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(57)【要約】
本発明は、分析物の検出、好ましくは、デジタル検出お
よび／または定量を実施するための予め製作された微粒
子に関する。さらに、予め製作された微粒子による複数
の分析物の検出および／または定量にも関する。このよ
うな予め製作された微粒子の集合体ならびにこのような
微粒子（単数または複数）および／またはこのような集
合体の使用にも関する。さらに、本発明はまた、微粒子
または微粒子の集合体が使用される、試料中の分析物の
検出および／または定量を実施する方法にも関する。一
実施形態では、微粒子の集合体において、個々の微粒子
は、特定の分析物の検出のために調整され、個々の微粒
子が特異的である、それぞれの分析物を示す特定の標識
によって互いに区別され得る。



(2) JP 2020-503893 A 2020.2.6

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の分析物の検出、好ましくは、デジタル検出を実施する方法であって、
　ａ）表面を有し、水溶液を受け取るための空隙容量を含む予め製作された微粒子を提供
するステップであって、前記微粒子は、非水性媒体に分散性であり、非水性媒体に分散す
ると、このような非水性媒体において規定される反応空間を提供し、規定される反応空間
において、分析物の存在を示す化学的または生化学的反応を実施でき、前記予め製作され
た微粒子は、前記微粒子を、前記予め製作された微粒子を取り囲み、分析物を含有する試
料に対して曝露すると、検出されるべき前記分析物と選択的かつ特異的に結合し、前記分
析物の捕捉剤との結合の際に、前記捕捉剤と前記分析物の間に複合体を形成する捕捉剤を
含み、前記捕捉剤は、前記予め製作された微粒子を取り囲む試料に由来する分析物と結合
し、前記予め製作された微粒子は、前記分析物または前記捕捉剤と前記分析物との間の前
記複合体に特異的であり、前記分析物または前記捕捉剤と前記分析物との間の前記複合体
と結合する検出剤をさらに含む、ステップと、
　ｂ）前記予め製作された微粒子を、検出されるべき分析物を含有すると疑われる水性試
料に対して曝露し、したがって、存在する場合には、前記捕捉剤が、検出されるべき前記
分析物と選択的かつ特異的に結合することを可能にするステップと、
　ｃ）前記予め製作された微粒子を非水相、例えば、油相に入れ、前記予め製作された微
粒子の空隙容量を、分析物の存在を示す化学的または生化学的反応が、
　　ｄ１）前記分析物または前記捕捉剤と前記分析物との間の前記複合体に結合した検出
剤を検出すること、
　あるいは
　　ｄ２）存在する場合には、前記分析物を増幅反応によって増幅し、前記検出剤によっ
てこのように増幅された産物を検出することであって、前記分析物が核酸であり、前記増
幅反応が、例えば、ＰＣＲ、ＴＭＡ、ＮＡＳＢＡ、ＬＡＭＰ、３ＳＲ、ＳＤＡ、ＲＣＡ、
ＬＣＲ、ＲＰＡ、ＮＥＡＲなどの核酸増幅であること
　あるいは
　　ｄ３）シグナル増幅反応、例えば、核酸が前記検出剤の一部である、もしくはそれを
形成する場合には核酸増幅、または、例えば、酵素が前記検出剤の一部である、もしくは
それを形成する場合には、例えば、色素もしくはフルオロフォアなどの標識の形態のシグ
ナルの酵素ベースの増幅を実施し、このように増幅されたシグナルを検出すること
のいずれかによって実施される、規定される反応空間として使用するステップと
を含む、方法。
【請求項２】
　前記予め製作された微粒子が、乾燥した、好ましくは、凍結乾燥した予め製作された微
粒子として提供される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記予め製作された微粒子が、その場で作製された微粒子ではなく、好ましくは、分析
物検出が行われるとき、またはその間に、その場所で、またはその反応中でその場で作製
された微粒子ではない、請求項１から２のいずれかに記載の方法。
【請求項４】
　前記捕捉剤が、前記予め製作された微粒子の前記表面上に主に位置し、その結果、前記
予め製作された微粒子が、前記微粒子の外側に位置する分析物を濃縮し集中させることが
可能である、前記請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
　前記予め製作された微粒子が、好ましくは、ステップａ）またはステップｂ）のいずれ
かの間に、水溶液中で再構成され、再構成の際に、その空隙容量中にこのような水溶液を
受け取る、請求項２から４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　前記検出剤が、予め製作するプロセスの間に前記予め製作された微粒子中に含まれるか
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、または請求項５に記載の前記水溶液中に含まれ、したがって、再構成の際に前記予め製
作された微粒子の一部となる、前記請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　前記予め製作された微粒子が、ゲル形成剤でできており、このようなゲル形成剤が、好
ましくは、熱もしくは光の印加の際に、またはｐＨ、酸化還元電位、イオン強度、温度、
磁場もしくは電磁放射の変化の際に、または酵素に対する、もしくは、前記ゲル形成剤自
体が酵素を含む場合には、このような酵素の基質に対する曝露の際に、または前述の任意
の組合せで液化可能である、前記請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
　前記ゲル形成剤が、前記微粒子の前記表面および前記空隙容量を規定するマトリックス
を形成する、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記ゲル形成剤が、
　ａ）メチルアクリレートおよびアクリレート、アクリルアミドおよびメタクリルアミド
、環状ラクタム、スチレンベースのモノマーなどのその対応するモノマーから調製された
合成ポリマー、
　ｂ）シリコンベースのポリマー、例えば、ポリジメチルシロキサンおよびそのコポリマ
ー、
　ｃ）多糖、例えば、アガロース、キチン、キトサン、アルギネート、カラゲナン、セル
ロース、フコイダン、ラミナラン；キサンタンガム、アラビアガム、ガッティガム（ｇｈ
ａｔｔｉ　ｇｕｍ）、グアーガム、ローカストビーンガム、トラガカントガム、カラヤガ
ムおよびイヌリンから選択されるガム；ポリペプチド、例えば、アルブミン、コラーゲン
、ゼラチン、ポリヌクレオチドならびにそれらの組合せから選択される天然に存在するポ
リマー
を含む群から選択される、請求項７から８のいずれかに記載の方法。
【請求項１０】
　前記捕捉剤が、抗体または抗体断片、アプタマーを含む核酸、スピーゲルマー（Ｓｐｉ
ｅｇｅｌｍｅｒ）；受容体、受容体断片、親和性タンパク質、例えば、ストレプトアビジ
ンなどの分析物または分析物複合体と特異的に結合可能な非抗体タンパク質から選択され
る、前記請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　前記検出剤が、抗体または抗体断片、アプタマーを含む核酸、スピーゲルマー；受容体
、受容体断片、親和性タンパク質、例えば、ストレプトアビジンなどの非抗体タンパク質
から選択され、その各々が、必要に応じて、適したレポーター分子、例えば、色素、酵素
、化学触媒または検出されるべき前記分析物の存在を示す光学的にもしくは別の形で検出
可能なシグナルをもたらす化学反応を開始可能である試薬の混合物を用いて標識される、
前記請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項１２】
　前記予め製作された微粒子が、特異的に標識される、前記請求項のいずれかに記載の方
法。
【請求項１３】
　予め製作された微粒子の集合体を使用して実施され、前記予め製作された微粒子が、前
記請求項のいずれかに定義される通りである、前記請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項１４】
　前記予め製作された微粒子の集合体において、前記予め製作された微粒子が、検出され
るべき異なる分析物に特異的であるという点で互いに異なり、各予め製作された微粒子が
、異なる予め製作された微粒子およびその対応する検出される分析物が、前記予め製作さ
れた微粒子の特異的標識によって区別され得るように特異的に標識される、請求項１３に
記載の方法。
【請求項１５】
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　試料中の分析物もしくは複数の分析物のデジタル検出を実施するための、または複数の
規定される容量中の複数の分析物を濃縮し集中させるための、好ましくは、前記複数の規
定される容量中の前記規定される容量のすべてが同等である、前記請求項のいずれかに記
載の予め製作された微粒子の、または予め製作された微粒子の集合体の使用を含む、前記
請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項１６】
　前記曝露するステップｂ）の後に、１つまたはいくつかの洗浄ステップがある、前記請
求項のいずれかに記載の方法。
【請求項１７】
　ステップａ）において、前記予め製作された微粒子が乾燥した形態で提供され、ステッ
プｂ）において、前記予め製作された微粒子が水溶液中で再構成され、次いで、検出され
るべき分析物を含有すると疑われる試料に対して曝露され、必要に応じて、前記再構成の
ステップ後に、１つまたはいくつかの洗浄ステップがある、前記請求項のいずれかに記載
の方法。
【請求項１８】
　ステップｂ）において、予め製作された微粒子数および前記試料中の分析物分子数が、
予め製作された微粒子あたりの単一分析物分子の結合が、ポワソン分布に従うように、好
ましくは、平均して、微粒子あたり１つ以下の分析物分子が結合し、したがって、予め製
作された微粒子あたり単一の分析物分子の検出が可能になるように、必要に応じて維持さ
れ、調整される、前記請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項１９】
　ステップｃ）の間に、存在する場合には、前記予め製作された微粒子または前記予め製
作された微粒子の集合体が、前記非水相に懸濁されるか、そして／または予め製作された
微粒子をそれぞれその他の予め製作された微粒子から隔離する固体基材上に位置し、好ま
しくは、前記固体基材がフィルター、篩、ウェル、陥凹、溝、チャネル、塹壕、クレータ
ー、孔、柱または前述の任意の組合せのパターンを有する基材である、前記請求項のいず
れかに記載の方法。
【請求項２０】
　ステップｃ）の間またはステップｃ）の後に、前記ゲル形成剤が、好ましくは、熱もし
くは光の印加を通じて、またはｐＨ、酸化還元電位、イオン強度、温度、磁場もしくは電
磁放射の変化によって、または酵素に対する、もしくは、前記ゲル形成剤自体が酵素を含
む場合には、このような酵素の基質に対する曝露の際に、または前述の任意の組合せで液
化され、非水相中の水性液滴をもたらす、前記請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項２１】
　分析物の存在を示す前記化学的または生化学的反応が実施される前記反応空間が、前記
予め製作された微粒子の前記空隙容量によって規定され、前記予め製作された微粒子の前
記空隙容量よりも実質的に大きくない、前記請求項のいずれかに記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、分析物の検出および／または定量を実施するための予め製作された微粒子に
関する。さらに、予め製作された微粒子による複数の分析物の検出および／または定量に
も関する。また、このような予め製作された微粒子の集合体（ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ）な
らびにこのような微粒子（単数または複数）および／またはこのような集合体の使用にも
関する。好ましくは、検出は、デジタル検出である。さらに、本発明はまた、微粒子また
は微粒子の集合体が使用される、試料中の分析物、または複数の分析物の検出および／ま
たは定量を実施する方法に関する。一実施形態では、微粒子の集合体において、個々の微
粒子は、特定の分析物の検出のために調整され、個々の微粒子が特異的である、それぞれ
の分析物を示す特定の標識によって互いに区別され得る。
【背景技術】



(5) JP 2020-503893 A 2020.2.6

10

20

30

40

50

【０００２】
　試料中の分析物の検出のために、多数の技術および方法が考案されている。分析物の高
感度の定量的な検出は、理想の世界では、デジタルである。この目的のために、試料は、
いくつかの反応空間に分配され、各反応空間中に、最大で１つの分析物分子がある。この
ようにして、全体的には少量の分析物にもかかわらず、バックグラウンドに関しては高い
分析物濃度が到達され、ひいては、反応の効率が増大される。生成したシグナルは、小さ
い限定された空間に集中され、したがって、容易に検出され得る。早くも１９６１年に、
個々の酵素分子の活性が、油中の水性液滴中で測定された（Ｒｏｔｍａｎ、１９６１年、
ＰＮＡＳ、４７巻：１８９１～１９９１頁）。これは、単一酵素分子の活性の検出の実現
可能性、したがって、デジタルアッセイを実施する可能性を示した。分子増幅プロセスの
開発および分布の増大とともに、「制限希釈」の概念が、核酸の分析論にその道を開いた
（Ｓｙｋｅｓら、１９９２年、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ、１３巻：４４４～４４９頁
）。区分けは元々、分析物／標的分子を含有する試料溶液を、マイクロタイタープレート
の個々の反応空間に分割することによって到達された。その後、キャピラリーおよび微細
構造基材を使用することによって、かなり多数の反応空間が達成された（Ｋａｌｉｎｉｎ
ａら、１９９７年、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、２５巻、１９９９
～２００４頁）。同様に、微粒子に固定化されたプライマーオリゴヌクレオチドが、水／
油浸漬と組み合わせて使用された（Ｖｏｇｅｌｓｔｅｉｎら、１９９９年、ＰＮＡＳ、９
６巻：９２３６～９２４１頁）。また、少量の水溶液の生成を可能にし、したがって、複
数の反応空間をもたらす微細構造基材が使用されるデジタルイムノアッセイを実施するた
めに利用可能な形式もある（Ｒｉｓｓｉｎら、２００６年、Ｎａｎｏｌｅｔｔ．、６巻：
５２０～５２３頁）。本質的には、分析物の検出を実施するために今日利用可能である方
法論は、通常、微細反応空間を生成するための、またはそれぞれの検出試験を実施するた
めの複雑なデバイスを含む。したがって、本発明の目的は、取り扱うことが容易であり、
使用される装置の部分で過度の努力を行わなくても実施できる試料中の分析物の検出、好
ましくは、デジタル検出を実施するための方法論を提供することであった。多用途であり
、種々の分析物に向けて調整できるが、普遍的に使用可能であり、種々の分析物に容易に
適応させることができる方法論を提供することも本発明の目的である。さらに、検出反応
物の最終容量を調整しなくてもよく、種々の容量の液体からの分析物の濃縮を可能にする
検出方法を提供することが目的である。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００３】
【非特許文献１】Ｒｏｔｍａｎ、１９６１年、ＰＮＡＳ、４７巻：１８９１～１９９１頁
【非特許文献２】Ｓｙｋｅｓら、１９９２年、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ、１３巻：４
４４～４４９頁
【非特許文献３】Ｋａｌｉｎｉｎａら、１９９７年、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅ
ｓｅａｒｃｈ、２５巻、１９９９～２００４頁
【非特許文献４】Ｒｉｓｓｉｎら、２００６年、Ｎａｎｏｌｅｔｔ．、６巻：５２０～５
２３頁
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　一局面では、本発明は、試料中の分析物の検出、好ましくは、デジタル検出を実施する
方法であって、
　ａ）表面を有し、水溶液を受け取るための空隙容量を含む予め製作された微粒子を提供
するステップであって、前記微粒子は、非水性媒体に分散性であり、非水性媒体に分散す
ると、このような非水性媒体において規定される反応空間を提供し、規定される反応空間
において、分析物の存在を示す化学的または生化学的反応を実施でき、前記予め製作され
た微粒子は、前記微粒子を、前記予め製作された微粒子を取り囲み、分析物を含有する試
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料に対して曝露すると、検出されるべき前記分析物と選択的かつ特異的に結合し、前記分
析物の捕捉剤との結合の際に、前記捕捉剤と前記分析物の間に複合体を形成する捕捉剤を
含み、前記捕捉剤は、前記予め製作された微粒子を取り囲む試料に由来する分析物と結合
し、前記予め製作された微粒子は、前記分析物または前記捕捉剤と前記分析物との間の前
記複合体に特異的であり、前記分析物または前記捕捉剤と前記分析物との間の前記複合体
と結合する検出剤をさらに含む、ステップと、
　ｂ）前記予め製作された微粒子を、検出されるべき分析物を含有すると疑われる水性試
料に対して曝露し、したがって、存在する場合には、前記捕捉剤が、検出されるべき前記
分析物と選択的かつ特異的に結合することを可能にするステップと、
　ｃ）前記予め製作された微粒子を非水相、例えば、油相に入れ、前記予め製作された微
粒子の空隙容量を、分析物の存在を示す化学的または生化学的反応が、
　　ｄ１）前記分析物または前記捕捉剤と前記分析物との間の前記複合体に結合した検出
剤を検出すること、
　あるいは
　　ｄ２）存在する場合には、前記分析物を増幅反応によって増幅し、前記検出剤によっ
てこのように増幅された産物を検出することであって、前記分析物が核酸であり、前記増
幅反応が、例えば、ＰＣＲ、ＴＭＡ、ＮＡＳＢＡ、ＬＡＭＰ、３ＳＲ、ＳＤＡ、ＲＣＡ、
ＬＣＲ、ＲＰＡ、ＮＥＡＲなどの核酸増幅であること
　あるいは
　　ｄ３）シグナル増幅反応、例えば、核酸が前記検出剤の一部である、もしくはそれを
形成する場合には核酸増幅、または、例えば、酵素が前記検出剤の一部である、もしくは
それを形成する場合には、例えば、色素もしくはフルオロフォアなどの標識の形態のシグ
ナルの酵素ベースの増幅を実施し、このように増幅されたシグナルを検出すること
のいずれかによって実施される、規定される反応空間として使用するステップと
を含む、方法に関する。
【０００５】
　一実施形態では、前記予め製作された微粒子は、乾燥した、好ましくは、凍結乾燥した
予め製作された微粒子として提供される。
　一実施形態では、前記予め製作された微粒子は、その場で作製された微粒子ではなく、
好ましくは、分析物検出が行われるとき、またはその間に、その場所で、またはその反応
中でその場で作製された微粒子ではない。
【０００６】
　一実施形態では、予め製作された微粒子は、多孔性微粒子である。
【０００７】
　一実施形態では、前記予め製作された微粒子は、微粒子が、水性試料などの液体および
存在する場合には、その中の任意の溶質、例えば、分析物を受け取るまたは取り込むこと
を可能にする間隙細孔空間を有する。
【０００８】
　一実施形態では、前記捕捉剤は、前記予め製作された微粒子の前記表面上に主に位置し
、その結果、前記予め製作された微粒子は、前記微粒子の外側に位置する分析物を濃縮し
集中させることが可能である。
【０００９】
　一実施形態では、前記予め製作された微粒子は、好ましくは、ステップａ）またはステ
ップｂ）のいずれかの間に、水溶液中で再構成され、再構成の際に、その空隙容量中にこ
のような水溶液を受け取る。
【００１０】
　一実施形態では、前記検出剤は、予め製作するプロセスの間に前記予め製作された微粒
子中に含まれるか、または本発明の水溶液中に含まれ、したがって、再構成の際に前記予
め製作された微粒子の一部となる。
【００１１】
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　一実施形態では、前記予め製作された微粒子は、ゲル形成剤でできており、このような
ゲル形成剤は、好ましくは、熱もしくは光の印加の際に、またはｐＨ、酸化還元電位、イ
オン強度、温度、磁場もしくは電磁放射の変化の際に、または酵素に対する、もしくは、
前記ゲル形成剤自体が酵素を含む場合には、このような酵素の基質に対する曝露の際に、
または前述の任意の組合せで液化可能である。
【００１２】
　一実施形態では、前記ゲル形成剤は、前記微粒子の前記表面および前記空隙容量を規定
するマトリックスを形成する。一実施形態では、前記マトリックスは多孔性マトリックス
である。
【００１３】
　一実施形態では、前記ゲル形成剤は、
　ａ）メチルアクリレートおよびアクリレート、アクリルアミドおよびメタクリルアミド
、環状ラクタム、スチレンベースのモノマーなどのその対応するモノマーから調製された
合成ポリマー、
　ｂ）シリコンベースのポリマー、例えば、ポリジメチルシロキサンおよびそのコポリマ
ー、
　ｃ）多糖、例えば、アガロース、キチン、キトサン、アルギネート、カラゲナン、セル
ロース、フコイダン、ラミナラン；キサンタンガム、アラビアガム、ガッティガム（ｇｈ
ａｔｔｉ　ｇｕｍ）、グアーガム、ローカストビーンガム、トラガカントガム、カラヤガ
ムおよびイヌリンから選択されるガム；ポリペプチド、例えば、アルブミン、コラーゲン
、ゼラチン、ポリヌクレオチドならびにそれらの組合せから選択される天然に存在するポ
リマー
を含む群から選択される。
【００１４】
　一実施形態では、前記捕捉剤は、抗体または抗体断片、アプタマーを含む核酸、スピー
ゲルマー（Ｓｐｉｅｇｅｌｍｅｒ）；受容体、受容体断片、親和性タンパク質、例えば、
ストレプトアビジンなどの分析物または分析物複合体と特異的に結合可能な非抗体タンパ
ク質から選択される。
【００１５】
　一実施形態では、前記検出剤は、抗体または抗体断片、アプタマーを含む核酸、スピー
ゲルマー；受容体、受容体断片、親和性タンパク質、例えば、ストレプトアビジンなどの
非抗体タンパク質から選択され、その各々が、必要に応じて、適したレポーター分子、例
えば、色素、酵素、化学触媒または検出されるべき前記分析物の存在を示す光学的にもし
くは別の形で検出可能なシグナルをもたらす化学反応を開始可能である試薬の混合物を用
いて標識される。
【００１６】
　一実施形態では、前記予め製作された微粒子は、特異的に標識される。
【００１７】
　一実施形態では、本発明は、予め製作された微粒子の集合体を使用して実施され、前記
予め製作された微粒子が、本発明の実施形態のいずれかに定義される通りである。
【００１８】
　一実施形態では、前記予め製作された微粒子の集合体において、前記予め製作された微
粒子は、検出されるべき異なる分析物に特異的であるという点で互いに異なり、各予め製
作された微粒子は、異なる予め製作された微粒子およびその対応する検出される分析物が
、前記予め製作された微粒子の特異的標識によって区別され得るように特異的に標識され
る。
【００１９】
　一実施形態では、試料中の分析物もしくは複数の分析物のデジタル検出を実施するため
の、または複数の規定される容量中の複数の分析物を濃縮し集中させるための、好ましく
は、前記複数の規定される容量中の前記規定される容量のすべてが同等である、本発明に
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おいて定義された予め製作された微粒子の、または予め製作された微粒子の集合体の使用
を含む。
【００２０】
　一実施形態では、前記曝露するステップｂ）の後に、１つまたはいくつかの洗浄ステッ
プがある。
【００２１】
　一実施形態では、ステップａ）において、前記予め製作された微粒子は乾燥した形態で
提供され、ステップｂ）において、前記予め製作された微粒子は水溶液中で再構成され、
次いで、検出されるべき分析物を含有すると疑われる試料に対して曝露され、必要に応じ
て、前記再構成のステップ後に、１つまたはいくつかの洗浄ステップがある。
【００２２】
　一実施形態では、ステップｂ）において、予め製作された微粒子数および前記試料中の
分析物分子数は、予め製作された微粒子あたりの単一分析物分子の結合が、ポワソン分布
に従うように、好ましくは、平均して、微粒子あたり１つ以下の分析物分子が結合し、し
たがって、予め製作された微粒子あたり単一の分析物分子の検出が可能になるように、必
要に応じて維持され、調整される。
【００２３】
　一実施形態では、ステップｃ）の間に、存在する場合には、前記予め製作された微粒子
または前記予め製作された微粒子の集合体は、前記非水相に懸濁されるか、そして／また
は予め製作された微粒子をそれぞれその他の予め製作された微粒子から隔離する固体基材
上に位置し、好ましくは、前記固体基材がフィルター、篩、ウェル、陥凹、溝、チャネル
、塹壕、クレーター、孔、柱または前述の任意の組合せのパターンを有する基材である。
【００２４】
　一実施形態では、ステップｃ）の間またはステップｃ）の後に、前記ゲル形成剤は、好
ましくは、熱もしくは光の印加を通じて、またはｐＨ、酸化還元電位、イオン強度、温度
、磁場もしくは電磁放射の変化によって、または酵素に対する、もしくは、前記ゲル形成
剤自体が酵素を含む場合には、このような酵素の基質に対する曝露の際に、または前述の
任意の組合せで液化され、非水相中の水性液滴をもたらす。
【００２５】
　一実施形態では、分析物の存在を示す前記化学的または生化学的反応が実施される前記
反応空間は、前記予め製作された微粒子の前記空隙容量によって規定され、前記予め製作
された微粒子の前記空隙容量よりも実質的に大きくない。
【００２６】
　さらなる局面では、本発明は、試料中の分析物の検出、好ましくは、デジタル検出を実
施する方法であって、
　ａ）表面を有し、水溶液を受け取るための空隙容量を含む予め製作された微粒子を提供
するステップであって、前記微粒子は、非水性媒体に分散性であり、非水性媒体に分散す
ると、このような非水性媒体において規定される反応空間を提供し、規定される反応空間
において、分析物の存在を示す化学的または生化学的反応を実施でき、前記予め製作され
た微粒子は、好ましくは、前記微粒子を、前記予め製作された微粒子を取り囲み、分析物
を含有する試料に対して曝露すると、前記微粒子の細孔において、前記細孔中に前記試料
の一部を取り込むことによって前記予め製作された微粒子を取り囲む試料からの前記分析
物と結合し、かつ／またはこれを固定化し、かつ／またはこれを受け取る多孔性微粒子で
あり、
前記捕捉剤は、前記予め製作された微粒子を取り囲む試料に由来する分析物と結合し、
前記予め製作された微粒子は、前記分析物に特異的であり、前記分析物と結合する検出剤
をさらに含む、ステップと、
　ｂ）前記予め製作された微粒子を、検出されるべき分析物を含有すると疑われる水性試
料に対して曝露し、したがって、存在する場合には、前記予め製作された微粒子が、検出
されるべき前記分析物と結合し、かつ／またはこれを固定化し、かつ／またはこれを受け
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取ることを可能にするステップと、
　ｃ）前記予め製作された微粒子を非水相、例えば、油相に入れ、前記予め製作された微
粒子の空隙容量を、分析物の存在を示す化学的または生化学的反応が、
　　ｄ１）前記分析物に結合した検出剤を検出すること、
　あるいは
　　ｄ２）存在する場合には、前記分析物を増幅反応によって増幅し、前記検出剤によっ
てこのように増幅された産物を検出することであって、前記分析物が核酸であり、前記増
幅反応が、例えば、ＰＣＲ、ＴＭＡ、ＮＡＳＢＡ、ＬＡＭＰ、３ＳＲ、ＳＤＡ、ＲＣＡ、
ＬＣＲ、ＲＰＡ、ＮＥＡＲなどの核酸増幅であること
　あるいは
　　ｄ３）シグナル増幅反応、例えば、核酸が前記検出剤の一部である、もしくはそれを
形成する場合には核酸増幅、または、例えば、酵素が前記検出剤の一部である、もしくは
それを形成する場合には、例えば、色素もしくはフルオロフォアなどの標識の形態のシグ
ナルの酵素ベースの増幅を実施し、このように増幅されたシグナルを検出すること
のいずれかによって実施される、規定される反応空間として使用するステップと
を含む、方法に関する。
【００２７】
　この態様では、本発明によれば、予め製作された微粒子が、曝露されている周囲から液
体を取り込むことが可能である限り、予め製作された微粒子上の捕捉剤の存在は必要では
ないということは留意されなければならない。例えば、このような微粒子は、多孔性微粒
子であってもよく、したがって、多孔性微粒子における、すなわち、前記微粒子の細孔に
よって提供される空間における、液体および前記液体中に存在する分析物の取り込みを可
能にする。したがって、本発明のこの態様によれば、本方法は、予め製作された微粒子が
、捕捉剤を有さない場合でさえ働く。代わりに、試料中に存在する任意の分析物は、本発
明に従う予め製作された微粒子によって、その中に液体を受け取り、取り込む能力のため
だけに受け取られ、取り込まれる。捕捉剤の存在は、前記分析物に対する予め製作された
微粒子の特異性および／または選択性を増大するが、本発明に従う予め製作された微粒子
が機能するために、絶対的に必要ではなく、必須ではない。しかし、予め製作された微粒
子上の捕捉剤の存在は、一部の実施形態では、試料から分析物を濃縮するおよび／または
集中させる微粒子の能力を増大し得る。
【００２８】
　さらなる態様では、本発明は、試料中の分析物の検出、好ましくは、デジタル検出を実
施するための予め製作された微粒子に関し、前記微粒子は、表面を有し、水溶液を受け取
るための空隙容量を含み、前記粒子は、非水性媒体に分散性であり、非水性媒体に分散す
ると、このような非水性媒体において規定される反応空間を提供するのに適しており、規
定される反応空間において、分析物の存在を示す化学的または生化学的反応を実施できる
。
【００２９】
　一実施形態では、本発明に従う予め製作された微粒子は、好ましくは、少なくとも２カ
月、より好ましくは、少なくとも６カ月の期間、貯蔵可能である。
【００３０】
　一実施形態では、本発明に従う予め製作された微粒子は、乾燥され、好ましくは、凍結
乾燥されている。
【００３１】
　一実施形態では、本発明に従う予め製作された微粒子は、その場で（ｉｎ－ｓｉｔｕ）
作製された粒子ではなく、好ましくは、分析物検出が行われるとき、またはその間に、そ
の場所（ｔｈｅ　ｓｉｔｅ）で、またはその反応中でその場で（ｉｎ－ｓｉｔｕ）作製さ
れた粒子ではない。
【００３２】
　一実施形態では、前記予め製作された微粒子は、多孔性微粒子である。
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【００３３】
　好ましくは、前記予め製作された微粒子は、微粒子が、液体、例えば、水性試料および
存在する場合には、その中の任意の溶質、例えば、分析物を受け取るまたは取り込むこと
を可能にする間隙細孔空間を有する。
【００３４】
　一実施形態では、前記予め製作された微粒子は、前記微粒子を、前記微粒子を取り囲み
、分析物を含有する試料に対して曝露すると、検出されるべき分析物と選択的かつ特異的
に結合し、分析物の捕捉剤との結合の際に、前記捕捉剤と前記分析物の間に複合体を形成
する捕捉剤を含み、前記捕捉剤は、前記微粒子を取り囲む試料に由来する分析物と結合す
る。
【００３５】
　一実施形態では、前記捕捉剤は、前記微粒子の前記表面上に主に位置し、その結果、前
記微粒子は、前記微粒子の外側に位置する分析物を濃縮し集中させることが可能である。
【００３６】
　一実施形態では、本発明に従う予め製作された微粒子は、分析物または前記捕捉剤と前
記分析物との間の前記複合体に特異的であり、前記分析物または前記捕捉剤と前記分析物
との間の前記複合体と結合する検出剤をさらに含む。
【００３７】
　一実施形態では、前記予め製作された微粒子は、水溶液中で再構成され、再構成の際に
、その空隙容量中にこのような水溶液を受け取る。
【００３８】
　一実施形態では、前記検出剤は、予め製作するプロセスの間に前記予め製作された微粒
子中に含まれるか、またはそれが再構成される前記水溶液中に含まれ、したがって、再構
成の際に前記微粒子の一部となる。
【００３９】
　一実施形態では、前記予め製作された微粒子は、ゲル形成剤でできており、このような
ゲル形成剤は、好ましくは、熱もしくは光の印加の際に、またはｐＨ、酸化還元電位、イ
オン強度、温度、磁場もしくは電磁放射の変化の際に、または酵素に対する、もしくは、
前記ゲル形成剤自体が酵素を含む場合には、このような酵素の基質に対する曝露の際に、
または前述の任意の組合せで液化可能である。
【００４０】
　一実施形態では、前記ゲル形成剤は、前記微粒子の表面および空隙容量を規定するマト
リックスを形成する。一実施形態では、前記マトリックスは、多孔性マトリックスである
。
【００４１】
　一実施形態では、前記ゲル形成剤は、
　ａ）メチルアクリレートおよびアクリレート、アクリルアミドおよびメタクリルアミド
、環状ラクタム、スチレンベースのモノマーなどのその対応するモノマーから調製された
合成ポリマー、
　ｂ）シリコンベースのポリマー、例えば、ポリジメチルシロキサンおよびそのコポリマ
ー、
　ｃ）多糖、例えば、アガロース、キチン、キトサン、アルギネート、カラゲナン、セル
ロース、フコイダン、ラミナラン；キサンタンガム、アラビアガム、ガッティガム（ｇｈ
ａｔｔｉ　ｇｕｍ）、グアーガム、ローカストビーンガム、トラガカントガム、カラヤガ
ムおよびイヌリンから選択されるガム；ポリペプチド、例えば、アルブミン、コラーゲン
、ゼラチン、ポリヌクレオチドならびにそれらの組合せから選択される天然に存在するポ
リマー
を含む群から選択される。
【００４２】
　一実施形態では、前記捕捉剤が、抗体または抗体断片、アプタマーを含む核酸、スピー
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ゲルマー（Ｓｐｉｅｇｅｌｍｅｒ）；受容体、受容体断片、親和性タンパク質、例えば、
ストレプトアビジンなどの分析物または分析物複合体と特異的に結合可能な非抗体タンパ
ク質から選択される。
【００４３】
　一実施形態では、前記検出剤が、抗体または抗体断片、アプタマーを含む核酸、スピー
ゲルマー；受容体、受容体断片、親和性タンパク質、例えば、ストレプトアビジンなどの
非抗体タンパク質から選択され、その各々が、必要に応じて、適したレポーター分子、例
えば、色素、酵素、化学触媒または検出されるべき前記分析物の存在を示す光学的にもし
くは別の形で検出可能なシグナルをもたらす化学反応を開始可能である試薬の混合物を用
いて標識される。
【００４４】
　一実施形態では、前記微粒子は、特異的に標識される。
【００４５】
　さらなる態様では、本発明はまた、微粒子の集合体に関し、前記微粒子は、上記で定義
される通りである。
【００４６】
　一実施形態では、前記予め製作された微粒子の集合体において、前記予め製作された微
粒子は、検出されるべき異なる分析物に特異的であるという点で互いに異なり、各微粒子
は、異なる微粒子およびその対応する検出される分析物が、前記予め製作された微粒子の
特異的標識によって区別され得るように特異的に標識される。
【００４７】
　さらなる態様では、本発明は、試料中の分析物または複数の分析物のデジタル検出を実
施するための、本発明に従う微粒子または本発明に従う微粒子の集合体の使用に関する。
【００４８】
　さらなる局面では、本発明は、規定される容量に分析物を濃縮し集中させるための、ま
たは複数の規定される容量中の複数の分析物を濃縮し集中させるための、好ましくは、前
記複数の規定される容量中の前記規定される容量のすべてが同等である、本発明に従う微
粒子、または本発明に従う微粒子の集合体の使用に関する。
【００４９】
　さらなる局面では、本発明は、試料中の分析物のデジタル検出を実施する方法であって
、
　ａ）本発明に従う予め製作された微粒子の集合体を提供するステップと、
　ｂ）前記集合体を、検出されるべき分析物を含有すると疑われる試料に対して曝露し、
したがって、存在する場合には、前記捕捉剤が、検出されるべき前記分析物と選択的かつ
特異的に結合することを可能にするステップであって、必要に応じて、再構成するステッ
プおよび／または曝露するステップの後に、１つまたはいくつかの洗浄ステップがある、
ステップと、
　ｃ）前記微粒子の集合体を非水相、例えば、油相に入れるステップと、
　　ｄ１）前記分析物または前記捕捉剤と前記分析物との間の前記複合体に結合した検出
剤を検出すること、
　あるいは
　　ｄ２）存在する場合には、前記分析物を増幅反応によって増幅し、前記検出剤によっ
てこのように増幅された産物を検出することであって、前記分析物が核酸であり、前記増
幅反応が、例えば、ＰＣＲ、ＴＭＡ、ＮＡＳＢＡ、ＬＡＭＰ、３ＳＲ、ＳＤＡ、ＲＣＡ、
ＬＣＲ、ＲＰＡ、ＮＥＡＲなどの核酸増幅であること
　あるいは
　　ｄ３）シグナル増幅反応、例えば、核酸が前記検出剤の一部である、もしくはそれを
形成する場合には核酸増幅、または、例えば、酵素が前記検出剤の一部である、もしくは
それを形成する場合には、例えば、色素もしくはフルオロフォアなどの標識の形態のシグ
ナルの酵素ベースの増幅を実施し、このように増幅されたシグナルを検出すること
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のいずれかのステップ
を含む、方法に関する。
【００５０】
　一実施形態では、ステップａ）において、前記予め製作された微粒子は、乾燥した形態
で提供され、ステップｂ）において、前記予め製作された微粒子は、水溶液中で再構成さ
れ、次いで、検出されるべき分析物を含有すると疑われる試料に曝露される。
【００５１】
　一実施形態では、ステップｂ）において、微粒子数および前記試料中の分析物分子数は
、微粒子あたりの単一分析物分子の結合が、ポワソン分布に従うように、好ましくは、平
均して、微粒子あたり１つ以下の分析物分子が結合し、したがって、微粒子あたり単一の
分析物分子の検出が可能になるように、必要に応じて維持され、調整される。
【００５２】
　一実施形態では、ステップｃ）の間に、存在する場合には、前記集合体は、前記非水相
に懸濁されるか、そして／または微粒子をそれぞれその他の微粒子から隔離する固体基材
上に位置し、好ましくは、前記固体基材がフィルター、篩、ウェル、陥凹、溝、チャネル
、塹壕、クレーター、孔、柱または前述の任意の組合せのパターンを有する基材である。
【００５３】
　一実施形態では、ステップｃ）の間またはステップｃ）の後に、前記ゲル形成剤は、好
ましくは、熱もしくは光の印加を通じて、またはｐＨ、酸化還元電位、イオン強度、温度
、磁場もしくは電磁放射の変化によって、または酵素に対する、もしくは、前記ゲル形成
剤自体が酵素を含む場合には、このような酵素の基質に対する曝露の際に、または前述の
任意の組合せで液化され、非水相中の水性液滴をもたらす。
【００５４】
　さらなる態様では、本発明はまた、本発明に従う予め製作された微粒子を製造するため
の方法に関し、前記方法は、
　ａ）任意の順序で、ゲル形成剤を含む水相と、前記水相とは別に、油相とを提供するス
テップと、
　ｂ）好ましくは、油相の流れを作製することによって、および規定容量の水相を、前記
油相の前記流れの中に投入することによって、油相内に、ゲル形成剤を含む水相の水性液
滴を形成するステップと、
　ｃ）前記油相内のこのように生成した水性液滴を集め、その後、遠心分離、篩分けまた
は濾過などの機械的分離によって前記油相から前記水性液滴を分けるステップと
を含む。
【発明を実施するための形態】
【００５５】
　本発明者らは、先行技術とは対照的に、予め製作された微粒子が、前記予め製作された
微粒子自体が検出を行う反応空間を規定および制限する検出を実施する方法において、お
よびそのために使用される方法論を考案した。言い換えれば、本発明の実施形態によれば
、予め製作された微粒子（単数または複数）が、提供され、検出区画として使用される。
したがって、本発明の微粒子（単数または複数）の寸法は、検出を行う前記区画の寸法を
規定および制限する。それとは対照的に、先行技術によれば、多くの場合、捕捉剤がその
表面に付着される固体ビーズが使用され、これらのビーズ自体が分析物を捕獲し、固定化
し、または捕捉するように作用するが、その後の検出反応のために、これらのビーズまた
は粒子は、前記ビーズまたは粒子よりもかなり大きい液滴または反応空間中に組み込まれ
る。それとは対照的に、本発明の実施形態によれば、予め製作された微粒子自体が、検出
反応を行う反応空間の寸法を規定および制限する。したがって、本発明に従う予め製作さ
れた微粒子の寸法は、分析物の検出を行う反応空間の寸法である。いずれかの理論に捉わ
れようとは思わないが、したがって、本発明者らは、その方法論を、検出反応のための初
めての唯一の微粒子媒介性区分けと考える。これによって、本発明は、上記の先行技術の
方法論のすべてから区別される。したがって、本発明の実施形態によれば、予め製作され
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た微粒子は、検出されるべき分析物を含有すると疑われる水性試料に対して曝露された後
、続いて、より大きな、油相に囲まれた水性液滴中に組み込まれない。同様に、本発明の
実施形態によれば、予め製作された微粒子は、検出されるべき分析物を含有すると疑われ
る水性試料に対して曝露された後、ウェルまたはマイクロリアクターなどのより大きな区
画中に入れられて、そこで、微粒子自体よりもかなり大きい水性液滴を形成するために一
定容量の水を含む水溶液のその他の成分と組み合わされることもない。代わりに、本発明
の実施形態によれば、予め製作された微粒子自体が、分析物の検出を行う反応空間／反応
区画を規定および制限する。
【００５６】
　したがって、本発明の実施形態によれば、本発明の予め製作された微粒子（単数または
複数）は、前記予め製作された微粒子の総空隙容量またはその一部のみが満たされるよう
な程度まで、水溶液で満たされるまたは満たされるようになる容量によって規定されるス
キャフォールドを提供する。言い換えれば、本発明の実施形態によれば、分析物の検出を
行う反応空間の総容量は、予め製作された微粒子によって提供される最大容量によって上
限で制限され、前記予め製作された微粒子によって取り込まれた液体または液体試料の総
容量によって事実上制限される。したがって、前記液体で満たされた予め製作された微粒
子が非水相中に組み込まれると、前記予め製作された微粒子の液体で満たされた容量は、
分析物の検出反応を行う反応空間に相当し、それとして働く。
【００５７】
　自身が容量スキャフォールドとして働いて、このような反応空間を提供する予め製作さ
れた微粒子による反応空間のこのような区分けは、以前に記載されていない。
【００５８】
　このような方法を実施するための、および水性液滴を生成するための微小液滴生成デバ
イスは、存在し、本発明に容易に適合させることができる。例えば、本発明にとって有用
であるデバイスは、Ｄｏｌｏｍｉｔｅ　Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ、ＵＫ製の投入デバ
イスである。このようなデバイスはまた、ＷＯ２００２／０６８１０４およびＷＯ２００
５／０８９９２１にさらに記載されている。本明細書に記載されるデバイスを、本発明の
実施形態に従って、油相内に水性微小液滴を生成するように適合させることができる。さ
らなる実施形態では、上記の方法によって、特に、ステップｃ）の後に、生成された別個
の水性液滴を、水溶液または水を使用して洗浄してもよい。さらに、その後、それらを乾
燥、例えば、凍結乾燥させてもよい。本発明によれば、このように製造された水性液滴が
、本発明に従う予め製作された微粒子である。一実施形態では、ゲル形成剤を、水性液滴
／予め製作された微粒子を形成するために使用してもよく、このようなゲル形成剤は、上
記でさらに定義される通りである。一実施形態では、ゲル形成剤を含む水性液滴を乾燥さ
せ、好ましくは、凍結乾燥させる。あるいは、溶媒を取り除く任意のその他の適した手段
を使用してもよい。溶媒が除去され、水性液滴／製造された微粒子を乾燥させると、それ
を粉末として貯蔵してもよい。本発明者らは驚くべきことに、本発明に従う予め製作され
た微粒子を提供することによって、検出反応のために、例えば、試料中の分析物のデジタ
ル検出を実施するために、極めて多用途の方法で使用できる小型化され、規定された反応
空間を提供することが可能であるということを見出した。予め製作された微粒子は、本発
明の実施形態によれば、予め製作された微粒子によって含まれ、微粒子を、微粒子を取り
囲み、分析物を含有する試料に曝露すると、検出されるべき分析物と選択的かつ特異的に
結合する適当な捕捉剤を選択することによって個別に適したものにすることができる。微
粒子は、その規定される大きさのために、規定される容量の液体を取り込み、したがって
、規定される容量の液体中で任意の（検出）反応を行うことが可能となる。事実上、粒子
は、検出されるべき分析物を含有すると疑われる試料を、十分に明確に規定される小容量
に分割する効率的な容易な手段を提供する。本発明の実施形態に従う微粒子はまた、微粒
子の表面上の選択的に検出されるべき分析物を選択的に濃縮および／または集中させる容
易な手段を提供する。必要に応じて、それらはさらに、種々の容量および種々の出発濃度
の分析物を有する種々の試料から生じる均一な標準化された濃度の分析物の達成を可能に
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する。種々の微粒子は、適当な捕捉剤（単数または複数）の選択によって検出されるべき
種々の分析物にとって特異的であり得る。さらに、種々の微粒子およびその対応する検出
される分析物が、微粒子の特異的標識によって区別できるように、本発明の実施形態に従
って、検出されるべき分析物のそのそれぞれの特異性に応じて、種々の微粒子を特異的に
標識することができる。このような特異的標識およびそれによって達成され得る区別は、
本明細書において、「コード化」と呼ばれることもある。「コード化された」微粒子は、
特定の分析物に対するその結合能に関して特異的にされており、したがって、また特異的
に印が付けられているまたは標識されている微粒子である。一実施形態によれば、予め製
作された微粒子は、ゲル形成剤でできている。一実施形態では、ゲル形成剤は、２つの異
なる状態で存在することがあり、一方の状態は、固体状態または半固体状態であり、もう
一方の状態は、液体状態である。一実施形態では、固体状態または半固体状態では、ゲル
形成剤は、マトリックスを形成するゲルの形態で存在し、このようなゲルを用いて、微粒
子は、例えば、微粒子が一定容量の水溶液を含み、油媒体などの非水性媒体中に分散され
ている懸濁液の形態であり得る。事実上、この状態では、微粒子は、ゲル形成剤／ゲルに
よって形成されるマトリックスによって強化される水性液滴を表す。上記でさらに概説さ
れるように、このようなマトリックスは、微粒子の表面および空隙容量を規定する。さら
なる実施形態では、ゲル形成剤は、適当な刺激の印加の際に固体／半固体状態から液体状
態に移行され得る。このような刺激は、例えば、熱もしくは光の印加であり得るか、また
はｐＨ、酸化還元電位、イオン強度、温度、磁場もしくは電磁放射の変化を含み得る。あ
るいは、このような外部刺激は、酵素（例えば、ゲル形成剤によって形成されたマトリッ
クスを消化し得る）に対する曝露であり得るか、またはゲル形成剤自体が酵素を含む場合
には、このような刺激は、このような酵素の基質に対する曝露であり得る。また、前述の
刺激のいずれかの組合せも想定される。ゲル形成剤が、固体／半固体状態から液体状態に
移行されると、非水性媒体（例えば、油）中の水性液滴をもたらす。ゲル形成剤が固体／
半固体状態にある限り、微粒子は、非水相中のこのような固体／半固体粒子の懸濁液の形
態である。ゲル形成剤が液化されると、微粒子は、非水相中の水相のエマルジョンの形態
である。
【００５９】
　本発明の実施形態に従う予め製作された微粒子は、特に、乾燥状態または乾燥した状態
で、好ましくは、少なくとも２カ月の期間、より好ましくは、少なくとも６カ月の期間、
貯蔵可能である。一実施形態では、それらは、少なくとも１年の期間、貯蔵可能である。
一実施形態では、本発明に従う予め製作された微粒子は、微粒子を保存するのに役立つ１
種または数種の安定化剤を含み得る。このような安定化剤の例として、シクロデキストリ
ン（例えば、Ｃａｖａｓｏｌ（登録商標））、トレハロース、スクロース、ラクトース、
マンノース、グルコース、ガラクトース、マンニトール、ミオイノシトール、ポリ（アル
キレンオキシド）、特に、ポリ（エチレングリコール）およびそれらの誘導体がある。用
語「予め製作された（ｐｒｅｆａｂｒｉｃａｔｅｄ）」とは、本明細書において、本発明
に従う予め製作された微粒子（単数または複数）が、その意図される使用の時間および／
または場所で作製される粒子（単数または複数）ではないという点で、本発明に従う微粒
子（単数／複数）を、おそらくは検出目的で使用され得る先行技術から得られたその他の
微粒子から識別することを意味する。したがって、本発明に従う予め製作された微粒子は
、その場で作製される粒子ではない、すなわち、反応、例えば、使用されることが意図さ
れる分析アッセイの過程で作製される粒子ではない。特に、分析物検出が行われるとき、
そこで、またはその間に、その場所または時間または反応で作製されない。用語「その場
で作製された（ｉｎ－ｓｉｔｕ　ｇｅｎｅｒａｔｅｄ）」とは、本明細書において、この
ような物質または粒子の意図される使用の場所および／または時間で１種または複数の前
駆体から作製される物質または粒子を指すものとする。さらに、本発明に従う予め製作さ
れた微粒子は、作製される時点では、分析物を含有する試料を包含するまたは含むまたは
組み込むまたは巻き込むように製造される粒子ではない。むしろ、本発明に従う予め製作
された微粒子は、まず作製され、必要に応じて、さらに処理され、例えば、洗浄され、乾
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燥され、再構成されるなどして、その作製後にのみ、本発明に従う予め製作された微粒子
は、次いで、分析物を含有するか、または分析物を含有すると疑われる試料に対して曝露
される。
【００６０】
　用語「微粒子」とは、本明細書において、平均寸法がマイクロメートル範囲にある粒子
を指すものとする。一実施形態では、本発明に従う微粒子は、およそ５μｍ～２００μｍ
、好ましくは、５μｍ～１５０μｍ、より好ましくは、１０μｍ～１００μｍの平均サイ
ズまたは平均寸法または平均径を有する。一実施形態では、本発明に従う微粒子は、球形
または卵形または楕円形、好ましくは、球形であり、上記の寸法とは、このような球形、
卵形または楕円形微粒子の平均径を指す。一実施形態では、微粒子は、（球形）液滴の形
状を有する。別の実施形態では、本発明に従う微粒子は、球体または準球体である、すな
わち球（またはそれにほぼ接近している）の形状を有し、このような球は、上記の寸法の
平均径を有する。一実施形態では、本発明に従う微粒子は、多孔性である。さらなる実施
形態では、本発明に従う微粒子、特に、多孔性微粒子は、捕捉剤が微粒子の表面上に主に
位置するという点で、捕捉剤を収容するために利用可能である表面を有する。一実施形態
では、規定の径を有する本発明に従う多孔性球形微粒子の表面は、同一径を有する非多孔
性微粒子の表面のｘ倍であり、ｘは、少なくとも２、少なくとも５、少なくとも１０、少
なくとも５０、少なくとも１００または少なくとも５００から選択される。本発明に従う
このような多孔性球形微粒子では、微粒子あたりの捕捉剤の密度が大きく増強され、微粒
子の表面での検出されるべき分析物の特に効率的な集中を可能にする。これは、微粒子の
表面上の捕捉剤の密度も特に高いからである。
【００６１】
　本発明の実施形態に従う微粒子（単数または複数）はまた、作製される時点、または使
用される時点で、それらは、生物学的細胞を組み込まない、または含まない、または包含
しないという事実によって特徴付けられる。同様に、作製される時点、または使用される
時点で、それらは、また、その内部に分析物を含まない、または組み込まない、または包
含しない。むしろ、本発明に従う予め製作された微粒子によって検出されるべき任意の分
析物は、予め製作された微粒子によってその表面で選択的かつ特異的に結合され、分析物
は、予め製作された微粒子を取り囲む試料中に位置するか、またはそれから生じる。した
がって、一実施形態では、本発明に従う微粒子は、微粒子を、微粒子を取り囲み、分析物
を含有する試料に対して曝露すると、検出されるべき分析物と選択的かつ特異的に結合す
る捕捉剤を含み、捕捉剤は、微粒子を取り囲む試料に由来する分析物を結合する（粒子内
に位置する試料に由来する分析物とは結合しない）。一実施形態では、微粒子は、主に微
粒子の表面に位置する捕捉剤を含み、結果として、微粒子は、したがって、微粒子の外側
に位置する分析物を濃縮し集中させることが可能である。用語「主に位置する」とは、微
粒子の表面に位置する捕捉剤とともに使用される場合には、このような捕捉剤分子の大部
分が、その内部というよりも微粒子の表面に位置するシナリオを指すものとする。本明細
書において、用語「表面」は、微粒子の外側から到達可能である微粒子の部分を指すもの
とする。同様に、本明細書において、用語「微粒子の内部」とは、微粒子の外側から到達
可能ではない微粒子の部分を指すものとする。本発明に従う一実施形態では、本発明に従
う微粒子は、分析物または生物学的細胞または微生物、例えば、細菌を被包または包含し
ない、したがって、その内部にこのような分析物を含有しない。
【００６２】
　本発明の実施形態によれば、微粒子は、捕捉剤を含む、または収容する本質的に（制限
された）能力を有する。したがって、微粒子の集合体の一実施形態では、好ましくは、個
々の微粒子は、捕捉剤のほぼ同一密度、すなわち、微粒子の単位表面あたり同数の捕捉剤
を有するであろう。これは、種々の濃度の分析物を有する種々の試料が使用される場合で
さえ、微粒子が分析物をほぼ同一濃度に濃縮し集中させることを可能にする。したがって
、本発明の実施形態に従う予め製作された微粒子はまた、好ましくは、微粒子が分析物を
含有する試料に対して曝露された後に、微粒子の表面に均一濃度の分析物を有する、複数
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の同一反応空間／容量の生成を可能にする。
【００６３】
　本明細書において、用語「デジタル検出」とは、本発明に従う微粒子とともに使用され
る場合、微粒子あたりの結合した単一分析物分子が最大であり、微粒子あたりの単一分析
物分子の結合がポワソン分布に従うように分析物分子数に対する微粒子数の比が調整され
るシナリオを指すものとする。あるいはまたはさらに、用語「デジタル検出」は、本発明
に従う微粒子とともに使用される場合、各微粒子が、同一反応容量および反応条件を提供
し、好ましくは、およそまたは正確に同数の分析物分子も含有するように、試料が本発明
に従う微粒子の集合体によって分割されるシナリオを指すものとする。後者のシナリオで
は、微粒子は、したがって、検出されるべき各分析物種のために複数の同様の反応空間（
例えば、検出空間）を作出するように働き、反応空間では、好ましくは、分析物の個々の
濃度は、種々の微粒子の間で同一（または許容誤差内でほぼ同一）である。したがって、
微粒子は、本発明の実施形態によれば、各種の微粒子のために、好ましくは、同一または
ほぼ同一の分析物濃度および／または反応条件が達成される複数の同一反応微小空間の生
成を可能にする。後者のシナリオは、試料中の分析物の濃度が十分に高い場合の条件下で
特に興味深い。前者のシナリオ（最大で、微粒子あたり１つの分析物が結合する）は、試
料中の分析物の濃度がかなり低い場合に特に適用可能である。一実施形態では、本発明は
また、同一反応用量および同一反応条件を提供する、複数の同一またはほぼ同一の反応空
間の提供のための、例えば、検出反応を実施するための、上記でさらに定義されるような
予め製作された微粒子の使用に関する。
【００６４】
　一実施形態では、本発明に従う予め製作された微粒子の集合体では、すべての微粒子は
同一のサイズのものであり、したがって、このような予め製作された微粒子の各々が、同
一反応容量を提供し、規定し、このような反応容量は、例えば、検出反応の反応空間とし
て働く。一実施形態では、本発明に従う予め製作された微粒子の集合体では、すべての微
粒子は、同一の種類のものであり、１種の分析物の検出に特異的である。別の実施形態で
は、このような本発明に従う予め製作された微粒子の集合体では、種々の種類の微粒子が
あり、各種類は、異なる分析物の検出に特異的である。本発明に従う後者の微粒子の集合
体は、１種またはいくつかの試料中の複数の（異なる）分析物の検出のために特に有用で
ある。本明細書において、用語「予め製作された微粒子」は、用語「デジタル増幅ビーズ
」（「ＤＡＢ」とも略される）と本明細書において互換的に使用されることもある。一実
施形態では、本発明に従う予め製作された微粒子の集合体では、このような予め製作され
た微粒子は、互いに空間的に完全に分離している実体として存在する。一実施形態では、
このような本発明に従う予め製作された微粒子の集合体では、このような集合体は、した
がって、単分散である。必要に応じて、このような単分散の予め製作された微粒子の集合
体は、予め製作された微粒子が基材上に位置するか、または基材と関連している状態で提
供されてもよい。例えば、このような基材は、１ウェルあたり単一の予め製作された微粒
子を収容するのにちょうど十分な空間を提供する個々のウェルを有する篩であり得る。あ
るいは、このような基材は、予め製作された微粒子を各々収容するための規則的に配置さ
れた陥凹またはチャネルまたは溝を有する基材であり得る。一実施形態では、このような
基材は、フィルターであり得る。一実施形態では、水溶液を含有し、非水相中に分散／懸
濁されている予め製作された微粒子を、１つまたはいくつかの洗浄ステップに付してもよ
い。この程度まで、上記の種類の基材上に維持され得る。あるいはおよび／またはさらに
、本発明の実施形態に従う予め製作された微粒子は、その後、分析物を含有するか、また
は分析物を含有すると疑われる試料に対して曝露されてもよい。予め製作された微粒子上
に存在する適した捕捉剤により、微粒子を取り囲む試料から生じる分析物が、微粒子に結
合することができ、その後、検出され得る。捕捉剤の目的は、微粒子の外側の分析物を局
所的に集中させることおよび濃縮することである。検出剤の目的は、分析物または捕捉剤
および分析物間の複合体と結合すること、したがってこのような分析物を単独でまたは捕
捉剤との複合体で検出可能にすることである。一実施形態では、このような検出は、分析
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物に、または捕捉剤および分析物間の複合体に結合した検出剤を検出することによって生
じる。別の実施形態では、分析物は、増幅反応によって増幅され、このように増幅された
産物は、検出剤によって検出され、これは、分析物が核酸であり、増幅反応が核酸増幅反
応である場合には特に好ましい。このような核酸増幅反応の例として、ポリメラーゼ連鎖
反応（ＰＣＲ）、転写媒介性増幅（ＴＭＡ）、核酸配列ベースの増幅（ＮＡＳＢＡ）、ル
ープ媒介性等温増幅（ＬＡＭＰ）、自家持続配列複製（３ＳＲ）、鎖置換増幅（ＳＤＡ）
、ローリングサークル増幅（ＲＣＡ）、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、リコンビナーゼポ
リメラーゼ増幅（ＲＰＡ）およびニッキング酵素増幅反応（ＮＥＡＲ）がある。当業者は
、これらの増幅反応のいずれもよく承知しており、必要に応じてこれらを実施可能である
。さらなる実施形態では、分析物の検出は、まずシグナル増幅反応を実施すること、続い
て、このように増幅されたシグナルを検出することによって起こり得る。後者の実施形態
では、シグナルは、最初にシグナルがある場合にのみ増幅される、すなわち、シグナルは
、検出されるべき分析物がある場合にのみ生じ、シグナル増幅反応は、例えば、核酸が検
出剤であるか、またはその一部を形成する場合に核酸増幅であり得る。あるいは、シグナ
ル増幅反応は、酵素が検出剤であるか、またはその一部を形成する場合にシグナルの酵素
ベースの増幅であり得る。
【００６５】
　試料中の分析物のデジタル検出を実施する方法の好ましい実施形態では、本発明に従う
予め製作された微粒子の集合体は、検出されるべき分析物を含有すると疑われる試料に対
して曝露され、このような曝露のステップでは、試料中の微粒子数および分析物分子数は
、微粒子あたりの単一分析物分子の結合が、好ましくは、ポワソン分布に従うように、必
要に応じて維持され、調整される。この方法の好ましい実施形態では、平均して、微粒子
あたり１つ以下の分析物分子が結合する。これによって、微粒子あたり単一の分析物分子
の検出が可能になる。別の実施形態では、微粒子あたりの分析物分子数は、平均して、各
微粒子中に、微粒子あたり結合した同一数の分析物分子があるように必要に応じて維持さ
れ、調整される。この後者の実施形態では、微粒子は、したがって、検出反応を行うため
の複数の同様の検出空間を作出するように働く。
　ここで、図面を参照する。
【図面の簡単な説明】
【００６６】
【図１】図１は、本発明の実施形態に従う予め製作された微粒子の模式図を示す図である
。パネルＡは、いくつかの捕捉剤分子（小さい中黒丸）が固定化されている予め製作され
た微粒子（大きな灰色の丸）の外観図を示す。予め製作された微粒子は、本発明に従う予
め製作された微粒子が使用される予定である任意の反応のための反応試薬を含む水溶液を
取り込むことが可能であるマトリックスを有する。パネルＢは、細孔を有する予め製作さ
れた微粒子の実施形態を示す。パネルＢは、本発明に従う予め製作された微粒子が、一部
が外側から到達でき、一部が到達できないいくつかの細孔を有する多孔性である実施形態
を示す。やはり、捕捉剤分子は、小さい中黒丸として示されている。捕捉剤分子は、主に
微粒子の表面に位置し、このような表面は、微粒子の外側から到達できる微粒子の部分を
指す。本発明の実施形態によれば、このような用語「到達できる」とは、検出されるべき
分析物によるか、またはそれの到達性を指すものとする。本発明に従う予め製作された微
粒子は、検出または定量反応、例えば、デジタル検出反応において使用してもよい。
【００６７】
【図２】図２は、本発明に従う検出反応の概略フロー図を示す図である。本発明に従う予
め製作された微粒子を含有する容器に（このような予め製作された微粒子は、反応容器の
底に白色丸として図において模式的に示されている）、分析物を含む試料液体を添加する
。本発明に従う予め製作された微粒子（本明細書において、デジタル増幅ビーズ、「ＤＡ
Ｂ」と呼ばれることもある）を、（必要に応じて、標識された）分析物に対して曝露され
た後、捕捉剤によって分析物を結合した後、新規反応容器に移す。本発明の実施形態に従
う予め製作された微粒子は、目的の分析物、本例では、目的のビオチン化分析物と結合可
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能である、適した捕捉剤、例えば、ストレプトアビジンを含む。本発明に従う予め製作さ
れた微粒子を、反応容器の頂部上の篩またはフィルター上に配置し、適当な洗浄バッファ
ーを用いて洗浄して、結合していない分析物を除去する。本発明に従う予め製作された微
粒子は、したがって、水溶液を含有し、本発明に従う予め製作された微粒子の捕捉剤が、
分析物を結合した場合には、表面上の対応する分析物も含有する。その後、篩またはフィ
ルター上に残存する本発明に従う予め製作された微粒子を、油相、例えば、浸漬油中に浸
漬する。その後、篩またはフィルターを上下逆さまにし、分析物を含む水相を含有する予
め製作された微粒子を、さらなる浸漬油で洗浄して、油相、この場合には、篩またはフィ
ルターからの予め製作された微粒子の洗浄のために使用される浸漬油中の予め製作された
微粒子（分析物を含む水溶液を含有する）の懸濁液を製造する。本発明の実施形態に従う
微粒子はまた、その後の検出反応における分析物の検出を可能にする検出剤も含有する。
次いで、このようなその後の検出反応を、実施し、その結果として、ある特定の微粒子は
、分析物の存在を示すが、その他のものは示さない。分析物の存在を示す微粒子は、暗い
中黒丸として図中に示されているが、陰性結果を示す微粒子は、白色丸として示されてい
る。
【００６８】
【図３】図３は、図２に示される反応に対して同様であるが、個々の微粒子のレベルでの
反応を示す図である。左側に、本発明の実施形態に従う予め製作された微粒子が示されて
おり、このような微粒子は、白色丸として示されている。主に微粒子の表面上および微粒
子を取り囲む外側上に位置する捕捉剤分子があり、核酸（曲がりくねった線）があり、そ
の一部は、適した作用剤、例えば、ビオチン（四角）を用いて標識されている。捕捉剤分
子は、別の相補的作用剤、この実施形態では、例えば、ストレプトアビジン（微粒子の表
面上に装飾される「真珠」の捕捉剤上に示される四角の陰型）を含み、ビオチン（四角）
を用いて標識された核酸は、それぞれの捕捉剤と結合する。ビオチンおよびストレプトア
ビジンはまた交換されてもよい、すなわち、ビオチンが捕捉剤によって含まれ、ストレプ
トアビジンが、核酸に付着されることは明確である。非標識核酸は、結合せず、その後の
洗浄ステップにおいて洗浄除去することができる（図２を参照のこと）。溶液を含有する
それぞれの微粒子を、次いで、油と混合し、粒子中に埋め込まれない任意の水性溶体を、
油相から除去する。このようにして、非水性マトリックス（四角の枠として図中に示され
ている）中の粒子の懸濁液が残る。この実施形態では、本発明に従う予め製作された微粒
子を製造する材料はまた、液化することができ、このような液化が生じる場合には（図の
右の四角の枠を参照のこと）、微粒子を適当な油相中に入れた後に、これは、検出される
べき分析物を含む水溶液および油相内の検出反応を含有する微小反応空間を生成する（図
３中の右側の四角の枠）。
【００６９】
【図４】図４は、異なる色素を用いて印が付けられている異なる色で色分けされた／標識
された予め製作された微粒子（またはデジタル増幅ビーズ、「ＤＡＢ」）を示す図である
。このような異なる標識は、異なる予め製作された微粒子について、異なる色素の種類ま
たは異なる色素濃度のいずれかを選択することによって達成してもよい。右側のパネル（
Ｂ）に、異なる量の色素を有し、異なる分析物に特異的である本発明に従う異なる微粒子
を示すことによって、これは模式的に示されている。このような「コード化」は、個々の
微粒子の捕捉剤の特異性または検出剤の特異性と関連し得る。
【００７０】
【図５】図５は、本発明に従う予め製作された微粒子の例を示す図である。パネルＡは、
油相中の水相を含有する予め製作された微粒子の５×拡大された透過像を示す。パネルＢ
は、リン酸バッファー生理食塩水溶液（ＰＢＳ）中の水相を含有する予め製作された微粒
子の５×拡大された透過像を示す。両パネルにおいて、予め製作された微粒子は、サイズ
が均一であり、検出反応を行うための複数の同一反応容量／反応空間を提供することが見
られる。
【００７１】
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【図６】図６は、５×拡大された蛍光像を（４９０ｎｍの励起波長および５１０ｎｍの発
光波長を用いて）示す図であり、これでは、ＰＣＲ増幅反応が実施された後の油相中の予
め製作された微粒子が示されている。予め製作された微粒子は、本明細書の実施例の実施
形態２に記載されるように製造された。明確にわかるように、明るい蛍光シグナルを有す
る予め製作された微粒子があり、低流量蛍光シグナルを示すその他の予め製作された微粒
子がある。明るい蛍光シグナルを有する微粒子では、この核酸の場合には、分析物の増幅
の成功が起こっており、これは、明るい蛍光シグナルによって示される。その他の微粒子
では、増幅反応は起こっておらず、これは、蛍光がないこと、またはここで使用されてい
たプローブ（例えば、ＴａｑＭａｎプローブ）のバックグラウンド蛍光から生じる比較的
低い（より低い）蛍光シグナルによって示される。
【実施例】
【００７２】
　さらに、ここで、本発明を制限するものではなく、例示するために与えられる以下の具
体例を参照する。
【００７３】
実施形態１：単分散デジタル増幅ビーズ（ＤＡＢ）の作製
ＤＡＢミックスの作製
構成成分１：
脱イオン水、ヌクレアーゼ不含
超低ゲル化アガロース（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、番号Ａ５０３０）、ビオチン標識
された２％（ｗ／ｖ）
【００７４】
　ビオチン標識アガロースを調製するために、超低ゲル化温度アガロースをまず活性化し
、次いで、ＥＺ－Ｌｉｎｋ（商標）アミン－ＰＥＧ１１ビオチンにカップリングした。あ
るいは、活性化は、臭素シアン修飾、軽度酸化（アルデヒド基の作製）、カルボニルジイ
ミダゾール（ＣＤＩ）、ジ－もしくはトリクロロトリアジン化合物によって、またはその
他の公知の方法によって実施してもよい。あるいは、例えば、ビオチン－モノクロロトリ
アジンなどの反応性ビオチン化合物を、アガロースに直接カップリングしてもよい。アガ
ロースのマトリックス特性（融解およびゲル形成挙動、低非特異的結合）を維持しながら
ストレプトアビジン結合能を最大化するために、予備試験における滴定によって最適ビオ
チン被覆率を決定する。
【００７５】
　構成成分１の成分を一緒にピペットでとり、ボルテックスミキサーで短時間振盪し、遠
心分離する。その後、超低ゲル化アガロースを融解し、均一なアガロース増幅混合物を得
るために、混合物を、サーモシェーカー中で６５℃、１５００ｒｐｍでインキュベートす
る。その後、構成成分１混合物を、３５℃に冷却し、同一温度で維持された等容量の構成
成分２と混合する。
【００７６】
　構成成分２は、２×Ｐｌａｔｉｎｕｍ（商標）Ｈｏｔ　Ｓｔａｒｔ　ＰＣＲマスターミ
ックス（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、番号１３００００１２からなる。次いで、ＤＡＢ混合物
を、さらなる使用まで３５℃で維持する。
【００７７】
Ｄｏｌｏｍｉｔｅ　μＥｎｃａｐｓｕｌａｔｏｒシステムでの単分散ＤＡＢの作製
　５ｍＬの、Ｎｏｖｅｃ７５００油（Ｄｏｌｏｍｉｔｅ　Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ）
中のエマルジョン試薬ＰｉｃｏＳｕｒｆ（商標）５％を、０．２μｍのフィルターを通し
て濾過し、清潔な２０ｍｌのガラスチューブ（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、番
号１２３５３３１７）に移し、油相のフローを制御するポンプ（油相ポンプ）のリザーバ
ー中に入れる。アガロース相のフローを制御する２つのその他のポンプ（ＤＡＢミックス
ポンプ）に不活性「駆動液体」ＨＦＥ－７５００（Ｄｏｌｏｍｉｔｅ　Ｍｉｃｒｏｆｌｕ
ｉｄｉｃｓ、番号３２００４２５）を用いて充填する。
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【００７８】
　「試薬Ｄｒｏｐｌｅｔ　Ｃｈｉｐ」（５０μｍ、フルオロフィリック（ｆｌｕｏｒｏｐ
ｈｉｌｉｃ）Ｄｏｌｏｍｉｔｅ　Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ、番号３２００４４５）お
よび「試料リザーバーチップ」（Ｄｏｌｏｍｉｔｅ　Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ、番号
３２００４４４）を、μＥｎｃａｐｓｕｌａｔｏｒ　１システムに入れる。温度制御ユニ
ット（ＴＣＵ）の設定温度は３５℃に設定する。１００μｌの容量のＤＡＢミックスを、
試料リザーバーチップの各リザーバーに添加する。両ＤＡＢミックスポンプについて、お
よそ２μｌ／分の、および油相ポンプについて、およそ５０μｌ／分の流速を用いて液滴
を生成する。パラメーターをＤｏｌｏｍｉｔｅ　Ｆｌｏｗ　Ｃｏｎｔｒｏｌ　Ａｄｖａｎ
ｃｅｄソフトウェアを用いてモニタリングする。作製されたＤＡＢは、およそ６５ｐｌの
容量を有する。材料を、氷上でエッペンドルフチューブ中に集め、次いで、２～８℃で保
存する。
【００７９】
ＤＡＢの水相への移行および非伸展性（ｎｏｎ－ｃｏｍｐｌｉａｎｔ）粒子の排除
　篩構造を通して遠心分離によって油相からＤＡＢを抽出する。したがって、異常なサイ
ズのビーズが除去される。この目的のために、ＤＡＢエマルジョンをまず、ＳＥＦＡＲ　
ＰＥＴＥＸ（登録商標）ファブリックｗ＝４４μｍ）を備えたチューブに付与し、３００
×ｇで遠心分離する。より大きなＤＡＢは、ＳＥＦＡＲファブリック上に残りながら、油
相および過小サイズＤＡＢを篩を通して移動させる。油相を完全に除去するために、ＤＡ
Ｂを洗浄バッファーに再懸濁し、ＳＥＦＡＲ篩を通して再度濾過する。使用される洗浄バ
ッファーは、１×Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼＰＣＲバッファー［２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ　
ＨＣｌ（ｐＨ８．４）、５０ｍＭ　ＫＣｌ］（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、番号１８０６７０
１７）および１％　ＴｒｉｔｏｎＸ１００（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、番号Ｘ１００
）からなる。この洗浄ステップを、油相が完全に除去されるまで５回反復する。界面活性
剤を伴わない１×Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼバッファーを用いて２回のさらなる洗浄ス
テップを実施する。適した遠心チューブ中に反対の配向でフィルターユニットを適用する
ことによってＤＡＢを回収する。洗浄バッファーをフィルターの裏側（粒子に背を向ける
側）に頂部から付与する。濾過ユニットを１．０００×ｇで１分間遠心分離する。すべて
の粒子を回収するために、このステップを数回反復する。全容量を、ＳＥＦＡＲ　ＰＥＴ
ＥＸ（登録商標）ティシュー、メッシュ幅ｗ＝５９μｍ（ＳＥＦＡＲ　ＡＧ、０７－５９
／３３）を備えたフィルター上にピペットでのせることによって、過大サイズのＤＡＢを
濾過して除去する。ユニットを３００×ｇで短時間遠心分離する。フィルターを通過した
材料を集め、所望のサイズのＤＡＢを含有する。
【００８０】
ストレプトアビジンを用いるＤＡＢのコーティング
　ストレプトアビジンを用いるＤＡＢのコーティングを、以前に使用された洗浄バッファ
ー中で達成する。ストレプトアビジンの濃度は、到達可能なビオチンがＤＡＢの表面に残
らないように選択する。いずれの場合にも、ＤＡＢの架橋結合を避けるために、ストレプ
トアビジンを過剰に付与する。最適ストレプトアビジン濃度は、プラトー表面被覆率を決
定することによって標識されたストレプトアビジンを用いる予備試験において決定されて
いる。ストレプトアビジンとのカップリング後、ＤＡＢを、４４μｍのＳＥＦＡＲ　ＰＥ
ＴＥＸ遠心分離ユニット上で、ストレプトアビジンを伴わない洗浄バッファーを用いて数
回洗浄する。その後、ＤＨＣ－Ｎ０１（Ｎｅｕｂａｕｅｒ　Ｉｍｐｒｏｖｅｄ）カウント
チャンバー（ＩＮＣＹＴＯ）中で顕微鏡下でカウントすることによって、またはＣｙｔｏ
Ｆｌｅｘフローサイトメーター（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ）でサイトメトリー的
にＤＡＢの濃度を決定する。
【００８１】
　ＤＡＢを、およそ１００，０００個のビーズを含有する単位で等分し、１００ｍＭのト
レハロースと混合する。過剰のバッファー容量を除去した後、ＤＡＢを凍結乾燥する。
【００８２】
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実施形態２：デジタルＰＣＲを実施するための単分散増幅ビーズ（ＤＡＢ）の適用
ＤＡＢでのＨＩＶ１（サブタイプＯ）標的の濃縮およびそれらのビーズの増幅ミックスと
ともに行うインキュベーション
　逆転写によってビオチンを用いて標識された精製ＨＩＶ－１　ＲＮＡ（サブタイプＯ）
を、ストレプトアビジン修飾デジタル増幅ビーズ上で濃縮する。逆転写反応の全容量を規
定量の凍結乾燥ＤＡＢに添加する。ＤＡＢは、付与された液体の一部を吸収し、膨潤する
。ビーズを注意深く再懸濁する。凝集を避けるために、超音波を使用してもよい。その後
、懸濁液を、ＳＥＦＡＲ　ＰＥＴＥＸ（登録商標）ティシュー（ｗ＝４４μｍ）を備えた
遠心分離チューブに付与する。３００×ｇでのカラムの遠心分離によって上清を除去する
。洗浄のために、これまでに使用された洗浄バッファーを、界面活性剤は伴わずにカラム
に添加し、同様に３００×ｇで遠心分離する。洗浄を数回反復し、ＤＡＢは、最終的に構
成成分３に取り込まれる。この実施形態では、ＤＡＢは、拡散によってＰＣＲに必要なす
べての構成成分を取り込む。
　構成成分３は、以下の試薬からなる（最終濃度）：
　○１×Ｐｌａｔｉｎｕｍ（商標）Ｈｏｔ　Ｓｔａｒｔ　ＰＣＲマスターミックス（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ、番号１３００００１２）
　○０．２μＭのセンスプライマー：ＧＣＡＧＴＧＧＣＧＣＣＣＧＡＡＣＡＧＧ（Ｍｅｔ
ａｂｉｏｎ　ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ＡＧ）
　○０．２μＭのアンチセンスプライマー１：ＡＣＴＧＡＣＧＣＴＣＴＣＧＣＡＣＣＣＡ
ＴＣＴ（Ｍｅｔａｂｉｏｎ　ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ＡＧ）
　○０．２μＭのアンチセンスプライマー２：ＴＧＡＣＧＣＴＣＴＣＧＣＡＣＣＣＡＴＣ
ＴＣＴＣ（Ｍｅｔａｂｉｏｎ　ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ＡＧ）
　○１×ＳＹＢＲ（登録商標）Ｇｒｅｅｎ　Ｉ核酸ゲル染料（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃ
ｈ、番号Ｓ９４３０）または１×ＥｖａＧｒｅｅｎ（登録商標）Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
　ＤＮＡ染料（Ｊｅｎａ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ、番号ＰＣＲ－３５２）
【００８３】
油中にＤＡＢを分散させることによる区分け
　フルオロカーボン油、例えば、Ｎｏｖｅｃ７５００油（Ｄｏｌｏｍｉｔｅ　Ｍｉｃｒｏ
ｆｌｕｉｄｉｃｓ、番号３２００２１４に分散されたＰｉｃｏＳｕｒｆ（商標）５％中に
ＤＡＢを分散させることによって規定の容量を有する微小区画を作出する。重質フルオロ
カーボン油の代わりに、乳化剤を有する軽鉱油、例えば、５％（ｗ／ｗ）Ｓｐａｎ８０（
Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ、番号８５５４８）を有する鉱油（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉ
ｃｈ、番号Ｍ５９０４　Ｓｉｇｍａ）を付与してもよい。
【００８４】
　エッペンドルフチューブ中で、完全水相を過剰の油と接触させる。超音波を１分間印加
する。ＨＩＶ－１サブタイプＯ標的を負荷したＤＡＢおよび構成成分３の上清の両方が、
油相中に分散され、乳化される。構成成分３の上清およびＤＡＢの生成された水性液滴は
、その容量が大幅に異なり、液滴は、かなり少ない容量を有する。生成されたエマルジョ
ンを、４４μｍのメッシュ幅を有するＳＥＦＡＲ　ＰＥＴＥＸ（登録商標）ティシュー上
にピペットでのせる。ＤＡＢを含有しない可能性があるより小さい液滴ならびにより大き
な液滴を軽度の遠心分離によって除去する。同一の油を用いる反復洗浄によって、すべて
の液体液滴を除去する。適した遠心チューブ中に反対の配向でフィルターユニットを導入
することによって、篩から集中されたＤＡＢが抽出される。ＤＡＢを有する油を、およそ
２ｃｍ２の面積およびおよそ１ｍｍの層厚を有する検出チャンバーに移す。チャンバーの
両面は、透明な疎水性材料でできている。フルオロカーボン油が使用される場合には、Ｄ
ＡＢは、ビーズと油間の密度の相違により疎水性の上面上に単層（密充填）として集合す
る。鉱油を付与する場合には、ＤＡＢは、下面に蓄積する。したがって、ＤＡＢは、その
後のデジタルＰＣＲのための微小反応容器を提供する。
【００８５】
ＤＡＢ微小区画における増幅反応
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　油中に懸濁されたＤＡＢを、ＰＥＬＴＩＥＲエレメント３０×３０×４．７ｍｍ、１９
．３Ｗ（Ｑｕｉｃｋ－Ｏｈｍ、Ｋｕｐｐｅｒ＆Ｃｏ．ＧｍｂＨ、番号ＱＣ－７１－１．４
－３．７Ｍ）で同一チャンバー中で温度サイクルに付す。捕捉されたｃＤＮＡは、アガロ
ースの融解およびＤＡＢの液体液滴への変換の際に内在化される。個々のｃＤＮＡ分子の
増幅は、得られた微小反応区画中で起こる。
印加される熱条件は以下である：
【００８６】
　９５℃で２分間の最初の変性と、それに続く、９５℃で１５秒間の変性、６５℃で１５
秒間のアニーリングおよび７２℃で３０秒間の伸長の４５サイクル。熱プロトコールの完
了時に、チャンバーの内容物を、透過白色光ならびに励起λｅｘｃ＝４７０ｎｍおよび＞
４９６ｎｍのロングパス発光を用いる蛍光様式で２１℃で画像化する。ＤＡＢの総数およ
び規定の強度閾値を超える蛍光シグナルを有するものの数を決定する。閾値は、これまで
に実施された鋳型を用いない増幅反応から導く。決定された数の正および負の液滴をポワ
ソン統計に適用することによって反応中の鋳型の数を決定する。
【００８７】
実施形態３：デジタルＥＬＩＳＡの確立
　ここで、本発明者らは、ヒトｃＴｎＩの検出のためにデジタルイムノアッセイを確立す
るプロセスを説明する。アッセイは、デジタル形式の免疫ＰＣＲを使用する：ＤＮＡ標識
された検出抗体およびストレプトアビジン標識された捕捉抗体は、溶液中の抗原とサンド
イッチ複合体を形成する。この複合体は、ＰＣＲ増幅を実施するための試薬が包埋された
、ビオチンコーティングされたアガロース粒子上で捉えられる。適当な洗浄ステップによ
って、結合していない検出抗体、したがって、ＤＮＡ標識を除去する。アガロース粒子を
油中に懸濁し、その結果、別個の反応区画が形成される。その後の液滴ＰＣＲにおいて、
結合したＤＮＡ標識が検出される。
【００８８】
検出抗体
　ｃＴｎＩ検出抗体（クローン３Ｈ９、ＳＤＩＸ）を、Ｔｈｕｎｄｅｒ－Ｌｉｎｋ（登録
商標）ＰＬＵＳオリゴコンジュゲーションシステム（Ｉｎｎｏｖａ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃ
ｅ）を製造業者のプロトコールに従って使用して標識し、次いで、精製する。以下の配列
が抗体にカップリングされる：
５’ＧＣＧＴＣＡＧＡＣＣＣＣＧＴＡＧＡＡＡＡＧＡＴＣＡＡＡＧＧＡＴＣＴＴＣＴＴＧ
ＡＧＡＴＣＣＴＴＴＴＴＴＴＣＴＧＣＧＣＧＴＡＡＴＣＴＧＣＴＧＣＴＴＧＣＡＡＡＣＡ
ＡＡＡＡＡＡＣＣＡＣＣＧＣＴＡＣＣＡＧＣＧＧＴＧＧＴＴＴＧＴＴＴＧＣＣＧＧＡＴＣ
ＡＡＧＡＧＣＴ３‘
【００８９】
捕捉抗体：
　クローンＴＰＣ－１１０（ＳＤＩＸ）を捕捉抗体として使用する。これに、製造業者の
プロトコールに従ってＬｉｇｈｔｎｉｎｇ　ｌｉｎｋストレプトアビジン（Ｉｎｎｏｖａ
　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）によって印を付けた。
【００９０】
ＤＡＢの調製
　ＤＡＢの調製は、実施例１に記載される方法に従い、以下の修飾を用いて実施した。例
示的実施形態においてビオチン標識アガロース粒子を水相に移し、適していない粒子サイ
ズを排除した後、粒子を１×ＰＣＲバッファー中に集める。粒子の濃度を約４．０００／
μｌに調整する。粒子を２５μｌの単位で等分する。
【００９１】
免疫複合体の形成およびその捕捉：
反応ミックス：
ヒト血漿　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　８０μｌ
ＴＢＳ（Ｋ）ｐＨ８．４（２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、５０ｍＭ　ＫＣｌ　ｐＨ８．４）、０．
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５％　ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、１０ｍｇ／ｍｌ　ＢＳ　　　　　１０μｌ
ＨＢＲ－Ｐｌｕｓ（Ｓｃａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ）　　　　　　　　　　　１０μｌ
ＤＮＡ標識された検出抗体　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ｘμｌ
ストレプトアビジン標識された捕捉抗体　　　　　　　　　　　　　　　　ｙμｌ
【００９２】
抗体濃度の最適化：
　検出および捕捉抗体の最適濃度を、従来の免疫ＰＣＲによって決定する。２種の抗体の
濃度を、系統的に変え、トロポニン不含血漿（陰性対照）および規定量の添加されたトロ
ポニンＩを含むトロポニン不含血漿を使用して免疫複合体を作製した。これらを粒子上に
捕捉し、洗浄し、従来のＰＣＲに付した。それぞれの抗体の最適濃度は、検出の下限およ
び最も広いダイナミック測定レンジによって示されている。
【００９３】
免疫複合体の作製および捕捉：
　２種の抗体のこれまでに決定された最適濃度を用いて、２５μｌの反応混合物（上記を
参照のこと）を調製する。反応混合物を、エッペンドルフサーモミキサーで８００ｒｐｍ
、３７℃で１０分間インキュベートする。その後、混合物を、ＤＡＢ粒子のアリコート（
２５μｌの１×Ｔａｑポリメラーゼバッファー中、１００，０００個粒子）と混合する。
【００９４】
　混合物を、サーモミキサーで８００ｒｐｍ、２５℃で５分間インキュベートする。この
時間の間に、免疫複合体を含むストレプトアビジン標識された捕捉抗体のＤＡＢとの結合
が達成される。液体を、ＳＥＦＡＲ　ＰＥＴＥＸ（登録商標）ティシュー（ｗ＝４４μｍ
）を有するフィルターに付与し、３００×ｇで遠心分離する。５００μｌのＴＢＳ（Ｋ）
ｐＨ８．４（２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、５０ｍＭ　ＫＣｌ　ｐＨ８．４）、０．０５％　Ｔｒ
ｉｔｏｎＸ－１００、１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡを用いて５回の洗浄ステップを実施する。そ
の後、１×Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼＰＣＲバッファー［２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ＨＣｌ
（ｐＨ８．４）、５０ｍＭ　ＫＣｌ］を用いる２回のさらなる洗浄ステップを実施する。
【００９５】
　以下の組成を有するＰＣＲ反応混合物（容量２５μｌ）を調製する：
５００ｎＭ　ｆｗ－プライマー（５’ＡＧＣＴＣＴＴＧＡＴＣＣＧＧＣＡＡＡＣＡ３’）
５００ｎＭ　ｒｅｖ－プライマー（５’ＧＣＧＴＣＡＧＡＣＣＣＣＧＴＡＧＡＡＡＡ３’
）
ＳＹＢＲ（登録商標）Ｇｒｅｅｎ　Ｉ核酸ゲル染料（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、番号
Ｓ９４３０）１：２５０００
１２，５μｌ　２×ＰＣＲ－マスターミックス
ＰＣＲ等級水
【００９６】
　チューブ中に反対の配向でフィルターを入れることによってＤＡＢを篩から回収する。
ＰＣＲ反応ミックスをフィルターに付与する。その後、ユニットを１０００×ｇで１分間
遠心分離する。ＤＡＢを遠心チューブの底に集め、次いで、サーモミキサーで８００ｒｐ
ｍ、２５℃で、ＰＣＲ反応混合物中で１０分間インキュベートする。
【００９７】
ＰＣＲ反応の実施
　実施形態２に記載されるように、ＤＡＢを油相に移す。ＰＣＲ増幅を以下のパラメータ
ーを用いて４０サイクルにわたって実施する：
サイクル１：
　５分９５℃
　３０秒６５℃
　３０秒７２℃
サイクル２～４０：
　３０秒９４℃



(24) JP 2020-503893 A 2020.2.6

10

20
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　３０秒７２℃
【００９８】
　増幅を完了した後、蛍光顕微鏡検査によって個々の粒子のＳＹＢＲ緑色シグナルを検出
する。データ解析は、デジタルＰＣＲの確立されたアルゴリズムに従って実施する。
【００９９】
最適ダイナミック測定レンジの決定
　ＤＮＡ標識された検出抗体の、ＤＡＢ非特異的結合は、デジタル免疫ＰＣＲの適用性を
制限する重大なパラメーターに相当する。非特異的に結合した標識は、増幅後に偽陽性Ｄ
ＡＢをもたらす。したがって、デジタル免疫ＰＣＲでは、分析物の定量は、陽性試料と陰
性対照間の差を決定することによって達成される。
【０１００】
　１つの極端なシナリオでは、検出抗体の非特異的結合が、分析物を有さない対照反応に
おける偽陽性シグナルを有するＤＡＢの大部分につながり得る。これは、アッセイ中の検
出抗体の濃度を段階的に低減すること、またはＤＮＡ標識を有さない同一抗体を用いるＤ
ＮＡ標識された検出抗体の希釈を増大することによって抗体濃度を維持することのいずれ
かによって、検出抗体の有効濃度を低減することによって軽減される。
【０１０１】
　好ましい実施形態のさらなる改変が、特許請求の範囲によってもっぱら定義される本発
明の範囲から離れることなくあり得る。
【０１０２】
　本明細書、特許請求の範囲、および／または添付の図面に開示される本発明の特徴は、
別個に、およびそれらの任意の組合せの両方で、そのさまざまな形態で本発明を実現させ
るための材料であり得る。

【図１】 【図２】



(25) JP 2020-503893 A 2020.2.6

【図３】 【図４Ａ】
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【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】
　試料中の分析物の検出、好ましくは、デジタル検出を実施する方法であって、
　ａ）表面を有し、水溶液を受け取るための空隙容量を含む予め製作された微粒子を提供
するステップであって、前記微粒子は、非水性媒体に分散性であり、非水性媒体に分散す
ると、このような非水性媒体において規定される反応空間を提供し、規定される反応空間
において、分析物の存在を示す化学的または生化学的反応を実施でき、前記予め製作され
た微粒子は、前記微粒子を、前記予め製作された微粒子を取り囲み、分析物を含有する試
料に対して曝露すると、検出されるべき前記分析物と選択的かつ特異的に結合し、前記分
析物の捕捉剤との結合の際に、前記捕捉剤と前記分析物の間に複合体を形成する捕捉剤を
含み、前記捕捉剤は、前記予め製作された微粒子を取り囲む試料に由来する分析物と結合
し、前記予め製作された微粒子は、前記分析物または前記捕捉剤と前記分析物との間の前
記複合体に特異的であり、前記分析物または前記捕捉剤と前記分析物との間の前記複合体
と結合する検出剤をさらに含む、ステップと、
　ｂ）前記予め製作された微粒子を、検出されるべき分析物を含有すると疑われる水性試
料に対して曝露し、したがって、存在する場合には、前記捕捉剤が、検出されるべき前記
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分析物と選択的かつ特異的に結合することを可能にするステップと、
　ｃ）前記予め製作された微粒子を非水相、例えば、油相に入れ、前記予め製作された微
粒子の空隙容量を、分析物の存在を示す化学的または生化学的反応が、
　　ｄ１）前記分析物または前記捕捉剤と前記分析物との間の前記複合体に結合した検出
剤を検出すること、
　あるいは
　　ｄ２）存在する場合には、前記分析物を増幅反応によって増幅し、前記検出剤によっ
てこのように増幅された産物を検出することであって、前記分析物が核酸であり、前記増
幅反応が、例えば、ＰＣＲ、ＴＭＡ、ＮＡＳＢＡ、ＬＡＭＰ、３ＳＲ、ＳＤＡ、ＲＣＡ、
ＬＣＲ、ＲＰＡ、ＮＥＡＲなどの核酸増幅であること
　あるいは
　　ｄ３）シグナル増幅反応、例えば、核酸が前記検出剤の一部である、もしくはそれを
形成する場合には核酸増幅、または、例えば、酵素が前記検出剤の一部である、もしくは
それを形成する場合には、例えば、色素もしくはフルオロフォアなどの標識の形態のシグ
ナルの酵素ベースの増幅を実施し、このように増幅されたシグナルを検出すること
のいずれかによって実施される、規定される反応空間として使用するステップと
を含み、
　分析物の存在を示す前記化学的または生化学的反応が実施される前記反応空間が、前記
予め製作された微粒子の前記空隙容量によって規定され、前記予め製作された微粒子の前
記空隙容量よりも大きくない、方法。
【請求項２】
　前記予め製作された微粒子が、乾燥した、好ましくは、凍結乾燥した予め製作された微
粒子として提供される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記予め製作された微粒子が、その場で作製された微粒子ではなく、好ましくは、分析
物検出が行われるとき、またはその間に、その場所で、またはその反応中でその場で作製
された微粒子ではない、請求項１から２のいずれかに記載の方法。
【請求項４】
　前記捕捉剤が、前記予め製作された微粒子の前記表面上に主に位置し、その結果、前記
予め製作された微粒子が、前記微粒子の外側に位置する分析物を濃縮し集中させることが
可能である、前記請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
　前記予め製作された微粒子が、好ましくは、ステップａ）またはステップｂ）のいずれ
かの間に、水溶液中で再構成され、再構成の際に、その空隙容量中にこのような水溶液を
受け取る、請求項２から４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　前記検出剤が、予め製作するプロセスの間に前記予め製作された微粒子中に含まれるか
、または請求項５に記載の前記水溶液中に含まれ、したがって、再構成の際に前記予め製
作された微粒子の一部となる、前記請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　前記予め製作された微粒子が、ゲル形成剤でできており、このようなゲル形成剤が、好
ましくは、熱もしくは光の印加の際に、またはｐＨ、酸化還元電位、イオン強度、温度、
磁場もしくは電磁放射の変化の際に、または酵素に対する、もしくは、前記ゲル形成剤自
体が酵素を含む場合には、このような酵素の基質に対する曝露の際に、または前述の任意
の組合せで液化可能である、前記請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
　前記ゲル形成剤が、前記微粒子の前記表面および前記空隙容量を規定するマトリックス
を形成する、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記ゲル形成剤が、
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　ａ）メチルアクリレートおよびアクリレート、アクリルアミドおよびメタクリルアミド
、環状ラクタム、スチレンベースのモノマーなどのその対応するモノマーから調製された
合成ポリマー、
　ｂ）シリコンベースのポリマー、例えば、ポリジメチルシロキサンおよびそのコポリマ
ー、
　ｃ）多糖、例えば、アガロース、キチン、キトサン、アルギネート、カラゲナン、セル
ロース、フコイダン、ラミナラン；キサンタンガム、アラビアガム、ガッティガム（ｇｈ
ａｔｔｉ　ｇｕｍ）、グアーガム、ローカストビーンガム、トラガカントガム、カラヤガ
ムおよびイヌリンから選択されるガム；ポリペプチド、例えば、アルブミン、コラーゲン
、ゼラチン、ポリヌクレオチドならびにそれらの組合せから選択される天然に存在するポ
リマー
を含む群から選択される、請求項７から８のいずれかに記載の方法。
【請求項１０】
　前記捕捉剤が、抗体または抗体断片、アプタマーを含む核酸、スピーゲルマー（Ｓｐｉ
ｅｇｅｌｍｅｒ）；受容体、受容体断片、親和性タンパク質、例えば、ストレプトアビジ
ンなどの分析物または分析物複合体と特異的に結合可能な非抗体タンパク質から選択され
る、前記請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　前記検出剤が、抗体または抗体断片、アプタマーを含む核酸、スピーゲルマー；受容体
、受容体断片、親和性タンパク質、例えば、ストレプトアビジンなどの非抗体タンパク質
から選択され、その各々が、必要に応じて、適したレポーター分子、例えば、色素、酵素
、化学触媒または検出されるべき前記分析物の存在を示す光学的にもしくは別の形で検出
可能なシグナルをもたらす化学反応を開始可能である試薬の混合物を用いて標識される、
前記請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項１２】
　前記予め製作された微粒子が、特異的に標識される、前記請求項のいずれかに記載の方
法。
【請求項１３】
　予め製作された微粒子の集合体を使用して実施され、前記予め製作された微粒子が、前
記請求項のいずれかに定義される通りである、前記請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項１４】
　前記予め製作された微粒子の集合体において、前記予め製作された微粒子が、検出され
るべき異なる分析物に特異的であるという点で互いに異なり、各予め製作された微粒子が
、異なる予め製作された微粒子およびその対応する検出される分析物が、前記予め製作さ
れた微粒子の特異的標識によって区別され得るように特異的に標識される、請求項１３に
記載の方法。
【請求項１５】
　試料中の分析物もしくは複数の分析物のデジタル検出を実施するための、または複数の
規定される容量中の複数の分析物を濃縮し集中させるための、好ましくは、前記複数の規
定される容量中の前記規定される容量のすべてが同等である、前記請求項のいずれかに記
載の予め製作された微粒子の、または予め製作された微粒子の集合体の使用を含む、前記
請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項１６】
　前記曝露するステップｂ）の後に、１つまたはいくつかの洗浄ステップがある、前記請
求項のいずれかに記載の方法。
【請求項１７】
　ステップａ）において、前記予め製作された微粒子が乾燥した形態で提供され、ステッ
プｂ）において、前記予め製作された微粒子が水溶液中で再構成され、次いで、検出され
るべき分析物を含有すると疑われる試料に対して曝露され、必要に応じて、前記再構成の
ステップ後に、１つまたはいくつかの洗浄ステップがある、前記請求項のいずれかに記載
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の方法。
【請求項１８】
　ステップｂ）において、予め製作された微粒子数および前記試料中の分析物分子数が、
予め製作された微粒子あたりの単一分析物分子の結合が、ポワソン分布に従うように、好
ましくは、平均して、微粒子あたり１つ以下の分析物分子が結合し、したがって、予め製
作された微粒子あたり単一の分析物分子の検出が可能になるように、必要に応じて維持さ
れ、調整される、前記請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項１９】
　ステップｃ）の間に、存在する場合には、前記予め製作された微粒子または前記予め製
作された微粒子の集合体が、前記非水相に懸濁されるか、そして／または予め製作された
微粒子をそれぞれその他の予め製作された微粒子から隔離する固体基材上に位置し、好ま
しくは、前記固体基材がフィルター、篩、ウェル、陥凹、溝、チャネル、塹壕、クレータ
ー、孔、柱または前述の任意の組合せのパターンを有する基材である、前記請求項のいず
れかに記載の方法。
【請求項２０】
　ステップｃ）の間またはステップｃ）の後に、前記ゲル形成剤が、好ましくは、熱もし
くは光の印加を通じて、またはｐＨ、酸化還元電位、イオン強度、温度、磁場もしくは電
磁放射の変化によって、または酵素に対する、もしくは、前記ゲル形成剤自体が酵素を含
む場合には、このような酵素の基質に対する曝露の際に、または前述の任意の組合せで液
化され、非水相中の水性液滴をもたらす、前記請求項のいずれかに記載の方法。
 
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１０２
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１０２】
　本明細書、特許請求の範囲、および／または添付の図面に開示される本発明の特徴は、
別個に、およびそれらの任意の組合せの両方で、そのさまざまな形態で本発明を実現させ
るための材料であり得る。
　本発明の実施形態において、例えば以下の項目が提供される。
（項目１）
　試料中の分析物の検出、好ましくは、デジタル検出を実施する方法であって、
　ａ）表面を有し、水溶液を受け取るための空隙容量を含む予め製作された微粒子を提供
するステップであって、前記微粒子は、非水性媒体に分散性であり、非水性媒体に分散す
ると、このような非水性媒体において規定される反応空間を提供し、規定される反応空間
において、分析物の存在を示す化学的または生化学的反応を実施でき、前記予め製作され
た微粒子は、前記微粒子を、前記予め製作された微粒子を取り囲み、分析物を含有する試
料に対して曝露すると、検出されるべき前記分析物と選択的かつ特異的に結合し、前記分
析物の捕捉剤との結合の際に、前記捕捉剤と前記分析物の間に複合体を形成する捕捉剤を
含み、前記捕捉剤は、前記予め製作された微粒子を取り囲む試料に由来する分析物と結合
し、前記予め製作された微粒子は、前記分析物または前記捕捉剤と前記分析物との間の前
記複合体に特異的であり、前記分析物または前記捕捉剤と前記分析物との間の前記複合体
と結合する検出剤をさらに含む、ステップと、
　ｂ）前記予め製作された微粒子を、検出されるべき分析物を含有すると疑われる水性試
料に対して曝露し、したがって、存在する場合には、前記捕捉剤が、検出されるべき前記
分析物と選択的かつ特異的に結合することを可能にするステップと、
　ｃ）前記予め製作された微粒子を非水相、例えば、油相に入れ、前記予め製作された微
粒子の空隙容量を、分析物の存在を示す化学的または生化学的反応が、
　　ｄ１）前記分析物または前記捕捉剤と前記分析物との間の前記複合体に結合した検出



(30) JP 2020-503893 A 2020.2.6

剤を検出すること、
　あるいは
　　ｄ２）存在する場合には、前記分析物を増幅反応によって増幅し、前記検出剤によっ
てこのように増幅された産物を検出することであって、前記分析物が核酸であり、前記増
幅反応が、例えば、ＰＣＲ、ＴＭＡ、ＮＡＳＢＡ、ＬＡＭＰ、３ＳＲ、ＳＤＡ、ＲＣＡ、
ＬＣＲ、ＲＰＡ、ＮＥＡＲなどの核酸増幅であること
　あるいは
　　ｄ３）シグナル増幅反応、例えば、核酸が前記検出剤の一部である、もしくはそれを
形成する場合には核酸増幅、または、例えば、酵素が前記検出剤の一部である、もしくは
それを形成する場合には、例えば、色素もしくはフルオロフォアなどの標識の形態のシグ
ナルの酵素ベースの増幅を実施し、このように増幅されたシグナルを検出すること
のいずれかによって実施される、規定される反応空間として使用するステップと
を含む、方法。
（項目２）
　前記予め製作された微粒子が、乾燥した、好ましくは、凍結乾燥した予め製作された微
粒子として提供される、項目１に記載の方法。
（項目３）
　前記予め製作された微粒子が、その場で作製された微粒子ではなく、好ましくは、分析
物検出が行われるとき、またはその間に、その場所で、またはその反応中でその場で作製
された微粒子ではない、項目１から２のいずれかに記載の方法。
（項目４）
　前記捕捉剤が、前記予め製作された微粒子の前記表面上に主に位置し、その結果、前記
予め製作された微粒子が、前記微粒子の外側に位置する分析物を濃縮し集中させることが
可能である、前記項目のいずれかに記載の方法。
（項目５）
　前記予め製作された微粒子が、好ましくは、ステップａ）またはステップｂ）のいずれ
かの間に、水溶液中で再構成され、再構成の際に、その空隙容量中にこのような水溶液を
受け取る、項目２から４のいずれかに記載の方法。
（項目６）
　前記検出剤が、予め製作するプロセスの間に前記予め製作された微粒子中に含まれるか
、または項目５に記載の前記水溶液中に含まれ、したがって、再構成の際に前記予め製作
された微粒子の一部となる、前記項目のいずれかに記載の方法。
（項目７）
　前記予め製作された微粒子が、ゲル形成剤でできており、このようなゲル形成剤が、好
ましくは、熱もしくは光の印加の際に、またはｐＨ、酸化還元電位、イオン強度、温度、
磁場もしくは電磁放射の変化の際に、または酵素に対する、もしくは、前記ゲル形成剤自
体が酵素を含む場合には、このような酵素の基質に対する曝露の際に、または前述の任意
の組合せで液化可能である、前記項目のいずれかに記載の方法。
（項目８）
　前記ゲル形成剤が、前記微粒子の前記表面および前記空隙容量を規定するマトリックス
を形成する、項目７に記載の方法。
（項目９）
　前記ゲル形成剤が、
　ａ）メチルアクリレートおよびアクリレート、アクリルアミドおよびメタクリルアミド
、環状ラクタム、スチレンベースのモノマーなどのその対応するモノマーから調製された
合成ポリマー、
　ｂ）シリコンベースのポリマー、例えば、ポリジメチルシロキサンおよびそのコポリマ
ー、
　ｃ）多糖、例えば、アガロース、キチン、キトサン、アルギネート、カラゲナン、セル
ロース、フコイダン、ラミナラン；キサンタンガム、アラビアガム、ガッティガム（ｇｈ
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ａｔｔｉ　ｇｕｍ）、グアーガム、ローカストビーンガム、トラガカントガム、カラヤガ
ムおよびイヌリンから選択されるガム；ポリペプチド、例えば、アルブミン、コラーゲン
、ゼラチン、ポリヌクレオチドならびにそれらの組合せから選択される天然に存在するポ
リマー
を含む群から選択される、項目７から８のいずれかに記載の方法。
（項目１０）
　前記捕捉剤が、抗体または抗体断片、アプタマーを含む核酸、スピーゲルマー（Ｓｐｉ
ｅｇｅｌｍｅｒ）；受容体、受容体断片、親和性タンパク質、例えば、ストレプトアビジ
ンなどの分析物または分析物複合体と特異的に結合可能な非抗体タンパク質から選択され
る、前記項目のいずれかに記載の方法。
（項目１１）
　前記検出剤が、抗体または抗体断片、アプタマーを含む核酸、スピーゲルマー；受容体
、受容体断片、親和性タンパク質、例えば、ストレプトアビジンなどの非抗体タンパク質
から選択され、その各々が、必要に応じて、適したレポーター分子、例えば、色素、酵素
、化学触媒または検出されるべき前記分析物の存在を示す光学的にもしくは別の形で検出
可能なシグナルをもたらす化学反応を開始可能である試薬の混合物を用いて標識される、
前記項目のいずれかに記載の方法。
（項目１２）
　前記予め製作された微粒子が、特異的に標識される、前記項目のいずれかに記載の方法
。
（項目１３）
　予め製作された微粒子の集合体を使用して実施され、前記予め製作された微粒子が、前
記項目のいずれかに定義される通りである、前記項目のいずれかに記載の方法。
（項目１４）
　前記予め製作された微粒子の集合体において、前記予め製作された微粒子が、検出され
るべき異なる分析物に特異的であるという点で互いに異なり、各予め製作された微粒子が
、異なる予め製作された微粒子およびその対応する検出される分析物が、前記予め製作さ
れた微粒子の特異的標識によって区別され得るように特異的に標識される、項目１３に記
載の方法。
（項目１５）
　試料中の分析物もしくは複数の分析物のデジタル検出を実施するための、または複数の
規定される容量中の複数の分析物を濃縮し集中させるための、好ましくは、前記複数の規
定される容量中の前記規定される容量のすべてが同等である、前記項目のいずれかに記載
の予め製作された微粒子の、または予め製作された微粒子の集合体の使用を含む、前記項
目のいずれかに記載の方法。
（項目１６）
　前記曝露するステップｂ）の後に、１つまたはいくつかの洗浄ステップがある、前記項
目のいずれかに記載の方法。
（項目１７）
　ステップａ）において、前記予め製作された微粒子が乾燥した形態で提供され、ステッ
プｂ）において、前記予め製作された微粒子が水溶液中で再構成され、次いで、検出され
るべき分析物を含有すると疑われる試料に対して曝露され、必要に応じて、前記再構成の
ステップ後に、１つまたはいくつかの洗浄ステップがある、前記項目のいずれかに記載の
方法。
（項目１８）
　ステップｂ）において、予め製作された微粒子数および前記試料中の分析物分子数が、
予め製作された微粒子あたりの単一分析物分子の結合が、ポワソン分布に従うように、好
ましくは、平均して、微粒子あたり１つ以下の分析物分子が結合し、したがって、予め製
作された微粒子あたり単一の分析物分子の検出が可能になるように、必要に応じて維持さ
れ、調整される、前記項目のいずれかに記載の方法。
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（項目１９）
　ステップｃ）の間に、存在する場合には、前記予め製作された微粒子または前記予め製
作された微粒子の集合体が、前記非水相に懸濁されるか、そして／または予め製作された
微粒子をそれぞれその他の予め製作された微粒子から隔離する固体基材上に位置し、好ま
しくは、前記固体基材がフィルター、篩、ウェル、陥凹、溝、チャネル、塹壕、クレータ
ー、孔、柱または前述の任意の組合せのパターンを有する基材である、前記項目のいずれ
かに記載の方法。
（項目２０）
　ステップｃ）の間またはステップｃ）の後に、前記ゲル形成剤が、好ましくは、熱もし
くは光の印加を通じて、またはｐＨ、酸化還元電位、イオン強度、温度、磁場もしくは電
磁放射の変化によって、または酵素に対する、もしくは、前記ゲル形成剤自体が酵素を含
む場合には、このような酵素の基質に対する曝露の際に、または前述の任意の組合せで液
化され、非水相中の水性液滴をもたらす、前記項目のいずれかに記載の方法。
（項目２１）
　分析物の存在を示す前記化学的または生化学的反応が実施される前記反応空間が、前記
予め製作された微粒子の前記空隙容量によって規定され、前記予め製作された微粒子の前
記空隙容量よりも実質的に大きくない、前記項目のいずれかに記載の方法。
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摘要(译)

预制微粒技术领域本发明涉及一种预制微粒，其用于对分析物进行数字
检测和/或定量。 此外，它还涉及通过预制微粒对多种分析物进行数字检
测和/或定量。 它还涉及这种预制微粒的集合，以及这种微粒和/或这种
集合的用途。 此外，本发明还涉及一种对样品中的分析物进行数字检测
和/或定量的方法，其中使用了微粒的收集。 在一个实施方案中，在微粒
的收集中，对单个微粒进行定制以用于检测特定的分析物，并且可以通
过指示单个微粒是特定的各个分析物的特定标记来区分彼此。
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