を付加した後、増幅混合物
から標的アンプリコンを回収する際に使用することができる。特定の実施形態では、ビオ
チンなどの親和性部分は、親和性部分で標識された（例えば、ビオチン標識された）アン
プリコンが増幅手順によって生成されるように、増幅プライマーを結合させることができ
る。したがって例えば、上述のようにバーコードおよびヌクレオチドタグ要素を標的ヌク
レオチド配列に付加するのに３つのプライマーが用いられる場合、バーコードまたは逆方
向プライマーの少なくとも１つは、親和性部分を含むことができる。４つのプライマー（
２つのインナープライマーおよび２つのアウタープライマー）を用いて所望の要素を標的
ヌクレオチド配列に付加する場合、アウタープライマーの少なくとも１つは親和性部分を
含むことができる。
【０２６３】
（マイクロ流体デバイス）
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　ある実施形態では、本明細書に記述される方法は、マイクロ流体デバイスを使用して実
施することができる。例示的な実施形態では、デバイスは、個別の隔てられた反応コンパ
ートメント内で複数の基質溶液と試薬溶液とを同時に組み合わせることが可能になる、マ
トリックス型マイクロ流体デバイスである。基質溶液は、１種または複数種の基質（例え
ば、標的核酸）を含むことができ、試薬溶液は、１種または複数種の試薬を含むことがで
きることが理解される。例えばマイクロ流体デバイスは、複数の異なる増幅プライマーお
よびサンプルの、同時になされる対合の組合せを可能にすることができる。ある実施形態
では、デバイスは、異なるコンパートメントのそれぞれにおいて、プライマーとサンプル
との異なる組合せを含有するように構成される。様々な実施形態で、個別の反応コンパー
トメントの数は、５０超、通常は１００超、より頻繁には５００超、さらにより頻繁には
１，０００超、時々５，０００超、または１０，０００超とすることができる。
【０２６４】
　特定の実施形態では、マトリックス型マイクロ流体デバイスは、動的アレイ（「ＤＡ：
Ｄｙｎａｍｉｃ　Ａｒｒａｙ」）マイクロ流体デバイスである。ＤＡマイクロ流体デバイ
スは、サンプルと試薬（例えば、増幅プライマー、検出プローブなど）との対合組合せを
単離するように設計されかつリアルタイム定量的ＰＣＲ解析を含めた定性的および定量的
ＰＣＲ反応を実施するのに適切な、マトリックス型マイクロ流体デバイスである。いくつ
かの実施形態では、ＤＡマイクロ流体デバイスは、少なくとも部分的にはエラストマーか
ら製作される。ＤＡマイクロ流体デバイスは、ＤＡマイクロ流体デバイスについて記述す
るためにその全体が参照により本明細書に共に組み込まれるＰＣＴ公開第ＷＯ０５１０７
９３８Ａ２（熱反応デバイスおよびその使用方法）および米国特許出願公開第２００５０
２５２７７３（Ａ１）号明細書に記載されている。ＤＡマイクロ流体デバイスは、デバイ
ス内にかつ層間に対照ラインおよび流体ラインを織り込むように、マイクロ流体デバイス
の層間で流体連通バイアを利用する高密度マトリックスのデザインを組み込んでもよい。
エラストマーブロックの多層内の流体ラインにより、高密度反応セル配置構成が可能であ
る。あるいは、ＤＡマイクロ流体デバイスは、試薬およびサンプルチャネルの全てが同じ
エラストマー層にあるように、かつ対照チャネルが異なる層にあるように、設計されても
よい。ある実施形態では、ＤＡマイクロ流体デバイスは、Ｍ個の異なるサンプルとＮ個の
異なる試薬とを反応させるのに使用してもよい。
【０２６５】
　ＷＯ０５１０７９３８に記載されているＤＡマイクロ流体デバイスは、本明細書に記述
される方法を実行するのに十分適切であるが、本発明は、任意の特定のデバイスまたはデ
ザインに限定するものではない。サンプルを分配しかつ／または試薬とサンプルとの独立
した対合組合せを可能にする、任意のデバイスを使用してもよい。米国特許出願公開第２
００８０１０８０６３号明細書（その全体が参照により本明細書に組み込まれる。）は、
Ｆｌｕｉｄｉｇｍ　Ｃｏｒｐ．（Ｓｏｕｔｈ　Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ　Ｃａｌｉｆ
．）から入手可能な市販のデバイスである、４８．４８動的アレイＩＦＣ：Ｉｎｔｅｇｒ
ａｔｅｄ　Ｆｌｕｉｄｉｃ　Ｃｉｒｃｕｉｔ（集積流体回路）を示す図を含む。例えば４
８×９６；９６×９６；３０×１２０など、その他の構成が可能であり企図されることが
理解される。
【０２６６】
　特定の実施形態では、マイクロ流体デバイスは、デジタル増幅を行うように適合された
デジタルアレイマイクロ流体デバイスである。そのようなデバイスは、集積チャネルと、
サンプルおよび試薬の混合物をナノリットル体積の反応コンパートメントに分配する弁と
を有することができる。いくつかの実施形態では、デジタルアレイマイクロ流体デバイス
は、少なくとも部分的にエラストマーから製作される。例示的なデジタルアレイマイクロ
流体デバイスは、「デジタルＰＣＲを使用してコピー数のばらつきを決定するための方法
および装置（Ｍｅｔｈｏｄ　ａｎｄ　Ａｐｐａｒａｔｕｓ　ｆｏｒ　Ｄｅｔｅｒｍｉｎｉ
ｎｇ　Ｃｏｐｙ　Ｎｕｍｂｅｒ　Ｖａｒｉａｔｉｏｎ　Ｕｓｉｎｇ　Ｄｉｇｉｔａｌ　Ｐ
ＣＲ）」という名称の米国出願第１２／１７０，４１４号明細書など、Ｆｌｕｉｄｉｇｍ
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　Ｃｏｒｐ．（Ｓｏｕｔｈ　Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ　Ｃａｌｉｆ．）が保有する同
時係属の米国出願に記載されている。ある例示的な実施形態は、デバイスへの１２の個別
のサンプル入力に対応した１２個の入力ポートを有する。デバイスは、１２パネルを有す
ることができ、１２パネルのそれぞれは７６５　６ｎＬの反応コンパートメントを含有し
、その全体積はパネル当たり４．５９μＬである。マイクロ流体チャネルは、パネル上の
様々な反応コンパートメントを流体供給源に接続することができる。圧力は、反応コンパ
ートメントを流体供給源に接続する弁を開閉するために、アキュムレーターに加えること
ができる。例示的な実施形態では、サンプル試薬混合物を投入するために１２個の入口を
設けることができる。４８個の入口を、圧力がアキュムレーターに加えられたときにチッ
プに供給される試薬の供給源が提供されるように使用することができる。さらに、２個以
上の入口を、チップを水和させるのに設けることができる。
【０２６７】
　デジタルアレイマイクロ流体デバイスは、本明細書に記述されるある増幅方法を実施す
るのに十分適切であり、当業者ならこれらのデバイスの多くの変形例および代替例を理解
する。所与のデジタルアレイマイクロ流体デバイスの幾何形状は、特定の適用例に依存す
ることになる。本明細書に記述される方法での使用に適切なデバイスに関連した追加の記
述は、デジタルアレイマイクロ流体デバイスの開示のために参照により本明細書に組み込
まれる米国特許出願公開第２００５０２５２７７３号明細書に提示されている。
【０２６８】
　ある実施形態では、本明細書に記述される方法は、反応生成物の回収を行うマイクロ流
体デバイスを使用して行うことができる。そのようなデバイスは、２００９年４月２日に
出願された同時係属の米国出願第６１／１６６，１０５号明細書（参照によりその全体が
本明細書に組み込まれ、特に反応生成物の回収を可能にするマイクロ流体デバイスとそれ
に関連した方法を記述する。）に詳細に記載されており、Ｆｌｕｉｄｉｇｍ　Ｃｏｒｐ．
からＡｃｃｅｓｓ　Ａｒｒａｙ（商標）ＩＦＣ（Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　Ｆｌｕｉｄｉｃ
　Ｃｉｒｃｕｉｔ：集積流体回路）として販売されている。
【０２６９】
　このタイプの例示的なデバイスでは、独立したサンプル入力が、Ｍ×Ｎのアレイ構成で
プライマー入力と組み合わされる。したがって各反応は、特定のサンプルと特定の試薬混
合物との固有の組合せである。サンプルは、１つの実現例では列として配置構成されたサ
ンプル入力ラインを通して、マイクロ流体デバイスのサンプルコンパートメントに投入さ
れる。アッセイ試薬（例えば、プライマー）は、列と交差する行として配置構成されたア
ッセイ入力ラインを通して、マイクロ流体デバイスのアッセイコンパートメントに投入さ
れる。サンプルコンパートメントおよびアッセイコンパートメントは、投入中は流体同士
が隔離された状態にある。投入プロセスが終了した後、サンプルコンパートメントとアッ
セイコンパートメントの対の間を通る流体ラインを閉塞させるように動作可能なインター
フェース弁が開放されて、サンプルおよびアッセイの対合組合せの界面拡散を自由に行う
ことが可能になる。サンプルとアッセイとの精密な混合物により、様々な対合組合せの間
に反応を生じさせ、各コンパートメントで１種または複数種の反応生成物が生成される。
反応生成物は回収され、次いで後続のプロセスで使用することができる。本明細書で使用
される「アッセイ」および「サンプル」という用語は、いくつかの実施形態ではデバイス
の特定の使用であることを示している。しかしデバイスの使用は、全ての実施形態におい
て「サンプル」および「アッセイ」の使用に限定するものではない。例えば、その他の実
施形態では、「サンプル」は「第１の試薬」または複数の「第１の試薬」を指してもよく
、「アッセイ」は、「第２の試薬」または複数の「第２の試薬」を指してもよい。デバイ
スのＭ×Ｎという文字は、第１の試薬の任意の組を第２の試薬の任意の組と組み合わせた
組合せを可能にする。
【０２７０】
　特定の実施形態によれば、Ｍ×Ｎの対合組合せからの反応生成物を、別々のプールにマ
イクロ流体デバイスから回収することができ、例えばＭ個のサンプルのそれぞれについて
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１つのプールに回収することができる。典型的には、別々のプールはキャリアに設けられ
たサンプル入力ポートに収容される。いくつかのプロセスでは、反応生成物を、正規化の
目的で「アンプリコンごとに」採取してもよい。本発明の実施形態を利用することにより
、増幅生成物のコピー数が１つのサンプル内では±２５％以内で変動し、かつサンプル同
士では±２５％以内で変動する結果（サンプルおよびアッセイの同じ入力溶液から組み立
てられた複製実験に関し）を実現することが可能になる。したがって、マイクロ流体デバ
イスから回収された増幅生成物は、特定の公知の遺伝子型の分布によって測定された入力
サンプルを表すことになる。ある実施形態では、出力サンプル濃度は２，０００コピー／
アンプリコン／マイクロリットル超になり、反応生成物の回収は２時間未満で行われるこ
とになる。
【０２７１】
　いくつかの実施形態では、反応生成物は、拡張ポンプ送出によって回収される。拡張ポ
ンプ送出は、従来の技法を使用して典型的には利用できない利益をもたらす。例えば、拡
張ポンプ送出は、マイクロ流体デバイスから反応生成物をゆっくり除去するのを可能にす
る。例示的な実施形態では、反応生成物は、毎時１００μｌ未満の流体流量で回収される
。この実施例では、４８時間にわたって反応生成物が各列の反応コンパートメントに分布
され、このときの各反応生成物の堆積は約１．５μｌであり、約３０分間にわたる反応生
成物の除去によって、７２μｌ／時の流体流量（即ち、４８×１．５／０．５時間）が得
られることになる。その他の実施形態では、反応生成物の除去速度は、９０μｌ／時未満
、８０μｌ／時、７０μｌ／時、６０μｌ／時、５０μｌ／時、４０μｌ／時、３０μｌ
／時、２０μｌ／時、１０μｌ／時、９μｌ／時、８μｌ／時未満、７μｌ／時未満、６
μｌ／時未満、５μｌ／時未満、４μｌ／時未満、３μｌ／時未満、２μｌ／時未満、１
μｌ／時未満、または０．５μｌ／時未満の速度で行われる。
【０２７２】
　拡張ポンプ送出は、マイクロ流体デバイスに存在する実質的に高いパーセンテージのお
よび潜在的に全ての反応生成物の一掃をもたらす。いくつかの実施形態は、マイクロ流体
デバイスの反応コンパートメント（例えば、サンプルコンパートメント）に存在する反応
生成物の７５％超を除去する。例として、いくつかの実施形態は、反応コンパートメント
に存在する反応生成物の８０％、８５％、９０％、９２％、９５％、９６％、９７％、９
８％、または９９％超を除去する。
【０２７３】
　本明細書に記述される方法は、サンプルコンパートメントおよびアッセイコンパートメ
ントを一般に含む複数の「単位セル」を有するマイクロ流体デバイスを使用してもよい。
そのような単位セルは、数百ミクロン程度の寸法を有することができ、例えば単位セルは
、５００×５００μｍ、５２５×５２５μｍ、５５０×５５０μｍ、５７５×５７５μｍ
、６００×６００μｍ、６２５×６２５μｍ、６５０×６５０μｍ、６７５×６７５μｍ
、または７００×７００μｍなどの寸法を有する。サンプルコンパートメントおよびアッ
セイコンパートメントの寸法は、サンプルおよびアッセイの使用を低減させつつ、所望の
プロセスに十分な材料の量を提供するように選択される。例として、サンプルコンパート
メントは、幅１００～４００μｍ×長さ２００～６００μｍ×高さ１００～５００μｍ程
度の寸法を有することができる。例えば、幅は、１００μｍ、１２５μｍ、１５０μｍ、
１７５μｍ、２００μｍ、２２５μｍ、２５０μｍ、２７５μｍ、３００μｍ、３２５μ
ｍ、３５０μｍ、３７５μｍ、または４００μｍなどとすることができる。例えば、長さ
は、２００μｍ、２２５μｍ、２５０μｍ、２７５μｍ、３００μｍ、３２５μｍ、３５
０μｍ、３７５μｍ、４００μｍ、４２５μｍ、４５０μｍ、４７５μｍ、５００μｍ、
５２５μｍ、５５０μｍ、５７５μｍ、または６００μｍなどとすることができる。例え
ば、高さは、１００μｍ、１２５μｍ、１５０μｍ、１７５μｍ、２００μｍ、２２５μ
ｍ、２５０μｍ、２７５μｍ、３００μｍ、３２５μｍ、３５０μｍ、３７５μｍ、４０
０μｍ、４２５μｍ、４５０μｍ、４７５μｍ、５００μｍ、５２５μｍ、５５０μｍ、
５７５μｍ、または６００μｍなどとすることができる。アッセイコンパートメントは同
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様の寸法範囲を有することができ、典型的には、より小さいコンパートメント体積よりも
小さい範囲で同様のステップサイズを提供することができる。いくつかの実施形態では、
サンプルコンパートメント体積とアッセイコンパートメント体積との比が、約５：１、１
０：１、１５：１、２０：１、２５：１、または３０：１である。列挙された範囲よりも
小さいコンパートメント体積は、本発明の範囲内に含まれ、マイクロ流体デバイス製作技
法を使用して容易に製作される。
【０２７４】
　より高い密度のマイクロ流体デバイスは、単位セルの占有面積を低減させるために、典
型的にはより小さいコンパートメント体積を利用することになる。非常に小さいサンプル
サイズが利用可能な適用例では、コンパートメント体積の低減により、そのような小さい
サンプルの試験が容易になる。
【０２７５】
　単粒子解析の場合、マイクロ流体デバイスは、解析がなされる特定の粒子の投入および
捕捉が容易になるように設計することができる。図１は、哺乳類細胞を解析するための、
例示的なマイクロ流体デバイスに関する単位セルアーキテクチャーを示す。各単位セルは
、「細胞チャネル」（即ち、サンプルコンパートメント）および「アッセイチャネル」（
即ち、アッセイコンパートメント）を有する。細胞チャネルは、哺乳類細胞の投入のため
に丸みが付けられ、その寸法は直径が１０ミクロンから長さが数万ミクロン程度である。
直径は、解析される細胞のサイズに応じて、約１５μｍ、約２０μｍ、約２５μｍ、約３
０μｍ、約３５μｍ、約４０μｍ、もしくは約４５μｍ、またはそれ以上とすることがで
き、あるいは端点としてのこれらの値のいずれかを有する範囲内に包含することができる
。長さは、解析される細胞のサイズに応じて、約６０μｍ、約９０μｍ、約１２０μｍ、
約１５０μｍ、約１７０μｍ、約２００μｍ、約２３０μｍ、約２６０μｍ、約２９０μ
ｍ、もしくはそれ以上とすることができ、または端点としてこれらの値のいずれかを有す
る範囲内に包含することができる。Ａｃｃｅｓｓ　Ａｒｒａｙ（商標）ＩＦＣプラットフ
ォーム（「ＭＡ００６」）に基づいた例示的なマイクロ流体デバイスでは、哺乳類細胞を
投入するための単位セルを、約３０μｍ×１７０μｍとすることができる。そのようなデ
バイスは、細胞を溶解するために、投入後に細胞チャネルに熱が与えられるようにまたは
熱を与えるのが容易になるように備えることができる。図１に示されるように、デバイス
は、核酸増幅などの反応を実行するために細胞チャネルとは隔てられたアッセイチャネル
を含むことができる。１７０μｍ×１７０の封じ込め弁を、細胞チャネルを閉鎖するのに
使用することができる。
【０２７６】
　２０１２年２月２９日に出願された、「マイクロ流体を使用した多重単粒子または単一
細胞処理のための方法、システム、およびデバイス（Ｍｅｔｈｏｄｓ，Ｓｙｓｔｅｍｓ，
Ａｎｄ　Ｄｅｖｉｃｅｓ　Ｆｏｒ　Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ｓｉｎｇｌｅ－Ｐａｒｔｉｃｌｅ
　ｏｒ　Ｓｉｎｇｌｅ－Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ　Ｕｓｉｎｇ　Ｍｉｃｒｏｆｌ
ｕｉｄｉｃｓ）」という名称の、同時係属の米国出願第６１／６０５，０１６号明細書は
、マイクロ流体を利用した多重単粒子または単一細胞処理のための方法、システム、およ
びデバイスについて記述している。様々な実施形態は、それぞれ個々の粒子または細胞に
関連した遺伝情報および／または反応を生成すると共に、粒子または細胞のより大きい集
団から個々の粒子または細胞を捕捉し、分配し、かつ／または処理する。いくつかの実施
形態は、処理の部分として、個々の粒子もしくは細胞または関連ある反応生成物の撮像の
ために構成されてもよい。この出願は、その全体が参照により本明細書に組み込まれ、特
に、多重単粒子または単一細胞処理のために構成されたマイクロ流体デバイスと、関連あ
るシステムとを記述するためのものである。
【０２７７】
　特定の実施形態では、少なくとも３桁、より頻繁には少なくとも４、少なくとも５、少
なくとも６、少なくとも７、または少なくとも８桁の動作範囲を有するアッセイを容易に
するマイクロ流体デバイスが用いられる。
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【０２７８】
　エラストマー材料を使用する製作方法およびデバイスおよびそれらの構成要素を設計す
るための方法は、科学および特許文献に詳細に記載されている。例えば、Ｕｎｇｅｒら（
２０００）、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２８８：１１３～１１６；米国特許第６，９６０，４３７
号明細書（マイクロ流体デバイスを利用した核酸増幅（Ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ａｍ
ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｕｔｉｌｉｚｉｎｇ　ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ　ｄｅｖｉｃ
ｅｓ））；第６，８９９，１３７号明細書（微細加工されたエラストマー弁およびポンプ
システム（Ｍｉｃｒｏｆａｂｒｉｃａｔｅｄ　ｅｌａｓｔｏｍｅｒｉｃ　ｖａｌｖｅ　ａ
ｎｄ　ｐｕｍｐ　ｓｙｓｔｅｍｓ））；第６，７６７，７０６号明細書（集積能動フラッ
クスマイクロ流体デバイスおよび方法（Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ａｃｔｉｖｅ　ｆｌｕｘ
　ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ　ｄｅｖｉｃｅｓ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ））；第６，７
５２，９２２号明細書（マイクロ流体クロマトグラフィー（Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ　
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ））；第６，４０８，８７８号明細書（微細加工されたエ
ラストマー弁およびポンプシステム（Ｍｉｃｒｏｆａｂｒｉｃａｔｅｄ　ｅｌａｓｔｏｍ
ｅｒｉｃ　ｖａｌｖｅ　ａｎｄ　ｐｕｍｐ　ｓｙｓｔｅｍｓ））；第６，６４５，４３２
号明細書（三次元アレイチャネルネットワークを含むマイクロ流体デバイス（Ｍｉｃｒｏ
ｆｌｕｉｄｉｃ　ｄｅｖｉｃｅｓ　ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ　ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏ
ｎａｌｌｙ　ａｒｒａｙｅｄ　ｃｈａｎｎｅｌ　ｎｅｔｗｏｒｋｓ））；米国特許出願公
開第２００４／０１１５８３８号明細書；第２００５／００７２９４６号明細書；第２０
０５／００００９００号明細書；第２００２／０１２７７３６号明細書；第２００２／０
１０９１１４号明細書；第２００４／０１１５８３８号明細書；第２００３／０１３８８
２９号明細書；第２００２／０１６４８１６号明細書；第２００２／０１２７７３６号明
細書；および第２００２／０１０９１１４号明細書；国際公開第ＷＯ　２００５／０８４
１９１号パンフレット；ＷＯ　０５／０３０８２２Ａ２号パンフレット；およびＷＯ　０
１／０１０２５号パンフレット；Ｑｕａｋｅ　＆　Ｓｃｈｅｒｅｒ、２０００年、「Ｆｒ
ｏｍ　ｍｉｃｒｏ　ｔｏ　ｎａｎｏｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ｓｏｆｔ　ｍａ
ｔｅｒｉａｌｓ」、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２９０：１５３６～４０；Ｕｎｇｅｒら、２０００
年、「Ｍｏｎｏｌｉｔｈｉｃ　ｍｉｃｒｏｆａｂｒｉｃａｔｅｄ　ｖａｌｖｅｓ　ａｎｄ
　ｐｕｍｐｓ　ｂｙ　ｍｕｌｔｉｌａｙｅｒ　ｓｏｆｔ　ｌｉｔｈｏｇｒａｐｈｙ」、Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ　２８８：１１３～１１６；Ｔｈｏｒｓｅｎら、２００２年、「Ｍｉｃｒｏ
ｆｌｕｉｄｉｃ　ｌａｒｇｅ－ｓｃａｌｅ　ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ」、Ｓｃｉｅｎｃｅ
　２９８：５８０～５８４；Ｃｈｏｕら、２０００年、「Ｍｉｃｒｏｆａｂｒｉｃａｔｅ
ｄ　Ｒｏｔａｒｙ　Ｐｕｍｐ」、Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｍｉｃｒｏｄｅｖｉｃｅｓ　３
：３２３～３３０；Ｌｉｕら、２００３年、「Ｓｏｌｖｉｎｇ　ｔｈｅ　“ｗｏｒｌｄ－
ｔｏ－ｃｈｉｐ”　ｉｎｔｅｒｆａｃｅ　ｐｒｏｂｌｅｍ　ｗｉｔｈ　ａ　ｍｉｃｒｏｆ
ｌｕｉｄｉｃ　ｍａｔｒｉｘ」、Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　７５、４
７１８～２３、Ｈｏｎｇら、２００４年、「Ａ　ｎａｎｏｌｉｔｅｒ－ｓｃａｌｅ　ｎｕ
ｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｐｒｏｃｅｓｓｏｒ　ｗｉｔｈ　ｐａｒａｌｌｅｌ　ａｒｃｈｉ
ｔｅｃｔｕｒｅ」、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２２：４３５～３９を
参照されたい。
【０２７９】
（データ出力および解析）
　ある実施形態では、本明細書に記述される方法がマトリックス型マイクロ流体デバイス
で実施される場合、データを熱マトリックス（「熱マップ」とも呼ぶ。）として出力する
ことができる。熱マトリックスにおいて、ＤＡマトリックス上の反応コンパートメントを
表す各正方形には、グレースケールで示すことができる明度が割り当てられているが、よ
り典型的には色で示される。グレースケールにおいて、黒い正方形は、増幅生成物が検出
されなかったことを示し、それに対して白い正方形は、最高レベルの増幅生成物を示し、
灰色の陰影が付いたものは、その間のレベルの増幅生成物があることを示す。他の態様で
は、ソフトウェアプログラムを使用して、熱マトリックスで生成されたデータを、読み手
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により馴染みのあるフォーマットにコンパイルしてもよい。
【０２８０】
（適用例）
　特定の実施形態では、本明細書に記述される方法は、例えば粒子の内部または粒子に関
連付けられた、１種または複数種の核酸の解析で使用される。したがって、例えばこれら
の方法は、特定の多型性（ＳＮＰなど）、対立遺伝子、もしくはハプロタイプ、または増
幅、欠失、再配列もしくは異数性などの染色体異常の存在を明らかにするのに適用可能で
ある。方法は、遺伝的疾患もしくは障害、癌の診断、薬理ゲノミクス（個別化医療）、農
作物の品質管理（例えば、種子または家畜向け）、植物もしくは動物の集団の研究および
管理（例えば、農業もしくは漁業管理において、または集団の多様性の決定において）、
または父性もしくは法医学的な特定も含め、いくつかの文脈において実施することができ
る遺伝子型判定に用いられてもよい。本明細書に記述される方法は、生物学的または環境
性のサンプルにおける特定の状態または生物を示す配列の特定に、適用することができる
。例えば、方法は、ウイルス、細菌および真菌などの病原体を特定するアッセイで使用す
ることができる。方法は、環境またはミクロ環境の特徴付け、例えばヒト腸管における微
生物種の特徴付けを狙った研究で使用することもできる。
【０２８１】
　ある実施形態では、これらの方法は、ＤＮＡまたはＲＮＡコピー数の決定に用いること
もできる。ゲノムＤＮＡにおける異常なＤＮＡコピー数の決定は、例えば癌などの遺伝的
欠陥および疾患の診断および／または予後で有用である。ＲＮＡ「コピー数」、即ち発現
レベルの決定は、例えば、異なる条件下（例えば、異なる外部刺激または疾患状態）およ
び／または異なる発生段階で、異なる個体、組織、または細胞で問題となっている遺伝子
の発現モニタリングに有用である。
【０２８２】
　さらに、方法は、例えばＤＮＡ配列決定などの他の解析用の核酸サンプルを調製するの
に用いることができる。
【０２８３】
　さらに、核酸サンプルには、サンプルの誤標識または交差汚染が結果を損なうことにな
るリスクを低減させるため、後続の解析の前に第１のステップとしてタグを付けることが
できる。例えば、任意の診療所、研究所、病院は、サンプルを収集した直後にタグを付け
ることができ、このタグを、解析時に確認することができる。同様に、犯罪現場で収集さ
れた核酸を含有するサンプルには、サンプルが確実に誤標識されないようにまたは改ざん
されないようにするために、できる限りすぐにタグを付けることができる。１つのグルー
プから別のグループにサンプルが渡されるごとにタグの検出を行うことにより、サンプル
の流通管理を確立することができる。
【０２８４】
　上記にて論じたように、本明細書に記述される方法は、例えば各粒子の内部または各粒
子に関連付けられた１種または複数種のタンパク質の発現レベルなど、核酸の他に粒子の
その他のパラメーターの解析で使用することができる。いくつかの実施形態では、各粒子
ごとに、１つまたは複数のその他のパラメーターと一緒に、１種または複数種の核酸が解
析される。
【０２８５】
　多数のパラメーターに関するアッセイ結果を、粒子集団の各粒子に関連付ける能力は、
様々な異なるタイプの調査で活用することができる。様々な実施形態では本明細書に記述
される方法は、２つ以上のコピー数の変動、２つ以上の突然変異、または少なくとも１つ
のコピー数の変動、および少なくとも１つの突然変異であって、一緒に表現型に相関する
ものを、特定するのに用いることができる。表現型は例えば、リスク、存在、重症度、予
後、および／または疾患の特定の療法に対する応答性、または薬物に対する耐性とするこ
とができる。本明細書に記述される方法は、ゲノム再配列、特定のスプライス変種の共発
現、Ｂ細胞での特定の軽鎖および重鎖の共発現を示すことができる、特定の核酸配列の同
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時出現を検出するのに使用することもできる。方法は、特定の宿主細胞で特定の病原体の
存在を検出するのにも、例えば病原体特異的であり宿主細胞特異的な核酸（または、その
他のパラメーター）が共に同じ細胞で同時出現する場合にも、適用可能である。方法は、
例えば異なる癌での突然変異ホットスポットで、循環する腫瘍細胞からの目標にされる再
配列決定に用いることもできる。
【０２８６】
（キット）
　本発明によるキットは、本明細書に記述される１つまたは複数のアッセイを実施するの
に有用な１種または複数種の試薬を含むことができる。キットは一般に、１種または複数
種の個別の組成物としてまたは任意選択で試薬の適合性が可能になる場合には混合物とし
て、試薬（例えば、プライマーおよび／またはプローブ）を保持する１つまたは複数の容
器を備えたパッケージを含む。キットは、緩衝液、希釈剤、標準物質、および／またはサ
ンプル処理、洗浄、もしくはアッセイの任意のその他のステップの実行に有用な任意のそ
の他の材料など、使用者の立場から望ましいと考えられるその他の材料を含むこともでき
る。
【０２８７】
　キットは一般に、本明細書で記述される方法の１つまたは複数を実施するための取扱説
明書を含む。キットに含まれる取扱説明書は、包装材料に添着することができ、またはパ
ッケージの挿入物として含めることができる。取扱説明書は、典型的には書き留められま
たは印刷された材料であるが、それらに限定するものではない。そのような取扱説明書を
記憶しそれらを最終使用者に伝達することが可能な任意の媒体が、本発明により企図され
る。そのような媒体には、電子記憶媒体（例えば、磁気ディスク、テープ、カートリッジ
、チップ）、光媒体（例えば、ＣＤ　ＲＯＭ）、およびＲＦタグなどが含まれるが、これ
らに限定するものではない。本明細書で使用される「取扱説明書」という用語は、取扱説
明書を提供するインターネットのサイトのアドレスを含むことができる。
【０２８８】
　本明細書に記述される実施例および実施形態は単なる例示を目的とし、それに照らした
様々な修正または変更が当業者に示唆されることになりかつ本出願の精神および範囲と添
付の特許請求の範囲に含まれることが理解される。
【０２８９】
　さらに、本明細書に引用された全てのその他の刊行物、特許、および特許出願は、その
全体が全ての目的で参照により本明細書に組み込まれる。
【実施例１】
【０２９０】
（細胞処理に適合されたＡｃｃｅｓｓＡｒｒａｙ（商標）ＩＦＣ（「ＭＡ００６」）を使
用して単一細胞から配列決定用の核酸を調製する方法）
（一般的手法の概要）
　ＭＡ００６と本明細書で呼ばれる「チップ」を、核酸配列決定のために細胞処理とサン
プル調製を一体化したＭＡ００６を使用する方法のように、ＡｃｃｅｓｓＡｒｒａｙ（商
標）プラットフォームを使用して開発した。ＭＡ００６単位セルアーキテクチャーの概略
図に関しては、オンチッププロセスを示す図１を参照されたい。この一体化により、実験
を実行するのに必要なステップが簡略化される。さらに、数百個の細胞のみ、チップの投
入に必要である。
【０２９１】
　ＭＡ００６チップは、以下の形体を有する：
哺乳類細胞を投入するための、１７０×３０ｐｍの丸みの付いたチャネルを有する単位セ
ル
４８．４８マトリックスフォーマット；
細胞チャネルで細胞を溶解するのに熱を使用；
増幅反応のための個別の反応チャンバー；
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細胞チャネルを閉鎖するための１７０×１７０ｐｍ封じ込め弁；
余分なレジスト層：ＰｏｕｒＯＢ－３０ｇｍの丸みの付いたレジスト；
チップ製作：現行のＡＡ４８．４８プロセスを使用；
　６５ｐｍアライメント許容差；
　１３０ｐｍパンチ直径；
　６５×８５ｐｍ弁サイズ；および
　３層設計プロセス。
　細胞捕捉形体はＭＡ００６チップ上にはない。結果は、限界希釈の方策を使用すること
により、チャンバー当たり所望の細胞数が得られる。しかし細胞捕捉形体は、チップに設
計することができる。それらは物理的（例えば、カップまたは杯構造）、生物学的（例え
ば、スポット付きペプチド）、または化学的（例えば、荷電イオン）とすることができる
。
【０２９２】
　チップ外での細胞処理：解析される細胞を、サンプルチャンバー（図１の「細胞チャネ
ル」）当たりで所望の細胞数が得られる密度に調製する。ＭＡ００６チップは限界希釈の
方策を使用するので、チャンバー当たりの細胞数は、理論的にも実際にもポアソン分布に
従う。第１に、単一細胞を含有するチャンバーが最大数望まれるので、最適な細胞密度は
マイクロリットル当たり３００～６００細胞であった。１から２マイクロリットルの最小
体積を、入口に適用することができる。したがって、実験は、わずか数百個の細胞で実施
することができる。任意の供給源（即ち、生きている生物、組織培養物など）からの任意
の細胞型（即ち、哺乳類、細菌など）を使用することができる。調製、洗浄、および／ま
たは染色の任意の形態または程度は、下流での適用例に適合する限り使用することができ
る。
【０２９３】
　チップ内での細胞の追跡：任意のポリメラーゼ／増幅依存的な化学的性質が存在しない
場合、チップ内の細胞は、明視野または蛍光顕微鏡法を使用してその位置、同一性、およ
び／または含量に関してモニターすることができる。細胞は、これは下流の適用例に適合
する限り、任意の染色剤（即ち、ＳＹＴ０１０などの核酸特異的染色剤；Ｃｙ５が接合し
た抗ＣＤ１９などの免疫検出など）で染色することができる。これは例えば、不均質な細
胞集団で稀な細胞、即ち癌幹細胞を特定するのに使用することができる。
【０２９４】
　化学的性質：細胞がＭＡ００６に投入された後、アッセイ物質は、アッセイチャンバー
（図１の「アッセイチャネル」）に投入され、インターフェース弁を開放してサンプルお
よびアッセイチャンバー内の内容物を混合する。チップを、選択された化学的性質に応じ
て熱サイクリングに供し、化学的性質により必要とされかつ／または支持される場合には
実時間でまたは終点で撮像する。この手順は遺伝子特異的増幅に限定されず、即ち非特異
的変性プライマーを使用することができ、またはＲＮＡ特異的増幅を実施することができ
る。遺伝子特異的増幅の場合、「多重」方策を使用して複数の遺伝子を同時に標的にする
ことができる。化学的性質は、出力物質が配列決定用の基質であることを前提として柔軟
であり、ポリメラーゼ連鎖反応または増幅にも制限されるべきではない。
【０２９５】
（細胞処理）
（細胞計数：明視野撮像）
　ＲＡＭＯＳ細胞を、以下の通り処理した：
（１）細胞を採取する。
（２）氷冷Ｔｒｉｓ生理食塩液ＢＳＡ緩衝液中で、２～３×洗浄する。
（３）計数し、適切な希釈を行う。様々な細胞密度に関する理論分布（ポアソン分布）を
図２に示す。
（４）細胞をＭＡ００６チップに押し込む。
（５）明視野により撮像する。
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　図３Ａ～Ｂは、撮像のために明視野を使用した、チップでの細胞計数の結果（Ａ）を、
理論分布（Ｂ）と比較して示す。明視野撮像に基づいたチップ内の細胞密度は、ポアソン
分布に近いがそれよりも低く、この傾向は、細胞密度が高くなると悪化する。これは、部
分的にはチップ形体により生成される「シャドウイング」に起因する可能性があり、内部
で明視野撮像を使用して細胞を検出することができる測定可能な面積が低減する可能性が
ある。
【０２９６】
（細胞計数：ポストＰＣＲ蛍光）
　細胞を、０．１５Ｅ６／ｍｌでＭＡ００６チップに投入し、Ｃｅｌｌｓ－Ｄｉｒｅｃｔ
（商標）ＲＴ　ＰＣＲ成分、Ｒｏｘ、およびＥＶＡグリーンを使用してＲＴ－ＰＣＲに供
した。図４Ａ～Ｂは、蛍光細胞「ゴースト」画像（Ａ）によって、プレＰＣＲ明視野より
も多くの細胞の検出が可能であり、したがって細胞密度はポアソン分布にさらに密接に近
似することを示す（Ｂ）。これらの結果に基づけば、ＭＡ００６チップの入口当たり４０
００細胞（例えば、４μｌの１０００細胞／μｌ）が適用され、全体に分布される場合、
２３０４（４８×４８）の約１／３または８００のチャンバーが単一細胞を有する。
【０２９７】
（より特異的な手法）
　使用することができる、チップ内の細胞を検出するためのより特異的な方法は、例えば
、細胞膜透過性核酸染色剤の使用および／または抗体による細胞特異的表面マーカー検出
を含む。したがって例えば、ＲＡＭＯＳ細胞は以下の通り処理することができる：
（１）細胞を採取する。
（２）氷冷Ｔｒｉｓ生理食塩液ＢＳＡ緩衝液中で２～３×洗浄する。
（３）Ｓｔｙｏ１０　ＤＮＡ染色剤による染色および／またはＣｙ５で標識された抗ＣＤ
１９抗体。
（４）氷冷Ｔｒｉｓ生理食塩液ＢＳＡ緩衝液中で２～３×洗浄する。
（５）計数し、適切な希釈を行う。
（６）細胞をＭＡ００６チップに押し込む。
（７）撮像。
　これらのより特異的な手法の結果を、図５で、１Ｅ６／ｍｌの細胞密度に関して示す。
図６Ａは、プレＲＴ－ＰＣＲ核酸染色（Ｓｔｙｏ１０　ＤＮＡ染色）対ポストＲＴ－ＰＣ
Ｒゴースト画像（細胞ゴースト）の間の比較を示し、図６Ｂは、Ｓｔｙ１０がＧＡＰＤＨ
のＲ－ＰＣＲを阻害しないことを示す。チップ内の細胞検出に関して提示されたワークフ
ローは、ＤＮＡ染色剤および／または抗体による細胞の染色と、その後のプレＲＴ－ＰＣ
Ｒの計数、次いでバックアップポストＲＴ－ＰＣＲとしての細胞ゴーストの計数を含むこ
とができる。
【０２９８】
（化学的性質：ワンステップ遺伝子特異的ＲＴ－ＰＣＲ）
　種々の化学的性質を調査して、細胞内の遺伝子特異的ＲＮＡをＭＡ００６チップ内のア
ンプリコンに変換させる効率的な化学的性質を見出した。細胞を、Ｔｒｉｓ生理食塩液Ｂ
ＳＡ（０．５μｇ／ｍｌ）中で細胞チャネルに押し込んだ。アッセイチャネルに投入され
た試薬は：
プライマー（５００ｎＭ最終濃度）
ＣｅｌｌｓＤｉｒｅｃｔ（商標）ワンステップｑＲＴ－ＰＣＲキット構成要素（Ｌｉｆｅ
　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ）
反応ミックス
酵素ミックス：Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｅ　ＩＩＩ＋白金Ｔａｑポリメラーゼ
緩衝液
Ｒｏｘ
ＥＶＡグリーン
投入試薬－ＡＡまたはＧＥ（Ｆｌｕｉｄｉｇｍ　Ｃｏｒｐ．、Ｓｏｕｔｈ　Ｓａｎ　Ｆｒ
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ａｎｃｉｓｃｏ、ＣＡから入手可能）であって、ＰＤＭＳによる非特異的吸収を防止し（
「逓減作用」）かつ細胞を溶解させるもの
を含んでいた。
　ＧＡＰＤＨのＲＴ－ＰＣＲを、ＡＡまたはＧＥ投入試薬を用いてまたは用いずに実施し
た。結果は、両方の投入試薬がＲＴ－ＰＣＲを阻害したことを示した。投入試薬は：Ｐｒ
ｉｏｎｅｘ（ＡＡ）またはＢＳＡ（ＧＥ）および０．５％Ｔｗｅｅｎ－２０を含有した。
ＧＡＰＤＨのＲＴ－ＰＣＲを、ＰｒｉｏｎｅｘまたはＢＳＡの存在下で実施した。ＢＳＡ
ではなくＰｒｉｏｎｅｘは、ＲＴ－ＰＣＲを阻害することがわかった。ＧＡＰＤＨのＲＴ
－ＰＣＲは、０．５％Ｔｗｅｅｎ２０または０．５％ＮＰ４０（後者は細胞溶解試薬であ
る。）の存在下で実施した。この研究の結果を図７に示す。０．５％Ｔｗｅｅｎ２０も０
．５％ＮＰ４０も、ＧＡＰＤＨのＲＴ－ＰＣＲを著しく阻害しなかった。
【０２９９】
　細胞からのＧＡＰＤＨのＲＴ－ＰＣＲに関して開発された反応条件が、異なるレベルで
発現したその他の遺伝子のＲＴ－ＰＣＲを可能にすることを決定するために、発現レベル
範囲を包含する１１遺伝子のＲＴ－ＰＣＲを、１０ｎｇ／μｌのＲＮＡおよび上述の試薬
を用いて実施したが、例外として０．５％のＮＰ４０をＡＡ／ＧＥ投入試薬に代えた。熱
プロトコルは、５０℃で３０分；５５℃で３０分；９５℃で２分；次いで：９５℃で１５
秒、６０℃で３０秒、および７２℃で６０秒を４５サイクル行った。ＭＡ００６で実施さ
れたこれら１１遺伝子の標準曲線増幅を、図８に示す。これらの結果は、ＣｅｌｌｓＤｉ
ｒｅｃｔ（商標）ワンステップｑＲＴ－ＰＣＲキットを、０．５％ＮＰ４０（細胞溶解の
ため、およびチップ内の逓減作用を防止するため）と共に使用して、細胞の遺伝子特異的
ＲＮＡをＭＡ００６チップ内のアンプリコンに変換できることを実証する。
【０３００】
（配列決定）
　ＭＡ００６内で発生した遺伝子特異的アンプリコンの配列決定を容易にするために、バ
ーコード化方法を用いて、異なるチャンバー（例えば、セル）からのアンプリコンを区別
した。より具体的には、４プライマー組合せバーコード化方法を用いて、２つのバーコー
ドの組合せを各アンプリコンのいずれかの端部に置いた。この方法を、図９に概略的に示
す。インナープライマーは、標的特異的部分（順方向プライマーでは「ＴＳ－Ｆ」、およ
び逆方向プライマーでは「ＴＳ－Ｒ」）、バーコードヌクレオチド配列（「ｂｃ２」）、
および異なるヌクレオチドタグを含む。アウタープライマーは、タグ特異的部分（「ＣＳ
１」および「ＣＳ２」）、異なるバーコードヌクレオチド配列（「ｂｃ１」）、および配
列決定プライマー用のプライマー結合部位（「Ａ」および「Ｂ」）を含む。図１０Ａ～Ｂ
は、４プライマーバーコード化を、ＭＡ００６などのチップ上でどのように実施できるか
を示す。増幅は、インナープライマーによりチップ上で実施され、チャンバーの各行は、
同じ対のインナープライマーと、同じバーコードとを有する。チャンバーの各列からの反
応生成物は、プールとして採取することができ、各プールは、異なるアウタープライマー
対を使用する増幅に供される。この増幅は、初期増幅が実施されるチャンバーを一意的に
特定する（行および列によって）アンプリコンのいずれかの端部にバーコードの組合せを
有するアンプリコンを生成する。反応生成物の配列決定をし、各反応チャンバーごとに各
配列を読み取る回数を決定した。この決定は、ＲＡＭＯＳ細胞および脾臓ＲＮＡに関して
実施された。図１１は、得られた結果の比較を示し、各遺伝子特異的アンプリコン（赤）
ごとに読み取る回数を、全ＲＮＡの場合に比較して表される。この図から明らかなように
、これらＲＮＡの呈示は、全ＲＮＡで観察された場合に比べて個々の細胞で測定された場
合には異なる。
【実施例２】
【０３０１】
（サイズに基づくマイクロ流体単粒子捕捉）
　マイクロ流体デバイス内を流れるときに懸濁液から単一細胞を別々に捕捉する１つの手
法は、捕捉部位が単粒子を捕捉するように、単粒子を効率的に捕捉するように（例えば、
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捕捉部位近くを通る粒子の捕捉の確率が高い。）、かつ／または残りの懸濁液を捕捉部位
に周りに案内するように、捕捉部位上の粒子（細胞またはビーズなど）の懸濁液の流れを
案内するマイクロ流体幾何形状を画定することである。提示された幾何形状は、サイズに
基づくものとすることができ、即ち捕捉部位は１つの粒子（およびそれ以下）を含有する
のに十分大きいだけであるが、それでも適度に低い流体インピーダンスの部位を、粒子を
含まない懸濁液が流れることができ、したがって空の捕捉部位は、粒子の流れをその周り
にではなくそこに向かって流すようになる。この目的は、ドレインの使用によって達成す
ることができる。さらに提示された幾何形状は、首尾良くなされる捕捉を高い確率にする
ために、捕捉部位近傍に十分近接して粒子が入ってくる可能性を増大させるよう粒子の流
れを集束させることもできる。これら幾何形状の変形例は、捕捉部位およびドレインその
ものも含めたドレインを取り囲む流体の流れ抵抗の制御に焦点を当てており、それと共に
、捕捉部位の近くに粒子の流れを位置決めしようとする際に集束幾何形状のアパーチャー
を変化させることにも焦点を当てている。図１２Ａ～Ｂは、捕捉形体およびドレインを備
えた捕捉部位を示す。パネルＡは、流れを集束させるバッフルがない部位を示し、それに
対してパネルＢは、バッフルがある部位を示す。追加の捕捉部位のデザインを、図１３に
示す。
【実施例３】
【０３０２】
（表面マーカーに基づく粒子の捕捉）
　マイクロ流体アーキテクチャー内での単一細胞の研究は、個々の細胞を個々の反応パー
ティション（チャンバー、液滴、粒子）に単離することを必要とする。限界希釈は、この
単離を実現するための１つの方法である。細胞は、平均してパーティション当たり細胞１
個の濃度で投入され、ポアソン統計により記述されるパターンで、それらのパーティショ
ンに分布される。別の手法は、細胞を捕捉するのに機械的トラップを利用することである
。これらのトラップは、所与のサイズ範囲の細胞を捕捉するように設計される（実施例２
参照）。これは、そのサイズ範囲内にある集団からの細胞の選択が偏向する結果になる。
【０３０３】
　いくつかの適用例では、理想的な捕捉方法は、細胞の表面に発現した生物学的マーカー
を使用すると考えられる。抗体は、マイクロ流体アレイ上の特定の場所でパターニングす
ることができるが、この手法は単純ではなく、マイクロ流体アレイの構造に依存する可能
性がある。
【０３０４】
　この実施例は、マイクロ流体デバイスの特定の場所での、単一の親和性試薬でコーティ
ングされたビーズの初期捕捉に基づいた、単粒子（例えば細胞）を捕捉するための方法に
ついて記述する。捕捉部位の開口でのこのビーズにより提示される表面積は、細胞結合の
ためにアクセス可能な親和性試薬の、定められた表面を提供する。ビーズのサイズおよび
捕捉部位は、単一細胞がビーズに結合すると、ビーズのアクセス可能な表面積の残りが最
初に結合した細胞によって立体的に遮断されるように、選択／設計することができる。適
切にサイズ決めされたビーズの捕捉部位を選択することにより、広範囲にわたる細胞サイ
ズの捕捉も行うことができる。細胞が、露出した捕捉面積よりも大きい限り、かつ親和性
試薬の適切な表面マーカーまたは結合パートナーを発現する限り、その細胞を捕捉するこ
とが可能であるべきである。
【０３０５】
　捕捉アーキテクチャーは、細胞が表面マーカーに接触するようになる確率を最大限にす
るように設計することができる。例えば、１つまたは複数のチャネル壁にあるバッフルは
、ビーズを捕捉形体に向けて定めるのに使用することができる。例示的な捕捉形体／バッ
フルの組合せに関しては、図１４を参照されたい。捕捉形体の性能は、バッフルの角度、
捕捉部位からのバッフルの距離、バッフルの長さ、捕捉形体のサイズおよび形状、捕捉形
体内のドレインのサイズ（存在する場合）を含めた１つまたは複数の変数を調節すること
によって、調節することができる。捕捉形体／バッフルの組合せに関する変数、およびそ
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あるバッフルを使用して、ビーズを捕捉形体に向けて定める。図１４Ｃでは、捕捉形体が
チャネル壁のバッフルに連結され；個々の捕捉形体／バッフルの組合せを、交互に配され
た壁に位置付けて、隣接する捕捉形体／バッフルの組合せに向かって流れを集束させるこ
とができる。これらの組合せは、個別の反応チャンバーが形成されるように使用中は分離
可能である（例えば、弁を使用して）部位に、位置付けることができる。
【０３０６】
　図１５ＡおよびＢは、単一の親和性試薬でコーティングされたビーズが捕捉され、次い
で親和性試薬（例えば、抗体）が示されて単粒子（例えば、細胞）が捕捉されるように、
捕捉形体を使用するための方策を示す（単純化された形で、バッフルなし）。図１５Ａ－
１では、流れは、捕捉形体を含有するチャネル内で開始される。パネルＡ－２では、抗体
が結合したビーズが、パネルＡ－３に示されるように捕捉形体に留まるまで、捕捉形体に
向かって流れる。次いでチャネルを洗浄して、捕捉されていないビーズを除去する。その
後、図１５Ｂ－１に示されるように、抗体が結合する細胞表面マーカーを持つ細胞は、捕
捉されたビーズを含有するチャネル内に流入する。パネルＢ－２は、マーカーを持つ細胞
が、捕捉ビーズによって示される抗体とどのように相互作用し結合するのかを示す。呈示
面積は、結合した細胞によって、その他の細胞と捕捉されたビーズとの相互作用を立体閉
塞により阻害するようにサイズ決めされ、したがってただ１つの細胞が、それぞれ捕捉さ
れたビーズに結合するようになる。次いでチャネルを洗浄して、パネルＢ－３に示される
ように、結合していない細胞を除去し、１つの細胞が各捕捉部位に固定化された状態にす
る。
【実施例４】
【０３０７】
（細胞捕捉（「ＣＣａｐ：Ｃｅｌｌ　Ｃａｐｔｕｒｅ」）のためのマイクロ流体デバイス
）
　図１６Ａは、別々の場所（ニッチ）で単一細胞を捕捉するように設計されたマイクロ流
体デバイスの概略を示す。流れは、オーバーフローチャネル内よりもニッチ上で強くなる
ように設計される。ニッチは、小さい隙間（約３μｍの高さ）を含有する。図１６Ｂを参
照されたい。細胞がニッチに進入すると、細胞がニッチを遮断し、ニッチ内にこれ以上流
れないようにする。流れは、隣の占有されていないニッチ内を、やはり細胞により遮断さ
れるまで通過する。理論上は、細胞がオーバーフローチャネル内を通過しかつ外に出て廃
棄物になる前に、全てのニッチが１つの細胞を捕捉すべきである。図１６Ｃ～Ｆをより詳
細に参照すると、緩衝液の入口は細胞入口と一緒になり、一連の横断細胞捕捉チャネルに
最も近いフィーダーチャネルの側面に細胞が押し遣られるようになる。図１６Ｄを参照さ
れたい。横断細胞捕捉チャネルの抵抗力は、細胞オーバーフローチャネル内よりもニッチ
内への細胞の優先的な流れが誘導されるように、細胞オーバーフローチャネルの場合より
も低い。図１６Ｅを参照されたい。図１６Ｆに示されるように、各ニッチは、ただ１つの
細胞を捕捉するよう十分大きい。ニッチの隙間は、動作可能な圧力／流動レベルで細胞が
捕捉されるように、十分小さい。後者が非常に高くかつ／またはニッチの隙間が非常に大
きい場合、細胞は、変形してニッチの隙間の中に押し込まれる可能性がある。ニッチ内で
の細胞の存在は、その特定の回路の抵抗性を上昇させ、したがって流れは、細胞のない回
路に向けられる。図１６Ｇは、ニッチに位置付けられた、捕捉されたヒト臍帯静脈内皮細
胞（ＨＵＶＥＣ：ｈｕｍａｎ　ｕｍｂｉｌｉｃａｌ　ｖｅｉｎ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
　ｃｅｌｌ）を有する実際のデバイスを示す。
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