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   Ｃ１２Ｎ  11/04     (2006.01)
   Ｃ１２Ｍ   1/00     (2006.01)
   Ｃ１２Ｑ   1/00     (2006.01)
   Ｃ１２Ｑ   1/68     (2018.01)
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｎ   11/04     ＺＮＡ　
   Ｃ１２Ｍ    1/00     　　　Ａ
   Ｃ１２Ｑ    1/00     　　　Ｃ
   Ｃ１２Ｑ    1/68     　　　Ａ
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【手続補正書】
【提出日】平成30年4月16日(2018.4.16)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　複数の粒子を提供し；
　第一オリゴヌクレオチドを、粒子の少なくとも約９０％がそれに共有結合した第一オリ
ゴヌクレオチド１個のみを有するように複数の粒子に結合し、ここで、第一オリゴヌクレ
オチドは、少なくとも１０の一意的な第一オリゴヌクレオチドのプールから取られるもの
であり；そして
　第二オリゴヌクレオチドを、第一オリゴヌクレオチドの少なくとも約９０％がそれに共
有結合した第二オリゴヌクレオチド１個のみを有するように第一オリゴヌクレオチドに結
合することを含み、ここで、第二オリゴヌクレオチドは、少なくとも１０の一意的な第二
オリゴヌクレオチドのプールから取られるものである、
方法。
【請求項２】
　複数の少なくとも１０,０００の微小流体液滴内に複数の細胞および複数の粒子を封入
し、少なくとも１０,０００の液滴の複数の液滴が複数の液滴の他の液滴に含まれるオリ
ゴヌクレオチドタグと区別可能な１以上のオリゴヌクレオチドタグを含むように、粒子の
少なくともいくつかがそれに共有結合したオリゴヌクレオチドタグを含み；
細胞から核酸を遊離させるために液滴内で少なくともいくつかの細胞を溶解させ；そして
遊離核酸と液滴の少なくともいくつか内のオリゴヌクレオチドタグを結合させる
ことを含む、方法。
【請求項３】
　複数の細胞を、微小流体液滴の少なくとも約９０％が１細胞を含むかまたは細胞を含ま



(2) JP 2017-515469 A5 2018.5.31

ないように複数の微小流体液滴に封入することを含む、請求項１～２のいずれかに記載の
方法。
【請求項４】
　オリゴヌクレオチドタグの少なくともいくつかが少なくとも２バーコード配列を含み、
少なくとも２バーコード配列が異なるバーコード配列のプールから選択される、請求項１
～３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
　さらにオリゴヌクレオチドタグの少なくともいくつかを粒子から遊離することを含む、
請求項１～４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　オリゴヌクレオチドタグの少なくともいくつかを粒子から光の適用により遊離すること
を含む、請求項１～５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　複数の少なくとも１０,０００の微小流体液滴を含み、液滴の少なくともいくつかが核
酸フラグメントを含む細胞溶解物を含むものであり、ここで、液滴内の複数の核酸フラグ
メントがオリゴヌクレオチドタグに結合し、液滴内のオリゴヌクレオチドタグが複数の１
０,０００微小流体液滴の他の液滴内のオリゴヌクレオチドタグと区別可能である、物品
。
【請求項８】
　オリゴヌクレオチドタグの少なくともいくつかが開裂可能リンカーを含む、請求項７に
記載の物品。
【請求項９】
　オリゴヌクレオチドタグの少なくともいくつかが少なくとも一つのバーコード配列を含
む、請求項７～８のいずれかに記載の物品。
【請求項１０】
　オリゴヌクレオチドタグの少なくともいくつかがプライマー配列を含む、請求項７～９
のいずれかに記載の物品。
【請求項１１】
　オリゴヌクレオチドタグの少なくともいくつかが開裂可能リンカーを含む、請求項７～
１０のいずれかに記載の物品。
【請求項１２】
　細胞を含む複数の少なくとも１０,０００の微小流体液滴を提供し、複数の液滴の少な
くとも約９０％は１細胞を含むかまたは細胞を含まず；
　細胞から核酸を遊離させるための複数の微小流体液滴内で細胞を溶解させ；そして
　遊離核酸とオリゴヌクレオチドタグを結合させることを含み、ここで、液滴の少なくと
も約９０％について、液滴内のオリゴヌクレオチドタグは、複数の液滴の他の液滴内のオ
リゴヌクレオチドタグと区別可能である、
方法。
【請求項１３】
　複数の少なくとも１０,０００の微小流体液滴を含み、細胞溶解物を含む液滴の少なく
ともいくつかを含み、ここで、複数の１０,０００の微小流体液滴の少なくとも約９０％
は一粒子のみを含み、粒子はそれに共有結合したオリゴヌクレオチドを含み、液滴内のオ
リゴヌクレオチドが複数の１０,０００の微小流体液滴の他の液滴内のオリゴヌクレオチ
ドから区別可能である、物品。
【請求項１４】
　細胞およびヒドロゲル粒子を液滴内に封入し、ヒドロゲル粒子はそれに結合したバーコ
ード化核酸を有し；
　細胞から核酸を遊離させるために液滴内で細胞を溶解し；そして
　遊離核酸とバーコード化核酸を酵素的に反応させる
ことを含む、方法。
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【請求項１５】
　オリゴヌクレオチドを複数の粒子に結合し；
第一バーコードの所定のプールから選択された第一バーコードを用いてオリゴヌクレオチ
ドを酵素的に伸長し；そして
第二バーコードの所定のプールから選択された第二バーコードを用いてオリゴヌクレオチ
ドを酵素的に伸長させる
ことを含む、方法。
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