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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】多数の化合物のハイスループット多重検出のた
めのシステム、装置及び方法を提供する。
【解決手段】捕捉アレイと連結して、マイクロウェルと
固定化された捕捉剤のセットとの間に複数のインターフ
ェースを形成するマイクロウェルアレイを含む。捕捉剤
のセットは、複数の識別可能なフィーチャを含み、各フ
ィーチャは関心のある特定の化合物の検出に対応してい
る。また、各マイクロウェルは単一細胞を含むように構
成されている。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　単一細胞由来の複数の化合物の多重検出用装置であって、
均一な配置における複数の個々のマイクロウェルを含むマイクロウェルアレイであって、
複数の個々のマイクロウェルの少なくとも一部は５０μｍを超える長さを有し、単離され
た単一細胞をサブナノリットルの内容に含むように構成されている、前記マイクロウェル
アレイ；及び、
複数の固定化捕捉剤を含む捕捉剤アレイであって、各固定化補足剤は複数の化合物の１種
と特異的に結合する能力を有し、固定化捕捉剤は均一な捕捉剤のセット内に配置され、各
捕捉剤のセットは空間的に同定可能な位置で複数の分離フィーチャを有し、各分離フィー
チャは少なくとも１種の固定化捕捉剤を含む、前記捕捉剤アレイ
を含み、
マイクロウェルアレイ及び捕捉剤アレイが連結して複数の閉鎖インターフェースを形成し
、各閉鎖インターフェースは、各マイクロウェルの内容物が少なくとも１つのセットの分
離フィーチャの全てにアクセス可能であり、それによって固定化捕捉剤の全てにアクセス
可能であるようにマイクロウェル及び捕捉剤のセットを含む、前記装置。
【請求項２】
　複数の分離フィーチャのそれぞれが、識別可能な空間位置を有する、請求項１に記載の
装置。
【請求項３】
　複数の分離フィーチャのそれぞれが、線、形及び点からなる群から選択されるフィーチ
ャである、請求項１に記載の装置。
【請求項４】
　各分離フィーチャの形状が、他の全ての分離フィーチャの形状から識別可能である、請
求項３に記載の装置。
【請求項５】
　複数のマイクロウェルの少なくとも一部が、長さ約１～２ｍｍ、及び深さ約５～５０μ
ｍの寸法を有する、高いアスペクト比の長方形のウェルである、請求項１に記載の装置。
【請求項６】
　複数の化合物が、タンパク質、ペプチド、ペプチド断片、細胞表面受容体、核酸、ホル
モン、抗原及び増殖因子からなる群から選択される少なくとも１種の化合物を含む、請求
項１に記載の装置。
【請求項７】
　複数の化合物が、マイクロウェル内に含まれる単一細胞から分泌される少なくとも１種
のタンパク質を含む、請求項１に記載の化合物。
【請求項８】
　複数の捕捉剤が、抗体、タンパク質、ペプチド、ペプチド断片及び核酸からなる群から
選択される少なくとも１種の化合物を含む、請求項１に記載の装置。
【請求項９】
　少なくとも１種の分離フィーチャが、１種以上の固定化捕捉剤を含み、分離フィーチャ
内の各固定化捕捉剤が、異なる検出可能な標識を有する関連二次捕捉剤を有する、請求項
１に記載の装置。
【請求項１０】
　各マイクロウェルが、約１０～２０００μｍの長さ、約１０～１００μｍの幅、及び約
１０～１００μｍの深さを有する長方形である、請求項１に記載の装置。
【請求項１１】
　各捕捉剤のセットが、約１０～１００個の分離フィーチャを含み、各分離フィーチャが
、１種の化合物と特異的に結合する少なくとも１種の固定化捕捉剤を含む、請求項１に記
載の装置。
【請求項１２】
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　各分離フィーチャが、約２５～３０μｍの幅を有する、請求項１に記載の装置。
【請求項１３】
　各分離フィーチャが、約５０μｍ以上のピッチサイズに対して、約２５μｍの距離で同
じセットの別の分離フィーチャから分離されている、請求項１に記載の装置。
【請求項１４】
　捕捉剤アレイが、１０種超の異なる捕捉剤を含み、それによって１０種超の異なる化合
物の検出が可能である、請求項１に記載の装置。
【請求項１５】
　捕捉剤アレイが、４０種超の異なる捕捉剤を含み、それによって４０種超の異なる化合
物の検出が可能である、請求項１に記載の装置。
【請求項１６】
　マイクロウェルアレイが、約２００マイクロウェル／ｃｍ２～約２０，０００マイクロ
ウェル／ｃｍ２のマイクロウェル密度を有する、請求項１に記載の装置。
【請求項１７】
　単一細胞由来の複数の化合物の空間的符号化多重検出方法であって、該方法が以下：
均一な配置における複数の個々のマイクロウェルを含むマイクロウェルアレイを供給する
こと；
単一細胞を含むサブナノリットルの体積の流体が少なくとも１個のマイクロウェルに流入
するように、マイクロウェルアレイの表面に流体を加えること；
複数の固定化捕捉剤を含む捕捉剤アレイを供給すること、ここで、各捕捉剤は複数の化合
物の１種と特異的に結合可能であり、固定化捕捉剤は捕捉剤のセット内に配置され、各捕
捉剤セットは空間的に同定可能な位置で複数の分離フィーチャを有し、各分離フィーチャ
は少なくとも１種の固定化捕捉剤を含む；
マイクロウェルアレイを捕捉剤アレイと接触させ、複数の閉鎖インターフェースを形成す
ること、ここで、各閉鎖インターフェースは各マイクロウェル内の流体がセットの分離フ
ィーチャの全てにアクセス可能であり、それによって固定化捕捉剤の全てにアクセス可能
であるように、マイクロウェル及び捕捉剤のセットを含む；
複数の化合物が固定化捕捉剤に結合し、固定化捕捉剤－化合物複合体を形成することを可
能にする適切な条件を供給すること；
マイクロウェルアレイから捕捉剤アレイを除去すること；
捕捉剤アレイを複数の標識化二次捕捉剤と接触させること、ここで、各標識化二次捕捉剤
が、形成された固定化捕捉剤－化合物複合体と特異的に結合し、固定化捕捉剤－化合物－
標識化二次捕捉剤複合体を形成する；
捕捉剤アレイ上の検出可能な標識の存在を検出すること；及び
捕捉剤アレイ上の検出可能な標識の存在を、少なくとも１種の化合物の存在と関連づける
こと
を含む、前記方法。
【請求項１８】
　複数の分離フィーチャのそれぞれが、線、形及び点からなる群から選択されるフィーチ
ャである、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　各分離フィーチャの形状が、他の全ての分離フィーチャの形状から識別可能である、請
求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　マイクロウェル表面に加えられた流体が細胞を含む、請求項１７に記載の方法。
【請求項２１】
　流体が、重力のみにより、個々のマイクロウェルに流入する、請求項１７に記載の方法
。
【請求項２２】
　複数の化合物が、タンパク質、ペプチド、ペプチド断片、細胞表面受容体、核酸、ホル
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モン、抗原及び増殖因子からなる群から選択される少なくとも１種の化合物を含む、請求
項１７に記載の方法。
【請求項２３】
　複数の化合物が、マイクロウェル内に含まれる単一細胞から分泌される少なくとも１種
のタンパク質を含む、請求項１７に記載の方法。
【請求項２４】
　複数の捕捉剤が、抗体、タンパク質、ペプチド、ペプチド断片及び核酸からなる群から
選択される少なくとも１種の化合物を含む、請求項１７に記載の方法。
【請求項２５】
　少なくとも１種の分離フィーチャが、１種超の固定化捕捉剤を含み、分離フィーチャ内
の各固定化捕捉剤が、異なる検出可能な標識を有する関連二次捕捉剤を有する、請求項１
７に記載の方法。
【請求項２６】
　各マイクロウェルが、約１０～２０００μｍの長さ、約１０～１００μｍの幅、及び約
１０～１００μｍの深さを有する長方形である、請求項１７に記載の方法。
【請求項２７】
　各捕捉剤のセットが、約１０～１００個の分離フィーチャを含み、各分離フィーチャが
、１種の化合物と特異的に結合する少なくとも１種の固定化捕捉剤を含む、請求項１７に
記載の方法。
【請求項２８】
　各分離フィーチャが、約２５～３０μｍの幅を有する、請求項１７に記載の方法。
【請求項２９】
　各分離フィーチャが、約２５μｍの距離で同じセットの別の分離フィーチャから分離さ
れている、請求項１７に記載の方法。
【請求項３０】
　捕捉剤アレイが、１０種超の異なる捕捉剤を含み、それによって１０種超の異なる化合
物の検出が可能である、請求項１７に記載の方法。
【請求項３１】
　捕捉剤アレイが、４０種超の異なる捕捉剤を含み、それによって４０種超の異なる化合
物の検出が可能である、請求項１７に記載の方法。
【請求項３２】
　マイクロウェルアレイが、約２００マイクロウェル／ｃｍ２～約２０，０００マイクロ
ウェル／ｃｍ２のマイクロウェル密度を有する、請求項１７に記載の方法。
【請求項３３】
　マイクロウェルアレイの表面に流体を加えることにより、単一細胞を含む複数の個々の
マイクロウェルが形成される、請求項１７に記載の方法。
【請求項３４】
　捕捉剤アレイ上で検出される検出可能な標識の空間的位置が、複数の化合物の少なくと
も１種の正体と、化合物が検出された個々のマイクロウェルと関連づけられる、請求項１
７に記載の方法。
【請求項３５】
　捕捉剤アレイ上で検出される検出可能な標識の形状が、複数の化合物の少なくとも１種
の正体と関連づけられる、請求項１７に記載の方法。
【請求項３６】
　捕捉剤アレイ上で検出される検出可能な標識のスペクトル特性が、複数の化合物の少な
くとも１種の正体と関連づけられる、請求項１７に記載の方法。
【請求項３７】
　捕捉剤アレイ上で検出される検出可能な標識の空間的位置、及び検出される検出可能な
標識のスペクトル特性が、複数の化合物の１種の正体と、化合物が検出された個々のマイ
クロウェルと関連づけられる、請求項１７に記載の方法。
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【請求項３８】
　捕捉剤アレイ上で検出される検出可能な標識の空間的位置、検出される検出可能な標識
の形状、及び検出される検出可能な標識のスペクトル特性が、複数の化合物の１種の正体
と、化合物が検出された個々のマイクロウェルと関連づけられる、請求項１７に記載の方
法。
【請求項３９】
　試料内の複数の単一細胞の表現型を、単一細胞により分泌される５種以上の化合物を検
出することによって試験する、請求項１７に記載の方法。
【請求項４０】
　懸濁液をマイクロウェルアレイの表面に加えることにより、それぞれが単一細胞を含む
複数の個々のマイクロウェルが生成し、それによって複数の単一細胞により分泌される化
合物のハイスループット多重検出方法を提供する、請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　個々のマイクロウェル中に検出される化合物の組み合わせが、マイクロウェル中に含ま
れる単一細胞の表現型を示す、請求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
　細胞の表現型が、がん細胞として細胞を定義する、請求項４０に記載の方法。
【請求項４３】
　細胞の表現型が、転移性のがん細胞として細胞を定義する、請求項４０に記載の方法。
【請求項４４】
　細胞の表現型が、がん細胞の進行性を定義する、請求項４０に記載の方法。
【請求項４５】
　複数の単一細胞が、免疫細胞の集団を含み、方法が免疫細胞の不均一性を試験する、請
求項４０に記載の方法。
【請求項４６】
　１種以上の単一細胞の表現型が、疾患の進行を示し、又は個々の疾患の段階を明らかに
する、請求項４０に記載の方法。
【請求項４７】
　単一細胞由来の複数の化合物の空間的及びスペクトル的符号化多重検出方法であって、
該方法が以下：
均一な配置における複数の個々のマイクロウェルを含むマイクロウェルアレイを供給する
こと；
単一細胞を含むサブナノリットルの体積の流体が少なくとも１個のマイクロウェルに流入
するように、マイクロウェルアレイの表面に流体を加えること；
複数の固定化捕捉剤を含む捕捉剤アレイを供給すること、ここで、各捕捉剤は複数の化合
物の１種と特異的に結合可能であり、固定化捕捉剤は捕捉剤のセット内に配置され、各捕
捉剤セットは空間的に同定可能な位置で複数の分離フィーチャを有し、各分離フィーチャ
は１種超の固定化捕捉剤を含む；
マイクロウェルアレイを捕捉剤アレイと接触させ、複数の閉鎖インターフェースを形成す
ること、ここで、各閉鎖インターフェースは各マイクロウェル内の流体がセットの分離フ
ィーチャの全てにアクセス可能であり、それによって固定化捕捉剤の全てにアクセス可能
であるように、マイクロウェル及び捕捉剤のセットを含む；
複数の成分が固定化捕捉剤に結合し、固定化捕捉剤－化合物複合体を形成することを可能
にする適切な条件を供給すること；
マイクロウェルアレイから捕捉剤アレイを除去すること；
捕捉剤アレイを複数の標識化二次捕捉剤と接触させること、ここで、各二次捕捉剤が複数
の検出可能な標識の１種で標識され、各二次捕捉剤が、分離フィーチャで固定化捕捉剤－
化合物複合体と結合して固定化捕捉剤－化合物－二次捕捉剤複合体を形成し、分離フィー
チャの固定化捕捉剤－化合物－二次捕捉剤複合体が、それぞれスペクトル的に異なる標識
を有するように構成されている；
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捕捉剤アレイ上で複数の検出可能な標識の存在を検出すること；
捕捉剤アレイ上で検出される各検出可能な標識の空間的位置及びスペクトル特性を、少な
くとも１種の化合物と存在と関連づけること
を含む、前記方法。
【請求項４８】
　複数の分離フィーチャのそれぞれが、線、形、及び点からなる群から選択されるフィー
チャである、請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
　各分離フィーチャの形状が、他の全ての分離フィーチャの形状から識別可能である、請
求項４８に記載の方法。
【請求項５０】
　マイクロウェルの表面に加えられる流体が細胞を含む、請求項４７に記載の方法。
【請求項５１】
　流体が、重力のみにより、個々のマイクロウェルに流入する、請求項４７に記載の方法
。
【請求項５２】
　複数の化合物が、タンパク質、ペプチド、ペプチド断片、細胞表面受容体、核酸、ホル
モン、抗原及び増殖因子からなる群から選択される少なくとも１種の化合物を含む、請求
項４７に記載の方法。
【請求項５３】
　複数の化合物が、マイクロウェル内に含まれる単一細胞から分泌される少なくとも１種
のタンパク質を含む、請求項４７に記載の方法。
【請求項５４】
　複数の捕捉剤が、抗体、タンパク質、ペプチド、ペプチド断片及び核酸からなる群から
選択される少なくとも１種の化合物を含む、請求項４７に記載の方法。
【請求項５５】
　各マイクロウェルが、約１０～２０００μｍの長さ、約１０～１００μｍの幅、及び約
１０～１００μｍの深さを有する長方形である、請求項４７に記載の方法。
【請求項５６】
　各捕捉剤のセットが、約１０～１００個の分離フィーチャを含み、各分離フィーチャが
、１種の化合物と特異的に結合する少なくとも１種の固定化捕捉剤を含む、請求項４７に
記載の方法。
【請求項５７】
　各分離フィーチャが、約２５～３０μｍの幅を有する、請求項４７に記載の方法。
【請求項５８】
　各分離フィーチャが、約２５μｍの距離で同じセットの別の分離フィーチャから分離さ
れている、請求項４７に記載の方法。
【請求項５９】
　捕捉剤アレイが、１０種超の異なる捕捉剤を含み、それによって１０種超の異なる化合
物の検出が可能である、請求項４７に記載の方法。
【請求項６０】
　捕捉剤アレイが、４０種超の異なる捕捉剤を含み、それによって４０種超の異なる化合
物の検出が可能である、請求項４７に記載の方法。
【請求項６１】
　マイクロウェルアレイが、約２００マイクロウェル／ｃｍ２～約２０，０００マイクロ
ウェル／ｃｍ２のマイクロウェル密度を有する、請求項４７に記載の方法。
【請求項６２】
　マイクロウェルアレイの表面への流体を加えることにより、単一細胞を含む複数の個々
のマイクロウェルが形成される、請求項４７に記載の方法。
【請求項６３】
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　捕捉剤アレイ上の検出可能な標識の空間的位置、及び検出可能な標識のスペクトル特性
が、複数の化合物の１種の正体と、化合物が検出された個々のマイクロウェルと関連づけ
られる、請求項４７に記載の方法。
【請求項６４】
　捕捉剤アレイ上の検出可能な標識の空間的位置、検出可能な標識の形状、及び検出可能
な標識の型が、複数の化合物の１種の正体と、化合物が検出された個々のマイクロウェル
と関連づけられる、請求項４７に記載の方法。
【請求項６５】
　試料内の複数の単一細胞の表現型を、単一細胞により分泌される５種以上の化合物を検
出することによって試験する、請求項４７に記載の方法。
【請求項６６】
　懸濁液をマイクロウェルアレイの表面に加えることにより、それぞれが単一細胞を含む
複数の個々のマイクロウェルが生成され、それによって複数の単一細胞により分泌される
化合物のハイスループット多重検出方法を提供する、請求項４７に記載の方法。
【請求項６７】
　個々のマイクロウェル中に検出される化合物の組み合わせが、マイクロウェル中に含ま
れる単一細胞の表現型を示す、請求項６６に記載の方法。
【請求項６８】
　細胞の表現型が、がん細胞として細胞を定義する、請求項６６に記載の方法。
【請求項６９】
　細胞の表現型が、転移性のがん細胞として細胞を定義する、請求項６６に記載の方法。
【請求項７０】
　細胞の表現型が、がん細胞の進行性を定義する、請求項６６に記載の方法。
【請求項７１】
　複数の単一細胞が、免疫細胞の集団を含み、方法が免疫細胞の不均一性を試験する、請
求項６６に記載の方法。
【請求項７２】
　１種以上の単一細胞の表現型が、疾患の進行を示し、又は個々の疾患の段階を明らかに
する、請求項６６に記載の方法。
【請求項７３】
　単一細胞由来の複数の化合物の多重検出用システムであって、
均一な配置で複数の個々のマイクロウェルを含み、複数の個々のマイクロウェルの少なく
とも一部が、サブナノリットルの内容に単一細胞を含むように構成されている、マイクロ
ウェルアレイと、
複数の固定化捕捉剤を含む捕捉剤アレイであって、各固定化補足剤は複数の化合物の１種
と特異的に結合する能力を有し、固定化捕捉剤は均一な捕捉剤のセット内に配置され、各
捕捉剤のセットは空間的に同定可能な位置で複数の分離フィーチャを有し、各分離フィー
チャは少なくとも１種の固定化捕捉剤を含む、前記捕捉剤アレイと
を含む装置、
ここで、マイクロウェルアレイ及び捕捉剤アレイが、連結して複数の閉鎖インターフェー
スを形成し、各閉鎖インターフェースは、各マイクロウェルの内容物が少なくとも１つの
セットの分離フィーチャの全てにアクセス可能であり、それによって固定化捕捉剤の全て
にアクセス可能であるようにマイクロウェル及び捕捉剤のセットを含む；並びに、
複数の二次捕捉剤、ここで各二次捕捉剤は検出可能な標識を含み、複数の化合物の１つの
化合物が複数の固定化捕捉剤の１つの固定化捕捉剤と結合することにより、分離フィーチ
ャで形成した固定化捕捉剤－化合物複合体と結合するように構成されている、
を含む、前記システム。
【請求項７４】
　複数の分離フィーチャのそれぞれが、識別可能な空間的位置を有する、請求項７３に記
載のシステム。
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【請求項７５】
　複数の分離フィーチャのそれぞれが、線、形及び点からなる群から選択されるフィーチ
ャである、請求項７３に記載のシステム。
【請求項７６】
　各分離フィーチャの形状が、他の全ての分離フィーチャの形状から識別可能である、請
求項７５に記載のシステム。
【請求項７７】
　複数のマイクロウェルの少なくとも一部が、長さ約１～２ｍｍ、及び深さ約５～５０μ
ｍの寸法を有する高いアスペクト比の長方形のウェルである、請求項７３に記載のシステ
ム。
【請求項７８】
　複数の化合物が、タンパク質、ペプチド、ペプチド断片、細胞表面受容体、核酸、ホル
モン、抗原及び増殖因子からなる群から選択される少なくとも１種の化合物を含む、請求
項７３に記載のシステム。
【請求項７９】
　複数の化合物が、マイクロウェル内に含まれる単一細胞から分泌される少なくとも１種
のタンパク質を含む、請求項７３に記載のシステム。
【請求項８０】
　複数の捕捉剤が、抗体、タンパク質、ペプチド、ペプチド断片及び核酸からなる群から
選択される少なくとも１種の化合物を含む、請求項７３に記載のシステム。
【請求項８１】
　少なくとも１種の分離フィーチャが、１種以上の固定化捕捉剤を含み、分離フィーチャ
内の各固定化捕捉剤が、異なる検出可能な標識を有する関連二次捕捉剤を有する、請求項
７３に記載のシステム。
【請求項８２】
　各マイクロウェルが、約１０～２０００μｍの長さ、約１０～１００μｍの幅、及び約
１０～１００μｍの深さを有する長方形である、請求項７３に記載のシステム。
【請求項８３】
　各捕捉剤のセットが、約１０～１００個の分離フィーチャを含み、各分離フィーチャが
、１種の化合物と特異的に結合する少なくとも１種の固定化捕捉剤を含む、請求項７３に
記載のシステム。
【請求項８４】
　各分離フィーチャが、約２５～３０μｍの幅を有する、請求項７３に記載のシステム。
【請求項８５】
　各分離フィーチャが、約２５μｍの距離で同じセットの別の分離フィーチャから分離さ
れている、請求項７３に記載のシステム。
【請求項８６】
　捕捉剤アレイが、１０種超の異なる捕捉剤を含み、それによって１０種超の異なる化合
物の検出が可能である、請求項７３に記載のシステム。
【請求項８７】
　捕捉剤アレイが、４０種超の異なる捕捉剤を含み、それによって４０種超の異なる化合
物の検出が可能である、請求項７３に記載のシステム。
【請求項８８】
　マイクロウェルアレイが、約２００マイクロウェル／ｃｍ２～約２０，０００マイクロ
ウェル／ｃｍ２のマイクロウェル密度を有する、請求項７３に記載のシステム。
【請求項８９】
　検出可能な標識が、蛍光標識、放射性標識、強磁性標識、常磁性標識、発光標識、電気
化学発光標識、リン光標識及び呈色標識からなる群から選択される、請求項７３に記載の
システム。
【請求項９０】
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　複数の二次捕捉剤のそれぞれが、同じ検出可能な標識を含む、請求項７３に記載のシス
テム。
【請求項９１】
　各二次捕捉剤が、複数の検出可能な標識の１種で標識され、各二次捕捉剤が、分離フィ
ーチャで固定化捕捉剤－化合物複合体と結合して固定化捕捉剤－化合物－二次捕捉剤複合
体を形成し、分離フィーチャの固定化捕捉剤－化合物－二次捕捉剤複合体が、それぞれス
ペクトル的に異なる標識を有するように構成されている、請求項７３に記載のシステム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願に対する相互参照
　本出願は、２０１２年８月２４日に出願された米国仮特許出願第61/692,895号、及び２
０１３年３月１３日に出願された米国仮特許出願第61/779,299号に対する米国特許法第１
１９条（ｅ）による優先権に対する権利を有し、これらは全て、参照として全体が本明細
書に組み込まれる。
【０００２】
　連邦支援型研究又は開発に関する記載
　本発明は、国立衛生研究所（ＮＩＨ）により与えられた、NIH UO1 CA164252、NIH 4R00
 CA136759、NIH U54CA143868、NIH RO1 GM084201、及びNIH U54 CA143798による政府の支
援によりなされた。政府は本発明に一定の権利を有する。
【背景技術】
【０００３】
　サイトカイン、ケモカイン及び増殖因子を含む分泌タンパク質は、例えば、免疫系（Ro
thenberg, 2007 Nat.Immunol 8(5):441-4）、腫瘍微小環境（Hanahan and Weinberg, 201
1, Cell 144(5):646-74）、又は幹細胞微小環境（Gnecchi et al., 2008, Circ.Res103(1
):1204-19）において、様々な細胞挙動及び細胞－細胞パラクリン／オートクリンシグナ
ル伝達を媒介する重要な機能的レギュレータを代表する。これらのタンパク質を検出する
ことは、基礎的細胞生物学だけでなく、疾患の診断及び治療モニタリングにとっても大き
な価値がある。しかし、多機能性と呼ばれる単一細胞由来の複数のエフェクタータンパク
質の共生産のため、単一細胞レベルで、分泌されたタンパク質の一団、又はセクレトーム
の特徴を判断することは生物学的に有益である。更に、最近の証拠によれば、遺伝的に同
一の細胞集団が多種多様の表現型の相違を生じ得ることが示された（Niepel et al., 200
9, Curr Opin Chem Biol 13(5-6):556-561）。更に、細胞性免疫及び効果的な薬物治療の
正確なモニタリングに対する潜在的なバリアとして非遺伝的不均一性も浮上してくる（Ga
scoigne and Taylor, 2008, Cancer Cell 14(2):111-22；Cohen et al., 2008, Science 
322(5907):1511-6）。これは、プロテオームの特徴の単一細胞分析のための実用的な手段
の必要性を示唆する。
【０００４】
　蛍光活性化細胞分取（ＦＡＣＳ）は、単一細胞の分析のための最新の技術を代表する（
Sachs et al., 2005, Science 308(5721):523-9）。通常、ＦＡＣＳは細胞表面マーカー
によって細胞表現型を検出し、選別するために使用される。ＦＡＣＳの使用は、小胞輸送
を抑制することにより（Prussin, 1997, Clin Immunol 17(3):195-204）、細胞質内のサ
イトカインを含む、細胞内タンパク質の検出にまで拡張されている（Sachs et al., 2005
, Science 308(5721):523-9；Kotecha et al., 2008, Cancer Cell 14(4):335-43；Irish
 et al., 2004, Cell 118(2):217-28）。しかし、細胞内サイトカイン染色法（ＩＣＳ）
は真の分泌解析ではなく、細胞の固定をも必要とし、これは、フローサイトメトリー分析
のあとには細胞がもはや生存しておらず、更なる試験のために細胞を回収できないことを
意味する。ＩＣＳの更なる欠点は、現在の能力１２重化を超える正確な多重化を妨げるス
ペクトルの重複、細胞内染色抗体の非特異的結合の可能性である。今までの単一細胞分泌
分析の中心は、免疫サンドイッチをベースとする試験法を用いて個々の細胞の分泌フット
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プリントを検出する標準的ＥＬＩＳＡ検出法を用いるプレートをベースとする細胞培養試
験である、ＥＬＩＳｐｏｔと呼ばれる簡便なアプローチである（Sachdeva and Asthana, 
2007, Front Biosci 12:4682-95）。免疫細胞を、一次抗体の層でプレコートしたマイク
ロタイタープレートに添加する。インキュベーション後、分泌したタンパク質を細胞の近
位にある抗体で捕捉し、単一細胞分泌フットプリントを示すスポットを生じさせる（Stra
tov et al., 2004, Curr Drug Targets 5(l):71-88）。近年、タンパク質分泌フットプリ
ントを可視化するための２種の蛍光色素を利用するＦＬＵＯＲＯＳｐｏｔと呼ばれるＥＬ
ＩＳｐｏｔの変形は、同時の二重機能分析を可能にしたが、この技術は低い多重化能力に
限定される。
【０００５】
　細胞集団から分泌されたタンパク質の高度の多重化測定は、Ｉｌｌｕｍｉｎａ　Ｖｅｒ
ａＣｏｄｅシステム（Henshall and Gorfain, 2007, Genet Eng Biotechnol News 27(17)
:1）等のコード化ビーズ試験法、又はピンスポット法を用いて製造された抗体マイクロア
レイ（Chen et al., 2007, Nat Methods 4(5):437-44；Liotta et al., 2003, Cancer Ce
ll 3(4):317-25）を用いて実施することができる。しかし、これらの高度の多重化技術で
は、単一細胞の測定を実施することができない。微細加工チップは、単一細胞分析技術の
新しい範疇として現れた（Wang and Bodovitz, 2010, Trends Biotechnol 28(6):281-90
；Cheong et al., 2009, Sci Signal 2(75):pl2；Love et al., 2006, Nat Biotechnol 2
4(6):703-7；
Lee et al., 2012, Integr Biol(Camb)4(4):381-90；
Rowat et al., 2009, Proc Natl Acad Sci USA 106(43):18149-54；Lecault et al., 201
1, Nat.Methods 8(7):581-6）。プロトタイプ型マイクロチップにより、多重化タンパク
質分泌試験法の可能性が立証され、臨床診断及び治療モニタリングにおける単一細胞分泌
プロファイリングの緊急の必要性を指摘する患者からの表現型が類似の免疫細胞における
かなりの多機能不均一性が明らかになった（Shin et al., 2011, Biophys J 100(10):237
8-86；Ma et al., 2011, Nat Med 17(6):738-43）。しかし、これらのマイクロチップは
、十分な処理量又は多重性が不足し、又は洗練された操作を必要とし、細胞生物学及び細
胞機能の臨床評価における広範な応用を妨げている。この方法では、単一細胞における高
度な多重化タンパク質分析を実施することができない。例えば、これまで、単一細胞レベ
ルでの分泌タンパク質のハイコンテント（＞１０００細胞）及び高多重化（＞３５タンパ
ク質）測定を実施するのに有用な技術は存在していない。
　したがって、単一細胞からの多数の化合物の多重分析のための装置及び方法が当該技術
分野において必要である。本発明は、この未だ満たされていない要求を満たす。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明は、マイクロウェルアレイ及び捕捉剤アレイを含む、単一細胞由来の複数の化合
物の多重検出用装置を含む。マイクロウェルアレイは、均一な配置で複数の個々のマイク
ロウェルを含み、複数の個々のマイクロウェルの少なくとも一部は５０μｍを超える長さ
を有し、単離された単一細胞をサブナノリットルの内容に含むように構成されている。捕
捉剤アレイは、複数の固定化捕捉剤を含み、各固定化補足剤は複数の化合物の１種と特異
的に結合する能力を有する。固定化捕捉剤は均一な捕捉剤のセット内に配置され、各捕捉
剤のセットは空間的に同定可能な位置で複数の分離フィーチャを有し、各分離フィーチャ
は少なくとも１種の固定化捕捉剤を含む。マイクロウェルアレイ及び捕捉剤アレイは連結
して複数の閉鎖インターフェースを形成し、各閉鎖インターフェースは、各マイクロウェ
ルの内容物が少なくとも１つのセットの分離フィーチャの全てにアクセス可能であり、そ
れによって固定化捕捉剤の全てにアクセス可能であるようにマイクロウェル及び捕捉剤の
セットを含む。
【０００７】
　一態様においては、複数の分離フィーチャのそれぞれは識別可能な空間的位置を有する
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。一態様においては、複数の分離フィーチャのそれぞれは、線、形及び点からなる群から
選択されるフィーチャである。例えば、一態様においては、各分離フィーチャの形状は、
他の全ての分離フィーチャの形状から識別可能である。
【０００８】
　一態様においては、複数のマイクロウェルの少なくとも一部は、長さ約１～２ｍｍ、及
び深さ約５～５０μｍの寸法を有する高いアスペクト比の長方形のウェルである。
【０００９】
　一態様においては、複数の化合物が、タンパク質、ペプチド、ペプチド断片、細胞表面
受容体、核酸、ホルモン、抗原及び増殖因子からなる群から選択される少なくとも１種の
化合物を含む。一態様においては、複数の化合物は、マイクロウェル内に含まれる単一細
胞から分泌される少なくとも１種のタンパク質を含む。
【００１０】
　一態様においては、複数の捕捉剤は、抗体、タンパク質、ペプチド、ペプチド断片及び
核酸からなる群から選択される少なくとも１種の化合物を含む。
【００１１】
　一態様においては、少なくとも１種の分離フィーチャは１種以上の固定化捕捉剤を含み
、分離フィーチャ内の各固定化捕捉剤は、異なる検出可能な標識を有する関連二次捕捉剤
を有する。
【００１２】
　一態様においては、各マイクロウェルが、約１０～２０００μｍの長さ、約１０～１０
０μｍの幅、及び約１０～１００μｍの深さを有する長方形である。
【００１３】
　一態様においては、各捕捉剤のセットは約１０～１００個の分離フィーチャを含み、各
分離フィーチャは、１種の化合物と特異的に結合する少なくとも１種の固定化捕捉剤を含
む。
【００１４】
　一態様においては、各分離フィーチャは約２５～３０μｍの幅を有する。一態様におい
ては、各分離フィーチャは、約５０μｍ以上のピッチサイズに対して、約２５μｍの距離
で同じセットの別の分離フィーチャから分離されている。
【００１５】
　一態様においては、捕捉剤アレイは、１０種超の異なる捕捉剤を含み、それによって１
０種超の異なる化合物の検出が可能である。一態様においては、捕捉剤アレイは、４０種
超の異なる捕捉剤を含み、それによって４０種超の異なる化合物の検出が可能である。
【００１６】
　一態様においては、マイクロウェルアレイは、約２００マイクロウェル／ｃｍ２～約２
０，０００マイクロウェル／ｃｍ２のマイクロウェル密度を有する。
【００１７】
　また、本発明は以下を含む、単一細胞由来の複数の化合物の空間的符号化多重検出方法
を含む。均一な配置における複数の個々のマイクロウェルを含むマイクロウェルアレイを
供給すること；単一細胞を含むサブナノリットルの体積の流体が少なくとも１個のマイク
ロウェルに流入するように、マイクロウェルアレイの表面に流体を加えること；複数の固
定化捕捉剤を含む捕捉剤アレイを供給することであって、各捕捉剤は複数の化合物の１種
と特異的に結合可能であり、固定化捕捉剤は捕捉剤のセット内に配置され、各捕捉剤セッ
トは空間的に同定可能な位置で複数の分離フィーチャを有し、各分離フィーチャは少なく
とも１種の固定化捕捉剤を含む；及びマイクロウェルを捕捉剤アレイと接触させ、複数の
閉鎖インターフェースを形成することであって、各閉鎖インターフェースは各マイクロウ
ェル内の流体がセットの分離フィーチャの全てにアクセス可能であり、それによって固定
化捕捉剤の全てにアクセス可能であるように、マイクロウェル及び捕捉剤のセットを含む
。該方法は、更に複数の化合物が固定化捕捉剤に結合し、固定化捕捉剤－化合物複合体を
形成することを可能にする適切な条件を供給すること；マイクロウェルアレイから捕捉剤
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アレイを除去すること；捕捉剤アレイを複数の標識化二次捕捉剤と接触させることであっ
て、各標識化二次捕捉剤が、生成された固定化捕捉剤－化合物複合体と特異的に結合し、
固定化捕捉剤－化合物－標識化二次捕捉剤複合体を形成すること；捕捉剤アレイ上の検出
可能な標識の存在を検出すること；及び捕捉剤アレイ上の検出可能な標識の存在を、少な
くとも１種の化合物の存在と関連づけることを含む。
【００１８】
　一態様においては、複数の分離フィーチャのそれぞれは、線、形及び点からなる群から
選択されるフィーチャである。例えば、一態様においては、各分離フィーチャの形状は他
の全ての分離フィーチャの形状から識別可能である。
【００１９】
　一態様においては、マイクロウェル表面に加えられた流体は細胞を含む。一態様におい
ては、流体は、重力のみにより、個々のマイクロウェルに流入する。
【００２０】
　一態様においては、複数の化合物は、タンパク質、ペプチド、ペプチド断片、細胞表面
受容体、核酸、ホルモン、抗原及び増殖因子からなる群から選択される少なくとも１種の
化合物を含む。一態様においては、複数の化合物は、マイクロウェル内に含まれる単一細
胞から分泌される少なくとも１種のタンパク質を含む。
【００２１】
　一態様においては、複数の捕捉剤は、抗体、タンパク質、ペプチド、ペプチド断片及び
核酸からなる群から選択される少なくとも１種の化合物を含む。
【００２２】
　一態様においては、少なくとも１種の分離フィーチャが１種超の固定化捕捉剤を含み、
分離フィーチャ内の各固定化捕捉剤が、異なる検出可能な標識を有する関連二次捕捉剤を
有する。
【００２３】
　一態様においては、各マイクロウェルは、約１０～２０００μｍの長さ、約１０～１０
０μｍの幅、及び約１０～１００μｍの深さを有する長方形である。
【００２４】
　一態様においては、各捕捉剤のセットは約１０～１００個の分離フィーチャを含み、各
分離フィーチャは、１種の化合物と特異的に結合する少なくとも１種の固定化捕捉剤を含
む。
【００２５】
　一態様においては、各分離フィーチャは約２５～３０μｍの幅を有する。一態様におい
ては、各分離フィーチャは、約２５μｍの距離で同じセットの別の分離フィーチャから分
離されている。
【００２６】
　一態様においては、捕捉剤アレイは、１０種超の異なる捕捉剤を含み、それによって１
０種超の異なる化合物の検出が可能である。一態様においては、捕捉剤アレイは、４０種
超の異なる捕捉剤を含み、それによって４０種超の異なる化合物の検出が可能である。
【００２７】
　一態様においては、マイクロウェルアレイは、約２００マイクロウェル／ｃｍ２～約２
０，０００マイクロウェル／ｃｍ２のマイクロウェル密度を有する。
【００２８】
　一態様においては、マイクロウェルアレイの表面に流体を加えることにより、単一細胞
を含む、複数の個々のマイクロウェルが生成する。
【００２９】
　一態様においては、捕捉剤アレイ上で検出される検出可能な標識の空間的位置は、複数
の化合物の少なくとも１種の正体(identity)と、化合物が検出された個々のマイクロウェ
ルと関連づけられる。一態様においては、捕捉剤アレイ上で検出される検出可能な標識の
形状が、複数の化合物の少なくとも１種の正体と関連づけられる。一態様においては、捕
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捉剤アレイ上で検出される検出可能な標識のスペクトル特性が、複数の化合物の少なくと
も１種の正体と関連づけられる。一態様においては、捕捉剤アレイ上で検出される検出可
能な標識の空間的位置、及び検出される検出可能な標識のスペクトル特性は、複数の化合
物の１種の正体と、化合物が検出された個々のマイクロウェルと関連づけられる。一態様
においては、捕捉剤アレイ上で検出される検出可能な標識の空間的位置、検出される検出
可能な標識の形状、及び検出される検出可能な標識のスペクトル特性は、複数の化合物の
１種の正体と、化合物が検出された個々のマイクロウェルと関連づけられる。
【００３０】
　一態様においては、方法は、試料内の複数の単一細胞の表現型を、単一細胞により分泌
される５種以上の化合物を検出することによって試験する。
【００３１】
　一態様においては、懸濁液をマイクロウェルアレイの表面に加えることにより、それぞ
れが単一細胞を含む複数の個々のマイクロウェルが生成し、それによって複数の単一細胞
により分泌される化合物のハイスループット多重検出方法を提供する。
【００３２】
　一態様においては、個々のマイクロウェル中に検出される化合物の組み合わせは、マイ
クロウェル中に含まれる単一細胞の表現型を示す。一態様においては、細胞の表現型が、
がん細胞として細胞を定義する。一態様においては、細胞の表現型が、転移性のがん細胞
として細胞を定義する。
【００３３】
　一態様においては、細胞の表現型が、がん細胞の進行性を定義する。一態様においては
、複数の単一細胞は免疫細胞の集団を含み、該方法は免疫細胞の不均一性を試験する。一
態様においては、１種以上の単一細胞の表現型は、疾患の進行を示し、又は個々の疾患の
段階を明らかにする。
【００３４】
　また、本発明は、以下を含む、単一細胞由来の複数の化合物の空間的及びスペクトル的
符号化多重検出方法を含む。均一な配置における複数の個々のマイクロウェルを含むマイ
クロウェルアレイを供給すること；単一細胞を含むサブナノリットルの体積の流体が少な
くとも１個のマイクロウェルに流入するように、マイクロウェルアレイの表面に流体を加
えること；複数の固定化捕捉剤を含む捕捉剤アレイを供給することであって、各捕捉剤は
複数の化合物の１種と特異的に結合可能であり、固定化捕捉剤は捕捉剤のセット内に配置
され、各捕捉剤セットは空間的に同定可能な位置で複数の分離フィーチャを有し、各分離
フィーチャは１種超の固定化捕捉剤を含む；及びマイクロウェルアレイを捕捉剤アレイと
接触させ、複数の閉鎖インターフェースを形成することであって、各閉鎖インターフェー
スは各マイクロウェル内の流体がセットの分離フィーチャの全てにアクセス可能であり、
それによって固定化捕捉剤の全てにアクセス可能であるように、マイクロウェル及び捕捉
剤のセットを含む。方法は、更に、複数の化合物が固定化捕捉剤に結合し、固定化捕捉剤
－化合物複合体を形成することを可能にする適切な条件を供給すること；マイクロウェル
アレイから捕捉剤アレイを除去すること；捕捉剤アレイを複数の標識化二次捕捉剤と接触
させることであって、各二次捕捉剤が複数の検出可能な標識の１種で標識され、各二次捕
捉剤が、分離フィーチャで固定化捕捉剤－化合物複合体と結合して固定化捕捉剤－化合物
－二次捕捉剤複合体を形成し、分離フィーチャの固定化捕捉剤－化合物－二次捕捉剤複合
体が、それぞれスペクトル的に異なる標識を有するように構成されていること；捕捉剤ア
レイ上で複数の検出可能な標識の存在を検出すること；及び捕捉剤アレイ上で検出される
各検出可能な標識の空間的位置及びスペクトル特性を、少なくとも１種の化合物の存在と
関連づけることを含む。
【００３５】
　一態様においては、複数の分離フィーチャのそれぞれは、線、形、及び点からなる群か
ら選択されるフィーチャである。例えば、一態様においては、各分離フィーチャの形状は
、他の全ての分離フィーチャの形状から識別可能である。
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【００３６】
　一態様においては、マイクロウェルの表面に加えられる流体は細胞を含む。
一態様においては、流体は、重力のみにより、個々のマイクロウェルに流入する。
【００３７】
　一態様においては、複数の化合物は、タンパク質、ペプチド、ペプチド断片、細胞表面
受容体、核酸、ホルモン、抗原及び増殖因子からなる群から選択される少なくとも１種の
化合物を含む。一態様においては、複数の化合物は、マイクロウェル内に含まれる単一細
胞から分泌される少なくとも１種のタンパク質を含む。
【００３８】
　一態様においては、複数の捕捉剤は、抗体、タンパク質、ペプチド、ペプチド断片及び
核酸からなる群から選択される少なくとも１種の化合物を含む。
【００３９】
　一態様においては、少なくとも１種の分離フィーチャは１種超の固定化捕捉剤を含み、
分離フィーチャ内の各固定化捕捉剤が、異なる検出可能な標識を有する関連二次捕捉剤を
有する。
【００４０】
　一態様においては、各マイクロウェルは、約１０～２０００μｍの長さ、約１０～１０
０μｍの幅、及び約１０～１００μｍの深さを有する長方形である。
【００４１】
　一態様においては、各捕捉剤のセットは約１０～１００個の分離フィーチャを含み、各
分離フィーチャが、１種の化合物と特異的に結合する少なくとも１種の固定化捕捉剤を含
む。
【００４２】
　一態様においては、各分離フィーチャは、約２５～３０μｍの幅を有する。一態様にお
いては、各分離フィーチャは、約２５μｍの距離で同じセットの別の分離フィーチャから
分離されている。
【００４３】
　一態様においては、捕捉剤アレイは、１０種超の異なる捕捉剤を含み、それによって１
０種超の異なる化合物の検出が可能である。一態様においては、捕捉剤アレイは、４０種
超の異なる捕捉剤を含み、それによって４０種超の異なる化合物の検出が可能である。
【００４４】
　一態様においては、マイクロウェルアレイは、約２００マイクロウェル／ｃｍ２～約２
０，０００マイクロウェル／ｃｍ２のマイクロウェル密度を有する。
【００４５】
　一態様においては、マイクロウェルアレイの表面に流体を加えることにより、単一細胞
を含む、複数の個々のマイクロウェルが生成する。
【００４６】
　一態様においては、捕捉剤アレイ上で検出される検出可能な標識の空間的位置、及び検
出される検出可能な標識のスペクトル特性は、複数の化合物の１種の正体と、化合物が検
出された個々のマイクロウェルと関連づけられる。一態様においては、捕捉剤アレイ上で
検出される検出可能な標識の空間的位置、検出される検出可能な標識の形状、及び検出さ
れる検出可能な標識のスペクトル特性は、複数の化合物の１種の正体と、化合物が検出さ
れた個々のマイクロウェルと関連づけられる。
【００４７】
　一態様においては、方法は、試料内の複数の単一細胞の表現型を、単一細胞により分泌
される５種以上の化合物を検出することによって試験する。
【００４８】
　一態様においては、懸濁液をマイクロウェルアレイの表面に加えることにより、それぞ
れが単一細胞を含む複数の個々のマイクロウェルが生成し、それによって複数の単一細胞
により分泌される化合物のハイスループット多重検出方法を提供する。



(15) JP 2018-21917 A 2018.2.8

10

20

30

40

50

【００４９】
　一態様においては、個々のマイクロウェル中に検出される化合物の組み合わせは、マイ
クロウェル中に含まれる単一細胞の表現型を示す。一態様においては、細胞の表現型が、
がん細胞として細胞を定義する。一態様においては、細胞の表現型が、転移性のがん細胞
として細胞を定義する。一態様においては、細胞の表現型が、がん細胞の進行性を定義す
る。
【００５０】
　一態様においては、複数の単一細胞は免疫細胞の集団を含み、該方法は免疫細胞の不均
一性を試験する。一態様においては、１種以上の単一細胞の表現型は、疾患の進行を示し
、又は個々の疾患の段階を明らかにする。
【００５１】
　また、本発明は、マイクロウェルアレイ及び捕捉剤アレイを含む装置と、複数の二次捕
捉剤とを含む、単一細胞由来の複数の化合物の多重検出用システムを含む。マイクロウェ
ルアレイは均一な配置で複数の個々のマイクロウェルを含み、複数の個々のマイクロウェ
ルの少なくとも一部が、サブナノリットルの内容に単一細胞を含むように構成されている
。捕捉剤アレイは複数の固定化捕捉剤を含み、各固定化補足剤は複数の化合物の１種と特
異的に結合する能力を有し、固定化捕捉剤は均一な捕捉剤のセット内に配置され、各捕捉
剤のセットは空間的に同定可能な位置で複数の分離フィーチャを有し、各分離フィーチャ
は少なくとも１種の固定化捕捉剤を含む。マイクロアレイ及び捕捉剤アレイが連結して複
数の閉鎖インターフェースを形成し、各閉鎖インターフェースは、各マイクロウェルの内
容物が少なくとも１つのセットの分離フィーチャの全てにアクセス可能であり、それによ
って固定化捕捉剤の全てにアクセス可能なようにマイクロウェル及び捕捉剤のセットを含
む。各二次捕捉剤は検出可能な標識を含み、複数の化合物の１つの化合物を複数の固定化
捕捉剤の１つの固定化捕捉剤と結合させることにより、分離フィーチャで形成した固定化
捕捉剤－化合物複合体と結合するように構成されている。
【００５２】
　一態様においては、複数の分離フィーチャのそれぞれは識別可能な空間的位置を有する
。一態様においては、複数の分離フィーチャのそれぞれは、線、形及び点からなる群から
選択されるフィーチャである。例えば、一態様においては、各分離フィーチャは、他の全
ての分離フィーチャの形状から識別可能である。
【００５３】
　一態様においては、複数のマイクロウェルの少なくとも一部は、長さ約１～２ｍｍ、及
び深さ約５～５０μｍの寸法を有する高いアスペクト比の長方形のウェルである。
【００５４】
　一態様においては、複数の化合物が、タンパク質、ペプチド、ペプチド断片、細胞表面
受容体、核酸、ホルモン、抗原及び増殖因子からなる群から選択される少なくとも１種の
化合物を含む。一態様においては、複数の化合物は、マイクロウェル内に含まれる単一細
胞から分泌される少なくとも１種のタンパク質を含む。
【００５５】
　一態様においては、複数の捕捉剤は、抗体、タンパク質、ペプチド、ペプチド断片及び
核酸からなる群から選択される少なくとも１種の化合物を含む。
【００５６】
　一態様においては、少なくとも１種の分離フィーチャは１種以上の固定化捕捉剤を含み
、分離フィーチャ内の各固定化捕捉剤は、異なる検出可能な標識を有する関連二次捕捉剤
を有する。
【００５７】
　一態様においては、各マイクロウェルが、約１０～２０００μｍの長さ、約１０～１０
０μｍの幅、及び約１０～１００μｍの深さを有する長方形である。
【００５８】
　一態様においては、各捕捉剤のセットは約１０～１００個の分離フィーチャを含み、各
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分離フィーチャは、１種の化合物と特異的に結合する少なくとも１種の固定化捕捉剤を含
む。
【００５９】
　一態様においては、各分離フィーチャは約２５～３０μｍの幅を有する。一態様におい
ては、各分離フィーチャは、約５０μｍ以上のピッチサイズに対して、約２５μｍの距離
で同じセットの別の分離フィーチャから分離されている。
【００６０】
　一態様においては、捕捉剤アレイは、１０種超の異なる捕捉剤を含み、それによって１
０種超の異なる化合物の検出が可能である。一態様においては、捕捉剤アレイは、４０種
超の異なる捕捉剤を含み、それによって４０種超の異なる化合物の検出が可能である。
【００６１】
　一態様においては、マイクロウェルアレイは、約２００マイクロウェル／ｃｍ２～約２
０，０００マイクロウェル／ｃｍ２のマイクロウェル密度を有する。
【００６２】
　一態様においては、検出可能な標識が、蛍光標識、放射性標識、強磁性標識、常磁性標
識、発光標識、電気化学発光標識、リン光標識及び呈色標識からなる群から選択される。
【００６３】
　一態様においては、複数の二次捕捉剤のそれぞれが、同じ検出可能な標識を含む。
【００６４】
　一態様においては、各二次捕捉剤が複数の検出可能な標識の１種で標識され、各二次捕
捉剤が、分離フィーチャで固定化捕捉剤－化合物複合体と結合して固定化捕捉剤－化合物
－二次捕捉剤複合体を形成し、分離フィーチャの固定化捕捉剤－化合物－二次捕捉剤複合
体が、それぞれスペクトル的に異なる標識を有するように構成されている。
【図面の簡単な説明】
【００６５】
　以下の本発明の好ましい態様の詳細な説明は、添付した図面と組み合わせて読む場合に
、より理解できるであろう。本発明の説明の目的のため、現時点で好ましい態様を図面に
示す。しかし、本発明は、図面に示した態様の正確な配置及び手段に限定されないことを
理解すべきである。
【００６６】
【図１】図１Ａ～図１Ｃを含む図１は、例示的なハイスループットの多重単一細胞セクレ
トーム試験の構造を示す一連の画像である。図１Ａは、単一細胞のレベルにおける、ハイ
スループット多重タンパク質分泌試験用の高密度捕捉剤アレイチップ及びサブナノリット
ルマイクロチャンバーアレイの組み合わせを示す略図を示す。図１Ｂは、全体の捕捉剤マ
イクロアレイにわたるタンパク質積載の高い均一性を示す、スキャンした蛍光画像である
（１ｉｎ．×２ｉｎ．）。この試験では、蛍光標識したウシ血清アルブミン（ＦＩＴＣ－
ＢＳＡ）を使用した。図１Ｃは、自動化された、電動式位相差顕微鏡によって収集された
多数の個々の画像から作成した写真である。ともに、この写真は、ヒト免疫細胞（Ｕ９７
３）を積載した、全体のサブナノリットルマイクロチャンバーチップを包含する。スケー
ルバーは２ｍｍ。最初の拡大した画像は、マイクロチャンバーアレイのカラムを示す（ス
ケールバーは３００μｍ）。２つ目の拡大した画像は、マイクロチャンバーに積載した個
々の細胞を示す（スケールバーは５０μｍ）。
【００６７】
【図２】図２Ａ及び図２Ｂを含む図２は、本発明の典型的な装置で試験した典型的なタン
パク質パネルを示す。図２Ａは、単一細胞マイクロチップ中で試験した全部で２２種のタ
ンパク質のリスト及びヒト生理学におけるそれらの機能である。図２Ｂは、組み換えタン
パク質を用いて得られた一連の滴定曲線である。合計１８種の抗体対を検証し、使用でき
る組換え体が存在しないため、他の４種は滴定曲線において除外した。蛍光強度は、各タ
ンパク質について１６スポットからの平均されたオリジナルの光子カウントを表す。エラ
ーバーは、３×ＳＤを示す。
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【００６８】
【図３】図３Ａ～図３Ｄを含む図３は、Ｕ８７細胞株による単一細胞セクレトーム解析の
結果を示す一連の画像である。図３Ａは、単一細胞セクレトーム測定の生データを示す、
スキャンされた画像の代表的領域を示す画像である。右側の３個のサブパネルは、１６個
のマイクロチャンバーについての、光学顕微鏡写真、蛍光画像、及びオーバーレイである
。図３Ｂは、１２７８個の単一細胞（Ｕ８７）から分泌された１４種のタンパク質のプロ
ファイルを示すヒートマップを示す。各行は単一細胞であり、各カラムは対象のタンパク
質に対応する。図３Ｃは、マイクロチャンバー内の細胞数に対する６種の選択したタンパ
ク質（ＦＧＦ、ＶＥＧＦ、ＭＩＦ、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＭＣＰ－１）について測定した
蛍光強度を示す一連の散布図である（＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１，＊＊＊Ｐ＜０
．００１）。図３Ｄは、Ｕ８７細胞株についての集団動力学を示す。対照（ＭＥＭ培地）
、異なる時点（０時間、１時間、２時間、３時間、６時間、９時間、１２時間、２４時間
）において、集団からの分泌上清。
【００６９】
【図４】図４Ａ～図４Ｄを含む図４は、Ａ５４９細胞についてタンパク質分泌プロファイ
ルと細胞遊走との相関関係を証明する実験の結果を示す一連の画像である。図４Ａは、タ
ンパク質分泌試験の前（０時間）及び後（２４時間）の３種の単一細胞（ｎ＝３８４）を
示す代表的な光学的画像を示す画像である。図４Ｂは、個々の細胞の遊走距離に対するＩ
Ｌ－８の分泌に対応する蛍光強度を示す散布図である（Ｐ＜０．０５）。図４Ｃは、ＭＣ
Ｐ－１における同様の分析を示す散布図である（Ｐ＝０．１４）。図４Ｄは、ＩＬ－６に
おける同様の分析を示す散布図である（Ｐ＝０．７５）。各ドットは単一細胞を表す。
【００７０】
【図５】図５Ａ～図５Ｅを含む図５は、患者由来の原発性腫瘍の単一細胞セクレトーム解
析を示す一連の画像である。図５Ａは、組織試料の処理、単一細胞懸濁液の調製、一次細
胞のサブナノリットルマイクロチャンバーアレイチップへの適用のための手順についての
模式図を示す。図５Ｂは、患者１についてスキャンした画像の代表的領域を示す。図５Ｃ
及び図５Ｄは、それぞれ２名の患者（患者１及び２）由来の原発性腫瘍細胞の単一細胞セ
クレトームの特徴を示すヒートマップを示す。データは、教師なしの階層クラスタリング
分析の結果として表す。図５Ｅは、単一細胞におけるタンパク質－タンパク質相関を示す
一連の散布図マトリクスである。各サブパネルは、測定した全ての単一細胞における他の
タンパク質に対するタンパク質のレベルを示す散布図である。タンパク質は、対角線に示
す。相関係数は、線形回帰分析により、Ｒとして計算する。全体のマトリクスは、赤（正
の相関）及び青（負の相関）により色分けする。色の強さは、Ｒ値に比例している。
【００７１】
【図６】図６は、例示的な完全な単一細胞セクレトーム解析装置の構成を示す一連の画像
である。高密度抗体アレイスライドグラス及び５４４０個のマイクロチャンバーＰＤＭＳ
スラブを、加えられたばね力によって、クランプを含む装置筐体システムを使用して二枚
の透明板と一緒に固定した。
【００７２】
【図７】図７は、捕捉剤アレイの全体のチップの均一性の評価を示すグラフである。フロ
ーパターン型のポリ－Ｌ－リジンスライド（３ｃｍ×２ｃｍ）の蛍光強度の定量化により
、固定化タンパク質（ＦＩＴＣ－ＢＳＡ）の優れた均一性が明らかになり、これにより、
単一細胞の不均一性を評価するための、この高密度アレイ技術の有効性が保証される。
【００７３】
【図８】図８は、全体のマイクロチップにわたる、細胞数の分布を示すグラフである。種
々の量の細胞懸濁液（細胞密度：１０６細胞／ｍＬ）を使用して４回の実験を行った。
【００７４】
【図９】図９Ａ～図９Ｃを含む図９は、Ｕ９３７細胞株による単一細胞セクレトーム解析
を示す一連の画像である。図９Ａは、単一細胞セクレトーム測定の生データを示す、スキ
ャンを行った画像の代表的領域を示す画像である。右側の３つのサブパネルは、１４個の
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マイクロチャンバーについての光学顕微鏡写真、蛍光画像及びオーバーレイである。図９
Ｂは、５５１個の単一細胞（Ｕ９３７）から分泌された１４種のタンパク質のプロファイ
ルを示すヒートマップである。各行は単一細胞であり、各カラムは関心のあるタンパク質
に対応する。図９Ｃは、マイクロチャンバー内の細胞数に対する４種の選択したタンパク
質（ＩＬ８、ＭＣＰ－１、ＲＡＮＴＥＳ及びＴＮＦａ）について測定した蛍光強度を示す
一対の散布図である。細胞は、２０μｇ／ｍＬのＰＭＡを用いてマクロファージに分化す
るように刺激され、１ｍｇ／ｍＬのＬＰＳを投与され、分泌分析のためのマイクロチップ
に乗せる直前に、活性化された。
【００７５】
【図１０】図１０は、Ｕ８７細胞株を用いたチャンバーから分泌された１４種のタンパク
質のプロファイルを示すヒートマップである。各列は単一細胞であり、各カラムは関心の
あるタンパク質に対応する。０個の細胞（ｎ＝１８２１）、単一細胞（ｎ＝１２７８）、
２個の細胞（ｎ＝５４４）、３個の細胞（ｎ＝２１４）、４個の細胞（ｎ＝１００）、及
び５個の細胞（ｎ＝３５）。
【００７６】
【図１１】図１１は、Ｕ８７細胞株についての細胞集団動態を示すグラフである。対照（
ＭＥＭ培地）、異なる時点（０時間、１時間、２時間、３時間、６時間、９時間、１２時
間、２４時間）における集団からの分泌上清。
【００７７】
【図１２】図１２は、平均を示す画像である。バルクパターンに近づいて行く、単一細胞
プラットホーム内のＵ８７細胞の平均シグナル（上）、及びＵ８７細胞の２４時間バルク
分泌プロファイル（下）。
【００７８】
【図１３】図１３は、Ｕ９３７集団の分泌を測定した対照実験の結果を示す一連の画像で
ある。大量のＵ９３７細胞から分泌されたタンパク質を、従来の抗体マイクロアレイによ
り測定した（上のパネル）。２３種全てのタンパク質の定量を、下のパネルに示す。
【００７９】
【図１４】図１４は、刺激なしで、その基底レベルにおける１個のＡ５４９細胞のタンパ
ク質分泌プロファイルを示すヒートマップである。
【００８０】
【図１５】図１５は、Ａ５４９の細胞集団の分泌を測定した対照実験の結果を示す一連の
画像である。大量のＡ５４９細胞から分泌されたタンパク質を、従来の抗体マイクロアレ
イにより測定した（上のパネル）。２３種全てのタンパク質の定量結果を、下のパネルに
示す。
【００８１】
【図１６】図１６は、Ａ５４９単一細胞の遊走距離と、その対応するタンパク質分泌シグ
ナルとの相関を示すヒートマップである。
【００８２】
【図１７】図１７は、患者１由来の試料で測定した個々のタンパク質の一連のヒストグラ
ムプロットである。
【００８３】
【図１８】図１８は、患者２由来の８種の選択されたタンパク質について測定した蛍光強
度を示す一連の散布図である。（ＦＧＦ、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＭＣＰ－１、ＭＩＦ、Ｐ
ＤＧＦ、ＲＡＮＴＥＳ、ＴＮＦ－ａ）
【００８４】
【図１９】図１９は、転移性髄膜種の患者番号３由来の試料における単一細胞タンパク質
分泌プロファイルを示すヒートマップである。
【００８５】
【図２０】図２０は、患者３から得られた単一細胞分泌データについての一連の散布図及
びタンパク質相関分析である。
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【００８６】
【図２１】図２１は、本発明の典型的な装置を示す一連の画像である。
【００８７】
【図２２】図２２は、本発明の典型的なマイクロウェルアレイ及び捕捉プローブアレイを
示す概略図である。
【００８８】
【図２３】図２３Ａ及び図２３Ｂを含む図２３は、本発明の典型的な分離フィーチャを示
す一連の概略図である。図２３Ａは、分離フィーチャの典型的なセットを示す。フィーチ
ャは、ラインあたり２５ミクロンと見つもられ、非平行ラインセットあたり５０ミクロン
のピッチサイズを実現するために２５ミクロンの間隔を有している。図２３Ｂは、異なる
形状を有するフィーチャを有する、本発明の典型的な分離フィーチャを示す概略図である
。
【００８９】
【図２４】図２４は、超高密度抗体マイクロアレイを示す一連の画像である。各マイクロ
ウェルの形状は変化する場合があり（例えば、四角形対ひし形の形状）、このアレイは、
単一細胞多重タンパク質プロファイリングを実施するために、単一細胞マイクロウェル捕
捉チップとインターフェース形成し得る。このアレイは、クロスフローパターニング技術
により製造され、マイクロスポッティング及びインジェクトプリンティング等のマイクロ
スケールの印刷技術により製造することもできる。
【００９０】
【図２５】図２５は、個々のマイクロウェル内の細胞の検出（下の右側）、及び関心のあ
る特定の化合物の存在の検出（下の中央）を示す一連の画像である。
【００９１】
【図２６】図２６は、本発明の装置を用いた、４５重のサイトカイン、ケモカイン、及び
細胞外タンパク質（例えば、増殖因子）の３色スペクトル検出の相関マップ分析である。
【００９２】
【図２７】図２７は、本発明の単一細胞化合物単一細胞試験の捕捉の、空間的及びスペク
トル（すなわち、蛍光比色分析）符号化を提供するための３種の異なる一次抗体及びそれ
ぞれ異なる蛍光標識で標識された、３種の異なる検出抗体の使用を示す図である。
【００９３】
【図２８】図２８は、抗体アレイの同一の視野における３種の異なる検出可能な標識の画
像化を示す一連の画像であり、アレイのスペクトル的符号化、及び多くの化合物の多重検
出の能力を証明する。
【００９４】
【図２９】図２９は、多数の異なる検出可能な標識を用いる装置の画像化の均一性を示す
一連の画像である。スキャンした蛍光画像（混合及び分離）は、ポリ－Ｌ－リジンスライ
ドグラスにおける、多重抗体共固定化の結果を示す。挿入図は、捕捉剤スライド全体にわ
たる、タンパク質コーティングの高い均一性を示す（領域中、１インチ×２においてＣ．
Ｖ．＜５％）。本試験では、蛍光標識ウシ血清アルブミン（それぞれ、４８８－ＢＳＡ、
５３２－ＢＳＡ、６４７－ＢＳＡ）を使用した。
【００９５】
【図３０】図３０は、１４の空間的位置（ライン）及び位置あたり３色を用いた、４２種
の異なるサイトカイン、細胞外タンパク質、増殖因子及び抗原の典型的パネルの表である
。
【００９６】
【図３１】捕捉剤の示された非交差性によって、試験の特異性を示す実験の結果を示す。
ＥＧＦのみを含む試料は、ＥＧＦに相当する位置／波長の組み合わせにおいてのみ、蛍光
の存在をもたらす。
【００９７】
【図３２】図３２Ａ～図３２Ｃを含む図３２は、４８８群（図３２Ａ）、５３２群（図３



(20) JP 2018-21917 A 2018.2.8

10

20

30

40

50

２Ｂ）、及び６３５群（図３２Ｃ）の化合物群について組換えタンパク質を用いて得られ
た一連の検量線である。これらの曲線は、検出強度に基づき、試料中の各サイトカイン濃
度を定量するために使用することができる。
【００９８】
【図３３】図３３は、本発明のスペクトル試験を用いて、４８８ｎｍの画像化した波長か
ら得られた生データを示す。
【００９９】
【図３４】図３４は、本発明のスペクトル試験を用いて、５３２ｎｍの画像化した波長か
ら得られた生データを示す。
【０１００】
【図３５】図３５は、本発明のスペクトル試験を用いて、６３５ｎｍの画像化した波長か
ら得られた生データを示す。
【０１０１】
【図３６】図３６は、本発明のスペクトル試験を用いて、４８８ｎｍ、５３２ｎｍ及び６
３５ｎｍの画像化した波長から得られた、生データの組み合わせを示す。
【０１０２】
【図３７】図３７は、細胞集団に基づくマイクロＥＬＩＳＡを用いた、サイトカイン検出
の生データを示す。
【０１０３】
【図３８】図３８は、細胞集団に基づくマイクロＥＬＩＳＡと、本発明の単一細胞試験と
の比較を示すグラフである。
【０１０４】
【図３９】図３９は、ＬＰＳ（１００ｎｇ／ｍＬ）で刺激した細胞に対する非刺激細胞の
単一細胞分泌を比較する４５重の単一細胞試験を用いた実験の結果を示す。データは、平
均化したシグナルのヒストグラム（上）、ヒートマップ（中央）及び２ｄ棒グラフ（下）
として示される。
【０１０５】
【図４０】図４０は、本発明の単一細胞試験（ＳＣＭＡ）を、非刺激（対照）及びＬＰＳ
刺激細胞中のサイトカイン検出について細胞内サイトカイン染色（ＩＣＳ）と比較した表
である。
【０１０６】
【図４１】図４１は、本発明の単一細胞試験（ＳＣＭＡ）を、非刺激（対照）及びＬＰＳ
刺激細胞中のサイトカイン検出について細胞内サイトカイン染色（ＩＣＳ）と比較したグ
ラフである。
【０１０７】
【図４２】図４２は、対照及び刺激細胞について、本発明の単一細胞試験により測定され
た、細胞あたりの分泌されたサイトカインの数を示すことにより、細胞の多機能性を示す
一連のグラフである。
【０１０８】
【図４３】図４３は、４５重の単一細胞タンパク質分泌プロファイリングシステムの作業
の流れの説明を示す。
【０１０９】
【図４４】図４４Ａ～図４４Ｄを含む図４４は、４５重のタンパク質分泌プロファイリン
グプラットホームにおけるＵ９３７マクロファージ単一細胞の結果を実証する実験の結果
を示す。図４４Ａは、Ｕ９３７に由来するマクロファージ単一細胞タンパク質分泌の結果
の、集団細胞の分泌の結果との比較を示す。図４４Ｂは、単一細胞分泌プラットホーム及
びＩＣＳ（細胞内サイトカイン染色）から得られるタンパク質分泌頻度の比較を示す。図
４４Ｃは、ＳＣＭＡ（左側）及びＩＣＳ（右側）の両方によって、ＩＬ－８及びＭＣＰ－
１タンパク質分泌の結果により定義される類似の細胞亜集団の定義を示す一連のグラフで
ある。図４４Ｄは、Ｕ９３７マクロファージ単一細胞のタンパク質分泌試験の結果に基づ
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く、マクロファージ単一細胞の多機能性分析を示す。
【０１１０】
【図４５】図４５Ａ～図４５Ｃを含む図４５は、ＴＬＲ４リガンドＬＰＳ刺激によるマク
ロファージ応答を証明する実験の結果を示す。図４５Ａは、未処理及びＬＰＳで刺激した
Ｕ９３７単球由来マクロファージのタンパク質分泌プロファイルの比較を示すヒートマッ
プを示す。図４５Ｂは、VISNEによる単一細胞分泌の結果の可視化を示す。図４５Ｃは、V
ISNEによる個々のタンパク質（ＭＩＦ、ＩＬ－８、ＭＣＰ－１、ＲＡＮＴＥＳ、ＭＩＰ－
１ａ、ＭＩＰ－１ｂ）の分泌の結果の可視化を示す。
【０１１１】
【図４６】図４６Ａ～図４６Ｄを含む図４６は、異なるＴＬＲリガンド（ＬＰＳ、ＰＡＭ
３、ポリＩＣ）刺激によるマクロファージ応答を示す実験の結果を示す。図４６Ａは、未
処理及び刺激（ＬＰＳ、ＰＡＭ３、ポリＩＣ）Ｕ９３７単球由来マクロファージのタンパ
ク質分泌プロファイルの比較を示すヒートマップを示す。図４６Ｂは、種々の刺激下に個
々の任意のタンパク質を分泌するＵ９３７マクロファージ細胞の頻度を示すヒートマップ
を示す。図４６Ｃは、VISNEによる単一細胞の結果の可視化を示す。図４６Ｄは、VISNEに
よる個々のタンパク質（ＭＩＦ、ＩＬ－８、ＭＣＰ－１、ＭＩＰ－１ｂ）分泌の結果の可
視化を示す。
【０１１２】
【図４７】図４７Ａ及び図４７Ｂを含む図４７は、Ａｌｅｘａ　ｆｌｕｏｒ４８８及び５
３２コンジュゲート間の補正を調査した実験からの結果を示す。図４７Ａ：ＢＳＴと結合
したＡｌｅｘａ　ｆｌｕｏｒ４８８を、ポリ－Ｌ－リジンスライドグラスにスポットした
。４８８チャンネルシグナル及び５３２チャンネルシグナルは、相互間の良好かつ安定な
相関を示し（Ｒ２は約９８％）、補正式を抽出することができる。図４７Ｂ：ＢＳＡと結
合したＡｌｅｘａ　ｆｌｕｏｒ５３２についての５３２チャンネルからの現実のシグナル
及び４８８チャンネルからのクロストーク間の相関性。
【０１１３】
【図４８】図４８は、ＰＭＡ（５０ｎｇ／ｍＬ）で４８時間分化したＵ９３７単球のマク
ロファージマーカーＣＤ１１ｂ（ＦＬ４）及びＣＤ１４（ＦＬ２）による特徴づけを示す
一連のグラフである。
【０１１４】
【図４９】図４９は、種々の基板からのＵ９３７単球由来マクロファージ集団細胞のタン
パク質分泌の結果を、それぞれ９６ウェルプレート、５：１、１０：１、２０：１比のＰ
ＤＭＳで比較した実験結果を示すグラフである。結果は、ＩＬ－８、ＭＣＰ－１、ＩＬ－
６等の高レベル分泌タンパク質及びＩＬ－ｌａ、ＩＬ－３、ＩＬ－４等の低レベル分泌タ
ンパク質の両方の種々の基板における変化の類似の倍数を示す。
【０１１５】
【図５０】図５０は、０個の細胞、単一細胞、２個の細胞及び複数の細胞（３を超える）
を含む種々の細胞数からの分泌結果を示す、代表的な全体のマイクロチップヒートマップ
（１つの実験からの）である。各行は単一細胞であり、各カラムは対象のタンパク質に対
応する。０個の細胞のマイクロチャンバーからのシグナルは、正の分泌のための閾値（平
均シグナル＋標準偏差の２倍）として使用することができる。
【０１１６】
【図５１】図５１Ａ及び図５１Ｂを含む図５１は、Ｕ９３７単球に由来するマクロファー
ジ単一細胞タンパク質の並行する２個のチップからの分泌の比較を示す一連のグラフであ
る。図５１Ａ：これら２個のチップからの単一細胞シグナル対０個の細胞シグナルの比は
非常に類似している。図５１Ｂ：これら２個のチップからの単一細胞分泌シグナル比は１
にきわめて近い。
【０１１７】
【図５２】図５２は、Ｕ９３７マクロファージタンパク質分泌（例として、ＩＬ－８、Ｍ
ＣＰ－１、ＭＩＰ－１ｂ、ＭＩＦ）と細胞数（０、１、２、３・・・・）との相関関係を
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示す一連のグラフである。
【０１１８】
【図５３】図５３Ａ及び図５３Ｂを含む図５３は、Ｕ９３７マクロファージ（対照及びＬ
ＰＳ刺激）の多機能分析の結果を示す。図５３Ａは、様々な数のタンパク質が分泌される
ことを証明する棒グラフ及び折れ線グラフを示す。図５３Ｂは、様々な範囲のタンパク質
を分泌する細胞の割合を示す一連の円グラフを示す。
【０１１９】
【図５４】図５４は、VISNE及びクラスターの結果の比較を示す。未処理及びＬＰＳで刺
激したＵ９３７単一細胞を、そのタンパク質分泌パターンに基づいてそれらの２種の方法
により３つの亜集団に分類することができる。
【０１２０】
【図５５】図５５Ａ及び図５５Ｂを含む図５５は、０～４８時間のＵ９３７マクロファー
ジタンパク質分泌動態を示す一連のグラフである。図５５Ａ：対照；図５５Ｂ：ＬＰＳで
刺激。結果は、異なるタンパク質が、選択した刺激条件下で、種々の分析の時点で、異な
る分泌動態を有することを示す。
【０１２１】
【図５６】図５６Ａ～図５６Ｆを含む図５６は、１００ｎｇ／ｍＬのＬＰＳによる刺激の
前（未処理）及び後のＵ９３７由来マクロファージタンパク質分泌プロファイルを示す実
験結果を示す。図５６Ａ：刺激前後の全ての同一の細胞。図５６Ｂ：刺激前後の同一の単
一細胞の比較。図５６Ｃ～図５６Ｅ：ＩＬ－８（処置前及び後）とＩＬ－６、ＩＬ－１０
、ＴＮＦ－８の関係を示す散布図。図５６Ｆ：ＬＰＳ刺激前後の同一細胞からのＩＬ－８
、ＭＣＰ－１、Ｒａｎｔｅｓ、ＭＭＰ－９の変化。
【０１２２】
【図５７】図５７は、CyTOF(登録商標) Mass Cytometerシステムと本発明の単一細胞多重
アレイ（Isoplexis）の比較を示す。
【発明を実施するための形態】
【０１２３】
　本発明は、全体としてハイスループット単一細胞解析システム、装置及び方法に関する
。一態様においては、本発明は、単一細胞由来の多種類の化合物の存在を定量的に検出す
るために使用される。例えば、一態様においては、本発明は、単一細胞から分泌された化
合物の多重検出のために使用される。特定の態様においては、本発明は、単一細胞由来の
ケモカイン、サイトカイン、増殖因子及び抗原等の分泌されたタンパク質の多重検出を可
能にする。単一細胞から分泌された化合物を分析する能力は、細胞集団内の細胞の表現型
の変動の評価を可能にする。更に、本発明は、集団内の表現型的にまで及び／又は潜在的
に有害な細胞型を確認するための有効なメカニズムを提供する。そうでないと、その活性
は、従来の集団を基準とする試験では隠れてしまうであろう。一態様においては、本発明
の装置は、別個の成分：（１）高密度サブナノリットルマイクロウェルアレイ、及び（２
）高密度捕捉剤アレイを含む基板を含むマイクロチップである。一態様においては、本発
明は、化合物捕捉の空間的及びスペクトル的符号化を使用する。
【０１２４】
定義
　別段の定義がない限り、本明細書で使用される技術用語及び科学用語は、本発明が属す
る分野の当業者によって通常理解されるのと同じ意味を有する。本明細書に記載のものと
類似又は同等の任意の方法及び材料は、本発明の実施又は試験に使用することができるが
、好ましい方法及び材料を記載する。
　本明細書で用いられる場合、以下の各用語は、この節でそれと関連する意味を有する。
【０１２５】
　「ａ」及び「ａｎ」は、本明細書において、冠詞の文法的な対象の１又は１超（すなわ
ち、少なくとも１）を意味するために使用される。例として、「要素」は、１個の要素又
は１個超の要素を意味する。
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【０１２６】
　量、時間等の測定可能な値を意味する場合に本明細書で用いられる場合、「約」は、記
載の値から±２０％又は±１０％、より好ましくは±５％、更に好ましくは±１％、更に
より好ましくは±０．１％の変動を包含することを意味し、このような変動は、開示され
た方法を実施するために妥当である。
【０１２７】
　本明細書で用いられる場合、「抗体」という用語は、抗原上で特定のエピトープと特異
的に結合することができる免疫グロブリン分子を意味する。抗体は、天然源又は組換え源
由来の完全な免疫グロブリンであってもよく、完全な免疫グロブリンの免疫活性部分であ
ってもよい。抗体は、通常は免疫グロブリン分子の四量体である。本発明の抗体は、例え
ば、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、Ｆｖ、Ｆａｂ及びＦ（ａｂ）２、並びに
一本鎖抗体及びヒト化抗体を含む種々の形態（Harlow et al.,1988；Houston et al.,198
8；Bird et al.,1988）で存在していてもよい。
【０１２８】
　本明細書で用いられる場合、「ポリヌクレオチド」という用語は、ヌクレオチド鎖とし
て定義される。更に、核酸はヌクレオチドのポリマーである。従って、本明細書で用いら
れる場合、核酸及びポリヌクレオチドは交換可能である。当業者は、核酸が、単量体の「
ヌクレオチド」に加水分解され得るポリヌクレオチドであるという一般知識を有している
。単量体ヌクレオチドはヌクレオシドに加水分解され得る。本明細書で用いられる場合、
ポリヌクレオチドとしては、通常のクローニング技術及びＰＣＲ(商標)等を用いる組換え
手段、すなわち、組換えライブラリー又は細胞ゲノム由来の核酸配列のクローニング、並
びに合成手段を含むが、これらに限定されない任意の当分野で利用可能な方法によって得
られる全核酸配列が挙げられるが、限定されない。
【０１２９】
　本明細書で用いられる場合、「ポリペプチド」という用語は、通常、定義された配列を
有するアミノ酸残基の鎖として定義される。本明細書で用いられる場合、ポリペプチドと
いう用語は、「ペプチド」及び「タンパク質」という用語について相互に包括的である。
【０１３０】
　本明細書で用いられる場合、「特異的に結合する」という用語は、捕捉剤が特定の化合
物を認識するが、試料中の他の化合物を実質的に認識しないか結合しないことを意味する
。例えば、１つの種由来の抗原と特異的に結合する抗体は、１種以上の種由来の抗原とも
結合する可能性がある。しかし、このような異種間の反応性は、それ自体が特異的という
抗体の分類を変更しない。他の例においては、抗原と特異的に結合する抗体は、異なるア
レル型の抗原と結合することもできる。しかし、このような交差反応性は、それ自体が特
異的という抗体の分類を変更しない。ある例においては、「特異的な結合」又は「特異的
に結合」という用語は、抗体、タンパク質又はペプチドと第２の化学種との相互作用に関
して使用することができ、この相互作用が、化学種における特定の構造（例えば、抗原決
定基又はエピトープ）の存在に依存することを意味する。例えば、抗体はタンパク質全般
でなく特定のタンパク質構造を認識して結合する。抗体がエピトープ「Ａ」に特異的であ
るなら、エピトープＡを含む分子（又は遊離の非標識のＡ）の存在は、標識された「Ａ」
及び抗体を含む反応において、抗体に結合する標識されたＡの量を減少させるであろう。
【０１３１】
　本明細書で用いられる場合、「分離フィーチャ」又は「フィーチャ」は、本明細書に記
載される捕捉剤のセット内に見られる識別可能な要素を意味する。特定の態様においては
、分離フィーチャは、連続ライン、非連続ライン、ドット、四角形、三角形、若しくは他
の識別可能な形状、又は形状の組み合わせである。上記形状は、捕捉剤のセットが分離フ
ィーチャの再現可能な数及び配置を含むいずれであってもよい。
【０１３２】
　本明細書で用いられる場合、「インターフェース」は、本明細書に記載される１個のマ
イクロウェル及び捕捉剤のセットを含むユニットを意味する。インターフェースは、本発
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明のマイクロウェルアレイと捕捉剤アレイとが、一定の繰り返されるパターンで一緒に接
触したときに形成される。
【０１３３】
　範囲：本明細書の開示の全体にわたって、本発明の種々の側面は、範囲形式で示すこと
ができる。範囲形式での記載は単に便宜上及び簡潔化のためであり、本発明の範囲に対す
る柔軟性のない限定として解釈すべきでないことを理解すべきである。したがって、範囲
の記載は範囲内の全ての可能な部分的範囲、並びに個々の数値を具体的に開示したものと
考えるべきである。例えば、１～６の範囲の記載は、１～３、１～４、１～５、２～４、
２～６、３～６等の部分的範囲、並びにその範囲内の個々の数字、例えば、１、２、２．
７、３、４、５、５．３及び６を特に開示していると考えるべきである。これは、範囲の
広さにかかわらず適用される。
【０１３４】
説明
　本発明は、全体としてハイスループット単一細胞分析のためのシステム、装置及び方法
に関する。特定の態様においては、本発明は、単一細胞から分泌される多くの種類の化合
物の定量的多重検出に使用される。本発明は、そうでないと、従来の集団を基準とする試
験では隠れてしまう、細胞集団内の単一細胞の表現型を特定するための有効なメカニズム
を提供する。例えば、本発明は、表現型的にまれな、又は診断的に価値がある単一細胞の
特定を可能にする。一態様においては、本発明は、刺激又は負荷により、単一細胞の多機
能性の特定及び定量を可能にする。特定の態様においては、本発明は、細胞集団中の潜在
的に有害な単一細胞の特定を可能にする。単一細胞から分泌される化合物を分析する能力
により、細胞集団中の細胞の表現型の可変性の評価が可能になる。
【０１３５】
　一態様においては、本発明の装置は、２種の別個の成分：（１）高密度サブナノリット
ルのマイクロウェルアレイ、及び（２）高密度捕捉剤アレイを含む基板を含むマイクロチ
ップである。
【０１３６】
　捕捉剤アレイは、複数の捕捉剤から構成され、各捕捉剤は、関心のある化合物を特異的
に認識する。捕捉剤は、基板に沿って異なる分離フィーチャ内に配置され、本明細書で「
空間的符号化」と記載されているように、種々の捕捉剤間に空間的差異をもたらしている
。例えば、一態様においては、捕捉剤アレイは、複数のラインから構成され、各ラインは
１種以上の特異的捕捉剤から構成される。一態様においては、捕捉剤アレイは、分離フィ
ーチャのセットの繰り返しを含み、各セットは複数の捕捉剤の全てを含むのに必要なフィ
ーチャの全てを含む。本明細書の他の場所で記載されているように、本発明の装置は、５
～１００種の異なる化合物の検出及び定量を可能にする。したがって、本発明の捕捉剤ア
レイは５～１００種の捕捉剤を含み、それぞれは、関心のある１種の化合物に特異的であ
る。特定の態様においては、本発明の捕捉剤は、関心のある分泌タンパク質と特異的に結
合する。一態様においては、本発明の捕捉剤は、１個のマイクロウェル内に捕捉される関
心のある、４５種のタンパク質又は抗原の１種と特異的に結合する。
【０１３７】
　本発明の多重能力は、２以上、３以上、４以上、５以上、１０以上、２０以上、４０以
上、５０以上、１００以上のような化合物の検出を可能にする。例えば、本明細書の他の
場所に記載されているように、本発明によって提供される空間的及びスペクトル符号化は
、非常に多くの種々の化合物を検出する能力を可能にする。
【０１３８】
　本明細書に記載の説明は、１種又は１種超の捕捉剤を含むフィーチャについて説明して
いるが、これは、フィーチャが捕捉剤の１分子を有することを意味しないことに留意すべ
きである。どちらかといえば、当業者は、固定化捕捉剤を含むフィーチャは、フィーチャ
がいくつかの数又は濃度の特定の捕捉剤を含むことを記載していることを理解するであろ
う。更に、３種の捕捉剤を含むフィーチャは、フィーチャがいくつかの数又は濃度の３種



(25) JP 2018-21917 A 2018.2.8

10

20

30

40

50

の特異的捕捉剤を含むことを意味する。
【０１３９】
　マイクロウェルアレイは、複数のサブナノリッターサイズのマイクロウェルから構成さ
れ、それぞれは単一細胞を収容するように構成されている。各マイクロウェルは、単一細
胞の拘束を可能にし、ある態様においては、単一細胞によって分泌した分泌化合物をマイ
クロウェルに拘束する。それによって、本発明のマイクロウェルは、分泌された、特に拘
束された単一細胞によって分泌されたタンパク質の分析を可能にする。
【０１４０】
　本発明の装置は、捕捉剤アレイと接続されたマイクロウェルアレイを含み、各マイクロ
ウェルと、捕捉剤アレイ上に配置された一式の捕捉剤との間にインターフェースを形成し
ている。特定の態様においては、マイクロウェル内に収容された単一細胞から分泌された
化合物は、捕捉剤アレイ上の捕捉剤と特異的に結合する。その後、結合したタンパク質は
、例えば、サンドイッチＥＬＩＳＡにおいて、一群の標識された二次捕捉剤を使用するこ
とにより可視化される。
【０１４１】
　特定の態様においては、結合した化合物は、二次捕捉剤を用いて可視化される。一態様
においては、結合した化合物は、本明細書の他の場所で記載されているように、本明細書
において「スペクトルの符号化」と呼ばれる、特定のライン又はフィーチャに結合するよ
うになっている１種以上の別々に標識された二次捕捉剤により、一群の標識化された二次
捕捉剤を使用して可視化される。
【０１４２】
　一態様においては、本発明の装置は、関心のある各化合物の存在又は非存在を決定する
ために複数の分離フィーチャの空間的位置又は形状を使用する多重試験を可能にする。例
えば、特定の空間的位置で及び／又は識別可能なフィーチャ内で検出可能な標識を観察す
ることにより（標識された二次検出試薬の結合を通して）、特定の化合物の存在に関する
情報が提供される。
【０１４３】
　他の態様においては、本発明の装置は、識別可能な空間的フィーチャ、並びに該フィー
チャにおける選択された標識の色が、関心のある各化合物の存在又は非存在を決定する、
多重の空間的及びスペクトル試験を可能にする。
【０１４４】
　例えば、特定の態様においては、各フィーチャは、１個超の捕捉剤から構成され、それ
ぞれは異なる色の標識に対応する。例えば、一態様においては、試験は、ｍ×ｎ種の関心
のある化合物の検出を可能にする。ここで、ｍは識別可能な分離フィーチャの数に等しく
、ｎはフィーチャあたりに使用される検出可能な標識の数に等しい。重要なことに、試験
は、ｍ×ｎ種の化合物それぞれについての独特の標識を必要としない。どちらかといえば
、空間的フィーチャと着色された標識の組み合わせは、ｎ種の異なる標識の必要のみをも
たらす。例えば、一態様においては、各分離フィーチャ内に３種の異なる捕捉剤が配置さ
れ、３種の異なる標識された二次捕捉剤が使用され、各異なる標識された二次捕捉剤が３
種の配置された捕捉剤の１つに対応する。一態様においては、各セットは、１５種の分離
フィーチャを含み、それによって単一細胞あたり４５種（１５×３）の化合物の検出を可
能にする。
【０１４５】
　また、本発明は、単一細胞のセクレトーム解析法を提供する。該方法は、マイクロウェ
ルアレイを提供し、該アレイを、細胞を含む溶液と接触させることを含む。細胞がアレイ
のウェル内に流入するように、溶液をアレイ上に広げる。該方法は、更に、ウェル内の細
胞及び溶液が、捕捉剤アレイ上に固定化された捕捉剤の集団に接触するように、捕捉剤ア
レイをマイクロウェルアレイに取り付けることを含む。したがって、単一細胞から分泌さ
れた化合物（例えば、タンパク質）は、捕捉剤アレイ上に積載した捕捉剤と特異的に結合
することができる。一態様においては、方法は、更に分泌された化合物と固定化捕捉剤と
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の結合部位で検出可能な複合体を形成するように、捕捉剤アレイに、検出可能な標識でタ
グ付けされた第２の捕捉剤の群を投与することを含む。
【０１４６】
　また、本発明は、対象から得た試料内の特定の表現型を有する細胞の存在を確認する方
法を提供する。本明細書の他の場所に記載しているように、本発明の装置は、個々の細胞
から分泌される化合物の特異的なプロファイルを検出する能力を可能にする。したがって
、本発明の装置及び方法は、そのプロファイルが特定の細胞表現型を示す、１種以上の細
胞の特定を可能にする。例えば、一態様においては、方法は、分泌されたタンパク質のプ
ロファイルが、がん細胞、悪性がん細胞等を示す、細胞の特定を含む。一態様においては
、方法は、特定の特徴を有する個々の細胞の亜集団を特定する。
【０１４７】
装置
　一態様においては、本発明の装置は、捕捉剤アレイとインターフェース形成しているマ
イクロウェルアレイを含む。典型的な装置の図を図２１に示し、装置及びその要素の典型
的概略図は図１及び図２２に示す。図２２に示すように、装置１００は、捕捉剤アレイ２
０と連結したマイクロウェルアレイ１０を有する。装置１００は、捕捉剤の完全なセット
２１を個々のマイクロウェル１１と連結し、複数のインターフェース１０１を形成する。
各インターフェース１０１は、個々のマイクロウェル１１及び捕捉アレイのセット２１を
有し、これは、マイクロウェル１１内に存在する多数の化合物の多重検出を実施するため
に使用される。したがって、マイクロウェルアレイ１０及び捕捉剤アレイ２０は、個々の
マイクロウェルからのハイスループット検出及び分析を可能にするために正確に連結する
ように構成されている。一態様においては、装置は、捕捉剤のセットに連結した、約１，
０００～１００，０００個のマイクロウェルを有する。マイクロウェルアレイ１０及び捕
捉剤アレイ２０の更なる記載を以下に提供する。
【０１４８】
マイクロウェルアレイ
　特定の態様においては、本発明の装置はマイクロウェルアレイを有する。マイクロウェ
ルアレイは、細胞及び細胞が分泌した化合物を、各ウェルの限定的空間内に捕捉及び拘束
し、それによって、実施の間の細胞の逸脱を防止する。更に、マイクロウェルアレイは、
分泌される化合物の放出に関しては細胞が正常に機能することを可能にする。一態様にお
いては、細胞は生きたままであり（すなわち、固定されず）、マイクロウェル内で正常に
機能する。
【０１４９】
　本発明のマイクロウェルアレイは、複数の個々のマイクロウェルを有する。特定の態様
においては、マイクロウェルアレイは、ハイスループット分析を可能にする装置を提供す
るために、高密度の個々のマイクロウェルのアレイを有する。マイクロウェルアレイは、
装置の好ましい実施のために、任意の形状又は大きさであってよい。一態様においては、
マイクロウェルアレイは、所定の長さ及び幅を有する長方形である。
【０１５０】
　一態様においては、マイクロウェルアレイは、長さが０．５～１０ｃｍである。他の態
様においては、マイクロウェルアレイは、長さが１～５ｃｍである。他の態様においては
、マイクロウェルアレイは長さが２～３．５ｃｍである。
【０１５１】
　一態様においては、マイクロウェルアレイは、幅が０．５～１０ｃｍである。他の態様
においては、マイクロウェルアレイは、幅が１～５ｃｍである。他の態様においては、マ
イクロウェルアレイは、幅が２～３．５ｃｍである。
【０１５２】
　一態様においては、マイクロウェルアレイは、約１０～１，０００，０００個の個々の
マイクロウェルを有する。他の態様においては、マイクロウェルアレイは、約５００～５
００，０００個の個々のマイクロウェルを有する。他の態様においては、マイクロウェル
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アレイは、約１００～１００，０００個の個々のマイクロウェルを有する。
【０１５３】
　一態様においては、マイクロウェルアレイは、約２００マイクロウェル／ｃｍ２～約２
０，０００マイクロウェル／ｃｍ２の密度でマイクロウェルを有する。
【０１５４】
　本明細書で用いられる場合、マイクロウェルは、細胞が生存し、機能する環境で細胞を
捕捉し、拘束するチャンバーである。各マイクロウェルは、細胞のかなりの生存を確実に
するように構成されている。例えば、マイクロウェル内の細胞は、インビボの環境で期待
されるのと同様の生存率を有する。更に、各マイクロウェルは、本発明の装置の実施の間
、捕捉した細胞の正常な機能を可能にするように構成されている。
【０１５５】
　マイクロウェルアレイの各マイクロウェルの寸法は、拘束された細胞の正常な機能及び
生存を促進しながら、細胞及び分泌された化合物を有効に拘束するように設計されている
。マイクロウェルは、１種以上のインターフェース形成した捕捉剤のセットの全領域をカ
バーするように設計されている。したがって、各マイクロウェルの大きさ及び形状は制限
されず、使用される細胞及び所望の多重能力にとって適切な任意の大きさ及び形状を採用
することができる。一態様においては、各マイクロウェルは、所定の長さ、幅及び深さを
有する長方形である。各マイクロウェルは、例えば、細胞懸濁液、生理的液体、流体試料
、可能な試薬等を含む、サブナノリットル体積の流体を捕捉する。
【０１５６】
　一態様においては、各マイクロウェルは、長さが１～１０，０００μｍである。他の態
様においては、各マイクロウェルは、長さが５～５，０００μｍである。他の態様におい
ては、各マイクロウェルは、長さが１０～２，０００μｍである。
【０１５７】
　一態様においては、各マイクロウェルは、幅が１～１，０００μｍである。他の態様に
おいては、各マイクロウェルは、幅が５～５００μｍである。他の態様においては、各マ
イクロウェルは、幅が１０～１００μｍである。
【０１５８】
　一態様においては、各マイクロウェルは、深さが１～１，０００μｍである。他の態様
においては、各マイクロウェルは、深さが５～５００μｍである。他の態様においては、
各マイクロウェルは、深さが１０～１００μｍである。
【０１５９】
　一態様においては、各マイクロウェルは、高いアスペクト比の長方形のウェルである。
例えば、一態様においては、各ウェルは、長さが約１．８ｍｍであり、幅が約２０μｍで
ある。
【０１６０】
　一態様においては、各マイクロウェルは、幅が約１０～１００μｍであり、深さが２０
～２００μｍであり、長さが１００～２，０００μｍである。
【０１６１】
　特定の態様においては、個々のマイクロウェルは、カラム及び／又は行の配列として横
方向及び縦方向に離間されている。一態様においては、個々のマイクロウェルは、約１０
～１００μｍの間隔で規則正しく離間されている。
【０１６２】
　マイクロウェルアレイの製造は、本明細書に記載されるアレイを構築するために必要な
任意の適切な方法を使用して実施することができる。例えば、一態様においては、マイク
ロウェルアレイは、レイアウトのための標準的な手順を用いて、ネガ型のフォトリソグラ
フィウエハ形成、それに続くソフトポリマー（PDMS, Sylgard 184）により製造される。
一態様においては、ソフトリソグラフィ技術は、アレイのエラストマースタンピング及び
成型のために使用される。
【０１６３】
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　一態様においては、マイクロウェルアレイは、光学的に透明であり、アレイ又はアレイ
中の細胞の画像生成を可能にする。本発明の特定の態様においては、アレイの画像生成は
、細胞の計数、マイクロウェルの配置、及び／又はマイクロウェル内の細胞の位置の決定
のために好ましい。
【０１６４】
　一態様においては、マイクロウェルアレイは、１回使用のために製造及び形成される。
他の態様においては、マイクロウェルアレイは、再利用可能なように製造及び形成される
。例えば、特定の態様においては、マイクロウェルアレイは、水、食塩水、緩衝液又はそ
れらの組み合わせを使用することによる標準的な洗浄手順後に再利用可能である。特定の
態様においては、マイクロウェルアレイは、例えばオートクレーブ又はＵＶ照射の使用に
より滅菌することが適切である。
【０１６５】
　一態様においては、マイクロウェルは、細胞の係留又は他の固定化のために機能化又は
別様に処置される。
【０１６６】
　各マイクロウェルは、付随する捕捉剤アレイの全領域にわたって個々の細胞又は細胞集
団を捕捉及び拘束するように構成される。例えば、各マイクロウェルは、特にマイクロウ
ェルが所望数の特定の細胞型の細胞を含むように設計することができる。特定の態様にお
いては、各マイクロウェルは、１、２、３、５、１０、１５、２０、５０又は１００個の
細胞を含む。特定の態様においては、各マイクロウェルは、単一細胞を含むように構成さ
れている。本明細書で用いられる場合、単一細胞は、任意の細胞型又は細胞株の１個の細
胞として定義される。特定の態様においては、細胞は分泌性細胞である。他の態様におい
ては、細胞は非分泌性細胞である。好ましい態様においては、装置の実行時間の一部、ほ
とんど又は全てにおいて、単一細胞は生存したままである。更に好ましい態様においては
、単一細胞は、装置の実行の全ての期間で生存したままである。例えば、特定の態様にお
いては、装置は、単一細胞から分泌されるタンパク質のプロファイルを２４時間試験する
ために使用される。マイクロウェルは、単一細胞が２４時間生存することを可能にするこ
とが好ましい。
【０１６７】
　一態様においては、マイクロウェルアレイは、マイクロウェルアレイが捕捉剤アレイに
固定された時に、それぞれの個々のマイクロウェル、そこに含まれる細胞及びタンパク質
が、捕捉剤フィーチャ（例えば、ライン、ドット等）の少なくとも１つの完全なセットと
接触し、複数の捕捉剤の全てがマイクロウェルの内容物にアクセス可能にするように、捕
捉剤アレイと適合性であるように構成されている。
【０１６８】
捕捉剤アレイ
　特定の態様においては、本発明の装置は捕捉剤アレイを有する。捕捉剤アレイは、複数
の捕捉剤のセットを有し、各捕捉剤のセットは、化合物の多重検出に好ましい複数の捕捉
剤の全てを有する。本明細書の他の場所に記載したように、各セットは、１個のマイクロ
ウェルの内容物にアクセス可能なように構成されている。特定の態様においては、捕捉剤
アレイは、捕捉剤セットの繰り返しを有する。
【０１６９】
　一態様においては、各セットは他の全てのセットから空間的に異なっている。一態様に
おいては、各セットは約１０～１００μｍ分離されている。
【０１７０】
　一態様においては、捕捉剤アレイは、１０～１，０００，０００個の個々の捕捉剤セッ
トを有する。他の態様においては、捕捉剤アレイは、約５００～５００，０００個の個々
の捕捉剤セットを有する。他の態様においては、捕捉剤アレイは、約１００～１００，０
００個の個々の捕捉剤セットを有する。
【０１７１】
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　各セットは、上述したように、１個以上のマイクロウェルと対応するような大きさであ
り、形状である。例えば、一態様においては、各セットは１個のマイクロウェルに対応し
ている。マイクロウェルアレイを捕捉剤アレイと接触させることにより装置を構築するこ
とで、複数のインターフェースが形成され、各インターフェースはマイクロウェル及びセ
ットを有している。装置は各マイクロウェルの内容が本明細書の他の場所に記載されるよ
うに、セットに含む全ての分離フィーチャにアクセス可能でなければならないという点で
、制限されるだけである。特定の態様においては、各セットは、望ましい多重化サイズを
基準として構成されている。したがって、一態様においては、各セットは所定の長さ及び
幅を有する長方形である。
【０１７２】
　一態様においては、各セットは長さが１～１０，０００μｍである。他の態様において
は、各セットは長さが５～５，０００μｍである。他の態様においては、各セットは長さ
が１０～２，０００μｍである。
【０１７３】
　一態様においては、各セットは幅が１～１，０００μｍである。他の態様においては、
各セットは幅が５～５００μｍである。他の態様においては、各セットは幅が１０～１０
０μｍである。
【０１７４】
　図２３Ａに示すように、特定の態様においては、各セット２１は、１種以上の異なる固
定化捕捉剤を含む複数の空間的分離フィーチャ２２を有する。装置１０は、各マイクロウ
ェル１１の内容物が複数のフィーチャ２２のそれぞれにアクセス可能なように、各セット
２１及び各マイクロウェル１１の間にインターフェース１０１が形成されるように構築さ
れている。例えば、一態様においては、セット２１は複数のフィーチャ２２を有し、各フ
ィーチャ２２はラインであり、各ラインは１種以上の固定化捕捉剤を含んでいる。フィー
チャ２２はあらゆる特定の大きさ又は形状に限定されない。例えば、一態様においては、
フィーチャ２２は直線である。他の態様においては、フィーチャ２２はジグザグ形の線で
ある（図２３に示す）。各フィーチャ２２は、関心のある化合物を検出するための、１種
以上の固定化捕捉剤を含む。例えば、一態様においては、セット２１は、２０種の個々の
フィーチャ２２を有し、各フィーチャは、関心のある２０種の化合物のうちの１種を検出
するための特異的捕捉剤を含んでいる。一態様においては、１個のフィーチャ２２に固定
化された捕捉剤は、他のフィーチャ２２には含まれていない。したがって、本明細書の他
の場所に記載されたように、特定のフィーチャ２２と結合する化合物を検出することによ
り、関心のある特定の化合物の存在に関する情報が提供される。
【０１７５】
　図２３Ｂは、複数の分離フィーチャ１２２を有する他の態様を示す。この態様において
は、各フィーチャ１２２は異なる形状又は形態を有する。各フィーチャ１２２は、特定の
形状のフィーチャ１２２内に固定された、１種以上の固定化捕捉剤を含む。非常に高解像
度でフィーチャの大きさ及び形状を製造するために、マイクロパターニング技術を使用す
ることができる。典型的な技術としては、マイクロインジェクトプリンティング、マイク
ロコンタクトプリンティング、ディップペンリソグラフィ、マイクロチャンネルガイドフ
ローパターニング等が挙げられる。しかし、装置は、捕捉剤を分離フィーチャに固定する
任意の特定の方法に限定されない。例えば、図２４は、四角形又はひし形に配置された捕
捉剤を含む典型的な捕捉剤アレイを示す。このアレイは、クロスフローパターニング技術
により製造され、マイクロスポッティング及びインジェクトプリンティング等のマイクロ
スケールプリンティング技術によっても製造することができる。
【０１７６】
　分離フィーチャは、各マイクロウェルにどの化合物（又は化合物の組み合わせ）が存在
するかの検出を可能にする。例えば、フィーチャの空間的位置、フィーチャの形状、及び
／又はそれらの組み合わせは、どの関心のある化合物（又は関心のある化合物の組み合わ
せ）がフィーチャに固定された特定の捕捉剤と結合したかを特定するために使用される。
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更に、各セットが個々のマイクロウェルに対応しているので、捕捉剤アレイ上の捕捉剤セ
ットの空間的位置は、化合物（又は化合物の組み合わせ）がどの個々のマイクロウェルに
存在したかの検出を可能にする。したがって、これは、各マイクロウェルの内容物に由来
する個別化されたプロファイルの検出を可能にする。特定の態様においては、分離フィー
チャは繰り返し、マイクロウェルあたりに少なくとも１セットの完全な分離フィーチャが
含まれる。一態様においては、例えば対照として、各マイクロウェル内に２個以上のセッ
トを含んでいてもよい。
【０１７７】
　一態様においては、本明細書の他の場所に記載されているように、関心のある結合化合
物の検出は、ＥＬＩＳＡをベースとする免疫測定法を用いて行われる。重要なことに、識
別可能な分離フィーチャ（空間的に識別可能、及び／又は形状若しくは形態により識別可
能）を使用することにより、各化合物に対して独自の二次抗体標識を必要としないので、
単一細胞由来の多くの化合物の多重検出が可能になる。このタイプの「空間的符号化」に
より、従来のＥＬＩＳＡにおけるような、化合物に対して特異的な各二次捕捉剤の特異的
標識よりもむしろ、特定のマイクロウェルとインターフェース形成する分離フィーチャの
セット内の空間的位置との結合の観察からの各マイクロウェルについての関連する分泌さ
れた化合物の検出を可能にする。例えば、従来の試験は、標識を関心のある特定の化合物
と相関させるために、検出可能な標識に対する１：１の化合物の関係を必要とする。本明
細書に記載されるように、分離フィーチャを使用することにより、各化合物を同じ検出可
能な標識（又は本明細書の他の場所に記載したスペクトル試験を使用する少なくとも同じ
グループの標識）と関連させることが可能になる。
【０１７８】
　本明細書の他の場所に記載されているように、各特定の捕捉剤は、関心のある化合物（
タンパク質、抗原、受容体、核酸等）と特異的に結合する。各分離フィーチャは、捕捉剤
のセット内に所定の空間的位置及び／又は形状を有しているので、関心のある特定の化合
物が対応するマイクロウェル中に存在するかを容易かつ有効に検出することが可能になる
。例えば、一態様においては、各分離フィーチャは、お互いに約２～２５μｍ離れている
。一態様においては、各セットは、複数の分離フィーチャの少なくとも１個を有する。す
なわち、各分離フィーチャは各セット内に少なくとも１回出現する。
【０１７９】
　ある態様においては、１種以上の分離フィーチャが各インターフェース内で複数回繰り
返される。例えば、一態様においては、インターフェースは、複数のセットとインターフ
ェース形成する１個のウェルを有していてもよい。一態様においては、各セットは、合計
で約５～１００個の異なる捕捉剤を含む。他の態様においては、各セットは合計で約１０
～７５個の異なる捕捉剤を含む。他の態様においては、各セットは合計で約２０～５０個
の異なる捕捉剤を含む。例えば、一態様においては、本発明は、各セットが４５種の異な
る捕捉剤を含む、４５重の化合物の検出を提供する。
【０１８０】
　一態様においては、各セットは約５～１００個の分離フィーチャを有する。他の一態様
においては、各セットは約１０～５０個の分離フィーチャを有する。他の一態様において
は、各セットは約２０～３０個の分離フィーチャを有する。
【０１８１】
　特定の態様においては、分離フィーチャは、複数の捕捉剤セットにわたって連続的であ
る。例えば、一部の製造技術において、複数のセットにまたがる連続的ライン又は形状を
製造することが容易であり得る。捕捉剤アレイをマイクロウェルアレイと接触させること
により、個々のマイクロウェルに対応する個々のセットにおいて連続フィーチャが分断さ
れる。他の態様においては、捕捉アレイは、分離フィーチャが非連続的で、その結果、マ
イクロウェルと捕捉剤セット間のインターフェースに対応するであろう位置にのみ配置さ
れるように製造される。
【０１８２】
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　特定の態様においては、各分離フィーチャ（例えば、線、形等）は１種の特定の捕捉剤
を含む。他の態様においては、各分離フィーチャは、２、３、５、１０、又はそれ以上の
異なる捕捉剤を含む。これらの態様においては、フィーチャ内の特定の捕捉剤への特異的
結合は、本明細書で「スペクトル符号化」と名付けた、各標識が特定の捕捉剤に対応する
、ＥＬＩＳＡをベースとする試験で使用される第２の捕捉剤のセットにおける異なる検出
可能な標識を使用することによって検出される。
【０１８３】
　例えば、一態様においては、アレイは、１５種のフィーチャ（例えば、ライン、ドット
等）を有する少なくとも１つのセットを有する。一態様においては、第１のフィーチャは
、１分子以上の第１の捕捉剤を含み、第２のフィーチャは、１分子以上の第２の捕捉剤を
含み、第３のフィーチャは、１分子以上の第３の捕捉剤を含む、などである。これは、１
分子以上の１５種の捕捉剤を含む第１５のフィーチャまで繰り返される。
【０１８４】
　一態様においては、各フィーチャは１種超の捕捉剤を含む。例えば、一態様においては
、第１のフィーチャは１分子以上の第１の捕捉剤、１分子以上の第２の捕捉剤、及び１分
子以上の第３の捕捉剤を含むが、第２のフィーチャは１分子以上の第４の捕捉剤、１分子
以上の第５の捕捉剤、及び１分子以上の第６の捕捉剤を含む。これは、１分子以上の第４
３の捕捉剤、１分子以上の第４４の捕捉剤、及び１分子以上の第４５の捕捉剤を含む第１
５のフィーチャまで繰り返される。この態様においては、フィーチャ内の各捕捉剤は、本
明細書の他の場所で記載されたようなスペクトル符号化として定義される、捕捉剤を標的
とする第２の捕捉剤の色で識別可能である。
【０１８５】
　例えば、一態様においては、分離フィーチャは、関心のある３種の化合物にそれぞれ特
異的な３種の捕捉剤を含む。マイクロウェル中に関心のある３種の化合物（又は関心のあ
る化合物の組み合わせ）のいずれが見いだされるかの検出は、ＥＬＩＳＡをベースとする
反応において固定化された捕捉剤に、赤い標識で標識されたもの、緑色の標識で標識され
たもの、及び青い標識で標識されたものの３種の異なる捕捉剤の第２のセットを適用し、
フィーチャにおいて検出可能な複合体を形成することによって行われる。したがって、捕
捉剤アレイにおける各分離フィーチャの空間的位置で赤、緑及び青の標識の存在を検出す
ることにより、関心のある３種の化合物（又はその組み合わせ）のいずれが分離フィーチ
ャに存在するかを判定することが可能になる。この原理を、捕捉剤セット内に存在する全
ての分離フィーチャにわたって規模を拡大することにより、非常に多くの種類の化合物の
多重検出が可能になる。例えば、装置が製造され、６０種までの化合物を検出したことが
証明された。
【０１８６】
　特定の態様においては、本発明は、関心のある化合物の空間的及びスペクトル的多重化
を提供する。例えば、一態様においては、多重化する能力は、捕捉剤セットあたりの空間
的に識別可能な分離フィーチャの数によって部分的に定義される。一態様においては、各
分離フィーチャは、幅が約５～５０μｍである。一態様においては、各分離フィーチャは
、幅が約２５～３０μｍである。一態様においては、各分離フィーチャは、長さが約５０
０～２０００μｍである。一態様においては、各分離フィーチャは、約５～５０μｍ離れ
ている。一態様においては、各分離フィーチャは、約２５～３０μｍ離れている。一態様
においては、各分離フィーチャは幅が約２５μｍであり、次のフィーチャから約２５μｍ
離れており、その結果、約５０μｍのピッチサイズをもたらす。本発明は、非常に小さい
空間的に識別可能な分離フィーチャを生成し、それによって、装置の空間的多重能力を増
大する能力を証明した。
【０１８７】
　一態様においては、多重能力は、各分離フィーチャが１種超の捕捉剤を含み、それによ
って分離フィーチャあたり１種超のタイプの関心のある化合物の検出を可能にするように
使用される、スペクトル的に異なる標識の数によって定義される。例えば、一態様におい
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ては、捕捉剤アレイセットは１５種の空間的に異なるフィーチャを含み、各フィーチャは
３種の捕捉剤を含み、異なる検出可能な標識に連結した３種のＥＬＩＳＡをベースとする
第２の捕捉剤の使用を通して識別可能である。したがって、この構成は４５重の検出を可
能にする。
【０１８８】
　捕捉剤アレイは、単一細胞を分離するマイクロウェルに連結することにより、単一細胞
あたりの分泌物の高感度の多重定量分析を実施する。繰り返しのセットは、設計の均一性
のために、各マイクロウェル間で正確さが著しく異なることなく、単一細胞あたり５～１
００種の範囲の化合物の十分な検出が各マイクロウェルにより可能になるのに役立つ。
【０１８９】
　分離フィーチャ及びセットにおける捕捉剤のパターニングは、任意の適切な技術により
実施される。例えば、捕捉剤パターニングは、インクジェットプリンティング、ファイン
プリントスポッティング、機能化された基板でのフローパターニング、機能化されたガラ
ス基板での密着プリンティング、又は２～３０μｍのフィーチャ解像度で印点針(printin
g needle)又はストリップを用いたエポキシコーティングガラス基板若しくはポリアミン
ガラス基板を使用するマイクロプリンティングにより、高精度で実施することができる。
特定の態様においては、機能化された基板はポリ－Ｌ－リジンで被覆した基板を含む。し
かし、本発明のアレイの限定的な交差反応性を有する捕捉剤に、高度の再現性をもって捕
捉剤を固定するために物理的及び／又は化学的親和性をもたらす、任意の機能化された基
板を使用してもよい。
【０１９０】
　上述したように、各捕捉剤のセットは複数の捕捉剤を有し、各捕捉剤は、所望の実施に
おいて試験される関心のある化合物に特異的に結合する。関心のある典型的な化合物とし
ては、タンパク質、ペプチド、抗体、酵素、表面受容体、核酸、ペプチド断片、サイトカ
イン、増殖因子、ホルモン等があげられるが、これらに限定されない。特定の態様におい
ては、関心のある化合物又は複数の化合物は、装置のマイクロウェル内に含まれる細胞又
は複数の細胞によって分泌されることが知られているか、分泌すると考えられる化合物で
ある。しかし、本発明は、分泌性化合物の検出に限定されず、どちらかといえば捕捉剤ア
レイにアクセス可能な任意の化合物であってもよい。例えば、関心のある化合物としては
、細胞死又は後の使用者の操作のいずれかによる、細胞の溶解によりアクセス可能なもの
が含まれる。
【０１９１】
　捕捉剤としては、抗体、抗体断片、タンパク質、ペプチド及び核酸が挙げられるが、こ
れらに限定されない。特定の態様においては、捕捉剤は、その標的化合物に対し、約１ｐ
Ｍ～約１５０ｐＭの捕捉親和性を有する。本明細書の他の場所で記載されたように、アレ
イ上に固定化された捕捉剤とその標的化合物との結合の検出は、第２群の捕捉剤を使用す
るＥＬＩＳＡをベースとする結合（ここで、各第２群の捕捉剤が捕捉剤－化合物複合体と
特異的に結合する）により実施される。特定の態様においては、第２群の捕捉剤の各構成
要素は、色素又はフルオロフォアが挙げられるが、これらに限定されない検出可能な標識
で標識されている。二次捕捉剤としては、抗体、抗体断片、タンパク質及び核酸を挙げる
ことができる。ある態様においては、二次捕捉剤は、捕捉剤アレイの固定化捕捉剤と特異
的に結合する。他の態様においては、検出抗体等の二次捕捉剤は、関心のある化合物と特
異的に結合する。
【０１９２】
　一態様においては、本発明の捕捉剤はペプチドを含む。特定の態様においては、ペプチ
ド捕捉剤は、関心のある化合物、例えば関心のある分泌された化合物と特異的に結合する
。
【０１９３】
　本発明のペプチドは、化学的方法を用いて製造することができる。例えば、ペプチドは
、固相法（Roberge J Y et al.(1995)Science 269:202-204）により合成し、樹脂から切
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断し、調製用高速液体クロマトグラフィーにより精製することができる。自動化合成は、
例えば、製造業者により供給されている説明書に従い、ABI 431 A Peptide Synthesizer
（Perkin Elmer）を用いて実施することができる。
【０１９４】
　また、ペプチドは組換え手段、又はより長いポリペプチドを切断することにより製造す
ることができる。ペプチドの組成は、アミノ酸分析又は配列決定により確認することがで
きる。
【０１９５】
　本発明のペプチドの変異体は、（ｉ）１個以上のアミノ酸残基が保存又は非保存アミノ
酸残基（好ましくは保存アミノ酸残基）と置換されており、このような置換されたアミノ
酸残基が遺伝暗号によってコードされているか、若しくはされていないもの、（ｉｉ）１
個以上の修飾アミノ酸残基があり、例えば置換基の結合により修飾されているもの、（ｉ
ｉｉ）ペプチドが本発明のペプチドの他のスプライスバリアントであるもの、（ｉｖ）ペ
プチド断片、及び／又は（ｖ）ペプチドが、他のペプチド、例えば、精製（例えば、Ｈｉ
ｓタグ）又は検出（例えば、Ｓｖ５エピトープタグ）のために使用される、リーダー配列
又は分泌配列と融合しているものであってもよい。断片としては、最初の配列のタンパク
質切断（多部位タンパク質分解を含む）により生成するペプチドが挙げられる。変異体は
、翻訳後修飾又は化学的修飾であってもよい。このような変異体は、本明細書の教示から
、当業者の範囲内であるとみなされる。
【０１９６】
　当該技術分野において公知であるように、２つのペプチド間の「類似性」は、１つのペ
プチドのアミノ酸配列及びその保存アミノ酸置換基と第２のペプチドの配列の比較により
決定される。変異体は、最初の配列から異なるペプチド配列、好ましくは関心のある断片
あたり４０％未満の残基において最初の配列から異なり、更に好ましくは関心のある断片
あたり２５％未満の残基において最初の配列から異なり、更に好ましくは関心のある断片
あたり１０％未満の残基において最初の配列から異なり、最も好ましくは関心のある断片
あたりわずか数個の残基において最初の配列から異なり、同時に最初の配列と十分に相同
的であり、最初の配列の機能性を保存している配列を含むと定義される。本発明には、最
初のアミノ酸配列と６０％、６５％、７０％、７２％、７４％、７６％、７８％、８０％
、９０％又は９５％類似又は同一であるアミノ酸配列が含まれる。２つのペプチド間の同
一性の程度は、当業者に広く知られているコンピュータアルゴリズム及び方法を用いて決
定される。２つのアミノ酸配列の同一性は、好ましくはBLASTPアルゴリズム［BLAST Manu
al,Altschul,S.et al.,NCBI NLM NIH Bethesda,Md.20894, Altschul,S.et al.,J.Mol.Bio
l.215:403-410 (1990)］を用いることにより決定される。
【０１９７】
　本発明のポリペプチドは翻訳後に修飾されてもよい。例えば、本発明の範囲内である翻
訳後修飾としては、シグナルペプチド切断、グリコシル化、アセチル化、イソプレニル化
、タンパク質分解、ミリストイル化、タンパク質折りたたみ、及びタンパク質分解プロセ
シング等が挙げられる。一部の修飾又はプロセシング事象は、追加の生物学的機構の導入
を必要とする。例えば、シグナルペプチド切断及びコアグリコシル化等のプロセシング事
象は、標準的な翻訳反応に、イヌのミクロソーム膜又はツメガエルの卵の抽出物を加える
ことによって検査する（米国特許第6,103,489号）。
【０１９８】
　本発明のペプチドは、翻訳後修飾、又は翻訳の際に非天然のアミノ酸を導入することに
より生成される非天然のアミノ酸を含んでいてもよい。
【０１９９】
　一態様においては、本発明の捕捉剤は、抗体、又は抗体断片を含む。特定の態様におい
ては、抗体捕捉剤は、関心のある化合物、例えば関心のある分泌化合物と特異的に結合す
る。
【０２００】
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　このような抗体としては、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、それらのＦａｂ
及び一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）断片、二重特異性抗体、ヘテロ複合体(heteroconjugate)、
ヒト抗体及びヒト化抗体が挙げられる。このような抗体は、ハイブリドーマ培養、細菌又
はほ乳動物細胞培養における組換え体発現、並びに形質転換動物における組換え体発現を
含む種々の方法により製造することができる。製造方法の選択は、所望の抗体の構造、抗
体上の炭水化物部分の重要性、培養及び精製の容易さ、並びに費用を含むいくつかの因子
に依存する。全長抗体、Ｆａｂ及びＦｖ断片のような抗体断片、並びに異なる種由来の成
分を含むキメラ抗体を含む多くの異なる抗体構造は、標準的な発現技術を用いて生成する
ことができる。エフェクター機能を有さず、薬物動態活性が制限されているＦａｂ及びＦ
ｖ等の小さいサイズの抗体断片は、細菌発現系において生成することができる。一本鎖Ｆ
ｖ断片は免疫原性が低い。
【０２０１】
　一態様においては、本発明の捕捉剤は、例えば、ＤＮＡオリゴヌクレオチド及びＲＮＡ
オリゴヌクレオチドを含む、分離された核酸を含む。特定の態様においては、核酸捕捉剤
は、関心のある化合物、例えば、関心のある分泌された化合物と特異的に結合する。例え
ば、一態様においては、核酸は、関心のある化合物と特異的に結合するヌクレオチド配列
を含む。例えば、一態様においては、核酸は、関心のある分泌核酸と相補的である。
【０２０２】
　また、核酸捕捉剤のヌクレオチド配列は、得られた核酸は最初のものと同様に機能し、
関心のある化合物と特異的に結合する条件で、最初のヌクレオチド配列に関して配列の変
異、例えば、１個以上のヌクレオチドの置換、挿入及び／又は欠失を含んでいてもよい。
【０２０３】
　本明細書で用いられる意味において、ヌクレオチド配列が、ヌクレオチド配列について
少なくとも６０％、有利には少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８５％、更に好ま
しくは少なくとも９５％の同一性の程度を有する場合、ヌクレオチド配列は、本明細書に
開示されるヌクレオチド配列のいずれかと「実質的に相同的」である。可能な修飾の他の
例としては、配列中の１個以上のヌクレオチドの挿入、配列のいずれかの末端における１
個以上のヌクレオチドの付加、又は配列のいずれかの末端又は内部における１個以上のヌ
クレオチドの欠失が挙げられる。２つのポリヌクレオチド間の同一性の程度は、当業者に
広く知られているコンピュータアルゴリズム及び方法を用いて決定される。２つのアミノ
酸配列間の同一性は、好ましくはBLASTNアルゴリズム［BLAST Manual,Altschul,S.et al.
,NCBI NLM NIH Bethesda,Md.20894, Altschul,S.et al.,J.Mol.Biol.215:403-410(1990)
］を用いることにより決定される。
【０２０４】
多重検出のためのシステム
　一態様においては、本発明は、単一細胞により分泌される化合物の多重検出用システム
を含む。特定の態様においては、システムは、本明細書の他の場所に詳細に説明した装置
を有する。すなわち、一態様においては、システムは、上述したマイクロウェルアレイ及
び捕捉剤アレイを有する装置を有している。
【０２０５】
　一態様においては、システムの装置は複数のセットを有する捕捉剤アレイを有し、各セ
ットは複数の分離フィーチャを有し、各フィーチャは関心のある特定の化合物と結合する
１種以上の固定化捕捉剤を有する。
【０２０６】
　一態様においては、システムは、単一細胞の集団を捕捉剤アレイの固定化捕捉剤とイン
キュベーションした後に装置に投入される、一群の二次捕捉剤を含む。二次捕捉剤は、固
定化捕捉剤、関心のある化合物、又は固定化捕捉剤－化合物複合体と特異的に結合する。
すなわち、二次捕捉剤はサンドイッチ型試験において使用され、特定の態様においては、
捕捉剤アレイと結合した化合物の検出を補助する。
【０２０７】
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　特定の態様においては、二次捕捉剤には、抗体、抗体断片、タンパク質、ペプチド及び
核酸が含まれる。一態様においては、二次捕捉剤は検出可能な標識で標識されている。固
定化捕捉剤－化合物複合体との結合に特異的な二次捕捉剤は、蛍光標識、放射標識、強磁
性標識、常磁性標識、発光標識、電気化学発光標識、リン光標識、呈色標識等が挙げられ
るが、これらに限定されない任意の検出可能な標識で標識することができる。蛍光標識の
非限定的例としては、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、シアン蛍光タンパク質（ＣＦＰ）
、黄色蛍光タンパク質（ＹＦＰ）、赤色蛍光タンパク質（ＲＦＰ）、オレンジ色蛍光タン
パク質（ＯＦＰ）、ｅＧＦＰ、ｍＣｈｅｒｒｙ、ｈｒＧＦＰ、ｈｒＧＦＰＩＩ、ストレプ
トアビジンＡＰＣ、Ａｌｅｘａ４８８、Ａｌｅｘａ５３２、Ａｌｅｘａ５９４等が挙げら
れる。また、蛍光標識は、例えば、キンドリングレッド蛍光タンパク質（ＫＦＰ－ｒｅｄ
）、ＰＳ－ＣＦＰ２、Ｄｅｎｄｒａ２、ＣｏｒａｌＨｕｅ　Ｋａｅｄｅ及びＣｏｒａｌＨ
ｕｅ　Ｋｉｋｕｍｅ等の光で変換され得るものであってもよい。
【０２０８】
　一態様においては、二次捕捉剤は、例えばペプチド又は他のエピトープを含むタグ領域
で標識される。例えば、一態様においては、二次捕捉剤は、蛍光標識されたストレプトア
ビジン、又は他の検出可能な標識ストレプトアビジンの使用が、ビオチン化された二次捕
捉剤を可視化するために使用されるように、ビオチンで標識される（すなわち、ビオチン
化）。
【０２０９】
　一態様においては、全ての二次捕捉剤は同一の検出可能な標識で標識されている。他の
態様においては、二次捕捉剤は、１種の二次捕捉剤の結合を他から識別するために別々に
標識されている。一態様においては、捕捉剤アレイに固定された各捕捉剤は、所定のフィ
ーチャにおける各捕捉剤が異なる対応する標識を有するように、対応する標識されたＥＬ
ＩＳＡ検出二次捕捉剤に割り当てられている。特定の態様においては、所定のフィーチャ
内の複数の固定化捕捉剤に対応する複数の標識は、本明細書に記載のスペクトル符号化態
様の間、いかなる交差反応性も示さない。
【０２１０】
　例えば、一態様においては、一群の二次捕捉剤は１以上のサブグループを有し、各サブ
グループは特定の検出可能な標識を有している。したがって、システムは、各サブグルー
プからの二次捕捉剤が、特定のフィーチャで形成された１個の特異的固定化捕捉剤－化合
物複合体と結合するように構成されている。したがって、例えば、所定のマイクロウェル
内に全ての化合物が存在する場合、種々の検出可能な標識の全ては各フィーチャで観察さ
れる。別々に標識された二次捕捉剤によれば、所定の化合物の存在のスペクトル的符号化
が可能になる。すなわち、標識の空間的位置と正確なタイプ（すなわち、色）の組み合わ
せにより、存在する化合物が特定される。
【０２１１】
　一態様においては、システムは、各検出可能な標識の正体及び位置を検出するための検
出器を有する。検出器は、蛍光顕微鏡、蛍光検出器、又は蛍光スキャナーが挙げられるが
、これらに限定されない各標識を検出可能な任意の適切な検出器であってもよい。
【０２１２】
　一態様においては、システムはコンピュータデバイスを有している。コンピュータデバ
イスは、デスクトップコンピュータ、ラップトップコンピュータ、タブレット、スマート
フォン、又は他のデバイスを有していてもよく、システム要素を制御し、生データを表示
し、得られたデータを解析するためのソフトウェアプラットホームを有している。コンピ
ュータデバイスは、少なくとも１つのプロセッサ、標準的な入出力装置、並びにデータを
記憶し、プログラムを実行し、ネットワークによりデータを送受信するためのコンピュー
タデバイスに通常に見られる全てのハードウェア及びソフトウェアを有していてもよい。
【０２１３】
　特定の態様においては、本発明のシステムは、アレイからの検出シグナルを検出及び定
量するハードウェア及びソフトウェアを有している。シグナルは、任意の適切な解析ソフ
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トウェアパッケージを用い、又はオーダーメイドの解析アルゴリズムを用いて定量するこ
とができる。データの典型的な解析及び図による出力を、本明細書の他の場所に示す。
【０２１４】
多重検出方法
　本発明は、少量の試料中の関心のある多種類の化合物を同時に検出する方法を提供する
。例えば、一態様においては、本発明は、本明細書の他の場所で説明したように、マイク
ロウェル中に収容されている単一細胞由来のタンパク質の多重検出を可能にする。特定の
態様においては、この方法は、細胞の集団からのプロファイルよりも好ましい単一細胞由
来の個別化プロファイルの決定を可能にする。個々の細胞からのプロファイルを識別する
能力は、全集団内に隠れている、特定の細胞の表現型を決定するのに役立つ。例えば、こ
れは、他の方法では検出が困難であるか又はほとんど不可能な組織試料中のがん性細胞、
悪性細胞、又は転移性細胞の検出に有用である。特定の態様においては、方法は、集団を
ベースとする試験よりも多くの情報を提供する、平均的な単一細胞のパラメータを計算す
る能力を提供する。このような解析は、例えば、亜集団及び／又はグループ化した表現型
の特定に使用することができる。単一細胞多重化パラメータによってグループ化された、
個々の細胞の亜集団を単離することは、組織試料中の悪性がん細胞及び応答免疫細胞の重
要な活性群の分離に役立ち得る。したがって、本発明の多重化能力によれば、表現型サブ
タイプの単離又は特定が可能になる。例えば、方法は、集団内の所定の表現型の相対量を
特定する。更に、このような解析によれば、分泌された化合物又は細胞性生成物の相互相
関の定量、集団又はチップ全体の化合物の分布統計の作成、及び試験を行った集団の全体
にわたる単一細胞レベルで発現する多機能性の評価（これらに限定されない）が可能にな
る。
【０２１５】
　一態様においては、方法は、単一細胞を、本明細書に開示されたマイクロウェルに積載
することを含む。本発明の装置によれば、マイクロウェル積載が能動的な流体工学（すな
わち、ポンプ、高圧流など）、又は生きた細胞の外力操作を必要としないことが可能にな
る。どちらかといえば、方法は、重力のみを用い、単一細胞をマイクロウェルに積載する
ことを含む。これにより、時間がかかり、及び／または費用のかかる可能性のある、大規
模な操作なしで、単一細胞を生きた状態で分離し、プロファイリングする方法が可能にな
る。
【０２１６】
　本発明の方法によってプロファイリングされる細胞は、任意の適切な細胞型であっても
よい。検討のための適用可能な細胞としては、接着細胞及び非接着細胞、初代細胞及び不
死化細胞株、器官組織由来の細胞、並びにエクスビボで増殖した細胞が挙げられる。特定
の態様においては、細胞は、細胞を含む溶液の形態でマイクロウェルに投与される。例え
ば、溶液は、単一細胞懸濁液、培地細胞懸濁液、細胞を自然に含む生理的流体であっても
よい。細胞は、細胞株由来であっても、ヒトを含む対象から分離されたものであってもよ
い。一態様においては、溶液は、対象から分離された組織に由来する。例えば、溶液は、
ホモジナイズされた組織に由来する。
【０２１７】
　一態様においては、細胞をマイクロウェルに積載する方法は、細胞を含む溶液を、マイ
クロウェルアレイの湿潤した表面に直接加えることを含む。例えば、マイクロウェルアレ
イの表面を、水、生理食塩水、緩衝液、又は適切な細胞培養用培地で湿潤させてもよい。
一態様においては、添加は、表面の上方少なくとも約０．１ｍｍ、マイクロウェルアレイ
のほぼ中央で１回の動きで実施される。表面への溶液の添加は、標準的な細胞培養調製に
ついて当該技術分野で公知の任意の標準的ピペット操作又は液体移動法により実施するこ
とができる。マイクロウェルアレイ表面に加える溶液の体積は、利用可能な多重解析手段
と比較して最小量である。一態様においては、方法は、表面に約１～５００μＬを投与す
ることを含む。溶液中の細胞の数は、細胞の入手可能性及び所望の処理量に依存する。例
えば、溶液は１０３、１０２又は１０１個ほど少ない細胞を含んでいてもよい。マイクロ
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アレイ表面に溶液を加えることにより、溶液の細胞は重力のみによってそれぞれ個々のマ
イクロウェル中に入り、ウェルあたりの細胞のポアゾン分布を示す。特定の態様において
は、０個の細胞又は複数の細胞を含むウェルは、後に解析から除外することができ、又は
対照及び／又はバックグラウンド信号処理に含まれる。
【０２１８】
　特定の態様においては、実施の間、溶液は、細胞の生存及び／又は正常な機能を促進す
る１種以上の成分を含んでいる。例えば、溶液は、細胞培養において通常に使用される増
殖因子、ホルモン、タンパク質、酵素、低分子、抗菌剤等を含んでいてもよい。ある態様
においては、溶液は適切な細胞培養用培地を含む。ある態様においては、溶液は、その効
果が本発明の実施の際に試験が望まれる試薬、又は試験化合物を含む。例えば、試薬は、
低分子、タンパク質、核酸、ペプチド等を含んでいてもよく、検出プロファイルにおいて
効果を有していても有していなくてもよい。例えば、試薬は、関心のある１種以上の化合
物の分泌を増大させてもさせなくてもよく、又は関心のある１種以上の化合物の分泌を減
少させてもさせなくてもよい。
【０２１９】
　方法は、更に捕捉剤アレイをマイクロウェルアレイと接触させることを含む。対応する
捕捉剤アレイのセットとの個々のマイクロウェルの整列による、マイクロウェルアレイと
捕捉剤アレイとの間の正しいインターフェースの形成は、一態様においては、統合された
装置筐体を用い、加圧されたクランプ機構により、実施される。しかし、マイクロウェル
アレイと捕捉剤アレイとの正確な整列が必須でないことは本明細書に言及されている。例
えば、アレイの均一性は、捕捉アレイ上の特定のセットと特定のマイクロアレイが整列す
ることを必ずしも必要としない、厳密でない整列を可能にする。更に、特定の態様におい
ては、実験後に実施する自動化分析は、正しくない整列を克服し得る、シグナルの照合を
実施する。しかし、本発明の方法は、このインターフェースを形成する任意の特定の方法
に限定されない。例えば、持続性及び非持続性の接着剤、ネジ、クランプ等を使用するこ
ともできる。
【０２２０】
　この積載法は、両者ともマイクロウェルあたりの単一細胞の平均数を示す、個々の細胞
の大きさ及びマイクロウェルの大きさに全く依存する。ある態様においては、本明細書に
記載された積載法は、マイクロウェルあたり約０～２０個の細胞の拘束を確実にする。ウ
ェルあたりの細胞の数の全体の分布はポアソン分布に近づく。
【０２２１】
　一態様においては、細胞は、単一又は複数の時点にわたる所望の期間、装置内に拘束さ
れる。一態様においては、方法は、細胞を装置内に約１分、５分、１０分、３０分、１時
間、２時間、４時間、８時間、１６時間、１日、２日、４日、１週間、２週間、１ヶ月、
１年、又はそれ以上拘束する。
【０２２２】
　一態様においては、方法は、各マイクロウェル内の細胞の数及び位置を記録する画像を
取得することを含む。特定の態様においては、これにより、決定されたプロファイルが、
単一細胞によって産生されたのか、又は単一細胞の集団によって産生されたのかの決定が
可能になる。画像の取得は、当該技術分野で公知のあらゆる方法で実施することができる
。
【０２２３】
　一態様においては、所望の時間の経過後、装置は捕捉剤アレイを除去するために分解さ
れる。その後、捕捉剤アレイを公知のＥＬＩＳＡ免疫試験手段に供し、化合物結合部位で
検出可能な複合体を生成させる。例えば、一態様においては、本明細書の他の場所で記載
されたように、それぞれが異なる固定化捕捉剤－化合物複合体に特異的な複数の二次捕捉
剤が、特異的結合を促進するための適切な条件下、捕捉剤アレイの表面に適用される。本
明細書の他の場所に説明したように、各二次捕捉剤は、検出可能な標識、例えば蛍光標識
で標識される。特定の態様においては、複数の二次捕捉剤のそれぞれは、全て同じ標識で



(38) JP 2018-21917 A 2018.2.8

10

20

30

40

50

標識されている。他の態様においては、二次捕捉剤は、同じ空間的位置で生成した可能性
のある複合体間でスペクトル的に識別するために異なる標識で標識されている。
【０２２４】
　一態様においては、一群の二次捕捉剤を適用した後、捕捉剤アレイは、異なる空間的位
置の１種以上の検出可能な標識の存在について画像化される。図２５は、（１）マイクロ
ウェルあたりの細胞の存在及び／又は量を検出するために使用した一群のマイクロウェル
の明視野画像、（２）特定の空間的位置（各位置が関心のある特定の化合物に対応してい
る）において検出可能な標識の存在を検出するための蛍光画像、並びに（３）明視野及び
蛍光画像のオーバーレイを示す読み取り図である。
【０２２５】
　捕捉剤アレイの画像化は、当該技術分野で公知の任意な適切な方法で実施することがで
きる。例えば、特定の態様においては、捕捉剤アレイの画像化は、蛍光顕微鏡、蛍光検出
器、及び／又は蛍光スキャナーの使用を含む。その後、各捕捉剤セットの空間的フィーチ
ャが検出可能な標識を有するかの決定を含む画像解析は、各セットからの多重化プロファ
イル、したがって各マイクロウェル由来のプロファイルに対応するプロファイルを構築す
るために使用される。特定の態様においては、複数の検出可能な標識を使用する場合、画
像は解析の前に色と組み合わせてもよい。
【０２２６】
単一細胞の表現型の決定法
　本発明は、単一細胞プロファイルを明らかにするための方法を提供する。例えば、一態
様においては、本発明は、単一細胞からのプロテオミクスプロファイルを決定する方法を
提供する。他の態様においては、本発明は、単一細胞からのゲノムプロファイルを決定す
る方法を提供する。他の態様においては、本発明は、単一細胞からのセクレトーム（すな
わち、分泌されるタンパク質及び化合物）を決定する方法を提供する。他の態様において
は、本発明は、単一細胞からのプロテオミクス、ゲノム、及び／又はセクレトームを統合
したプロファイルを決定する方法を提供する。更に、本発明の方法は、大量の単一細胞の
プロファイルを同時に決定するハイスループット法を提供する。
【０２２７】
　一態様においては、本発明の方法は、免疫細胞の不均一性又は多機能性を評価するため
に使用される。免疫細胞は、種々の感染症に対する予防及び保護において必須の役割を有
している（Seder et al., 2008, Nature Reviews Immunology, 8:247）。強力なフローサ
イトメトリー技術を使用した免疫細胞の表現型決定が急速に開発されてきたにもかかわら
ず、一部はＴ細胞及び単球／マクロファージに含まれる非常に高レベルの細胞性不均一性
のために異なる表現型の機能の十分な分析は困難なままである（Gordon et al., 2005, N
ature Reviews Immunology, 5:953-964）。更に、このような不均一性は、表現型のレベ
ルにおいてだけでなく、多様なエフェクター機能及び活性化状態によって反映されるよう
な細胞の挙動のレベルにおいても存在する（Seder et al., 2008, Nature Reviews Immun
ology, 8:247）。免疫細胞は、多機能性と呼ばれる多くの機能を示し、複数の機能の組み
合わせにより、単一細胞の免疫生物学、及び所定の感染症に対するこの細胞の「質」が決
定される。ＴＨ１細胞の簡略化された線形分化モデルにおいては、表現型及び機能的不均
一性の両方がＣＤ４＋Ｔ細胞のサイトカイン応答について観察されている。これらの細胞
は、異なる段階で異なるエフェクター機能（サイトカインプロファイル）を示し、このよ
うな機能パターンは時間とともに劇的に変化することが指摘されている。複数の機能を有
する細胞が、強力なエフェクターの可能性を有するメモリーＣＤ４＋Ｔ細胞として最高に
役立つことも見いだされている。真実は、おそらく、この線形分化モデルよりも複雑であ
り、４０種を超えるエフェクター機能がヘルパーＴ細胞と関連している。多機能性の重要
性は、ノンプログレッサーＡＩＤＳ患者が、プログレッサー患者と比較し、多くの種類の
サイトカインを分泌するＨＩＶ特異的Ｔ細胞のレパートリーを発生したという観察によっ
て更に実証される。しかし、単一細胞のレベルで、免疫エフェクター機能の完全なスペク
トルを評価することが可能な技術はなく、これらの劇的に変化する細胞の細胞免疫学は十
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分に理解されていないままである。特定の態様においては、本発明の方法は、本明細書に
開示されている多重システムを使用することにより、１個以上の単一免疫細胞のセクレト
ームを検出することにより、免疫細胞の不均一性の評価を可能にする。例えば、単一細胞
のセクレトームは、未処置のままにするか、１種以上の試験化合物により刺激された時に
評価することができる。したがって、これは、対象の免疫応答の質を評価するために使用
することができる。
【０２２８】
　単数形の「がん」という用語は決して疾患の一種ではないが、一般的アプローチを使用
してがんを完全に治療することを不可能にする多くの種類の不均一な疾病状態をまぎらわ
しく包含する。これは、部分的には腫瘍内の著しい不均一性のためである（Furnari et a
l., 2007, Genes Dev, 21:2683-2710）。更に、このような不均一性は、腫瘍微少環境内
の単一細胞レベルで存在しているほど根本的である。例えば、ヒトの脳の腫瘍多形性膠芽
腫においては、グリオーマ細胞だけでなく、腫瘍開始免疫細胞（Bao et al., 2006, Canc
er Research, 66:7843-7848；Singh et al., 2004, Nature, 432:396-401）、神経／グリ
ア前駆細胞、ニューロン、アストロサイト、オリゴデンドロサイト及び脳常在免疫細胞、
ミクログリアなどの他の重要な細胞型が存在する。神経膠芽腫の微小環境のこのような著
しい不均一性及び固形ヒト腫瘍内の異なる細胞の系統関係は、腫瘍細胞の能力の重要な決
定因子であり得る。個々のＧＢＭは、さまざまな腫瘍成長パターンを促進する表現型が異
なる一連の自己複製細胞型を有する（Chen et al., 2010, Cancer Cell, 17:362-375）。
したがって、ＧＭＢ中の神経膠腫幹細胞／開始細胞の階層的不均一構造を明らかにし、細
胞－細胞相互作用ネットワークを示すことが重要である。
【０２２９】
　このような相互作用は、主として種々の細胞型から分泌される可溶性メディエータに介
在される。神経膠腫細胞がサイトカイン及びケモカインを分泌し、次に腫瘍形成を促進す
る炎症性因子を産生する、形質転換していない隣接するミクログリアを誘引及び破壊し（
Leung et al., 1997, Acta Neuropathol, 93:518-527；Prat et al., 2000, Neurosci Le
tt, 283:177-180；Platten et al., 2003, Annals of Neurology, 54:388-392；Galasso 
et al., 2000, Experimental Neurology, 161:85-95）、小グリア細胞と神経膠腫細胞と
の間の相互のパラクリン刺激を反映する。高度に不均一な腫瘍微少環境における、このよ
うな複雑な細胞－細胞ダイアログはがん免疫細胞学における主要な支配的機構であるが、
単一細胞タンパク質プロファイル、特に細胞－細胞コミュニケーションを調節するために
分泌されるタンパク質のプロファイルの有益な解析を実施し得る技術を欠くため、研究を
することが困難である。特定の態様においては、本発明の方法により、微少環境における
細胞－細胞シグナル伝達を評価するために、腫瘍内部又は近傍の細胞から分泌されるタン
パク質の単一細胞解析が可能になる。これは、観察されるシグナル伝達の表現型に基づき
、腫瘍の進行性や段階など、腫瘍の特徴づけを可能にする。
【０２３０】
　本発明の装置及び方法は、任意の化合物の存在及び／又は量を決定するために使用する
ことができる。適切なタイプの化合物としては、タンパク質、核酸、タンパク質断片、表
面受容体、ホルモン、増殖因子等が挙げられる。本発明により試験される、関心のある化
合物の組み合わせそのものは、最終的な使用者によって容易に調節可能であり、定義され
る。例えば、特定の化合物の検出は、化合物と特異的に結合する捕捉剤（例えば、抗体、
ペプチド、核酸等）の入手可能性によって制限されるのみである。特定の態様においては
、関心のある化合物の組み合わせは、装置のマイクロウェル内に含まれる細胞の表現型に
関する情報を使用者に提供する。一態様においては、装置は、分泌可能なタンパク質の多
重検出用に構成されている。例えば、一態様においては、装置は、ＭＩＦ、ＩＬ－１ＲＡ
、ＩＬ－１５、ＩＬ－１３、ＩＬ－１２、ＩＬ－１０、ＩＬ－８、ＩＬ－７、ＩＬ－６、
ＩＬ－５、ＩＬ－４、ＩＬ－３、ＩＬ－１ｂ、ＩＬ－１ａ、ＶＥＧＦ、ＰＤＧＦ、ＮＧＦ
β、ＨＧＦ、ＥＧＦ、ＭＣＳＦ、ＳＣＦ、ＭＩＰ－１ｂ、ＩＬ－２２、ＴＮＦβ、ＴＮＦ
α、ＲＡＮＴＥＳ、ＭＣＰ－１、ＩＬ－１７Ａ、ＴＳＬＰ、ＩＬ－２７、ＩＬ－２７－１
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、ＭＭＰ９、ＭＭＰ２、ＩＬ－２３、ＩＬ－９、ＧＭＣＳＦ、ＩＦＮ、ＧＣＳＦ、ＴＧＦ
β、ＴＧＦα、ΜΙΡ－１ａ、及びＩＬ－２の１以上の多重検出用に構成されている。
【０２３１】
　本明細書に詳細に説明したように、本発明の装置及び方法は、多くの種類の化合物の多
重同時検出を可能にする。分離フィーチャの空間的位置／形状及び各フィーチャ内の種々
の検出可能な標識を利用することにより、特定の態様において、本発明は、２０種以下、
３０種以下、４０種以下、５０種以下、７５種以下、１００種以下、２００種以下、又は
それ以上の化合物の同時検出を可能にする。例えば、図２６は、本明細書に開示される装
置及び方法を用いて検出された４５種の化合物の相関マップを示す。
【０２３２】
　単一細胞の不均一性が、所定の組織内であってもあるので、本発明の方法は、集団内の
複数の表現型の存在を迅速かつ有効に決定する強力な手段を提供する。例えば、本発明の
方法及び装置は、全ての細胞が同一又は類似のプロテオミクス、ゲノム、及び／若しくは
セクレトームプロファイルを共有するか、又はプロファイルが変化した集団内に分離され
た単一細胞が存在するかの決定を可能にする。
【０２３３】
　方法は、特定の有害な表現型の存在を検出するために、特に使用することができる特徴
的な細胞性表現型の決定を可能にする。単一細胞を基準とするプロファイルの決定は、そ
の個々のプロファイルが集団プロファイルに隠されてしまう特定の表現型の決定を可能に
する。更に、多くの種類の化合物の多重検出に基づくプロファイルの決定は、１又は数種
の化合物のみを検出する方法において隠されてしまう表現型を特定することができる。
【０２３４】
　例えば、これは、がん細胞を示すプロファイルを有する細胞の存在を決定するのに使用
することができる。一態様においては、方法は、１以上の単一細胞の観察される表現型段
階に基づく特定の疾患の進行を評価するために使用される。他の態様においては、方法は
、がん細胞の特定の型を検出し、がん細胞の進行性又は侵襲性を特徴づけるために使用す
ることができる。他の態様においては、方法は、転移性細胞を示す表現型を有する細胞を
検出するために使用することができる。例えば、本明細書に記載の単一細胞の多重プロフ
ァイリングは、腫瘍由来の単一細胞のセクレトームプロファイルを調査するために使用す
ることができ、そのプロファイルが転移を示す個々の細胞のサブセットの存在を特定する
ことができる。したがって、これは、そうでなければ検出することが不可能に近いであろ
う段階で、非常に早期の診断を可能にするであろう。
【実施例】
【０２３５】
　本発明を、以下の実施例を参照して更に詳細に説明する。これらの実施例は説明の目的
のためにのみ提供され、特に明記しない限り限定を意図するものではない。したがって、
本発明は以下の実施例に限定されると解釈すべきでなく、本明細書に提供される教示の結
果として明らかになるありとあらゆる変形を包含すると解釈すべきである。
【０２３６】
　更なる説明なしで、当業者は、説明及び以下の説明的実施例を使用し、本発明の化合物
を製造及び利用し、請求項に記載の方法を実施することができると考えられる。したがっ
て、以下の実施例は、特に本発明の好ましい態様を示し、いかなる方法においても開示の
残りを限定すると解釈すべきでない。
【０２３７】
例１：機能的細胞不均一性を評価するための単一細胞のハイスループットセクレトーム解
析
　分泌されたタンパク質は、ヒトの健康及び疾患においてさまざまな細胞機能を表す。高
い程度の細胞の不均一性のため、更に重要なことには、個々の細胞の多機能性のため、単
一細胞由来の一連のタンパク質を同時に測定し、平行して多く（１０００個超）の単一細
胞を迅速に試験する、まだ満たされていない要求がある。本明細書の開示は、数千の単一
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細胞の高度な多重タンパク質検出を平行して行うための高密度の捕捉剤マイクロアレイを
組み合わせた多くのサブナノリットルマイクロチャンバーから構成される、簡単な生物学
的解析試験プラットホームである。このプラットホームは、細胞株、及び患者由来の初代
細胞等の複雑な生物試料の両方について試験された。単一細胞のセクレトーム的特徴間の
明らかな不均一性を、遊走性等の細胞の物理的挙動に直接相関させることができることが
初めて観察された。ＥＬＩＳｐｏｔ及び先端ミクロ技術によって可能な試験のような最先
端のタンパク質分泌試験と比較し、本明細書に開示されたアプローチは、ハイスループッ
ト及び高多重度の両方を提供する。また、患者の細胞機能及び免疫の有益な監視のための
潜在的に革新的な手段となる、操作の容易さ、サンプル消費量の少なさ、及び標準化され
たデータ分析等の臨床医に優しい多くの特徴を有している。本明細書に示されるデータの
更なる説明は、全体として本明細書に組み入れられるLu et al., 2013, Anal Chem,85(4)
:2518-2556に見いだすことができる。
　例で使用される材料及び方法を以下に説明する。
【０２３８】
捕捉剤アレイの製造
　ＰＤＭＳレプリカの鋳型は、深堀り反応イオンエッチング（ＤＲＩＥ）法によりエッチ
ングしたシリコンマスターである。これは、ＰＤＭＳの離型を容易にするために、クロロ
トリメチルシラン（Aldrich）の蒸気で一晩前処理した。ＰＤＭＳプレポリマー及び硬化
剤（RTV615, Momentive）を完全に混合し（部分Ａ及びＢを１０：１の割合で）、シリコ
ンマスター上に注いだ。真空乾燥機１ｈにより気泡を除去し、８０℃のオーブンで２ｈｒ
、ＰＤＭＳを硬化させた。硬化後、ＰＤＭＳ層を鋳型から離し、入り口部及び出口部の穴
をあけた。装置を、エタノール及び２－プロパノール中で超音波処理することによって洗
浄し、ポリ－Ｌ－リジンマイクロアレイスライド（Erie Scientific）と結合させた。そ
の後、アセンブリを、オーブン中、８０℃で２時間焼き、結合を強化した。抗体フローパ
ターニング用ＰＤＭＳマイクロチップは、それぞれ２０種までの抗体をパターニングする
ことができる、２０個の分離されたマイクロチャンネルを有している。ＰＤＭＳフローパ
ターニングマイクロチップにおける、一連のラインの典型的な幅及びピッチは、それぞれ
２５μｍ、５０μｍである。
【０２３９】
　捕捉剤アレイのフローパターニングのために、１．５μＬの異なる抗体をマイクロチャ
ンネルに別個に注入し、乾燥するまで微少流体チャンネルを流した。実験に使用する全て
の抗体を表１に要約する。抗体をポリ－Ｌ－リジンスライドグラスに固定し、捕捉剤アレ
イを作製する。フローパターニング後、スライドグラスは、４℃の冷蔵庫に保存し、使用
前にＰＤＭＳ層をはずす。
【０２４０】
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【表１】

【０２４１】
サブナノリットルマイクロチャンバーアレイチップの製造
　サブナノリットルマイクロチャンバーアレイの鋳型は、ＤＲＩＥ法によりエッチングし
たシリコンマスターである。これは、ＰＤＭＳの離型を容易にするために、クロロトリメ
チルシラン（Aldrich）の蒸気で一晩前処理した。単一細胞捕捉のためのサブナノリット
ル微少流体チャンバーアレイチップは、ソフトリソグラフィ技術を用いて、ＰＤＭＳ（RT
V615, Momentive、部分Ａ及びＢを１０：１の割合で）から製造した。真空乾燥機１時間
により気泡を除去し、８０℃のオーブンで２時間、ＰＤＭＳを硬化させた。サブナノリッ
トルマイクロチャンバーアレイチップは、カラムあたり約５５０個のマイクロウェルを有
し、１４個のカラムに５０４４個の細胞捕捉チャンバーを有している。結果として得られ
るマイクロウェルアレイの異なる空間的位置に、自動的マイクロウェル及び細胞認識のた
めに、リソグラフィーマスクに、画像「マーカー」が含まれている。
【０２４２】
細胞培養及び刺激
　ヒトＡ５４９細胞株を、１０％ウシ胎児血清（ＦＢＳ、ATCC）を補充したＦ１２／Ｋ培
地中で培養した。ヒトＵ９３７細胞株は、ATCC（アメリカン・タイプ・カルチャー・コレ
クション、ATCC）から購入し、１０％ウシ胎児血清（ＦＢＳ、ATCC）を補充したＲＰＭＩ
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１６４０培地（Gibco, Invitrogen）中で培養した。Ｕ９３７細胞懸濁液、各１００μＬ
を、１μＬの２０μｇ／ｍＬホルボール１２－ミリスタート－１３－アセテート（Fisher
）を用いて分化させ、１ｍＬの１ｍｇ／ｍＬのリポ多糖類（Calbiochem）を負荷して、そ
の懸濁液をＰＤＭＳマイクロウェルアレイ上にピペッティングする前にＴｏｌｌ様受容体
４（ＴＬＲ４）シグナル伝達を活性化した。
【０２４３】
ヒト組織試料
　ヒトの試料は、髄膜種の個人から得た。患者の一次組織を、最初にメスで刻み、次いで
１倍のTrypLE Select（Invitrogen）に入れた。火造りのガラスピペットで組織を粉砕し
、３７℃で５分間インキュベートした。細胞懸濁液を、火造りのガラスピペットで再度粉
砕し、３７℃で更に５ｍｉｎインキュベートした。次いで、細胞懸濁液を４０μｍの細胞
ろ過器（BD Falcon）でろ過し、ＤＭＥＭ－Ｆ１２（Gibco, Invitrogen）で洗浄した。次
いで、懸濁液を３００ＲＣＦで５ｍｉｎ遠心分離した。沈殿を、ＤＭＥＭ－Ｆ１２に再度
懸濁した。次いで、赤血球溶解溶液（Miltenyi Biotec）を使用して赤血球を取り除き、
３００ＲＣＦで５ｍｉｎ遠心分離した。次いで、細胞を、ＤＭＥＭ－Ｆ１２に１０６細胞
／ｍＬに再懸濁した。
【０２４４】
ＰＤＭＳマイクロウェルアレイによる単一細胞捕捉
　単一細胞捕捉実験を実施する前に、ＰＤＭＳマイクロウェルアレイ及び捕捉剤アレイス
ライドグラスを、３％ＢＳＡ溶液（Sigma）で、それぞれ２ｈｒブロッキングし、その後
新鮮な細胞培地で洗浄した。捕捉直前に、細胞を新鮮な培地に懸濁した。ＰＤＭＳマイク
ロウェルアレイを上向きに配置し、薄層がＰＤＭＳマイクロウェルアレイの表面に残存す
るまで細胞培地溶液を除去した。細胞懸濁液（５０～２００μＬ）をマイクロウェルアレ
イにピペットで移し、細胞がマイクロウェル内に落ちるように、１０ｍｉｎ沈ませた。抗
体スライドグラスを、細胞捕捉チャンバー上に捕捉剤アレイが乗っているようにＰＤＭＳ
マイクロウェルアレイの上部に配置した。次いで、ＰＤＭＳマイクロウェルアレイ及びス
ライドグラスをネジで堅く固定し、バネを用いて圧力を配した。単一細胞がマイクロアレ
イ中に捕捉され、アセンブリを２４時間インキュベートし、細胞分泌が起こるようにした
。捕捉された細胞を２４時間インキュベートした後、ネジをはずして捕捉剤アレイスライ
ドグラスを除去し、ＥＬＩＳＡイムノアッセイ法を実施し、結果を測定し、Genepixスキ
ャナー及びソフトウェアにより解析した。
【０２４５】
集団マイクロアレイ
　細胞集団試験は、Spotbot 3 microarrayer（Arrayit）を用いてポリ－Ｌ－リジンスラ
イドグラスにスポットした、カスタム印刷抗体マイクロアレイにより実施した。同じ抗体
パターンを有する１２個の同一のサブグループを各スライドグラス上に印刷した。印刷後
、抗体スライドグラスを湿箱（７５％相対湿度で飽和ＮａＣｌを含む）中に５時間維持し
た。細胞集団試験の前に、スライドグラスをＰＤＭＳマイクロウェルスラブに結合し、３
％ＢＳＡ溶液で２時間ブロッキングした。次いで、細胞培養上清を種々のマイクロウェル
中に加え、１時間インキュベートした。インキュベーションに続き、ＥＬＩＳＡ免疫試験
法を実施し、結果を検出し、Genepixスキャナー及びソフトウェアにより解析した。
【０２４６】
免疫試験法
　ＥＬＩＳＡ法は、単一細胞により分泌されたサイトカインを検出可能なシグナルに変換
するために実施した。ビオチン化検出抗体（表１）の混合物をスライドグラスにピペット
を用いて移し、室温で４５ｍｉｎインキュベートし、サンドイッチ免疫試験を完了し、次
いで３％ＢＳＡ溶液で洗浄した。ＡＰＣ色素標識ストレプトアビジン（eBioscience、２
００μＬ、５μｇ／ｍＬ）をスライドグラスに加え、更に４５ｍｉｎインキュベートした
。次いで、スライドグラスを３％ＢＳＡで再度洗浄し、３％ＢＳＡで０．５ｈｒブロッキ
ングした。ＢＳＡによるブロッキングに続き、スライドグラスをＤＰＢＳ、ＤＰＢＳ、Ｄ



(44) JP 2018-21917 A 2018.2.8

10

20

30

40

50

Ｉ水、ＤＩ水に順に浸漬し、最後に風乾した。
【０２４７】
蛍光検出及び解析
　ＦＩＴＣ及びＡＰＣチャンネルの蛍光スキャン画像を得るために、Genepix 4000B及び4
200Aスキャナー（Molecular Devices）を使用した。蛍光シグナルの収集には、２色のチ
ャンネル４８８（青）及び６３５（赤）を使用した。画像は、マイクロウェルアレイ鋳型
を積載及び整列し、その後蛍光強度値を抽出することにより、GenePix proソフトウェア
（Molecular Devices）を使用して解析した。蛍光の結果は、GenePix Proにおける画像解
析手段により抽出した。次いで、蛍光の結果を光学的画像化により解析したサブナノリッ
トルのマイクロチャンバーアレイチップの各チャンバーに対応させた。
【０２４８】
自動化光学的画像解析及び細胞の計数
　アセンブリを、自動化顕微鏡試料台（Prior）で画像化し、各マイクロウェル中の細胞
の数及び位置を記録する光学的画像を得た。自動化されたチップ全体の光学的画像を、Ni
kon Diaphot SA光学顕微鏡（Nikon）と連結したPaxcam（Paxit!）で撮影し、Paxitソフト
ウェア（Paxit!）を用いてつなぎ合わせた。画像形成後、アセンブリを３７℃のインキュ
ベータ中に２４ｈｒ置き、細胞を分泌させた。２４時間インキュベートした後、細胞を再
度画像化し、細胞機能を観察する。OpenCV（Intel）を使用して、自分で開発したソフト
ウェアは細胞を自動計数するために書かれ、細胞数は、それぞれの細胞チャンバーに抽出
された蛍光データと一緒に対応づけした。
【０２４９】
データ及び統計解析
　全ての蛍光スキャンしたアレイを、各セット中の全てのフィーチャについてバックグラ
ウンドを引いた蛍光シグナル平均値を抽出するために、Genepixソフトウェアで処理した
。自分で開発したMatlab（Math Works）コードを、蛍光データの自動化抽出及び散布図の
生成のために作製した。Excel（Microsoft）及びOriginPro8（OriginLab）を、抽出した
データを編集するために使用した。ヒートマップ及び教師なしのクラスタリングを、ソフ
トウェアCluster/Treeview（Eisen Laboratory）を使用して、抽出したデータから生成し
た。統計解析は、Excel、OriginPro8、及びR（R Development Core Team)で実施した。
【０２５０】
　実験結果を以下に示す。
　本明細書で説明するものは、並行して千個超の単一細胞から１４種のサイトカインを同
時検出するためのサブナノリットルのマイクロチャンバーアレイと、高密度捕捉剤アレイ
とを統合する、ハイスループット単一細胞セクレトーム解析プラットホームである。チッ
プは、洗練された流体の取り扱い又はかさばる装置を必要としない、簡単な試験「キット
」により実施することができる。この装置の有用性は、ヒト細胞株、及び患者の新鮮な腫
瘍から分離した一次細胞の分泌の解析について証明されている。結果は、集団の単一細胞
のセクレトームの特徴間に明らかな不均一性があり、試験を行った種々のタンパク質間で
得られた相関関係がそれらの機能的分類と一致していることを示している。この技術は、
研究及び臨床診断の両方で即時使用を見いだし得る真の実用的かつ有益な手段をもたらす
、細胞捕捉、定量、自動化データ解析及びかさ高い流体操作システムの排除の単純化され
たスキーム（Balaban et al., 2004, Science 305(5690):1622-5）を用いた、抗体バーコ
ードをベースとするタンパク質分泌測定技術（Ma et al., 2011, Nat Med 17(6):738-43
）についての以前の研究から発展している。
【０２５１】
単一細胞セクレトーム解析チップの設計、製造及び組み立て
単一細胞セクレトーム解析装置は、２つの別々の部分：表面結合免疫試験のための高密度
捕捉剤アレイガラス基板、及び単一細胞の捕捉のためのサブナノリットルマイクロチャン
バーアレイから構成される（図１Ａ）。捕捉剤アレイスライドは、３０個のフィーチャの
繰り返しを有し、それぞれは、ポリ－Ｌ－リジン被覆表面に固定された、種々の抗体の２
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０個の帯を有する。抗体を含む帯は幅が２０μｍであり、全体のアレイのピッチサイズが
１ｍｍである。マイクロチャンバーアレイは、ポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）（Un
ger et al., 2000, Science 288(5463):113-6）からソフトリソグラフィ（Unger et al.,
 2000, Science 288(5463):113-6）により製造された１層のマイクロチップであり、生物
学的微少流体工学で広く使用されている光学的に透明なシリコンエラストマーである。マ
クロチャンバーアレイは、５４４０個の長方形のマイクロチャンバーを有し、それぞれは
、長さ、幅及び深さが、それぞれ１．８ｍｍ、２０μｍ及び１５μｍである。これら２つ
の部分は別々に製造され、捕捉剤アレイスライドが使い捨て試験片として働き、マイクロ
チャンバーアレイが再利用可能な装置として働くように、試験の際に組み合わされた。こ
のプラットホームを使用するために、単一細胞懸濁液の１滴（約１０６細胞／ｍＬ）をマ
イクロチャンバーアレイチップ表面に、直接ピペットで乗せる。細胞は重力によってマイ
クロチャンバー内に落下し、その後、捕捉剤アレイスライドが、線がマイクロチャンバー
の長さに直交するようにマイクロチャンバーの上部に抗体側を下に配置させる。マイクロ
チャンバーは、フィーチャの少なくとも１つのセットを含み、それによって正確な配置の
必要性を排除するのに十分長く設計されている。最終的に、このアセンブリは、４つのバ
ネで調整されたねじを有する２個の透明なプラスチック板で固定され（図６）、単一細胞
分泌測定のための従来の組織培養器内に配置される。個々の細胞から分泌されたタンパク
質は、捕捉剤アレイによって捕捉され、ビオチン化検出抗体、その後、蛍光プローブ（例
えば、Ｃｙ５）と連結したストレプトアビジンとインキュベートすることによって読み出
される。プロトタイプ単一細胞プロテオミクスチップ（Ma et al., 2011, Nat Med 17(6)
:738-43）と比較し、この装置は、洗練された微少流体制御システム又はあらゆる操作す
るためのかさばる装置を必要としないため、最小限の工学のバックグラウンドを有する研
究者及び臨床医による広範な使用にも受け入れられる。
【０２５２】
　高密度の捕捉剤アレイは、十分に確立されたマイクロチャネルが誘導するパターニング
技術（Fan et al., 2008, Nat Biotechnol 26(12):1373-8）を使用して製造され、主にイ
ンクジェットプリンティング、又はナノスケールチップをベースとするスポッティング等
の他のいくつかの高密度マイクロアレイプリンティング技術により製造することができる
。フローパターニングチップは、個々の抗体溶液（各１μＬ）が正確に測定され、添加さ
れ、並行して全てのマイクロチャンネルに流れ、表面への抗体の均一な積載を確実にする
、２０の個々の曲がりくねったマイクロチャンネルにつながる入口を有する別のＰＤＭＳ
スラブである。フルオレセインイソチオシアネートで標識したウシ血清アルブミン（ＦＩ
ＴＣ－ＢＳＡ）溶液を、パターニングの質を評価するために使用した。結果は、大きい領
域（１インチ×２インチ）にわたって高密度タンパク質アレイの製造が成功し、蛍光強度
ラインプロファイルにより、示されるように優れた均一性（蛍光強度において＜５％）を
示すことが明らかにされる（図１Ｂ及び図７）。これは、元の捕捉剤アレイの不均一性よ
りも、細胞の不均一性に、以下の単一細胞のセクレトーム試験から観察されるタンパク質
シグナルの変動（＞１０％）が帰せられることを保証する。
【０２５３】
　電動位相差画像化システムは、細胞捕捉チップにおいて１０分以内に全ての細胞を画像
化するために開発され（図１Ｃ）、画像解析アルゴリズムは、各マイクロチャンバー内の
個々の細胞及びそれらのＸ／Ｙ座標の特定、細胞の計数を可能にする。操作が簡単なため
、単純なマイクロチャンバーアレイチップフォーマットが選択されたが、結果として、１
個の細胞がチャンバーごとに捕捉されることを保証するのは不可能である。しかし、原液
中の細胞密度の最適化は、マクロチップ中に１０００個超の単一細胞チャンバーを容易に
生じ（図８）、単一細胞のハイスループット解析が可能になる。
【０２５４】
タンパク質パネル及び検証
　捕捉剤アレイにより試験されるタンパク質を図２Ａに記載する。単一細胞から分泌され
る、これらの特定のタンパク質の評価は、細胞プロセスの一連におけるそれらの機能のた
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めに特に重要である（Raman et al., 2007, Cancer Lett 256(2):137-65；Wu et al., 20
12, PLoS Comput Biol 8:el002355；Zou, 2005, Nat Rev Cancer 5(4):263-74；Dranoff 
2004, Nat Rev Cancer 4(1):11-22）。それらには、広範囲の免疫学的又は病態生理学的
プロセスで必要なサイトカイン、ケモカイン及び増殖因子が含まれる。単一細胞から分泌
される、これらのタンパク質の評価は、細胞性免疫及び細胞－細胞シグナル伝達ネットワ
ークの研究において重要である。単一細胞由来のこれらのタンパク質を同時に測定するた
めに、捕捉抗体を、高密度捕捉剤アレイとして基板表面に固定する。単一細胞解析を実施
する前に組み換えタンパク質を用いて試験を検証した。個々の組換えタンパク質を、４対
数範囲の濃度にわたって新鮮な細胞培養培地に注入し、交差反応性、検出限界（ＬＯＤ）
及びダイナミックレンジを評価するために抗体の全パネルにさらした。５％超の交差反応
性（５ｎｇ／ｍＬのタンパク質濃度で）を有する抗体を除外又は交換する。最終的な抗体
対のパネルを、表１に要約したように得た。滴定曲線（図２Ｂ）は、３桁の規模の典型的
な測定範囲の多重化アレイにおけるこれらのタンパク質の定量的測定の可能性を証明する
。ＬＯＤは４００ｐｇ／ｍＬから１０ｐｇ／ｍＬ未満の範囲であり、抗体対の親和性に依
存した。マイクロチャンバーの容積（約０．５４ｎＬ）及び代表的な検出感度（約１０ｎ
ｇ／ｍＬ）に基づき、マイクロチャンバー中の捕捉剤アレイにより検出することのできる
タンパク質量は５．４ａｇのオーダーであり、これは、約１６０分子に等しい。したがっ
て、プラットホームは、単一細胞から分泌されるタンパク質を検出する感度（通常、約１
０２～５のコピー数）を有する。
【０２５５】
細胞株における単一細胞タンパク質セクレトーム解析
　最初に、単一細胞セクレトーム解析チップを、神経膠芽腫多形細胞株（Ｕ８７）由来の
１４種のタンパク質を測定するために使用した。この実験においては、単一細胞が１２７
８個のマイクロチャンバーに捕捉され、１０個以下の細胞を、各マイクチャンバー内に捕
捉した。捕捉剤アレイのフローパターニングの際、ＦＩＴＣ－ＢＳＡ（０．５ｍｇ／ｍＬ
）を、常にチャンネル１に流入させ、位置参照及び内部の質／均一性対照の両方として役
立つ、蛍光シグナルの連続的ラインを形成した。スキャンした蛍光画像の代表的領域に示
すように（図３Ａ及び図９Ａ）、青色のＦＩＴＣ－ＢＳＡ参照ライン及びタンパク質分泌
レベルに対応する赤色のパターン化したシグナルが容易に見える。同図に示すのは、積載
された細胞の、１４個のマイクロチャンバーの明視野像、対応する蛍光アレイ画像、及び
２つのオーバーレイである。２４時間のインキュベーション後に観察される主要なタンパ
ク質（ＦＧＦ、ＶＥＧＦ、ＭＩＦ、ＩＬ－６、ＩＬ－８、及びＭＣＰ－１）は、主として
、炎症誘発性タンパク質又は化学誘因性タンパク質である。
【０２５６】
　マイクロチャンバー中の各タンパク質の蛍光強度の自動定量は、画像解析ソフトウェア
Ｇｅｎｅｐｉｘ６．０を用いて実施した。単一細胞を含むマイクロチャンバーだけのセク
レトームプロファイルを抽出し、得られた分泌プロファイルのヒートマップ（図３Ｂ及び
図１０）は、細胞－細胞の変動の存在を示す。ほとんどの細胞はＩＬ－６及びＩＬ－８を
産生するが、タンパク質のレベルは個々の細胞間で変化し、ＭＣＰ－１及びＦＧＧのよう
な存在量の少ない他のタンパク質の分泌は、明らかに不均一な特徴を示し、細胞のごく一
部は、高レベルでタンパク質を発現する。単一細胞測定を検証するため、動力学的に大量
の集団の分泌の測定を、並行して、同じ細胞から上清を集め、同じ時間インキュベーショ
ンし、従来のピンスポットマイクロアレイを用いて測定して行った。結果（図３Ｄ及び図
１１）は、単一細胞解析と全て一致する上位５種のタンパク質としてＦＧＦ、ＶＥＧＦ、
ＩＬ－６、ＩＬ－８、及びＭＣＰ－１を示すが、相対レベルは異なっていた。しかし、Ｍ
ＩＦは集団試験で示されなかった。興味深いことに、蛍光強度により測定したタンパク質
濃度は、常には細胞数に比例せず、相加的効果によって解釈することができないことが観
察された（図３Ｃ及び図１２）。セクレトーム解析チップに、より多くの細胞を積載し、
捕捉チャンバー内の細胞数の増加とともにＭＩＦシグナルが減少し、これは、細胞数の増
加に伴う、パラクリンシグナル伝達及びＭＩＦの制御の可能性を示す（図１２）。２つの
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試験が生物学的に同一でないので、このわずかな矛盾が予想される（例えば、大量の試験
はタンパク質プロファイルの終点を検出するが、単一細胞試験は、インキュベーションの
期間にわたって蓄積されたシグナルを測定し、集団アレイはパラクリンシグナル伝達を受
けるが、単一細胞測定は受けない）。全体として、これらの比較試験はお互いによく一致
し、単一細胞セクレトーム解析マイクロチップの有効性を証明した。このプラットホーム
の他の利点は、複数の細胞から分泌されたタンパク質も同時に測定することである。ＩＬ
－６及びＩＬ－８の分泌は、マイクロチャンバー中の細胞が増えると増大するが、ＭＣＰ
－１又はＭＩＦの量の増大は、細胞数が２を超えるとあまり変化しない。これは、複数細
胞系のパラクリン機構がホメオスタシスを制御するという「クオラムセンシング」に似た
あり得る機構の存在を示唆している。
【０２５７】
　単一細胞セクレトーム解析チップは、このプラットホームの広い適用性を評価するため
に更に２種の細胞株を測定するためにも使用された。最初のものは免疫細胞系（Ｕ９３７
）である。細胞は、ホルボールミリステートアセテート（ＰＭＡ）で刺激して機能的マク
ロファージ細胞に分化し、その後サイトカイン産生を促進するために細胞毒リポ多糖類（
ＬＰＳ）を負荷し得るヒト単球である。この処理は、グラム陰性細菌に対するヒトマクロ
ファージの炎症性免疫応答を模倣している（Aderem and Ulevitch, 2000, Nature 406(67
97):782-7）。観察される主要なタンパク質は、ＲＡＮＴＥＳ、ＴＮＦ－α、ＭＣＰ－１
、ＩＬ－６、及びＩＬ－８である（図９Ｂ）。ほとんどの細胞がＲＡＮＴＥＳ、ＩＬ－８
及びＴＮＦ－αを産生するが、これらのタンパク質の量は、個々の細胞間で変化し、ＭＣ
Ｐ－１及びＩＬ－６のような他の低い存在量のタンパク質は不均一性の特徴を示す。同じ
細胞から集めた上清について、大量集団の分泌の測定を並行して実施し、単一細胞の実験
を検証した（図１３）。結果は、同様に、単一細胞解析と一致して、上位５種のタンパク
質としてＲＡＮＴＥＳ、ＩＬ－８、ＭＣＰ－１、ＩＬ－６及びＴＮＦ－αを示す。マイク
ロチャンバー内の細胞数の増加とともにＩＬ－８及びＲＡＮＴＥＳの分泌が増加し、ＭＣ
Ｐ－１又はＴＮＦ－αの量は、細胞数が４を超えた場合に顕著に変化しない（図９Ｃ）。
第２は、サイトカイン又は増殖因子を構成的に産生する肺がん細胞株（Ａ５４９）である
。したがって、これらの細胞から分泌される基底レベルは、刺激なしで測定した。観察さ
れる主要なタンパク質は、標準的なピンスポット抗体マイクロアレイ試験を用いる大量集
団試験（図１５）によっても検証された、ＭＣＰ－１、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＶＥＧＦ及
びＦＧＦである（図１４）。Ａ５４９細胞から分泌されるタンパク質としては、腫瘍の増
殖を維持し、炎症性微少環境を促進する肺腫瘍細胞の役割と一致して、炎症誘発性サイト
カイン及び増殖因子の両者が挙げられる。全体として、細胞株の試験は、プラットホーム
が、ＥＬＩＳｐｏｔのような現在までの従来法と比較し、単一細胞内のタンパク質分泌プ
ロファイルの迅速、定量的、かつハイスループット解析を可能にすることを証明した。細
胞株によるプラットホームの検証は、患者由来の組織試料のような、より複雑な試料を含
めるように、試料のレパートリーを拡張することを可能にする。
【０２５８】
セクレトームの特徴と遊走特性との相関関係
　フローサイトメトリーに基づく単一細胞解析はタンパク質の多重測定を可能にするが、
測定されたタンパク質プロファイルを、細胞の挙動及び遊走特性等の活性と直接関連させ
ることはできない。本明細書に記載のプラットホームは、捕捉細胞を計数するために細胞
のライブ画像化を利用するので、細胞挙動の同時測定と、同じ細胞の対応するタンパク質
プロファイルを後で関連づけることが可能になる。本明細書において、単一細胞セクレト
ーム解析チップに積載した肺がん細胞（Ａ５４９）の遊走は、インキュベーション前及び
インキュベーション２４時間後の移動距離を測定することにより測定した（図４Ａ）。こ
れらの細胞はチャンネルの壁に接着し、異なる速度で移動することが見られた。結果を、
細胞移動距離の増加によって選別した単一細胞セクレトームプロファイルを示すヒートマ
ップに要約する（図１６）。サイトカインレベルのＰ値解析は、低運動性細胞（同じ範囲
の下２０％）に対し高運動性細胞（全観察範囲の上２０％）で実施した。大部分の細胞は
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移動しないが、高度に移動する細胞は、統計的にＩＬ－８の高発現と関連している（Ｐ＜
０．０１）（図４Ｂ）。ＭＣＰ－１の分泌と細胞の移動との相関関係はそれほど有意でな
い（図４ｃ、ｄ）。ＩＬ－６は、散布図において細胞運動性と負に関連しているように見
えるが、試験を用いた統計的相関関係を示さない。これらのタンパク質は、異なるがんに
おける運動性及び転移の可能性の増大に関連しており（Singh et al., 1994, Cancer Res
 54(12):3242-7；Li et al., 2003, J Immunol 170(6):3369-76；Waugh and Wilson, 200
8, Clin Cancer Res 14(21):6735-41）、単一細胞ＩＬ－８分泌の試験を通し、転移と関
連する個々の細胞のセクレトームの特徴を研究することが可能である。簡単に言えば、プ
ラットホームは、初めて、細胞機能、基礎となる分子メカニズムの理解の向上をもたらす
ことができ、単一の生きた細胞のタンパク質のセクレトーム特徴及び表現型特性（例えば
、遊走性）の同時測定を示している。
【０２５９】
臨床患者試料由来の単一腫瘍細胞のセクレトームプロファイリング
　複雑な生物試料に由来する細胞の多重化された分泌物を測定するためにプラットホーム
の有用性を拡張するために、本発明者らの装置を、悪性脳腫瘍、神経膠芽腫多重型（患者
１及び２）又は髄膜腫（患者３）の３名の患者由来の新鮮な原発性腫瘍組織の測定にも適
用した（表２）。外科的に切除した腫瘍組織の一部（＜０．２ｇ）を氷冷したリン酸緩衝
食塩水で洗浄し、小さい断片に刻んだ後、コラゲナーゼを使用して単一細胞懸濁液に解離
した（図５Ａ）。細胞を遠心沈殿し、約１０６細胞／ｍＬの密度で培地に再懸濁した。組
織を得て１時間以内に、単一細胞懸濁液を、ピペットにより、単一細胞セクレトーム解析
装置に積載する。細胞に１２時間サイトカインを分泌させた後、アレイ上のパターンを、
検出抗体を用いて現像し、スキャンした。生の蛍光画像（図５Ｂ、患者１）は、細胞株か
らスキャンした画像と比較し、優れたタンパク質シグナル、及び類似のバックグラウンド
を示す。抗体アレイは、図５ｂに示すように、１４種のタンパク質を含む。この実験にお
いては、単一細胞を１０５８個のマイクロチャンバーが捕捉し、マイクロチャンバー内に
０～２２個の細胞が捕捉された。個々のそれぞれのチャンネルから分泌した各サイトカイ
ンの蛍光強度を定量し、その後、単一細胞分泌プロファイルのヒートマップを作製した（
図５Ｃ）。単一細胞分泌プロファイルの教師なしの階層的クラスタリングは、活性の異な
る３種の別々の集団の細胞を示した。細胞の１つのクラスター（図５Ｃ、青色のクラスタ
ー）は通常は、より活性であり、より広い範囲のタンパク質を分泌し、恐らくより侵襲的
な表現型に対応するが、緑色によって示される細胞は、最低レベルのサイトカイン産生を
示し、腫瘍幹細胞／前駆細胞のような、より静止状態の表現型を表す可能性がある（Wich
a et al., 2006, Cancer Res 66(4):1883-90）。オレンジ色により示される大きい画分は
機能的表現型の多様性である。患者２からの結果（図５Ｄ）は、腫瘍タンパク質としてＭ
ＩＦ及びＩＬ－８であるという、患者１からの結果との類似性を示すが、炎症性サイトカ
インの産生のかなりの減少及び高レベルのＥＧＦという点で異なるパターンを示す。第２
層タンパク質は、全て、明らかな細胞不均一性を示す。図１７及び図１８は、タンパク質
の相対濃度及び細胞集団における分布を示す、個々のタンパク質のヒストグラム及び散布
図を示す。
【０２６０】
【表２】

【０２６１】
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　フローサイトメトリープロットの形式で患者の原発性腫瘍のための単一細胞サイトカイ
ン測定の疑似三次元散布図を編集し、１４×１４のモザイクマトリクスを作成した（図５
Ｅ）。タンパク質は対角線に示されており、各パネルは対の相関プロットであり、Ｒ値を
得るために線形回帰分析をそれぞれに対して行った。次いで、全体のマトリクスは、赤色
（正の相関）及び青色（負の相関）に色分けされ、色の強度はＲに比例している。患者１
のマトリクスにおいては、全ての炎症性サイトカインは明らかに１つのクラスター内に関
連しており、数種の増殖因子は別のクラスターに分類され、それらの機能的相違を反映し
ている。患者２についての結果においては、炎症誘発性サイトカインが通常は低レベルで
発現するが、相関関係を同じく示している。興味深いことに、ＥＧＦの分泌は、炎症誘発
性かつ化学誘因性タンパク質（ＭＣＰ－１、ＧＭＣＳＦ及びＩＬ－８）に対して負に相関
している。より均一性であり、炎症性腫瘍でない移行性髄膜種の患者（患者３）由来の第
３の試料も解析した。実際、患者３の結果（図１９及び図２０）は、炎症誘発性サイトカ
インのシグナルが減少したことを示す。これらの研究は、これらの細胞の生理機能又は病
的状態に対し、結果の妥当性を示唆している。現在でも、外科的治療は、ヒト神経膠芽腫
の最も有効な治療法である。その後、化学療法は、正常な脳組織にまで拡散した浸潤性腫
瘍細胞を根絶するために、外科的空洞に薬剤を含有するウエハを置くことにより、又は全
身的に実施される（Lesniak and Brem, 2004 Nat Rev Drug Discovery 3(6):499-508）。
浸潤性細胞は通常、より多くのサイトカイン並びに異なるプロファイルのサイトカインを
産生するので、腫瘍の侵襲性を決定し、個々の患者のための化学療法戦略を仕立てる臨床
的価値を有する、プラットホームは、浸潤性細胞の表現型を潜在的に識別及び定量するこ
とができる。更に、腫瘍微少環境中で細胞－細胞間コミュニケーションを仲介する可溶性
シグナルとして作用するこれらのタンパク質は、個別化療法の新規な治療用標的として特
定される場合がある（Dvorak 2002, J Clin Oncol 20(21):4368-80；Rich and Bigner, 2
004, Nat Rev Drug Discovery 3(5):430-46；Reardon and Wen, 2006, Oncologist 11(2)
:152-64）。
【０２６２】
単一細胞プロテオミクス
　単一細胞プロテオミクス解析は、一般に、核酸についてのポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣ
Ｒ）のようなタンパク質の同等の増幅法がないため、単一細胞からの遺伝子解析よりもは
るかに困難である。フローサイトメトリー解析における最近の進歩は、単一細胞由来のタ
ンパク質マーカーの３４重の測定を可能にするが、ほとんどのタンパク質は、表面受容体
又は細胞質タンパク質である（Bendall et al., 2011, Science 332(6030):687-96）。細
胞内サイトカイン染色（ＩＣＳ）は、「分泌」タンパク質の間接的な評価を可能にするが
、おそらく単一細胞の限定された容積内での多数の抗体からの非特異的結合の増大のため
現在では、測定することのできるサイトカインの数は現実には１０未満に限定されている
。更に、ＩＣＳを使用して検出された化合物の数が増加すると、個々の標識間のスペクト
ルの重なりのために、正確さが低下し、ノイズが増大する。更に、タンパク質の分泌とは
異なり、細胞機能の直接的な測定ではない。したがって、多重化タンパク質分泌測定は、
単一細胞の機能的分析のミッシングピースである。遺伝的に均一な細胞でさえ、非常に不
均一である可能性があることはますます明らかになってきており、それらの生物学の研究
において、多くの答えがない問題をもたらす（Bendall et al., 2011, Science 332(6030
):687-96）。単一細胞の分泌プロファイルを調べることにより、腫瘍の不均一性について
、シグナルが平均化され全ての限定的情報が失われる集団における細胞のシグナルパター
ンを調べるよりも、更に明らかにすることができ、単一細胞の分泌を調べる必要性が強調
される（Bendall and Nolan, 2012, Nat Biotechnol 30(7):639-47；Michor and Polyak,
 2010, Cancer Prev Res 3(11):1361-4）。
【０２６３】
　１０００個超の単一細胞から分泌される１４種のサイトカインのパネルのハイスループ
ット同時検出を可能にするサブナノリットルの多重化免疫試験チップが本明細書に開示さ
れている。このプラットホームは、分泌されたタンパク質の検出に特異的な重要な利点を
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提供し、フローサイトメトリーにより得られたものと相補的な結果を与える。この装置が
独自の利点を提供するであろうシナリオの例は、特定の表面マーカーを使用して表現型が
同一の細胞集団を選別するために細胞分離手段が使用される場合に、これらの細胞が、そ
の後に本発明の装置内に配置され、機能レベルで細胞の不均一性を更に示すことである。
例えば、ヒトＴ細胞系統は、多くの機能を示す場合があり、単一Ｔ細胞中の複雑な複数の
機能の組み合わせは、特定の抗原に対する、この細胞の「質」を指示する。最近の研究に
よって、多機能性Ｔ細胞がより大きな効力及び耐久性を示すことが多いことがわかった（
Seder et al., 2008, Nat Rev Immunol 8(4):247-58）。最新のＨＩＶワクチン試験は、
ワクチン接種の有効性を評価する手段として、インターフェロン－γ（ＩＦＮ－γ）分泌
Ｔ細胞を計測するためにＥＬＩＳｐｏｔ技術を使用するが、ほとんどのＩＦＮ－γ分泌細
胞は最終エフェクターＴ分化細胞であり、ウイルス感染に対してわずかな保護効果を有す
ることがわかった。このプラットホームは、単一細胞タンパク質試験を機能解析の次のレ
ベルに至らせるための、フローサイトメータ又は他の分離技術、例えば、磁力補助細胞選
別(magnetically assisted cell sorting)から分離した細胞における多機能解析を実施す
るための有望な手段である（Adams et al., 2008, Proc Natl Acad Sci USA 105(47):181
65-70）。プラットホームの潜在的な懸念は、細胞が密封されたマイクロチャンバー内で
分離されると、初代細胞のエクスビボにおける正常な機能に影響を与える条件を経験する
可能性があることである。生物分析手段として、マイクロチップは、細胞の長期培養を行
うことを意図しておらず、通常の試験時間は数時間から１日である。密封かつ分離された
環境での初代細胞のエクスビボにおける試験が、その固有の生理学的活性から予測される
ように長時間にわたってタンパク質を産生することが報告され（Ma et al., 2011, Nat M
ed 17(6):738-43);Han et al., 2012, Proc Natl Acad Sci USA 109(5):1607-12）、興味
深いことに、細胞は初代組織におけるインビボにおける混雑を再現し、より効果的な自己
分泌シグナル伝達のためのサイトカインの十分な濃度を保持するので、細胞は密封された
ナノリットルのチャンバー内でより高い生存率を得ることができた。したがって、マイク
ロチップは、単一の初代細胞からタンパク質分泌プロファイルのハイスループット解析を
行なうための有望なプラットホームであり、患者の鑑別診断及び細胞機能のモニタリング
に役立つ。
【０２６４】
例２：空間的及びスペクトル的符号化された４５重試験
　関心のある４５種までの化合物の存在を試験するための検出可能な標識の空間的位置及
び色を使用する、本発明の装置の一態様の開発が本明細書に開示される。別々に標識され
た二次抗体の使用は、同時に検出可能な関心のある化合物の数を非常に増大させる能力を
可能にする。
【０２６５】
　図２７は、試験がどのように機能するかを示す概略図である。各空間線（又は他の分離
フィーチャ）は、３つの異なる一次抗体を有し、それぞれは、関心のある３種の異なる化
合物の検出に特異的である。化合物の結合部位で、検出可能な標識を提供するために使用
される検出抗体（二次抗体）は、それぞれ異なる色の蛍光標識で標識される。したがって
、試験の解析には、装置全体の各検出可能な標識の空間的位置を観察するための多色レー
ザー走査法の使用が含まれる。
【０２６６】
　図２８及び２９は、装置からの３種の異なる色を検出する能力を証明する。図２８は、
抗体アレイとマイクロウェルのオーバーレイを示す。右側では、３つの異なる波長につい
て、同じ視野を画像化している。したがって、特定の波長の特定の位置での検出は、関心
のある特定の化合物の存在を検出する。図２９は、多くの異なる波長を使用することがで
きることを証明し、波長検出の均一性を示している。更に、図２９に示すように、装置は
スライド全体にわたって均一なタンパク質符号化を提供する。
【０２６７】
　１４種の異なるラインを使用し、それぞれが、関心のある４２種の化合物を検出するた
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また、コントロールとして１５番目のラインを使用していることが含まれている。
この試験で使用される抗体を、以下の表３に示す。
【０２６８】
【表３－１】

【０２６９】
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【０２７０】
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【表３－３】

【０２７１】
　実験は、同じ空間的ライン上の抗体は、全て交差反応性の閾値を下回っていることを確
実にするために実施された。これらの実験では、抗体アレイをＥＧＦのみを含む溶液にさ
らす。図３１に示すように、記載した空間的及びスペクトル的検出を使用し、ＥＧＦは検
出された唯一の種である。ＥＧＦに相当する位置及び色が、バックグラウンドとして使用
される１０００の強度の閾値を著しく上回って明るくなることが観察された。これは、任
意の観察された応答が、関心のある特定のサイトカインの結合事象のみにより引き起こさ
れることを確実にする。このデータは、スペクトルデータに基づき、スペクトル試験にお
ける三重の空間符号化が実行可能であり、セクレトームサイトカインの定量に関し、重要
な誤差を生じないことを証明している。
【０２７２】
　試料中の関心のある化合物の濃度に対して検出されるシグナル強度を適切に定量的に相
関させるために、較正のために、関心のある各化合物について滴定曲線（図３２Ａ～Ｃ）
を確定した。
【０２７３】
　実験は、５０ｎｇ／ｍＬのＰＭＡにより４８時間分化したＵ９３７細胞株由来のヒトマ
クロファージ細胞を使用して実施した。実験は、ＦＢＳを含まない培地で飢餓させた細胞
を、１０％ＦＢＳを添加した細胞と比較した。飢餓状態及び非飢餓状態の細胞は、刺激し
ないままであるか、グラム陰性細菌における通常の病原性分子である、１０μｇ／ｍＬの
ＬＰＳで刺激したかのいずれかである。本明細書に記載の空間／スペクトル試験により検
出した応答を、ミクロＥＬＩＳＡと比較した。化合物結合の検出を、本明細書の他の場所
に記載されたように実施したが、使用した３つの波長について繰り返した。図３３は４８
８ｎｍ波長の生データを示し、図３４は５３２ｎｍの波長の生データを示し、図３５は６
３５ｎｍの波長の生データを示す。解析を容易にするために、関心のある全ての種の検出
を示す３つの波長の検出を、図３６に示すように「拡張」した（すなわち、４８８ｎｍ、
５３２ｎｍ及び６３５ｎｍの生データで検出した種を統合した）。図示するように、後の
解析を容易にするために、データを人為的に単一色に疑似着色した（この場合は赤色）。
空間／スペクトル試験を使用する単一細胞解析を、集団をベースとするマイクロＥＬＩＳ
Ａ試験と比較し、そのデータを図３７に示す。
【０２７４】
　空間／スペクトル試験からの平均的な単一細胞のデータを、集団をベースとするマイク
ロＥＬＩＳＡデータと比較すると、これらの分析において重要な相違点が示された（図３
８）。特定の例においては、予測された「表現型」又は「セクレトーム」における差は１
０倍より大きかった。例えば、全ての集団データを平均化した単一細胞のデータと比較し
て見た場合、その分泌物において、ＩＬ１２及びＩＬ１０は、より高い（約１０倍）と予
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測される。これは、マイクロＥＬＩＳＡが単一細胞の応答を正確に評価していないことを
示す。これらの大きな差は、集団レベルで示すことができない異なる多機能性を有する亜
集団、集団に基づく感知の差（すなわち、細胞間コミュニケーション）、又は解析のタイ
ムスタンプに基づく、異なるサイトカイン分泌パターンによる可能性がある。
【０２７５】
　飢餓及び非飢餓の差は、ほとんどのサイトカインについての高い一致の範囲内でのマイ
クロＥＬＩＳＡ技術に対して検証される。特に、ＩＬ－８、ＭＩＰ－１ｂ、ＭＣＰ－１、
ＩＬ－１ＲＡ、ＧＭＣＳＦ、ＧＣＳＦ、ＭＩＰ－１ａ、ＩＬ－１ｂ、ＩＦＮ－ｇはよく相
関し（統計的有意）、ＭＩＦ、ＭＭＰ－９、ＴＳＬＰ、Ｒａｎｔｅｓは、平均化した単一
細胞において、集団で顕著に減少を示し、ＩＬ－６、ＩＬ－１０、ＴＮＦ－ａは、おそら
く上記評価における差のため、十分に相関しない。
【０２７６】
　図３９は、ＬＰＳ（１００ｎｇ／ｍＬ）で刺激した細胞に対する、非刺激細胞の単一細
胞分泌を比較した、４５重の単一細胞試験を使用した実験の結果を示す。データは、ヒス
トグラム（上段）、ヒートマップ（中段）、及び平均化したシグナルの２ｄ棒グラフ（下
段）として表す。
【０２７７】
　単一細胞多重アレイ試験（ＳＣＭＡ）は、細胞内サイトカイン染色（ＩＣＳ）に対して
も検証した（図４０及び図４１）。ＩＣＳにより検出した「分泌物」は、本明細書に記載
の単一細胞分泌試験と比較して増大していたことがわかった。特定の理論に束縛されるこ
とを望まないが、ＩＣＳにおけるこれらの増大は、この検出が実際に分泌されるタンパク
質よりも予測される分泌されるタンパク質であるという事実に起因する可能性がある。
【０２７８】
　図４２は、細胞（ＬＰＳ刺激に対する非刺激）の多機能性を示す、データの出力の種類
を示す。図示したように、グラフは、単一細胞あたりの検出されたサイトカインの数を示
す。
【０２７９】
例３：IsoPlexis：機能的細胞の不均一性を調べるための４５重の単一細胞分泌プロファ
イリングプラットホーム
　その変形であるＦＬＵＯＲＯＳｐｏｔを含むＥＬＩＳｐｏｔが、単一細胞由来の免疫エ
フェクタータンパク質の真の分泌を測定するために広く使用されている唯一の技術であり
、そのため未だ、細胞性免疫を評価するための前臨床及び臨床手段の主軸となっている。
しかし、それは１種又は２種のタンパク質しか測定できず、最小限の生物学的情報を提供
する。したがって、それは、機能的多様性の完全な像を捕えられず、又は最も強力な多機
能性の集団を特定することができないので、免疫細胞の質及び保護能力を示すことができ
ない。単一細胞由来のタンパク質の一連を測定し得る技術は非常に望まれており、免疫多
様性から、腫瘍内不均一性、多機能性、細胞間コミュニケーションネットワークにまで及
ぶ重要な生物学的及び医学的問題の一連に対処するのに役立つであろう。このような技術
は、以下の全ての要求を満たす必要がある。（ｉ）単一細胞の感受性（タンパク質は単一
細胞から分離され、感度よく測定することができる）、（ｉｉ）高多重度（タンパク質の
大きいパネル（３５以上）を同時に測定することができる）、（ｉｉｉ）ハイコンテント
（何千もの単一細胞を並行して解析することができる）。サブナノリットルのチャンバー
をベースとする単一細胞タンパク質分泌試験において、空間的多重化及びスペクトル多重
化を組み合わせた新規技術が本明細書に開示されている。これは、従来のＥＬＩＳｐｏｔ
試験を使用するたったの１～２種類のタンパク質と比較し、４５種類の分泌タンパク質の
同時定量を可能にし、これは、単一細胞プロテオミクス試験では、多重能力の最高記録で
ある。このプラットホームは、３種のＴｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）をそれぞれ活性化する
、病原性リガンドのＬＰＳ、ポリＩＣ及びＰＡＭ３に対するヒトマクロファージ細胞を調
べるために適用された。単一細胞多重タンパク質プロファイルは、予想外に大きな細胞間
変動性及び３段階の応答を示し、これは、viSNEを使用する圧縮クラスター解析により更
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に確認された。viSNEは、t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding（t-SNE）アル
ゴリズムに基づく、最近開発された解析法であり、高次元の単一細胞のデータの可視化、
クラスター化を可能にし、細胞間の表現型不均一性を明らかにする強力な手段である（全
体が本明細書に参照として組み入れられる、Amir et al., 2013, Nature Biotechnology,
 31:545-552）。３種の機能的細胞のサブセットが同定され、応答は、初期状態と強く関
連している。最初の集団は減少するか、無活動の状態に戻った。第２の集団は、そのエフ
ェクター機能については大きく変化しないままである。第３の集団は、サイトカインの産
生増大と強く相関し、非常に多機能性であると思われる。この３段階の応答は、マクロフ
ァージ細胞株及び初代単球由来マクロファージの両方で優勢であり、病原性リガンドに対
する細胞性免疫の質（多機能性）及び範囲（画分）を決定する本質的な非遺伝的不均一性
であると思われる。本明細書の研究は、深い機能的表現型、及び既存の技術によって調査
することのできないパーターベーゲン(perturbagen)に対する不均一な応答を示す、単一
細胞多重化タンパク質プロファイリングの能力を実証する。このプラットホームは、例え
ば、免疫系又は腫瘍微少環境における細胞の不均一性を評価するために、前臨床試験及び
臨床試験の両方で大きな可能性を有している。
　これらの実験で使用した材料及び方法を以下に説明する。
【０２８０】
抗体フィーチャの製造
　ＰＤＭＳレプリカの鋳型は、深堀り反応イオンエッチング（ＤＲＩＥ）法によりエッチ
ングしたシリコンマスターである。これは、ＰＤＭＳの離型を容易にするために、クロロ
トリメチルシラン（Aldrich）の蒸気で一晩前処理した。ＰＤＭＳプレポリマー及び硬化
剤（RTV615, Momentive）を完全に混合し（部分Ａ及びＢを１０：１の割合で）、シリコ
ンマスター上に注いだ。真空乾燥機１時間により気泡を除去し、８０℃のオーブンで２時
間、ＰＤＭＳを硬化させた。硬化後、ＰＤＭＳ層を鋳型から離し、入り口部及び出口部の
穴をあけた。装置を、エタノール及び２－プロパノール中で超音波処理することによって
洗浄し、ポリ－Ｌ－リジンマイクロアレイスライド（Erie Scientific）と結合させた。
その後、アセンブリを、オーブン中、８０℃で２時間焼き、結合を強化した。抗体フロー
パターニング用ＰＤＭＳマイクロチップは、それぞれ２０種までの溶液をパターニングす
ることができる、２０個の分離されたマイクロチャンネルを有している。ＰＤＭＳフロー
パターニングマイクロチップにおける、一連のラインの典型的な幅及びピッチは、それぞ
れ２５μｍ、５０μｍである。
【０２８１】
　抗体フィーチャのフローパターニングのために、２μＬの異なる抗体混合物（表３及び
図３０）をマイクロチャンネルに別個に注入し、乾燥するまで微少流体チャンネルを流し
た。実験に使用する全ての抗体を表３に要約する。抗体をポリ－Ｌ－リジンスライドグラ
スに固定し、抗体パターニングフィーチャを作製する。フローパターニング後、ＰＤＭＳ
層を除去し、スライドグラスを３％ＢＳＡ（Sigma）でブロッキングし、使用するまで４
℃の冷蔵庫に保存する。
【０２８２】
マイクロチャンバーアレイチップの製造
　マイクロチャンバーアレイの鋳型は、ＤＲＩＥ法によりエッチングしたシリコンマスタ
ーである。これは、ＰＤＭＳの離型を容易にするために、クロロトリメチルシラン（Aldr
ich）の蒸気で一晩前処理した。単一細胞捕捉のための微少流体チャンバーアレイチップ
は、ソフトリソグラフィ技術を用いて、ＰＤＭＳ（RTV615, Momentive、部分Ａ及びＢを
１０：１の割合で）から製造した。真空乾燥機１時間により気泡を除去し、８０℃のオー
ブンで２時間、ＰＤＭＳを硬化させた。
【０２８３】
抗体の結合
　供給業者に提供された手順書に従い、４８８ｎｍのグループ及び５３２ｎｍのグループ
の検出抗体を、それぞれＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ４８８及びＡｌｅｘａ　ｆｌｕｏｒ５３
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２色素と共有的に結合した。６３５ｎｍのグループの検出抗体は、すべてビオチンを用い
てタグ化し、これらは、ビオチンとストレプトアビジン／アビジンの結合を通してフルオ
ロフォアＡＰＣ又はＣｙ５結合ストレプトアビジン又はアビジンを用いて読み出すことが
できる。
【０２８４】
細胞培養及び刺激
　ヒトＵ９３７細胞株は、ATCC（アメリカンタイプカルチャーコレクション，ATCC）から
購入し、１０％ウシ胎児血清を補充したＲＰＭＩ１６４０培地（Gibco, Invitrogen）中
で培養した。５０ｎｇ／ｍＬホルボール１２－ミリステート１３－アセタート（Fisher）
を用い、４８時間でＵ９３７細胞を分化させた。その後、培地を変え、正常培地に３６時
間置換した。単一細胞の実験のために、トリプシンを用いて細胞を集めた。懸濁液をＰＤ
ＭＳマイクロウェルアレイにピペットで移す直前に、１００ｎｇ／ｍＬのリポ多糖類（Ca
lbiochem）を細胞に負荷し、Ｔｏｌｌ様受容体４（ＴＬＲ４）（又はＰＡＭ３、ポリＩＣ
のような他の活性化試薬）のシグナル伝達を活性化した。
【０２８５】
細胞内サイトカイン染色
　細胞を集め、対照及び処置細胞を１０６の密度で、組織培養ペトリ皿に播種する。２時
間後、分泌阻害剤、Brefeldin A（Biolegend）を加えた。次いで、細胞を２２時間インキ
ュベートし、細胞内フローサイトメトリーのために細胞を集めた。製造業者の説明書に従
い、細胞を固定し、染色した。
【０２８６】
ＰＤＭＳマイクロウェルアレイで捕捉した単一細胞
　単一細胞捕捉実験を実施する前に、ＰＤＭＳマイクロウェルアレイ及び抗体含有スライ
ドグラスを、それぞれ３％ＢＳＡ溶液（Sigma）で２時間ブロッキングし、その後、新鮮
な培地で洗浄した。細胞捕捉の直前に細胞を新鮮な培地に懸濁した。ＰＤＭＳマイクロア
レイを上向きに配置し、薄層がＰＤＭＳマイクロウェルアレイ上に残存するまで、細胞培
養培地溶液を除去した。細胞懸濁液をマイクロウェルアレイにピペットで移し（５０～２
００μＬ）、細胞がマイクロウェル内に落下するように１０分間沈降させた。抗体スライ
ドグラスを、細胞捕捉チャンバーに抗体が面するようにＰＤＭＳマイクロウェルアレイの
上部においた。次いで、ＰＤＭＳマイクロウェルアレイ及びスライドグラスを、ネジでし
っかりと固定した。単一細胞は、このようにマイクロウェルアレイ内に捕捉され、細胞が
タンパク質を分泌できるようにアセンブリをインキュベートした。捕捉された細胞を２４
時間インキュベートした後、ネジをはずして抗体スライドグラスを除去し、ＥＬＩＳＡ免
疫試験手順を実施し、Genepixスキャナー及びソフトウェアを用いて結果を検出及び解析
した。
【０２８７】
集団のマイクロアレイ
　細胞集団試験は、ポリ－Ｌ－リジンスライドグラス上にSpotbot 3 microarrayer（Arra
yit）をスポットした、カスタム印刷抗体マイクロアレイで実施した。同じ抗体パターン
を有した１２の同一サブグループを、各スライドグラス上に印刷した。印刷後、抗体スラ
イドグラスを、湿箱（７５％相対湿度で、飽和ＮａＣｌ溶液を含む）中に５時間維持した
。細胞集団試験の前に、スライドグラスをＰＤＭＳマイクロウェルスラブと結合し、３％
ＢＳＡ溶液で２時間ブロッキングした。次いで、細胞培養上清を種々のマイクロウェルに
加え、１時間インキュベートした。インキュベーション後、ＥＬＩＳＡ免疫試験手順を実
施し、Genepixスキャナー及びソフトウェアを用いて結果を検出及び解析した。
【０２８８】
免疫試験法
　ＥＬＩＳＡ法を行い、検出可能なシグナルへの単一細胞により分泌されるサイトカイン
の変換を行った。ビオチン化検出抗体の混合物（表３）をピペットでスライドグラスに移
し、室温で１ｈｒインキュベートし、サンドイッチ免疫試験を完了させ、その後、３％Ｂ
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ＳＡ溶液で洗浄した。ＡＰＣ色素で標識したストレプトアビジン（eBioscience、２００
μＬ、５μｇ／ｍＬ）をスライドグラスに加え、更に３０ｍｉｎインキュベートした。次
いで、スライドグラスを再度３％ＢＳＡで洗浄し、３％ＢＳＡで０．５ｈｒブロッキング
した。ＢＳＡブロッキングに続き、スライドグラスをＤＰＢＳ、ＤＰＢＳ、ＤＩ水、ＤＩ
水に順次浸漬し、その後、最終的に風乾した。
【０２８９】
蛍光検出及び解析
　Genepix 4200Aスキャナー（Molecular Devices）を、ＦＩＴＣ及びＡＰＣチャンネルの
蛍光画像をスキャンするために使用した。３色のチャンネル、４８８（青色）、５３２（
緑色）及び６３５（赤色）を、蛍光シグナルを収集するために使用した。画像は、マイク
ロウェルアレイ鋳型を積載及び整列し、次いで蛍光強度値を抽出することにより、GenePi
x Proソフトウェア（Molecular Devices）を用いて解析した。蛍光の結果は、GenePix Pr
o内の画像解析手段を用いて抽出した。次いで、蛍光の結果を、光学的画像化により解析
したサブナノリットルマイクロチャンバーアレイの各チャンバーと対応させた。
【０２９０】
自動化光学画像解析及び細胞計数
　アセンブリを、自動化顕微鏡ステージを用いて、Nikon Eclipse Ti顕微鏡で画像化し、
各マイクロウェル内の細胞の数及び位置を記録した光学的画像（暗視野及び斜光像）を得
た。暗視野像は、各マイクロチャンバーの位置及び配列を定義するために使用され、斜光
像は、細胞数及びその位置を定義するために使用される。画像は、いずれも、自動化細胞
計測を実現するために、各画像の閾値を定義することにより、Nikonソフトウェア（NIS-E
lements Ar Microscope Imaging Software）で処理することができる。細胞数は、その後
、それぞれの細胞チャンバーに抽出された蛍光データと照合される。
【０２９１】
データ及び統計解析
　蛍光スキャンした全てのスライドを、Genepixソフトウェアで処理し、各セット内の全
てのフィーチャの平均的蛍光シグナルを抽出した。自分で開発したMatlab（Math Works）
コードを、蛍光データの自動化抽出及び散布図の生成のために作製した。Excel（Microso
ft）及びOriginPro8（OriginLab）を、抽出したデータを編集するために使用した。ヒー
トマップ及び教師なしのクラスタリングを、ソフトウェアCluster/Treeview（Eisen Labo
ratory）を使用して、抽出したデータから生成した。統計解析は、R（R Development Cor
e Team）で実施した。
【０２９２】
　実験結果を以下に示す。
　実験は、本明細書に記載の４５重の単一細胞タンパク質分泌プロファイリングプラット
ホームを使用して実施した（図４３）。細胞懸濁液をＰＤＭＳマイクロウェルアレイチッ
プ表面にピペットを用いて移動し、細胞を重力によりマイクロチャンバー内に落下させた
。次いで、フローパターン形成した４５重の抗体固定化スライドグラスを、マイクロチャ
ンバーの上部に下向きに配置し、抗体フィーチャがマイクロチャンバーに対して垂直にな
るようにした。この処理の間に、０個から数十個の細胞がマイクロチャンバー内に捕捉さ
れる。捕捉された細胞数はポアソン分布に一致する。最終的に、このアセンブリは、６本
のネジで２つの透明なプラスチック板に固定される。電動位相差顕微鏡が、アセンブリを
画像化し、各マイクロチャンバー内の細胞数及び位置を記録するために使用される。次い
で、それを、細胞にタンパク質を分泌させるために、組織培養インキュベータ中に２４時
間配置する。この間に個々の細胞から分泌するタンパク質を抗体で捕捉し、対応する検出
抗体との反応により検出可能なシグナルに変換し、その後、最終的に蛍光スキャナーによ
り読み出す。各単一細胞に対応させて蛍光シグナルを定量し、ヒートマップ、散布図又は
VISNEによって示すように解析する。
【０２９３】
　４８８及び５３２チャンネル間のスペクトルの相互干渉及び重なりが考慮された。Ａｌ



(58) JP 2018-21917 A 2018.2.8

10

20

30

40

50

ｅｘａ　ｆｌｕｏｒ　４８８及び５３２色素間のスペクトルが重なるため、このスライド
グラスは、４８８チャンネル（本当のシグナル）及び５３２チャンネル（相互干渉）の両
方からの蛍光シグナルを得る。４８８チャンネルシグナル及び５３２チャンネルシグナル
は、相互間に良好かつ安定な相関を示し（Ｒ２が約９８％）、補正式を抽出することがで
きる（図４７Ａ）。５３２チャンネルの実際のシグナル及び４８８チャンネルの相互干渉
を観察すると、類似の結果が観察された（図４７Ｂ）。
【０２９４】
　ＰＭＡによるＵ９３７単球の分化は、マクロファージマーカーＣＤ１１ｂ（ＦＬ４）及
びＣｄ１４（ＦＬ２）の発現を検出することにより評価した（図４８）。
【０２９５】
　実験は、９６ウェルプレート、ＰＤＭＳを５：１、１０：１、２０：１の比でそれぞれ
含む異なる基板から得られるＵ９３７単球由来マクロファージ集団細胞のタンパク質分泌
結果を調べるために実施した。結果は、ＩＬ－８、ＭＣＰ－１、ＩＬ－６等の高レベル分
泌タンパク質、及びＩＬ－１ａ、ＩＬ－３、ＩＬ－４等の低レベル分泌タンパク質の両方
について異なる基板について同様の倍数の変化を示した（図４９）。
【０２９６】
　チャンバーに含まれる細胞の量により組織されるように、分泌のヒートマップを可視化
することができる（図５０）。０個の細胞のチャンバーからのシグナルは、正の分泌の閾
値（平均シグナル＋標準偏差の２倍）として使用することができる。データを解析し、分
泌と細胞数との相関を調べた（図５２）。実験は、２種のチップ間の単一細胞分泌の結果
を比較するためにも実施し（図５１）、これにより、チップが非常に類似する結果をもた
らすことが実証される。
【０２９７】
　装置は、Ｕ９３７マクロファージからのタンパク質の分泌を解析するために使用した。
４８時間のインキュベーションにわたるタンパク質分泌の動態を図５５に示し、これは、
種々のタンパク質が異なる分泌動態を有することを示している。図４４は、種々の方法を
用いた、Ｕ９３７マクロファージからの刺激された、又は刺激されていない（対照）タン
パク質の分泌を示す。例えば、図４４Ａは、Ｕ９３７由来マクロファージの単一細胞のタ
ンパク質分泌結果と、その集団細胞の分泌結果との比較を示す。一般的にいえば、これら
２つの結果は、お互いに良好な相関を示した。興味深いことに、いくつかの相違点も観察
された。例えば、ＩＬ－８の強度は、集団の結果における対照と刺激細胞間で非常に類似
することが観察された。しかし、開示された単一細胞アレイを使用して観察した単一細胞
の結果は、ＬＰＳで刺激された細胞が、実際に対照の細胞よりも高い分泌頻度を有するこ
とを示した。これも、細胞内サイトカイン染色により検証された（図４４Ｂ）。単一細胞
分泌プラットホーム及びＩＣＳ（細胞内サイトカイン染色）から得られたタンパク質分泌
頻度の比較を図４４Ｂに示す。
【０２９８】
　ＩＬ－８及びＭＣＰ－１のタンパク質分泌結果により定義される類似の細胞亜集団の定
義は、ＳＣＭＡ及びＩＣＳの両方により観察された（図４４Ｃ）。単一細胞分泌プラット
ホームは、細胞の多機能性を調べるために使用した。それらのタンパク質分泌結果に基づ
く、Ｕ９３７マクロファージ単一細胞の多機能性の解析は、広範囲の単一細胞の多機能性
が観察され、Ｕ９３７由来マクロファージ細胞が、ＬＰＳ刺激によるＴＬＲ－４の活性化
により、更に多機能性を示すことを証明した（図４４Ｄ）。
【０２９９】
　細胞の多機能性は、ＬＰＳ刺激による広範囲の単一細胞多機能性及び多機能性の増大を
示す図５３で更に証明されている。この結果は、３つの独立した実験で検証された。
【０３００】
　ＴＬＲ４リガンド、ＬＰＳ刺激後のマクロファージ応答の単一細胞分泌解析の結果を図
４５に示す。ヒートマップは、未処理及びＬＰＳ刺激Ｕ９３７単球由来マクロファージの
タンパク質分泌プロファイルの比較を示す（図４５Ａ）。VISNEは、単一細胞分泌の結果
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を可視化するために使用した（図４５Ｂ）。VISNEは、高次元の単一細胞のデータを二次
元に変換するが、元のデータの高次元構造は保持したままである。これは、高次元の全て
の対間距離がプロット内の各細胞の位置を位置づけるために利用した散布図に類似の個々
の細胞を可視化する。Ｘ軸及びＹ軸は、二次元の位置を示す任意の数である。この解析か
ら、未処理及びＬＰＳ刺激したＵ９３７単一細胞が、それらのタンパク質分泌に基づいて
（従来のクラスター解析に従い（図５４））、３つの亜集団に分類できることが観察され
る。これは、VISNEを用いた、種々のタンパク質（ＭＩＦ、ＩＬ－８、ＭＣＰ－１、ＲＡ
ＮＴＥＳ、ＭＩＰ－１ａ、ＭＩＰ－１ｂ）の分泌結果を示す図４５Ｃにおいて更に示され
る。これは、異なるタンパク質が細胞の種々のサブグループを特徴づけることを明らかに
実証する。例えば、ＩＬ－８、ＭＩＰ－１ｂのようないくつかのタンパク質はＬＰＳ刺激
に感受性であるが、ＭＩＦのようないくつかのタンパク質は感受性でない。
【０３０１】
　ＬＰＳによる刺激の前後の同一細胞の解析は、それぞれ個々の細胞がどのようにして特
異的分泌プロファイルを有するかを示す。例えば、図５６は、個々の細胞がＬＰＳ刺激に
どのように応答するかを示す一連のプロットを含む。このデータは、いくつかのタンパク
質の分泌は細胞間で類似しているが、他のタンパク質の分泌は、試験集団の種々の単一細
胞間で大きく異なる可能性があることを示している。
【０３０２】
　実験は、種々のＴＬＲリガンド（ＬＰＳ、ＰＡＭ３又はポリＩＣ）刺激に対するマクロ
ファージの応答を調べるために実施した。図４６Ａは、未処理及び刺激（ＬＰＳ、ＰＡＭ
Ｐ又はポリＩＣ）Ｕ９３７単球由来マクロファージのタンパク質分泌プロファイルを示す
ヒートマップを示す。更に、所定のタンパク質それぞれの細胞分泌の頻度を、各条件下に
解析した（図４６Ｂ）。単一細胞の結果はVISNEで可視化し、そこから、未処理及び刺激
単一細胞は、それらの分泌に基づいて３つの亜集団に分類されることが観察された（図４
６Ｃ）。このことは、個々のタンパク質（ＭＩＦ、ＩＬ－８、ＭＣＰ－１及びＭＩＰ－１
ｂ）の分泌をVISNEで観察する場合に更に例証される（図４６Ｄ）。
【０３０３】
　本明細書に記載のシステムは、単一細胞のレベルでの細胞分泌の有効検出を提供し、こ
れは、細胞集団内の重要な単一細胞の相違を特定することができる。本発明のシステムの
利点を図５７に示す。本明細書に示した単一細胞分泌試験とＩＣＳとの比較においていく
つかの相違点がある。第１に、タンパク質発現がタンパク質分泌と同じでないことに留意
することが重要である。本発明の単一細胞試験は、細胞により分泌されたタンパク質量を
測定するが、ＩＣＳは、細胞内にブロックされたタンパク質を測定する。更に、ＩＣＳの
際に、細胞機能を変える可能性のあるゴルジ体遮断薬が使用され、これは細胞に対して毒
性がある。逆に、本発明の単一細胞試験は、シグナルを遮断するために、無毒な物的障壁
を使用する。更に、サンドイッチ技術においては、シグナルを与えるためにタンパク質の
２つの異なるエピトープが認識されなければならないので、本発明の単一細胞試験は、Ｉ
ＣＳよりも特異性の高いサンドイッチ免疫試験の形式を使用する。したがって、陽性細胞
についての閾値は、これら２つのシステムにおいて非常に相違している可能性がある。
【０３０４】
　本明細書に引用した、各特許、特許出願及び出版物は、参照として全体が本明細書に組
み込まれる。本発明を特定の態様を参照して開示したが、本発明の他の態様及び変形は、
本発明の真の趣旨及び範囲を逸脱することなく、当業者によって案出され得ることは明ら
かである。添付した請求項は、このような全ての態様及び等価な変形を含むことを意図す
る。
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【図５７】

【手続補正書】
【提出日】平成29年9月20日(2017.9.20)
【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】
　複数の閉鎖インターフェースを含む、細胞から分泌された化合物の多重検出用装置であ
って、
　各閉鎖インターフェースが、（ａ）細胞を含むように構成されたマイクロチャンバーと
、（ｂ）空間的に同定可能な少なくとも１５分離フィーチャを含む基板とを含み、
　前記少なくとも１５分離フィーチャのうちの少なくとも２分離フィーチャが、１分離フ
ィーチャあたり、少なくとも２種の固定化捕捉抗体を含み、
　各固定化捕捉抗体が、対象とする異なるタンパク質を認識し、
　ここで、マイクロチャンバー及び基板が、連結して複数の閉鎖インターフェースを形成
し、各閉鎖インターフェースは、各マイクロチャンバーに積載した細胞および細胞から分
泌された化合物が前記少なくとも１５分離フィーチャの全てにアクセス可能であり、それ
によって固定化捕捉抗体の全てにアクセス可能であるようにマイクロチャンバー及び基板
を含む、前記装置。
【請求項２】
　前記少なくとも１５分離フィーチャのうちの少なくとも２分離フィーチャが、１分離フ
ィーチャあたり、少なくとも３種の固定化捕捉抗体を含む、請求項１に記載の装置。
【請求項３】
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　閉鎖インターフェースが、平行に配置されている、請求項１に記載の装置。
【請求項４】
　分離フィーチャが、閉鎖インターフェース内で、平行に配置されている、請求項１に記
載の装置。
【請求項５】
　装置が、２００マイクロチャンバー／ｃｍ２～２０，０００マイクロチャンバー／ｃｍ
２を含む、請求項１に記載の装置。
【請求項６】
　装置が、１００～１００，０００マイクロチャンバーを含む、請求項１に記載の装置。
【請求項７】
　基板上の少なくとも１分離フィーチャが、５～１００種の捕捉抗体を含む、請求項１に
記載の装置。
【請求項８】
　各マイクロチャンバーが、１００μｍ～２０００μｍの長さ、１０μｍ～１００μｍの
幅、および、１０μｍ～１００μｍの深さを有する、請求項１に記載の装置。
【請求項９】
　各分離フィーチャが、５μｍ～５０μｍの幅を有する、請求項１に記載の装置。
【請求項１０】
　分離フィーチャが、互いに５μｍ～５０μｍ離れている、請求項１に記載の装置。
【請求項１１】
　分離フィーチャの各々が、少なくとも２種の固定化捕捉抗体を含む、請求項１に記載の
装置。
【請求項１２】
　分離フィーチャが、マイクロチャンネルである、請求項１に記載の装置。
【請求項１３】
　分離フィーチャが、クロスフローパターニング技術により製造される、請求項１に記載
の装置。
【請求項１４】
　分離フィーチャが、マイクロスケールプリンティング技術により製造される、請求項１
に記載の装置。
【請求項１５】
　マイクロスケールプリンティング技術が、マイクロスポッティングまたはインジェクト
プリンティングである、請求項１４に記載の装置。
【請求項１６】
　装置が、少なくとも１閉鎖インターフェースのマイクロチャンバー内に、少なくとも１
個の細胞を含む、請求項１に記載の装置。
【請求項１７】
　マイクロチャンバーが、少なくとも１個の細胞から分泌されたタンパク質を含む、請求
項１６に記載の装置。
【請求項１８】
　タンパク質が、基板の分離フィーチャの捕捉抗体に結合する、請求項１７に記載の装置
。
【請求項１９】
　単一細胞から分泌されたタンパク質を同定するための方法であって、方法は以下：
（ａ）複数の閉鎖インターフェースを含む装置を提供すること、
　ここで、各閉鎖インターフェースが、細胞を含むマイクロチャンバーと、空間的に同定
可能な少なくとも１５分離フィーチャを含む基板とを含み、
　前記少なくとも１５分離フィーチャのうちの少なくとも２分離フィーチャが、１分離フ
ィーチャあたり、少なくとも２種の固定化捕捉抗体を含み、
　各固定化捕捉抗体が、対象とする異なるタンパク質を認識し、
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　ここで、マイクロチャンバー及び基板が、連結して複数の閉鎖インターフェースを形成
し、各閉鎖インターフェースは、各マイクロチャンバーに積載した細胞および細胞から分
泌された化合物が前記少なくとも１５分離フィーチャの全てにアクセス可能であり、それ
によって固定化捕捉抗体の全てにアクセス可能であるようにマイクロチャンバー及び基板
を含み；
（ｂ）細胞からのタンパク質の分泌と、細胞から分泌されたタンパク質の、基板の分離フ
ィーチャ上に固定化された捕捉抗体への結合とをもたらす条件下で、閉鎖インターフェー
スをインキュベートすること、それによって、細胞から分泌されて抗体上に捕捉されたタ
ンパク質を含み、かつ、閉鎖インターフェースに対応する、基板の領域が形成される；
（ｃ）検出抗体の捕捉タンパク質への結合をもたらす条件下で、検出抗体の存在下で（ｂ
）の基板をインキュベートすること、
　ここで、各検出抗体が、異なる捕捉タンパク質を認識し、
　前記少なくとも１５分離フィーチャのうちの少なくとも２分離フィーチャが、１分離フ
ィーチャあたり、少なくとも２種の検出抗体に関連し、
　分離フィーチャ中の検出抗体の各々が、同じ分離フィーチャ中の他のすべての検出抗体
とはスペクトル的に異なる標識を含む；ならびに、
（ｄ）（ａ）の閉鎖インターフェースに対応する基板の領域から、捕捉タンパク質に結合
する検出抗体を検出すること、それによって、対応する閉鎖インターフェース内に含まれ
る細胞から分泌されたタンパク質が同定される、
を含む、前記方法。
【請求項２０】
　閉鎖インターフェースが、平行に配置されている、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　分離フィーチャが、閉鎖インターフェース内で、平行に配置されている、請求項１９に
記載の方法。
【請求項２２】
　装置が、２００マイクロチャンバー／ｃｍ２～２０，０００マイクロチャンバー／ｃｍ
２を含む、請求項１９に記載の方法。
【請求項２３】
　装置が、１００～１００，０００マイクロチャンバーを含む、請求項１９に記載の方法
。
【請求項２４】
　基板が、１５～１００分離フィーチャを含む、請求項１９に記載の方法。
【請求項２５】
　基板上の少なくとも１分離フィーチャが、５～１００種の捕捉抗体を含む、請求項１９
に記載の方法。
【請求項２６】
　各マイクロチャンバーが、１００μｍ～２０００μｍの長さ、１０μｍ～１００μｍの
幅、および、１０μｍ～１００μｍの深さを有する、請求項１９に記載の方法。
【請求項２７】
　各分離フィーチャが、５μｍ～５０μｍの幅を有する、請求項１９に記載の方法。
【請求項２８】
　分離フィーチャが、互いに５μｍ～５０μｍ離れている、請求項１９に記載の方法。
【請求項２９】
　分離フィーチャの各々が、少なくとも２種の固定化捕捉抗体を含む、請求項１９に記載
の方法。
【請求項３０】
　分離フィーチャが、マイクロチャンネルである、請求項１９に記載の方法。
【請求項３１】
　分離フィーチャが、クロスフローパターニング技術により製造される、請求項１９に記
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載の方法。
【請求項３２】
　分離フィーチャが、マイクロスケールプリンティング技術により製造される、請求項１
９に記載の方法。
【請求項３３】
　マイクロスケールプリンティング技術が、マイクロスポッティングまたはインジェクト
プリンティングである、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　単一細胞から分泌されたタンパク質を同定するための方法であって、方法は以下：
（ａ）複数の閉鎖インターフェースを含む装置を提供すること、
　ここで、各閉鎖インターフェースが、細胞を含むマイクロチャンバーと、空間的に同定
可能な少なくとも１５分離フィーチャを含む基板とを含み、
　前記少なくとも１５分離フィーチャのうちの少なくとも５分離フィーチャが、１分離フ
ィーチャあたり、少なくとも２種の固定化捕捉抗体を含み、
　各固定化捕捉抗体が、対象とする異なるタンパク質を認識し、
　ここで、マイクロチャンバー及び基板が、連結して複数の閉鎖インターフェースを形成
し、各閉鎖インターフェースは、各マイクロチャンバーに積載した細胞および細胞から分
泌された化合物が前記少なくとも１５分離フィーチャの全てにアクセス可能であり、それ
によって固定化捕捉抗体の全てにアクセス可能であるようにマイクロチャンバー及び基板
を含み；
（ｂ）細胞からのタンパク質の分泌と、細胞から分泌されたタンパク質の、基板の分離フ
ィーチャ上に固定化された捕捉抗体への結合とをもたらす条件下で、閉鎖インターフェー
スをインキュベートすること、それによって、細胞から分泌されて抗体上に捕捉されたタ
ンパク質を含み、かつ、閉鎖インターフェースに対応する、基板の領域が形成される；
（ｃ）検出抗体の捕捉タンパク質への結合をもたらす条件下で、検出抗体の存在下で（ｂ
）の基板をインキュベートすること、
　ここで、各検出抗体が、異なる捕捉タンパク質を認識し、
　前記少なくとも１５分離フィーチャのうちの少なくとも５分離フィーチャが、１分離フ
ィーチャあたり、少なくとも２種の検出抗体と関連づけられ、
　分離フィーチャ中の検出抗体の各々が、同じ分離フィーチャ中の他のすべての検出抗体
とはスペクトル的に異なる標識を含む；ならびに、
（ｄ）（ａ）の閉鎖インターフェースに対応する基板の領域から、捕捉タンパク質に結合
する検出抗体を検出すること、
それによって、対応する閉鎖インターフェース内に含まれる細胞から分泌されたタンパク
質が同定される、
を含む、前記方法。
【請求項３５】
　前記少なくとも１５分離フィーチャのうちの少なくとも２分離フィーチャが、１分離フ
ィーチャあたり、少なくとも３種の固定化捕捉抗体を含む、請求項３４に記載の方法。
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